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Биотехнологические препараты, полученные с применением технологии рекомбинантных ДНК, широко 
используются в настоящее время. В соответствии с международными и отечественными требованиями 
содержание остаточной ДНК штамма-продуцента в подобных препаратах не должно превышать 10 нг 
на 1 дозу, для препаратов, предназначенных для частого или длительного введения, эта величина не 
должна превышать 100 пг на 1 дозу. В статье представлено описание наиболее часто используемых ме-
тодов определения содержания остаточной ДНК штамма-продуцента в субстанциях биотехнологических 
препаратов: молекулярная гибридизация с биотиновой или дигоксигениновой меткой ДНК-зонда (полу-
количественный метод), система Threshold, ПЦР в режиме реального времени, метод с флуоресцентным 
реагентом (количественные методы). В случае использования методов с флуоресцентным реагентом или 
ПЦР в режиме реального времени для замены ранее использовавшегося метода требуется подтвержде-
ние их правильности, например с помощью сравнительной оценки содержания остаточной ДНК двумя 
методами — вновь вводимым и ранее использовавшимся методом. Отмечены преимущества и недо-
статки методов, источники неопределенности результатов при проведении испытаний, указана необхо-
димость использования стандартных и контрольных образцов, аттестованных в установленном порядке.  
В субстанциях, внесенных в Государственный реестр лекарственных средств, содержание остаточной 
ДНК штамма-продуцента соответствует международным рекомендациям.
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Biotechnological products manufactured by recombinant DNA technology are widely used nowadays. According 
to the national and international requirements the amount of residual host cell DNA in such products should not 
exceed 10 ng per dose. However, for products intended for frequent or long-term use, this amount must not ex-
ceed 100 pg per dose. This article describes methods most frequently used for quantification of residual host cell 
DNA in biological active substances contained in biotechnological products: molecular hybridization with biotin- or 
digoxigenin-labelled DNA-probes (semiquantitative method), Threshold system, real-time PCR, method based 
on the use of a fluorescent reagent (assays). If a method based on the use of a fluorescent reagent or real-time 
PCR are used to replace the current procedure, it is necessary to demonstrate their validity, e.g. by comparing the 
results of residual DNA quantification obtained by the two methods — the new one and the current one. The article 
dwells upon the advantages and disadvantages of the methods and potential sources of uncertainty. It highlights 
the importance of using appropriately certified reference standards and retention samples. The biological active 
substances included into the State Register of Medicinal Products conform to the international requirements in 
terms of the amount of residual host cell DNA.
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ods of quality control; polymerase chain reaction (PCR); molecular hybridization method; Threshold system; 
method based on the use of a fluorescent reagent
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Использование в фармацевтической промышленности 
технологии рекомбинантной ДНК позволяет получать целевые 
рекомбинантные белки в необходимом количестве и обеспечи-
вать практическое здравоохранение современными вакцинами 
и биотерапевтическими препаратами (моноклональные анти-
тела, эритропоэтин, интерфероны, интерлейкины, рецепторы 
клеток, факторы плазмы крови, инсулин, другие препараты).

Качество данных препаратов обеспечивается соблюдением 
технологии производства и требований надлежащей производ-
ственной практики, подтверждается системой контроля на эта-
пах производства и контроля готовой продукции. Для контроля 
качества продукции используется широкий круг методов: био-
логические, физико-химические, биохимические, иммунохи-
мические, молекулярно-биологические.

Молекулярно-биологические методы используются для 
оценки подлинности, специфической активности препаратов, 
вирусной безопасности сырья и промежуточных продуктов,  
а также для определения содержания остаточной ДНК клеток-
продуцентов в очищенном продукте или фармацевтической 
субстанции, внесенной в Государственный реестр лекарствен-
ных средств. Для оценки подлинности, специфической актив-
ности и вирусной безопасности наиболее распространенным 
молекулярно-биологическим методом контроля является ме-
тод на основе амплификации нуклеиновых кислот. Для опре-
деления содержания остаточной ДНК используются различные 
количественные и полуколичественные методы [1, 2].

Цель работы — провести теоретический анализ современ-
ных молекулярно-биологических методов контроля качества 
субстанций препаратов, полученных с использованием техно-
логии рекомбинантной ДНК по показателю «Остаточная ДНК 
штамма-продуцента».

В задачи исследования входило:
- представить анализ методов определения остаточной 

ДНК штамма-продуцента, включенных в нормативную доку-
ментацию на фармацевтические субстанции биотехнологиче-
ских препаратов отечественного и зарубежного производства;

- привести сравнительную характеристику методов оценки 
остаточной ДНК штамма-продуцента;

- охарактеризовать источники неопределенности методик 
количественной оценки остаточной ДНК штамма-продуцента;

- изучить рекомендации международных организаций  
и данные нормативной документации по количественному со-
держанию остаточной ДНК штамма-продуцента в фармацевти-
ческих субстанциях.

Вакцины и биотехнологические препараты, полученные  
с использованием технологии рекомбинантной ДНК, произво-
дятся путем культивирования продуцентов, представляющих 
собой прокариотические или эукариотические клетки со встро-
енными экспрессирующими системами [3–5]. Фармацевтиче-
ская субстанция может содержать различные примеси биоло-
гической природы: связанные с продуцентом (остаточная ДНК 
штамма-продуцента, белки клетки-хозяина, вирусные части- 
цы — при использовании вирусов в качестве вектора) или свя-
занные с технологическим процессом (компоненты питатель-
ных сред, иммуносорбенты для аффинной хроматографии, 
другие вещества, использующиеся в процессе очистки). Со-
держание данных примесей может оказывать влияние на без-
опасность препарата, поэтому должно быть оценено в субстан-
ции или очищенном продукте и указано в досье на препарат. 
При валидации технологического процесса (процесса очистки 
целевого белка) устанавливают степень удаления примесей на 
отдельных этапах очистки. Требования к содержанию остаточ-
ной ДНК штамма-продуцента и белков клетки-хозяина в очи-

щенном продукте или фармацевтической субстанции должны 
быть регламентированы, и, по сути, являются одними из по-
казателей эффективности очистки продукта [1]. Изучение био-
логической активности остаточной ДНК продолжается [6–9].

В соответствии с международными рекомендациями со-
держание остаточной ДНК не должно превышать 10 нг на  
1 дозу препарата [10–12], при этом для препаратов, предна-
значенных для частого или длительного введения (например, 
моноклональные антитела, инсулины), рекомендуется сниже-
ние допустимой величины до 100 пг на 1 дозу [13].

Методы определения остаточной ДНк  
штамма-продуцента
Для определения остаточной ДНК штамма-продуцента  

в биотехнологических продуктах используются в основном 
следующие методы [1, 2]: молекулярная гибридизация с био-
тиновой или дигоксигениновой меткой ДНК-зонда, полимераз-
ная цепная реакция (ПЦР) в режиме реального времени, систе-
ма Threshold, метод с флуоресцентным реагентом.

Метод с флуоресцентным реагентом. Количественное 
определение остаточной ДНК с флуоресцентным реагентом 
PicoGreen позволяет определять достаточно низкие количества 
двухцепочечной ДНК — порядка 100 пг в анализируемом об-
разце [14–16]. Свободный краситель не флуоресцирует, но при 
связывании с двухцепочечной ДНК его флуоресценция много-
кратно возрастает (более чем в 100 раз). Существует линейная 
зависимость между флуоресценцией, детектируемой прибо-
ром, и концентрацией двухцепочечной ДНК в образце. Данный 
метод позволяет определять всю имеющуюся в образце двух-
цепочечную ДНК.

Особенностью красителя PicoGreen является его способ-
ность прочно связываться не только с полимерной цепью ДНК, 
но и с короткими (<20 пар нуклеотидов) дуплексами [16].

Молекулярная гибридизация. Количественное определе-
ние остаточной ДНК методом молекулярной гибридизации 
основано на комплементарности меченого ДНК-зонда и ДНК 
штамма-продуцента. Изначально в молекулярной гибридиза-
ции использовали радиоактивно меченные нуклеотиды, как 
правило, изотопом фосфора 32Р. После гибридизации образ-
цы-мишени выявляли с помощью радиографии. Определение 
проводили в соответствии с МУК 4.1/4.2.588–96 [17].

В настоящее время чаще всего применяются биотиновая 
или дигоксигениновая метки. Оба варианта характеризуются 
достаточно высокой аналитической чувствительностью — ме-
нее 100 пг в образце.

При использовании биотиновой метки зонд (ДНК, ме-
ченная биотином) получают методом случайных праймеров 
с использованием биотинилированного нуклеотида. Биотин 
обладает большим сродством к авидину или стрептавидину 
и образует с ними нерастворимый комплекс. Эффективность 
мечения увеличивается с увеличением продолжительности ме-
чения и при использовании предварительной обработки ДНК 
рестриктазами.

Для определения количества искомой ДНК ее выделяют из 
субстанции, денатурируют (при температуре 100 °С или в ще-
лочной среде), наносят на нейлоновую мембрану (нейтральную 
или положительно заряженную) и иммобилизуют. В процессе 
гибридизации зонды, добавленные в раствор, связываются  
с комплементарной ДНК на мембране. После инкубации в бло-
кирующем растворе добавляют раствор стрептавидина, конъю-
гированного, как правило, с щелочной фосфатазой.

Образовавшийся биотин-стрептавидиновый комплекс вза-
имодействует с субстратом (BCIP/NBT), по интенсивности окра-
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шивания образовавшегося продукта в сравнении с образцами 
стандартного ряда оценивают количество ДНК в испытуемом 
образце [18].

При использовании дигоксигениновой метки получение 
зонда, меченного дигоксигенином, и последующий процесс ги-
бридизации проводят по аналогичной схеме. Отличие заключа-
ется в том, что для обнаружения ДНК, связавшейся с меченым 
зондом, используются антитела против дигоксигенина, конъю-
гированные с щелочной фосфатазой [19].

Методы на основе полимеразной цепной реакции (ПЦР).  
В настоящее время ПЦР в реальном времени все чаще исполь-
зуется для определения количества остаточной ДНК. Необхо-
димыми компонентами являются праймеры, ДНК-полимераза, 
зонды, нуклеотиды, ионы Mg2+, буферный раствор [20–22].

Для определения остаточной ДНК используются различ-
ные реагенты и молекулярные зонды, среди них наиболее ча-
сто используются краситель SYBR Green I и ДНК-зонды с флу-
оресцентной меткой.

Использование SYBR Green I основано на способности кра-
сителя увеличивать интенсивность флуоресценции при связы-
вании с двухцепочечной ДНК. Пик поглощения флуоресценции 
находится при длине волны 494 нм, пик испускания — при 
520 нм. При добавлении красителя в реакционную смесь он не-
специфически связывается с двухцепочечной ДНК, и по мере 
наработки копий амплифицируемого участка пропорциональ-
но увеличивается и интенсивность флуоресценции.

Метод с использованием ДНК-зондов, меченных на 5’-кон-
це флуоресцентным красителем и имеющих на 3’-конце га-
ситель флуоресценции и фосфатную группу, основан на ис-
пользовании 5’-экзонуклеазной активности полимеразы [23]. 
Структура свободного зонда препятствует флуоресценции за 
счет близкого расположения гасителя. При отжиге праймеров 
зонды связываются с комплементарными участками ДНК. Во 
время стадии элонгации полимераза синтезирует комплемен-
тарную цепь ДНК и, дойдя до участка, гибридизованного с зон-
дом, расщепляет зонд за счет 5’-экзонуклеазной активности. 
В результате флуоресцентная метка отделяется от зонда и га-
сителя, и ее свечение может быть детектировано. Увеличение 
флуоресценции будет прямо пропорционально количеству на-
работанного ПЦР-продукта [24, 25].

Система Threshold. Иммуноферментный метод с исполь-
зованием системы Threshold позволяет определять тотальную 
ДНК и измерять количество одноцепочечной ДНК вплоть до пи-
кограмм, метод может быть назван золотым стандартом опре-
деления остаточной ДНК. Данный метод основан на переводе 
двухцепочечной ДНК в одноцепочечную форму и выявлении 
одноцепочечной ДНК, предварительно связанной с двумя бел-
ками в присутствии стрептавидина [26]. Один из этих белков 
выделен из Escherichia coli — белок класса RecQ DNA helicases: 
SSB (single-stranded DNA-binding protein), способен связывать-
ся с одноцепочечной ДНК, конъюгирован с биотином, облада-
ющим сродством к стрептавидину. Второй белок представляет 
собой анти-ДНК моноклональное антитело, конъюгированное  
с уреазой. Оба белка обладают высокой способностью к связы-
ванию с одноцепочечной ДНК независимо от ее нуклеотидного 
состава. Благодаря этому в присутствии стрептавидина обра-
зуется устойчивый комплекс стрептавидин-биотин-SSB-ДНК-
анти-ДНК-моноклональные антитела-уреаза [27].

Этот комплекс переносят на биотинилированную нитро-
целлюлозную мембрану путем фильтрации под вакуумом. Мо-
лекулы стрептавидина специфично связываются с биотином 
ДНК-комплекса и биотином нитроцеллюлозной мембраны, 

обеспечивая прочное прикрепление комплекса к биотинили-
рованной мембране. Избыток не связавшегося стрептавидина  
и белков удаляют промыванием [28].

Количество связанной уреазы, пропорциональное коли-
честву ДНК в образце, оценивают по уреазной активности  
(в качестве субстрата используют мочевину). Скорость фер-
ментативной реакции оценивают по изменению рН с при-
менением специального детектора. Расчет содержания ДНК  
в образце проводится по компьютерной программе [29]. Пре-
дел количественного определения составляет 2 пг ДНК.

Количество ДНК в образце оценивают по калибровочной 
кривой, построенной с использованием стандартных образ-
цов ДНК.

Характеристика методов оценки остаточной ДНк 
штамма-продуцента
В работе S. Mehta и J.T. Keer [30] было рассмотрено девять 

факторов, которые влияют на выбор аналитической методики: 
стоимость оборудования, стоимость одного анализа, пропуск-
ная способность, чувствительность, простота использования, 
надежность, соответствие требованиям регуляторных органов, 
применимость для производства, ее аналитическая гибкость. 
По мнению авторов, надежность является самым важным фак-
тором.

Молекулярная гибридизация и флуоресцентный метод 
являются сравнительно недорогими методами (с точки зре-
ния прямых затрат и издержек на проведение одного экспе-
римента). Однако гибридизация представляет собой полу-
количественный трудоемкий метод. Флуоресцентный метод  
с PicoGreen — недорогой и удобный для пользователей коли-
чественный метод, позволяет обнаруживать любые двухце-
почечные ДНК [15]. При применении данного метода должен 
быть использован калибровочный ряд, обеспечивающий необ-
ходимую чувствительность методики.

ПЦР в реальном времени и Threshold-анализы позволяют 
проводить количественную оценку остаточной ДНК штамма-
продуцента с необходимой чувствительностью и точностью. 
Метод Threshold является высокоточным и хорошо воспроиз-
водимым, но требует дорогостоящего оборудования и реаген-
тов. ПЦР-анализ интенсивно развивается в последние годы, 
обеспечивает точность, чувствительность и воспроизводи-
мость испытаний, имеет большую пропускную способность, 
но правильность методики требует обоснования. Информатив-
ность ПЦР-анализа в отношении выявления остаточной ДНК  
в основном зависит от правильного выбора праймеров.

Для характеристики правильности методик на основе ПЦР 
и с флуоресцентным реагентом рекомендуется проведение 
оценки содержания ДНК в сравнении с ранее использовавши-
мися методами гибридизации или Threshold.

Чувствительность (предел обнаружения) рассмотренных 
методов определения остаточной ДНК по данным литературы 
приведена в таблице 1.

Таблица 1. Предел обнаружения молекулярно-биологических 
методов определения содержания остаточной ДНК (по [30])

Предел обнаружения остаточной ДНК методом:

с флуорес-
центным 

реагентом

молекуляр-
ной гибри-
дизации

ПЦР система 
Threshold

0,2 нг 10 нг 10 фг — 5 пг 2 пг
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Источники неопределенности методик количественной 
оценки остаточной ДНк штамма-продуцента

Неопределенность результатов испытания — это диапазон 
значений, в пределах которого находится «истинное» значение 
измеряемой величины. Диапазон значений позволяет судить  
о надежности результатов. Экспериментальные результаты мо-
гут быть представлены как x ± u, где х — значение измеряемой 
величины, а u — это неопределенность результата измерения 
[31]. Источником неопределенности при использовании моле-
кулярно-биологических методов является прежде всего этап 
пробоподготовки, включая отбор проб, а также такие факторы, 
как стабильность и концентрация образца, условия амплифи-
кации и детекции, аналитическая чувствительность методики, 
адекватность способа аттестации используемых стандартных 
и контрольных образцов. Неопределенность методики может 
быть оценена с помощью стандартного отклонения, установ-
ленного в условиях воспроизводимости [32].

Стандартные образцы

Стандартизация условий испытаний необходима для обе-
спечения точности определения остаточной ДНК штамма-про-
дуцента. Одним из основных условий стандартизации методики 
является использование стандартных и контрольных образцов. 
В методике определения остаточной ДНК штамма-продуцента 
используются различные ДНК-стандарты: внутрипроизвод-
ственные стандартные образцы ДНК, выделенные из клеток-
продуцентов, стандарты, поставляемые в комплектах произво-
дителей наборов [29, 33]. Обычно значение концентрации ДНК  
в таких стандартных образцах дается по результатам опреде-
ления спектрофотометрическим методом и без указания не-
определенности, что не позволяет оценить прослеживаемость 
указанной величины. Отсутствие стандартных образцов необхо-
димой категории затрудняет стандартизацию методики [34, 35].

Остаточная ДНк штамма-продуцента  
в фармацевтических субстанциях

В настоящее время в Государственный реестр лекар-
ственных средств (http://grls.rosminzdrav.ru/grls.aspx) внесено 
более 40 фармацевтических субстанций отечественных и за-
рубежных производителей для препаратов, производимых по 
технологии рекомбинантной ДНК, в том числе 11 субстанций 
инсулина, 13 субстанций интерферона альфа-2b, 5 субстанций 
эритропоэтина, 4 субстанции моноклональных антител, 6 суб-
станций филграстима; более 10 биотехнологических субстан-
ций проходят процедуру внесения в Государственный реестр 
лекарственных средств.

В соответствии с требованиями производитель имеет воз-
можность использовать любой доступный метод для определе-
ния остаточной ДНК штамма-продуцента в фармацевтической 
субстанции. Используемая методика должна быть валидирова-
на в соответствии с ГФ XIII ОФС 1.1.0012.15 [36].

Во всех субстанциях содержание остаточной ДНК не пре-
вышает 10 нг на дозу, что соответствует международным реко-
мендациям [11–13], в препаратах, предназначенных для часто-
го или длительного применения, содержание остаточной ДНК, 
как правило, не превышает 100 пг в дозе [14].

Ключевую роль в определении остаточной ДНК играет про-
боподготовка, т.е. выделение ДНК из субстанции. Эффектив-
ность выделения ДНК должна быть оценена, подтверждена 
материалами валидации методики и учтена при расчете окон-
чательного результата. Как правило, выделение ДНК из штам-
ма-продуцента проводят согласно Руководству по проведению 

доклинических исследований лекарственных средств [2] с не-
которыми отступлениями.

Для обеспечения достоверности и надежности результа-
тов определения остаточной ДНК необходимо использование 
стандартных образцов, а также положительных и отрицатель-
ных контрольных образцов как для этапа пробоподготовки, так 
и для этапа определения ДНК. Использование образца с до-
бавлением известного, желательно минимального, количества 
ДНК позволяет оценить эффективность процесса выделения.

Должны быть предусмотрены критерии пригодности си-
стемы и критерии оценки приемлемости результатов, установ-
ленные на основе результатов валидации методики.

Заключение

Для определения остаточной ДНК штамма-продуцента  
в биотехнологических продуктах используются в основном 
следующие методы: молекулярная гибридизация с биотиновой 
или дигоксигениновой меткой, ПЦР в режиме реального вре-
мени, Threshold, метод с флуоресцентным реагентом.

Метод молекулярной гибридизации — классический ме-
тод для определения остаточной ДНК, он является полуко-
личественным и достаточно трудоемким. Метод Threshold —  
первый количественный метод, но его применение зависит 
от наличия дорогостоящего оборудования и реагентов. Мето-
ды с флуоресцентным реагентом и ПЦР в режиме реального 
времени являются количественными методами, но в случае их 
использования для замены ранее использовавшегося метода 
требуется подтверждение их правильности, например с помо-
щью сравнительной оценки содержания остаточной ДНК дву-
мя методами — вновь вводимым и ранее использовавшимся 
методом.

Для обеспечения достоверности и надежности результатов 
определения остаточной ДНК необходимо использование стан-
дартных образцов, аттестованных в установленном порядке.

В субстанциях, внесенных в Государственный реестр лекар-
ственных средств, содержание остаточной ДНК штамма-про-
дуцента соответствует международным требованиям.
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