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Abstract: In glycoprotein, Terminal sialic acid residues of N-

linked glycan are imperative things because they prevent the

recognition from asialoglycoprotein-receptor that affect the

half-life of glycoproteins. So establishment of culture process

for enhancing sialic acid is important to maximize sialic acid

contents of glycoprotein. In this study, we investigated effects

of biphasic culture of Chinese hamster ovary (CHO) cells pro-

ducing albumin-erythropoietin to increase sialylation. Bipha-

sic cultures were performed with shift of CO2 concentrations

and temperatures at day 5 when viable cell density was decrea-

sed and sialidase was started to be released by cell lysis. The

examined temperature set points were 33, 35 and 37oC respec-

tively and the CO2 concentration was 1, 5, 10 and 15%. We

confirmed that sialidase activity was the lowest in biphasic

culture that was shifted from normal culture condition to 1%

of CO2 and 33oC on day 5. However, the temperature and con-

centration of CO2 have little effect on activity of α2,3-sialyl-

transferase. Also, sialic acid contents were enhanced 1.13-fold

higher than that in control culture. In conclusion, Biphasic cul-

tivation in CHO cells led to inhibition of sialidase activity and

increases of sialylated glycan.
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1. INTRODUCTION

Chinese hamster ovary (CHO) 세포는 다양한 장점을 가지는

세포주로 치료용 단백질을 생산하기 위해 널리 이용되고 있

다. CHO 세포는 무혈청 배지에서 현탁식 배양이 가능하여

대량의 단백질 생산이 가능하고, 유전자 증폭 기술을 이용하

여 높은 단백질 생산성을 가질 수 있다 [1]. 또한, post-transla-

tional modification 과정이 가능하여 인간과 유사한 글리칸

(glycan)을 가진 당단백질을 생산할 수 있다. CHO 세포의 유

전자 서열을 분석한 결과 glycosylation에 관여하는 유전자의

99% 이상이 인간과 유사하므로 CHO 세포에서 생산된 단백

질을 치료제로 사용할 경우 기능이나 면역반응에 문제가 없

다 [2].

당단백질의 글리칸 구조는 치료 효능과 조직 분포도, 체내

반감기 등에 큰 영향을 준다 [3]. 따라서, 유전자 조작이나 배

양 환경 조절을 통하여 치료 목적에 맞게 최적화된 글리칸을

당단백질에 부착시키는 것이 중요하다. 생물의약품에 대한

연구가 초기에는 단백질의 생산성을 증대시키는데 집중되었

지만 최근에는 글리칸과 같은 단백질 효능과 관련된 품질을

향상하는 연구가 집중되고 있다 [4,5]. 글리칸은 여러 종류의

효소들이 순차적으로 작용하여 당단백질에 부착이 된다 [2].

따라서, 생산 세포주 및 배지 조성, 배양 환경 등 다양한 요소

들이 글리칸 생합성에 영향을 주어 비균질한 글리칸이 형성

된다 [6]. 생산 세포주의 종류에 따라서 고유의 글리칸 형태

를 형성하기 때문에 치료 목적에 맞게 적절한 세포주를 선택

하는 것이 중요하다 [7]. 또한, 글리칸 생합성에 관련된 유전

자를 결손시키거나 과발현하여 당단백질에 부착되는 글리칸

을 최적화할 수 있다. 배양 중 pH, CO2, 온도 등과 같은 배양

조건을 변경하여 글리칸 형태를 조절하는 방법도 이용되고
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있다 [8].

Recombinant human erythropoietin (rhEPO)은 조혈줄기세포

를 자극하여 적혈구 세포로 분화시키며 구조적으로 최대 3개

의 N-글리칸과 1개의 O-글리칸을 가지며 글리칸의 차이로 인

해 분자량에 차이가 발생한다. rhEPO와 같은 사이토카인의

경우 체내 반감기가 중요한 요소로 글리칸 말단에 존재하는

시알산 (sialic acid)에 의해 조절될 수 있다 [9]. 시알산이 캡핑

(capping)된 글리칸은 갈락토스의 노출을 막아주고, 당단백질

이 비시알산당단백질 수용체 (asialoglycoprotein receptor)와

결합하여 분해되는 것을 억제한다 [10]. 그러므로 최대 14개

의 시알산이 부착될 수 있는 rhEPO의 글리칸 말단의 시알산

함량을 조절하여 약동학적 특성이나 체내 반감기를 향상시

킨 연구가 진행되었다. 시알산 함량을 증가시키기 위해 N-

acetylmannosamine을 첨가하거나 CMP-sialic acid transporter

와 sialyltransferases를 과발현하여 시알산의 부착을 향상시키

는 방법이 있다 [11,12].

배양 중 세포의 사멸로 인해 용해 (lysis)가 발생하면 세포

내에 존재하던 sialidase가 배양액으로 방출되어 생산된 당단

백질 말단의 시알산을 분해한다 [13,14]. Sialidase는 NEU1,

NEU2, NEU3, NEU4가 존재하며 이 중 배양 후반부 세포사

멸로 인하여 방출되는 대표적인 것은 NEU1이 있다. 방출된

sialidase는 37oC, pH 5.9에서 최적의 활성을 나타내는 것으로

알려졌다 [15]. 당단백질의 sialidase에 의한 분해를 억제하기

위한 방법으로는 유전자 조작을 통하여 sialidase 발현을 억제

하거나 배양 조건을 조절하여 sialidase의 활성을 조절하는 것

이 있다 [16]. 이와 같은 방법으로 sialidase로부터 글리칸에

부착된 시알산을 보호하여 당단백질의 시알산 함량을 증가

시킬 수 있다. 하지만 이와 같은 유전자를 조작하는 방법은

시간이 오래 소요되는 단점이 있다. 이와 반대로 배양공정을

조절하는 방법은 세포주 개발에 대한 시간 소요를 줄일 수 있

다. 하지만 배양공정 조절을 통하여 sialidase를 억제하는 연

구는 미비하다.

본 연구에서는 Albumin-erythropoietin (Alb-EPO)을 생산하

는 CHO 세포의 2단계 배양 (biphasic culture)을 통하여 siali-

dase의 활성을 억제함으로서 Alb-EPO의 시알산 함량 증대를

목적으로 하였다. 세포의 사멸로 sialidase가 배양액으로 방출

될 가능성이 높은 배양 5일차에 온도와 CO2의 공급을 조절하

여 2단계 배양을 진행하였다. Sialidase의 활성이 가장 낮은

조건을 선정하여 시알산 관련 효소의 유전자 발현 정도와 활

성을 측정하고 2단계 배양을 통해 글리칸 말단의 시알산이

증가한 것을 확인하였다.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. 세포주 및 세포배양

실험에 사용한 세포주는 Alb-EPO를 생산하는 CHO DUKX-

B11를 사용하였다 [17]. 배양은 125-mL Erlenmeyer flask에

20 mL의 working volume으로 ProCHO5 (Lonza, Verviers, Bel-

gium) 배지를 분주한 후 4 mM glutamine (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA)을 첨가하여 진행하였다. 또한 orbital shaker

(Vision Scientific Co., Daejeon, Korea)에서 100 rpm과 37oC

humidified CO2 incubator (Sanyo Electric, Osaka, Japan)에서

배양하였다. 초기 세포 접종 농도는 3×105 cells/mL로 배양을

하였다.

배양 중 온도와 CO2를 조절하는 2단계 배양에서는 0일차

에 5% CO2로 배양을 진행 후 5일차에 온도는 33, 35, 37oC로

CO2는 1, 5, 10, 15%로 각각 조절하였다.

2.2. 세포 수 및 생존도 측정

배양 중 24시간마다 샘플링을 하여 trypan blue (Sigma-Ald-

rich)로 염색을 진행 후 광학 현미경 (Olympus, Tokyo, Japan)

을 이용하여 hemocytometer (Superior, Marienfeld, Germany)

로 세포 수 및 생존도를 확인하였다.

2.3. 배양 중 생산된 Alb-EPO 정량분석

회수한 배양액을 enzyme-linked immunosorbent assay (EL-

ISA)를 이용하여 정량분석 하였다. Sandwich ELISA를 진행

하기 위하여 1차 항체로 albumin에 결합하는 goat anti-human

albumin antibody (Abcam Inc., Cambridge, MA, USA)와 2차

항체로 peroxidase-labeled goat anti-human albumin antibody

(Abcam Inc., USA)를 사용하였다. 항체와 Alb-EPO와의 결합

이 완료된 후 기질로 ABTS peroxidase substrate (KPL, Gaith-

ersburg, MD, USA)를 이용하여 발색반응을 진행하였다. 발색

후 Multiskan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Sci-

entific, Rockford, IL, USA)를 이용하여 405 nm에 흡광도를 측

정하였다.

2.4. Sialidase 활성 분석

배양액에 존재하는 sialidase를 측정하기 위하여 회수한 배양

액을 Neuraminidase assay kit (Abcam Inc., USA)를 사용하여

sialidase의 활성을 측정하였다. 샘플을 assay buffer에 희석 후

NeuroBlue dye stock solution을 첨가하여 37oC에서 60분 동안

암반응을 시켰다. 반응 후 DyNA Quant 200 (Amersham Bio-

sciences, Piscataway, NJ, USA)을 이용하여 Ex/Em=365/460

nm에서 측정하였다.

2.5. Sialyltransferase 활성 분석

세포 내의 sialyltransferase 활성을 측정하기 위하여 3, 6, 8일

차의 세포를 7×105개 회수하여 PBS로 3회 세척하였다. Prot-

ein Extraction Solution (Elpis biotech, Korea)을 이용하여 lysis

반응을 진행한 후 12,500 g에서 원심분리 후 상등액을 회수

하였다. 회수한 상등액은 sialyltransferase activity kit (R&D

Systems, USA)를 사용하여 메뉴얼에 따라서 실험을 진행하

였고 Multiskan GO Microplate Spectrophotometer (Thermo

Scientific, USA)를 이용하여 620 nm에서 흡광도를 측정하였

다.
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2.6. 역전사 중합효소 연쇄반응 (RT-PCR)과 quantitative

RT-PCR

세포를 회수하여 RNeasy PlusMini Kit (Qiagen, Hilden, Ger-

many)를 사용하여 RNA를 추출하였다. RNA를 정량 후 Max-

ime RT Premix Kit (iNtRon, Seongnam, Korea)를 이용하여 T

100 Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에서 cDNA

를 합성하였다. 합성한 cDNA를 이용하여 GAPDH, α2,3-sia-

lyltransferase (α2,3-ST), NEU1 유전자를 확인하기 위하여 제

작한 primer와 함께 PCR반응을 진행 후 전기영동을 통하여

확인하였다. 사용한 primer의 정보 및 Annealing temperature

는 Table 1과 같다.

2.7. Alb-EPO 정제

배양 종료인 8일차에 배양액을 회수하여 원심분리 후 상등액

을 회수하였다. Econo-column (Bio-Rad, USA)에 Blue Sepha-

rose 6 Fast Flow (GE Healthcare, Little Chalfont, UK) 레진을

충전 시키고 유체를 흘려주었다. Binding buffer는 20 mM so-

dium phosphate (pH 7.0)를 사용하였고 elution buffer는 20 mM

sodium phosphate로 실험을 진행하였다.

2.8. 시알산 함량 분석

시알산 함량을 분석하기 위하여 정제된 Alb-EPO 10 μg과 10

mM sodium periodate (Sigma-Aldrich, USA)를 20 μL를 4oC에

서 45분간 반응시켰다. 다음 단계로 50 mM sodium thiosulfate

(Sigma-Aldrich, USA)를 이용하여 반응을 정지시킨 후 500

μL와 100 mM acetoacetanilide (Alfa Aesar, Ward Hill, MA,

USA) 400 μL를 첨가하여 상온에서 10분간 반응시켰다. 반응

진행 후 microplate reader (Safire2, Tecan Group Ltd., Maenne-

dorf, Switzerland)를 이용하여 Ex/Em=388/471 nm의 조건에

서 확인하였다.

2.9. High-performance liquid chromatography (HPLC)

Alb-EPO의 antennary 구조를 확인하기 위하여 HPLC를 이용

하여 분석하였다. 동결 건조한 Alb-EPO 100 μg을 PNGase F

(New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) 처리를 하였다.

Graphitized carbon columns (Grace Davison Discovery Scien-

ces, Deerfield, IL, USA)을 이용하여 유리화된 N-글리칸만을

정제하여 2-aminobenzamide (2-AB; TCI, Tokyo, Japan)와 반

응시켰다. 2-AB labeling 후에 GlycoClean S-cartridge (Proz-

yme, San Leandro, CA, USA)을 이용하여 N-글리칸을 정제하

고 TSKgel DEAE-5PW column (Tosoh bioscience,Tosoh, To-

kyo, Japan)을 사용하여 HPLC 분석을 하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 2단계 배양에 의한 세포의 viable cell density (VCD),

생존도 및 생산성 확인

CHO 세포배양에 영향을 미치는 가장 큰 요인 중 온도와 CO2

농도에 대한 효과를 확인하기 위하여 배양을 진행하였다. 배

양 중 CO2 농도가 높아지면 배양액의 pH가 낮아지는 효과를

얻을 수 있었다 (data not shown). 낮은 온도와 CO2 농도로 배

양조건을 변화시킨 각각의 조건에서 8일차의 VCD가 높은

것으로 확인되었다 (Fig. 1(a)). 33oC로 온도를 변화시킨 실험

군은 1, 5, 10, 15%의 CO2 농도에서 37oC로 배양한 같은 CO2

농도의 실험군에 비하여 8일차 VCD가 각각 1.16, 1.29, 1.34,

1.81배 증가한 것을 확인할 수 있었다. 또한 35oC로 온도를 변

화시킨 실험군은 각각의 CO2 조건에서 37oC로 배양한 실험

군에 비하여 1.02, 1.05, 1.36, 1.22배 VCD가 증가한 것을 알

수 있었다. 이를 통하여 같은 CO2 농도에서 온도가 감소할수

록 VCD가 높아지는 것을 알 수 있었다. 같은 온도의 실험군

에서 CO2 농도 변화에 따른 VCD를 비교하였을 때 모든 온도

에서 CO2의 농도가 가장 낮은 1% 조건에서 8일차에 VCD가

가장 높게 확인되었다. 5일차 이후 33, 35, 37oC의 온도 조건

의 순서로 생존도가 높게 유지되는 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 1(b)). 또한 같은 온도의 배양 조건에서 CO2의 값이 낮아

질수록 생존도가 5일차 이후 높게 확인되었다. 이를 통하여

33oC 1%의 조건에서 가장 높은 생존도를 확인하였다. 이러한

결과에 따른 생산성을 확인하였다 (Fig. 1(c)). 8일 차의 생산

성을 확인한 결과 1, 5, 10, 15%의 CO2 농도순서로 33도의 조

건에서 30.2±0.6, 36.4±2.3, 35.0±0.8, 28.8±0.7 mg/L의 생산성

을 확인하였으며 35oC와 37oC의 배양조건에서도 같은 CO2

농도순서로 29.41±0.80, 33.60±1.76, 32.67±2.65, 27.96±1.19

mg/L와 31.43±2.22, 28.21±0.87, 33.74±1.07, 29.81±0.98 mg/L

의 생산성을 확인하였다. 시간에 따른 생산성을 확인한 결과

VCD와 생존도와 유사하게 낮은 온도와 CO2의 농도에 따라

서 생산성이 높아지는 것을 확인할 수 있었다. 하지만 일부

실험군에서 VCD의 증가에 비해 생산성이 많이 증가하지 않

은 것을 확인할 수 있었다.

CHO 세포배양 중 온도 및 pH를 조절해주는 CO2의 농도를

Table 1. Oligonucleotide primers for detection of mRNAs

mRNA Sense / antisense sequences Size (bp) Annealing temperature (oC)

GAPDH
5'-CCTCTACTGGCGCTGCCAAG-3’

5'-TCCGACGCCTGCTTCACCAC-3'
175 57

α2,3-ST
5'-CAGAAAAACAACTGGCCGAA-3'

5'-GGCCTGATTGTTCCAGGATT-3'
201 57

NEU1
5'-AAGCGATCAAGCAGCGACTA-3'

5'-CCTCAGTTTGAATGCATGGG-3'
65 57
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변화시키면 세포의 증식 및 생산성에 많은 영향을 미치게 된

다. 선행 연구에서 배양시 37oC보다 낮은 온도로 배양을 진행

하게 되면 세포의 생존도가 높아지는 것으로 보고되었다 [17,

18]. 본 실험은 배양 세포사멸이 시작하는 5일차부터 조건을

변화시켰기 때문에 선행연구 결과처럼 생산성의 증가가 확인

되었지만 큰 상승이 없는 것으로 사료된다.

3.2. 2단계 배양에 의한 sialidase 활성 비교

배양 후반부 배지 내 영양분 고갈 등의 원인으로 세포사멸이

발생하게 된다. 세포 사멸이 발생하게 되면 세포 내 존재하는

sialidase가 배양액으로 방출되어 생산된 당단백질 말단에 위

치하는 시알산을 분해하는데 영향을 준다 [13]. 2단계 배양이

세포내 sialidase의 발현에 영향을 주는지 확인하기 위하여

RT-PCR을 진행하였다. 확인 결과 온도와 CO2의 농도 변화에

Fig. 1. Effect of biphasic culture on (a) cell density, (b) viability and

(c) titer of Alb-EPO. Cultivation temperature and concentration of

CO2 were shifted at day 5. Values of each parameter represent ave-

rage ± SD from three independent experiments (n=2).

Fig. 2. mRNA expressions of lysosomal sialidase (NEU1) gene and

alpha-2,3-sialyltransferase (α2,3-ST) gene at day 3, 8.

Fig. 3. Measurement of the extracellular sialidase activities on dif-

ferent biphasic culture condition at (A) day 7 and (B) day 8. Values

of each parameter represent average ± SD from three independent

experiments (n=2).
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따라서 sialidase의 mRNA 발현에는 크게 영향을 주지 않는

것으로 확인되었다 (Fig. 2). 이후 세포사멸이 가장 많이 일어

나는 시점인 배양 7일차와 8일차의 배양액내의 sialidase를 측

정하였다 (Fig. 3). 배양 7일차와 배양 8일차 모두 온도와 CO2

가 감소함에 따라서 sialidase의 활성도가 감소하였다 (Fig.

3(a)). 배양 7일차의 33oC, 1% CO2 농도 조건에서는 같은 온

도의 10% CO2 농도 조건에 비하여 sialidase 활성이 28% 낮게

확인되었다. 하지만 35oC와 37oC의 조건에서는 CO2 농도에

따라서 sialidase 활성에 크게 영향을 주지 않음을 확인하였다.

배양 8일차의 경우 온도와 CO2 농도에 따른 sialidase 활성과

의 관계가 배양 7일차보다 확연하게 관찰되었다 (Fig. 3(b)).

하지만 같은 CO2의 농도에서 온도의 변화에 따른 sialidase 활

성도의 차이는 크지 않은 것으로 관찰되어 2단계 배양 시 온

도에 따른 영향보다는 CO2 농도에 따른 영향이 더 큰 것을 확

인하였다.

CHO 세포는 37oC의 온도와 pH 7.0-7.2에서 가장 높은 증식

률을 보인다. 선행연구에 따르면 CHO 세포의 sialidase 활성

도는 37oC와 pH 5.9에서 가장 높은 활성을 보이는 것으로 확

인되었다 [15]. 하지만 pH 5.9는 CHO 세포의 배양에는 적절

하지 않은 조건이므로 세포의 증식에 부정적인 영향을 주지

않는 범위 내에서 sialidase 활성도를 억제하는 것이 중요하다.

배양 8일차는 배양기간의 마지막에 해당하므로 배양 종반부

인 7일차에 가장 sialidase 활성도가 낮게 측정되는 33oC, 1%

CO2를 최적 조건으로 선정하여 향후 실험을 진행하였다.

3.3. 2단계 배양에 의한 α2,3-ST 활성 비교

앞서 진행한 방법과 같이 2단계 배양이 α2,3-ST의 mRNA 발

현에 영향을 주는지 확인한 결과 mRNA 발현에는 영향을 주

지 않는 것을 알 수 있었다 (Fig. 2). 2단계 배양이 α2,3-ST의

활성에 미치는 영향을 확인하기 위하여 배양 3, 6, 8일차의 세

포를 lysis 하여 분석을 진행하였다. 33oC, 1% CO2 농도와 동

물세포에서 기준으로 사용하는 조건인 37oC, 5% CO2에서 각

각 분석을 진행하였다 (Fig. 4). 6일차 α2,3-ST의 활성이 대조

군보다 1.1배 높게 확인되었고 3, 8일차는 각각 큰 차이가 없

는 것으로 확인되었다. 따라서 세포내 α(2,3)-ST의 활성도는

배양 조건에 따라서 유사한 결과를 나타나는 것으로 확인하

였다.

앞서 sialidase는 33oC 1% CO2에서 가장 활성이 낮게 확인

된 반면 α2,3-ST의 활성은 같은 조건에서 변화가 없는 것을

알 수 있었다. 이러한 이유는 sialidase는 세포 사멸로 인하여

배지 내에 존재하기 때문에 온도나 pH에 따른 영향을 많이

받게 된다.ss 하지만 α2,3-ST는 세포내에 존재하므로 세포의

항상성으로 인해 세포내부의 환경은 유지되기 때문으로 사

료된다.

3.4. Alb-EPO의 시알산 정량 및 glycosylation 안테나 구

조 분석

앞서 얻은 결과를 통하여 33℃, 1% CO2의 2단계 배양이 Alb-

EPO의 시알산 및 안테나 구조에 어떠한 영향을 주는지 확인

하기 위하여 배양 8일차의 샘플을 회수하여 분석하였다. 첫

번 째로 Alb-EPO의 전체 시알산 함량을 분석하여 2단계 배양

이 어떠한 영향을 주었는지 확인하였다 (Fig. 5). 그 결과 siali-

dase의 활성이 가장 낮게 확인된 33oC, 1% CO2의 조건에서

대조군에 비하여 시알산의 함량이 13.3% 높게 확인되었다.

또한 시알산이 포함된 안테나 구조를 확인하기 위하여 분석

을 진행하였다. 대조군에 비하여 실험군에서 Bi-, tri-, tetra-

antenna의 상대 비율이 모두 증가한 것을 알 수 있었다. Bi-

antenna는 16.8%에서 18.8%로, tri-antenna는 17.0%에서 20.5%

로 tetra-antenna는 10.7%에서 11.5%로 대조군보다 실험군에

서 각각 함량이 증가한 것을 알 수 있었다.

Alb-EPO의 시알산은 체내 반감기에 중요한 역할을 한다.

시알산의 부가 및 제거에 영향을 주는 효소는 앞서 언급한 것

과 같이 sialidase와 CHO cell에서 발현하는 α2,3-ST가 있다.

Fig. 4. Measurement of the α2,3-ST activities on biphasic condition

at day 3, 6, 8. Values of each parameter represent average±SD from

three independent experiments (n=2).

Fig. 5. Relative amount of sialic acid content of Alb-EPO. Values of

each parameter represent average±SD from three independent exp-

eriments (n=2).
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실험결과 33oC, 1% CO2의 조건에서 sialidase는 최대 28%까

지 활성이 감소하는 것을 알 수 있었다 (Fig. 3). 반면에 같은

조건에서 시알산을 부가해주는 α2,3-ST의 활성에는 영향이

없는 것을 알 수 있었다 (Fig. 3). 이러한 결과를 종합할 때

Alb-EPO의 전체 시알산 함량의 증가는 2단계 배양을 통한

sialidase의 활성 억제가 주요한 역할을 한 것으로 사료된다.

4. CONCLUSION

CHO 세포 배양을 통하여 생산하는 당단백질은 glycosylation

이 단백질의 품질에 중요한 역할을 한다. 특히 N-글리칸의 말

단에 위치하는 시알산은 당단백질의 체내 반감기에 많은 영

향을 주게 된다. 본 연구에서는 CHO 배양 중 방출되는 siali-

dase의 활성을 pH에 영향을 주는 CO2 농도와 온도 조절을 통

하여 2단계 배양을 진행하였다. sialidase의 방출이 증가하는

5일차에 배양조건 변화를 통하여 33oC, 1% CO2의 조건이 가

장 배양액 내의 sialidase의 활성이 낮은 것을 확인하였다. 또

한 이러한 조건이 N-글리칸에 시알산을 부가해주는 α2,3-ST

의 활성에는 영향을 미치지 않는 것으로 확인되었다. 최종적

으로 시알산 함량을 분석한 결과 대조군에 비하여 13%의 시

알산이 증가한 것을 확인하였다. 이러한 결과를 바탕으로

CHO 세포의 2단계 배양이 N-글리칸의 시알산 함량에 긍정

적인 효과를 얻는 것으로 확인되었으며 치료용 단백질 생산

에 유용하게 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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