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Â ïîñëåäíåå âðåìÿ îäíèì èç èíòåíñèâíî ðàçâèâàþ-
ùèõñÿ íàïðàâëåíèé áèîòåõíîëîãèè íóêëåèíîâûõ êèñ-
ëîò ñòàíîâèòñÿ èñïîëüçîâàíèå ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ äëÿ
àíàëèçà íóêëåîòèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Ýòà
ãðóïïà ìåòîäîâ èìååò çíà÷èòåëüíûå ïðåèìóùåñòâà
ïåðåä òðàäèöèîííûìè ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèìè
ìåòîäàìè, òàê êàê ïîçâîëÿåò óìåíüøèòü ðàçìåðû
èññëåäóåìîãî îáðàçöà, ÷òî çíà÷èòåëüíî ñíèæàåò ñòî-
èìîñòü àíàëèçà è âðåìÿ åãî ïðîâåäåíèÿ. Òåõíîëîãèÿ
ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ íàõîäèò øèðîêîå ïðèìåíåíèå â ôóí-
äàìåíòàëüíûõ è ïðèêëàäíûõ èññëåäîâàíèÿõ, òàêèõ
êàê èäåíòèôèêàöèÿ îïðåäåëåííûõ ãåíîâ è îïðåäåëåíèå
óðîâíÿ èõ ýêñïðåññèè, à òàêæå èññëåäîâàíèå ãåíåòè-
÷åñêîãî ïîëèìîðôèçìà ÄÍÊ [1–4].

Â òåõíîëîãèè ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ íà íåáîëüøóþ
ïî ðàçìåðó ïîâåðõíîñòü ñòåêëà èëè äðóãîãî íîñè-
òåëÿ èììîáèëèçóþò â âèäå ïðàâèëüíî ðàñïîëîæåí-
íûõ ìèêðîìàòðèö ôðàãìåíòû ÄÍÊ ñ èçâåñòíîé
ïîñëåäîâàòåëüíîñòüþ íóêëåîòèäîâ. Äëÿ ýòîãî èñ-
ïîëüçóþò â îñíîâíîì äâà ïîäõîäà: êîðîòêèå îëèãî-
íóêëåîòèäû ñèíòåçèðóþò ïðÿìî íà ïîâåðõíîñòè
ïîäëîæêè èëè ïðåäâàðèòåëüíî ïîëó÷åííûå ôðàãìåí-
òû ÄÍÊ ïðèêðåïëÿþò ê íåé êîâàëåíòíûìè è íåêî-
âàëåíòíûìè ñâÿçÿìè [5, 6]. Äàëåå ïðîâîäèòñÿ ãèá-
ðèäèçàöèÿ èññëåäóåìîé íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòè, â êîòîðóþ ïðåäâàðèòåëüíî áûëà ââåäå-
íà ìåòêà, ñ èììîáèëèçîâàííûìè ôðàãìåíòàìè
ÄÍÊ. Ïðè ñîâïàäåíèè èõ ïåðâè÷íûõ ñòðóêòóð íà
ïîâåðõíîñòè ìèêðî÷èïà îáðàçóþòñÿ ãåòåðîäóïëåê-
ñû, êîòîðûå ìîæíî îáíàðóæèòü ïî ïîÿâëåíèþ íà
äàííûõ ó÷àñòêàõ àíàëèòè÷åñêèõ ñèãíàëîâ.
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Ðàçðàáîòàí ìåòîä ãèáðèäèçàöèîííîãî àíàëèçà íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîðè-
ìåòðè÷åñêîé äåòåêöèè íà îñíîâå ïåðîêñèäàçû õðåíà (ÏÖÐ). Îöåíåíà ýôôåêòèâíîñòü âêëþ-
÷åíèÿ áèîòèíà â êà÷åñòâå ìåòêè â ìîëåêóëó ÄÍÊ â ïðîöåññå ÏÖÐ è îïòèìèçèðîâàíû óñëîâèÿ
ãèáðèäèçàöèè ìå÷åííîé áèîòèíîì ÄÍÊ ñ èììîáèëèçîâàííûìè íà ïîâåðõíîñòè ÷èïà îëèãî-
íóêëåîòèäàìè. Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà ïîêàçàíà íà ïðèìåðå îï-
ðåäåëåíèÿ òî÷å÷íûõ ìóòàöèé â ãåíàõ ÑÒÕ-Ì βββββ-ëàêòàìàç.

Ðåçóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè çàâèñÿò îò íåñêîëüêèõ
ôàêòîðîâ: äëèíû è ñîñòàâà èììîáèëèçîâàííûõ îëè-
ãîíóêëåîòèäîâ è ìå÷åíîé ÄÍÊ, òåìïåðàòóðû ãèáðè-
äèçàöèè, ñîñòàâà ãèáðèäèçàöèîííîé ñìåñè, òèïà ââî-
äèìîé ìåòêè [7–9]. Áîëüøèíñòâî ðàçðàáîòàííûõ
ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ îñíîâàíî íà èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷-
íûõ ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê [10, 11]. Ýòî îáåñïå÷èâà-
åò íåîáõîäèìóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà, îäíàêî
çíà÷èòåëüíî óâåëè÷èâàåò åãî ñòîèìîñòü (âûñîêàÿ
ñòîèìîñòü êàê ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîê, òàê è èñïîëü-
çóåìûõ äëÿ ðåãèñòðàöèè ñèãíàëà ôëóîðåñöåíòíûõ
ñêàíåðîâ).

Öåëü äàííîé ðàáîòû ñîñòîÿëà â ðàçðàáîòêå ìåòî-
äà (ÏÖÐ) ãèáðèäèçàöèîííîãî àíàëèçà íà ÄÍÊ-ìèêðî-
÷èïå ñ èñïîëüçîâàíèåì êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèè
íà îñíîâå ïåðîêñèäàçû õðåíà (ÏÕ). Ïðè äàííîì ñïî-
ñîáå äåòåêöèè â èññëåäóåìûé ãåí â êà÷åñòâå ìåòêè
â ïðîöåññå ÏÖÐ ââîäÿòñÿ ìîëåêóëû áèîòèíà, êîòî-
ðûå çàòåì âûÿâëÿþòñÿ êîíúþãàòîì ñòðåïòàâèäèí-ÏÕ
ñ ïîñëåäóþùåé êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé ÏÕ.
Ïðè ðàçðàáîòêå ýòîãî ìåòîäà ìû ìîäèôèöèðîâàëè
ïðèíöèï àíàëèçà, ïðåäëîæåííûé â ðàáîòå [12] äëÿ
ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ ñ ôëóîðåñöåíòíîé äåòåêöèåé.

Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ äàííîãî ìåòîäà ïîêà-
çàíà íà ïðèìåðå îïðåäåëåíèÿ òî÷å÷íûõ ìóòàöèé â
ãåíàõ β-ëàêòàìàç ÑÒÕ-Ì òèïà. Äàííûå ôåðìåíòû
ÿâëÿþòñÿ ïðè÷èíîé óñòîé÷èâîñòè ìèêðîîðãàíèçìîâ ê
öåôàëîñïîðèíàì òðåòüåãî ïîêîëåíèÿ. Óñòàíîâëåíî,
÷òî ðàñøèðåíèå ñïåêòðà àêòèâíîñòè β-ëàêòàìàç ñâÿ-
çàíî ñ âîçíèêíîâåíèåì òî÷å÷íûõ ìóòàöèé â êîäèðóþ-
ùèõ èõ ãåíàõ. Èçó÷àÿ äàííûå ìóòàöèè, ìîæíî ñäå-
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ëàòü âûâîä î ñóáòèïå ôåðìåíòà è îïðåäåëèòü åãî
ñóáñòðàòíóþ ñïåöèôè÷íîñòü.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Ïðÿìîé (5′-ATG GTG ACA AAG AGA GTG C-3′) è

îáðàòíûé (5′-CCT TTC GGC GAT GAT TCT CGC-3′)
ïðàéìåðû äëÿ ãðóïïû β-ëàêòàìàç ÑÒÕ-Ì9, îëèãîíóê-
ëåîòèäû äëÿ îïðåäåëåíèÿ òî÷å÷íûõ ìóòàöèé â ãåíàõ
β-ëàêòàìàç ãðóïïû ÑÒÕ-Ì-9 áûëè ñèíòåçèðîâàíû
ôèðìîé “Metabion”, Ãåðìàíèÿ. Îáðàçöû β-ëàêòàìà-
çû ÑÒÕ-Ì-9 ïðåäîñòàâëåíû ñîòðóäíèêàìè ÍÈÈ àí-
òèìèêðîáíîé õèìèîòåðàïèè (ã. Ñìîëåíñê).

Äëÿ èììîáèëèçàöèè îëèãîíóêëåîòèäû ñ àìèíîãðóï-
ïàìè íà 5′-êîíöå ðàñòâîðÿëè â ñîëåâîì áóôåðå
(160 ìÌ Na2SO4, 130 ìÌ Na2HPO4) äî êîíå÷íîé
êîíöåíòðàöèè 20 ïìîëü/ìêë è íàíîñèëè ñ ïîìîùüþ
ðîáîòà “MicroGrid II” (“BioRobotics”, Âåëèêîáðèòà-
íèÿ) íà ñòåêëÿííûå ïëàñòèíû ñ ýïîêñè-ãðóïïàìè
(“Eppendorf”, Ãåðìàíèÿ), ïîñëå ÷åãî èíêóáèðîâàëè â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 60°Ñ.

Àìïëèôèêàöèþ ãåíà β-ëàêòàìàçû ÑÒÕ-Ì-9 ïðîâî-
äèëè â îáùåì îáúåìå 25 ìêë â òîíêîñòåííûõ ïðî-
áèðêàõ, ñîäåðæàùèõ 10 ìÌ Òðèñ-HCl (pH 8,3 ïðè
25°Ñ), 2,5 ìÌ àöåòàòà ìàãíèÿ, 50 ìÌ KCl, 2,5 åä.
Taq ÄÍÊ ïîëèìåðàçà, 100 ìêÌ dATP, dGTP, dCTP,
60 ìêÌ dTTP (“Eppendorf”, Ãåðìàíèÿ), 40 ìêÌ
dUTP-áèîòèíà (“Roche”, Ãåðìàíèÿ), ïî  0,4 ìêÌ
ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðà è 5 ìêë ðàñòâîðà ìàò-
ðèöû ÄÍÊ. Ðåàêöèè ïðîâîäèëè â ÄÍÊ-àìïëèôèêàòî-
ðå Òåðöèê (“ÄÍÊ-òåõíîëîãèÿ”, Ðîññèÿ) ïî ñëåäóþ-
ùåé ñõåìå: íà÷àëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 94°Ñ (2 ìèí),
çàòåì 30 öèêëîâ: äåíàòóðàöèÿ ïðè 94°Ñ (45 ñ), îòæèã
ïðàéìåðîâ ïðè 55°Ñ (1 ìèí), ýëîíãàöèè ïðè 72°Ñ
(1 ìèí), çàâåðøàþùèé ýòàï ýëîíãàöèè ïðè 72°Ñ
(10 ìèí). Î÷èñòêó ÏÖÐ-ïðîäóêòà ïðîâîäèëè íà êîëîí-
êàõ “QlAquick” ñîãëàñíî ïðîòîêîëó ïðîèçâîäèòåëÿ.

Ãîðèçîíòàëüíûé ýëåêòðîôîðåç ïðîäóêòîâ ÏÖÐ ïðî-
âîäèëè â 1%-ì àãàðîçíîì ãåëå ñ èñïîëüçîâàíèåì
ÒÀÅ-áóôåðà (40 ìÌ Òðèñ, 20 ìÌ óêñóñíîé êèñëîòû,
1 ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 8,5). Â ãåëü äîáàâëÿëè ðàñòâîð áðî-
ìèñòîãî ýòèäèÿ äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1,6 ìêã/ìë.
Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè íà ÓÔ-òðàíñèëëþìèíàòîðå
ïðè äëèíå âîëíû 260 íì.

Ôðàãìåíòàöèþ ÄÍÊ ïðîâîäèëè ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå â òå÷åíèå 5 ìèí. Äëÿ ýòîãî àìïëèôèöè-
ðîâàííóþ ÄÍÊ ðàñòâîðÿëè äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
30 íã/ìêë â ðåàêöèîííîì áóôåðå (40 ìÌ Òðèñ-HCl,
10 ìÌ MgSO4, 1 ìÌ CaCl2, pH 8.0) è äîáàâëÿëè
ÄÍÊàçó I (“Promega”, Ãåðìàíèÿ). Ðåàêöèþ îñòàíàâ-
ëèâàëè, äîáàâëÿÿ 3 ìÌ ÝÄÒÀ è èíêóáèðóÿ â òå÷åíèå
10 ìèí ïðè 65°Ñ.

Ïåðåä ïðîâåäåíèåì ãèáðèäèçàöèè ÄÍÊ-ìèêðî÷èïû
ñ íàíåñåííûìè íà íèõ îëèãîíóêëåîòèäàìè îòìûâàëè
ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå (5 ìèí â  0,1% Òðèòîí
X-100 â ddH2O, 4 ìèí â ðàñòâîðå HCl, 10 ìèí â
100 ìÌ KÑl) è çàòåì áëîêèðîâàëè ñâîáîäíûå ýïîêñè-
ãðóïïû (èíêóáàöèÿ ñòåêîë â 25%-ì ðàñòâîðå ýòèëåí-
ãëèêîëÿ ïðè 50°Ñ â òå÷åíèå 15 ìèí). Ãèáðèäèçàöèîí-
íóþ ñìåñü, ñîñòîÿùóþ èç ôðàãìåíòèðîâàííîé ÄÍÊ,
áóôåðà (20õSSPE: 3,0 M NaCl, 0,2 M NaH2PO4, 20
ìÌ ÝÄÒÀ, ðÍ 7,7) è âîäû, âçÿòûõ â îïðåäåëåííîì
ñîîòíîøåíèè, íàíîñèëè (ïî 70 ìêë) íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èï,
çàêðûâàëè ðàìêîé è èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 4 ÷ ïðè
îïðåäåëåííîé òåìïåðàòóðå. Çàòåì ñòåêëà îòìûâàëè:
2õSSC (0,3 Ì NaCl, 0,03 M öèòðàò íàòðèÿ), ñîäåðæà-
ùèé 0,1% SDS, çàòåì 2õSSC è 0,2õSSC (êàæäàÿ ñòà-
äèÿ äëèëàñü 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå).
Ïîñëå áëîêèðîâàíèÿ ñâîáîäíûõ öåíòðîâ ñâÿçûâàíèÿ
áåëêîâ (èíêóáàöèÿ â 1%-ì ðàñòâîðå ÁÑÀ â áóôåðå
ÔÑÁ â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37°Ñ) ìèêðî÷èïû èíêóáè-
ðîâàëè 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå â ðàñòâîðå
êîíúþãàòà ñòðåïòàâèäèí-ÏÕ â ÔÑÁÒ (ðàçâåäåíèå
1/1000). Ïîñëå ýòîãî ñòåêëà îòìûâàëè (ÔÑÁÒ, 2 ðàçà
ïî 5 ìèí) è ïîìåùàëè â ñóáñòðàòíûé ðàñòâîð, ñîäåð-
æàùèé 4 ìÌ î-äèàíèçèäèí, 4 ìÌ 4-õëîð-1-íàôòîë,
1 ìÌ ïåðåêñèä âîäîðîäà â 0,1 Ì êàëèé-öèòðàòíîì
áóôåðå (ðÍ 4,7). Ìèêðî÷èïû ñêàíèðîâàëè íà ïëåíî÷-
íîì ñêàíåðå “Nikon Coolscan 4000” ñ ðàçðåøåíèåì
4000 dpi. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè ïÿ-
òåí ïîëó÷åííîå èçîáðàæåíèå îáðàáàòûâàëè ïðè ïîìî-
ùè ïðîãðàììû “Scan Array Express” (“PerkinEl-
mer”, version 3.0).

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå
Ïðèíöèï ìåòîäà ãèáðèäèçàöèîííîãî àíàëèçà íà

ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé äëÿ
èäåíòèôèêàöèè β-ëàêòàìàç òèïà ÑÒÕ-Ì ñîñòîÿë â
ñëåäóþùåì. Íà ñòåêëî â îïðåäåëåííîì ïîðÿäêå êîâà-
ëåíòíî èììîáèëèçîâûâàëè îäíîöåïî÷å÷íûå îëèãîíóê-
ëåîòèäû. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êàæäîé ìóòàöèè èñïîëüçî-
âàëñÿ íàáîð èç 4 îëèãîíóêëåîòèäîâ ñ óíèêàëüíîé ïîñ-
ëåäîâàòåëüíîñòüþ îñíîâàíèé, ñîîòâåòñòâóþùèõ
ñòðóêòóðå ãåíà β-ëàêòàìàç â äàííîì ó÷àñòêå è îòëè-
÷àþùèõñÿ äðóã îò äðóãà òîëüêî íóêëåîòèäîì â öåíò-
ðàëüíîé ïîçèöèè (À, G, C èëè Ò). Îïðåäåëåíèå íàëè-
÷èÿ ìóòàöèé â ãåíå β-ëàêòàìàçû çàêëþ÷àëîñü â àì-
ïëèôèêàöèè ãåíà, âûäåëåííîãî èç êëèíè÷åñêîãî îáðàç-
öà, ñ îäíîâðåìåííûì ââåäåíèåì â êà÷åñòâå ìåòêè
ìîëåêóë áèîòèíà (â ñîñòàâå dUTP-áèîòèí), ôðàãìåí-
òèðîâàíèè ïîëó÷åííîãî ÏÖÐ-ïðîäóêòà è åãî ïîñëåäó-
þùåé ãèáðèäèçàöèè ñî ñïåöèôè÷åñêèìè îëèãîíóêëåî-
òèäàìè íà ïîâåðõíîñòè äèàãíîñòè÷åñêîãî ÄÍÊ-÷èïà
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(ðèñ. 1). Ââåäåííûé áèîòèí âûÿâëÿëè ñ ïîìîùüþ
êîíúþãàòà ñòðåïòàâèäèí-ÏÕ è êîëîðèìåòðè÷åñêîé
äåòåêöèè ÏÕ. Äëÿ ýòîãî â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ áûëè
âûáðàíû î-äèàíèçèäèí è 4-õëîð-1-íàôòîë, êîòîðûå
ïðè ñîâìåñòíîì ôåðìåíòàòèâíîì îêèñëåíèè ïåðîêñè-
äîì âîäîðîäà îáðàçóþò íåðàñòâîðèìûé òåìíî-ôèîëå-
òîâûé ïðîäóêò, õîðîøî àäñîðáèðóþùèéñÿ íà ïîâåðõ-
íîñòè ñòåêëà âáëèçè ëîêàëèçàöèè ìîëåêóë ôåðìåíòà.
Ïîñëå ñêàíèðîâàíèÿ ïîëó÷àëè èçîáðàæåíèå ìèêðîìàò-
ðèöû ñ òî÷êàìè, èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè êîòîðûõ
áûëà ïðîïîðöèîíàëüíà ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè
ïåðîêñèäàçû, à ñëåäîâàòåëüíî, è êîëè÷åñòâó îáðàçóþ-
ùèõñÿ ïðè ãèáðèäèçàöèè ãåòåðîäóïëåêñîâ. Êîëè÷å-
ñòâåííàÿ îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ ñîñòîÿëà â ïîñòðîå-
íèè ïðîôèëåé àáñîëþòíîé èíòåíñèâíîñòè îêðàñêè,
îöåíèâàåìîé ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû “Scan
Array Express”. Ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî â êàæäîé ãðóï-
ïå îëèãîíóêëåîòèä, ïîëíîñòüþ êîìïëåìåíòàðíûé
ôðàãìåíòó ìå÷åíîé ÄÍÊ-ìèøåíè, äàåò ãîðàçäî áî-
ëåå ñèëüíûé ñèãíàë, ÷åì òðè îñòàëüíûå, îòëè÷àþùè-
åñÿ îò íåãî â öåíòðàëüíîé ïîçèöèè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ
ñïåöèôè÷íîñòè âûÿâëåíèÿ ìóòàöèè (ñîîòíîøåíèå ñèã-
íàëà êîìïëåìåíòàðíîé ãèáðèäèçàöèè ê ñèãíàëó íåñïå-
öèôè÷åñêîé ãèáðèäèçàöèè) àáñîëþòíûå çíà÷åíèÿ èí-
òåíñèâíîñòåé ïåðåâîäèëèñü â îòíîñèòåëüíûå, ïðè
ýòîì çà åäèíèöó ïðèíèìàëñÿ ñèãíàë êîìïëåìåíòàðíîé
ãèáðèäèçàöèè.

Ïîëó÷åíèå ìå÷åííîãî áèîòèíîì ãåíà
βββββ-ëàêòàìàçû ÑÒÕ-Ì-9 ìåòîäîì ÏÖÐ

Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ âûñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè ãèáðè-
äèçàöèîííîãî àíàëèçà ïðîáà äëÿ ãèáðèäèçàöèè äîëæíà
èìåòü âûñîêîå óäåëüíîå âêëþ÷åíèå ìåòêè. Ìåòîä
ÏÖÐ ÿâëÿåòñÿ ýôôåêòèâíûì è õîðîøî âîñïðîèçâîäè-
ìûì, òàê êàê ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü çíà÷èòåëüíûå êîëè-
÷åñòâà ñïåöèôè÷åñêîé ïðîáû â òå÷åíèå êîðîòêîãî

âðåìåíè, ïðè ýòîì â êà÷åñòâå èñõîäíîé ìàòðèöû èñ-
ïîëüçóþò ìèíèìàëüíûå êîëè÷åñòâà îáðàçöà ÄÍÊ.
Îäíàêî ìîëåêóëû ìåòêè, ïðèñîåäèíåííûå ê dNTP,
ìîãóò ïðåïÿòñòâîâàòü âêëþ÷åíèþ ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé
ìîäèôèöèðîâàííûõ îñíîâàíèé â ñèíòåçèðóåìóþ öåïü
ÄÍÊ. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðîâåäåíà îöåíêà ýôôåê-
òèâíîñòè âêëþ÷åíèÿ ìîëåêóë áèîòèíà â ãåí β-ëàêòà-
ìàçû ÑÒÕ-Ì-9 â ïðîöåññå ÏÖÐ ïðè èñïîëüçîâàíèè
ðåçóëüòàòîâ îïðåäåëåíèÿ ìîëåêóëÿðíîé ìàññû ÏÖÐ-
ïðîäóêòîâ ìåòîäîì ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà (ðèñ. 2). Èç-
âåñòíî, ÷òî ãåí β-ëàêòàìàçû òèïà ÑÒÕ-Ì èìååò äëè-
íó 876 ïàð îñíîâàíèé. Ïîñêîëüêó ñðåäíÿÿ ìîëåêóëÿð-
íàÿ ìàññà îäíîé ïàðû îñíîâàíèé ðàâíà 614, ìîëåêó-
ëÿðíàÿ ìàññà ãåíà ÑÒÕ-Ì β-ëàêòàìàçû ñîñòàâëÿåò
ïðèáëèçèòåëüíî 540000. Ïðè ââåäåíèè ìîëåêóë áèîòè-
íà ìàññà àìïëèôèöèðîâàííîãî ôðàãìåíòà óâåëè÷è-
ëàñü ïðèáëèçèòåëüíî íà 45000, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò 80
ìîëåêóëàì áèîòèíà. Òàêèì îáðàçîì, êîëè÷åñòâî íóê-

Ðèñ. 1. Ñõåìà ìåòîäà ãèáðèäèçàöèîííîãî àíàëèçà íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ êîëîðèìåòðè÷åñêîé
äåòåêöèåé íà îñíîâå ïåðîêñèäàçû õðåíà

Ðèñ. 2. Ðåçóëüòàòû ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà íåìå÷åíîãî è
ìå÷åííîãî áèîòèíîì ãåíà β-ëàêòàìàçû ÑÒÕ-Ì-9
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ëåîòèäîâ â îäíîöåïî÷å÷íîé ìîëåêóëå ÄÍÊ, íà êîòî-
ðîå ïðèõîäèòñÿ îäíà ìîëåêóëà ìåòêè, áûëî ðàâíî 20.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ââåäåíèè ôëóîðåñ-
öåíòíîé ìåòêè Ñó3 â ãåí ÒÅÌ β-ëàêòàìàç ïðè òîì
æå ñîîòíîøåíèè êîíöåíòðàöèé ìå÷åíîãî/íåìå÷åíî-
ãî dNTP ýòà âåëè÷èíà îáû÷íî ñîñòàâëÿëà 50–150 â
çàâèñèìîñòè îò êà÷åñòâà ÄÍÊ-îáðàçöà [12]. Òàêèì
îáðàçîì, áèîòèí âêëþ÷àåòñÿ â ìîëåêóëó ÄÍÊ â
ïðîöåññå ÏÖÐ â 2,5–7 ðàç ýôôåêòèâíåå ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ÷àñòî èñïîëüçóåìûì â êà÷åñòâå ìåòêè â
òåõíîëîãèè ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ ôëóîðåñöåíòíûì êðà-
ñèòåëåì Ñó3.

Îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé ãèáðèäèçàöèè íà
ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå

Çàäà÷åé àíàëèçà íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ÿâëÿåòñÿ
îäíîâðåìåííîå îïðåäåëåíèå âñåõ îïèñàííûõ äëÿ
äàííîãî ôåðìåíòà ïîëîæåíèé ìóòàöèé. Ïîýòîìó
äàëåå ìû ïðîâîäèëè îïòèìèçàöèþ óñëîâèé ãèáðè-
äèçàöèè íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ öåëüþ ïîäáîðà óñ-
ëîâèé, ïðè êîòîðûõ âîçìîæíî èäåíòèôèöèðîâàòü
ìàêñèìàëüíîå ÷èñëî ìóòàöèé. Äëÿ ýòîãî èñïîëüçî-
âàëè ìèêðî÷èï, ñîäåðæàùèé îëèãîíóêëåîòèäû äëÿ
îïðåäåëåíèÿ 13 îïèñàííûõ äëÿ β-ëàêòàìàç ïîä-
ãðóïïû ÑÒÕ-Ì-9 ìóòàöèé, ðàñïîëîæåííûõ â ñëå-
äóþùèõ ïîëîæåíèÿõ àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâà-

òåëüíîñòè: 7, 21, 29, 52, 121, 167, 183, 220.1, 220.2,
231, 240, 274, 288.

Èçâåñòíî, ÷òî ðåçóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè çàâèñÿò îò
íåñêîëüêèõ ïàðàìåòðîâ, îñíîâíûìè èç êîòîðûõ ïðè
ôèêñèðîâàííîé äëèíå èììîáèëèçîâàííûõ îëèãîíóêëå-
îòèäîâ ÿâëÿþòñÿ òåìïåðàòóðà ãèáðèäèçàöèè è ìîëÿð-
íîñòü ãèáðèäèçàöèîííîãî áóôåðà.

Ïðè âûáîðå òåìïåðàòóðû ãèáðèäèçàöèè îñíîâíûì
êðèòåðèåì ÿâëÿåòñÿ òî, ÷òî îíà äîëæíà áûòü çíà÷è-
òåëüíî íèæå, ÷åì òåìïåðàòóðà ïëàâëåíèÿ (Òïë) îáðà-
çóþùèõñÿ ãåòåðîäóïëåêñîâ. Îäíàêî ðåçêî ïîíèæàòü
åå íåëüçÿ, òàê êàê ïðè ýòîì òåðÿåòñÿ ñïåöèôè÷íîñòü
àíàëèçà. Ïîñêîëüêó Òïë îëèãîíóêëåîòèäîâ äëÿ äåòåê-
öèè ìóòàöèé â ãåíàõ β-ëàêòàìàç òèïà ÑÒÕ-Ì ñîñòàâ-
ëÿåò 52,4–84,1°Ñ, áûëî ðåøåíî èññëåäîâàòü äèàïàçîí
òåìïåðàòóð ãèáðèäèçàöèè 42–48°Ñ. Äàííûå ïî òåñòè-
ðîâàíèþ ãåíà β-ëàêòàìàçû ÑÒÕ-Ì-9 íà ÄÍÊ-÷èïàõ
ñ êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé, ïîëó÷åííûå ïðè ðàç-
íûõ òåìïåðàòóðàõ ãèáðèäèçàöèè, ïðåäñòàâëåíû íà
ðèñ. 3.

Ïðè ñðàâíåíèè äàííûõ äèàãðàìì âèäíî, ÷òî ïðè
ñíèæåíèè òåìïåðàòóðû ñ 48 äî 42°Ñ àáñîëþòíàÿ èí-
òåíñèâíîñòü ñèãíàëîâ âîçðàñòàåò, ÷òî ñâèäåòåëüñòâó-
åò îá óâåëè÷åíèè ýôôåêòèâíîñòè ãèáðèäèçàöèè, à çíà-
÷èò, è ÷óâñòâèòåëüíîñòè àíàëèçà. Òàê, ïðè 42°Ñ óäà-
åòñÿ óâèäåòü ðåçóëüòàòû ãèáðèäèçàöèè äëÿ ðÿäà ïî-

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû òåñòèðîâàíèÿ ²-ëàêòàìàçû ÑÒÕ-Ì-9 íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ êîëîðèìåòðè÷åñ-
êîé äåòåêöèåé, ïîëó÷åííûå ïðè ðàçëè÷íûõ òåìïåðàòóðàõ ãèáðèäèçàöèè. Óñëîâèÿ ãèáðèäèçàöèè:

0,3 Ì NaCl; ðàçìåð ôðàãìåíòîâ – 100–200 ï.í.
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Ðèñ. 4. Ðåçóëüòàòû òåñòèðîâàíèÿ ²-ëàêòàìàçû ÑÒÕ-Ì-9 íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ êîëîðèìåòðè-
÷åñêîé äåòåêöèåé, ïîëó÷åííûå ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé NaCl â ãèáðèäè-
çàöèîííîì áóôåðå. Óñëîâèÿ ãèáðèäèçàöèè: 42°Ñ; ðàçìåð ôðàãìåíòîâ – 100–200 ï.í.

ëîæåíèé ìóòàöèé, êîòîðûå íåâîçìîæíî èäåíòèôèöèðî-
âàòü ïðè áîëåå âûñîêèõ òåìïåðàòóðàõ (21, 29, 183)
èç-çà î÷åíü íèçêèõ ñèãíàëîâ, ñðàâíèìûõ ïî èíòåíñèâ-
íîñòè ñ ôîíîì. Ïîýòîìó äëÿ äàëüíåéøåãî ïðîâåäå-
íèÿ ìóëüòèàíàëèçà íà ÄÍÊ-÷èïå áûëà âûáðàíà òåì-
ïåðàòóðà 42°Ñ. Îäíàêî ñ óìåíüøåíèåì òåìïåðàòóðû
íàáëþäàëîñü ñíèæåíèå ñïåöèôè÷íîñòè îïðåäåëåíèÿ
ìóòàöèè, è ïðè 42°Ñ ìû íå ìîãëè äîñòîâåðíî îïðåäå-
ëèòü òèï íóêëåîòèäà â ïîëîæåíèÿõ 52, 167, 231 è 240.

Îäíèì èç ñïîñîáîâ óñòðàíåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêèõ
âçàèìîäåéñòâèé ïðè ïðîâåäåíèè ãèáðèäèçàöèîííîãî
àíàëèçà ÿâëÿåòñÿ ïîâûøåíèå ìîëÿðíîñòè ãèáðèäèçà-
öèîííîãî áóôåðà. Íà ðèñ. 4 ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû
ãèáðèäèçàöèè ãåíà β-ëàêòàìàçû ÑÒÕ-Ì-9, ïîëó÷åí-
íûå ïðè ðàçëè÷íîì ñîäåðæàíèè  NaCl  â ãèáðèäèçà-
öèîííîì áóôåðå. Äëÿ ïîëîæåíèé 52 è 240 ñïåöèôè÷-
íîñòü îïðåäåëåíèÿ çíà÷èòåëüíî óëó÷øàåòñÿ ïðè óâå-
ëè÷åíèè êîíöåíòðàöèè NaCl äî 0,6 Ì, â òî âðåìÿ êàê
äëÿ ïîëîæåíèÿ 167 è 231 òðåáîâàëîñü äàëüíåéøåå
óâåëè÷åíèå êîíöåíòðàöèè ñîëè äî 1,0 Ì. Íî ïîñêîëüêó
ïðè êîíöåíòðàöèè 1,0 Ì äëÿ ïîëîæåíèé 29 è 183 èí-
òåíñèâíîñòü ãèáðèäèçàöèîííûõ ñèãíàëîâ áûëà î÷åíü
íèçêîé, äëÿ äàëüíåéøåãî ïðîâåäåíèÿ ãèáðèäèçàöèè
áûëà âûáðàíà êîíöåíòðàöèÿ NaCl 0,6 Ì.

Åùå îäíèì ïàðàìåòðîì, âëèÿþùèì íà ýôôåêòèâ-
íîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü ãèáðèäèçàöèè, ÿâëÿåòñÿ ðàç-
ìåð ìîëåêóë èññëåäóåìîé ÄÍÊ. Óâåëè÷åíèå ðàçìåðà

ôðàãìåíòîâ ïîçâîëÿåò ïîâûñèòü êîëè÷åñòâî ìåòêè,
ââîäèìîå íà åäèíèöó ïëîùàäè íîñèòåëÿ. Îäíàêî â
ìîëåêóëàõ ÄÍÊ, èìåþùèõ áîëüøóþ äëèíó, íåèçáåæ-
íî îáðàçóþòñÿ âòîðè÷íûå ñòðóêòóðû, âûçûâàþùèå
ñòåðè÷åñêèå çàòðóäíåíèÿ ïðè ïðîâåäåíèè ãèáðèäèçà-
öèè è ïîíèæàþùèå åå ñïåöèôè÷íîñòü. Ïîýòîìó â
äàëüíåéøåì ìû óâåëè÷èëè ñòåïåíü ôðàãìåíòàöèè,
ìå÷åíîé ÄÍÊ, äëÿ ÷åãî ïîäíÿëè êîíöåíòðàöèþ
ÄÍÊàçû ñ 0,2 ìÅä/íã ÄÍÊ (ðàçìåð ôðàãìåíòîâ
100–200 ï.í.) äî 0,5 ìÅä/íã ÄÍÊ (ðàçìåð ôðàãìåí-
òîâ 40–150 ï.í.). Ïðè ýòîì èíòåíñèâíîñòü ñèãíàëîâ
ïîíèçèëàñü íåçíà÷èòåëüíî, ÷òî ñóùåñòâåííî íå îòðà-
çèëîñü íà ÷óâñòâèòåëüíîñòè àíàëèçà, çàòî óëó÷øè-
ëàñü ñïåöèôè÷íîñòü ãèáðèäèçàöèè â ïîëîæåíèÿõ 52,
167 è 240 (ðèñ. 5).

Òàêèì îáðàçîì, èñïîëüçîâàíèå ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ ñ
êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé ïîçâîëÿåò èäåíòèôèöè-
ðîâàòü 11 èç 13 ãðóïï îëèãîíóêëåîòèäîâ äëÿ îïðåäå-
ëåíèÿ ìóòàöèé, îïèñàííûõ äëÿ äàííîãî ñóáòèïà β-ëàê-
òàìàç. Îäíî ïîëîæåíèå (231) õàðàêòåðèçóåòñÿ íèçêîé
ñïåöèôè÷íîñòüþ îïðåäåëåíèÿ (ðèñ. 5), ñèãíàëû â ïî-
ëîæåíèÿõ 7 è 288 îñòàþòñÿ áëèçêèìè ê ôîíîâûì çíà-
÷åíèÿì ïðè ëþáûõ óñëîâèÿõ ïðîâåäåíèÿ ãèáðèäèçà-
öèè. Âîçìîæíî, ýòî îáúÿñíÿåòñÿ íèçêîé ýôôåêòèâíî-
ñòüþ âêëþ÷åíèÿ ìåòêè â äàííûå ó÷àñòêè, òàê êàê
îíè ÿâëÿþòñÿ êðàéíèìè â ãåíå è íàõîäÿòñÿ áëèçêî ê
îáëàñòè îòæèãà ïðàéìåðîâ.
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Ðèñ. 5. Ðåçóëüòàòû òåñòèðîâàíèÿ ²-ëàêòàìàçû ÑÒÕ-Ì-9 íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ êîëîðèìåòðè÷åñ-
êîé äåòåêöèåé. Óñëîâèÿ ãèáðèäèçàöèè: 42°Ñ; 0.6Ì NaCl; ðàçìåð ôðàãìåíòîâ – 40–150 ï.í.


