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НОКАУТ ГЕНОВ BAX, BAK1 И ИЗБЫТОЧНАЯ 
ЭКСПРЕССИЯ BCL2, BECN1 УВЕЛИЧИВАЮТ ВРЕМЯ ЖИЗНИ 

И МАКСИМАЛЬНУЮ ПЛОТНОСТЬ КУЛЬТУРЫ КЛЕТОК CHO-S
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При помощи двух операций геномного редактирования получена линия клеток CHO-4BGD с гомо-
зиготными нокаутами генов BAK1, BAX, DHFR, GLUL и оверэкспрессией генов BCL2, BECN1. Дан-
ная линия способна к длительному росту без замены культуральной среды и обладает увеличенной
в 5 раз интегральной клеточной плотностью по сравнению с родительской клеточной линией при
том же режиме культивирования. Оверэкспрессия пары генов BCL2, BECN1 приводит к достоверному
увеличению клеточной плотности на 6‒10 сутки культивирования по сравнению с линией клеток с но-
каутами генов BAK1, BAX, DHFR, GLUL, интегральная клеточная плотность при этом возрастает на 34%.
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Линия клеток CHO (Chinese hamster ovary) ши-
роко используется в качестве продуцента тера-
певтически значимых белков. Редактирование ге-
нома клеток и оверэкспрессия генов домашнего
хозяйства позволяет улучшить их ростовые показа-
тели, в частности способность к длительной куль-
тивации. Одновременное (мультиплексное) редак-
тирование нескольких генов позволяет получить
целевые клоны клеток за меньшее число шагов ре-
дактирования-клонирования, снижая вероятность
нецелевых событий редактирования генома.

Культивируемые клетки млекопитающих, в от-
личие от настоящих одноклеточных микроорганиз-
мов, подвержены контактному торможению кле-
точного деления [1] и вступают в программируе-
мую клеточную смерть, вызываемую дефицитом
нутриентов и накоплением катаболитов задолго
до критического ухудшения условий среды [2].
Подавление индукции или прохождения апопто-

за у клеток позволяет существенно увеличить мак-
симальную клеточную плотность в культуре и как
минимум на несколько дней увеличить срок куль-
тивации без замены среды. Наиболее популярны-
ми мишенями для антиапоптотической инжене-
рии клеток являются проапоптотические факторы
Bak-1, Bax, Bok [3], антиапоптотические факторы
Bcl-2 [4], Mcl-1 и Bcl-xL [5], каспаза-7 [6], каспа-
за-3 [7], шапероны HSP27 и HSP70 [8], протеин-
киназа B (Akt) [9], белки Aven, XIAP, CrmA [10].

Как правило, в условиях внешнего стресса в
клетках индуцируются два взаимно конкурирую-
щих, но не противоположных процесса: апоптоз,
приводящий к клеточной смерти, и макроаутофа-
гия, развивающаяся как выживание за счет утили-
зации части органелл и содержимого цитоплазмы
[11] (рис. 1a). По мере ухудшения условий, напри-
мер падения концентрации незаменимых амино-
кислот в среде, процесс аутофагии переходит в
апоптоз либо в контролируемый некроз клетки
[12]. На молекулярном уровне переход от аутофа-
гии к апоптозу реализуется как участие части бел-
ков контроля аутофагии в индукции и прохожде-
нии апоптоза [13].

Список сокращений: Bak-1 (Bcl-2 antagonist/killer 1) – анта-
гонист белка Bcl-2; Bax (Bcl-2 associated X) – ассоцииро-
ванный с Bcl-2 фактор X; CHO (Chinese hamster ovary) –
клетки яичника китайского хомячка; гРНК – РНК-гид;
ОРС – открытая рамка считывания; ЭР – эндоплазмати-
ческий ретикулум.
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Процесс макроаутофагии можно описать как
возникновение и рост двумембранных аутофаго-
сом, окружающих часть содержимого цитоплаз-
мы и другие мембранные органеллы клетки, сли-
яние аутофагосом с лизосомами и последующую
деградацию их содержимого [14]. Одним из основ-
ных факторов, интенсифицирующих рост аутофа-
госом, является Beclin-1 (ген BECN1), который в
отсутствие клеточного стресса связан в комплекс

с Bcl-2 [15] на мембране эндоплазматического ре-
тикулума (ЭР), а при падении концентрации сво-
бодного Bcl-2 или его модификациях формирует
аутофагосомальный комплекс с PI3-киназой Vps34
и белками Vps15, UVRAG, Bif-1, AMBRA1. Этот
комплекс обеспечивает нуклеацию аутофаго-
сом [16]. В клетках опухолей человека оверэкспрес-
сия BECN1 определенно приводит к ингибирова-
нию их роста [17], прямое влияние оверэкспрессии

Рис. 1. Схема индукции апоптоза и аутофагии, результаты редактирования генома и инсерции в геном клеток генети-
ческих конструкций. a ‒ Схема участия генов-мишеней геномного редактирования в индукции апоптоза и аутофагии.
b – Электрофореграмма продуктов ПЦР для ампликона гена дигидрофолатредуктазы (DHFR), короткая элонгация.
Обозначения: М – маркер, 1–13, 27 – номера клональных линий клеток, 10/22 – родительская линия клеток. c – Элек-
трофореграмма продуктов ПЦР для ампликона DHFR, длинная элонгация. ПОЛИ – поликлональная популяция кле-
ток, прошедших редактирование генома и селекцию, номера вариантов продуктов ПЦР обозначены красным цветом.
d – Электрофореграмма продуктов ПЦР, ампликоны селекционных маркеров Zeo и Hygro; ожидаемые размеры ам-
пликонов обозначены красным цветом. e – Электрофореграмма продуктов ПЦР, ампликоны границ открытой рамки
считывания (ОРС) Bcl-2 (BCL2), Beclin-1 (BECN1) и промотора EEF1A1. f – Схема расположения участков узнавания
D1 и D3 РНК-гидом (гРНК) на последовательности гена DHFR. Старт-кодон обозначен синей рамкой, PAM-сайты ‒
красным шрифтом, участки узнавания гРНК ‒ красными рамками, делеции ‒ черным шрифтом; ОРС DHFR – темно-
зеленый прямоугольник, мРНК DHFR – светло-зеленый прямоугольник. ОРС DHFR расположена на минус-цепи
ДНК. Позиции в геноме приведены для сборки генома Cricetulus griseus CriGri_1.0. 
Fig. 1. Scheme of apoptosis and autophagy induction, results of genome editing and insertion of plasmids into the genome of cells.
a ‒ Schematic representation of the involvement of gene editing target genes in the induction of apoptosis and autophagy. b ‒
Agarose gel separation of PCR products for the DHFR amplicon, short elongation. Designations: M-marker, 1–13, 27-numbers
of clonal cell lines, 10/22-parental cell line. c ‒ Agarose gel separation of PCR products for the DHFR amplicon, long elongation.
POLY is a polyclonal population of cells subjected to genome editing and selection, the number of PCR product variants is indi-
cated in red. d ‒ Separation of PCR products in agarose gel, amplicons of selection markers Zeo and Hygro, expected sizes of
amplicons are indicated in red. e ‒ Separation of PCR products in agarose gel, amplicons of Bcl-2 (BCL2), Beclin-1 (BECN1)
ORF borders and EEF1A1 promoter. f ‒ Layout of guide RNA (gRNA) recognition sites D1 and D3 on the DHFR gene sequence,
start codon is marked with a blue frame, PAM sites are marked with red font, gRNA recognition regions are marked with red
frames, deletions are marked with black font, DHFR ORF is a dark green rectangle, mRNA DHFR is a pale green rectangle. The
DHFR ORF is located on the negative strand of DNA. The positions in the genome are indicated for the assembly of the Cricet-
ulus griseus CriGri_1.0 genome.
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КОВНИР и др.

BECN1 без его ингибитора Bcl-2 на скорость деле-
ния и устойчивость к индукции апоптоза в клет-
ках CHO на настоящий момент не изучены.

В задачи представленной работы входило по-
лучение клеток CHO, защищенных от апоптоза
при голодании или ЭР-стрессе, реагирующих на
стресс индукцией макроаутофагии и не содержа-
щих активных аллелей генов метаболических се-
лекционных маркеров: дигидрофолатредуктазы
(DHFR) и глутаминсинтетазы (GS).

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Получение плазмид pKS-gD3 и pX459ΔU6, ко-

дирующих гид-РНК (гРНК) к DHFR и spCas9,
описано ранее [18]. Открытые рамки считывания
(ОРС) Bcl-2 и Beclin-1 китайского хомячка полу-
чали методом ПЦР с кДНК клеток СНО-S (Invit-
rogen, США) с использованием праймеров, при-
веденных в табл. 1. Продукты ПЦР клонировали
в Т-вектор pAL2-Т (ЗАО “Евроген”, Россия), секве-
нировали и переносили по сайтам AbsI и AsuNHI в
векторные плазмиды p1.2-Hygro и p1.2-Zeo [19].
Использовали эндонуклеазы фирмы “Сибэнзим”
(Новосибирск, Россия), смеси полимераз Encyclo
и ScreenMix HS, T4 ДНК-лигазу и наборы Plasmid
Miniprep Purification, PCR Clean-Up System про-
изводства ЗАО “Евроген”. Секвенирование ДНК
проводили в Межинститутском Центре коллектив-
ного пользования “Геном” Института молекуляр-
ной биологии Российской академии наук (Москва,
Россия).

Клетки линии 10/22 (DHFR+/‒GLU‒/‒BAK1‒/‒

BAX‒/‒) [18], культивируемые в суспензионном ре-
жиме в среде ProCHO5 (Lonza, Швейцария) c добав-
лением гипоксантина-тимидина (HT; “ПанЭко”,
Россия) и 4 мМ аланил-глутамина (“ПанЭко”),
трансфицировали плазмидами pKS-gD1, pX459ΔU6,
p1.2-Hygro-Beclin1 и p1.2-Zeo-Bcl-2 при помощи
аппарата и набора Neon (Thermo Fischer Scientific,
США) единичным импульсом 1.7 кВ, время раз-
ряда 20 мс. Использовали по 15 мкг каждой плаз-
миды и 106 клеток. Культивировали 48 ч без сме-
ны среды, затем заменяли среду, понижали тем-
пературу до 32°C, вносили пуромицин до

конечной концентрации 14 мкг/мл и культивиро-
вали еще трое суток. После этого полностью заме-
няли среду и вносили гигромицин до конечной
концентрации 500 мкг/мл и зеоцин ‒ до 200
мкг/мл. Вели селекцию до восстановления жиз-
неспособности клеток выше 95%. Клонировали в
среде ExCell CHO (Sigma, США) c 8 мМ глутами-
на и 2× НТ при расчетной посевной дозе 2 клет-
ки/лунка, эффективность клонирования ‒ 36%.
Растущие колонии пересевали в 24-луночные
планшеты в среду ProCHO5, а через 5 суток – в
лунки 6-луночных планшетов, через 5 суток три
отобранные активно делящиеся клональные линии
переносили в колбы Эрленмейера объемом
125 мл и растили в 30 мл среды ProCHO5 до кле-
точной плотности более 106 клеток/мл.

Геномную ДНК выделяли с использованием на-
бора ExtractDNA Blood & Cells (ЗАО “Евроген”).
Для подтверждения присутствия интегрирован-
ных генетических конструкций, кодирующих
Beclin-1 и Bcl-2, с ожидаемыми размером продук-
тов 1646 п.н. и 911 п.н. соответственно, прово-
дили ПЦР с праймерами к промоторной области экс-
прессионных плазмид SQ-5CH6-F [19] и обратных
праймеров AD-Beclin1-NheR или AD-Bcl2-NheR
(табл. 1). Кроме того, использовали пару прайме-
ров AD-HYG-AscF и AD-HYG-AscR [19], позво-
ляющих амплифицировать кассету устойчиво-
сти к гигромицину длиной 1707 п.н. плазмиды
р1.2-Hygro и кассету устойчивости к зеоцину
длиной 1121 п.н. плазмиды р1.2-Zeo. Для анализа
состояния аллелей гена DHFR проводили ПЦР с
геномной ДНК с использованием праймеров
TA-DHFR-1v7-F (5'-GGGACCCTGTCACGTGT-
GCT-3') и TA-DHFR-1v7-R (5'-GCCTGGTG-
GAGGCGGAGTCT-3'). Продукты ПЦР переоса-
ждали этиловым спиртом или выделяли из геля и
секвенировали с использованием тех же праймеров.

Продолжительное культивирование без смены
среды проводили в среде ProCHO5 с 4 мМ глута-
мином, 2× HT в колбах на 125 мл, посевная доза
клеток ‒ 3 × 105 на 1 мл среды. Ежедневно отби-
рали образцы суспензии и дважды измеряли
плотность клеток счетчиком Countess II (Thermo
Fischer Scientific). Начиная с пятых суток культи-

Таблица 1. Праймеры для клонирования генов BCL2 и BECN1 
Table 1. Primers for cloning of BCL2 and BECN1 genes

* Примечание: Жирным шрифтом обозначены сайты рестрикции, жирным курсивом выделен старт-кодон, подчеркнуты по-
следовательности Козак. 
* Note: Restriction sites are marked in bold, start codons are in bold italics, Kozak sequences are underlined.

Праймер Последовательность,* 5' → 3'

AD-Bcl2-AbsF ACCTCGAGGCCGCCACCATGGCTCAAGCTGGGAGAA
AD-Bcl2-NheR TGCTAGCTCACTGTGGAGAAGCGGA
AD-Bec-AbsF ACCTCGAGGCCGCCACCATGGAGGGGTCTAAGGCG
AD-Bec-NheR TGCTAGCTCACTTGTTATAGAACTGTGAG
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вирования, ежедневно измеряли концентрацию
глюкозы в среде глюкометром Accu-Chek Accu-
trend и штатными тест-полосками (Roche, Швей-
цария). Культивирование прекращали на следую-
щий день после падения жизнеспособности кле-
ток ниже 50%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Ранее мы провели мультиплексное редактиро-

вание генов DHFR, GLUL, BAK1, BAX клеток суб-
линии CHO-S ферментом spCas9 и получили кло-
нальную линию 10/22 с гомозиготным нокаутом
GLUL, BAX, BAK1 и нокаутом одного аллеля DHFR
[18]. Линия 10/22 содержала мутации в обоих
аллелях гена DHFR в области гРНК D3 (рис. 1f):
5-нуклеотидную делецию со сдвигом ОРС в од-
ном аллеле (аллель D3 ‒ 5) и вставку триплета GAA,
кодирующего Glu, во второй аллель (D3 + 3). Ин-
серция не привела к полной потере функции ди-
гидрофолатредуктазы, ее ферментативная актив-
ность в лизате клеток 10/22 была всего в 5 раз ни-
же, чем в лизате клеток CHO-S. В связи с этим
линию 10/22 подвергли повторному редактирова-
нию генома с помощью гРНК D1 к области старт-
кодона DHFR (рис. 1f). Одновременно клетки 10/22
трансфицировали плазмидами, кодирующими
Bcl-2 и Beclin-1 под контролем сильного консти-
тутивного промотора фактора элонгации транс-
ляции китайского хомячка EEF1A1. В результате
трансфекции набором плазмид и селекции полу-
чили популяцию клеток, предположительно со-
держащих новые мутации в области DHFR и до-
полнительные гены BECN1 и BCL2. Наличие в ге-
номе клеток экспрессионных кассет с BECN1 и
BCL2 подтверждали методом ПЦР (рис. 1e).

Методом предельных разведений получили
28 моноклональных линий. Для всех линий при
ПЦР с праймерами к области генов устойчивости
к зеоцину и гигромицину получены двойные
продукты амплификации с корректной длиной
(рис. 1d для клонов 1‒4; для остальных линий
продукты ПЦР имели тот же размер и не приведе-
ны здесь). Для большинства клонов (23/28) обна-
ружено, что область начала ОРС DHFR содержит
как минимум два варианта гена, значительно раз-
личающихся по размеру продуктов амплифика-
ции (рис. 1b), при этом оба аллеля давали продукты
амплификации длиннее, чем исходный вариант ге-
на. При увеличении времени элонгации ПЦР с 30 с
до 1.5 мин для геномной ДНК из выбранного клона
клеток № 4 получили четыре продукта амплифи-
кации сходной интенсивности (рис. 1c). Их секве-
нирование показало, что продукт I с наибольшей
подвижностью соответствует аллелю D3 + 3 с деле-
цией 13 п.н. перед старт-кодоном DHFR и инсерци-
ей в этой точке 152 п.н. нерелевантной ДНК из гено-
ма Escherichia coli K-12 и плазмиды pX459ΔU6; про-
дукт III соответствует аллелю D3 – 5 со вставкой

ДНК из генома E. coli K-12 длиной 339 п.н. перед
старт-кодоном DHFR; продукты II и IV представля-
ют собой гетеродуплексы из цепей ДНК продуктов
I и III; в случае продукта IV качество распознавания
нуклеотидов было низким, но начало и конец об-
ластей инсерции посторонней ДНК содержали
нуклеотиды из инсерций в продуктах I и III. Та-
ким образом, клон № 4 содержит два инактиви-
рованных аллеля гена DHFR с инсерциями
ДНК непосредственно перед старт-кодоном.
Для аллеля D3 + 3 эта вставка содержит три старт-
кодона, первый из них не совпадает с рамкой счи-
тывания DHFR, а второй совпадает с рамкой счи-
тывания, но содержит стоп-кодон; таким образом,
считывание полипептида DHFR для отредактиро-
ванного аллеля оказывается крайне затруднитель-
ным. Ферментативная активность DHFR, изме-
ренная как указано в работе [18], для лизата клеток
клона № 4 также не обнаружена. Все 28 полученных
клонов клеток содержали дополнительные копии
BCL2 и BECN1 по данным ПЦР (продукты ПЦР для
всех клонов совпадали с результатами, представ-
ленными на рис. 1e; данные не приведены).

Для дальнейшей работы отобрана клональ-
ная линия № 4, названная CHO-4BGD
(BAK1‒/‒BAX‒/‒BCL2+BECN1+GLUL‒/‒DHFR‒/‒);
время ее удвоения в суспензионной культуре бы-
ло минимальным и составило 28.5 ч. Сходную
скорость роста фикcировали для клонов 3 и 19;
для остальных жизнеспособных клонов время де-
ления было значительно больше.

Для линии CHO-4BGD, контрольной линии
А11 [18] c генотипом DHFR‒/‒ и родительской ли-
нии 10/22 исследована способность к длительно-
му росту без замены среды. В среде ProCHO5 вре-
мя культивирования до падения жизнеспособно-
сти клеток ниже 50% составило 8 суток для линии
А11, 15 ‒ для 10/22 и 16 ‒ для CHO-4BGD (рис. 2).
Стоит отметить, что при этом интегральная плот-
ность клеток (IVCD, integral viable cell density), то
есть сумма значений клеточной плотности, изме-
ренных 1 раз в день, составила (15 ± 1) × 106 кле-
ток/мл для А11, (58 ± 2) × 106 клеток/мл для 10/22 и
(78 ± 4) × 106 клеток/мл для CHO-4BGD. Таким
образом, линия CHO-4BGD с гомозиготными
нокаутами генов BAK1, BAX, DHFR, GLUL и до-
полнительными копиями генов BCL2 и BECN1
при продолжительном культивировании харак-
теризуется увеличенной в 5.2 раза интегральной
клеточной плотностью по сравнению с клетка-
ми CHO A11, прошедшими редактирование толь-
ко гена DHFR. Интегральная клеточная плотность
увеличилась на 34% по сравнению с клетками без
дополнительных копий генов BCL2 и BECN1. Ста-
тистически достоверное увеличение клеточной
плотности линии CHO-4BGD по сравнению с
10/22 зафиксировано для 6‒10 суток культивиро-
вания (p < 0.05, критерий Стьюдента), в дальней-
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шем плотности клеток линий CHO-4BGD и 10/22
начинали падать и достигали сходного уровня.
Для линии A11 концентрация глюкозы превыша-
ла 6 мМ на момент прекращения культивирова-
ния, то есть массовая смерть клеток линии A11
наступала до исчерпания источника углерода. В
случае CHO-4BGD и 10/22 концентрация глюко-
зы падала ниже 5 мМ на 12 сутки культивирова-
ния; обе эти культуры были устойчивы к стрессу,
вызванному голоданием.

Антиапоптотическая инженерия клеток CHO
для использования в биофармацевтическом произ-
водстве ‒ предмет многих исследований
(см. обзор [20]). В ранее опубликованных работах
изменения вносили только в один или в два гена
и наблюдали явное увеличение устойчивости кле-
ток к стрессу, вызванному голоданием, а к ЭР-
стрессу только при инактивации Bak-1 и Bax [3]
или при оверэкспрессии Bcl-2 или Bcl-xL. Воз-
действие на другие гены апоптоза обычно приво-
дило к выраженным побочным эффектам. На-
пример, нокаут гена каспазы-7 вызывал арест
клеточного цикла на стадии G2/M, существенно
замедляя скорость деления [21]. Блокирование
апоптоза, вызываемого ЭР-стрессом, обычно вы-
полнялось оверэкспрессией шаперонов Hsp27 и
Hsp70 [22] или деубиквитиназы CYLD [23]. Оцен-
ка влияния таких белков на жизнеспособность
клеток возможна только при индукции ЭР-стрес-
са оверэкспрессией гетерологичных белков, на-
пример цепей иммуноглобулина, или при воз-

действии бутирата натрия. Мы предполагаем,
что блокирование индукции апоптоза, вызывае-
мого ЭР-стрессом, можно проводить путем овер-
экспрессии неспецифических антиапоптотиче-
ских факторов семейства Bcl-2. Усиление мак-
роаутофагии при голодании клеток и,
предположительно, при развитии ЭР-стресса
также может отсрочить переход клеток к про-
граммируемой смерти [24]. По опубликованным
данным, индукция аутофагии оверэкспрессией
пары Beclin-1 и Bcl-2 [25], но не Atg9A [26] поз-
волила существенно увеличить время жизни кле-
ток CHO в культуре.

В представленной работе проведено парал-
лельное блокирование индукции внутреннего пу-
ти апоптоза, оверэкспрессия BCL2, ингибирующая
развитие апоптоза при любом способе его инициа-
ции, и оверэкспрессия белка Beclin-1, индуциру-
ющего процесс макроаутофагии. Одна из полу-
ченных линий клеток CHO-4BGD имела суще-
ственно улучшенные ростовые характеристики по
сравнению с родительской линией, содержащей
нокауты генов BAK1 и BAX, и потенциально может
быть использована для получения линий-проду-
центов фармацевтически значимых белков с ис-
пользованием амплифицируемого маркера DHFR
и/или метаболически эффективного маркера
устойчивости GS (глутаминсинтетазы). Опреде-
ление связи между требуемыми уровнями экспрес-
сии генов BCL2, BECN1 и оптимальным уровнем
индукции аутофагии и ингибирования апоптоза,

Рис. 2. Динамика плотности и жизнеспособности клеток в процессе длительного культивирования. a – Плотность жи-
вых клеток; b – доля живых клеток. Планками погрешностей обозначено стандартное отклонение (n = 2), числами
обозначено значение p при сравнении данных для CHO-4BGD и 10/22 по двустороннему парному критерию Стью-
дента, для остальных временных точек p > 0.05. Клеточная плотность для CHO-4BGD и 10/22 по сравнению с A11 до-
стоверно выше на 5‒10 сутки культивирования, * p < 0.05 (однофакторный дисперсионный анализ).
Fig. 2. Dynamics of cell density and viability during long-term cultivation. a ‒ Density of living cells; b ‒ proportion of living
cells. Two-tailed paired Student’s t-test, * p < 0.05 (n = 2), comparison of data for CHO-4BGD and 10/22. Cell density for CHO-
4BGD and 10/22 was significantly higher compared to A11 for days 5‒10 of culture (one-way ANOVA, n = 2).
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вызываемого голоданием или стрессом эндоплаз-
матического ретикулума, будет предметом даль-
нейшего изучения.
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Knockout of BAX, BAK1 Genes and Overexpression of BCL2, 
BECN1 Genes Increase Lifespan and Maximum Density of CHO-S Cell Culture

S. V. Kovnira, L. K. Dayanovaa, b, E. A. Gayamovaa, L. N. Dybovskya, I. I. Vorobieva, b, and N. A. Orlovaa, #
aSkryabin Institute of Bioengineering, Fundamentals of Biotechnology Federal 

Research Center, Russian Academy of Sciences, Moscow, 117312 Russia
bShemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, 
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Abstract—Two genome edits have resulted in the CHO cell line 4BGD with homozygous knockouts of the
BAK1, BAX, DHFR and GLUL genes, and overexpression of the BCL2 and BECN1 genes. This line is capable
of long-term growth without changing the culture medium and exhibits a fivefold increase in the integral cell
density compared to the parental cell line under the same cultivation regime. Overexpression of the BCL2,
BECN1 gene pair leads to a significant increase in cell density on days 6‒10 of cultivation compared to the cell line
with a knockout of the BAK1, BAX, DHFR and GLUL genes, while the integral cell density increases by 34%.

Keywords: genetic editing, pro-apoptotic factors, anti-apoptotic factors
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