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В эпоху современной медицины сформировались 
фундаментальные научные установки в  диагно-

стике широкого круга заболеваний, которые осно-
ваны на традиционных инструментах: лабораторных 

и  функциональных исследованиях, световой микро-
скопии, иммунофлюоресценции и  электронной ми-
кроскопии. Однако в последние десятилетия эти ме-
тоды становятся недостаточными для  верификации 
различных вариантов течения заболеваний, особен-
но с нетипичной клинической картиной. 

В настоящее время стали активно развиваться ме-
тоды молекулярной диагностики, которые не  только 
дополняют традиционные исследования, но  и дают 
понимание с точки зрения молекулярной патофизио-
логии. Ожидается, что  технологии секвенирования 
в  последующих поколениях будут играть ключевую 
роль в совершенствовании лабораторной диагностики 
и медицины в целом, а развитие транскриптомики по-
зволяет внедрять новые технологии, с помощью кото-
рых появляются возможности изучать экспрессию гена 
как в свежих образцах тканей, так и из фиксированных 
формалином тканей в парафиновых блоках [1]. 

Технология nCounter от  компании «Nanostring 
Technologies» основана на  классическом методе 
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В эпоху современной медицины сформировались фундаментальные научные установки в диагностике широкого круга за-
болеваний, которые основаны на традиционных инструментах: лабораторных и функциональных исследованиях, световой 
микроскопии, иммунофлюоресценции и электронной микроскопии. Однако в последние десятилетия эти методы становятся 
недостаточными для верификации различных вариантов течения заболеваний, особенно с нетипичной клинической карти-
ной. В статье рассматриваются возможности новой технологии nCounter от компании «Nanostring Technologies», подробно 
описаны возможности технологии в диагностике различных заболеваний, а также приведен собственный опыт использова-
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In the era of modern medicine, there are formed the fundamental scientific principles in the diagnosis of a wide range of diseases that 
are based on traditional instruments: laboratory and functional studies, light microscopy, immunofluorescence, and electron micros-
copy. However, in recent decades these methods have become insufficient to verify various variants of the diseases, especially with an 
atypical clinical picture. The article discusses the capabilities of the nCounter technology from the company Nanostring Technolo-
gies, it describes in detail the capabilities of the technology in the diagnosis of various diseases, and also the authors present their own 
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молекулярной биологии  – фотофиксации флуо-
ресцентных меток на  специфических молекулах. 
В  данном случае метки имеют особое строение, 
а именно: захватывающую таргетную молекулу и ре-
портерную (т.е. непосредственно флуоресцирующую) 
части (рис. 1). Благодаря этой технологии при извест-
ной структуре продукта практически нет ограниче-
ний по  дизайну исследовательской панели: она мо-
жет включать как ДНК, так и РНК или белки.

Это открывает широчайшие горизонты для полу-
чения больших объемов данных при  небольшом ко-
личестве входящего продукта. В условиях постоянно 
совершенствующихся методов ручной и  машинной 
обработки данных показатели, получаемые с  помо-
щью nCounter, будут актуальны в  течение длитель-
ного времени. Указанная технология направлена 
на  получение абсолютного результата  – определе-
ния количественного содержания целевого продукта 
в  определенной ткани или  клетке. Подобные дан-
ные могут быть многократно повторно использова-
ны даже при  значительном расширении выборки, 
поскольку обладают нормализационной гибкостью, 
что  существенно при  ассимиляции результатов ис-
следования научным сообществом [2].

Наибольший интерес в  сфере молекулярной ме-
дицины представляет изучение динамических про-
дуктов, к которым в первую очередь относится РНК. 
Nanostring предоставляет возможность исследовать 
любые ее типы, включая некодирующие микроРНК. 
В настоящее время существуют методические опции 
исследования распределения РНК-продуктов в  раз-
личных тканях, в  том числе в  архивных, фиксиро-
ванных в  формалине парафинизированных образ-
цах, и даже в единичной клетке (single cell). При этом 
по  точности получаемых данных эта технология 
сравнима с  полимеразной цепной реакций (ПЦР) 
в реальном времени, а по производительности – с се-
квенированием нового поколения (NGS) [2]. Такой 
подход к  сложной технической задаче позволяет ре-
шать многие диагностические проблемы, а широкое 
внедрение методов транскриптомики потребует тес-
ного сотрудничества между клиницистами, молеку-
лярными биологами, генетиками и морфологами.

Применение технологии Nanostring хорошо за-
рекомендовало себя в  различных высокотехноло-
гичных областях медицины, где решаются трудные 
задачи, такие как трансплантация органов. На при-
мере трансплантации почек показано, что  гисто-
патологические диагнозы имеют ограниченную 
возможность и  часто не  обеспечивают точного 
представления о  патологии почек. Такие ограни-
чения привели к  поиску новых высокопроизводи-
тельных молекулярных платформ для более точной 
и  индивидуальной диагностики, открывающей 
область прецизионной медицины [3]. Создание 
панелей транскриптов, основанных на  различных 
заболеваниях почек, определило молекулярный 

фенотип, который можно использовать для  ана-
лиза состояния аллотрансплантата человека, осо-
бенно в  тех случаях, когда информация о  доноре 
отсутствует [4–7]. В настоящее время ведется рабо-
та по  созданию модели транскрипта, отражающей 
основные диагностические критерии опосредован-
ного антительного отторжения (ABMR), что  необ-
ходимо для  клинической практики [8]. Особенно-
стью платформы Nanostring является возможность 
работать с  фиксированными в  формалине пара-
финовыми блоками, полученными во  время био-
псии, что  не требует получения дополнительного 
биопсийного материала. Высокая степень мульти-
плексирования позволяет анализировать 800 целей, 
а чувствительность метода в значительной степени 
выше и эффективней, чем микрочипы и аналогич-
ные по  чувствительности ПЦР в  реальном време-
ни [9]. Так, высокое диагностическое значение 
показано на  примере исследования, проведенного 
при сравнительном анализе панели, которая вклю-
чает 34 гена ABMR, отражающие опосредован-
ный Т-клеточный ответ во  время трансплантации 
(TCMR, T-cell mediated rejection) по  сравнению 
с данными микрочипов и ПЦР в реальном времени 
qRT-PCR [10]. Кроме того, в рамках исследования 
был проведен ретроспективный анализ транскрип-
та, полученного из парафиновых блоков (ФФП).

В результате была показана высокая межлабора-
торная воспроизводимость результатов, в  том числе 
при  оценке экспрессии в  разном количестве выде-
ленной РНК. При  сравнении платформ были полу-
чены средние значения коэффициента корреляции 
(0,487) между архивными (Nanostring) и  свежими 
(qRT-PCR) образцами, что, возможно, объясняется 
разными пробами от разных пациентов.

Рис. 1. Схема создания молекулярного «штрих-кода» 
для индивидуальной молекулы РНК [2] 
Fig. 1. Molecular “bar code” creation scheme for an individual 
RNA molecule [2]
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Эти данные косвенно подтверждают результаты, 
полученные на  образцах и  других тканей. Так, 
при  сравнении технологии Nanostring с  qRT-PCR 
с использованием зонда TaqMan на архивных и све-
жих образцах сквамозно-клеточной карциномы было 
показано, что  технология Nanostring обладает суще-
ственно бóльшими коэффициентами корреляции 
(при  сравнении свежезамороженных и  образцов, 
выделенных из  фиксированных в  формалине пара-
финизированных блоков), как  общими, так и  при 
попарном сравнении образцов [11]. Исследование 
свежих и  архивных образцов рака молочной железы 
показало несостоятельность технологии ПЦР для ис-
следования ФФП-образцов [12]. Все это в  совокуп-
ности с  такими преимуществами, как  отсутствие 
ферментативных реакций, цифровой метод подсче-
та РНК, существенно снижающий фоновые значе-
ния, использование меньшего количества материала 
и  экономия времени исследователя, позволяет ха-
рактеризовать технологию Nanostring как продуктив-
ный и  удобный метод измерения экспрессии генов 
в любых тканях и как о наиболее приемлемый метод 
при ретроспективном анализе архивных образцов.

В настоящее время технология Nanostring по-
лучила широкое применение практически во  всех 
областях медицины. Так, в  исследовании, прове-
денном C.D. Pascoe и соавт. [13], изучался патогенез 
бронхиальной астмы на основе анализа экспрессии 
генов, отвечающих за  сокращение гладких мышц 
дыхательных путей, структуру и регуляцию цитоске-
лета, функцию эпителиального барьера, врожден-
ный и адаптивный иммунитет, фиброз и ремодели-
рование ткани легких. В  исследовании принимали 
участие пациенты с  тяжелой бронхиальной астмой, 
причем анализ транскрипта проводился из  био-
псийных образцов легочной ткани. В  результате 
было продемонстрировано снижение экспрессии 
гена RAC1 (Ras-Related C3 Botulinum Toxin Substrate 
1) и  интегрина β6 в  дыхательных путях больных 
бронхиальной астмой, т.е. факторов, играющих важ-
ную роль в  барьерной функции легких [13]. Кроме 
того, отмечалось достоверное повышение уровней 
экспрессии генов COL1A1 и  COL3A1, кодирующих 
альфа-цепь коллагена I и  III типов соответствен-
но. Высокий уровень коллагена I и  III типов игра-
ет ключевую роль в  ремоделировании дыхательных 
путей, в  частности процессах фиброза, воспаления 
и  клеточной пролиферации [14]. Кроме того, были 
получены данные о высокой экспрессии гена CTCF 
(транскрипционный репрессор CTCF, известный 
как  CCCTC-связывающий фактор), который влия-
ет на  экспрессию генов через  модификацию хро-
матина, приводящую к изоляции целевых участков. 
CTCF является архитектурным белком, служит по-
средником меж- и  внутрихромосомных взаимодей-
ствий на удаленных геномных участках и регулирует 
трехмерную архитектуру генома [15]. Через влияние 

на  гены ZPBP2/GSDMB/ORMDL3 определяет фено-
тип астмы. Считается, что CTCF действует через ал-
лельспецифичное ремоделирование хроматина: на-
пример, SNP в  гене ZPBP2 способен посредством 
возникновения сайта связывания CTCF увеличивать 
свою собственную экспрессию, но  снижать экс-
прессию GSDMB и ORMDL3. Кроме того, показано, 
что  CTCF может играть важнейшую роль в  пато-
генезе бронхиальной астмы посредством влияния 
на  множество генов [13]. Изменения экспрессии 
в  ряде генов при  бронхиальной астме играют важ-
ную роль в  регуляции воспаления и  ремоделирова-
нии дыхательных путей, а изменения экспрессии ре-
гулятора транскрипции CTCF, который может быть 
также важным регулятором фенотипа бронхиальной 
астмы, позволяют расширить понимание ее патофи-
зиологии и  с новых позиций оценить терапевтиче-
ские возможности [15]. 

Изучение экспрессии РНК не  ограничивается 
только диагностическими панелями, но в последнее 
время используется в  качестве маркеров чувстви-
тельности к  терапии при  различных заболеваниях. 
Ярким примеров служит изучение экспрессии гена 
множественной лекарственной устойчивости MDR1 
при стероидрезистентном нефротическом синдроме. 
Изучение и прогнозирование лекарственной устой-
чивости у  пациентов с  нефротическим синдромом 
особенно важно с точки зрения формирования про-
гноза заболевания и  определения дальнейшей так-
тики ведения пациента. В исследованиях, проведен-
ных D.M. Youssef и соавт. [16], продемонстрировано 
изменение экспрессии гена MDR1 при стероидрези-
стентном нефротическом синдроме. Известно, что в 
патофизиологии нефротического синдрома важную 
роль играет повышение активности интерлейкина-2 
(IL-2) и  его растворимого рецептора интерлейки-
на-2 человека (sIL-2R, CD25), который может вы-
звать увеличение экспрессии гена MDR1 и его про-
дукта, P-гликопротеина. Так, P-гликопротеин-170 
является трансмембранным энергозависимым 
транспортером, который участвует в  транспорте 
и  активном выведении цитостатиков, ксенобиоти-
ков и  глюкокортикостероидов из  клеток, что  спо-
собствует при его экспрессии возникновению поли-
резистентности к  лекарственным препаратам [16]. 
В  результате проведенного исследования проде-
монстрирован высокий уровень IL-2, sIL-2R и экс-
прессии гена MDR1 у  пациентов с  нефротическим 
синдромом, причем у  пациентов со стероидрези-
стентным синдромом эти показатели коррелирова-
ли между собой и достоверно отличались от таковых 
у пациентов со стероидчувствительным нефротиче-
ским синдромом. Указанные данные подтверждают 
большое значение экспрессии гена MDR1 в  разви-
тии стероидрезистентности, что может служить ран-
ним маркером нечувствительности к глюкокортико-
стероидам [16]. 
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С 2015 г. в  Научно-исследовательском клини-
ческом институте педиатрии им.  академика Ю.Е. 
Вельтищева стала использоваться технология 
nCounter от  компании «Nanostring Technologies» 
(США) при  различных заболеваниях. В  недавнем 
исследовании с  помощью технологии Nanostring 
были получены данные об  экспрессии 207 генов 
митохондриальных сетей у  детей с  различными ти-
пами нервно-мышечных заболеваний: митохон-
дриальными энцефаломиопатиями, мышечными 
дистрофиями и  врожденными структурными мио-
патиями. С  помощью анализа транскрипцион-
ной активности митохондриальных структурных 
и  регуляторных белков было получено подтвер-
ждение явления компенсаторной пролиферации 
митохондрий при немитохондриальных типах нерв-
но-мышечных нарушений. При  митохондриаль-
ных энцефаломиопатиях были установлены ра-
нее не  описанные в  литературе закономерности 
гипоксического ответа, апоптотических процессов 
и внутриклеточного сигналинга в миоцитах пациен-
тов. Особое значение данные находки представляют 
в  свете предшествовавших исследованию результа-
тов гистохимического анализа и  секвенирования. 
Исследование РНК с  помощью митохондриальной 
панели Nanostring позволило составить комплекс-
ную картину патологии на  разных уровнях органи-
зации скелетной мускулатуры: ДНК, РНК и  струк-
туры белка [17].

В рамках пилотного проекта изучалось состояние 
иммунной системы у пациентов со стероидрезистент-
ным нефротическим синдромом по результатам ана-
лиза экспрессии 614 генов иммунной системы. Ниже 
приводим предварительные данные исследования.

Стероидрезистентный нефротический синдром 
является заболеванием с наиболее неблагоприятным 
исходом. При  этом тяжесть течения болезни часто 
определяют иммунные нарушения. Изучение изме-
нений экспрессии генов иммунной системы позво-
лит дополнить знания о патогенезе развития стероид-
резистентного синдрома. 

Целью нашего исследования являлось опреде-
ление характера наиболее выраженных нарушений 
экспрессии генов иммунной системы у  детей со 
стероидрезистентным нефротическим синдромом. 
Обследованы 28 больных детей в  возрасте 11±4,05 
года. Группу контроля составили 24 практически 
здоровых ребенка в возрасте 13±3,95 года. Основная 
группа и  группа контроля по  возрасту и  половому 
составу достоверно не различались. В обеих группах 
проводился анализ экспрессии 614 генов иммунной 
системы на цифровом анализаторе нуклеиновых кис-
лот nCounter («Nanostring Technologies», США).

У детей основной группы (рис.  2) выявлен низ-
кий уровень экспрессии генов KIR Inhibiting Sub-
group  1  – 18,4±15,8 усл. ед.; KIR Inhibiting Subgroup 
2  – 6,3±5,5  усл. ед., KIR3 DL1  – 4,2±3,6 усл. ед., 

что достоверно ниже, чем в группе контроля (p<0,01, 
p<0,003 и  p<0,02 соответственно). Семейство генов 
KIR  – трансмембранные гликопротеиды, локали-
зованные на  плазматической мембране, участвую-
щие в  образовании NK-клеток и  Т-лимфоцитов  

Рис. 2. Уровень экспрессии генов KIR Inhibiting Subgroup 
1, KIR Inhibiting Subgroup 2 и KIR3 DL1 у детей со стеро-
идрезистентным нефротическим синдромом по  сравнению 
с группой контроля. Составлено авторами
Fig. 2. The level of gene expression of KIR Inhibiting Subgroup 
1; KIR Inhibiting Subgroup 2; KIR3 DL1 in children with ste-
roid-resistant nephrotic syndrome compared with the control 
group. Composed by the authors
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и  взаимодействующие с  молекулами лейкоцитар-
ного антигена человека (HLA) I класса, который 
экспрессируется на  ядерных клетках всех типов. 
KIR-рецепторы опознают пораженные вирусом 
или трансформированные клетки.

Кроме того, у  больных детей отмечена высо-
кая экспрессия гена HLA-DPA (HLA II класса)  – 
1058±411 усл. ед., что значительно выше, чем в кон-
трольной группе (p<0,05). Молекулы HLA II класса 
распознаются в  основном T-хелперными клетка-
ми CD4+. Эти лимфоциты увеличивают функцию 
антигенпрезентирующих клеток и  способствуют 
дифференцировке и  пролиферации В-клеток и  ци-
тотоксических Т-лимфоцитов. Таким образом, 
по  предварительно полученным данным, уменьше-
ние экспрессии генов трансмембранных гликопро-
теинов, которые взаимодействуют с  молекулами 
лейкоцитарного антигена человека HLA I, и  значи-
тельное увеличение экспрессии генов HLA II клас-
са могут играть роль в  основе развития патогенеза 
стероидрезистентного нефротического синдрома 
и определять тяжесть его течения.

Помимо представленных генов получены данные 
об изменении экспрессии более 40 генов как при сте-
роидрезистентном, так и при стероидзависимом неф-
ротическом синдроме. Например, отмечена высокая 
экспрессия гена BLNK, который играет роль в  раз-

витии и  регуляции В-клеток, а  также в  активации 
NF-κB. При  этом высокая экспрессия гена CD274K 
определяет посредством своих рецепторов актива-
цию Т-клеток и продуцирование цитокинов во время 
инфекции или  воспаления нормальной ткани. Это 
взаимодействие важно для  предотвращения аутоим-
мунных реакций, так как  поддерживает гомеостаз 
иммунного ответа. Однако полученные данные ну-
ждаются в тщательном анализе применительно к раз-
личным типам нефротического синдрома с  учетом 
клинико-лабораторной и морфологической картины 
заболевания, что в настоящее время проводится и бу-
дет опубликовано. 

Таким образом, оценивая возможности техноло-
гии nCounter от компании «Nanostring Technologies», 
можно отметить, что данная технология является вес-
ким дополнением к имеющимся методам молекуляр-
ной диагностики. Внедрение технологии в  мировую 
практику и в нашей стране позволит заново взглянуть 
на многие молекулярные механизмы патогенеза мно-
жества заболеваний, а  развитие транскриптомики 
даст возможность внедрять новые технологии для изу- 
чения экспрессии гена не только из свежих образцов, 
но и из фиксированных формалином тканей в пара-
финовых блоках, тем самым позволяя проводить ре-
троспективные исследования с  использованием мо-
лекулярных методов. 
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