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Вступительное слово

ческих диагностических панелей; изучение редких 
заболеваний; сокращение времени для создания 
выборки пациентов при возникновении новой на-
учной идеи.

В  четырех статьях представлен и  объединен 
в  одноименном разделе практический опыт науч-
ных коллективов. 

Обзорные статьи посвящены влиянию усло-
вий хранения плазмы и сыворотки крови на уровни 
циркулирующих микроРНК, факторам преанали-
тического этапа, влияющим на правильность опре-
деления их концентрации в  плазме и  сыворотке, 
биоинформатическому подходу к обработке данных 
высокопроизводительного секвенирования моле-
кул малых РНК, роли биобанков в  исследованиях 
сердечно-сосудистых заболеваний.

Уважаемые читатели, 

биобанкирование — важный элемент инфраструк-
туры современных биомедицинских исследований, 
который требует высококвалифицированных спе-
циалистов. Наш журнал традиционно и  ежегодно 
готовит свой одиннадцатый номер, целиком посвя-
щенный задачам биобанкирования, и этот выпуск, 
который вы сейчас читаете, — уже пятый!

Биобанкирование вносит значительный вклад 
в развитие персонализированной медицины в Рос-
сии и  в  мире. В  обзоре Покровской М. С. и  др. на 
конкретных примерах показано, что современные 
биобанки стали необходимой структурой, спо-
собной накапливать, хранить и  использовать био- 
образцы и  связанные с  ними данные в  необходи-
мом количестве для проведения генетических ис-
следований в  России и  в  мире. На основании со-
бранных коллекций и  баз данных с  ассоцииро-
ванной клинической информацией в  биобанках, 
созданных в  разных странах, проводят различные 
масштабные генетические исследования. Эффек-
тивность генетических разработок напрямую зави-
сит от количества биобанков, от развития сотруд-
ничества между ними в  рамках консорциумов, от 
возможности совместного использования цифро-
вых платформ, объединяющих базы данных. 

В  номер вошли семь оригинальных статей, 
описывающих новейшие научные достижения. 
Например, группой экспертов разработаны 15 кол-
лекций биообразцов пациентов с  редкими и  пред-
ставляющими научный интерес клиническими 
ситуациями для решения задач персонализирован-
ной медицины. Предлагаемый подход позволяет 
решать широкий спектр клинических и  научно-
практических задач: это своевременная постановка 
или уточнение диагноза; формирование когорт па-
циентов для изучения генетических аспектов забо-
леваний; выявление новых генетических вариантов 
наследственных заболеваний; разработка генети-

Приятного чтения, 
Главный редактор, 
д.м.н., профессор, академик РАН
Драпкина Оксана Михайловна
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Роль биобанкирования в развитии персонализированной 
медицины в России и в мире
Покровская М. С., Борисова А. Л., Киселева А. В., Ершова А. И., Мешков А. Н., 
Драпкина О. М.
ФГБУ "Национальный медицинский исследовательский центр терапии и профилактической медицины" Минздрава России. 
Москва, Россия 

Для внедрения в  практическое здравоохранение современно-
го персонализированного подхода к  лечению многих патоло-
гических состояний необходимо развитие новейших биомеди-
цинских технологий и  проведение генетических исследований. 
Изучение распространенности генетических факторов риска 
развития различных заболеваний, генов лекарственной устой-
чивости, разработка генетических панелей для определения 
индивидуального риска развития патологий, а  также создание 
шкал генетического риска, требуют анализа большого количе-
ства данных. В обзоре на конкретных примерах показано, что со-
временные биобанки стали необходимой структурой, способной 
накапливать, хранить и  использовать биообразцы и  связанные 
с  ними данные в  необходимом количестве для проведения ге-
нетических исследований в  России и  в  мире. На основании со-
бранных коллекций и  баз данных с  ассоциированной клиниче-
ской информацией в  биобанках, созданных в  разных странах, 
проводят различные масштабные генетические исследования. 
Эффективность генетических разработок, в  частности, для ран-
ней диагностики заболеваний, прямо зависит от количества 
биобанков, от развития сотрудничества между ними в  рамках 
консорциумов, от возможности совместного использования 

цифровых платформ, объединяющих базы данных. Биобанки 
и биобанкирование стали основой для развития персонализиро-
ванной медицины. 
Ключевые слова: биобанк, биобанкирование, генетические ис-
следования, персонализированная медицина, секвенирование, 
шкалы генетического риска.
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Role of biobanking in the development of personalized medicine in Russia and the world
Pokrovskaya M. S., Borisova A. L., Kiseleva A. V., Ershova A. I., Meshkov A. N., Drapkina O. M.
National Medical Research Center for Therapy and Preventive Medicine. Moscow, Russia

To implement a modern personalized approach in practical healthcare, 
the latest biomedical technologies should be developed and genetic 
research should be performed. The analysis of a  substantial quantity 
of data is essential for the investigation of the prevalence of genetic risk 
factors for various diseases, drug resistance genes, the development 
of genetic panels to determine the individual risk of pathologies, as 
well as the creation of genetic risk scores. The review demonstrates 
through the use of illustrative examples that contemporary biobanks 
have become a vital component in the field of genetics research, both 
in Russia and globally. These specialized institutions are capable of 
accumulating, storing, and utilizing a substantial quantity of biological 
samples and related data, which is essential for advancing genetic 
research. The data collected in biobanks and associated clinical 
information form the basis for large-scale genetic studies conducted 
in different countries. The efficacy of genetic advancements, such 

as the early diagnosis of diseases, is contingent upon the number of 
biobanks, the establishment of collaborative networks among them, 
and the capacity to leverage digital platforms uniting diverse databases. 
Biobanks and biobanking have emerged as the foundation for the 
advancement of personalized medicine.
Keywords: biobank, biobanking, genetic research, personalized me
dicine, sequencing, genetic risk score.
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Биобанкирование

АКШ — аортокоронарное шунтирование, ВНП — вариант нуклеотидной последовательности, ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, ИБС — ишемическая болезнь сердца, РНК — рибонуклеиновая кисло-
та, СД — сахарный диабет, ССЗ — сердечно-сосудистые заболевания, ШГР — шкала генетического риска, ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота, ЭССЕ-РФ — Эпидемиология сердечно-сосудистых 
заболеваний в регионах Российской Федерации, CKB — China Kadoorie Biobank, COVID-19 — COrona VIrus Disease 2019, GWAS — genome-wide association study, UKB — UK Biobank, WGS — whole genome 
sequencing. 

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Медико-генетические исследования, направлен
ные на выявление генетической обусловленно-
сти или предрасположенности к  заболеваниям, 
стали актуальны в последнее время в связи с тен
денцией к развитию персонализированной меди
цины. 

• � Создание биобанков и  сетей биобанков в  раз-
личных областях биомедицины — современные 
инструменты, повышающие эффективность 
и качество научных исследований. 

Что добавляют результаты исследования?
• � В обзоре обобщены данные многочисленных пу-

бликаций на тему проведения генетических ис-
следований на основе коллекций биообразцов 
и баз данных биобанков. Описана роль россий-
ских биобанков в  развитии этого направления. 
Именно благодаря биобанкам проведены мас-
штабные проекты, позволяющие создавать шка-
лы генетического риска развития заболеваний, 
диагностические системы, получать данные об 
ассоциациях генетических вариантов с патологи-
ческими состояниями  — реализовывать персо-
нализированные подходы к медицине. 

Key messages
What is already known about the subject?

• � Medical genetic research aimed at identifying ge
netic conditioning or predisposition to diseases has 
become relevant recently due to the trend towards 
personalized medicine.

• � Establishment of biobanks and biobank networks in 
various fields of biomedicine are modern tools that 
increase the efficiency and quality of scientific re
search.

What might this study add?
• � The review summarizes the data of numerous publi

cations on genetic research based on biosample col
lections and biobank databases. The role of Rus
sian biobanks in the development of this area is 
described. It is due to biobanks that large-scale 
projects have been carried out, allowing to create 
genetic risk scores, diagnostic systems, to obtain 
data on associations of genetic variants with patho
logical conditions in order to implement perso
nalized approaches to medicine.

Введение
Роль биобанков в  проведении современных 

биомедицинских исследований определилась как 
важнейшая в  связи с  тем, что именно биобанки 
предоставляют исследователям необходимое коли-
чество биоматериала высокого качества в  сочета-
нии с  обширной и  накапливающейся со временем 
информацией, сопровождающей образцы. Приме-
нение технологии биобанкирования значительно 
увеличивает надежность и  воспроизводимость ре-
зультатов исследований, делает возможным прове-
дение масштабных проектов [1].

Возникают биобанки различных типов, раз-
виваются способы их взаимодействия между со-
бой и  с  научно-медицинским сообществом, уже 
существуют и  планируются объединения биобан-
ков в сети с созданием централизованных баз дан-
ных. В  настоящее время развитие генетических 
исследований, новейших технологий и  подходов 

к  решению различных биомедицинских задач, как 
диагностических, прогностических, так и  терапев-
тических, стало чрезвычайно актуальным и много-
обещающим направлением, призванным вывести 
медицину на новый персонализированный уро-
вень. Биобанки и биобанкирование становятся ос-
новой для этого развития. Поэтому от того, как эф-
фективно развивается биобанкирование, зависит 
и  успех генетических исследований на националь-
ном и мировом уровне. 

Можно выделить несколько ключевых совре-
менных направлений молекулярно-генетических ис-
следований в области медицины, в которых успешно 
используются ресурсы биобанков: 

•  популяционные исследования, направлен-
ные на изучение распространенности генетических 
факторов риска развития различных заболеваний, 
генов лекарственной устойчивости, создание шкал 
генетического риска;

*Corresponding author: a.borisova0108@gmail.com
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сматривалась литература, преимущественно опу-
бликованная не ранее 2019г. Поиск проводился по 
ключевым словам, представленным в  статье. Для 
написания обзора было выбрано 60 полнотексто-
вых оригинальных статей. 

Результаты
Мировая практика участия биобанков в генети-

ческих исследованиях
Актуальность развития медико-генетических 

исследований неуклонно возрастает в  связи с  вне-
дрением в  практику здравоохранения персонали-
зированного подхода к диагностике, профилактике 
и лечению заболеваний человека.

Направления генетических исследований, тес-
но связанных и  даже зависимых от биобанков, их 
баз данных и  наличия необходимых образцов, до-
статочно подробно представлены в  обзоре Лаза-
ревой Т. Е. и  др. [1]. Собранные в  масштабах био-
банков генетические данные позволяют определять 
популяционные частоты генетических вариантов. 
Сбор информации об аллельной частоте был од-
ним из первых мотивов для создания биобанков 
и  коллекций генетических данных. Популяцион-
ные аллельные частоты особенно важны для моле-
кулярной диагностики наследственных заболева-
ний и  интерпретации результатов секвенирования 
следующего поколения (next generation sequencing, 
NGS) клиническими генетиками. Хранящиеся 
в  биобанках коллекции генотипированных био-
образцов могут быть использованы исследовате-
лями в  различных видах высокопроизводительных 
анализов, в  т.ч. в  качестве внешнего контроля при 
проведении полногеномного поиска ассоциаций 
(GWAS, genome-wide association study) для редких 
и  распространенных заболеваний. Данные полно-
геномного секвенирования (WGS, whole genome 
sequencing), имеющиеся в  биобанках, могут быть 
использованы для создания панелей референсных 
генотипов [3].

Информация, собранная в биобанках, включая 
данные анкетирования, клинических обследова-
ний, физических измерений, больших баз данных 
из национальных реестров здоровья, является плат-
формой для выявления генетических ассоциаций 
с  заболеваниями. Результаты таких исследований 
позволяют разрабатывать шкалы генетического рис
ка (ШГР). Внедрение ШГР в  клиническую прак-
тику для прогнозирования индивидуального риска 
является основой современной персонализирован-
ной медицины [4].

В  целом биобанкирование активно способ-
ствует переходу к  точной (персонализированной) 
медицине. Развивается геномно-информирован-
ный подход к  лечению при взаимодействии врача 
и  пациента путем обсуждения геномных результа-
тов с интерпретацией специалиста.

•  поиск генетических маркеров различных за-
болеваний для ранней диагностики;

•  разработка генетических панелей (тест-сис
тем) с  целью определения индивидуального риска 
развития патологий для внедрения в  практическое 
здравоохранение и развития персонализированной 
медицины;

•  разработка тест-систем для дифференциаль-
ной и  ранней диагностики моногенных заболева-
ний;

•  разработка неинвазивных методов диагно-
стики онкологических заболеваний, пренатальной 
диагностики патологий плода.

Для проведения генетических исследований 
с  использованием разных методов наиболее часто 
в  биобанках формируют коллекции биоматериала 
следующих типов: цельная кровь с  этилендиамин-
тетрауксусной кислотой (ЭДТА), плазма крови 
с ЭДТА, ткани, клетки, кал. 

Важное значение для проведения генетических 
исследований имеют размеры выборок [2]. Для изу-
чения распространенности в популяциях вариантов 
нуклеотидной последовательности (ВНП), ответ-
ственных за различные патологические состояния, 
необходимы большие репрезентативные выборки. 
Для изучения генетической предрасположенности 
к  заболеваниям, генетически обусловленных забо-
леваний, в  частности, многофакторных, таких как 
атеросклероз, артериальная гипертония и др., а так-
же для подтверждения участия генов-кандидатов 
в развитии определенных патологий, необходимо по 
критериям включения постепенно набирать биома-
териал и клиническую информацию от большого ко-
личества пациентов (ориентировочно от 1 до 10 тыс. 
человек). Делать это возможно исключительно с по-
мощью технологии биобанкирования, которая по-
зволяет собрать и хранить необходимое количество 
качественного биоматериала и  информации для 
подтверждения связи экспрессии комплекса генов 
и фенотипа человека. 

На основе коллекций и  баз данных с  ассоци
ированной клинической информацией современ-
ных биобанков проводят масштабные генетические 
исследования. Тенденция к объединению биобанков 
в  сети способствует повышению эффективности 
научных исследований, связанных с  генетически-
ми разработками и  их внедрением в  практическое 
здравоохранение.

Цель обзора — анализ вклада биобанков в  ре-
ализацию различных генетических исследований 
в России и в мире для развития персонализирован-
ной медицины. 

Методологические подходы
Поиск литературных источников для обзора 

проводился на русском и  английском языках в  ба-
зах данных eLIBRARY и  PubMed, при этом рас-
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здорового старения и этиологии хронических забо-
леваний, актуальных для европейского населения. 
Каждые полтора года участники заполняют анкету 
и  каждые 5  лет приглашаются на медицинское об-
следование. Одно из направлений генетических 
исследований, связанных с  изучением ассоциа-
ций заболеваний с  составом микробиоты кишеч-
ника, проводят в  рамках когортного исследова-
ния Digestive Health, являющегося частью проекта 
LifeLines. Среди прочих получены данные о  влия-
нии микробиома кишечника человека на регуля-
цию белков крови, связанных с ССЗ [13].

Интересным примером разнообразия направ-
лений генетических исследований, основанных на 
коллекциях биобанков, является применение близ-
нецового метода в Karolinska Biobank4, который был 
создан в 2004г в Каролинском институте в Швеции. 
Когорта TwinGene включает фенотипические дан-
ные и  биологические образцы близнецов, родив-
шихся до 1958г [14]. 

Японский биобанк (BioBank Japan, BBJ)5 так-
же предоставляет доступ к  масштабным геномным 
данным для выявления ассоциаций генов и вариан-
тов с  распространенными заболеваниями. Данные 
о  ВНП доступны примерно для 200  тыс. участни-
ков. Объединенные данные WGS из ориентирован-
ной на заболевания когорты BBJ и популяционной 
когорты ToMMo позволили создать GEM-J WGA — 
общедоступную панель частот вариантов для япон-
ской популяции [15].

Китайский биобанк Кадори (China Kadoorie 
Biobank, CKB)6 — это совместное когортное иссле-
дование хронических заболеваний, вклад которых 
в смертность и инвалидность среди китайцев в по-
следнее время существенно возрос. В CKB получе-
ны масштабные данные генотипирования более чем 
100 тыс. участников. В настоящее время проводится 
WGS всей когорты, анализируются метаболиты и ре-
зультаты метилирования дезоксирибонуклеиновой 
кислоты (ДНК). Имеющиеся результаты уже позво-
лили провести крупномасштабные GWAS для попу-
ляций неевропейского происхождения [16].

Еще один известный восточноазиатский био-
банк был создан на Тайване (Taiwan Biobank, TWB)7 
в  2012г. Формируемая когорта представляет струк-
туру населения и  включает граждан в  возрасте 20-
70 лет. TWB расширяет информационное сопровож
дение сбором медицинских данных об участниках 

4	 KI Biobank Core Facility (KIBB). https://ki.se/en/research/research-
infrastructure-and-environments/core-facilities-for-research/ki-
biobank-core-facility-kibb (19 September 2024).

5	 BioBank Japan (BBJ).https://biobankjp.org/en/ (19 September 2024).
6	 China Kadoorie Biobank (CKB). https://www.ckbiobank.org/ (19 Sep

tember 2024).
7	 Taiwan Biobank (TWB). https://taiwanview.twbiobank.org.tw/about.

php (19 September 2024).

Биобанк Великобритании (UKB, UK Biobank1 
является наиболее активно используемым биобан-
ком в  области геномных исследований человека. 
UKB — это большая проспективная популяционная 
пополняемая база данных, открытая для мирового 
научного сообщества, в  т.ч. для изучения возник-
новения и развития заболеваний среди лиц средне-
го и пожилого возраста. В период 2006-2010гг были 
собраны биообразцы и первичные данные 500 тыс. 
жителей Великобритании в  возрасте 40-69  лет. До 
настоящего времени генетические данные (экзом-
ных, полногеномных исследований) UKB широко 
используются для GWAS [5], выявления ассоциа-
ций на уровне фенома (PheWAS) [6], ассоциатив-
ных [7] и проспективных [8] исследований, менде-
левской рандомизации [9]. Причем реализуется по-
иск генетической обусловленности самых разных 
патологических состояний и их сочетаний. Так, на-
пример, были получены данные о  связи более ко-
роткой длины теломер лейкоцитов с  повышенным 
риском развития деменции и  болезни Альцгейме-
ра [8]. В другой работе показано, что при наличии 
генетической предрасположенности к  деменции 
возрастает риск сердечно-сосудистых заболеваний 
(ССЗ) [10]. Актуальное масштабное исследова-
ние показало значимую связь между генетической 
предрасположенностью к  пассивному образу жиз-
ни и повышенным риском депрессии [9]. Изучение 
плейотропного действия генов дало новое пред-
ставление о  генетической связи между мигренью 
и другими заболеваниями [6].

FinnGen2  — это совместный проект универ-
ситетов, медицинских клиник и  биобанков Фин-
ляндии, собравший генотип-фенотипные данные 
392 тыс. участников. Этот биобанк активно сотруд-
ничает по генетическим направлениям с  другими 
биобанками в мире. После годичного эмбарго свод-
ная статистика GWAS публикуется в  открытом до-
ступе на сайте проекта. 

В совместном проекте UKB и FinnGen резуль-
таты GWAS по тысячам фенотипов находятся в от-
крытом доступе для научного сообщества. Обще-
доступность таких данных позволяет проводить 
широкомасштабные PheWAS и  выявлять плейо-
тропные гены, влияющие на несколько признаков 
или заболеваний [11]. Одним из примеров получен-
ных результатов является недавнее выявление гене-
тических предикторов осложнений ожирения: стеа-
тоза, цирроза, гепатоцеллюлярной карциномы [12]. 

LifeLines3  — биобанк и  многопоколенное ко-
гортное исследование жителей северной части 
Нидерландов, целью которого является изучение 

1	 UK Biobank. https://www.ukbiobank.ac.uk/ (19 September 2024).
2	 FinnGen Biobank. https://www.finngen.fi/en (19 September 2024).
3	 LifeLines Biobank. https://www.lifelines-biobank.com/ (19 Septem

ber 2024).
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занных с  формированием коллекций биоматериа-
ла для проведения научных исследований. В  2018г 
была создана Национальная ассоциация биобанков 
и  специалистов по биобанкированию — НАСБИО 
[20]. К  настоящему времени в  нее вошли 43 веду-
щих научно-медицинских организации, организо-
вавших биобанки различного профиля.

За последние десятилетия значительно увели-
чилось количество данных о  генетических меха-
низмах развития многих распространенных забо-
леваний, можно наблюдать и значительное ускоре-
ние внедрения генетических методов диагностики 
в клиническую практику. Для поиска генетических 
полиморфизмов, которые вносят вклад в  развитие 
тех или иных заболеваний, проводятся GWAS [3]. 
Значительное число GWAS, как было показано вы-
ше, основываются на полученных в  биобанках ге-
нетических данных пациентов. Информационные 
технологии позволяют обрабатывать все бóльшие 
объемы данных, что открывает возможности для 
запуска все более масштабных проектов с  исполь-
зованием ресурсов биобанков и их объединений.

Примеры российских биобанков, обеспечиваю-
щих проведение генетических исследований

Биобанк ФГБУ "НМИЦ ТПМ" Минздрава Рос-
сии (далее Биобанк НМИЦ ТПМ) был организован 
в 2014г по мировым стандартам международной ор-
ганизации ISBER (International Society for Biological 
and Environmental Repositories). К настоящему вре-
мени в  нем собрана и  активно используется кол-
лекция биоматериала (цельная кровь, сыворотка 
крови, плазма крови с ЭДТА и с цитратом натрия) 
>880  тыс. образцов от ~100  тыс. человек. Биобанк 
является исследовательским, популяционным, но-
зологическим. С помощью Биобанка НМИЦ ТПМ 
реализуются все научно-медицинские проекты, 
связанные с  использованием биоматериала. Стан-
дартизованный преаналитический этап, надежное 
хранение биообразцов в  необходимых условиях 
обеспечивают возможность эффективного каче-
ственного проведения исследований, в  т.ч. про-
спективных и генетических [21].

Использование технологии биобанкирова-
ния, сбор масштабных коллекций биоматериала 
в  рамках проекта "Интересные случаи в  клинике 
НМИЦ ТПМ", эпидемиологического исследования 
ЭССЕ-РФ (Эпидемиология сердечно-сосудистых 
заболеваний в  регионах Российской Федерации) 
и  других научных проектов Центра дали возмож-
ность провести различные генетические исследо-
вания, в т.ч. с целью разработки и внедрения в ме-
дицинскую практику диагностических тестов для 
ранней диагностики и  обнаружения рисков раз-
вития заболеваний. В  работе 2019г были описаны 
аспекты работы биобанка, дающего возможность 
развивать направление персонализированной ме-
дицины в крупном медицинском центре. К настоя-

проекта каждые 2-4 года и делится результатами ге-
номных исследований на веб-сайте Taiwan View.

Национальный биобанк Кореи (National Bio
bank of Korea, NBK)8 — платформа биобанков (Ко-
рейское исследование генома и  эпидемиологии 
(KoGES), Корейское национальное обследование 
здоровья и  питания), в  которой хранятся образ-
цы и  база данных популяционных когорт, а  также 
региональных больничных коллекций (от 439602 
и  612185 участников, соответственно). На осно-
ве крупномасштабных данных NBK был разрабо-
тан и оптимизирован массив генотипирования для 
идентификации вариаций, связанных с  особенно-
стями корейской популяции [17].

Бангладешский биобанк атеросклероза собрал 
коллекцию ДНК и  провел исследование ассоциа-
ций по всему геному (GWAS) для выявления гене-
тических факторов риска, связанных с ишемической 
болезнью сердца (ИБС) у  пациентов, перенесших 
операцию аортокоронарного шунтирования (АКШ). 
Выявление новых локусов генов у пациентов с АКШ 
призвано помочь обнаружить специфические тера-
певтические мишени для пациентов с  ИБС в  Бан-
гладеш, разработать национальные рекомендации 
по лечению ИБС и повысить стандарты здравоохра-
нения в стране [18].

Еще одна сложная задача — исследование ред-
ких заболеваний, где систематизированный доступ 
к  данным по клиническому фенотипу, геномным 
данным, а  также к  биоматериалу может быть суще-
ственно ограничен. Объединение данных нескольких 
учреждений позволяет получать более полное пред-
ставление о заболевании и интересующей популяции 
пациентов, корректно сравнивать и  анализировать 
полученные результаты исследований и делать новые 
выводы. Финансируемый Седьмой рамочной про-
граммой Европейского союза в рамках Международ-
ного консорциума по исследованию редких заболе-
ваний (IRDiRC), RD-Connect является глобальным 
инфраструктурным проектом, начатым в  ноябре 
2012г, который связывает геномные данные с  ре
естрами, биобанками и инструментами клинической 
биоинформатики для создания центрального иссле-
довательского ресурса по редким заболеваниям [19].

Таким образом, краткий обзор направлений 
развития генетических исследований показывает 
неразрывную связь достижений в области изучения 
генетики заболеваний человека с ресурсами биобан-
ков в мире.

Развитие генетических исследований на основе 
биобанков в России

В  настоящее время наблюдается стремитель-
ный рост количества российских биобанков, свя-

8	 National Biobank of Korea (NBK). https://biobank.nih.go.kr/
cadaver/cmm/main/engMainPage.do;jsessionid=86000B10837C5F
7E29D98D4A6DB04E5A (19 September 2024).
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зовании ШГР для стратификации риска. В группах 
высокой наследственной предрасположенности 
возможно реализовать более раннее интенсивное 
профилактическое вмешательство. Определяю-
щую роль в  реализации этого направления играют 
биобанки и  развитие биобанкирования, обеспечи-
вающие единые стандарты сбора и  хранения био-
образцов необходимого количества и качества [39]. 
В  этой связи развивается отдельное направление 
исследований — валидация ШГР различных забо-
леваний на российской популяции: ожирение [40], 
сахарный диабет (СД) 2 типа [41], остеопороз [42], 
артериальная гипертензия [43], ИБС [44], а  также 
поиск и репликация ассоциаций вариантов генома 
с  уровнями липидов в  выборке из представителей 
российской популяции [3]. 

Новым направлением стало пилотное исследо-
вание по изучению ассоциации уровней микроРНК 
(рибонуклеиновая кислота) плазмы крови с  раз-
личной выраженностью коллатерального крово
обращения при хронической окклюзии коронар-
ной артерии у пациентов с ИБС [45]. 

Приведенные примеры наглядно демонстри-
руют высокую востребованность собранного био-
материала от репрезентативной выборки населения 
регионов России для генетических исследований.

Биобанк Северной Евразии. По мере развития 
персонализированной и  геномной медицины по-
пуляционно-генетические исследования начинают 
играть все более важную роль в сфере здравоохра-
нения. Деятельность популяционных биобанков не 
ограничивается сферой фундаментальной науки: по-
пуляционная генетика накапливает данные и о гене-
тических маркерах, ассоциированных с заболевани-
ями, об их частоте в разных популяциях. Популяци-
онные биобанки могут использоваться в медицине 
для формирования контрольных выборок при изу-
чении различных заболеваний, для оценки в разных 
группах населения частот генетических маркеров, 
ассоциированных с заболеваниями или воздействи-
ем лекарственных средств [46-48]. 

Важным шагом перехода к персонализирован-
ной медицине служит "персонализированная ме-
дицина популяций". Если пациенты происходят из 
определенной популяции, то их индивидуальные 
геномы отражают и  особенности популяционного 
генофонда, т.к. популяции различаются по часто-
там аллелей, ассоциированных с  заболеваниями. 
Каталог ассоциаций с  заболеваниями показывает, 
что 35% геномных вариаций не являются общими 
для населения даже в  пределах одного континента 
[47]. Проект "1000 геномов" выявил необходимость 
организации региональных биобанков.

На базе Биобанка Северной Евразии выполне-
ны различные исследования. Изучение распростра-
ненности онкогена MDM2 было проведено автора-
ми вместе с норвежскими коллегами. В работе сде-

щему времени наличие биобанка стало платформой 
для создания в  ФГБУ "НМИЦ ТПМ" Минздрава 
России Института персонализированной терапии 
и  профилактики. Материал, собранный в  рамках 
трех этапов крупномасштабного эпидемиологиче-
ского проекта ЭССЕ-РФ, основанный на обсле-
довании представительной выборки из 41 региона 
РФ, послужил основой для большого количества 
научных исследований. Проспективное наблюде-
ние за когортой, сформированной из участников 
одномоментных исследований, позволяет изучать 
вклад факторов риска развития заболеваний и  их 
биохимических маркеров в  выживаемость в  РФ, 
а  также оценить целесообразность дополнения 
ШГР новыми биомаркерами [22-24]. 

Помимо исследований, связанных с  изучени-
ем распространенности хронических неинфекци-
онных заболеваний и  факторов риска их развития 
в  российской популяции, собранный биоматериал 
и  база данных позволяют проводить генетические 
исследования, связанные с  изучением распростра-
ненности ВНП, ассоциированных с развитием раз-
личных заболеваний. Так, на основе популяцион-
ной коллекции ЭССЕ-РФ были проведены иссле-
дования по распространенности гетерозиготной 
семейной гиперхолестеринемии [25], дисбетали-
попротеидемии [26], а  также определение частоты 
носительства таких заболеваний, как муковисци-
доз, фенилкетонурия, дефицит α-1-антитрипсина 
и  нейросенсорная тугоухость [27-29]. Кроме того, 
была выявлена распространенность известных па-
тогенных и новых или редких ВНП усечения белка 
(protein-truncating) в полном наборе генов ACMG59 
[30]. В  рамках других исследований с  использова-
нием разных коллекций Биобанка НМИЦ ТПМ 
были охарактеризованы спектры генетических ва-
риантов таких заболеваний, как ИБС [31], семей-
ная гиперхолестеринемия [32], некомпактный мио-
кард левого желудочка [33-38].

Важным аспектом является расширение ба-
зы данных результатами новых исследований, вы-
полненных на собранном биоматериале, а  также 
возможность проведения проспективных иссле-
дований, позволяющих отслеживать состояние 
здоровья участников проекта и  оценивать конеч-
ные точки. На таком обширном материале можно 
разрабатывать ШГР, которые служат основным 
инструментом современной генной диагностики. 
Они формируются преимущественно на основании 
результатов GWAS крупномасштабных исследова-
ний с  участием сотен тысяч пациентов, в  которых 
анализируются миллионы ВНП. Масштабы генети-
ческих исследований, а вместе с ними и предсказа-
тельная точность ШГР, постоянно увеличиваются. 
Накоплено значительное количество научных дан-
ных, демонстрирующих повышение эффективно-
сти профилактических мероприятий при исполь-
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в проспективном исследовании микроРНК в плаз-
ме крови в  течение 1-го и  2-го триместров у  бере-
менных женщин с высоким риском преждевремен-
ных родов показали, что профиль микроРНК на 
ранних сроках беременности может предсказывать 
высокий риск преждевременных родов [52].

Важным аспектом в  успехах современной ме-
дицинской генетики является возможность взаимо-
действия мировых биобанков. Российские исследо-
ватели провели систематическое сравнение свод-
ной статистики GWAS для 679 сложных признаков 
в  когортах UKB и  FinnGen и  продемонстрировали 
эффективность объединения данных крупных био-
банков [53]. В  следующем исследовании авторы 
собрали и  проанализировали сводную статистику 
GWAS из когорты FinnGen и  UKB по 24 осложне-
ниям беременности. Было обнаружено 6 локусов, 
достигающих общегеномной значимости в  мета
анализе для гипертонии беременных, гестационно-
го СД и преждевременных родов. Анализ результа-
тов GWAS выявил также причинно-следственную 
связь между экспрессией генов в шейке матки и ге-
стационной АГ, а  также известные и  ранее неоха-
рактеризованные генетические корреляции между 
осложнениями беременности и другими признака-
ми Для того, чтобы получить представление о  мо-
лекулярных путях и  отдельных генах, связанных 
с  осложнениями течения беременности, включая 
наиболее изученные из них: преэклампсию, геста-
ционный СД, преждевременные роды и  отслойку 
плаценты, были использованы общедоступные ба-
зы данных (каталог GWAS Национального институ-
та исследований генома человека, HuGE Navigator 
и  набор генетических и  фенотипических данных 
UKB). Проведенный анализ позволил выделить 
центральные молекулярные пути для признаков, 
связанных с  беременностью, и  предполагает необ-
ходимость использования более точных и сложных 
стратегий анализа ассоциаций для надежного опре-
деления генетических факторов риска осложнений 
беременности [54]. 

Пандемия COVID-19 (COrona VIrus Disease 2019) 
привлекла внимание многих исследователей к теме 
взаимодействия между геномами вируса и  челове-
ка. Было проведено множество исследований для 
выявления генетических факторов риска, которые 
предсказывают тяжесть и  исход COVID-19. Од-
нако такой анализ был затруднен в  когортах огра-
ниченного размера и/или в  случае ограниченной 
широты покрытия генома. В следующей работе ав-
торы попытались обойти эти проблемы путем по-
иска генов-кандидатов и  генетических вариантов, 
связанных с  различными количественными и  би-
нарными признаками в  когорте из 840 пациентов 
с COVID-19 из России, собранной в Биобанке СПБ 
ГБУЗ Городская Больница № 40. Хотя ассоциаций на 
уровне отдельных генов с  тяжестью и  исходом за-

лан вывод, что популяционные частоты SNP285C 
важны при оценке риска развития определенных 
видов рака в популяции.

На коллекции биобанка коренного населения 
Северной Евразии изучают полиморфизмы генов 
биотрансформации ксенобиотиков I  и  II, генов 
репарации ДНК для исследований генетической 
адаптации популяций, для анализа подверженности 
коренного населения мультифакториальным забо-
леваниям, в т.ч. заболеваниям сердечно-сосудистой 
системы и  т.д. Формирование референсных баз 
данных для ДНК-идентификации возможно также 
только с  использованием коллекций популяцион-
ных биобанков. 

Для дальнейшего развития популяционных био
банков России необходимо интенсивно пополнять 
коллекции репрезентативными выборками, про-
водить молекулярно-генетические исследования 
и биоинформатический анализ, расширяя базу дан-
ных. Потенциал использования биобанков как ре-
сурсов информации о генофондах будет постоянно 
расти, способствуя развитию как фундаментальных 
исследований, так и  прикладных медицинских на-
правлений, в т.ч. персонализированной медицины.

РФ является крупнейшей и одной из самых эт-
нически разнообразных стран в  мире. Проект "Ге-
ном России" объединяет усилия разных биобанков 
и направлен на проведение полного геномного сек-
венирования и  анализа народов России, которые 
являются носителями как известных, так и  новых 
генетических вариантов адаптивного, клиническо-
го и  функционального значения. В  исследовании 
2020г представлены результаты популяционно-
специфической геномной изменчивости в  России, 
важные для медицинской генетики [49].

Совместный генетический проект Биобанка 
Санкт-Петербургского государственного университе-
та и  Биобанка НМИЦ ТПМ дал мощный толчок 
проекту изучения генетической основы развития 
СД 2  типа. Исследование было посвящено откры-
тию новых генных мишеней, связанных с ожирени-
ем и СД 2 типа. Было обнаружено несколько высо-
коспецифичных для конкретного случая вариантов 
в  генах, ранее напрямую несвязанных с  СД 2  ти-
па и/или ожирением (например, TMC8, PCDHA1, 
PLEKHA5, HBQ1, VAV3 и  ADAMTS13). Фармакоге-
нетические открытия могут помочь в  выявлении 
новых лекарственных мишеней, разработать алго-
ритм для персонализированного подхода к лечению 
СД 2 типа [1, 50]. 

C использованиям коллекции биоматериала 
и базы данных Биобанка ФГБНУ "НИИ акушерства, 
гинекологии и репродуктологии им. Д. О. Отта" про-
водят приоритетные исследования генетической 
предрасположенности к  осложнениям течения бе-
ременности [51]. В  работе этого коллектива с  ис-
пользованием коллекций биоматериала Биобанка 
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ние сохраняемых видов биоматериала с целью наи-
более полного охвата структур организма, подвер-
женных разнообразной генетической патологии. 
Перспективное направление работы биобанка свя-
зано с применением клеточных технологий для ис-
следования молекулярных механизмов нарушений 
функционирования мутантного генома в  клетках 
и тканях пациентов. 

ФГБУ "НМИЦ онкологии" Минздрава России 
(Ростов-на-Дону) является крупнейшим центром 
в  Южном федеральном округе России, оказыва-
ющим медицинскую помощь пациентам из более 
чем 15 регионов. Наличие Биобанка и  собирае-
мой биоресурсной коллекции образцов опухолей 
и  метастазов, а  также базы медицинских данных 
больных раком желудка, обеспечивает проведе-
ние генетических исследований, в  частности NGS 
(next generation sequencing) анализа, позволяющего 
строить новые схемы молекулярной классифика-
ции, и  экстраполировать полученные результаты 
на популяцию Юга России. Различные коллекции 
образцов формируются в криохранилище в зависи-
мости от задач и исследований ФГБУ "НМИЦ он-
кологии" Минздрава России и  включают образцы 
свежезамороженных опухолевых тканей и  коллек-
ции клеточных линий, а также цельную кровь, сы-
воротку и плазму крови. Базу данных использовали 
для проведения различных генетических и  моле-
кулярных исследований, включающих корреляции 
генотип-фенотип, перекрестные исследования, 
исследования "случай-контроль" и  когортные ис-
следования. На материале образцов тканей ней-
роэндокринных опухолей поджелудочной железы 
и  глиальных опухолей различной степени злокаче-
ственности были выполнены исследования по вы-
явлению прогностических биомаркеров и  потен-
циальных мишеней для таргетной терапии методом 
высокопроизводительного секвенирования. Таким 
образом, данные коллекций биобанка играют важ-
ную роль для развития персонализированной меди-
цины, обеспечивая раннюю диагностику и эффек-
тивные методы лечения каждому пациенту [58].

В биобанке "НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина" 
создают и  хранят клеточные линии — воспроизво-
димый ресурс для научных исследований и практи-
ческого применения. Генетическая характеристи-
ка клеточных линий входит в  рутинную практику 
биобанков [59]. Перед пользователями открывают-
ся широкие возможности целенаправленного под-
бора для своих исследований панели клеточных 
линий с  определенными мутациями или их ком-
бинациями. Такой подход выводит на новый уро-
вень исследования фундаментальных механизмов 
чувствительности и  резистентности клеток к  про-
тивоопухолевым препаратам, что крайне важно 
для персонализированного подхода к  лечению. Ге-
нетически охарактеризованные клеточные линии 

болевания обнаружить не удалось, было показано, 
что 11 независимых локусов-кандидатов связан-
ны с  количественными признаками у  пациентов 
с  COVID-19. Один из выявленных вариантов был 
успешно подтвержден в  независимом исследова-
нии, а три варианта оказались связанными с коли-
чественными признаками, согласно данным UKB. 
Более того, показано, что оценка риска, основан-
ная на этих вариантах, может предсказать тяжесть 
и  исход госпитализации в  изученной российской 
когорте пациентов. Учитывая эти результаты, авто-
ры считают важной концепцию изучения количе-
ственных признаков и  обширного фенотипирова-
ния для выявления генетических факторов риска 
тяжелого течения COVID-19 [55].

Биобанк ФГБНУ "Медико-генетический научный 
центр им. академика Н. П. Бочкова" (организован 
в формате центра коллективного пользования (ЦКП 
"Биобанк") и работает с уникальным биоматериалом 
пациентов с  генетическими заболеваниями: кровь/
компоненты крови и  витальные клеточные линии 
различного тканевого происхождения. Сохране-
ние такого материала дает возможность глубокого 
и комплексного его исследования в течение длитель-
ного времени, в  т.ч. в  рамках научной кооперации 
[56]. Для проведения исследований по установле-
нию и изучению маркеров генетической патологии 
в Биобанке ежегодно депонируют ~10-11 тыс. образ-
цов периферической (венозной) крови пациентов. 
Первичный биопсийный, аутопсийный, операцион-
ный материалы подвергаются специальному процес-
сингу с целью получения целевых клеточных линий, 
несущих маркеры исследуемых заболеваний. Науч-
ные и диагностические исследования, проводимые 
в  ФГБНУ "МГНЦ" Минздрава России на моделях 
мутантных диплоидных линий фибробластов, охва-
тывают широкий спектр наследственных болезней: 
геномные и  хромосомные аномалии, наследствен-
ные болезни обмена, нарушения транскрипции 
и  сплайсинга, митохондриальные болезни, множе-
ство изменений структурно-функционального го-
меостаза тела человека, начиная от молекулярного 
и до организменного Кроме того, ряд лабораторий 
центра с  использованием методов направленной 
дифференцировки индуцированных плюрипотент-
ных стволовых клеток, полученных из фибробластов 
кожи пациентов, разрабатывают прикладные тех-
нологии редактирования генома (CRISPR/CAS9 — 
Clustered Regularly Interspaced Palindromic Repeats/
CRISPR-Associated nuclease 9) для лечения моноген-
ных заболеваний [57].

В настоящее время в сотрудничестве с научны-
ми лабораториями активно внедряются методы изу
чения тканеспецифической экспрессии ряда генов 
в первичных культурах Т-лимфобластов и диплоид-
ных линиях уринальных клеток. Общая стратегия 
развития ЦКП "Биобанк" предполагает расшире-
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служат неизменимым инструментом для скринин-
га и  доклинического изучения противоопухоле-
вых препаратов, поиска новых мишеней, а  также 
фундаментальных исследований. Сейчас биобанки 
предлагают панели клеточных линий, как готовые 
решения для научных исследований [60].

Заключение
Обобщив результаты мировой практики и рос-

сийских достижений в  области медицинской гене-
тики, можно смело утверждать, что на современном 
этапе биобанки и  их базы данных являются осно-
вой для развития различных направлений генети-
ческих исследований и,  соответственно, развития 
персонализированной профилактики и  медицины. 

Примеры эффективного использования кол-
лекций биобанков в  генетических исследовани-
ях, приведенные в  данной публикации, отражают 
лишь малую часть направлений исследовательских 
работ, проводимых в  настоящий момент в  России 
и в мире. Становится очевидным, что объединение 
усилий разных биобанков, совместные большие 
проекты дают возможность получения прорывных 

результатов в этой области. Единая сеть биобанков 
на уровне страны или на международном уровне 
может обеспечить стандартизацию и гармонизацию 
деятельности отдельных биобанков, в т.ч. в области 
использования информационных систем, позволя-
ющих решить проблему доступности, согласован-
ности и  полноты данных. Масштабные базы дан-
ных, создаваемые в  рамках сетей биобанков, дают 
возможность проводить метаанализ геномных ассо-
циаций, обнаруженных в  разных популяциях, что 
имеет решающее значение для проведения геном-
ных исследований и разработки генетических диа-
гностических тест-систем. 

Таким образом, применение технологий био-
банкирования, масштабирование коллекций био-
материала, расширение и  объединение баз данных 
дает возможность эффективного развития медико-
генетических исследований и  персонализирован-
ной медицины. 
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Цель. Представить подход к формированию коллекции биообраз-
цов пациентов с  редкими и  представляющими научный интерес 
клиническими ситуациями для решения задач персонализирован-
ной медицины; проанализировать результаты применения данного 
подхода в течение 8 лет. 
Материал и методы. Разработка подхода и  формирование кол-
лекции биообразцов крови и  ее производных выполняется на 
базе ФГБУ "НМИЦ ТПМ" Минздрава России в  рамках проекта 
"Интересные случаи в  клинике НМИЦ ТПМ". Сбор биоматериала 
у пациентов проекта осуществляется планово в рамках работы ста-
ционара, а  также по направлению врачей амбулаторного приема. 
Для всех включаемых пациентов проводится процедура подписания 
информированного согласия. Каждый биообразец сопровождается 
обширной аннотацией, включающей социально-демографические, 
клинические, генетические и  другие виды данных. В  статье пред-
ставлены результаты проекта по состоянию на 12.08.2024.
Результаты. Группой экспертов разработаны 15 клинико-нозо-
логических групп и  критерии включения в  эти группы. На момент 
анализа в проект включено 4525 стационарных и амбулаторных па-
циентов. Отмечается положительная динамика количества ежегод-
но включаемых лиц. Генетическое тестирование проведено более 
чем 2500 пациентам. Предлагаемый подход позволяет решать ши-
рокий спектр клинических и  научно-практических задач в  области 
персонализированной медицины: это своевременная постановка 
или уточнение диагноза; формирование когорт пациентов для изу
чения генетических аспектов заболеваний; выявление новых ге-
нетических вариантов наследственных заболеваний; разработка 
генетических диагностических панелей; изучение редких заболе-
ваний; сокращение времени для создания выборки пациентов при 
возникновении новой научной идеи. 
Заключение. Предложенный подход к  сбору и  сохранению био-
образцов и ассоциированных с ними клинических, социально-де-

мографических, генетических и  других видов данных у  пациентов 
с  представляющими научный интерес и  редкими клиническими 
случаями является важным и  эффективным для решения прак-
тических и  научных задач персонализированной медицины. 
Алгоритм работы хорошо проработан, стандартизован и легко ре-
ализуем в  рамках научно-медицинских клиник, независимо от их 
размера. Стандартизация преаналитического этапа при формиро-
вании коллекции биообразцов создает предпосылки для развития 
многоцентрового сотрудничества на национальном и  междуна-
родном уровне.
Ключевые слова: персонализированная медицина, биобанкиро-
вание, наследственные заболевания, редкие заболевания, генети-
ческое тестирование, коллекция биообразцов.
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Biosample collection in a biobank to solve problems of personalized medicine
Kopylova O. V.1, Ershova A. I.1, Meshkov A. N.1, Pokrovskaya M. S.1, Efimova I. A.1, Limonova A. S.1, Blokhina A. V.1, Serebryanskaya Z. Z.1, Smetnev S. A.1, 
Mikhailina V. I.1, Myasnikov R. P.1, Kiseleva A. V.1, Garbuzova E. V.1, Metelskaya V. A.1,2, Borisova A. L.1, Drapkina O. M.1
1National Medical Research Center for Therapy and Preventive Medicine. Moscow; 2Russian Medical Academy of Continuous Professional 
Education. Moscow, Russia

Введение
Развивающиеся в  настоящее время техноло-

гии биобанкирования открывают новые возмож-
ности для проведения клинических и эпидемиоло-
гических исследований1 [1-4]. Одним из подходов 
к формированию коллекций биообразцов является 
сбор биоматериала для изучения конкретного за-
болевания; биобанки подобного рода называются 
нозологическими биобанками. При таком подходе 
в рамках конкретного проекта осуществляется сбор 
биообразцов от пациентов с тем или иным заболе-

1	 Pokrovskaya M, Sivakova O, Meshkov A, et al. Biobanking of bio
specimens for the epidemiology of cardiovascular risk factors and 
diseases in regions of the Russian Federation study (ESSE-RF). 
In: Biospecimen Research Symposium. 2018:30.

ванием [2, 5, 6]. Особую сложность представляет 
изучение редко встречающихся заболеваний, что 
обусловлено трудностями формирования когорты 
пациентов необходимого для исследования размера 
[7]. В таком случае биобанкирование может играть 
особую роль, позволяя длительно сохранять при-
годные для анализа биообразцы по мере набора 
необходимой для анализа когорты пациентов. По-
добный подход, к примеру, применяется в клинике 
Мейо, где в  центре индивидуализированной меди-
цины создана Программа для редких и  недиагно-
стированных заболеваний (the Program for Rare and 
Undiagnosed Diseases, PRaUD), целями которой яв-
ляются улучшение выявляемости редких заболева-
ний, в  т.ч.: надлежащее направление к  специалис
там по медицинской генетике; совершенствование 

Aim. To present an approach to collection of biosamples of patients 
with rare and scientifically interesting clinical situations for solving the 
problems of personalized medicine, as well as to analyze related 8-year 
experience.
Material and methods. The approach and a  collection of biosamples 
of blood and its derivatives is developed at the National Medical Re
search Center for Therapy and Preventive Medicine within the project 
"Interesting Cases at the National Medical Research Center for Thera
py and Preventive Medicine". The collection of biomaterial from project 
patients was carried out on a  planned basis with the inpatient depart
ment, as well as upon referral from outpatient doctors. All included pa
tients signed informed consent. Each biosample is accompanied by an 
extensive annotation, including socio-demographic, clinical, genetic and 
other types of data. The article presents the project results as of August 
12, 2024.
Results. An expert group developed 15 disease groups and related in
clusion criteria. At the time of analysis, 4525 inpatients and outpatients 
were included in the project. Positive changes in the number of people 
included annually is noted. Genetic testing was performed on >2500 pa
tients. The proposed approach allows solving a wide range of clinical and 
research problems in personalized medicine as follows: timely diagnosis 
or clarification; formation of patient cohorts to study the genetic aspects 
of diseases; identification of new genetic variants of hereditary diseases; 
development of genetic diagnostic panels; study of rare diseases; 
reduction of sample creation time in case of novel scientific ideas.
Conclusion. The proposed approach to the collection and preservation 
of biosamples and related clinical, socio-demographic, genetic and other 
types of data in patients with rare clinical cases of scientific interest is 
important and effective for solving practical and research problems 
of personalized medicine. The algorithm is well developed, standar
dized and easily implemented within the clinics, regardless of their size. 
Preanalytical phase standardization creates the prerequisites for multi
center national and international cooperation.

Keywords: personalized medicine, biobanking, hereditary diseases, 
rare diseases, genetic testing, biosample collection.

Relationships and Activities. The study was supported by a  grant 
from the Russian Science Foundation № 22-15-00507.

Kopylova O. V.* ORCID:  0000-0001-5397-5387, Ershova A. I. ORCID: 
0000-0001-7989-0760, Meshkov A. N. ORCID: 0000-0001-5989-6233, 
Pokrovskaya M. S. ORCID: 0000-0001-6985-7131, Efimova I. A. ORCID: 
0000-0002-3081-8415, Limonova A. S. ORCID: 0000-0003-1500-3696, 
Blokhina A. V. ORCID:  0000-0002-3019-3961, Serebryanskaya Z. Z. 
ORCID: 0000-0002-8691-1395, Smetnev S. A. ORCID:  0000-0002-
8493-4761, Mikhailina V. I. ORCID:  0000-0002-5375-7328, Myasni
kov R. P. ORCID:  0000-0002-9024-5364, Kiseleva A. V. ORCID: 0000-
0003-4765-8021, Garbuzova E. V. ORCID:  0009-0002-3184-7573, 
Metelskaya V. A. ORCID: 0000-0001-8665-9129, Borisova A. L. ORCID: 
0000-0003-4020-6647, Drapkina O. M. ORCID: 0000-0002-4453-8430.

*Corresponding author:  
sivoksana@yandex.ru

Received: 04/10-2024
Revision Received: 21/10-2024
Accepted: 19/11-2024

For citation: Kopylova O. V., Ershova A. I., Meshkov A. N., Pokrov
skaya M. S., Efimova I. A., Limonova A. S., Blokhina A. V., Serebryan
skaya Z. Z., Smetnev S. A., Mikhailina V. I., Myasnikov R. P., Kisele
va A. V., Garbuzova E. V., Metelskaya V. A., Borisova A. L., Drapkina O. M. 
Biosample collection in a  biobank to solve problems of personalized 
medicine. Cardiovascular Therapy and Prevention. 2024;23(11):4227. 
doi: 10.15829/1728-8800-2024-4227. EDN QPJIBT



19

Биобанкирование

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Научное изучение редких и  необычных кли-
нических случаев связано с  рядом сложностей, 
обусловленных трудностями формирования ко-
горты пациентов необходимого для исследова-
ния размера. 

• � Развивающиеся в  настоящее время технологии 
биобанкирования открывают новые возможно-
сти для проведения клинических и эпидемиоло-
гических исследований.

Что добавляют результаты исследования?
• � Предложенный подход к сохранению биообраз-

цов и  ассоциированных с  ними данных у  па-
циентов с  представляющими научный интерес 
и  редкими клиническими случаями является 
важным и  эффективным для решения целого 
ряда задач персонализированной медицины.

• � Предлагаемый подход позволяет решать ши-
рокий спектр клинических и  научно-практи-
ческих задач: своевременная постановка или 
уточнение диагноза; формирование когорт па-
циентов для изучения генетических аспектов 
заболеваний; выявление новых генетических 
вариантов наследственных заболеваний; разра-
ботка генетических диагностических панелей; 
изучение редких заболеваний; сокращение вре-
мени для создания выборки пациентов при воз-
никновении новой научной идеи.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Study of rare and unusual clinical cases is associated 
with a  number of difficulties due to complicated 
creation of a  cohort of the size required for the 
study.

• � Currently developing biobanking technologies give 
new opportunities for clinical and epidemiological 
research.

What might this study add?
• � The proposed approach to preserving biospecimens 

and related data in patients with rare clinical cases 
of scientific interest is important and effective for 
solving a  number of personalized medicine prob
lems.

• � The proposed approach allows solving a wide range 
of clinical and research problems in personalized 
medicine as follows: timely diagnosis or clarifica
tion; formation of patient cohorts to study the gene
tic aspects of diseases; identification of new genetic 
variants of hereditary diseases; development of ge
netic diagnostic panels; study of rare diseases; re
duction of sample creation time in case of novel 
scientific ideas.

системы оказания медицинской помощи в  тесном 
сотрудничестве с  узкоспециализированными под-
разделениями и  использованием генетического 
тестирования; содействие исследованиям путем 
разработки регистров и  биорепозиториев для хра-
нения образцов пациентов с редкими заболевания-
ми, а также развитие научного сетевого взаимодей-
ствия; повышение осведомленности пациентов, их 
семей, медицинских работников и общественности 
о редких заболеваниях [8]. 

Другим подходом к формированию коллекций 
биообразцов с целью изучения заболеваний и пре-
дикторов их развития является сбор биоматериала 
от широкого круга лиц в  рамках популяционных 
исследований. Ярким примером может служить 
Биобанк Великобритании (UK Biobank), который 
объединил биообразцы и  данные >500  тыс. чел. 
населения Великобритании [9]. При сборе био-
материала осуществлялась фиксация целого ряда 
клинических, социально-демографических и  дру-
гих видов параметров. Кроме того, благодаря ис-
пользованию данных из электронных медицинских 
карт национальной системы здравоохранения, ин-
формация, ассоциированная с  биообразцами, по-

стоянно пополняется, что позволяет осуществлять 
проспективное наблюдение включенных в  проект 
участников. Всем участникам было проведено пол-
ноэкзомное или полногеномное секвенирование, 
что позволяет изучать генетику как распространен-
ных, так и редких заболеваний [9, 10].

Цель настоящей статьи  — представление раз-
работанного в ФГБУ "Национальный медицинский 
исследовательский центр терапии и  профилак-
тической медицины" Минздрава России (НМИЦ 
ТПМ) уникального подхода к  отбору пациентов 
с  интересными для научного изучения клиниче-
скими ситуациями и  биобанкированию их образ-
цов крови и  ее производных в  рамках реализации 
научного проекта "Интересные случаи в  клинике 
НМИЦ ТПМ" (IPPM, Interesting Patients Preventive 
Medicine), анализ результатов применения данного 
подхода в течение 8 лет. 

Проект IPPM инициирован в  2016г. Идея соз-
дания данной коллекции принадлежала группе экс-
пертов, включая руководство НМИЦ ТПМ и  био-
банка, и  продиктована спецификой клинической 
работы НМИЦ ТПМ. Особенностью НМИЦ ТПМ 
является наличие крупного стационара с  отделе-
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по 0,5-1 мл, 4-х аликвот плазмы с этилендиаминтетраук-
сусной кислотой (ЭДТА) по 0,5 мл, 4-х аликвот плазмы 
крови с  цитратом натрия по 0,5 мл, 2-х пробирок цель-
ной крови по 4 мл. С  ноября 2022г стандартный набор 
пробирок был пересмотрен и  в  настоящее время осу-
ществляется хранение 6-и аликвот сыворотки по 0,5 мл, 
3-х аликвот плазмы с  ЭДТА по 0,5 мл, 3-х аликвот ци-
тратной плазмы по 0,5 мл, 1-й пробирки цельной крови 
объемом 4 мл. Изменение объемов сохраняемого биома-
териала связано с  оптимизацией хранения, автоматиза-
цией ряда процессов. 

Информация о биообразцах сохраняется в базе дан-
ных биообразцов при помощи специального программ-
ного обеспечения "FreezerPro", информация о  пациенте, 
включая данные лабораторных, инструментальных и дру-
гих методов исследования — в медицинской информаци-
онной системе "Медиалог", а также в специально создан-
ной базе данных проекта IPPM. 

В настоящее время проект продолжается, коллекция 
биообразцов и  данных ежедневно пополняется. В  ста-
тье представлены результаты проекта по состоянию на 
12.08.2024.

Результаты и обсуждение
Разработанные критерии включения пациентов  

в проект IPPM
Учитывая профиль поступающих больных, 

основными группами интереса явились пациен-
ты с  подозрением на наследственные патологии: 
с  ранней манифестацией ишемической болезни 
сердца (ИБС) и атеросклероза, фибрилляции пред-
сердий в  молодом возрасте, с  кардиомиопатиями, 
дислипидемиями, аномалиями развития. В  2020 
и  2024гг критерии были расширены и  дополнены: 
добавлены группы ранней манифестации сахарного 
диабета (СД) 2 типа, острого нарушения мозгового 
кровообращения, артериальной гипертензии в  мо-
лодом возрасте (при исключении вторичных форм) 
и  др. Полный список актуальных групп пациентов 
и подробных критериев представлен в таблице 1. 

Количество пациентов, включенных в проект 
IPPM

С момента начала включения пациентов в ию-
не 2016г проанализировано >50  тыс. историй бо-
лезни стационарных больных. Всего, согласно 
представленным в  таблице 1 критериям, включено 
4525 стационарных и амбулаторных пациентов. От-
мечается постепенный рост количества пациентов, 
включаемых за год (рисунок 1). Подобный рост мо-
жет быть обусловлен большей осведомленностью 
лечащих врачей о  критериях отбора, расширением 
спектра критериев и увеличением количества слож-
ных случаев в клинике. 

Распределение пациентов по группам в проекте 
IPPM

Распределение по группам представлено на ри
сунке 2. Наибольшее количество пациентов отно-
сится к  группам "Кардиомиопатии", "Аритмии", 
"ИБС", "Дислипидемии". 

ниями различного профиля, принимающего па-
циентов со всей страны. Кроме того, НМИЦ ТПМ 
обслуживает большое количество амбулаторных 
пациентов. Важной особенностью учреждения яв-
ляется наличие таких специализированных струк-
тур, как Институт персонализированной терапии 
и профилактики, аритмологический центр, липид-
ная клиника, клиника сердечной недостаточности, 
отдел остеопороза, клиника коррекции веса и  сна 
и  др. В  рамках работы учреждения возможно про-
ведение различных видов генетического тестирова-
ния. Перечисленные факторы способствуют тому, 
что в  НМИЦ ТПМ направляются и  обращаются 
как в  референсный центр большое количество па-
циентов с  необычными, сложными и  редкими па-
тологиями, неясным диагнозом для получения по-
мощи самого высокого экспертного уровня с  при-
менением новейших клинических алгоритмов 
и подходов. С появлением в структуре учреждения 
биобанка стало возможным централизованно соби-
рать, хранить и  использовать для дальнейших на-
учных исследований биоматериал и ассоциирован-
ную клиническую информацию.

Материал и методы
После одобрения идеи проекта IPPM руководством 

НМИЦ ТПМ и успешного прохождения процедуры рас-
смотрения Независимым этическим комитетом в  2016г 
была создана экспертная комиссия, включившая веду-
щих специалистов учреждения по различным клиниче-
ским направлениям. Данной группой экспертов были 
разработаны критерии включения пациентов в  проект, 
а также основные нозологические группы, потенциально 
интересные для дальнейших исследований. С  течением 
времени осуществляется периодический пересмотр и до-
полнение критериев.

Сбор биоматериала у пациентов проекта осуществля-
ется планово в рамках работы стационара, а также по на-
правлению врачей амбулаторного приема. Для отбора па-
циентов квалифицированным врачом проводится анализ 
историй болезни всех поступающих пациентов. В случае 
соответствия клинической картины критериям включения 
с пациентом проводится беседа, и, при согласии пациента 
к участию в проекте, осуществляются процедуры подпи-
сания информированного согласия, оформления, сбора, 
обработки и размещения на хранение биоматериала. Ком-
плект документов, необходимых для биобанкирования 
(информированное согласие, направление, талон с указа-
нием вида и количества пробирок для взятия крови, мар-
кированные пробирки), оформляется в день поступления 
пациента в  стационар, а  забор крови осуществляется на 
следующее утро и совмещается с плановым забором кро-
ви в рамках лечебно-диагностического процесса. При на-
правлении пациента врачом амбулаторного звена с паци-
ентом проводится беседа, в  случае согласия участвовать 
в проекте проводится процедура подписания информиро-
ванного согласия, и пациент приглашается для сдачи кро-
ви в ближайший удобный ему день. 

С  июня 2016г по октябрь 2022г осуществлялся сбор 
и размещение на хранение 8-и аликвот сыворотки крови 
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Таблица 1 
Критерии отбора и группы пациентов по проекту IPPM

Название группы (код) Критерии отбора
Дислипидемии 1.  Уровень общего ХС >8 ммоль/л

2.  Уровень ТГ >5,6 ммоль/л (как минимум в 1-м анализе, в т.ч. в анамнезе)
3.  Уровень ХС ЛНП >4,9 ммоль/л
4.  Уровень ХС ЛНП <1,5 ммоль/л без гиполипидемической терапии
5.  Уровень ХС ЛВП <0,7 ммоль/л у мужчин и <0,8 ммоль/л у женщин
6.  Уровень ХС ЛВП ≥2,5 ммоль/л у мужчин или ≥3,0 ммоль/л у женщин
7.  Уровень липопротеина(а) >30 г/л
8.  У пациента есть кожные или сухожильные ксантомы
9.  Другое (уточнить)

Атеросклероз 1.  Отсутствие атеросклеротических бляшек >35% в коронарных (КАГ или МСКТ с контрастом), сонных 
и бедренных (УЗИ) артериях для мужчин >70 лет и женщин >75 лет
2.  Аневризмы коронарных артерий, аорты, периферических артерий
Критерии аневризмы аорты:
—  восходящий грудной отдел аорты ≥45 мм
—  нисходящий грудной отдел аорты ≥40 мм
—  брюшной отдел ≥35 мм
3.  Ранний атеросклероз периферических артерий (>90-го перцентиля максимального стеноза для соот-
ветствующего пола и возраста):

Возраст              Мужчины             Женщины
СА БА СА БА

<40 лет ≥30% ≥25% ≥30% ≥25%
40-49 лет ≥35% ≥35% ≥30% ≥30%
50-54 лет ≥45% ≥45% ≥40% ≥35%

ИБС 1.  Возраст развития доказанной ИБС <55 лет для мужчин или <60 лет для женщин
Аритмии 1.  Первичные электрические болезни сердца (синдром удлиненного интервала QT, синдром укороченного 

интервала QT, синдром Бругада, катехоламин-зависимая желудочковая тахикардия, идиопатическая 
фибрилляция желудочков, болезнь Ленегре)
2.  ФП неклапанной этиологии, возникшая в возрасте <50 лет
3.  Другое (уточнить)

Ожирение 1.  Морбидное ожирение (ИМТ ≥40 кг/м2)
2.  Ожирение без метаболических нарушений (сочетание всех признаков):
•  ИМТ ≥35
•  глюкоза крови <5,5 ммоль/л
•  ТГ <1,7 ммоль/л
•  ЛВП ≥1,03 у мужчин или ≥1,3 у женщин

Стентирование 1.  Тромбоз стента
2.  Рецидивирующий рестеноз в ранее имплантированных стентах (=повторный рестеноз в той же 
или другой артерии)
3.  Другое (уточнить)

Кардиомиопатии 1.  Кардиомиопатии (не ИБС):
—  гипертрофическая кардиомиопатия
—  дилатационная кардиомиопатия
—  аритмогенная дисплазия правого желудочка
—  некомпактный миокард
—  рестриктивная кардиомиопатия
2.  Болезни накопления
3.  Другое (уточнить)

Пациенты с ранним ОНМК 1.  Возраст развития ОНМК <55 лет для мужчин, <60 лет для женщин
Дисплазии соединительной 
ткани 

1.  Синдром дисплазии соединительной ткани
2.  Другое (уточнить)

Долгожители 1.  Возраст ≥90 лет
Редкий диагноз 1.  Любые редко встречающиеся диагнозы и клинические состояния, в т.ч.:

•  Спонтанная диссекция коронарных, СА
•  Аномалии строения артерий, выявляемые при ангиографии
•  Миопатии
•  Наследственные моногенные заболевания, которые не указаны в других группах IPPM
•  Другое (уточнить)

Раннее развитие АГ 1.1.  Сочетание двух факторов:
—  возраст до 35 лет
—  исключен вторичный генез
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ности, секвенирование по Сенгеру выполнено 416 
чел., таргетное секвенирование — 1178 чел., полно-
экзомное секвенирование — 186 чел., полногеном-
ное секвенирование — 763 чел.

Клиническое и научно-практическое приложение 
проекта IPPM

Подход к  сбору биоматериала и  информации, 
реализованный в  проекте IPPM, открывает новые 
возможности в решении ряда важных клинических 
и научно-практических задач.

1)  Своевременная постановка или уточнение 
диагноза

Одной из задач, которые позволяет решить сбор 
биоматериала и данных от пациентов с интересными 
и редкими клиническими случаями, является свое
временная постановка или уточнение диагноза. Од-
ним из примеров решения подобной задачи может 

Общая схема проекта IPPM 
Каждый биообразец сопровождается подроб-

ной информацией, включающей клинические, со-
циально-демографические, лабораторные, инстру-
ментальные, генетические и  другие виды данных 
(рисунок 3). Благодаря такому подходу формирует-
ся коллекция биообразцов с  качественной клини-
ческой аннотацией, которая служит основой для 
новых научных идей и  реализации исследователь-
ских проектов в  области изучения диагностики, 
профилактики и лечения хронических неинфекци-
онных, в т.ч. редких и наследственных заболеваний. 

Генетическое тестирование биоматериала в про-
екте IPPM

Значительному количеству пациентов (>2500 
чел.) проведено генетическое тестирование. В част-

Название группы (код) Критерии отбора
Раннее развитие СД 2 типа 1.  Развитие СД 2 типа в возрасте до 45 лет
Фармакогенетика 1.  Непредусмотренный фармакотерапией эффект, возникающий при использовании лекарственного 

препарата в терапевтической дозе
2.  Отсутствие эффекта при назначении лекарственного препарата в терапевтической дозе
3.  Другое (уточнить)

CONTROL 1.  Контрольная группа (нет данных о наличии каких-либо заболеваний)

Примечание: БА — бедренные артерии, ИБС — ишемическая болезнь сердца, ИМТ — индекс массы тела, КАГ — коронароангиография, 
ЛВП — липопротеины высокой плотности, ЛНП — липопротеины низкой плотности, МСКТ — мультиспиральная компьютерная томогра-
фия, ОНМК — острое нарушение мозгового кровообращения, СА — сонные артерии, СД — сахарный диабет, ТГ — триглицериды, УЗИ — 
ультразвуковое исследование, ФП — фибрилляция предсердий, ХС — холестерин, IPPM — Interesting Patients Preventive Medicine (проект 
"Интересные случаи в клинике НМИЦ ТПМ").

Таблица 1 . Продолжение
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Рис. 1    �Количество пациентов, включенных в проект IPPM в раз-
ные годы.

Рис. 2    �Распределение пациентов, включенных в проект IPPM, по 
группам.

Примечание: АГ — артериальная гипертония, ИБС — ишемическая 
болезнь сердца, ОНМК — острое нарушение мозгового кровообра-
щения, СД — сахарный диабет.
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генетического исследования, по результатам кото-
рого установлен диагноз синдрома Марфана: у про-
банда и  его 3-летнего сына был выявлен новый, 
ранее не описанный вариант нуклеотидной после-
довательности (ВНП) в  гене FBN1  — (hg19::chr15: 
48757772_48757775del, p.R1644fs). После получения 
данных молекулярно-генетического анализа педи-
атрами проведено дополнительное обследование 
сына пациента: по результатам эхокардиографии 
выявлены аневризма аорты, пролапс створок ми-
трального клапана, пролапс створок трикуспидаль-
ного клапана, установлен диагноз синдрома Мар-
фана [11]. Ранняя постановка диагноза открывает 
широкие возможности для своевременной профи-
лактики и  качественного динамического наблюде-
ния подобных больных.

Показательным является еще один случай  — 
пациентка, 41  год, госпитализированная в  НМИЦ 
ТПМ с  целым спектром разнообразных, казалось 
бы, никак не связанных между собой клиниче-
ских симптомов: одышка при физической нагрузке 
с подросткового возраста; макротромбоцитопения; 

служить следующий клинический случай  — муж-
чина, 41  год, с  подозрением на наличие дисплазии 
соединительной ткани: высокий рост с детства, раз-
витие варикозного расширения вен нижних конеч-
ностей с юношеского возраста, выраженная миопия, 
нарушения опорно-двигательного аппарата (арах-
нодактилия кистей, сандалевидные стопы, сколиоз, 
килевидная асимметрия грудной клетки, гиперпо
движность суставов), готическое небо, скрученность 
зубов, гиперэластичность кожи, множественные 
"папиросные" рубцы и  стрии на коже, аневризма 
корня аорты [11]. Биоматериал пациента и его род-
ственников первой линии родства был сохранен 
в рамках проекта IPPM. Пациент был консультиро-
ван врачом-генетиком, учитывая фенотип больно-
го, установлен диагноз наследственного нарушения 
соединительной ткани, рекомендовано проведение 
дифференциальной диагностики между синдромом 
Марфана и синдромом Элерса-Данлоса. Благодаря 
наличию в  биобанке биообразцов и  клинических 
данных пациента и  его родственников стало воз-
можным оперативное проведение молекулярно-

Рис. 3    Схема проекта IPPM.
Примечание: ХНИЗ — хронические неинфекционные заболевания.
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доступных членов семьи и,  при выявлении пато-
генного ВНП, осуществить максимально раннюю 
профилактику и  более тщательное динамическое 
наблюдение, что, безусловно, может существенно 
улучшить прогноз у данных пациентов.

2)  Формирование когорт пациентов для изуче-
ния генетических аспектов заболеваний

Подход к сбору биоматериала пациентов в рам-
ках проекта IPPM в соответствии с четкими крите-
риями включения позволяет формировать когорты 
больных с  различными нозологиями. В  частности, 
создается одна из самых больших коллекций био-
образцов пациентов с  некомпактной кардиомио-
патией и их родственников (>350 семей, >800 чел.). 
В  2023г был проведен генетический анализ у  чле-
нов 48 семей с  подробно описанным фенотипом 
(n=214). Было идентифицировано 54 патогенных 
и  вероятно патогенных ВНП в  24 генах (преиму-
щественно в  генах MYH7 и  TTN) [20]. Выявлено, 
что в  одной семье могут манифестировать различ-
ные подтипы некомпактной кардиомиопатии лево-
го желудочка, а более тяжелое течение заболевания 
у  пациента может быть обусловлено наличием не-
скольких ВНП. Данные результаты поддерживают 
идею о том, что пациентам с некомпактной кардио-
миопатией может быть рекомендовано генетическое 
тестирование для более корректных диагностики 
и определения прогноза [20]. Данное исследование 
расширило понимание генетического ландшафта 
некомпактной кардиомиопатии и возможности кли-
нической интерпретации генетических данных па-
циентов с данной патологией в России.

 Пациенты из проекта IPPM вошли в  когорту 
с диагностированной СГХС, включившую 595 про-
бандов, из которых, согласно клиническим крите-
риям, у  6 пациентов наблюдался фенотип гомози-
готной СГХС, у остальных — гетерозиготной СГХС 
[21]. С  помощью таргетного и  полногеномного 
секвенирования у  49,4% пациентов идентифици-
рованы ВНП в  генах LDLR, APOB и  PCSK9, ассо-
циированные с  развитием СГХС [21]. Полученные 
данные служат уникальным справочником для кли-
нической интерпретации генетических данных па-
циентов с СГХС в России. 

3)  Выявление новых генетических ВНП на-
следственных заболеваний

Описанная выше работа по изучению генети-
ческого ландшафта заболеваний, помимо всего 
прочего, позволяет выявлять новые генетические 
ВНП, не описанные ранее. В частности, при изуче-
нии когорты пациентов с некомпактной кардиомио
патией 14,8% ВНП ранее не были описаны в других 
популяциях и  могут являться специфичными для 
населения России [20]. При исследовании биома-
териала пациентов с СГХС впервые обнаружено 34 
новых ВНП в гене LDLR, 6 новых ВНП в гене APOB 
и 6 новых ВНП в гене PCSK9 [21].

артралгия коленных суставов; поликистоз яични-
ков с  резекцией в  23  года; замершая беременность 
в  анамнезе; слабость родовой деятельности, по-
требовавшая проведения кесарева сечения; вы-
раженное повышение уровня общего холестерина 
и  холестерина липопротеинов низкой плотности; 
тяжелое многососудистое поражение коронарных 
артерий в  36  лет, потребовавшее выполнения аор-
токоронарного шунтирования; раннее наступление 
менопаузы в 39 лет [12]. Семейный анамнез относи-
тельно раннего развития сердечно-сосудистых за-
болеваний был не отягощен. С учетом клинической 
картины, согласно критериям сети голландских ли-
пидных клиник, липидологом был установлен диа-
гноз семейная гиперхолестеринемия (СГХС). Вмес
те с  тем было рекомендовано биобанкирование 
в рамках проекта IPPM для последующего проведе-
ния генетического тестирования [12]. Благодаря со-
хранению биообразцов, в  последующем стало воз-
можным проведение таргетного секвенирования 25 
генов, ответственных за липидный обмен. В резуль-
тате генетического тестирования патогенных ВНП 
в генах, ассоциированных с развитием СГХС, обна-
ружено не было. При этом выявлено, что пациент-
ка является гомозиготой относительно ВНП в гене 
ABCG8 (NM_022437.2: c.1083G >A, p.Trp361Ter), 
который описан как патогенный в отношении раз-
вития редкого аутосомно-рецессивного заболева-
ния — ситостеролемии, характеризующегося нару-
шением обмена растительных стеролов, поступаю-
щих с пищей, и отложением их в различных тканях 
и органах. Была исследована сыворотка крови, хра-
нившаяся в  биобанке. Выявлено, что уровень рас-
тительных стеролов в  крови данной пациентки су-
щественно повышен: для ситостерола в 16 раз, для 
кампестерола в 6 раз, что явилось дополнительным 
подтверждением диагноза и объяснением всех име-
ющихся у пациентки клинических проявлений [12]. 
Данный пример показывает, что именно биобанки-
рование крови в  рамках проекта IPPM и  проведе-
ние генетического тестирования позволили устано-
вить точный диагноз у  пациентки, наблюдавшейся 
по поводу разнообразных, в т.ч. тяжелых диагнозов 
у  разных врачей в  течение многих лет, подобрать 
этиологически обоснованное лечение, в т.ч. прием 
эзетимиба и  диетические рекомендации относи-
тельно значительного ограничения количества по-
требляемых с пищей растительных стеролов [12].

Проведение генетического тестирования по-
зволяет выявлять ВНП, ответственные за манифе-
стацию заболевания в той или иной семье. В част-
ности, опубликованы данные обследования и  ге-
нотипирования семей с  фенотипом некомпактной 
кардиомиопатии: выявлены патогенные ВНП в ге-
нах MYH7, RBM20, PRDM16, FLNC, MYBPC3, TTN 
и др. [13-19]. Подобный подход позволяет провести 
генетический анализ и раннюю диагностику у всех 



25

Биобанкирование

цы от значимого количества пациентов с течением 
времени, что может явиться основой для клиниче-
ских и  фундаментальных научных исследований 
в  будущем как в  рамках НМИЦ ТПМ, так и  в  со-
трудничестве с  другими центрами, изучающими 
подобные патологии [24-26].

Сохранение биоматериала может иметь важное 
клиническое значение для ряда пациентов с редкой 
клинической симптоматикой. Показательным яв-
ляется случай семьи с множественными фенотипи-
ческими аномалиями. Благодаря включению в про-
ект IPPM и  возможности генетического анализа 
трех поколений семьи при клиническом обследо-
вании и генетическом тестировании родственников 
пробанда с некомпактной кардиомиопатией, у всех 
пациентов из данной семьи, имеющих признаки 
кардиомиопатии, удалось выявить ВНП c.4411-
2A>C в  гене ALPK3, влияющий на сплайсинг; при 
этом впервые был проведен функциональный ана-
лиз данного ВНП, который подтвердил гаплонедо-
статочность белкового продукта [27]. Кроме того, 
у  сестры пробанда был выявлен патогенный ВНП 
в гене GATA3, ассоциированный с HDR-синдромом 
(сочетание гипопаратиреоза, нейросенсорной ту-
гоухости, дисплазии почек), а  у  дочери пробанда 
обнаружен другой крайне редкий ВНП p.Ser251del 
в  гене WDR45, ассоциированный с  нейродегене-
рацией, связанной с  β-пропеллерным белком [27]. 
Этот уникальный случай трех моногенных заболе-
ваний в одной семье показывает, как комплексный 
подход с тщательным фенотипированием и обшир-
ным генетическим тестированием всех лиц с  сим-
птомами обеспечивает точную диагностику и соот-
ветствующее последующее наблюдение, воплощая 
концепцию персонализированной медицины.

6)  Сокращение времени для создания выборки 
пациентов при возникновении новой научной идеи

Примером реализации данной задачи может 
служить совместное исследование с  биобанком 
Санкт-Петербургского государственного универ-
ситета (СПбГУ) [28]. У  исследователей возникла 
идея использования изучения генетических марке-
ров ожирения и СД. Для реализации идеи требова-
лись выборки пациентов с ожирением II-III ст. без 
СД, с СД 2 типа без ожирения и с сочетанием дан-
ных диагнозов. Поиск подобных групп пациентов 
является достаточно трудоемким и  затратным по 
времени. В связи с тем, что к тому моменту в рам-
ках проекта IPPM уже было накоплено значитель-
ное количество биообразцов и  ассоциированных 
с  ними данных, был проведен поиск по заданным 
критериям включения и  невключения, отобрано 
значительное количество пациентов, которого хва-
тило в  совокупности с  биообразцами из биобанка 
СПбГУ для формирования каждой из требуемых 
выборок. Такой подход позволил сразу приступить 
непосредственно к  экспериментальной части ра-

 Примером процесса выявления и  подтверж-
дения патогенности новых ВНП может служить 
случай сочетания некомпактной кардиомиопатии 
левого желудочка с  миопатией скелетных мышц. 
Благодаря тому, что кровь пациентов из обследуе-
мой семьи в  стандартизированном виде хранилась 
в биобанке в рамках проекта IPPM, стало возмож-
ным проведение генетического тестирования, в ре-
зультате которого выявлен редкий вероятно пато-
генный ВНП в  гене DES (p.A337P). Патогенность 
данного варианта была подтверждена путем прове-
дения функционального анализа, который был вы-
полнен в  рамках международного сотрудничества 
с  участием лаборатории университетской клиники 
Института Эриха и  Ханны Клесманн (Германия) 
[22]. Одним из важных выводов данной работы ста-
ло предложение о включении гена DES в генетиче-
ский анализ для пациентов с некомпактной кардио
миопатией в  будущем, особенно если присутству-
ет клиническое поражение скелетных мышц [22]. 

4)  Разработка генетических диагностических 
панелей 

А)  Для диагностики моногенных заболеваний
Работа по изучению генетического ландшафта 

СГХС в России позволила выявить наиболее харак-
терные для представителей российской популяции 
ВНП, ассоциированные с  СГХС, ставшие основой 
для создания незарегистрированной тест-системы 
для диагностики СГХС, которая внедрена в работу 
НМИЦ ТПМ. Выявленные в работе ВНП также лег-
ли в основу создания тест-системы для диагностики 
предрасположенности к раннему развитию ИБС2. 

Б)  Для диагностики полигенных заболеваний
На сегодняшний день активно развивается на-

правление по созданию шкал генетического риска 
(ШГР) хронических неинфекционных заболева-
ний, для разработки которых требуются выборки 
большого размера. Однако для валидации разрабо-
танных ШГР может быть достаточно выборки не-
большого размера, созданной по четко заданным 
критериям. Так, когорта больных с  ранним разви-
тием ИБС, созданная в  рамках проекта IPPM, по-
зволила провести валидацию ШГР ИБС [23]. 

5)  Изучение редких заболеваний
В рамках проекта IPPM собирается коллекция 

биообразцов пациентов с  редкими заболеваниями, 
в частности, с атаксией Фридрейха, болезнью Фабри 
и  др. Сбор и  сохранение биоматериала и  ассоци
ированной клинической информации по единому 
стандарту позволяют собирать данные и биообраз-

2	 Мешков А.Н., Киселева А., Ершова А.И. и др. Патент № 2762958 C1 
Российская Федерация, МПК A61B 5/145. Способ прогнозирования 
риска развития ишемической болезни сердца на основании данных 
генетического тестирования. Заявка № 2021125458 от 30.08.2021. 
Опубл. 24.12.2021, Бюлл. № 36. Заявитель ФГБУ "Национальный 
медицинский исследовательский центр терапии и профилактиче-
ской медицины" Минздрава России — EDN AWTTYY.
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НАСБИО создается единая платформа, объединя-
ющая различные биобанки нашей страны. Кроме 
того, в  2022г в  России образована Национальная 
ассоциация экспертов по редким заболеваниям4. 
Перспективным может явиться взаимодействие 
специалистов двух ассоциаций с  целью совершен-
ствования практик биообанкирования и  научного 
изучения биообразцов пациентов с  редкими и  на-
следственными заболеваниями. 

Заключение
Предложенный подход, подразумевающий сбор 

и  сохранение биообразцов и  ассоциированных 
с ними клинических, социально-демографических, 
лабораторных, инструментальных, генетических 
и  других видов данных у  пациентов с  редкими 
и  представляющими научный интерес клиниче-
скими случаями, является важным и эффективным 
для решения целого ряда задач как в  сфере изуче-
ния новых биомаркеров, так и  в  решении научно-
практических вопросов постановки и  уточнения 
диагноза, оптимизации и персонификации лечения 
пациентов. Особенностью проекта IPPM являет-
ся широкий набор критериев, который разработан 
специалистами экспертного уровня, позволяю-
щий включить большое количество разнообраз-
ных клинических случаев, требующих углублен-
ного изучения и  персонализированного подхода. 
Важным является тот факт, что алгоритм работы 
хорошо проработан, стандартизован и легко реали-
зуем в  рамках научно-медицинских клиник, неза-
висимо от их размера. Биобанкирование позволя-
ет собирать уникальные коллекции биоматериала 
и  базы данных, проводить генетическое тестиро-
вание, определение ряда биомаркеров в  отсрочен-
ном режиме, что открывает новые возможности 
для персонализированной диагностики и  лечения 
в  сложных и  нетипичных клинических случаях. 
Стандартизация преаналитического этапа в рамках 
биобанкирования интересных для научного изуче-
ния и редких клинических случаев создает предпо-
сылки для развития многоцентрового сотрудниче-
ства на национальном и международном уровне.

Отношения и деятельность. Исследование вы-
полнено за счет гранта Российского Научного Фон-
да № 22-15-00507.
4	 National association of rare disease experts. http://naerez.

ru/#naerez (10 September 2024). 

боты, анализу генетических особенностей каждой 
из групп. В  результате от момента возникновения 
научной идеи до публикации результатов в высоко-
рейтинговом журнале прошло <1 года, что является 
очень хорошим показателем [28].

Таким образом, предложенный в  2016г подход 
к сбору биоматериала пациентов с редкими и инте-
ресными для определенных научных целей клини-
ческими случаями демонстрирует высокую эффек-
тивность для решения целого ряда задач. Подход 
уникален тем, что представляет собой целостную, 
хорошо организованную работу по выявлению па-
циентов с  разнообразными, представляющими на-
учный и  клинический интерес заболеваниями, со-
хранению биоматериала и  данных и  дальнейшего 
анализа биохимических и  генетических маркеров 
как в  рамках работы по постановке и  уточнению 
диагноза, так и  с  целями научного изучения ред-
ких и  необычных патологий. Анализ литературы 
не выявил работ, использующих подобный подход 
к  формированию коллекции биообразцов с  широ-
ким спектром разработанных экспертами критери-
ев включения для изучения разнообразных редких 
и интересных клинических случаев. 

Стандартизация всех процедур преаналитиче-
ского этапа исследований в  рамках биобанкирова-
ния дает возможность объединения усилий различ-
ных биобанков и исследовательских групп с целью 
изучения редких заболеваний [29]. Примером та-
кого объединения может служить Европейская сеть 
биобанков, изучающих редкие заболевания [30]. 
Эксперты данной сети подчеркивают, что для по-
вышения эффективности биобанков редких забо-
леваний, необходимо решить три основные задачи: 
1) максимизировать доступ научному сообществу 
к  редким биологическим образцам, хранящимся 
в  биобанках по всему миру; 2) содействовать сете-
вому взаимодействию таких биобанков для обмена 
стандартами и  процедурами качества; 3) создать 
эффективную модель управления, соответствую-
щую правовым и этическим нормам и обеспечива-
ющую устойчивость биобанков [30]. 

В  России в  2018г была создана Национальная 
ассоциация биобанков и  специалистов по биобан-
кированию (НАСБИО), которая объединяет 44 
организации и 50 специалистов в сфере биобанки-
рования3 [3, 31]. Среди прочего, в  рамках работы 
3	 About the association — NASBIO. Accessed October 5, 2021. http://

nasbio.ru/about_us/ob-assocziaczii.html (10 September 2024).
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Создание коллекции образцов плазмы для поиска 
диагностических биомаркеров глиальных опухолей
Омельчук Е. П., Тимошкина Н. Н., Гвалдин Д. Ю., Петрусенко Н. А., Росторгуев Э. Е., 
Новикова И. А., Кит О. И.
ФГБУ "Национальный медицинский центр онкологии" Минздрава России. Ростов-на-Дону, Россия

Цель. Создание коллекции образцов плазмы крови пациентов 
с  опухолями головного мозга (ГМ) для разработки диагностиче-
ской микроРНК (рибонуклеиновая кислота) панели глиальных опу-
холей. 
Материал и методы. Образцы плазмы крови пациентов с добро-
качественными и  злокачественными опухолями ГМ были получе-
ны путем двойного центрифугирования цельной крови, а  затем 
заморожены при -75о С. Выделенные из плазмы крови 59 образ-
цов РНК исследованы методом next-generation sequencing (NGS)-
секвенирования.
Результаты. На текущий момент в  биобанке депонированы об-
разцы 339 пациентов с  первичными и  вторичными опухолями 
ГМ и  10 человек контрольной группы (всего 698 образцов — по 2 
аликвоты плазмы/человека), из которых 143 мужчины, 206 жен-
щин. Возраст больных варьировал от 19 до 91  года, медиана со-
ставила 56  лет. Первичные опухоли ГМ (41%) включали две груп-
пы: доброкачественные (33,7%) и  злокачественные (66,3%). 
Менингиомы составили основную часть (91%) группы доброкаче-
ственных новообразований. Среди злокачественных новообразо-
ваний преобладали глиобластомы (46,7%) и астроцитомы (41,6%), 
а  олигодендроглиомы и  эпендимомы составили всего 9,1 и  2,5%, 
соответственно. Вторичные опухоли ГМ (59%) представлены реци-
дивирующими глиальными опухолями (92,5%) и  метастатически-
ми опухолями (7,5%) рака легких (71,4%) и  рака молочных желез 
(28,6%). Внедрен протокол первичной подготовки образцов жид-

костной биопсии, позволившей получить библиотеки ДНК (дезок-
сирибонуклеиновая кислота) высокого качества для выбранной 
платформы профилирования микроРНК.
Заключение. Создание депозитария образцов плазмы крови явля-
ется основой для поиска циркулирующих биомаркеров опухолей ГМ. 
Ключевые слова: биобанкинг, глиальные опухоли, коллекция об-
разцов, плазма крови, биомаркеры, микроРНК. 
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Creation of a plasma collection for the search of diagnostic biomarkers of glial tumors
Omelchuk E. P., Timoshkina N. N., Gvaldin D. Yu., Petrusenko N. A., Rostorguev E. E., Novikova I. A., Kit O. I.
National Medical Research Center for Oncology. Rostov-on-Don, Russia

Aim. To create a  collection of plasma samples of patients with 
brain tumors (BTs) for the development of a  diagnostic microRNA 
(ribonucleic acid) panel of glial tumors.
Material and methods. Plasma samples of patients with benign and 
malignant BTs were obtained by double centrifugation of whole blood 
and then frozen at -75о С. Fifty-nine RNA samples isolated from blood 
plasma were analyzed by next-generation sequencing (NGS).
Results. Currently, the biobank contains samples from 339 patients 
with primary and secondary BTs and 10 control group individuals 
(698 samples  — 2 plasma aliquots per individual), including 143 men 
and 206 women. The age of the patients ranged from 19 to 91 years 
(median  — 56 years). Primary BTs (41%) included two following 

groups: benign (33,7%) and malignant (66,3%). Meningiomas 
constituted the bulk (91%) of the benign BTs. Among the malignant 
tumors, glioblastomas (46,7%) and astrocytomas (41,6%) prevailed, 
while oligodendrogliomas and ependymomas accounted for only 9,1 
and 2,5%, respectively. Secondary BTs (59%) are represented by 
recurrent glial tumors (92,5%) and metastatic tumors (7,5%) of lung 
cancer (71,4%) and breast cancer (28.6%). A protocol for the primary 
preparation of liquid biopsy samples was implemented, which made it 
possible to obtain high-quality deoxyribonucleic acid libraries for the 
selected microRNA profiling platform.
Conclusion. The creation of a plasma sample collection is the basis for 
searching circulating biomarkers of BTs.
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ГМ — головной мозг, ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой кислоты, РНК — рибонуклеиновая кислота, ЦНС — центральная нервная систе-
ма, NGS-секвенирование — next-generation sequencing (секвенирование следующего поколения/секвенирование нового поколения). 

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Биобанкирование является основой для иссле-
дований по поиску опухоль-ассоциированных 
маркеров в биологических жидкостях. 

• � Малые некодирующие молекулы рибонуклеи-
новой кислоты (микроРНК) представляют со-
бой наиболее многообещающие циркулирую-
щие биомаркеры опухолей глиального ряда. 

Что добавляют результаты исследования?
• � Создана коллекция образцов плазмы пациентов 

с первичными и вторичными опухолями голов-
ного мозга.

• � Из плазмы экстрагирована фракция микроРНК 
и  подвергнута NGS (next-generation sequencing) 
секвенированию для поиска опухоль-специ-
фичных маркеров глиом.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Biobanking is the basis for research on tumor-asso
ciated markers in biological f luids. 

• � Small non-coding ribonucleic acid molecules (mic
roRNA) are the most promising circulating biomar
kers of glial tumors.

What might this study add?
• � A  collection of plasma samples from patients with 

primary and secondary brain tumors was created.
• � A  fraction of microRNA was extracted from the 

plasma and subjected to next-generation sequen
cing to search for tumor-specific glioma markers.

Keywords: biobanking, glial tumors, sample collection, blood plasma, 
biomarkers, microRNA.
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Введение
По данным Всемирной организации здраво-

охранения (ВОЗ) в 2022г в мире выявлено ~20 млн 
случаев злокачественных новообразований различ-
ных локализаций. Опухоли центральной нервной 
системы (ЦНС) (международная классификация 
болезней (МКБ) C70-72) насчитывали 321731 (1,6%) 
случай. В 2022г смертность при опухолях ЦНС со-
ставила >77% (ВОЗ)1. В  2022г в  РФ зарегистриро-
вано 624835 случаев первично выявленных злока-
чественных новообразований, из которых опухоли 
ЦНС составили 8192 (1,3%). При этом смертность 
значительно выше среднемировой и  достигает 
91,7% [1]. Высокая смертность обусловлена не 
только чрезвычайной агрессивностью опухолей го-
ловного мозга (ГМ), но и  несовершенством неин-
вазивной диагностики, представленной в основном 
магнитно-резонансной томографией. Более то-
го, постановка диагноза зачастую осуществляется 

1	 https://gco.iarc.who.int/media/globocan/factsheets/populations/ 
900-world-fact-sheet.pdf.

на поздних стадиях заболевания, когда возникают 
клинические проявления [2]. 

Решением проблемы малоинвазивной диа-
гностики опухолей ГМ может стать поиск цирку-
лирующих маркеров в  биологических жидкостях, 
среди которых наиболее распространены кровь 
и спинномозговая жидкость [3, 4]. С точки зрения 
точности ликвор является наиболее предпочитае-
мым источником опухолевых маркеров вследствие 
непосредственной близости к  ГМ и  отсутствию 
гематоэнцефалического барьера. Однако в  связи 
с  инвазивным характером люмбальной пункции 
и  высокими рисками для пациента плазма крови 
представляется вариантом выбора, особенно при 
мониторинге опухолей ГМ [5]. Основные биомар-
керы в  плазме крови при внутричерепных опухо-
лях представлены циркулирующими опухолевыми 
клетками, экзосомами, внеклеточной опухолевой 
ДНК (дезоксирибонуклеиновой кислотой), вне-
клеточной опухолевой РНК (рибонуклеиновой 
кислотой), и,  в  частности, микроРНК (малыми 
некодирующими молекулами рибонуклеиновой 
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Все участники исследования подписали добро-
вольное информированное согласие пациента или чле-
на группы сравнения (письменное согласие на передачу 
биологического материала и  обработку персональных 
данных оператору, а также на передачу и получение све-
дений, составляющих врачебную тайну). Проведение ис-
следования было одобрено Локальным Советом по Этике 
"НМИЦ онкологии" Минздрава России.

Формирование коллекции образцов было начато со 
сверки соответствия пациента критериям включения/
невключения в  исследование и  подписания информи-
рованного согласия. Затем был осуществлен сбор об-
разцов крови натощак в  вакуумные пробирки объемом 
10 мл с  К2ЭДТА (калиевой солью этилендиаминтетра-
уксусной кислоты). В  течение 30 мин кровь доставляли 
в  лабораторию и  подвергали последовательному двой
ному центрифугированию в  режиме: 2000  об./мин 10 
мин и  5000  об./мин 10 мин. Полученный объем плазмы 
разделяли на две криопробирки с  присвоенными уни-
кальными лабораторными номерами и  немедленно за-
мораживали при -75о С. Пробы регистрировали в  базе 
данных, представленной в виде таблицы Excell (Microsoft 
Excel, США), содержащей следующие сведения: лабора-
торный номер пациента, дата взятия материала, пол, дата 
рождения, возраст, номер истории болезни, регион про-
живания, диагноз, TNM (tumor, nodus, metastasis) клас-
сификация, стадия развития заболевания, заключение 
прижизненного патолого-анатомического исследования 
биопсийного (операционного материала), сопутствую-
щие патологии, проведенная терапия, результаты допол-
нительных анализов: иммуногистохимии, молекулярно-
генетического тестирования на наличие мутаций в генах 
IDH1/2 (кодирующих изоцитратдегидрогеназы 1 и 2). Все 
случаи были верифицированы в  ходе морфологического 
исследования операционного или биопсийного матери-
ала опухоли. Параллельно образцы регистрировали с ис-
пользованием программного обеспечения FreezerPro 
(Azenta Life Science, США). 

Выделенные из плазмы крови 59 образцов РНК были 
исследованы методом NGS-секвенирования (next-genera
tion sequencing, секвенирования следующего поколения/
секвенирования нового поколения) с  помощью набора 
QIAseq miRNA Library Kit (Qiagen, Германия) на приборе 
MiSeq Dx (Illumina, США). Анализ качества полученных 
ДНК библиотек проводили с помощью онлайн програм-
мы RNA-seq Analysis Portal (geneglobe.qiagen.com, Герма-
ния). 

Результаты
Пациенты с впервые выявленными опухолями 

на момент забора крови для исследования не по-
лучали никакого лечения, а  пациентам из группы 
вторичных опухолей ГМ было проведено оператив-
ное удаление новообразования и/или химиолуче-
вая терапия. У  52 пациентов образцы крови были 
отобраны как до, так и после лечения. При этом у 9 
пациентов потребовалось повторное взятие крови 
вследствие нарушения времени транспортировки 
образца в лабораторию или гемолиза эритроцитов, 
что является критичным для получения достовер-
ных результатов. 

кислоты), а  также белками [6]. Циркулирующие 
микроРНК считаются одними из наиболее пер-
спективных молекул для малоинвазивной диагно-
стики опухолей ЦНС [3, 7, 8]. Малоинвазивный 
метод на основе выявления циркулирующих ми-
кроРНК позволит дополнить диагностику глиаль-
ных опухолей, снижая потребность в  проведении 
стереотаксической биопсии, которая может быть 
причиной тяжелых осложнений и  инвалидиза-
ции пациента. Предлагаемый подход, вероятно, 
обеспечит раннюю диагностику опухолей ГМ до 
появления неврологического дефицита в  связи 
с прогрессированием заболевания [9].

Создание коллекции биологических образцов 
опухолей является основой для проведения каче-
ственных и  воспроизводимых исследований [10], 
а  также выявления механизмов, лежащих в  основе 
патогенеза онкологических заболеваний [11]. В на-
стоящее время в  РФ функционирует >20 биобан-
ков, где хранится биологический материал паци-
ентов и  культуры опухолевых клеток [12]. Первый 
биобанк опухолей глиального ряда на территории 
РФ основан в 2016г на базе ФГАУ "НМИЦ нейро-
хирургии имени академика Н. Н. Бурденко", Мин
здрава России, г. Москва. В  данном биобанке на-
ходятся криоконсервированные и  паспортизиро-
ванные образцы ткани и  плазмы крови пациентов 
с  верифицированными опухолями ГМ [13]. Работа 
в  этом направлении на базе "НМИЦ онкологии", 
г. Ростов-на-Дону, начата с 2017г. На сегодняшний 
день наш депозитарий опухолей ГМ включает >600 
паспортизированных образцов крови, плазмы кро-
ви и образцов опухолей, хранящихся в низкотемпе-
ратурных условиях [14]. 

В  связи с  актуальностью ранней диагностики 
опухолей ЦНС Минздрав России одобрил госу-
дарственное задание "Разработка малоинвазивной 
диагностической панели опухолей головного моз-
га на основе циркулирующих микроРНК в  плазме 
крови" (Госзадание № 123030200082-9). Работа вы-
полняется на базе отделения нейроонкологии и ла-
боратории молекулярной онкологии "НМИЦ онко-
логии", г. Ростов-на-Дону. 

Цель исследования — создание коллекции об-
разцов плазмы крови пациентов с  опухолями ГМ 
для разработки диагностической микроРНК-пане-
ли глиальных опухолей. 

Материал и методы
Критерии отбора для биобанкирования включали: 

пациенты >18  лет, морфологически подтвержденный 
диагноз злокачественной или доброкачественной гли-
альной опухоли, или метастаз в ГМ (рак легких, рак мо-
лочной железы). Пациенты проходили лечение на базе 
"НМИЦ онкологии" в 2023-2024гг. В исследование также 
включена контрольная группа условно здоровых доноров 
без новообразований и патологий ГМ. 
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В настоящем исследовании для NGS-секвени
рования циркулирующих микроРНК нами было 
отобрано 83 образца плазмы крови. Из данных об-
разцов была выделена тотальная РНК и  подготов-
лены библиотеки комплементарной ДНК. Концен-
трации 61 библиотеки оказались достаточно высоки-
ми и составили, в среднем, 25 нг/мкл. При этом 22 
(26,5%) образца имели крайне низкие концентрации 
(<1 нг/мкл) при минимально требуемой в 4 нг/мкл. 
Анализ результатов NGS-секвенирования двух об-
разцов с концентрациями по 0,4 нг/мкл продемон-

Таблица 1 
Контроль качества образцов  

(биоинформационный анализ  
NGS-секвенирования) с помощью онлайн 

программы RNA-seq Analysis Portal  
(geneglobe.qiagen.com, Германия)

Номер 
образца 

Количество 
прочтений 

Количество аннотированных 
последовательностей по базам 
данных miRBase и piRNAdb

1 5581 2798
2* 897 321
3 3631 1539
4 4749 2078
5 6419 1990
6* 1928 254
7 5351 1586

Примечание: знаком * помечены образцы низкого качества. NGS-
секвенирование  — next-generation sequencing (секвенирование сле-
дующего поколения/секвенирование нового поколения). 

Таблица 2 
Характеристика исследуемой выборки

Характеристики Пациенты, n (%)
Пол Мужчины 143 (41)

Женщины 206 (59)
Обращение Первичное 139 (41)

Повторное 200 (59)
Группы 
пациентов 

Злокачественные опухоли 197 (56,4)
Доброкачественные опухоли 100 (28,7)
Метастатические опухоли 42 (12)
Контроль 10 (2,9)

Итого 349 (100)

Таблица 3 
Распределение пациентов  

по гистологическому типу опухоли
Гистологический 
тип опухоли

Количество 
пациентов

Количество 
образцов 
плазмы 
в биобанке

Добро
качественные  
опухоли 

менингиома 91 182
другие типы 9 18

Итого 100 200
Зло
качественные 
опухоли 

астроцитома 82 164
глиобластома 92 184
олигодендроглиома 18 36
эпендимома 5 10

Итого 197 394
Мета
статические 
опухоли 

метастазы рака 
легкого 

30 60

метастазы рака 
молочных желез 

12 24

Итого 42 84
Норма 10 20
Итого 349 698
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7,5
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Рис. 1    �Распределение пациентов (%): А  — по типу новообразова-
ния ГМ; Б  — по времени возникновения опухоли; В  — по 
типу доброкачественных новообразований; Г  — по типу 
злокачественных новообразований. 

Примечание: ГМ — головной мозг.
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маркеров необходима стандартизация методов сбо-
ра биоматериала, проведения исследования и  ана-
лиза результатов [15]. Международный консорциум 
RANO (Response Assessment in Neuro-Oncology), за-
нимающийся стандартизацией исследовательской 
практики в  области нейроонкологии, рекоменду-
ет подвергать цельную кровь первичной обработке 
в течение 3 ч после забора [16]. В настоящем иссле-
довании продемонстрировано, что ДНК библио-
теки низкого качества были получены из образцов 
плазмы крови с  крайне низкими концентрация-
ми (<1 нг/мкл) (рисунок 2 А, Б). Данный факт на-
ми был связан со временем первичной обработки 
цельной крови. Эмпирически определено, что об-
разцы, взятые в работу не позднее 30 мин после за-
бора крови, служили адекватным материалом для 
выделения достаточного количества РНК и  после-
дующей подготовки ДНК библиотек с требуемыми 
характеристиками (рисунок 2  А). Из цельной кро-
ви, которая в  силу логистических трудностей была 
обработана через ≥40 мин после забора, не удалось 
получить библиотеки, пригодные для дальнейшего 
NGS-секвенирования (рисунок 2 Б). Кроме того, 
для подтверждения гипотезы значимости времени, 
в течение которого была получена плазма, нами бы-
ли отсеквенированы два образца с крайне низкими 
концентрациями. Количество прочтений и  анализ 
уникальных последовательностей показал снижение 
качества библиотек данных образцов в ~3,5 раза по 
сравнению с  образцами с  высокой концентраци-
ей (таблица 1). Таким образом, в  ходе подготовки 
к  исследованию профилей опухоль-специфичных 
микроРНК с помощью NGS-секвенирования нами 
экспериментально был определен критичный пери-
од между забором крови и получением плазмы, ко-
торый составил 30 мин. В случае превышения дан-
ного периода времени получить библиотеки ДНК 
для дальнейшего секвенирования надлежащего ка-
чества и в требуемом количестве не представлялось 
возможным. Опыт использования нами криокон-
сервированной плазмы для выбранной платформы 
профилирования микроРНК выявил узкие места 
в  логистике отбора материала и  позволил эмпири-
чески выделить критичный период между отбором 
крови и её первичной обработкой. 

В собранной коллекции образцов плазмы кро-
ви ожидаемо преобладали пробы, полученные от 
пациентов с  глиобластомами (27,1%) и  менинги-
омами (26,8%), которые являются наиболее часто 
диагностируемыми злокачественными и  доброка-
чественными опухолями ЦНС. Следующим по рас-
пространенности типом злокачественных новооб-
разований были астроцитомы, которые составили 
24,2%. Среди опухолей глиального ряда наименее 
распространенными оказались олигодендроглио-
мы (5,3%). Эпендимомы были представлены всего 
в 1,5% случаев. В группе доброкачественных ново-

стрировал низкое качество полученных библиотек. 
Количество прочтений для них составило 897 и 1928, 
соответственно. При этом диапазон показателя для 
образцов с высокими концентрациями составил от 
˃3600 до ˃5500 (таблица 1). Анализ уникальных по-
следовательностей показал, что библиотеки с  кон-
центрациями по 0,4 нг/мкл содержат 321 и 254 ма-
лых некодирующих РНК, по сравнению с 1500-2700 
для библиотек высокого качества (таблица 1).

В коллекцию образцов плазмы пациентов за пе-
риод 2023-2024гг отобран биоматериал 339 пациен-
тов с доброкачественными и злокачественными опу-
холями ГМ, а также пациентов с диагнозами рак лег-
ких или рак молочной железы с метастазами в ГМ. 
Контрольную группу составили 10 условно здоровых 
доноров. Итого было получено 349 образцов плазмы 
крови (две аликвоты на одного пациента, 698 проб) 
(таблица 2). Диапазон возраста участников исследо-
вания составил от 19 до 91 года, медиана равнялась 
56 годам. В выборке пациентов преобладали женщи-
ны (соотношение 1,44:1) (таблица 2).

В  объединенной группе первичных и  вторич-
ных опухолей ГМ злокачественные новообразова-
ния (56,4%) превалировали над доброкачествен-
ными (28,7%) и  метастатическими экстракрани-
альными опухолями (12%) (таблица 3, рисунок 1 А). 
В группу со вторичными опухолями ГМ вошли как 
рецидивирующие опухоли ГМ (92,5%), так и мета-
статические опухоли рака молочных желез и легких 
(7,5%) (таблица 3, рисунок 1 Б). Доброкачествен-
ные опухоли ГМ были представлены в  основном 
менингиомами (91 пациент, 91%). Количество 
опухолей других гистологических подтипов не-
значительно и  составило суммарно 9% (таблица 3, 
рисунок 1  В). Группа новообразований различной 
степени злокачественности представлена глиобла-
стомами (92 пациента, 46,7%), астроцитомами (82 
пациента, 41,6%) и  олигодендроглиомами (18 па-
циентов, 9,1%), объединенными в группу опухолей 
глиального ряда, а также эпендимомами (5 пациен-
тов, 2,5%) (таблица 3, рисунок 1 Г).

С  помощью NGS-секвенировния были про-
анализированы 59 образцов: 22 образца больных 
с  диагнозом глиобластома, 15 — с  астроцитомами, 
5 — с олигодендроглиомами, 13 — с менингиомами 
и  4 образца плазмы крови условно здоровых до-
норов. В  результате биоинформационного анализа 
NGS-данных выявлено 59 дифференциально экс-
прессирующиеся микроРНК, специфичных для 
каждой группы. 

Обсуждение
На сегодняшний день единых протоколов для 

жидкостной биопсии при глиальных опухолях в по-
вседневной практике не существует. Поэтому науч-
ное сообщество сходится во мнении, что перед вне-
дрением в  клиническую практику циркулирующих 
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Изменение экспрессии микроРНК при опухолях 
ГМ было продемонстрировано во множестве как оте
чественных, так и зарубежных исследований [7-9, 19, 
20]. Интересно, что в разных исследованиях уровень 
одной и той же микроРНК был как повышенным, так 
и  сниженным. На сегодняшний день для опухолей 
глиального ряда выявлена только одна микроРНК 
(miR-21), сверхэкспрессия которой подтверждает-
ся во всех работах без исключения [21]. Кроме то-
го, дифференциальная экспрессия некоторых ми-
кроРНК может позволить различить первичные 
и вторичные опухоли ГМ, в частности метастатиче-
ские опухоли рака молочной железы, легких, мелано-
мы и других. Установлено, что при метастазировании 

образований гистотипы помимо менингиом были 
представлены единичными случаями и  составили 
всего 9%. Полученное соотношение распростра-
ненности различных типов первичных опухолей 
ГМ в  целом соответствует мировой статистике 
[17]. Группа вторичных опухолей ГМ включала ме-
тастатические опухоли (12,4%) рака молочных же-
лез (3,5%) и рака легкого (8,8%). Вышеупомянутые 
локализации первичных экстракраниальных опу-
холей выбраны ввиду высокой частоты метастазов 
в  ГМ: до 40% при раке легких и  до 30% при раке 
молочной железы [18]. При этом соотношение до-
брокачественных и  злокачественных опухолей 
(первичных и вторичных) составило 1:2,4. 

Рис. 2    �Электрофореграмма ДНК библиотек (биоанализатор 4150 TapeStation, Agilent, США) (пациент №113): А — образец успешно сек-
венированной библиотеки, полученной из пробы, первично обработанный в течение 30 мин после забора крови. Визуализирован 
четкий пик библиотеки требуемого размера в диапазоне 160-180 п.н. и маркеры Lower (нижний), Upper (верхний); Б — образец би-
блиотеки, непригодный для секвенирования (концентрация <0,618 нг/мкл). Получен из пробы, первично обработанной в течение 
50 мин после забора крови. 

Примечание: По оси Х — размер библиотеки в п.н., по оси Y — интенсивность свечения образца (нормализованные единицы флуоресцен-
ции). ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, п.н. — пар нуклеотидов.

А

Б
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в  ГМ в  основном изменяется уровень микроРНК, 
ассоциированных с  нарушением проницаемости 
гематоэнцефалического барьера [22]. В  результате 
проведенного нами NGS-секвенирования образцов 
плазмы крови (первичные опухоли ГМ, n=55; груп-
па контроля, n=4) было выявлено 59 дифференци-
ально экспрессирующихся микроРНК. При этом во 
всех группах преобладали микроРНК с повышенной 
экспрессией, которые являются потенциально онко-
генными. Кроме того, были определены специфиче-
ские микроРНК, характерные для менингиомы (15), 
олигодендроглиомы (14), астроцитомы (13) и  глио-
бластомы (17) (неопубликованные данные). Согласно 
полученным нами ранее результатам, обнаруженный 
спектр микроРНК в  плазме крови хоть и  обладает 
меньшим разнообразием, но повторяет профиль экс-
прессии в  опухолевой ткани [23, 24]. Данный факт 
свидетельствует о целесообразности малоинвазивной 
диагностики опухолей ГМ на основе плазмы крови. 

Заключение 
Биобанкирование является основой для по-

иска опухоль-ассоциированных маркеров. На ба-

зе ФГБУ "НМИЦ онкологии" Минздрава России 
функционирует современный депозитарий, в  ко-
тором создана коллекция из 698 образцов плаз-
мы. При этом коллекция образцов включает весь 
спектр гистотипов первичных доброкачественных 
и  злокачественных новообразований ГМ, диагно-
стируемых в онкоцентре. В группе доброкачествен-
ных опухолей преобладали менингиомы, злокаче-
ственных — глиобластомы и астроцитомы. Вторич-
ные опухоли ГМ представлены рецидивирующими 
глиальными опухолями и  метастатическими опу-
холями рака легких и  рака молочной железы. По-
мимо собранной коллекции образцов нами был 
усовершенствован протокол первичной подготовки 
образцов крови, позволивший получить библиоте-
ки ДНК высокого качества для проведения NGS-
секвенирования микроРНК. В  результате были 
определены микроРНК, специфичные для различ-
ных подтипов опухолей ГМ.

Отношения и деятельность. Работа выполнена 
в рамках государственного задания Минздрава Рос
сии (госрегистрация № 123030200082-9).
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Исследование маркеров транспорта и обмена 
липопротеинов у больных инфарктом миокарда 
в коллекции образцов крови лаборатории  
"Биобанк Югры"
Воробьев А. С.1,2,4, Донников М. Ю.2, Глотов О. С.3, Коваленко Л. В.2, Николаев К. Ю.2,4, 
Урванцева И. А.1,2, Дренина Ю. А.2, Морозкина А. В.2, Чернышева Г. Н.1

1БУ ХМАО-Югры "Окружной кардиологический диспансер "Центр диагностики и сердечно-сосудистой хирургии". Сургут; 
2БУ ВО ХМАО-Югры "Сургутский государственный университет". Сургут; 3ФГБУ "Детский научно-клинический центр 
инфекционных болезней ФМБА". Санкт-Петербург; 4НИИ терапии и профилактической медицины — филиал ФГБНУ 
"ФИЦ Институт цитологии и генетики СО РАН". Новосибирск, Россия

Цель. Оценка клинических ассоциаций и предиктивной значимо-
сти маркеров транспорта и обмена липопротеинов (ТОЛ), опреде-
ленных в коллекции образцов сыворотки больных инфарктом мио
карда (ИМ).
Материал и методы. В лаборатории "Биобанк Югры" сформиро-
вана коллекция образцов крови 88 больных в острой фазе ИМ для 
последующей биохимической оценки сывороточных уровней мар-
керов ТОЛ. Все пациенты включены в клиническое проспективное 
исследование на протяжении 48 мес. с регистрацией клинических 
событий и  томографической оценкой отдаленного поражения ко-
ронарных артерий (КА) по завершении наблюдения.
Результаты. Установлены прямые ассоциации между уровнями 
PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 9, пропротеино-
вая конвертаза субтилизин-кексинового типа 9) и величинами хо-
лестерина липопротеинов низкой плотности, коронарным атеро-
склерозом, риском шкалы GRACE (Global Registry of Acute Coronary 
Events) 2.0, а  также риском повторного острого коронарного 
синдрома. Уровни липопротеина(а) >50  мг/дл выявлены у  28,4% 
больных ИМ и ассоциированы с клиническими событиями в анам-
незе, атеросклерозом КА и экстракардиальных артерий, коморбид
ностью, повторным поражением КА, а  также риском крупных 
кардиальных событий по завершении наблюдения. Определена 
связь высокого (5,14) триглицеридно-глюкозного индекса с  ко-
морбидностью, повторным поражением КА и риском смерти по за-
вершении наблюдения.

Заключение. Лаборатория "Биобанк Югры" — эффективная база 
для проведения лабораторных исследований. Маркеры ТОЛ ассо-
циированы с клиническими факторами, коморбидностью, сосудис
тым атеросклерозом и негативным прогнозом у больных ИМ.
Ключевые слова: биобанк, маркеры транспорта и обмена липо-
протеинов, инфаркт миокарда.
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Lipoprotein transport and metabolism markers in patients with myocardial infarction in the Biobank of Yugra 
blood sample collection
Vorobyov A. S.1,2,4, Donnikov M. Yu.2, Glotov O. S.3, Kovalenko L. V.2, Nikolaev K. Yu.2,4, Urvantseva I. A.1,2, Drenina Yu. A.2, Morozkina A. V.2, 
Chernysheva G. N.1
1District Cardiology Dispensary "Center for Diagnostics and Cardiovascular Surgery". Surgut; 2Surgut State University. Surgut; 
3Children's Research and Clinical Center for Infectious Diseases. Saint Petersburg; 4Research Institute of Therapy and Preventive Medicine — 
branch of the Federal Research Center Institute of Cytology and Genetics. Novosibirsk, Russia

ДИ — доверительный интервал, ИБС — ишемическая болезнь сердца, ИМ — инфаркт миокарда, КА — коронарные артерии, ЛНП — липопротеины низкой плотности, Лп(а) — липопротеин(а), ОКС — острый 
коронарный синдром, ТОЛ — транспорт и обмен липопротеинов, ХС — холестерин, AUC — area under curve (площадь под кривой), PCSK9 — proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (пропротеиновая кон-
вертаза субтилизин-кексинового типа 9), TyG индекс — триглицеридно-глюкозный индекс, GRACE 2.0 — Global Registry of Acute Coronary Events 2.0 (обновленная версия).

Введение
Последние два десятилетия ознаменовались 

стремительным развитием геномных и  протеом-
ных технологий. Поиск новых генов и  биологиче-
ских молекул привел к существенным достижениям 
в  понимании механизмов патогенеза, диагности-
ке, прогнозировании исходов, а  также таргетной 
терапии сердечно-сосудистых заболеваний пре-
имущественно наследственной природы [1]. Наи-
больший удельный вес в  структуре кардиоваску-
лярной смертности занимают острые и  хрониче-
ские формы ишемической болезни сердца (ИБС), 
которая относится к  многофакторным заболева-
ниям [2]. Известно, что в  основе ИБС ключевое 
место отводится нарушениям транспорта и обмена 
липопротеинов (ТОЛ) плазмы крови. По данным 
международной и отечественной литературы повы-
шенные уровни холестерина (ХС) липопротеинов 
низкой плотности (ЛНП), триглицеридов, а  также 
липопротеина(а) (Лп(а)) и  пропротеиновой кон-

вертазы субтилизин-кексинового типа 9 (PCSK9) 
являются маркерами сердечно-сосудистого про-
гноза и  эффективности проводимой гиполипиде-
мической терапии у  лиц с  ИБС, в  т.ч. перенесших 
инфаркт миокарда (ИМ) [3]. Принципы и методо-
логия набора, транспортировки, обработки и  хра-
нения коллекции образцов крови пациентов с ИМ, 
проходивших лечение в  Бюджетном учреждении 
Ханты-Мансийского автономного округа — Югры 
Окружном кардиологическом диспансере "Центре 
диагностики и сердечно-сосудистой хирургии" (БУ 
ХМАО-Югры "ОКД "ЦД и ССХ"), в условиях лабо-
ратории "Биобанк Югры" (бюджетное учреждение 
высшего образования ХМАО-Югры "Сургутский 
государственный университет"  — СурГУ) опубли-
кованы ранее (2023г) [4]. В настоящей статье пред-
ставлены результаты биохимического исследования 
маркеров ТОЛ на фрагменте коллекции образцов 
крови больных ИМ, хранимых в лаборатории "Био-
банк Югры" СурГУ.

Aim. To evaluate clinical associations and predictive value of lipoprotein 
transport and metabolism markers determined in a collection of serum 
samples from patients with myocardial infarction (MI).
Material and methods. Collection of blood samples from 88 patients 
with the acute MI was created in the Biobank of Yugra laboratory for 
subsequent biochemical assessment of serum levels of lipoprotein 
transport and metabolism markers. All patients were included in a clini
cal prospective study for 48 months with registration of medical events 
and remote tomographic assessment of coronary artery (CA) invol
vement upon follow-up completion.
Results. Direct associations were established between proprotein 
convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) levels and low-density lipo
protein cholesterol levels, coronary atherosclerosis, Global Registry of 
Acute Coronary Events (GRACE) 2.0 risk score, and the risk of recurrent 
acute coronary syndrome. Lipoprotein (a) levels >50 mg/dl were de
tected in 28,4% of patients with MI and were associated with prior me
dical events, coronary and non-coronary artery atherosclerosis, co
morbidity, recurrent coronary lesions, and the risk of major cardiac 
events at the end of follow-up. A relationship was established between 
a  high (5,14) triglyceride-glucose index and comorbidity, recurrent 
coronary lesions, and the death risk at the end of follow-up. 
Conclusion. The Biobank of Yugra laboratory is an effective base for 
laboratory research. Lipoprotein transport and metabolism markers are 
associated with clinical factors, comorbidity, vascular atherosclerosis 
and a negative prognosis in patients with MI.
Keywords: biobank, lipoprotein transport and metabolism markers, 
myocardial infarction.
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Биобанкирование

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Биобанк является универсальной и  надежной 
высокотехнологичной платформой для обра-
ботки, долговременного хранения, извлечения 
биоматериала для последующего генетического 
и  биохимического анализа у  кардиологических 
пациентов.

• � Повышенные уровни маркеров транспорта и об-
мена липопротеинов определяют сердечно-со-
судистый прогноз и  эффективность гиполипи-
демической терапии у  лиц с  ишемической бо
лезнью сердца.

Что добавляют результаты исследования?
• � Собранная на базе лаборатории "Биобанк 

Югры" коллекция образцов биоматериала по-
зволила успешно провести одноцентровое про-
спективное исследование биохимических мар-
керов в  когорте пациентов с  инфарктом мио-
карда, проживающих в ХМАО-Югре.

• � Сывороточные уровни маркеров транспорта 
и  обмена липопротеинов (PCSK9, липопроте
ин(а), триглицеридно-глюкозный индекс), опре
деленные у  пациентов в  острой фазе инфаркта 
миокарда, достоверно ассоциированы с  кли
ническими факторами, коморбидностью, сосу
дистым атеросклерозом и  негативным прогно-
зом в постинфарктном периоде.

Key messages
What is already known about the subject?

• � The biobank is a  universal and reliable high-tech 
platform for processing, long-term storage, extrac
tion of biomaterial for genetic and biochemical ana
lysis in cardiovascular patients.

• � Elevated levels of lipoprotein transport and meta
bolism markers specify the cardiovascular prognosis 
and the effectiveness of lipid-lowering therapy in 
patients with coronary artery disease.

What might this study add?
• � A biomaterial collection of the Biobank of Yugra la

boratory made it possible to conduct a  single-cen
ter prospective study of biochemical markers in 
a  cohort of patients with myocardial infarction li
ving in the Khanty-Mansi Autonomous Okrug. 

• � Serum levels of lipoprotein transport and metabo
lism markers (PCSK9, lipoprotein(a), triglyceride-
glucose index), determined in patients with acute 
myocardial infarction, are reliably associated with 
clinical factors, comorbidity, vascular atherosclero
sis and a  negative prognosis in the post-infarction 
period.

Цель исследования — оценка клинических ас-
социаций и  предиктивной значимости маркеров 
транспорта и  обмена липопротеинов, определен-
ных в образцах сыворотки больных острым ИМ.

Материал и методы
На первом этапе (рисунок 1) у  88 больных острым 

ИМ при поступлении в приемное отделение БУ ХМАО-
Югры "ОКД "ЦД и  ССХ" был проведен однократный 
сбор образцов биоматериала: периферической венозной 
крови в  вакуумные пробирки "Vacuette" с  активатором 
свертывания (для получения сыворотки).

Все пациенты проходили курс стационарного обсле-
дования и лечения в клинике, в рамках которого прово-
дилась реваскуляризация миокарда в объеме чрескожного 
коронарного вмешательства — ангиопластики и стентиро-
вания инфаркт-связанной артерии или аортокоронарно-
го шунтирования, и медикаментозная терапия в соответ-
ствии с клиническими рекомендациями [5]. Клиническая 
характеристика лиц с ИМ представлена в таблице 1.

У  всех исследуемых больных было взято инфор-
мированное согласие на сбор биоматериала и  участие 
в  проспективном клиническом исследовании. Все 88 
лиц после перенесенного индексного ИМ наблюдались 
в  консультативном кардиологическом отделении БУ 
ХМАО-Югры "ОКД "ЦД и ССХ" на протяжении 48 мес. 
(4  года). Клинические события (сердечно-сосудистая 
смерть, повторный острый коронарный синдром (ОКС), 

повторная симптом-обусловленная реваскуляризация 
миокарда, ишемический инсульт) регистрировались на 
протяжении указанного периода наблюдения. По за-
вершении периода наблюдения всем постинфарктным 
пациентам была выполнена мультиспиральная компью-
терная томография для морфологической оценки от-
даленного поражения коронарных артерий (КА). Ис-
следование проводилось на компьютерном томографе 
"Revolution CT" фирмы "General Electric" (США) с  вну-
тривенным болюсным введением контраста.

Критерии включения: острый ИМ с/без подъема 
сегмента ST; первые 24 ч от начала болевого синдрома; 
возраст 35-70 лет. Критерии невключения: болевой син-
дром >24 ч; непереносимость гиполипидемических пре-
паратов; беременность и лактация; неизлечимое онколо-
гическое заболевание, вирус иммунодефицита человека, 
отказ пациента от участия в исследовании.

На втором этапе собранные образцы крови у  боль-
ных ИМ были переданы для обработки и долговременного 
хранения в лабораторию "Биобанк Югры" СурГУ. В соот-
ветствии с  разработанными и  утвержденными стандарт-
ными операционными процедурами была сформирована 
коллекция биоматериала из аликвот-криопробирок (цель-
ная кровь, сыворотка), размещенная на долговременное 
хранение при температуре -80о С [4, 6]. 

На третьем этапе для проведения биохимического 
исследования маркеров ТОЛ были взяты образцы раз-
мороженной сыворотки всех включенных в исследование 
больных ИМ. При проведении биохимического исследо-
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вания сывороточные уровни ХС ЛНП, глюкозы и  Лп(а) 
определены на автоматизированной модульной плат-
форме Roche Cobas (Швейцария); уровни белка PCSK9 
измерены с  использованием иммуноферментной тест-
системы BioVendor Laboratory Medicine (Чехия). Расчёт 
значений триглицеридно-глюкозного (TyG) индекса вы-
полнен по формуле: ln (триглицериды, ммоль/л × глю-
коза, ммоль/л натощак)/2. Риск наступления кардиаль-
ной смерти на протяжении 3-х лет после индексного ИМ 
рассчитан по соответствующей формуле шкалы GRACE 
(Global Registry of Acute Coronary Events) 2.0, далее  — 
риск GRACE 2.0. Выраженность коморбидности уста-
новлена при подсчете значений индекса коморбидности 
по Чарлсону (Charlson Comorbidity Index).

На четвертом этапе проводился статистический 
анализ клинических данных и результатов лабораторных 
исследований с  применением корреляционного анализа 
(r) и  анализа таблиц сопряженности (χ2)  — для оценки 
наличия ассоциаций между признаками, ROC-анализа 
и  логистической регрессии — для оценки предиктивной 
значимости биомаркеров. Уровень статистической досто-
верности (p) <0,05 считали достаточным для отвержения 
нулевой гипотезы.

Результаты
Нами установлены статистически значимые 

прямые ассоциации между сывороточными уров-
нями PCSK9 и риском GRACE 2.0 (p<0,001), клас-
сами Killip (p=0,005), уровнями Лп(а) (p=0,001), 
уровнями ХС ЛНП у  пациентов на этапе индекс-
ного ИМ; количеством пораженных КА (неоатеро-
склероз, рестенозы в стентах, тромбозы шунтов) по 
завершении наблюдения (p<0,001), что представле-
но в таблице 2. По результатам бинарной логисти-
ческой регрессии установлена прямая ассоциация 
PCSK9 с повторным ОКС в 4-летнем постинфаркт-
ном периоде (Exp (B) =1,006, 95% доверительный 
интервал (ДИ): 1,003-1,010, p<0,001). При проведе-
нии ROC-анализа (рисунок 2) определено отрезное 
(cut-off) значение PCSK9 в  сыворотке крови, рав-
ное 303 нг/мл, превышение которого достоверно 
ассоциируется с  наступлением повторного ОКС 
с  чувствительностью  — 100%, специфичностью  — 
72,1%, площадью под ROC-кривой 86,7% на про-
тяжении указанного периода наблюдения (4  года).

Известно, что сывороточные уровни Лп(а) 
>50  мг/дл расцениваются как высокие [7]. В  ис-
следуемой когорте сывороточные уровни Лп(а) 
>50 мг/дл выявлены у 25 (28,4%) больных ИМ. По-
казано, что уровни Лп(а) >50 мг/дл были прямо ас-
социированы с  перенесенными ранее (до индекс-
ного ИМ) ОКС (p<0,001) и  сосудистой реваскуля-
ризацией (p<0,001) по данным анамнеза; наличием 
экстракардиального атеросклероза, представляюще-
го значимые стенозы брахиоцефальных артерий и/
или нижних конечностей (p<0,001), индексом ко-
морбидности по Charlson (p=0,029), 3-сосудистым 
коронарным поражением (p=0,011) у пациентов на 
этапе индексного ИМ; значимым стенозом ствола 
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ЭТАП 1
сбор образцов биоматериала (цельная кровь, сыворотка)

при поступлении больных острым ИМ
в БУ ХМАО-Югры "ОКД "ЦД И ССХ"

ЭТАП 2
транспортировка, обработка и хранение образцов

биоматериала при -80о С в лаборатории 
"Биобанк Югры" СурГУ

ЭТАП 3
разморозка образцов сыворотки, исследования

в биохимической лаборатории СурГУ

ЭТАП 4
статистический анализ клинико-лабораторных

исследований

Рис. 1    �Схема маршрутизации образцов биоматериала, использо-
ванных в настоящем исследовании, между клиникой, био-
банком и биохимической лабораторией.

Примечания: ИМ — инфаркт миокарда.

Таблица 1
Клиническая характеристика  

больных ИМ (n=88)
Характеристики Количество больных

Абс. %
Пол:
—  мужской (53,7±8,4 лет)
—  женский (62,1±4,4 лет)

75
13

85,2
14,8

Индексный ИМ:
—  первый
—  повторный

79
9

89,8
10,2

Тип ИМ по ЭКГ:
—  с подъемом сегмента ST
—  без подъема сегмента ST

60
28

68,2
31,8

Локализация ИМ:
—  передняя
—  задняя
—  боковая

38
46
4

43,2
52,3
4,5

Классы Killip:
—  I-II
—  III-IV

84
4

95,5
4,5

Риск смерти по шкале GRACE 2.0:
—  низкий (≤10%)
—  средний (11-30%)
—  высокий (≥30%)

58
24
6

65,9
27,3
6,8

Гипертоническая болезнь 75 85,2
Сахарный диабет 2 типа 22 25,0
ХБП (стадия С3а и выше) 10 11,4

Примечания: Абс.  — абсолютная величина, ИМ  — инфаркт мио-
карда, ХБП  — хроническая болезнь почек, ЭКГ — электрокардио
грамма, n  — количество пациентов; GRACE 2.0  — Global Registry 
of Acute Coronary Events 2.0.
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ния. Значение индекса TyG в  3-м квартиле соста-
вило 5,14 в данной выборке больных ИМ и опреде-
лено нами как высокое. По результатам бинарной 
логистической регрессии установлено, что высо-
кие значения индекса TyG (≥5,14) существенно 
(в >4 раза) увеличивают риск сердечно-сосудистой 
смерти в  4-летнем постинфарктном периоде (Exp 
(B) =4,41, 95% ДИ:1,07-18,27; p=0,041).

Обсуждение
Ввиду географических особенностей ХМАО-

Югры и  существенной удаленности многих насе-
ленных пунктов в  пределах округа от клинических 
центров, а  также высокого риска инвалидизации 
и смерти пациентов после перенесенного ИМ, сво-
евременный сбор образцов биоматериала в  период 
их лечения в  стационарах представляет большое 
значение для науки и практического здравоохране-
ния. Однако длительное хранение крови и  ее ком-
понентов в  стандартных клинико-диагностических 
лабораториях несет риск потери качества биообраз-
цов из-за отсутствия специализированных систем 
низкотемпературного охлаждения, бесперебойного 
электроснабжения, медицинского персонала с ком-
петенциями по биобанкированию и  других прин-
ципиальных условий. Размещение биоматериала 
в  лаборатории "Биобанк Югры" СурГУ позволило 
собрать, обработать и  разместить на долговремен-
ное хранение репрезентативную выборку образцов 

левой КА и/или стенозами КА (p<0,001), повтор-
ной симптом-обусловленной реваскуляризацией 
миокарда (p=0,011) по завершении постинфарктно-
го наблюдения. Результаты анализа с помощью ло-
гистической регрессии демонстрируют достоверное 
4-кратное увеличение риска комбинированной ко-
нечной точки (сердечно-сосудистая смерть, повтор-
ный ОКС, повторная симптом-обусловленная рева-
скуляризация миокарда, ишемический инсульт) по 
завершении постинфарктного наблюдения при на-
личии уровней Лп(а) >50 мг/дл у обследуемых лиц 
(Exp (B) =4,01, 95% ДИ:1,39-11,54; p=0,01).

Определены прямые ассоциации величин ин-
декса TyG со значениями индекса коморбидности 
по Charlson (p=0,002), стадиями хронической бо-
лезни почек у пациентов на этапе индексного ИМ, 
а также количеством пораженных КА (p=0,009) по 
завершении постинфарктного 4-летнего наблюде-

Таблица 2
Ассоциации маркеров ТОЛ  

с клинико-инструментальными показателями  
и прогнозом у больных ИМ в рамках 
проспективного наблюдения (4 года)

Пары признаков Ассоциации (χ², r) p
До индексного ИМ (в анамнезе)

Лп(а) — ИМ, перенесенный ранее χ²=9,96 (прямая) 0,004
Лп(а) — сосудистая 
реваскуляризация в любом русле

χ²=29,57 (прямая) <0,001

На этапе индексного ИМ
PCSK9 — риск GRACE 2.0 r=0,72 (прямая) <0,001
PCSK9 — классы Killip r=0,31 (прямая) 0,005
PCSK9 — ХС ЛНП r=0,57 (прямая) <0,001
PCSK9 — уровни Лп(а) r=0,36 (прямая) 0,001
Лп(а) — экстракардиальный 
атеросклероз

χ²=42,16 (прямая) <0,001

Лп(а) — индекс коморбидности 
по Charlson

r=0,25 (прямая) 0,029

Лп(а) — 3-х сосудистое 
поражение КА

χ²=6,86 (прямая) 0,011

Индекс TyG — индекс 
коморбидности по Charlson

r=0,33 (прямая) 0,002

Индекс TyG — стадия ХБП χ²=9,16 (прямая) 0,027
По завершению постинфарктного наблюдения

PCSK9 — количество 
пораженных КА

r=0,45 (прямая) <0,001

Лп(а) — значимый стеноз 
ствола левой КА и/или КА

χ²=14,87 (прямая) < 0,001

Лп(а) — повторная 
реваскуляризация миокарда

χ²=7,38 (прямая) 0,011

Индекс TyG — количество 
пораженных КА

r=0,32 (прямая) 0,009

Примечания: ИМ  — инфаркт миокарда, КА  — коронарные арте-
рии, Лп(а) — липопротеин(а), ХБП — хроническая болезнь почек, 
ХС ЛНП  — холестерин липопротеинов низкой плотности, ТОЛ  — 
транспорт и обмен липопротеинов, TyG индекс — триглицеридно-
глюкозный индекс, PCSK9 — пропротеиновая конвертаза субтили-
зин-кексин 9 типа. 
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При PCSK9 ≥303 нг/мл 
чувствительность =100%, 
специфичность =72,1%, 
AUC =86,7%

Рис. 2    �ROC-анализ: прогностическая значимость отрезного сы-
вороточного значения PCSK9 (303 нг/мл) в изучаемой вы-
борке 88 пациентов с ИМ в отношении развития повторного 
ОКС.

Примечание: ИМ  — инфаркт миокарда, ОКС  — острый коро-
нарный синдром, AUC  — area under curve (площадь под кривой), 
PCSK9  — proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (пропротеино-
вая конвертаза субтилизин-кексин 9 типа). 
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ронарных и  экстракардиальных артерий, высокой 
коморбидностью при индексном ИМ, а также раз-
витием повторных поражений КА (неоатероскле-
роз, рестенозы в стентах, тромбозы шунтов) и кли-
ническими событиями по завершении 4-летнего 
наблюдения. Следует отметить противоречивость 
данных о  ценности Лп(а) в  постинфарктном про-
гнозе. Австрийские исследователи не установили 
достоверный риск кардиальной и  общей смерти 
на протяжении 5  лет наблюдения у  1245 больных 
с  уровнями Лп(а) >60  мг/дл, однако выявили бо-
лее частое многососудистое коронарное поражение 
[16]. В то же время Bittner V, et al, анализируя выбор-
ку 18924 пациентов с ОКС исследования ODYSSEY 
OUTCOMES (Evaluation of Cardiovascular Outcomes 
After an Acute Coronary Syndrome During Treatment 
With Alirocumab), позиционируют Лп(а) >60  мг/дл 
как мощный фактор остаточного риска, сопостави-
мый по влиянию на исходы ОКС с недостижением 
целевого уровня ХС ЛНП [3, 17].

При изучении величин индекса TyG нами по-
лучены ассоциации с  высокой коморбидностью на 
этапе индексного ИМ, а  также количеством пора-
женных КА и высоким риском кардиальной смерти 
по завершении 4-летнего наблюдения. Результаты 
недавнего (2023г) комплексного метаанализа (41 ис-
следование) китайских ученых, посвященного изу
чению индекса TyG у различных категорий больных 
ИБС (коронарный атеросклероз, стабильная стено
кардия, ОКС), демонстрируют отчетливое повыше
ние риска коронарных осложнений и крупных кли
нических событий в  когортах на фоне высокого 
индекса TyG. Авторами показана более высокая час
тота отдаленных коронарных осложнений (ресте-
ноз в стенте, прогрессия атеросклероза и кальцино-
за артерий) и клинических событий (общая смерть, 
кардиальная смерть, ишемический инсульт, повтор-
ный ИМ, повторная реваскуляризация миокарда) 
у больных с ОКС и высокими величинами индекса 
TyG на протяжении длительного периода наблюде-
ния (12-63 мес. после индексного ОКС), что отчет-
ливо согласуется с результатами настоящего иссле-
дования [18].

Проведенное нами исследование было ограни-
чено сбором образцов крови на одной клинической 
базе, небольшой выборкой больных ИМ, а  также 
представлением результатов биохимической оценки 
сывороточных уровней маркеров ТОЛ без изучения 
вариантов кодирующих их генов.

Заключение 
Лаборатория "Биобанк Югры" СурГУ является 

универсальной и  надежной высокотехнологичной 
платформой для обработки, хранения и  последу-
ющего биохимического анализа образцов крови 
у  больных ИМ. Маркеры ТОЛ (PCSK9, Лп(а), ин-
декс TyG), определенные у пациентов в острой фа-

больных ИМ, часть из которых (n=88) проанализи-
рована в настоящей работе [4, 8].

С 2003г по настоящее время подробно изучено 
нарушение рециркуляции рецептора ЛНП на по-
верхность мембраны гепатоцита вследствие его свя-
зывания с  PCSK9, внутриклеточной интернализа-
цией и последующим разрушением. Открытие этого 
механизма привело к  пониманию взаимодействия 
ЛНП и их рецепторов, что легло в основу создания 
нового высокоэффективного класса гиполипидеми-
ческих препаратов — ингибиторов PCSK9. При этом 
роль PCSK9 в качестве потенциального биомаркера 
все еще активно изучается [9]. Результаты настояще-
го исследования демонстрируют достоверную пря-
мую связь между уровнями PCSK9 и ХС ЛНП, а так-
же количеством пораженных артерий у больных ИМ. 
Французские авторы в  клиническом исследовании 
PC-SCA-9 (Relevance of Plasma PCSK9 Concentration 
as a Biomarker in Acute Coronary Syndrome) продемон-
стрировали подобную связь между PCSK9, ХС ЛНП 
и выраженностью коронарного поражения по шка-
ле SYNTAX (Synergy Between Percutaneous Coronary 
Intervention With TAXUS and Coronary Artery Bypass 
Surgery) [10], а  южнокорейские исследователи по-
казали прямые ассоциации сывороточных кон-
центраций PCSK9 как с  поражением КА по шкале 
SYNTAX, так и с риском GRACE [11]. В то же вре-
мя канадские коллеги в рамках проекта Ottawa Heart 
Genomics Study не выявили ассоциацию PCSK9 с ХС 
ЛНП ни у больных хронической ИБС, ни у лиц без 
коронарного атеросклероза [12]. Заслуживают вни-
мания данные швейцарских ученых, которые отме-
тили менее частое достижение целевых уровней ХС 
ЛНП на фоне лечения у лиц с высокими уровнями 
PCSK9 в острой фазе и в течение года после ОКС, но 
не установили связи с риском по шкале GRACE [13, 
14]. Результаты настоящего исследования показыва-
ют отчетливую прямую ассоциацию PSCK9 с риском 
по шкале GRACE 2.0 у больных на этапе индексного 
ИМ, а также с риском повторного ОКС при заверше-
нии 4-летнего постинфарктного наблюдения.

Повышенные концентрации Лп(а) имеют ши-
рокую распространенность как в общей популяции, 
так и  у  пациентов высокого кардиоваскулярного 
риска. Известна их отчетливая связь с  прогресси-
рованием коронарного атеросклероза у лиц с ИБС, 
окклюзией венозных шунтов и  увеличением риска 
кардиоваскулярных событий у  больных после аор-
токоронарного шунтирования. Частота выявления 
Лп(а) в  крови >50  мг/дл установлена у  20% общей 
популяции, а  у  лиц с  хронической ИБС может до-
стигать 39-48% [15]. Необходимо отметить, что 
у больных ИМ в настоящем исследовании сыворо-
точные уровни Лп(а) >50  мг/дл выявлены в  28,4% 
случаев. Установлены достоверные ассоциации 
уровней Лп(а) >50  мг/дл с  сердечно-сосудистыми 
событиями в анамнезе, наличием атеросклероза ко-
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зе ИМ, достоверно ассоциированы с  клинически-
ми факторами, коморбидностью, атеросклерозом 
коронарных и экстракардиальных артерий, а также 
негативным прогнозом в постинфарктном периоде.

Отношения и деятельность. Исследование вы-
полнено при финансовой поддержке Фонда науч-
но-технологического развития Югры в  рамках на-
учного проекта № 2023-574-05.
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Банк данных геномных последовательностей 
патогенных микроорганизмов и его роль 
в осуществлении эпидемиологического надзора
Семененко Т. А.1, Акимкин В. Г.2, Соломай Т. В.2

1ФГБУ "Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. Н. Ф. Гамалеи" Минздрава России. Москва; 
2ФБУН "Центральный научно-исследовательский институт эпидемиологии" Роспотребнадзора. Москва, Россия

Несмотря на то, что банки данных геномных последовательностей 
имеют четкие информационные связи с биологическими образца-
ми, они являются самостоятельным интеллектуальным ресурсом, 
востребованным у  многих исследователей. Для депонирования 
информации, полученной в  ходе молекулярно-генетических ис-
следований в России, был сформирован банк данных VGARus (Virus 
Genome Aggregator of Russia).
Цель. Оценка данных о  вариабельности генетических последова-
тельностей вируса Эпштейна-Барр (ВЭБ), полученных в  ходе от-
ечественных исследований, и  возможности их интеграции в  банк 
данных VGARus для последующего использования в рамках эпиде-
миологического надзора.
Материал и методы. Осуществлен поиск научных публикаций 
в библиографических базах данных PubMed, eLibrary, Cyberleninka. 
Всего в  исследование включено 32 работы отечественных и  зару-
бежных авторов, отвечающих поставленной цели. 
Результаты. Число исследований, содержащих данные о генети-
ческих последовательностях ВЭБ в Российской Федерации, крайне 
мало. Представленные в научных публикациях сведения указывают 
на территориальные различия в соотношении двух генотипов ВЭБ, 
наличие особенного варианта гена LMP1 TatK у  татар Поволжья, 
отличие российских образцов ВЭБ по гену, кодирующему поверх-
ностный гликопротеин gp350, от таковых из других регионов мира. 
При этом информация о геномных последовательностях, получен-
ных в ходе проведенных исследований, ни в одном случае не была 
депонирована в российский генетический банк. 

Заключение. Расширение возможностей отечественной плат-
формы VGARus путем включения информации о геномных после-
довательностях всех циркулирующих на территории Российской 
Федерации патогенных для человека микроорганизмов потребует 
проведения масштабной работы, учитывающей технические осо-
бенности, требования биологической и  информационной без-
опасности.
Ключевые слова: банк данных геномных последовательностей, 
VGARus, вирус Эпштейна-Барр, молекулярно-генетический мони-
торинг.

Отношения и деятельность: нет.

Поступила 05/09-2024
Рецензия получена 09/09-2024
Принята к публикации 09/10-2024
 

	

Для цитирования: Семененко Т. А., Акимкин В. Г., Соломай Т. В. 
Банк данных геномных последовательностей патогенных микроор-
ганизмов и его роль в осуществлении эпидемиологического надзо-
ра. Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23(11):4185. 
doi: 10.15829/1728-8800-2024-4185. EDN SKZFFF		   

*Автор, ответственный за переписку (Corresponding author):

e-mail: solomay@rambler.ru
[Семененко Т. А.  — д.м.н., профессор, научный консультант, ORCID:  0000-0002-6686-9011, Акимкин В. Г.  — д.м.н., профессор, академик РАН, директор, ORCID:  0000-0001-8139-0247, 
Соломай Т. В.* — к.м.н., с.н.с., лаборатория инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи, ORCID: 0000-0002-7040-7653].

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23(11):4185.  
doi: 10.15829/1728-8800-2024-4185
ISSN 1728-8800 (Print)
ISSN 2619-0125 (Online)

Databank of genomic sequences of pathogenic microorganisms and its role in the implementation 
of epidemiological surveillance
Semenenko T. A.1, Akimkin V. G.2, Solomay T. V.2

1Gamaleya National Research Center for Epidemiology and Microbiology. Moscow; 2Central Research Institute of Epidemiology. Moscow, Russia

Despite the fact that databanks of genomic sequences have clear 
information links with biological samples, they are an independent 
intellectual resource in demand among many researchers. To deposit 
information obtained in the course of molecular genetic studies in 
Russia, the Virus Genome Aggregator of Russia (VGARus) databank 
was created.
Aim. To evaluate data on the variability of genetic sequences of the 
Epstein-Barr virus (EBV), obtained as a  result of Russian studies, 
and the possibility of their integration into the VGARus database for 
subsequent use in epidemiological surveillance.

Material and methods. A search for publications was carried out in the 
PubMed, eLibrary, Cyberleninka databases. In total, the study included 
32 papers of Russian and external authors that meet the stated aim.
Results. The number of studies containing data on the EBV gene
tic sequences in the Russian Federation is extremely small. The in
formation presented in publications indicates geographical differences 
in the ratio of two EBV genotypes, the presence of a special LMP1 TatK 
gene variant in the Tatars of the Volga region, the difference between 
Russian EBV samples in the gene encoding the gp350 from those from 
other world regions. At the same time, information on the genomic 
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Биобанкирование

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Банки данных геномных последовательностей 
являются самостоятельным интеллектуальным 
ресурсом, востребованным у многих исследова-
телей. 

• � Для депонирования информации, полученной 
в ходе молекулярно-генетических исследований 
в нашей стране, был сформирован банк данных 
VGARus (Virus Genome Aggregator of Russia).

Что добавляют результаты исследования?
• � VGARus даёт возможность вести мониторинг 

мутационной изменчивости вирусов, осущест-
влять оперативный и  ретроспективный анализ 
их распространённости на территории России.

• � Депонирование информации о  последователь-
ностях вируса Эпштейна-Барр в VGARus позво-
ляет изучать изменчивость вируса и ее влияние 
на течение эпидемического процесса, разраба-
тывать меры противодействия, включая специ
фическую иммунопрофилактику.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Genomic sequence databases are an independent in
tellectual resource in demand by many researchers.

• � The Virus Genome Aggregator of Russia (VGARus) 
database was created to deposit information ob
tained during molecular genetic studies in Russia.

What might this study add?
• � VGARus makes it possible to monitor the mutatio

nal variability of viruses, to carry out operational 
and retrospective analysis of their prevalence in 
Russia.

• � Depositing information on the Epstein-Barr virus 
sequences in VGARus makes it possible to study 
its variability and impact on epidemic process, to 
develop countermeasures, including specific im
munoprophylaxis.

ВЭБ — вирус Эпштейна-Барр, COVID-19 — COrona VIrus Disease 2019 (коронавирусная инфекция 2019г), SARS-CoV-2 — Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2 (коронавирус 2, вызывающий тяжелый 
острый респираторный дистресс-синдром), VGARus — Virus Genome Aggregator of Russia.

sequences obtained in the studies was not deposited in the Russian 
gene bank in any case.
Conclusion. Expanding the potential of the Russian VGARus platform 
by including information on the genomic sequences of all pathogenic 
microorganisms circulating in the Russian Federation will require large-
scale work that takes into account technical features, biological and 
information security requirements.
Keywords: genomic sequence databank, VGARus, Epstein-Barr virus, 
molecular genetic monitoring.
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Введение
Опыт работы в  условиях пандемии COVID-19 

(COrona VIrus Disease 2019, коронавирусная ин-
фекция 2019г) заставил мировое сообщество пере-
смотреть свои взгляды на проблему биологических 
угроз. Уже в 2022г Всемирная организация здраво-
охранения на конференции, посвященной науч-
ным стратегиям по борьбе с  недавними вспышка-
ми инфекционных болезней, обозначила необхо-
димость подготовки к  появлению нового патогена 
"Х", определив при этом, что все инфекционные 
агенты, обладающие на современном этапе эпиде-
мическим потенциалом, относятся к вирусам. 

Одновременно с  этим, в  период высокой за-
болеваемости COVID-19 возросла роль отдельных 
хронических вирусных инфекций, тем или иным 

образом связанных с  состоянием, которое полу-
чило название "long COVID" или постковидный 
синдром. В  ходе проведенных исследований было 
установлено, что у ряда пациентов на фоне течения 
COVID-19 происходит реактивация хронических 
герпесвирусных инфекций, в  перечне которых ли-
дирующую позицию занимает инфекция, вызван-
ная вирусом Эпштейна-Барр (ВЭБ) [1-4], суще-
ственно утяжеляющая состояние больного и  тре-
бующая глобальных материальных затрат на его 
лечение [5].

Это, в  свою очередь, требует проведения ис-
следований по изучению структуры и  свойств ви-
русов  — возбудителей инфекционных болезней 
человека, как новых, ранее не встречающихся, так 
и  давно известных, но недостаточно изученных 
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в  силу определенных обстоятельств [6]. Для реше-
ния данной задачи необходима организация круп-
номасштабных мониторинговых исследований [7, 
8]. При этом вирусологические методы, основан-
ные на воспроизводстве патогенов в биологических 
моделях или культурах клеток и позволяющие оце-
нить фенотипические свойства возбудителей и  их 
биологические особенности, достаточно трудоемки 
и  требуют наличия большого временнóго ресурса. 
Кроме того, их применение не позволяет просле-
дить степень генетического родства исследуемых 
патогенов, их изменчивость, что, в  свою очередь, 
определяет необходимость использования иных на-
учных подходов [9].

В  последнее время интенсивно развивают-
ся и  усовершенствуются технологии секвенирова-
ния, направленные на определение нуклеотидной 
последовательности отдельных генов или генома 
в целом. Результаты таких исследований позволяют 
проводить филогенетический анализ путем поис-
ка сходств и  различий с  ранее изученными образ-
цами [10]. С 2020г такой подход стал неотъемлемой 
частью молекулярно-генетического мониторинга 
за циркулирующими геновариантами SARS-CoV-2 
(Severe Acute Respiratory Syndrome CoronaVirus 2, 
коронавирус 2, вызывающий тяжелый острый ре-
спираторный дистресс-синдром), что наряду с дру-
гими исследованиями позволило соотнести опре-
деленные штаммы вируса не только с  характером 
и  тяжестью клинических проявлений болезни, но 
и  с  интенсивностью эпидемического процесса, 
а также составить математический прогноз его раз-
вития [6, 11]. 

Для депонирования информации, полученной 
в  ходе молекулярно-генетических исследований 
SARS-CoV-2, впервые в  России был сформирован 
масштабный банк данных генетической информа-
ции1 VGARus (Virus Genome Aggregator of Russia), 
в  работу с  которым во время пандемии COVID-19 
были вовлечены ведущие исследовательские цен-
тры [12, 13]. В  дальнейшем возможности VGARus 
были существенно расширены2: развернута мас-
штабная работа по секвенированию и  биоинфор-
матическому анализу геномов не только SARS-
CoV-2, но и других микроорганизмов, вызывающих 
заболевания человека, выявлению как известных, 
так и  потенциально новых вариантов патогенов. 
К  сентябрю 2024г на указанном ресурсе было раз-
мещено >365  тыс. последовательностей геномов 
1	 Распоряжение Правительства Российской Федерации от 23 мар-

та 2021г № 448 "О необходимости создания единого информа-
ционного центра для анализа эпидемической ситуации и отсле-
живания циркулирующих в стране геновариантов коронавируса".

2	 Постановление Правительства Российской Федерации от 
23.12.2022г № 2395 "О внесении изменения в приложение 
к Положению о федеральной государственной информационной 
системе сведений санитарно-эпидемиологического характера".

различных патогенов, в  т.ч. SARS-CoV-2, вируса 
иммунодефицита человека (ВИЧ), вирусов гепа-
титов В и С, гриппа, норо- и ротавирусов, а также 
Varicella Zoster Virus. Сведения о геномах иных виру-
сов герпеса, вызывающих заболевания человека, на 
настоящий момент в банке генетической информа-
ции системно не представлены.

Целью работы стала оценка данных о  вари-
абельности генетических последовательностей 
ВЭБ, полученных в ходе отечественных исследова-
ний, и  возможности их интеграции в  банк данных 
VGARus для последующего использования в  рам-
ках эпидемиологического надзора.

Материал и методы
Для проведения настоящего исследования был осу-

ществлен поиск научных публикаций по следующим 
ключевым словам: "генетические последовательности 
вируса Эпштейна-Барр". Поиск проводился в библиогра-
фических базах данных PubMed, eLibrary, Cyberleninka. 
Глубина поиска составила 10 лет. Ограничения по терри-
ториальному признаку установлены не были.

Количество работ, найденных в  ходе поиска, по 
ключевым словам, составило 5107, из которых по резуль-
татам оценки на соответствие цели исследования ото-
брано 76 резюме. Полные тексты были доступны для 33 
статей, которые в  последующем включены в  настоящее 
исследование. 

Результаты
ВЭБ относится к  семейству Herpesviridae, под-

семейству Gammaherpesvirinae. Геном вируса, пред-
ставленный двуцепочечной дезоксирибонуклеино-
вой кислотой (ДНК), содержащей >85 генов, имеет 
много повторяющихся областей, что существенно 
затрудняет его анализ. В настоящий момент иссле-
дования сфокусированы на изучении нуклеотид-
ных последовательностей отдельных генов ВЭБ, 
среди которых основной акцент сделан на EBNA2, 
EBNA3 и LMP1 [14]. 

Интерес к  перечисленным генам обусловлен 
тем, что первые два из них определяют существо-
вание основных типов ВЭБ — 1 (А) и  2 (В), иден-
тичность которых по гену EBNA2 составляет 51%, 
а EBNA3 — 71% [15]. Особое внимание к изучению 
гена LMP1 связано с его ролью в ассоциированном 
с ВЭБ канцерогенезе [16]. В зарубежной литерату-
ре приводятся сведения о  наличии десяти вариан-
тов данного гена (дикий В95-8; Аляска (Ala), Китай 
(Ch1) и (Ch2), Средиземноморье (Med+) и (Med-), 
Северная Каролина (NC), Юго-Восточная Азия 1 
и 2 (SEA1 и SEA2), Аргентина (Arg)), названных по 
региону, где они были впервые обнаружены [17-19]. 
Однако это не указывает на географическую при-
вязку выявленных геновариантов, т.к. они встреча-
ются и  в  других регионах мира. Последовательно-
сти других генов ВЭБ изучены в меньшей степени, 
либо не исследовались совсем.
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В  последние годы в  мире были разработаны 
и внедрены методы высокопроизводительного сек-
венирования NGS (next generation sequencing), ис-
пользование которых позволило исследователям 
существенно продвинуться в  изучении полноге-
номных последовательностей ВЭБ; были выделены 
азиатская и  неазиатская группы вируса, привязан-
ные к конкретным географическим местностям [19, 
20]. Несмотря на то, что указанные методы суще-
ственно нивелировали проблему считывания по-
вторяющихся областей, отсутствие единого стан-
дарта сборки окончательной последовательности 
генома ВЭБ не позволяет на современном этапе 
проводить эффективное сопоставление данных, 
полученных разными учеными [19], и  возвращают 
исследования на этап оценки нуклеотидных после-
довательностей отдельных генов.

В  Российской Федерации (РФ) результаты 
полногеномного секвенирования ВЭБ в доступной 
литературе не описаны. Единичные работы содер-
жат сведения о частоте обнаружения двух основных 
генотипов вируса (таблица 1). 

Так, в ходе исследования, проведенного в Ниж-
нем Новгороде, установлено, что у  детей 1-15  лет 
генотип ВЭБ 1 (А) встречался в 100% при наличии 
у них клинических проявлений инфекционного мо-
нонуклеоза, и в 96,6% при отсутствии данного забо-
левания. Частота выявления ВЭБ 2 (В) составила 0 
и 3,4%, соответственно [21]. 

Генотипирование ВЭБ у  лиц >18  лет в  Рос-
сии проводили в  группе медицинских работников 
столичного региона, где показатель выявления 

ВЭБ 1 (А) составил 95,7%, ВЭБ 2 (В) — 2,15%, еще 
в 2,15% случаев установлено сочетание обоих гено-
типов у одного человека3. 

В  другом исследовании у  взрослого населения 
Московской области, имеющего славянские кор-
ни, также доминировал ВЭБ 1 (А) — 81%, при этом 
в 19% исследованных образцов был идентифициро-
ван ВЭБ 2 (В). Преобладание ВЭБ 1 (А) выявлено 
и  у  коренного населения Республики Татарстан — 
83% [22]. 

В то же время, в отдельных регионах РФ часто-
та обнаружения генотипов ВЭБ может иметь иное 
соотношение. Например, в  Республике Адыгея 
среди лиц, исторически проживающих на данной 
территории, ВЭБ 2 (В) был идентифицирован в 81% 
образцов. Показатель выявления ВЭБ 1 (А) и ВЭБ 2 
(В) среди коренного населения Калмыкии составил 
51 и 49%, соответственно [22]. Интересно, что в хо-
де изучения территориальных особенностей эпиде-
мического процесса ВЭБ-инфекции в  различных 
субъектах РФ, именно в Республике Калмыкия был 
зарегистрирован один из самых низких уровней за-
болеваемости инфекционным мононуклеозом на 
фоне высокой серопревалентности к ВЭБ детского 
населения, значимо превышающей таковую в  дру-
гих регионах и в стране в целом. Кроме того, частота 
выявления ДНК ВЭБ в слюне взрослого населения 
3	 Соломай Т. В., Малахова М. В., Шитиков Е. А. и др. Оценка встре-

чаемости вируса Эпштейна-Барр генотипов 1 и 2 в столичном 
регионе. Сборник материалов конгресса с международным учас
тием "Молекулярная диагностика и биобезопасность-2022". 
Москва, 2022: С. 115-116.

Таблица 1
Частота выявления ВЭБ 1 (А) и ВЭБ 2 (В) у населения разных регионов РФ

Ссылка 
на источник

Регион РФ Характеристика группы Возраст, 
лет

Число 
обследованных 
лиц

Частота выявления, (n/%)

ВЭБ 1 (А) ВЭБ 2 (В) Оба 
генотипа

[21] Нижний 
Новгород

пациенты с инфекционным 
мононуклеозом

1-15 50 50/100 0 0

[21] Нижний 
Новгород

лица без признаков 
инфекционного мононуклеоза

1-15 29 28/96,6 1/3,4 0

3 Москва медицинские работники >18 47 45/95,7 1/2,15 1/2,15

[22] Московская 
область

лица славянского  
происхождения

>18 40 32/81 8/19 0

[22] Республика 
Татарстан

татары Поволжья >18 60 50/83 10/17 0

[22] Республика 
Адыгея

коренные адыгейцы >18 59 11/19 48/81 0

[22] Республика 
Калмыкия

коренные калмыки >18 50 26/51 24/49 0

Всего дети 79 78/98,7 1/1,3 0

Всего взрослые 256 163/63,7 92/35,9 1/0,4

Итого 335 241/71,9 93/27,8 1/0,3

Примечание: ВЭБ — вирус Эпштейна-Барр.



48

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23

Калмыкии составила 77,6% и  была самой высокой 
для данной возрастной группы из 16 анализируе-
мых регионов страны [23]. Это дает основания для 
продолжения поиска, в т.ч. основанного на оценке 
принадлежности ВЭБ к  одному из генотипов, изу-
чения последовательностей отдельных генов, а так-
же внедрения методов полногеномного секвениро-
вания. 

В  настоящий момент большинство исследова-
ний, проведенных в РФ, сконцентрировано на изу
чении последовательностей LMP1 и  их вероятной 
связи с онкогенезом [24]. 

Отечественными исследователями установле-
но, что у инфицированных ВЭБ здоровых индиви-
дуумов, лиц, больных инфекционным мононукле-
озом, и  пациентов с  онкологической патологией 
в  совокупности преобладал дикий В95-8 вариант 
гена LMP1, на долю которого в  целом пришлось 
45,4%. Среди прочих геновариантов наиболее часто 
встречались Med+, NC и Med-. Также обнаружены 
единичные находки вариантов Ch1 и Ch2. Различий 
в  частоте обнаружения вариантов гена LMP1 в  за-
висимости от наличия патологического состояния 
и его характера выявлено не было [25].

Отдельный интерес представляет поиск особен-
ностей гена LMP1 ВЭБ, выделенного от населения 
разных регионов нашей страны. Несмотря на то, 
что исследования, посвященные данному вопросу, 
ставят своей целью поиск связи между вариантами 
данного гена и  частотой развития онкологических 
заболеваний, полученные в  ходе них данные за-
служивают внимания с  позиции эпидемиологиче-
ского надзора, т.к. могут быть использованы в  ка-
честве основы для формирования молекулярно-
генетического мониторинга ВЭБ в РФ.

Так, в  группе этнических татар Поволжья был 
обнаружен вариант LMP1 (TatK), содержащий две 
уникальные делеции 5 а.к. в кодонах 312-316 и 382-
386. Данный вариант не был выявлен в  образцах, 
изолированных от россиян других национальнос
тей, а также в международных банках генетической 
информации, в  результате чего авторами исследо-
вания высказано предположение о том, что вариант 
TatK сформировался в  период образования в  По-
волжье Казанского ханства после выделения его из 
состава Золотой Орды [26, 27]. 

В  то же время, сопоставление последователь-
ностей LMP1, выделенного от татар Поволжья, 
с  данным геном ВЭБ, изолированным от предста-
вителей адыгейцев и  калмыков, показало наличие 
между ними генетического родства. Аналогичные 
сравнения LMP1 ВЭБ, полученного от поволжских 
татар и славян, проживающих в Москве, обнаружи-
ло большее число различий. Так, в гене LMP1 сла-
вян отсутствовали мутации в домене CTAR1, харак-
терные для трех других этносов, а  число мутаций 
в доменах CTAR2 и CTAR3 было увеличено [28].

Исследования, проведенные в  Хабаровском 
крае, показали, что среди коренного населения на-
найцев и  мигрантов из европейской части России 
дикий В95-8 вариант гена LMP1 встречался в  26,2 
и  25,0% исследованных образцов. Частота выяв-
ления геноварианта Med+ составила 21,1 и  17,9%; 
Med- — 21,1 и 14,3%; NC — 15,8 и 21,4%; Ch1 — 15,8 
и  21,4%, соответственно. При этом варианты Ala 
и  Ch2 обнаружены не были. Несмотря на суще-
ственное сходство в  частоте выявления отдельных 
вариантов LMP1, в  образцах, выделенных от на-
найцев, были идентифицированы аминокислотные 
замены в  позициях 212, 328 и  399, отсутствующие 
у мигрантов из европейской части России [29], что, 
в свою очередь, может являться следствием относи-
тельно изолированного существования коренных 
народов от прочего населения и  определять осо-
бенности течения эпидемического процесса ВЭБ-
инфекции среди них.

Подобные сопоставления представляют ин-
терес не только с  позиции поиска различий, но 
и  установления эпидемиологических связей между 
группами населения и  отдельными индивидуума-
ми. Так, сопоставление последовательностей LMP1 
у  больных инфекционным мононуклеозом детей 
Нижегородской области с информацией из между-
народных банков генетических данных позволил 
установить наличие общей мутации D250N с  изо-
лятами из Сербии. При этом, оценка скорости 
эволюции LMP1 в  исследуемых образцах показала 
время происхождения их ближайшего общего пред-
ка  — 1923г, что соотносится с  периодом массовой 
русской эмиграции в  этот регион во время граж-
данской войны [30].

Проведенные исследования наглядно свиде-
тельствуют о том, что изучение распространенности 
основных генотипов ВЭБ и  последовательностей 
гена LMP1 позволяют выдвинуть предположения 
о  "географических маршрутах распространения" 
ВЭБ и происходящих с вирусом изменениях, вклю-
чая появление новых вариантов. Однако следует от-
метить, что ген LMP1 участвует в реализации латент-
ной фазы ВЭБ-инфекции, в то время как больший 
интерес с  эпидемиологической точки зрения будет 
представлять информация о  вариабельности генов 
ВЭБ, ответственных за литическую репродукцию 
вируса и его взаимодействие с организмом хозяина. 

Единственное исследование отечественных 
авторов, проведенное в  этом направлении, каса-
ется изучения вариабельности гена, кодирующего 
поверхностный гликопротеин gp350, участвующий 
в  проникновении вируса в  клетки хозяина и  рас-
сматриваемый зарубежными учеными в  качестве 
основы для создания потенциальных вакцин про-
тив ВЭБ-инфекции. Изучение последовательнос
тей gp350 с  эпидемиологической точки зрения 
представляется наиболее перспективным, т.к. по-
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мимо выявления особенностей вируса, позволит 
в  дальнейшем разработать подходы к  специфиче-
ской профилактике ВЭБ-инфекции. Кроме того, 
авторам исследования удалось установить связь 
между участниками эпидемического процесса. Все-
го было исследовано 30 образцов, соответствующих 
типу ВЭБ 1 (А), полученных от условно здоровых 
медицинских работников 4-х стоматологических 
клиник г. Москвы. При сопоставлении последо-
вательностей gp350 российских образцов с  данны-
ми аналогичных исследований, представленными 
в  генетическом банке NCBI (National Center for 
Biotechnology Information) США, установлено, что 
отечественные образцы не формировали отдельной 
клады и  равномерно распределялись по филогене-
тическому дереву [31]. 

В то же время, gp350 ВЭБ, выделенный от ме-
дицинских работников стоматологических клиник, 
содержал в  совокупности 15 уникальных аминоки
слотных замен и одну делецию, отсутствующие в об-
разцах из других регионов мира. Именно наличие 
уникальных мутаций позволило достоверно уста-
новить эпидемиологические связи между обследо-
ванными лицами. Все исследованные образцы бы-
ли представлены 22 индивидуальными профилями 
gp350, из которых только три встречались одновре-
менно у нескольких медицинских работников. Про-
филь № 13 имел максимальное сходство с другими 
образцами, информация о которых была представ-
лена в  банке генетических данных NCBI и  встре-
чался у  сотрудников всех 4-х стоматологических 
клиник, включенных в исследование. Наибольший 
интерес представили профили № 5 и 6, каждый из 
которых встречался у двух сотрудников одной и той 
же клиники, работающих в паре — врач и ассистент 
стоматолога. И если профиль № 5 отличался от ре-
ференсного штамма B95-8 (NC_007605.1) только де-
лецией в позициях 593-613, то профиль № 6 помимо 
двух делеций, встречающихся в других регионах ми-
ра (del 540-560, del 593-613), имел уникальную мута-
цию Q853K, наличие которой стало убедительным 
доказательством эпидемиологической взаимосвязи 
и  подтвердило существование риска профессио-
нального инфицирования ВЭБ в условиях стомато-
логической клиники [31].

Заключение
Все приведенные в  настоящем обзоре данные 

были извлечены из научных публикаций. Инфор-
мация о  геномных последовательностях ВЭБ, по-
лученных в  ходе проведенных исследований, ни 
в одном случае не была депонирована в российский 
генетический банк, что существенно осложняет на-
учный поиск и  не позволяет в  полной мере сопо-
ставить разрозненные сведения.

На настоящий момент число исследований, со-
держащих данные о  генетических последователь-
ностях ВЭБ в РФ, крайне мало. Однако уже сейчас 
результаты проанализированных работ содержат 
важные с позиции эпидемиологии сведения и сви-
детельствуют о  наличии особенностей ВЭБ, цир-
кулирующих в  разных субъектах нашей страны. 
Установлены территориальные различия в  соотно-
шении двух генотипов ВЭБ, выявлен новый вари-
ант гена LMP1 TatK у татар Поволжья, обнаружены 
отличия российских образцов ВЭБ по гену, кодиру-
ющему поверхностный гликопротеин gp350, от та-
ковых из других регионов мира. Кроме того, прове-
денные исследования позволили проследить "пути 
миграции" ВЭБ и  определить эпидемиологические 
связи между сотрудниками одного коллектива.

Депонирование информации о  расшифрован
ных последовательностях в банк генетических дан-
ных с возможностью последующего сопоставления 
с  другими образцами позволит заложить основу 
молекулярно-генетического мониторинга ВЭБ 
в  нашей стране, изучать изменчивость вируса и  ее 
влияние на течение эпидемического процесса, раз-
рабатывать адекватные меры противодействия, 
включая специфическую иммунопрофилактику.

На современном этапе продолжается актив-
ное депонирование результатов секвенирования 
в  VGARus, включая соответствующие метаданные. 
Платформа VGARus даёт возможность вести по-
стоянный мониторинг мутационной изменчивости 
вирусов, предоставляя важнейшие данные для об-
наружения новых геновариантов и  осуществлять 
оперативный и  ретроспективный анализ их рас-
пространённости на территории России [32, 33]. 
Расширение возможностей банка данных VGARus 
путем включения информации о  геномных после-
довательностях всех циркулирующих на террито-
рии РФ патогенных для человека микроорганизмов 
потребует проведения масштабной работы, учи-
тывающей технические особенности, требования 
биологической и  информационной безопасности. 
В  настоящее время все научные учреждения Рос-
сии, занимающиеся секвенированием геномов 
коронавируса и  зарегистрировавшиеся на портале 
в  качестве пользователей, имеют возможность вы-
ложить изучаемые геномные последовательности 
в  VGARus. Полученные регистрационные удосто-
верения позволяют её участникам использовать 
информацию национальной базы данных. Доступ 
к  платформе осуществляется через портал genome.
crie.ru. 

Отношения и деятельность: все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной статье.
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Технология оценки частот ДНК-маркеров 
в многонациональных административных единицах 
по данным о коренном народонаселении в связи 
с заболеваемостью (на примере сердечно-сосудистых 
заболеваний)
Балановская Е. В.1, Потанина А. Ю.1, Кошель С. М.2, Адамов Д. С.1, Евсюков И. В.1, 
Борисова А. Л.3, Покровская М. С.3, Мешков А. Н.3

1ФГБНУ "Медико-генетический научный центр им. акад. Н. П. Бочкова". Москва; 2ФГБОУ ВО "Московский государственный 
университет им. М. В. Ломоносова". Москва; 3ФГБУ "Национальный медицинский исследовательский центр терапии 
и профилактической медицины" Минздрава России. Москва, Россия 

Информация о заболеваемости представлена в статистических от-
четах суммарно обо всем населении многонациональных субъек-
тов России, но Биобанки народонаселения содержат информацию 
об отдельных народах. 
Цель. Разработать технологию оценки частоты ДНК- (дезоксири-
бонуклеиновая кислота) маркеров для административных единиц 
по данным о  коренном народонаселении, что позволит оценить 
связь частоты ДНК-маркеров с заболеваемостью. 
Материал и методы. Биобанк Северной Евразии представил час
тоты 24 ДНК-маркеров, ассоциированных с сердечно-сосудисты-
ми заболеваниями (ССЗ) для 86 коренных народов России (6227 
ДНК-образцов). Из переписи 2010г извлечена информация об эт-
ническом составе 83 субъектов Российской Федерации (РФ), из 
данных Минздрава России — заболеваемость ССЗ в  85 субъектах 
РФ (2020-2021гг). 
Результаты. Совокупность данных о  генофондах коренного на-
селения и  этническом составе субъектов РФ позволила оценить 
частоты 24 ДНК-маркеров в  85 субъектах РФ. Полученные часто-
ты позволили напрямую оценить их связь с  ССЗ в  России  — хро-
ническими ревматическими болезнями сердца, кардиомиопати-
ей, ишемическими болезнями сердца, гипертензивной болезнью 
сердца, острым миокардитом. Результаты применения технологии 
представлены в  виде таблиц и  геногеографических карт: 1) рас-
пространения в субъектах РФ 24 ДНК-маркеров ССЗ; 2) географии 
заболеваемости в субъектах РФ для пяти ССЗ; 3) корреляции рас-
пространения частоты ДНК-маркеров ССЗ и  заболеваемости ССЗ 
среди населения России.
Заключение. Предложенная технология оценки современного ге-
нофонда субъектов РФ по данным о генофонде коренных народов 

России впервые позволила оценить связь клинически значимых 
ДНК-маркеров и заболеваемости в РФ.
Ключевые слова: генофонд, ДНК-маркеры, сердечно-сосудистая 
заболеваемость, геногеография, этносостав, субъекты Российской 
Федерации, коренное народонаселение.

Отношения и деятельность. Исследование выполнено в  рам-
ках Государственного задания Минобрнауки России для ФГБНУ 
"МГНЦ".

Благодарности. Авторы благодарят АНО "Биобанк Северной 
Евразии" за предоставление данных о частотах ДНК-маркеров ССЗ 
в коренном населении России.

Поступила 19/09-2024
Рецензия получена 27/09-2024
Принята к публикации 05/10-2024
 

	

Для цитирования: Балановская Е. В., Потанина А. Ю., Кошель С. М., 
Адамов Д. С., Евсюков И. В., Борисова А. Л., Покровская М. С., 
Мешков А. Н. Технология оценки частот ДНК-маркеров в  много-
национальных административных единицах по данным о  корен-
ном народонаселении в  связи с  заболеваемостью (на примере 
сердечно-сосудистых заболеваний). Кардиоваскулярная терапия 
и  профилактика. 2024;23(11):4204. doi:  10.15829/1728-8800-2024-
4204. EDN LXRFUJ 					      

*Автор, ответственный за переписку (Corresponding author):

e-mail: potaninaaanna@gmail.com
[Балановская Е. В. — д.б.н., профессор, зав. лабораторией популяционной генетики человека, ORCID: 0000-0002-3882-8300, Потанина А. Ю.* — м.н.с. лаборатории популяционной генетики чело-
века, ORCID: 0009-0000-7911-4673, Кошель С. М. — к.г.н., в.н.с., Географический факультет, ORCID: 0000-0002-4540-2922, Адамов Д. С. — к.ф.‑ м.н., с.н.с. лаборатории популяционной генетики 
человека, ORCID: 0009-0009-3527-4195, Евсюков И. В. — н.с. лаборатории популяционной генетики человека, ORCID: 0000-0003-1810-429X, Борисова А. Л. — н.с., руководитель лаборатории "Банк 
биологического материала" Института персонализированной терапии и  профилактики, ORCID:  0000-0003-4020-6647, Покровская М. С.  — к.б.н., в.н.с. лаборатории "Банк биологического мате-
риала" Института персонализированной терапии и  профилактики, ORCID:  0000-0001-6985-7131, Мешков А. Н.  — д.м.н., руководитель Института персонализированной терапии и  профилактики, 
ORCID: 0000-0001-5989-6233].

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23(11):4204.  
doi: 10.15829/1728-8800-2024-4204
ISSN 1728-8800 (Print)
ISSN 2619-0125 (Online)



53

Биобанкирование

АО — Автономный Округ, ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, ИБС — ишемическая(-ие) болезнь(-и) сердца, РФ — Российская Федерация, ССЗ — сердечно-сосудистые заболевания, SNP — Single 
Nucleotide Polymorphism (однонуклеотидный полиморфизм). 

Assessment of the frequency and association with morbidity of DNA markers in multinational administrative 
divisions based on indigenous population data (based on cardiovascular diseases)
Balanovskaya E. V.1, Potanina A. Yu.1, Koshel S. M.2, Adamov D. S.1, Evsyukov I. V.1, Borisova A. L.3, Pokrovskaya M. S.3, Meshkov A. N.3

1Bochkov Medical Genetic Research Center. Moscow; 2Lomonosov Moscow State University. Moscow; 3National Medical Research Center 
for Therapy and Preventive Medicine. Moscow, Russia

Введение
В  настоящее время развитие превентивной 

и персонализированной медицины невозможно без 
применения генетических данных. Однако фарма-
когенетическое тестирование в регионах с недоста-
точным финансированием здравоохранения недо-
ступно. Решение этой проблемы дает популяцион-
ная геногеография, предоставляющая информацию 
о  частоте важнейших ДНК (дезоксирибонуклеи-
новая кислота)-маркеров фармакогенетики1 [1-5]. 
В  такой многонациональной стране, как Россия, 
данные геногеографии могут дать важную инфор-
мацию для принятия клинических решений. Изу-
чение закономерностей в распределении фармако-
генетических маркеров в  народонаселении России 
1	 Исследование основано на информации базы данных "Фар

макогенетика популяций России и сопредельных стран" (https://
pharma-gene-geography.ru/).

выявляет этносы и регионы, где фармакогенетиче-
ское тестирование будет клинико-экономически 
выгодным решением, и  предоставляет информа-
цию, на которую может ориентироваться персона-
лизированная медицина.

Исходную информацию популяционная гено-
география извлекает из двух типов популяционных 
биобанков человека. Первый тип  — "целевые био-
банки"  — объединяет медицинские, коммерческие 
и  другие биобанки, формируемые в  соответствии 
с конкретной целью данной организации. Медицин-
ские биобанки хранят образцы, связанные с опре-
деленным медицинским диагнозом. Второй тип 
популяционных биобанков  — биобанки народона-
селения — хранят биообразцы, не связанные с забо-
леваниями. Из биобанков народонаселения мировая 
наука отдает предпочтение биобанкам коренного 
народонаселения. Их особенностью является тща-

Information on morbidity is presented in statistical reports for the entire 
population of multinational subjects of Russia, but population Biobanks 
contain information on individual peoples.
Aim. To develop a  technology for assessing the frequency of deoxy
ribonucleic acid (DNA) markers for administrative units based on indi
genous population data, which will make it possible to assess the re
lationship between the frequency of DNA markers and morbidity.
Material and methods. The Biobank of Northern Eurasia presented 
the frequencies of 24 DNA markers associated with cardiovascular di
sease (CVD) for 86 indigenous peoples of Russia (6227 DNA samples). 
Information on the ethnic composition of 83 Russian regions was extrac
ted from the 2010 census, and the CVD incidence in 85 Russian regions 
(2020-2021) was assessed by data from the Ministry of Health of Russia.
Results. The data on the gene pools of the indigenous population and 
the ethnic composition of Russian regions made it possible to assess 
the frequencies of 24 DNA markers in 85 Russian regions. The obtained 
frequencies allowed us to directly assess their relationship with CVD 
in Russia — chronic rheumatic heart diseases, cardiomyopathy, coro
nary artery disease, hypertension, acute myocarditis. Technology ap
plication data are presented in the form of tables and genogeographic 
maps of the distribution of 24 CVD DNA markers in Russian subjects, 
the geography of morbidity in Russian subjects for five CVDs, and the 
correlation of the distribution of the frequency of CVD DNA markers and 
the incidence of CVD among the population of Russia.
Conclusion. The proposed technology for assessing the modern 
gene pool in Russian subjects based on the data on the gene pool of 
the indigenous peoples of Russia for the first time made it possible to 
assess the relationship between clinically significant DNA markers and 
morbidity in Russia.
Keywords: gene pool, DNA markers, cardiovascular morbidity, geno
geography, ethnic composition, subjects of the Russian Federation, in
digenous population.
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Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Биобанки народонаселения содержат уникаль-
ную информацию о клинически значимых ДНК- 
(дезоксирибонуклеиновая кислота) маркерах 
в коренном народонаселении. Однако показате
ли заболеваемости представлены не для корен
ного, а общего населения регионов.

Что добавляют результаты исследования?
• � Разработана технология оценки частот ДНК-

маркеров в  субъектах Российской Федерации 
по данным о  генофондах коренных народов 
России и  этно-демографической информации 
о субъектах Российской Федерации.

• � Разработанный подход позволяет количествен-
но оценить корреляцию клинически значимых 
ДНК-маркеров с  показателями заболеваемости 
в любых административных единицах, провести 
расчет для любых регионов и периодов с извест-
ным этническим составом и  заболеваемостью. 

Key messages
What is already known about the subject?

• � Population biobanks contain unique information 
about clinically significant deoxyribonucleic acid 
(DNA) markers in the indigenous population. Ho
wever, the incidence rates are presented not for 
the indigenous population, but for the general po
pulation of the regions.

What might this study add?
• � A  technology has been developed for assessing the 

DNA marker frequencies in Russian regions based 
on data on the gene pools of the indigenous peoples 
of Russia and ethno-demographic information in 
regions.

• � The developed approach allows for a  quantitative 
assessment of the correlation of clinically signifi
cant DNA markers with incidence rates in any ad
ministrative units, and for calculations for any re
gions and periods with a known ethnic composition 
and incidence.

тельный подбор индивидов, репрезентативно пред-
ставляющих популяцию определенной этнической 
или субэтнической группы. Такие биобанки необ-
ходимы не только для фундаментальных, но и  для 
медицинских исследований: от формирования кон-
трольной выборки до изучения распространенности 
клинически значимых ДНК-маркеров. Во всем мире 
биобанки народонаселения ориентированы на полу-
чение биообразцов от всех этнических групп регио-
на, причем преимущественно коренного сельского 
населения, поскольку стремятся собрать "вневре-
менную" информацию, обеспечивающую устойчи-
вость частот ДНК-маркеров. Для этого отбираются 
доноры, все предки которых на протяжении мини-
мум трех поколений родились в данной популяции 
и относили себя к данному этносу.

Однако для фармакогенетических ДНК-мар
керов, полученных благодаря биобанкам коренного 
населения, невозможно оценить степень корреляции 
с  заболеваемостью в  многонациональном регионе: 
данные о  ДНК-маркерах характеризуют отдельные 
этносы, а данные о заболеваемости даются суммар-
но по всему многонациональному населению адми-
нистративных субъектов. При этом необходимость 
в оценке связи ДНК-маркеров и заболеваемости ве-
лика, поскольку в генофондах разных по этническо-
му и расовому составу регионах клинически значи-
мые ДНК-маркеры проявляют себя по-разному.

Для решения этой проблемы предлагается тех-
нология расчета средней частоты (встречаемости) 
маркеров в  любой многонациональной админи-
стративной единице (например, субъекте Россий-
ской Федерации (РФ)) как взвешенной суммы 

с  использованием двух массивов данных: частоты 
ДНК-маркеров в коренном народонаселении и де-
мографической информации об этническом со-
ставе этой административной единицы. Частоты 
ДНК-маркеров в коренных народах берутся каждая 
со своим весом, равным доле этого народа в этни-
ческом составе административной единицы и затем 
суммируются. Такой подход используется во мно-
гих практических областях и  дает разумные (а за-
частую и единственно правильные) оценки средних 
показателей. Кроме того, предлагаемая технология 
позволяет оперативно реагировать на изменения 
генофонда из-за интенсивных миграционных про-
цессов (частоты можно пересчитать сразу после 
появления новых данных), намного экономичнее 
и,  скорее всего, точнее, чем непосредственное об-
следование региона. Полученные средние частоты 
вместе с данными о заболеваемости в администра-
тивных единицах уже позволяют оценивать связь 
между ними статистическими методами. Возмож-
ности предлагаемой технологии продемонстриро-
ваны на примере расчета частот 24 фармакогенети-
ческих маркеров сердечно-сосудистых заболеваний 
(ССЗ) и выявления их связи с географией заболева-
емости населения 85 субъектов России.

Материал и методы 
Исследование основано на 6227 ДНК-образцах по-

пуляционного Биобанка Северной Евразии (Москва), 
изученных по 24 биомаркерам ССЗ, данные о  частотах 
которых представлены в  базе данных "Фармакогенети-
ка популяций России и  сопредельных стран"1. Коллек-
ции ДНК сформированы по единой технологии в  ходе 
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от 29.06.2020г). Данные об этническом составе населе-
ния субъектов РФ получены из переписей 2010г (для 83 
субъектов) и 2020-2021гг (для Республики Крым и г. Се-
вастополь). Данные о заболеваемости ССЗ (хронические 
ревматические болезни сердца, кардиомиопатия, ишеми-
ческие болезни сердца (ИБС), гипертензивная болезнь 
сердца, острый миокардит) в  85 субъектах РФ получены 
как средние за 2020-2021гг [7]. Геногеографические кар-
ты построены с помощью программного пакета GeneGeo 

многолетних экспедиционных обследований коренно-
го населения [6]. В  выборки включены образцы нерод-
ственных между собой индивидов, предки которых на 
глубину не менее трех поколений относили себя к  дан-
ному этносу и  данной популяции. Обследование прове-
дено на добровольной основе с  письменным информи-
рованным согласием, одобренным Этическим комите-
том ФГБНУ "Медико-генетический научный центр им. 
академика Н. П. Бочкова", далее "МГНЦ" (Заключение 
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метров миграции в двух возрастных группах указы-
вают на возможность динамики этнорегионального 
состава населения Москвы в  последующих поко-
лениях, что непременно вызовет изменение частот 
многих генетических маркеров" [15]. 

Насколько критичным для городского гено-
фонда оказывается изменение структуры миграций 
демонстрирует рисунок 1. Например, данные о  ге-
нофонде Махачкалы, полученные в 1970г, уже стали 
непригодны к  1990г. Если в  1970г русские и  другие 
пришлые народы Дагестана составляли в Махачкале 
51%, то в 2010г всего 11%. Значительно меняется и со-
отношение вклада разных народов Дагестана в гено-
фонд Махачкалы (рисунок 1 А). Более того, в разных 
районах Махачкалы сконцентрированы представите-
ли разных народов Дагестана (врезка на рисунок 1 А). 
Изменение состава городского генофонда просле-
живается для всех городов. Например (рисунок 1 Б), 
в 1970г численность русских в Уфе была больше в 9 
раз, чем численность башкир, в 1989г это соотноше-
ние упало до 5, а еще через 20 лет — до 3. 

Недолговечность биобанков городского населения. 
Поскольку изменения состава генофонда город-
ского населения столь динамичны и  значительны, 
исследователи приходят к  выводу, что при форми-
ровании генетических баз данных для населения 
мегаполиса должны создаваться отдельные "рефе-
рентные популяции" для каждой этнической груп-
пы города [9], причем сохраняется "необходимость 
постоянного обновления и актуализации таких баз 
данных и  сбора генетико-демографических дан-
ных параллельно со сбором биологических образ-
цов с целью изучения генетических маркеров" [15]. 
Иными словами, биобанки разнородного населе-
ния оказываются крайне недолговечными. 

2.  Технология оценки генофонда разнородного 
населения по данным о коренном населении

Приведенные данные о  городском населении 
показывают необходимость постоянного обновле-
ния, причем для каждого поколения следует собирать 
данные в каждом городе о каждой этнической груп-
пе, ее составляющей. Иными словами, данные со-
бираются с большим трудом, служат всего несколь-
ко лет, но все равно вызывают сомнения, посколь-
ку учесть внутреннюю структуру города (разные  

[8] методом средневзвешенной интерполяции со сте
пенью весовой функции 3 и радиусом влияния 1800 км.

Результаты 
1.  Особенности формирования народонаселения 

субъектов РФ 
Возникает закономерный вопрос: почему по-

пуляционные биобанки народонаселения собира-
ют информацию о сельском населении, когда доля 
городского населения России составляет 75% и не
уклонно растет (с 1950 до 2000гг доля городского 
населения выросла с 40 до 73%). Ответ связан с тре-
мя следующими особенностями крупных городов. 

Город живет за счет сельского населения. Пока-
зано, что крупные города ни сейчас, ни в  далеком 
прошлом не воспроизводили свое население и по-
тому похожи на "черные дыры": они сохраняют свою 
численность только благодаря постоянному прито-
ку сельского населения [9-13]. Чем крупнее город — 
тем шире территория, откуда приезжают мигранты, 
а  в  мегаполисах ареалы источников миграции уже 
во многом перекрывают друг друга. В результате ге-
нофонды крупных городов становятся похожи: их 
изучение для целей криминалистики привело к вы-
воду о  неотличимости генофондов городских по-
пуляций, представляющих центр европейской час
ти России (Москва), ее юг (Белгород, Орел), север 
(Ярославль), Урал (Оренбург) и Сибирь (Томск) [14]. 
Города образуют иерархическую систему, на нижнем 
уровне которой население малых городов интенсив-
но замещается сельским населением. Перемещение 
населения обычно идет двумя потоками: часть на-
селения сразу мигрирует на вершину иерархии  — 
в  мегаполисы, а  часть  — в  города на один уровень 
иерархии выше источника миграции. Поэтому чем 
крупнее город, тем больше он похож на другие го-
рода России; чем меньше город — тем больше он от-
ражает особенности местного сельского населения.

Динамичность генофонда городского населения. 
Зависимость городского населения от притока ми
грантов приводит к  тому, что состав населения 
(а  значит и его генофонд) может изменяться очень 
быстро [9-13]. Изменения в политике и экономике 
могут приводить к быстрому изменению структуры 
миграций и структуры генофонда: "Различия пара-

Таблица 1 
Этно-демографическая оценка частоты генетического маркера  

в населении Башкорстотана в 2010г по данным о коренном населении России 
Этнос Русские Башкиры Татары Другие Сумма
Доля этноса в Башкортостане 0,36 0,30 0,25 0,09 1,00
Этническая частота ДНК-маркера 0,65 0,12 0,21 0,24
Расчет вклада этноса в частоту данного маркера в Башкортостане 0,65×0,36 0,12×0,30 0,21×0,25 0,24×0,09
Вклад каждого этноса в итоговую частоту данного ДНК-маркера 
в Башкортостане

0,23 0,04 0,05 0,02 0,34

Искомая частота данного ДНК-маркера в Башкортостане 0,34
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Рис. 2    �Распространенность ДНК-маркеров rs1045642 (A-В) и rs12248560 (Г-Д), ассоциированных с сердечно-сосудистыми заболеваниями: 
A, Г — распространенность ДНК-маркеров в коренных народах России; Б, Д — интерполяционные карты расчетной частоты ДНК-
маркеров в полиэтничном населении субъектов РФ; В, Е  — картограммы расчетной частоты ДНК-маркеров субъектов РФ в их 
административных границах. 

Примечание: ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота. Цветное изображение доступно в электронной версии журнала.
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Рис. 2    Продолжение.

этно-демографические группы обычно расселены не-
равномерно) и  собрать репрезентативные выборки 
для нее чрезвычайно сложно. Еще сложнее собрать 

репрезентативную выборку для полноценной харак-
теристики генофонда того или иного администра-
тивного субъекта  — района, области, республики, 
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Рис. 3    �Распространенность ДНК-маркеров rs2244613 (A-В) и rs3892097 (Г-Д), ассоциированных с сердечно-сосудистыми заболеваниями: 
A, Г — распространенность ДНК-маркеров в коренных народах России; Б, Д — интерполяционные карты расчетной частоты ДНК-
маркеров в полиэтничном населении субъектов РФ; В, Е  — картограммы расчетной частоты ДНК-маркеров субъектов РФ в их 
административных границах. 

Примечание: ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота. Цветное изображение доступно в электронной версии журнала.
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Рис. 3    Продолжение.

поскольку необходимо одновременно собрать пред-
ставительные выборки биообразцов во всех населен-
ных пунктах каждого субъекта. И все равно результа-

ты, добытые со столь большим трудом, будут крайне 
недолговечны (в Башкортостане за одно поколение 
соотношение башкир и татар изменилось с 2,5 до 1,7).
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Рис. 4    �Распространенность ДНК-маркеров rs4148738 (A-В) и rs9934438 (Г-Д), ассоциированных с сердечно-сосудистыми заболеваниями: 
A, Г — распространенность ДНК-маркеров в коренных народах России; Б, Д — интерполяционные карты расчетной частоты ДНК-
маркеров в полиэтничном населении субъектов РФ; В, Е  — картограммы расчетной частоты ДНК-маркеров субъектов РФ в их 
административных границах. 

Примечание: ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота. Цветное изображение доступно в электронной версии журнала.
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Поэтому наиболее достоверной оказывается 
оценка генофонда любого полиэтничного адми-
нистративного субъекта по совокупности данных 

об его этно-демографической структуре (которые 
постоянно обновляются) и  данных Биобанка ко-
ренного народонаселения. Зная частоту заданного 

Рис. 4    Продолжение.
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Рис. 5    �Заболеваемость ССЗ на территории РФ, представленная в виде интерполяционных карт (I) и картограмм в пределах администра-
тивных границ субъектов (II): A — хронические ревматические болезни сердца; Б — кардиомиопатия; В — ишемические болезни 
сердца; Г — гипертензивная болезнь сердца (гипертоническая болезнь с преимущественным поражением сердца); Д — острый мио-
кардит.
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Рис. 5    Продолжение.
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Рис. 5    Продолжение.
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Рис. 5    Продолжение.

генетического маркера в каждом этносе коренного 
населения и  долю этого этноса в  составе данного 
субъекта в данный момент, можно рассчитать сред-
нюю частоту маркера в  данном субъекте в  данное 
время. Простой пример такого расчета приведен 
для населения Башкортостана (таблица 1). 

Получить информацию о частотах генетическо-
го маркера в населении каждого субъекта РФ в один 
и  тот же момент времени невозможно. И  в  любом 
случае, такая информация устареет через 10 лет. Од-
нако, используя данные Биобанка коренного на-
родонаселения, можно получить одновременную 
характеристику встречаемости ДНК-маркера для 
всех субъектов РФ (и табличную, и  в  виде карт). 
Поскольку данные об этническом составе админи-
стративных единиц имеются для различных перио-
дов времени, можно реконструировать и динамику 
генофондов во времени. 

Этно-демографическая оценка современно-
го состояния генофонда города или иной админи-
стративной единицы необходима как для крими-
налистики, так и  для медицинских исследований, 
поскольку данные о  заболеваемости обычно пред-
ставляются для субъектов РФ. Мы получаем воз-
можность проследить во времени динамику связи 
клинически значимых ДНК-маркеров и  заболева-
емости, поскольку данные об этническом составе 
и заболеваемости представляются регулярно.

3.  Оценка частоты ДНК-маркеров, ассоцииро-
ванных с ССЗ, для населения субъектов РФ по дан-
ным о коренном населении

С помощью описанной выше технологии про-
веден расчет частот 24 ДНК-маркеров, ассоцииро-
ванных с  заболеваниями ССЗ, для каждого из 85 
субъектов (аналогично таблице 1). Для этого ис-
пользованы два массива данных. 

Первый массив  — демографические данные 
о составе этносов в каждом из 85 субъектов РФ (для 

Донецкой народной республики, Луганской народ-
ной республики, Запорожской и Херсонской облас
тей сопоставимые данные отсутствуют) согласно 
наиболее корректной переписи 2010г. Второй мас-
сив — данные о частотах в коренном населении Рос-
сии 24 ДНК-маркеров, ассоциированных с ССЗ [4, 
16]. За четверть века в  интенсивных экспедицион-
ных обследованиях была добыта информация прак-
тически обо всех коренных народах России. Для 
каждого народа известен его основной этнический 
ареал. Так, для русского этноса — это Русская равни-
на и Русский Север [17], а Кавказ, Приуралье, Урал 
и вся азиатская часть России принадлежат этниче-
ским ареалам других народов России. В  пределах 
каждого этнического ареала собирались биообразцы 
от представителей только коренного этноса, причем 
так, чтобы максимально охватить все генетическое 
разнообразие этноса. Итогом стала коллекция, со-
держащая 30 тыс. биообразцов коренного народона-
селения "Биобанка Северной Евразии", часть кото-
рой, изученная по ДНК-маркерам ССЗ, и легла в ос-
нову оценки их геногеографии в субъектах РФ.

Генофонды многих народов России гетеро-
генны. Например, генофонд центральных и  юж-
ных русских популяций значительнее отличается 
от Русского Севера, чем от популяций Белоруссии 
и  Польши. Поэтому для расчета выбиралась не 
средняя этническая частота ДНК-маркера, а  его 
частота в  тех популяциях данного этноса, которые 
наиболее географически и  исторически близки 
к  изучаемому субъекту РФ и  с  наибольшей веро-
ятностью участвовали в  формировании его гено-
фонда. Например, для учета в других субъектах РФ 
русские популяции объединены в  метапопуляции 
южных, центральных и  северных русских, а  попу-
ляции татар  — в  метапопуляции поволжских, си-
бирских и астраханских татар. Для каждой метапо-
пуляции были рассчитаны частоты ДНК-маркеров, 

Д



67

Биобанкирование
Та

бл
иц

а 
2 

Зн
ач

им
ы

е 
дл

я 
пе

рс
он

ал
из

ац
ии

 л
еч

ен
ия

 С
С

З 
SN

P-
м

ар
ке

ры
  

и 
ст

еп
ен

ь 
ко

рр
ел

яц
ии

 и
х 

ча
ст

от
 с

 з
аб

ол
ев

ае
м

ос
ть

ю
 п

ят
и 

С
С

З 
И

де
нт

иф
ик

ат
ор

Н
аз

ва
ни

е 
ге

на
С

ре
дн

яя
 ч

ас
то

та
 

по
 т

аб
ли

чн
ы

м 
да

нн
ы

м

С
ре

дн
яя

 ч
ас

то
та

 
по

 и
нт

ер
по

ля
-

ци
он

но
й 

ка
рт

е

Хр
он

ич
ес

ки
е 

ре
вм

ат
ич

ес
ки

е 
бо

ле
зн

и 
се

рд
ца

 

К
ар

ди
о

ми
оп

ат
ия

И
ш

ем
ич

ес
ка

я 
бо

ле
зн

ь 
се

рд
ца

Ги
пе

рт
ен

зи
вн

ая
 б

ол
ез

нь
 

се
рд

ца
 (г

ип
ер

то
ни

че
ск

ая
 

бо
ле

зн
ь 

с 
пр

еи
му

щ
ес

тв
ен

-
ны

м 
по

ра
ж

ен
ие

м 
се

рд
ца

)

О
ст

ры
й 

ми
ок

ар
ди

т
П

ре
па

ра
ты

 д
ля

 л
еч

ен
ия

 С
С

З

rs
10

45
64

2
AB

C
B1

0,
43

0,
41

0,
08

6
-0

,0
01

0,
31

5
0,

15
0

-0
,0

18
Ан

ти
аг

ре
га

нт
ы

, г
ип

от
ен

зи
вн

ы
е 

пр
еп

ар
ат

ы
rs

10
50

96
81

CY
P2

C
8

0,
07

0,
06

-0
,17

0
0,

02
4

0,
21

5
0,

04
6

-0
,1

01
Ан

ти
аг

ре
га

нт
ы

rs
10

57
91

0
CY

P2
C

9
0,

07
0,

06
0,

10
9

-0
,0

56
-0

,0
46

-0
,2

67
0,

00
0

Ан
ти

ко
аг

ул
ян

ты
, н

ес
те

ро
ид

ны
е 

пр
от

ив
ов

ос
па

ли
те

ль
ны

е 
ср

ед
ст

ва
 

rs
10

65
85

2
CY

P2
D

6
0,

17
0,

15
-0

,2
11

0,
18

0
0,

36
5

0,
23

6
-0

,0
96

β-
бл

ок
ат

ор
ы

rs
12

24
85

60
CY

P2
C

19
0,

25
0,

23
-0

,1
60

-0
,0

55
0,

22
3

0,
39

7
-0

,1
42

Ан
ти

аг
ре

га
нт

ы
, и

нг
иб

ит
ор

ы
 

пр
от

он
но

й 
по

мп
ы

rs
17

99
85

3
CY

P2
C

9
0,

09
0,

08
-0

,2
27

0,
09

9
0,

06
7

0,
07

5
-0

,1
02

Ан
ти

ко
аг

ул
ян

ты
, н

ес
те

ро
ид

ны
е 

пр
от

ив
ов

ос
па

ли
те

ль
ны

е 
ср

ед
ст

ва
rs

18
01

25
2

AD
RB

1
0,

15
0,

15
-0

,15
2

0,
04

9
0,

07
2

0,
20

3
-0

,11
5

β-
бл

ок
ат

ор
ы

rs
20

46
93

4
P2

RY
12

0,
13

0,
12

-0
,1

01
0,

03
0

0,
16

4
0,

17
9

0,
15

6
Ан

ти
аг

ре
га

нт
ы

rs
21

08
62

2
CY

P4
F2

0,
22

0,
23

0,
24

8
-0

,0
05

-0
,12

1
-0

,2
81

0,
16

4
Ан

ти
ко

аг
ул

ян
ты

 н
еп

ря
мы

е,
 

ан
ти

аг
ре

га
нт

ы
rs

22
31

13
7

AB
CG

2
0,

10
0,

13
0,

26
2

-0
,1

42
-0

,3
15

-0
,0

55
0,

11
8

Ро
зу

ва
ст

ат
ин

 
rs

22
31

14
2

AB
CG

2
0,

09
0,

10
-0

,0
10

-0
,15

3
-0

,0
60

0,
09

5
-0

,0
95

С
та

ти
ны

rs
22

42
48

0
CY

P3
A4

0,
09

0,
09

0,
05

0
0,

39
3

0,
11

2
-0

,2
21

0,
16

5
С

та
ти

ны
rs

22
44

61
3

CE
S1

0,
25

0,
27

0,
39

3
-0

,1
41

-0
,2

32
-0

,0
59

0,
23

5
Ан

ти
ко

аг
ул

ян
ты

 п
ря

мы
е 

ор
ал

ьн
ы

е,
 а

нт
иа

гр
ег

ан
ты

rs
28

37
17

25
CY

P2
D

6
0,

06
0,

06
0,

11
2

-0
,0

03
-0

,0
80

-0
,12

6
-0

,0
83

β-
бл

ок
ат

ор
ы

rs
38

92
09

7
CY

P2
D

6
0,

16
0,

14
-0

,2
21

0,
16

5
-0

,2
56

0,
02

7
0,

17
1

β-
бл

ок
ат

ор
ы

rs
41

48
73

8
AB

C
B1

0,
45

0,
45

0,
16

5
-0

,0
92

-0
,0

46
-0

,0
98

0,
21

8
Ан

ти
ко

аг
ул

ян
ты

 п
ря

мы
е о

ра
ль

ны
е

rs
41

49
05

6
SL

CO
1B

1
0,

23
0,

22
-0

,2
56

0,
21

3
0,

24
6

0,
33

1
-0

,1
68

С
та

ти
ны

rs
42

44
28

5
CY

P2
C

19
0,

12
0,

12
0,

02
7

0,
04

9
-0

,11
5

-0
,0

98
-0

,0
44

Ан
ти

аг
ре

га
нт

ы
, и

нг
иб

ит
ор

ы
 

пр
от

он
но

й 
по

мп
ы

rs
49

86
89

3
CY

P2
C

19
0,

01
0,

01
0,

17
1

-0
,12

7
-0

,1
41

-0
,2

12
0,

11
0

Ан
ти

аг
ре

га
нт

ы
, и

нг
иб

ит
ор

ы
 

пр
от

он
но

й 
по

мп
ы

rs
66

2
PO

N
1

0,
27

0,
28

0,
30

3
-0

,1
45

-0
,1

68
-0

,2
66

0,
22

7
Ан

ти
аг

ре
га

нт
ы

rs
72

94
VK

O
RC

1
0,

34
0,

30
-0

,0
74

-0
,0

18
0,

33
6

0,
11

3
-0

,0
96

Ан
ти

ко
аг

ул
ян

ты
 н

еп
ря

мы
е

rs
77

67
46

CY
P3

A5
0,

09
0,

09
-0

,0
04

-0
,12

0
0,

03
3

0,
09

0
0,

05
2

С
та

ти
ны

rs
99

23
23

1
VK

O
RC

1
0,

56
0,

50
-0

,2
11

0,
02

8
0,

40
9

0,
24

3
-0

,18
0

Ан
ти

ко
аг

ул
ян

ты
 н

еп
ря

мы
е

rs
99

34
43

8
VK

O
RC

1
0,

56
0,

50
-0

,2
16

0,
02

2
0,

40
1

0,
23

0
-0

,17
4

Ан
ти

ко
аг

ул
ян

ты
 н

еп
ря

мы
е

Ч
ис

ло
 д

ос
то

ве
рн

ы
х 

ко
рр

ел
яц

ий
8

1
11

6
3

П
ри

ме
ча

ни
е:

 о
ра

нж
ев

ы
м 

ф
он

ом
 о

тм
еч

ен
ы

 з
на

чи
мы

е 
ко

рр
ел

яц
ии

 П
ир

со
на

 п
ри

 α
=

0,
01

 (
по

ро
г 

зн
ач

им
ос

ти
 к

ор
ре

ля
ци

и 
=

0,
27

8)
, ж

ел
ты

м 
—

 з
на

чи
мы

е 
пр

и 
α=

0,
05

 (
по

ро
г 

зн
ач

им
ос

ти
 к

ор
ре

ля
ци

и 
=

0,
21

3)
, с

ер
ы

м 
—

 Д
Н

К
-м

ар
ке

ры
, г

ен
ог

ео
гр

аф
ия

 к
от

ор
ы

х 
пр

ед
ст

ав
ле

на
 н

а 
ри

су
нк

ах
 2

-4
, С

С
З 

—
 с

ер
де

чн
о-

со
су

ди
ст

ы
е 

за
бо

ле
ва

ни
я,

 S
N

P 
—

 si
ng

le
 n

uc
le

ot
id

e 
po

ly
m

or
ph

ism
 (о

дн
он

ук
ле

от
ид

ны
й 

по
ли

мо
р-

ф
из

м)
. Ц

ве
тн

ое
 и

зо
бр

аж
ен

ие
 д

ос
ту

пн
о 

в 
эл

ек
тр

он
но

й 
ве

рс
ии

 ж
ур

на
ла

.



68

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23

которые и  использовались за пределами русского 
или татарского этнических ареалов. Для ногайцев 
использовались частоты популяций (астраханские, 
кубанские, ставропольские ногайцы, караногай-
цы), географически наиболее близких к конкретно-
му субъекту РФ. Из расчета исключались редкие эт-
носы ("другие") и те немногие, для которых не было 
информации в  Биобанке, но в  расчеты включены 
в  среднем >95% этносов субъекта, что обеспечило 
приемлемую точность результатов.

В  результате получен массив искомых частот 
в 85 субъектах РФ 24 ДНК-маркеров ССЗ в виде та-
блицы данных 24×85, на основе которой созданы 
геногеографические карты встречаемости ДНК-
маркеров ССЗ в  субъектах РФ. На рисунках 2-4 
приведены по три карты для шести ДНК-маркеров. 
Сначала (на рисунках А,  Г) даны исходные карты 
частоты ДНК-маркера − в  коренном народонасе-
лении России; далее приведены по две карты (на 
рисунках Б, В, Д, Е) расчетной частоты этого ДНК-
маркера в полиэтничном населении всех субъектов 
РФ с указанием административных границ 89 субъ-
ектов РФ. На рисунках Б и Д эта информация пред-
ставлена в виде интерполяционных карт (исходные 
данные помещены в  административные центры 
субъектов). На рисунках В и Е эта же информация 
дана в  виде картограмм, где частота ДНК-маркера 
в  каждом субъекте занимает площадь точно в  ад-
министративных границах данного субъекта РФ 
(указаны на картах рисунков Б, В, Д, Е светло-
красными линиями). Поскольку эти границы не 
служат "заборами" для распространения генов, ин-
терполяционные карты (рисунки Б и  Д) оказыва-
ются более корректными и  близкими к  реальнос
ти: они позволяют прослеживать реальные тренды 
в  изменчивости ДНК-маркеров. Для корректности 
сравнения все интерполяционные карты (рисунки 
А,  Б, Г, Д) и  коренного, и  полиэтничного населе-
ния приведены в  единой шкале. Все картограммы 
(рисунки В, Е) также выполнены в  собственной 
единой шкале, по цветовой гамме, максимально 
приближенной к шкале интерполяционных карт.

Задачей настоящей работы является изложение 
самой технологии оценки частоты ДНК-маркера 
в  любой административной единице по совокуп-
ности данных о  его этносоставе и  о  генофондах 
коренного населения. Поэтому ограничимся лишь 
описанием трех особенностей карт на рисунках 2-4. 

Во-первых, выразительны отличия между кар-
тами для коренного и  общего (разнородного) на-
селения. Эти различия связаны с  долей пришлого 
населения (таблица Приложения). В азиатской час
ти России резко преобладает пришлое население 
(Алтайский край — 99,9%; Ханты-Мансийский Ав-
тономный Округ (АО) — 97,9%; Ямало-Ненецкий 
АО — 97,8%), и именно оно формирует полиэтнич-
ный генофонд субъектов РФ. Напротив, на Кавка-

зе доля пришлого населения минимальна (в  Чеч-
не — 4,7%, в Ингушетии — 5,9), и поэтому там нет 
расхождений по частоте ДНК-маркера между ко-
ренным населением и  субъектом. Похожая ситуа-
ция наблюдается в областях русского ареала с пре-
обладанием коренного русского населения (3-8% 
пришлого населения). Во-вторых, мы видим не 
менее яркие отличия по размеру территории, за-
нимаемой субъектами. Например, площадь Якутии 
больше суммарной площади 50 субъектов РФ, вхо-
дящих в  состав Центрального, Северо-Западного 
и  Приволжского федеральных округов. Совокуп-
ность этих двух параметров — вариации доли при-
шлого населения и  различий по площади субъек-
тов РФ  — приводит к  третьей особенности гено-
географии ДНК-маркеров, а  именно: к  различной 
гетерогенности распределения (дисперсии) ДНК-
маркера в  европейской и  в  азиатской частях РФ 
(рисунки 2-4). 

Обсуждение 
Результаты расчетов средневзвешенной час

тоты ДНК-маркеров, ассоциированных с  тем или 
иным заболеванием, полученные для субъектов 
РФ, позволяют оценить величину связи с  заболе-
ваемостью, поскольку она фиксируется для всех 
85 субъектов РФ по единой схеме учета. Геногео-
графия показателей заболеваемости для пяти ССЗ 
приведена на рисунке 5: в  левом столбце (I) даны 
интерполяционные карты (более реалистичные); 
в  правом столбце (II)  — картограммы. Данные по 
заболеваемости получены как средние за 2020 
и  2021гг [7], поскольку с  2022г могли возникнуть 
нестандартные отклонения от обычных показате-
лей. Заболеваемость ССЗ чрезвычайно варьирует 
(рисунок 5). В  статистической легенде интерполя-
ционных карт указаны средние значения количе-
ства больных/100 тыс. населения: от 7884 (гиперто-
ническая болезнь с преимущественным поражени-
ем сердца) до 1,3 для острого миокардита.

Поскольку и  относительное количество боль-
ных, и  частота ДНК-маркеров теперь, благодаря 
технологии, представлены для каждого из 85 субъ-
ектов РФ, появилась возможность впервые оценить 
для населения РФ связь между каждым из пяти за-
болеваний ССЗ и  каждым из 24 ДНК-маркеров, 
ассоциированных с  этими заболеваниями (табли-
ца 2). Из полученных 120 коэффициентов корреля-
ции достоверными оказались 32: наибольшее число 
ДНК-маркеров достоверно коррелируют с  ИБС, 
наименьшее — с кардиомиопатией.

Впервые полученные данные о  реальной свя-
зи между частотами ДНК-маркеров в  населении 
РФ и заболеваемостью в субъектах РФ уникальны, 
поскольку имеющаяся в  литературе информация 
об ассоциации ДНК-маркеров с  ССЗ представляет 
преимущественно население Западной Европы, ге-
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нофонд которой существенно отличается от гено-
фонда населения РФ. 

В то же время следует помнить о значительной 
гетерогенности всех показателей в пределах обшир-
ной территории РФ: и  самих ДНК-маркеров (ри-

сунки 2-4, таблица 2), и показателей заболеваемос
ти ССЗ (рисунок 5). Поэтому полученные коэф-
фициенты связи между частотами ДНК-маркеров 
и  заболеваемостью являются "средней температу-
рой по больнице": многие субъекты РФ обладают 

Таблица 3 
Коэффициенты ранговой корреляции Спирмена  

между тремя ДНК-маркерами и тремя ССЗ для 4-х федеральных округов РФ
Федеральный округ 
РФ

Число 
субъектов 
РФ

Ранговый коэффициент корреляции Спирмена
между rs12248560  
и гипертензивной болезнью 
сердца1

между rs2244613  
и хроническими ревматически-
ми болезнями сердца2

между rs9934438  
и ишемической болезнью 
сердца3

Северо-Западный* 10 -0,309 -0,018 0,515
Дальневосточный** 10 0,061 0,828 0,242
Сибирский 10 0,285 0,622 0,471
Северо-Кавказский*** 10 0,638 0,313 0,227

Примечание: А) оранжевым фоном отмечены значимые корреляции при α=0,01, желтым — при α=0,05; Б) * — без Калининградской об-
ласти; ** — без Бурятии; *** — добавлены Краснодарский край, Адыгея, Крым; В) 1 — карта согласованности векторов изменчивости для 
rs12248560 и гипертензивной болезни сердца; 2 — для rs2244613 и хронических ревматических болезней сердца; 3 — для rs9934438 и ишеми-
ческой болезни сердца. ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, ССЗ — сердечно-сосудистые заболевания. Цветное изображение доступ-
но в электронной версии журнала.

1

2
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различными генофондами, и для разных субъектов 
показатели связи между ДНК-маркерами и заболе-
ваемостью могут существенно различаться. К сожа-
лению, из-за отсутствия данных для более дробного 
административного деления рассчитать корреля-
ции для отдельного субъекта нельзя, но их можно 
рассчитать для федеральных округов. В  таблице 3 
для 4-х федеральных округов приведены результаты 
расчета корреляции между тремя ДНК-маркерами 
и  тремя заболеваниями: для корректности сравне-
ния в каждом из федеральных округов учтены ров-
но по 10 субъектов РФ. При том, что для всех трех 
пар признаков "средняя температура по больнице" 
оценивалась как +0,4 (таблица 2) в  федеральных 
округах показатель связи крайне изменчив. Размах 
изменения связи между rs12248560 и  гипертензив-
ной болезнью сердца варьирует максимально (от 
-0,3 до +0,6). Между rs2244613 и хроническими рев-
матическими болезнями сердца колебания показа-
теля связи также очень велики (от 0 до 0,8). А  вот 
между rs9934438 и  ИБС связь наиболее устойчи-
ва — она варьирует от 0,2 до 0,5. Это означает, что 
реальная ассоциация ДНК-маркеров с заболевани-
ями в РФ отличается не только от населения Запад-
ной Европы, но различна в  разных регионах РФ, 
что требует дифференцированного подхода для 
разных субъектов РФ. 

Конечно, любая оценка требует проверки 
и уточнения. К сожалению, прямую проверку мож-
но провести только при субтотальном обследова-
нии самых малых административных единиц. Чем 
меньше административная единица — тем более на-
дежные данные можно собрать во всех ее субпопу-
ляциях: и  о  частотах ДНК-маркеров, и  об этниче-
ском составе, и о заболеваемости; и тем точнее бу-
дет оценка связи ДНК-маркеров и заболеваемости. 
Для малых административных единиц также можно 

получить надежную информацию о  реальных ис-
точниках миграции (например, для русского этно-
са  — из точно известных областей), что позволит 
точнее прогнозировать частоты ДНК-маркеров. 

В  крупных административных единицах такое 
субтотальное обследование, да еще и  одновремен-
но во всех субпопуляциях, провести нельзя. Однако 
и для них прогноз можно уточнять. Для этого сле-
дует, во-первых, провести расширенное генотипи-
рование по исследуемым ДНК-маркерам, увеличив 
выборки для каждой популяции, биообразцы кото-
рой уже имеются в Биобанке коренного населения. 
Во-вторых, необходимо максимально пополнять 
коллекции Биобанка за счет субпопуляций этносов 
с  широким этническим ареалом. Иными словами, 
именно пополнение информации, получаемой из 
Биобанка коренного населения, позволит сделать 
все более точным прогноз о  частоте в  населении 
ДНК-маркеров, ассоциированных с  различными 
заболеваниями. 

Заключение
Предложена технология оценки современного 

состояния генофонда населения для любых адми-
нистративных единиц России (с разнородным и бы-
стро меняющимся этническим составом) с исполь-
зованием данных о  генофонде коренных народов 
России. Она позволяет оценить связь между час
тотой ДНК-маркера, ассоциированного с  заболе-
ванием, и заболеваемостью им в России. Для этого 
используются три источника данных: данные о кли-
нически значимых ДНК-маркерах практически для 
всех народов России; данные об этническом составе 
для субъектов РФ; данные о заболеваемости в субъ-
ектах РФ. Совокупность первых двух источников 
данных — о генофондах коренного населения и эт-
ническом составе субъектов РФ — позволила про-

Таблица 3. Продолжение

3
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гнозировать частоту клинически значимых ДНК-
маркеров в современном населении субъектов РФ. 
Полученные частоты клинически значимых ДНК-
маркеров позволили напрямую анализировать их 
связь с заболеваемостью в субъектах РФ.

Использование метода проиллюстрировано на 
примере ДНК-маркеров сердечно-сосудистой па-
тологии и  географии заболеваемости населения во 
всех субъектах РФ пятью ССЗ: это хронические рев-
матические болезни сердца, кардиомиопатия, ИБС, 
гипертензивная болезнь сердца, острый миокардит.

Результаты применения предлагаемой техно-
логии представлены в виде трех серий таблиц и ге-
ногеографических карт: 1) частоты в  населении 
России 24 ДНК-маркеров сердечно-сосудистой па-
тологии; 2) частоты сердечно-сосудистой заболева-
емости во всех субъектах РФ; 3) корреляции между 
частотами ДНК-маркеров и  сердечно-сосудистой 
заболеваемостью в России. 

Предложенная технология оценки частоты 
ДНК-маркера в  полиэтнических субъектах РФ по 

данным о  коренном народонаселения позволяет 
впервые оценить их связь с  заболеваемостью в  со-
временном населении России. Получение таких 
данных иным способом не представляется возмож-
ным ввиду динамичного изменения этносостава 
населения под действием миграционных потоков, 
а  также невозможности проведения синхронного 
субтотального обследования во всех субъектах РФ. 
В  то же время, данная технология позволяет оце-
нить связь ДНК-маркеров с заболеваемостью в лю-
бые периоды времени, для которых имеются дан-
ные об этническом составе любого региона и забо-
леваемости в нем. 
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Приложение 

Таблица 
Доля пришлого населения в субъектах РФ

Субъект РФ Доля 
пришлого 
населения, %

Субъект РФ Доля 
пришлого 
населения, %

Субъект РФ Доля пришлого 
населения, %

Алтайский край 99,87 Ленинградская область 7,16 Республика Северная 
Осетия

34,93

Амурская область 99,82 Липецкая область 3,74 Республика Татарстан 46,76
Архангельская область 
без Ненецкого АО

99,83 Магаданская область 97,82 Республика Тыва 17,96

Астраханская область 99,17 Московская область 7,08 Республика Хакасия 87,85
Белгородская область 5,63 Мурманская область 99,80 Ростовская область 9,66
Брянская область 3,30 Ненецкий АО 81,38 Рязанская область 4,89
Владимирская область 4,42 Нижегородская область 4,85 Самарская область 14,45
Волгоградская область 9,99 Новгородская область 4,94 Саратовская область 12,45
Вологодская область 2,70 Новосибирская область 6,90 Сахалинская область 99,38
Воронежская область 4,50 Омская область 14,17 Свердловская область 9,35
Город Москва 8,35 Оренбургская область 24,12 Смоленская область 5,34
Город Санкт-Петербург 7,52 Орловская область 3,96 Ставропольский край 19,11
Город Севастополь 99,35 Пензенская область 13,20 Тамбовская область 3,01
Еврейская автономная 
область

7,26 Пермский край 12,89 Тверская область 6,55

Забайкальский край 93,07 Приморский край 99,92 Томская область 7,95
Ивановская область 4,43 Псковская область 4,99 Тульская область 4,69
Иркутская область 96,63 Республика Адыгея 74,84 Тюменская область без 

Ханты-Мансийского АО — 
Югра и Ненецкого АО

99,91

Кабардино-Балкарская 
Республика

30,16 Республика Алтай 62,21 Удмуртская Республика 72,00

Калининградская область 99,18 Республика Башкортостан 70,51 Ульяновская область 26,42
Калужская область 6,92 Республика Бурятия 69,96 Хабаровский край 98,25
Камчатский край 95,11 Республика Дагестан 13,42 Ханты-Мансийский АО 97,90
Карачаево-Черкесская 
Республика

47,13 Республика Ингушетия 5,88 Челябинская область 16,20

Кемеровская область 6,30 Республика Калмыкия 42,63 Чеченская Республика 4,73
Кировская область 8,12 Республика Карелия 92,62 Чувашская Республика 32,30
Костромская область 3,40 Республика Коми 76,31 Чукотский АО 64,85
Краснодарский край 99,93 Республика Крым 85,87 Ямало-Ненецкий АО 91,84
Красноярский край 99,41 Республика Марий Эл 56,08 Ярославская область 4,03
Курганская область 7,53 Республика Мордовия 59,94
Курская область 3,52 Республика Саха (Якутия) 50,09

Примечание: АО — автономный округ.
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Использование масштабных коллекций образцов 
для оценки частоты носительства вариантов,  
связанных с невынашиванием беременности
Барбитов Ю. А., Лазарева Т. Е., Насыхова Ю. А., Беспалова О. Н., Глотов А. С.
ФГБНУ "Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии им. Д. О. Отта". Санкт-Петербург, 
Россия

Цель. Современные масштабные биоколлекции и  создаваемые 
с их использованием открытые базы данных с информацией о хра-
нимых образцах играют важнейшую роль в разработке и внедрении 
новых подходов к  профилактике и  диагностике, а  также в  созда-
нии усовершенствованных методов терапии наследственных па-
тологий. Целью настоящего исследования является анализ гене-
тических вариантов, ассоциированных с  риском невынашивания 
беременности, на основе информации о  частотах носительства 
генетических вариантов в российской популяции, представленной 
в базе данных RUseq.
Материал и методы. В  качестве основного источники информа-
ции о  частотах аллелей использована первая российская откры-
тая база данных генетических вариантов и их частот в  популяции 
Российской Федерации — RUSeq. В  ходе работы было проанали-
зировано 270 известных генетических вариантов, описанных в ли-
тературе как причина невынашивания беременности. Проведен 
поиск патогенных вариантов в 18 ключевых генах, связанных с рис
ком прерывания беременности. 
Результаты. Выявлено, что в  российской популяции встречают-
ся 10 из 270 описанных в литературе вариантов, являющихся при-
чиной прерывания беременности. Также были обнаружены 46 
известных или новых потенциально патогенных вариантов в  10 
ключевых генах, являющихся возможными маркерами риска невы-
нашивания беременности. В  одном случае (ген NEB), совокупная 
частота таких вариантов превысила 0,5%.
Заключение. Полученные результаты подчеркивают значимость 
генетических баз данных и необходимость дальнейшего изучения 

генных нарушений, связанных с прерыванием беременности, а так-
же включения идентифицированных вариантов в  программы пре-
концепционного генетического тестирования пар с целью опреде-
ления стратегии планирования и ведения беременности.
Ключевые слова: RUSeq, генетический вариант, выкидыш, невы-
нашивание беременности.

Отношения и  деятельность. Исследование выполнено в  рамках 
реализации поисковой темы государственного задания ФГБНУ 
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и  апробация алгоритма профилактики наследственных болезней 
для внедрения массового преконцепционного генетического скри-
нинга в Северо-Западном регионе РФ".
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Aim. Modern large-scale biocollections and related open databases 
play a  critical role in the development and implementation of novel 
approaches to prevention and diagnostics, as well as in improvement 
of treatment of hereditary pathologies. The aim of this study was to 
analyze the carriage rate of miscarriage-related variants in the Russian 
population presented in the RUseq database.
Material and methods. The first Russian open database of genetic 
variants and their rate in the Russian population (RUSeq) was used as 

the main source of information on allele frequencies. We analyzed 270 
known genetic variants described as a cause of miscarriage. A search for 
pathogenic variants in 18 key miscarriage-related genes was conducted.
Results. We revealed that 10 out of 270 variants described as 
a  miscarriage cause are found in the Russian population. In addition, 
46 known or new potentially pathogenic variants were found in 10 key 
genes that are possible markers of miscarriage risk. In one case (NEB 
gene), the cumulative frequency of such variants exceeded 0,5%.
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Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Значительная доля случаев самопроизвольных 
абортов (выкидышей) при эуплоидной бере-
менности связана с  наличием у  плода патоген-
ных генетических вариантов.

• � Масштабные коллекции образцов предоставля-
ют уникальную возможность для оценки часто-
ты аллелей в популяции.

Что добавляют результаты исследования?
• � Использование базы данных RUSeq позволяет 

провести первичную оценку частоты наследо-
вания основных вариантов, связанных с риском 
выкидыша.

• � В здоровой российской популяции обнаружены 
как известные, так и новые генетические вари-
анты в 10 генах, потенциально связанные с рис
ком прерывания беременности.

Key messages
What is already known about the subject?

• � A  significant proportion of spontaneous abortions 
(miscarriages) in euploid pregnancy are associated 
with pathogenic genetic variants in the fetus.

• � Large-scale collections of samples provide a unique 
opportunity to assess the allele frequency in the po
pulation.

What might this study add?
• � RUSeq database makes it possible to initially assess 

the inheritance rate of the main miscarriage-related 
variants.

• � In a  healthy Russian population, both known and 
new genetic variants in 10 genes potentially associ
ated with miscarriage have been discovered.

ПВ — привычный выкидыш, РФ — Российская Федерация.

Conclusion. The obtained results emphasize the importance of genetic 
databases and the need for further study of miscarriage-realted gene 
disorders, as well as the inclusion of identified variants in preconception 
genetic testing programs for couples in order to determine pregnancy 
planning and management. 
Keywords: RUSeq, genetic variant, miscarriage, pregnancy loss.
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Введение
Биобанкирование играет важнейшую роль 

в  обеспечении широкого спектра биомедицинских 
исследований. Биобанки являются центральным 
звеном в  большинстве современных исследований 
в  области генетики человека, включая медицин-
скую генетику и  репродуктивную медицину [1, 2]. 
Одним из важных аспектов использования биобан-
ков в медицинской генетике является создание от-
крытых баз данных и иных ресурсов, агрегирующих 
генетические данные большого количества паци-
ентов [3]. Такие ресурсы могут быть условно раз-
делены на два типа: 1) популяционно-генетические 
базы данных, содержащие информацию о  частоте 
носительства генетических вариантов в популяции 
(например, база данных RUSeq [4]; 2) каталоги, со-
держащие информацию о  результатах сравнитель-
ного анализа групп образцов, в  частности с  по

мощью методики полногеномного анализа ассоци-
аций (например, Биобанк России [5]). 

Помимо исследований истории популяции 
и  анализа различных фундаментальных аспектов 
эволюции генома человека, такие базы данных 
играют центральную роль как в  диагностике на-
следственных болезней [6], так и  в  оценке риска 
наследственных патологий у  пар, планирующих 
беременность. Например, в  последние годы был 
опубликован ряд исследований, направленных на 
оценку частоты основных мутаций в  гене CFTR, 
связанных с риском мужского бесплодия [7, 8].

Невынашивание беременности является одной 
из важнейших проблем современной репродуктив-
ной медицины. Наиболее распространенной фор-
мой репродуктивных потерь является самопроиз-
вольный аборт (выкидыш) — гибель плода на сро-
ке до 20 нед. беременности. Частота выкидышей 
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Материал и методы 
Использованные базы данных. В  качестве исходных 

данных для настоящего исследования была использова-
на публично доступная база данных RUSeq, содержащая 
информацию о частоте генетических вариантов в россий-
ской популяции [4]. Данный ресурс содержит информа-
цию о  генетических вариантах, обнаруженных у  >7  тыс. 
пациентов (7452), из которых 1696 человек не имеют на-
следственных патологий. Для анализа частоты вариантов 
были использованы VCF-файлы, содержащие обобщен-
ную информацию об их частоте. Дополнительный отбор 
доноров по полу или иным характеристикам не прово-
дился. Каждый вариант был дополнительно проанноти-
рован информацией о его частоте в мировых популяциях 
(по данным Genome Aggregation Database (gnomAD) v2 
[16]), а  также о  клинической классификации варианта 
в базе данных NCBI ClinVar [17].

Отбор генетических вариантов, связанных с  риском 
невынашивания беременности. Для поиска и  оценки час
тоты связанных с  невынашиванием беременности ге-
нетических вариантов в  российской популяции были 
использованы данные о  270 генетических вариантах, 
описанных в  литературе [15]. Для поиска вариантов из 
данного списка в  базе RUSeq были использованы поло-
жения и  тип аминокислотной замены в  последователь-
ности белка (поиск соответствий проводился с использо-
ванием аннотированного описания эффекта варианта на 
кодируемый геном белок). 

Помимо поиска известных вариантов, описанных 
как причина выкидышей или привычного невынашива-
ния, нами был проведен дополнительный отбор потенци-
ально клинически значимых вариантов в основных генах, 
мутации в которых приводят к выкидышам или прерыва-
нию беременности. Данный список генов был составлен 
на основе литературных данных, обобщенных в предыду-
щих исследованиях. В качестве генов-кандидатов рассмат
ривали 18 генов, мутации в  которых были обнаружены 
в ≥2 независимых исследованиях (таблица 1 из исходной 
публикации [15]) (DYNC2H1, RYR2, OXP3, PADI6, PIEZO1, 
SCN5A, NEB, STIL, COL2A1, FRAS1, FGFR3, GREB1L, 
RYR1, LZTR1, FGFR2, PTPN11, PIK3R2, GBE1). Помимо 
невынашивания, все эти гены (за исключением PADI6) 
связаны с  серьезными наследственными патологиями, 
включая сердечно-сосудистые заболевания (желудочко-
вая аритмия (OMIM: 115000, ген RYR2); синдром Бругада 
(OMIM: 601144, ген SCN5A)), нервно-мышечные пато-
логии (NEB), скелетные дисплазии (COL2A1, DYNC2H1, 
FGFR2, FGFR3, FRAS1, RYR1), болезни крови и иммуните-
та (FOXP3, PIEZO1), и иные мультисистемные синдромы.

Для сужения пространства поиска в качестве возмож-
ных причинных вариантов в  данных генах рассматрива-
лись варианты, потенциально приводящие к полной по-
тере функции белкового продукта гена (нонсенс-мутации, 
замены в  канонических сайтах сплайсинга, вставки или 
выпадения нуклеотидов, приводящие к сдвигу рамки счи-
тывания). Кроме того, в анализ были включены вариан-
ты, отмеченные как патогенные или вероятно патогенные 
в базе данных ClinVar, без учета их типа. Список обнару-
женных вариантов проходил дальнейшую проверку для 
исключения заведомо доброкачественных вариантов (с час
тотой >1% или соответствующей пометкой в ClinVar).

Во всех случаях отбор вариантов проводился с исполь-
зованием языка программирования Python версии 3.10. 

в  Российской Федерации (РФ) на 2022г составила 
2,3/1  тыс. женщин репродуктивного возраста [9]. 
Потери на более поздних сроках описываются тер-
мином "мертворождение". От 1 до 5% всех пар стал-
киваются с привычным невынашиванием (привыч-
ным выкидышем, ПВ) — состоянием, при котором 
наблюдаются ≥3 последовательных выкидышей 
до 22 нед. беременности или потерю плода весом 
<500 г (определение Всемирной организации здра-
воохранения), в РФ принято считать ПВ потерю ≥2 
беременностей [10].

К  генетическим причинам прерывания бере-
менности относятся аномалии кариотипа или ме-
тилирования дезоксирибонуклеиновой кислоты 
(ДНК), фрагментация ДНК сперматозоидов, гете-
роморфизм хромосом и др. [11]. Около 70-80% спон-
танных выкидышей вызваны аномалиями в карио-
типе эмбриона [12], но причина значительной доли 
выкидышей все еще остается неизвестной. В случае 
привычного выкидыша, причина остается неиз-
вестной чаще (у >50% пар). 

Значительная доля случаев единичного или 
привычного выкидыша неустановленной приро-
ды может быть обусловлена наличием точечных 
мутаций, приводящих к  серьезным дефектам ран-
него эмбрионального развития. В  последние годы 
было описано большое количество таких точечных 
мутаций (например, в работе Byrne AB, et al. (2023) 
[13]). Многие из них зачастую являются причиной 
серьезных наследственных заболеваний различных 
органов и  систем, таких как, например, сердечно-
сосудистая (мутации в генах RYR2, SCN5A).

Технологии высокопроизводительного сек-
венирования генома или экзома произвели на-
стоящую революцию в  области диагностики на-
следственных патологий человека [14] и  активно 
применяются для идентификации причин невы-
нашивания беременности. Однако эффективность 
применения данных технологий в  значительной 
степени зависит от наличия ресурсов, содержащих 
информацию о  генетических маркерах риска ре-
продуктивных потерь, а  также от наличия данных 
о частоте данных маркеров в популяции. 

Ранее была собрана информация о 270 генети-
ческих вариантах, которые описаны в  литературе 
как потенциальная причина выкидышей, включая 
случаи ПВ [15]. В  этой работе использовали от-
крытую базу данных RUSeq [4] для оценки часто-
ты этих вариантов у жителей РФ, а также выявили 
новые мутации, затрагивающие один из 18 ключе-
вых генов, вовлеченных в  патогенез выкидышей 
и  привычного невынашивания. Наши результаты 
подтверждают ценность масштабных коллекций 
образцов, подобных RUSeq, для оценки частоты 
носительства патогенных и  вероятно патогенных 
генетических вариантов, связанных с  различными 
наследственными патологиями.
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Наименьшей частотой характеризовались варианты 
в  генах EPAS1, PLXNB2 и  GBE1 (все эти варианты 
наблюдались однократно).

Совокупная частота повреждающих вариантов  
в ключевых генах

На следующем этапе работы была проанали-
зирована совокупная частота функционально зна-
чимых генетических вариантов в  ключевых генах, 
связанных с  риском невынашивания. Для этого 
мы сосредоточились на вариантах, вероятно при-
водящих к потере функции белка (появлению пре-
ждевременных стоп-кодонов или сдвигу рамки 
считывания, нарушению сплайсинга). Для сужения 
пространства поиска были использованы только те 
гены, варианты в которых были обнаружены более, 
чем в одном исследовании генетических причин ре-
продуктивных потерь.

В  результате поиска вариантов, подходящих 
под критерии поиска, в  базе данных RUSeq, бы-
ло обнаружено 154 повреждающих или известных 
патогенных варианта в  использованном наборе из 
18 генов. Из них, 46 вариантов в  10 генах встреча-
лись у  представителей здоровой популяции. Обоб-
щенная информация об этих вариантах представ-
лена в  таблице 2. Наибольшее число вариантов 
было обнаружено в  гене DYNC2H1, что, скорее 
всего, связано с большой длиной кодируемого дан-
ным геном полипептида. Примечательно, что му-
тации в  DYNC2H1 встречались лишь у  11 человек, 
в  то время как мутации в  гене NEB наблюдались 
у 30 человек, несмотря на меньшее количество об-
наруженных повреждающих мутаций в  этом гене 
(7 шт.) Данное наблюдение, без сомнения, объяс-
няется наличием частой нонсенс-мутации в  NEB, 
описанной в  предыдущем разделе. Интересно, что 
у 4 человек были обнаружены мутации в гене STIL. 
В отличие от других генов, которые также связаны 
с  наследственными патологиями в  постнатальный 
период, варианты в гене STIL являются специфиче-
ским маркером риска привычного невынашивания.

Поисковая тема государственного задания ФГБНУ 
"НИИ АГиР им. Д. О. Отта" №  1022040700839-2-3.2.2 
"Разработка и  апробация алгоритма профилактики на-
следственных болезней для внедрения массового прекон-
цепционного генетического скрининга в  Северо-Запад-
ном регионе РФ".

Результаты
Частота носительства известных патогенных ва-

риантов
На первом этапе работы была проанализиро-

вана частота носительства генетических вариантов, 
обнаруженных в  опубликованных исследованиях 
генетических основ невынашивания беременности. 
В  общей сложности в  анализ были включены 270 
генетических вариантов в 18 генах. Из этого набора, 
в базе RUSeq были обнаружены 28 (10,3%) вариан-
тов, из которых 10 встречались в здоровой популя-
ции (2 варианта были обнаружены исключительно 
в здоровой популяции). Из них 2 варианта были ан-
нотированы как доброкачественные в базе данных 
NCBI ClinVar, а еще один был отмечен как вариант 
с противоречащими интерпретациями патогеннос
ти. Таким образом, всего 7 из обнаруженных ва-
риантов, встречающихся в  здоровой российской 
популяции, могут быть рассмотрены как потенци-
альные аллели риска репродуктивных потерь. Из 
этих вариантов 3 были классифицированы как па-
тогенные или вероятно патогенные в NCBI ClinVar, 
и еще 1 вариант был отмечен как вариант неопреде-
ленного значения.

Информация о  наиболее частых вариантах 
представлена в  таблице 1. Наиболее часто встре-
чались варианты в  генах NEB и  ATP7B (0,0059 
и  0,0054, соответственно). Оба варианта являют-
ся известными патогенными вариантами, свя-
занными с  немалиновой миопатией и  болезнью 
Вильсона-Коновалова, соответственно, а  частота 
их носительства в  РФ значимо превышает частоту 
в  европейской популяции (по данным gnomAD). 

Таблица 1 
Частоты носительства генетических вариантов,  

связанных с риском невынашивания беременности, в здоровой российской популяции
Положение варианта* rsID Ген а/к замена Количество 

носителей
Частота Частота в европейской 

популяции (gnomAD v4)
chr2:151501423 rs549794342 NEB Arg8032* 22 0,0052 0,000351
chr13:51944145 rs76151636 ATP7B His1069Gln 19 0,0056 0,001058
chr15:89327201 rs113994095 POLG Ala467Thr 3 0,00089 0,001330
chr10:121503847 rs376451171 FGFR2 Ala363Val 2 0,00059 0,000048
chr2:46378723 rs935969368 EPAS1 Leu504Val 1 0,00030 0,000003
chr22:50288030 rs192965378 PLXNB2 Arg463Gln 1 0,00059 0,000009
chr3:81649884 rs374404487 GBE1 Arg156His 1 0,00030 0,000081

Примечание: * — положение приведено согласно референсной сборке генома человека GRCh38. В выделенных ячейках указаны частоты 
вариантов, статистически значимо отличающиеся от общеевропейской частоты по результатам сравнения в оригинальном исследовании 
UUSeq [4], а/к — аминокислота.



78

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23

Важно заметить, что далеко не все варианты, 
обнаруженные в  настоящем исследовании, служат 
специфическими маркерами риска выкидыша. Так, 
наиболее частыми вариантами из числа обнаружен-
ных нами являются мутации в генах NEB и ATP7B. 
Вариант rs76151636 в  гене ATP7B, связанный с  бо-
лезнью Вильсона-Коновалова, известен как один из 
наиболее часто встречающихся патогенных вариан-
тов в этом гене у российских пациентов [18]. Повы-
шенная частота носительства вариантов в гене NEB 
также была отмечена в  целом ряде исследований 
российской популяции с  использованием высоко-
производительных методов анализа [4, 19]. Извест-
но, что некоторые патогенные вариации в гене NEB 
являются специфическими для российской популя-
ции, что хорошо согласуется со значимо увеличен-
ной частотой варианта rs549794342 в гене NEB в дан-
ных RUSeq относительно данных gnomAD. Частота 
варианта rs76151636 в гене ATP7B также значимо раз-
личается между российской и европейской популя-
цией [4]. Стоит заметить, однако, что статистическое 
сравнение частоты носительства других вариантов, 
обнаруженных в  настоящем исследовании, между 
российской и европейской популяциями затруднено 
ввиду их низкой общей частоты.

Наконец, важно подчеркнуть, что имеющихся 
в  нашем распоряжении данных недостаточно для 
того, чтобы уверенно предсказать, будут ли обна-
руженные в  исследовании варианты приводить 
к  выкидышу у  каждой отдельно взятой пары. Тем 
не менее, их следует принимать во внимание как 
потенциальные факторы риска при планировании 
беременности.

Заключение
Биобанки играют важнейшую роль как в  изу

чении генетических основ наследственных болез-
ней, так и  в  их диагностике и  профилактике. По-
лученные в  настоящем исследовании результаты 

Обсуждение
Информация о частоте носительства генетиче-

ских вариантов в популяции имеет ключевое значе-
ние как в  ходе молекулярной диагностики наслед-
ственных патологий [6, 14], так и для эпидемиоло-
гической оценки риска генетических заболеваний. 
База данных RUSeq является единственным на се-
годняшний день открытым ресурсом, содержащим 
такую информацию о российской популяции, и бы-
ла многократно использована в целом ряде медико-
генетических исследований (например, Glotov AS, 
et al. (2024) [8]). В настоящем исследовании проде-
монстрирована ценность данных RUSeq для оценки 
риска репродуктивных патологий у жителей РФ на 
примере невынашивания беременности.

Выкидыши и привычное невынашивание явля-
ются важной проблемой репродуктивного здоровья 
человека, и даже один выкидыш способен оказывать 
значительное психологическое влияние на женщи-
ну. Для успешного предсказания риска невынаши-
вания, необходимо как полноценное понимание 
патогенетических механизмов, лежащих в  основе 
данной патологии, так и информация о частоте в по-
пуляции генетических вариаций, связанных с  рис
ком невынашивания беременности. Наличие этой 
информации позволяет проводить направленное 
преконцепционное генетическое тестирование пар 
на этапе планирования беременности для оценки 
риска репродуктивных потерь и разработки успеш-
ной стратегии предупреждения патологии.

Настоящая работа является первым в  России 
исследованием частоты точечных мутаций, свя-
занных с  риском выкидыша и  привычного невы-
нашивания. В ходе работы, было обнаружено 7 из-
вестных вариантов, встречающихся у  жителей РФ 
и  связанных с  риском самопроизвольного аборта, 
а  также 46 известных и  потенциально патогенных 
вариантов в основных генах, вовлеченных в патоге-
нез невынашивания беременности. 

Таблица 2 
Совокупная частота повреждающих мутаций в генах,  

связанных с риском невынашивания беременности, в здоровой российской популяции
Ген Количество вариантов Совокупное число 

носителей
Совокупная 
частотаОбщее Известные 

патогенные
Потенциально значимые 
(нонсенс/сплайс/сдвиг рамки)

COL2A1 1 1 0 1 0,000298
DYNC2H1 10 1 9 (4/4/1) 11 0,003322
FGFR3 2 0 2 (0/1/1) 2 0,000633
FRAS1 5 0 5 (2/1/2) 5 0,001493
LZTR1 5 2 3 (1/0/2) 7 0,002470
NEB 7 3 4 (0/0/4) 30 0,008936
PIEZO1 3 0 3 (0/3/0) 3 0,000929
RYR1 6 1 5 (1/1/3) 11 0,003267
SCN5A 3 0 3 (0/2/1) 6 0,001923
STIL 4 0 4 (2/1/0) 4 0,001190
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подчеркивают важность накопления информации 
о частоте генетических вариантов в российской по-
пуляции для идентификации потенциальных мар-
керов риска репродуктивных проблем, включая 
невынашивание беременности. Обнаружение по-
тенциально значимых часто встречающихся вари-
антов указывает на необходимость принятия этих 
вариантов во внимание при проведении медико-
генетического консультирования при планирова-
нии беременности для оценки риска невынаши-
вания беременности. В то же время, данная работа 
подчеркивает необходимость дальнейшего изуче-

ния патогенетических процессов, лежащих в осно-
ве невынашивания беременности, для более ком-
плексной оценки риска у пар.

Отношения и деятельность. Исследование вы-
полнено в  рамках реализации поисковой темы 
государственного задания ФГБНУ "НИИ АГиР 
им.  Д. О. Отта" № 1022040700839-2-3.2.2 "Разра-
ботка и  апробация алгоритма профилактики на-
следственных болезней для внедрения массово-
го преконцепционного генетического скрининга 
в Северо-Западном регионе РФ".
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Артефакты анализа при идентификации клеточных линий 
методом профилирования на основе коротких тандемных 
повторов
Мальченкова А. А., Кособокова Е. Н.
ФГБУ "Национальный медицинский исследовательский центр онкологии им. Н. Н. Блохина" Минздрава России. Москва, Россия

Цель. Изучить и описать самые распространенные виды артефак-
тов, которые возникают при детекции коротких тандемных повто-
ров STR (short tandem repeat)-ампликонов методом капиллярного 
электрофореза и  вызывают трудности в  интерпретации получен-
ных STR-профилей.
Материал и методы. Клеточные линии получены из биоресурс
ной коллекции (БРК) клеточных линий ФГБУ "НМИЦ онкологии 
им.  Н. Н. Блохина" Минздрава России. Выделение ДНК из суспен-
зий клеток проводили по инструкциям производителей наборов 
DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, Германия) и ExtractDNA Blood & Cells 
(Евроген, Россия). Измерение концентрации ДНК осуществляли 
с помощью прибора Qubit 4.0 (Thermo Fisher Scientific, США) и на-
бора реагентов Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, 
США). Мультиплексная полимеразная цепная реакция (ПЦР) бы-
ла поставлена с помощью набора реактивов COrDIS "ЭКСПЕРТ26" 
(Гордиз, Россия). Капиллярный электрофорез продуктов ПЦР прово-
дили на генетическом анализаторе Genetic Analyzer 3500xL (Applied 
Biosystems, США). Для обработки электрофореграмм использовали 
программу GeneMapper Software v6.0 (Thermo Fisher Scientific, США).
Результаты. Изучены наиболее известные артефакты, связанные 
с  методом STR-профилирования и  последующим капиллярным 
электрофоретическим разделением ампликонов. Приведены слу-
чаи детектирования этих артефактов из личной практики. Даны ре-
комендации действий для улучшения картины электрофореза.
Заключение. В работе изучены артефакты анализа при идентифи-
кации результатов STR-профилирования клеточных линий методом 
капиллярного электрофореза (STR-CE), с  которыми исследова-
тели сталкиваются в  лабораторной практике. Подробно описаны 

и  проиллюстрированы примерами из собственной практики рас-
пространенные виды артефактов анализа, которые вызывают труд-
ности в  интерпретации полученных при STR-профилировании ре-
зультатов, а  также возможные причины их появления. Приведены 
рекомендации по снижению количества неспецифических флуо-
ресцентных сигналов и их интенсивности.
Ключевые слова: STR-профилирование, артефакты анализа, ка-
пиллярный электрофорез.
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ции генетически и фенотипически охарактеризованных клеточных 
линий и первичных опухолей человека".
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Artifacts of analysis in cell line identification by short tandem repeat profiling
Malchenkova A. A., Kosobokova E. N.
Blokhin National Medical Research Center of Oncology. Moscow, Russia

Aim. To study and describe the most common types of artifacts 
in detection of short tandem repeat (STR) amplicons by capillary 
electrophoresis and cause difficulties in interpreting the obtained STR 
profiles.
Material and methods. Cell lines were obtained from the bioresource 
collection of cell lines of the Blokhin National Medical Research Center 
of Oncology. DNA was isolated according to the manufacturer’s 
instructions of the DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, Germany) and 
ExtractDNA Blood & Cells (Evrogen, Russia) kits. DNA concentration 

was measured using a  Qubit 4.0 device (Thermo Fisher Scientific, 
USA) and a Qubit dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA). 
Multiplex PCR was performed using a  COrDIS EXPERT26 reagent kit 
(Gordiz, Russia). Capillary electrophoresis of PCR products was 
performed on a  3500xL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA). 
GeneMapper Software v6.0 (Thermo Fisher Scientific, USA) was used 
to process electrophoresis data.
Results. The most well-known artifacts associated with the STR 
profiling and subsequent capillary electrophoretic separation of 
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Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Метод профилирования на основе коротких тан-
демных повторов (STR — short tandem repeat) яв-
ляется одним из самых простых и удобных мето-
дов для подтверждения подлинности клеточных 
линий, однако интерпретация результатов может 
быть осложнена артефактами анализа.

Что добавляют результаты исследования?
• � В  работе впервые на русском языке описаны 

распространенные артефакты анализа, которые 
были обнаружены в  ходе экспериментальной 
работы методом STR-профилирования, а также 
возможные причины их возникновения. Кроме 
того, даны рекомендации для снижения степе-
ни влияния упомянутых артефактов на резуль-
таты анализа.

Key messages
What is already known about the subject?

• � The short tandem repeat (STR) profiling is one of 
the simplest and most convenient methods for cell 
line authentication, but interpretation of the results 
can be complicated by analysis artifacts.

What might this study add?
• � The work describes for the first time in Russian the 

common analysis artifacts discovered during the ex
perimental work using the STR profiling, as well 
as the possible reasons for their occurrence. In ad
dition, recommendations are given for reducing the 
inf luence of the mentioned artifacts on the analysis 
results.

ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, ПО — программное обеспечение, ПЦР — полимеразная цепная реакция, LOD — Limit of Detection (предел обнаружения), LOQ — Limit of Quantification (предел количе-
ственного определения), NGS — Next Generation Sequencing (секвенирование нового поколения, высокопроизводительное секвенирование), RFU — relative fluorescent unit (относительная единица флуорес-
ценции), STR — short tandem repeat (короткие тандемные повторы), STR-CE — short tandem repeat, products are separated by size using capillary electrophoresis (профилирование на основе коротких тандемных 
повторов с последующим анализом ампликонов методом капиллярного электрофоретического разделения). 

amplicons were studied. Cases of detection of these artifacts from 
personal practice are given. Recommendations for improving the 
electrophoresis pattern are given.
Conclusion. The paper studies the artifacts of analysis in cell line STR 
profiling by capillary electrophoresis (STR-CE), which researchers 
encounter in laboratory practice. Common types of analysis artifacts 
that cause difficulties in interpreting the results obtained during 
STR profiling, as well as possible reasons for their occurrence, are 
described in detail and illustrated with examples from our own practice. 
Recommendations are given for reducing the number of non-specific 
fluorescent signals and their intensity.
Keywords: STR profiling, analysis artifacts, capillary electrophoresis.
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Ведение
Идентификация клеточных линий при прове-

дении доклинических исследований, даже спустя 
50  лет после обнаружения научным сообществом 
проблемы ошибочной идентификации и невоспро-
изводимости экспериментов, всё еще не является 
повсеместной рутинной лабораторной практикой 
[1-4]. Несмотря на то, что заявленная проблема до-
вольно хорошо освещается в  научном сообществе 
(база данных ошибочно идентифицированных кле-
точных линий ICLAC пополняется каждый год), 
выходят обзорные статьи, подсчитывающие эко-
номический и репутационный урон, возникающий 
из-за недостаточного внимания к  проблеме иден-
тификации и развенчанных исследований, постро-
енных на ошибочных гипотезах.

При изучении внушительного набора статей, 
описывающих проблему внутривидовой контамина-

ции и связанных последствий [5-9], становится оче-
видна необходимость повсеместного внедрения про-
цедур идентификации биологического материала.

Актуальность настоящей статьи обусловлена, 
с  одной стороны, тем, что в  российском научном 
сообществе за счет увеличения числа междуна-
родных публикаций растет внимание к  проблеме 
контаминации клеточных линий в  лабораториях 
и  осознание необходимости устанавливать под-
линность своих культур, а  с  другой стороны — от-
сутствием достаточного количества литературы на 
русском языке для погружения в тему.

Одним из доступных и  удобных вариантов 
идентификации клеточных линий человека являет-
ся STR (short tandem repeat)-профилирование [10], 
которое заключается в проведении мультиплексной 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) с  последу-
ющим разделением и  анализом продуктов ампли-
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типирования, кариотипирования и  др.); его стои-
мость значительно ниже проведения NGS (Next 
Generation Sequencing, секвенирование нового по-
коления), а кроме того, начиная с 2022г, метод ре-
комендован в  Национальном руководстве по био-
банкированию [14]. К  несомненным преимуще-
ствам данной методики можно отнести и  наличие 
внушительного количества анонсированных в базах 
данных референсных STR-профилей1 для наиболее 
распространенных клеточных культур, что позво-
ляет контролировать воспроизводимость результа-
тов, полученных в лаборатории. Однако стоит при-
знать, что у  данной методики, несмотря на то, что 
она, согласно международному стандарту по аутен-
тификации клеточных линий человека, разработан-
ному ATCC (The American Type Culture Collection — 
Американская коллекция типовых культур), счита-
ется "золотым стандартом" и широко используется, 
есть ограничения и сложности применения [15].

К  ограничениям метода стоит отнести невоз-
можность обнаружения межвидовой контамина-
ции, поскольку представленные на рынке наборы 
реагентов содержат праймеры, высокоспецифич-
ные к  человеческой ДНК, что не позволяет пере-
крыть одним анализом все проблемы с  контами-
нацией в  лаборатории. Хотя для персонализиро-
ванной идентификации некоторых животных уже 
разработаны STR-праймеры (мыши, крысы, обезь
яны, некоторые виды рыб) [16-18] и  разработ-
ка стандарта по STR-идентификации мышиных 
клеточных линий находится на заключительных 
стадиях, коммерчески доступных наборов реаген-
тов для STR-профилирования лабораторных жи-
вотных всё ещё не представлено. Некоторые био-
банки (например, ATCC  — American Type Culture 
Collection) и коммерческие фирмы, (ООО "Гордиз", 
АО  "SynGen") предлагают STR-профилирование 
мышиных линий только в качестве услуги [19].

Ещё одним ограничением метода является не-
возможность определить точную нуклеотидную по-
следовательность амплифицированных фрагментов 
[20]. Это означает, что детектируемые в локусе про-
дукты одинакового молекулярного веса могут быть 
разными по нуклеотидному составу, но на электро-
фореграмме они между собой никак различаться не 
будут. Это приводит к тому, что, при обнаружении 
нетипичной электрофоретической картины для 
клеток с известным STR-профилем (выпадение ал-
леля, гетерозиготный дисбаланс аллелей в  локусе, 
изменения количества тандемных повторов в алле-
ле и т.д.), определить точную причину явления уда-
ется не всегда [15].

Причиной детектируемых генетических из-
менений могут быть как точечные мутации в  зоне 
отжига праймеров, так и кардинальные изменения 

1	 https://iclac.org/databases/cross-contaminations/.

фикации с помощью капиллярного электрофореза. 
Однако из-за артефактов, обусловленных физико-
химическими особенностями используемых мето-
дов (ПЦР, электрофоретическое разделение, флуо-
ресцентная детекция), результаты анализа не всегда 
просто интерпретировать.

Для идентификации клеточных линий в  рам-
ках исследовательских лабораторий на территории 
нашей страны STR-профилирование только входит 
в  рутинную практику и  ещё недостаточно широко 
распространено. Методологической литературы, 
кроме руководств производителей для наборов ре-
агентов, на русском языке нет. Поэтому настоящая 
статья может быть полезна исследователям в интер-
претации данных применительно к  задаче геноти-
пирования образцов клеточных линий человека.

Цель работы  — изучить и  описать самые рас-
пространенные виды артефактов, которые возни-
кают при детекции STR-ампликонов методом ка-
пиллярного электрофореза и  вызывают трудности 
в интерпретации полученных STR-профилей.

Материал и методы
В  работе использовали клеточные линии из био-

ресурсной коллекции (БРК) ФГБУ "НМИЦ онколо-
гии им. Н. Н. Блохина" Минздрава России. Выделение 
дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) из суспен-
зий клеток проводили по инструкциям производителей 
наборов DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN, Германия) 
и  ExtractDNA Blood & Cells (Евроген, Россия). Концен-
трацию ДНК измеряли с  помощью прибора Qubit 4.0 
(Thermo Fisher Scientific, США) и набора реагентов Qubit 
dsDNA BR Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, США). 
Мультиплексная ПЦР была поставлена с  помощью на-
бора реактивов COrDIS "ЭКСПЕРТ 26" (Гордиз, Россия). 
Капиллярный электрофорез продуктов ПЦР проводи-
ли на генетическом анализаторе Genetic Analyzer 3500xL 
(Applied Biosystems, США). Для обработки электрофоре-
грамм использовали программу GeneMapper Software v6.0 
(Thermo Fisher Scientific, США).

Результаты и обсуждение
Биобанкам как хранителям и  распространите-

лям биологического материала необходимо осущест-
влять идентификацию и  строгий контроль клеточ-
ных линий для повсеместного искоренения пробле-
мы контаминации клеточных культур [11, 12].

Поэтому в  рамках проекта по созданию БРК 
на базе НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина был 
внедрен целый набор процедур по контролю каче-
ства и подлинности депонированных и получаемых 
клеточных линий. В качестве основного метода для 
идентификации клеточных линий, подтверждения 
их подлинности и чистоты был выбран метод STR-
профилирования [13].

Данный метод отличается сочетанием относи-
тельной простоты анализа и  надежностью резуль-
татов в  отличие от традиционных методов (HLA-
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анализе данных STR-исследования методом STR-
CE. Именно об артефактах далее пойдет речь в этой 
статье.

Артефактами в STR-CE являются все сигналы, 
наблюдаемые на электрофореграмме, нетипичные 
для характерной картины электрофореза образцов 
ДНК человека.

Можно выделить основные причины появле-
ния артефактов на электрофореграммах:

•  качество и  состояние реактивов для поста-
новки анализа;

•  качество загружаемых в  прибор продуктов 
амплификации;

•  неоптимальные настройки генетического ана
лизатора (напряжение, время инжекции и др.);

•  физические причины (стохастические эф-
фекты, эффекты просачивания красителя);

•  генетические особенности объекта исследо-
вания.

И  если для преодоления первого ограничения 
методики, связанного с технической составляющей 
прибора, оператор ничего не может предпринять, 
то с артефактами анализа и алгоритмами уменьше-
ния их количества вполне можно работать в рамках 
метода. После формирования ДНК-профилей тем 
или иным программным обеспечением (ПО) для 
анализа оператор должен проанализировать графи-
ки и оценить качество данных, отличить истинные 
сигналы от артефактов и, в конце концов, объеди-
нив данные от всех локусов, сформировать общий 
STR-профиль образца.

При продолжительной работе с методом и ана-
лизе данных STR-профилирования мы сталкива-
лись с  проявлениями всех основных артефактов 
анализа (рисунок 1), которые затрудняли интер-
претацию результатов [13]. Некоторые артефакты 
не распознавались ПО прибора (в нашем случае 
GeneMapper Software 6.0), другие  — приводили 
к  ошибочным заключениям и  формированию ПО 
некорректных STR-профилей, поэтому важно было 
проверять результаты вручную.

Поскольку криминалисты по всему миру уже 
около 30  лет [25, 26] используют STR-профилиро
вание в  своей повседневной практике для иденти-
фикации личности человека, для них разработано 
достаточное количество руководств и  пособий по 
интерпретации сложных случаев из следственной 
практики. Также разработаны некоторые алгорит-
мы принятия решений о  природе сигнала, осно-
ванные на разных математических подходах [27, 
28]. Однако специфика исследуемых в  биологиче-
ских лабораториях клеточных культур и  биобан-
ках не позволяет применять на практике многие 
рекомендации, составленные для криминалистов. 
Генетическая интерпретация STR-профилей кле-
точных линий во многом отличается от интерпрета-
ции криминалистических образцов, потому что из-

в  самом генотипе клеток данной линии, возник-
новение субклональной популяции, а также конта-
минация другой клеточной линией или ошибочная 
идентификация клеток персоналом. Для проясне-
ния генетической картины и  установления перво-
причины необходимы исследования дополнитель-
ными методами (например, кариотипирование, 
секвенирование экзома).

Конечно, наборы реагентов, условия поста-
новки STR-профилирования и  процедура анализа 
данных совершенствуются и  уже не представляют 
тот объем проблем, с которым исследователи стал-
кивались 20 лет назад [21]. И если раньше продукты 
амплификации приходилось разделять с  помощью 
горизонтального электрофореза, что представляло 
собой трудоёмкую задачу и  сложную в  интерпре-
тации электрофоретическую картину [22], то на 
сегодняшний день большинство лабораторий ис-
пользует приборы для капиллярного электрофоре-
тического разделения продуктов мультиплексной 
амплификации с  флуоресцентной детекцией. Это 
существенно упрощает и ускоряет анализ, позволя-
ет очень точно различать аллели по молекулярно-
му весу, а  также получить и  обработать результаты 
в  удобной электронной форме. Кроме того, при-
боры с  несколькими каналами флуоресцентной 
детекции позволяют усложнить мультиплексную 
смесь и  использовать большее количество генети-
ческих маркеров в одном исследовании.

Однако при всех неоспоримых преимуществах 
данной технологии, у приборов капиллярного элек-
трофореза есть два основных ограничения, связан-
ных с  флуоресцентной детекцией. Первое ограни-
чение — это наличие одного лазера (канала возбуж-
дения) и нескольких каналов детекции в приборах. 
Для работы по нескольким каналам детекции 
в  ПЦР-смесях содержится смесь флуорофоров. 
Сигналы от флуорофоров с близкими по значению 
длинами волн испускания флуоресценции частич-
но перекрываются, например, сигнал от синего 
флуорофора частично попадает и  регистрируется 
в  диапазоне зеленого канала детекции. Такая "за-
светка" в соседний канал уменьшает относительную 
яркость истинного сигнала от флуорофора, и  при 
нормировании прибором сигнала в  некоторых ка-
налах детекции теряется до 99% сигнала, что может 
приводить к значимым проблемам с детекцией ре-
зультатов [23, 24].

Аналитические алгоритмы прибора, как и  не-
которые технологические решения, которые при-
меняют производители наборов реагентов, частич-
но сглаживают данный эффект, но иногда это не 
решает проблему полностью, а оператор наблюдает 
её проявление в  виде артефактов на электрофоре-
грамме.

Артефакты  — это вторая широко распростра-
ненная проблема, возникающая у  оператора при 
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генность линии, культивируемой в условиях разных 
лабораторий на протяжении долгого времени, так 
и  использование разных наборов для STR-профи
лирования [19].

С технической точки зрения работать с клеточ-
ными культурами проще, чем с  криминалистиче-
скими образцами. Это объясняется тем, что в боль-
шинстве случаев не возникает проблем с  недо-
статком или деградацией генетического материала 
и намного реже встречаются ситуации смесей ДНК 
в одной пробирке, т.е. применительно к исследова-

за гетерогенности и  анеуплоидии, встречающихся 
у многих иммортализованных и трансформирован-
ных клеток, электрофоретическая картина часто 
отличается от ожидаемых для соматических клеток 
человека 1-2 пиков на локус.

В настоящее время даже у одной и той же кле-
точной линии при изучении информации из раз-
ных источников, агрегированной международны-
ми базами данных (например, Cellosaurus), STR-
профили в  какой-то степени могут различаться. 
Причиной этого является как генетическая гетеро-

Рис. 1    �Краткая схема распространенных артефактов анализа STR-CE, проиллюстрированных фрагментами электрофореграмм из лабора-
торной практики.

Примечание: STR-CE — short tandem repeat, products are separated by size using capillary electrophoresis (профилирование на основе коротких 
тандемных повторов с последующим анализом ампликонов методом капиллярного электрофоретического разделения). Цветное изображе-
ние доступно в электронной версии журнала.

Виды артефактов
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оресценции (Relative Fluorescence Unit, RFU), кото-
рое выражает статистический доверительный пре-
дел шумовой ошибки, обычно покрывающее 99,7% 
случаев (т.е. составляет три стандартных отклоне-
ния величины шума). Обычно LOD рассчитывается 
по формуле 1 [29]:
LOD = µb + 3σb, (1)
где µb — среднее значение RFU сигнала базовой ли-
нии; σb — стандартное отклонение величины µb.

Или по формуле 2 [30]: 
ATin=eν+kτ, (2)
где ATin  — аналитический порог детекции, ν  — 
среднее значение RFU сигнала базовой линии, τ — 
дисперсия натурального логарифма (логарифм по 
основанию e) шумовых сигналов, а k — числовой 
коэффициент, выбранный в соответствии с желае-
мым уровнем достоверности (обычно в диапазоне 
3-5) [28].

Предел количественного определения  — LOQ 
(Limit of Quantification), или стохастический пре-
дел, представляет собой величину, выраженную 
в  относительных единицах флуоресценции — RFU 
(Relative Fluorescence Unit), которая задает мини-
мальное значение интенсивности флуоресценции 
потенциального пика, который будет однозначно 
расцениваться за истинный сигнал [27]. Рассчиты-
вается по формуле (3):
LOQ = µb + 10σb, (3)
где µb — среднее значение RFU сигнала базовой ли-
нии; σb — стандартное отклонение величины µb.

Однако бывает, что значения RFU шумовых 
сигналов приближаются к  заданному пороговому 
значению LOQ, в таком случае они могут быть при-
няты за пики и  затруднить распознавание истин-
ных сигналов. Самое важное отличие истинного 
пика от шумового заключается в том, что шумовой 
не воспроизводится. Поэтому, в  случае получения 
сомнительных результатов, рекомендуется оценить 
электрофореграмму технического повтора исследу-
емого образца или провести повторный анализ.

Капли краски. На электрофореграмме такие 
пики имеют более пологую форму и  широкое ос-
нование в  отличие от истинных пиков. Обычно 
причиной таких капель, детектируемых на электро-
фореграмме, является разложение флуоресцентно-
меченых праймеров вследствие их неправильно-
го хранения или недостаточной очистки [20]. При 
корректной работе с  коммерческими наборами 
реактивов данный артефакт встречается довольно 
редко, поскольку обычно производители проводят 
тщательную подготовку и очистку праймеров, вхо-
дящих в  состав набора, поэтому, при соблюдении 
условий хранения, целостность праймеров сохра-
няется на протяжении срока годности. На электро-
фореграмме пики от слипшихся фрагментов краси-
теля можно достаточно точно отделить от истинных 
пиков: у  таких пиков нетипичная широкая форма 

ниям на клеточных линиях — контаминация куль-
туры клеток [13].

При соблюдении условий корректной поста-
новки анализа и  внимательном отношении к  при-
бору и  качеству реактивов, количество и  интен-
сивность артефактов заметно снижены, зачастую 
в таком случае они вообще значимо не влияют и не 
затрудняют интерпретацию результатов анализа. 
Однако по разным причинам не всегда удается по-
лучить недвусмысленную электрофоретическую 
картину, поэтому умение работать с нестандартны-
ми результатами и отделять истинный сигнал от ар-
тефакта − важные навыки для оператора.

Самыми распространёнными артефактами 
STR-анализа являются шум, статтеры, побочные 
пики, просачивание красителя и  гетерозиготный 
дисбаланс [20, 28]. Также встречаются капли крас
ки, нематричное присоединение, аллели микрова-
риантов, аллели, не попадающие в аллельную лест-
ницу, выпадение аллелей (локусов) и триаллельные 
образцы [20].

Для каждого упомянутого артефакта ниже бу-
дет дано описание. Отдельные случаи возникнове-
ния артефактов, которые представляют наибольшее 
затруднение при интерпретации данных, будут рас-
смотрены подробно вместе с иллюстрациями из ла-
бораторной практики и рекомендациями по реше-
нию проблем.

Стоит отметить, что наиболее часто встречаю-
щиеся и  характерные артефакты при STR-профи
лировании ДНК опухолевых клеточных линий 
и  ДНК здорового человека (например, при уста-
новлении отцовства) различаются. В  настоящей 
статье акцент сделан на артефакты при анализе 
опухолевых клеточных линий.

Шум. Шум представляет собой серию неболь-
ших невоспроизводимых пиков на уровне базовой 
линии, которые всегда присутствуют в  результатах 
образцов в качестве фона и обычно не затрудняют 
анализ. Шум обусловлен электрическими флукту-
ациями в  ходе электрофоретического разделения, 
наличием микропузырьков воздуха, мелких взве-
шенных частиц или кристаллов полимера в капил-
лярах, загрязнением в технических узлах генетиче-
ского анализатора (камера насоса, окно детекции), 
состоянием капилляров и  полимера, а  также низ-
коуровневым загрязнением самих исследуемых об-
разцов [29]. Мелкие взвешенные частицы, а  также 
микропузырьки увеличивают амплитуду шума ба-
зовой линии, затрудняя распознавание пиков опре-
деляемых компонентов, поэтому до начала анали-
за электрофореграмм в  программе для обработки 
данных автоматически или вручную определяется 
аналитический порог  — LOD (Limit od Detection, 
предел обнаружения). 

Аналитический порог (LOD) — это такое све-
чение, выраженное в относительных единицах флу-
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водит к  просачиванию сигнала от одного флуоро-
фора в  канал соседнего. Для сглаживания данного 
явления ПО прибора математически нормализует 
выходные данные, разделяя полученный с  ячейки 
детекции сигнал по отдельным каналам, вычитая 
долю перекрываемого сигнала [24, 31]. Это прак-
тически всегда позволяет корректно соотнести сиг-
налы от разных флуорофоров и  избежать проблем 
при анализе данных оператором, несмотря на боль-
шую потерю сигнала в некоторых каналах.

Просачивание красителя возникает, когда из-
быточное количество фрагментов, меченных опре-
деленным флуорофором, обнаруживается CCD-
камерой, и  на соответствующей этому красителю 
полосе электрофореграммы образуется пик крайне 
высокой интенсивности. В таком случае на дорож-
ках соседних красителей со смежной длиной испу-
скания флуоресценции в той же точке по горизон-

у  основания, и  они детектируются только в  одном 
канале красителей.

Если же при работе оператор часто сталкива-
ется с  данным видом артефактов, то рекомендует-
ся предварительная очистка амплифицированных 
смесей от остатков праймеров и побочных продук-
тов или разбавление наносимого на электрофорез 
ампликона в  несколько раз для снижения количе-
ства таких капель краски.

Подтягивание/просачивание красителя. Как бы-
ло упомянуто ранее, недостатком аналитических 
систем с  многоканальной флуоресцентной детек-
цией является то, что у  красителей, используемых 
в коммерческих наборах, диапазоны длин волн ис-
пускания флуоресценции в какой-то степени пере-
крываются. Поскольку прибор для капиллярного 
электрофореза имеет только один лазер для воз-
буждения флуоресценции, при детекции это при-

Рис. 2    �Длины волн флуорофоров, использованных в наборе GlobalFiler PCR amplification kit (Life Technologies), демонстрируют при-
мер подтягивания сигнала от красителя VIC (зеленый) в дорожки с красителями 6-FAM (голубой) и NED (черный). У электро-
форетических графиков, показанных справа, вертикальная ось соответствует интенсивности сигнала в относительных единицах 
флуоресценции (RFU), а горизонтальная ось отображает размер ампликона количеством пар оснований (bp) (адаптировано из 
статьи авторов [32]).

Примечание: цветное изображение доступно в электронной версии журнала.
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•  длина аллеля в локусе (чем больше повторов 
содержится в локусе, тем чаще детектируются стат-
теры аллелей).

Самый часто встречающийся статтер — это n-1, 
поскольку такой ампликон накапливается при одно-
кратном изменении длины матричной цепи или 
праймера во время частичной диссоциации, и это со-
бытие — самое энергетически выгодное из возмож-
ных для образования статтеров [20]. В основном (95% 
случаев), при амплификации достаточного количе-
ства ДНК высота статтеров не превышает порог в 15% 
[25, 35]. Соотношение высоты пика статтера к высо-
те истинного пика измеряется отношением высоты 
статтера к  сумме высот этого статтера и  истинного 
пика в % [36]. Чаще при интерпретации используют 
коэффициент статтера, который равен отношению 
высоты статтера к высоте истинного пика (в %) [34].

Программы для обработки данных STR-профи
лирования обычно имеют фильтр, который позво-
ляет исключать пики статтеров, если отношение их 
высоты к высоте основного (истинного) пика ≤20% 
[20, 35]. Некоторые программы позволяют выста-
вить % порог фильтра вручную и индивидуально под 
каждый из маркеров, поскольку существует огром-
ное количество исследований, направленных на изу
чение диапазона высот статтеров в  зависимости от 
локуса, популяционных и этнических особенностей 
генотипа и др. [37].

При работе с клеточными линиями такая тща-
тельная настройка отдельных для каждого локуса 
коэффициентов статтера не требуется, поскольку 
в  сложных случаях почти всегда есть возможность 
повторить анализ, благодаря достаточному стартово-
му количеству ДНК и оптимальному качеству гене-
тического материала, в отличие от криминалистиче-
ских образцов.

Сложность при интерпретации результатов кле
точных линий бывает в  том случае, когда образец 
контаминирован или по какой-либо другой причине 
содержит ДНК из нескольких источников, тогда ал-
лели минорного контрибьютора могут быть приняты 
за статтеры и наоборот; это определенно усложняет 
детекцию контаминации и  определение истинного 
STR-профиля исследуемого образца.

Шипы, побочные пики. Это узкие, резкие и от-
носительно высокие пики на графике, которые по-
являются из-за флуктуации напряжения в ходе ана-
лиза. Флуктуации напряжения могут быть вызваны 
присутствием пузырьков воздуха в капилляре, ино-
родных частиц (например, пыли) или образовани-
ем кристаллов полимера или формамида. Обычно 
программы при обработке первичных данных хоро-
шо справляются с задачей по распознаванию и ис-
ключению таких артефактов, но иногда их прихо-
дится исключать из анализа вручную. 

Шипы, если они не появляются вдоль истинного 
пика, как правило, появляются в одной и той же точ-

тальной оси будут наблюдаться побочные ложные 
пики нетипичной формы более низкой интенсивно-
сти [32].

Как это выглядит на электрофореграмме: край
не высокий пик в зеленом канале красителя и острый 
узкий пик в синем канале, регистрируемый в той же 
позиции по горизонтальной оси времени или длины 
нуклеотидной последовательности (рисунок 2).

Часто такой артефакт можно наблюдать, ког-
да в смесь для ПЦР добавляется избыточное коли-
чество матричной ДНК [31]. Такие пики, если они 
имеют значительную высоту, могут остаться нерас-
познанными ПО как артефакты и быть принятыми 
за истинные аллели, поэтому важна дополнительная 
проверка результатов оператором. Важной особен-
ностью идентификации данного вида артефактов 
является то, что небольшие пики-выбросы реги-
стрируются только в  соседних каналах детекции 
и строго в той же позиции по горизонтальной оси. 
Повторная амплификация с меньшим количеством 
вводимой ДНК или разведение в 10 раз исследован-
ной пробы при внесении на планшет прибора может 
свести проявление данного артефакта к минимуму.

Статтеры. Статтеры (англ. Stutter) — это самые 
распространенные артефакты анализа [33]. Они 
образуются при амплификации как минорные по-
бочные ПЦР-продукты, содержащие на кратное ко-
личество (один, реже два) больше или меньше ми-
кросателлитных повторов основного аллеля, и обо-
значаются как n±1,2,3-статтер, где n  — истинное 
число микросателлитных повторов в образце. 

Возможный механизм образования статтеров — 
некорректная транскрипция полимеразой целевого 
участка. Такая ситуация возникает, когда после на-
чала синтеза нуклеотидной цепи с праймера матрич-
ная цепь и праймер по какой-то причине частично 
диссоциируют [34]. Если такое происходит во время 
ПЦР, но впоследствии праймер и  матричная цепь 
повторно отжигаются с полной точностью и ампли-
фикация продолжается, то реакция дает только один 
целевой продукт. Неправильный повторный отжиг 
с  образованием шпилек на матричной цепи или 
праймере и  амплификация такой молекулы могут 
приводить к  образованию и  накоплению несколь-
ких побочных продуктов длиной n±1,2,3... наряду 
с целевым [20]. В этом случае на электрофореграм-
ме рядом с  истинными появляются небольшие до-
полнительные ложные пики, которые и называются 
статтерами.

Обычно, на частоту появления и  высоту стат-
теров влияют такие факторы, как [20, 25]:

•  количество нуклеотидов в  единице повторов 
(динуклеотидные повторы характеризуются бóльшим 
количеством статтеров, чем тетрануклеотидные);

•  степень однородности и сложности тандемно-
го повтора (у простых тандемных повторов высота 
статтеров выше, чем у сложных и составных);



88

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23

пиков аллелей и  находящиеся в  диапазоне нуклео
тидного размера конкретного маркера, которые 
выбраковываются или не определяются ПО для 
анализа электрофореграмм из-за непредставлен-
ности в  аллельной лестнице (reference ladder) [39]. 
Входящая в  любой коммерческий набор по STR-
профилированию аллельная лестница содержит в се-
бе смесь аллелей, которые наиболее широко встре-
чаются по популяции [20]. По частоте встречаемости 
тех или иных аллелей в различных популяциях напи-
сано много статей, на эти данные опираются и при 
разработке наборов реагентов [20, 25, 32, 40-43].

Однако человеческая популяция может содер-
жать редкие аллели, которые отличны от входящих 
в состав набора реактивов. При анализе клеточных 
линий, особенно опухолевых, также встречаются 
нетипичные аллели, что связано с  большей ско
ростью их генетических изменений или межвидо-
вой контаминацией образца.

Редкий аллель, который все-таки амплифици
руется, а  соответствующий ему пик не попадает 
в  границы диапазона заданных коммерческой па
нелью аллелей, называется аллелем, непопадаю-
щим в диапазон аллельной лестницы (off-ladder al
lele, OL) [20]. В таких случаях полученный результат 
подтверждают повторной постановкой образца на 
анализ. Если результат воспроизводится, а  в  ли-
тературе или базах данных есть информация о  су-
ществовании такого аллеля, его можно считать ис-
тинным. В  некоторых ПО можно задать значение 
такого аллеля (т.е. отобразить численно количество 
тандемных повторов), но это приходится делать 
вручную при анализе результатов оператором.

Если при повторном анализе пик не воспроиз-
водится, следует заподозрить другой вид артефакта, 
например, побочный пик, шип, каплю краски, шум 
или внутривидовую контаминацию.

Аллели микровариантов. Иногда при анализе 
электрофореграмм можно столкнуться с истинными 
пиками, которые не представлены в  лэддере, а  ко-
личество тандемных повторов таких детектируемых 
фрагментов представляет собой не кратное число 
повторяющихся элементов, а,  например, 14 целых 
единиц повтора (AGAA) и  один неполный повтор 
(AG) в каком-либо месте последовательности. В та-
ком случае возникает микровариантная аллель 14.2, 
что соответствует 14 полным повторам и 2 нуклео-
тидам неполного. Чаще всего такие микроварианты 
встречаются в высокополиморфных локусах, самые 
распространенные микроварианты включены в со-
став аллельной лестницы и  не представляют про-
блем при анализе [20, 25].

При изучении оператором электрофореграмм 
такие нетипичные (неопределяемые ПО) микро-
варианты аллелей можно задать вручную после 
исключения других возможных причин для появ-
ления рассматриваемого артефакта и  повторного 

ке данных во всех каналах красителей, эта характер-
ная особенность позволяет отличить их от других ар-
тефактов. Появление таких всплесков можно свести 
к минимуму, используя свежий набор реагентов и об-
разцов. Однако частое появление побочных пиков 
и шипов свидетельствует о неисправности системы.

Нематричное присоединение. Это известный арте
факт ПЦР, который возникает из-за того, что не-
которые полимеразы обладают внутренней, неза-
висимой от матрицы, полимеразной активностью, 
ответственной за добавление некодируемого матри-
цей остатка аденина, как правило, к вновь синтези-
рованной цепи [20].

Полимераза Taq, например, после окончания 
синтеза дочерней цепи ДНК добавляет нуклеотиды 
уже без матрицы, в основном аденин (аденилирова-
ние), к 3’-концу продукта ПЦР, в результате чего не-
которые продукты ПЦР становятся на одно основа-
ние больше, чем продукт от истинного аллеля. При-
чина такого поведения некоторых полимераз не ясна 
до конца, известно, что нематричное присоединение 
нуклеотидов, их количество и тип зависят от семей-
ства полимеразы, от типа последнего нуклеотида 
в матрице, последовательности праймера, от распо-
ложения флуоресцентного красителя и от соотноше-
ния количества полимеразы и ДНК в реакционной 
смеси, а также от условий проведения ПЦР [38].

Аденилирование приводит к расщеплению пи-
ков. Помимо соответствующего основному продук-
ту, появляется дополнительный пик, расположен-
ный на расстоянии ±1 нуклеотид от основного. Тан-
дем пиков в такой ситуации называют +А и -А.

Условия амплификации и  полимеразы боль-
шинства коммерческих наборов реагентов для 
STR-профилирования хорошо сбалансированы за 
счет различных приёмов (особая нуклеотидная по-
следовательность праймеров, добавление рестрик-
ционных ферментов, модифицированная полиме-
раза), поэтому такой артефакт, как нематричное 
присоединение, встречается довольно редко в ана-
лизе, и ампликоны имеют одинаковую длину. В та-
ких случаях причиной неполного аденилирования 
может стать высокая начальная концентрация ДНК 
относительно реакционной ёмкости ПЦР-смеси.

Если при анализе продуктов мультиплексной 
ПЦР на электрофорезе все-таки обнаруживается кар-
тина +А и  -А пиков, то чтобы предотвратить такое 
дробление сигнала и способствовать полному адени-
лированию ампликонов, обычно к заключительному 
этапу ПЦР добавляют 10-60 мин инкубации образцов 
при 60 или 72о С [20]. Если причиной неполного аде-
нилирования стала высокая концентрация внесенной 
в реакцию ДНК, то такие образцы можно разбавить 
буфером для ПЦР, добавить полимеразы и провести 
элонгацию в ПЦР-амплификаторе.

Аллели, не попадающие в  диапазон аллельной 
лестницы. Это пики, имеющие форму истинных 
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Было установлено два типа триаллельных пат-
тернов [20]:

•  1  тип, где сумма высот пиков двух аллелей 
равна высоте пика третьего аллеля (встречается ча-
ще по сравнению с 2 типом [48]);

•  2 тип, где высота пиков трех аллелей уравно-
вешена по своей высоте.

При анализе электрофореграмм клеточных ли-
ний в  лаборатории наличие "лишних" (когда при-
сутствует >2) пиков в  нескольких локусах может 
свидетельствовать о  смешанном образце ДНК из 
разных источников, например, из-за наличия не-
скольких субклонов или внутривидовой контами-
нации. Однако, если картина трёх пиков регистри-
руется только в одном локусе, вероятнее всего, это 
генетически обусловленный артефакт.

В  некоторых случаях может наблюдаться лож-
ный триаллельный паттерн, когда крайний пик вне 
аллельной лестницы от соседнего маркера непра-
вильно интерпретирован. Кроме того, иногда три-
аллельный паттерн 1  типа может представлять со-
бой 2 истинных аллеля и ложно принятый за аллель 
крайне высокий статтер между ними, полученный 
суммарным побочным продуктом обоих аллелей, 
если они расположены рядом, например, 14, 15 и 16 
аллели. На такие случаи следует обращать внима-
ние при интерпретации данных.

Гетерозиготный дисбаланс. Поскольку диплоид-
ный набор хромосом человека состоит из пар соот-
ветствующих хромосом, можно было бы предполо-
жить, что амплификация ПЦР-продуктов с  локуса 
на каждой хромосоме из пары должна проходить 
равноценно, соответственно, количество ПЦР-
продукта и  величина детектируемого сигнала от 
каждой аллели при STR-профилировании должны 
быть примерно равны. На деле же, взаимосвязь меж-
ду количеством исходной матрицы и высотой пиков 
аллелей имеет стохастический характер. Это объяс-
няется следующими факторами: эффективностью 
экстракции и  амплификации, стохастическим рас-
пределением молекул ДНК при отборе пробы доза-
тором на всех этапах пробоподготовки, а также дли-
ной и нуклеотидной последовательностью амплифи-
цируемых фрагментов [25].

Следовательно, мы наблюдаем картину гетерози-
готного дисбаланса сигналов, которая выглядит так: 
на электрофореграмме в одном локусе два пика с до-
вольно большой разницей высот (например, высота 
аллеля 2 составляет всего 68% от высоты аллеля 1).

Гетерозиготный дисбаланс наблюдается всегда, 
но в разной степени выраженности. Был подсчитан 
допустимый ("безопасный" для принятия решений 
о статусе сигнала) диапазон гетерозиготного дисба-
ланса, и он составляет 0,6-1,66. Рассчитать данный 
параметр можно, применяя наиболее распростра-
ненную формулу для подсчета гетерозиготного дис-
баланса (4), эта рекомендация выглядит так:

анализа. Надежным доказательством для подтверж-
дения данного микроварианта служит секвениро-
вание целевого участка. При анализе опухолевых 
клеточных линий появление микровариантов не 
редко, поскольку клетки предрасположены к  хро-
мосомным перестройкам, поломкам и  менее дра-
матичным изменениям генома.

Выпадение аллеля (выпадение аллельных вари-
антов). Это случай, когда в  локусе не наблюдается 
сигнала от одного из аллелей (если таковой предпо-
лагается, например, если профиль клеточной куль-
туры известен по генетическому паспорту заранее) 
или вообще отсутствуют пики накопления продукта 
ПЦР. Причин этому может быть много, их можно 
разделить на две категории: генетические измене-
ния и технические проблемы анализа.

К  основным генетическим причинам можно 
отнести мутации в  сайтах связывания праймера, 
а для опухолевых клеточных линий следует упомя-
нуть потерю и поломку частей или целых хромосом, 
что также может приводить к  потере аллелей [44, 
45]. Технические причины выпадения аллеля могут 
быть связаны с  проблемами амплификации из-за 
деградированной ДНК (распространенная проблема 
у криминалистов) или ингибиторов ПЦР. Ингиби-
торы ПЦР могут попасть в реакционную смесь вмес
те с биоматериалом или в процессе выделении ДНК 
и не до конца элиминироваться в процессе очистки 
препарата нуклеиновой кислоты. 

Поскольку современные методы выделения ДНК 
из клеточных культур в лаборатории позволяют вы-
делять препараты ДНК, удовлетворяющие требова-
ниям STR-анализа, в случае выпадения аллелей при 
анализе клеточных культур влияние генетического 
фактора более вероятно. Это можно подтвердить по-
вторной постановкой образца, а чтобы исследовать 
причину такого результата, необходимо применение 
дополнительных методов (секвенирование фрагмен-
та последовательности, кариотипирование и др.).

Триаллельный образец. В  некоторых случаях 
можно наблюдать три аллеля в  локусе STR-про
филя аутосомной ДНК в образце из одного источ-
ника [45, 46]. При анализе ДНК человека данный 
артефакт может быть обусловлен мутацией сомати-
ческих клеток на раннем этапе развития эмбриона 
или событиями хромосомной дупликации и  пере-
стройки в  зародышевой линии, но также может 
наблюдаться, например, при синдроме Дауна или 
других генетических особенностях индивида [46, 
47]. В  случае анализа STR-профилей опухолевых 
образцов, полученные данные следует интерпре-
тировать исходя из особенностей возможной гене-
тической организации опухолевых клеток: наличие 
нескольких ядер, наличие лишнего фрагмента хро-
мосомы или целой хромосомы, многочисленные 
мутации или сосуществование нескольких субкло-
нов в клеточном флаконе.



90

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23

дой группы артефактов, можно довольно эффектив-
но интерпретировать полученные данные и получать 
надежные результаты.

Кроме того, стоит обратить внимание на по-
ложительный аспект данного явления — артефакты 
могут рассматриваться операторами как дополни-
тельный качественный индикатор состояния всей 
системы, поэтому, зная причины их возникновения 
и  характерные особенности, можно не только без-
ошибочно детектировать и  исключать их, получая 
корректные результаты, но и определять уязвимос
ти в процессе работы.

В  рамках проекта по созданию биоколлекции 
на базе НМИЦ онкологии им. Н. Н. Блохина на-
ми проведена значительная работа по STR-профи
лированию образцов клеточных культур. По ходу 
работы мы сталкивались с проявлениями основных, 
затрудняющих интерпретацию результатов, арте-
фактов анализа. Были опробованы найденные в ли-
тературе методики варьирования условий анализа, 
которые позволили сгладить негативный эффект 
артефактов на результаты. Таким образом, можно 
заключить, что наши эмпирические наблюдения со-
гласуются с данными, приведенными в литературе. 

Отношения и деятельность. Работа выполнена 
при финансовой поддержке Министерства науки 
и  высшего образования Российской Федерации 
в рамках научно-исследовательской работы № 075-
15-2021-1060 "Создание и  развитие биоресурсной 
коллекции генетически и фенотипически охаракте-
ризованных клеточных линий и  первичных опухо-
лей человека".

0,6 ≤ Hb = ≤ 1,66, (4)ɸHMW
ɸLMW
—

где Hb  — степень гетерозиготного дисбаланса; 
ɸHMW  — величина сигнала пика аллеля локуса 
с  большим молекулярным весом (RFU); ɸLMW — 
величина сигнала низкого пика локуса с  меньшим 
молекулярным весом (RFU).

Таким образом, при наблюдении гетерозигот-
ного дисбаланса, попадающего в  заданный диа-
пазон, мы можем валидировать обе наблюдаемые 
аллели. Однако если разница высот пиков аллелей 
значительна, стоит подвергнуть сомнению такое 
простое разрешение электрофоретической карти-
ны, потому что причиной может быть целый спектр 
событий: неэффективная амплификация аллеля из-
за мутаций в  праймерной области, контаминация 
посторонней ДНК, побочный пик и т.д.

Заключение
Артефакты анализа  — это, несомненно, про-

блема и  неотъемлемая часть работы с  данным 
молекулярно-генетическим методом. Их влияние 
на конечный результат можно свести к  минимуму 
при использовании реактивов высокого качества, 
корректных концентраций ДНК в оптимальных ди-
апазонах, заданных производителями наборов для 
исследования, при постоянном техническом обслу-
живании прибора.

Однако эти условия не всегда удается поддержи-
вать в лаборатории, поэтому встреча с артефактами 
неизбежна, и  зачастую это означает, что оператор 
должен вручную проверять полученные результаты. 
Тем не менее, зная характерные особенности каж-
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Стратегии создания биоресурсных коллекций 
в акушерстве: опыт Биобанка "Генофонд"
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В  статье освещен опыт Биобанка "Генофонд" ФГБНУ "НИИ АГиР 
им. Д. О. Отта" по созданию биоресурных коллекций, представля-
ющих стратегическое научное и  практическое значение в  области 
современного акушерства. Для создания различных типов кол-
лекций впервые были сформулированы принципиально различа-
ющиеся стратегии биобанкирования образцов: "единовременное" 
и "лонгитюдное" (динамическое). Даны определения данным под-
ходам, отмечены наиболее значимые преимущества и  недостат-
ки каждого из них. Приведены примеры пилотных исследований, 
проведенных на платформе биоресурсной коллекции, созданной 
с  применением наиболее сложного подхода  — "лонгитюдного" 
биобанкирования. Такой подход позволил на примере анализа 
микроРНК продемонстрировать возможности изучения законо-
мерностей физиологических изменений при беременности на со-
временном этапе, а также перспективы поиска ранних предикторов 
осложнений беременности.
Ключевые слова: биоресурсные коллекции, "лонгитюдное" бан-
кирование, "единовременное" банкирование, беременность, фи-
зиология беременности, предикторы осложнений гестации.
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Strategies for bioresource collection in obstetrics: the experience of the "Genofund" biobank
Pachulia O. V.1, Illarionov R. A.1, Vashukova E. S.1, Postnikova T. B.1, Maltseva A. R.1, Popova A. K.1, Kornyushina E. A.1, Bespalova O. N.1,2, Glotov A. S.1,2

1Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductolog. Saint Petersburg; 2Saint Petersburg State University. Saint Petersburg, 
Russia

The article highlights the experience of the "Genofund" biobank of the 
Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology 
in bioresource collection in modern obstetrics. To create different 
types of collections, the following different biobanking strategies 
were formulated for the first time: cross-sectional and longitudinal 
(dynamic). Definitions are given for these approaches. The most 
significant advantages and disadvantages of each of them are noted. 
Examples of pilot studies conducted on the platform of a bioresource 
collection created using the complex longitudinal biobanking are given. 
This approach made it possible to demonstrate, using the example of 
microRNA analysis, the potential of studying the physiological changes 
during pregnancy at the present stage, as well as the prospects for 
finding early predictors of pregnancy complications.

Keywords: bioresource collections, longitudinal banking, cross-sectio
nal banking, pregnancy, pregnancy physiology, pregnancy complications.

Relationships and Activities. The study was supported by the grant of 
the Russian Science Foundation 197520033-P.

Pachulia O. V. ORCID:  0000-0003-4116-0222, Illarionov R. A.* ORCID: 
0000-0003-2711-748X, Vashukova E. S. ORCID:  0000-0002-6996-
8891, Postnikova T. B. ORCID:  0000-0002-8227-2629, Maltseva A. R. 
ORCID: 0000-0002-5647-6783, Popova A. K. ORCID:  0009-0008-
3512-2557, Kornyushina E. A. ORCID:  0009-0003-5918-2697, Bespa
lova O. N. ORCID:  0000-0002-6542-5953, Glotov A. S. ORCID:  0000-
0002-7465-4504.



93

Биобанкирование

Введение
Беременность является уникальным состояни-

ем женщины, когда за ограниченный, короткий пе
риод времени происходит большое число выражен
ных изменений на всех уровнях биологической 
организации организма. Происходят значимые 
процессы, которые должны обеспечить адаптацию 
материнского организма к возросшим физическим 
и метаболическим потребностям во время беремен-
ности. В  норме сердечно-сосудистая, дыхательная, 
гематологическая, мочевыделительная, желудочно-
кишечная, эндокринная и  другие системы претер-
певают важные изменения, необходимые для раз-
вития плода и  для того, чтобы мать и  плод могли 
пережить роды [1]. 

Исследования последних десятилетий в  обла-
сти акушерства крайне редко затрагивают физио-
логию беременности, и в основном сосредоточены 
на осложненном ее течении. В то же время, крити-
чески важно изучение закономерностей прогрес-
сирования беременности и  развития плода на со-

временном этапе, с  учетом последних достижений 
биомедицинской науки, т.к. бóльшая часть пред-
ставлений об условно "нормальной" беременности 
основывается на данных, полученных в  прошлом 
столетии. В  настоящее время научные исследова-
ния в акушерстве формулируются по "классическо-
му" типу, и  включают исследуемую группу — бере-
менные с  осложненным течением и  контрольную 
группу, которая формируется из пациенток не 
с физиологическим течением беременности, а с от-
сутствием изучаемого состояния (осложнения) 
в  конкретный отрезок времени (на момент вклю-
чения в  исследование) [2]. Ценность получаемых 
данных и необходимость внедрения других методо-
логий при изучении вопросов акушерства требует 
отдельного обсуждения, но главное, что имеющи-
еся на сегодняшний день подходы не дают новых 
представлений о физиологии беременности. 

Объективные ограничения исследований, на-
правленных на изучение физиологии беременно-
сти, в  первую очередь связаны с  невозможностью 
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ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой кислоты, РНК — рибонуклеиновая кислота, СОП — стандартная операционная процедура.

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Исследования последних десятилетий в области 
акушерства крайне редко затрагивают физиоло-
гию беременности, а в основном сосредоточены 
на осложненном ее течении. 

• � Динамичность изменений при беременности 
за короткий ограниченный срок обуславли-
вает невозможность единовременной (разо-
вой) оценки состояния организма беременной, 
а  определяет необходимость внедрения новой 
стратегии создания биоресурсных коллекций — 
"лонгитюдного" биобанкирования образцов.

Что добавляют результаты исследования?
• � Сформулированы две принципиально различа-

ющиеся стратегии биобанкирования образцов: 
"единовременное" и  "лонгитюдное" банкиро
вание.

• � Создание коллекций с  применением стратегии 
"лонгитюдного" биобанкирования открывает 
возможность изучения закономерностей фи-
зиологических изменений при беременности 
и поиска ранних предикторов гестационных ос-
ложнений.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Obstetrics research in recent decades has rarely 
considered the physiology of pregnancy, but has 
mainly focused on complications.

• � The dynamism of changes during pregnancy over 
a  short-limited period of time makes it impossible 
to perform a  cross-sectional assessment of a  preg
nant woman's body, and determines the need to 
implement a novel longitudinal biobanking strategy.

What might this study add?
• � Two fundamentally different strategies for bioban

king samples have been formulated as follows: 
cross-sectional and longitudinal banking.

• � The collection creation using the longitudinal bio
banking strategy makes it possible to study the pat
terns of physiological changes during pregnancy 
and search for early predictors of pregnancy com
plications.
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Особенности сбора биологических образцов 
Для создания различных типов коллекций бы-

ли сформулированы две принципиально различаю-
щиеся стратегии биобанкирования образцов: "еди-
новременное" и "лонгитюдное" банкирование. Бы-
ли даны определения для данных подходов, а также 
выделены по 2 подтипа каждого из подходов для 
уточнения деталей формата сбора биологических 
образцов:

—  Единовременное банкирование  — однократ-
ный сбор биообразцов, который может включать 
в себя Ретроспективное (когортное) банкирование — 
сбор биообразцов у  когорты пациенток с  установ-
ленным диагнозом и Проспективное банкирование — 
сбор биообразцов у  группы пациенток до реализа-
ции исходов (осложнений/заболеваний); 

—  Лонгитюдное банкирование — сбор биообраз
цов в  течение ограниченного исследователем вре-
мени (в течение беременности), которое может 
включать в  себя Динамическое банкирование — сбор 
биообразцов на протяжении определенного ис-
следователем ограниченного событием времени 
с  определением контрольных точек (к примеру, 
сбор образцов у  одной беременной в  1, 2, 3  три-
местре) и  Контрольное банкирование  — сбор био
образцов в  контрольных точках до и  после собы-
тия, с определенным исследователем промежутком 
времени между точками (к примеру, сбор образцов 
до и после лечения).

Каждый из подходов формирования биоресурс-
ных коллекций не лишен своих преимуществ и не-
достатков и должен применяться в  зависимости от 
исследовательских целей, ресурсов и возможностей 
исследователей, когорты пациентов, образцы кото-
рых будут включены в биоколлекцию. К основным 
преимуществам "единовременного" биобанкиро-
вания можно отнести: возможность формирования 
больших биоколлекций образцов, быстрое напол-
нение коллекций, меньшая потеря ресурсов и дан-
ных, ассоциированных с  образцами. К  основным 
недостаткам данного подхода можно отнести: не-
возможность изучения динамических изменений, 
невозможность оценки биомаркеров на более ран-
них этапах. Относительно стратегии "лонгитюд-
ного" банкирования, основным и  главным пре-
имуществом подхода является возможность поиска 
предикторов, предшествующих клиническим про-
явлениям заболевания, что принципиально важно 
для раннего принятия мер профилактики, а  также 
для возможности изучения закономерностей фи-
зиологических и  патологических изменений при 
беременности. К недостаткам такого типа банкиро-
вания можно отнести: длительность формирования 
коллекции, необходимость поддержки длительного 
контакта с исследуемым, большие затраты и потери 
ресурсов. В статье представлен опыт биобанка "Ге-
нофонд" в формировании биоресурсной коллекции 

за короткий период времени включить большое 
число беременных с  физиологическим течением, 
т.к. частота различных гестационных осложнений 
достаточно высока. Таким образом, для изменения 
научно-исследовательских подходов в  акушерстве 
крайне важным является создание биоресурсных 
коллекций образцов здоровых беременных, нере-
ализовавших гестационные осложнения на протя-
жении всего срока беременности и в послеродовом 
периоде [3]. 

Другие сложности, с которыми сталкиваются ис
следователи,  — это динамичность изменений при 
беременности за короткий ограниченный срок, 
что обуславливает невозможность единовременной 
(разовой) оценки состояния организма беремен-
ной, а определяет необходимость внедрения новой 
стратегии создания биоресурсных коллекций  — 
"лонгитюдного" (динамического) биобанкирования 
образцов: неоднократного сбора биообразцов у од-
ного испытуемого в  течение ограниченного иссле-
дователем времени с  определением контрольных 
точек [4]. Такой подход является крайне важным не 
только для понимания физиологии беременности, 
но и  для изучения патогенетических механизмов 
реализации осложнений беременности и поиска их 
ранних предикторов. 

Как известно, беременность является специ
фическим состоянием, при котором патологические 
события могут варьироваться от легких до жизне
угрожающих, что требует применения действенных 
прогностических, диагностических и  терапевтиче-
ских вмешательств. В то же время, ввиду неизучен-
ности, большое число методов прогнозирования 
и  идентификации гестационных осложнений яв-
ляются недостаточно точными или применяются 
с  поздних сроков гестации, что значимо снижает 
эффективность превентивных мер [5-7]. Большин-
ство имеющихся предикторов являются малоэф-
фективными, в  связи с  тем, что относятся к  како-
му-либо одному звену патогенеза и  не учитывают 
другой "сценарий" развития патологических собы-
тий. Новые возможности в  отношении целостной 
оценки предрасполагающих факторов, открывают 
исследования на основе биоколлекций, созданных 
по принципу "лонгитюдного" биобанкирования. 
Наиболее значимым преимуществом формирова-
ния такого типа коллекций является возможность 
изучения на их платформе предикторов осложне-
ний, предшествующих клиническим проявлениям, 
что крайне важно для своевременного принятия 
мер профилактики. 

В настоящей статье представлен опыт Биобан-
ка "Генофонд" ФГБНУ "НИИ АГиР им. Д. О. Отта" 
по созданию биоресурных коллекций, сформиро-
ванных по принципу "лонгитюдного" биобанки-
рования, представляющих наибольший научный 
и практический интерес.
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ка "Генофонд": низкотемпературные морозильни-
ки Thermo Fisher Scientific™ серии TSX Ultra-Low 
(-80о C), система хранения в  парах жидкого азота 
Biosafe (-180о C). 

Для использования образцов коллекции в даль-
нейших исследованиях был проведен контроль ка-
чества хранимых образцов, который осуществляли 
путем оценки качества производных образцов (де-
зоксирибонуклеиновая кислота (ДНК) и  библио-
тек микрорибонуклеиновой кислоты (микроРНК) 
для секвенирования). Качество выделенных об-
разцов ДНК оценивали путем измерения концен-
трации и соотношения длин волн A260/A280. Кон-
центрацию всех образцов определяли на флуоримет
ре "Qubit 2.0" (Invitrogen). Соотношения длин волн 
определяли на спектрофотометре "Nanodrop 2000C" 
(Thermo Scientific). Контроль качества библиотек 
микроРНК проводили с использованием автоматиче-
ского капиллярного гель-электрофореза на приборе 
"2200 TapeStation Instrument" (Agilent Technologies).

Исследования на основе биоколлекции, создан-
ной по принципу "лонгитюдного" банкирования

Динамические изменения биомаркеров при физио
логической беременности. Для проведения данного 
пилотного исследования из биоресурсной коллек-
ции были извлечены образцы плазмы и сыворотки 
крови 7 беременных женщин, полученных в  ходе 
динамического сбора образцов в 3-х триместрах ге-
стации. По данным медицинских карт об исходе бе-
ременности, после произошедших родов, у данных 
женщин в течение беременности и в послеродовом 
периоде не было диагностировано каких-либо ге-
стационных осложнений. 

Для оценки профиля микроРНК в парных об-
разцах плазмы и сыворотки крови беременных бы-
ли выделены 42 библиотеки малых РНК — по 21 для 
каждого типа биообразца. Высокопроизводительное 
секвенирование показало, что при динамической 
оценке в  3-м триместре процент считываний ми-
кроРНК в плазме и сыворотке снизился на треть по 
сравнению с 1-м и 2-м триместрами. Были обнару-
жены 2 микроРНК в плазме (hsa-miR-7853-5p и hsa-
miR-200c-3p) и  10 микроРНК в  сыворотке крови 
(hsa-miR-203a-5p, hsa-miR-495-3p, hsa-miR-4435), 
hsa-miR-340-5p, hsa-miR-4417, hsa-miR-1266-5p, 
hsa-miR-4494, hsa-miR-134-3p, hsa-miR-5008-5p 
и  hsa-miR-6756-5p), которые продемонстрировали 
изменение уровня во время беременности (скор-
ректированное значение p<0,05). Кроме того, были 
выявлены различия в 36 микроРНК между плазмой 
и сывороткой (скорректированное значение p<0,05), 
которые следует принимать во внимание при срав-
нении результатов исследований, проведенных с ис-
пользованием разных типов биообразцов. Резуль-
таты были подтверждены анализом трех микроРНК 
с  помощью ОТ-ПЦР (полимеразной цепной реак-
ции с обратной транскрипцией) (p<0,05) [9]. 

образцов беременных женщин по наиболее сложно-
му принципу: "лонгитюдному" банкированию.

Формирование биоколлекции по принципу "лон-
гитюдного" банкирования

По состоянию на сегодняшний день биокол-
лекция образцов беременных, созданная по прин-
ципу "лонгитюдного" (динамического) биобанки-
рования включает образцы различного типа био-
материала от 360 беременных. Данное количество 
образцов в  коллекции было сохранено после "вы-
браковки", которая осуществлена вследствие важ-
ного аспекта менеджмента качества биобанкирова-
ния образцов — инвентаризации [8]. 

Для создания коллекции от беременных жен-
щин сбор биоматериала осуществляется в  каждом 
триметре гестации в сроки проводимого скрининга 
на хромосомные патологии и  врожденные пороки 
развития плода: I — триместр (11-14 нед.), II — три-
местр (19-21 нед.), III — триместр (30-34 нед.). После 
подписания информированного добровольного со-
гласия собираются следующие типы биоматериала: 

•  Материнская периферическая кровь (вакуум-
ные пробирки с  этилендиаминтетрауксусной кис-
лотой (ЭДТА) (фиолетовая крышка) 9 мл  — 2  шт.; 
вакуумные пробирки с  активатором свертывания 
крови и  разделительным гелем (желтая крышка) 
9 мл — 1 шт.);

•  Моча (пластиковые контейнеры не <40 мл).
Все процедуры сбора материнской крови про-

водятся согласно стандартным операционным про-
цедурам (СОПам) обученным медицинским пер-
соналом в процедурном кабинете, моча собирается 
беременными самостоятельно, после проведения 
инструктажа исследователями. Сбор клинической 
информации осуществляется медицинским персо-
налом. Данные о  течении и  исходе беременности 
заносятся в  специально разработанные для иссле
дования карты участников. Вся информация о  па-
циентках деперсонализируется и  кодируется уни-
кальными номерами. После получения биомате-
риала первичные контейнеры транспортируются 
в лабораторию в термоконтейнере с хладоэлемента-
ми при температуре от +4 до +8о C. 

После пробоподготовки в  условиях лаборато-
рии, для дальнейшего хранения в  биоколлекции, 
согласно разработанным СОПам, выделяются сле-
дующие типы образцов крови и ее компонентов:

—  цельная кровь (4 аликвоты по 0,9 мл; 2 али
квоты по 4,5 мл со стабилизатором крови для рибо-
нуклеиновой кислоты — РНК);

—  сыворотка крови (6 аликвот по 0,7 мл);
—  плазма крови (4 аликвоты по 0,9 мл);
—  лейкоцитарная пленка.
В  настоящее время коллекция содержит 15349 

единиц хранения. Хранение происходит, соглас-
но СОПам, в  криопробирках с  индивидуальным 
штрих-кодированием в  криохранилищах биобан-
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Результаты данного исследования продемон-
стрировали, что профиль циркулирующей микро
РНК в  крови в  норме подвержен динамическому 
изменению во время беременности. Полученные 
данные закладывают основу для дальнейшего изу
чения молекулярных механизмов, участвующих 
в  регуляции беременности, и  поиска биомаркеров 
нарушений течения беременности.

Динамические изменения биомаркеров при па-
тологии беременности. Для проведения данного пи-
лотного исследования из биоресурсной коллекции 
были извлечены образцы плазмы крови, получен-
ные в 1-м и 2-м триместрах гестации у 13 беремен-
ных, которые в дальнейшем были выделены в груп-
пу высокого риска преждевременных родов, в связи 
с тем, что реализовали такое осложнение беремен-
ности, как истмико-цервикальная недостаточность 
(Международная классификация болезней, МКБ 
О34.3)  — патологическое состояние перешейка 
и  шейки матки во время беременности, при кото-
ром они не способны противостоять внутриматоч-
ному давлению и  удерживать увеличивающийся 
плод в полости матки до своевременных родов. Для 
контроля были отобраны образцы плазмы крови, 
полученные в  1-м и  2-м триместрах у  11 беремен-
ных с физиологическим течением гестации. 

С  применением технологии высокопроизводи-
тельного секвенирования в 1-м триместре беремен-
ности в  сравниваемых группах были обнаружены 
различия в уровнях 15 микроРНК (3 с повышенным 
уровнем экспрессии  — hsa-miR-122-5p, hsa-miR-
34a-5p, hsa-miR-34c-5p; 12 с  пониженным уровнем 
экспрессии  — hsa-miR- 487b-3p, hsa-miR-493-3p, 
hsa-miR-432-5p, hsa-miR-323b-3p, hsa-miR-369-3p, 
hsa-miR-134-5p, hsa-miR-431-5p, hsa-miR-485-5p, hsa-
miR-382-5p, hsa-miR-369-5p, hsa-miR-485-3p, hsa-

miR-127-3p) (log2(FC) ≥1,5; FDR ≤0,05). Было отме-
чено, что все микроРНК с пониженной регуляцией 
в 1-м триместре из плаценто-специфического класте-
ра C14MC. Во 2-м триместре дифференциально экс-
прессируемых микроРНК обнаружено не было [10].

Результаты настоящего исследования проде-
монстрировали, что микроРНК могут рассматри-
ваться в качестве потенциальных ранних предикто-
ров осложнений беременности, выявление которых 
важно для их своевременной профилактики. От-
сутствие различий во 2-м триместре беременности, 
с  одной стороны может связано с  естественными 
причинами (увеличение срока беременности, ак-
тивное становление и  функционирование плацен-
ты), с  другой стороны,  — с  началом терапевтиче-
ских мероприятий при появлении начальных при-
знаков истмико-цервикальной недостаточности.

Заключение
Результаты приведенных пилотных исследова

ний открывают широкие научные перспективы в об-
ласти акушерства, в  первую очередь ввиду принци-
пиально нового методологического подхода к прове-
дению исследований. Планирование такого дизайна 
исследований возможно только на платформе биоре-
сурсных коллекций образцов беременных женщин, 
созданных по принципу "лонгитюдного" (динамиче-
ского) биобанкирования. Создание коллекций с при-
менением новой стратегии открывает исследователям 
возможность изучения не только закономерностей фи
зиологических изменений при беременности, но и по-
иска ранних предикторов гестационных осложнений, 
предшествующих их клиническим проявлениям.

Отношения и деятельность. Исследование под-
держано грантом РНФ 197520033-П.
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Создание банка клеточных культур:  
опыт Центра клеточных технологий "Покровский"
Приходько Е. М.1,2, Супильникова О. В.1,3, Масленникова И. В.1, Енукашвили Н. И.1,3, 
Котова А. В.1,3, Багаева В. В.1,3, Золина Т. Л.1, Конкина А. И.1, Яцемирский Г. С.1

1ООО "Покровский банк стволовых клеток". Санкт-Петербург; 2Медицинский институт, ФГБОУ ВО "Санкт-Петербургский 
государственный университет". Санкт-Петербург; 3ФГБОУ ВО "Северо-Западный государственный медицинский университет 
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и мировым опытом банка клеточных культур персонального и обще-
ственного хранения в Центре клеточных технологий "Покровский". 
Рассмотрены основные моменты организации сбора, входного кон-
троля качества, паспортизации, обработки, подготовки к хранению 
и  хранения биологических материалов человека. Разработанные 
подходы и алгоритмы работы позволили создать коллекцию культур 
ранних пассажей, состоящую из паспортизованных образцов, соот-
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высокотехнологичных лекарственных препаратов и биомедицинских 
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Modern research in cell biology places high demands on the model 
objects used, including cell cultures. These requirements are dictated 
by the need to avoid artifacts in work and reduce potential risks to the 
environment associated with biological hazard. The article presents the 
experience of creating cell culture bank for personal and public storage 
at the Pokrovsky Cell Technology Center. The main points of managing 
the collection, incoming quality control, certification, processing, 
preparation for storage and storage of human biological materials are 
considered. The developed approaches and work algorithms made it 
possible to create a  collection of early passage cultures consisting of 
certified samples that meet the requirements for cell cultures for the 
manufacture of high-tech drugs and biomedical cell products, as well 
as for research.

Keywords: biobank, bioresource collection, cell cultures, cell culture 
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cells, dental pulp stem cells, umbilical vein endothelial cells.

Relationships and Activities: none.

Prikhodko E. M.* ORCID:  0000-0002-5049-1368, Supilnikova O. V. 
ORCID: 0009-0003-2082-2140, Maslennikova I. V. ORCID:  0009-
0005-5099-1572, Yenukashvili N. I. ORCID:  0000-0002-5971-7917, 
Kotova A. V. ORCID:  0000-0002-2887-344X, Bagaeva V. V. ORCID: 
0009-0008-5104-2872, Zolina T. L. ORCID:  0009-0006-8795-6102, 
Konkina A. I. ORCID:  0009-0004-6803-9777, Yatsemirsky G. S. ORCID: 
0009-0005-8628-5581.



98

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23

БМКП — биомедицинский клеточный продукт, ВИЧ — вирус иммунодефицита человека, ВТЛП — высокотехнологичное лекарственное средство, ГСК — гемопоэтические стволовые клетки, КК — клеточная 
культура, КЛД — клиническая лабораторная диагностика, МНФ — мононуклеарная фракция, МСК — мезенхимные стромальные клетки, ПБСК — Покровский банк стволовых клеток, СК — стволовые клет-
ки, ФСВОК — Федеральная система внешней оценки качества, ЦКТ — Центр клеточных технологий, HUVEC — human umbilical vein endothelial cells (эндотелиальные клетки пупочной вены человека), РКТКК 
(RСTCC) — Российская коллекция типовых клеточных культур, STR — short tandem repeat (короткие тандемные повторы).

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � При создании биобанков клеточных культур 
для производства высокотехнологичных лекар-
ственных препаратов и  для проведения науч-
ных исследований исследователи сталкиваются 
со сложностями, связанными с  недостаточной 
проработанностью нормативно-правовой базы, 
отсутствием жестких критериев контроля каче-
ства культур.

Что добавляют результаты исследования?
• � Разработанные методы, в  т.ч. по обеспечению 

и  контролю качества позволили создать круп-
нейшую в  Северо-Западном регионе коллек-
цию культур мезенхимных стромальных кле-
ток, фибробластов, клеток эндотелия пупочной 
вены человека ранних пассажей, состоящую из 
паспортизованных образцов, соответствующих 
существующим требованиям к клеточным куль-
турам для изготовления высокотехнологичных 
лекарственных препаратов, а также для научных 
исследований. 

Key messages
What is already known about the subject?

• � When creating cell culture biobanks for the pro
duction of high-tech drugs and for conducting stu
dies, researchers encounter difficulties with insuf
ficiently developed regulatory framework, the ab
sence of strict criteria for culture quality control.

What might this study add?
• � The developed methods, including quality assuran

ce and control, made it possible to create the largest 
collection of cultures of mesenchymal stromal cells, 
fibroblasts, early-passaged human umbilical vein 
endothelial cells in the North-West region, consis
ting of certified samples that meet existing cell cul
ture requirements for the production of high-tech 
drugs, as well as for research.

*Corresponding author: ceo@pokrovcell.ru

Received: 31/08-2024
Revision Received: 09/10-2024
Accepted: 06/11-2024

For citation: Prikhodko E. M., Supilnikova O. V., Maslennikova I. V., 
Yenukashvili N. I., Kotova A. V., Bagaeva V. V., Zolina T. L., Konkina A. I., 
Yatsemirsky G. S. Creation of a cell culture bank: experience of the Pok
rovsky Cell Technology Center. Cardiovascular Therapy and Prevention. 
2024;23(11):4173. doi: 10.15829/1728-8800-2024-4173. EDN KVZRMX

Введение
Среди самых больших достижений биологии 

XXв можно назвать развитие технологии культиви-
рования клеток, тканей и  органов вне организма. 
В  настоящее время биомедицинская наука далеко 
продвинулась вперед в  этом направлении — созда-
ны технологии культивирования практически лю-
бых типов клеток: от гамет до полностью диффе-
ренцированных соматических клеток, разработаны 
методики репрограммирования клеток, растущих 
в  культуре. На основе этих технологий и  данных 
фундаментальных исследований разрабатывают-
ся протоколы лечения в  рамках трансляционной 
медицины. Развитие как исследовательских про-
грамм, так и  методов регенеративной медицины 
привело к появлению потребности в наличии пол-
ностью охарактеризованных (паспортизованных) 
клеточных культур (КК), полученных с  соблюде-
нием принципов биоэтики в  условиях постоянно-
го контроля качества. Для клинических целей КК 
должны быть получены и  помещены в  биобанк 
с  соблюдением Правил надлежащей практики по 

работе с  биомедицинскими клеточными продук-
тами1. Требования к  биобанкированию являют-
ся обязательными при депонировании материала, 
предназначенного для клинических и  доклини-
ческих исследований, а  также для производства 
биомедицинских клеточных продуктов (БМКП) 
и/или высокотехнологичных лекарственных пре-
паратов (ВТЛП). Помимо этих требований следует 
также принимать во внимание нормативную базу 
Евразийского экономического союза, в  частности, 
Решения Совета Евразийской экономической ко-
миссии (таблица 1), регламентирующие правила 
производства и регистрации ВТЛП, к которым от-
носятся некоторые из клеточных продуктов. В слу-
чае ориентации продукции биобанка на Евразий-
ский союз с целью приготовления сырья для произ-
водства ВТЛП необходимо соблюдение принципов 
всех надлежащих практик: лабораторной  — Good 

1	 Приказ Минздрава России от 08.08.2018г № 512н "Об утвержде-
нии Правил надлежащей практики по работе с биомедицински-
ми клеточными продуктами".
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Таблица 1 
Нормативные документы, регламентирующие работу  

биобанков и коллекций КК для различного применения
Документ Этапы биобанкирования, регламентируемые 

документом
Приказ Минздрава России от 20.10.2017 № 842н (ред. от 30.01.2019) "Об утверждении 
требований к организации и деятельности биобанков и правил хранения биологи-
ческого материала, клеток для приготовления клеточных линий, клеточных линий, 
предназначенных для производства биомедицинских клеточных продуктов, биоме-
дицинских клеточных продуктов"

Основные принципы организации биобанка, тре-
бования к персоналу и помещениям

Приказ Минздрава России от 27.03.2018 № 125н "Об утверждении порядка медицин-
ского обследования донора биологического материала и перечня противопоказаний 
(абсолютных и относительных) для получения биологического материала"

Перечень показаний и противопоказания для 
донорства, перечень медицинских обследований 
донора

Приказ Минздрава России от 8.08.2018 № 512н "Об утверждении Правил надлежащей 
практики по работе с биомедицинскими клеточными продуктами"

Устанавливает правила производства клеточных 
линий для БМКП

Приказ Минздрава России от 11.08.2017 № 517н "Об утверждении формы информи-
рованного добровольного согласия донора биологического материала либо одного 
из родителей или иного законного представителя на безвозмездное предоставление 
биологического материала для производства биомедицинского клеточного про-
дукта, в т.ч. в целях проведения доклинических исследований и/или клинических 
исследований, и формы письменного согласия супруга/супруги либо одного из род-
ственников умершего лица на посмертное предоставление биологического материала 
для производства биомедицинского клеточного продукта, в т.ч. в целях проведения 
доклинических исследований и/или клинических исследований"

Устанавливает форму добровольного согласия 
донора для БМКП. Особенность формы — она 
заполняется как для аутологичного, так и для 
аллогенного материала

Приказ Минздрава России от 31.01.2017 № 32н (ред. от 30.01.2019) "Об утверждении 
Порядка представления документов, из которых формируется регистрационное 
досье на биомедицинский клеточный продукт, и формы заявления о государствен-
ной регистрации"

Приказ необходимо учитывать, если в биобанке 
получают линию для последующего производства 
БМКП, т.к. он устанавливает перечень необходи-
мых документов для досье. Часть данных (напри-
мер, элементы спецификации) можно получить 
только на этапе биобанкирования

Приказ Минздрава России от 19.01.2017 № 14н (ред. от 30.01.2019) "Об утверждении 
формы спецификации на биомедицинский клеточный продукт" (Зарегистрировано 
в Минюсте России 13.02.2017 № 45607)

Утверждает форму спецификации на БМКП. 
При депонировании клеточной линии должна 
учитываться необходимость последующего предо-
ставления данных для спецификации клеточного 
продукта. Спецификация готовится производите-
лем продукта, однако он вправе запросить данные 
и подтверждающие документы для включения 
в спецификацию

Приказ Росздравнадзора от 19.01.2022 № 184 "Об утверждении формы оценочного 
листа, в соответствии с которым Федеральной службой по надзору в сфере здраво-
охранения проводится оценка соответствия соискателя лицензии или лицензиата 
лицензионным требованиям при осуществлении деятельности по производству био-
медицинских клеточных продуктов"

Проверочный лист (чек-лист) для предприятий 
по производству БМКП. Если биобанк одной 
из своих целей ставит производство клеточных 
линий для БМКП, этот чек-лист должен учиты-
ваться при создании системы биобанкирования

*Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 78  
(ред. от 29.05.2024) № 78 "О Правилах регистрации и экспертизы лекарственных 
средств для медицинского применения" с учетом Решения Совета Евразийской эко-
номической комиссии от 17.03. 2022 № 36 "О внесении изменений в Правила реги-
страции и экспертизы лекарственных средств для медицинского применения"

Устанавливает понятие высокотехнологичного 
лекарственного препарата. Устанавливает тре-
бования к их регистрации, из которых вытекают 
некоторые принципы биобанкирования и полу-
чения клеточно-содержащих продуктов

*Решение Совета Евразийской экономической комиссии от 03.11.2016 № 77 "Об 
утверждении Правил надлежащей производственной практики Евразийского эконо-
мического союза"

Устанавливает ряд требований к производству, 
банкированию продуктов на клеточной основе, 
подпадающих под определение высокотехноло-
гичного лекарственного препарата

*ГОСТ Р 52249-2009 Национальный стандарт российской федерации правила произ-
водства и контроля качества лекарственных средств — GMP

Устанавливает стандарты GMP

Приказ Минздрава России от 31.08.2016 № 646н "Об утверждении Правил надлежа-
щей практики хранения и перевозки лекарственных препаратов для медицинского 
применения"

Регламентирует процессы, связанные с транспор-
тировкой и хранением лекарственных препаратов

Федеральный закон от 27.07.2006 № 152-ФЗ (ред. от 14.07.2022) "О персональных 
данных"

Защита персональных данных донора

**ОФС.1.7.2.0011.15. Общая фармакопейная статья. Требования к клеточным 
культурам — субстратам производства биологических лекарственных препаратов 
(утверждена и введена в действие Приказом Минздрава России от 31.10.2018 № 749) 
("Государственная фармакопея Российской Федерации. XIV издание. Том II")

Устанавливает требования к первичным и пере-
виваемым (диплоидным и гетероплоидным) КК 
человека и животных, применяемым в качестве 
субстратов производства и контроля вирусных 
вакцин
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ных проектов и разработок. Все эти отделения тес-
но взаимодействуют друг с другом, и каждое из них 
принимает участие в разных этапах обработки био-
материалов и контроля качества (рисунок 1). 

Основная задача ЦКТ заключается в  сохране-
нии культур клеток и  образцов мононуклеарной 
фракции (МНФ) пуповинной крови человека для 
использования в  медицинской практике, создания 
новых клеточных технологий, проведения научных 
исследований и  поддержания биологического раз-
нообразия коллекций. В рамках этой задачи с 2021г 
ЦКТ включился в  работу над проектом по созда-
нию базового депозитария Российской коллекции 
типовых клеточных культур (РКТКК, RCTCC) вме-
сте с Институтом цитологии, Институтом биологии 
развития и  Институтом цитологии и  генетики Си-
бирского отделения РАН. Цель ЦКТ в этом проек-
те — создание банка культур МСК ранних пассажей 
из разных источников: паспортизация уже имею-
щихся, получение и  паспортизация новых культур 
для использования в  научных исследованиях. Для 
паспортизации культур в  ЦКТ осуществляется по-
этапный контроль качества: каждый образец про-
ходит путь от сбора, процедуры приемки, выделе-
ния, подготовки к  криохранению до длительного 
хранения при температуре -196о С. На каждом этапе 
этого пути, в результате проведения исследований, 
образец приобретает документ (протокол), который 
становится частью его досье, и  в  итоге полностью 
охарактеризованный образец получает паспорт.

Нормативная документация
Работа ЦКТ выстроена на основе нормативных 

документов, регламентирующих работу биобанков 
и  организацию процесса производства КК (табли-
ца 1). Помимо этого, при создании банка КК ран-
них пассажей опирались на ряд признанных между-
народных и  национальных стандартов, таких как 
Передовые практики ISBER (International Society 
for Biological and Environmental Repositories, Меж-
дународное общество биологических и  экологиче-
ских репозиториев) [2], ГОСТ Р ИСО 90012; ГОСТ 

2	 ГОСТ Р ИСО 9001–2015. Национальный стандарт Российской 
Федерации. Системы менеджмента качества. Требования.

Laboratory Practice (GLP), производственной  — 
Good Manufacturing Practices (GMP), хранения  — 
Good Storage Practices (GSP), дистрибуции — Good 
Distribution Practices (GDP). Подобные требования 
сформировали запрос на появление и  развитие 
биобанков, соответствующих данным требованиям. 
В статье описывается опыт создания банка коллек-
ции КК Центра клеточных технологий (ЦКТ) в со-
ответствии с данными требованиями.

Структура ЦКТ "Покровский"
ЦКТ "Покровский" является подразделением 

общества с  ограниченной ответственностью "По-
кровский банк стволовых клеток" (ПБСК). Струк-
тура ЦКТ "Покровский" разрабатывалась с  учетом 
необходимости контроля и  поддержания банка 
коллекции КК. В  настоящий момент в  ЦКТ "По-
кровский" создана коллекция первичных культур 
мезенхимных стромальных клеток (МСК) из раз-
ных источников, и  продолжается работа по увели-
чению количества охарактеризованных первич-
ных культур клеток для использования в  научных 
исследованиях. Деятельность ЦКТ реализуется на 
основе гибридной модели [1], первоначально раз-
работанной для банков пуповинной крови. В таких 
банках комбинируются две модели хранения био-
материала: публичное хранение донорских образ-
цов за счет средств банка КК и персонализирован-
ное хранение, оплачиваемое физическим лицом 
или организацией-владельцем образца. Образцы 
публичного хранения, в отличие от персонализиро-
ванного, могут быть предоставлены организациям 
для научной деятельности, доклинических и  кли-
нических исследований. 

ЦКТ состоит из 3-х подразделений — Биотех-
нологического и  Медицинского центров, Коммер-
ческого отдела. Коммерческий отдел обеспечивает 
взаимодействие ЦКТ с  клиентами, желающими 
воспользоваться услугами персонального хране-
ния биоматериала. Биотехнологический центр, 
осуществляющий основную деятельность по по-
лучению и  банкированию биоматериала, в  свою 
очередь, состоит из 4-х отделений: отделения КК, 
криоконсервирования и  хранения, клинической 
лабораторной диагностики (КЛД) и  отдела науч-

Документ Этапы биобанкирования, регламентируемые 
документом

Приказ Минпромторга России от 14.06.2013 № 916 (ред. от 18.12.2015) "Об утверж-
дении Правил надлежащей производственной практики" (Зарегистрировано 
в Минюсте России 10.09.2013 № 29938). Приложение 2

Технология производства биологических (в т.ч. 
иммунобиологических), фармацевтических суб-
станций и биологических лекарственных препа-
ратов (далее — "биологические фармацевтические 
субстанции и лекарственные препараты")

Примечание: *  — данные требования распространяются на процесс производства высокотехнологичного лекарственного препарата,  
т.е. при работе в рамках законодательства Евразийского экономического союза, ** — распространяется на КК человека и животных, приме-
няемым в качестве субстратов производства и контроля вирусных вакцин, иммунобиологических препаратов. БМКП — биомедицинский 
клеточный продукт, КК — клеточные культуры, GMP — Good manufacturing practice for medicinal products. 

Таблица 1. Продолжение



101

Биобанкирование

в соответствии с нормативными актами, регулиру-
ющими работу с  донорами (таблица 1). Основные 
принципы деятельности ПБСК — это соблюдение 
конфиденциальности информации, обеспечение 
безопасности сотрудников, контактирующих с био-
логическим материалом, доступности биоматери-
ала для научных исследований при анонимности 
доноров и  их добровольного информированного 
согласия на использование биоматериала. Хране-
ние данных осуществляется в соответствии с требо-
ваниями к  защите персональных данных доноров.

Организация процессов
По нашему опыту, ключевым этапом для орга-

низации коллекции КК является изначальное пра-
вильное планирование и выстраивание общей схе-
мы рабочего процесса: от поступления материала 
до выдачи из коллекции заказанного образца. 

Биоматериал, предназначенный для получе-
ния КК, транспортируется в  банк при условиях, 
обеспечивающих их сохранность. Различные ви-
ды биоматериала требуют разных условий транс-
портировки. Например, установили, что опти-
мальной температурой для транспортировки био-
материала для выделения МСК является диапазон 
21-23о С. Соблюдение условий транспортировки 
контролируется во время транспортировки и  при 
поступлении в  ЦКТ. Обязательным условием яв-
ляется полная прослеживаемость всех этапов об-
работки материала (рисунок 2). При поступлении 
в ЦКТ биоматериала для обработки осуществляется 
регистрация  — фиксируются данные о  типе мате-
риала, дата и  время поступления, количество об-
разцов и название учреждения; информация о том, 
откуда доставлен материал, имя курьера и имя при-
нявшего биоматериал работника, заносится в жур-
нал регистрации образцов — бумажный и электрон-
ный. Доступ к  электронному журналу разрешён 

Р  ИСО 203873. С  принятием Федерального закона 
№ 180-ФЗ "О  биомедицинских клеточных продук-
тах" от 23.06.2016, а  также при вводе новой редак-
ции Решения Совета Евразийской экономической 
комиссии от 03.11.2016 № 78 этот список пополнил-
ся нормативными актами, представленными в  та-
блице 1.

Вышеприведённые документы позволили соз-
дать собственную систему документации и  офор-
мить все выполняемые манипуляции в  виде стан-
дартных операционных процедур в  соответствии 
с  ГОСТ Р ИСО 20387. ЦКТ получил сертификат 
соответствия стандарту менеджмента качества 
ГОСТ Р ИСО 9001 в  2022г на медицинские услуги 
по подготовке к  хранению гемопоэтических ство-
ловых клеток (ГСК), хранению ГСК и другого био-
логического материала и  лабораторной диагности-
ке и успешно подтвердил соответствие ему в 2023г. 
С 2014г отделение КЛД ПБСК ежегодно принимает 
участие во всех циклах межлабораторных сличи-
тельных испытаний Федеральной системы внеш-
ней оценки качества (ФСВОК) проводимых иссле-
дований4.

Биоэтические принципы
Вся деятельность по сбору биологического ма-

териала и  его последующему хранению осущест-
вляется в соответствии с Хельсинкской деклараци-
ей Всемирной медицинской ассоциации5, а  также 
3	 ГОСТ Р ИСО 20387–2021. Национальный стандарт Российской 

Федерации. Биотехнология. Биобанкинг. Общие требования.
4	 Федеральная система внешней оценки качества (ФСВОК): http://

www.fsvok.ru/.
5	 Хельсинкская декларация: этические принципы медицинских 

исследований с участием человека, включая поправки, внесен-
ные на 64-м заседании ВМА в Форталезе, Бразилия, октябрь 
2013г (WMA declaration of Helsinki — ethical principles for medical 
research involving human subjects, 1964).

Центр клеточных технологий
"Покровский"

Биотехнологический
центр

Коммерческий
отдел

Медицинский
центр

Отделение
криоконсервирования

и хранения

Отделение
клинической и лабораторной

диагностики

Отделение
клеточных культур

Отдел научных проектов
и разработок

Рис. 1    Схема организации Центра клеточных технологий.
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были ли выполнены эти исследования в месте сбо-
ра образца (например, лечебно-профилактическом 
учреждении). Согласно Приказу № 125н Минздра-
ва России от 27.03.2018, образцы должны быть про-
тестированы на присутствие антител к  гепатиту В, 
в т.ч. — к HbsAg. Данные антитела могут появиться 
в результате вакцинации, поэтому все доноры пре-
доставляют прививочные сертификаты. Согласно 
Приказу № 125н, в части, касающейся перечня аб-
солютных противопоказаний к донорству, указано, 
что образцы, наличие антител к гепатиту в которых 
подтверждено прививочным сертификатом, подле-
жат хранению. Также при наличии антител прово-
дится ПЦР (полимеразная цепная реакция)-тест на 
присутствие в  образце рибонуклеиновой кислоты 
(РНК), дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) 
возбудителей. При первичном обнаружении (ранее 
антитела у  донора не выявляли) проводится по-
вторное исследование в сторонней лаборатории для 
подтверждения результата. При выделении МНФ 
пуповинной крови, образцы пуповинной крови 
отбирают для анализа на присутствие бактериаль-
ной и грибковой контаминации, антител и антиге-
на ВИЧ, вирусов гепатитов В и С, антител к цито-
мегаловирусу и  токсоплазме, к  Treponema pallidum, 
а также определяются группа крови и резус-фактор 
донора.

Таким образом, каждый образец на этапе обра-
ботки обладает следующими документами (в бумаж-
ной и электронной форме): анамнезом, информиро-
ванным согласием донора, протоколами идентифи-
кации и  выделения, результатами исследований на 
инфекции — ВИЧ, гепатиты В и С, сифилис и др. 

Обработка образцов проводится согласно стан-
дартным операционным процедурам, разработан-

только санкционированным пользователям — тем, 
кто непосредственно занимается обработкой био-
материала и контролем качества. 

Каждому образцу, поступившему в  ЦКТ, при-
сваивается индивидуальный код, под которым про-
изводится обработка и  осуществляется хранение. 
Код позволяет обеспечить прослеживаемость пути 
образца в  ЦКТ и  деперсонализовать донора. По-
ступивший образец сопровождают документы: лист 
анамнеза донора и  сопроводительная записка, со-
держащая информацию о  дате, времени, способе 
сбора биоматериала, ФИО сотрудников, проводив-
ших сбор материала и  передачу его курьеру ЦКТ. 
На основании изучения этих документов и данных 
входного контроля принимается решение о  даль-
нейшей обработке или утилизации образца. До 
изъятия биоматериала у  донора получают инфор-
мированное согласие, оформленное в соответствии 
с приказом Минздрава России № 517н от 11.08.2017 
(таблица 1). Информацию об образце и  обработ-
ке, которой он подвергся, записывают в  протокол 
идентификации и протокол выделения (рисунок 2).

Для паспортизации проводится поэтапный 
контроль качества каждого полученного образца 
и расходных материалов, а именно:

•  входной,
•  промежуточный,
•  выходной (при передаче образца заказчику 

в другое учреждение).
Под входным контролем подразумевается об-

следование донора  — биоматериал для получения 
КК сопровождает аликвота крови донора, которую 
исследуют на наличие антител к Treponema pallidum, 
а  также к  вирусам иммунодефицита человека 
(ВИЧ), гепатитам В  и  С, вне зависимости от того, 

Поступление

Донор

Обработка Криоконсервация Хранение

Входной
контроль

Протокол
криоконсервации

Паспорт
культуры

клеток

Культивирование 
клеток

Протокол изменения
локализации образца

Карантинное хранилище

Основное хранилище

Информированное согласие
Анамнез донора

Сопроводительная записка
Результаты обследования

донора

Протокол идентификации
Протокол выделения

Протоколы исследований 
характеристик образца

Результаты входного
контроля

Протоколы исследований
характеристик образца
STR-профилирование

Рис. 2    Схема перемещения образца в ЦКТ "Покровский".
Примечание: ЦКТ — Центр клеточных технологий, STR — short tandem repeat (короткие тандемные повторы).
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поглощение Dil-Ac-LDL для HUVEC, колоние
образующий тест для ГСК и др.) проводят соответ-
ствующие исследования.

На основании протоколов проведённых иссле-
дований создается паспорт, в  котором указаны ре-
зультаты аутентификации КК и контроля качества, 
отражены характеристики клеток и  описаны усло-
вия для оптимального культивирования и криокон-
сервации. 

В  создании характеристики образца и  контро-
ле качества участвуют как лаборатории ЦКТ, так 
и  несколько сторонних организаций. Лаборатории 
ЦКТ, которые главным образом задействованы 
в  контроле качества, зарегистрированы в  про-
грамме ФСВОК (внешней оценки качества кли-
нических лабораторных исследований) Ассоциа-
ции специалистов, некоммерческое партнёрство 
"Центр внешнего контроля качества клинических 
лабораторных исследований" (МСИ ФСВОК). 
Важность участия КДЛ в системах внешней оцен-
ки качества отражена в основополагающем между-
народном стандарте ISO 15189:20126, устанавли-
вающем требования к  деятельности КДЛ, а  также 
в  аналогичном отечественном стандарте ГОСТ  P 
ИСО 151897, приказах Минздрава России и других 
ГОСТах (ГОСТ P 53022.18, ГОСТ P 53079.29 и др.). 
Пробы культуральной среды, пуповинной крови 
отправляются для исследований на бактериаль-
ную и грибную контаминацию в Северо-западный 
центр доказательной медицины10 (АО "СЗЦДМ", 
Санкт-Петербург). STR-профилирование образ-
цов проводится в центре генетической экспертизы 
ООО  "Медико-биологический центр"11 (Великий 
Новгород).

Криоконсервация  — наиболее длительный 
период в  процессинге биообразцов, поэтому ор-
ганизация криохранилища в  ЦКТ разработана 
с  учетом анализа возможных рисков при хране-
нии биоматериалов. Зона криоконсервирования 
состоит из двух помещений: зоны криоконсерви-
6	 ISO 15189:2012 — Medical laboratories.
7	 ГОСТ Р ИСО 15189–2015. Национальный стандарт Российской 

Федерации. Лаборатории медицинские. Частные требования 
к качеству и компетентности.

8	 ГОСТ Р 53022.1–2008. Национальный стандарт Российской 
Федерации. Технологии лабораторные клинические. Требования 
к качеству клинических лабораторных исследований. Часть 1. 
Правила менеджмента качества клинических лабораторных ис-
следований.

9	 ГОСТ Р 53079.2–2008. Национальный стандарт Российской 
Федерации. Технологии лабораторные клинические. Обеспе
чение качества клинических лабораторных исследований. 
Часть  2. Руководство по управлению качеством в клинико-диа-
гностической лаборатории. Типовая модель.

10	  АО "СЗЦДМ": https://cdmed.ru/.
11	 Судебно-генетическая экспертиза ООО "Медико-Биологический 

Центр": отцовство.рф.

ным для каждого вида биоматериала. Все этапы 
фиксируются в протоколе обработки биоматериала 
(в бумажной и  электронной формах). После обра-
ботки биоматериала осуществляется его криокон-
сервация или культивирование клеток с последую-
щей криоконсервацией. Образцы первоначально, 
до получения всех данных промежуточного контро-
ля качества, хранятся в  карантинном хранилище. 
Параллельно проводятся контроль качества, иссле-
дования, характеризующие образец, для создания 
досье и  паспорта. После получения результатов на 
наличие/отсутствие контаминирующих агентов, 
образцы перемещают в  основное криохранилище. 
КК переносят в сосуды Дьюара для основного хра-
нения после полной консервации всей культуры 
и проведения исследований. 

Неотъемлемой частью входного и  промежу-
точного контроля является аутентификация об-
разца методом профилирования по коротким тан-
демным повторам (short tandem repeat, STR) [3]. 
STR-профилирование помогает отследить кросс-
контаминацию, идентифицировать культуру в  слу-
чае утраты маркировки на криопробирке или в слу-
чае сомнения в  её принадлежности конкретному 
донору. Для этого исследования отбирают фраг-
мент образца до его обработки и  аликвоту КК по-
сле культивирования. Полученные STR-профили 
ткани и культуры сравнивают между собой для под-
тверждения аутентичности. STR-профилирование 
также проводится по запросу в  рамках выходно-
го контроля при передаче КК Заказчику. Важное 
значение имеет STR-профилирование при работе 
с  МСК пупочного канатика, где особенно высока 
вероятность получения смешанной КК, состоящей 
из клеток матери и ребенка.

Для определения процентного состава КК в рам
ках промежуточного и  выходного контроля каче-
ства применяется метод проточной цитометрии — 
анализируется набор поверхностных маркёров, 
характерных для данного типа клеток (например, 
МСК, ГСК, эндотелиальных клеток пупочной ве-
ны человека (human umbilical vein endothelial cells, 
HUVEC) и  т.д. Так, для определения процентного 
содержания МСК используется набор маркёров, 
предложенный в 2006г — ISCT (International society 
for cell and gene therapy, Международным обще-
ством клеточной и генной терапии) [4]. Проводится 
кариотипирование методом G-бандирования для 
подтверждения отсутствия хромосомных перестро-
ек. Также проводится ПЦР или секвенирование для 
подтверждения наличия маркерного участка гена 
при наличии такового. Для контроля стерильности 
КК отбирают аликвоты среды для проверки на бак-
териальную и грибковую контаминацию. Аликвоты 
КК анализируют на отсутствие микоплазм. При на-
личии маркерных особенностей КК (способность 
к дифференцировке в трех направлениях для МСК, 
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на веб-интерфейсом: информация обо всех по-
казаниях с  датчиков хранится на сервере. Доступ 
к  этим данным также является авторизованным. 
В  ЦКТ разработана программа контроля за усло-
виями криоконсервации и  хранения биоматериа-
ла. Контролем качества криоконсервации является 
количество живых клеток до и  после криоконсер-
вации образца. Наличие программных заморажи-
вателей с  валидированной программой заморозки 
обеспечивает контролируемые и  воспроизводи-
мые условия замораживания [5]. Мониторинг та-
ких параметров, как температура и  уровень азота, 
в  криохранилищах в  процессе длительного хране-
ния свидетельствует о постоянстве или изменении 
факторов, влияющих на качество. По требованиям 
Российского стандарта "Рускорд" для сбора, про-
цессинга, хранения и  выдачи пуповинной кро-
ви ежегодно оценивается минимум три единицы 
МНФ, находящиеся на хранении. Качество крио
хранения можно оценить только после разморозки 
образцов. За период с  2009г разморожено 769 об-
разцов ГСК пуповинной крови. Из них успешно, 
с жизнеспособностью >80%, 751 образец. 

КК ЦКТ
В  настоящее время в  банке хранится >2  тыс. 

КК пупочного канатика и  >8  тыс. образцов пупо-
винной крови, включая образцы персонального 
и общественного хранения. Коллекцию КК ранних 
пассажей составляют культуры МСК, полученные 
из периваскулярного пространства вены пупочного 
канатика, жировой ткани, костного мозга, печени, 
тканей ротовой полости, эндометрия, плаценты, 
хориона, лёгкого; фибробласты кожи, клетки эн-
дотелия сосудов (в т.ч. HUVEC). Имеются образ-
цы МСК и опухолевых клеток пациентов с множе-
ственной миеломой. В  коллекции также депони-
рованы генетически тестированные образцы МСК 
пациентов с  рецессивной множественной эпифи-
зарной дистрофией. Перечень паспортизованных 
культур представлен в электронном каталоге12 куль-
тур ранних пассажей ЦКТ. 

Основой коллекции ЦКТ являются МСК из 
источников, ставших классическими — пупочного 
канатика, жировой ткани и  костного мозга (рису-
нок 3). Клетки из этих источников обладают оди-
наковой морфологией, иммунофенотипом, но раз-
ным дифференцировочным потенциалом, разными 
характеристиками эпигенома, протеома, метаболо-
ма. Их различия обусловлены влиянием локальной 
ниши [6, 7] и сохраняются в культуре.

МСК пупочного канатика. МСК пупочного ка-
натика получают по запатентованной технологии 
из периваскулярного пространства пупочной ве-

12	 Каталог культур ранних пассажей ЦКТ "Покровский": https://
pokrovcell.ru/centr-kletochnyh-tehnologiy/priobresti-kletochnye-
linii/katalog-kultur-rannih-passazhey/.

рования и хранения и зоны основного криохране-
ния. Вход в  них ограничен, доступ в  помещение 
осуществляется по отпечатку пальца. Помещения 
оснащены датчиками уровня кислорода. Каждый 
сосуд Дьюара оборудован датчиком уровня азо-
та, а  показания с  датчиков обрабатывает систе-
ма мониторинга COMCRYO (ООО "Криогентех", 
Санкт-Петербург). Система мониторинга изме-
ряет уровень азота и  температуру в  сосуде Дьюа-
ра и  отображает данные на мониторе компьютера 
в криохранилище. В случае резких изменений тем-
пературы или уровня азота система оповещения 
отправляет смс-сообщение в качестве сигнала тре-
воги на номер ответственного работника и  реги-
стрирует в  своей системе колебания показателей, 
создавая отчет. Кроме того, система оборудова-

Коллекция клеточных культур ЦКТ "Покровский" (%)

МСК пупочного канатика общественного хранения
МСК жировой ткани здоровых доноров
МСК жировой ткани доноров с множественнной
эпифизарной дисплазией

МСК жировой ткани доноров с диастрофической
дисплазией

МСК костного мозга доноров со множественной
миеломой
СК пульпы зуба
СК периодонта

СК десны
СК нёба
СК апикальных папилл
СК зубного фолликула
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Эндотелиальные клетки пупочной вены (HUVEC)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

33

6

5

5

32

36

33

5

1
2
2 19

12

1

2

3

4

5

6

7

8

9
10
11

12

13

Рис. 3    Состав коллекции КК ранних паcсажей ЦКТ "Покровский".
Примечание: КК  — клеточные культуры, МСК  — мезенхимные 
стромальные клетки, СТ  — стволовые клетки, ЦКТ  — Центр кле-
точных технологий, HUVEC — human umbilical vein endothelial cells.
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В  банке хранятся 13 КК от таких пациентов: 
5 культур от пациентов с  диагнозом диастрофиче-
ская дисплазия и 8 культур от пациентов с диагно-
зом множественная эпифизарная дисплазия. Пред-
ставленные образцы содержат разные мутации гена 
SLC26A2 в гомозиготном состоянии. От трёх паци-
ентов — двух с  эпифизарной, одного с  диастрофи-
ческой дисплазией — также удалось получить куль-
туры хондроцитов и МСК жировой ткани.

В  коллекции представлены и  культуры МСК 
жировой ткани от доноров без диагностированных 
на момент забора материала заболеваний.

МСК костного мозга. МСК костного мозга яв-
ляются одними из ключевых компонентов ниши 
ГСК. Особый интерес эти клетки представляют 
в связи с их ролью в развитии гематологических за-
болеваний и  в  формировании опухолевой гемопо
этической ниши. В  банке имеется 32 культуры 
МСК костного мозга от пациентов с  диагнозом 
множественная миелома. Множественная миело-
ма  — злокачественная плазмоклеточная опухоль, 
продуцирующая моноклональные иммуноглобули-
ны, которые внедряются в  прилежащую костную 
ткань и разрушают ее. МСК костного мозга, полу-
ченные у  доноров с  таким диагнозом, могут ока-
заться полезными в  исследовании влияния опухо-
левых клеток на МСК.

Стволовые клетки (СК) ротовой полости. Ценной 
частью банка культур ЦКТ являются клетки, полу-
ченные из тканей ротовой полости. Эту коллекцию 
начали создавать с  2016г. Всего к  настоящему мо-
менту удалось получить 79 донорских культур из 43 
зубов. Главным достижением стало получение пар-
ных КК из различных отделов одного и того же зуба. 
С помощью методики раздельной обработки перио
донта и пульпы при получении клеток из зуба с за-
крытыми корневыми каналами удалось выделить 18 
пар СК пульпа/периодонт. От ряда доноров удалось 
получить по три популяции клеток от каждого в раз-
ных комбинациях: СК пульпы, периодонта и десны; 
СК пульпы, периодонта и  фолликула; СК пульпы, 
периодонта и апикальных папилл. У двоих доноров 
удалось выделить по 4 культуры у каждого: у одно-
го  — из пульпы, периодонта, десны и  апикальных 
папилл, у другого — из пульпы, периодонта, фолли-
кула и десны. От одного из доноров, помимо пары 
СК пульпы/периодонта, удалось получить клетки 
нёба. Изучение таких КК, выделенных единовре-
менно от одного и того же донора, может оказаться 
полезным при исследовании вариабельности свой
ств и между популяциями клеток из разных тканей, 
и между отдельными донорами [7].

Фибробласты кожи. Способность фиброблас
тов секретировать компоненты внеклеточного ма-
трикса соединительных тканей и  поддерживать та-
ким образом их целостность обуславливает интерес 
исследователей к  этим клеткам с  позиций регене-

ны13. Эта методика позволяет обработать фермента-
ми только область, окружающую вену, минимально 
затронув вартонов студень и  наружную ткань, что 
позволяет получить более однородную популяцию 
МСК, а также снизить риск бактериальной и гриб-
ковой контаминации, а  также контаминации ма-
теринскими клетками. Несмотря на то, что этот 
метод разработан для получения однородной попу-
ляции МСК после двух циклов ферментации, с его 
помощью можно получить культуру HUVEC и  по-
сле первого (краткого) цикла. 

В  банке хранится >2  тыс. образцов МСК пу-
почного канатика персонального хранения. Коли-
чество паспортизованных культур в  разделе обще-
ственного хранения поддерживается на уровне 
35-50 КК — вместо использованных образцов кол-
лекция постоянно пополняется новыми.

МСК жировой ткани. Образцы жировой тка-
ни, депонированные в  ЦКТ, получены преимуще-
ственно в  ходе оперативных вмешательств. В  ис-
следовательских целях в  ЦКТ создана коллекция 
МСК жировой ткани от доноров с  клиническими 
проявлениями рецессивной множественной эпи
физарной дисплазии/диастрофической дисплазии. 
Множественная эпифизарная дисплазия IV  типа 
(OMIM 226900)  — наследственное системное за-
болевание скелета. Генетически обусловленная не-
полноценность суставного хряща приводит к  ран-
нему разрушению суставов — происходит их дефор-
мация. Наиболее нагруженные  — тазобедренные, 
коленные, а  также позвоночник  — поражаются 
сильнее всего. Диастрофическая дисплазия (OMIM 
222600) — одна из разновидностей скелетных дис-
плазий, которая также характеризуется наруше-
нием формирования некоторых типов хрящевой 
ткани и связанным с этим затруднённым образова-
нием эндохондральной кости. Симптомы заболева-
ния выявляются сразу при рождении или в рамках 
пренатальной диагностики и заключаются в умень-
шенной длине тела новорожденного и низкоросло-
сти в дальнейшем, в ограничении движения суста-
вов, сколиозе и  других пороках развития. Причи-
ной развития заболевания является мутация в гене 
SLC26A2 в  гомозиготном или компаунд-гетерози-
готном состоянии. Этот ген кодирует белок, отве-
чающий за транспортировку сульфат-ионов через 
мембрану. Описано несколько мутаций в  данном 
гене, приводящих к развитию заболевания. Не ис-
ключено, что по мере внедрения методов генетиче-
ского обследования пациентов количество извест-
ных мутаций будет увеличиваться.
13	 Патент РФ № 2620981C2, 18.11.2015. Багаева В.В., Айзен

штадт  А.А., Александрова Л.В., Енукашвили Н.И., Адылов Ш.Ф., 
Золина Т.Л., Урусова М.Е. Способ получения культуры мезен-
химных стволовых клеток человека из периваскулярного про-
странства вены пупочного канатика. Изобретения. Полезные 
модели № 16–2017, 28.05.2017-10.06.2017. Бюл. № 16.
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"Покровский" ведет работу по применению ГСК 
пуповинной крови. Собрана доклиническая база 
и разработан протокол клинического исследования: 
"Изучение безопасности и  эффективности метода 
трансфузии аллогенных гемопоэтических клеток 
пуповинной крови пациентам с детским церебраль-
ным параличом". Результаты исследования будут 
включены в клинические рекомендации по приме-
нению ГСК пуповинной крови. 

ЦКТ "Покровский" также занимается разра-
боткой лекарственных препаратов на основе кле-
точных технологий. Некоторые из них находятся 
на завершающей стадии доклинических исследо-
ваний и  подготовки нормативной документации 
для составления заявки на получение разрешения 
на проведение клинических исследований. Пла-
нируется продолжать работу по созданию базового 
депозитария РКТКК вместе с Институтом цитоло-
гии, Институтом биологии развития и Институтом 
цитологии и генетики Сибирского отделения РАН. 
Продолжается сотрудничество с  Северо-Западным 
государственным университетом им. И. И. Меч-
никова — ЦКТ является методической базой НИЛ 
клеточных технологий университета.

Суммируя описанный выше опыт сотрудни-
чества, можно сказать, что в  настоящий момент 
существуют возможности совместной работы ком-
мерческого ЦКТ с  государственными биобанками, 
коллекциями и научно-исследовательскими учреж-
дениями. 

Заключение
В  настоящее время создание биобанков КК, 

в отличие от других биоресурсных коллекций, стал-
кивается с  рядом сложностей, связанных с  недо-
статочной нормативно-правовой базой: не до кон-
ца проработан статус таких коллекций, требования 
к сырью и получаемым культурам. Следует отметить, 
что в  последнее время наметился существенный 
прогресс в этом направлении, однако отсутствие си-
стемы контроля и  единых стандартов биобанкиро-
вания КК, затрудняет развитие биобанков. В насто-
ящее время основные биобанки страны объединя-
ются для создания единых правил и стандартов, для 
разработки единой системы контроля качества. Соз-
данная в ЦКТ система контроля качества позволяет 
гарантировать получение надёжно охарактеризован-
ных КК, в т.ч. первичных и ранних пассажей, соот-
ветствующих критериям, отраженным в  действую-
щих нормативных документах. Многие из разрабо-
танных в  ЦКТ подходов планируется использовать 
в работе базового депозитария РКТКК.

Отношения и деятельность: все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной статье.

ративной медицины [8]. Фибробласты стимулиру-
ют процессы регенерации тканей: в организме они 
играют ключевую роль в  заживлении ран. ЦКТ 
ПБСК принимает участие в  разработке клеточно-
содержащих раневых покрытий на гелевой осно-
ве с  2009г [9]. Разработанные покрытия с  успехом 
применяются в  НИИ им. И. И. Джанелидзе почти 
10 лет [10]. В ЦКТ создана коллекция фибробластов 
кожи в числе 19 культур. 

HUVEC. HUVEC используются в  фундамен-
тальных и прикладных исследованиях как доступная 
модель эндотелиальных клеток. Последние являют-
ся одними из основных компонентов кровеносных 
сосудов. В  ходе развития организма новые сосуды 
формируются путём васкулогенеза, а затем ангиоге-
неза. Помимо ведущей роли в ангиогенезе, гемоста-
зе и регуляции сосудистого тонуса клетки эндотелия 
являются существенным и активным компонентом 
иммунных реакций [11]. Дисфункция кровеносных 
сосудов и нарушение регуляции образования новых 
кровеносных сосудов связаны с  возникновением 
и  прогрессированием многих заболеваний, вклю-
чая рак, ишемическую болезнь сердца, воспаление 
и иммунные расстройства, поэтому клетки эндоте-
лия могут быть терапевтической мишенью в лечении 
этих заболеваний, а HUVEC — удобной моделью при 
разработке новых терапевтических подходов. При-
мечательной их особенностью является также спо-
собность претерпевать эндотелиально-мезенхимный 
переход — процесс, в ходе которого HUVEC транс-
формируются в мезенхимные, приобретая таким об-
разом высокую подвижность и способность к мигра-
ции [12]. Такое поведение у клеток наблюдается при 
ангиогенезе и  воспалительных реакциях. HUVEC 
в связи со своими свойствами широко используются 
в качестве донорских клеток в тканевой инженерии, 
васкуляризации органоидов и разработке микросо-
судистых моделей in vitro. HUVEC являются бесцен-
ным инструментом для моделирования заболеваний 
и скрининга лекарств в фундаментальных исследо-
ваниях [13]. 

Коллекция HUVEC ЦКТ, полученных из пупоч-
ной вены, состоит из 12 паспортизованных культур 
ранних пассажей. Получаемые клетки методом про-
точной цитометрии исследуют на присутствие специ
фичного для HUVEC маркёра  — CD31+, а  также 
оценивают способность поглощать липопротеины 
низкой плотности (Dil-Ac-LDL-тест).

Перспективы развития
Созданная система биобанкирования позво-

лила ЦКТ "Покровский" стать членом ассоциации 
"Рускорд". "Рускорд" — это ассоциация специалис
тов и  организаций в  области заготовки, хранения, 
применения клеток пуповинной крови и  клеточ-
ных технологий, которая зарегистрирована и рабо-
тает с 2019г. Совместно с членами ассоциации ЦКТ 
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Анализ возможности применения результатов 
секвенирования транскриптома при выборе 
лекарственной терапии пациентов с колоректальным 
раком
Апалько С. В.1,2, Шиманский В. С.1,2, Кель А.3, Сушенцева Н. Н.1,2, Тюкавина Н. В.1, 
Коваленко С. А.1, Щербак С. Г.1,2

1СПбГБУЗ "Городская больница № 40 Курортного района". Санкт-Петербург, Россия; 2ФГБОУ ВО "Санкт-Петербургский 
государственный университет". Санкт-Петербург, Россия; 3geneXplain Gmb H. Вольфенбюттель, Германия

Цель. Исследование применимости данных РНК (рибонуклеино-
вая кислота)-секвенирования с последующим выявлением мастер-
регуляторов для предсказания эффективности таргетной терапии 
у пациентов с колоректальным раком.
Материал и методы. Были использованы образцы тканей трех 
пациентов с  колоректальным раком, полученные из послеопера-
ционного материала. Все пациенты получали паллиативную про-
тивоопухолевую лекарственную терапию в  стандартных режимах 
в  соответствии с  локализацией опухоли и  статусом мутаций в  ге-
нах RAS и  BRAF. Было проведено секвенирование транскриптома 
опухолевой и здоровой ткани каждого пациента и проведен поиск 
мастер-регуляторов в опухолевой ткани.
Результаты. В  результате исследования для каждого пациента 
был найден список мастер-регуляторов и  спрогнозированы воз-
можные терапевтические агенты, наиболее подходящие для пода-
вления опухолевого процесса.
Заключение. Показана возможность применения компьютерного 
анализа молекулярного профиля аденокарциномы кишечника для 
предсказания эффективности терапии, однако для определения 
клинического потенциала данной методики требуется проведение 
исследования на расширенной выборке.

Ключевые слова: РНК-секвенирование, колоректальный рак, 
транскриптом, мастер-регуляторы, таргетная терапия.
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Potential of using transcriptome sequencing data in choosing therapy for patients with colorectal cancer
Apalko S. V.1,2, Shimansky V. S.1,2, Kel A.3, Sushentseva N. N.1,2, Tyukavina N. V.1, Kovalenko S. A.1, Shcherbak S. G.1,2
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Aim. To study the applicability of RNA (ribonucleic acid) sequencing 
with master regulator identification for predicting the effectiveness of 
targeted therapy in patients with colorectal cancer.
Materials and methods. Tissue samples from three patients with colo
rectal cancer obtained from postoperative material were used. All pa
tients received palliative antitumor therapy in standard regimens in ac
cordance with the tumor location and the status of RAS and BRAF gene 
mutations. The transcriptome of tumor and healthy tissue of each patient 
was sequenced, and master regulators in the tumor tissue were analyzed.

Results. A  list of master regulators was found for each patient and 
possible therapeutic agents most suitable for suppressing the tumor 
process were predicted.
Conclusion. The potential of computer analysis of the molecular profile 
of colorectal adenocarcinoma in predicting the effectiveness of therapy 
is shown. However, to determine the clinical potential of this technique, 
a study on a wider sample is required.
Keywords: RNA sequencing, colorectal cancer, transcriptome, master 
regulators, targeted therapy.
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ДЭГ — дифференциально экспрессирующиеся гены, ЛП — лекарственные препараты, МР — мастер-регуляторы, РНК — рибонуклеиновая кислота.

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � РНК-секвенирование является в настоящий мо-
мент приоритетным методом выявления диф
ференциально экспрессирующихся генов и  по
лучения ценной информации для оценки пато
логических состояний.

• � Выявление генов мастер-регуляторов (МР) мо-
жет быть основой для разработки новых спосо-
бов лекарственной терапии.

Что добавляют результаты исследования?
• � Показана принципиальная возможность исполь-

зования данных РНК-секвенирования с после-
дующим выявлением МР при выборе таргетной 
терапии для пациентов с колоректальным раком. 

• � Лекарственная терапия, назначенная без учёта 
анализа МР, может быть не оптимальна.

Key messages
What is already known about the subject?

• � RNA sequencing is currently the priority method 
for identifying differentially expressed genes and 
obtaining valuable information for assessing pa
thological conditions.

• � Identification of master regulator (MR) genes can 
be the basis for developing novel therapies.

What might this study add?
• � The fundamental potential of RNA sequencing with 

MR identification in choosing targeted therapy for 
patients with colorectal cancer is shown.

• � Therapy prescribed without taking into account 
MR analysis may not be optimal.
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Введение
Анализ мультиомных данных по измерению 

активности генов, экспрессии белков или измене-
ниям метаболома становится стандартным подхо-
дом к  характеристике патологического состояния 
пораженного организма или ткани. Все чаще неко-
торые из этих методов применяются в комбиниро-
ванном подходе, что приводит к  получению боль-
ших наборов многопрофильных данных [1, 2]. Тем 
не менее, проблема выявления основных молеку-
лярных механизмов, отличающих данное патоло-
гическое состояние от нормы, остается открытой. 
Механизм развития болезни может быть описан 
посредством построения моделей перестройки кле-
точных регуляторных путей, например, в результа-
те генетических или эпигенетических изменений, 
влияющих на активность соответствующих генов. 
Реконструкция специфических для заболевания 
регуляторных путей может помочь идентифици-
ровать потенциальные мастер-регуляторы (МР) 
соответствующего патологического процесса, что 
в  свою очередь открывает возможности для раз-
работки новых подходов к  лечению. В  настоящее 
время набирает популярность гипотеза о  том, что 
воздействие на определенные МР может остано-

вить патологический процесс и устранить причину 
заболевания [3].

Традиционные биоинформационные подхо-
ды, применяемые для анализа мультиомных дан-
ных, дают лишь очень ограниченное представление 
о  причинах наблюдаемых явлений и  поэтому мало 
способствуют пониманию молекулярных механиз-
мов паталогического процесса. В транскриптомных 
исследованиях такого рода, как правило, только 
выявляются дифференциально экспрессирующие-
ся гены (ДЭГ), но вся цепь молекулярных событий, 
приведших к дифференциальной экспрессии, оста-
ётся невыясненной [4]. В  противоположность это-
му, применяемый нами метод был разработан для 
интерпретации данных, связанных с  этиологией 
патологического состояния. Этот подход дополня-
ет классический анализ ДЭГ и включает в себя два 
основных этапа: 

1)  анализ промоторов и  энхансеров ДЭГ на 
предмет выявления факторов транскрипции, уча-
ствующих в  их регуляции и,  таким образом, важ-
ных для изучаемого процесса; 

2)  реконструкция сигнальных путей, которые 
активируют эти факторы транскрипции, и иденти-
фикация МР на вершине таких путей.
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Результаты, полученные после реконструкции 
сигнальных путей, используют в  поиске лекар-
ственных препаратов (ЛП), пригодных для инги-
бирования (или активации) идентифицированных 
молекулярных мишеней в контексте изучаемого за-
болевания. Поиск осуществляется в  базах данных 
уже известных ЛП. Это, так называемое повтор-
ное открытие лекарств (drug repurposing), — новая 
парадигма в  фармакологии с  целью преодоления 
кризиса, связанного с  дороговизной и  недостаточ-
ной эффективностью создания нового ЛП к  каж-
дой отдельной клеточной мишени [5]. Этот шаг вы-
полняется с  использованием информации из базы 
данных HumanPSD™ (The Human Proteome Survey 
Database), а  также базы данных спектров биологи-
ческой активности 2245 химических соединений, 
рассчитанных с  помощью программы PASS (Pre
diction Activity Structure Substances) на основе под-
хода (Q)SAR (Quantitative Structure-Activity Rela
tionship). 

Описанный целостный подход позволяет в кон-
це концов получить способ воздействия на весь на-
бор патологически изменённых регуляторных путей 
в клетке, находящихся под контролем определённых 
МР. В настоящий момент за рубежом уже выполне-
но несколько исследований такого рода [5-7]. 

Целью настоящей работы является анализ при
менимости данных РНК (рибонуклеиновая ки
слота)-секвенирования с  последующим выявлени-
ем МР для предсказания эффективности таргетной 
терапии у российских пациентов с колоректальным 
раком.

Материал и методы
В  настоящем исследовании использовали образцы 

ткани трех пациентов с  колоректальным раком, полу-
ченные из послеоперационного материала. Характери-
стика пациентов представлена в  таблице 1. Все пациен-
ты подписали информированное добровольное согласие 
на участие в  исследовании. Форма информированного 
согласия и  иные документы в  рамках данного научно-
исследовательского проекта были одобрены на заседании 
№ 119 Экспертного совета по этике СПб ГБУЗ "Городская 
больница № 40" 9 февраля 2017г.

Все пациенты на момент включения в  исследова-
ние имели метастатическую стадию заболевания и  по-

лучали стандартные схемы противоопухолевой терапии 
в  зависимости от локализации опухоли и  статуса мута-
ций в генах RAS и BRAF. Пациент 1 с левосторонней ло-
кализацией опухоли и  генами RAS и  BRAF дикого типа 
получил 3 линии терапии. В  1 линии проведена химио-
терапия по схеме mFOLFOX61, в  комбинации с  паниту-
мумабом, во второй mFOLFOX6 в  сочетании с  беваци-
зумабом, в 3 линии FOLFIRI2 с рамуцирумабом. Второй 
пациент в связи с правосторонней локализацией опухоли 
в 1 линии получил комбинацию mFOLFOX6 с бевацизу-
мабом, во 2 линии FOLFIRI c рамуцирумабом. У  паци-
ента 3 была выявлена мутация гена KRAS, в связи с чем 
в  1 линии применялась схема mFOLFOX6 c бевацизу-
мабом, во 2  линии так же mFOLFOX6 c бевацизумабом, 
в  3 линии FOLFIRI с  афлиберцептом, в  4 линии рего-
рафениб и  в  5  линии FOLFIRI с  афлиберцептом. Для 
каждого пациента был проведен анализ как опухолевой, 
так и  здоровой ткани. Из образцов была выделена РНК 
методом фенол-хлороформной экстракции и  проведе-
но секвенирование транскриптома c использованием 
реагентов KAPA mRNA HyperPrep Kit (Roche) на секве-
наторе MiSeq (Illumina). Прочтения, полученные в  ходе 
севенирования, прошли контроль качества в  программе 
FastQC3. Далее прочтения были выровнены на референс-
ный геном человека версии hg38 с помощью программы 
bowtie [8]. Подсчет прочтений, относящихся к  конкрет-
ным генам, выполнен пакетом featureCounts [9]. Выявле-
ние ДЭГ и поиск МР, а  также составление схем метабо-
лических сетей и МР проведены с помощью собственных 
алгоритмов geneXplain4. Дополнительно был выполнен 
анализ промоторов и  энхансеров ДЭГ на предмет вы-
явления факторов транскрипции, участвующих в  их ре-
гуляции, с  использованием базы данных TRANSFAC® 

совместно с  алгоритмами идентификации сайтов связы-
вания TF Match и  CMA (Composite Module Analyst). Ре-
конструкция сигнальных путей, активируемых найден-
ными факторами транскрипции, а также идентификация 
МР проведена с  применением базы данных по передаче 
сигналов TRANSPATH® и  специальных алгоритмов по-
иска графов, реализованных в  программном обеспече-
нии "Genome Enhancer". 

1	 FOL  — кальция фолинат (лейковорин), F  — фторурацил, OX  — 
оксалиплатин.

2	 FOL  — кальция фолинат (лейковорин), F  — фторурацил, IRI  — 
иринотекан.

3	 http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/.
4	 http://genexplain.com.

Таблица 1 
Данные пациентов, принимавших участие в исследовании

№ пациента Пол Возраст, лет Диагноз Продолжительность жизни 
после начала лечения (мес.)

1 Ж 61 Рак восходящего отдела ободочной кишки рТ3N0/сM1. 
Метастазы в печени. RAS, BRAF-дикий тип

29,1

2 Ж 60 Рак сигмовидной кишки рT3N2b/сM1.  
Метастазы в печени. RAS, BRAF-дикий тип

25,7

3 Ж 69 Рак ректосигмоидного отдела толстой кишки рT4аN1/сM1. 
Метастазы в печени, легких. K-RAS+.

51,9
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Результаты
Для всех образцов ткани были получены ре-

зультаты РНК-секвенирования, в  ходе анализа ко-
торых были обнаружены ДЭГ и мутации в несколь-
ких генах, важных для назначения ЛП. Так, для 
пациента 2 выявлены мутации в гене BRCA2, а для 
пациента 3 — мутации в генах BRCA2, P53 и KRAS. 

Поскольку пациент 3 имел наибольшую про-
должительность жизни после начала лечения (та-
блица 1), представляло интерес более подробно 
исследовать образцы его опухолевой ткани. В  ва-
лике опухоли обнаружена KRAS-мутация (p.G12S 
c.34G>A), в  то время как в  центре она отсутству-
ет. Мутации гена BRCA1 (p.K1183R c.3548A>G 
и p.1136R c.3667A>G) присутствуют в здоровой тка-
ни, но не выявлены в опухолевой. Экспрессия гена 
RNF43 отсутствует в здоровой ткани и в валике, но 
присутствует в  центре опухоли, что может указы-
вать на герминальную природу мутации. Проведен-
ное сравнение профилей экспрессии в центре и ва-
ликах опухоли пациента 3 показало высокую корре-
ляцию, свидетельствующую о том, что это одна и та 
же опухоль, с ~4000 общими генами, находящимися 
в  состоянии повышенной экспрессии. Тем не ме-
нее, наблюдается некоторая гетерогенность: в каж-
дой части опухоли экспрессируются ~1000 уни-
кальных генов, в  основном некодирующих РНК. 
В  частности, для валика опухоли характерна по-
вышенная экспрессия генов IRAK1, PELE1, IRF1, 
MYD88, AKR1C4 и E2F7. В центре опухоли обнару-
жены следующие сверхэкспрессированные гены: 
DHFR, DCK, POLR3G, STAT1, IL10RB и  MAP3K1.

На основании анализа ДЭГ были найдены МР, 
приведенные в таблице 2. Выявленные изменённые 
метаболические пути для каждого пациента пред-
ставлены на рисунках 1-3 Приложения. Получен-
ные МР были проранжированы в соответствии с их 
расчетным вкладом в нарушения экспрессии генов 
в  опухолевой ткани. Ранжирование проводилось 
согласно оценке значимости транскрипционного 
фактора, рассчитываемого внутренними алгорит-
мами geneXplain для выявления уровня регуляции, 
на котором действует фактор. Основываясь на этом 
списке, алгоритм также подобрал наиболее подхо-
дящие ЛП, в случае пациентов 1 и 2, отличающиеся 
от назначенных в  клинике. Это регорафениб, це-
лекоксиб, трастузумаб и  бевацизумаб для пациен-
та 1, регорафениб и ларотректиниб для пациента 2. 
В  случае пациента 3 расчеты показали, что основ-
ное лечение было назначено верно, но его можно 
было бы дополнить препаратами олапариб, целе-
коксиб и куркумин.

Обсуждение 
Согласно исследованиям, непрерывная акти-

вация каскада рецептора эпидермального фактора 
роста (кодируемого геном EGFR) является одной из 

основных причин образования опухолей [10]. При-
чиной подобного события могут быть значитель-
ное увеличение количества рецепторов на мембра-
не клетки, мутации в  структуре самого рецептора, 
приводящие к активации в отсутствие лиганда, или 
мутации в  молекулах других участников каскада, 
способных привести к  его запуску независимо от 
статуса EGFR. Гены BRAF, KRAS и  NRAS являют-
ся непосредственными участниками RAS-каскада. 
Мутации в  этих генах ассоциированы с  колорек-
тальным раком и  являются биомаркерами, позво-
ляющими оценить прогноз заболевания и перспек-
тивы использование таргетных ЛП. Полимеразная 
цепная реакция (ПЦР)-тест на выявление этих му-
таций является неотъемлемой частью комплекса 
исследований опухолевой ткани, т.к. определенные 
варианты генотипов напрямую влияют на выбор 

Таблица 2 
Список генов, кодирующих обнаруженные  
мастер-регуляторы, для каждого пациента

Пациент 1 Пациент 2 Пациент 3
CD14 PTK2 GSK3B
ANAPC11 NTRK2 ERBB2
RICTOR HSPA1A AURKA
MTOR IL1RAP SYK
IRAK2 MET MAPKAP1
ERBB2 DUSP16 PKN2
MAPK9 ANAPC4 CASP3
TLR4 HRAS IRAK4
PAK2 MELK
ANAPC2 CSNK1G1
MAPK8 EPHB2
IRAK1 MAPK14
PDPK1 VEGFA
ANAPC1 ACP1
PSMC3 CDK1
EGFR RICTOR
PSMC3 PSMA&
EGF IRAK2
PSMC5 SRC
CDC26 CSNK1G2
MAPK14 PRR5
ANPC5 PDPK!
CDC16 UBE21
MYD88 CCNA2
LBP
PSMA7
E4F1
CDK2
CDC23
ANAPC7
TOLLIP
LY96
KLH22
SRC
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и эффективность ЛП, используемых в противоопу-
холевой терапии [11].

У  пациентов 1 и  2 не было выявлено мутаций 
в генах RAS-каскада, что, как правило, является по-
ложительным прогностическим признаком. Боль-
ным с  подобной генетической картиной обычным 
назначением являются препараты, влияющие на 
фактор роста эндотелия сосудов VEGF (vascular 

endothelial growth factor) или его рецепторы [12]. 
В дополнение к стандартному курсу химиотерапии, 
в т.ч. с иринотеканом, этим двум пациентам добав-
лен бевацизумаб или рамуцирумаб. Бевацизумаб, 
селективно связывается с  VEGFA и  блокирует его 
связывание с  рецепторами, замедляя, тем самым, 
рост и  темпы васкуляризации опухоли [13]. Раму-
цирумаб ингибирует рецептор VEGFR2 и  не по-

Рис. 1    Схема метаболических сетей и МР пациента 1. 
Примечание: схема составлена на основании анализа дифференциальной экспрессии генов при сравнении здоровой и опухолевой ткани 
с помощью собственных алгоритмов geneXplain. МР обозначены красными прямоугольниками, факторы транскрипции  — синими пря-
моугольники, зеленые прямоугольники — промежуточные молекулы, которые были добавлены в сеть во время поиска МР из выбранных 
транскрипционных факторов. Оранжевыми и синими рамками выделены молекулы, которые кодируются генами с повышенной и пони-
женной регуляцией, соответственно. МР — мастер-регуляторы.
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зволяет связываться с  ним его лигандам: VEGFA, 
VEGFC и VEGFD. Таким образом, нейтрализуется 
их способность к  активации пролиферации через 
каскад протеинкиназ p44/p42. Иринотекан ингиби-
рует фермент топоизомеразу 1, участвующий в син-
тезе дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) [14]. 

Несмотря на позитивный прогноз, в  обоих 
случаях лечение дало только временный эффект 
стабилизации и частичного регресса опухоли с по-
следующим прогрессированием и  летальным ис-
ходом. Согласно нашим результатам, у  пациента 1 
были более приоритетные лекарственные мишени, 
и персонализированный подбор препаратов на ос-
новании анализа ДЭГ и  МР теоретически мог бы 

повысить эффективность противоопухолевой тера-
пии. В  список возможных терапевтических мише-
ней вошли белки, кодируемые генами EGF, EGFR, 
ERBB2, SRC, mTOR и PDK1 (таблица 2). VEGFA же, 
на который была нацелена таргетная терапия, нахо-
дится только на 71-м месте в ранжированном спи-
ске МР, что указывает на его второстепенную роль 
в  патогенезе аденокарциномы кишечника у  паци-
ента 1. В связи с этим схема лечения могла бы быть 
иной и  более эффективной. Препаратами выбора 
могли бы стать регорафениб, являющийся ингиби-
тором широкого спектра протеинкиназ, участвую
щих в ангиогенезе опухоли [14], целекоксиб, специ
фично блокирующий циклооксигеназу-2 [15], 

Рис. 2    Схема метаболических сетей и МР пациента 2. 
Примечание: схема составлена на основании анализа дифференциальной экспрессии генов при сравнении здоровой и опухолевой ткани 
с помощью собственных алгоритмов geneXplain. МР обозначены красными прямоугольниками, факторы транскрипции  — синими пря-
моугольники, зеленые прямоугольники — промежуточные молекулы, которые были добавлены в сеть во время поиска МР из выбранных 
транскрипционных факторов. Оранжевыми и синими рамками выделены молекулы, которые кодируются генами с повышенной и пони-
женной регуляцией, соответственно. МР — мастер-регуляторы.
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и  трастузумаб, взаимодействующий с  внеклеточ-
ным доменом рецептора 2 эпидермального факто-
ра роста человека ERBB2 [16]. Эту терапию можно 
было бы дополнить бевацизумабом, что, вероятно, 
улучшило бы результаты лечения и  обеспечило бы 
более долгосрочную стабилизацию состояния.

Перейдем к пациенту 2, который получал ана-
логичное лечение. Изначально у  пациента наблю-
далась стабилизация состояния, однако вскоре по-
следовало прогрессирование, сопровождавшееся 
метастазированием в легкие и печень, что в конеч-
ном итоге привело к  летальному исходу. Исполь-
зование бевацизумаба и  рамуцирумаба могло быть 
неэффективным, поскольку их мишени не попада-
ют в спектр МР данной опухоли. Вместо этого бо-
лее значимыми целями для лечения могли бы быть 
такие молекулы, как с-MET и  NTRK2. Послед-
ний, хотя обычно экспрессируется в  мозге, иногда 
может быть активен в  опухолях5. В  данном случае 
наиболее перспективными препаратами являются 
регорафениб — пероральный мультикиназный ин-
5	 Романько А.А., Мулкиджан Р.С., Саитова Е.С. и др. Исследование 

перестроек генов NTRK в опухолях разных локализаций. 
Вопросы онкологии. 2023;3S. URL: https://cyberleninka.ru/
article/n/issledovanie-perestroek-genov-ntrk-v-opuholyah-raznyh-
lokalizatsiy (дата обращения: 08.11.2024).

гибитор, в т.ч. специфичный к PDGFRA [14], и ла-
ротректиниб, который был одобрен к применению 
при колоректальном раке в 2020г [17].

Рассмотрим пациента 3, у  которого изначаль-
но присутствовали метастазы в  легких и  печени. 
Пациенту были назначены стандартные схемы хи-
миотерапии в сочетании с анти-VEGF терапией бе-
вацизумабом и  далее афлиберцептом. В  результате 
лечения наблюдался частичный регресс опухоли. 
Продолжительность жизни пациента, несмотря на 
наличие мутации в гене KRAS составила 51 мес.

В данном случае видим, что наличие МР VEGFA 
(таблица 2) сыграло ключевую роль, т.к. бевацизу-
маб, нацеленный на этот фактор, оказал положи-
тельное влияние на лечение. Тем не менее, согласно 
списку найденных МР, VEGFA занимает 23-е место 
по значимости, что указывает на то, что назначен-
ный бевацизумаб не покрывает все возможные те-
рапевтические мишени, что могло обусловить лишь 
частичный эффект противоопухолевой терапии.

Согласно расчетам, одной из наиболее эффек-
тивных мишеней является ген PDPK1, и для блоки-
ровки кодируемого им белка применяют препарат 
целекоксиб [15]. Еще одной интересной мишенью 
является продукт гена GSK3B, который, хотя и  из-
вестен как негативный биомаркер колоректально-

Рис. 3    Схема метаболических сетей и МР пациента 3. 
Примечание: схема составлена на основании анализа дифференциальной экспрессии генов при сравнении здоровой и опухолевой ткани 
с помощью собственных алгоритмов geneXplain. МР обозначены красными прямоугольниками, факторы транскрипции  — синими пря-
моугольники, зеленые прямоугольники — промежуточные молекулы, которые были добавлены в сеть во время поиска МР из выбранных 
транскрипционных факторов. Оранжевыми и синими рамками выделены молекулы, которые кодируются генами с повышенной и пони-
женной регуляцией, соответственно. МР — мастер-регуляторы.
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го рака, обычно связан с другими типами рака, на-
пример, с раком легких [18].

Помимо поиска МР одним из важных этапов 
подбора таргетной терапии является анализ мутаций. 
Мы можем использовать имеющиеся данные РНК-
секвенирования для поиска вариантов и  анализа 
генетической гетерогенности опухоли. Хотя транс-
криптомный метод менее точен, чем геномный, он 
подходит для поставленной задачи. Исследование 
этим методом опухолевого материала пациента 3 
выявило мутации в генах BRCA2, P53 и KRAS. При-
чём оказалось, что опухоль в значительной степени 
гетерогенна. Обнаруженная в  валике опухоли, но 
не в центре KRAS-мутация (p.G12S c.34G>A) может 
объяснить частичный регресс опухоли при наличии 
мутантного статуса, что указывает на возможность 
лечения с использованием ингибиторов EGFR [14]. 
Наличие мутации BRCA2 (p.V2466A c.7397C>T) яв-
ляется показанием к использованию препарата ола-
париба, приводящего к задержке прогрессирования 
опухоли в организмах с дефицитом BRCA [16].

Гетерогенность опухоли проявилась и при ана-
лизе экспрессии в разных частях опухоли. Так, для 
валика опухоли характерна повышенная экспрес-
сия генов, которые участвуют в  сигнальных путях 
(IL-1, TLR9) и метаболизме белков (IRAK1, PELE1, 
IRF1, MYD88, AKR1C4 и E2F7) [19, 20]. Обнаружен-
ные в центре опухоли сверхэкспрессированные ге-
ны вовлечены в  сигнальные пути (IL-10, MAPK1/
MAPK3) и метаболизм нуклеиновых кислот (DHFR, 
DCK, POLR3G, STAT1, IL10RB и MAP3K1) [21]. Путь 
HIF-1α (Hypoxia-inducible factor 1-alpha, фактор, 
индуцируемый гипоксией 1-альфа,) активируется 
при дефиците кислорода, типичен для центра со-
лидных опухолей и запускает VEGF-сигнализацию 
[21]. В целом, HIF-1α участвует в регуляции актив-
ности широкого спектра генов, задействованных 
в  канцерогенезе [22], причем из-за особенностей 
оксигенации в центре опухоли и на периферии мо-
гут быть задействованы разные сигнальные пути. 

На основании всех данных можно сделать вы-
вод, что мишень VEGFA существует, и  препарат 
бевацизумаб может быть применен, хотя он не яв-
ляется наиболее приоритетным, т.к. его значимость 
невысока. В  качестве альтернативы используется 
афлиберцепт, который в  последующем был назна-
чен пациенту.

Итак, сочетание лечения с использованием бе-
вацизумаба (или афлиберцепта) и куркумина пред-
ставляется оптимальным вариантом, учитывая на-
личие мишеней VEGF и GSK3B.

Заключение
В результате настоящего исследования для каж-

дого из трех пациентов был выявлен список МР, 
ранжированных относительно своей пригодности 
в качестве терапевтической цели на основе оценки 
влияния на экспрессию подконтрольных ДЭГ. Для 
пациентов 1 и 2 было показано, что, согласно нашим 
расчетам, выбранная таргетная терапия не была эф-
фективной, поскольку при стандартной диагностике 
могли быть упущены индивидуальные особенности 
молекулярных путей, снижающие или полностью 
сводящие на нет действие некоторых лекарственных 
средств. У  пациента 3 частично совпали спрогно-
зированные и примененные препараты, что, пред-
положительно, и стало причиной последующей ча-
стичной ремиссии. 

Таким образом, была проанализирована воз-
можность применения данных по РНК-секвени
рованию с последующим выявлением ДЭГ и генов 
МР для предсказания эффективности терапии па-
циентов с  аденокарциномой кишечника. В  даль-
нейшем необходимы клинические исследования 
эффективности назначения лекарственной тера-
пии на основе комплексного анализа МР.

Отношения и деятельность: все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной статье.
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Влияние многоцикличного замораживания-оттаивания 
плазмы крови на результаты проведения неинвазивного 
пренатального тестирования
Уланова П. В., Антоненко А. Н., Доморацкая Е. А., Белов Р. О., Золотопуп А. А., 
Леонова В. С., Криницына А. А., Беленикин М. С.
Медико-генетическая лаборатория ООО "Эвоген". Москва, Россия

Цель. Оценить допустимость факта прохождения неинвазивного 
пренатального тестирования (НИПТ) в  роли информативного кри-
терия для определения качества плазмы крови (ПК) и внеклеточ-
ной дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) (вкДНК) в  случае, 
когда на преаналитическом этапе используются пробирки со ста-
билизирующим составом, на примере образцов ПК, подвергнутых 
продолжительному хранению при комнатной температуре (+18о С) 
и многоцикличному замораживанию-оттаиванию.
Материал и методы. Образцы ПК подвергали 20 циклам замо-
раживания-оттаивания (-80о С/+18о С), 20-дневному хранению при 
температуре +18о С  с  промежуточной оценкой состояния вкДНК. 
Количественный выход оценивали флуорометрически, степень 
фрагментации — с помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в реальном времени, результаты НИПТ — через высокопроизводи-
тельное секвенирование.
Результаты. После многоцикличного замораживания-оттаивания 
и  длительного хранения ПК при комнатной температуре (+18о С) 
наблюдается снижение целостности вкДНК, уменьшение концен-
трации вкДНК к  20 циклу оттаивания и  тенденция к  увеличению 
концентрации к 20 сут. хранения ПК; несмотря на это, результаты 
НИПТ исследованных образцов показали высокую степень совпа-
дения с результатами НИПТ референсных образцов.
Заключение. Показано, что один только факт успешного прове-
дения НИПТ не может рассматриваться в качестве надежного и до-

статочного критерия оценки качества исходной ПК и  правильной 
преаналитики. Это подчеркивает особую важность контроля усло-
вий транспортировки и хранения образцов ПК и цельной крови.
Ключевые слова: внеклеточная ДНК, условия хранения плазмы 
крови, биобанкирование, преаналитические факторы, неинвазив-
ные пренатальные тесты.
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Effect of multiple plasma freeze-thaw cycles on non-invasive prenatal testing
Ulanova P. V., Antonenko A. N., Domoratskaya E. A., Belov R. O., Zolotopup A. A., Leonova V. S., Krinitsyna A. A., Belenikin M. S.
Medical genetics laboratory "Evogen". Moscow, Russia

Aim. To assess non-invasive prenatal testing (NIPT) as an informative 
criterion for quality of blood plasma and cell-free deoxyribonucleic 
acid (DNA) (cfDNA) in the case of using stabilization tubes at the 
preanalytical phase, in the example of plasma samples subjected to 
long-term storage at room temperature (+18о С) and multiple freeze-
thaw cycles.
Material and methods. The plasma samples were subjected to 20 
freeze-thaw cycles (-80о С/+18о С), 20-day storage at +18о С with an 
intermediate cfDNA assessment. The quantitative yield was assessed 
by fluorometry, while the fragmentation and NIPT data  — using real-
time polymerase chain reaction (PCR) and high-throughput sequen
cing, respectively.

Results. After multiple freeze-thaw cycles and long-term plasma 
storage at room temperature (+18о С), a  decrease in the integrity 
and the concentration of cfDNA by the 20th thawing cycle, as well as 
a tendency to an increase in concentration by 20 days of storage were 
observed. Despite this, the NIPT results of the studied samples showed 
a  high degree of coincidence with the NIPT data of the reference 
samples.
Conclusion. The mere fact of successful NIPT cannot be considered 
as a  reliable and sufficient criterion for assessing the quality of initial 
plasma and correct preanalytics. This emphasizes the particular 
importance of monitoring the conditions for transporting and storing 
plasma and whole blood samples.
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Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Преаналитические факторы обработки и хране-
ния плазмы крови (ПК) имеют непосредствен-
ное влияние на проведение исследований вне-
клеточной дезоксирибонуклеиновой кислоты 
(вкДНК).

• � Не определены четкие границы максимально 
допустимого превышения циклов заморажи
вания-оттаивания и  времени хранения ПК 
при использовании стабилизирующих проби-
рок с консервантом в сравнении с пробирками 
с ЭДТА для целей неинвазивного пренатально-
го тестирования (НИПТ). 

Что добавляют результаты исследования?
• � НИПТ с  использованием пробирок со стаби-

лизирующим составом для сбора образцов при 
несоблюдении преаналитических факторов хра-
нения ПК (продолжительное хранение и много-
цикличное замораживание-оттаивание) не мо-
жет рассматриваться достаточным критерием 
оценки хорошего качества преаналитической 
обработки ПК. 

• � В большинстве работ, описывающих манипу-
ляции с  вкДНК, рекомендуется однократное 
замораживание-оттаивание ПК (что связано 
с  использованием пробирок с  ЭДТА); однако 
проведенные исследования с  ПК, стабилизи-
рованной в  пробирках с  консервантом, позво-
ляют сделать предположение о  корректировке 
этих параметров (продолжительное хранение 
и многоцикличное замораживание-оттаивание) 
в сторону увеличения.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Preanalytical factors for processing and storing 
blood plasma have a  direct impact on cell-free 
deoxyribonucleic acid (cfDNA) studies.

• � Clear boundaries have not been defined for the 
maximum permissible excess of freeze-thaw cycles 
and plasma storage time when using stabilization 
tubes with a preservative compared to EDTA tubes 
for noninvasive prenatal testing (NIPT).

What might this study add?
• � NIPT using stabilization tubes without observing 

the preanalytical factors for plasma storage (long-
term storage and multiple freeze-thaw cycles) can
not be considered a sufficient criterion for assessing 
the good quality of preanalytical plasma processing.

• � Most studies describing manipulations with cfDNA 
recommend a  single plasma freeze-thaw (which is 
associated with the use of EDTA tubes); however, 
studies conducted with plasma stabilized in tubes 
with a preservative make it possible to assume that 
these parameters (long-term storage and multiple 
freeze-thaw cycles) should be adjusted upward.

вкДНК — внеклеточная ДНК, ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, НИПТ — неинвазивное пренатальное тестирование/неинвазивный пренатальный тест, ПК — плазма крови, ПЦР — полимеразная цепная 
реакция.

Keywords: cell-free DNA, blood plasma storage conditions, bioban
king, preanalytical factors, noninvasive prenatal testing.
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Введение 
Внеклеточные дезоксирибонуклеиновые кис-

лоты (ДНК) (вкДНК, циркулирующие ДНК), цир-
кулирующие в  плазме крови (ПК) человека и  дру-
гих биологических жидкостях организма, появ-
ляются в  результате таких процессов как апоптоз, 

некроз, активная секреция, кроме того, обнаружи-
ваемые в  ПК вкДНК могут относиться к  ДНК па-
тогенов (бактерий, вирусов). Присутствие вкДНК 
в  ПК у  здоровых людей обусловлено процессом 
апоптоза гемопоэтических клеток [1, 2]. В  крово-
токе беременных присутствуют фетальные вкДНК, 
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основными механизмами возникновения которых 
являются апоптоз гемопоэтических клеток плода, 
перенос вкДНК плода через плаценту и  разруше-
ние трофобласта [3]. Количество циркулирующей 
ДНК плода зависит, помимо срока гестации и тече-
ния беременности, от других факторов, таких как 
наличие заболеваний у матери, масса тела, анеупло-
идии, многоплодная беременность [4]. Функцио
нальная роль вкДНК активно изучается, в  частно-
сти они могут образовывать нуклео-протеиновые 
комплексы [5].

Из всех преаналитических переменных при 
обработке образцов цельной крови и  ПК усло-
вия их хранения оказывают существенно влияют 
на качество вкДНК [6-12], однако информация 
по влиянию особенностей хранения ПК на каче-
ство вкДНК значительно варьирует. Общие поло-
жения сводятся к  тому, что ПК, полученную по-
сле центрифугирования образца цельной крови 
с  дальнейшим отбором супернатанта, отделенного 
от фракции клеток крови, рекомендуют кратко-
срочно хранить при -20о C или долгосрочно при 
-80о C. Считается, что данные температурные режи-
мы позволяют подавить процесс ферментативного 
расщепления ядерной и  вкДНК дезоксирибону-
клеазами (ДНКазами) [13]. По данным [11] хране-
ние ПК при -80о C без влияния на количественные 
характеристики вкДНК при последующей экс-
тракции должно продолжаться не >9 мес. При бо-
лее длительном хранении ПК выход вкДНК может 
приводить к снижению количества экстрагируемой 
вкДНК на ~30% в год [14]. В то же время по другим 
данным [15], даже после 12  лет хранения ПК при 
сходных условиях, количество выделенной вкДНК 
из ПК онкобольных мало изменилось, а ее качество 
позволило провести анализ специфических после-
довательностей. 

Важным аспектом практической работы для 
исследований вкДНК, в  частности для неинвазив-
ного пренатального тестирования (НИПТ), явля-
ется понимание стабильности вкДНК в  ПК, отде-
ленной от форменных элементов крови, в условиях 
без замораживания — при хранении при комнатной 
температуре перед экстракцией вкДНК. Данных 
по этому вопросу немного, поэтому любые коли-
чественные данные о влиянии превышения сроков 
хранения ПК при комнатной температуре предо-
ставят полезную информацию для преаналитиче-
ской работы с вкДНК для проведения НИПТ. 

Помимо сроков и условий хранения ПК очень 
важным параметром является количество циклов 
замораживания-оттаивания образцов ПК. Лите-
ратурные данные разнятся, в  одних работах суще-
ственных изменений концентраций вкДНК не вы-
являли [8], тогда как в других авторы отмечали не-
большое снижение целостности и качества вкДНК 
уже после трех циклов замораживания-оттаивания 

с  -80о C  до комнатной температуры [13, 16], при 
этом даже однократное замораживание-оттаивание 
образцов ПК может привести к снижению процен-
та обнаружения патологии плода при проведении 
НИПТ [17]. Несмотря на некоторые расхождения, 
большинство авторов сообщают об однознач-
но негативном влиянии фактора множественного 
замораживания-оттаивания и  приводят рекомен-
дации предпочтительного хранения вкДНК в  виде 
элюата, а  также разделения образцов ПК на не-
сколько аликвот на этапе обработки цельной кро-
ви для предполагаемого сокращения влияния числа 
замораживаний-оттаиваний [13].

Вопрос о  точном количестве циклов, вызыва-
ющих явную деградацию вкДНК и  являющимся 
критичным для дальнейшего исследования вкДНК, 
остается открытым. Особенно это касается области 
практического применения вкДНК, в  частности, 
проведение НИПТ, при котором значимым этапом 
является работа с  ПК и  вкДНК. В  практическом 
аспекте важно тестирование границ стабильно-
сти и  оптимальной подготовки образцов ПК к  за-
мораживанию для удобства дальнейшей работы 
и  обеспечения максимально возможного качества, 
а  также для обеспечения воспроизводимости ре-
зультатов с  течением времени и  поиска ответа на 
вопрос: какое количество циклов замораживания-
оттаивания ПК все же возможно без существен-
ного влияния на качество. Еще одним из приклад-
ных результатов ответа на этот вопрос является 
оптимизация хранения образцов ПК в  биобанках. 
Если ориентироваться на хранение биоматериала 
каждого образца в  минимально возможном числе 
криопробирок (пробирок, предназначенных для 
хранения при низких температурах), то в  случае 
образцов, представляющих интерес (например, со-
держащих анеуплоидии), при дальнейших и  вали-
дационных исследованиях может требоваться чрез-
мерное многократное замораживание-оттаивание 
образца. В  то же время, проведение предваритель-
ного аликвотирования всех поступающих образцов 
ПК на большое количество аликвот малого объема 
может привести к  излишнему расходу материалов 
и емкостей хранения. И хотя, как правило, вопрос 
экономики хранения образцов при проведении на-
учных исследований не рассматривается, он может 
вносить значительный вклад экономическую со-
ставляющую проводимых работ. 

Цель настоящей работы − оценить допусти-
мость факта прохождения НИПТ в  роли инфор-
мативного критерия для определения качества ПК 
и  вкДНК, в  случае, когда на преаналитическом 
этапе используются пробирки со стабилизиру-
ющим составом, на примере образцов ПК, под-
вергнутых продолжительному хранению при ком-
натной температуре (+18о C) и  многоцикличному 
замораживанию-оттаиванию.
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Материал и методы 
Образцы. Для проведения исследования использова-

ли образцы ПК пациенток, находящихся на 10-14 нед. ге-
стации после проведения традиционного пренатального 
скрининга. Все женщины подписали информированное 
согласие на проведение исследований и обработку персо-
нальных данных, включая данные анамнеза. 

Для исследования факторов многоцикличного 
замораживания-оттаивания было проанализировано 
5 отдельных кейсов (4 — с наличием повышенного риска 
хромосомной патологии плода, 1 — без), для длительного 
хранения ПК — 10 (5 — с  наличием повышенного риска 
хромосомной патологии плода, 5 — без).

Сбор и подготовка образцов для секвенирования. Ис-
ходным биоматериалом служила периферическая веноз-
ная кровь, собранная в одну пробирку с консервантами, 
стабилизирующими вкДНК (Streck Cell Free DNA BCT, 
США). Обработку первичного материала после взятия 
осуществляли согласно разработанным стандартным опе-
рационным процедурам. Кратко, полученные образцы 
подвергали 2-этапному центрифугированию, после чего 
ПК, за исключением нижней части объемом ~200 мкл, по 
1 мл помещали в  криопробирки. Всего для каждого об-
разца было подготовлено 4 аликвоты ПК (каждая в  двух 
повторах)  — 1 контрольная проба (после однократного 
замораживания при -20о C, не подвергавшаяся длитель-
ному хранению) и 3 экспериментальных пробы (для 5, 10 
и 20 циклов и 5, 10 и 20 сут. хранения). Подготовленные 
образцы ПК подвергали 20-кратному замораживанию-
оттаиванию в  режиме -80о C/+18о C  с  промежуточной 
оценкой степени деградации и  количественного выхода 
вкДНК на 5, 10 и 20 циклах, а также хранению в течение 
20 сут. при температуре +18о C  (комнатная температура) 
с оценкой через 5, 10 и 20 сут. 

ВкДНК выделяли с использованием станции пробо-
подготовки MGISP-960 (MGI, Китай) и набора реагентов 
для выделения вкДНК Nucleic Acid Extraction Kit (BGI, 
Китай) по стандартному протоколу производителя. Под-
готовку библиотек ДНК для проведения НИПТ прово-
дили с использованием той же станции пробоподготовки 
MGISP-960 (MGI, Китай) и  набора реактивов MGIEasy 
Cell-free DNA Library Prep Set (BGI, Китай) с  использо-
ванием стандартных протоколов производителя. Сек-
венирование проводили на BGISEQ-500 (BGI, Китай). 
Результаты высокопроизводительного секвенирования 
обрабатывали с  использованием проприетарного про-
граммного обеспечения.

Оценка количественного выхода и деградации образ-
цов вкДНК. Оценку количественного выхода и  оценку 
деградации вкДНК проводили флуорометрическим спо-
собом с  набором для измерения концентраций DeNovix 
dsDNA High Sensitivity Kit (DeNovix Inc., США) и  с  по-
мощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) в  реаль-
ном времени с  применением коммерческого набора для 
количественной и  качественной оценки ДНК человека 
"QuantumDNA-Set" (Евроген, Россия) и  амплификатора 
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, 
США) согласно инструкции производителя.

Различия оценивались с  помощью непараметри-
ческого критерия Манна-Уитни путем сравнения вы-
численного эмпирического и  критического значений 
(уровень значимости p=0,05) с  использованием пакета 
Microsoft Excel 2018 (Майкрософт, США).

Результаты 
Влияние многократных циклов замораживания-

оттаивания ПК на качество вкДНК. Вначале бы-
ла проведена флуорометрическая количественная 
оценка образцов вкДНК, полученных из ПК, под-
вергшейся многократным циклам замораживания-
оттаивания -80о C/+18о C. Диапазон концентраций 
вкДНК для контрольных аликвот и  эксперимен-
тальных образцов составил 0,195-0,249 нг/мкл. По-
сле 5 и 10 циклов замораживания-оттаивания проб 
статистически достоверных различий выявлено не 
было, тогда как к 20 циклу показано статистически 
значимое уменьшение концентрации вкДНК (ри-
сунок 1 А).

При этом анализ оценки целостности тех же 
образцов, проводимый методом ПЦР в  реальном 
времени через подсчет соотношений концентраций 
амплифицированных фрагментов разных длин, по-
казал отсутствие четкой корреляции между коли-
чеством циклов замораживания-оттаивания и  сте-
пенью фрагментации вкДНК. В  отдельных пробах 
степень деградации резко увеличивается уже на 
5 цикле, тогда как у  других даже после 10 циклов 
замораживания-оттаивания вкДНК оставалась сла-
бо деградированной. К 20 циклу наблюдалось уве-
личение степени фрагментации вкДНК во всех об-
разцах.

При анализе расчетной концентрации фраг-
ментов вкДНК размером 50 и 150 пар нуклеотидов 
(п.н.) было выявлено, что в  контрольных образ-
цах их концентрации примерно равны между со-
бой (0,077 и  0,075 нг/мкл, соответственно), а  да-
лее, по мере того, как увеличивалось число циклов 
замораживания-оттаивания (5 и  10 циклов), кон-
центрация более длинных фрагментов снижалась, 
тогда как концентрация коротких фрагментов оста-
валась практически на том же уровне (рисунок 1 Б). 
К 20 циклу концентрация более коротких фрагмен-
тов снижалась, тогда как концентрация более длин-
ных фрагментов опять возрастала. Это может быть 
связано с тем, что при большом количестве циклов 
замораживания-оттаивания более длинные фраг-
менты вкДНК, которые также есть в  образце, де-
градируют и начинают давать свой вклад.

Влияние многократных циклов замораживания-
оттаивания ПК на результаты НИПТ. Далее, для 
одного из двух повторов тестовых образцов прово-
дили выборочное секвенирование для определения 
сходимости результатов НИПТ внутри одного об-
разца (таблица 1). 

Для одного из пяти исследуемых образцов (№ 2) 
был выявлен повышенный риск трисомии по 13 хро-
мосоме после 5 циклов замораживания-оттаивания, 
тогда как в контроле и в образцах, подвергшихся 10 
и 20 циклам, трисомии не детектировалось. Кроме 
этого, в  образцах, которые подвергали 5 и  10 ци-
клам замораживания-оттаивания были выявлены 
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делеции в 4, 7 и 3 и 4 хромосомах, соответственно, 
тогда как в контрольном образце и в образце, кото-
рый прошел 20 циклов замораживания-оттаивания, 
таких вариантов не выявлено. Повышенный риск 
трисомии (Z(chr13)=2,03) в данном случае означает, 
что образец попадает в "серую" зону и может оцени-
ваться как образец с наличием риска по хромосом-
ным аномалиям, т.е., ложноположительный резуль-
тат НИПТ, или как образец с отсутствием риска по 
хромосомным аномалиям  — ложноотрицательный 
образец. 

Контрольная проба образца № 4 секвениро-
валась в  двух повторах. Секвенирование одного 
повтора контрольного образца № 4 детектиро-
вало высокий риск наличия дополнительной по-
ловой Х хромосомы и  аналогично кейсу образца 
номер № 2 — данный результат попадает в  "серую" 
зону (Q20 (%)=93,44, Effective data (M)=5,04 при 
[5,+∞]), фетальная фракция ≈4) и  требуется по-

вторное проведение анализа. Результаты НИПТ, 
проводимые для второго повтора, показали улуч-
шение параметров качества секвенирования ((Q20 
(%)=98,95, Effective data (M)=7,39 при [5,+∞]), 
фетальная фракция ≈5) и  отсутствие повышенных 
рисков хромосомных аномалий. В эксперименталь-
ных образцах после 5, 10 и  20 циклов результаты 
НИПТ также соответствовали контролю. 

В  остальных проанализированных образцах 
различий в  результатах НИПТ в  контроле и  после 
многократных циклов замораживания-оттаивания 
не обнаружено. 

Влияние длительного хранения ПК на каче-
ство вкДНК. Количественная оценка содержания 
вкДНК в  образцах ПК, хранившихся продолжи-
тельное время при комнатной температуре (+18о C), 
выявила значительный разброс концентраций вну-
три диапазона 0,18-1,18 нг/мкл. При этом выход 
вкДНК через 10 сут. после хранения довольно резко 
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Рис. 1    �Изменение концентрации вкДНК (А) и соотношений кон-
центраций фрагментов 50 и 150 п.н. (Б), в препаратах ДНК, 
полученных из образцов ПК после разного количества ци-
клов замораживания-оттаивания -80о C/+18о C.

Примечание: вкДНК  — внеклеточная дезоксирибонуклеиновая 
кислота (ДНК), ПК — плазма крови, п.н. — пар нуклеотидов.

Рис. 2    �Изменение концентрации вкДНК (А) и соотношений кон-
центраций фрагментов 50 и 150 п.н. (Б), в препаратах ДНК, 
полученных из образцов ПК после разных сроков хранения 
при +18о C.

Примечание: вкДНК  — внеклеточная дезоксирибонуклеиновая 
кислота (ДНК), ПК — плазма крови.
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падал по сравнению с  хранением в  течение 5 сут. 
Через 20 сут. хранения ПК при комнатной темпера-
туре (+18о C) количество выделяемой вкДНК прак-
тически не менялось (рисунок 2 А). 

При оценке индексов деградации было выяв-
лено, что вкДНК в половине исследованных образ-
цов, не подвергавшихся длительному воздействию 
комнатной температуры, имеет индекс деградации 
от 1,5 до 1,8, что трактуется как легкая степень де-
градации. Через 5 суток хранения индекс деграда-
ции незначительно увеличивался (максимальный 
индекс деградации в этой группе образцов составил 
2,18), через 10 сут. хранения в единичных образцах 
наблюдается довольно сильная степень деградации 
вкДНК по сравнению с контрольными образцами, 
хранившимися по температуре -20о C. После 20 сут. 
хранения при +18о C по соотношениям концентра-
ций фрагментов разной длины наблюдается сред-
няя степень деградации образцов. При этом в  об-
разцах снижается расчетная концентрация корот-
ких фрагментов вкДНК (50 п.н.) при практически 
неизменной расчетной концентрации фрагментов 
размером 150 п.н. (рисунок 2 Б). 

Влияние длительного хранения ПК на результаты 
НИПТ. Выборочное проведение НИПТ с  исполь-
зованием образцов ПК после 5, 10 и 20 сут. хране-
ния при температуре +18о C  (таблица 2) не выяви-
ло появления ложноположительных и  ложноотри-
цательных данных по хромосомным отклонениям. 
Однако в  образце № 3 (rt) в  варианте хранения 20 
сут. при температуре +18о C анализ полученных ре-
зультатов показал наличие делеций и  дупликаций 
в  1, 6, 10, 12 и  22 хромосомах. При этом в  образце 
ПК, хранившемся в замороженном состоянии, ни-
каких инделей выявлено не было. 

Обсуждение
Качественные и количественные характеристи-

ки образцов вкДНК, а также расчётные показатели 
концентраций фрагментов разного размера и  доли 
фракции ДНК плода, полученных из ПК, подверг-
шейся влиянию неблагоприятных преаналитиче-
ских факторов (длительное хранение при комнатной 
температуре, многократные циклы замораживания-
оттаивания), оказались сопоставимыми с характери-
стиками, которые приводили другие исследователи 
в своих работах. Средняя доля вкДНК плода на 11-
й нед. гестации составляет ~10% от общей вкДНК 
в материнском кровотоке [18]. 

Полученные нами данные показывают, что 
многоцикличное замораживание-оттаивание ПК: 
(1) негативно влияет на количественный выход 
вкДНК: наблюдалось снижение уровня вкДНК к 20 
циклу замораживания-оттаивания, однако после 
5 и  10 циклов статически достоверных изменений 
концентраций вкДНК не обнаружено (что согласу-
ется с данными [8]); (2) к 20 циклу замораживания-
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оттаивания приводит к  увеличению степени фраг-
ментации вкДНК во всех исследуемых образцах. 
По мере увеличения количества циклов меняется 
профиль распределения фрагментов по размеру: 
длинные фрагменты, вероятно, деградируют на бо-
лее короткие, что согласуется с информацией авто-
ров в работе [16]. 

При изучении фактора длительного хранения 
ПК при комнатной температуре (+18о C) было об-
наружено, что при длительном воздействии поло-
жительной температуры наблюдается общая зако-
номерность к  увеличению концентраций вкДНК 
к  20 сут. хранения ПК при наблюдаемом увеличе-
нии через 5 сут. и уменьшении через 10 сут. по срав-
нению с  5-ю сут., однако с  бóльшим количеством 
выбивающихся данных по сравнению с  контроль-
ной группой. В  работе [19] показано, что ~90% 
вкДНК в ПК находятся в составе экзосом, которые 
со временем могут распадаться и приводить к даль-
нейшему высвобождению вкДНК в  ПК. Разброс 
данных, вероятно, может быть вызван нарушением 
стабилизации этих комплексов и  полным высво-
бождением вкДНК к 20 сут. хранения. При оценке 
степени фрагментации образцов четкой связи меж-
ду количеством циклов замораживания-оттаивания 
и  степенью деградации не обнаруживается, одна-
ко после 10 и  20 циклов прослеживаются сильная 
и средняя степень деградации и изменения концен-
трации фрагментов вкДНК в  отдельных образцах.

При снижении в образцах содержания феталь-
ной фракции увеличивается вероятность появления 
ложноотрицательных результатов [20], а  снижение 
на ~5% доли выявленных трисомий по 21, 13 и  18 
хромосомам описано даже после однократного за-
мораживания ПК при -80о C [17]. Это связывают не 
только со снижением уровня фетальной фракции 
вкДНК, но и  с  повышением гуанин-цитозинового 

состава ДНК исследуемых образцов. По нашим 
оценкам результаты долговременного хране-
ния при комнатной температуре, а  также циклы 
замораживания-оттаивания приводят к увеличению 
ложноположительных результатов НИПТ. К ложно-
положительным результатам ("появление" в резуль-
татах НИПТ малых структурных перестроек) приво-
дит хранение образцов с нормальным уровнем фе-
тальной фракции вкДНК в ПК в течение 20 сут. при 
комнатной температуре. Перечисленные выше от-
клонения результатов НИПТ свидетельствуют о не-
обходимости четкого соблюдения преаналитических 
условий работы с ПК, поскольку их несоблюдение 
не приводит к явному выпадению результата НИПТ, 
и тем самым направлению биоматериала образца на 
повторный забор биоматериала. 

Заключение
Таким образом, контроль за соблюдением кор-

ректных условий транспортировки и хранения ПК 
особенно важен при проведении НИПТ при ис-
пользовании пробирок с  консервантами, посколь-
ку несоблюдение преаналитических условий не 
всегда может привести к  явному и  однозначному 
неудовлетворительному результату при проведении 
НИПТ, что могло бы служить явным сигналом не-
обходимости повторного проведения исследова-
ния; в  случаях таких отклонений на преаналити-
ческом этапе один только факт успешного прове-
дения НИПТ не может рассматриваться в качестве 
надежного и  достаточного критерия оценки каче-
ства ПК и вкДНК, и может привести к некоррект-
ным результатам. 
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Влияние условий хранения плазмы и сыворотки 
на уровни циркулирующих микроРНК
Сотникова Е. А., Киселева А. В., Мешков А. Н.
ФГБУ "Национальный медицинский исследовательский центр терапии и профилактической медицины" Минздрава России. 
Москва, Россия

За последнее десятилетие циркулирующие малые некодирующие 
молекулы рибонуклеиновой кислоты (микроРНК) продемонстриро-
вали свой потенциал в качестве малоинвазивных диагностических 
и прогностических биомаркеров различных заболеваний. В надеж-
ности и  воспроизводимости количественной оценки циркулиру-
ющих микроРНК существенную роль играет стандартизация пре-
аналитических и  аналитических факторов, в т.ч. сбора, обработки 
и  хранения биообразцов. На сегодняшний день единого мнения 
касательно различных способов нормализации данных, применяе-
мых при анализе экспрессии циркулирующих микроРНК, нет. Цель 
настоящего обзора  — рассмотреть современные оригинальные 
работы, в которых изучаются различные условия хранения биобан-
кированных образцов плазмы и  сыворотки крови с  последующим 
выделением для анализа циркулирующих микроРНК.
Ключевые слова: микроРНК, плазма, сыворотка, стандартизация, 
хранение, выделение, преаналитические факторы, аналитические 
факторы.
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Effect of plasma and serum storage conditions on circulating microRNA levels
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кПЦР — количественная полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией, КТ — комнатная температура, мРНК — матричная РНК, микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой 
кислоты, РНК — рибонуклеиновая кислота, Cq — cycle of quantification (значение пороговых циклов), NGS — next generation sequencing (секвенирование следующего поколения), PPP — platelet-poor plasma 
(бедная тромбоцитами плазма), PRP — platelet-rich plasma (богатая тромбоцитами плазма).

Over the past decade, circulating small non-coding ribonucleic acid 
molecules (microRNAs) have demonstrated their potential as minimally 
invasive diagnostic and prognostic biomarkers of various diseases. 
Standardization of preanalytical and analytical factors, including collec
tion, processing and storage of biosamples, plays a  significant role in 
the reliability and reproducibility of circulating microRNA quantification. 
To date, there is no consensus regarding the data normalization used 
in the analysis of circulating microRNA expression. The review aim is to 
consider modern original papers on various storage conditions of bio
banked plasma and serum samples with subsequent isolation of circu
lating microRNAs for analysis. 
Keywords: microRNA, plasma, serum, standardization, storage, ex
traction, preanalytical factors, analytical factors. 
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Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � МикроРНК (малые некодирующие молекулы 
рибонуклеиновой кислоты) участвуют в  пост-
транскрипционной регуляции экспрессии генов 
и влияют на различные патологические состоя-
ния.

• � Стандартизация преаналитических переменных 
представляет собой критический шаг в  клини-
ческой реализации, а также в научных исследо-
ваниях циркулирующих микроРНК.

Что добавляют результаты исследования?
• � Наибольшая стабильность микроРНК дости

гается при хранении сыворотки и  плазмы при 
-80о C при минимизации числа циклов замора-
живания-оттаивания.

Key messages
What is already known about the subject?

• � MicroRNAs (small non-coding ribonucleic acid 
molecules) are involved in post-transcriptional re
gulation of gene expression and affect various pa
thological conditions.

• � Standardization of preanalytical variables is a  cri
tical step in clinical implementation as well as in re
search of circulating microRNAs.

What might this study add?
• � Maximum stability of microRNA is achieved by 

storing serum and plasma at -80о C while minimi
zing the number of freeze-thaw cycles.

Введение
Исследования циркулирующих микроРНК (ма-

лых некодирующих молекул рибонуклеиновых кис-
лот), проведенные за последнее десятилетие, проде-
монстрировали их потенциал в качестве минималь-
но инвазивных диагностических, прогностических 
и  предиктивных биомаркеров, характеризующих 
широкий спектр патологических состояний [1-3]. 
МикроРНК представляют собой короткие (18-25 ну-
клеотидов), одноцепочечные, некодирующие РНК, 
которые участвуют в посттранскрипционной регуля-
ции экспрессии генов посредством взаимодействия 
с матричной РНК (мРНК), приводящего к полной 
деградации целевой мРНК или подавлению экс-
прессии генов [1, 4, 5]. 

В  плазме и  сыворотке крови внеклеточные 
микроРНК защищены от деградации с  помощью 
включения их в микровезикулы или экзосомы, или 
связью с  белками [6-8]. Стоит отметить, что при 
сравнении плазмы и  сыворотки, согласно резуль-
татам различных исследований микроРНК, сопо-
ставимых результатов получено не было, что сви-
детельствует о  необходимости использовать один 
и  тот же тип образца последовательно на протя-
жении всего исследования и четко определять, как 
тип образца, так и его обработку [4, 5]. 

По мере развития исследований циркулиру-
ющих микроРНК как биомаркеров патологий че-
ловека накапливались данные, указывающие на 
влияние преаналитических и  аналитических фак-
торов на их уровни [3, 9]. Валидация результатов 
исследований микроРНК затруднена отсутствием 
аналитической (т.е. низкой межплатформенной 
согласованности) и  постаналитической (т.е. стра-
тегии нормализации) стандартизации. Влияние 
микроРНК на принятие медицинских решений ос-
лабляется неопределенностью относительно значе-
ния изменений в их экспрессии [10]. В связи с этим 

необходимость тщательного рассмотрения эффек-
тов различных преаналитических и  аналитических 
параметров, которые могут влиять на выделение 
и  стабильность микроРНК, представляется акту-
альной задачей [6, 11, 12]. 

Цель обзора — рассмотреть современные ори-
гинальные работы, изучающие различные условия 
хранения биобанкированных образцов плазмы 
и сыворотки крови с последующим выделением для 
анализа циркулирующих микроРНК. 

Методологические подходы
Поиск литературных источников включал за-

просы в системах индексирования научных публи-
каций (Google Scholar, PubMed, eLIBRARY) по за-
головкам, аннотациям и ключевым словам: "serum+ 
microRNA"/"сыворотка+микроРНК" и  "plasma+ 
microRNA"/"плазма+микроРНК" с добавлением до
полнительных переменных "preanalytical"/"pre-ana
lytical"/"преаналитический", "storage"/"хранение", 
"extraction"/isolation"/"выделение". В  обзор были 
включены только оригинальные методологические 
исследования тотальной циркулирующей микро
РНК за последние 15 лет. 

Результаты 
Преаналитические факторы. На основе систе-

матического поиска было отобрано 19 методоло-
гических исследований, в  которых изучали такие 
преаналитические и  аналитические факторы, как 
хранение плазмы и сыворотки крови, а также выде-
ление и хранение микроРНК (таблица 1). Из 18 ра-
бот 13 были проведены с  использованием плазмы, 
2 — плазмы и сыворотки, 4 — сыворотки. 

Основным ограничением большинства вклю-
ченных в  обзор исследований является небольшой 
размер выборки: в  двух работах было <3 образцов 
[15, 23], в  двух были использованы пулированные 
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Таблица 1
Исследования, включенные в анализ

Ссылка Выборка, 
человек

Биоматериал Исследуемые 
преаналитические  
и аналитические факторы

Метод Количество 
микроРНК

Эндогенные микроРНК, 
анализируемые с помощью кПЦР

McDonald JS,  
et al. (2011) [13]

4; 5* сыворотка хранение сыворотки, выде-
ление микроРНК 

кПЦР 3 miR-15b, miR-16, miR-24

Grasedieck S,  
et al. (2012) [14]

3 сыворотка хранение сыворотки, циклы 
замораживания-оттаивания

кПЦР 4; 182* miR-223, miR-451, miR-93,  
miR-24; Serum/Plasma Focus 
miRNA PCR panels

McAlexander MA, 
et al. (2013) [15]

1 плазма выделение микроРНК кПЦР 5 miR-16, miR-21, miR-34a, miR-126, 
miR-150

Moret I, et al. 
(2013) [16]

14 плазма выделение микроРНК микрочипы 5818 Affymetrix miRNA 3.0

Page K, et al. 
(2013) [17]

3; 20* плазма хранение плазмы, выделе-
ние микроРНК

кПЦР 384; 8* hsa-miR-191, hsa-miR-21,  
hsa-miR-15b, hsa-miR-15b,  
hsa-miR-16, hsa-miR-16,  
hsa-miR-24, hsa-miR-155,  
hsa-miR-484; TLDA Pool A v2.0 
Cards

Sourvinou IS, et 
al. (2013) [6]

60 плазма хранение плазмы и 
микроРНК, выделение 
микроРНК

кПЦР 2 hsa-miR-21, hsa-miR-16

Monleau M, et al. 
(2014) [18]

10 сыворотка выделение микроРНК кПЦР 384 TaqMan Array Human MicroRNA 
panels A and B

Zhao H, et al. 
(2014) [19]

164 плазма хранение плазмы, циклы 
замораживания-оттаивания

кПЦР 3 miR-16, miR-134, miR-346

Balzano F, et al. 
(2015) [20]

5 плазма хранение плазмы кПЦР 8 miR-125b-5p, miR-425-5p,  
miR-200b-5p, miR-200c-3p,  
miR-579-3p, miR-212-3p,  
miR-126-3p, miR-21-5p

Brunet-Vega A,  
et al. (2015) [2]

6 плазма выделение микроРНК кПЦР 6 miR-23a, miR-30c, miR-103,  
miR-124, miR-191, miR-451

Tan GW, et al. 
(2015) [21]

19 плазма выделение микроРНК кПЦР 16 hsa-let-7a, hsa-miR-135a,  
hsa-miR-141, hsa-miR-150,  
hsa-miR-155, hsa-mir-16,  
hsa-miR-17, hsa-miR-200a,  
hsa-miR-200b, hsa-miR-203,  
hsa-miR-20a, hsa-miR-20b,  
hsa-miR-21, hsa-miR-223,  
hsa-miR-29c, hsa-miR-30e

Glinge C, et al. 
(2017) [22]

12 сыворотка, 
плазма

хранение сыворотки и плаз-
мы, циклы замораживания-
оттаивания

кПЦР 3 miR-1, miR-21, miR-29b

Muth DC, et al. 
(2018) [23]

2 плазма хранение плазмы, циклы 
замораживания-оттаивания

кПЦР 2 miR-16-5p, miR-21-5p

Wong RKY, et al. 
(2019) [24]

3 плазма выделение микроРНК NGS малых 
РНК, 
кПЦР

тотальная 
микроРНК; 
10*

let-7d-3p, let-7 g-5p, mir-10b-5p, 
mir-16-5p, mir-16-2-3p, mir-142-3p, 
mir-26b-5p, mir-223-3p, mir-451a, 
miR-93-5p

Faraldi M, et al. 
(2020) [10]

10 плазма хранение плазмы кПЦР 179 miRCURY LNA miRNA focus panel

Matias-Garcia 
PR, et al. (2020) 
[1]

6; 10* плазма хранение плазмы, циклы 
замораживания-оттаивания

кПЦР 9 miR-30c-5p, miR-103a-3p,  
miR-191-5p, miR-124-3p,  
miR-451a, miR-23a-3p, miR-93-5p, 
miR-24-3p, miR-23a-3p,  
miR-33b-5p

Kupec T, et al. 
(2022) [25]

8 сыворотка хранение сыворотки кПЦР 16 hsa-miR-361-5p, hsa-miR-28-5p, 
hsa-miR-194-5p, hsa-miR-125b-5p, 
hsa-miR-192-5p, hsa-miR-27b-3p, 
hsa-miR-151a-5p, hsa-miR- 1260a, 
hsa-miR-100-5p, hsa-miR-151a-3p, 
hsa-miR-323b-5p, hsa-miR-99a-5p, 
hsa-miR-28-3p, hsa-miR-22-3p, 
hsa-miR-193a-5p, hsa-miR-193b-3p



129

Биобанкирование

которая была заморожена после однократного цен-
трифугирования, приводит к значимому снижению 
содержания тромбоцитов [3]. 

В 7 из 15 работ использовалась плазма или сы-
воротка, полученная после однократного центри-
фугирования (795-4000 g) [2, 14, 18, 20, 22, 25, 26], 
в 8 — после двойного (2500-15000 g) [3, 6, 10, 13, 15, 
17, 21, 23], в  4 четко описанный протокол центри-
фугирования [1, 16, 19, 24] отсутствовал. Несмотря 
на то, что протокол двойного центрифугирования 
позволяет получить плазму с  наименьшим содер-
жанием тромбоцитов, в  анализируемых исследова-
ниях встречается использование плазмы как после 
одного, так и двух центрифугирований. В то же вре-
мя стандартные протоколы приготовления плазмы 
в  биобанках используют только одно центрифуги-
рование, проведение после разморозки дополни-
тельного центрифугирования приводит к  сниже-
нию содержания тромбоцитов до их уровня в PPP, 
однако значимые различия сохраняются в  уровнях 
микроРНК [28]. Из 19 включенных работ только 
в шести было указано, что использовались образцы 
из коллекций биобанков [1, 19, 20, 22, 25, 26].

Среди методов, применяемых для анализа ми
кроРНК, количественная полимеразная цепная 
реакция (ПЦР) с использованием обратной транс-
крипции (кПЦР) является золотым стандартом 
для измерения микроРНК [21, 24]. При кПЦР для 
анализа полученных данных применяется метод 
относительной количественной оценки 2-ΔΔCq, ос-
нованный на определении значений пороговых 
циклов Cq (cycle of quantification) [29]. Кроме того, 
используются такие методы как секвенирование 
следующего поколения (next generation sequencing) 
и  микрочипы. Однако NGS постепенно становит-
ся основным подходом для глобального профили-
рования микроРНК, поскольку оно потенциально 
более чувствительно по сравнению с анализом с ис-
пользованием микрочипов и  имеет преимущество 
в отсутствии необходимости заранее знать целевые 
последовательности [24]. 

кПЦР была наиболее часто используемым ме-
тодом анализа микроРНК во включенных в  обзор 
исследованиях (n=17), в  двух применялось секве-

образцы от разных доноров [15, 17], в  работе [6] 
отсутствует четкое описание выборки. Использо-
вание пулированных образцов или одного донора 
применялось для получения стандартного исходно-
го образца [15]. В  большинстве исследований раз-
мер выборки составлял от 3 до 19 человек, в двух — 
60 [26] и  164 [19]. Следует отметить, что в  работе 
Matias-Garcia PR, et al. (2020) сравнение проводи-
лось между образцами, полученными от одних 
и  тех же участников в  разные годы [1], а  в  работе 
Balzano F, et al. (2015) сравнение образцов, хранив-
шихся больше года, со свежими образцами были 
использованы образцы разных людей [20].

Ранее было показано, что на уровень микро
РНК могут влиять различные факторы, такие как 
тип антикоагулянта крови, содержание тромбо-
цитов, степень гемолиза, условия хранения крови, 
плазмы и  сыворотки, а  также протокол центрифу-
гирования [11]. Помимо рассматриваемых в данном 
обзоре параметров, в части исследований изучались 
и  другие преаналитические факторы, а  именно: 
разные антикоагулянты и  типы пробирок [22, 26], 
влияние гемолиза эритроцитов на микроРНК плаз-
мы и  сыворотки [13], различные протоколы цен-
трифугирования [3, 13, 17, 23], условия хранения 
крови [3, 17, 19, 22, 26].

Из 15 исследований, в  которых были исполь-
зованы образцы плазмы, в  13 антикоагулянты бы-
ли на основе этилендиаминтетрауксусной кислоты, 
в  двух — ACD (citric acid, trisodium citrate, dextrose, 
лимонная кислота, тринатрийцитрат, декстроза) 
[15, 23]. При центрифугировании образцов кро-
ви для получения плазмы и  сыворотки происхо-
дит удаление таких клеточных компонентов, как 
тромбоциты, которые также содержат множество 
микроРНК [4, 9]. Так, плазма, полученная после 
двойного центрифугирования, считается бедной 
тромбоцитами плазмой (platelet-poor plasma, PPP) 
и  содержит значительно меньше тромбоцитов по 
сравнению с плазмой, полученной после однократ-
ного центрифугирования, которая называется бо-
гатой тромбоцитами плазмой (platelet-rich plasma, 
PRP) [27]. В работе Chan S-F, et al. (2023) было по-
казано, что повторное центрифугирование плазмы, 

Ссылка Выборка, 
человек

Биоматериал Исследуемые 
преаналитические  
и аналитические факторы

Метод Количество 
микроРНК

Эндогенные микроРНК, 
анализируемые с помощью кПЦР

Suzuki K, et al. 
(2022) [26]

18; 60* плазма хранение плазмы NGS малых 
РНК

тотальная 
микроРНК

Chan S-F, et al. 
(2023) [3]

4 сыворотка, 
плазма

хранение сыворотки 
и плазмы

кПЦР 356; 7* hsa-miR-1973, hsa-miR-28-5p,  
hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-363-3p, 
hsa-miR-451a, hsa-miR-1290,  
hsa-miR-10b-5p

Примечание: * — два значения указывают на разные выборки в исследовании, кПЦР — количественная ПЦР в режиме реального времени, 
ПЦР — полимеразная цепная реакция, NGS — секвенирование следующего поколения.

Таблица 1. Продолжение
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Изучение влияния условий хранения сыворот-
ки при комнатной температуре (КТ) было выпол-
нено в 5 работах [3, 13, 14, 22]. Хранение сыворотки 
при КТ в течение 1, 2 и 3 дней [13], 1 и 4 дней [22], 
3 дней [3] привело к значимому снижению концен-
трации исследованных микроРНК по сравнению 
с  немедленным выделением микроРНК после по-
лучения сыворотки. Снижение уровней микроРНК 
также наблюдалось после 10 дней хранения при КТ 
по сравнению с температурой -80о C [14].

Хранение сыворотки при +4о C было проана-
лизировано в двух исследованиях [3, 13], в результа-
те которых было также показано значимое сниже-
ние в  уровне изучаемых микроРНК по сравнению 
с  немедленным выделением микроРНК после по-
лучения сыворотки: при хранении в  течение 3 [13] 
и 30 дней [3]. Однако стоит заметить, что значимых 
различий при хранении в течение 3 и 7 дней в рабо-
те [3] отмечено не было.

Кроме того, в трех исследованиях были получе-
ны противоречивые результаты по хранению сыво-
ротки при -20о C [3, 13, 14]. В одной работе хранение 
в течение 3 дней также приводило к снижению уров-
ня микроРНК по сравнению с немедленным выде-
лением микроРНК после получения сыворотки [13], 
тогда как в  другой [3] значимых различий не было 
выявлено при хранении в  течение 3, 7, 30, 90, 180, 
360 дней, а также после 10 дней и 20 мес. хранения 
при -20о C по сравнению с -80о C [14]. В исследова-
нии по хранению сыворотки до 10 лет было показа-
но, что после 2 и 4 лет хранения наблюдалась только 
небольшая разница в уровнях микроРНК, тогда как 
значимое снижение было обнаружено после 6  лет, 
которое продолжалось после 10 лет хранения [14].

Хранение сыворотки при -80о C было описано 
в  трех исследованиях [3, 14, 25]. Значимых разли-
чий не было выявлено после 10 дней и 20 мес. хра-
нения при -80о C по сравнению с  -20о C [14] и  при 
при -80о C в  течение 360 дней по сравнению с  не-
медленным выделением микроРНК после получе-
ния сыворотки [3], тогда как после хранения при 
температуре -80о C в течение 14 дней только для 1 из 
16 микроРНК было продемонстрировано значи-
мое снижение в  уровне микроРНК по сравнению 
с образцами, хранившимися при температуре +4о C 
и выделенными в течение 24 ч [25]. 

Выявленные снижения в  уровне микроРНК 
при хранении сыворотки вероятно могут свиде-
тельствовать о  деградации микроРНК в  биообраз-
цах [13]. Комплексный анализ 356 микроРНК про-
демонстрировал, что деградация коррелирует с  их 
распространенностью, процентом GC и  длиной 
микроРНК как в  образцах сыворотки, так и  в  об-
разцах PPP [3]. Однако в  большинстве проанали-
зированных работ показана высокая стабильность 
микроРНК в  сыворотке при длительном хранении 
при -20о C и -80о C.

нирование малых РНК [24, 26], в  одном — микро-
чипов [16]. Количество включенных в  анализ ми-
кроРНК с  использованием кПЦР варьировало от 
2 до 384. Наиболее часто анализируемыми среди 
исследуемых эндогенных микроРНК были miR-16 
(n=10), miR-21 (n=7), miR-24 (n=4), а  среди экзо-
генных: cel-miR-39 (n=5) [6, 13, 15, 21, 22].

Хранение сыворотки. В  обзор были включены 
пять исследований, в которых были проведены экс-
перименты по оценке влияния хранения сыворотки 
крови при разных температурах и длительности на 
уровень микроРНК (таблица 2).

Таблица 2 
Хранение сыворотки

Источник Описание исследования
McDonald JS, et al. 
(2011) [13]

хранение сыворотки до 72 ч (24 ч, 48 ч, 72 ч) 
при -20о C, 4о C, КТ

Grasedieck S, et al. 
(2012) [14]

хранение сыворотки 10 дней при -80о C, 
-20о C, КТ; 
20 мес. при -20о C, -80о C; до 10 лет при -20о C

Glinge C, et al. 
(2017) [22]

хранение сыворотки 24 ч и 4 дня при КТ

Kupec T, et al. 
(2022) [25]

хранение сыворотки 14 дней при -80о C

Chan S-F, et al. 
(2023) [3]

хранение сыворотки 3 дня при КТ (25о C),  
до 30 (3, 7, 30) дней при +4о C; 
до 360 (3, 7, 30, 90, 180, 360) дней при -20о C 
и -80о C

Примечание: КТ — комнатная температура.

Таблица 3 
Хранение плазмы

Источник Описание исследования
Page K, et al. (2013) 
[17]

хранение плазмы >12 лет при -8о C

Sourvinou IS, et al. 
(2013) [6]

хранение плазмы до 4 мес. (1 и 2 дня, 1 и 4 
мес.) при 4о C, -20о C, -70о C

Zhao H, et al. 
(2014) [19]

хранение плазмы 6 мес. при -80о C, в жидком 
азоте

Balzano F, et al. 
(2015) [20]

хранение плазмы 6 и 12 мес., до 14 (3, 4, 10, 
11, 14) лет при -80о C

Glinge C, et al. 
(2017) [22]

хранение плазмы 1 и 3 дня при КТ, 9 мес. при 
-80о C

Muth DC, et al. 
(2018) [23]

хранение плазмы (PRP и PPP) 24 ч при КТ 
(22о C)

Faraldi M, et al. 
(2020) [10]

хранение плазмы и PPP 24 часа при 4о C, КТ

Matias-Garcia PR, 
et al. (2020) [1]

хранение плазмы до 17 (2, 9, 17) лет при 
-180о C (жидкий азот)

Suzuki K, et al. 
(2022) [26]

хранение плазмы до 30 (1, 3, 5, 7, 30) дней при 
-20о C и +4о C; до 5 (3, 4, 5) лет при -80о C

Chan S-F, et al. 
(2023) [3]

хранение PPP до 7 (3, 7) дней при КТ (25о C), 
до 30 (3, 7, 14, 30) дней при +4о C,  
до 360 (3, 7, 14, 30, 60, 90, 180, 270, 360) дней 
при -20о C и -80о C

Примечание: КТ  — комнатная температура, PPP  — platelet-poor 
plasma (бедная тромбоцитами плазма), PRP  — platelet-rich plasma 
(богатая тромбоцитами плазма).
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лучения плазмы снижение уровней микроРНК 
плазмы было продемонстрировано через 24 ч, 48 ч, 
1 мес. и 4 мес. при -70о C [6], в то время как значи-
мых различий в  уровне микроРНК при хранении 
в течение 3, 7, 14, 30, 60, 90, 180, 270, 360 дней при 
-80о C [3], также, как и  в  течение 6 мес. в  жидком 
азоте [19] и 6 и 12 мес. при -80о C выявлено не было 
[20]. При сравнении хранения при -80о C и  в  жид-
ком азоте также не было получено значимых раз-
личий [19]. В  другом исследовании при сравнении 
хранения плазмы в течение 9 мес. при -80о C с хра-
нением в течение 1 дня значимых различий выявле-
но не было [22]. 

При анализе долгосрочного хранения было по
казано, что при сравнении с немедленным выделе-
нием микроРНК после получения плазмы хранение 
при -80о C в  течение 12  лет демонстрирует схожие 
профили микроРНК, что подчеркивает потенци-
ал анализа хранящихся в  биобанках образцов [17]. 
В  работе [26] хранение плазмы в  течение 4 и  5  лет 
сравнивалось c 3  годами, значимые различия бы-
ли получены только при 5-летнем сроке хранения. 
При сравнении образцов, хранившихся 3  года, со 
свежими образцами не было выявлено значимых 
различий, однако при хранении 4, 10 и  11  лет бы-
ло обнаружено значимое снижение уровня 1 из 8 
микроРНК, а  при хранении 14  лет значимое сни-
жение было показано для 7 из 8 микроРНК [20]. 
Кроме того, не было обнаружено различий при 
сравнении уровней микроРНК в образцах плазмы, 
хранившихся в течение 2 и 9 лет при -180о C, одна-
ко значимые различия были получены при хране-
нии в  течение 17  лет по сравнению с  2 и  9  годами 
[1]. Несмотря на довольно противоречивые данные 
о влиянии различных условий хранения на уровень 
микроРНК плазмы, большинство проведенных ис-
следований показало, что наиболее стабильны ми-
кроРНК при -80о C. 

Циклы замораживания-оттаивания. Циркулиру-
ющие микроРНК обычно сохраняются путем хране-
ния при температурах, достаточно низких для значи-
тельного снижения активности РНКазы, а не путем 
химической фиксации [4]. Ранее было показано, что 
циклы замораживания-оттаивания могут потенци-
ально влиять на несколько аналитов [4], и что 8 ци-
клов замораживания-оттаивания плазмы имели ми-
нимальный эффект на уровни микроРНК [30]. 

В обзор были включены 5 исследований, в ко-
торых изучали влияние циклов замораживания-
оттаивания плазмы и сыворотки крови на уровень 
микроРНК (таблица 4).

В обоих исследованиях, проведенных с исполь-
зованием образцов сыворотки, хранившихся при 
-80о C, было выявлено снижение уровня микроРНК 
после 10 ежедневных циклов [14] и  4 циклов [22] 
замораживания-оттаивания при сравнении с  об-
разцами, хранившимися при -80о C. 

Хранение плазмы. В  обзор были включены 10 
исследований, в  которых изучали влияние хра-
нения плазмы разной длительности и  при разных 
температурах на уровень микроРНК (таблица 3).

Хранение плазмы при КТ изучалось в 4 иссле-
дованиях [3, 10, 22, 23]. При сравнении количества 
микроРНК детектируемых в плазме крови, хранив-
шейся 24 ч при КТ и  замороженной немедленно 
при -80о C, были найдены значимые различия [10]. 
После инкубации плазмы в течение 24 ч или 4 дней 
[22], а также 3 и 7 дней [3] было выявлено значимое 
снижение уровня микроРНК по сравнению с  не-
медленным выделением микроРНК после получе-
ния плазмы. Однако в работе Muth DC, et al. (2018) 
[23] значимых различий при хранении в  течение 
24  ч выявлено не было, что также подтверждается 
более ранним исследованием [30]. 

Изучение влияния условий хранения плаз-
мы +4о C было проведено в 4 работах [3, 6, 10, 26]. 
Результаты двух из них демонстрируют снижение 
уровней эндогенных циркулирующих микроРНК 
при хранении образцов плазмы через 24 ч, 48 ч, 
1 мес. и 4 мес. [6] и через 14 и 30 дней [3] по сравне-
нию с немедленным выделением микроРНК после 
получения плазмы. Однако в работе Chan S-F, et al. 
(2023) значимых различий в уровне микроРНК че-
рез 3 и  7 дней хранения получено не было. Кроме 
того, были выявлены значимые различия в  коли-
честве микроРНК в плазме после хранения в тече-
ние 24 ч по сравнению с замороженной немедлен-
но при -80о C [10]. В  исследовании Suzuki K, et al. 
(2022) [26] при хранении плазмы в течение 1, 3, 5, 7, 
и  30  дней значимых различий в  уровне изучаемых 
микроРНК при сравнении с плазмой, хранившейся 
1 час после центрифугирования при +4о C, показа-
но не было показано. 

Хранение плазмы при -20о C оценивалось в трех 
исследованиях [3, 6, 26]. Снижение уровней ми-
кроРНК при хранении образцов плазмы было про-
демонстрировано через 24 ч, 48 ч, 1 мес. и 4 мес. [6] 
и  через 270 дней [3] по сравнению с  немедленным 
выделением микроРНК после получения плазмы. 
Стоит отметить, что в исследовании Chan S-F, et al. 
(2023) [3] при хранении в течение 3, 7, 14, 30, 60, 90, 
180 и 360 дней значимых различий выявлено не бы-
ло. В другой работе при хранении плазмы в течение 
1, 3, 5, 7, и 30 дней не было показано значимых раз-
личий в уровне изучаемых микроРНК при сравне-
нии с плазмой, хранившейся 1 ч после центрифуги-
рования при -20о C [26].

Исследования по хранению плазмы при низ-
ких температурах (-70, -80, -180о C, жидкий азот) [1, 
3, 6, 10, 17, 19, 20, 22, 26] можно разделить на крат
косрочные (до 1 года) [3, 6, 10, 19, 20, 22, 26] и дол-
госрочные (от 1 до 14 лет) [1, 17, 20].

При краткосрочном хранении по сравнению 
с  немедленным выделением микроРНК после по-
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микроРНК могут преобладать в любом "внеклеточ-
ном" профиле микроРНК, точно так же, как РНК 
из гемолизированных образцов может влиять на 
профилирование [13, 15]. Техническим препятстви-
ем для изучения экспрессии микроРНК является 
отсутствие возможности надежного и эффективно-
го выделения микроРНК из биологических образ-
цов из-за их небольшого размера и  их прикрепле-
ния к липидам и белкам, а также из-за присутствия 
ингибиторов ПЦР в  биологических жидкостях [2, 
6, 15]. В настоящее время для выделения доступно 
несколько коммерческих наборов, использование 
которых позволяет оптимизировать выделение ма-
лых РНК, либо в сочетании с тотальной РНК, либо 
в виде фракции, обогащенной малыми РНК, а эк-
зогенные синтетические микроРНК были предло-
жены в качестве внешних контролей для нормали-
зации вариаций от образца к образцу в процедурах 
выделения РНК [6].

Из включенных в обзор исследований, сравне-
ние наборов для выделения микроРНК из плазмы 
или сыворотки было проведено в 8 (таблица 5). Все 
исследования были проведены с  помощью кПЦР, 
кроме двух: в исследовании Wong RKY, et al. (2019) 
[24] использовалось NGS, а в работе Moret I, et al. 
(2013) [16] — микрочипы. Кроме того, из 19 иссле-
дований, включенных в  этот обзор, в  одном набор 
для выделения микроРНК не был указан [19].

Только в  двух исследованиях выделение ми-
кроРНК было выполнено из сыворотки крови, 
и наибольший выход микроРНК был получен с ис-
пользованием наборов mirVana PARIS (Invitrogen, 
США) [13] и NucleoSpin miRNA Plasma (Machereye-
Nagel, Германия) [18]. 

Сравнение наборов для выделения микроРНК 
из плазмы продемонстрировало, что методы на ос-
нове колонок работают лучше, чем TRIzol LS (Invit
rogen, США), из-за присутствия органических и фе-
нольных загрязняющих веществ в  РНК [6, 16]. Из 
15 наборов, представленных во включенных в обзор 
исследованиях, 7 были проанализированы только 
в одном из сравнений. В исследовании [2] все пять 
наборов дали сопоставимые количества РНК с точки 
зрения конечных значений Cq. Среди наборов для 
выделения микроРНК из плазмы чаще всего в срав-
нения были включены mirVana PARIS (Invitrogen, 
США) [6, 13, 16, 21] и  miRNeasy Serum/Plasma Kit 
(Qiagen, Германия) [2, 15-17, 21, 24]. Каждый из 
этих наборов показал наилучшие результаты в трех 
сравнениях: mirVana PARIS (Invitrogen, США) — [6, 
13, 21], miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Герма-
ния) — [2, 16, 17]. Стоит отметить, что между собой 
эти наборы сравнивались только в двух исследова-
ниях, результаты которых оказались противоре-
чивы [16, 21]: miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, 
Германия) показал лучший результат в  работе [16], 
а mirVana PARIS (Invitrogen, США) — в [21]. 

Из включенных в  анализ работ, 4 были про-
ведены с  использованием образцов плазмы крови. 
Снижение уровней микроРНК при увеличении ци-
клов замораживания-оттаивания было выявлено 
при сравнении с  немедленным выделением РНК 
[19], а  также после 4 циклов замораживания-отта-
ивания при сравнении с образцами, хранившимися 
при -80о C [22]. При исследовании влияния мно-
жественных циклов замораживания-оттаивания 
образцов плазмы на уровень микроРНК, было вы-
явлено значимое снижение уровня одной из вось-
ми исследуемых микроРНК [1]. Тогда как в работе 
Muth DC, et al. (2018) [23] после 6 циклов при -80о C 
при сравнении с  образцами, полученными из све-
жей плазмы, значимых различий получено не было 
для PPP, тогда как для PRP однократное замора-
живание-оттаивание привело к снижению уровней 
микроРНК, а  дополнительные циклы заморажи-
вания-оттаивания не имели последовательного до-
полнительного эффекта.

Эти результаты показывают, что в связи с про-
тиворечивыми результатами влияния циклов замо-
раживания-оттаивания на микроРНК их следует 
минимизировать, а многократные измерения замо-
роженного образца следует проводить с осторожно-
стью для прямого сравнения результатов. Соглас-
но результатам проведенных исследований, плазма 
с низким содержанием тромбоцитов менее чувстви-
тельна к  замораживанию-оттаиванию, а  уровни 
микроРНК в плазме, богатой тромбоцитами, не из-
меняются при дополнительных циклах заморажи-
вания-оттаивания после того, как произошло по-
вреждение тромбоцитов. 

Выделение микроРНК. Любой успешный мар-
кер или набор маркеров должен быть достаточно 
стабильным во время и  после процесса изоляции, 
чтобы обеспечить надежное обнаружение и  из-
мерение [15]. Отсутствие стандартизации является 
проблемой для столь необходимых сравнений ис-
следований микроРНК. Биологические жидкости 
содержат небольшое количество РНК относитель-
но клеток и  тканей и,  если обработка образцов не 
удаляет мелкие клетки и клеточные фрагменты, их 

Таблица 4 
Циклы замораживания-оттаиванияё

Источник Биоматериал Описание исследования
Grasedieck S, et al. 
(2012) [14]

сыворотка 10 циклов при -80о C, 
длительность каждого 1 день

Zhao H, et al. 
(2014) [19]

плазма 1, 2, 4 цикла в жидком азоте, 
длительность каждого 2 нед.

Glinge C, et al. 
(2017) [22]

плазма, 
сыворотка

4 цикла при -80о C

Muth DC, et al. 
(2018) [23]

плазма 6 циклов при -80о C, 
длительность каждого 4 дня

Matias-Garcia PR, 
et al. (2020) [1]

плазма 4 цикла при -80о C
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Из всех включенных в обзор исследований на-
бор mirVana PARIS (Invitrogen, США) использовал-
ся в  4 [6, 13, 16, 21], а  miRNeasy Serum/Plasma Kit 
(Qiagen, Германия) — в 7 [2, 15-17, 20, 21, 24].

Наборы miRCURY RNA Isolation Kit  — Bio
fluids (Exiqon, Дания) [2, 15, 21] и NucleoSpin miRNA 
Plasma (Machereye-Nagel, Германия) [2, 21] показа-
ли лучшие результаты во всех сравнениях, в которые 
были включены, в  отличие от трех других наборов 
mirVana miRNA Isolation Kit (Invitrogen, США) [15, 
17], miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Германия) [6, 13] 
и TRIzol LS (Invitrogen, США) [6, 15, 16].

Только в одном из исследований методом ана-
лиза был NGS и сравнение двух наборов для выде-

ления микроРНК проводилось в  сочетании с  раз-
ными наборами для приготовления библиотек [24]. 
Бóльшая доля прочтений, картированных на ми-
кроРНК, была получена в  библиотеках, подготов-
ленных с помощью набора MagnaZol (Bioo Scienti
fic, США) по сравнению с  набором miRNeasy Se
rum/Plasma Kit (Qiagen, Германия) [24].

Отсутствие консенсуса относительно выделе-
ния микроРНК подчеркивает важность использо-
вания одного и  того же метода выделения на про-
тяжении всего исследования, чтобы свести к мини-
муму влияние искажающих переменных [4]. 

Для количественной оценки микроРНК до-
ступны различные методы обнаружения (кПЦР, ми-

Таблица 5
Наборы для выделения микроРНК, рассматриваемые в разных исследованиях

Наборы для выделения 
микроРНК

McDo
nald JS,  
et al. 
(2011) [13]

Mon
leau M,  
et al. 
(2014) [18]

McAlexan
der MA,  
et al. 
(2013) [15]

Moret I,  
et al. 
(2013) [16]

Page K,  
et al. 
(2013) [17]

Sour
vinou IS, 
et al. 
(2013) [6]

Brunet-
Vega A,  
et al. 
(2015) [2]

Tan GW,  
et al. 
(2015) [21]

Wong 
RKY,  
et al. 
(2019) [24]

Биоматериал сыворотка сыворотка плазма плазма плазма плазма плазма плазма плазма
Direct-zol RNA MiniPrep 
(Zymo Research, США)

0 0 0 0 0 0 2 0 0

High Pure miRNA Isolation 
Kit (Roche, США)

1 0 0 0 0 0 0 0 0

MagnaZol (Bioo Scientific, 
США)

0 0 0 0 0 0 0 0 2

miRCURY RNA Isolation 
Kit — Cell and Plant 
(Exiqon, Дания)

0 0 1 0 0 0 0 0 0

miRCURY RNA Isolation 
Kit — Biofluids (Exiqon, 
Дания)

0 0 2 0 0 0 2 2 0

miRNA purification kit 
(Norgen Biotek, Канада)

0 0 0 0 0 1 0 0 0

miRNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Германия)

1 1 0 0 0 1 0 0 0

miRNeasy Serum/Plasma 
Kit (Qiagen, Германия)

0 0 1 2 2 0 2 1 1

mirPremier microRNA 
Isolation Kit (Sigma, США)

1 0 0 0 0 0 0 0 0

mirVana PARIS (Invitrogen, 
США)

2 0 0 1 0 2 0 2 0

mirVana miRNA Isolation 
Kit (Invitrogen, США)

0 0 1 0 1 0 0 0 0

NucleoSpin miRNA 
Plasma (Machereye-Nagel, 
Германия)

0 2 0 0 0 0 2 2 0

Plasma/Serum Circulating 
and Exosomal RNA 
Purification Mini Kit 
(Norgen Biotek, Канада)

0 1 0 0 0 0 2 1 0

QIAamp Circulating 
Nucleic Acids kit (Qiagen, 
Германия)

0 0 0 0 1 0 0 0 0

TRIzol LS (Invitrogen, 
США)

0 0 1 1 0 1 0 0 0

Примечание: 0 — набор не включен в исследование, 1 — набор включен в исследование, 2 — набор включен в исследование и показал луч-
ший результат, микроРНК — малые некодирующие молекулы рибонуклеиновой кислоты.



134

Кардиоваскулярная терапия и профилактика. 2024;23

крочипы, NGS), однако все они требуют нормализа-
ции для учета и коррекции вариаций между образ-
цами. Различные методы нормализации приводят 
к противоречивым результатам анализа уровня экс-
прессии микроРНК [4]. Так, для нормализации дан-
ных кПЦР используют как добавляемые во время 
выделения экзогенные микроРНК "spike-in" (напри-
мер, Caenorhabditis elegans: cel-miR-39, cel-miR-54, 
cel-miR-238), так и  повсеместно экспрессируемые 
эндогенные РНК, например, малую ядерную РНК 
(мяРНК, snRNA) U6 или miR-16 [20]. В  большин-
стве включенных в  анализ исследований для нор-
мализации использовались: cel-miR-39 [6, 13, 15, 21, 
22]; cel-miR-54 [21]; miR-16 [13]. В двух работах ме-
тод нормализации данных кПЦР не описан [14, 24]. 

Таким образом, необходимо проявлять боль-
шую осторожность при выборе подходящей микро
РНК, концентрация которой практически не зависит 
от преаналитических переменных [4]. Включение 
по крайней мере одной экзогенной контрольной 
микроРНК или панели экзогенных контрольных ми
кроРНК во все образцы до выделения микроРНК 
имеет решающее значение для компенсации разли-
чий между различными образцами [5]. 

Кроме того, следует отметить, что в  области 
количественной генетики при проведении стати-
стического анализа необходимо применение по-
правки на множественные сравнения [31]. В резуль-
татах исследований, проведенных без использова-
ния поправки на множественные сравнения, может 
быть завышение уровня значимости и  нахождение 
большого числа ложных ассоциаций [31]. Только 
в  6 из 19 включенных в  обзор исследований была 
применена поправка на множественные сравнения 
[1, 2, 10, 16, 24, 26]. Из-за упомянутых ограничений 
выявленные и описанные ранее различия в преана-
литических и  аналитических факторах из-за неу-
довлетворительного статистического анализа могли 
быть обусловлены ложными обнаружениями. 

Хранение микроРНК. Сравнение условий хра-
нения микроРНК было проведено только в двух из 
проанализированных работ [6, 23]. Было показано, 
что выделенная микроРНК стабильна при -70о C 
в  течение периода хранения до года. Анализ про-
водился с  помощью количественной оценки уров-
ней cel-miR-39 через 2, 6, 8, 9 и 12 мес. [6]. В другом 
исследовании была продемонстрирована стабиль-
ность микроРНК (на примере miR-16-5p) при 22о C 
в течение 0, 1, 3 и 7 дней до проведения кПЦР, а не-
значительное увеличение среднего Cq наблюдалось 
только через 7 дней при КТ [23]. Приведенные ис-
следования доказывают относительную стабиль-
ность микроРНК при хранении. 

Заключение
Стандартизация преаналитических перемен-

ных представляет собой критический шаг для кли-
нических задач и  научных проблем при определе-
нии циркулирующих микроРНК. Несмотря на их 
стабильность, количественные измерения цир-
кулирующих микроРНК могут быть существенно 
подвержены как внешним, так и  внутрииндивиду-
альным факторам. Условия хранения сыворотки 
и  плазмы крови перед анализом, а  также методы 
выделения, используемые для обнаружения ми-
кроРНК, являются важными преаналитическими 
переменными. Для того, чтобы анализ микроРНК 
мог быть реализован в  клинических лабораторных 
условиях, необходимо установить стандартизиро-
ванные протоколы условий хранения образцов, 
выделения и нормализации, обеспечивающих вос-
производимую и  точную количественную оценку 
уровней циркулирующей микроРНК.

Отношения и деятельность: все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной статье.
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Биобанки в исследованиях сердечно-сосудистых 
заболеваний
Гусакова А. М., Кравченко Е. С., Суслова Т. Е., Попов С. В., Бощенко А. А.
НИИ кардиологии — филиал ФГБНУ "Томский национальный исследовательский медицинский центр РАН". Томск, Россия

Выполнен систематический обзор научных публикаций откры-
той базы PubMed, eLibrary.ru, каталогов биоресурсных коллек-
ций BBMRI-ERIC (Biobanking and Biomolecular Resources Research 
Infrastructure  — European Research Infrastructure Consortium) и  на-
учных исследований международного регистра клинических иссле-
дований ClinicalTrials.gov на глубину 15 лет, целью которого явился 
поиск приоритетных направлений использования биобанков в кардио
логии. Установлено, что ключевыми направлениями исследований 
биобанков крови и ткани сердца является изучение патогенетических 
механизмов возникновения и развития заболеваний сердца и сосу-
дов, создание инновационных методов диагностики, лечения и про-
филактики сердечно-сосудистых заболеваний (ССЗ). Применение 
современных технологий, таких как геномика, транскриптомика, про-
теомика и метаболомика, позволяет идентифицировать кандидатные 
маркеры, выявлять новые молекулярные мишени для лекарствен-
ной терапии, диагностические и терапевтические подходы при ССЗ. 
Одним из многообещающих направлений является поиск и изучение 
полигенных шкал риска возникновения ССЗ и предикторов развития 
неблагоприятных сердечно-сосудистых событий. Анализ регистра 
клинических испытаний выявил еще одну важную сферу применения 
биобанков — клинические исследования, в рамках которых биобанки 
являются ключевым ресурсом образцов крови и ткани, а также кли-
нических, социально-демографических, лабораторных и инструмен-

тальных данных. Таким образом, исследования с  использованием 
ресурсов биобанков необходимы для изучения патогенетических 
механизмов ССЗ, выявления новых протеомных биомаркеров и гене-
тических факторов, совершенствования методов диагностики, про-
филактики и лечения.
Ключевые слова: биобанк, биобанкирование, сердечно-сосудис
тые заболевания, кардиология, клинические исследования, геном.
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Biobanks in cardiovascular disease research
Gusakova A. M., Kravchenko E. S., Suslova T. E., Popov S. V., Boshchenko A. A.
Cardiology Research Institute — branch of the Tomsk National Research Medical Center. Tomsk, Russia

A  systematic review of publications from the PubMed and eLibrary.
ru databases, Biobanking and Biomolecular Resources Research 
Infrastructure  — European Research Infrastructure Consortium 
(BBMRI-ERIC) and ClinicalTrials.gov studies was carried out for 
15 years. The aim was to find priority areas for the use of biobanks 
in cardiology. The key areas of research on blood and heart tissue 
biobanks are the study of pathogenetic mechanisms, creation of in
novative methods for diagnosis, treatment and prevention of car
diovascular diseases (CVDs). The use of modern technologies such 
as genomics, transcriptomics, proteomics and metabolomics allows 
identifying candidate markers, revealing new molecular targets for drug 
therapy, diagnostic and therapeutic approaches for CVD. One of the 
promising areas is the search and study of polygenic scores of  CVD 
risk and predictors of adverse cardiovascular events. Analysis of the 
registry revealed another important area of biobank application  — 
clinical trials, in which biobanks are a key resource of blood and tissue 

samples, as well as clinical, paraclinical, and socio-demographic data. 
Therefore, studies using biobank resources are necessary to study the 
pathogenetic mechanisms of CVD, identify new proteomic biomarkers 
and genetic factors, as well as to improve diagnostics, prevention and 
treatment.
Keywords: biobank, biobanking, cardiovascular diseases, cardiology, 
clinical trials, genome.
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АБА — аневризма брюшной аорты, АС — аортальный стеноз, ВПС — врожденный порок сердца, ДКМП — дилатационная кардиомиопатия, ГКМП — гипертрофическая кардиомиопатия, ИБС — ишемическая 
болезнь сердца, КИ — клиническое исследование, ЛЖ — левый желудочек, ЛП(а) — липопротеин(а), ПШР — полигенная шкала риска, СН — сердечная недостаточность, ССЗ — сердечно-сосудистые заболе-
вания, ФП — фибрилляция предсердий, ФР — фактор(ы) риска, ЭИБ — электронная история болезни, ЭМК — электронная медицинская карта, BBMRI-ERIC — Biobanking and Biomolecular Resources Research 
Infrastructure — European Research Infrastructure Consortium (терминологический словарь Европейской исследовательской инфраструктуры), GWAS — genome-wide association studies (полногеномные иссле-
дования ассоциаций).

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Биобанки являются важным неотъемлемым ин
струментом современных исследовательских 
проектов в области медицины.

• � Крупные исследования с  обширными коллек
циями высококачественных биологических об
разцов в сочетании с клиническими, социально-
демографическими, лабораторными и  инстру-
ментальными данными необходимы для лучшего 
понимания этиологии сердечно-сосудистых за-
болеваний и изучения механизмов их развития.

Что добавляют результаты исследования?
• � Показаны приоритетные направления приме-

нения биобанков в области кардиологии.
• � Исследования с  использованием ресурсов био-

банков необходимы для изучения патогенети-
ческих механизмов возникновения и  развития 
заболеваний сердца и сосудов, поиска и анализа 
полигенных факторов риска возникновения за-
болеваний и предикторов развития неблагопри-
ятных сердечно-сосудистых событий, а  также 
для проведения клинических исследований.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Biobanks are an important integral tool of modern 
research projects in medicine.

• � Large studies with comprehensive collections of 
high-quality biological samples in combination with 
clinical, paraclinical and socio-demographic data are 
necessary for a better understanding of the etiology 
and pathogenesis of cardiovascular diseases.

What might this study add?
• � Priority areas for the use of biobanks in cardiology 

are shown.
• � Research using biobank resources is necessary to 

study the pathogenetic mechanisms of cardiovas
cular diseases, as well as to search and analyze po
lygenic risk factors and predictors of adverse car
diovascular events and conduct clinical trials.
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Введение
Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) оста-

ются ведущей причиной высокой заболеваемости 
и  смертности во всем мире, на их долю приходит-
ся ~17,9 млн смертей в год [1-3]. Согласно данным 
Росстата Российской Федерации, в  последние го-
ды наблюдается снижение уровня смертности от 
патологий сердечно-сосудистой системы, однако 
неуклонно растет заболеваемость хроническими 
неинфекционными болезнями системы кровообра-
щения, в т.ч. ишемической болезнью сердца (ИБС), 
артериальной гипертензией, цереброваскулярными 
заболеваниями1. Причины ССЗ включают сложное 
взаимодействие между предрасполагающими гене-
тическими факторами, образом жизни, состоянием 
окружающей среды и здоровья [4]. 

В  настоящее время важным и  неотъемлемым 
инструментом исследовательских проектов в облас
ти медицины являются биобанки.

1	 Здравоохранение в России. 2023: Стат.сб. Росстат. М., 2023. 179 с.

Спрос на высококачественные и  клинически 
аннотированные биообразцы возрастает с  каждым 
годом, в т.ч. в связи с беспрецедентным ростом уров-
ня проводимых исследований в области геномного 
секвенирования и биоинформатики. Биобанки яв-
ляются основным ресурсом для исследований в об-
ласти транскриптомики, протеомики, метаболоми-
ки. Они широко используются в  геномике, предо-
ставляя богатый ресурс для анализа ассоциаций по 
всему геному, генетической эпидемиологии, иссле-
дований структуры и функции генома человека.

В ходе планирования и  проведения биомеди-
цинских исследований значительное количество 
времени тратится на поиск, сбор, характеристику 
биологического материала. Биобанки осуществля-
ют структурированный сбор и хранение коллекций 
биоматериала пациентов с различными характери-
стиками, с хорошо аннотированными клинически-
ми и  патологоанатомическими данными. Предо-
ставляя быстрый доступ к  биологическому мате-
риалу пациентов с определенными заболеваниями, 
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биобанки существенным образом сокращают вре-
мя проведения исследовательской работы и  спо-
собствуют более быстрому внедрению результатов 
исследования в клиническую практику.

Востребованность и эффективность биобанков 
во многом зависит от высокого качества, количе-
ства и  доступности биологических образцов раз-
ных типов и форматов. Стандартизация процессов, 
связанных с процедурами сбора, обработки, транс-
портировки, систематизации, хранением и контро-
лем качества обеспечивает качество биоматериала, 
воспроизводимость исследований и совместимость 
с другими биобанками. 

Цель настоящего обзора  — поиск приоритет-
ных направлений применения биобанков в кардио
логии, а  также анализ результатов исследований, 
достижений и  открытий в  области ССЗ, получен-
ных с использованием ресурсов биобанков. 

Методологические подходы
Выполнена оценка каталогов биоресурсных 

коллекций по ССЗ в  электронном каталоге кон-
сорциума по исследованию биобанкинга и  биомо-
лекулярных ресурсов (Biobanking and Biomolecular 
Resources Research Infrastructure — European Research 
Infrastructure Consortium, BBMRI-ERIC). В  насто-
ящее время инфраструктура консорциума BBMRI-
ERIC охватывает 34 страны и  включает в  себя 479 
биобанков и  центров биомолекулярных ресурсов, 

содержащих 1611 коллекций биообразцов2. Поиск 
проведен по категории "сердечно-сосудистые забо-
левания" (cardiovascular diseases) и включал такие до-
полнительные критерии поиска, как "биологические 
образцы, данные о  клинических симптомах, меди-
цинские записи" (biological samples, data on clinical 
symptoms, medical reports). Критериям поиска удов-
летворяли 67 биобанков со 139 коллекциями.

Проведен поиск публикаций в  базах данных 
PubMed и eLibrary.ru по ключевым словам: биобанк 
или биобанкинг (biobank or biobanking), каждое из 
которых сочеталось со словами "сердечно-сосудис
тые заболевания" (cardiovascular diseases). Проведен 
анализ информации, представленной в оригиналь-
ных полнотекстовых статьях, обзорах литерату-
ры, метаанализах. Глубина исследования составила 
15 лет. Из 458 источников, обнаруженных на этапе 
первоначального скрининга, только 278 публикаций 
соответствовали всем критериям поиска. Для даль-
нейшего анализа отобрано 42 публикации. 

Выполнен анализ данных международного ре-
гистра клинических испытаний ClinicalTrials.gov3. 
Из 102 исследований для дальнейшего анализа бы-
ло отобрано 11, удовлетворяющих критериям по-
иска по заболеванию (сердечно-сосудистые забо-
левания; cardiovascular diseases) и  дополнительным 

2	 https://directory.bbmri-eric.eu.
3	 https://clinicaltrials.gov/.

Популяционные
биобанки

Нозологические
биобанки

Биобанки 
ткани сердца и сосудов

Биобанки
электронных историй

болезни

Биобанки и ССЗ

Идентификация генетических
факторов, функции  генов
и их взаимосвязи с ССЗ

Изучение патогенетических
механизмов возникновения
и развития ССЗ

Поиск и изучение полигенных
шкал риска развития ССЗ

Клинические исследования

Рис. 1    Ключевые направления использования биобанков в исследованиях ССЗ на основании данных поисковых ресурсов.
Примечание: ССЗ — сердечно-сосудистые заболевания.



139

Биобанкирование

биологические образцы и ассоциированные с ними 
данные для текущих и будущих исследований, диа-
гностики и терапии в соответствии со стандартны-
ми операционными процедурами и включает в себя 
полный комплекс мероприятий, связанных с  его 
функционированием4. 

Биобанки играют ключевую роль в  современ-
ной биомедицинской науке. Коллекции высококаче-
ственных биоматериалов разных типов и форматов, 

4	 ГОСТ Р 71251-2024. Биотехнология. Биобанкинг. Термины и оп
ределения: дата введения 2024-05-01.

терминам (биобанк/биобанкирование; biobank/bio
banking), а также включающих >5 тыс. участников.

На рисунке 1 схематические представлена струк
тура обзора. 

Результаты и обсуждение
Терминология, современное состояние, типы био-

банков 
Согласно российскому глоссарию биобанков 

РФ, под биобанком понимается организация или 
подразделение организации, которая может при-
нимать, обрабатывать, хранить и  распространять 

Таблица 1
Биобанки с коллекциями биологических образцов пациентов с ССЗ  

(данные каталога BBMRI-ERIC)
Название Количество 

коллекций
Количество 
образцов

Типы биообразцов Диагнозы

Biobank Graz 
(Австрия)

17 490517 Цельная кровь, 
сыворотка крови, плазма 
крови, лейкоцитарно-
тромбоцитарный концентрат, 
моча, срезы тканей, 
фрагменты тканей

ГБ, ИБС, заболевания системы кровообращения, ОИМ, 
стенокардия, последующий ИМ, некоторые текущие 
осложнения после ОИМ, кардиомегалии, ГБ почек, 
кардиомиопатии, первичная легочная гипертензия, легочное 
сердце и заболевания малого круга кровообращения, другие 
легочно-сердечные заболевания, другие формы ССЗ

MedUni Wien 
Biobank
(Австрия)

18 30894 Плазма крови, сыворотка 
крови, моча, РНК

СН, Заболевания системы кровообращения, ИБС, ОИМ, 
ФП и ТП, формы ССЗ

Central Biobank 
University 
Medical Center 
Göttingen 
(Германия)

6 20075 Цельная кровь, 
сыворотка крови, плазма 
крови, лейкоцитарно-
тромбоцитарный концентрат, 
моча, РНК, клеточные линии

Стеноз аорты (клапана), СН, ОИМ, кардиомиопатия

Hannover 
Unified Biobank
(Германия)

3 898 Цельная кровь, сыворотка 
крови, плазма крови, ДНК

СН, застойная СН, левожелудочковая недостаточность, 
СН неуточненная, острый и подострый эндокардит, 
эндокардит и поражения сердечных клапанов при 
заболеваниях, классифицированных в других рубриках, 
заболевания системы кровообращения

Amsterdam 
UMC Biobank: 
Location AMC
(Нидерланды)

4 3010-30100 Сыворотка крови, плазма 
крови, ДНК

ССЗ, ОИМ, болезнь сердца неуточненная

BioBank 
Maastricht 
UMC
(Нидерланды)

4 3100-31000 Сыворотка крови, плазма 
крови, ДНК, кДНК/мРНК

СД 2 типа, атеросклероз, эссенциальная (первичная) 
ГБ, стенокардия, ОИМ, последующий ИМ, некоторые 
текущие осложнения после ОИМ, др. острые ИБС, 
атеросклеротическая болезнь сердца, болезнь сердца 
неуточненная

Durrer Center 
(Нидерланды)

26 8630-86300 Цельная кровь, сыворотка 
крови, плазма крови, клетки 
крови, моча, ДНК, РНК, 
ткани

Эссенциальная (первичная) ГБ, кардиомиопатии 
(ГКМП, ДКМП), семейная изолированная ДКМП, СН, 
атеросклеротическая болезнь сердца, нарушения обмена 
липопротеинов и другие липидемии, гиперхолестеринемия, 
атеросклероз, ОИМ, неревматические поражения 
аортального клапана, эндокардит, ФП и ТП, другие 
венозные эмболии и тромбозы, другие сердечные аритмии, 
остановка сердца неуточненная, врожденный порок сердца 
неуточненный, болезнь сердца неуточненная, инсульт 
не уточненный, как кровотечение или инфаркт

Примечание: ГБ  — гипертоническая болезнь, ГКМП  — гипертрофическая кардиомиопатия, ДКМП  — дилатационная кардиомиопатия, 
ДНК  — дезоксирибонуклеиновая кислота, ИБС  — ишемическая болезнь сердца, ИМ  — инфаркт миокарда, кДНК  — комплементарная 
ДНК, мРНК  — матричная рибонуклеиновая кислота, ОИМ  — острый ИМ, РНК  — рибонуклеиновая кислота, СД  — сахарный диабет, 
СН — сердечная недостаточность, ССЗ — сердечно-сосудистые заболевания, ФП и ТП — фибрилляция и трепетание предсердий, BBMRI-
ERIC  — Biobanking and Biomolecular Resources Research Infrastructure  — European Research Infrastructure Consortium (терминологический 
словарь Европейской исследовательской инфраструктуры).
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Значительный размер выборки популяцион-
ных биобанков позволяет проводить масштабные 
исследования генетической основы различных за-
болеваний, в т.ч. полногеномные исследования ас-
социаций (GWAS — genome-wide association studies), 
и получать новые важные сведения о генетических 
детерминантах как распространенных, так и редких 
фенотипов ССЗ [5, 7].

Нозологические биобанки собирают, изучают и хра
нят биоматериал пациентов с определенным заболе-
ванием. Ресурсы биобанков, специализирующихся 
на ССЗ, способствуют лучшему пониманию этиоло-
гии данных заболеваний, изучению причин их про-
грессирования, поиску новых биомаркеров, выяв-
лению и оценке генетических факторов, улучшению 
диагностики, повышению эффективности лечения 
заболеваний сердца и созданию новых терапевтиче-
ских стратегий. 

Примером, нозологического биобанка являет-
ся Японский БиоБанк (BioBank Japan), который со-
держит образцы и данные >270 тыс. пациентов с 51 
целевым заболеванием, в т.ч. с ССЗ. 

По состоянию на август 2024г в  электронном 
каталоге консорциума BBMRI-ERIC критериям 
поиска по биобанкам и  коллекциям, ассоцииро-
ванным с  ССЗ, удовлетворяли 67 биобанков. При 
детальном анализе обнаружено, что коллекции био
материала от пациентов с ССЗ собирают только 36 
биобанков. 110 коллекций и  подколлекций вклю-
чают различный биологический материал пациен-
тов с  атеросклерозом, артериальной гипертензией, 
острым инфарктом миокарда, остановкой сердца, 
аритмиями, кардиомегалией, гипертрофической 
кардиомиопатией (ГКМП), хронической сердечной 
недостаточностью (СН), аневризмой аорты, мио-
кардитом, эндокардитом. В таблице 1 представлены 
биобанки, имеющие >3 коллекций биологических 
образцов пациентов с ССЗ, с указанием нозологиче-
ских диагнозов. 

В  России на сентябрь 2024г членами Нацио-
нальной ассоциации биобанков и специалистов по 
биобанкированию (НАСБИО)6 являются 35 био-
банков, 10 из которых собирают коллекции от па-
циентов с ССЗ (таблица 2). 

Различают сегментацию рынка биобанков в за-
висимости от типа собираемых образцов. Цельная 
кровь и  её производные остаются наиболее часто 
используемыми объектами в  исследованиях ССЗ. 
В последнее время востребованы и активно исполь-
зуются образцы нуклеиновых кислот (ДНК (дезок-
сирибонуклеиновая кислота), РНК (рибонуклеино-
вая кислота), кДНК (комплементарная ДНК)/мРНК 
(матричная РНК), микроРНК). Эмбриональные 
и  постнатальные стволовые клетки, клеточные ли-
нии, различные биологические жидкости и фрагмен-

6	 www.nasbio.ru.

собранные с  соблюдением этических требований 
и  стандартов лабораторной обработки и  хранения, 
с полноценной и качественной клинической анно-
тацией оказывают содействие развитию здравоохра-
нения и медицинских исследований, включая иссле-
дования в области передовых методов лечения забо-
леваний сердца. 

В настоящее время мировой рынок биобанки-
рования переживает растущий спрос, что обуслов-
лено увеличением числа исследований в  области 
протеомики, геномики и  метаболомики, а  также 
растущей значимостью биобанков в  клинических 
исследованиях. 

По данным ресурса "Global Bank Directory, Tis
sue Banks, and Biorepositories", централизованного 
информационного ресурса по существующим сегод
ня биобанкам, в США насчитывается 163 биобанка, 
а в Европе — 90. Всего же в мировом каталоге заре-
гистрированы 332 биобанка5. 

Типы биобанков, используемые в исследованиях 
ССЗ

Многочисленные исследования, направленные 
на изучение ССЗ, используют ресурсы биобанков 
разных типов и  назначений. Одним из них явля-
ются биобанки, ориентированные на исследование 
популяции. Популяционные биобанки собирают био-
логические образцы от отдельных лиц из широкой 
демографической популяции, проводят комплекс-
ное обследование различных групп населения для 
определения профиля биомаркеров, свойственных 
данной популяции и с целью изучения роли инди-
видуальной генетической восприимчивости и  воз-
действия внешних факторов в  развитии конкрет-
ных заболеваний [5]. 

Крупномасштабные популяционные биобанки 
изучают широкий круг вопросов в  области эпиде-
миологии, патогенеза и  профилактики ССЗ. Зна-
чительный вклад в  популяционный биобанкинг 
вносят крупные популяционные когортные иссле-
дования и  национальные репозитории, для кото-
рых участники выбираются случайным образом из 
общей популяции [6]. Яркими примерами являют-
ся Биобанк Великобритании (UK Biobank), проект 
CONSTANCES (Франция), German National Cohort, 
LifeLines (Нидерланды), FinnGen (Финляндия) 
и проект All of Us (США). В сочетании с обширны-
ми клиническими и  физиологическими данными 
популяционные биобанки способствуют оценке 
естественной частоты возникновения и прогресси-
рования распространенных заболеваний в изначаль-
но здоровой популяции. Еще одним фокусом вни-
мания популяционных биобанков является изучение 
биомаркеров, которые являются предикторами на-
чала заболеваний, а также их связь с новыми заболе-
ваниями или со снижением функции органов. 

5	 http://specimencentral.com/biobank-directory.
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Таблица 2
Биобанки с коллекциями биологических образцов пациентов с ССЗ в России

Название Количество 
образцов

Типы биообразцов Диагнозы

ФГБУ "НМИЦК  
им. акад. Е. И. Чазова" 
Минздрава России (г. Москва)

35000 Цельная кровь, сыворотка 
крови, ткани сердца

ССЗ

ФГБУ "НМИЦ  
им. В. А. Алмазова" 
Минздрава России Биобанк 
(г. Санкт-Петербург)

50000 Цельная кровь, сыворотка 
крови, плазма крови, 
лейкоцитарная фракция 
переферической крови, 
мононуклеарная фракция 
костного мозга, костный мозг, 
ДНК, фрагменты тканей, 
культуры клеток, моча, 
спиномозговая жидкость

Сердечно-сосудистая, гематологическая, 
эндокринологическая, акушерско-гинекологическая 
патологии, врождённые изолированные и 
сочетанные пороки развития, нейромышечные 
заболевания с вовлечением в патологический процесс 
сердечной мышцы, редкие генетические синдромы, 
эпидемиологический проект ЭССЕ, образцы от жителей 
Ленинграда, переживших блокаду

НИИ кардиологии 
Томского НИМЦ, криобанк 
биологических образцов 
(г. Томск)

3000 Цельная кровь, сыворотка 
крови, плазма крови, ДНК, 
РНК, фрагменты тканей

ОИМ, резистентная АГ, ФП, кардиомиопатии у детей 
и взрослых (гипертрофическая, дилатационная, 
аритмогенная), синдромные и несиндромные 
аневризмы аорты, миокардиты, жизнеугрожающие 
нарушения ритма сердца у детей и взрослых

ФГБУ "НМИЦ терапии 
и профилактической 
медицины" Минздрава 
России Лаборатория "Банк 
биологического материала" 
(г. Москва)

848000 Цельная кровь, сыворотка, 
плазма

ССЗ (ИБС, аритмии, кардиомиопатии и др.), патология 
желудочно-кишечного тракта, ожирение и другие 
нозологии; репрезентативная выборка российского 
населения, собранная в рамках исследований  
ЭССЕ-РФ, ЭССЕ-РФ2, ЭССЕ-РФ3

ФГБУ "Центр стратегического 
планирования и управления 
медико-биологическими 
рисками здоровью" (г. Москва)

* Образцы микробиоты Образцы микробиоты человека от здорового населения 
(взрослых и детей) и пациентов с различными 
патологиями (ССЗ, заболевания кишечника, 
эндокринологические нарушения, аутоиммунные 
заболевания)

СПБ ГБУЗ "Городская 
больница № 40", Биобанк 
(г. Санкт-Петербург)

200000 Цельная кровь, плазма крови, 
сыворотка крови, лейкоцитарная 
фракция, мононуклеарные 
клетки периферической крови, 
ткань, цереброспинальная 
жидкость, моча, ДНК, РНК, 
цельная кровь и лейкоцитарная 
фракция со стабилизатором 
РНК

ССЗ, онкологические заболевания (солидные опухоли: 
рак желудка, рак поджелудочной железы, рак толстой 
и прямой кишки, рак предстательной железы, 
рак молочной железы, рак яичников, рак матки), 
доброкачественные неоплазии ЖКТ, морбидное 
ожирение и состояние после бариатрического 
вмешательства, COVID-19, состояния после  
COVID-19, нейродегенеративные заболевания (болезнь 
Альцгеймера, болезнь Паркинсона, рассеянный 
склероз), беременные женщины, условно-здоровые 
доноры

ФГБОУ ДПО "Российская 
медицинская академия 
непрерывного 
профессионального 
образования" Минздрава 
России, Биоресурсная 
коллекция (г. Москва)

* Цельная кровь, плазма крови, 
буккальный эпителий, моча

АГ, острый коронарный синдром, ФП, стенозирующий 
атеросклероз артерий нижних конечностей, тромбоз 
вен/артерий сетчатки, ишемический инсульт и другие

ФГБОУ ВО "Башкирский 
государственный медицинский 
университет" Минздрава 
России, Биобанк (г. Уфа)

* Цельная кровь, ткани Онкологические, ССЗ и другие

ты тканей также являются ценными объектами для 
биобанкирования. По данным 2023г ткани человека 
были крупнейшим сегментом, на долю которого при-
шлось ~38% всего собираемого биоматериала7. 

7	 Biobanking market research report by product and service, by 
sample type, and by region. https://www.marketresearchfuture.
com/reports/biobanking-market-5967.

Биобанкирование тканей сердечно-сосудистой 
системы предоставляет уникальную возможность 
использовать образцы сердца и сосудов для транс-
ляционных исследований СН, клапанных и  аор-
тальных заболеваний, и  других патологий. Тка-
ни из сердечно-сосудистых биобанков могут быть 
использованы исследователями во множестве 
проектов, включая изучение белков цитоскеле-
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логий и  массовому переходу медицинских учреж-
дений к  электронным вариантам создания и  хра-
нения записей при оказании помощи пациенту. 
Использование ЭИБ, электронных медицинских 
карт (ЭМК) и  других документов, в  которые есте-
ственным образом собирается информация в  про-
цессе обследования и  лечения пациентов, являет-
ся ещё одним вариантом получения клинических 
и  других видов данных. К  преимуществам такого 
подхода относятся широкий спектр получаемых 
данных, проспективный характер имеющейся ин-
формации, больша́я точность информации, от-
сутствие ошибок, связанных с  переносом данных, 
более низкая стоимость создания клинической 
аннотации. Сегодня наличие огромных объемов 
цифровых данных, зафиксированных в ЭИБ, в со-
четании с  появлением геномных данных в  систе-
мах здравоохранения открывает новые исследова-
тельские направления и  возможности улучшения 
управления здравоохранением [11]. Более широкое 
внедрение ЭИБ и  создание биобанков, связанных 
с  ЭИБ и  ЭМК, предоставляют беспрецедентные 
возможности для трансляционных и внедренческих 
исследований [11]. 

Ключевые направления применения биобанков 
в исследованиях ССЗ 

В базе данных PubMed за последние 15 лет бы-
ло опубликовано ~240 тыс. оригинальных полнотек-
стовых статьей, обзоров литературы, метаанализов, 
ассоциированных с термином "сердечно-сосудистые 
заболевания". Из них, только 458 публикаций были 
связаны с биобанками или биобанкированием. 

Поиск и изучение данных литературы позволи-
ли выявить приоритетные направления исследова-
ний в области кардиологии.

та, мембранных белков, сократительной механики 
кардиомиоцитов, экспрессии белков при кардио
миопатиях, регенерации миокарда после травмы 
и многих других [8]. 

Предоставляя образцы донорских тканей серд-
ца человека и  пациентов с  различными патологи-
ями, Сиднейский кардиологический банк (Sydney 
Heart Bank, Австралия) способствует открытию ге-
номных, протеомных и  функциональных особен-
ностей СН, обеспечивает проведение трансляцион-
ных исследований. Биобанк врожденных пороков 
сердца (ВПС) (CHD-Biobank, Германия) собирает 
биоматериалы от пациентов с любым диагностиро-
ванным ВПС. Коллекция сердечной ткани вклю-
чает 1143 образца тканей от 556 пациентов после 
операции на открытом сердце. Из-за редкости и не-
однородности фенотипов ВПС данный биобанк 
обеспечивает всеобъемлющую базу для исследова-
ний в  области ВПС [9]. Институт CVPath (США) 
имеет один из крупнейших в своем роде биобанков 
тканей, содержащий >7  тыс. аутопсийных сердец, 
собранных при вскрытии пациентов, умерших вне-
запной смертью.

Важные шаги в  понимании патофизиологии 
атеросклероза были сделаны благодаря изучению 
большого количества образцов атеросклеротичес
ких бляшек, полученных из биобанков атероскле
ротических тканей. Белки локальных бляшек яв- 
ляются источником биомаркеров с  высокой про
гностической ценностью для будущих сердечно-со-
судистых событий [10]. 

Следует упомянуть еще одну категорию — био-
банки, связанные с электронными историями болезни 
(ЭИБ). Данный вариант стал возможен благодаря 
широкому распространению компьютерных техно-

Название Количество 
образцов

Типы биообразцов Диагнозы

ФГБОУ ВО "Уральский 
государственный 
медицинский университет" 
Минздрава России, Биобанк 
(г. Екатеринбург)

1500 Сыворотка крови, ротовая 
жидкость

ССЗ, большие акушерские синдромы, эндометриоз, 
онкологические заболевания

ООО "Арсбиомедика" 
(г. Санкт-Петербург)

60000 Производные крови 
(преимущественно плазма 
двойной открутки, но 
также стандартная плазма, 
сыворотка и светлый слой 
лейкоцитов), образцы ткани и 
их производные (парафиновые 
блоки и гистопрепараты), 
жизнеспособные клетки

Онкология, гематология, ревматология и 
воспалительные заболевания, гастроэнтерология, 
дерматология, ССЗ, неврология, редкие заболевания, 
эндокринные и метаболические заболевания

Примечание: * — данные отсутствуют, АГ — артериальная гипертензия, ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, ЖКТ — желудочно-ки-
шечный тракт, ИБС — ишемическая болезнь сердца, ОИМ — острый инфаркт миокарда, РНК — рибонуклеиновая кислота, ССЗ — сердеч-
но-сосудистые заболевания, ФП — фибрилляция предсердий, ЭССЕ-РФ — Эпидемиология сердечно-сосудистых заболеваний в регионах 
Российской Федерации, ЭССЕ-РФ2  — ЭССЕ-РФ. Второе исследование, ЭССЕ-РФ3  — ЭССЕ-РФ. Третье обследование), COVID-19  — 
COrona VIrus Disease 2019 (коронавирусная инфекция 2019г).

Таблица 2. Продолжение
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DiscovEHR, FinnGen и  Global Biobank Meta-Ana
lysis Initiative), провели большой многородствен-
ный GWAS, включающий 115150 случаев СН 
и 1550331 контрольных лиц. Они идентифицирова-
ли 47 локусов, связанных с заболеванием, из кото-
рых 39 были подтверждены в  независимой репли-
кационной когорте [17].

Joseph J, et al. (2022) провели GWAS с исполь-
зованием Программы США "Миллион ветеранов" 
(MVP) для оценки отдельной генетической архи-
тектуры СН с сохраненной и сниженной фракцией 
выброса ЛЖ (СНсФВ и СНнФВ) [18]. Они иденти-
фицировали 13 генетических локусов, связанных 
с  СНнФВ, по сравнению с  только одним локусом 
для СНсФВ.

Tadros R, et al. (2023) провели GWAS >5  тыс. 
случаев ГКМП и  >35  тыс. участников UK Biobank 
с  доступными для анализа данными магнитно-
резонансной томографии сердца [19]. Было обнару-
жено 32 новых локуса, связанных с ГКМП. Анализ 
образцов ткани сердца пациентов с  ГКМП с  ис-
пользованием нисходящей протеомики на основе 
масс-спектрометрии высокого разрешения выявил 
общий паттерн измененных саркомерных протео-
форм в тканях пациентов с ГКМП [20].

Zheng S, et al. (2023) провели крупнейший на 
сегодняшний день GWAS дилатационной кардио-
миопатии (ДКМП), включающий >14255 случаев 
ДКМП из консорциума HERMES [21]. Было обна-
ружено, что гены, участвующие в межклеточной ад-
гезии и взаимодействии клеток с матриксом, игра-
ют роль в патогенезе ДКМП.

За последнее десятилетие достижения в облас
ти технологий машинного обучения в  сочетании 
с  большими наборами изображений из репозито-
риев биобанков способствовали быстрому расши-
рению возможностей по измерению и генотипиро-
ванию особенностей аорты, что привело к иденти-
фикации десятков генетических ассоциаций [22]. 
Эти знания способствуют пониманию механизмов 
заболеваний грудной аорты, включая аневризму 
и расслоение аорты, коарктацию аорты или наруше-
ния функции аорты. Используя ресурс программы 
"Миллион ветеранов", были идентифицированы 14 
новых геномных локусов, связанных с риском анев-
ризмы брюшной аорты (АБА), исследованы фено-
типические последствия артериального давления на 
АБА, идентифицированы варианты риска АБА, свя-
занные с аневризмами в других сосудистых руслах, 
и разработана полигенная шкала риска (ПШР), ко-
торая идентифицирует подгруппу населения со зна-
чительно повышенным генетическим риском АБА 
независимо от семейного анамнеза [23]. 

2.  Изучение патогенетических механизмов воз-
никновения и развития заболеваний сердца и сосудов 

В  настоящее время биобанки предлагают ис-
следователям уникальные возможности для изуче-

1.  Идентификация генетических факторов, функ
ций генов и взаимосвязи генов с заболеваниями 

Генетические исследования на основе биобан-
ков позволяют получить ключевую информацию 
о  генетических детерминантах как распространен-
ных, так и редких сердечно-сосудистых фенотипов, 
способствуют открытию связей с различными ССЗ, 
включая ИБС и артериальную гипертонию [12]. 

Существующие знания о генетических вариан-
тах, влияющих на риск ИБС, в значительной степе-
ни основаны на анализе GWAS распространенных 
вариантов нуклеотидных последовательностей. Ис-
следования GWAS доказали, что генетическая ар-
хитектура большинства распространенных заболе-
ваний человека является сложной [13]. В настоящее 
время GWAS-исследования проводятся для опреде-
ления генетических детерминант, связанных с  ате-
росклерозом, ИБС, фибрилляции предсердий (ФП), 
острым коронарным синдромом, артериальной ги-
пертонией, включая поиск патогенных вариантов.

Недавний метаанализ консорциума 
CARDIoGRAMplusC4D, в  котором приняли учас
тие в общей сложности 194427 человек с 63746 слу-
чаями ИБС, увеличил общее число локусов пред-
расположенности к ИБС до 46, что в совокупности 
объясняет ~10% наследуемости ИБС [12]. 

Для выявления генетических вариаций, лежа-
щих в основе ФП, было проведено GWAS с участи-
ем >1  млн человек из шести источников (HUNT, 
deCODE, MGI, DiscovEHR, UK Biobank и Консорци-
ум AFGen). Многие из выявленных вариантов рис
ка находятся вблизи генов, которые связаны с раз-
витием серьезных пороков сердца (GATA4, MYH6, 
NKX2-5, PITX2, TBX5) или вблизи генов, важных для 
функции и целостности поперечнополосатых мышц 
(CFL2, MYH7, PKP2, RBM20, SGCG, SSPN) [14].

Представления о  патогенезе многих ССЗ воз-
никают на основе наблюдений за тканью атероскле-
ротических бляшек человека. Van Koeverden  ID, et 
al. (2017) выполнили исследование атеросклероти-
ческих бляшек, полученных во время операций на 
сердце и  сосудах или при аутопсии, что позволило 
им сформировать понимание основного субстрата 
артериального тромбоза [15].

Shah S, et al. (2020) сообщают о результатах ме-
таанализа GWAS для СН, включающего 47309 слу-
чаев СН и  930014 контрольных лиц европейского 
происхождения из 26 исследований Консорциума 
HERMES, который обнаружил 12 независимых ва-
риантов в  11 геномных локусах, связанных с  СН, 
каждый из которых демонстрировал одну или не-
сколько ассоциаций с  ИБС, ФП или сниженной 
функцией левого желудочка (ЛЖ), что предполага-
ет их общую генетическую этиологию [16]. 

Levin MG, et al. (2022), используя данные из 
различных биобанков (HERMES, Penn Medicine 
Biobank, eMERGE, Mount Sinai BioMe, Geisinger 
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ния патогенетических механизмов возникновения 
и  развития заболеваний сердца и  сосудов, тем са-
мым продвигая разработку новых диагностических 
методов и  стратегий лечения. Использование со-
временных геномных технологий, в т.ч. секвениро-
вания следующего поколения, позволяет системно 
подойти к  изучению молекулярных механизмов 
развития сердечно-сосудистых пороков развития 
и связанных с ними долгосрочных заболеваний. 

На сегодняшний день мультиомные подходы 
выявили многогранную этиологию ССЗ, включая 
геномные, протеомные и  метаболомные наруше-
ния [24]. Zhao Q, et al. (2023) провели скрининг по-
тенциальных патогенных генов коронарного ате-
росклероза. В  ходе работы были выявлены новые 
гены, связанные с  коронарным атеросклерозом, 
и предложена потенциальная биологическая функ-
ция этих генов [25].

В рамках исследования ADAPT (Arrhythmia and 
Conduction Disorders: TowArd Pathophysiology Based 
Treatment) для лучшего понимания патофизиологии 
различных аритмий, гетерогенности клинических 
проявлений и их прогноза был разработан биобанк 
"ADAPT" (Нидерланды), который осуществляет си-
стематический и  качественный сбор биоматериала 
и данных пациентов с сердечными аритмиями или 
с риском их возникновения8. Посредством исполь-
зования ресурсов популяционных и нозологических 
биобанков расширяются базы знаний о  специфи-
ческих патогенных вариантах саркомерных генов, 
а также генах, кодирующих структурные белки, бел-
ки цитоскелета, ионные каналы, белки цикла каль-
ция, ядерные белки или транскрипционные факто-
ры и даже митохондриальные гены. 

Образцы миокарда ЛЖ донорских сердец и па-
циентов с  СН были использованы в  протеомных 
и  метаболомных исследованиях. Li M, еt al. (2020) 
обнаружили новые механизмы молекулярных изме-
нений при СН, включая ремоделирование внекле-
точного матрикса, воспалительную сигнализацию, 
окислительный стресс, митохондриальную дис-
функцию и метаболизм аминокислот с разветвлен-
ной цепью [26]. Sim CB, et al. (2021) провели секве-
нирование РНК образцов апикальной области ЛЖ, 
полученных от донорских сердец без клинических 
признаков ССЗ, что позволило идентифицировать 
рецептор прогестерона как ключевой медиатор 
транскрипционного программирования во время 
созревания кардиомиоцитов у представителей обо-
их полов [27].

Популяционные биобанки идеально подходят 
для определения референтных значений биомарке-
ров. Определение их статистического распределе-
ния в общей популяции или у здоровых людей яв-
ляется важным шагом при оценке нового биомар-

8	 https://clinicaltrials.gov/study/NCT04776642.

кера и  предпосылкой для оценки его способности 
выявлять определенную патологию [6]. 

Как известно, высокие концентрации липо-
протеина (а) (Лп(а)) предсказывают возникновение 
атеросклеротических ССЗ среди взрослого населе-
ния среднего возраста в  контексте как первичной, 
так и  вторичной профилактики, с  линейным гра-
диентом риска по всему распределению. Patel AP, 
et al. (2019) изучили Лп(а) у 460506 участников UK 
Biobank среднего возраста. Была дана количествен-
ная оценка риска возникновения атеросклеротиче-
ских ССЗ по всему спектру наблюдаемых концен-
траций Лп(а) [28].

Shelbaya K, et al. (2024) были обнаружены но-
вые биомаркеры, имеющие причинно-следственную 
связь с  аортальным стенозом (АС). Используя се-
рийную высокопроизводительную протеомику, 
мультимодальную кардиальную визуализацию и ак-
тивное наблюдение за событиями в тщательно фе-
нотипированном проспективном когортном иссле-
довании ARIC (Atherosclerosis Risk In Communities) 
было показано, что матриксная металлопротеиназа 
12 является потенциальным новым циркулирую-
щим биомаркером риска АС, а  белок C1QTNF1 
(complement C1q tumor necrosis factor-related pro
tein  1) — новой предполагаемой целью для предот-
вращения прогрессирования АС [29]. 

В исследовании NATURE-PARADOX (Natural
ly Randomized Trial of Titrating Cumulative Exposure 
to LDL to Solve the Prevention Paradox) использова-
лись генетические данные из реестра UK Biobank 
для создания биомаркера кумулятивного воздей-
ствия уровня холестерина липопротеинов низкой 
плотности и оценки его связи с основными сердеч-
но-сосудистыми событиями [30].

Создание крупномасштабных глубоко феноти-
пированных биобанков, каталогизирующих различ-
ные состояния и  подтипы заболеваний, позволяет 
получить глубокие знания об этиологии заболева-
ний, одновременно определяя новые целевые кан-
дидаты лекарств [31]. Наиболее известный случай 
в  области открытия защитных вариантов касает-
ся PCSK9 (proprotein convertase subtilisin/kexin type 
9 пропротеиновая конвертаза субтилизин/кексин 
типа 9) и  гиперхолестеринемии. Первоначально 
миссенс-варианты в  гене PCSK9 были связаны 
с  аутосомно-доминантной гиперхолестеринемией. 
После тестирования вариантов PCSK9 с  потерей 
функции, сначала на мышах, затем с помощью гене
тического эпидемиологического подхода на людях 
было продемонстрировано, что у людей с естествен-
ным "нокаутом" PCSK9 наблюдались значительно 
более низкие уровни холестерина липопротеинов 
низкой плотности. Эти исследования привели к раз-
работке препаратов эволокумаб и  алирокумаб [31].

С  использованием ресурсов биобанков про-
водится изучение предикторов развития неблаго-
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зависимый прогноз риска для инцидентной ФП 
у пациентов с установленными ССЗ, который силь-
нее многих установленных клинических ФР. До-
бавление ПШР ФП к клиническим оценкам риска 
и  биомаркерам обеспечивало значительное улуч-
шение прогнозирования риска ФП, а  сочетание 
клинического риска, ПШР и  уровня NT-proBNP 
(N-концевого промозгового натрийуретическо-
го пептида) может быть оптимальным подходом 
к оценке риска развития ФП [38]. 

Используя метааналитический подход и  ре-
зультаты GWAS для ИБС и связанных с ИБС при-
знаков у  жителей Восточной Азии, в  обучающей 
выборке из 2800 пациентов с ИБС и 2055 контроль-
ных лиц, была разработана ПШР, включающая 540 
генетических вариантов [39]. Было установлено, 
что ПШР позволяет стратифицировать людей по 
различным категориям риска ИБС и дополнитель-
но уточнять стратификацию риска, демонстрируя 
большой потенциал по выявлению лиц с  высоким 
риском для целевого вмешательства [39].

У  200  тыс. человек европейского происхожде-
ния выявлено шесть локусов, гены которых пред-
положительно регулируют артериальное давление. 
Генетическая оценка риска, основанная на 29 зна-
чимых для всего генома вариантах, была связана 
с  артериальной гипертонией, толщиной стенки 
ЛЖ, инсультом и ИБС, но не с заболеваниями по-
чек [40].

Pirruccello JP, et al. (2020) в  ходе исследования 
с участием 36041 доноров UK Biobank и 2184 паци-
ентов из исследования MESA (Multi-Ethnic Study 
of Atherosclerosis) идентифицировали 45 генетиче-
ских локусов, связанных со структурой и функцией 
сердца, многие из которых являются общепризнан-
ными генами для менделевских кардиомиопатий. 
Установлено, что полигенная оценка конечного 
систолического объема ЛЖ тесно связана с ДКМП 
в общей популяции [41].

С  целью разработки алгоритма прогнозиро-
вания абсолютного 10-летнего риска атеросклеро-
тических ССЗ были задействованы данные 464547 
участников UK Biobank с  полным набором из 203 
консолидированных ФР, связанных с  атероскле-
розом и  его последствиями. Используя 25 наибо-
лее значимых ФР, определенных с  помощью вы-
бора признаков, предложена сокращенная модель 
с удовлетворительными характеристиками [42].

4.  Клинические исследования 
Анализ регистра клинических испытаний вы-

явил еще одну важную сферу применения биобан-
ков  — клинические исследования (КИ), в  рамках 
которых биобанки являются ключевым ресурсом 
образцов крови и  ткани, клинических, социально-
демографических, лабораторных и  инструменталь-
ных данных. Из 102 КИ, отобранных для анализа, 
15 исследований предполагают воспользоваться 

приятных сердечно-сосудистых событий. В  ис-
следовании Hirata M, et al. (2017) приняли участие 
141612 участников Японского БиоБанка. Анализ 
причин смерти показал, что ССЗ стали причиной 
смерти у  27,6% пациентов с  сердечно-сосудистой 
патологией [32]. Проведение эпидемиологических 
исследований с  привлечением биобанков позволя-
ет оценить уровень распространенности ССЗ и  их 
факторов риска (ФР), а  также прогнозировать их 
развитие на популяционном уровне.

3.  Поиск и изучение полигенных шкал риска раз-
вития ССЗ 

С  использованием ресурсов биобанков, вклю-
чающих как геномные данные, так и  электронные 
медицинские записи, было обнаружено множество 
ассоциаций между генетическими вариантами и ин-
тересующими фенотипами. 

Полигенный риск заболевания представляет 
собой совокупный вклад многочисленных распро-
страненных генетических вариантов (частота ми-
норного аллеля >0,01), индивидуально дающих не-
большие или умеренные эффекты [33]. 

Потенциальным применением ПШР является 
стратификация медикаментозного лечения. Дан-
ные исследований FOURIER (Further Cardiovascular 
Outcomes Research With PCSK9 Inhibition in Subjects 
With Elevated Risk) и  ODYSSEY OUTCOMES (Eva
luation of Cardiovascular Outcomes After an Acute Co
ronary Syndrome During Treatment With Alirocumab) 
показали, что общегеномная ПШР из ~6,6  млн 
вариантов не обеспечивает лучших показателей 
в прогнозировании пользы лечения от терапии ин-
гибитором PCSK9, по сравнению с  ограниченной 
ПШР [34]. В  результате анализа 4-х исследований 
статинов — JUPITER (Justification for the Use of Sta
tins in Primary prevention: an Intervention Trial Eva
luating Rosuvastatin), ASCOT (Anglo-Scandinavian 
Cardiac Outcomes Trial), CARE (Cholesterol And Re
current Events) и  PROVE-IT-TIMI22 (PRavastatin 
Or AtorVastatin Evaluation and Infection Therapy-
Thrombolisis in Myocardial Infarction 22), пациенты 
с высоким бременем генетического риска получили 
наибольшую относительную и  абсолютную кли-
ническую пользу от терапии статинами [35]. В кли-
ническом исследовании Damask А, et al. (2020) об-
следовали 11953 пациента, ранее госпитализиро-
ванных с  инфарктом миокарда или нестабильной 
стенокардией, и  пришли к  выводу, что пациенты 
с  высоким генетическим риском могут получить 
больше пользы от лечения алирокумабом, чем па-
циенты с низким генетическим риском [36]. Иссле-
дование с  участием 14298 пациентов с  атероскле-
ротическими ССЗ дало идентичные результаты для 
другого ингибитора PCSK9 — эволокумаба [37].

Marston NA, et al. (2023) в  своей работе обна-
ружили, что 6,7  млн однонуклеотидных полимор-
физмов ПШР ФП обеспечивают сильный, не-
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Таблица 3
Проекты клинических исследований по созданию биобанков (биоколлекций),  

ориентированных на ССЗ (>5 тыс. участников; данные ресурса ClinicalTrials.gov)
Идентифика
ционный номер

Название Цель Количество 
участников

Характеристики 
исследования

Патология

NCT 05930899 Translational-Omics 
in Aortic Stenosis 
(TOmAS) Biobank, 
Канада

Сохранение биоматериала и клинических 
данных, собранных у пациентов с ССЗ, 
а также у участников контрольной группы 
с целью проведения будущих исследований 
по оценке новых протеомных, транскрип-
томных и эпигеномных маркеров ССЗ

10000 cлучай-
контроль 
проспективное

различные ССЗ

NCT 02804269 Molecular and Imaging 
Studies of Cardiovascular 
Health and Disease 
(Biobank), Сингапур

Сбор биологических образцов, информации 
о состоянии здоровья и данных визуализа-
ции для изучения ССЗ 

5000 когортное 
ретроспектив-
ное

различные ССЗ

NCT 04212455 A Cohort Study 
on Biomarkers of 
Hypertension in 
Guangdong Province 
(GDP Study), Китай

Изучить связь между биомаркерами 
и неблагоприятными исходами у пациентов 
с АГ

50000 когортное 
проспективное

АГ

NCT 02306200 Cardiovascular Health 
Improvement Project 
(CHIP), США

Создание биобанка клинической информа-
ции, образцов ДНК, плазмы и тканей аорты 
пациентов с ССЗ, а также здоровых людей

9999 случай-
контроль про-
спективное

различные 
ССЗ, патология 
аорты

NCT 04974775 Swecrit Biobank — 
Blood Samples from 
Critically Ill Patients 
and Healthy Controls 
(SWECRIT), Швеция

Создать биобанк образцов для последу-
ющего анализа циркулирующих веществ 
в периферической крови и генетических 
вариаций с целью оценки тяжести заболева-
ния, оценки неврологического прогноза, его 
динамики у тяжелобольных пациентов 

8500 когортное остановка 
сердца, сепсис, 
грипп, травма

NCT 06435585 Responders and Non-
responders in the 
Management of Heart 
Failure — Significance 
of Genetic Influence and 
Identification of Novel 
Informative Biomarkers 
(Responders), Швеция

Создать высококачественный биобанк, 
состоящий из плазмы крови, цельной крови 
и мочи, для проведения генетического, 
протеомного и метаболомного анализов, 
а также анализа различных биомаркеров, 
представляющих интерес для пациентов 
с СН

5000 когортное 
проспективное

СН

NCT 01204645 Karolinska Cardiorenal 
Theme-centre and 
StockholmHeartbank, 
Швеция

Создать биобанк (крови, ДНК, плазмы) 
пациентов с ОКС для фундаментальных 
и клинических исследований

10000 когортное про-
спективное

ОКС, после 
коронарогра-
фии

NCT 04654650 Prospective Registry 
and Biobank for Long-
term Observational 
Studies in Adult Patients 
With Pulmonary 
Hypertension, Германия

Проспективный регистр, включаю-
щий пациентов с диагнозом легочной 
гипертензии 

5000 когортное 
проспективное

легочная гипер-
тензия

NCT 04615065 Acutelines: a Large 
Biobank Aiming 
to Improve Early 
Recognition of Acute 
Diseases, Contribute 
to the Development of 
Personalized Medicine 
and Optimize Short- and 
Long-term Outcome, 
Нидерланды

Содействовать междисциплинарным иссле-
дованиям этиологии и развития острых 
заболеваний с помощью систематически 
собираемых биоматериалов и медицинских 
данных в различные временные точки, как 
в течение болезни пациента, так и после 
выздоровления

35000 когортное 
проспективное

шок, тромбозы, 
анафилаксия, 
сепсис и другие 
неотложные 
состояния

NCT 03228459 The ILERVAS Project: 
Assessing the Prevalence 
of Subclinical Vascular 
Disease and Hidden 
Kidney Disease 
(ILERVAS), Испания

Выявить неизвестные факторы, обуслав-
ливающие наличие и прогрессирование 
атеросклероза, метаболического синдрома, 
преддиабета и скрытых заболеваний почек, 
а также оценить влияние артериального уль-
тразвука на сердечно-сосудистые события 
и смертность в популяции с низким/уме-
ренным сердечно-сосудистым риском

16660 когортное 
проспективное

факторы риска 
ССЗ
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Идентифика
ционный номер

Название Цель Количество 
участников

Характеристики 
исследования

Патология

NCT 04650529 Gyeongsang National 
University Hospital 
Registry (GNUH), 
Республика Корея

Изучение долгосрочных клинических 
результатов и предикторов неблагоприятных 
исходов после ЧКВ 

10000 когортное 
проспективное

ЧКВ при ИБС

Примечание: АГ  — артериальная гипертензия, ДНК  — дезоксирибонуклеиновая кислота, ИБС  — ишемическая болезнь сердца, ОКС  — 
острый коронарный синдром, ССЗ — сердечно-сосудистые заболевания, СН — сердечная недостаточность, ЧКВ — чрескожное коронар-
ное вмешательство.

Таблица 3. Продолжение

ресурсами существующих биобанков, 20 проектов 
планируют создание собственного биобанка или 
биоколлекций, и оставшиеся 67 — будут проводить 
КИ и создавать собственный биобанк. В таблице 3 
представлены основные характеристики и цели КИ 
по созданию биобанков (биоколлекций), ориенти-
рованных на ССЗ, с количеством участников >5 тыс. 

Объединенные усилия двух биобанков в иссле-
довании UNICORN (United CORoNary Biobanks) 
(n=2000), направлены на проверку гипотезы о  на-
личии различий в  ФР, клинических проявлениях 
ИБС и  биохимических закономерностях среди эт-
нических групп. Для этого собирается кровь и кли-
нические характеристики пациентов различных 
этнических групп (европеоиды, китайцы, индийцы 
и  малайцы), которые наблюдаются в  течение 5  лет 
после проведенной коронарной катетеризации 
на предмет возникновения серьезных сердечно-
сосудистых событий.

В рамках проекта Mayo Clinic AVC Registry and 
Biobank (n=1000) выявляют новые или измененные 
генетические варианты, которые вызывают арит-
могенную желудочковую кардиомиопатию, и опре-
деляет биомаркеры, которые прогнозируют начало 
и  прогрессирование заболевания. Для изучения 
патогенеза и риска разрыва АБА, а также для уста-
новления связи между прогрессированием АБА 
и  сывороточной экспрессией протеаз и  цитокинов 
в рамках исследования PARIS (Predicting Aneurysm 
Growth and Rupture With Longitudinal Biomarkers) 
(n=790) проспективно собираются образцы крови, 
ткани аорты, клинические характеристики пациен-
тов и данные визуализации. 

Для поиска генов и  изучения биологических 
путей, вызывающих синдромы аритмии и  дру-
гие заболевания в  КИ "Biospecimen Repository for 
Cardiac Arrhythmias at the Cleveland Clinic" (n=2000) 
в  биорепозиторий собирают комплекс фенотипи-
ческих данных и образцы крови и/или тканей субъ-
ектов без аритмий и  пациентов, перенесших кар-
диохирургические операции или обследования по 
поводу аритмий.

Когортное КИ INTERCATH (A Diseased Cohort 
Based Epidemiologic, Prospective, Single Center Co
hort Study for Novel Research in Cardiovascular Risk 
Prediction Using a  Sophisticated Biobank) (n=5000) 

с  использованием ресурсов биобанков направлено 
на обнаружение генетических вариантов, биомар-
керов и клинических сердечно-сосудистых ФР, ко-
торые связаны с  конкретными фенотипами ИБС 
(и  ассоциированных с  ними коронарных патоло-
гий). Результаты данного исследования, как ожи-
дается, позволят улучшить индивидуальную стра-
тификацию риска, будут способствовать изучению 
патогенеза заболевания и  поиску потенциальных 
терапевтических целей. 

Проблемы биобанкирования в научных исследо-
ваниях

Несмотря на широкие перспективы и  значи-
тельные достижения биобанков в  исследованиях 
ССЗ, существует ряд проблем, с которыми сталкива-
ется отрасль биобанкирования. Барьерами для науч-
ных исследований, использующих ресурсы биобан-
ков, выступают разнообразие образцов, отсутствие 
единых стандартов их сбора и хранения, интеграции 
и анализа информации, налаженных и разносторон-
них связей в области обмена данными. 

Различия в  качестве биообразцов между био-
ресурсными коллекциями или центрами особенно 
проблематичны при геномном, протеомном и  ме-
таболомном анализах, учитывая их чрезвычайную 
чувствительность. Некоторые биоактивные моле-
кулы из-за специфических свойств, таких как не-
стабильность, очень низкая концентрация, неспеци
фическая адгезия к материалам, используемым для 
аналитического процесса, осложняют отбор проб, 
биобанкирование и  биоконсервацию и,  следова-
тельно, затрудняют адекватный качественный и ко-
личественный анализ. Решением для сбора образ-
цов высокого качества является стандартная опера-
ционная процедура [43]. 

Клинические данные, полученные из меди-
цинских записей и  ЭИБ, должны быть точными, 
полными и  стандартизированными по всем кол-
лекциям биообразцов, чтобы облегчить исследова-
ния, связывающие молекулярные профили с моде-
лями прогрессирования и исхода заболевания [44]. 

В  эпоху больших данных к  основным этиче-
ским проблемам относятся вопросы, касающиеся 
информированного согласия, конфиденциально-
сти и  защиты данных. Согласно международным 
соглашениям и  принципам по этике исследова-
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ний, информированное согласие должно гаранти-
ровать добровольное участие и  освещать вопросы 
приватности [45, 46]. С юридической точки зрения 
соблюдение соответствующих правил защиты дан-
ных и  биоэтических стандартов необходимо для 
обеспечения соответствия деятельности биобанков 
международным и национальным правовым требо-
ваниям [4]. 

Таким образом, усилия по координации, гар-
монизации и  последовательной стандартизации 
информации о сборе, доступе и исследовательской 
деятельности в  области биологических ресурсов 
и  данных о  людях позволят биобанку интегриро-
ваться в мировую сеть биобанкирования и научных 
исследований.

Заключение
Обширные коллекции высококачественных 

биологических образцов в  сочетании с  клиниче-
скими, социально-демографическими, лаборатор-

ными и  инструментальными данными позволяют 
проводить широкомасштабные исследования для 
изучения патогенетических механизмов возник-
новения и развития ССЗ. Биобанки являются вос-
требованным и  необходимым ресурсом для рандо-
мизированных КИ, наблюдательных исследований 
с  большими данными, популяционных исследо-
ваний для изучения ШПР ССЗ, выявления новых 
генетических факторов и  биомаркеров различных 
физиологических и  патофизиологических состоя-
ний, а  также для идентификации терапевтических 
и  диагностических мишеней, совершенствования 
методов диагностики, профилактики и  содействия 
разработке эффективных персонализированных 
подходов к  лечению, основанных на генетической 
и мультиомной информации каждого пациента. 
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Факторы преаналитического этапа, влияющие на уровни 
циркулирующих микроРНК плазмы и сыворотки крови
Сотникова Е. А., Киселева А. В., Мешков А. Н.
ФГБУ "Национальный медицинский исследовательский центр терапии и профилактической медицины" Минздрава России. 
Москва, Россия

Циркулирующие микрорибонуклеиновые кислоты (микроРНК) яв-
ляются перспективными биомаркерами различных заболеваний, 
однако их использование в  клинических лабораторных услови-
ях требует высокочувствительных, воспроизводимых, надежных 
и устойчивых методов, позволяющих проводить их точную количе-
ственную оценку в  плазме и  сыворотке крови. Преаналитическая 
фаза исследований, проводимых с использованием биообразцов, 
состоит из их сбора, обработки, хранения и  транспортировки. 
Преаналитические условия остаются основными искажающими 
факторами в исследованиях микроРНК, а стандартизация этих ус-
ловий, осуществляемая в  биобанках, может оказать положитель-
ное влияние на воспроизводимость результатов исследований 
и  возможность их сравнения. Целью обзора является рассмотре-
ние основных современных оригинальных исследований, посвя-
щенных изучению преаналитических факторов, которые являются 
важным источником различий в исследованиях, посвященных цир-
кулирующим микроРНК, на этапах от взятия крови до получения 
плазмы или сыворотки.

Ключевые слова: микроРНК, преаналитические факторы, плазма, 
сыворотка, центрифугирование, антикоагулянты, хранение крови.
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Preanalytical factors affecting the plasma and serum levels of circulating microRNAs
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Circulating microribonucleic acids (microRNAs) are promising bio
markers of various diseases, but their clinical laboratory use requires 
highly sensitive, reproducible, reliable and sustainable methods for 
their accurate plasma and serum quantification. The preanalytical 
phase of studies conducted using biospecimens consists of their 
collection, processing, storage and transportation. Preanalytical con
ditions remain the main distorting factors in microRNA studies, and 
standardization of these conditions, carried out in biobanks, can imp
rove the reproducibility of results and their comparison. The review aim 
is to consider the main contemporary original studies on preanalytical 
factors, which are an important source of variability in studies on circu
lating microRNAs at the stages from blood collection to plasma or 
serum production.
Keywords: microRNA, preanalytical factors, plasma, serum, centrifu
gation, anticoagulants, blood storage.
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кПЦР  — количественная полимеразная цепная реакция в  режиме реального времени с  обратной транскрипцией, КТ  — комнатная температура, ПЦР  — полимеразная цепная реакция, РНК  — рибону-
клеиновая кислота, ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота, ACD-B — citric acid, trisodium citrate, dextrose (лимонная кислота, тринатрийцитрат, декстроза), CTAD — citrate-theophylline-adenosine-
dipyridamole (цитрат натрия, теофиллин, аденозин и дипиридамол), PPP — platelet-poor plasma (бедная тромбоцитами плазма), PRP — platelet-rich plasma (богатая тромбоцитами плазма), PMV — platelet-
derived microvesicles (микровезикулы тромбоцитов).
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Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Внеклеточные микроРНК присутствуют в плаз-
ме и  сыворотке крови и  потенциально могут 
быть использованы в качестве биомаркеров раз
личных заболеваний.

• � Преаналитическая фаза исследований, включа-
ющая сбор, обработку, хранение и транспорти-
ровку биообразцов, может играть важную роль 
в  надежности и  воспроизводимости количе-
ственной оценки циркулирующих микроРНК.

Что добавляют результаты исследования?
• � Отсутствие стандартизации протоколов обра-

ботки образцов для анализа циркулирующих 
микроРНК плазмы и  сыворотки крови ключе-
вым образом влияет на воспроизводимость ре-
зультатов исследований.

• � Экспериментальные данные противоречивы 
и  не позволяют установить оптимальные усло-
вия для всех этапов пробоподготовки.

Key messages
What is already known about the subject?

• � Cell-free microRNAs are present in plasma and se
rum and can potentially be used as biomarkers of 
various diseases.

• � The preanalytical phase of studies, including col
lection, processing, storage and transportation of 
biospecimens, can play an important role in the 
reliability and reproducibility of circulating micro
RNA quantification.

What might this study add?
• � No standardization of sample processing protocols 

for the analysis of circulating microRNAs in plasma 
and serum has a key impact on the reproducibility 
of study results.

• � Experimental data are contradictory and do not 
make it possible to establish optimal conditions for 
all sample preparation stages. 

Введение
Микрорибонуклеиновые кислоты (микроРНК) — 

это короткие, одноцепочечные, некодирующие РНК 
длиной 18-25 нуклеотидов, которые функциони-
руют как посттранскрипционные регуляторы экс-
прессии генов [1, 2]. Внеклеточные микроРНК 
присутствуют в биологических жидкостях организ-
ма, в т.ч. в плазме и сыворотке крови [3]. В крово-
токе внеклеточные микроРНК защищены от дегра-
дации, поскольку они включены в  микровезикулы 
или экзосомы, связаны с липопротеинами высокой 
плотности или комплексом AGO2 (семейство бел-
ков Argonaute) [4, 5]. 

Относительно высокая стабильность микроРНК 
в биологических жидкостях (например, плазме, сы-
воротке, моче, слюне), малоинвазивность проце
дуры взятия крови, быстрое высвобождение из 
межклеточной жидкости в  кровоток при развитии 
патологии, а  также возможность классифициро-
вать особенности течения заболевания, его стадию, 
степень тяжести и  другие клинические особенно-
сти с  помощью профилей экспрессии микроРНК, 
обусловили повышенный интерес к  оценке целе-
сообразности их применения в  качестве малоин-
вазивных биомаркеров для диагностики широкого 
спектра заболеваний [6-8]. Однако использование 
циркулирующих микроРНК в качестве биомаркеров 
в клинической практике требует высокочувствитель-
ных, воспроизводимых, надежных и устойчивых ме-
тодов, позволяющих проводить их точную количе-
ственную оценку в плазме и сыворотке крови [8, 9]. 

Преаналитические условия остаются основны-
ми искажающими факторами в исследованиях ми-

кроРНК [10]. Преаналитическая фаза исследова-
ний, проводимых с  использованием биообразцов, 
включает их сбор, обработку, хранение и транспор-
тировку. Все этапы могут существенно влиять на 
биологическую и  химическую сохранность образ-
цов и играют важную роль в надежности и воспро-
изводимости количественной оценки циркулирую-
щих микроРНК [6, 10]. Однако в настоящее время 
консенсус по методологическим параметрам, ис-
пользуемым при исследовании уровней экспрессии 
циркулирующих микроРНК, отсутствует [8].

В обзоре Van Der Schueren C, et al. (2024) была 
проанализирована частота упоминания преанали-
тических переменных в  исследованиях РНК плаз-
мы и  было выявлено, что из 22 преаналитических 
переменных, входящих в  три влияющие на анализ 
категории (забор крови, приготовление плазмы 
и  выделение РНК), только три были указаны до-
статочно информативно более чем в  половине ра-
бот (200 исследованиях 2018г и 2023г): проводилась 
ли очистка РНК, метод очистки и  использованная 
фракция плазмы [11]. Процент представленных 
переменных варьировался от 4,6 до 54,6% (среднее 
значение 24,84%) в 2023г и от 4,6 до 57,1% (среднее 
значение 28,60%) в 2018г, что свидетельствует о не-
достаточности информации о  преаналитических 
переменных в  публикациях результатов исследова-
ний внеклеточных РНК [11]. 

Отсутствие воспроизводимости между исследо-
ваниями [9, 12] свидетельствует о том, что для полу-
чения достоверных результатов необходимо следо-
вать рекомендациям по повышению стабильности 
и воспроизводимости количественного определения 
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Таблица 1
Исследования, включенные в анализ

Источник Выборка, 
человек

Биоматериал Метод Исследуемые 
преаналитические 
факторы

Количество 
микроРНК

Анализируемые эндогенные 
микроРНК

Kirschner MB,  
et al. (2011) [19]

37 Плазма кПЦР Гемолиз 2 miR-16, miR-451

McDonald JS,  
et al. (2011) [15]

8; 10 Сыворотка кПЦР Центрифугирование, 
гемолиз

3 miR-15b, miR-16, miR-24

Cheng HH,  
et al. (2013) [20]

3 Сыворотка, 
плазма

кПЦР Центрифугирование 11, 365 hsa-let-7a, hsa-miR-16, hsa-miR-92a, 
hsa-miR-122, hsa-miR-124a, hsa-
miR-141, hsa-142-3p, hsa-miR-205, 
hsa-miR-210, hsa-miR-223, hsa-
miR-451;
miRNA Ready-to-Use PCR, Human 
panel I, V1.M

Kirschner MB,  
et al. (2013) [21]

3; 5 Плазма кПЦР Гемолиз 754 7 hsa-miR-15b, hsa-miR-16, hsa-miR-24, 
hsa-miR-451, hsa-miR-92a, hsa-
miR-155, hsa-miR-625;
TaqMan Array Human MicroRNA A+B 
Cards Set v3.0

Page K, et al. 
(2013) [22]

5 Плазма кПЦР Центрифугирование, 
хранение крови

384; 8 hsa-miR-191, hsa-miR-21, hsa-miR-
15b, hsa-miR-15b, hsa-miR-16, hsa-
miR-16, hsa-miR-24, hsa-miR-155, 
hsa-miR-484; TLDA Pool A v2.0 Cards

Zhao H, et al. 
(2014) [23]

164 Плазма кПЦР Хранение крови 3 miR-16, miR-134, miR-346

Binderup HG,  
et al. (2016) [12]

10 Плазма кПЦР Центрифугирование 14 miR-142–3p, miR-145, miR-16, miR-
26a, miR-28, miR-301, miR-30a-5p, 
miR-30d, miR-328, miR-331, miR-335, 
miR-340, miR-92a, miR-93

Basso D, et al. 
(2017) [24]

3 Сыворотка, 
плазма

Микрочипы Сбор биообразцов, 
центрифугирование, 
хранение крови, 
транспортировка

2006 Agilent SureprintG3 Human miRNA

Glinge C, et al. 
(2017) [25]

12 Сыворотка, 
плазма

кПЦР Сбор биообразцов, 
хранение крови, 
транспортировка

3 miR-1, miR-21, miR-29b

Binderup HG,  
et al. (2018) [9]

1 Плазма кПЦР, 
цифровая 
капельная 
ПЦР

Сбор биообразцов, 
центрифугирование

3 miR-92a, miR-126, miR-16

Muth DC, et al. 
(2018) [26]

2 Плазма кПЦР Центрифугирование 2 miR-16-5p, miR-21-5p

Murray MJ, et al. 
(2018) [27]

1; 2; 7 Сыворотка, 
плазма

кПЦР Сбор биообразцов, 
центрифугирование, 
хранение крови

8; 106 hsa-miR-451a, hsa-miR-23a-3p, 
hsa-miR-30b-5p, hsa-miR-30c-5p, 
hsa-miR-191-5p, hsa-miR-130b-3p 
hsa-miR-146a-5p, hsa-miR-26a-5p; 106 
микроРНК, из исследования Page K, 
et al. (2013) [22] со значениями Ct <35

Ward  
Gahlawat A, et al. 
(2019) [28]

6; 8 Плазма кПЦР Сбор биообразцов, 
хранение крови

6 miR-16, miR-451a; miR-148b, miR-
652, miR-376c, miR-200c

Faraldi M, et al. 
(2020) [29]

10 Плазма кПЦР Сбор биообразцов, 
центрифугирование

179 Exiqon miRCURY LNA miRNA focus 
panel

Mussbacher M,  
et al. (2020) [30]

6 Плазма кПЦР Сбор биообразцов, 
центрифугирование, 
гемолиз, хранение 
крови

12 miR-223-3p, miR-197-3p, miR-150-5p, 
miR-23a-3p, miR-191-5p, miR-320a, 
miR-24-3p, miR-21-5p, miR-126-3p, 
miR-27-3p, miR-28-3p, miR-451a

Kim SH, et al. 
(2021) [8]

5 Плазма кПЦР Гемолиз, хранение 
крови

179 Exiqon Serum/Plasma Focus miRNA 
PCR panel

Suzuki K, et al. 
(2022) [31]

18 Плазма NGS малых 
РНК

Сбор биообразцов, 
хранение крови

тотальная 
микроРНК

–
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циркулирующей микроРНК [13], учитывать влияние 
таких параметров, как дизайн исследования и ана-
лиз данных [14], преаналитические условия [15] 
и методика профилирования микроРНК [6, 16, 17], 
поскольку каждый отдельный шаг в методологиче-
ской процедуре может потенциально иметь большое 
влияние на обнаружение микроРНК [18]. 

Цель обзора — рассмотрение основных совре-
менных оригинальных исследований, посвящен-
ных изучению преаналитических параметров на 
этапах от взятия крови до получения плазмы или 
сыворотки. 

Методологические подходы
Поиск литературных источников проводил-

ся по заголовкам, аннотациям и  ключевым словам 
в  системах индексирования научных публикаций 
(Google Scholar, PubMed, eLIBRARY) с  использо-
ванием следующих запросов: "serum+microRNA"/ 
"сыворотка+микроРНК" и  "plasma+microRNA"/ 
"плазма+микроРНК" с  добавлением дополнитель-
ных переменных "preanalytical"/"pre-analytical"/"пре
аналитический", "storage"/"хранение", "processing"/ 
"обработка", "centrifugation"/"центрифугирование", 
"anticoagulant"/"антикоагулянт". Глубина поиска со-
ставила 15 лет. В обзор были включены только ори-
гинальные методические исследования тотальной 
циркулирующей микроРНК. 

Результаты
Преаналитические факторы. Несмотря на расту-

щее внимание к циркулирующим микроРНК, осо-
бенно полученным из плазмы или сыворотки крови, 
как к  перспективным кандидатам на роль биомар-
керов для выявление различных патологических со-
стояний, их использование в клинических условиях 
затруднено. Различные факторы влияют на уровни 

микроРНК по отдельности или в сочетании, напри-
мер, тип антикоагулянта крови, содержание тромбо-
цитов, степень гемолиза, а также процедурные раз-
личия, например, время и условия хранения крови, 
плазмы и сыворотки, протокол центрифугирования 
и способ выделения микроРНК [8].

В  обзор были включено 21 методологическое 
исследование, направленное на изучение следую-
щих преаналитических факторов: сбор, обработка, 
хранение, транспортировка биообразцов (табли-
ца 1). Из всех включенных в  обзор исследований, 
большинство посвящены анализу только плазмы 
(n=14), в остальных изучали и плазму, и сыворотку. 

Среди методов анализа микроРНК в  анализи-
руемых работах преобладала количественная поли-
меразная цепная реакция (ПЦР) в  режиме реаль-
ного времени с  обратной транскрипцией (кПЦР) 
(n=16) или цифровая капельная ПЦР [9], в  одной 
из них помимо кПЦР использовалось секвенирова-
ние микроРНК [32]. В остальных применялся ана-
лиз с  помощью микрочипов (n=2) [24, 34], секве-
нирование РНК (n=1) [33] и малых РНК (n=1) [31]. 

 Ограничением большинства исследований яв-
ляется небольшой размер выборки. Только в 4 иссле-
дованиях размер выборки превышал 20 образцов [9, 
19, 23, 31], из них >100 образцов было только в одном 
[23]. В двух исследованиях все образцы для отдель-
ных экспериментов были получены от одного донора 
[9, 27].

Многие исследования были не лишены недо-
статков в описании преаналитических факторов. На-
пример, в одной работе [23] не указан набор для вы-
деления микроРНК и протокол центрифугирования, 
а в другой не описано, как была выполнена нормали-
зация данных кПЦР [28]. 

При проведении статистического анализа в об-
ласти количественной генетики необходимо приме-

Источник Выборка, 
человек

Биоматериал Метод Исследуемые 
преаналитические 
факторы

Количество 
микроРНК

Анализируемые эндогенные 
микроРНК

Zhelankin AV,  
et al. (2022) [32]

10 Плазма NGS 
микроРНК, 
кПЦР

Сбор биообразцов тотальная 
микроРНК; 
11

hsa-miR-223-3p, hsa-miR-126-3p, hsa-
miR-21-5p, hsa-miR-150-5p, hsa-miR-
16-5p, hsa-miR-92a-3p, hsa-miR-451a, 
hsa-miR-23a-3p, hsa-miR-30e-5p

Chan S-F, et al. 
(2023) [10]

4; 5; 6; 10 Сыворотка, 
плазма

кПЦР Сбор биообразцов, 
гемолиз, 
центрифугирование, 
хранение крови

356; 7 hsa-miR-1973, hsa-miR-28-5p, 
hsa-miR-20b-5p, hsa-miR-363-3p, 
hsa-miR-451a, hsa-miR-1290, hsa-
miR-10b-5p; MiRXES Lab Pte. Ltd. 
multiplexed quantitative RT-PCR

Sun J, et al. (2023) 
[33]

4 Плазма NGS РНК Хранение крови тотальная 
микроРНК

–

Wakabayashi I,  
et al. (2024) [34]

5 Сыворотка, 
плазма

Микрочипы Хранение крови 2632 TRT-XR520 3D-Gene miRNA Oligo 
chip

Примечание: микроРНК — микро рибонуклеиновая кислота, ПЦР — полимеразная цепная реакция, кПЦР — количественная полимераз-
ная цепная реакция в режиме реального времени с обратной транскрипцией, NGS — next generation sequencing (секвенирование следующе-
го поколения).

Таблица 1. Продолжение
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нение поправки на множественные сравнения [35], 
отсутствие которой приводит как к завышению уров-
ня значимости, так и  нахождению большого числа 
ложных ассоциаций. Из 21 рассматриваемой работы 
поправка на множественные сравнения была упомя-
нута в 7 [8, 20, 29-32, 34]. 

Сбор биообразцов. В ходе многочисленных иссле-
дований было показано, что уровни ряда микроРНК 
в  плазме и  сыворотке значимо различаются. Так, 
сравнительный анализ 985 микроРНК, показал, что 
уровень 249 микроРНК был значимо выше в сыво-
ротке, а 50 — в плазме [34]. В отсутствие сопостави-
мых результатов важно использовать один тип образ-
цов последовательно на протяжении всего исследо-
вания [1].

В  работе Binderup HG, et al. (2018) проводили 
последовательный забор 30 образцов крови у одного 
донора с  помощью одной венепункции. При срав-
нении средних уровней микроРНК в  первых и  по-
следних 10 пробирках, вне зависимости от способа 
нормализации, статистически значимых различий не 
выявлено [9].

Chan S-F, et al. (2023) оценили уровень гемогло-
бина, а также относительный уровень эритроцитар-
ных и  тромбоцитарных микроРНК в  плазме после 
центрифугирования, при использовании для забора 
крови пробирок разного объема (6 и 10 мл) и не вы-
явили значимых различий [10].

Неправильная обработка крови может при-
вести к  загрязнению клеточным материалом, в  т.ч. 
в  результате гемолиза, активации или присутствия 
тромбоцитов, и изменениям в профиле микроРНК, 
которые не связаны с патологическими состояния-
ми [10, 21]. Влияние гемолиза эритроцитов на ми-
кроРНК плазмы и сыворотки изучалось в ряде работ 
[15, 19, 21, 30]. Было показано, что в зависимости от 
уровня гемолиза в образце вызванные им изменения 
затрагивают до 65% (88/136) детектированных ми-
кроРНК плазмы [21]. Были проведены исследования 
по изучению связи использованных антикоагулян

тов  и  пробирок разных производителей [27, 28, 31, 
32], а  также времени и условий хранения крови [8, 
10, 34] с гемолизом.

Большинство исследований по изучению вли-
яния этапа забора крови на циркулирующие ми-
кроРНК плазмы касаются используемых антикоагу-
лянтов (таблица 2).

Пробирки, содержащие антикоагулянты на ос-
нове этилендиаминтетрауксусной кислоты (ЭДТА) 
и  цитрата натрия, были включены во все сравни-
тельные исследования, направленные на изучение 
влияния антикоагулянтов. Литий-гепарин [24, 25], 
ACD-B (citric acid, trisodium citrate, dextrose; лимон-
ная кислота, тринатрийцитрат, декстроза) [24, 32], 
CTAD (citrate-theophylline-adenosine-dipyridamole; 
цитрат натрия, теофиллин, аденозин и дипиридамол) 
[30, 32] были включены в два исследования каждый. 

В плазме, полученной с использованием литий-
гепарина, исследуемые микроРНК не были детекти-
рованы в обеих работах [24, 25]. Glinge C, et al. (2017) 
не обнаружили значимых различий в уровнях иссле-
дуемых микроРНК в плазме, полученной с другими 
антикоагулянтами [25], а в работе Basso D, et al. (2017) 
микроРНК, выделенная из плазмы с другими анти-
коагулянтами, была оценена как высококачествен-
ная [24].

Mussbacher M, et al. (2020) обнаружили значи-
мое повышение уровней микроРНК в ЭДТА-плазме 
и  усиление этого эффекта со временем при хране-
нии при комнатной температуре (КТ) [30]. В реко-
мендациях этого исследования CTAD указан как 
предпочтительный антикоагулянт [30]. Zhelankin AV, 
et al. (2022) выявили различия в микроРНК профи-
лях образцов плазмы, полученных с использованием 
калиевой соли ЭДТА (K2ЭДТА), и полученных с ис-
пользованием других включенных в  исследование 
антикоагулянтов, и предположили, что это связано 
в повышенным уровнем гемолиза в образцах с ЭДТА 
[32]. Suzuki K, et al. (2022) обнаружили повышен-
ный уровень эритроцитарных микроРНК, в образ-
цах, полученных с использованием цитрата натрия 
и  фторида натрия, и  отдают предпочтение ЭДТА 
в качестве антикоагулянта [31]. 

Кроме того, в  одном из исследований исполь-
зовали 2 типа пробирок с K2ЭДТА в качестве анти-
коагулянта: с разделительным гелем и без него. При 
немедленной заморозке плазмы на -80о C, количе-
ство обнаруженных микроРНК в  плазме, собран-
ной в  пробирки без разделительного геля, было 
значительно меньше (96) по сравнению с  плазмой 
в пробирках с разделительным гелем (161) [29]. 

В двух исследованиях [27, 28] проводилось срав-
нение использования пробирок для долгосрочного 
хранения крови, разработанных для предотвраще-
ния лизиса клеток и  увеличения продолжительно-
сти хранения плазмы для анализа микроРНК. Более 
низкие уровни гемолиза были детектированы в об-

Таблица 2
Исследования,  

сравнивающие разные антикоагулянты
Источник Антикоагулянты/пробирки
Basso D, et al. (2017) [24] K2ЭДТА, цитрат натрия, 

литий-гепарин, ACD-B
Glinge C, et al. (2017) [25] ЭДТА, цитрат, литий-гепарин
Mussbacher M, et al. (2020) [30] ЭДТА, цитрат натрия, CTAD
Suzuki K, et al. (2022) [31] Na2ЭДТА, K2ЭДТА, цитрат 

натрия, фторид натрия
Zhelankin AV, et al. (2022) [32] K2ЭДТА, цитрат натрия, ACD-B, 

CTAD

Примечание: ЭДТА  — этилендиаминтетрауксусная кислота, 
ACD-B  — citric acid, trisodium citrate, dextrose (лимонная кислота, 
тринатрийцитрат, декстроза), CTAD — citrate-theophylline-adenosine-
dipyridamole (цитрат натрия, теофиллин, аденозин и дипиридамол). 
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разцах в Cell-Free DNA BCT (Streck) пробирках по 
сравнению с  пробирками, содержащими ЭДТА,  — 
гемолиз в них не был детектирован до 7 дня, тогда 
как в образцах с ЭДТА гемолиз был обнаружен в те-
чение часа [27]. В  исследовании Ward Gahlawat  A, 
et al. (2019) в образцах плазмы, полученных из кро-
ви, хранившейся в  пробирках Cell-Free DNA BCT 
(Streck) значимое повышение уровня гемолиза, 
оцененного с  помощью микроРНК miR-451a было 
детектировано после 5 дней хранения, в пробирках 
Cell-Free DNA Collection Tube (Roche Diagnostics) — 
после  7 дней, в  пробирках PAXgene Blood ccfDNA 
Tube (PreAnalytiX) и  cf-DNA/cf-RNA Preservative 
tubes (Norgen Biotek Corp) не было детектировано 
после 7 дней [28]. 

Несмотря на то, что результаты некоторых ис-
следований указывают на то, что ЭДТА может быть 
не лучшим выбором антикоагулянта для анализа 
циркулирующих микроРНК [30, 32], он остается 
одним из самых распространенных — из 13 иссле-
дований, включенных в  настоящий обзор и  не на-
правленных на изучение влияния антикоагулянтов 
или типов используемых пробирок, антикоагулян-
ты на основе ЭДТА были использованы в 12, в од-
ном был использован ACD [26]. 

Хранение крови. Известно, что значительные из-
менения в концентрациях многих измеряемых ана-
литов может вызывать отложенная обработка био-
материала [1]. При проведении исследований может 

потребоваться кратковременное хранение и транс-
портировка образцов крови из места сбора в лабо-
раторию. Высвобождение микроРНК клеток крови 
во время хранения крови может влиять на уровень 
исследуемых микроРНК в плазме и сыворотке [33]. 

В таблице 3 представлены 12 исследований, в ко
торых проводилось сравнение разных условий хра
нения (длительность и температурный режим) и/или 
транспортировки крови. Во всех 12 работах кровь 
была собрана в пробирки для получения плазмы, в 3 
из них также анализировали кровь в пробирках для 
получения сыворотки [24, 25, 34]. Значения КТ, при 
которых были проведены исследования, приведены 
в трех публикациях [23, 24, 33].

Исследуемые условия хранения крови можно 
разделить на краткосрочные (до одного дня) [8, 10, 
22-24, 30, 33] и  на долгосрочные (от 3 до 14 дней) 
[25, 27, 28, 31]. 

В  двух исследованиях изучалось влияние дли-
тельности хранения крови при КТ до получения 
сыворотки [25, 34]: значимых различий в  уровне 
экспрессии 823 различных микроРНК при хране-
нии в течение 3 ч обнаружено не было в работе [34], 
но в исследовании [25] уровень miR-21 был стаби-
лен только в течение 24 ч, тогда как уровень miR-1 
был стабилен в течение 4 дней. 

В  ряде работ изучали, как влияет на стабиль-
ность микроРНК длительность хранения при КТ до 
получения плазмы (ЭДТА) [22, 23, 25, 27, 28, 33, 34]. 

Таблица 3
Хранение крови

Источник Биоматериал Условия хранения
Page K, et al. (2013) [22] Плазма (ЭДТА) Хранение крови 2 ч или 6 ч при КТ
Zhao H, et al. (2014) [23] Плазма (ЭДТА) Хранение крови 18 ч при КТ (25о C) при сравнении с немедленным 

получением плазмы
Basso D, et al. (2017) [24] Сыворотка, плазма 

(ЭДТА, цитрат натрия, 
литий-гепарин, ACD-B)

Хранение и транспортировка крови до 9 ч при 2-8о C или КТ

Glinge C, et al. (2017) [25] Сыворотка, плазма 
(ЭДТА)

Хранение крови (ЭДТА) до 3 дней (0, 4, 8, 12, 24, 72 ч), 24 ч и 4 дня при КТ; 
хранение крови (ЭДТА) 1 день и 9 мес. при -80о C; транспортировка крови, 
плазмы (ЭДТА) и сыворотки

Murray MJ, et al. (2018) [27] плазма (ЭДТА) Хранение крови до 14 дней (0, 2, 4, 7, 10, 14 дней) при КТ в пробирках для 
долгосрочного хранения разных производителей

Ward Gahlawat A, et al. (2019) 
[28]

Плазма (ЭДТА) Хранение крови до 18 ч (4 ч, 12 ч, 18 ч) при КТ и 4о C, хранение крови 
до 7 дней при КТ в пробирках для долгосрочного хранения разных 
производителей

Mussbacher M, et al. (2020) [30] Плазма (CTAB, цитрат, 
ЭДТА)

Хранение крови до 24 ч (30 мин, 2 ч, 6 ч, 24 ч) при 4о C или КТ

Kim SH, et al. (2021) [8] Плазма (ЭДТА) Хранение крови до 24 ч (30 мин, 2 ч, 6 ч, 24 ч) при 4о C
Suzuki K, et al. (2022) [31] Плазма (ЭДТА) Хранение крови до 3 дней (1 ч, 1 день, 2 дня, 3 дня) при 4о C
Chan S-F, et al. (2023) [10] Плазма (ЭДТА) Хранение крови до получения плазмы на льду или при КТ до 7 ч
Sun J, et al. (2023) [33] Плазма (ЭДТА) Хранение крови до 24 ч (2 ч, 6 ч, 24 ч) при КТ (18-22о C) и 4о C
Wakabayashi I, et al. (2024) [34] Сыворотка, плазма 

(ЭДТА)
Хранение крови до 3 ч при КТ перед получением плазмы или до 3 ч после 
получаса при КТ на образование сгустка перед получением сыворотки

Примечание: КТ — комнатная температура, ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота, ACD-B — citric acid, trisodium citrate, dextrose 
(лимонная кислота, тринатрийцитрат, декстроза).
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Было показано, что хранение крови с ЭДТА до цен-
трифугирования при КТ значимо изменяло уров-
ни экспрессии анализируемых микроРНК: при 
сравнении результатов хранения при 2 ч и 6 ч [22], 
а  также при хранении в  течение 3 ч [34], 2 ч, 6 ч, 
24 ч [30], 6 ч и  24 ч [33], 18 ч [23], 3 и  4 дней [25], 
и, наконец, а также в течение 14 дней [27] по срав-
нению с немедленным центрифугированием. В ис-
следовании [28] было выявлено различие в  уров-
нях экспрессии микроРНК после 18 ч хранения по 
сравнению с  4 ч [28]. Однако в  исследовании [25] 
при хранении крови (ЭДТА) при КТ концентрации 
микроРНК не изменялись в течение 24 ч. 

В  двух исследованиях оценивали влияние на 
хранение крови типа пробирок для длительного 
хранения разных производителей [27, 28]. Один тип 
пробирок совпадал между исследованиями Cell-Free 
DNA (Streck), однако в  работе [27] было показано 
увеличение уровней микроРНК с увеличением дли-
тельности хранения (0, 2, 4, 7, 10, 14 дней), в то время 
как в работе [28] общее содержание микроРНК оста-
валось стабильным в крови, хранящейся до 1 нед. 

В  ряде исследований оценивали, как влияет 
длительность хранения крови (ЭДТА) при 4о C [8, 10, 
28, 30, 31, 33] на стабильность микроРНК. В боль-

шинстве работ показано, что при увеличении вре-
мени хранения крови при 4о C в  течение 2 ч, 6 ч, 
24 ч [8, 30], 24 ч [33], после 1 дня [31] при сравне-
нии с  немедленным центрифугированием наблю-
далось изменение уровней экспрессии микроРНК, 
в  работе Kim SH, et al. (2021) также показано зна-
чимое повышение гемолиза с увеличением времени 
хранения [8]. Однако в работе [28] значимых разли-
чий получено не было при хранении в 12 и 18 ч при 
сравнении с хранением в течение 4 ч. 

Кроме того, было проведено изучение влия-
ния хранения крови до получения плазмы на льду 
или при КТ до 7 ч [10], в  результате которого бы-
ло показано, что в образцах, хранившихся на льду, 
относительный уровень связанных с эритроцитами 
микроРНК, использовавшийся как индикатор ге-
молиза, был значимо выше, чем в  образцах, хра-
нившихся при КТ, в  которых не было обнаружено 
значимых различий с  образцами, обработанными 
немедленно. Как было показано ранее, хранение 
цельной крови на льду приводит к изменению каче-
ства плазмы и  повреждению целостности мембра-
ны тромбоцитов [36].

Лишь в одном из исследований было проведено 
хранение крови (ЭДТА) в течение 9 мес. при -80о C, 

Таблица 4
Протоколы центрифугирования для различных типов образцов

Источник Условия центрифугирования
Cheng HH, et al. (2013) [20] Плазма: 1) 3400 g, 10 мин, КТ;

PPP: 1) 3400 g, 10 мин, КТ; 2) 1940 g, 10 мин, 25о C;
PRP: 1) 600 g, 10 мин, 25о C

Page K, et al. (2013) [22] Плазма: 1) 1000 g, 10 мин, 4о C; 2) 1000 g, 10 мин, 4о C;
Плазма: 1) 1000 g, 10 мин, 4о C; 2) 2000 g, 10 мин, 4о C;
Плазма: 1) 1000 g, 10 мин, 4о C; 2) 10000 g, 10 мин, 4о C

Binderup HG, et al. (2016) [12] PPP: 1) 3000 g, 15 мин; 2) 3000 g, 15 мин;
Плазма: 1) 2000 g, 10 мин;
Плазма: 1) 2000 g, 10 мин; хранение 1 нед. при -80о C;
Плазма: 1) 2000 g, 10 мин; хранение 1 нед. при -80о C; 2) 3000 g, 30 мин;
Плазма: 1) 2000 g, 10 мин; хранение 1 нед. при -80о C; 2) 3000 g, 15 мин;
Плазма: 1) 2000 g, 10 мин; хранение 1 нед. при -80о C; 2) 3000 g, 15 мин; 3) 3000 g, 15 мин

Basso D, et al. (2017) [24] Сыворотка, плазма:1) 1200 g, 10 мин, КТ или 4о C;
Сыворотка, плазма:1) 1200 g, 10 мин, КТ или 4о C; 2) 2500 g, 15 мин, КТ или 4о C

Binderup HG, et al. (2018) [9] PPP: 1) 3000 g, 30 мин, 18о C;
PPP: 1) 3000 g, 15 мин, 18о C; 2) 3000 g, 15 мин, 18о C

Muth DC, et al. (2018) [26] PRP: 1) 1300 g, 15 мин;
PPP: 1) 1300 g, 15 мин; 2) 2500 g, 15 мин; 3) 2500 g, 15 мин

Murray MJ, et al. (2018) [27] Плазма: 1) 1600 g, 10 мин;
Плазма: 1) 1600 g, 10 мин; 2) 14400 g, 10 мин

Faraldi M, et al. (2020) [29] Плазма: 1) 1300 g, 10 мин, КТ (22о C);
PPP: 1) 1300 g, 10 мин, КТ (22о C); 2) 2500 g, 15 мин, КТ

Chan S-F, et al. (2023) [10] PPP: 1) 1500 g, 15 мин; 2) 2500 g, 15 мин;
PPP: 1) 1500 g, 15 мин; 2) 1500 g, 20 мин;
PPP: 1) 1500 g, 15 мин; 2) 2000 g, 15 мин;
PPP: 1) 1500 g, 15 мин; 2) 3000 g, 15 мин;
PPP: 1) 1500 g, 15 мин; 2) 5000 g, 5 мин

Примечание: КТ — комнатная температура, ЭДТА — этилендиаминтетрауксусная кислота, PPP — platelet-poor plasma (бедная тромбоцита-
ми плазма), PRP — platelet-rich plasma (богатая тромбоцитами плазма), SDP — Streck DNA plasma, SRP — Streck RNA plasma, 1) — первое 
центрифугирование, 2) — второе центрифугирование, 3) — третье центрифугирование.
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которое показало увеличение уровней экспрессии 
микроРНК по сравнению с длительностью хранения 
в течение 1 дня [25].

Таким образом, результаты большинства об-
суждаемых исследований продемонстрировали, 
что уровни микроРНК значимо меняются уже по-
сле нескольких часов хранения крови как при КТ, 
так и при 4о C, и обработка образцов должна прово-
диться как можно быстрее после получения.

Транспортировка. Несмотря на то, что транспор-
тировка биообразцов также является преаналитиче-
ским фактором, исследований, проводивших срав-
нение условий транспортировки, немного. В реаль-
ных клинических условиях многие диагностические 
тесты проводятся на аутсорсинге, и образцы крови 
необходимо отправлять до места проведения анали-
за [28]. Только в двух из включенных в обзор иссле-
дований проводилась оценка влияния транспорти-
ровки на биообразцы [24, 25]. В одном из них кровь 
в пробирках для получения сыворотки или с ЭДТА, 
а также плазма и сыворотка были помещены в шей-
кер при КТ на 1 или 8 ч, после чего оценивали кон-
центрацию hsa-miR-1 и  hsa-miR-21 [25]. В  резуль-
тате было показано, что после 8 ч экспрессия обеих 
микроРНК значимо снизилась в плазме, а miR-1 — 
в сыворотке цельной крови, тогда как после 1 ч воз-
действия никаких изменений не наблюдалось. Экс-
прессия микроРНК в обработанной ЭДТА цельной 
крови была стабильной после 1 или 8 ч воздействия. 
Образцы цельной крови вероятно являются более 
устойчивыми, чем разделенные фракции в условиях 
физического стресса, но они также демонстрируют 
схожую тенденцию к снижению уровней микроРНК 
с  течением времени [25]. В  другом исследовании 
кровь в пробирках для получения сыворотки и плаз-
мы с  разными антикоагулянтами была транспор-
тирована до 9 ч при 2-8о C или КТ [24]. В результате 
было показано, что на выход микроРНК сыворотки 
метод хранения существенно не влиял, в  то время 
как статистически значимый эффект хранения был 
обнаружен для плазмы ЭДТА и ACD-B [24]. 

Центрифугирование. Во время подготовки сы-
воротки и  плазмы удаление клеточных компонен-
тов обычно достигается путем центрифугирования. 
Конечная фракция плазмы может различаться по 
количеству остаточных тромбоцитов и  микровези-
кул, в зависимости от скорости центрифугирования 
[32]. Тромбоциты содержат множество микроРНК, 
а условия подготовки плазмы могут вызывать акти-
вацию тромбоцитов и высвобождение микровезикул 
тромбоцитов (platelet-derived microvesicles, PMV), 
которые содержат специфические сигнатуры ми-
кроРНК. PMV составляют основную фракцию всех 
микровезикул в плазме. Даже следовые количества 
тромбоцитов или микрочастиц будут искусственно 
повышать уровни микроРНК и  потенциально из-
менять профили экспрессии микроРНК, связанные 

с  заболеванием, поскольку концентрации микро
РНК в клетках крови намного выше, чем в плазме 
или сыворотке [1]. Поэтому минимизация актива-
ции тромбоцитов in vitro является важным аспектом 
исследования циркулирующих микроРНК [32].

Исследования, направленные на изучение вли-
яния протоколов центрифугирования образцов 
и установление оптимального протокола центрифу-
гирования, приведены в таблице 4.

Анализ уровней трех микроРНК в плазме после 
трех последовательных центрифугирований пока-
зал, что более высокая концентрация исследованных 
микроРНК в плазме обусловлена клеточной конта-
минацией, а  дополнительное ультрацентрифугиро-
вание при 355000 g привело лишь к незначительному 
снижению концентрации микроРНК; это указывает 
на то, что вклад экзосом и везикул в концентрацию 
исследованных микроРНК минимален [15]. 

В работе Cheng HH, et al. (2013) были оценены 
уровни циркулирующих микроРНК, остаточное ко-
личество тромбоцитов и  содержание микрочастиц 
в плазме и сыворотке, подвергшихся разным спосо-
бам обработки. После однократного центрифугиро-
вания при 3400 g, содержание тромбоцитов в плазме 
составило 28  тыс./мкл, повторное центрифугиро-
вание, в результате которого была получена бедная 
тромбоцитами плазма (platelet-poor plasma, PPP) 
снизило содержание тромбоцитов на 80-90%, а плаз-
ма, полученная с помощью центрифугирования при 
600 g — богатая тромбоцитами плазма (platelet-rich 
plasma, PRP), содержала в 13-19 раз больше тромбо-
цитов. При сравнении PPP после фильтрации через 
0,22 мкм фильтр и  тромбоцитарного концентрата 
(ресуспендированый осадок, образовавшийся по-
сле получения PPP) уровни 71% детектированных 
микроРНК (199/282) различались [20]. 

В  других исследованиях также было показано 
снижение общего выхода микроРНК [24], количе-
ства детектируемых микроРНК [29], концентрации 
отдельных микроРНК [26, 27], в т.ч. ассоциирован-
ных с  тромбоцитами [29], при двойном центрифу-
гировании плазмы по сравнению с  однократным. 

При этом, двойное центрифугирование ока-
зывало гораздо меньший эффект на образцы сы-
воротки, чем плазмы [15], результаты, полученные 
Basso D, et al. (2017) при сравнении образцов сыво-
ротки после одного или двух центрифугирований, 
показали, что профили экспрессии зависели пре-
имущественно от температуры, а  не от протокола 
центрифугирования [24].

Page K, et al. (2013) показали, что скорость вто-
рого центрифугирования плазмы влияет на ко-
личество детектированных микроРНК, которое 
составило 195 при 1000 g, 187 при 2000 g и 138 при 
10000 g. Также было показано снижение уровня ас-
социированных с  тромбоцитами микроРНК (hsa-
miR-24, hsa-miR-191, hsa-miR-197, hsa-miR-223) при 
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центрифугировании при 10000 g [22]. Однако в ра-
боте Chan  S-F, et al. (2023) в  плазме, полученной 
после второго центрифугирования при наиболь-
шей из исследованных скоростей (5000 g), относи-
тельный уровень ассоциированных с тромбоцитами 
микроРНК был значимо повышен по сравнению 
с  плазмой, полученной после второго центрифу-
гирования при 1500 g, при этом при повышении 
скорости второго центрифугирования от 1500 g до 
3000 g наблюдался тренд к понижению относитель-
ной концентрации тромбоцитарных микроРНК [10].

Были также изучены другие способы получе-
ния PPP: тройное центрифугирование [26] и  про-
должительное одиночное центрифугирование [9]. 

В  ряде исследований, включенных в  настоя-
щий обзор и не направленных на изучение условий 
центрифугирования, была использована плазма, 
полученная после однократного центрифугирова-
ния (условия центрифугирования варьировали от 
1200 g в течение 10 мин до 2500 g в течение 20 мин) 
[19, 25, 31, 34], в других — полученная после двой
ного (скорость второго центрифугирования варьи-
ровала от 2500 g до 12000 g) [8, 28, 30, 32, 33]. В двух 
исследованиях из первой группы были использова-
ны образцы биобанков [25, 31]. Возможность полу-
чения PPP из замороженных образцов плазмы была 
проанализирована в ряде исследований [10, 12, 20]. 

Было показано, что при повторном центрифу-
гировании плазмы, замороженной после однократ-
ного центрифугирования, происходит значимое 
снижение содержания тромбоцитов [20]. При двух 
последовательных центрифугированиях разморо-
женной плазмы при 3000 g в  течение 15 мин было 
показано снижение содержания тромбоцитов до 
значений, достигнутых в PPP, во всех десяти иссле-
дованных образцах, при одном центрифугировании 
при 3000 g в течение 30 мин — в шести образцах из 
десяти [12], также было показано снижение отно-
сительного уровня ассоциированных с  тромбоци-
тами микроРНК по сравнению с  плазмой, полу-
ченной при однократном центрифугировании и не 
подвергавшейся заморозке [10]. Однако в  работе 

Binderup  HG, et al. (2016) уровни всех или боль-
шинства (в зависимости от использованной норма-
лизации) исследованных микроРНК были значимо 
выше, чем в PPP [12].

Таким образом, хотя частота использования 
плазмы, полученной после одного и  двух центри-
фугирований сопоставима, протоколы центрифу-
гирования, позволяющие получить плазму с  наи-
меньшим содержанием тромбоцитов и наименьшей 
контаминацией тромбоцитарными микроРНК, 
включают два последовательных центрифугиро-
вания непосредственно после забора крови. При 
этом, актуальным остается вопрос использования 
образцов из коллекций биобанков. Стандартные 
протоколы приготовления плазмы, используемые 
в  биобанках, включают одно центрифугирование, 
а проведение дополнительных центрифугирований 
после разморозки позволяет снизить до уровня PPP 
содержание тромбоцитов, но остаются значимые 
различия в уровнях микроРНК.

Заключение
Результаты исследований показывают, что раз-

личия в обработке образцов на каждом этапе пробо-
подготовки могут приводить к статистически значи-
мым различиям в уровнях исследуемых микроРНК, 
и  подтверждают необходимость унификации про-
цессов пробоподготовки. Биобанки, использующие 
единые протоколы для всех образцов, позволяют ре-
шить эту задачу. В то же время, некоторые данные 
указывают на возможную неоптимальность наибо-
лее распространенных практик, в  т.ч. тех, которые 
применяются к образцам в коллекциях биобанков, 
что может потребовать разработки дополнительных 
протоколов обработки и  анализа таких образцов. 
Для этого, а  также для уточнения уже полученных 
противоречивых результатов необходимы дополни-
тельные исследования. 

Отношения и деятельность: все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной статье.
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Биоинформатический подход к обработке данных 
высокопроизводительного секвенирования молекул 
малых РНК
Жарикова А. А.1,2, Вяткин Ю. В.1,2, Киселева А. В.1, Мешков А. Н.1

1ФГБУ "Национальный медицинский исследовательский центр терапии и профилактической медицины" Минздрава России. 
Москва; 2ФГБОУ ВО "Московский государственный университет им. М. В. Ломоносова". Москва, Россия

Высокопроизводительное секвенирование молекул малых РНК (ри-
бонуклеиновых кислот) широко применяют для поиска маркеров, 
характерных для различных заболеваний, а также при изучении ре-
гуляции экспрессии генов. Протокол обработки данных состоит из 
множества этапов, включающих стадии анализа качества исходных 
данных и результатов секвенирования, картирования и исследова-
ния экспрессионного профиля детектируемых молекул малых РНК. 
Для реализации каждого шага исследования уже разработан целый 
арсенал программ и  специфических пакетов. Инструментальная 
композиция итогового биоинформатического протокола критически 
важна для корректной обработки данных и  возможности воспроиз-
вести исследование. В настоящем обзоре описан наиболее универ-
сальный протокол обработки результатов высокопроизводительно-
го секвенирования молекул малых РНК, включающий все основные 
этапы и наиболее широко используемые программы. 
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High-throughput sequencing of small ribonucleic acid (RNA) molecules is 
widely used to search for markers of various diseases, as well as to study 
the regulation of gene expression. The data processing protocol consists 
of many stages, including the stages of analyzing the initial data quality 
and sequencing results, mapping and studying the expression profile 
of the detected small RNA molecules. A  whole arsenal of programs 
and specific packages has already been developed to implement each 
study step. The instrumental composition of the final bioinformatics 
protocol is critically important for the correct data processing and study 
reproduction. This review describes the most universal protocol for 
processing the results of high-throughput sequencing of small RNA 
molecules, including all the main stages and the most widely used 
programs.
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ДНК — дезоксирибонуклеиновая кислота, микроРНК — малые некодирующие молекулы РНК длиной 18-25 нуклеотидов, мРНК — матричная РНК, нкРНК — некодирующая РНК, РНК — рибонуклеиновая 
кислота, piРНК — piwi-interacting РНК, UMI — unique molecular identifiers (уникальные идентификаторы молекул).

Введение
Интерес к  исследованию функций некодиру-

ющих (нкРНК) рибонуклеиновых кислот (РНК) 
разных классов стремительно растет. нкРНК вовле-
чены в регуляцию многих физиологических и пато-
логических процессов в  прокариотических и  эука-
риотических организмах [1]. Группа нкРНК крайне 
гетерогенна по своему составу, единого устоявше-
гося варианта классификации не существует; более 
того, подходы к классификации приходится перио-
дически пересматривать в связи с открытием новых 
групп нкРНК и  уточнением функций уже извест-
ных молекул [2]. В  генной разметке человека вер-
сии консорциума GENCODE1 46 — аннотировано 
~63  тыс. генов и  только ~20  тыс. из них кодируют 
матричные РНК [3].

Технологии высокопроизводительного секве
нирования позволили детектировать различные 
РНК в любых биологических жидкостях, при этом 
совершенно необязательно заранее располагать ин-
формацией о последовательности этих РНК. С по-
мощью исследований, подразумевающих стадию 

1	 GENCODE. https://www.gencodegenes.org/ (13 September 2024).

анализа дифференциальной экспрессии, удалось 
идентифицировать молекулы РНК разных классов, 
включая молекулы малых РНК, являющиеся по-
тенциальными маркерами ряда заболеваний, в  т.ч. 
онкологических, сердечно-сосудистых и  нейро-
дегенеративных [4-6]. Удобный способ получения 
биологического материала, относительно быстрый 
лабораторный и биоинформатический анализ спо-
собствовали включению исследований на наличие 
характерных РНК-маркеров для детекции различ-
ных патологий в рутинную медицинскую практику.

По длине зрелой функциональной молеку-
лы группу нкРНК условно делят на длинные и ко-
роткие, или малые РНК. Малые РНК характери-
зуют длиной <200 нуклеотидов и  включают та-
кие классы, как транспортные и  рибосомальные 
РНК, микроРНК (малые некодирующие молеку-
лы РНК длиной 18-25 нуклеотидов), малые ядер-
ные (мяРНК, small nuclear RNA, snRNA) и  малые 
ядрышковые РНК (мякРНК, small nucleolar RNA, 
snoRNA), piРНК (piwi-interacting RNA, piRNA), ма-
лые интерферирующие РНК (small interfering RNA, 
siRNA), повтор-ассоциированные короткие интер-
ферирующие РНК (repeat-associated small interfering 

Ключевые моменты
Что известно о предмете исследования?

• � Одной из важных функций молекул малых РНК 
(рибонуклеиновых кислот) является регуляция 
генной экспрессии на посттранскрипционном 
уровне. 

• � Благодаря анализу дифференциальной экспрес-
сии могут быть идентифицированы молекулы 
РНК разных классов, включая молекулы малых 
РНК, являющиеся потенциальными маркерами 
широкого спектра заболеваний.

• � Программы для биоинформатического анали-
за отличаются скоростью работы, удобством ис-
пользования, доступностью, набором дополни-
тельных параметров и другими характеристиками.

• � Разработка биоинформатического протокола 
анализа данных высокопроизводительного сек-
венирования способствует стандартизации пре-
аналитических факторов, что является важным 
шагом в клиническом применении, а также на-
учных исследованиях молекул малых РНК. 

Что добавляют результаты исследования?
• � Описан универсальный протокол обработки ре

зультатов высокопроизводительного секвени-
рования молекул малых РНК, все его основные 
этапы и  наиболее широко используемые про-
граммы.

Key messages
What is already known about the subject?

• � One of the important functions of small RNA mo
lecules is the post-transcriptional regulation of gene 
expression.

• � With differential expression, RNA molecules of dif
ferent classes can be identified, including small 
RNA molecules, which are potential markers of 
a wide range of diseases.

• � Bioinformatics analysis programs differ in operating 
speed, usability, availability, a  set of additional pa
rameters and other characteristics.

• � The development of a  bioinformatics protocol for 
analyzing high-throughput sequencing data contri
butes to the standardization of preanalytical factors, 
which is an important step in clinical application, as 
well as research of small RNA molecules.

What might this study add?
• � A  universal protocol for processing the results of 

high-throughput sequencing of small RNA mo
lecules, its main stages and the most widely used 
programs are described.
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го секвенирования, в т.ч. молекул малых РНК, а так-
же функциям, биогенезу и роли в жизнедеятельно-
сти клетки нкРНК.

Результаты
Секвенирование и биоинформатический анализ 

малых РНК. Исследование фракции малых РНК 
с  применением технологий высокопроизводитель-
ного секвенирования может преследовать разные 
цели, однако всегда подразумевает наличие экс-
периментального и  биоинформатического этапов 
анализа. Экспериментальный этап включает экс-
тракцию РНК, в т.ч. микроРНК, приготовление би-
блиотек для секвенирования, включающее лигиро-
вание адаптеров, обратную транскрипцию, индек-
сирование и амплификацию.

Различные протоколы экстракции малых РНК 
[11-13] и  подготовки библиотек приводят к  диф-
ференцированному обнаружению микроРНК [13]. 
Во время подготовки библиотек систематические 
ошибки могут возникнуть во время лигирования 
адаптеров, что объясняется вторичными структура-
ми, образованными между микроРНК и  адаптера-
ми, и  в  связи с  этим использование вырожденных 
адаптеров является предпочтительным [14]. При-
менение уникальных идентификаторов молекул 
(unique molecular identifiers, UMI) позволяет кор-
ректировать ошибки ПЦР (полимеразной цепной 
реакции) [13]. В  ходе пробоподготовки перед ам-
плификацией уникальные идентификаторы моле-
кул добавляют к каждому транскрипту микроРНК. 
Одним из коммерческих наборов с использованием 
UMI, является, например, QIAseq (Qiagen, Герма-
ния). Для подтверждения стабильности и  воспро-
изводимости результатов, согласно рекомендациям 
консорциума ENCODE2, необходимо располагать 
хотя бы двумя биологическими репликами.

На данный момент наибольшее распростра-
нение в  научных и  медицинских лабораториях по 
всему миру получили секвенаторы следующего по-
коления (next generation sequencing), поставляемые 
коммерческой компанией Illumina (США). В осно-
ве метода секвенирования, реализованного в  дан-
ных приборах, лежит принцип секвенирования 
путем синтеза [15]. В  результате процесса пробо-
подготовки получаются одноцепочечные фрагмен-
ты дезоксирибонуклеиновой кислоты (ДНК) (или 
комплементарной ДНК в  случае секвенирования 
РНК), которые закрепляют на твердой подложке, 
и  с  помощью фермента ДНК-полимеразы синте-
зируют комплементарную цепь, затем происходит 
непосредственно процесс секвенирования, реали-
зованный в  виде циклов. В  ходе каждого цикла на 
подложку поступают нуклеотиды, меченные специ
фическими для каждого типа нуклеотида флуо-

2	 ENCODE. https://www.encodeproject.org/ (13 September 2024).

RNA, rasiRNA), кольцевые РНК (circular RNA, 
circRNA), короткие шпилечные РНК (кшРНК, 
short hairpin RNA, shRNA) и пр. [7, 8]. Малые РНК 
разных классов могут отличаться друг от друга ме-
ханизмом созревания, посттранскрипционными 
модификациями, субклеточной локализацией, дли-
ной, макромолекулярными партнерами, а  также 
характерной ролью в  жизнедеятельности клетки 
[7, 8]. Наибольшее распространение в качестве по-
тенциальных терапевтических мишеней получили 
микроРНК. 

МикроРНК — класс малых некодирующих РНК, 
которые представляют собой одноцепочечные моле-
кулы РНК, обнаружены у растений, животных и не-
которых вирусов. Впервые микроРНК была обнару-
жена в  организме нематоды (Caenorhabditis elegans) 
в 1993г [9]. МикроРНК играют важную роль в про-
цессе посттранскрипционной регуляции экспрессии 
генов, который реализуется посредством деградации 
транскриптов матричной РНК (мРНК) и ингибиро-
вания трансляции [10].

При реализации практически любого биоин-
форматического анализа есть возможность выбо-
ра из большого арсенала доступных программных 
продуктов. Можно подобрать альтернативные про-
граммы и  их разнообразные сочетания, функцио-
нал которых будет по большей части воспроизво-
дим. Однако даже программы, созданные для вы-
полнения, на первый взгляд, одинаковой задачи, 
могут отличаться скоростью работы, удобством 
использования, доступностью, набором дополни-
тельных параметров и  прочими сопутствующими 
характеристиками. При разработке биоинформа-
тического протокола анализа данных любого ге-
неза необходимо учитывать актуальное состояние 
доступного программного обеспечения, а  также 
возможные специфические особенности анализи-
руемых данных, которые могут повлиять на выбор 
софта. 

Цель обзора — описание универсального про-
токола обработки результатов высокопроизводи-
тельного секвенирования молекул малых РНК, 
включающего все основные этапы и наиболее ши-
роко используемые программы. 

Методологические подходы
Проведение поиска литературных источников 

было выполнено по заголовкам, аннотациям и клю-
чевым словам в системах индексирования научных 
публикаций (Google Scholar, PubMed, eLIBRARY) 
с  использованием следующих запросов: "малые 
РНК + биоинформатический", "микроРНК + био-
информатический", "small RNA + bioinformatics", 
"microRNA + bioinformatics", "microRNA + NGS", 
"small RNA + functions". В обзор были включены 19 
оригинальных исследований 1993-2024гг, посвящен-
ных обработке результатов высокопроизводительно-
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производительного секвенирования, хранят в  тек-
стовых файлах формата FASTQ, где на каждый ис-
следуемый образец приходится один FASTQ файл 
в  случае одноконцевого протокола секвенирова-
ния или два парных FASTQ файла при парнокон-
цевом секвенировании. Файлы bcl можно конвер-
тировать в  файлы FASTQ с  помощью программы 
bcl2fastq, предоставляемой компанией Illumina 
(США). Для секвенирования фракции малых РНК 
ввиду длины целевых молекул допустимо исполь-
зовать одноконцевой протокол с  длиной чтений 
75-100 нуклеотидов.

Традиционно биоинформатический анализ 
данных высокопроизводительного секвенирования 
полного цикла начинается с  исходных или сырых 
чтений и  подразумевает наличие нескольких ста-
дий. В  случае исследования экспрессионного про-
филя малых РНК анализ включает в  себя: коррек-
цию последовательностей чтений при необходимо-
сти, картирование чтений на последовательность 
референсного генома, квантификация известных 
РНК на основании существующих генных разме-
ток, дополнительно может быть реализована задача 
поиска новых РНК. На каждом этапе осуществля-
ется контроль качества исходных чтений, результа-
тов картирования чтений, квантификации и  мно-
гое другое. Основные этапы биоинформатического 
анализа представлены на рисунке 1.

ресцентными метками; за счет дополнительной 
3`-модифицикации поступающих нуклеотидов за 
один цикл секвенирования к  матрице может при-
соединиться только один нуклеотид, флуоресцен-
ция инициируется с  помощью лазера, результаты 
детектируются высокочувствительной камерой, 
затем блокирующая 3`-модификация удаляется 
и цикл может быть повторен. Еще одна технология 
высокопроизводительного секвенирования, ис-
пользуемая в  приборах DNBSEQ (BGI/MGI, Ки-
тай/США), набирает популярность, в  т.ч. и  в  рос-
сийском сегменте. В  основе метода лежит флуо-
ресцентная детекция на поверхности проточной 
ячейки наношариков ДНК, которые представляют 
собой амплифицированные по принципу "катяще-
гося кольца" фрагменты ДНК. 

По окончании процесса секвенирования при-
бор генерирует общий для целого запуска набор 
бинарных файлов, содержащих расшифровки по-
лученных изображений, в  формате bcl (binary base 
call) для приборов компании Illumina и  в  формате 
cal в случае BGI/MGI. Обычно в рамках одного за-
пуска секвенатора компонуют несколько образцов, 
помечая библиотеки специфическими бар-кодами 
в  ходе пробоподготовки, а  встроенное программ-
ное обеспечение секвенатора позволяет получать 
файлы с  чтениями для каждого образца в  явном 
виде. Чтения, полученные в  результате высоко-
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Рис. 1    Основные этапы биоинформатического анализа результатов секвенирования фракции малых РНК.
Примечание: микроРНК — малые некодирующие молекулы РНК длиной 18-25 нуклеотидов, UMI — unique molecular identifiers (уникаль-
ные идентификаторы молекул). 
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В чтениях могут содержаться и последователь-
ности адаптеров, которые химически пришиваются 
к  комплементарной ДНК в  ходе пробоподготовки. 
Такие последовательности необходимо идентифи-
цировать и удалять с помощью таких программ как 
Cutadapt5 или Trimmomatic [18]. Чтения, несущие 
технические последовательности, не удастся в даль-
нейшем картировать на последовательность рефе-
ренса. 

Картирование чтений. Картирование чтений на 
референсный геном сопряжено с выбором как вер-
сии самого генома, так и  подходящей программы 
для картирования. Одной из особенностей геномов 
эукариот является наличие большого количества 
повторяющихся последовательностей, что крайне 
затрудняет процесс сборки генома целиком при ис-
пользовании коротких прочтений. Подавляющее 
большинство сборок референсных геномов несут 
существенный процент пропусков, а  также нераз-
решенные последовательности в  областях, обога-
щенных повторами, в  основном это локусы генов 
рибосомальных РНК, центромер и  теломер [19]. 
В  наиболее актуальной версии сборки референс-
ного генома человека, GRCh38 (hg38), расшифро-
вано ~93% оснований [20]. Варианты сборки рефе-
ренсных геномов обновляются далеко не каждый 
год, а  в  случае Homo sapiens выход новой версии 
сборки является настоящим событием для научно-
медицинского сообщества. 

С  развитием технологий секвенирования уда-
лось разработать методики, позволяющие сра-
зу расшифровывать длинные фрагменты ДНК, до 
нескольких тысяч нуклеотидов, хотя и  с  большим 
количеством ошибок. С  помощью алгоритмиче-
ской интеграции прочтений разной длины и  каче-
ства удалось собрать референсный геном человека 
полностью, от теломеры до теломеры (консорциум 
"Т2Т", версия  — CHM13), разрешив все проблем-
ные локусы на каждой хромосоме [20]. Сборка 
CHM13 была опубликована в 2022г, однако перехо-
дить на работу с  этой версией, особенно в  рамках 
медицинских исследований, будут еще не один год. 
Многие базы данных, содержащие информацию 
о разметках генов, в т.ч. генов малых РНК, патоген-
ных вариантах и прочей аннотации, могут исполь-
зовать координаты только определенной версии 
референсного генома. Между версиями сборок ко-
ординаты не сопоставляются напрямую. Существу-
ют специализированные программы, например, 
LiftOver, позволяющие конвертировать набор коор-
динат, представленный относительно одной версии 
сборки в любую другую [21]. Такой подход, с одной 
стороны, дает возможность приводить информа-
цию из разных источников к единой версии сборки 

5	 Cutadapt. https://cutadapt.readthedocs.io/en/stable/# (13 Septem
ber 2024).

Анализ качества. Следующий этап анализа, ха
рактерный для любого протокола секвенирова-
ния — анализ качества полученных чтений, которое 
может быть оценено согласно разнообразным ха-
рактеристикам. Разберем наиболее важные из них.

Первое, на что стоит обращать внимание — ко-
личество чтений, приходящихся на один образец. 
Согласно рекомендациям консорциума ENCODE2, 
необходимо секвенировать как минимум 30  млн 
чтений на один образец. С  помощью секвени-
рования желаемой фракции РНК можно устано-
вить концентрацию разнообразных транскриптов 
в  популяции клеток. Чем выше экспрессируется 
та или иная РНК, тем чаще ее транскрипты будут 
попадать в  пробу и  тем большее количество чте-
ний в  итоге придется на соответствующий ген. От 
глубины секвенирования зависит итоговое разно-
образие молекул малых РНК, которые удастся де-
тектировать в  результате эксперимента. При необ-
ходимости детектировать продукты заведомо низко 
экспрессируемых генов следует увеличивать глуби-
ну секвенирования.

Каждое основание каждого чтения детекти-
руется и  расшифровывается автоматически. Ка-
чество идентификации оснований оценивается 
с помощью метрики Phred quality score или Q-score, 
которая логарифмически зависит от вероятности 
ошибки при распознавании оснований [16]. Q-score 
может принимать значения от 0 до 40. Значение 
Q-score <20 (т.е. вероятность того, что основание 
детектировано неверно, составляет >0,01) принято 
считать неудовлетворительным. Современный уро-
вень коммерческих наборов реагентов, приборов 
для секвенирования и  алгоритмов детекции осно-
ваний позволяет получать значения Q-score >30.

Все вышеописанные характеристики качества 
чтений могут быть исследованы с  помощью про-
граммы FastQC3, на вход которой требуется подать 
одноконцевые или парноконцевые FASTQ файлы. 
Возможности программы MultiQC4 позволяют соз-
давать удобные отчеты, резюмирующие основные 
метрики качества сразу для нескольких образцов 
при необходимости.

Наличие этапа добавления UMI в  ходе пробо
подготовки предполагает специфическую биоин-
форматическую обработку полученных данных. 
Фрагменты, содержащие одинаковые молекулярные 
идентификаторы, получены в результате амплифи-
кации и должны быть объединены для установления 
количества чтений, отражающего биологическую 
представленность соответствующего транскрипта. 
Одним из наиболее распространенных инструментов 
для решения этой задачи является UMI-tools [17].

3	 FastQC. https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/
fastqc/ (13 September 2024).

4	 MultiQC. https://seqera.io/multiqc/ (13 September 2024).
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РНК, а  способы процессинга малых РНК значи-
тельно отличаются и  детекция чтений, попавших 
на экзон-экзонную границу не актуальна. Тем 
не менее, в  стандартизованном в  рамках проекта 
ENCODE2 биоинформатическом протоколе анали-
за данных секвенирования малых РНК использу-
ют программу STAR, хотя она не всегда показывает 
лучшие результаты в сравнительных исследованиях 
[27, 28]. В  некоторых протоколах все же использу-
ют такие программы для картирования как BWA7 
и  bowtie28. Выбранную референсную последова-
тельность необходимо проиндексировать, восполь-
зовавшись соответствующей опцией выбранной 
программы для картирования.

Результаты картирования чтений на референс 
хранят в  специализированных файлах формата 
BAM [24]. Это бинарные файлы, которые для каж-
дого чтения содержат информацию о  положении 
и  количестве мест картирования на референсную 
последовательность, качестве картирования, редак-
ционном расстоянии, описание картирования в за-
кодированном виде, пользовательские тэги. При 
парноконцевом типе секвенирования в  BAM фай-
лах для каждого чтения сохраняется информация 
о результате картирования его пары. 

Для работы с  бинарными BAM файлами тра-
диционно используют возможности программы 
Samtools9. Эта программа позволяет быстро получать 
разного рода сводную информацию, что дает воз-
можность судить о результате картирования. Чтения 
приемлемого качества являются необходимым, но 
не достаточным условием успешного анализа. Од-
ной из основных характеристик результатов карти-
рования является процент чтений, нашедших свое 
место на референсной последовательности. Совре-
менный уровень развития лабораторного оборудова-
ния при корректном использовании и соблюдении 
всех мер, обеспечивающих чистоту помещения, по-
зволяют получать >99% чтений, картированных на 
референс. Более низкий процент может свидетель-
ствовать о контаминации проб материалом из дру-
гих организмов, например, бактерий или грибов. 
Еще одной причиной недостаточной доли картиро-
ванных чтений может быть наличие в них техниче-
ских последовательностей, которые не были удале-
ны на предыдущих этапах анализа. 

Анализ BAM файлов позволяет выделить по-
следовательности некартированных на целевой ре-
ференс чтений в  явном виде и  проанализировать 
их, например, с  помощью возможностей BLAST10. 

7	 Burrows-Wheeler Aligner (BWA) https://bio-bwa.sourceforge.net/ 
(13 September 2024).

8	 Bowtie 2. https://bowtie-bio.sourceforge.net/bowtie2/index.shtml 
(13 September 2024).

9	 Samtools. https://www.htslib.org/ (13 September 2024).
10	 BLAST. https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (13 September 2024).

референсного генома, с другой — может порождать 
проблемы неоднозначной или неполной конверта-
ции. Выбор версии референсного генома зависит 
от поставленных задач, актуальности использу-
емых баз данных и  необходимости анализировать 
геномные локусы, обогащенные повторяющимися 
элементами. С  точки зрения исследований малых 
РНК переход на версию CHM13 может быть вполне 
логичным, т.к. многие малые РНК, в т.ч. большин-
ство piРНК и часть микроРНК, закодированы в по-
вторах разных классов [7].

Помимо последовательности референсного ге-
нома можно использовать последовательность ре
ференсного транскриптома и  картировать чтения 
сразу на последовательности известных зрелых 
транскриптов [22]. Использование транскриптома 
в качестве референса лишает возможности находить 
новые РНК, что часто бывает актуально при рабо-
те с  малыми РНК. Однако для многих организмов 
последовательности референсного генома просто 
не существует и наличие транскриптома позволяет 
использовать доступную информацию для проведе-
ния исследования. При выборе референса любого 
типа следует обращать внимание на качество сборки 
и полноту аннотации. Для подавляющего большин-
ства основных модельных организмов, включая че-
ловека, существуют референсные последовательно-
сти генома, собранные до хромосом, и транскрипто-
ма с аннотацией основной массы генов в хорошем 
качестве [23]. Выбор стратегии картирования зави-
сит от исследователя и поставленных задач.

Для работы с  результатами высокопроизводи
тельного секвенирования необходимо распола-
гать файлами с  референсами нужного типа и  вер-
сии сборки. Стандартно файлы с  нуклеотидными 
последовательностями хранят в  формате FASTA 
[24]. На официальном сайте проекта Ensembl6 до-
ступны последовательности референсных геномов 
разных версий сборок для более чем 50 позвоноч-
ных, включая человека, мышь, крысу, свинью и др., 
а  также прочих широко используемых модельных 
организмов  — дрозофила, нематода, данио-рерио 
и  пр. В  этом же репозитории можно получить 
FASTA файлы необходимых транскриптомов для 
соответствующих организмов. 

В  проектах по исследованию транскриптома 
среди наиболее используемых программ для кар-
тирования чтений на референс превалируют про-
граммы STAR [25] и  HISAT2 [26]. Особенностью 
этих программ является наличие параметра, позво-
ляющего картировать чтения с  разрывом, что дает 
возможность учитывать процесс сплайсинга в ходе 
биоинформатического анализа. Вырезание интро-
нов характерно при созревании белок-кодирующих 

6	 Ensembl genome browser. https://www.ensembl.org/index.html 
(13 September 2024).
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ставляет одну из наиболее полных генных разметок 
для человека и мыши [3]. Стоит отметить, что раз-
метка GENCODE последней версии представлена 
для сборки человеческого генома версии hg38, хо-
рошо аннотирована, включая разметку в  рамках 
неканонических хромосом, также в разметке пред-
ставлено >20 тыс. генов длинных нкРНК и >7 тыс. 
генов малых нкРНК разных классов. База данных 
RefSeq11 и консорциум FANTOM12 также предостав-
ляют свои версии генных разметок генома челове-
ка. Крайне важно следить за актуальным состояни-
ем генной разметки, практически все консорциумы 
публикуют новые версии довольно часто. Так, про-
ект GENCODE обновляет генную разметку генома 
человека ~2-3 раза/год. Генные разметки из разных 
источников и между разными релизами обычно ми-
нимально отличаются друг от друга по количеству 
белок-кодирующих генов, но могут драматически 
не соответствовать друг другу по композиции генов 
нкРНК. Также стоит обратить внимание на то, что 
некоторые гены могут изменить свой класс, напри-
мер, для белок-кодирующей РНК может быть пока-
зана некодирующая функция. При формировании 
протоколов обработки данных удобно получать все 
необходимые референсные файлы из одного ис-
точника. Проект GENCODE предоставляет такую 
возможность и позволяет для человека и мыши по-
мимо генной аннотации получить в  формате fasta 
последовательность референсного генома, по-
следовательности транскриптов для кодирующих 
и нкРНК, а также содержит файлы с разнообразной 
сопроводительной информацией, которая позволяет 
установить соответствия между идентификаторами 
транскриптов из разных источников (GENCODE, 
Ensembl, HGNC и  др.). Базы данных Ensembl по-
мимо генной разметки содержат, в  т.ч. последова-
тельности референсных геномов, транскриптов 
и белков. При формировании протоколов обработ-
ки данных удобно получать все необходимые рефе-
ренсные файлы из одного источника.

Для малых РНК существуют специализирован-
ные разметки. Одной из самых популярных баз дан-
ных, в которой собраны последовательности как еще 
непроцессированных, так и уже зрелых микроРНК 
является база miRBase13. В miRBase для человека ре-
портировано >2500 зрелых последовательностей, 
в  то время как в  GENCODE1 представлено ~1880 
генов микроРНК. Гены piРНК в принципе не пред-
ставлены практически ни в одной генной разметке 
от крупных консорциумов, для них также существу-
ют специализированные базы данных, например, 

11	 RefSeq database. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/ (13 Septem
ber 2024).

12	 FANTOM consortium. https://fantom.gsc.riken.jp/ (13 September 2024).
13	 MicroRNA database (miRBase). http://www.mirbase.org/ (13 Septem

ber 2024).

В  стандартных протоколах часто используют толь-
ко уникально картированные чтения, т.е. такие 
чтения, которые закартированы на референсную 
последовательность только один раз. Программа 
Samtools [29] позволяет установить процент таких 
чтений. При детекции большого количества мно-
жественно картированных чтений стоит исследо-
вать их отдельно. Такая ситуация может указывать 
на наличие большого количества рибосомальной 
РНК в пробе или экспрессии специфических РНК, 
пришедших из областей генома, обогащенных по-
вторяющимися элементами, что может быть ин-
тересно. С  помощью Samtools можно сортировать 
BAM файлы, упорядочивая чтения по координатам 
картирования или по уникальным идентификато-
рам чтений в  лексикографическом порядке. Так-
же у  Samtools есть возможность создания допол-
нительного файла с  индексами, что часто требуют 
программы на последующих этапах анализа. Реко-
мендовано хранить сортированные и  проиндекси-
рованные BAM файлы [24]. 

Еще одной из часто используемых опций про-
граммы Samtools является возможность получать 
фрагмент BAM файла, содержащий чтения, кото-
рые оказались закартированы на определенный ге-
номный локус или набор локусов. Можно получить 
BAM файл, например, для одной или нескольких 
хромосом, или для заведомо известных областей, 
несущих целевые гены. В  случае исследования на-
бора целевых локусов следует подать программе 
Samtools файл с координатами этих участков в фор-
мате BED [24]. 

С  помощью Samtools можно конвертировать 
бинарный BAM файл в  текстовый аналог  — SAM 
файл [24]. Такие файлы можно просматривать 
в любом редакторе, однако хранить результаты кар-
тирования в  файлах формата SAM не рекомендо-
вано, т.к. они занимают значительно больше места 
и  либо не воспринимаются программами для по-
следующего анализа, либо их обработка может за-
нимать значительно больше времени. 

Профиль экспрессии. Следующий этап заклю-
чается в  получении экспрессионного профиля, ха-
рактерного для исследуемого образца, т.е. необхо-
димо установить перечень известных генов, для ко-
торых детектирована экспрессия. Для этого нужно 
иметь файл с  координатами и  аннотацией извест-
ных генов. Важно следить, чтобы генная разметка 
была привязана к  координатам выбранной версии 
референса с  соответствующими именами хромо-
сом. На сегодняшний день существует несколько 
консорциумов, которые занимаются составлением 
и  уточнением генной разметки для разных орга-
низмов. В  репозитории ENSEMBL6 хранятся фай-
лы с доступной генной разметкой для многих орга-
низмов, включая человека и широко используемые 
модельные организмы. Проект GENCODE1 предо-
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самостоятельная программа и  как реализация на 
языке R в  рамках пакета Rsubread20. С  помощью 
featureCounts можно обрабатывать множествен-
но картированные, химерные, цепь-специфичные 
чтения, а  также разрешать ситуации пересечений 
в генной разметке и добавлять дополнительные на-
стройки параметров квантификации. Вне зависи-
мости от выбора программы в результате получают 
текстовый файл, где напротив каждого идентифи-
катора из генной разметки указано число чтений, 
которые были закартированы в рамках соответству-
ющего локуса, согласно выбранным параметрам 
аннотации. Htseq-count и featureCounts используют 
довольно схожие процедуры и  приводят к  очень 
схожим результатам, с расхождением <0,1% [35].

Для выявления малых РНК, которые могли бы 
являться маркерами интересующих состояний, не-
обходимо заранее разработать соответствующий 
дизайн исследования [36]. Целью такого исследова-
ния является поиск малых РНК, уровень экспрес-
сии которых был бы выше в образцах определенно-
го фенотипа, чем в контрольной группе. Предвари-
тельно необходимо тщательно отобрать образцы, 
которые могли бы составить целевую и  контроль-
ные группы приемлемого размера. Крайне важно 
следить за тем, чтобы сравниваемые выборки были 
равномерно нагружены метахарактеристиками, не 
касающимися предмета сравнения. Например, ес-
ли образцы биологического материала получают от 
пациентов и здоровых добровольцев, то количество 
человек, половое, этническое и возрастное разноо-
бразие, наличие сопутствующих заболеваний и пр. 
характеристики, поддающиеся контролю, должны 
быть максимально одинаково распределены в  ито-
говых выборках.

Затем для каждого образца из выборки следует 
единообразно реализовать забор материала, пробо-
подготовку, секвенирование и  рассчитать профиль 
экспрессии, как обсуждалось ранее. После чего про-
водится анализ, который выявляет статистически 
значимо дифференциально экспрессируемые гены. 
Реализовать этот анализ можно, например, с  по
мощью такого пакета на языке R как DESeq221. Од-
ной из ключевых алгоритмических особенностей 
пакета DESeq2 является нормализация данных, ко-
торая корректирует различия в  глубине секвениро-
вания между образцами и стабилизирует дисперсию. 
Такой подход к  нормализации позволяет повысить 
качество данных, учитывая возможные технические 
различия и  естественную дисперсию в  экспрессии 
индивидуальных генов, присущую всем живым ор-
ганизмам. Существуют альтернативные пакеты для 

20	 Rsubread R package. https://bioconductor.org/packages/release/
bioc/html/Rsubread.html (13 September 2024).

21	 DESeq2 R package. https://bioconductor.org/packages/release/
bioc/html/DESeq2.html (13 September 2024).

piRNAdb14, piRNABank [30], piRBase15. Интересным 
и  довольно специфическим классом малых РНК 
являются circRNA, которые также не представлены 
в  канонических разметках, но координаты их ге-
нов можно получить в базах CircBank16, circRNADB 
[31], circAtlas17.

Реализация протокола секвенирования фрак-
ции малых РНК предполагает возможность поиска 
новых, не идентифицированных ранее, последо-
вательностей малых РНК. Это довольно сложный 
процесс с  алгоритмической точки зрения, тем не 
менее существует большое количество программ 
и  пакетов, позволяющих искать новые РНК. Про-
грамма miRDeep2 [32] опирается на данные секве-
нирования и  сопоставляет обнаруженные транс-
крипты с  сигнатурой, характерной для последо-
вательностей предшественников микроРНК. Есть 
и  другие программы с  аналогичными функциями: 
miRNAFold [33], Mirnovo [34] и пр. 

Разметка генов обычно хранится в файлах фор-
мата GTF или GFF [24]. Это текстовые файлы, со-
стоящие из 9 обязательных колонок. Из этих фай-
лов можно получить информацию о  координатах 
гена (имя хромосомы, начало и конец локуса), це-
пи, на которой закодирован ген, типе и идентифи-
каторе гена. Структура GTF/GFF файлов позволя-
ет хранить информацию не только о гене, но и обо 
всех его транскриптах, экзонах, старт- и  стоп-ко
донах, нетранслируемых областях (untranslated re
gion, UTR), кодирующей последовательности (co
ding sequence, CDS). Тип аннотируемого локуса 
указан в третьей колонке (feature).

Для создания экспрессионного профиля об-
разца существует несколько программ. Одна из са-
мых распространенных и удобных в использовании 
программ для работы с  данными секвенирования 
РНК — Htseq-count18, реализованная в рамках про-
граммы HTSeq. Однако для аннотации малых РНК 
Htseq-count может не подойти, т.к. программа рабо-
тает только с уникально картированными чтениями 
и  не способна разрешить случаи, когда чтение по-
падает на пересечение ≥2 аннотированных локусов. 
Гены малых РНК часто закодированы в нескольких 
копиях и могут быть расположены в интронах более 
длинных генов. 

Альтернативой Htseq-count может послужить 
программа featureCounts19, которая доступна как 

14	 PIWI-interacting RNA (piRNA) Database (piRNAdb). https://www.
pirnadb.org/index (13 September 2024).

15	 piRBase. http://bigdata.ibp.ac.cn/piRBase/ (13 September 2024).
16	 CircBank Database. http://www.circbank.cn/ (13 September 2024).
17	 circAtlas 3.0 resource. http://circatlas.biols.ac.cn/ (13 September 2024).
18	 Htseq-count. https://htseq.readthedocs.io/en/release_0.11.1/count. 

html (13 September 2024).
19	 featureCounts. https://subread.sourceforge.net/featureCounts.html 

(13 September 2024).
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Установление мишеней отдельных микроРНК 
не гарантирует понимания их функций. Для это-
го используют подход, подразумевающий, что ми-
кроРНК как регуляторы генной экспрессии, при-
нимают участие в тех же биологических процессах, 
что и  их целевые мРНК. Соответственно необхо-
димо функционально проаннотировать мРНК и на 
основании полученных результатов сделать вывод 
о  функциях микроРНК. Эту задачу можно решить 
с помощью анализа обогащения, который реализо-
ван в  пакетах для языка R и  веб-сервисах, напри-
мер, MSigDB26. Существует довольно много подхо-
дов, сервисов и пакетов, позволяющих по-разному 
посмотреть на анализ обогащения [42]. Наиболее 
часто анализ обогащения реализуют для баз данных 
метаболических путей Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes (KEGG)27, а  также по коллекции 
функциональных аннотаций Gene ontology (GO)28. 

Заключение
Малые нкРНК играют важную регуляторную 

роль в  жизнедеятельности клетки в  норме и  пато-
логии. Исследования по использованию малых 
нкРНК в  качестве биомаркеров заболеваний, те-
рапевтических агентов или мишеней без сомнения 
представляют большой интерес для биомедицин-
ской науки. Использование технологий высокопро-
изводительного секвенирования сопряжено с  не-
обходимостью разработки стандартизованных био-
информатических протоколов анализа полученных 
данных. При реализации таких протоколов можно 
выявить и до некоторой степени устранить возмож-
ные ошибки, допущенные в ходе пробоподготовки. 
Корректно спланированный биоинформатический 
анализ обеспечивает гарантию качества и  воспро-
изводимости полученных результатов. 

Отношения и деятельность: все авторы заявляют 
об отсутствии потенциального конфликта интере-
сов, требующего раскрытия в данной статье.

26	 Molecular signatures database (MSigDB). https://www.gsea-
msigdb.org/gsea/msigdb (13 September 2024).

27	 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG). https://www.
genome.jp/kegg/ (13 September 2024).

28	 Gene ontology (GO) resource. https://geneontology.org/ (13 Septem
ber 2024).

анализа дифференциальной экспрессии (например, 
edger22, limma23), которые отличаются алгоритмиче-
скими подходами в  реализации задач нормализа-
ции и  сравнения. Использование разных подходов 
(DESeq2, edger, limma) привело к получению разно-
го количества дифференциально экспрессируемых 
транскриптов, с  максимальным количеством для 
DESeq2 и минимальным для limma [27]. 

Функциональный анализ. В  случае выявления 
дифференциально экспрессирующихся микроРНК 
следующим логичным шагом исследования может 
стать поиск специфических мишеней этих микро
РНК. Каждая отдельная микроРНК может регули-
ровать сотни мишеней [37]. Как эпигенетические 
регуляторы зрелые микроРНК могут комплемен-
тарно взаимодействовать с  транскриптами белок-
кодирующих генов, что потенциально приводит 
к  деградации мРНК, либо блокирует процессы 
трансляции [38]. С  другой стороны, индивидуаль-
ные мРНК могут взаимодействовать с несколькими 
микроРНК. Однако в  отличие от растений, у  жи-
вотных для осуществления регуляции не требуется 
установления полной комплементарности между 
микроРНК и  ее мишенями, что существенно за-
трудняет детекцию соответствующего функцио-
нального сайта связывания [10]. 

Доступные методы предсказания мишеней ми
кроРНК используют информацию об их последо-
вательности, учитывая комплементарность, эво-
люционную консервативность сайта связывания, 
а  также доступность этого сайта. Примерами вы-
числительных инструментов могут служить Target
ScanHuman24, RNAhybrid25, miRanda [39] и  многие 
другие. На сегодняшний день разработано большое 
количество программ для поиска возможных мише-
ней микроРНК, включая алгоритмы, использующие 
подходы машинного обучения [40, 41]. Существуют 
базы данных, где уже собраны потенциальные пары 
микроРНК-мРНК для разных организмов. 
22	 edgeR R package. https://bioconductor.org/packages/release/

bioc/html/edgeR.html (13 September 2024).
23	 limma R package. https://bioconductor.org/packages/release/bioc/

html/limma.html (13 September 2024).
24	 TargetScanHuman. https://www.targetscan.org/vert_80/ (13 Septem

ber 2024).
25	 RNAhybrid. https://bibiserv.cebitec.uni-bielefeld.de/rnahybrid/ (13 Sep

tember 2024).
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