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Введение: Однонуклеотидные замены (ОНЗ) являются довольно распространёнными 

формами генетических вариаций, многие из которых важны с точки зрения клинической 

диагностики. Некоторые ОНЗ в определённых генах могут являться маркерами, например, 

лекарственной устойчивости или быть характерными для конкретного генотипа клинически 

значимого патогена. В исследовании [1] учёные из Института Общей Генетики им. Вавилова 

РАН показали закономерность между ОНЗ в генах системы токсин-антитоксин Mycobacterium 

tuberculosis и  генотипическими линиями и сублиниями туберкулёза. Существующие методы 

детекции ОНЗ, такие как полимеразная цепная реакция, масс-спектрометрии и полное геномное 

секвенирование уже успели зарекомендовать себя, однако они довольно дороги и требуют 

технически сложных манипуляций, что значительно влияет на удобство их применения. 

Биосенсоры, в свою очередь, видятся как перспективный вариант замены вышеописанных 

методов вследствие их простоты, высокой чувствительности, короткого времени детекции и 

доступности. Создание оптимального дизайна биосенсора для детекции однонуклеотидных 

замен (ОНЗ) в проблемных участках ДНК, как например гуанин-цитозин богатые 

последовательности, является нерешенным вопросом. Основной проблемой является 

формирование такими последовательностями стабильных вторичных структур, например 

шпильки, димеры и G-квадруплексы, которые в свою очередь могут мешать гибридизации 

биосенсора с аналитом, а также влиять на специфичность распознавания ОНЗ.  

Основная часть: Представленное исследование изучает вопрос возможности 

эффективной детекции ОНЗ в ГЦ-богатом (65%) участке гена системы токсин-антитоксин 

Mycobacterium tuberculosis VapC38-rv2494. В качестве детектирующего агента выступает 

многокомпонентный гибридизационный зонд на основе дезоксирибозима 10-23. Особенность 

такой конструкции заключается в разделении зонда на расплетающие и ОНЗ-связывающую 

части, что позволяет ей эффективно встраиваться в структуру двухцепочечного ампликона и 

детектировать ОНЗ. При положительном результате детектируется сигнал флуоресценции, 

который возникает в случае сборки дезоксирибозимного ядра и последующего расщепления им 

флуоресцентного субстрата. Расплетающие последовательности гибридизационного зонда 

были модифицированы замкнутыми нуклеиновыми кислотами (ЗНК), что потенциально может 

улучшить эффективность встраивания биосенсора в ГЦ-богатый двухцепочечный ампликон 

[2]. Дизайны гибридизационных зондов и праймеры для амплификации нужного участка гена 

были разработаны с помощью веб-приложений (mFold, NuPack, PrimerBlast). Была проверена 

способность к генотипированию двух вариантов биосенсора: без модификаций и 

модифицированного ЗНК. Результаты показали, что внедрение ЗНК в структуру биосенсора 

положительно влияет на его чувствительность, однако селективность крайне низкая, что может 

быть связано с наличием триплетов цитозина в ОНЗ-связывающей руке.  

Выводы: По полученным результатам можно сделать вывод о положительном влиянии 

модификации биосенсора ЗНК на встраивание зонда в двухцепочечный ампликон, однако 

весьма низкая селективность детекции предполагает дальнейшие исследования для улучшения 

её показателей. Разработанный прототип биосенсора потенциально может применяться как 



более быстрый, простой и более дешёвый аналог полногеномного секвенирования. Проект 

требует дополнительного исследования для завершения и систематизации знаний. 
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