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Методы верификации субмикроскопических 
клинически значимых вариаций числа копий участков ДНК

Твеленёва А.А., Шилова Н.В.

ФГБНУ «Медико-генетический научный центр» 
Россия, 115522, Москва, ул. Москворечье д.,1

Геномная вариабельность является основой эволюции генома человека и включает в себя вариации последовательности 
ДНК и структурную вариабельность. К структурной вариабельности относят вариации числа копий участка ДНК (copy number 
variation – CNV), размером от 1000 п.н. до нескольких десятков млн п.н. Среди них выделяют субмикроскопические CNV раз-
мером от 1000 п.н. до 3 млн п.н., часть из которых является клинически значимой, то есть ассоциирована с задержкой психо-
моторного развития, врожденными пороками и/или аномалиями развития, а также заболеваниями аутистического спектра. 
Для анализа CNV используют широкий спектр методов с различной разрешающей способностью.  В качестве универсального 
метода детекции субмикроскопических CNV в клинической практике используется хромосомный микроматричный анализ. 
Однако все чаще для анализа CNV используются методы высокопроизводительного секвенирования.  Наряду с развитием 
полногеномных технологий, разрабатывается большое количество биоинформатических алгоритмов анализа CNV, имеющих 
разную эффективность. В связи с этим возрастает потребность в подтверждении полученных данных с целью исключения 
ложноположительных результатов. Кроме того, информации только о наличии или отсутствии CNV недостаточно для медико-
генетического консультирования. Для оценки повторного риска хромосомной патологии необходимо определить струк-
туру и происхождение обнаруженной CNV. С этой целью используются молекулярно-генетические и молекулярно-цитоге-
нетические методы. Ряд молекулярно-генетических методов, основанных на использовании ПЦР, имеют разрешающую спо-
собность, достаточную для подтверждения субмикроскопических CNV. Молекулярно-цитогенетические методы включают 
в себя различные модификации метода флуоресцентной in situ гибридизации. Анализ субмикроскопических CNV с исполь-
зованием FISH-метода ограничен длиной и спецификой фрагментов ДНК в зондах, используемых в традиционных протоко-
лах исследования. Поэтому актуальным становится использование методов на основе in situ гибридизации с ДНК-зондами 
длиной порядка нескольких т.п.н., что позволяет не только подтвердить CNV и установить ее происхождение, но и опреде-
лить структуру хромосомной перестройки, лежащей в основе хромосомного/геномного дисбаланса. В статье обсуждаются 
возможности, преимущества и недостатки различных методов, используемых для верификации клинически значимых CNV.
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Methods for verification of submicroscopic pathogenic copy number variations

Tveleneva A.A., Shilova N.V.

Research Centre for Medical Genetics, 
Moscvorechie str.,1, Moscow, 115478, Russia

Genomic variability is the basis of genetic diversity and evolution and includes sequence and structural variability. Structural vari-
ability refers to variations in the number of copies of DNA (copy number variations - CNVs), ranging from 1000 bp up to several 
megabases (Mb) in size. Among them, some submicroscopic CNVs up to 3 Mb, can lead to clinical signs such as developmental 
delay, intellectual disability, congenital malformations and/or dysmorphic features, as well as autism spectrum disorders. A wide 
range of methods with different resolution is used for CNVs analysis. To date, chromosomal microarray analysis (CMA) is a universal 
method for CNVs detection. However, with the advent methods of next-generation sequencing, their applicability for CNV analysis is 
increasingly being estimated. Therefore, with the development of genome-wide technologies and bioinformatic tools for CNV anal-
ysis, there is an increasing need to confirm the obtained data in order to establish the true values of their sensitivity and specificity. 

Статья подготовлена по материалам доклада на научно-практической конференции «Новые аспекты пренатальной и преимплантационной ге-
нетической диагностики» (22 октября 2018 г., г. Томск).
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In addition, information only about localization and gene content of CNVs is not enough for genetic counseling for the family. It is 
necessary to define structure and origin of the detected CNV to assess accurate recurrence risk of chromosome imbalance. For this 
purpose, molecular genetics and molecular cytogenetic methods are used. There are some methods of molecular genetics based 
on PCR with sufficient resolution to confirm submicroscopic CNV longer than 1000 bp. Analysis of submicroscopic CNVs by various 
modifications of FISH-method is limited by the length and specificity of DNA fragments in probes used in conventional FISH-pro-
tocols. Therefore, application of DNA probes of the order of several kb in length becomes relevant. If both group of methods allow 
to confirm CNVs detected by wide-genome technologies, than the latter are used to estimate the structure of chromosomal imbal-
ance. Possibilities, advantages and disadvantages of different methods for CNVs verification are discussed.
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Введение

Геномная вариабельность обусловливает адаптацию 

и не прерывную эволюцию генома человека и включает 

в себя как вариации последовательности ДНК (однону-

клеотидные полиморфизмы, инсерции/делеции, точко-

вые мутации), так и структурную вариабельность, кото-

рая проявляется в виде изменения числа копий отдель-

ных районов хромосом и нуклеотидных повторов 

размером от 2 до 1000 п.н. [1]. Выделяют отдельный класс 

вариаций числа копий ДНК (copy number variations – 

CNV) размером 1000 п.н. и более, к которому относятся 

делеции, дупликации, трипликации [2,3]. В зависимости 

от размеров принято выделять субмикроскопические 

(размером от 1 т.п.н. до 3 млн п.н.) и микроскопические 

(от 3 до нескольких десятков млн п.н) CNV [4]. 

Спектр фенотипических эффектов CNV значитель-

но варьирует от адаптивного ответа до ранней внутри-

утробной гибели плода [5]. Структурная вариабель-

ность некоторых районов генома не сопровождается 

патологическими изменениями фенотипа, в то время 

как геномный дисбаланс, обусловленный наличием 

CNV, в других регионах является клинически значи-

мым [6]. Так, у 5‒15% пациентов с умственной отста-

лостью [7, 8] и у 2‒30% новорожденных с врожденны-

ми пороками сердца выявляются субмикроскопиче-

ские CNV [9,10]. Клинически значимые CNV 

детектированы у 8‒21% пациентов с заболеваниями 

аутистического спектра [11,12]. По результатам инва-

зивной пренатальной диагностики в группе беремен-

ных старше 35 лет, а также в группе беременных с эхо-

графическими маркерами хромосомных аномалий у 

плода патогенные CNV выявлены в 5—6% и 0,5% слу-

чаев соответственно [13]. 

Для анализа CNV используется широкий спектр 

методов с различной разрешающей способностью. Од-

ним из методов, позволяющих детектировать микро-

скопические СNV размером от 5 до нескольких десят-

ков млн п.н., то есть и сегментные анеусомии, являет-

ся стандартное цитогенетическое исследование. 

Однако разрешающая способность этого метода не по-

зволяет выявлять хромосомный дисбаланс размером 

менее 5 млн п.н. Поэтому «золотым стандартом» для 

обнаружения CNV является хромосомный микрома-

тричный анализ (ХМА). Внедрение ХМА в клинические 

цитогенетические лаборатории позволило в 3‒5 раз по-

высить выявляемость клинически значимых CNV у па-

циентов с задержкой психомоторного развития, мно-

жественными врожденными пороками и/или анома-

лиями развития [14]. Поэтому ХМА в настоящее время 

считается исследованием первого уровня для детекции 

CNV у таких пациентов. Особенностью ХМА являет-

ся возможность выявления как неполиморфных одно-

копийных последовательностей генома размером 25—

60 п.н., так и однонуклеотидных полиморфных мар-

керов — SNP. Одновременный анализ обоих маркеров 

позволяет оценивать не только CNV, представленные 

увеличением или уменьшением копийности последо-

вательностей ДНК, но также определять участки по-

тери гетерозиготности, однородительские дисомии и 

т.д. Разрешающая способность ХМА зависит от ис-

пользуемой платформы и определяется средним рас-

стоянием между зондами, которое зависит от их коли-

чества на чипе, т.е. от его плотности. Чем меньше рас-

стояние между соседними локусами генома, тем боль-

ше маркеров используется для анализа и выше 
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плотность чипа. Основным ограничением метода яв-

ляется невозможность детектировать сбалансирован-

ные хромосомные перестройки. Но в некоторых слу-

чаях при наличии у пациента одновременно односег-

ментного и двухсегментного хромосомного 

дисбаланса можно предположить наличие сбаланси-

рованной хромосомной перестройки у одного из ро-

дителей. Еще одним ограничением ХМА является не-

возможность детекции мозаицизма с долей аномаль-

ного клона клеток менее 20%. Стоит отметить, что 

стандартное цитогенетическое исследование позволя-

ет более точно оценить долю мозаичного клона клеток 

с микроскопическими CNV.

В эру полногеномных технологий особое место за-

нимает исследование CNV методами высокопроизво-

дительного секвенирования. Полногеномное секвени-

рование (WGS, whole-genome sequencing) дает инфор-

мацию обо всех изменениях генома, включая 

однонуклеотидные варианты последовательности ДНК 

(SNV, single-nucleotide variant), CNV и другие структур-

ные изменения, такие как инверсии и транслокации. 

На сегодня известно более 50 алгоритмов анализа струк-

турных вариантов, в том числе CNV, на основании дан-

ных WGS.  Алгоритмы, основанные на анализе глуби-

ны прочтения, в основном используются для поиска 

структурных вариантов размером более 1 т.п.н. Однако 

глубина прочтения, стандартно используемая при WGS, 

обусловливает необходимость подтверждения обнару-

женных CNV небольшого размера альтернативными ме-

тодами. Так Trost B. с соавт. указывают на такую необ-

ходимость для CNV менее 5 т.п.н., поскольку с умень-

шением размера структурных вариантов снижается 

чувствительность метода их выявления [15]. Использо-

вание библиотек ДНК с длинными вставками и сочета-

ние алгоритмов, основанных на парно-концевом чте-

нии и глубине покрытия, позволяют повысить чувстви-

тельность. Было показано, что такой подход при 

покрытии 1х, 3х, 5х позволяет обнаруживать CNV раз-

мером 5‒10 т.п.н. с чувствительностью 80% при исполь-

зовании библиотек размером 5 т.п.н. [16]. Следует от-

метить, что WGS сегодня не часто используется в кли-

нической практике. Широко используется метод 

полноэкзомного секвенирования (WES, whole-exom 

sequencing) для исследования SNV, инсерций/делеций. 

При этом подходы для анализа CNV постоянно совер-

шенствуются. В основном это касается повышения чув-

ствительности и специфичности обнаружения CNV, оп-

тимизации однородности покрытия и повышения глу-

бины прочтений. В последнее время разрабатывается 

все больше биоинформатических программ, позволя-

ющих снизить долю ложноположительных результатов 

при анализе CNV [17,18].

Каждый из методов анализа CNV имеет свои пре-

имущества и ограничения. Однако их общей пробле-

мой является интерпретация клинической значимости 

выявленных изменений. При анализе полученных дан-

ных стоит учитывать только клинически значимые, то 

есть ассоциированные с аномальным фенотипом, CNV 

[19]. Согласно базам данных полиморфных и патоген-

ных CNV (DGV и DECIFER), в геноме человека иден-

тифицировано около 7 млн CNV, из которых только 

около 0,5% являются патогенными. Большая часть об-

наруживаемых CNV классифицируется как варианты 

с неизвестным клиническим значением. Для установ-

ления их возможной патогенности необходимы допол-

нительные исследования, включающие подтвержде-

ние наличия CNV у пациента, определение их проис-

хождения (de novo или унаследованные) и структуры. 

Особенно это актуально в случаях, когда размер выяв-

ленного геномного дисбаланса ограничен нескольки-

ми тысячами пар нуклеотидов.

Для верификации CNV, выявленных при полноге-

номном исследовании, используются молекулярно-ге-

нетические методы на основе полимеразной цепной 

реакции (ПЦР), а также таргетные молекулярно-ци-

тогенетические методы [20]. Стоит отметить, что мо-

лекулярно-цитогенетические методы, использующи-

еся для установления происхождения выявленного 

CNV, позволяют определить тип сбалансированной 

структурной перестройки (инсерция, инверсия, сба-

лансированная транслокация), в то время как молеку-

лярно-генетические методы дают информацию исклю-

чительно о копийности исследуемого региона. Иссле-

довать структуру CNV, то есть определить вид 

структурной перестройки (например, прямая или ин-

вертированная дупликация), а также локализацию в 

геноме (например, дупликация на одной хромосоме 

или дуплицированный сегмент располагается на него-

мологичной хромосоме) удается лишь молекулярно-

цитогенетическими методами. 

1. Молекулярно-генетические методы 

верификации субмикроскопических CNV 

Существует много методов на основе ПЦР для ве-

рификации CNV. Наиболее известные из них и исполь-

зуемые в рутинной практике ‒ методы количествен-

ной ПЦР (qPCR) и мультиплексной проба-зависимой 

лигазной реакции (MLPA, multiplex ligation-dependent 

probe amplification). Основной принцип qPCR состо-

ит в том, что количество амплифицированного про-

дукта напрямую зависит от количества копий исход-

ной мишени. Таким образом, увеличение или умень-

шение количества исходных копий геномной 

ДНК-мишени приведет к более раннему или более 
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позднему увеличению сигнала флуоресценции соот-

ветственно и, следовательно, к уменьшению или уве-

личению Ct ‒ величины, при которой количество це-

левого ампликона достигает фиксированного порога. 

Одно из ограничений данного метода состоит в том, 

что количество локусов, которые могут быть проана-

лизированы одновременно, ограничено четырьмя флу-

оресцентными профилями и оптическими свойства-

ми аппаратного обеспечения [21]. 

Метод MLPA основан на использовании двух оли-

гонуклеотидов, которые лигируются в случае их полной 

комплементарности области CNV. Такая конструкция 

ДНК-зондов позволяет исследовать до 50 последова-

тельностей ДНК в одной пробирке с использованием 

одной пары праймеров. Олигонуклеотиды состоят из 

последовательности размером 20‒30 п.н., комплемен-

тарной участку CNV, и последовательности, компле-

ментарной универсальным праймерам, между которы-

ми для разделения продуктов амплификации путём ка-

пиллярного электрофореза вставляют произвольную 

последовательность из нескольких нуклеотидов. Недо-

статком данного метода является то, что присутствие 

любого SNP в области отжига олигонуклеотидов может 

снижать эффективность гибридизации и препятство-

вать лигированию, что приводит к ложноположитель-

ному результату (обнаружение делеции). Поэтому гете-

розиготные делеции, выявленные методом MLPA, тре-

буют обязательной верификации [22]. 

Ниже рассмотрены альтернативные методы, по-

зволяющие верифицировать субмикроскопические 

CNV.

1.1. Тест отношения паралогов

Тест отношения паралогов (PRT, Paralogue Ratio 

Test) основан на подборе одной пары праймеров к па-

ралогам. Другими словами, одна и та же пара прайме-

ров необходима для амплификации последовательно-

сти в локусе CNV и эталонной последовательности, 

которая имеет гомологию с CNV, a priori две копии на 

диплоидный набор хромосом и не входит в область 

CNV [23] (рис. 1А). В 2013 году группой авторов было 

разработано программное обеспечение PRTPrimer, ко-

торое позволяет автоматически осуществлять дизайн 

PRT [24]. На первом этапе область CNV разбивается 

на перекрывающиеся сегменты. Для каждого сегмен-

та осуществляется подбор множества пар праймеров 

вне зависимости от типа последовательности (одноко-

пийные последовательности, области сегментных ду-

пликаций, SINE и т.д.). Затем каждый ампликон вы-

равнивается на геном человека с целью выбора того, 

который совпадает с последовательностями в геноме 

дважды (локус CNV и эталонная последовательность). 

На заключительном этапе отбирается только та пара 

праймеров, которая позволяет получить ампликоны, 

отличающиеся друг от друга по длине и не имеющие 

SNP в участках, комплементарных праймерам. PRT 

был успешно применен в ряде исследований CNV че-

ловека [25—31]. Основным недостатком этого метода 

является его зависимость от наличия гомологичных 

последовательностей в области CNV и других участках 

генома, что препятствует использованию PRT в каче-

стве общего метода для крупномасштабного высоко-

производительного CNV-анализа.

1.2. Молекулярный подсчет количества копий  

Еще один метод на основе ПЦР, позволяющий ана-

лизировать субмикроскопические CNV – метод моле-

кулярного подсчета количества копий (MCC, Molecu-

lar Copy Number Counting). При его использовании соз-

дается система, включающая в себя праймеры и 

флуоресцентные зонды на область CNV и так называе-

мую эталонную область, которая не гомологична CNV 

и представлена двумя копиями в диплоидном наборе. 

Принцип данного метода основан на создании масси-

ва аликвот со средней концентрацией 1 молекула ДНК/

образец, полученных путем предельного разведения ис-

ходного образца. Таким образом, каждая из аликвот рав-

новероятно может содержать молекулу ДНК с CNV и/

или эталонную последовательность и является своео-

бразным микрореактором для одномолекулярной ПЦР 

[32] (рис. 1Б). Так как процесс приготовления большо-

го количества проб путем разведения является весьма 

трудоемким, разработаны альтернативные способы соз-

дания большого числа микрореакторов для одномоле-

кулярной ПЦР, в частности, эмульсионная ПЦР и ми-

крофлюидные технологии [33]. С этой целью использу-

ются специальные катриджи, на которые наносят 

систему, включающую все компоненты смеси для ПЦР, 

ДНК и минеральное масло, после чего они помещают-

ся в генератор микродисперсных капель, где образцы и 

масло пропускаются через микроканалы, и формирует-

ся эмульсия, состоящая из множества капель. По завер-

шении амплификации с использованием автоматизи-

рованного устройства, содержащего тонкие капилляры, 

эмульсия разделяется на капли, с каждой из которых 

считывается уровень интенсивности флуоресценции, и 

тем самым определяется количество капель с CNV и/

или эталонной последовательностью и рассчитывается 

относительное количество копий ДНК. Основным пре-

имуществом данного метода является способность опре-

делять CNV в малом объеме сильно фрагментирован-

ной ДНК. Для этого необходимо подбирать амплико-

ны таким образом, чтобы их размер был порядка 

100‒120 п.н.  [34]. 
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Метод MCC был впервые успешно применен для 

изучения изменений количества копий ДНК, связан-

ных с нереципрокными транслокациями в клеточных 

линиях карциномы почки [35]. Daser A. с соавт., ис-

пользуя MCC-метод, определили точку разрыва на де-

риватной хромосоме 3 — der(3)t(3;5), ассоциирован-

ной с почечно-клеточной карциномой, с точностью до 

300 п.н.  Используя дополнительные методы (метод ги-

бридизации рестрикционных фрагментов на фильтрах 

и ПЦР-анализ в совокупности с MCC-методом) они 

показали, что данная хромосомная перестройка сопро-

вождается небольшой делецией (700 п.н.) короткого 

плеча хромосомы 3 и инсерцией размером около 

5 т.п.н., геномное происхождение которой не было 

определено. 

1.3. Количественная мультиплексная ПЦР 

коротких флуоресцентных фрагментов  

и мультиплексная количественная 

амплификация  

Количественная мультиплексная ПЦР коротких 

флуоресцентных фрагментов (QMPSF, Quantitative 

Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments) является 

полуколичественным методом, в котором подбирают-

ся праймеры как на область локализации CNV, так и 

на фланкирующие её последовательности ДНК. При 

этом один из праймеров мечен на 5’-конце флуорофо-

ром. Разделение флуоресцентных продуктов реакции 

осуществляется методом капиллярного электрофоре-

за (рис.1B).  Сравнение результатов осуществляется с 

эталонным образцом ДНК, полученным от человека 

без исследуемого CNV. QMPSF ‒ мультиплексный ме-

тод, позволяющий одновременно анализировать до 12 

последовательностей ДНК. Charbonnier F. с соавт. ис-

пользовали данный метод для определения протяжен-

ных делеций и дупликаций в генах репарации MLH1 и 

MSH2 в семьях с наследственным неполипозным ко-

лоректальным раком [36]. Для увеличения количества 

анализируемых фрагментов в одной реакции был раз-

работан метод мультиплексной количественной ам-

плификации (MAQ, Multiplex Amplicon Quantification), 

позволяющий исследовать до 50 таргетных областей. 

Данный метод основан на получении флуоресцентно 

меченных ампликонов с области CNV и эталонных об-

ластей, как и в методе MCC, в одной мультиплексной 

реакции, за которой следует разделение продуктов ка-

пиллярным электрофорезом. Вычисление коэффици-

ента дозы (DQ) осуществляется путем сравнения нор-

мализованных областей пика интенсивности флуорес-

ценции между тестируемым и контрольным образцами. 

Для облегчения анализа данных разработано специ-

альное программное обеспечение, которое позволяет 

рассчитывать и визуализировать DQ [4].

1.4. Метод мультиплексной амплификации 

зондов для гибридизации 

Метод мультиплексной амплификации зондов для 

гибридизации (MAPH, Multiplex Amplifiable Probe 

Hybridization) основан на гибридизации ДНК-зондов, 

комплементарных таргетным последовательностям, 

на геномную ДНК, иммобилизованную на нейлоно-

вом фильтре, с последующей отмывкой, амплифика-

цией гибридизованных зондов и количественным ана-

лизом полученных продуктов ПЦР (рис.1Г) [37]. 

MAPH может использоваться как для анализа деле-

ций или дупликаций в известных локусах генома 

Рис.1. Молекулярно-генетические методы верификации субмикроскопических CNV (CNV — участок с вариациями числа копий ДНК, N – эта-
лонная последовательность).

А Б В Г
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(DMD, PMP22 и SNRPN), так и для обнаружения CNV, 

возникших de novo в любом месте генома (например, 

в субтеломерных или прицентромерных областях) [38, 

39]. В этом случае 1 мкг геномной ДНК пациента фик-

сируется на нейлоновой мембране и гибридизуется с 

набором амплифицируемых ДНК-зондов (таргетные 

последовательности, в которых должны быть обнару-

жены CNV) и эталонными последовательностями 

ДНК, представленными двумя копиями на диплоид-

ный набор хромосом. Для разработки таких ДНК-

зондов используются два подхода. Первый подход со-

стоит в том, чтобы in silico идентифицировать после-

довательность ДНК размером 100-600 п.н. в 

интересующей области, амплифицировать ее с уни-

кальными праймерами из контрольной ДНК и кло-

нировать амплифицированный продукт в вектор. Все 

зонды, клонированные в одном и том же плазмидном 

векторе, фланкированы общими универсальными по-

следовательностями и могут быть амплифицированы 

одновременно в одной реакции. Второй подход к соз-

данию зонда заключается в субклонировании фраг-

ментов, полученных путем рестрикционной обработ-

ки BAC-клона с последовательностью ДНК-зонда, и 

амплификации субклонированных фрагментов непо-

средственно из бактериальных клеток с использова-

нием универсальных праймеров [4]. После гибриди-

зации нейлоновую мембрану тщательно промывают 

для удаления несвязанных ДНК-зондов. После чего 

связанные ДНК-зонды элюируют с мембраны и ам-

плифицируют с использованием универсальной па-

ры праймеров с последующим разделением капилляр-

ным электрофорезом. Количество ДНК-зонда, полу-

ченного путем повторной отмывки, пропорцио-

нально количеству копий таргетной последователь-

ности в геномной ДНК пациента. Эффективное раз-

решение MAPH определяется размером ДНК-зондов 

[40]. Выбор зонда является ключевым шагом к успеш-

ному применению MAPH и основан на ряде важных 

критериев: последовательности ДНК должны быть 

уникальными, неповторяющимися, неполиморфны-

ми, размером 100—600 п.н., с содержанием GC-

нуклеотидов около 50% [39]. Еще одной особенно-

стью конструкции ДНК-зонда является то, что фраг-

менты ДНК, которые амплифицируются в одной 

мультиплексной реакции, должны существенно раз-

личаться по длине с целью их эффективного разделе-

ния электрофорезом. Модификация метода MAPH 

связана с внедрением технологии микрочипов, что 

позволило увеличить количество одновременно опре-

деляемых локусов. Patsalis P.C. с соавт. показали воз-

можность одновременного анализа около 700 ДНК-

зондов при использовании array-MAPH [41].

2. Молекулярно-цитогенетические методы 

верификации субмикроскопических CNV 

2.1. FISH на однокопийные последовательности 

генома  

Основная идея исследования субмикроскопиче-

ских CNVs заключается в разработке ДНК-зондов раз-

мером в несколько т.п.н., комплементарных таргетной 

последовательности. Одним из таких методов являет-

ся технология флуоресцентной гибридизации in situ 

(FISH) на однокопийные последовательности генома 

(sc-FISH, single copy-FISH). Rogan P.K. с соавт. в 2001 г. 

разработали подход, позволяющий увеличить специ-

фичность FISH-метода за счет использования ДНК-

зондов длиной 2‒10 т.п.н., комплементарных одноко-

пийным последовательностям генома [42]. На первом 

этапе они проанализировали последовательность вы-

бранного для анализа участка ДНК длиной примерно 

100 т.п.н. в базе данных повторяющихся последова-

тельностей (http://www.girinst.org) с целью установле-

ния границ интервалов с одной копией. Затем эти уни-

кальные последовательности выровняли на референс-

ный геном для выявления псевдогенов и других 

сложных низкокопийных повторов. После сортиров-

ки однокопийных интервалов в соответствии с их дли-

нами (более 2 т.п.н.) к ним были подобраны прайме-

ры и проведена LONG-PCR (ПЦР для амплификации 

длинных фрагментов ДНК). Продукты амплификации 

выделяли и метили путём nick-трансляции. FISH про-

водили с использованием ДНК-зондов с непрямым ме-

чением для возможности амплификациии гибридиза-

ционного сигнала. При таком подходе удалось разра-

ботать ДНК-зонды на гены MAGEL2, HIRA и CDC2L1, 

находящиеся в критических областях, делеции  кото-

рых приводят к развитию синдромов Прадера-Вилли/

Энжельмена, Ди-Джорджи и моносомии 1p36 соответ-

ственно. В 2003 году этим же авторам удалось разрабо-

тать ДНК-зонды для ряда других наследственных син-

дромов (Вольфа—Хиршхорна, Вильямса, Рубинштей-

на—Тейби, Смит—Магенис, Миллера—Дикера, 

Алажилля) [43]. 

Основным преимуществом ДНК-зондов к одноко-

пийным последовательностям является отсутствие в них 

повторяющихся последовательностей ДНК, которые 

присутствуют в рекомбинантных ДНК-зондах и требу-

ют избытка немеченой высоко повторяющейся ДНК, 

например, Cot I ДНК человека. Недостаточная супрес-

сия повторяющихся последовательностей ДНК приво-

дит к неспецифической (фоновой) гибридизации, что 

значительно затрудняет интерпретацию результатов ис-

следования. Применение ДНК-зондов к однокопий-

ным участкам генома не требует дополнительных мето-
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дов, блокирующих повторяющие последовательности, 

что увеличивает специфичность FISH-метода [44].

Однако фрагменты ДНК-зондов, используемых в 

sc-FISH, достаточно короткие (2‒10 т.п.н.) и интенсив-

ность гибридизационного сигнала даже при использо-

вании непрямого мечения флуорохромами является не-

высокой, что ограничивает чувствительность данного 

метода. Для повышения чувствительности в 2006 году 

Mora J.R. с соавт. предложили альтернативный способ 

усиления сигнала при  FISH в диагностике злокаче-

ственной промиелоцитарной лейкемии [45]. Суть мето-

да состояла в использовании флуоресцентно-меченных 

дендримеров, мономерами которых являются олигону-

клеотиды, центральные части которых комплементар-

ны, а 5’-  и 3’- концы образуют свободные «хвосты». По-

строение дендримеров основано на комплементарно-

сти свободных концов разных мономеров, что 

позволяет создать разветвленную многослойную струк-

туру, к которой можно присоединить специфический 

олигонуклеотид, флуорофор и/или антитела для детек-

ции таргетной последовательности ДНК. Таким обра-

зом, авторам удалось повысить эффективность детек-

ции гибридизационного сигнала до 50—90%.

Совершенно очевидно, что высокая специфич-

ность sc-FISH делает ее надежным инструментом для 

исследования субмикроскопических CNV при повы-

шении чувствительности метода за счет усиления ги-

бридизационного сигнала. Для этого протокол sc-FISH 

должен включать не только выделение однокопийных 

последовательностей из области CNV, создание к ним 

ДНК-зондов методом ПЦР, но и усиление гибридиза-

ционного сигнала, например, с использованием ден-

дримеров или тирамидной системы усиления сигнала, 

о которой будет сказано ниже.

2.2. In situ гибридизация с использованием 

уникальных праймеров  

Полимеразная реакция in situ (PRINS, Primer in situ 

labeling) ‒ молекулярно-цитогенетический метод, по-

зволяющий детектировать участки ДНК размером 

1 т.п.н. и более. PRINS разработана в качестве альтер-

нативы традиционной FISH для верификации субми-

кроскопических CNV. Она основана на принципах по-

лимеразной реакции с использованием нескольких не-

меченых, специфичных, расположенных на расстоянии 

200−500 п.н. друг от друга олигонуклеотидов [46]. Оли-

гонуклеотиды отжигаются на денатурированных хро-

мосомах, ДНК которых содержит сайты, им компле-

ментарные. Затем осуществляется элонгация цепи с ис-

пользованием Taq-полимеразы в присутствии 

нуклеотидов, один из которых несет флуоресцентную 

или нефлуоресцентную метку. Такой подход оказался 

весьма эффективным для детекции повторяющихся по-

следовательностей ДНК [47]. Существенным недостат-

ком PRINS считалась невозможность установления ло-

кализации уникальных последовательностей ДНК. В на-

стоящее время существуют модификации метода, 

позволяющие визуализировать меченую ДНК уникаль-

ных последовательностей длиной менее 3 т.п.н. с помо-

щью тирамидной системы усиления сигнала (TSA, 

Tyramide Signal Amplification). Принцип данного мето-

да заключается в использовании антител к системе «мет-

ка – dUTP», меченных пероксидазой хрена. Перокси-

даза хрена осуществляет активацию специфических ти-

рамид, переводя их в радикалы, активно 

связывающиеся с тирозиновыми остатками белков, что 

позволяет накопить флуоресцирующие молекулы в зо-

не детекции. В 2000 г. Kadandale J.S. с соавт. с исполь-

зованием метода PRINS и TSA-системы визуализиро-

вали ген SRY, размер которого меньше границы, опре-

деляющей размер CNV (887 п.н.) [48]. Таким образом, 

метод PRINS с последующим использованием TSA-

системы потенциально может использоваться для вери-

фикации CNV, обнаруженных методами полногеном-

ного анализа.

2.3. FISH с использованием амплификации 

ДНК-зонда по типу «катящегося колеса»  

Ещё одним методом, который может использовать-

ся для таргетной верификации субмикроскопических 

CNV, является FISH с амплификацией сигнала по типу 

«катящегося колеса» на основе padlock-зондов (RCA-

FISH, Rolling Cycling Amplification). Такие зонды пред-

ставляют собой олигонуклеотиды длиной около 90 п.н., 

из которых 15 п.н. с 5’- и 3’- конца гибридизируются по-

следовательно друг за другом на таргетной последова-

тельности и лигируются в случае полной комплементар-

ности, а остальная часть образует петлю и используется 

для проведения изотермической амплификации по типу 

«катящегося колеса». Таким образом, усиление сигнала 

осуществляется за счет амплификации последовательно-

сти ДНК-зонда, что позволяет получить длинную повто-

ряющуюся последовательность, на которую гибридизу-

ют меченные флуорофором олигонуклеотиды [49].

Было предпринято несколько попыток обнаруже-

ния коротких последовательностей ДНК в геноме че-

ловека на основе padlock-зондов. Target-primed RCA 

− подход, который использовался для обнаружения 

точечных вариантов в митохондриальной ДНК чело-

века [50] (рис. 2А). Данный метод основан на обработ-

ке ДНК-мишени рестриктазой и экзонуклеазой с по-

следующим использованием 3'-конца мишени в ка-

честве праймера для RCA и обнаружении продукта 

амплификации с флуоресцентными зондами. Этот 
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метод с большой специфичностью может быть ис-

пользован для детекции отдельных молекул ДНК, но 

эффективность их выявления невысока и составляет 

около 10%. Lohmann J.S. с соавт. использовали RCA-

FISH для обнаружения уникальных последователь-

ностей на метафазных хромосомах [51]. Однако эф-

фективность метода составила 1-10%, что свидетель-

ствует о том, что этот метод лучше всего подходит для 

выявления повторяющихся последовательностей. 

В 2013 г. группа авторов применила пептидно-нукле-

иновые кислоты (PNA — peptide nucleic acid) с после-

дующим RCA-FISH для детекции уникальных после-

довательностей на интерфазных ядрах, метафазных 

хромосомах и на митохондриальной ДНК [52] 

(рис. 2Б). При этом PNA связываются с одной из це-

пей таргетной последовательности, вытесняя компле-

ментарную ей цепь, и тем самым открывают участок 

длиной 20—30 п.н. для дальнейшей гибридизации и 

лигирования padlock-зонда. Далее на таком кольце-

вом зонде осуществляется амплификация по типу «ка-

тящегося колеса» с помощью phi29-полимеразы. На 

образующемся продукте с множеством повторов ги-

бридизуются олигонуклеотиды с флуоресцентной мет-

кой. Эффективность детекции при использовании 

данного подхода на интерфазных ядрах составила 

90%, а на метафазных хромосомах − 30%. При этом 

специфичность данного метода составила 100% при 

оценке эффективности гибридизации padlock-зондов 

с X- и Y-хромосомами. Таким образом, данный ме-

тод позволяет детектировать CNV в случаях, когда в 

области его локализации количество однокопийных 

последовательностей, к которым подбираются зонды 

в методе sc-FISH, невелико и их размер составляет 

менее 2 т.п.н.

2.4. FISH на хроматиновых волокнах ДНК

При изучении некоторых структурных перестроек, 

таких как дупликации, трипликации, важными являют-

ся их размер и способность метода FISH точно разде-

лять два сигнала. Было определено, что более надежные 

результаты по определению последовательностей ДНК 

на метафазных хромосомах удается достичь при рассто-

янии 2 млн п.н. между двумя ДНК-мишенями, а на ин-

терфазных ядрах — 50—1000 т.п.н. Однако при исполь-

зовании метода FISH на хроматиновых волокнах ДНК 

(fiber-FISH), который основывается на флуоресцент-

ной гибридизации in situ на растянутых хроматиновых 

нитях, разрешающая способность для двух сигналов со-

ставляет 1—10 т.п.н. Принцип данной техники включа-

ет в себя высвобождение и фиксацию молекул ДНК из 

интерфазных ядер на предметное стекло, с последую-

щим линейным растяжением ДНК с использованием 

механических или гравитационных сил [53]. Было по-

казано успешное применение fiber-FISH для определе-

ния ориентации (прямая или инвертированная) дупли-

каций и трипликаций [54,55].

2.5. Другие методы FISH для верификации 

субмикроскопических CNV

Существует категория методов FISH, которая со-

гласно литературным данным пока не была использо-

вана для анализа субмикроскопических CNV, хотя 

успешно применяется для оценки локализации мРНК 

[56]. Суть данных методов сводится к усилению флуо-

ресцентного сигнала при детекции мишени небольшо-

го размера, поэтому они могут быть потенциально ис-

пользованы и для детекции субмикроскопических по-

следовательностей ДНК. К таким методам относятся 

метод bDNA-FISH (branched DNA) и FISH-STICs (Se-

Рис. 2. Молекулярно-цитогенетические методы верификации CNV (Адаптировано из [49]).
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Таблица 

Методы верификации субмикроскопических CNV

Исходная 

концентра-

ция ДНК

Минималь-

ная разреша-

ющая спо-

собность

Количество 

исследуемых 

локусов

Преимущества Недостатки

Молекулярно-генетические методы верификации субмикроскопических CNV

QPCR 5−10нг 1−100 п.н. 1−4 Высокая воспроизводимость, эконо-

мически эффективный.

Количество анализируемых 

локусов ограничено четырь-

мя флуоресцентными про-

филями.

MLPA 100−200нг 1−100 п.н. >40 (при использо-

вании коммерческих 

наборов)

5−8 (при разработке 

внутрилабораторной 

системы)

Исследование одновременно не-

скольких локусов с использованием 

одной пары праймеров.

Гетерозиготные делеции 

должны верифицироваться 

другими методами.

PRT 10−20нг 100 п.н. 1 Использование одной пары прайме-

ров для участка CNV и эталонной по-

следовательности.

Применимость метода зави-

сит от наличия гомологич-

ных последовательностей в 

области CNV и других участ-

ках генома.

MCC от 8пг (1 мо-

лекула ДНК)

1−100 п.н. 1 Определение CNV в малом объеме 

сильно фрагментированной ДНК.

Дорогостоящее оборудова-

ние.

MAPH 0,5−1мкг 100 п.н. >40 Исследование одновременно не-

скольких локусов с использованием 

одной пары праймеров.

Трудоемкий процесс пробо-

подготовки, необходимость 

клонирования.

Исследуемые CNV не всегда 

удовлетворяют условиям 

подбора зондов для данного 

метода.

QMPSF 100−200нг 100 п. н до 12 Возможность анализировать в одной 

пробирке одновременно несколько 

локусов.

Трудность подбора прайме-

ров для мультиплексной ре-

акции.

Молекулярно-цитогенетические методы верификации субмикроскопических CNV

sc-FISH

Фиксиро-

ванная 

суспензия 

клеток

50 т.п.н. (при 

прямом ме-

чении)

Зависит от количе-

ства имеющихся 

флуорофоров

Подбор зондов на однокопийные 

участки CNV. Не требует использо-

вания Cot 1 ДНК для супрессии по-

вторяющихся последовательностей.

Необходимость использова-

ния системы усиления сиг-

нала при анализе CNV 

от 1 до 50 т.п.н.

PRINS от 1 т.п.н Подбор праймеров на однокопийные 

участки, увеличение специфичности.

Необходимость использова-

ния системы усиления 

сигнала.

RCA-

FISH

1−1000 п .н. Нет необходимости в использовании 

дополнительных методов амплифи-

кации сигнала.

В комбинации с PNA позволяет до-

биться 100% специфичности.

Трудоемкий процесс дизай-

на padlock-зондов.

Fiber-

FISH

1−10 т.п.н. 

для двух сиг-

налов

Увеличение разрешающей способно-

сти для двух сигналов.

Возможна комбинация с любым ти-

пом зондов, используемых в других 

методах.

Трудоемкий и долгий про-

цесс интерпретации резуль-

тата.
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quential Tethered and Intertwined ODN Complexes), 

принцип которых основан на использовании последо-

вательной гибридизации олигонуклеотидных посред-

ников, последние из которых мечены флуорофором. 

Для визуализации таких объектов используется кон-

фокальная микроскопия. 

Заключение

CNV в геноме человека могут быть определены раз-

личными методами, в частности ХМА и высокопроиз-

водительным секвенированием. Для верификации CNV 

используют молекулярно-генетические и молекулярно-

цитогенетические методы, имеющие преимущества и 

недостатки (таблица). Основной недостаток молекуляр-

но-генетических методов заключаются в том, что они 

дают возможность подтвердить количественное изме-

нение копийности (увеличение или недостаток) участ-

ков ДНК, однако не позволяют определить структуру и 

происхождение CNV. Совершенно очевидно, что этой 

информации недостаточно для понимания механизма 

возникновения дисбаланса. Сведения о локализации и 

структуре геномного дисбаланса позволяют уточнить 

механизм его возникновения. Например, дупликация 

или делеция могут возникать в геноме как de novo, так и 

являться следствием патологической мейотической ро-

дительской сегрегации некоторых структурных хромо-

сомных аномалий (интер- и интрахромосомные инсер-

ции, пара- и перицентрические инверсии, реципрок-

ные транслокации). Так, интерстициальная дупликация, 

определяемая методом ХМА как участок увеличенной 

копийности по сравнению с референсным образцом, 

может быть тандемной или инвертированной. Тандем-

ная интерстициальная дупликация вероятней возника-

ет за счет неаллельной гомологичной рекомбинации 

(НАГР) между прямыми повторами сегментных дупли-

каций, инвертированная интерстициальная дуплика-

ция – между инвертированными повторами сегмент-

ных дупликаций сестринских хроматид. Известно, что 

НАГР является одним из механизмов формирования 

структурных перестроек de novo. Помимо этого инвер-

тированная дупликация может быть следствием пато-

логической мейотической сегрегации родительской па-

рацентрической инверсии. Кроме того дублированный 

сегмент может локализоваться на негомологичной хро-

мосоме, что косвенно указывает на носительство ин-

терхромосомной инсерции. Определение происхожде-

ния. CNV − наследственные или de novo, крайне важ-

но для оценки повторного риска хромосомного 

(геномного) дисбаланса в семье, в которой есть больной 

ребенок [57, 58]. Поэтому разработка и совершенство-

вание методов, позволяющих идентифицировать CNV 

любого размера и локализации, позволит не только ве-

рифицировать субмикроскопические делеции, дупли-

кации и трипликации, обнаруженные методами ХМА и 

высокопроизводительного секвенирования, но также 

определить структуру и происхождение этих CNV. 

С этой целью в первую очередь, используются молеку-

лярно-цитогенетические методы, в частности, FISH. 

Однако традиционные FISH-технологии наиболее под-

ходят для ситуаций, когда исследуемый фрагмент ДНК 

имеет значительные размеры (10—50 т.п.н). При необ-

ходимости верификации CNV меньшего размера требу-

ется использование методов с более высокой чувстви-

тельностью и специфичностью, которые достигаются 

при применении в FISH различных методик амплифи-

кации гибридизационного сигнала и последовательно-

сти ДНК-зонда, а также разработкой ДНК-зондов к од-

нокопийным последовательностям.  Потенциальная 

возможность повсеместной геномной локализации 

CNV, выявляемых при использовании технологий пол-

ногеномного анализа, существенно ограничивает при-

менение для их верификации коммерческих ДНК-

зондов. Поэтому совершенствование подходов к разра-

ботке зондов на субмикроскопические CNV позволяет 

не только точно верифицировать количество геномных 

копий отдельных участков ДНК, но и детализировать 

структуру и происхождение геномного дисбаланса.
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