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Аннотация
Актуальность. Анализ свободной циркулирующей ДНК открывает перспективы для молекулярной диагности-
ки, однако ее фрагментация и низкая концентрация в крови могут осложнить проведение ПЦР.
Цель. Изучить влияние длины мишени на эффективность амплификации маркеров Y-хромосомы из свободной 
циркулирующей ДНК.
Материал и методы. Пятьдесят образцов свободной циркулирующей ДНК полученных от 39 пациентов: по-
сле трансплантации печени (n=19), с острым лейкозом после аллогенной трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток (n=10) и беременных женщин (n=10). Кроме того, мы подготовили 16 образцов химер путем 
последовательного разведения мужской свободной циркулирующей ДНК в женской свободной циркулирующей 
ДНК от здоровых доноров. Мы определили долю мужской свободной циркулирующей ДНК с помощью маркера 
Y-хромосомы S02, длина которого составляет 211 пар нуклеотидов, как было предложено M. Alizadeh et al. Мы 
также модифицировали дизайн праймеров Alizadeh для получения ДНК-мишени длиной 138 пар нуклеотидов. 
Доля мужской свободной циркулирующей ДНК также определялась с помощью фрагментного анализа с исполь-
зованием маркера амелогенина Y (84 пар нуклеотидов) из набора COrDIS Plus (ООО «Гордиз», Россия).
Результаты. В трех группах пациентов амплификация мужской свободной циркулирующей ДНК была более эф-
фективной при использовании более коротких ДНК-мишеней (p<0,05). В искусственно созданных «химерах» с 
известным соотношением мужской и женской свободной циркулирующей ДНК анализ маркера длиной 84 пары 
нуклеотидов давал значения, наиболее близкие к реальным.
Выводы. В количественных моделях, протестированных на данный момент, более короткие ПЦР-мишени 
предпочтительнее для анализа свободной циркулирующей ДНК.

Ключевые слова: свободно циркулирующая ДНК, ДНК-мишень, химеризм, трансплантация печени, аллогенная 
трансплантация гемопоэтических клеток, беременность
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Abstract
Introduction. The analysis of free circulating DNA (cfDNA) holds promise for molecular diagnostics, but its fragmentation 
and low concentration can complicate PCR analysis.
Objective. To investigate the effect of target length on the amplification efficiency of Y-chromosome markers from 
cfDNA.
Material and methods. Fifty cfDNA samples were obtained from 39 patients: patients after liver transplantation (n=19), 
patients with acute leukemia after allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (n=10), and pregnant women 
(n=10). In addition, we prepared 16 chimeric samples by sequential dilution of male cfDNA into female cfDNA from 
healthy donors. We determined the proportion of male cfDNA using the Y-chromosome marker S02, which is 211 bp in 
length as suggested by M. Alizadeh et al. We also modified Alizadeh's primer design to obtain a DNA target with a length 
of 138 bp. The proportion of male cfDNA was also determined by fragment analysis using the amelogenin Y marker (84 
bp) from the COrDIS Plus kit (Gordiz LLC, Russia).
Results. In the three groups of patients, amplification of male cfDNA was more efficient when shorter DNA targets were 
used (p<0.05). In artificially created ‘chimeras’ with a known ratio of male to female cfDNA, analysis of a marker of 84 
bp in length gave values closest to the real ones.
Conclusions. In the quantitative models tested so far, shorter PCR targets are preferred for the analysis of cfDNA.

Keywords: free circulating DNA, target DNA, chimerism, liver transplantation, allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation, pregnancy
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алло-ТГСК – аллогенная трансплантация гемопоэтических 
стволовых клеток

ДБККЛ – диффузная В-крупноклеточная лимфома
дсцДНК – свободно циркулирующая ДНК донора
ММ – множественная миелома
НИПТ – неинвазивное пренатальное тестирование
ОЛ – острый лейкоз
ОЛЛ – острый лимфобластный лейкоз
ОМЛ – острый миелоидный лейкоз
ОО – острое отторжение
оРТПХ – острая реакция «трансплантат против хозяина»
п.н. – пара нуклеотидов

ПМБКЛ – первичная медиастинальная (тимическая) 
В-клеточная лимфома

ПЦР – полимеразная цепная реакция
РТПХ – реакция «трансплантат против хозяина»
сцДНК – свободная циркулирующая ДНК
ФА – фрагментный анализ
фсцДНК – фетальная свободно циркулирующая ДНК
ФФ – фетальная фракция
ХММЛ – хронический миеломоноцитарный лейкоз
NGS – секвенирование следующего поколения
SNP – однонуклеотидные полиморфизмы



АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ

ACTUAL ISSUES OF TRANSPLANTOLOGY

ТРАНСПЛАНТОЛОГИЯ 4'2024   том 16 TRANSPLANTOLOGIYA  4'2024   vol. 16460
The Russian Journal of Transplantation

ПРОБЛЕМНЫЕ АСПЕКТЫ

PROBLEMATIC ASPECTS

Введение

Анализ свободной циркулирующей ДНК 
(сцДНК) является перспективным методом 
молекулярной диагностики. Он приобрел особое 
значение по нескольким причинам. В настоя-
щее время активно изучается прогностическая 
ценность фракций сцДНК донора/реципиента 
в плазме крови при трансплантации органов и 
костного мозга. Кроме того, требуются более чув-
ствительные подходы для определения доли опу-
холевой сцДНК у пациентов с онкологическими 
заболеваниями, включая онкогематологических 
больных. Определение молекулярных маркеров в 
сцДНК плода давно используется в пренатальном 
скрининге.

В связи с развитием трансплантологии воз-
никла необходимость в неинвазивных методах 
диагностики, позволяющих прогнозировать несо-
стоятельность трансплантата. Исследователи 
ищут новые биомаркеры для выявления оттор-
жения, бессимптомного повреждения трансплан-
тата и недостаточности иммуносупрессии. Одним 
из потенциальных маркеров является сцДНК 
донора (дсцДНК), которую можно обнаружить 
в крови и других биологических жидкостях. Это 
может помочь выявить осложнения, связанные с 
отторжением трансплантата и инфекционными 
процессами, на ранней стадии [1]. На сегодняш-
ний день опубликовано множество клинических 
исследований, убедительно свидетельствующих о 
возможности использования дсцДНК для монито-
ринга состояния трансплантата [2, 3]. Увеличение 
содержания ее фракции в плазме крови обычно 
ассоциируется с нарушением функционирова-
ния трансплантата вплоть до его отторжения. 
Наиболее активно дсцДНК изучается в транс-
плантации органов в качестве неинвазивного и 
точного биомаркера для мониторинга состояния 
трансплантата печени.

Аллогенная трансплантация гемопоэтических 
клеток (алло-ТГСК) обеспечивает эффективное 
лечение неоплазий и неопухолевых заболеваний 
кроветворной ткани. Мониторинг посттрансплан-
тационных осложнений крайне важен, но совре-
менные диагностические возможности ограниче-
ны. Соотношение фрагментов сцДНК донорско-
го и хозяйского происхождения в плазме крови 
используется в качестве универсального показа-
теля для мониторинга наиболее важных ослож-
нений, возникающих после алло-ТГСК: рецидива 
злокачественного новообразования и отторжения 
трансплантата [4]. Для выявления отторжения 

трансплантата в образцах плазмы измеряется 
доля сцДНК донора и реципиента [5]. Для под-
тверждения рецидива параллельно проводится 
анализ на наличие опухолеспецифических геном-
ных повреждений в сцДНК [6].

Основными причинами перинатальной леталь-
ности и детской инвалидности являются хро-
мосомные аномалии, такие как анеуплоидия 21-й, 
18-й и 13-й хромосом. Анеуплоидная беремен-
ность может приводить к единичным выкиды-
шам, частым кровотечениям и преждевремен-
ным родам [7]. Ультразвуковое исследование, 
определение маркеров в сыворотке крови мате-
ри и компьютерный анализ – основные методы, 
используемые для скрининга беременных. Эти 
методы помогают выявить женщин с высоким 
риском указанных выше осложнений беремен-
ности, которым требуется инвазивное обсле-
дование [8]. Инвазивные процедуры, такие как 
биопсия ворсин хориона и амниоцентез, исполь-
зуются для получения образцов для цитогене-
тического исследования; кордоцентез исполь-
зуется реже. Проведение этих процедур требу-
ет тщательного учета противопоказаний из-за 
потенциального риска осложнений, в том числе 
спонтанного прерывания беременности, которое 
происходит в 1–2% случаев. После обнаружения 
в 1997 году ДНК Y-хромосомы, циркулирующей в 
материнском кровотоке [9], началась разработка 
и активное внедрение неинвазивного пренаталь-
ного тестирования (НИПТ). Многочисленные 
клинические исследования показали, что коли-
чество внеклеточной ДНК плода - фетальной 
сцДНК (фсцДНК) является важнейшим парамет-
ром для НИПТ, так как ее недостаточное коли-
чество может привести к ложноотрицательным 
результатам [10, 11]. Злокачественные новооб-
разования, материнский и плацентарный мозаи-
цизм также могут стать причиной расхождений 
между кариотипом плода и результатами НИПТ 
[11, 12]. С помощью секвенирования следующего 
поколения (NGS) можно не только определить 
долю фетальной сцДНК, но и генетически иден-
тифицировать образец. Помимо пренатальной 
диагностики этот подход может быть использован 
для неинвазивного определения отцовства.

Для всех этих исследований необходимо ста-
тистически значимо оценить долю сцДНК плода, 
донора, хозяина и опухоли, которая присутствует 
в крови во фрагментированном виде. Размер этих 
фрагментов обычно варьирует от 70 до 200 пар 
нуклеотидов (п.н.), хотя при злокачественных 
заболеваниях встречаются фрагменты длиной до 
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нескольких тысяч пар нуклеотидов [13]. Основной 
механизм фрагментации сцДНК – нуклеазное 
расщепление ДНК в участках, не защищенных 
нуклеосомами. В основном сцДНК высвобожда-
ется из нормальных и опухолевых клеток при 
апоптозе или некрозе (пассивное высвобождение) 
и активной клеточной секреции внеклеточных 
везикул и экзосом (активное высвобождение). 
Попадая в межклеточную жидкость, нуклеиновые 
кислоты свободно циркулируют в плазме крови 
и других жидкостях организма: слюне, ликво-
ре и моче. Средний период полураспада сцДНК 
в крови составляет 10–15 мин [14]. Выведение 
сцДНК из организма происходит через печень и 
почки. У здоровых людей уровень сцДНК обычно 
невысок и составляет в среднем около 5 нг/мл 
плазмы крови. Этот показатель может повышать-
ся в ответ на физическую активность, воспале-
ние, травму или иные физиологические и пато-
логические воздействия. Концентрация сцДНК 
считается неспецифическим маркером и может 
указывать на наличие заболеваний различного 
характера, включая онкологические, инфекци-
онные, а также связанные с патологией органной 
трансплантации.

Целью данной работы является исследование 
эффективности обнаружения целевой (донор-
ской, фетальной) сцДНК в зависимости от длины 
ДНК-мишени для ПЦР-амплификации.

Материал и методы

В исследование включено 50 образцов сцДНК 
от 39 пациентов. Для исследования были отобра-
ны три группы пациентов: пациенты, перенесшие 
трансплантацию печени в ГБУЗ МО МОНИКИ 
им. М.Ф. Владимирского и находившиеся под 
наблюдением от 6 месяцев до 13 лет; пациенты 
с острыми лейкозами (ОЛ), получившие алло-
ТГСК в ФГБУ «НМИЦ гематологии» МЗ РФ и 
находившиеся под наблюдением от 1 до 50 меся-
цев; беременные пациентки и сотрудницы ФГБУ 
«НМИЦ гематологии» МЗ РФ, находящиеся на I–
III триместрах беременности или недавно родив-
шие.

Первая группа состояла из 20 образцов сцДНК 
от 19 пациентов, которым была проведена транс-
плантация печени в период от 0,5 до 13 лет до 
начала исследования (табл. 1).

Вторая группа состояла из 16 образцов, 
собранных через 1–50 месяцев после алло-ТГСК 
у 10 пациентов с ОЛ (табл. 2).

Третья группа включала 14 образцов сцДНК 
от 10 беременных, 4 из которых были здоровы-
ми донорами, а остальные 6 имели различные 
диагнозы, включая ММ (множественная миело-
ма), ОМЛ (острый миелоидный лейкоз), ПМБКЛ 
(первичная медиастинальная (тимическая) 
В-клеточная лимфома), ДБККЛ (диффузная 
В-крупноклеточная лимфома) и ХММЛ (хрони-
ческий миеломоноцитарный лейкоз). Подробная 
информация представлена в табл. 3.

Кроме того, были созданы две серии искус-
ственных (химерных) образцов сцДНК с разным 
относительным содержанием мужской сцДНК. 
Были взяты две пары сцДНК с концентрацией 
7 нг/мл от двух здоровых доноров мужского и 
двух – женского пола и приготовлены серийные 
разведения мужской сцДНК в женской сцДНК. 
Образцы с разведениями 1/3, 1/9, 1/27, 1/81, 

Таблица 1. Характеристика пациентов после трансплан-
тации печени

Table 1. Patient characteristics of patients after liver 
transplantation
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1 9 Myk ж м 68 60 8

2 1 Dmi ж м 48 23 11

3 36 Leo ж м 52 6 27

4 35 Ger ж м 46 59 30

5 12 Fel ж м 59 130 10

6 15 Dor ж м 43 48 3

7 24 Bar ж м 61 161 17

8 16 Skr ж м 60 103 2

9 3 Kal ж м 48 68 7

10 10 Kob ж м 51 102 3

11 41 Bat ж м 42 106 70

12 42 Kom ж м 62 41 48

13 45 Kuz ж м 47 105 23

14 11 TerA м ж 58 108 5

15 14 Pav м ж 72 127 23

16 37 Gav* м м 62 121 32

17 6 Mic м ж 51 37 5

18 4 Gas м м 51 50 8

19 58 Pas м м 49 87 10

20 59 Gav* м м 62 133 13

Примечания: * – тот же пациент, наблюдавшийся через 1 год; 
цифровые обозначения в кодах пациента являются условны-
ми; сцДНК – свободно циркулирующая ДНК.
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1/243 и 1/729 и контрольные образцы сцДНК без 
разведений также были исследованы с помощью 
трех методов для определения количества сцДНК 
с маркерами Y-хромосомы.

Образцы крови (8–10 мл) собирали в пробирки 
с этилендиаминтетраацетатом. Обработку образ-
цов проводили не позднее чем через 2 часа после 
взятия. Плазму получали из цельной крови путем 
трехкратного центрифугирования: первый раз 
при ускорении 800 g в течение 15 минут; второй – 
при ускорении 2500 g в течение 20 минут; и тре-
тий раз при максимальных оборотах в течение 15 
минут для удаления клеточного дебриса [15, 16].

Процедуру выделения сцДНК проводили из 
1,5 мл плазмы крови с помощью коммерческого 
набора “CF Extra” (Raissol Bio, Россия) в соот-
ветствии с протоколом производителя. Методика 
выделения нуклеиновых кислот из сцДНК осно-
вана на концентрировании мелких фрагмен-

тов ДНК магнитными частицами с последую-
щей очисткой. Полученную сцДНК растворяли 
в 30–50 мкл элюирующего буфера “CF Extra” 
(Raissol Bio, Россия). Мы использовали метод 
получения сцДНК и контрольной геномной ДНК 
(референсные клеточные образцы) из одной про-
бирки. ДНК из осадка клеток крови выделяли 
методом солевой экстракции [17].

Концентрацию выделенной сцДНК измеряли с 
помощью флуориметра Qubit 4.0 (Thermo Fisher 
Scientific, США) с набором для количественно-
го определения образцов с низким содержанием 
ДНК (Raissol Bio, Россия).

Относительное количество ДНК муж-
ского происхождения, содержащей маркер 
Y-хромосомы, оценивали для всех групп. Для 
ПЦР в реальном времени использовали прайме-
ры и зонды, определяющие маркер S02 на 
Y-хромосоме, как предложено M. Alizadeh et 

Таблица 2. Характеристика больных острым лейкозом 
после аллогенной трансплантации гемопоэтических 
клеток

Table 2. Characteristics of acute leukemia patients after 
allogeneic hematopoietic cell transplantation
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1 Gra* м 35 ОЛЛ ж 50 35

2 Gra* м 35 ОЛЛ ж 50 33

3 Gra* м 35 ОЛЛ ж 50 37

4 174–999 Mol** м 55 ОЛЛ ж 3 63

5 171–708 Gog м 20 ОМЛ ж 2 75

6 174–-206 Ana*** м 64 ОМЛ ж 1 30

7 1734–760 Mol** м 55 ОЛЛ ж 1 260

8 174–561 Vas**** м 20 ОМЛ ж 3 40

9 173–534 Che м 48 ОМЛ ж 49 27

10 175–799 Izm м 36 ОМЛ ж 1 90

11 175–887 Ana*** м 64 ОМЛ ж 2 30

12 172–865 Vas**** м 20 ОМЛ ж 2 85

13 1512 Gal ж 28 ОМЛ м 5 57

14 174–817 Iva***** ж 57 ОМЛ м 6 21

15 174–705 Kar ж 23 ОМЛ м 2 33

16 173–606 Iva***** ж 57  ОМЛ м 3 33

Примечания: *, **, ***, **** и ***** – пациенты, образцы ко-
торых исследовали более одного раза; цифровые обозначе-
ния в кодах пациента являются условными; ОЛЛ – острый 
лимфобластный лейкоз, ОМЛ – острый миелоидный лейкоз, 
алло-ТГСК – аллогенная трансплантация гемопоэтических 
стволовых клеток, сцДНК – свободно циркулирующая ДНК

Таблица 3. Характеристика беременных первой группы 
исследования, ранжированных по количеству мужской 
сцДНК плода

Table 3. Characteristics of pregnant women in the first 
study group ranked by the amount of male cfDNA in the 
fetus

О
б

р
аз

ец
 №

К
о

д
 

п
ац

и
ен

та
 в

 
и

сс
л

ед
о

ва
н

и
и

В
о

зр
ас

т,
 л

ет

С
та

ту
с 

(д
о

н
о

р
/

п
ац

и
ен

т,
 

д
и

аг
н

о
з)

С
р

о
к 

б
ер

ем
ен

н
о

ст
и

П
о

л
 р

еб
ен

ка
К

о
н

ц
ен

тр
ац

и
я 

сц
Д

Н
К

 в
 

п
л

аз
м

е,
 н

г/
м

л

1 151–269 Sve 36 донор 12 нед ж 5

2 150–833 Xas* 41 ММ 8 мес после родов м 11

3 160–866 Sol** 37 донор 3 мес после родов м 5

4 166–576 Gla 34 донор 10 нед ж 6

5 172–939 Shm 37 ПМБКЛ 36 нед ж 53

6 151–853 Vor 40 ОМЛ 27 нед ж 20

7 154–517 Sol** 37 донор 33–34 нед м 19

8 154–197 Xas* 41 ММ 10 мес после родов м 10

 9 155–958 Bet 34 ПМБКЛ 35–36 нед м 8

10 159–783 Erm 35 ДБККЛ 27 нед м 23

11 154–100 Shp 39 ХММЛ 24–25 нед м 27

12 149–89 Sol** 37 донор 9 нед м 5

13 151–200 Ler 26 донор 22 нед м 8

14 141–633 Xas* 41 ММ 38 нед м 18

Примечания: *, ** – пациентки, у которых образцы были взя-
ты трижды на разных этапах беременности и после родов; 
цифровые обозначения в кодах пациента являются услов-
ными;  ОМЛ – острый миелоидный лейкоз, ММ – множе-
ственная миелома, ДБККЛ – диффузная В-крупноклеточная 
лимфома, ПМБКЛ – первичная медиастинальная (тимиче-
ская) В-клеточная лимфома, ХММЛ– хронический миеломо-
ноцитарный лейкоз, сцДНК – свободно циркулирующая ДНК
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al. [18]. При исследовании геномной ДНК эта тест-
система позволяет выявлять минорную ДНК с 
точностью до 0,03%; длина целевой ДНК состав-
ляет 211 п.н. Для нормализации использовали ген 
GAPDH; праймеры и зонды также предложены 
M. Alizadeh et al. (длина целевой ДНК – 188 п.н.). 
Кроме того, мы модифицировали прямой (неспе-
цифический) праймер из набора Alizadeh, чтобы 
сделать мишень амплификации короче (138 п.н.). 
Праймеры и последовательности амплифициро-
ванных фрагментов представлены на рис. 1.

Параллельно каждый образец был проана-
лизирован методом фрагментного анализа (ФА) 
для оценки доли мужской сцДНК. Мы исполь-
зовали маркер амелогенина Y (длина целевой 
ДНК 84 п.н.) из набора COrDIS Plus для опреде-
ления STR-профиля пациента (ООО «Гордиз», 
Россия). В качестве калибратора использовали 
маркер амелогенина X (80 п.н.) из того же набора. 
ФА продуктов ПЦР проводили на генетическом 
анализаторе «Нанофор-05» (SYNTOL, Россия). 
Анализ STR-профилей проводили с помощью 
программы GeneMapper v.4 (Applied Biosystems, 
США). Относительную долю рассчитывали как

Y = hY / (hY + hX),

где hY и hX – высоты пиков Y (длина ампликона 
84 п.н.) и X (длина ампликона 80 п.н.) соответ-
ственно. Во всех случаях для ПЦР брали 5 мкл 
раствора сцДНК с концентрацией не менее 0,2 нг/
мкл.

Полученные результаты представляли в виде 
M±SD (M – среднее значение, SD – стандарт-
ное отклонение). Для сравнения относительной 
эффективности различных методов использовали 
t-тест Стьюдента для связанных совокупностей 
(https://medstatistic.ru/calculators/calcpars.html). 
Различия считали статистически значимыми при 
величине статистической значимости p<0,05.

Результаты

Диаграмма на рис. 2 показывает, что концен-
трация сцДНК в трех группах пациентов была 
достаточно высокой для точного измерения муж-
ской сцДНК в этих образцах. В частности, кон-
центрация сцДНК от 2 до 70 нг/мл у пациентов 
после трансплантации печени и от 5 до 53 нг/
мл у беременных позволяла обнаружить незна-
чительное количество сцДНК, начиная с 1%. 
Концентрация сцДНК от 21 до 90 нг/мл (в одном 
образце – 260 нг/мл) у пациентов с острым лей-
козом после алло-ТГСК предполагает еще более 
точное обнаружение минорной сцДНК и возмож-
ность выявления не только маркеров донора и 
реципиента, но и опухолевых маркеров.

Как видно из табл. 1, из 19 пациентов с 
пересаженной печенью 14 были женщинами с 
трансплантацией от донора-мужчины, трое 
мужчин – от доноров-женщин и трое муж-
чин – с трансплантацией от донора-мужчины. 
Как показано на рис. 3, это позволило нам полу-
чить распределение относительного количества 

Относительное количество мужской сцДНК 
рассчитывали по методу ΔΔCt. Для расчета 
использовали формулу

QU/QC = (1 + E) – (ΔCtU – ΔCtC),

где QU – количество последовательности целевой 
ДНК в неизвестном образце; QC – количество 
последовательности целевой ДНК в калибратор-
ном образце; ΔCtU – ΔCt в неизвестном образце; 
ΔCtC – ΔCt в калибраторном образце; E – эффек-
тивность ПЦР последовательности целевой ДНК, 
рассчитанная, как описано M. Alizadeh et al. [18].

Рис. 1. Схема расположения праймеров и зонда для 
определения ДНК-мишени Y-хромосомы в классической 
и модифицированной тест-системах. Розовый цвет – пря-
мой и обратный праймеры (ДНК-мишень 211 п.н.), предло-
женные M. Alizadeh et al.; зеленый цвет – флуоресцентный 
зонд; желтый цвет – новый прямой праймер (ДНК-мишень 

138 п.н.)

Fig. 1. Scheme of primer and probe arrangements to 
determine the DNA target of Y-chromosome in classical and 
modified test systems. Pink color designates the forward and 
reverse primers (DNA target with a length, 211 bp) proposed 
by M. Alizadeh et al.; green color designates fluorescent probe; 
yellow color designates a new forward primer (DNA target, 

138 bp)
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мужской сцДНК в широком диапазоне. Следует 
отметить, что у пациентов 14 (женщина, муж-
чина-донор) и 15 (мужчина, женщина-донор) на 
момент забора образцов существовала угроза 
отторжения трансплантата. У остальных паци-
ентов состояние трансплантата было стабиль-
ным, а доля донорской сцДНК не превышала 
25% по данным ФА амелогенина Y. Сравнивая 
три метода анализа, мы обнаружили, что сред-
няя доля мужской сцДНК составила 0,035±0,079 
при использовании стандартной ПЦР-системы, 
0,096±0,150 – при использовании модифициро-
ванной ПЦР-системы и 0,350±0,388 – при ФА с 
использованием коротких мишеней амелогенина 
Y и X. Примененный t-тест Стьюдента показал 
статистически значимую разницу в результатах 
между первыми двумя (t=2,919, p=0,009), а также 
вторым и третьим методами (t=4,135, p=0,001).

Рис. 2. Диаграмма концентраций сцДНК в изучаемых 
группах пациентов

Fig. 2. Diagram of cfDNA concentrations in the studied 
patient groups

Рис. 3. Распределение относительного количества муж-
ской сцДНК у пациентов после трансплантации печени. 
ПЦР-РВ – полимеразная цепная реакция в реальном вре-
мени сцДНК – свободная циркулирующая ДНК, амелоY – 

амелогенин Y-хромосомы, ФА – фрагментный анализ

Fig. 3. Distribution of male cfDNA relative amount in the 
patients after liver transplantation. RT-PCR, real-time 
polymerase chain reaction; cfDNA, free circulating DNA; 
ameloY, amelogenin of Y chromosome; FA, fragment analysis

Аналогичные результаты были получены в 
группе пациентов после алло-ТГСК. Как видно 
из табл. 2, из 16 образцов сцДНК 12 были получе-
ны от мужчин-реципиентов, получивших транс-
плантаты от женщин-доноров, и 4 – от жен-
щин-реципиентов, получивших трансплантаты 
от мужчин-доноров. В этой группе была обна-
ружена самая высокая доля мужской сцДНК. 
Количественные значения доли мужской сцДНК 
представлены в виде графиков на рис. 4. При 
сравнении результатов, полученных с помощью 
стандартной и модифицированной ПЦР-систем, 
мы обнаружили, что средняя доля сцДНК муж-
ского происхождения составила 0,032±0,043 
при использовании стандартной системы и 
0,150±0,177 – при использовании модифициро-
ванной системы. Эта разница была статистически 

значимой (p=0,005) согласно t-тесту Стьюдента. 
Таким образом, изменение только одного пара-
метра – длины целевой ДНК – при сохранении 
всех остальных параметров, включая метод нор-
мализации ДНК, привело к увеличению обнару-
живаемой доли целевой ДНК почти в 5 раз – от 
0,032±0,043, до 0,150±0,177 (рис. 4).

Рис. 4. Распределение относительных количеств муж-
ской сцДНК у пациентов после аллогенной трансплан-
тации гемопоэтических клеток. ПЦР-РВ – полимеразная 
цепная реакция в реальном времени, сцДНК – свободная 
циркулирующая ДНК, амелоY – амелогенин Y-хромосомы, 

ФА – фрагментный анализ

Fig. 4. Distribution of male cfDNA relative amounts in 
the patients after allogeneic hematopoietic stem cell 
transplantation. RT-PCR, real-time polymerase chain 
reaction; cfDNA, free circulating DNA; ameloY, amelogenin 

of Y chromosome; FA, fragment analysis
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Дальнейшее сравнение данных, полученных 
при помощи ПЦР в реальном времени (РВ), с 
результатами ФА коротких мишеней амелогени-
на Y и контрольного амелогенина X показывает, 
что при анализе коротких ДНК-мишеней доля 
маркера Y-хромосомы определяется в 2 раза 
эффективнее, чем при помощи модифицирован-
ной системы праймеров для ПЦР-РВ. Средняя 
доля мужской сцДНК в тех же образцах соста-
вила 0,341±0,308 против 0,150±0,177, а парный 
t-тест Стьюдента показал статистически значи-
мую разницу (p<0,001).

На рис. 5 представлены результаты, получен-
ные в группе беременных, среди которых были 
сотрудницы и пациентки ФГБУ «НМИЦ гемато-
логии» МЗ РФ.

Рис. 5. Распределение относительного количества 
мужской сцДНК у беременных. ПЦР-РВ – полимеразная 
цепная реакция в реальном времени, сцДНК – свободная 
циркулирующая ДНК, амелоY – амелогенин Y-хромосомы, 

ФА – фрагментный анализ

Fig. 5. Distribution of male cfDNA relative amount in 
pregnant women. RT-PCR, real-time polymerase chain 
reaction; cfDNA, free circulating DNA; ameloY, amelogenin 

of Y chromosome; FA, fragment analysis

По сравнению с данными описанных выше 
пациентов, перенесшими трансплантацию, доля 
мужской фсцДНК у беременных была значитель-
но ниже. Кроме того, в этой группе было 4 случая, 
когда плод был женского пола, и 3 образца от 
женщин, ранее родивших мальчиков, что пока-
зано в табл. 3. Поэтому требования к чувстви-
тельности при оценке этих случаев были гораздо 
строже. При использовании стандартной тест-
системы ПЦР-РВ ДНК-мишень Y-хромосомы не 
была обнаружена ни в одном образце. Однако с 
помощью модифицированной тест-системы она 
была обнаружена в 6 образцах на очень низком 
уровне. ФА короткого целевого амелогенина Y 
и референсного амелогенина X продемонстри-

ровали высокую чувствительность. Кроме того, 
фсцДНК мужского происхождения была обнару-
жена у всех пациенток, ожидающих мальчика, а 
у одной пациентки с множественной миеломой 
маркер амелогенина Y был неожиданно обнару-
жен повторно через 10 месяцев после кесарева 
сечения. Средняя доля сцДНК плода мужско-
го пола не была обнаружена при тестировании 
ПЦР-РВ с немодифицированными праймерами 
и составила 0,007±0,013 и 0,077±0,095 при иссле-
довании двумя другими методами. Парный t-тест 
Стьюдента показал значение 1,929, что говорит 
о том, что изменения признака не были стати-
стически значимы при сравнении первых двух 
методов (p=0,076), но оказались статистически 
значимыми при сравнении второго и третьего 
методов (значение t-теста = 2,834, p=0,014).

Мы сделали две серии разведений образцов от 
двух пар здоровых доноров – мужчины и женщи-
ны – и протестировали Y-хромосомные маркеры 
аналогично анализу, проведенному на группах 
пациентов, описанных выше. Электрофореграммы 
фрагментного анализа ПЦР-продуктов и кри-
вые амплификации целевой ДНК в ПЦР-РВ в 
серийных разведениях образцов представлены 
на рис 6.

Рис. 6. Примеры данных фрагментного анализа (A) и 
ПЦР-РВ (B) для серийных разведений мужской сцДНК в 
женской сцДНК (по маркерам Y-хромосомы, разведения 
1/3, 1/9, 1/27 и 1/81). у.е.ф. – условные единицы флуорес-

ценции

Fig. 6. Examples of fragment analysis data (A) and RT-PCR 
data (B) for sequential dilutions of male cfDNA into female 
cfDNA (according to Y-chromosome markers, dilutions 
of 1/3, 1/9, 1/27, and 1/81). c.u.f. – conventional units of 

fluorescence

A)                 B)

Для одной пары также удалось рассчитать 
долю мужской сцДНК с помощью STR-маркера 
D2S441. На рис. 7A результаты, полученные для 
данного маркера, представлены кривой сиренево-
го цвета. Этот гетерозиготный локус имеет несов-
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падающие аллели у доноров, использованных для 
подготовки химерного образца. Длина целевой 
ДНК составляет от 90 до 100 п.н.

амплификацию из фрагментированной ДНК. Мы 
смогли продемонстрировать это количественно 
и оценить статистическую значимость получен-
ных результатов с помощью простых моделей. 
На рис. 8 мы продемонстрировали возможные 
причины недостаточно эффективной амплифи-
кации ДНК-мишеней фрагментированной ДНК. 
В зависимости от места посадки праймеров на 
фрагменте амплификация может проходить с 
разной результативностью или не проходить 
вообще. В нашей работе при анализе длинных 
ДНК-мишеней эффективность амплификации 
была низкой и повышалась до 10 раз с уменьше-
нием длины мишени.

В обзорной статье A.R. Thierry et al. [19] 
описывается возможный механизм фрагмен-
тации сцДНК. При апоптотическом расщепле-
нии ДНК образуется характерный лестничный 
узор из фрагментов ДНК длиной 180–200 п.н. 
(большинство) или кратных им (олигонуклеосо-
мы). Фрагментация ДНК происходит под дей-
ствием активируемой каспазой ДНКазы в умира-
ющих клетках и лизосомальной ДНКазы II после 
фагоцитоза умирающих клеток. Нуклеосома 
состоит из гистонового октамера и двухцепо-
чечной ДНК, обернутой вокруг этого белкового 
комплекса, который стабилизируется гистоном 
H1. Каждая нуклеосома связана с другой двухце-
почечной ДНК (линкером). Длина ДНК, обернутой 
вокруг гистонового октамера, составляет пример-
но 147 п.н., а длина линкерного участка – от 20 до 
90 п.н. Эти фрагменты связаны между собой для 
обеспечения структурной целостности нуклеосо-
мы, и защищают ДНК от ферментативной дегра-
дации в кровеносной системе. Стандартный раз-
мер сцДНК, таким образом, составляет от 160 до 
180 п.н. На основании этих данных можно оценить 
эффективность амплификации целевой ДНК раз-
личной длины в зависимости от вероятного поло-
жения праймера на фрагменте сцДНК (рис. 8).

Поэтому для определения доли целевого фраг-
мента сцДНК важно понимать применимость 
метода и оптимальный размер ДНК-мишени. 
Из-за случайного характера фрагментации 
сцДНК бывает сложно предсказать эффектив-
ность праймеров для амплификации ДНК, но 
более короткие мишени имеют больше шансов 
на успешную амплификацию.

Современные функциональные тесты пече-
ни не обладают достаточной специфичностью и 
чувствительностью для эффективной диагности-
ки большинства патологий аллотрансплантата, 
включая острое отторжение (ОО). «Золотым» 

Рис. 7. Фракции мужской сцДНК в серии разведений от 
1 до 1/729. A – донор 1, B – донор 2. Примечания: ПЦР-РВ – 
полимеразная цепная реакция в реальном времени, сцДНК – 
свободно циркулирующая ДНК, D2s441 – аллельный STR 

маркер, амелоY – амелогенин Y-хромосомы

Fig. 7. Fractions of male cfDNA in a dilution sequences 
from 1 to 1/729. A, donor 1; B, donor 2. RT-PCR, real-
time polymerase chain reaction, cfDNA, free circulating 
DNA; D2s441, allelic STR marker, ameloY, amelogenin of Y 

chromosome

Как видно из рис. 7, мы получили достаточно 
высокую согласованность в изменении фракции 
мужской сцДНК при тестировании различными 
методами. Красные кривые представляют долю 
мужской сцДНК, рассчитанную по результатам 
разведения, а значения, полученные с помощью 
ФА коротких ДНК-мишеней, наиболее близки 
к красной кривой в обоих наборах разведений 
от двух пар здоровых доноров. Однако анализ 
более длинных ДНК-мишеней с помощью ПЦР 
позволяет выявить лишь около 20–40% реальной 
целевой фракции сцДНК.

Обсуждение

Полученные результаты свидетельствуют 
о том, что более короткая последовательность 
целевой ДНК имеет больше шансов на успешную 



АКТУАЛЬНЫЕ ВОПРОСЫ ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ

ACTUAL ISSUES OF TRANSPLANTOLOGY

ТРАНСПЛАНТОЛОГИЯ  4'2024   том 16 TRANSPLANTOLOGIYA  4'2024   vol. 16 467
The Russian Journal of Transplantation

ПРОБЛЕМНЫЕ АСПЕКТЫ

PROBLEMATIC ASPECTS

диагностическим стандартом остается биопсия 
трансплантата в случае его дисфункции. В иссле-
довании E. Fernández-Galán et al. [20] оценива-
лась возможность измерения дсцДНК в качестве 
биомаркера ОО (так называемая жидкостная 
биопсия). Общая концентрация и размер фрагмен-
тов сцДНК, а также процентное содержание дсц-
ДНК отслеживались в плазме крови 20 пациентов 
без отторжения и 7 пациентов – с Т-клеточно-
опосредованным ОО в течение первых 3 меся-
цев после трансплантации печени. Средний про-
цент дсцДНК был в 3 раза выше у пациентов до 
диагностики ОО и умеренно выше при подтвер-
жденном диагнозе ОО по сравнению с таковым 
у пациентов без последующего или диагности-
рованного отторжения. Доля фрагментов сцДНК 
размером 100–250 п.н. была выше при диагности-
ке ОО по сравнению с пациентами без отторже-
ния (68,0 против 57,9%, p=0,02). STR-ПЦР может 
быть альтернативной стратегией для быстрого 
количественного определения дсцДНК, которую 
легко реализовать в клинических лабораториях. 
Результаты этого пилотного исследования пока-
зывают, что уровень дсцДНК повышается очень 
рано, даже за 1–2 недели до постановки диагноза 
ОО, и поэтому он может быть полезен в качестве 
прогностического биомаркера для улучшения 
стратификации риска пациентов. Аналогичные 
результаты были получены для педиатрических 
пациентов после трансплантации печени [21]. В 
обзорной статье H. Andrikovics et al. [22] подчер-
кивается, что значительная положительная роль 
плазменной дсцДНК как биомаркера поврежде-
ния аллотрансплантата была обнаружена при 
трансплантации любого органа.

В то же время клиническое значение тести-
рования химеризма плазменной сцДНК при 
алло-ТГСК менее изучено. Однако при выявле-
нии рецидивов у больных лейкозом с полным 
донорским химеризмом в клетках перифериче-
ской крови и костного мозга было установлено, 
что методика определения сцДНК плазмы более 
чувствительна, чем определение клеточного 
химеризма [5]. Дальнейшее исследование пока-
зало, что смешанный химеризм обнаруживает-
ся в сцДНК в большем проценте образцов, чем 
в клетках периферической крови после алло-
ТГСК. Интересно, что анализ микрохимеризма на 
основе плазменной сцДНК позволял выявить изо-
лированные экстрамедуллярные рецидивы, когда 
в клетках периферической крови наблюдался 
полный донорский химеризм [23]. Концентрация 
сцДНК у реципиента повышается не только при 
рецидивах, но и при осложнениях, связанных 
с трансплантацией, особенно при острой реак-
ции трансплантата против хозяина (оРТПХ). 
Уменьшение выраженности симптомов оРТПХ в 
процессе терапии совпадало со снижением уров-
ня фракции реципиентной сцДНК, а стабилиза-
ция или усиление оРТПХ, напротив, ассоцииро-
вались со стабильным или повышенным уровнем 
реципиентной сцДНК. Эта ассоциация позволяет 
предположить, что разрушение клеток реципи-
ента в органах-мишенях при оРТПХ может быть 
источником сцДНК. Не было обнаружено кор-
реляции между долей реципиентной сцДНК и 
тяжестью оРТПХ (I–II класс по сравнению с III–
IV классом). Хроническая РТПХ не была связана 
со смешанным химеризмом в cцДНК у пациентов.

M. Waterhouse et al. [24] сообщили о клиниче-
ской пользе мониторинга минимальной остаточ-
ной болезни и смешанного химеризма в сцДНК с 
помощью капельно-цифровой ПЦР для 62 паци-
ентов с миелоидными злокачественными опухо-
лями, получивших алло-ТГСК. Пороговое значе-
ние химеризма в сцДНК, равное 18%, позволило 
отличить пациентов с гематологическими реци-
дивами от пациентов в полной ремиссии после 
алло-ТГСК. Большинство мутаций, выявленных с 
помощью целевой NGS-панели, были обнаруже-
ны в сцДНК во время рецидива и подходили для 
мониторинга минимальной остаточной болезни. В 
нескольких случаях мутации были обнаружены 
в сцДНК раньше, чем в мононуклеарных клет-
ках периферической крови. Опубликован ряд 
исследований, направленных на анализ опухо-
левых маркеров в сцДНК при онкогематологи-
ческих заболеваниях и солидных опухолях [25–

Рис. 8. Размер целевой ДНК и вероятные позиции 
праймеров для сцДНК. Синие стрелки – успешный отжиг 

праймеров; крестики – неудача амплификации

Fig. 8. Size of target DNA and probable primer positions 
for cfDNA. Blue arrows designate successful primer annealing; 

crosses demonstrate amplification failure
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30]. Возможно, коррекция длины целевой ДНК 
изменит количественные характеристики тестов 
в сторону более точной оценки маркеров сцДНК.

Было установлено, что фрагменты ДНК в 
плазме крови беременных значительно длин-
нее, чем в плазме крови небеременных женщин. 
Кроме того, было показано, что молекулы сцДНК 
материнского происхождения длиннее, чем моле-
кулы фетальной сцДНК (фсцДНК) плода. K.C.A. 
Chan et al. обнаружили, что доля фрагментов 
сцДНК размером более 201 п.н. в плазме крови 
составляла 57% у беременных женщин и 14% – у 
небеременных женщин. Доля фрагментов фсцД-
НК размером более 193 и более 313 п.н. в мате-
ринской плазме составила 20 и 0% соответствен-
но [31]. Ретроспективное когортное исследование 
27 793 женщин с одноплодной беременностью, 
проведенное Y. Hou et al., было направлено на 
выявление анеуплоидий половых хромосом и 
трисомий 18-й, 13-й и 21-й хромосом. Было отме-
чено, что уровень фетальной фракции сцДНК 
(ФФ) в подгруппах Т18 и Т13 был значительно 
ниже, чем в группе без трисомии, в то время как 
ФФ в группе Т21 он был значительно выше, чем 
в группе без трисомии. Корреляционный анализ 
Пирсона выявил положительную корреляцию 
между содержанием ФФ и длительностью бере-
менности в группах риска [32]. Таким образом, 
важность максимально корректного определения 
доли ФФ становится очевидной. Обнаружение 
фсцДНК в материнской плазме ускорило разви-
тие метода НИПТ. В настоящее время этот метод 
доступен во всем мире и является высокоточ-
ным для выявления хромосомной анеуплоидии 
плода. Более 6 миллионов беременных прошли 
эту процедуру для выявления анеуплоидии 
плода. С момента появления НИПТ нескольки-
ми научными комитетами по всему миру были 
опубликованы и обновлены руководства и реко-
мендации, направленные на поддержку клини-
ческого использования НИПТ у беременных [33]. 
С 2011 года НИПТ используется в коммерческих 
целях для выявления хромосомных анеуплоидий. 
Несколько клинических исследований показа-
ли, что уровень ФФ является важным парамет-
ром для НИПТ. Y.-S. Lu et al. провели масштаб-
ный ретроспективный анализ эффективности 
НИПТ [34]. Беременные (n=282 911), участвовав-
шие в бесплатной НИПТ (апрель 2018 – декабрь 
2021 г.), были обследованы на наличие распро-
страненных трисомий. Эффективность НИПТ 
оценивалась по положительной прогностической 
ценности, чувствительности и специфичности. 

При секвенировании ДНК методом ионного полу-
проводникового секвенирования, при котором 
ДНК фрагментируют, затем к концам получен-
ных фрагментов лигируют специфические ДНК-
адаптеры, необходимые для эмульсионной ПЦР 
на магнитных сферах и последующего секвениро-
вания, средняя длина фрагментов, используемых 
для создания библиотеки, составляла около 135–
145 п.н., а длина прочтений – около 200 п.н. Было 
выявлено 7 (1%) ложноотрицательных случаев.

H.-J. Kwon et al. [35] провели парное секве-
нирование для определения диапазона размеров 
фетальной и материнской сцДНК у 62 374 бере-
менных женщин. По результатам секвенирования 
предложен критерий, определяющий фетальную 
сцДНК как менее 150 п.н., а материнскую сцДНК – 
как более 180 п.н. Благодаря внедрению критерия 
выбора размера была повышена точность НИПТ, 
что привело к увеличению общей положительной 
прогностической ценности для всех анеуплоидий 
от 89,57 до 97,10%. Это было достигнуто за счет 
обогащения как фетальной, так и материнской 
сцДНК, что увеличило долю фетальной сцДНК, 
а количество ложноположительных результатов 
для всех анеуплоидий было снижено более чем на 
70%. Е. Шубиной и соавторами разработан подход 
к оценке ФФ независимо от пола плода с помо-
щью высокопроизводительного секвенирования 
набора частотных однонуклеотидных полимор-
физмов (SNP). Для каждого из полиморфизмов, 
анализируемых в системе, были подобраны спе-
цифические праймеры для амплификации целе-
вого фрагмента. Праймеры были сконструирова-
ны таким образом, чтобы длина продукта ПЦР не 
превышала 110 п.н. [36].

Заключение

Размер целевой ДНК оказывает значитель-
ное влияние на точность измерений доли сцДНК 
(донорской, фетальной и т.д.). Уменьшение длины 
ДНК-мишени до 84 пар нуклеотидов приводит к 
более эффективной детекции целевой свободной 
циркулирующей ДНК с увеличением ее доли в 
тотальной свободной циркулирующей ДНК до 
10 раз (p<0,05, статистически значимо) как у 
пациентов после трансплантации печени, так и 
у пациентов после аллогенной трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток, а также поз-
воляет выявить фсцДНК с низкой концентраци-
ей. В случаях, когда в образце предполагается 
значительная доля целевой свободной циркули-
рующей ДНК, можно использовать стандартные 
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методы анализа геномной ДНК, но при этом могут 
потребоваться поправки на снижение чувстви-
тельности метода.

Выводы

1. У пациентов после трансплантации пече-
ни средняя доля мужской сцДНК составила 
0,035±0,079, 0,096±0,150 (p=0,009, статистически 
значимо) и 0,350±0,388 (p=0,001, статистически 
значимо) при использовании трех разных тест-
систем для ПЦР-анализа.

2. В группе пациентов после аллогенной 
трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток средняя доля мужской сцДНК составила 
0,032±0,043, 0,150±0,177 (p=0,005, статистически 
значимо) и 0,341±0,308 (p<0,001, статистически 
значимо).

3. В группе беременных при использовании 
стандартной системы праймеров для ПЦР-РВ 
маркеры Y-хромосомы не были выявлены, при 
использовании модифицированной системы 
для ПЦР-РВ и системы праймеров к коротким 
ДНК-мишеням для ПЦР с фрагментным ана-
лизом средняя доля мужской сцДНК составила 
0,007±0,013 (p=0,076, статистически значимо) и 
0,077±0,095 (p=0,014, статистически значимо) 
соответственно.

4. При анализе искусственных химер с извест-
ной долей мужской сцДНК значения, получен-
ные с помощью фрагментного анализа коротких 
ДНК-мишеней, оказались наиболее близкими к 
действительным. Анализ более длинных ДНК-
мишеней с помощью ПЦР-РВ позволил выявить 
лишь около 20–40% целевой фракции сцДНК.
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