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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. Разработка биофармацевтического препарата для ферментной заместитель-
ной терапии на основе рекомбинантной кислой α-1,4-глюкозидазы (α-глюкозидаза) являет-
ся актуальной задачей, решение которой может позволить обеспечить пациентов с бо-
лезнью Помпе необходимым количеством препарата в Российской Федерации. В работе 
показан эффективный способ получения стабильного промышленного клона-продуцента 
на основе клеток линии СНО-К1, продуцирующего активную α-глюкозидазу.
ЦЕЛЬ. Получение моноклональных клеточных линий-продуцентов рекомбинантной кис-
лой α-глюкозидазы и оценка стабильности ростовых показателей и продуктивности в ходе 
культивирования в течение 60 генераций.
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ. Суспензионную клеточную линию СНО-К1 (ECACC) культивирова-
ли в среде BalanCD Growth A. Трансфекцию клеток проводили электропорацией на систе
ме MaxCyte (по протоколу СНО). Селекцию продуцентов проводили с использованием 
пуромицина (5 мкг/мл). Клонирование осуществляли с помощью системы дозирования 
клеток на основе микрофлюидной технологии (C.SIGHT). Моноклональность клеточных 
линий подтверждали с применением автоматизированной системы визуализации клеток 
(Cell Metric CLD). Концентрацию α-глюкозидазы в культуральной жидкости определяли ме-
тодом иммуноферментного анализа. Активность фермента измеряли колориметрически 
с субстратом 4-нитрофенил-α-D-глюкопиранозид (pNP-α-D-Glc).
РЕЗУЛЬТАТЫ. Проведен скрининг 1000 продуцентов, в результате которого отобраны 
22 клеточные линии с продуктивностью 0,14–0,65 г/л. Лидерный продуцент α-глюкозидазы 
GAA-14 клонировали с последующим подтверждением моноклональности. Получена па-
нель из 20 моноклональных линий. Удельная активность фермента и содержание остатков 
маннозо-6-фосфата (М6Р) (4,3±0,9 ЕД/мг; 0,99±0,10 моль М6Р/моль белка соответственно) 
не отличались от референтного препарата. При изучении стабильности лидерного клона 
в течение 60 генераций показано сохранение ростовых характеристик: жизнеспособность 
98,5±1,5%, время удвоения популяции 20,0±1,3 ч, продуктивность 450±20 мг/л при перио-
дическом культивировании в течение 7 сут.
ВЫВОДЫ. Получена стабильная моноклональная клеточная линия-продуцента 
α-глюкозидазы на основе СНО-К1, обеспечивающая продукцию активного фермента 
0,45 г/л на 7 сут. Полученный клон-продуцент пригоден для масштабирования и наработки 
субстанции для доклинических исследований.
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ABSTRACT	 INTRODUCTION. The development of a biopharmaceutical drug for enzyme replacement ther-
apy based on recombinant acid α-1,4-glucosidase (α-glucosidase) is a pressing task, the solu-
tion of which could provide patients with Pompe disease in the Russian Federation with the 
necessary amount of the drug. This study demonstrates an effective method for developing, 
from the CHO-K1 cell line, a stable industrial producer clone that produces active α-glucosidase.
AIM. This study aimed to develop monoclonal cell lines producing recombinant acid 
α-glucosidase and to evaluate the stability of growth characteristics and productivity during 
cultivation over 60 generations.
MATERIALS AND METHODS. The suspension CHO-K1 cell line (ECACC) was cultured 
in BalanCD Growth A medium. Cell transfection was performed by electroporation 
using the MaxCyte system (according to the CHO protocol). Selection of producers was 
carried out using puromycin (5 μg/mL). Cloning was performed using a cell dispensing 
system based on microfluidic technology (C.SIGHT). The monoclonality of the cell lines 
was confirmed using an automated cell imaging system (Cell Metric CLD). The concentra-
tion of α-glucosidase in the culture fluid was determined by enzyme-linked immunosor
bent assay. Enzyme activity was measured by a colorimetric method using the substrate 
4-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside (pNP-α-D-Glc).
RESULTS. Screening of 1000 producers was performed, resulting in the selection of 22 cell 
lines with a productivity of 0.14–0.65 g/L. The lead α-glucosidase producer GAA-14 was cloned, 
followed by confirmation of monoclonality. A panel of 20 monoclonal lines was obtained. 
The specific activity of the enzyme and the mannose-6-phosphate residue (М6Р) content did 
not differ from those of the reference drug (4.3±0.9 U/mg and 0.99±0.10 mol M6P/mol protein, 
respectively). When studying the stability of the lead clone over 60 generations, preservation 
of growth characteristics (viability, 98.5±1.5%; population doubling time, 20.0±1.3 h; and pro-
ductivity, 450±20 mg/L) was demonstrated under batch cultivation over 7 days.
CONCLUSIONS. A stable monoclonal α-glucosidase producer cell line based on CHO-K1 
cells has been developed, yielding the active enzyme at 0.45 g/L on day 7. The resulting 
producer clone is suitable for scale-up and manufacture of the drug substance for preclini
cal studies.

Keywords: 	 CHO‑K1 cell line; monoclonal cell line; acid alpha-glucosidase; lysosomal acid alpha-1,4-glucosidase; 
4-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside; glycogen storage disease type II; GSD II; recombinant 
enzymes
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ВВЕДЕНИЕ
Гликогенозы  — группа орфанных заболева-

ний, при которых нарушается синтез или распад 
гликогена из-за дефицита ферментов. Болезнь 
Помпе (гликогеноз II типа)  — редкая наслед-
ственная мультисистемная лизосомная болезнь 
накопления, связанная с дефицитом лизосомаль-
ной кислой α-1,4-глюкозидазы (α-глюкозидаза). 
Заболевания вызывают мутации в гене GAA, ко-
дирующем α-глюкозидазу. Обнаружено более 
500 мутаций в гене GAA, которые могут приво-
дить к нарушению синтеза α-глюкозидазы [1–3].

Для замедления прогрессирования болез-
ни Помпе применяют пожизненную фермент-
ную заместительную терапию (ФЗТ)  [4] препа-
ратами рекомбинантной человеческой кислой 
α-глюкозидазы: алглюкозидаза альфа (Myozyme, 
Sanofi Genzyme) и авалглюкозидаза альфа 
(Nexviazyme, Sanofi Genzyme) [5].

Разработка клеточных линий, продуцирую-
щих активные лизосомальные ферменты, пред-
ставляет собой высокотехнологичную задачу 
в области клеточной инженерии. Это связано 
с уникальными требованиями к посттрансля-
ционной модификации, компартментализации, 
внутриклеточному транспорту, активности фер-
ментов, их pH-зависимому протеолитическо-
му процессингу и выбору системы экспрессии. 
Выбор системы экспрессии критичен для произ-
водства рекомбинантных лизосомальных гидро-
лаз, поскольку необходимо обеспечить паттерн 
гликозилирования, соответствующий натив-
ному человеческому белку. Клеточные линии 
млекопитающих, в частности CHO-K1, широко 
используются в биофармацевтике для получе-
ния различных белков, включая ферменты. Это 
обусловлено их ферментативным аппаратом, 
который обеспечивает посттрансляционную 
модификацию и присоединение метки — остат-
ка маннозо-6-фосфата (M6P) к олигосахаридам 
белка [6, 7]. Получение активной α-глюкозидазы 
показано с использованием растительных кле-
точных линий: клеток риса (титр до 45 мг/л, удель-
ная активность 3,092 Ед/мг  [8]); трансгенных 
клеток риса (выход α-глюкозидазы — 37 мг/л [9]); 
клеток линии Arabidopsis alg3, дефицитной 
по α-1,3-маннозилтрансферазе (максимальный 

выход α-глюкозидазы  — 228±21,1 мкг/л  [10]). 
Несмотря на применение гликоинженерных 
растительных систем экспрессии, их продук-
тивность остается низкой (менее 50 мг/л), тогда 
как CHO-клетки обеспечивают промышленно 
значимые титры.

Лизосомальные ферменты имеют уникаль-
ный паттерн посттрансляционного гликози-
лирования. Критически важные остатки M6P 
на терминальных участках N-связанных гли-
канов обеспечивают специфическое узнава-
ние лизосомального фермента рецепторами 
и его последующий транспорт в лизосомы. 
Именно терминальные M6P-остатки фермен-
та обусловливают рецепторно-опосредован-
ный эндоцитоз препарата и его биологическую 
функцию в лизосоме  [11]. Для повышения со-
держания M6P применяют различные стратегии, 
такие как: котрансфекция генов-модуляторов 
(например, коэкспрессия фосфотрансферазы 
GlcNAc-1-PT [12]); нокаут генов кислых фосфатаз 
Acp2 и Acp5; химическая конъюгация очищенного 
фермента с биc-маннозо-6-фосфатом  [13]; сайт-
селективное ферментативное M6P-гликановое 
ремоделирование с использованием эндоглико-
зидаз Endo-A/Endo-F3 и синтетического оксазо-
линтетрасахарида M6P [14].

При получении линий-продуцентов лизосо-
мальных ферментов важно учитывать выше-
перечисленные аспекты, а также особенности 
строения и функции получаемого фермента 
для оптимизации стратегии отбора. Многие ис-
следования сосредоточены на максимизации 
титра. Однако недостаточное внимание к удель-
ной активности и генетической стабильности 
клеточной линии в долгосрочной перспективе 
ведет к нарушению посттрансляционных моди-
фикаций и, как следствие, к снижению терапев-
тической эффективности конечного препарата.

Предлагаемый авторами подход включает 
многофакторный контроль критических па-
раметров на каждом этапе отбора клеточных 
линий: выявление клеточных линий с высоким 
титром целевого фермента и оценку их удель-
ной активности фермента во время скринин-
гов. Лидерные моноклональные линии изучают 
в ходе длительного пассирования (60 генераций) 
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для оценки стабильности ростовых и продук-
ционных характеристик, а также комплексного 
анализа профиля гликозилирования и физико- 
химических свойств рекомбинантного фермен-
та α-глюкозидазы. Преимущество данной стра-
тегии заключается в возможности получить 
не только высокопродуктивную, но и стабиль-
ную моноклональную линию, синтезирующую 
фармакологически активный продукт с предска-
зуемыми параметрами.

Цель работы  — получение моноклональных 
клеточных линий-продуцентов рекомбинантной 
кислой α-глюкозидазы и оценка стабильности 
ростовых показателей и продуктивности в ходе 
культивирования в течение 60 генераций.

Для достижения цели были поставлены сле-
дующие задачи: трансфекция клеток линии 
СНО-К1 плазмидой, кодирующей ген GAA; отбор 
продуцентов с помощью иммуноферментного 
анализа (ИФА) и оценки активности α-глюко-
зидазы с использованием хромогенного суб-
страта pNP-α-D-Glc; получение моноклональных 
линий-продуцентов; изучение стабильности ро-
стовых и продукционных характеристик лидер-
ного клона в течение 60 генераций.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Плазмида, кодирующая ген GAA

Кодон-оптимизированная нуклеотидная 
последовательность гена GAA для экспрессии 
в клетках CHO-К1, фланкированная специфи-
ческими сайтами рестрикции, была клонирова-
на в составе экспрессионного вектора, содер-
жащего ген пуромицин-N-ацетилтрансферазы 
(селективный маркер). Экспрессия гена GAA 
находилась под транскрипционным контро-
лем конститутивного химерного промотора 
CMVe/EF1α (рис. 1).

Условия культивирования клеток
Клеточную линию СНО-К1 культивировали 

в питательной среде BalanCD Growth A (FujiFilm, 
США), не содержащей компонентов животно-
го происхождения, в CO2-инкубаторе Climo-
Shaker ISF1-XC (Kuhner, Германия) в спин-тьюбах 
TubeSpin (конические биореакторы) (TPP Techno 
Plastic Products AG, Швейцария) при 37 °С, 
5% CO2, влажности >75%, перемешивании со ско-
ростью 200 об/мин (рабочий объем 10–20 мл).

Оценка жизнеспособности и подсчет клеток
Клеточную плотность и жизнеспособность 

клеток оценивали окрашиванием трипано-
вым синим (0,4%; NeoFroxx GmbH, Германия) 
с использованием автоматизированной системы 
подсчета клеток Countess II FL Automated Cell 

Counter (Thermo Fisher Scientific, США) и однора
зовых слайдов (объем образца 10 мкл).

Трансфекция клеток электропорацией
Клетки СНО-К1 засевали в концентрации 

1,0×106 клеток/мл за 24  ч до трансфекции (экс-
поненциальная фаза роста). Отбирали 200 млн 
клеток, осаждали центрифугированием (200 g, 
5 мин), дважды промывали стерильным фосфат-
но-солевым буфером (PBS) для удаления компо-
нентов среды, ресуспендировали клеточный 
осадок в 1 мл буфера для электропорации 
(MaxCyte, США) до достижения концентрации 
2,0×108 клеток/мл. Плазмиду, кодирующую ген 
GAA, смешивали с клетками СНО-К1 в объеме 
100 мкл и вносили в кювету ОС-100 (MaxCyte, 
США) для проведения трансфекции на систе-
ме MaxCyte STX (MaxCyte, США) по протоколу 
«CHO» (программа производителя) [15].

Селекция
Пул трансфицированных клеток засева-

ли в 96-луночные плоскодонные планшеты 
(200 мкл/лунку) в среде BalanCD Growth A в при-
сутствии селективного агента — пуромицина (5 мг/л).  

Рисунок подготовлен авторами / The figure was prepared by the authors

Рис. 1. Генетическая карта экспрессионного вектора 
pGNR-GAA. Вектор содержит целевой ген человеческой 
кислой альфа-глюкозидазы (GAA) под управлением гибрид-
ного промотора CMVe/EF1a. Элементы конструкции: signal 
peptide — сигнальный пептид; BGH pA — терминатор транс-
крипции целевого гена; MAR XS29 — область прикрепления 
к ядерному матриксу; puro — ген устойчивости к пуромици-
ну под промотором SV40; pA — сигнал полиаденилирования 
селективного маркера; Amp — ген устойчивости к ампицил-
лину; pUC ori — точка начала репликации для E. coli.

Fig. 1. Schematic map of the pGNR-GAA expression vector. The 
vector contains the target human acid alpha-glucosidase (GAA) 
gene under the control of the CMVe/EF1a hybrid promoter. Key 
elements: signal peptide; BGH pA, transcription terminator 
of the target gene; MAR XS29, matrix attachment region; puro, 
puromycin resistance gene driven by the SV40 promoter; pA, 
polyadenylation signal for the selection marker; Amp, ampicil-
lin resistance gene; pUC ori, origin of replication for E. coli.
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Инкубацию проводили в стационарном режи-
ме до формирования устойчивых продуцентов 
в течение 14 сут (частичная смена селективной 
среды каждые 5–6 сут) в CO2-инкубаторе (Sanyo, 
Япония) при 37 °С, 5% CO2, влажности >75%.

Получение клонов-продуцентов α-глюкозидазы
Клеточную линию, продуцирующую фермент 

α-глюкозидазу, клонировали с применением си-
стемы дозирования единичных клеток C.SIGHT 
(CYTENA, Германия) в 96-луночные плоскодон-
ные планшеты с использованием среды BalanCD 
Growth A и культивировали в стационарных усло-
виях в течение 14 сут при 37 °С, 5% CO2, влаж-
ности >75%. Моноклональность клеточных линий 
подтверждали с помощью автоматизированной 
системы визуализации (фотодокументации) кле-
ток Cell Metric CLD (Solentim, Великобритания) 
путем сканирования всей площади лунки 
в день 0 (единичная клетка) и в последующие дни 
роста (мониторинг формирования колонии).

Криоконсервация
Клетки в экспоненциальной фазе роста (жиз-

неспособность >95%) осаждали центрифуги-
рованием (200 g, 5 мин), удаляли супернатант, 
ресуспендировали осадок в криопротекторной 
смеси (ростовая среда с 10% диметилсульфок-
сидом) до концентрации 1,0×107 клеток/ампула, 
разливали в стерильные криопробирки, медлен-
но охлаждали (1 °С/мин) в контейнере Mr. Frosty 
(Thermo Fisher Scientific, США) до минус 80 °С 
в течение 24  ч, затем переносили в пары жид-
кого азота CryoExtra 20 (Thermo Scientific, США) 
для длительного хранения.

Иммуноферментный анализ
Специфическую сорбцию проводили на план-

шетах Maxi-sorb (Nunc, Дания) с использовани-
ем поликлональных кроличьих антител к hGAA 
(5 мг/л; АО «ГЕНЕРИУМ», Россия) в карбонатно- 
бикарбонатном буфере (рН 9,6) в течение 16 ч 
при 4 °С. Для построения калибровочной кри-
вой применяли коммерческий стандарт ре-
комбинантного фермента Recombinant human 
lysosomal alpha-glucosidase (Cusabio, КНР). 
Для детекции антигена использовали конъюгат 
крысиных анти-hGAA антител с пероксидазой 
хрена (АО «ГЕНЕРИУМ», Россия). Оптическую 
плотность измеряли при λ=450 нм на фотометре 
Benchmark Plus (Bio-Rad, США) после остановки 
реакции 1 М серной кислотой.

Культивирование продуцентов α-глюкозидазы
Клетки культивировали в колбах Эрленмейера 

(125 мл, Сorning, США) в рабочем объеме 20 мл 

среды BalanCD Growth A с добавлением под-
кормки BalanCD CHO Feed 4 (IrvineScientific, США; 
4% от объема культуры) в течение 7 сут в шейкере- 
инкубаторе Infors HT Multitron (INFORS HT, 
Швейцария) при 37 °С, 5% CO2, влажности >75%, 
при перемешивании 150 об/мин. Посевная кон-
центрация клеток составляла 0,3×106 клеток/мл.

Очистка фермента α-глюкозидазы
Хроматографическую очистку α-глюкози-

дазы проводили с использованием препара-
тивной системы AKTA Pure 25 (Cytiva, США). 
Для аффинного связывания целевого белка 
из культуральной жидкости (КЖ) использова-
ли металл-хелатный сорбент IMAC 6FF (Cytiva, 
США), предварительно насыщенный ионами Cu2+. 
В ходе пробоподготовки в КЖ, содержащую це-
левой фермент, вносили раствор сульфата меди 
до конечной концентрации 1 мМ, доводили рН 
до 6,5 (0,3 M HCl или 0,5 M, NaOH), затем нано-
сили КЖ на аффинный сорбент. После сорбции 
целевого фермента сорбент последовательно 
промывали фосфатными буферами с последо-
вательным снижением ионной силы и рН: 25 мМ 
Na2HPO4, 175 мМ NaCl, pH 6,5 и 25 мМ Na2HPO4, 
40 мМ NaCl, pH 6,0. Десорбцию α-глюкозида-
зы проводили промывкой сорбента буферным 
раствором (25 мМ Na2HPO4, 10 мМ имидазола, 
pH 6,0) для мягкой элюции и сохранения актив-
ности фермента. Содержание белка в элюате 
определяли спектрофотометрически (λ=280 нм); 
расчет проводили с использованием коэффици-
ента экстинкции ε=1,51 мл/(мг×см).

Измерение активности фермента 
α-глюкозидазы

Активность α-глюкозидазы определяли 
колориметрически с использованием суб-
страта  — 4-нитрофенил-α-D-глюкопиранозида 
(pNP-α-D-Glc). Реакционную смесь (0,2–2,5 мкг/мл 
фермента, 35 мМ субстрата в ацетатном бу-
фере, рН 4,3), инкубировали в течение 20 мин 
при 37 °С. Реакцию останавливали 0,3 М гли-
циновым буфером, рН 10,6. Концентрацию вы-
свободившегося 4-нитрофенола (pNP) измеряли 
при λ=405 нм на планшетном ридере Synergy 
HTX (BioTek, США) по калибровочной кривой 
pNP. За единицу активности (1 U) принимали 
количество фермента, катализирующее превра-
щение 1 мкмоль субстрата в минуту при 37 °С. 
Ферментативную активность (A, в ЕД/мл) рас-
считывали по формуле (1):

	
A = (ОПco – ОПбланк) × t ,

(ОПобр – ОПбланк) × С × Dil

	
(1)
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где ОПобр  — оптическая плотность разведения 
испытуемого образца; ОПсо  — оптическая плот-
ность разведения стандарта 4-нитрофенола; 
ОПбланк  — оптическая плотность раствора срав-
нения; C — концентрация 4-нитрофенола в раз-
ведении стандарта, мкмоль/мл; Dil — коэффици-
ент разведения испытуемого образца; t — время 
ферментативной реакции, мин.

Измерение М6P
Количественное определение остатков 

М6Р в α-глюкозидазе проводили методом 
обращенно-фазовой ВЭЖХ после селектив-
ного кислотного гидролиза олигосахаридов 
до свободных моносахаридов и последующей 
дериватизации флуоресцентной меткой  [16]. 
Испытуемый раствор (250 мкл) — 125 мкг белка 
в 50% (об./об.) трифторуксусной кислоте (Merck, 
Германия). Гидролиз проводили при температуре 
100 °C в течение 1,5 ч. Калибровочные растворы 
М6Р (Sigma-Aldrich, США)  — от 0 до 2,5 нмоль 
в 75 мкл воды. В каждую пробу вносили 25 мкл 
(1,5 нмоль) внутреннего стандарта ксилозы 
(Ludger, Великобритания) и упаривали досуха 
в вакуумном концентраторе CentriVap (Labconco, 
США). Дериватизацию проводили добавлени-
ем 30 мкл раствора, содержащего 0,3 М циано
борогидрида натрия (Ludger, Великобритания),  
0,1 М антраниловой кислоты (Ludger, Великобри-
тания) в натрий-ацетатном буферном растворе 
(Ludger, Великобритания) с инкубацией при тем-
пературе 80 °C в течение 45 мин. После охлажде-
ния добавляли 700 мкл подвижной фазы А (ПФ А).

Хроматографическое разделение выполняли 
на колонке Symmetry C18 (3,9×150 мм, размер 
частиц 5 мкм; Waters, США), термостатированной 
при 30 ºС. Подвижные фазы (ПФ): ПФ А — 0,2% бу-
тиламин (Sigma-Aldrich, США), 0,5% ортофосфор-
ная кислота (PanReac AppliChem, Испания),  
1% тетрагидрофуран (J.T. Baker, США) в воде; 
ПФ В — ацетонитрил (Merck, Германия). Скорость 
потока 0,5 мл/мин. Градиентный режим: 0–7 мин —  
2,5% ПФ В (изократически); 7–25 мин  — линей-
ный градиент от 2,5 до 9% ПФ В; 25–40 мин — 
линейный градиент от 9 до 10% ПФ В; промывка 
60% ПФ В и повторное уравновешивание в на-
чальных условиях. Объем инжекции  — 10 мкл. 
Детектирование флуоресценции  — при длинах 
волн возбуждения 360 нм и эмиссии 425 нм. 
Использовали хроматографическую систему 
Alliance e2695, оснащенную детектором флуо-
ресценции FLR 2475 (Waters, США).

Данные обрабатывали с помощью про-
граммного обеспечения Empower 3 (Waters) 

и MS Excel 2010 (Microsoft, США). По калибро-
вочным растворам строили график зависимости 
отношения площади пика М6Р к площади пика 
ксилозы от содержания М6Р. Для испытуемых 
образцов рассчитывали количество остатков 
М6Р на одну молекулу белка.

Статистическую обработку результатов 
выполняли в программе GraphPad Prism 6.0  
(GraphPad Software, США)1. Достоверность меж-
групповых различий оценивали с применением 
непараметрического U-критерия Манна — Уитни 
или t-критерия Стьюдента. Результаты представ-
ляли в виде среднего значения и стандартного 
отклонения. Уровень статистической значимо-
сти: **** — p<0,0001, *** — p<0,001, ** — p<0,01,  
 * — p<0,05, ns — статистически незначимы.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Получение продуцентов α-глюкозидазы

Для получения продуцентов α-глюкозида-
зы клетки линии СНО-К1 трансфицировали 
электропорацией, после чего проводили се-
лекцию. При скрининге в 96-луночных план-
шетах по содержанию целевого белка в КЖ 
проанализировано 1000 кандидатов (рис.  2А). 
Доля клеточных линий, прошедших селекцию, 
составила около 20%, максимальная продуктив-
ность — до 40 мг/л. Лидерные кандидаты были 
переведены в больший объем среды, где под-
тверждено наличие целевого фермента в КЖ. 
Максимальный выход белка на этом этапе соста
вил до 30 мг/л (рис. 2В).

Лидерные продуценты переводили 
в спин-тьюбы для восстановления жизнеспособ-
ности и последующей криоконсервации. Далее 
осуществляли отбор продуцентов по ростовым 
показателям и продуктивности (рис. 3). В течение 
7 сут проводили периодическое культивирование 
22 продуцентов α-глюкозидазы, в ходе которого 
оценивали жизнеспособность клеточных линий 
(рис. S1А, опубликован в Приложении 1 на сайте 
журнала2), концентрацию жизнеспособных кле-
ток (рис.  S1В, Приложение 1), продуктивность 
(рис.  3А), удельную продуктивность (рис.  S1С, 
Приложение 1) и активность фермента (рис. 3В). 
Жизнеспособность клеточных линий начала 
снижаться на 7 сут, после чего культивирова-
ние было остановлено. Максимальную кон-
центрацию жизнеспособных клеток наблю-
дали на 6 сут: биомасса продуцентов GAA-21 
и GAA-8 достигала пиковой плотности более 
25×106 клеток/мл (рис.  S1В, Приложение  1). 
Максимальную волюметрическую продуктив-
ность (>0,6 г/л) выявили у продуцентов GAA-7, 

1	 https://cdn.graphpad.com/docs/prism/6/Prism–6–User–Guide.pdf
2	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2026-26-2-171-182-annex 
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GAA-14 и GAA-4 (рис.  3А). Максимальную удель-
ную продуктивность (>15 пг/клетка/сут) на-
блюдали у GAA-3, GAA-5, GAA-1, GAA-2 (рис. S1С, 
Приложение 1). Максимальную активность це-
левого фермента в КЖ (>30 ЕД/мл) выявили 

у GAA-7, GAA-14 и GAA-4 (рис. 3В). Таким образом, 
для клонирования выбран продуцент GAA-14, об-
ладающий как высокой способностью к экспрес-
сии целевого гена, так и максимальной удельной 
активностью синтезируемого фермента.

Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 2. Распределение продуцентов α-глюкозидазы по продуктивности при скрининге методом иммуноферментного анали-
за: А — 96-луночные планшеты; В — 6-луночные планшеты.

Fig. 2. Distribution of α-glucosidase producers by productivity in ELISA screening: A, 96-well plates; B, 6-well plates.
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Рис. 3. Распределение продуцентов α-глюкозидазы при периодическом культивировании: А — волюметрическая продуктив-
ность продуцентов на 7 сут, мг/л; В — активность кислой α-глюкозидазы на 7 сут, ЕД/мл.

Fig. 3. Distribution of α-glucosidase producers under batch cultivation: A, volumetric productivity of producers on day 7, mg/L; 
B, acid α-glucosidase activity on day 7, U/mL.
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Рисунок подготовлен авторами по собственным данным / The figure was prepared by the authors using their own data

Рис. 4. Удельная активность α-глюкозидазы (А) и количество остатков маннозо-6-фосфата (M6P) (В). Клоны — моноклональ-
ные клеточные линии-продуценты α-глюкозидазы; стандарт — референтный препарат сравнения на основе рекомбинантной 
α-глюкозидазы. Данные представлены в виде среднего значения и стандартного отклонения. ns — нет статистической разницы.

Fig. 4. Specific activity of α-glucosidase (A) and the mannose-6-phosphate (M6P) residue content (B). Clones, monoclonal α-gluco
sidase-producing cell lines; standard, reference comparator product based on recombinant α-glucosidase. Data are presented as 
the mean and standard deviation. ns, no statistically significant difference.
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Получение моноклональных клеточных линий-
продуцентов

Процедуру клонирования проводили в соот
ветствии с принципами обеспечения монокло-
нальности клеточных линий (FDA Q5D3), посколь-
ку при производстве биофармацевтических 
продуктов использование моноклональной кле-
точной линии является ключевым фактором, га-
рантирующим постоянство, предсказуемое ка-
чество синтезируемых рекомбинантных белков 
и стабильность клеточных линий.

Лидерный продуцент GAA-14 клонирова-
ли с помощью системы дозирования клеток 
C.SIGHT. Пример отбора единичной клетки 
представлен на рисунке S2А (Приложение 1). 
Всего получено 880 клонов в десяти 96-луноч-
ных планшетах. Моноклональность подтвер-
ждали с помощью системы Cell Metric. Время 
деления клеток СНО-К1 составляет примерно 
18–22 ч, поэтому фотодокументацию (Cell Metric 
CLD) проводили так, чтобы в день посева (кло-
нирования) детектировать единичную клетку, 
через 24 ч — две клетки, на 2 сут роста — четыре 
клетки. Визуализацию роста моноклонов выпол-
няли в течение 12 сут (рис. S2В, Приложение 1).

Далее проведена серия скринингов на наличие 
целевого фермента и его активности для полу-
ченных клонов (аналогично процедуре, представ-
ленной на рис. 2). Получено 20 подтвержденных 
моноклональных клеточных линий, продуциру-
ющих α-глюкозидазу. Удельная активность фер-
мента в панели клонов не отличалась от рефе-
рентного препарата и составила 4,3±0,9 ЕД/мг 
(рис. 4А). Количественное определение остатков 
М6Р на молекулу целевого фермента для ряда 

лидерных клонов показало среднее значение 
0,99±0,10 моль М6Р/моль белка, что сопоставимо 
с референтным препаратом (рис. 4В).

Изучение стабильности ростовых 
и продукционных характеристик клона-
продуцента α-глюкозидазы в течение 
60 генераций и более

Оценивали стабильность восьми лидерных мо-
ноклональных клеточных линий α-глюкозидазы 
в течение 60 генераций. На рисунке  5 представ-
лены характеристики лидерного промышленного 
клона-продуцента. Пересевы проводили в течение 
2 мес. через каждые 3–4 сут с подсчетом концен-
трации жизнеспособных клеток, определением 
жизнеспособности и отбором проб для анали-
за продуктивности фермента. Характеристики 
культуры в течение 60 генераций оставались ста-
бильными: жизнеспособность — 98,5±1,5% (рис. 5D), 
концентрация жизнеспособных клеток на 3 и 4 сут 
пересева — (3,8±0,6)×106 и (8,3±1,8)×106 клеток/мл 
соответственно (рис.  5E). Время удвоения популя-
ции составляло 20,0±1,3 ч (рис. 5F).

После длительного пассирования клонов-
продуцентов (60 генераций) проводили пери-
одическое культивирование одного и того же 
клона на ранних (5–10 генераций) и поздних 
(>60 генераций) пассажах в течение 7 сут. На по-
следние сутки клеточная плотность достигла 
максимума  — (23,3±1,2)×106 клеток/мл (рис.  5А). 
Жизнеспособность клона во время периоди-
ческого культивирования была стабильно вы-
сокой и варьировалась от 94 до 99% (рис.  5В). 
Продуктивность составила 450±20 мг/л целево-
го белка (рис. 5С). Полученная моноклональная 
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линия α-глюкозидазы охарактеризована как ста-
бильная по совокупности критических парамет-
ров качества (critical quality attributes, CQAs) 
для технологических промышленных процессов.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящей работе получена панель проду-

центов кислой α-глюкозидазы на основе клеток 
линии CHO-К1, продуцирующих активный фер-
мент с титром до 0,65 г/л.

Лизосомальные ферменты, в частности гид-
ролазы, включая α-глюкозидазу, в процессе 
биосинтеза проявляют каталитическую актив-
ность при низких рН (4,5–5,0) и синтезируются 
как неактивные формы (проферменты)  [17, 18]. 

При разработке клеточных линий-продуцентов 
мы проводили отбор не только по титру белка 
(ИФА), но и по активности фермента (рис.  3, 6). 
Этот подход критически важен для лизосомаль-
ных гидролаз, поскольку высокопродуктив-
ные клоны могут продуцировать белок с нару-
шенной конформацией и низкой активностью. 
Из 1000 исходных продуцентов после после-
довательных этапов скрининга (в 96- и 6-луноч
ных планшетах) отобрано 22 продуцента, про-
тестированных в условиях периодического 
культивирования. Титр фермента варьировал 
от 140 до 650 мг/л. Выход целевого фермен-
та продуцентов на основе СНО-К1 более чем 
на порядок превышал выход α-глюкозидазы 
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Рис. 5. Исследование стабильности лидерного клона-продуцента α-глюкозидазы на основе клеток линии CHO-К1: А–С — 
периодическое культивирование на ранней и поздней генерации (А  — концентрация жизнеспособных клеток; В  — жиз-
неспособность; С — волюметрическая продуктивность); D–F — характеристики клона в течение 60 генераций на 3 и 4 сут 
пересева (D — жизнеспособность; E — концентрация жизнеспособных клеток; F — время удвоения популяции).

Fig. 5. Stability study of the lead α-glucosidase producer clone based on the CHO-K1 cell line: A–C, batch cultivation at early and 
late generations (A, viable cell concentration; B, viability; C, volumetric productivity); D–F, clone characteristics over 60 genera-
tions on days 3 and 4 after subculturing (D, viability; E, viable cell concentration; F, population doubling time).



180

Тимонова С.С., Шубина С.С., Снегирева Ю.С., Анисимов Р.Л., Никифорова Н.В.,  
Третяк Д.А., Королева М.А., Неронова М.Ю., Хамитов Р.А. 
Получение клонов-продуцентов фермента кислой альфа-глюкозидазы на основе клеток линии СНО-К1

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2026, Т. 26, № 2

Рисунок подготовлен авторами c использованием шаблонов biorender.com / This figure was prepared by the authors using the templates from biorender.com

Рис. 6. Схема получения продуцентов α-глюкозидазы на основе клеток линии CHO-К1.

Fig. 6. Scheme for the development of α-glucosidase producers based on the CHO-K1 cell line.
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в растительных клетках: в 14–18 раз выше 
по сравнению с клетками риса [8, 9] и более чем 
в 2000 раз выше по сравнению с культурой кле-
ток Arabidopsis alg3 [10]. На основе комплексной 
оценки физико-химических свойств, гликопро-
филя и ростовых параметров был выбран про-
дуцент GAA-14 для клонирования с использова-
нием систем C.SIGHT и Cell Metric.

В процессе создания клеточных линий 
для производства рекомбинантных терапев-
тических лизосомальных ферментов удельная 
активность является одним из главных кри-
териев качества, отражая его функциональ-
ность. Удельная активность фермента у ито-
говой панели лидерных клонов-продуцентов 
α-глюкозидазы (4,3±0,9 ЕД/мг) соответствует ре-
ферентному препарату (4,2±0,2 ЕД/мг) (рис. 4А).

Особое значение имеет профиль гликозили-
рования фермента  — критический параметр ка-
чества (CQA), определяющий рецептор-опосре-
дованную интернализацию, конформационную 
стабильность, фармакокинетический профиль 
(включая период полувыведения) и низкую имму-
ногенность препарата. Уровень М6P полученных 
белков составил 0,99±0,10 моль М6Р/моль бел
ка, что сопоставимо с референтным препаратом 
(0,96±0,06 моль М6Р/моль белка) (рис. 4В).

Важнейшим этапом разработки промышлен-
ного продуцента является подтверждение его 
фенотипической стабильности. Для получе-
ния качественного продукта в производствен-
ных условиях клеточная линия должна ста-
бильно продуцировать фермент длительное 
время. В ходе исследования изучена ста-
бильность полученных клонов-продуцентов 
α-глюкозидазы при длительном пассировании 
(60 генераций) с мониторингом клеточного ро-
ста, жизнеспособности и продуктивности. В от-
личие от большинства работ, сосредоточенных 
на отдельных задачах (повышение активности, 
продуктивности, оптимизация гликопрофиля 
и др.), в настоящей работе предложен комплекс-
ный подход, включающий не только стандарт-
ные этапы, но и комплексное изучение стабиль-
ности клеточных линий-продуцентов в процессе 
длительного культивирования в течение 60 
генераций (рис. 6). Такой подход является пре-
имуществом нашей работы и гарантирует пред-
сказуемость свойств целевого фермента в про-
мышленном масштабе.

К ограничениям работы можно отнести 
то, что представленные результаты по экспрес-
сии целевого гена и стабильности клона GAA-14 
получены в условиях лабораторного культиви-
рования, что налагает определенные ограни-
чения на экстраполяцию данных. В частности, 
для перехода в промышленные биореакторы 
необходимо учитывать гидродинамический 
профиль, коэффициент массопередачи кисло-
рода и другие особенности [19].

Несмотря на указанные ограничения, по-
лученные результаты имеют высокую практи-
ческую значимость. Представленный подход 
позволил отобрать стабильный клон-продуцент  
α-глюкозидазы с продуктивностью 0,45 г/л, при-
годный для масштабирования. Полученный 
фермент по удельной активности и уровню М6P 
не уступает референтному препарату и может 
быть использован для наработки субстанции 
и доклинических исследований. Дальнейшие 
работы будут направлены на оптимизацию про-
мышленного масштабирования в биореакторах. 
Описанная схема разработки клеточной линии 
(рис.  6) позволит получать различные рекомби-
нантные белки подобного класса, в частности 
лизосомальные гидролазы.

ВЫВОДЫ
1.	 Получена панель из 20 моноклональных 

клеточных линий-продуцентов активной 
α-глюкозидазы на основе CHO-К1. Макси-
мальная продуктивность линий составила 
0,14–0,65 г/л, удельная активность полученно-
го фермента  — 4,3±0,9 ЕД/мг, уровень остат-
ков М6P  — 0,99±0,10 моль М6Р/моль белка, 
что сопоставимо с референтным препаратом 
(4,2±0,2 ЕД/мг и 0,96±0,06 моль М6Р/моль бел
ка соответственно).

2.	 Изучение стабильности лидерного клона 
в течение 60 генераций показало сохране-
ние ростовых характеристик (жизнеспособ-
ность 98,5±1,5%, время удвоения популяции 
20,0±1,3 ч) и продуктивности. Для лидерного 
клона GAA-14 продуктивность активного фер-
мента составила 450±20 мг/л на 7 сут.

3.	 Клон-продуцент с подтвержденной ста-
бильностью может быть использован 
для наработки экспериментальных серий 
α-глюкозидазы, пригодных для проведения 
доклинических исследований.
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