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ПЕРЕЛІК УМОВНИХ СКОРОЧЕНЬ 

 

 

 
SNP – однонуклеотидні поліморфізми (Single Nucleotide 

Polymorphism) 

ACE, АКЕ – ангіотензин-конвертуючий ензим (Angiotensin- 

Converting Enzyme) 

GWAS – повногеномне дослідження асоціацій (Genome 

Association Variation Study) 

І/Д, I/D – інсерція/делеція (insertion/deletion) 

ПЛР – полімеразна ланцюгова реакція 

ДНК – дезоксирибонуклеїнова кислота 

П.н – пар нуклеотидів 

 

Tris – трис-(гідроксиметил)-амінометан C4H11O3N 
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У даній роботі з використанням методів молекулярної технології та 

біоінформатики було розроблено робочо діагностичні методики з 

генотипування поліморфізмів типу I/D на прикладі rs4646994 гена АСЕ1 та 

SNP на прикладі rs9938149 гена ZNF469. Для цього було отримано колекцію 

зразків ДНК з використанням фенол-хлороформного методу екстракції. З 

проведенням ПЛР з детекцією в кінцевій точці методом гель- 

електрофорезного розділення з детекцією в УФ було відібрано референсні 

зразки, що виступали в якості позитивного контролю при подальшій 

оптимізації. Було оптимізовано температурно-часові режими, а також склад 

реакційних сумішей, з метою покращення ефективності перебігу реакції. 

Було проведено аналіз кривих плавління продуктів ПЛР в реальному 

часі з використанням методу високороздільного плавлення з наступним 

визначенням характеристичних форм кривих плавління для кожного з 

генотипів, а також відповідних температур плавління. 

Результатом оптимізації та розробки методик було генотипування 20 

зразків, з валідацією методом гель-електрофоретичного розділення з 

детекцією в УФ. 

Було отримано наступні розподіли генотипів: 

для гена ACE1 за поліморфізмом rs4646994 типу I/D: 8 гетерозигот, 5 

осіб з генотипом ДД, та 7 осіб з генотипом ІІ. 

для гену ZNF469 за поліморфізмом rs9938149 типу SNP: 9 гетерозигот, 

3 особи з генотипом СС, та 8 осіб з генотипом АА. 

Відповідно до результатів дослідження методика показала свою 

ефективність та може бути застосована для наукових або клінічно- 

діагностичних потреб при генотипуванні поліморфізмів. 

 
Ключові слова: ПОЛІМОРФІЗМ, ІНСЕРЦІЯ, ДЕЛЕЦІЯ, НУКЛЕОТИДНА 

ТОЧКОВА ЗАМІНА, ACE1, ZNF469, КРИВІ ПЛАВЛІННЯ, ПЛР В 

РЕАЛЬНОМУ ЧАСІ 
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ВСТУП 

 
Поліморфізми ДНК – відмінності в структурі нуклеотидних 

послідовностей геному, що зустрічаються в популяції з частотою більше 1% 

та є об’єктом вивчення сучасної генетики, з огляду на їх значущість в 

регуляції генетичних процесів, зокрема транскрипції. Їх глибше вивчення 

відкриває перспективи для розвитку персоналізованої медицини, глибшого 

розуміння мультифакторних хвороб. 

З огляду на розвиток біоінформатичних методів, поширення алгоритмів 

пошуку (GWAS, метод гена-кандидата), поліморфізми дедалі детальніше 

розглядаються як прогностичні маркери, що можуть бути асоційованими з 

мультифакторними хворобами, іноді впливаючи на їх безпосередній перебіг. 

Генотипування геному в цьому випадку має наукову і медичну цінність, 

оскільки допомагає не лише визначити можливий розвиток тієї чи іншої 

хвороби, а також допомогти з розробкою високоефективних 

фармакологічних препаратів. Відповідно, метод генотипування має легко 

застосовуватися, масштабуватися, бути високоточним, а також бажано 

економічно вигідним. 

Два типи поліморфізмів – інсерція/делеція та нуклеотидна точкова 

заміна відповідальні за всю мінливість геному, отже важливою 

характеристикою оптимальної методики є змога до генотипування обох цих 

типів поліморфізмів. Використання модифікації методу кривих плавління – 

високороздільного плавління є перспективним способом генотипування, а 

сама методика відповідає поставленим вимогам. 

Генотипування І/D поліморфізму гена АСЕ1 (rs4646994) є важливим з 

огляду на виявлений зв’язок поліморфізму з розвитком та прогресуванням 

SARS. Генотипування SNP гена ZNF469 (rs9938149) доцільне з огляду на 

дослідження, що вказують на зв’язок цього поліморфізму з захворюванням 

кератоконус. 
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Розуміння генотипу пацієнта робить достпуним прогноз розвитку 

захворювання, а також уможливлює індивідуальний підбікр лікарських 

засобів, підвищуючи шанси на одужання хворого. 

Відповідно метою роботи є розробка модифікації методів аналізу 

поліморфізмів типу I/D (rs4646994) гена АСЕ1 та типу SNP (rs9938149) гена 

ZNF469 з використанням монохромної ПЛР в режимі реального часу. 

Для виконання цієї мети були поставлені наступні завдання: 

1. Отримати колекцію зразків ДНК з лейкоцитів периферійної крові 

індивідів з групи здорових індивідів з різних регіонів України. 

2. Розробити дизайн олігонуклеотидних праймерів для проведення 

монохромної ПЛР в режимі реального часу. 

3. Отримати референсні зразки ДНК з різними генотипами з 

використанням методу ПЛР, з детекцією в кінцевій точці та подальшою 

візуалізацією продуктів ПЛР, шляхом електрофоретичного фракціонування 

в 1% агарозному гелі з інтеркалюючим барвником бромистим етидієм та 

візуалізацією на УФ-трансілюмінаторі. 

4. Оптимізувати реакційну суміш для проведення монохромної ПЛР 

в режимі реального часу для rs4646994 та rs9938149. 

5. Відпрацювати температурно-часові режими, для проведення 

монохромної ПЛР в режимі реального часу для rs4646994 та rs9938149. 

6. Проаналізувати патерн кривих плавління після проведення ПЛР 

на ДНК матриці референсних зразків з різними генотипами для rs4646994 та 

rs9938149. 

7. Провести генотипування на вибірці з 20 зразків ДНК, визначити 

генотипи за характером кривих плавління та незалежно валідувати з 

використанням стандартного методу заснованого на проведенні ПЛР в 

кінцевій точці та подальшою візуалізацією продуктів ПЛР, шляхом 

електрофоретичного    фракціонування в 1% агарозному гелі з 

інтеркалюючим барвником бромистим етидієм та візуалізацією на УФ- 
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трансілюмінаторі для rs4646994 та за результатами сиквенування продуктів 

ПЛР за методом Сенгера. 
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РОЗДІЛ 1. Огляд літератури 

1.1 Поліморфізми ДНК 

Існуючі відмінності в послідовностях ДНК людини, як, власне і будь 

якої іншої істоти називаються варіаціями. Більшість з них майже немає 

суттєвої функціональної значущості, в такому випадку їх називають 

поліморфізмами. Важливо зауважити, що поліморфізмом в даному випадку, 

згідно з визначенням F. S. Collins
1
, вважають варіації, частота яких в 

досліджуваній популяції більш ніж 1%, а інші варіації вважаються 

рідкісними. До поліморфізмів відносять не лише одинарні заміни 

нуклеотидів ( так звані single nucleotide polymorphisms (SNP)) а й інсерції та 

делеції послідовностей ДНК. 

І хоча більшість поліморфізмів і не має глибокого функціоналу в 

контексті транксрипції та трансляції, оскільки лише відносно мала кількість 

геномної ДНК містить протеїн-кодуючі послідовності (1-2%), але часто 

поліморфізми можуть мати певний вплив на ген та кодований ним білок. Так, 

Pastinen et al. в роботі по вивченню впливу поліморфізмів в людському 

геномі на експресію генів викокремлює дві групи поліморфізмів – цис- 

варіативні та транс-варіативні. Перші лежать безпосередньо за рамками 

зчитування гена та впливають на його транскрипцію, синтез або структуру, а 

сам характер впливу є алель-специфічним. Така природа взаємодії 

пояснюється тим, що цис-варіативні поліморфізми знаходяться в 

безпосередній близькості до рамок зчитування відповдіного гена, коли транс- 

варіативні поліморфізми ж можуть знаходитися навіть на іншій хромосомі і 

їх вплив поширюється на декілька алелей гена. 2
 

Зміна в сплайсингу, дії промоторів та енхансерів, амінокислотному 

складі білка – вивчення функціональних особливостей поліморфізмів набуває 

більшої актуальності з плином часу, оскільки все частіше їх пов’язують з 

генетично обумовленими патологіями. 
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1.2 Типи поліморфізмів 

 

Найпоширенішим типом поліморфізмів є SNP, яких, за оцінкою, Wright 

et al. 3 може бути 3-10 мільйонів, коли мова йде про генотип людини. Даний 

вид мутацій виникає вналідок транзиції - заміни азотистих основ між собою 

(пуринові або піримідинові), або трансверсії - заміни пуринової основи на 

піримідинову, або навпаки. Більшість з таких мутацій лежить за межами 

білок-кодуючих послідовностей, а тому вважається, що не вони не 

впливають на процес реалізації спадкової інформації. Це було описано в 

дослідженні Halushka et al.4, де було встановлено, що приблизно 50% SNP 

знаходяться в некодуючих регіонах, 25% становлять мутації, що не 

призводять до зміни в амінокислотній послідовності, а решта – приблизно 

чверть припадає на мутації, що змінюють амінокислотний склад білку, так 

звані міссенс мутації. ввів проте з певними винятками, як, наприклад, 

поліморфізм в гені аліпопротеїну Е (APOE), поліморфізми якого пов’язані з 

патологічними станами. Ці патології виникають завдяки SNP, що спричиняє 

заміну амінокислот. Такі типи поліморфізмів, що викликають патологічні 

стани часто використовуються як генетичні маркери в молекулярній біології 

та медицині, зокрема при дослідженні мультифакторних хвороб. 

Інсерції та делеції (іноді можна також зустріти збірну назву індел) є 

також поширеним видом поліморфізмів, за якого послідновність від 

декількох до сотень нуклеотидів є або видаленою або присутньою в 

структурі молекули ДНК. Хоча вони є суттєво менш поширенішими ніж SNP, 

але за інформацією The 1000 Genomes Project Consortium, 20105 вони 

складають майже п’яту частину всіх поліморфізмів. Важливим при цьому є 

те, що індели, кількість нуклеотидів в яких не є кратною трьом призводять до 

зсуву рамки зчитування, що в свою чергу може призвести до появи суттєво 

іншої послідовності амінокислот, або виникнення передчасного стоп кодону. 

Такі зміни можуть зумовити появу зовсім нового структурно білка, з 

потенційно іншою просторовою конфігурацією, а відповідно і функціями. 

https://link.springer.com/referenceworkentry/10.1007%2F978-1-4419-1005-9_706#CR07064
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Індели, в яких кількість нуклеотидів ж кратна трьом призводять до появи 

протеїнів з додатковими амінокислотами (інсерція), або таких де 

амінокислоти відсутні (делеція). Відповідно хоча більшість амінокислот 

залишається інтактною, місце інделу має критичне значення для 

функціонування протеїну, оскільки саме це визначає конфігурацію, а отже і 

функціональність білка, оскільки не завжди зміна в структурі білку 

призводить до втрати його функціоналу.6
 

Одним з найдосліджуваніших поліморфізмів даного типу є індел в гені 

ангіотензин-конвертуючого ензиму (ACE), що є ціллю для досліджень 

науковців, з огляду на те що даний поліморфізм демонструє зв’язок з низкою 

важливих клінічних показників 7. 

1.3 Використання поліморфізмів як генетичних маркерів. 

 

Розвиток молекулярної біотехнології призвів до появи необхідності в 

використанні певних генетичних маркерів з метою спрощення процесу 

орієнтування в людському геномі, для чого, окрім певних генів часто 

використовують також SNP, мікро- та мінісателіти. Ще до розшифровування 

геному людини Shastry et al.
8
 пропонував користуватися тим фактом що дві 

близькі за місцерозташуванням алелі ( в даному випадку ген та SNP) можуть 

успадковуватися спільно. Таким чином поліморфізми можуть 

використовуватися як маркери, що допомагають ідентифікувати гени, які 

спричиняють патологічні стани. Відповідно продовжуючи цю ідею,9 

запропонували порівнювати патерни генетичних варіацій в пацієнтів та 

здорових індивідів, таким чином потенційно ідентифікуючи гени, що 

відповідають за схильність до патологій. Але цим використання 

поліморфізмів в якості генетичних маркерів не обмежується, оскільки вони 

знайшли велику кількість застосуваннь і в тваринній біотехнології 10, 

фармацевтиці, медицині. 
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SNP пропонували розглядати в контексті створення індивідуалізованих 

ліків. Основою для цього слугує той факт, що генетичні поліморфізми, що 

знаходяться в межах генів, кодуючих протеїни, що метаболізують, 

транспортують препарати або є їх рецепторами, принаймні частково є 

відповідальними за різний вплив препарату на пацієнтів 8,11. Причина цього 

полягає у відмінних значеннях абсорбції, поширення, метаболізму та 

екскреції препарату. Таким чином одна і та ж доза для людей з різними 

поліморфізмами може бути як високоефективною так і високотоксичною 12. 

Таким чином використання поліморфізмів як одного з факторів 

індивідуалізції лікування є одним з актуальних напрямків розвитку 

фармакогенетики та фармакогеноміки. 

В нашому випадку найбільш доцільним є вивчення застосування 

поліморфізмів саме в медичній галузі. Зміни в структурі ДНК апріорно з 

певною вірогідністю можуть призвести до патологічних станів, але достатньо 

часто для мультифакторних хвороб, тобто таких в яких поєднані екзо- та 

ендогенні чинники має сенс застосування відповідно мультифакторного їх 

аналізу. Це дозволяє викоремити чинники, що мають достатній вплив на 

розвиток захворювання. Саме одним з таких факторів і можуть бути 

різноманітні поліморфізми. 

В статті Rossum et al. 13 описано класичний метод оцінки пливу 

поліморфізму на патологію. Першим кроком в ній є дослідження спрямоване 

на пошук асоційованих з захворюванням поліморфізмів, які в хворих на 

патологію проявляються достовірно частіше ніж в здорової контрольної 

групи, а деякі інші статистичні дані п порівнюючи носіїв конкретного 

поліморфізму та людей в котрих він відсутній. Найчастішими кандидатами в 

такому випадку виступають SNP та мікросателіти, але в теорії відібраним 

може бути будь-який тип поліморфізму. Наступним йде гено- та 

фенотипування, спрямоване на розширення вибірки досліджуваних з метою 
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точнішого встановлення асоціацій та теоретичне опрацювання отриманих 

даних. 

 

 
1.4 Методологія відбору поліморфізмів. 

1.4.1 Метод повногеномного дослідження асоціацій 

Одним з методів, що використовується для відбору потенційно 

корелюючих з патологією поліморфізмів є використання повногеномного 

дослідження асоціацій(GWAS). Його основною задачею є виявлення зв’язків 

між частотою алелей та певною ознакою, або станом цієї ознаки. 

Першим кроком в GWAS є індентифікація тих ознак, відносно яких буде 

спостерігатися кореляція з алелями, а також відбір осіб на яких буде 

проводитися дослідження. Важливим в такому випадку є визначення моделі 

дослідження. Найчастіше такою моделлю є дві групи – з патологією і 

контрольна група без даної патології. Оскільки в такому випадку відбір 

проходить за фенотиповими ознаками, і, часто, за клінічними проявами 

патологій, то він отримав назву phenotype-first. Прикладом такого підходу до 

проведення GWAS є проведений в 2005 для пошуку кореляцій з вік- 

звлежною макулодистрофією. Альтренативною ж моделлю є використання 

змішаної групи з різною вираженістю ознаки. Прикладом такого підходу є 

GWAS спрямований на пошук залежностей з рівнем систолічного та 

діастолічного тиску.14
 

Наступним кроком в проведенні GWAS є власне аналіз генотипу. Часто 

для цього використовуються ДНК-мікрочипи спрямовані на аналіз SNP. 

Зокрема з недавнього часу активно використовуються мікрочипи високої 

щільності, що дозволило збільшити кількість поліморфізмів за якими може 

бути проаналізована та чи інша ознака.15 Іншим ж варіантом є використання 

повногеномного секвенування, яке на сьогоднішній день для дослідження 

такого масштабу є практично недоступним з огляду на його ціну, але 

дозволяє спостерігати окрім SNP також інші види поліморфізмів, а отже є 
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більш інформативним, і відповідно може вказати на більшу кількість ознак 

асоційованих з об’єктом дослідження. 

Наступним кроком є проведення статистичної оцінки отриманих даних. На 

даному етапі важливою є імпутація, що дозволяє оцінювати зв’язок між 

алеллю та ознакою вкористовуючи не наявні в мікрочипі SNP, що сутєво 

збільшує силу дослідження. Класичний статистичний тест для визначення 

значущості зв’язку – відношення вірогідностей (OR) в поєднанні з Р- 

значеннями, після чого створюється так званий манхеттенський графік 

(рис.1.4.1), де найбільш значущі генетичні варіанти знаходяться зверху. 

 

Рис. 1.1 Графічне зоображення результатів OR тесту, що проводиться 

для методу GWAS. Aдаптовано з [15] 

 
Наступним кроком відповідно встановлюється відповідність між алеллю 

та досліджуваною ознакою. На цьому етапі часто необхідно встановити 

функціональний механізм взаємозв’язку, особливо це важливо для тих 

алелей, які знаходяться в некодуючих ділянках геному. На цьому етапі також 

використовується комп’ютерне моделювання з метою передбачення 

регуляторного      ефекту      поліморфізму      на       прояв       ознаки. 

Останнім етапом є валідація отриманих результатів на клітинних культурах, 

модельних організмах. 16
 

У даного способу виявлення зв’язку між генетичними варіаціями та 

певними ознаками є низка переваг. Так можна стверджувати що саме завдяки 
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GWAS вже було відмічено 52,415 варіантів SNV, що були пов’язані з тією чи 

іншою ознакою, що дозволяє нам стверджувати що даний метод сприяє 

відкриттю кореляцій з рідкісними генетичними варіаціями 17. 

Аналогічно важливо відмітити те що проведення великої кількості 

GWAS поглибило наше розуміння біологічних механізмів, зокрема 

патологічних, 18 а також зробило можливим застосування персоналізованого 

підходу до здоров’я кожного пацієнта окремо, що було описано в пункті 1.3. 

Ще одна сильна сторона даного методу – відносна простота аналізу, 

поєднана з можливістю аналізу різних видів поліморфізмів, зокрема 

рідкісних, або таких що мають низьку частоту в популяції що є об’єктом 

дослідження 19. 

Разом з цим в даного методу є свої обмеження. Головним з них є висока 

коштозатратність, зокрема якщо таке дослідження проводиться з 

використанням повногеномного секвенування. Використання ж мікрочипів 

суттєво обмежує можливості GWAS, зокрема в ідентифікації всіх пов’язаних 

з ознакою алелей, а сам мікрочип для дослідження розроблюється на вже 

створених завчасно рефренсних панелях,19 більшість з яких розроблена на 

європейських популяціях, отже для досліджень в інших популяціях є 

нерезепрентативною. Досить багато дослідників звертає увагу саме на 

можливість некоректного трактування данних, наприклад виявлення ознак 

які характерні суто для певної популяції 20, або для патологічних станів 

організму в цілому, а то і взагалі неможливість виявлення всіх генетичних 

чинників того чи іншого патологічного стану 21. 

Підсумовуючи можна заявити, що GWAS є передовим і потенційно 

найважливішим інструментом для аналізу геному, важливість якого буде 

зростати пропорційно зменшенню вартості повногеномного секвенування, 

що вирішує більшість недоліків методу такого, яким ми його використовуємо 

в сьогоденні. 

 
1.4.2 Метод генів-кандидатів 
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Аналогічно до GWAS він полягає в з’ясуванні зв’язку алелей та 

біомедичних, еволюційних, метаболічних або навіть біхевіористичних ознак. 

22 В основі даного методу лежить вже з’ясована інформація про фізіологічні, 

біохімічні або функціональні аспекти можливого кандидата. 

Завдання дослідження полягає в з’ясуванні зв’язку між обраними генами 

кандидатами та фенотиповими ознаками. Відповідно в цьому полягає одна з 

головних відмінностей з GWAS, де вибір генів відбувається на основі 

лабораторного та статистичного аналізу. 

Варіації даного методу в основному полягають в різних підходах до 

вирішення питання відбору генів кандидатів. 

Однією із стратегій вирішення такого питання є відбір генів за їх місцем 

розташування в хромосомі. Ґрунтуючись на отриманій інформації про зв’язок 

певної ознаки з відповідною ділянкою геному дослідники можуть відібрати 

гени кандидати, що знаходяться на ній. Такий метод не є ефективним, 

оскільки певна ознака рідко є моногенною, а ще рідше гени які за неї 

відповідають знаходяться поряд. З іншого боку такий метод досить часто 

знаходить гени пов’язані з ознакою 23. 

Порівняльна стратегія полягає в порівнянні генів людини з генами або їх 

аналогами в інших видів, для яких зв’язок з відповідною ознакою вже є 

доведеним. Дана стратегія імплементує і підхід до розташування гена і до 

його функціоналу і успішно застосовується для ідентифікації генів 

пов’язаних з захворюваннями. 24 Її застосування виходить за межі геноміки, 

але головним її обмеженням є необхідність наявності інформації про 

аналогічні гени в інших видів. 

Функціонально-залежна стратегія використовує дослідження 

метаболічного, фізіологічного а також генетичного прояву певної ознаки для 

локалізації відповідних відповідальних за це генів 25. Найпростішим 

прикладом є так звані нокаут тварини, в яких можна спостерігати вплив на 

метаболізм відсутності певного гена. 
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Але найчастіше використовується комбінований підхід, за якого 

кандидати аналізуються одразу декількома або всіма описаними методами, 

що дозволяє збільшити вибірку генів-кандидатів, а отже достовірніше 

дослідити їх вплив на обрану ознаку 22. 

Метод генів кандидатів дозволяє швидко визначити чи асоційована 

певна ознака з обраним геном. В той же час в нього є декілька недоліків, 

зокрема досить висока вірогідність хибно-позитивного результату, що 

частково базується на тому, що відбір кандидатів відбувається внаслідок 

інкорпорацій апріорних знань про них, отже наших знань про гени і їх 

взаємодію може бути недостатньо щоб робити достовірні твердження. Також 

досить часто необхідно звертати увагу на популяцію на якій проводять 

дослідження, оскільки деякі дослідники звертають увагу на часту 

невідтворюваність отриманих в дослідженнях даних. 26
 

Незважаючи на певні недоліки даний метод продемонстрував свою 

ефективність, зокрема в контексті пошуку взаємозв’язків між 

поліморфізмами та мультифакторними захворюваннями 2728. 

 
1.5 ACE поліморфізми 

1.5.1 Фізіологічна роль ACE 

 

Ангіотензин-конвертуючий ензим (ACE) це цинк металопептидаза, що 

поширена на поверхні ендотеліальних та епітеліальних клітин. Його завдання 

полягає в конвертації інактивного декапептиду ангіотензину І в активний 

октапептид ангіотензин ІІ, що є важливою складовою ренін-ангіотензинової 

системи (РАС). Ця система відповідає за регуляцію артеріального тискув 

судинах а також об’єму крові в організмі людини. Синтез реніну 

розпочинається з біосинтезу препрореніну на матриці мРНК в 

юкстагломерулярних клітинах, після чого, шляхом відщеплення 23 

амінокислот він перетворюється в проренін, що шляхом глікозилювання в 

ендоплазматичному ретикулумі набуває трьохвимірну структуру та стає 
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кінцевою формою – реніном. Контроль за його секрецією в кров 

здійснюється чотирьома чинниками, що спричинюють його активну 

секрецію. Цими чинниками є іннервація ниркового барорецепторного 

механізму в афферентній артеріолі, зміна рівня NaCl в дистальному відділі 

нефрона, стимуляція симпатичними нервами, а також механізм прямого 

зворотнього негативного зв’язку, що реалізується через прямий вплив 

ангіотензину на юкстагломерулярні клітини. Таким чином можна 

стверджувати що секрецію реніну активує зниження перфузійного тиску, або 

рівня NaCl, а також підвищення симпатичної активності. При цьому важливо 

зауважити що ренін також синтезується в інших тканинах, зокрема мозку, 

наднирниках, яєчниках, жировій тканині, серці та судинах. 

Ангіотензиноген, що синтезується в печінці перетворюється внаслідок 

відщепленя аміноксилот в вазоінактивну форму – ангіотензин І, що за 

допомогою ангіотензин-конвертуючого ензиму перетворюється в 

вазоактивну форму – ангіотензин ІІ. 

Саме ангіотензин є потужним вазоконстриктором, що також впливає на 

кору наднирників, індукуючи секрецію альдостерону, який в свою чергу 

збільшує реабсорбцію натрію та води з сечі, 29 що безпосередньо дозволяє 

збільшити кількість рідини в крові, а відповідно і підвищити артеріальний 

тиск. 

Іншою важливою роллю ангіотензину ІІ є регуляція клітинного росту та 

проліферації, внаслідок стимуляції цитокінів та факторів росту 30. Деякі 

дослідження 31 також вказують на те, що ангіотензин ІІ може індукувати 

патологічний стан ендотелію, шляхом зменшення біодоступності молекул 

оксиду азоту. 

Дані отримані внаслідок цих досліджень дозволяють нам оцінити 

важливість ролі ангіотензину ІІ в розвитку кардіоваскулярних 
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патофізіологічних станів, а також мотивують продовжувати досліджувати 

роль РАС в даних патологіях. 

ACEє також важливим учасником іншої регуяторної системи – кінін- 

калікреїнової. ACEвідповідає за метаболізацію брадикініну – пептиду, що 

розширює судини, таким чином знижуючи артеріальний тиск. ACE 

перетвворює брадикінін в неактивну форму – брадикінін 1-5. Аналогічна 

роль ACE спостерігалася для нейрокінінів 32, що відіграють важливу роль в 

передачі болю, регуляції емоцій, а також запальних та імунних процесах. 

1.5.2 І/Д поліморфізм гену ACE 

Зрозумілим є той факт, що ген, що кодує настільки важливу молекулу 

очікувано буде ціллю дослідження на предмет поліморфізмів і їх 

функціонального впливу. Одним найбільш досліджених кандидатів є індел 

поліморфізм гену ACE 1 rs4646994 (хромосома 17). Цей поліморфізм полягає 

в наявності (І) або відсутності (Д) 287 пар основ в 16 інтроні. 33
 

Було досліджено, що носії ІІ алелі мали вдвічі нижчий рівень активності 

білку ACE в плазмі, порівняно з носіями алелі ДД. 34 Таким чином не 

випадково було встановлено асоціацію між алелями даного поліморфізму та 

патофізіологічними станами, пов’язаними з роботою РАС та кінін- 

калікреїнової систем. Відповідно значна кількість дослідників публікувала 

роботи що досліджували вплив даного поліморфізму на різні захворювання, а 

також розглядали відмінності в носіїв різних алелей в таких аспектах як 

симптоматика, успішність фармакологічної терапії, взаємодія з іншими 

генетичними факторами, прогресування хвороби, швидкість одужання та 

летальність 35. 

Дослідження асоціацій поліморфізму з артеріальним тиском показали 

суттєву неоднозначність в результатах, так наприклад Shmidt et al., 36 

Jeunemaitre et al. 37, не знайшли статистично достовірного зв’язку між різними 

алелями поліморфізму та гіпо- або гіпертензією. З іншого боку Kario et al., 38, 
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вивчаючи популяцію літніх людей Японії виявили статистично достовірну 

залежність між носіями алелі з делецією та підвищеним ризиком гіпертензії. 

Ця залежність підтверджується також результатами мета-дослідження. 28 

експериментів, проведеного Staessen et al., 39 де особи з DD алеллю мали на 

10% більший ризик підвищеного артеріального тиску, порівняно з носіями II 

алелі. 

Проводилися також дослідження асоціації різних алелей даного 

поліморфізму з перебігом артеросклерозу, використовуючи для дослідження 

такі ознаки як середня товщина сонної артерії (СТСА), рівень коронарного 

кальцинозу 40, а також визначення артеросклерозу аорти при аутопсії 41. 

Результати більшості досліджень були неоднозначні, за винятком мета- 

дослідження 9833 пацієнтів, що показало більшу схильність до 

артеросклерозу в носіїв DD алелі. 42
 

Аналогічні тенденції до більшої схильності до захворювань в носіїв D 

алелі простежуються в контексті вивчення пацієнтів з ішемічною хворобою 

серця (ІХС), а також інсультом. Дослідження когорти людей з східної Індії, 

хворих на ІХС продемонструвало те, що носії алелі делеції, мають суттєво 

більшу схильність до ІХС, при цьому діабет, гіпертензія та паління слугують 

додатковими факторами негативного впливу. 43. При дослідженні пацієнтів 

госпіталізованих з гострим інфарктом міокарда не знайшли ніякої кореляції 

між алеллю поліморфізму та ризиком розвитку даного патологічного стану. 44 

Мета-аналізи також виявили позитивні асоціації між D-алеллю та вищою 

вірогідністю ішемічного інсульту 45. При цьому варто зауважити, що в 

більшості досліджень для даного гену все ж не було знайдено жодного 

зв’язку з цією патологією. 

Наразі існує велика кількість публікацій, що вивчають взаємозв’язок, I/Д 

поліморфізму та патофізологічних станів. Значна частина дослідників звертає 

увагу на схильність носіїв делецій до захворювань, зокрема ІХС, гіпертензії, 

інсульту та меншої тривалості життя 46. На противагу цьому, дослідження 
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пацієнтів з хворобою Альцгеймера демонструють вищий шанс її розвитку в 

носіїв I-алелі. 

Доцільно зауважити, що велика кількість досліджень демонструють 

неоднозначні результати, тому такі асоціації необхідно більш змістовно 

дослідити, використовуючи більші популяційні вибірки, а також елементи 

статистичного мета-аналізу. 

1.5.3 І/Д поліморфізм ACЕ та SARS-CoV-2 

Часто COVID-19 проходить безсимптомно, або з слабовираженими 

симптомами. Але, згідно з повідомленнями дослідників з Нью-Йорка, 

приблизно 14 відсотків від госпіталізованих набувають тяжкого гострого 

респіраторного синдрому (SARS), та страждають на тяжку гіпоксію. 

Аналогічно до форми 2002 року, SARS-CoV-2 використовує ACE 2, як 

рецептор для потраплення в клітину. 47 Відповідно цей процес проникнення 

коронавірусу призводить до зниження кількості ACE 2. Оскільки ACE 2, 

наряду з ACE та реніном є головними регуляторами РАС, то актуальність 

дослідження цього механізму, а також чинників що можуть на нього 

впливати зараз є надзвичайно високою. 

Якщо роль ACE полягає в конвертації ангіотензину І в ангіотензин ІІ, а 

також метаболізації брадикініну, то ACE 2 відповідає за конвертацію 

ангіотензину ІІ в ангіотензин 1-7. Взаємодія між ACE та ACE 2 є 

реципрокною, коли один є індукованим, інший репресується. Дана взаємодія 

є основою збереження фізіологічного гомеостазу в контексті РАС. 

Відповідно в умовах зараження вірусом SARS-CoV-2, ангіотензин ІІ в тілі 

хворого не трансформується в ангіотензин 1-7, що виводить РАС з рівноваги. 

В свою чергу це може сприяти розвитку SARS, збільшуючи проникливість 

судин, викликаючи вазоконстрикцію, 48 індукуючи апопотоз ендотеліальних 

клітин 49 та клітин альвеолярного епітелію. Деякі дослідники вказують також 

на те що такий дисбаланс може призвести до фіброзу 50, а також сприяти 
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прозапальним процесам, шляхом вивільнення прозапальних медіаторів: 

інтерлейкіну-6, інтерлейкіну-8. 51 (рис. 2.) 

 

Рис. 1.2 Вплив SARS-CoV-2 на головні метаболічні шляхи за участю 

ACE та ACE 2. 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002944020303448#bib18 

 

 
На рис. 2 51 описано механізм РАС, в контексті взаємодії з COVID-19. 

 

Оскільки І/Д поліморфізм є одним з найголовніших чинників, 

асоційованих з рівнем ACE в плазмі крові, а також в тканинах організму, 

було висуното гіпотезу, що даний поліморфізм є дуже важливим чинником в 

контексті прогнозування перебігу захворювання в пацієнтів, а також 

розроблення персоніфікованої терапії. При цьому дослідження показують, 

що алель з делецією пов’язана з вищим рівнем ACE 52. 

 

 
Ця гіпотеза підтверджується дослідженням летальності від на проміжку 

в 28 днів, де генотип ІІ пов’язаний з найвищим шансом виживання – 42% 

відсотки смертності , в той час як ІД та ДД мають 65% та 75% відповідно. 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0002944020303448#bib18
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Тобто пацієнти хворі на ARDS з ІІ алелями мають суттєво вищий шанс на 

видужання порівняно з пацієнтами, які є носіями ДД генотипу. Така 

тенденція спостерігається також в інших дослідженнях 53, а Adamzik et al. 

відмітили майже п’ятикратну різницю в смертності між особами з ІІ та ДД 

генотипами 54. 

Дані спостереження підтверджуються також дослідженнями минулої 

епідемії коронавірусу, що відбувалася в 2002 році. Тоді дослідження 

вказували на те, що Д алель є асоційованою з вищим ризиком гіпоксії в 

пацієнтів. 55 При цьому варто звернути увагу на відносно невелику групу, на 

якій проводилося дослідження, а також на той факт, що аналогічні 

результати не були отримані при розширенні вибірки в ще одному 

дослідженні залежності тяжкості перебігу SARS 56. 

Незважаючи на це, більшість даних вказує на те, що І/Д поліморфізм є 

важливим чинником, що впливає на перебіг захворювання, схильність 

пацієнта до розвитку SARS, а також ураження легень. 

 

 
1.6 Поліморфізми гену ZNF469 

1.6.1 Фізіологічна роль гену ZNF469 

Даний ген кодує один з протеїнів що містить сайт зв’язування іонів 

цинку і структурно подібний до білків що містять цинкові пальці. 

Дослідження пов’язують його функціювання як фактора транскрипції з 

синтезом або просторовою організацією колагену. Доведено, що порушення 

функцій гену ZNF469 пов’язано з такими захворюваннями як кератоконус та 

синдромом Елерса – Данлоса. 

1.6.2 SNP поліморфізм rs9938149 гена ZNF496 

Велика кількість досліджень звертає увагу на можливий зв’язок SNP 

поліморфізма rs9938149 гена ZNF496 з патологічним станом, що викликає 

кератоконус – дегенеративне захворювання рогівки, за якого відбувається її 

витончення і викривлення. Зокрема на сильну залежність виникнення 
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патологічного стану від наявності SNP поліморфізма вказує мета-аналіз Rong 

et al. 
57

(P = 1.3 × 10-5) а також аналіз хворих на кератоконус австралійської 

популяцї проведений Sahebjada et al.
58

 

Біоінформатичний аналіз rs99381449 вказує також на його можливе 

розташування в гені ENST00000437464.1, транскрипт якого відносять до 

lincRNA, функція якої полягає в регуляції міжклітинних процесів. 

Відповідно постає потреба в розробці нових та актуалізації вже 

доступних методів генотипування, що відіграє важливу роль в розвитку 

персоналізованої медицини. 

 

Рисунок 1.3 Зоображення патологічного стану рогівки при хворобі 

кератоконус Адаптовано з [70] 

1.7 Метод аналізу кривих плавління 

Метод полягає в вимірюванні інтенсивності флуоресценції комплексів 

ДНК, що дисоціюють внаслідок плавлення при нагріванні. Амплікони, що 

мають більший вміст гуаніну та цитозину, є висококомплементарними або 

мають великий розмір, дисоціюють при порівняно вищих температурах. 

Відповідно реакційну суміш, що містить дволанцюгові молекули ДНК 

нагрівають вимірюючи дисоціацію з температурою. 

1.7.1 Полімеразна ланцюгова реакція 
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Метод є основним способом отримання іn vitro великої кількості 

високоспецифічних нуклеотидних послідовностей від кількох десятків до 

декількох сотень пар нуклеотидів. Реакція є високоспецифічною завдяки 

утворенню комплементарних комплексів між ДНК-матрицею та праймерами 

– невеликими синтезованими олігонуклеотидними послідовностями, 

зазвичай 18-30 нуклеотидів в довжину. Саме структура праймерів визначає 

розмір продукту ампліфікації. 

Принцип реакції полягає в послідовному проходженні температурних 

циклів, за яких в реакційній суміші, яка містить термостабільну полімеразу, 

відбуваються послідовно процеси денатурації, відпалу та елонгації. 

Для детекції використовують електрофоретичне розділення з 

інтеркалюючим барвником, або модифікацію методу – ПЛР в реальному часі. 

Ця модифікація передбачає використання інтеркалюючих барвників для 

детекції зміни кількості ампліконів, продукту ПЛР, в реальному часі. Також 

можливим є використання мічених флуоресцентними речовинами 

олігонуклеотидних зондів.
59

 

Аналіз кривих плавління потребує напрацьованого шляхом ПЛР 

матеріалу і, зазвичай, використовується саме метод ПЛР в реальному часі, 

оскільки реєстрація зміни флуоресценції інтеркалюючого барвника є 

найзручнішим методом контролю дисоціації ампліконів. 

1.7.2 Генотипування методом аналізу кривих плавління. 

 

Різниця в сигнатурах кривих плавління ампліконів досягається завдяки 

відмінностям в розмірі та нуклеотидному складі молекул, що обумовлює 

відмінності в температурі дисоціації. 

Розуміння структури поліморфізму дозволяє, використовуючи 

специфічний дизайн праймерів, отримувати амплікони які відрізняються за 

довжиною і гуанін-цитозиновим вмістом залежно від поліморфного алеля, з 

якого вони були репліковані. 
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В контексті аналізу інсерцій або делецій праймерний дизайн є простим – 

достатньо помістити І/Д послідовність між фланкуючих праймерів. Для 

детекції SNP поліморфізмів є можливість використовувати метод за якого 

край праймера накладається на місце поліморфізму і за допомогою двох пар 

праймерів можливо розрізнити алель до якого належить зразок який 

генотипують. 
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РОЗДІЛ 2. Матеріали та методи досліджень 

 
 

2.1 Матеріал дослідження 

 
Матеріалом дослідження були зразки крові здорових індивідів (донорів) 

з різних регіонів України. 

2.2 Реактиви 

 
Реактиви для виділення та очищення ДНК: Для виділення ДНК 

використовували такі реактиви: додецилсульфат натрію (ДСН або SDS), 

протеїназу К та набір для виділення ДНК із біологічних зразків, в тому числі 

крові «Проба-НК/Проба-НК-плюс» фірми DNA-Technology (Росія). 

Реактиви для проведення ПЛР: Готова реакційна суміш для ПЛР 

“HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix   Plus”   фірми   Solis   BioDyne 

(Естонія), що містить інтеркалюючий барвник EvaGreen для проведення 

ПЛР в реальному часі та Taq ДНК-полімеразу   HOT   FIREPol,   5М 

розчин бетаїну фірми Sigma-aldrich, доданий з метою пониження 

температури плавління продукту. 

Синтез олігонуклеотидних послідовностей, за нашим дизайном, 

виконувався на замовлення компанією METABION (Німеччина). Для 

дизайну та перевірки послідовностей олігонуклеотидних праймерів 

користувалися базою даних NCBI з використанням пошукової системи 

BLAST SEARCH [151] та програмного забезпечення Vector NTI (Invitrogen). 

Отримані праймерні послідовності були розведені   ddH2O   до 

концентрації 100 нг/мкл. 

Для проведення реакції були розроблені наступні послідовності 

олігонуклеотидних праймерів: 

 

ACE1 Forward 5’ CTG GAG AGC CAC TCC CAT CCT TTC T 3` 



27  

ACE1 Reverse 5` GAC GTG GCC ATC ACA TTC GTC AGA T 3` 

 

 

Таблиця 2.1 Праймерні послідовності для гена АСЕ1 

 

Для проведення генотипування гену ZNF було розроблено дві пари 

праймерів: 

 

A allele forward 5’ CCTGCAATTGTCCCACAGGTCTTGCCA 3’ 

A allele reverse 5’ CTTCTCCAAAGCCGCTGATGAAAGAGT 3’ 

C allele forward 5’ CTTCTCCAAACAAGGACACGTTTGCAG 3’ 

C allele reverse 5’ 

GAAAAGATGAAGAAGGACTTGATTTCTAGG 3’ 

Таблиця 2.2 Праймерні послідовності для гена ZNF469 
 

Електрофоретичне розділення: агароза (Аgarose RA Biotechnology 

grade, фірми AMRESCO (США) ), бромід етидію. 

Для приготування гелю для електрофоретичного розділення 

ампліконів при генотипуванні ACE1 використовували 100мл 1х ТАЕ та 

1г агарози. При генотипуванні ZNF 469 використовували 100 мл 1х ТАЕ та 

2 г агарози. 

Для нанесення проб ДНК використовувалася готова суміш 6х Gel- 

Loading DYE, фірми New England BioLabs ( Англія). 

Буфери: 50xTAE (pH-7.6) – 10M Тріс-HCl; 2,5M EДTA; оцтова к-та до 

потрібного pH. 

 

 
2.3 Виділення ДНК 

Виділення ДНК відбувалося фенол хлороформним шляхом з 

використанням протеїнази К. Даний метод був описаний Cler et al. 60
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2.4 Полімеразна ланцюгова реакція та аналіз кривих плавління 

 
В представленій роботі ампліфікацію та аналіз кривих плавління 

проводили на приладі iQ5TM Multicolor Real-Time PCR Detection System 

(BIO-RAD, США). Отримані результати оцінювалися із використанням 

пакету програмного забезпечення BIO-RAD iQ5 Optical System Software V 2.0 

(2006). У відповідності до нуклеотидного складу послідовностей, що 

ампліфікуються, та довжини продукту ПЛР проводили оптимізацію робочої 

суміші та температурно-часового режиму. 

 
 

2.5 Аналіз продуктів ампліфікації методом гель-електрофорезу. 

Розділення відбувалося впродовж 35 хвилин при напрузі 260 В та силі 

струму 400 А. 

Для нашого дослідження проводився гель-електрофорез в 1% 

агарозному гелі, з використанням TAE буфера на приладі Bio-Rad PowerPac 

Universal Power Supply. Результат спостерігали з використанням 

ультрафіолетового трансілюмінатора Bio-Rad UV Transilluminator 2000. 

Для подальшого сиквенування продукт вирізали з агарози та очищували 

з використанням набору Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Thermo Fisher 

Scientific, США) 

2.6 Аналіз нуклеотидних послідовностей 

 
Секвенування проводилося з використанням апарату 3130 Genetic 

Analyzer (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, США) та комерційного 

набору реактивів BigDye ® Terminator Kits (Thermo Fisher Scientific, США). 

Для підтвердження результатів секвенування нуклеотидні послідовності було 

секвеновано двічі: змістовні та антизмістовні ланцюги (форвард та реверс). 

Після цього було проаналізовано та змінено формат файлів – результатів 

секвенування ( з .ab1 до .fasta) за допомогою програмного забезпечення 

SnapGene. 
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РОЗДІЛ 3. Результати 

 
3.1 Створення колекції зразків ДНК для подальшого генотипування. 

Виділення днк з периферійної крові проводили шляхом гідролізу лізатів 

клітин протеїназою К. Після цього було проведену фенольну екстракцію. До 

лейкоцитів було додано 7-9 об'ємів холодного буферу сахарози і було 

проведено центрифугування при 3000 rcf за 4◦С впродовж 15 хвилин. Осад 

ядер було ресуспендовано в 450-1850 мкл протеїназного буфера (при 

виділенні з 3-10 мл крові). Далі було доведено кінцеву концентрацію SDS в 

зразку до 0.5% і концентрацію протеїнази К 100 мкг/мл. Далі внаслідок 

інкубації лізатів ядер 2.5 годин при 55 градусах було проведено фенольну 

депротеїнізацію (Рн 8.0) з використанням рівних об’ємів хлороформу і 

фенолу. Для преципітації ДНК було додано 2.5 об’ємів етилового спирту 

(охолодженого). Після преципітації препарат було висушено та розведено в 

ТЕ. Препарат було оцінено з використанням спектральних характеристик та 

електрофоретичним розділенням в 1% агарозному гелі. 

Спектральні характеристики та концентрацію ДНК було визначено з 

допомогою ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop, США) у діапазоні λ 220 – 

λ 300. Відношення оптичної щільності,що визначали при λ 260 та при λ 280, 

показує чистоту препарату ДНК по відношенню до білків і має знаходитися 

між 1,9 та 2,0. Значення менше 1,8 вказує на наявність у розчині значної 

кількості білків, а вище 2,0 – на домішки РНК. Деякі білки крім поглинання 

при λ 280 мають максимум при λ 230 , до того ж, поглинання в цьому 

діапазоні хвиль відбувається також для багатьох інших органічних сполук. 

Таким чином, відношення λ 260 /λ 230 для нативної ДНК без органічних 

домішок має складати 2,0. 

За підсумками було виділено 20 зразків, які було проаналізовані за їх 

спектральними характеристиками та концентрацією. 
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Середня концентрація ДНК в зразках становила 40-50 нанограм на 1 

мікролітр. Відношення λ 260 /λ 270 становило 1.3, відношення λ 260 /λ 280 

становило 1.8. 
 

3.2 Результати розробки діагностичної методики для генотипування 

поліморфізмів типу I/D на прикладі гену АСЕ1 

 
3.2.1 Отримання референсних зразків для проведення ПЛР 

 

Для визначення референсних зразків ДНК з різними генотипами за 

алельним поліморфізмом І/Д у 16-му інтроні гена АСЕ1 проводили аналіз 

продуктів специфічної ПЛР з детекцією в кінцевій точці. 

Склад реакційної суміші, а також температурно часові режими для 

проведення ПЛР з детекцією в кінцевій точці були взяті відповідно до методу 

описаного раніше. 61
 

Було проведено hot-start ПЛР, з початковою етапом hot-start впродовж 3 

хвилин при 94 градусах, а потім 35 циклів денатурації (1хв, 94 град), 

відпалу (64 град 1 хв) і елонгації (72град 1 хв). Після чого проводилася 

фінальна екстинкція впродовж 2 хвилин при температурі 72 град. 

Отримані амплікони далі розділяли методом гель-електрофорезу в 

агарозному гелі з використанням інтеркалюючого барвника бромистого 

етидія. Розділення відбувалося впродовж 35 хвилин при напрузі 260 В та силі 

струму 400 А. Референсом виступав маркер молекулярної маси 100-1000 2- 

log DNA Ladder від Thermo Fisher з кроком 100 п.н. 
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Рис. 3.1 Результати електрофоретичного розділення продуктів ПЛР, 

отриманих з референсних зразків для гена ACE1. 

За результатом електрофорезу було відібрано зразки з усіма варіантами 

генотипів: ІД, ІІ, ДД. Їх в подальшому можна було використовувати як 

референсні для розробки методу детекції в режимі реального часу. 

3.2.2 Полімеразна ланцюгова реакція в реальному часі 

 

Отримані референсні використовували як ДНК матрицю для проведення 

монохромного ПЛР в реальному часі. В даному випадку інтеркалюючим 

агентом виступав барвник Eva Green. При використанні початкового 

протоколу ПЛР не вдалося отримати бажану ефективність реакції (3.3.1). 

Тому він був модифікований з подовженням етапів hot-start і елонгації, на 8 

хвилин а температуру відпалу було підвищено на 1 градус, що сприяло 

більшій ефективності реакції (рис3.3.2). 

Тому після оптимізації було підібрано наступний температурний режим: 

 

1. 12 хвилин денатурація при 95℃; 
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2. 1 хвилину денатурація при 95℃; 

3. 1 хвилину відпал при 65℃; 

4. 1 хвилину елонгація при 72℃; 

5. Повторення циклу (2-4) 40 разів 

6. 10 хвилин елонгація при 72℃; 
 

 

 

 

 

 
 

Рис. 3.2 Результати при проведенні ПЛР з використанням стандартного 

протоколу 

 

Рис 3.3 Результати при проведенні ПЛР з модифікованим протоколом 
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3.2.3 Аналіз кривих плавління продуктів ПЛР 

Після проведення монохромної ПЛР в реальному часі було проведено 

аналіз кривих плавління, з використанням барвника Eva Green. Заміри 

проводилися за наступним температурним режимом: початкова температура 

55℃, підвищуючи до 95℃, з кроком 0.5℃ кожні 5 секунд. 

За результатами аналізу в програмному забезпеченні було побудовано 

графік залежності інтенсивності флуоресценції від температури, а також 

графік похідної від інтенсивності флуоресценції до тепмператури. 

За результатами було виявлено два типи кривих, що відповідали алелям 

попередньо визначених референсних зразків. 

Значення піки кривих плавлення, що відповідають температурам за 

яких денатурувало 50% відповідного амплікона були наступними: 83 і 89 ℃. 

Значення 83℃ відповідало алелі делеції, а 89℃ - інсерції відповідно. 
 

 

 

 
 

Рис 3.4 Гетерозигота ІД ( а) залежність інтенсивності флуорисценції від 

температури, б) Залежність від’ємної похідної флуорисценції (-d(RFU)/dT) 

від температури 
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Рис 3.5 Генотип ДД ( а) залежність інтенсивності флуорисценції від 

температури б) Залежність від’ємної похідної флуорисценції (-d(RFU)/dT) від 

температури 

 

Рис 3.5 Генотип ІІ ( а) залежність інтенсивності флуорисценції від 

температури б) Залежність від’ємної похідної флуорисценції (-d(RFU)/dT) від 

температури 

 
3.2.4 Апробація та валідація результатів 

Розроблену методику було застосовано для геноипування на вибірці з 

20-и зразків лейкоцитарної ДНК. А потім було валідовано шляхом 

використання незалежного методу ПЛР в кінцевій точці з подальшою 

візуалізацією шляхом розділення в агарозному гелі з використанням гель 

електрофорезу та УФ-Візуалізацією. 

Зразок такої валідації представлено на рисунку 3.6 
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а б 

Рис. 3.6 а) результат з використанням аналізу кривих плавління б) 

результат з використанням методу ПЛР в кінцевій точці з подальшою 

візуалізацією шляхом розділення в агарозному гелі з використанням гель 

електрофорезу та УФ-Візуалізацією. 

 
За результатами дослідження було отимання такі результати 

генотипування: 8 гетерозигот, 5 осіб з генотипом ДД, та 7 осіб з генотипом ІІ. 
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3.3 Результати розробки діагностичної методики для генотипування 

поліморфізмів типу SNP на прикладі гену ZNF469 

 
3.3.1 Отримання референсних зразків для проведення ПЛР з метою 

генотипування алелей ZNF 469 

 
 

Визначення референсних зразків для генотипування SNP rs9938149 гена 

ZNF469 проводили з використанням ПЛР з детекцією продуктів в кінцевій 

точці. Склад реакційної суміші, температурно часові режими були 

ідентичними до описаних вище. 

Було проведено hot-start ПЛР, з початковим етапом hot-start впродовж 3 

хвилин при 94 градусах, а потім 35 циклів денатурації (1хв, 94 град), 

відпалу (64 град 1 хв) і елонгації (72град 1 хв). Після чого проводилася 

фінальна екстинкція впродовж 2 хвилин при температурі 72 град. 

Отримані амплікони далі розділяли методом гель-електрофорезу в 

агарозному гелі з використанням інтеркалюючого барвника бромистого 

етидію. Розділення відбувалося впродовж 40 хвилин при напрузі 240 В та 

силі струму 400 А. В якості референсу використовували маркер молекулярної 

маси 100-1000 2-log DNA Ladder від Thermo Fisher з кроком 100 п.н. 
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Рис 3.7 Результати електрофоретичного розділення продуктів ПЛР, 

отриманих з референсних зразків для гена ZNF469. 

Результатом електрофоретичного розділення було отримання зразків з 

усіма трьома варіантами генотипів: AA, AC і СС. В подальшому їх 

використання буде необхідним для розробки методики генотипування з 

детекцією за допомогою ПЛР в реальному часі. 

3.3.2 Оптимізація процесу ПЛР в реальному часі для гена ZNF 469 

 

Референсні зразки, що ми отримали на попередньому етапі були 

використання як матричні для проведення монохромної ПЛР в реальному 

часі. Як інтеркалюючі агенти використовували барвник SYBR Green та 

EvaGreen. Для покращення ефективності реакції ми провели оптимізацію 

температурно-часового режиму. Hot-start етап було зменшено на 9 хвилин, з 

підняттям температури до 95 . Також було зменшено кількість циклів, з 

метою усунення неспецифічного сигналу. Температуру етапу денатурації та 

відпалу було піднято на градус, а час етапів був зменшений на 40 та 30 

секунд відповідно. Відповідно внаслідок оптимізації було отримано 

наступний температурно-часовий режим: 

 
1. 5 хвилин денатурація при 95° 

 

2. Денатурація при 95° 20 секунд 

 

3. Відпал при 65° 30 секунд 

 

4. Елонгація при 72° 1 хвилину 

 

5. Повторення циклу (2-4) 30 разів 

 

6. Фінальна елонгація при 72° 10 хвилин 
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Рис. 3.7 а) Зразок (З) та негативний контроль (Н) до оптимізації 

температурно-часового режиму 

 

Рис. 3.8 а) Зразок (З) та негативний контроль (Н) після оптимізації 

температурно-часового режиму 

 

 
3.3.3 Аналіз кривих плавління продуктів ПЛР для SNP гену ZNF469 та 

валідація отриманих результатів. 

 
 

Після оптимізації температурно-часового режиму було проведено ПЛР в 

реальному часі для вибірки зразків, після чого використано метод кривих 

плавління з детекцією в реальному часі. 
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Для проведення досліду було використано наступний температурно- 

часовий режим: 

початкова температура – 55°С з підняттям температури на 0.5°С кожні 5 

секунд до фінальної температури 95°С. 

З використанням программного пакету iQ5 Opticon Monitor було 

побудоване графічне відображення залежності відносної інтенсивності 

флуоресценції досліджуваного зразку від температури, а також графік 

похідної залежності відносної флуоресценції до температури. 

В результаті ми отримали три типи форм кривих плавління з різними 

значеннями температури плавління. Отримані значення відповідали алелям 

попередньо прогенотипованих референсних зразків. 

З графіку залежності похідної відносної флуорисценції від температури 

ми можемо визначити температуру плавління – температуру, яка визначає 

стан, в якому 50% молекули ДНК денатурувало. 

 

 

а)      б) 

Рис 3.9 Результат валідації для гомозиготи за А алеллю з а) 

використанням аналізу кривих плавління б) ПЛР з детекцією в кінцевій 

точці, шляхом гель-електрофорезу 

Для гомозиготи за А алеллю на графіці ми можемо виділити два 

характеристичних піки – 87.5°С та 90°С відповідно 
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а) б) 
 

Рис. 3.10 Результат валідації для гомозиготи за С алелем а) 

використанням аналізу кривих плавління б) ПЛР з детекцією в кінцевій 

точці, шляхом гель-електрофорезу 

Для гомозиготи за С алелем ми можемо виділити характеристичний пік 

89°С, за формою – пік має дві прямі лінії, що сходяться. 

а) б) 

Рис. 3.11 Результат валідації для гетерозиготи з а) використанням 

аналізу кривих плавління б) ПЛР з детекцією в кінцевій точці, шляхом гель- 

електрофорезу 

Для гетерозиготи температура плавління становить 89°С, але пік має 

характерну форму, з пологим спадом за збільшення температури. 

За результатами генотипування ми отримали наступні генотипи: 

8 осіб з генотипом AA, 3 особи з генотипом СС, 9 гетерозигот. 

 

 
3.3.4 Валідація результатів отриманих з використанням методу аналізу 

кривих плавління шляхом використанням методу секвенування за Сенгером. 
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З урахуванням того, що однонуклеотидна заміна є найменшим проявом 

мінливості геному нами було обрано найчутливіший метод валідації 

отриманих нами внаслідок генотипування результатів – секвенування за 

Сенгером. 

Було проведено ПЛР згідно розроблених температурно-часових норм з 

використанням зразку, попередньо генотипованого як гетерозигота. 

Частину зразку було використано для проведення гель- 

електрофоретичного розділення з метою перевірки якості отриманого 

продукту. 

Після    цього    зразок    було     надіслано     на     секвенування. 

Отримані результати було проаналізовано з використанням програмного 

пакету SnapGene. 

Отримавши результати секвенування ми побудували хроматограму, та 

визначили місце SNP поліморфізму rs9938149 (рис 3.12). 

 
 

Рис. 3.12 Хроматограма секвенування за Сенгером зразка, 

генотипованого як гетерозигота 

За отриманими результатами ми спостерігаємо сигнал від цитозинового 

та аденінового нуклеотидів, що відповідає очікуваному для rs9938149 

(NC_000016.9:g.88331640C>A). 

 
РОЗДІЛ 4. Обговорення результатів 

Метод генотипування I/D поліморфізму rs464994 гена ACE1 з 

використанням ПЛР в реальному часі, а також аналізом кривих плавління 

продемонстрував свою ефективність та збіжність результатів. Це, поєднано з 

порівняно меншими затратами часу, а також відносно невисокою вартістю 

робить його ідеальним для генотипування великої вибірки зразків. Разом з 
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цим важливо відмітити, що досить велика частка останніх досліджень даного 

поліморфізму не пропонувала використання аналізу кривих плавління. Так, 

наприклад, в дослідженні зв’язку COVID-19 з алелями поліморфізму 

rs464994, проведеному Yamamoto et al. використовувалися дані з баз даних, 

що містили секвеновані геноми жителів різних країн 62. Низка інших 

дослідників, зокрема Gomez et al.,63 Verma et al.,64 використовують в своїх 

дослідженнях метод генотипування з проведенням ПЛР з детекцією в 

кінцевій точці і наступним електрофоретичним розділенням. Ще одним з 

запропонованих методів є проведення ПЛР з детекцією результатів з 

використанням Nanogen-чипа 65. 

При цьому зрозумілим є те, що метод проведеня ПЛР в реальному часі є 

більш економічно вигідним66, а, власне, генотипування може займати до 

чотирьох годин і застосовуватися в широкомасштабних клінічних 

дослідженнях, а також діагностичних аналізах з суттєво меншими затратами 

часу. 

Вперше метод аналізу поліморфізму rs464994 шляхом проведення 

монохромної ПЛР в реальному часі і аналізу кривих плавління був 

запропонований ще в 2001 році в публікації Mei-Hui Lin et al., 61 але в цьому 

дослідженні було використано структурно відмінні послідовності праймерів, 

а також інший температурно-часовий режим, що передбачав швидше 

проходження ПЛР. Схожі температурно часові режими можна також 

спостерігати в працях Biller et al.[72] і Nissen et al., при цьому дослідники 

використовували суттєво менший час активації полімерази на першому кроці 

ПЛР, що пов’язано з особливостями обраних для проведення реакції 

реактивів. Але при цьому було запроваджено менший часовий проміжок 

покрокового вимірювання при підвищенні температури для аналізу кривих 

плавління, що дозволило збільшити роздільну здатність методу. Одним з 

останніх досліджень даного методу є дослідження Kisoi et al., 66 де було 

використано подібний до нашого температурно часовий режим, а піки на 

графіку залежності похідної від флуорисценції за температурою співпадали зі 
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значеннями отриманими в ході нашого дослідження. Вдосконаленням цього 

методу, запровадженого японськими дослідниками, стала пропозиція 

використовувати зразки ДНК зі слини, що показали аналогічні результати до 

ДНК отриманої з лейкоцитів крові. Таке вдосконалення є дуже значущим 

при проведенні широкомасштабних генотипувань оскільки суттєво спрощує 

отримання генетичного матеріалу. 

Результати отримані в ході нашого дослідження демонструють 

збільшення ефективності ПЛР при подовженні часових рамок кожної з 

складових циклу, а також пропонують підвищення температурного режиму 

для даної пари праймерів. Такі зміни не викликають утворення 

неспецифічних продуктів, але сприяють зростанню ефективності реакції. 

Використання методу кривих плавління для генотипування SNP 

поліморфізмів є доволі новим підходом в біотехнологічному сенсі. 

Генотипування точкових нуклеотидних замін потребує суттєво більшої 

чутливості методу до змін в нуклеотидній послідовності, що забезпечувалося 

низкою різних підходів, зокрема використанням мас-спектроскопії, пробами 

лігування нуклеотидів, та динамічною алель-специфічною гібридизацією 

(ДАСГ), використанням спеціальних олігонуклеотидних зондів (Taq-man). 

Ці методи є дієвими, але всі мають суттєве обмеження через високу ціну 

аналізу, через необхідність виготовлення специфічних проб для 

генотипування кожного SNP. Використання цих методів потребує, окрім 

того, вартісного спеціалізованого обладнання
67

 

Метод кривих плавління може бути використаним для різних підходів з 

генотипування SNP, так, наприклад, Akey et al. поєднали використання 

рестрикції нуклеотидних послідовностей з подальшим аналізом плавління 

молекул, а дослідники з Roche розробили метод, що використовуючи 

спеціальний інтеркалюючий агент допомагає розрізняти гетеродуплекси, що 

формуються у випадку гетерозиготного генотипу Garritano et al.
68

 

модифікували даний метод, завдяки використанню спайк-ін послідовностей, 
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що додаються до геномної ДНК перед генотипуванням, та утворюють 

гетеродуплекси при плавленні. 

Дослідники також використовують мікрочипові системи з 

використанням нанотехнологій, зокрема детектори, що використовують 

плівкові напівпрозорі нагрівачі, розташовані на поліетилен нафталаті. 
69

 

Підхід використаний в цій роботі полягає в дизайні таких пар праймерів, 

що фланкують однонуклеотидну заміну, а довжина амплікону залежить від 

алельного варіанту, який за розміром відповідає інерції або делеції. 

Перевагою такого метода є простота його використання, що зберігається з 

масштабуванням дослідження, та може використовуватися та відтворюватися 

постійно, з мінімальним спеціальним устаткуванням. Недоліком даного 

підходу є необхідність дизайну декількох пар праймерів для кожного з 

аналізованих SNP, оптимізація та валідація методу на референсних зразках. 

Саме покращення способів дизайну таких послідовностей таких 

праймерів, передбачення форми та температури кривих плавління, 

збільшення діапазону чутливості методу до відмінностей в нуклеотидному 

складі ампліконів мають бути цілями подальших досліджень. 

Використання високо роздільного плавління, як модифікації методики 

кривих плавління набуває більшого поширення, з огляду на більшу 

доступність інтеркалюючих барвників нового покоління (зокрема EvaGreen), 

що не інгібують процес ампліфікації при збільшенні їх концентрації, а також 

в програмному та апаратному покращенні можливостей детекції та обробки 

сигналів флуоресценції зразку. 

Використання методик генотипування поліморфізмів типу I/D та SNP, 

описаних в даній роботі, важливе не лише для генетичного аналізу 

популяційних вибірок, з метою встановлення кореляції між тим чи іншим 

поліморфізмом та патологічним станом який він викликає, але і в силу 

простоти використання та великої варіативності використання може знайти 

застосування для широкого спектру задач, зокрема і клінічної діагностики, 
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що дозволить покращити підходи індивідуальної медицини які 

використовують вже сьогодні. 
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ВИСНОВКИ 

 
1. Отримано колекції зразків ДНК, що налічує 20 зразків, виділених 

з лейкоцитів периферійної крові індивідів досліджуваних груп. 

2. За результатами генотипування поліморфізму типу I/D rs464994 

гену ACE1 методом ПЛР з детекцією в кінцевій точці було отримано 

референсні зразки на всі варіанти генотипів: ІІ, ІД, ДД. Які в подальшому 

використовували в якості позитивного контролю. 

3. Відповідно до результатів генотипування поліморфізму типу SNP 

rs9938149 гену ZNF469 методом алель специфічної ПЛР з детекцією в 

кінцевій точці, а також за результатами сиквенування продуктів ПЛР за 

методом Сенгера, були отримані референсні зразки для всіх варіантів 

генотипів: АА, СС, АС. Які в подальшому можуть бути використані як 

контрольні. 

4. Відпрацьовано температурно-часові режими для проведення 

монохромної ПЛР в реальному часі, що дозволили досягнути високої якості 

детекції продуктів ПЛР. 

5. З метою пониження температури плавлення проведено 

модифікацію реакційної суміші для ПЛР, з додаванням бетаїну. 

6. За результатами проведення монохромної ПЛР в реальному часі 

встановлено відповідність патерну кривих плавлення алельним варіантам 

генів АСЕ1 та ZNF469 у референсних зразках – валідація методу. 

7. За результатами генотипування колекції з 20-и зразків ДНК 

індивідів контрольної групи було виявлено наступний розподіл генотипів 

(Апробація методу). 

Для гену АСЕ1: 8 гетерозигот, 5 осіб з генотипом ДД, та 7 осіб з генотипом 

ІІ. 

Для гену ZNF469: 9 гетерозигот, 3 особи з генотипом СС, та 8 осіб з 

генотипом АА. 
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