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Фрэнсис Крик Джеймс Уотсон

25 апреля в Институте Теоретической и Эксперименталь-
ной Биофизики РАН традиционно отмечается День ДНК. Эта
дата считается днем рождения молекулярной биологии, по-
скольку именно в этот день в 1953 году в журнале Nature вы-
шла статья Джеймса Уотсона и Фрэнсиса Крика [Watson J.D.,
Crick F.H.C. Molecular structure of nucleic acids // Nature.
1953. V. 171. P. 738-740], посвященная строению молекулы
ДНК, за которую в 1962 году была присуждена Нобелевская
премия по физиологии и медицине.
Очевидно, что открытие пространственной структуры

ДНК совершило революцию в мире науки и повлекло за собой
целый ряд новых открытий, без которых нельзя представить
не только современную науку, но и современную жизнь в це-
лом.
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ОТЕЧЕСТВЕННЫЕ ТЕХНОЛОГИИ
СЕКВЕНИРОВАНИЯ ДНК

Алексеева А.Я. 1, Квон Д.А. 1, Веретенников А.В. 2,
Жевора С.В. 1, Воробьев А.А. 3, Курочкин В.E. 4,

Пушкин А.А. 1,4, Алексеев Я.И.1,4,5

1 ООО «НПФ Синтол», Москва, Россия;
2 АО «ЭЗАН», Черноголовка, Россия;
3 Филиал ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский
институт» Министерства обороны Российской Федерации,
Киров, Россия;

4 Институт аналитического приборостроения Российской
академии наук, Санкт-Петербург, Россия;

5 Институт биологии южных морей имени А.О. Ковалевского
Российской академии наук, Севастополь, Россия.

e-mail: jalex@syntol.ru

Отечественный рынок геномных исследований увеличива-
ется на 10% ежегодно. Основными драйверами его развития
являются персонализированная медицина наследственных и
онкологических заболеваний, геномные технологии в живот-
новодстве и растениеводстве, ДНК-идентификация личности.
Технологии анализа геномов, несомненно, относятся к кри-
тическим и обеспечивающим биологическую безопасность и
технологическую независимость Российской Федерации.
Имеющийся у консорциума Российские генетические тех-

нологии, представленного Институтом аналитического при-
боростроения РАН, Акционерным обществом “ЭЗАН” и
ООО “НПФ Синтол” опыт успешной разработки и внедрения
технологий секвенирования ДНК первого и второго поколе-
ний (выпущено на данный момент более 400 классических се-
квенаторов Нанофор 05 и 20 секвенаторов для массового па-
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раллельного секвенирования Нанофор СПС) однозначно сви-
детельствует о необходимости дальнейшей поддержки разра-
боток со стороны государства в виде государственного заказа
на закупку отечественных секвенаторов ДНК. Государство,
совместно с ведущими научно-производственными компания-
ми должно способствовать выводу на рынок каждые 2-3 года
новых серийно производимых моделей отечественных секве-
наторов, поддержанных отечественным программным обес-
печением, расходными материалами и реагентами. Необхо-
димо наращивать производительность разрабатываемых се-
квенаторов ДНК, что приведет к кратному снижению стои-
мости расшифровки полных геномов. Стартовавший в янва-
ре 2026 года Национальный проект “Технологическое обеспе-
чение биоэкономики”, направленный на создание в России ин-
фраструктуры для использования биологического сырья и на
разработку уникальных технологий, востребованных в сель-
ском хозяйстве, экологии и при создании лекарственных пре-
паратов, даст очередной импульс развитию отечественных ге-
номных технологий.
Для того, чтобы процесс разработок и внедрения шел ин-

тенсивно и эффективно, необходима планомерная поддерж-
ка государства в противостоянии с экспансией приборов из
Китая, а также более активная поддержка экспорта отече-
ственных генетических технологий в дружественные страны,
такие как страны БРИКС, СНГ и ЕврАзЭС. Необходимо так-
же наращивать стимулирование рынка за счет ранее дока-
завших свою эффективность инструментов поддержки, таких
как программа по обновлению приборной базы научных ор-
ганизаций. К сожалению, прекращение Министерством науки
и высшего образования финансирования Российской Федера-
ции этой программы серьезно ударит как по эффективности
отечественной науки в целом, так и серьезно затормозит тем-
пы развития отечественного научного приборостроения.
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ПРОТОТРОПНАЯ ТАУТОМЕРИЯ
АДЕНИНА

Глушенков А.Н. 1, Комаров В.М. 2, Гриневич А.А. 2

1 Крымский федеральный университет им. В.И. Вернадского,
Симферополь, Россия;

2 Институт биофизики клетки РАН, Пущино, Россия.
e-mail: an.glushenkov@yandex.ru

Аденин – это одно из нуклеиновых оснований мо-
лекул ДНК и РНК, способное к образованию нека-
нонических пар оснований как с самим собой, так
и с другими типами оснований [1, 2]. Третичная
структура РНК богата (19.9%) на неканонические Т-
образные пары оснований [1], большую долю которых
(62.8%, 95%-ДИ: 59.6-65.8%%) занимают соединения аденина.
Среди гетероассоциатов аденина самым частым является G-A
(13.6%, 95%-ДИ: 11.5-15.9%%). Известно, что в результате
механизма одиночного протонного переноса (SPT) аденин
способен находиться в цвиттерионной форме, которая, хотя и
не считается вносящей вклад в механизм образования точеч-
ных мутаций из-за короткого времени жизни, всё же может
составлять порядка 0,06% человеческого генома [3]. Будучи
производной ксантина, наличие цвиттерионной формы у
аденина является ожидаемой. Однако остаётся открытым
вопрос о возможности аденина принимать форму отличную
от основной в условиях отсутствия внешнего воздействия
аналогично гуанину [4]. Ответ сможет стать необходимым
шагом к получению конформационной ёмкости ранее не
изученной пары оснований гуанин-аденин, образующейся и в
синтетических ДНК [2].
Целью работы является получение полного молекулярно-

цвиттерионного семейства прототропных таутомеров m9Ade,
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метилированных по гликозидной связи, в вакууме, во-
де, активной зоне белка (ε=4) и диметилсульфокси-
де. Такой подход позволяет использовать группу 9-Me
как химическую заглушку, имитирующую сахарофосфатный
остов, при постановке эксперимента [5]. Исходные струк-
турные гипотезы были сформированы перемещением про-
тонов по одному и по два с позиций 2, 6, 8 на позиции
1, 3, 7. По итогу было сформировано 28 структур. Оптими-
зация геометрии проводились с помощью гибридного потен-
циала wB97X-D4REV [6] для базиса aug-cc-pVTZ, учитываю-
щего поляризационные и диффузионные функции. Устойчи-
вость структур была проверена по отсутствию мнимых частот
в спектре фононных колебаний. Энергия электронного взаи-
модействия была получена на уровне теории MP2 в прибли-
жении DLPNO-MP2-F12/cc-pVDZ-F12-CABS [7, 8] для слу-
чаев в вакууме и без него для других сред (использованный
базис aug-cc-pVTZ). Свободная энергия Гиббса была вычи-
слена как сумма энергий электронного взаимодействия с тер-
мической поправкой Гиббса для стандартных условий. Все
расчёты проводились в Orca 6.1.1 [9].

Результаты и обсуждение

Полученное семейство таутомеров аденина состоит из 7 мо-
лекулярных и 21 цвиттерионных таутомеров. Большая доля
(75%) цвиттерионнов по отношению к гуанину (54,8%) объ-
ясняется наличием C2H-группы, которая становится допол-
нительным источником протона по сравнению с гуанином, у
которого образование цвиттериона возможно только переме-
щением протона с позиции 8.
Цвиттерион, зафиксированный в работе [3], соответствует

таутомеру A11 в водной среде (A13 в вакууме, A12 в активной
зоне белка), который при этом не является наиболее энергети-
чески выгодным цвиттерионном в таутомерном ряду аденина
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Рис. 1: Некоторые цвиттерионы аденина в воде: слева – A11
(ΔG=43, 1 ккал/моль), справа – A8 (ΔG=29,39 ккал/моль).

(A6 в вакууме и A8 во всех остальных средах). Наличие прак-
тически нулевой заселённости во всех рассмотренных средах
у любых форм аденина кроме основной A1 позволяет пред-
положить, что в подавляющем большинстве случаев именно
она участвует в процессах формирования третичной структу-
ры РНК и самосборки дуплексов синтетических ДНК. Таким
образом, пары неканонических структур G-A должны быть
сформированы из комбинаций A1-G1, A1-G2, A1-G3, дающих
при использовании алгоритма [10] 1643 потенциальные ком-
бинации. Конформационная ёмкость этих пар является пред-
метом нашей следующей работы.

Дополнительно стоит отметить, что полученные результа-
ты хорошо согласуются с накопленными фактами фиксиро-
вания повышенных частот точечных мутаций в GC по срав-
нению с AT [11]. Мутации вида GC → AT в геномах про- и
эукариот, как правило, встречаются в два раза чаще мутаций
вида AT→GC [12, 13]. Аналогичная картина наблюдается и
при сравнении протяжённых GC треков c AT треками ДНК
[14]. Все эти факты, в совокупности с высокими значениями
заселённости гуанина в воде [4], дают дополнительные осно-
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вания полагать, что гуанин действительно является наиболее
вероятной стартовой точкой образования точечных мутаций.

ЛИТЕРАТУРА

[1] Ali Z. et al. Occurrence and classification of T-shaped
interactions between nucleobases in RNA structures // RNA.
2023, №29, 8, с. 1215-1229.

[2] Nikitin M.P. Non-complementary strand commutation as a
fundamental alternative for information processing by DNA and
gene regulation // Nat. Chem. 2023, №15, с. 70-82.

[3] Gheorghiu A., Coveney P.V., Arabi A.A. The influence of base
pair tautomerism on single point mutations in aqueous DNA //
Interface focus. 2020, №10, 6, с. 20190120.

[4] Глушенков А.Н., Говорун Д.Н. Прототропная таутомерия 9-
метилгуанина: квантово-механическое исследование // Доп.
НАН України. 2014, №9, с. 151-156.

[5] Sukhodub L.F. Interactions and hydration of nucleic acid bases
in a vacuum. Experimental study // Chem Rev. 1987, №87(3),
pp. 589-606.

[6] Mueller M., Hansen A., Grimme S. wB97X-3c: A composite
range-separated hybrid DFT method with a molecule-optimized
polarized valence double-zeta basis set // J. Chem. Phys. 2023,
№158, pp. 014103. doi.org/10.1063/5.0133026

[7] Semidalas E., Martin J.M.L. Automatic generation of
complementary auxiliary basis sets for explicitly correlated
methods // J. Comput. Chem. 2022, №43 (25), с.16901700.

[8] Pavosevic F. et al. SparseMaps – A systematic infrastructure
for reduced-scaling electronic structure methods. IV. Linear-
scaling second-order explicitly correlated energy with pair natural
orbitals // J. Chem. Phys. 2016, с. 144.

[9] Neese F. Software update: the ORCA program system, version
6.0 // WIRES Comput. Molec. Sci. 2025, №15(1), e70019.
doi.org/10.1002/wcms.7019

11



[10] Глушенков А.Н., Говорун Д.Н. Геометрическое построение
всех возможных ассоциированных водородными связями пар
нуклеотидных оснований // Доп. НАН України. 2014, №8,
с. 133-137.

[11] Pushkaran A.C., Arabi A.A. A review on point mutations via
proton transfer in DNA base pairs in the absence and presence of
electric fields // Int J Biol Macromol. 2024, №277(2), с. 134051.

[12] Lynch M. Rate, molecular spectrum, and consequences of human
mutation // PNAS. 2010, №107(3), pp. 961-968.

[13] Hernandez R.D. et al. Context-dependent mutation rates may
cause spurious signatures of a fixation bias favoring higher GC-
content in humans // Mol. Biol. and Evol. 2007, №24(10),
pp. 2196-2202.

[14] Bashir T. et al. Hybridization alters spontaneous mutation rates
in a parent-of-origin-dependent fashion in Arabidopsis // Plant
Physiol. 2014, 165(1), pp. 424-37.

12



ИДЕНТИФИКАЦИЯ
МИКРООРГАНИЗМОВ В СОСТАВЕ
ПРОБИОТИКОВ С ПОМОЩЬЮ

НАНОПОРОВОГО СЕКВЕНИРОВАНИЯ

Жданова Е.С. 1, Ермаков А.М. 1, Ермакова Е.А.,
Козина Д.Д. 1, Менухов В.О. 1

1 Институт теоретической и экспериментальной биофизики
РАН, Пущино, Россия.

e-mail: beoluchi@yandex.ru

Пробиотические препараты широко используются как ис-
точник живых микроорганизмов, потенциально способных
оказывать благоприятное влияние на состояние хозяина. Од-
нако практическая и клиническая значимость таких продук-
тов напрямую связана с тем, насколько их фактический ми-
кробный состав соответствует заявленному на упаковке. Для
пробиотиков это особенно важно, поскольку их предполагае-
мые эффекты обычно связывают с конкретными видами, а в
ряде случаев и со штаммами микроорганизмов [1].
Проблема корректности маркировки пробиотических про-

дуктов остаётся актуальной. В литературе описаны случаи
отсутствия заявленных таксонов, обнаружения незаявленных
микроорганизмов, а также использования некорректной или
устаревшей номенклатуры [2–5]. Такие расхождения затруд-
няют оценку качества продукции и ограничивают коррект-
ную интерпретацию данных о её эффективности и безопасно-
сти.
Для анализа состава пробиотиков всё шире применяются

методы секвенирования нового поколения, включая подходы,
основанные на исследовании гена 16S рРНК [3,6]. Вместе с
тем получаемый таксономический профиль определяется не
только реальным составом образца, но и особенностями мето-
дики. Существенное влияние на результат оказывают выбор
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секвенирующей платформы, длина прочтений, амплифици-
руемый участок 16S рРНК, используемая пара праймеров, а
также алгоритмы биоинформатической обработки и исполь-
зуемые референсные базы данных [6–9]. Показано, что ча-
стичное секвенирование отдельных вариабельных регионов
16S рРНК обладает меньшим таксономическим разрешением
по сравнению с анализом полноразмерного гена, особенно при
разграничении близкородственных бактерий [6]. Несмотря на
активное развитие технологий длинных прочтений, число ра-
бот, посвящённых их применению для анализа коммерческих
пробиотических препаратов, остаётся ограниченным [10]. В
связи с этим представляет интерес сопоставление различных
вариантов нанопорового анализа, включая ампликонное се-
квенирование с разными праймерными системами и метаге-
номный подход, поскольку выбор праймеров, алгоритма клас-
сификации и референсной базы способен влиять на итоговый
детектируемый таксономический профиль [7,8,11,12].

Тем не менее, несмотря на активное развитие технологий
длинных прочтений, сведения об их применении для анализа
пробиотических продуктов остаются ограниченными.

В настоящем исследовании был проведён сравнительный
анализ состава пяти пробиотических препаратов с исполь-
зованием нанопорового секвенирования. Сопоставлялись ре-
зультаты ампликонного секвенирования 16S рРНК, выпол-
ненного с применением двух наборов праймеров, а также
данные метагеномного секвенирования, полученные на плат-
форме MinION. Такой дизайн позволил оценить примени-
мость нанопорового секвенирования для анализа пробиоти-
ков и влияние этапов пробоподготовки, амплификации и био-
информатической обработки на конечный таксономический
профиль [7,8,10–12].

Сравнительный анализ показал, что лишь в одном слу-
чае для одного из исследованных образцов полученный так-
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сономический профиль качественно полностью совпадал с за-
явленным составом пробиотического препарата, хотя даже в
этом случае не наблюдалось соответствия заявленным коли-
чествам копий. В остальных образцах были выявлены расхо-
ждения между ожидаемым и установленным составом. Меж-
ду применёнными методами также отмечались различия по
чувствительности и спектру детектируемых таксонов.
Наиболее полную картину состава обеспечило метагеном-

ное секвенирование: в среднем данным методом удавалось
идентифицировать 10,6± 2,88 видов на образец. При ампли-
фикационном секвенировании число выявляемых таксонов
было ниже: при использовании универсальных праймеров
в среднем определялось 6,6± 2,2 видов, а при использова-
нии праймеров с расширенным таксономическим охватом —
6,8± 2,6 видов. При близком уровне выявляемого разнообра-
зия наблюдались различия в таксономическом охвате, что со-
гласуется с данными о влиянии праймерного дизайна и ана-
литического пайплайна на результаты микробиомного профи-
лирования [7,8,11,12].
Полученные данные показали, что оценка состава пробио-

тических препаратов существенно зависит от выбранного ана-
литического подхода. Даже при анализе одного и того же
образца относительное содержание отдельных таксонов мо-
жет заметно различаться в зависимости от типа секвениро-
вания и используемого инструмента таксономической класси-
фикации, что необходимо учитывать при интерпретации ре-
зультатов [8,10,13].
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НАНОПОРОВОЕ СЕКВЕНИРОВАНИЕ
ДНК БЕЗ ДНК.

ROCHE ПРЕДСТАВЛЯЕТ
SEQUENCING-BY-EXPANSION

Клещенко Е.В.

PCR.news.
e-mail: klesch990@gmail.com

Компания Roche в феврале 2025 года объявила, что запуск
ее платформы нанопорового секвенирования Sequencing-by-
Expansion (SBX) состоится в 2026 году. Работа над этой тех-
нологией продолжалась более десяти лет.
В 2014 году, Roche инвестировала 5 млн долларов в компа-

нию Stratos Genomics из Сиэтла для разработки химии SBX,
и затем еще 10 млн долларов, когда Stratos достигла “опреде-
ленных технических вех”. В том же 2014 году Roche приобре-
ла компанию Genia за 350 млн долларов; ее полупроводнико-
вый чип наряду с химией SBX лег в основу новой платфор-
мы. Roche заявила о приобретении Stratos в мае 2020 года.
Химию SBX создали соучредители Stratos Марк Кокорис и
Роберт Макруэр.
Технология SBX достаточно необычна. Этапу нанопорово-

го секвенирования в ней предшествует этап синтеза: на матри-
це ДНК-мишени строится молекула, которая уже не является
ДНК и примерно в 50 раз длиннее матрицы. Разработчики
назвали эту молекулу Xpandomer (икспандомер, Xp).
В ходе “классического” нанопорового секвенирования мо-

лекула ДНК или РНК проходит через пору в мембране, раз-
деляющую два резервуара с раствором, — из резервуара с
отрицательным потенциалом в резервуар с положительным.
При этом можно зарегистрировать изменения тока, так как
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нуклеотиды блокируют перемещение ионов через пору. Ана-
лиз изменений позволяет восстановить последовательность
нуклеотидов. Однако различия в геометрии нуклеотидов не
очень велики, поэтому точность секвенирования с самого на-
чала была слабым местом нанопора.

Эту проблему решает синтез Xp. Высокоинженерная
ДНК-полимераза (Xp-синтаза) строит комплементарную ма-
трице нить не из обычных нуклеотидов, а из X-NTPs. Ка-
ждый из этих мономеров похож на нуклеотидтрифосфат, к
которому прикреплена в двух точках (к первой фосфатной
группе и азотистому основанию) сложенная в виде шпиль-
ки полимерная молекула. К каждому из четырех нуклеоти-
дов присоединяется свой полимерный участок с характерным
строением. На верхушке шпильки находится объемная боко-
вая группа — разветвленная структура, которая называется
“элемент контроля трансляции” (TCE).

В итоге на матрице синтезируется молекула, имеющая вид
“ламповой щетки” — с боковыми петлями полимеров на ка-
ждом нуклеотиде. Это и есть Xpandomer. В каждом нуклео-
тиде X-NTP атом кислорода между остатком дезоксирибо-
зы и первой фосфатной группой заменен на NH-группу, так
что связь между азотом и фосфором может быть расщепле-
на кислотой. Когда циклы размыкаются, образуется линей-
ная полимерная последовательность, в которой чередуются
полимерные фрагменты четырех типов, в соответствии с по-
следовательностью нуклеотидов ДНК-матрицы.

При прохождении молекулы Xp нужно направить в по-
ру на мембране, и при этом в полной мере выявляется пре-
имущество новой технологии. Полимерные участки, из ко-
торых состоит Xpandomer (авторы назвали их Symmetrically
Synthesized Reporter Tethers, или SSRT), отличаются “толщи-
ной” за счет различного количества боковых групп, поэтому
перепады тока в нанопоре различаются четко и легко интер-
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претируются. Кроме того, TCE — разветвленная группа в ка-
ждом SSRT — настолько велика, что задерживает молекулу
в поре на время, достаточное, чтобы зафиксировать измене-
ния тока. Группы TCE последовательно “протаскивают” через
пору регулярными короткими импульсами повышенного на-
пряжения на электродах. Все это делает процесс высококон-
тролируемым и облегчает интерпретацию измерений ионного
тока.

Для сборки X-NTP и других молекул сложного строе-
ния, необходимых для синтеза Хр, были использованы под-
ходы клик-химии. Синтез происходит на специально разра-
ботанных чипах. Фермент Xp-синтаза был получен из ДНК-
полимеразы Dpo4 термофильной археи Sulfolobus solfataricus,
которая изначально могла работать с объемными структура-
ми вместо обычных тринуклеотидов.

Приборы для SBX-секвенирования поддерживают два ре-
жима: симплексный, с высокой пропускной способностью, и
дуплексный, с повышенной точностью (качество полногеном-
ного секвенирования до Q39). Подготовка дуплексной библио-
теки требует 20–50 нг нефрагментированной геномной ДНК
или 2,5–10 нг бесклеточной ДНК. Длины ридов составляют
150–350 пар оснований для дуплексного секвенирования и от
200 до более 1000 — для симплексного секвенирования.

На вебинаре, который Roche провела в феврале 2025 года,
Марк Кокорис подчеркнул, что рабочий процесс SBX совме-
стим с автоматизацией, и пользователи могут преобразовать
для этой технологии свои библиотеки Illumina. Не так дав-
но было объявлено, что цена прибора составляет 750 тысяч
долларов.

В конце 2025 года Roche объявила, что ее метод попал
в Книгу рекордов Гиннесса. Сотрудники Детской больницы
Бостона, Broad Clinical Labs и Roche Sequencing Solutions опу-
бликовали в NEJM сообщение о рекордно быстром, менее чем
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за день, прочтении геномов человека (с такой скоростью было
прочитано семь геномов новорожденных в отделении интен-
сивной терапии).
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Молоко представляет собой не только ценный пищевой
продукт, но и сложную микробную экосистему, компонен-
ты которой могут существенно влиять на качество, безопас-
ность и вкусовые свойства молочной продукции. Пастериза-
ция обеспечивает санитарную безопасность, однако и после
нее в продукте могут оставаться микроорганизмы и споры,
присутствие и рост которых способны оказывать непредска-
зуемое действие на заквасочные культуры и эффективность
ферментации. В связи с этим, анализ микробиома пастери-
зованного молока является этапом для решения прикладной
задачи по обеспечению стабильности технологического про-
цесса для получения кисломолочной продукции высокого ка-
чества.
Материалом для исследования послужило пастеризован-

ное питьевое молоко от российских и белорусских произ-
водителей. Исследование проводили на трех группах образ-
цов: свежее молоко, отобранное непосредственно после вскры-
тия упаковки; молоко после инкубации при 40◦C в тече-
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ние 16 часов; а также молоко, в которое перед инкубаци-
ей внесли лабораторный штамм Streptococcus thermophilus
для оценки его роста под влиянием исходного микроб-
ного сообщества. Тотальную ДНК из образцов выделя-
ли, используя комбинированный метод, включающий ли-
зис (EDTA, 10% SDS, CTAB/NaCl, протеиназа К), а
также очистку и концентрацию с использованием набора
EasyPure R©Stool Genomic DNA Kit (Transgen Biotech, КНР).
Секвенирование выполняли на платформе PromethION 2 Solo
(Oxford Nanopore Technologies, Великобритания) с предва-
рительной подготовкой библиотек с использованием Native
Barcoding Kit 96 V14 (Oxford Nanopore Technologies, Ве-
ликобритания). Таксономическую классификацию проводи-
ли с использованием пайплайна wf-metagenomics (алго-
ритм Kraken2, база данных Standard-8) в среде EPI2ME
Agent v. 5.2.5. Статистическую обработку данных и ви-
зуализацию проводили в среде RStudio v. 2026.01.0+ 392
(языкпрограммированияRv. 4.5.2 2025-10-31).

Полученную таблицу разнообразия отфильтровали по ча-
стоте встречаемости таксонов в образцах (> 30%) и медиан-
ному содержанию (> 0, 05 %), после чего трансформировали
в CLR. В качестве метода снижения размерности и выявле-
ния группировки образцов использовали UMAP. Для более
строгого выделения кластеров и оценки их устойчивости был
применён алгоритм PAM с последующей валидацией с по-
мощью расчета силуэт-значений. Снижение размерности по-
зволило получить 3 группы образцов, что подтверждается
методами кластеризации. В первый кластер вошли преиму-
щественно пробы свежего молока, тогда как два других кла-
стера сформировали все инкубированные образцы независи-
мо от наличия в них S. thermophilus. Анализ тепловых карт
CLR трансформированных значений представленности так-
сонов позволил получить микробиологические профили вы-
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деленных групп образцов. Кластер, содержащий преимуще-
ственно свежие образцы, как и ожидается, обладает доста-
точно большим разнообразием представленных таксонов. При
этом один из гибридных кластеров отличается низким микро-
биологическим разнообразием со значительным доминирова-
нием родов Streptococcus и Bacillus. В данном кластере также
можно выделить две подгруппы, в каждой из которых боль-
ше доминирует один из двух упомянутых родов. В подкла-
стере с доминированием Bacillus в ряде образцов наблюда-
ется также обогащение родственными родами — Brevibacillus
и Paenibacillus. Второй гибридный кластер наполнен образ-
цами с высоким содержанием микроорганизмов, принадлежа-
щих родам Streptococcus, Citrobacter, Enterobacter, Salmonella,
Escherichia, Pseudomonas и др. Наличие многих микроорга-
низмов из названного списка может вызывать опасение, хо-
тя при этом их содержание в большинстве образцов нахо-
дится значительно ниже среднего уровня и является скорее
следовым. На основании полученных результатов можно сде-
лать вывод, что применяемые методы анализа способны вы-
являть сырье с потенциально опасной микрофлорой, даже
если в исходных образцах не выявляются заметные отличия.
Такое разделение, не зависящее от присутствия закваски S.
thermophilus, указывает на то, что исходная микробиота и/или
состав молока играют ключевую роль в развитии патогенов
при нарушении температурного режима.

Работа выполнена в рамках тематики госзадания ФИЦ
ПНЦБИ РАН “Разработка геном-ориентированных техноло-
гий и методов метаболической инженерии для создания высо-
копроизводительных бактериальных продуцентов и поливи-
довых консорциумов для биотехнологии, агропромышленного
комплекса и пищевой промышленности” (№ 1025013100015-5).
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Современный этап развития молекулярной биологии и ге-
номных технологий характеризуется активным внедрением
методов высокопроизводительного секвенирования нуклеи-
новых кислот. Использование данных технологий позволяет
получать детальную генетическую информацию о структу-
ре геномов различных организмов, анализировать генетиче-
ское разнообразие микроорганизмов и выявлять патогенные
агенты. Развитие технологий секвенирования нового поколе-
ния существенно расширило возможности фундаментальных
и прикладных исследований в области геномики, микробио-
логии и биомедицины, а также способствовало совершенство-
ванию методов эпидемиологического мониторинга и обеспе-
чения биологической безопасности [1].
Переход от традиционных методов анализа генетической

информации к технологиям секвенирования нового поколе-
ния привёл к значительному увеличению производительно-
сти геномных исследований и снижению стоимости анализа
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нуклеиновых кислот. В последние годы особое внимание уде-
ляется технологиям секвенирования третьего поколения, ко-
торые обеспечивают возможность прямого анализа длинных
молекул ДНК и РНК без необходимости предварительной ам-
плификации [2,3].

Одним из наиболее перспективных направлений развития
современных геномных технологий является нанопоровое се-
квенирование. Принцип работы нанопоровых секвенаторов
основан на регистрации изменений электрического тока, воз-
никающих при прохождении молекулы нуклеиновой кисло-
ты через нанопору, встроенную в биологическую мембрану.
Анализ параметров электрического сигнала позволяет опре-
делять последовательность нуклеотидов в исследуемых моле-
кулах ДНК [2].

Существенным преимуществом нанопоровых технологий
является возможность получения длинных прочтений (long
reads), что значительно упрощает реконструкцию геномов и
анализ структурных вариаций генетического материала. Ис-
пользование методов длинного чтения позволяет эффективно
исследовать сложные участки генома, содержащие повторя-
ющиеся последовательности, а также повышает точность ге-
номных сборок и анализа генетических перестроек [3]. Вместе
с тем обработка данных длинного чтения требует примене-
ния специализированных биоинформатических методов, обес-
печивающих корректный анализ больших массивов геномной
информации [4].

Нанопоровое секвенирование активно применяется для
анализа микробных сообществ и метагеномных образцов. Воз-
можность получения длинных фрагментов ДНК и высокая
глубина секвенирования позволяют более детально изучать
структуру микробных популяций и выявлять генетические
особенности микроорганизмов, включая наличие генов пато-
генности и устойчивости к антибиотикам [5].
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Важной особенностью современных нанопоровых плат-
форм является возможность создания компактных и пор-
тативных секвенаторов. Портативные устройства, такие как
MinION, обладают небольшими размерами и позволяют осу-
ществлять геномный анализ непосредственно в полевых усло-
виях, а также проводить обработку данных в режиме реаль-
ного времени. Это существенно расширяет возможности опе-
ративного биологического мониторинга и ускоряет процесс
идентификации микроорганизмов в исследуемых образцах [6].

В рамках настоящего исследования проведён сравнитель-
ный анализ возможностей отечественной экспериментальной
платформы нанопорового секвенирования и зарубежной си-
стемы MinION. Экспериментальные исследования выполня-
лись с использованием референсного штамма Escherichia coli
XL1-Blue. Методика исследования включала выделение ге-
номной ДНК, подготовку библиотек для секвенирования,
проведение процесса нанопорового секвенирования и последу-
ющую биоинформатическую обработку полученных данных.

Для анализа результатов секвенирования применялись со-
временные алгоритмы сборки геномов и методы оценки каче-
ства полученных геномных последовательностей. Использо-
вание специализированных биоинформатических инструмен-
тов позволяет повысить точность реконструкции геномов и
улучшить качество анализа генетических данных [4].

Полученные результаты демонстрируют перспективность
применения технологий нанопорового секвенирования для ре-
шения задач молекулярной диагностики и биологического мо-
ниторинга. Использование портативных секвенаторов позво-
ляет существенно сократить время от момента отбора биоло-
гических проб до получения результатов генетического ана-
лиза, что имеет важное значение при оперативном реагиро-
вании на биологические угрозы.

Таким образом, внедрение технологий нанопорового се-
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квенирования в практику молекулярно-генетических иссле-
дований может способствовать повышению эффективности
систем биологического мониторинга, а также расширению
возможностей применения современных геномных методов в
области диагностики, эпидемиологического контроля и обес-
печения биологической безопасности [7].
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При оценке ДНК-повреждающих эффектов разнообраз-
ных физико-химических факторов на уровне генома индиви-
дуальных клеток млекопитающих применяется метод Comet
assay (метод ДНК-комет). Метод впервые был описан Ostling
and Johanson in 1984 [1], под названием SCGE (гель электро-
форез индивидуальных клеток). Позднее (1988) была пред-
ложена щелочная версия Singh et al. [2]. После чего началось
интенсивное тестирование описанного протокола на лимфо-
цитах животных подвергнутых воздействию ионизирующего
излучения. Первоначально, регистрация изображений ДНК-
комет, наблюдаемых во флуоресцентном микроскопе, прово-
дилась путем фотографирования. На распечатанных фото-
графиях проводили измерения с помощью линейки. Затем
применили измерение сигнала (интенсивности флуоресцен-
ции) с помощью ФЭУ с записью сигнала на самописце, (лаб.
В.Н.Карнаухова ИБФ АН СССР), а далее снова линейка,
т.е. ручная работа. И только с появлением в ИБФ АН СС-
СР вычислительной техники ПК “Правец” Ильясов Фуат Эн-
марович сделал программный продукт для записи сигнала с
ФЭУ через АЦП на дискету ПК.
В результате мы получили массив цифровых данных, ко-

торый можно было анализировать с помощью методов ста-
тистики и строить графическое представление результатов.
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Следующим этапом в становлении метода было появление ап-
паратуры захвата наблюдаемых в флуоресцентном микроско-
пе изображений в цифровом формате.
Такая возможность стимулировала появление специализи-

рованного программного обеспечения (сПО), работающего с
цифровыми микрофотографиям. В 2003 году польскими ис-
следователями было выложено в Интернет в свободный до-
ступ сПО для анализа цифровых изображений ДНК комет
[3]. Дальнейшее развитие вычислительной техники с приме-
нением искусственного интеллекта привело к появлению оче-
редного сПО [4] .
Используя пакет цифровых изображений, опубликован-

ный в работе [6] мы провели сравнительный анализ цифровых
микрофотографий из этого набора доступным нам сПО. Ре-
зультаты представлены на рис.1.

Рис. 1: Результаты оценки уровня поврежденности ДНК раз-
личными пакетами.
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Из представленных данных видно, что в результатах, по-
лученных при использованными пакетов от разных произво-
дителей, наблюдается существенные различия в средних зна-
чениях %TDNA
Согласно наших исследований, наиболее удобным для

работы, является плагин OpenComet встроенный в пакет
ImageJ [5].
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Бесконтактная атомно-силовая микроскопия (АСМ) явля-
ется перспективным методом исследования биомолекул. Осо-
бую роль для биосистем играют бесконтактный режимы ра-
боты АСМ, которые можно выполнять как в воздухе, так и в
жидкости. В последнем случае возможно проводить исследо-
вания in vitro. Основным достоинством метода является то,
что он способен обеспечить атомарное разрешение молеку-
лярных деталей без повреждения образца. Изначально АСМ
была разработана для определения упругих деформаций зон-
да при силовом контакте с образцом, только недавно исследо-
вания в динамическом режиме обрели популярность и стали
массовыми.
Существует довольно большое число примеров успешного

использования АСМ для исследования ДНК [1-4]. Это свя-
зано с двумя факторами. Во-первых, это простота нанесения
ДНК на подложку, что обусловлено высокой адгезией ДНК
к полярным подложкам. Во-вторых, большая длина ДНК и
специфичность ее конформации позволяют легко отличить
ДНК в процессе визуализации от любых других адсорбиро-
ванных комплексов. В качестве примера приведем работу [1],
в которой исследователи визуализировали ДНК и распределе-
ние заряда на ее поверхности. АСМ позволяет определить не
только тип конформации ДНК, но и субнанометровые детали
гидратации ее различных участков. Так, в [2] было обнару-
жено, что наиболее высокой плотностью гидратная оболочка
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ДНК обладает вблизи желобков ДНК. Использование специ-
ального протокола экспериментов дает возможность визуали-
зировать не только саму ДНК, но и образование комплексов
ДНК-белок [3]. Помимо этого АСМ позволяет оценить отдель-
ные молекулярные характеристики ДНК, например, среднюю
плотность заряда. Масштаб, в котором работает бесконтакт-
ная АСМ, делает его идеальным инструментом для решения
широкого спектра вопросов: от управления состоянием би-
молекулы до разработки биочипов на основе ДНК [5]. Раз-
работанная методика может стать фундаментом для созда-
ния новых подходов к анализу структуры ДНК, позволя-
ющих получать количественную информацию о ее физико-
химических свойствах в физиологических условиях с беспре-
цедентной точностью.
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Введение

Терапия Т-клетками с химерным антигенным рецепто-
ром (CAR-T) стала революцией в онкогематологии, пото-
му что демонстрирует эффективное лечение рецидивиру-
ющих/рефрактерных В-клеточных лейкозов и лимфом, а
также множественной миеломы. Однако внедрение терапии
CAR-T в развивающихся странах сталкивается с серьёзными
барьерами: высокая стоимость зарегистрированных препара-
тов от ведущих мировых поставщиков (более 400 000 дол-
ларов США за инфузию), отсутствие локального производ-
ства всех компонентов, сложности с поставкой клинических
лентивирусных векторов и недостаток обученного персонала.
В Казахстане – стране с населением 20 миллионов человек
– CAR-T-терапия до настоящего времени не была доступна.
Ежегодно около 1300 пациентов диагностируются с лейкоза-
ми, лимфомами и множественной миеломой, причём пример-
но у 300 больных развивается рецидив или рефрактерность
к стандартной терапии. Целью данной работы было созда-
ние первой в Центральной Азии академической платформы
для производства CAR-T-клеток, включая локальный выпуск
лентивирусных векторов и отработку автоматизированного
GMP-совместимого процесса.
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Материалы и методы

В работе использовали два вектора с рецептором CD19 CAR.
Вектор V1 кодирует CAR с ко-стимулирующим доменом 4-
1BB (аналог Kymriah, Novartis), вектор V2 - с доменом CD28
(аналог Yescarta, Kite/Gilead). Лентивирусный вектор V1
производили локально путём трансфекции HEK293FT клеток
методом осаждения фосфатом кальция с последующей двух-
этапной концентрацией (тангенциальная поточная фильтра-
ция и ультрацентрифугирование). CAR-T-клетки изготавли-
вали из криоконсервированных лейкаферезов с использовани-
ем автоматизированной системы CliniMACS Prodigy (Miltenyi
Biotec) по протоколу TCT 2.0. Анализ фенотипа проводили
методом проточной цитометрии (маркёры CD3, CD4, CD8,
CD45RA, CCR7). Функциональную активность оценивали по
продукции цитокинов (IFN-γ, TNF-α, IL-2) и цитотоксиче-
ской активности в отношении аутологичных CD19+ В-клеток.

Результаты

Локальное производство лентивирусного вектора V1 обеспе-
чило получение функциональных титров до концентрирова-
ния 1, 5× 107 − 4, 1× 107 TU/мл, а после концентрирования
– 1, 5× 1010 − 1, 5 × 1010 TU/мл, что достаточно для клини-
ческого применения. Изготовлено 12 CAR-T-клеточных про-
дуктов (по 6 на каждый вектор). Трансдукционная эффек-
тивность составила 39–57% для V1 и 32–51% для V2. Выход
CAR+ клеток варьировал от 3, 4× 108 до 1, 9× 109 на про-
дукт, что достаточно для лечения пациентов массой до 100
кг (стандартная доза 1× 106 клеток/кг). Жизнеспособность
конечных продуктов превышала 93%.
Иммунофенотипирование показало, что CAR+ клетки

имели преимущественно центральный и эффекторный фено-
тип памяти (Tcm/Tem) с минимальным содержанием наив-
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ных и терминально дифференцированных клеток. При этом
в субпопуляции CD8+CAR+ выявлены статистически значи-
мые различия в зависимости от вектора: V1 (4-1BB) обеспечи-
вал более высокую долю Tcm (58,3% против 29,9%, p <0,01),
тогда как V2 (CD28) - более высокую долю Tem (69,4% про-
тив 41,5%, p <0,01). В CD4+CAR+ субпопуляции различий
не наблюдалось.
Функциональные тесты подтвердили антиген-

специфическую активацию CAR-T-клеток: в кокультуре
с CD19+ мишенями значительно возрастала продукция
IFN-γ, TNF-α и IL-2. При этом клетки, полученные с векто-
ром V2, продуцировали достоверно больше этих цитокинов
(IFN-γ: в 1,7 раза, p= 0,015; TNF-α: в 2,7 раза, p= 0,002;
IL-2: в 4,4 раза, p= 0,002). Цитотоксическая активность
была сопоставима между группами, хотя V2 демонстрировал
тенденцию к более высокому лизису мишеней.

Обсуждение

Данное исследование демонстрирует успешное внедрение
полного цикла производства CAR-T-клеток в Казахстане.
Ключевым элементом для снижения затрат является само
локальное производство в академическом формате, которое,
по оценкам зарубежных публикаций, может снижать стои-
мость дозы на 60–80% по сравнению с коммерческими продук-
тами. Использование закрытой автоматизированной системы
CliniMACS Prodigy позволяет осуществлять производство в
условиях ISO 7 (класс C) с минимальными требованиями к
помещениям производственной зоны, что критически важно
для развивающихся стран. Полученные данные по эффектив-
ности трансдукции, жизнеспособности и выходу клеток со-
поставимы с результатами ведущих академических центров
Бразилии, Таиланда, Мексики, Испании и России. Выявлен-
ные различия в фенотипе CD8+ CAR+ клеток (преоблада-
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ние Tcm для 4-1BB и Tem для CD28) соответствуют извест-
ным различиям между коммерческими продуктами Kymriah
и Yescarta и могут иметь значение для выбора оптимального
конструкта в зависимости от клинической задачи. Несмотря
на различия в продукции цитокинов, цитотоксическая актив-
ность оказалась сопоставимой. Важным нерешённым вопро-
сом остаётся отсутствие в Казахстане обученного клиниче-
ского персонала по применению CAR-T-терапии, что требует
организации стажировок в зарубежных центрах.

Заключение

Впервые в Казахстане и Центральной Азии создана академи-
ческая платформа для производства CAR-T-клеток, включа-
ющая локальный выпуск лентивирусных векторов и автома-
тизированное изготовление клеточных продуктов с исполь-
зованием системы CliniMACS Prodigy. Полученные CAR-T-
клетки обладают высокой жизнеспособностью, трансдукци-
онной эффективностью и функциональной активностью. Эта
работа создаёт основу для внедрения CAR-T-терапии в Ка-
захстане в рамках правил госпитального исключения и может
служить моделью для других развивающихся стран, стремя-
щихся обеспечить доступ к современной клеточной иммуно-
терапии.
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Актуальность исследования
Демографическое старение диктует необходимость разработ-
ки инструментов, позволяющих прогнозировать возникнове-
ние возраст-ассоциированных заболеваний. Хронологический
возраст не всегда точно отражает индивидуальную скорость
старения, поэтому была принята концепция биологического
возраста, определяемого совокупностью различных биомар-
керов. Эпигенетические часы, учитывающие изменения ме-
тилирования ДНК с возрастом, считаются одним из наиболее
перспективных инструментов для этого.

Цель
Разработать эпигенетические часы и провести комплексный
анализ для определения комплекса факторов, ассоциирован-
ных с ускоренным старением.

Методы
В исследование включены 4 584 участника, для которых про-
вели клинико-лабораторное обследование и анализ метили-
рования ДНК. Для построения модели часов отобраны CpG-
сайты, значимо ассоциированные с возрастом; для них прове-
ден функциональный анализ, и на их основе обучены 12 мо-
делей для предсказания биологического возраста. С помощью
наилучшей модели для каждого участника рассчитан биоло-
гический возраст. Участники разделены на группы с уско-
ренным, нормальным и замедленным старением; далее с по-
мощью межгруппового сравнения и логистической регрессии
проведен анализ факторов, ассоциированных с ускоренным
старением.

Результаты
Функциональный анализ возраст-ассоциированных CpG-
сайтов показал, что с возрастом происходит гиперметилиро-
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вание промоторов генов, связанных с нейрональной сигнали-
зацией, и гипометилирование промоторов генов иммунного
ответа. Модель эпигенетических часов, основанная на алго-
ритме extra_trees и включающая 374 CpG-сайта, продемон-
стрировала высокую точность (R2=0, 975; MAE=2,52 года).
У участников в возрасте до 25 лет ускоренное старение ас-
социировано с повышенным употреблением алкоголя, нару-
шением барьерных функций кожи и слизистой желудка, а
также с нарушениями в мышечной системе и фототрансдук-
ции по данным функционального анализа. К 45 годам уско-
ренно стареющие участники имели более высокий ИМТ. Ра-
нее выявленные изменения усугублялись; активировались пу-
ти, ответственные за воспаление, эндокринные и сердечно-
сосудистые нарушения, а также переваривание жиров. В воз-
расте до 60 лет ускоренно стареющие участники чаще стра-
дали артериальной гипертензией; к нарушениям метилиро-
вания добавлялись изменения всасывания белков и воспа-
лительные процессы, что находило отражение в лаборатор-
ных анализах. У участников 75 лет и старше усугублялись
дисфункции сердечно-сосудистой и выделительной систем,
нарушалась нейропластичность, а у самых пожилых наблю-
далось глобальное гипометилирование, затрагивающее функ-
циональные пути, ответственные за нейродегенерацию, воспа-
ление и онкопроцессы.

Выводы

В исследовании разработаны высокоточные эпигенетические
часы для расчета биологического возраста. Анализ работы
этих часов на исследуемой выборке, обогащенный анамне-
стическими, клинико-лабораторными данными и функцио-
нальным анализом, показал, что старение – это не единый
процесс, а последовательная смена доминирующих механиз-
мов: от поведенческих к метаболическим, от метаболических
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– к дисфункции органов, и в конечном итоге – к функцио-
нальному дефициту. Полученные результаты демонстрируют
необходимость учета специфичных для каждого возрастно-
го периода факторов при разработке персонализированных
профилактических и диагностических подходов, а также при
применении геропротективных вмешательств.
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Актуальность исследования
Микробиом кишечника является жизненно важным компо-
нентом человеческого организма. На сегодняшний день хоро-
шо известно, что особенности кишечного микробиома тесно
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ассоциированы с благополучным или неблагополучным ста-
рением, а также во многом влияют на качество жизни, когни-
тивные функции и продолжительность жизни человека.

Цель

Изучение связи между особенностями кишечного микробиома
пожилых людей в возрасте 90 лет и старше и ранее иденти-
фицированными фенотипами старения.

Методы

В исследование были включены 411 пожилых людей в возра-
сте 90 лет и старше из Москвы и Московской области. У всех
участников были собраны образцы стула, из которых выде-
ляли ДНК и проводили анализ их микробного состава мето-
дом Shotgun секвенирования. Всем участникам проводилась
также комплексная гериатрическая оценка, включающая ла-
бораторное обследование.
Обработка результатов секвенирования проводилась с ис-

пользованием программ kraken2 и Bracken. Статистический
анализ проводился в среде R с использованием пакетов
phyloseq, vegan, ANCOMBC.

Результаты

Было установлено, что участники исследования делятся на
четыре кластера в соответствии с особенностями их микро-
биома. Три из четырех идентифицированных кластеров про-
демонстрировали заметное доминирование одного таксона, а
именно Segatella, Bacteroides или Escherichia, в то время как в
одном кластере не было доминирующего бактериального ро-
да, но он характеризовался самыми высокими показателями
разнообразия. В кластере с доминированием Escherichia был
зафиксирован гораздо более высокий процент участников с
низкофункциональным фенотипом, в то время как в класте-
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ре без доминирующего рода была выше доля участников с
сохранным фенотипом.
Функциональный анализ позволил обнаружить в общей

сложности 48 метаболических путей, дифференциально пред-
ставленных по крайней мере в одной паре кластеров. Кластер
с доминированием Bacteroides характеризовался повышенной
представленностью генов подавляющего большинства мета-
болических путей категорий “метаболизм углерода”, “метабо-
лизм углеводов” и “метаболизм аминокислот”. В кластере с
доминированием Escherichia были более представлены гены,
вовлеченные в формирование биопленок, и гены, ассоцииро-
ванные с антибиотикорезистентностью.

Выводы
Нами были выявлены 4 специфических микробиотных кла-
стера, три из которых характеризовались доминированием
одного таксона. Была зафиксирована ассоциация между вы-
явленными кластерами и ранее установленными клинически-
ми фенотипами старения. Кластеры также различались по
представленности метаболических путей: 48 путей демонстри-
ровали дифференциальную представленность по крайней ме-
ре в одной паре кластеров.
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“Внутренняя жизнь” нашего генетического материала в
составе хроматина на протяжении более полувека остается од-
ним из самых интригующих вопросов молекулярной и клеточ-
ной биологии. До недавнего времени (начало 2020-х гг.) наши
представления о роли пространственной структуры хромати-
на в регуляции экспрессии генов в процессе индивидуально-
го развития организма и при патологических изменениях в
клетках базировались на незыблемых биохимически подтвер-
жденных данных о нуклеосомной организации, энхансерно-
промоторых взаимодействиях и эпигенетических модифика-
циях. Однако, огромное количество данных, накопленных за
полувековую историю исследований, было получено либо на
модельных генетических конструкциях или фрагментах ге-
нома, что сужало масштабы их экстраполяции на геном как
целое, либо, напротив, носили слишком генерализованный ха-
рактер. Ароморфозом в технике и методологии эксперимен-
та в области геномики стало применение высокопроизводи-
тельного секвенирования к картированию межхромосомных
контактов, в том числе, на уровне единичной клетки (Hi-C),
и развитие инструментальных методов визуализации и пози-
ционирования олигонуклеотидных зондов в нативном хрома-
тине (FISH - Fluorescence in situ hybridization). Понимание
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важности информации о динамическом поведении генетиче-
ского материала для воссоздания траектории дифференци-
ровки и малигнизации клеток привело к организации меж-
дународного консорциума, 4-Dimensional Nucleome (4DN), на
базе NIH, призванного депонировать экспериментальные дан-
ные о трехмерной организации хроматина с различным вре-
менным разрешением [1]. Данные представлены на порта-
ле https://data.4dnucleome.org/ и насчитывают на сегодняш-
ний день 3156 экспериментальных наборов по результатам
7083 экспериментов. Из них для различных типов клеток че-
ловека доступно 249 наборов данных DNA-FISH, 359 набо-
ров in-situ-Hi-C, 7 наборов данных Hi-C для одиночных кле-
ток. Формат представления данных позволяет выявить ко-
локализацию участков хромосом с разрешением около 1 тнп.
Одним из последних результатов деятельности консорциума
является масштабное сравнение локализации межхромосом-
ных контактов для эмбриональных стволовых клеток чело-
века H1 и иммортализованных фибробластов (HFFc6) с ис-
пользованием альтернативных методов (Hi-C, SPRITE (split-
pool recognition of interactions by tag extension), ChIA-PET
(chromatin interaction analysis by paired-end tag sequencing),
HiChIP (proximity ligation-assisted (PLAC)-seq) [2]. Комбини-
рованное использование данных, полученных разными мето-
дами, позволило существенно увеличить общее количество
хромосомных петель (141,365 для клеток H1 и 146,140 для
HFFc6), ранее для клеток HFFc6 это количество оценива-
лось как 28,922 [3]. При этом конфигурация петель и со-
отнесение их границ с интенсивно экспрессируемыми гена-
ми существенно отличаются для эмбриональных и диффе-
ренцированных клеток. Именно образование петель является
структурной основой для формирования транскрипционных
хабов – локальных конгломератов хроматина, объединенных
взаимодействием с характерным для данного типа клеток
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набором транскрипционных факторов. Дальнейшее развитие
платформы 4DN связывают не только с экстенсивным накоп-
лением данных, но и развитием новых алгоритмов предсказа-
ния структурного состояния хроматина в зависимости от ну-
клеотидного контекста, генетического окружения (плотность
распределения генов в совокупности с уровнем их экспрес-
сии), наличия участков связывания с регуляторными белка-
ми. Появление вычислительных инструментов предсказания
пространственной организации хроматина представляет ин-
терес для более точного выбора мишеней для направленного
редактирования генома и оценки его потенциальной эффек-
тивности.
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