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Основные тренды

Основные направления развития 
диагностических технологий, использующих 
ПЦР

♦Миниатюризация

♦Автоматизация

� Мультиплексный анализ

�Повышение пропускной способности

�Снижение стоимости определения одного параметра/аналита



Мультиплекс - MLPA

♦ Пренатальной и постнатальной диагностики

♦ Диагностики нейрогенетических заболеваний и 

врождённого слабоумия

♦ Диагностики наследственных видов рака

♦ Характеристики опухолей

♦ Фармакогенетики

♦ Наборы для определения статуса метилирования

(эпигенетические заболевания, онкодиагностика)

Перечень наборов MLPA для



Мультиплекс - MLPA

♦ Один зонд для MLPA состоит из двух олигонуклеотидов.

♦ Если последовательность, комплементарная зонду, присутствует в образце, то 

оба олигонуклеотида гибридизуются друг за другом.

♦ Гибридизованные олигонуклеотиды сшивает лигаза.

♦ Лигированные олигонуклеотиды становятся единым зондом и 

амплифицируются в ПЦР. Происходит амплификация не нуклеиновых кислот 

образца, а зонда.

♦ ПЦР характеризуется высокой воспроизводимостью, поскольку в реакции 

принимает участие только одна пара праймеров для амплификации всех 

зондов.

♦ Каждый зонд образует продукт амплификации уникальной длины.

♦ Продукты амплификации (размеры от 130 до 480 нуклеотидов) анализируют 

методом капиллярного электрофореза.

♦ Различия в относительных количествах последовательностей ДНК отражаются 

на высоте соответствующих пиков в референсном и исследуемом образцах.

Как работает MLPA



Метод MLPA (мультиплексная амплификация зонда, 

синтезируемого лигазой), 
Последовательность, комплементарная 
ПЦР-праймеру X

Вставка
Последовательность, 
комплементарная ПЦР-

праймеру Y

Комплемен-
тарная 

последова-
тельность

ДНК А ДНК Б

1. Денатурация и гибридизация

2. Лигирование

ДНК А

ДНК Б

Лигаза

Лигаза

3. ПЦР

Каждый ампликон имеет уникальную длину 130-480 по

4. Разделение ампликонов капиллярным электрофорезом



Необходимое оборудование

+

♦Амплификатор и секвенатор. Стандартное               

обещелабораторное оборуование для ПЦР-работ

♦Получение результата в течение 24 часов.

♦До 96 образцов исследуются в одном эксперименте.



Основные тренды

Основные направления развития 
диагностических технологий, использующих 
ПЦР

♦Мультиплексный анализ

♦Миниатюризация

Автоматизация



Миниатюризация

Система MutaCHIP - мультиплексный анализ на 
макрочипах

Биотинилированные ампликоны Конъюгат ПХ-СА ТМБ

1. ПЦР (~1.5 часа)

2. Гибридизация (2 часа)

3-4. Автоматические детекция и 

интерпретация результатов (1 мин)



1. Дигидропиримидин дегидрогеназа (DPYD)

дезактивирует 5-FU, препарат, применяемый при 

онкологических заболеваниях.

токсических побочных эффектов. Применение стандартных доз 5-FU к пациентам, гомозиготным по 

полиморфизму *2А, может привести к летальному исходу.

2. Некоторые мутации приводят к снижению 

активности фермента и увеличивают риск

3. FDA не рекомендует прописывать 5-FU пациентам с дефицитом активности DPYD.



ПЦР – классическая 

схемаПЦР – автоматизация

Отбор проб Экстракция 

ДНК

Сборка реакционной 
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Подготовка 

реагентов

Ввод 

флуоресцентной 

метки

Гибридизация

Отмывка

Документирование
Анализ 
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Утилизация 

отходов

Автоматический анализатор 



Множество лабораторных

протоколов

Инфекции Онкология

Фармакогене
тика

Наследственные 

болезни



Унификация лабораторных

протоколов

Инфекции Онкология

Фармакогене
тика

Наследственные 

болезни

• KRAS-BRAF

• KRAS

• BRAF

• BRAF-XP

• 5-FU

• UGT1A1

• NAT-2

• CHEK-2

• EGFR

• BCP-AJ

• Генотипирование

HPV

• HPV-HR QUAD

• HPV-HR 

• HPV-HR HEX 

• HPV QUAD

• STD-6 QUAD

• CT-NG QUAD

• Leuko QUAD

• UroGen QUAD

• Бактериальные 

вагинозы

• Кандидозные

вагиниты

• RVP Plus

• MDR-TB

• NTM

• FLU-A-sH1N1

• Warfarin

• CYP450 2C9-VKORC1

• CYP2C19

• CYP450 2C19+

• CYP450 2D6I

• CYP450 2D6T

• CYP450 3A4

• CYP450 3A5

• MDR1

• Factor II

• Factor II Plus

• Factor V Leiden 

• MTHFR

• F II-V

• F II-V&MTHFR

• F II Plus-V

• F II Plus-V&MTHFR

• Генотипирование F V

• CFTR-31

• ApoE

• FVF Panel

• Ashkenazi Jewish Panel



• Цель: улучшение результатов ЭКО 

• Скрининг всех хромосом на анеуплодии

• Анализируемый  мaтериал:  начиная от одной 

клетки 

• Время проведения анализа: 12 часов

• Широко используется в мире, уже и в Роcсии

• Первый новорожденный в 2008 г. В России – 2013 

(Санкт-Петербург)

RHS

Чипы: преимплантационный

скрининг: 



FISH & Чипы

�Одновременно 24 хромосомы

�Возможность выбора материала для 

анализа

�Высокая воспроизводимость между

лабораториями

Одновременно 5-9 хромосом

Высокая стоимость анализа (24 

хромосомы)

Низкая воспроизводимость между 

лабораториями



Чиповые технологии 

Сканирование  

и  

составление 

отчета

Гибриди-

зация

Введение  

метки 

Су3, Су5    

Прободготовка

и полногемная

амплификация 

ДНК (3,5 часа



VjhМорфология

Чиповые технологии 

RHS



NGS

НИПД



NGS- основные тренды

• Удешевление методики за счет увеличения потока 

образцов

• Введение НИПД в качестве скрининговой

диагностики

• Инвазивная диагностика, как обязательный тест 

при доказательстве диагноза, выявленного по 

НИПД



Детали. 

Риски

1. Аппаратное решение. Согласятся ли производители 

предоставлять свое оборудование и реактивы 

для производства  в России?

2.  Нормативная документация. Методические указания. 

Регистрационные удостоверения- оборудование, 

реактивы, программное обеспечение

3. Срок проведения анализа. 

Поток образцов/Возможности аппаратно-программного 

комплекса

4. Логистика образцов. Доставка из отдаленных

районов страны.



Детали.

Независимая проверка заявленного уровня точности 

НИПД. Апрель 2015 



Детали.

Положительные и ложно-положительные 

результаты



Детали.

Независимая проверка заявленного уровня точности 

НИПД. Апрель 2015 

Cheung SW et al. N Engl J Med 2015;372:1675-1677.



Детали.
Основные проблемы

• “Работа с частными клиниками. Назначают по 

показаниям или из-за экономической 

заинтересованности врача/клиники?

• Работа с государственными центрами проходит через 

индивидуальных врачей. Обратная связь? 

• Что будет в случае ошибки??? Ложно отрицательной 

ошибки! Кто несет ответственность в случае ошибки? 

Каков правовой статус теста?

• Этическая проблема в случае определения пола 

плода до 12 недели”

Прохорчук Е.Б. VII съезд Российского общества медицинских генетиков. 

Всероссийская научно-практическая конференция Пренатальная диагностика 

наследственных и врожденных заболеваний: настоящее и будущее



Спасибо за внимание!

www.biochemmack.ru
info@biochemmack.ru
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