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Количество геномных копий в вирусном препарате для генной терапии в настоящий
момент подсчитывают с помощью количественной полимеразной цепной реакции (кПЦР),
имеющей недостатки, связанные с эффективностью ПЦР и построением калибровочной
кривой. Метод абсолютного подсчета копий ДНК в образце, цифровая капельная ПЦР
(цкПЦР), отличается разбиением реакционной смеси на тысячи капель, в каждой из ко-
торых происходит отдельная реакция ПЦР [1].
Целью данной работы является провести сравнительную количественную оценку методов
детекции количества геномных копий аденоассоциированных вирусов (ААВ) в препара-
тах.
Была проведена оценка концентрации экспрессионных плазмид, используемых для по-
лучения вектора ААВ, содержащих ген кодирующий зеленый флюоресцентный белок
(eGFP). Результаты анализа концентрации в образцах на флуориметре отличаются по
количеству копий плазмидной ДНК, полученных при измерении методом цкПЦР не бо-
лее чем в 5 раз (9,92*105 и 2,03*105 коп/5мкл, соответственно).
С помощью кПЦР и цкПЦР была проведена количественная оценка препаратов с ААВ,
используя праймеры на инвертированные терминальные повторы (ITR), содержащиеся в
экспессионной кассете. Показано, что результаты оценки методом цкПЦР более воспро-
изводимы, чем методом кПЦР (коэффициент вариации для серии из четырех постановок
5% и 44%). Количество геномных копий, определенных с помощью кПЦР в среднем было
больше в 113 раз, чем с помощью цкПЦР (1,91*105 и 1,69*105 коп/5мкл), что соотносится
с данными литературы [2].
Для подтверждения целостности генома и верификации упаковки экспрессионной кассе-
ты проведено нанопоровое секвенирование с использованием MinION и протокола Native
Barcoding Sequencing Kit 24 V14. Полученные прочтения оценены наложением на рефе-
ренсную последовательность плазмиды и с глубиной покрытия сборки 1151 показано, что
ААВ содержат целевой ген и участки для отжига праймеров на ITR.
Мы показали, что результаты количества копий плазмидной ДНК с помощью цкПЦР
отличаются от результатов, полученным на флуориметре, не более чем в 5 раз. Наши
данные указывают на завышение результатов оценки количества вирусной ДНК методом
кПЦР на два порядка и большую воспроизводимость результатов методом цкПЦР с коэф-
фициентом вариации около 5%. Этот метод может оказаться более точным для анализа
концентрации ААВ в геннотерапевтическом препарате что является критически важным
при выборе его дозы. Мы предлагаем использовать цкПЦР для точной оценки геномов
ААВв образцах, используемых в качестве эталонных в кПЦР.
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