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Аннотация. Задача равномерного масштабирования предельно малых количеств ДНК из отдельных 
клеток для молекулярно-генетических исследований потребовала разработки специализированных 
методов. За 30 лет были предложены разные подходы, базирующиеся на использовании вырожденных 
праймеров. Однако ограничение методов определяется также свойствами используемых полимераз. 
В настоящем исследовании предложено использование двухступенчатой полногеномной амплификации 
для получения надежных данных о молекулярном кариотипе исходного образца на основе анализа 
20 пикограммов (пг) ДНК. В протоколе на первом этапе фланкирования фрагментов ДНК и амплификации 
с вытеснением второй цепи была использована пара частично вырожденных праймеров: 
5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGGNNNNNNGG и 5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGGNNNNNNTTT, 
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а на втором этапе полимеразной цепной реакции ограничились использованием праймера на основе 
конститутивной части 5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGG. В работе приведены условия реакции и сравнение 
использования различных полимераз, а также их сочетаний. Показана возможность применения для 
первого этапа комбинации полимераз Bst и Pfu в присутствии 10 мМ ионов магния, а также выявлен 
потенциал для использования полимеразы Klentaq1, несущей замену D732N, для развития методов 
полногеномной амплификации. Продемонстрировано, что предложенный метод позволяет 
масштабировать исходное предельно малое количество ДНК для получения образца, пригодного 
для анализа методом массового параллельного секвенирования (секвенирование нового поколения, 
next generation sequencing, NGS) с применением стандартных коммерческих протоколов интерпретации 
данных.

Ключевые слова: вырожденные праймеры, амплификация с множественным вытеснением цепи, 
полимеразная цепная реакция (ПЦР), секвенирование ДНК отдельных клеток, изменение числа копий 
участков генома, молекулярный кариотип
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Abstract. Molecular genetic studies often face the need to perform uniform scaling of extremely small 
amounts of DNA from single cells. This, however, requires the development of specialized methods. Over 
the past 30 years, various approaches based on the use of degenerate primers have been proposed. However, 
the methods are not devoid of limitations. These limitations, among other things, are determined by the 
properties of polymerases. In the present study, we propose the use of two-step whole genome amplification 
to obtain reliable data on the molecular karyotype of the original sample based on the analysis of 20 picograms 
of DNA. In the protocol, at the first stage of DNA fragment flanking and amplification with the displacement 
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of the second strand, a pair of partially degenerate primers was used: 5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGGNNNNNNGG 
and 5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGGNNNNNNTTT. At the second stage of the polymerase chain reaction, 
the use of a primer based on the constitutive part is sufficient: 5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGG. The article 
provides reaction conditions and compares the use of various polymerases and their combinations. It discusses 
the possibility of using a blend of Bst and Pfu polymerases in the presence of 10 mM magnesium ions for 
the first stage. It also shows the potential for using Klentaq1 polymerase carrying the D732N substitution 
for the development of whole genome amplification methods. It has been demonstrated that the proposed 
method allows scaling the initial extremely small amount of DNA to obtain a sample suitable for analysis 
by massive parallel sequencing (next generation sequencing, NGS) using standard commercial data 
interpretation protocols.

Keywords: degenerate primers, multiple-strand displacement amplification (MDA), polymerase chain 
reaction (PCR), single cell DNA sequencing, copy number variation (CNV), molecular karyotype

Введение

Методы полногеномной амплификации ДНК 
(whole genome amplification, WGA) начали раз-
рабатывать для использования в проектах ге-
номных исследований с конца XX века. Они были 
направлены в первую очередь на получение на-
дежного метода масштабирования малых коли-
честв ДНК без использования трудоемких и до-
рогостоящих методов клонирования, которые 
не гарантировали точность, а также могли при-
водить к утрате отдельных элементов наслед-
ственной информации. Однако ограниченные 
возможности известных ферментов и незнание 
принципов организации геномов ограничивали 
возможности ученых.

Метод амплификации ДНК in vitro начал раз-
виваться с использования описанной в 1970 году 
большой субъединицы ДНК-полимеразы I 
из Escherichia coli (фрагмент Кленова). Исполь-
зование этого фермента для синтеза ДНК в при-
сутствии случайных гексануклеотидных прай-
меров могло позволить увеличить количество 
ДНК вдвое за счет репликации второй цепи 
на каждой из последовательностей денатури-
рованной двунитевой ДНК (Klenow, Henningsen 
1970). Основанные на этом методе подходы 
до сих пор применяют для мечения ДНК как 
в протоколах ник-трансляции, так и праймер-
ного мечения ДНК, которые используют для 
визуализации ДНК при проведении молеку- 
лярно-генетических исследований (Сайфитди-
нова 2014).

Вновь к решению проблемы полногеномной 
амплификации исследователи подошли после 
разработки метода полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) и появления в арсенале биологов 
термостабильной ДНК полимеразы Taq из бак-
терии Thermus aquaticus (Saiki et al. 1988). 
В 1992 году для полногеномной амплификации 
был разработан метод на основе ПЦР с исполь-
зованием вырожденных праймеров (degenerate 
oligonucleotide primed, DOP-ПЦР), который 

основан на использовании праймеров, внутрен-
няя последовательность которых состоит из ше-
сти случайных нуклеотидов: 5’-CCGACTC-
GAGNNNNNNATGTGG-3’ (Telenius et al. 1992). 
Протокол амплификации начинался циклами 
с низкотемпературным отжигом и плавным 
повышением температуры, в результате чего 
образовывались фрагменты ДНК, фланкиро-
ванные известной последовательностью, кото-
рые можно было амплифицировать в дальней-
шем с использованием стандартного протокола 
ПЦР. Однако выбор инвариантной последова-
тельности 3’ конца был основан на ложных 
представлениях о доле кодирующих последо-
вательностей в геноме, что приводило к не-
равномерной амплификации с преимуществен-
ным обогащением продукта ПЦР-мобильными 
элементами. Дальнейшее развитие DOP-ПЦР 
было связано с модификацией последователь-
ностей праймеров и подбором оптимальных 
условий низкотемпературных циклов. Они 
легли в основу целого ряда коммерческих на-
боров для WGA, однако ни один из них так 
и не смог приблизиться к реальной полноте 
амплификации ДНК отдельных клеток.

Очередной научный прорыв произошел по-
сле развития методов на основе полимераз 
с геликазной активностью, которые позволили 
не только амплифицировать участки, обогащен-
ные шпильками, но и разработать подходы для 
проведения изотермической амплификации. 
Большая субъединица ДНК полимеразы I Bst  
из термофильной бактерии Geobacillus stearo­
thermophilus (до 2001 г. вид назывался Bacillus 
stearothermophilus), в отличие от фрагмента Кле-
нова, имеет более высокую оптимальную темпе-
ратуру для синтетической активности. Также, 
в отличие от интактной ДНК-полимеразы I  
из Escherichia coli, подобно фрагменту Кленова 
этот фермент не имеет 5’–3’ экзонуклеазной 
активности, но имеет дополнительную способ-
ность вытеснять из дуплекса вторую нить и продол
жать синтез (Aliotta et al. 1996). Использование 
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полимеразы Bst для WGA легло в основу раз-
работки методов на основе амплификации 
с множественным вытеснением цепи (multiple-
strand displacement amplification, MDA), которые 
позволили увеличить выход продукта в одном 
раунде синтеза за счет перекрывания фрагмен-
тов (Aviel-Ronen et al. 2006). Недостатком этой 
амплификации было ограничение длины фраг-
ментов из-за особенностей процессивности 
фермента Bst, который относится к семейству 
А восстановительных ДНК полимераз, а также 
накопление ошибок. Попытки WGA на основе 
MDA предпринимались ранее с использовани-
ем полимеразы фага Φ29, выделенной из фага 
бактерии Bacillus subtilis и относящейся к се-
мейству B полимераз, характеризующейся су-
щественно более высокой скоростью работы 
и точностью (Blanco et al. 1989). Ее использова-
ние легло в основу коммерческих наборов, таких 
как REPLI-g (Qiagen, США), который нашел 
успешное применение для амплификации малых 
количеств ДНК при проведении сравнительной 
геномной гибридизации (Linck, Resch-Genger 
2010). Однако метод не получил широкого вне-
дрения в клиническую практику и не прошел 
сертификацию для применения в диагностике 
из-за особенностей предложенного протокола 
выделения ДНК на основе щелочного лизиса, 
который может иметь непредсказуемые по-
следствия при анализе критически малых коли-
честв ДНК. Использование гексануклеотидных 
случайных праймеров, обусловленное низким 
температурным оптимумом работы полимера-
зы фага Φ29 (30 °С), а также получение некон-
тролируемого ветвления продукта усложняют 
процедуры линеаризации ДНК и стандартизации 
последующего приготовления библиотек для 
секвенирования нового поколения (next genera­
tion sequencing, NGS). 

Существенным прорывом в развитии мето-
дов WGA стало объединение протоколов MDA 
и DOP-ПЦР, а также разработка протокола 
MALBAC (Zong et al. 2012); его модификация 
была стандартизирована компанией Rubicon 
Biotechnology (в последующем реализуется 
компанией Takara Bio, США) и по лицензии ис-
пользуется в составе наборов SurePLEX DNA 
Amplification System (Illumina, США). Особен-
ностью коммерческих наборов для WGA предель-
но малых количеств ДНК из отдельных клеток 
стало использование инвариантной части прай-
меров на основе сочетания двух нуклеотидов 
G и T и включение шести вариативных (случай-
ных) нуклеотидов в последовательность. Первый 
этап выполняется с использованием полимера-

зы с геликазной активностью, а на втором эта-
пе используется ПЦР. 

С момента разработки упомянутых прото-
колов стали доступны новые ферменты, вы-
деленные из термофильных штаммов бактерий 
рода Geobacillus (Oscorbin et al. 2015), такие  
как большая субъединица полимеразы Gth из 
Geobacillus thermoleovorans G3 (Auron ArtScience, 
США), которая не обладает 5’–3’ и 3’–5’ экзо-
нуклеазной активностью. Так же, как и поли-
мераза Bst, этот фермент обладает способностью 
к вытеснению второй цепи ДНК и может при-
меняться для изотермической амплификации 
ДНК. При этом оптимальная температура 
элонгации для этого фермента выше, что по-
зволяет использовать достаточно длинные 
праймеры, а более высокая резистентность 
к высоким температурам позволяет использо-
вать его в циклах с кратковременной денату-
рацией ДНК. 

Еще большие перспективы для развития 
методов полногеномной амплификации для 
получения надежных данных о молекулярном 
кариотипе исходных клеток и определения 
вариаций количества копий (copy number varia­
tion, CNV) отдельных фрагментов ДНК дают 
описанные недавно мутации в гене полимеразы 
Taq, в частности Klentaq1 с дополнительной 
заменой D732N (Barnes et al. 2021). Лишенный 
экзонуклеазной активности, но обладающий 
способностью к вытеснению второй цепи ДНК, 
этот фермент сохраняет все преимущества по-
лимеразы Taq, которые позволяют использовать 
его в протоколах с множественными циклами 
высокотемпературной денатурации ДНК.

В настоящей работе мы разработали про-
токол на основе использования частично вы-
рожденных праймеров и сочетания методов 
MDA и DOP-ПЦР с последующей ПЦР для 
надежной полногеномной амплификации пре-
дельно малых количеств ДНК. Мы показали 
возможность применения для его реализации 
различных полимераз, как отдельно взятых, 
так и в виде смеси ферментов, а также впер- 
вые показали возможность применения для  
WGA полимеразы Klentaq1 с мутацией D732N.  
Это открывает дальнейшие перспективы при 
разработке новых протоколов для решения 
различных задач. Описанный в этой статье 
метод позволяет получить амплификат, при-
годный для дальнейшего анализа с исполь- 
зованием метода массового параллельного  
секвенирования NGS и получения данных 
о молекулярном кариотипе исходных отдельных 
клеток. 
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Материалы и методы

Для отработки метода амплификации ис-
пользована стандартная мужская ДНК (Human 
Reference DNA, Male), поставляемая произво-
дителем в концентрации 0,2 мкг/мкл (Agilent 
Technologies Inc, США), разведенная водой для 
применения в одной реакции 20 пг ДНК, что 
соответствует ожидаемому количеству ДНК из 
нескольких клеток человека. Синтез олигону-
клеотидов осуществляли фосфоамидным ме- 
тодом с использованием прибора ASM-800 
(Биоссет, Новосибирск) с последующей очисткой 
в полиакриламидном геле. Для апробации ме-
тода были использованы коммерчески доступные 
ферменты, а также клонированные и полученные 
в лабораторных условиях белки на основе опи-
саний в открытой научной литературе. Для вы-
деления и очистки белков использована хрома-
тографическая система NGC Discover 10 (Bio-Rad, 
США). Концентрацию ДНК в образцах после 
проведения WGA измеряли на флуориметре 
Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США) с ис-
пользованием интеркалирующего красителя 
Pico488 (Lumiprobe, Москва). Для сравнения 
результатов амплификации применяли коммер-
ческие наборы реактивов для амплификации 
ДНК из отдельных клеток SurePLEX DNA Am-
plification System (Illumina, США). Приготов- 
ление библиотек проводили при помощи  
наборов VeriSeq PGS с последующим секве- 
нированием (NGS) на аппарате MiSeq System 
(Illumina, США). Анализ на качество определе-
ния молекулярного кариотипа исходного об-
разца выполняли с использованием программ-
ного обеспечения BluFuse Multi v4.3 (Illumina, 
США).

Результаты

В настоящей работе мы разработали про-
токол на основе использования частично вы-
рожденных праймеров и сочетания методов 
MDA и DOP-ПЦР с последующей ПЦР для 
полногеномной амплификации малых количеств 
ДНК. Для обеспечения совместимости метода 
с существующими коммерческими наборами 
реактивов и автоматизированного анализа 
в качестве фиксированной части праймеров 
использовалась олигонуклетотидная последо-
вательность, состоящая из комбинации 18 ос-
нований G и T (рис. 1, черные прямоугольники). 
На первом этапе для праймирования фрагмен-
тов в состав олигонуклеотидов мы включили 
вырожденный участок из шести оснований, 
который обеспечивает достаточно равномерную 
посадку праймеров на высокомолекулярной 
геномной ДНК вне зависимости от последова-
тельности. Для сокращения потенциала к ди-
меризации на 3’ конце были дополнительно 
введены нуклеотиды G и T (рис. 1, белые пря-
моугольники). На первом этапе исследования 
наиболее равномерную амплификацию ДНК 
человека с получением фрагментов оптимальной 
для последующего секвенирования методом 
NGS показало использование пары праймеров: 
5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGGNNNNNNGG 
и 5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGGNNNNNNTTT. 
На втором этапе для осуществления амплифи-
кации предварительно праймированных фраг-
ментов использовался укороченный праймер 
5’-TGTGTTGGGTGTGTTTGG (рис. 1), который 
в этом случае служил в качестве как прямого, 
так и обратного праймера, т. к. первый этап 
обеспечил присутствие на концах праймиро-

Рис. 1. Последовательности олигонуклеотидов, использованные в качестве праймеров  
на первом и втором этапах WGA

Fig. 1. Oligonucleotide sequences used as primers in the first and second WGA steps
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ванных фрагментов ДНК соответствующих 
идентичных последовательностей.

Для проведения второго этапа, представляю
щего из себя ПЦР с температурой отжига прай-
меров 60 °С, была использована полимераза Taq 
(ООО «Бигль», Санкт-Петербург) в стандартном 
аммонийном буфере (pH 8,8) с 2,5 мМ MgCl2. 
Это позволило минимизировать влияние осо-
бенностей второго этапа на результат WGA 
и провести сравнение использования разных 
методов MDA. Контрольный образец амплифи-
цировали с использованием набора реактивов 
SurePLEX (Illumina, США) согласно протоколу 
производителя. После проведения второго 
этапа WGA проводили измерение концентрации 
ДНК и электрофорез в агарозном геле с марке-
ром молекулярного веса ДНК Step 100 Long 
(Биолабмикс, Новосибирск).

Для отработки оптимальных условий про-
ведения первого этапа использовали различные 
ферменты и их комбинации. Исследование было 
направлено на поиск оптимальных условий 
фланкирования последовательностей с исполь-
зованием вырожденных праймеров и амплифи-
кации перекрывающихся фрагментов ДНК, 
чтобы достичь более равномерного покрытия 
и в то же время избежать преимущественной 

амплификации повторяющихся элементов ге-
нома.

Для проведения первого этапа амплификации 
с вырожденными праймерами использовали 
коммерчески доступные полимеразы, а также 
ферменты, полученные на основе опублико- 
ванных протоколов как по отдельности, так  
и в различных сочетаниях (рис. 2). В частности,  
использовали полимеразы: Taq (Бигль, Санкт-
Петербург); Bst, клонированная из штамма 
Geobacillus stearothermophilus (Aliotta et al. 1996); 
Gth (Auron ArtScience, США), Pfu, представляю
щая собой ДНК полимеразу семейства B по-
лимераз, обладающих 3’–5’ экзонуклеазной 
активностью, из Pyrococcus furiosus (Lundberg 
et al. 1991); Fusion, представляющая собой по-
лимеразу Pfu, слитая с ДНК связывающим до-
меном Nanoarchaeum equitans (Olszewski et al. 
2017); Klentaq1 с заменой D732N, полученная 
в результате направленного мутагенеза экс-
прессионного вектора, несущего полимеразу 
Taq (Barnes et al. 2021). Смесь ферментов Gth + 
Pfu использовали в соотношении 1:1, Bst +  
Pfu — 2:1, Bst + Fusion — 4:1, Pfu + Fusion — Pfu + 
Fusion и Gth + Fusion — 2:1.

Первый этап амплификации проводили  
в объеме 15 мкл. Для полимераз Taq и Klentaq1 

Рис. 2. Результат электрофореза ДНК в 1,8% агарозе. 1 — ДНК маркера, размеры длин в числе пар 
оснований отмечены слева. 2–12 — результаты WGA 20 пг ДНК человека по одинаковому протоколу 

с использованием на первом этапе различных полимераз: 2–9 — буфер, адаптированный для полимеразы 
Bst, 10 — коммерческие буферные растворы набора SurePLEX, 11, 12 — буфер для полимеразы Taq, 
идентичный по составу буферу для второго этапа амплификации. На первом этапе использованы 

полимеразы: 2 — Bst, 3 — Gth + Pfu, 4 — Gth, 5 — Bst + Pfu, 6 — Fusion, 7 — Bst + Fusion, 8 — Pfu + Fusion, 
9 — Gth + Fusion, 10 — Preamp enzyme коммерческого набора SurePLEX, 11 — Klentaq1 D732N, 12 — Taq

Fig. 2. The result of DNA electrophoresis in 1.8% agarose. 1 — marker DNA, lengths in the number of base pairs 
are marked on the left. 2–12 — WGA results of 20 picograms of human DNA according to the same protocol 

using different polymerases at the first stage. 2–9 — the use of a buffer adapted for Bst polymerase. 10 — the use 
of commercial buffer solutions of the SurePLEX kit. 11–12 — the use of a buffer for Taq polymerase. Its 

composition is identical to the buffer used in the second stage of amplification. The following polymerases were 
used at the first stage: 2 — Bst, 3 — Gth + Pfu, 4 — Gth, 5 — Bst + Pfu, 6 — Fusion, 7 — Bst + Fusion, 8 — Pfu + 
Fusion, 9 — Gth + Fusion, 10 — Preamp enzyme commercial kit SurePLEX, 11 — Klentaq1 D732N, 12 — Taq
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D732N использован стандартный аммонийный 
буфер (pH 8,8) с 2,5 мМ MgCl2. Для остальных 
ферментов и их комбинаций использован адап-
тированный буфер с высоким содержанием 
магния следующего состава: 20 мМ TrisТрис-HCl 
(pH 8,8), 10 мМ KCl, 10 мМ (NH4)2SO4, 2 мМ 
MgSO4, 0,1% Tween 20, 8 мМ MgCl2. Концентра-
ция каждого из нуклеотидов в реакционной 
смеси составила 1,33 мМ, а каждый из пары 
вырожденных праймеров добавляли до конеч-
ной концентрации 0,8 мкМ. Реакцию проводили 
в термоциклере T100 (Bio-Rad, США) по следую
щему протоколу: предварительная денатурация 
2 мин при 95 °С; внесение соответствующей 
полимеразы на льду; далее 12 циклов: 95 °С  
15 сек, 15 °С 50 сек, 25 °С 40 сек, 35 °С 30 сек,  
65 °С 40 сек, 75 °С 40 сек; охлаждение реакци-
онной смеси до 4 °С.

Полученные результаты показали эффек- 
тивность фланкирования фрагментов ДНК  
с применением разработанных вырожденных  
праймеров в цикле с низкотемпературными 
этапами отжига, с медленным поднятием тем-
пературы до оптимальной для элонгации. Раз-
личия в эффективности по результатам двух 
этапов амплификации определяются стабиль-
ностью конкретных ферментов при высоких 
температурах, а также их процессивностью. 
Потенциально все ферменты, обладающие вы-
тесняющей активностью самостоятельно или 
в смеси, показали удовлетворительный резуль-
тат, за исключением полимеразы Bst, которая 
неустойчива к высоким температурам и не 
смогла обеспечить достаточный синтез флан-
кированных фрагментов. При использовании 
полимераз без вытесняющей активности также 
наблюдается эффективное фланкирование, 
однако общее количество продукта меньше, 
а также в некоторых случаях отчетливо видны 
более яркие полосы (бэнды) на фоне шмеров, 
что свидетельствует об избирательной ампли-
фикации отдельных районов и может привести 
к перекосу в сторону более интенсивной ам-
плификации повторяющихся элементов генома. 
Самый близкий по выходу полученной ДНК 
(около 50 нг в микролитре в финальном объе
ме 75 мкл) и разбросу длин фрагментов был 
получен при использовании на первом этапе 
смеси полимераз Bst + Pfu в соотношении 2:1. 
Также достаточно многообещающим выглядит 
использование модифицированной полимера-
зы Klentaq1 D732N, которая может быть пер-
спективной для разработки протокола WGA 
с большим числом высокотемпературных эта-
пов цикла.

Для анализа применимости полученных 
амплификатов с целью определения количества 
копий отдельных сегментов генома или целых 
хромосом с использованием коммерческих 
алгоритмов, были протестированы различные 
варианты протоколов двухступенчатой ампли-
фикации для сочетания полимераз Bst + Pfu 
на первом этапе и ПЦР на втором (рис. 3). Мы 
сравнили варианты соотношения числа циклов 
первого и второго этапов, приводящие к полу-
чению приблизительно одинакового количества 
ДНК, секвенировали образцы и проанализиро-
вали с использованием программного обеспе-
чения BluFuse Multi v4.3, разработанного для 
анализа молекулярного кариотипа на основе 
данных NGS с использованием реактивов Sure-
PLEX DNA Amplification System на секвенаторе 
MiSeq System. В образце, полученном в резуль-
тате амплификации 20 пг референсной ДНК 
здорового мужчины (Agilent Technologies Inc., 
США) с 17 циклами фланкирования в процессе 
амплификации с вытеснением второй цепи 
и последующими 10 циклами ПЦР (рис. 3А), 
система определила снижение покрытия в об-
ласти центромеры хромосомы 7 и обоих плеч 
хромосомы 19, тогда как протокол с 12 ци- 
клами на первом этапе и 16 циклами ПЦР  
позволил получить амплификат, интерпрети-
рованный как не имеющий изменения числа 
копий (рис. 3Б). Сравнение сырых прочтений 
секвенирования не выявило значительных от-
личий в структуре полученных данных, за ис-
ключением разницы в представленности не-
которых повторяющихся последовательностей, 
в частности, рассеянных повторов Alu, пред-
ставляющих собой короткие интерсперсные 
мобильные элементы, относящиеся к семейству 
SINE, а также некоторых сателлитов. Увеличение 
их копийности в образце, подвергшемуся боль-
шему числу циклов ПЦР, может свидетельство-
вать о некотором насыщении амплификата 
повторяющимися элементами генома, однако 
результат анализа с использованием коммерче-
ского программного обеспечения свидетель-
ствует о наличии в нем корректирующих алго-
ритмов. Таким образом, варьируя число циклов 
первого и второго этапа, можно добиться пол-
ной совместимости предложенного метода WGA 
с существующими методами анализа и интер-
претации данных, а при необходимости смеще-
ние в сторону увеличения числа циклов перво-
го этапа может позволить сократить степень 
смещения представленности повторяющихся 
элементов генома в образцах, подвергающихся 
WGA.
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Обсуждение

Комбинированный метод амплификации 
ДНК, сочетающий использование частично вы-
рожденных праймеров, изотермическую ампли-
фикацию с вытеснением второй цепи и двух-
ступенчатый протокол амплификации, показал 
возможность использования такого продукта 
для надежного определения молекулярного 
кариотипа нескольких клеток на основе после-
дующего секвенирования NGS. Использование 
относящихся к различным семействам полиме-
раз, обладающих от природы или в результате 
введенных в них модификаций способностью 
к вытеснению второй цепи, существенно рас-
ширяет перспективы развития методов иссле-
дования отдельных клеток.

В результате проведенного исследования 
показана возможность эффективного исполь-
зования смеси ферментов Pfu и Bst в присутствии 
10 мМ ионов магния для осуществления ци-
клической реакции MDA с фланкированием 
фрагментов вырожденными праймерами, не-
сущими константный адаптер, несмотря на то, 
что индивидуальная полимеразная активность 
Bst не сохраняется в условиях периодического 
нагревания до температуры денатурации. Наи-
большую практическую перспективу, на наш 
взгляд, имеет использование модифицирован-

ного фермента Klentaq1, несущего мутацию 
D732N (Barnes et al. 2021). При описании свой-
ства этого фермента авторы показали по- 
тенциал его использования для протоколов  
петлевой изотермической амплификации (Loop-
mediated isothermal amplification, LAMP), од-
нако в исследовании не дана оценка возмож-
ности применения Klentaq1 D732N в протоко-
лах на основе MDA, в частности для проведения 
WGA. Этот фермент представляет собой уко-
роченный вариант полимеразы Taq, лишенный 
экзонуклеазного домена, что может иметь 
значение для предотвращения имеющей место 
постепенной деградации амплификата при 
длительном хранении под действием остаточ-
ной активности ферментов в образцах. В то же 
время Klentaq1 D732N обладает сходной с Taq 
термостабильностью и работает с одинаковой 
эффективностью в стандартных буферах для 
Taq полимеразы (содержащих (NH4)2SO4 или 
KCl) в широком диапазоне концентрации ионов 
магния (от 1 до 4 мМ). Это открывает потен-
циал для создания на ее основе протокола WGA 
с однократным добавлением всех компонентов 
в пробирку, что является важным для сокра-
щения рисков контаминации образца и умень-
шает риски влияния человеческого фактора 
при обработке большого числа однотипных 
образцов.

Рис. 3. Визуализация молекулярного кариотипа по данным секвенирования NGS 20 пг контрольной 
мужской ДНК с определением относительного числа хромосомных локусов на основе анализа покрытия. 

А — результат анализа образца после 17 циклов MDA и 10 циклов ПЦР. Б — результат анализа образца 
после 12 циклов MDA и 16 циклов ПЦР. Красными стрелками отмечены участки генома, распознанные 

как недостаточно представленные в исходном образце

Fig. 3. Molecular karyotype from NGS sequencing data of 20 picograms of control male DNA with 
determination of the relative number of chromosomal loci based on coverage analysis. A — result of the sample 

analysis after 17 MDA cycles and 10 PCR cycles, B — result of the sample analysis after 12 MDA cycles  
and 16 PCR cycles. Red arrows denote genome regions recognized as underrepresented in the original sample
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Введение мутации D732N в аминокислотную 
последовательность фермента Klentaq1 не толь-
ко увеличило его процессивность и добавило 
способность к вытеснению второй цепи ДНК 
из дуплекса, по сравнению с исходной версией 
Klentaq1, но и дополнительно снабдило фермент 
новой активностью — ревертазной (Barnes et al. 
2021). Комбинация РНК-зависимой ДНК по-
лимеразы с перечисленными выше свойствами 
фермента позволяет задуматься о потенциале 
его использования для разработки протоколов 
для транскриптомного анализа отдельных 
клеток.

Важно отметить, что использование ПЦР для 
WGA неизбежно приводит к экспоненциально-
му росту в образцах повторяющихся последо-
вательностей, что необходимо учитывать при 
потребности поддержания исходного образца 
в коллекциях, а также избегать множественных 
циклов ПЦР, отдавая предпочтение амплифи-
кации на основе MDA. При использовании  
различного числа циклов на первом и втором 
этапах амплификации можно варьировать сте-
пень обогащения конечного продукта повторяю
щимися элементами генома. Использованные 
при исследовании протоколы позволили подо-
брать условия для получения амплификата, 
результаты секвенирования которого могут быть 
проанализированы с применением распростра-
ненных коммерческих алгоритмов и программ-
ного обеспечения для выявления численных 
хромосомных аномалий. Этот метод может быть 
реализован в подготовке материала для анали-
за молекулярного кариотипа отдельных клеток, 
в том числе для преимплантационного генети-
ческого тестирования эмбрионов человека 
и исследования опухолевых клеток, а также 
может оказаться полезным в областях биоме-
дицины и судебно-медицинских исследований, 
где востребована равномерная амплификация 
предельно малых количеств ДНК. При необхо-
димости он может быть адаптирован для ам-
плификации образцов, полученных в результа-
те микродиссекции как отдельных клеток, так 
и сегментов хромосом. Получаемые таким об-
разом образцы ДНК, в отличие от получаемых 
из клеток и отдельных хромосом, отсортиро-
ванных методом проточной цитометрии, часто 
фрагментированы, поэтому плохо поддаются 
изотермической MDA с гексануклеотидными 
праймерами с формированием конкатомеров. 
В случае применения циклической MDA с флан-
кированием предложенными нами праймерами 
фрагментированные образцы можно будет 
успешно амплифицировать, увеличив число 
циклов первого этапа. 

Блочная структура праймеров позволяет 
вносить в них модификации для адаптации 
метода к имеющемуся оборудованию, программ-
ному обеспечению, используемому для анализа 
данных, а также применять для приготовления 
библиотек штрихкодирования методом ПЦР 
за счет внесения дополнительных участков 
в последовательность праймера, используемо-
го на втором этапе WGA.
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