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Ðûíîê ïðåïàðàòîâ ðåêîìáèíàíòûõ áåëêîâ ðàñòåò è ðàçâèâàåòñÿ âî âñåì ìèðå, â òîì ÷èñëå è â Ðîññèè. Êàê ïðîäóöåíò,
òàê è ñóáñòàíöèÿ, äîëæíû áûòü òùàòåëüíî îõàðàêòåðèçîâàíû è ïðîâåðåíû ïî âñåì êðèòåðèÿì áåçîïàñíîñòè. Ñðåäè
îáÿçàòåëüíûõ òðåáîâàíèé, ïðåäúÿâëÿåìûõ ê òàêèì ïðåïàðàòàì — ñîäåðæàíèå îñòàòî÷íîé ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåí-
òîâ äîëæíî áûòü íå áîëåå 10 íã íà äîçó. Êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ äëÿ îïðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ â ìèðå îòíîñè-
òåëüíî íåìíîãî, îíè îñíîâàíû íà ÷åòûðåõ ðàçíûõ ìåòîäàõ. Â ñòàòüå ïðåäñòàâëåí êðàòêèé îáçîð ýòèõ ìåòîäîâ, îáî-
çíà÷åíû èõ ïðåèìóùåñòâà è íåäîñòàòêè. Îáùèì íåäîñòàòêîì âñåõ êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ ÿâëÿåòñÿ ñòîèìîñòü. Îñ-
íîâíûìè çàäà÷àìè ðàáîòû áûëî ïîäîáðàòü îïòèìàëüíûé ìåòîä âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç áåëêîâûõ ñóáñòàíöèé è
îáðàçöîâ ðàçëè÷íûõ ýòàïîâ î÷èñòêè áåëêà, îòðàáîòàòü îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà îñòàòî÷íîé ÄÍÊ Escherichia coli è
êëåòîê ÿè÷íèêà êèòàéñêîãî õîìÿêà (CHO) ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîé ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (qPCR) áåç èñ-
ïîëüçîâàíèÿ êîììåð÷åñêèõ íàáîðîâ. Ñòàòüÿ òàêæå ñîäåðæèò ðÿä ïðàêòè÷åñêèõ ðåêîìåíäàöèé ïî îñîáåííîñòÿì âû-
äåëåíèÿ ÄÍÊ è õðàíåíèþ ñòàíäàðòà. Öåëüþ èññëåäîâàíèÿ áûë ïîèñê äîñòîâåðíîãî è íåäîðîãîãî ìåòîäà îïðåäåëå-
íèÿ ñîäåðæàíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåíòîâ â îáðàçöàõ ðåêîìáèíàíòûõ áåëêîâ. Â ñòàòüå ïðèâîäèòñÿ îá-
çîð ìåòîäîâ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ äëÿ àíàëèçà, îáîñíîâàíà íåîáõîäèìîñòü âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ïåðåä àíàëèçîì,
ïðåèìóùåñòâî îòäàíî ìåòîäó âûäåëåíèÿ íà ñïèí-êîëîíêàõ. Îïòèìàëüíûé ìåòîä âûäåëåíèÿ ÄÍÊ äëÿ îïðåäåëåíèÿ
åå êîëè÷åñòâà â ñóáñòàíöèè òàêîé, ïðè êîòîðîì âûõîä ÄÍÊ ñòàáèëåí, â òîì ÷èñëå è ïðè ðàçëè÷íûõ õèìè÷åñêèõ ñî-
ñòàâàõ èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ, à â ðàñòâîðå âûäåëåííîé ÄÍÊ îòñóòñòâóåò áåëîê è äðóãèå ïðèìåñè. Ïðåäëîæåííûé
ìåòîä âûäåëåíèÿ ÄÍÊ íà ñïèí-êîëîíêàõ ÿâëÿåòñÿ íàèìåíåå òðóäîçàòðàòíûì, îïòèìèçèðîâàí äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ
èç áåëêîâûõ ñóáñòàíöèé è îáðàçöîâ ðàçëè÷íûõ ñòàäèé î÷èñòêè áåëêîâ. Ñàìîñòîÿòåëüíîå ïðèãîòîâëåíèå ðàñòâîðîâ
äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ïðîñòîé ïðîöåäóðîé è ìîæåò ñíèçèòü çàòðàòû íà àíàëèç. Ïðåäñòàâëåí îò÷åò îá óñ-
ïåøíîé àäàïòàöèè ìåòîäèê îïðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ E. coli è CHO ìåòîäîì qPCR ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóîðåñ-
öåíòíûõ çîíäîâ. Ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà íå ìåíåå 1 ïã/ìë êàê ïðè àíàëèçå êîëè÷åñòâà îñòà-
òî÷íîé ÄÍÊ E. coli, òàê è CHO.
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1. Ââåäåíèå

1.1. Ïðîèçâîäñòâî ðåêîìáèíàíòûõ áåëêîâ

Ïðîèçâîäñòâî ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ äëÿ òåðàïåâòè÷å-
ñêèõ öåëåé ýòî öåëàÿ èíäóñòðèÿ, êîòîðàÿ óæå ñåé÷àñ îã-
ðîìíà è â äàëüíåéøåì áóäåò òîëüêî ðàñòè.

Íà äàííûé ìîìåíò äâà íàèáîëåå ïîïóëÿðíûõ ïðîäó-
öåíòà ýòî êèøå÷íàÿ ïàëî÷êà (Escherichia coli) è êëåòêè ÿè÷-
íèêà êèòàéñêîãî õîìÿêà (Chinese hamster ovary, CHO). Ýòè
ïðîäóöåíòû õîðîøî èçó÷åíû, ìåòîäèêè ïðîèçâîäñòâà
ðàçëè÷íûõ ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ïðè ïîìîùè ýòèõ êëå-
òîê ìíîãîêðàòíî îïèñàíû, êîíòðîëèðóþùèå îðãàíèçàöèè
ìíîãî ëåò ðåãèñòðèðóþò è îäîáðÿþò ïðîèçâîäñòâî òåðà-
ïåâòè÷åñêèõ áåëêîâ êàê â E. coli, òàê è â CHO, ïîýòîìó âû-
áîð èõ äëÿ ðàáîòû î÷åâèäåí [1].

Èñïîëüçîâàíèå êëåòî÷íûõ ëèíèé äëÿ ïðîèçâîäñòâà
âåäåò ê ìíîæåñòâó ïðîáëåì, ñâÿçàííûõ ñ êîíòðîëåì ÷èñ-
òîòû è áåçîïàñíîñòè ïîëó÷àåìîé ñóáñòàíöèè, îäíà èç êî-
òîðûõ — îáåñïå÷èòü ìèíèìàëüíîå êîëè÷åñòâî îñòàòî÷íîé
ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåíòîâ [2, 3].

ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåíòîâ â õîäå ïîëó÷åíèÿ ñóáñòàí-
öèè îáû÷íî ðàçðóøàåòñÿ íà ìåëêèå ôðàãìåíòû, ïîýòîìó
ñëîæíî ïðåäñêàçàòü êîíêðåòíûå ýôôåêòû îò åå íàëè÷èÿ â

ñóáñòàíöèè. Õîòÿ íåò äàííûõ î ïîëó÷åííûõ íåãàòèâíûõ ýô-
ôåêòàõ, ñâÿçàííûõ ñ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ â ñóáñòàíöèè, åñòü
ïðè÷èíû ïðåäïîëàãàòü ñâÿçàííûé ñ íåé îíêîãåííûé (ìî-
ãóò ïðèñóòñòâîâàòü òàêèå îíêîãåíû, êàê Ras) è èíôåêöèîí-
íûé (ÂÈ×, â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ íåêîòîðûõ ëåíòèâèðóñ-
íûõ âåêòîðîâ) ïîòåíöèàë, è ïîòîìó ðàññìàòðèâàòü êàê
ôàêòîð ðèñêà [4, 5]. Îñòàòêè ãåíîìíîé ÄÍÊ áàêòåðèé íåñóò
èììóíîãåííûé ïîòåíöèàë, â ñâÿçè ñ âåðîÿòíîñòüþ îñòàòêà
íåìåòèëèðîâàííûõ CpG-ðåãèîíîâ. Èäåÿ îïðåäåëåíèÿ îñ-
òàòî÷íîé ÄÍÊ òàêæå ïîçèöèîíèðóåòñÿ êàê äåìîíñòðàöèÿ
ýôôåêòèâíîñòè î÷èñòêè áåëêà [6]. Òàê, â ðåàëüíîñòè, îá-
ðàçöàìè äëÿ àíàëèçà êîëè÷åñòâà îñòàòî÷íîé ÄÍÊ êëå-
òîê-ïðîäóöåíòîâ îêàçûâàþòñÿ íå òîëüêî îáðàçöû ñóáñòàí-
öèé, íî è îáðàçöû ðàçëè÷íûõ ñòàäèé õðîìàòîãðàôèè áåë-
êîâ, ïîëó÷àåìûå âî âðåìÿ îòðàáîòêè ìåòîäèêè î÷èñòêè.
Òàêèå îáðàçöû ìîãóò ñîäåðæàòü íå òîëüêî áåëîê â âûñî-
êèõ êîíöåíòðàöèÿõ, íî è ðàçëè÷íûå ñîëè è äåòåðãåíòû.

Êîíòðîëèðóþùèå îðãàíèçàöèè òðåáóþò îïðåäåëÿòü
êîëè÷åñòâî îñòàòî÷íîé ÄÍÊ â ñóáñòàíöèÿõ ðåêîìáèíàíò-
íûõ áåëêîâ: ïðåäåëüíî äîïóñòèìàÿ êîíöåíòðàöèÿ îñòà-
òî÷íîé ÄÍÊ ïî òðåáîâàíèÿì FDA (Food and Drug
Administration): 100 ïã íà äîçó [7], ïî òðåáîâàíèÿì ÂÎÇ —
10 íã íà äîçó [8]. Â îòå÷åñòâåííîé ôàðìàêîïåå ðåêîìåíäà-
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öèè ïî îïðåäåëåíèþ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ äàíû â ÎÔÑ
1.7.1.0007.15 òîìà 2 èçäàíèÿ XIII «Ëåêàðñòâåííûå ñðåäñò-
âà, ïîëó÷àåìûå ìåòîäàìè ðåêîìáèíàíòíûõ ÄÍÊ», ðåêî-
ìåíäóåìàÿ êîíöåíòðàöèÿ ñîâïàäàåò ñ òðåáîâàíèÿìè ÂÎÇ,
÷òî óêàçàíî â ÎÔÑ.1.7.2.0011.15 «Òðåáîâàíèÿ ê êëåòî÷íûì
êóëüòóðàì — ñóáñòðàòàì ïðîèçâîäñòâà èììóíîáèîëîãè÷å-
ñêèõ ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ» [9].

1.2. Ìåòîäû èçìåðåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ

Ðåãóëèðóþùèìè îðãàíèçàöèÿìè, â òîì ÷èñëå è îòå÷åñò-
âåííîé ôàðìàêîïååé, ðåêîìåíäîâàíû òðè ìåòîäà äëÿ îï-
ðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ: ãèáðèäèçàöèÿ, ìåòîä
Threshold®, êîëè÷åñòâåííàÿ ÏÖÐ (qPCR, quantitative PCR,
real-time PCR) [10]. Ïîëíîöåííûõ ñðàâíåíèé ýòèõ ìåòîäîâ
â ëèòåðàòóðå äîñòàòî÷íî [6, 11], äàëåå áóäåò ïðåäñòàâëåíà
òîëüêî êðàòêàÿ ñïðàâêà î ìåòîäàõ.

1.2.1. Ãèáðèäèçàöèÿ ÄÍÊ. Ïðèíöèï ìåòîäà — îòæèãà-
íèå ñïåöèôè÷åñêèõ ìå÷åíûõ ïðîá íà èììîáèëèçîâàííîé è
äåíàòóðèðîâàííîé ÄÍÊ. Â õîäå ãèáðèäèçàöèè äâóõöåïî-
÷å÷íóþ ìîëåêóëó ÄÍÊ íàãðåâàþò äëÿ äåíàòóðàöèè è ðàç-
äåëåíèÿ öåïåé, ñìåøèâàþò ñ äðóãîé äåíàòóðèðîâàííîé
ÄÍÊ, íàïðèìåð ñ ôëóîðåñöåíòíî ìå÷åíûìè çîíäàìè. Ïðè
ïîñëåäóþùåì ñíèæåíèè òåìïåðàòóðû ñìåñè îäíîöåïî-
÷å÷íûå ÄÍÊ â ñëó÷àå êîìïëåìåíòàðíîñòè ñîåäèíÿþòñÿ,
îáðàçóÿ ãèáðèäíóþ ìîëåêóëó. Ãèáðèäèçàöèÿ ÄÍÊ äëè-
òåëüíûé è òðóäîåìêèé ïðîöåññ.

1.2.2. Threshold total DNA assay system — êîììåð÷å-
ñêèé íàáîð ôèðìû «Molecular Devices Corporation», ýòîò
ìåòîä áîëåå 20 ëåò èñïîëüçóþò äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïðèìåñè
îñòàòî÷íîé ÄÍÊ, ïðèîáðåñòè íàáîð ìîæíî è íà ìîìåíò íà-
ïèñàíèÿ ñòàòüè. Ðåàêöèÿ ìíîãîêîìïîíåíòíà: ÄÍÊ ñâÿçû-
âàåòñÿ îäíîâðåìåííî ñ áèîòèíèëèðîâàííûì áåëêîì è ñ
àíòèòåëîì, êîíúþãèðîâàííûì ñ óðåàçîé. Ñ ïîìîùüþ áèî-
òèíà, ñâÿçàííîãî ñî ñòðåïòîâèäèíîì, êîìïëåêñû êîíöåí-
òðèðóþòñÿ íà áèîòèíèëèðîâàííîé ìåìáðàíå, çàòåì äîáàâ-
ëÿåòñÿ ìî÷åâèíà, è èçìåðåíèå êîëè÷åñòâà ÄÍÊ ïðîèçâî-
äèòñÿ ïî èçìåíåíèþ pH ïðè ãèäðîëèçå ìî÷åâèíû äî
àììèàêà è óãëåêèñëîãî ãàçà [12]. Ìåòîä äîðîã, íèçêîïðî-
èçâîäèòåëåí è òðóäîåìîê.

1.2.3. Quant-iT™ PicoGreen®. Êîììåð÷åñêèé êðàñèòåëü
ïðîèçâîäñòâà «Molecular Probes, Invitrogen» øèðîêî èñ-
ïîëüçóåòñÿ äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ. Ïðè îïðåäåëåíèè îñòà-
òî÷íîé ÄÍÊ ýòèì ìåòîäîì íåîáõîäèìî ó÷èòûâàòü, ÷òî,
âî-ïåðâûõ, ÄÍÊ íóæíî õîðîøî î÷èñòèòü îò áåëêà è äðóãèõ
ïðèìåñåé, òàê êàê èíòåíñèâíîñòü ñâå÷åíèÿ êðàñèòåëÿ
ñèëüíî çàâèñèò íå òîëüêî îò íàëè÷èÿ áåëêà, íî è îò ïðèìå-
ñåé (ñîëåé, ñïèðòà, äåòåðãåíòîâ è ò.ä.). Âî-âòîðûõ, çàÿâ-
ëåííàÿ ïðîèçâîäèòåëåì ÷óâñòâèòåëüíîñòü ìåòîäà —
250 ïã/ìë (50 ïã ÄÍÊ â 200 ìêë ðàñòâîðà), à äèíàìè÷åñêèé
äèàïàçîí — âñåãî òðè ïîðÿäêà. Â íåêîòîðûõ ñèòóàöèÿõ òà-
êîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìîæåò áûòü íåäîñòàòî÷íî, à äèíà-
ìè÷åñêèé äèàïàçîí óçîê â ñðàâíåíèè ñ qPCR. Äàííûé ìå-
òîä íå ðåêîìåíäîâàí êîíòðîëèðóþùèìè îðãàíèçàöèÿìè
äëÿ îïðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ. Íî ïðè ýòîì èçìåðåíèå
ýòèì ìåòîäîì ìàêñèìàëüíî áûñòðî, äåøåâî è íåñïåöè-
ôè÷íî.

1.2.4. qPCR (quantitative polymerase chain reaction). Ïî-
ëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ (ÏÖÐ) — äàííûé ìåòîä ïî-
çâîëÿåò ìíîãîêðàòíî óâåëè÷èòü êîëè÷åñòâî êîïèé ïðåä-
ñòàâëåííîé â îáðàçöå ÄÍÊ ïðè íàëè÷èè íåîáõîäèìûõ
êîìïîíåíòîâ ðåàêöèè (íóêëåîòèäû, ÄÍÊ-ïîëèìåðàçà,
ïðàéìåðû, áóôåð) è óñëîâèé (òåðìîöèêëèðîâàíèå). Çà ñ÷åò
óâåëè÷åíèÿ êîëè÷åñòâà êîïèé äîñòèãàåòñÿ âûñîêàÿ ÷óâñò-
âèòåëüíîñòü ìåòîäà. Îáðàòíîé ñòîðîíîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè
ÿâëÿþòñÿ íåðåäêî âñòðå÷àþùèåñÿ ïðîáëåìû ñ êîíòàìèíà-

öèåé [13]. Ïðè èñïîëüçîâàíèè qPCR äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÄÍÊ
â îáðàçöàõ áåëêîâûõ ðàñòâîðîâ, åå òàêæå ïðèäåòñÿ âûäå-
ëÿòü, òàê êàê ìíîãèå áåëêè è äðóãèå âîçìîæíûå êîìïî-
íåíòû àíàëèçèðóåìîé ñóáñòàíöèè (îáðàçöà) èíãèáèðó-
þò ÏÖÐ.

Êîììåð÷åñêèé íàáîð, îñíîâàííûé íà èñïîëüçîâàíèè
ðåàãåíòà Picogreen, ïðåäëàãàåò êîìïàíèÿ «Cygnus» è
«Krishgen». Êîììåð÷åñêèå íàáîðû, îñíîâàííûå íà qPCR,
ïðåäëàãàþò òàêæå «Cygnus», «ThermoFisher».

Äëÿ äîñòîâåðíîãî îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà ÄÍÊ êëå-
òîê-ïðîäóöåíòîâ âàæíî ïðîâåñòè êà÷åñòâåííîå âûäåëå-
íèå ÄÍÊ èç îáðàçöà.

1.3. Ìåòîäû âûäåëåíèÿ ÄÍÊ äëÿ ïîñëåäóþùåãî àíàëèçà

Âûäåëÿòü ÄÍÊ èç áåëêîâîé ñóáñòàíöèè íåîáõîäèìî, òàê
êàê íåêîòîðûå áåëêè äàæå â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ ìîãóò
èíãèáèðîâàòü ÏÖÐ [14], ïðè ýòîì áåëêè ñóùåñòâåííî ðàç-
ëè÷àþòñÿ ïî ñòåïåíè èíãèáèðîâàíèÿ ðåàêöèè [15]. Êðîìå
òîãî, â îáðàçöå ìîãóò ïðèñóòñòâîâàòü ðàçëè÷íûå êîìïî-
íåíòû, òàêèå êàê îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè, äåòåðãåíòû,
ñîëè, êîòîðûå òàêæå ìîãóò ïîâëèÿòü íà õîä ÏÖÐ.

Ïîñëåäíèå íåñêîëüêî ëåò âñå ÷àùå èñïîëüçóþò ìåòîä
«ïðÿìîé qPCR», ò.å. áåç âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç îáðàçöà, íî ñ
«ïåðåâàðèâàíèåì» áåëêà ïðÿìî â îáðàçöå [16]. Îïóáëèêî-
âàíà ðàáîòà, ãäå ê ñóáñòàíöèè áåëêîâîãî ïðåïàðàòà äîáàâ-
ëÿëè ïðîòåèíàçó Ê, êîòîðàÿ â ïðèñóòñòâèè SDS (sodium
dodecyl sulfate, äîäåöèë ñóëüôàò íàòðèÿ) ïåðåâàðèâàåò áå-
ëîê, à òàêæå Tween 20 äëÿ îòìåíû èíãèáèðóþùåãî ïîëè-
ìåðàçó ýôôåêòà SDS [17]. Â ñòàòüå Hussain M. [18] îïèñàíî
èñïîëüçîâàíèå òîëüêî ïðîòåàçû KAPA, êîòîðàÿ, ïî ìíå-
íèþ àâòîðà, íå îáëàäàåò èíãèáèðóþùèì ýôôåêòîì. Òàêèå
ìåòîäû ìîãóò ðàññìàòðèâàòüñÿ ïåðñïåêòèâíûìè ââèäó îò-
ñóòñòâèÿ ýòàïà âûäåëåíèÿ ÄÍÊ, íåâûñîêîé ñòîèìîñòè è
áûñòðîòû âûïîëíåíèÿ àíàëèçà, íî èìåþò íåêîòîðûå îãðà-
íè÷åíèÿ, íàïðèìåð, ïî êîëè÷åñòâó áåëêà â îáðàçöå.

1.3.1. Ïåðåîñàæäåíèå ÄÍÊ. Â ñòàòüå Â. Hu ñ ñîàâò. [19]
ïðåäëîæåí ýòîò ìåòîä äëÿ ïîñëåäóþùåé îöåíêè óðîâíÿ
îñòàòî÷íîé ÄÍÊ. Àâòîðû èñïîëüçîâàëè êîììåð÷åñêèé íà-
áîð äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ, îñíîâàííûé íà ïåðåîñàæäåíèè
íà éîäèäå íàòðèÿ. ×òîáû õîðîøî î÷èñòèòü îñàäîê ÄÍÊ îò
áåëêà, åãî íåîáõîäèìî ìíîãîêðàòíî ïðîìûòü. Àâòîðû
ïðåäëàãàëè íå äåëàòü îòìûâêè, ïîëîæåííûå ïî ìåòîäèêå
êîììåð÷åñêîãî íàáîðà, ïîñêîëüêó «âîçíèêàëè âàðèàöèè â
êîëè÷åñòâå âûäåëåííîé ÄÍÊ». Äàííûõ î ÷èñòîòå ÄÍÊ, âû-
äåëåííîé òàêèì îáðàçîì, â ñòàòüå íå ïðèâîäèòñÿ. Òàêæå
ìåòîä ïåðåîñàæäåíèÿ ÄÍÊ äëÿ ïîñëåäóþùåãî îïðåäåëå-
íèÿ åå êîëè÷åñòâà èñïîëüçóåòñÿ â êîììåð÷åñêèõ íàáîðàõ
êîìïàíèè «Cygnus».

Ìåòîä ïåðåîñàæäåíèÿ ÄÍÊ äåøåâ, íî ñ íåîáõîäèìû-
ìè îòìûâêàìè íå áûñòð. Ýôôåêòèâíîñòü è óñïåøíîñòü ïå-
ðåîñàæäåíèÿ çàâèñèò îò êîìïîíåíòîâ ðàñòâîðà ÄÍÊ,
âñòðå÷àåòñÿ ìíîãî òåõíè÷åñêèõ ïðîáëåì â ðàáîòå ñ ìåòî-
äîì, â òîì ÷èñëå è ïðè ðàáîòå ñ ñîîñàäèòåëåì: åñòü îïàñ-
íîñòü ïåðåñóøèòü îñàäîê ïîñëå îòìûâêè, òîãäà ÄÍÊ ïëîõî
ðàñòâîðèòñÿ, ìîæíî íåäîñóøèòü, òîãäà âîçíèêàåò ðèñê
êîíòàìèíàöèè ðàñòâîðà ýòàíîëîì, îñàäîê ìîæåò ôëîòèðî-
âàòü, â òàêîì ñëó÷àå ñëîæíî îòîáðàòü îòìûâî÷íûé ðàñ-
òâîð, íå ïîâðåäèâ îñàäîê, èíîãäà îñàäîê îêàçûâàåòñÿ íå-
ðàñòâîðèì.

Äëÿ ïîñëåäóþùåãî ïðîâåäåíèÿ êîëè÷åñòâåííîãî
àíàëèçà ÄÍÊ íåîáõîäèì ìåòîä, óñòîé÷èâûé ê ðàçëè÷íûì
ñîñòàâàì îáðàçöà, ïðè êîòîðîì êîëè÷åñòâî ïîòåðÿííîé
ïðè âûäåëåíèè ÄÍÊ ñòàáèëüíî íå ðàçëè÷àåòñÿ â ñòàíäàðò-
íûõ è èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ.
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1.3.2. Âûäåëåíèå ÄÍÊ íà ñîðáåíòå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñïèí-êîëîíîê. Äàííûé ìåòîä ÿâëÿåòñÿ ñàìûì ðàñïðîñòðà-
íåííûì ìåòîäîì âûäåëåíèÿ ÄÍÊ. ÄÍÊ â ïðèñóòñòâèè âû-
ñîêîé êîíöåíòðàöèè õàîòðîïíûõ èîíîâ ñîðáèðóåòñÿ íà íî-
ñèòåëü (ñòåêëî, äèîêñèä êðåìíèÿ) [20], áåëêè è äðóãèå
êîìïîíåíòû îñòàþòñÿ â ðàñòâîðå è ôèëüòðóþòñÿ â ñîáèðà-
òåëüíóþ ïðîáèðêó. Çàòåì ÄÍÊ îòìûâàþò ñïèðòîâûì ðàñ-
òâîðîì îò ïðèìåñåé è õàîòðîïíûõ èîíîâ.

Ýòîò ìåòîä ñàìûé áûñòðûé è ïðîñòîé. Òàêæå ýòîò ìå-
òîä ìîæåò áûòü ñàìûì äåøåâûì ïðè ñàìîñòîÿòåëüíîì
ïðèãîòîâëåíèè ðàñòâîðîâ â ëàáîðàòîðèè è èñïîëüçîâàíèè
äåøåâûõ ñïèí-êîëîíîê. Êðîìå òîãî, ïðè èñïîëüçîâàíèè
ñïèí-êîëîíîê ðèñê êîíòàìèíàöèè â ïðîöåññå âûäåëåíèÿ
ìèíèìàëåí. Ïðè âûäåëåíèè âîçìîæíû ïîòåðè ÄÍÊ, îäíà-
êî, íå ñâÿçàííûå ñ õèìè÷åñêèì ñîñòàâîì èññëåäóåìîãî íà
ïðèìåñü îñòàòî÷íîé ÄÍÊ îáðàçöà.

1.3.3. Âûäåëåíèå ÄÍÊ íà ìàãíèòíûõ ÷àñòèöàõ. Ýòîò
áîëåå äîðîãîñòîÿùèé ìåòîä (îñíîâàííûé íà òîì æå ïðèí-
öèïå, ÷òî è ïðåäûäóùèé), íàïðèìåð, èñïîëüçîâàëè äëÿ
îïðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ Wei Zhang ñ ñîàâò. [21].

Öåëüþ ðàáîòû ÿâëÿëàñü ðàçðàáîòêà îïòèìàëüíîãî ìå-
òîäà âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç áåëêîâûõ ñóáñòàíöèé è îáðàçöîâ
ðàçëè÷íûõ ñòàäèé î÷èñòêè áåëêà è ïîñëåäóþùåãî äîñòî-
âåðíîãî îïðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåí-
òîâ CHO è E. coli ìåòîäîì qPCR áåç èñïîëüçîâàíèÿ êîì-
ìåð÷åñêèõ íàáîðîâ.

2. Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

2.1. Âûäåëåíèå ÄÍÊ íà ñîðáåíòå

ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïèí-êîëîíîê

Ïîñëå ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ áûë ðàçðàáîòàí ñëåäóþùèé
ïðîòîêîë âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç áåëêîâûõ ðàñòâîðîâ (ñóá-
ñòàíöèÿ (îáðàçöû) ðàçëè÷íûõ ñòàäèé î÷èñòêè áåëêà):

1. Äîáàâèòü ê 100 ìêë èññëåäóåìîãî èëè êàëèáðî-
âî÷íîãî îáðàçöà 400 ìêë ñîðáöèîííîãî ðàñòâîðà, ïåðåìå-
øàòü, ïåðåíåñòè â ñïèí-êîëîíêó.

2. Öåíòðèôóãèðîâàòü ïðîáèðêè ïðè 6000g â òå÷åíèå
1 ìèí, âûëèòü ñîäåðæèìîå ñîáèðàòåëüíîé ïðîáèðêè.

3. Âíåñòè íà êîëîíêó 500 ìêë ñîðáöèîííîãî ðàñòâî-
ðà. Öåíòðèôóãèðîâàòü ïðîáèðêè ïðè 12000g â òå÷åíèå
1 ìèí. Âûëèòü ñîäåðæèìîå ñîáèðàòåëüíîé ïðîáèðêè.

4. Âíåñòè íà êîëîíêó 500 ìêë ïðîìûâî÷íîãî ðàñòâî-
ðà. Öåíòðèôóãèðîâàòü ïðîáèðêè ïðè 12000g 3 ìèí. Âñòà-
âèòü êîëîíêó â íîâóþ ïðîáèðêó îáúåìîì 1,5 ìë.

5. Âíåñòè â öåíòð êîëîíêè 100 ìêë ýëþèðóþùåãî ðàñ-
òâîðà. Èíêóáèðîâàòü 2 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Öåíòðèôóãèðîâàòü ïðîáèðêè ïðè 6000g â òå÷åíèå 1 ìèí.

Äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èñïîëüçîâàëèñü ñïèí-êîëîíêè
«DSB», êàò. ¹ 9012-90-2 (Êèòàé), îíè ìîãóò áûòü çàìåíåíû
ëþáûìè àíàëîãè÷íûìè ñïèí-êîëîíêàìè.

Ñîñòàâ ðàñòâîðîâ äëÿ âûäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ èç
áåëêîâûõ ñóáñòàíöèé ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïèí-êîëîíîê:

– ëèçèðóþùèé ðàñòâîð: 100 ìM Tris-HCl (pH 6,4), 6 M
GuSCN, 20 ìM EDTA, 1 % Triton X-100. Èñïîëüçóþò òîëüêî
äëÿ ïðèãîòîâëåíèÿ ÄÍÊ-ñòàíäàðòà (ï. 2.3);

– ñîðáöèîííûé ðàñòâîð: 100 ìM Tris-HCl (pH 6,4), 6 M
GuSCN;

– ïðîìûâî÷íûé ðàñòâîð: 10 ìM Tris-HCl (pH 8,0),
100 ìM NaCl, 25 % èçîïðîïàíîë, 25 % ýòàíîë;

– ýëþèðóþùèé ðàñòâîð: ÒÅ áóôåð èëè âîäà;
Â êîììåð÷åñêèõ íàáîðàõ èñïîëüçóåòñÿ ýëþèðóþùèé

ðàñòâîð ñëåäóþùåãî ñîñòàâà: 10 ìM Tris-HCl, 0,5 ìM EDTA,
pH 9,0 (NaOH);

2.2. qPCR

2.2.1. Ðåàãåíòû è îáîðóäîâàíèå. Äëÿ qPCR íà îñíîâå èí-
òåðêàëèðóþùåãî êðàñèòåëÿ SYBR èñïîëüçîâàëè ðåàãåíòû
ôèðìû «Åâðîãåí». Ãîòîâàÿ ñìåñü äëÿ ÏÖÐ qPCRmix-HS
SYBR, êàò. ¹ PK147L. Äëÿ qPCR ñ èñïîëüçîâàíèåì ôëóî-
ðåñöåíòíûõ çîíäîâ èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùóþ ñìåñü äëÿ
ÏÖÐ â ðàñ÷åòå íà îäíó ðåàêöèþ 25 ìêë: HS Taq ÄÍÊ ïîëè-
ìåðàçà («Åâðîãåí», PK015L), 0,4 ìêë; áóôåð äëÿ ÏÖÐ, ïî-
ñòàâëÿåìûé âìåñòå ñ ïîëèìåðàçîé 10�, 2,5 ìêë; ñìåñü
îëèãîíóêëåîòèäîâ 2,5 ìÌ êàæäîãî, 2 ìêë («Sigma»,
DNTP100A); âîäà 8,6 ìêë. Â ðåàêöèþ îáùèì îáúåìîì
25 ìêë âíîñèëè 10 ìêë ðàñòâîðà ÄÍÊ, êîíå÷íàÿ êîíöåí-
òðàöèÿ ïðàéìåðîâ è çîíäîâ áûëà 200 íÌ. Â ðàáîòå èñ-
ïîëüçîâàëè ñèñòåìó îïðåäåëåíèÿ ÏÖÐ â ðåæèìå ðåàëüíî-
ãî âðåìåíè Bio-Rad iCycler IQ5 è ñîîòâåòñòâóþùåå ñòàí-
äàðòíîå ïðîãðàììíîå îáåñïå÷åíèå. Cq (quantitative cycle;
Ct; Threshold cycle) îïðåäåëÿëè àâòîìàòè÷åñêè.

Îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà áåëêà â àíàëèçèðóåìûõ îá-
ðàçöàõ ïðîèçâîäèëè ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì áèöèíõî-
íèíîâîé êèñëîòû (BCA, Bicinchoninic acid) — èñïîëüçîâàëè
êîììåð÷åñêèé íàáîð Pierce BCA Protein Assay (êàò.
¹ 23225).

2.2.2. Ïðàéìåðû è çîíäû

2.2.2.1. Èçìåðåíèå ÄÍÊ CHO ìåòîäîì qPCR. Ïðàéìå-
ðû è çîíäû, èñïîëüçîâàííûå â ðàáîòå, ïðèâåäåíû â òàáëè-
öå 1 è áûëè çàêàçàíû â êîìïàíèè «ÄÍÊ-ñèíòåç». Äëÿ äå-
òåêöèè îñòàòî÷íîé ÄÍÊ CHO èñïîëüçîâàëè óæå íåîäíî-
êðàòíî ïðîâåðåííûé (ïî äàííûì ëèòåðàòóðû) íàáîð
îëèãîíóêëåîòèäîâ, ðàçðàáîòàííûé D. Venable ñ ñîàâò. [22].
Èñïîëüçîâàëè äâóõñòóïåí÷àòûé ïðîòîêîë ÏÖÐ: ïîñëå
ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè 5 ìèí ïðè 95 °Ñ ïðîâîäèëè
40 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè: 10 ñ ïðè 95 °Ñ è 60 ñ ïðè 53 °Ñ.

2.2.2.2. Èçìåðåíèå ÄÍÊ E. coli ìåòîäîì qPCR. Â îðè-
ãèíàëüíîé ñòàòüå áûëà ïðåäëîæåíà òðåõñòóïåí÷àòàÿ ïðî-
ãðàììà àìïëèôèêàöèè, ðàáîòó ïðîâîäèëè ïî äâóõñòóïåí-
÷àòîé ïðîãðàììå: ïîñëå ïðåäâàðèòåëüíîé äåíàòóðàöèè
ïðè 95 °Ñ 2 ìèí, ïðîâîäèëè 40 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè: 10 ñ
ïðè 95 °Ñ è 40 ñ ïðè 56 °Ñ. Â ïðîöåññå îòðàáîòêè ìåòîäèêè
àíàëèç ïðîâîäèëè, êàê â âàðèàíòå ñ SYBR (êàê ïðåäëàãà-
ëîñü â îðèãèíàëüíîé ñòàòüå), òàê è ñ ôëóîðåñöåíòíûì çîí-
äîì. Îðèãèíàëüíûé äèçàéí ïðàéìåðîâ: L. D. Hyuck ñ ñîàâò.
[11]. Çîíä ïðåäëàãàåòñÿ âïåðâûå.

2.3. Ñòàíäàðò

Ñòàíäàðò èçãîòàâëèâàëè íàêàíóíå ðàáîòû ñ èññëåäóåìûìè
îáðàçöàìè, ÄÍÊ âûäåëÿëè èç êëåòîê ëèíèè ïðîäóöåíòà
áåëêà, ñóáñòàíöèþ èëè îáðàçöû ñòàäèé î÷èñòêè êîòîðîãî
ïëàíèðîâàëè àíàëèçèðîâàòü. Îòáèðàëè îêîëî 10 ìëí êëå-
òîê øòàììà-ïðîäóöåíòà, êîëè÷åñòâî êëåòîê îïðåäåëÿëè ñ
ïîìîùüþ êàìåðû Ãîðÿåâà. Â ìèêðîïðîáèðêó ïîìåùàëè
50 ìêë êëåòî÷íîé âçâåñè, ïðèáàâëÿëè 450 ìêë ëèçèðóþ-
ùåãî ðàñòâîðà (ñîñòàâ ðàñòâîðîâ óêàçàí â ðàçäåëå 2.1),
òùàòåëüíî ïåðåìåøèâàëè íà âîðòåêñå. Ïîëó÷åííûé êëå-
òî÷íûé ëèçàò ïåðåíîñèëè â ñïèí-êîëîíêó, ïîìåùåííóþ â
ñîáèðàòåëüíóþ ïðîáèðêó, è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 6000 g
â òå÷åíèå 1 ìèí. Çàòåì â êîëîíêó âíîñèëè 500 ìêë ñîðáöè-
îííîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè
12000 g â òå÷åíèå 1 ìèí. Ñîäåðæèìîå ñîáèðàòåëüíîé ïðî-
áèðêè îòáðàñûâàëè. Â öåíòð êîëîíêè âíîñèëè 500 ìêë
ïðîìûâî÷íîãî ðàñòâîðà è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12000 g
â òå÷åíèå 3 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå. Ñîäåðæèìîå
ñîáèðàòåëüíîé ïðîáèðêè îòáðàñûâàëè. Äëÿ ýëþöèè â
öåíòð êîëîíîê âíîñèëè 100 ìêë âîäû, èíêóáèðîâàëè â òå-
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÷åíèå 2 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå è öåíòðèôóãèðî-
âàëè ïðè 12000g â òå÷åíèå 1 ìèí.

Êîíöåíòðàöèþ ÄÍÊ øòàììà-ïðîäóöåíòà â ïîëó÷åí-
íîì ýëþàòå îïðåäåëÿëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè ñ ó÷åòîì
óäåëüíîãî ïîêàçàòåëÿ ïîãëîùåíèÿ ïðè 260 íì, ðàâíîãî
A1ñì

1ìã/ìë î.å.�20

3. Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

ÏÖÐ èíãèáèðóåòñÿ áåëêîì äàæå â íèçêèõ êîíöåíòðàöèÿõ,
íàïðèìåð, òàêèì ìàëûì êîëè÷åñòâîì èììóíîãëîáóëèíîâ,
êàê 1 ìêã/ìë (ôèíàëüíàÿ êîíöåíòðàöèÿ â ÏÖÐ-ñìåñè), ïðè
êîíöåíòðàöèè 1 ìã/ìë â ïðîáèðêå â ïðîöåññå ÏÖÐ îáðàçó-
åòñÿ íåïðîçðà÷íûé ñãóñòîê (â ïðîöåññå òåðìîöèêëèðîâà-
íèÿ ïðîèñõîäèò êîàãóëÿöèÿ áåëêà), ïðè íàëè÷èè êîòîðîãî
íåâîçìîæíà è ïðàâèëüíàÿ äåòåêöèÿ ñèãíàëà. Òàêæå ÏÖÐ â
ðàçíîé ñòåïåíè èíãèáèðóþò îðãàíè÷åñêèå ðàñòâîðèòåëè,
äåòåðãåíòû è ðàçëè÷íûå ñîëè.

Òðåáîâàíèÿìè ê ìåòîäó âûäåëåíèÿ ÄÍÊ äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ êîëè÷åñòâà åå â ñóáñòàíöèè ÿâëÿþòñÿ: ïîëó÷åíèå
÷èñòîé ÄÍÊ áåç ïðèìåñè áåëêà, ñòàáèëüíûé âûõîä ÄÍÊ
ïîñëå âûäåëåíèÿ, óñòîé÷èâîñòü ìåòîäà ê ðàçëè÷íûì ñî-
ñòàâàì îáðàçöîâ äëÿ àíàëèçà.

Î÷åâèäíî, ÷òî âûäåëÿÿ ÄÍÊ ìåòîäîì, íåïîäõîäÿùèì
äëÿ âûäåëåíèÿ èç îáðàçöîâ ñ âûñîêèì ñîäåðæàíèåì áåë-
êà è âîçìîæíûì íàëè÷èåì ðàçëè÷íûõ ñîëåé è äåòåðãåí-
òîâ, ìîæíî ïîëó÷èòü íåäîñòîâåðíûå ðåçóëüòàòû î êîëè÷å-
ñòâå îñòàòî÷íîé ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåíòîâ. Ïðè ýòîì â
áîëüøèíñòâå ñòàòåé, ïîñâÿùåííûõ îïðåäåëåíèþ îñòàòî÷-
íîé ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåíòîâ, ýòîò ìîìåíò èãíîðèðóåòñÿ,
îáû÷íî ëèøü óêàçûâàåòñÿ íàèìåíîâàíèå êîììåð÷åñêîãî
íàáîðà äëÿ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ (îáû÷íî èç êðîâè).

Íàïðèìåð, ðàáîòàÿ ñ ìåòîäîì ïåðåîñàæäåíèÿ ÄÍÊ èç
îáðàçöîâ ñ âûñîêèìè êîíöåíòðàöèÿìè áåëêîâ èëè ñîëåé
(îáðàçöû ðàçëè÷íûõ ñòàäèé î÷èñòêè áåëêà), ìû ñòîëêíó-
ëèñü ñ öåëûì ðÿäîì ïðîáëåì â ïðîöåññå âûäåëåíèÿ ÄÍÊ
äëÿ àíàëèçà. Ýôôåêòèâíîñòü è óñïåøíîñòü ïåðåîñàæäå-
íèÿ çàâèñåëà îò êîìïîíåíòîâ ðàñòâîðà, èíîãäà îñàäîê ïî-
ñëå ïåðåîñàæäåíèÿ îêàçûâàëñÿ íåðàñòâîðèìûì, èíîãäà
îí íå ôîðìèðîâàëñÿ. Ïðè ýêñïåðèìåíòàõ ñ êîëè÷åñòâîì
îòìûâîê íå áûëî îïòèìàëüíîãî âàðèàíòà: ëèáî èç âûäå-
ëåííûõ ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ íå óäàâàëîñü ïîñòðîèòü
êðèâóþ ñ óäîâëåòâîðèòåëüíûì êîýôôèöèåíòîì ëèíåéíîé
çàâèñèìîñòè (R2), ëèáî ðàñòâîð ÄÍÊ ñîäåðæàë ïðèìåñü
áåëêà.

Äëÿ ïîëó÷åíèÿ äîñòîâåðíûõ ðåçóëüòàòîâ ñîäåðæàíèÿ
ÄÍÊ â èññëåäóåìûõ îáðàçöàõ ìåòîäîì qPCR, âûäåëÿòü
ÄÍÊ íóæíî îáÿçàòåëüíî êàê èç èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ,
òàê è èç êàëèáðîâî÷íûõ, ÷òîáû ïðè ïîäñ÷åòå êîíöåíòðà-
öèé äåòåêòèðóåìîé ÄÍÊ, ó÷åñòü ïîòåðè ïðè âûäåëåíèè è
èçáåæàòü âîçìîæíûõ èñêàæåíèé ðåçóëüòàòîâ, ñâÿçàííûõ
ñ ðàçíûìè ñîñòàâàìè ðàñòâîðîâ ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ
ÄÍÊ è èññëåäóåìûõ îáðàçöîâ. Ïðè ýòîì ïðîöåíò âûõîäà
ÄÍÊ ïðè âûäåëåíèè äîëæåí áûòü äîñòîâåðíî îäèíàêîâûé
äëÿ âñåõ îáðàçöîâ, è, î÷åâèäíî, ÷åì âûøå áóäåò âûõîä,
òåì âûøå áóäåò ÷óâñòâèòåëüíîñòü. Î ñòàáèëüíîñòè âûõîäà
ÄÍÊ ìîæíî ãîâîðèòü ïðè êîýôôèöèåíòå ëèíåéíîé çàâèñè-
ìîñòè (R2) � 0.99 êðèâîé, ïîñòðîåííîé ïî äàííûì qPCR,
êàê ìèíèìóì, 6 ñòàíäàðòíûõ îáðàçöîâ, ïðè íîðìàëüíîé
ýôôåêòèâíîñòè ÏÖÐ (90–110 %). ×òîáû ïðîâåðèòü è äîêà-
çàòü óñòîé÷èâîñòü ìåòîäà ê íåîáû÷íîìó ñîñòàâó ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîãî îáðàçöà, èç êîòîðîãî áóäåò ïðîèçâîäèòüñÿ
âûäåëåíèå ÄÍÊ (âûñîêèå êîíöåíòðàöèè ñîëåé, äåòåðãåí-
òîâ è ò.ä.), íåîáõîäèìî äîïîëíèòåëüíî ïîñòàâèòü ýêñïåðè-

ìåíò ñ äîáàâëåíèåì èçâåñòíîãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ â òàêîé
îáðàçåö.

3.1. Âûäåëåíèå ÄÍÊ íà ñîðáåíòå

ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïèí-êîëîíîê

Ïðîòîêîë áûë ñîñòàâëåí íà îñíîâå ìåòîäà Boom ñ ñîàâò.
[23]. Áûëà ïðîâåäåíà ñåðèÿ ýêñïåðèìåíòîâ ñî ñðàâíåíèåì
âûõîäà ÄÍÊ è åå êà÷åñòâà è â êëàññè÷åñêèé ìåòîä âíåñåíî
íåñêîëüêî èçìåíåíèé. Èç ñîðáöèîííîãî áóôåðà áûë óäà-
ëåí ïðåäëàãàåìûé àâòîðàìè Triton X-100, òàê êàê åãî íà-
ëè÷èå ñíèæàëî âûõîä è äåëàëî åãî íåñòàáèëüíûì. Âåðî-
ÿòíî, â óñëîâèÿõ âûäåëåíèÿ ÄÍÊ èç áåëêîâîé ñóáñòàíöèè,
à íå èç êëåòî÷íîé ìàññû, íåò íóæäû â åãî íàëè÷èè. Ïî
äàííûì ëèòåðàòóðû Triton X-100 äåéñòâèòåëüíî ìåøàåò
ñîðáöèè ÄÍÊ [24]. Äâå îòìûâêè ñïèðòîì è îäíà àöåòîíîì,
ïðåäëîæåííûå â ñòàòüå, çàìåíåíû íà îäíó îòìûâêó ñïèð-
òîâûì ðàñòâîðîì, áåç ïîñëåäñòâèé äëÿ ÷èñòîòû âûäåëåí-
íûõ îáðàçöîâ.

Ïî íàøèì äàííûì âûõîä ÄÍÊ íàïðÿìóþ ñâÿçàí ñ êî-
ëîíêàìè: íàìè ñðàâíèâàëèñü ÷åòûðå ðàçíûõ òèïà êîëîíîê.
Íåêîòîðûå ñïèí-êîëîíêè, íàïðèìåð, ïðèëàãàåìûå ê íàáî-
ðàì ôèðìû «Qiagen», ïîçâîëÿþò ñòàáèëüíî âûäåëÿòü
100 % ÄÍÊ îáðàçöà, äàæå åñëè â îáðàçöå, âíåñåííîì íà
êîëîíêó, ïðèñóòñòâóåò ëèøü 0,1 ïã ÄÍÊ. Íî ýòè êîëîíêè
ìîæíî ïðèîáðåñòè òîëüêî âìåñòå ñ äîðîãîñòîÿùèì íàáî-
ðîì. Â áîëüøèíñòâå ýêñïåðèìåíòîâ èñïîëüçîâàëèñü
ñïèí-êîëîíêè «DSB» (ìîãóò áûòü çàìåíåíû ëþáûìè àíà-
ëîãè÷íûìè), êîòîðûå îáåñïå÷èâàþò ñòàáèëüíûé âûõîä
ÄÍÊ íà óðîâíå 80 %. Íà ðèñóíêå 1 ïðèâîäèòñÿ îáû÷íûé
ðåçóëüòàò äëÿ âûäåëåíèÿ íà òàêèõ êîëîíêàõ.

Âûáîð ñàìèõ êîëîíîê òàêæå èãðàåò áîëüøóþ ðîëü â
çàòðàòàõ íà àíàëèç. Çàòðàòû íà ðåàãåíòû ïðè âûäåëåíèè
ïî âûøåîïèñàííîé ìåòîäèêå ñîñòàâÿò íå áîëåå 0,2$, ñòîè-
ìîñòü ÏÖÐ-ñìåñè íà îäíó ðåàêöèþ ñîñòàâëÿåò 0,1$, à öåíà
íà ñïèí-êîëîíêè — 0,2–0,6$ çà øòóêó. Õîòÿ è îïèñàíû ñïî-
ñîáû ðåãåíåðàöèè êîëîíîê ñ ïîìîùüþ èíêóáàöèè â 1 M
HCl [25] è ñ ïîìîùüþ íåñêîëüêèõ îòìûâîê Triton X-100 â
òå÷åíèå 1 ÷ [25], ýòè ìåòîäû ïîäîéäóò íå êàæäîé ëàáîðà-
òîðèè.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ìåòîäà áûë ïðîâåäåí
îïûò ñ äîáàâëåíèåì èçâåñòíîãî êîëè÷åñòâà ÄÍÊ ê ðàñòâî-
ðàì áåëêîâ â âûñîêîé êîíöåíòðàöèè è ê õðîìàòîãðàôè÷å-
ñêèì áóôåðíûì ðàñòâîðàì, â êîòîðûõ òåîðåòè÷åñêè ìîæåò
áûòü íåîáõîäèìî îöåíèòü êîëè÷åñòâî îñòàòî÷íîé ÄÍÊ â
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Í. Ä. ¨ëøèí

Ðèñ. 1. Ñòàíäàðòíûå êðèâûå qPCR ÄÍÊ CHO â 10-êðàòíûõ ðàçâå-
äåíèÿõ (ñ 1 ìêã/ìë äî 10 ïã/ìë). Ïðåäñòàâëåíû êðèâàÿ qPCR îáðàç-
öîâ êàëèáðîâêè è êðèâàÿ qPCR îáðàçöîâ êàëèáðîâêè, ïðîøåäøèõ
âûäåëåíèå íà ñïèí-êîëîíêàõ.



ïðîöåññå îòðàáîòêè ìåòîäà î÷èñòêè. Âî âñåõ ñëó÷àÿõ âû-
äåëÿëîñü îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî ÄÍÊ, — êîëè÷åñòâî, êî-
òîðîå áûëî èíîêóëèðîâàíî â ðàñòâîð ïåðåä ýêñïåðèìåí-
òîì. Ñîñòàâ áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, èñïîëüçóåìûõ â ýêñïåðè-
ìåíòå, ïðèâåäåí â òàáëèöå 2. Êîìïîíåíòû óêàçàííûõ
áóôåðîâ è âûñîêàÿ êîíöåíòðàöèÿ áåëêîâ íå ïîâëèÿëè íà
êà÷åñòâî âûäåëåíèÿ ÄÍÊ. Ïåðåä âûäåëåíèåì ê 90 ìêë áó-
ôåðíûõ ðàñòâîðîâ äîáàâëÿëîñü 10 ìêë ðàñòâîðà ÄÍÊ, ò.å.
óêàçàííûå â òàáëèöå 2 êîíöåíòðàöèè ñîëåé â ðàñòâîðàõ
ñíèæàëèñü, íî íåçíà÷èòåëüíî.

Â ðàñòâîðàõ ýëþèðîâàííîé ÄÍÊ êîíòðîëèðîâàëîñü
îòñóòñòâèå áåëêà ñ ïîìîùüþ íàáîðà (2.2.2.1) — ìåòîä ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì áèöèíõîíèíîâîé êèñëîòû: ðàñòâîð ýëþèðî-
âàííîé ÄÍÊ ïîñëå âûäåëåíèÿ íå ñîäåðæàë áåëêà ïî ðå-
çóëüòàòàì äàííîãî àíàëèçà, íå íàáëþäàëîñü èíãèáèðîâà-
íèÿ ÏÖÐ.

Âûäåëåíèå ÄÍÊ ïðåäëîæåííûì ìåòîäîì äàåò ñòà-
áèëüíûé âûõîä, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü ñòðîèòü êàëèáðî-
âî÷íûå êðèâûå ñ R2 � 0,99.

3.2. Ñòàíäàðò. Ñðîê õðàíåíèÿ ÄÍÊ â îïòèìàëüíûõ
óñëîâèÿõ áåç çíà÷èòåëüíîãî ñíèæåíèÿ Cq ïðè ïðîâåäåíèè
qPCR íà ìàòðèöå ýòîé ÄÍÊ îáû÷íî îêîëî 100 ñóò [26]. Íà
ìàòðèöå äåãðàäèðóþùåé ÄÍÊ àìïëèôèêàöèÿ èäåò õóæå,
÷åì íà ìàòðèöå ñâåæåâûäåëåííîé, à ðåçóëüòàòû ïî ïîãëî-
ùåíèþ ïðè 260 íì ìîãóò ñîâïàäàòü, òàê êàê ïðè ñïåêòðî-
ôîòîìåòðèè ïîãëîùàþò ñâåò ïóðèíû è ïèðèìèäèíû, êîòî-
ðûå ìîãóò áûòü êàê â ñîñòàâå ìîëåêóëû ÄÍÊ, òàê è â âèäå
îòäåëüíûõ íóêëåîòèäîâ (èëè ðàçíîé äëèíû ôðàãìåíòîâ
ÄÍÊ â ïðîöåññå äåãðàäàöèè) [27]. Ïîýòîìó, ïðè íåâîçìîæ-
íîñòè ïðèãîòîâëåíèÿ ñâåæåé ñòàíäàðòíîé ÄÍÊ íåïîñðåä-
ñòâåííî ïåðåä àíàëèçîì, ðåêîìåíäóåòñÿ êàëèáðîâî÷íóþ
ÄÍÊ èçìåðÿòü êîìáèíàöèåé, êàê ìèíèìóì, èç äâóõ ìåòî-
äîâ: êîëè÷åñòâî îöåíèòü ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè è (èëè)
ìåòîäîì ñ èñïîëüçîâàíèåì èíòåðêàëèðóþùèõ êðàñèòåëåé
è ïðîêîíòðîëèðîâàòü êà÷åñòâî ÄÍÊ ìåòîäîì ýëåêòðî-
ôîðåçà.

Äëÿ äëèòåëüíîãî õðàíåíèÿ ÄÍÊ-ñòàíäàðòà ìîæåò
áûòü èñïîëüçîâàíî ëèîôèëüíîå âûñóøèâàíèå, ïî íåêîòî-
ðûì äàííûì ýòî ïîçâîëÿåò îòñðî÷èòü äåãðàäàöèþ ÄÍÊ
[28]. Ïðè ëèîôèëèçàöèè ðåêîìåíäóåòñÿ äîáàâëÿòü â áóôåð
òðèãàëîçó äëÿ äîïîëíèòåëüíîãî óâåëè÷åíèÿ ñðîêà õðàíå-
íèÿ ÄÍÊ [29].

3.3. CHO qPCR. Ïðàéìåðû îòæèãàþòñÿ íà Alu-ýêâèâà-
ëåíòíûõ ïîâòîðàõ [30], êîòîðûõ â ÄÍÊ CHO îêîëî 4000.
Òåñò-ñèñòåìà CHO49 îêàçûâàåòñÿ ñàìîé ÷óâñòâèòåëüíîé ê
ÄÍÊ CHO, õîòÿ êîëè÷åñòâî ïîâòîðîâ àìïëèôèöèðóþùåéñÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè íå âñåãäà êîððåëèðóåò ñ ÷óâñòâèòåëü-
íîñòüþ òåñò-ñèñòåìû [31]. Ïî äàííûì B. Hu ñ ñîàâò. [19] â
çîíäå åñòü êðèòè÷åñêàÿ çàìåíà, íî ïî äðóãèì èñòî÷íèêàì
è íàøèì äàííûì ýòî íå ïîäòâåðæäàåòñÿ.

×óâñòâèòåëüíîñòü òåñò-ñèñòåìû 10 ôã íà ðåàêöèþ. Ýô-
ôåêòèâíîñòü ðåàêöèè 95 %. Ñòàíäàðòíàÿ êðèâàÿ ïðèâåäå-
íà íà ðèñóíêå 2, à.

3.4. E. coli qPCR. Äëÿ äåòåêöèè îñòàòî÷íîé ÄÍÊ E. coli
èñïîëüçîâàëèñü ïðàéìåðû, îòæèãàþùèåñÿ íà ãåíå 16S ðè-
áîñîìû, ó íåêîòîðûõ áàêòåðèé äî 7 êîïèé ýòîãî ãåíà [32].
Îðèãèíàëüíûé äèçàéí ïðàéìåðîâ: L. D. Hyuck ñ ñîàâò. [11].
Òàêèå æå ïðàéìåðû èñïîëüçîâàëèñü (áåç ññûëêè íà óêà-
çàííûõ âûøå àâòîðîâ) â ñòàòüå T. N. Farivar ñ ñîàâò. [33].
Äîïîëíèòåëüíî ê ýòèì ïðàéìåðàì äëÿ qPCR ñ èíòåðêàëè-
ðóþùèì êðàñèòåëåì SYBR green íàìè áûë ïðåäëîæåí
çîíä. ×óâñòâèòåëüíîñòü ïðè ðàáîòå ñ çîíäîì ñîîòâåòñòâó-
åò ðåçóëüòàòàì ñ SYBR green — íå ìåíåå 1 ïã/ìë. Ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòü ðàçðàáîòàííîãî çîíäà òàêæå âíåñåíà â òàá-
ëèöó 1.

×óâñòâèòåëüíîñòü òåñò-ñèñòåìû 10 ôã íà ðåàêöèþ. Ýô-
ôåêòèâíîñòü ðåàêöèè 95 %. Ñòàíäàðòíàÿ êðèâàÿ ïðèâåäå-
íà íà ðèñóíêå 2, á.

Ìíîãèå àâòîðû, îïðåäåëÿþùèå îñòàòî÷íóþ ÄÍÊ
E. coli, ñòàëêèâàëèñü ñ ïðîáëåìîé êîíòàìèíàöèè èñïîëü-
çóåìûõ ÏÖÐ-ñìåñåé: â íèõ èñïîëüçîâàëàñü ðåêîìáèíàíò-
íàÿ ïîëèìåðàçà, ïîëó÷åííàÿ èç E. coli è ïëîõî î÷èùåííàÿ
îò ÄÍÊ. Ñïðàâèòüñÿ ñ ýòîé ïðîáëåìîé ïîìîæåò íåìàëîå
êîëè÷åñòâî ñîâåòîâ â ëèòåðàòóðå [34, 35].

×óâñòâèòåëüíîñòü îïèñàííûõ ìåòîäîâ äîñòàòî÷íà äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà îñòàòî÷íîé ÄÍÊ â ñóáñòàíöèè
äëÿ ïðåäîñòàâëåíèÿ òàêîé èíôîðìàöèè êîíòðîëèðóþùèì
îðãàíàì; âûäåëåíèå ÄÍÊ ïðåäëîæåííûì ìåòîäîì äàåò
ñòàáèëüíûé âûõîä, ÷òî äàåò âîçìîæíîñòü ïîñòðîèòü êà-
ëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ ñ R2 � 0.99, ìåòîä âûäåëåíèÿ ïîäõî-
äèò äëÿ ðàáîòû ñ îáðàçöàìè áåëêîâûõ ñóáñòàíöèé è îá-
ðàçöîâ ïðîìåæóòî÷íûõ ñòàäèé î÷èñòêè áåëêà, çà ñ÷åò ñà-
ìîñòîÿòåëüíî ïðèãîòîâëåííûõ ðàñòâîðîâ äëÿ âûäåëåíèÿ
ÄÍÊ äîñòèãàåòñÿ íåâûñîêàÿ ñòîèìîñòü àíàëèçà.

Îïðåäåëåíèå îñòàòî÷íîé ÄÍÊ êëåòîê-ïðîäóöåíòîâ E. coli è CHO â ñóáñòàíöèÿõ ðåêîìáèíàíòûõ áåëêîâ
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Ðèñ. 2. Ñòàíäàðòíàÿ êðèâàÿ qPCR ÄÍÊ â 10-êðàòíûõ ðàçâåäåíèÿõ
(ñ 1 ìêã/ìë äî 1 ïã/ìë): à — ÄÍÊ CHO; á — ÄÍÊ E. coli.

Òàáëèöà 1. Îëèãîíóêëåîòèäû äëÿ äåòåêöèè îñòàòî÷íîé ÄÍÊ CHO
è E. coli ìåòîäîì qPCR

CHO HCDNA Primers (5� � 3�)

qCHO49 F TGGAGAGATGGCTCGAGGTT

qCHO49 R TGGTTGCTGGGAATTGAACTC

qCHO49 probe FAM-AGAGCACCAACTGCTCTTCCAGAGGTCC-BHQ

E. coli HCDNA Primers (5� � 3�)

qColiDNA F AGAAGCTTGCTCTTTGCTGA

qColiDNA R CTTTGGTCTTGCGACGTTAT

qColiDNA probe FAM-ATGTCTGGGAAACTGCCTGATGGA-BHQ



4. Çàêëþ÷åíèå è âûâîäû

Òàêèì îáðàçîì, èçìåðåíèå îñòàòî÷íîé ÄÍÊ ïðè ïîìîùè
qPCR ÿâëÿåòñÿ òî÷íûì, ïðîñòûì è äåøåâûì ìåòîäîì, äîñ-
òóïíûì êàæäîé ëàáîðàòîðèè. Âûáðàííûå íàáîðû ïðàéìå-
ðîâ è çîíäîâ îáëàäàþò âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è ñïå-
öèôè÷íîñòüþ. Âûäåëåíèå ÄÍÊ èç èññëåäóåìîãî îáðàçöà
ïåðåä òàêèì àíàëèçîì íåîáõîäèìî, ïðåäëîæåííûé ìåòîä
âûäåëåíèÿ îïòèìèçèðîâàí ñïåöèàëüíî äëÿ îáîçíà÷åííîé
çàäà÷è, áûñòð, äåøåâ è óñòîé÷èâ, ìîæåò çàìåíèòü êîì-
ìåð÷åñêèå íàáîðû. Îòå÷åñòâåííîé ôàðìàêîïååé ìåòîä
ÏÖÐ ðåêîìåíäîâàí äëÿ îïðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé ÄÍÊ â
ñóáñòàíöèè, ìåòîä ìîæåò áûòü ïðè íåîáõîäèìîñòè âàëè-
äèðîâàí è âêëþ÷åí â ôàðìàêîïåéíóþ ñòàòüþ ïðåäïðèÿòèÿ.
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Detection of residual E. ñoli and CHO host-cell DNA
in recombinant proteins by qPCR

N. D. Yolshin
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of the Federal Biomedical Agency of the Russian Federation, St Petersburg, Russia

Production of recombinant proteins is a steadily growing industry in Russia and all over the world. Both producer and sub-
stance should be properly characterized and tested against all safety criteria. One of the mandatory requirements to the
mentioned drugs is the assessment of the content of residual DNA-producing cells, which should be less than 10 ng per
dose. There are not many commercial kits for detection of residual DNA and they are based on four different methods. The
article provides a brief overview of these methods and highlights their advantages and disadvantages. Common disadvan-
tage of all the commercial kits is their price. The main goal of the research was to choose an optimal method of DNA ex-
traction from protein substances and samples of various protein purification steps, as well as to work over measuring the
amount of residual E. coli DNA and CHO by qPCR method not using commercial kits. The article also provides with a num-
ber of practical recommendations on specific aspects of DNA extraction and reference standard storage. The aim of the
study was to find a reliable and inexpensive method for determining residual DNA-producing cells in recombinant protein
samples. The article provides with an overview of DNA extraction methods, stipulates the necessity of DNA extraction prior
to the analysis. The advantage was given to the method of spin-column extraction. Optimal DNA extraction method for its
assay in a substance is the method, which provides with a stable DNA yield, including different chemical structure of the
samples, and upon the condition that no protein and other impurities are detected in the isolated DNA solution. The pro-
posed method for DNA spin-column extraction is the least labor-intensive, is optimized for DNA isolation from protein
substances and samples of various protein purification steps. Self preparation of solutions for DNA extraction is a simple
procedure and can reduce analysis costs. The report on successful adaptation of the methods of residual E. coli and CHO
DNA detection by qPCR using fluorescent probes was provided. The sensitivity of the method was demonstrated at least 1
pg/ml for the analysis of the amount of residual DNA both for E. coli and CHO.

Key words: detection of residual DNA-producing cells; residual host-cell DNA; the DNA qPCR CHO host cell; qPCR E. coli
host-cell DNA; DNA isolation from protein solutions.
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