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Аритмогендік синдромдарды таргетті секвенирлеуге арналған  
кітапханаларды дайындау ерекшеліктері 

Мақалада Illumina платформасына арналған пайдаланушы кардиогенетикалық панелін пайдалана 
отырып, əртүрлі аритмогендік синдромдармен ассоциацияланған 96 генді таргетті байыту əдісімен 
таргетті секвенирлеу үшін ДНҚ кітапханаларын дайындаудың əдістемесі сипатталған. Таргетті 
гендердің ДНҚ кітапханалары əртүрлі аритмогендік синдромдары бар 65 науқасқа дайындалды. 
Хаттама 225 нг геномдық ДНҚ үлгілерінен ДНҚ кітапханаларын əзірлеуге оңтайландырылды. 
Бақылау ретінде p/n G9901C (Agilent Technologies, АҚШ) жиынтығымен бірге жеткізілген байытылған 
бақылау ДНҚ-сы (Enrichment Control DNA) пайдаланылды. Ең алдымен, барлық 65 науқастың ДНҚ 
үлгілері рестрикциялық ферменттер көмегімен əртүрлі фрагменттерге бөлінді жəне денатурация-
ланды. Содан кейін, сақиналы ДНҚ молекулаларын құру үшін зондтар кітапханасы таргетті 
фрагменттерге гибридизацияланды. Келешекте биоинформатикалық талдау кезінде үлгілерді 
идентификациялау үшін 65 үлгіге əртүрлі 65 индекс сиквенстері қосылды. Зондтар биотинделді жəне 
таргетті фрагменттер магнитті стрептавидинді шарлар көмегімен бөлініп алынды. Кейін сақиналы 
ДНҚ молекулалары лигация үрдісі кезінде біріктірілді. Таргетті фрагменттер полимеразды тізбек 
реакциясы көмегімен амплификацияланды, нəтижесінде алынған индекстелген амплификация 
өнімдері Illumina HiSeq2000 жаңа буынды секвенаторында секвенирлеуге жіберілді. 

Кілт сөздер: аритмогендік синдромдар, таргетті секвенирлеу, ДНҚ кітапханалары, заманауи 
кардиология. 

 

Кіріспе 

Жүрек ритмі зақымдануларының этиологиясын зерттеу өзектілігі ауру көрсеткіштері мен өлім 
көрсеткіштерінің жоғары болуымен жəне аритмиялар нəтижесінде кенеттен жүрек өлімінің дамуымен 
анықталады. Кенеттен жүрек өлімі (КЖӨ) заманауи кардиологияда шешілмеген маңызды 
мəселелердің бірі болып қалуда. Жыл сайын КЖӨ көптеген белсенді, еңбекке жарамды адамдар 
өмірін алып кетуде, қайтыс болғандардың 20 % жағдайында анық кардиологиялық аурулар болмаған 
[1–4]. КЖӨ себептері науқастың жасына байланысты əртүрлі болады. Мысалы, балаларда КЖӨ 
кенеттен өлім синдромы, белгілі жүрек аурулары (тіршілікке қауіпті жүрек ритмінің зақымданулары, 
кардиомиопатиялар, туа біткен жүрек кемістігі, бастапқы өкпе гипертензиясы, оң қарыншаның 
аритмогенді дисплазиясы жəне т.б.) түрінде сипатталған [5–7]. Ал ересек адамдарда КЖӨ даму 
механизмі көп жағдайда жүрек қарыншаларының өте жиі қысқартылуымен байланысты, кейбір 
жағдайларда брадиаритмиямен (жиі жүрек ритмі) жəне асистолиямен (жүректің тоқтауы) байланысты 
[8, 9]. 35 жастан төмен науқастарда басқа ишемиялық емес сипаттағы этиологиялардың əсері 
көрсетілген [10–13]. Жүрек ауруларынан қайтыс болған науқастардың көбісінде (80 %) жүректің 
ишемиялық ауруы (ЖИА) анықталды, сонымен қатар КЖӨ қауіпіне дилатациялық кардиомиопатия 
жəне жүрек ақауы бар қарт науқастар душар етеді [10]. КЖӨ гипертрофикалық кардиомиопатия  
[14–17], оң қарыншалы аритмогенді кардиомиопатия [5, 8], сонымен қатар Фалло тетрадасын 
радикалды түзетуден кейінгі қарт науқастарда [9], əсіресе сол қарынша дисфункциясы бар 
науқастарда кездеседі. Ал Бругада синдромы, туа біткен ұзартылған QT синдромы қарт науқастарда 
КЖӨ кезінде жиі кездесетін себептердің бірі болып табылмайды [18]. Кенет жүрек өлімінің дамуы 
95 % жағдайда қарыншалық тахикардия мен қарыншалар фибрилляциясымен байланысты, ал қалған 
5 % брадиаритмиялар мен асистолиялар үлесіне келеді [19–24]. 

Жаңа буынды жоғары өнімді секвенирлеу технологияларының дамуы аритмиялар дамуымен 
ассоциацияланған көптеген генетикалық вариацияларды зерттеуге мүмкіндік береді. Адам 
геномының толық ұзындығы 3,2 млрд жұп негізден тұрады, геномның ~1 % экзомды (ақуыз 
кодтайтын гендер) кодтайды, ол шамамен 30000 генді құрайды. Аритмиялардың >65 % анықтау үшін 
дəстүрлі диагностикалық тестілеуде 1–15 генді пайдалану əдетте жеткілікті. 
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Жаңа буынды секвенирлеу генетика саласында зертханаларда геномдар тізбектерінің вариация-
сын тез жəне экономикалық тиімді жолмен анықтауға мүмкіндік береді. Жаңа буынды секвенирлеу 
көмегімен нақты аурулармен байланысты генетикалық өзгерістерді анықтау үшін геномның нақты 
таргетті аймақтарын таңдап алу өте маңызды. 

«Agilent Technologies» компаниясының гендер панельдері — нақты қосымшаларға арналған 
нақты гендер жиынтығына шоғырланған құрылғылар. Алдын ала таңдалған контенті бар гендер 
панельдерін немесе жеке тапсырыс бойынша дайындалған гендер панельдерін сатып алуға болады. 
Алдын ала таңдалған таргетті гендер панельдерінің құрамына жарияланымдар мен сарапшы 
нұсқауларынан таңдалып алынған маңызды гендер/ген аймақтары кіреді. Аталған гендер панельдері 
ісік, тұқымқуалайтын, жүрек-қантамыр ауруларын жəне аутизмді зерттеуге қолжетімді. Ал 
пайдаланушы таргетті гендер панельдеріне зерттеушілер өздері нақты зерттеу қызығушылықтарымен 
байланысты геном аймақтарын таңдай алады. Пайдаланушы таргетті секвенирлеу белгілі бір 
жолдардағы немесе кең ауқымды геном зерттеулерінен (GWAS)/толық геномды секвенирлеуден 
кейінгі ізденіс жұмыстарында гендерді зерттеуде қолданылады. 

Қазіргі кезде «Agilent Technologies» компаниясы алдын ала таңдалған контенті бар екі 
кардиогенетикалық панелін ұсынады — HaloPlex кардиомиопатия (HaloPlex Cardiomyopathy) жəне 
HaloPlex аритмия (HaloPlex Arrhythmia). HaloPlex кардиомиопатия жəне HaloPlex аритмия панельдері 
жаңа буынды секвенирлеу платформаларында секвенирлеуге арналған таргетті тізбектерді 
байытатын гендер панельдері болып табылады. Аталған панельдер — сəйкесінше кардиомиопатия 
мен аритмиялардың тұқымқуалайтын формаларына арнайы əзірленген гендер панельдері. 

Кардиомиопатиялар бойынша жарық көрген жариялынымдардың мұқият талдау мен NIH 
ғаламтор-ресурсындағы GeneReviews-тен алынған ақпараттан кейін HaloPlex кардиомиопатия 
панеліне гипертрофиялық кардиомиопатия, дилатациялық кардиомиопатия жəне оң қарыншаның 
аритмогенді кардиомиопатиясымен байланысты 34 ген кіреді. HaloPlex аритмия панеліне ұзартылған 
QT интервалының синдромы, қысқа QT интервалының синдромы, Бругада синдромы жəне 
катехоламинергиялық полиморфты қарыншалық тахикардиямен ассоциацияланған 21 ген кіреді. 
Кардиомиопатия мен аритмиялардың əртүрлі типтерімен байланысты кейбір гендерде айтарлықтай 
сəйкестік бар. Дəстүрлік Сэнгер бойынша гендерді секвенирлеумен салыстырғанда панельдер 
көмегімен клиникалық үлгілердің барлық гендерін бір уақытта жаңа буынды секвенирлеу 
платформасында бір экономикалық тиімді іске қосуда секвенирлеуге болады [25, 26]. Бірақ аталған 
зерттеу панельдері жүрек ритмінің зақымдалуына əкелетін барлық гендерді ескермейді. Сондықтан 
біз Медициналық зерттеулер орталығының (Австрия) қызметкерлерімен бірлесе отырып, 
аритмогендік синдромдармен ассоциацияланған 96 генді таргетті байыту əдісімен Таргетті 
секвенирлеуге арналған жаңа пайдаланушы кардиогенетикалық панелін SureDesign Online Design 
Software («Agilent Technologies») онлайн-бағдарламасы көмегімен əзірледік. Дайындалған панель 
құрамына «Agilent Technologies» компаниясымен алдын ала əзірленген панельдер — HaloPlex 
Кардиомиопатия (HaloPlex Cardiomyopathy) жəне HaloPlex Аритмия (HaloPlex Arrhythmia) 
құрамындағы сəйкесінше кардиомиопатия мен аритмиялардың тұқымқуалайтын формаларына жауап 
беретін 34 жəне 21 геннен басқа [27], əдебиеттік шолу жəне ESP6500, 1000 Genomes, HapMap т.с.с. 
мəліметтер базасы негізінде əртүрлі аритмогендік синдромдармен ассоциацияланған 41 ген кірді. 

Жұмыстың мақсаты. Аритмогендік синдромдармен ассоциацияланған 96 геннен тұратын əзір-
ленген жаңа кардиогенетикалық панелі көмегімен аритмогендік синдромдары (атривентрикулярлық 
блокада, əлсіз синус түйін синдромы) бар 65 науқастың ДНҚ үлгілеріне HiSeq2000 платформасында 
секвенирлеуге арналған ДНҚ кітапханаларын дайындау. 

Зерттеу материалдары мен əдістері 

Ұлттық ғылыми кардиохирургиялық орталық базасында (Астана қ.) зерттеу жұмыстары аясында 
генетикалық талдауға аритмогендік синдромдары (атривентрикулярлық блокада, əлсіз синус түйін 
синдромы) бар 65 науқас ақпараттық келісім формасымен танысып, оған қол қойғаннан кейін 
қатыстырылды. Əрбір науқастың клиникалық мəліметтері — диагнозы, ауру түрі, қосалқы аурулар, 
алып жатқан емі, емдеу нəтижелері, алынған терапия тарихы, эпидемиологиялық мəліметтері жəне 
т.б. жиналды. 

Зерттеу хаттамасы, ақпараттық келісім жəне рекрутингтің барлық түрлері Өмір туралы 
ғылымдар орталығының Жергілікті этикалық комитетінде (Назарбаев Университеті, Өмір туралы 
ғылымдар орталығының Этикалық комиссиясының 2015 жылғы 1 наурызындағы отырысы 
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хаттамасының № 16 үзінді көшірмесі) жəне Ұлттық ғылыми кардиохирургиялық орталықтың 
Этикалық комитетінде (Этикалық комитеттің 2015 жылғы 24 ақпанындағы отырыс хаттамасының 
№ 16 үзінді көшірмесі) қарастырылды. 

Зерттеу объектілері — адамның геномдық ДНҚ-сы. Геномдық ДНҚ бөліп алу үшін мөлшері 9 мл 
ЭДТА бар арнайы зарарсыздандырылған вакунтейнер пробиркаларына (Venosafe) барлық зерттеуге 
қатысушылардың шынтақ көктамырынан көктамыр қаны алынды. 

ДНҚ бөлу. Барлық 65 қан үлгісінен Wizard®Genomic DNA Purification kit (Promega) 
жиынтығының модификацияланған хаттамасы көмегімен геномдық ДНҚ үлгілері бөлінді. Бөлінген 
ДНҚ үлгілері сапалық (NanoDrop 2000 жəне 1,5 % агароздық гель) жəне сандық (Qubit 2000) 
əдістермен сипатталды. Бөлінген ДНҚ-ң жалпы көлемі — 45 µl, 1 микролитрдегі ДНҚ концентра-
циясы минимум 5 ng/µl құрады. 

Пайдаланушы кардиопанелін дайындау. Аритмогендік синдромдармен ассоциацияланған 96 
генді таргетті байыту əдісімен Таргетті секвенирлеуге арналған жаңа пайдаланушы кардио-
генетикалық панелі Грац қаласының Медицина университеті, Медициналық зерттеулер орталығының 
(Австрия) қызметкерлерімен бірлесе отырып, əзірленді (патентке өтініш берілді, 2017 жылдың 11 
қазанындағы кіріс тіркеу нөмері № 25437). Кардиопанельді дайындауда SureDesign Online Design 
Software («Agilent Technologies») онлайн бағдарламасы қолданылды. Біз əзірлеген панель құрамына 
«Agilent Technologies» компаниясымен алдын ала əзірленген панельдер — HaloPlex Кардиомиопатия 
жəне HaloPlex Аритмия құрамындағы сəйкесінше кардиомиопатия мен аритмиялардың 
тұқымқуалайтын формаларына жауап беретін 34 жəне 21 геннен басқа, əдебиеттік шолу жəне 
ESP6500, 1000 Genomes, HapMap т.с.с. мəліметтер базасы негізінде əртүрлі аритмиялармен 
ассоциацияланған 41 ген кірді. Пайдаланушы кардиопанель дизайні Illumina платформасына арналған 
Адам геномының 19 нұсқасы (Human Genome version 19 GRCh 37, February 2009) көмегімен 
құрылды, ридтер ұзындығы — 150 bp. Əзірленген пайдаланушы панельді ILMFST, p/n G9901C 
каталогтық нөмері бойынша Agilent Technlogies компаниясының сайтынан əзірлеушілердің 
рұқсатымен сатып алуға болады. 

ДНҚ кітапханаларын құру. Таргетті гендер кітапханалары əзірленген HaloPlex Custom Tier 1 kit, 
«Agilent Technologies» (ILMFST, p/n G9901C) жиынтығы көмегімен 10 кезеңнен тұратын «HaloPlex 
Target Enrichment System for Illumina Sequencing» (D.3 нұсқасы, желтоқсан 2012) хаттамасына сəйкес 
65 ДНҚ үлгіге дайындалды. Хаттама 225 ng геномдық ДНҚ-ны қорытуға оңтайландырылған. Бақылау 
ретінде жиынтық құрамындағы байытылған бақылау ДНҚ (Enrichment Control DNA, ECD) 
пайдаланылды. Барлық 65 ДНҚ үлгілерінің сандық жəне сапалық талдауы сəйкесінше Qubit 2.0 (Life 
Technologies, Сингапур) флуориметрі жəне 2 % агароздық гель көмегімен өткізілді. Таргетті гендер 
кітапханаларын дайындау екі түрлі аймақта өткізілді: ДНҚ үлгілерін байыту үрдісі преамплификация 
аймағында өткізілсе, амплификациялаған, байытылған ДНҚ үлгілерімен кейінгі тəжірибелер пост-
амплификациялық жұмыс аймағында орындалды. 

Зерттеу нəтижелері жəне оларды талдау 

Зерттеуге қатысушылардың клиникалық мəліметтері. Зерттеу жұмысына Ұлттық ғылыми 
кардиохирургиялық орталығында емделіп жатқан жүрек ритмінің зақымданулары бар (атривентри-
кулярлық блокада, əлсіз синус түйін синдромы) 65 науқас кірді. Науқастардың жасы 4 пен 81 жас 
аралығында болды, олардың ішінде 16 науқастың жасы 18 жастан төмен болды. Ерлер мен 
əйелдердің ара қатынасы сəйкесінше 44,3 % жəне 55,7 % құрады. Науқастардың көбісінің ұлты 
қазақ — 70,1 %, орыстар — 13,4 %, басқа ұлттар — 16,5 %. 

87,6 % науқастарға электркардиостимулятор имплантталды. Сол қарынша шығарылулары 
фракциясының орташа көрсеткіші — 61,2 %. Барлық науқастардың ішінде 96,9 % жағдайда жүрек 
өткізгіштігінің зақымдануларына тəн жиі жүрек соғу, əлсіздік, ентігу, бас айналу, жүрек аймағындағы 
қақсау жəне т.б белгілер байқалды. 37,1 % науқастар анемнезінде синкоп немесе пресинкоп 
жағдайлары болды. 

Зерттеуге қатысушылардың жанұялық анамнезі бойынша ақпаратты жинау барысында 25,8 % 
науқастың бір немесе екі ата-анасында жүрек қантамыр жүйесінің аурулары, атап айтқанда, 
артериалды гипертензия, жүректің ишемиялық ауруы, инсульт жəне т.б анықталды. Екі науқаста ата-
аналарының біреуінде ритм немесе жүрек өткізгіштік (жүрекше фибрилляциясы, əлсіз синус түйін 
синдромы) зақымдануларының тұқымқуалаушылық формасы көрсетілген. Үш жағдайда 
науқастардың жанұя анемнезінде ата-аналарының біреуінде кенеттен жүрек өлімі тіркелген. 
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Əзірленген пайдаланушы кардиопанель көмегімен ДНҚ кітапханаларын əзірлеу. Зерттеу 
жұмысының нəтижесінде таргетті гендер кітапханалары аритмогендік синдромдармен ассоциация-
ланған 96 генді секвенирлеуге арналған əзірленген пайдаланушы кардиогенетикалық панель 
көмегімен 65 ДНҚ үлгіге өндіруші хаттамасына сəйкес дайындалды. 

Алғашқы кезеңде нуклеазалардан тазартылған 45 µl суда əрбір 225 ng геномдық ДНҚ үлгілері 
ерітілді, ДНҚ-ң ақырғы концентрациясы 5 ng/µl құрады. Содан кейін геномдық ДНҚ үлгілері сегіз əр 
түрлі рестрикциялық пробиркаларда 16 түрлі ферменттермен ұзындығы əртүрлі фрагменттерге 37 ºС 
температурада 30 мин ішінде кесілді. Жиынтықтағы байытылған бақылау ДНҚ (Enrichment Control 
DNA, Agilent Technologies, США) бақылау ретінде қолданылды, фрагментация нəтижелері 2100 
Bioanalyzer биоанализаторында тексерілді. 

Геномдық ДНҚ фрагменттерінің коллекциясы мен зондтардың гибридизациясы гибриди-
зациялық мастер миксте 54 ºС температурада 3 сағат ішінде өткізілді. Гибридизациялық қоспа 
құрамына 50 µl гибридизациялық ерітінді мен 20 µl зонд кірді. Осы кезеңде ДНҚ сақиналы 
молекулаларын құру үшін зондтар кітапханасы таргетті фрагменттердің екі ұшына гибридизация-
ланды. Сонымен қатар келешекте үлгілерді биоақпараттық талдау кезінде идентификациялау үшін 
гибридизация үрдісі кезінде 65 ДНҚ үлгісіне (таргетті аймақтарға) 65 түрлі индекс сиквенстері 
қосылды. Нəтижесінде, біз құрамына баркод (индекс сиквенстері) жəне сиквенс арнайы адапторлар 
кіретін таргетті ДНҚ-ң биотинделген циркуляцияланған фрагменттерін алдық. 

Үшінші кезеңде құрамында биотин бар циркуляцияланған таргетті ДНҚ-зонд гибридтер 
магнитті стрептавидин шарларында ұсталды. Алдымен, магнитті шарлар 40 µl Capture solution 
ерітіндісінде ресуспензияланды жəне 160 µl гибридизациялық реакцияға қосылды. Содан кейін 
зондқа гибридизацияланбаған ДНҚ фрагменттерін жою үшін магнитті шарлармен байланысқан 
үлгілерді 100 µl Wash solution ерітіндісінде жудық жəне термоциклерде (Eppendorf, США) 46 ºС 
температурада 10 минут ішінде инкубацияладық. Сонымен қатар алтыншы кезеңде пайдаланылатын 
10N NaOH концентрациясынан 50 mM NaOH ерітіндісін дайындадық. 

Төртінші кезеңде таргетті ДНҚ-зондтар циркуляцияланған гибридтерді біріктіру үшін ұстау 
реакциясына ДНҚ-лигаза қосылды. Үлгілері бар пробиркалар термоциклерде 55 ºС температурада 
10 минут ішінде лигациялау үшін инкубацияланды. 

Бесінші кезеңде ұсталған таргетті ДНҚ амплификациясына арналған ПТР мастер миксін 
өндіруші (Agilent Technologies, США) хаттамасына сəйкес дайындадық. Келесі кезеңде элюция 
кезінде қолданылатын NaOH ерітіндісін нейтрализациялау үшін ПТР реакциясына 2М сірке 
қышқылын қостық. 

Алтыншы кезеңде лигацияланбаған циркуляцияланған зонд-таргетті ДНҚ гибридтерін жою үшін 
ұсталған ДНҚ кітапханаларын 100 µl SSC Buffer ерітіндісінде жудық. Содан кейін ұсталған ДНҚ 
кітапханалары 25 µl жаңа дайындалған 50 mM NaOH ерітіндісінде элюирленді. Осы кезеңде жоғары 
сапалы NaOH ерітіндісін пайдалану ДНҚ-ны оңтайлы жуу жəне қалпына келтіруде өте маңызды 
болып табылады. 

Келесі кезеңде ұсталған таргетті кітапханалардың ПТР-амплификациясы өткізілді. Яғни, 50 mM 
NaOH ерітіндісімен жуылған 20 µl ұсталған ДНҚ-ны 5-кезеңде дайындаған 30 µl ПТР мастер миксіне 
қостық. Ұсталған таргетті ДНҚ кітапханаларының ПТР-амплификациясы 60 ºС аннилинг 
температурасында өткізілді, циклдер саны — 20. 

Сегізінші кезеңде амплификацияланған таргетті ДНҚ кітапханалары Agencourt AMPure XP 
(Beckman, США) шарлары көмегімен тазаланды. Алдымен, адаптерлер сияқты, кішкентай ДНҚ 
фрагменттерін жою үшін шарлардағы амплификацияланған таргетті ДНҚ кітапханаларын 70 % жаңа 
дайындалған этанолмен 4 рет жудық, содан кейін амплификацияланған таргетті кітапханаларды 
10 mM Tris-HCl ерітіндісімен жуылды. 

Тоғызыншы кезеңде ДНҚ кітапханаларының саны мен сапасы 2100 Bioanalyzer 
биоанализаторында (Agilent Technologies, США) бағаланды. Ампликондар ұзындығы 175–625 bp 
диапазонында болды, күтілгендей, өнімдердің көбісінің ұзындығы 225–525 bp құрады (сур. қара). 
Байытылған таргетті ДНҚ кітапханаларының сандық бағасын өткізу үшін ампликондардың  
175–625 bp диапазонындағы мөлшері кірді. Дайындалған ДНҚ кітапханаларының орташа 
концентрациясы 90 ng/µl құрады. 
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А.Ж. Ахметова, Ж.М. Абилова, С.Е. Рахимова, У.Е. Каиров,  

М.С. Бекбосынова, Ч. Гули, А.Р. Акильжанова 

Особенности подготовки библиотек для таргетного секвенирования  
при аритмогенных синдромах 

В статье подробно описана методика подготовки ДНК библиотек для таргетного секвенирования 96 
генов, ассоциированных с аритмогенными синдромами методом таргетного обогащения с 
использованием разработанной пользовательской кардиогенетической панели для платформы 
Illumina. ДНК библиотеки таргетных генов были подготовлены для 65 пациентов с различными арит-
могенными синдромами. Протокол был оптимизирован для усвоения 225 нг геномной ДНК. В качест-
ве контроля была использована обогащенная контрольная ДНК (Enrichment Control DNA), поставляе-
мая вместе с набором p/n G9901C (Agilent Technologies, США). Сначала образцы ДНК всех пациентов 
были поделены на фрагменты рестрикционными ферментами и денатурированы. Затем библиотека 
зондов была гибридизирована к таргетным фрагментам для создания кольцевых молекул ДНК. В 
дальнейшем для идентификации образцов во время биоинформатического анализа 65 индекс-
сиквенсов были добавлены к 65 образцам. Зонды были биотинилированы, и целевые фрагменты отде-
лены с помощью магнитных стрептавидиновых шариков. Кольцевые молекулы ДНК были соединены 
лигированием. Таргетные фрагменты были амплифицированы с помощью ПЦР, в итоге создавая ин-
дексированные продукты амплификации, которые были отправлены для дальнейшего секвенирования 
на секвенаторе нового поколения HiSeq2000. 

Ключевые слова: аритмогенные синдромы, таргетное секвенирование, библиотеки ДНК, современная 
кардиология. 
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М.S. Bekbosynova, Ch. Guelly, A.R. Akilzhanova 

Features of library preparation for targeted sequencing  
of arrhythmogenic syndromes 

In this article methodology of preparation of DNA libraries for targeted sequencing of 96 genes associated 
with arrhythmogenic syndromes by targeted enrichment method using developed custom cardiogenetic panel 
for Illumina platform was described in details. DNA libraries of targeted genes were prepared for 65 patients 
with different arrhythmogenic syndromes. The protocol was optimized for digestion of 225 ng of genomic 
DNA. Enrichment Control DNA supplied with p/n G9901C (Agilent Technologies, USA) set was used as a 
control. Firstly, DNA samples of all patients were fragmented by restriction enzymes and denaturated. Then, 
probe library was hybridized to targeted fragments for creation of circular DNA molecules. To identify sam-
ples during bioinformatics analysis 65 different index sequences were added to 65 samples. Probes were 
biotinylated and targeted fragments were recaptured with magnetic streptavidin beads. Circular DNA mole-
cules were joined together by ligation. Targeted fragments were amplified using PCR producing an enriched 
and barcoded amplification products that were sent for sequencing on HiSeq2000. 

Keywords: arrhythmogenic syndromes, targeted sequencing, DNA libraries, modern cardiology. 

 
 




