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АННОТАЦИЯ

Актуальность.  Полиморфизмы гена N-ацетилтрансферазы 2 (NAT2) определяют два основных типа ацети-
лирования ксенобиотиков – быстрое и медленное ацетилирование. В зависимости от скорости метаболизма 
изменяется частота развития побочных эффектов лекарственных препаратов. В частности, медленные аце-
тиляторы имеют более высокие риски развития нейро- и гепатотоксических поражений, связанных с приёмом 
противотуберкулёзного препарата – изониазида. 
Цель исследования.  Конструирование и сравнительная оценка применимости разработанного авторами набора 
реагентов для определения полиморфизма в гене человека N-ацетилтрансферазы 2 методом полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени с целью оценки типа ацетилирования ксенобиотиков у человека. 
Материалы и методы.  На основании евразийского патента на изобретение № 042541 осуществлено констру-
ирование лабораторного образца медицинского диагностического изделия – набора реагентов, включающего 
смесь для проведения полимеразной цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ); прямой и обрат-
ный праймеры, специфические для гена NAT2; зонды для детекции полиморфизма rs1495741, содержащие 
красители FAM и R6G на 5’-конце; гасители BHQ2 RTQ1; замкнутые нуклеотиды. Произведено молекулярно-
генетическое конструирование положительных контролей в виде кольцевой плазмиды pJet1.2/blunt, содер-
жащей фрагмент гена NAT2 с аллелями rs149741A и rs1495741G. С использованием разработанного набора 
произведено  исследование  37  проб  дезоксирибонуклеиновой  кислоты  (ДНК),  полученных  от  практически  
здоровых людей, в сравнении с известным аналогом. Для оценки применимости (валидации) осуществлено 
определение аналитической чувствительности,  диагностической чувствительности,  диагностической спец-
ифичности, прецизионности и воспроизводимости. 
Результаты.  Произведена валидация набора реагентов для ПЦР-РВ на определение типа ацетилирования 
ксенобиотиков у человека. Аналитическая чувствительность теста составила 0,1 нг/мкл ДНК, диагностиче-
ская чувствительность – 0,94, диагностическая специфичность – 1. Другие показатели валидации методики 
удовлетворяют критерию приемлемости, что подтверждается соответствием установленному уровню внутри-
лабораторной прецизионности и межлабораторной воспроизводимости.
Заключение.  В сравнении с референтным методом предложенный способ отличается меньшей трудоёмко-
стью, экономией времени проведения анализа, меньшей стоимостью, сопоставимой чувствительностью и спец-
ифичностью. На основании результатов испытаний лабораторный образец набора ПЦР-РВ для определения 
вариабельного сайта rs1495741 в гене человека NAT2, связанного с ацетилированием ксенобиотиков, может 
быть рекомендован для проведения тестов при выполнении генетических исследований у людей. 

Ключевые  слова:  ацетилирование,  валидация,  ген  N-ацетилтрансферазы  2,  ксенобиотики,  полимеразная  
цепная реакция, туберкулёз
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ABSTRACT

Background.  Polymorphisms in the N-acetyltransferase 2 (NAT2) gene determine two main types of xenobiotic acety-
lation: fast and slow. The rate of metabolism affects the incidence of drug side effects. In particular, slow acetylators 
have a higher risk of developing neuro- and hepatotoxic damage associated with the anti-tuberculosis drug isoniazid.
The aim of the study.  To construct and to carry out comparative assessment of the applicability of a reagent kit 
developed by the authors for the determination of polymorphisms in the human N-acetyltransferase 2 gene using 
real-time polymerase chain reaction (PCR) to assess the acetylation pattern of xenobiotics in humans.
Materials and methods.  Based on Eurasian patent for invention No. 042541, a laboratory prototype of a medical 
diagnostic device was constructed – a reagent kit comprising a mixture for real-time PCR; forward and reverse pri
mers specific for the NAT2 gene; probes for detecting the rs1495741 polymorphism, containing FAM and R6G dyes 
at the 5’-end; BHQ2 RTQ1 quenchers; closed nucleotides. Molecular genetic construction of positive controls was per-
formed in the form of a circular plasmid pJet1.2/blunt containing a fragment of the NAT2 gene with the rs149741A 
and  rs1495741G alleles.  Using  the developed  kit,  37 DNA samples  obtained  from apparently  healthy  individuals  
were tested, compared with a known analogue. To assess applicability (validation), analytical sensitivity, diagnostic 
sensitivity, diagnostic specificity, precision, and reproducibility were determined.
Results.  A real-time PCR reagent kit for determining xenobiotic acetylation type in humans was validated. The analyti-
cal sensitivity of the test was 0.1 ng/µL DNA, the diagnostic sensitivity was 0.94, and the diagnostic specificity was 1. 
Other validation parameters of the method met the acceptance criteria, as confirmed by compliance with the estab-
lished intralaboratory precision and interlaboratory reproducibility levels.
Conclusion.  Compared to the reference method, the proposed method is less labor-intensive, saves analysis time, 
is less expensive, and exhibits comparable sensitivity and specificity. Based on the test results, the laboratory sample 
of the real-time PCR kit for detecting the variable site rs1495741 in the human NAT2 gene, associated with xenobiotic 
acetylation, can be recommended for testing in human genetic studies.
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АКТУАЛЬНОСТЬ

Ариламин-N-ацетилтрансфераза-2 (NAT2, 
N-acetyltransferase  2) является ферментом второй 
фазы биотрансформации ксенобиотиков, который 
осуществляет ацетилирование ароматических и ге-
тероциклических аминов. Ген фермента локализо-
ван на восьмой хромосоме и имеет ряд вариабель-
ных локусов, ассоциированных с медленным или бы-
стрым ацетилированием субстрата [1]. Сочетание 
нуклеотидов в  виде однонуклеотидных полимор-
физмов (ОНП) в гене NAT2 используется для гене-
тического тестирования и отнесения людей к катего-
рии быстрых или медленных ацетиляторов. Люди – 
медленные ацетиляторы, имеют более высокие ри-
ски развития побочных эффектов при применении 
лекарственных препаратов, содержащих произво-
дные аммиака: изониазид, прокаинамид, гидрала-
зин, сульфаниламиды, нитразепам, призидилол, 
амринон, клоназепам, кофеин, пищевые канцеро-
гены и др. Определение генотипа NAT2 позволяет 
назначать лекарственные средства c учётом ожида-
емой фармакокинетики, что является основной за-
дачей перехода к предиктивной персонализирован-
ной медицине [2].

Распределение людей по типу ацетилирования 
ксенобиотиков имеет существенные отличия в раз-
личных этнических популяциях: быстрый тип аце-
тилирования наиболее характерен для монголоид-
ной расы, медленный чаще встречается в популя-
циях европеоидов [3–5].

Начиная с 1952 г. известно о высокой частоте 
возникновения нейро- и гепатотоксических эффек-
тов при применении противотуберкулёзного препа-
рата изониазида в группах пациентов с медленной 
скоростью ацетилирования субстрата по сравнению 
с быстрыми ацетиляторами [6, 7].

Дальнейшие фармакокинетические исследова-
ния показали, что концентрация токсичного мета-
болита изониазида – гидразина – в сыворотке кро-
ви значительно выше у  медленных ацетиляторов, 
чем у быстрых [8]. В работе R. Verma и соавт. (2021) 
показано, что назначение препарата в меньшей до-
зировке позволяет снизить риски развития изониа-
зид-индуцированного поражения печени у медлен-
ных ацетиляторов при сохранении эффективной кон-
центрации препарата в крови [9].

В связи с этим в современных клинических ре-
комендациях по лекарственным поражениям пече-
ни обращается внимание на важность определения 
у  больных генетически детерминированного типа 
инактивации препаратов, в  ряду которых изониа-
зид по частоте токсического эффекта стоит в пер-
вой пятёрке [10–12].

Известно несколько методов полимеразной цеп-
ной реакции (ПЦР) генотипирования гена NAT2, ос-
нованных на определении шести ОНП, секвениро-
вании второго экзона с последующим определением 
генотипа с использованием специального алгоритма, 

анализе длины рестрикционных фрагментов ДНК, 
и  способ определения полиморфизма гена NAT2 
(rs1801280) в комбинации с генами других фермен-
тов биотрансформации с помощью метода гибриди-
зации на биологическом чипе [9, 13, 14]. Существу-
ющие способы отличаются трудоёмкостью и высо-
кой стоимостью, из-за которых они не применимы 
в  практическом здравоохранении и  используются 
только для научных исследований.

Нами предложен метод определения генотипа, 
связанного с ацетилированием ксенобиотиков у че-
ловека, построенный на идентификации нового по-
лиморфизма гена NAT2 rs1495741 с помощью ПЦР 
в режиме реального времени (ПЦР-РВ) [15] на ос-
нове разработанной генно-инженерной конструк-
ции, представляющей собой положительный кон-
троль. Разработка полнофункционального опытного 
образца и клинико-лабораторные испытания разра-
ботанного медицинского изделия позволят исполь-
зовать его в практическом здравоохранении. В со-
ответствии с требованиями ГОСТ Р ЕН 13612-2010 
«Оценка функциональных характеристик медицин-
ских изделий для диагностики in vitro» необходимо 
провести процедуру оценки применимости (валида-
ции) разрабатываемого набора ПЦР [16]. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Конструирование и сравнительная оценка при-
менимости разработанного авторами набора реаген-
тов для определения полиморфизма в гене человека 
NAT2 методом полимеразной цепной реакции в ре-
жиме реального времени для оценки типа ацетили-
рования ксенобиотиков у человека. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Испытания проводили на базе Научно-исследо-
вательского института биомедицинских исследо-
ваний Иркутского государственного медицинского 
университета и Института эпидемиологии и микро-
биологии Научного центра проблем здоровья семьи 
и репродукции человека. Конструирование набора 
ПЦР осуществляли в соответствии с описанием па-
тента на изобретение RU 2756203 от 28.09.2021 [15]. 
Конструирование праймеров и зондов осуществля-
ли в ручном режиме, исходя из структуры описания 
ОНП rs1495741 в референсных геномах (в диапазо-
не 200 нуклеотидных последовательностей справа 
и слева от позиции мишени)1. Положительные кон-
троли разрабатывались на основе кольцевой плаз-
миды pJet1.2/blunt, содержащей ген NAT2 с аллеля-
ми rs149741A и rs1495741G. 

Проверку практической применимости разрабо-
танного набора реагентов осуществляли в сравне-

1   https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/rs1495741
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нии с коммерческим набором реагентов для выявле-
ния полиморфизмов C282T, T341C, C481T, G590A, 
A803G, G857A в гене человека NAT2 методом ПЦР 
в режиме реального времени для применения в на-
учно-исследовательских целях (ГенТест-М NAT2; 
ООО «НОМОТЕК», Россия). Амплификацию про-
водили на амплификаторе CFX БиоРад в соответ-
ствии с инструкцией производителя. 

Для  оценки валидации осуществляли опыты 
по  определению аналитической чувствительности 
(АЧ), диагностической чувствительности (ДЧ), ди-
агностической специфичности (ДС), прецизионно-
сти (П) и воспроизводимости (В). 

В  качестве материала для  исследования ис-
пользовали ДНК, выделенную из  клеток щёчно-
го эпителия, взятых у  37  добровольцев (18  муж-
чин и  19  женщин). Информированное согласие 
было получено от  каждого участника исследова-
ния. Проведение исследования было одобрено ло-
кальным этическим комитетом Иркутского госу-
дарственного медицинского университета (прото-
кол № 4 от 10.11.2025). 

Мазок с внутренней поверхности щеки человека 
(буккальный соскоб) брали сухим стерильным од-
норазовым зондом с ватным тампоном с внутрен-
ней поверхности обеих щёк вращательными дви-
жениями зонда. 

Суммарную фракцию нуклеиновых кислот 
из  исследуемого материала сорбционным мето-
дом с помощью набора для  выделения геномной 
ДНК из клеток, тканей и крови по протоколу про-
изводителя (ООО «Биолабмикс», Россия). При-
готавливали 20-кратную смесь праймеров таким 
образом, чтобы конечные концентрации в  рас-
творе 1495741F и  1495741R составили по  6  μМ, 
а 1495741G и 1495741A – по 3 μМ (табл. 1).

Далее отбирали аликвоты по 15 мкл и помеща-
ли в амплификатор CFX96 Touch (Bio-Rad, США). 
По каналу Fam наблюдали вариант «rs1495741A», 
по каналу Hex – «rs1495741G».

Результаты генотипирования с  использовани-
ем разработанного набора реагентов сопоставляли 
с набором ГенТест-М NAT2 в качестве референс-
теста. Исходя из практической значимости медлен-
ные ацетиляторы выделялись в отдельную группу, 

а промежуточные и быстрые формировали группу 
людей с быстрым типом ацетилирования ксеноби-
отиков [17]. В калькуляторе производителя набо-
ра NAT2 Calculator часть генотипов не определя-
лась ни как «быстрые ацетиляторы», ни как «мед-
ленные ацетиляторы». При этом результаты «бы-
стрые ацетиляторы» набора NAT2 Calculator счи-
тались по умолчанию таковыми, если они не были 
определены как «медленные ацетиляторы» этим же 
тестом. 

Расчёт специфичности и  чувствительности 
как статистического показателя, отражающего долю 
положительных результатов, которые правильно 
идентифицированы, проводили в соответствии с ме-
тодикой A. Ahlbom и S. Norell [18]. 

Для  оценки чувствительности и  специфично-
сти разработанных тестов использовались следую-
щие критерии. 

ИП
Чувствительность =

ИП + ЛО

ИО
Специфичность =

ИО + ЛП

,

где ИП – количество истинно положительных ре-
зультатов; ЛО – количество ложноотрицатель-
ных результатов. 

ИП
Чувствительность =

ИП + ЛО

ИО
Специфичность =

ИО + ЛП
,

где ИО – количество истинно отрицательных ре-
зультатов; ЛП – количество ложноположитель-
ных результатов.

Доверительный интервал рассчитывали по ме-
тоду Вилсона.

Количество истинно положительных результа-
тов определяли набором ГенТест-М NAT2 компа-
нии «Евроген»2 в соответствии с протоколом про-
изводителя по калькулятору NAT2 Calculator3 (Ев-
роген). Количество истинно отрицательных резуль-
татов определяли аналогичным образом. Ложнопо-
ложительными и ложноотрицательными результаты 
(сомнительные, табл. 2) считали при их несовпаде-
нии между разрабатываемым тестом и референс-те-
стом от компании «Евроген». 

2  https://evrogen.ru/products/nomotech/NAT2?ysclid=mdh5f5va13776200400
3  https://shtest.evrogen.net/NAT2/

Т А Б Л И Ц А   1

ПРАЙМЕРЫ И ЗОНДЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В РАБОТЕ

T A B L E   1

PRIMERS AND ZONDS USED IN THE WORK

Название Флюорофор Последовательность Гаситель

1495741F CTCTCTCAGGAAAGGAGCAA

1495741R GGGCCTCACATGGTCACTT

1495741G R6G TGAAGCTACTGTGAATGCCC+A+CATT BHQ1

1495741A FAM TGAAGCTACTGTGAATGCCC+A+TATT BHQ1
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Воспроизводимость набора определяли 
на  37  пробах, тестирование которых проводили 
в двух независимых лабораториях (Научно-иссле-
довательского института биомедицинских иссле-
дований Иркутского государственного медицинско-
го университета и Института эпидемиологии и ми-
кробиологии Научного центра проблем здоровья се-
мьи и репродукции человека) разными аналитиками 
на разном оборудовании в разные дни и с использо-
ванием разных партий реагентов. На основании по-
лученных данных рассчитывали частоту расхожде-
ний результатов генотипирования в процентах. 

Для  определения прецизионности проводили 
3-кратное тестирование 10  параллельных анали-
зов одним оператором в одной и той же лаборато-
рии с использованием одной партии реактивов, од-
ного и  того  же оборудования в  пределах времен-
ного промежутка в три рабочих дня. Хронометраж 
времени на  одно исследование определяли путём 
3-кратного измерения на одной и той же пробе обо-
ими методами.

Обработка данных выполнялась с помощью язы-
ка программирования Python 3.12.11.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На первом этапе сконструированы позитивные 
контроли «rs1495741G» и «rs1495741A» на основе 
молекулярного клонирования в плазмиду pJET1.2/
blunt, согласно протоколу производителя (набор 
CloneJET PCR Cloning Kit; Thermo Scientific, США). 
Работоспособность полученных контролей была 
проверена по  характеру специфического связыва-
ния: связывание с контрольным образцом характе-
ризовалось классической S-образной формой кри-
вых, в то время как неспецифичное связывание ха-

рактеризуется либо худшей эффективностью реак-
ции, либо её полным отсутствием.

Оценка аналитической чувствительности прово-
дилась путём постановки ПЦР с серийно разведён-
ной ДНК. По результатам амплификации чувстви-
тельность праймеров и TaqMan зондов показала спо-
собность выявлять генотип rs1495741 NAT2 в коли-
честве 0,1 нг/мкл на одну реакцию.

Результаты применимости диагностического 
набора в части раздельного определения генотипов 
NAT2 представлены в таблице 2.

ОБСУЖДЕНИЕ

В гене NAT2 идентифицировано несколько де-
сятков вариабельных сайтов, локализованных 
как в зоне экзонов, так и в некодируемой области 
гена [13]. Как правило, для оценки активности аце-
тилтрансферазы 2 используют 5–7 ОНП, располо-
женных во втором экзоне. Диагностические набо-
ры, основанные на  этих ОНП, в настоящее время 
используются только в научно-исследовательских 
целях в связи с трудоёмкостью выполнения анали-
за, его высокой стоимостью и отсутствием единого 
подхода к трактовке результата. В отличие от это-
го, разрабатываемый набор реагентов для ПЦР-РВ 
для определения типа ацетилирования ксенобиоти-
ков у человека основан на одном ключевом ОНП, 
находящемся в локусе rs1495741. Этот ОНП изна-
чально был обнаружен при популяционном иссле-
довании рака мочевого пузыря [3]. В процессе ис-
следования на гепатоцитах и использовании клас-
сического генетического метода на 7 ОНП было по-
казано, что ОНП rs1495741 имеет сильную корреля-
тивную связь с известным делением человеческой 
популяции на «быстрых» и «медленных» метаболи-

Т А Б Л И Ц А   2

ПОКАЗАТЕЛИ ВАЛИДАЦИИ ПЦР-ТЕСТА В РЕЖИМЕ 
РЕАЛЬНОГО ВРЕМЕНИ ДЛЯ ВЫЯВЛЕНИЯ 
ОДНОНУКЛЕОТИДНОГО ПОЛИМОРФИЗМА RS1495741 
В ГЕНЕ ЧЕЛОВЕКА NAT2

T A B L E   2

VALIDATION PARAMETERS OF A REAL-TIME PCR 
ASSAY FOR THE DETECTION OF THE RS1495741 
SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM IN THE HUMAN 
GENE NAT2

Показатели
Разрабатываемый метод 

ОНП rs1495741
Референтный метод ПЦР-РВ 

«ГенТест-М NAT2»

Диагностическая чувствительность в сравнении 
с референтным методом

0,94 (0,74–0,99)

Диагностическая специфичность в сравнении 
с референтным методом

1 (0,83–1.00)

Аналитическая чувствительность 0,1 нг/мкл 1 нг/мкл

Длительность анализа (без учёта времени 
на выделение ДНК из биопроб)

2 ч 2,5 ч

Прецизионность 100 % –

Воспроизводимость 97,2 % –
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зеров соединений ариламинов и гидразинов, в том 
числе изониазида [19]. Проведённые нами исследо-
вания на популяциях народов, проживающих в Вос-
точной Сибири, Якутии и Монголии, показали функ-
циональную значимость ОНП rs1495741 для широ-
кого круга национальностей [5, 20]. Полученные ре-
зультаты позволили приступить к конструированию 
компонентов диагностического набора для ПЦР-РВ. 
Дизайн праймеров и TaqMan зондов для ПЦР осу-
ществлен авторами самостоятельно с использовани-
ем сервиса Oligo Tools4.

Для создания полноценного набора было необ-
ходимо разработать адекватные контроли и прове-
сти валидацию метода. Проведённые исследования 
показали применимость набора, высокую специфич-
ность и чувствительность в сравнении с референтны-
ми методами. Ранее высокая диагностическая чув-
ствительность разрабатываемого метода была под-
тверждена в  сравнении с «золотым стандартом» – 
секвенированием по Сэнгеру [15]. Представленное 
в данной работе сравнение с референтным набором 
для ПЦР «ГенТест-М NAT2» показало сопоставимые 
результаты: специфичность – 1, чувствительность – 
0,94. Главным достоинствами являются сокращение 
времени для проведения анализа в 1,25 раза и сниже-
ние себестоимости набора в 6,9 раза. Коммерциали-
зация набора во многом будет определяться потреб-
ностью практических учреждений здравоохранения 
и значением анализа для определения лечебной так-
тики у конкретного больного. Во всех имеющихся 
клинических рекомендациях по лекарственным пора-
жениям печени есть общие ссылки на важность учё-
та врождённых факторов риска, к каковым относит-
ся и NAT2. В обновлённой версии китайских клини-
ческих рекомендаций по лекарственно-индуцирован-
ному поражению печени, вызванному противотубер-
кулёзными препаратами, необходимость выделения 
группы медленных ацетиляторов приводится в двух 
пунктах: рекомендации № 1 (оценка риска) и № 15 
(дозирование изониазида) [21]. В российских реко-
мендациях определение генетических маркеров рас-
сматривается как необходимый тест для прогнозиро-
вания идиосинкразии [12]. Очевидно, что наличие 
надёжного и доступного для клинической практики 
инструмента определения принадлежности челове-
ка к медленным ацетиляторам станет важным ша-
гом к персонализированному лечению и профилак-
тике лекарственных поражений печени [22]. За этим 
стоят сокращение сроков временной нетрудоспособ-
ности, снижение стоимости лечения, профилактика 
формирования резистентных штаммов патогенов. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сравнительный анализ разработанной генно-
инженерной конструкции в  виде набора реаген-

4  https://geneglobe.qiagen.com/us/tools

тов для  определения полиморфизма в  гене чело-
века NAT2 методом ПЦР-РВ с целью оценки типа 
ацетилирования ксенобиотиков у  человека пока-
зал его  применимость для  использования в  лабо-
раторной практике. Предлагаемый способ отлича-
ется тем, что  генотипирование гена ариламин-N-
ацетилтрансферазы осуществляют путём детекции 
tag SNP rs1495741 c использованием специфических 
праймеров и  двух флюоресцентно-меченных зон-
дов, содержащих участки «замкнутых нуклеотидов». 
Сконструированные праймеры, ДНК-зонды, поло-
жительные контроли позволяют быстро, с высокой 
чувствительностью и специфичностью определить 
генотип NAT2 и соответствующий тип ацетилирова-
ния. Результаты внутри- и межлабораторных испы-
таний подтвердили, что лабораторный образец на-
бора ПЦР-РВ для определения вариабельного сайта 
rs1495741 в гене человека NAT2, связанного с аце-
тилированием ксенобиотиков, применим для прове-
дения тестов при выполнении генетических иссле-
дований у людей. 
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