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ВВЕДЕНИЕ

Пособие предназначено для оказания помощи студентам в самостоятельной подготовке к практическим и лабораторным занятиям по молекулярно-генетической диагностике и выполнении курсовых и дипломных проектов.

Проведение практических и лабораторных занятий направлено на освоение методов исследования нуклеиновых кислот. В соответствии с программой практическому занятию предшествует короткое сообщение по изучаемой теме, на котором излагаются теоретические вопросы. Необходимо помнить, что практические занятия проводятся с целью углубления уже полученных ранее теоретических знаний и выработки практических умений и навыков в применении методов молекулярно-генетических методов исследования. 

Основное время занятия посвящено выполнению практических заданий под руководством преподавателя. Перед выполнением задания необходимо внимательно изучить и уяснить содержание и особенности всех методов, выслушать инструктаж преподавателя о правилах обращения с лабораторным оборудованием, поскольку несоблюдение правил обращения с прибором может привести к его порче.

В ходе выполнения задания его описание и результаты заносятся в спе​циальную тетрадь, которую после занятия сдают преподавателю для проверки в качестве отчета о выполнении работы.
1. ТЕОРЕТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ 

1.1. Выделение нуклеиновых кислот
Выделение нуклеиновых кислот (НК) – это важный подготовительный этап для большинства молекулярно-генетических методов исследования. Источником НК может служить любой биологический объект. Большое внимание необходимо уделять процедуре сбора и формирования коллекций образцов для молекулярно-генетического исследования. Для каждого образца используют индивидуальные инструменты и одноразовые контейнеры для хранения. Это необходимо для предотвращения перекрестного загрязнения (контаминации) одного образца генетическим материалом другого. Образцы хранят в замороженном состоянии или сразу используют для выделения нуклеиновых кислот. 

К настоящему времени разработано множество методов выделения, как суммарной фракции НК, так и выделения или только ДНК (хромосомной, митохондриальной, плазмидной и др.), или только РНК (матричной, транспортной и т.д.). Методы основаны на различиях в свойствах выделяемых молекул. Например, в присутствии щелочи происходит гидролиз РНК, а ДНК остается стабильной.

Основными этапами методов выделения НК являются лизис клеточных структур, очистка НК от примесей и концентрирование.
Процедура лизиса может включать механическое разрушение (измельчение с помощью пестика, гомогенизатора, применение ультразвука и др.), воздействие температурой (кипячение, замораживание-оттаивание), химическими веществами (использование детергентов, хаотропных агентов, высоких концентраций солей и др.) и гидролитическими ферментами (лизоцим, трипсин, протеиназа К и др.). 
Очистка НК от примесей в большинстве случаев сопряжена с концентрированием. Используют различные физико-химические лабораторные методы: фильтрование, экстракция органическими растворителями (фенол, хлороформ и др.), преципитация спиртами или полиэтиленгликолем, центрифугирование, электрофорез, хроматография и др. Среди хроматографических методов наиболее часто применяют адсорбционную, аффинную, ионно-обменную, обращенно-фазную, гидрофобную хроматографии или гель фильтрацию. Для получения препаратов содержащих только ДНК или РНК применяют нуклеазы (РНКазы или ДНКазы) или системы, селективно связывающие нуклеиновые кислоты. Выбор наиболее подходящей методики выделения и очистки НК зависит от поставленных задач и основывается на следующих критериях: источник НК, вид нуклеиновой кислоты, количество и чистота конечного препарата НК. 

Ниже приведены краткие описания принципов наиболее распространенных физико-химических методов выделения и очистки НК. Детальное описание протоколов методик доступно в специализированной справочной литературе. 

Экстракция на основе температурного лизиса. Методика, позволяющая в кратчайшие сроки получить препарат НК. Принцип метода заключается в следующем: образец биоматериала инкубируется с лизирующим буфером при высокой температуре (порядка 90-95оС), в процессе чего происходит деструкция клеточных мембран, вирусных оболочек и других биополимерных комплексов и высвобождение нуклеиновой кислоты. При последующем центрифугировании нерастворимые компоненты осаждаются на дне пробирки, а супернатант (надосадочная жидкость) содержит НК. Применение данного метода достаточно ограничено, так как его недостатком является низкое качество выделенного препарата НК – загрязнение продуктами лизиса клеток (белками и липидами).
Экстракция смесью фенола с хлороформом. Данный метод в различных вариациях применяется, когда требуется достичь высокой стандартизации в процедуре экстракции и получить высокоочищенные препараты НК из разных типов биологических объектов. Принцип метода основан на том, что НК является полярной молекулой и не растворяется в органических растворителях. Смесь фенола с хлороформом не смешивается с водой. При добавлении к лизату смеси фенола с хлороформом и интенсивном перемешивании, присутствующие в растворе белки денатурируют, а гидрофобные примеси (липиды, жиры и др.) растворяются хлороформом. Последующее центрифугирование приводит к разделению на водную (верхнюю) и органическую (нижнюю) фазы. НК находится в водной фазе, а денатурированные белки формируют кольцо на границе раздела фаз или растворяются в нижней фазе. 
Экстракция перхлоратом натрия. Применяется для удаления белковых примесей. Принцип метода основан на денатурации белков под действием высоких концентраций перхлората натрия. Последующий этап центрифугирования образца позволяет отделить денатурированные белки и другие нерастворимые примеси. Следует отметить, что буферный раствор перхлората натрия может использоваться на этапе лизиса клеточных структур.

Преципитация (осаждение) НК спиртами. Применяется для концентрирования растворов НК и удаления большинства химических примесей. Принцип метода основан на том, что в присутствии спирта соли НК образуют агрегаты, которые осаждаются центрифугированием. Для осаждения используют следующие соли:  аммония ацетат (AcNH4) в концентрации не менее 2.0M, лития хлорид (LiCl) – не менее 0.8M, натрия хлорид (NaCl) – не менее 0.2M или натрия ацетат (AcNa) – не менее 0.3M. Наибольшее распространение нашло использование этилового и изопропилового спиртов. Преципитация НК происходит при концентрации этилового спирта в препарате 70% и выше, а изопропилового спирта – 40% и выше. При низких концентрациях НК в образце дополнительно используют соосадители (тРНК, гликоген и др.). После центрифугирования, образовавшийся осадок дополнительно промывают 70% этанолом для удаления остатков солей. Следует отметить, что при осаждении НК спиртами происходит копреципитация белков, фосфатов, ЭДТА и других веществ. 

Для получения высокоочищенных препаратов НК, пригодных для проведения ферментативных реакций, применяют комбинацию физико-химических методов лизиса, экстракции и осаждения НК. Ниже приведен пример комбинированной методики выделения НК из биологических образцов, включающей лизис клеточных структур с использованием хаотропной соли (гуанидин тиоционата) и детергента (Triton X-100), экстракцией смесью фенола с хлороформом и осаждением НК спиртом. Комбинация данных методов позволяет получить степень очистки НК достаточную для проведения ферментативных реакций, таких как синтез комплементарной ДНК (обратная транскрипция) и полимеразная цепная реакция (ПЦР).

Необходимое оборудование

Микропипетки с переменным объемом 20-200 мкл и 200-1000 мкл, одноразовые наконечники к ним.

Микроцентрифуга. 

Ламинарный шкаф.

Термостат с функцией нагрева до 37оС.

Аспиратор с колбой приемником.

Настольное устройство для перемешивания образцов типа «вортекс».

Стерильные полипропиленовые пробирки для микроцентрифуги (V=1,5 мл) и штатив для них.

Перманентный маркер по стеклу.

Одноразовые перчатки из латекса или сходного материала.

Необходимые реактивы

Лизирующий буфер следующего состава: 4М гуанидин тиоционат, 25 мМ цитрат натрия, 0,5% Triton X-100.

Ацетат натрия 3М, рН5,2.

Смесь насыщенного водой фенола с хлороформом в соотношении 1:1.

Изопропиловый спирт (изопропанол).

Этиловый спирт в концентрации 70%.

Дважды дистиллированная вода, свободная от нуклеаз.

Ход работы
1. В штатив расставляют микроцентрифужные пробирки в количестве равном количеству исследуемых образцов, и маркируют их.
2. Используя микропипетку с индивидуальным для каждого  реактива наконечником,  в пробирку  вносят  по  200  мкл  лизирующего  буфера, 50 мкл 3 М ацетата натрия, 400 мкл смеси фенола с хлороформом.
3. Используя индивидуальный наконечник, добавляют 200 мкл исследуемого образца и закрывают пробирки крышкой.
4. Содержимое пробирок, перемешивают с использованием аппарата «вортекс» в течение 5 сек.
5. Пробирки помещают в микроцентрифугу, соблюдая принцип равновесия. 
6. Проводят центрифугирование при скорости 14,5-16 тыс. об/мин в течение 10 мин.
7. За время центрифугирования в штатив расставляют микроцентрифужные пробирки в количестве равном количеству исследуемых образцов и маркируют их.
8. В каждую пробирку вносят по 200 мкл изопропанола.
9. После окончания центрифугирования, используя для каждого образца индивидуальный наконечник, переносят 200 мкл водной (верхней) фазы исследуемого образца в пробирку, содержащую изопропанол. Закрывают пробирки крышкой.
10. Содержимое пробирок, перемешивают с использованием аппарата «вортекс» в течение 5 сек. Пробирки помещают в микроцентрифугу, соблюдая принцип равновесия.
11. Проводят центрифугирование при скорости 14,5-16 тыс. об/мин в течение 15 мин.
12. После окончания центрифугирования, из пробирок удаляют надосадочную жидкость (не захватывая осадок), используя аспиратор с индивидуальным для каждого образца наконечником.
13. В пробирку вносят 800 мкл 70% этанола, закрывают крышку и аккуратно переворачивают пробирку 2-3 раза.
14. Пробирки помещают в микроцентрифугу, соблюдая принцип равновесия. Проводят центрифугирование при скорости 14,5-16 тыс. об/мин в течение 5 мин.
15. После окончания центрифугирования, из пробирок удаляют надосадочную жидкость (не захватывая осадок), используя аспиратор с индивидуальным для каждого образца наконечником.
16. Подсушивают осадок в термостате при температуре 37оС с открытой крышкой до исчезновения запаха спирта (10-15 мин).
17. В пробирки вносят по 20 мкл воды свободной от нуклеаз и закрывают крышки.
18.  Содержимое пробирок перемешивают с использованием аппарата «вортекс» в течение 5 сек.
19. Пробирки помещают в микроцентрифугу, соблюдая принцип равновесия.
20. Проводят центрифугирование при скорости 14,5-16 тыс. об/мин в течение 15 сек.
21. Полученные образцы НК используют для проведения ферментативных реакций. При необходимости образцы НК хранят при температуре не выше минус 16ºС в течение 1 месяца или при температуре не выше минус 68ºС в течение года.
Сорбционная экстракция. Метод получил широкое распространение в молекулярно-генетической диагностике, как для научных исследований, так и в медицинской практике для выявления возбудителей инфекций, из-за простоты применения. В основе сорбционной экстракции лежит избирательная сорбция НК в присутствии хаотропной соли на носитель, содержащий кремний. В качестве носителя используются суспензии тонкоизмельченных стеклянных порошков, диатомовые земли, диоксид кремния, стеклянные волокна. В качестве компонентов хаотропного буфера используют йодид натрия, перхлорат натрия, гуанидин тиоционат и др. Следует отметить, что многие из используемых хаотропных солей так же осуществляют лизис клеточных компонентов. После аффинной сорбции НК на поверхности носителя, ингибиторы ферментативных реакций, другие примеси и компоненты биологического материала остаются в растворе. Носитель, связавший НК, осаждается с помощью центрифугирования, а надосадочная жидкость удаляется. Серия последующих отмывок обеспечивает получение высокоочищенного препарата. Модификацией данного метода является использование кремниевых носителей с магнитными свойствами, которые достигаются добавлением в их состав оксида железа, что позволяет отказаться от этапа центрифугирования. При выделении носитель задерживается на дне пробирки при помощи обычного магнита, а надосадочная жидкость удаляется. Использование магнитных частиц позволяет автоматизировать процесс выделения НК. В настоящее время на рынке представлен широкий спектр коммерческих наборов, содержащих готовые реагенты, а так же роботизированные станции для выделения и очистки НК. 

1.2. Определение концентрации нуклеиновых кислот
Измерение концентрации нуклеиновых кислот является рутинной практикой во многих молекулярно-биологических лабораториях. Определение концентрации и качества препарата нуклеиновых кислот – один из ключевых начальных шагов в экспериментах, включающих ПЦР, секвенирование и др. Для оценки качества и концентрации нуклеиновых кислот в лабораторной практике используют качественные и количественные методы.

Качественный метод оценки концентрации нуклеиновых кислот основан на проведении электрофоретического разделения в агарозном геле препарата нуклеиновой кислоты и контрольного образца с известной концентрацией (например, коммерческий маркер размерности ДНК). При этом для более точного определения количества нуклеиновой кислоты используют стандартное разведение контрольного образца. После проведения электрофореза концентрацию препарата нуклеиновой кислоты оценивают по яркости свечения полосы в ультрафиолетовом свете по сравнению с флуоресценцией контрольного образца с использованием специализированного программного обеспечения.

Количественный (спектрофотометрический) метод оценки концентрации нуклеиновых кислот основан на их способности поглощать ультрафиолетовый свет при определенной длине волны. Белки и нуклеиновые кислоты поглощают свет в ультрафиолетовом спектре в пределах длин волн между 210 и 300 нм. Максимум поглощения растворов ДНК и РНК при 260 нм, а для белковых растворов – при 280 нм. Для оценки качества (содержания примесей) препарата нуклеиновых кислот используют отношение А260/А280, которое для чистого препарата ДНК приблизительно равно 1,8, а для РНК – примерно 2,0. Важно отметить тот факт, что примеси РНК в растворе ДНК не могут быть выявлены методом спектрофотометрии. 

Спектрофотометр использует прохождение света через раствор для определения концентрации растворенного в растворе вещества. Прибор работает на основе простого принципа, по которому свет с известной длиной волны проходит через образец, и количество пропущенной энергии света измеряется в фотоэлементе. Существует линейная зависимость между поглощением «А» (так же называемой оптической плотностью, OD) и концентрацией макромолекул, которая описывается формулой (1):
                                                   А=OD= εlc                                                    (1)
ε – коэффициент молярной экстинкции, c – концентрация, l – длина пути прохождения света

Современные спектрофотометры рассчитывают концентрацию нуклеиновых кислот автоматически с использованием специального программного обеспечения. В настоящее время существуют как обычные кюветные, так и спектрофотометры для микрообъёмов, позволяющие проводить измерения в объёмах 0,5-2,0 мкл. При этом измерение производится непосредственно в капле жидкости, которую наносят на неподвижный модуль прибора. Сверху на каплю опускают подвижный модуль прибора, в результате чего из образца формируется столбик жидкости между подвижным и неподвижным модулями. Прибор измеряет поглощение света в столбике образца.

Правила работы со спектрофотометром
1. При проведении процедуры измерения концентрации препарата нуклеиновой кислоты необходимо четко соблюдать инструкцию к прибору.

2. Кюветы и неподвижный модуль прибора следует держать в чистоте. После измерения необходимо тщательно вымыть кюветы в дистиллированной воде, ополоснуть в бидистилляте и высушить на воздухе положив кювету вверх дном на фильтровальную бумагу. У спектрофотометра для микрообъёмов протереть неподвижный модуль смоченной в бидистиллированной воде салфеткой и вытереть насухо.

1.3. Гибридизация нуклеиновых кислот
Гибридизация (отжиг) нуклеиновых кислот – объединение одноцепочечных молекул нуклеиновых кислот в двуцепочечные структуры (дуплексы), по принципу комплементарности. Гибридизация может происходить с образованием дуплексов, между молекулами ДНК, РНК или ДНК и РНК. Гибридизация происходит, как при полной, так и при частичной комлементарности двух цепей НК. Образование дуплекса зависит от протяженности и степени комплементарности цепей НК, температуры и ионного состава раствора. Для описания дуплекса используют температуру его плавления (Tm). Температура плавления ДНК – это температура, при которой цепи ДНК диссоциированы наполовину. Приблизительно, Tm высчитывают исходя из первичной структуры НК. Например, для коротких олигонуклеотидов применима простая формула (2):

                                                Tm = 2(L+NC+NG)                                          (2)
L – общее количество нуклеотидов в последовательности (длина олигонуклеотида), NC – количество цитозинов, NG – количество гуанинов
Существуют более сложные формулы, которые учитывают состав раствора, в котором проводится гибридизация. Однако ни одна формула не учитывает всех особенностей реакции, поэтому точное значение Tm определяют экспериментальным путем. Определение Tm имеет ключевое значение при подборе олигонуклеотидов используемых в качестве праймеров или зондов в молекулярно-биологических исследованиях. Определение Tm так же позволяет определять несовпадения (mismatch) оснований внутри дуплекса, приводящих к уменьшению его стабильности, что используется при исследованиях генетической неоднородности между видами или отдельными представителями вида. Сравнение Tm между образцами позволяет детектировать присутствие несовпадений в нуклеотидных последовательностях. В настоящее время широкое распространение получил метод точного определения Tm с использованием интеркалирующего флуоресцентного красителя, специфичного к дуплексам нуклеиновых кислот (SYBR Green), и прибора – программируемого термостата с регистрацией флуоресценции в реальном времени. Метод состоит в том, что готовят смесь двуцепочной НК и флуоресцентного красителя для каждого образца. С помощью прибора снимают кривые флуоресценции и анализируют их. Обнаружение различий в значении Tm позволяет сделать заключение о несовпадении нуклеотидных последовательностей (рис. 1). 
Методы, основанные на гибридизации нуклеиновых кислот, широко применяют в научных исследованиях и молекулярной диагностике заболеваний. К ним относят различные модификации блоттинга (от англ. blot: Southern, northern, western, southwestern, eastern и dot blot) – в которых нуклеиновые кислоты переносят из геля или прямо из раствора на связывающую мембрану. Далее проводят гибридизацию с содержащим метку зондом и регистрируют результаты реакции. На гибридизации основаны методы детекции нуклеиновых кислот с использованием микрочипов (microarray), в которых на твердой подложке закрепляют большое количество специфичных олигонуклеотидных зондов. Всю нуклеиновую кислоту, содержащуюся в образце, метят и гибридизуют с зондами чипа. После отмывки не связавшихся компонентов регистрируют результаты реакции. Гибридизация часто используется в цитогенетике для детекции нуклеиновых кислот в фиксированных препаратах единичных клеток (FISH – fluorescence in situ hybridization) или срезах тканей (TISH –  tissue in situ hybridization). 
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Рис. 1. Схема сравнения Tm дуплексов НК по кривым плавления
С развитием техники молекулярного клонирования генов и методов синтеза олигонуклеотидов практически любая нуклеотидная последовательность может быть получена в большом количестве для создания диагностических зондов. В качестве меток нуклеиновых кислот используют радиоактивные изотопы, флуоресцентные красители и метки с непрямой детекцией, например биотин или дигоксигенин.
1.4. Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

1.4.1. Основы полимеразной цепной реакции
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) — метод молекулярной биологии, позволяющий добиться значительного увеличения малых концентраций определённых фрагментов нуклеиновой кислоты (ДНК) в биологическом материале (пробе). Метод ПЦР широко используется во всех областях биологии и медицины: молекулярной диагностике (детекции микроорганизмов и вирусов, анализе экспрессии генов, выявлении индивидуальных генетических особенностей), а также в молекулярном клонировании, секвенировании и в других молекулярно-генетических исследованиях. 

В начале 1970-х годов Хьелль Клеппе предложил способ амплификации ДНК с помощью пары коротких одноцепочечных молекул ДНК — праймеров. Однако в то время эта идея осталась нереализованной. ПЦР была изобретена в 1983 году Кэри Муллисом, а в 1993 году получена Нобелевская премия. Метод позволял амплифицировать ДНК в ходе многократных последовательных удвоений исходной молекулы ДНК с помощью фермента – ДНК зависимой ДНК-полимеразы. В 1980 году Городецкий и др. выделили из термостабильных бактерий Thermus aquaticus ДНК полимеразу, названную Taq. В 1986 с использованием Taq-полимеразы было предложено проводить ПЦР. 

ПЦР – это многократное повторение денатурации ДНК, отжига праймеров (затравок) и праймированного синтеза комплементарной цепи ДНК в условиях in vitro. Метод основан на способности термостабильных ДНК-полимераз выдерживать без ощутимой потери активности высокие температуры, необходимые для денатурации ДНК. ДНК-полимераза катализирует синтез длинных полинуклеотидных цепей из мономеров – дезоксинуклеозидтрифосфатов (дНTФ), используя одну из цепей ДНК в качестве матрицы для построения комплементарной цепи. Для начала синтеза новой цепи ферменту необходимы праймеры – синтетические олигонуклеотиды длиной 15-30 оснований, которые ограничивают синтезируемый фрагмент. Для синтеза одного фрагмента используют два олигонуклеотидных праймера – прямой и обратный, которые гибридизуются с противоположными цепями ДНК и ограничивают участок синтезируемой нуклеотидной последовательности. Работа полимеразы заключается в удлинении строящейся цепи путем добавления нуклеотидов, комплементарных последовательности матричной ДНК. Таким образом, в одном температурном цикле вновь синтезируется два новых фрагмента ДНК, а за 25-35 циклов в пробирке накапливаются миллиарды копий участка ДНК, ограниченного праймерами. Структура отдельного цикла ПЦР представлена на рисунке 2. 
Серия таких циклов позволяет получить экспоненциальное накопление фрагмента ДНК. В идеальном случае, наработка специфического фрагмента подчиняется закону 2n, где n – число циклов, а 2 – количество исходной двуцепочечной ДНК. После проведения 25-30 циклов происходит увеличение фрагмента в 106-108 раз.

В техническом исполнении, ПЦР требует большого внимания, аккуратности и определенных навыков работы по дозированию микрообъемов. Готовят реакционную смесь, в состав которой входят: буферный раствор определенного состава, праймеры, смесь дНТФ, термостабильная ДНК-полимераза и образец ДНК. Для предотвращения испарения реакционной смеси, добавляют небольшое количество минерального масла. Пробирку с полученным раствором помещают в программируемый термостат (ДНК-амплификатор) и выбирают необходимую программу циклической смены температуры и длительности каждого шага реакции. Общий объем реакционной смеси обычно составляет от 10 до 100 мкл. Выбор оптимального режима работы определяется длиной амплифицируемого участка ДНК, характеристиками олигонуклеотидных праймеров и свойствами используемой ДНК-полимеразы. К недостатку данного метода, относят высокую вероятность перекрестного загрязнения (контаминации) между исследуемыми образцами, что приводит к ложноположительным результатам. 
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                               94оС
    Денатурация

       Отжиг             60оС              30 циклов = 108 копий ДНК
                                                                                  
                                                                           Исходная ДНК
    Элонгация        72оС                                            Праймеры
                                                                          Синтезированная ДНК
Рис. 2. Структура отдельного цикла ПЦР
Денатурация ДНК. На первом этапе проведения ПЦР исследуемая двунитевая ДНК переводится в однонитевую форму путем денатурации (плавления, расхождение цепей ДНК) при температуре 92-95(С от 10 секунд до 15 минут. Отжиг праймеров. В молекулярной биологии гибридизацию праймеров на специфическом участке ДНК называют “отжигом”. Гибридизация (отжиг) достигается понижением температуры реакционной смеси до 40-60(С. При этом происходит образование двунитевого участка в той области, где праймеры комплементарны участку последовательности ДНК. Элонгация (удлинение или развитие) цепи, включает синтез новой цепи ДНК начиная с 3( концевого нуклеотида праймера в направлении 5(→3(. При этом оптимальная температура работы термостабильной ДНК-полимеразы составляет 60-72(С, а время зависит от длины синтезируемого фрагмента
Для предотвращения контаминации соблюдают ряд требований:

· Этапы очистки нуклеиновых кислот, приготовления реакционных смесей и анализа результатов реакции проводят в отдельных помещениях, с использованием отдельных комплектов автоматических дозаторов.

· Используют одноразовые микропробирки и наконечники, желательно с аэрозольными фильтрами, не содержащие нуклеаз.

· Все этапы проводят в новых одноразовых перчатках. 

· В каждый эксперимент включают отрицательный и положительный контроли. 

1.4.2. Компоненты реакционной смеси ПЦР

ДНК (кДНК). Для проведения специфической амплификации не требуется больших количеств ДНК и, в принципе, достаточно даже одной молекулы. Источником ДНК может служить любой биологический материал. В медицинской практике наряду с препаратами цельной крови, используют высушенные на фильтровальной бумаге пятна крови, небольшие кусочки тканей, смывы полости рта, других слизистых поверхностей и т.д. ДНК должна быть хорошо очищена от белков, липидов и растворена в воде или низкосолевом буфере (рН 7.5 – 8.5). Количество ДНК (кДНК) для проведения ПЦР обычно составляет 0,1–100 пг ДНК в зависимости от длины фрагмента. Для амплификации уникальных последовательностей на сложных матрицах (геномная ДНК, первая цепь кДНК) требуется 10–200 нг ДНК, при этом ДНК рекомендуют прогреть при 65°С в течение 2 минут и хорошо перемешать перед добавлением в реакцию. 

Праймеры. Специфичность метода достигается за счет использования искусственно синтезированных олигонуклеотидных праймеров длиной от 8 до 1000 оснований, (оптимально 20–30 оснований), комплементарных уникальным участкам нуклеотидной последовательности исследуемой ДНК. Выбор уникального участка осуществляют при сравнительном анализе нуклеотидной последовательности исследуемой ДНК с гомологичными последовательностями. Расстояние между выбранными уникальными участками нуклеотидной последовательности определяет длину синтезируемой молекулы. Определение размера синтезируемой молекулы ДНК в последующем используют для подтверждения специфичности метода. Учитывают температуру плавления (Tm) обоих праймеров, которая должна быть сходной. Для олигонуклеотидов размером 15-30 оснований, Tm рассчитывают по формуле (3):

                               Tm (ºС) = 2(A+T) + 4(G+C)                                             (3)
 А+Т общее количество оснований аденина (A) и тимина (Т) в олигонуклеотиде; G+C общее количество оснований гуанина (G) и цитозина (С) в олигонуклеотиде
Данная формула дает приблизительное значение Tm (ºС), с погрешностью около 5ºС. Точное значение подбирается эмпирически. Предпочтительная температура плавления праймеров 55–65ºС, а содержание G+C оснований – около 50%. Для праймеров с низким содержанием G+C используют более длинные последовательности, чтобы повысить температуру плавления. В реакцию добавляют обычно 20–500 нМ каждого праймера. Слишком низкая концентрация праймеров может снижать эффективность амплификации, а высокая - приводить к неспецифической амплификации. 
Смесь дНTФ – дезоксинуклеотидтрифосфаты используются для достройки растущей цепи ДНК полимеразой. дНТФ обычно используют в концентрации 20 – 400 мкM. Следует помнить, что избыток дНТФ приводит к возникновению ошибок при синтезе новой цепи, а недостаток снижает эффективность ПЦР. Чистота препарата дНТФ имеет критическое значение для эффективности ПЦР.

Реакционный буфер – создает оптимальные условия для работы термостабильной ДНК-полимеразы. В состав буфера в классическом варианте входят: компоненты, создающие буферную емкость раствора (Tris HCl, tricine и др. рН ~ 8,7); компоненты, формирующие ионную силу раствора – чаще других используют  соли  KCl  или  NH3SO4  (повышают  активность  полимеразы на 40–60%); неионные детергенты, например Tween 20 или Тритон Х-100 (предотвращают адсорбцию ДНК-полимеразы на поверхности пробирки); ион Mg2+ – является кофактором ДНК полимеразы и образует комплексы с дНТФ. Концентрация Mg2+ влияет на специфичность и эффективность ПЦР. Повышение концентрации Mg2+ увеличивает эффективность ПЦР, но снижает специфичность. Оптимальная концентрация этого иона подбирается эмпирически (обычно в диапазоне 1 – 3 мМ) и во многом зависит от первичной структуры исследуемой ДНК и олигонуклеотидных праймеров.

Термостабильные ДНК полимеразы – белки, по молекулярной массе приближающиеся к 90 – 95 кДа, температурный оптимум работы которых составляет 72 – 84°С. Обнаружены в термофильных бактериях. Первая термостабильная ДНК-полимераза была обнаружена и выделена из штамма бактерии Thermus aquaticus YTl (Taq ДНК-полимераза), обитающей в гейзерах (7). Использование рекомбинантного белка позволило упростить и автоматизировать проведение ПЦР. В настоящее время в молекулярной диагностике используется множество модификаций Taq ДНК-полимеразы, полученных с использованием генной инженерии. В экспериментах по молекулярному клонированию использование Taq ДНК-полимеразы имеет ограничение. Недостатком Taq ДНК-полимеразы является высокая вероятность внесения ошибочного нуклеотида в растущую цепь ДНК. Это связано с отсутствием 3'→5' экзонуклеазной активности, которая позволяет удалять ошибочный нуклеотид. Такой активностью обладают ДНК полимеразы Pfu, Vent и др. Их использование значительно уменьшает число ошибочных нуклеотидов в растущей цепи ДНК, однако они более требовательны к условиям реакции. При амплификации фрагментов ДНК с целью молекулярного клонирования, применяют смеси Taq и Pfu ДНК полимераз, чтобы добиться одновременно высокой скорости и точности копирования. 
Вода является компонентом всех реакционных смесей. От степени ее чистоты зависит эффективность реакции. В ПЦР используют дважды дистиллированную воду свободную от нуклеаз.

Дополнительные компоненты ПЦР. В реакционную смесь часто вносят дополнительные компоненты, повышающие или понижающие эффективность отдельных стадий реакции. Для повышения эффективности гибридизации ДНК (РНК) и праймера используют тетраметиламмонийхлорид (ТМАК), при этом ингибирование ДНК-полимеразы не наблюдается. Амплификацию GC-богатых матриц рекомендуется проводить с добавлением диметилсульфоксида (ДМСО) или формамида в концентрации 3–5%, при этом снижают температуру отжига праймеров на 2–3ºС. Добавление ДМСО или формамида приводит к снижению эффективности спаривания молекул праймера и ДНК тем самым, уменьшая количество не специфических спариваний. 
1.4.3. Модификации ПЦР

Обратная транскрипция - ПЦР (Reverse transcription PCR) –применяется для исследования РНК. ПЦР способна проходить только на матрице ДНК. Для исследования РНК перед ПЦР проводят реакцию обратной транскипции (ОТ), которая представляет собой метод синтеза коплементарной ДНК (кДНК) на матрице РНК. В ходе ОТ-ПЦР одноцепочечная молекула РНК превращается в комплементарную одноцепочечную ДНК, которую затем амплифицируют, используя традиционную ПЦР. Такой синтез возможен с участием фермента РНК-зависимой ДНК-полимеразы, которую также называют обратной транскриптазой или ревертазой. Ревертаза кодируется геномами некоторых РНК-содержащих вирусов и подвижных генетических элементов генома высших организмов. Наиболее часто для ОТ-ПЦР используют ревертазу вируса мышиного лейкоза Молони (M-MLV от англ. Moloney Murine Leukemia Virus) или вируса птичьего миелобластоза (AMV от англ. Avian myeloblastosis virus). Ниже приведен пример проведения реакции обратной транскрипции с использованием M-MLV ревертазы:  Смешивают  4,5 мкл  очищенной РНК с 0,5 мкл (0,2 мкМ) праймера. РНК денатурируют в амплификаторе при 70(С в течение 2 мин и охлаждают  до  комнатной  температуры.  В  пробирку  вносят 5 мкл реакционной смеси содержащей: 2 мкл х 5 буферного раствора для M-MuLV, 0,5 мкл 8 мМ dNTP, 0,2 мкл (40 единиц активности) ревертазы M-MuLV. Полученную смесь инкубируют 30 минут при 42(С. Реакцию останавливают нагреванием при 94(С в течение 5 минут. 

ПЦР в два раунда используется для детекции нуклеиновых кислот в следовых количествах (1–100 копий на пробу). Этот вариант ПЦР также получил название «гнездовая» ПЦР (от англ. nested PCR), из-за расположения праймеров, которые формируют на схематическом рисунке структуру похожую на гнездо (рис. 3). Праймеры подбираются таким образом, чтобы места их гибридизации во втором раунде ПЦР находились внутри участка ДНК, ограниченного праймерами для первого раунда ПЦР. При таком проведении ПЦР ДНК, синтезируемая в первом раунде, служит матрицей для второго раунда реакции. ПЦР в два раунда позволяет добиться повышения чувствительности реакции, за счет увеличения числа циклов ПЦР, и повышения специфичности, за счет использования комбинации из четырех праймеров. Следует отметить, что при использовании ПЦР в два раунда повышается вероятность контаминации между исследуемыми образцами. 
    ДНК
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Рис. 3. Схема расположения праймеров (F1, F2, R1,R2) на ДНК мишени при проведении  ПЦР в два раунда («гнездовой ПЦР»)
ПЦР с горячим стартом (“Hot start “PCR) - применяется для уменьшения неспецифического отжига праймеров в ходе приготовления реакционной смеси при комнатной температуре. В классическом варианте ПЦР с горячим стартом один из критических для реакции компонентов добавляют к реакционной смеси при температуре 80°С. Описаны методы, в которых между компонентами создают механическую преграду (например, восковую). После нагревания преграда расплавляется и компоненты смешиваются. Альтернативным подходом является использование химически модифицированных ДНК полимераз или полимераз связанных с моноклональными антителами. Прогрев реакционной смеси, содержащий такие ДНК полимеразы, при повышенной температуре приводит к их активации.

ПЦР с плавным снижением температуры отжига праймеров (“Touch down” PCR) – применяется для повышения специфичности реакции. В первых циклах ПЦР температура отжига праймеров превышает расчетную, что снижает вероятность неспецифического отжига праймеров. Последовательное снижение температуры отжига праймеров в каждом цикле приводит к увеличению доли специфического фрагмента ПЦР. 

Протяженный ПЦР (“Long” PCR) – применяется для амплификации протяженных участков ДНК (от 5 до 15–20 тыс. п.о.). Обычно используют смесь ДНК-полимераз, например смесь Taq и Pfu полимераз в соотношении 10:1. Также существенно увеличивается время элонгации.
ПЦР в ткани (“In situ” PCR) – проводится в образцах тканей фиксированных на предметном стекле. Позволяет изучать процессы внутриклеточного размножения и развития вирусов, экспрессии генов в различных клетках ткани. Регистрация результатов реакции обычно проводится методом гибридизации с использованием флуоресцентных меток. 
ПЦР в одной клетке (“Singl-cell” PCR) – это ПЦР, в которой в качестве матрицы используется нуклеиновая кислота, полученная из одной клетки. Применяется в экспериментах по генетике человека и животных, в перинатальной диагностике.

Множественная ПЦР (multiplex PCR) – это ПЦР, в которой одновременно используют более одной пары олигонуклеотидных праймеров, что приводит к одновременной амплификации нескольких фрагментов ДНК. Такая реакция позволяет экономить время и реактивы. В молекулярной диагностике наиболее часто применяется для проведения ПЦР с внутренним положительным контролем. Широко используется для экспресс-идентификации инфекционных агентов или для исследования состояния нескольких аллельных генов у эукариотических организмов. 
1.4.4. ПЦР в реальном времени (Real-time PCR)

ПЦР в реальном времени (Real-time PCR) – метод позволяет регистрировать накопление ДНК ПЦР в реальном времени с использованием флуоресценции и количественно оценить ДНК в образце. Для этой цели применяют флуоресцентные метки (флуорофоры) двух видов: 
1) Интеркалирующие флуорофоры – соединения, которые встраиваются в любые двуцепочечные молекулы нуклеиновой кислоты и повышают интенсивность флуоресценции. Примерами таких красителей может служить SYBR Green или SYBR Gold. Интеркалирующие красители широко используются в научных исследованиях, однако обладают существенным ограничением, поскольку регистрируют все двуцепочечные ДНК, включая неспецифичные продукты реакции. 
2) Флуорофоры для меченья олигонуклеотидов – это соединения, интенсивность флуоресценции которых не зависит от связывания с ДНК и регулируется так называемыми гасителями (темновыми или флуоресцирующими). 
Олигонуклеотиды меченные парой флуорофор–гаситель, используют в качестве праймеров или зондов (пробы) для гибридизации со специфическим участком молекулы ДНК. К настоящему времени разработано множество вариантов структуры меченных парой флуорофор – гаситель олигонуклеотидов. Ниже приведены наиболее часто используемые зонды. 
Линейные разрушаемые зонды (TaqMan) – представляют собой олигонуклеотид (25–30 н.о.), в котором 5’-концевой нуклеотид содержит флуорофор, а 3’-концевой нуклеотид – гаситель. В растворе и при отжиге на ДНК такой зонд не флуоресцирует, за сет гасителя. Во время элонгации ДНК полимераза, обладающая 5’-3’-экзонуклеазной активностью, гидролизует зонд на нуклеотиды. В результате этого флуорофор и гаситель попадают в раствор, где вероятность нахождения этих веществ рядом будет небольшой, и флуоресценция восстановится. Накопление флуоресценции детектируется прибором при каждом цикле ПЦР. В одной реакции можно использовать несколько зондов, у которых флуорофоры имеют разные спектры испускания. 

«Молекулярные маячки» (beacons) – зонд представляет собой небольшую одноцепочечную молекулу ДНК, которая в свободном состоянии способна образовывать пространственную структуру – шпильку. На одном конце олигонуклеотида располагают флуорофор, а на втором – гаситель. Последовательность зонда комплементарна ДНК-мишени, которую нужно детектировать. В такой структуре молекулы зонда, находясь в растворе, не флуоресцируют. При отжиге олигонуклеотида на молекуле ДНК мишени, происходит пространственное разнесение флуорофора от гасителя и восстановление флуоресценции. 
Примыкающие пробы (Light cyaler) – в этом варианте используют два зонда, которые связывают ДНК-мишень на небольшом расстоянии друг от друга. 5’-конец одного зонда и 3’-конец второго содержат флуорофор-донор и флуорофор-акцептор, соответственно. При их близком расположении флуорофор-донор поглощает свет определенной длины волны и переносит энергию на флуорофор-акцептор, по флуоресценции которого детектируют продукты амплификации. Применение примыкающих проб также позволяет использовать несколько флуорофоров, с разными спектрами испускания и детектировать в одной пробирке сигнал от разных молекул ДНК.  

Анализ данных ПЦР в реальном времени позволяет судить как о присутствии или отсутствии искомой НК, так и оценить ее изначальное количество, за счет регистрации накопления продуктов амплификации в течение всей реакции. Количество исследуемой НК выражают в абсолютных или относительных значениях. Определение абсолютных значений применяют для расчета количества копий НК в пробирке. Для этого необходим внешний контроль с известной концентрацией НК-мишени. Относительные количества определяют для ответа на вопрос: во сколько раз концентрация НК в одном образце больше (или меньше) чем в другом? Для коррекции массы образца, числа клеток, сохранности и количества общей НК проводят нормировку (выравнивание) результатов. Нормировку проводят по числу клеток, по суммарной ДНК, РНК, рибосомальной РНК и др. В исследованиях по определению уровня представленности транскриптов наибольшее распространение получило использование так называемых генов «домашнего хозяйства» (housekeeping genes). Они экспрессируются на постоянном уровне и слабо реагируют на внешние воздействия, поскольку необходимы для поддержания важнейших жизненных функций клетки. При выборе гена домашнего хозяйства, следует учитывать, что уровень их экспрессии может меняться в разных типах клеток. 

Расчеты результатов ПЦР в реальном времени достаточно сложны и проводятся в автоматическом режиме с использованием компьютерных программ. Одной из программ для расчета относительного количества ДНК-мишени, находящейся в свободном доступе в сети Интернет, является REST2009. Расчеты основаны на связи интенсивности флуоресцентного сигнала с концентрацией ДНК в пробирке. Сравнивают число циклов амплификации, необходимых для нарастания сигнала флуоресценции в образцах до одной и той же величины. Теоретически концентрация ампликонов при многократном повторении цикла должна возрастать экспоненциально и описывается формулой (4):

                                         Сn = С0 x 2n                                                                                                 (4)
С0 – исходное количество ДНК-мишени,  Сn – концентрация ампликонов после n циклов
На практике, синтез ампликонов постепенно замедляется по мере истощения компонентов реакционной смеси. Накопление ДНК в ходе ПЦР описывают кривой (рис. 4) и делят на четыре стадии: линейная фоновая фаза, стадия раннего экспоненциального роста количества ампликона, стадия линейного логарифмического роста, стадия выхода на плато. 
На стадии раннего экспоненциального роста эффективность амплификации максимальна в сравнении с другими стадиями. Накопление ДНК в ходе ПЦР описывается формулой (5): 

                                   Сn = С0 х (1 + E)n                                                                                           (5)
Сn – количество продуктов реакции на цикле n; C0 – изначальное количество исследуемой ДНК на первом цикле; Е – эффективность амплификации. Значение Е находится в пределах от 0 до  1, что соответствует удвоению исходного количества ДНК за цикл, а при Е = 0 образование продукта не происходит
Для сравнения данных между образцами используют один из двух методов. В первом, для расчета величины n используют значение порогового цикла (Ct – от англ. threshold cycle) – точки пересечения кривой накопления флуоресценции и одинаковой для всех образцов пороговой линии. Значение Ct определяется автоматически программным обеспечением к прибору или задается вручную в пределах стадии раннего экспоненциального роста накопления флуоресценции. Во втором, используют метод прямого сравнения графиков. Для определения величины n на кривой находят точку, положение которой отражает форму кривой (Ср – от англ. crossing point). Обычно рассчитывают максимумы первой и второй производных графиков накопления флуоресценции. Значение эффективности амплификации подбирается эмпирически путем последовательных разбавлений образца.
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Рис. 4. Зависимость флуоресценции от номера цикла
1 – Линейная фоновая фаза. 2 – Ранний экспоненциальный рост. 3 – Линейный логарифмический рост. 4 – Плато

ПЦР в реальном времени обладает рядом преимуществ, за счет которых с его помощью, например, выявляют и идентифицируют полиморфные локусы HLA, проводят мониторинг посттрансплантационных взаимодействий, генотипируют (выявляют аллели), проводят количественный микросателлитный анализ и пренатальную диагностику генетических заболеваний и т.д.

1.5. Расшифровка первичной структуры (секвенирование) 

нуклеиновых кислот

1.5.1. Основные подходы и методы секвенирования

Секвенирование нуклеиновых кислот (ДНК и РНК) – метод, позволяющий получить описание первичной структуры линейной макромолекулы в виде последовательности мономеров (нуклеотидов). Определение нуклеотидной последовательности ДНК стало возможным во второй половине 1970-х годов благодаря стремительному развитию методов молекулярной биологии (использование эндонуклеаз рестрикции, плазмидных векторов, молекулярного клонирования и электрофоретического разделения нуклеиновых кислот и т.д.). Первыми методами секвенирования были метод, основанный на специфической химической деградации фрагмента ДНК, разработанный А. Максамом и В. Гилбертом, и дидезоксинуклеотидный метод, предложенный Ф. Сэнгером. Метод Сэнгера, в модифицированном и более технологичном виде, получил наибольшее распространение. С развитием самой молекулярной биологии и смежных областей (химия, физика и информатика) были разработаны методы секвенирования нового поколения (next-generation sequencing – NGS), отличающиеся более высокой производительностью. Наиболее производительные методы, обеспечивают чтение миллиардов нуклеотидов в день. Однако, несмотря на наличие технологий с высокой пропускной способностью, дидезоксинуклеотидный метод до сих пор остается «золотым стандартом» определения нуклеотидной последовательности ДНК и широко используется в научно-исследовательских работах. 

Секвенирование  ДНК  дидезоксинуклеотидным  методом по Сэнгеру. В основе метода лежит ферментативный синтез комплементарной цепи ДНК с использованием так называемых «терминаторов» или терминирующих дидезоксинуклеотидов – 2'- и 3'-дидезоксинуклеозидтрифосфатов (ддНТФ: ддATФ, ддTTФ, ддЦTФ и ддГTФ), которые включаясь в растущую цепь ДНК, препятствуют (терминируют) присоединение следующего нуклеотида из-за отсутствия 3'-ОН группы. По теории вероятности, при определенном отношении концентраций дНTФ/ддНTФ и избытке молекул секвенируемой ДНК, синтез строящейся цепи может остановиться на каждом нуклеотиде исследуемого фрагмента ДНК. В итоге синтезируется набор фрагментов ДНК различной длины,  3'-конец  которых  заканчивается одним из терминаторов.  Ф. Сэнгером было предложено проводить четыре реакции для каждого из ддНТФ и анализировать результаты реакции в полиакриламидном геле на соседних дорожках. Нуклеотидная последовательность считывалась по расположению полос на геле. 

В настоящее время дидезоксинуклеотидный метод секвенирования ДНК по Сэнгеру, известный так же как метод обрыва растущей цепи, претерпел многочисленные  модификации, основанные на современных достижениях (рис. 5). Ферментативный синтез комплементарной цепи ДНК проводится в ходе ПЦР, в которой наряду с дНТФ используют ддНТФ. Каждый из ддНТФ помечен отдельным флуоресцентным красителем (флуорофором), что позволяет проводить реакцию в одной пробирке. Результатом такой ПЦР является синтез пула одноцепочных фрагментов ДНК разного размера и заканчивающихся одним из флуоресцентно-меченных ддНТФ. Полученные фрагменты ДНК очищают от компонентов реакционной смеси, денатурируют и разделяют по длине в линейном полиакриламидном геле методом электрофореза. Используют высоковольтный капиллярный электрофорез, позволяющий разделять фрагменты ДНК, отличающиеся всего на один нуклеотид. 

Электрофоретическое разделение фрагментов ДНК проводят в автоматических капиллярных секвенаторах («GE – MegaBACE», «Beckman Coulter – CEQ», «Applied Biosystems»). При прохождении меченного флуоресцентным красителем фрагмента через зону сканирования лазер, генерирующий непрерывное излучение, возбуждает флуорофор, следующая за этим эмиссия (излучение) флуоресценции улавливается детектирующим устройством. Полученные данные преобразуется с помощью программного обеспечения в текстовую информацию (нуклеотидную последовательность). 

Определение нуклеотидной последовательности ДНК по Сэнгеру является самым точным методом секвенирования, но обладает небольшой производительностью. Например, проект «Геном человека», занял приблизительно 13 лет и стоил порядка 3 миллиардов долларов. Однако, разработанные при реализации проекта технические решения, привели к стремительному развитию технологий секвенирования следующего поколения. Например, способ подготовки ДНК, названный методом «дробовика» («shotgun-sequencing»), послужил основой для создания массивного параллельного секвенирования, используемого в следующих поколениях секвенирования (NGS).
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Рис. 5. Схема проведения секвенирования ДНК по Сэнгеру

1.5.2. Следующие поколения методов секвенирования
Технологии NGS обладают высокой производительностью, скоростью,  остаточно высокой точностью и позволяют решать разнообразные задачи (полногеномное секвенирование, секвенирование геномов и транскриптомов de novо, ресеквенирование с поиском заданной мутации, метагеномные исследования и т.д.). Большое значение для NGS играет биоинформатика, т.к. обработка полученных данных и сборка нуклеотидных последовательностей требует высокопроизводительного программного обеспечения. 

Массивное параллельное секвенирование является новым этапом в совершенствовании технологий определения нуклеотидных последовательностей. Часто их относят к методам второго поколения NGS. Принципиальное отличие технологий массивного параллельного секвенирования состоит в возможности одновременного определения первичной структуры пула нуклеиновых кислот, выделенных из различных образцов. Для дифференцировки исследуемых проб используют наборы штрих-кодов или индексов, представляющих собой олигонуклеотиды известной последовательности. 

Массивное параллельное секвенирование, представлено четырьмя основными технологиями:

· Технология 454 (Roche, Швейцария), известная так же как пиросеквенирование. Принцип технологии основан на детекции хемилюминесцентного сигнала, образующегося в результате высвобождения пирофосфата при встраивании ДНК-полимеразой соответствующего нуклеотида в процессе синтеза комплементарной цепи ДНК (http://www.454.com/). 

· Секвенирование на молекулярных кластерах (Illumina, США). Технология основана на детекции флуоресцентного сиг​нала, полученного при встраивании ДНК-полимеразой в растущую цепь ДНК одного из четырех типов дНТФ, отме​ченных соответствующим флуорофором (http://www.illumina.com/).

· Полупроводниковая технология секвенирования (Ion Torrent/ Life Technologies, США). Принцип технологии основан на детекции изменения рН при выделении одного протона водорода в результате встраивания дНТФ ДНК-полимеразой в реальном време​ни  (http://www.iontorrent.com/).

· Циклическое лигазное секвенирование (SOLiD/ Life Technologies, США). Принцип метода основан на сшивании (лигировании) ДНК-лигазой комплементарных одноцепочечной матрице ДНК флуоресцентных зондов (восьмичленных олигонуклеотидов) друг с другом и высвобождении при этом флуоресцентной метки, которая детектируется устройством (http://www.lifetechnologies.com/).

Секвенирование третьего поколения (Next-Next Generation Sequencing – NNGS) основано на определении первичной структуры единичных молекул и характеризуется отсутствием стадии амплификации фрагментов ДНК. Представлено тремя технологиями:

· Секвенирование одной молекулы (true Single Molecule Sequencing, tSMS; Helicos BioSciences, США). Принцип метода основан на построении комплементарной фрагменту ДНК цепи при добавлении меченых нуклеотидов, при этом в местах связывания детектируется свечение, после чего метки от присоединенных нуклеотидов удаляют и вводят следующий тип меченых нуклеотидов. В настоящее время компания Helicos BioSciences прекратила свое существование, и данная технология не поддерживается.

· Секвенирование единичных молекул в реальном времени (Single Molecule RealTime, SMRT; Pacific BioSciences, США). Принцип метода основан на достройке в режиме реального времени комплементарной однонитевой матрице цепи ДНК-полимеразой, закрепленной на дне специальных ячеек, при этом сигнал от каждого присоединившегося нуклеотида, помеченного определенной светящейся меткой, фиксируется прибором (http://www.pacificbiosciences.com/).

· Секвенирование через нанопоры (Oxford Nanopore Technologies, Англия). Принцип метода основан на протягивании через нанопору отрицательно заряженного одноцепочечного фрагмента ДНК, при этом регистрируется изменение электропроводности нанопоры с помощью электродов по мере прохождения через нее нуклеотидов, каждому из которых (в силу физического различия нуклеотидных оснований) соответствует определенное изменение электропроводности (https://nanoporetech.com/). Существуют также другие варианты реализации секвенирования ДНК через нанопоры, но в настоящее время научно-исследовательские разработки нанопорных секвенаторов находятся на опытно-конструкторской стадии.
Таким образом, современные методы секвенирования продолжают активно развиваться и совершенствоваться для выполнения разноплановых задач, связанных с определением нуклеотидной последовательности ДНК, а так же с целью увеличения производительности, скорости и точности секвенирования. 

1.6.  Методы иммунного анализа 

При проведении лабораторных исследований часто возникает необходимость определить наличие или количественное содержание ряда биологических компонентов (гормонов, ферментов, нейропептидов, продуктов  иммунной системы, антигенов и т.д.). Данная задача может быть решена с использованием методов иммунного анализа, основанного на специфическом связывании антитела с антигеном, при котором к одному из компонентов химически присоединена метка. Данные методы дают возможность идентифицировать исследуемые соединения  в низких и очень низких концентрациях (до 5 пкг/мл).  В зависимости от типа используемой метки и способа детекции сигнала иммунный анализ обозначается как иммуноферментный (ИФА), радиоиммунный (РИА),  иммунофлуоресцентный и др.

Наиболее распространенным в настоящее время является ИФА, использующий в качестве метки фермент. При детекции в результате реакции с соответствующим хромогенным субстратом образуется окрашенный продукт, количество которого можно определить спектрофотометрически.     Использование ИФА в лабораторной практике значительно расширилось с появлением возможности иммобилизации антигена и антитела на твердых носителях с сохранением их связывающей активности. По типу химического взаимодействия на первой фазе анализа при связывании определяемого компонента методы иммунного анализа можно разделить на конкурентные и неконкурентные.  В случае использования неконкурентного метода в системе присутствуют только анализируемый компонент и специфические антитела с соответствующими центрами связывания. При конкурентном варианте ИФА меченый ферментом анализируемый компонент иммобилизуется на твердой фазе, а в системе присутствует еще и его аналог, конкурирующий за центры специфического связывания. 

По стадиям проведения различают прямой и непрямой варианты анализа. В случае прямого ИФА используют антитела к выявляемому антигену, соединенные со специфической меткой, являющейся субстратом ферментативной реакции. В непрямом анализе два этапа. При проведении первого этапа используют немеченые антитела к выявляемым антигенам, а на втором этапе добавляют антивидовые меченые антитела. Чаще всего для первого этапа используются мышиные, а для второго – козьи антитела. 

Наиболее удобным в постановке является  «сэндвич»-метод. На первом этапе анализа на полистироловом планшете адсорбируются антигены или антитела в заранее подобранной концентрации. При этом не связавшиеся с твердой фазой реагенты удаляются отмывани​ем. В сенсибилизированные лунки вносятся исследуемые образцы. В лун​ки с положительным и отрицательным контролем вносятся стандартные реагенты, содержащие или не содержащие исследуемый компонент. При необходимости анализа количественного содержания белка вносятся калибровочные растворы. После этого планшет инкубируют с использованием термошейкера или термостата. При этом на поверх​ности твердой фазы формируются иммунные комплексы. Несвязавшиеся ком​поненты удаляют отмыванием. На следующей стадии в лунки планшета вносится конъюгат антитело-фермент или антиген-фермент, который  и свя​зывается с иммобилизованным иммунным комплексом, при этом активный центр фер​мента остается доступным для последующего взаимодействия с субстратом. Последующая инкубация субстрата в лунках с иммобилизованным конъюгатом приводит к развитию цветной реакции. Эту реакцию можно остановить на нужной стадии  и по оптической плотности оценить выраженность окрашивания.

Развитию ИФА способствовало создание моноклональных антител, продуцируемых гибридомой, полученной в результате слияния иммунокомпетентной клетки В-лимфоцита и клетки миеломы мышей. Моноклональные антитела несут только одну химически однородную популяцию антител, комплементарную специфической детерминанте антигена, что позволяет осуществлять тонкую дифференциацию белков. В настоящее время развитие  иммуноферментного анализа идет как по линии  повышения чистоты антигенов и антител, так и по линии создания автоматизированных систем постановки реакций и их инструментального учета.

В настоящее время приобретает популярность ИФА с использованием магнитных частиц (MPEIA). В данном случае образование иммунных комплексов осуществляется на полистироловых магнитных шариках диаметром около 0,8 мкм, которые помещают в лунки планшета. Особенностью данного метода является то, что стадии промывки и детекции результатов проводят с дополнительным использованием магнитного сепаратора, с помощью которого шарики фиксируюся на дне лунки. Для данного метода также существует модификация с использованием флуоресцентных меток, позволяющая увеличить число определяемых в одном измерении компонентов за счет использования шариков разного цвета, детектируемых с помощью специального анализатора (технология Bio-Plex).

2. ПРАКТИЧЕСКАЯ ЧАСТЬ

ЗАНЯТИЕ №1. Выделение нуклеиновых кислот из клеток E. Сoli
Целью работы является освоение метода очистки нуклеиновых кислот от белков и липидов с использованием смеси фенола и хлороформа. 

Метод позволяет получать препараты нуклеиновых кислот клеток  E. coli,  штамм Top 10., пригодные для электрофоретического анализа в агарозном геле. 

Необходимые реактивы

· Среда  Лурия-Бертани  (LB)  следующего  состава  (г/л): бактотриптон – 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л, хлорид натрия – 5 г/л, гидроокись натрия – 0,008 М, рН 7,5, ампициллин – 100 мг/л. Среду стерилизуют автоклавированием при 105(С в течение 1 ч. 

· Физиологический раствор – 0.9 % раствор NaCl .

· Смесь фенола, насыщенного водой, рН 8,0, с хлороформом в соотношении 1:1.

· Дистиллированная вода.

Ход работы

1. Клетки E. coli растят  в жидкой среде LB в течение 6 – 8 часов при 37(С на качалке до стационарной фазы роста. 
2. В пробирку объемом 1,5 мл помещают 1 мл суспензии клеток. Клетки осаждают центрифугированием в течение 30 секунд при 10–14 тыс. об/мин. Удаляют надосадочную жидкость.

3. Осадок ресуспендируют в 1 мл физиологического раствора. Клетки повторно осаждают центрифугированием в течение 30 секунд при 10–14 тыс. об/мин и удаляют надосадочную жидкость.

4. Осадок ресуспендируют в 100 мкл физиологического раствора и добавляют 100 мкл смеси фенола с хлороформом. Тщательно перемешивают  и  центрифугируют  при  10–14 тыс.  об/мин  в  течение  15 минут.

Результатом проделанной работы должно явиться разделение фаз в пробирке (рис. 6): Нижняя фаза содержит смесь фенола с хлороформом; интерфаза – разрушенные клетки (клеточный дебрис) и денатурированные белки; верхняя (водная) фаза – раствор нуклеиновых кислот.

Водную фазу в объеме 50 мкл переносят в чистую пробирку и используют для электрофоретического анализа нуклеиновых кислот.



                        Водная фракция с 
                                                                   нуклеиновой кислотой

                                                                   Белковая фракция 
                                                                        Фенол/хлороморменная фракция
Рис. 6. Разделение фаз в пробирке после центрифугирования

ЗАНЯТИЕ №2.  Электрофорез нуклеиновых кислот в агарозном геле

Одним из наиболее часто используемых способов разделения и визуализации нуклеиновых кислот является электрофорез в агарозном геле, содержащем флуоресцентный краситель - бромид этидия. В этом случае фрагменты нуклеиновых кислот разделяются под действием электрического поля и обнаруживаются затем в ультрафиолетовом свете в виде ярких светящихся оранжевых полос.

Целью работы является выявление штаммов E. coli содержащих плазмидную ДНК с использованием метода электрофореза нуклеиновых кислот в агарозном геле. 

Необходимые реактивы
· Трис-ацетатный электродный буферный раствор (ТАЕ). 100 мл пятидесятикратного концентрата (50Х) ТАЕ содержит 24,2 г трис-(гидроксиметил)аминометана, 5,7 мл ледяной уксусной кислоты,  10 мл 0.5 М раствора этилендиаминтетрауксусной кислоты (EDTA), рН 8,0. 
· Рабочий раствор ТАЕ готовится путем разбавления 1 объема 50Х концентрата ТАЕ 49 объемами дистилированной воды.

· Буферный раствор для нанесения проб.

· Десятикратный концентрат (10Х) буферного раствора для нанесения проб содержит 10Х концентрат ТАЕ, 50% глицерина (вес/объем), 0,25% бромфенолового синего в дистилированной воде. 

· Агарозный гель 1%-ный. 

· В 100 мл рабочего раствора ТАЕ разводят 1 г агарозы и добавляют 10 мкл 10%-ного водного раствора бромида этидия!. Суспензию нагревают на водяной бане до полного растворения агарозы, периодически помешивая. Раствору дают остыть примерно до 50( С и заливают в форму для агарозного блока, вставляют гребенку для образования лунок и дают агарозе застыть до состояния геля.

Работу с бромидом этидия проводите в резиновых перчатках.

Ход работы
1. Удаляют гребенку из застывшей агарозы, помещают гель в камеру для электрофореза лунками к отрицательному электроду и заливают рабочим буферным раствором ТАЕ, покрыв гель раствором на 5 мм.
2. Смешивают 10 мкл раствора нуклеиновых кислот, выделенных из E. сoli на предыдущем этапе работы, и 1 мкл буфера для нанесения проб. Полученную смесь вносят в лунки геля.
3. Подключают камеру к источнику тока, соблюдая полярность. Электрофорез проводят в течение 45 минут при напряжении 200 вольт (краситель должен пройти не менее 3 см геля). Затем отключают ток.
4. Помещают гель в окно трансиллюминатора и закрывают крышку прибора (для защиты глаз). Включают трансиллюминатор и проводят визуализацию результатов. 
5. Фрагменты нуклеиновых кислот наблюдаются в виде набора ярких светящихся оранжевых полос (рис. 7).
6. Используя электрофореграмму определяют штаммы E. Coli содержащие плазмидную ДНК.


Рис. 7. Электрофореграмма нуклеиновых кислот, выделенных из E. сoli
1, 3 – образцы с плазмидной ДНК; 2, 4 –  образцы без плазмидной ДНК

ЗАНЯТИЕ №3.  Полимеразная цепная реакция в реальном времени
В работе используют два штамма E. coli Тор 10 трансформированные плазмидами pET16b или pET22b, которые придают клеткам устойчивость к анмпицилину. Плазмиды pET серии предназначены для экспрессии рекомбинантных белков в клетках E. coli. В структуре плазмид содержится регион MCS (от англ. Multiple cloning sites), содержащий множественные сайты рестрикции, предназначенные для лигирования плазмидной ДНК с ДНК гена интереса. Плазмида pET22b отличается от pET16b присутствием в MCS дополнительной нуклеотидной последовательности кодирующей лидерный пептид белка pelB, предназначенный для локализации рекомбинантного белка в периплазмотическом пространстве клеток E. сoli. Метод ПЦР в реальном времени позволяет обнаружить данные различия, а также сравнить количество плазмидной ДНК между образцами культур клеток E. coli. MCS расположен между промотором и терминатором ДНК-зависимой РНК-полимеразы бактериофага Т7, которые регулируют экспрессию рекомбинантного белка. Праймеры специфичные к нуклеотидной последовательности промотора и терминатора бактериофага Т7, позволяют амплифицировать фрагмент ДНК MCS обеих плазмид. Сравнение кривых плавления продуктов ПЦР, позволяет отличить фрагмент содержащий вставку в исследуемой последовательности (MCS pET22b) по более высокой температуре плавления. Сравнение кривых флуоресценции позволяет оценить количество плазмидной ДНК в штаммах трансформированных pET16b и pET22b. 
Целью занятия является дифференциальная диагностика культур E. coli содержащих плазмиды pET16b и pET22b и их количественное сравнение с использованием метода полимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Задача работы 
Нормировать образцы культур E. Coli по оптической плотности суспензии клеток.
Провести ПЦР в реальном времени.

Определить температуры плавления полученных фрагментов ДНК.
Оценить количество плазмидной ДНК.
Необходимые реактивы

· Среда  Лурия-Бертрани  (LB) следующего состава (г/л): бактотриптон – 10 г/л, дрожжевой экстракт – 5 г/л, хлорид натрия – 5 г/л, гидроокись натрия – 0,008 М, рН 7,5, ампициллин – 100 мг/л.  Среду стерилизуют автоклавированием при 105(С в течение 1 ч. 

· Физиологический раствор – 0,9% раствор NaCl .

· Десятикратный концентрат (10Х) буферного раствора для Taq-полимеразы – 100 мМ трис-HCl, pH 8,3, 500 mM KCl, 15 mM MgCl2.

· Водный  раствор  8 mM  дНТФ,  содержащий   2 mM  АТФ,  2 mM  ТТФ,  2 mM ГТФ, 2 mM ЦТФ.

· Раствор Taq-полимеразы в буфере для хранения (5 единиц активности в мкл).

· Растворы 1 nM олигонуклеотидов, служащих прямым (F) и обратным (R) праймерами. Олигонуклеотиды имеют следующие последовательности:

      T7  5’-ATgggTATTCAACATTTC-3’  – прямой (F) праймер

      T7  5’-gTTACCAATgCTTAATCA-3’ – обратный (R) праймер

· Интеркалирующего красителя SYBR Green (1000Х) 0,5 мкл
· Дважды дистиллированная вода (2д. H2O).

Ход работы
Подготовка проб

1. Клетки E. coli растят в жидкой среде LB при 37(С на качалке до экспоненциальной фазы роста. 
2. С использованием 1 мл суспезии клеток, определяют оптическую плотность. Культуры разводят до оптической плотности 0.2, 0.4 и 0.6, с использованием среды LB. 
3. В пробирку объемом 1,5 мл помещают 50 мкл нормированной суспензии клеток. Клетки осаждают центрифугированием в течение 30 секунд при 10–14 тыс. об/мин. Удаляют надосадочную жидкость.

4. Осадок ресуспендируют в 1 мл физиологического раствора. Клетки повторно осаждают центрифугированием в течение 30 секунд при 10–14 тыс. об/мин и удаляют надосадочную жидкость.

5. Осадок ресуспендируют в 100 мкл дважды дистиллированной воды и используют для проведения ПЦР.

Полимеразная цепная реакция

При проведении ПЦР используется только одноразовые пробирки и одноразовые наконечники для микродозаторов. Для каждой операции необходимо использовать отдельные наконечники. Полимеразную цепную реакцию  проводят в одноразовых пробирках объемом 0,2 мл, с оптически прозрачными крышками. 

1. Используя только индивидуальные для каждого компонента наконечники, смешивают в отдельной пробирке компоненты реакции, за исключением исследуемого образца ДНК*. Наименование и объем компонентов ПЦР, необходимых для проведения одной реакции приведен в таблице 1. 
2. В пробирку объемом 0,2 мл вносят 23 мкл приготовленной реакционной смеси.

3. Индивидуальным для каждого исследуемого образца наконечником вносят 2 мкл суспензии клеток, полученной на предыдущем этапе, непосредственно в реакционную смесь. 

4. Компоненты перемешивают, используя прибор для встряхивания (вортекс), и проводят краткое центрифугирование реакционной смеси.  
Таблица 1 
 Объемы смешиваемых компонентов ПЦР

	Реагенты
	   Объем (мкл)

	10Х ПЦР буфер
	2,5

	dNTP
	2,0

	F праймер
	0,5

	R праймер
	0,5

	Taq-полимераза
	0,5

	Зонд
	0,5

	ДНК *(суспензия клеток)
	2*

	2д. H2O
	16,5


Примечание: для устранения погрешности, вносимой дозаторами при смешивании микрообъемов,  рекомендуется готовить общую смесь из расчета на одну пробу больше, чем необходимо. 

5. Помещают пробирки, содержащие реакционную смесь, в программируемый термостат (амплификатор) с функцией ПЦР в реальном времени и проводят 30 циклов амплификации нуклеиновой кислоты (ПЦР) по следующей программе (6):

94(С - 30 сек.       Денатурация
55(С - 30 сек.       Отжиг праймеров           30 циклов                                  (6) 

72(С - 30 сек.       Элонгация

Обработка результатов ПЦР в реальном времени

1. Результаты проведенной реакции выводятся на экран монитора в программе к амплификатору в виде кривых плавления и накопления продукта ПЦР (рис.8). Программа так же показывает пороговые циклы реакции, по которым можно оценить количество матрицы в разных образцах относительно друг друга. Чем больше пороговой цикл реакции, тем меньше исходной матрицы присутствовало в образце. 

2. Используя значение Tm и Ct полученные для каждого из образцов определите в какой пробирке находится плазмида pET22b и сравните ее количество с количеством плазмиды pET16b.
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Рис. 8. Кривые накопления флуоресценции
ЗАНЯТИЕ №4.  Определение нуклеотидной последовательности ДНК методом Сэнгера на приборе ABI Prism 3130
Необходимое оборудование

· Автоматические дозаторы переменного объема (от 0,5 до 10 мкл, от 5 до 50 мкл).

· Одноразовые наконечники для автоматических дозаторов переменного объема до 200 мкл.

· Тонкостенные полипропиленовые пробирки для ПЦР объемом 0,2 мл.

· Полипропиленовые центрифужные пробирки объемом 1,5 мл.

· Штативы для пробирок объемом 1,5 мл и 0,2 мл.

· Емкость для сброса наконечников.

· Микроцентрифуга до 14,5 тыс об/мин, вортекс.

· Программируемый амплификатор с термостатируемой крышкой.

· Термостат для пробирок типа «Эппендорф» от 25 до 100оС.

· Одноразовые перчатки.

· Перманентный маркер.

· Скальпель.

Необходимые реагенты

· Набор реагентов ABI PRISM BigDye Terminator v.3.1.

· Праймер в концентрации 3,2 пМ.
· Бидистиллированная вода, свободная от нуклеаз.
· Набор реагентов для экстракции ДНК.
· Изопропиловый спирт (изопропанол).
· Этиловый спирт (этанол) в концентрации 70%.
· Ацетат натрия 3М, рН 5,2.

· Формамид.

Ход работы

Выделение и очистка ДНК – один из важнейших этапов секвенирования, т.к. качество и чистота препарата ДНК определяют успешный исход секвенирования. Ниже перечислены шаги для очистки ПЦР-продуктов, для экстракции плазмидной ДНК следует перейти к шагу 4.

1. Нарабатывают фрагмент ДНК ПЦР в объеме 25 мкл и оценивают качество (отсутствие неспецифических продуктов ПЦР) ампликонов методом электрофореза, внося в лунки агарозного геля индивидуальными наконечниками по 5 мкл ПЦР-продукта.

2. Приготавливают 1% агарозный гель, в лунки которого вносят индивидуальными наконечниками весь имеющийся объем ПЦР-продукта (приблизительно 20 мкл) и проводят электрофорез.

3. После электрофореза помещают гель на окно трансиллюминатора и закрывают защитный пластиковый экран. Включают прибор для визуализации фрагментов ДНК. Вырезают скальпелем искомый фрагмент ДНК, как можно меньше захватывая при этом «пустой» участок геля, и помещают кусок геля в пробирку объемом 1,5 мл.

4. Проводят процедуру экстракции ДНК с использованием коммерческого набора реагентов согласно инструкции производителя.

5. Оценивают качество (отсутствие неспецифических фрагментов ДНК) и относительное количество (яркость светящейся полосы) очищенной ДНК методом электрофореза, внося в лунки агарозного геля индивидуальными наконечниками по 5 мкл препарата ДНК.

Терминирующая реакция. Проводят ПЦР в объеме 10 мкл согласно общим принципам постановки ПЦР, исключение составляет использование в одной  реакции  только  одного  праймера,  в  одноразовых  пробирках объемом 0,2 мл в программируемом амплификаторе с термостатируемой крышкой. 

1. Используя индивидуальные наконечники для каждого компонента реакции, собирают смесь в отдельной пробирке, за исключением препарата ДНК, из расчета на одну пробу: 

BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix – 1 мкл*

Sequencing Buffer 5х – 2 мкл

Праймер (прямой или обратный) 3,2 пМ – 0,5 мкл

Бидистиллированная вода – 1,5 мкл

* BigDye® Terminator v3.1 Ready Reaction Mix следует держать в темноте, т.к. он содержит  ддНТФ, помеченные флуоресцентными красителями.

2. Аккуратно перемешивают собранную смесь на вортексе и кратковременно центрифугируют (5 сек.).

3. В одноразовые пробирки вносят по 5 мкл реакционной смеси, закрывают крышки и маркируют.

4. Используя отдельные наконечники для каждого образца, в реакционную смесь вносят 5 мкл препарата ДНК.

5. Перемешивают компоненты на вортексе и кратковременно центрифугируют (5 сек.).

6. Помещают пробирки в программируемый амплификатор с термостатируемой крышкой и проводят 25 циклов амплификации ДНК по следующей программе (7):

96оС – 5 мин.

96оС – 10 сек.

50оС – 5 сек.           25 циклов                                                                         (7)
60оС – 4 мин.

72оС – 7 мин.

4оС – ∞

7. Продукты секвенирующей ПЦР используют для последующей очистки меченных флуоресцентными красителями фрагментов ДНК.

Очистка ДНК 

1. В штатив расставляют пробирки объемом 1,5 мл в количестве равном количеству секвенируемых образцов, и маркируют их.

2. Используя отдельный для каждого компонента наконечник, в пробирку вносят 2 мкл 3М ацетата натрия и 50 мкл изопропанола.

3. Используя индивидуальный для каждого образца наконечник, переносят в пробирку с реакционной смесью весь объем ПЦР-продукта (10 мкл).

4. Перемешивают компоненты на вортексе и центрифугируют 15 мин. при 14,5 тыс. об/мин
5. Аккуратно удаляют супернатант, используя автоматический дозатор и отдельный наконечник для каждого образца.

6. В пробирки вносят по 250 мкл 70% этанола, закрывают крышки и центрифугируют 5 мин. при 14,5 тыс. об/мин
7. Аккуратно удаляют супернатант, используя автоматический дозатор и отдельный наконечник для каждого образца.

8. Подсушивают осадок до исчезновения запаха спирта (10-15 мин.), оставив пробирки в штативе или в термостате при 37оС, при этом крышки пробирок должны быть открыты.

9. В пробирки вносят 20 мкл формамида и закрывают крышки.

10. Перемешивают компоненты на вортексе и кратковременно центрифугируют (5 сек.).

11. Помещают пробирки в термостат, предварительно нагретый до 95оС, и инкубируют 5 мин.

12. Проводят секвенирование денатурированных фрагментов ДНК в приборе ABI Prism 3130 согласно инструкции производителя.

 Анализ результатов секвенирования 

1. Полученную нуклеотидную последовательность проверяют на правильность считывания прибором нуклеотидов (инсерции/делеции, наличие гетерозигот). Для этого анализируют электрофореграмму сначало в ручном режиме (рис. 9), затем с использованием возможностей сети Интернет. 
2. В компьютер загружают страницу официального сайта BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, поисковый инструмент базового локального выравнивания) - семейство компьютерных программ, служащих для поиска гомологичных нуклеотидных или аминокислотных последовательностей нуклеиновых кислот и белков, соответственно (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
3. Выбирают программу анализа нуклеотидных последовательностей -nucleotide blast.
4. В окно Enter Query Sequence вставляют исследуемую нуклеотидную последовательность.
5. Нажимают BLAST.
6. Просматривают отчет BLAST, где указываются близкородственные последовательности в графическом виде и в формате таблицы. В строках таблицы указываются найденные гомологичные последовательности, в столбцах – процент их идентичности, рассчитанные значения, дающие оценку статистической значимости полученных результатов, и номер последовательности в GenBank.
[image: image5.png]o
TCTG CGTGTAG TGG TTGTG C /G CCTCAIG CATC2ACGG iG CRIG 7
33 4





Рис. 9. Электрофореграмма ДНК
Каждому пику соответствует определенная буква. Чем выше пик, тем больше вероятность правильного считывания нуклеотида. Достоверность считывания показана столбиками вверху электрофореграммы, цифры показывают количество прочитанных нуклеотидов. Так, например, в позиции 35 показана ошибочно определенная гетерозигота, в позиции 140 –истинная гетерозигота.
7. Проводят детальный анализ сравниваемых последовательностей, переходя в раздел Alignments, где показано выравнивание исследуемой нуклеотидной последовательности (Query) с гомологичной (Sbjct), идентичность последовательностей и наличие пробелов (gaps) в последовательностях.
Дальнейший анализ обнаруженных генетических изменений проводят с использованием баз данных, находящихся в свободном доступе в сети Интернет. Например, в молекулярно-генетической диагностике, в определении наследственных нарушений, а также в научных исследованиях частот аллельных вариантов и описания зависимости генотип-фенотип наиболее часто используют следующие базы данных: GeneTests (www.genetests.org); Online Mendelian Inheritance in Man (www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim); locus specific databases (LSDBs) расположенной на сайте Human Genome Variation Society (HGVS) (www.HGVS.org/dblist.html); Database E of Chromosome Imbalance and Phenotype in Humans с использованием Ensembl Resources (http://decipher.sanger.ac.uk); EntrezGene (ncbi.nlm.nih.gov/gene); dbGap: Database of Genotype and Phenotype (ncbi.nlm.nih.gov/dbgap); и Human Gene Mutation Database HGMD ® (http://www.hgmd.org).

ЗАНЯТИЕ №5. Определение количественного содержания IL-5 в сыворотке мыши методом ИФА 
IL-5  мыши  представляет  собой гликопротеин с молекулярной массой 45-60 кДа и является фактором, необходимым для возобновления T-клеток и роста  В-клеток. Данный цитокин активирует пролиферацию В-клеток и синтез ими иммуноглобулинов. В качестве функций IL-5, кроме того, были описаны индукция роста и дифференцировки эозинофилов и экпрессии IL-2R, как на нормальных, так и на активированных В-клетках селезенки,  а также увеличение секреции IgA В-клетками, стимулированными бактериальным липополисахаридом. Предполагается также, что данный цитокин играет важную роль в  функционировании мышиных TН2.

Целью работы является количественное определение содержания    IL-5 в сыворотке мыши при помощи метода ИФА.


Необходимое оборудование

· Одноканальные автоматические дозаторы переменного объема (от 20 до 200 мкл, от 5 до 50 мкл).

· Многоканальные автоматические дозаторы переменного объема (от 50 до 300 мкл).

· Пластиковые ванночки для многоканальных дозаторов.

· Пластиковые пробирки типа "Эппендорф" объемом 1,5 мл.

· Одноразовые наконечники для автоматических дозаторов переменного объема до 200 мкл.

· Термостат.

· Вошер. 

· Ридер.

· Емкость для сброса наконечников.

· Одноразовые перчатки.

· Перманентный маркер.

· Пленка для заклеивания планшета.

· Пинцет.

Необходимые реагенты

Набор реагентов Thermo Scientific «Mouse IL-5 ELISA Kit» следующего состава:

· Полистироловый 96-луночный ИФА-планшет с сорбированными на нем антителами к IL-5 мыши.

· Лиофилизированный рекомбинантный стандарт, содержащий Il-5 мыши. 

· Раствор для разведения образцов.

· Промывочный раствор (30X).

· Конъюгат антител к IL-5 мыши с пероксидазой хрена.

· Субстратный раствор, содержащий тетраметилбензидин.

· Стоп-реагент, содержащий 0,16М серную кислоту.
Ход работы

1. Готовят рабочий промывочный раствор. Для этого 50 мл 30X-концентрата разбавляют бидистиллированной водой до объема, равного 1,5 л.

2. Готовят рабочее разведение стандарта 320 пг/мл. Для этого в емкость, содержащую лиофилизированный реагент, добавляют бидистиллированную воду до метки.

3. Готовят калибровочные растворы. Для этого берут три пластиковые пробирки объемом 1,5 мл и вносят в них по 600 мл бидистиллированной воды. Затем в первую пробирку вносят 200 мкл раствора стандарта и тщательно перемешивают.  Далее отбирают из первой пробирки 200 мкл раствора и переносят во вторую.  При этом получаются разведения 80 и 20 пг/мл соответственно. В третьей пробирке оставляют бидистиллированную воду, которая также является калибровочным раствором c концентрацией 0 пг/мл.

4. С  помощью  многоканального  дозатора  в  лунки  планшета  вносят по 50 мкл раствора для разведения образцов.

5. С помощью одноканального дозатора вносят по 50 мкл калибровочных растворов или исследуемых образцов и перемешивают, аккуратно встряхивая планшет.

6. Заклеивают планшет пленкой и инкубируют в термостате при 37ºС в течение 2 часов.

7. Промывают планшет 5 раз рабочим промывочным раствором с помощью вошера.

8. Вносят в лунки по 100 мкл конъюгата.

9. Заклеивают планшет и инкубируют в термостате при 37ºС в течение 1 часа.

10. Промывают планшет 5 раз.

11. Вносят в лунки по 100 мкл субстратного раствора.

12. Инкубируют планшет в темноте при 20-25ºС в течение 30 минут.

13. Вносят в лунки по 100 мкл стоп-реагента.

14. Производят измерение оптической плотности на ридере при 450 нм.

15. По калибровочной кривой определяют количественное содержание IL-5 в исследуемых образцах.
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