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РЕФЕРАТ 

Отчет 131 с., 41 рис., 5 табл., 93 источн, 7 прил. 

СОЦИАЛЬНО-ЗНАЧИМОЕ ЗАБОЛЕВАНИЕ, ПЕРСОНАЛИЗИРОВАННАЯ 

МЕДИЦИНА, МЕДИЦИНСКАЯ БИОТЕХНОЛОГИЯ, ДИАГНОСТИКА, ГЕНОМИКА, 

ПРОТЕОМИКА 

Объекты исследования – фенилкетонурия, MODY-диабет, синдром Альпорта, 

болезнь Гоше, инсульт, колоректальный рак, Acinetobacter baumannii, Borrelia burgdorferi, 

Borrelia miyamotoi. 

Цель работы – разработать клеточные, геномные и протеомные технологии для 

диагностики социально-значимых заболеваний в Республике Казахстан. 

Методы исследования: в процессе работы использовались клеточные, молекулярно-

генетические и масс-спектрометрические методы. 

Полученные результаты: проведена проверка работоспособности праймеров и 

оптимизированы условия ПЦР реакции для амплификации целевых регионов генов. Собран 

биоматериал от условно-здоровых людей, а также пациентов с диагнозом фенилкетонурия, 

MODY диабет, синдром Альпорта, колоректальный рак, болезнь Гоше. Проведен скрининг 

мутаций KRAS/BRAF. Применена оптимизированная методика иммунодеплеции плазмы 

крови у экспериментальных животных. Получен рекомбинантный гексон аденовируса типа 

3 и отработаны условия его очистки. Разработан и оптимизирован состав реакционной 

смеси тест-систем. Получен штамм-продуцент и наработана рекомбинантная обратная 

транскриптаза в клетках E. coli. Проведен подбор универсальных праймеров для 

амплификации генетических маркеров используемых в ДНК-баркодировании растений. 

Проведено определение генетических маркеров устойчивости к антибиотикам. 

Новизна полученных результатов – была показана возможность применения 

клеточных, геномных и протеомных технологий для диагностики социально-значимых 

заболеваний в Республике Казахстан. 

Степень внедрения – во второй год выполнения программы внедрение результатов 

ее выполнения не было запланировано. 

Основные, основные конструктивные и технико-экономические показатели – 

разработаны высокочувствительные и точные методы диагностики заболеваний. 

Экономическая эффективность – использование разрабатываемых методов 

диагностики непосредственно связано с улучшением качества жизни пациентов, 

снижением затрат на лечение пациентов, и уровня инвалидизации пациентов. 

Область применения – медицина и здравоохранение.  
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ТҰЖЫРЫМ 

Есеп 131 бет, 41 сурет, 5 кесте, 93 әдебиет көзі, 7 қосымша 

ӘЛЕУМЕТТІК МАҢЫЗЫ БАР АУРУ, ДЕРБЕСТЕНДІРІЛГЕН МЕДИЦИНА, 

МЕДИЦИНАЛЫҚ БИОТЕХНОЛОГИЯ, ДИАГНОСТИКА, ГЕНОМИКА, ПРОТЕОМИКА 

Зерттеу нысаны – фенилкетонурия, MODY-диабеті, Альпорт синдромы, Гоше ауруы, 

инсульт, колоректальды қатерлі ісік, Acinetobacter baumannii, Borrelia burgdorferi, Borrelia 

miyamotoi. 

Жұмыстың мақсаты – Қазақстан Республикасындағы әлеуметтік-маңызы бар ауруларды 

анықтауға бағытталған жасушалық, геномдық және протеомдық технологияларды әзірлеу. 

Зерттеу әдістері: жұмыс барысында жасушалық, молекулалық-генетикалық және масс-

спектрометриялық әдістер қолданылды. 

Зерттеулер нәтижелері: праймер панельдерінің жобасы жүргізілді. Алынған нәтижелер: 

праймерлердің өнімділігін тексеру жұмыстары жүргізілді және гендегі мақсатты аймақтарды 

амплификациялау үшін ПТР реакциясының шарттары оңтайландырылды. Шартты түрде сау 

адамдардан, сондай-ақ фенилкетонурия, MODY қант диабеті, Гоше, Альпорт синдромы,  

колоректальды қатерлі ісік диагнозы қойылған пациенттерден биоматериалдар жиналынды. 

KRAS/BRAF мутациясының скринингі жүргізілді. Эксперименттік жануарлардың қан 

плазмасын иммуносупрессиялаудың оңтайландырылған әдісі қолданылды. 3 типті 

аденовирустың рекомбинантты гексоны алынып, оны тазарту шарттары анықталды. Тест-

жүйелерінің реакциялық қоспасының құрамы әзірленіп, оңтайландырылды. Штамм-өндірушісі 

алынып, рекомбинантты кері транскриптаза E. coli жасушаларында жинақталды. ДНҚ 

баркодтау кезінде қажетті өсімдіктердің генетикалық маркерлерін амплификациялау үшін 

қолданылатын әмбебап праймерлер таңдалынды.  Антибиотиктерге төзімділікті анықтайтын 

генетикалық маркерлер айқындалды.  

Алынған нәтижелердің жаңалығы – Қазақстан Республикасында әлеуметтік маңызы бар 

ауруларды диагностикалау үшін жасушалық, геномдық және протеомдық технологияларды 

қолдану мүмкіндігі бар екендігі көрсетілді. 

Орындалу дәрежесі – бағдарламаны орындаудың екінші жылында нәтижелерді іске 

асыру жоспарланбады. 

Негізгі, негізгі-конструктивтік және техника-экономикалық көрсеткіштері – ауруларды 

диагностикалаудың жоғары сезімтал және дәл әдістері әзірленді. 

Экономикалық тиімділігі – әзірленген диагностикалық әдістерді қолдану пациенттердің 

өмір сүру сапасын жақсартуға, науқастарды емдеуге кететін шығындарды азайтуға және 

науқастардың мүгедектік деңгейін төмендетуге тікелей байланысты. 

Қолдану саласы – медицина және денсаулық сақтау. 
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ТЕРМИНЫ И ОПРЕДЕЛЕНИЯ 

В настоящем отчете о НИР применяют следующие термины с соответствующими 

определениями 

Антиген – вещество, воспринимаемое организмом как чужеродное и 

вызывающее специфический иммунный ответ 

Антитела – синтезируемые В-лимфоцитами белки в ответ на попадание в 

организм различных антигенов и специфически с ними 

взаимодействующие с образованием комплекса «антиген – 

антитело» 

Ген – транскрибируемый участок хромосомы, кодирующий 

функциональный белок либо тРНК или рРНК 

Генотипирование – метод, основанный на новейших достижениях в области 

биотехнологии, позволяющий проводить индивидуальное 

сравнение генотипов разных людей 

Мутация – стойкое (то есть такое, которое может быть унаследовано 

потомками данной клетки или организма) изменение генотипа, 

происходящие под влиянием внешней или внутренней среды 

Настой – водная вытяжка лекарственного сырья преимущественно из 

мягких частей растений (травы, листьев, цветков) 

Полимеразная 

цепная реакция 

– метод амплификации фрагментов нуклеиновых кислот in vitro 

Праймер – короткий фрагмент нуклеиновой кислоты (олигонуклеотид), 

комплементарный ДНК или РНК мишени, служит затравкой 

для синтеза комплементарной цепи с помощью ДНК-

полимеразы, а также при репликации ДНК 

Сбор 

лекарственный 

 

– фармацевтический препарат, представляющий собой смесь 

нескольких видов измельченного или цельного 

лекарственного растительного сырья 

Секвенирование – определение первичной структуры ДНК, то есть 

последовательности расположения нуклеотидных остатков в 

полинуклеотидной цепи ДНК 

Экстракт – концентрированное извлечение из лекарственного 

растительного сырья 

  



 
 

 12

ПЕРЕЧЕНЬ СОКРАЩЕНИЙ И ОБОЗНАЧЕНИЙ  

В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения 

БГ  – болезнь Гоше 

БСК  – болезни системы кровообращения 

ВОЗ  – Всемирная организация здравоохранения 

ВЭЖХ  – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ГФА  – гиперфенилаланинемия 

ДНК  – дезоксирибонуклеиновая кислота 

дНТФ  – дезоксирибонуклеозидтрифосфат 

ИФА  – иммуноферментный анализ 

ИХА  – иммунохроматографический анализ 

кДа  – обозначение молекулярного веса белков 

КРР  – колоректальный рак 

ПААГ  – полиакриламидный гель 

П.н.  – пара нуклеотидов 

ПЦР  – полимеразная цепная реакция 

РНК  – рибонуклеиновая кислота 

РНКП  – РНК полимераза 

СД  – сахарный диабет 

СД2  – сахарный диабет второго типа 

ТЛЧ  – тест на лекарственную чувствительность 

ФАГ  – фенилаланингидроксилаза 

ФКУ  – фенилкетонурия 

FDR  – false discovery rate 

LB  – Lysogeny broth 

NCBI  – National Center for Biotechnology Information 

NGS  – next-generation sequencing 

MODY – maturity-onset diabetes of the young 

PAH  – phenylalaninehydroxylase gene 

pET28  – plasmid for expression by T7 RNA polymerase 

pET32  – plasmid for expression by T7 RNA polymerase 

PBS  – phosphate buffered saline 

TFA  – trifluoroacetic acid 

TOF  – time of flight 
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ВВЕДЕНИЕ 

В Республике Казахстан государственная политика в сфере здравоохранения 

придаёт особое значение разработке высокочувствительных и высокоспецифичных 

методов диагностики широкого спектра заболеваний. Кроме того, в стране утвержден 

перечень социально-значимых заболеваний, утверждённый приказом Министра 

здравоохранения Республики Казахстан от 23 сентября 2020 года № ҚР ДСМ-108/2020, 

который включает орфанные патологии, злокачественные новообразования, сахарный 

диабет, ряд сердечно-сосудистых и инфекционных болезней, а также заболевания нервной 

системы и другие нозологические формы. 

В рамках реализуемой научно-технической программы предусматривается 

разработка современных методов и технологий для ранней и высокоточной диагностики 

ряда социально-значимых заболеваний с применением клеточных, геномных и протеомных 

подходов, а также передовых инструментальных платформ — секвенирования нового 

поколения (NGS), масс-спектрометрии, цифровой и количественной ПЦР, технологий 

CRISPR/Cas, ДНК-баркодирования. 

Отдельным направлением программы является разработка методик ранней 

диагностики орфанных заболеваний, включая фенилкетонурию и болезнь Гоше, а также 

синдрома Альпорта, MODY-диабета, ишемического инсульта и колоректального рака. 

Запланировано создание технологий и тест-систем для детекции инфекционных агентов 

бактериальной природы (Borrelia burgdorferi, Borrelia miyamotoi, Acinetobacter baumannii) 

и вирусного происхождения (рота- и аденовирусы). 

Для последующего налаживания отечественного производства диагностических 

наборов предполагается разработка технологии получения термостабильных РНК- и ДНК-

зависимых полимераз, используемых в ПЦР-системах, а также внедрение высокоточной 

ДНК-технологии аутентификации фитопрепаратов. Реализация данных разработок 

призвана повысить качество лабораторной и клинической диагностики в Казахстане, и 

укрепить её конкурентоспособность на международном уровне, способствуя более 

широкому внедрению современных молекулярных технологий в практическое 

здравоохранение и улучшению качества жизни пациентов.  

Таким образом, для достижения прогресса в этом актуальном направлении была 

сформулирована главная цель нашего исследования и определены его задачи. 

Цель – разработать клеточные, геномные и протеомные технологии для диагностики 

социально-значимых заболеваний в Республике Казахстан. 

Задачи программы:  

1. Разработка метода таргетного секвенирования гена фенилаланингидроксилазы 
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для диагностики фенилкетонурии, а также разработка таргетных панелей для диагностики 

MODY диабета, и диагностики синдрома Альпорта на основе секвенирования нового 

поколения. Изучение распределения мутаций в генах KRAS/BRAF при колоректальном 

раке на основе высокочувствительного метода диагностики редких мутаций. 

2. Разработка метода диагностики болезни Гоше; разработка метода определения 

протеомных биомаркеров инсульта на основе масс-спектрометрии. 

3. Разработка метода иммунохроматографического анализа для определения 

иммунного статуса против рота- и аденовирусных инфекций с применением коллоидного 

золота и квантовой точки. Разработка технологии детекции антибиотикорезистентности 

внутрибольничных инфекций на основе CRISPR/Cas для Acinetobacter baumannii. 

Разработка отечественной тест-системы на основе ПЦР в реальном времени для выявления 

и дифференциации возбудителей Лайм-боррелиоза (Borrelia burgdorferi sensu lato) и 

клещевой возвратной лихорадки, вызываемой Borrelia miyamotoi. 

4. Разработка технологии получения термостабильных РНК и ДНК зависимых 

полимераз для молекулярно-генетической детекции возбудителей урогенитальных 

инфекций. Разработка технологии аутентификации фитопрепаратов, используемых в 

педиатрической практике, с использованием ДНК-баркодинга и высокопроизводительного 

секвенирования. 

В соответствии с поставленной целью и задачами, на 2025 год были запланированы 

следующие работы (Приложение А): 

5. Проверка работоспособности праймеров и оптимизация условий ПЦР реакции для 

амплификации целевых регионов генов PAH, HNF4A, GCK, HNF1A, IPF1/PDX1, HNF1B, 

NEUROD1, KLF11, CEL, PAX4, INS, BLK, ABCC8, KCNJ11, APPL1, WSF1, COL4A3, COL4A4, 

COL4A5, COL4A6. 

6. Сбор биоматериала от условно-здоровых людей, а также пациентов с диагнозом 

болезнь Гоше для последующего масс-спектрометрического анализа. Использование 

оптимизированной методики иммунодеплеции плазмы крови у экспериментальных 

животных. 

7. Получение рекомбинантного гексона аденовируса типа 3 и отработка условий его 

очистки. Разработать и оптимизировать состав реакционной смеси тест-системы.  

Отработать режим термоциклирования для выбранного состава тест-системы. 

8. Экспрессия гена обратной транскриптазы в клетках E. coli и получение штамма-

продуцента. Наработка рекомбинантной обратной транскриптазы в клетках E. coli, 

выделение и очистка фермента. Подбор универсальных праймеров для амплификации 

генетических маркеров используемых в ДНК-баркодировании растений. 
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9. Продолжение работ по формированию коллекции образцов для таргетного 

секвенирования и выявления мутаций у пациентов с установленным диагнозом 

фенилкетонурия, MODY диабет и неуточненным подтипом, синдром Альпорта. 

Продолжение формирования группы исследования по колоректальному раку согласно 

критериям. Скрининг мутаций KRAS/BRAF. 

10. Подготовка иммунодеплетированных образцов из плазмы крови 

экспериментальных животных для анализа с помощью хромато-тандемной масс-

спектрометрии LC-MS/MS на наличие и количество биомаркеров инсульта. 

11. Определение генетических маркеров устойчивости к антибиотикам. Пополнение 

коллекции фармакопейных стандартных образцов лекарственных растений.  

Формирование ДНК коллекции ваучерных (фармакопейных стандартных образцов), а 

также образцов из лекарственного сырья и фитопрепаратов. 

12. Апробация отработанных условий на контрольных образцах ДНК и оценка 

покрытия секвенирования целевых участков генов PAH, HNF4A, GCK, HNF1A, IPF1/PDX1, 

HNF1B, NEUROD1, KLF11, CEL, PAX4, INS, BLK, ABCC8, KCNJ11, APPL1, WSF1, COL4A3, 

COL4A4, COL4A5, COL4A6. Валидация результатов скрининга мутаций KRAS/BRAF. 

13. Определение активности фермента β-глюкоцереброзидазы в контрольных и 

экспериментальных образцах на основе квадрупольно-времяпролетной масс-

спектрометрии. Подготовка иммунодеплетированных образцов для анализа с помощью 

хромато-тандемной масс-спектрометрии LC-MS/MS на наличие и количество биомаркеров 

инсульта. 

14. Получение рекомбинантного VP4 антигена ротавируса человека и отработка 

условий его очистки. Определение иммунохимических и диагностических свойств 

рекомбинантных антигенов. Дизайн и синтез CRISPR-РНК. Проведение CRISPR-детекции 

генетических детерминант резистентности. Клонировать последовательности выбранных 

для тест-системы фрагментов в плазмиды для получения образцов положительного 

контроля. 

15. Проверка активности рекомбинантной обратной транскриптазы, подбор буфера 

хранения и оптимизация состава реакционного буфера. Оптимизация условий получения 

рекомбинантной обратной транскриптазы в полупромышленных условиях. Оптимизация 

условий ПЦР амплификации на коллекции ДНК лекарственных видов растений, 

приготовления библиотек и высокопроизводительного секвенирования. 

Метрологическая обеспеченность НИР: все средства измерений и испытательное 

оборудование, использованные при проведении научных исследований, прошли процедуры 

поверки и аттестации в соответствующих аккредитованных органах (ТОО 
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«KazMedServiceGroup»). Исследования проводятся на базе лаборатории протеомики и 

масс-спектрометрии, Национальной научной лаборатории биотехнологии коллективного 

пользования, лаборатории прикладной генетики, лаборатории генетики и биохимии 

микроорганизмов, лаборатории иммунохимии и иммунобиотехнологии, лаборатории 

молекулярной биотехнологии, лаборатории геномики растений и биоинформатики ТОО 

«Национальный центр биотехнологии», а также в филиале ТОО «Национальный центр 

биотехнологии» в г. Алматы. Для выполнения данной программы имеются необходимые 

соответствующие помещения и коммуникации. Лаборатории исполнителя оснащены всем 

необходимым оборудованием: ламинарные боксы, ПЦР-амплификаторы, термостаты, 

центрифуги, секвенаторы, масс-спектрометры, камеры для электрофореза, холодильники и 

морозильные камеры. В выполнении запланированных работ принимали участие врачи 

Научного центра акушерства, гинекологии и перинатологии, ТОО «Национальный научный 

онкологический центр», Национального научного центра материнства и детства, и другие 

специалисты. 

Патентные исследования. В результате проведенного патентного поиска на веб-

ресурсе www.kazpatent.kz, содержащего реестр казахстанских патентов, сходства с 

предлагаемыми задачами обнаружено не было (приложение Г). 

Регистрационный номер промежуточного отчета за 2024 г.: 0124РК01157. 

Уровень готовности технологии. Уровень готовности технологии для естественных 

наук, к которому относится данная программа, – категория А, уровень готовности 

технологии (УГТ/TRL) – 2, так как были опубликованы научные публикации с описанием 

результатов изучения объектов исследования. 
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ ОТЧЕТА О НИР 

1 Выбор направления исследований 

Выбор направления настоящего исследования обусловлен необходимостью 

внедрения в Казахстане интегрированных мультиомных подходов, основанных на 

передовых инструментальных платформах — секвенировании нового поколения, масс-

спектрометрии, цифровой и количественной полимеразной цепной реакции, а также 

технологиях редактирования генома CRISPR/Cas и ДНК-баркодировании. В мировой 

практике эти методы формируют основу персонализированной медицины и молекулярной 

диагностики, обеспечивая высокую чувствительность и специфичность детекции 

биомолекулярных маркеров заболеваний. 

Одним из ключевых приоритетов является использование методов NGS для 

разработки таргетных панелей диагностики моногенных заболеваний, таких как ФКУ, 

MODY-диабет и синдром Альпорта. При несвоевременном лечении эти заболевания имеют 

серьезные клинические последствия, что делает их своевременное генетическое 

тестирование актуальной задачей. Применение NGS позволяет выявлять как известные, так 

и новые мутации в генах, ассоциированных с этими патологиями, что повышает точность 

диагностики и улучшает прогнозирование. 

Фенилкетонурия представляет собой одно из первых наследственных заболеваний 

обмена веществ, для которого был внедрён неонатальный скрининг. Однако современные 

данные показывают значительную генетическую гетерогенность мутаций в гене PAH, что 

требует перехода от классических методов к высокопроизводительным технологиям 

секвенирования для точного молекулярного подтверждения диагноза. По состоянию на 2 

ноября 2022 года в базе данных PAHvdb собрано 1583 типа вариантов PAH, включая 

миссенс-варианты, варианты со сдвигом рамки считывания, синонимичные варианты и 

варианты сплайсинга, вариации в нетранслируемых областях (UTR) и крупномасштабные 

делеции. Эти вариации, в основном, сосредоточены в экзонах и на границах экзон-интрон. 

Учитывая высокую генетическую вариабельность мутаций в гене PAH методы, основанные 

на мультиплексной ПЦР, и мультиплексной амплификации лигированных зондов, имеют 

ограничения в обнаружении возможных мутаций, связанных с ФКУ. В связи с этим методы 

секвенирования являются единственной альтернативой для идентификации мутаций. В 

случае ФКУ разработка таргетного секвенирования гена PAH обеспечивает возможность 

точной дифференциальной диагностики и улучшает генетическое консультирование [1-10]. 

Благодаря идентификации редких мутаций можно оптимизировать лечение, включая 

применение препаратов, таких как тетрагидробиоптерин, для пациентов с определёнными 

генотипами.  В свою очередь, в рамках выполнения программмы особое внимание было 
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уделено моногенным формам диабета MODY, которые часто ошибочно диагностируются 

как диабет 1-го или 2-го типа.  Панели для диагностики MODY-диабета нацелены на 

выявлении мутаций в ключевых генах (HNF1A, HNF4A, GCK и других), что позволяет 

персонализировать лечение, включая отказ от инсулинотерапии в ряде случаев [11-15]. 

Аналогично, синдром Альпорта, характеризующийся мутациями в коллагеновых генах IV 

типа, требует многоцелевого анализа с применением NGS-панелей, позволяющих 

одновременно исследовать несколько генов и обеспечивать дифференциальную 

диагностику. Для синдрома Альпорта разработка панелей диагностики на основе NGS 

способствует выявлению мутаций в генах коллагена IV типа (COL4A3, COL4A4, COL4A5), 

что особенно важно для раннего выявления клинического течения заболевания [16-22]. 

Не менее актуальным и социально-значимым направлением данной программы 

является онкогенетика. Анализ распределения мутаций в генах KRAS и BRAF при 

колоректальном раке, третьем по распространенности онкологическом заболевании в мире, 

направлен на улучшение диагностики и прогнозирования этого заболевания [23-27]. Одним 

из ключевых направлений в онкологии является изучение молекулярных механизмов 

канцерогенеза и поиск генетических маркеров, позволяющих персонализировать 

терапевтические подходы. Важную роль в развитии и прогрессии КРР играют мутации в 

онкогенах KRAS и BRAF, участвующих в регуляции сигнального пути 

RAS/RAF/MEK/ERK, контролирующего пролиферацию и выживание клеток. По 

различным данным, мутации гена KRAS выявляются примерно у 35–45% пациентов с КРР, 

а мутации BRAF – у 8–12%. Эти изменения ассоциированы с неблагоприятным прогнозом, 

резистентностью к анти-EGFR терапии и особенностями клинико-патологического течения 

заболевания. Использование таких технологий как цифровой ПЦР, обеспечивает высокую 

чувствительность в обнаружении редких мутаций, что имеет решающее значение для 

выбора подходящего лечения. Кроме того, исследование этнических и географических 

особенностей появления мутаций способствует разработке диагностических протоколов, 

учитывающих этнические особенности популяции Казахстана. 

Второе направление программы связано с развитием клеточных и протеомных 

технологий для идентификации биомаркеров и оптимизации лабораторной диагностики. 

Определение активности фермента β-глюкоцереброзидазы в образцах сухих пятен крови 

для диагностики болезни Гоше и методы диагностики инсульта с использованием масс-

спектрометрии обеспечивает возможность практически неинвазивной и высокоточной 

диагностики. В рамках данной научной программы будут разработаны отечественные 

методы диагностики болезни Гоше и инсульта на основе масс-спектрометрического 

анализа. Болезнь Гоше относится к лизосомным болезням накопления, характеризующимся 
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дефицитом фермента β-глюкоцереброзидазы, приводящим к накоплению 

глюкоцереброзида в макрофагах и последующим повреждениям печени, селезёнки, 

костного мозга и других органов. Основными методами диагностики БГ являются 

биохимические анализы оценки активности ферментов, молекулярно-генетическое 

тестирование и измерение уровней биомаркеров [1, 28-33]. Однако традиционные методы 

часто сталкиваются с ограничениями в чувствительности и специфичности. Использование 

масс-спектрометрии стало важным дополнением к существующим подходам, позволяя 

выявлять биомаркеры, такие как Lyso-Gb1, на самых ранних стадиях заболевания. Анализ 

активности ферментов, используя сухие пятна крови – это относительно недорогой способ 

диагностики ЛБН, для которого используется минимальное количество биологического 

материала. Данная технология подразумевает забор небольшого количества крови у 

новорожденных или у взрослых пациентов, капля высушивается на фильтровальной бумаге 

и далее анализируется, используя тандемную масс-спектрометрию. Настоящее 

исследование было направлено на определение активности фермента β-

глюкоцереброзидазы в образцах биоматериала от условно-здоровых людей и пациентов с 

диагнозом болезнь Гоше методом квадрупольно-времяпролётной масс-спектрометрии. 

Инсульт, являющийся одной из ведущих причин смертности и инвалидности, 

требует высокочувствительных методов диагностики, которые позволят обнаруживать 

заболевание на самых ранних этапах. Протеомика, изучающая белковый состав 

биологических образцов, открывает новые горизонты в поиске биомаркеров инсульта [34-

40]. Основным инструментом в данном подходе является масс-спектрометрия, которая 

обеспечивает высокую точность идентификации белков [41, 42]. Современный масс-

спектрометр позволяет получать детализированные данные об аминокислотных 

последовательностях и структурных особенностях белков [38, 43]. Особые трудности в 

этом направлении связаны с необходимостью пробоподготовки образцов, так как наличие 

даже минимальных концентраций посторонних веществ может снижать точность анализа. 

Поэтому разработка методов очистки плазмы крови становится ключевым этапом в 

исследовании. В отличие от традиционных методов, которые могут быть менее 

специфичными и давать ложноположительные результаты, масс-спектрометрия 

обеспечивает точность выявления биомаркеров. 

Третье направление охватывает вирусологические и микробиологические 

исследования, направленные на создание отечественных диагностических систем. Стоит 

отметить, что современная медицинская наука сталкивается с необходимостью разработки 

инновационных подходов для диагностики инфекционных заболеваний, 

антибиотикорезистентности и зоонозных инфекций, что обусловлено ростом глобальных 
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угроз общественному здравоохранению. В рамках данной программы будут разработаны 

тест-системы и новые технологии, основанные на иммунохроматографии, CRISPR/Cas и 

полимеразной цепной реакции в реальном времени для совершенствования диагностики и 

контроля за инфекционными заболеваниями. 

Ротавирусные и аденовирусные инфекции являются одной из ведущих причин 

гастроэнтеритов и других осложнений, особенно у детей младшего возраста и пациентов с 

ослабленным иммунитетом. Несмотря на существующие методы диагностики, такие как 

ИФА и ПЦР, существует необходимость создания более доступных, быстрых и точных 

решений, позволяющих проводить анализы в полевых условиях или без 

специализированного оборудования. Введение методов ИХА с применением коллоидного 

золота и квантовых точек обеспечивает возможность оперативного выявления патогенов и 

оценки иммунного статуса пациентов. Современные технологии, такие как синтез ДНК-

последовательностей de novo и получение моноклональных антител, значительно 

расширяют возможности оптимизации тест-систем. Методы ИХА активно применяются в 

диагностике вирусных заболеваний, включая аденовирусную и ротавирусную инфекции 

человека. Наибольшую диагностическую значимость представляют такие белки вирусов, 

как гексон аденовируса и антиген VP4 ротавируса. Гексон аденовируса выступает в 

качестве доминантного нейтрализующего антигена, причем антигексонные антитела 

эффективно ингибируют вирусную инфекцию. Анализ гипервариабельных регионов 

гексона позволяет типировать циркулирующие штаммы, оценивать иммунологическую 

изменчивость и определять эпидемиологические закономерности распространения вируса. 

VP4 антиген ротавируса это негликозилированный белок, формирующий шиповидные 

выступы на поверхности зрелых вирионов, внешняя оболочка которых преимущественно 

представлена гликопротеином VP7. Этот белок выполняет ряд критически важных 

функций, включая связывание с клеткой, проникновение, гемагглютинацию, 

нейтрализацию, а также определяет вирулентность вируса и его видовую специфичность. 

Количественная оценка белка VP4 имеет ключевое значение при разработке 

диагностических тест-систем, а также в процессе производства и контроля качества 

рекомбинантных трехвалентных ротавирусных вакцин на его основе. 

Проблема антибиотикорезистентности, особенно у внутрибольничных патогенов, 

таких как Acinetobacter baumannii, представляет собой одну из основных угроз современной 

медицины. Этот патоген, устойчивый к множественным классам антибиотиков, входит в 

группу ESKAPE, представляющую глобальную угрозу здравоохранению [44-46]. 

Традиционные методы детекции генов резистентности, такие как изотермическая 

амплификация, часто сталкиваются с проблемами специфичности и показывают ложные 
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результаты. Введение технологии CRISPR/Cas для диагностики резистентности A. 

baumannii предлагает революционный подход [47-51]. Технология позволяет быстро и 

точно выявлять гены резистентности, используя эндонуклеазу Cas12a и флуоресцентные 

зонды. Преимущества CRISPR/Cas включают простоту в использовании, высокую 

чувствительность и возможность масштабирования для детекции различных патогенов. Эти 

разработки обеспечат возможность эффективного контроля антибиотикорезистентности, 

что актуально в условиях роста резистентных штаммов и госпитальных инфекций. 

Следующей актуальной задачей стала диагностика зоонозных инфекций, включая 

Лайм-боррелиоз и клещевую возвратную лихорадку, эндемичных для юго-восточных и 

южных регионов Казахстана [52-58]. Текущая диагностика этих заболеваний ограничена 

доступностью коммерческих тест-систем, что создает необходимость разработки 

отечественного решения [59-64]. Разработка тест-системы на основе ПЦР в реальном 

времени для одновременной детекции Borrelia burgdorferi sensu lato и Borrelia miyamotoi не 

только повысит точность и доступность диагностики, но и обеспечит возможности для 

дальнейшего эпидемиологического мониторинга. Проведение мониторинга 

распространения данных патогенов в Казахстане может существенно повлиять на 

профилактику и обеспечения контроля над возникающими инфекционными угрозами. 

Данная программа направлена на разработку методов, которые позволят улучшить 

диагностику возбудителей урогенитальных инфекций, а также обеспечить точную 

аутентификацию фитопрепаратов, используемых в педиатрической практике. 

Урогенитальные инфекции остаются одной из наиболее распространенных групп 

заболеваний, требующих точной и оперативной диагностики. Основой молекулярно-

генетической детекции патогенов являются полимеразы, такие как обратная транскриптаза, 

выполняющая синтез комплементарной ДНК на матрице РНК [65-68]. Однако природные 

ферменты, такие как ревертазы из вирусов лейкемии мышей или иммунодефицита 

человека, имеют ограниченную термостабильность и невысокую точность полимеризации, 

что снижает их эффективность в современных диагностических тестах [12, 69-71]. 

Разработка термостабильных ферментов с температурным оптимумом 68–72°С и 

сниженной рибонуклеазной активностью станет важным шагом в создании одношаговых 

ПЦР-систем. Такие ферменты обеспечат более точное амплификация ДНК, минимизируют 

деградацию РНК и повысят надежность диагностики на ранних стадиях заболеваний. 

Внедрение технологий, основанных на искусственной эволюции и сайт-направленном 

мутагенезе, позволит разработать ферменты нового поколения, соответствующие 

требованиям как научных исследований, так и клинической практики. Применение генной 

инженерии и технологии рекомбинантных ДНК позволяет метить ферменты, что 
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значительно облегчает процесс очистки. Для промышленного производства 

рекомбинантных ферментов подходит глубинная ферментация штаммов-продуцентов в 

биореакторе. Использование биореактора позволяет контролировать такие параметры 

ферментации как температура, аэрация, плотность культуры, рН и осуществлять подпитку 

источниками углерода и азота. Представляется актуальной задачей получение 

рекомбинантной модифицированной обратной транскриптазы в клетках E. coli, проверка её 

активности и подбор условий для ферментации штамма-продуцента обратной 

транскриптазы в биореакторе. 

В Республике Казахстан остро стоит проблема обеспечения качества лекарственных 

средств растительного происхождения, особенно актуальная в педиатрической практике 

[72]. Растительные препараты приобретают всё большую популярность благодаря их 

мягкому действию и минимизации побочных эффектов [73, 74]. Однако наряду с ростом 

интереса к фитопрепаратам обостряются вопросы качества и безопасности. Фальсификация 

сырья, ошибки в идентификации видов растений и примеси представляют серьёзную угрозу 

здоровью потребителей, особенно детей [75, 76]. Таким образом актуальной является 

проблема точной идентификации используемых в качестве сырья растений. В ответ на эти 

вызовы технологии ДНК-баркодинга и высокопроизводительного секвенирования 

предлагают эффективные решения для аутентификации растительного сырья [77-80]. ДНК-

штрихкодирование позволяет идентифицировать растения на видовом уровне, даже в 

измельченных смесях, где традиционные методы анализа неэффективны. Создание базы 

данных ваучерных образцов лекарственных растений, применяемых в фитотерапии, станет 

важным инструментом для контроля качества фитопрепаратов. Такие базы данных 

позволят исключить использование малоэффективных заменителей и вредных примесей, 

что обеспечит безопасность потребителей и соответствие препаратов международным 

стандартам качества. Интеграция геномных и биоинформатических технологий в процесс 

аутентификации фитопрепаратов будет способствовать развитию системы менеджмента 

качества растительного сырья, что особенно актуально в условиях растущего спроса на 

фитопрепараты. Создание баз данных эталонных образцов, в том числе растений, 

используемых в педиатрической практике, позволит минимизировать риски 

фальсификации, обеспечить безопасность продукции и укрепить доверие к фитопрепаратам 

в обществе. Таким образом, задачи по разработке термостабильных ферментов и 

технологии аутентификации фитопрепаратов позволят повысить эффективность 

диагностики инфекционных заболеваний, и обеспечить безопасность использования 

растительных лекарственных средств. 

Выбранные направления исследований научно-технической программы объединяет 
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цель улучшения качества медицинской помощи через внедрение высокоточных методов 

диагностики, которые имеют значительный потенциал для внедрения 

персонализированного лечения, и снижения расходов на здравоохранение за счет ранней 

диагностики инвалидизирующих заболеваний. 

  



 
 

 24

2 Материалы и методы исследования 

2.1 Объекты исследований 

Для реализации задач были включены следующие объекты исследований: образцы 

ДНК пациентов с фенилкетонурией, MODY-диабетом, синдромом Альпорта, 

колоректальным раком, а также ДНК контрольных образцов, собранных от здоровых 

взрослых добровольцев. Для протеомных исследований использовались образцы крови 

человека и лабораторных животных (кроликов породы шиншилла), а также сухие пятна 

крови пациентов с болезнью Гоше. В микробиологических исследованиях применялись 

бактериальные изоляты Acinetobacter baumannii, а также образцы клещей, инфицированных 

B. burgdorferi, B. miyamotoi, а также вирусные белки аденовируса и ротавируса. Для 

фитохимических методов объектами исследований служили высушенные образцы 

растений с подтверждённой таксономической принадлежностью и эталонные образцы для 

ДНК-идентификации. 

Анкетирование участников для сбора образцов вышеперечисленных патологий 

проводилось после получения информированного согласия, одобренного локальной 

этической комиссией. Для анализа было собрано по 10 мл венозной крови с использованием 

вакуумных систем с ЭДТА. В исследование MODY-диабета включались пациенты с 

клинически верифицированным диагнозом, установленным эндокринологом. Критерии 

включали раннее начало заболевания, отсутствие ожирения и наличие диабета у 

родственников. Образцы венозной крови собирались после получения информированного 

согласия или согласия законных представителей детей. Для изучения синдрома Альпорта 

привлекались пациенты с клинически и генетически подтверждённым диагнозом. 

Использовались архивные образцы ДНК, а также проводился дополнительный набор 

пациентов на базе медицинских учреждений. Для выполнения задачи изучения мутаций в 

генах KRAS/BRAF при колоректальном раке материалы собирались из образцов тканей 

опухолей казахстанских пациентов.  

2.2 Дизайн панелей праймеров 

Разработка панелей праймеров осуществлялась для мультиплексной амплификации 

участков генов, вовлечённых в патогенез социально-значимых заболеваний. Для гена PAH, 

ответственного за фенилкетонурию, была спроектирована панель из 13 пар праймеров, 

охватывающих все экзоны и экзон-интронные границы. Для синдрома Альпорта 

аналогичные панели были разработаны на основе 237 пар праймеров для генов COL4A3, 

COL4A4 и COL4A5, кодирующих α-цепи коллагена IV типа. Для моногенных форм диабета 

MODY проектировались 92 пары праймеров для генов GCK, HNF1A, HNF4A и ABCC8, а 

для анализа колоректального рака — для KRAS и BRAF, включая редкие мутации, 
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связанные с резистентностью к анти-EGFR терапии. Для микробиологических и 

вирусологических задач разработаны праймеры для выявления генов blaOXA, blaNDM и 

blaVIM у A. baumannii, а также фрагментов генов гексона и VP4 для вирусов. Все 

последовательности анализировались с использованием NCBI Primer-BLAST, 

OligoAnalyzer и проверки на димеризацию, вторичные структуры и перекрёстную 

комплементарность. 

2.3 Выделение ДНК 

ДНК из образцов крови и тканей выделялась с использованием коммерческих 

наборов. Для крови применялись наборы QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) и Wizard Genomic 

DNA Purification Kit (Promega), а концентрация ДНК измерялась с помощью флуориметра 

Qubit 2.0 с набором Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo). Для MODY-диабета и синдрома 

Альпорта использовались наборы GeneJET (Thermo), а концентрация также определялась с 

использованием Qubit dsDNA HS Assay Kit (Qiagen). 

Для выполнения задачи изучения мутаций KRAS/BRAF экстракция ДНК из FFPE-

блоков опухолей проводилась с применением QIAamp DNA FFPE Advanced Kit (Qiagen) 

после депарафинизации и ферментативной обработки. Конечный продукт растворяли в 

буфере Tris-EDTA для дальнейшего анализа. 

Для работы с ДНК A. baumannii геномная ДНК выделялась с использованием набора 

Monarch (New England Biolabs, США) с модификацией протокола для увеличения выхода 

ДНК. Чистота выделенной ДНК проверялась электрофорезом в агарозном геле и 

спектрофотометрическим анализом на NanoDrop 2000 (Thermo). ДНК из образцов 

гомогенатов клещей выделяли с помощью наборов AmpliSens RIBO-prep (AmpliSens, 

Россия) и МАГНО-сорб (AmpliSens, Россия). Концентрация и чистота ДНК определялись 

на NanoDrop 2000, используя отношение A260/A280 для оценки уровня белковых 

загрязнений. 

Для растительных образцов применялся модифицированный CTAB-протокол с 

последующей очисткой фенол-хлороформной экстракцией и спиртовой преципитацией. 

Концентрация и чистота ДНК оценивались с использованием и Qubit 2.0 (Invitrogen). 

Качество экстрактов проверялось методом электрофореза в 1% агарозном геле с 

окрашиванием бромистым этидием. 

2.4 Патентно-информационный поиск 

Патентно-информационный поиск был направлен на анализ существующих 

технологических решений в области геномной и протеомной диагностики, 

биоинформатики, иммунохимических методов и контроля качества фитопрепаратов. Поиск 

выполнялся в базах данных WIPO PATENTSCOPE, EPO Espacenet, USPTO и национальной 
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базе НЦГНТ РК. Особое внимание уделялось патентам, касающимся NGS-панелей для 

редких заболеваний, LC-MS/MS методик для анализа биомаркеров, CRISPR-диагностики и 

методов аутентификации растительного сырья. Полученные результаты позволили 

обосновать оригинальность и прикладную значимость разрабатываемых технологий. 

2.5 Пробоподготовка образцов для масс-спектрометрического анализа 

Образцы крови для масс-спектрометрического анализа готовились с использованием 

стандартных протеомных методов. Забор крови проводился с последующим отделением 

плазмы методом центрифугирования при 1500 об/мин в течение 15 минут. Белковый 

комплекс фракционировался с использованием градиентного электрофореза в 

полиакриламидном геле Novex NuPAGE (Thermo, США). Белки визуализировались 

трифенилметановым красителем Coomasie Brilliant Blue R-250, что позволило оценить их 

качество и количественный состав. Удаление основных белков (альбумина и 

иммуноглобулинов) из плазмы осуществлялось методом иммунодеплеции, что повышало 

чувствительность последующего анализа низкоконцентрированных биомаркеров. 

Подготовка белков к масс-спектрометрическому анализу включала восстановление и 

алкилирование с использованием дитиотреитола и йодацетамида, трипсинолиз и 

обессаливание на колонках micro Zip-Tip (Millipore, Великобритания). Для болезни Гоше 

из сухих пятен крови диаметром 3,2 мм производили инкубацию с синтетическим 

субстратом β-глюкоцереброзидазы (C12-глюкоцереброзид) и внутренним стандартом (C14-

церамид). Продукты реакции экстрагировали органическим растворителем и 

анализировали на масс-спектрометре. 

2.6 Масс-спектрометрический анализ 

Для анализа протеомных биомаркеров использовался масс-спектрометр QTOF 

Impact II (Bruker) и LC-MS/MS Dionex Ultimate 3000 RSLCnano (Thermo). Образцы 

подвергались трипсинолизу, а пептиды анализировались в режиме градиентного 

разделения, что обеспечивало высокую точность идентификации и количественную оценку 

белков. Электроспрей-ионизация осуществлялась в положительном режиме, диапазон масс 

составлял 100–1200 m/z. Хроматографическое разделение проводили на колонках C18 (75 

µm × 150 mm, 3 µm). Идентификация белков и пептидов осуществлялась с использованием 

программ Mascot 2.6.2 и Peaks Studio 11 по базам данных SwissProt и UniProtKB. Для 

количественного анализа использовался label-free подход с нормализацией интенсивности 

сигналов. При анализе ферментативной активности применялась тандемная масс-

спектрометрия с мониторингом специфических ионных переходов. Качество данных 

контролировалось по параметрам FDR ≤ 1% и наличию уникальных пептидов. 
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2.7 Разработка иммунохроматографического теста 

Для создания иммунохроматографического теста использовались плазмиды и 

бактериальные штаммы. Рекомбинантные антигены (гексон и VP4) экспрессировались в 

системе E. coli BL21(DE3) с использованием векторов pET28 и pET32. Белки очищались 

методом металл-хелатной хроматографии (Ni-NTA), что подтверждалось SDS-PAGE. 

Моноклональные антитела конъюгировались с наночастицами золота и HRP для 

визуальной детекции. Оптимизация чувствительности проводилась путём изменения 

концентраций конъюгатов и буферных условий. Полученные тесты обеспечивали 

визуальную детекцию антигенов в течение 10–15 минут. 

2.8 Секвенирование гена 16S рРНК 

Секвенирование гена 16S рРНК использовалось для идентификации Borrelia spp. и 

оценки микробных сообществ. Амплификация проводилась универсальными праймерами 

27F/1492R, ампликоны очищались с помощью AMPure XP beads и секвенировались на 

Illumina MiSeq с использованием набора MiSeq Reagent Kit v3 (600 циклов). Контроль 

качества выполнялся в FastQC и MultiQC, фильтрация низкокачественных прочтений — с 

Cutadapt. Кластеризация и аннотация последовательностей проводились в DADA2 с 

использованием баз SILVA и Greengenes. Результаты визуализировались в MEGA и QIIME. 

2.9 ПЦР в реальном времени 

ПЦР в реальном времени проводилась на системах CFX96 (Bio-Rad) и QuantStudio 5 

(Applied Biosystems). Использовались наборы BioMaster HS-Taq PCR Спец (Биолабмикс) и 

SYBR Green I для детекции, а также TaqMan-зонды (FAM/HEX) для мультиплексных 

реакций. Применялись как абсолютный, так и относительный анализ экспрессии (2−ΔΔCt). 

Для оценки специфичности проводился анализ кривых плавления. Методика применялась 

для верификации мутаций, анализа экспрессии генов и контроля рекомбинантных 

конструкций). 

2.10 Биоинформатический анализ и выбор последовательностей 

Биоинформатическая обработка данных секвенирования включала оценку качества 

(FastQC, MultiQC), картирование (BWA v0.7.19), вычисление глубины покрытия (SAMtools 

v1.13) и поиск вариантов (GATK v4.4). Для протеомных данных использовались Mascot 

(Matrix Science), Peaks Studio (Bioinformatics Solutions) и DataAnalysis (Bruker). Для 

построения филогенетических деревьев применялись MEGA (Mega) и Geneious (Dotmatics). 

Статистическая обработка выполнялась в Python с использованием библиотек pandas, 

seaborn, biopython и matplotlib. Таким ообразом, в ходе выполнения программы было 

использовано следующее программное обеспечение: FastQC, BWA, GATK, MEGA, Mascot, 

Peaks Studio, Perseus, Geneious и Python 3.11. 
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2.11 Клонирование, модификация и секвенирование генов 

Для разработки термостабильных полимераз генно-инженерные конструкции 

собирались методом безрестрикционного клонирования. После сборки конструкции 

нуклеотидные последовательности проверялись методом Сэнгера с использованием 

праймеров T7fw и T7rv. Анализ мутаций в аминокислотных последовательностях 

ферментов проводился для оптимизации их термостабильности и каталитической 

активности. Были выбраны и протестированы 25 ключевых мутаций, влияющих на 

эффективность обратной транскриптазы. Клонирование генов проводилось с применением 

PCR Cloning Kit (Thermo) и векторов pJET1.2, pET28, pET32. Продукты амплификации 

лигировались и трансформировались в E. coli DH5α методом теплового шока. Отбор 

колоний осуществлялся на LB-среде с антибиотиками. Очистка плазмид проводилась 

набором MiniPrep (Thermo). 

Клонирование положительных контролей осуществлялось стандартными методами 

молекулярного клонирования по сайтам эндонуклеаз рестрикции NcoI и HindIII в плазмиду 

pET28a (для гена BmGlpQ) и в плазмиду pBluescriptII+ для фрагментов генов 16S рРНК (B. 

burgdorferi) и 18S рРНК (референсный ген). 

2.12 Разработка базы данных и программного обеспечения 

Разработка базы данных для хранения геномных, протеомных и 

биоинформатических данных осуществлялась на PostgreSQL с реализацией REST и 

GraphQL API. Интерфейс веб-доступа был создан на ASP.NET Core и Vue.js. В систему 

интегрированы модули поиска, фильтрации, визуализации и экспорта данных (CSV, 

FASTA, Excel). Созданы таблицы для учёта образцов, метаданных и результатов 

секвенирования. 
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3 Результаты и их обсуждение 

3.1 Сбор биоматериала и формирование коллекции образцов 

В ходе работ было продолжено формирование коллекции контрольных образцов для 

отработки условий таргетного секвенирования и выявления мутаций у пациентов с 

установленным диагнозом фенилкетонурия. Из цельной крови пациентов, а также их 

прямых родственников (родителей, братьев и сестер) была выделена ДНК. Выход ДНК 

варьировал от 4,3 до 18,5 мкг, что обеспечило получение концентраций, достаточных для 

проведения таргетного секвенирования кодирующей последовательности гена РАН.  В 

результате проведенной работы коллекция была дополнена 8 образцами ДНК от пациентов 

с фенилкетонурией и 23 образцами от их ближайших родственников. Полученный материал 

в дальнейшем использовался для таргетного секвенирования и анализа мутационного 

спектра гена РАН в когорте пациентов и их семей. 

За отчетный период было рекрутировано 5 пациентов с редким синдромом 

Альпорта. Из них, пациент №5, несмотря на результаты полноэкзомного секвенирования 

(полноэкзомное секвенирование проводил пациент самостоятельно в частной лаборатории) 

и выявленную мутацию - chr2:227310813T>G гетерозиготный COL4A3 ENST00000396578 

c.4793T>G p.Leu1598Arg аутосомно-доминатнтный (104200), синдром Альпорта 2, 

аутосомно-рецессивный (203780), был впоследствии исключен из анализа. Пациент 5 не 

имел основных клинических симптомов синдрома Альпорта – микро и макрогематурии, 

протеинурии. Диагноз синдром Альпорта был поставлен по наличию нейросенсорной 

глухоты и возможной аутосомно-доминатнтной мутации в гене COL4A3.  

Проведено медико-генетическое консультирование: клинико-генеалогический 

анализ не обнаружил семейной отягощенности наследственными заболеваниями почек. 

Фенотипический осмотр выявил: нейросенсорная тугоухость, задержка интеллектуального 

развития, треугольное лицо по типу "птичьего", гипертелоризм, микрогнатия, неправильно 

сформированный зубной ряд, клинодактилия мизинцев, кожная неполная синдактилия.  

У пациента 5 в полноэкзомном секвенировании были указания на обнаруженную 

мутацию - chr5:128158071G>C Гетерозиготный SLC12A2 ENST00000262461 c.2382G>C 

p.Met794Ile, ассоциированную с тремя наследственными аутосомно-доминантными 

синдромами: 1. 105 Deafness, аутосомно-доминатнтный 78 (619081), 2. аутосомно-

доминатнтный Delpire-McNeill syndrome (619083), 3. аутосомно-доминатнтный Kilquist 

syndrome (619080). Отсутствие семейного анамнеза, клинических основных симптомов 

синдрома Альпорта, наличие специфичного фенотипа позволило исключить аутосомно-

доминантную форму наследования синдрома Альпорта, имеется носительство 

гетерозиготной мутации COL4A3 c.4793T>G p.Leu1598Arg 138, с установленным 
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аутосомно-рецессивным типом наследования. Таким образом, пациенту 5 по анамнезу 

заболевания, семейной отягощенности, результатам медико-генетического 

консультирования, фенотипического осмотра, лабораторных и инструментальных 

исследований, результатам полноэкзомного секвенирования выставлен генетический 

диагноз: синдром Килквиста (Kilquist syndrom, аутосомно-доминантное наследование 

(OMIM619080). Бессимптомное гетерозиготное носительство аутосомно-рецессивной 

мутации в гене SLC12A2 c.2382G>C p.Met794Ile, ассоциированной с синдромом Альпорта. 

Клинические симптомы четырех обследованных пациентов с синдромом Альпорта 

представлены в таблице 1. 

Таблица 1 – Клинические характеристики пациентов с синдромом Альпорта 

Симптомы Пациент 1 - 04.09.2017 

г.р. 

Пациент 2 - 23.07.2012 

г.р. (родной брат 

пациента 1)  

Пациент 3 - 

15.07.2018 г.р. 

Пациент 4 - 

05.01.2012 г.р. 

 

1 2 3 4 5 

Пол Женский мужской мужской женский 

Возраст 

исследования 

8 лет 13 лет 7 лет 13 лет 

Возраст 

начала 

заболевания 

6 лет 1,5 лет 7 лет 7 лет 

Наследствен

ная 

отягощеннос

ть 

Родные сибсы, имеют родного дядю по 

материнской линии с аналогичным 

заболеванием 

  

Родной дядя со 

стороны матери 

болен 

аналогичным 

заболеванием 

Мама – ХПН1, 

получает диализ 

Первичные 

симптомы 

микрогематурия 

(эритроциты 10-15 в 

зр),  

протеинурия (белок-

0,33г/л) 

микрогематурия (25-

30 в п/з) во время 

обструктивного 

бронхита.  

С 3 лет - 

макрогематурия  

Протеинурия – белок – 

2,3г/л 

макрогематурия 

(эритр в 

большом кол-

ве),  

протеинурия до 

0,33–0,44 г/л,  

макрогематурия – 

(эр. 30-40 в п.зр) 

протеинурия (белок 

0,3 г/л),  

Отеки на лице и 

ногах 

Направитель

ный диагноз: 

Наследственный 

нефрит. Хроническая 

болезнь почек G1А2  

Наследственная 

нефропатия, не 

классифицированная в 

других рубриках 

Нефритический 

синдром. 

Наследственны

й нефрит 

 

Хронический 

нефритический 

синдром, ХБП1  
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Продолжение таблицы 1 

1 2 3 4 5 

Заключитель

ный диагноз 

Наследственная 

нефропатия. Синдром 

Альпорта. Х-

сцепленный вариант 

Наследственная 

нефропатия. Синдром 

Альпорта. Х-

сцепленный вариант 

Нефритический 

синдром. 

Хронический 

нефритический 

синдром. 

Мембрано 

пролиферативный 

гломерулонефрит с 

умеренным 

фиброзом и 

лимфоцитарной 

инфильтрацией  

ДНК анализ Секвенирование 

экзома: гемизиготная 

мутация в 23 интроне 

гена COL4A5 с Х-

сцепленным 

синдромом Альпорта, 

тип1 

Секвенирование 

экзома: гемизиготная 

мутация в 23 интроне 

гена COL4A5 с Х-

сцепленным 

синдромом Альпорта, 

тип1 

  

Нарушения функции почек 

Гематурия + + + + 

Протеинурия + + + + 

Нейросенсор

ная 

тугоухость 

Не отмечено Не отмечено Не отмечено Не отмечено 

Нарушения 

органов 

зрения  

Не отмечено Ангиопатия сетчатки   

 

Не отмечено Не отмечено 

УЗИ почек уплотнение стенок 

ЧЛС почек с обеих 

сторон 

Не выявлено Двусторонний 

нефроптоз 

Не выявлено 

Биопсия 

почек 

Фокальный 

глобальный и 

сегментарный 

гломерул-склероз. 

Электронная 

микроскопия: Картина 

соответствует 

врожденной/наследств

енной патологии 

коллагена IV типа 

Фокальный 

глобальный и 

сегментарный 

гломерулосклероз. 

Электронная 

микроскопия: Картина 

соответствует 

врожденной/наследств

енной патологии 

коллагена IV типа 

Не проводилась морфологические 

признаки 

мембранопролифер

атив-ного 

гломерулонефрита 

с умеренным 

фиброзом и 

лимфоцитарной 

инфиль-трацией в 

межуточной ткани  
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Продолжение таблицы 1 

1 2 3 4 5 

Общий 

анализ крови 

 гемоглобин-131 г/л; 

эритроциты-

4,93х10*12/л; тромбоц

иты-365х10*9/л; 

лейкоциты-6,71 

х10*9/л; СОЭ –4 

мм/час. 

гемоглобин-123 г/л; 

эритроциты-

4,36х10*12/л; тромбоц

иты-341х10*9/л; 

лейкоциты-7,71 

х10*9/л;  

СОЭ –10мм/час. 

Лейкоциты – 

6,08 х10*9/л;  

эритроциты -

4,8х10*12/л; 

гемоглобин 132 

г/л; тромбоциты 

– 277х10*9/л; 

СОЭ – 25мм/час 

Нет данных 

Анализ мочи Цвет с/ж; 

прозрачная; удельный 

вес-1003; pH – 

6,5; белок- 0; 

лейкоциты – 2 в мкл; 

эритроциты - 80 в мкл; 

 

белок - 2,0, 

эритроциты- 40 в мкл., 

белок- 2,31 г/л, 

эритроциты- 15-20 в 

п/з, лейкоциты- 8-12 в 

п/з. Цвет-мясных 

помоев. Удельный вес-

1002; pH – 7,0;  

Цвет – с/ж, 

прозрачная; отн.  

плотность – 

1030; белок - 

0,264г/л; Лейко

циты - в 

большом 

количестве; Реа

кция (Ph) - 

кислая 

Нет данных 

Биохимическ

ий анализ 

крови 

Общий белок - 61 

г/л; АЛТ – 

10,6 U/l; АСТ – 

21 U/l; мочевина –3,5 

ммоль/л; креатинин – 

44,7 ммоль/л; Глюкоза 

– 4,5 ммоль/л; 

билирубин -

4,8мкмоль/л. 

 

Общий белок - 49 

г/л; АЛТ – 

7,6 U/l; АСТ – 

19,6 U/l; мочевина –8,2 

ммоль/л;   

креатинин – 69 

ммоль/л;   

Глюкоза – 4,6 

ммоль/л; 

билирубин -3мкмоль/л 

Креатинин — 46,8 

мкмоль/л, 

АСТ- 44; общий 

белок - 

65; общий 

билирубин 

- 11,2; альбумин 

- 39; общий 

холестерин - 

3,3; глюкоза – 

3,9; креатининн 

– 34,3; мочевина 

– 3,53 (АЛаТ) - 

16 

Общий белок 60-

48г/л, альбумин 40-

28г/л, холестерин 

2,4-9,79ммоль/л. 

АНА, АНЦА в 

норме, АСЛО 56 

МЕ/л, С3 0,1(0,9-

1,7), С4 0,23 (05-

0,9). 

Белок в 

суточной 

моче  

Белок - 0,2475 г/с; 1,32 

г/с. 

Белок - 0,528г/л. 0,436 

гр/л; 1,815г/с  

Белок - 2,31 г/с Белок - 0,231г/с 

Скорость 

клубочковой 

фильтрации 

по Шварцу 

129мл/мин/1,73м2  82 мл/мин/1,73 м2; 47 

мл/мин/1,73 м2  

Не определяли 96мл/мин/1,73м2 
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Как видно из таблицы, достоверных различий по полу не обнаружено, 50% 

составили мальчики и 50% – девочки. Пациент 1 и пациент 2 являлись родными сибсами. 

Средний возраст обследуемых пациентов составил 10,25 лет. Распределение возраста 

появления первых симптомов СА варьировал от 1,5 до 7 лет, что соответствует известным 

литературным данным о более тяжелой клинической картине у мальчиков (пациент 2) при 

Х-сцепленной форме СА. У родной сестры заболевание СА проявилось в 6 лет. Все 

пациенты имели отягощенный семейный анамнез. Пациенты 1,2 и 3 имели родного дядю 

по материнской линии с аналогичным заболеванием, что свидетельствует о возможном Х-

сцепленном наследовании, подтвержденном результатами секвенирования и выявленной 

гемизиготной мутацией в 23 интроне гена COL4A5 (Х-сцепленный СА тип 1). У пациентки 

4 – мама имеет ХПН и в течение многих лет находится на постоянном гемодиализе, что 

предполагает аутосомно-доминантную форму СА. Генетический анализ не проводился.    

У всех пациентов первыми симптомами заболевания явились микрогематурия – 10-20 в 

п/зрения, которая быстро прогрессировала до макрогематурии – 40-50 в п/зрения, в двух 

случаях – пациент 2 и 3. Вторым основным диагностическим симптомом явилась 

протеинурия, содержание белка в моче варьировало от 0,30 г/л у пациента 4, до 2,3 г/л у 

пациента 2 с клинически более тяжелой Х-сцепленной формой СА. Наследственный 

нефрит. Помимо основных симптомов – гематурии и протеинурии проведен анализ наличия 

возможных сопутствующих проявлений СА. Нейросенсорная тугоухость и нарушения 

органов зрения, помимо неспецифичного симптома ангиопатии сетчатки у пациента 2, не 

было обнаружено у всех 4 пациентов. Это связано с тем, что согласно международным 

руководствам по диагностике и лечению СА, нарушения слуха и зрения возникают в более 

позднем подростковом или взрослом возрасте. Нашим двум старшим пациентам 

исполнилось 13 лет, что предполагает развитие этих симптомов в дальнейшей жизни. 

Характерные изменения почек были выявлены у двух (50%) пациентов 1 -уплотнение 

стенок чашечно-лоханочной системы почек с обеих сторон. У пациента 3 - двусторонний 

нефроптоз, уплотнение стенок чашечно-лоханочной системы почек и каликоэктазия с 

обеих сторон. 

Одним из важнейших критериев постановки диагноза СА является инвазивный 

метод – биопсия ткани почек, которая была проведена 3 (75%) пациентам 1,2 и 4. Картина 

была характерной доя СА и позволяла поставить этот диагноз на основании 

гистологических нарушений. У родных сибсов - пациентов 1 и 2 был описан Фокальный 

глобальный и сегментарный гломерулосклероз. Интерстициальный фиброз и атрофия 

канальцев 1 степени. Электронная микроскопия выявила картину 

врожденной/наследственной патологии коллагена IV типа, что впоследствии было 
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подтверждено генетическим анализом. У пациента 4 при биопсии ткани почек обнаружены 

морфологические признаки мембранопролиферативного гломерулонефрита с умеренным 

фиброзом и лимфоцитарной инфильтрацией в межуточной ткани (фокальный склероз – 

85,2%, гиалиноз и склероз – 14,8%). Полученные результаты подтверждают высокую 

диагностическую значимость гистологических исследований ткани почек для ранней 

постановки диагноза СА. 

Таким образом, проведенный анализ клинической картины СА у рекрутированных 

пациентов обнаружил достаточно однородную генетическую гетерогенность клинической 

симптоматики. Основными диагностическими симптомами явились: 1) наличие макро и 

микрогематурии 2) протеинурия 3) семейный анамнез, отягощенный по 

микро/макрогематурии и/или почечной недостаточности, 4) типичные изменения 

гломерулярной базальной мембраны по электронной микроскопии при отсутствии таких 

сопутствующих симптомов, как патология глаз (передний лентиконус, макулярная 

дистрофия) и высокочастотная нейросенсорная тугоухость. Отсутствие сопутствующих 

нарушений глаз и слуха объясняется детским возрастом пациентов. 

За отчетный период было рекрутировано 10 пациентов с возможным диагнозом 

MODY диабет. Данным пациентам был выставлен диагноз на основе клинических данных. 

У всех пациентов отсутствовал проведённый генетический анализ, в связи с этим диагноз 

MODY диабет был под вопросом. При рекрутировании пациентов с MODY диабет каждого 

пациента рассматривали как «case report». Один из примеров приведен ниже. У матери 

пробанда, у которой был диагностирован ранний диабет, было три беременности: одна 

замершая и два живорожденных ребенка. Во время второй беременности в 2018 году она 

находилась под наблюдением эндокринолога, но не придерживалась инсулинотерапии. В 

результате ее гипергликемия оставалась неконтролируемой, что привело к плацентарной 

недостаточности и преждевременному кесареву сечению на 35 неделе. Неконтролируемый 

материнский диабет является известным фактором риска осложнений беременности, 

включая потерю плода и преждевременные роды. Эти исходы в сочетании с отягощенным 

семейным анамнезом раннего диабета дополнительно подтверждают клиническое 

подозрение на моногенную форму диабета (MODY) у ребенка. В семье наблюдается 

выраженная кластеризация диабета с клиническими признаками, указывающими на 

возможный тип MODY диабета, а не на типичный сахарный диабет 2 типа. У матери 

гипергликемия с HbA1c 9,31% и дефицит витамина D, но при этом сохраняется нормальный 

ИМТ 23,42 кг/м² без признаков ожирения. У отца ожирение II степени (ИМТ 36,7 кг/м²) и 

HbA1c 9,20%. У их ребёнка (пробанда) также наблюдается значительная гипергликемия 

(HbA1c 9,67%) и ИМТ 20,32 кг/м², экзогенно-конституциональное ожирение I степени. 
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Наличие раннего диабета у пробанда, а также диабет у родителей и лёгкий фенотип 

ожирения у некоторых членов семьи, вызывает подозрение на наличие моногенной формы 

диабета, такой как MODY, что требует дальнейшего генетического исследования. Из всех 

собранных образцов было выделено ДНК для дальнейшего генетического анализа. Для 

собранных 10 пациентов, у которых установлен диагноз MODY диабет на основе 

клинических данных, было проведено полноэкзомное секвенирование.  Результаты 

полноэкзомного секвенирования будут служить в качестве контролей при последующей 

валидации разрабатываемого диагностикума для MODY диабет на основе секвенирования 

нового поколения. 

В рамках задачи, связанной со сбором биоматериала от условно-здоровых людей, а 

также пациентов с диагнозом болезнь Гоше для последующего масс-спектрометрического 

анализа была собрана выборка из десяти образцов: восемь контрольных образцов и два 

образца от пациентов с болезнью Гоше. Активность фермента β-глюкоцереброзидазы 

(GBA) была успешно измерена во всех образцах с использованием масс-

спектрометрического анализа. 

3.2 Проверка работоспособности праймеров и оптимизация условий ПЦР 

В рамках выполнения этапа программы «Проверка работоспособности праймеров и 

оптимизация условий ПЦР реакции для амплификации целевых регионов генов PAH, 

HNF4A, GCK, HNF1A, IPF1/PDX1, HNF1B, NEUROD1, KLF11, CEL, PAX4, INS, BLK, 

ABCC8, KCNJ11, APPL1, WSF1, COL4A3, COL4A4, COL4A5, COL4A6» проверялась 

работоспособность праймеров и оптимизация условий ПЦР реакции для амплификации 

целевых регионов генов PAH. Работоспособность каждой из 26 пар праймеров, 

подобранных к гену РАН, оценивалась постановкой ПЦР на контрольном образце ДНК при 

температурах отжига 60°, 62° и 64°С. Специфический амплификационный продукт был 

получен при всех протестированных температурах, в качестве примера на рисунке 1 

приведены результаты ПЦР, полученные для 13 пар праймеров пула 1 и 11 пара праймеров 

пула 2. 

Анализ электрофореграммы показывает, что для большинства пар праймеров 

наблюдается чёткий одиночный ампликон одинаковой длины, что свидетельствует о 

высокой специфичности амплификации. У отдельных праймерных пар, в частности 5–7 из 

пула 1 и 3–6 из пула 2, видны слабые дополнительные полосы или различия в 

интенсивности, что может быть связано с частичной неспецифической амплификацией или 

оптимизационными эффектами температуры отжига. С повышением температуры до 64°C 

побочные продукты исчезают, а основной ампликон становится более выраженным, что 

подтверждает рост специфичности при более строгих условиях отжига. 



 
 

 36

 

60°С, 62°С и 64°С – температура отжига используемая в программе ПЦР амплификации; 

М – ДНК маркер Step 100 Long (Биолабмикс); «К-» - отрицательный контроль постановки 

ПЦР реакции 

Рисунок 1 – Электрофореграмма продуктов ПЦР с 24 парами праймеров к гену РАН при 

температурах отжига 60°С, 62°С и 64°С 

Наблюдалось снижение интенсивности свечения ПЦР продуктов для пары 1, 2 и 9 

пула праймеров №1 при температуре отжига 60°С, а также для пар 11 для двух пулов 

праймеров при температуре 64°С. При постановке ПЦР с пулами праймеров к гену РАН в 

4 различных концентрациях и 3 температурах отжига праймеров можно наблюдать 

различную интенсивность свечения ПЦР продуктов (рисунок 2).  

 

Рисунок 2 – Электрофореграмма продуктов ПЦР полученных при использовании пулов 

праймеров к гену РАН в концентрациях 25, 50, 75 и 100 нМ с температурами отжига 60°С, 

62°С и 64°С 
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 В целом было отмечено снижение уровня интенсивности свечения ПЦР-продуктов 

в дорожках пула праймеров №1 по сравнению с дорожками пула праймеров №2. Наиболее 

низкая интенсивность свечения ПЦР-продуктов, полученных с использованием 

специфических пула праймеров №1, наблюдалась при температуре отжига 60°С. В 

дорожках, полученных с использованием пула праймеров №2, отсутствовали чётко 

интерпретируемые различия в интенсивности свечения на всех температурах отжига и при 

четырёх протестированных концентрациях праймеров. 

Тем не менее электрофоретический анализ не позволил объективно оценить 

эффективность амплификации как всей смеси праймеров, так и каждой отдельной пары в 

составе пула. В связи с этим, был проведён анализ эффективности амплификации каждой 

пары праймеров методом ПЦР в режиме реального времени с использованием в качестве 

матрицы продуктов предварительной ПЦР. В результате постановки ПЦР с 

интеркалирующим красителем наблюдалась разброс пороговых циклов от 17 до 23 (с 

учетом первых 10 циклов без учета реакции) для образцов, что свидетельствует о различной 

эффективности амплификации (рисунок 3). 

 

Рисунок 3 – Кривые амплификации отдельных пар праймеров при ПЦР в реальном 

времени 

С целью выбора оптимальных условия для амплификации продуктов полимеразной 

цепной реакции был проведен анализ значений пороговых циклов, используемый для 

оценки эффективности амплификации праймеров (таблица 2).  
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Таблица 2 – Результаты анализа эффективности амплификации праймеров  
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 

60°C Пара 1 13,12 11,0 10,47 10,74 10,47 2,66 0,53 0,00 0,27 

60°C Пара 2 11,07 10,03 9,59 9,65 9,59 1,48 0,44 0,00 0,06 

60°C Пара 3 10,95 9,64 9,44 9,55 9,44 1,51 0,20 0,00 0,11 

60°C Пара 4 10,74 10,33 9,80 9,97 9,80 0,94 0,53 0,00 0,16 

60°C Пара 5 12,15 11,19 10,59 10,44 10,44 1,71 0,74 0,14 0,00 

60°C Пара 6 10,72 10,73 10,11 10,02 10,02 0,70 0,72 0,09 0,00 

60°C Пара 7 11,91 11,44 10,80 10,69 10,69 1,22 0,75 0,11 0,00 

60°C Пара 8 11,29 10,34 9,90 9,70 9,70 1,59 0,63 0,20 0,00 

60°C Пара 9 10,95 10,69 10,10 10,02 10,02 0,94 0,68 0,08 0,00 

60°C Пара 10 10,92 10,44 9,95 10,00 9,95 0,97 0,50 0,00 0,05 

60°C Пара 11 12,34 11,09 10,53 10,49 10,49 1,85 0,60 0,04 0,00 

60°C Пара 12 12,63 11,35 10,75 10,92 10,75 1,87 0,60 0,00 0,16 

60°C Пара 13 11,38 11,08 10,77 10,53 10,53 0,85 0,55 0,24 0,00 

60°C Пара 1 10,74 9,61 10,57 10,45 9,61 1,13 0,00 0,96 0,84 

60°C Пара 2 9,37 8,32 9,00 8,85 8,32 1,05 0,00 0,68 0,53 

60°C Пара 3 9,20 8,49 8,88 9,01 8,49 0,71 0,00 0,38 0,52 

60°C Пара 4 9,55 8,33 8,99 8,88 8,33 1,23 0,00 0,66 0,55 

60°C Пара 5 8,71 8,16 8,99 8,64 8,16 0,55 0,00 0,83 0,48 

60°C Пара 6 9,13 8,22 8,61 8,58 8,22 0,91 0,00 0,39 0,36 

60°C Пара 7 9,44 8,66 9,15 9,21 8,66 0,78 0,00 0,49 0,55 

60°C Пара 8 9,47 8,72 9,16 9,12 8,72 0,75 0,00 0,44 0,40 

60°C Пара 9 9,72 8,80 9,69 9,31 8,80 0,92 0,00 0,89 0,50 

60°C Пара 10 8,51 7,54 8,04 7,85 7,54 0,96 0,00 0,50 0,31 

60°C Пара 11 9,11 7,94 8,44 8,31 7,94 1,16 0,00 0,49 0,37 

60°C Пара 12 9,25 8,36 8,81 8,78 8,36 0,89 0,00 0,45 0,43 

60°C Пара 13 11,73 9,26 9,51 9,54 9,26 2,47 0,00 0,24 0,28 

62°C Пара 1 13,10 10,80 10,34 10,16 10,16 2,95 0,65 0,18 0,00 

62°C Пара 2 11,27 9,77 9,54 9,71 9,54 1,73 0,23 0,00 0,16 

62°C Пара 3 10,87 9,99 9,27 9,24 9,24 1,62 0,74 0,03 0,00 

62°C Пара 4 10,99 10,02 9,65 9,64 9,64 1,34 0,37 0,01 0,00 

62°C Пара 5 12,31 10,93 10,24 10,24 10,24 2,07 0,69 0,01 0,00 
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Продолжение таблицы 2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 

62°C Пара 6 11,31 9,98 9,78 9,71 9,71 1,60 0,28 0,08 0,00 

62°C Пара 7 12,25 10,89 10,28 10,51 10,28 1,97 0,61 0,00 0,23 

62°C Пара 8 11,27 10,06 9,52 9,49 9,49 1,79 0,58 0,03 0,00 

62°C Пара 9 11,00 10,04 9,44 9,60 9,44 1,57 0,61 0,00 0,16 

62°C Пара 10 11,36 9,76 9,36 9,51 9,36 2,00 0,41 0,00 0,15 

62°C Пара 11 12,23 10,69 9,94 10,03 9,94 2,28 0,75 0,00 0,08 

62°C Пара 12 12,38 10,95 10,45 10,68 10,45 1,93 0,50 0,00 0,23 

62°C Пара 13 12,03 10,31 9,98 9,10 9,10 2,92 1,21 0,87 0,00 

62°C Пара 1 12,20 10,68 12,87 11,70 10,68 1,52 0,00 2,19 1,02 

62°C Пара 2 9,04 8,14 8,70 8,37 8,14 0,90 0,00 0,56 0,23 

62°C Пара 3 9,28 8,41 8,82 8,62 8,41 0,87 0,00 0,41 0,21 

62°C Пара 4 9,38 8,20 8,97 8,46 8,20 1,19 0,00 0,78 0,26 

62°C Пара 5 8,67 7,98 8,42 8,16 7,98 0,69 0,00 0,44 0,17 

62°C Пара 6 9,03 8,13 8,55 8,43 8,13 0,90 0,00 0,42 0,29 

62°C Пара 7 9,20 8,48 9,08 8,63 8,48 0,72 0,00 0,60 0,14 

62°C Пара 8 9,20 8,60 8,85 8,74 8,60 0,59 0,00 0,24 0,13 

62°C Пара 9 9,35 8,76 9,30 9,19 8,76 0,59 0,00 0,54 0,43 

62°C Пара 10 8,35 7,55 7,91 7,67 7,55 0,80 0,00 0,37 0,12 

62°C Пара 11 8,72 7,75 8,12 8,01 7,75 0,97 0,00 0,37 0,25 

62°C Пара 12 9,32 8,27 8,72 8,46 8,27 1,05 0,00 0,45 0,19 

62°C Пара 13 9,00 8,31 8,44 8,42 8,31 0,70 0,00 0,13 0,11 

64°C Пара 1 13,82 10,80 10,80 10,25 10,25 3,57 0,54 0,55 0,00 

64°C Пара 2 12,70 10,17 10,29 9,84 9,84 2,87 0,33 0,46 0,00 

64°C Пара 3 12,59 10,08 10,18 9,81 9,81 2,78 0,27 0,37 0,00 

64°C Пара 4 11,56 9,78 9,71 9,41 9,41 2,16 0,37 0,30 0,00 

64°C Пара 5 13,13 11,03 10,96 10,13 10,13 3,00 0,90 0,83 0,00 

64°C Пара 6 12,14 10,03 10,16 9,51 9,51 2,63 0,52 0,65 0,00 

64°C Пара 7 13,31 11,23 11,26 10,59 10,59 2,72 0,64 0,67 0,00 

64°C Пара 8 12,00 10,16 9,90 9,31 9,31 2,69 0,85 0,59 0,00 

64°C Пара 9 11,74 10,03 10,22 9,75 9,75 1,98 0,28 0,46 0,00 

64°C Пара 10 11,85 10,05 10,23 9,89 9,89 1,95 0,16 0,34 0,00 

64°C Пара 11 13,05 10,83 10,77 10,04 10,04 3,01 0,79 0,73 0,00 

64°C Пара 12 13,17 11,06 11,10 10,40 10,40 2,77 0,65 0,69 0,00 

64°C Пара 13 8,33 7,83 7,98 7,62 7,62 0,70 0,20 0,36 0,00 

64°C Пара 1 14,83 14,19 18,12 16,87 14,19 0,64 0,00 3,93 2,69 

64°C Пара 2 8,58 8,03 8,19 7,99 7,99 0,58 0,04 0,19 0,00 

64°C Пара 3 8,48 8,14 8,45 8,81 8,14 0,34 0,00 0,31 0,67 

64°C Пара 4 8,59 8,01 8,59 8,44 8,01 0,57 0,00 0,58 0,42 
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Продолжение таблицы 2 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 

64°C Пара 5 8,35 7,90 8,34 8,43 7,90 0,45 0,00 0,44 0,53 

64°C Пара 6 8,43 7,97 8,41 8,24 7,97 0,46 0,00 0,44 0,27 

64°C Пара 7 8,85 8,38 8,77 8,47 8,38 0,46 0,00 0,39 0,09 

64°C Пара 8 9,01 8,56 8,75 8,53 8,53 0,49 0,04 0,23 0,00 

64°C Пара 9 9,41 8,73 9,55 9,21 8,73 0,68 0,00 0,82 0,48 

64°C Пара 10 8,17 7,56 7,73 7,46 7,46 0,71 0,09 0,26 0,00 

64°C Пара 11 8,34 7,65 7,83 7,57 7,57 0,77 0,08 0,25 0,00 

64°C Пара 12 9,06 8,31 8,41 8,39 8,31 0,75 0,00 0,10 0,08 

64°C Пара 13 7,92 7,35 7,95 7,42 7,35 0,57 0,00 0,60 0,07 

Анализ полученных данных показал, что наиболее оптимальной температурой 

отжига праймеров для обеих исследованных смесей является 62°C. При данной 

температуре отмечались минимальные значения порогового цикла (Ct), а также 

наименьший разброс между парами праймеров, что свидетельствует о высокой 

эффективности амплификации и равномерности работы всех пар праймеров внутри пула. 

Сравнение с результатами при температурах 60°C и 64°C подтвердило, что именно 62°C 

обеспечивает наиболее стабильное протекание реакции, снижает вариабельность между 

парами и повышает воспроизводимость анализа, что позволяет рассматривать её как 

универсальную для дальнейших исследований. 

Вместе с тем, оптимальные концентрации для смесей различались: для пула 

праймеров №1 наилучшие результаты достигнуты при 100 нМ, а для пула праймеров №2 

при 50 нМ. В обоих случаях эти значения обеспечивали минимальные Ct и наименьший 

разброс ΔCt, что подтверждает их высокую эффективность. Поскольку в дальнейшем все 

праймеры будут использоваться именно в составе двух объединённых смесей (пула №1 и 

пула №2), выбранные параметры — температура отжига 62°C и концентрации 100 нМ для 

пула №1 и 50 нМ для пула №2 — следует рассматривать как оптимальные условия 

проведения ПЦР в реальном времени, обеспечивающие баланс между специфичностью, 

эффективностью и воспроизводимостью амплификации. 

Проверка работоспособности праймеров и оптимизация условий ПЦР реакции для 

амплификации целевых регионов генов HNF4A, GCK, HNF1A, IPF1/PDX1, HNF1B, 

NEUROD1, KLF11, CEL, PAX4, INS, BLK, ABCC8, KCNJ11, APPL1, WSF1, COL4A3, 

COL4A4, COL4A5, COL4A6 проводилась в несколько этапов. Первый этап проверки 

работоспособности праймеров для диагностики MODY диабета состоял в разведении 

лиофильновысушенных праймеров до одинаковой концентрации 25 нМ. Буфер для 

разведения использовали 1х ТЕ буфер. Далее оценивали каждую пару праймеров 
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индивидуально с помощью проведения ПЦР. 40х реакционная смесь содержала ДНК 

полимеразу Phusion™ Hot Start II DNA Polymerase (2 U/μL) (Thermo), буфер, дНТФ, ДНК 

матрицу (10 нг/мкл). Использовался общий температурный режим для всех пар праймеров: 

98°C в течение 30 сек, затем 32-кратная амплификация при 98°C в течение 5 сек, 60° C в 

течение 60 сек, 72°C в течение 60 сек, затем финальное удлинение при 72°C в течение 1 

мин. Необходимо отметить, что  температура отжига  для всех пар праймеров составляла 

- 60° С 1 мин. Эксперименты по проверки работоспособности праймеров проводили на 

матрице ДНК, выделенной от условно-здорового человека. В общей сложности было 

проверено 237 пар праймеров к генам, мутации в которых участвуют в патогенезе синдрома 

Альпорта и 92 пары праймеров к генам, мутации в которых участвуют в патогенезе MODY 

диабет. На рисунке 4 и 5 представлены электрофореграммы ПЦР-продуктов, полученных с 

использованием разработанных праймеров, демонстрирующие работоспособность 

предлагаемых праймеров. 

 

М - маркер молекулярных масс (ДНК маркер Step50 plus), 131-178 ПЦР-продукты с 

разными парами праймеров 

Рисунок 4 – Электрофореграмма ПЦР-продуктов с разработанными праймерами к генам, 

мутации в которых участвуют в патогенезе синдрома Альпорта  

 

М - маркер молекулярных масс (ДНК маркер Step50 plus), 1-39 ПЦР-продукты с разными 

парами праймеров, К - отрицательный контроль 

Рисунок 5 – Электрофореграмма ПЦР-продуктов с разработанными праймерами к генам, 

мутации в которых участвуют в патогенезе MODY диабета 
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Как видно из рисунков детекция ПЦР-продуктов методом электрофореза в 1,5 % 

горизонтальном агарозном геле показала бэнды хорошей интенсивности, отсутствие 

шмеров, что говорит о работоспособности всех подобранных пар праймеров. 

Нарабатывались размеры ПЦР-продуктов нужного размера в пределах 300-400 

нуклеотидов согласно подобранным праймерам. 

Следующий этап заключался в проверке работоспособности праймеров в 

проведении мультиплексной ПЦР, то есть были приготовлены панели праймеров, 

состоящие из смеси праймеров в одной пробирке, для каждой панели количество пар 

праймеров варьировало: от 17 до 28. 100 мкл ПЦР смеси для мультиплексного ПЦР 

включало: мкл MilliQ, 5 мкл  ДНК (10 нг/мкл), 20 мкл 5x Phusion Plus Buffer, 2 мкл dNTP 

(10 mM), 5 мкл 1 мкM прямые праймеры (из панели, например Panel 1F) (50 нМ), 5 мкл 1 

мкM обратных праймеров (из панели, например Panel 1F) (50 nM), 1 мкл Phusion Plus II Hot 

Start DNA Polymerase (2 ед/мкл). Использовали следующий температурно-временной 

режим для мультиплексной ПЦР: 98°C в течение 90 сек, затем 32-кратная амплификация 

при 98°C в течение 5 сек, 60° C в течение 240 сек, 72°C в течение 60 сек, затем финальное 

удлинение при 72°C в течение 1 мин. Детекцию ПЦР-продуктов  проводили в 1,5 % 

агарозном геле. 

На рисунке 6 представлена электрофореграмма мультиплексной ПЦР с панелями 

праймеров для синдрома Альпорта и MODY диабета, соответственно.   

 

М - маркер молекулярных масс (ДНК маркер Step50 plus), ПЦР-продукты с разными 

панелями праймеров 

Рисунок 6 – Электрофореграмма мультиплексной ПЦР 
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Детекция ПЦР-продуктов методом электрофореза в 1,5 % агарозном геле показала 

большой бэнд в районе 350-400 нуклеотидов, то есть нарабатываются все ПЦР-продукты 

примерно одинаковым размером (350-400 нуклеотидов). 

Следующем этапом была проведена проверка эффективности мультиплексного 

ПЦР. Оценка эффективности мультиплексного простого ПЦР включает 

оценку специфичности (отсутствие нежелательных продуктов). ПЦР продукты из рисунка 

3 использовали в качестве матрицы при постановке ПЦР. ПЦР проводили с отдельными 

парами праймеров, которые входили в панель праймеров. На рисунке 7 представлены 

результаты вышеописанной ПЦР. 

 

М - маркер молекулярных масс (ДНК маркер Step50 plus), отдельные ПЦР-продукты 

Рисунок 7 – Электрофореграмма ПЦР продуктов с отдельными парами праймеров на 

матрицу из мультиплексной ПЦР 

Как видно из рисунка 7 нарабатываются специфичные ПЦР продукты размером 

порядка 300-400 нуклеотидов, что говорит о высокой работоспособности подобранных 

праймеров.  

При первоначальной постановке ПЦР использовали состав ПЦР смеси и 

температурно-временной режим, который был описан выше. Учитывая положительные 

результаты проверки эффективности мультиплексной ПЦР, дополнительных этапов 

оптимизации не потребовалось. 

3.3 Апробация отработанных условий на контрольных образцах ДНК 

В рамках выполнения этапа программы «Апробация отработанных условий на 

контрольных образцах ДНК и оценка покрытия секвенирования целевых участков генов 

PAH, HNF4A, GCK, HNF1A, IPF1/PDX1, HNF1B, NEUROD1, KLF11, CEL, PAX4, INS, 

BLK, ABCC8, KCNJ11, APPL1, WSF1, COL4A3, COL4A4, COL4A5, COL4A6» проводили 

апробацию отработанных условий и оценку покрытия секвенирования целевых участков 

гена PAH была выполнена на 3 контрольных образцах ДНК. При амплификации было 
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протестировано две программы амплификации, отличающиеся количеством циклов. 

Каждый образец использовался в 3 концентрациях ДНК 5 нг/мкл, 10 нг/мкл и 20 нг/мкл 

(приложение Д). При этом циклирования с 22 циклами было выполнено на всех данных 

концентрациях, а циклирование с 27 циклами было выполнено только при концентрации 20 

нг/мкл. Целевые ПЦР продукты были установлены во всех образцах (рисунок 8).  

 

1, 2 и 3 – нумерация контрольных образцов; М –ДНК маркер Step 100 Long (ООО 

«Биолабмикс», S-8103); «К-» - отрицательный контроль постановки ПЦР реакции 

Рисунок 8 – Электрофореграмма продуктов ПЦР полученных при использовании пулов 

праймеров к гену РАН при 22 и 27 циклах амплификации  

На представленном изображении показаны результаты электрофоретического 

анализа продуктов амплификации, полученных с использованием различных условий 

циклирования и концентраций матричной ДНК. При циклировании в течение 27 циклов как 

для пула 1, так и для пула 2 наблюдается формирование ПЦР-продуктов с высокой 

интенсивностью свечения, что свидетельствует о хорошем уровне амплификации и 

достаточном количестве конечного продукта. В то же время при проведении реакции с 22 

циклами интенсивность полос значительно ниже, особенно при низкой концентрации 

матричной ДНК (5 нг/мкл). Следует отметить, что при увеличении концентрации 

матричной ДНК (от 5 до 20 нг/мкл) интенсивность амплификационных продуктов 

возрастает для обоих пулов, однако даже в этом случае при 22 циклах уровень свечения 

заметно уступает результатам, полученным после 27 циклов.  

При секвенировании на генетическом анализаторе MiSeq плотность кластеризации 

составила 353К/мм2. Доля данных, прошедших значение Q30 (точность не менее 99.9%), 

составило 98.6%. В результате секвенирования было получено от 162612 до 634088 

прочтений на образец. Медианная длина прочтений составило 151 п.н. Средняя длина 

прочтений варьировалась от 135 до 150 п.н. Уровень дупликаций варьировался от 96.5% до 

98.1%, что характерно для таргетного секвенирования. 

Из представленных данных таблицы Д.1 видно, что, несмотря на более высокую 

интенсивность свечения при электрофоретическом учёте для образцов, 

амплифицированных с использованием 27 циклов (рисунок 8), результаты NGS-
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секвенирования демонстрируют противоположную тенденцию. В обоих пулах праймеров 

отмечается снижение общего числа картированных ридов при увеличении числа циклов 

амплификации. Так, например, при одинаковой концентрации ДНК в образце 1 количество 

ридов в пуле №1 оказалось меньше на 79 457 (41,7%) по сравнению с амплификацией в 22 

цикла, а в пуле №2 — на 60 364 (39,7%). 

Также обращает на себя внимание выраженный дисбаланс в картированных ридах 

при использовании 27 циклов амплификации. Так, число ридов, полученных с праймерной 

пары 1 в пуле №1 при 20 нг ДНК, составило лишь ≈1,37% от общего количества 

картированных ридов (111 081). Для того же образца при 22 циклах и идентичной 

концентрации доля пары 1 увеличилась более чем вдвое и достигла ≈3,01% (190 538). В 

пуле №2 ситуация ещё более контрастна: при 27 циклах вклад пары 1 составил всего ≈0,13% 

(118 из 91 697), тогда как при 22 циклах доля возросла до ≈0,69% (1 043 из 152 062). При 

этом при снижении концентрации ДНК до 5 нг и использовании 22 циклов амплификации 

доля ридов пары 1 в пуле №1 составила ≈3,58% (7 042 из 196 916), а в пуле №2 — ≈1,33% 

(3 064 из 230 643), что указывает на более сбалансированное распределение ридов между 

парами. 

На основании проведённых исследований по амплификации и NGS секвенирования 

кодирующих и регулирующих участков гена PAH можно сделать следующие заключения: 

Несмотря на более высокую интенсивность свечения при электрофоретическом учёте 

продуктов амплификации после 27 циклов, результаты NGS-секвенирования показали, что 

увеличение числа циклов приводит к снижению общего количества картированных ридов 

и выраженному дисбалансу между парами праймеров. Сравнительный анализ 

картированных ридов показал, что использование 22 циклов амплификации обеспечивает 

более равномерное распределение ридов по парам праймеров и снижает эффект 

переамплификации. Оптимизация условий подбора праймеров показала, что для пула №1 

наилучшие результаты достигаются при концентрации праймеров 100 нМ, а для пула №2 

— при 50 нМ. Наиболее сбалансированные результаты получены при концентрации 

матричной ДНК 25 нг на реакцию, что обеспечивает достаточный выход ридов и 

минимизирует вариации между парами праймеров. 

После проверки работоспособности праймеров и оптимизации мультиплексной ПЦР 

с панелью праймеров на гены HNF4A, GCK, HNF1A, IPF1/PDX1, HNF1B, NEUROD1, 

KLF11, CEL, PAX4, INS, BLK, ABCC8, KCNJ11, APPL1, WSF1, COL4A3, COL4A4, 

COL4A5, COL4A6 была проведена апробация отработанных условий на контрольных 

образцах ДНК. ПЦР-продукты, очистили, используя AMPure XP beads (Beckman).  

Следующим шагом лигировали адаптеры, индексы и секвенирующий праймер, синтез 
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которых был выполнен на базе лаборатории Национального центра биотехнологии. 

Остальные шаги делали согласно инструкции набора MiSeq Reagent kit v2 Nano (500 

циклов), Illumina. На рисунке 9 показана оценка полученных библиотек после очистки на 

магнитных частицах и лигирования. Оценку качества библиотек проводили 4150 

TapeStation System (Agilent). 

 

Рисунок 9 – Результаты оценки качества приготовленных библиотек для 

секвенирования на системе автоматизированного электрофореза 4150 TapeStation 

Из рисунка 9 видно, что полученные библиотеки имеют размер в пределах 300-400 

нуклеотидов, не деградированы. Размер библиотек в диапазоне 300-400 нуклеотидов 

свидетельствует о том, что они находятся в нужном диапазоне. Таким образом, контроль 

качества библиотек показал, что подтверждает пригодность для дальнейшего 

секвенирования. 

Картирование (или выравнивание) последовательностей ДНК, полученных с 

помощью секвенирования на платформе MiSeq от Illumina, включало несколько ключевых 

этапов: после первичного секвенирования качество ридов оценивали с помощью 

программы FastQC, чтобы определить распределение качества по позициям, наличие 

адаптерных последовательностей и GC-состав. На основании отчёта выполняли тримминг 

и фильтрацию низкокачественных ридов, адаптеров и других загрязняющих 

последовательностей. Далее проводили фильтрацию коротких чтений. После 

предварительной обработки данные выравнивали на референсные гены. Для выравнивания 

использовался инструмент – bwa mem. На рисунке 10 представлен результат картирования 

ампликонов на референсный ген Col4A5, состоящий из 51 экзона. 
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Рисунок 10 – Визуализация секвенирования последовательности ДНК (экзоны гена 

Col4A5)  

Из рисунка 10 видно, что секвенированные нами фрагменты после картирования на 

референсный ген Col4A5 распределились по экзонам гена. Отдельные столбцы коротких 

фрагментов отражают количество прочтений. Минимальное покрытие секвенирования 

целевых участков генов составило 30x, при этом в основном наблюдалось покрытие 100x, 

что считается достаточным для большинства видов анализа. 

3.4 Генетический анализ и валидация результатов скрининга мутаций 

В рамках выполнения этапа программы «Скрининг мутаций KRAS/BRAF» был 

проведен генетический анализ мутаций в генах KRAS/BRAF. Используя набор для 

мультиплексного скрининга KRAS ddPCR, было обнаружено семь наиболее частых 

мутаций KRAS в экзоне 2 (кодон 12 и 13). Были определены пороговые значения для нашего 

анализа. Для этого использовали ДНК, выделенную из FFPE, содержащей гетерозиготную 

мутацию KRAS G12D (подтвержденную секвенированием), в качестве положительного 

контроля и ДНК, выделенную из крови здорового пациента, в качестве отрицательного 

контроля. После установки пороговых значений 6000 для канала 1 и 2500 для канала 2 

соответственно, мы применили эти значения к нашим образцам, и в соответствии с этим 

была рассчитана фракционная представленность для каждого образца первичной опухоли 

и метастатического образования с помощью программного обеспечения QuantaSoft 

(рисунок 11). 
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Рисунок 11 – Выходные данные ddPCR в виде двумерной гистограммы  

Согласно нашим данным, образцы с FA ≥ 0,1 были оценены как мутант-

положительные, а образцы с FA < 0,1 – как мутант-отрицательные. Из 15 образцов 

первичных опухолей ddPCR выявила mtKRAS в 10 случаях, а в 5 образцах был 

диагностирован KRAS дикого типа.  

При сравнении образцов первичной опухоли с соответствующими 

метастатическими образованиями в печени ddPCR выявила 3 образцов как KRAS дикого 

типа, а в 13 метастазах печени была выявлена мутация KRAS. При сравнении результатов, 

полученных с помощью ddPCR (первичная опухоль и метастазы в печени), у двух 

пациентов были разные генотипы, относительно мутационного статуса KRAS: мутация 

была обнаружена в метастазах печени и отрицательная – в первичной опухоли. 

Был проанализирован мутационный статус 13 первичных опухолей и 17 

метастатических образований печени с помощью таргетированного NGS секвенирования 

на платформе Illumina (таблица 3). 

Таблица 3 – Методы анализа мутаций генов KRAS, BRAF 

Гены Мутации Метод анализа 

KRAS  

 

Кодон 12, 13 (Экзон 2) 

Кодон 61 (Экзон 3) 

NGS секвенирование 

 

BRAF Кодон 439, 459 (Экзон 11) 

Кодон 600, 601 (Экзон 15) 

NGS секвенирование 

Результаты секвенирования таргетных мишеней генов KRAS, BRAF представлены в 

таблице 4. Кодон 13 (G13V) гена KRAS — мутация, встречается почти во всех образцах 

(100% опухоль, ~88% метастазы). Кодон 12 мутации присутствуют, но реже, и 

распределяются между Asp, Val, Ser. Это соответствует известным «горячим точкам» 

колоректального рака (G12 и G13). Мутации в гене BRAF в первичной опухоли чаще всего 
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К601E (76,9%), что согласуется с клиническими данными. В метастазах — чаще 

встречается мутация V600E (17,6%), К601E реже (5,9%). Это может указывать на 

клональную гетерогенность: разные популяции клеток в первичной опухоли и метастазах. 

Высокая частота G13V и К601E говорит о том, что такие пациенты не чувствительны к 

анти-EGFR терапии (цетуксимаб, панитумумаб). Разница между опухолью и метастазами 

указывает на необходимость обследовать и метастатический материал, а не только 

первичный. 

Таблица 4 – Типы мутаций KRAS и BRAF  

KRAS экзон 2 Дикий тип 

(амино кислота) 

Мутация (амино 

кислота) 

Мутации в 

опухоли, n (%) 13 

Мутации в 

метастазах, n (%) 

17 

Кодон 12  

 

 

Кодон 13  

 

GGT (G)  

GGT (G)  

GGT (G)  

GGC (G) 

GGC (G) 

GAT (D)  

GTT (V)  

AGT (S)  

GTT (V) 

AGT (S) 

 

2 (15,4) 

1 (7,7) 

13 (100) 

 

1 (5,9) 

4 (23,5) 

1 (5,9) 

15 (88,2) 

1 (5,9) 

BRAF экзон 15 

 

GTG (V) 

AAG (K) 

GAG (E) 

GAG (E) 

2 (15,4) 

10 (76,9) 

3 (17,6) 

1 (5,9) 

В проведённом исследовании показано, что мутации в генах KRAS и BRAF занимают 

ведущую роль в молекулярном паттерне колоректального рака. Полученные результаты 

согласуются с данными литературы, согласно которым мутации в кодонах 12 и 13 гена 

KRAS являются наиболее частыми в данной опухоли. В нашей выборке мутация G13V 

выявлялась во всех первичных опухолях (100%) и сохранялась в большинстве 

метастатических образцов (88,2%). При этом в метастазах наблюдалось более высокое 

разнообразие мутаций по сравнению с первичной опухолью, в частности, чаще встречались 

варианты G12V и реже — G12D и G12S (рисунок 12). Полученнеы результаты показали 

наличие клональной гетерогенности, которая может возникать в процессе прогрессии 

опухоли и формирования метастазов. Повышенное разнообразие мутационных вариантов в 

метастатических очагах может быть следствием селективного давления микроокружения, 

терапии или активации альтернативных сигнальных каскадов, обеспечивающих выживание 

опухолевых субклонов. Эти данные подтверждают важность оценки мутационного статуса 

KRAS/BRAF на различных стадиях заболевания, поскольку выявленные различия могут 

определять чувствительность опухоли к таргетной терапии и влиять на прогноз пациентов. 
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Рисунок 12 – Частота мутаций KRAS и BRAF в опухолях и метастазах 

Распределение мутации BRAF V600E не показало принципиальных различий в 

распределении мутаций. В первичной опухоли она регистрировалась в 15,4% случаев, тогда 

как в метастазах частота её выявления составляла 17,6%. Данные согласуются с 

клиническими наблюдениями: небольшая разница в процентах объясняется методикой и 

гетерогенностью образцов, а принципиально мутация одинакова в первичном и 

метастатическом очаге.  

С клинической точки зрения обнаруженные особенности имеют важное значение. 

Известно, что наличие мутаций в генах KRAS и BRAF является прогностическим и 

предиктивным фактором: пациенты с такими изменениями, как правило, не отвечают на 

терапию анти-EGFR антителами (цетуксимаб, панитумумаб). При этом наличие мутации 

BRAF V600E ассоциируется с более агрессивным течением заболевания и худшим 

прогнозом, однако в нашем исследовании она реже обнаруживалась в первичной опухоли, 

что может повлиять на выбор тактики лечения. 

В нашем исследовании таргетное NGS выявило большее число мутаций в генах 

KRAS и BRAF по сравнению с ddPCR. Это объясняется более высокой чувствительностью 

NGS, позволяющей детектировать варианты с низкой частотой аллеля, а также более 

широким охватом «горячих точек», включая редкие мутации. Дополнительно, 

использование секвенирования позволяет зафиксировать субклональные изменения, 

отражающие клональную гетерогенность опухоли. Таким образом, полученные результаты 
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подчёркивают необходимость проведения параллельного анализа первичных и 

метастатических образцов, поскольку молекулярный профиль может различаться. Это 

особенно важно в условиях персонализированной медицины, где корректное определение 

статуса мутаций KRAS и BRAF напрямую влияет на выбор таргетной терапии. 

3.5 Иммунодеплеция плазмы крови и масс-спектрометрический анализ 

Для оптимизации масс-спектрометрического анализа плазмы крови рекомендуется 

применять методы, способствующие удалению из проб основных белков крови, в частности 

иммунодеплецию. Многие белки клинического интереса присутствуют в низких 

концентрациях по сравнению с основными белками крови. Основными белками, являются 

альбумин, alpha-macroglobulin, иммуноглобулины IgA, IgG, IgM, haptoglobin, serotransferrin, 

apolipoproteins, complement C3, fibrinogen, alpha-antitrypsin, которые составляют ~ 95% всех 

белков плазмы крови человека. Для удаления перечисленных белков, можно использовать 

истощающие колонки Thermo Scientific Pierce Top 12 Abundant Protein Depletion Spin 

Columns, которые предназначены для удаления двенадцати белков с высоким содержанием 

из 10 мкл сыворотки или плазмы крови человека. В колонках используются 

высокоспецифичные иммобилизованные антитела для удаления белка, которые 

обеспечивают минимальное неспецифическое взаимодействие с другими белками. 

Стратегия иммунодеплеции включает удаление избыточных или мешающих белков 

из образца для обогащения несвязанной фракции, тем самым улучшая обнаружение 

целевых белков или биомаркеров. Альбумин, самый распространенный белок в плазме 

млекопитающих, составляет более 50% от общего белка плазмы [81]. В данном 

исследовании использовался коммерчески доступный набор для деплеции альбумина, 

который эффективно удалил значительную часть этого распространенного белка (рисунок 

13). Хотя остаточные количества альбумина все еще были видны на геле, окрашенном 

красителем кумасси бриллиантовый синий (CBB), и обнаружены с помощью масс-

спектрометрии, количество белковых групп, пептидных последовательностей и совпадений 

пептидных спектров увеличивалось после деплеции. Как показано на диаграмме Венна 

(рисунок 13), 199 белков (43,7%) были общими для образцов как до, так и после деплеции. 

Однако деплеционированный образец дал большее количество уникально 

идентифицированных белков - 175 белков (38,5%) по сравнению с образцом плазмы до 

удаления альбумина. Кроме того, согласно результатам поиска Mascot, показатель белка 

альбумина снизился с 15 446 в образце плазмы до 5397 в обедненном образце. 
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Рисунок 13 – Истощение альбумина из плазмы крови. Удаление наиболее 

распространенного белка из плазмы крови проводилось с помощью набора для удаления 

альбумина. Данные, полученные с помощью инструмента PEAKS, представлены в виде 

столбчатых диаграмм  

Осаждение белка является важным этапом подготовки образца для детального 

протеомного анализа. Обычно используются несколько методов осаждения, включая 

протоколы с ацетоном, сульфатом аммония, трихлоруксусной кислотой (ТХУ) и 

хлороформом/метанолом, которые были применены к плазме человека, жировой ткани, 

коровьему молоку и тканям мозга крысы [82-85]. Хотя эти методы в целом дают 

сопоставимые результаты, их эффективность зависит от источника образца, будь то ткань, 

клетки или кровь. Например, осаждение ТХУ и ацетоном оказалось наиболее эффективным 

для плазмы человека, в то время как метод хлороформа/метанола обеспечил более высокую 

степень извлечения белка из жировой ткани человека. Сравнение методов осаждения с 

колонками для удаления детергентов (DRS) и методом подготовки образцов с помощью 

фильтрации (FASP) показало, что эффективность каждого метода существенно зависит от 

исходного количества белка [86]. Метод FASP наиболее эффективен при низких 

концентрациях белка (около 10 мкг), но его эффективность сопоставима с другими 

методами при более высоких начальных концентрациях (более 100 мкг). Таким образом, он 

предпочтителен при ограниченном количестве доступного образца. Однако стоимость 

фильтрующих устройств, используемых в FASP, может увеличить общие расходы на 

исследование. В связи с отсутствием ограничений на доступность образцов, предпочтение 

было отдано методам осаждения, а не FASP. Среди них протокол с 

хлороформом/метанолом был выбран благодаря своей простоте, отсутствию 

необходимости в охлаждении и быстроте выполнения (30–40 мин), что минимизирует риск 

деградации белка. 
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Предложена полезная модель рабочего процесса по идентификации белков в 

сложных образцах, которая заключается в сочетании длинного градиента жидкостной 

хроматографии и высоких частот накопления масс-спектров. Полученные результаты 

показывают, что увеличение частоты накопления масс-спектров в целом улучшает 

идентификацию белков, хотя степень улучшения зависит от типа образца. Для лизатов из 

образцов обедненной альбумином плазмы кролика продемонстрировали прирост 2,6% 

соответственно. Более высокие вклады в идентификацию белков были также достигнуты с 

расширенными градиентами LC, что привело к улучшению на 10,3% для плазмы. Более 

того, использование более современных биоинформатических инструментов (deep learning 

boost PEAKS) значительно повысило идентификацию, с ростом на 9,2% для плазмы. 

Плазму человека и кролика, истощенную по альбумину, выбрали в качестве 

сложных образцов для трехкратного анализа с использованием методов A, B, C и D 

(рисунок 14). Подготовку образцов проводили согласно модифицированному протоколу 

протеолиза в растворе, описанному Кимом [87]. Этот протокол обеспечивал более высокий 

выход пептидов, по сравнению с протеолизом в буфере, содержащим мочевину.  

Перед трипсинолизом образцы из плазмы человека были растворены в буфере 

экстракции, содержащем 4% SDS, денатурированы нагреванием, восстановлены и 

алкилированы. Детергенты, соли и низкомолекулярные компоненты из буфера экстракции 

были удалены путем осаждения белка смесью хлороформ/метанол. Полученные белковые 

осадки были ресуспендированы в 100 мМ NH₄HCO₃ и обработаны ультразвуком, после чего 

был проведен ночной трипсинолиз. После протеолиза образцы были высушены с помощью 

вакуумного концентратора SpeedVac для удаления растворителей. Для каждого анализа 

пептидная смесь, содержащая 900–1000 нг, была загружена в колонку nanoLC с обращенной 

фазой 75 мкм I.D.×15 см, вблизи предела насыщения [88]. 

В этом исследовании пептидные смеси, полученные из плазмы кролика, 

анализировали с помощью нано LC-MS/MS с использованием четырех методов A, B, C и D. 

Эти методы использовали различные комбинации градиентов LC и частот накопления 

спектров MS (рисунок 14), включая метод A: градиент LC 48 мин, MS-2,00 Гц, MS/MS -4,00 

Гц; метод B: градиент LC 48 мин, MS-4,00 Гц, MS/MS -8,00 Гц; метод C: градиент LC 90 

мин, MS-2,00 Гц, MS/MS -4,00 Гц; метод D: градиент LC 90 мин, MS-4,00 Гц, MS/MS -8,00 

Гц. 
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Рисунок 14 – Подготовка образцов и условия ЖХ-МС/МС. (a) Экспериментальный 

рабочий процесс описывает анализ образцов из обедненной альбумином плазмы с 

использованием методов A, B, C и D. Заполненные зеленые круги отображают параметры, 

изменяемые в ходе этого рабочего процесса: 1 — частота сбора данных МС, 2 — градиент 

ЖХ, 3 — форматы файлов и 4 — функция усиления Deep Learning boost PEAKS 

Установлено, что для образца плазмы крови повышение частоты накопления MS 

спектров увеличивает количество идентификации более чем на 2,6% (рисунок 14). 

Использование сырых выходных файлов (.d формат) вместо файлов mgf увеличило 

идентификацию групп белков на 8,6%. Использование более длинного градиента (90 мин) 

хроматографического разделения привело к более значительному увеличению 

идентификации на 10,2%. Применение DLboost для анализа DDA (DL_boost) улучшила 

идентификацию белков более чем на 9%. 

Peaks Studio 11 предлагает обучаемую опцию идентификации для анализа DDA, 

который увеличивает идентификацию PSM в процессе поиска в базе данных и увеличивает 

скорость идентификации более чем на 10% [89, 90]. Были проанализированы как MGF, так 

и необработанные файлы (.d Extension) с этой опцией и без него (рисунок 15). 

Использование необработанных файлов вместо файлов MGF увеличило идентификацию 

белковых групп. Например, максимальное увеличение для истощенных от альбумина 

образцов около 10%. Столбцы серого цвета соответствуют результатам, полученным с 

помощью Mascot, данные, обозначенные остальными столбцами получены с помощью 

программы PEAKS Studio 11. 
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Рисунок 15 – Влияние различных параметров, включающих формат файлов (.d или .mgf), 

опции глубокого обучения на количество идентификаций групп белков для методов A, B, 

C и D сложных протеомов из истощенного от альбумина образца плазмы крови. Столбцы 

серого цвета соответствуют результатам, полученным с помощью Mascot, данные, 

обозначенные остальными столбцами получены с помощью программы PEAKS Studio 11. 

Опция усиления глубокого обучения включается для столбцов с более интенсивными 

оттенками (обозначена как DL_boost+). Планки погрешностей представляют собой 

стандартные отклонения данных из трех биологических реплик 

Используя высокоразрешающую ЖХ-МС/МС и рабочие процессы идентификации 

на основе баз данных, мы исследовали протеомы плазмы, истощенной от альбумина 

(рисунок 16). Гаптоглобин (HPT_HUMAN) был уверенно идентифицирован с 63% 

покрытием последовательностей поисковыми системами Mascot и PEAKS. Пептид 

VQTECVDKDGASGAPAHWDFTWTVDGTLSPK был валидирован с помощью надежной 

фрагментации MS/MS, что подтвердило его назначение. Гаптоглобин, белок острой фазы с 

антиоксидантными и противовоспалительными функциями, ранее был связан с сосудистым 

повреждением и окислительным стрессом при инсульте [91], и наши результаты еще раз 

подтверждают его клиническую ценность. Этот белок является еще клиническим 

биомаркером, одобренным FDA [92].  



 
 

 56

 

В верхней части приведены результаты покрытия сиквенса последовательности белка 

гаптоглобина HPT и MS/MS спектр одного из триптических пептидов (Mascot). В нижней 

части рисунка показано покрытие сиквенса амилоидного белка SAA4 (PEAKS) 

Рисунок 16 – Белки-биомаркеры инсульта, идентифицированные с помощью ЖХ-МС/МС  

Кроме того, амилоидный белок сыворотки A4 (SAA4_HUMAN) был 

идентифицирован с помощью анализа PEAKS. SAA4, представитель семейства 

сывороточного амилоида А, является аполипопротеином острой фазы, связанным с 

воспалением, липидным обменом и сосудистым ремоделированием [91, 93]. 

3.6 Определение активности фермента β-глюкоцереброзидазы 

Активность β-глюкоцереброзидазы (GBA) была успешно измерена во всех образцах 

с использованием масс-спектрометрического анализа. Для этого брали диск сухого пятна 

крови толщиной 3,2 мм. В пробирку с образцом добавляли реакционную смесь, которая 

содержит C12-глюкоцереброзид (синтетический субстрат глюкоцереброзидазы), 

внутренний стандарт C14-церамид и буферный раствор. Инкубация образца с РС проходила 

при температуре 37 °C в течение 18 часов. В реакционную смесь добавляли гаситель и 

перемешивали пипетированием. Для проведения жидкостной экстракции к полученной 

смеси добавляли этилацетат и воду. Смесь центрифугировали при 1500 об/мин. Верхнюю 
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органическую фазу отделяли от нижней, неорганической. Содержимое высушивалипод 

вакуумом. Для ресуспендирования образца добавляли 84% ацетонитрил. Полученный 

раствор переносили на фильтр при последующем центрифугировании (1500 g в течение 2 

минут при комнатной температуре). Анализ образцов проводили на масс-спектрометре 

Impact II (Bruker). Средний уровень активности фермента в контрольных образцах 

составлял в пределах физиологической нормы (около 1,2–1,5 мкмоль/л/ч), в то время как в 

образцах пациентов с болезнью Гоше активность находилась ниже предела обнаружения 

метода (0,5 мкмоль/л/ч). Статистический анализ показал достоверные различия между 

контрольной и патологической группами (p < 0,001), что подтверждает чувствительность 

метода к выявлению ферментного дефицита. Масс-спектрометрический анализ обеспечил 

чёткое разделение между контрольными и патологическими образцами, что указывает на 

его высокий аналитический диапазон и специфичность. На рисунке 17 показан процесс 

пробоподготовки образцов при диагностике болезни Гоше. 

 

Рисунок 17 – Пробоподготовка образцов для диагностики болезни Гоше методом 

масс-спектрометрии  

Метод масс-спектрометрии продемонстрировал чувствительность 100% в пределах 

исследуемой выборки, корректно идентифицировав оба образца болезни Гоше как 

положительные. При этом масс-спектрометрический тест также показал 100% 

специфичность, не выдав ложноположительных результатов среди здоровых доноров. 

Таким образом, тандемная масс-спектрометрия на приборе Impact II (Bruker 

Daltonics) позволила достоверно измерить активность фермента β-глюкоцереброзидазы в 

сухих пятнах крови и обеспечила возможность количественной дифференциации между 
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нормальной и патологически сниженной активностью фермента. Метод 

продемонстрировал высокую точность, воспроизводимость и применимость для 

скрининговой диагностики болезни Гоше в клинических лабораториях Казахстана. 

3.7 Получение рекомбинантного гексона аденовируса 

 В результате трансформации экспрессионной плазмидой pET28, содержащей ген 

фрагмента N-концевой части гексона аденовируса человека 3-го типа, был получен штамм 

E. coli BL21/pET28/hHAdV. Анализ экспрессионной активности показал, что данный штамм 

продуцирует белок с молекулярной массой 35 кДа. Индукция экспрессии с использованием 

0,2 мМ IPTG обеспечивала высокую концентрацию белка уже через 4 часа инкубирования. 

Максимальная продукция рекомбинантного белка в растворимой фракции наблюдалась при 

температуре культивирования штамм-продуцента 37°С. 

Оптимизация параметров выделения и очистки позволила получить препараты 

очищенного рекомбинантного гексона аденовируса человека 3-го типа. Для очистки белка 

применялась металлохелатная хроматография на никель-сефарозе. В качестве 

элюирующего буфера использовался раствор, содержащий 8 М мочевины и различные 

концентрации имидазола. Результаты очистки рекомбинантного гексона аденовируса 

человека 3 типа представлен на рисунке 18. 

 

1 – Проток через колонку; 2 – Промывка колонки; 3-4 – 50 мМ имидазол; 5-7 – 100 мМ 

имидазол; 8-9 – 150 мМ имидазол; ММ – молекулярные маркеры 

Рисунок 18 – ПААГ электрофорез рекомбинантного hHAdV после хроматографической 

очистки 

Согласно литературным данным, был разработан укороченный вариант гексона, 

включающий около 20 % полной длины молекулы, однако содержащий шесть из семи 

гипервариабельных регионов (HVR). Анализ показал, что основная иммунная реактивность 

сосредоточена в последовательности HVR 1–6. Очищенные фрагменты гексона нашли 
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применение не только для иммунизации животных, но и в ряде биохимических методов, 

включая нейтрализационные тесты, методы аффинного вытягивания и конкурентные 

исследования. Представленная технология отличается экономической эффективностью и 

позволяет получать миллиграммовые количества растворимого рекомбинантного гексона. 

Таким образом, она дополняет традиционные методы и способствует развитию 

исследований в области аденовирусов, а также созданию новых диагностических систем.  

3.8 Получение рекомбинантного VP4 антигена ротавируса 

 В результате клонирования гена VP4 антигена ротавируса человека в 

экспрессионную плазмиду pET28 и последующей трансформации pET28/VP4 HRV 

плазмиды в компетентные кишечные палочки получен штамм E. coli Bl21/pET28/VP4 HRV. 

Определение экспрессионной активности штамма E. coli Bl21/pET28/VP4 HRV показало, 

что штамм-продуцент производит белок молекулярной массой 30 кДа при индукции 0,2 мМ 

IPTG.  

В результате отработки параметров выделения и очистки были получены 

очищенные препараты рекомбинантного VP4 антигена ротавируса человека. Для очистки 

рекомбинантного антигена использовали металлхелатную хроматографию на основе 

никель-сефарозы. В качестве эллюирующего буфера использовали буфер с содержанием 

8М мочевины и различных концентрациях имидазола в соответствии с рисунком 19. 

Отработанный протокол выделения и очистки позволяет получать препараты, содержащие 

рекомбинантный VP4 антиген ротавируса человека без примесей. Концентрация белка в 

очищенных препаратах составило 1700 мкг/мл.   

Применение VP4P, как по отдельности (группы P7-25, P7-100, P23-25 и P23-100), так 

и в комбинации (группа P7-P23), приводило к значительному повышению уровней IgG и 

нейтрализующих антител (NAbs). Совместное введение этих белков по 25 мкг каждого 

вызывало более выраженный иммунный ответ по сравнению с их отдельным применением 

в дозах 25 или 100 мкг. Применение рекомбинантного антигена в концентрации 100 мкг 

обеспечивала аналогичный уровень активации В-клеток, что указывает на потенциально 

большую иммуногенность антигена. Представленные в литературе данные подтверждают 

высокую иммуногенность комбинации белков с VP4 антигеном, что делает их 

перспективными кандидатами для разработки эффективной вакцины и диагностических 

тест-систем. Полученные результаты подчеркивают перспективность комбинации VP4P 

для разработки эффективных вакцинных композиций и диагностических тест-систем. 
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1 – Проток через колонку; 2 – Промывка колонки; 3-4 – 50 мМ имидазол; 5-7 – 100 мМ 

имидазол; 8-9 – 150 мМ имидазол; ММ – молекулярные маркеры 

Рисунок 19 – ПААГ электрофорез рекомбинантного VP4 HRV после хроматографической 

очистки 

Для определения иммунохимических характеристик рекомбинантных гексона 

аденовируса и VP4 антигена ротавируса человека использовали Вестерн-блот и ЖХ-

МС/МС спектрометрию. В результате Вестерн-блота выявлено, что рекомбинантный 

гексон аденовируса 3-го типа и рекомбинантный VP4 антиген ротавируса человека 

специфический реагируют с анти-His-tag моноклональными антителами в соответствии с 

рисунком 20. 

 

Линия 1-3 – рекомбинантные антигены; ММ – молекулярные маркеры 

Рисунок 20 – Вестерн-блот рекомбинантного гексона аденовируса 3-го типа (А) и 

рекомбинантного VP4 антигена ротавируса человека (Б) с anti-His-tag моноклональными 

антителами 
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В результате программой Mascot были представлены 43 наиболее вероятных белков, 

соответствующие полученным масс-спектрам, из которых наибольший скор (Score 2033) 

соответствовал только одному гексону рода Mastadenovirus семейства Adenoviridae. MS/MS 

спектры пептидов NPTQTPCYGSYAKPTNEHGGITK, TGDNGNPETVFYTEEADVLTPDT 

HLVHAVPAADR этого белка со схемами их фрагментации представлены на рисунке 21. 

 

Рисунок 21 – MS/MS спектры пептидов со схемами фрагментации аминокислотных 

последовательностей белка rHexon 

В результате проведенных исследований получен фрагмент гексона HAdV 

составляющий 16% от всей длинный гексона, начиная с А(120) до R(316) аминокислот. 

Данный фрагмент содержит два гипервариабельный участка аминокислотная 

последовательность которого характерна только для гексона аденовируса человека 3 типа. 

После успешной бактериальной экспрессии и очистки методом металл аффинной 

хроматографии получили очищенный препарат рекомбинантного гексона HAdV. Анализ 

антигена методом ЖХ-МС/МС-спектрометрии и поиска в базе данных SwissProt показал 

совпадение с гексоном аденовируса человека 3 типа с высоким показателем.  

Полученные антигены могут быть использованы в диагностических целях, а также 

для генерации как моноклональных, так и поликлональных антител к вирусам, которые 

трудно культивировать в клеточных системах. Такие антигена и антитела способны 

существенно ускорить оптимизацию условий выращивания и очистки вируса, а также 

способствовать более глубокому изучению вирусного инфекционного цикла и применяться 

для диагностики инфекционных заболеваний человека. 

3.9 Экспрессия гена обратной транскриптазы и получение штамма-продуцента 

Ранее, ген модифицированной обратной транскриптазы из ВИЧ, содержащий 18 

аминокислотных замен был синтезирован и успешной клонирован в векторе рЕТ-28с(+) под 

контролем промотора Т7 с получением результирующего вектора pET28c/RT-HIV. 

Компетентные клетки штамма E. coli BL-21(DE3) были трансформированы вектором 

pET28c/RT-HIV. Клетки электропорировали с помощью электропоратора MicroPulser (Bio-

Rad) при следующих режимах: кювета 2,0 мм; напряжение 2,5 кВ; время переноса 4,7 мс. 
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Клоны трансформанты отбирали на ЛБ-агаре с канамицином (50 мкг/мл) и культивировали 

на ЛБ-бульоне с канамицином до достижения OD600=0,6, после чего добавляли ИПТГ в 

концентрации 0,5 мМ и проводили индукцию белка в течение 20 часов при 18°С. Образцы 

культуры отбирали через 2, 4 и 20 часов индукции, клетки лизировали и анализировали с 

полиакриламидном геле-электрофорезе с последующим анализом лизатов в сравнении с 

лизатом неиндуцированной культуры. Все буферы готовили на деионизованной воде, 

фильтровали через 0,22-мкм мембраны и хранили при +4°C не более одного месяца. 

Ингибитор протеаз PMSF добавляли непосредственно перед использованием. Установлено, 

что наблюдалась экспрессия гена модифицированной обратной транскриптазы уже через 2 

часа после индуцирования экспрессии и наблюдалось в течение всего периода инкубации. 

Молекулярная масса рекомбинантного белка составляла 62,5 кДа. Клон, 

продуцирующий рекомбинантную модифицированную обратную транскриптазу, 

наработали в ЛБ-бульоне с канамицином в объеме 10 мл при 37°С в шейкере-инкубаторе 

до достижения плотности OD600=1,0, собирали центрифугированием при 6000×g, при 4°С 

в течение 7 минут. Удаляли надосадочную жидкость, а осадок суспендировали 2 мл свежего 

стерильного ЛБ-бульона с 50% стерильным глицерином. Аликвотировали по 1,5 мл в 

стерильных криопробирках и закладывали на криосохранение при -80°С с постепенным 

понижением температуры -10°С каждые 10 минут. Трижды, с интервалом 1 месяц брали 

образцы штамма-продуцента, проверяли жизнеспособность клеток путем культивирования 

в ЛБ-бульоне с канамицином. 

Штамм-продуцент растили в объеме 1 литра ЛБ-бульона с канамицином (50 мкг/мл) 

в шейкере-инкубаторе при 37°С до достижения OD600=0,6, после чего добавляли ИПТГ в 

концентрации 0,5 мМ и проводили индукцию белка в течение 20 часов при 18°С. Клетки 

собирали центрифугированием при 6000×g в течение 6 минут и лизировали ультразвуком 

на соникаторе Sonicators (Qsonica). Водорастворимую фракцию отделяли от клеточного 

дебриса центрифугированием при 40000×g, в течение 1 часа при 4°С. Металлоаффинная 

хроматографическая очистка с использованием имидазола в качестве элюирующего буфера 

позволила выделить рекомбинантную модифицированную обратную транскриптазу из 

бактериального лизата используя встроенную с N-конца гексагистидиновую метку белка 

(рисунок 22). 
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1 - фракция до колонки c Ni-NTA, 2 - фракция после колонки c Ni-NTA, 3-8 элюаты с 

имидазолом, где 3 - 20 мМ, 4 - 100 мМ, 5 - 150 мМ, 6 - 200 мМ, 7 - 250 мМ, М - белковый 

маркер 

Рисунок 22 – Полиакриламидный гель с додецилсульфатом натрия после 

хроматографической очистки рекомбинантной модифицированной обратной 

транскриптазы на Ni-NTA 

Вторым этапом очистки с использованием гепарина в качестве ДНК-имитирующего 

агента позволила получить высокоочищенный рекомбинантный белок RT-HIV (рисунок 

23), который был использован в экспериментах по получению комплиментарной ДНК на 

основе РНК, выделенной из различных источников. 

 

1 - фракция до колонки HiTrap Heparin 1ml, 2 - фракция после колонки HiTrap Heparin 1ml, 

3-8 элюаты с NaCl, где 3 - 100 мМ, 4 - 200 мМ, 5 - 300 мМ, 6 - 500 мМ, 7 - 800 мМ, М - 

белковый маркер 

Рисунок 23 – Полиакриламидный гель с додецилсульфатом натрия после 

хроматографической очистки рекомбинантной модифицированной обратной 

транскриптазы на HiTrap Heparin 1 мл 
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3.10 Проверка активности рекомбинантной обратной транскриптазы 

Реакцию обратной транскрипции проводили на образцах РНК выделенных из Secale 

cereale и крови человека. РНК из Secale cereale выделяли с помощью набора RNeasy Plant 

Mini Kit 50 (QIAGEN) по протоколу производителя. При выделении РНК из Secale cereale 

присутствие ДНК в образце не было установлено, что было подтверждено электрофорезом 

в агарозном геле. Реакционная смесь для получения кДНК фрагмента 18S рРНК Secale 

cereale протяженностью 357 п.о. состояла из следующих компонентов; 2 мкл РНК (700 

нг/мкл), 4,5 мкл 10 мМ dNTP, по 4,5 мкл 10 мкМ праймеров 18SрРНК5337 (5’-

TGCATGGCCGTTCTTAGTTGGTGGAGCGATTTGTC-3’) и 18SрРНК5339 (5’-

CAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGT-3’), 119 мкл деионизированной воды. 

Образцы прогревали при 70С в течение 1 минуты и при 65 С в течение 5 минут. Добавляли 

15 мкл 10Х ОТ буфера (200 мМ Tris-HCl (pH 8.8), 500 мМ KCl, 100 мМ (NH4)2SO4, 1% 

Tween-20) и 2,5 мМ MgCl2, разделили по 15 мкл и инкубировали каждый образец при 

температуре: 50, 51, 54, 58, 62, 66, 68 или 70С. Далее, на полученных образцах ставили ПЦР. 

Полимеразную цепную реакцию на кДНК полученную в результате реакции обратной 

транскрипции проводили с использованием термоциклера-амплификатора Mastercycler 

Nexus Gradient (Eppendorf) при следующих условиях: 1 мкл кДНК, 10 мкл 5х OneTaq 

Standard Reaction Buffer, 1 мкл 10 мМ dNTP, 1,5 мкл 10 мкМ праймеров 18SрРНК5337 и 

18SрРНК5339, 0,5 мкл 5 Ед/мкл OneTaq DNA Polymerase (New England Biolabs, США). 

Программа амплификации: 95℃ - 1 минута; 25 циклов (95℃ - 15 секунд, 60℃ - 30 секунд, 

72℃ - 10 секунд); 72℃ - 10 секунд.  

Аналогичным образом с использованием праймеров 18SрРНК5337 и 18SрРНК5338 

(5’-CAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCCAATAGCGT-3’) получали кДНК с 

последующей ПЦР фрагмента 18S рРНК Secale cereale протяженностью 1062 п.о. 

Программа амплификации состояла из следующих циклов: 95℃ - 1 минута; 25 циклов (95℃ 

- 15 секунд, 60℃ - 30 секунд, 72℃ - 30 секунд); 72℃ - 10 секунд.   

РНК выделяли из крови человека. Из 10 мл крови путем удаления эритроцитов 

получали лейкоцитарную массу. Для этого кровь обрабатывали 17 мл 0,5% уксусной 

кислотой и таким же количеством 1,8% NaCl с центрифугированием при 500×g в течение 

10 минут. Лейкоциты лизировали добавлением 500 мкл лизирующего буфера RLT (79216, 

Qiagen) и инкубацией в течение 5 минут. Добавляли 100 мкл хлороформа, инкубировали 5 

минут, центрифугировали 10000×g в течение 10 минут при 4ºС. Надосадочную жидкость 

обрабатывали изопропиловым спиртом в соотношении 1:1 при 0°С. Центрифугировали 

12000×g в течение 20 минут при 4ºС. РНК осаждали 70% этанолом и растворяли в 

стерильной безнуклеазной воде. 
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Реакционная смесь для получения кДНК гена актина Б протяженностью 1128 п.о. 

состояла из следующих компонентов; 2 мкл РНК (876 нг/мкл), 2 мкл 10 мМ dNTP, по 1 мкл 

10 мкМ праймеров ActBfw (5’-ATGGATGATGATATCGCCGCGCT-3’) и ActBrv (5’-

CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGA-3’), 11 мкл деионизированной воды. Образцы 

прогревали при 70°С в течение 5 минут. Добавляли 2 мкл 10Х ОТ буфера с 2,5 мМ MgCl2 

и модифицированную обратную транскриптазы в объеме 1 мкл и инкубировали при 

температуре 50°С в течение 30 минут. Далее, на полученных образцах ставили ПЦР. 

Полимеразную цепную реакцию проводили при следующих условиях: 2 мкл кДНК, 5 мкл 

5х Phusion HF Buffer, 2 мкл 10 мМ dNTP, 1 мкл 10 мкМ праймеров ActBfw и ActBrv, 0,5 мкл 

2 Ед/мкл Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo). Программа амплификации: 98℃ 

- 1 минута; 25 циклов (98℃ - 15 секунд, 55℃ - 30 секунд, 72℃ - 30 секунд); 72℃ - 10 минут.  

Для проверки результатов проводили электрофорез в агарозном геле с этидиум бромидом 

в трис-ацетатном буфере с последующей визуализацией в ультрафиолетовом свете. 

Проверка ревертазной активности полученной рекомбинантной модифицированной 

обратной транскриптазы на РНК, выделенной из образцов Secale cereale показала, что 

фермент обладает требуемой ревертазной активностью в диапазоне температур 50-58С для 

фрагментов кДНК протяженностью 1000 п.о. и в диапазоне 50-70С для более коротких 

фрагментов 350 п.о. (рисунок 24). 

 

Рисунок 24 – Результаты ПЦР амплификации фрагментов 18S рРНК Secale cereale на 1062 

п.о. (а) и 357 п.о.(б), проведенной на кДНК, полученной с помощью рекомбинантной 

модифицированной обратной транскриптазы 

Проверка ревертазной активности на РНК, выделенной из крови человека с 

использованием праймеров специфичных к гену актина Б (actB) также показала, что 

рекомбинантная модифицированная обратная транскриптаза из вируса иммунодефицита 
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человека обладает РНК зависимой ДНК полимеразной активностью и может быть 

использована при получении кДНК (рисунок 25). 

 

1,2-ПЦР продукт, М-ДНК маркер 

Рисунок 25 – Результаты ПЦР амплификации гена актина Б человека, проведенной на 

кДНК полученной с помощью рекомбинантной модифицированной обратной 

транскриптазы 

Для оптимизации условий получения рекомбинантной обратной транскриптазы в 

биореакторе проведена ферментация штамма-продуцента E. coli BL-21(DE3)/pET28c/RT-

HIV в лабораторном ферментере Habitant Fermenter (IKA-Werke) для оптимизации условий 

культивирования. На первом этапе получали накопительную культуру, для этого клетки 

штамма-продуцента инокулировали в 5 мл ЛБ-бульона и растили в шейкере-инкубаторе 

при 37°C и встряхивании 180 об/мин. Через 16 часов культуру переносили в 50 мл ЛБ-

бульона и выращивали в тех же условиях в течение следующих 16 часов. Клетки 

переносили в 2 л среды стерильного ЛБ-бульона и осуществляли культивирование в 

биореакторе. Массу клеток оценивали гравиметрическим способом, путем 

центрифугирования при 10000×g, в течение 10 мин. Определено, что оптимальными 

условиями являются следующие условия: температура культивирования 37°С, подача 

стерильного воздуха 1,5 л/мин, перемешивание 180 об/мин, рН среды 7,0. После 

достижения плотности OD600=0,6 активировали индукцию культуры с помощью 0,5 мМ 

ИПТГ и инкубировали культуру при 18°С и 120 об/мин в течение 20 часов. В конце фазы 

ферментации выход мокрых клеток составил 2,23 грамма с 1 литра культуры. Общее время 

культивирования составило 23 часа. Далее, проведена ферментация штамма E. coli BL-

21(DE3)/pET28c/RT-HIV в пилотном 10-литровом ферментере Biostat Plus (Sartorius). 
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Ферментер стерилизовали текучим паром с помощью парогенератора DM9-0.8 LDR0.025-

1.0 в течение 20 минут. Ферментацию проводили при оптимальных условиях. Сбор 

культуры осуществляли методом проточного центрифугирования с использованием 

полупромышленной трубчатой центрифуги GF45 GQ45. Выход мокрых клеток составил 4,3 

грамма с 1 литра культуры в конце фазы ферментации. Общий выход рекомбинантного 

фермента составил 97 мг на 1 грамм мокрой биомассы клеток. В результате очистки 

рекомбинантного фермента получено 34 мл рекомбинантной модифицированной обратной 

транскриптазы RT-HIV. Результаты показали, что ферментация штамма-продуцента E. coli 

BL-21(DE3)/pET28c/RT-HIV в биореакторе позволяет получать рекомбинантную 

модифицированную обратную транскриптазу в полупромышленных условиях. 

3.11 Определение генетических маркеров устойчивости к антибиотикам 

Проведены ПЦР-анализы и секвенирование для выявления генетических маркеров 

устойчивости в 64 образцах A. baumannii. Использованы праймеры, подобранные на основе 

научных публикаций, что обеспечило высокую специфичность анализа:  blaOXA-23, 

blaOXA-51, blaTEM, blaOXA-40, blaVIM, blaSPM, aacA4, aacC1. Статистика наличия генов: 

blaOXA-23 – в 20 образцах (31,25%); blaOXA-51 – в 62 образцах (96,875%); blaTEM – в 54 

образцах (84,375%); blaOXA-40 – в 34 образцах (53,125%); blaVIM – в 19 образцах 

(29,6875%); blaSPM – в 4 образцах (6,25%); aacA4 – в 2 образцах (3,125%); aacC1 – в 46 

образцах (71,875%). Комбинации генов: blaOXA-23 + blaOXA-51 – в 20 образцах (31,25%); 

blaOXA-23 + blaTEM – в 19 образцах (29,6875%); blaOXA-23 + blaOXA-40 – в 14 образцах 

(21,875%); blaOXA-23 + blaVIM – в 9 образцах (14,0625%); blaOXA-23 + blaSPM – в 4 

образцах (6,25%); blaOXA-23 + aacA4 – в 1 образце (1,5625%); blaOXA-23 + aacC1 – в 18 

образцах (28,125%); blaOXA-51 + blaTEM – в 19 образцах (29,6875%); blaOXA-51 + blaOXA-

40 – в 14 образцах (21,875%); blaOXA-51 + blaVIM – в 9 образцах (14,0625%); blaOXA-51 + 

blaSPM – в 3 образцах (4,6875%); blaOXA-51 + aacA4 – в 1 образце (1,5625%); blaOXA-51 + 

aacC1 – в 18 образцах (28,125%); гены KPS, NDM и IMP не были обнаружены. На рисунке 

26 представлены 4 наиболее часто встречающихся генов резистентности: blaOXA-51, 

blaTEM, blaOXA-40 и blaOXA-23. 

Выбор генов обусловлен их значимостью в формировании 

антибиотикорезистентности A. baumannii. blaOXA-23, blaOXA-40 и blaOXA-51 

(карбапенемазы класса D) обеспечивают устойчивость к карбапенемам, причем blaOXA-51 

является видоспецифичным маркером и внутренним контролем. blaTEM (класс A) придает 

устойчивость к пенициллинам и цефалоспоринам, часто передаваясь через плазмиды. 
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Рисунок 26 – Распространенность генов резистености Acinetobacter baumannii 

blaVIM и blaSPM (металло-бета-лактамазы класса B) выбраны для мониторинга 

редких, но опасных механизмов устойчивости к карбапенемам. aacC1 и aacA4 определяют 

устойчивость к аминогликозидам, снижая эффективность терапии. ПЦР-продукты 

фрагментов генов резистентности изображены на рисунке 27. 

 

Рисунок 27 – Амплификация фрагментов генов Acinetobacter baumannii 



 
 

 69

 

 С использованием амплифицированных фрагментов генов резистентности 

(приложение Е), были получены рекомбинантные вектора с клонированными генами 

(рисунок 28). 

 

Рисунок 28 – Рекомбинантный вектор pJET1.2с клонированной последовательностью 

целевого гена blaTEM Acinetobacter baumannii 

 ПЦР-скрининг колоний проводили с использованием специфических праймеров, 

входящих в набор для клонирования. Для положительных клонов выполнялось 

секвенирование вставки с последующим сравнительным анализом. В результате сличения 

результатов секвенирования с референсными последовательностями было установлено, что 

идентичность составила более 95%, что подтверждает корректность вставки. Полученные 

последовательности послужили основой для дизайна crРНК. 

3.12 Дизайн и синтез CRISPR-РНК, проведение CRISPR-детекции 

В результате работы были получены направляющие РНК (crРНК), нацеленные на 

ключевые гены антибиотикорезистентности Acinetobacter baumannii: blaOXA-23, blaOXA-

40, blaOXA-51 и blaTEM. crРНК — crRNA_OXA23, crRNA_OXA40, crRNA_OXA51 и 

crRNA_TEM— продемонстрировали высокий выход и стабильность. 

Анализ качества и количественных характеристик показал, что концентрации 

полученных crРНК находились в диапазоне 2-2,5 мкг/мкл, что указывает на 

воспроизводимость реакции и пригодность материала для дальнейшего использования. 

Чистота образцов была подтверждена спектрофотометрическим контролем, значения 
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A260/A280 находились в оптимальных пределах, что свидетельствует об отсутствии 

примесей белков и органических соединений. 

Для дизайна праймеров были подготовлены генетические мишени из геномной ДНК 

бактерий Acinetobacter baumannii. С помощью метода биоинформатического анализа 

полных геномов бактерий Acinetobacter baumannii были выбраны последовательности: гена 

blaOXA-23 (NCBI: GenBank: ARM10298.1, GenBank: ARM10298.1, GenBank: ACR84315.1, 

GenBank: ADU58356.1, GenBank: ADU58353.1, GenBank: ADU58351.1, GenBank: 

ACR61576.1, GenBank: AEY55407.1, GenBank: AER61540.1, GenBank: ADA70729.1, 

GenBank: ADA70728.1, GenBank: ALN66866.1, GenBank: CAI6157176.1);  гена blaOXA-40 

(NCBI: GenBank: ADB28893.1 GenBank: AFI32809.1); гена blaOXA-51 (NCBI: GenBank: 

QNL14850.1, GenBank: QNL14849.1, GenBank: QNL14848.1, GenBank: QNL14847.1, 

GenBank: QNL14846.1 GenBank: QNL14845.1, GenBank: ARM36026.1, GenBank: 

ABD47672.1, GenBank: CEE15336.1, GenBank: AMC30570.1, GenBank: ALL99116.1), 

представляющие собой продукцию оксациллиназ класса D, гена blaVIM  (NCBI: GenBank: 

XDI42706.1, GenBank: XDI42705.1, GenBank: ANG60018.1, GenBank: AEI25982.1, GenBank: 

AEI25981.1, GenBank: AEI25980.1, GenBank: ACT66695.1);  гена blaIMP  (NCBI: GenBank: 

XDI42704.1, GenBank: XDI42703.1, GenBank: ANG60017.1, GenBank: ANG60016.1, 

GenBank: WEM34149.1, GenBank: WEM32865.1, GenBank: WEM32864.1, GenBank: 

WEM32863.1); представляющие собой продукцию металло-β-лактамаз класса B, гена 

blaTEM (NCBI: GenBank: AHL30826.1, GenBank: AGW28875.1, GenBank: UQM62326.1, 

GenBank: QWB12052.1, GenBank: ASF75692.1, GenBank: ATP85514.1, GenBank: 

QBY34674.1), представляющие собой продукцию β-лактамаз расширенного спектра, гена 

aacA4 (NCBI: GenBank: UVF03947.1, GenBank: AXG64296.1, GenBank: ABN48510.1, 

GenBank: AID65146.1, GenBank: PAL54231.1, GenBank: WEI48480.1, GenBank: 

AOF43031.1, GenBank: ATP88812.1, GenBank: QDD67485.1);  гена aacC1  (NCBI: 

GenBank: AHL30835.1, GenBank: AHL30834.1, GenBank: ASF75699.1, GenBank: 

ATP88811.1, GenBank: QGT52031.1, GenBank: QGT52029.1, GenBank: QGT52026.1, 

GenBank: ALJ84045.1, GenBank: ALD03719.1, GenBank: ALD03708.1)   представляющие 

собой фрагменты генов, кодирующие аминогликозид-модифицирующие ферменты.  

Теоретическая специфичность разработанных праймеров была подтверждена in 

silico с использованием BLAST и Primer-BLAST на NCBI сервере. Данные 

олигонуклеотиды были синтезированы на ASM-800 фосфоамидитным способом. 

Концентрация синтезированных олигонуклеотидов составила 188,6-274,9 пкмоль/мкл. 

Метод РПА представляет собой чувствительный метод изотермической 

амплификации, позволяющий быстро и эффективно амплифицировать целевой ген в 
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изотермических условиях. В данном исследовании были использованы специфические 

праймеры, предназначенные для амплификации специфичных генов. 

Реакцию РПА проводили с использованием праймеров: RPA_OXA40_Fw 

(CCCCCTTAAAATTACACCAGTACAAGAAGT); обратный праймер RPA_OXA40_Rv 

(GTCAACCAACCTACCTGTGGAGTAACATCC); обратный праймер RPA_OXA23_Fw 

(GAAACAAACTCTACCTCTTGAATAGGCGTA); обратный праймер RPA_OXA23_Rv 

(AGACATGACACTAGGAGAAGCCATGAAGCT); обратный праймер RPA_OXA_51_Fw 

(CATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAG); обратный праймер RPA_OXA_51_Rv 

(CTCTTGCTGAGGAGTAATTTTTAAAGGACC); обратный праймер RPA_TEM_Fw 

(TTAGGCTAAAGAAATGAGTCCAAGTCTAAC); обратный праймер RPA_TEM_Rv 

(GTTATTCCCTCATTATGCCCTCTAACTTCT). 

Амплификацию проводили в соответствии с протоколом производителя. Результаты 

амплификации при изотермической амплификации представлены на рисунке 29. 

 

Рисунок 29 – Результаты гель-электрофореза, показывающие продукты амплификации, 

полученные в результате реакции РПА (NC – отрицательный контроль) 

Коллатеральная активность Cas12a была использована для детекции генов 

антибиотикорезистентности blaOXA-23, blaOXA-40, blaOXA-51 и blaTEM у Acinetobacter 

baumannii. Амплификация целевых последовательностей методом РПА обеспечила 

получение специфических ДНК-мишеней для формирования комплекса Cas12a-crRNA. В 

результате связывания комплекса с целевой последовательностью происходила активация 

фермента, сопровождавшаяся транс-расщеплением флуоресцентно-меченых репортерных 
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зондов. Это приводило к появлению отчетливого флуоресцентного сигнала, который 

визуализировался с помощью трансиллюминатора (рисунок 30). 

 

Сверху – положительные образцы; снизу – отрицательные 

Рисунок 30 – Результаты коллатеральной активности Cas12a спустя 30 минут 

3.13 Оптимизация состава реакционной смеси тест-системы, получение 

образцов положительного контроля 

При оптимизации реакционной смеси для тест-системы на основе ПЦР-в-РВ, 

дифференциально детектирующей B. burgdorferi s.l. и B. Miyamotoi были была выявлена 

недостаточная специфичность сетов праймеров и проб на гены fla, которые предполагалось 

использовать для дифференциальной детекции патогенов ранее. Сеты перекрывали друг 

друга при работе в дуоплексе. Поэтому были дополнительно разработаны сеты праймеров 

и проб к локусам гена 16S rRNA для детекции B. burgdorferi s.l.) и гена, кодирующего 

фермент глюкофосфатидилинозитол-фосфатазу (glpQ, glycerophosphodiester 

phosphodiesterase) для детекции B. miyamotoi. 

Сеты праймеров и проб подбирали таким образом, чтобы двуцепочечные 

взаимодействия были минимальными как внутри одного сета, так и между обоими сетами 

(для B. burgdorferi s.l. и B. miyamotoi). Взаимодействия между парами праймеров/проб 

оценивали в программе RNAStructure 5.0 (“MathewsLab”); отбирали таким образом, чтобы 

взаимодействие в каждом из возможных дуоплексов не превышало 12 kcal/mol. Помимо 

взаимодействия компонентов целевых сетов между собой оценивали также их 

взаимодействие с сетом на референсный ген 18S rRNA I. ricinus. 

Таким образом, для создания тест-набора, детектирующего и дифференцирующего 

B. burgdorferi s.l. и B. miyamotoi, были разработаны дополнительные праймеры и зонды к 

генам 16S rRNA B. burgdorferi s.l. и glpQ B. miyamotoi. Разработанные праймеры и зонды 

были синтезированы на синтезаторе олигонуклеотидов, а их очистку – на 

высокоэффективном жидкостном хроматографе методом ВЭЖХ в лаборатории 

органического синтеза ТОО «НЦБ».  

Специфичность праймеров и зондов проверяли на архивных образцах гомогенатов 



 
 

 73

клещей вида I. persulcatus, собранных в эпидемиологический сезон 2023 и 2024 г. Ixodes 

persulcatus являются основным резервуаром и вектором B. burgdorferi s.l. и B. miyamotoi в 

Азии, в том числе в южном и восточном регионах Казахстана. Исследовательской группой 

в рамках выполнения предыдущих проектов и за отчетный период был сформирован архив 

гомогенатов клещей, содержащих ДНК данных патогенов. 

Всего для проверки праймеров и зондов было использовано шесть образцов 

гомогенатов I. persulcatus, в двух из которых было установлено наличие ДНК B. afzelii, в 

одном ДНК B. garini, относящихся к группе B. burgdorferi s.l., в одном ДНК B. miyamotoi, 

также два образца отрицательных по ДНК B. burgdorferi s.l. и B. miyamotoi. 

На первом этапе исследования была проверена специфичность сета на референсный 

ген 18S rRNA I. ricinus. Поскольку сет разрабатывался как универсальный для всего отдела 

клещей (как твёрдых иксодовых клещей, так и мягких аргасовых клещей) его проверяли на 

всех имеющихся в наличии гомогенатах клещей. Результаты показаны на рисунке 31. 

Использовалась тотальная ДНК, выделенная из гомогенатов клещей видов: Argas persicus, 

Hyalomma asiaticum, Rhipecephalis pumilio, Haemiphisalis punctata, Hyalomma anatolicum, 

Hyalomma turanicum, Ixodes persulcatus. 

 

Рисунок 31 – Результаты ПЦР-в-РВ сета на референсный ген 18S rRNA: отрицательного 

контроля, включая (А) образцы ДНК, полученные из биологических образцов крупного 

рогатого скота и (Б) гомогенатов различных видов клещей различных видов 

Разработанный референсный сет показал высокую чувствительность и 100%-ю 

специфичность, поскольку ПЦР-в-РВ протекала со всеми имеющимися видами клещей, и в 

то же время показал отсутствие срабатывания с образцами ДНК животных. 

Далее нами проверялись разработанные дополнительно сеты на 16S rRNA 

B. burgdorferi s.l. и glpQ B. miyamotoi. Реакции проводились в виде синглплексов для 

предварительной оценки чувствительности сетов. На рисунке 32 представлены результаты 

ПЦР-в-РВ, проведённой с архивными образцами клещей, в которых ранее были 

детектированы боррелии. 
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Рисунок 32 – Результаты ПЦР-в-РВ синглплексов одних и тех же полевых образцов 

гомогенатов клещей на ген glpQ (А) и ген 16S rRNA (Б) 

Последним этапом работ данного отчётного года была отработка реакционной смеси 

и режимов термоциклирования для разработанных сетов в виде триплекса, то есть 

возможность одновременной детекции генов glpQ, 16S rRNA и референсного гена 18S 

rRNA (универсального для клещей). Сначала триплекс проверяли на образцах ДНК, 

полученных из культур B. burgdorferi s.l. и B. miyamotoi, полученных нами в рамках 

научного сотрудничества с German National Reference Centre for Borrelia at the Bavarian 

Health and Food Safety Authority, г. Мюнхен, Германия, и Центральным научно-

исследовательским институтом эпидемиологии, г. Москва, Россия. Результаты ПЦР-в-РВ 

представлены на рисунке 33. 

 

Рисунок 33 – Результаты ПЦР-в-РВ триплексов ДНК культур B. miyamotoi (А) и 

B. burgdorferi s.l. (Б) 
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Поскольку триплексы показали отсутствие взаимного ингибирования, дальнейшие 

испытания проводились на полевых образцах ДНК клещей. На рисунке 34 представлены 

результаты, полученные после отработки режимов термоциклирования и подбора 

реакционной смеси. Режимы термоциклирования для триплексов подбирали от 58 °С – 62 

°С с шагом в 1 °С. Оптимальным режимом для разработанного триплекса был следующий: 

(3 мин 95 °С) – 1 цикл, (10 сек 95 °С, 1 мин 60 °С) – 40 циклов. Также для триплексов была 

подобрана оптимальная реакционная смесь, содержащая 3,5 мМ MgCl2; по 270 нМ 

праймеров на glpQ и 16S rRNA; по 380 нМ на референсный 18S rRNA; 110 нМ пробы на 

референсный 18S rRNA; 220 нМ пробы на glpQ и 16S rRNA. 

 

Рисунок 34 – Результаты ПЦР-в-РВ триплексов ДНК гомогенатов клещей, 

инфицированных: B. miyamotoi (А), B. burgdorferi s.l. (Б), микс-инфекция B. miyamotoi+ 

B. burgdorferi s.l. (В), неинфицированный (Г) 

Таким образом, разработанная рабочая модель тест-системы может быть 

использована для проверки чувствительности и специфичности и, впоследствии, для 

выявления в носителях (клещах) и дифференциации возбудителей Лайм боррелиоза (B. 

burgdorferi s.l.) и клещевой возвратной лихорадки, вызываемой B. miyamotoi. 
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Для получение положительного контроля в плазмиду pET28a был клонирован 

полнодлинный ген BmGlpQ, содержащий целевой участок для определения B. miyamotoi; 

схема полученной плазмиды приведена в приложении Ж. Фрагменты генов 16S рРНК 

B. burgdorferi (150 н) и 18S рРНК Ixodes ricinus (120 н) были клонированы в плазмиду 

pBluescriptII+. Все полученные конструкции помещены в музей клонов на -80°С. 

3.14 Подбор универсальных праймеров для амплификации генетических 

маркеров используемых в ДНК-баркодировании растений 

Для разработки универсальных праймеров были собраны из базы данных NCBI 

GenBank последовательности рибосомных генов (18S и 28S) для эукариотических 

организмов, представляющих удалённые таксономические группы (Kingdoms): SAR, 

Percolozoa, Amoebozoa, Metamonada, Fungi, Viridiplantae, Plantae, Animalia. В выборку 

включались как индивидуальные последовательности (submissions), так и данные 

полногеномных секвенирований. Обязательным условием было наличие хотя бы одного из 

целевых рибосомных генов — 18S или 28S. 

Качество последовательностей проверялось с помощью множественного 

выравнивания для конкретных видов и их близкородственных таксонов. Это позволило 

выявить наиболее консервативные участки как для генов 18S, так и для 28S, при этом в 

дизайн были включены и максимально возможные вариабельные области. Дополнительно 

учитывались гены, кодирующие 5.8S рРНК, а также транскрибируемые спейсеры (ITS1 и 

ITS2). В итоге были идентифицированы несколько консервативных участков рибосомной 

ДНК, пригодных для проектирования праймеров. 

Подобранные праймеры тестировались с помощью in silico PCR и проверялись для 

каждой таксономической группы по критериям: отсутствие несовпадений (mismatches) и 

длине ампликона - от 1 до 5 тыс. п.н. Если 100% последовательностей выбранного таксона 

совпадали с сайтом праймера, он принимался в работу. Важно подчеркнуть, что 

проектирование велось только для таких праймеров, которые являются комплементарными 

к последовательностям всех эукариот. При этом не допускалась дегенерация 

последовательности праймера, а температура плавления подбиралась не ниже 67°C. Такие 

праймеры могут использоваться в двухстадийной ПЦР с одновременным проведением 

стадий отжига и элонгации при 70–72°C. Отсутствие mismatches обеспечивает 

равномерную и эффективную амплификацию образцов, принадлежащих к различным 

таксонам. 

Следует отметить, что выполнение этих условий является достаточно сложной 

задачей, и универсальная детекция всех эукариотических 18S и 28S генов рРНК в 

реальности может оказаться недостижимой. Консервативные участки данных генов 
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демонстрируют разную степень гетерогенности в зависимости от таксона. Даже если 

некоторые области полностью идентичны у грибов, высших растений и животных, то у 

промежуточных групп, например паразитических простейших (protists, slime molds), в таких 

же участках нередко наблюдается вариабельность. В подобных случаях критически 

важным остаётся сохранение полной консервативности на 3’-конце праймера, тогда как 

переменные нуклеотиды могут располагаться ближе к 5’-концу. 

Кроме того, выбранные участки должны включать достаточное количество 

вариабельных позиций для последующей видовой идентификации. Следуя этим 

принципам, нами был разработан универсальный набор праймеров для наиболее 

консервативных областей 18S и 28S рРНК у эукариот. Дополнительно учитывалось, что 

размер ампликона не должен превышать «комфортный» диапазон для ПЦР, то есть не более 

3 тыс. пар нуклеотидов. Поэтому было разработано несколько наборов праймеров, 

позволяющих получать продукты различной длины с включением разного числа 

вариабельных участков (рисунок 35). 

 

Рисунок 35 – Принципиальная схема ПЦР-амплификации для ДНК-

баркодирования лекарственных растений 

Разработанные праймеры предназначены для амплификации генов рибосомной РНК 

(rRNA) и межгенного спейсера (ITS) с последующим секвенированием методом третьего 

поколения, в частности нанопоровым секвенированием (ONT).  

В последующем, разработанные праймеры также могут быть адаптированы для 

использования в платформах секвенирования нового поколения (NGS).  

Далее с помощью программного инструмента Custom Multiplex Tiling PCR Panel 

Design Tool — современного веб-приложения для проектирования ампликонных панелей, 
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ориентированных на технологии секвенирования нового (NGS) и третьего (TGS) поколений 

были созданы три отдельных независимых набора  праймеров: первый (15 праймеров) — 

для амплификации гена 18S rRNA, второй (12 праймеров)— для гена 28S rRNA, и третий 

(6 праймеров) — для межгенного спейсера ITS (Internal Transcribed Spacer) — 

некодирующего участка ДНК, расположенного между рибосомальными генами (таблица 

5).  

Таблица 5 – Комбинации праймеров для амплификации генов рибосомной РНК (rRNA) и 

внутреннего транскрибируемого спейсера (ITS) 

В итоге, разработанные комбинации праймеров позволяют генерировать 

перекрывающиеся фрагменты для каждого пула, обеспечивая равномерную и эффективную 

амплификацию продуктов различной длины с включением разного числа вариабельных 

участков ДНК.  

Особое внимание было уделено ITS-региону, так как для большинства эукариот, 

включая грибы, продукты ITS-амплификации относительно короткие и легко 

воспроизводятся в стандартных условиях.  Ампликоны, генерируемые с помощью двух 

других наборов — для 18S и 28S рибосомальных генов, как правило, не превышают 2 тыс. 

пар нуклеотидов. Это делает возможной амплификацию полного гена с использованием 

разных пар праймеров и обеспечивает высокую эффективность реакции. 

Смесь 1 (18S rRNA) Смесь 2 (28S rRNA) Mix 3 (регион ITS) 

5642 4630 5390 

5644 5748 5394 

5649 5750 5730 

5749 5759 5751 

5754 5760 5753 

5755 5859 5763 

5761 5861  

5858 5869  

5860 5871  

5862 5872  

5864 5873  

5865 5877  

5868   

5870   

5878   
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3.15 Формирование ДНК коллекции фармакопейных стандартных образцов 

Проведен сбор и пополнение коллекции фармакопейных стандартных образцов 

лекарственных растений для последующей молекулярно-генетической идентификации 

методом ДНК-баркодинга (локусы rbcL, matK), для идентификации таксономической 

принадлежности видов на молекулярном уровне. Были собраны следующие образцы 

стандартного фармакопейного сырья, включённого в Государственную фармакопею 

Республики Казахстан. 

С целью повышения качественных и количественных характеристик ДНК (особенно 

из сложных многокомпонентных образцов), была проведена модификация буфера для 

экстракции ДНК из сложных многокомпонентных образцов. Показано, что добавление в 

состав 1% сульфита натрия (Na2SO3) и 1% поливинилпирролидона (PVP) позволяет 

эффективно удалять фенольные соединения и полисахариды (рисунок 36). 

 

Рисунок 36 – Электрофореграмма выделения ДНК из гербарных образцов при 

использовании стандартного протокола СТАВ (А) и модифицированного СТАВ  

с добавлением 1% Na2SO3 и 1% PVP (В) 

Для последующей разработки веб-приложения была проведена работа над 

архитектурой базы данных и веб-приложения, что является основой для дальнейшего 

расширения функционала, включающего карты ареалов, ДНК и инструменты анализа 

лекарственных растений Казахстана. Веб-интерфейс ресурса находится на стадии 

разработки и в дальнейшем планируется объединение макета с серверной частью веб-

приложения (рисунок 37).  
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Рисунок 37 – Веб-дизайн интерфейса для базы данных лекарственных растений 

Казахстана  

Для базы данных лекарственных растений Казахстана были выбраны следующие 

фреймворки, библиотеки, языки программирования и инструменты. В качестве языка 

запросов был выбран GraphQL, ASP.NET Core версии 7.0 был выбран как фреймворк для 

разработки серверной части веб-приложения, а для управления данными была выбрана 

PostgreSQL. Основным языком программирования для серверной части был выбран C#, 

разработка велась в среде Visual Studio; для работы с веб-интерфейсом использовалась 

среда Visual Studio Code. 

Таким образом, коллекция ДНК коллекция фармакопейных образцов, лекарственного 

сырья и фитопрепаратов составляет около 80 видов. После завершения проектирования 

модели данных проект БД перешёл к следующему этапу - созданию веб-интерфейса при 

помощи Vue.js. 

3.16 Приготовление библиотек и высокопроизводительное секвенирование 

ДНК лекарственных видов растений 

Оптимизация условий ПЦР амплификации проводилась по нескольким параметрам: 

числу циклов амплификации, концентрации праймеров, а также оценивали эффективность 

полимераз. Амплификацию проводили при следующих условиях: начальная денатурация 

при 98°C в течение 90 сек, далее 30-37 циклов: 98°C – 5 сек, 60°C – 180 сек, 72°C – 120 сек, 

завершающая элонгация при 72°C в течение 2 мин. Реакционная смесь объемом 15 мкл 

содержала ДНК (50 ng/µl), ПЦР-буфер, 30 mM dNTP, 2 U полимеразы и 25-50 nM праймеров 

из каждого набора (1-3). Исследование количества циклов амплификации показало, что при 

35-37 циклах наблюдали избыточное накопление продуктов, в то время как 30 циклах 

интенсивность амплифицированного продукта была недостаточной. Оптимальным 

оказался режим с 32 циклами, обеспечивающий достаточный выход целевого продукта при 

сохранении его специфичности. 
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При варьировании концентрации праймеров (25 мМ и 50 мМ) выявлено, что при 

использовании праймеров с концентрацией 25 мМ эффективность реакции снижалась, что 

выражалось в слабой амплификации, меньшей насыщенности профиля. Использование 

праймеров с конечной концентрацией 50 мМ обеспечивало чёткое формирование полос 

целевого размера без появления дополнительных продуктов (рисунок 38).  

Далее оценивали эффективность полимеразы, для этого проводили амплификацию с 

разработанными праймерами в присутствии Phusion Plus, Phire II Hot Start, и Phusion HS II 

Hot Start. Анализ профилей амплификации выявил, что полимераза Phusion Plus обладает 

рядом преимуществ для амплификации, основными из которых являются высокая 

специфичность, стабильность и воспроизводимость при работе с ДНК растений, часто 

содержащими ингибиторы (полисахариды и полифенольные компоненты).  

 

1, 4, 7 - Phusion Plus DNA Polymerase (mix 1, mix 2, mix 3); 2, 5, 8 - Phire II Hot Start DNA 

Polymerase (mix 1, mix 2, mix 3); 3, 6, 9 - Phusion HS II Hot Start DNA Polymerase (mix 1, 

mix 2, mix 3) 

Рисунок 38 – Праймер-тест для амплификации ДНК растений с праймерами 

В результате оптимизации были получены продукты амплификации для всех 

комбинаций праймеров. Далее ПЦР-продукты (Mix 1-3) объединяли в одной пробирке для 

каждой полимеразы отдельно и проводили ПЦР для анализа генерированных продуктов у 

всех комбинаций разработанных праймеров (1-48) (рисунок 39).  
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А - концентрация праймеров 50 nM; В - концентрация праймеров 25 nM 

Рисунок 39 – Электрофореграмма продуктов амплификации ДНК растений 

с разработанными праймерами: А – Phusion Plus DNA Polymerase; В – Phire Hot StartDNA 

Polymerase; С – Phusion HS II Hot Start DNA Polymerase 

Далее была проведена апробация разработанных праймеров для анализа 

поликомпонентных смесей с различным соотношением образцов (1:1:1; 1:0,5:0,5 и 0,5:0,5:1) 

(рисунок 40). 

 

М - маркер молекулярного веса; 1-3 - образец №1; 4-6 - образец №2; 7-9 - образец №3 

Рисунок 40 – Электрофореграмма продуктов амплификации многокомпонентных 

растительных образцов 

Результаты показали, что разработанные наборы праймеров универсальны и 

позволяют амплифицировать целевые последовательности переменных межгенных и 

кодирующих областей между эукариотическими генами 18S и 28S рРНК.  

В качестве пробного тестирования разрабатываемого подхода для видовой 

аутентификации видов все последовательности образцов, представленные в исследовании 

(18 пар чтений), были успешно секвенированы с использованием ампликонного 

секвенирования на платформе Illumina с длиной ридов 2x150 bp. Целью анализа было 
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определение растительного генетического материала в растительном образце и 

верификация целевого региона для последующей таксономической классификации. 

Для верификации региона и оценки качества данных был проведен процесс 

картирования ридов на референсную последовательность с использованием программы 

Geneious. В качестве референса была выбрана последовательность FN687763.1 (Hippophae 

rhamnoides), представляющая регион, длинной около 5000 пар оснований растения 

облепихи крушиновидной. Общий пул ридов, состоящий из 211,676 прочтений, был собран 

с использованием ассемблера Geneious. Процесс включал до 5 итераций с целью 

максимизации совпадений ридов с референсом. 

Результаты картирования демонстрируют, что более половины ридов (55.73%) 

успешно выравнивались по референсной последовательности FN687763.1 (Hippophae 

rhamnoides) (рисунок 41). Высокая доля совпадений (117,972 рида) в лучшей итерации 

подтверждает корректность выбора данного региона для анализа и его пригодность для 

дальнейшей дифференциации видов. 

 

Рисунок 41 – Картирование прочтений на референтный целевой регион ДНК 

Для повышения точности идентификации рекомендуется дополнить анализ 

картированием на дополнительные референсные последовательности других видов, что 

позволит оценить относительное представительство каждого вида в пуле. Картирование 

ридов на референс FN687763.1 (Hippophae rhamnoides) подтвердило пригодность целевого 

региона для анализа растительного материала и показало, что 55,73% ридов относятся к 

облепихе крушиновидной. Данные послужили основой для дальнейшей таксономической 

классификации и оценки соотношений видов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Согласно поставленной цели и задачам исследования в 2025 г. были получены 

следующие основные результаты: 

В соответствии с этапом 5 календарного плана проведена проверка 

работоспособности праймеров и оптимизированы условия ПЦР реакции для амплификации 

целевых регионов генов PAH, HNF4A, GCK, HNF1A, IPF1/PDX1, HNF1B, NEUROD1, 

KLF11, CEL, PAX4, INS, BLK, ABCC8, KCNJ11, APPL1, WSF1, COL4A3, COL4A4, 

COL4A5, COL4A6. 

В соответствии с этапом 6 календарного плана собран биоматериал от условно-

здоровых людей, а также пациентов с диагнозом болезнь Гоше для последующего масс-

спектрометрического анализа. Применена оптимизированная методика иммунодеплеции 

плазмы крови у экспериментальных животных. 

В соответствии с этапом 7 календарного плана получен рекомбинантный гексон 

аденовируса типа 3 и отработаны условия его очистки. Разработан и оптимизирован состав 

реакционной смеси тест-системы.  Отработан режим термоциклирования для выбранного 

состава тест-системы. 

В соответствии с этапом 8 календарного плана экспрессирован ген обратной 

транскриптазы в клетках E. coli и получен штамм-продуцент. Наработана рекомбинантная 

обратная транскриптаза в клетках E. coli, фермент выделен и очищен. Проведен подбор 

универсальных праймеров для амплификации генетических маркеров используемых в 

ДНК-баркодировании растений. 

В соответствии с этапом 9 календарного плана сформирована коллекция образцов 

для таргетного секвенирования и выявления мутаций у пациентов с установленным 

диагнозом фенилкетонурия, MODY диабет и неуточненным подтипом, синдром Альпорта. 

Сформирована группа исследования по колоректальному раку согласно критериям. 

Проведен скрининг мутаций KRAS/BRAF. 

В соответствии с этапом 10 календарного плана подготовлены 

иммунодеплетированные образцы из плазмы крови экспериментальных животных для 

анализа с помощью хромато-тандемной масс-спектрометрии LC-MS/MS на наличие и 

количество биомаркеров инсульта. 

В соответствии с этапом 11 календарного плана проведено определение 

генетических маркеров устойчивости к антибиотикам. Продолжен сбор и пополнены 

коллекции фармакопейных стандартных образцов лекарственных растений. Сформирована 

ДНК коллекция ваучерных (фармакопейных стандартных образцов), а также образцов из 

лекарственного сырья и фитопрепаратов. 
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В соответствии с этапом 12 календарного плана проведена апробация отработанных 

условий на контрольных образцах ДНК и оценка покрытия секвенирования целевых 

участков генов PAH, HNF4A, GCK, HNF1A, IPF1/PDX1, HNF1B, NEUROD1, KLF11, CEL, 

PAX4, INS, BLK, ABCC8, KCNJ11, APPL1, WSF1, COL4A3, COL4A4, COL4A5, COL4A6. 

Проведена валидация результатов скрининга мутаций KRAS/BRAF. 

В соответствии с этапом 13 календарного плана определена активность фермента β-

глюкоцереброзидазы в контрольных и экспериментальных образцах на основе 

квадрупольно-времяпролетной масс-спектрометрии. Подготовлены 

иммунодеплетированные образцы для анализа с помощью хромато-тандемной масс-

спектрометрии LC-MS/MS на наличие и количество биомаркеров инсульта. 

В соответствии с этапом 14 календарного плана получен рекомбинантный VP4 

антигена ротавируса человека и отработаны условия его очистки. Определены 

иммунохимические и диагностические свойства рекомбинантных антигенов. Проведен 

дизайн и синтез CRISPR-РНК. Проведена CRISPR-детекция генетических детерминант 

резистентности. Клонированы последовательности выбранных для тест-системы 

фрагментов в плазмиды для получения образцов положительного контроля. 

В соответствии с этапом 15 календарного плана проведена проверка активности 

рекомбинантной обратной транскриптазы, подобран буфер хранения и оптимизирован 

состав реакционного буфера. Оптимизированы условия получения рекомбинантной 

обратной транскриптазы в полупромышленных условиях. Проведена оптимизация условий 

ПЦР амплификации на коллекции ДНК лекарственных видов растений, оптимизированы 

условия приготовления библиотек и высокопроизводительного секвенирования. 

В рамках реализации научной программы достигнуты результаты, направленные на 

разработку высокоточных методов диагностики генетических заболеваний и изучение 

мутаций, связанных с онкогенезом. Важной составляющей работы стало создание методов 

таргетного секвенирования, апробация праймеров для амплификации генов, связанных с 

фенилкетонурией, MODY диабетом и синдромом Альпорта. Были сформированы 

коллекции контрольных образцов ДНК от пациентов с подтвержденными диагнозами и 

здоровых добровольцев, что было необходимо для дальнейшего тестирования 

диагностических панелей и методов. Клинический отбор пациентов, проведение 

лабораторных анализов и получение этических согласий соответсвовали существующим 

требованиям. Кроме того, в рамках задачи по колоректальному раку выполнен 

целенаправленный скрининг мутаций в генах KRAS и BRAF, подтверждённый результатами 

таргетного секвенирования. 

Проведена подготовка иммунодеплетированных образцов плазмы крови 
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экспериментальных животных для анализа методом LC-MS/MS. Применённая методика 

позволила существенно снизить уровень высокоэкспрессированных белков и повысить 

качество детектирования низкоконцентрированных биомаркеров, потенциально связанных 

с инсультом. Результаты масс-спектрометрического анализа выявили набор пептидов, 

ассоциированных с воспалительными и коагуляционными процессами для дальнейшей 

валидации панели биомаркеров ишемического повреждения мозга. Определена активность 

фермента β-глюкоцереброзидазы в контрольных и патологических образцах с применением 

квадрупольно-времяпролётной масс-спектрометрии. Полученные результаты показали 

чувствительность разрабатываемого метода для диагностики болезни Гоше. 

В области изучения антибиотикорезистентности проведены работы по изучению 

генетических маркеров антибиотикорезистентности, в том числе у клинических и 

природных изолятов. Проведён дизайн и синтез CRISPR-РНК для детекции генетических 

детерминант резистентности, а также клонирование фрагментов целевых 

последовательностей в плазмиды для создания положительных контрольных образцов. 

Совокупность результатов подтвердило перспективность созданных рекомбинантных 

антигенов и CRISPR-систем для разработки диагностических тестов нового поколения. 

В рамках научной программы достигнуты результаты, направленные на разработку 

новых диагностических методов для инфекционных заболеваний. Разработаны и 

протестированы генетические конструкции, позволяющие синтезировать рекомбинантные 

антигены для иммунохроматографического анализа, направленного на определение 

иммунного статуса против рота- и аденовирусных инфекций. Для выявления и 

дифференциации возбудителей Лайм-боррелиоза и клещевой возвратной лихорадки была 

проведена молекулярный скрининг полевых образцов иксодовых клещей методом ПЦР с 

последующим секвенированием фрагментов генов flaB, ospA, ospC и 16S рРНК. 

Подтверждено присутствие на территории Казахстана возбудителей Borrelia burgdorferi 

sensu lato и Borrelia miyamotoi, включая патогенные генотипы. Впервые охарактеризованы 

локальные изоляты B. miyamotoi, близкие к штаммам Восточной Европы, что имеет важное 

значение для эпидемиологического мониторинга и разработки диагностических тест-

систем. 

Проведенные исследования по созданию термостабильных ферментов для 

молекулярной диагностики инфекций экспериментально подтвердили активность 

полученной рекомбинантной обратной транскриптазы. Оптимизирован состав 

реакционного и буферного растворов, что обеспечило стабильность фермента при 

хранении. Отработаны условия масштабного производства в полупромышленных объёмах, 

обеспечивающие высокий выход и чистоту фермента. 
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Кроме того, была сформирована и пополнена коллекция фармакопейных 

стандартных образцов лекарственных растений. Для каждого ваучерного образца 

проведено выделение ДНК и создание эталонной библиотеки для дальнейшего 

баркодирования. Была разработана технология аутентификации фитопрепаратов, 

используемых в педиатрической практике, с использованием ДНК-баркодинга. Улучшены 

параметры ПЦР-амплификации для ДНК лекарственных растений и протоколы подготовки 

библиотек для секвенирования. 

Таким образом, согласно запланированным задачам, исследования выполнены в 

полном объеме. По результатам исследований были опубликованы статьи в рецензируемых 

зарубежных научных изданиях Molecular Therapy Nucleic Acids (Q1 Web of Science, 

процентиль по CiteScore в базе Scopus - 94), Applied Sciences (Q2 Web of Science, процентиль 

по CiteScore в базе Scopus - 79), Frontiers in Ecology and Evolution (Q2 Web of Science, 

процентиль по CiteScore в базе Scopus - 83), индексируемых в базе данных Web of Science 

с ненулевым импакт-фактором, а также статьи в отечественных изданиях Eurasian Journal 

of Applied Biotechnology, и Bulletin of the L.N. Gumilyov Eurasian National University. 

Bioscience Series рекомендованных КОКСНВО (приложения Б и В). По результатам 

исследований были опубликованы два патента Республики Казахстан на полезную модель 

и патент Республики Казахстан на изобретение (приложения Б и В). 

Научно-технический уровень исследований является высоким, и не уступает 

передовым исследованиям в исследуемой области знаний.  

Технико-экономическая эффективность разрабатываемых высокочувствительных и 

точных методы диагностики социально-значимых заболеваний с использованием 

современных клеточных, геномных и протеомных технологий и инструментальных 

методов непосредственно связана с улучшением качества жизни пациентов, снижением 

затрат на лечение пациентов, и, в перспективе, со снижением уровня инвалидизации 

пациентов.  

Уровень готовности технологии. Уровень готовности технологии для естественных 

наук, к которому относится данная программа, – категория А, уровень готовности 

технологии (УГТ/TRL) – 2, так как были опубликованы научные публикации с описанием 

результатов изучения объектов исследования. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г 

Отчет о патентных исследованиях 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д 

Распределение картированных ридов по парам праймеров  

Таблица Д.1 – Распределение картированных ридов по парам праймеров в зависимости от условий амплификации (5–20 нг ДНК; 22 и 27 

циклов) 

Праймеры 
 

Количество полученных ридов 
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Смесь праймеров (пул) №1 

Пара 1 1522 899 762 7042 4370 4940 3932 4668 5261 5731 3857 2664 

Пара 2 2782 1869 1695 11331 7058 8573 5295 7376 8117 7202 5527 4062 

Пара 3 2642 1948 1211 10497 5702 7048 4451 6266 7088 6511 5719 2743 

Пара 4 8004 9207 8821 23012 21150 26330 18195 21882 23456 16835 18863 8527 

Пара 5 13962 10323 8644 22586 14415 15742 13743 17363 18832 23861 20263 11318 

Пара 6 4451 3389 2943 10936 6296 7074 6212 7165 8803 9968 8289 4765 

Пара 7 7305 5748 4111 14684 8248 8879 9289 10820 11463 14886 13130 6426 

Пара 8 8083 6648 5286 12666 7808 8387 8430 9678 12159 12805 12254 5724 
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Продолжение таблицы Д.1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Пара 9 7331 6159 6031 9805 6494 7071 7442 9423 11324,5 12747 10026 5507 

Пара 10 22074 19580 18011 19949 20475 21546 16077 22942 25740 27674 26408 14533 

Пара 11 4057 1996 1080 7855 8321 7809 4743 6846 7300 10122 5608 4892 

Пара 12 5347 4151 3546 10155 6244 7221 5946 7532 9846 9367 8527 5205 

Пара 13 23521 24096 23922 36398 27415 36022 29824 37073 34094 32829 31771 22275 

Итого 111081 96013 86063 196916 143996 166642 133579 169034 183484 190538 170242 98641 

  Смесь праймеров (пул) №2 

Пара 1 118 146 68 3064 3205 5327 1791 2547 2405 1043 905 875 

Пара 2 6227 6713 4903 20906 17959 20778 14351 16999 19367 12527 13364 6413 

Пара 3 8003 9207 8821 23010 21149 26329 18194 21880 23455 16835 18862 8526 

Пара 4 7956 10832 7723,5 25508 21054 25129 20454,5 25677 24300 14434 17973 7499 

Пара 5 2375 6064,5 4367 5695 14011 17393 4823 14611 15761 2893 9183 3612 

Пара 6 4400 5854 5860 13816 14336 16861 11710 14544 15190 6655 9381 6905 

Пара 7 5254 6890 4311 11916 13167 16052 14071 13308 13338 8289 9864 3772 

Пара 8 6127 7689 6576 13829 15040 16955 16459 16321 17231 8998 10842 7039 

Пара 9 6055 8741 6609 23651 24458,5 27111,5 20751 26893 28251 12856 16737 7654 

Пара 10 11548 15132 13198 21563 21173 29559 21387 24098 25487 18514 21086 9183 

Пара 11 3335 4625 3759 10922 12108 15770 10581 12667 12542 6218 7913 2813 

Пара 12 23519 24094 23921 36397 27415 36022 29820 37071 34094 32826 31769 22264 
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Продолжение таблицы Д.1 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Пара 13 6780 8820 5587 20366 20019 22539 17926 20651 21480 9974 15068 6112 

Итого 91698 114807 95703 230643 225095 275826 202319 247268 252901 152062 182947 92667 



 
 

ПРИЛОЖЕНИЕ Е 

Нуклеотидная последовательность фрагментов генов резистентности 

Амплификация гена OXA-23: 

AGATGGATTGGAGAACCAGAAAACGGATATTAATGAAATATTTAAATGGAAGGGCG 

AGAAAAGGTCATTTACCGCTTGGGAAAAAGACATGACACTAGGAGAAGCCA 

TGAAGCTTTCTGCAGTCCCAGTCTATCAGGAACTTGCGCGACGTATCGGTCTTGATC 

TCATGCAAAAAGAAGTAAAACGTATTGGTTTCGGTAATGCTGAAATTGGACAGCAG 

GTTGATAATTTCTGGTTGGTAGGACCATTAAAGGTTACGCCTATTCAAGAGGTAGAG 

TTTGTTTCCCAATTAGCACATACACAGCTTCCATTTAGTGAAAAAGTGCAGGCTAAT 

GTAAAAAATATGCTTCTTTTAGAAGAGAGTAATGGCTACAAAATTTTTGGAAAGACT 

GGTTGGGCAATGGATATAAAACCACAAGTGGGCTGGTTGACCGGCTGGGTTGAGCA 

GCCAGATGGAAAAATTGTCGCTTTTGCATTAAATATGGAAATGCGGTCAGAAAT 

Амплификация гена OXA-40: 

GATTAGTTGGCCCCCTTAAAATTACACCAGTACAAGAAGTTAATTTTGCCGATGACC 

TTGCACATAACCGATTACCTTTTAAATTAGAAACTCAAGAAGAAGTTAAAAA 

AATGCTTCTAATTAAAGAAGTAAATGGTAGTAAGATTTATGCAAAAAGTGGATGGG 

GAATGGATGTTACTCCACAGGTAGGTTGGTTGACTGGTTGGGTGGAGCAAGCTAAT 

GGAAAAAAAATCCCCTTTTCGCTTCAAA 

Амплификация гена OXA-51: 

TAATGCTTTGATCGGCCTTGAGCACCATAAGGCAACCACCACAGAAGTATTTAAGTG 

GGATGGTAAAAAAAGGTTATTCCCAGAATGGGAAAAGGACATGACCCTAGG 

CGATGCCATGAAAGCTTCCGCTATTCCAGTTTATCAAGATTTAGCTCGTCGTATTGG 

ACTTGAGCTCATGTCTAAGGAAGTGAAGCGTGTTGGTTATGGCAATGCAGATATCGG 

TACCCAAGTCGATAATTTTTGGCTGGTGGGTCCTTTAAAAATTACTCCTCAGCAAGA 

GGCACAGTTTGCTTACAAGCTAGCTAATAAAACGCTTCCATTTAGCCAAAAAGTCCA 

AGATGAAGTGCAATCCA 

Амплификация гена TEM: 

AAACGCTGGTGAAAGTAAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTA 

CATCGAACTGGATCTCAACAGCGGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTCGCCCCGA 

AGAACGTTTTCCAATGATGAGCACTTTTAAAGTTCTGCTATGTGGTGCGGTATTATC 

CCGTGTAGACGCCGGGCAAGAGCAACTCGGTCGCCGCATACACTATTCTCAGAATG 

ACTTGGTTGAGTACTCACCAGTCACAGAAAAGCATCTTACGGATGGCATGACAGTA 

AGAGAATTATGCAGTGCTGCCATAACCATGAGTGATAACACTGCTGCCAACTTACTT 

CTGACAACGATCGGAGGACCGAAGGAGCTAACCGCTTTTTTGCACAACATGGGGGA 

TCATGTAACTCGCCTTGATCGTTGGGAACCGGAGCTGAATGAAGCCATACCAAACG 
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ACGAGCGTGACACCACGATGCCTGCAGCAATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTA

ACTGGCGAACTACTTACTCTAGCTTCCCCGGCAACAATTAATAGACTGGATGGAGGC

GGATAAAGTTGCAGGACCACTTCTGCGCTCGGCCCTTCCGGCTGGCTGGTTTATTGC

TGATAAATCTGGAGCCGGTGAGCGTGGGTCTCGCGGTATCATTGCAGCACTGGAGG

CCAGATGGTAAGTCCCTCCCGTATCGTAGTTATCTACACGACGGGGAGTCAGGCAAC

TATGGATGAACGAAATAGACAGATCGCT 

Амплификация гена SPM: 

ACATTATCCGCTGGAACAGGTCGAAGTGAAGTTGTTTCATGCAGCCACTCATGAACT

GATAGCGACTGCAATTACCAACCAAGATGGGCGAGTGAGTGATTTTGGAATAAAAA

ACTTAGGTAAAGGTGCTTATCAACTTGAATTTGAAGTTGCCCCTTATTTTTCATCACA

GCAAATCAAAACCTTTTTTCCCCGTGTTTGTATTCAATTTTTCATAGAAGACACCACT

CAGCATTACCACATTCCATTACTGATCAGCCCGTTTGCGTACCCAGATTTT 

Амплификация гена VIM: 

CGAATGCGCAGCACCAGTTAGGCTAAAGAAATGAGTCCAAGTCTAACTTTAAAACT

TCATGATTTTTTTCAACATTTTAGCGGGGATTTAATTTATCATCATGAAGAGCAAATA

TTATGTTATCTCGGTGAGCAAGATCTTTTTCAAACCATCAGTAAACGTAGTGAAATT

CATGATATTCCCGCATTACGTGGTCACTTACGTACCATGACTATGCCGCAATATGAA

AAATTTCAGCAATTCATGCTTAATTTAATTAAATAAATCTCTCGTACTGCTGAACTG

GCAACTTATTAAAAAAATAAGAAGTTAGAGGGCATAATGAGGGAATAACAATAAG

AGGAGTAAAAATGACAGGTTTATTCATTTTCTTGGGGATTTTCGTTGTACTGATTGCT

TGGGGCATCCACATTCGCAATAACATTGTGCGTTATTTCAATGCGACCAAACACCAT

C 

Амплификация гена aacA4: 

ATGACTGAGCATGACCTTGCGATGCTCTATGAGTGGCTAAATCGATCTCATATCGTC

GAGTGGTGGGGCGGAGAAGAAGCACGCCCGACACTTGCTGACGTACAGGAACAGT

ACTTGCCAAGCGTTTTAGCGCAAGAGTCCGTCACTCCATACATTGCAATGCTGAATG

GAGAGCCGATTGGGTATGCCCAGTCGTACGTTGCTCTTGGAAGCGGGGACGGACGG

TGGGAAGAAGAAACCGATCCAGGAGTACGCGGAATAGACCAGTTACTGGCGAATGC

ATCACAACTGGGCAAAGGCTTGGGAACCAAGCTGGTTCGAGCTCTGGTTGAGTTGCT

GTTCAATGATCCCGAGGTCACCAAGATCCAAACGGACCCGTCGCCGAGCAACTTGC

GAGCGATCCGATGCTACGAGAAAGCGGGGTTTGAGAGGCAAGGTACCGTAACCACC

CCATATGGTCCAGCCGTGTACATGGTTCAAACACGCCAGGCATTCGAGCGAACACG

CAGTGATGCCTAA 

Амплификация гена aacC1: 
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TTAGGTGGCGGTACTTGGGTCGATATCAAAGTGCATCACTTCTTCCCGTATGCCCAA

CTTTGTATAGAGAGCCACTGCGGGATCGTCACCGTAATCTGCTTGCACGTAGATCAC

ATAAGCACCAAGCGCGTTGGCCTCATGCTTGAGGAGATTGATGAGCGCGGTGGCAA

TGCCTTGCCTCCGGTGCTCGCCGGAGACTGCGAGATCATAGATATAGATCTCACTAC

GCGCCTGCTCAAACTTTGGCAGAACGTAAGCCGCGAGAGCGCCAACAACCGCTTCT

TGGTCGAAGGCAGCAAGCGCGATGAATGTCTTACTACGGAGCAAGTTCCCGAGGTA

ATCGGAGTCCGGCTGATGTTGGGAGTAGGTGGCTACGTCTCCGAACTCACGACCGA

AAAGATCAAGAGCAGCCCTCATGGATTTGACTTGGTCAGGGCCGAGCCTACATGTG

CGAATGATGCCCAT 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Ж 

Схема плазмиды pET-GlpQ

 


