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Биспецифические антитела (бсАт) относятся к группе многообещающих биотерапевтических пре-
паратов, поскольку их структурные и функциональные особенности расширяют спектр их приме-
нения. БсАт способны связываться одновременно с двумя антигенами (или двумя эпитопами на 
одном антигене), кроме того, они могут направлять эффекторные иммунные клетки на опухолевые 
и доставлять различные вещества (радионуклиды, токсины и иммунологические агенты) к клет-
кам-мишеням, что позволяет широко использовать их в клинической практике. Настоящий обзор 
посвящён технологиям разработки платформ для создания бсАт, текущему прогрессу и перспек-
тивам их использования, а также выбору различных гетерологичных экспрессионных систем для 
производства белков. Кроме того, мы делимся своим мнением о перспективных платформенных 
решениях, предопределяющих векторы развития бсАт для терапии солидных опухолей.
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CHO, HEK293, E. coli, дизайн антител, солидные опухоли.
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Принятые сокращения: бсАт  – биспецифические ан-
титела; мкАт  – моноклональные антитела; ПТМ  – пост-
трансляционные модификации; BiTE – биспецифический 
T-клеточный энгейджер; CHO – клетки яичников китай-
ского хомячка; CL  – константная лёгкая цепь; HC  – тя-
жёлая цепь; HEK293  – клеточная линия, полученная из 
эмбриональных почек человека; scFv  – одноцепочечный 
вариабельный фрагмент; TCR – Т-клеточный рецептор.
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ВВЕДЕНИЕ

На протяжении долгого времени человече-
ство опирается на природные структуры и про-
цессы для создания лекарств и методов лечения 
многих заболеваний [1]. Для разработки новых 
лекарственных средств в качестве альтернати-
вы традиционным синтетическим, химически 
получаемым препаратам фармацевтическая и 
биотехнологическая промышленность обраща-
ется к биологическим компонентам, таким как 
пептиды, белки, ферменты или их комплексы, 
а также олигонуклеотиды, такие как ДНК или 
малые интерферирующие РНК [2].

Среди различных видов лекарственных 
средств термин «биотерапевтические препара-
ты» или «биологические препараты» относит-
ся к широкой категории макромолекулярных 
лекарственных средств, включающих цитоки-
ны, факторы роста, гормоны, вакцины, белки, 
пептиды, а также препараты, состоящие из 
антител, действующее вещество которых полу-
чено из биологического источника. Монокло-
нальные антитела (мкАт) представляют собой 
подкласс наиболее быстро развивающихся 
биотерапевтических препаратов, которые при-
меняются для лечения хронических заболе-
ваний, включая рак, аутоиммунные и инфек-
ционные болезни  [3,  4]. В настоящее время 
центральное место в терапевтическом приме-
нении мкАт отводится таргетной терапии опу-
холей и комплексной иммунотерапии рака [5] в 
сочетании с другими терапевтическими подхо-
дами  [6]. Помимо применения при системной 
таргетной иммунотерапии, мкАт также явля-
ются ценным инструментом для диагности-
ки [7, 8] и визуализации опухолей [9, 10].
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Высокая антигенсвязывающая активность, 
стабильность и низкая иммуногенность – три 
основные физико-химические свойства, кото-
рые должны характеризовать антитела в кон-
тексте терапии [11]. Более того, было показано, 
что антитела поддаются белковой инженерии и 
обладают врождённой способностью связывать 
и антигены, и эндогенные иммунные рецеп-
торы. Таким образом, универсальные характе-
ристики терапевтических антител, включаю-
щие распознавание антигенов, их эффекторные 
свойства и увеличенный период полувыведе-
ния, обусловливают их механизм действия и 
эффективность [12].

Моноспецифический формат IgG может 
быть не идеальным для многих терапевтиче-
ских применений  [13,  14], поэтому был изо-
бретён целый ряд форматов мультиспецифиче-
ских антител (мсАт), способных связываться с 
разными антигенами или разными эпитопами 
на одном и том же антигене  [15]. Несмотря на 
множество различных типов мсАт, основная 
проблема при их производстве заключается 
в том, что эти биомолекулы не всегда обла-
дают желаемыми физическими и химически-
ми характеристиками, что делает сложным их 
перевод в формат терапевтических продуктов. 
Более того, инновационные препараты из упо-
мянутой группы, такие как биспецифические 
антитела (бсАт), состоят из разных цепей ан-
титела с разной структурой и связывающими 
свойствами, поэтому существует много раз-
ных аспектов, связанных с белковой инже-
нерией, которые должны учитываться в тече-
ние ранней разработки молекулы и процесса 
реализации технологий производства  [16,  17]. 
Последние достижения генетики и белковой 
биохимии, а также доступность биопроцессов 
позволили успешно бороться с упомянутыми 
проблемами, и к настоящему времени отра-
ботаны различные методики получения бсАт 
в промышленных масштабах  [18–20]. Дан-
ная статья посвящена потенциалу различных 
гетерологических систем экспрессии для про-
дукции бсАт, исследуемых на поздних фазах 
клинических исследований, направленных 
на терапию солидных опухолей, а также объ-
ясняет необходимость дальнейшего развития 
рекомбинантной технологии антител.

ДИЗАЙН СТРУКТУРЫ И СБОРКИ 
МОНО- И БИСПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ

Каноническое IgG-антитело представле-
но различными Y-образными молекулярными 
формами и состоит из двух идентичных тяжё-

лых цепей (HC) и двух лёгких цепей (LC). 
Тяжёлая цепь состоит из 4-х доменов: трёх кон-
стантных и одного вариабельного (CH1-CH3 
и VH). Лёгкая цепь представлена двумя домена-
ми: одним константным (CL) и одним вариа-
бельным (VL). Дисульфидные связи соединя-
ют тяжёлые цепи в шарнирном регионе между 
CH1- и CH2-доменами. Более того, каждая 
тяжёлая цепь соединена с лёгкой дисульфид-
ной связью на стыке CH1 и CL. Константные 
домены CH2 и CH3 каждой тяжёлой цепи фор-
мируют Fc-фрагмент. Вариабельные домены 
лёгкой и тяжёлой цепей (VH и VL) соединены 
с близко расположенными CH1- и CL-доме-
нами, формируя Fab-фрагмент антитела.

Существует несколько подходов к получе-
нию бсАт: получение разных типов антиген-
связывающих фрагментов (Fab, scFv, VHH) [21] 
и оптимизация канонической структуры анти-
тела посредством различных типов мутаций, 
направленных на гетеродимеризацию лёгких 
и тяжёлых цепей  [18,  22]. Из широкого ряда 
классификаций и систематизаций бсАт [14, 16] 
мы сосредоточились на подходящем подходе 
для уже упомянутых целей стратификации, ко-
торый был определён недавно  [18] и стал ши-
роко использоваться благодаря своей просто-
те. Основываясь на упомянутой систематике, 
все типы бсАт делятся на три группы: (i) асим-
метричные, (ii)  симметричные и (iii)  бсАт на 
основе фрагментов антител (рисунок).

Простейшим случаем являются бсАт на 
основе фрагментов, обычно получаемые путём 
слияния двух или более антигенсвязываю-
щих фрагментов с различной специфичностью, 
таких как scFv-, VHH- или Fab-форматы, с 
помощью полипептидных линкеров. Чтобы 
обеспечить пролонгирование периода полу-
выведения, к молекуле может быть добав-
лен человеческий сывороточный альбумин 
(ЧСА) [23, 24]. В результате может быть получе-
на молекула, состоящая из одной полипептид-
ной цепи. Благодаря своей простой структуре 
этот тип молекулы не сталкивается с проблемой 
некорректного спаривания цепи  [25]. Между 
тем молекулы, которые принадлежат симмет-
ричному типу, могут содержать Fc-фрагмент, 
но в то же время иметь два антиген-связы-
вающих фрагмента к двум разным эпитопам 
на одной полипептидной цепи. Как правило, 
это либо канонические антитела, к которым 
через линкеры добавляются фрагменты scFv 
или VHH, либо бсАт на основе фрагментов, 
слитых с Fc-фрагментом. Обычно такие моле-
кулы имеют тетравалентную структуру с двумя 
валентностями на каждую мишень. Для таких 
молекул не существует проблем, связанных 
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Структурные особенности трёх основных классов бсАт: а  –  каноническое IgG-антитело; б  –  асимметричное бсАт 
(Бивалент (1+1)); в  –  бсАт на основе фрагментов антител (tandem scFv, BiTE и Diabody), г  –  симметричное бсАт 
(Тетравалент (2+2))

с неправильной сборкой цепей. Третий тип 
бсАт является асимметричным и состоит из тя-
жёлой и лёгких цепей, полученных из разных 
родительских антител  [26]. Для молекул этого 
типа при рекомбинантном получении наблю-
дается такая техническая проблема, как непра-
вильное спаривание цепей, которая обычно 
решается путём введения мутаций, способ-
ствующих корректной гетеродимеризации тя-
жёлых и лёгких цепей.

Далее мы дадим подробное описание, в ко-
тором будут представлены основные направ-
ления и достижения коммерчески доступных 
технологических платформ для производства 
рекомбинантных бсАт, уделяя особое внима-
ние прогрессу клинических разработок для 
лечения солидных опухолей.

Асимметричные бсАт. Xmab®. XmAb-плат-
форма, разработанная компанией «Xencor», 
представляет собой набор аминокислотных 

замен, предназначенных для введения в кон-
стантные домены антител (от шарнирного 
региона до CH3) для снижения или усиления 
эффекторных свойств, увеличения периода 
полувыведения антитела и создания биспеци-
фических молекул  [27]. Коллеги из компании 
«Xencor» использовали рациональный in  silico 
дизайн для определения оригинальных ами-
нокислотных замен для гетеродимеризации 
тяжёлых цепей, одновременно обеспечивая 
и правильную сборку молекулы, и высокую 
термостабильность финальных биспецифичес-
ких кандидатов  [28]. Используя полученные 
модифицированные тяжёлые цепи, также до-
полнительно было оптимизировано смеще-
ние изоточки для каждой цепи для облегчения 
процесса очистки [27].

Azymetric®. Компанией «Zymeworks» был 
разработан альтернативный in  silico алго-
ритм, основная особенность которого связана 
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с уникальными аминокислотными заменами 
для гетеродимеризации тяжёлых цепей. Также 
отметим, что компания смогла создать бсАт, 
состоящее из двух разных тяжёлых цепей и 
двух разных лёгких цепей посредством вве-
дения мутаций не только в CH3-домен, но и 
также в CH1- и CL-домены. Этот подход мож-
но комбинировать с использованием каппа- и 
лямбда-семейств лёгких цепей.

CrossMab®. Разработанная компанией 
«Hoffman la Roche» платформа «CrossMab» об-
легчает правильную сборку бсАт с двумя раз-
ными лёгкими цепями и двумя разными тяжё-
лыми цепями. Основное преимущество этой 
технологии заключается в правильной меж-
цепочечной димеризации, которая обеспечи-
вается мутациями «knob-into-hole»  [29]. Сама 
технология может быть реализована в трёх раз-
личных вариантах.

Первый вариант предполагает изоляцию 
CH1 и VL из тяжёлой цепи для второй специ-
фичности в отдельную лёгкую цепь, тогда как 
соответствующие домены лёгкой цепи второй 
специфичности вставляются в тяжёлую цепь; 
этот вариант также называется «CrossMab 
Fab». При этом варианте инженерии бсАт ос-
новной проблемой становится образование 
независимых побочных продуктов, состоящих 
из димеров тяжёлых цепей (из-за комплемен-
тарности «knob-into-hole» и комплементарно-
сти CH1 на тяжёлой цепи первой специфич-
ности и CL на тяжёлой цепи второй специфич-
ности) и Fab-фрагмента (также из-за компле-
ментарности CH1-CL на разных лёгких цепях). 
Второй вариант называется «CrossMab CH1-CL», 
при нём между лёгкими и тяжёлыми цепями 
второй специфичности меняются только доме-
ны CH1-CL. Теоретически такая замена пред-
отвращает образование побочного продукта. 
Третий вариант, «CrossMab VH-VL», предпо-
лагает аналогичную замену вариабельных до-
менов в тяжёлой и лёгкой цепи второй специ-
фичности. Используя такую замену, возможно 
получить нежелательный побочный продукт с 
общей лёгкой цепью. Потенциальная возмож-
ность для оптимизации этого варианта опреде-
ляется введением зарядовых замен в констант-
ные домены лёгких и тяжёлых цепей первой 
специфичности. Этот подход предполагает пред-
отвращение образования нежелательных приме-
сей. Простота упомянутого платформенного ре-
шения позволяет создавать бивалентные бсАт 
(с одной специфичностью на валентность, 
1+1) и трёх- и четырёхвалентные мсАт [30].

FIT-Ig®. Компания «EpiMab» разрабо-
тала оригинальную платформу для создания 
четырёхвалентных бсАт на основе подхода 

«CrossMab» – так называемые «Fabs-In-Tandem 
Immunoglobulin (FIT-Ig)». Здесь константные 
и вариабельные домены лёгкой цепи со специ-
фичностью ко второму антигену добавляются 
к N-концам тяжёлых цепей, уже обладающих 
специфичностью к первому антигену. Таким 
образом, данные бсАт состоят из двух кано-
нических лёгких цепей со специфичностью к 
первому антигену и двух лёгких цепей, содер-
жащих константные и вариабельные домены 
тяжёлой цепи со специфичностью ко второму 
антигену. Благодаря потенциалу платформы 
«CrossMab» задача правильной димеризации 
лёгкой цепи с тяжёлой цепью полностью ре-
шена [31, 32].

cLC®. Этот формат структуры бсАт похож 
на каноническую молекулу иммуноглобулина, 
но специфичность к двум разным антигенам 
достигается за счёт разных тяжелых цепей, 
гетеродимеризованных с использованием та-
ких мутаций, как «knob-into-hole». Лёгкая цепь 
здесь подбирается таким образом, чтобы она 
также была комплементарна к обоим тяжё-
лым цепям и не приводила к потере функцио-
нальной активности или изменениям физико- 
химических свойств бсАт [33, 34].

Triomab®. В формате «Triomab» бсАт по-
лучается путём соматического слияния двух 
гибридом, каждая из которых экспрессирует 
уникальное мкАт. Две гибридомы, экспресси-
рующие антитела, объединяются, и получен-
ная гибридная клетка экспрессирует тяжёлые 
и лёгкие цепи антител от родительских клеток. 
Процесс сборки антител позволяет образовы-
вать как родительские, так и гибридные имму-
ноглобулины. Технология «quadroma» является 
историческим базисом для получения бсАт, но 
имеет такие недостатки, как низкая производи-
тельность и высокая гетерогенность получае-
мого продукта. Фактический процент функ-
циональных бсАт в линии клеток квадромы 
непредсказуем, и в данной ситуации требуется 
трудоёмкий процесс, связанный с изоляцией 
бсАт от побочных продуктов. Впоследствии 
эта технология была усовершенствована путём 
слияния гибридом мыши и крысы. Содержа-
ние химерных бсАт мышь/крыса было значи-
тельно выше благодаря преимущественной 
димеризации тяжёлой и лёгкой цепей, ограни-
ченной видовой принадлежностью, в отличие 
от случайной димеризации в обычных квадро-
мах типа мышь/мышь или крыса/крыса [35].

Biclonics®. Компания «Merus» использует 
широко известный формат с общей лёгкой 
цепью с отличием в том, что вместо популяр-
ной мутации «knob-into-hole» они используют 
собственные мутации для гетеродимеризации 
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HC  – DEKK (L351K, T366K/L351D, L368E) 
[33]. Так, антитело зенокутузумаб (MCLA-128) 
было разработано с использованием упомяну-
той технологии.

HLE-BiTE®. Разработанная компанией 
«Amgen» платформа «HLE-BiTE» является би-
специфическим T-клеточным энгейджером 
(BiTE) – классом бсАт, которые задействуют 
цитотоксические T-клетки, направляя их на 
опухолевые. BiTE – это слитый белок, состоя-
щий из двух одноцепочечных вариабельных 
фрагментов (scFvs) различных антител. Один 
из этих фрагментов связывается с T-клет-
ками, обычно через рецептор CD3, в то время 
как другой связывается со злокачественными 
клетками через специфическую для опухоли 
молекулу. «HLE» в этом формате является аб-
бревиатурой для «Half-Life Extended», что обо-
значает увеличение времени полувыведения 
бсАт в организме пациента, которое достига-
ется добавлением Fc-фрагмента к каждой мо-
лекуле BiTE.

CRIB. Компания «Alphamab» разработала 
свою платформу для гетеродимеризации тяжё-
лых цепей. Основанием для новой платфор-
мы под названием «Charge Repulsion Induced 
Bispecific (CRIB)» выступили мутации «knob-
into-hole». После оптимизации этой платфор-
мы путём добавления одной аминокислотной 
замены к каждой тяжёлой цепи доля коррект-
но собранных гетеродимеров увеличилась 
с 74% до 94% [36].

Cимметричные бсАт. Tandem sdAb-Fc®. 
«Alphamab» активно использует VHH-фраг-
менты, слитые с Fc-фрагментом человеческого 
IgG, для разработки антител. Для получения 
бсАт использовали слияние двух VHH-фраг-
ментов, и полученный димер был непосред-
ственно связан с Fc-фрагментом. В результате 
гомодимеризации Fc-фрагментов можно полу-
чить тетравалентное бсАт с двумя валентно-
стями (к одной мишени).

TETRABODY – ITAB®. Компания «Akesobio» 
разработала передовую платформу под назва-
нием «Tetrabody», которая основана на добав-
лении scFv, специфичного для второй цепи, к 
C-концу каждой тяжёлой цепи. Эта манипуля-
ция приводит к получению молекулы с четырь-
мя связывающими сайтами для двух мишеней.

DVD-Ig®. Формат «Dual Variable Domain 
Immunoglobulin (DVD-Ig)» был описан в 
2007 г. [37, 38]. Эта четырёхвалентная молекула 
состоит из двух тяжёлых цепей и двух легких, 
имеет функциональный Fc-регион и констант-
ные домены в конфигурации, аналогичной 
каноническому IgG. Однако каждое плечо мо-
лекулы содержит два вариабельных домена 

(VD) в тяжёлых и лёгких цепях, соединённых 
линкерными последовательностями. Как и 
формат Tetrabody, DVD-Ig является тетрава-
лентным антителом, способным взаимодей-
ствовать двумя связывающими сайтами с каж-
дой из двух мишеней. Антитело DVD-Ig можно 
сконструировать, соединив последовательно-
сти вариабельного домена любой пары анти-
тел. Оно может состоять из полностью чело-
веческих последовательностей, что уменьшает 
потенциальную иммуногенность и позволяет 
сохранять стабильность в сыворотке крови, 
как обычный IgG. Утверждается, что анти-
тело DVD-Ig можно эффективно производить 
с использованием стандартных систем экс-
прессии млекопитающих, и оно обладает фи-
зико- химическими свойствами, сравнимыми 
с обычным IgG, несмотря на его увеличенный 
размер и нестандартную структуру.

IgG + TGFβ-receptor. Этот формат также по-
хож на формат Tetrabody за исключением того, 
что вместо использования фрагмента scFv для 
второй специфичности к антителу, взаимодей-
ствующему с PDL1, добавляется связывающий 
домен TGF-βRII, способный взаимодейство-
вать с тремя изоформами TGF-β.

БсАт на основе фрагментов. TriTAC®. «Tri-
specific T-cell Activating Construct (TriTAC)» – 
это новый формат T-клеточного энгейджера, 
разработанный «Harpoon Therapeutics». Этот 
новый класс иммунотерапии на основе T-кле-
ток направлен на достижение более высокой 
эффективности в терапии солидных опухо-
лей по сравнению с таким золотым стандар-
том, как T-клеточная терапия. БсАт формата 
«TriTAC» состоит из трёх антиген-связываю-
щих доменов, один из которых связывается с 
альбумином, необходимым для увеличения пе-
риода полувыведения молекул в сыворотке. 
Антитела «TriTAC» имеют молекулярный вес 
около 53 кДа, что делает их меньше большин-
ства форматов T-клеточных энгейджеров. Одно 
из главных преимуществ этих антител заключа-
ется в том, что их маленький размер обеспечи-
вает более быстрое распространение в тканях 
солидных опухолей [39].

ImmTAC®. Молекула ImmTAC® представ-
ляет собой слитый белок, состоящий из реком-
бинантного рецептора T-клеток (TCR), со-
единённого через линкер с одноцепочечным 
вариабельным фрагментом антитела scFv. Он 
взаимодействует с CD3 и активирует поликло-
нальные T-клетки для высвобождения про-
воспалительных цитокинов и цитолитиче-
ских белков, что приводит к прямому лизису 
опухолевых клеток. Существенное отличие 
от канонических бсАт или слитых антиген-
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связывающих фрагментов заключается в том, 
что молекулы этого формата используют 
TCR для взаимодействия с опухолевыми 
антигенами. В то время как антитела могут 
взаимодействовать только с антигенами на 
поверхности клетки или с секретируемыми 
молекулами, CR могут распознавать пептиды, 
которые являются фрагментами внутриклеточ-
ных мишеней, представленными в составе мо-
лекул человеческого лейкоцитарного анти -
гена (HLA) [40, 41].

ЭКСПРЕССИОННЫЕ СИСТЕМЫ 
И ПОДХОДЫ К ПОЛУЧЕНИЮ 

БИСПЕЦИФИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ

Спрос на высокопроизводительные экс-
прессионные системы растёт по мере увеличе-
ния числа новых биопродуктов и биоаналогов. 
Выбор гетерологичной системы экспрессии 
тесно связан с экономическими предпосыл-
ками (например, выход целевого белка и за-
траты на получение продукта), а также с био-
химическими и биофизическими свойствами 
конечного продукта (например, число цепей 
в молекуле белка, характер гликозилирования) 
и с характеристиками самого биопроцесса.

Относительно простые белки, такие как 
слитые фрагменты антител, состоящие из од-
ной полипептидной цепи, могут быть полу-
чены с помощью прокариотических систем, 
например, Escherichia coli  [42]. В случае более 
сложных белков на основе полноразмерных 
антител, состоящих из нескольких полипеп-
тидных цепей, широко используются эукарио-
тические системы, как правило, клеточные ли-
нии млекопитающих  [43]. Эти системы могут 
предоставить производителям необходимые 
профили фолдинга и посттрансляционных мо-
дификаций (ПТМ) белков в соответствии с че-
ловеческими биохимическими путями. Кроме 
того, экспрессионные системы на основе кле-
ток млекопитающих могут быть использованы 
в крупномасштабном производстве и способ-
ны синтезировать большие объёмы терапевти-
ческих антител  [44]. В данном разделе статьи 
мы рассмотрим такие гетерологичные экспрес-
сионные системы для получения бсАт, которые 
уже продемонстрировали отличную эффектив-
ность в промышленном производстве.

Прокариотические клетки (E. coli). Штаммы 
E. coli являются широко используемой экспрес-
сионной системой для получения рекомби-
нантных белков. Эта бактерия обладает рядом 
преимуществ для производства белковых мо-
лекул, включая высокие уровни экспрессии, 

экономичность, быстрый рост и масштаби-
руемость. На основе E. coli получено множе-
ство рекомбинантных терапевтических бел-
ков, включая антитела, цитокины и гормоны 
роста. Антитела могут быть получены в E. coli 
в различных форматах, включая scFvs, Fab-
фрагменты и даже полноразмерные антитела. 
Однако получение полноразмерных антител 
может быть затруднено из-за сложности этих 
молекул и необходимости их правильной сбор-
ки и фолдинга [45].

Производство бсАт в E. coli также возмож-
но, но может быть ещё более сложным, чем 
производство моноспецифических антител, из-
за сложной структуры данных молекул и необ-
ходимости сохранения естественной структу-
ры антитела. Поэтому, согласно недавнему ис-
следованию [42], только некоторые фрагменты 
антител и слитые белки, полученные на базе 
экспрессионной системы E. coli, были одобре-
ны в качестве терапевтических средств для ле-
чения различных заболеваний; полноразмер-
ные мкАт или бсАт, полученные с помощью 
E. сoli, на данный момент не были клинически 
апробированы.

Однако последние достижения в области 
белковой инженерии и экспрессионных си-
стем позволили получать бсАт в E. coli с приме-
нением различных подходов, используя разные 
форматы белков. Один из подходов к получе-
нию бсАт в E. coli предполагает использование 
фрагментов белков, таких как BiTE или триспе-
цифические киллерные энгейджеры (TriKEs). 
Эти форматы состоят из небольших фрагмен-
тов, которые могут быть получены в E. coli и 
соединены в бсАт или триспецифические ан-
титела. В настоящее время известно, что одним 
из терапевтических препаратов, полученных с 
использованием системы E. coli и одобренных 
для лечения рака, является тебентафусп – но-
вый формат иммунотерапии на основе плат-
формы ImmTAC®. Он включает в себя рас-
творимый TCR, слитый с одноцепочечным 
вариабельным анти-CD3 фрагментом. Домен 
TCR Tebentafusp таргетирует клетки, на по-
верхности которых представлен HLA-A*02:01 в 
комплексе с меланома-ассоциированным анти-
геном gp100 [46]. Данное бсАт получено в виде 
телец включения и требует сложных процедур 
рефолдинга.

Известен случай синтеза бсАт в E. coli для 
молекулы, состоящей из обычного Fab-фраг-
мента, нацеленного на CD3, и VHH, нацелен-
ного на HER2. Очищенное антитело способно 
вызывать опосредованную Т-клетками цито-
токсичность против HER2-положительных кле-
ток как in  vitro, так и in  vivo. Авторы предпо-
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лагают, что с помощью этого подхода можно 
эффективно получать бсАт, направленные на 
другие опухолевые антигены [47].

Другой подход к рекомбинантному полу-
чению бсАт в E. coli предполагает совместную 
экспрессию двух полуантител, каждое из ко-
торых состоит из HC и LC. Эти полуантитела 
могут спонтанно собираться в интактную мо-
лекулу бсАт с естественной архитектурой анти-
тела  [48]. Данный метод получения бсАт под-
разумевает совместное культивирование двух 
штаммов бактерий, каждый из которых экс-
прессирует своё полуантитело. С использова-
нием этого подхода было получено 28 различ-
ных бсАт. Одно из этих антител, нацеленное 
на тирозинкиназы рецепторов MET и EGFR, 
ингибирует их сигналы и подавляет рост опу-
холевых клеток. Данный метод позволяет бы-
стро и недорого получать бсАт из любых двух 
существующих антител в количествах, необ-
ходимых для ранней разработки и доклиниче-
ских исследований.

Производство как моноспецифических 
антител, так и бсАт в E. coli по-прежнему со-
пряжено с определёнными трудностями, свя-
занными с потенциально необратимой агрега-
цией или деградацией экспрессируемых белков 
и отсутствием некоторых ПТМ [49]. Несмотря 
на эти трудности, E. coli остаётся привлека-
тельной экспрессионной системой для гетеро-
логичного производства бсАт благодаря высо-
ким уровням экспрессии и масштабируемости. 
Крупномасштабное производство бсАт в E. coli 
возможно при использовании технологии фер-
ментации, которая позволяет выращивать клет-
ки с высокой плотностью и получать большие 
количества рекомбинантных белков [50].

Эукариотические клетки (CHO). Система 
экспрессии в клетках яичников китайского 
хомячка (CHO) широко используется для по-
лучения рекомбинантных белков, в частности 
канонических мкАт [51]. Клетки CHO являются 
наиболее привлекательной системой благодаря 
стабильной клеточной пролиферации, эффек-
тивной ПТМ и устоявшимся стандартам над-
лежащей производственной практики (GMP). 
Эти клетки были всесторонне изучены и опти-
мизированы для производства белков, что де-
лает их надёжной и эффективной платформой 
для крупномасштабного производства. Важ-
ной характеристикой клеточной линии явля-
ется производительность. На ранних стадиях 
разработки из-за своей простоты и быстроты 
используются транзиентные экспрессионные 
системы. На более поздних стадиях разработки 
необходимо получить стабильную клеточную 
линию, способную продуцировать антитело 

с неизменным качеством. Клетки CHO исполь-
зуются в качестве клеточной линии-продуцен-
та для более 50% существующих биотехнологи-
ческих препаратов [52].

В 1957  г. Теодор Пак выделил из ткани 
яичника китайского хомячка клетку, которая 
оказалась бессмертной и превратилась в кле-
точную линию CHO-ori. Позже, в 1968  г., из 
неё была получена клеточная линия CHO-K1. 
Обе клеточные линии выращивались как адге-
зионные культуры и были малопригодны для 
крупномасштабных процессов. В 1971 г. Томп-
сон из Университета Торонто создал другую 
подлинию, известную сейчас как CHO-S, для 
выращивания в суспензионном формате, что 
позволило нарабатывать клетки в более круп-
ных масштабах в биореакторах [53].

В настоящее время для производства мкАт 
преимущественно используется родительская 
клеточная линия CHO. По состоянию на 2017 г. 
около 2/3 всех одобренных мкАт были полу-
чены в клетках CHO [54]. Аналогичное соотно-
шение сохраняется и для бсАт. По состоянию 
на 2022 г. девять одобренных бсАт были полу-
чены с помощью экспрессионных систем мле-
копитающих (за исключением катумаксомаба), 
среди них шесть – в клетках CHO.

Благодаря таким преимуществам, как бы-
стрый рост в суспензионной культуре и высо-
кий выход рекомбинантных белков, эта плат-
форма в настоящее время активно используется 
для получения бсАт как на стадии ранней раз-
работки, так и в промышленном производстве. 
Кроме того, клетки CHO могут осуществлять 
ПТМ, такие как гликозилирование, которые 
важны для функционирования и стабильности 
многих рекомбинантных белков. Также неко-
торые исследования показали, что одни и те же 
белки, в частности бсАт, полученные в клетках 
E. coli и CHO, показывают существенно разные 
результаты в тестах на функциональную актив-
ность [55, 56].

Сложной проблемой при использовании 
экспрессионной системы млекопитающих (на-
пример, клеток CHO и HEK293) является не-
обходимость использования дорогостоящих 
производственных платформ и строгих усло-
вий культивирования клеток для обеспече-
ния их жизнедеятельности и предотвращения 
выделения побочных продуктов в процессе 
производства. Условия культивирования могут 
существенно влиять на ПТМ и функциональ-
ную активность конечного продукта  [57]. Для 
достижения желаемых качественных характе-
ристик клеточных линий необходимо иметь 
полное представление о параметрах процесса 
и контролировать их. При внедрении техно-
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логий в новую лабораторию или при расшире-
нии производства эти коррективы и оптимиза-
ции могут оказаться непростыми.

Одной из проблем при получении чистых 
продуктов бсАт является правильная сборка 
антитела. Лишь немногие исследования си-
стемно изучали стратегии оптимизации кле-
точных линий CHO, которые могут способ-
ствовать дальнейшему увеличению чистоты 
бсАт, полученных в клетках CHO. Например, 
рекомендуется экспрессировать HC и LC с по-
мощью отдельных векторов, поскольку мани-
пулирование соотношением плазмид является 
простым и эффективным подходом к опти-
мизации сборки белков для получения желае-
мых продуктов. В другом подходе описан ме-
тод двухступенчатой селекции пула, который 
позволяет повысить чистоту экспрессии бсАт 
с 44,5 до 88,6% [58].

Другой проблемой синтеза бсАт является 
образование агрегатов, которые повышают 
риск нежелательной иммуногенности. Данные 
агрегаты должны быть удалены, что приводит 
к снижению выхода целевых белков. Согласно 
полученным данным, нарушение регуляции 
глутатиона в клетках CHO является причи-
ной агрегации бсАт. Оценивалось образова-
ние агрегатов при использовании процессов 
«fed-batch» и перфузии. В результате перфу-
зионного процесса содержание агрегатов бсАт 
оказалось значительно ниже, чем при исполь-
зовании процесса «fed-batch» [59].

В отдельных работах рассматривались под-
ходы к повышению выхода антител в клетках 
CHO. Одним из таких подходов является ген-
ная инженерия клеток с целью достижения 
сверхэкспрессии генов, участвующих в клеточ-
ном цикле. Так, давно известно, что, воздей-
ствуя на отдельные стадии клеточного цикла 
с целью ускорения или замедления скорости 
роста клеток на разных фазах (G0/G1 или 
G2/M), можно увеличить выход рекомбинант-
ных белков. Так, достижение сверхэкспрессии 
генов CDKL3 и COX15, участвующих в регуля-
ции клеточного цикла, приводит к значитель-
ному увеличению продукции белка [60].

Альтернативным способом повышения про-
дуктивности может быть нокаут генов, сни-
жающих экспрессию белков клетки-хозяина 
(БКХ). БКХ могут секретироваться живыми 
клетками, а также высвобождаться при их ги-
бели. Они сами по себе являются нежелатель-
ной примесью, которую необходимо удалять 
из препарата антител. В соответствующих экс-
периментах было показано, что нокаут генов 
нескольких БКХ может приводить к значитель-
ному повышению титра антител. Основная 

гипотеза заключается в том, что это позволяет 
использовать ресурсы клеток для усиления 
экспрессии интересующего гена. Это также 
позволило добиться большей чистоты конеч-
ного препарата антител [61].

На продуктивность клеток можно влиять 
не только путём целенаправленной регуляции 
экспрессии генов с помощью генной инжене-
рии. Было показано, что непрерывное куль-
тивирование клеток CHO при низких темпе-
ратурах (33 °С) и добавление в культуральную 
среду бутирата натрия приводит к увеличению 
продуктивности рекомбинантных белков. Это 
было связано с остановкой клеточного цикла в 
фазе G1/G0. Также было показано, что культи-
вирование при низких температурах или с до-
бавлением бутирата натрия приводит к изме-
нениям в клеточном транскриптоме, особенно 
в отношении регуляции клеточного цикла. 
В  то же время транскриптомы, связанные с 
клеточным циклом и пролиферацией, разли-
чались между культурами клеток, культивируе-
мых при низкой температуре и с добавлением 
бутирата натрия. Это позволяет предположить, 
что в таких подходах клеточный цикл регули-
руется разными механизмами. Предположи-
тельно, культивирование при низкой темпера-
туре приводит к остановке клеточного цикла 
р53-зависимым образом. p53 является одним 
из основных регуляторов клеточного цикла 
и апоптоза, и его активация приводит к оста-
новке клеточного цикла за счёт активации 
ряда генов-мишеней р53 (например, CDKN1A, 
BAX, MDM2). С другой стороны, добавление 
бутирата натрия приводит к остановке клеточ-
ного цикла за счёт модуляции экспрессии и 
активности циклин-зависимых киназ (CDK) 
и ингибиторов CDK, которые являются регу-
ляторными белками клеточного цикла, участ-
вующими в переходе G-фазы [62].

Эукариотические клетки (HEK293). Клетки 
HEK293 представляют собой линию, изна-
чально полученную из клеток эмбриональной 
почки человека. HEK293 являются ещё одной 
широко используемой экспрессионной систе-
мой для получения рекомбинантных белков. 
Они обладают рядом преимуществ, в том чис-
ле способностью к активной пролиферации и 
лёгкой трансфекции. Кроме того, поскольку 
это клетки человеческого происхождения, 
в них можно получать белки с человекоподоб-
ными ПТМ [63].

Профиль гликозилирования белков может 
быть важным фактором для их использова-
ния в качестве биотерапевтических препара-
тов. Гликопротеины с необходимым профи-
лем гликозилирования могут обладать более 
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высокой активностью, стабильностью, перио-
дом полураспада и сниженной иммуногенно-
стью. Основное преимущество использования 
HEK293 в качестве экспрессионной платфор-
мы заключается в специфическом требовании 
к профилю гликозилирования биотерапевти-
ческих молекул  [64]. Кроме того, было созда-
но множество подтипов и производных этой 
линии, среди которых HEK293, HEK293-T и 
HEK293-F часто используются в производстве 
биофармацевтических препаратов.

Например, HEK293EBNA1 (или 293E)  – 
это подтип клеток HEK293, стабильно экс-
прессирующих ядерный антиген-1 Эпштей-
на–Барр (EBNA1). При использовании экс-
прессионных векторов, имеющих точку нача-
ла репликации EBV (oriP), этот подтип может 
демонстрировать трёхкратное увеличение вы-
хода рекомбинантных белков по сравнению с 
аналогичным вектором без oriP. Это является 
одним из основных преимуществ использо-
вания клеток HEK293EBNA1 по сравнению с 
каноническими клетками HEK293 для произ-
водства рекомбинантных белков.

Аналогичным образом была создана кле-
точная линия HEK293-6E, экспрессирующая 
усечённый EBNA-1, лишённый домена Gly-
Gly-Ala. HEK293-6E продемонстрировала бо-
лее высокую транзиентную экспрессию генов 
и активную пролиферацию клеток по сравне-
нию с HEK293-E [65].

Хотя клетки HEK293F являются клональ-
ной клеточной линией, полученной из роди-
тельской клеточной линии HEK293 и прода-
ваемой под торговой маркой GIBCO®, эти 
клетки были адаптированы для выращивания 
в суспензионной культуре в бессывороточ-
ной среде. Клетки HEK293F были использо-
ваны для получения нескольких рекомбинант-
ных терапевтических препаратов, одобренных 
Управлением по контролю качества пище-
вых продуктов и лекарственных средств (Food 
and Drug Administration, FDA). К ним отно-
сятся рекомбинантный слитый белок FVIII 
(rFVIIIFc, ELOCTA®) и агонист рецепторов 
глюкагоноподобного пептида 1 (дулаглутид; 
TRULICITY®) для лечения гемофилии А и 
диабета 2-го типа соответственно.

Также существуют клетки, стабильно экс-
прессирующие биосенсор cAMP GloSensor™ 
(20F) и полученные компанией «Promega» 
(Мадисон, США), которые были названы 
HEK293G [66].

Хорошо известная линия HEK293-T явля-
ется производной клеточной линии HEK293, 
созданной путём экспрессии термочувстви-
тельного мутантного Т-антигена SV40. Экс-

прессия Т-антигена позволяет плазмидам, не-
сущим точку начала репликации SV40, активно 
реплицироваться в клетках [67].

Клетки HEK293 также могут быть исполь-
зованы для крупномасштабного производства 
антител. Однако масштабирование производ-
ства в данной системе сопряжено с опреде-
лёнными трудностями, включая поддержание 
высокого уровня экспрессии белка и качества 
продукта.

Исследования показали, что нокаут гена 
CASP8AP2 положительно влияет на производ-
ство рекомбинантных белков. CASP8AP2 коди-
рует FLICE-ассоциированный большой белок 
(FLASH). В процессе Fas-опосредованного 
апоптоза FLASH входит в состав сигнального 
комплекса, индуцирующего смерть (DISC), ко-
торый собирается после связывания рецептора 
смерти Fas с его лигандом FasL. Сборка DISC 
активирует прокаспазу 8 с образованием протео-
литической каспазы 8, которая инициирует 
апоптотический каскад. FLASH также уча-
ствует в созревании гистоновых мРНК и ре-
гуляции транскрипции гистоновых генов в 
S-фазе клеточного цикла, а также в активации 
транскрипционных факторов cMYB и NF-κB. 
В клетках HEK293, лишённых CASP8AP2, на-
блюдается семикратное увеличение специфи-
ческой экспрессии рекомбинантной люцифе-
разы и 2,5-кратное увеличение специфической 
экспрессии рекомбинантного SEAP без суще-
ственного влияния на рост и жизнеспособ-
ность клеток. Транскриптомный анализ по-
казал, что нарушение регуляции клеточного 
цикла, в частности активация ингибитора ци-
клин-зависимой киназы  2А (CDKN2A), спо-
собствовало повышению экспрессии реком-
бинантного белка в клетках с дефицитом 
CASP8AP2. Полученные результаты подтвер-
ждают, что ген CASP8AP2 является важной 
инженерной мишенью для улучшения экс-
прессии рекомбинантных белков в клеточной 
линии HEK293 [68].

Несмотря на сходный с человеком про-
филь гликозилирования, использование кле-
ток HEK293 для производства терапевтических 
белков связано с трудностями, обусловленны-
ми высоким содержанием в них терминально-
го N-ацетилгалактозамина (GalNAc) и низким 
уровнем сиалилирования. В терапевтических 
белках такие N-гликаны часто вызывают бы-
стрый клиренс из кровотока пациента за счёт 
эффективного связывания с рецептором асиа-
логликопротеина (ASGP-R) и рецептором ман-
нозы (MR). Однако недавно исследователи 
разработали новую клеточную линию HEK293F, 
которая устраняет терминальный GalNAc 
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и увеличивает сиалилирование путём нокаута 
GalNAc-трансфераз B4GALNT3 и B4GALNT4 
и сверхэкспрессии сиалилтрансфераз ST6GAL1 
и ST3GAL6. Данная гликоинженерная клеточ-
ная линия хорошо подходит для получения 
терапевтических белков с полностью челове-
ческим N-гликозилированием и отличными 
фармакокинетическими свойствами [69].

Использование клеток HEK293 для полу-
чения терапевтических препаратов, в том чис-
ле бсАт, несколько ограничено. Хотя во мно-
гих исследованиях сообщалось о транзиентной 
экспрессии в клетках HEK293 для получения 
бсАт  [70, 71], для производства биофармацев-
тических препаратов чаще всего используются 
стабильные линии клеток CHO. С 2015 г. FDA 
одобрило семь препаратов, полученных из 
клеток HEK. В шести клеточных и генотера-
певтических подходах используется клеточная 
линия HEK293 или её производные для полу-
чения вирусных векторов.

Несмотря на это, многие бсАт, получен-
ные с помощью транзиентной экспрессии, в 
настоящее время находятся на стадии клини-
ческой разработки. Это свидетельствует о пер-
спективности использования данной системы 
экспрессии для получения бсАт. Помимо тра-
диционных методов создания терапевтических 
бсАт, когда каждый фрагмент проверяется 
отдельно, а один или несколько лучших вари-
антов отбираются и объединяются в биспеци-
фический формат, разрабатываются и новые 
подходы. Один из таких предполагает тести-
рование различных бсАт в клеточных тестах, 
в  которых могут участвовать до 22 000 канди-
датов  [72]. В литературе описано, что клетки 
HEK293 наиболее подходят для транзиентной 
экспрессии благодаря высоким титрам белка – 
диапазон титров антител, полученных при экс-
прессии HEK293, составляет от десятков до 
сотен миллиграммов на литр  [73–75]. Однако 
авторы данного обзора не согласны с приве-
дённым описанием, поскольку при транзитор-
ной экспрессии антител клетками CHO уда-
лось получить антитела с титрами не менее 
150 мг/л. Этого вполне достаточно для харак-
теристики ведущих кандидатов. Тем не менее 
задача повышения титров антител как при 
транзиентной экспрессии, так и при произ-
водстве стабильных клеточных линий является 
актуальной. Низкая продуктивность конкрет-
ного антитела может стать причиной прекра-
щения дальнейшей разработки.

Также было показано, что транзиентная 
сверхэкспрессия отдельных субъединиц эука-
риотического фактора трансляции eIF3 (eIF3i 
и eIF3c) в клетках CHO и HEK293 приводит 

к умеренному увеличению общего количества 
eIF3i (максимальное увеличение на 40% выше 
контроля) и примерно 10%-ному увеличению 
скорости глобального синтеза белка в клетках 
CHOK1. Модифицированные клетки HEK293 
со сверхэкспрессией eIF3i имели более бы-
стрый рост, связанный с повышенной экс-
прессией MYC, достигали большей биомассы и 
обеспечивали более высокий выход продукции 
рекомбинантных белков. Инженерные клетки 
CHOK1 с eIF3c имели более высокую скорость 
пролиферации и улучшенный синтез рекомби-
нантных белков [76].

Таким образом, клетки HEK293 представ-
ляют собой универсальную экспрессионную 
систему, которая может использоваться для 
получения рекомбинантных белков, в том чис-
ле бсАт. Хотя использование клеток HEK293 
для получения антител сопровождается опре-
делёнными трудностями, их преимущества 
делают их ценным инструментом для исследо-
вателей и биотехнологических компаний.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В данном обзоре мы представили краткую 
информацию о форматах бсАт, платформах 
для их производства и успешных случаях их 
разработки от исследований до клинических 
испытаний. Критерием для включения в обзор 
послужили препараты бсАт, успешно приме-
няемые против солидных опухолей и находя-
щиеся на второй и более поздних фазах клини-
ческих испытаний (таблица).

Исходя из уникальных молекулярных осо-
бенностей, трудно определить универсальную 
«волшебную пулю». Тем не менее из множе-
ства разнообразных экспрессионных плат-
форм, эукариотических (клетки млекопитаю-
щих, растений и насекомых) и прокариоти -
ческих (E. coli, Bacillus subtilis и т.д.), в про-
мышленности используются только три кле-
точные системы гетерологичной продукции. 
При этом даже при использовании современ-
ных платформ для производства антител воз-
можны случаи, когда кандидатные препараты 
с требуемой биологической активностью обла-
дают неблагоприятными физико-химическими 
характеристиками. Для бсАт сложной струк-
туры использование прокариотических систем 
экспрессии нецелесообразно и рискованно. 
Эти системы весьма ограничены в моди-
фикациях, поэтому стоит обратить внимание 
на альтернативные платформы, более под-
ходящие для усовершенствования системы, 
такие как эукариотические CHO и HEK293. 
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Грамотная оптимизация и инженерия био-
химических путей, использование различных 
производных клеточных линий, углубление 
в их транскриптомные и геномные профили, 
возможно, позволят повысить эффективность 
производства белков. Настройка выбранной 
платформы на требуемый выход продукта – 
это перспективное направление в области си-
стем для гетерологичной экспрессии [77, 78].

Перечисленные выше подходы, представ-
ленные множеством различных форматов бсАт 
и несколькими дополнительными экспрес-
сионными системами, такими как B. subtilis, 
Streptomyces, дрожжи, трансгенные растения, 
трансгенные животные, клетки насекомых, к 
сожалению, пока неэффективны для получе-
ния больших количеств рекомбинантных бел-
ков и редко используются для производства 
антител [79].

Однако среди перспективных, но мало-
известных с точки зрения коммерческого по-
тенциала применения существует платформа, 
которая может стать прорывом в сфере полу-
чения белков, в частности бсАт. Это система 
бесклеточного синтеза белков (СБСБ), популя-
ризированная в основном компанией «Sutro 
Biopharma, Inc.» (США). Она стала важна для 
синтетической биологии  [80–87] не только как 
платформа для отбора и прямой эволюции 
полипептидов из больших библиотек, но и 
как ценный инструмент для структурной и 
функциональной характеризации интеграль-
ных мембранных белков  [85,  88] и различных 
форматов мкАт и бсАт. Данный тип экспрес-
сионных систем основан на экстракте про-
кариотических или эукариотических клеток, 
включающем рибосомы, факторы трансляции, 
аминоацил-тРНК-синтетазу и дополненном 
подходящей экзогенной линейной или кольце-
вой ДНК-матрицей, аминокислотами, тРНК, 
dNTPs, ATP, системой регенерации клетки и 
другими необходимыми факторами  [82, 89,  90]. 
Прокариотические и эукариотические систе-
мы бесклеточной экспрессии всё чаще исполь-
зуются для получения фрагментов  [88, 91] и 
полноразмерных  [92] антител даже против 
сложных трансмембранных антигенов, таких 
как рецепторы, связанные с G-белками  [93, 
94], и внеклеточных областей других политоп-
ных интегральных мембранных белков [89].

Системы СБСБ заслуживают внимания 
по целому ряду причин. Несмотря на то, что в 
их основе – лизаты различных про- или эука-
риотических клеток, что позволяет избежать 
проблем «клеточных» систем, бесклеточные 
системы синтеза имеют некоторые ограничения, 
зависящие от того, насколько конкретная систе-

ма подходит для получения выбранного белка, 
но разнообразие существующих платформ и 
подходов позволяет преодолевать возможные 
препятствия. Бесклеточные системы исполь-
зуют в основном два популярных формата: 
«в объёме» и непрерывный бесклеточный син-
тез. Последний предполагает относительно 
стабильную подачу свежих компонентов в 
реакционную камеру, что увеличивает время 
синтеза и, следовательно, повышает выход 
белка. Благодаря широкому спектру приме-
нения бесклеточных систем их преимущества 
могут быть использованы в различных обла-
стях – от инженерии антител до производства 
вакцин.

Несмотря на преимущества бесклеточной 
системы с точки зрения открытости и гибко-
сти, одним из краеугольных камней на сего-
дняшний день остаётся экономическая целе-
сообразность, и здесь бесклеточная система 
требует определённых доработок, чтобы в 
будущем стать более конкурентоспособной на 
рынке производства антител. В рамках тема-
тического исследования была проведена оцен-
ка группы параметров, определяющих эконо-
мическую целесообразность применения бес-
клеточной системы на основе экстракта бак-
териальных клеток по сравнению с привыч-
ной CHO-платформой для производства ком-
мерческих белков. Согласно проведённому 
анализу, себестоимость продукта, произве-
дённого на бесклеточной платформе, значи-
тельно выше, чем на CHO-платформе, причём 
основной статьёй расходов являлся выше-
упомянутый бактериальный экстракт. Тем не 
менее в долгосрочной перспективе бескле-
точные системы предлагают больше преиму-
ществ [95].

В целом, эукариотические бесклеточные 
системы позволяют получать белки, подходя-
щие как для прямого функционального анали-
за, так и, при соответствующей настройке, для 
промышленных или терапевтических нужд. 
Это позволяет проводить быстрый скрининг, 
разделять процессы и экономить время при 
получении как обычных, так и трудносинтези-
руемых белков. Бесклеточные системы более 
гибки и восприимчивы к модификациям, как 
и белки, получаемые с их помощью, что явля-
ется важным свойством, ценным для разработ-
чиков биологических препаратов. Это откры-
вает путь к крупномасштабному производству 
белков [96, 97].

Примером успешной коммерческой бес-
клеточной платформы является технология 
«XpressCF+™». Это быстрая, точная и высоко-
эффективная система, способная продуци-
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ровать отвечающий всем необходимым тре-
бованиям препарат бсАт менее чем за сутки. 
Существовавшая ранее проблема надлежа-
щего источника энергии для производства 
белка была решена путём изготовления экс-
тракта на основе E. coli, содержащего необ-
ходимые элементы в нужной форме, что по-
зволило повысить общее качество системы. 
Указанная платформа позволяет легче встраи-
вать неприродные аминокислоты (nnAA) и 
конъюгированные вещества, преодолевая ге-
терогенность и создавая сложный, корректно 
собранный продукт. На сегодняшний день ком-
пания «Sutro» имеет в своём портфеле четы-
ре препарата конъюгированных антител и 
бсАт, созданных с помощью вышеупомяну-
той системы, и продолжает расширять своё 
влияние, сотрудничая с различными компа-
ниями [98, 99].

В конечном счёте, каждая платформа и 
формат имеют свои достоинства и недостат-
ки, и выбор одной из них должен зависеть от 
целей и задач, стоящих перед исследователем 
в академической науке или промышленности.

Вклад авторов. А.К. Мисорин  – анализ 
и обобщение данных, написание рукописи; 
Д.А. Чернышова – редактирование рукописи и 
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STATE-OF-THE-ART APPROACHES 
FOR HETEROLOGOUS EXPRESSION OF BISPECIFIC 

ANTIBODIES TARGETING SOLID TUMORS

Review
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Bispecific antibodies (bsAbs) belong to the group of promising biotherapeutics, as their structural and func-
tional features provide versatility. To put it simply, bsAbs bind two antigens or two epitopes on one antigen 
simultaneously, moreover, they are capable of directing effector immune cells to cancer cells and delivering 
payloads (radionuclides, toxic agents, and immunological payloads) to target cells, thus offering a broad 
spectrum of clinical applications. Current review is focused on bsAbs platform engineering technologies, 
current progress and prospects in utilization and selection of various heterologous expression systems for 
protein production. Furthermore we share our view on the future of the bsAbs development for solid tumor 
therapy.

Keywords: bispecific antibodies, antibody engineering, antibody expression systems, CHO, HEK293, E. coli, antibody 
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