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Genome-Editing Techniques to Increase the Therapeutic Efficacy
of Monoclonal Antibodies

The review presents a general description of therapeutic monoclonal antibodies, cell lines used to obtain them, characterizes the reasons for the 
immunogenicity of recombinant antibodies, and approaches used to eliminate the side effects of therapeutic monoclonal antibodies. The focus is 
on resolving the immunogenicity problems of fully human therapeutic monoclonal antibodies. The most attention are concentrated on the data of 
antibody-producing cell genomic editing to increase the yield of the product, the stability of expression of the recombinant protein and reduce its 
immunogenicity. Modern methods of site-directed modification (zinc finger method, TALEN and CRISPR/CAS9) for editing the genome of the 
CHO cell line are analyzed. The strategies of genomic editing choice carrying out taking into account the advances of omix technologies are dis-
cussed. Approaches to increase the life span of producer cells are considered, including an increase in the expression of anti-apoptotic signals and 
the deletion of proapoptotic genes, an increase in the duration of the cell cycle of cells in the G0/G1 phase. The approaches used to regulate the 
posttranslational modification of monoclonal antibodies are considered. Significant part of the review are devoted to the discussion of the spesific-
ity and differences of glycosylation, galactosylation and sialization of monoclonal antibodies in different expression systems and the associated 
different degree of immunogenicity of monoclonal antibodies. The main approaches to the regulation of the synthesis of monoclonal antibodies at 
the stage of translation using non-coding RNA are considered. 
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Геномное редактирование
для оптимизации синтеза и повышения 

терапевтической эффективности 
рекомбинантных моноклональных антител

В обзоре приведены общая характеристика терапевтических моноклональных антител; рассмотрены клеточные линии, используемые 
для их получения; охарактеризованы причины иммуногенности рекомбинантных антител и подходы, используемые для устранения 
побочных эффектов терапевтических моноклональных антител. Суммированы литературные данные о геномном редактировании 
клеток-продуцентов моноклональных антител с целью повышения выхода продукта, стабильности экспрессии рекомбинантного 
белка и снижения его иммуногенности. Проанализированы современные методы сайт-направленной модификации (метод «цинковых 
пальцев», TALEN и CRISPR/CAS9) для редактирования генома клеточной линии СНО. Проведен анализ выбора стратегии геномного 
редактирования с учетом достижений омиксных технологий. Рассматриваются подходы к увеличению продолжительности жизни 
клеток-продуцентов, включая увеличение экспрессии антиапоптотических сигналов и делецию проапоптотических генов, увеличе-
ние длительности клеточного цикла клеток в G0/G1-фазе. Описаны подходы, используемые для регулирования посттрансляционной 
модификации моноклональных антител. Значительное место в обзоре отведено обсуждению особенностей гликозилирования, галак-
тозилирования и сиалирования моноклональных антител в разных системах экспрессии и связанной с ними степенью иммуногенно-
сти моноклональных антител. Рассмотрены основные подходы регуляции синтеза моноклональных антител на стадии трансляции 
с использованием некодирующих РНК.
Ключевые слова: моноклональные антитела, клеточная линия СНО, геномное редактирование, CRISPR/CAS9, некодирующие РНК.
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Введение

Согласно опубликованным финансовым отчетам, по 

состоянию на декабрь 2017 г. моноклональные антитела 

(МКА) продавали 22 компании; объем продаж превы-

сил 98 млрд долларов США, что на 18,3 % больше, чем 

в 2016 г. По прогнозам, уровень продаж моноклональ-

ных антител к 2022 г. вырастет до 137−200 млрд дол-

ларов [1]. Интерес к использованию моноклональных 

антител в терапии ряда заболеваний обусловлен их вы-

сокой аффинностью, т.е. силой взаимодействия веществ, 

и высокой авидностью ― стабильностью комплекса ан-
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титело−антиген. Для лечения онкологических заболе-

ваний большое внимание направлено на применение 

биспецифических Fab-антител, первое из которых было 

зарегистрировано в 2014 г. ― Blinatumomab, торговое 

наименование Blincyto. Отличительной чертой биспе-

цифических антител является разная специфичность 

каждого из двух Fab-фрагментов одного антитела, что 

способствует взаимодействию между цитотоксическими 

Т-клетками и патогенными мишенями (в данном слу-

чае ― раковыми клетками). В 2017 г. было разрешено 

к использованию первое полноразмерное биспецифиче-

ское гуманизированное моноклональное антитело класса 

IgG4 (эмицизумаб, торговое название Hemlibra). Всего 

к концу 2017 г. в Управлении по санитарному надзору за 

качеством пищевых продуктов и медикаментов (Food and 

Drug Administration, FDA) зарегистрировано 57 терапев-

тических моноклональных антител. 

Использование современных технологий и получение 

полностью человеческих моноклональных антител позво-

лило значительно снизить иммуногенность препаратов, 

однако возможность проявления побочных эффектов 

осталась. Например, в марте 2018 г. был запрещен препа-

рат Zinbryta (Biogen, США), предназначенный для тера-

пии рассеянного склероза, после сообщений о провоци-

ровании им менингитов у пациентов. Для минимизации 

нежелательных эффектов необходимо четко понимать 

факторы, влияющие на появление побочных эффектов.

Моноклональные антитела:
общие сведения 

Общая характеристика терапевтических 
моноклональных антител
Первые терапевтические антитела были мышиными. 

Однако вскоре было выявлено, что при длительном при-

менении мышиных моноклональных антител у пациентов 

начинали синтезироваться человеческие антимышиные 

антитела (human antimurine antibody, HAMA), которые 

оказывали нейтрализующий эффект. Для того чтобы 

снизить иммунный ответ на мышиные антитела, были 

разработаны химерные (34 % «мышиного» содержания) 

моноклональные антитела, а затем и гуманизированные 

(5−10 % «мышиного» содержания). К настоящему време-

ни среди всех терапевтических моноклональных антител 

54 % представлены полностью человеческими, которые 

содержат только генетические последовательности чело-

века, 32 % ― гуманизированными и 14 % ― химерными. 

В 2017 г. 2/3 вновь утвержденных FDA моноклональных 

антител были представлены полностью человеческими 

антителами. Большинство (79 %) коммерческих терапев-

тических моноклональных антител принадлежат подклас-

су иммуноглобулина (immunoglobulin, Ig) G1 и около 70 % 

несут легкую каппа-цепь. Таким образом, наметилась 

тенденция к внедрению в терапию полностью человече-

ских моноклональных антител.

Клеточные линии для получения
моноклональных антител 
В качестве платформы для получения человеческих 

моноклональных антител доминирующее место занима-

ют клетки млекопитающих. Это главным образом связано 

с их уникальной способностью осуществлять посттран-

сляционную модификацию белков, прежде всего глико-

зилирование, что необходимо для получения терапевти-

чески эффективных иммуноглобулинов и обеспечения 

желаемого периода полужизни моноклональных антител 

в организме человека. 

Ведущее место среди клеток млекопитающих в про-

изводстве моноклональных антител занимает технология 

с использованием клеток яичника китайского хомячка 

(Chinese hamster ovary, СНО) ― 60 %. Для производства 

рекомбинантных моноклональных антител используются 

также несекретирующие IgG-линии мышиных клеток NS0 

и Sp2/0. Однако в этих клетках при созревании монокло-

нальных антител начинают экспрессироваться два имму-

ногенных для человека гликановых эпитопа ― галактоза-

альфа-1,3-Gal (alpha-gal) и N-гликолил-нейраминовая 

кислота (Neu5Gc) [2]. Оба эпитопа отсутствуют в клетках 

линии яичника китайского хомячка и клеточной линии 

почек детеныша хомяка (baby hamster kidney, BHK), так 

же используемую для получения моноклональных анти-

тел. Кроме того, выход конечного продукта в зарегистри-

рованных клеточных культурах NS0 обычно в 10 раз ниже 

по сравнению с культурой клеток яичника китайского 

хомячка. 

В качестве источника получения моноклональных 

антител рассматривались также клетки эмбриональ-

ной почки человека (human embryonic kidney 293, HEK) 

и PER. C6 (ретинобласт плода, иммортализованный при 

трансфекции минигеном E1 аденовируса типа 5), в ко-

торых гликозилирование белков происходит идентично 

процессу гликозилирования антител в плазматических 

клетках человека. Однако использование этих клеточных 

линий ограничено низким выходом конечного продукта.

Клеточная линия яичника
китайского хомячка (СНО):

характеристика, геномное редактирование

Характеристика клеточной линии яичника
китайского хомячка 
Первоначальная клеточная линия яичника китайско-

го хомячка была получена в 1958 г. из культивируемых 

клеток яичника самки инбредного китайского хомяка [3]. 

Клетки линии яичника китайского хомячка характери-

зуются высокой изменчивостью и на уровне поколений 

подвергаются сотням тысяч уникальных мутаций. Это 

приводит к тому, что в клеточной культуре могут появ-

ляться мутанты, отличающиеся по генотипу от исходных 

клеток яичника китайского хомячка. Такие группы род-

ственных клеток называют квазивидами. Различные кле-

точные линии CHO, такие как CHO-K1, CHO-S и DG44, 

отличаются по гено- и фенотипу. Степень их родства 

в структуре генома, составе геномных последовательно-

стей и в паттернах транскрипции не была изучена, и по-

этому отсутствуют данные об их сходстве. Если учесть 

наблюдаемую изменчивость и разнообразие геномных 

структур в иммортализованных клетках в целом, каждая 

из вышеупомянутых клеточных линий яичника китайско-

го хомячка представляет собой «квазивид». Этот термин 

был введен для описания культуральной среды с высокой 

частотой мутаций клеток, где большая группа проли-

ферирующих клеток отличается по крайней мере одной 

мутацией от исходных клеток [4].

Несмотря на высокий уровень мутаций клетки яични-

ка китайского хомячка безопасно использовать в качестве 

продуцентов моноклональных антител, так как они не пе-

реносят патогенных вирусов человека, в их генетический 

аппарат легко трансформируется ДНК, и они достаточно 

быстро растут (время удвоения ― 14−22 ч). Преимуще-
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ством использования клеток яичника китайского хомяч-

ка в сравнении с клеточными линиями NSO, BNK или 

HEK-293 являются их более эффективная трансфекция, 

амплификация генов и селекция высокопродуктивных 

клонов. Кроме того, клетки яичника китайского хомячка 

способны расти в высокой концентрации в суспензион-

ной культуре, не образуя агрегатов и осадка [5].

Недостатком при производстве рекомбинантных бел-

ков в клеточных линиях яичника китайского хомячка 

является высокая себестоимость целевого продукта. Для 

снижения затрат при получении высокопродуктивных 

клеточных культур исследования проводятся по несколь-

ким направлениям. Первое направление заключается 

в разработке новых экспрессирующих векторов, содер-

жащих в своем составе регуляторные элементы, обеспе-

чивающие стабильность трансгена в геноме-реципиенте 

и повышение уровня синтеза белка. Второе направление, 

которое мы рассмотрим более детально, предполагает 

редактирование генома клеток-продуцентов яичника ки-

тайского хомячка с целью увеличения выхода продукта 

и улучшения его характеристик. 

Геномное редактирование клеток яичника
китайского хомячка
Первоначальные попытки редактирования клеток 

яичника китайского хомячка были связаны с примене-

нием метода гомологичной рекомбинации, основанного 

на случайной интеграции целевого гена в геном с по-

следующим отбором трансгенных клеток. Недостатком 

этого метода являлось отсутствие контроля за сайтом 

внедрением генов, что в ряде случаев приводило к неже-

лательной фенотипической гетерогенности. Для увеличе-

ния экспрессии целевых белков использовались методы 

генной амплификации. Однако полученные таким мето-

дом клеточные линии часто нестабильны и показывают 

снижение продукции с течением времени. 

Внедрение трансгенов в специфические сайты гено-

ма клеток яичника китайского хомячка контролируе-

мым образом уменьшает вариацию в экспрессии, созда-

вая однородную популяцию со стабильной экспрессией 

трансгена [6]. 

На первых этапах контролируемую интеграцию транс-

генов проводили с использованием сайт-специфических 

рекомбиназ, включая системы Cre/loxP и Flp/FRT и инте-

гразу phiC31/R4 [7−9]. Недостаток этих систем заключал-

ся в необходимости предварительного создания клеточ-

ной линии со вставкой сайта рекомбинации в случайное 

или ограниченное количество специфических геномных 

областей клетки. 

Появление технологий направленного редактирова-

ния генома с применением программируемых нуклеаз 

предоставило возможность осуществить эффективную 

и прицельную генетическую сайт-направленную модифи-

кацию интересующих мишеней высокоспецифическими 

нуклеазами. Первым инструментом, используемым для 

коррекции генома клеток, стала эндонуклеаза, содержа-

щая в своем составе последовательности типа «цинковых 

пальцев», одна из которых разрезает ДНК, а вторая ― 

связывает. Позже фундаментальные исследования генома 

прокариот привели к созданию новых инструментов ре-

дактирования: TALEN (Transcription Activator Like Effector 

Nucleases) и CRISPR/CAS9 (Clustered Regularly Interspaced 

Short Palindromic Repeats). Обе системы отличаются от-

носительной простотой конструирования. Однако белки 

TALEN достаточно сложно доставлять внутрь клеток. Про-

блемой также является возможность непреднамеренных 

разрезов ДНК. Более эффективным инструментом редак-

тирования генома является система CRISPR/Cas. Направ-

ляющими структурами CRISPR/Cas системы, узнающими 

специфические последовательности ДНК, являются ко-

роткие РНК, а к каталитически неактивному мутантному 

белку Cas9 присоединяют белки, активирующие или по-

давляющие функции промоторов, управляющих работой 

генов. Связывание такого комплекса с целевой ДНК может 

приводить к стимуляции или подавлению работы целевого 

гена. Применение CRISPR/Cas системы позволяет полу-

чить сайт-специфические разрывы двухцепочечной ДНК, 

которые могут быть восстановлены путем негомологич-

ной или гомологичной рекомбинации. Гомологичная ре-

комбинация позволяет осуществлять целевые интеграции 

с помощью сконструированных нуклеаз в клетки СНО. 

Одной из проблем редактирования клеток яичника ки-

тайского хомячка является правильный выбор стратегии, 

который подразумевает четкое представление о функцио-

нировании отдельных структурных единиц гена и белков. 

Прорыв при выборе стратегии редактирования клеток 

яичника китайского хомячка с целью увеличения их про-

дуктивности при производстве рекомбинантных белков 

наметился с развитием омиксных технологий, основан-

ных на достижениях геномики, транскриптомики, про-

теомики и метаболомики (табл.). 

Геномное редактирование, направленное
на оптимизацию пролиферации и жизнеспособность 
клеток-продуцентов
Повышение уровня синтеза и стабильности экспрес-

сии рекомбинантных белков в клетках яичника китай-

ского хомячка может быть достигнуто за счет эпигенети-

ческой регуляции, в частности частичной инактивации 

экспрессии гена с помощью метилирования ДНК. Меха-

низмы, лежащие в основе субклональных гетерогенных 

паттернов экспрессии и нестабильности продукта до кон-

ца неясны. Одной из возможных причин снижения экс-

прессии трансгена может быть снижение копий генов, что 

приводит к уменьшению транскриптов, вплоть до транс-

крипционного молчания [25]. Для получения высокого 

выхода рекомбинантных белков в клетках яичника китай-

ского хомячка обычно используют вектор, содержащий 

промотор цитомегаловируса человека (cytomegalovirus 

CMV), который хотя и является сильным промотором, но 

склонен к транскрипционному молчанию, что приводит 

к снижению продуктивности клеток яичника китайского 

хомячка при их длительном культивировании [26]. Эти 

проблемы могут быть преодолены путем применения эпи-

генетической регуляции экспрессии генов, в частности за 

счет снижения уровня метилирования промотора цитоме-

галовируса человека. Метилирование ДНК катализиру-

ется ДНК-метилтрансферазами, запускающими Dnmt3a 

и Dnmt3b и поддерживающими метилирование Dnmt1. 

Применение технологии CRISPR/Cas9 позволило с высо-

кой эффективностью провести геномное редактирование 

СНО-клеток и получить сайт-направленную модифи-

кацию гена Dnmt3a. В результате в Dnmt3a-дефицитной 

клеточной линии яичника китайского хомячка была за-

фиксирована стабильная и более длительная экспрессия 

трансгена под контролем промотора цитомегаловируса 

человека в течение более 60 пассажей [10]. 

Метаболическая инженерия клеток яичника
китайского хомячка
Вначале генетические модификации для повышения 

уровня синтеза белков клетками-продуцентами прово-
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дили без учета метаболических путей. В 1990-х годах 

появилась новая технология, которая получила название 

«метаболическая инженерия». Метаболическая инжене-

рия изучает в том числе специфические особенности 

метаболизма клеток и на основе этих данных помогает 

создать стратегию модификации клетки с направленно 

измененными метаболическими превращениями суб-

стратов в целевые продукты.

Метаболизм клеток яичника китайского хомячка 

характеризуется высоким уровнем потребления глюко-

зы и глютамина, что приводит к накоплению лактата 

и аммиака соответственно как основных продуктов их 

метаболизма. Накопление лактата и аммиака в клеточных 

культуральных средах приводит к изменению pH и осмо-

лярности, что ингибирует рост и продуктивность клеточ-

ной культуры яичника китайского хомячка. 

В связи с этим прежде всего необходимо контро-

лировать содержание лактата в среде, не снижая при 

этом концентрацию клеточной культуры. С этой целью 

модифицировали технологический процесс культиви-

рования клеток, включая замену питательных веществ: 

например, глюкозу ― галактозой или пируватом, глута-

мин ― аспарагином или глутаматом [11]. Обычно замена 

питательных веществ позволяла уменьшить накопление 

продуктов распада в среде, однако при этом наблюдалось 

замедление роста клеток-продуцентов и за счет этого сни-

жение выхода конечного продукта. Применение методов 

метаболической инженерии позволяет изменить актив-

ность ферментов, участвующих в метаболическом пути, 

и в результате снизить накопление токсических веществ.

При снижении температуры культивирования способ-

ность клеток яичника китайского хомячка синтезировать 

белки повышается, что обусловлено замедлением их ро-

ста, увеличением времени их жизни и увеличением их 

размеров. При низкотемпературном стрессе изменяется 

экспрессия генов и запускается синтез новых белков: на-

пример, происходит оверэкспрессия РНК-связывающего 

протеина холодового стресса. Стабильная оверэкспрес-

сия РНК-связывающего протеина холодового стресса 

способствует увеличению синтеза целевого продукта 

клетками СНО [12]. Индуцируемый холодом микроРНК-

связывающий белок выполняет защитную роль в реакции 

генотоксического стресса за счет стабилизации транс-

криптов генов, участвующих в выживании клеток, акти-

вации процесса трансляции, а также имеет существенное 

значение в подавлении пролиферации клеток. Таким 

образом, это одна из технологий метаболической генной 

инженерии, которая направлена на увеличение экспрес-

сии подобных стрессовых белков.

Другой подход метаболической инженерии клеток 

яичника китайского хомячка направлен на снижение 

уровня продуктов метаболизма, которые в конечном 

итоге приводят к снижению синтеза продукта. Напри-

мер, оверэкспрессия гена, кодирующего глутамин син-

тетазу (GS) в клетках яичника китайского хомячка, дает 

возможность клеткам расти в среде без глютамина, что 

значительно снижает накопление аммония в среде [13]. 

Оверэкспрессия некоторых ферментов азотного цик-

ла может способствовать снижению накопления про-

дуктов аммония в культуральной среде. Генетические 

модификации, направленные на снижение накопления 

молочной кислоты за счет овреэкспрессии пируваткар-

боксилазы [14] или ингибирования лактатдегидрогена-

зы А (LDH-A) [15], также позволяют увеличить выход 

конечного продукта в клеточной культуре яичника ки-

тайского хомячка.

Регулирование клеточного цикла
Одним из подходов повышения продукции антител 

клетками яичника китайского хомячка является увели-

чение длительности клеточного цикла в G0/G1-фазе. 

N. Ibarra и соавт. (2003) [16] показали увеличение дли-

тельности G1-фазы миеломной клеточной линии NS0 

6A1/4–9F при индуцибельной экспрессии p21cip1, что 

приводило к увеличению синтеза антител IgG4. Для ин-

дукции экспрессии факторов, регулирующих клеточный 

цикл (p27KIP1 и p21cip1), также предлагалось использовать 

рапамицин, который снижает скорость смены клеточно-

го цикла клетками. Остановка в фазе G0/G1 клеточного 

цикла была достигнута также при ингибировании ци-

клинзависимой киназы или оверэкспрессии ее ингиби-

тора. Благодаря селективному ингибированию циклином 

CDK 4/6 отмечалось увеличение синтеза специфического 

продукта в 2−3 раза [27].

Регуляция апоптоза
При стрессовых ситуациях, вызванных изменением 

рН, недостатком питательных веществ, высокой плот-

ностью клеточной культуры и т.п., запускаются реакции 

апоптоза, приводящие к гибели клетки. Блокирование 

реакций запуска апоптоза способствует увеличению вре-

мени культивирования клеток и, соответственно, повы-

шению продуктивности клеточной культуры. Существует 

несколько подходов для увеличения продолжительности 

жизни клеток, включая увеличение экспрессии анти-

апоптотических сигналов и делецию проапоптотических 

генов.

За счет усиления экспрессии антиапоптотических ге-

нов (Mcl-1, 30Kc6, Bcl-2, Bcl-w, Bcl-xL, Aven, E1B-19K) 

и супрессии проапоптотических генов (Bax, Bok, Bak) 

в клетках млекопитающих отмечалось увеличение уровня 

синтеза белков, в том числе антител [17]. После трансфек-

ции гена Bcl-xL продуктивность клеток яичника китай-

ского хомячка возрастала на 82 %, а после трансфекции 

гена Mcl-1 ― на 34 % [28]. Снижение апоптоза в клеточ-

ной культуре удалось достигнуть за счет ингибирования 

каспаз, запускающих реакции апоптоза [17].

С использованием технологии CRISPR-Cas9 для по-

вышения производительности биосинтеза целевого про-

дукта в клетки CHO-K1 был интегрирован ген сурвивин, 

или, как его еще называют, BIRC5 (baculoviral inhibitor of 
apoptosis repeat-containing 5), являющийся ингибитором 

апоптоза. В результате жизнеспособность отредактиро-

ванных клеток CHO-K1 была увеличена в 6,40 раз, а вы-

ход конечного продукта ― в 5,55 раз [6].

Специфические микро-РНК:
посттрансляционные модификации

Трансляция
Регуляция синтеза белков на стадии трансляции более 

энергозатратна, чем регуляция на уровне транскрип-

ции, но способна быстро реагировать на изменения по-

требности клетки в белках. Регуляция трансляции белка 

осуществляется через регуляцию ее инициации тремя 

основными способами: 

1) позитивной регуляцией синтеза за счет сродства ми-

кроРНК к рибосомам и факторам инициации транс-

ляции; 

2) трансляционной репрессией на основании негатив-

ной регуляции с помощью белков или микро-РНК, 

находящихся в составе белковых комплексов; 
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3) тотальной регуляцией трансляции всей совокупности 

микроРНК клетки, происходящей при изменении 

активности факторов инициации трансляции (напри-

мер, через инактивацию фактора eIF2).

Было выявлено, что у эффективных продуцентов ре-

комбинантных белков ― клеток линии яичника китай-

ского хомячка ― уровни микроРНК рекомбинантного 

продукта в клетке не коррелируют с количеством секре-

тируемого белка. Это позволило предположить важность 

роли трансляционных и/или посттрансляционных собы-

тий в клетке [29]. 

МикроРНК. Одним из подходов метаболической ин-

женерии для увеличения выхода рекомбинантного белка 

клетками яичника китайского хомячка является сверх-

экспрессия специфических микроРНК. МикроРНК яв-

ляются эволюционно консервативными малыми некоди-

рующими РНК (нРНК), которые посттранскрипционно 

модулируют экспрессию генов в эукариотических клет-

ках. Они функционируют как молекулы немедленного от-

вета на внешние стимулы, и отдельные микроРНК могут 

одновременно регулировать множество различных генов 

путем несовершенного связывания со специфическими 

сайтами-мишенями на РНК-мессенджере [29]. 

Некодирующие РНК дают возможность регулировать 

целые сигнальные сети, потому что одна микроРНК 

может посттранскрипционно подавлять экспрессию до 

ста различных мишеней микроРНК [30, 31]. В послед-

ние годы был описан еще один класс малых РНК ― так 

называемые неканонические микроРНК (нкРНК), ко-

торые, по некоторым данным [32, 33], функционируют 

подобно микроРНК. Эти РНК могут быть получены из 

некодирующих РНК «домашнего хозяйства», включая ри-

босомную РНК (рРНК) или транспортную РНК (тРНК). 

Интересно, что неканонические микроРНК могут также 

происходить из митохондриальных нкРНК млекопитаю-

щих и называются кодированными митохондриальными 

геномами малыми РНК (митохРНК) [34, 35].

Часто для увеличения продукции различных реком-

бинантных белков в системе экспрессии млекопитаю-

щих применяют двухфазное культивирование со сни-

жением температуры в конце фазы экспоненциального 

роста клеточной культуры. Анализ транскриптома по-

зволил выявить изменения профиля микроРНК при 

различных условиях температуры культивирования, 

системы культивирования и культуральных сред [36] 

для разных линий клеток яичника китайского хомячка, 

характеризующихся разными темпами роста и уров-

нями продуктивности [37, 38]. Была показана корре-

ляция между отдельными транскриптами микроРНК 

и уровнем пролиферации клеток [39] или стрессовой 

реакцией клетки [21]. Выявлена важность регуляции со-

зревания микроРНК на разных стадиях пролиферации 

клеток яичника китайского хомячка. В цитоплазме пре-

микроРНК разрезается ферментом Dicer, содержащим 

каталитический центр РНКазы III. Уровни микроРНК 

и белка Dicer положительно коррелируют со скоростью 

роста клетки во время экспоненциальной фазы. Переход 

в стационарную фазу клеточного роста сопровождается 

подавлением активности Dicer [20]. В работах ряда ис-

следователей показано, что микроРНК можно исполь-

зовать для улучшения роста клеток яичника китайского 

хомячка [19], модулирования их устойчивости к апопто-

зу [21] и специфической продуктивности [19].

Транскриптом клеток яичника китайского хомячка 

включает сотни микроРНК. Для скрининга микроРНК 

и выявления влияния их сверхэкспрессии на повыше-

ние продуктивности клеток яичника китайского хомяч-

ка был предложен подход, включающий клонирование 

микроРНК в небольшие шпилечные векторы, включая 

кассету GFP, и их трансфекцию с дальнейшим анализом 

роста клеток СНО в течение 4 дней. Выбор функциональ-

но значимых микроРНК проводится на основании срав-

нительного анализа фенотипа клеток яичника китайского 

хомячка, включающего рост, жизнеспособность и про-

дуктивность. На основании данного подхода в качестве 

потенциального кандидата для сверхэкспрессии в клетки 

яичника китайского хомячка был выбран miR-17 [19].

МикроРНК Mmu-miR-466h-5p играет проапоптоти-

ческую роль в клетках яичника китайского хомячка за 

счет снижения экспрессии нескольких антиапоптотиче-

ских генов. Стабильное ингибирование mmu-miR-466h-

5p в сконструированной линии клеток яичника китайско-

го хомячка приводило к поздней активации каспазы-3/7 

(более чем на 35 ч), культивируемой в условиях инициа-

ции апоптоза, а также повышению уровней антиапопто-

тических генов-мишеней (smo, stat5a, dad1, birc6 и bcl2l2) 

в 2,1–12,5 раза по сравнению с отрицательным контролем 

клеток яичника китайского хомячка. Специфическая 

продуктивность клеток яичника китайского хомячка со 

сверхэкспрессией mmu-miR-466h-5p увеличилась на 11 % 

[21]. 

Клетки яичника китайского хомячка, стабильно экс-

прессирующие микро-РНК miR-17, демонстрировали 

как улучшенные характеристики роста, так и удвоенную 

удельную продуктивность [19]. 

Длинные некодирующие РНК (нРНК-lncRNAs) пред-

ставляют собой транскрипты длиной более 200 нуклео-

тидов, которые лишены значительной открытой рамки 

считывания (ORF). Обычно нРНК транскрибируются 

РНК-полимеразой II и сплайсируются с полиаденилиро-

ванием или без него. Ряд молекул нРНК играет ключевые 

регуляторные роли в различных биологических процес-

сах, включая эпигенетическую регуляцию [40], контроль 

транскрипции, [41], сплайсинга [42] и трансляцию ми-

кроРНК [43]. нРНК способны модулировать широкий 

спектр клеточных процессов и механизмов как в ядре, так 

и в цитоплазме [44]. В клетке нРНК выступают в качестве 

конкурирующих эндогенных РНК (competing endogenous, 

ceRNAs), связываясь и изолируя микроРНК [45], дей-

ствуя как архитектурные РНК (arcRNAs), посредством 

чего они образуют функциональные структуры [46], по-

вышающие экспрессию генов, или в виде трансбелковых 

связывающих молекул РНК, которые могут рекрутиро-

вать хроматин-модификатор [47]. нРНК могут выступать 

в качестве предшественников микроРНК, модуляторов 

стабильности микроРНК, и влиять на посттрансляцион-

ные модификации [48].

Несмотря на важность нРНК в контроле клеточ-

ных процессов, лишь в последние два-три года появи-

лись исследования, показывающие влияние экспрессии 

нРНК на эффективность синтеза рекомбинантного белка 

клетками яичника китайского хомячка [49, 50]. Одной 

из причин небольшого количества исследований нРНК 

в клетках яичника китайского хомячка является отсут-

ствие данных об их некодирующих транскриптах. Это 

затрудняет идентификацию целевых нРНК для клеточной 

инженерии. Решением этой проблемы может стать сход-

ство между геномом китайского хомяка и мыши [51, 52], 

для клеток которой количество известных некодирующих 

транскриптов намного выше. В частности, такой подход 

использовался для идентификации 416 нРНК на основе 

секвенированных транскриптов из объединенного об-
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разца клеток яичника китайского хомячка в сравнении 

с базой данных fRNAdb некодирующих РНК с использо-

ванием BLAST [51]. В 2018 г. вышла работа D. Vito с соавт. 

[48], которые проанализировали и сравнили между собой 

кодирующие и некодирующие транскриптомы клеток 

яичника китайского хомячка, культивируемых при раз-

личных условиях и в разные периоды их жизнедеятель-

ности. На основании проведенного анализа были иден-

тифицированы потенциальные мишени нРНК в клетках 

яичника китайского хомячка для дальнейших манипуля-

ций с целью увеличения их пролиферативной активности 

и жизнеспособности [48].

Геномное редактирование, направленное 
на модификацию моноклональных антител, 

синтезируемых клетками-продуцентами

Инженерия шаперонов
Ключевую роль в фолдинге МКА, синтезируемых 

в клеточных линиях, играют шапероны, поэтому од-

ним из подходов, направленных на увеличение синте-

за рекомбинантных белков СНО-клетками, заключается 

в регуляции функциональной активности шаперонов. 

Например, увеличение экспрессии гена, кодирующего 

синтез протеиндисульфидизомеразы (PID), фермента, 

катализирующего формирование дисульфидных связей, 

усиливало синтез МКА клетками яичника китайского 

хомячка [18]. При модификации активности шаперонов 

важно выбрать правильную мишень: в частности, уси-

ление экспрессии связывающего протеина, способству-

ющего фолдированию секретируемых белков, отдельно 

или совместно с оверэкспрессией дисульфидизомеразы, 

снижало эффективность синтеза МКА клетками яичника 

китайского хомячка [18].

Гликозилирование антител
Иммуноглобулины человека относятся к гликопротеи-

нам. Как все гликопротеины, иммуноглобулины подверга-

ются гликозилированию в эндоплазматическом ретикулу-

ме и аппарате Гольджи. N-гликановая структура антител 

играет ключевую роль в проявлении их биологической 

активности. Общий механизм терапевтических антител 

связан с проявлением антителзависимой клеточной цито-

токсичности и комплементзависимой цитотоксичности. 

Любые изменения N-гликановой структуры антител могут 

ингибировать механизмы действия антител. 

Степень гликозилирования зависит от класса имму-

ноглобулина. Минимальное количество гликанов содер-

жится в иммуноглобулинах класса G (около 3 %), больше 

— в IgA (около 7,5 %), больше всего — в IgD, IgM, IgE 

(12 %). N-связанные гликаны содержатся в Fc- и в Fab-

фрагментах иммуноглобулинов; О-гликаны обнаружены 

только в шарнирной области IgD, IgA и IgG3 [53]. 

Несмотря на использование в качестве системы экс-

прессии для производства терапевтических моноклональ-

ных антител клеток млекопитающих (клетки яичника ки-

тайского хомячка или Sp/0), в которых также происходит 

гликозилирование белков, выявлена разница в особен-

ностях гликозилирования антител человека и рекомби-

нантных иммуноглобулинов человека. Это обусловлено 

существующими отличиями между внутриклеточными 

факторами гликозилирования, включая нуклеотидные 

производные сахаров, гликозидаз, синтетаз и гликозил-

трансфераз, а также различиями в пуле белков-транспор-

теров нуклеотидных производных сахаров. 

Фукозилирование антител
Клетки яичника китайского хомячка характеризуют-

ся низким уровнем разрезания N-ацетилглюкозамина 

и высоким уровнем корового фукозилирования. Овер-

экспрессия N-ацетилглюкозаминил трансферазы III 

(GnT-III) способствует увеличению активности разре-

зания N-ацетилглюкозамина, что приводит к повыше-

нию антителзависимой клеточной цитотоксичности [54]. 

Снижение или элиминация фукозы в моноклональных 

антителах также способствует увеличению антителза-

висимой клеточной цитотоксичности. Нокаутирование 

гена, кодирующего фукозилтрансферазу (FUT 8) в клет-

ках яичника китайского хомячка, приводит к получению 

нефукозилированных антител [22]. Применение техно-

логии CRISPR/Cas9 позволило получить инделы с часто-

той от 13,6 до 47,3 % в пуле трансфицированных клеток 

с эффективностью трансфекции приблизительно 60 % 

[23]. Для сравнения, частота генетических нарушений 

в клетках яичника китайского хомячка с использованием 

«цинковых пальцев» составила 3,8 и 6,3 % для Bak и Bax 

соответственно [55]. 

Галактозилирование
Концевая галактоза Asn297 гликана принимает уча-

стие в связывании Fc-фрагмента с FcγRIIIA. Гликан 

в Asn297 каждого константного домена тяжелой цепи 

IgG играет критическую роль во взаимодействии анти-

тела с Fc-рецептором. Структура гликана в Fc-фрагменте 

антитела влияет на индукцию антителозависимой клеточ-

ной цитотоксичности. 

Для редактирования клеток яичника китайского 

хомячка с целью получения высокоэффективных те-

рапевтических антител была предложена платформа, 

объединяющая геномную и белковую инженерию. Для 

получения гипергалактозилированной гликоформы IgG 

в клетках яичника китайского хомячка применялось ком-

бинированное редактирование с использованием систе-

мы CRISPR/Cas и методов белковой инженерии (модуля-

ция Fc-фрагмента IgG за счет мутаций аминокислотных 

остатков). В результате были получены антитела, содер-

жащие высокогалактозилированные и афуколизирован-

ных гликоформы [24]. 

Сиалирование
Это присоединение сиаловой кислоты к гликанам. 

Для клеток яичника китайского хомячка характерен по-

вышенный уровень сиалирования гликопротеинов (около 

31 %) по сравнению с гликопротеинами человека: уровень 

сиалирования IgG1 плазмы крови здорового человека со-

ставляет от 2 до 5 % [56]. Сравнительные исследования 

показали, что в клетках человека синтезируется как α2,3-, 

так и α2,6-сиалилтрансфераза, а в клетках яичника ки-

тайского хомячка α2,6-сиалилтрансфераза не образуется. 

Следовательно, терминальное сиалирование в клетках 

яичника китайского хомячка происходит исключитель-

но через α2,3-связь. В результате синтезированные IgG 

в клетках яичника китайского хомячка характеризуются 

снижением аффинитета Fc-фрагмента.

Антитела с усиленным сиалированием α-2,6 харак-

теризуются повышенной антителозависимой клеточной 

цитотоксичностью. Более того, при внутривенном вве-

дении иммуноглобулина, сиалированного по гликану, 

в Fc-части отмечается усиление его противовоспалитель-

ных свойств [57].

Получение антител с α-2,6 сиалированием в системе 

яичника китайского хомячка является сложной зада-
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чей из-за недоступности сиалилтрансферазы для сай-

та N-гликана тяжелой цепи и присутствия исключи-

тельно α-2,3 сиалилтрансфераз. Для выполнения этой 

задачи вначале с использованием CRISPR/Cas9 были 

удалены гены ST3GAL4 и ST3GAL6 для минимизации 

сиалирования α-2,3, а затем получены клетки яични-

ка китайского хомячка, сверхэкспрессирующие α-2,6-

сиалилтрансферазу, что позволило получить IgG с повы-

шенным уровнем α-2,6-сиалирования [24].

Иммуногенность
В отличие от нативных человеческих антител, IgG, 

являющиеся продуктом клеток яичника китайского хо-

мячка, содержат чужеродные для человека галактоза-

α1,3-галактозу (α-Gal) и N-гликолилнейраминовую кис-

лоту (Neu5Gc), расположенные в терминальной части 

гликана. Подобные иммуноглобулины являются имму-

ногенными для человека. Для снижения иммуногенности 

синтезируемых МКА гены, кодирующие синтез α-Gal 

и Neu5Gc, нокаутируют или модифицируют.

Проблемы стабилизации препаратов
моноклональных антител
Терапия моноклональными антителами подразуме-

вает инъекции в небольших объемах, но с высокой кон-

центрацией антител, иногда превышающих 100 мг/мл. 

Это приводит к значительным проблемам, связанным 

с сохранением стабильности препарата, образованием 

обратимых нековалентных белковых агрегатов, что при-

водит к повышенной вязкости препарата. Для стабили-

зации препаратов с высокой концентрацией монокло-

нальных антител добавляют вспомогательные вещества, 

например сахара. Однако чрезмерное использование 

эксципиентов может приводить к токсичности высоко-

концентрированных составов моноклональных антител.

Терапевтическая эффективность моноклональных 

антител тесно связана с их структурной, конформацион-

ной и химической стабильностью. Наиболее распростра-

ненные причины физической нестабильности возника-

ют при нарушении температурного режима хранения, 

механических нагрузках. Химическая деградация, вклю-

чающая дезамидирование, окисление, изомеризацию, 

гидролиз пептидной связи, фрагментацию и сшивание, 

также влияет на первичную последовательность моно-

клональных антител, что может привести к значитель-

ным изменениям в их структуре и, соответственно, по-

тере функции. 

Для стабилизации моноклональных антител оптими-

зируют кислотность препаратов, используя эффективные 

буферные компоненты, поверхностно-активные веще-

ства, а также сахара и полиолы, выполняющие антиокси-

дантные, хелаторные и/или криопротекторные функции.

Заключение
 

Применение препаратов на основе моноклональных 

антител является одной из наиболее активно развиваю-

щихся областей в современной терапии онкологических, 

вирусных, бактериальных и аутоиммунных заболеваний. 

Это обусловлено высокой специфичностью терапевти-

ческих моноклональных антител, которые обеспечивают 

адресную направленность эффектов. Но даже несмотря 

на внедрение технологий, позволяющих получать полно-

стью человеческие моноклональные антитела, все еще 

остаются проблемы, обусловленные возможным проявле-

нием иммуногенности препаратов. Приведенные в статье 

данные свидетельствуют о том, что большое влияние 

на иммуногенность препарата оказывают особенности 

процессов посттрансляционной модификации монокло-

нальных антител в клетках-продуцентах. На примере 

клеточной линии яичника китайского хомячка, наиболее 

часто используемой для получения терапевтических мо-

ноклональных антител, было показано, что использова-

ние современных инструментов и подходов к геномному 

редактированию клеток-продуцентов позволяет повы-

сить уровень и стабильность синтеза моноклональных 

антител, а также снизить их иммуногенность. Эффектив-

ность модификации клеток-продуцентов увеличивается 

при разработке стратегии их редактирования с учетом 

данных метаболической инженерии, а также благодаря 

применению и развитию современных инструментов ге-

нетического редактирования CRISPR/Cas9.
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