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Аннотация: изложена вероятная причина проблемы опре-

деления длины гомополимерных участков при проведении по-

лупроводникового секвенирования – локальная полимеризация 

высвобождающегося пирофосфата в более длинные полифос-

фатные цепочки. Предложены технологические решения по ми-

нимизации влияния образующегося полифосфата на детекти-

руемые изменения pH. 

Работа выполнена частично при поддержке РФФИ и Ад-

министрации Краснодарского края в рамках научных проектов 

19-44-230030 р_а и 19-44-230040 р_а. 

Ключевые слова: секвенирование; гомоповторы; поли-

фосфаты. 

Abstract: the paper describes polymerization of realized and 

accumulated pyrophosphates into polyphosphate chains as the proba-

ble cause of the problem of the homopolymeric loci lengths detection 

in the ion semiconductor sequencing technology. The technologic 

solutions for minimization of the synthesized polyphosphates influ-

ence onto detecting pH changing are proposed. 
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Существенной проблемой технологии ионного полупро-

водникового секвенирования является проблема точного опре-

деления длины гомополимерных участков – участков секвени-

руемой ДНК, содержащих 7 и более одинаковых нуклеотидов 

подряд. Аналогичная проблема наблюдается и при схожей тех-

нологии пиросеквенирования. Общим подходом обеих техноло-

гий является детекция химических событий, связанных с отщеп-

лением пирофосфатного остатка от дезоксинуклеозидтрифосфа-

тов (дНТФ), включаемых ДНК-полимеразой в синтезируемую в 

реакционной ячейке цепь ДНК. 

Вероятно, «ошибка» определения количества пирофосфата 

и, соответственно, рассчитываемой длины гомополимерного 

участка объясняется утилизацией детектируемого пирофосфата 
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в ходе другой реакции, параллельно протекающей в ячейке в 

условиях избыточного образования пирофосфата.  

По нашему предположению, такой реакцией является ре-

акция поликонденсации больших количеств высвобождающего-

ся пирофосфата в более длинные олигомерные  и полимерные 

цепочки полифосфорной кислоты.  

Такие олигомеры фосфатной природы обладают более 

низкой константой диссоциации по сравнению с пирофосфорной 

кислотой, что приводит к совокупному изменению pH в ячейке 

на значения, меньшие по сравнению с рассчитанными для пиро-

фосфата.  

Основным фактором, смещающим равновесие в реакции 

поликонденсации/гидролиза полифосфата в сторону поликон-

денсации, является реликтовая полифосфат-синтазная актив-

ность молекул полимеразы, проявляющаяся вследствие измене-

ния их конформации в условиях резкого и значительного паде-

ния pH.  

Дополнительным фактором, усугубляющим проблему, ве-

роятно, является локальное изменение температуры ячейки 

вследствие расщепления макроэргической фосфодиэфирной свя-

зи в дНТФ.  

В таком случае, речь идѐт не об ошибке измерения, а о не-

совершенстве применяемого подхода актуальной технологии, 

фокусирующегося на единственной протекающей в ячейке реак-

ции – реакции поликонденсации дНТФ в молекулу ДНК. 

Для проверки предположения следует провести сравни-

тельный анализ содержимого ячеек после flow-цикла на секве-

нируемых участках с гомоповторами и участках, гетерогенных 

по нуклеотидному составу, на предмет наличия полифосфатных 

цепочек.  

Также следует провести сравнительную высокочувстви-

тельную термометрию ячеек. Особенно успешным представля-

ется сравнительное исследование отличий в конформации поли-

меразы.  

В случае подтверждения причин, оптимальное решение 

проблемы будет, вероятно, состоять в комбинированном подхо-

де, включающем:  
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1) селективное выравнивание температуры ячеек;  

2) включение в реакционную смесь соединений, связы-

вающихся предпочтительно с полифосфатом; 

3) подбор полимераз, обладающих большей конформаци-

онной устойчивостью к изменению pH. 
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