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В последние годы все большее распространение для обнаружения специфических нуклеотидных
последовательностей приобретают методы изотермической амплификации нуклеиновых кислот,
которые требуют использования полимераз с цепь-вытесняющей активностью. Среди подобных
полимераз наиболее популярной является Bst exo-, однако она склонна к неспецифической ампли-
фикации – мультимеризации, приводящей к образованию продуктов, состоящих из тандемных
нуклеотидных последовательностей. В данной работе оценена эффективность протекания мульти-
меризации в зависимости от условий проведения амплификации и предложены способы ее устра-
нения. Обнаружено, что максимальная эффективность мультимеризации характерна для полиме-
разы Bst 2.0 в буфере Isothermal, а Bst-подобная полимераза Gss обеспечивает образование продук-
тов мультимеризации только в буфере Isothermal и на поздних этапах реакции. Оптимальным
способом устранения мультимеризации является использование: полимеразы Gss с буфером Ther-
mopol, или полимеразы Bst LF с буфером Isothermal II, или полимеразы Bst 3.0 с буфером Thermo-
pol, или полимеразы Bst 3.0 с буфером Isothermal и ионами Mn2+ в качестве кофактора. В перечис-
ленных случаях возможна специфическая амплификация исследуемой ДНК-мишени и получение
достоверного результата амплификации.

Ключевые слова: ДНК-полимераза Bst exo-, амплификация “катящимся кольцом” (АКК), мультимери-
зация, ДНК-полимераза Gss, специфичность
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ВВЕДЕНИЕ
В последнее время для обнаружения специфи-

ческих нуклеотидных последовательностей все
большее применение находят изотермические
методы, такие как амплификация “катящимся
кольцом” (АКК; rolling circle amplification, RCA)
[1–3], “петлевая изотермическая амплифика-
ция” (loop mediated amplification, LAMP) [4, 5],
метод NASBA (nucleic acid sequence based amplifi-
cation) [6], амплификация смещением цепи
(strand displacement amplification, SDA) [7] и дру-
гие [8–12]. Их несомненным преимуществом яв-
ляется возможность проведения реакций в порта-

тивных термостатирующих устройствах или в
формате биосенсоров, то есть без использования
дорогостоящих термоциклеров [13–16]. Реакции
изотермической амплификации характеризуются
в отдельных случаях более стабильной работой
ферментов по сравнению с реакциями амплифи-
кации, протекающими при термоциклировании
(например, полимеразная и лигазная цепные ре-
акции) [2, 8, 9].

Проведение амплификации в изотермическом
режиме требует использования полимераз с цепь-
вытесняющей активностью (как правило, не име-
ют 5'→3'-экзонуклеазной активности), способ-
ных обеспечить эффективное расхождение цепей
нуклеиновых кислот при постоянной температу-
ре. К ним относятся, например, коммерческие
ДНК-полимеразы Bst exo-, Bsu exo-, фрагмент
Кленова, phi29, Vent exo– и другие. Полимераза
Bst exo-, представляющая собой большой фраг-

Сокращения: АКК – амплификация “катящимся кольцом”;
FAM – 5'-карбоксифлуоресцеин; DMTr – диметокситри-
тильная группа; МС – кольцевые ДНК-матрицы; МL –
линейные одноцепочечные ДНК-матрицы.
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мент ДНК-полимеразы I из Geobacillus stearother-
mophilus, используется наиболее часто ввиду
сильной цепь-вытесняющей активности, относи-
тельной термостабильности (оптимум при 65°С)
и высокой процессивности. Доступны несколько
форм полимеразы Bst exo-: Bst LF (собственно Bst
exo-), Bst 2.0, Bst 2.0 WarmStart, Bst 3.0. Описано
также несколько Bst-подобных полимераз [17–
19], в частности, Gss-полимераза и ее химерные
формы, обладающие высокими процессивно-
стью, точностью и стойкостью к ингибиторам
[20, 21].

Однако полимераза Bst exo- в изотермических
условиях часто дает неспецифические продукты,
которые могут нарабатываться даже в отсутствие
матрицы и праймеров, т.е. путем ab initio-синтеза
[22]. Было показано, что при амплификации ко-
роткой линейной матрицы и двух праймеров к
ней происходит мультимеризация, заключающа-
яся в образовании набора ДНК-продуктов крат-
ной длины – мультимеров, представляющих со-
бой тандемно расположенные повторы нуклео-
тидной последовательности матрицы [23]. Их
невозможно дифференцировать от продуктов ам-
плификации “катящимся кольцом”, результатом
которой также является набор ДНК кратной дли-
ны, называемых конкатемерами. Мультимеры и
конкатемеры проявляются на электрофореграм-
ме в виде лестницы полос, что затрудняет или де-
лает невозможным интерпретацию результатов
АКК, которая благодаря высокой чувствительности
и универсальности стала на сегодняшний день
мощным инструментом в биомедицинских и био-
нанотехнологических исследованиях [2, 3, 16, 24].

Недавно была предложена гипотеза, объясня-
ющая мультимеризацию ДНК под действием по-
лимеразы Bst exo- [25], согласно которой мульти-
меризация запускается за счет гибридизации од-
ного из свободных 3'-концов двуцепочечного
ампликона на комплементарной цепи с противо-
положной стороны дуплекса и последующей
элонгации. Это приводит к появлению дополни-
тельных сайтов отжига для праймеров, и далее
амплификация удлиненных матриц обеспечивает
экспоненциальное накопление мультимерных
продуктов. Авторы не указывают причин, по ко-
торым происходит образование подобного ини-
циаторного компекса, поэтому детальный меха-
низм мультимеризации до сих пор не ясен. Оче-
видно, что для повышения специфичности
изотермической амплификации с полимеразой
Bst exo- необходимо выявление условий, которые
способствовали бы устранению мультимериза-
ции, то есть подавляли бы образование неспеци-
фических продуктов. Целью данной работы стал
поиск факторов, устраняющих мультимеризацию
ДНК под действием полимеразы Bst exo- или
снижающих ее эффективность.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Поскольку точный механизм мультимериза-
ции ДНК под действием полимеразы Bst exo-
остается дискуссионным и требует дальнейшего
изучения, важным является поиск условий, при
которых мультимеризация была бы минимизиро-
вана. Без решения данной проблемы достовер-
ность результатов, получаемых в реакции АКК,
будет оставаться сомнительной. Ранее мы обна-
ружили, что краситель SYBR Green I, используе-
мый для амплификации в режиме реального вре-
мени, ингибирующее действие которого в отно-
шении ДНК-полимераз достаточно хорошо
изучено [26], в определенном концентрационном
диапазоне способен предотвратить образование
мультимерных продуктов, практически не влияя
при этом на амплификацию кольцевых матриц
[27]. Однако использование ингибирующей кон-
центрации указанного красителя в качестве един-
ственного способа предотвращения мультимери-
зации может оказаться малоэффективным.

В настоящей работе на модельной молекуляр-
ной системе, состоящей из линейных одноцепо-
чечных ДНК-матриц (МL) длиной 50 нт и прай-
меров F и R (табл. 1) к ним, было изучено влияние
ряда условий на эффективность мультимериза-
ции и осуществлен поиск способов ее устране-
ния. В качестве положительного контроля проте-
кания амплификации (специфическая амплифика-
ция) выступали образцы, содержащие кольцевые
матрицы (МС), которые получали циклизацией
(внутримолекулярным лигированием) ML на под-
держивающих пробах S (табл. 1, рис. 1). В случае
ML праймер R отжигается на 3'-конце матрицы и
далее удлиняется полимеразой, давая короткий
двуцепочечный продукт, при расхождении цепей
которого возможен отжиг праймера F на синтези-
рованной цепи. Для системы “линейная матри-
ца-праймеры” в присутствии полимеразы Bst
exo- происходит мультимеризация – неспецифи-
ческая амплификация ДНК, приводящая к обра-
зованию мультимеров (схема представлена ниже
на рис. 3). В случае МС также происходит отжиг
праймера R на части кольцевой ДНК, и в ходе его
удлинения образуется длинный одноцепочечный
продукт с многократно повторяющейся последо-
вательностью, имеющей множество сайтов для
отжига праймера F. В результате протекает АКК,
приводящая к образованию конкатемеров. Муль-
тимеры и конкатемеры проявляются на электро-
фореграмме в виде практически идентичных
лестниц полос.

Амплификацию проводили в реальном време-
ни при неингибирующей концентрации SYBR
Green I (0.1×) с использованием ступенчатого
температурного протокола. Поскольку прайме-
ры, использованные в работе, имеют расчетную
температуру отжига около 60°С, именно эта тем-
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пература задавалась в качестве рабочей. Допол-
нительно задавали температуру начальной дена-
турации (70°С) для разрушения возможных диме-
ров праймеров. Более высокую температуру не
задавали, поскольку Bst-полимераза инактивиру-
ется при 80°С в течение 10 мин. Во всех опытах
параллельно ставили образцы, содержащие ли-
нейные или кольцевые матрицы.

В экспериментах с полимеразами Bst exo- мы
заметили, что при варьировании ряда параметров
мультимеризация протекает с разной эффектив-

ностью. По-видимому, непосредственный старт
мультимеризации является случайным и очень
редким событием, вероятность возникновения
которого зависит от условий проведения реак-
ции. Интересным оказалось то, что максималь-
ная эффективность мультимеризации наблюда-
лась для свежих фасовок полимеразы, а затем по
мере работы происходило ослабление нежела-
тельной активности фермента при сохранении
специфической активности. Учитывая данное
обстоятельство, все эксперименты проводились с

Таблица1. Олигонуклеотиды, использованные в работе

Название Последовательность, 5'→3' Длина, нт

МL1 АCTGTCAGTCCTGTAGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTACATTGTCAGT 50
F1 АCTGTCAGTCCTGTAGTGCTCAGTG 25
R1 ACTGACAATGTAGGCTGTACGACGA 25
МL1В DMTr-АCTGTCAGTCCTGTAGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTACATTGTCAGT-FAM 50
F1B DMTr-ACTGTCAGTCCTGTAGTGCTCAGTG 25
R1B DMTr-ACTGACAATGTAGGCTGTACGACGA 25
МL2 CCCGTCCGTCCTGTAGTGCTCAGTGTCGTCGTACAGCCTACACTGCCCGC 50
F2 CCCGTCCGTCCTGTAGTGCTCAGTG 25
R2 GCGGGCAGTGTAGGCTGTACGACGA 25
МL3 АCTTTCAGTCCTGTAGTGCTCAGGGCCCTCGTACAGCCTACATTGTTAGT 50
F3 АCTTTCAGTCCTGTAGTGCTCAGGG 25
R3 ACTAACAATGTAGGCTGTACGAGGG 25
S1 GGACTGACAGTACTGACAATGT 22
S2 ACGGACGGGGCGGGCAGT 18
S3 CAGGACTGAAAGTACTAACAATGTAG 26

Рис. 1. Упрощенная схема получения кольцевых ДНК и изотермической амплификации линейных (ML) и кольце-
вых (MC) матриц. F/R – праймеры, S – поддерживающая проба, nL – размеры продуктов амплификации.
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препаратами полимераз, предварительно обрабо-
танными дитиотреитолом (DTT), который часто
используется как компонент буферных растворов,
повышающий/сохраняющий активность фермен-
тов. Для этого непосредственно перед постанов-
кой амплификационных экспериментов препа-
рат полимеразы смешивался с равным объемом
20 мМ водного раствора DTT, и смесь выдержи-
валась 1 ч при 4°С.

Для выявления условий, обеспечивающих
максимальную эффективность мультимеризации,
мы сначала на простой матрице ML1 и праймерах
F1 и R1 протестировали активность несколько по-
лимераз: Bst LF, Bst 2.0, Bst 2.0 WarmStart и Bst 3.0, а
также полимеразу Gss. Применение полимеразы
Bst 2.0 WarmStart, активирующейся при темпера-
туре выше 45°С, рекомендуется производителем
для снижения вероятности образования побоч-
ных продуктов. Gss-полимераза, описанная нами
ранее [20, 21], представляет собой Bst-подобную
ДНК-полимеразу с повышенной процессивно-
стью и стойкостью к ингибиторам. Аналогично
полимеразе Bst exo-, она обладают цепь-вытесня-
ющей активностью с оптимумом при 65°С. Ам-
плификацию проводили в буферах Thermopol
(рекомендован для Bst LF), Isothermal (для Bst 2.0
и Bst 2.0 WS) и Isothermal II (для Bst 3.0) и находили
значения порогового времени Tt (time-to-thresh-
old), соответствующего началу фазы экспоненци-
ального роста кривых амплификации (табл. 2).

Буферы Thermopol, Isothermal и Isothermal II
имеют практически идентичный состав за исклю-
чением концентрации KCl, которая резко возрас-
тает от 10 мМ в Thermopol до 150 мМ Isothermal II.
Несмотря на это, все четыре полимеразы Bst exo-
приводили к накоплению мультимерных продук-
тов за исключением двух вариантов сочетания по-
лимераз и буферов – Bst LF в буфере Isothermal II
и Bst 3.0 в буфере Thermopol. Максимальная ско-
рость накопления продуктов амплификации в
большинстве случаев наблюдалась при проведе-

нии реакций в буфере Isothermal, который за счет
KCl (50 мМ) создает, очевидно, наиболее опти-
мальные условия для проявления полимеразой
Bst exo- своей полимеразной активности. Это, в
свою очередь, обусловливает повышенную эф-
фективность как специфической, так и неспеци-
фической амплификации. Наибольшую склон-
ность к мультимеризации показала полимераза
Bst 2.0 в буфере Isothermal, а наименьшую – по-
лимераза Gss, которая привела к позднему накоп-
лению мультимерных продуктов исключительно
в буфере Isothermal. Таким образом, избежать
мультимеризации можно при использовании по-
лимеразы Gss, или Bst LF совместно с буфером
Isothermal II, или Bst 3.0 совместно с буфером
Thermopol. В этих случаях возможна специфиче-
ская амплификация исследуемой ДНК-мишени
и, соответственно, получение достоверного ре-
зультата при проведении ДНК-диагностических
процедур.

Следует отметить, что образцы, содержащие
линейную матрицу, всегда имели значительный
разброс в величине Tt (рис. 2а, кривые 4–6) в от-
личие от образцов с кольцевой матрицей (рис. 2а,
кривые 1–3), что связано, очевидно, со случай-
ным характером непосредственного старта муль-
тимеризации. В отдельных случаях, например,
при значительном различии в величинах Tt (ΔTt =
= Ttлин – Ttкольц) для опытных образцов и образ-
цов отрицательного контроля (в нашем случае со-
держащих линейную матрицу), можно прене-
бречь протеканием неспецифической амплифи-
кации.

Однако гель-электрофоретический анализ все
равно не позволяет дискриминировать продукты
специфической и неспецифической амплифика-
ции, поскольку для обеих матриц наблюдается
образование набора продуктов кратной длины
(рис. 2б). Единственным признаком, неявно ука-
зывающим на мультимерный характер продуктов
амплификации, является несоответствие длины

Таблица 2. Среднее значение порогового времени Tt (мин) при изотермической амплификации линейной (ML1)
и кольцевой (MC1) матриц в системах “полимераза-буфер”

* Состав буферов: 20 мМ Тris-HCl (pH 8.8), 10 мМ (NH4)2SO4, 2 мМ MgSO4, 0.1% Tween 20 с добавлением 10 мМ KCl (Ther-
mopol); 50 мМ KCl (Isothermal); 150 мМ KCl (Isothermal II).

Буфер* Матрица
Полимераза

Bst LF Bst 2.0/
Bst 2.0 WarmStart Bst 3.0 Gss

Thermopol МL1 83.7 ± 17.3 66.7 ± 11.7 – –
МC1 26.8 ± 1.2 29.7 ± 0.9 55.0 ± 2.4 30.4 ± 0.8

Isothermal МL1 51.7 ± 12.5 45.5 ± 7.1 56.7 ± 13.5 110.8 ± 8.4
МC1 16.7 ± 1.2 15.5 ± 1.0 33.3 ± 1.7 25.1 ± 1.2

Isothermal II МL1 – 69.2 ± 14.2 74.5 ± 16.4 –
МC1 31.7 ± 2.4 27.0 ± 0.9 24.2 ± 1.2 31.7 ± 1.1
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Рис. 2. Результаты изотермической амплификации линейной (ML1) и кольцевой (MC1) ДНК-матриц в присутствии
полимеразы Bst LF. (а) Профили амплификации в буфере Thermopol для матрицы МС1 (кривые 1–3) и ML1 (4–6), 7 –
условная кривая амплификации матрицы ML1 с усредненным значением Tt; (б) электрофореграмма образцов после
амплификации в разных буферах (маркер 50 bp DNA ladder, New England Biolabs).
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мультимеров ожидаемым и варьирование длины
для разных образцов.

Согласно предположению Ванга и сотр. [25],
мультимеризация ДНК происходит за счет отжи-
га на противоположной стороне дуплекса и по-
следующей элонгации свободных 3'-концов дву-
цепочечного ампликона, что приводит к появле-
нию дополнительных сайтов отжига для праймера
и к экспоненциальному накоплению мультимер-
ных продуктов. Однако авторы использовали в
своем исследовании наряду с олигонуклеотид-
ной матрицей только один праймер и при анали-
зе результатов мультимеризации методом гель-
электрофореза наблюдали шмер. В нашей работе
использовались два праймера, поэтому на гелях
визуализировались дискретные продукты ам-
плификации. Поскольку максимальная эффек-
тивность мультимеризации наблюдалась при ис-
пользовании полимеразы Bst 2.0 и буфера Iso-
thermal, все дальнейшие эксперименты были
проведены в данной системе.

Гипотетическая схема мультимеризации для
системы “линейная матрица-праймеры” пред-
ставлена на рис. 3. На первом этапе происходит
отжиг и удлинение праймера R, приводящее к об-
разованию простого (мономерного) двуцепочеч-
ного продукта длиной 1L. Затем, согласно работе
[25], свободный 3'-конец одной из цепей дуплек-
са по какой-то причине отжигается на компле-
ментарной цепи с противоположной стороны и
удлиняется (этапы 2 и 3). Удлинение одной из це-
пей обеспечивает увеличение количества мест от-
жига праймера F (этап 4а), и после многократно-
го повтора событий отжига и элонгации прайме-
ров происходит накопление мультимерных
продуктов длиной nL (этапы 5, …, i).

Ключевым в представленной схеме является
этап 2, когда генерируется инициаторный ком-
плекс и запускается процесс мультимеризации.
Если гипотеза, выдвинутая Вангом [25], верна, то
образование инициаторного комплекса можно
затруднить с помощью нескольких приемов. Од-
ним из них является использование праймеров и
матрицы, несущих объемные группы по 3'- и 5'-
концам, которые потенциально могут стабилизи-
ровать концы дуплекса, препятствуя тем самым
“дыханию” цепей, и вызывать стерические за-
труднения в работе полимеразы, как было пока-
зано в работе [28].

Мы синтезировали дополнительно матрицу
ML1B и праймеры F1B и R1B, в которых по 5'-
концам располагалась диметокситритильная
группа (DMTr), а по 3'-концу ML1B – флуорес-
центный краситель FAM (табл. 1). Обе группы
имеют относительно большой размер, устойчивы
к отщеплению в условиях ферментативных пре-
вращений, а синтез олигонуклеотидов с такими
группами является рутинным. Амплификацию
праймерами F1B и R1B проводили как для матри-
цы ML1B, так и для ML1, а также матрицы ML1B
праймерами F1 и R1 в качестве сравнения (системы
ML1B/F1B/R1B, ML1/F1B/R1B и ML1B/F1/R1).
Оказалось, что введение объемных групп в прайме-
ры действительно несколько затрудняет мультиме-
ризацию, но не предотвращает ее (табл. 3).

Еще одним приемом, затрудняющим протека-
ние мультимеризации, может быть использова-
ние GC-богатых по 5'-концам праймеров. Такие
праймеры, например с некомплементарными
матрице 5'-концами, т.е. содержащими неспеци-
фические нуклеотидные последовательности,
могут быть легко сконструированы и использова-
ны в амплификации любых ДНК-мишеней.
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В этом случае за счет большей температуры дена-
турации GC-богатых участков эффективность
“дыхания” концов двуцепочечного ампликона
будет снижена, что снизит и вероятность образо-
вания инициаторного комплекса. Для проверки
этого предположения нами были синтезированы
матрица ML2 и пара праймеров F2/R2 к ней
(табл. 1). Помимо набора ML2/F2/R2, была син-
тезирована матрица ML3 и пара праймеров F3/R3
с тремя нуклеотидами dG по их 3'-концам. Мы

предположили, что участок из шести нуклеоти-
дов dG и dC в центре мономерного двуцепочеч-
ного ампликона также будет способствовать ста-
бильности дуплекса и снижать вероятность обра-
зования инициаторного комплекса. Как и в
предыдущем случае, амплификация матриц ML2 и
ML3 показала некоторое снижение эффективности
мультимеризации (табл. 3, системы ML2/F2/R2 и
ML3/F3/R3), но не полное ее устранение.

Рис. 3. Схема (этапы (1)–(6)) протекания мультимеризации при использовании олигонуклеотидных матриц и праймеров
с объемными группами по концам (цепи черного цвета соответствуют участку праймера F, серого цвета – праймера R).
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Таблица 3. Среднее значение порогового времени Tt (мин) при изотермической амплификации линейных и
кольцевых матриц праймерами с объемными группами*

* Компоненты систем см. табл. 1.

Матрица
Молекулярная система*

ML1B/F1B/R1B ML1/F1B/R1B ML1B/F1/R1 ML2/F2/R2 ML3/F3/R3

МL1 74.3 ± 19.4 51.7 ± 13.8 47.8 ± 9.4 67.2 ± 16.5 59.7 ± 9.2
MC1 – 16.8 ± 1.4 – 18.1 ± 0.8 16.4 ± 1.1
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Мы также предположили, что устранение
мультимеризации возможно путем изменения ак-
тивности полимеразы, например при замене ко-
фактора. Известно, что в качестве таковых у ДНК
полимераз выступают преимущественно ионы Mg2+.
Однако неоднократно сообщалось о способности
полимераз использовать другие катионы, напри-
мер Mn2+, при этом в отдельных случаях происхо-
дит изменение типов ферментативной активно-
сти [29–31]. Для проверки данного предположе-
ния нами были приготовлены буферные растворы
Thermopol-C, Isothermal-C и Isothermal II-C, пол-
ностью соответствующие составу поставляемых
вместе с использованными в работе полимераза-
ми, но не содержащие солей магния. В качестве
нетипичных кофакторов использовали Mn2+,
Cd2+ и Co2+ в концентрации 2.5 мМ, для которых
ранее была показана возможность активации
полноразмерной Bst-полимеразы [32, 33]. Най-
денные после амплификации значения Tt приве-
дены в табл. 4.

Согласно полученным результатам, среди трех
нетипичных катионов в качестве кофактора по-
лимеразы Bst exo– может выступать только Mn2+.
При этом мультимеризация в присутствии ионов
Mn2+ не протекает ни в одном из вариантов соче-
тания буферов и полимераз, а АКК протекает в
большинстве случаев, хотя и со значительно
меньшей эффективностью, чем при использова-
нии Mg2+. Специфическая амплификация с Mn2+

для всех четырех полимераз Bst exo– наблюдалась
в буфере Isothermal-С.

Таким образом, в работе показано, что в изо-
термических условиях коммерческие полимера-
зы Bst exo- обеспечивают протекание неспецифи-
ческой амплификации – мультимеризации, при-
водящей к накоплению мультимерных продуктов
практически для всех вариантов сочетания поли-
мераз (4 вида) и поставляемых с ними буферов.
Максимальная эффективность мультимеризации
наблюдалась при проведении амплификации в
буфере Isothermal, который обусловливает наи-
лучшие условия для проявления полимеразой
Bst exo- своей полимеразной активности. Наи-
большую склонность к мультимеризации проде-

монстрировала полимераза Bst 2.0 в буфере Iso-
thermal, а Bst-подобная полимераза Gss обеспе-
чивает образование продуктов мультимеризации
только в буфере Isothermal и на поздних этапах
реакции. Эффективность мультимеризации мо-
жет быть несколько снижена при использовании
праймеров с GC-богатыми 5'-концевыми после-
довательностями, некомплементарными матри-
це, а также с объемными 5'-концевыми группами,
такими как FAM или DMTr. Использование
ионов Mn2+ в качестве кофактора полимеразы
способно устранить мультимеризацию в боль-
шинстве случаев, однако при этом снижается эф-
фективность и специфической амплификации.
Оптимальным условием устранения мультимери-
зации представляется один из вариантов: 1) ис-
пользование полимеразы Gss совместно с буфером
Thermopol, 2) использование полимераз Bst LF
совместно с буфером Isothermal II или Bst 3.0 сов-
местно с буфером Thermopol, 3) использование
полимеразы Bst 3.0 совместно с буфером Isother-
mal и ионами Mn2+ в качестве кофактора. В пере-
численных случаях возможна специфическая ам-
плификация исследуемой ДНК мишени и, соот-
ветственно, получение максимально достоверного
результата ДНК-диагностических процедур.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе использованы следующие реактивы:
ДНК-полимеразы Bst LF, Bst 2.0, Bst 2.0 WarmStart
и Bst 3.0, буферы Thermopol, Isothermal и Isothermal
II (New England Biolabs, США); экзонуклеаза I (Exo I),
T4-полинуклеотидкиназа (Fermentas, Литва); Т4-
ДНК-лигаза, dNTP (СибЭнзим, Россия); дитиотре-
итол, акриламид, N,N'-метиленбисакриламид, Tris,
персульфат аммония, динатриевая соль N,N,N',N'-
этилендиаминтетрауксусной кислоты (EDTA),
N,N,N ',N '-тетраметилэтилендиамин (AppliChem,
Германия); SYBR Green I (Биотех-Индустрия,
Россия); 5-(этилтио)-1H-тетразол, 2-цианоэтил-
амидофосфиты (dA-CE, dC-CE, dG-CE, dT-CE),
носители для синтеза олигонуклеотидов (dA-
CPG, dC-CPG, dG-CPG, dT-CPG) (Glen Re-
search, США); абсолютные ацетонитрил и тетра-
гидрофуран квалификации “для синтеза ДНК”

Таблица 4. Среднее значение порогового времени Tt (мин) при изотермической амплификации линейной и
кольцевой матриц в системах “полимераза–буфер–кофактор”

Буфер Кофактор
Bst LF Bst 2.0/Bst 2.0 WarmStart Bst 3.0

ML1 MC1 ML1 MC1 ML1 MC1

Thermopol-C Mg2+ 81.3 ± 15.4 28.3 ± 1.3 68.5 ± 10.9 26.7 ± 1.0 – 52.8 ± 1.7

Mn2+ – – – – – 100.0 ± 4.1
Isothermal-С Mg2+ 53.6 ± 11.7 14.9 ± 1.3 44.6 ± 12.2 17.2 ± 2.3 55.3 ± 12.7 29.0 ± 3.1

Mn2+ – 100.0 ± 1.5 – 93.3 ± 2.5 – 66.7 ± 2.0
Isothermal II-C Mg2+ – 33.4 ± 0.8 59.9 ± 11.5 25.0 ± 1.8 70.7 ± 19.1 23.4 ± 1.3

Mn2+ – – – 86.7 ± 3.7 – 83.3 ± 2.4
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(Panreac, Испания). ДНК-полимераза Gss была
получена как описано в работе [21]. Буферные
растворы Thermopol-C (20 мM Tris-HCl (pH 8.8),
10 мM (NH4)2SO4, 10 мM KCl, 0.1% Triton X-100),
Isothermal-C (20 мM Tris-HCl (pH 8.8), 10 мM
(NH4)2SO4, 50 мM KCl, 0.1% Tween 20) и Isother-
mal II-C (20 мM Tris-HCl (pH 8.8), 10 мM
(NH4)2SO4, 150 мM KCl, 0.1% Tween 20) были при-
готовлены в соответствии с составом оригиналь-
ных буферов Thermopol, Isothermal, Isothermal II
(New England Biolabs, США), поставляемых вме-
сте с соответствующими полимеразами, но без
ионов Mg2+. Растворы солей MgCl2, MnCl2, CoCl2
и Cd(NO3)2 добавляли непосредственно в реакци-
онные смеси для амплификации в конечной кон-
центрации катиона 2.5 мМ. Для приготовления
всех растворов использовали воду высшей катего-
рии качества (>18 МOм, Millipore, Франция), все
растворы перед применением фильтровали через
шприцевые насадки Chromafil Xtra PET-20/25
(Macherey-Nagel, Германия) с размером пор 0.2 мкм.

Олигонуклеотидные матрицы и праймеры кон-
струировали с использованием онлайн-утилиты
OligoAnalyzer (Integrated DNA Technologies,
США) и проверены с помощью инструментов
BLAST на отсутствие гомологии с известными
нуклеотидными последовательностями, депониро-
ванными в базе данных GenBank на сайте NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Праймеры синте-
зировали на автоматическом ДНК-синтезаторе
ASM-800 (Биоссет, Россия) амидофосфитным
способом, их очистку проводили методом гель-
электрофореза в 15% ПААГ. Концентрацию всех
нуклеиновых кислот определяли по оптическому
поглощению водного раствора при 260 нм на
спектрофотометре BioSpec-Mini (Shimadzu, Япо-
ния) и выражали как число оптических единиц в
1 мл (OE/мл). Последовательности олигонуклео-
тидов представлены в табл. 1.

Кольцевые матрицы МС1-МС3. Олигонуклео-
тиды МL1-МL3 сначала фосфорилировали с по-
мощью Т4-полинуклеотидкиназы согласно про-
токолу производителя, а затем в приборе Т100
(Bio-Rad Laboratories, США) проводили отжиг в
20 мкл реакционной смеси, содержащей 1 пмоль
МL1, 5 пмоль поддерживающей пробы S1 или S2,
буфер Т4-ДНК-лигазы, плавно снижая темпера-
туру с 80 до 25°С в течение 1 ч. После окончания
отжига добавляли 2 мкл 10 мМ ATP и 5 ед. акт. Т4-
ДНК-лигазы. Смесь инкубировали 18 ч при 8°С,
далее инактивировали лигазу при 75°С в течение
15 мин. Затем к реакционной смеси добавляли
1 ед. акт. экзонуклеазы I и ее буфер, инкубировали
2 ч при 37°С и еще 1 ч при 45°С, после чего инакти-
вировали фермент при 85°С в течение 15 мин.
Кольцевую матрицу далее использовали для ам-
плификации без дополнительной очистки, разбав-
ляя водой до концентрации 107 молекул/мкл.

Амплификацию с детекцией результатов по ко-
нечной точке проводили в приборе Т100 (Bio-Rad

Laboratories, США). Образцы готовили в ПЦР-
боксе с рециркулятором UVC/T-M-AR (Biosan,
Латвия), предварительно облучая рабочее про-
странство, автоматические дозаторы и пластико-
вую посуду ультрафиолетом в течение 20 мин. Об-
разцы объемом 10 мкл содержали 107 копий мише-
ни, 5 пмоль каждого из праймеров, 1 мкл смеси
dNTP с концентрацией 2.5 мМ, 3 ед. акт. ДНК-по-
лимеразы и соответствующий полимеразный буфер.

Протокол амплификации состоял из следую-
щих этапов: 1) “условная” денатурация при 70°С –
30 с; 2) “условный” отжиг при 65°С – 60 с;
3) элонгация при 60°С – 3 ч. Амплификацию в ре-
жиме реального времени проводили в приборе
iQ5 (Bio-Rad Laboratories, США). В данном слу-
чае реакционные смеси содержали дополнитель-
но интеркалирующий краситель SYBR Green I
(0.1×–2×), а каждый образец был представлен в
трех повторах. В экспериментах с предобработ-
кой полимеразы дитиотреитолом смешивали реа-
гент с 20 мМ водным раствором DTT в соотноше-
нии 1 : 1 и выдерживали 1 ч при 4°С, далее вноси-
ли в реакционные смеси для амплификации в
объеме, содержащем равное количество единиц
активности фермента, при этом концентрация
DTT в реакционной смеси составляла 0.6 мМ.

Электрофорез продуктов амплификации про-
водили в 10–15% полиакриламидных гелях в
Трис-ацетатном буфере в камере вертикального
типа VE-10 (Хеликон, Россия) при напряжении
90–110 В. Источником питания служил прибор
Эльф-4 (ДНК-Технология, Россия). Гели окра-
шивали бромистым этидием и визуализировали в
приборе Gel Camera System (UVP Inc., США).
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Elimination of DNA Multimerization Occurring at Isothermal Amplification 
with Bst exo- DNA Polymerase

A. R. Sakhabutdinova*, #, L. R. Mirsaeva*, I. P. Oscorbin**,
M. L. Filipenko**, and R. R. Garafutdinov*
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**Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine SB RAS,
pr. Akademika Lavrent’eva 8, Novosibirsk, Novosibirskaya obl., 630090 Russia

Methods for isothermal amplification of nucleic acids have gained more attention in recent decades. For iso-
thermal amplification, polymerases with strand-displacement activity are required, among which Bst exo- is
the most popular polymerase. However, Bst exo- polymerase is able to nonspecific amplification (so-called
multimerization) that leads to the accumulation of by-products consisting of tandem nucleotide repeats. In
this study, the efficiency of multimerization depending on the reaction conditions was evaluated and methods
for its elimination were proposed. The maximum efficiency of multimerization was found for Bst 2.0 poly-
merase in Isothermal buffer. In contrast, Bst-like Gss polymerase provides the multimerization products for-
mation only in Isothermal buffer at the later stage of the reaction. The following methods for multimerization
elimination are recommended: the use of Gss polymerase with Thermopol buffer, or Bst LF polymerase with
Isothermal II buffer, or Bst 3.0 polymerase with Thermopol buffer, or Bst 3.0 polymerase with Isothermal
buffer and Mn2+ ions as a cofactor. In these cases, specific isothermal amplification of nucleic acids is possi-
ble, which provides accurate and reliable results.

Keywords: Bst exo- DNA polymerase, rolling circle amplification (RCA), multimerization, Gss DNA polymerase,
specificity
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