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В работе описано получение моноклональных клеточных линий-продуцентов с помощью роботи-
зированной системы ClonePix™ FL. Исследование проведено на клетках яичника китайского хо-
мячка (СНО), продуцирующих фермент арилсульфатазу В (ASB). Получено 20 лидерных клонов ‒
продуцентов рекомбинантного лизосомального фермента ASB. Вероятность моноклональности,
вычисленная по формуле, предложенной разработчиками системы ClonePix™ FL, составила
99.94%. Вероятность моноклональности, рассчитанная по методу Монте-Карло, составила 97.79%.
Метод Монте-Карло дает более точную оценку вероятности моноклональности, что позволяет
скорректировать процесс получения клонов и оптимизировать посев клеток в полутвердой среде за
счет учета дополнительных параметров. Значение вероятности моноклональности клонов-проду-
центов ‒ необходимый параметр при регистрации препарата.
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Для создания высокотехнологичных биофар-
мацевтических препаратов на основе клеток мле-
копитающих необходимо получение клеточных
линий-продуцентов, обладающих способно-
стью стабильно экспрессировать целевой про-
дукт [1]. Международные требования производ-
ства биофармацевтических препаратов (Q5D Quali-
ty of Biotechnological/Biological Products FDA;
https://www.fda.gov/regulatory-information/search-
fda-guidance-documents/q5d-quality-biotechnolog-
icalbiological-products-derivation-and-characteriza-
tion-cell-substrates-used) рекомендуют использо-
вать моноклональные клеточные линии (потомки
одной клетки), стабильно продуцирующие реком-
бинантные терапевтические белки для коммерче-
ского производства. Моноклональность клонов-
продуцентов обеспечивает стабильные ростовые
характеристики в течение длительного времени и
воспроизводимое качество экспрессируемых бел-
ков [1], что благоприятно влияет на долгосроч-

ные промышленные процессы культиврования
[3] и последующий терапевтический эффект ле-
карственного средства [2]. Таким образом, кло-
нирование ‒ один из ключевых этапов в разра-
ботке клеточных линий-продуцентов рекомби-
нантных терапевтических белков.

Подтверждение моноклональности клеточных
линий-продуцентов имеет решающее значение в
фармацевтической разработке. В настоящий мо-
мент используют различные методики и оборудо-
вание для их получения, которые основаны на
различных подходах.

Клонирование методом предельного разведения
относится к наиболее часто используемым техно-
логиям получения моноклональных клеточных
линий-продуцентов. Суть метода заключается в
разведении клеточной суспензии до крайне низкой
плотности ‒ менее одной клетки в лунке, ‒ после
чего проводят рассев полученной суспензии в план-
шеты. Метод основан на распределении Пуассона,
что позволяет получить моноклоны с вероятностью
более 99% [5].

К недостаткам метода можно отнести малую
выборку получаемых клонов-продуцентов, тру-
доемкость процесса отбора моноклонов и челове-
ческий фактор. Более того, нет гарантии, что ото-

Список сокращений: ASB (arylsulfatase B) ‒ арилсульфатаза В;
CCD (cumulative cell density) ‒ кумулятивная плотность
клеток; CHO (Chinese hamster ovary) – клетки яичника ки-
тайского хомячка; FGE (formylglycine-generating enzyme) –
формилглицингенерирующий фермент; VCD (viable cell
density) – плотность жизнеспособных клеток; КЖ – куль-
туральная жидкость.
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бранные колонии происходят из отдельных кле-
ток, так как с помощью светового микроскопа
идентифицировать моноклон трудно, поэтому ре-
комендуется проводить дополнительное, повтор-
ное клонирование полученных линий.

На сегодняшний день разработаны автомати-
зированные системы фоторегистрации высокого
разрешения, которые используют для подтвер-
ждения происхождения клона из одной клетки по
задокументированным снимкам процесса роста
колонии. К таким приборам относятся Cell Met-
ric® CLD (Solentim, Великобритания). Также ис-
пользуют приборы автоматического внесения еди-
ничных клеток в лунки с последующей фотореги-
страцией, что гарантирует моноклональность
происходящей линии: например, Solentim Verified
In situ Plate Seed (VIPS™; Advanced Instruments, Ве-
ликобритания).

Еще один широко используемый метод ‒ сор-
тировка клеток. С помощью клеточного сортера,
сочетающего в себе проточный цитометр и сорти-
ровщик клеток, можно выделять различные суб-
популяции и отбирать единичные клетки с задан-
ными характеристиками (по экспрессии целевого
маркера) из смешанных клеточных популяций
[6]. Проточный цитометр различает клетки по не-
скольким параметрам: размер (по светорассеянию)
и экспрессия целевых белков (детекция флуорес-
центно меченных специфичных антител), ‒ что
позволяет сортировать различные типы клеток. В
настоящие время уже используют приборы, поз-
воляющие проводить отбор и получение моно-
клонов на основе проточной цитометрии и кле-
точного сортинга [7].

Клонирование с помощью полутвердых питатель-
ных сред. В производстве биофармацевтических
продуктов очень часто используют генетические
конструкции, которые позволяют экспрессировать
целевые рекомбинантные белки в культуральную
жидкость (КЖ). С точки зрения технологическо-
го процесса, культивирование таких продуцентов
является более приоритетным, так как дальнейший
этапы очистки таких белков проще и дешевле.

Для клеток, экспрессирующих целевые белки
в КЖ, необходим метод, в котором целевой белок
“удерживается” вблизи секретирующей его клетки.
Для этого используют протоколы клонирования на
основе различных матриц: нитроцеллюлозы, агаро-
зы, метилцеллюлозы, матригеля и других сред в ка-
честве гелевой основы. Достаточно большие (>0.5
мм) колонии можно отбирать вручную с помощью
микропипетки, что позволяет использовать этот
метод практически в любой лаборатории.

На данный момент известно несколько авто-
матических систем для отбора моноклональных
клеточных линий-продуцентов на основе роста в
полутвердой среде: ClonePix (Molecular Devices,
США) и CellCelector Flex (Sartorius Stedim Biotech

Group, Германия). Каждый метод и/или прибор
имеет как недостатки, так и неоспоримые пре-
имущества.

Иногда особенности морфологии клеточной
линии или характеристики целевого продукта не
позволяют использовать тот или иной способ по-
лучения моноклонов, поэтому в каждом случае
выбирают оптимальный метод клонирования или
комбинируют различные подходы.

Широко распространены в биофармацевтиче-
ской промышленности клетки яичника китайского
хомячка (СНО), адаптированные к суспензионно-
му культивированию без использования компо-
нентов животного происхождения. Линия клеток
СНО подходит для крупномасштабных промыш-
ленных суспензионных процессов культивирова-
ния, так как позволяет получать высокие значе-
ния плотности клеток и выхода целевого белка [8,
9]. Кроме того, паттерн гликозилирования белков,
полученных в клетках СНО, близок к тому, кото-
рый характерен для клеток человека, что важно для
биологической активности и снижения иммуно-
генности целевого продукта в организме человека
[10]. Еще один важный фактор ‒ пониженная
восприимчивость клеток СНО ко многим виру-
сам человека, что обеспечивает им преимущества
в рамках коммерческого производства и биобез-
опасности [11].

Нарушение работы гена ARSB, кодирующего
лизосомальный фермент арилсульфатазу В (ASB;
EC 3.1.6.12), приводит к генетическому орфанно-
му заболеванию – мукополисахаридозу VI типа
(МПС VI). Дефицит ASB в организме способству-
ет накоплению гликозаминогликанов (GAG) в
лизосомах, что в свою очередь нарушает обмен ве-
ществ во всем организме. ASB расщепляет GAG,
удаляя сульфатные группы из субстрата хондрои-
тин-4-сульфата (C4S) [12]. На данный момент
единственный одобренный препарат для лечения
МПС VI ‒ фермент галсульфаза (рекомбинантный
аналог ASB) под торговой маркой Naglazyme® (Bio-
Marin International Limited, Ирландия). Препарат
используют для лечения взрослых и детей с МПС VI
[13‒15]: раннее диагностирование заболевания и
своевременная ферментзаместительная терапия
позволяет существенно замедлить и снизить прояв-
ление клинических симптомов [16]. Экспрессия
фермента ASB сопряжена с определенными труд-
ностями: во время биосинтеза, сразу после транс-
ляции полипетидной цепи, требуется посттранс-
ляционная модификация активного центра ASB
под действием формилглицингенерирующего
фермента (formylglycine-generating enzyme, FGE;
EC 1.8.3.7) [17‒19]. Ранее нами получены клеточные
линии, коэкспрессирующие FGE и целевой про-
дукт ASB с высокой удельной активностью [8].

Цель проведенного исследования заключалась
в получении моноклональных клеточных линий –
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продуцентов терапевтического рекомбинантного
белка ASB ‒ и разработке метода вычисления ве-
роятности моноклональности клеточных линий
на основе метода Монте-Карло.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА
Клетки линии СНО

Клетки линии СНО-K1 (НИЦ “Курчатов-
ский институт” – ГосНИИгенетика, Россия) бы-
ли адаптированы к суспензионному культивиро-
ванию в среде, не содержащей сыворотку или дру-
гие компоненты животного происхождения (далее:
СНО). Клетки культивировали в среде BalanCD
Growh A (BCD; FujiFilm, Япония) при 37°С, 5%
CO2 и влажности >75% в CO2-инкубаторе (Sanyo,
Япония).

Расчет ростовых характеристик
Плотность жизнеспособных клеток (viable cell

density, VCD) и жизнеспособность культуры опре-
деляли с помощью автоматического счетчика кле-
ток Countess II FL (Thermo Fisher Scientific, США).
Кумулятивную клеточную плотность (cumulative
cell density, ССD) рассчитывали по ранее описан-
ному алгоритму [20].

Получение клонов-продуцентов
За сутки до предстоящего клонирования ми-

нипулы-продуценты ASB + FGE рассевали в сре-
ду BCD для достижения логарифмической фазы
роста клеток. На следующие сутки проводили рас-
сев минипулов-продуцентов в полутвердую среду
ClonaCell Flex (Stemcell Technologies, Канада) в
концентрации 10 клеток/мл. Для приготовления
полутвердой среды для клонирования использо-
вали 4× BCD и 48-часовую кондиционированную
среду исходного минипула клеток. Планшеты с рас-
тущими колониями клонов инкубировали 10 сут
при 37°С, 5% СO2, 70%-ной влажности в CO2-ин-
кубаторе. Отбор клонов проводили с помощью
роботизированной системы Clone Pix FL (Mole-
cular Devices). Колонии исключали по следую-
щим параметрам: близкое расположение к краю
лунки, размер колонии ≥0.35 мм2 или ≤0.05 мм2,
компактность колонии ≤0.8, отношение длины
колонии к ее ширине ≤0.8, расстояние до сосед-
ней колонии ≤1.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Для определения концентрации целевого фер-

мента в КЖ (продуктивность, мг/л) проводили
непрямой неконкурентный ИФА в 96-луночных
планшетах Medisorb Microplates (Nunc, Дания). В
качестве сортирующих антител использовали по-
ликлональные крысиные антителами к ASB, а для

детекции целевого белка ‒ те же антитела, конъ-
югированные с пероксидазой хрена (АО “Генери-
ум”, Россия). В качестве стандарта использовали
препарат Naglazyme® (BioMarin International Li-
mited, США). Результаты регистрировали на при-
боре Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, США)
при длине волны 450 нм. Проводили серию по-
следовательных скринингов КЖ клонов из 96-,
24- и 6-луночных планшетов для выбора наибо-
лее продуктивных по целевому продукту.

Культивирование клонов-продуцентов
Непрерывное культивирование проводили в

TubeSpin Bioreactor 50 (TPP Techno Plastic Pro-
ducts AG, Швейцария). Клетки засевали в 25 мл
среды BCD с начальной плотностью 0.3 × 106 кле-
ток/мл и культивировали при 37°С, 5% СО2 и
200 об/мин в шейкер-инкубаторе Climo-Shaker
ISF1-XC Kuhner (Kuhner, Германия).

Вычисление вероятности моноклональности
Вероятность моноклональности можно вычис-

лять по формуле (1), опубликованной производите-
лем прибора ClonePix FL (https://www.geneng-
news.com/magazine/122/using-clonepix-fl-to-assess-
monoclonality):

(1)

где p – вероятность моноклональности, n – число
выросших колоний, D – диаметр культуральной
лунки, r – средний радиус выросшей колонии.
Однако при использовании этой формулы мы об-
наружили ее ограничения, так как для клеточных
колоний большого радиуса рассчитанные значе-
ния вероятности моноклональности принимали
отрицательные значения.

Нами предложен и использован другой метод
вычисления вероятности ‒ на основе метода
Монте-Карло. Для построения алгоритма ис-
пользовали скрипт, написанный с помощью язы-
ка программирования R для статистической об-
работки данных. Параметры всех объектов экс-
портировали из отчета ClonePix. Для получения
формулы распределения клеточных колоний по
радиусу использовали выборку из колоний, кото-
рые были отмечены к отбору при работе на Clone-
Pix FL. На основе этой выборки, в которую во-
шло 774 значения радиусов (r) клеточных коло-
ний, получили формулу, по которой эти значения
распределяются с помощью пакета fitdistrplus R
(https://cran.r–project.org/web/packages/fitdistr-
plus/index.html). Затем генерировали 34 колонии
с диаметрами, взятыми из этого распределения.
Эти колонии случайно располагали на квадрате
площадью 109 мм2, равной площади культураль-
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ной лунки диаметром 34.8 мм. Колонии считали
пересекающимися, если их центры располага-
лись на расстоянии, меньшем суммы их радиусов,
то есть при выполнении условия:

(2)
где (x, y) и (x', y') ‒ координаты центров двух коло-
ний, r и r' ‒ соответственно радиусы этих колоний.

Каждую из колоний проверяли на соответ-
ствие этому условию в сравнении с расположени-
ем остальных 33 колоний. Вероятность монокло-
нальности клеточной линии рассчитывали по
формуле (3):

(3)

где n – число выросших колоний, N – число пере-
секающихся колоний, p – вероятность монокло-
нальности линии.

Такую симуляцию лунки с 34 колониями на ней
проводили 104 раз и находили среднюю вероятность
пересечения. Вычисления находятся в свободном
доступе в GitHub (https://github.com/vasily-
pavelko/calculating-probability-of-circle-overlaping-
by-Monte-Carlo-similation/).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Отбор клонов на роботизированной 

системе ClonePix
Отбор клонов проводили с помощью роботи-

зированной системы СlonePix FL (Molecular De-
vices). Система проводит фотодокументирование
планшетов с колониями клонов, программное
обеспечение позволяет автоматически учитывать
такие особенности выросших колоний, как раз-
мер, форма и расстояние между ними. На рис. 1а
представлена фотография, сделанная с помощью
камеры-робота ClonePix в момент захвата коло-
нии клона: до и сразу после отбора колонии пи-
ном; на рис. 1b ‒ фотография полутвердой среды
с колониями во время работы робота в момент
сортировки, на рис. 1c ‒ колония в полутвердой
среде до момента отбора роботом (потенциаль-
ный клон-продуцент).

Колонии были отсортированы и исключены
по 6 параметрам (рис. 1d):

‒ параметр Edge excluded исключает колонии
близко расположенные к краю лунки;

‒ параметр Too big большой размер колоний
исключает нежелательные объекты (например,
пузыри) и слишком большие колонии. Вероятнее
всего, такая колония получена в результате деле-
ния более чем одной клетки. Кроме того, в коло-
нии, состоящей более чем из 500 клеток, располо-
женные в середине колонии клетки могут стать
нежизнеспособными из-за нехватки питательных
веществ и отсутствия процессов газообмена;

2 2 2' '( ) ( ) ( ) ,'x x y y r r− + − ≤ +

1 ,Np
n

= −

‒ параметр Too small определяет маленькие по
площади колонии, что может свидетельствовать о
медленном росте и/или присутствии нежелатель-
ных объектов (например, мелкие осколки по-
лутвердой среды, мелкие пузырьки воздуха). Оп-
тимальный размер колоний для отбора ‒ около
32–256 клеток (5‒9 генераций). Отбор очень ма-
леньких или очень больших колоний нежелате-
лен из-за возможных проблем с ростом, жизне-
способностью и адаптацией к суспензионному
культивированию;

‒ параметр Irregular 1 отражает компактность
колонии: идеально круглая колония имеет значение
1, а колония с периметром вдвое больше ‒ 0.5 и т.д.;

‒ параметр Irregular 2 – отношение длины ко-
лонии к ее ширине. Значение параметра Irregular 1
или Irregular 2 должно быть не менее 0.6, так как
именно в этом случае отобранные колонии мож-
но считать происходящими из одной клетки, то
есть моноклональной популяцией;

‒ еще один важный параметр сортировки кло-
нов – Proximity, который характеризует расстоя-
ние между колониями, то есть близость выбран-
ной колонии к соседней.

В фильтре Accept указано число колоний, при-
годных для отбора (рис. 1d, квадратные скобки).
Все обнаруженные колонии отображаются на
графике распределения колоний в зависимости
от их периметра и площади, где зеленым отмече-
ны колонии, пригодные для отбора (рис. 1e).

Проведена фоторегистрация 16 6-луночных
планшетов. Всего на планшетах было зарегистри-
ровано более 8136 объектов, в которых попадали
микропузырьки воздуха, неровности поверхно-
сти пластика и полутвердой среды, микроцарапи-
ны на дне, края лунки и сами колонии. С помо-
щью фильтров ClonePix было отобрано 774 коло-
нии, то есть в среднем 8 колоний с лунки.
Учитывая, что для отбора выбирали только коло-
нии, удовлетворяющие определенным условиям,
мы провели визуальный подсчет выросших коло-
ний с помощью микроскопа и обнаружили в
среднем 34 колонии на лунку.

Расчет вероятности моноклональности 
клеточной линии

Моноклональность клона-продуцента, вычис-
ленная по формуле (1) при среднем радиусе коло-
ний 0.2252 мм, диаметре лунке 35 мм и выросшем
числе колоний 34, составила 99.94%. Однако в этой
формуле не учитывается распределение колоний по
диаметру, а используется среднее арифметическое.
Мы разработали метод симуляции, который учи-
тывает распределение колоний по радиусу, что
позволяет дать более точную оценку вероятности
моноклональности.
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Для моделирования использовали только коло-
нии, которые отобрали в 96-луночные планшеты
(группа Accepted). Распределение радиусов этих ко-
лонии представлено на рис. 2а, их значения унимо-

дальны. С помощью пакета fitdistrplus было подобра-
но наиболее близкое распределение – логнормаль-
ное (рис. 2b) с параметрами meanlog = ‒1.5052555 и
sdlog = 0.1677568. Подобранное логнормальное рас-

Рис. 1. Отбор клонов с использованием роботизированной системы ClonePix. Фотография колонии клеток до и после
отбора (a); рост колоний клеток в полутвердой среде до отбора (b); одиночная колония клеток в полутвердой среде,
×10 (c); распределение всех колоний по заданным параметрам сортировки (d), по площади и периметру (e). Подробное
объяснение видов (d) и (e) см. в тексте.
Fig. 1. Selection of clones using the ClonePix robotic system. Photograph of a cell colony before and after picking (а); growth of
cell colonies on a semi-solid medium before picking (b); single colony on a semi-solid medium, ×10 (c); distribution of all colo-
nies according to specified sorting parameters (d), area and perimeter (e). For a detailed explanation of fig. 1(d, e), see the text.

All feature

До отбора:
(b)(а)

(c)

(e)(d)

После отбора:

Edge Excluded [3494]
IF

Edge Excluded = True
Too Big [36]

IF
Total Area >= 0.35

Too Small [1963]
IF

Total Area <= 0.05
Irregular 1 [487]

IF
Compactness <= 0.8

Irregular 2 [900]
IF

Axis Ratio <=0.8
Proximity [482]

IF
Proximity <= 1

Accept [774]
IF

Anything else



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 40  № 1  2024

ВЕРОЯТНОСТЬ МОНОКЛОНАЛЬНОСТИ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ 105

пределение соответствует экспериментальному
(рис. 2c). Вычисленные параметры позволили ге-
нерировать бесконечное число объектов из этого
распределения. Затем провели симуляцию с гене-
рированием 34 колоний в лунке (рис. 2d). Как
видно из рис. 2d, примерно одна колония из 34 на
планшете пересекается. После проведения симу-
ляции 104 раз средняя вероятность моноклональ-
ности составила 97.79%. С целью сравнить грани-
цы применимости формулы ClonePix мы составили
табл. 1 и 2 для различных вариантов посевной плот-
ности и размера колоний.

Вероятность расчета моноклональности полу-
ченных нами линии-продуцентов, вычисленная
по формуле производителя прибора Clone Pix, со-
ставляет 99.94%. При учете распределения коло-
ний по радиусу и применении метода симуляции
Монте-Карло уточненная вероятность монокло-
нальности составляет около 97.79%.

В результате проведенного анализа выявлено,
что для расчета вероятности моноклональности
клеточных линий необходимо учитывать различ-
ные параметры: тип, морфологию и особенности
клеточной культуры. Для достижения высокой ве-
роятности моноклональности получаемых клеточ-
ных линий за один этап клонирования необходимо
придерживаться вышеописанных настроек, в про-
тивном случае необходимо проводить дополни-
тельный этап клонирования – субклонирование.

В результате проведенных работ получена па-
нель клонов-продуцентов, коэкспрессирующих
рекомбинантные ферменты: целевой ASB и вспо-
могательный FGE (рис. 3). Более подборно прин-
цип получения и оптимизация культиврования
этих клеточных линий описаны в опубликован-
ных работах авторов [8, 21].

Мы предполагаем, что для достижения более
высоких значений вероятности моноклонально-

Рис. 2. Вычисление вероятности моноклональности клеточных линий. (а) ‒ Гистограмма значений радиусов вырос-
ших колоний; (b) – выбор распределения по графику Кулена и Фрея; (c) – сравнение подобранного распределения и
реальных значений радиусов колоний; (d) – пример лунки с симулированными колониями.
Fig. 2. Calculation of the probability of monoclonality of cell lines. (а)—Histogram of radius values of grown colonies; (b)—se-
lection of distribution according to the Coolen and Frey plot; (c)—comparison of the selected distribution and real values of col-
ony radii; (d)—example of a well with simulated colonies.
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сти получаемых клеточных линий, помимо реко-
мендованных параметров исключения колоний
при отборе, необходимо также заранее оптимизи-
ровать количество клеток, засеваемых в по-
лутвердую среду при клонировании: таким обра-
зом, чтобы в 1 лунке 6-луночного планшета вы-
растало не более 30 колоний клонов.

Разработанный метод вычисления вероятно-
сти моноклональности клеточных линий на основе
метода Монте-Карло с применением скрипта, на-
писанного с помощью языка статистического про-
граммирования R, позволяет учесть больше пара-
метров и сформулировать более жесткие условия
клонирования с целью повышения вероятности

Таблица 1. Вероятность получения моноклональной клеточной линии, рассчитанная по формуле ClonePix
Table 1. Probability of obtaining a monoclonal cell line calculated using the ClonePix formula

Примечание: аСреднее число выросших колоний в лунке диаметром 35 мм.
Note: aThe average number of grown colonies in a well with a diameter of 35 mm.

Na

Вероятность моноклональности, %

Средний радиус отобранных колоний, мм

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

10 99.97 99.88 99.73 99.52 99.26 98.93 98.54 98.10 97.59 97.03

20 99.94 99.75 99.44 99.00 98.43 97.74 96.92 95.98 94.92 93.72

30 99.90 99.62 99.14 98.47 97.61 96.55 95.31 93.87 92.24 90.42

40 99.87 99.48 98.84 97.94 96.78 95.36 93.69 91.76 89.57 87.12

50 99.84 99.35 98.54 97.41 95.95 94.17 92.07 89.64 86.89 83.82

60 99.81 99.22 98.25 96.88 95.13 92.98 90.45 87.53 84.22 80.51

70 99.77 99.09 97.95 96.35 94.30 91.80 88.83 85.41 81.54 77.21

80 99.74 98.96 97.65 95.83 93.48 90.61 87.21 83.30 78.86 73.91

90 99.71 98.82 97.35 95.30 92.65 89.42 85.60 81.19 76.19 70.60

100 99.67 98.69 97.06 94.77 91.83 88.23 83.98 79.07 73.51 67.30

Таблица 2. Вероятность получения моноклональной клеточной линии, рассчитанная по методу Монте-Карло
Table 2. Probability of obtaining a monoclonal cell line calculated using the Monte Carlo method

Примечание: аСреднее число выросших колоний в лунке диаметром 35 мм.
Note: aThe average number of grown colonies in a well with a diameter of 35 mm.

Na
Средний радиус отобранных колоний, мм

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

10 99.89 99.53 98.96 98.21 97.04 95.98 94.40 93.01 91.25 89.23

20 99.74 99.06 97.79 96.17 94.03 91.72 88.83 85.78 82.67 78.89

30 99.61 98.48 96.70 94.19 91.38 87.69 83.64 79.18 74.39 69.75

40 99.50 98.02 95.52 92.37 88.29 83.72 78.57 73.22 67.40 61.63

50 99.37 97.45 94.52 90.53 85.62 80.17 73.83 67.54 60.92 54.48

60 99.24 97.01 93.34 88.66 82.94 76.47 69.37 62.23 55.20 48.21

70 99.10 96.51 92.37 86.75 80.30 73.03 65.46 57.60 49.93 42.65

80 98.95 95.98 91.28 85.08 77.72 69.83 61.53 53.09 45.23 37.76

90 98.85 95.55 90.19 83.35 75.28 66.68 57.85 49.14 40.84 33.45

100 98.72 94.94 89.10 81.66 72.95 63.69 54.43 45.39 36.94 29.58



БИОТЕХНОЛОГИЯ  том 40  № 1  2024

ВЕРОЯТНОСТЬ МОНОКЛОНАЛЬНОСТИ КЛЕТОЧНЫХ ЛИНИЙ 107

моноклональности получаемых линий продуцен-
тов.
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Monte Carlo Method for Calculating the Probability of Monoclonality of Cell Lines

S. S Timonovaa, #, V. I. Pavelkoa, I. A. Kirica, V. N. Badea, A. A. Piskunova, and R. A. Khamitova

aGENERIUM GSC, Volginsky, Vladimirskaya oblast’, 601125 Russia

#e-mail: timonova1993@yandex.ru

Abstract—This study describes the generation of monoclonal producer clones using the ClonePix™ FL ro-
botic system. CHO cells producing the enzyme arylsulfatase B (ASB) were used as an example. As the result, 20
leading clones producing the recombinant lysosomal enzyme ASB were selected. The probability of mono-
clonality calculated using the formula provided by the developers of the ClonePix™ FL system, was 99.94%.
However, the probability of monoclonality calculated using the Monte Carlo method was 97.79%. The Mon-
te Carlo method provided a more accurate estimate of the probability of monoclonality, allowing to make ad-
justments in the process of clone production and optimize cells seeding in a semi-solid medium by taking into
account additional parameters. The probability of monoclonality of producer clones is a necessary parameter
when registering a drug.

Keywords: mammalian cell line, Chinese hamster ovary cells, monoclonality, ClonePix™ FL, Monte Carlo
method, monoclonality probability, arylsulfatase B, galsulfase
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