
Гис тон Н1.3 от но сит ся к се мей с т ву вы со ко -
кон сер ва тив ных ос нов ных бел ков и про яв ля ет спо -
соб ность внек ле точ но и се лек тив но свя зы вать ся с
фос фо ли пи да ми мем б ран лим фо ид ных кле ток; на 
этом свой с т ве ос но ва но его про ти во о пу хо ле вое
дей с т вие. Пос коль ку гис то ны яв ля ют ся соб с т вен -
ны ми бел ка ми че ло ве чес ко го ор га низ ма, они в от -
ли чие от ана ло гич ных по эф фек ту мо нок ло наль -
ных ан ти тел не обладают им му но ген нос тью, что
осо бен но ак ту аль но при раз ра бот ке бо лее со вер -
шен ных и бе зо пас ных ле кар с т вен ных форм [1, 2].

Ко ли чес т во ДНК в АФС, пред наз на чен ных
для про из вод с т ва инъ ек ци он ных пре па ра тов, не

дол ж но пре вы шать 10 нг на те ра пев ти чес кую
дозу, сог лас но тре бо ва ни ям меж ду на род ных ру ко -
водств [3—6]. Для АФС ре ком би нан т но го гис то на 
че ло ве ка Н1.3 это зна че ние сос тав ля ет не бо лее 5 пг
ДНК на 1 мг су хо го ве щес т ва (5 ppb).

Осо бен нос тью гис то нов яв ля ет ся фор ми ро -
ва ние проч но го ком п лек са с мо ле ку ла ми ДНК, что 
зат руд ня ет ана лиз со дер жа ния ос та точ ной ДНК
штам ма- п ро ду цен та в АФС. По э то му для оп ре де -
ле ния ДНК в ко ли чес т ве 1012—1015 не об хо ди ма
вы со кая чув с т ви тель ность ме то ди ки и осо бая под -
го тов ка проб АФС гис то на Н1.3.
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Раз  ра  бот  ка и при ме  не ние  ме то  да  рв ПЦР для а на ли з а
ос т а  точ н ой ДНК штам ма- п ро ду  цен та  в су б с  тан  ции 
гис  то на Н1.3

В дан ной ра бо те пред ла га ет ся ко ли чес т вен ный ме тод ПЦР в ре аль ном вре ме ни
(рвПЦР) с ис поль зо ва ни ем спе ци фи чес ких прай ме ров к фраг мен ту гена 16S РНК
E. coli при ме нить для оп ре де ле ния ос та точ ной ДНК штам ма- п ро ду цен та E. coli
BL21(DE3)/prhH1.3 в ак тив ной фар ма цев ти чес кой суб с тан ции (АФС) ре ком би нан т -
но го че ло ве чеc ко го гис то на Н1.3. Про ве де на оп ти ми за ция про бо под го тов ки, соз дан 
ра бо чий стан дар т ный об ра зец на ос но ве ДНК штам ма- п ро ду цен та, об ра бо тан ной
уль траз ву ком, по доб ран ам п ли кон для рвПЦР. Оце не на спе ци фич ность раз ра бо тан -
ных прай ме ров в срав не нии с ДНК эука ри от. Про ве ден ана лиз эф фек тив нос ти ме то да 
в срав не нии с ком мер чес ким на бо ром. Раз ра бо тан ные прай ме ры к гену 16S PHK ока за -
лись в 30 раз чув с т ви тель нее прай ме ров ре фе рен с но го ком мер чес ко го на бо ра.

Клю че вые сло ва: ак тив ная фар ма цев ти чес кая суб с тан ция, гис тон, ос та точ ная ДНК, ПЦР в ре аль ном вре ме ни.

                                 
Ко ва ле ва Ека те ри на Вик то ров на, Ба ран ник Алла Пет ров на, Скоб лов Юрий Са мо йло вич, Ши ба но ва Еле на Дмит ри ев на,
Швец Ви та лий Ива но вич.

Спи сок со кра ще ний: АФС — ак тив ная фар ма цев ти че ская суб стан ция; ДНКт — то та ль ная ДНК щтам ма-про ду цен та; ДНКуз —
то та ль ная ДНК штам ма-про ду цен та, об ра бо тан ная уль т ра зву ком; ДМСО — ди ме тил су ль фок сид; ОБП — опыт ное био тех но ло -
ги че ское про из вод ст во; ОП — об рат ный пе ре счет; п.н. — пар нук ле о ти дов; ПААГ — по ли ак ри ла мид ный гель; ПКО — пре дел
ко ли че ст вен но го опре де ле ния; ПО — пре дел об на ру же ния; рвПЦР — ПЦР в ре а ль ном вре ме ни; РСО — ра бо чий стан дар т ный
об ра зец; сре да LB — сре да Лу риа—Бер та ни; ТЕМЕД — тет ра ме ти лэ ти лен ди а мид; УФ — уль т ра фи о ле то вый; ФСГ — фол ли ку -
ло сти му ли ру ю щий гор мон; CHO (Chi ne se Ham s ter Ova ry) — ли ния кле ток яич ни ка ки тай ско го хо мяч ка; dNTP — дез ок си нук ле о -
зидтри фос фат(ы).

* Ав тор для пе ре пи с ки.



Целью ра бо ты яв ля лась раз ра бот ка рвПЦР
для оп ре де ле ния ос та точ ной ДНК E. coli
BL21(DE3)/prhH1.3 в ак тив ной фар ма цев ти чес кой
суб с тан ции ре ком би нан т но го гис то на че ло ве ка
Н1.3 при ис поль зо ва нии прай ме ров к фраг мен ту
гена 16S РНК штам ма, а так же SYBR GREEN I в
ка чес т ве ин тер ка ли ру ю ще го кра си те ля.

УСЛОВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

В ка чес т ве объ ек та ис с ле до ва ний были ис -
поль зо ва ны 6 про тес ти ро ван ных ра нее се рий
АФС ген но -ин же нер но го гис то на Н1.3 (151111,
220912, 250912, 261012, 381212, 391212), по лу чен -
ные на ОБП ИБХ РАН.

С целью раз ру ше ния ком п лек са ДНК с
гис то ном про во ди ли гид ро лиз гис то на Н1.3 трип -
си ном (Sigma, США, тер мос тат Heraeus, Гер ма -
ния). Ре зуль та ты трип ти чес ко го гид ро ли за ана ли -
зи ро ва ли при по мо щи вер ти каль но го элек т ро фо -
ре за в ПААГ по Лэм м ли в при сут с т вии до де цил -
суль фа та нат рия (сис те ма Mini-PROTEAN Tetra
System, BioRad, США). Были выб ра ны мар ке ры
мо ле ку ляр ной мас сы — ок ра шен ный (PageRuler
Plus Prestained Protein Ladder), а так же не ок ра шен -
ный бо лее уз ко го ди а па зо на (Unstained Protein
MW Marker, Thermo Scientific, США). На сле ду ю -
щем эта пе ос та точ ную ДНК из суб с тан ции вы де -
ля ли при по мо щи ком мер чес ко го на бо ра DNA
Extraction and Amplification Kit for the Measu -
rement of Residual E.coli Host Cell DNA (#D415T,
Cygnus Technologies, США).

Для на коп ле ния би о мас сы были ис поль зо -
ва ны штам мы- п ро ду цен ты гис то на Н1.3 E. coli
BL21/prhH1.3 (ЗАО «Кри о никс», РФ), а так же вы -
со коп ро дук тив ная ста биль ная кле точ ная ли ния
huFSHIK, сек ре ти ру ю щая ре ком би нан т ный че ло -
ве чес кий фол ли ку лос ти му ли ру ю щий гор мон (ФСГ),
соз дан ная на ос но ве ли нии СНО К1 DXB11 (№
2012106207, раз ра бот чи ки ООО «Фар ма ко Би о -
тех», ООО «Фар м би о тех», ИБХ РАН).

Куль ти ви ро ва ние про во ди ли в жид кой сре -
де LB (ком по не нты про из вод с т ва HiMediaLab, A.
Constantino & C. Spa и «Хим мед»). При не об хо ди -
мос ти до бав ля ли ам пи цил ли н (ОАО «Крас фар -
ма») до кон цен т ра ции 100 мкг/мл. Твер дые сре ды
го то ви ли на ос но ве буль о на LB с до бав ле ни ем ага -
ра (Panreac). Куль ту ры как в жид кой, так и на твер -
дой сре де вы ра щи ва ли при 37° в те че ние 15—16 ч.

То таль ную ДНК из би о мас сы штам мов вы -
де ля ли стан дар т ным ме то дом, вклю ча ю щим ли -
зис с пос ле ду ю щей эк с трак ци ей фе нол - х ло ро фор -
м ным рас т во ром [7]. За тем по лу чен ную ДНК очи -
ща ли от РНК пу тем об ра бот ки РНКа зой А («Ев ро -

ген», Рос сия). Го то вые рас т во ры ДНК про хо ди ли
очис т ку при по мо щи на бо ра DNA Extraction and
Amplification Kit for the Measurement of Residual
E.coli Host Cell DNA (#D415T, Cygnus Techno lo -
gies, США) в слу чае то таль ной ДНК гис то на Н1.3
и на бо ра DNA Extraction and Amplification Kit for
the Measurement of Residual CHO Host Cell DNA
(#D555T, Cygnus Technologies) в слу чае то таль ной 
ДНК CHO. Ка чес т вен ную и ко ли чес т вен ную оцен -
ку пре па ра тов ДНК про во ди ли, из ме ряя со от но ше -
ние 260/280 нм и кон цен т ра цию на план ше те
NanoQuant (TE CAN Infinite F200 pro, Ав с трия).

Ра бо чий стан дар т ный об ра зец (РСО) для
рвПЦР го то ви ли пу тем об ра бот ки то таль ной ДНК 
штам ма- п ро ду цен та гис то на Н1.3 уль траз ву ком в
те че ние 5 мин (Sonicator W-10, Head System
Ultrasonic, США). За тем оце ни ва ли сте пень раз ру -
ше ния ДНК при по мо щи го ри зон таль но го ага роз -
но го элек т ро фо ре за (сис те ма SE-2, Helicon, Рос -
сия) и ви зу а ли за ции в УФ - ди а па зо не при по мо щи
гель - до ку мен ти ру ю ще го ус т рой с т ва (Vilber Lour -
mat, Фран ция) в при сут с т вии SYBR GREEN I
(ApplyChem Panreac, Гер ма ния). Для на не се ния
об раз цов на гель ис поль зо ва ли 6X MassRuler
DNA Loading Dye (Fermentas, США). В ка чес т ве
мар ке ра ис поль зо ва ли FastRuller Low Range DNA
Ladder (Fermentas).

Прай ме ры к гену 16S PHK E.coli были раз -
ра бо та ны ра нее и ис поль зо ва лись для ана ли за ос -
та точ ной ДНК штам ма- п ро ду цен та в АФС ин су ли -
на [8]. Пос ле до ва тель нос ти прай ме ров (53)
(ООО “ДНК- Син тез”, Рос сия) были сле ду ю щие:
16S-FORW: GTG GCG GAC GGG TGA GTA;
16Sa-REV: GGC TGC TGG CAC GGA GTT;
16S-FN: GGG ATA ACT ACT GGA AAC GGT;
16S-REVnew: ATG GGC AAG AGG CCC GAA;
16S-REV: GTC GCC TAG GTG AGC CGT.

Тем пе ра ту ру от жи га прай ме ров к гену 16S
RNA E. coli для ам п ли ко нов раз но го раз ме ра под -
би ра ли на ПЦР-ам п ли фи ка то ре Thermal Cycler
T100 (BioRad). Ис поль зо ва ли сте риль ную воду
для ПЦР («Ев ро ген»). В ре ак ци он ную смесь объ е -
мом 25 мкл вхо ди ли сле ду ю щие ком по нен ты:
ПЦР-бу фер (70 мM трис-HCl, pH 8,6/25°, 16,6 мM
(NH4)2SO4, 2,5 мM MgCl2), 0,2 мМ dNTP, прай ме ры
(5 пмоль) и 0,2 ед. HS Taq-полимеразы (5 ед/мкл,

«Ев ро ген», Рос сия). Ус ло вия ам п ли фи ка ции были 
сле ду ю щие; прог рам ма 1: 95°, 5 мин, 35 цик лов:
95°, 30 с; 50°—70°, 30 с; 72°, 20 с;. за тем 72°, 3 мин.
Ре зуль та ты оце ни ва ли при по мо щи го ри зон таль -
но го ага роз но го элек т ро фо ре за и ви зу а ли за ции в
УФ - ди а па зо не.

рвПЦР с прай ме ра ми к гену 16S PHK E. coli
про во ди ли на при бо ре DT96 («ДНК-тех но ло гии»,
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Рос сия). В ре ак ци он ную смесь объ е мом 25 мкл вхо -
ди ли сле ду ю щие эле мен ты: ПЦР-с месь Maxima SYBR 
Green/ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scienti -
fic) и прай ме ры (5 пмоль). Для ам пли фи ка ции ис -
поль зо ва ли сле ду ю щие прог рам мы: прог рам ма 2:
95°, 5 мин, 45 цик лов; 95°, 30 с; 60°, 70 с; прог рам -
ма 3: 95°, 5 мин, 45 цик лов; 95°, 30 с; 58°, 40 с. Ре -
зуль та ты оце ни ва ли при по мо щи прог рам мы
Real_Time PCR v.7.5, а так же го ри зон таль но го ага роз -
но го элек т ро фо ре за и ви зу а ли за ции в УФ - ди а па зо не.

рвПЦР с прай ме ра ми из на бо ра DNA
Extraction and Amplification Kit for the Measu -
rement of Residual E.coli Host Cell DNA (#D415T,
Cygnus Technologies) про во ди ли на при бо ре DT96 
(«ДНК-тех но ло гии»). В ре ак ци он ную смесь объ е мом
25 мкл вхо ди ли ПЦР-с месь Maxima SYBR Green/
ROX qPCR Master Mix (2X) (Thermo Scientific) и
прай ме ры (5 пмоль). Ус ло вия ам п ли фи ка ции вы пол -
ня лись сог лас но ру ко вод с т ву к на бо ру: 95°, 10 мин, 
45 цик лов; 95°, 15 с; 55°, 60 с. Ре зуль та ты оце ни ва -
ли при по мо щи прог рам мы Real_Time PCR v. 7.5,
а так же го ри зон таль но го ага роз но го элек т ро фо ре -
за и ви зу а ли за ции в УФ - ди а па зо не.

В про цес се ис с ле до ва ний ис поль зо ва ли
сле ду ю щие ре ак ти вы рос сий с ко го про из вод с т ва 
ква ли фи ка ции «ч.д.а.», «х.ч.» и фар ма ко пей ной
чис то ты: пеп тон, дрож же вой эк с тракт, нат рий хло -
рис тый, агар, ам пи цил лин (го то вая ле кар с т вен ная 
фор ма сте риль ная для инъ ек ций), эта нол, трис-
 (гид рок си ме тил)ами но ме тан, ди нат ри е вая соль

эти лен ди а мин тет ра ук сус ной кис ло ты, до де цил суль -
фат нат рия, ли зо цим, трип син, РНКа зуА, хло ро -
форм, фе нол во до на сы щен ный, кис ло та хло рис то -
во до род ная кон цен т ри ро ван ная, ак ри ла мид, би с -
ак ри ла мид, пер суль фат ам мо ния, тет ра ме ти лэ ти -
лен ди а мин (TE MED), -меркаптоэтанол, гид рок сид 
нат рия, кис ло ту ук сус ную ле дя ную, кра си тель
бром фе но ло вый си ний, эти дия бро мид, ага ро зу,
гли цин, гли це рин, кра си тель ку мас си брил ли ан то -
вый си ний G250 и де и о ни зо ванная вода.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оп ти ми за ция про бо под го тов ки АФС 
ги с то на Н1.3 для опре де ле ния оста точ ной
ДНК штам ма-про ду цен та ме то дом рвПЦР

При ме не ние на бо ра Cygnus для эк с трак ции
ДНК из суб с тан ции гис то на Н1.3 не дало нуж но го 
ре зуль та та. В ходе вы де ле ния было отмечено об ра -
зо ва ние ком п лек са ДНК—бе лок, причем ПЦР не
про ис хо ди ла из - за от сут с т вия сво бод но го суб с т ра -
та ДНК в ре ак ци он ной сме си (рис. 1, А). В свя зи с
этим было при ня то ре ше ние раз ру шить ком п лекс
при по мо щи гид ро ли за АФС трип си ном. Со от но -
ше ние фер мент—бе лок сос тав ля ло 1:100. Ре зуль -
та ты трип си но ли за оце ни вали при по мо щи элек т -
ро фо ре за в ПААГ по Лэм м ли в де на ту ри ру ю щих
ус ло ви ях (см. рис. 1, Б).
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Рис. 1. А — элек т ро фо рег рам ма в 2,5%-ном ага роз ном геле ре зуль та тов ПЦР-ам п ли фи ка ции фраг мен та 425 п.н. в при -
сут с т вии эти дия бро ми да (прог рам ма 1, ме тод до ба вок). Сос тав про бы: 1 — вода; 2 — ДНК, вы де лен ная с по мощью на бо ра
Cygnus из 10 мкг АФС гис то на Н1.3; 3 — ДНК гис то на Н1.3, 50 фг; 4 — ДНК, вы де лен ная с по мощью на бо ра Cygnus из 10 мкг
АФС гис то на Н1.3 + ДНК гис то на Н1.3, 50 фг; 5 — ДНК, вы де лен ная с по мощью на бо ра Cygnus из 10 мкг трип си но ли зи ро ван -
ной АФС гис то на Н1.3; 6 — ДНК, вы де лен ная с по мощью на бо ра Cygnus из 10 мкг трип си но ли зи ро ван ной АФС гис то на Н1.3 +
ДНК гис то на Н1.3, 50 фг; 7 — ДНКт гис то на Н1.3, 2 нг. Б — элек т ро фо рег рам ма в 12%-ном ПААГ в де на ту ри ру ю щих ус ло ви -
ях: 1 — гис тон Н1.3, 4 мкг; 2, 3, 4 — гис тон Н1.3 (40 мкг АФС) пос ле об ра бот ки трип си ном в те че ние 1, 2 и 4 ч. со от вет с т вен но



На сле ду ю щем эта пе про бо под го тов ки из
трип си но ли зи ро ван ной суб с тан ции вы де ли ли ДНК
при по мо щи на бо ра Cygnus. Для под т вер ж де ния
оп ти маль нос ти ус ло вий про бо под го тов ки ис поль -
зо ва ли ме тод до ба вок в смесь для ПЦР: в про бир -
ки вно си ли 10 мкг АФС гис то на Н1.3; ДНК, эк с -
тра ги ро ван ную при по мо щи на бо ра Cygnus из
АФС, а так же ДНК, эк с тра ги ро ван ную при по мо -
щи на бо ра Cygnus из трип си но ли зи ро ван ной
АФС. К вы ше у ка зан ным суб с тан ци ям до бав ля ли
50 фг то таль ной ДНК (ДНКт) гис то на Н1.3 (см.
рис. 1, А). Из рис. 1, А вид но, что в от сут с т вие
трипси но ли за про ис хо дит ин ги би ро ва ние ПЦР до -
бав лен ным бел ком Н1.3-гистона (стан дарт ДНК
не об на ру жи ва ет ся, см. рис. 1, А, до рож ка 4). Гид -
ро лиз трип си ном поз во ля ет раз ру шить бе лок и ус -
т ра нить ин ги би ро ва ние (стан дарт ДНК ви ден, см.
рис. 1, А, до рож ка 6). Та ким об ра зом, ме тод до ба -
вок по ка зал эф фек тив ность ис поль зо ва ния ста дии 
трип си но ли за как эта па про бо под го тов ки. Для ко -
ли чес т вен но го оп ре де ле ния со дер жа ния ос та точ -
ной ДНК в АФС гис то на Н1.3 тре бо вал ся пе ре ход
к бо лее чув с т ви тель но му ме то ду — рвПЦР.

Со зда ние ра бо че го стан дар т но го 
об раз ца на осно ве то та ль ной ДНК 
штам ма-про ду цен та ги с то на Н1.3

В про цес се по лу че ния АФС гис тон Н1.3
про хо дит мно жес т во тех но ло ги чес ких ста дий, в
свя зи с чем ос та точ ная ДНК штам ма- п ро ду цен -
та, при сут с т ву ю щая в фар ма цев ти чес кой суб с -

тан ции, яв ля ет ся весь ма ге те ро ген ным ма те ри а -
лом. Это  фраг мен ты од но- и двух це по чеч ной ДНК,
об ра зо вав ши е ся в ре зуль та те про ве де ния тех но -
ло ги чес ко го про цес са на чи ная от раз ру ше ния
кле ток штам ма- п ро ду цен та до фи ниш ной очис т -
ки по лу ча е мо го про дук та. При ме не ние ПЦР и
рвПЦР поз во ля ют вы яв лять од но- и двух це по чеч -
ные фраг мен ты ДНК, раз мер ко то рой ра вен или
пре вос хо дит выб ран ный для ам п ли фи ка ции фраг -
мент. По э то му в ка чес т ве по ло жи тель но го кон т -
ро ля не об хо ди мо было ис поль зо вать раз ру шен -
ную уль траз ву ком то таль ную ДНК штам ма- п ро -
ду цен та.

Было про ве де но вы ра щи ва ние би о мас сы
штам ма- п ро ду цен та гис то на Н1.3 E. coli
BL21(DE3)/prhH1.3. С целью соз да ния РСО для
рвПЦР вы де лен ную из би о мас сы то таль ную ДНК
очи ща ли от РНК пу тем ин ку ба ции с РНКа зой А,
пос ле чего об раб атыва ли ее уль траз ву ком в те че -
ние 5 мин. Элек т ро фо ре ти чес кое раз де ле ние в
2,5%-ном ага роз ном геле в при сут с т вии бро мис то -
го эти дия по ка за ло, что фраг мен ты ДНКуз име ют
мас су в ди а па зо не от 50 до 500 п.н. (рис. 2, А).

По лу чен ные рас т во ры ДНК вно си ли в
смесь для рвПЦР в при сут с т вии SYBR GREEN I в
ка чес т ве ин тер ка ли ру ю ще го кра си те ля. В ре ак -
ции ис поль зо ва ли сконструированные ра нее прай -
ме ры к гену 16S RNA E. coli для ам п ли ко на раз ме -
ром 425 п.н. Про во ди ли оп ти ми за цию тем пе ра тур -
но го ре жи ма ре ак ции; для это го рас с мот ре ли ди на -
ми ку на коп ле ния ПЦР-п ро дук та при раз лич ной
тем пе ра ту ре от жи га прай ме ров в ди а па зо не от 50° 
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Рис. 2. А — элек т ро фо рег рам ма в 2,5%-ном ага роз ном геле в при сут с т вии бро мис то го эти дия: 1 — ДНКт гис то на Н1.3,
3 мкг; 2 — ДНКуз гис то на Н1.3, 3 мкг; Б — ка либ ро воч ные кри вые для ам п ли фи ка ции фраг мен та 425 п.н. пу тем рвПЦР (SYBR
GREEN I) с ука за ни ем урав не ний и ко эф фи ци ен тов ап п рок си ма ции; ко ли чес т во ДНКт и ДНКуз в ре ак ции для каж дой точ ки
кри вой: 2,5 нг; 250 пг; 25 пг; 250 фг; 50 фг; 25 фг; 5 фг; 0 фг



до 70°. В ито ге для ам пли ко на 425 п.н. была выб ра -
на оп ти маль ная тем пе ра ту ра от жи га 60°, вре мя от -
жи га и элон га ции сос та ви ло 70 с (прог рам ма 2).
Гра фи ки на коп ле ния ДНК в ходе ре ак ции, а так же
кри вые плав ле ния пред с тав ле ны на рис. 3. 

Из рис. 3, Б вид но, что про филь плав ле ния
про дук тов ре ак ции со от вет с т ву ет про фи лю фраг -
мен та раз ме ром 425 п.н.; ди ме ры прай ме ров от сут -
с т ву ют.

Для оцен ки ли ней нос ти ка либ ро воч ных кри -
вых про а на ли зи ро ва ли ре зуль та ты 6 па рал лель -
ных оп ре де ле ний для каж до го из ка либ ро воч ных
рас т во ров. Были рас с чи та ны сред ние зна че ния по -

ро го во го цик ла флу о рес цен ции (Сt); при ка либ ров -
ке ДНКт ко эф фи ци ент ап п рок си ма ции сос та вил
0,9929, ДНКуз — 0,9910 (см. рис. 2, Б) На ря ду с
этим оце ни ва ли зна че ния внут ри се рий но го (Sотн,
% Intra) и меж се рий но го (Sотн, % Inter) от но си тель -
но го стан дар т но го от к ло не ния и ко эф фи ци ент «об -
рат но го пе рес че та» (ОП, %) по урав не ни ям ка либ -
ров ки (табл. 1). Ко ли чес т во ис пы та ний при оп ре -
де ле нии Sотн, % (n) было рав но 6. 

Важ ным па ра мет ром яв ля ет ся эф фек тив -
ность рвПЦР (Е), ко то рую рас с чи ты ва ют по фор -
му ле Е=10^(1/b), где b — угол нак ло на ка либ ро -
воч ной кри вой. При Е=2 эф фек тив ность ре ак ции
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Рис. 3. А — на коп ле ние ДНКт (1) и ДНКуз (2) в про цес се рвПЦР (SYBR GREEN I) (прог рам ма 2). Ис поль зо ва ли прай ме -
ры к ам п ли ко ну 425 п.н., 50 фг ДНКт и ДНКуз в про бе. Б — кри вые плав ле ния про дук тов ам п ли фи ка ции (425 п.н., Тпл  =83,0°)

Та б ли  ца  1

Ха рак те ри сти ки ка либ ро воч ных кри вых для ре зу ль та тов рвПЦР (SYBR GREEN I) по про грам ме 2, 
ам п ли кон 425 п.н.

Со дер жа ние
ДНК, фг

ДНКт ДНКуз

S отн, %
In t ra, n=6

S отн, %
In ter, n=6 ОП, % S отн, %

In t ra, n=6
S отн, %

In ter, n=6 ОП %

0 0,62 0,97 102,0 0,71 1,09 105,2

5 0,51 0,84 98,1 0,96 0,94 106,4

25 0,32 0,95 101,5 0,84 0,96 99,7

50 0,96 0,99 99,4 0,74 0,98 99,8

250 0,75 0,89 108,2 0,35 0,87 94,9

2500 0,24 0,92 101,4 0,48 0,91 102,1

25000 0,59 0,78 95,4 0,68 0,96 106,5

250000 0,36 0,89 97,2 0,51 0,90 96,0

2500000 0,51 0,87 103,4 0,37 0,78 100,4



сос тав ля ла 100% [9]. В слу чае ДНКт эф фек тив -
ность ре ак ции име ла зна че ние 2,07, для ДНКуз
этот па ра метр сос та вил 3,42. Рас чет ное зна че ние
Сt при вве де нии в ре ак цию 50 фг ДНКт и ДНКуз
сос та ви ло 29,2 и 31,5 цик лов, со от вет с т вен но (см.
рис. 2, Б). ПО и ПКО для ДНКт сос та ви ли 0,96 фг и
3,02 фг, со от вет с т вен но. Для ДНКуз эти по ка за те ли
име ли зна че ния 1,04 фг и 5,57 фг, со от вет с т вен но.

Под бор оп ти ма ль но го ам п ли ко на для рвПЦР

С целью по вы ше ния чув с т ви тель нос ти ме -
то ди ки не об хо ди мо было выб рать оп ти маль ный
ам п ли кон для рвПЦР. Ра нее нами были раз ра бо та -
ны прай ме ры к гену 16S РНК E. coli и про ве ден
ана лиз со дер жа ния ос та точ ной ДНК штам ма- п ро -
ду цен та в АФС ин су ли на че ло ве ка [8]. Пос коль ку
пос ле до ва тель нос ти нук ле о ти дов гена 16S РНК
штам мов E. coli BL21(DE3)/prhH1.3 и BL21(DE3)/ 
pINS07 иден тич ны, для вы пол не ния за дач дан но -
го ис с ле до ва ния были ис поль зо ва ны вы ше у ка зан -
ные прай ме ры с раз ме ром ам п ли ко на 79 п.н, 123,
179 и 425 п.н. Вы бор ди а па зо на раз ме ра ам п ли ко -
нов свя зан с ге те ро ген нос тью ДНК в АФС.

На на чаль ном эта пе про во ди ли оп ти ми за -
цию тем пе ра тур но го ре жи ма ре ак ции; для это го
рас с мот ре ли ди на ми ку ак ку му ля ции ПЦР-п ро дук -
тов раз ме ром 79 п.н, 123 и 179 п.н. при раз лич ных

тем пе ра ту рах от жи га прай ме ров в ди а па зо не от
50° до 70°. Оп ти маль ная тем пе ра ту ра от жи га сос -
та ви ла 58°, вре мя от жи га и элон га ции было равно
40 с (прог рам ма 3). В ре ак цию рвПЦР (SYBR
GREEN I) вно си ли ДНКуз, а так же прай ме ры к ам -
п ли ко нам раз ных раз ме ров. Ам п ли кон 425 п.н. по -
ка зал на и боль шую чув с т ви тель ность в срав не нии
с ос таль ны ми. При этом на кри вых плав ле ния для
ам п ли ко нов раз ме ром 425 п.н. и 179 п.н. от сут с т -
во ва ли ди ме ры прай ме ров (рис.4, Б, Г). В слу чае
ам п ли ко нов 123 п.н. и 79 п.н. на кри вых плав ле ния 
были от ме че ны пики, со от вет с т ву ю щие ди ме рам
прай ме ров.

Для оцен ки ли ней нос ти ка либ ро воч ных кри -
вых про а на ли зи ро ва ли ре зуль та ты 6 па рал лель -
ных оп ре де ле ний для каж до го из ка либ ро воч ных
рас т во ров (рис. 5). В табл. 2 рас с чи та н сред ний но -
мер по ро го во го цик ла флу о рес цен ции (Сt) для каж -
до го ам п ли ко на.

Сог лас но урав не ни ям ка либ ро воч ных кри -
вых, зна че ния эф фек тив нос ти ре ак ций Е для ам п -
ли ко нов 179 п.н., 123 и 79 п.н. были око ло 2, тог да
как Е для ам п ли ко на 425 п.н. име ла зна че ни 3,39.
Воз мож но, это свя за но с боль шим раз ме ром ам п -
ли ко на (425 п.н.) и ге те ро ген ной струк ту рой РСО
вслед с т вие его фраг мен ти ро ван нос ти. Но при
этом рас чет ное зна че ние Сt при вве де нии в ре ак -
цию пре дель но до пус ти мой кон цен т ра ции ос та -
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Рис. 4. А — на коп ле ние ДНКуз в про цес се рвПЦР (SYBR GREEN I) (прог рам ма 2). Прай ме ры к ам п ли ко ну 425 п.н.,
2,5 пг ДНКуз до бав ля ли в ре ак ци он ную смесь. Б — плав ле ние про дук та ам п ли фи ка ции (Tпл

425 п.н. = 83,0°). В — на коп ле ние
ДНКуз при ис поль зо ва нии сле ду ю щих ам п ли ко нов: 1 — 179 п.н.; 2 — 123 п.н.; 3 — 79 п.н. в про цес се рвПЦР (SYBR GREEN I).
Ис поль зо ва ли прай ме ры к ам п ли ко нам 179 п.н., 123 п.н, и 79 п.н., со от вет с т вен но. Г — плав ле ние про дук тов ам п ли фи ка ции: 1 — 
Тпл

179 п.н.
 = 81,1°; 2 — Тпл

123 п.н.
 = 78,8°; 3 — Тпл

79 п.н. = 77,4°



точ ной ДНК (50 фг) сос тав ля ло 31,5 для ам п ли ко -
на 425 п.н. и 35,3 для ам п ли ко на 179 п.н. Для дру -
гих ам п ли ко нов зна че ние это го па ра мет ра сдви ну -
то в об ласть боль ше го зна че ния, где чув с т ви тель -
ность и дос то вер ность ре зуль та тов ме то да ПЦР
ме то ди ки зна чи тель но сни жа ют ся. Со от вет с т вен -
но в даль ней ших ис с ле до ва ни ях ре ше но было ис -
поль зо вать прай ме ры к ам п ли ко ну раз ме ром
425 п.н., а так же при не об хо ди мос ти — прай ме ры 
к ам п ли ко ну 179 п.н.

Опре де ле ние оста точ ной ДНК 
штам ма-про ду цен та ги с то на Н1.3 в АФС. 
Ме тод до ба вок

Ме тод рвПЦР с оп ти ми зи ро ван ны ми па ра -
мет ра ми был ис поль зо ван для ана ли за ко ли чес т ва 
ос та точ ной ДНК в сле ду ю щих 6 се ри ях суб с тан -
ции гис то на Н1.3 (151111, 220912, 250912,
261012, 381212, 391212). В про бир ку вно си ли
ДНК, эк с тра ги ро ван ную при по мо щи на бо ра
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Та б ли  ца  2

Ре зу ль та ты рвПЦР (SYBR GREEN I) по про грам ме 2 (раз мер ам п ли ко на 425 п.н.) и по про грам ме 3 
(раз мер ам п ли ко нов 179 п.н., 123 п.н., 79 п.н.)

Раз мер
ам п ли ко на,

п.н.
Урав не ние Эф фек тив ность

ре ак ции, Е

lg (количества
ДНКуз ги с то на,

50 фг)

Рас чет ное
чис ло

цик лов, Сt

425 Y= 1,883x+34,789
R=0,9943

10 (1/1,883) = 3,39 1,698970004 31,5

179 Y= 3,1297x+40,604
R=0,9903

10 (1/3,1297) = 2,09 1,698970004 35,3

123 Y= 3,1721x+45,494
R=0,9583

10 (1/3,1721) = 2,07 1,698970004 40,1

79 Y= 3,7955x+49,152
R=0,9679

10 (1/3,7955) = 1,83 1,698970004 42,7

Рис. 5. Ка либ ро воч ные кри вые для ре зуль та тов ам п ли фи ка ции фраг мен тов 425 п.н.(1), 179 п.н.(2), 123 п.н.(3), 79 п.н. (4) 
в про цес се рвПЦР (SYBR GREEN I) с ука за ни ем урав не ний и ко эф фи ци ен тов ап п рок си ма ции. Ко ли чес т во ДНКуз в ре ак ции
для каж дой точ ки кри вой: 2,5 нг; 250 пг; 25 пг; 250 фг; 50 фг; 25 фг; 5 фг; 0 фг



Cygnus из 10 мкг трип си но ли зи ро ван ной АФС гис -
то на Н1.3; к суб с тан ции до бав ля ли 50 фг РСО —
ДНКуз гис то на Н1.3. В ка чес т ве по ло жи тель но го
кон т ро ля так же ис поль зо ва ли ДНКуз в ко ли чес т ве 
50 фг в про бу. Ме тод до ба вок [10] по ка зал, что ко ли -
чес т во ос та точ ной ДНК штам ма- п ро ду цен та в суб -
с тан ци ях пре вы ша ет пре дель но до пус ти мое зна че -
ние. Для ис с ле до ван ных се рий эти зна че ния были в 
ди а па зо не от 1600 до 7000 фг. Свод ные дан ные для
се рии 381212 пред с тав ле ны на рис. 6 и в табл. 3.

Из по лу чен ных дан ных вид но, что тем пе ра -
ту ра плав ле ния про дук тов рвПЦР для ДНКуз —
83,1° — со от вет с т во ва ла та ко вой для ам п ли ко на
425 п.н; в слу чае АФС и АФС+ДНКуз этот по ка -
затель сос тав лял око ло 79,0°.

Для оцен ки раз ме ров про дук тов ре ак ции
про во ди ли го ри зон таль ный элек т ро фо рез в ага роз -
ном геле в при сут с т вии SYBR GREEN I (рис. 7). В
слу чае РСО по ло са на элек т ро фо рег рам ме со от -

вет с т во ва ла ам п ли ко ну раз ме ром 425 п.н. (см.
рис. 7, 2). Если же в про бир ках при сут с т во ва ла ос -
та точ ная ДНК, вы де лен ная из трип си но ли зи ро ван -
ной суб с тан ции гис то на Н1.3, име ла мес то ам п ли -
фи ка ция про дук та близ ко го, но нес коль ко от лич -
но го от ам п ли ко на 425 п.н. раз ме ра (см. рис. 7, 3). 

Для пре дот в ра ще ния воз мож но го об ра зо ва -
ния шпи лек и дру гих прос т ран с т вен ных струк тур
ДНК в ре ак цию вво ди ли 3% ДМСО. Это по вы си -
ло эф фек тив ность ре ак ции, о чем мож но су дить
по S-образным кри вым на коп ле ния ам п ли фи ка та
(рис.8, А). Вслед с т вие до бав ле ния ДМСО тем пе -
ра ту ра плав ле ния всех про дук тов рвПЦР по ни зи -
лась при мер но на 4. Для ДНКуз и ам п ли ко на
425 п.н. эта ве ли чи на сос та ви ла 79,0° (см. рис. 8,
Б, 2 и 5); в слу чае АФС и АФС+ДНКуз этот по ка за -
тель имел зна че ние око ло 75,5° (см. рис.8, Б, 1 и
3). Элек т ро фо ре ти чес кая кар ти на ме то да до ба вок
была ана ло гич на при ве ден ной на рис. 7.
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Рис. 6. А — ме тод до ба вок; на коп ле ние ДНКуз для ам п ли ко на 425 п.н.: 1 — ДНК, вы де лен ная из трип си но ли зи ро ван но -
го гис то на (ко ли чес т во бел ка 10 мкг в про бе) + ДНКуз (50 фг в про бе); 2 — ДНК, вы де лен ная из трип си но ли зи ро ван но го гис то -
на (10 мкг в про бе); 3 — ДНКуз (50 фг в про бе). Б — плав ле ние про дук тов ам п ли фи ка ции

Та б ли  ца  3

Ме тод до ба вок: ре зу ль та ты рвПЦР (SYBR GREEN I) по про грам ме 2, 
раз мер ам п ли ко на 425 п.н.

На и ме но ва ние образца Чис ло цик лов
Рас чет ное ко ли че ст во оста точ ной ДНК,

фг, по урав не нию ка либ ров ки
У= 1,8647x+34,718; R2 = 0,9936

ДНКуз гис то на Н1.3, 50 фг 31,5 53,2

ДНК, вы де лен ная из 10 мкг трип си но ли -
зи ро ван ной суб с тан ции гис то на Н1.3

27,6 6565,0

ДНК, вы де лен ная из 10 мкг трип си но ли -
зи ро ван ной суб с тан ции гис то на 
Н1.3 + ДНКуз гис то на Н1.3, 50 фг

27,5 7427,9



Оцен ка спе ци фич но сти раз ра бо тан ных 
прай ме ров для ге ном ной ДНК E. co li 
в срав не нии с ге ном ной ДНК эука ри от

Спе ци фич ность раз ра бо тан ных прай ме ров
к ге ном ной ДНК штам ма — про ду цен та гис то на

была под т вер ж де на при по мо щи рвПЦР (SYBR
GREEN I) при ис поль зо ва нии то таль ной ДНК тка -
ни пред с та ви те ля эука ри от. В ре ак цию вво ди ли
прай ме ры к ам п ли ко ну раз ме ром 425 п.н., и ДНКт
гис то на Н1.3 срав ни ва ли с ДНК, вы де лен ной из
яй цек ле ток ки тай с ко го хо мяч ка (CHO). Эф фек тив -
ность ре ак ции (Е) для прай ме ров к гену 16S РНК
была рав на 2 (100%).

Как вид но из ка либ ро воч ных кри вых, при
ис поль зо ва нии ДНКт СНО ди на ми ка раз ви тия ре -
ак ции рвПЦР не наб лю да ет ся (рис. 9). Та ким об ра -
зом, не про ис хо дит от жиг прай ме ров на эука ри о -
ти чес кой ДНК и, сле до ва тель но, ис поль зо ван ные
прай ме ры об ла да ют спе ци фич нос тью в от но ше -
нии ге ном ной ДНК E. coli штам ма- п ро ду цен та
гис то на Н1.3.

Оцен ка эф фек тив но сти раз ра бо тан ной 
ме то ди ки в срав не нии с та ко вой 
ком мер че ско го на бо ра по вы яв ле нию 
оста точ ной ДНК в АФС

При раз ра бот ке ме то дик кон т ро ля ка чес т ва
АФС на би о фар ма цев ти чес ких про из вод с т вах на
пер вом эта пе час то ис поль зу ют ком мер чес кие на -
бо ры по вы яв ле нию ос та точ ной ДНК в суб с тан -
ции бел ка. Было про ве де но срав не ние ре зуль та тов 
рвПЦР (SYBR GREEN I) при ис поль зо ва нии раз -
ра бо тан ных прай ме ров к гену 16S РНК E. coli и
прай ме ров из на бо ра Cygnus. В ре ак цию вво ди ли
ДНКуз штам ма- п ро ду цен та гис то на Н1.3. При
этом были пол нос тью соб лю де ны ре ко мен да ции
на бо ра Cygnus в от но ше нии ко ли чес т ва прай ме -
ров и тем пе ра тур но го ре жи ма ре ак ции (рис. 10).

В ре зуль та те рвПЦР была рас с чи та на эф фек -
тив ность ре ак ции для обе их пар прай ме ров, эта ве -
ли чи на сос та ви ла 2,06 в слу чае прай ме ров к гену
16S РНК и 1,79 в слу чае прай ме ров Cygnus. Ди ме -
ры прай ме ров при ре ак ции с прай ме ра ми к гену
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Рис. 7. Элек т ро фо рег рам ма в 5%-ном ага роз ном геле
ре зуль та тов ам п ли фи ка ции фраг мен та 425 п.н. в при сут с т вии 
SYBR GREEN I (прог рам ма 2, ме тод до ба вок). Сос тав проб:
1 — вода; 2 — ДНК, вы де лен ная на бо ром Cygnus из 10 мкг
трип си но ли зи ро ван ной АФС гис то на Н1.3; 3 — ДНК, вы де -
лен ная на бо ром Cygnus из 10 мкг трип си но ли зи ро ван ной
АФС гис то на Н1.3 + ДНК гис то на Н1.3 (50 фг); 4 — ДНК гис -
то на Н1.3 (50 фг); 5 — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы

Рис. 8. А — ме тод до ба вок; на коп ле ние ДНКуз для ам п ли ко на 425 п.н.: 1, 2 — ДНК, вы де лен ная из трип си но ли зи ро ван -
но го гис то на (ко ли чес т во бел ка 10 мкг в про бе) + ДНКуз (50 фг в про бе); 3, 4 — ДНК, вы де лен ная из трип си но ли зи ро ван но го
гис то на (10 мкг в про бе); 5, 6 — ДНКуз (50 фг в про бе). В про бы 1, 3, 5 до бав лен 3%-ный ДМСО. Б — плав ле ние про дук тов ам -
п ли фи ка ции



16S РНК вы яв ле ны не были (см. рис. 10, А) в от ли -
чие от прай ме ров из на бо ра Cygnus, на кри вых
плав ле ния ко то рых ви ден зна чи тель ный пик в об -
лас ти 60—65°. Это сви де тель с т ву ет о не оп ти маль -

нос ти ус ло вий пос лед ней ре ак ции, как и раз б рос
зна че ний тем пе ра ту ры плав ле ния про дук тов ПЦР
(см. рис. 10, Б). Пре дел чув с т ви тель нос ти ме то да
с прай ме ра ми Cygnus сос та вил 25 пг в про бе; ме то -
ди ка с ис поль зо ва ни ем раз ра бо тан ных прай ме ров 
бо лее чем в 30 раз чув с т ви тель нее ме то ди ки с при -
ме не ни ем ком мер чес ко го на бо ра. Элек т ро фо рез в
2,5 %-ном ага роз ном геле в при сут с т вии SYBR
GREEN I поз во лил оце нить раз мер ам п ли ко нов
для про дук тов ре ак ции. Был иден ти фи ци ро ван ам -
п ли кон для ДНКт гис то на Н1.3 и прай ме ров из на -
бо ра Cygnus. Его раз мер сос та вил око ло 150 п.н.
(см. рис. 10, В, Г).

Та ким об ра зом, рас с мат ри ва е мый ком мер -
чес кий на бор не мо жет быть ис поль зо ван для оп -
ре де ле ния ми ни маль ных ко ли честв ДНК в суб с -
тан ции. Его це ле со об раз но при ме нять лишь на на -
чаль ных эта пах раз ра бот ки ме то ди ки ПЦР.

Рас с мат ри ва е мый в дан ном ис с ле до ва нии
ме тод поз во ля ет оп ре де лить пре дель но до пус ти -
мое ко ли чес т во ос та точ ной ДНК в АФС гис то на
Н1.3 с вы со кой сте пенью дос то вер нос ти. Внут ри -
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 КО ВА ЛЕ ВА и др.

Рис. 9. Ка либ ро воч ные кри вые для ре зуль та тов ам п ли -
фи ка ции фраг мен та 425 п.н. в про цес се рвПЦР (SYBR
GREEN I): 1 — ДНКт гис то на Н1.3; 2 — ДНКт СНО. Ко ли чес -
т во ДНКт в ре ак ции для кждой точ ки кри вой: 2,5 нг; 250 пг;
25 пг; 250 фг; 50 фг; 25 фг; 5 фг; 0 фг

Рис. 10. A, Б — плав ле ние про дук тов ам п ли фи ка ции прай ме ров к гену 16S РНК и прай ме ров Cygnus, со от вет с т вен но,
по лу чен ных в ре зуль та те рвПЦР (SYBR GREEN I); В — ка либ ро воч ные кри вые для ре зуль та тов ам п ли фи ка ции раз ра бо тан ных
прай ме ров к гену 16S РНК (2) и прай ме ров Cygnus (1). Ко ли чес т во ДНКт в ре ак ции для каж дой точ ки кри вой: 25 нг; 2,5 нг;
250 пг; 25 пг; 250 фг; 50 фг; 25 фг; 5 фг; 0 фг. Г — элек т ро фо рег рам ма про дук тов рвПЦР в 2,5%-ном ага роз ном геле: 1 — вода;
2, 3 — ДНКт гис то на Н1.3, 2,5 пг в про бе + прай ме ры к ам п ли ко ну 425 п.н.; 4, 5, 6, 7 — ДНКт гис то на Н1.3, 2,5 пг в про бе + прай -
ме ры Cygnus; 8 — мар ке ры мо ле ку ляр ной мас сы



се рий ное и меж се рий ное стан дар т ное от к ло не ние 
для шес ти пов то ров не пре вы ша ет 0,99%. Раз ра бо -
тан ные прай ме ры к гену 16S РНК в 30 раз чув с т ви -
тель нее прай ме ров ре фе рен с но го ком мер чес ко го
на бо ра Cygnus. Ре зуль та ты ис с ле до ва ний по ло же -
ны в ос но ву нор ма тив ной про из вод с т вен ной до ку -
мен та ция для ме то ди ки кон т ро ля ос та точ ной ДНК
штам ма- п ро ду цен та в суб с тан ции ре ком би нан т но -
го гис то на H1.3 на Опыт ном би о тех но ло ги чес ком
про из вод с т ве ИБХ РАН.

По лу че но 7.04.15
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De sign and  Ap pli  ca  t i on of r tPCR Met -
hod for Ana ly  sis of  Stra  in-Pro du cer  Re si  du -
a l DNA in  His ton  H1.3 Sub s tan  ce

The ap pli ca ti on of the re al-ti me PCR qu an ti ta ti ve met hod
(rtPCR) with spe ci fic pri mers to the 16S RNA E.co li gene frag -
ment for the de tec ti on of re si du al DNA of E. co li BL21(DE3)/
prhH1.3 stra in-pro du cer in the APS of the re com bi nant hu man
his ton H1.3 has been sug ges ted. The sam p le pre pa ra ti on was op ti -
mi zed, a wor king stan dard ba sed on the so ni ca ted to tal DNA of
the stra in-pro du cer was designed, and an am p li con for the rtPCR
was se lec ted. The spe ci fi ty of the de sig ned pri mers was eva lu a ted 
in com pa ri son with euka ry o tic DNA. The ef fi ci en cy of the met -
hod in com pa ri son with that using a com mer ci al kit was ana ly zed. 
The de sig ned pri mers to the 16S RNA gene pro ved to be by 30 ti -
mes more sen si ti ve than pri mers of a re fe ren ce com mer ci al kit.

Key words: ac ti ve phar ma ce u ti cal sub s tan ce, his ton, re -
al-ti me PCR, re si du al DNA.
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