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Проект «Изучение геномных, протеомных и метаболомных характеристик биообъектов» отражает комплексный подход к изучению разнообразия объектов биологии и биомедицины стремительно развивающимися инструментальными методами. Развитие данных областей науки связано с непрерывным расширением и появлением новых объектов исследования и новых методов работы. В связи с этим в основную задачу проекта входила разработка методик, применяемых в областях геномики, протеомики, метобаломики, клеточных технолоий и микроскопии. Всего было разработано 17 методик. Данные методикии были успешн опробированны, результаты апробации опубликованы в 16 статьях.
Осуществлено методическое сопровождение более 460 научных и образовательных проектов. До конца отчетного периода планируется обучить более 200 слушателей по программам дополнительного образования.  
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В настоящем отчете о НИР применяют следующие сокращения и обозначения:
NGS – next generation sequencing, «секвенирование нового (следующего) поколения». Его называют также высокопроизводительным секвенированием
PCA – principal component analysis, метод главных компонент, одним из основополагающих и удобных методов для анализа многомерных данных
МЧ – магнитные частиц
ORF – open reading frame, открытая рамка считывания 
ПЦР – полимеразная цепная реакция
ЛЦР – лигазная цепная реакция
ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография, а также один из ОФ-ВЭЖХ – обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография, один из вариантов  ВЭЖХ
ДТТ – дитиотреитол, восстанавливающий агент, известный также как реагент Клеланда
ВЭЖХ-МС/МС – высокоэффективная жидкостная хроматография в сочетании с тандемной масс-спектрометрией 
EDC – 1-этил-3-(3-диметиламинопропил) карбодиимид
NHS – N-гидроксисукцинимид
SBF – моделирующая биологическая жидкость
MSC – мезенхимные стволовые клетки
FISH – Fluorescence In Situ Hybridization, метод флуоресцентной гибридизации in situ 
АТ – антитела
ПЭМ (англ. TEM) – просвечивающая электронная микроскопия
ПТ –  array tomography,  последовательная томография
ИГХ – имуногистохимия
AgNP – серебряные наночастицы
ГХ–МС – газовая хроматография-масс-спектрометрия 
АХЭ – ацетилхолинэстераза,  фермент, участвующий в передаче сигнала от нервной системы к мускулатуре
SBF SEM –  метод серийной блочной сканирующий электронной микроскопии 
НЭ – нефрэктомия
ЛО –  ложнооперированные  животные 
АД – артериальное давление 
ИМЛЖ – индекс массы левого желудочка 
МЛУ – множественная лекарственная устойчивость 
пре-ХЛУ – преэкстенсивная лекарственная устойчивость 
CPP – кальцийпротеиновые частицы 
HCAEC –первичныe клетки человеческих коронарных артерий 
HITAEC – клетки человеческих внутренних грудных артерий 
ДЭБ – дифференциально экспрессируемые белки 
MPP – магнийпротеиновые частицы 
DPBS – фосфатно-солевой буфер Дульбекко 
SPARC – остеонектин
HSPG2 – перлекан
FN – фибронектин
ХСН – хроническая сердечная недостаточность
пФСГС – первичный фокально-сегментарный гломерулосклероз 
IgAN – IgA- нефропатия
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Проект «Изучение геномных, протеомных и метаболомных характеристик биообъектов» направлен на всестороннее изучение разнообразия биообъектов стремительно развивающимися инструментальными методами. Находясь на стыке биологической и биомедицинской дисциплин, проект реализует комплексный подход для решения каждой локальной задачи. 
Данный отчет является восьмым (заключительным) этапом проекта «Изучение геномных, протеомных и метаболомных характеристик биообъектов» (шифр НИР: 42.17.905.2017, рег.номер НИОКТР в ЦИТиС: АААА-А19-119091690086-6). 
В связи с непрерывным развитием различных областей биологии и биомедицины, появляются новые объекты исследований, требующие новых методов работы.  В это связи основной задачей проекта была разработка методик, применяемых в областях геномики, протеомики, метобаломики, клеточных технологий и микроскопии, а также методик в области содержания лабораторных животных. Всего было разработано около 100 методик, за заключительный этап – 17 методик. Разработанные методики успешно апробированы, результаты апробации опубликованы в 150 статьях, заключительный – 16 публикаций.
В выполнении данного проекта участвовало 48 сотрудников Научного парка СПбГУ, в т.ч. ресурсных центров «Виварий СПбГУ», «Криогенный отдел», «Центр Микроскопии и микроанализа», «Развитие молекулярных и клеточных технологий», «Центр коллективного пользования «Хромас», и «Центр Биобанк». 
Сотрудники ресурсных центров – высококвалифицированные специалисты в разных областях биологии и биомедицины, сфокусированные на своей области экспертизы. 
Среди сотрудников 4 кандидата биологических наук и один кандидат геолого-минералогических наук.
Совокупная приборная база центров насчитывает более ста единиц основного научного оборудования и представляет следующие направления: электронная и оптическая микроскопия, геномика, включая секвенирование нового поколения (NGS), протеомика, включающая масспектрометрию, молекулярная биология, метаболомика, проточная цитометрия (сортировка клеток) и культивирование клеток млекопитающих и птиц, криохранение биологических образцов (биобанкирование), оборудование для содержания лабораторных животных (виварий).
Основное предназначение ресурсных центров – предоставление возможности использования высокотехнологичного современного оборудования научным сотрудникам университета и сторонних организаций с целью решения актуальных задач биологии, экологии и биомедицины. 
Не менее актуальная задача – методическое сопровождение пользователей и разработка новых методик использования современного научного оборудования. Всего за отёчный период в ресурсных центрах велась работа по более чем 500 проектам.
Кроме того, на базе ресурсных центров проводятся программы дополнительного образования (ДОП), где пользователи обучаются современным методам биологии и биомедицины. Также при участии сотрудников ресурсных центров разрабатываются новые методические пособия и рекомендации, которые используются в научной практике и в процессе проведения ДОП. За отчетный период планируется к проведению 12 программ, на которых будет обучено более 200 слушателей.
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1 Разработка методик
Внимание к методологическому аспекту обеспечивает необходимые рост и развитие научно-технологических подходов к решению актуальных задач биологии и биомедицины. Цель данной части работы – адаптация и усовершенствование старых, развитие новых методических подходов к изучению биологических объектов. При этом, любой методологический подход имеет как преимущества, так и ряд ограничений, которые следует учитывать при дизайне эксперимента. 
Одно из приоритетных направлений научных исследований – изучение геномов и генетические технологии.  К настоящему моменту для функционального анализа генома существует и активно используются различные технологии и инструменты. Эти методы дают возможность проведения точного и комплексного функционального анализа, охватывающего различные области исследований: геномику, эпигеномику, протеомику и интерактомику; позволяют заполнить пробелы в знаниях о динамических биологических процессах как на клеточном, так и на организменном уровнях. 
Данное направление исследований в качестве метода активно использует статистику и статистическую обработку массивов данных. Ряд методов, к примеру, применение многомерного анализа, могут быть использованы в прикладных целях, в т.ч. для прогностической оценки данных, полученных с помощью геномного секвенирования, как было продемонстрированно в методике «Использование многомерного анализа для оценки прогностических биомаркеров на примере данных пациентов с сепсисом».
[bookmark: _Hlk183349823][bookmark: _Hlk183350260][bookmark: _Hlk183350182]Сепсис – это угрожающее жизни состояние, характеризующееся дисрегуляцией системного иммунного ответа на инфекцию и развитием мультиорганных поражений. Несмотря на большое количество исследований и внедрения научных разработок в терапию, сепсис остается серьезной клинической проблемой из-за высокого уровня смертности и сложной патофизиологии. Выявление надежных прогностических биомаркеров при сепсисе имеет решающее значение для стратификации больных и улучшения исходов заболевания. Исследования пациентов с клиническим диагнозом сепсис, с помощью методов NGS, проводимые в последние годы, позволили сделать заключение об их существенной гетерогенности в плане регуляции развития воспалительного ответа. Такие индивидуальные различия между пациентами связаны с генетическими ассоциациями с восприимчивостью к исходам инфекционных заболеваний и могут существенно ограничивать терапевтические возможности для отдельных групп пациентов. В частности, в литературе недавно были описаны две группы признаков ответа на сепсис (SRS): SRS1, иммунокомпрометированный профиль, ассоциированный с повышенным риском смерти, и SRS2, иммунокомпетентный профиль, ассоциированный со сниженной смертностью. Патофизиологические механизмы, лежащие в основе этих подгрупп, остаются неизвестными, тем не менее в научной литературе обсуждается использование уровня экспрессии ряда генов из группы Davenport, а также расширенной группы Davenport, для классификации пациентов с сепсисом на группы SRS. В ключе данного направления развиваются подходы для классификации пациентов на группы с помощью методов машинного обучения.  Стоит отметить, что традиционные одномерные методы, часто используемые в анализе биологических данных, не позволяют извлекать максимум информации из сложных биологических и биомедициских данных и учитывать комплексное влияние разных факторов. В связи с этим в этих областях в последние годы наблюдается всплеск использования методов машинного обучения и многомерного анализа данных. Многомерный анализ данных может использоваться с целью выявления характера и структуры взаимосвязей между признаками и представляет перспективное направление для экстрагирования важной информации из сложных биомедицинских данных. Одним из основополагающих и удобных методов для анализа многомерных данных является метод главных компонент (Principal Component Analysis, PCA), впервые предложенный Карлом Пирсоном, и представлющий эффективный способ снижения размерности данных за счет выделения главных сочетаний признаков в направлениях максимизирующих выборочную дисперсию. Различные варианты кластерного анализа, особенно в сочетании с анализом главных компонент, также представляют важный инструмент для аналитика биомедицинских данных, поскольку позволяют исследовать структуру данных и осуществлять классификацию объектов на основе нескольких или многих параметров. Еще одним важным инструментом в этом перечне является многомерный регрессионный анализ, который позволяет исследовать и строить модель, учитывающую влияние нескольких независимых переменных на зависимую переменную. 
В данной методической статье представлен систематический анализ ряда генетических биомаркеров сепсиса в совокупности с клиническими и биохимическими показателями, а также с параметрами состояния сердечно-сосдистой системы у пациентов с сепсисом с использованием многомерных методов и регрессионного анализа. Разработанная методика включена в Приложение А данного отчета.
Переоценить важность метода геномного секвенирования крайне сложно. В последнее время исследованиям, проводимым методом NGS, уделяется повышенное внимание. Мы провели сравнительную характеристику магнитных частиц разных производителей, применяемых для очистки геномных библиотек, чтобы иметь возможность оптимизировать процесс пробоподготовки, учитывая как экономический аспект, так и с сохранение и даже улучшение качества исследования.  
Мы сравнили магнитные частиц трёх производителей — MGI, New England Biolabs и Beckman Coulter — с целью оценки их эффективности при очистке библиотек для секвенирования нуклеиновых кислот. Магнитные частицы широко используются в методах очистки и отбора фрагментов ДНК, играя важную роль в процессах подготовки образцов для высокопроизводительного секвенирования (NGS). Исследование включало анализ очистки коротких и длинных фрагментов ДНК при различных соотношениях ДНК к объему магнитных частиц. Оценка эффективности проводилась с помощью флуориметрического метода для измерения концентрации очищенной ДНК, а также капиллярного электрофореза для анализа распределения фрагментов по длине. Статистическая обработка данных осуществлялась с использованием критерия Крускала-Уоллиса, что позволило выявить наличие или отсутствие значимых различий между производителями.
[bookmark: _Hlk183350378]Результаты показали, что все три производителя демонстрируют схожие результаты при очистке как коротких, так и длинных фрагментов ДНК, однако наборы от Ampure и New England Biolabs оказались более эффективными при высоких соотношениях ДНК к объему МЧ, особенно при очистке коротких фрагментов. Эти данные важны для оптимизации протоколов подготовки библиотек для секвенирования, что может помочь выбрать наиболее подходящий набор магнитных частиц в зависимости от задачи. Разработанная методика включена в Приложение Б данного отчета.
Синтез ДНК из праймеров – это один из возможных способов получить необходимую для работы открытую рамку считывания (или практически любой участок ДНК). В методике «Синтез генов из олигонуклеотидов» приводятся протоколы получения генов, описываются «плюсы» и «минусы» протоколов. 
[bookmark: _Hlk183350430]Если в исследовании предполагается использовать выделенную открытую рамку считывания (ORF (open reading frame)) для наработки белка в другом организме, то всегда появляется вопрос неоптимальности частоты использованных кодонов в целевой ORF для получения хорошей экспрессии белка, а это приводит к необходимости проводить направленный мутагенез и секвенирование, что может быть достаточно длительной процедурой. В то же время синтез из праймеров позволяет заранее запланировать необходимую частоту кодонов и получить ORF, подготовленную к максимальной продукции белка в целевом организме.
[bookmark: _Hlk183350508]Однако у метода синтеза ДНК из праймеров есть свои ограничения – лучше всего (и быстрее всего) синтезируются участки ДНК размером до 500 п.н. Если необходимо получить ORF длинней, то тут на помощь исследователю приходит перекрывающийся ПЦР (overlap extension PCR) или Gibson assembly, то есть, сначала синтезируют из праймеров два (или более) фрагмента длиной менее 500 п.н., а затем их объединяют в длинный участок ДНК. Кроме того, практически невозможно синтезировать участки ДНК, содержащие повторы, или имеющие сильные вторичные структуры. В связи с этим метод «синтез ДНК из праймеров» часто называют «синтез гена из праймеров», так как обычно гены не содержат повторов или вторичных структур на уровне ДНК.
[bookmark: _Hlk183350554]Синтез гена из праймеров может быть осуществлен с использованием двух методов: лигазной цепной реакции (ЛЦР) или безматричной полимеразной цепной реакции (ПЦР).
Хотя оба протокола похожи, у них есть некоторые различия, которые описаны в данной методике.
В методике в качестве примера рассматривались следующие тестовые задачи: (1) получение экспрессионной плазмиды, кодирующей тяжелую цепь человеческого гена главного комплекса гистосовместимости 1 типа (HLA-A2 Homo Sapiens, длина - 278 аминокислот), для продукции белка в E.coli, с помощью безматричной ПЦР, (2) получение экспрессионной плазмиды, кодирующей легкую цепь человеческого гена главного комплекса гистосовместимости 1 типа – бета микроглобулин (β2MG Homo Sapiens, длина - 99 аминокислот), для продукции белка в E.coli, с помощью лигазной цепной реакции. Разработанная методика включена в Приложение В данного отчета.
[bookmark: _Hlk183349581]Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ), а также один из её вариантов обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография (ОФ-ВЭЖХ), является перспективным аналитическим методом классической колоночной хроматографии в современном приборном исполнении. ВЭЖХ позволяет проводить одновременное разделение сложных проб на составляющие их компоненты и детектировать большинство компонентов. Методы ВЭЖХ широко применяются для целей количественного и качественного химического анализа во многих областях науки, медицины и прочее. ОФ-ВЭЖХ является наиболее перспективным  для анализа такого класса соединений как пептиды.
Метод ВЭЖХ реализуется с использованием блочно-модульной хроматографической системы – жидкостного хроматографа, состоящего из насосного блока, хроматографической колонки, специального дозирующего устройства, и детектора. В данной методической статье приведено описание метода разделения и детекции смеси пептидов на Хроматографической системе Waters (США): Waters 2707 Autosampler, помпа Waters 1525 binary HPLC pump, детектор Waters 2998 Photodiode Array Detector. Хроматографическая колонка MZ-Aqua Perfect 200 C18 5µm 150x2.1mm.
Данная система дает хорошие результаты по воспроизводимости, обеспечивает простоту манипуляции, селективность и, как правило, высокий процент разделения продуктов анализа.  Разработанная методика включена в Приложение Г данного отчета.
Другим активно используемым методом анализа данных являются методы электроспрейной квадруполь-времяпролётной масс-спектрометрии. Для использования данного подхода необходима тщательная разработка протоколов пробоподготовки, в частности протоколов выделения белков и пептидов.
В методике «Выделение белков и пептидов из образцов человеческой сыворотки крови и их анализ методами скорострельной протеомики» рассматривается разработанный и опробованный нами метод подготовки сыворотки крови к протеомному анализу методами скорострельной протеомики (то есть исследованию совокупности пептидов, полученных при специфическом протеолизе белков образца, методами хроматографии/масс-спектрометрии). Сыворотка крови является одним из важнейших источников информации о состоянии организма человека – как при определении стадии заболеваний и контроле хода лечения, так и при поиске биомаркеров тех или иных заболеваний. Подобными биомаркерами часто служат белки и пептиды, что делает разработку эффективных методов пробоподготовки и анализа протеома сыворотки актуальным вопросом протеомики. 
Протокол включает базовые этапы осаждения ацетоном и отмывки белковых осадков метанолом, растворения белка в буфере (содержащем мочевину, аммоний бикарбонат и ДТТ), определение концентрации белка методами флуориметрии, трипсинолиз белка в растворе, очистку полученных триптических пептидов на фазе С18 с помощью самодельных stage tips, сушку образцов и их перерастворения для дальнейшего анализа методом обращённо-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии и электроспрейной квадруполь-времяпролётной масс-спектрометрии с измерением ионной подвижности. Кроме того, в методике приведены результаты электрофореза данных образцов в полиакриламидном геле для демонстрации эффективности выделения белков и пептидов данным способом. В тексте также приведён полный список необходимых реагентов и оборудования, требуемых для проведения подобного исследования.
По результатам анализа образцов, подготовленных с помощью данной методики, мы идентифицировали суммарно 684 уникальных белка и пептида (от 506 до 611 в различных образцах), что является хорошим результатом (в сравнении с другими исследованиями протеома сыворотки), позволяющим покрыть значительную часть протеома сыворотки, а также проводить качественные и количественные протеомные эксперименты, включая поиск потенциальных биомаркеров различных заболеваний и сравнение различных групп пациентов для выявления механизмов патогенеза. Дальнейшие модификации данного протокола позволят дополнительно увеличить количество идентификаций и обеспечить более полное покрытие протеома сыворотки крови. Разработанная методика включена в Приложение Д данного отчета.
[bookmark: _Hlk183350869]В методике «Выделение белков и пептидов из образцов человеческой мочи и их подготовка к анализу методом жидкостной хроматографии и тандемной масс-спектрометрии» рассматривается метод выделения белков и пептидов из человеческой мочи для анализа с использованием методов жидкостной хроматографии в сочетании с тандемной масс-спектрометрией (ВЭЖХ-МС/МС). Значимость подобных технологий в клинической практике и научных исследованиях трудно переоценить, особенно в контексте выявления биомаркеров, связанных с различными заболеваниями, такими как диабет и патологии почек. В данной работе описана оптимизированная методика пробоподготовки образцов человеческой мочи, включающая в себя особенности длительного и краткосрочного хранения, концентрирование на картридж-фильтрах, определение концентраций при помощи флуориметра, электрофоретическое разделение белков в полиакриламидном геле, трипсинолиз и очистку триптических пептидов на zip-tip — все эти этапы критически важны для получения наиболее полных и воспроизводимых результатов. Основными преимуществами разработанного нами метода концентрирования образцов мочи на картридж-фильтрах с диаметром пор 3кДа и 10кДа является не только простота использования, поскольку он не требует дополнительного оборудования, но и эффективность получения концентрата белков и пептидов в небольшом объёме жидкости. Дополнительным плюсом использования описанного подхода является снижение расхода реагентов при рутинной работе. Также в статье приведен список необходимого оборудования и реагентов, использовавшихся в процессе анализа. 
В статье представлены концентрации общего белка в образцах и электрофореграммы различных образцов, подготовка которых отличалась на тех или иных этапах. При сравнении этих данных было показано, что наиболее полные результаты были получены для образцов, подготовленных по методике, включающей концентрирование на картридж-фильтрах непосредственно перед этапом экстракции белков. Разработанная методика включена в Приложение Е данного отчета.
В работе «Методика формирования биокомпозитов на основе коллагена I типа, наполненых стеклокристалическими материалами» описан процесс получения биокомпозитов на основе коллагена I типа и биоактивного стекла, предназначенных для применения в регенерации костной ткани. В качестве матричного компонента использован раствор коллагена I типа, полученный методом кислотной экстракции из сухожилий хвоста крыс, что позволяет создать основу, близкую по свойствам к естественному внеклеточному матриксу костной ткани. В качестве остеоиндуктивного наполнителя были выбраны биоактивные стекла 45S5 Bioglass и Биосит СР-Элкор, известные своей способностью стимулировать пролиферацию и дифференцировку клеток, а также способствовать минерализации тканей.
[bookmark: _Hlk183350964]Методология включает несколько ключевых этапов: (1) формирование коллагенового геля и его смешивание с биостеклом для равномерного распределения наполнителя; (2) стабилизацию структуры композита путем компрессии для удаления лишней влаги и увеличения плотности фибрилл; и (3) химическую стабилизацию через карбодиимидное ковалетное связывание с использованием 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимида (EDC) и N-гидроксисукцинимида (NHS). Эти реагенты способствуют образованию ковалентных связей между молекулами коллагена, обеспечивая повышенную устойчивость к биодеградации и механическую стабильность скаффолда, что особенно важно для его применения в условиях высокой нагрузки.
[bookmark: _Hlk183351162]Следующим этапом была минерализация полученных биокомпозитов в моделирующей биологической жидкости (SBF), поддерживающий ионный состав и физиологический pH. Этот процесс обеспечивал формирование апатитового слоя на поверхности скаффолдов, способствующего адгезии клеток и биосовместимости материала. Минерализация проводилась при температуре 37°C в течение 30 дней, с регулярной сменой SBF каждые 10 дней для поддержания оптимального уровня ионов, необходимых для формирования кристаллов гидроксиапатита.
[bookmark: _Hlk183351240]Для оценки биосовместимости биокомпозитов проводились исследования кондиционированной среды, полученной после экспозиционирования биокомпозитов. Оценка цитотоксичности осуществлялась методом МТТ-теста на мезенхимных стволовых клетках (MSC), инкубированных в данной кондиционированной среде. Этот подход позволил выявить возможные цитотоксические эффекты, обусловленные компонентами биокомпозита, которые могут высвобождаться в окружающую среду. 
Результаты экспериментов подтвердили, что предложенный протокол позволяет создавать структурно стабильные и биоактивные скаффолды, обладающие высокими механическими свойствами, биосовместимостью и способностью к остеоиндукции. Данные биокомпозиты на основе коллагена и биоактивного стекла обладают значительным потенциалом для применения в ортопедии и стоматологии, как биоматериалы для тканевой инженерии и регенеративной медицины, обеспечивая прочность, биосовместимость и условия для формирования костной ткани. Разработанная методика включена в Приложение Ж данного отчета.
[bookmark: _Hlk183351280]Широко используемый в цитогенетических исследованиях и медицинской диагностике метод флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) позволяет определять положение последовательностей ДНК непосредственно в клетках, клеточном ядре или на метафазных хромосомах. 
[bookmark: _Hlk183351320][bookmark: _Hlk183351350]Методическая статья «Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH) для визуализации последовательностей ДНК на препаратах митотических хромосом клеток суспензионных культур» посвящена описанию методики флуоресцентной гибридизации in situ (Fluorescence In Situ Hybridization - FISH) на хромосомных препаратах клеток суспензионных линий, в ней раскрыты основные подходы и требования к реактивам и условиям для её успешного проведения.   Рассмотрены варианты с использованием прямомеченных зондов, зондов с гаптенами, способами детекции сигнала с помощью АТ, коньюгированных с флуорохромами. Приведён порядок действий получения митотических препаратов для новых, не используемых ранее в работе клеточных линий, для визуализации на них соответствующих последовательностей ДНК. Приводится подробный протокол приготовления митотических препаратов. Разработанная методика включена в Приложение И данного отчета.
Кроме методов молекулярной биологии, в работе уделено значительное внимание микроскопическим исследованиям и специальным аспектам пробоподготовки образцов. 
В частности, в методике «Практика изготовления серий ультратонких срезов» подробно рассматриваются особенности пробоподготовки к серийной электронной микроскопии. 
[bookmark: _Hlk183351505]Реконструкции по сериям ультратонких срезов делают с помощью просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) и последовательной томографии (array tomography) (ПТ). В обоих случаях срезы в серии должны иметь одинаковую толщину, а сами серии должны быть непрерывными, без потерь отдельных срезов.  Однако существуют приемы, позволяющие получать ленты срезов необходимой длины и успешно монтировать их на бленды и стекла, соответственно, для электронной просвечивающей или сканирующей микроскопии. Ключевыми этапами для получения непрерывной серии срезов являются заливка образца, заточка блока и гидрофильность носителя. В статье обсуждается влияние характеристик смолы, способов заточки и формы пирамидки, приёмов резки и сбора срезов на качество и протяжённость серий срезов, а также представлен пошаговый протокол изготовления серийных срезов для ПЭМ и ПТ. Предложен новый для большинства пользователей способ монтирования серий срезов для ПЭМ на бленды с помощью приспособления Domino Rack. Оригинальные схемы и фотографии иллюстрируют использованную терминологию и способствуют лучшему пониманию последовательных этапов протокола. Разработанная методика включена в Приложение К данного отчета.
Кроме того, учитывая важность и информативность использования трёхмерных реконструкций в биологических и биомедицинских исследованиях, в методике «Получение трёхмерных реконструкций на основании серии полутонких срезов с помощью Amira 2020 3.1.1» даются практические рекомендации по использованию специализированного программного обеспечения.
В этой методике исследуются возможности программы Amira 2020 3.1.1, используемой для создания трёхмерных реконструкций на основе серии срезов, полученных с помощью светового микроскопа и представленных в виде отдельных изображений, не объединённых единым проектом, и описываются основные элементы интерфейса, связанные с этой задачей. На основе Руководства пользователя (User Guide), обучающих текстов и видео (Tutorials), и Помощи (Help), входящих в пакет Amira, а также собственного опыта создания реконструкций разработана последовательность действий, которая включает предварительную подготовку изображений с использованием внешних графических редакторов, загрузку изображений в программу, выравнивание стопки изображений, вырезание зоны интереса, выделение отдельных структур и создание трёхмерной реконструкции объекта. Изображения, полученные с помощью светового микроскопа, нуждаются в большей предварительной подготовке, чем массивы изображений, полученных методом сканирования поверхности блока, в частности, автоматическое выравнивание стопки изображений требует ручной коррекции. Другие этапы получения трёхмерных реконструкций сходны для серий полутонких и ультратонких срезов.  Создание трехмерных изображений остаётся длительным и трудоёмким процессом, Освоение специалистами программного обеспечения для работы с трёхмерными изображениями позволяет демонстрировать пользователям современные возможности разрешения вопросов структурной организации биологических объектов и представления полученных ими результатов. Разработанная методика включена в Приложение Л данного отчета.
Также, в своей методической работе мы исследуем влияние условий хранения фиксаторов на возможность их использования для пробоподготовки к просвечивающей электронной микроскопии. 
Широко известно, что к реактивам, используемым для ПЭМ, предъявляются высокие требования: они должны быть высокой степени очистки и храниться в условиях, предотвращающих изменение их качества.  Не всегда есть возможность заменить реактивы в случае нарушения правил хранения. Целью данной работы было установить, в какой степени на качество подготовки образцов влияют изменения условий хранения растворов фиксаторов для ПЭМ.
Наиболее часто применяемый способ пробоподготовки биологического материала – химическая фиксация глутаровым альдегидом или смесью глутарового и парафоральдегида, с дофиксацией тетраоксидом осмия и последующее заключение материала в смолу. В стоковых растворах указанных фиксаторов (50% глутаровый альдегид, 4% водный раствор тетраоксида осмия), которые после вскрытия упаковок хранятся при температуре не ниже -20°С, сохраняется реакционноспособность действующих веществ.  В данной работе протестированы следующие варианты изменений условий хранения растворов фиксаторов: 50% глутаровый альдегид и 4% водный раствор тетраоксида осмия хранились при комнатной температуре в течение 3 дней, а также готовый фиксатор, содержащий 2,5% глутаровый альдегид был заморожен до -20°С и использован после разморозки.  В результате выяснилось, что реактивы для фиксации материала для ПЭМ в случае хранения при комнатной температуре частично теряют свои свойства и могут использоваться для ПЭМ только для изучения общего вида клеток и тканей и работы на малых увеличениях микроскопа.  Раствор фиксатора, содержащий конечные концентрации действующих веществ, выдерживает замораживание до -20°С и размораживание при комнатной температуре, оставаясь при этом пригодным для фиксации материала для ПЭМ. Можно рекомендовать из всего объёма глутарового альдегида после вскрытия ампулы готовить фиксатор и хранить его замороженным при -20°С. Разработанная методика включена в Приложение М данного отчета.
В целом, фиксация биологических образцов как для электронной, так и просвечивающей микроскопии является критически важной стадией, серьёзно влияющей на результат всего исследования.  Кроме таких широкой известных и используемых фиксаторов как формалин или параформальдегид, имеющих свои ограничения в применении, к настоящему моменту разработаны и успешно применяются другие фиксаторы, сравнительные характеристики которых приводятся в обзоре «Фиксация биологических образцов с использованием фиксаторов, заменяющих формалин».
[bookmark: _Hlk183351853]Нарушения на стадии фиксации могут привести к необратимым последствиям в т.ч. утрате образца. При выборе условий фиксации нужно руководствоваться как самим материалом, так и способами его последующей обработки. Спиртовые фиксаторы – достаточно дорогие и действуют коагуляцией (Карнуа, жидкость Буэна). Неспиртовые фиксаторы, например, глиоксаль, действуют с образованием связей, как и формалин, по сравнению с последним обладают меньшей токсичностью, но худшей сохранностью морфологии тканей. Раствор формалина (параформальдегида) на фосфатно-солевом буфере – наиболее универсальный фиксатор. Кроме упомянутой токсичности имеет ряд других недостатков, в т.ч. препараты демонстрируют низкую чувствительность после длительной фиксации формалином и трудности в интерпретации некоторых изображений, особенно для методов имуногистохимии (ИГХ), а также непригодность ткани для последующих протеомных исследований. Кроме того, часть образцов, например полученные методом тканевой инженерии гидрогели, не оптимизированы для использования с обычными методами фиксации тканей из-за высокого содержания воды и отсутствия разнообразных химических фрагментов, поддающихся фиксации тканей традиционными фиксаторами.
В этой связи проблема поиска новых фиксаторов с учетом уменьшения их токсичности при улучшении качества и информативности препаратов биологических образцов представляется достаточно актуальной. Обзор методов фиксации включен в Приложение Н данного отчета.
Следующий этап гистологической пробоподготовки, процессинг, требуется проводить в строгом соответствии с исследуемой тканью образца. Такие параметры, как обводненность, содержание липидов и т.п. критичны для выбора методики. Некоторые ткани, например глазные яблоки, требуют к себе особого внимания как на стадии процессинга, так и на этапе фиксации образца. Ранее, в 2023 году в «Методике заливки в парафин глазных яблок мыши» мы приводили рекомендации по заливке в парафин глазных яблок мыши, у которых предварительно были удалены роговица, хрусталик и стекловидное тело хирургическим путем. В текущем отчете мы приводим обзор методов аспирации стекловидного тела и размягчению хрусталика при работе с интактным материалом. Данный метод используется как при парафиновой заливке, так и при криозаморозке образца. Особенность метода – показаны хорошие результаты при работе с большими объектами (глаза свиньи или обезьяны). Обзор модификаций протоколов изготовления препаратов глазного яблока включен в Приложение П данного отчета.
[bookmark: _Hlk183351981]В обзоре «Варианты использования микроклонального размножения растений в научных исследованиях» приводится протокол микроклонального размножения Argyrolobium roseum. Данное растение интересно возможностью получения с его помощью серебряных наночастиц (AgNP). Серебряные наночастицы известны своим биологическим применением, в частности, своими антиоксидантными, противораковыми свойствами и бактериальной устойчивостью. Рак груди, рак шейки матки, рак легких, носоглоточная карцинома, гепатоцеллюлярная карцинома, глиобластома, карцинома предстательной железы и колоректальная аденокарцинома — вот лишь некоторые из видов рака, против которых AgNP продемонстрировали свою эффективность как в исследованиях in vitro, так и in vivo. Применение AgNP              в биомедицине включает молекулярную визуализацию, заживление ран, диагностику и производство медицинских приборов и веществ с антимикробными свойствами. Другое терапевтическое применение AgNP включает их использование в качестве носителей или активных молекул для терапии. AgNP и их нанокомпозиты являются одними из наиболее широко используемых наноматериалов в качестве антимикробных агентов в пищевой промышленности. Наночастицы серебра являются чаще других используются в косметической продукции. Использование наночастиц серебра составляет примерно 12 % от всех наночастиц, используемых в косметике. Данный обзор включен в Приложение Р данного отчета.
В заключительной части обзора методических разработок приводим методические рекомендации по кормлению и содержанию лабораторных животных, направленные на улучшения качества содержания животных и на повышение воспроизводимости научных результатов. 
В «Методических рекомендации по определению пригодности комбикормовой продукции, для питания лабораторных животных, на примере крыс» авторы методики раскрывают актуальность темы и приводят методические рекомендации по определению пригодности комбикормовой продукции, для питания лабораторных животных, на примере крыс. Представленная методика позволяет выбрать оптимальный вид промышленного корма с учетом особенностей проводимого исследования и потребностями в питательных веществах конкретной половозрастной группы лабораторных животных, что повысит достоверность и качество проведения медико-биологических исследований. Разработанная методика включена в Приложение С данного отчета.
В «Методических рекомендациях по расчету рациона для моногастричных травоядных лабораторных животных, на примере кроликов» рассмотрены материалы по кормлению кроликов и приведена методика составления рационов, а так же показано значение нормированного кормления для  жизни и здоровья, сформулированы основные методы решения проблемы и даны практические рекомендации. Расчет рациона лабораторных кроликов по данной методике позволяет расширить возможности моделирование различных физиологических процессов у лабораторных животных в соответствии с конкретными интересами исследователей, и повысить точность и качество выполняемых биологических и биомедицинских исследований. Разработанная методика включена в Приложение Т данного отчета.
«Методические рекомендации по расчету рациона для хищных лабораторных животных, на примере собак» рассматривают особенности составления рационов хищных и направлены на оптимизацию рационов кормления и улучшения качества жизни и здоровья лабораторных животных. Разработанная методика включена в Приложение У данного отчета.




[bookmark: _Toc183359076]2 Апробация методик
[bookmark: _Hlk183352893][bookmark: Заключение]Разработанные в ходе выполнения проекта методики, а также методики, разработанные ранее, были применены в научных исследованиях, результаты которых опубликованы в 16 статьях, входящих в коллекцию WOS и/или Scopus  и РИНЦ. Всего в 2024 году выполнялось 460 проектов пользователей. 
Методики апробировались в различных областях фундаментальной биологии. В статье «Видовое разнообразие рода Podocotyle Dujardin, 1845 (Trematoda: Opecoelidae) в Белом море: морфологические, молекулярные данные и данные анамнеза жизни» [1] рассматривается видовое разнообразие рода Podocotyle в Белом море, включая  морфологические и молекулярные данные, а также данные анамнеза жизни паразитов.
Podocotyle — это род морских дигеней отряда Opecoelidae, широко распространенных у рыб и беспозвоночных (брюхоногих моллюсков и ракообразных) в неритической и литоральной зонах преимущественно Северного полушария. Филогения, таксономия и эволюция дигеней этого рода мало изучены из-за широкого распространения этих паразитов и их видового богатства. Для ряда представителей Podocotyle spp. описан широкий диапазон фенотипической изменчивости, что не позволяет проводить видовую идентификацию исключительно на основе морфологических признаков. В данной работе мы применяем молекулярно-морфологические методы для идентификации Podocotyle spp. у позвоночных и беспозвоночных хозяев, обитающих в Белом море. Образцы Podocotyle spp. были собраны с рыб семейства Рleuronectidae и Zoarcid, а также с барвинков литоральной зоны и изучены с помощью световой микроскопии, сканирующей электронной микроскопии и молекулярно-филогенетических методов. Была установлена конспецифичность одного типа церкарий, выпущенных из инфицированных L. obtusata и L. saxatilis, со взрослыми дигенеями, идентифицированными как P. atomon sensu lato. 
[bookmark: _Hlk183353298][bookmark: _Hlk183353384]Сложные отношения между паразитами и хозяевами охватывают широкий спектр уровней, от молекулярных взаимодействий до динамики популяций. Паразиты влияют не только на физиологические процессы в организме хозяина, но и на всю экосистему, воздействуя на смертность особей, количество потомства через паразитарную кастрацию и потоки вещества и энергии. Понимание молекулярных механизмов, которые управляют отношениями хозяин-паразит, и их влияние на физиологию хозяина и окружающую среду остается сложной задачей. В исследовании «Улитки Littorina и трематоды Microphallus: разнообразные последствия метаболических сдвигов, вызванных трематодами» авторы проводят анализ влияния заражения трематодами рода Microphallus на метаболом двух видов улиток рода Littorina, обитающих на разных уровнях приливно-отливной зоны [2]. Был применен метод нецелевой метаболомики на основе газовой хроматографии-масс-спектрометрии (ГХ–МС) для анализа биохимических сдвигов, вызванных заражением трематодами в организме хозяина. Было выявлены изменения в энергетическом, аминокислотном, сахарном и липидном обмене веществ. В частности, наблюдалось усиление катаболизма аминокислот и выработка азотистых катаболитов (таких как глутамин и мочевина). Эти изменения в первую очередь коррелировали с инфекцией и межвидовыми различиями хозяев, а не с уровнем приливно-отливной зоны. Изменения, обнаруженные в метаболизме хозяина, указывают на то, что могли быть затронуты и другие аспекты жизни как внутри организма хозяина, так и на надорганизменном уровне. Поэтому далее исследовали изменения в составе микробиоты, отклонения в поведении моллюсков-хозяев и активность ацетилхолинэстеразы (АХЭ – фермент, участвующий в передаче сигнала от нервной системы к мускулатуре) в связи с инфекцией. Инфицированные улитки показали изменения в составе своего микробиома, что демонстрирует воздействие паразита не только на организм хозяина, но и на целостный холобионт (совокупность организма хозяина и населяющих его микроорганизмов). Для заражённых улиток характерно изменение поведения и подвижности – они чаще остаются на поверхности камней и водорослей в отлив, что делает их более доступной добычей для птиц – окончательных хозяев трематод. Была проанализирована активность АХЭ – фермента-потенциального участника механизмов, затрагивающих поведение заражённых моллюсков. Снижение активности АХЭ у улиток было связано с уменьшением подвижности, но связано ли это снижение подвижности с заражением трематодами, остается неясным. Авторы предполагают связь между выявленными биохимическими изменениями и деформацией раковины моллюсков, изменениями в их поведении и связанным микробиомом. Также предполагается роль паразитарных систем, образованных микрофаллидными трематодами и улитками Littorina, в круговороте азота на уровне экосистемы.
[bookmark: _Hlk183353807]В публикации «Движение хлоропластов в клетках мезофилла Рinus Sylvestris (Рinaceae) инициируется низкой температурой: SBF SEM 3d-реконструкция» [3] исследуется фотозащитная реакция Pinus sylvestris, выраженная в передвижении хлоропластов. С целью выявления особенностей расположения хлоропластов в течение годового цикла и влияния температуры на их движение было изучено строение клеток мезофилла Pinus sylvestris, выращиваемых в открытом и закрытом грунте. С помощью метода серийная блочная сканирующая электронная микроскопия (SBF SEM) было выявлено, что в течение вегетационного периода хлоропласты имеют хорошо развитую тилакоидную систему, располагаются вдоль клеточной стенки и занимают преимущественно ту часть клеточной стенки, которая обращена к межклетникам. Движение хлоропластов начинается в октябре-ноябре, а зимой они группируются в складках клеток мезофилла. В это время тилакоидная система перестраивается и состоит преимущественно из длинных cдвоенных тилакоидов и мелких гран. 3D-реконструкция оказывает, что хлоропласты ориентированы в случайном порядке, увеличивают объем стромы и образуют множественные выпячивания, заполненные стромой, которые можно распознать как стромулы. У растений, выращенных в условиях оранжереи, сезонная реорганизация ультраструктуры мезофилла не происходит, что позволяет предположить, что именно низкие температуры, но не фотопериод и качество света, индуцируют сезонное движение хлоропластов в мезофилле P. sylvestris. Таким образом было подтверждено, что 3D-реконструкция является мощным инструментом в изучении изменений положения и формы хлоропластов, вызванных низкой температурой.
Аналогичным образом метод 3D-реконструкции был применен в статье «Зависимость механического напряжения побочных клеток от строения устьичного комплекса» [4]. В данной статье исследовались особенности строения устьичных комплексов, которые влияют на механическое напряжение побочных клеток. С помощью световой, сканирующей и просвечивающей электронной микроскопии изучалась морфология устьичных комплексов Fagraea ceilanica. Замыкающие клетки в них расположены поверх побочных клетках. Стенки побочных клеток утолщается неравномерно. Внутренние тангенциальные стенки тонкие и наиболее протяжённые по сравнению с другими стенками этих клеток. Полученные данные позволили построить 3D-модель устьичного комплекса F. ceilanica. Чтобы прояснить взаимодействия замыкающих и вспомогательных клеток при движениях устьиц применялось моделирование с помощью метода конечных элементов. Результаты моделирования показывали, что увеличение механического напряжения побочных клеток определяются взаимным расположением замыкающих и побочных клеток, неравномерности утолщения, площади и жесткости стенок побочных клеток и наличия подустьичных полостей, в которые внутренние тангенциальные стенки побочных клеток могут выпячиваться, когда тургорное давление в этих клетках увеличивается. Результаты моделирования подтверждаются наблюдаемыми деформациями в клетках устьичного комплекса F. ceilanica. Снижение механического напряжения вспомогательных клеток обеспечивает открывание устьиц в условиях чрезмерного насыщения эпидермы водой, например, в условиях влажных тропических лесов.
Методы электронной микроскопии успешно применяются не только на растительных, но и не животных объектах. В публикации «Состояние сердечно-сосудистой системы у крыс линии Wistar с экспериментальной дисфункцией почек» [5] целью работы было оценить функциональные и структурные изменения сосудов и миокарда у крыс стока Wistar на разных сроках формирования экспериментальной дисфункции почек. Было исследовано четыре группы животных.
[bookmark: _Hlk183354375][bookmark: _Hlk183354319]Первые две группы составили крысы, подвергнутые 5/6 нефрэктомии (НЭ). Срок после НЭ – 2 или 4 месяцев. В третью и четвертую группу вошли ложнооперированные (ЛО) животные аналогичного срока наблюдения. После окончания эксперимента у крыс измеряли артериальное давление (АД), рассчитывали индекс массы левого желудочка (ИМЛЖ), выполняли биохимический анализ крови, гистологическое, иммуногистохимическое и электронно-микроскопическое исследование миокарда, на сроке 2 месяцев регистрировали сократительную активность воротной вены (in vitro). 
Через 2 месяца после НЭ у крыс выявлены рост АД, ИМЛЖ, снижение авторитмической сократительной активности воротной вены. На гистологическом уровне отмечены утолщение кардиомиоцитов и стенок артериальных сосудов, наличие периваскулярного фиброза. Через 4 месяца у крыс с НЭ отмечали рост АД, гипертрофия кардиомиоцитов и периваскулярный фиброз прогрессировали. Толщина кардиомиоцитов составляла 14,1±3,11 мкм, что было значимо больше, чем в группе с НЭ 2 месяца (12,5±1,5 мкм; р=0,008). На данном сроке наблюдения электронно-микроскопическое исследование выявило дезинтеграцию миофибрилл, нарушение укладки миофибрилл и структуры Z-дисков, изменение формы митохондрий.
Через 2 месяца после НЭ у крыс выявлено увеличение площади открытых капилляров (1902,8±202,9 мкм²) по сравнению с соответствующими ЛО животными (730,4±58,2 мкм²; р=0,0001). По мере развития дисфункции почек, возможно, возникала тенденция к увеличению площади капилляров (2139,1±396,5 мкм²; р =0,120). 
У крыс линии Wistar с дисфункцией почек выявлено изменение не только АД, но и функциональной активности ВВ, а также структурных компонентов миокарда – кардиомиоцитов, стромы, сосудов. Рост массы миокарда на гистологическом уровне проявлялся достоверным увеличением толщины кардиомиоцитов, объёма соединительной ткани, толщины стенки сосудов артериального типа с достижением максимального значения на более длительном сроке после НЭ.
Применение высокосолевого рациона выражается не только в структурных изменениях на клеточном, но и на молекулярном уровни экспрессии и других постгеномных факторах [6].
Цель исследования, опубликованного в статье «Постгеномные и структурные изменения в миокарде крыс Wistar, получавших рацион с высоким содержанием соли» – оценить уровни экспрессии нуклеарного фактора транскрипции κВ (NF-κB), миРНК-21 и структурные изменения в миокарде при длительном потреблении крысами Wistar рациона с высоким (8%) содержанием поваренной соли.
Половозрелые самцы крыс стока Wistar с исходной массой тела 280,5±42,7 г были разделены на 2 группы по 10 животных. В течение 4 месяцев животные контрольной группы (NS) получали стандартный рацион (0,34% NaCl), животные другой группы – аналогичный высокосолевой рацион (8% NaCl) (HS). Через 4 месяца у крыс измеряли систолическое АД манжеточным методом на хвосте, после препарирования оценивали индекс массы миокарда, проводили гистологическое и электронно-микроскопическое исследование миокарда, определяли уровни экспрессии миРНК-21 и NF-κB в миокарде.
Потребление рациона с высоким содержанием хлорида натрия в течение 4 месяцев не оказывало влияния на уровень систолического АД у нормотензивных крыс Wistar, однако приводило к росту индекса массы миокарда на 25,0% (p<0,05). В группе HS выявлены гипертрофия кардиомиоцитов и увеличение толщины стенки артериальных сосудов. Площадь периваскулярного фиброза у крыс группы HS была почти в 1,8 раза выше, чем у животных группы NS. У животных, получавших высокосолевой рацион, повышались относительные уровни экспрессии NF-κB (более чем в 2 раза) и миРНК-21 (почти в 6 раз) по сравнению с контролем. Можно полагать, что негативное воздействие на сердечно-сосудистую систему высокосолевых рационов частично реализуется через NF-κB-ассоциированные сигнальные пути и активацию миРНК-21.
Длительное использование пищевого рациона с высоким содержанием соли у крыс Wistar приводило к ремоделированию миокарда, не связанному с изменением уровня АД. При этом неблагоприятное воздействие высокого потребления соли на миокард опосредуется, в частности, постгеномными механизмами, а именно повышением уровней экспрессии NF-κB и миРНК-21.
[bookmark: _Hlk183354725]В биомедицинском исследовании «Как мыши могут научить нас   остановить лекарственно-устойчивый туберкулез: ключ к успеху – правильный режим химиотерапии и соблюдение режима лечения пациентами» [7] приводятся результаты проведенного на мышиной модели исследования туберкулеза, включая штаммы Mycobacterium tuberculosis характеризующегося множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) и преэкстенсивной лекарственной устойчивостью (пре-ХЛУ). Исследование подчеркивает важность правильного выбора режима химиотерапии и соблюдения пациентом режима для успешного лечения лекарственно-устойчивого туберкулеза. Мыши были инфицированы различными штаммами M. tuberculosis и получали химиотерапию, включающую новые или повторно применяемые препараты, такие как моксифлоксацин, линезолид, бедаквилин и перхлозон. Исследование длилось 200 дней и продемонстрировало значительное снижение бактериальной нагрузки и поражения легких у леченных мышей. Однако, несмотря на правильное лечение, некоторые штаммы, например гипервирулентный штамм 396, продолжали приводить к летальным исходам, что подчеркивает необходимость учитывать не только лекарственную устойчивость, но и вирулентность штаммов. Авторы подчеркивают, что ранняя диагностика, включая выявление детерминант резистентности, и выбор правильной схемы лечения, а также строгая приверженность пациентов к лечению имеют решающее значение для эффективного контроля над туберкулезом.
В исследовании «Гибридизация Subrtibe Alopecurinae Dumort (Poaceae)» по данным молекулярно-филогенетического анализа: разный уровень плоидности говорит о разном происхождении групп» [8] проведена апробация метода секвенирование следующего поколения области 18S рДНК-ITS1-5.8S рДНК наряду с традиционным секвенированием по Сэнгеру rbcL, matK, ndhF и ITS1-5.8S рДНК-ITS2 для уточнения схемы гибридизации в подтрибе Alopecurinae и в роде Alopecurus в частности. Полученные данные подтверждают гибридное происхождение Alopecurus × brachystylus от гибридизации между A. geniculatus (секция Alopecurium) и A. pratensis (секция Alopecurus). Более того, в рДНК гибрида A. × brachystylus участвовали только A. aequalis-подобные риботипы из тетраплоидного A. geniculatus. Удивительно, но следы интрогрессии A. arundinaceus-подобных риботипов мы обнаружили не только в гибриде A. × marssonii (A. geniculatus × A. arundinaceus), но и в A. aequalis s. str. Высокополиплоидная группа из секции Alopecurus, A. aggr. alpinus, имеет несомненное гибридное происхождение: например, A. brachystachyus имеет рДНК из секции Alopecurium. Alopecurus alpinus с его союзниками четко отличается от других представителей рода Alopecurus. Alopecurus (особенно по материнской линии) и, таким образом, мы можем восстановить прежнее мнение об отдельной группе, к которой принадлежит A. alpinus. Виды из секции Colobachne (предположительно альпийские травы из Древнесредиземноморского региона), вероятно, гибридизировались с группой A. alpinus. Даже A. myosuroides (секция Pseudophalaris), который может быть отнесен к отдельному роду, имеет риботипы, общие с видами секции Alopecurium (A. aequalis, A. geniculatus) в одном из доступов. Кроме того, мы обнаружили, что возможное полифилетическое происхождение рода Limnas. Limnas stelleri по данным NGS очень близок к Alopecurus magellanicus, в то время как L. malyschevii более или менее отличается от других изученных видов рода Alopecurus.
Болезнь Хантингтона – наследственное неизлечимое нейродегенеративное заболевание, вызванное расширением полиглутаминового тракта в экзоне 1 гена Хантингтина. Хантингтин, или гентингтин – это крупный белок, участвующий во многих клеточных процессах, таких как деление, транспорт и секреция. Мутации в гене, кодирующем данный белок, приводят к нарушению многих клеточных процессов, включая секрецию, но различия в составе секретома клеток в нормальных условиях и при болезни Хантингтона остаются малоизученными. Поскольку хантингтин экспрессируется на высоком уровне в периферических тканях и в коже, в статье «Болезнь Хантингтона - изменение секрета дермальных фибробластов» [9] авторы сосредоточили свое внимание на изучении секретома, продуцируемого дермальными фибробластами. Для выявления различий в секретируемых факторах, вызванных мутацией хантингтина, использовали высокоэффективную жидкостную хроматографию, совмещённую с тандемной времяпролетной масс-спектрометрией. В секретомах дермальных фибробластов здорового донора и пациента с болезнью Хантингтона было идентифицировано сорок два дифференциально экспрессируемых белка. Далее в ходе анализа мы рассмотрели несколько интересующих нас белков, включая филамин А, периостин, ACTN4, BASP1, адреномедуллин, HSP70 и белок 14-3-3, экспрессия которых связана с такими процессами, как организация цитоскелета, клеточная адгезия, пролиферация, миграция клеток, связывание белков и регуляция структуры цитоскелета. Белки HSP70 и 14-3-3 обладают нейропротекторными свойствами, и, что интересно, их экспрессия не была выявлена в секретоме клеток с болезнью Хантингтона. Таким образом, было показано, что набор белков, секретируемых во внеклеточное пространство дермальными фибробластами с генотипом болезни Хантингтона, отличается от здоровых клеток, а различия в клеточных процессах (пролиферация, миграция), наблюдаемые в этих клетках in vitro, вероятно, обусловлены различиями в составе синтезируемого ими внеклеточного матрикса.
Хорошо известно, что клетки могут контактировать друг с другом, обмениваться сигнальными молекулами, секретируя их во внеклеточное пространство. Этот контакт может быть отдаленным сигналом, таким как гормоны, переносимые через кровоток за пределы ткани. Это также может быть соединение, которое производится и эндоцитируется внутри ткани или даже самой продуцирующей клеткой. Функциональность определенной ткани и определенного типа клетки определяет ее микроокружение, включая секрецию. Известно, что секретируемые белки играют ключевую роль в координации основных биологических функций, таких как рост, деление, дифференциация, апоптоз и сигнализация. Особого внимания заслуживает изучение межклеточных взаимодействий, которые происходят из-за секреции сигнальных молекул аутокринными или паракринными механизмами. Кроме того, все больший интерес вызывает секретом здоровых клеток, который создает благоприятную микросреду для пораженной ткани. Данное исследование углубляет наши знания о секретоме клеток кожи в норме и в патологии (при болезни Хантингтона), что может позволить улучшить методы диагностики и лечения данного заболевания в будущем.
В другом биомедицинском исследовании – «Кальцийпротеиновые частицы, вызывающие специфичные для клеточных компартментов протеомные изменения в эндотелиальных клетках артерий человека» также используется метод нанопоточной высокоэффективно жидкостной хроматографии, совмещённой с тандемной масс-спектрометрией [10].
[bookmark: _Hlk183355022][bookmark: _Hlk183355085][bookmark: _Hlk183355417]Кальцийпротеиновые частицы (CPP) являются незаменимыми поглотителями избыточных ионов Ca2+ и PO43− в крови, которые поглощаются и перерабатываются макрофагами печени и селезенки, моноцитами и эндотелиальными клетками (EC). В данном исследовании мы провели анализ обогащения метаболических путей клеточных компартмент-специфических протеомов в первичных клетках человеческих коронарных артерий (HCAEC) и клетках человеческих внутренних грудных артерий (HITAEC), обработанных первичными (аморфными) или вторичными (кристаллическими) CPP (CPP-P и CPPs, соответственно). Протеомный анализ был выполнен с применением методов нанопоточной высокоэффективно жидкостной хроматографии, совмещённой с тандемной масс-спектрометрией с измерением ионной подвижности. Воздействие CPP-P и CPP-S вызвало заметное повышение экспрессии белков, вовлечённых в процессы: (1) цитокин- и хемокин-опосредованной сигнализации, Ca2+-зависимых процессов и апоптоза в цитозольных и ядерном протеомах; (2) трансмембранного транспорта H+ и Ca2+, генерации активных форм кислорода, пермеабилизации наружной мембраны митохондрий и внутреннего апоптоза в митохондриальном протеоме; (3) окислительного стресса, стресса, связанного с повышением концентрации кальция, а также связывания белков и апоптоза в протеоме эндоплазматического ретикулюма. Напротив, дифференциально экспрессируемые белки (ДЭБ), участвующие в транскрипции, посттранскрипционной регуляции, трансляции, регуляции клеточного цикла и межклеточной адгезии, были недостаточно представлены в цитозольных и ядерных компартментах, в то время как процессы биосинтеза аминокислот, митохондриальной трансляции, окисления жирных кислот, активности пируватдегидрогеназы и генерации энергии были подавлены в митохондриальном протеоме обработанных CPP эндотелиальных клеток. Дифференциально экспрессируемые органеллоспецифичные пути были согласованы в HCAEC и HITAEC и между EC, обработанными CPP-P или CPP-S. 
Полученные данные проливают свет на процессы патогенеза в отдельных компартментах и целостных эндотелиальных клетках в связи с интернализацией кальцийпротеиновых частиц. В дальнейшем они могут улучшить понимание причин и механизмов развития эндотелиальной дисфункции и атеросклероза, что позволит отслеживать стадии и облегчить течение данных заболеваний.
[bookmark: _Hlk183355581][bookmark: _Hlk183355694]Исследование «Протеомный профайлинг секретомов эндотелиальных клеток после воздействия частиц кальципротеина выявило снижение регуляции сборки базальной мембраны и повышенное высвобождение растворимого CD59» [11] было выполнено с помощью тандемной масс-спектрометрии. Кальцийпротеиновые частицы являются важными циркулирующими в крови поглотителями избыточных ионов Ca2+ и PO43−, представляя собой буферный и транспортный механизм, который предотвращает внескелетную кальцификацию – опасное патологическое состояние). Будучи интернализованными эндотелиальными клетками (EC), выстилающими стенки сосудов, CPP вызывают их дисфункцию, которая сопровождается заметной молекулярной реконфигурацией, хотя мало что известно о внеклеточных сигнатурах этого процесса. В данном исследовании мы применили нанопоточную высокоэффективную жидкостную хроматографию, совмещённую с тандемной масс-спектрометрией с измерением ионной подвижности, для выполнения профилирования супернатанта культуры клеток из первичных человеческих коронарных артерий (HCAECs) и внутренних грудных артерий (HITAECs), обработанных первичными CPP (CPP-P), вторичными CPP (CPP-S), магнийпротеиновыми частицами (MPP) или фосфатно-солевым буфером Дульбекко (DPBS), не содержащим Ca2+/Mg2+, в течение 24 ч. Инкубация с CPP-P/CPP-S значительно изменила профили секретируемых клетками белков, очертив физиологические и патологические эндотелиальные секретомы. Ни анализ обогащения метаболических путей, ни исследование белок-белковых взаимодействий не обнаружили молекулярных терминов, связанных с внеклеточным матриксом и базальной мембраной, в наборах данных белков из обработанных CPP-P/CPP-S эндотелиальных клеток. Как протеомное профилирование, так и иммуноферментный анализ выявили повышенный уровень протектина (CD59) (мембраносвязанного гликопротеина 18–20 кДа, который защищает клетки от лизиса мембраноатакующим комплексом) и пониженные уровни остеонектина (SPARC), перлекана (HSPG2) и фибронектина (FN1) в супернатанте клеточной культуры после обработки CPP-P/CPP-S. Повышенный уровень растворимого CD59 и пониженное высвобождение компонентов базальной мембраны можно рассматривать как потенциальные признаки дисфункционального эндотелия. 
В совокупности эти результаты свидетельствуют о том, что эндотелиальный секретом при стрессе, связанном повышенными концентрациями кальция, характеризуется повышенным выделением CD59 и недостаточным представительством белков субэндотелиального межклеточного матрикса. Дальнейшие исследования позволят изучить, способствуют ли другие триггеры эндотелиальной дисфункции увеличению количества CD59 и/или подавлению продукции белков межклеточного матрикса различными типами EC.
 Результаты апробации методов ВЭЖХ-МС/МС также приводятся в публикации «Протеомные различия у больных сахарным диабетом 2-го типа и хронической сердечной недостаточностью с сохраненной и сниженной фракцией выброса»[12]. 
[bookmark: _Hlk183355803]В статье рассматривается анализ протеома сыворотки крови с целью обнаружения белковых маркеров хронической сердечной недостаточности (ХСН), что представляет собой важную задачу для клинической медицины. Целью исследования было определение фенотипа пациентов с ХСН с сохраненной или сниженной фракцией выброса, отягощённой сахарным диабетом 2-го типа. В исследовании приняли участие 48 пациентов в возрасте от 69 до 72 лет с диагностированной ХСН и сахарным диабетом 2-го типа, а также здоровые добровольцы в качестве контрольной группы. Применялись различные методы протеомного анализа, включая выделение экзосом методом ультрацентрифугирования, полуколичественную МАЛДИ масс-спектрометрию, электрофорез в полиакриламидном геле с последующей денситометрией и методы ВЭЖХ-МС/МС.
Результаты исследования показали наличие белков воспаления (таких как фибриноген бета, гаптоглобин и серотрансферрин) и белков печеночной ткани (включая альфа-1-антитрипсин и апоВ) у исследуемых групп. Интересно, что уровень некоторых из этих белков был снижен по сравнению с контрольной группой, что может быть связано с проводимой стандартной терапией. Методы ВЭЖХ-МС/МС продемонстрировала наиболее перспективные результаты по сравнению с традиционными подходами, однако различия между группами сравнения, выявленные с помощью гель-электрофореза, были показаны для ряда других белков, что подчеркивает взаимодополняющий характер этих методов.
Выводы исследования свидетельствуют о наличии вариаций в циркулирующих белках у пациентов с сердечной недостаточностью, что может быть связано с различиями в патофизиологии заболевания. Эти вариации не всегда фиксируются действующей классификацией на основе фракции выброса. Высокопроизводительные протеомные методы анализа открывают новые горизонты для более точного определения критериев фенотипов ХСН с сохраненной фракцией выброса и понимания механизма формирования патогенетических путей этого состояния. Таким образом, данное исследование подчеркивает необходимость дальнейшего изучения белковых маркеров для улучшения диагностики и терапии хронической сердечной недостаточности в контексте сопутствующего сахарного диабета.
[bookmark: _Hlk183355993]В статье «Молекулярные альтерации подоцитов при первичном фокально-сегментарном гломерулосклерозе и иммуноглобулин А нефропатии: поисковое исследование» [13] проводилась оценка изменений молекулярного фенотипа подоцитов при первичном фокально-сегментарном гломерулосклерозе (пФСГС) и IgA-нефропатии (IgAN). В поисковое исследование были включены случаи морфологически подтвержденного пФСГС (n=14), IgAN (n=14) и контроля (образцы неизмененной коры почек, полученные при лапароскопической нефрэктомии у пациентов со злокачественными новообразованиями почки и мочевого пузыря без протеинурии (контроль, n=12). Все образцы почки подвергали количественному иммуноморфологическому исследованию экспрессии белка опухоли Вильмса (WT1) и мезенхимальных маркеров подоцитов (десмина и виментина). Коэкспрессию молекул анализировали с использованием конфокальной микроскопии. Результаты. Случаи пФСГС были клинически представлены нефротическим синдромом (суточная потеря белка (СПБ): 9,3 (3,1—14) г), типичными изменениями при световой микроскопии и ультраструктурном анализе. В группе IgAN протеинурия была менее выраженной (СПБ: 1,2 (0,7—1,6) г). Расчетная скорость клубочковой фильтрации при пФСГС и IgAN не различалась (85 (53—103) и 76 (52—87) мл/мин/1,73 м2 соответственно). При пФСГС и IgAN экспрессия WT1в подоцитах была ниже, а виментина — выше по сравнению с контролем. В отличие от IgAN при пФСГС была меньше распространена гломерулярная экспрессия WT1 и больше — экспрессия десмина, который при конфокальной микроскопии был в основном локализован в WT1-негативных клетках клубочка. При пФСГС снижение ядерной экспрессии WT1 и увеличение экспрессии десмина также были отмечены в париетальном эпителии капсулы клубочка. Заключение. Разнонаправленные изменения гломерулярной экспрессии WT1 и белков промежуточных филаментов при пФСГС и IgAN могут косвенно указывать на геномное ре-программирование подоцитов и париетального эпителия клубочка в рамках эпителиально-мезенхимального перехода и определять структурно-функциональные нарушения этих клеток, более выраженные в случае пФСГС. 
Важный прикладной аспект – токсичность  пищевых продуктов исследуется с помощью метода газовой хроматографии-масс-спектрометрии (ГХ-МС) на примере огурца [14]. 
Tоксичность меди (Cu) в сельскохозяйственных культурах является результатом ee чрезмерного выброса в окружающую среду. Мало что известно о смягчении токсичности Cu путем применения наноматериалов на основе углерода, включая водорастворимые производные фуллерена C60. Были исследованы два производных фуллерена: полигидроксилированный C60 (фуллеренол) и производное аргинина C60. Для изучения реакции растений, подвергшихся стрессу Cu (Cucumis sativus L.), на эти наноматериалы был проведен метаболомный анализ с помощью газовой хроматографии-масс-спектрометрии (ГХ-МС). Избыток Cu (15 мкМ) вызвал существенное увеличение Cu в соке ксилемы, замедление сухой биомассы и хлороз листьев огурцов, выращенных на гидропонике. В листьях, подвергшихся стрессу Cu, метаболомы были нарушены в сторону подавления метаболизма соединений азота (N) и активации метаболизма гексоз. Кроме того, в листьях, подвергшихся воздействию меди, наблюдалась активация некоторых метаболитов, участвующих в системе антиоксидантной защиты, таких как аскорбиновая кислота, токоферол и феруловая кислота. Добавленные гидропонным способом аддукты фуллерена снизили содержание меди в ксилемном соке и смягчили ее токсичность, причем эффективность была наиболее выражена для производного аргинина C60. Метаболические реакции растений, подвергшихся воздействию Cu с производными фуллерена, были противоположны реакциям, наблюдавшимся при воздействии только Cu. Активация жирных кислот (линоленовая кислота) и деактивация антиоксидантных молекул (токоферол) может указывать на то, что аддукт аргинина C60 может смягчать окислительный стресс, вызванный присутствием ионов меди. Хотя фуллеренол немного улучшил рост огурцов, его влияние на метаболическое состояние растений, подвергшихся воздействию меди, не было статистически значимым. Предполагается, что протестированные аддукты фуллерена C60, обладают потенциалом для предотвращения токсичности ионов меди в растениях посредством механизма, связанного с ограничением их транспорта по ксилеме от корней к побегам.
В статье «Моделирование параметров магнитного гистерезиса в раковинах фораминифер Срединно-Атлантического хребта» [15] приводятся результаты исследования состава и магнитных свойств фораминифер из донных осадков Срединно-Атлантического хребта и их искусственных аналогов, полученных методом гидротермального синтеза. Наличие магнитного гистерезиса и теоретическое моделирование гистерезисных характеристик позволиляет предположить присутствие зерен нестехиометричного магнетита в одно- и малодоменном состоянии.
Одной из основных задач разработки новых функциональных материалов, содержащих магнитные наночастицы, является получение материалов без токсичных составляющих и с использованием «зеленых» технологий.
Раковины фораминифер представляют собой биогенные структуры на основе пористых микрочастиц карбоната кальция. Магнитные частицы образуются в фораминиферах в ходе процессов их минерального замещения, в этом случае микрочастицы карбоната кальция могут управляться внешним магнитным полем. Также магнитные структуры на остове фораминифер могут возникать при формировании железосодержащих биогенных конкреций на поверхности минеральных скелетов.
Целью настоящей работы являлось исследование состава и магнитных свойств железосодержащих образований, расположенных внутри и на поверхности раковин планктонных фораминифер видов Globigerinoides ruber, Globigerinoides conglobatus, Globigerinoides sacculifer, Globigerinoides tenellus, Orbulina universa, Globorotalia inflate, Globorotalia truncatulinoides и Globorotalia menardii из биогенных карбонатных донных осадков гидротермально активных районов Срединно-Атлантического хребта. Для сравнительного анализа был осуществлен синтез железосодержащих образований на раковинах фораминифер Orbulina universa и изучены их свойства. Также было проведено теоретическое моделирование гистерезисных характеристик исследуемых образцов
Измеренные параметры магнитного гистерезиса подтверждают наличие заметной ферримагнитной составляющей и позволяют предположить преобладание в образцах фораминифер одно- и малодоменных частиц, а в случае искусственных образцов — более мелких суперпарамагнитных частиц. Моделирование показало, что эффективная спонтанная намагниченность имеет тот же порядок величины, что и для образцов фораминифер, но концентрация ферримагнетика существенно выше, а средний размер зерен меньше (порядка 10–20 нм).
Применение метода СЭМ не ограничено объектами живой природы. В статье «Получение искусственных аналогов импактных стекол астроблемы Жаманшин методом высокотемпературной плавки» с исмользованием сканирующего микроскопа проводилось сравнение искусственных аналогов с импактными стелами астроблемы Жаманшин [16].
Установление генезиса коптогенных пород и их эволюционирования в течение геологического времени имеет большое значение для построения сценариев импактных событий и изучения петрофизических свойств горных пород в целом. Несмотря на то, что астроблема Жаманшин (Казахстан) изучается уже 85 лет, до сих пор остается много неразрешенных проблем, в том числе и в области моделирования этого импактного события. Искусственные аналоги импактных стекол, различные виды которых широко распространены на Жаманшине, могли бы воспроизводить наиболее характерные черты природных объектов в отношении их состава, морфологии. Получая модельные образцы из шихты различного состава, можно спроецировать их характеристики на импактиты, варьируя условия охлаждения, которые определяют процессы стеклования и кристаллизации. В данном исследовании были получены искусственные аналоги импактных стекол астроблемы Жаманшин путем плавления пород мишени астроблемы. Использовалась газопламенная высокотемпературная печь. Исходная шихта для плавления подготавливалась таким образом, чтобы получить полный расплав в достаточно большом объеме пробы (сопоставимой с объемами некоторых видов природных импактитов Жаманшина — жаманшинитов и иргизитов). Химический и структурно-фазовый состав искусственных стекол исследовался методом рентгенофазового (РФА) и рентгеноспектрального флуоресцентного анализа (РСФА), сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) и рентгеноспектрального микроанализа (РСМА). Для определения фазовых переходов и химических превращений исходных пород при изменении температуры была проведена дифференциальная сканирующая калориметрия. Химический и структурно-фазовый состав полученных стекол сравнивался с характеристиками импактитов Жаманшина и стекол иного генезиса. Искусственные стекла идентичны Жаманшинским импактитам. Предложенная методика получения аналогов импактных стекол показала свою правомерность.
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В процессе выполнения последнего этапа проекта было разработано 17 методик обработки многообразного биологического материала. Разработанные в ходе выполнения проекта методики, а также методики, разработанные за предыдущие этапы выполнения проекта, были применены в научных исследованиях, результаты которых опубликованы в более чем 150 статьях (16 за последний этап), входящих в коллекцию WOS и/или Scopus, и и РИНЦ. 
Помимо этого, на базе ресурсных центров за отчетный период проводились исследования по 460 научным и образовательным проектам. Было разработано более 50 дополнительных образовательных программ. За последний этап проведено обучение по 5 дополнительным образовательным программам повышения квалификации.
Таким образом, комплексный подход к изучению разнообразия объектов биологии и биомедицины был успешно применен во всех заявленных областях – геномики, протеомики, метаболомики, клеточных технологий и микроскопии. Проведенная работа показала как научную значимость, так и экономическую эффективность – за отчетный период было заключено 266 договоров на коммерческой основе, из них образовательных – 250.
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Использование многомерного анализа для оценки прогностических биомаркеров на примере данных пациентов с сепсисом
А.1 Генетические биомаркеры сепсиса
В исследовании Davenport et al., 2016 было обнаружено, что после поступления в отделение интенсивной терапии транскриптомный анализ лейкоцитов периферической крови позволяет определять две различных типа ответа на сепсис, SRS1 и SRS2 (Davenport et al., 2016). SRS1 характерен для лиц с иммуносупрессивным фенотипом, включающим признаки толерантности к эндотоксину, истощение Т-клеток и снижение уровня антигена лейкоцитов человека (HLA) класса II. При этом SRS1 ассоциировался с более высокой 14-дневной смертностью, чем SRS2. Было обнаружено, что прогностический набор из семи генов, а именно DYRK2, CCNB1IP1, ZAP70, ARL14EP, MDC1, ADGRE3 и TDRD9 позволяет классифицировать пациентов как SRS1 или SRS2. При этом экспрессия TDRD9 была повышена в группе SRS1 по отношению к SRS2, а экспрессия генов DYRK2, CCNB1IP1, ZAP70, ARL14EP, MDC1, ADGRE3 понижена в группе SRS1 (по отношению к SRS2). 
А. 2 Функции генов Davenport
DYRK2 – тирозинкиназа, фосфорилирует гистоны, белок p53, обратную транкриптазу теломеразы TERT
CCNB1IP1 – E3 убиквитин лигаза, взаимодействующая с циклином B1
TDRD9 – Содержащая Тюдор-домен РНК-геликаза, вовлечена в систему подавления экспрессии транспозонов, PIWI
ZAP70 – тирозинкиназа, вовлечена в регуляцию Т и B лимфоцитов
ARL14EP – взаимодействует с ГТФазой ARL14, контролирующей экспорт HLA II молекул
MDC1 – регуляция чекпойнт-контроля в ответ на повреждение ДНК, взаимодействует с фосфорилированным H2AX в сайтах двунитевых разрывов ДНК
ADGRE3 – EGF-подобный трансмембранный рецептор клеток иммунной системы 
А. 3 Материалы и Методы 
А. 3.1 Реагенты и оборудование:
Оценка экспрессии генов группы Davenport проводилась методом Real-Time PCR. В ходе работы были использованы следующие реагенты:
1) Обратная транскриптаза Superscript IV (Invitrogen, Thermo Fisher)
2) Синтез первой цепи Oligo(dT)18 (Invitrogen, Thermo Fisher)
3) Наборы для ПЦР в реальном времени
· PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix, Applied Biosystems (Thermo Fisher)
· 5X qPCRmix-HS SYBR+LowROX (Евроген)
3.2 Проведение ПЦР в реальном времени
Для проведения Real-Time PCR использовался амплификатор 7500 Fast Real-Time PCR (Applied Biosystems). Для оценки уровня экспресии генов  DYRK2, CCNB1IP1, ZAP70, ARL14EP, MDC1, ADGRE3 и TDRD9 проводили обратную транскрипцию с использованием обратной транскриптазы Superscript IV, для праймирования синтеза кДНК использовали Oligo(dT)18, Real-Time проводили с помощью наборов для ПЦР в реальном времени PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix  или 5X qPCRmix-HS SYBR+LowROX. Олигонуклеотиды представлены в Таблице А.1, последовательности были взяты из статьи (Cano-Gamez et al., 2022). Анализ экспрессии осуществляли в соответствии с руководством Guide to Performing Relative Quantitation of Gene Expression Using Real-Time Quantitative PCR Applied Biosystems (Applied Biosystems, 2008). Для определения уровня экспресии по каждому из генов оценивался параметр 2-ΔCt, по Schmittgen and Livak (Schmittgen & Livak, 2008), в качестве референса был использован ген ACTB. Для сравнения также использовали второй референс TOP1, однако в виду того, что уровень его экспрессии у некоторых пациентов был недостаточен для точной оценки, использование этого референса было ограничено.  Соответствие продуктов амплификации целевым длинам контролировалось с помощью гель-электрофореза, также анализировались кривые плавления продуктов амплификации.
Параметр  оценивали по формуле:
 (1)
Где CTtarget – средняя оценка порогового цикла целевого гена у пациента, а CTreference – средняя оценка порогового цикла референсного гена у пациента, проведенные по 4 измерениям.
Стандартное отклонение определяли по формуле:
  (2)
Где st – стандартное отклонение оценки порогового цикла целевого гена (target), а sr – стандартное отклонение оценки порогового цикла референсного гена (reference).
Таблица А.1 – Олигонуклеотиды, использованные в исследовании
	Ген
	Прямой праймер
	Обратный праймер
	ПЦР-продукт

	ACTB
	AAAAACTGGAACGGTGAAGGTGAC
	CCTGTAACAACGCATCTCATATTTGG
	136bp

	ADGRE3
	AAAACCCAGTGAGGGGGATG
	GAGAGCCTATTGTGGAGAACAA
	214bp

	ARL14EP
	TTCAGACAGACAAGTGATACCAGCAAA
	ACCGCAGATTATCCAGCATGT
	246bp

	CCNBP1IP1
	TGGAGCGCAATCGTCAGTAT
	AGTTGTTACCTAATGGGAAGCCA
	147bp

	DYRK2
	AGTAAGGCCAATGTTAACAACACG
	CCAAACTCTCAGTTACTTTGCCAG
	193bp

	MDC1
	CGGTCCTATAAGCCTCAGAGAGTT
	TCTTCTAATTCGTGGTCTGGGAG
	223bp

	TDRD9
	CCCTACGAGTGGAATCAGGTTG
	CCTTTAGGATGCAGTGGGCA
	247bp

	TOP1
	CTCTGAGAGCAGGCAATGAAAAG
	CTCTGGGTGTAGATTGATGTGCT
	95bp

	ZAP70
	CATGGACACGAGCGTGTATGAG
	CCACGTCGATCTGCTTCTTGC
	173bp



А.3.2 Статистические методы анализа данных
Анализ данных проводился в R, который предоставляет широкий спектр пакетов для всех этапов анализа данных, от их предварительной обработки до углубленного статистического анализа и визуализации.
Для обработки данных на разных этаха использовался пакет tidyverse, а для чтения табличных данных — библиотеки readxl, openxlsx и readr.
Построение диаграмм и графиков выполнялось с помощью пакетов ggplot2, ggpubr (функция ggboxplot) и scales. Для извлечения и визуализации результатов многомерного анализа применялся пакет factoextra.
Статистический анализ проводился с использованием пакетов stats и rstatix. Регрессионный анализ выполнялся с помощью пакетов car (функция lm) для линейной регрессии и glmnet для построения LASSO-регрессии.
Для анализа главных компонент использовалась функция prcomp с параметром scale=TRUE, обеспечивающим нормализацию данных. Визуализация результатов PCA (PCA-Biplot) выполнялась с использованием библиотеки factoextra и функции fviz_pca_biplot.
Кластерный анализ осуществлялся методом k-средних с помощью функции kmeans, а результаты визуализировались через fviz_cluster.
Для построения корреляционных матриц применялась функция cor() с указанием соответствующего метода (Pearson или Spearman).
А. 4 Результаты
На рисунках А.1-7 представлены результаты анализа уровня экспрессии генов DYRK2, CCNB1IP1, ZAP70, ARL14EP, MDC1, ADGRE3 и TDRD9, проведенные у пациентов двух групп (выжившие – Survivor и не выжившие – Non-survivor) и здоровых контролей. В данной работе представлены результаты анализа образцов пациентов, взятых на первые сутки поступления. Для подвыборки образцов анализ осуществлялся параллельно с использованием двух наборов для ПЦР в реальном времени PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix  или 5X qPCRmix-HS SYBR+LowROX, что показало в отдельных случаях отличающиеся результаты при оценке экспрессии одних и тех же генов. С учетом того, что набор PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix показал лучшую эффективность на шроком диапазоне концентраций кДНК, в дальнейшем анализе учитывались данные, полученные с помощью этого набора. 
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Рисунок А.1 – Экспрессия гена DYRK2 у пациентов и здоровых контролей 
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Пациенты разделены на две группы в зависимости от исхода заболевания – выжившие (зеленый цвет) и невыжившие (красный цвет). Здоровые контроли (синий цвет). По оси y представлен уровень экспрессии гена DYRK, 2-ΔCt, оценку параметра ΔCt осуществляли относительно референсного гена ACTB, по оси x представлены образцы пациентов или здоровых контролей соответственно цветовой кодировке. 
Рисунок А.2 – Экспрессия гена CCNBP1lP1 у пациентов и здоровых контролей 
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Пациенты разделены на две группы в зависимости от исхода заболевания – выжившие (зеленый цвет) и невыжившие (красный цвет). Здоровые контроли (синий цвет). По оси y представлен уровень экспрессии гена DYRK, 2-ΔCt, оценку параметра ΔCt осуществляли относительно референсного гена ACTB, по оси x представлены образцы пациентов или здоровых контролей соответственно цветовой кодировке. 
Рисунок А.3 – Экспрессия гена TDRD9 у пациентов и здоровых контролей 
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Пациенты разделены на две группы в зависимости от исхода заболевания – выжившие (зеленый цвет) и невыжившие (красный цвет). Здоровые контроли (синий цвет). По оси y представлен уровень экспрессии гена DYRK, 2-ΔCt , оценку параметра ΔCt осуществляли относительно референсного гена ACTB, по оси x представлены образцы пациентов или здоровых контролей соответственно цветовой кодировке. 
Рисунок А.4 – Экспрессия гена ZAP70 у пациентов и здоровых контролей
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Пациенты разделены на две группы в зависимости от исхода заболевания – выжившие (зеленый цвет) и невыжившие (красный цвет). Здоровые контроли (синий цвет). По оси y представлен уровень экспрессии гена DYRK, 2-ΔCt, оценку параметра ΔCt осуществляли относительно референсного гена ACTB, по оси x представлены образцы пациентов или здоровых контролей соответственно цветовой кодировке. 
Рисунок А.5 – Экспрессия гена ARL14EP у пациентов и здоровых контролей
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Пациенты разделены на две группы в зависимости от исхода заболевания – выжившие (зеленый цвет) и невыжившие (красный цвет). Здоровые контроли (синий цвет). По оси y представлен уровень экспрессии гена DYRK, 2-ΔCt, оценку параметра ΔCt осуществляли относительно референсного гена ACTB, по оси x представлены образцы пациентов или здоровых контролей соответственно цветовой кодировке. 
Рисунок А.6 – Экспрессия гена MDC1 у пациентов и здоровых контролей
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Пациенты разделены на две группы в зависимости от исхода заболевания – выжившие (зеленый цвет) и невыжившие (красный цвет). Здоровые контроли (синий цвет). По оси y представлен уровень экспрессии гена DYRK, 2-ΔCt, оценку параметра ΔCt осуществляли относительно референсного гена ACTB, по оси x представлены образцы пациентов или здоровых контролей соответственно цветовой кодировке. 
Рисунок А.7 – Экспрессия гена ADGRE3 у пациентов и здоровых контролей
 Как видно из рисунков А.1-А.7 довльно сложно сделать однозначные выводы о направлении изменения экспрессии тех или иных генов для пациентов с разным клиническим исходом или контролей. Объединение данных и попарное сравнение групп выжившие пациенты и невыжившие пациенты с группой здоровые контроли, а также попарное сравнение групп пациентов между собой, не показало статистически значимой разницы ни по одному из проанализированных генов, рисунок А.8. 
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Рисунок А.8. – Сравнение экспрессии генов DYRK2, CCNB1IP1, ZAP70, ARL14EP, MDC1, ADGRE3 и TDRD9, проведенные у пациентов двух групп (выжившие – Survivor и не выжившие – Non-survivor) и здоровых контролей (Healthy), проведенное попарно между группами здововые контроли и пациенты из двух групп с помощью t-test

Для дальнейшей оценки экспрессии генов группы Davenport был применён метод анализа главных компонент (PCA). Этот метод позволяет свести многомерные данные к меньшему числу переменных (главных компонент), сохраняя максимальную долю исходной дисперсии данных. Основой PCA является разложение ковариационной матрицы данных или их матрицы корреляции (при нормализации). Ковариационная матрица характеризует взаимосвязь между переменными, что позволяет выявить общие направления изменчивости. PCA предназначен для отыскания набора базисных векторов набора данных, которые указывают в направлении, максимизирующем ковариацию между переменными. Технически PCA обычно выполняется с использованием сингулярного разложения матрицы (Singular Value Decomposition, SVD), что позволяет разложить данные на ортогональные компоненты. Главные компоненты представляют собой линейные комбинации исходных переменных и ранжированы по убыванию вклада в общую дисперсию данных.
Для анализа главных компонент была использована функция prcomp() с параметрами scale=TRUE и center=TRUE, которая выполняет разложение данных с использованием сингулярного разложения (SVD). При вызове функции prcomp() данные сначала центрируются (вычитанием среднего значения каждого признака), а при указании параметра scale=TRUE дополнительно нормализуются (делением на стандартное отклонение). Это равносильно работе с матрицей корреляции вместо ковариационной матрицы, что особенно полезно, если переменные измерены в разных единицах или имеют разные масштабы. Метод SVD позволяет разложить центрированную матрицу данных X на три матрицы:

X=UƩVT(3),
где:
U и VT содержат ортонормированные левые и правые сингулярные векторы матрицы X,
Ʃ — диагональная матрица, элементы которой представляют собой сингулярные значения, связанные с дисперсией данных.
Левые сингулярные вектора (колонки матрицы U) описывают, как строки данных (наблюдения) соотносятся с направлениями максимальной дисперсии и представляют проекции данных в пространстве наблюдений. Правые сингулярные векторы (из которых состоит матрица VT) определяют направления компонент в пространстве переменных, то есть, какие комбинации исходных признаков формируют компоненты. Сингулярные значения из матрицы Ʃ при этом пропорциональны корням собственных значений ковариационной или корреляционной матрицы (в зависимости от нормализации) и отражают вклад соответствующих компонент в общую дисперсию данных, характеризуя масштаб их размаха. Сингулярные значения отсортированы по убыванию модуля, в соответствующем им порядке отсортированы и сингулярные векторы. 
Использование prcomp() с нормализацией через scale=TRUE важно для для случаев когда признаки (например, экспрессия генов) имеет различную изменчивость, и нормализация позволяет учесть относительный вклад каждого гена в дисперсию данных. Результаты PCA также включают долю дисперсии, объяснённую каждой компонентой, что позволяет понять, сколько информации сохраняется при использовании меньшего числа компонент.
Перед применением PCA данные были подготовлены, осуществлена фильтрация (функция filter()) по дню наблюдения, использованному набору для Real-Time PCR и выбраны соответствующие гены для анализа. Далее с помощью функции select() были выбраны колонки, несущие информацию об типе и номере образца, анализируемом гене и уровне экспрессии, клиническом исходе и возрасте. Затем результирующая таблица была преобразована в широкий формат с помощью функции pivot_wider(), ненужные параметры были отброшены, исключены пропущенные значения (na), а ряд параметров (тип и номер образца, клинический исход и возраст) были преобразованы из колоночных данных в названия строк с помощью функции column_to_rowname() и в таком виде таблица была использована дальше в работе. 
Пример кода в R с использованием пакета tidyverse:
Dzhadata_pca <- Real_time_calc %>%  # Таблица с объединенными данными
filter(Day %in% '1') %>% # Фильтрация образцов по первым суткам
filter(Kit %in% 'Thermo Fisher') %>% # Фильтрация по набору для Real-Time
filter(Gene %in% c(‘DYRK2’, ‘CCNB1IP1’, ‘ZAP70’, ‘ARL14EP’, ‘MDC1’, ‘TDRD9’)) %>% 
select(Sample, Id_sample, Gene, expression, Clinical_outcome, Age) %>%
pivot_wider(names_from=Gene, values_from=expression) %>% 
ungroup() %>% 
select(!Day) %>% 
select(!Kit) %>% 
drop_na() %>% 
unite("sample_info", c(Sample, Id_sample, Clinical_outcome, Age)) %>% column_to_rownames("sample_info")
Вызов функции prcomp() позволяет произвести необходимые преобразования данных и выполнить  PCA:
pca <- prcomp(Dzhadata_pca, center=TRUE, scale. =TRUE)
При этом можно визуализировать число компонент и их вклад в общую дисперсию, рисунок А.9:
variance <- (pca$sdev)^2
prop_variance <- variance / sum(variance)
barplot(prop_variance, main="Вклад компонент в дисперсию")
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Рисунок А.9 – Визуализация вклада компонент в дисперсию данных

Визуализация результатов с помощью PCA-Biplot (Рисунок А.10), построенном с использованием функции fviz_pca_biplot(), позволяет одновременно отобразить направления переменных (анализируемых генов) относительно главных компонент и распределение наблюдений в пространстве этих компонент. Вклад каждого гена в общую дисперсию проанализирован по длине и направлению их проекций на главные компоненты. Первая главная компонента объясняет наибольшую долю изменчивости данных, тогда как последующие компоненты отражают оставшиеся паттерны вариаций. Использование fviz_pca_biplot() удобно, так как оно автоматически масштабирует и упрощает интерпретацию результатов PCA, позволяя быстро оценить ключевые зависимости и паттерны в данных.
Пример кода с использованием fviz_pca_ind() и fviz_pca_biplot():
fviz_pca_ind(pca)
Sample_info <- pca$x %>% 
  as.data.frame %>%
  rownames_to_column("sample_info") %>%
  separate_wider_delim(sample_info, delim = "_", 
     names = c("Sample", "Id_sample", "Clinical_outcome", "Age"))
fviz_pca_ind(pca, habillage = Sample_info$Sample)

Sample_info$Clinical_outcome <- as.factor(Sample_info$Clinical_outcome)
var_data <- get_pca_var(pca)
fviz_pca_biplot(pca, col.var = "contrib", gradient.cols = c("grey", "blue", "red"), geom.ind = "point", addEllipses = TRUE, repel=T)+
   geom_point(aes(shape = factor(Sample_info$Clinical_outcome)), size=2, position = position_jitter()) +
  theme(text = element_text(size = 14),
        axis.title = element_text(size = 14, face = 'bold'),
        axis.text = element_text(size = 14, face = 'bold'))+
  labs(title = "PCA-Biplot")
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Рисунок А.10 – Результаты анализа главных компонент и PCA-Biplot, полученные для данных экспрессии генов DYRK2, CCNB1IP1, ZAP70, ARL14EP, MDC1 и TDRD9 на обобщенной выборке из пациентов и контролей, всего проанализировано 16 образцов для каждого гена. Contrib – соответствует вкладу каждого признака в дисперсию

С помощью функции cor() с указанием метода (method='Pearson' или method='Spearman') была проанализирована корреляция между признаками для категорий Пациенты и Контроли, при этом были рассчитаны коэффициенты корреляции Пирсона и Спирмена (Таблицы А.2-А.5).

Таблица А.2 – Коэффициенты корреляции Пирсона между генами DYRK2, CCNB1IP1, ARL14EP, MDC1 и TDRD9 по 10 образцам для категории Пациенты 
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Таблица А.3 – Коэффициенты корреляции Спирмена между генами DYRK2, CCNB1IP1, ARL14EP, MDC1 и TDRD9 по 10 образцам для категории Пациенты
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Таблица А.4 – Коэффициенты корреляции Пирсона между генами DYRK2, CCNB1IP1, ARL14EP, MDC1, TDRD9 и ZAP70 по 10 образцам для категории Контроли
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Таблица А.5 – Коэффициенты корреляции Спирмена между генами DYRK2, CCNB1IP1, ARL14EP, MDC1, TDRD9 и ZAP70 по 10 образцам для категории Контроли
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Как видно из таблиц А.2-А.5 уровни экспрессии генов DYRK2, CCNB1IP1, ARL14EP и MDC1 являются высокоскоррелированными признаками как для категории Пациентов, так и для категории Контроли. Наличие многих высокоскореллированных признаков (мультиколлинеарность) осложняет использование ряда моделей машинного обучения и должно восприниматься с настороженностью. Обнаружение, что подобные признаки в работах (Cano-Gamez et al., 2022; Davenport et al., 2016) были в том числе использованы в разработке моделей машинного обучения для стратификации пациентов с сепсисом, несомненно, вызывает удивление и должно быть исследовано более тщательно. 
Дальнейший анализ был сосредоточен на проведении кластерного анализа с главными компонентами, полученными с помощью PCA. Для кластерного анализа был выбран метод k-средних. Кластеризация методом k-средних – это популярный алгоритм машинного обучения без учителя, используемый для разделения данных на отдельные кластеры на основе сходства. Цель алгоритма k-means - сгруппировать точки данных в k кластеров, где каждый кластер определяется его центроидом - средним значением точек данных в этом кластере. Алгоритм работает по итерационному принципу. На первом этапе происходит инициализация, когда случайным образом выбираются k начальных центроидов (центров кластеров). Далее производится присвоение (назначение) каждой точки данных ближайшему центроиду на основе выбранной метрики расстояния (обычно это евклидово расстояние, L2-норма вектора). Затем производится пересчет (обновление) центроидов путем вычисления среднего значения всех точек, отнесенных к каждому кластеру. Шаги назначения и обновления осуществляются итеративно до тех пор, пока центроиды не перестанут существенно меняться, что свидетельствует о сходимости алгоритма. Метод k-средних широко используется благодаря своей простоте и эффективности, особенно при работе с большими наборами данных. 
PCA можно сочетать с кластеризацией k-means, чтобы улучшить процесс кластеризации и получить более значимые и интерпретируемые результаты. Проецируя данные на меньшее число главных компонент, PCA упрощает структуру данных, что облегчает их визуализацию и кластеризацию. PCA уменьшает количество измерений, позволяя k-means работать более эффективно, фокусируясь на наиболее важных направлениях дисперсии в данных: удаляя шум и избыточные признаки, PCA помогает алгоритму k-means быстрее сходиться. Особенно важно снижение размерности при анализе высокоразмерных данных, которые сложно кластеризовать из-за проклятия размерности. PCA также помогает визуализировать кластеры, проецируя высокоразмерные данные на 2D- или 3D-плоскость, что облегчает интерпретацию.
В качестве примера на Рисунке А.11 приведен кластерный анализ с результатами PCA для 5 генов DYRK2, CCNB1IP1, ARL14EP, MDC1 и TDRD9 у категории Пациенты. При этом в анализ был взят также еще ряд других показателей, который включал параметры клинического анализа крови и состояния сердечно-сосудистой системы. Часть из анализированных параметров, в том числе вышеперечисленные гены, характеризовалась высокой степенью коллинеарности. 
Для проведения кластеризации было выбрано несколько главных компонент, с суммарным вкладом в дисперсию около 95%. Затем был выполнен кластерный анализ при помощи функции kmeans(), с k=3 (centers).
Пример кода: 
pca_scores_subset <- pca_multi$x[, 1:4]
kmeans_multi_result <- kmeans(pca_scores_subset, centers = 3)
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Данные – уровни экспрессии генов DYRK2, CCNB1IP1, ARL14EP, MDC1 и TDRD9, показатели клинического анализа крови и состояния сердечно-сосудистой системы. Клинический исход – выжившие (зеленый цвет), невыжившие (красный цвет). По осям x и y представлен процент дисперсии, соответствующий первым главным компонентам.
Рисунок А.11 – Результаты кластерного анализа с комнонентами PCA у пациентов


Линейная регрессия - это фундаментальный статистический метод, используемый для моделирования взаимосвязи между одной или несколькими переменными-предсказателями (независимыми переменными) и зависимой переменной. Цель - найти оптимально подходящую линию (или гиперплоскость в более высоких измерениях), которая минимизирует сумму квадратов разницы между наблюдаемыми и предсказанными значениями.
В R функция lm() используется для выполнения обычной линейной регрессии по методу наименьших квадратов. Она оценивает коэффициенты регрессии путем минимизации суммы квадратов остатков. Функция glmnet() фитирует линейные модели с использованием методов регуляризации, таких как например регрессия LASSO (используется L1-норма). Такие методы полезны, когда количество предикторов велико или превышает размер выборки и между предикторами существует мультиколлинеарность. Функция cv.glmnet() выполняет k-кратную кросс-валидацию, чтобы найти оптимальное значение параметра регуляризации (лямбда). Это гарантирует хорошее обобщение модели на все данные.
Функцию lm() использовали для построения базовой множественной линейной регрессии, а glmnet() и cv.glmnet() для обеспечения надежной регуляризованой регрессии для отбора значимых предикторов. Регуляризация позволяет избежать чрезмерной подгонки модели и сохранить ее интерпретируемость. Для отбора значимых предикторов использовали glmnet и cv.glmnet(). Ниже приведен пример постоения LASSO линейной регрессии с кросс-валидацией cv.glmnet().
Подготовка данных:
x <- as.matrix(Data [, c('ШКГ', 'САД', 'ДАД', 'срАД', 'ЧСС', 'Hb', 'Ht', 'Лц', 'neutr', 'lympho',  
                  'Тр', 'К', 'Na', 'креатинин', 'мочевина', 'лактат', 'ПКТ', 'pH', 'НCO3', 'BE',
                    'pO2', 'pCO2', 'FiO2', 'МНО', 'АЧТВ', 'ПВ', 'ПА', 'Age')])  # предикторы
y <- Data$GeneX  # зависимая переменная

Фитирование модели LASSO регрессии:
lasso_model <- cv.glmnet(x, y, alpha = 1, nfolds = 8)

Просмотр коэффициентов (с регуляризацией):
coef(lasso_model, s = "lambda.min")
plot(lasso_model)
Для построения множественной линейной регрессии для анализа различных предикторов использовали функцию lm().
Пример кода:
lm(formula = зависимая переменная ~ ARL14EP + CCNBP1IP1 + DYRK2 + MDC1, data = Dzhadata_multi_all) 
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Сравнительная характеристика магнитных частиц разных производителей
Б.1 Введение
Очистка и разделение нуклеиновых кислот до появления современных методов являлись крайне трудоемким и длительным процессом, основанным на нескольких этапах экстракции и центрифугирования, при этом количество и чистота продуктов разделения были на низком уровне. 
В 70-х годах XX века началась разработка методов магнитной сепарации биологически активных соединений [1], что в конечном итоге привело к широкой адаптации этой технологии во многих областях молекулярной биологии [2-5].
Механизм действия магнитных частиц (МЧ) основан на избирательном обратимом присоединении под действием электростатических сил фрагментов нуклеиновой кислоты к их поверхности, модифицированной кремнием или полимером со свободными карбоксильными группами в присутствии концентрированного раствора солей с добавлением полиэтиленгликоля. При воздействии магнитного поля на парамагнитное ядро, (состоящее, например, из оксида железа), МЧ отделяются от раствора, в котором содержатся ненужные фрагменты или загрязняющие вещества. Далее МЧ с прикрепленными молекулами ДНК или РНК очищаются этанолом, затем проводится элюция буферным раствором с меньшей концентрацией солей. Метод получил название твёрдофазной обратимой иммобилизации (SPRI) [6-8]. С МЧ в первую очередь связываются длинные фрагменты нуклеиновых кислот, так как они имеют больший суммарный заряд и это свойство используется для выделения фрагментов целевой длины из их смеси.
Некоторые производители в своих протоколах подготовки библиотек для секвенирования указывают на возможность замены МЧ собственного производства на аналог [9, 10], но данная информация отрывочна и не охватывает весь спектр присутствующих на рынке производителей. Поэтому проверка сопоставимости между собой различных продуктов является актуальной, что и определило цель данной работы – сравнить между собой МЧ производителей MGI, New England Biolabs и Beckman Coulter в контексте их использования в протоколах создания библиотек для NGS секвенирования. 
Б.2 Материалы и методы
Методика подготовки библиотек для NGS секвенирования обычно включает несколько этапов очистки (таблица Б.1)
Таблица Б.1 – Этапы очистки в протоколах подготовки библиотек с помощью наборов MGI и New England Biolabs [9, 10]

	MGIEasy FS DNA Library Prep Set
	NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina

	Отбор фрагментов (Size selection) или очистка продуктов фрагментации. Удаляются фрагменты ДНК с длиной больше или меньше целевой, а также компоненты реакции фрагментации
	

	Очистка после лигирования адаптеров. Удаляются неприсоединенные адаптеры и компоненты предыдущих реакций
	Отбор фрагментов (Size selection) или очистка после лигирования адаптеров. Удаляются неприсоединенные адаптеры и компоненты предыдущих реакций

	Очистка продукта ПЦР. Удаляются оставшиеся праймеры, нуклеотиды, ферменты
	 Очистка продукта ПЦР. Удаляются оставшиеся праймеры, нуклеотиды, ферменты

	Очистка продукта ферментативного расщепления незакольцованных нитей. Удаляются фрагменты разрушенной ДНК и компоненты предыдущих реакций
	 



Б.2.1 Обобщенный протокол производителя для очистки образцов ДНК при приготовлении библиотек
Выбор между обычной очисткой и отбором фрагментов производится на основе данных о количестве ДНК в образце. Если суммарное количество ДНК превышает 100 нг, то рекомендуется проводить отбор фрагментов. В противном случае, а также при высокой степени деградации, применяется очистка. 
Б.2.1.1 Очистка (Cleanup)
1) Выдержать МЧ при комнатной температуре в течение 30 минут
2) Тщательно перемешать на вортексе
3) Добавить МЧ к образцам исходя из соотношения 1:0,8
4) Перемешать на вортексе или пипетированием
5) Инкубировать 5 минут
6) Переставить пробирки в магнитный штатив на 5 минут, пока жидкость не станет прозрачной
7) Не вынимая из штатива, удалить супернатант
8) Добавить в каждый образец по 200 µl свежеприготовленного 80% этанола. Не перемешивать МЧ. 
9) Инкубировать 30 секунд
10) Не вынимая из штатива, удалить супернатант
11) Повторить п.8-10 еще раз
12) Центрифугировать пробирки
13) Дозатором небольшого объема удалить остатки этанола 
14) При открытых крышках просушивать МЧ до тех пор, пока пеллета не перестанет блестеть, но до начала ее растрескивания
15) Снять с магнитного штатива и добавить такое количество буфера ТЕ, какое необходимо для следующего этапа протокола подготовки библиотек
16) Перемешать пипетированием. Смыть буфером МЧ со стенок пробирки, слабо центрифугировать
17) Инкубировать 5 минут
18) Переставить пробирки в магнитный штатив на 5 мин, пока жидкость не станет прозрачной. Отобрать супернатант в новую пробирку
Б.2.1.2 Отбор фрагментов (Size selection)
1) Выдержать МЧ при комнатной температуре в течение 30 минут
2) Тщательно перемешать на вортексе
3) Добавить МЧ к образцам исходя из длины фрагментов, которые должны присутствовать в наибольшем количестве в готовой библиотеке, то есть в зависимости от типа секвенирования. В качестве примера приводим данные из протокола одного из производителей (таблица Б.2).
Таблица Б.2 – Рекомендуемое соотношение объемов МЧ и образца при использовании набора NEBNext® Ultra™ II DNA Library Prep Kit for Illumina на первом этапе отбора фрагментов [9]
	Размер вставки, п.н.
	150–250
	200–350
	275–475
	350–600

	Размер библиотеки (вставка + адаптеры + праймеры), п.н.
	270–370

	320–470
	400–600
	470–800

	Соотношение объемов МЧ и образца на первом этапе
	0,4
	0,3
	0,25
	0,2

	Соотношение объемов МЧ и образца на втором этапе
	0,15
	0,12
	0,085
	0,085


4) Перемешать на вортексе или пипетированием
5) Инкубировать 5 минут
6) Переставить пробирки в магнитный штатив на 5 минут, пока жидкость не станет прозрачной
7) Не вынимая из штатива, отобрать супернатант в новую пробирку
8) Далее продолжать в соответствии с разделом 2.1.1., МЧ добавлять исходя из длины фрагментов, которые должны присутствовать в наибольшем количестве в готовой библиотеке, то есть в зависимости от типа секвенирования (таблица Б.2). 
Б.2.2 Экспериментальное сопоставление МЧ разных производителей
В качестве ДНК-матрицы использовали маркер длин 1 kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs), представляющий из себя смесь фрагментов ДНК длиной от 100 до 10000 п.н., с известной концентрацией каждого размерного класса (рисунок Б.1). Маркер разводили в 50 раз буфером TE (MGI) до рабочей концентрации 20 нг/µl. Эксперимент №1 проводили по протоколу Б.2.1.1 (соответствует очистке), эксперимент №2 проводили по первому этапу протокола Б.2.1.2 (соответствует 1 этапу выбора фрагментов). В каждом из двух экспериментов к 16 µl маркера (суммарное количество ДНК 320 нг) добавляли МЧ (таблица Б.3) в соотношении 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, 1. Оба эксперимента проводили в трех повторностях. 
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Рисунок Б.1 – Результат электрофоретического разделения компонентов ДНК-маркера 1 kb Plus DNA Ladder [11]
Таблица Б.3 – Перечень использованных МЧ
	Производитель
	Наименование
	Номер в каталоге
	Ссылка на протокол производителя

	MGI
	MGIEasy DNA Clean Beads, 50 mL
	1000005279
	[10]

	New England Biolabs
	NEBNext® Ultra™ II FS DNA Library Prep with Sample Purification Beads1
	#E6177
	[9]

	Beckman Coulter
	Agencourt AMPure XP, 60 mL
	A63881
	[12]


1 – МЧ поставляются только в составе наборов, один из которых указан в качестве примера. 
Б.2.3 Измерение концентраций
Концентрацию ДНК измеряли на флуориметре Promega (Promega, США) с использованием набора QuDye dsDNA Assay Kit (Lumiprobe). 
Б.2.4 Капиллярный электрофорез
Анализ распределения фрагментов ДНК проводили с помощью системы капиллярного гель-электрофореза QIAxcel Advanced System (Qiagen, Германия) с использованием набора QIAxcel DNA High Resolution Kit (1200) (Qiagen).
Б.2.5 Анализ данных
Для оценки различий внутри и между групп производителей МЧ был использован критерий Крускала-Уоллиса, который представляет собой непараметрический аналог однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) и используется для проверки статистической значимости различий между тремя или более независимыми выборками. Основное предположение этого теста заключается в том, что он применяется к рангам значений, а не к самим значениям, а также не требует предположений о нормальности распределения.
Критерий подсчитывали для групп одного уровня по соотношению МЧ к количеству ДНК матрицы. Для расчетов использовали RStudio интегративную среду разработки для языка программирования R.
Б.3 Результаты
Для того чтобы выяснить, если ли разница между производителями МЧ для очистки библиотек для секвенирования, мы провели эксперимент по сравнению степени очистки фрагментов нуклеиновых кислот при различных соотношениях МЧ к ДНК матрице. Основным параметром для сравнения была выбрана концентрация ДНК после очистки, измеренная в зависимости от соотношения ДНК к объему МЧ. После измерения на флуориметре Quantus, мы получили следующие результаты концентраций двуцепочечной ДНК, которые представленные в таблицах Б.1 (очистка от коротких фрагментов) и Б.2 (очистка от длинных фрагментов).
Таблица Б.4 – Концентрации ДНК после очистки от коротких фрагментов
	Соотношение ДНК к МЧ
	MGI
	New England Biolabs
	Ampure

	0,20
	0,199
	0,198
	0,301
	0,295
	0,186
	0,236
	0,378
	0,144
	0,313

	0,40
	5,3
	4,89
	7,4
	6,9
	6,5
	10
	6,8
	6,8
	11

	0,60
	12
	11
	16
	15
	14
	18
	16
	14
	18

	0,80
	7
	12
	16
	16
	14
	19
	17
	15
	18

	1,00
	16
	15
	17
	18
	18
	23
	18
	17
	20




Таблица Б.5 – Концентрации ДНК после очистки от длинных фрагментов
	Соотношение ДНК к МЧ
	MGI
	New England Biolabs
	Ampure

	0,20
	15
	11
	16
	15
	17
	16
	15
	16
	16

	0,40
	11
	9,1
	9,1
	11
	8,9
	11
	9,6
	8,2
	7,8

	0,60
	3,87
	3,17
	2,62
	3,12
	2,68
	2,85
	3,04
	2,74
	2,49

	0,80
	2,46
	2,18
	1,82
	2
	1,8
	1,48
	2,31
	1,94
	1,72

	1,00
	1,87
	1,74
	1,54
	1,57
	1,34
	1,3
	1,58
	1,44
	1,28


Для определения наличия или отсутствия статистически значимых различий внутри и между группами производителей был подсчитан критерий Крускала-Уоллиса. Он был выбран как аналог дисперсионного анализа ANOVA для сравнения нескольких групп и с использованием данных, для которых не важно, нормально они распределены или нет. Результаты анализа сравнения МЧ внутри производителя для метода очистки от коротких фрагментов (повторности) представлены в таблице Б.6, в таблице Б.7 представлены результаты сравнение групп внутри производителя для метода очистки от длинных фрагментов (повторности).
Таблица Б.6 – Критерий Крускала-Уоллиса для метода очистки от коротких фрагментов внутри производителя
	Производители
	Хи-квадрат
	df
	 p-value

	MGI
	0.45916
	2
	0.7949

	New England Biolabs
	0.34384
	2
	0.842

	Ampure
	0.33954
	2
	0.8439


Таблица Б.7 – Критерий Крускала-Уоллиса для метода очистки от длинных фрагментов внутри производителя
	Производители
	Хи-квадрат
	df
	p-value

	MGI
	0.46667
	2
	0.7919

	New England Biolabs
	0.19535
	2
	0.9069

	Ampure
	0.21538
	2
	0.8979


Результаты анализа по критерию Крускала-Уоллиса для сравнения производителей между собой в зависимости от соотношения объема ДНК матрицы к объему МЧ представлены в таблице Б.8 для метода очистки от коротких фрагментов и в таблице Б.9 для метода очистки от длинных фрагментов.
Таблица Б.8 – Критерий Крускала-Уоллиса для метода очистки от коротких фрагментов
	Соотношение ДНК к МЧ
	Хи-квадрат
	df
	p-value

	0,20
	0.093443
	2
	0.9544

	0,40
	2.7118
	2
	0.2577

	0,60
	2.1197
	2
	0.3465

	0,80
	2.8908
	2
	0.2357

	1,00
	5.3101
	2
	0.07029


Таблица Б.9 – Критерий Крускала-Уоллиса для метода очистки от длинных фрагментов
	Соотношение ДНК к МЧ
	Хи-квадрат
	df
	 p-value

	0,20
	1.6855
	2
	0.4305

	0,40
	3.5403
	2
	0.1703

	0,60
	1.4222
	2
	0.4911

	0,80
	2.2222
	2
	0.3292

	1,00
	3.2889
	2
	0.1931


Различные наборы МЧ могут давать разную селективность по размеру фрагментов ДНК в зависимости от их соотношения с матрицей ДНК. Для оценки селективности фрагментов был использован капиллярный электрофорез и получены профили распределения длин фрагментов в зависимости от соотношения МЧ к ДНК. Результаты показаны на рисунке Б.2.


2

1-5 – MGI, 6-10 – New England Biolabs, 11-15 – Beckman Coulter, 16 – 1 kb Plus DNA Ladder. Электрофореграмма при соотношении МЧ 0,2 (1, 6, 11), 0,4 (2, 7, 12), 0,6 (3, 8, 13), 0,8 (4, 9, 14), 1 (5, 10, 15)
Рисунок Б.2 – Результаты эксперимента по очистке от коротких фрагментов, визуализированные с помощью капиллярного электрофореза. 
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Б.4 Обсуждение результатов
В ходе эксперимента было проведено сравнение трех наборов МЧ для очистки библиотек для секвенирования по способности удалять фрагменты разной длины при различных соотношениях ДНК к объему МЧ. Основным показателем была концентрация ДНК после очистки, что позволило определить степень эффективности каждой системы очистки. Результаты были разделены на два типа очистки – от коротких и длинных фрагментов, представленные в таблицах Б.4 и Б.5.
Б.4.1 Очистка от коротких фрагментов
Согласно данным из таблицы Б.4, концентрации ДНК, полученные при использовании МЧ от MGI, New England Biolabs и Ampure, демонстрируют различную динамику в зависимости от соотношения ДНК к МЧ. Для низких соотношений (0,20) значения концентрации ДНК между производителями не сильно различаются, но уже при соотношениях 0,40 и выше видны более значительные отличия. Ampure и New England Biolabs показывает несколько более высокие концентрации ДНК, особенно при соотношениях 0,60 и 1,00, что может свидетельствовать о более высокой селективности этих МЧ для коротких фрагментов.
Результаты статистического анализа с использованием критерия Крускала-Уоллиса (таблица Б.6) не выявили значимых различий внутри каждого производителя (p > 0,79 для всех производителей), что говорит о том, что вариации между повторностями в пределах одного производителя невелики.
Также как и при сравнении производителей между собой (таблица Б.8) значимых различий по эффективности очистки при большинстве соотношений не было выявлено (p > 0,05). Исключение составляет соотношение 1,00, где значение p-value (0,07029) приближается к значимому уровню, что может указывать на то, что при высоких концентрациях ДНК различия между наборами становятся более заметными, особенно для МЧ от Ampure и New England Biolabs.
Б.4.2 Очистка от длинных фрагментов
В методе очистки от длинных фрагментов (таблица Б.5) мы ожидаем, что с увеличением количества МЧ, становится меньше ДНК. На низких уровнях соотношения ДНК к МЧ (0,20) все три производителя показывают схожие результаты. Однако с увеличением соотношения ДНК к МЧ эффективность очистки изменяется, так на МЧ производства MGI осаждается меньшее количество ДНК матрицы, что приводит к большим концентрациям, чем у двух оставшихся производителей, но стоит сказать, что эти различия не значительны. 
Статистический анализ для сравнения внутри групп (таблица Б.7) показывает, что различия между повторностями внутри каждого производителя остаются незначительными (p > 0,79). Также сравнение между производителями (таблица Б.9) не выявило значимых различий для всех соотношений (p > 0,17), что говорит о схожести результатов между тремя производителями для от очистки длинных фрагментов.
Б.4.3 Обсуждение селективности фрагментов
Различия между производителями могут быть обусловлены их селективностью по размеру фрагментов ДНК, что особенно важно при подготовке библиотек для секвенирования. Результаты, полученные с использованием капиллярного электрофореза, позволяют предположить, что МЧ от Ampure и New England Biolabs имеют большую селективность как для коротких фрагментов, так и для длинных, особенно при высоких соотношениях ДНК к буферу. Это может объяснить более высокие концентрации ДНК для коротких фрагментов по сравнению с MGI. Подверждение этого мы можем наблюдать и на изображениях, полученных с капиллярного электрофореза. При одинаковом уровне соотношения МЧ к ДНК матрице, МЧ MGI отбирают меньшее количество ДНК, чем New England Biolabs и Ampure. Но, в целом, различия между производителями незначительные и можно говорить о схожести механизмов взаимодействия МЧ с длинными фрагментами ДНК при этих условиях.
Б.5 Заключение
На основании проведённого анализа можно сделать вывод, что все три производителя МЧ (MGI, New England Biolabs, Ampure) демонстрируют схожую эффективность при очистке как коротких, так и длинных фрагментов ДНК. Однако таких случаях, как очистка коротких фрагментов при высоком соотношении ДНК к буферу, наблюдается тенденция к более высокой селективности у Ampure и New England Biolabs, что может быть полезно для определённых типов библиотек. Тем не менее, значимых статистических различий между производителями выявлено не было, что позволяет рассматривать каждый из наборов как эффективный инструмент для очистки библиотек для секвенирования.
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[bookmark: _Toc183359081]ПРИЛОЖЕНИЕ В
Синтез генов из олигонуклеотидов
В.1 Ведение
[bookmark: OLE_LINK1]Синтез ДНК из праймеров – это один из возможных способов получить необходимую для работы открытую рамку считывания (или практически любой участок ДНК). Ранее существовало несколько способов получения необходимого в исследовании гена. С одной стороны, можно было попросить его у коллег, которые занимаются близкими исследованиям, однако этот вариант не всегда работает по целому ряду причин. С другой стороны, можно было найти организм, который содержал необходимый ген, или его биоматериал и изолировать необходимый участок ДНК. Часто это достаточно сложная работа. 
В любом случае, если в дальнейшем предполагается использовать выделенную открытую рамку считывания (ORF (open reading frame)) для наработки белка в другом организме, то всегда появляется вопрос неоптимальности частоты использованных кодонов в целевой ORF для получения хорошей экспрессии белка, а это приводит к необходимости проводить направленный мутагенез и секвенирование, что может быть достаточно длительной процедурой. В то же время синтез из праймеров позволяет заранее запланировать необходимую частоту кодонов и получить ORF, подготовленную к максимальной продукции белка в целевом организме. 
Однако у метода синтеза ДНК из праймеров есть свои ограничения – лучше всего (и быстрее всего) синтезируются участки ДНК размером до 500 п.н. Если необходимо получить ORF длинней, то тут на помощь исследователю приходит перекрывающийся ПЦР (overlap extension PCR) или Gibson assembly, то есть, сначала синтезируют из праймеров два (или более) фрагмента длиной менее 500 п.н., а затем их объединяют в длинный участок ДНК.  Кроме того, практически невозможно синтезировать участки ДНК, содержащие повторы, или имеющие сильные вторичные структуры. В связи с этим метод «синтез ДНК из праймеров» часто называют «синтез гена из праймеров», так как обычно гены не содержат повторов или вторичных структур на уровне ДНК.
Синтез гена из праймеров может быть осуществлен с использованием двух методов: лигазной цепной реакции (ЛЦР) или безматричной полимеразной цепной реакции (ПЦР) (https://openwetware.org/wiki/DNA_Synthesis_from_Oligos). Хотя оба протокола похожи, у них есть некоторые различия, которые будут описаны в данной методике.
В методике в качестве примера будут рассмотрены следующие тестовые задачи: 
1)  получить экспрессионную плазмиду, кодирующую тяжелую цепь человеческого гена главного комплекса гистосовместимости 1 типа (HLA-A2 Homo Sapiens,  длина - 278 аминокислот), для продукции белка в E.coli, с помощью безматричной ПЦР,
2) получить экспрессионную плазмиду, кодирующую легкую цепь человеческого гена главного комплекса гистосовместимости 1 типа – бета микроглобулин (β2MG Homo Sapiens, длина - 99 аминокислот), для продукции белка в E.coli, с помощью лигазной цепной реакции.
В.2 Получение экспрессионной плазмиды с геном, кодирующим HLA1.
В.2.1 Подбор праймеров
Для синтеза участков ДНК предварительно нужно подобрать праймеры для обеих цепей ДНК. Приблизительно 10 лет назад в интернете было несколько бесплатных серверов, для выполнения этой работы [1-5] К сожалению, в 2024 году закрылся последний сервер программы DNAworkd на сайте Национального института здоровья (https://hpcwebapps.cit.nih.gov/dnaworks/), однако, копия программы есть на сайте гитхаб (https://github.com/davidhoover/DNAWorks), и ее при желании можно развернуть на компьютере с линукс. Кроме того, есть еще 2 сайта (https://primerize.stanford.edu/, http://genecut.unipro.ru/), предоставляющих возможность дизайна праймеров для синтеза гена, однако их возможности ограничены. В данной методике будет кратко рассмотрена работа с программой DNAworks, установленной на сервере с Ubuntu 22.04.5.
Для работы программы требуется внести изменения в файл с исходными данными программы: DNAWORKS.inp. Файл должен содержать исходные данные и параметры работы программы. В связи с достаточно хорошей документацией программы остановимся только на самых важных параметрах. Все не нужное комментировано знаком #, значимые параметры не содержат этого знака. 
title “HLA” (название   задачи)
timelimit 10800 # seconds until giving up, 0 means wait forever (ограничение на время работы программы)
melting low 65 [ high $I ] [ tolerance 1 ] (температура плавления праймеров)
length low 65 # default (длина праймеров)
frequency threshold 10 # default (ограничение на использования кодонов (использовать, если встречаемость кодонов составляет не менее 10%))
concentration oligo 1E-7 sodium 0.05 magnesium 0.002 # default (концентрация праймеров, натрия и магния в реакции)
solutions 10 (количество выдаваемых решений)
repeat 8 # default (ограничение на длину повторов)
tbio (Thermodynamically Balanced Inside-Out термодинамически сбалансированные праймеры имеющие одну и туже температуру отжига) #nogaps (этот параметр используется в случае LCR – лигазной цепной реакции)
LOGFILE "HLA_Output.txt" (название файла результатов)
codon ecoli2 (частота использования кодонов (кодоновая таблица), под которую будет подстраиваться последовательность ДНК)
protein
gshsmryfftsvsrpgrgeprfiavgyvddtqfvrfdsdaasqrmeprapwieqegpeywdgetrkvkahsqthrvdlgtlrgyynqseagshtvqrmygcdvgsdwrflrgyhqyaydgkdyialkedlrswtaadmaaqttkhkweaahvaeqlraylegtcvewlrrylengketlqrtdapkthmthhavsdheatlrcwalsfypaeitltwqrdgedqtqdtelvetrpagdgtfqkwaavvvpsgqeqrytchvqheglpkpltlrwepssglndifeaqkiewhe
// (последовательность белка HLA с добавкой AVI-тэга – дополнительно 15 аминокислот. Всего 293 аминокислоты.)
После запуска программа выдает результирующий файл, в котором указана вся информация о запуске, использованной кодоновой таблице, расположении праймеров и последовательности праймеров (рисунок В.1).
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 Job started on 11/19/2024 at 13:04:07

 Job name: HLA                                                                  
 
      SEQUENCE  1: PROTEIN LENGTH =  293                               
 ----------------------------------------------------------------
   1 GSHSMRYFFTSVSRPGRGEPRFIAVGYVDDTQFVRFDSDAASQRMEPRAPWIEQEGPEYW
  61 DGETRKVKAHSQTHRVDLGTLRGYYNQSEAGSHTVQRMYGCDVGSDWRFLRGYHQYAYDG
 121 KDYIALKEDLRSWTAADMAAQTTKHKWEAAHVAEQLRAYLEGTCVEWLRRYLENGKETLQ
 181 RTDAPKTHMTHHAVSDHEATLRCWALSFYPAEITLTWQRDGEDQTQDTELVETRPAGDGT
 241 FQKWAAVVVPSGQEQRYTCHVQHEGLPKPLTLRWEPSSGLNDIFEAQKIEWHE
 ----------------------------------------------------------------
 
             CODON FREQUENCY TABLE: E. coli Class II              
 ----------------------------------------------------------------
 
      TTT F 0.291   TCT S 0.324   TAT Y 0.352   TGT C 0.389
      TTC F 0.709   TCC S 0.266   TAC Y 0.648   TGC C 0.612
      TTA L 0.034   TCA S 0.048   TAA X 0.630   TGA X 0.352
      TTG L 0.055   TCG S 0.074   TAG X 0.076   TGG W 1.000
 
      CTT L 0.056   CCT P 0.112   CAT H 0.298   CGT R 0.643
      CTC L 0.080   CCC P 0.016   CAC H 0.702   CGC R 0.330
      CTA L 0.008   CCA P 0.153   CAA Q 0.187   CGA R 0.011
      CTG L 0.767   CCG P 0.719   CAG Q 0.814   CGG R 0.008
 
      ATT I 0.335   ACT T 0.291   AAT N 0.173   AGT S 0.045
      ATC I 0.659   ACC T 0.536   AAC N 0.828   AGC S 0.243
      ATA I 0.006   ACA T 0.047   AAA K 0.786   AGA R 0.006
      ATG M 1.000   ACG T 0.127   AAG K 0.215   AGG R 0.003
 
      GTT V 0.398   GCT A 0.275   GAT D 0.461   GGT G 0.508
      GTC V 0.135   GCC A 0.161   GAC D 0.540   GGC G 0.428
      GTA V 0.200   GCA A 0.240   GAA E 0.754   GGA G 0.020
      GTG V 0.268   GCG A 0.323   GAG E 0.247   GGG G 0.044
 
 
             ACTIVE CODONS FOR SEQUENCE GENERATION 
 
  Residue   Codons   Active Codons     Min. Freq.    Max. Freq.
 ----------------------------------------------------------------
   A  Ala      4           4             0.161         0.323
   C  Cys      2           2             0.389         0.612
   D  Asp      2           2             0.461         0.540
 
   E  Glu      2           2             0.247         0.754
   F  Phe      2           2             0.291         0.709
   G  Gly      4           2             0.428         0.508
 
   H  His      2           2             0.298         0.702
   I  Ile      3           2             0.335         0.659
   K  Lys      2           2             0.215         0.786
 
   L  Leu      6           2             0.080         0.767
   M  Met      1           1             1.000         1.000
   N  Asn      2           2             0.173         0.828
 
   P  Pro      4           3             0.112         0.719
   Q  Gln      2           2             0.187         0.814
   R  Arg      6           2             0.330         0.643
 
   S  Ser      6           3             0.243         0.324
   T  Thr      4           3             0.127         0.536
   V  Val      4           4             0.135         0.398
 
   W  Trp      1           1             1.000         1.000
   X  End      3           2             0.352         0.630
   Y  Tyr      2           2             0.352         0.648
 
 
                SEQUENCE PATTERNS TO BE SCREENED
 ----------------------------------------------------------------
 ----------------------------------------------------------------
 
 ----------------------------------------------------------------
                    PARAMETERS FOR TRIAL 1                             
 ----------------------------------------------------------------
               Total Size Of Gene ......... 879 nt                        
               Protein Residues ........... 293                           
               Mutatable Residues ......... 277                           
               Fixed Nucleotides .......... 48 nt                         
               Degenerate Nucleotides ..... 0 nt                          
               Oligo Size ................. 65 nt                         
               Annealing Temp ............. 60 +/- 1*C                    
               Oligo Concentration ........ 1.00E-7 M                     
               Sodium Concentration ....... 5.00E-2 M                     
               Mg2+ Concentration ......... 2.00E-3 M                     
               Codon Frequency Threshold .. 10%                           
               Repeat Threshold ........... 8 nt                          
               Mispriming Threshold ....... 8/18 (6 exact) nt             
               Thermodynamically Balanced Inside-Out mode output
 
--------------------------------------------------------------------------------
 
 The DNA sequence #   1 is:
 ----------------------------------------------------------------
   1 GGTTCTCACTCTATGCGTTACTTCTTCACCTCTGTTTCTCGTCCGGGTCGTGGTGAACCA
  61 CGTTTCATCGCGGTTGGTTACGTTGACGACACCCAGTTCGTTCGTTTCGACTCTGACGCG
 121 GCGTCTCAGCGCATGGAACCTCGTGCGCCGTGGATCGAACAGGAAGGTCCGGAATACTGG
 181 GATGGTGAAACTCGCAAAGTTAAAGCGCACTCTCAGACCCATCGTGTTGACCTGGGCACC
 241 CTGCGTGGTTACTACAACCAATCTGAAGCGGGTTCCCATACCGTTCAGCGTATGTACGGT
 301 TGCGACGTTGGTTCTGACTGGCGTTTCCTGCGCGGTTACCACCAATATGCGTACGACGGT
 361 AAGGATTACATCGCGCTGAAAGAAGACCTCCGCTCTTGGACCGCGGCAGACATGGCTGCA
 421 CAGACGACCAAACACAAGTGGGAAGCGGCCCACGTTGCGGAGCAACTGCGTGCGTATCTG
 481 GAAGGTACGTGTGTTGAATGGCTCCGTCGTTACCTCGAGAATGGTAAAGAAACCCTGCAG
 541 CGTACGGACGCGCCGAAAACCCACATGACCCACCACGCGGTCTCCGACCATGAAGCGACC
 601 CTCCGTTGCTGGGCGCTGTCCTTCTACCCAGCGGAAATCACCCTGACTTGGCAGCGTGAC
 661 GGCGAAGATCAGACTCAGGACACCGAGCTGGTTGAAACCCGTCCAGCGGGCGATGGCACC
 721 TTTCAGAAATGGGCGGCAGTTGTTGTCCCGTCTGGTCAGGAACAGCGCTACACCTGCCAC
 781 GTACAGCACGAAGGTCTCCCGAAACCGCTGACTCTGCGTTGGGAGCCTTCTTCTGGTCTG
 841 AACGACATCTTCGAGGCGCAGAAAATCGAATGGCACGAA
 ----------------------------------------------------------------
 
 The oligonucleotide assembly is:
 ----------------------------------------------------------------
     1       10        20        30        40        50        60
     |        |         |         |         |         |         |
 
     1 --->                                            3 --->    
   1 GGTTCTCACTCTATGCGTTACTTCT                         tggtgaacca
         CTCACTCTATGCGTTACTTCTTCACCTCTGTTTCTCGTCCGGGTCGTGGTGAACCA
         2 --->                                                  
      G  S  H  S  M  R  Y  F  F  T  S  V  S  R  P  G  R  G  E  P 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                                                 
  61 cgtttcatcgcggttggttacgttgacgacacccagttcgttcgtttcgactctg     
     CGTTTCATC                           ttcgttcgtttcgactctgacgcg
                                         4 --->                  
      R  F  I  A  V  G  Y  V  D  D  T  Q  F  V  R  F  D  S  D  A 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                              5 --->                             
 121                          CGCCGTGGATCGAACAGGAAGGTCCGGAATACTGG
     gcgtctcagcgcatggaacctcgtgcgccgtggatcgaaca                   
                                                                 
      A  S  Q  R  M  E  P  R  A  P  W  I  E  Q  E  G  P  E  Y  W 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                                               7 
 181 GATGGTGAAACTCGCAAAGTTAAAGCGCAC                            cc
                 CGCAAAGTTAAAGCGCACTCTCAGACCCATCGTGTTGACCTGGGCACC
                 6 --->                                          
      D  G  E  T  R  K  V  K  A  H  S  Q  T  H  R  V  D  L  G  T 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
     --->                                                        
 241 ctgcgtggttactacaaccaatctgaagcgggttcccataccgttcagcgtatgtacggt
     CTGCGTGGTTACTACAA                            cagcgtatgtacggt
                                                  8 --->         
      L  R  G  Y  Y  N  Q  S  E  A  G  S  H  T  V  Q  R  M  Y  G 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                    9 --->                       
 301 tgc                            GCGGTTACCACCAATATGCGTACGACGGT
     tgcgacgttggttctgactggcgtttcctgcgcggttaccaccaatatgc          
                                                                 
      C  D  V  G  S  D  W  R  F  L  R  G  Y  H  Q  Y  A  Y  D  G 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                                                 
 361 AAGGATTACATCGCGCTGAAAGAAGACCTCCGCTCT                        
                      GAAAGAAGACCTCCGCTCTTGGACCGCGGCAGACATGGCTGCA
                      10 --->                                    
      K  D  Y  I  A  L  K  E  D  L  R  S  W  T  A  A  D  M  A  A 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                                                 
 421     gctggtttgtgttcacccttcgccgggtgcaacgcctcgttgacgcacgcatagac
     CAGACGACCAAACACAAGTGGG                            acgcatagac
                                                                 
      Q  T  T  K  H  K  W  E  A  A  H  V  A  E  Q  L  R  A  Y  L 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
       <--- 11                                                   
 481 cttccatgc                         AGCTCTTACCATTTCTTTGGGACGTC
     cttccatgcacacaacttaccgaggcagcaatggagctcttaccatttctttggg     
                                                     <--- 12     
      E  G  T  C  V  E  W  L  R  R  Y  L  E  N  G  K  E  T  L  Q 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                     <--- 13                     
 541 GCATGCCTGCGCGGCTTTTGGGTGTACTGGGTGGTGCGC                     
                            GTACTGGGTGGTGCGCCAGAGGCTGGTACTTCGCTGG
                                                                 
      R  T  D  A  P  K  T  H  M  T  H  H  A  V  S  D  H  E  A  T 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                                                 
 601            ccgcgacaggaagatgggtcgcctttagtgggactgaaccgtcgcactg
     GAGGCAACGACCCGCGACAGGAAGATGG                              tg
                          <--- 14                                
      L  R  C  W  A  L  S  F  Y  P  A  E  I  T  L  T  W  Q  R  D 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
              <--- 15                                            
 661 ccgcttctagtctgag                               CCCGCTACCGTGG
     ccgcttctagtctgagtcctgtggctcgaccaactttgggcaggtcgcccgctaccgtgg
                                                             <---
      G  E  D  Q  T  Q  D  T  E  L  V  E  T  R  P  A  G  D  G  T 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                                  <--- 17        
 721 AAAGTCTTTACCCGCCGTCAACAACAGGGCAGACCAGTCCTTGTCGCGATGT        
     aaa                               CAGTCCTTGTCGCGATGTGGACGGTG
      16                                                         
      F  Q  K  W  A  A  V  V  V  P  S  G  Q  E  Q  R  Y  T  C  H 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                                                 
 781                        tggcgactgagacgcaaccctcggaagaagaccagac
     CATGTCGTGCTTCCAGAGGGCTTTGGCGACTGAGACGCA                     
                                     <--- 18                     
      V  Q  H  E  G  L  P  K  P  L  T  L  R  W  E  P  S  S  G  L 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                          <--- 19           
 841 ttgctgtagaagctccgcgtcttttagc           
                gctccgcgtcttttagcttaccgtgctt
                                     <--- 20
      N  D  I  F  E  A  Q  K  I  E  W  H  E 
 ----------------------------------------------------------------
 
 The total codon usage score ...........     0.000
 The total length score ................     0.000
 The total melting temperature score ...     0.000
 The total repeat score ................     0.000
 The total pattern score ...............     0.000
 The total mispriming score ............     0.000
 The total AT content score ............     0.000
 The total GC content score ............     0.000
 The total fixed gap score .............      N/A
                The OVERALL score ......     0.000
 
 
                  DETAILED CODON FREQUENCY REPORT 
  [ Codon, AA, Frequency, # of times used in coding sequence ] 
 ----------------------------------------------------------------
 
 TTT F 0.29   1  TCT S 0.32  13  TAT Y 0.35   2  TGT C 0.39   1
 TTC F 0.71   8  TCC S 0.27   3  TAC Y 0.65  12  TGC C 0.61   3
 TTA L 0.03   0  TCA S 0.05   0  TAA X 0.63   0  TGA X 0.35   0
 TTG L 0.06   0  TCG S 0.07   0  TAG X 0.08   0  TGG W 1.00  11
 
 CTT L 0.06   0  CCT P 0.11   2  CAT H 0.30   3  CGT R 0.64  18
 CTC L 0.08   5  CCC P 0.02   0  CAC H 0.70  11  CGC R 0.33   5
 CTA L 0.01   0  CCA P 0.15   3  CAA Q 0.19   3  CGA R 0.01   0
 CTG L 0.77  13  CCG P 0.72   7  CAG Q 0.81  15  CGG R 0.01   0
 
 ATT I 0.34   0  ACT T 0.29   4  AAT N 0.17   1  AGT S 0.05   0
 ATC I 0.66   6  ACC T 0.54  16  AAC N 0.83   2  AGC S 0.24   0
 ATA I 0.01   0  ACA T 0.05   0  AAA K 0.79   9  AGA R 0.01   0
 ATG M 1.00   5  ACG T 0.13   3  AAG K 0.22   2  AGG R 0.00   0
 
 GTT V 0.40  13  GCT A 0.28   1  GAT D 0.46   4  GGT G 0.51  17
 GTC V 0.14   2  GCC A 0.16   1  GAC D 0.54  15  GGC G 0.43   4
 GTA V 0.20   1  GCA A 0.24   3  GAA E 0.75  20  GGA G 0.02   0
 GTG V 0.27   0  GCG A 0.32  20  GAG E 0.25   5  GGG G 0.04   0
 
             
              Frequency Range   Number of Codons
             -------------------------------------
                0% -  4%                  0
                5% -  9%                  5
               10% - 14%                  7
               15% - 19%                  8
               20% - 24%                 11
               25% - 29%                 12
               30% - 34%                 38
               35% - 39%                 16
               40% - 44%                  4
               45% - 49%                  4
                  >= 50%                188
             -------------------------------------
              Total Codons Used =   293
 
                  Tm Range    # of Overlaps 
             -------------------------------------
                   <58            0
                    58            0
                    59           10
                    60            9
                    61            0
                    62            0
                    63            0
                    64            0
                    65            0
                  >=66            0
             -------------------------------------
              Tm Range =  1.8
 
              Ovrlap Len Range  # of Oligos
             -------------------------------------
                   <15            0
                    15            0
                    16            4
                    17            2
                    18            5
                    19            6
                    20            0
                    21            2
                    22            0
                    23            0
                    24            0
                  >=25            0
             -------------------------------------
              Lowest Overlap = 16
 
              Length Range   # of Oligos
             -------------------------------------
                   < 53            2
                   53- 54           0
                   55- 56           0
                   57- 58           0
                   59- 60           0
                   61- 62           0
                   63- 64           0
                   65- 66          18
                   67- 68           0
                   69- 70           0
                   71- 72           0
                   >= 73           0
             -------------------------------------
              Longest =  65
 
 
          Sequence Patterns Screened (As Supplied By User)
 ----------------------------------------------------------------
                       None found
 ----------------------------------------------------------------
 
        20 oligonucleotides need to be synthesized
 ----------------------------------------------------------------
  1 GGTTCTCACTCTATGCGTTACTTCT  25
  2 CTCACTCTATGCGTTACTTCTTCACCTCTGTTTCTCGTCCGGGTCGTGGTGAACCACGTTTCATC  65
  3 TGGTGAACCACGTTTCATCGCGGTTGGTTACGTTGACGACACCCAGTTCGTTCGTTTCGACTCTG  65
  4 TTCGTTCGTTTCGACTCTGACGCGGCGTCTCAGCGCATGGAACCTCGTGCGCCGTGGATCGAACA  65
  5 CGCCGTGGATCGAACAGGAAGGTCCGGAATACTGGGATGGTGAAACTCGCAAAGTTAAAGCGCAC  65
  6 CGCAAAGTTAAAGCGCACTCTCAGACCCATCGTGTTGACCTGGGCACCCTGCGTGGTTACTACAA  65
  7 CCCTGCGTGGTTACTACAACCAATCTGAAGCGGGTTCCCATACCGTTCAGCGTATGTACGGTTGC  65
  8 CAGCGTATGTACGGTTGCGACGTTGGTTCTGACTGGCGTTTCCTGCGCGGTTACCACCAATATGC  65
  9 GCGGTTACCACCAATATGCGTACGACGGTAAGGATTACATCGCGCTGAAAGAAGACCTCCGCTCT  65
 10 GAAAGAAGACCTCCGCTCTTGGACCGCGGCAGACATGGCTGCACAGACGACCAAACACAAGTGGG  65
 11 CGTACCTTCCAGATACGCACGCAGTTGCTCCGCAACGTGGGCCGCTTCCCACTTGTGTTTGGTCG  65
 12 GGGTTTCTTTACCATTCTCGAGGTAACGACGGAGCCATTCAACACACGTACCTTCCAGATACGCA  65
 13 CGCGTGGTGGGTCATGTGGGTTTTCGGCGCGTCCGTACGCTGCAGGGTTTCTTTACCATTCTCGA  65
 14 GGTAGAAGGACAGCGCCCAGCAACGGAGGGTCGCTTCATGGTCGGAGACCGCGTGGTGGGTCATG  65
 15 GAGTCTGATCTTCGCCGTCACGCTGCCAAGTCAGGGTGATTTCCGCTGGGTAGAAGGACAGCGCC  65
 16 AAAGGTGCCATCGCCCGCTGGACGGGTTTCAACCAGCTCGGTGTCCTGAGTCTGATCTTCGCCGT  65
 17 TGTAGCGCTGTTCCTGACCAGACGGGACAACAACTGCCGCCCATTTCTGAAAGGTGCCATCGCCC  65
 18 ACGCAGAGTCAGCGGTTTCGGGAGACCTTCGTGCTGTACGTGGCAGGTGTAGCGCTGTTCCTGAC  65
 19 CGATTTTCTGCGCCTCGAAGATGTCGTTCAGACCAGAAGAAGGCTCCCAACGCAGAGTCAGCGGT  65
 20 TTCGTGCCATTCGATTTTCTGCGCCTCG  28
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Рисунок В.1 – Результат работы программы DNAWorks по подбору праймеров для синтеза тяжелой цепи HLA1 человека

Программа DNAWorks не всегда дает праймеры, которые направлены в нужном направлении. Синтез гена проходит успешно, если каждый следующий праймер направлен в противоположную сторону от его соседей и комплементарен им (например, каждый нечетный праймер соответствует лидирующей цепи, каждый четный отстающей (рисунок В.2)). Эта ошибка исправляется с помощью программ, которые делают reverse-complement или complement операцию на праймерах. Совершенное естественно, что для дальнейшего клонирования нужного гена, к праймерам добавляют стоп кодон и сайты рестрикции (в нашем случае NcoI и BamHI) (см. рисунок В.2).


[image: ] 
Рисунок В.2 – Расположение праймеров для синтеза гена HLA1
Очевидно, что размер фрагмента ДНК больше, чем упомянутое выше ограничение на синтез участка ДНК в 500 п.н. В связи с этим в дальнейшем требуется независимо друг от друга синтезировать участок, ограниченный праймерами 1 и 10 (455 п.н.), и участок, ограниченный праймерами 11 и 20 (456 п.н.).
В.2.2 Синтез последовательности тяжелой цепи HLA1.
Первый этап синтеза гена представляет собой постановку ПЦР (полимеразная цепная реакция) без матричной ДНК, только со смесью праймеров с 1 по 10 (и с 11 по 20). Так как праймеры имеют перекрывающиеся комплементарные участки, в этом случае сами выступая в роли матрицы, то после их удлинения Taq полимеразой получается необходимый фрагмент ДНК. В качестве полимеразы используется высокоточная полимераза Q5 (New England Biolabs). 
Готовят 25 мкл ПЦР смеси в соответствие с таблицей В.1: 
Таблица В.1 – Состав ПЦР смеси для 1 этапа синтеза
	[bookmark: _Hlk182931463]Компоненты
	Объем (мкл)

	Праймеры ( концентрация 100 мкМ) 1 мкл каждого
	10

	Пятикратный Q5 буфер
	5

	10 mm dNTP’s
	0,5

	Q5 полимераза
	0,25

	H2O
	9,25


Затем проводят ПЦР при следующих условиях (таблица B.2). 
Таблица B.2 –  Условия ПЦР  для 1 этапа синтеза
	Температура (оС)
	Время (сек.)
	Стадия
	Циклы

	98
	30
	предварительная денатурация
	1

	98
	10
	денатурация
	35

	65
	10
	отжиг
	

	72
	20
	элонгация
	

	72
	60
	финальная достройка цепи
	1


Следует отметить, что температуру отжига праймеров нужно подбирать. Так как Q5 полимераза имеет свои предпочтения к температуре отжига праймеров, то имеет смысл воспользоваться онлайн калькулятором компании NEB (https://tmcalculator.neb.com/#!/main) и обсчитать температуру отжига нескольких праймеров в  зонах, где праймеры комплементируют друг с другом.
На втором этапе используют следующую ПЦР смесь (таблица B.3).
Таблица B.3 – Состав ПЦР смеси для 2 этапа синтеза
	Компоненты
	Объем (мкл)

	ПЦР реакция из 1 этапа
	2

	Праймеры ( концентрация 100 мкМ) 1 мкл каждого
Только прямой и обратный праймеры, соответственно 1 и 10 (или 11и 20)
	2

	Пятикратный Q5 буфер
	10

	10 mm dNTP’s
	1

	Q5 полимераза
	0,5

	H2O
	34,5


Затем проводят ПЦР при следующих условиях (таблица B.4).
Таблица B.4 – Условия ПЦР для 2 этапа синтеза
	Температура (оС)
	Время (сек.)
	Стадия
	Циклы

	98
	30
	предварительная денатурация
	1

	98
	10
	денатурация
	30

	72
	30
	отжиг, элонгация
	

	72
	60
	финальная достройка цепи
	1


Затем проводят гель электрофорез в 2% агарозном геле, вырезают участок геля, соответствующий длине синтезируемого фрагмента ДНК, очищают от геля и клонируют в pJet1.2 используя кит CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) по инструкции производителя. Лигазной реакцией трансформируют компетентные клетки E.coli и высевают на твердую среду LB с ампициллином.
На следующий день отдельные колонии трансформантов проверяют с помощью «ПЦР на колониях». Для этого небольшую часть колонии ресуспендируют в 25 мкл воды в ПЦР пробирке, стрипе или 96 луночном ПЦР планшете, прогревают до 100оС в ПЦР машине 5 минут, охлаждают, откручивают и используют 0,5 мкл в качестве раствора матричной ДНК в ПЦР реакции. Обычно проверяют не менее 16 колоний. Состав ПЦР смеси приведен в таблице B.5. В качестве полимеразы используют обычную taq полимеразу (в нашем РЦ используется taq полимераза собственного приготовления). Объемы реакции в таблице 5 увеличены, так как при раскапывании мастермикса возможны потери из-за неточности автоматических пипеток.
Таблица B.5 – Состав ПЦР смеси для «ПЦР на колониях»
	Компоненты
	Объем (мкл) на 1 реакцию (10 мкл)
	Объем (мкл) на 16,5 реакций 

	Бактериальная ДНК из кипяченых колоний
	0,5
	8,25

	Праймеры ( концентрация 100 мкМ)
 pJET1.2 прямой праймер 
pJET1.2  обратный праймер
	
0,04
0,04
	
0,66
0,66

	5x Green GoTaq Reaction Buffer (Promega)
	2
	33

	10 mm dNTP’s
	0,25
	4,125

	taq полимераза
	0,1
	1,65

	H2O
	7,07
	116,655


Затем проводят ПЦР при следующих условиях (таблица B.6).
Таблица B.6 – Условия ПЦР для «ПЦР на колониях».
	Температура (оС)
	Время (сек.)
	Стадия
	Циклы

	94
	120
	предварительная денатурация
	1

	94
	15
	денатурация
	35

	58
	20
	отжиг
	

	72
	40
	элонгация
	

	72
	900
	финальная достройка цепи
	1


ПЦР реакцию сразу наносят на 2% агарозный гель (обычно достаточно 3 мкл) и проводят гель-электрофорез. Выбирают реакции с длиной продукта, соответствующей ожидаемой. Следует иметь в виду, что клонирование в pJet1.2 и ПЦР с соответствующих праймеров добавляют к длине ПЦР фрагмента 119 п.н (pисунок B.3). 
[image: ]
Рисунок B.3 – Результаты гель-электрофореза «ПЦР на колониях» после синтеза участка 1-10 гена HLA1

Для реакций давших нужную длину фрагмента можно (1) поставить еще один ПЦР и сделать его сиквенс или (2) колонией, из которой брали небольшое количество клеток для «ПЦР на колониях», засеять жидкую среду LB с ампициллином, вырастить культуру бактерий, выделить плазмиду и также отсеквенировать по Сэнгеру. Те фрагменты, которые не имеют ошибок, используются на следующей стадии - overlap extension PCR.
B.2.3 Объединение фрагментов ДНК гена HLA1
Два фрагмента, полученных от безматричного ПЦР на праймерах 1-10 и 11-20 объединяют друг с другом используя перекрывающегося ПЦР (overlap extension PCR).  Принцип метода представлен на рисунке B.4. 





I


II


III

Рисунок B.4 – Принцип метода перекрывающегося ПЦР. I стадия – индивидуальный ПЦР последовательностей, которые имеют одинаковые участки ДНК, II стадия – «перекрывающийся» ПЦР на смеси ПЦР продуктов индивидуальных продуктов ПЦР, III стадия – наработка финального продукта краевыми праймерами.

Для этого: 1) получают ПЦР фрагменты левой (праймеры 1 и 10) и правой (праймеры 11 и 20) стороны гена, очищают продукты от праймеров и буфера,
2) смешивают эквимолярное количество очищенных ПЦР продуктов (от половины до ¾ ПЦР реакции), добавляют все необходимое для ПЦР реакции и делают 15 циклов ПЦР,  
Важно! В реакцию не добавляют праймеры, фрагменты уже содержат комплементарный участок ДНК (см.рис 2) и праймируют друг друга. Следует использовать высокоточную полимеразу. Температура отжига зависит от комплементарного участка и используемой полимеразы.
3) В реакцию добавляют краевые праймеры 1 и 20 и проводят еще 15-20 циклов ПЦР, используя температуру отжига в 72оС.
ПЦР продукт чистят агарозным гель-электрофорезом, а затем клонируют по рестрикционным сайтам (см. рисунок В.2) в экспрессионную плазмиду pET15 стандартными методами. Результат представлен на рисунке В.5.
[image: ]
Рисунок В.5. Экспрессионный вектор pET15 со вставкой гена, кодирующего тяжелую цепь HLA1 (аллель A2)
В.3 Получение экспрессионной плазмиды с геном, кодирующим β2MG
В.3.1 Подбор праймеров
Как и в случае подбора праймеров для синтеза гена HLA1, для синтеза гена β2MG используют программу DNAWorks. В файле DNAWorks.inp изменяют название работы, файла отчета, вводят аминокислотную последовательность белка β2MG и параметр nogap. Именно последний параметр заставит программу подбирать праймеры, которые покрывают всю длину ДНК этого гена с лидирующей и отстающей цепи.
Результат работы программы представлен на рисунке В.6.
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 Job started on 11/19/2024 at 13:13:47

 Job name: B2MG                                                                 
 
      SEQUENCE  1: PROTEIN LENGTH =   99                               
 ----------------------------------------------------------------
   1 IQRTPKIQVYSRHPAENGKSNFLNCYVSGFHPSDIEVDLLKNGERIEKVEHSDLSFSKDW
  61 SFYLLYYTEFTPTEKDEYACRVNHVTLSQPKIVKWDRDM
 ----------------------------------------------------------------
 
             CODON FREQUENCY TABLE: E. coli Class II              
 ----------------------------------------------------------------
 
      TTT F 0.291   TCT S 0.324   TAT Y 0.352   TGT C 0.389
      TTC F 0.709   TCC S 0.266   TAC Y 0.648   TGC C 0.612
      TTA L 0.034   TCA S 0.048   TAA X 0.630   TGA X 0.352
      TTG L 0.055   TCG S 0.074   TAG X 0.076   TGG W 1.000
 
      CTT L 0.056   CCT P 0.112   CAT H 0.298   CGT R 0.643
      CTC L 0.080   CCC P 0.016   CAC H 0.702   CGC R 0.330
      CTA L 0.008   CCA P 0.153   CAA Q 0.187   CGA R 0.011
      CTG L 0.767   CCG P 0.719   CAG Q 0.814   CGG R 0.008
 
      ATT I 0.335   ACT T 0.291   AAT N 0.173   AGT S 0.045
      ATC I 0.659   ACC T 0.536   AAC N 0.828   AGC S 0.243
      ATA I 0.006   ACA T 0.047   AAA K 0.786   AGA R 0.006
      ATG M 1.000   ACG T 0.127   AAG K 0.215   AGG R 0.003
 
      GTT V 0.398   GCT A 0.275   GAT D 0.461   GGT G 0.508
      GTC V 0.135   GCC A 0.161   GAC D 0.540   GGC G 0.428
      GTA V 0.200   GCA A 0.240   GAA E 0.754   GGA G 0.020
      GTG V 0.268   GCG A 0.323   GAG E 0.247   GGG G 0.044
 
 
             ACTIVE CODONS FOR SEQUENCE GENERATION 
 
  Residue   Codons   Active Codons     Min. Freq.    Max. Freq.
 ----------------------------------------------------------------
   A  Ala      4           4             0.161         0.323
   C  Cys      2           2             0.389         0.612
   D  Asp      2           2             0.461         0.540
 
   E  Glu      2           2             0.247         0.754
   F  Phe      2           2             0.291         0.709
   G  Gly      4           2             0.428         0.508
 
   H  His      2           2             0.298         0.702
   I  Ile      3           2             0.335         0.659
   K  Lys      2           2             0.215         0.786
 
   L  Leu      6           2             0.080         0.767
   M  Met      1           1             1.000         1.000
   N  Asn      2           2             0.173         0.828
 
   P  Pro      4           3             0.112         0.719
   Q  Gln      2           2             0.187         0.814
   R  Arg      6           2             0.330         0.643
 
   S  Ser      6           3             0.243         0.324
   T  Thr      4           3             0.127         0.536
   V  Val      4           4             0.135         0.398
 
   W  Trp      1           1             1.000         1.000
   X  End      3           2             0.352         0.630
   Y  Tyr      2           2             0.352         0.648
 
 
                SEQUENCE PATTERNS TO BE SCREENED
 ----------------------------------------------------------------
 ----------------------------------------------------------------
 
 ----------------------------------------------------------------
                    PARAMETERS FOR TRIAL 1                             
 ----------------------------------------------------------------
               Total Size Of Gene ......... 297 nt                        
               Protein Residues ........... 99                            
               Mutatable Residues ......... 96                            
               Fixed Nucleotides .......... 9 nt                          
               Degenerate Nucleotides ..... 0 nt                          
               Oligo Size ................. 65 nt                         
               Annealing Temp ............. 60 +/- 1*C                    
               Oligo Concentration ........ 1.00E-7 M                     
               Sodium Concentration ....... 5.00E-2 M                     
               Mg2+ Concentration ......... 2.00E-3 M                     
               Codon Frequency Threshold .. 10%                           
               Repeat Threshold ........... 8 nt                          
               Mispriming Threshold ....... 8/18 (6 exact) nt             
               Thermodynamically Balanced Inside-Out mode output
               No gaps are allowed in assembled gene
 
--------------------------------------------------------------------------------
 
 The DNA sequence #   1 is:
 ----------------------------------------------------------------
   1 ATCCAGCGTACCCCGAAAATCCAGGTTTACTCTCGTCACCCGGCAGAAAACGGCAAATCT
  61 AACTTCCTGAACTGCTACGTTTCTGGTTTCCACCCGTCTGACATCGAAGTTGACCTGCTG
 121 AAAAACGGTGAACGTATCGAAAAAGTTGAACACTCTGACCTGTCCTTCTCTAAAGACTGG
 181 TCTTTTTATCTGCTGTACTACACCGAATTCACCCCGACCGAGAAAGACGAATACGCGTGC
 241 CGTGTTAACCACGTTACCCTGTCTCAGCCGAAGATCGTTAAATGGGACCGTGACATG
 ----------------------------------------------------------------
 
 The oligonucleotide assembly is:
 ----------------------------------------------------------------
     1       10        20        30        40        50        60
     |        |         |         |         |         |         |
 
     1 --->                                     3 --->           
   1 ATCCAGCGTACCCCGAAAATCCAGGTTTACTCTCGTCACCCGGcagaaaacggcaaatct
                              TTTACTCTCGTCACCCGGCAGAAAACGGCAAATCT
                              2 --->                             
      I  Q  R  T  P  K  I  Q  V  Y  S  R  H  P  A  E  N  G  K  S 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                             5 --->                              
  61 aacttcctgaactgctacgtttctGGTTTCCACCCGTCTGACATCGAAGTTGACCTGCTG
     AACTtcctgaactgctacgtttctggtttccacccgtctgaCATCGAAGTTGACCTGCTG
         4 --->                               6 --->             
      N  F  L  N  C  Y  V  S  G  F  H  P  S  D  I  E  V  D  L  L 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
     7 --->                                                      
 121 aaaaacggtgaacgtatcgaaaaagttgaacactctgacctgAGGAAGAGATTTCTGACC
     AAAAACGGTGAACGTATCGAAtttcaacttgtgagactggacaggaagagatttctgacc
                                                             <---
      K  N  G  E  R  I  E  K  V  E  H  S  D  L  S  F  S  K  D  W 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                       <---  9                            <--- 11
 181 AGAAAAATAGACGACATGATGTGGCttaagtggggctggctctttctgcttatgcgcacg
     agaAAAATAGACGACATGATGTGGCTTAAGTGGGGCTGGCTCtttctgcttatgcgcacg
       8                                <--- 10                  
      S  F  Y  L  L  Y  Y  T  E  F  T  P  T  E  K  D  E  Y  A  C 
 
     |        |         |         |         |         |         |
 
                                   <--- 13                    
 241 GCACAATTGGTGCAATGGGACAGAGTCGGCTTCTAGC                    
     gcacaattggtgcaatgggACAGAGTCGGCTTCTAGCAATTTACCCTGGCACTGTAC
                 <--- 12                               <--- 14
      R  V  N  H  V  T  L  S  Q  P  K  I  V  K  W  D  R  D  M 
 ----------------------------------------------------------------
 
 The total codon usage score ...........     0.000
 The total length score ................     0.000
 The total melting temperature score ...     0.000
 The total repeat score ................     0.000
 The total pattern score ...............     0.000
 The total mispriming score ............     0.000
 The total AT content score ............     0.000
 The total GC content score ............     0.000
 The total fixed gap score .............      N/A
                The OVERALL score ......     0.000
 
 
                  DETAILED CODON FREQUENCY REPORT 
  [ Codon, AA, Frequency, # of times used in coding sequence ] 
 ----------------------------------------------------------------
 
 TTT F 0.29   1  TCT S 0.32   8  TAT Y 0.35   1  TGT C 0.39   0
 TTC F 0.71   4  TCC S 0.27   1  TAC Y 0.65   5  TGC C 0.61   2
 TTA L 0.03   0  TCA S 0.05   0  TAA X 0.63   0  TGA X 0.35   0
 TTG L 0.06   0  TCG S 0.07   0  TAG X 0.08   0  TGG W 1.00   2
 
 CTT L 0.06   0  CCT P 0.11   0  CAT H 0.30   0  CGT R 0.64   5
 CTC L 0.08   0  CCC P 0.02   0  CAC H 0.70   4  CGC R 0.33   0
 CTA L 0.01   0  CCA P 0.15   0  CAA Q 0.19   0  CGA R 0.01   0
 CTG L 0.77   7  CCG P 0.72   5  CAG Q 0.81   3  CGG R 0.01   0
 
 ATT I 0.34   0  ACT T 0.29   0  AAT N 0.17   0  AGT S 0.05   0
 ATC I 0.66   5  ACC T 0.54   5  AAC N 0.83   5  AGC S 0.24   0
 ATA I 0.01   0  ACA T 0.05   0  AAA K 0.79   7  AGA R 0.01   0
 ATG M 1.00   1  ACG T 0.13   0  AAG K 0.22   1  AGG R 0.00   0
 
 GTT V 0.40   7  GCT A 0.28   0  GAT D 0.46   0  GGT G 0.51   2
 GTC V 0.14   0  GCC A 0.16   0  GAC D 0.54   7  GGC G 0.43   1
 GTA V 0.20   0  GCA A 0.24   1  GAA E 0.75   7  GGA G 0.02   0
 GTG V 0.27   0  GCG A 0.32   1  GAG E 0.25   1  GGG G 0.04   0
 
             
              Frequency Range   Number of Codons
             -------------------------------------
                0% -  4%                  0
                5% -  9%                  0
               10% - 14%                  0
               15% - 19%                  0
               20% - 24%                  3
               25% - 29%                  2
               30% - 34%                  9
               35% - 39%                  8
               40% - 44%                  1
               45% - 49%                  0
                  >= 50%                 76
             -------------------------------------
              Total Codons Used =    99
 
                  Tm Range    # of Overlaps 
             -------------------------------------
                   <57            0
                    57            0
                    58            0
                    59            6
                    60            7
                    61            0
                    62            0
                    63            0
                    64            0
                  >=65            0
             -------------------------------------
              Tm Range =  1.7
 
              Ovrlap Len Range  # of Oligos
             -------------------------------------
                   <16            0
                    16            0
                    17            2
                    18            3
                    19            2
                    20            1
                    21            4
                    22            1
                    23            0
                    24            0
                    25            0
                  >=26            0
             -------------------------------------
              Lowest Overlap = 17
 
              Length Range   # of Oligos
             -------------------------------------
                   < 31            0
                   31- 32           0
                   33- 34           0
                   35- 36           2
                   37- 38           4
                   39- 40           3
                   41- 42           3
                   43- 44           2
                   45- 46           0
                   47- 48           0
                   49- 50           0
                   >= 51           0
             -------------------------------------
              Longest =  43
 
 
          Sequence Patterns Screened (As Supplied By User)
 ----------------------------------------------------------------
                       None found
 ----------------------------------------------------------------
 
        14 oligonucleotides need to be synthesized
 ----------------------------------------------------------------
  1 ATCCAGCGTACCCCGAAAATCCAGGTTTACTCTCGTCACCCGG  43
  2 TTTACTCTCGTCACCCGGCAGAAAACGGCAAATCTAACT  39
  3 CAGAAAACGGCAAATCTAACTTCCTGAACTGCTACGTTTCT  41
  4 TCCTGAACTGCTACGTTTCTGGTTTCCACCCGTCTGA  37
  5 GGTTTCCACCCGTCTGACATCGAAGTTGACCTGCTG  36
  6 CATCGAAGTTGACCTGCTGAAAAACGGTGAACGTATCGAA  40
  7 AAAAACGGTGAACGTATCGAAAAAGTTGAACACTCTGACCTG  42
  8 AGACCAGTCTTTAGAGAAGGACAGGTCAGAGTGTTCAACTTT  42
  9 CGGTGTAGTACAGCAGATAAAAAGACCAGTCTTTAGAGAAGGA  43
 10 CTCGGTCGGGGTGAATTCGGTGTAGTACAGCAGATAAAA  39
 11 GCACGCGTATTCGTCTTTCTCGGTCGGGGTGAATT  35
 12 GGGTAACGTGGTTAACACGGCACGCGTATTCGTCTTT  37
 13 CGATCTTCGGCTGAGACAGGGTAACGTGGTTAACACG  37
 14 CATGTCACGGTCCCATTTAACGATCTTCGGCTGAGACA  38
 
--------------------------------------------------------------------------------
|               HPC @ NIH -- Center for Information Technology                 |
|                             https://hpc.nih.gov                              |
|   National Institutes of Health, Department of Health and Human Services     |
|                                                                              |
|         DNAWorks Web Site: https://hpcwebapps.cit.nih.gov/dnaworks           |
--------------------------------------------------------------------------------

Рисунок В.6 – Результат работы программы DNAworks по подбору праймеров для синтеза β2MG человека

Из результатов работы программы видно, что 1) программа DNAWorks некорректно указывает направление праймеров (все праймеры лидирующей цепи должны быть расположены 5’-3’, а праймеры отстающей цепи в обратном направлении), эту ошибку можно легко исправить используя программы, указанные ранее (рисунок В.7), 2) несмотря на то, что длина праймеров должна быть 65 нуклеотидов – получающиеся праймеры существенно меньше, так как более важным параметром является температура отжига.
[image: ]
Рисунок В.7 – Расположение праймеров для синтеза гена β2MG

К последовательности праймеров добавляют стоп кодон и рестрикционные сайты для последующего клонирования (см рис. В.7). Важно заметить, что циклическая лигазная реакция будет работать только в случае наличия остатка фосфата на 5’ конце праймера, в связи с этим можно либо зказывать уже фосфорилированные праймеры, либо кинировать праймеры T4 полинуклеотидкиназой.
Полученные праймеры разбавляют водой до концентрации 100 мкМ и добавляют по 1 мкл в лигазную реакцию объемом 25 мкл. В реацию добавляют лигазный буфер, АТФ и лигазу (от 5 до 30 ед/мкл). Далее проводят циклическую лигазную реакцию, которая зависит от используемой лигазы. Если лигаза термостабильная (например, Taq DNA ligase от компании NEB https://www.neb.com/en/products/m0208-taq-dna-ligase) то используют 10 – 30 циклов. 
95°C 		 15 секунд		(денатурирование)
45-65°C 	 30 секунд 		(отжиг)
65°C 		 60 – 600 секунд	(лигирование)
Если Т4 лигаза обычная (например, T4 лигаза от компании Thermofisher, https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/EL0013), то делают 5-10 циклов, затем добавляют лигазу и АТФ и проводят еще 5-10 циклов: 
95°C 		 15 секунд		(денатурирование)
45-65°C 	 30 секунд 		(отжиг)
20°C 		 150 – 1200 секунд	(лигирование)
После проведения ЦЛР реакцию очищают от буферов и ферментов и используют как матрицу в ПЦР с праймерами 1 и 14. Затем проводят гель-электрофорез, очищают нужный фрагмент от геля, разрезают соответствующими эндонуклеазами и клонируют в экспрессионную плазмиду.
Результат клонирования гена, кодирующего бета2 микроглобулин человека, в экспрессионную плазмиду pET22 представлен на рисунке В.8.
[image: ]
Рисунок В.8 – Плазмида pET22, содержащая гена, кодирующий бета2 микроглобулин человека.
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Обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография пептидов на приборе – хроматографическая система Waters
Г.1 Введение
Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) является ведущей методикой анализа и очистки широкого спектра молекул. В частности, различные виды ВЭЖХ используются для очистки и анализа такой группы веществ как пептиды и белки. Преимуществом методов ВЭЖХ можно считать воспроизводимость, простоту манипуляции, селективность и, как правило, высокий выход продукта. Наиболее значимой особенностью является хорошее разрешение, которое может быть достигнуто благодаря широкому диапазону изменяемых параметров, как для сходных молекул, так и для структурно различных веществ.  К этим параметрам можно отнести изменение условий элюирования, использование различных неподвижных фаз и методов ВЭЖХ. Обращенно-фазовая хроматография (ОФ-ВЭЖХ) является наиболее часто используемым способом разделения пептидов, следующими по значимости идут ионообменная  и эксклюзионная. Для белков наиболее часто используют методы ионообменную, эксклюзионную и аффинную хроматографию, но также применяют ОФ-ВЭЖХ и гидрофобную хроматография. 
Обращенно-фазовая хроматография, основные принципы. Подвижная фаза более полярна, чем неподвижная. Неподвижные фазы химически модифицированные силикагели R=С2, С4, С8, С18, С30. Удерживание возрастает с появлением неполярных заместителей (CH3, CH2, Cl, Br, I). Удерживание уменьшается с появлением полярных заместителей (CN, NO2). Еще более удерживание снижается с появлением функциональных групп, способных к образованию водородных связей (СООН, ОН). Значительное снижение удерживания происходит с появлением заряженных групп (SO3-, NH3+). Разветвленные изомеры удерживаются слабее чем изомеры нормального строения. 
Эксклюзионная хроматография основана на проникновении (диффузии) молекул в гелевую матрицу (полиакриламиды, агароза и др.), содержащую поры определенного размера. Размер пор сорбента определяет предел эксклюзии (обычно 106) и предел проникновения (обычно 103). Удерживание определяется размером и формой молекул. Большие молекулы элюируются перед маленькими. Молекулы, размер которых превышает предел эксклюзии, элюируются с мертвым объемом V0. 
Аффинная хроматография использует специфические взаимодействия, чтобы обеспечить очистку биомолекулы на основе ее биологической функции или индивидуальной химической структуры. Все биологические процессы зависят от специфических взаимодействий между молекулами. Пептиды и белки взаимодействуют с хроматографической поверхностью ориентационно-специфическим образом, при котором их время удерживания определяется молекулярным составом конкретных контактных областей. Для более крупных полипептидов и белков, которые принимают значительную степень вторичной и третичной структуры, область хроматографического контакта составляет небольшую долю от общей молекулярной поверхности. Уникальная ориентация пептида или белка на определенной поверхности неподвижной фазы формирует основу селективности каждой молекулы. Ионообменная и гидрофобная хроматография разделяют пептиды и белки на основе различий в гидрофобности поверхности или поверхностном заряде.
Разделение смеси пептидов и белков в различных режимах хроматографии осуществляется за счет дифференциальной адсорбции каждого растворенного вещества в соответствии с их сродством к иммобилизованной неподвижной фазе. Когда конкретная молекула имеет очень высокое сродство к определенной неподвижной фазе, то есть её равновесный коэффициент распределения K высок, то это растворенное вещество удерживается в большей степени, чем другая молекула с более низким сродством к неподвижной фазе. Степень и характер сродства связывания зависят от структуры растворенного вещества и иммобилизованных лигандов. Например, в случае ОФ-ВЭЖХ и HIC связывание определяется гидрофобными взаимодействиями между растворенным веществом и иммобилизованными н-алкильными лигандами. В ионообменной хроматографии связывание происходит посредством электростатических взаимодействий, тогда как в различных режимах аффинной хроматографии связывание включает смесь гидрофобных, электростатических и полярных сил. Дополнительным фактором, влияющим на вид и относительное разделение пиков, является степень уширения полосы растворенного вещества во время прохождения через колонку. По мере продвижения вниз по колонке полоса растворенного вещества расширяется в результате ряда факторов, включая продольную диффузию, броуновское движение, вихревую диффузию и массоперенос подвижной и неподвижной фазы. Эти эффекты приводят к уширению полосы, которое обычно увеличивается с увеличением времени пребывания в колонке.  
Время, необходимое для прохождения растворенного вещества через хроматографическую колонку, называется временем удерживания tr. Время удерживания измеряется как время, необходимое растворенному веществу после инъекции, чтобы выйти из колонки и быть детектированным. Для того, чтобы можно было сравнивать время удерживания для разных колонок или в разных условиях, время удерживания растворенного вещества обычно сравнивают со временем удерживания вещества, которое не удерживается на конкретной интересующей колонке. Это позволяет выразить безразмерный коэффициент емкости k′ растворенного вещества через время удерживания tr, через отношение
k′ = (tr – to) / to (1)
где to — время удерживания не удерживаемого растворенного вещества. Коэффициент емкости k′ также может быть определен как отношение ns/nm, где ns и nm — число молей растворенного вещества в неподвижной и подвижной фазах соответственно следующим образом:
k′ = ns / nm (2)
или как
k′ = [X]s Vs / [X]m Vm (3)
где [X]s и [X]m относятся к концентрациям растворенного вещества в неподвижной и подвижной фазах соответственно, а Vs и Vm — соответствующие объемы неподвижной и подвижной фаз. Поскольку отношение [X]s / [X]m является равновесным коэффициентом распределения K, а отношение Vs / Vm определяет фазовое отношение Φ хроматографической системы, коэффициент емкости также может быть выражен следующим образом:
k′ = Φ[X]s / [X]m (4)
или
k′ = ΦK (5)
Уравнение 5 описывало прямую термодинамическую связь между удерживанием пептида или белка и его сродством к материалу неподвижной фазы. Практическое значение k′ может быть связано с параметром селективности α, определяемым как отношение факторов емкости двух соседних пиков следующим образом:
α = k′i / k′j (6)
что позволяет определить окно хроматографического элюирования, в котором можно манипулировать временем удерживания для максимального разделения компонентов в смеси. Очевидно, что цель состоит в том, чтобы получить как можно большее значение α, которое отражает высокую степень разделения между двумя пиками. Вторым фактором, участвующим в определении качества разделения, является ширина пика σt. Степень уширения пика напрямую связана с эффективностью колонки и может быть выражена в терминах числа теоретических тарелок N следующим образом:
N = (tr)2 / σ r 2. (7)
N также может быть выражена в терминах приведенной высоты эквивалента тарелки h, длины колонки L и диаметра частиц материала неподвижной фазы dp, как
N = hL / dp. (8)
Таким образом, разрешение Rs между двумя компонентами смеси зависит как от селективности, так и от ширины полосы пропускания в соответствии с
Rs = 1 / 4 √N (α – 1)[1 / (1 + k′)] (9)
Это уравнение описывает связь между качеством разделения и относительным удерживанием, селективностью и шириной полосы пропускания. Также оно обеспечивает основу, на которой можно манипулировать разрешением для достижения определенного уровня разделения. При получении неудовлетворительного результата цель состоит в том, чтобы улучшить разрешение с помощью одной из трех возможных стратегий. Первая заключается в увеличении α, а вторая в изменении k′ в определенном диапазоне, обычно 1 < k′ < 10, путем изменения экспериментальных условий элюирования, таких как сила растворителя, время разделения или природа иммобилизованного лиганда. Третья, в увеличении N, например, используя очень маленькие частицы в колонках с микроотверстием. 
В данной методической статье будет описана методика качественного анализа пептидов методом обращенно-фазовой высокоэффективной жидкостной хроматографии. 
Г.2 Обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография
Обращенно-фазовая высокоэффективная жидкостная хроматография (ОФ-ВЭЖХ) предполагает разделение молекул на основе гидрофобности. Разделение зависит от гидрофобного связывания молекулы растворенного вещества из подвижной фазы с иммобилизованными гидрофобными лигандами, прикрепленными к неподвижной фазе. Элюирование может осуществляться либо в изократических условиях, когда концентрация органического растворителя постоянна, либо путем градиентного элюирования, при котором количество органического растворителя увеличивается в течение определенного периода времени. Растворенные вещества элюируются в порядке увеличения молекулярной гидрофобности. 
Экспериментальная система ОФ-ВЭЖХ для анализа пептидов обычно состоит из сорбента на основе n-алкилированного силикагеля, из которого растворенные вещества элюируются градиентами возрастающих концентраций органического растворителя, такого как ацетонитрил, содержащий ионный модификатор, такой как трифторуксусная кислота (ТФУ).  Степень разделения можно легко изменять, изменяя наклон градиента, рабочую температуру, ионный модификатор или состав органического растворителя. 
Г. 3 Оборудование и материалы
Г 3.1 Реактивы
1) Ацетонитрил (CH3CN), класс ВЭЖХ.
2) Вода деионизированная Milli-Q.
3) Трифторуксусная кислота (ТФУ).
Г.3.2 Приготовление буферов
Г.3.2.1 Приготовление буфера А
В стеклянную бутылку объемом 1 л вносят 1 мл трифторуксусной кислоты и добавляют 999 мл деионизированной воды, перемешивают вручную.
Хранение при температуре не выше + 21°С. 
Г.3.2.2 Приготовление буфера Б
В стеклянную бутылку объемом 1 л вносят 1 мл трифторуксусной кислоты и добавляют 999 мл ацетонитрила, перемешивают вручную.
Хранение при температуре не выше + 21°С. 
Приготовление раствора анализируемого вещества.
В пробирку 1,5 мл взвешивают навеску анализируемого вещества 0,010 г, добавляется 400 мкл деионизированной воды.
Г.3.3 Оборудование. 
1) Хроматографическая система Waters (США): Waters 2707 Autosampler, помпа Waters 1525 binary HPLC pump,  детектор Waters 2998 Photodiode Array Detector. 
2) Хроматографическая колонка MZ-Aqua Perfect 200 C18 5µm 150x2.1mm.
Г.3 Методика анализа пептидов
Г.3.1 Условия ВЭЖХ анализа
Объём вносимого на колонку образца 40 мкл, скорость протока 0,2 мл/мин. Температура колонки 40°С. Состав фаз: фаза А – 100% вода 0,1% TФУ, фаза В – 100% ацетонитрил, 0,1% TФУ. 
Протокол элюции: 0–1 мин – 100% А и 0% В, 1–15 мин градиент до 50% А и 50% В, 15–25 мин – 50% А и 50% В, 25–30мин градиент до 60% А и 40% В, 30–40мин градиент до 100% А.
Г.3.2 Выполнение измерений
Г.3.2.1 Промывка колонки.
Промывка колонки  осуществляется в течении 20 минут подвижной фазой состава 50% А, и 50% В.
Г.3.2.2 Уравновешивание колонки и холостой прогон
Подвижная фаза: 100% буфера A 
Скорость потока: 0,2 мл/мин 
Длина волны детектирования: 210 нм, 215 нм.
После получения стабильной базовой линии вводится 40 мкл воды Milli-Q (с помощью автоматического инжектора). Проводится 1-2 два холостых прогона, чтобы обеспечить надлежащее уравновешивание колонки.
Г.3.2.3 Ввод образца и анализ
После получения стабильной базовой линии вводится 40 мкл образца (с помощью автоматического инжектора) и используется протокол: 0–1 мин – 100% А и 0% В, 1–15 мин градиент до 50% А и 50% В, 15–25 мин – 50% А и 50% В, 25–30мин градиент до 60% А и 40% В, 30–40 минут градиент до 100% А.
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Методика выделения пептидов и белков из сыворотки крови и их подготовки к анализу методами скорострельной протеомики
Д.1 Введение
Сыворотка крови представляет из себя перспективный объект для биомедицинских протеомных исследований: начиная с поиска новых биомаркеров для диагностики заболеваний и контроля хода лечения и заканчивая исследованиями патогенеза различных болезней (Huettenhain et al., 2019; Niu et al., 2019; Sun et al., 2019; Hou et al., 2020; Xiong et al., 2022). Тем не менее, методы протеомного анализа сыворотки крови всё ещё требуют доработки: это связано в том числе с недостаточно полным исследованием протеома сыворотки и плазмы крови, а также с малым количеством исследований изменений в протеоме сыворотки при тех или иных заболеваниях. При этом скорострельная протеомика (то есть анализ белков, порезанных на пептиды специфическими протеазами, методами хроматографии/масс-спектрометрии) является многообещающим подходом для анализа целостного протеома сыворотки и исследования изменений в нём, поскольку позволяет выявить среди всей совокупности белков конкретные мишени для потенциального диагностирования и лечения (Shu et al., 2020; Zubair et al., 2022). Кроме того, в связи с тем, что разработка иммуноанализа de novo является крайне трудоёмким и дорогостоящим методом (Geyer et al., 2017), выявление потенциальных белковых и пептидных биомаркеров методами масс-спектрометрии также является перспективным подходом (McIntosh, Fitzgibbon, 2009; Whiteaker et al., 2011). 
В данной работе мы демонстрируем простой и эффективный способ выделения белков и пептидов из сыворотки крови и их подготовки для дальнейшего протеомного анализа методами хроматографии-масс-спектрометрии. Данная методика разработана и успешно опробована в ВМА имени С.М. Кирова (НИЛ медико-биологических исследований) и в РЦ РМиКТ НП СПбГУ.  
Д.2 Оборудование и инструменты.  
Необходимые реагенты и расходные материалы:
· метанол (марки ос.ч. или «HPLCgrade»);
· ацетон (марки ос.ч. или «HPLC grade»);
· Вода (1 типа или «LC-MS grade»);
· муравьиная кислота (марки «HPLC grade»);
· ацетонитрил (марки «HPLC grade»);
· Мочевина (марки «biochemical grade», «для молекулярной биологии» или аналогичная по уровню чистоты);
· тиомочевина (марки «biochemical grade», «для молекулярной биологии» или аналогичная по уровню чистоты);
· реагент CHAPS (ЧАПС) (марки «biochemical grade», «для молекулярной биологии» или аналогичный по уровню чистоты);
· реагент трис (трис(гидроксиметил)аминометан) (марки «biochemical grade», «для молекулярной биологии» или аналогичный по уровню чистоты);
· аммоний бикарбонат (марки «biochemical grade», «для молекулярной биологии» или аналогичный по уровню чистоты);
· ДТТ (дитиотреитол) (марки «biochemical grade», «для молекулярной биологии» или аналогичный по уровню чистоты);
· йодацетамид (марки «biochemical grade», «для молекулярной биологии» или аналогичный по уровню чистоты);
· трипсин (марки «mass-spectrometry grade»);
· реагенты для проведения электрофореза белков в ПААГ (MES-SDS буфер, маркер длин белков, буфер для загрузки образца в лунку ПАА-геля);
· готовые ПАА-гели для проведения электрофореза белков (например, NuPAGE Bis-Tris Mini Protein Gel, 4–12% или аналогичные им);
· реагенты для определения концентрации белка (наборы, устойчивые к содержанию в образце восстанавливающих агентов);
· наконечники для одноканальных механических дозаторов, пластиковые, стерильные, свободные от нуклеаз, объёмов 1-10 мкл, 20-200 мкл, 100-1000 мкл;
· самодельные С18-картриджи для очистки пептидов (stage tips) или их коммерческие аналоги (zip-tip);
· микроцентрифужные пробирки объёмом 2 мл (Eppendorf);
· пробирки объёмом 15 мл для осаждения белка; 
· стеклянные хроматографические виалы с завинчивающимися крышками объемом до 3 мл;
· вставка для виал с полимерными ножками 250 мкл;
Необходимое оборудование:
· морозильные камеры с охлаждением до -20ºC и до -80ºC;
· системы очистки воды для получения сверхчистой воды (I типа); 
· ультразвуковая баня;
· вортекс настольный;
· центрифуга с охлаждением (+4ºC) до 20000g с ротором для пробирок 2 мл;
· центрифуга с охлаждением (+4ºC) до 4000g с ротором для фальконов 50 мл.
· твердотельный термостат с нагревом по меньшей мере до 60ºC.
· аналитические весы с ценой деления 0.01 мг и внутренней автоматической калибровкой;
· сеханические одноканальные дозаторы с варьируемыми объёмами дозирования (1-10 мкл, 20-200 мкл, 100-1000 мкл);
· вакуумный концентратор или лиофильная сушка;
· система наноВЭЖХ с масс-спектрометрическим детектором с возможностью сканирования MS/MS спектров и разрешением по меньшей мере 50000;
· оборудование для заливки ПАА-гелей (либо готовые ПАА-гели), а также оборудование для проведения электрофореза белков в ПААГ (блок питания, камера);
· оборудование для детекции белков в ПАА-геле (Bio-Rad Chemidoc MP или подобный прибор);
Д.3 Выделение белка из образцов сыворотки 
Образцы сыворотки сразу после получения были зафиксированы в лизирующем буфере (25 мМ трис pH 8.5 / 7 М мочевина / 2 М тиомочевина / 4% CHAPS) в объёмных соотношениях 1:1 и заморожены при -80C. После разморозки к образцам для полного растворения возможного осадка (вызванного в первую очередь агрегацией альбумина), а также более полной денатурации белков был добавлен ДТТ до финальной концентрации в образцах 40 мМ; затем образцы были тщательно перемешаны на вортексе и обработаны в ультразвуковой ванне (10 минут в режиме sweep). Затем к образцам был добавлен охлаждённый (при -20ºC) ацетон в объёмных соотношениях ацетон : образец как 4:1. Образцы были тщательно перемешаны на вортексе и убраны в морозилку на -20ºC на ночь для осаждения белка. 
На следующий день образцы были центрифугированы (16100g, 4ºC, 20 мин) для осаждения белкового осадка. Супернатант был отобран и слит. Далее образцы последовательно промывались охлаждённым (при -20ºC) ацетоном (1 раз по 200 мкл) и охлаждённым (при -20ºC) метанолом (2 раза по 200 мкл) для полной очистки белкового осадка от органических загрязнителей и солей. Полученный чистый осадок был подсушен при комнатной температуре для избавления от остатков метанола. Затем осадок был растворён в буфере для растворения (8 М мочевина /50 мМ бикарбонат аммония /20 мМ ДТТ) для дальнейшего замера концентрации белка. Полученную концентрацию белка измеряли с помощью флуориметра Qubit 2.0 и набора реагентов QuDye Protein (Lumiprobe) согласно инструкции производителя.
Д.4 Электрофорез выделенных белков в ПААГ 
Для примерной оценки качества и количества выделенного белка проведён электрофорез трёх образцов в полиакриламидном геле. Использованы готовые гели NuPAGE™ Bis-Tris Mini Protein Gel, 4–12%. Электрофорез проведён в MES-SDS буфере в течение 35 мин при напряжении 150 В. На каждую дорожку взято по 5 мг белка. Гель после электрофореза был окрашен Coomassie Brilliant Blue. Можно убедиться в большом количестве и разнообразии белков и пептидов во всех проанализированных образцах (рисунок Д.1). 
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М – молекулярный маркер (значения последовательностей маркера даны в кДа). 6LB, 8LB, 9LB – образцы белков сыворотки.
Рисунок Д.1 – Результаты электрофореза выделенных и очищенных белков в ПАА-геле
Д.5  Трипсинолиз и пробоподготовка образцов к ВЭЖХ-МС. 
Для трипсинолиза был отобран объём образцов, содержащий по 20 мкг белка. Образцы доводили до общего объёма буфером для растворения для удобства работы. Далее образцы инкубировались при 37ºC в течение 1 часа для восстановления дисульфидных связей. Далее образцы инкубировались 15 минут при комнатной температуре в темноте с добавлением йодацетамида до финальной концентрации 15 мМ для карбоксиметилирования восстановленных остатков цистеина. Затем к образцам было добавлено 7 объёмов (относительно полученного на последнем шаге объёма) 50 мМ аммоний бикарбонатного буфера для разбавления образцов и получения оптимальных для трипсинолиза условий реакции. К образцам было добавлено по 400 нг трипсина Trypsin Gold (Promega) (соотношение трипсина и белка в образце по массе 1:50). Образцы инкубировались при температуре 37C в течение 18 часов. Затем трипсинолиз был инактивирован добавлением к реакционной смеси 1/10 объёма 10% муравьиной кислоты. Растворы триптических пептидов, полученные после трипсинолиза, очищали методом твердофазной экстракции (Phase C18, Empore™ Extraction Disks, 3M, США, 4 слоя) с использованием stage tips (Rappsilber et al., 2007) по опубликованному протоколу (Spiller et al., 2018). Очищенные образцы высушивали в вакуумном концентраторе (CentriVap Vacuum Concentrator, Labconco, США) и повторно растворяли в воде с 0.1% муравьиной кислотой до приблизительной концентрации пептидов 250 нг/мкл для дальнейшего масс-спектрометрического анализа.
Д.6 ВЭЖХ-МС анализ
Приблизительно 500 нг триптических пептидов были собраны для протеомного анализа (ВЭЖХ-МС/МС с измерением ионной подвижности) с использованием системы высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) nanoElute (Bruker Daltonics, Германия) и масс-спектрометра TimsToF Pro (Bruker Daltonics, Германия). ВЭЖХ проводили с использованием предколонки Acclaim PepMap 5 mm Trap Cartridge и аналитической колонки Bruker TEN (неподвижная фаза – C18 ReproSil AQ, длина 100 мм, внутренний диаметр 75 мкм, размер частиц неподвижной фазы 1.9 мкм, диаметр пор неподвижной фазы 120 Å (Bruker Daltonics, Германия)) в градиентном режиме при скорости потока 400 нл/мин; температура аналитической колонки 60С. Фаза А – водный раствор 0.1% муравьиной кислоты; фаза B – ацетонитрил с добавлением муравьиной кислоты до концентрации 0.1%. Градиент: от 2 до 35% фазы В за 35 мин, от 35 до 95% фазы В за 0.5 мин, затем промывка 95% фазой В в течение 10 мин, затем снижение до 2% фазы В через 0.5 мин. Параметры источника электроспрейной ионизации (captive spray): напряжение на входном капилляре 1500 В, поток азота 3 л/мин, температура источника +180C. Масс-спектрометрический анализ проводили в автоматическом режиме DDA PASEF: регистрация положительных ионов, цикл 1.1 с, фрагментация ионов с минимальным зарядом +2, детектируемый диапазон m/z от 100 до 1700, диапазон ионной подвижности 1/k0 от 0.6 до 1.6 В с/см2.
Д.7 Биоинформатический анализ полученных данных 
Для идентификации обнаруженных пептидов использовали программу Peaks Xpro (v.10.6) (Bioinformatics Solutions Inc., Канада). Поиск проводили по базе данных белков человека Uniprot (загружена 19.01.2024) и базе данных общих белковых контаминаций cRAP (https://www.thegpm.org/crap/). Параметры поиска: не более двух пропущенных сайтов трипсинолиза; заряд иона от 2 до 7; допустимое отклонение массы иона-предшественника 10 ppm; допустимое отклонение массы дочернего иона 0.05 Da; FDR < 1%; в дальнейший анализ включались белки, в которых было обнаружено не менее двух уникальных пептидов; указанные посттрансляционные модификации белков: карбоксиметилирование цистеина, окисление метионина, деамидирование аспарагина и глутамина, ацетилирование N-конца пептидов. 
Д.8. Полученные результаты 
По результатам исследования выявлено от 506 до 611 белков (в зависимости от образца). Всего обнаружено 684 уникальных белка/пептида (рисунок Д.2, рисунок Д.3). Эти количества идентифицированных белков и пептидов сопоставимы с работами, демонстрирующими оптимальный результат по полноте покрытия протеома сыворотки крови (Bot et al., 2015; Lan et al., 2018; Hu et al., 2022). 
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Рисунок Д.2 – Пример EIC (extracted ion chromatogram, вверху) и масс-спектра одного из участков EIC хроматограммы (внизу), полученных нами при анализе протеомного образцы сыворотки
    
[image: ]
Слева – номера образцов. «Proteins All» – количество уникальных белков, обнаруженных в данном образце. «Proteins Groups» – количество белковых групп, обнаруженных в данном образце.
Рисунок Д.3 –  Результаты анализа масс-спектрометрических данных в программе PEAKS Xpro

Опробованный нами метод даёт возможность эффективного выделения белков и пептидов сыворотки крови, а также исследования протеома сыворотки крови. Данный протокол может эффективно использоваться для изучения изменений в протеоме сыворотки в связи с разнообразными патологиями, а также для поиска потенциальных биомаркеров различных заболеваний. 
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Выделение белков и пептидов из образцов человеческой мочи и их подготовка к анализу методом жидкостной хроматографии и тандемной масс-спектрометрии
Е.1 Введение
	Методы жидкостной хроматографии и тандемной масс-спектрометрии (ВЭЖХ-МС/МС) становятся все более популярными для клинического анализа благодаря своей высокой чувствительности и специфичности. Эти технологии позволяют не только идентифицировать, но и количественно оценивать белки и пептиды, что делает их незаменимыми инструментами в современных научных исследованиях и медицинской практике (Sun et al., 2005).
	Анализ белков и пептидов из биологических жидкостей пациентов представляет собой перспективное направление исследований в области молекулярной биологии на стыке протеомики и клинической диагностики. Моча является ценным источником информации о метаболических процессах в организме, поскольку она часто содержит маркерные молекулы, отражающие состояние здоровья человека (Sun et al., 2005; Min et al., 2016). Анализ белков и пептидов из мочи может способствовать выявлению биомаркеров, специфических для различных патологических состояний, включая диабет, а также заболевания почек, мочеполовой системы и сердечно-сосудистой системы (Hortin et al., 2004; Zhang et al., 2009; Klein et al., 2014; Sigdel et al., 2014). 
	В данной статье рассматривается методика выделения белков и пептидов из образцов человеческой мочи, а также их подготовка к анализу с использованием ВЭЖХ-МС/МС. Особое внимание уделяется оптимизации условий хранения и экстракции, что критически важно для получения достоверных результатов. Понимание этих процессов позволит улучшить качество данных и расширить возможности применения скорострельной протеомики в клинической практике.
Е.2 Оборудование и инструменты
	В ходе исследования было использовано оборудование, реагенты и расходные материалы, предоставленные Ресурсным центром «Развитие Молекулярных и Клеточных Технологий» (Научный парк СПбГУ) на этапе электрофореза в ПААГ и анализа электрофореграмм, а также при подготовке триптических пептидов к анализу методами хроматографии-масс-спектрометрии. 
Е.2.1	Необходимое оборудование:
· центрифуга с охлаждением (+4°C) до 16 100 g с ротором для пробирок 2 мл;
· центрифуга с охлаждением (+4°C) до 5 000 g с ротором для пробирок 5 мл;
· настольный вортекс;
· ультразвуковая ванна;
· холодильники для хранения образцов (-80°C и -20°С);
· камеры для электрофоретического разделения белков в полиакриламидном геле;
· флуориметр Invitrogen Qubit 2.0;
· химическая вытяжка;
· Zip-tip C18 resin, bed volume 0.6 μL, tip volume 10 μL, Millipore (или аналог другого производителя – наконечники с фазой C18 для твердофазной экстракции и концентрирования образцов);
Е.2.2 	Необходимые реагенты и расходные материалы:
· картриджи для концентрирования белковых образцов Amicon Ultra-0.5 Centrifugal Filter Devices (3кДа, 10кДа);
· ацетон (марки «HPLC-grade»), охлаждённый при -20°С;
· метанол (марки «HPLC-grade»), охлаждённый при -20°С;
· восстанавливающий раствор (8М мочевина/50 мM бикарбонат аммония/5 мM ДТТ);
· восстанавливающий агент NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10X);
· образцы человеческой мочи (предоставлены НИЛ медико-биологических исследований Военно-медицинской академии им. С.М. Кирова); 
· коммерческий набор реагентов для измерения концентрации белков Lumiprobe QuDye Protein Quantification Kit;
· аммоний бикарбонатый буфер (8М мочевина/50 мМ бикарбонат аммония (без ДДТ!));
· десятикратный раствор для восстановления (50 мМ ДТТ/ 8М мочевина/50 мМ бикарбоната аммония);
· раствор 150мМ йодацетамида;
· рабочий раствор для трипсинолиза (1 мкл стокового раствора трипсина (Trypsin Gold) на 9 мкл 50мМ аммоний бикарбонатного буфера);
· раствор 10% муравьиной кислоты (раствор на воде марки «HPLC-grade»);
· раствор 0,1% муравьиной кислоты (раствор на воде марки «HPLC-grade»).
Е.3 Хранение образцов
	 Для длительного хранения образцов человеческой мочи рекомендуется разделить имеющийся объём образцов на аликвоты по 1 мл и заморозить в пробирках при температуре -80°C (Klein et al., 2014; Jiang et al., 2022). Дополнительное добавление буферов, снижающих активность протеаз, не требуется (Mischak et al., 2010). 
	Для хранения между промежуточными этапами исследования подходит заморозка при -20°C. Достоверно известно, что протеом мочи является достаточно стабильным и выдерживает до трёх циклов замораживания-оттаивания без значительной деградации (Mischak et al., 2010; Magalhães et al., 2018). Размораживание образцов во всех случаях стоит производить на льду и избегать излишнего перегревания. 
Е.4 Концентрирование белков
	Для человеческой мочи, по сравнению с сывороткой крови, характерно содержание сравнительно небольшого количества белков в большом объёме жидкости, поэтому для удобства проведения протеомных исследований необходимо сконцентрировать имеющиеся белки и пептиды в меньшем объёме жидкости (Hortin et al., 2004; Jiang et al., 2022). Для концентрирования белков образцы размораживаются на льду и перемешиваются на настольном вортексе в течение 10 секунд, после этого следует осадить капли при температуре +4°C на скорости 5000g в течение 5 минут. Если после этого присутствует осадок, следует поместить пробирки с образцами в ультразвуковую ванну со льдом на 20 минут. Также для растворения осадка, который чаще всего связан с выпадением комплексов Ca2+ и кальций-модулирующих белков после цикла замораживания-оттаивания, рекомендуется добавлять раствор 5 мМ ЭДТА (хелатор бивалентных катионов), если осадок не растворился после воздействия ультразвука (Saetun et al., 2009).	
	В ходе исследования было поставлено два эксперимента, которые будут обозначены «Эксперимент 1» и «Эксперимент 2». В «Эксперименте 1» была протестирована методика концентрирования образцов мочи на картридж-фильтрах Amicon с диаметром пор 3кДа; в «Эксперименте 2» основным методическим отличием от «Эксперимента 1» является диаметр пор картридж-фильтров, составляющий 10кДа. 
	Было выяснено, что для рутинного концентрирования белков и пептидов подходят картриджи Amicon с диаметром пор фильтра 10кДа (для получения более полных результатов можно использовать фильтры Amicon с диаметром пор 3кДа, что позволит сохранить значительно большее количество пептидов в концентрате). Картриджи, заполненные 500 мкл образца, вставляются в фирменные пробирки для сбора фильтрата, идущие в комплекте, после образцы концентрируются в соответствии с инструкцией на 14 000g в течение 20 минут. Пробирки с концентратом и фильтратом можно использовать для дальнейшего анализа. 
Е.5 Экстракция белков	
	Для выделения белков и пептидов из мочи подходит стандартный протокол выделения, включающий осаждение белков холодным ацетоном, две промывки холодным метанолом и последующее перерастворение белков в восстанавливающем буфере. В данном исследовании было три группы сравнения: концентрат мочи, фильтрат мочи и моча без концентрирования. К каждому объёму образца было добавлено 5 объёмов холодного ацетона, осаждение происходило при -20°C. На следующий день было произведено 2 промывки холодным метанолом по 200 мкл метанола в каждой. Это соотношение промывок позволяет сохранить достаточное для анализа количество белка, но при этом очистить образец от ацетона и разнообразных примесей. После образцы высушены в химической вытяжке до испарения излишек спирта (но не более 10 минут).
	Сухой белковый осадок следует пререрастворить в 50 мл восстанавливающего раствора (8М мочевина/50 мM бикарбонат аммония/5 мM ДТТ). Если на этапе концентрирования осадок не растворился после обработки ультразвуком, следует добавить в состав восстанавливающего раствора от 5 до 10 мМ ЭДТА. 
Е.6 Определение концентраций
	 Для определения концентрацй общего белка в образцах был использован флуориметр Qubit. Концентрации измерялись при помощи набора реагентов Lumiprobe QuDye Protein Quantification Kit согласно рекомендациям производителя. На этом этапе между тремя группами сравнения уже были выявлены различия. В таблице Е.1 приведены концентрации белков в моче, полученные в ходе «Эксперимента 1» при помощи концентрирования на фильтрах Amicon с диаметром пор 3кДа; таблица Е.2 содержит концентрации, полученные в ходе «Эксперимента 2» соответственно. 
Таблица Е.1 – Концентрации белков в образцах после концентрирования на фильтрах (3кДа) 
	
	Концентрат (мкг/мкл)
	Фильтрат (мкг/мкл)
	Без фильтрации (мкг/мкл)

	Образец №1
	Слишком высокая
	0,11
	1,62

	Образец №2
	2,41
	0,144
	0,816


Таблица Е.2 – Концентрации белков в образцах после концентрирования на фильтрах (10кДа) 
	
	Концентрат (мкг/мкл)
	Фильтрат (мкг/мкл)
	Без фильтрации (мкг/мкл)

	Образец №3
	0,348
	0,128
	0,273

	Образец №4
	0,357
	Слишком низкая
	0,371

	Образец №5
	2,27
	Слишком низкая
	Слишком высокая


	
	Образцы №1, 2 и 3 демонстрируют повышение концентрации белка в концентрированной моче по отношению к аликвоте образца, не проходившей процедуру фильтрации; значение концентрации белка в фильтрате мочи ниже значений концентрата и фильтрата. Образцы №4 и №5 также демонстрируют нам различия в концентрациях между тремя группами сравнения, выражающиеся в значительном снижении концентрации беков в фильтрате (ниже порога чувствительности прибора), но при этом концентрация белка в аликвотах без фильтрации выше, чем в концентрате. Это может быть связано с тем, что большая часть пептидов способна относительно свободно проходить через пору диаметром 10кДа и попадать в фильтрат ввиду своего небольшого размера, в то время как крупные белки через него не проходят и остаются в концентрате. Разница в концентрациях между аликвотами без фильтрации и концентратом объясняется индивидуальными различиями в соотношении белков и отдельных пептидов для каждого конкретного образца. 
	В случае с меньшим диаметром пор фильтра разница между концентрациями в трёх группах сравнения становится очевиднее: самая высокая концентрация — в концентрате, самая низкая — в фильтрате мочи. Чтобы увеличить селективность фильтрации и получить более точные результаты, рекомендуется использовать картридж-фильтры с диаметром поры 3кДа, которые задерживают в концентрате большую часть пептидов.
Е.7  Электрофорез в полиакриламидном геле (ПААГ)
	Для электрофореза были взяты концентрированные аликвоты образцов и аликвоты без фильтрации. Фильтрат на этом этапе был исключён из эксперимента ввиду слишком низкой концентрации белка. Для электрофореза было взято по 5 мкг каждого образца и перенесено в отдельные пробирки. Отобранный объём образцов, концентрация белка в которых была слишком высокой, составил 1мкл. Образцы в новых пробирках были доведены до одинакового объёма восстанавливающим раствором (8М мочевина/50 мM бикарбонат аммония/5 мM ДТТ), приготовленным на этапе экстракции белков, далее в них была добавлена 1/10 объёма NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10X) и 1/4 красителя на основе бромфенолового синего. Образцы инкубировались в течение 10 минут при +70°C. Электрофорез проводился в полиакриламидных гелях NuPAGE™ Bis-Tris Mini Protein Gel 4–12% в буфере MES SDS в течение 35 минут при 150 V. Гель был окрашен Coomassie Brilliant Blue (рисунок Е.1). 
а) Электрофорез в полиакриламидном геле образцов №1 и №2 (м — маркер с обозначением длин; 1 и 2 — номера образцов; мф - фильтрат образцов мочи (белков нет или их присутствие несущественно); мбф - белок, выделенный из образца без фильтрации; мк - белок, выделенный из концентрата, полученного на фильтрах 3кДа; мо - осадок (без существенного количества белков). б) Электрофорез в полиакриламидном геле образцов №3, №4, №5 (м — маркер с обозначением длин; 3, 4, 5 — номера образцов; км — белок,выделенный из концентрата, полученного на фильтрах 10кДа; бф — белок, выделенный из аликвоты образца без фильтрации).а
б

Рисунок Е.1 – Электрофорез в полиакриламидном геле образцов
По результатам электрофоретического разделения белков в образцах можно судить о том, что самые насыщенные полосы даёт вариант пробоподготовки с использованием концентрирования на фильтрах (полосы образцов с пометками «км» и «мк» на Рисунке Е.1 а) и б) соответственно). Более тусклые полосы наблюдаются после электрофоретического разделения белков в образцах, не проходивших фильтрацию (полосы образцов с пометками «бф» и «мбф» на рисунке Е.1 а) и б) соответственно). Образцы, соответствующе фильтрату («мф» на рисунке Е.1 б)), полученному в ходе «Эксперимента 1» с концентированием образцов мочи на фильтрах с диаметром пор 3кДа, не показали присутствия значимого количества белка на электрофореграмме, как и в случае с образцами, соответствующими осадку («мо» на Иллюстрации 1 б)), выпавшему после цикла замораживания-оттаивания в «Эксперименте 1», поэтому в «Эксперименте 2» фильтрат мочи был исключен из анализа. Это решение подкреплялось сравнительно низкими значениями при измерении концентраций белка в фильтрате (столбец «Фильтрат» в таблице 1 и таблице 2), о чём было сказано выше.
	Вышеперечисленные результаты свидетельствуют о том, что пробоподготовка образцов человеческой мочи с применением методики концентрирования на фильтрах является подходящей и желательной для дальнейшего анализа методом жидкостной хроматографии и тандемной масс-спектрометрии, поскольку позволит получить наиболее полные данные, необходимые для клинической диагностики.
Е.8 Трипсинолиз и очистка пептидов на zip-tip
	Трипсинолиз производился в расчёте на 20 мкг белка. Каждый образец должен быть доведён до одинакового объёма аммоний бикарбонатным буфером (8М мочевина/50 мМ бикарбонат аммония без ДТТ), после в каждую пробирку необходимо добавить 1/10 объёма десятикратного раствора для восстановления (50 мМ ДТТ/8М мочевина/50 мМ бикарбоната аммония) и инкубировать 1 час при температуре +37°C. После остывания в каждый образец добавляется 1/10 объёма раствора йодацетамида, и образцы инкубируются 15 минут в темноте при комнатной температуре. По истечении времени инкубации для ингибирования излишек йодацетамида следует добавить в каждый образец 1/10 объёма десятикратного буфера для восстановления. Далее следует добавить в каждый образец по 7 объёмов аммоний бикарбонатного буфера (8М мочевина/50 мМ бикарбонат аммония без ДТТ). Далее в образцы добавляется заранее подготовленный рабочий раствор трипсина в соотношении 200нг трипсина на 10мкг белка (исходя из этого, для переваривания 20 мкг белка требуется 4мкл рабочего раствора трипсина). Для качественного протекания реакции трипсинолиза образцы необходимо инкубировать при +37°C в течение 14-20 часов. После этого реакцию трипсинолиза необходимо инактивировать: к образцам следует добавить 1/10 объёма 10% раствора муравьиной кислоты. Если после тщательного перемешивания, десятиминутной инкубации и центрифугирования в течение 15 минут на максимальной скорости из раствора выпадает в осадок из не до конца переваренных белков; следует отобрать только супернатант и перенести в чистые пробирки. Далее полученный раствор пептидов следует высушить на вакуумном концентраторе, избегая нагревания выше +30°C.
	Перед очисткой на фазе C18 (zip-tip) полученные пептиды растворяют в 20мкл 0,1% раствора муравьиной кислоты. Очистку проводят в соответствии с протоколом фирмы-производителя. После этого образцы высушивают в вакуумном концентраторе и повторно растворяют в 0,1% растворе муравьиной кислоты до концентрации 250нг/мкл. После растворения образцы подвергаются воздействию ультразвука в течение 15 минут в ультразвуковой ванне в режиме «sweep», тщательно перемешиваются, центрифугируются для осаждения капель и переносятся в виалы для дальнейшего масс-спектрометрического анализа. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Ж
Методика формирования биокомпозитов на основе коллагена I типа наполненных стеклокристалическими материалами
Ж.1 Введение
Биокомпозиты на основе коллагена I типа, наполненные стеклокристаллическими наполнителями, являются перспективными материалами для применения в области регенерации костной ткани благодаря их высокому уровню биосовместимости, остеоиндуктивным и остеокондуктивным свойствам. Исследования показывают, что данные материалы способствуют пролиферации и остеогенной дифференцировке мезенхимных стволовых клеток (MSC) костного мозга, что делает их ключевыми компонентами в современной тканевой инженерии.
Сочетание коллагена и биостекла (например, 45S5 Bioglass) позволяет создавать биомиметические структуры, имитирующие естественный костный внеклеточный матрикс. Это улучшает адгезию и пролиферацию MSC на поверхности материала. Одно из исследований, проведенных на композитах биостекло-коллаген-гилуроновая кислота-фосфатидилсерин, показало, что такие структуры демонстрируют повышенную клеточную пролиферацию и ускоренную дифференцировку MSC в остеогенном направлении. Это подтверждено как анализом активности щелочной фосфатазы (ALP), так и экспрессией остеогенных маркеров, таких как остеокальцин и остеопонтин [1].
Введение стеклокристаллических наполнителей в коллагеновые матрицы улучшает их физико-химические свойства, такие как стабильность pH и повышенная минерализация. В частности, вакуумная имплантация биостекла в коллаген продемонстрировала улучшение биодеградации и образование гидроксиапатита на поверхности материала, что является важным шагом в создании биоактивных имплантатов для костной регенерации. Было показано, что данные композиты способствуют росту клеток и повышенной кальцификации, что свидетельствует о развитии минерализованного костного матрикса [2].
Исследования in vivo также подтверждают, что композиты на основе биостекла и коллагена значительно улучшают остеоиндукцию и образование новой костной ткани при имплантации в дефекты костной ткани. Эксперименты на крысах продемонстрировали, что коллаген-биостекольные композиты эффективно стимулируют образование костного матрикса и интеграцию с окружающими тканями. Это связано с усиленной экспрессией остеогенных маркеров и повышенной остеокондуктивностью данных материалов [3].
Композиты на основе коллагена и биостекла обладают не только высокой биосовместимостью, но и удовлетворительными механическими характеристиками, что особенно важно для поддержания структурной целостности в процессе костной регенерации. Например, композиты на основе коллагена и биостекла демонстрируют оптимальное соотношение пористости и механической прочности, что обеспечивает необходимые условия для клеточной инфильтрации и васкуляризации. Поры в таких композитах могут варьироваться от нескольких микрон до 300 мкм, обеспечивая благоприятные условия для роста и дифференцировки клеток, а также формирования нового костного матрикса [4].
Биокомпозиты на основе коллагена I типа наполненных стеклокристаллическими наполнителями представляют собой эффективные и биосовместимые материалы для применения в ортопедической хирургии и стоматологии, так как они обеспечивают улучшенную остеогенную дифференцировку, васкуляризацию и формирование нового костного матрикса. Оптимизация состава и механических свойств этих материалов является важной областью дальнейших исследований для улучшения их клинического применения.
В данной статье представлена методика формирования таких биокомпозитов, а также результаты исследований их цитотоксичности. Работа выполнена на базе Института Цитологии РАН, Ресурсного центра «Развитие Молекулярных и Клеточных Технологий» СПбГУ и Центра коллективного пользования "Хромас" Научного парка СПбГУ.
Ж.2  Оборудование и инструменты
Необходимые реагенты и расходные материалы:
Ж.2.1 Реагенты:
· раствор коллагена I типа – основа для формирования коллагеновых гелей;
· биостекло – биоактивный компонент, включаемый в структуру коллагенового геля;
· NaCl (хлорид натрия) – для приготовления буферного раствора и раствора SBF;
· Na₂HPO₄ (гидрофосфат натрия) – для поддержания оптимального pH в буферном растворе;
· HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота) – для стабилизации pH во время формирования геля и в растворе SBF;
· MES (2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота) – буферный раствор для реакции сшивания коллагеновых молекул;
· 1-этил-3-(3-диметиламинопропил)карбодиимид (EDC) – реагент для активации карбоксильных групп коллагена;
· N-гидроксисукцинимид (NHS) – для образования амидных связей между молекулами коллагена;
· TESCa раствор – содержит 50 мМ TES (триэтаноламин) и 0,36 мМ CaCl₂ (хлорид кальция), используется для оценки деградации скаффолда;
· коллагеназа – фермент для оценки деградации коллагеновых скаффолдов;
· вода тип I – для приготовления растворов;
· перкарбонат натрия с TAED – для приготовления стерилизующего раствора;
· компоненты для приготовления раствора SBF (смоделированной биологической жидкости):
1) NaCl (хлорид натрия)  
2) KCl (хлорид калия)  
3) NaHCO₃ (гидрокарбонат натрия)  
4) K₂HPO₄·3H₂O (гидрофосфат калия тригидрат)  
5) MgCl₂·6H₂O (хлорид магния гексагидрат)  
6) CaCl₂ (хлорид кальция)  
7) Na₂SO₄ (сульфат натрия)  
8) HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота)
Ж.2.2 Расходные материалы:
· планшеты для культивирования клеток на 24-лунки – для культивирования и инкубации коллагеновых гелей;
· полимерные сетки для прессования коллагеновых скаффолдов;
· целлюлозные подложки   для удаления избыточной жидкости при прессовании;
· микропипетки и одноразовые наконечники – для точного дозирования реагентов;
· центрифужные пробирки   для хранения и центрифугирования растворов;
· стерильные пипетки – для работы с культуральными растворами и реагентами;
· стеклянные чашки Петри   для формирования и инкубации гелей;
· фильтры (0.22 мкм)   для стерилизации растворов;
· губки или валики для распределения груза – при прессовании скаффолдов;
· перчатки и лабораторные халаты – для обеспечения стерильных условий работы;
· одноразовые шприцы – для внесения реактивов или жидкостей в растворы.
Ж.2.3 Необходимое оборудование:
· Инкубатор с контролем CO₂ – для поддержания стабильной температуры и уровня CO₂ при культивировании клеток и инкубации коллагеновых гелей;
· центрифуга – для отделения и осаждения компонентов в растворах, используемых в экспериментах;
· спектрофотометр – для количественного анализа белка методом Лоури и оценки степени деградации коллагеновых скаффолдов;
· pH-метр – для измерения и контроля уровня pH при подготовке буферных растворов и коллагеновых гелей;
· весы аналитические – для точного взвешивания реагентов и образцов скаффолдов;
· водяная баня – для поддержания стабильной температуры растворов и проведения реакций;
· инвертированный микроскоп – для наблюдения за структурой и морфологией клеток и скаффолдов;
· ламинарный бокс – для работы в стерильных условиях при подготовке клеточных культур и реагентов;
· реакционные сосуды и штативы – для проведения химических реакций и создания стабильных условий в процессе сшивания гелей;
· перемешивающие устройства (магнитные мешалки, шейкеры) – для равномерного перемешивания реагентов при приготовлении буферных растворов и гелей;
· сушильный шкаф – для высушивания образцов после процессов стабилизации и прессования;
· морозильная камера – для хранения реагентов и образцов при низких температурах;
· пресс для компресии скаффолдов – для удаления излишков жидкости и формирования плотной структуры скаффолдов.
Ж.3 Получение коллагеновых скаффолдов и включение биологически активного компонента
Ж.3.1 Формирование коллагеновых гелей
Процесс формирования коллагенового геля из раствора коллагена I типа начинается с приготовления буферного раствора для поддержания pH в диапазоне 7.4–7.6. Буферный раствор состоит из 15.78 г NaCl (хлорид натрия), 21.48 г Na₂HPO₄ (гидрофосфат натрия) и 14.298 г HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновой кислоты), растворённых в 1 литре воды типа I.
Буфер выполняет следующие функции:
1) Ионы Na⁺ из NaCl взаимодействуют с карбоксильными группами коллагена, уменьшая электростатические силы отталкивания между молекулами, что способствует их сближению и формированию связей.
2) Na₂HPO₄ стабилизирует pH, что критически важно для процесса желирования.
3) HEPES поддерживает стабильное pH в процессе формирования геля.
Смесь коллагена с буфером в соотношении 9:1 инкубируется при 30°C, что приводит к формированию трехмерной сетки коллагеновых волокон и образованию гелеобразного материала. Этот гель служит основой для последующего включения биологически активных компонентов, таких как биостекло.
Ж.3.2 Включение биостекла в структуру коллагенового геля
Для повышения биоактивности и остеокондуктивных свойств, в структуру коллагенового геля добавляется биостекло (45S5 Bioglass или Биосит СР-Элкор). Этот компонент стимулирует образование костной ткани за счёт высвобождения биологически активных ионов, таких как кальций и кремний, которые активируют остеогенную дифференцировку клеток и способствуют минерализации.
Процесс включения биостекла в структуру геля включает следующие этапы:
1) Биостекло используется в виде порошка с определённой степенью дисперсности (20–50 мкм) для обеспечения равномерного распределения в коллагеновом геле.
2) Биостекло добавляется в раствор коллагена перед введением буферного раствора. Это обеспечивает равномерное распределение частиц биостекла в геле и предотвращает их агрегацию. Количество биостекла подбирается экспериментально в зависимости от его концентрации, что позволяет контролировать остеоиндуктивные свойства скаффолда.
3) Смесь коллагена и биостекла инкубируется при 30°C до завершения процесса желирования, при этом коллагеновые волокна обволакивают частицы биостекла, создавая прочную гелеобразную структуру. Образовавшийся композит сохраняет биосовместимость и приобретает улучшенные механические свойства.
Ж.3.3 Стабилизация коллагеновых гелей
После включения биостекла и завершения процесса желирования проводится стабилизация геля с использованием метода карбодиимидного ковалентного связывания. Для этой цели используются 1-этил-3-(3-диметиламинопропил) карбодиимид (EDC) и N-гидроксисукцинимид (NHS). Этот процесс усиливает механическую прочность скаффолдов за счёт формирования ковалентных связей между молекулами коллагена.
Сначала EDC активирует карбоксильные группы на молекулах коллагена, после чего добавляется NHS для формирования амидных связей между активированными группами. Оптимальное соотношение реагентов — 1,1 мг EDC и 0,3 мг NHS на 1 мг коллагена — обеспечивает достаточную плотность сшивания, что делает скаффолд устойчивым к деградации и улучшает его механические свойства.
Ж.3.4 Прессование коллагеновых скаффолдов
Прессование коллагеновых гелей после желирования позволяет улучшить их механическую прочность и биосовместимость (рисунок Ж.1). Прессование выполняется на полимерной сетке с использованием груза массой 200 граммов для удаления избыточной жидкости и уплотнения структуры. Этот процесс формирует плотную трехмерную сеть волокон, способную выдерживать механические нагрузки, что особенно важно при использовании скаффолдов в регенеративной медицине.
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Рисунок Ж.1 – Схема формирования биокомпозита
Ж.4.  Оценка деградации скаффолда под воздействием ферментов
Оценка деградации коллагеновых скаффолдов в присутствии фермента коллагеназы позволяет изучить устойчивость материалов в физиологических условиях. Коллагеназа, присутствующая в организме, разрушает коллаген, и оценка её действия на скаффолды помогает определить скорость их деградации. В ходе эксперимента скаффолды инкубируются с коллагеназой при 37°C, после чего степень деградации оценивается спектрофотометрически с помощью анализа Лоури, что позволяет количественно определить количество высвобожденного белка (рисунок Ж.2).
Таким образом, интеграция биостекла в коллагеновые скаффолды значительно улучшает их остеогенные свойства и механическую прочность, что делает их перспективными материалами для применения в регенеративной медицине.
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Рисунок Ж.2 – Количественное определение деградированного коллагена I типа, высвобожденного при действии коллагеназы на биокомпозитное полотно, выполнено методом Лоури в модификации Хартри 

Ж.5. Оценка цитотоксичности
Оценка высвобождения цитотоксических молекул из биокомпозита проводится с целью определения потенциальной токсичности материалов, содержащих биостекло, на основе их взаимодействия с клетками. В рамках данного исследования образцы коллагеновых гидрогелей, включающих различные концентрации биостекла ("Бросит СР-Элкор" и "Bioglass 45S5"), подвергаются инкубации в культуральной среде. Анализ среды проводится на 1, 3 и 5 день эксперимента с использованием спектрофотометрических методов для выявления цитотоксических молекул, высвобождаемых в процессе деградации биокомпозита. Далее оценивается влияние высвобожденных молекул на жизнеспособность и морфологию мезенхимных стволовых клеток (fetMSC) с применением МТТ-теста (рисунок Ж.3).
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Рисунок Ж.3 – Зависимость клеточной жизнеспособности от экспозиции в кондиционной среде и состава биокомпозитного полотна

Ж.6 Минерализация коллагенового скаффолда
Минерализация скаффолдов, включающих биостекло, проводится в моделируемой биологической жидкости (SBF), которая имитирует ионный состав плазмы крови. В процессе минерализации биостекло подвергается контролируемой резорбции, высвобождая ионы кальция (Ca²⁺), фосфата (PO₄³⁻) и кремния (Si⁴⁺). Эти ионы взаимодействуют с активными группами коллагена и биостекла, что способствует осаждению кристаллов гидроксиапатита на поверхности скаффолдов. Гидроксиапатит, являющийся основным минералом костной ткани, формирует биологически активный слой, который значительно улучшает остеоиндуктивные свойства материала.
Минерализация продолжается в течение нескольких недель, и по мере резорбции биостекла ионы кальция и фосфора продолжают участвовать в образовании апатитовых кристаллов. Этот процесс критически важен для остеокондуктивных и остеоиндуктивных свойств скаффолда, так как апатит способствует формированию новой костной ткани.
Оценка резорбции и минерализации проводится с использованием методов сканирующей электронной микроскопии (SEM), которые позволяют визуализировать формирование апатитового слоя на поверхности скаффолда (рисунок Ж.4).
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Рисунок Ж.4 – Схема минерализации биокомпозита
Ж.7 Заключение
В заключение можно отметить, что биокомпозиты на основе коллагена I типа, модифицированные стеклокристаллическими наполнителями, представляют собой перспективные материалы для регенерации костной ткани благодаря их биосовместимости и остеогенным свойствам. Комбинация коллагена с биостеклом не только улучшает механические характеристики композитов, но и способствует ускоренной дифференцировке клеток и формированию костного матрикса, что делает данные материалы подходящими для применения в ортопедической хирургии и стоматологии. Дальнейшая оптимизация состава и механических свойств этих биокомпозитов расширит их возможности для клинического использования и повысит их эффективность в восстановлении костной ткани.
Ж.8 Протокол работы
1) Подготовка раствора коллагена
1.1) Используйте раствор коллагена I типа, полученный методом кислотной экстракции из сухожилий хвоста крыс, с концентрацией 5,0–5,5 мг/мл.
2) Добавление биостекла
2.1) Используйте биостекло (например, 45S5 Bioglass).  
2.2) Добавьте биостекло к раствору коллагена в соотношении 40–50% к сухой массе коллагена. Например, на каждый 1 г сухого коллагена добавьте 400–500 мг биостекла.  
2.3) Тщательно перемешайте смесь стеклянной палочкой до равномерного распределения биостекла в коллагене, избегая использования магнитной мешалки.
3) Добавление буферного раствора для регулирования pH
3.1) Приготовьте буферный раствор, растворив 15,78 г NaCl, 21,48 г Na₂HPO₄ и 14,298 г HEPES в 1 литре воды тип I.  
3.2) Добавьте буфер к смеси коллагена и биостекла в соотношении 9:1 (например, на 9 мл раствора коллагена приходится 1 мл буфера).  
3.3) Тщательно перемешайте, затем проверьте pH, чтобы он находился в диапазоне 7,4–7,6. 
4) Формирование коллагенового геля
4.1) Инкубируйте смесь при 30°C в течение 1 часа для формирования трехмерной сети коллагеновых волокон и образования гелеобразного материала.
5) Прессование скаффолда
5.1) Перенесите сформированный гель на полимерную сетку.  
5.2) Разместите целлюлозные подложки по обе стороны геля для впитывания излишков жидкости.  
5.3) Приложите груз массой 200 г и оставьте гель под прессом на 6 минут для удаления лишней жидкости и уплотнения структуры.
6)  Карбодиимидное связывание для стабилизации геля
6.1) Приготовьте раствор для связывания, добавляя 1,1 мг EDC и 0,3 мг NHS на каждый 1 мг коллагена в геле. Например, для геля с содержанием 100 мг коллагена добавьте 110 мг EDC и 30 мг NHS.  
6.2) Внесите раствор для связывания в гель и оставьте на 2 часа при комнатной температуре.  
6.3) Промойте гель трижды для удаления остатков реагентов:
промойте сначала в деионизированной воде (10 минут).
затем в растворе Na₂HPO₄ (30 минут).
повторите цикл промывки в деионизированной воде (30 минут).
7) Минерализация в смоделированной биологической жидкости (SBF)
7.1) Приготовьте SBF, используя HEPES-буфер:   
на 1 литр воды тип I добавьте: 6,5 г NaCl, 0,37 г KCl, 0,27 г MgCl₂·6H₂O, 0,35 г CaCl₂, 0,13 г Na₂SO₄, 0,2 г K₂HPO₄·3H₂O, 2,5 г NaHCO₃ и 4,77 г HEPES.
добавьте HCl для регулировки pH до 7,4.
7.2) Поместите скаффолд в SBF и инкубируйте при 37°C в течение 30 дней, обновляя раствор каждые 10 дней для поддержания уровня ионов, необходимых для минерализации.
8) Заселение клетками
8.1) Стерилизуйте скаффолд перед заселением, погружая его в 5% раствор перкарбоната натрия с TAED на 1 час, затем тщательно промойте в стерильной воде.  
8.2) Подготовьте суспензию мезенхимальных стволовых клеток (MSC) с концентрацией 1 × 10⁶ клеток/мл.  
8.3) Нанесите 200–300 мкл суспензии MSC на поверхность скаффолда.  
8.4) Инкубируйте скаффолд с клетками при 37°C и 5% CO₂, поддерживая их в культуральной среде, которую необходимо обновлять каждые 2–3 дня.
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Флуоресцентная гибридизация in situ (FISH) для визуализации последовательностей ДНК на препаратах митотических хромосом клеток суспензионных культур
И.1 Введение
Широко используемый в цитогенетических исследованиях и медицинской диагностике метод флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) позволяет определять положение последовательностей ДНК/РНК непосредственно в клетках, клеточном ядре или на метафазных хромосомах. Оптимальный размер детектируемого фрагмента >10000 п.н.[1].
В данной методической статье подробно изложены процедура проведения флуоресцентной гибридизации in situ (FISH) и требования к условиям и реактивам, которые необходимо соблюдать для успешного ее проведения. В основе FISH лежит свойство двуцепочечной ДНК восстанавливать свою структуру по правилу комплементарности после денатурации. Первой задачей исследователя является создание ДНК-зонда, содержащего последовательности, комплементарные последовательностям в мишени – конкретном хромосомном районе, гене или трансгене. Для использования последовательности в качестве зонда, необходимо введение в неё молекул, позволяющих визуализировать результаты гибридизации. Кратко, суть метода заключается в следующем: денатурация меченого ДНК зонда и ДНК хромосом цитологического препарата, собственно гибридизация – ренатурация с формированием дуплексов зонда и мишени. Меченые фрагменты ДНК, не связавшиеся с ДНК препарата, отмываются. При необходимости проводится детекция введённых в ДНК зонда репортерных молекул (гаптенов). 
В настоящей рекомендации мы рассмотрели варианты с использованием прямомеченных зондов, зондов с гаптенами, способов детекции сигнала с помощью антител, коньюгированных с флуорохромами. Приведены рекомендации для получения митотических препаратов для новых, не используемых ранее в работе (цитогенетическом анализе) клеточных линий.
И.2 Получение препаратов митотических хромосом
И.2.1 Необходимое оборудование:
· ламинар для работы с клеточными культурами (рециркуляционный/с вентиляцией);
· CO2-инкубатор (температура инкубации, как и концентрация CO2, может варьировать в зависимости от видовой принадлежности культивируемых клеток, как правило, это +37°C, 5% CO2) с шейкером;
· центрифуга с бакет-ротором (например, Leica SP 1400, Leica, Германия); 
· водяная баня или термостат для разогрева культуральных сред и рабочих растворов;
· холодильник +4°C и морозильная камера -20°C;
· вакуумный насос (желательно);
· инвертированный микроскоп, оснащенный фазово-контрастными объективами и кольцами.
И.2.2 Необходимые инструменты и посуда:
· культуральные флаконы разного объёма, с вентилируемыми крышками или без них, стерильные пробирки объёмом 50 мл;
· стерильные серологические пипетки 5, 10 и 25 мл, Пастеровские пипетки;
· автоматические дозаторы переменного объема (200-1000 мкл) с защитным фильтром и наконечниками или резиновые или силиконовые груши для серологических пипеток (стерилизуются 70% этанолом);
· центрифужные пробирки для цитологической центрифуги;
· камера Горяева;
· водостойкий маркер для маркировки культуральных флаконов и препаратов;
· контейнеры для утилизации использованных культуральных сред, растворов и сухого мусора;
· предметные стёкла с шлифованым краем;
· пинцет;
· сосуды Коплина.
И.2.3 Необходимые реактивы:
· стерильная стандартная среда для культивирования клеток: минимальная среда (MEM) / модифицированная по Дульбекко среда Игла (DMEM) / среда Хэма F-12, содержащая 10% эмбриональной телячьей сыворотки (ЭТС), либо бессывороточный аналог среды для культивирования, содержащая 2 мМ L-глутамина и антибиотики (10 ед/мл пенициллина, 10 мкг/мл стрептомицина). При необходимости ЭТС может быть профильтрована через фильтр с порами 0,45 мкм;
· кольцемид Colcemid Caryomax (Gibco) 10мкг/мл или отечественный аналог колцемид (Биолот) 10мкг/мл;
· гипотонический раствор 0,075M (0,56%) KCl;
· свежеприготовленный и охлаждённый до + 4°C фиксатор (смесь метанола и ледяной уксусной кислоты в соотношении 3:1);
· 70% и 96% этанол.
И.2.4 Протокол получения препаратов митотических хромосом 
1) Культивируйте клетки суспензионной линии обычным способом, соблюдая подходящие условия (температура, влажность, содержание углекислого газа в инкубаторе, подходящая питательная среда с добавлением сыворотки или её аналогов, антибиотиков и необходимых аминокислот). Дорастите культуру клеток до экспоненциальной фазы роста.
2) Посчитайте количество клеток в камере Горяева. Для работы понадобится концентрация приблизительно 1 млн клеток в миллилитре.
Если нужно подобрать условия для получения суспензий митотических хромосом для новой линии клеток, рекомендуем сделать несколько экспериментальных аликвот для каждого изучаемого банка клеток. Для этого из общего культурального флакона перенесите по 10 мл питательной среды с клетками в 4 центрифужные пробирки. Сделайте это для каждого изучаемого образца банка клеток.
3) Для накопления метафазного материала добавьте к 10 мл среды в каждой пробирке по 40 мкл и 80 мкл колцемида в двух повторностях для каждого образца, чтобы рабочая концентрация в культуральной среде была 0,05 мкг/мл и 0,08 мкг/мл.
4) Поместите пробирки с клетками и колцемидом в питательной среде в CO2-инкубатор на 2 и 4 часа.
5) По прошествии нужных интервалов времени осадите клетки в пробирках центрифугированием по 5 минут при скорости 1000 оборотов в минуту (g~300) при комнатной температуре. По окончании осаждения из пробирок удалите надосадок.
6) Деликатно ресуспензируйте с помощью микродозатора клеточный осадок сначала в 1 мл раствора теплого 0,56% гипотонического раствора хлористого калия. Затем добавьте к этому объёму ещё 9 мл тёплого гипотонического раствора хлористого калия, аккуратно перемешайте раствор с клетками с помощью серологической пипетки.
7) Инкубируйте клетки в гипотоническом растворе при +37°C от 10 минут до получаса (рекомендуется сделать несколько пробных вариантов временных интервалов).
8) По окончании гипотонической обработки в каждую пробирку добавьте по 200-300 мкл смеси метанола и уксусной кислоты в соотношении 3:1, центрифугируйте 5 минут при 1000 об/мин (g~300) при комнатной температуре. Удалите надосадок.
9) Осадок диспергируйте и зафиксируйте клетки путем добавления к клеточному осадку и остатку гипотонического раствора постепенно, сначала 200 мкл свежеприготовленной охлажденной смеси метанола и уксусной кислоты в соотношении 3:1, затем новой порции фиксатора, объёмом не больше 400-500 мкл. Рекомендуем действовать аккуратно, поступательными движениями, ресуспензируя осадок с помощью микродозатора или Пастеровской пипетки. Добавьте к этому объёму ещё 9 мл холодного метанол-уксусного фиксатора, перемешайте раствор с клетками с помощью серологической пипетки.
10) Проводите фиксацию в трех сменах по 10 мл свежеприготовленного охлажденного фиксатора: 2 смены по 30 минут и одна смена 10-12 часов или ночь.
11) Для получения препаратов метафазных хромосом суспензию центрифугируйте 10 мин при скорости 1000 об/мин (g~300), удалите избыток фиксатора и внесите небольшой объём 2-3 мл свежеприготовленной охлажденного фиксатора до получения рабочей концентрации клеток.
12) Готовую суспензию раскапайте на предварительно обезжиренные охлаждённые мокрые стекла с высоты примерно 40-60 сантиметров, используя микродозатор, закреплённый на штативе. Достаточно 2-4 распластанных капель хромосомной суспензии на центральных зонах предметного стекла. Оцените качество препаратов с помощью микроскопа с фазовым контрастом: обратите внимание на плотность клеток (ядра, хромосомные  метафазные пластинки не должны располагаться слишком близко друг к другу), на наличие клеточного детрита. В случае необходимости добавьте к хромосомной суспензии небольшую порцию свежего фиксатора и/или дополнительно подтравите клеточный детрит в 70% растворе уксусной кислоты в течение 3-5 секунд. Высушите препараты на воздухе. Перед постановкой FISH-экспериментов препараты нужно «состарить», поместив их в термостат при +65°C на 1 час или оставить их на неделю при комнатной температуре. Для долгого хранения хромосомные препараты стоит заморозить, поместив их в штатив с осушителями в морозилку.
И.3 Проведение FISH на препаратах митотических хромосом
И.3.1 Необходимое оборудование:
· водяная баня (желательно с покачиванием) для отмывок препаратов от неспецифически связавшихся гибридизационных зондов и антител;
· вортекс для перемешивания растворов в малых объемах;
· гибридайзер для проведения денатурации и гибридизации. Для гибридизации возможно использовать термостат на +37°C (если не предусмотрена гибридизация при комнатной температуре);
· холодильник +4°C и морозильная камера -20°C для хранения растворов и зондов;
· флуоресцентный микроскоп.
И.3.2 Необходимые инструменты:
· дозаторы переменного объема (с защитным фильтром) и наконечники к ним;
· сосуды Коплина или Хеллендаля, стеклянные или пластиковые стаканчики объёмом 50 мл;
· пинцет;
· покровные стекла 24Х24мм;
· резиновый клей для заклеивания стекол;
· влажная камера;
· контейнеры для утилизации использованных растворов и сухого мусора.
И.3.3 Необходимые реактивы:
· РНК-аза А (10 мг/мл), рабочий раствор РНКазы А 100мкг/мл в 2хSSC, готовить перед использованием;
· 10% пепсин;
· 5.6М HCl;
· дистиллированная вода;
· 1% ПФА на 1хPBS c 50мМ MgCl2; 
· парафильм;
· меченые зонды, комплементарные интересующим геномным локусам (синтетические олигонуклеотидные последовательности, ПЦР-фрагменты, клонированные последовательности, меченные либо флуорохромами, либо нефлуоресцирующими гаптенами). Длина последовательностей в составе зонда не должна превышать 800 п.н., меченые зонды в гибридизационной смеси  в конечной концентрации 1-20 нг/мкл;
· деионизированный формамид CH3NO;
· 40-50% водный раствор декстрансульфата (можно хранить замороженным);
· ДНК-носитель. В качестве носителя может быть использована тРНК Escherichia coli, фрагментированная ДНК фага лямбда, фрагментированная ДНК, выделенная из спермы лосося или сельди, фракции повторяющейся ДНК (Cot1). Берётся 20-200-кратный избыток ДНК-носителя;
· для отмывок препаратов от неспецифически связавшихся ДНК зонда и антител:
· растворы 2хSSC (0,3 M NaCl, 0,03 M цитрат натрия, pH 7,4), 0,2хSSC, 4хSSC с добавлением 0,01% Tween-20);
· этанол 70% и 96%;
· для детекции сигнала в случае использования в качестве зонда ДНК, меченной гаптенами:
· блокирующий раствор: 0,1% блокирующий реагент (например, артикул 11096176001, Roche) или 3% бычий сывороточный альбумин, или 3% обезжиренное сухое молоко, разведенные на 4хSSC с добавлением 0,01% Tween-20; на на блокирующем растворе, используя разведения, рекомендуемые производителем.
· заключающий раствор с красителем DAPI и фотопротектором (например, Vectashield (Vector Laboratories) или самостоятельно приготовленная заключающая среда с содержанием 1-1,2% DABCO, 50% нефлуоресцирующего глицерина на 2xSSC).
И.3.4 Протокол проведения FISH на препаратах митотических хромосом
1) Выбрать препараты митотических хромосом с помощью микроскопа, оснащённого фазовым контрастом, пригодные для постановки FISH.
2) Предобработать препататы РНК-азой А. Для этого нужно нанести на предметное стекло с митотическими хромосомами 100 мкл раствора РНКазы А (рабочая концентрация 100 мкг/мл) на 2xSSC, закрыть стекло кусочком парафильма и инкубировать во влажной камере 1 час при +37°C. Снять парафильм, отмыть трижды в 2xSSC по пять минут в 50 мл стаканчиках или сосудах Коплина.
3) Предобработать препараты пепсином. НЕ допуcкая высушивания препаратов, на предметное стекло нанести 150-200 мкл 0,005% пепсина в 0,1М HCl, закрыть полоской парафильма. Инкубировать во влажной камере при +37°C строго 10 минут, не больше. Снять парафильм, отмыть по пять минут два раза в 1xPBS и в 1хPBS c 50мМ MgCl2 в 50 мл стаканчиках или сосудах Коплина. 
4) Постфиксация в 1% ПФА на 1хPBS c 50мМ MgCl2 10 минут, сполоснуть в 2xSSC 5 минут;
5) Дегидратировать препараты в серии спиртов (70%, 80% и 96% этанол), по 5 минут в каждом, высушить.
6) На предметное стекло с митотическими хромосомами нанести гибридизационную смесь с меченым зондом. Для одного стекла потребуется 8-10 мкл смеси.
7) Закрыть покровным стеклом (18х18 мм2 или 24х24 мм2) область предметного стекла с распластанными хромосомами и ядрами клеток и нанесённым гибридизационной смесью. Получившийся препарат заклеить резиновым клеем по границе покровного стекла и провести совместную денатурацию в гибридайзере при 82,5°C 5 минут.
8) После денатурации инкубировать препарат во влажной камере в термостате при +37°C 1-2 дня (в случае гибридизации с повторяющейся ДНК достаточно оставить на ночь). Гибридизацию коротких последовательностей (до 100 п.н.) следует проводить при комнатной температуре [2].
9) По истечении времени гибридизации, удалить резиновый клей, аккуратно снять покровные стёкла. Отмыть препараты от неспецифически связавшегося зонда в двух сменах 0,2хSSC и двух сменах 2хSSC по 4-5 минут при 63-65°C. Для этого удобно использовать сосуды Коплина или узкие стеклянные стаканы объемом 50 мл с разделителями для стекол и водяную баню, оснащенную механизмом покачивания в горизонтальной плоскости.
10) В случае использования зондов, прямомеченных флуорохромами (FAM, Cy-3), следует пропустить пп. 7-10 и перейти к п. 11.
11) В случае использования зондов, меченных гаптенами (биотин), с целью маскирования сайтов неспецифического связывания антител, нанести блокирующий раствор и инкубировать во влажной камере 40-45 минут при +37°C.
12) Рассчитать и приготовить рабочие растворы антител и/или авидина, конъюгированных с флюорохромом. Нанести раствор первичных антител, накрыть парафильмом и инкубировать во влажной камере 40-45 минут при +37°C.
13) Отмыть в трех сменах раствора 4хSSС с добавлением 0,1% Tween-20 при +42-45°C, используя водяную баню с покачиванием.
14) При необходимости нанести раствор вторичных (третичных) антител, повторив пп. 8-9.
15) Дегидратировать препараты в серии спиртов (70%, 80% и 96% этанол), по 5 минут в каждом, высушить, нанести заключающий раствор с DAPI и фотопротектором.  
Препарат готов к анализу с помощью флуоресцентного микроскопа с использованием комплекта светофильтров для флуорохромов Идентифицируйте флуоресцентные сигналы и сделайте серию кадров удачных хромосомных пластинок используя камеру и соответствующее программное обеспечение [3].
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Практика изготовления серий ультратонких срезов
К.1 Введение
Серии срезов необходимы для поиска и изучения редких и уникальных структур и для создания пространственных реконструкций. Реконструкции по сериям ультратонких срезов делают с помощью просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) и последовательной томографии (array tomography) (ПТ). В обоих случаях срезы в серии должны иметь одинаковую толщину, а сами серии должны быть непрерывными, без потерь отдельных срезов.  Получить длинную непрерывную серию (ленту срезов) бывает сложно даже опытному исследователю, потому что срезы либо не удерживаются в ленте, либо лента срезов разрывается при резке или монтировании на носитель (бленда с плёнкой-подложкой для ПЭМ, стекло или кремневая пластина для ПТ), в результате получаются группы отдельных произвольно ориентированных срезов, в которых невозможно установить последовательность. Однако существуют приемы, позволяющие получать ленты срезов необходимой длины и успешно монтировать их на бленды и стекла, соответственно, для электронной просвечивающей или сканирующей микроскопии. 
К.2 Материалы и методы
Материалом для изготовления ультратонких срезов послужили биологические образцы, зафиксированные и заключённые в эпоксидную смолу Epon EmBed812 (EMS, США). Срезы изготавливались на ультрамикротоме Leica EM UC7 (Австрия). Для изготовления стеклянных ножей использовался прибор Leica KMR 3 (Австрия).  Для снятия заряда использовалось устройство Jeol HDT-400 (Япония). 
К.3 Описание методики
К.3.1 Особенности подготовки материала для получения серийных срезов. 
Для изготовления ультратонких (до 200 нм толщиной) срезов материал должен быть зафиксирован тем способом, который наилучшим образом подходит для исследуемого объекта и соответствует поставленным задачам, а затем заключен в эпоксидную или акрилатную смолу. 
Чтобы избежать потери части серии, следует свести к минимуму манипуляции с готовыми срезами на носителе, в частности, чтобы исключить этап контрастирования срезов, можно увеличить контрастность материала в блоке с помощью реакции восстановления осмия или добавления танниновой кислоты к фиксатору и инкубации в ацетате уранила. 
Для получения ультратонких срезов рекомендуется использовать смолу твердости Hard grade, это уменьшит компрессию срезов при резке и будет способствовать сохранению одинаковой толщины срезов в ленте. Соотношение компонентов смолы для каждой плотности указывает производитель. Для большей твердости блока время полимеризации может быть увеличено на 12-24 часа относительно рекомендуемого производителем.
В блоке не должно быть воздушных полостей и не пропитанных смолой участков, по крайней мере, в той части материала, откуда будут получены срезы. Перед изготовлением серийных срезов необходимо проверить качество фиксации и пропитки смолой, изучив предварительно несколько срезов с блока под микроскопом в тех же условиях, в каких будет изучаться вся серия (просвечивающий или сканирующий электронный микроскоп, режим окраски срезов). 
К.3.2 Заточка блока
Заточка – процесс, при котором удаляется избыток смолы вокруг материала и формируется т.н. пирамидка – усеченная пирамида, верхняя грань которой станет фронтальной поверхностью блока, с неё будет срезаться материал (рисунок К.1А). Площадка, т.е. верхняя грань пирамидки, для серийных срезов может быть прямоугольной или трапециевидной (рисунок К.1Б,В). Важно, что соотношение сторон прямоугольника должно быть не менее 2:1, и широкие стороны прямоугольника располагаются параллельно ножу. Те же пропорции должна иметь трапеция, к ножу обращено ее широкое основание. Такое расположение трапеции помогает предотвратить деформацию боковой части срезов. Параллельность широких сторон прямоугольника или оснований трапеции определяет, насколько прямой будет лента срезов. 
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Рисунок К.1 – Схематическое изображение блока с заточенной пирамидкой для серийных срезов сбоку (А) и со стороны фронтальной поверхности с площадкой в форме прямоугольника (Б) и трапеции (В) 

При определении места площадки следует по возможности обходить кристаллы и другие твердые включения, которые могут зацепиться за край ножа и повредить последующие срезы. 
Локализация площадки для ультратонких срезов обычно определяется после анализа полутонких срезов, т.е. предварительно пирамидка сформирована, а нож и образец выровнены друг относительно друга для получения срезов. Для ультратонких срезов остается уменьшить верхнюю часть уже готовой пирамидки для полутонких срезов. 
Важно, что основания трапеции должны быть строго параллельными. При заточке бритвенным лезвием вручную отклонение от параллельности в 0,5-1 градус может быть не заметно и не существенно для небольшого количества срезов. Но если планируется поместить на бленду 30-50 срезов, то лента повернется на эти же 30-50 градусов, и ее будет невозможно поместить в отверстие бленды без потерь. Для получения длинных непрерывных серий срезов блок должен быть заточен с особой точностью. Поэтому затачивать лучше одним полуавтоматическим способом с помощью стеклянных или алмазных ножей. 
К.3.2.1 Порядок действий при заточке блока стеклянным ножом для получения серийных срезов.
1) Подготовить стеклянный нож с левым углом правильной формы, без сколов и без царапин в левой части ножа.
2) Установить сегментную дугу в триммерную площадку, в дугу установить блокодержатель с блоком. На фронтальной поверхности блока аккуратно с небольшим запасом по ширине и высоте бритвенным лезвием наметить форму площадки, надрезы должны быть неглубокие. Повернуть блокодержатель в сегментной дуге так, чтобы нижняя сторона намеченной площадки была обращена вправо (рисунок  К.2А). 
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Рисунок К.2 – Взаимное расположение блока и ножа при заточке нижней (А) и верхней (Б) граней пирамидки
3) Установить дугу в штангу подачи образца.  Установить окно резки.  Выставить левый угол ножа напротив намеченной нижней стороны будущей площадки. Двигая образец колесом подачи образца вверх и вниз в пределах окна резки, убедиться, что намеченная линия при движении блока строго вертикальна и находится напротив угла ножа. 
4) Выровнять нож относительно образца и образец относительно ножа, как обычно для резки. Подвести линию, отмечающую нижнюю грань площадки к левому углу ножа и еще раз проверить, что линия строго вертикальна и располагается напротив угла ножа. При необходимости поворачивать образец винтом поворота образца (на сегментной дуге слева), пока линия не займёт правильное положение. Проверить взаимное расположение ножа и образца. Корректировать положение линии, ножа и образца до тех пор, пока они не будут расположены, как требуется.
5) Подвести левый угол ножа вплотную к линии и, подавая по 0,5-1 мкм, начать срезать блок так, чтобы сама линия тоже срезалась. Если срезается не строго вдоль намеченной линии, на этом этапе можно подкорректировать положение образца и ножа. 
6) Далее срезать, вручную вращая колесо подачи образца и подавая нож с пульта блока управления на 0,5-1 мкм, либо использовать функцию обратного отсчета. На экране блока управления выставить необходимую высоту пирамидки или число срезов. Скорость возврата при автоматической заточке – fast или medium, скорость прохода окна резки – от 1 до 5 мм/с.
Пирамидка не должна быть высокой, достаточно сделать ее в 2 раза более высокой, чем суммарная толщина всех срезов в будущей серии, но не менее 30 мкм. Высота пирамидки не должна быть больше высоты площадки (рисунок К.1). Чем ниже пирамидка, чем на больший массив смолы она опирается, тем меньше будет вибрация образца при резке и, следовательно, лучше качество срезов. Если пирамидка будет слишком низкой, между ножом и блоком будут образовываться водяные мостики, препятствующие резке.
7) Когда достигнута желаемая высота пирамидки, остановить резку, вернуть нож и образец в исходное положение (кнопкой ручной подачи ножа назад на пульте блока управления ультратома и кнопкой Reset на экране соответственно).
8) Передвинуть нож влево так, чтобы линия, отмечающая верхнюю грань площадки, находилась напротив левого угла ножа. Повернуть нож на 30ᵒ вправо винтом на блоке ножа. Медленно вращая колесо подачи образца проверить, что образец свободно проходит по всей траектории, не задевая блок ножа. Если образец не задевает блок ножа, повернуть нож ещё на 5ᵒ-7ᵒ и снова проверить. Вернуть к меньшему углу поворота, если задевает. 
9) Установить левый угол ножа точно напротив линии, отмечающей верхнюю грань площадки. Если линия не строго вертикальна, не вращать образец, расположить нож так, чтобы линия была чуть слева от угла ножа. Обнулить счётчик срезов, выставить на нём функцию измерения ширины (значок ↔) и сдвинуть нож влево на расстояние, которое равняется высоте пирамидки (пп. 5 и 6), умноженной на тангенс угла поворота ножа α. Если угол поворота равен или незначительно превышает 30ᵒ, то расстояние приблизительно рассчитывается как высота пирамидки умноженная на 0,6. 
10) Подвести нож вплотную к образцу, как показано на рисунке К.2Б, и с помощью ручной или автоматической подачи заточить скошенную грань пирамидки.
11) Боковые грани пирамидки можно заточить ножом, как в п. 5 или, поставив дугу с блокодержателем в триммерную площадку, вручную бритвенным лезвием. 
Чтобы при съемке легко различать начало и конец серии на каждой бленде, рекомендуется делать площадку в форме трапеции, а не прямоугольника (рисунок К.1В, рисунок К.3А). При резке алмазным ножом площадка может быть довольно широкой, но высоту лучше сделать минимальной, чтобы на бленду поместить максимальное количество срезов [1]. 
Такая форма пирамидки позволяет получать длинные серии без увеличения ширины и с незначительным увеличением высоты срезов, при этом верхняя кромка площадки выравнивается так, чтобы минимизировать вероятность дефектов.
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Рисунок К.3 – Бленды – носители серий срезов для ПЭМ. А – схематическое изображение ленты срезов трапециевидной формы в отверстии бленды. Б – Domino Rack, приспособление для вылавливания и монтирования на бленды лент срезов

К.3.3 Изготовление срезов
Ультратонкие срезы удерживаются в лентах, если параллельные стороны площадки идеально ровные. Однако длинные ленты для пространственной томографии все же часто распадаются. Чтобы избежать этого, полезно смазать нижнюю или верхнюю грань пирамиды резиновым клеем, предварительно разведённым ксилолом в соотношении 1:10-1:20. Важно: этот способ не годится для образцов, приклеенных на пустой блок любым моментальным клеем, который содержит в составе цианакрилат.  Такие блоки надо смазывать свежим очень жидким цианакрилатным же клеем. Клей наносить за 1-3 часа до резки. Либо накануне  обрызгать блок лаком для волос, этот метод особенно подходит для акрилатной смолы. 
Для качественной серийной резки важно правильно сориентировать нож и образец относительно друг друга: нижний край площадки должен быть параллелен режущей кромке ножа. Для этого необходимо обычным образом выровнять нож относительно образа, вращая винт поворота на блоке ножа, и образец относительно ножа, вращая винт наклона образца на дуге. После достижения наилучшего взаимного положения надо винтом поворота образца на дуге выставить площадку так, чтобы нижний край площадки был параллелен кромке ножа, и повторить процедуру взаимного выравнивания ножа и образца, а затем опять проверить параллельность нижнего края площадки, и при необходимости повторять действия до тех пор, пока нижний край площадки не будет параллелен ножу, нож образцу, а плоскость образца так установлена относительно ножа, чтобы срезалась вся площадка.
Окно резки для получения серии срезов не должно быть слишком большим. Оно устанавливается с учетом размера площадки и скорости резки: от момента входа в окно резки до соприкосновения образца с кромкой ножа должно пройти чуть больше секунды. Скорость резки следует выбрать исходя из особенностей образца, для большинства подходит 0,8 мм/сек. При такой скорости верхняя граница окна резки выставляется на расстоянии 0,8-1 мм от нижнего края площадки до кромки ножа. Скорость возврата следует установить medium или slow. 
Исходя из размеров среза (высоты трапеции), следует заранее рассчитать, сколько срезов поместится в отверстие бленды. Подобрать подходящую толщину срезов и установить ее в списке быстрого доступа (например, 70 нм). В этот же список внести еще 2 записи резки: с той же скоростью, но с толщиной среза 10 нм, и с той же скоростью, но с толщиной, меньше первоначальной на эти 10 нм (например, 60 нм). Установив первоначальную толщину среза, сделать требуемое количество срезов, чтобы поместить на бленду, затем остановить резку под ножом, быстро переключиться на резку с толщиной 10 нм и сделать один срез. При правильно установленной толщине материал не будет срезаться, но лента срезов отделится от края ножа. Далее сделать срез на 10 нм тоньше, остановить резку под ножом,  быстро перевести на первоначальную толщину срезов и сделать количество срезов, которое поместится в отверстие бленды. Таким образом сделать 2-3 ленты, не больше, остановить резку под ножом и собрать срезы на бленды. Продолжать резку и сбор срезов до тех пор, пока не будут сделаны все срезы образца на необходимую высоту. 
Серии ультратонких срезов для ПЭМ монтируют на бленды с отверстием шириной 1 или 0,5 мм с пленкой-подложкой. При монтировании срезов на бленду важно, чтобы края срезов не попадали на металлическую часть бленды (рисунок К.3А), иначе будут складки и волны. 
Формваровую плёнку иногда дополнительно укрепляют углеродным напылением. Напылять можно и бленды со срезами. Углеродное напыление снижает дрейф и деформацию срезов под пучком электронов, но несколько снижает контраст изображения. Чтобы без потерь вылавливать срезы на бленды с формваровой подложкой, следует использовать либо свежеприготовленные бленды (в течение 24 часов после нанесения подложки), либо обработанные тлеющим разрядом в устройстве Jeol HDT-400 в течение 10 сек непосредственно перед монтированием срезов. 
Для вылавливания серийных срезов очень удобно использовать приспособление, которое называется Domino Rack. Оно представляет собой изогнутую П-образную металлическую пластину с отверстиями диаметром около 4 мм в верхней части (рисунок К.3Б). Пленка-подложка помещается поверх этой пластины так, чтобы покрыть поверхность с отверстиями. Для монтирования срезов на Domino Rack их захватывают блендой без подложки как петлёй, точно располагая серию срезов в отверстии бленды. Бленду при этом удерживают пинцетом за край. Бленду с каплей воды и срезами помещают на плёнку-подложку в отверстии.  Бленды и пинцет перед началом работы следует промыть хлороформом и просушить. После того, как срезы высохнут, пленку аккуратно надрезать пинцетом или иглой по кругу, извлечь бленду и поместить в контейнер.
К.4 Заключение 
Просвечивающая электронная микроскопия по праву считается одним из самых трудоёмких методов исследования биологических объектов, а изготовление протяжённых непрерывных серий срезов требует особенного внимания и подготовки оператора. Вышеописанные способы заточки блока, изготовления и монтирования срезов позволяющие получать серии необходимой длины. Ключевыми этапами для получения непрерывной серии срезов являются заливка образца, заточка блока и гидрофильность носителя.
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Получение трёхмерных реконструкций на основании серии полутонких срезов с помощью Amira 2020 3.1.1
Л.1 Введение
Трёхмерные реконструкции биологических объектов дают  представление о взаиморасположении структур, это важно для понимания развития и функционирования отдельных частей и всего организма в целом. В данной статье исследуются возможности программы Amira 2020 3.1.1, используемой для создания трёхмерных реконструкций на основе серии срезов, полученных с помощью светового микроскопа и представленных в виде отдельных изображений, не объединённых единым проектом, и описываются основные элементы интерфейса, связанные с этой задачей.
Л.2 Материалы и методы
Серия из 176 полутонких срезов мшанки была получена на ультрамикротоме Leica EM UC7, срезы окрашены красителем Ричардсон. Изображения срезов были сделаны на инвертированном флуоресцентном микроскопе Leica DMI 6000 на увеличении 200 с помощью приложения Leica LAS и сохранены в формате TIFF. Для 3D реконструкции использована программа Amira 2020 3.1.1, установленная в операционной системе Windows 7.
Л.3 Результаты и обсуждение
Л.3.1 Предварительная обработка изображений
Изображения были обработаны в Adobe Photoshop CS3: с помощью инструмента кисть были убраны основные артефакты: пыль, осадок краски. Для дальнейшей 3D обработки срезы были переведены в черно-белый цвет с помощью настроек инверсии цвета и градации серого: в пункте меню Layers выбраны New Adjustment Layer/Invert, затем в меню Image/Mode/Grayscale. 
Л.3.2 Загрузка и выравнивание изображений 
Световые срезы обычно сильно смещены один относительно другого, поэтому необходимо их вручную развернуть и поместить один над другим в стопке. Для этого необходимо выполнить следующие действия.
При запуске программы в верхнем левом углу на стартовой панели выбрать раздел Project – в данном разделе создается выровненная последовательность срезов, также есть возможность редактировать изображения с помощью фильтров. 
Чтобы загрузить файлы, необходимо нажать кнопку Open Files, расположенную ниже под стартовым меню в верхнем левом углу и выбрать файлы с диска компьютера. Изображения должны быть расположены последовательно, в том порядке, в котором делались срезы объекта. В выпадающем окне выбрать Read Complete Volume into Memory (последний пункт списка). В окне Image Read Parameters, установить размер вокселя (Voxel Size, nm).  В отличие от загрузки данных, полученных с помощью MAPS [1], размер пикселя автоматически не прочитывается и должен быть введён вручную. 
В области Project View появится первый объект – иконка с названием первого файла из загруженного списка в зеленой рамке. Создать модуль Align slices: Geometry transforms > Align slices > Create. Затем запустить автоматическое выравнивание изображений, нажав последнюю в ряду инструментов кнопку (указана белой стрелкой на рисунке Л.1).
Некоторые изображения в стопке неправильно распознаются программой, поэтому требуется ручная корректировка. В режиме ручного выравнивания окне просмотра отображается пара соседних срезов, верхний из них окрашен в синий цвет, нижний – в жёлтый. Для сдвига изображения используется левая кнопка мыши, для вращения изображения нужно зажать колёсико мыши. Когда получен удовлетворительный результат, следует нажать на кнопку Resample, чтобы получить файл с выровненными срезами, затем нужно нажать кнопку Close. Просмотреть выровненную последовательность срезов можно выбрав инструмент Ortho slice, при этом элемент Ortho slice крепится не к исходному файлу, а к полученному после выравнивания. Все инструменты из меню можно перекреплять заново, перетягивая их левым указателем мышки от старого файла к новому, полученному после обработки. 
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Рисунок Л.1  Выравнивание изображений
Л.3.3 Выделение области интереса и обрезка изображений
Чтобы выбрать область интереса на срезах или обрезать края, следует воспользоваться инструментами ROI Box (region of interest) и Crop Editor. 
ROI Box позволяет отметить определенный участок, с которым дальше можно работать другими инструментами. На рисунке Л.2 красными стрелками указаны кнопки для выделения области интереса. Кнопка reset позволяет курсором сдвигать границы (отмечены зелеными якорями) прямоугольной области. Кнопка restrict позволяет нарисовать линию приблизительной границы, которая автоматически конвертируется в прямоугольник схожего размера.
Для обрезки изображения нужно выбрать из меню Crop Editor, в появившемся окне можно выбрать обрезку по границам ROI, либо установить размеры вручную, передвигая зеленые якоря. 

[image: ]






Рисунок Л.2  Выделение участка инструментом ROI
Л.3.4 Получение 3D реконструкции
3D изображение можно получить в разделах Project и Segmentation.
Для получения объёмного изображения в разделе Project нужно в меню выбрать инструмент Volume rendering. Он создаёт полученное из выравненных ранее срезов объёмное изображение. Далее с помощью инструмента Voltex и Colormap можно менять настройки цвета.
Последовательность получения изображения показана на рисунке 3. 
Для получения 3D изображения в разделе Segmentation в строке Image выбирается файл, с которым работали в разделе Project, в строке Label нужно выбрать New. Необходимо проставить галочки напротив 3D и 2D в подразделе Materials и напротив Volume rendering в подразделе Display control. 
Чтобы выделить отдельные части объекта, следует для каждой добавлять новую строку в разделе Materials.
Чтобы сделать снимок полученного объекта, нужно нажать на значок камеры Snapshot на приборной панели (указан белой стрелкой ни рисунке Л.3). 
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Рисунок Л.3 Получение 3D изображения
Полученные объекты можно сохранить в формате .tx в разделе File в верхнем левом углу стартовой панели.
Л.4 Заключение
Изображения, полученные с помощью светового микроскопа, нуждаются в предварительной подготовке. Требуется чистка изображений во внешних графических редакторах, автоматическое выравнивание стопки изображений требует ручной коррекции. Получение трёхмерных изображений на основании серий полутонких срезов можно рекомендовать пользователям выполнять самостоятельно после предварительного обучения.
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Влияние условий хранения фиксаторов на возможность их использования для пробоподготовки к ПЭМ
М.1 Введение
С помощью просвечивающей электронной микроскопии (ПЭМ) изучают тонкую организацию биологических объектов, в частности, строение клеток и их компонентов, расположение макромолекул.  Образец, предназначенный для изучения с помощью электронного микроскопа, должен быть стабилен в вакууме, устойчив к воздействию сфокусированного пучка электронов, клеточные структуры должны быть зафиксированы в положении, максимально приближенном к естественному, и в достаточной степени насыщены тяжёлыми элементами, чтобы отклонять электроны от их траектории для формирования изображения в микроскопе [1].  Наиболее часто применяемый способ пробоподготовки биологического материала – химическая фиксация глутаровым альдегидом или смесью глутарового и парафоральдегида, с дофиксацией тетраоксидом осмия  и последующее заключение материала в смолу. К реактивам предъявляются высокие требования: они должны быть высокой степени очистки и храниться в условиях, предотвращающих изменение их качества. Не всегда есть возможность заменить реактивы в случае нарушения правил хранения. Целью данной работы было установить, в какой степени на качество  подготовки образцов влияют изменения условий хранения растворов фиксаторов для ПЭМ.
М.2 Материалы и методы
В качестве объекта были взяты фрагменты молодых листьев сныти Aegopodium podagraria L. (Apiaceae). 
Фрагменты листьев фиксировали в растворе, содержащем 2,5% глутаровый альдегид (EMS, США), 2% параформальдегид (EMS, США) на 0,1 М какодилатном буфере (EMS, США) рН 7,2. После фиксации в течение 30 минут при комнатной температуре промыли фиксатор тем же буфером три раза по 5 минут, дофиксировали 2% водным раствором тетраоксида осмия (EMS, США) на этом буфере на льду в течение 30 минут. Отмыли материал буфером той же молярности троекратно в течение 5 минут, провели постфиксацию 2% водным раствором ацетатом уранила в темноте при комнатной температуре. Отмыли материал водой (три раза по 5 минут). Обезвоживали фрагменты листьев в серии спиртов возрастающей концентрации (10%, 30%, 50%, 70%, 80%, 96% этанола), в каждом растворе по 7 минут, и абсолютном ацетоне – три раза по 7 минут. Пропитали эпоксидной смолой Epon EmBed  в следующем порядке: 25% смола – 1 час, 50% - на ночь, 75% - 5 часов, 100% - ночь. Разложили в свежую смолу, оставили пропитываться на 12 часов, после заполимеризовали смолу при 60°С в течении 24 часов. Тонкие срезы сделали на ультратоме Leica EM UC7 (Leica Microsystems, Австрия), монтировали срезы на медные сетки (EMS, США) с формваровой плёнкой-подложкой. Контрастировали 2% раствором ацетата уранила и  раствором цитрата свинца [2]. Микрофотографии получили на просвечивающем электронном микроскопе Jeol JEM-1400 (Jeol, Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ. 
В качестве контрольного варианта использовали 25% глутаровый альдегид, расфасованный по эппедорфам и хранящийся при -20ᵒС. 16% раствор параформальдегида, хранившийся при – 20ᵒС, 4% OsO4, хранившийся при -80ᵒС.
Были приготовлены следующие варианты фиксаторов с использованием растворов, хранившихся в иных условиях. 
1) 50% глутаровый альдегид держали в течение 3 дней при комнатной температуре (22 ± 4°С).
2) Готовая фиксирующая смесь была заморожена и хранилась течение 4 дней при -20°С. Перед фиксацией раствор размораживали до комнатной температуры. 
3) 4% водный раствор тетраоксида осмия выдержали 3 дня при комнатной температуре. Следует отметить, что помутнения или изменения цвета раствора не наблюдалось.
М. 3 Результаты и обсуждение.
Главным критерием качества фиксации биологических образцов является сохранность биологических мембран [1].  На срезах контрольного образца (рисунок М.1А) ультраструктура клеток мезофилла хорошо различима – мембраны эндоплазматического ретикулума и митохондрий чёткие, цитоплазма клеток однородная.  Митохондрии и хлоропласты по форме эллиптические, что соответствует нормальным очертаниям этих органелл.  
Первичную фиксацию компонентов клеток обеспечивает глутаровый альдегид, поэтому его чистота так важна. При хранении он склонен к димеризации, это сильно снижает его реакционную способность и, следовательно, значительно ухудшает качество фиксации [3]. Для достижения степени чистоты electron microscopy grade он  освобождается от димеров и хранится в запаянных ампулах под аргоном, рекомендованная температура хранения не должна превышать +4. Объем ампул (0,5-10 мл) не позволяет сразу использовать весь реактив для фиксации образцов, поэтому возникает необходимость хранить остатки без потери качества. В РЦ «Развитие молекулярных и клеточных технологий» ампулу делят на аликвоты, которые хранят при -20ᵒС. Многолетняя практика подтвердила, что при таких условиях хранения реакционная способность глутарового альдегида не изменяется. 
Как показал эксперимент с использованием глутарового альдегида, хранившегося 3 дня при комнатной температуре, сохранность ультраструктуры страдает: органеллы легко распознаются, сохраняют свою форму, цитоплазма однородная, однако мембраны имеют меньшую чёткость, в сравнении с контрольным вариантом, элементы эндоплазматического ретикулума (ЭР) фрагментированы, просвет ЭР сужен или не выявляется (рисунок М.1Б). Цитоплазма более светлая, что свидетельствует о вымывании компонентов гиалоплазмы, очевидно, вследствие недостаточной фиксации. 
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Обозначения: кг – комплекс Гольджи; мх – митохондрия;  п – плазмалемма; хп – хлоропласт; эр – эндоплазматический ретикулум
А – контрольный образец; Б – фиксация с раствором глутарового альдегида, хранившегося 3 дня при комнатной температуре; В – приготовленный заранее раствор фиксатора; Г – постфиксация раствором OsO4 , хранившимся 3 дня при комнатной температуре. 
Рисунок М.1 –  Ультраструктура клеток листа Aegopodium podagraria

Для пробоподготовки к ПЭМ рекомендуют использовать свежеприготовленные растворы фиксаторов [1]. Но иногда, например, для фиксации материала в поле, приходится использовать приготовленный заранее фиксатор. Мы проверили, как влияет на качество фиксации замораживание фиксатора и хранение его при -20°С. Видно (рисунок М.1В), что результат не хуже, чем в контрольном варианте: мембраны митохондрий и хлоропластов были чёткие, органелл имеют характерные очертания и ультраструктуру, цитоплазма плотная.
Тетраоксид осмия используется как фиксатор второго этапа (постфиксации) и контрастёр. Он поставляется в виде кристаллов в запаянных ампулах или готового 4% раствора. Так же как и с глутаровым альдегидом, есть необходимость хранить остатки реактива без потери его свойств. В РЦ «Развитие молекулярных и клеточных технологий» 4% раствор делят на аликвоты, которые хранят в тщательно закрытых пробирках, уложенных в зип-пакеты при -80ᵒС. При этих условиях реактив сохраняет свою реакционную способность и не летуч. При использовании рекомендуют, в первую очередь, обращать внимание на цвет раствора [1]. Нормальным считается прозрачный или слегка желтоватый раствор. Если раствор становится мутным или сереет – это указывает на то, что OsO4 восстановился и может оказаться непригодным для использования при поробоподготовке к ПЭМ. 
Раствор тетраоксида осмия, хранившегося при комнатной температуре три дня, не изменил цвета. Контраст изображения высокий, мембраны органелл (митохондрий, комплекса Гольджи) чётко различимые, цитоплазма плотная, однородная (рисунок М.1Г). Однако видны картины ундуляции плазмалеммы, элементы ЭР, хоть и имеют выраженный просвет, короткие, в цитоплазме много пузырьков. Известно, что OsO4 окисляет двойные связи, в первую очередь – в жирнокислотных остатках мембранных липидов [4]. Возможно, произошли изменения реакционной способности OsO4, до того, как появились видимые признаки изменения раствора. 
М.4 Заключение
Реактивы для фиксации материала для ТЭМ (50% глутаровый альдегид, 4% водный раствор тетраоксида осмия) в случае хранения при комнатной температуре частично теряют свои свойства и ограниченно могут использоваться для ТЭМ, например, для изучения общего вида клеток и тканей и работы на малых увеличениях микроскопа. Пригодность глутарового альдегида в запаянных ампулах под аргоном в этом случае требует дополнительной проверки.  
Приготовленный заранее раствор фиксатора выдерживает как мигимум однократное замораживание до -20°С и размораживание при комнатной температуре, оставаясь при этом пригодным для фиксации материала для ПЭМ. Можно рекомендовать из всего объёма глутарового альдегида после вскрытия ампулы при необходимости готовить фиксатор и хранить его в аликвотах замороженным при -20°С.
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Фиксация биологических образцов с использованием фиксаторов, заменяющих формалин
Н.1 Введение
Фиксация – важный этап пробоподготовки образца к дальнейшему гистологическому исследованию. Нарушения на этой стадии приводят порой к необратимым последствиям в т.ч. утрате образца [1, 2, 3]. При выборе условий фиксации нужно руководствоваться самим материалом, способами его последующей обработки. Спиртовые фиксаторы – достаточно дорогие и действуют коагуляцией (Карнуа, жидкость Буэна). Неспиртовые фиксаторы, например, глиоксаль, действуют с образованием связей, как и формалин, по сравнению с последним обладают меньшей токсичностью, но худшей сохранностью морфологии тканей. Раствор формалина (параформальдегида) на фосфатно-солевом буфере – наиболее универсальный фиксатор. Кроме упомянутой токсичности имеет ряд других недостатков, в т.ч. препараты демонстрируют низкую чувствительность после длительной фиксации формалином и трудности в интерпретации некоторых изображений, особенно для методов ИГХ [2], а также непригодность ткани для последующих протеомных исследований [5]. Кроме того, часть образцов, например полученные методом тканевой инженерии гидрогели, не оптимизированы для использования с обычными методами фиксации тканей из-за высокого содержания воды и отсутствия разнообразных химических фрагментов, поддающихся фиксации тканей традиционными фиксаторами [3].
В этой связи проблема поиска новых фиксаторов с учетом уменьшения их токсичности при улучшении качества и информативности препаратов биологических образцов представляется достаточно актуальной. 
Н.2 Cравнение фиксаторов
Наиболее часто используемым фиксирующим агентом является формальдегид, а наиболее часто используемой формулой является нейтрально-буферный формалин. Для формалина были описаны другие буферы и физиологические растворы, такие как физиологический раствор, буфер какодилат натрия - хлорид бария и трис-буфер на физиологическом растворе с добавлением кальция, а также фиксация на основе глутаральдегида в фосфатном буфере [3, 4]. 
В исследовании 2023 года приводится сравнение некоторых коммерческих фиксаторов [3]. Были исследованы свойства следующих растворов, которые фиксируют ткань посредством ковалентной сшивки:                    10% нейтральный забуференный формалин (NBF), содержащий метанол для стабилизации формальдегида и предотвращения его деградации или осаждения, 4% параформальдегид (PFA) в 0,1 М фосфатном буфере и                             2,0% глутаральдегида для электронной микроскопии в PBS. Для фиксации на основе коагуляции использовался формалин-несодержащий фиксатор на спиртовой основе, Accustain (Sigma). Подробная информация про использованные фиксаторы приведены в таблице H.1. 
Таблица 1 – Фиксаторы и их свойства [3]
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Результаты исследования приведены на рисунке H.1. Было показано, что все четыре фиксатора способны сохранять архитектуру ткани, но степень окрашивания H&E различается в зависимости от фиксатора. При этом глутаральдегид и NBF демонстрировали более слабое окрашивание эозином. Кроме этого, фиксация на основе глутаральдегида привела к увеличению автофлуоресценции ткани.
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(A) Обзор выбранных тканей (мозг, сердце, почки и печень), взятых у одного животного; выбранная методика изготовления срезов (вибротомия) и фиксаця серийных срезов с помощью одного из четырех коммерчески доступных фиксаторов (NBF – нейтральный забуференный формалин, FF – формалин-несодержащий фиксатор на спиртовой основе, PFA – параформальдегид, Glut – глутаральдегид). (B) Обзор рабочего процесса гистологической обработки для создания тканевых микрочипов (ТМА) для оценки автофлуоресценции тканей с помощью различных фиксаторов и одновременного окрашивания гематоксилином и эозином (H&E) и визуализации. (C) Органы ранжированы по уровню содержания липидов от самого высокого к самому низкому. Изображения H&E получены с помощью объектива ×20 на инвертированном микроскопе Nikon Ts-2R. Масштабная линейка составляет 100 мкм для всех изображений. 
Рисунок H.1 – Фиксация нативных тканей мыши с различным липидно-белковым составом с помощью различных коммерчески доступных фиксаторов [3]

В исследовании 2011 года проводили сравнение других FF-фиксаторов – FineFIX®, RCL2®, и HOPE® с фиксатором на основе формалина [5]. Окраска H&E показала сходные результаты для всех фиксаторов [рисунок H.2].
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(A) формалиновая фиксация, (B) фиксация с помощью FineFIX, (C) фиксация с помощью RCL2, (D) фиксация с помощью HOPE.
Рисунок H.2 – Oкрашивание гематоксилином и эозином тканей больных раком легких (исходное увеличение ×400) [5]

Однако, фиксаторы не содержащие в составе формалин, показали большую сохранность поверхностных белков [5].
В исследовании 2014 года в качестве фиксатора, заменяющего формалин, используется шеллак [6]. Шеллак — это натуральный материал, который, помимо прочего, используется в качестве консерванта в пищевой и фармацевтической промышленности. Это натуральный полимер, получаемый из затвердевшей секреции лакового насекомого Laccifer lacca. Химически шеллак состоит из сложной смеси алифатических и алициклических гидроксикислот и их полиэфиров. Компоненты включают алейритовую кислоту, шеллоевую кислоту и другие соединения. Шеллак растворим в спирте и щелочных растворах, но нерастворим в воде. Обладает очень низкой проницаемостью для воды и кислот. Безопасен для здоровья исследователя.
Приводится следующий метод приготовления фиксатора на основе шеллака (SAS). Два килограмма сухой смолы шеллака смешиваются с 1,2 л этилового спирта и 0,8 л дистиллированной воды в стеклянной емкости. Через 2 часа образуется полупрозрачный раствор, в котором большая часть воска осела на дне емкости. Результаты фиксации шеллаком сравнивали с фиксацией нейтральным забуферным формалином (NBF 4%), pH 7 [6].
Результаты сравнения показали следующее.
Качество сохранности ткани после фиксации менее 12 ч в фиксаторе SAS было адекватным с приемлемыми морфологическими деталями, но меньшей ясностью и четкостью ядер, цитоплазмы и внеклеточных компонентов. Ткани, зафиксированные более 18 ч, имели улучшенную фиксацию и лучшее качество окрашивания. 
Качество окраски H&E препаратов тканей, фиксированных SAS (в течение 18 ч), было сопоставимо с тканями, фиксированными NBF. Ясная и четкая ядерная и цитоплазматическая морфология, четкие внеклеточные детали, однородность окраски были сопоставимы в обоих фиксаторах (рисунок H.3).
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A и B: Окрашенные H&E препараты ткани, фиксированной NBF, демонстрирующие инвазивную протоковую карциному молочной железы при разных увеличениях; наблюдаются хорошие ядерные и цитоплазматические детали. C и D: Окрашенные H&E препараты ткани, фиксированной SAS (>18 ч), демонстрирующие инвазивную протоковую карциному молочной железы при разных увеличениях; наблюдаются улучшенные ядерные, цитоплазматические и внеклеточные детали по сравнению с тканью, фиксированной NBF (A×200; B×400; C×200; D×400).
Рисунок 3 – Рак молочной железы, инвазивная протоковая карцинома, окраска – H&E [6]

Сравнение ИГХ окрашиваний различных тканей дало эквивалентные показатели с хорошим положительным качеством ядерного окрашивания и схожими интенсивностью и распределением меток у обоих фиксаторов (рисунок H.4). 
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A–D ткань, фиксированная NBF. E–H: ткань, фиксированная SAS (A, C, E, G окрашены H&S; B, F окрашены красителем LCA; D, H окрашены красителем CD20). (A×100; B×100; C×200; D×400; E×100; F×100; G×200; H×200).
Рисунок Н.4 – сравнение различных тканей (H&E, иммуногистохимия) [6]
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Возможные модификации протоколов гистологической пробоподготовки глаз
П.1 Введение
Изготовление препаратов глазного яблока – сложный процесс, при котором трудно избежать артефактов. Гистологические препараты целых глазных яблок труднодоступны, поскольку в результате обычной обработки возникают существенные структурные искажения, обусловленные переменной консистенцией компонентов ткани (и их нежелательной дифференциальной усадкой). В частности, на этапе дегидратации мягкое, гелеобразное стекловидное тело значительно сжимается по сравнению с жесткой фиброзной склерой, вызывая коллапс глазного яблока [1, 2]. 
В данном обзоре рассматриваются две модификации стандартного протокола для изготовления крио-срезов и парафиновых срезов глазного яблока.
П.2 Подготовка образца для изготовления крио-срезов
Для гистохимических и иммуногистохимических исследований требуется использовать замороженные срезы, однако из-за технических проблем большие замороженные срезы глаз подвержены артефактам, которые могут изменить архитектуру и исказить морфологию сетчатки. Несмотря на процедуры, направленные на улучшение качества криосрезов, такие, как рассечение нефиксированных глаз обезьяны на четыре части перед заливкой, артефакты все еще довольно распространены [1, 3]. Основная причина артефактов – стекловидное тело. Если стекловидное тело оставить нетронутым перед заливкой и замораживанием, оно станет источником образования крупных кристаллов льда, которые могут вызвать артефакты дробления в сетчатке во время изготовления срезов. Удаление стекловидного тела затруднено, поскольку может вызвать повреждение сетчатки (рисунок П.1). 
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(а) Изображение свиного глаза, замороженного в среде с оптимальной температурой резки и помещенного в криостат для изготовления срезов. (b) Кристаллы льда наблюдаются в стекловидном теле сразу после того, как был сделан срез толщиной 25 мкм и помещен на предметное стекло (стрелки).  (c) Через несколько секунд на том же слайде показано артефактное отслоение сетчатки (стрелки) [1]                                                                                       
Рисунок П.1 – Образование кристаллов льда и отслоение сетчатки в замороженном свином глазу во время изготовления срезов

Последовательное погружение в растворы, содержащие возрастающее количество сахарозы, может уменьшить артефакты, но часто не устраняет их полностью [3]. Быстрое замораживание глаз в жидком азоте может уменьшить образование кристаллов льда, но также может увеличить присутствие артефактов из-за неравномерного охлаждения. Авторы приводят свой метод уменьшения артефактов и оптимизации качества замороженных срезов больших глаз, путем замены стекловидного тела заливочной средой [1].
Глаза (свиньи, обезьяны, человека) инкубируют при комнатной температуре в 15 мл 10% формалина на фосфатно-солевом буфере (PBS ph 7,4) или 4% параформальдегиде (PFA) на PBS в течение 4–6 ч. Далее экстраокулярная соединительная ткань удаляется, и глаза инкубируются при комнатной температуре в формалине или PFA в течение 12 ч. Роговица удаляется с помощью роговичного трепана (11,5 мм), и глаза инкубируют в формалине или PFA при 4ºC в течение ночи. 
Далее под бинокуляром или микроскопом радужная оболочка и хрусталик осторожно удаляются, не повреждая цилиарное тело, чтобы избежать отслоения сетчатки. Затем передняя стекловидная поверхность прокалывается иглой зонда, и раствор 10% формалина или 4% PFA медленно вводится в стекловидное тело, заполняя полость стекловидного тела. Заполненный фиксатором глазной бокал инкубируется при температуре 4ºC в течение 12 часов (рисунок П.2).
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(a) Энуклеированные глаза фиксируются либо в 10% формалине, либо в 4% PFA при комнатной температуре (RT) в течение 4–6 часов, после чего удаляются мышцы, жировая и соединительная ткани, в результате чего получается чистая склера. (b) Глаза инкубируются в фиксаторе еще 12 часов при комнатной температуре, помещаются на плоскую поверхность, для удаления роговицы используется трепан. (c) Глаз погружается в фиксатор, инкубируется при 4ºC в течение ночи, а затем удаляются хрусталик, радужная оболочка. (d) Под микроскопом фиксатор вводится в стекловидное тело через иглу зонда, после чего следует инкубация при 4ºC в течение 12 часов [1]/ 
Рисунок П.2 – Фиксация глаза для крио-срезов

После удаления фиксирующего раствора в стекловидное тело осторожно вводят PBS с 15% сахарозы через зонд. Регулировка направления иглы и углов инъекции выполняется под микроскопом для разрушения и ослабления стекловидного тела без касания или повреждения сетчатки. После 12 часов инкубации при температуре 4ºC иглой проводят разрушение стекловидного тела и его диссекцию с помощью инфузии PBS с 30% сахарозы, после чего необходима еще одна инкубация при температуре 4ºC в течение 12 часов. Диссекция стекловидного тела с помощью инфузии жидкости можно сочетать с механической диссекцией с использованием хирургических ножниц для удаления всего вымытого стекловидного тела. Затем глазной бокал, лишенный стекловидного тела, заполняют заливочной средой с оптимальной температурой резки (кат. № 4583, Tissue Tek-OCT composite, Sakura Finetek, Торранс, Калифорния) с помощью адаптера Intramedic Luer Stub 15G (кат. № 7560, Becton Dickinson, Нью-Джерси 07054) и замораживают в течение ночи при температуре -80ºC. После данных процедур материал готов для изготовления срезов (рисунок П.3).
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(а) После фиксации следует двухэтапный процесс криоконсервации последовательными инъекциями в стекловидное тело растворов 15% сахарозы на фосфатно-солевом буфере (PBS) и 30% сахарозы на PBS с инкубациями при 4 °C по 12 часов. (b) После удаления 30% сахароза на PBS, шприцом объемом 10 мл медленно вводят OCT. (c) Глаз помещают в форму из алюминиевой фольги, вводят дополнительное количество OCT, чтобы полностью его погрузить и замораживают при температуре -80 °C в течение ночи.
Рисунок П.3 – Криоконсервация, замена стекловидного тела и встраивание большого глаза для замороженных срезов

П.3 Подготовка образца для изготовления крио-срезов
Чтобы преодолеть потерю структурной целостности при подготовке срезов глазного яблока путем парафиновой заливки, авторы предлагают следующие модификации протокола: (i) осторожная игольчатая аспирация стекловидного тела и замена расплавленным воском перед инфильтрацией воском; (ii) размягчение хрусталика в восковом блоке (совокупность эффектов фиксации, дегидратации и заливки при 60ºC делают хрусталик глаза слишком твердым для микротомии) путем помещения на него капли концентрированного жидкого фенола на 3 часа. [3]. Эти вариации рутинного гистологического метода дали неповрежденные целые срезы глазного яблока с отслоением сетчатки в качестве единственного структурного искажения (рисунок П.4). Полученные неповрежденные срезы глазного яблока хорошо сопоставимы с трудоемким, дорогим и 8-недельным целлоидиновым методом.
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Глазное яблоко на рисунках a и b подготовлено в соответствии с модифицированным протоколом  методом аспирации стекловидного тела и замены расплавленным парафином  непосредственно перед заливкой парафином. На рисунке a хрусталик не был обработан концентрированным жидким фенолом. Во время изготовления срезов переотвердевший хрусталик отвалился (черные стрелки). На рисунке b хрусталик был обработан фенолом. На рисунке c глазное яблоко было подготовлено в соответствии со стандартным протоколом гистологической обработки без каких-либо изменений. На нем показан сжатый глаз со смещенной и дезинтегрированной сетчаткой и хрусталик с пустотой (*) в центре.
Рисунок П.4 – Микрофотографии окрашенных гематоксилином и эозином переднезадних срезов глазного яблока (a–c)

Глазные яблоки перфузированных животных (морские свинки) фиксируются в течение 3–5 дней либо в 10% нейтрального забуференного формалина, либо в растворе Буэна. После фиксации глазные яблоки дегидратируются с помощью градуированных этанолов. Перед инфильтрации парафином стекловидное тело глазного яблока осторожно аспирируется с помощью шприца, оснащенного иглой для подкожных инъекций (JMK, 0,5 x 16 мм). Игла вводится через зрительный нерв, чтобы избежать прокола сетчатки. Аналогичным шприцом для подкожных инъекций вводится расплавленный парафин для замены аспирированной жидкости. Эту процедуру необходимо было выполнить чрезвычайно быстро, прежде чем расплавленный воск затвердеет и закупорит отверстие иглы. Объем парафина, введенного в пространство стекловидного тела, был примерно таким же, как и объем аспирированного стекловидного тела.
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Варианты использования микроклонального размножения растений в научных исследованиях (обзор)
Микроклональное размножение, микроразмножение – крупномасштабное вегетативное размножение растений на средах для культивирования растений in vitro. Схема процесса размножения приведена на рисунке Р.1 [6]. 
[image: https://ars.els-cdn.com/content/image/3-s2.0-B0122270509002143-gr1.jpg]
Рисунок Р.1 – схема микроразмножения [6]
Полученные микроклональным размножением растения полностью соответствуют материнскому растению и свободны от патогенов. Процесс микроклонального размножения протекает значительно быстрее, чем размножение растений в природе, отсюда его колоссальное экономическое значение. Производство посадочного материала данным методом имеет преимущество перед размножением in vivo, поскольку оно не зависит от сезонности. Ключевой особенностью микроразмножения является возможность быстрого «клонирования» отдельных элитных растений, например, здоровых особей и/или новых селекционных линий [6]. 
В исследовании 2024 года рассматривается возможность получения серебряных наночастиц (AgNP) с использованием экстракта листьев Argyrolobium roseum (A. roseum)[1]. Серебряные наночастицы известны своим биологическим применением, в частности, своими антиоксидантными, противораковыми свойствами и бактериальной устойчивостью [1, 2]. 
В последние годы противораковое воздействие AgNP широко исследуется. Рак груди, рак шейки матки, рак легких, носоглоточная карцинома, гепатоцеллюлярная карцинома, глиобластома, карцинома предстательной железы и колоректальная аденокарцинома — вот лишь некоторые из видов рака, против которых AgNP продемонстрировали свою эффективность как в исследованиях in vitro, так и in vivo [2]. Применение AgNP в биомедицине продолжает расти, включая молекулярную визуализацию, заживление ран, диагностику и производство медицинских приборов и веществ с антимикробными свойствами. Другие терапевтические применения AgNP включают их использование в качестве носителей или активных молекул для терапии [2]. AgNP и их нанокомпозиты являются одними из наиболее широко используемых наноматериалов в качестве антимикробных агентов в пищевой промышленности [3]. Наночастицы серебра являются чаще других используются в косметической продукции. Использование наночастиц серебра составляет примерно 12% от всех наночастиц, используемых в косметике [4].
Наночастицы серебра можно синтезировать с использованием физических, химических и биологических методов [1]. Биологически синтезированные AgNP считаются менее токсичными и безопасными, чем химически или физически синтезированные AgNP [3]. В исследовании 2024 года AgNP были получены с использованием экстракта листьев Argyrolobium roseum (A. roseum).
Argyrolobium roseum — однолетнее травянистое растение семейства бобовых высотой 10–16 см (рисунок Р.2). 
[image: https://d2seqvvyy3b8p2.cloudfront.net/aa91a0c457503aa51dd5c192e27e0f09.jpg]
Рисунок Р.2 – Argyrolobium roseum (https://powo.science.kew.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:475243-1)
Из неочищенного экстракта A. roseum выделяются такие химические соединения, как фенолы, танины, восстанавливающие сахара и сердечные гликозиды; свежий растительный материал A. roseum используется для лечения различных кожных заболеваний, гепатита, воспаления печени, желудка и мочевого пузыря; кроме этого, сообщалось об антибактериальной, аллелопатической, противогрибковой, ферментативной, цитотоксической, антиоксидантной, гепатопротекторной и антидиабетической активности A. roseum [1].
Было показано, что полученные из экстракта A. roseum наночастицы обладают антибактериальной а антиоксидантной активностью, а также, в качестве наноудобрений, AgNP, синтезированные с помощью A. roseum,  показали заметное увеличение всхожести и роста на примере  пшеницы, сорт Akbar-2019 [1].
Для Argyrolobium roseum, находящегося под угрозой исчезновения растения, разработан протокол микроразмножения [5]. 
Семена помещают в песок при температуре 4ºC на 48 ч. После этого в асептических условиях поверхность семян стерилизуют, погрузив их в 1,0 мл хлорокса (5,25% гипохлорита натрия) на 10 минут и трижды промывают автоклавированной дистиллированной водой. Стерилизованные семена инокулируют на среде Murashige and Skoog (MS) половинной концентрации. Колбы содержат при температуре 25±2°C в полной темноте до начала прорастания семян. Затем их помещают на 16-ти часовой фотопериод.
В качестве источника экспланта используют восьминедельные сеянцы. Требуется разделить гипокотиль, лист и корневые секции (1,0 см2). Листовые экспланты также разрезают. Базальная среда MS, дополненная сахарозой (30 г л−1) в качестве источника углерода и агаром Нобла (7 г л−1) в качестве затвердевающего агента, используется для всех экспериментов, проведенных в этом исследовании [5]. Для индукции каллуса базальная среда также содержит различные концентрации 6-бензиламинопурин (BA) и 1-нефталинуксусной кислоты (NAA) либо по отдельности, либо в комбинации. Среду доводят до pH 5,7 с помощью 1,0М KOH. Объем среды 30 мл разливали в колбу на 100 мл и автоклавируют при 121ºC и 15 кПа в течение 20 мин. Культуры поддерживают в комнате для роста при 25±2 °C при 16-nb часовом фотопериоде. Постоянная плотность потока фотонов 40 лмольм−2 с−1. Для пролиферации каллусы переносятся на ту же среду каждые 14 дней. Для развития побегов каллусы, индуцированные при 1,0 мг л−1 NAA и 0,5 мг л−1 BA с AgNO3 и PVP (по 0,5 мг л−1 каждого), перемещаются на среду MS, содержащую различные концентрации BA и NAA. Среда для индукции побегов также содержит 0,5 мг л−1 PVP и AgNO3 каждого. Среда для регенерации побегов дополняется сахарозой (30 г л−1) в качестве источника углерода и агаром (7 г л−1) в качестве затвердевающего агента [5]. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ С
Методические рекомендации по определению пригодности комбикормовой продукции, для питания лабораторных животных, на примере крыс
С.1 Введение
Крысы (Rattus norvegicus) часто используются в биомедицинских исследованиях, являясь основным объектом доклинических испытаний для установления безопасности лекарственных препаратов [1, 7, 9]. 
Клеточное содержание лабораторных крыс лишает их возможности свободного передвижения, отрицательно влияя на их двигательную активность, снижает обмен веществ в организме и делает более восприимчивыми к заболеваниям различной этиологии [3, 8].
Для получения воспроизводимых, достоверных результатов исследований, повышенное внимание уделяется вопросам кормления лабораторных крыс, содержащихся в условиях воспроизводства или эксперимента. С этой целью принята стандартизация условий содержания и унификации всех факторов, воздействующих на организм лабораторных крыс, включая кормление [3].
В аспекте современных тенденций развития биологической науки знание теоретических положений проведения медико-биологических исследований и овладение практическими навыками работы с лабораторными крысами необходимы исследователям [1, 7, 8].
С.2 Видовые особенности, определяющие специфику кормления крыс
Изменение кормовых продуктов в пищеварительном тракте крыс происходит в результате физической (измельчение, увлажнение и др.), химической (при помощи соков пищеварительных желез, содержащих ферменты) и биологической (при участии микрофлоры) обработки [1, 3, 9].
Крысы относятся к моногастричным животным, желудок однокамерный, имеет форму крючка, реже – подковообразной формы, большей частью размещен левее срединной линии, вентрально прикрыт печенью. Анатомически разделен на четыре отдела: пищеводный, или преджелудок; кардиальный с трубчатыми слизистыми железами; дно желудка и пилорическая часть. Анатомически части ограничены гребнем, закрывающим выход из пищевода и предотвращающий возможность рвоты. Пища при попадании в желудок осаждается в безжелезистой части желудка, переваривается в железистой части [1, 9]. Так лабораторные крысы линии Wistar имеют следующие морфологические показатели желудка: объем - 7,12±0,12 (мл), длина - 4,01±0,36 (см), ширина - 2,03±0,13 (см), толщина - 0,79±0,08 (см) [1]. 
Растительный рацион питания грызунов обуславливает преобладание в кишечнике целлюлозолитической микрофлоры, осуществляющей кишечное брожение (hindgut fermentation). Основное бактериальное расщепление компонентов потребленной пищи происходит в слепой кишке. Переваривание основных питательных веществ корма, всасывание продуктов пищеварения происходят в тонкой кишке, которая разделена по длине на три неравные части: двенадцатиперстную, тощую и подвздошную кишку. Наиболее активно всасывание происходит в двенадцатиперстной кишке и проксимальной части тощей кишки; основные механизмы всасывания: пассивная диффузия, облегченная диффузия, активный транспорт путем пиноцитоза. Кроме того поглощение воды и электролитов также продолжается в толстой кишке [1, 9].
[bookmark: _Hlk136949824]Важная особенность пищеварения крыс - копрофагия, заключается в поедании собственного мягкого ночного кала. В процессе пищеварения у крыс происходит формирование двух типов кала отличающихся по химическому составу. Обычный кал, волокнистый выделяется в виде фекалия. Кроме того образуются поедаемые впоследствии цекотрофы (каловые шарики, или первичный кал) обогащенные питательными компонентами. Цекотрофы содержат бактерии, простейших, дрожжи и продукты их ферментации с аминокислотами, летучими жирными кислотами, витаминами и ферментами. Копрофагия - нормальный физиологический акт у этих животных, способствующий лучшей переваримости питательных веществ корма, за счет которого организм крыс получает большее количество полноценного микробиального белка, обогащается витаминами группы В и К, дополнительно обеспечивается фосфором, калием и натрием. Лишение копрофагии вызывает ряд нежелательных явлений. Уменьшается скорость прохождения питательных веществ через пищеварительный тракт, снижается их переваримость, уменьшается количество микрофлоры, возникают расстройства обмена веществ, что следует учитывать при составлении и коррекции рационов [1, 8, 9].   
С.3 Материалы и методы
С.3.1 Подготовка, условия и процедура выполнения
Выбор кормов для лабораторных животных зависит от условий содержания и индивидуальных особенностей животных [3, 8, 10].
В настоящее время наиболее технологичным для условий вивариев является кормление лабораторных крыс участвующих в разведении или эксперименте полнорационными комбикормами [4, 8], изготовленными по специальным рецептам в гранулированном виде, в соответствии с правилами организации и ведения технологических процессов производства продукции комбикормовой промышленности ГОСТ 34566-2019 «Комбикорма полнорационные для лабораторных животных» [2].
Энергетическая (общая) питательность комбикорма рассчитывается в обменной энергии (МДж/кг) [4, 6, 10]. На изменения потребности крыс в энергии оказывают влияние многие факторы: скорость движения воздуха, его влажность и температура, упитанность и качество кормов [3, 8]. Например, для крысы массой 290 г на основной обмен  необходимо (кДж/сутки): на организм в целом - 117,6; на 1 кг массы тела - 405,7; на 1м2 поверхности тела - 3517; на 1 кг обменной массы W0,75 - 341 [6].
Учитывая высокую ценность лабораторных животных, первоначальную оценку кормов проводят на крысах методом групп. В настоящее время данный метод широко используется в исследованиях по кормлению животных [6, 10].
Опыт проводится на двух и более группах хорошо подобранных животных (парные аналоги). При этом следует учитывать, что чем больше групп учувствует в опыте, тем труднее и менее достижимо сходство подбираемых животных. Первая группа животных находится под действием основного кормового фактора, использует в питании хорошо себя зарекомендовавший уже известный полнорационный комбикорм, эта группа принимается в качестве контрольной, а другие группы опытными. 
С.3.2 Материалы и оборудование 
Для проведения исследований формируется 3 группы (n=45), каждая группа включает 15 самцов крыс линии Wistar. Живая масса крыс должна составлять 74-78 г при нормальной упитанности, соответствующей кондиции грызуна BCS=3.
Животные в I группе (контрольной) получают в качестве основного рациона питания ранее использовавшийся ими в питании полнорационный комбикорм, животные II (опытная) и III (опытная) получают ранее не использовавшиеся комбикорма других производителей или того же производителя, но изготовленные по другому рецепту. Комбикорма всех групп перед скармливанием подвергаются автоклавированию. У исследуемых комбикормов предварительно обезличивается информация о производителе и на упаковку с комбикормом наносится только маркировка групп. Поение осуществляется из автоклавированных поилок, водопроводной водой, профильтрованной в установке обратного осмоса.
Исследование проводится в течение трех недель (21 день), на протяжении которых за крысами всех групп осуществляется ежедневное наблюдение ветеринарным врачом. Кроме того своевременно оценивается клиническое состояние (температура тела, дыхание, дефекация, диурез, саливация), двигательная активность лабораторных крыс.
Животные в период исследования должны находится в равных условиях содержания [3] в условиях микроклимата клеток ЭВЛ. В ходе исследования измеряется живая массы лабораторных крыс и определяется ее динамика, ведутся наблюдения за поведением крыс, контролируется клиническое состояние животных контрольной и опытной групп. В заключение исследования проводится эвтаназия крыс с помощью СО2-камеры, и после установления факта смерти проводится их вскрытие (некроскопия) по стандартным методикам [5], с целью определения массы внутренних органов: почек, желудка, легких, сердца. 
С.4 Результаты и обсуждение
Прижизненная массометрия крыс в опытных и контрольной группах проводилась шестикратно. Первоначальная масса (W0) крыс в I опытной группе составил - 60,75 г, II опытной - 60,29 г, контрольной  59,11 г. А на конец периода прижизненных измерений, масса тела (W1) составила в I опытной группе - 102,89 г, II опытной - 101,95 г, контрольной  103,41 г соответственно. Абсолютный привес (А) массы тела крыс в I опытной группе составил - 42,14 г, II опытной - 42,25 г, контрольной 44,30 г соответственно. Среднесуточный прирост (С) в I опытной группе составил - 3,01 г, II опытной - 42,25 г, контрольной 3,16 г. Полученные результаты измерений отражены в диаграмме 1. На основании представленных данных можно отметить, что показатели между группами не имели значительных отличий и соответствовали показателям клинически здоровых животных. 
Для получения данных по массометрии некоторых внутренних органов, была проведена эвтаназия и патологоанатомическое вскрытие крыс опытных и контрольной групп через 21 сутки исследований (рисунок С.1). 

Рисунок С.1  Динамика изменения привес массы тела крыс, (n=45)

Посмертная массометрия животных после обескровливания, показала, что масса тела крыс в I опытной группе составила - 139,66±0,39 г; во II опытной группе - 134,82±0,54 г; контрольной группе - 131,15±0,74 г. Масса внутренних органов крыс в I опытной группе масса составила (г): сердце - 0,46±0,35; легкие - 1,16±0,42; желудок - 2,49±0,11; кишечник - 12,96±0,18; селезенка - 0,69±0,14; почки - 1,55±0,45; печень - 7,48±0,27. Во II опытной группе: сердце - 0,43±0,88; легкие - 1,15±0,67; желудок - 3,13±0,51; кишечник - 11,24±0,25; селезенка - 0,67±0,91; почки - 1,48±0,71; печень - 7,81±0,39. В контрольной группе: сердце - 0,51±0,25; легкие - 1,19±0,44; желудок - 2,42±0,13; кишечник - 14,76±0,62; селезенка - 0,72±0,31; почки - 1,68±0,56; печень - 7,34±0,29 соответственно.
Как видно из представленных данных, значимых отличий в массе и патологоанатомических изменений во внутренних органах у животных в I и II опытных группах, а также в контрольной группе выявлено не было, что предполагает высокое качество комбикормов используемых кормов. 
С.5 Выводы 
1) На основании полученных данных, можно сделать заключение, о хорошей питательности используемых кормов в I опытной, II опытной и в контрольной группе, а так же об отсутствии токсических эффектов в данных кормах. При этом предпочтение следует отдать корму, используемому в контрольной группе как лучшему, что подтверждают цифровые показатели приростов массы тела крыс и результаты массометрии внутренних органов.
2) Рассмотренная методика по определению пригодности и соответствия комбикормовой продукции, для питания лабораторных животных (на примере крыс) позволяет выбрать оптимальный вид промышленного корма с учетом особенностей проводимого исследования и потребностями в питательных веществах конкретной половозрастной группы лабораторных животных, что повысит достоверность и качество проведения медико-биологических исследований. 
С.6 Список использованных источников
1) Гомзикова М. О., Маланьева А. Г., Сираева З. Ю. Основы проведения биомедицинских исследований на лабораторных животных: учеб. Пособие. Казань: ИД «МеДДоК», 2021. - 124 с. 
2) ГОСТ 34566-2019 «Комбикорма полнорационные для лабораторных животных»
3) Зоогигиена: учебник / И.И. Кочиш, Н.С. Калюжный, Л.А. Волчкова [и др.]. - Санкт-Петербург: Лань, 2022. - 464 с.
4) Зоогигиеническая и ветеринарно-санитарная экспертиза кормов : учебник / А. Ф. Кузнецов, А. М. Лунегов, К. А. Рожков, И. В. Лунегова. - Санкт-Петербург : Лань, 2022. - 508 с. 
5) Латыпов, Д. Г. Вскрытие и патологоанатомическая диагностика болезней животных : учебное пособие / Д. Г. Латыпов, И. Н. Залялов. - Санкт-Петербург : Лань, 2022. - 384 с.
6) Макарцев, Н. Г. Кормление сельскохозяйственных животных: учебник / Н. Г. Макарцев. - Калуга: Ноосфера, 2012. - 640 с.
7) Морфометрические показатели органов свободных от патогенной флоры крыс cd (sprague dawley) в норме / Дьяченко, Е. А. Калабина, С. Г. Семушина [и др.] // Биомедицина. - 2013. - № 1. - С. 72-77. 
8) Практикум по частной зоогигиене с основами содержания животных. Книга 2. Сельскохозяйственная птица, свиньи, лошади, пушные звери, пчелы, лабораторные животные : учебное пособие / А. Ф. Кузнецов, В. Г. Тюрин, В. Г. Семёнов [и др.] ; под редакцией А. Ф. Кузнецова. - 2-е изд. - Санкт-Петербург : Квадро, 2021. - 304 c. 
9) Скопичев, В. Г. Частная физиология. Кн. 4. Физиология лабораторных животных: учебное пособие / В. Г. Скопичев. - Санкт-Петербург: Квадро, 2022. - 524 c.
10) Хохрин, С. Н. Кормление животных с основами кормопроизводства / С. Н. Хохрин, К. А. Рожков, И. В. Лунегова. - Санкт-Петербург:  Проспект Науки, 2021. - 480 с.
С.7 Методику разработали:
1) Рожков Константин Александрович, к. с.-х. н., доцент, научный сотрудник Института трансляционной биомедицины СПбГУ;
2) Пяточенко Николай Львович, ветеринарный врач ресурсного центра «Виварий» Научного парка СПбГУ.
3) Тихонова Екатерина Михайловна, специалист ресурсного центра «Виварий» Научного парка СПбГУ.



[bookmark: _Toc183359094]ПРИЛОЖЕНИЕ Т 
Методические рекомендации по расчету рациона для моногастричных лабораторных животных, на примере кроликов
Т.1 Введение
В настоящее время Европейский кролик (Oryctolagus cuniculi) считается классическим лабораторным животным, и широко используются во множестве разных исследований. [2]. Лабораторные кролики применяются и как самостоятельные тест-системы, и как дополнительные (дублирующие) при проведении исследований на других мелких грызунах. Последние несколько лет лабораторные кролики занимают 3-е место среди млекопитающих лабораторных животных по количеству использования для исследований и испытаний в научных и образовательных целях после крыс и мышей [5].
Для получения воспроизводимых, достоверных результатов доклинических исследований и сохранения здоровья лабораторных животных, особое внимание специалистам вивария следует уделять вопросам нормированного кормления.
В современной технологии кормления кроликов одним из основных приемов является широкое внедрение детализированных норм кормления. В основе этих норм заложены общебиологические закономерности [4, 6, 7, 8].
Потребность кроликов в питательных веществах и энергии не постоянна, и зависит от интенсивности обмена веществ. В свою очередь на интенсивность обмена веществ влияют возраст животных, физиологическое состояние и другие факторы [4, 7, 8].
Т.2 Биологические особенности, определяющие специфику кормления кроликов
Кролики моногастричные животные с однокамерным желудком, питающиеся растительными кормами. Желудочный сок у кроликов выделяется непрерывно и имеет более высокую кислотность, чем у других травоядных животных. Кролики в течение суток потребляют корм 70-80 раз, продолжительность каждого приема корма длится около 2 минут. Длина кишечника у кролика в 12-15 раз превосходит длину тела. Масса кишечника обычно достигает 18,5% массы тела. Ферментативная активность пищеварительных соков у кроликов выше, чем у других травоядных животных. Пищеварение у них имеет своеобразный характер, отличается от других травоядных животных. У кроликов развито явление копрофагии - поедание мягкого ночного кала. Поедание мягкого кала повышает биологическую полноценность рациона (витамины группы В, К, микробный белок) и способствует лучшему усвоению потребленного корма [6, 7, 8].
Кролики характеризуется высокой интенсивностью размножения и скороспелостью. За один окрол самки приносят в среднем 8-10 крольчат. Крольчата за первые 4 месяца жизни увеличивают свою живую массу в 40 раз. От хорошей крольчихи за год можно получить 5-6 окролов [4, 6, 7].
Т.3 Материалы и методы
Т.3.1 Подготовка, условия и процедура выполнения
Выбор кормовых средств для составления рациона лабораторных животных зависит от их условий содержания, и индивидуальных особенностей конкретного вида [1, 2, 7]. Нормальное течение всех физиологических процессов и прирост массы кроликов являются признаками того, что их видовые потребности в питании полностью удовлетворяются. Это значит, что в скармливаемых кормах присутствуют все вещества и соединения, необходимые для их организма в доступной форме, и корма имеют необходимую питательную ценность [6, 7].
Составление рационов для кроликов начинают с подготовки исходной информации, которую берут из литературы [1, 4, 6, 7] или из данных химического анализа кормов, полученных непосредственно из лаборатории. Нормы кормления кроликов дифференцированы в зависимости от возраста, живой массы и физиологического состояния животных и отражают их потребность в энергии, протеине, клетчатке, минеральных веществах и витаминах. Рекомендуемые предельные нормы скармливания отдельных кормовых средств для кроликов г на голову в сутки приведены в  таблице Т.1 [4, 6, 7].
Таблица Т.1 – Нормы дачи кормов кроликам
	Корма
	Взрослые животные
	Молодняк в возрасте, мес.

	
	
	1-3
	3-6

	Трава естественных лугов
	1500
	200-500
	500-900

	Трава бобовых культур 
	1200
	150-400
	400-700

	Ветки лиственных пород
	600
	50-200
	200-400

	Ботва свеклы
	200
	50
	50-100

	Капуста кормовая
	600
	100-150
	240-400

	Капустный лист
	300
	100
	100-200

	Морковь
	600
	100-250
	250-400

	Свекла кормовая
	200
	100
	100-200

	Свекла сахарная
	600
	100-250
	250-400

	Турнепс, брюква, репа
	400
	50-100
	100-200

	Картофель вареный
	400
	50-150
	150-300

	Картофель сырой
	150
	50
	50-150

	Силос
	300
	20-80
	80-200

	Сено
	300
	100
	100-200

	Зерна злаковых
	150
	30-60
	60-100

	Зерна бобовых
	50
	10-20
	20-30

	Зерна масличных
	20
	5-10
	10-15

	Отруби пшеничные
	100
	5-20
	20-80

	Жмыхи, шроты 
	100
	5-20
	20-80

	Мука мясо-костная
	15
	5-10
	10

	Соль поваренная
	2,5
	0,5-1
	1

	Мел
	2
	0,5-1
	1


При вводе в состав рациона кроликов солей микроэлементов обязательно учитываются коэффициенты пересчёта содержания элементов в соли и количество соли, соответствующее элементу, таблица Т.2 [4, 7]. 
Таблица Т.2 – Коэффициенты пересчета
	Элемент
	Соль микроэлемента
	Коэффициент пересчета

	
	
	элемента
в соль
	соли в элемент

	Марганец
	Марганец сернокислый
	4,545
	0,221

	
	Марганец углекислый 
	2,300
	0,435

	
	Марганец хлористый 
	3,597
	0,278

	Цинк
	Цинк сернокислый 
	2,464
	0,225

	
	Цинк углекислый 
	1,727
	0,580

	
	Окись цинка 
	1,369
	0,723

	Железо
	Железо сернокислое закисное 
	5,128
	0,196

	Медь
	Медь сернокислая 
	4,237
	0,237

	
	Медь углекислая 
	1,815
	0,553

	Кобальт
	Кобальт сернокислый 
	4,831
	0,207

	
	Кобальт хлористый
	4,032
	0,248

	
	Кобальт углекислый 
	2,222
	0,451

	Йод
	Йодистый калий
	1,328
	0,754

	
	Йодноватокислый калий
	1,965
	0,590

	Магний
	Магний сернокислый 
	4,952
	0,202

	
	Магний углекислый 
	3,921
	0,255

	
	Магний хлористый
	3,469
	0,288

	Селен
	Селенит натрия 
	2,201
	0,452



Определившись с набором кормовых, приступают к составлению рационов с использованием элементарной счетной техники или что удобнее и быстрее в современных условиях с использованием таблицы MS Excel в Windows.
Т.4 Результаты и обсуждение
Для расчета рациона кролика необходимо знать его потребность в обменной энергии, питательных и биологически активных веществах в соответствии с детализированными нормами кормления и примерную структуру рациона которые берутся из литературы «Нормы и рационы» [4], «Кормление животных с основами кормопроизводства» [7]. Пригодность кормовых продуктов для питания кроликов определяется по приведенным методикам в издании «Зоогигиеническая и ветеринарно-санитарная экспертиза кормов» [3]. 
Известно, что беременность и лактация у крольчих вызывает повышенную потребность в энергии и питательных веществах [1, 4, 6]. Например, потребность взрослого крольчихи в энергии в период покоя составляет 0,32-0,34 МДж на 1 кг живой массы, в случной период - 0,37-0,42 МДж, в период сукрольности - 0,42-0,47 МДж. Лактирующим крольчихам требуется в 2-3 раза больше энергии, чем крольчихам в неслучной период [1, 4, 5]. Потребность в переваримом протеине в рационе кроликов на 0,1 ЭКЕ (1,074 МДж) составляет, г: для крольчих в период покоя - 12-16, для сукрольных и лактирующих крольчих - 15-18. Оптимальное количество сырой клетчатки в рационах половозрелых самок составляет 15-20 % от сухого вещества, в рационах лактирующих крольчих - 10-16 % [6, 7].
Т.4.1 Расчет рациона
Расчет рациона начинается с определения половозрастной группы животного, в данном случае: крольчиха (самка кролика), возраст - 9 месяцев, вторая беременность, масса тела - 4,5 кг; 16-30 дни лактации. Количество крольчат - 12 голов. 
В соответствии с рекомендуемыми нормами, крольчихам с массой тела 4,5 кг требуется 6,17-6,59 МДж обменной энергии в сутки. С учетом многоплодности помета в рацион следует добавить 10-15% от  рекомендуемой нормы по питательности. Далее в таблицу вносим данные по массе кормовых продуктов, их составу,  питательности. Отдельной строкой вносятся показатели рекомендуемой нормы. Состав рациона (кол-во корма, г/гол/сут): сено злаково-бобовое - 349 г; шрот подсолнечный - 98,6 г; морковь кормовая - 700 г; овес - 130 г; пшеница мягкая - 80 г; горох - 50 г; гидропонный корм (овес зелень) - 91,6 г; капуста кормовая - 53 г; поваренная соль  - 3,8 г; кормовой преципитат - 7,41 г.
Затем в таблицу вносится состав каждого корма. 
Рассмотрим на примере злаково-бобового сена: кол-во (г) - 349; ОЭ (МДж) - 1,675; СВ (г) - 289,67; СП (г) - 30,014; ПП (г) - 17,101; СК (г) - 90,74; Са (г) - 2,269; Р (г) - 0,698; Fе (мг) - 57,934; Сu (мг) - 0,733; Zn (мг) - 7,399; Mn (мг) - 46,347; Каротин (мг) - 8,376; Витамин D (МЕ) - 104,7; Витамин Е (мг) - 27,222.
Аналогично вносятся данные в таблицу по другим компонентам рациона крольчихи.
Затем суммируются показатели по компонентам рациона отдельной строкой, затем сравниваются со строкой «Норма», а потом вычисляется разница и проводится балансировка в соответствии с нормами. Для этого берется питательность кормовых средств  из справочника «Нормы и рационы» [4]. Далее проводится математический расчет по требуемым показателям: ОЭ = 6,17+0,617 = 6,787 МДж; СВ = 630+63 = 693 г; СП = 110+11 = 121 г; ПП = 73+7,3 = 80,3 г; СК = 120+12 = 132 г; Железо = 44+4,4 = 48,4 мг; Медь = 7,6+0,76 = 8,36 мг; Цинк = 37,8+3,78 = 41,58 мг; Марганец = 31,5+3,15 = 34,65 мг; Кальций = 6,9+0,69 = 7,59 г; Фосфор = 4,4+0,44 = 4,84 г; Каротин = 6,3+0,63 = 6,93 мг; Витамин Д = 630+63 = 693 МЕ; Витамин Е = 31,5+3,15 = 34,65 мг; поваренная соль = 3,8+0,38 = 4,18 г. 
Т.4.2 Анализ и балансировка рациона для лактирующей крольчихи
Структура рациона
Общий уровень питательности рациона 6,787 МДж
1) Грубые корма питательность 1,675 МДж
6,787 МДж – 100%
1,675 МДж – Х              Х=24,68%        норма 15-20%.
2) Сочные корма питательность 1,187 МДж
6,787 МДж – 100%
1,187 МДж – Х              Х=17,49%        норма 15-20%.
3) Концентрированные корма питательность 3,925 МДж
6,787 МДж – 100%
3,925 МДж – Х              Х=57,83%        норма 60-65%.
Уровень концентрации сырого протеина в 100 г СВ рациона:
в рационе 123,053 г СП / 7,16 СВ = 17,19 г
в норме 121,0 г СП / 6,93 СВ = 17,46 г
Уровень концентрации переваримого протеина в 100 г СВ рациона:
в рационе 88,467 г ПП / 7,16 СВ = 12,36 г
в норме 80,3 г ПП / 6,93 СВ = 11,59 г
Содержание сырой клетчатки в 100 г СВ рациона:
в рационе 134,057 г СК / 7,16 СВ = 18,72 г
в норме 132 г СК / 6,93 СВ = 19,05 г
Содержание ОЭ в 100 г СВ рациона:
в рационе 6,787 МДж / 7,16 СВ = 0,95 МДж
в норме 6,787 МДж / 6,93 СВ = 0,98 МДж
Отношение Са:Р           
в рационе 5,58 Са / 4,83 Р = 1,155
в норме 7,59 / 4,84 = 1,568
Данный показатель не соответствует норме.
а)  недостаток Са – 2,01 г вводим добавку мел кормовой
100 г мела – 37,0 г Ca
 Х – 2,01 г Ca   Х=5,43 г мела
б) в рационе наблюдается небольшой недостаток фосфора (0,01г), а т.к. мел кормовой содержит фосфор:
      100 г мела – 0,2 г Р
      5,43 г - Х г Р       Х = 0,01 г Р
Следовательно, соотношение приведено в норму.
В рационе не хватает меди 2,564 мг. Вводим добавку углекислая медь (см. таблица. 2).
2,564 х 1,815=4,65 мг углекислой меди.
В рационе недостаток витамина Д 587,807 МЕ. Следовательно, необходимо решить вопрос сколько необходимо ввести в состав витаминного препарата.
Вводим добавку эргокальциферол.
1 мл эргокальциферола – 200000 МЕ витамина Д
Х – 587,807 МЕ     Х=0,0029 мл эргокальциферола.
На основании проведенной балансировки рациона, можно сделать вывод, что он соответствует нормам для данной половозрастной группы крольчих в период лактации.
Т.5 Выводы 
1) Рассмотренная методика расчета рационов позволяет корректировать позволяет корректировать питательность рациона в соответствии с потребностями в питательных веществах конкретной половозрастной группы лабораторных животных, содержащихся в условиях воспроизводства или эксперимента. А также разрабатывать состав рациона для лабораторных животных в соответствии с задачей проводимых исследований. Например, для моделирования расстройства витаминного питания за счет создания дефицита в рационе витаминов индуктивного или биокалитического действия. 
2) Расчет рационов для лабораторных кроликов по данной методике позволяет расширить возможности моделирование различных физиологических процессов у лабораторных животных в соответствии с конкретными интересами исследователей, что повысит точность и качество выполняемых биологических и биомедицинских исследований.
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Методические рекомендации по расчету рациона для хищных лабораторных животных, на примере собак
У.1 Введение
Домашняя собака (Canis familiaris) наряду с мышами, крысами и  кроликами является стандартным лабораторным животным для биологических и биомедицинских исследований. Для достижения высокого уровня исследований принята стандартизация условий содержания лабораторных собак и унификации всех факторов, воздействующих на их организм, включая кормление [1].
На территории вивария собаки размещаются в отдельных кабинах (боксах) строго индивидуально. К кабинам пристраивают вольеры (выгулы). У каждой собаки должен быть свой вольер. При содержании группы собак размеры вольера увеличивают. В кабине должна быть разборная деревянная будка стандартного размера. В южных районах вместо нее оборудуют деревянный щит (лежанку) из плотно подогнанных досок на двух брусьях высотой 15 - 20 см. Кормление и поение собак проходит в боксе [3]. 
У.2 Материалы и методы
Составление рационов для лабораторных собак целью оптимизации их нормированного кормления производится в случаях, когда предусматривается их использование в соответствии с физиологическими особенностями животных участвующих в разведении или эксперименте. 
Научно обоснованные рационы имеет большое значение в организации правильного кормления собак, так как обмен веществ и энергии, а следовательно, и функции организма изменяются под влиянием природы кормовых продуктов и их сочетаний в рационе. Благодаря правильному подбору и соотношению кормов рацион в целом приобретает новое качество, оказывающее положительное влияние на питательность входящих в рацион кормов. Поэтому собакам рекомендуется скармливать кормовые продукты не по отдельности, а в составе рациона. Практика кормления собак показывает, что состав рациона, подбор кормовых продуктов и их подготовка к скармливанию оказывают огромное влияние на здоровье животных. Рацион в полной мере должен соответствовать потребности собак в энергии, питательных и биологически активных веществах [5].
Контролем правильно составленных рационов является содержание питательных веществ в корме, упитанность и изменение массы тела собаки. Кормление считается правильным, если взрослая собака имеет среднюю упитанность и постоянную массу тела. Если собака худеет, значит, корма недостаточно или он плохого качества, и, наоборот, жиреет - рацион надо сократить [6].
Составление рационов для собак начинают с подготовки исходной информации, которую берут из справочной литературы [1, 5, 6] или из данных химического анализа кормов, полученных непосредственно из лаборатории. 
Затем приступают к составлению рационов с использованием элементарной счетной техники или что удобнее и быстрее в современных условиях с использованием таблицы MS Excel в среде Windows.
У.3 Результаты и обсуждение
Для расчета рациона собаки необходимо знать ее потребность в обменной энергии, питательных и биологически активных веществах в соответствии с детализированными нормами кормления и примерную структуру рациона которые берутся из литературы «Кормление собак» [6],  «Кормление животных с основами кормопроизводства» [5]. Пригодность кормовых продуктов для питания собак определяется  по приведенным методикам в издании «Зоогигиеническая и ветеринарно-санитарная экспертиза кормов» [2]. 
Беременность у самок собак вызывает повышенную потребность в питательных веществах [1, 4, 5].  Потребность в энергии в первую половину беременности увеличивается в 1,2-1,5 раза, во вторую - в 1,5-2 раза по сравнению с периодом покоя. В последнюю неделю щенности снижается количество потребляемого корма, поскольку матка занимают большое количество брюшной полости, сдавливая желудок, тем самым уменьшая его объем. [6].   В этот период рацион должен быть с высокой энергетической плотностью 4 ккал/г сухого вещества, особенно для сук крупных пород. За весь период щенности масса тела собаки должна увеличиться на 20-25%. Потребность в белке возрастает особенно к конце беременности на 40-70%, при этом источники белка должны быть разнообразными, полноценными и легкоусвояемыми. Повышение количества жира в рационе способствует увеличению калорийности и вкусовой привлекательности корма, но следует избегать перекорма, поскольку избыточный вес животного может привести к тяжелым родам [5, 6].
Расчет рациона начинается с определения половозрастной группы животного, в данном случае: сука (самка), возраст - 3 года, вторая беременность, масса тела - 45 кг; щенность (беременность) - 9 недель.
В соответствии с рекомендуемыми нормами, сукам с массой тела 45 кг требуется 2432 ккал в сутки. С учетом 9 недельной  многоплодной щенности следует добавить 45% энергии от исходного количества энергии.
Проводится математический расчет: 2432 ккал + 1094,4 ккал = 3526,4 ккал/ сут.
Согласно нормам щенной суке требуется на 1 кг массы тела.
· Питательные вещества (г): белок - 4,5; углеводы - 9,3; клетчатка - 1; жир - 1,3.
· Аминокислоты (мг): лизин - 60; триптофан - 15; метионин - 70.
· Минеральные вещества (мг): кальций - 264; фосфор - 220;          железо - 1,32; цинк - 0,11. 
· Витамины: ретинол (МЕ) - 100; кальциферол (МЕ) - 7;            токоферол (мг) - 2. 
· Соль поваренная (NaCl) (мг) - 37.
Далее на основании исходных данных рассчитываем структуру рациона для щенной суки:
А) Мясо - 19,1%
   3526,4 ккал – 100%;           баранина 100 г – 164 ккал
  Х ккал – 19,1%                            Х г – 673,5 ккал
   Х = 673,5  ккал                               Х = 410,67 г (410 г)
Следовательно, калорийность: 
100 г - 164 ккал; 410 г - Х;  Х = 672,4 ккал
Б) Кормовые продукты молочного производства 17,3%
  3526,4 ккал – 100%   творог нежир.100 г – 86 ккал
           Х ккал – 17,3%                                   Х г – 610,07 ккал
 Х =  610,07 ккал                               Х = 709,38 г (710)
Следовательно, калорийность: 
100 г - 86 ккал; 710 г - Х; Х = 610,6 ккал
В) Корма растительного происхождения - 63,6%
3526,4 ккал – 100%         
Х ккал – 63,6%                         
Х = 2242,8  ккал  
В рацион щенных сук согласно рекомендуемых норм вводим  корма растительного происхождения, а так же растительные масла, являющиеся источником линолевой кислоты.
В 100 г – 899 ккал
20 г – Х                                            Х = 179,8 ккал
Рис 100 г – 343 ккал
        570 г – Х                                   Х = 1955,1 ккал
Для стимуляции секреции поджелудочной железы и улучшения переваривания корма вводим в рацион цветочный мед - 30 г.
Питательность 100 г меда составляет 328 ккал
                             30 г – Х
Х = 98,4 ккал приходится на мед, соответственно остается: 3526,4 – 672,4 – 610,6 – 179,8 – 1955,1 – 98,4 = 10,1 ккал
Кабачки 100 г – 28,2 ккал
               Х г – 10,1 ккал
               Х = 358 г (≈360)
Анализируя рацион для щенной суки, можно констатировать следующее:
Структура полученного рациона (%): 
Мясо 
Общая питательность рациона 3526,4 ккал – 100%
                                             Мясо 672,4 ккал – Х%            Х = 19,07 %
Кормовые продукты молочного производства  
Общая питательность рациона 3526,4 ккал – 100%
                                        Творог 610,6 ккал – Х%            Х = 17,32 %
Корма растительного происхождения по питательности составляют:
179,8 + 1955,1 + 98,4 + 10,1 = 2243,4 ккал
Общая питательность рациона 3526,4 ккал – 100%
Растительные корма 2243,4 ккал – Х%            Х = 63,62 %
Далее в таблицу вносим данные по массе кормовых продуктов, их составу, питательности. Отдельной строкой вносятся показатели рекомендуемой нормы.
Состав рациона (кол-во корма, г/гол/сут): баранина -410; творог нежирный- 710; масло раститительное - 20; рис - 570; мед – 30; кабачок -36; соль пов.– 4,66;
Затем в таблицу вносится состав каждого корма.
Рассмотрим на примере мяса баранины: ОЭ (ккал) - 672,4; белок (г) - 85,28; лизин (мг) - 6789,6; метионин  (мг) - 1857,3; триптофан (мг) - 967,6; углеводы  (г) - 0; клетчатка (г) - 0; жир (г) - 36,9; Ca (мг) - 40,18; P (мг) - 688,8; Fe (мг) - 8,61; Zn (мг) - 11,48; А (МЕ) - 0; Д (МЕ) - 0; Е (мг) - 0. Аналогично вносятся данные в таблицу по другим компонентам рациона собаки.
Далее суммируются показатели по компонентам рациона отдельной строкой, затем сравниваются со строкой «Норма», а потом вычисляется разница и проводится балансировка в соответствии с нормами. 
Анализ и балансировка рациона:
В рационе наблюдается недостаток клетчатки в количестве 42,25 г., вводим препарат «Клетчатка» (содержит чистую клетчатку),  в количестве 42,25 г.
Недостаток кальция 10844 мг. 
Вводим кальция лактат.
В 100 г – 13 г кальция
Х г – 10,844 г                    Х = 83,415 г кальция лактата.
Препараты, содержащие кальций желательно скармливать в сочетании с молочными продуктами.
Недостаток фосфора 7294,26 мг. Вводим в рацион фитин.
В 100 г – 36 г фосфора
Х г – 7,294 г                    Х = 20,262 г фитина.
Недостаток 40,944 мг железа. 1 драже «Ферроплекс» содержит 50 мг железа. Скармливают за час до кормления.
Недостаток витаминов А, Д, Е компенсируем за счет введения специальной кормовой добавки, например Vitapet Moult Formula.
5 мл этой добавки содержат 2000 МЕ витамина А
Х мл                           -             4500 МЕ          Х = 11,25 мл, а также

В 5 мл – 200 МЕ витамина Д
11,25 мл – Х МЕ                                           Х = 450 МЕ 
(введением в рацион 11,25 мл этого препарата мы дополнительно вводим витамин Д в количестве 450 МЕ), и
В 5 мл – 4,6 МЕ витамина Е
11,25 мл – Х МЕ                                           Х = 10,35 МЕ 
(введением в рацион 11,25 мл этого препарата мы дополнительно вводим витамин Е в количестве 10,35 МЕ, что равно 10,35 мкг или 0,01 мг).
Соответственно, недостаток витамина Е составляет 85,81 мг.
Добавляем токоферолацетат:
В 1 г – 250 мг витамина Е
В Х г – 85,81 мг витамина Е                                  Х = 0,34 г.
У.4 Выводы 
1) Рассмотренная методика расчета рационов позволяет корректировать питательность рациона в соответствии с потребностями в питательных веществах конкретной половозрастной группы лабораторных животных, содержащихся в условиях воспроизводства, что видно из приведенных расчетов, рассчитанный рацион соответствует нормам для щенной суки с исходными данными: возраст 3 года, вторая беременность, масса тела=45 кг; щенность - 9 недель.
2) Таким образом, расчет рационов для лабораторных собак по данной методике для научных целей позволяет расширить возможности моделирование различных физиологических процессов у лабораторных животных в соответствии с конкретными интересами исследователей, что повысит точность и качество выполняемых биологических и биомедицинских исследований.
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craRutae Sy Geun opATHO PACTpeacacss (p > 0.05). Mesay XORIENTHO CBISSIHIAIL W HEOBPABOTANII FORIH HAGIOIATICE HATHTCTAILS PRATILL

(6= 2104, p < 0.000). Ka)k/[OM BPEMEHHOM dTarie.
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            Обозначения:  вг   –   верхняя грань пирамидки,  нг   –   нижняя грань  пирамидки,  1   –   высота пирамидки,  2   –   высота площадки  3   –   ширина  площадки.   
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Fixative name

Abb

Commercial

product

Main fixation
agent (%)

Buffer (if known)

pH

Other known additives

Neutral-buffered NBF Sigma Formaldehyde (~3-5%) 0 30 mM NaHPO, 46 mM | 7.4 Methanol (1%-3%)
formalin Na,HPO,
HT501128
Formalin Free FF Sigma Ethanol (30%-50%) 0 NA 39 Proprietary, includes
hydroxylated compounds
A5472
Para-formaldehyde PEA Histolab Formaldehyde from 0 100 mM PO,* 7.4 -
4% PFA
HL96753
Glutaraldehyde Glut Sigma 2% Glutaraldehyde 0 377 mM PO,> 7.3 PBS 18912014 Thermo
Scientific, NBF
G882
NBE with CaCl, NBE_CA Sigma Formaldehyde 50mM | 30 mM NaH,PO, 46 mM | 7.3 Methanol (1%-3%)
addition (3%-5%) Na,HPO,
HT501128
PFA with CaCl, PEA_CA VWR Formaldehyde from ImM | 15mMNa,HPO,82H,0 | 7.4 | DPBS (with 0.49 mM Mg*)
addition 4% PFA

28,794.295
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(a) First fixation (b) Second fixation | (c) Third fixation (d) Fourth fixation
RT4-6h RT12h 4°C overnight £C12h
Connective tissue Cornea removal Iris and lens Fixative solution
removal using trephine removal injection
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