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Разработка и внедрение в клиническую практику препаратов рекомбинантного эритропоэтина чело-
века (рчЭПО) продолжают оставаться актуальными в настоящее время. Для получения разрешения 
на проведение клинических исследований таблетированной формы рчЭПО для перорального приме-
нения проведены дополнительные исследования для подтверждения пригодности штамма-продуцента 
CHOpE для производства рчЭПО и соответствия характеристик субстанции требованиям, предъявляе-
мым к ЭПО. Цель работы: характеризация субстанции рчЭПО, полученной на основе клеток штамма 
продуцента СНОрЕ, в соответствии с требованиями, предъявляемыми к ЭПО. Материалы и методы: 
субстанцию рчЭПО получали при культивировании штамма клеток яичника китайского хомячка CHOpE. 
Экспрессирующую конструкцию штамма-продуцента оценивали с помощью методов определения нукле-
отидной и аминокислотной последовательностей. Секвенирование нуклеотидной последовательности, 
кодирующей ген ЭПО человека, проводили по методу Сэнгера. Аминокислотную последовательность С- 
и N-концов молекулы рчЭПО определяли методом Эдмана. Копийность гена ЭПО в клетках СНОрЕ опре-
деляли методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Свойства субстанции рчЭПО изуча-
ли в соответствии с требованиями, предъявляемыми к ЭПО. Подлинность субстанции рчЭПО определяли 
с помощью методов изоэлектрического фокусирования, пептидного картирования и электрофореза в по-
лиакриламидном геле. Для определения соотношения изоформного состава использовали метод капил-
лярного электрофореза. Для выявления примесей димеров и высокомолекулярных родственных веществ 
в субстанции применяли метод высокоэффективной жидкостной хроматографии высокого давления. Со-
держание белка и остаточных нуклеиновых кислот определяли спектрофотометрическим методом. Кон-
центрацию субстанции рчЭПО оценивали методом иммуноферментного анализа. Результаты: подтверж-
дена генетическая стабильность штамма-продуцента СHOpE, доказана идентичность аминокислотной 
последовательности N- и С-концов молекулы рчЭПО природному ЭПО. На основе штамма-продуцента 
СHOpE получена субстанция рчЭПО, которая является гомогенной и не содержит примесей олигомерных 
форм ЭПО. Димеры и высокомолекулярные родственные вещества составляют менее 0,5%. Молекуляр-
ная масса рчЭПО находится в диапазоне значений от 32 до 38 кДа, изоэлектрическая точка — от 2,8 до 
4,15. Идентифицированы пики изоформ 1–8, изоформный состав субстанции рчЭПО соответствует ЭПО. 
Установлено, что в 1 моль субстанции содержится 13,75 моль сиаловых кислот. Выводы: подтверждена 
пригодность штамма-продуцента СНОрЕ для производства рчЭПО. Полученная субстанция рчЭПО соот-
ветствует требованиям, предъявляемым к ЭПО.
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Development and implementation in clinical practice of recombinant human erythropoietins (rhEPOs) remain 
a priority task today. Additional studies were performed in order to obtain clinical trial authorisation for rhEPO tab-
lets for oral use. The studies were aimed to demonstrate the suitability of the erythropoietin producer strain based 
on Chinese hamster ovary cells (CHOpE) for the production of rhEPO, and the compliance of the substance cha-
racteristics with the requirements for erythropoietin (EPO). The aim of the study was to characterise the rhEPO 
substance obtained from the CHOpE strain cells in accordance with the requirements for EPO. Materials and 
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methods: the rhEPO substance was obtained by culturing the strain of Chinese hamster ovary cells—CHOpE. 
The expression construct of the producer strain was evaluated using methods for determination of nucleotide and 
amino acid sequences. The Sanger method was used to perform sequencing of the nucleotide sequence encod-
ing the human EPO gene. The amino acid sequences of the rhEPO molecule C- and N-termini were determined by 
the Edman method. The copy number of the EPO gene in CHOpE cells was determined by real-time polymerase 
chain reaction. The properties of the rhEPO substance were evaluated in accordance with the requirements for 
EPO. Isoelectric focusing, peptide mapping, and polyacrylamide gel electrophoresis were used for identification 
of the rhEPO substance. The ratio of isoform composition was determined by capillary electrophoresis. Dimer im-
purities and high molecular weight related substances were determined by high-pressure liquid chromatography. 
The content of protein and residual nucleic acids was determined by spectrophotometry. The concentration of the 
rhEPO substance was assessed by enzyme immunoassay. The results of the study confirmed genetic stabil-
ity of the CHOpE producer strain and demonstrated identity of N- and C-terminal amino acid sequences of the 
rhEPO molecule to those of the natural EPO. The CHOpE producer strain was used to obtain a rhEPO substance 
which is homogenous and does not contain impurities of EPO oligomeric forms. Dimers and high molecular weight 
related substances account for less than 0.5%. The rhEPO molecular weight ranges from 32 to 38 kDa, and the 
isoelectric point is within 2.8—4.15. The study identified the peaks of isoforms 1–8, the isoform composition of the 
rhEPO substance corresponds to that of EPO. It was determined that 1 mol of the substance contains 13.75 mols 
of sialic acids. Conclusions: the study confirmed the suitability of the CHOpE producer strain for the production 
of rhEPO. The obtained rhEPO substance meets requirements for EPO.
Key words: erythropoietin producer; CHOpE cell strain; nucleotide sequence; molecular weight; identification; 
peptide mapping; dimers; sialic acids
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Разработка и внедрение в клиническую практику пре-
паратов рекомбинантного эритропоэтина человека (рчЭПО) 
продолжают оставаться актуальными в настоящее время. 
Эритропоэтин (ЭПО) — гормон, контролирующий и регули-
рующий эритропоэз. ЭПО широко применяется в клиничес-
кой практике при заболеваниях, сопровождающихся анеми-
ей [1–4]. В настоящее время существуют препараты рчЭПО 
в виде инъекционных форм для подкожного и внутривенного 
введения. Создание новой формы рчЭПО для перорального 
применения позволит решить ряд проблем, связанных с на-
значением и контролем приема препарата. Поскольку пе-
роральная форма легко дозируется, это поможет избежать 
передозировки гормона при лечении и не потребует привле-
чения квалифицированного медицинского персонала, паци-
ент самостоятельно сможет принимать препарат. Перораль-
ная форма препарата позволит предотвратить как быструю 
инактивацию, так и резкое одномоментное повышение кон-
центрации гормона в крови, а также снизить количество по-
бочных эффектов.

В ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора был скон-
струирован штамм-продуцент рчЭПО [5]. Штамм клеток 
СНОрЕ депонирован в специализированную коллекцию 
перевиваемых соматических клеток позвоночных Россий-
ской коллекции клеточных культур (ИНЦ РАН) под номером 
ВСКК/П/626Д. Культура клеток не содержала посторонних 
агентов, являлась онкогенно безопасной, сохраняла стабиль-
ность биологических свойств в течение 20 последовательных 
пассажей. Созданы и заложены на хранение при температуре 
жидкого азота посевные и рабочие банки клеток СНОрЕ. Бан-
ки аттестованы в соответствии с национальными1 и междуна-
родными2 требованиями Всемирной организации здравоох-
ранения. Запаса клеток в банках достаточно для того, чтобы 
обеспечить в течение нескольких лет производство рчЭПО 
стандартным клеточным материалом [6].

На основе использования штамма-продуцента СНОрЕ разра-
ботана технология получения лиофилизированной субстанции 
рчЭПО [7]. Субстанция использовалась для создания таблетиро-
ванной формы препарата, не имеющей мировых аналогов [8]. 
Таблетированная форма рчЭПО обладает выраженным стиму-
лирующим действием на эритропоэз. Количественные харак-
теристики эритропоэз-стимулирующих свойств инъекционной 
и таблетированной форм были сопоставимы. В ходе проведения 
доклинических исследований при однократном и повторном ис-
пользовании препарата на лабораторных животных не наблюда-
лись какие-либо токсические реакции, переносимость таблети-
рованной формы рчЭПО была удовлетворительной [9].

При разработке таблетированной формы рчЭПО ряд 
свойств препарата остался неизученным. Поэтому при прове-
дении доклинических исследований и подготовке документов 
для представления в Минздрав России с целью получения раз-
решения на проведение клинических исследований нами были 
проведены дополнительные исследования для подтверждения 
пригодности штамма-продуцента СНОрЕ для производства 
рчЭПО, а также субстанции рчЭПО требованиям, предъявляе-
мым к ЭПО.

Цель работы — характеризация субстанции рчЭПО, полу-
ченной на основе штамма-продуцента СНОрЕ, в соответствии 
с требованиями, предъявляемыми к ЭПО.

Материалы и методы

Клетки СНОрЕ культивировали в стационарных условиях 
при температуре 37 °С в питательной среде Игла МЕМ (ФГБНУ 
«ФНЦИРИП им. М.П. Чумакова РАН», Россия) с добавлением 5% 
эмбриональной телячьей сыворотки (Gibco, США), гипоксантина 
в концентрации 100 мкМ, аминоптерина — 20 мкМ и тимиди-
на — 100 мкМ (Sigma-Aldrich, США). В качестве накопительной 
среды использовали 98% питательной среды Игла МЕМ и 2% 

1 Руководство по проведению доклинических исследований лекарственных средств (иммунобиологические лекарственные препараты). Ч. 2. 
М.: Гриф и К; 2012.

2 Recommendations for the evaluation of animal cell cultures as substrates for the manufacture of biological medicinal products and for the characteriza-
tion of cell banks (WHO/BS/10.2132). WHO; 2010.
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FetalClone II (HyClone, США). Каждые 3–4 сут проводили сбор 
культуральной жидкости (КЖ), содержащей рчЭПО. КЖ филь-
тровали через ацетатцеллюлозные мембраны с размерами пор 
0,45 и 0,22 мкм (Merck Millipore, США) на установке УСФ-273 
(НПП «Технофильтр», Россия). Далее КЖ концентрировали, ис-
пользуя разделительный ультрафильтрационный аппарат на по-
лых волокнах АР–0,2н (НПП «Биотехпрогресс», Россия).

Выделение и очистку субстанции рчЭПО из концентрата 
КЖ проводили с использованием хроматографической си-
стемы AKTA Purifier (GE Healthcare, США). Очистка включа-
ла следующие стадии: хроматографию на иммуносорбенте 
РС/ED7-Sepharose FF (ООО «Протеиновый контур», Россия), 
сорбенте Q Sepharose Fast Flow (GE Healthcare, США) и гель-
фильтрацию на Sephacryl S-200 SF (GE Healthcare, США). Суб-
станцию рчЭПО пропускали через фильтры с размером пор 
0,22 мкм (ТРР, Швейцария) [7].

Секвенирование нуклеотидной последовательности фраг-
мента гена, кодирующего синтез ЭПО человека, интегрирован-
ного в ДНК клеток, проводили с помощью генетического ана-
лизатора 3130 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Inc., США) по 
методу Сэнгера [10]. Для секвенирования использовали олиго-
нуклеотиды (ООО «Биосинтез», Россия):

F527 AATGTCCTGCCTGGCTGTGG
R696 TCCCTGAAGCCCTGAGCGTG
R1837 TCATCTGTCCCCTTGTCCTGC
F1643 TTGCTAAGACTGTCCGTATCCTTCCC

Аминокислотную последовательность С- и N-концов мо-
лекулы рчЭПО определяли на автоматическом газофазном 
секвенаторе PPSQ-31A (Shimadzu, Япония). Методом обращен-
но-фазовой жидкостной хроматографии идентифицировали 
фенилтиогидантоины аминокислот, полученные в каждом цик-
ле секвенирования3.

Стабильность штамма-продуцента СНОрЕ подтверждали 
сравнением кодирующей части гена ЭПО с референсной по-
следовательностью гена ЭПО человека после секвенирования 
фрагмента 1310 п.н. до и после культивирования клеток в те-
чение 10 последовательных пассажей.

Копийность гена ЭПО в клетках СНОрЕ исследовали методом 
полимеразной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ). 
При помощи набора для выделения РНК/ДНК (НПФ «Литех», 
Россия) из 1×106 клеток выделяли ДНК. Для постановки ПЦР 
использовали амплификатор CFX96 (Bio-Rad, США), праймеры 
и флуоресцентно-меченый зонд (ООО «Биосинтез», Россия): 

F527 AATGTCCTGCCTGGCTGTGG
R696 TCCCTGAAGCCCTGAGCGTG
Proba FAM-TATCACCTTCCCCAGCACATTCCACAGA-BHQ1

В качестве положительного контрольного образца при-
меняли рекомбинантную плазмиду pCR2.1-EP, содержащую 
вставку, идентичную участку гена, кодирующего ЭПО (ФБУН 
ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, Россия). Отрицательным 
контролем служил ТЕ(×1)-буфер.

Для определения аналитической чувствительности системы 
«праймеры—зонд» из растворов положительных контрольных 

образцов готовили последовательные 10-кратные разведения. 
Определение концентрации ДНК в разведениях осуществляли 
при помощи коммерческого набора Quant-iT™ dsDNA Assay 
Kit, high sensitivity (Invitrogen™, США) и флуориметра QUBIT 
(Invitrogen™, США). Количество ДНК-матриц, детектируемое 
с применением праймеров и зондов, после оптимизации усло-
вий проведения реакции выражали в геномных эквивалентах 
в реакционной смеси. Электрофоретическую детекцию про-
дуктов амплификации проводили в 2% агарозном геле, ис-
пользовали системы видеодокументирования Molecular Imager® 
Gel Doc™ XR System (Bio-Rad, США). После проведения ПЦР 
полученные фрагменты ДНК очищали, используя набор QIAEX 
II Gel Extraction Kit (Qiagen®, США), клонировали в плазмиду 
pCR2.1-EP. Определение нуклеотидных последовательностей 
проводили на автоматическом секвенаторе ABI Genetic 3130 XL 
(Applied Biosystems, Inc., США). Нуклеотидные последовательно-
сти гена ЭПО были взяты из базы данных GenBank [07q21/EPO] 
и проанализированы с использованием NCBI Mega BLAST.

Статистическую обработку полученного материала прово-
дили с использованием пакета программ Statistica 6.0 (StatSoft, 
США). Множественное выравнивание нуклеотидных после-
довательностей проводили при помощи приложения AlignX 
программного пакета Vector NTI 11 (Informax, США). В работе 
было использовано лицензионное программное обеспече-
ние Microsoft Office Professional 2007 Win32, Vector NTI Suite 
11, Lasergene 9 и BioEdit 7.1.3.0. Физико-химические свойства 
полученной субстанции рчЭПО определяли в соответствии 
с Европейской фармакопеей и Государственной фармакопеей 
Российской Федерации (ГФ РФ)4.

Электрофорез в полиакриламидном геле (ПААГ) и при-
готовление геля проводили в соответствии с методикой, 
изложенной в ГФ РФ XIV издания5. В качестве маркеров мо-
лекулярной массы использовали набор низкомолекуляр-
ных стандартных белков 94,0; 66,0; 45,0; 30,0; 20,1; 14,4 кДа 
(Amersham Bioscience, Швеция). Контролем служил стандарт 
ЭПО [R030] (ООО «Протеиновый контур», Россия).

Для проведения изоэлектрофокусирования использовали 
аппарат Multiphor™ II в комплекте с аппаратом для охлаждения 
и циркуляции жидкости, источник питания (Amersham Вiosciences, 
Швеция), готовые гели (GE Healthcare, США). Для создания гради-
ента рН в геле применяли амфолиты (рН 3,0–10,0) (Sigma-Aldrich, 
США) и амфолиты (рН 3,0–5,0) (Bio-Rad, США), для калибровки 
геля — рI маркеры (рН 2,8–3,5–3,75–4,15–4,55–5,2–5,85–6,55) 
(GE Healthcare, США). Гель окрашивали 0,1% раствором кумасси 
бриллиантовый голубой (МР Biochemicals, Канада). В качестве 
контроля использовали Международный стандартный образец 
эритропоэтина (МСО ЭПО) BRP E1515000 (Sigma-Aldrich, США).

Пептидное картирование с использованием высокоэф-
фективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) проводили на 
хроматографе высокого давления Breeze Waters (Waters, США) 
с детектором поглощения в УФ-диапазоне при длине волны 
214 нм, применяли колонку Symmetry 300 C4 (Waters, США)6.

Разделение изоформ рчЭПО проводили методом капил-
лярного электрофореза7. В качестве контроля использовали 
МСО ЭПО. Расчет процентного содержания изоформ проводи-
ли при помощи системы капиллярного электрофореза PA 800 
plus (Beckman Coulter, США).

3 Erythropoietin Concentrated Solution. European Pharmacopoeia 7.0.
4 Erythropoietin Concentrated Solution. European Pharmacopoeia 7.0.
Общая фармакопейная статья 1.7.1.0016.18 Эритропоэтины. Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV изд. Т. 2; 2018.
5 Общая фармакопейная статья 1.2.1.0023.15 Электрофорез в полиакриламидном геле. Государственная фармакопея Российской Федерации. 

XIV изд. Т. 1; 2018.
6 Erythropoietin Concentrated Solution. European Pharmacopoeia 7.0.
7 Там же.
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Для выявления примесей димеров и высокомолекулярных 
родственных веществ в рчЭПО использовали метод ВЭЖХ. Хро-
матографию осуществляли на хроматографе высокого давления 
Breeze Waters (США) с детектором поглощения в УФ-диапазоне 
при длине волны 214 нм, применяли колонку Protein-Pak 125 
(Waters, США), заполненную силикагелем гидрофильным для 
хроматографии, пригодным для фракционирования глобулярных 
белков с относительной молекулярной массой от 2 до 80 0008.

Оценку сиаловых кислот проводили по методике, из-
ложенной в Европейской фармакопее9. Для построения 
калибровочной кривой применяли стандартный раствор 
N-ацетилнейраминовой кислоты (Sigma-Aldrich, США). Исполь-
зуя калибровочную кривую, определяли содержание сиаловых 
кислот в рчЭПО, рассчитывали среднее количество молей си-
аловых кислот на 1 моль ЭПО, допуская, что относительная 
молекулярная масса ЭПО равна 30 600, а относительная моле-
кулярная масса N-ацетилнейраминовой кислоты — 309.

Спектрофотометрическим методом определяли содержа-
ние остаточных нуклеиновых кислот10 в субстанции. Раствором 
сравнения служил буферный раствор, идентичный буферному 
раствору анализируемой пробы.

Концентрацию рчЭПО определяли методом иммунофер-
ментного анализа с использованием набора реагентов PRoCon 
EPO2 (ООО «Протеиновый контур», Россия) и коммерческого 
набора реагентов Эритропоэтин-ИФА-Бест (Вектор-Бест, Рос-
сия). Диапазон измеряемых концентраций — 0–6,6 МЕ/мл, чув-
ствительность анализа — 0,01 МЕ/мл.

Результаты и обсуждение

Культура клеток CHOpE состояла из субстратзависимых 
эпителиоподобных клеток. Клетки обеспечивали синтез и се-
крецию в культуральную жидкость (КЖ) рчЭПО [5].

Экспрессирующую конструкцию штамма-продуцента 
оценивали с помощью методов исследования нуклеотидной 
и аминокислотной последовательностей.

Секвенирование фрагмента гена ЭПО, интегрированного 
в ДНК клеток CHOpE (рис. 1), подтвердило полное соответ-
ствие структуре гена [07q21/EPO] ЭПО [11].

При определении аминокислотной последовательности N- 
и С-концов молекулы рчЭПО было показано, что N-концевая 
последовательность соответствует аминокислотам Ala-Pro-
Pro-Arg-Leu-Ile-Cys-Asp-Ser-Arg, C-концевая последователь-
ность — Thr-Gly-Glu-Ala-Cys-Arg-Thr-Gly-Asp-Arg. Установлен-
ная аминокислотная последовательность N- и С-концов рчЭПО 
идентична последовательности природного ЭПО [10].

Стабильность продукции культуры клеток является фак-
тором, отражающим стабильность амплифицированного со-
стояния гена. Результаты исследований, подтверждающие 
стабильность штамма-продуцента СHOpE, были получены на 
основании сравнения кодирующей части гена ЭПО до и после 
культивирования клеток CHOpE в течение 10 последователь-
ных пассажей. Нуклеотидная последовательность части гена 
ЭПО не содержала нуклеотидных замен (рис. 2).

В стабильных культурах клеток амплифицированные по-
следовательности сохраняются в виде копий, интегрирован-
ных в хромосомы. Поскольку амплифицированный участок 
хромосомы имеет, как правило, большие размеры, его можно 
выявить при окрашивании хромосом, так как при этом образу-
ются легкоразличимые гомогенно окрашенные районы. Ранее 
было показано, что кариотип культуры клеток CHOpE стабилен, 
соответствует виду и представляет собой производное от ка-
риотипа китайского хомячка, маркерная хромосома содержит 
HSR гомогенно окрашенные участки, которые появляются в ре-
зультате генной амплификации и ассоциируются с амплифика-
цией встроенного гена и соответственно с усилением синтеза 
рекомбинантного белка [12, 13].

Генетическую стабильность штамма-продуцента CHOpE 
подтверждали исследованиями копийности гена. В резуль-
тате проведенных исследований было установлено, что 

GGTCACCCGGCGCGCCCCAGGTCGCTGAGGGACCCCGGCCAGGCGCGGAGACGGTGAGTACTCGCGGGCTGGGCGCTCCCGCCGCCCGGGTCC
CTGTTTGTAGCGCCCCGGCTATTGGCCAGGAGGTGGCTGGGTTCAAGGACCGGCGACCCCCGGAAGGGGGAGGGGGGTGGGGCAGCCTCCACGT
GCCAGCGGGGACTCTTGGGGATGGCAAAAACCTGACCTGTGAAGGGGACACAGTTTGGGGGTTAGGTTTGGGGGTTCTGCTGTGCCAGTGGAGA
GGAAGCTGATAAGCTGATATGGAGCCACCACTTATCTGCCAGAGGGGAAGCCTCTGTCACACCAGGATTCGGAGAAGTGGATGCTGGTAGCTGGG
GGTGGGGTGTGCACACGGCAGCAGAGGCCAGGGAGGCAGCACCTGAGTGCTTGCATGGTTGGGGACAGGAAGGACAGAGACGTGGGGATGAAG
GAAGCTGTCCTTCCACAGCCACCCTTCTCCCACTCTCAGCCTGGCTATCTGTTCTAGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTTCGCTGTCGCTCCCTCT
GGGCCTCCCAGTCCTGGGCGCCCCACCACGCCTCACCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGAATATCACCTTCCCCA
GCACATTCCACAGAACTCACGCTCAGGGCTTCAGGGAACTCCAGGAACCTGGCACTTGGTTTGGGGTGGAGTTGGGAAGCTAGACACTGCCAGA
ATAAGTCTGGTGGCCCCAAACCATACCTGGAAACTAGGCAAGGAGCAATCCTACGGCCTGTGGGCCAGGGCCAGGCCTTCAGGGACCCTTCACTC
CCGCATTTCAGACGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAATGAGAATATCACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTGAGTTC
CTTTTTCCTTTCTTTTGGAGAATCTCATTTGCGAGCCTGATTTTGGATGAAAGGGAGGGAAAGGTAAAATGGAGCAGCAGAGATGAGGCTGCCTGG
GCGCAGAGGCAATCCCAGGCTGAGATGGCCGAGATGGGAGAATTGCTTGAGCCCTGGAGTCCTAGGCAGCATAGTGAGATCCCCCATCTCTACAA
ACATTTAAAAAAATTAGTGGTGCATGGTGGTAGTCCCAGATATTTGGAAGGCTGAGGCGGGAGGACCAGGAATTTGAGGCTGCAGTGAGCTGTGA
TCACACCACTGCACTCCAGCGAGTGAGGCCCTGTCTCAAAAAAGAAAAGAAAAAAGAAAAATAATGAGGGTACATTCATTATTCATTCACTCACTC
ACTCACTCATTCATTCATTCATTCTCTTATTGCATACCTTCTGTTTGCTCAGCTTGGTGCTTGGGGCTGCTGAGGAGAGGGTGACATGGGTCAGCTG
ACTCCCAGAGTCCACTCCCTGTAGGTCCCGTAGAAGTCTGGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCTGTCCTGCGGTGTTGGTCAACTCTTCCC
AGCCGTGGGAGCCCCTGCAGCTGCATGTGGATGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGCTCTGGGAGCCCAGGTGGACACTTCTGCTT
GCCCTTTCTGTAAGAAGGGGAGAAGGGTCTTGCTAAGACTGTCCGTATCCTTCCCTTTCTGTGGCACTGCAGCGACCTCCTGTTTTCAAGGAAGCC
ATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCACTCCGAACGACACTTTCCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCCGGGGAAATACAC
AGGGGAGGCCTGCAGGACAAGGGGACAGATGACCAGGTGTGTCCATCCACCACCTCCCTCACCAACATTGCTTGTGCCACACCCTCCCCCGCCAC
CGTCGAGGGGCTCTCAGCTCAGCCAGCCTGTCCCATGGACACTCCAGTGCATCTCAGGGGCCAGAGGAACTGTGGAGAGAGCAACTCTGAGATCT

Рис. 1. Нуклеотидная последовательность, кодирующая ЭПО человека, в ДНК клеток CHOрЕ.
Fig. 1. The nucleotide sequence encoding human EPO integrated into the DNA of CHOpE cells.

8 Там же.
9 Там же.
10 Общая фармакопейная статья 1.2.1.1.0003.15 Спектрофотометрия в ультрафиолетовой и видимой областях. Государственная фармакопея 

Российской Федерации. XIV изд. Т. 1; 2018.



120

И. Ф. Радаева, В. А. Терновой, А. О. Семенцова, Н. Б. Думченко, Е. А. Нечаева

I. F. Radaeva, V. A. Ternovoy, A. O. Sementsova, N. B. Dumchenko, E. A. Nechaeva

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2020, Т. 20, № 2

BIOpreparations. Prevention, Diagnosis, Treatment. 2020, V. 20, No. 2

Рис. 2. Сравнение нуклеотидной последовательности части гена ЭПО до и после культивирования клеток CHOpE в течение 
10 пассажей с референсной последовательностью гена ЭПО человека.
Fig. 2. Comparison of the nucleotide sequence of a fragment of the EPO gene before and after culturing CHOpE cells for 10 passages 
with the reference sequence of the human EPO gene.
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Рис. 3. Электрофореграмма субстанции рчЭПО (электро-
форез в ПААГ в невосстанавливающих условиях в присут-
ствии додецилсульфата натрия). (1) набор низкомолекуляр-
ных стандартных белков; (2) стандарт ЭПО; (3) рчЭПО.
Fig. 3. Electropherogram of the rhEPO substance (Sodium dode-
cyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis under non-reducing 
conditions). (1) set of low molecular weight reference proteins; 
(2) EPO reference standard; (3) rhEPO.

Рис. 4. Изоэлектрофореграмма субстанции рчЭПО. (1) на-
бор рI маркеров; (2) МСО ЭПО; (3) рчЭПО. Анодный раст-
вор — 0,1 М раствор серной кислоты, катодный раствор — 
0,1 М раствор натрия гидроокиси.
Fig. 4. Isoelectropherogram of the rhEPO substance. (1) set of pI 
markers; (2) EPO IRS; (3) rhEPO. 0.1 M sulfuric acid and 0.1 M 
sodium hydroxide were used as anodic and cathodic solutions, 
respectively.

в разведении 1:100 концентрация ДНК составила 0,18 пг/мл, 
или 972 молекулы. Таким образом, на 1000 клеток CHOpE 
приходится 972 копии гена ЭПО, или в среднем одна копия 
на клетку, что соответствует высокой генетической стабиль-
ности клеток.

По разработанной нами технологии была получена суб-
станция рчЭПО [7]. Известно, что физико-химические характе-
ристики ЭПО определяют такие его свойства, как стабильность, 
активность, фармакокинетические и фармакодинамические 
характеристики, которые в конечном счете влияют на про-
филь безопасности и эффективности его применения [14]. 
Физико-химические свойства субстанции рчЭПО оценивали 
в соответствии с требованиями, изложенными в Европейской 
фармакопее11.

По результатам проведенного гель-электрофореза суб-
станция рчЭПО гомогенна, представлена на электрофоре-
грамме одной ярко выраженной широкой полосой, что свиде-
тельствует об отсутствии примесей олигомерных форм ЭПО. 
Содержание мономера рчЭПО — не менее 95%. Молекулярная 
масса субстанции рчЭПО составляет 32–38 кДа, стандарт ЭПО 
(ООО «Протеиновый контур», Россия) имеет молекулярную 
массу 33–40 кДа (рис. 3). Молекулярная масса природного ЭПО 
составляет приблизительно 30,6 кДа, у коммерческих препара-
тов рчЭПО диапазон значений колеблется между 32 и 45 кДа.

Результаты изоэлектрического фокусирования представ-
лены на рисунке 4. Субстанция рчЭПО содержит 4–5 основных 
полос в интервале значений рН от 2,8 до 4,15, что характерно 
для природного ЭПО.

При проведении специфической реакции расщепления 
трипсином полипептидной цепи ЭПО по остаткам аргинина 
и лизина профили хроматограмм гидролизатов субстанции 
рчЭПО и МСО ЭПО по количеству пиков и по времени удержи-
вания должны принципиально совпадать, что и было доказано 
в результате проведенных исследований (рис. 5, 6).

Таким образом, в результате проведенных эксперимен-
тов была подтверждена подлинность полученной субстанции 
рчЭПО.

Дальнейшие исследования состояли в определении со-
отношения изоформного состава субстанции рчЭПО. ЭПО яв-
ляется гетерогенным гликопротеином, его углеводная часть 
может меняться за счет нескольких вариантов гликозилиро-
вания, что и определяет наличие различных изоформ рчЭПО 
и соответственно различных качественных и количественных 
характеристик рчЭПО. Результаты анализа, полученные при 
разделении изоформ рчЭПО с помощью капиллярного элек-
трофореза, представлены на рисунке 7. Базовая линия ста-
бильна, с незначительным дрейфом. Показано, что на электро-
фореграмме определяется характерное расположение хорошо 
разделившихся пиков, идентифицированы пики изоформ 1–8. 
Изоформный состав рчЭПО соответствует изоформному со-
ставу МСО ЭПО.

Качественное и количественное распределение пиков изо-
форм рчЭПО совпало с распределением пиков МСО ЭПО. Со-
держание изоформ рчЭПО также соответствует требованиям, 
предъявляемым к ЭПО (табл. 1).

Согласно требованиям Европейской фармакопеи димеры 
и высокомолекулярные родственные вещества рчЭПО должны 
элюироваться перед появлением пика ЭПО, при этом общая 
площадь пиков, элюированных до основного пика, должна 
составлять не более 2% от общей площади всех пиков13. Про-

11 Erythropoietin Concentrated Solution. European Pharmacopoeia 7.0.
12 Там же.
13 Там же.
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фили элюции, полученные в результате гель-фильтрации суб-
станции рчЭПО, представлены на рисунке 8.

Показано, что субстанция рчЭПО имеет чистоту 98–99%. 
Димеры и высокомолекулярные родственные вещества со-
ставляют менее 0,5%. Получение рчЭПО на основе перевива-
емой культуры клеток должно быть основано на технологии, 
обеспечивающей высокую степень очистки от клеточных ком-
понентов. Одним из критериев чистоты рчЭПО является от-
сутствие посторонних примесей, в частности остаточной ДНК 
клеток CHOpE. Установлено, что отношение оптической плот-
ности растворов для субстанции рчЭПО составляет 1,51–1,62 
при критерии приемлемости более 1,5.

Особая роль в биологической активности ЭПО принад-
лежит сиаловым кислотам, которые являются терминаль-
ными остатками в олигосахариде, связанными в качестве 
простетической группы с полипептидной цепью молекулы 
ЭПО, и обуславливают кислотные свойства гликопротеида. 
Количество сиаловых остатков в молекулах ЭПО неодно-
родно и может достигать 14, что составляет около 17% от 
всех углеводных компонентов в составе ЭПО [15, 16]. Ко-
личественное содержание сиаловых кислот (в пересчете на 
N-ацетилнейраминовую кислоту) на 1 моль ЭПО должно со-
ставлять не менее 10 моль/1 моль. В результате проведенных 
исследований было установлено, что содержание сиаловых 
кислот в 1 моль субстанции рчЭПО соответствует требовани-
ям, предъявляемым к ЭПО (табл. 2).

Концентрация рчЭПО в субстанции, определяемая ме-
тодом иммуноферментного анализа, составляла 115 000 ± 
25 000 МЕ/мл.

Рис. 7. Электрофореграмма субстанции рчЭПО. (А) МСО 
ЭПО, (B–D) рчЭПО. Буферный раствор: 0,01 М раствор три-
цина, 0,01 М раствор натрия хлорида, 0,01 М раствор натрия 
ацетата, 7 М раствор мочевины, 2,5 мМ раствор путресцина. 
Детектирование: длина волны 214 нм. Длина капилляра — 
70 см, объем пробы — 50 мкл, температура — 35 °С.
Fig. 7. Electropherogram of rhEPO. (A) EPO IRS, (B–D) rhEPO. 
Buffer solution: 0.01 M tricine, 0.01 M sodium chloride, 0.01 M so-
dium acetate, 7 M urea, 2.5 mM putrescine. Detection at 214 nm. 
Capillary, 70 cm; injection volume, 50 μL, temperature, 35 °C.

Рис. 5. Хроматограмма гидролизата субстанции рчЭПО. 
Детектирование: длина волны — 214 нм, объем пробы — 
50 мкл, температура колонки — 25 °С.
Fig. 5. Chromatogram of the rhEPO hydrolysate. Detection: wave-

length, 214 nm; injection volume, 50 μL; column temperature, 25 °C.

Рис. 6. Хроматограмма гидролизата МСО ЭПО. Детектирова-
ние: длина волны — 214 нм, объем пробы — 50 мкл, темпера-
тура колонки — 25 °С.
Fig. 6. Chromatogram of the EPO IRS hydrolysate. Detection: 
wavelength, 214 nm; injection volume, 50 μL; column tempera-
ture, 25 °C.
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Рис. 8. Хроматограмма субстанции рчЭПО. Нагрузка на колонку — 20–30 мкг белка. Подвижная фаза — фосфатно-
солевой буферный раствор (рН 7,2). Скорость потока — 0,5 мл/мин. Детектирование: длина волны 214 нм, длительность 
хроматографирования не менее 1 ч.
Fig. 8. Сhromatogram of rhEPO. Column load, 20–30 μg of protein. Mobile phase: phosphate-buffered saline, pH 7.2. Flow rate, 
0.5 mL/min. Detection: wavelength, 214 nm; run time, not less than 1 hour.

Таблица 1. Содержание изоформ субстанции рчЭПО
Table 1. The content of rhEPO isoforms

Изоформы
Isoforms

Содержание
рчЭПО, %

Content of rhEPO, %

Содержание
МСО ЭПО, %

Content of EPO IRS, %

Требования Европейской фармакопеи12, 
содержание ЭПО, %

Requirements of the European Pharmacopoeia12, 
EPO content, %

1
Не более 5

Not more than 5
Не более 5

Not more than 5
0–15

2
Не более 5

Not more than 5
Не более 5

Not more than 5
0–15

3 9–10 10–12 1–20

4 15–20 15–20 10–35

5 10–15 10–15 15–40

6 30–33 34–35 10–35

7 20–23 23–25 5–25

8
Не более 5

Not more than 5
Не более 5

Not more than 5
0–15

Таблица 2. Определение сиаловых кислот в субстанции рчЭПО
Table 2. Determination of sialic acids in rhEPO

Наименова-
ние пробы

Sample

Концентрация раствора
N-ацетилнейраминовой 

кислоты, мкг/мл
N-acetylneuraminic acid 
solution concentration, 

μg/mL

Оптическая 
плотность 

(OD
580

)
Absorbance 

(OD
580

)

Содержание 
сиаловых 

кислот, мкг
Sialic acid 

content, μg

Среднее значе-
ние содержа-
ния сиаловых 

кислот, мкг
Mean sialic acid 

content, μg

Количество молей сиа-
ловых кислот на 1 моль 

рчЭПО и МСО ЭПО
Moles of sialic acid 
per mole of rhEPO 

and EPO IRS 

рчЭПО
rhEPO

300

0,038 4,2

4,1

13,75

0,036 4,0

0,038 4,2

150

0,021 2,1

2,20,023 2,3

0,021 2,1

МСО ЭПО
EPO IRS

300

0,030 3,2

3,5

11,2

0,033 3,5

0,034 3,7

150

0,018 1,9

1,80,017 1,8

0,015 1,6
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Заключение

В результате исследований охарактеризована субстанция 
рчЭПО, полученная на основе штамма-продуцента СНОрЕ, 
в соответствии с требованиями, предъявляемыми к ЭПО. Под-
тверждена генетическая стабильность штамма-продуцента 
СHOpE, доказана идентичность аминокислотной последова-
тельности ЭПО. На основе штамма-продуцента получена суб-
станция рчЭПО. Проведены исследования физико-химических 
свойств субстанции. Показано, что субстанция рчЭПО гомоген-
на и не содержит примесей олигомерных форм ЭПО, димеры 
и высокомолекулярные родственные вещества составляют 
менее 0,5%, молекулярная масса находится в узком диапазо-
не от 32 до 38 кДа. Изоэлектрическая точка — от 2,8 до 4,15. 
Идентифицированы пики изоформ 1–8, изоформный состав 
субстанции рчЭПО соответствует изоформному составу ЭПО. 
В 1 моль субстанции рчЭПО содержится 13,75 моль сиаловых 
кислот. Концентрация рчЭПО составляет 115 000 МЕ/мл.
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