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ОТ РЕДАКЦИИ

Предлагаемый вниманию читателей сборник «Анализ гено
ма» под редакцией К. Дейвиса — еще одна книга из пре
красно зарекомендовавшей себя серии «А Ргасіісаі АрргоасЬ». 
В ней описаны новейшие молекулярно-биологические методы 
переноса генов в клетках млекопитающих, рестрикционного 
картирования, конструирования библиотек «прыжков», полиме
разной цепной реакции и др. Иными словами, в эту книгу вклю
чены те методы, которые позволяют существенно продвинуться 
в понимании структуры и функционирования генома, разобрать
ся в механизмах наследственных болезней человека. Особого 
внимания заслуживает материал, изложенный в двух послед
них главах. Одна из них (гл. 7) посвящена геномной дактило
скопии, методу, перевернувшему представления о возможностях 
судебно-медицинской экспертизы; в другой (гл. 8) речь идет о 
картировании генов, ответственных за некоторые наследствен
ные болезни человека, с помощью анализа ПДРФ-маркеров. 
Как всегда в книгах этой серии непосредственному описанию 
каждой методики предшествует краткое теоретическое введе
ние, делающее ее понятной и начинающему аспиранту, и опыт
ному исследователю.

Книга рекомендована для перевода Научным советом по го
сударственной программе «Геном человека»; ее издание частич
но субсидировано Институтом.молекулярной биологии АН СССР.

Книгу переводили: А. В. Рудин (предисловие и гл. 1— 3),
I .  Л. Иванова (гл. 4, 5 ) , С. А; Бушара (гл. 6, 7, 8 ). Глава 8 
отредактирована д. б. н. В. М. Гиндилисом.



ПРЕДИСЛОВИЕ

Быстрое развитие методической базы структурных исследо
ваний генома сделало очевидным разрыв между информацией, 
которую мы получаем при микроскопировании и с помощью 
молекулярно-биологических подходов. Несомненно, выяснение 
полной нуклеотидной последовательности какого-то конкретно
го генома — важный этап его изучения, но и это знание не 
позволяет нам ответить на все вопросы о механизмах контроля 
экспрессии генов.

Цель настоящей книги — рассказать читателям об имею
щихся на сегодняшний день успехах в методических подходах, 
которые применяются для построения физической карты гено
ма различных организмов. Такие карты необходимы для ана
лиза структуры и выяснения механизмов функционирования 
генома. Определенные успехи в выявлении локусов, кодирую
щих наследственные патологии, обусловлены существенным по
вышением чувствительности тестов, используемых в анализе 
человеческих мутаций. Мы старались изложить описываемые 
методы в такой форме, чтобы они были доступны любому со
труднику из исследовательской или диагностической лаборато
рии. Кроме того, в книгу включены две главы, посвященные 
описанию новых зондов и методических приемов, используемых 
для геномной локализации наследственных заболеваний чело
века, анализ которых до сих пор проводился без участия моле
кулярных генетиков,

К. Дейвис



СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ

БСА — бычий сывороточный альбумин
ДМСО — диметилсульфоксид
ДСН  — додецилсульфат натрия (5 Б 5 )
ДТТ — дитиотрейтол
ИПТГ — изопропил-1-тио-р-О-галактозид
ПДРФ — полиморфизм длины рестрикционных фрагм ента
ПЭГ — полиэтиленгликоль
ПЦР — полимеразная цепная реакция
ТЕМЕД — (Ы,Ы,Ы',Ы/)-тетраметилендиамин
ЭДТА — этилендиаминотетраацетат
АМѴ _ — вирус миелобластоза птиц
СМОТ — перенос генов, опосредованный хромосомой
БМЕМ — среда Игла в модификации Дульбекко
НАТ — гипоксантин, аминоптерин, тимидин
НРКТ — гипоксантин-фосфорибозилтрансфераза
НѴК — гипервариабельная область

ІРОТ — (от англ. іггайіаііоп апсі іизіоп ^епе ігапзіег) пе
ренос генов в процессе слияния облученной клет
ки донора и необлученной клетки реципиента

ММОТ — (от англ. тісгосеіі-тесііаіесі ^епе ігапзіег) пере
нос генов с помощью мини-клеток

55С  — стандартный солевой буфер с цитратом



ГЛАВА 1

МЕТОДЫ ПЕРЕНОСА ГЕНЕТИЧЕСКОГО 
МАТЕРИАЛА В КЛЕТКИ МЛЕКОПИТАЮЩИХ

П. Гудфеллоу, К ■ Притчард, Г. Бантинг1

1. Введение

Все эксперименты по переносу генетического материала со
стоят из двух отдельных этапов: переноса Д Н К  от донора к ре
ципиенту и отбора реципиентных клеток, которые включили ге
нетический материал донора. Большинство соответствующих 
методов позволяют ввести чужеродный материал в одну клетку 
из тысячи, а то и десяти миллионов (10 -7— 10-3 ), поэтому для 
отбора нужны весьма эффективные средства. Именно эта ста
дия зачастую является лимитирующей в ходе эксперимента.

Первые опыты по переносу генетического материала осу
ществляли с помощью слияния целых клеток [1]. Такая тех
ника нашла применение при изучении процессов дифференци- 
ровки и канцерогенеза, однако наиболее успешно ее использо
вали при картировании генов человека [2] и получении моно
клональных антител [3]. Известно, что сформировавшийся при 
слиянии клеток грызуна и человека межвидовой гибрид спон
танно теряет человеческие хромосомы [4]. Как правило, утра
та хромосом происходит случайным образом, и это позволяет 
конструировать гибридные линии клеток, в которых содержат
ся разные хромосомы человека. Корреляция между присутст
вием конкретной хромосомы человека и экспрессией генетиче
ского маркера является основой для отнесения соответствую
щего гена к определенной группе сцепления. Из 1300 генов 
человека, картированных на сегодняшний день, примерно треть 
локализована на конкретных хромосомах с помощью методов 
генетики соматических клеток [5]. Процесс утраты хромосом 
у внутривидовых гибридов происходит не так быстро, как у 
гибридов межвидовых [6]. При слиянии клеток мышиной мие- 
ломы с клетками селезенки формируются стабильные линии 
гибридных клеток. Их характеризует иммортальность (способ
ность к неограниченному делению), унаследованная от миелом-

1 Р. N. Ооой}е11ош, С. А. РгіісНагй, О. 8. Вапііп§. Ншпап Моіесиіаг Оепе- 
іісз ЬаЬогаіогу, Ітрегіаі Сапсег Кезеагсіі Рипй, йпсоШ ’з Іпп Ріеійз, Ьопйоп 
\УС2А ЗРХ, ІЖ.
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ных клеток, и способность продуцировать антитела (свойство, 
полученное от клеток селезенки).

Хромосомная нестабильность межвидовых гибридов, слож 
ности при кариотипировании тетраплоидных внутривидовых 
гибридов ограничивали применение методов генетики сомати
ческих клеток для генетического анализа сложных фенотипов. 
Необходимо было научиться переносить отдельные хромосомы 
между соматическими клетками [7]. Это удалось сделать с по
мощью мини-клеток. Несмотря на технические трудности, метод 
ММОТ (от англ. тісгосеіі-тесііаіесі ^епе ігапзіег) с успехом 
использовали для создания гибридов и последующего картиро
вания генов, для анализа процессов дифференцировки и раз
вития опухоли. Такие эксперименты позволили с уверенностью 
говорить о существовании специфических ^гапх-действующих 
регуляторов, участвующих в формировании фенотипа диффе
ренцированной клетки [8]; кроме того, был подтвержден ре
цессивный характер гена опухоли Вильмса [9].

Методы слияния целых клеток и ММОТ эффективны для 
хромосомной локализации гена, возможность более тонкого кар
тирования этими методами ограничена, так как оно требует 
наличия хромосом с транслокациями и делециями. Для реше
ния этой задачи разработаны два метода: перенос генов, опо
средованный хромосомой (СМОТ) [10], и перенос генов в про
цессе слияния облученной клетки-донора с необлученным ре
ципиентом (ІРОТ, от англ. іггасііаііоп апсі !изіоп ^епе іхапзіег) 
[11]. Первый способ предполагает инкубацию очищенных мито
тических хромосом с клетками-реципиентами в присутствии 
фосфата кальция. При этом происходит встраивание фрагмен
тов донорных хромосом в хромосомы клетки-реципиента. Для  
идентификации гибридов, содержащих нужные фрагменты Д Н К  
донора, применяют соответствующие методы селекции. К сож а
лению, встроенные фрагменты хромосом зачастую претерпева
ют реорганизацию, кроме того, есть достоверные данные о пред
почтительном проникновении в клетку и последовательностей 
из центромерных областей [12]. Эти недостатки не позволяют 
использовать СМОТ для картирования, хотя данный метод 
весьма эффективен для обогащения специфическими фрагмен
тами хромосом — составной части стратегии клонирования, на
зываемой «обратной генетикой». Госс и Харис [11] впервые по
казали, что фрагменты Х-хромосомы человека, появляющиеся 
в его гамма-облученной клетке, можно сохранить при слиянии 
этой клетки с клеткой грызуна. Углубленный анализ метода 
ІРОТ показал, что полученные фрагменты реорганизованы и 
для них характерна та ж е тенденция представлять центромер
ные области, что и при СМОТ (неопубликованные данные).
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Геномную Д Н К  можно ввести, добавляя ее очищенный пре
парат к реципиентным клеткам (Е)М(ЗТ, от англ. БЫА-тесііаіесІ 
^епе ігапзГег). Эта процедура также очень важна для анализа 
функционирования генов в клетках млекопитающих. Разрабо
таны три способа введения ДН К: преципитация с фосфатом 
кальция [13], с помощью ретровирусного вектора [14, 15] и 
микроинъекция [16]. Вероятно, для каждого из них существу
ет предельный размер фрагментов Д Н К , которые переносятся 
без повреждения. Хотя эту гипотезу не подвергали тщательной 
проверке, скорее всего дело обстоит именно так. Фрагменты 
длиной более 100 тысяч пар оснований вряд ли можно пере
нести без потерь, если это вообще возможно. Метод БМОТ 
кроме функциональных исследований используют для случай
ного встраивания в геном селектируемых генов [17] и для кло
нирования генов, при селекции которых необходима экспрес
сия [18].

В данной главе мы опишем методы слияния клеток, ММОТ, 
СМОТ и БМОТ. В обзорах [19— 24] можно найти описание их 
биологических основ, а также примеры применения.

2. Общие положения

2.1. Необходимые условия

Условия культивирования клеток должны обеспечивать их 
максимальную жизнеспособность. Это особенно важно для 
клеток, используемых в эксперименте по переносу, поскольку 
данная процедура предполагает использование потенциально 
токсичных веществ, таких, например, как полиэтиленгликоль 
(П Э Г ).

Успех экспериментов по генетическому переносу во многом 
определяется эффективностью посева клеток-реципиентов. Сле
довательно, эффективность посева всех клеточных линий, кото
рые будут использованы в качестве реципиентов, должна быть 
проверена в условиях, аналогичных экспериментальным. Линии, 
демонстрирующие эффективность посева менее 10%, не годят
ся на роль реципиента.

Все манипуляции, описываемые в этой главе, необходимо 
проводить в стерильных условиях и со стерильными реагента
ми. Растворы следует готовить только из реактивов, предна
значенных для культивирования клеток, обязательно использо
вать для этого бидистиллированную воду. Важно, чтобы чи
татель был хорошо знаком со стандартной техникой культиви
рования и клонирования клеток.
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2.2. Селекция

Подробное описание методов селекции выходит за рамки 
этой главы; однако без достаточного представления о них по
пытки осуществить трансфекцию могут оказаться безуспешны
ми. Цель селекции — предоставление определенных преиму
ществ клеткам, необходимым экспериментатору. Существуют 
четыре группы методов селекции.

2.2.1. Биохимическая селекция, основанная на эндогенных генах

Наиболее широко распространенный пример такого подхо
д а — НАТ-селекция (от англ. ЬурохапіЬіпе, атіпоріегіп , Шуті* 
сііпе) [25]. В присутствии аминоптерина (или схожего с ним 
метотрексата) ингибируется синтез <3е поѵо предшественников 
ДН К. Клетки, лишенные фермента тимидинкиназы (ТК), не мо
гут утилизировать экзогенный тимидин и гибнут в присутствии 
аминоптерина. Аналогично, клетки, лишенные гипоксантин-фос- 
форибозилтрансферазы (Н РК Т), не могут усваивать гипоксан
тин и также нежизнеспособны в присутствии аминоптерина. Со
матические гибриды, полученные при слиянии ТК- , НРКТ+-кле- 
ток с клетками ТК+, НРКТ~, могут оказаться одновременно 
ТК+, НРКТ+. Гибридные клетки с таким генотипом способны 
расти в присутствии аминоптерина, если гипоксантин и тимидин 
добавлены в среду (среда НАТ). Распространен вариант 
НАТ-метода (полуселекция), когда один партнер по гибридиза
ции не может размножаться іп ѵііго, а другой — является д е 
фицитным по ТК или НРКТ [26]. Для исследований в области 
генетики соматических клеток разработано большое количест
во систем комплементации. Многие из них основаны на исполь- 

Таблкца 1. Приготовление среды НАТ

Для приготовления среды НАТ к 98 мл среды для роста клеток необходимо 
добавить по 1 мл раствора 1 и раствора 2.
Раствор 1 : метотрексат (известен также как аметоптерин).
1. Внесите 45 мг метотрексата в 10 мл бидистиллированной воды.
2. Добавляйте 1 М МаОН до полного растворения метотрексата.
3. Добавьте 10 мл бидистиллированной воды.
4. Доведите рН до 7,5—7,8 с помощью 1 М НС1.
5. Доведите объем до 100 м.ч и простерилизуйте с помощью фильтрации
6. Храните замороженным ( — 2 0 °С).
Раствор 2: гипоксантин и тимидин.
1. Внесите 140 мг гипоксантина в 30 мл бидистиллированной воды.
2. Добавляйте 1 М N8011 до полного растворения гипоксантина.
3. Доведите рН до 10 с помощью 1 М НС1.
4. Внесите 39 мг тимидина в 35 мл бидистиллированной воды.
5. Объедините растворы гипоксантина и тимидина и доведите объем до 100 мл, 

используя бидистиллированиую воду.
6. Простерилизуйте с помощью фильтрации и храните замороженным (—2 0 °С).
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зовании различных ауксотрофных и прототрофных клеточных 
линий хомячков [27]. Этот подход требует создания подходя
щих мутантных клеток-реципиентов.

Учитывая важность НАТ-селекции, мы предлагаем внима
нию читателей руководство по приготовлению соответствующей 
среды (табл. 1).

2.2.2. Биохимическая селекция, основанная на экзогенных генах

Этот подход избавляет нас от необходимости выделять спе
цифический мутант, поскольку он подразумевает использование 
бактериальных генов, которые дают селективные преимущества 
при их экспрессии в клетках млекопитающих [28]. Для этого 
конструируют плазмидные и ретровирусные векторы, в которых 
бактериальные гены сочетаются с промоторами, местами 
сплайсинга и сигналами полиаденилирования млекопитающих. 
Введение бактериальных генов в клетки млекопитающих с по
мощью трансфекции или инфекции приводит к их случайному 
распределению в геноме реципиента. В качестве примера бак
териальных генов, способных обеспечивать селективные пре
имущества клеток млекопитающих, можно назвать ген Е. соіі 
др{ (он позволяет клеткам-реципиентам утилизировать ксантин 
в качестве предшественника для биосинтеза пуринов) и генлео  
(он обусловливает устойчивость клеток млекопитающих к анти
биотику 0418) [29]. Основной недостаток этого метода — слу
чайное распределение сайтов интеграции; однако последние ис
следования позволяют надеяться, что с помощью гомологичной 
рекомбинации удастся осуществлять направленную инте
грацию.

2.2.3. Антигены клеточной поверхности

В роли селективного фактора могут выступать антитела. При 
этом мы получаем возможность выделять клетки с определен
ным набором антигенов клеточной поверхности [31]. Примене
ние антител лежит в основе ряда методов, среди них отбор 
клеток с помощью клеточного сортера, розеткообразование с 
эритроцитами, связанными антителами, избирательное прикреп
ление клеток к поверхности с иммобилизованными на ней анти
телами. Хотя эффективность селекции клеток с помощью анти
тел недостаточно высока (и более правильным было бы на
звать этот метод обогащением), тем не менее селекция с ис
пользованием антител применяется во всех методах переноса 
генов, описываемых здесь, за исключением ММОТ.
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2.2.4. Активированные онкогены

Мутировавшие протоонкогены, особенно члены семейства 
га5-генов, обеспечивают преимущества в росте клеток млекопи
тающих и, следовательно, могут быть использованы для селек
ции [22].

3. Слияние целых клеток

3.1. Введение

Известно, что при смешивании клеток они могут спонтанно 
сливаться, однако событие это чрезвычайно редкое [1 ]. Эффек
тивность слияния может быть существенно увеличена с по
мощью специфических антигенов. Первоначально для этой цели 
использовали инактивированный вирус Сендай [32], однако 
биологическая неоднородность различных партий инактивиро
ванного вируса и громоздкость процедуры слияния, индуциро
ванного вирусом, привели к широкому использованию химиче
ского индуктора — полиэтиленгликоля (ПЭГ) [33]. Метод, 
представленный ниже, пригоден для слияния клеток как одно
го, так и разных видов животных. Внутривидовые гибриды 
формируются с частотой 10~5— 10-3. Частота слияния клеток 
разных видов варьирует от 10~7 до 10~5. Клетки, имеющие 
сходные фенотипы и близкие параметры роста, сливаются с бо
лее высокой частотой.

3.2. Получение клеточных гибридов с помощью 
слияния, индуцированного ПЭГ (основная методика)

1. Приготовьте растворы, указанные в табл. 2.
Таблица 2. Основные растворы, необходимые для слияния клеток

Среда для роста клеток

Среда для роста клеток без эмбрио
нальной телячьей сыворотки (или дру
гих белков)
Селективная среда

50%-ный раствор ПЭГ (об/об), при
готовленный в бессывороточной среде

Обычно мы используем среду Иг
ла, модифицированную Дульбекко 
ф М Е М ), с добавлением эмбриональ
ной телячьей сыворотки ( 10%), одна
ко состав культуральной среды пря
мо на процесс слияния не влияет

Культуральная среда, пригодная для 
селекции гибридных клеток (напри
мер, среда НАТ для получения гиб
ридов между ТК~ и НРКТ- )
5,5 г ПЭГ 4000 (Вакег) н 5 мл бессы
вороточной среды смешивают и авто- 
клавируют. Конечный рН доводят до
8,2, раствор нагревают до 37 °С непо
средственно перед использованием
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2. Соберите 5 Х І 0 6 клеток каждой из родительских линий, по
местите их в стерильную центрифужную пробирку, переме
шайте и осадите смесь, центрифугируя при 1500^ 5 мин при 
комнатной температуре. Осадок отмойте один раз, ресус- 
пендируя и центрифугируя в аналогичных условиях в бес- 
сывороточной среде.

3. Удалите супернатант и разрыхлите осадок, постукивая 
пальцами по центрифужной пробирке.

4. Медленно добавьте заранее нагретый до 37 °С 50%-ный 
раствор ПЭГ, одновременно осторожно ресуспендируя оса
док кончиком пипетки, используемой для добавления ПЭГ.

5. Инкубируйте 90 с при 37 °С.
6. Медленно, в течение 1— 2 мин добавляйте по каплям 1 мл 

бессывороточной среды. Перемешайте содержимое пробир
ки пипеткой.

7. Медленно, в течение 1— 2 мин добавляйте 5 мл бессыворо
точной среды. Перемешайте содержимое пробирки пипет
кой.

8. Медленно, в течение 1— 2 мин внесите 10 мл среды с сыво
роткой. Перемешайте содержимое пробирки пипеткой.

9. Центрифугируйте клетки при 1500 §  5 мин при комнатной 
температуре, удалите супернатант, осторожно ресуспенди- 
руйте клетки в среде для роста, постукивая по пробирке. 
Не пипетируйте клетки вверх и вниз для ресуспендирова
ния осадка. Посейте клетки на 10 культуральных чашек 
диаметром 9 см.

10. Через 24 ч замените среду для роста клеток на селектив
ную. Меняйте среду каждые 3—4 дня.

11. Колонии внутривидовых гибридов могут быть визуализиро
ваны через 14— 21 день; для межвидовых гибридов срок 
увеличивается до 21— 28 дней. Иногда гибриды могут по
явиться и позже, поэтому рекомендуем наблюдать за чаш
ками вплоть до 45-го дня.

3.3. Возможные ошибки и варианты методики

Некоторые линии клеток сливаются с трудом, если же все-
таки необходимы именно такие комбинации, попытайтесь сде
лать следующее.
1. Варьируйте соотношение родительских клеток в диапазоне 

1 : 10— 10:1 .
2. Попробуйте разный ПЭГ:

а) поменяйте партию ПЭГ. В наших экспериментах та пар
тия ПЭГ, которая давала хорошие результаты при слия
нии одного типа клеток, эффективно работала и с други
ми. Хорошо зарекомендовавший себя препарат необходи
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мо отделить и аккуратно хранить. По некоторым данным 
свойства ПЭГ могут быть улучшены использованием рас
творов, не содержащих солей кальция [34];

б) варьируйте молекулярный вес. Как правило, повышение 
молекулярного веса влечет за собой увеличение способно
сти индуцировать слияние. Однако раствор ПЭГ с боль
шим молекулярным весом обладает большей вязкостью, 
что затрудняет отмывку клеток. Так как ПЭГ является

[ токсичным для клеток, задержка отмывки может вызы
вать гибель клеток и уменьшать количество получаемых 
гибридов. В наших опытах наиболее приемлемым оказал
ся ПЭГ с молекулярным весом в диапазоне 1000—6000;

в) варьируйте концентрацию ПЭГ. Понижение концентрации 
ПЭГ уменьшает токсичность раствора, но одновременно 
снижает и эффективность слияния.

3. Вместо инкубации клеток в ПЭГ в течение 90 с при 37 °С 
(п. 5 основной методики слияния) можно центрифугировать 
клетки в ПЭГ 2 мин при 1500^ при комнатной температуре; 
после этого продолжить процедуры по пп. 6— 11.
Если это изменение в методике не повышает выход гибрид

ных клеток, более успешной может оказаться альтернативная 
методика слияния, пригодная для растущих на подложке при
крепленных клеток (табл. 3 ).

Таблица 3. Методика слияния для прикрепленных клеток

1. Приготовьте растворы, перечисленные в табл. 2.
2. Высейте 2 ,5хЮ 5 родительских клеток каждой линии в одну чашку Петри 

диаметром 9 см (используйте столько чашек, сколько необходимо).
3. Культивируйте клетки до образования монослоя (1—2 дия).
4. Удалите среду и промойте дважды бессывороточной средой.
5. Добавьте 1,5 мл раствора ПЭГ и наклоните чашку так, чтобы растиор ПЭГ 

покрыл равномерно всю поверхность.
6 . Инкубируйте 90 с при 37 °С.
7. Удалите раствор ПЭГ и осторожно дважды промойте клетки бессывороточ

ной средой.
8 . Промойте средой, содержащей сыворотку.
•9. Далее повторите пп. 10 и 11 основной методики.

Этот метод может быть также модифицирован для слияния 
клеток, растущих на подложке, с клетками, культивируемыми 
в жидкой среде. Прикрепленные клетки выращивают до обра
зования монослоя и затем обрабатывают ПЭГ (табл. 3, п. 1— 4 ), 
суспензионные клетки добавляют в небольшом объеме (1,0 мл) 
бессывороточной среды. Чашки центрифугируют при 1000 §
2 мин, используя специальный ротор. Последующую обработку 
проводят, как указано в пп. 6— 8 табл. 3. Альтернативой цент
рифугированию может служить использование лектинов для
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агглютинации прикрепленных и неприкрепленных клеток. Если 
применение этих приемов не приведет к желаемому результа
ту, то следует сменить агент, индуцирующий слияние. Им мо
жет быть вирус Сендай, можно применить и электропробой. 
Опыта использования последней технологии мы не имеем, что 
касается слияния под действием вируса Сендай, любому ж е
лающему по первому требованию мы можем представить про
токолы соответствующих экспериментов.

4. Перенос генов с помощью мини-клеток (М М О Т)

4.1. Введение

Стратегия ММОТ схематично представлена на рис. 1. Д о- 
норные клетки блокируются в митозе колцемидом. После про
должительной обработки в них формируется новая ядерная 
мембрана вокруг отдельных хромосом или их групп. В резуль-

Обработка колцемидом 
и цитохалазином В

і Клетка после 
микронуклеации

Центрифугирование

©%© Мини-клетки

Слияние под действием ПЭГ

Реципиентная Г ибридная
клетка мини-клетка

Рис. 1. Перенос генов (трансфекция) с помощью мини-клеток.

тате образуются клетки, содержащие множество микроядер. 
Энуклеация клеток после обработки цитохалазином В и цент
рифугирования приводит к образованию мини-клеток (микро
ядер, инкапсулированных в цитоплазматическую мембрану). 
Полученные мини-клетки чрезвычайно чувствительны к любым
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видам воздействия, для слияния их с клетками-реципиентами 
следует подобрать специальные мягкие условия. Начальные 
эксперименты предполагали, что только клетки грызунов спо
собны образовывать микроядра, однако, варьируя концентра
цию колцемида и время экспозиции, удалось этого достичь для 
большинства клеток.

Метод ММОТ технически труден, «капризен», отнимает у 
исследователя много времени. В наших экспериментах мини- 
клеточные межвидовые гибриды получались только с частотой 
10-7— 10-6,

4.2. М етод ММОТ

Первый день

1. Приготовьте исходные растворы (табл. 2, 4 и 5).

Таблица 4. Исходные растворы, необходимые для ММОТ

1. 50%-ный раствор фиколла (об/об) на бидистиллированной воде. Этот рас
твор готовится в течение. 12 ч (до полного растворения). Стерилизация авто- 
клавированием.

2. 1 мг/мл цитохалазина В (З і^ т а ) в диметилсульфоксиде (ДМСО).
3. 10-кратный раствор Хэнкса (ОіЬсо).
4. 10-кратный раствор бикарбоната натрия: 3,5 г/л на бидистиллированной

воде.
5. Бидистиллированная вода.
6. Растворы, перечисленные в табл. 2.
7. 10 мг/мл колцемида (Оіісо) на дистиллированной воде.
8. 10 мг/мл фитогемагглютинина (РОА А—Р, Біісо) на дистиллированной 

воде.

Таблица 5. Приготовление градиентного раствора фиколла для ММОТ

Конечная 
концентра
ция фнкол* 

ла, %

50%-ный фи- 
колл (мл)

ю х р—Р
Хэнкса (мл)

ЮХ іР— Р  
бикарбона

та (мл)
Вода (мл)

Цнтохала- 
зин В (мкл)

25 5,0 1,0 1,0 3,0 50
17 3 ,4 1,0 1,0 4 ,6 50
16 3 ,2 1,0 1,0 4 ,8 50
15 3,0 1,0 1,0 5,0 50
12,5 2 ,5 1,0 1,0 5,5 50
10 10,0 5,0 5 ,0 20,0 250
0 0 3,0 3 ,0 24,0 150

Градиентные растворы хранят при 4 °С; для их приготовления используют растворы,. 
перечисленные в табл. 4.

2—434
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2. Подготовьте донорные клетки для получения из них мини
клеток. Нарастите 2.ХІ07 клеток до образования 50% мо
нослоя и инкубируйте в течение ночи в ростовой среде, со
держащей 0,05 мкг/мл колцемида. Это индуцирует образо
вание мини-клеток [7]. Для каждой конкретной клеточной 
линии необходимо подобрать оптимальную концентрацию 
колцемида (от 0,02 до 0,10 мкг/мл) и время экспозиции 
(от 12 до 48 ч). Образование мини-клеток легко контро
лируется под фазово-контрастным микроскопом. В удачных 
экспериментах около 50% всех клеток образуют мини-клет- 
ки. Эта частота увеличивается после обработки цитохала- 
зином В.

Второй день

3. Спустя 16 ч замените среду на среду, содержащую цитоха- 
лазин В в концентрации 2 мкг/мл; инкубируйте в течение 
ночи.

4. Исходные градиентные растворы (табл. 5) поместите в со
суды с неплотно завинченными крышками и инкубируйте в 
атмосфере 5% СОг при 37 °С в течение ночи.

5. Заранее нагрейте ротор 5\Ѵ41 (3 7 °С в течение ночи).

Третий день
6. Приготовление ступенчатого градиента фиколла. Тщатель

но промойте необходимое количество центрифужных про
бирок для ротора 5\Ѵ41 абсолютным спиртом, высушите в 
перевернутом положении в ламинарном боксе. Приготовьте 
градиент фиколла, используя уравновешенные исходные рас
творы (рис. 2 ).

7. Соберите обработанные колцемидом и цитохалазином клет
ки и осадите их центрифугированием (1500 5 мин при ком
натной температуре). Ресуспендируйте в 3 мл 10%-ного 
фиколла (табл. 5) и мягко наслоите на градиент. Заполни
те центрифужные пробирки раствором без фиколла.

8. Поместите пробирки, содержащие градиент, в нагретый ро
тор 5\Ѵ41 и поставьте ротор в заранее нагретую до 37 °С 
ультрацентрифугу.

9. Центрифугируйте 1 ч при 25000 об/мин (80000^ ) при 
37 °С; используйте минимальное ускорение при разгоне и 
минимальное торможение, чтобы предотвратить разрушение 
градиента.

10. Выньте пробирки из центрифуги. Мини-клетки образуют 
рыхлые полоски в градиенте между 15:16%  и 16:17%  фи- 
коллом. Осторожно отберите эти полоски, используя сте
рильную пастеровскую пипетку, вводя ее через верх гради-
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ента; поместите мини-клетки в новую, стерильную центри
фужную пробирку от ротора 5Ш41 и заполните ее средой 
для роста клеток. Загрязнение фрагментами цитоплазмы, 
ядрами и целыми клетками можно контролировать под фа
зово-контрастным микроскопом.

Без фиколла

3 мл 10 %-ного фиколла, 
содержащие клетки

2 мл 12,5 %-Ного фиколла

0,5 мл І 5 %-ного фиколла 
0,5 мл 16 %-ного фиколла

2 мл 17 %-ного фиколла

2 мл 25 %-ного фиколла

Рис. 2. Градиент фиколла для ММОТ.

11. Центрифугируйте при 20000 об/мин (50 000^ ) при комнат^ 
ной температуре в роторе 5\Ѵ41 10 мин при максимальном 
ускорении и торможении. Эта процедура осаждает мини
клетки и отделяет их от фиколла.

12. Для дальнейшей очистки мини-клеток мы предлагаем три 
различных приема. Очистка не нужна, лишь когда в рас
поряжении исследователей имеется четкая система селекции. 
В этом случае они могут сразу использовать мини-клетки 
для слияния с клетками-реципиентами.

13. Слияние мини-клеток с целыми клетками. Соберите клет
ки-реципиенты и отмойте их бессывороточной средой. Д о 
бавьте приблизительно 107 клеток-реципиентов к осадку 
мини-клеток в 2 мл бессывороточной ростовой среды, со
держащей 100 мкг/мл фитогемагглютинина. Поместите в 
пластиковый сосуд с коническим дном и инкубируйте 
10 мин при 37 °С.

14. Осадите центрифугированием (1500 §  5 мин при комнатной 
температуре).

2*
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15. Процедуру слияния мини-клеток с целыми клетками прово
дите с помощью ПЭГ, как указано в соответствующей ме
тодике.

4.3. Очистка мини-клеток

4.3.1. Метод А [7]

1. Соберите и объедините фракции градиента фиколла, содер
жащие мини-клетки.

2. Ресуспендируйте и доведите объем до 22 мл фосфатно-соле
вым буфером (Р В 5) рН 7,2, содержащим 0,5% бычьего сы
вороточного альбумина.

•3. Осадите центрифугированием при 50 000^  10 мин при ком
натной температуре.

4. Ресуспендируйте осадок в 2 мл Р В 5 с 0,5% БСА и наслоите 
на 50 мл линейного градиента БСА (1— 3%) в Р В 5 (рН 7,3). 
Градиент готовят из 25 мл 1 %-ного БСА и 25 мл 3%-ного БСА 
с помощью градиент-формера. После наслоения выдержите 
пробирку 3,5 ч при комнатной температуре. Целые клетки 
осядут на дно пробирки, а мини-клетки останутся в верхней 
части градиента.

5. Соберите 20 мл верхней части градиента, исключая зону 
нанесения образца, и осадите центрифугированием при 
1500^ в течение 5 мин при комнатной температуре.

6. Используйте полученный осадок мини-клеток для слияния 
с реципиентными клетками с помощью ПЭГ.

4.3.2. Метод Б [35]

1. Соберите и объедините фракции градиента фиколла, содер
жащие мини-клетки.

2. Ресуспендируйте и доведите объем до 20 мл средой для роста 
клеток.

3. Осадите центрифугированием при 50 000^  10 мин при ком
натной температуре.

4. Ресуспендируйте осадок в 20 мл ростовой среды и внесите 
суспензию в две культуральные чашки диаметром 9 см. Вы
держите 90 мин при 37 °С.

5. Отберите суспензию из чашек и перенесите в новые чашки. 
Выдержите 90 мин при 37 °С.

6. Отберите среду, содержащую мини-клетки, и отцентрифуги- 
руйте ее совместно с клетками, предназначенными для 
слияния (1500^  5 мин при комнатной температуре).

7. Сливайте мини-клетки с реципиентными клетками согласно 
методике слияния с помощью ПЭГ.
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4.3.3. Метод В [36]

1. Соберите и объедините фракции градиента фиколла, содер
жащие мини-клетки.

2. Ресуспендируйте и доведите объем до 20 мл средой для ро
ста клеток.

3. Осадите центрифугированием при 5 0 0 0 0 ^  в течение 10 мин 
при комнатной температуре. Ресуспендируйте осадок в 10 мл 
ростовой среды и пропустите через поликарбонатный фильтр 
с диаметром пор 0,8 мкм (Ыисіеороге). Фильтр монтирует
ся в круглый завинчивающийся держатель и стерилизуется 
автоклавированием. Может возникнуть необходимость при
готовить несколько фильтров. Суспендированные мини-клет
ки нельзя пропускать через фильтр под большим давле
нием.

4. Пропустите полученный фильтрат через поликарбонатный 
фильтр с диаметром пор 0,3 мкм (Ыисіеороге).

5. Осадите мини-клетки центрифугированием фильтрата 
(1500^  5 мин при комнатной температуре).

6 . Сливайте мини-клетки с реципиентными клетками согласно 
методике слияния с помощью ПЭГ.

4.4. Возможные ошибки и варианты методики

Продолжительная обработка клеток колцемидом с после
дующим воздействием цитохалазином В — один из наиболее 
простых способов индуцировать микронуклеацию [20]. Одна
ко для каждого случая необходимо подобрать концентрацию 
реагентов и время экспозиции. Если этот метод окажется не
удовлетворительным, можно воспользоваться двумя другими 
вариантами. Один из них — создание промежуточной донорной 
клетки. Недавно нам удалось получить гибридные соматические 
клетки «человек— грызун» и использовать их в качестве донора 
человеческих хромосом [37]. Гибридные клетки формируют 
мини-клетки в тех ж е условиях, что и используемые в качестве 
родительских клетки грызуна.

Второй путь — это использование для микронуклеации оки
си азота [38].

Процедура энуклеации, описанная выше, основывается на 
методе, предложенном Биглером и Вайнштейном [39]. Мы ис
пользовали этот метод, поскольку он подходит для клеток, рас
тущих на подложке, и для суспензионных культур. Большинст
во наших коллег предпочитали следовать другой методике, ко
торая была предложена Прескоттом [40]. В этом случае клет
ки культивируют прикрепленными к покровным стеклам или 
к пластиковой подложке. Ее помещают в центрифужную про
бирку и центрифугируют в среде, содержащей цитохалазин В.
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Иногда центрифугируют при 2 0 0 0 0 ^  целые культуральные 
флаконы. Утверждают, что при этом способе обработки препа
раты содержат меньше целых клеток.

Низкая эффективность метода ММОТ означает, что загряз
нение целыми клетками является серьезной проблемой даж е  
в том случае, когда система селекции предусматривает подав
ление их роста. В некоторых экспериментах мы обнаружили 
гибриды целых клеток и даж е ревертанты донорных клеток, 
которые смогли избежать элиминации. Конечно, процедура 
очистки мини-клеток в какой-то степени решает проблему, но 
ценой уменьшения выхода мини-клеток и, как следствие, после
дующего уменьшения выхода гибридов. Один из способов раз
решить это противоречие — использовать реципиентные и до- 
норные клетки с различной морфологией. Например, в наших 
опытах в роли реципиентов выступали клетки эмбриональной 
карциномы мыши (Э К ). Их морфология является рецессивным 
признаком по отношению к морфологии Ь-клеток. В экспери
ментах, где гибридные клетки «человек— грызун» с морфологи
ей Ь-клеток используются в качестве доноров человеческих 
хромосом, а ЭК-клетки — в качестве реципиентов, гибриды це
лых клеток могут быть легко выявлены по их морфологии.

И последнее замечание: 30% наших ММОТ-клонов содер
жат реорганизованные хромосомы и 30% — содержат более чем 
одну донорскую хромосому.

5. Перенос генов, опосредованный хромосомами (С М С Т )

5.1. Введение

Метод СМОТ может быть использован для переноса фраг
ментов хромосом из ядер клеток одного типа в ядра клеток 
другого типа. Теоретически клетки любого типа могут быть ис
пользованы как в качестве доноров, так и в качестве реципиен
тов хромосом. Однако на практике возможность применения 
метода определяется наличием подходящих реципиентных ли
ний, обладающих повышенной способностью акцептировать чу
жеродную ДН К.

Высокая частота трансфекции может быть достигнута при 
использовании в качестве реципиентов иммортализованных мы
шиных клеток. Клеткам хомячка и иммортализованным челове
ческим клеткам обычно присуща более низкая частота транс
фекции. Правда, недавно полученные результаты свидетельст
вуют о том, что человеческие клетки линии ЕЛ (карцинома мо
чевого пузыря) способны трансфицироваться с высокой часто
той (сравнимой с частотой трансфекции мышиных Ь-клеток). 
В роли донора с одинаковым успехом могут выступать самые
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разнообразные клеточные линии — как суспензионные, так и 
■субстрат-зависимые. Предпочтительнее использовать в качестве 
донорных те линии, клетки которых легче культивировать и по
лучать в больших количествах. Ниже описываются общие про
цедуры, обеспечивающие выделение донорных хромосом и пе
ренос фрагментов этих хромосом в реципиентные клетки путем 
СМОТ.

5.2. Выделение хромосом

В ходе описываемых процедур для предотвращения потерь 
а  поломок хромосом, для обеспечения температурного режима 
( +  4°С ) необходимо использовать пластиковые пипетки и про
бирки. Клетки блокируют на стадии митоза, митотические хро
мосомы высвобождают воздействием гипотонического шока и 
гомогенизацией. Хромосомы очищают дифференциальным 
центрифугированием.
1. Приготовьте исходные растворы (табл. 6 ).

Таблица 6. Исходные растворы на СМСТ

Среда для роста клеток и селек
тивная среда

ЫВ. Трансфекцию необходимо проводить в средах 
с небольшим содержанием фосфатов, таких, как 
ОМЕМ. Клетки, растущие в средах, обогащенных 
фосфатами, непосредственно перед проведением 
трансфекции пересейте на среду, бедную фосфа
тами. Среды, обогащенные фосфатами, можно ис
пользовать при глицериновом шоке

Гипотонический раствор 10 мМ Нерез
{рН 7,1) 3 мМ . хлорида кальция

Раствор для трансфекции 25 мМ Нерез
(рН 7,1) 134 мМ хлорида натрия

5 мМ хлорида калия
0,7 мМ дигидрофосфата натрия
5 мМ глюкозы

1,25 М хлорида кальция 
Раствор для отмывки (рН 7,1) 25 мМ Нерез

134 мМ хлорида натрия
5 мМ хлорида калия
0,7 мМ дигидрофосфата натрия

2. Нарастите донорные клетки до монослоя. Это обеспечивает 
частичную синхронизацию культуры.

3. Выдержите клетки 16— 24 ч перед трансфекцией. Пересейте 
клетки в плотности 30% от монослоя в среду, содержащую  
20% эмбриональной телячьей сыворотки и 0,1 мг/л кол- 
цемида.

4. На следующий день соберите клетки и отмойте их дважды  
средой без сыворотки (или других белков) .
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5. Ресуспендируйте клетки в гипотоническом растворе до кон
центрации 107 клеток в 1 мл. Инкубируйте 20—30 мин при
4 °С. Затем пропустите клеточную суспензию 10 раз через 
иглу 21-го калибра, держа пробирку с суспензией во льду в 
течение всей процедуры.

6. Центрифугируйте разрушенные клетки при 700 §  в течение 
7 мин при 4 °С для удаления интактных клеток и ядер.

7. Соберите супернатант и осадите хромосомы центрифугиро
ванием при 2500^  в течение 25 мин при 4 °С.

8. Ресуспендируйте осадок в подходящем объеме гипотониче
ского раствора и повторите пп. 6 и 7. Осажденные хромосо
мы готовы для трансфекции и должны быть использованы 
немедленно.
Выход хромосом можно контролировать окрашиванием 

аликвоты хромосомного препарата красителем Гимза и просчи
тыванием хромосом под микроскопом.

Описанный нами метод позволяет выделить десять процен
тов от всех обрабатываемых донорных хромосом.

5.3. Перенос хромосом

Процесс переноса хромосом в этом случае очень напоми
нает описываемый в методе БМОТ. Хромосомы осаждают на 
поверхности клеток хлоридом кальция, и спустя несколько ча
сов клетки обрабатывают реагентом, способным перфорировать 
мембраны. Здесь тоже важно использовать пластиковые про
бирки и пипетки. Последовательность действий, которая приве
дена ниже, разработана Нельсоном [41].

1. За день перед проведением трансфекции высейте по 5Х  
Х 105 клеток на 10 чашек диаметром 9 см. Используйте 
низкофосфатную среду, например ВМЕМ.

2. Ресуспендируйте 10® хромосом в 9 мл раствора для транс
фекции.

3. Медленно добавьте к хромосомам 1 мл 1,25 М раствора 
СаС12, одновременно продувая воздух через суспензию хро
мосом.

4. Инкубируйте 20— 30 мин при комнатной температуре для: 
образования смеси фосфат кальция — ДН К.

5. Добавьте по 1 мл этой смеси к среде в каждую чашку с ре- 
ципиентными клетками. Инкубируйте клетки с хромосомами 
4— 6 ч в увлажняющем инкубаторе при 37 °С.

6. Удалите среду и добавьте 10 мл отмывочного раствора.
7. Удалите отмывочный раствор и обработайте клетки 1 мл 

среды для глицеринового шока в течение 4 мин при ком
натной температуре.
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8. Отмойте клетки 3 раза промывочным раствором и инкуби
руйте в течение ночи в неселективной среде для роста 
клеток.

9. Через 24 ч поменяйте среду на селективную. Меняйте среду 
на свежую каждые 3—4 дня.

10. Колонии появятся на 14—21-й день.

5.4. Предварительная селекция

При использовании БМОТ донорная геномная Д Н К  обыч
но переносится вместе с плазмидой, кодирующей доминантный 
селективный маркер. Предварительная селекция, выявляющая 
включение плазмидной ДН К , позволяет получить 100-кратное 
обогащение клетками, содержащими интересующий нас кле
точный ген. Аналогичный прием может быть использован и в 
СМОТ. Для проведения котрансфекции необходимое количест
во плазмидной Д Н К  добавляют к суспензии хромосом (п. 2) 
перед преципитацией хлоридом кальция (п. 3 ). Обычно мы до
бавляем плазмидную Д Н К  в количестве, достаточном для д о 
стижения соотношения 2 0 :1  (по весу; клеточная Д Н К : плаз- 
мидная Д Н К ). Селекцию проводим спутся 24 ч после хромо
сомной трансфекции.

5.5. Возможные ошибки и варианты методики

В литературе описано множество методов выделения хро
мосом из клеток, блокированных в метафазе. Процедуры очист
ки тоже разнообразны. Одни из них позволяют получить высо- 
коочищенные препараты, другие— грубую фракцию хромосом, 
загрязненную разными компонентами клетки. Мы предпочи
таем использовать для проведения трансфекции именно такие 
грубые препараты, во-первых, потому что их получение зани
мает мало времени, а во-вторых, потому что хромосомы при 
этом оказываются наименее разрушенными.

Анализ, проведенный Льюисом [42], показал, что существу
ет линейная зависимость частоты СМОТ-трансфекции от дозы  
донорных хромосом. В большинстве последующих эксперимен
тов исследователи старались ввести в клетку как можно больше 
хромосом. Однако на практике количество хромосом, которое 
можно получить, ограничено. Основное препятствие в исполь
зовании очень большого количества донорных клеток — это вы
сокая вязкость суспензии хромосом, которая способствует их 
агглютинации. Вот почему мы добавляем не более 20 хромо
сом на одну реципиентную клетку. Помимо механического воз
действия для получения препарата хромосом можно применять
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и химическую обработку, включая использование мягких детер
гентов, таких, как дигитонин [43].

Исходя из нашего опыта, можно заключить, что результа
ты трансфекции воспроизводимы. В некоторых случаях может 
оказаться необходимым оптимизировать условия «шока», варьи
руя концентрацию глицерина и время инкубации. Обсуждение 
способа трансфекции с помощью осаждения фосфатом кальциа 
приводится в разд. 6.

При использовании метода СМОТ образуются реципиент- 
ные клетки, содержащие фрагменты донорных хромосом: в не
которых случаях они встраиваются в геном реципиента, иногда 
реплицируются самостоятельно. Невозможно выделить пара
метр, контролирующий размеры передаваемого фрагмента, и в 
большинстве экспериментов получаются клоны, содержащ ие 
донорный материал в широком диапазоне. Мы детально анали
зировали введенные фрагменты во всех случаях. В них наблю
дались перестройки: это либо внутренние делеции, либо пере- 
обогащение альфоидными последовательностями из области 
центромеры [12, 21]. Внутренние делеции описаны также дру
гими авторами [22].

6. Перенос генов, опосредованный ДНК

6.1. Введение

В настоящее время разработано большое количество мето
дов для введения клонированных последовательностей Д Н К  
в клетки млекопитающих. Среди них преципитация фосфатом 
кальция или ОЕАЕ-декстраном, электропробой, использование 
инактивированных вирусов и слияние прокариотических и дрож 
жевых протопластов с клетками млекопитающих. Наиболее 
широкое распространение получила преципитация фосфатом 
кальция. Точный механизм захвата ДН К, ее включения в ре- 
ципиентную клетку непонятен, однако известно, что лишь не
большое количество клеток в культуре реципиентов включают 
Д Н К . По аналогии с бактериальной генетикой эти клетки полу
чили название «компетентных». Количество включаемой 
Д Н К  — важнейшая характеристика используемой клеточной 
линии. Мышиные Ь-клетки включают несколько миллионов пар 
оснований экзогенной ДН К, человеческие фибробласты — толь
ко часть этого количества [44]. Было проведено несколько экс
периментов по выявлению максимальных размеров ДН К, пе
редаваемой неповрежденной. Обычно не удается перенести 
интактную ДН К, размеры которой превышают 100 т. п. н. Н е
известно, зависит ли это от свойств клеток-реципиентов или 
определяется трудностями в получении таких больших фраг
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ментов Д Н К  интактными. Недавние успехи в получении высо
комолекулярных фрагментов Д Н К  позволяют проанализиро
вать оба этих варианта.

6.2. Трансфекция ДНК с использованием фосфата кальция

1. Приготовьте растворы, перечисленные в табл. 7.

Таблица 7. Растворы для БМОТ

Среда для роста клеток

Селективная среда 
2хН ерез-буфер  
(2Х Н В 5) 
рН 7 ,1±0,05

1Х Н В5

1,25 М хлорид кальция 
Раствор для глицерино
вого шока

Используйте низкофосфатную среду для роста 
клеток, такую, как ЭМЕМ

рН очень важен и должен быть проверен, если
раствор длительно хранился
50 мМ Нерез
290 мМ хлорида натрня
1,5 мМ фосфата натрия (равное количество гидро- 
и дигидрофосфата)
25 мМ Нерез
145 мМ хлорида натрия
0,75 мМ фосфата натрия (равное количество гидро- 
и дигидрофосфата)

15% глицерина в 1ХН ВЗ

2. Высейте клетки в чашки Петри диаметром 9 см (5 Х І 0 5кле
ток на одну чашку) за день до эксперимента.

3. Приготовьте Д Н К  для трансфекции, добавляя 20 мкг Д Н К  
к 0,5 мл двухкратного Нерез-буфера (Н В 5) (для одной 
чашки), и добавьте дистиллированную воду до конечного 
объема 0,9 мл.

4. Медленно добавьте 0,1 мл 1,25 М раствора СаСЬ к раство
ру ДН К , одновременно осторожно продувая воздух через 
смесь. Этим достигается хорошее перемешивание и предот
вращается образование больших агрегатов.

5. Инкубируйте при комнатной температуре 20—30 мин до 
тех пор, пока раствор не станет мутным и не приобретет 
«молочный» оттенок.

6. Добавьте полученную смесь Д Н К  непосредственнно к клет
кам, не удаляя ростовую среду, инкубируйте при 37 °С в те
чение 4 ч.

7. Промойте один раз чашки ІХ Н В 5 .
8. Добавьте 1 мл раствора для глицеринового шока и инку

бируйте 4 мин при комнатной температуре.
9. Отмойте 2— 3 раза раствором Н В 5.

10. Добавьте свежую неселективную среду.
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11. Через 24 ч удалите неселективную среду и добавьте селек
тивную. Меняйте среду каждые 3— 4 дня. Колонии клеток,, 
включивших Д Н К , начнут появляться через 14—21 день.

6.3. Совместный перенос (котрансфекция) 
и предварительная селекция

Известно, что компетентные клетки способны включать- 
большое количество донорной Д Н К , причем одна реципиент- 
ная клетка может включать несколько разных молекул донор
ной Д Н К  в один геномный сайт. Этот феномен позволяет выде
лять компетентные субпопуляции из общей массы реципиент- 
ных клеток и маркировать геном млекопитающих. Если донор- 
ная Д Н К  смешана с плазмидной, кодирующей селективный 
для клеток млекопитающих маркер, селекция по плазмидному 
гену после трансфекции позволяет выделить популяцию транс
фицированных клеток. Такое обогащение облегчает дальней
шую очистку реципиентных клеток. Этот прием оказался ус
пешным при клонировании генов, кодирующих клеточные по
верхностные антигены. В данном случае для обогащения ис
пользовали антитела, а для разделения субпопуляций клеток 
флуоресцентный сортер (РАСЗ) [46].

В реципиентных клетках Д Н К  плазмиды, содержащей се
лективный маркер, лигируется с донорной геномной ДН К . Эта 
приводит к «маркированию» последовательности Д Н К  клетки 
млекопитающего и может упростить выделение донорного гена 
после нескольких повторных трансфекций [47].

В опытах по котрансфекции мы использовали смесь из 
1 мкг плазмидной и 20 мкг геномной ДН К . Смесь готовили не
посредственно перед добавлением хлорида кальция.

6.4. Возможные ошибки и варианты методики

Не все клетки способны к трансфекции геномной Д Н К  с вы
сокой частотой. Одни клетки вообще не трансфицируются, дру
гие, например человеческие фибробласты, способны эффектив
но включать плазмидную Д Н К  и почти не включать геномную  
ДНК- Мышиные Ь-клетки обладают способностью к трансфек
ции геномной Д Н К  с высокой частотой и могут быть использо
ваны в качестве положительного контроля в экспериментах по 
трансфекции Д Н К  новыми клеточными линиями. Возможно, 
что альтернативные способы прямого включения геномной 
Д Н К , такие, как электропробой или липосомный перенос, смо
гут расширить список клеточных линий, способных к трансфек
ции. В противовес общепринятому мнению мы получали хоро
шие результаты по трансфекции Ь-клеток, используя преципи
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тацию (п. 4 ), при которой образовывался осадок как в виде 
слабо опалесцирующей суспензии, так и в форме агрегатов. 
Тем не менее, конечно, предпочтительнее соблюдать условия,, 
при которых формируется гомогенный осадок.

Глицериновый шок увеличивает частоту трансфекции в 2—  
5 раз. Оптимальные условия проведения шока для разных кле
ток варьируют. В каждом новом случае необходимо подбирать 
как концентрацию глицерина, так и время инкубации.

7. Заключение

Надеемся, что материалы, представленные в этой главе,, 
смогут послужить отправной точкой для исследователей, ж е
лающих овладеть методами трансфекции клеток млекопитаю
щих. Однако не следует относиться к приведенным данным дог
матически. Если какой-то метод у вас не работает, то, во-пер
вых, проверьте эффективность клонирования клеток-реципиен
тов при используемых условиях эксперимента, во-вторых, про
консультируйтесь в лаборатории, где этот метод отработан, и, 
в-третьих, поварьируйте условия. Ж елаем удачи!
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ГЛ А ВА  2

РЕСТРИКЦИОННОЕ КАРТИРОВАНИЕ

А. Колсон, Дж. Салстон1

1. Введение

Картирование генома — быстро развивающаяся область ис
следований. Для ученых, избравших ее своей специальностью» 
это одновременно и хорошо, и плохо. Хорошо, поскольку это  
освобождает нас от необходимости соблюдать узкую направ
ленность в своей работе, а плохо, поскольку мы пока незнаем, 
какой способ картирования дает наиболее реальную картину 
структуры генома и, следовательно, какие данные больше соот
ветствуют истине. Оглядываясь на путь, пройденный нами в 
исследованиях по картированию, мы с сожалением должны  
констатировать: если бы пришлось начинать все сначала, мы 
вряд ли бы двигались в том ж е направлении.

Картирование генома подразумевает создание систематизи
рованной библиотеки клонов, которая полностью представляет 
геном (или определенную его часть) и содержит набор генети
ческих маркеров, достаточный, чтобы строить физическую и ге
нетическую карты. По ходу исследований мы постепенно при
ближаемся к истинной структуре. В идеале карты, полученные 
разными способами, должны быть идентичными. Изучение 
структуры генома не требует обязательного построения рест
рикционной карты, однако некоторые способы картирования ав
томатически приводят к ее получению.

Цель картирования — облегчать процедуру клонирования 
известных генов и способствовать поиску в геноме интересую
щих клонов. Наличие карты позволяет легко соотносить друг  
с другом результаты разрозненных экспериментов по локализа
ции в геноме различных клонов.

2. Стратегия

2.1. Сравнение клонов

В любом методе картирования генома центральной про
цедурой является сравнение клонов, позволяющее выявить час
тичные перекрывания. Наиболее просто перекрывания можно-

1 А. Соиівоп, I. 8иШоп. Мейісаі КезеагсЬ Соипсіі, ЬаЪогаІогу оі Моіеси- 
Іаг Віоіоду, НіІІз Йоай, СатЪгісІ^е СВ2 2<ЗН, ІЖ.



32 Глава 2

обнаружить с помощью гибридизации. Однако саму по себе 
гибридизацию нельзя считать удовлетворительным критерием 
взаимного соответствия клонов, так как имеющиеся в геноме, 
особенно у эукариот, диспергированные повторы могут давать 
ложноположительные ответы. Кроме того, прямое сравнение 
пар — процедура слишком трудоемкая, чтобы использовать ее 
для реализации программы, требующей сопоставления большо
го количества клонов. Более приемлемым представляется та
кой подход, который позволяет постепенно накапливать инфор
мацию о каждом клоне, а затем анализировать ее.

Большинство методов картирования в настоящее время ос
новано на обработке Д Н К  генома одной или несколькими рест- 
риктазами с последующим определением размеров образую
щихся фрагментов. Для этой цели предложен ряд методик.

Вначале мы бы хотели коснуться приема, использованного 
нами при анализе структуры генома нематоды СаепогНаЬйіііз 
еІе§ап8 ( 8 0 x 1 06 пар оснований) [1]. Он получил название 
«метод отпечатков пальцев» (фингерпринт) и подразумевает 
использование неупорядоченных и неполных наборов фрагмен
тов, которые являются характеристикой клона, хотя и описы
вают его неполностью: фрагменты разделяют с помощью элек
трофореза в тонкослойном полиакриламидном геле.

2.2. Векторы

Стратегия картирования основывается на анализе случайно 
отобранных клонов. Совершенно ясно поэтому, что при карти
ровании необходимо иметь как можно более обширную биб
лиотеку клонов. Желательно также, чтобы размер клонирован
ных вставок позволял их использовать в дальнейшем в биохи
мической генетике.

Первоначально мы выбрали для экспериментов космиды 
из-за сравнительно крупных размеров акцептируемой Д Н К  
(40 т. п. н.). С тех пор как более 10 лет назад Коллинс и Хон 
ввели в практику первый космидный вектор [2], было скон
струировано большое количество новых векторов такого рода. 
Среди них используемый в картировании СаепогкаЬсШіз [3], 
векторы серии Ьогіві (особенно Ьогізі2 и Ьогізіб), разработан
ные Литлом и Кроссом [6]. Последние два имеют интересные 
структурные особенности, в частности наличие постоянного чис
ла копий и, что еще более важно для описываемых здесь мето
дов, присутствие элементов, увеличивающих представитель
ность клональных библиотек: терминаторов транскрипции, 
предотвращающих влияние векторных генов, возможное при 
транскрипции клонированных вставок. Эти векторы содержат  
также промоторные последовательности фагов 5Р 6  и Т7, об
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легчающие считывание. Методы конструирования, расщепления 
и дефосфорилирования векторных Д Н К  описаны Маниатисом
[7].

А2001 [ 8 ] — единственный А-вектор, использованный при 
картировании СаепогНаЪйііѵз. И хотя в этом случае вставка со
ставляет только половину последовательности космидной 
вставки, клоны оказываются более стабильными. Наконец, для 
некоторых областей генома отмечено более полное представи
тельство именно в А-библиотеке (А. Зрепсе, частное сооб
щение) .

Недавно был получен вектор, с помощью которого можно 
конструировать искусственные дрожжевые хромосомы (УАС) 
[9]. Это открытие сулит переворот в картировании: появляется 
возможность клонировать фрагменты ДН К , на порядок превы
шающие по размерам космидные вставки. Вероятно также, что 
соответствующие геномные библиотеки окажутся более предста
вительными. Метод «отпечатков пальцев» (фингергіринт) пока 
пригоден лишь для маленьких УАС, но, используя гибридиза
цию, можно будет присоединять к космидам и большие фраг
менты. Скорее всего в будущем для картирования генома бу
дет применяться техника подбора пар, специально разработан
ная для УАС.

2.3. Селекция клонов

Если создан банк клонов и разработана техника подбора 
пар, остается только выбрать стратегию селекции для даль
нейшего анализа клонов. Для небольших геномов более эффек
тивно первоначально подбирать клоны случайным образом. З а 
тем, когда эта возможность исчерпывается, необходимо запол
нить оставшиеся пробелы в карте с помощью гибридизацион- 
ных или других методов.

3. Экспериментальная часть

Список используемых реагентов представлен в разд. 5.

3.1. Создание библиотеки

3.1.1. Космиды

Поскольку именно космидная библиотека является основой 
нашей работы, мы решили подробно описать здесь ее создание.

Выделение геномной Д Н К
Представленный здесь пример — экстракция Д Н К  из нематод. 
Этот метод универсален и включает минимум необходимых ма
нипуляций.

3—434
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Червей выращивают в жидкой питательной среде [10], от
мывают, быстро замораживают и хранят в жидком азоте, 
в аликвотах по 1 г.
1. Размельчите одну аликвоту до порошкообразного состояния 

в ступке, охлажденной в жидком азоте, затем осторожно сме
шайте ее с 30 мл раствора, содержащего 100 мМ этилен- 
диаминотетрауксусной кислоты (Э Д Т А ), рН 8,0, 0,5% до- 
дедилсульфата натрия (ДСН) и 50 мкг/мл протеиназы К-

2. Инкубируйте 2 ч при 50 °С.
3. Охладите на льду, добавьте равный объем фенола и экстра

гируйте 15 мин при 4 °С, медленно перемешивая. Отцентри- 
фугируйте и осторожно удалите водный слой пипеткой с ши
роким носиком.

4. Добавьте два объема 95%-ного спирта и осторожно намо
тайте Д Н К  на толстую стеклянную палочку. Отмойте три 
раза 70%-ным спиртом, высушите на воздухе и суспенди
руйте в 3 мл раствора, содержащего 10 мМ трис-НСІ рН 7,4,
0,1 мМ ЭДТА (раствор ТЕ).
Для последующего эффективного получения космид не обя

зательно использование градиента СзСІ.

Приготовление фрагментов

Чтобы избежать ошибок в процессе картирования путем под
бора пар по методу «отпечатков пальцев», важно не использо
вать при приготовлении фрагментов лигазную обработку. Мы 
предпочитаем двумерную электрофоретическую очистку выде
лению в градиенте плотности сахарозы, так как это дает более 
ясную картину распределения по размерам и достаточный вы
ход эффективно клонируемых фрагментов.

Для предотвращения ошибок, связанных с «концевыми эф 
фектами», желательно при анализе библиотеки, полученной на 
основе частичного гидролиза геномной ДН К , вводить ту же 
рестриктазу и в анализирующую рестрикционную систему. Так, 
например, частичная 5аиЗАІ-библиотека, анализируемая с по
мощью Ніпд.\Н и ЗаиЗАІ,  не будет давать артефактов. Что ка
сается космидных клонов, у  которых фингерпринтные картины 
могут состоять из 20—30 полос, это требование необязатель
но, однако при картировании клонов концевые эффекты вызы
вают серьезные затруднения.

1. Подберите необходимые условия для частичного гидроли
за [7]. Выберите четыре варианта усиления жесткости обра
ботки так, чтобы получались фрагменты требуемого разме
ра (около 40 т. п. н .).

2. Гидролизуйте 4 аликвоты по 40 мкг свежеэкстрагированной 
ДН К. Образцы заморозьте.
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3. Перед проведением препаративного электрофореза сравни
те небольшое количество образца (около 50 нг) с %/НіпйІІІ- 
маркерами, проведя электрофорез в 150 мл 0,3%-ного ага
розного геля НОТ ТАЕ (см. разд. 6) (1 7 Х І7 2), 1 В/см в 
течение 16 ч. Для корректного измерения размеров фраг
ментов все последующие определения должны быть прове
дены в тех ж е условиях.

4. После требуемого гидролиза объедините аликвоты ДН К, 
проведите фенольную экстракцию и спиртовое осаждение.

5. Растворите в 180 мкл раствора ТЕ. Добавьте 60 мкл неде
натурирующего красителя, нанесите в 16 лунок (0,5 см)
0,4%-ного агарозного геля ЬОТ ТАЕ (250 мл). (Когда вно
сите большое количество частично гидролизованной ДН К, 
будьте осторожны и не вытяните следы Д Н К  на поверх
ность электродного буфера вынимая пипетку из лунки после 
нанесения образца.)

6. Нанесите в качестве маркеров Х/НіпйШ  и интактную 
АДНК. В препаративном геле это не укажет вам точно раз
меры фрагментов, но поможет аккуратно отрезать полоски 
геля. Проведите электрофорез в течение 20 ч при 1 В/см и 
окрасьте гель бромидом этидия. (Краситель может быть 
добавлен прямо в буфер в концентрации 0,2 мкг/мл.)

7. Результат электрофореза вы можете увидеть, поместив гель 
под длинноволновую ультрафиолетовую лампу (избегайте 
экспозиции Д Н К  под коротковолновым ультрафиолетом). 
Отрежьте полоски по 2 мм шириной от всех 16 дорожек для 
отделения гидролизованного материала.

8. Расплавьте агарозный гель, нагревая в течение 10 мин тре
буемые образцы при 68 °С в пластиковых пробирках (Раі- 
коп 2063). Проведите фенольную экстракцию, сконцентри
руйте изобутанолом до 0,3 мл, переосадите спиртом и про
анализируйте фрагменты, как указано выше.

9. Проведите повторно препаративный ЬОТ-гель-электрофорез 
для очистки выбранной вами фракции, экстрагируйте ее из 
требуемой полоски геля и окончательно проанализируйте 
минимальную аликвоту в аналитическом варианте. О жидае
мый выход — 2—4 мкг Д Н К  из 160 мкг материала.

10. Растворите в 20 мкл ТЕ.

Смеси для упаковки космид
В продаже имеется большое количество упаковочных сме

сей, но из соображений экономии можно готовить их самим. 
Д ля этих целей мы с успехом использовали штаммы ЕзсНегі- 
сНіа соіі: N 5428 и N3433 [11]. Упаковочные смеси, полученные 
нами, позволяли получить до 106 космидных рекомбинантов на 
1 мкг вставочной ДНК-

3*
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Получены сведения, что Есо К-активность в упаковочных 
смесях может влиять на репрезентативность А-библиотек [12], 
однако нет данных, что это возможно и для космидных. Име
ются в продаже коммерческие Есо К-упаковочные смеси (на
пример, Оі^араск).

Соединение фрагментов с вектором
Предлагаемый метод пригоден для лигирования частичных 
гидролизатов 5аиЗАІ в вектор Ьогізі2.
1. Добавьте вместе 1 мкл (0,2 мкг) ВатН І-обработанного де- 

фосфорилированного Ьогізі2; 2 мкл (0,3 мкг) приготовлен
ных 5а«ЗАІ-фрагментов; 2 мкл 10х  лигазного буферного 
раствора; 2 мкл 10 мМ АТР, рН 7,4; 2 мкл 0,1 М дитиотрей- 
тола; 10 мкл воды и 1 мкл лигазы (ВоеЬгіп^ег, 1 ед. акт. 
Вейса). Для достижения максимально возможного лигиро
вания поместите смесь в закрытый капилляр.

2. Инкубируйте 16 ч при 14 °С.
3. Осторожно упакуйте, руководствуясь соответствующей мето

дикой.
4. Храните библиотеку при 4°С  под хлороформом.
5. Разведите 5 мкл упакованной библиотеки в 0,1 мл раствора 

для разведения (см. разд. 5 ).
Добавьте 0,2 мл стационарной культуры клеток. Мы исполь
зуем для этих целей линию 1046 [13]. Ее следует регулярно 
пересевать через отдельные колонии, контролируя признак 
гесА  (утрата способности к УФ-индуцированной рекомби
нации) .
Инкубируйте 20 мин при 37 °С. Добавьте 0,5 мл раствора СУ 
и проинкубируйте дополнительно 50 мин. Высейте разные 
объемы на чашки с канамицином (50 мкг/мл).
Ожидаемый вы ход— 105— 106 рекомбинантов на 1 мкг вста

вочной ДНК.
3.1.2. Х-библиотеки

Библиотеки в А-фагах конструируют аналогично космидным, 
но используемая для этого ДНК. имеет размеры 15—20 т. п. н. 
Для удобства и большей эффективности мы отделяли «плечи» 
А2001-вектора от остального материала, чтобы получаемые 
клоны высевать непосредственно из (^358. Используя упаковоч
ную смесь Оі^араск, нам удалось получить 5 х Ю 6 рекомбинан
тов на 1 мкг вставочной ДНК-

3.1.3. Дрожжевая искусственная хромосома (ѴАС)

Этот метод был предложен Робертом Уотерстоном. Приго
товьте Д Н К  по способу Олсона [23] в модификации [14]. В слу
чае С.еІе§апз  (дефицитного по эндонуклеазе штамма пис-1)
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лизируйте молодые экземпляры, используя длительную протеи- 
назную обработку. После очистки в сахарозном градиенте экст
рагируйте фенол-хлороформной смесью. Лигируйте и трансфор
мируйте препарат [9], но после лигирования для фракциони
рования ДНК. по размеру используйте градиент плотности са
харозы.

3.2. Анализ клонов

3.2.1. Выделение ДНК из космид

Мы проводили выделение двумя способами — оба основаны 
на щелочном лизисе [15]. В первом случае это была миниэкст
ракция из 2 мл с выходом 1—3 мкг космидной ДНК; во вто
ром случае миниэкстракцию вели в стандартных 96-ячеечных 
планшетах с объемом ячеек 250 мкл.

По последней методике, используя пробирки Эппендорф с 
центрифужными держателями (Еррепсіогі 5413), можно одно
временно обработать 96 образцов. Система Місгопіс (Р1о\ѵ) по
зволяет экстрагировать в два или в четыре раза большее ко
личество образцов. Она включает пробирки объемом 1 мл, шта
тив, микротитровальный планшет (микротест) для выращива
ния и хранения, многоканальную пипетку (8-канальную, Тііег- 
іек) и круглодонные микротесты (Согпіп§) для экстракции
ДНК.

Миниэкстракция космидной Д Н К
1. С помощью зубочистки внесите достаточное количество 

(примерно 2 мкл) материала отдельной колонии с 4 мл 
двукратной среды ТУ, содержащей 50 мкг/мл канамицина 
или 120 мкг/мл ампициллина, в 15-мл пробирку для куль
тивирования.

2. Культивируйте 16 ч при 37 °С на качалке.
3. Для хранения аликвот перенесите 0,75 мл бактериальной 

суспензии в завинчивающуюся 2-мл ампулу, содержащую
0,75 мл стерильного 50%-ного глицерина. Перемешайте и 
немедленно заморозьте при — 70 °С. Быстрое заморажива
ние гарантирует гомогенность замороженного образца и 
позволяет отбирать пробу, просто откалывая кусочек, не 
размораживая при этом всей суспензии.

4. Для экстракции космидной Д Н К  перенесите 2 мл культу
ры в 2,2-мл пробирку. Центрифугируйте в течение 45 с 
в центрифуге Еррепсіогі. Отберите и удалите супернатант.

5. Ресуспендируйте осадок, встряхивая его 15 с в 250 мкл сме
си 50 мМ глюкозы, 10 мМ ЭДТА, 25 мМ трис-НСІ, рН 8,0.

6. Выдержите 5 мин в ледяной бане.
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7. Добавьте 250 мкл 0,2 н ЫаОН, 1% ДСН; перемешайте, пе
реворачивая пробирку примерно 15 раз (не используйте 
встряхиватель).

8. Выдержите 5 мин в ледяной бане.
9. Добавьте 200 мкл ЗМ ацетата натрия, рН 4,8; перемешай

те, переворачивая пробирку примерно 15 раз (не исполь
зуйте встряхиватель).

10. Выдержите 60 мин при 0 °С.
11. Мягко переверните пробирку несколько раз; центрифуги

руйте 4 мин при комнатной температуре.
12. Перенесите супернатант в 1,5-мл пробирку Эппендорф, до

бавьте примерно 0,9 мл холодного 95%-ного спирта и пе
ремешайте.

13. Выдержите 20 мин при — 20 °С. * і
14. Отцентрифугируйте 2 мин, удалите спирт и подсушите.
15. Ресуспендируйте осадок в 200 мкл 0,3 М ацетата натрия, 

рН 7,1 мМ ЭДТА.
16. Перемешайте, выдержите 15 мин при комнатной темпера

туре и опять перемешайте. Добавьте 400 мкл спирта и 
перемешайте.

17. Выдержите 20 мин при — 20 °С и центрифугируйте 2 мин.
18. Вылейте супернатант, промойте осадок 95%-ным спиртом, 

высушите 5 мин под вакуумом и ресуспендируйте в 30 мкл 
раствора ТЕ.

Ожидаемый выход 1— 3 мкг космидной ДН К.

Микроэкстракция космидной Д Н К  [16}
1. Проавтоклавируйте Місгопіс-штатив с пробирками, надпи

шите их в случае необходимости.
2. Налейте в каждую пробирку 0,6 мл двукратной среды ТУ 

с 50 мкг/мл канамицина (или 120 мкг/мл ампициллина). 
Это можно сделать достаточно быстро, если использовать 
диспенсор ВСХ8000.

3. С помощью зубочистки внесите в каждую пробирку мате
риал отдельной колонии. Оставляйте зубочистки в пробир
ках до тех пор, пока все пробирки в штативе не будут за 
полнены.

4. Закройте штатив крышкой и закрепите его под наклоном 
на ротационной качалке. Инкубируйте с аэрацией при 37°, 
300 об/мин в течение 12— 16 ч.

5. Для длительного хранения добавьте к образцам после отбо
ра аликвот для экстракции ДНК. по 0,3 мл 50%-ного глице
рина. Закройте пробирки Місгопіс-крышкой.

6. Для всех последующих переносов используйте многоканаль
ную пипетку (например, Тііегіек). Перенесите по 250 мкл 
культуры в ячейки микротеста.
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7. Закрепите микротест на пенопластовой подушке и осадите 
клетки, центрифугируя при 2500 об/мин 2 мин в специаль
ной центрифуге, имеющей вставки для микротестов (Сепіга 
4Х или 7К ).

8. Удалите среду и высушите (перевернув) микротест, затем 
разрыхлите осадок, используя встряхиватель (2 0 с ).

9. Добавьте 25 мкл 50 мМ глюкозы, 10 мМ ЭДТА, 25 мМ 
трис-НСІ рН 8,0. Покачайте микротест для суспендирова
ния клеток.

10. Добавьте 25 мкл 0,2 н ЫаОН и 1% ДСН  и перемешайте по
качиванием. Инкубируйте при комнатной температуре
5 мин, пока образцы не станут прозрачными.

11. Добавьте 25 мкл 3 М ацетата натрия рН 4,8. Закройте Міс- 
гопіс-крышкой. Осторожно перемешайте (переворачивая), 
постепенно увеличивая интенсивность перемешивания.

12. Инкубируйте при комнатной температуре 5 мин, затем мяг
ко встряхивайте 1 мин и центрифугируйте 5 мин при 
3000 об/мин.

13. Перенесите по 70 мкл супернатанта в новый микротест, со
держащий по 100 мкл изопропанола в каждой ячейке, за 
кройте, перемешайте и выдержите при —20 °С 30—60 мин.

14. Центрифугируйте при 3000 об/мин 5 мин, удалите суперна- 
тант и подсушите осадок, используя несколько смен фильт
ровальной бумаги и постукивая по микротесту.

15. Добавьте 25 мкл воды и ресуспендируйте осадок. Внесите 
25 мкл 4,4 М ЫС1, закройте, перемешайте и выдержите по 
крайней мере 1 ч при 4 иС.

16. Центрифугируйте при 3000 об/мин 5 мин, отберите 50 мкл 
супернатанта, наклонив микротест, и перенесите в новый, 
содержащий по 100 мкл изопропанола в каждой ячейке.

17. Закройте, перемешайте и выдержите 1 ч при —20 °С, затем 
центрифугируйте при 3000 об/мин 5 мин, удалите суперна- 
тант и высушите ячейки.

18. Добавьте 200 мкл 95%-ного спирта, отцентрифугируйте и 
тщательно высушите ячейки (более 10 мин), постукивая по 
перевернутому микротесту на фильтровальной бумаге.

19. Высушите под вакуумом и ресуспендируйте осадок в 5— 
20 мкл ТЕ. Закройте ячейки парафилмом, храните микро
тест при — 20 °С.
Запомните некоторые методические тонкости, которые могут

значительно улучшить ваши результаты.
1. Перед первым центрифугированием оставьте клетки в мик

ротесте при 4 °С примерно на два часа.
2. Используйте микротесты, не прошедшие обработку «для 

клеточных культур».
3. В конце отмойте спиртом дважды.
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3.2.2. Выделение ДНК из Х-клонов

Этот удобный и надежный метод был разработан Тоби Гиб
соном в лаборатории молекулярной биологии.

1. Посейте штрихом фаг на бактериальный газон (50 мкл на
сыщенной бактериальной суспензии в 4 мл верхнего слоя 
агара). Инкубируйте чашки в течение ночи.

2. С каждого штриха с помощью зубочистки перенести фаго
вый материал в пробирку с 2 мл среды СУ, содержащей 
10 мМ М§С12 и клетки в разведении 1/200.

3. Инкубируйте на качалке при 37 °С до полного лизиса (обыч
но 10 ч ) .

4. Центрифугируйте 5 мин в 2-мл пробирках Эппендорф.
5. Перенесите супернатант в новые 2-мл пробирки Эппендорф, 

содержащие 2 мкг/мл ДН Казы/РН Казы (20 мг/мл каждой).
6. Выдержите при комнатной температуре 30 мин или более.
7. Добавьте 400 мкл 25%-ного полиэтиленгликоля (ПЭГ) 

в 3 М ЫаСІ. Перемешайте и оставьте при 4 °С на срок от 
30 мин до нескольких часов.

8. Центрифугируйте 5 мин и удалите супернатант, повторите 
еще раз.

9. Добавьте 200 мкл 10 мМ ЭДТА, 10 мМ трис-ацетата рН 8; 
встряхните и добавьте 100 мкл фенола. Встряхните, оставь
те на 5 мин во льду, встряхните еще раз и центрифугируй
те 15 с.

10. Перенесите водную фазу в 1,5-мл пробирки Эппендорф, со
держащие 20 мкл 3 М ацетата натрия, добавьте 200 мкл 
изопропанола, встряхните и оставьте при — 20 °С по край
ней мере на 30 мин.

11. Центрифугируйте 5 мин, удалите супернатант и высушите, 
отмойте 95%-ным спиртом, затем центрифугируйте 5 мин, 
высушите на бумаге, высушите под вакуумом и ресуспен
дируйте в 30 мкл ТЕ.

3.2.3. Получение фингерпринтов

Данная процедура сводится к получению требуемого коли
чества меченых фрагментов, разделяемых с помощью ПААГ- 
электрофореза высокого разрешения (в диапазоне 40— 
2000 п .н .). При этом перекрывающиеся на 1/2— 1/3 своей сум
марной длины фрагменты однозначно считаются составляющи
ми пару. Описано достаточное количество экспериментальных 
схем, позволяющих осуществить это.
Метод двойного расщепления

Процедура фингерпринта, использованная при картирова
нии С. еіецапз, была предложена Сиднеем Бреннером и Д ж он а
таном Карном (рис. 1). Она подразумевает гидролиз Д Н К
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рестриктазой Я тсіІІІ, радиоактивное мечение фрагментов и их 
дополнительный гидролиз ЗаиЗАІ; выход в среднем составляет 
около 23 полос на космиду с 36% (ЗС-пар. Такая схема может 
быть легко модифицирована для генома с другим ОС-составом 
(см. разд. 4.2).

8 5 8 і  5 3 5 5 8▼ ▼ ЧГТ ▼ ▼
\ Л / --------»------------------------------- ------------- Л А /

НШIII
Обратная транскриптаза

32р й а т р , см етр

ЧА/*--------------* *--------------- -----'Ѵ Ѵ
*-------------- *

з 68° 

б ЗаиЗА

А / 4 ------  *-------  —» --------- Л А /

Р и с . 1. Картирование с помощью метода двойного разрезания. Зигзагообразная
линия — вектор; прямая линия — вставка. Н — сайт для рестриктазы НіпйПІ.
3 — сайт для рестриктазы 5анЗАІ (по Соиівоп еі аі. [1] с изменениями).

1. Отберите по 2 мкл Д Н К  (50— 100 нг) в ячейки круглодон
ного микротеста (не культурального), расположенного на 
льду. Используйте многоканальную пипетку для переноса 
материала из микротеста, в котором проводилась микро
экстракция.

2. С помощью микрошприца (Н атШ оп РВ600-1) с одноразо
выми наконечниками добавьте в ячейки микротеста по 2 мкл 
смеси, приготовленной следующим образом:
а) высушите 40 мкл (40 мкКи) спиртового раствора 

[32Р]с1АТР (400 Ки/мМ) [или добавьте 8 мкл (80 мкКи) 
водного раствора [32Р]с1АТР (800 Ки/мМ )];

б) добавьте 160 мкл воды, 40 мкл Ю х средне-солевого бу
фера, 4 мкл РНКазы (10 мг/мл; см. разд. 5 ), 10 мкл
0,5 мМ ййОТР (чтобы провести реакцию заполнения до 
конца), 4 мкл (40 единиц) НіпйІІІ и 4 мкл (40 единиц) 
обратной транскриптазы вируса миелобластоза птиц 
(АМ Ѵ).

3. Быстро отцентрифугируйте (доведите до 2000 об/мин и оста
новите), затем заклейте микротест парафилмом (воздушное 
пространство можно уменьшить, вставив другой микротест 
в опытный).
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4. Инкубируйте 45 мин при 37 °С и затем 25 мин при 68 °С 
(для инактивации обратной транскриптазы). Охладите на 
льду перед открыванием,

5. Добавьте по 2 мкл следующей смеси в каждую ячейку: 
200 мкл воды; 20 мкл 10Х средне-солевого буфера; примерно 
80 единиц ЗаиЗАІ  (уд. активность должна быть более 
30 ед./м кл). для предотвращения потери ферментативной ак
тивности из-за избытка глицерина в реакционной смеси.

6. Быстро отцентрифугируйте, закройте и инкубируйте 2 ч при 
37 °С. і

7. Добавьте 4 мюг формамйда/красителя/ЭДТА в каждую ячей
ку (разд. 5) и денатурируйте ііри 80 °С 10 мин перед нанесе
нием на гель (рис. 2 ).

Методы одиночного расщепления с использованием Ніпіі
Метод 1, предложенный Браунли ,и Кноттом [24]
1. В каждую ячейку 96-ячеечногр микротеста (во льду) внеси

те по 4 мкл рестрикционной смеси: 10 мМ трис-НСІ рН 7,4, 
10 мМ Мё С12, 50 мМ МаСІ, 250 ед./мл Ніпіі.

2. Добавьте по 1 мкл Д Н К  (4—20 мкг).
3. Заклейте ячейки (клейкая лента, Тііегіек, Р1о\у) и инкуби

руйте 60 мин при 37 °С.
4. В каждую ячейку добавьте по 2 мкл раствора для мечения: 

10 мМ трис-НСІ рН 7,4, 10 мМ М^С12, 6 мМ дитиотрейтола, 
по 0,1 мМ сІАТР, сЮТР и сІТТР каждого, 0,2— 0,4 мкКи 
[32Р](1СТР (3000 Ки/мМ ), 0,1 ед. ДНК-полимеразы (фраг
мент К ленова).

5. Инкубируйте 10 мин при комнатной температуре, затем 
добавьте по 7 мкл смеси формамид/краситель.

6. Инкубируйте в открытом состоянии 20 мин при 80 °С перед 
нанесением на гель.

7. Проводите электрофорез, как описано ниже, но в 6% -ном 
полиакриламидном геле (3 8 :2 ) .  После радиоавтографии ана
лизируйте полосы между 25 и 220 т. п. н.
Этот метод позволяет получить более просто интерпретируе

мые результаты, чем в методе 2, так как метится только чет
верть сайтов и анализируются только низкомолекулярные фраг
менты. Итак, этот метод пригоден для вставок размером от 
20 до 200 т. п. н. Полученную с его помощью информацию мож
но обрабатывать вручную.
Метод 2, предложенный Гибсоном.
1. Внесите по 2 мкл Д Н К  (0,1—0,2 мкг) в каждую ячейку 

96-ячеечного микротеста, добавьте по 2 мкл рестрикционной 
смеси на стенку каждой ячейки: 3 ед./мкл Ніпіі,
0,2 мкг/мл РНКазы, 20 мМ трис-НСІ рН 8,0, 7 мМ М§С12, 
10 мМ дитиотрейтола.
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Рис. 2. Радиоавтограф фингерпринт-геля ЯйиШ 1/5аиЗА1. Пять треков с плот
но расположенными полосами — это маркеры. Полосы, присутствующие во 
всех образцах,— производные вектора. Видно несколько частичных перекрыва
ний, так как клоны не были отобраны случайным образом, но прошли предва

рительную селекцию путем гибридизации со смесью зондов.
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2. Быстро отцентрифугируйте (до 1000 об/мин), заклейте пара- 
филмом и инкубируйте при 37 °С 1 ч.

3. Смешайте с 2 мкл раствора для мечеиия: 0,2 ед./мкл обрат
ной транскриптазы, 80 нКи/мкл [355]ШіосІАТР, по 40 мкМ 
сІСТР, сЮТР и сІТТР каждого и инкубируйте 15 мин при 
37 °С.

4. Смешайте с 4 мкл смеси форм амид/краситель.
5. Денатурируйте при 80 °С 20 мин перед нанесением на гель 

(см. рис. 3 ).
При этой процедуре получается в несколько раз больше полос, 
чем при двойном разрезании, и, следовательно, для обработки 
данных необходимо сканирование. Этот метод хорош для вста
вок размером 5—50 т. п. н. Размер вставки может быть оценен 
по сумме размеров полос (оценка затруднена в случае близкого 
расположения полос в геле), однако поскольку НіпіI не ис
пользуется для получения банка клонов, то появляются ано
мальные объединенные фрагменты.

3.2.4. Электрофорез в поливкриламидном геле

Фракционирование фрагментов проводят в денатурирующих 
условиях, так как это позволяет добиться лучшего разрешения 
по сравнению с неденатурирующими условиями (аналогично 
секвенированию Д Н К )- Для предотвращения ошибок необхо
димо соблюдать некоторые предосторожности. Гель наносится на 
стекло, предварительно обработанное метакрилоксипропилтри- 
метоксисиланом [17]; чтобы предупредить искривление 4%-ного 
геля, перед нанесением образцов к этому стеклу прикрепляется 
алюминиевая пластина (толщиной 3 мм) для отвода тепла и 
предотвращения «улыбки».

Гель готовят следующим образом.
1. Добавьте 5 мкл метакрилоксипропилтриметоксисилана и 

50 мкл уксусной кислоты к 3 мл спирта и протрите тканью, 
смоченной в этом растворе, ровное стекло площадью 
20X 40 см.

2. После высушивания тщательно промойте спиртом.
3. Обработайте помеченное стекло силаном «Кереісоіе»; со

едините оба стекла в сандвич, разделив их 0,35-мм спейсе- 
ром (при этом образуется камера для геля).

4. Возьмите 40 мл раствора геля, добавьте 40 мкл ТЕМЕДа,
0,35 мл 10%-ного персульфата аммония (по нашему мне
нию, его совершенно необязательно готовить каждый раз 
свежий или даж е делать достаточно часто) и осторожно 
залейте в камеру.

5. Закрепите пластину-теплоотвод и вставьте гребенку для 
формирования лунок (ширина лунок — 2 мм, интервал 
между ними— 1 мм). Выдержите не менее 30 мин.
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Рис. 3. Радиоавтограф фингерпринт-геля Ніпіі. В треке 1 и в каждом после
дующем пятом треке — маркеры (ЯЫІ-гидролизат ІД Н К ). Общие полосы во 
всех образцах — фрагменты этого вектора. Клоны происходят из библиотеки, 
полученной частичным гидролизом /ѵшОІІ ДНК Е. соіі, «тупые вставки» вве
дены в 5соІ-сайты Ьогізіб. Клоны наращивали в 0,2 мл культуральной среды 
(см. разд. 3.2.1.); для электрофореза использовали 1/7 часть ДНК. Экспози

ция — 2 дня.
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6. Денатурируйте образцы при 80 °С 10 мин, одновременно с 
образцами подготовьте 3 мкл маркерного гидролизата 
Д Н К  для каждого геля (см. ниже).

7. По 3 мкл каждого образца наслоите в отдельную лунку, при 
этом через каждые 6 образцов наносите 1 мкл маркерного 
гидролизата.

8. Проводите электрофорез 1,75 ч при 30 Вт (ограничение по 
току) до тех пор, пока бромфеноловый синий не достигнет
1 см от конца геля.

9. Разделите стекла (гель должен прочно прикрепляться к той 
пластине, которая обработана акрилосиланом, в случае из
быточной обработки может прикрепиться к обеим) и зафик
сируйте 15 мин в 10%-ной уксусной кислоте; отмойте водо
проводной водой 30 мин и высушите при нагревании 
(80 °С) в течение 30 мин. Двухдневная радиоавтография 
без экрана может оказаться достаточной.

10. Отделите высушенный гель от пластины, погрузив его в кю
вету с 20%-ным Бесоп на 2 дня. Пластины перед повторным 
использованием промойте водопроводной водой.

Маркерный гидролизат Д Н К  готовится следующим образом.
1. Смешайте 35 мкл воды, 5 мкл 10Х средне-солевого буфера,

2.5 мкл Д Н К  Я/57, 10 ед.
2. Инкубируйте при 37 °С 60 мин.
3. Добавьте 4 мкл [355]сІАТР (800 Ки/мМ ), 2 мкл 10 мМсЮТР,

2.5 мкл 10 мМ сЫТТР, 10 ед. обратной транскриптазы АМѴ 
и инкубируйте 30 мин при 37 °С.

3.3. Обработка результатов

Мы можем только весьма коротко описать здесь принципы 
обработки данных, желающим познакомиться с этим подроб
нее предлагаем обратиться к обзору Салстона [18].

3.3.1. Ввод данных

Ввод данных можно произвести как вручную (используя гра
фопостроитель), так и полуавтоматически (с помощью скани
рующего денситометра и преобразователя визуальных данны х). 
Ручной способ

Сначала приготовьте сетку с линиями, проведенными пер
пендикулярно направлению фореза, соединяя этими линиями 
опорные маркерные полосы. Перед введением каждой серии 
данных поместите сетку на цифровую панель и зафиксируйте 
ее позицию. Приложите радиоавтограф к сетке и по очереди 
вводите данные о локализации полос в образцах, проставляя 
цифровую индикацию линий сетки по имеющимся маркерам.



Рестрикционное картирование 47

Сканирование и преобразование визуальных данных
Для сканирования радиоавтографической пленки введите 

соответствующую программу в компьютер и расположите 
пленку требуемым образом в денситометре. В нашем случае 
сканирование занимало 3,5 мин, а преобразование визуальных 
данных с пленки 17X 40 см — еще 2 мин. Для оценки и ввода 
визуальных данных необходим АЕО-процессор. Используйте 
ТАР5-программу для ввода картинки и затем с помощью про
граммы ТАКО наложите на картинку стандартные полосы, как 
их расположил компьютер. Если в полученной сетке данных 
появились несоответствия или сбои (это не случится, если экс
позиция пленки была достаточна и на ней отсутствуют пятна), 
сканируйте пленку вновь или проведите ручную коррекцию бо
лее детально (см. обзор [1 8 ]). Если полученная сетка вас удов
летворяет, запустите редактирующую программу (ТАК). С по
мощью движущегося курсора элиминируйте нежелательные по
лосы (например, тусклые, артефактные или не входящие в ин
тересующую вас область). Если таких тусклых полос доста
точно много, поставьте нужную чувствительность для после
дующего сканирования. Программа ТАК затем приведет полу
ченные данные в соответствие с предыдущими.

3.3.2. Подбор пар

Запишите первый и последний клоны новой серии в команд
ный файл МАР.СОМ. Включите файл в программу перебора 
(если в серии несколько десятков клонов, то-эта работа запус
кается на ночь). Результаты распечатываются в таблицу, пока
занную на рис. 4.

3.3.3. Анализ

Суть анализа — в построении непрерывной цепочки клонов, 
которые частично перекрываются в быстром переборе избытка 
клонов, в регистрации характеристических черт, таких, как ге
нетическая локализация и примечательные области в иссле
дуемом районе. Это множество сопоставляемых клонов изобра
жается графически на дисплее с помощью аналитической про
граммы СОНТІС9 (рис. 5 ). На начальных этапах работы не 
следует тратить время на особенно сложные случаи. Такие ком
бинации можно записать в Р55-ф айл, если необходимо осво
бодить процессор, но в любом случае большинство из них бу
дут подтверждаться или пересматриваться позже при поступ
лении информации о новых клонах. По мере продвижения впе
ред целесообразно переходить на вариант С 0Н Т І09. Этот ва
риант мы и будем здесь описывать.

Вызовите подпрограмму АІІТ в программе С 0Н Т І09. В слу-
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1000-Г59С6 ( 19Ь, 0)

1000-Г59С7 ( 18Ь, 0)

888-2К227 ( ю ъ , 545) 0 . 5Е-07 0 н а С27В11
127-С27В11 ( 23Ь, 545) 0 . 2Е-05 0 2 ’ сапоп

59-С06011 ( 18Ь, 545) 0 , ЗЕ-04 1 і
470-Т22С2 ( 20Ь, 545) 0 . 6Е-04 0 і С27В11
663-Р25Р11 ( 21Ь, 732) 0 . 9Е-04 0 3 К04Н8
211-А04 ( 25Ъ, 755) 0 . 2Е-02 0 8 сапоп
217-ВС8 < 24Ь, 755) 0 . ІЕ -02 0 7 А04
272-К03Р7 ( 29Ь, 755) 0 . 8Е-03 0 7 сапоп
473-Т23Е7 ( 20Ь, 803) 0 . ЗЕ-02 11 б АР2
659-Г23Г6 ( 21Ъ, 680) 0 . 4Е-02 5 6 С25ЕЗ

540-Е01Г12 ( 20Ъ, 483 ) о. . 5Е-15 109 26 СЕ8
670-Г27О9 ( 19Ъ, 483) 0. .7Е-12 109 .1 СЕ8
216-ВГ1 ( ІЗЪ, 483) 0. . 1Е-08 109 1 СЕ8
777-Г53Г9 ( і э ь , 483) 0..1 Е-08 109 0 СЕ8
308-С51Е9 ( і з ъ , 483 ) 0--ЗБ-07 109 1 СЕ8

1000-Г59СЗ ( 19Ь, 0) 0.. 1Е-07 0 1
706-Р36О1 ( 26Ъ, 714) 0 . ЗЕ-05 9 1 САПОП

Рис. 4. Данные, полученные с помощью программы МАРЗІЛЗ. Начало каждой 
секции данных (слева) — стандартная форма записи вводимого клона: номер 
геля, название клона, количество полос на радиоавтографе, номер составляемой 
цепочки. Последующие столбцы показывают подбор клонов, расположенных 
в порядке убывания их значимости: номер подбора; подобранный клон (стан
дартный формат); вероятность случайного совпадения; наименьшее расстояние 
(количество фрагментов) от конца подбираемого клона до конца составляемой 
цепочки; число полос в вводимом клоне, не обнаруженных в подбираемом 
клоне (индекс сі), или число различных полос, обнаруживаемых в последую
щих подбираемых клонах; общепринятый канонический статус подбираемого 
клона, или название его канонической формы. Если количество различных 
полос в парах превышает расстояние до конца цепочки, дальнейший анализ 
проводится с помощью программы ОІРМАР. Как правило, данные, получае
мые с помощью СОІЧТЮЭ в варианте АІІТ, и внутренние клоны обрабатыва
ются быстро. При анализе представленного здесь фрагмента было выявлено, 
что Р59С6 тянется от цепочки 545 до 755-й; в свою очередь Р59С7 оказался 
внутренним в цепочке 483 и немедленно был элиминирован (Кергіпіей, ѵііЬ  

регшібзіоп, {гот Зиібіоп еі аі. [18]).

чае проверки каждого клона введите Т (для испытательного 
варианта программы), тогда вновь прибывающий клон будет 
автоматически высвечиваться на дисплее в наиболее вероят
ном месте в цепочке клонов. Если клон внутренний и не при
надлежит области, нуждающейся в дополнительном обследова
нии, то он, как правило, «прячется», т. е. регистрируется в ас
социации с клоном, максимально ему соответствующим. Если 
клон не внутренний, проверьте степень его перекрывания с уже  
существующими клонами путем визуального контроля пленки и 
затем подберите ему нужную позицию с помощью графическо
го курсора. Если не выявляется место стыковки этого клона с 
другими по данным программам МАР51Ш , прибегните к по
мощи программы ОІРМАР перед введением следующего клона. 
Для облегчения дальнейшего поиска перекрывающиеся части 
двух исследуемых фингерпринтов могут быть помечены спирто
растворимыми чернилами прямо на пленке различными симво
лами (например, точка указывает точное соответствие, « > »  — 
полосу, присутствующую только в одном из составляющих пару 
клонов, «О» — полосу, присутствующую только в маркирован-
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Р и с . 5. Рабочая картинка иа дисплее для программы С0ІЧТЮ9. Экран раз
делен на две половины: текущая цепочка, изображена наверху, предыдущая — 
внизу. В верхней левой части — текущий клои в стандартной записи (иомер 
геля, название, число полос, номер цепочки). Индекс «р» указывает, что для 
этого клона место выбрано автоматически с использованием РОЗ алгоритма. 
Номер под названием клона — счетчик полос для курсора. Каждый клои под
черкнут линией. Для текущего клона линия утолщается. Звездочки указывают 
клоны уже обработанные («спрятанные»). Верхняя левая цепочка имеет рим
скую цифру, обозначающую номер хромосомы, если он известен. Место непо
средственно под клоном оставляется для названия гена (например, шзр-45); 
еще ниже — место для примечаний, появляющихся по мере необходимости. 
Курсор используется для промежуточных манипуляций с верхней цепочкой 
и клонами и для измерений; один шаг курсора соответствует одной полосе 
геля. Символ «< ?»  в нижней цепочке означает возможную стыковку с С29С4 

(Кергіпіеё, ѵШі регтіззіоп, іг о т  йиівіоп еі аі. [18]).

ном клоне). Таким образом, когда подходит очередь следующе
го клона, выбор его позиции может логически вытекать из рас
положения предыдущих.

3.3.4. Успехи в программном обеспечении

В последнее время разработаны разнообразные программы, 
позволяющие создавать полные карты и анализировать отдель
ные наборы клонов. Эти результаты можно сравнивать с ана
логичными, но полученными на моделях, основывающихся на 
случайном подборе. Например, в программу КАІЯСЬб можно 
ввести размер генома, размер вставки и минимальное перекры
вание двух клонов, служащее основанием для их стыковки; это 
позволит определить положение на карте любого выбранного 
числа клонов.

4 - 4 3 4
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3.4. Окончательное заполнение карты (закрытие карты)

Н е следует рассчитывать, что, прибегая только к методам 
случайного перебора, удастся составить полную карту. В неко
торых случаях может оказаться необходимым прибегнуть к 
предварительной селекции клонов. В зависимости от особенно
стей рассматриваемого случая отобранные после этой процеду
ры клоны могут быть как идентичными, так и отличными от 
клонов в исходном банке.

3.4.1. Различные зонды и векторы

Осуществляя картирование С. еІе@апз, мы испробовали раз
нообразные способы, пытаясь заполнить пропуски.
1. Сначала мы воспользовались банком, полученным на осно

ве р іВ 8. Когда появились Ьогізі-векторы, мы прибегли к ним, 
так как с их помощью можно получать клоны «более слу
чайные» или более комплементарные по сравнению с ріВ 8. 
И в этом случае мы не продвинулись вперед в решении про
блемы, но стало ясно, что требуются более сильные методы.

2. Тогда мы сконструировали зонды из конечных участков уж е  
существующих цепочек, используя 5Р6- или Т7-промоторы 
Ьогізі-вектора для получения рибозондов или рестриктаз- 
ную обработку для получения фрагментов ДН К. Мы приго
товили фильтры-реплики, несущие Ьогізі-космиды. Хотя это 
усовершенствование позволило получить некоторые новые 
варианты стыковки клонов, оно страдало тем недостатком, 
что космиды, которые мы пытались выявить, были недопред- 
ставлены. Это не позволило до конца заполнить пробелы.

3. Наши нынешние надежды связаны с перекрестным зондиро
ванием с помощью Ьогізі-клонов из концов цепочек и дрож 
жевыми искусственными хромосомами (УАС). Такой подход 
позволяет обойти недостатки каждого метода и при этом со
хранить их преимущества. Выяснилось, что по сравнению с 
космидами метод УАС детерминирует большее разнообразие 
в распределении фрагментов, и мы надеемся, что именно 
этот путь окажется более эффективным для соединения це
почек друг с другом.

4. В случае необходимости в качестве средства для закрытия 
карты можно прибегнуть к А-клонам. Поскольку А.-клоны 
характеризуются литическим путем развития, мы ожидаем, 
что они окажутся менее чувствительны, чем космиды, к не
благоприятному биологическому воздействию некоторых 
вставочных последовательностей. Из работ Эндрю Спенса 
известно, что пропуск в 50 т. п. н. в космидной карте можно 
заполнить путем «прогулки» с помощью А-клонов (личное 
сообщение). Однако для завершения таким способом карты,
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имеющей большое количество пробелов, понадобилось бы 
очень много времени, так что это усовершенствование необ
ходимо использовать избирательно.

3.4.2. Скрининг

Описанные в этом разделе методики применимы как для 
случайно, так и для не случайно расположенных клонов. 
Из 5000 космидных клонов, случайно расположенных на 
14-см фильтре, можно аккуратно отобрать единичные колонии 
с помощью специального приспособления. Расположение 
1000 космидных или УАС-клонов может быть зафиксировано 
в прямоугольнике 10X 8 см, выбранные колонии переносятся 
на поверхность чашки в места, соответствующие позициям кло
нов в прямоугольнике.

Подготовка фильтров
В настоящее время мы пользуемся найлоновыми фильтрами 
НуЬолсІ-Н (А т егзЬ а т ) и нитроцеллюлозными фильтрами 
ВА85 (5& 8). Перед началом цикла переноса и приготовления 
реплик проавтоклавируйте фильтры ВА85, проложенные квад
ратиками бумаги ЗММ. и бархотками, несколько меньшими по 
размеру, чем фильтры.
1. Дорастите до пригодных размеров требуемое количество от

дельных колоний или выбранных клонов на чашке с подхо
дящей агаровой средой (для космидных Ьогізі-колоний для 
этого необходимо 13 ч инкубации при 37 °С; для дрожжевых 
колоний— 12 ч при 30 °С). Затем последовательно перенеси
те колонии на фильтры (ВА85 — для бактерий, НуЬопсІ-Ы— 
для дрож ж ей).

2. Промаркируйте фильтр шариковой ручкой. Поднесите фильтр 
к агаровой чашке, совместив маркированные средние линии, 
изогнув фильтр ІІ-образно, до контакта с колониями. Оставь
те фильтр в контакте с колониями на несколько секунд, под
нимите и опустите в новую чашку колониями наверх. Чашки, 
на которые осуществляется перенос, должны быть обязатель
но сухими. Для этого предварительно выдержите их при 
комнатной температуре 2 дня перед хранением при 4 °С. Ин
кубируйте 2 ч.

3. Приготовление реплик на найлоновых фильтрах:
а) промаркируйте фильтр шариковой ручкой и поместите его 

лицевой стороной вниз на влажную чашку, в которой он 
в дальнейшем будет инкубироваться. Сделайте реплику 
на фильтре, приготовив следующую стопку (направление 
от дна): стеклянная чашка, квадратики сухой бумаги 
ЗММ (можно использовать несколько р аз), исходный

4'
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фильтр с колониями («лицом» вверх), фильтр-реплика 
(«лицом» вниз, контакт с исходным — совместив маркер
ные линии, как и в случае переноса с чашек), бархотка 
и вторая стеклянная чашка. Быстро надавите руками 
(с силой примерно 5 кг), затем снимите по очереди по
кровные материалы и верните оба фильтра в соответст
вующие чашки, колониями наверх;

б) когда вы делаете несколько фильтров-реплик с каждого 
из исходных фильтров, через каждые пять копий возвра
щайте фильтр в чашку для регидратации (обычно на 
20 мин). Таким способом нам удавалось получать до 
100 копий исходного фильтра как для космидных, так и 
для дрожжевых колоний без потерь в качестве;

в) окончательно перенесите исходный фильтр в глицерино
вую чашку (для космид: 15 г агара, 8 г ЫаСІ, 750 мл 
воды, 250 мл глицерина и нужное количество антибиоти
ка; для дрожжей: 2% агара, 20% глицерина);

г) инкубируйте при 4 °С несколько часов, выньте фильтр, по
местите в пустую чашку. Храните стопкой в пластиковой 
коробке при — 70 °С.

4 . Инкубируйте реплики до тех пор, пока не сформируются не
большие колонии (10— 12 ч при 37 °С для бактерий, 15— 
20 ч при 30 °С для др ож ж ей ). Дальнейшие процедуры мож е
те провести на следующий день, оставив фильтры при 4 °С 
на ночь.

5. Разрушение и денатурацию бактериальных клонов проводи
те на полосках ЗММ бумаги [7] или в пластиковых короб
ках для небольшого количества фильтров (25 мл раствора 
для каждой полоски ЗММ размером 22 x 2 2  см ), или прямо 
на горизонтальном столике для большого количества фильт
ров (150 мл раствора для каждой полоски ЗММ 4 6 x 5 7 см ).

•6. Вымочите фильтры по 5— 10 мин в каждом из перечисленных 
растворов по очереди:
а) 10%-ный ДСН,
б) 0,5 М ЫаОН, 1,5 М ЫаСІ (меняйте через каждые 

4 цикла),
в) 0,5 М трис-НСІ рН 7,4, 1,5 М ЫаСІ,

г) 0,5 М трис-НСІ рН 7,4, 1,5 М ЫаСІ,
д) 2 Х 5 5 Р Е .

7 . Сушите при комнатной температуре несколько часов и экс
понируйте под ультрафиолетовой лампой для «пришивки» 
Д Н К  к фильтру. Рекомендуем 5-мин экспозицию в экрани
рованной УФ-камере (Віо§агс1).
При обработке дрожжевых клонов инкубацию следует про

водить при 30 °С, кроме того, добавляется следующая предва
рительная процедура. Поместите фильтры на несколько минут
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на 22X22-см полоски ЗММ, вымоченные в 25 мл 0,8%-ного ди
тиотрейтола в СОЭ (36 г сорбитола, 8 мл 0,5 М ЭДТА рН 9,0,
2 мл 1 М трис-НСІ рН 8, вода до 200 мл). Удалите агар из ча
шек, в которых фильтры инкубировались, протрите эти чашки 
и добавьте 5 мл 0,5 мг/мл зимолиазы 20Т (5еіка§аки Ко^уо) 
и 1% (3-меркаптоэтанола в СОЭ. Положите туда 13-см кружо
чек ЗММ, дайте ему намокнуть, затем поместите на него фильтр, 
избегая попадания пузырьков воздуха между ними. Инкуби
руйте в течение ночи в закрытой пластиковой коробке при 
37 °С.

Зондирование
Обычно мы готовим радиоактивные зонды из целых космид 

1-клонов или очищенных фрагментов с помощью процедуры 
«олигомечения» [19, 20].
1. Не отмывайте сильно, оставьте некоторый фон гибридизации 

для визуализации всех колоний. Перед введением в употреб
ление новой серии фильтров преднамеренно передержите 
первый радиоавтограф так, чтобы он мог быть использован 
вами в дальнейшем в качестве образца-матрицы.

2. Тщательно высушите фильтры (сушите на воздухе более 2 ч 
и экспонируйте фильтры с рентгеновской пленкой). Чтобы 
избежать повреждения фильтров, обращайтесь с ними осто
рожно или оберните их в защитный слой из бумаги, заклеив 
ее по краям.

3. Если необходимо снять метку с использованных фильтров, 
отмойте их по 10 мин в каждом из растворов: 0,2 М ЫаОН,
0,5 М ЫаСІ; 0,5 М трис-НСІ рН 7,4, 0,5 М ЫаСІ; ІХ  ЗЗР Е .

Отбор колоний при случайном распределении
Готовясь отобрать нужные вам колонии, совместите экспо

нированную пленку с матрицей и пометьте каждую колонию 
тонким фломастером. Поскольку разрешение камеры-люсиды 
очень высокое, стоит пометить позиции колоний как можно точ
нее. Лучше обозначить их точкой, обведенной большим 
кружком.
1. Перенесите чашки Петри с «глицериновыми» фильтрами из 

—70 °С на — 20 °С.
2. Установите под платформой камеры-люсиды (рис. 6) контей

нер с сухим льдом.
2. Поместите чашку Петри на платформу до открывания крыш

ки во избежание конденсирования влаги на фильтре.
4. Выберите легко узнаваемый или разреженный участок. Сов

местите фильтр с пленкой; установите осветитель так, чтобы 
колонии, кажущиеся светящимися точками, наложились на 
изображение на пленке. Совместив один раз пленку и
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фильтр, будет значительно легче в дальнейшем сканировать 
их сопряженно, регистрируя по очереди необходимые ко
лонии.

5. Д ля отбора колоний намочите стерильную зубочистку в ага
ровой чашке, плотно коснитесь колонии и рассейте ее штри
хом на небольшой площади агара.

• ; Ш. . ;

Рис. 6. Камера-люсида для отбора клонов. Полностью отражающее зерка
ло ( 1) (серебрение по передней плоскости); расщепляющее луч зеркало (2 ) 
(наполовину серебренное спереди и затемненное сзади); для наблюдений 
достаточно увеличения Х 2 на расстоянии 50 см; мы использовали или само
дельный монокуляр, или цейсовский аналитический микроскоп 5 К с 500-мм 
линзами (как на рисунке). Для построения изображения фильтр освещается 
небольшим осветителем, расположенным рядом с правым зеркалом; в позд
них модификациях освещающий пучок падает на фильтр под таким углом, 
что его оптический путь совпадает с наблюдаемым. Все зеркала могут дви
гаться и наклоняться так, чтобы световой путь к пленке (3) и к фильтру (4) 
мог быть идентичен. Во время работы поддон обязательно заполняют сухим 
льдом до уровня пластиковой платформы, на которой стоит чашка Петри 
с исследуемым фильтром. Охлажденная фольга (5) защищает фильтр от атмо

сферной влаги.

6. Новой зубочисткой дотроньтесь до первого штриха и сделай
те ею новый штрих (посев на отдельные колонии). Удобно 
пересевать на одну 80-мм чашку не более 10 колоний.
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4. Заключение

4.1. Карта С. еіедапз

В настоящее время около 90% генома С. еІе§апз клони
ровано в космидах. Количество клонов, благодаря космидным 
стыковкам упало с 900 до 700 и снизилось еще (до 389) при 
использовании УАС-стыковок. Одна треть кажущихся разры
вов между космидными цепочками на самом деле представляет 
собой еще невыявленные небольшие петли; существует большое 
количество реальных разрывов, для которых космидные клоны 
очень редки или недоступны для получения. В этом случае мно
гие исследователи надеются решить проблему с помощью боль
ших цепочек (свыше 95 из которых имеют более 200 т. п. н., что 
составляет около 60% генома, и 9 — более 1000 т. п. н.). Мы 
осознаем всю важность и актуальность скорейшего заполнения 
разрывов.

Наш опыт подсказывает, что использование космид для кар
тирования геномов эукариот не лишено недостатков, хотя этот 
метод оказался очень удачным, по крайней мере для одного 
прокариота (см. ниже). Весьма вероятно, что быстрое заполне
ние разрывов в карте будет обеспечено методом УАС. Скорее 
всего удастся получить А-клоны, необходимые для более точ
ного заполнения брешей в космидной карте.

4.2. Картирование других организмов

Мы не можем подробно описать в этой книге картирование 
других организмов, однако краткие сведения, изложенные 
нами, могут помочь в применении методов, о которых шла речь 
выше.

4.2.1. ЕзсНегісНіа соіі

4 Х І 0 6 нуклеотидных пар [21] А-клоны; частичный гидролиз 
восемью различными ферментами; анализ в агарозе с непря
мым концевым мечением. Полная рестрикционная карта для 
всего генома.

4.2.2. ЯІгоіІоЬасіег сарвиіаіиз

З х Ю 6 нуклеотидных пар. Вильямс, Бреннер (частное сооб
щение). Космидные клоны; техника фингерпринта, как для 
С.еІе§апз, но с использованием ВатНІ  вместо НіпйІІІ для по
вышения содержания ОС-пар. Карта закрыта.
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4.2.3. Зассііаготусез сегеѵізіае

12X 106 нуклеотидных пар [22]. А-клоны; одновременный 
гидролиз ЯішШ І и ЕсоЩ, анализ в агарозе. Клонировано поч
ти 100% генома, несколько сот цепей (Олсон, частное сообщ е
ние).

4.2.4. АгаЬШорзіз ікаііапа

7 0 Х І0 6 нуклеотидных пар. Хауг, Гудман (частное сообще
ние). Космидные клоны; техника фингерпринта, как для С.еіе-  
дапз.

5. Прописи растворов

1. ТЕ:
10 мМ трис-НСІ рН 7,4, 0,1 мМ ЭДТА.

2. 10X лигазный буфер:
0,5 М трис-НСІ рН 7,4, 0,1 М М§С12.

3. 10X средне-солевой рестрикционный буфер:
500 мМ ЫаСІ, 100 мМ трис-НСІ рН 7,4, 100 мМ М§СІ2, 
10 мМ дитиотрейтола.

4. 10Х ТВЕ в г/л:
108 г трис-основания, 55 г борной кислоты, 9,3 г ЭДТА.

5. 5 0 X ТАЕ:
242 г трис-основания, 57,1 мл ледяной уксусной кислоты, 
100 мл 0,5 М ЭДТА рН 8,0, вода до 1 л.

6. 4%-ный денатурирующий гель:
480 г мочевины, 38 г акриламида, 2 г бисакриламида, воды 
примерно 800 мл. Растворить при незначительном нагрева
нии. Добавить 20 г смолы Амберлит МВ-3, медленно пере
мешивать 1 ч. Профильтровать через стеклянный фильтр 
N2. Добавить 100 мл ЮХ ТВЕ и воды до 1 л.

7. Краситель с формамидом (денатурирующая смесь с краси
телем) :
100 мл деионизованного формамида, 0,1 г ксиленциано- 
ла РР, 0,1 г бромфенолового синего, 0,3 г ЭДТА.

8. Прокипяченная РНКаза:
100 мг РНКазы А, 10 мл 10 мМ трис-НСІ рН 7,4, 15 мМ 
ЫаСІ. Инкубировать при 100 °С 15 мин. Охладить, разлить 
по пробиркам, хранить образцы при —20 °С.

9. 2Х ТУ-среда в г/л:
16 г триптона, 10 г дрожжевого экстракта, 5 г ЫаСІ. Довес
ти рН до 7,4 (около 2 мл 4 М ЫаОН).

10. СУ-среда в г/л:
10 г казаминокислот, 5 г дрожжевого экстракта, 3 г 
ЫаСІ, 2 г КС1. Довести рН до 7,0.
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11. 20X ЗЗРЕ:
104 г ЫаСІ, 15,6 г ЫаН2Р 0 4Х 2Н 20 ; 3,7 г Ыа2Э Д Т А х 2 Н 20 ;
25 мл 4 М ІЧаОН и воды до 500 мл.

12. Буфер для разведения фага К:
10 мл 1 М трис-НСІ рН 7,4, 5 мл 1 М М § 5 0 4, 11,7 г N301,
1 г желатины, воды до 1 л.
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ПУЛЬС-ЭЛЕКТРОФОРЕЗ И МЕТОДЫ РАБОТЫ 
С БОЛЬШИМИ МОЛЕКУЛАМИ ДНК

К. Смит, С. Клко, Ч. Кантор1

1. Введение

Метод пульс-электрофореза (ПЭФ) [1] дает возможность 
разделять Д Н К  индивидуальных хромосом дрожжей и простей
ших [2, 3 ]. Размеры этих молекул варьируют от 0,2 до Ю х  
ХІО6 нуклеотидных пар. В настоящее время создана техноло
гия выделения и обработки Д Н К  таких больших размеров как 
для эукариот, так и для прокариот [4— 7 ]. Таким образом, те
перь существует возможность изучать целые хромосомы (прак
тически из любых организмов), последовательности Д Н К  ко
торых насчитывают несколько миллионов оснований. Получены 
физические карты больших районов некоторых хромосом мле
копитающих [8] и целой хромосомы ЕзІіегісНіа соіі [9]. Цель 
этой главы — рассказать читателям о биохимических методах, 
используемых при выделении больших молекул ДН К, и мето
дах ПЭФ, применяемых для их анализа. Пульс-электрофорезу 
посвящено значительное количество обзоров [10, 11, 12].

2. Приготовление образцов ДНК

Препараты Д Н К  с очень большой молекулярной массой не
возможно получить, используя традиционные методы раство
рения, поскольку такие молекулы очень чувствительны к сдви
говым усилиям. В основе их — огромное осевое отношение мо
лекул ДНК. Например, человеческая хромосома 2 1 — самая 
маленькая в геноме. Ее Д Н К  насчитывает 5 0 х Ю 6 п. н. и пред
ставляет собой единственную молекулу длиной 15 мм. М ежду 
тем диаметр этой молекулы всего 20 нм. Таким образом, осе
вое отношение составляет 10б.

1 С. Ь. ЗтііН. Верагігпепіз о{ МісгоЪіоІо^у апй РзусЬіаігу, Со11е§е оі
РЬузісіапз апй 8 иг§еопз, СоІитЬіа Ш іѵегзііу, Кіе\ѵ Уогк Сііу N 7  10032, ІЛЗА.

5. К. Кісо С. Я. Сапіог. Оерагішепі о г Оепеіісз апсі Оеѵеіоршепі, Соі-
1е§е о! РЬузісіапз апй Зигдеопз, СоІитЬіа Ііпіѵегзііу, ГІе\ѵ Уогк Сііу, 
ОТ 10032, Ц8А.
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Для предотвращения разрушительного воздействия сдвиго
вых сил процедуру экстракции Д Н К  из клеток проводят в при
сутствии агарозы. Этот прием достаточно прост, и получаемые 
таким способом образцы можно затем использовать в тради
ционных электрофоретических опытах и экспериментах по кло
нированию. Живые клетки суспендируют в расплавленной низ
коплавкой агарозе. Затем агарозе дают застыть в формочках
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Рис. 1. Пластиковая формочка, используемая для приготовления 100-мкл ага
розных блок-вставок, содержащих ДНК.

объемом 100 мкл для формирования блоков, называемых встав
ками (рис. 1). Формочки можно приобрести у фирмы РЬ агта- 
сіа- ькв или сделать самим, соединив вместе «хвост к голове» 
обычные гребенки для электрофореза нужных размеров. Все 
манипуляции с формочками следует проводить так, чтобы пре
дотвратить их загрязнение нуклеазами. Перед употреблением 
формочки необходимо тщательно промыть дистиллированной 
водой и вытереть, одев перчатки. Затем одна сторона формоч
ки заклеивается лентой, используемой в качестве донышка.
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В качестве альтернативы агарозным блок-вставкам могут 
выступить агарозные гранулы. Для их получения клеточную 
суспензию в агарозе по каплям добавляют в масло с одновре
менным перемешиванием (встряхиванием) [13]. Размеры гра
нул контролируются скоростью перемешивания. С образцами 
Д Н К  в гранулах можно обращаться так же, как с растворен
ными. Однако мы предпочитаем использовать агарозные встав
ки, так как с ними проще работать (см. ниже).

Для выделения Д Н К  из клеток, лишенных клеточной стен
ки, поместите заполимеризовавшиеся агарозные вставки в рас
твор Е ЗР (см. табл. 1) и инкубируйте 2 дня при 50 °С (табл. 2 
и 3). В этом растворе происходит лизис клеток и отделение 
белков и других молекул от ДН К . Интактную хромосомную  
Д Н К  можно анализировать с помощью ПЭФ непосредственно 
из раствора Е ЗР. Образцы Д Н К  в растворе Е 8Р  хранятся 
неопределенно долго при + 4 ° С  или даж е при комнатной тем
пературе прямо в пробирках Эппендорф.

При наличии клеточной стенки ее необходимо удалить пе
ред экстракцией ДН К, поместив клетки в раствор Е ЗР. Мето
дики выделения Д Н К  из клеток с интактной стенкой представ
лены в табл. 4— 6. Состав клеточной стенки значительно варьи
рует для различных организмов. В некоторых случаях может 
оказаться необходимым подбор различных ферментов, расщеп
ляющих полисахариды клеточной стенки. Многие из этих фер
ментов не требуют для своей работы присутствия двухвалент
ных катионов. Таким образом, обработка этими ферментами 
может проводиться в присутствии большого количества ЭДТА  
для предотвращения деградации хромосомной ДНК-

Все образцы должны быть обязательно проинкубированы в 
растворе Е 5Р  в течение 2 дней при 50 °С. Вставки станут про
зрачными гораздо раньше окончания инкубации (это будет сви
детельствовать о лизисе клеток). Однако инкубацию следует 
продолжить, чтобы добиться полного отделения от Д Н К  свя
занных с ней различных молекул. Белки, связанные с Д Н К , 
могут изменять ее электрофоретическую подвижность. Кроме 
того, образцы, проинкубированные более короткое время, ока
зываются устойчивыми к воздействию некоторых рестриктаз.

Наиболее общая проблема, возникающая при использова
нии описанной ниже техники получения Д Н К  из новых орга
низмов,— это измерение конечной концентрации ДН К. Н адо  
стремиться к тому, чтобы концентрация Д Н К  в агарозной 
блок-вставке была «удобна» для нанесения на форезный гель. 
Такая концентрация должна быть определена эмпирически. 
Возможное число клеток и количество Д Н К  предложены в при
лагаемых протоколах опытов. Эти цифры можно использовать 
как предварительные и менять в зависимости от условий куль-



Таблица 1. Растворы для приготовления образцов и проведения ПЭФ

1. 50хисходный раствор Денхардта
Этот раствор — один из компонентов смесн для прегибрндизации и гибри
дизации
На 500 мл раствора:
поливинилпирролидои (5 щ т а  РѴР-40) 5 г,
фиколл (5 і§ т а  Р-9378) 5 г,
БСА, фракция V (5 і§ т а  А-4503) 5 г.
Простерилизуйте фильтрацией через одноразовый фильтр (Ыаі^епе) и хра
ните в аликвотах по 30 мл при — 20 °С.

2. Раствор для лизиса клеток Е. соіі
Раствор можно использовать для приготовления сферопластов из различ
ных бактерий
Конечные концентрации
6 мМ трис-НСІ (рН 7,6)
1 М N301
100 мМ ЭДТА (рН 7,5)
0,5% бридж-58 (5і§ш а Р5884)

0,2 % дезоксихолата (5і§ша 06750) 
0,5% саіркозила (СіЬа Оеі^у N1,30) 
Проавтоклавируйте 
Добавьте свежими:

На 1 л
6 мл 
58,4 г 
100 мл 
60 мл

50 мл 
5 мл

(или

1 М раствора

0,5 М раствора 
10%-ного раствора 

5 г)
4%-ного раствора 
100%-ного раствора

1 мг/мл лизоцима яич
ного белка 

20 мкл/мл бычьей панк
реатической РНКазы1)’ 
(2 мкл из раствора для 
лизиса клеток Е. соІГ 
10 мг/мл)

3. Е ЗР  (от англ. ЕОТА, загсозіпе, ргоіеіпазе К)
Этот раствор используется для выделения любых больших молекул ДНК. 
Он имеет еще одно название ■— N 0 5 .
Конечные концентрации 
0,5 М ЭДТА (рН 9,0—9,5)
Автоклавируйте
1% лаурилсаркозин (5і§ша Ь-5125)
Тщательно перемешайте до полного растворения 1 мг/мл протеиназы К 
Инкубируйте 2 ч при 37 °С 
Храните в аликвотах замороженным
Для работы: смешайте с равным объемом образца и инкубируйте 1—2 дня 
при 50 °С.

4. Смесь для прегибрндизации и гибридизации 
Конечные концентрации На 1 л 
ЗХ 55С  
0,1% 505
10Х раствор Денхардта 
10% декстрансульфат2*
ДНК спермы лосося3*

100 мл 
5 мл 

200 мл 
200 мл

30 X раствора 
20%-иого раствора 
50 X раствора 
50%-иого раствора 
5 мг/мл

Смесь храните замороженной в аликвотах по 30 мл для прегибридизацион- 
иого раствора (1 аликвота на 1 фильтр 2 0 x 20 см) и в аликвотах по 20 мл 
для гибридизационного раствора (1 аликвота иа 1 фильтр 2 0 x 20 см).

5. І Х М9  
На 1л: 50 г № 2НРО„

30 г КН2РО4 
5 г №С1 

10 г N^ 0 1
63
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Разведите до однократной концентрации ( I X)  и проавтоклавируйте, 
После автоклавирования добавьте 

Конечные концентрации На 1 л
1 мМ М § 3 0 4 1 м л  1 М раствора
0,1 М СаС12 0,2 мл 0,5 М раствора
0,4% глюкоза 10 мл 40%-ного раствора
0,5% казаминокислот4) 25 мл 20%-ного раствора
Необязательные добавки
50 мкл/мл аминокислот 10 мл раствора 5 мг/мл
10 мкг/мл витаминов 10 мл раствора 1 мг/мл
50 мкг/мл оснований 25 мл раствора 2 мг/мл

6 . Р еіі IV
Этот раствор предназначен для отмывки бактериальных клеток перед вы
делением сферопластов 
Конечные концентрации На 1 л
10 мМ трис-НСІ (рН 7,6) 10 мл 1 М раствора
1 М N301 58,44 г
Проавтоклавируйте.

7. 0,1 М  (РМ 8Р ) ФМСФ (фенилметилсульфонилфторид)
Раствор используется для инактивации протеиназы К.
Ресуспендируйте 17,5 мг ФМСФ в 1 мл изопропанола.
Помните, что раствор нестабилен, поэтому его иадо использовать свежим 
и готовить перед употреблением. ФМСФ очень токсичен.

•8. РЗО  ( ФСГ)  (от англ. рЬозрЬаіе, заііпе, ^іисоне)
Этот раствор используется для отмывки простейших перед лизисом.
Конечные концентрации На 1 л
75 мМ Ыа-фосфатный буфер 75 мл 1 М раствора
65 мМ ЫаСІ 13 мл 3 М .раствора
10% глюкоза 100 г
Проавтоклавируйте.

9. ИВС (лизирующий буфер)
Этот раствор используется при выделении больших молекул ДНК из све
жей цельной крови.

На 1 л
1 мМ Ш *Н С 03 79 мг
114м М Ш *С І 7,6 г

10. 55С  (от англ. зіапгіагі ваііпе сіігаіе)
Раствор используется при блотинге и гибридизации.

20 X 55С  На I л
З М  1051,8 г
0,3 М Ыа3 цитрат Х2Н 20  529,2 г

Доведите рН до 7,0 концентрированной НС1.
11. ТЕ (от англ. Тгів, ЕЭТА)

Раствор используется при выделении ДНК.
Конечные концентрации На 1 л
10 мМ трис-НСІ (рН 7,4) 10 мл 1 М раствора
0,1 мМ ЭДТА 0,2 мл 0,5 М раствора

12. ТВЕ (от англ. Тгіб, Ьогаіе, ЕБТА)
Раствор используется в качестве электродного буфера при электрофорезе.
Обратите внимание, что концентрация ЭДТА в 10 раз ниже общепринятой.
Конечные концентрации 1X На 6 л 10 X раствора
0,1 М трис-основание 726,6 г
0,1 М борная кислота 370,8 г
0,2 мМ Ка2 ЭДТАХ2Н30
{м. в. 372,2) 4,47 г
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13. УРИ (от аигл. уеані, реріопе, гіехіхозе)
Этот раствор используется для выращивания 5. сегеѵівіае и 5. ротЬе.
Конечные концентрации На 1 л
1% бакто-дрожжевой экстракт 10 г
2 % бакто-пептои 20 г
2 % декстроза 20 г
2 % бакто-агар 20 г

14. Зимобуферный раствор
Раствор используется для получения дрожжевых сферопластов.

Конечные концентрации На 1 л
20 мМ цитрат-фосфатиый буфер
рН 5,6 10 мл 0,2 М раствора
50 мМ ЭДТА: рН 5,6 10 мл 0,5 М раствора
0,9 М сорбитол 164 г
0,2 М цитрат-фосфатиый буфер 
Смешайте
11,6 мл 0,4 М Ка2Н Р 0 4
8,4 мл 0,2 М лимонной кислоты.

15. 2 м г/м л зимолиаэы 100 Т (СаІЬіосНет)
Этот раствор используется для получения дрожжевых сферопластов. 
Приготовьте в указанной концентрации раствор зимолиазы в стерильном 
10 мМ № 2НРС>4 (рН 7,5)+50% -иый глицерин.
Храните при — 20 °С.

‘) Перед хранением при —20 °С проинкубируйте исходный раствор РНКазы 20 ми» 
при 80 °С.

2) 5 щ т а  0-0768 средний м. в. — 5000.
3) Предварительно обработайте ДНК ультразвуком так, чтобы фрагменты составля

ли 1X10® пар оснований. Прокипятите 10 мии, быстро охладите в ледяной бане, затем 
добавьте к смеси. Добавляйте 20 мл раствора на 1 л гибридизационной смеси и 50 мл — 
иа 1 л прегибридизациоииой смеси для получения концентраций 100 и 250 мг/мл соот
ветственно.

4) Раствор 1ХМ9 можно автоклавировать прямо с казамиисвыми кислотами. 
Вместо этого препарата можно добавить смесь индивидуальных аминокислот (см. необя
зательные добавки). Реактив «казаминовые кислоты» почти ие содержит ароматических 
аминокислот, таких, как триптофан. Эту аминокислоту необходимо добавлять, если в ней 
нуждается используемый в работе штамм.

Таблица 2. Приготовление блок-вставок с образцами ДНК  
из клеток простейших

1. Суспендируйте клетки в РВ5.
2. Добавьте равный объем 1%-иой жидкой иизкоплавкой агарозы.
3. Осторожно перемешайте.
4. Разлейте пастеровской пипеткой или диспеисором в формочки, закрытые 

с одной стороны лентой. Избегайте появления воздушных пузырей.
5. Поместите формочки с клетками в холодильник (—20 °С) иа 5 мии (точна 

выдержите это время) или иа 15—20 мии при 4°С.
6. Удалите ленту.
7. Промойте блок-вставки с помощью пастеровской пипетки (используя ее 

в качестве держателя) по крайней мере в двух объемах раствора Е5Р. 
Вставки должны хорошо держать форму и ие деформироваться при мани
пуляциях. В противном случае охладите их еще несколько мииут.

8. Инкубируйте при 50 °С в растворе Е5Р 2 дня с мягким перемешиванием. 
На полноту лизиса будет указывать появляющаяся прозрачность образцов.

9. Храните при 4°С в Е5Р (переносить можно при комнатной температуре 
в Е 5Р).
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Организм
Концентрация кле

ток в 100 мкл 
блок-вставки

Нагрузка на до
рожку при форезе

Тгурапозота Ьгисеі 
Ріазтойіит  / аісірагит  
Оіагйіа ІатЬіа 
ЬеізНтапіа

2х Ю 8
5 х Ю 7
ІХЮ7
2х Ю 8

1/16
1/8
1/10
1/16

Таблица 3. Приготовление блок-вставок с ДН К из клеток млекопитающих

А. Выделение из культивируемых клеток
1. Соберите клетки в начале стационарной фазы или в предконфлуентном со

стоянии.
2. Осадите клетки центрифугированием при 800 об/мин в центрифуге 

ТМ (Вескгпап) в течение 10 мин при комнатной температуре и дважды от
мойте РВ8.

3. Ресуспендируйте клетки при концентрации 2 х Ю 7 кл./мл (2хЮ 6 клеток иа 
блок-вставку).

4. Перемешайте с равным объемом 1%-ной низкоплавкой агарозы.
5. Обработайте, как указано в табл. 2, пп. 4—9.

Концентрация ДНК.
Мы принимаем конечную концентрацию ДН К равной приблизительно 10 мкг 
на блок-вставку (около 100 мкг/мл). Для фореза наносите 1/6 блок-вставки 
иа дорожку.

Б. Приготовление блок-вставок с ДНК, из свежей цельной крови

1. Соберите кровь в 10-мл пластиковые пробирки (ВБ6457), содержащие по 
15 мг Кз ЭДТА.

2. Перенесите примерно 13 мл крови в 50-мл конические центрифужные про
бирки.

3. Добавьте лизирующий раствор КВС до отметки 50 мл и перемешайте, пере
ворачивая пробирку.

4. Оставьте во льду иа 30 мин.
5. Центрифугируйте 15 мин при 3000 об/мин при 4°С в центрифуге ТМ6 

(Вескгпап).
6. Удалите супернатант, осторожно сливая его.
7. Ресуспендируйте осадок в 25 мл КВ С, осторожно встряхивая.
6. Оставьте во льду иа 5— 10 мин до полного лизиса.
9. Центрифугируйте 15 мин 3000 об/мин при 4°С в центрифуге Т\Г6 (Веск- 

т а п ).
10. Ресуспендируйте осадок в 20 мл КВС, осторожно встряхивая, и инкуби

руйте во льду 5 мин.
11. Опять центрифугируйте 15 мин 3000 об/мин при 4°С в центрифуге 

ТС (Вескгпап).
12. Ресуспендируйте осадок в 20 мл холодного РВЗ.
13. Центрифугируйте 10 мин при 2500 об/мин при 4°С в центрифуге ТЛ (Веск- 

т а п ).
14. Удалите супернатант и 'ресуспендируйте осадок, содержащий лимфоциты 

в 1,5 мл РВ8. Некоторое количество красного пигмента может содержать
ся во фракции лимфоцитов.
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15. Добавьте 1,7 мл 1%-ной низкоплавкой агарозы, осторожно перемешайте 

и разлейте по формочкам, как описано в табл. 2, п. 4.
16. Далее продолжайте обработку, как указано в табл. 2, п. 5—9,
17. Концентрация ДНК.

В норме количество лимфоцитов составляет около 7000 в мм3 или 
7хЮ® кл./мл. Описанная выше процедура приводит к потере примерно 
10% клеток. Таким образом, конечное количество клеток на блок-вставку 
(100 мкл) оказывается около 1X 10® или приблизительно 10 мкг ДНК  
(100 мкг/мл).

18. Для фореза наносите 1/8 блок-вставки на дорожку.

В. Приготовление вставок с Д Н К  из лимфоцитов свежей цельной крови
1. Разведите кровь (10 мл) тремя объемами Р В 8 в конической пластиковой 

центрифужной пробирке (50 мл).
2. Подслоите 10 мл или более Ні8Іора^ие (8 і§ т а  1077) (фиколл) под разве

денную кровь.
3. Центрифугируйте при 3000 об/мин 15 мин. Солевой раствор остается над 

фиколлом. Мутная взвесь на границе раздела (интерфаза) состоит из лим
фоцитов.

4. Удалите солевой раствор, кроме последних 10 мл.
5. Соберите оставшиеся 10 мл раствора вместе с лимфоцитами с помощью 

§, пастеровской- пипетки.
І  6. Подсчитайте клетки. Выход составляет обычно 75%.
В" 7. Приготовьте блок-вставки с концентрацией клеток ІХІО6 клеток на вставку, 
Р  как указано выше в п. А.

Таблица 4. Приготовление блок-вставок с ДН К из клеток Е. соіі

Культивирование
1. Нарастите 1,5хЮ 8 кл./мл (К1ей=45 при красном 66 фильтре) в 10 мл М9 

с необходимыми добавками. Хорошо аэрируйте при 37 °С.
2. Добавьте 18 мкл раствора хлорамфеникола (0,1 г/мл в 95%-ном этаноле) 

до конечной концентрации 180 мкг/мл.
3. Продолжайте инкубировать, контролируя рост, еще 1 ч.
4. Охладите, погрузив сосуд в ледяную баню и поворачивая его там.
5. Центрифугируйте при 8000 об/мин 15 мин при 4°С в роторе 8834 центри- 

а фуги 8огѵа11.
1 6. Ресуспендируйте в 10 мл раствора Реіі IV.

7. Центрифугируйте при 8000 об/мин 10 мин при 4°С в роторе 8834  центри
фуги 8огѵа11.

Приготовление блок-вставок (30 вставок; 1,5 мкг ДН К на вставку)
1. Тщательно ресуспендируйте клетки в 1,6 мл раствора РеН IV.
2. Нагрейте клетки до 30—40 °С.
3. Разведите суспензию клеток равным объемом 1%-ной низкоплавкой агарозы, 

приготовленной на стерильной воде.
4. Разлейте по формочкам, закрытым с одной стороны лентой. Избегайте об

разования воздушных пузырей.
5. Охлаждайте формочки точно 5 мин при —20 °С или при 4°С  10— 15 мин. 

Затем поместите в равный объем лизирующего буфера ЕС. Вставки должны 
хорошо держать полученную форму, в противном случае охладите их еще

_  несколько минут.
Ш  С, Инкубируйте в течение ночи при 37 °С при мягком перемешивании (пока- 
Щ чиванли).
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Продолжение
7. Удалите раствор и инкубируйте вставки в равном объеме Е8 Р в течение 

2 дией при 50 °С и плавном покачивании.
8 . Храните вставки при 4 °С, переносить их можно при комнатной температуре.
9. Обычная нагрузка при форезе — 1 /6  блок-вставки на дорожку.

Для подсчета выхода ДН К (мкг) в пересчете на измеренные единицы Кіей  
и объем:

ш  > /"Ю8 кл./мл \  /2 ,5  хромосом \  (  1 мкг
е ) (о ъем) ^30 клетка )  [ (2 ,4 х  10® хромосом

или (Кіеіі) (объем) (0,0362) =  мкг ДН К (суммарной).
Например, 10 мл при К1еМ=45 культуры Е. со/г. К12 дадут примерный выход 
Д Н К 45X 10X 0,0362=16 мкг ДНК.

Таблица 5. Приготовление блок-вставок с ДН К из клеток 5. сегеѵізіае

1. Нарастите клетки в течение ночи при 30 °С в 200 мл среды УРО.
2. Центрифугируйте при 6000 об/мин в Зогѵаіі 05А-роторе или аналогичном.
3. Ресуспендируйте в 15 мл 50 мМ ЭДТА (рН 7,5). Определите концентрацию 

клеток, измеряя оптическую плотность разведенной в 1000 раз суспензии 
(используйте красный 66 Кіеіі-фильтр1*).

4. Центрифугируйте при 2000 об/мин 10 мин в центрифуге ТМб (Весктап) 
или аналогичной в пластиковых центрифужных конических пробирках на 
50 мл.

5. Ресуспендируйте в 50 мМ ЭДТА (рН 7,5) до концентрации 1X 1010 кл./мл.
6 . Приготовление вставок осуществляется смешиванием нагретых до 38 °С 

2 мл клеточной суспензии 1хЮ 10кл./мл
0,04 мл 2 мг/мл зимолиазы 100Т
2 мл 1%-ной агарозы.
Поддерживая 38 °С, разлейте по 100 мкл в формочки.

7. Приготовьте сферопласты, вынув вставки из формочек и поместив их 
в равный объем раствора 0,5 М ЭДТА (рН 7,5), содержащего 7,5%-мер- 
каптоэтанол, и инкубируйте в течение ночи при 37 °С (7,5 мл 14М (5-мер- 
каптоэтанола на 100 мл).

8 . Удалите раствор и отмойте вставки 50 мМ ЭДТА (рН 9,0—9,5).
9. Лизируйте клетки. Для этого перенесите сферопласты в раствор Е 5Р  

и инкубируйте 2 дня при 50 °С при мягком перемешивании (покачивании).
10. Храните вставки в Е5Р при 4°С.
11. Для фореза наносите 1/5 вставки на дорожку.

') Д ля подсчета клеток: Кіеіі 50 =  5ХЮ7 клеток.

Таблица 6. Приготовление блок-вставок с ДН К из клеток 5. ротЪе

1. Рассейте штрихом штамм на чашку с УРО-агаром и инкубируйте в тече
ние ночи при 30 °С.

2. Перенесите одиночную колонию в 300 мл средві УРО. Инкубируйте, пере
мешивая, при 30 °С около 25 ч (до тех пор, пока плотность клеток не до
стигнет примерно 450 Кіеіі единиц при красном 66 фильтре).

3. Охладите клетки во льду 10 мин.
4. Центрифугируйте при 3000 об/мин 10 мин в центрифуге ТС6 (В есктап).
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Продолж ение
5. Ресуспендируйте осадок в 75 мл 50 мМ ЭДТА (рН 7,5).
6. Центрифугируйте при 3000 об/мин 10 мии в центрифуге ТЛ6 (Вескгпап).
7. Ресуспендируйте клетки в 25 мл зимобуферного раствора и добавьте 3,8 мл

2 мг/мл зимолиазы 100 Т до конечной концентрации 0,3 мг/мл.
8. Инкубируйте 1—3 ч при 37 °С. Проверьте образование сферопластов, до

бавляя равный объем 1% додецилсульфата натрия (ДСН) и наблюдая 
клеточный лизис под микроскопом. Подсчитайте под микроскопом количе
ство клеток.

9. Центрифугируйте при 5000 об/мин 10 мин в центрифуге ТМ6 (Вескшап).
10. Ресуспендируйте сферопласты в зимобуфериом растворе до конечной кон

центрации 2 х Ю 9 в мл. Обычно для этого необходимо добавить около 
6,5 мл.

11. Добавьте равный объем 1%-ной низкоплавкой агарозы и тщательно пере
мешайте.

12. Разлейте по формочкам и дайте застыть.
13. Поместите вставки в раствор Е5Р и инкубируйте 1 день при 50 °С, мягко 

перемешивая (покачивая).
14. Смените раствор Е 5Р на свежий и инкубируйте еще 1 день при 50 °С пе

ред хранением при 4°С.
15. Для фореза используют обычно 1/8 вставки на дорожку.

тивирования. Не бойтесь менять концентрации. Д ля предва
рительных экспериментов с новыми организмами мы рекомен
дуем использовать три варианта образцов с концентрацией, 
указанной в табл. 6, 5-кратный недостаток и 5-кратный избы
ток по отношению к этой концентрации.

Известно, что хромосомная Д Н К  из-за больших размеров 
молекулы чрезвычайно чувствительна к воздействию нуклеаз. 
В связи с этим необходимо принять за правило предварительно 
обрабатывать все растворы, контактирующие с Д Н К  (как это 
делают при выделении РН К ). Растворы следует разлить на не
большие порции (аликвоты) и простерилизовать. Стерильными 
должны быть и посуда, и оборудование. Для переноса образцов 
из вставок или из трубочек можно использовать изогнутую стек
лянную палочку, простерилизованную в спирте и в пламени го
релки. При работе с образцами Д Н К  нельзя пользоваться ника
кими приспособлениями, содержащими металлические детали, 
в частности из нержавеющей стали, а такж е шпателями и брит
венными лезвиями. Д Н К  прочно связывается со многими бива
лентными металлами и контакт с ними обычно приводит к по
явлению разрывов в молекуле ДНК.

2.1. Приготовление вставок с образцами ДНК 
простейших (табл. 2)

Свободно живущие простейшие могут быть прямо использо
ваны для приготовления вставок с препаратами ДНК. Их мож
но отделить от культуральной среды центрифугированием. Перед

5*
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приготовлением вставок внутриклеточных паразитов выделяют 
из клеток крови или других хозяйских клеток. Эритроциты мож
но лизировать, как указано в табл. 3 (5 ). В некоторых случаях 
трипаносом выделяли из различных клеточных элементов с по
мощью ионно-обменной хроматографии на ДЕАЕ-носителе [14].

2.2. Выделение ДНК из культивируемых клеток 
и лимфоцитов (табл. 3)

Процедуры получения Д Н К  из культивируемых клеток и из про
стейших имеют много общего. Д ля рестрикционного картирова
ния необходимо использовать клеточные линии только с нор
мальным стабильным геномом. Например, клетки НеЬа очень 
удобны для культивирования, но содержат большое количество 
хромосомных перестроек и имеют разную плоидность. Один мил
лион диплоидных клеток должен содержать примерно 6,6 мкг 
ДН К, что соответствует размерам генома 6Х 109 нуклеотидных 
пар. Поскольку несинхронизированные клеточные культуры 
обычно представляют собой смесь диплоидных, тетраплоидных 
и промежуточных состояний, мы используем для работы ІХ Ю 6 
клеток, считая, что они содержат примерно 10 мкг ДНК.

Процедуру, описанную в табл. 3 (Л), использовали также для 
получения интактных хромосом из различных клеточных линий 
насекомых. При этом концентрация клеток должна быть пере
считана в соответствии с меньшими размерами генома (он в 
10—20 раз меньше генома млекопитающих).

Методика выделения Д Н К  из лимфоцитов существенно близ
ка используемой для культивируемых клеток, если лимфоциты 
свободны от примеси эритроцитов. Эритроциты могут быть или 
лизированы (табл. 3 (Б ) ) ,  или удалены с помощью центрифуги
рования в градиенте фиколла или перколла. Эти методы описа
ны в табл. 3 (В).

2.3. Выделение ДНК из клеток прокариот (табл. 4)

Методика выделения Д Н К  из клеток Е. соіі представлена в 
табл. 4. Именно эта методика была с успехом использована для 
получения интактной хромосомной Д Н К  широкого набора бак
терий и архебактерий, включая Заітопеііа,  Ьедіопеііа,  Мусо-  
Ьасіегіит, НаеторЫІиз, Васіііиз, З ігеріотусез ,  НаІоЬасіегіит 
и некоторые другие быстрорастущие, сопутствовавшие им. Р аз
меры хромосом у этих бактерий варьируют в пределах от 1 до 
20Х І06 нуклеотидных пар, количество хромосом на одну клетку 
такж е может изменяться от 1 до 5 в зависимости от условий 
культивирования. Таким образом, в предварительные экспери
менты необходимо включить подсчет клеток в широком диа
пазоне.
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В некоторых случаях могут оказаться необходимыми неболь
шие изменения в методике. Например, в растворе Рей  IV, когда 
его использовали для обработки НаІоЪасіегіит, концентрацию 
ЫаСІ пришлось увеличить до 0,5 М, чтобы предотвратить преж
девременный лизис клеток.

Прием, описанный в табл. 4, предназначен для синхрониза
ции репликативных вилок, которая достигается инкубацией кле
ток в хлорамфениколе в течение 1 ч непосредственно перед сбо
ром. Обработка хлорамфениколом позволяет закончиться уже 
начатым репликативным процессам, но предотвращает запуск 
новых. Препараты Д Н К  можно получить и из несинхронизиро- 
ванных культур. Однако необходимо помнить, что области хро
мосом около точек конца репликации могут быть недопредстав- 
лены в некоторых препаратах [15]. Иногда это не имеет значе
ния, но не всегда. Так, например, интенсивность окрашивания 
бромидом этидия зависит от молекулярного веса. Таким образом, 
хромосомную Д Н К  из области терминации репликации будет 
непросто выявить с помощью этого соединения.

2.4. Выделение ДНК из клеток грибов (табл. 5 и 6)

Мы предлагаем две методики для дрожжей. Первая из них 
(табл. 5) предназначена для ЗассНаготусез сегеѵізіае, а вто
р а я — для делящихся клеток ЗсНігозассНаготусез ротЬе. В обо
их случаях для удаления клеточной стенки и приготовления 
сферопластов используется зимолиаза 100 Т. Получить сферо- 
пласты из 5. ротЪе более трудно. В этом случае мы рекоменду
ем контролировать процесс лизирования под микроскопом.

Другие представители грибов могут иметь иные, нежели 
дрожжи, компоненты клеточной стенки. В этом случае полезно 
вспомнить, что существуют разнообразные зимолиазы, отличаю
щиеся друг от друга по своей специфичности и активности. 
В каждом конкретном случае можно подобрать подходящий фер
мент. К сожалению, в этих ферментах присутствует большое 
количество примесных нуклеаз, которые препятствуют получе
нию больших фрагментов Д Н К  Препарат «Новозин», выпускае
мый фирмой Ыоѵо Віо ЬаЪз, является смесью ферментов, воз
действующих на клеточную стенку самых разных грибов. Мы 
так и не решились использовать этот препарат; нас смутил его 
коричневый цвет. Вероятно, необходима более тщательная 
очистка.

2.5. Выделение ДНК из растительных клеток

Усилия многих исследователей направлены'сейчас на разра
ботку методов получения интактных хромосомных Д Н К  из со
лидных тканей. Предварительные эксперименты с плоскими чер
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вями, СаепогкаЪйШз еІе§апз, личинками БгозорНИа и с Скіату-  
йотопаз  продемонстрировали возможность использования р аз
личных приемов. Для небольших многоклеточных организмов 
могут пригодиться методы, применяемые для одноклеточных 
(табл. 2 и 3). Д ля предотвращения выхода подвижных клеток 
за пределы вставок полезна обработка раствором 0,2 мМ азида 
натрия (или КСЫ). Д Н К  с большим молекулярным весом уда
ется получить при обработке коллагеназами, гомогенизирова
нии, трипсинизации или просто разрезании материала, помещен
ного в раствор Е5Р. Можно вначале выделить из клеток ядра 
[16], а затем из них приготовить вставки с образцами.

3. Работа с агарозными блок-вставками, содержащими 
образцы ДНК

Для многих целей удобнее и проще иметь дело с ДН К, за 
ключенными в агарозный гель, чем находящимися в растворе. 
Низкомолекулярные компоненты (соли, белки и даж е Д Н К  с 
размерами 5 т. п. н.) свободно диффундируют через агарозу при 
мягком перемешивании. Мы работали с 100 мкл-агарозными 
блок-вставками просто как с жидкими образцами объемом 
100 мкл.

Возможность обрабатывать Д Н К  ферментами непосредствен
но в агарозе зависит от типа агарозы. По крайней мере полови
ла партий агарозы содержит примеси, которые не позволяют 
ферментам эффективно работать. Компания РМС выпускает 
агарозу с низкой температурой плавления (Ш СЕКТ), специаль
но проверенную на пригодность к рестрикционной обработке за 
ключенных в нее молекул ДНК.

3.1. Ферментативная обработка

Для ферментативной обработки ДНК, содержащейся в блок- 
вставке, необходимо предварительно инактивировать протеин- 
киназу К, оставшуюся после приготовления образца, и убрать 
диализом ЭДТА и детергенты (табл. 7). Протеиназа К весьма 
устойчивый фермент и может оставаться активной в растворе 
Е 5Р  при 4°С по крайней мере 1 год. Однако она полностью 
инактивируется при обработке фенилметилсульфонилфторидом 
(ФМСФ), который крайне нестабилен и свежий раствор которо
го поэтому надо добавлять ежедневно. Любая остающаяся во 
вставке протеиназа К разрушит вносимые ферменты. Необходи
ма чрезвычайная аккуратность, чтобы не загрязнять лаборатор
ный стол и используемое оборудование протеиназой К. В пра
вильно выбранной агарозе эффективными будут если не все, то 
большинство рестриктаз. Когда ресгриктазы не активны в ага-
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Таблица 7. Рестриктазная обработка блок-вставок, содержащих ДНК

1. Отмойте 10 вставок в  каждом нз последующих растворов в 15-мл кониче
ских пластиковых одноразовых пробирках от 2 до 12 ч (ночь) на круговой 
качалке при комнатной температуре:
а) дважды в 10 мл раствора ТЕ, содержащего 1 мМ ФМСФ (добавляйте 

свежие 100 мкл ФМСФ к 10 мл Т Е);
б) 3 раза в 10 мл ТЕ (без ФМСФ).

2. Проводите рестриктазную обработку в пробирках Эппеидорф в объеме, 
в два раза большем объема вставок.
1 блок-вставка 100 мкл
ЮХраствор для образцов1* 20 мкл
20 мг/мл БСА 1 мкл
Вода и фермент2) 79 мкл
Всего 200 мкл

3. Удалите буфер.
4. Добавьте 1 мл Е8 (Е5 — это Е5Р без протеиназы К).
5. Инкубируйте 2 ч или в течение ночи при 50 °С.
6. Удалите Е5, добавьте 250 мкл Е8Р и продолжайте инкубировать 2 ч или 

в течение ночи при 50 °С.
7. Храните при 4 °С в Е5Р.

')  Добавьте свежий сульфгидрильиый реагент; концентрация глицерина долж на быть 
меиее 5%.

2) Добавьте 20 ед. рестриктазы на 1 мкл ДН К.

розе, они, как правило, не проявляют активность и в растворе. 
Обычно мы используем соотношение ф ерм ент:Д Н К , равное 
20 :1  (ед. акт./мкг). В большинстве случаев это соответствует 
по крайней мере 10-кратному превышению над реально необхо
димым количеством фермента. Наш опыт, основанный на ис
пользовании Д Н К  и рестриктаз из различных источников, а так
ж е опыт других исследователей подсказывает, что именно такой 
подход гарантирует полноту рестрикции. В случае низкой кон
центрации ДН К, особенно при работе с бактериями, может ока
заться необходимым повысить концентрацию рестриктаз. Для 
частичного рестриктазного гидролиза необходимо титровать от
дельные рестриктазы, добавляя различное их количество к встав
кам с образцами Д Н К  и инкубируя в течение 2,5 ч.

4. Пульс-электрофорез (ПЭФ)

С тех пор как метод пульс-электрофореза был впервые опи
сан [1], появилось большое количество сообщений о его вари
антах. Разделение Д Н К  во всех этих случаях основывалось на 
одном и том же принципе. Молекулы Д Н К  подвергали внешне
му воздействию, заставляющему их изменять направление дви
жения. Быстрота, с которой молекулы делают это, зависит от 
их молекулярной массы, тогда как собственно электрофоретиче-
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ская подвижность больших молекул Д Н К  от этого параметра не 
зависит. Изменение направления движения молекул Д Н К  осу
ществляется при воздействии меняющегося по направлению 
электрического поля. Время включения того или иного поля на
зывается временем пульса. Переключение полей должно осуще
ствляться как можно более быстро. Время пульса подбирается 
непосредственно для разделяемых молекул (см. ниже).

Большинство наших собственных экспериментов было про
ведено на приборе РиІзарЬог фирмы РЬагтасіа-ЬК В . Методы, 
описываемые здесь, разрабатывались специально для этого при
бора, однако основные приемы и параметры применимы и для 
другого оборудования.

4.1. Заливка геля и нанесение образцов

В большинстве случаев для приготовления геля используют 
стандартную 1%-ную агарозу с низким эндоосмосом (табл. 8). 
Гель наливают на установленный по уровню горизонтальный 
столик, гребенка должна быть строго перпендикулярна поверх
ности геля. Д ля воспроизводимости результатов гребенку всегда 
вставляйте одинаково (в приборе РиІзарЬог — 3 см от края геля 
размерами 20X20 см).

Лучшее разделение достигается с небольшими количествами 
ДН К. Например, при работе с Д Н К  млекопитающих мы нано-

+
Рис. 2. Конфигурация электродов, позволяющая получить в геле типичное 

двойное однородное электрическое поле при пульс-электрофорезе.
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Таблица 8. Приготовление электрофорезного геля, заливка его и пульсафор 
(РиІзарЬог РЬагшасіа-ЬКВ) и ианесеиие образцов

А. Приготовление 1%-ного агарозного геля размером 20 x 2 0 x 0 ,5  см
1. Внесите 2,5 г агарозы для электрофореза (РМС) в 225 мл дистиллирован

ной воды.
2. Нагревайте 2 мин в микроволновой печи при полной мощности.
3. Добавьте 25 мл 10 х  модифицированного ТВЕ, перемешайте и прогрейте 

еще 2 мин в микроволновой печи.
4. Мягко перемешайте и проверьте, вся ш  агароза находится в жидком виде.
5. Охладите до 5 0 °С (до тех пор, когда можно будет держать сосуд рукой).
6. Убедитесь, что столик для заливки геля строго горизонтален.
7. Налейте 210 мл раствора агарозы на специальное стекло для геля, при

ложенное в комплекте к аппарату, избегая при этом образования пузырь
ков воздуха, постукивая по сосуду с агарозой.

8. Удалите пузырьки воздуха с подложки, на которую иалита агароза, с по
мощью стеклянной пастеровской пипетки.

9. Для формирования лунок, в которые будут внесены образцы, вставьте гре
бенку в 3 см от края геля перпендикулярно к его поверхности. На нижнюю 
часть платформы, на которой происходит заливка геля, можио наклеить 
черную ленту для обозначения местоположения гребенки и для контрасти
рования, облегчающего нанесение образцов.

10. Дайте гелю остыть по крайней мере 20 мин перед удалением его со сто
лика. Для отделения геля можио воспользоваться шпателем.

Б. Нанесение образцов
1. Чтобы вынуть блок-вставки из пробирок и нанести их на внутреннюю сторо

ну свежих кусочков парафилма, используют стеклянные палочки. Стеклян
ные палочки удобно делать из пастеровских пипеток, расплавляя их и оття
гивая кончики. Палочки можно использовать многократно, но каждый раз 
перед работой стерилизовать в пламени горелки.

2. Для разрезания блоков1' пользуйтесь стерильными покровными стеклами.
3. Требуемые кусочки блок-вставок поместите на поверхность геля в верхней 

его части. Для нанесения используйте покровные стекла. Для каждого ку
сочка необходимы новые стекла и парафилм.

4. Осторожно вдавите вставку в гель с помощью стеклянной палочки. Избегай
те образования воздушных пузырьков между вставкой и стенкой форезного 
геля.

5. Залейте вставки 0,5%-ной низкоплавкон агарозой.

') Ж идкие образцы можио наносить прямо иа электрофорезный гель. Это делают 
за 10—20 мин до включения циркуляционного иасоса, чтобы дать образцам всосаться 
в гель.

сили 1—3 мкг на дорожку. В случае двойного однородного поля 
можно наносить еще меньшее количество ДН К. Это приведет 
к лучшему разделению (см. рис. 2).

Д ля приготовления блок-вставок обычно используют кон
центрации Д Н К  в 4— 10 раз большие, чем это необходимо для 
одной дорожки геля. Количество наносимого на одну дорожку 
образца зависит от времени пульса, конфигурации электрода и 
числа полос, на которые разделится ДН К. Количество Д Н К  
можно подобрать, варьируя размеры используемых агарозных 
вставок, нарезая их на кусочки с помощью покровного стекла.
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Таким образом, одна вставка может быть разделена на не
сколько частей для нескольких дорожек или частично возвраще
на для дальнейшего хранения в растворе Е 5Р  при 4°С. Блок- 
вставки с образцами ДН К с помощью покровного стекла вдав
ливаются в образованные гребенкой отверстия в геле. Обычно 
маркируют дорожку, на которую нанесли образец, надрезая ее 
покровным стеклом. После того как все образцы нанесены, их 
заливают 0,5% -ной низкоплавкой агарозой.

4.2. Подбор эффективных условий разделения

Используемые обычно параметры ПЭФ таковы: 3— 10 В/см, 
15°С и модифицированный буферный раствор ТВЕ; в этом рас
творе для уменьшения проводимости снижена концентрация 
ЭДТА (табл. 1). Тепло, выделяемое при форезе, может превы
шать мощность используемого охлаждения при обычной концен
трации ЭДТА. Когда применяется конфигурация электродов, 
показанная на рис. 2, напряженность в геле равна приложенно
му напряжению, деленному на кратчайшее расстояние между 
анодом и катодом. Если форез проводят при 12— 15 °С, то охлаж
дающая жидкость должна иметь б—8°С (для РиІзарЬог). Элек
тродный буфер (3 л) необходимо охладить. В большинстве 
случаев единственный параметр, который должен быть подоб
ран,— это время пульса. Оптимальное разделение достигается 
для тех молекул Д Н К, которые за время пульса успевают только 
переориентироваться, но не успевают существенно продвинуться 
вперед, так как движение вперед не зависит от молекулярной 
массы. Разрешение больше зависит от разницы в степени замед
ления движения, чем от разницы в подвижностях. Отсюда сле
дует, что для лучшего разрешения требуется большее время 
фореза.

Типичные значения продолжительности пульса для Риіза- 
рЬог, позволяющие разделить ДН К различных размеров пред
ставлены в табл. 9. В различных обзорах [11, 17, 18] приводят
ся данные о том, как изменение напряжения, конфигурации 
электродов, температуры и концентрации геля влияют на степень 
разрешения. Если эти параметры варьируют, то каждый раз 
необходимо подбирать время пульса. Например, диапазон раз
решения (размер разделяемых молекул) изменяется примерно 
пропорционально квадрату напряженности и времени пульса 
[11]. Один из примеров зависимости разрешения от времени 
пульса показан на рис. 3. Время пульса 100 с при 10 В/см счи
тается наиболее удачным, так как в этом случае наилучшим 
образом разделяются молекулы ДН К с размерами от 0,05 до 
ІХ ІО 6 п. н. Если возникает необходимость разделять большие
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молекулы, следует снизить напряжение для предотвращения раз
рушения молекул ДН К при форезе.

Условия, перечисленные в табл. 2, разработаны для прибора 
РиІзарЬог. Их можно приспособить для других аппаратов. По
добранные нами условия фореза позволяют добиться максималь
ного разрешения. При этом треки будут не прямыми. Любые

Таблица 9. Стандартные условия пульс-электрофореза: 1%-ная агароза, 12 °С, 
модифицированный ТВЕ, конфигурация электродов, представленная на рис. 2,

аппарат Риіварйог

Время пульса Время фореза, ч Напряжение, В/см Диапазон разделе
ния, ХЮ п. н.

1 С 18 10 0,002—0,05
5 с 18 10 0,002—0,08

15 с 40 10 0 ,05—0,25
25 с 40 10 0,05—0,45

100 с 40 10 0,05— 1,2
30 мин 168 3 1 ,0 - 2 ,0
60 мин 168 3 1 ,0—3 ,0
75 м и н 168 3 3 ,0—7,0

усилия, направленные на их выпрямление, неизбежно приведут 
к ухудшению разрешения. Наиболее простые способы выпрям
ления треков — это использование более короткого времени фо
реза, нанесение образцов только в центральные дорожки или 
перемещение анода к середине стороны камеры (см. ниже).

Конфигурация двойного однородного поля (рис. 2), позво
ляющего получить лучшее разрешение, была подобрана эмпири
чески. Анод расположен в точке, отстоящей на 22% длины боко
вой стороны от края камеры, катоды — на расстоянии 11%, 44% 
и 77%.  Перемещение анода к середине боковой стороны приво
дит к выпрямлению трека и ухудшению разделения. Перемеще
ние электродов ближе к углу приводит к увеличению кривизны 
треков и к утоньшению полос.

Тот факт, что треки не являются прямыми, не препятствует 
определению размеров молекул, проводимому путем сравнения 
длины пробега изучаемых образцов и стандартных препаратов 
[17, 18]. Это означает, что подвижность, а следовательно, и раз
меры могут быть определены простым сравнением диагоналей, 
проведенных от точек нанесения образца до интересующей нас 
полосы на треке. Синусоидальность в начале трека можно просто 
игнорировать. Однако кривизна трека в конце должна быть учте
на. Чтобы уменьшить ее, пробег ДН К должен заканчиваться при
мерно за 5 см до конца геля. Для достижения лучшего разре
шения время фореза обычно составляет 40—48 ч, однако может
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Рис. 3. Влияние времени пульса иа разрешение метода ПЭФ. Стандартные 
условия фореза: 1%-ная агароза, 10 В/см, 12 °С, время фореза 40 ч в моди
фицированном растворе ТВЕ, время пульса 15 с (Л), 45 с (Б) и 100 с (В ). 
На форезный гель наносили следующие образцы: хромосомная ДН К 5. сеге- 
ѵізіае (треки а, і), коикатемеры ДН К фага X (треки Ь, й, }, § ) , N0(1 — рестрик- 

тазиый гидролизат ДН К Е. соіі (треки с, е, § ) .

быть и меньше. Этот прием приводит к ухудшению разрешения, 
спрямлению треков и используется обычно для быстрой оценки 
экспериментальных результатов. Минимальное время, которое 
мы обычно использовали,— 20 ч. Проблемы, возникающие перед 
исследователями, и их причины обсуждаются в табл. 10 и в при
ложении.

Таблица 10. Ошибки при проведении пульс-электрофореза 
и возможные причины их возникновения

1. Источник питания — фирмы РЬагтасіа-ЬКВ.
Электрофорез при постоянном токе, а не при постоянном напряжении. 
Для камеры используется очень много электродного буфера.
В ТВЕ слишком большая концентрация ЭДТА.
10 X ТВЕ разведен неправильно.

2. Различия в токе между направлениями поля Юг/Север и Восток/Запад  
достигают значений больше 30 мА.
Электрофорезная камера установлена не строго горизонтально. Это можно 
сделать, поместив уровень иа дно камеры.
Электроды не полностью находятся под напряжением или их контакт с бу
фером не полный. Если вокруг них нет изолирующих воздушных пузырьков, 
то проверьте, нет ли разрывов в платиновой проволоке, из которой сделаны 
электроды. При непрерывном использовании аноды пригодны к работе око
ло 1 месяца, катоды — около 10 месяцев.
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Продолж ение
3. Отсутствует ток в цепи (амперметр на источнике тока показывает ноль). 

Цепь разомкнута. Проверьте электродные контакты и убедитесь, что все 
электроды погружены в буфер. Проверьте медные контакты на крышке 
электрофорезной камеры.

4. Перегрев геля.
Неправильно подобран состав электродного буфера.
Не работает циркуляционный насос. Проверьте горизонтальность камеры. 
Если насос заедает и периодически не работает, его следует закрепить, пере
вернуть камеру диом вверх и устранить причину заедания.

5. Не включается источник питания.
Таймер не выставлен в положение ОН (не включен).
Переключатель таймера должен стоять на КІМ, а переключатель АЬАНМ —  
в положении А Ш ІВ Ь Е  АѴІТН ЗНІЛТЮАѴМ.

6. Образцы движутся к одной стороне геля.
Электрическое поле не импульсное.
Проверьте наличие разрывов в платановой проволоке электродов и плот
ность контакта между электродами и подводящими проводами. Проверьте, 
что СОМТКОЬ ІШІТ на источнике питания включен в положение ОМ.

5. Фотографирование, блотинг и гибридизация

В этом случае в принципе подходят общие приемы фотогра
фирования, гибридизации и блотинга. Однако необходимы неко
торые модификации для увеличения интенсивности сигнала и для 
уверенной гибридизации с уникальными генами млекопитающих 
(табл. 11). Процедура блотинга более «капризна», чем процеду-

Таблица 11. УФ-блотинг геля после пульс-фореза

1. Окрашивайте гель раствором бромида этидия с концентрацией 1 мкг/мл 
на шейкере в течение 10 мин.

2. Отмывайте гель в течение 30 мин раствором ТВЕ.
3. Облучите гель ультрафиолетом. Время экспозиции будет зависеть от ин

тенсивности света, которая меняется по мере вырабатывания ресурса 
лампы.

4. Откалибруйте вашу УФ-устаиовку (см. в тексте).
5. Учтите время облучения при фотографировании.
6. Между манипуляциями храните гель в темноте.
7. Проведите денатурацию в течение 1 ч с мягким перемешиванием, используя 

1 л следующих растворов на 400 мл геля:
Конечные концентрации На 1 л
0,5 М № О Н  20 г № О Н  (свежий)
0,5 М ШС1 29,2 г

8. Нейтрализуйте в течение 1 ч с мягким перемешиванием, используя 1 л сле
дующих растворов на 400 мл геля:
Конечные концентрации На 1 л

1,5 М ИаСІ 
0,5 М трис-НСІ 
рН 7,5

87,7 г
500 мл 1 М раствора
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9. Немедленно проведите блотинг. Это займет примерно 24 ч (через блот 
должны пройти 2 л 15х  88С ). Сбор установки для проведения восходя
щего блотинга описан ниже. Перед проведением блотинга убедитесь в от
сутствии воздушных пузырьков на стенках геля и между гелем и нитроцел- 
люлозным фильтром:
а) 10-см стопка бумаги для блотинга (для веса);
б) 15-см стопка белых бумажных полотенец;
в) 4-см стопка бумаги для блотинга (8 + 3 ,  ѲВ004);
г) два кусочка бумаги для блотинга, смоченной в 2Х  ЗЗС ( 3 + 3 ,  (ЗВ002);
д) нитроцеллюлозный фильтр (диаметр пор — 0,45 мкм)‘>;
е) несколько миллилитров 15х ЗЗС до образования небольшой лужицы;
ж) гель (лицевой стороной вниз);
з) два кусочка свежей 3 + 8 ,  ѲВ002;
и) губка2), смоченная 15 х  58С;
к) пластиковый контейнер размером 22X 34 см.

10. После проведения блотинга осторожно удалите полотенца, переверните 
гель вместе с нитроцеллюлозным фильтром верхней стороной вниз, поме
стите на ЗММ бумагу и пронумеруйте маркером дорожки через гель.

11. Поместите фильтр в 2Х ЗЗС и осторожно промойте фильтр 5 мии для 
полного удаления агарозы. Убедитесь, что агароза удалена.

12. Сушите иа воздухе 30 мин, а затем в вакуумной печи 1 ч при 80 °С.
13. Окрасьте повторно гель бромидом этидия. Сфотографируйте гель для опре

деления полноты переноса ДН К из геля. В геле должно остаться около 
20% ДНК.

')  Приготовьте нитроцеллюлозный фильтр к работе, смачивая ега бидистиллироваи- 
ной водой до полного насыщения; после этого смочите 2Х ЗЗС.

2) Перед употреблением губка толщиной 5 см должна быть тщательно промыта 
дистиллированной водой.

ра гибридизации. Большие молекулы ДН К должны быть подго
товлены к ней. В качестве альтернативы блотингу для больших 
молекул Д Н К  можно использовать процедуру гибридизации в 
геле [19, 20].

5.1. Фотографирование и блотинг

Гель, окрашенный бромидом этидия, необходимо защищать от 
воздействия света. Для хранения, окраски, отмывки и гибриди
зации используются специальные закрывающиеся контейнеры. 
Д ля переноса ДН К мы применяли нитроцеллюлозные фильтры 
чаще, чем найлоновые, хотя в последнем случае отношение сиг
нал/фон оказывается ниже. При использовании нитроцеллюлоз- 
ных фильтров в частичном гидролизате ДН К млекопитающих с 
помощью уникального зонда при двухдневной экспозиции обыч
но удается выявить 4—6 полос. Наибольшее количество фраг
ментов, которые мы были в состоянии выявить с таким зондом,— 
13. При аккуратном обращении нитроцеллюлозные фильтры 
можно использовать не менее 3—4 раз. Найлоновые мембраны 
также пригодны для этих целей. Потенциально их можно ис-
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пользовать большее число раз, к тому же они не такие ломкие, 
как нитроцеллюлозные. Оказалось, что отношение сигнал/фон 
у них ниже. Для нитроцеллюлозных и найлоновых фильтров при
меняют одинаковую процедуру блотинга. Перенос ДН К на мем
браны осуществляется буферным раствором, проходящим через 
гель. Для переноса обычно требуется 2 л раствора. В некоторых 
экспериментах [21] перенос ДН К на фильтры успешно проходит 
в растворе Ш О Н . Предварительные эксперименты показали воз
можность быстрого (2 ч) и эффективного переноса Д Н К  с раз
мерами в несколько миллионов нуклеотидных пар с помощью 
прибора ѴасиЫоі (Р Ь агтасіа-Ь К В ). Установлено, что уникаль
ная последовательность в ДН К млекопитающих может быть вы
явлена в гибридизационных экспериментах при однодневной экс
позиции. Это означает, что эффективность такого переноса срав
нима с эффективностью традиционного капиллярного блотинга.

Непосредственно перед переносом целесообразно внести в 
Д Н К  разрывы, или обрабатывая ее кислотой (НС1), или путем 
ультрафиолетового облучения в присутствии бромида этидия. 
Мы обнаружили, что большие молекулы Д Н К  гораздо более чув
ствительны к воздействию НС1, чем маленькие. При обработке 
Д Н К  длиной в несколько миллионов нуклеотидных пар кисло
той для лучшей воспроизводимости результатов необходимо тща
тельно титровать кислоту. При использовании для внесения раз
рывов ультрафиолета необходимо подобрать время облучения, 
при котором достигается максимальный гибридизационный сиг
нал. Помните, что интенсивность света у УФ-источника умень
шается при его длительном использовании. Можно применять 
источники с длиной волны как 245, так и 300 нм. Для источни
ка с длиной волны 300 нм необходима экспозиция 30 с с интен
сивностью света примерно 5,3 мкВт/см (по радиометру І ІѴ х З І) . 
Однако измерения интенсивности света обычно не очень точны 
и варьируют на 90% даже при использовании одного и того же 
прибора. Так или иначе, но это необходимо стандартизировать.

Можно придерживаться следующих правил при подборе не
обходимой дозы ультрафиолета для пленки Поляроид 667:
1) 20 с экспозиции для источника света, для которого время

фотографирования на пленку составляет 1 с;
2) 10 мин экспозиции для старого источника света, для которо

го время фотографирования на пленку составляет 1,5 мин.

' 5.2. Гибридизация

В настоящее время предложено большое количество различ
ных методик гибридизации и не ясно, какая из них наиболее 
приемлема. Гибридизация может быть успешной как с формами- 
дом, так и без него, В состав гибридизационных смесей могут
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вхоцить разнообразные реагенты в разных сочетаниях. Одна из 
смесей, содержащая декстрансульфат, описана в табл. 1. Этот 
раствор пригоден как для одночасовой предгибридизационной 
обработки, так и непосредственно для гибридизации.

Можно использовать ник-транслированный или меченный оли
гонуклеотидами зонд [22, 23]. В наших опытах, используя по
следнюю процедуру, мы получали значение удельной активности 
от 1 до З х Ю 9 имп./мин/мкг. Когда работают с гибридизацион- 
ной смесью, содержащей декстрансульфат, необходимо добав
лять не более 2—4 нг зонда в 1 мл. Для калибровки размеров 
при гибридизации в смесь можно включить 5 Х І0 4 имп./мин/мкг 
Я, [32Р]-Д Н К . Показано, что ЯДНК не гибридизуется с челове
ческой геномной ДНК-

Можно использовать стандартные отмывки. Вначале полезно 
отмывать блот мягко. Например, для некоторых образцов Д Н К  
млекопитающих сигналы от однокопийных зондов выявляются 
только при мягкой отмывке двукратным буфером (стандартный 
солевой буфер с цитратом при 5 0 °С).

Весьма полезно включать в ПЭФ-эксперименты уже охарак
теризованные рестрикционные гидролизаты ДНК. Их можно про
гонять вместе с опытными при электрофорезе или добавлять 
позже, включая дорожки из одномерного фореза в гибридиза- 
ционные смеси. Примеры неудачных опытов и возможности их 
использования обсуждаются в приложении.
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6. Приложение

В этом разделе помещены фотографии неудачных гедей после 
пульс-электрофореза, которые обычно не публикуют. Они при
ведены здесь в качестве примеров некоторых ошибок и проблем, 
с которыми могут столкнуться экспериментаторы. В большин
стве гелей крайние дорожки содержат хромосомную Д Н К  5. се- 
геѵізіае,  а соседние внутренние дорожки — конкатемеры Д Н К  
фага % в качестве стандарта размеров. Внутренние Дорожки со
держат бактериальную ДН К или Д Н К  млекопитающих после

6—434





Рис. П.1. Пример перегрузки геля. Качество стандартных образцов удовлетво 
рительно. Однако большинство дорожек с образцами из клеток млекопитаю 

щих (А— В) и бактерий (Г) перегружено.
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Рис. П.2. Пример неправильного приготовления образцов. А. Некоторые образ
цы бактериальной ДНК загрязнены белками. Б. Диффундирующий материал, 
вероятно белок, не отдиализован из образцов ДНК 5. сегеѵізіае. В. Рестрик
ция бактериальной ДНК проведена не полностью (либо из-за остаточной фер
ментативной активности протеиназы К, либо из-за малого времени инкубации 

образцов в растворе Е 5 Р  перед рестриктазной обработкой).
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Рис. П.З. Пример неправильного иаиесения образцов ДНК. А , Б. Некоторые 
(но ие все) вставки с образцами ДНК не плотно контактируют со стенкой 
геля. В , Г. Все образцы бактериальной ДН К иаиесеиы неровно. Д .  Образцы 
бактериальной ДНК и ДНК фага Я нанесены правильно, а ДН К 5. сегеѵізіав —

неправильно.
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Рис. П.4. Пример неравномерного пульса. А. Нет чередования пульсов. Б,
В. Аиод перегорел во время фореза (Б, кроме того, — перегрузка образцов). 

Г , Д . Одни из катодов ие подсоединен.
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Рис. П.5. Пример неравномерного электрического поля в геле из-за негоризон
тального расположения электрофоретического прибора. А. ДНК млекопитаю
щих (некоторые треки сильно перегружены). Б. Образцы с бактериальной

ДНК.



Рис, П.6. Пример недостаточного времени фореза. А , Б, Хотя время фореза 
выбрано правильно, образцы двигались существенно быстрее из-за перегревэ 
гѳля, тзк как температура была выше обычной. В, Очень короткое время

фореза.
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Рис. П.7. Тест для читателей: насколько хорошо понят прочитанный материал,

соответствующей рестриктазной обработки. Электрофорез про
водили в стандартных условиях, используя время пульса 25 или 
100 с.

Литература

1. ЗсНіюагіг И. С., ЗаЦгап. ѴРеІзН I., Нааз Я., СоШепЬегд М., Сапіог С. Я. 
'(1983) СоЫ Зргіпд НагЬог 5 у т р . <2иапі Віоі., 47, 18.

2. 5 сНтагіг И. С., Сапіог С. Я. (1984) Сеіі, 37, 76.
3. Ѵап сіег Р1ое§ Ь. Н. Т., ЗсНгюагіг О. С., Сапіог С. Я-, Вогві Р. (1984) СеИ, 

37, 77.
4. 5 тііН С. Ь., ѴРагЬигіоп Р. Е., Оааі А., Сапіог С. Я. (1986) Іп: ОепеНс 

Еп^іпеегіпд. Зеііолѵ .1., НоІІаегЫег А. (есіз), Р іепит Ргезз, Иеш Ѵогк, 
Ѵоі. 8, р. 45.

5. ЗтііН С. Ь., Сапіог С. Я. (1986) СоЫ Зргіпд НагЬог Зутр . <ЗиапІ. ВіоІ., 
51, 115.

6. 5 тііН С. Ь., Сапіог С. Я. (1987) Іп: МеШойз іп Епгуто1о§у. ЧѴи К. (е<1,)* 
А саёетіс Ргезз, 8ап І)іе§о, Ѵоі. 155, р. 449.

7. ЗтііН С. Ь., Ьатгапсе 8. К-, ОіШзріе О. А., Сапіог С. Я-, ѴРеіззтап 8. М  
СоШпз Р. 8 . (1987) Іп: МеІЬосІз іп Е пгутоіоду. О оііезтап  М. (ей.)г 
Асайетіс Ргезз, 5ап Оіедо, Ѵоі. 151, р. 461.

8. ЗтііН С. Ь., Есопоте I. О., ЗсНиіі А., Щсо 8., Сапіог С. Я. (1987) Зсіепсе, 
236, 1448.

9. Ьатгапсе 8. К-, ЗтііН С. Ь., ЧРеіззтап 3. М., Сапіог С. Я. (1986) Зсіепсе, 
235, 1387.

10. Сапіог С. Я-, МаіНеѵо М. К-, З т іік  С. Ь. (1988) Аппи. Неѵ. ВіорЬуз. СЬет.,
17, 287.

11. МаіНеѵо М. К-, ЗтіІН С. і . ,  Сапіог С. Я. (1988) ВіосЬетізІгу, іп ргезз.



■94 Глава 3

12. 8тііН С. Ь., Сапіог С. Я. (1987) Тгепсіз ВіосНеш. 5сі., 12, 284.
.13. Соок Р. Я. (1984) ЕМВО X, 3, 1837.
14. РаігІатЬ А. Н., ѴРеізІоде Р. О., НоеЦтакегв 1. Н. I., Вогзі Р. (1978) 

Л. Сеіі. Віоі., 76, 293.
15. ЗтііН С. Ь., Коіойпег Я. (1988) Оепеіісз, 119, 227.
16. Ьагвеп А., ѴУеіпІгаиЬ Н. (1982) Сеіі, 29, 609.
17. МаіКет М. К-, ЗтііН С. I ., Сапіаг С. Я. (1988) ВіосЬетізіху, іп ргезз.
18. Сапіог С. Я-, Оааі А-, ЗтііН С. I .  (1988) ВіосЬетізігу, іп ргезз.
19. Яао Я■ V., І,аЬіе й ., КгізНпатоогіку Я. (1987) Кисіеіс Асісіз Кез., 15, 

4355.
20. Р и п е ііо  М., Раіагз I. (1983) Апаі. ВіосЬет., 128, 393.
21. И гит М. Ь., ЗтіІН С. Ьеап М., Соіе /. і . ,  Іаппиггі М. С., СоШпз Р. 3 . 

(1988) Оепотісв, іп ргезз.
22. РеіпЬегц А. Р., ѴоцеШ еіп В. (1983) Апаі. ВіосЬет., 132, 6.
23. РеІпЬег§ А. Р., Ѵо§еШ еіп В. (1983) Апаі. ВіосНет., 137, 266.



ГЛАВА 4

ПРЫЖКИ ПО ХРОМОСОМЕ

Ф. Коллинз1

1. Введение

В последнее десятилетие мы стали свидетелями целой серии 
ошеломляющих успехов в области молекулярной биологии. Р аз
работка надежных методов клонирования, секвенирования и ана
лиза экспрессии эукариотических генов углубила наши представ
ления о структуре и регуляции активности гена, сделала более 
понятными механизмы многих наследственных болезней челове
ка. В это же время быстро развивались и достигли значитель
ных успехов методы картирования человеческих генов. В сен
тябре 1987 г. в Париже состоялась конференция по проблеме 
картирования генома человека. На ней было доложено о лока
лизации в общей сложности 1360 генов и сегментов Д Н К  в спе
цифических участках хромосом. Процесс накопления данных в 
этой области носит лавинообразный характер. Заметим, однако, 
что при этом исследования по молекулярному клонированию и 
картированию с помощью анализа сцепления и методами гене
тики соматических клеток находятся на разных операционных 
уровнях (рис. 1).

До недавнего времени существовал некий «провал» в области 
размеров хромосомных сегментов от 100 до 5000 т. п. н.; для них 
не имелось адекватных методов исследования. Такое положение 
значительно усложняло интерпретацию данных по картирова
нию, полученных методами генетики соматических клеток и с 
помощью генетического анализа. Сопряжение таких данных с 
информацией, полученной на молекулярном уровне, стали назы
вать (может быть не совсем удачно) «обратной генетикой» [1, 2].

В последние годы было предложено несколько подходов, по
зволяющих вести исследования в этой новой области. В настоя

1 Р. 5 . Соіііпз. Оіѵізіоп о! Месіісаі Оепеіісз, ТЬе Ш іѵегзііу о! МісЬідап 
апсі ТЬе Ношагсі НидЬез Мейісаі ІпзШиіе, Апп АгЬог, МІ 48!09, 1/5А,
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щей главе описан один из 
них — метод «прыжков по 
хромосоме» [3, 5]. С его по
мощью удается клонировать 
последовательности ДНК, 
значительно удаленные на ге
нетической карте от последо
вательностей, гомологичных 
используемому зонду. И злага
ются методики создания биб
лиотек «хромосомных прыж
ков» и клонов-связок [4 ,5 ]. Об
суждены преимущества и не
достатки описываемого мето
да. Разд. 6 посвящен его усо
вершенствованным модифика
циям. Возможно, внедрение 
таких модификаций расширит 
область применения метода.

2. Область применения метода

Рис. 2 дает представление о размерах хромосомных сегмен
тов, в пределах которых «работают» различные современные 
методы генетических исследований. Ось ординат представляет 
собой логарифмическую шкалу физических расстояний, изме
ренных в парах (или в тысячах пар) нуклеотидов (п.н. или 
т .п .н .) . На шкале приведены и значения генетических расстоя
ний, измеряемые в сантиморганидах (сМ). 1 сМ приблизитель
но равна 106 п. н. Однако это соотношение нельзя считать уни
версальным, ибо зависимость между генетическим и физическим 
расстоянием на хромосоме имеет нелинейный характер, на нее 
могут оказывать влияние «горячие точки» рекомбинации. Нали
чие таких областей может привести к ситуации, когда сравни
тельно большому генетическому расстоянию соответствует не
большой отрезок на физической карте. В то же время в геноме 
существуют участки, рекомбинация в которых маловероятна, а 
это приводит к обратной ситуации. Как показано на рис. 2, клас
сические методы молекулярной генетики хорошо работают на 
последовательностях длиной до 50 г. п. н., что соответствует мак
симальному размеру вставки в космидный вектор. Участки боль
шей длины можно клонировать путем «прогулки по хромосоме», 
когда, используя уже клонированные последовательности, ге
номную библиотеку скринируют с целью получения перекрыва
ющихся клонов. Таким способом удаётся анализировать после
довательности длиной до нескольких сотен т. п. н. Однако, в

Рис. I. Масштабы разрешения мето
дов молекулярного клонирования и ге

нетического картирования.
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некоторых случаях эта процедура может занять очень много 
времени. Так будет, если какие-то участки практически не пере
крываются из-за наличия протяженной области повторяющихся 
последовательностей или последовательностей Д Н К, которые не 
удается ввести в стандартные векторы. Если известно, что инте
ресующий нас ген находится на расстояний нескольких сотен 
т .п .н . от используемого клона, то применение метода «прогулки 
по хромосоме» весьма проблематично.

На противоположном конце спектра работают методы гене
тики соматических клеток, гибридизация іп зііи, анализ генети
ческого сцепления; их разрешающая способность ограничена 
1000—5000 т .п .н . И наконец, середине шкалы соответствуют три 
метода, позволяющие использовать данные картирования для 
поиска специфических молекулярных нарушений. Это пульс- 
электрофорез [6— 11], «прыжки по хромосоме» [3—5] и клони
рование в клетках дрожжей [12].

Важность этих подходов в том, что они дают ключ к пони
манию молекулярных основ целого ряда генетических наруше
ний, для которых неизвестна функция кодирующих их генов. 
Известны наследственные болезни человека, связанные с ано
малиями отдельных генов, такие, например, как муковисцидоз, 
болезнь Гентингтона, нейрофиброматоз. Наследование их проис
ходит строго в соответствии с менделевскими правилами, они 
имеют четкие фенотипические характеристики, однако нормаль-

„Прыжки по Пульс-электро- Методы генетики 
хромосоме" форез с последу- соматических 

ющим блотингом клеток

Рис. 2. Операционные уровни используемых в настоящее время методов. 
По вертикали отложены физические и генетические расстояния (в п. и., т. п. и. 

и в сМ соответствеиио) исходи из соотношения 1 сМ = 1000 т. п. н.

7—434
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ные функции генов, кодирующих эти заболевания, ие определены. 
Анализ сцепления с использованием полиморфных ДНК-марке- 
роіз (методы анализа полиморфизма длины рестрикционных 
фрагментов — П Д РФ ) позволил картировать соответствующие 
гены в специфических хромосомах человека [13, 14], что & свою 
очередь, значительно увеличило возможности пренатальной и 
пресимптоматической диагностики. Чтобы до конца разобраться 
в природе этих заболеваний и предложить адекватные методы 
их лечения, необходим молекулярно-биологический метод, рабо
тающий в области больших молекулярных размеров. Именно та 
ким методом и являются «прыжки по хромосоме». Суть его и 
возможные области применения будут рассмотрены в последую
щих разделах.

3. Стандартные библиотеки «прыжков»

3.1. Типы «прыжков»

Следует разграничить понятия стандартных геномных биб
лиотек для «прыжков по хромосоме» [3—5, 15] и специфических 
библиотек [4, 5, 16]. В первом случае библиотеки создаются* 
таким образом, что начинать движение вдоль хромосомы отме
ренными прыжками можно в принципе с любой точки генома. 
Специфические библиотеки состоят из клонов, позволяющих осу
ществлять прыжки от одного редко встречающегося сайта рест
рикции, например Ыоіі,  к последующему такому же сайту. Типьв 
прыжков схематически изображены на рис. 3. Очевидно, что

А А  г

Рис. 3. Схема, иллюстрирующая различные типы «прыжков по хромосоме». 
А — клоны стандартных библиотек, позволяющие осуществлять строго опре
деленные прыжки, начиная от любой точки на хромосоме. Б — два клона спе
цифических библиотек, в данном случае для фермента Мо/1 (И). Они позволяют 
осуществлять прыжки от одного сайта этого фермента к ближайшему такому 
же сайту. В — клоны библиотек «связок», представляющие собой участке» 
ДНК, которые включают редко встречающиеся сайты рестрикции, в данном 
случае МоД-сайты. Г — клоны стандартной библиотеки, позволяющие осуще
ствлять прыжки от произвольной точки до ближайшего редкого сайта рестрик

ции, в данном случае тоже до 7Ѵо/І-сайта.

способы создания этих библиотек несколько различаются. С тех
нической точки зрения труднее получать библиотеки первого 
типа, так как они должны содержать репрезентативную выбор-
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ку последовательностей генома. Обычно для такой библиотеки 
требуется 1—ЗХ Ю 6 клонов. Тогда можно быть твердо уверен
ным, что с ней можно работать, начиная от любой стартовой 
точки на хромосоме.

Д ля создания же полных специфических библиотек требует
ся всего лишь 10 000—20 000 клонов, так как количество незави
симых клонов эквивалентно числу рестрикционных фрагментов, 
полученных при использовании данного фермента рестрикции. 
Так например, для рестриктазы Ыоіі,  которая отщепляет при
близительно по 1000 т. п. и. в геноме человека, таких фрагментов 
должно быть всего лишь около 3000. Поэтому библиотеку из 
10000 клонов для прыжков по Ыоі І-сайтам можно считать прак
тически полной. Очевидным недостатком таких библиотек явля
ется то, что их нельзя использовать, когда стартовая точка прыж
ка не примыкает к редко встречающемуся сайту рестрикции. 
К сожалению, это довольно частое явление, препятствующее 
быстрому распространению данного метода. Если же все-таки 
удается идентифицировать клон, примыкающий к редко встре
чающемуся сайту рестрикции, использование специфических биб
лиотек для «прыжков по хромосоме» может оказать неоценимую 
помощь.

Очень эффективным могло бы оказаться создание геномной 
библиотеки третьего типа, имеющей в своем составе клоны, со
единяющие редко встречающиеся сайты рестрикции с прилегаю
щими случайными последовательностями Д Н К  генома. Имея 
такую библиотеку, мы могли бы начинать движение по хромосо
ме с любой стартовой точки, а при встрече с редким сайтом 
рестрикции пускать в ход специфическую геномную библиотеку. 
К сожалению, пока эта задача не решена и подходы к ее реше
нию здесь обсуждаться не будут.

3.2. Принцип создания стандартных библиотек

Основная стратегия метода «прыжков по хромосоме» состоит 
в получении кольцевых формул очень крупных фрагментов Д Н К  
путем лигирования их при большом разбавлении. Образование 
колец позволяет физически сблизить (соединить) участки Д Н К, 
расположенные в геноме на значительном расстоянии друг от дру
га. Селективное клонирование таких соединенных фрагментов в 
стандартные векторы позволяет затем получить геномную биб
лиотеку клонов-«прыжков». Эта стратегия применительно к стан
дартным библиотекам схематически изображена на рис. 4.

Прежде чем приступить к созданию библиотеки, следует от
ветить на несколько важных вопросов.
1. Какой размер прыжка желателен? Известно, что размер 

прыжка определяется размером частично гидролизованных
7*
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молекул ДН К. Как будет показано ниже, сложность построе
ния библиотеки возрастает в степени 3/2 с увеличением раз
мера прыжка.

2. Какой использовать фермент? В идеальном случае хотелось 
бы иметь совершенно случайный набор фрагментов Д Н К, что
бы была высокая вероятность того, что все геномные после-

Рис. 4. Принцип создания стандартной библиотеки прыжков.

довательности будут представлены на концах клонов. На 
практике же [15] мы использовали МЬоІ  (или его изошизо
мер З а и З А ) ,  так как эти ферменты имеют сайты через каж 
дые 25 п. н. Участки ДН К, лишенные таких сайтов, не будут, 
следовательно, представлены в библиотеке.

С
Высокомолекулярная ДНК

Частичное расщепление 
рестриктазой МЬоІ в агарозе 
Отбор молекул нужного размера 
при помощи пульс-электрофореза

Лигирование при низкой 
концентрации в присутствий 
молярного избытка $ирр

Расщепление рестриктазой 
ЕсоВІ

+ +

Лигирование с плечами фага лямдз 
Упаковка, трансформация 
клеток $ир"хозяина

Библиотека сцепленных 
фрагментов

Скрининг

Клон, несущий сцеплемый фрагмент
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3. Какой источник Д Н К  использовать? Д ля оптимальной реали
зации библиотеки при наличии самых разнообразных старто
вых зондов было бы предпочтительнее использовать источник 
ДН К, представляющей весь геном организма, например пери
ферические лимфоциты донорской крови в случае геномных 
библиотек человека. Если же предполагается исследование 
специфической хромосомы, лучше работать с гибридными со
матическими клетками, содержащими именно эту хромосому 
на известном фоне хромосом других видов. Преимущество та 
кой стратегии в том, что она позволяет сразу определить прин
ципиальную ценность клона, полученного при помощи имею
щейся библиотеки, путем простой проверки клонированного 
фрагмента на его принадлежность интересующей хромосо
ме [17].

3.3. Получение ДНК-фрагментов желаемого размера

ДН К, подвергаемая частичному гидролизу, должна быть до
статочно высокомолекулярной (> 1 0 0 0  т. п. н.). Методика приго
товления образцов Д Н К  та же, что и для пульс-электрофореза 
[10, 11], с той лишь разницей, что количество Д Н К  рассчиты
вается для препаративных целей.

1. Исходя из того, что одна клетка млекопитающего содержит 
6,7 пкг ДН К, необходимо вырастить их столько, чтобы по
лучить достаточное количество ДН К. Обычно для создания 
библиотеки требуется 200 мкг Д Н К, что соответствует при
близительно З х Ю 7 клеткам. Д Н К  должна быть очень высо
кого качества, поэтому очень важно растить клетки в опти
мальных условиях. Можно приготовить клетки и из перифе- 
шческой крови центрифугированием в смеси Р ісо іі-Н ур^ие 
[18].

2. После сбора клеток аккуратно просчитайте их количество в 
гемоцитометре и суспендируйте в таком объеме фосфатно- 
солевого буфера (Р В З), чтобы концентрация клеток состав
ляла примерно 2 х Ю 7/мл. Затем суспензию быстро смешайте 
с равным объемом расплавленной 2%-ной низкоплавкой ага
розы (Зеаріадие, РМС) в 125 мМ ЭДТА при 40 °С. Залейте 
в форму. Кроме стандартных ячеек форма должна иметь

4 ячейки для блоков размером 2X 8X 135 мм, которые служат 
для получения Д Н К  в препаративных количествах. Полезно 
приготовить 10—20 стандартных блоков с Д Н К  для тест- 
гидролизатов и два больших блока непосредственно для 
опытов.

3. Обработайте Д Н К  протеиназой К в присутствии больших ко
личеств ЭДТА и ІЧ-лаурилсаркозина, как описано ранее 
[10, 11, 15].
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4. Очищенную Д Н К  проверьте на нативность и на присутствие 
нуклеаз. Д ля этого инкубируйте половину содержимого бло
ка при 37 °С 3 ч с 10 мМ М&СЬ и нанесите эту смесь, а так
ж е необработанную половину на ОРАОЕ-гель [7] или на 
гель для электрофореза в инвертированном поле [8]. Опре
делите размер ДН К. Необработанная Д Н К  должна практи
чески полностью остаться в лунке, а в обработанном магни
ем препарате не должно быть низкомолекулярных примесей. 
Только в этом случае можно использовать препараты для 
«прыжков по хромосоме». Если же в препаратах, обработан
ных магнием, налицо признаки деградации, значит они за 
грязнены нуклеазами и надо повторить обработку протеина- 
зой К. Как правило, этого бывает достаточно, чтобы изба
виться от загрязнений.

5. Из некоторых источников Д Н К  постоянно выделяется с не
большим количеством низкомолекулярных примесей разме
ром 50— 100 т. п. н., видимо из мертвых клеток. Наиболее ха
рактерно это для лимфобластов. Такие деградировавшие мо
лекулы Д Н К  могут сильно искажать результаты «прыжков 
по хромосоме», поэтому необходимо удалить их из агарозных 
блоков перед обработкой рестриктазами. Д ля этого блоки 
(как маленькие, так и большие) помещают в лунки ОРАОЕ- 
геля и проводят пульс-электрофорез в течение 2—3 ч с ин
тервалами между импульсами 20 с. Молекулы Д Н К  разме
ром менее 100 т. п. н. выходят из блоков в гель, а высокомо
лекулярная Д Н К  остается практически без изменения. Блоки 
затем можно изъять из геля, получив, таким образом, высо
кокачественный материал для дальнейшего исследования.

6. Проведите контрольную рестрикцию половинок агарозных 
блоков различными концентрациями МЬоІ (1 ч при 37°С в 
микропробирках объемом 300 мкл со стандартным буфером 
для рестрикции, используя разные количества фермента: от
0,03 ед. до 0,15 ед.). Согласно данной методике, в каждой 
половине блока содержится примерно 3,3 мкг ДН К, следова
тельно, концентрация фермента составит от 0,01 ед./мкг до
0,045 ед./мкг. Остановите реакцию добавлением 10 мкл 
ЭДТА. Обработанные рестриктазой образцы поместите в 
гель и проведите пульс-электрофорез. Это поможет опреде
лить концентрацию фермента, оптимальную для получения 
фрагментов нужного размера (рис. 5). На рисунке наглядно 
продемонстрирована необходимость пре-электрофореза для 
удаления низкомолекулярных примесей Д Н К  перед обработ
кой рестриктазами.

7. При использовании больших агарозных блоков (для препа
ративных целей) пропорционально увеличьте количество
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фермента, но так, чтобы концентрации фермента в ед./мкл 
и Д Н К  в мкг/мл остались прежними.

8. Обработанные рестриктазой препаративные блоки помести- 
те в гель и, используя соответствующие маркеры, проведите 
пульс-электрофорез с интервалами между импульсами, по
зволяющими хорошо отделить фрагменты нужной величины.

Рис. 5. Получение препаратов ДН К для «прыжков по хромосоме» путем ча
стичного расщепления рестриктазой МЬоІ. Показано влияние увеличивающих
ся количеств фермента на размеры получаемых молекул ДНК. А  — результа
ты, полученные прн непосредственном использовании агарозных блоков с ДНК. 
Б  — препараты ДН К перед расщеплением рестриктазой МЬоІ подвергнуты 
пре-электрофорезу для удаления молекул ДН К малого размера. Небольшие 
молекулы ДН К мешают конструированию библиотек прыжков н эффективно 
удаляются на этой стадии. В обоих случаях включены маркеры размера, 

представляющие собой мультимеры фага Я (размер генома 48,5 т. п. н.).

Если используется ОРАОЕ-гель [7], маркеры следует нано
сить в середине и по обоим краям геля. Мы обнаружили, что 
для получения прямых полос молекул Д Н К  желаемых раз
меров лучше использовать СНЕР-гели [9] и гель-электрофо
рез в инвертированном поле [8].

9. Важно, чтобы ДН К, которую предстоит клонировать, не под
вергалась ультрафиолетовому облучению. Поэтому отрежьте 
края геля, содержащие маркеры, а также небольшое коли
чество рестрицированной геномной ДН К, окрасьте их бро
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мидом этидия и визуализируйте в ультрафиолете. По полу
ченным данным определите участок геля с интересующей 
вас ДНК.

10. Вырежьте нужный участок геля. На этой и последующих ста
диях важно использовать безнуклеазные реактивы и инстру
менты. Выделять Д Н К  из геля для получения кольцевой 
молекулы можно двумя способами. Нам представлялось 
удобным делать это методом электроэлюции. Поместите ку
сочек геля с Д Н К  в диализный мешок, залейте четырьмя 
объемами электрофорезного буфера (0 ,5хТ В Е ), а затем по
местите мешок в камеру для горизонтального электрофоре
за. Элюируйте Д Н К  из геля в течение двух часов 0 ,5хТ В Е - 
буфером при постоянном напряжении 100 В. Чтобы убедить
ся, что вся Д Н К  элюирована, можно вскрыть диализный 
мешок, достать гель и окрасить бромидом этидия. После уда
ления геля снова запечатайте диализный мешок и отдиали- 
зуйте Д Н К  против 10 мМ Трис, рН 7,4, 1 мМ ЭДТА (ТЕ) 
с несколькими сменами буфера, подготовив таким образом 
препарат для лигирования.

11. Препаративные гели для определения размеров Д Н К  мож
но готовить из легкоплавкой агарозы. И тогда выделять Д Н К  
из них можно, вырезая нужные участки и расплавляя их при 
65°С. После того как гель расплавится, Д Н К  доводят до 
нужной концентрации и проводят лигирование в присутствии 
агарозы, которая не ингибирует эту реакцию. В настоящее 
время нет оснований предпочитать один метод другому. 
Важно лишь избегать операций, которые могли бы нарушить 
целостность молекул Д Н К  после извлечения их из геля. 

Нельзя центрифугировать, встряхивать, пипетировать препа
раты. И желательно как можно скорее приступать к их ли- 
гированию.

3.4. Циклизация

Успех или неудача «прыжков по хромосоме» в решающей 
степени определяются возможностью лигировать большие сег
менты Д Н К  с образованием кольцевых молекул. Анализ страте
гии этого метода, схематически изображенной на рис. 4, по
казывает, что тандемное лигирование молекул Д Н К  дает сцеп
ленные фрагменты, соединяющие в себе две случайные последо
вательности. Такое сцепление приводит к образованию аномаль
ных клонов, которые провоцируют «прыжки по хромосоме» из 
данной стартовой точки на какую-то случайную последователь- 1 
ность генома. Свести к минимуму риск возникновения такого со-  ̂
бытия можно, проводя лигирование при достаточно низких кон-
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центрациях Д Н К  так, чтобы на долю тандемных лигирований 
приходилось менее 5— 10%.

Теория лигирования Д Н К  при низких концентрациях была 
разработана в 50-е годы Джекобсоном и Стокмайером [19]. Для 
некоторых размеров последовательностей Д Н К  теоретические 
прогнозы подтвердились экспериментально. Очень полезно, на
пример, следующее соотношение:

где / — концентрация молекул Д Н К  контурной длины I и сег
ментной длины Ь, при которой с равной вероятностью лигиру- 
ются как разные молекулы, так и концы одной молекулы. Оче
видно, что для эффективной циклизации лучше работать с кон
центрациями гораздо более низкими, чем /. Подставляя в урав
нение известные параметры Д Н К  для водного раствора, его мож
но преобразовать следующим образом:

где т. п. н.— длина Д Н К  в тысячах пар нуклеотидов [3]. При 
данной концентрации Д Н К  і — доля лигирований, приводящих 
к циклизации, составит і / ( і + і ) .  Чтобы эта доля достигала 90%, 
работать следует с концентрацией Д Н К, определяемой урав
нением:

Обычно для получения 1—З х Ю 6 клонов в библиотеке, необ
ходимо после расщепления циклизованных молекул Д Н К  иметь
0,5 мкг сцепленных фрагментов. Средний размер такого ф раг
мента 5 т. п. н., а это значит, что для осуществления прыжков 
в 100 т. п. н. необходимо иметь 10 мкг фракционированной по 
размеру ДН К; для прыжков в 200 т. п. н. — уже 20 мкг. На ин
тенсивность лигирования влияют два фактора: 1) количество 
ДН К, необходимое для получения достаточного числа сцеплен
ных фрагментов и создания геномной библиотеки. Это количе
ство возрастает линейно с увеличением размера прыжка; 2) не
обходимость преимущественного получения циклизованных мо
лекул. Интенсивность лигирования с циклизацией возрастает 
пропорционально квадратному корню длины молекул ДН К. По
этому с увеличением размера прыжка объем лигазной смеси дол
жен возрастать пропорционально 3/2 степени длины молекулы 
ДНК. В табл. 1 приведены стандартные параметры для созда
ния геномной библиотеки, рассчитанной на прыжки в 100 т. п. н.

з /а

[2 0 ] .



106 Глава 4

Очень важно маркировать в кольцевых молекулах места со
единения фрагментов с тем, чтобы селективно клонировать их на 
последующих стадиях. В качестве селективного маркера мы ис
пользовали ген супрессорной тРН К — зи рр  [3, 15], хотя воз
можны и другие способы селекции (см. ниже). Супрессорный ген 
должен иметь концы, комплементарные МбоІ-концевым ф раг
ментам геномной ДН К. Для этой цели было взято несколько 
зирр-те нов с различающимися концевыми последовательности -

Таблица 1. Параметры библиотеки прыжков в 100 т. п. и.

Исходные количества высокомолекулярной геном
ной ДН К 100 мкг 
Количество фракционированной по размеру ДН К 5 мкг
Размеры используемой ДН К 80— 130 т. п. н. 
Количество вирр-,ДНК, с баотНІ-концами 2 мкг
Молярный избыток 5«р^-ДНК (220 п. и.) 200 : 1
Объем смеси для лигнроваиня 25 мл 
Концентрация геномной ДН К ,0,2 мкг/мл
Количество Х-вектора 150 мкг
Общее количество бляшек на 5«р+-газоне 4Х  Ю8
Количество бляшек со вставками на 5«р+-газоне 5 Х І0 7
Общее количество бляшек на 5ар_ -газоне 2 хЮ в

ми, полученными при обработке рестриктазной ВатНІ.  Все они 
представлены на рис. 6. Наличие в концевых последовательно
стях дополнительных сайтов рестрикции, внутренних по отноше
нию к БшпНІ-сайту, очень полезно для последующего анализа 
клонов.

Ниже представлена методика реакции циклизации.
1. Используя приведенные выше уравнения, растворите Д Н К  

и доведите раствор до нужной концентрации в 50 мМ Трис, 
рН 7,4, 1 мМ ЭДТА.

2. Добавьте 100- или 500-кратный молярный избыток Д Н К  
ВатН І-ф рагмёнтов зирр,  предварительно проверенных на 
эффективность лигирования. Для этого проведите самолиги- 
рование и последующий анализ геля. По нашему мнению, 
наиболее удобно получать фрагменты генов зи рр  электрофо
резом с последующей электроэлюцией. Важно, чтобы фраг
мент был максимально очищен от плазмиды, поскольку даже 
незначительные количества ее могут проявиться в окончатель
ной библиотеке в виде клонов, гибридизующихся с зондом, 
несущим плазмиду. Оставьте смесь зи рр  Д Н К  с геномной 
Д Н К  на полчаса.

3. Доведите концентрацию магния до 10 мМ и оставьте смесь 
еще на 10 мин, чтобы'установилось равновесие. Затем до
бавьте ДН К-лигазу бактериофага Т4 до конечной концентра
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ции 1—2 ед./мкл. Лигируйте 12 ч при 14 °С, затем добавьте 
вторую порцию лигазы и лигируйте еще 12 ч.

4. Осадите циклизовавшуюся Д Н К  этанолом, добавив 20 мкг 
дрожжевой тРНК-носителя. Отцентрифугируйте осадок при 
23 000 об/мин в роторе 5\Ѵ27. Ресуспендируйте осадок в 
100 мкл ТЕ и инактивируйте все нелигировавшиеся концы, 
либо обработав их щелочной фосфатазой, либо добавив фраг
мент Клёнова ДНК-полимеразы I. Эта стадия очень важна, 
так как, если лигирование при низких концентрациях проис-

І~ЛЛ/\АА/Л—1 — 
К Ѵ Ѵ Ѵ Ѵ Ѵ 4— I В5ирр

N х

ЛЛЛЛЛ/4—НЧвх"5ирр
4-4-АЛАЛ/Ѵ'—НЧВ5Х 5ирр

м м  м м
— -------  МЫ зирР

Р и с . 6. Гены супрессорных тРНК (зирр-теиы), полученные для использования 
в качестве селективных маркеров при конструировании библиотек прыжков 
и библиотек клонов-связок. Для увеличения эффективности использования 
к концам зирР-гена, имеющего длину 200 п. н„ присоединяли разные сайты. 
Первым был получен ген зирР, фланкированный .ЕсоЩ-сайтами [12]. Осталь
ные гены были сконструированы с использованием других линкеров. К — 

■ЕсоЩ, В — Ват Ш , X — Х ко I, N — ЫоП, 5 — 5/Л, М — М іиі.

ходит не полностью, свободные фрагменты могут аномально 
лигироваться с вектором (см. разд. 3.5). Экстрагируйте Д Н К  
фенолом, осадите и, растворив, снова обработайте ЕсоКІ.

5. Для контроля очень полезно на каждой стадии отбирать не
большие аликвоты (2—5% объема) и подвергать их электро
форезу в 1,4%-ном агарозном геле с последующим переносом 
на нитроцеллюлозу или полиамид и блот-гибридизацией с 
зирр-гепом.  В случае успешной реакции циклического лиги- 
рования Д Н К  гена зирР  будет давать полосы в виде лестни
цы, и небольшое ее количество должно оказаться в той зоне 
геля, которая соответствует высокомолекулярной Д Н К  (что 
свидетельствовало бы о реакции лигирования с геномной 
Д Н К ). После обработки рестриктазой 5соЩ  лесенка зирр-  
гена должна остаться, а полосы из высокомолекулярной об
ласти должны расщепиться на множество фрагментов разме
ром от 1 до 20 т. п. н.
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6. ДН К, обработанную ^соК І, экстрагируйте фенолом и осадите 
этанолом.

3.5. Клонирование и скрининг

На этой стадии обработанные іГсоКІ кольцевые молекулы ге
номной Д Н К  уже можно лигировать и производить селекцию 
сцепленных фрагментов. Для селекции геномные фрагменты 
встраивают в фаговый вектор, несущий амбер-мутации по край
ней мере двух генов белковой оболочки, упаковывают фаговую 
Д Н К  іп ѵііго и инфицируют клетки бактерии-хозяина, лишен
ные функции зирР.  Формиров-ать бляшки на таком газоне могут 
только те фаговые частицы, геномы которых содержат собствен
ные зирР-гены.

Теоретически подходит любой фаговый вектор, несущий ам- 
бер-мутации и ^соКІ-клонирующий сайт. Ж елательно, конечно, 
чтобы этот вектор обеспечивал максимальную клонирующую 
емкость (во избежание дискриминации относительно больших 
.ЕсоШ-фрагментов). Идеальной можно считать ситуацию, когда 
кольцевые геномные фрагменты расщеплялись бы лишь частично 
мелкощепящим ферментом, а затем лигировались в вектор боль
шой емкости, чтобы не было дискриминации фрагментов, обус
ловленной расположением сайтов рестрикции. Однако обязатель
ные потери, происходящие при частичном расщеплении, оказы
ваются препятствием на пути создания полной библиотеки. 
Имеющиеся у нас в настоящее время стандартные геномные 
библиотеки для «прыжков по хромосоме» были получены в ре
зультате полного расщепления кольцевых геномных фрагментов 
рестриктазой ^соЙІ. Можно использовать и другие ферменты, 
для которых имеются амбер-мутантные фаговые клонирующие 
векторы, такие, например, как Ніпйі і I. Полезным дополнением 
к описанным здесь ^соКІ/-МЬоІ-библиотекам являются, как бу
дет указано ниже, библиотеки НіпйШ/МЪоІ .

При работе мы обнаружили, что использование вектора Ха- 
рон ЗА, модифицированного в лаборатории Фредерика Блатнера 
так, что он способен нести минимальную клонируемую вставку 
в ^соКІ-сайте, оказалось гораздо более эффективным, чем лю
бого другого такого вектора, включая Харон 16А. На рис. 7 
представлена карта этого модифицированного вектора, который 
называется А,СЬД1ас. Размер его генома 38,5 т. п. н., он быстро 
растет, дает высокий урожай и может принимать вставки от О 
до 12 т. п. н.

Ниже приводится методика создания геномной библиотеки.
1. Экстрагируйте фенолом и переосадите обработанную ^соК І 

геномную Д Н К , ресуспендируя ее в минимальном объеме.
2. Обработайте вектор рестриктазой ^соК І и удалите фермент
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фенольной экстракцией и переосаждением Д Н К. Полноту 
расщепления вектора ферментом Е с о Щ  и способность Е с о Я I- 
сайтов к лигированию следует проверять повторным лигиро- 
ванием небольших его количеств, а такж е сравнением эффек
тивности упаковки Д Н К  в необработанном векторе, векторе,

Т.П.Н.

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 .36 38 40 
1------ 1— -̂---1---- 1---- 1---- 1— —1---- 1---- «---- '---- •----•----1----1___і----■ і і . ■

Аат Ват
0 І----------- ,—

Ват 
5.56

АСЬЗАДІас ■

Рис. 7. Рестрикционная карта вектора ЯСЬЗАДІас. Вектор был получен в ла
боратории Фредерика Блатнера путем замещения фрагмента ЕсоЯІ — Ват Ш  
длиной 8,6 т. п. н. в векторе ХСЬЗА на ЕсоН І— В&Ш-полилинкерный фраг
мент из мини-плазмиды яѴХ. Полученный вектор имеет размер генома 
39,6 т. п. н. и может использоваться для клонирования .ЕсоШ-фрагментов раз

мером от 0 до 12 т. п. и.

обработанном рестриктазой ^соК І, а такж е в обработанном 
ЯсоКІ и повторно лигированном векторе.

3. Лигируйте геномную вставку с молярным избытком вектора 
(4 :1 ) ,  чтобы уменьшить число клонов со множественными 
вставками. Эти клоны, в принципе, не мешают в работе, так 
как легко выявляются благодаря такому отличительному при
знаку, как наличие в них двух .ЕсоШ-фрагментов.

4. Проведите пробную реакцию упаковки с 0,25 мкг лигирован- 
ного материала. Из-за больших количеств вектора, который 
надо лигировать для последующего создания геномной биб
лиотеки (см. табл. 1), использовать коммерческие экстракты 
для упаковки нецелесообразно. Мы работаем со стандартным 
двухкомпонентным экстрактом [22]. Чтобы обеспечить эф 
фективность упаковки, достаточную для создания полной ге
номной библиотеки «прыжков по хромосоме», нужно иметь 
экстракты, осуществляющие контрольную упаковку Д Н К  
фага дикого типа с эффективностью 3—4 Х 10® б. о. е./мкг ДНК.

5. Если эффективность близка к желаемому уровню, но все же 
недостаточно высока, ее можно увеличить в 3 раза, добавив 
к упаковочной смеси грубый препарат Ягтерминазы. Терми- 
наза представляет собой фаговый белок, который расщепляет 
лигированную Д Н К  в сое-сайте после упаковки ее в головке 
фага. Как правило, именно терминаза является фактором,.

Есот  СІаі Н/псІШ ХЬа\

Полилинкер Ват Ват Ват
19.94 33.69 34.19 38.12
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лимитирующим эффективность упаковки в экстрактах, приго
товленных по приведенной выше методике. Грубый препарат 
этого фермента можно легко получить из штамма А21069, вы
деленного Муриальдо. Соответствующий ген в его клетках 
находится на селектируемой плазмиде под контролем термо- 
индуцибельной системы экспрессии [23]. Повышение темпе
ратуры культивирования в определенный момент логарифми
ческой фазы роста бактерий приводит к образованию больших 
количеств терминазы, которую легко выделить с помощью 
ультразвуковой обработки культуры. Активность терминазы 
можно проверить, инкубируя ее с космидой и наблюдая ее 
линеаризацию по соз-сайту. Мы обнаружили, что добавление 
одного объема грубого препарата терминазы на каждый объ
ем озвученного упаковочного экстракта (5Е) приводит к поч
ти трехкратному увеличению эффективности упаковки лиги- 
рованной ДН К. Важно уяснить себе, что в контрольной Я,-ДНК 
увеличения эффективности не будет, так как в этих препара
тах фага со5-сайты не лигированы и не требуют терминазы 
для нормальной упаковки. Терминазу добавляют после 5Е , 
а затем с 15-минутным интервалом добавляют РТЬ (лизат, 
прошедший процедуру замораживания—оттаивания) в стан
дартных количествах.

6. После упаковки трансформируйте этим препаратом клетки 
5М/о/7+-штамма (хорошо подходит для этой цели ЬР392) и 
«ирТ^-штамма (лучше всего МС1061). За  основу для расче
тов возьмите цифры из табл. 1. Заметьте, бляшки на газоне 
МС1061 могут давать только рекомбинантные фаговые час
тицы, несущие зирР.  Но для создания полной геномной биб
лиотеки лигировать и упаковывать необходимо и все осталь
ные фрагменты генома. А для этого, в свою очередь, нужны 
большие количества вектора и экстракта для упаковки.

7. Пропорционально увеличьте объем реакционной смеси для 
упаковки. Путем контрольных высевов определите максималь
ное количество упакованного материала, которым можно ин
фицировать бактерии без ущерба для эффективности процес
са. В дальнейшем выращивайте рекомбинантные бактериофа
ги для библиотеки на 150-мм чашках, исходя из полученного 
значения плотности (или 40 000 фаговых частиц на чашку) и 
используя в качестве бактерии-хозяина штамм МС1061. Биб
лиотеку затем можно скринировать или амплифицировать 
стандартным способом для последующего повторного скри
нинга.

8. Проведите скрининг библиотеки стандартным методом. Целе
сообразно провести скрининг примерно 20 000 клонов, исполь
зуя в качестве зонда рВК322, чтобы определить, не содержат 
ли некоторые бляшки примесей плазмидных последователь
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ностей, загрязняющих зачастую препараты гена зирР.  Если 
такие клоны имеются, то все зонды, используемые для скри
нинга данной библиотеки, необходимо тщательно очистить при 
помощи электрофореза, чтобы не путать истинные клоны зирР  
с клонами, несущими плазмиду.

9. Скрининг можно эффективно производить, используя одно
временно несколько зондов. Однако необходимо обязательно 
ставить позитивный контроль на каждый зонд. В идеальном 
случае это должен быть фаг, содержащий зонд как часть 
вставки, который можно высевать при низкой плотности так, 
чтобы визуально оценивать интенсивность возникновения ожи
даемых клонов. Необходимо такж е иметь негативный конт
роль (вектор Я со вставкой рВК322), чтобы выявить потен
циальные ложнопозитивные клоны. Важность контролей 
(и негативных, и позитивных) нельзя недооценивать; они 

должны использоваться и при вторичных, и при третичных 
скринингах по мере очистки бляшек.

3.6. Анализ клонов

После очистки бляшек можно приготовить минилизат Д Н К  
из клонов, руководствуясь любой стандартной методикой. Ис
пользование на этой стадии в качестве газона ЬЕ392 позволяет 
получить несколько больший выход фаговой ДН К, чем при по
севе на МС1061. Обработка рестриктазой ^соК І позволит опре
делить размер инсерционного фрагмента. Если в данном клоне 
имеется более одного ЯсоКІ-фрагмента, это значит, что при кло
нировании в один вектор были лигированы две вставки. В таком 
случае следует провести блот-гибридизацию данного клона с 
исходным зондом и с зирР,  чтобы определить, находятся ли эти 
вставки в одном ЕсоЩ -фрагменте или в разных. В первом случае 
с  клоном можно продолжать работать дальше традиционными 
методами; во втором случае он не представляет ценности для 
дальнейших исследований.

ЕсоКІ-фрагмент полезно переклонировать в плазмиду, чтобы 
упростить работу по его изучению. Субклоны можно легко иден
тифицировать, благодаря наличию зирР -маркера (рис. 8). Рест- 
рицированный минилизат Д Н К  можно лигировать в рВК322, 
предварительно обработанную ЯсоКІ и фосфатазой, и получен
ной рекомбинантной Д Н К  трансформировать штамм бактерии- 
хозяина, несущий какую-либо амбер-мутацию в Іас2, например 
САКВ-15 (Р. Дан, частное сообщение). Высев культуры на агар 
М ак-Конки с ампициллином позволяет практически сразу вы
явить интересующие колонии, так как они способны сбраживать 
лактозу и окрашены в пурпурный цвет в отличие от остальйых, 
амеющих розовую окраску.
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Д ля того чтобы разделить стартовую и конечную точки прыж
ка, очень полезно использовать присутствие ЛуаІ-сайта в цент
ре гена з и р р  [24]. Особенно эффективно это в том случае, когда 
имеющийся в рВК322 сайт Аѵа\  элиминирован. Мы добивались 
этого, проводя последовательно обработку плазмиды рестрикта- 
зой А ѵа і , достраивание фрагментом Клёнова и повторное лиги-

О  Расщепление рестриктазами 
ЕсоВІ, АѵаІ и ЕсоВІ 
Блот-гибридизация с $ирР, 
стартовым зондом Р и 
геномной ДНК человека

В Р А а  В

-------- -— 1 •••*
Повтор

Рис. 8. Схема быстрого переклоиирования вставок из фаговых клонов 
в рВКДАѵа. К — БсоКІ, А — Аѵа\.

рование. Отделить половины клонированного фрагмента можно, 
обрабатывая субклоны ЯсоКІ, Аѵаі  и обеими рестриктазами од
новременно. ЛоаІ-сайты встречаются иногда в геномных после
довательностях, что несколько затрудняет составление карты. 
Однако при помощи блот-гибридизации рестрицированных суб
клонов с исходным зондом, зи р р  и геномной Д Н К  человека, по
зволяющей локализовать повторы, обычно легко удается по
строить рестрикционную карту и идентифицировать уникальные 
последовательности. А это, в свою очередь, позволяет опреде
лить, является ли данный прыжок эффективным. Результаты 
блот-гибридизации представляют особый интерес, так как с их 
помощью удается идентифицировать ближайшие к супрессорно
му гену фрагменты.



В случае же использования зирР-тъна с дополнительными 
вставками редко встречающихся сайтов рестрикции (см. рис. 6) 
разделение половинок фрагмента, составляющего прыжок, упро
щается, и зонды можно получать непосредственно из минилизата 
фаговой ДН К. После того как установлено» что фрагмент-«пры- 
жок» представлен в геноме единичной копией, надо провести его 
гибридизацию с блотом геномной Д Н К  из гибридных соматиче
ских клеток, чтобы убедиться, что прыжок осуществлен в пре
делах нужной хромосомы. Это очень важный момент, так как при 
создании геномной библиотеки всегда существует опасность не
циклического лигирования.

3.7. Последовательные «прыжки»

Согласно стратегии лигирования, представленной на рис. 45 
по концам клона-прыжка обычно имеются участки длиной 300— 
5000 п. н. в геноме, примыкающие к ЯсоКІ-сайту. Из рис. 9 видно, 
что если использовать клонированный фрагмент в качестве зон
да для возвращения к исходной библиотеке, то весьма вероятно, 
что при помощи полученных клонов преимущественно будет 
осуществляться движение вдоль хромосомы не вперед, а назад^
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Рис. 9. Последовательность прыжков в стандартной библиотеке. Чтобы опре
деленная последовательность оказалась представленной в библиотеке, кон
струируемой, как показано на рис. 4, она должна находиться в ЕсоКІ — МЬоІ- 
фрагменте. При использовании клонированного фрагмента (заштрихованный 
прямоугольник) для повторного скрининга библиотеки, прыжок, по всей веро
ятности, произойдет в обратном направлении, к исходной точке (к черному 
прямоугольнику). Чтобы продолжать двигаться в первоначальном направле
нии, лучше использовать зонд, находящийся на дальнем конце ЕсоШ-фраг- 

мента (белый прям оугольник). К — ЯсоЩ, М — МЪоІ.

к стартовому зонду. Преодолеть эту трудность можно двумя спо
собами: можно использовать библиотеку, полученную с помощью 
другой рестриктазы, например Я іт І І ІІ . Как отмечалось выше, 
попеременное использование библиотек ЕсоЯІ/МЬоІ и НіпйI II / 
/МЬоІ с большей вероятностью позволяет продвигаться вдоль 
хромосомы в том же направлении. Кроме того, имеет смысл ис
пользовать фрагмент-«прыжок» из стандартной Х-библиотеки, 
чтобы выявить геномную последовательность большего размера
и, таким образом, осуществить некоторую «прогулку после прыж
ка», прежде чем начинать новый прыжок. Пр и этом в наших 
руках окажется большее количество зондов для скрининга биб
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лиотеки прыжков, и, кроме того, в нашем распоряжении будут 
более крупные последовательности для выявления полиморфиз
ма длины рестрикционных фрагментов (П Д РФ ). Последний мо
мент очень важен и часто является составной частью методики 
прыжков, так как всегда желательно проверить, не произошел 

.ли кроссинговер между исходным зондом и последовательностью- 
мишенью.

4. Специфические библиотеки «прыжков»

4.1. Принцип метода

Как показано на рис. 3 и описано в разд. 3.1, специфические 
библиотеки «прыжков» создаются так, чтобы можно было осу
ществить прыжок с данного редко встречающегося рестрикцион
ного сайта к ближайшему сайту той же редкощепящей рестрик
тазы. Основной принцип — циклизация очень больших молекул 

„ДНК — одинаков для обеих библиотек. Но в данном случае пер
вую обработку рестриктазой проводят полностью, используя 
редкощепящий фермент, и не отбирают фрагменты определенно
го размера. Преимущество такой библиотеки, как уже подчер
кивалось, состоит в том, что для получения репрезентативного 
набора всех возможных для данной рестриктазы фрагментов тре
буется гораздо меньшее количество клонов. Очевидный недоста
ток ее — требование начинать прыжки из точки, находящейся 
невдалеке от одного из специфических редких сайтов.

4.2. Методика создания библиотеки

Этапы работы аналогичны тем, которые подробно описаны 
для стандартной геномной библиотеки. Здесь мы отметим лишь 
.различия. Хотя речь в этом разделе идет о конструирований с 
помощью рестриктазы Ыоіі, данные, приведенные здесь, легко 
обобщить для специфических библиотек, получаемых на основе 
.других редкощепящих ферментов.
1. Поскольку для окончательной специфической библиотеки тре

буется меньше клонов, чем для стандартной, нет необходимо
сти иметь изначально большие количества ДНК. Мы убеди
лись на практике, что для обработки рестриктазами нужно 
иметь около 10 мкг ДН К, а в итоге (для лигирования и упа
ковки) достаточно лишь 1 мкг из этого количества. Первую 
обработку рестриктазами проводите с большим избытком фер
мента (10—20 ед./мкг), чтобы в библиотеке были представ
лены сайты, как правило не расщепляемые при работе с обыч
ными концентрациями фермента. Следует обязательно про^ 
верить результаты расщепления, проведя пульс-электрофорез
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небольшого количества ДН К, а такж е убедиться, что инкуби
руемая в этих ж е условиях, но без рестриктазы Д Н К  не де
градирует сама по себе.

2. Д Н К  из агарозы извлеките плавлением или электроэлюцией, 
как описывалось ранее.

3. Гены супрессорной тРНК, вокруг которых идет формирование 
циклических молекул, должны, разумеется, иметь соответству
ющие липкие концы. Нами были получены фрагменты зирр-  
генов с Ыоіі- и М/ыІ-концами. Поскольку выступающие кон
цы Міиі  и Й55НІІ идентичны, для создания специфической 
В55НІІ-библиотеки можно использовать зирР-ген с Міиі-кон-  
цами. Возможно, трудно будет подобр-ать концентрацию з и р Р  
для лигирования, так как размер имеющихся геномных фраг
ментов сильно варьирует [16]. Опыты с фракционированной 
по размерам Д Н К  показали, что добавление зирР  не влияет 
на ход реакции, если в реакционной среде имеется по мень
шей мере его 100-кратный молярный избыток (Ф. Коллинз, 
неопубликованные данные). Поэтому для надежности следует 
добавить такое количество Д Н К  супрессорного гена, чтобы 
100-кратный избыток его достигался из расчета, что все мо
лекулы имеют длину 100 т. п. н. Достаточный избыток при 
этом гарантируется, так как используемые молекулы обычно 
значительно длиннее. Другой способ подобрать концентра
цию — провести два циклических лигирования при двух кон
центрациях зирР,  требуемых для работы с молекулами дли
ной 100 и 1000 т. п. н. Такой подход использовал Пустка [16] 
при создании Мэ/І-специфической библиотеки. Возможно, чта 
в данном случае этот путь был действительно предпочтитель
ным, так как они обрабатывали маркерный ген фосфатазой.

4. Подберите такую концентрацию Д Н К  для лигирования, чтобы 
даже при очень больших длинах молекул в реакционной смесит 
она была наиболее благоприятной для циклизации. Лучше 
всего работать с концентрациями примерно 0,1 мкг/мл. При 
таких значениях даж е молекулы в 2000 т. п. н. имеют вероят
ность циклизации более 90%.

5. После осаждения повторно обработайте циклические молеку
лы геномной ДН К рестриктазой ЯсоКІ и клонируйте получен
ные фрагменты в ЯСЬЗАДІас, как описано в разд. 3. Недоста
ток этого метода в том, что фрагменты-«прыжки», оказавшие
ся частью .ЕсоКІ-фрагментов, длина которых больше 12 т. п. н., 
клонироваться не будут. Преодолеть эту трудность можно, 
если создать дополнительную библиотеку, в которой при по
следнем рестрицировании использовать другую рестриктазу, 
например ВатНІ.  Полученные фрагменты следует затем кло
нировать в Б атН І-векторе, имеющем амбер-мутации, напри
мер в ^СЬЗОА.

8*
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6. Проверьте эффективность ІѴоЛ-библиотеки. Это несколько 
проще, так как у значимых клонов обе половинки, составля
ющие прыжок, должны происходить из одного и того же Ыоіі- 
фрагмента. Целесообразно идентифицировать 5— 10 клонов, 
содержащих вставки уникальных последовательностей, а за 
тем проверить обе половинки каждого клона-«прыжка» путем 
блот-гибридизации с ДН К, фракционированной пульс-элект
рофорезом. Это даст представление о варьировании размеров 
прыжков, представленных в библиотеке, а также о доле зна
чимых прыжков.

5. Библиотеки клонов-связок

5.1. Принцип конструирования

Как показано на рис. 3, библиотеки специфических прыжков 
наиболее функциональны в сочетании с библиотеками клонов- 
связок [4, 5]. Клоны-связки — это фрагменты ДН К, содержащие 
сайт редкощепящей рестриктазы. Такие клоны позволяют пере
сечь участок, где расположен сайт редкощепящей рестриктазы, 
и осуществить следующий прыжок. В принципе, библиотеки 
клонов-связок контролировать легче, так как нет необходимости 
работать с очень большими молекулами ДН К. Существует не
сколько способов селективного клонирования фрагментов геном
ной ДН К, несущих редко встречающийся сайт рестрикции, из 
которых мы приводим один из наиболее эффективных (рис. 10). 
Весь процесс зависит от стадии циклического лигирования отоб
ранных по размеру фрагментов геномной Д Н К  длиной 15— 
20 т.п .н ., частично расщепленных МЬоІ и содержащих супрес
сорный ген. Циклические молекулы затем обрабатывают Ыоіі; 
большинство из них не расщепится, но те, с которыми это про
изойдет, можно будет селективно клонировать в фаговый вектор 
с амбер-мутацией, способный включать вставки такого размера. 
Идеальным для этой цели является сконструированный недавно 
вектор ?*СЬ40А [25].

5.2. Методика получения N 0 1 1-библиотеки клонов-связок

1. Препарат Д Н К  можно приготовить любым стандартным ме
тодом и все операции проводить в растворе, так как необяза
тельно работать с очень длинными молекулами. Проведите 
частичное расщепление Д Н К  рестриктазой МЬоІ и фракцио
нирование в градиенте плотности сахарозы точно так же, как 
и при создании библиотеки фаговой Д Н К  [24].

2. Приготовьте раствор фрагментов нужного размера (15— 
20 т .п .н .) с концентрацией, обеспечивающей циклизацию
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(примерно 1 мкг/мл), и добавьте 200-кратный молярный из
быток очищенного зирР-гена с концами ВатШ.  Проведите 
лигирование, как описано в разд. 3.

Геномная ДНК, 
частично расщепленная МЬоІ

/ѴоГІ
Г 7 1 -

Ыоі\ +

ЗирР

-ѵѵѵ— 
~~ѵѴѵ- 

—ѴѴ-X

Лигирование

N011 N0} I

Рис. 10. Стратегия получения N0(1 -библиотеки клоиов-связок. Бляшки обра
зуют только те фрагменты, которые иесут виутреииий ЫоіІ-сайт.

3. Осадите циклические молекулы Д Н К, а затем расщепите, об
рабатывая большим избытком рестриктазы Ыоіі. Ж елатель
но поставить контрольное расщепление небольшого количе
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ства препарата, к которому добавлена плазмида, несущая 
Ыоі\-сайт, с тем, чтобы убедиться, что расщепление не инги
бируется.

4. Рестрицированную Д Н К  экстрагируйте фенолом и переоса- 
дите. Затем лигируйте ее с плечами Я-вектора. Поскольку 
большая часть геномной Д Н К  останется в виде циклических 
молекул, для создания десятикратного молярного избытка 
концевых фрагментов вектора по сравнению с клонируемой 
вставкой потребуется очень незначительное количество век
тора.

5. Проведите упаковку Д Н К  и высейте фаг на газоне зир~-хо- 
зяина, например МС1061. Д ля более эффективного субклони
рования вставок полезно использовать супрессорный ген, 
имеющий дополнительный сайт рестрикции редкощепящей 
рестриктазы, внешний по отношению к сайту ВатНІ.  Это по
зволит субклонировать отдельно обе половинки сцепленного 
клона. Поэтому мы обычно использовали супрессорный ген, 
содержащий внешние по отношению к сайту ВатНІ ХНоІ- и 
5/П-сайты (см. рис. 6).

6. Чтобы был представлен весь геном человека, как и в случае 
клонов-«прыжков», достаточно иметь всего около 10000 Ыоі\- 
сцепленных клонов.

5.3. Использование ДНК из сортированных хромосом

Библиотеки клонов-связок можно создавать из Д Н К  сорти
рованных хромосом, хотя имеющееся при этом количество мате
риала (обычно менее 1 мкг) не позволяет проводить этапы час
тичного расщепления и фракционирования. Однако клоны можно 
получать и из полностью расщепленной ДН К, как это показано 
на рис. 10, с той лишь разницей, что на начальной стадии про
водят расщепление рестриктазами В а т Ш  и В§111. Используя 
такой подход, мы создали библиотеку в 5000 клонов из сорти
рованных хромосом. В данном случае вектор должен обладать 
способностью включать небольшие вставки. С этой целью опи
санный выше вектор ЯСЬЗААІас был модифицирован путем за 
мены клонирующего ЕсоЦІ-сайта на сайт N0(1.

6. Возможные усовершенствования

Приведенные здесь методики успешно применялись для со
здания стандартных библиотек прыжков в 100 и 200 т. п. н. [15,. 
17] и специфических библиотек, имеющих в своем составе кло
ны длиной до 800 т. п. н. [16]. Однако имеется целый ряд тех
нических трудностей, ограничивающих использование этих мето
дик для осуществления более дальних прыжков.
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1. Объемы реакционной смеси в реакции циклического лигиро- 
вания при создании стандартных библиотек прыжков состав
ляют 25— 100 мл, а это требует большого количества ДНК- 
лигазы.

2. Хотя из всей циклической молекулы клонировать желательно 
только область соединения концов, лигировать в Я-вектор и 
упаковывать перед проведением селекции по зирР  приходит
ся и все остальные фрагменты. На практике это означает со
тни микрограмм израсходованного вектора и миллилитры упа
ковочного экстракта.

3. Очень трудно подобрать такие условия, чтобы большинство 
циклических молекул включило хотя бы по одному зирР-гену, 
особенно если размер молекул геномной Д Н К  сильно варьи
рует, как это бывает при конструировании библиотек прыж
ков с использованием редкощепящих рестриктаз.

4. Поскольку циклизация осуществляется за счет лигирова'ния, 
необходимы ионы магния и, кроме того, требуется длительное 
время, чтобы могли встретиться соответствующие концы боль
ших молекул геномной ДНК. В таких условиях даж е мизерные 
количества нуклеазы могут быть губительны.
В настоящее время усилия по совершенствованию технологии 

конструирования библиотек прыжков направлены гна преодоле
ние именно этих трудностей. Схема одной из таких усовершен
ствованных методик представлена на рис. 11. Она касается в 
основном двух из указанных выше трудностей.
1. Добавление к концам больших молекул геномной Д Н К  лин

керов («хвостов») позволяет осуществлять циклизацию в ос
новном за счет отжига, а не лигирования. А это значит, что 
реакцию можно проводить в присутствии ЭДТА и тем самым 
избежать проблем с нуклеазами. Линкеры сконструированы 
таким образом, что они не комплементарны друг другу, но 
могут связываться при добавлении специального олигомера- 
«склейщика», как мы его называем.

2. Последовательности «хвостов» и «склейщиков» подобраны 
так, что при их отжиге получают две последовательности Іас- 
оператора. Это позволяет отбирать соединенные фрагменты 
за счет взаимодействия Іас-оператор—репрессор, т. е. обеспе
чивается скорее физическая, нежели биологическая селекция. 
В итоге становится возможным отбор нужных фрагментов 
перед клонированием и экономится таким образом большое 
количество вектора и экстракта для упаковки.

• Еще одним прорабатываемым в настоящее время усовершен
ствованием является уменьшение эффективной контурной длины 
больших фрагментов геномной Д Н К  при помощи ДНК-связы- 
вающих белков. Ранее мы говорили о том, что уменьшение кой- 
турной длины Д Н К  позволило бы значительно расширить гра
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ницы применения метода и осуществлять все более дальние 
прыжки по геному (разд. 3.2). Традиционные методы, лишь не
значительно уменьшающие контурную длину Д Н К  (такие, как 
изменение концентрации солей или использование полиаминов,

Высокомолекулярная геномная Д Н К

Частичное раа 
ФракционироЕ 
пульс-электрофорезом

I !  Частичное расщепление МЬоІ 
Фракционирование

Лигирование с "хвостами" (Т) 

-------------------т
-Т  
-----------т

Разведение, плавление, добавление 
йщию"склейщиков" (С) 

Отжиг

Осаждение « . г 
Расщепление ЕсоВІ

-ТОТ--------------- -----------т с т _

, ,  Отбор фрагментов, сцепленных с 
/ас-репрессором 
Клонирование

В Геномная ДНК N Іас |ас N Геномная ДНК РІ 

(^Л/VVV2^'VVV\л|^=і----- Дг - ^ і ---- ^ = ^ \Л Л А А ^ \А Л Л Л ^

К / .  \  К 
5 т  Рз

Библиотека сцепленных фрагментов

Рис. 11, Схема создания библиотеки прыжков с использованием системы 
/ас-оператор—репрессор. «Хвосты» (Т) и «склейщики» (О) подобраны таким 
образом, что при отжиге наряду со множеством сайтов рестрикции получают
ся два инвертированных повтора /ас-оператора. N — іѴо/І, Рѵ — Рѵиі, К — 

Крп, 5 т  — 8т аІ, 5а — З а іі, Рз — Р зіі, К — ЕсоЩ.

например спермидина), не обладают достаточными преимущест
вами для широкого их использования. Все живые организмы, ес
тественно, сталкиваются с одной и той же проблемой упаковки 
ДНК. Поэтому есть смысл использовать каким-то образом уже 
придуманные природой механизмы. Одна из таких возможно
стей— применение гистонов эукариот. Однако, следует учиты
вать, что репликация хроматина — процесс непростой; есть осно
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вания опасаться, что связывание с гистонами вблизи концов ге
номных фрагментов будет блокировать циклизацию. Еще одна 
возможность заключается в использовании НІІ-белка ЕзсНегі- 
сНіа соіі [26], который тоже связывается с Д Н К  и уменьшает 
ее контурную длину в 5 раз. Получить НІІ-белок довольно про
сто. Правда, Д Н К  он связывает слабее, чем гистоны. При добав
лении его в растворе устанавливается динамическое равновесие 
между связанной и не связанной Д Н К, причем в любой данный 
момент времени связанной Д Н К  несравненно больше. Однако, 
слабое связывание может оказаться и не очень уж угрожающей 
помехой для циклизации. Все эти вопросы находятся в стадии 
экспериментальной разработки. В перспективе такой подход по
зволит работать с молекулами в 1000 т. п. н. такж е легко, как 
сейчас мы это умеем делать с молекулами в 200 т. п. н. Границы 
применения метода «прыжков по хромосоме», его возможности 
полностью раскроются только тогда, когда будут доработаны 
все предложенные модификации.
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ГЛАВА 5

ОБНАРУЖЕНИЕ ЕДИНИЧНЫХ НУКЛЕОТИДНЫХ 
ЗАМЕН В ДНК: РАСЩЕПЛЕНИЕ РНКазой 
И ДЕНАТУРИРУЮЩИЙ ГРАДИЕНТНЫЙ 

ГЕЛЬ-ЭЛЕКТРОФОРЕЗ

Р. Майерс, В. Шеффилд, Д. Кокс1

1. Введение

Методы обнаружения нуклеотидных замен в геномной Д Н К  
позволили исследователям разобраться в природе многих на
следственных болезней человека. Эти методы дают возможность 
идентифицировать специфические мутации, приводящие к забо
леванию [1—6], а такж е полиморфные участки ДН К, используе
мые в качестве маркеров в генетическом анализе [7— 11]. Б ла
годаря развитию методов выявления нуклеотидных замен стала 
реальностью пренатальная диагностика многих наследственных 
болезней человека. Если ген, отвечающий за заболевание, из
вестен, соответствующую мутацию можно обнаружить в геном
ной ДН К или в РН К  при помощи блот-гибридизации с использо
ванием меченых олигонуклеотидов в качестве гибридизационных 
зондов. В том случае, когда мутировавшая нуклеотидная после
довательность неизвестна, замены нуклеотидов можно опреде
лить по полиморфизму длины рестрикционных фрагментов 
(П Д РФ ) [7]. ПДРФ  обнаруживается по наличию или отсут
ствию сайта рестрикции во фрагменте геномной Д Н К  при гибри
дизации меченого ДНК-зонда с обработанной рестриктазами 
геномной ДН К, расфракционированной по размеру в агарозном 
геле и перенесенной на мембранный фильтр. Этот метод оказался 
очень эффективным для выявления как значимых мутаций, так 
и нейтрального полиморфизма в геноме человека и других орга
низмов. Однако большую часть мутаций и полиморфных участ
ков генома не удается обнаружить с помощью анализа ПДРФ , 
поскольку вероятность того, что замена нуклеотида изменит 
именно сайт рестрикции, низка. Так, например, многие точковые 
мутации гена (3-глобина человека, вызывающие талассемию, не 
изменяют сайтов рестрикции, а потому не могут быть непосред

1 К. М. Муегв. О ерагітепіз оі РЬузіоІо^у апсі ВіосЬетізІгу ап<1 ВіорЬузісз, 
Ііпіѵегзііу оі Саіііогпіа аі 5ап Ргапсізсо, 513 Рагпаззиз Зігееі, 5ап Ргапсізсо, 
СА 94143, ЦЗА.

V. С. ЗНеЦіеШ, О. Я■ Сох. Б ерагітеп із оі Ресііаігісз апсі ВіосЬетізігу апсі 
ВіорЬузісз, Ш іѵегзііу о Г Са1і!огпіа аі 5ап Ргапсізсо, 513 Рагпаззиз Зігееі, 
5ап  Ргапсізсо, СА 94143, Ц5А.
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ственно определены при анализе ПДРФ  [12]. Кроме того, ока
залось, что в некоторых участках генома млекопитающих поли
морфизм незначителен, что крайне затрудняет выявление в них 
ПДРФ  даже при использовании большого числа различных рест- 
рнктаз [13, 14). Из всего сказанного следует, что новые подходы 
к обнаружению единичных нуклеотидных замен в геномной Д Н К  
были бы очень полезны.

В сотрудничестве с доктором Маннатнсом и доктором Лерма- 
ном нами были разработаны два таких метода, являющиеся до
полнением к анализу ПДРФ : РН Казное расщепление и денату
рирующий градиентный гель-электрофорез (ДГГЭ) [15—20]. 
Каждый из них позволяет идентифицировать по крайней мере 
50% всех возможных замен нуклеотидов на участке Д Н К  Дли
ной до 1000 п. н.

Задача настоящей главы — подробно изложить суть новых 
методов, обсудить их преимущества и недостатки, рассмотреть 
некоторые модификации. Кроме того, мы на примерах покажем, 
как можно использовать предложенные нами методы для иссле
дования фрагментов ДН К, полученных при амплификации спе
цифических последовательностей в ходе полимеразной цепной 
реакции (П Ц Р) [21—23].

2. Общее описание методов

2.1. РНКазное расщепление

Единичные нуклеотидные замены во фрагментах геномной 
ДН К можно обнаружить при расщеплении неспаренных участков 
в РН К—ДНК-дуплексах, обрабатывая эти дуплексы РНКазой А 
[15, 16]. Рис. 1 иллюстрирует последовательные этапы проце
дуры.
1. Синтез равномерно меченного одноцепочечного РНК-зонда с 

использованием транскрипции іп ѵііго клонированного фраг
мента ДНК-

2. Гибридизация зонда с комплементарными последовательно
стями геномных (клонированных или амплнфнцнрованных 
путем П Ц Р) ДНК- Если в гибриднзуемой ДН К имеется заме
на нуклеотида, образующие РН К —ДНК-дуплексы содержат 
однонуклеотндные неспаренные участки.

3. Обработка дуплекса РНКазой А, приводящая к расщеплению 
цепи РН К по многим, хотя и не по всем, неспаренным нуклео
тидам.

4. Анализ меченых фрагментов РН К  при помощи денатурирую
щего гель-электрофореза с последующей радноавтографней, 
В этом случае эффективное расщепление по неспаренным ос
нованиям приводит к появлению на радиоавтографах двух



+
Равномерно меченньій
одноцепочечный
РНК-зонд

Двухцепочечнзя ДНК

Нагревание для разделения 
цепей ДНК

Отжиг

РНК—ДНК-гибрид с однонуклеотидным 
неспаренным участком и выступающими 
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Обработка РНКазой
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I Радиоавтография

Рис. 1. Метод РНКазного расщепления. Равномерно меченный одноцепочечный 
РНК-зонд транскрибируется с клонированной ДНК-матрицы. Зонд смешивают 
с двухцепочечным тестируемым фрагментом клонированной (геномной илн 
амплифицированной в ПЦР) ДНК, и смесь нагревают для разделения цепей. 
Проводят отжиг РНК-зонда с комплементарной ему последовательностью 
в тестируемой ДН К и получают гибридные дуплексы. Если во фрагменте ДН К  
имеется единичная нуклеотидная замена, то в гибриде РНК—Д Н К  окажется 
однонуклеотидный неспаренный участок. Реассоцнированный образец обраба
тывают РНКазой А, которая расщепляет цепь РНК по неспаренным участкам. 
Отметим также, что РНКаза А удаляет выступающие 3'- н б'-концы дуплекса. 
Дуплекс обрабатывают денатурирующими веществами для разделения цепей, 
затем проводят электрофорез в денатурирующем (сиквенсном) геле и фраг
менты РНК фракционируют по размеру. Гель высушивают и экспонируют 
с рентгеновской пленкой. Если в тестируемой ДН К нет мутаций, на ра
диоавтографе наблюдается одна полоса, соответствующая по размеру длине

птттг с —  „ - « " • т о  ПНК имелась мутация»
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меченых фрагментов РНК, размеры которых указывают на 
положение нуклеотидной замены относительно концов фраг
мента ДН К. Одиночный меченый фрагмент РНК, равный по 
длине фрагменту ДН К, наблюдается в том случае, если в по
следнем нет нуклеотидных замен или если существующие за 
мены препятствуют расщеплению РН К —ДНК-дуплекса 
РНКазой.
На рис. 2 в качестве примера представлены результаты ре

акций РНКазного расщепления. При такой обработке расщепля-

. .  ̂ з •,

■ * т і мцт ^
' з е  «о  к .  і г ч ;  :

Рис. 2. Реакция РНКазного расщепления. А. РНКазное расщепление клони
рованных образцов тестируемой ДНК. Равномерно меченный РНК-зонд отжи
гают с малым количеством клонированной ДНК> обрабатывают РНКазой А 
и исследуют при помощи денатурирующего гель-электрофореза. На радиоав
тографе видны результаты РНКазного расщепления полностью комплементар
ного РНК—ДНК-дуплекса («\ѴТ»-лунки) и РНК—ДНК-дуплексов, содержа
щих однонуклеотидные неспаренные участки (лунки МІІТІ, ЛШТ2 и ЛШТЗ). 
Д ля каждого образца ДН К приводятся по три значения времени РНКазиой
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ется примерно 30—40% от общего числа неспаренных участков 
в РН К —ДНК-дуплексе. Тестирование фрагмента Д Н К  в двух 
независимых реакциях РНКазного расщепления с двумя зонда
ми, комплементарными каждой из его цеііей, позволяет выявить- 
в нем 60—70% всех возможных замен нуклеотидов, так как в 
этом случае обнаруживаются даж е комплементарные замены в 
обеих цепях [15, 16].

Оптимальными, на наш взгляд, являются РНК-зонды и со
ответственно исследуемые на однонуклеотидные замены участки 
Д Н К  длиной от 100 до 1000 нуклеотидов. В этом случае и сам 
зонд, и продукты его расщепления легко выявляются при помо
щи денатурирующего гель-электрофореза в полиакриламидном 
геле, аналогичном используемому при секвенировании ДНК. При 
этом отношение сигнала к фону достаточно высоко для получе
ния четких результатов. Совсем нетрудно наработать меченые 
одноцепочечные РНК-зонды гораздо большей длины, но резуль
таты обработки таких длинных цепей РНКазой неоднозначны. 
Еще одна проблема, которая возникает при использовании зон
дов с длиной цепи более 1000 п. н., заключается в том, что под 
действием РН Казы  наряду с расщеплением РН К —ДНК-дуплек- 
сов по неспаренным участкам может происходить (хотя и редко) 
расщепление цепи РН К по комплементарно спаренным участкам 
дуплекса. Кроме того, анализ продуктов расщепления длинных 
РНК-зондов (> 1 0 0 0  п. н.) требует проведения денатурирующе-

обработки (расщепление в течение 30, 60 и 90 мин). В «\ѴТ»-лунках не проис
ходит расщепления дуплекса, и меченый РНК-продукт оказывается в участке 
геля, соответствующем полной длине необработанного рестриктазой РНК-зон- 
да. В каждом из трех исследованных мутантов происходит расщепление по 
однонуклеотидным неспаренным сайтам, что приводит к появлению дополни
тельно двух РНК-продуктов. Длины их равны предсказанным ранее для каж
дого из расщеплений. В лунках ЛШТ2 и М ІЛЗ наблюдается неполное рас
щепление из-за недостаточной продолжительности реакции, и поэтому имеет
ся фракция молекул зонда полной длины. При продолжении инкубации эти 
частично расщепленные дуплексы расщепляются полностью (см. точку, соот
ветствующую 90 мин обработки) [15]. Б. РНКазное расщепление образцов^ 
геномной ДНК. Равномерно меченный РНК-зонд, комплементарный последо
вательностям ДНК, составляющим первый экзон, первый интрон и часть, 
второго экзона гена Р-глобина человека, отжигают с 5 мкг тотальной геномной- 
ДН К трех индивидов. После образования РНК—ДНК-дуплексов смесь обра
батывают РНКазой А, как описано в тексте. Полученные образцы денатури
руют н наносят на гель (8%-ный акриламид/8М мочевина), затем проводят 
электрофорез и экспонируют гель с рентгеновской пленкой. Каждую реакцию-- 
РНКазного расщепления осуществляли в двух параллелях (по две луики 
в каждом варианте опыта): (1) Геномная ДН К индивида с нормальными 
р-глобиновыми генами; (2) геномная ДНК индивида с гомозиготной Р-талас- 
семией, возникшей в результате мутации в кодоне 26 (НЬЕ); (3) геномная 
Д Н К индивида с гомозиготной р-талассемией, возникшей в результате мута

ции в 110-й позиции интрона.
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го электрофореза в агарозном геле. При этом в ряде случаев не 
удается полностью разделить гибриды РН К —ДН К и результа
ты получаются противоречивыми, так как фрагменты РНК, по
лученные при расщеплении ее по неспаренным участкам, но 
оставшиеся связанными с ДН К, обнаруживаются в геле в зонах, 
соответствующих длине всего зонда. Для более эффективного вы
явления единичных нуклеотидных замен путем РНКазного рас
щепления мы использовали по несколько зондов в каждой ре
акции отжига/расщепления. Однако полученные таким способом 
результаты зачастую очень неоднозначны и с трудом поддают
ся интерпретации. В силу перечисленных причин при исследо
вании фрагментов ДН К на единичные замены мы бы рекомендо
вали использовать в реакциях РНКазного расщепления РНК- 
зонды длиной от 100 до 1000 нуклеотидов.

Показано, что рибонуклеаза может расщеплять неспаренные 
участки и в дуплексах РН К —РН К  [25]. По данным Перучо, еди
ничные мутации в Н-га5-гене выявляются при расщеплении не
спаренных участков дуплекса РН К —РН К, образованного мРНК 
гена \\-га.8 и его «антисмысловой» мРНК. Наши исследования 
показали, что естественные мутации в гене р-глобина и искус
ственные мутации в промоторном участке гена р-интерферона 
можно обнаружить при РНКазном расщеплении как РН К — 
ДНК-, так и РН К—РНК-дуплексов. На клонированной ДНК- 
матрице мы получали равномерно меченные одноцепочечные зон
ды «антисмысловой РНК», ренатурировали их с комплементар
ной мРНК, обрабатывали образовавшиеся дуплексы РНКазой, 
а затем идентифицировали продукты расщепления денатурирую
щ им электрофорезом в полиакриламидном геле. Поэтому приве
денные ниже методики для исследования образцов ДН К с рав- 
дым успехом могут использоваться и при работе с РНК.

2.2. Денатурирующий градиентный гель-электрофорез

Два фрагмента ДН К, различающиеся лишь делецией, инсер* 
щией или заменой одного нуклеотида, или единственным неспа
ренным нуклеотидом, можно легко разделить при помощи дена- 
турирующего градиентного гель-электрофореза, ДГГЭ [15, 17— 
20, 27, 28]. Принцип метода заключается в разделении двухце- 
почечных фрагментов Д Н К  электрофорезом в стандартном 
акриламидном геле с линейным градиентом денатурирующих 
факторов — мочевины, формамида или температуры. Ниже при

водятся теоретические основы метода. Здесь отметим только, что 
разделение очень похожих фрагментов в геле происходит из-за 
разных температур плавления их ДНК.
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2.2.1. Теоретические основы метода ДГГЭ

При постепенном повышении температуры или концентрации 
денатурирующего вещества происходит плавление двухцепочеч
ной ДН К, и для каждого фрагмента параметры этого процесса 
различны. Внутри фрагмента имеются так называемые области 
плавления — блоки последовательностей, плавящихся одновре
менно при определенных дискретных значениях температуры, 
которая и является температурой плавления (Гш) данной об
ласти (рис. 3, А ). Длина таких областей (или доменов) состав
ляет от 25 до нескольких сотен нуклеотидных пар. Два соседних 
домена могут иметь четкую границу и различаться по Тш на 
несколько градусов. Фрагменты Д Н К  длиной 100— 1000 п. н. 
имеют обычно от двух до пяти областей плавления. Температура 
плавления доменов в рестрикционных фрагментах большинства 
образцов ДН К из природных источников колеблется от 65 
до 80 °С.

Общеизвестно, что нуклеотидный состав фрагментов Д Н К  
влияет на температуру их плавления. Оптимальные условия для 
отжига и отмывки нуклеиновых кислот в реакциях гибридизации 
подбирают исходя из их нуклеотидного состава. В гораздо мень
шей степени учитывается вклад стэкинг-взаимодействий в термо
динамическую стабильность двойной спирали. А между тем энер
гия таких взаимодействий между соседними нуклеотидами одной 
цепи ДНК, удерживающих ее в скрученном состоянии в физио
логических растворах, больше энергии водородных связей ком
плементарного спаривания [29]. Порядок чередования основа
ний определяет степень стэкинга и, следовательно, влияет на 
термостабильность фрагмента ДНК. Д аж е единичная нуклеотид
ная замена может так сильно сказаться на стэкинг-взаимодей- 
ствии, что Тт  изменится более чем на 1 °С. Поскольку процесс 
плавления домена практически полностью определяется коопе
ративными взаимодействиями, любая единичная нуклеотидная 
замена в любой его точке будет менять температуру плавления,

Разработанный Лерманом и Фишером метод электрофорети
ческого разделения близких последовательностей Д Н К  основан 
на использовании различий в температуре плавления, обуслов
ленных нуклеотидными заменами [27, 28]. Они исходят из того 
факта, что последовательность оснований влияет на Тт  области 
плавления и что конформация фрагмента ДН К обусловливает 
его подвижность в геле под действием электрического поля. 
Принцип метода — электрофорез Д Н К  в акриламидном геле 
фиксированной концентрации с линейно возрастающим к ниж
ней части геля градиентом концентрации веществ, денатурирую
щих ДНК: обычно мочевины или формамида (рис. 3, Б ). Элек- 
трофорезная камера нагревается до температуры примерно 60°С.

9—434
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Рис. 3. Плавление ДНК в растворе и в денатурирующих градиентных гелях. 
А. В верхней части рисунка изображен двухцепочечный фрагмент ДНК  
в условиях физиологических температур. Этот фрагмент имеет длину от 100 
до 1000 п. н. и два домена плавления с Тт  70 и 75 °С соответственно. При 
нагревании до 70 °С или при соответствующем увеличении концентрации дена
турирующих веществ плавится первый домен. Это приводит к образованию 
разветвленной молекулы, изображенной в нижней части рисунка. Дальнейшее 
нагревание (до 75 °С) или увеличение концентрации денатурирующего вещест
ва приводит к полному разделению цепей фрагмента. Б. Использование ДГГЭ  
для разделения фрагментов ДНК, различающихся однонуклеотидиой заменой. 
Слева изображены три двухцепочечных фрагмента ДНК в самом начале про
хождения через полиакриламидный гель с линейно возрастающим градиентом 
денатурирующих факторов; концентрация их на вершине геля соответствует 
в температурном эквиваленте 65 °С, у основания — 75 °С. Фрагменты ДНК  
на всем протяжении имеют двухцепочечиую структуру. Справа показано поло
жение фрагментов в геле после окончания электрофореза. Во всех трех фраг
ментах первый домен расплавился, и они представляют собой молекулы 
с разветвленной структурой. ДНК в лунке 1 соответствует фрагменту «дикого 
типа» с температурой плавления первого домена 7 0 °С. В лунке 2 находится 
мутантный фрагмент ДНК с меньшим значением Тт  для первого домена, 
поэтому он начинает плавиться и замедлять движение в геле при более низ
ких концентрациях денатурирующих веществ. В лунке 3 мутантный фрагмент 
имеет самую высокую температуру плавления первого домена, поэтому и в ге
ле он проходит самое большое расстояние, .прежде чем начинает снижать 
скорость. Снижение скорости фрагментов вследствие частичного их плавления 
во время ДГГЭ приводит к тому, что в геле они образуют четкие, легко раз

делимые полосы.
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Это чуть ниже температуры плавления самой легкоплавкой об
ласти во фрагменте ДНК- Двухцепочечная молекула ДН К вхо
дит в гель и продвигается в нем со скоростью, пропорциональной 
ее молекулярной массе. Как только фрагмент достигает участка 
геля, в котором температура камеры и концентрация денатури
рующих веществ создают условия для плавления первой, самой 
легкоплавкой области (домена), он как бы разветвляется: одна 
часть его остается двухцепочечной, а другая переходит в одно
цепочечную форму. Такая разветвленная структура застревает 
в порах геля, в результате чего ее подвижность снижается. Сни
жение электрофоретической подвижности молекулы коррелирует 
с соотношением длин денатурированного и двухцепочечного 
участков: чем длиннее самый легкоплавкий домен, тем сильнее 
снижается подвижность. Участок геля, в котором молекула ДНК 
начинает терять скорость, соответствует самым легкоплавким 
доменам. Если концентрации денатурирующих веществ подобра
ны правильно, то два фрагмента ДНК, различающиеся лишь од
ной нуклеотидной заменой и имеющие неодинаковые значения Тт, 
начнут снижать скорость в различных участках геля, и к концу 
прохождения через него их легко будет разделить. Ранее счита
лось, что отделить мутировавшие фрагменты от фрагмента ДН К 
дикого типа за счет разной степени снижения их подвижности в 
ДГГЭ можно лишь в том случае, если замены произошли в об
ласти с самым низким значением Тт. Однако анализ большого 
числа образцов ДНК, а такж е последующие теоретические вы
кладки показали, что в большинстве случаев метод ДГГЭ дает 
возможность обнаружить нуклеотидные замены во всех облас
тях плавления, за исключением самых термостабильных [18, 
19]. Замены в областях с самой высокой температурой плавле
ния обычно не обнаруживаются, так как по окончании плавления 
последнего домена ДН К полностью денатурирует, а это приво
дит к нарушению корреляции между конформацией молекулы 
и скоростью ее продвижения. Важно помнить, что успех при про
ведении ДГГЭ с целью разделения мутировавшего фрагмента и 
фрагмента ДН К дикого типа определяется структурой фрагмен
та. Она должна быть разветвленной, причем мутации должны 
приходиться на области, подвергшиеся плавлению. Для увеличе
ния разрешающей способности метода к исследуемому фрагмен
ту ДН К «пришивали» последовательность с более высокой тем
пературой плавления ДНК, так называемый «ОС-зажим». При 
этом все области плавления фрагмента, включая самую туго
плавкую, становились доступными для анализа [18, 19]. Эти 
■опыты проводили с препаратами ДНК, клонированными в плаз- 
мидном векторе, содержащем «ОС-зажим». Чтобы избежать ста
дии клонирования, фрагменты с «зажимами» можно получить в 
полимеразной цепной реакции (см. разд. 2.3).

9*
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Еще одним усовершенствованием ДГГЭ следует считать ис
пользование гетеродуплексных фрагментов, образованных мути
ровавшей Д Н К  и Д Н К  дикого типа. В предыдущих опытах срав
нивали подвижность гомодуплексных фрагментов мутантной и 
исходной Д Н К  в параллельных дорожках при ДГГЭ. Работа с 
полученными из них гетеродуплексами позволяет значительно 
повысить разрешающую способность метода и долю обнаружи
ваемых мутаций [15 17, 20]. Причина заключена в том, что не
спаренные участки гетеродуплекса, в которых имеются одно
нуклеотидные замены, сильно снижают стэкинг-взаимодействия 
оснований, дестабилизируя вторичную структуру, а это, в свою 
очередь, приводит к снижению температуры плавления фрагмен
та ДНК. В ряде случаев замена всего одного нуклеотида обус
ловливала снижение температуры на целых 6°С [15]. Анализ 
большого числа гетеродуплексов и теоретические подсчеты по
казывают, что все возможные замены нуклеотидов в легкоплав
ких доменах, приводящие к образованию неспаренных участков 
во фрагменте ДНК, выявляются при помощи ДГГЭ с вероят
ностью 100% за счет изменения подвижности. На долю легко
плавких областей во фрагментах Д Н К  от 100 до 1000 п. н. при
ходится в среднем более 50% их длины, следовательно, исполь
зование гетеродуплексов таких фрагментов позволяет выявить 
более половины всех возможных замен нуклеотидов. В клониро
ванных же фрагментах ДН К с «ОС-зажимом» выявляются прак
тически все замены нуклеотидов [18, 19].

Гетеродуплексы дают возможность наблюдать изменение по
движности мутантных фрагментов Д Н К  в геле, не выявляемое 
при стандартных условиях проведения электрофореза. Зачастую 
единичные мутации можно обнаружить по вызываемым ими зна
чительным изменениям структуры доменов во фрагменте ДНК. 
Изменения эти отражаются и на характере плавления ДНК: до
мены, имевшие изначально самую высокую температуру плавле
ния, могут стать самыми легкоплавкими. Таким образом, когда 
вместо гомодуплексов используются гетеродуплексы, ДГГЭ по
зволяет выявлять замены нуклеотидов даже в самых тугоплав
ких доменах.

2.2.2. Практическое использование ДГГЭ

Приведенные здесь схемы ДГГЭ обеспечивают более высо
кую разрешающую способность и эффективность обнаружения 
мутаций за счет использования гетеродуплексов. Их основные 
этапы приведены на рис. 4. Исследуемые препараты Д Н К  отжи
гают с меченым одноцепочечным ДНК-зондом, и если в них 
произошла замена нуклеотида, образовавшийся гетеродуплекс 
будет иметь однонуклеотидный неспаренный участок. Д алее про-
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Двухцепоче'жая 
тестируемая ДНК

Одноцепочечный 
ДНК- или РНК-зонд

Нагревание для 
денатурации ДНК

Отжиг с кольцевой 
одноцепочечной ДНК, 
комплементарной зонду 
(изъятие избытка зонда)

Денатурирующий
градиентный
гель-электрофорез

Остаточные
количества
зонда

Сигналы
тестируемой
ДНК

Рис. 4. Выявление единичных нуклеотидных замен методом ДГГЭ. Меченый 
одноцепочечный ДНК- или РНК-зонд смешивают с двухцепочечной (клониро
ванной, геномной или амплифицированной в ПЦР) ДНК; смесь нагревают для 
разделения цепей. Происходит отжиг зонда с комплементарной ему цепью 
тестируемого фрагмента, при этом образуются гибридные дуплексы. Если 
в исследуемом образце имеется мутация, то в гибриде будет однонуклеотид
ный неспаренный участок. После отжига к смеси добавляют избыток одноце
почечной кольцевой ДНК, комплементарной зонду, для удаления его остатков. 
Проводят электрофорез смеси в денатурирующем градиентном геле. Гель вы
сушивают и экспонируют с рентгеновской пленкой. Наличие неспаренных уча
стков в мутантных образцах ДНК, изменяющих характер плавления, приводит 
к тому, что эти фрагменты оказываются в геле ближе к старту вследствие 
пониженной термостабильности. Преимущество такого метода разделения мо
лекул с неспаренными участками в его повышенной разрешающей способности.
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водят электрофорез в денатурируюшем геле с последующей ра
диоавтографией, используя в качестве контроля гомодуплекс 
ДН К дикого типа. Таким образом, в этом случае не требуется 
стадии блотинга геля. Кроме одноцепочечных ДНК-зондов мож
но использовать асимметрично меченные двухцепочечные ДНК- 
зонды (см. разд. 6.3), а также меченые одноцепочечные РНК- 
зонды для тестирования Д Н К  в гибридах РН К —Д Н К  (разд. 6.3;
5. "\ѴоН, частное сообщение) или РН К в РН К —РНК-гибридах 
[31]. Некоторые из этих методов обсуждаются в разд. 6.

С помощью ДГГЭ, такж е как и при РНКазном расщеплении, 
можно исследовать фрагменты нуклеиновых кислот (РН К, ДНК, 
гибриды РН К —ДНК,) длиной от 100 до 1000 п. н. Верхний пре
дел значений длин в некоторой степени определяется необходи
мостью использовать полиакриламидный гель. Подвижность в 
нем фрагментов Д Н К  длиной более 1000 п. н. резко снижается,

Таблица 1. Сравнительная характеристика методов
градиентного

Количество 
потенциаль
ных одно- 

вуклеотид- 
ных замен, 
скрннируе- 

мых в одной 
дорожке

Гель Метод выяв
ления Зонд

ПДРФ 10—20 Агароза Блотинг, ра
диоавтогра
фия

1. Ник-трансляция
2. Мечение со случайным 

праймером (в обоих 
случаях зонды двух
цепочечные)

РКНазное 250—500 
расщепление

Мочевина/
акриламид
(сиквенсные
гели)

Прямая ра-
диоавтогра-
фня

Равномерно меченная од
ноцепочечная РНК

ДГГЭ 250—500 Акриламид 
с градиентом 
мочевнны 
или форма- 
мида

Прямая ра
диоавтогра
фия

Равномерно меченная од
ноцепочечная РНК или 
ДНК

Меченная по концам од
ноцепочечная ДНК
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а это значительно увеличивает время, необходимое для их элек
трофоретического разделения. Еще более серьезную проблему 
представляет собой характер плавления длинных фрагментов. 
Известно, что чем длиннее фрагмент, тем. больше в нем доменов 
плавления. При прохождении такого фрагмента через гель очень 
быстро наступает резкое снижение его подвижности, обуслов
ленное плавлением одновременно большого числа доменов, что 
делает доступной для обнаружения замены лишь незначитель
ную часть длинного фрагмента. В силу вышеуказанных причин 
мы стараемся работать с фрагментами, длина которых не пре
вышает 1000 п. н. Поскольку для большинства фрагментов ДН К 
более половины их длины приходится на легкоплавкие домены, 
то денатурирующий электрофорез фрагмента в 1000 п. н. позво
ляет тестировать на нуклеотидные замены примерно 500 нуклео
тидов. Д ля повышения информативности анализа можно исполь-
анализа ПДРФ, рестриктазного расщепления и денатурирующего 
гель-электрофореза

Размеры те
стируемых 
фрагментов 

(п. и)

Количество 
Д Н К  в
лунке

Предваритель
ные стадии Недостатки

500— 10 000 

100— 1000 

100— 1000

5— 10 мкг

3—5 мкг 
с ГІЦР менее 
10 нг

3—5 мкг 
с ПЦР менее 
10 нг

1. Клонируйте зонд в век
торе

2. Очистите зонд при по
мощи электрофореза

1. Клонируйте зонд в 
Р НК-р о 1 - вектор е

2. Сделайте рестрикцион
ную карту

3. Для ПЦР: просекве- 
нируйте концы зонда

1. Клонируйте зонд в 
векторе

2. Сделайте рестрикцион
ную карту

3. Перпендикулярно
градиентный денату
рирующий электрофо
рез

4. Оптимизирующий 
электрофорез

5. Для ПЦР: секвени- 
руйте концы зонда

1. Выявляется малая до
ля нуклеотидных за
мен

2. Однонуклеотидные за
мены, дающие неболь
шие фрагменты ДНК, 
не выявляются

1. Расщепление компле
ментарных участков 
может давать фон

2. Неполное расщепление 
затрудняет выявление 
гомозигот

Значительные затраты на
постановку метода
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|  А  “А': Найравление электро^ю^еза
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Рис. 5. Денатурирующий градиентный гель-электрофорез. А. Анализ клониро
ванных гомодуплексных фрагментов ДН К методом ДГГЭ. На фотографии 
представлен негатив окрашенного бромидом этидия денатурирующего гради
ентного геля, в котором исследовали фрагменты ДНК длиной 450 п. н., разли
чающиеся однонуклеотидными заменами. В левой лунке находится реперный 
фрагмент ДН К дикого типа, в остальных лунках — индивидуальные клониро
ванные фрагменты мутантной ДНК [30]. Б. Анализ клонированных гетеро- 
дуплексных фрагментов ДНК методом ДГГЭ. На негативе окрашенного эти- 
дием денатурирующего градиентного геля можно различить мутантный гомо- 
дуплекс (лунка 1), гомодуплекс дикого типа (лунка 2) и смесь гомодуплексных 
и гетеродуплексных фрагментов, образованных при смешивании в эквимоляр- 
ных количествах мутантных гомодуплексов и гомодуплексов дикого типа, их 
денатурации и отжига с перегруппировкой цепей ДНК в четырех возможных 
вариантах (лунка 3 ), Два вида гетеродуплексов в лунке 3, в каждом из кото
рых имеется однонуклеотидная замена, сильно замедляются в геле из-за зна
чительного изменения температуры плавления, вызванного точковой неком- 
плементарностью. В лунках 4 и 5 находятся смеси гомодуплексов и гетеро
дуплексов, полученные аналогичным образом при смешивании того же самого 
фрагмента ДНК дикого типа и двух других мутантных фрагментов ДНК. 
На примере этих двух лунок наиболее четко прослеживается необходимость 
использования гетеродуплексов для увеличения разрешающей способности 
ДГГЭ. Мутантные гомодуплексы и гомодуплексы дикого типа разделены здесь 
очень слабо, в то время как гетеродуплексы отделяются от гомодуплекса 
дикого типа с гораздо более высокой степенью разрешения. В. Анализ сум
марной геномной ДНК человека методом ДГГЭ. На снимке представлен ра
диоавтограф денатурирующего градиентного геля, в котором исследовали 
образцы ДНК двух индивидов. Одноцепочечный ДНК-зонд, представляющий 
собой последовательность нуклеотидов (с 132-го по 404-й) смысловой цепи 
гена ІЗ-глобина человека, отжигали с 5 мкг суммарной геномной ДН К инди
вида с нормальными |3-глобиновыми генами (лунка 1) и индивида с гомози
готной ^-талассемией, вызванной мутацией (5-*-А в кодоне 39 (лунка 2); остат
ки зонда «улавливались» одноцепочечной кольцевой плазмидной ДНК, ком
плементарной зонду, и смесь наносили на 14%-ный акриламидный гель 
с градиентом концентраций денатурирующих веществ от 30 до 60%. Электро
форез проводили при 150 В в течение 10,5 ч при 60 °С. Гель высушивали 
и экспонировали с рентгеновской пленкой в течение 20 ч при — 70 °С с усили
вающим экраном. В нижней части геля видны фрагменты глобиновых генов 
длиной 272 п. н., а на вершине геля, у стартовой точки — «выловленные» 
остатки зонда [15]. Г. Анализ амплифицированной в ПЦР суммарной геном
ной ДНК человека методом ДГГЭ. На снимке представлен радиоавтограф 
14%-ного акриламидного геля с градиентом концентраций денатурирующих 
веществ от 30 до 60%, в котором исследовали образцы ДНК двух индивидов 
с р-талассемией (лунки 1 и 2) и человека с нормальными глобиновыми генами 
(лунка 3). Примерно 300 нг суммарной геномной ДНК каждого образца 
амплифицировали в ПЦР, как описано в тексте, и одну сотую часть амплифи
цированной ДНК отжигали с одноцепочечным меченым зондом. После отжига 
десятую часть образца исследовали при помощи электрофореза. Гель высуши
вали и экспонировали с рентгеновской пленкой и усиливающим экраном в те
чение 6 ч. Таким образом, применение ПЦР позволяет получить результаты 
всего за несколько часов радиоавтографирования, имея лишь 2—3 нг тоталь
ной геномной ДНК. Использованные образцы геномной ДНК были получены 
от индивидов, гетерозиготных по мутациям в позициях 21 и 6 интрона 1 гло
биновых генов (лунка 1), гомозиготных по мутации в позиции 110 интрона 1 

(лунка 2) и гомозиготных по нормальным глобиновым генам (лунка 3).
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зовать ДНК-зонд длиной 1000—2000 п. н.; отжигать его с геном
ной ДНК, обрабатывать соответствующими рестриктазами и по
лучать при этом два-три фрагмента оптимального размера (по 
500—700 п. н .).

На рис. 5 приведены некоторые примеры использования 
ДГГЭ и полученные результаты. В табл. 1 сравниваются резуль
таты выявления однонуклеотидных замен, полученные при 
РНКазном расщеплении методами ДГГЭ и ПДРФ.

2.3. Полимеразная цепная реакция 
(ПЦР)

РНКазное расщепление и ДГГЭ можно использовать для не
посредственного исследования фрагментов геномной ДНК, ми
нуя стадию клонирования. Работая с равномерно меченными 
зондами, обладающими высокой удельной активностью (при
мерно 200—400 Ки/ммоль по одному из нуклеотидов), можно 
любым из этих методов получить желаемый результат, имея 
изначально 5— 10 мкг геномной Д Н К  человека и проводя радио
автографию 24 ч. Чем проще организм, тем выше чувствитель
ность методов. Хотя получаемые результаты в большинстве сво
ем можно оценить высоко, непосредственное использование сум
марной геномной Д Н К  ставит перед исследователем ряд про
блем. Это, во-первых, нередко низкое отношение сигнала к фону, 
особенно при РНКазном расщеплении. Во-вторых, активность 
равномерно меченных фосфором зондов должна быть настолько 
высокой, чтобы использовать их в течение дня или двух (и из
бежать таким образом высокого фона за счет радиоактивного 
распада). В-третьих, при проведении некоторых анализов, осо
бенно в случае множественных тестов, лимитирующим факто
ром может стать количество геномной ДНК. Любой тест тем 
предпочтительнее, чем меньшее количество Д Н К  требует.

В 1985 г. был описан принципиально новый метод, позволяю
щий в миллион раз амплифицировать интересующие последова
тельности в препарате геномной Д Н К ,— полимеразная цепная 
реакция, П Ц Р [21—23]. Идея метода и ее воплощение очень 
просты (рис. 6, А ). Сначала синтезируются два дезоксиолиго- 
нуклеотида длиной 20—30 оснований, представляющие собой 
концевые последовательности интересующего фрагмента ДНК. 
Полярность выбрана так, чтобы после отжига их направления 
5 '->3 ' были обращены друг к другу. Избыточные количества этих 
олигонуклеотидов смешивают с геномной ДНК, и смесь нагре
вают для денатурации последней. Снижение температуры при
водит к реассоциации олигонуклеотидов с гомологичными участ
ками геномной ДН К. Затем проводят наращивание цепи при
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участии ДНК-полимеразы и дезоксирибонуклеотидтрифосфатов. 
Такая последовательность реакций денатурации, реассоциации и 
наращивания цепи повторяется 20—30 раз. Уже после двух цик
лов среди продуктов реакции появляются фрагменты ДНК, точ
но совпадающие по длине с исходным фрагментом, ограничен
ным олигонуклеотидами (рис. 6, А ). Эти фрагменты служат мат
рицей для последующих реакций и идентичны большинству 
конечных продуктов. Процесс является по существу цепным, так 
как продукты данной реакции служат матрицей для последую
щих реакций. Количество вновь образующейся Д Н К  возрастает 
в геометрической прогрессии, поэтому за 20 циклов при 100%- 
ной эффективности каждого из них можно получить 220 ( > 1 0 6) 
молекул. На практике эффективность каждого цикла амплифи
кации составляет 20—50%, т. е. при проведении достаточного 
числа циклов можно добиться увеличения количества специфи
ческой последовательности кратного миллиону.

Если при амплификации геномной Д Н К  позвоночных в ка
честве праймеров для ПЦР используют олигонуклеотиды длиной 
20 нуклеотидов и более, то процесс этот довольно специфичен и 
амплифицируется только один фрагмент ДНК- Однако иногда 
среди продуктов реакции наблюдается накопление фрагментов, 
происхождение которых трудно объяснить. А поскольку эти 
фрагменты могут мешать последующему анализу (РНКазному 
расщеплению, ДГГЭ, секвенированию), то рекомендуется про
вести еще одну серию амплификаций, с использованием другого 
набора олигонуклеотидных праймеров. Этот метод, именуемый 
«пезіесі о1і§о» [22], состоит в следующем: продукт первичной 
полимеразной цепной реакции используется в качестве матрицы 
в последующих раундах П Ц Р, но уже с двумя другими олиго
нуклеотидами, имеющими гомологии с участками Д Н К  внутри 
первичного амплифицированного фрагмента (рис. 6, Б ). Такая 
процедура позволяет получить большое количество индивидуаль
ной последовательности ДН К, несколько более короткой, чем 
исходный фрагмент, и использовать ее для последующего ана
лиза.

Имея исходно менее 1 мкг суммарной геномной Д Н К  позво
ночных, в П Ц Р можно получить несколько микрограмм специ
фического фрагмента. Хорошо амплифицируются фрагменты до 
2000 п. н. (и несколько более длинные). В одной реакции можно 
амплифицировать одновременно и несколько фрагментов. Ампли
фикация специфических фрагментов с помощью П Ц Р может при
меняться и в диагностике, и при клонировании. Левинсон и Гит- 
шейер использовали амплифицированную в П Ц Р геномную РН К 
и РНКазное расщепление для выявления однонуклеотидных за 
мен в гене фактора VIII, обусловливающих Х-сцепленную гемо
филию А человека [32]. В разделах, посвященных эксперимен



140 Глава 5

тальным методам, мы объясняем, как применять П Ц Р в сочета
нии с РНКазным расщеплением и с ДГГЭ для обнаружения 
однонуклеотидных замен в препаратах геномной ДНК. Более 
полное описание метода содержится в работах [21, 23, 33, 34] 
и гл. 6.

И Геномная ДНК
1

і -

20—30 циклов '20— 30 ЦИіКЛОВ

Рис. 6. Полимеразная цепная реакция (П Ц Р). А. Геномную ДНК (1) денату
рируют и отжигают с избытком двух олигонуклеотидных праймеров, изобра
женных в виде маленьких стрелок (2). Реассоциировавшие олигонуклеотиды 
удлиняются термостабильной ДНК-полимеразой за счет присоединения 
<ШТР (2). Полученные таким путем двухцепочечные молекулы ДНК снова 
денатурируют, отжигают с олигонуклеотидами и снова достраивают, получая 
продукты реакции, изображенные на стадии 3. Следующий цикл нагревания, 
отжига и удлинения цепи приводит к образованию продуктов, показанных на 
стадии 4. Продолжая процесс еще 20—30 циклов, получают большие количе
ства требуемого продукта реакции (4). Б. Модификация ПЦР с использова
нием «пезіесЬ-праймера [22]. После первой серии реакции амплификации 
с использованием «внешних» олигонуклеотидных праймеров (см. А) неболь
шое количество полученных в ней продуктов реакции берут в качестве матри
цы для второго этапа амплификации. Используя амплифицироваиный на ста
дии (Л) фрагмент ДНК, проводят еще 20—30 циклов с «внутренними» прай
мерами и получают в результате несколько микрограмм специфической 
последовательности ДНК из нескольких сотен наиограмм геномной ДНК, взя
той изначально для первого этапа амплификации. Этот второй этап зачастую 

позволяет увеличивать специфичность метода ПЦР.
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3. Предварительные 
процедуры

Д ля проведения ПЦР, РНКазного расщепления и ДГГЭ не
обходимы следующие предварительные процедуры.

1. Фрагмент ДНК, тестируемый на мутации или полимор
физм, необходимо клонировать в плазмидном векторе, позволя
ющем синтезировать определенные типы зондов (обычно одноце
почечные РНК- или ДНК-зонды). Некоторые из векторов опи
саны в разд. 5.1 и 6.3.

2. Очень полезно, а иногда и просто необходимо иметь ре
стрикционную карту такой клонированной вставки ДНК. Рас
положение сайтов рестрикции, особенно тех, что встречаются 
лишь 1—2 раза во всей плазмиде, можно определить при помо
щи стандартных методик рестрикционного картирования [24]. 
Для обоих типов одноцепочечных зондов необходимо иметь еди
ничный сайт рестрикции в участке тестируемой ДН К, дисталь
ном по отношению к сайту связывания с РНК-полимеразой в 
случае РНК-зондов (см. разд. 5.1) или с олигонуклеотидами в 
случае ДНК-зондов (см. разд. 6.3 и рис. 10). После реассоциации 
одноцепочечного меченого ДНК-зонда с тестируемой Д Н К  мо
жет возникнуть необходимость расщепить гибридную последо
вательность Д Н К  на 2—3 фрагмента с оптимальной для ДГГЭ 
длиной. В этом случае надо использовать сайты рестрикции, 
имеющиеся в тестируемом фрагменте.

3. При использовании П Ц Р необходимо определить концевые 
нуклеотидные последовательности тестируемой вставки ДНК. 
Обычно требуется секвенировать 40—50 п. н., чтобы получить 
первый набор олигонуклеотидов длиной 20—25 п. н. При работе 
методом «пезіесі оіі^о» необходимо дополнительно просеквени- 
ровать любую последовательность внутри фрагмента ДН К, огра
ниченного первой парой олигонуклеотидов.

4. Полимеразная цепная 
реакция

Стандартный метод П Ц Р требует большого количества ДНК- 
полимеразы из Езскегіскіа соіі для синтеза Д Н К  [21]. Относи
тельно недавно было показано, что термостабильная ДНК-поли- 
мераза, выделенная из Ткегтиз адиаіісиз, по ряду причин боль
ше подходит для ПЦ Р. Во-первых, этот фермент выдерживает 
многократное нагревание, отжиг и полимеризацию, и нет необ
ходимости добавлять его после каждого цикла амплификации 
(что сильно экономит время и снижает трудоемкость процесса). 
Во-вторых, поскольку реакции удлинения цепи проводят при по
вышенной температуре, вторичная структура ДНК-матрицы не
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препятствует процессу, как это часто бывает в случае элонгации 
іп ѵііго с ДНК-полимеразой кишечной палочки. Использование 
термоустойчивой полимеразы в П Ц Р позволяет амплифициро- 
вать очень длинные фрагменты Д Н К  (2000 п. н. и более).

4.1. Материалы

Для проведения П Ц Р по описанной в разделе схеме требу
ются следующие буферы и реактивы.
1. Ю'Хбуфер ПЦР. Д ля приготовления 1 мл необходимо 

670 мМ трис-НСІ, рН 8,8 670 мкл 1 М раствора
67 мМ М§С12 67 мкл 1 М раствора

166 мМ сульфат аммония 83 мкл 2 М раствора 
100 мМ р-меркаптоэтанол 7 мкл 14 М раствора

177 мкл НгО
2. Исходные растворы йЫТР. Это четыре отдельных 50 мМ рас

твора каждого из дезоксинуклеозидтрифосфатов в воде. Хра
нить их следует небольшими аликвотами при —70 °С. Очень 
хороши для работы концентрированные растворы сИМТР фир
мы РЬагшасіа.

3. ЮХсмесь йЫТР. Для приготовления 0,2 мл необходимо:
12.5 мМ сіАТР 50 мкл 50 мМ исходного раствора сІАТР
12.5 мМ сІТТР 50 мкл 50 мМ исходного раствора сІТТР
12.5 мМ сЮТР 50 мкл 50 мМ исходного раствора сКЗТР
12.5 мМ сІСТР 50 мкл 50 мМ исходного раствора сІСТР

4. Диметилсульфоксид. Можно использовать безводный ДМСО 
высокого качества любой марки.

5. ТЕ-буфер. Используется при приготовлении растворов ДН К 
для всех описываемых в данной главе методов.
На 100 мл:
10 мМ трис-НСІ, рН 7,8 1 мл 1 М раствора 

1 мМ ЭДТА, рН 8,0 0,2 мл 0,5 М раствора
99 мл Н20

6. Матричная ДН К . Мы считаем, что для амплификации в ПЦР 
можно использовать геномную ДН К, выделенную различны
ми методами (см., например, [24]). После выделения следует 
приготовить исходный раствор с концентрацией 100 мкг/мл. 
Обрабатывать его рестриктазами необязательно. Чтобы под
готовить клонированные препараты Д Н К  для П Ц Р, обрабо
тайте плазмидную Д Н К  рестриктазой, которая расщепляет 
участки ДН К, внешние по отношению к амплифицируемому 
сайту. Это уменьшит напряжение цепи ДН К, обусловленное 
суперскрученностью. После удаления рестриктазы фенольной 
экстракцией и осаждения в этаноле растворите образцы ДН К 
в ТЕ-буфере и доведите концентрацию до 100 мкг/мл. Очень
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разбавленные растворы клонированных Д Н К  (примерно
0,01 мкг/мл) готовят с добавлением тРНК-носителя в кон
центрации 100 мкг/мл (см. разд. 5.1).

7. О лигонуклеотидные праймеры. Олигонуклеотидные праймеры 
должны иметь в длину 20—25 нуклеотидов, чтобы обладать 
достаточной специфичностью. После синтеза следует очи
стить их при помощи электрофореза и хранить в ТЕ-буфере 
в концентрации 10 пмоль/мкл при — 20 °С.

8. ДН К-полимераза Та^. Термостабильную ДНК-полимеразу из 
термофильной бактерии Т. а^иаііси5  можно приобрести у раз
ных фирм, в частности у Ыелѵ Еп§1апсІ ВіоІаЬз (Веѵегіу, МА) 
и Регкіп-ЕІшег, Іпс. Активность выпускаемых этими фирма
ми ферментов колеблется от 1 до 10 ед./мкл.

4.2. Методы

1. В микроцентрифужной пробирке смешайте следующие ком
поненты:
5 мкл Ю Хбуфера ПЦР,
5 мкл ЮХсмеси сПМТР,
5 мкл ДМСО,
1.5—5 мкл геномной ДНК (Ю0 мкг/мл) 
или
1.5—5 мкл обработанной рестриктазами клонированной 
ДНК (0,01 мкг/мл),
25 пмоль каждого олигонуклеотидного праймера (в случае 
«пезіесі о1і§о» только первую, наружную пару).
Добавьте воду до 50 мкл.

2. Инкубируйте смесь 5 мин при 95 °С для денатурации двух
цепочечной Д Н К

3. Центрифугируйте, чтобы собрать все капли конденсата (вос
пользуйтесь микроцентрифугой).

4. Добавьте 2 единицы ДНК-полимеразы Тад.
5. Поверх образца наслоите 50 мкл минерального масла для 

предотвращения испарения во время последующих нагрева
ний.

6 . Инкубируйте образец 30 с при 50 °С, чтобы произошла ре
ассоциация олигонуклеотидных праймеров с комплементар
ными последовательностями в ДНК.

7. Инкубируйте образец при 65 °С, чтобы прошла реакция по
лимеризации Д Н К  Время, необходимое для полной полиме
ризации, зависит от длины амплифицируемой последова
тельности. Полимеризация в данных условиях происходит 
примерно со скоростью 500 нуклеотидов в минуту; мини
мальное время инкубации — 1 мин.
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8. Инкубируйте образец 1 мин при 93 °С, чтобы денатуриро
вать двойные цепи ДНК-

9. Повторите стадии с 6 по 825—30 раз. Добавлять ДНК-по- 
лимеразу Та^ в промежутках между циклами необяза
тельно.

Ю. В случае «пезіесі о1і§о» перенесите 1 мкл десятикратного 
разведения реакционной смеси первой реакции амплифика
ции в другую пробирку, которая содержит:

5 мкл Ю Хбуфера ПЦР,
5 мкл ЮХсмеси сИМТР,
5 мкл ДМСО,
25 пмоль каждого из второй пары внутренних олигонуклео- 

тидных праймеров,
Н20  до 50 мкл.

11. Повторите стадии 2—9 для амплификации второй (внутрен
ней) последовательности.

12. Примерно десятую часть продуктов реакции амплификации 
исследуйте при помощи электрофореза в агарозном геле. 
Во многих случаях получается одна полоса, окрашенная 
бромистым этидием. Можно даже примерно рассчитать ко
личество амплифицированной ДНК- Обычно при амплифи
кации последовательности длиной 1 т. п. н. из 0,3 мкг геном
ной Д Н К  млекопитающих получают 1 мкг амплифицирован
ной последовательности. При амплификации маленького 
фрагмента Д Н К  последовательно с двумя парами прайме
ров (внутренних и внешних) можно получить несколько 
микрограмм такого «внутреннего» фрагмента. Иногда в геле 
обнаруживаются дополнительные полосы, происхождение 
которых неизвестно. Однако они не мешают анализу специ
фических фрагментов методом РНКазного расщепления или 
ДГГЭ. При использовании метода «пезіесі оіі^о» такие по
лосы не появляются.

5. Метод РНКазного 
расщепления

Основное внимание в этом разделе уделено эксперименталь
ным особенностям каждой стадии процесса РНКазного рас
щепления, включая получение меченого РНК-зонда. Большинст
во этапов аналогично описываемым в оригинальных работах, 
но приведены и некоторые модификации. Обсуждаются также 
возможные методические трудности и способы их преодоления.

Отметим, что для данного метода необязательно, чтобы кон
цевые участки РНК-зонда и тестируемого образца Д Н К  были 
строго комплементарны. Выступающие некомплементарные 5 '-
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или З'-концы зонда не мешают анализу, так как они просто 
разрушаются РНКазой в процессе реакции расщепления. 
В принципе даже полезно иметь выступающие концы, удлиняю
щие зонд на 5— 10% по сравнению с фрагментом ДНК- Это 
позволяет различать зонд и гибридный фрагмент дикого типа, 
получающийся при РНКазном расщеплении (см. рис. 1). Кро
ме того, выступающие концы дают возможность проверить ак
тивность РН Казы: если фермент инактивирован или активность 
его недостаточна, то не происходит их эффективного удаления 
и они обнаруживаются при радиоавтографии.

5.1. Материалы

5.1.1. Реактивы для получения РНК-зондов

Для получения равномерно меченных РНК-зондов необхо
димы те же реактивы, что и для реакций РНКазного расщепле
ния. Здесь мы приводим условия использования РНК-полиме- 
раз и промоторов из бактериофагов 5Р6, Т7 и ТЗ. Более под
робную информацию по синтезу РНК-зондов можно получить 
из оригинальных публикаций, посвященных системе 5Р 6  [26, 
35, 37].

Чтобы предупредить нежелательные последствия активности 
чужеродных рибонуклеаз, следует соблюдать определенные ме
ры предосторожности при приготовлении растворов, при работе 
с пробирками, автоматическими пипетками и т.д . Растворы, 
выдерживающие нагревание, необходимо автоклавировать и 
хранить в стерильном виде. Бычий сывороточный альбумин, ди- 
тиотрейтол и другие растворы, не выдерживающие автоклави- 
рования, следует готовить на стерильной воде и хранить в сте
рильных пробирках или бутылях. При работе с РН К  желатель
но также стерилизовать пластиковую посуду и регулярно чистить 
стержни автоматических пипеток.

1. Матричная Д Н К  Фрагмент ДНК-мишени нужно клониро
вать в плазмидном или фаговом векторе в участке, примы
кающем к высокоспецифическим последовательностям про
мотора бактериофага. В качестве векторных систем обычно 
используются фаги 5Р6, Т7 и ТЗ. Имеются такж е векторы 
с одним либо двумя промоторами, обращенными к полилин- 
керным клонирующим сайтам, например р5Р70-серии (Кгіе^ 
апсі Меііоп [39]), рОЕМ-серии (Ргогпе^а Віоіес, Іпс., Масіі- 
зоп, \ѴІ), рВІиезсгіЬе-серии (З ігаіа^епе Іпс., Ьа Лоііа, СА). 
В идеальном случае последовательность-мишень встраивает
ся в полилинкер между промоторами так, чтобы обратные 
РНК-транскрипты можно было получать с обеих ее цепей.

После клонирования последовательности-мишени в век-

10—434
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торной плазмиде с двумя промоторами обработайте 10— 
20 мкг плазмидной Д Н К  рестриктазой, разрезающей по од
ному из концов мишени или внутри полилинкерной после
довательности. В результате вы получите матрицу для об
ратной транскрипции. Если в качестве зонда предстоит ис
пользовать обе цепи матричной ДН К, обработайте такое же 
количество Д Н К  еще одной рестриктазой, разрезающей по 
противоположному концу последовательности-мишени. Экс
трагируйте обработанную рестриктазами Д Н К  фенолом, 
осадите этанолом и перерастворите в ТЕ в концентрации 
1000 мкг/мл.

2. РНК.-полимеразы. Очищенные РНК-полимеразы из 5Р6, Т7 
и ТЗ выпускаются многими фирмами. Поступающие в про
даж у препараты обычно имеют концентрацию 5—20 ед./мл.

3. Меченые нуклеотиды. Приобретите один из четырех нуклео- 
зидтрифосфатов (ІЧТР), меченный фосфором в альфа-поло- 
жении с удельной активностью 400 Ки/ммоль. Мы рекомен
дуем меченый (ЗТР и приводим методику получения зонда 
на основе именно этого нуклеотида. Можно одновременно 
использовать и еще один меченый ІЧТР, изменив соответст
венно количество взятых в реакцию немеченых нуклеозид- 
трифосфатов.

4. Немеченый СТР. 2 мМ раствор «холодного» (ЗТР (или дру
гого нуклеотида, соответствующего меченому ЫТР) хранить 
при —70 °С.

5. Смесь 3-ЫТР. Для приготовления «3-ЫТР» используют 50 
или 100 мМ исходные растворы остальных трех нуклеоти
дов в ТЕ-буфере. Концентрация каждого ЫТР в смеси 
10 мМ. Хранить при —70 °С.

6. Юу^буфер для транскрипции. Для приготовления 1 мл бу
фера необходимо:
400 мМ трис-НСІ, рН 7,5 400 мкл 1 М раствора 

60 мМ М§С12 60 мкл 1 М раствора
20 мМ спермидина 200 мкл 100 мМ раствора

340 мкл Н20
7. Исходный раствор ОТТ. Приготовьте 1,0 М исходный рас

твор Б Т Т  в воде и храните его при 20 °С.
8. Исходный раствор БСА. Приготовьте водный раствор без 

РНКазного БСА в концентрации 1 мг/мл и храните при 
—20 °С.

9. Плацентный ингибитор РНКязы. Плацентный ингибитор 
РН Казы  производится различными фирмами, в том числе 
и фирмой Ргоше^а Віоіес Іпс.

10. ДН Каза I. Приобретите сверхчистую, свободную от Р Н К а
зы Д Н Казу I и приготовьте водный раствор в концентрации
1 мг/мл. Храните в аликвотах при — 20 °С или —70 °С. В сво
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ей работе мы пользовались ДН Казой фирмы Соорег ВіосЬе- 
т іс а і  (\ѴогШіп^іоп, каталоговый номер ЬЗОбЗЗЗ).

11. ДСН. Приготовьте 25%-ный исходный раствор ДСН в воде. 
Если есть возможность, используйте реактив «сверхчистой» 
квалификации. Не автоклавируйте. Храните при комнатной 
температуре.

12. тРНК-носитель. На некоторых этапах процесса требуется 
тРНК-носитель, свободный от примесей РН Казы  и ДНКазы. 
Мы рекомендуем использовать дрожжевую тРН К, тщатель
но очищенную следующим образом:

а) суспендируйте тРН К  в ТЕ из расчета 20 мг/мл, до
бавьте ДСН до 0,1% и протеиназу К до конечной концен
трации 100 кмг/мл;
б) инкубируйте при 37°— 50 °С в течение ночи;
в) экстрагируйте 3—4 раза фенолом и диализуйте в те

чение ночи против нескольких литров ТЕ;
г) доведите концентрацию до 5 мг/мл и храните в алик

вотах при —70°С.

5.1.2. Реактивы для отжига, расщепления и анализа гелей

Для отжига, реакций расщепления и анализа гелей в про
цессе РНКазного расщепления требуются следующие реактивы:
1. Тестируемая Д Н К ■ Тестировать можно геномную или клони

рованную ДНК, амплифицированную в П Ц Р, просто клони
рованную и неамплифицированную геномную ДНК- Получе
ние Д Н К  в П Ц Р описано в разд. 4. Клонированную и неам
плифицированную геномную Д Н К  следует предварительно 
обработать рестриктазами для последующего количественно
го учета, а также для достижения максимально эффективной 
денатурации и реассоциации с зондом. Обработайте Д Н К  ре
стриктазами, выщепляющими тестируемый фрагмент, удали
те ферменты фенольной экстракцией, сконцентрируйте Д Н К , 
осадив ее этанолом. Ресуспендируйте в ТЕ-буфере в концент
рации 100 мкг/мл.

2. Буфер для гибридизации. Д ля приготовления 10 мл необхо
димо:
80% формамида 8 мл деионизованного формамида
50 мМ Р ІР Е З  буфера, 1 мл 0,5 М Р ІР Е 5 , рН 6,4 
рН 6,4 1 мл 5 М раствора №С1
500 мМ 20 мкл 0,5 М раствора ЭДТА, рН 8,0
1 мМ ЭДТА Н20  до 10 мл

Не автоклавируйте 
Примечание: приобретайте формамид высокого качества и 
деионизируйте, осторожно перемешивая с ионообменной смо
лой Оо\ѵех А(350\Ѵ (200—400 меш; «Міхесі Весі Кезіп», Віо-
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гасі Іпс.) или ее аналогами в течение 30 мин при комнатной 
температуре. Используйте примерно 2 г смолы на 100 мл 
формамида. Соберите формамид, профильтровав его через 
ватмановскую бумагу 1 ММ и храните в плотно закрытых 
пробирках при —20 °С или —70 °С.

Некоторые партии формамида содержат примеси, раз
рушающие РН К, особенно при высоких температурах. Это 
приводит к появлению на радиоавтографах высокого фона 
продуктов реакции РНКазного расщепления. Если остро 
встает проблема с фоном, рекомендуем перекристаллизовы- 
вать формамид перед использованием.

3. Буфер для РНКазной реакции. Для приготовления 100 мл 
необходимо:

20 мМ трис-НСІ, рН 7,5 2 мл 1 М раствора трис-НСІ,
200 мМ ЫаСІ 4 мл 5 М раствора ЫаСІ
100 мМ ЬіСІ 10 мл 1 М раствора 1ЛС1

1 мМ ЭДТА 0,2 мл 0,5 М раствора ЭДТА, рН 8,5
Н20  до 100 мл
Стерилизуйте автоклавированием

4. Исходный раствор РНКазы А. Приобретайте очищенную 
кристаллическую рибонуклеазу А (РНКазу А). Мы успешно 
использовали РН Казу различных марок, но самые хорошие 
результаты были получены с ферментом фирмы Зі^ш а (ка- 
талоговый номер Р-5125):
а) в пробирке с завинчивающейся крышкой приготовьте вод
ный раствор РН Казы  А из расчета 2 мг/мл. Будьте очень 
осторожны; избегайте загрязнения рук, лабораторного обо
рудования, посуды, так как фермент очень активен и устой
чив во внешней среде;
б) плотно закройте пробирку и поместите в стакан с кипя
щей водой на 10— 15 мин для удаления следов ДНКазы; 
рН 7,5; 10 мМ ЭДТА и 1 % ДСН. Храните в аликвотах при 
—20 °С.

5. Протеиназа К . Кристаллическую протеиназу К можно заку
пать у различных фирм, включая ВоеЬгіп^ег МапЬеіш. При
готовьте исходный раствор 10 мг/мл в 100 мМ трис-НСІ, 
рН 7,5; 10 мМ ЭДТА и 1 % ДСН. Храните в аликвотах при 
—20 °С.

6. 2РС. 2РС представляет собой смесь хлороформа, фенола и 
изоамилового спирта, используемую для удаления белков 
после РНКазной реакции. На 500 мл необходимо 
50%-ного фенола (уравновешенного ТЕ до рН 7) 250 мл 

48% - н о г о  хлороформа 240 мл
2%-ного изоамилового спирта 10 мл

0,01% гидроксихинолина 50 мг
Хранить в темной бутыли при 4 °С.



Обнаружение единичных нуклеотидных замен в ДНК 149

7. Раствор для нанесения образцов на гель. На 1 ім л  
80%-ный деионизованный формамид 8 мл 
1ХТВЕ 1 мл Ю Храствора
0,01% ксиленцианола 0,1 мл 1%-ного раствора
0,01% бромфенолового синего 0,1 мл 1%-ного раствора 

Ѵ ^Хранить при —20 °С. НгО до 10 мл
'ірХ Т В Е : 0,9 М Трис-основание, 0,9 М борная кислота, 
ЭДТА, рН довести до 8,3. 25 мМ

в. Сиквенсные гели. Меченые РНК-продукты реакции РН Каз- 
ного расщепления после разделения комплементарных РНК- 
и ДНК-цепей исследукп электрофорезом в денатурирующем 
полиакриламидном геле с мочевиной, аналогичном исполь
зуемому при секвенировании ДН К. Приготовление таких ге
лей и проведение электрофореза в них подробно описано 
в другой работе [24].
Концентрацию акриламида в таких гелях следует подбирать, 

добиваясь максимального разделения продуктов реакции 
РНКазного расщепления. Как правило, если РНК-зонд содер
жит 500 нуклеотидов и меньше, используют 10— 12%-ный поли
акриламидный гель. Д ля зондов длиной 500— 1000 нуклеотидов 
следует готовить 5—6%-ные гели.

5.2. Методы

5.2.1. Синтез РНК-зондов

В этом разделе описывается синтез РНК-зондов путем транс
крипции іп ѵііго клонированных Д Н К, несущих фаговый промо
тор [37, 38]. Заметим, что удельная активность таких РН К-зон
дов ниже, чем полученных стандартным способом и традицион
но используемых при тестировании геномных Д Н К  
(10 Ки/ммоль на один меченый 1МТР). Такой активности доста
точно для работы с одной десятой от общего количества ДН К, 
получаемой в ПЦ Р, или с очень небольшим объемом клониро
ванной ДНК- Преимущество этих зондов состоит в том, что 
они сохраняют стабильность более 1 нед (а не 1—2 дня, как 
зонды с высокой удельной активностью). Кроме того, длинные 
зонды с выступающими концами легче синтезировать так как 
при этом нуклеозидтрифосфаты не лимитируют реакцию транс
крипции. Если исследуется геномная Д Н К  и не проводится 
П Ц Р, то следует использовать зонды с высокой удельной ак
тивностью (200—400 Ки/ммоль по одному из ЫТР). Важно, 
чтобы концентрация меченого 1ЧТР в начале транскрипции бы
ла не менее 10 мкМ, поэтому для синтеза высокоактивного зон
да требуется 40—80 мкКи меченого 1МТР.
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1. В стерильной микроцентрифужной пробирке смешайте в сле
дующем порядке:
9 мкл воды,
1 мкл рестрицированной матричной ДНК,
1 мкл смеси 3-ЫТР,
1 мкл «холодного» ОТР (2 мМ),
1 мкл [а-Р 32] ОТР (10 Ки/мл; 400 Ки/ммоль),
2 мкл ОТТ (1,0 М ),
2 мкл БСА (1 мг/мл),
2—5 единиц плацентного ингибитора РН Казы,
2 мкл 10Х буфера для транскрипции.

2. К смеси добавьте 3—5 единиц РНК-полимеразы фагов 5Р6, 
Т7 или ТЗ.

3. Инкубируйте 1 ч при 40 °С, чтобы прошла транскрипция.
4. Добавьте 1 мкл Д Н К азы  I (1 мг/мл) для разрушения мат

ричной ДН К; инкубируйте 20 мин при 37 ?С.
5. Добавьте 10 мкг тРНК-носителя, 10 мкл воды и 20 мкл аце

тата аммония (7 М) и проэкстрагируйте один раз 2РС.
6. После экстракции водный слой осадите этанолом; ресуспен

дируйте осадок в 80 мл воды, 20 мл ацетата аммония (7 М) 
и снова осадите этанолом.

7. Ресуспендируйте осадок РН К  в 200 мкл ТЕ-буфера, содер
жащего 0,1% ДСН. Храните при —20 °С.

5.2.2. Реакции отжига и расщепления

Первоначально реакцию гибридизации между меченым 
РНК-зондом и небольшим количеством комплементарных по
следовательностей из нескольких микрограмм суммарной ге
номной Д Н К  проводили с молярным избытком РНК- Сейчас, 
когда за счет амплификации Д Н К  в ПЦ Р удается получать 
большие количества специфических фрагментов ДН К, нет необ
ходимости использовать избыток зонда. В описываемых ниже 
экспериментах используется по существу избыток тестируемой 
ДНК- Эта модификация позволяет увеличить отношение сигна
ла к фону, так как в этом случае уже не приходится удалять 
остатки длинного зонда с помощью РНКазной обработки.

При постановке эксперимента полезно иметь следующие 
контроли:

контроль 1: неспецифическая гибридизация зонда с тРНК- 
носителем;

контроль 2: положительный контроль на дикий тип — реас
социация зонда с клонированным фрагментом Д Н К  дикого 
типа;

контроль 3 : зонд реассоциируют с известным мутантным 
фрагментом геномной ДН К, клонированным или полученным



в ПЦ Р. Это дает возможность оценить эффективность расщеп
ления неспарещных участков.

1. В стерильной микроцентрифужной пробирке смешайте сле
дующие компоненты:
1 мкл амплифицированной в П Ц Р геномной Д Н К  в кон
центрации примерно 100 мкг/мл (можно использовать фраг
менты, амплифицированные как обычным путем, так и мето
дом «пезіесі оіі^о») или 1 мкл рестрицированной клониро
ванной Д Н К  (100 мкг/мл),

1 мкл меченого РНК-зонда,
30 мкл буфера для гибридизации.

2. Прогрейте смесь 10 мин при 95— 100 °С на кипящей водяной 
бане.

3. Воспользуйтесь микроцентрифугой, чтобы собрать конден
сат на дне пробирки.

4. Инкубируйте смесь 60 мин при 40—45°С, чтобы произошла 
реассоциация между зондом и комплементарными ему по
следовательностями в тестируемом фрагменте геномной 
ДНК.
Примечание: по оригинальной методике гибридизацию про
водят в течение 10— 12 ч. Считается, что за это время реак
ция реассоциации между фрагментами геномной Д Н К  
и РНК-зондом достигает насыщения. В клонированных и ам- 
плифицированных в П Ц Р фрагментах геномной Д Н К  доля 
последовательностей-мишеней намного больше, поэтому вре
мя гибридизации можно значительно уменьшить. Сокраще
ние сроков инкубации облегчает проведение эксперимента 
и уменьшает деградацию зонда.

5. Добавьте 350 мкл смеси РН К азы  с РНКазным буфером. 
Как следует перемешайте встряхиванием. Эта смесь пред
ставляет собой буфер для РНКазной реакции с разведенной 
в нем до концентрации 40 мкг/мл прокипяченной РНКазой А 
и тРНК-носителем в концентрации 20 мкг/мл. Раствор мож
но приготовить за несколько часов до использования и хра
нить во льду. На 5 мл смеси (этого количества достаточно 
для проведения 13— 14 реакций) надо 5 мл буфера для 
РНКазной реакции, 100 мкл исходного раствора (2 мг/мл) 
прокипяченной РН Казы А, 20 мкл тРН К (5 мг/мл). 
Примечание: в большинстве наших опытов по РНКазному 
расщеплению концентрация РН Казы А была 40 мкг/мл. 
Однако, используя фермент из другой партии, мы обнару
жили, что эта концентрация слишком велика — фермент 
в таком количестве разрушал гибриды РН К  — ДНК- Поло
жительных результатов удалось достичь, снизив его кон
центрацию до 4 мкг/мл. Поэтому мы рекомендуем каждую 
новую партию РН Казы перед использованием калибровать
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в пределе концентраций от 2 до 40 мкг/мл. Д ля калибровки 
желательно использовать как мутантный контрольный обра
зец, так и контрольный образец дикого типа. В оптимальной 
концентрации РН К аза А эффективно расщепляет неспарен
ные участки в мутантном образце и дает фоновый сигнал в 
контроле дикого типа.

6. Инкубируйте 60 мин при 25 °С.
Примечание: по оригинальной методике инкубацию прово
дили в течение 30 мин. За это время РН К аза А расщепляет 
многие неспаренные участки лишь частично, что приводит 
к появлению радиоактивных сигналов в участках геля, соот
ветствующих фрагментам дикого типа. При более длитель
ной обработке удается расщепить эти уже частично рас
щепленные РНКазой сайты полностью [15]. Легче всего 
интерпретировать результаты РНКазной обработки, отбирая 
в процессе реакции аликвоты после 30, 60 и 90 мин инкуба
ции. В ряде случаев полуторачасовая обработка бывает 
чрезмерной и приводит помимо прочего к деградации кон
цевых областей фрагментов РНК- Поэтому если кинетика 
реакции не исследована, то оптимальным временем обра
ботки следует считать примерно 60 мин.

7. Остановите РНКазную реакцию добавлением 10 мкл ДСН 
(25%) и 10 мкл протеиназы К (10 мг/мл). Инкубируйте 
30 мин при 37 °С.

8. Добавьте 10 мкг тРНК-носителя.
9. Экстрагируйте реакционную смесь один раз фенолом и один 

раз 2 РС. После первой экстракции осторожно отберите 
только 300 мкл верхнего водного слоя автоматической пи
петкой с пластиковым наконечником и перенесите в другую 
пробирку. Делается это, чтобы не допустить попадания 
РН Казы из интерфазы между водным слоем и фенолом.

10. Осадите нуклеиновые кислоты этанолом. Промойте осадок 
70%-ным этанолом и высушите.

11. Ресуспендируйте осадок РН К  в 10—20 мкл насыщенного 
раствора формамида. Иногда бывает трудно полностью пе- 
рерастворить РН К  в формамиде. Чтобы ускорить процесс, 
пипетируйте раствор несколько раз при помощи автомати
ческой пипетки с пластиковым наконечником.

5.2.3. Анализ

1. Перед нанесением образцов проведите пре-электрофорез в 
в течение 1—2 ч.

2. Прогрейте образцы 4 мин на водяной бане при 95—100 °С, 
чтобы разделить РНК- и ДНК-цепи.

3. Отключите источник питания и отсоедините электроды.
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4. Перед внесением образца в лунку промойте ее при помощи 
капиллярной автоматической пипетки или шприца для под
кожных инъекций.

5. 5 мкл образца непосредственно из водяной бани перенесите 
быстро в лунку геля. Быстро продолжайте процедуру, пока 
не нанесете все образцы.

6. Присоедините клеммы к аппарату для электрофореза, снова 
включите источник питания. Проводите электрофорез при 
15—20 В до тех пор, пока бромфеноловый синий не достиг
нет края геля.

7. После окончания электрофореза отключите источник пита
ния, отсоедините клеммы, выньте пластины с гелем из уста
новок. Высушите гель на листе ватмановской бумаги 1 ММ 
или ее аналога -и эксіпоінируйте с рентгеновокой пленкой. 
Примечание', экспозицию геля с рентгеновской пленкой мож
но проводить без высушивания. Преимущество высушивания 
в том, что оно увеличивает разрешающую способность.

6. Денатурирующий градиентный гель-электрофорез

В этом разделе подробно описана система ДГГЭ.

6.1. Гель-электрофоретическая система

Большинство последовательностей Д Н К  из естественных ис
точников плавится в интервале температур от 60 °С до 90 °С. 
Чтобы достичь таких значений и создать крутой денатурирую
щий градиент в гелях, необходимо проводить электрофорез 
в них при температуре, близкой к температуре плавления на
тивных ДНК- Обычно это 60 °С. Гели лучше всего помещать 
в кюветы, прогретые до 60 °С. Мы обычно пользуемся аппара
том для электрофореза конструкции Лермана и Фишера. Опи
сание его приводится в работах [20] и [28]. Вся система со
стоит из следующих частей:

1 — устройство, поддерживающее пластины с гелями в та
ком положении, что образуется верхняя электрофорезная ка
мера;

2 — нижняя электрофорезная камера, служащ ая в качестве 
нагреваемой ванны;

3 —: термостатирующее устройство;
4 — электроды;
5 — перистальтический насос для постоянного прокачивания 

буфера из большой нижней камеры в верхнюю камеру мень
шего размера.

Эта система поддерживает температуру гелей во время 
электрофореза с разбросом в 0,1 °С.
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6.1.1. Оборудование для проведения электрофорезе

Установку и нагревательную систему, пригодные для ДГГЭ,. 
можно получить из разных источников: либо приобрести у 
фирм-производителей, либо изготовить по эскизам, приведенным 
в ссылках [20] и [28]. Все оборудование, необходимое для 
проведения денатурирующего гель-электрофореза, или отдель
ные его части можно приобрести у следующих фирм:

1) Огееп М оипіаіп ЬаЬ Зирріу, 86 Сепігаі Зі, \ѴаШіат,, 
М А 02154, ГІ5А. Эта фирма продает камеры для электрофореза, 
изготовленные по типу моделей, указанных в ссылках [20] 
и [28], а также плексигласовые ванны, термостатирующие уст
ройства, стеклянные пластины, гребенки, спейсеры, перисталь
тические насосы и электроды.

2) Ноейег ЗсіепііПс Іпзігитеп із. Эта фирма поставляет 
установки для электрофореза, которые можно приспособить для 
ДГГЭ. Установка имеет станину, удерживающую стеклянные 
пластины в вертикальном положении, и верхнюю электрофорез- 
ную камеру, прилегающую к верхнему краю пластин. Фирма 
дает инструкции по установке пластин и заливке гелей. После 
заливки геля к пластинам прикрепляется верхняя камера, и все 
это сооружение опускается в ванну так, чтобы гель был погру
жен в электрофорезный буфер. Буфер циркулирует через верх
нюю камеру за счет перистальтического насоса. Каталоговый 
номер этой установки — Ноеііег 5Е 600.

3) СВЗ ЗсіепШіс Сошрапу, Ро Вох856, Беі Маг, СА 92014, 
ІІЗА. Установка, которую делает эта фирма, аналогична описан
ной в параграфе 2.

Плексигласовую установку для электрофореза можно отно
сительно недорого изготовить и самим. Д ля этого следует ис
пользовать фотографии, имеющиеся в работах [20] и [28]. По 
желанию можно получить подробные инструкции у Майерса.

Кроме самой установки для электрофореза требуется ряд 
дополнительных устройств, как правило имеющихся во многих 
лабораториях. Дополнительное оборудование и фирмы, у кото
рых мы его закупаем, перечислены ниже:

1) термостатирующее устройство. Например, модель 70, Роіу- 
зсіепсе Согрогаііоп (N1163, ІЬ);

2) перистальтический насос. Номер по каталогу Л7543-20 
(мотор насоса), Л7017-20 (головка насоса) и Л6411-17 (силико
новые шланги) фирмы Соіе Рагшег, Іпс. (СЬіса^о, ІЬ);

3) ванна. Наиболее удобна ванна шириной 22 дюйма 
(1 дюйм =  2,54 см), глубиной 6 дюймов, высотой 10 дюймов, 
сделанная из плексигласа или из стекла толщиной 1/4 дюйма. 
Этот «аквариум» удерживает две камеры для геля. Его легко 
сделать самостоятельно, склеив куски плексигласа водо- и тер
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мостойкой смолой, или из кусков стекла, склеив их силиконо
вым клеем, часто используемым для изготовления и ремонта 
аквариумов для рыб. Аквариумы, специально приспособленные 
для ДГТЭ, продает фирма МоипСаіп ЬаЬ Зирріу. Помимо этого 
аквариумы можно приобрести в зоомагазинах. Единственное 
предъявляемое к ним в этом случае требование — чтобы они 
не содержали металлических частей;

4) источник питания. Можно использовать любой источник, 
дающий 150 В и 150 мА;

5) электроды. Платиновый анод, погружаемый в буфер, мож
но изготовить, руководствуясь указаниями, содержащимися 
в работе [20]. Аквариумы фирмы Отееп Моипіаіп ЬаЬ Зирріу 
имеют встроенный анод. Катод, помещаемый во время электро
фореза в верхнюю камеру меньшего размера, делают из графи
та или платины. Фирмы Огееп М оипіаіп ЬаЬ Зирріу и СВ5 
ЗсіепШіс Со продают графитовые катоды.

6.1.2. Материалы

40% акриламида 
1,07% бисакриламида

1. Исходный раствор акриламида. Д ля приготовления 250 мл 
необходимо:

10 г акриламида 
2,7 г бисакриламида 
Нг О до 250 мл 
Не автоклавировать.

Оба реактива должны быть самой высокой степени чистоты. 
Заметим, что отношение акриламида к бисакриламиду в рас
творе 37,5: 1, т. е. степень сшивки в геле примерно в половину 
меньше, чем в используемых обычно сиквенсных гелях.
2. 20'Х электрофорезный буфер. Д ля приготовления 2 л необ

ходимо:
190 г трис-основания 
110 г СН3О Х Ж а Х З Н 20  
15 г Ш гЭДТА 

НгО до 2 л рН доводите уксусной 
кислотой до значения 7,4

3. 80%-ный денатурирующий исходный раствор. На 250 мл:
7% акриламида (37,5: 1) 44 мл исходного раствора

800 мМ трис-основания 
400 мМ ацетата натрия 

20 мМ ЭДТА 
рН 7,4

32% формамида

5,6 М мочевина 
I X  электрофорезный буфер

акриламида
80 мл деионизованного
формамида
(см. разд. 5.1)
85 г сверхчистой мочевины
12,5 мл 20Хэлектрофорезного 
буфера
Н20  до 250 мл.



156 Глава 5

4, 0%-ный денатурирующий 
раствор
7% акриламида (37,5:1)

На 250 мл:

44 мл исходного раствора
акриламида

IX  электрофорезный буфер 12,5 мл 20Х электрофорезнога
буфера
Н20  до 250 мл

Примечание: для большинства исследуемых фрагментов Д Н К  
оптимальной при проведении электрофореза является кон
центрация акриламида 7%. Однако в некоторых случаях, 
в частности при тестировании фрагментов Д Н К  длиной ме
нее 300 п. н„ лучшего разделения удается добиться, исполь
зуя более высокие концентрации акриламида, например 10% 
и 14%. В этих случаях 80%- и 0%-ный денатурирующие рас
творы следует готовить с учетом более высоких концентра
ций акриламида. Хранить денатурирующие растворы следует 
при + 4 ° С  в темных бутылях.

5. Катализаторы полимеризации. ТЕМ ЕД (М.Ы.Г'Г.Г'Г-тетраме- 
тилэтилендиамин). Д ля приготовления 50 мл 10%-ного ис
ходного раствора персульфата аммония возьмите 5 г персуль
фата аммония и добавьте воды до 50 мл. Храните при 
+ 4  °С.

6. Нейтральный раствор для нанесения на гель. На 10 мл:
20% фиколла или сахарозы
10 мМ трис-НСІ, рН 7,8 2 г фиколла 400 или сахарозы

0,1% красителя (оранжевого 10 мг красителя
О, ксиленцианола, бромфе- Н20  до 10 мл 
нолового синего)

6.1.3. Приготовление перпендикулярно-градиентных гепей

Гели с градиентом денатурирующих веществ, перпендику
лярным направлению электрофореза, используются для опреде
ления характера плавления фрагментов Д Н К  с неизученными 
свойствами. Такие гели дают информацию, необходимую при 
расчете оптимальных градиентов и времени электрофореза для 
стандартных параллельно-градиентных гелей. В разделе описы
вается процедура заливки таких гелей. Дополнительные сведе
ния по этому вопросу имеются в работе [20].

Перпендикулярно-градиентный гель представляет собой ак- 
риламидный гель с линейно возрастающим в направлении сле
ва направо градиентом ДНК-денатурирующих веществ и с од
ной большой лункой в верхней части, куда наносится образец. 
При заливке таких гелей один из боковых спейсеров (обычно

1 мМ ЭДТА 100 мкл 1,0 М трис-НСІ, рН 7,8 
20 мкл 0,5 М ЭДТА, рН 8,0
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А  Верхний спейсер

(і . і$і
і_ ,___________________________ )

Вид сзади

Залейте дно

3

□

Рис. 7. Приготовление перпендикулярно-градиентного денатурирующего геля, 
А.  Расположение стеклянных пластин и спейсеров. Левый рисунок представ
ляет собой вид спереди стеклянных пластин со вставленными спейсерами для 
электрофореза. Обратите внимание, что передняя пластина имеет форму пря
моугольника (без «ушек»), а задняя пластина имеет «ушки». Левый боковой 
спейсер помещается между пластинами так, что между ним и основанием 
геля образуется зазор в 3—4 см. Правый спейсер располагается между плас- 
стииами от вершины до самого основания геля. Верхний спейсер вставлен на 
1 см ниже пластины с «ушками» и плотно пригнан к боковым спейсерам. 
Место соединения верхнего и правого бокового спейсеров смазывают неболь
шим количеством вакуумной смазки. Правый рисунок представляет собой вид 
пластин сзади. Б. Соединенные пластины и аппарат для электрофореза. Со
бранные пластины и спейсеры закрепляют в аппарате для электрофореза; 
основание и правую сторону пластин заливают расплавленной агарозой. Дно 
заполняют, наливая 50 мл агарозы в кювету, в которой крепятся пластины. 
После застывания агарозы аппарат для электрофореза переворачивают на 
правую сторону и через отверстие в нем и зазор с левой стороны заливают

градиентный гель.

и правую стороі- 
агарозой

Стеклянные пластины, 
соединенные с аппаратом
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левый) помещают между пластинами не вровень с нижним ос
нованием геля, а на 3—4 см выше (рис. 7). Еще один спейсер 
располагают у верхнего края; места его соединения с боковы
ми спейсерами смазывают небольшим количеством вакуумной 
смазки. Пластины закрепляют в установке для электрофореза, 
боковые стороны геля и дно смачивают 1%-ной агарозой 
в IX  электрофорезном буфере, после чего установку перевора
чивают на правую сторону и заливают градиентную смесь в за 
зор на левой стороне (рис. 7). Количество акриламида, необхо
димое для заливки геля, определяют эмпирически, в большин
стве случаев это примерно 16—24 мл.

Д ля определения характера плавления неизвестного фраг
мента Д Н К  его электрофоретическая подвижность исследуется 
в вертикальном акриламидном геле фиксированной концентра
ции с перпендикулярным направлению электрофореза градиен
том концентраций денатурирующих веществ от 0% на левой 
стороне и до 80% на правой стороне. Гель для заливки (из рас
чета на 16 мл) готовят следующим образом.
1. Добавьте 5 мкл ТЕМ ЕДа и 80 мкл 10%-ного раствора пер

сульфата аммония к 8 мл 80%-ного денатурирующего исход
ного раствора, тщательно перемешайте и поместите на лед.

2. Добавьте 5 мкл ТЕМ ЕДа и 80 мкл 10%-ного персульфата 
аммония к 8 мл 0 %-ного денатурирующего исходного раство
ра, тщательно перемешайте, поместите на лед.

3. Залейте 80%-ный раствор в резервуар градиент-формера, пи
тающий гель. Удалите пузырьки воздуха из шланга, который 
соединяет два резервуара, создающие градиент.

4 . Во второй резервуар залейте 0%-ный денатурирующий ис
ходный раствор.

.‘5. Медленно, по 2—3 капли, постоянно перемешивая, пропус
кайте 80%-ный градиентный раствор между пластинами для 
заливки геля через отверстие в левой части камеры. Таким 
образом, после заливки геля в основании лежащей на боку 
камеры с гелем концентрация денатурирующих веществ бу
дет 80%, а на вершине — 0%. После того как гель заполиме- 
ризуется, верните установку в исходное положение, и направ
ление градиента концентраций от 0% к 80% будет теперь 
слева направо.

’б. После полимеризации поставьте гель в исходное вертикаль
ное положение и уберите верхний спейсер.

7. Поместите установку с гелем в ванну с электрофорезным 
буфером и подсоедините перистальтический насос так, чтобы 
буфер поступал из нижней камеры в верхнюю и вытекал че
рез верхний край геля.

$ . Образцы Д Н К  наносите в гель, как описано в разд. 6.2.1.
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6.1.4. Приготовление параллельно-градиентных гелей

В параллельно-градиентных гелях направление градиента 
концентраций ДНК-денатурирующих веществ совпадает с на
правлением электрофореза: он линейно увеличивается от вер
шины к основанию геля. Интервал значений концентраций 
в градиенте выбирается исходя из данных о характере плавле
ния исследуемого фрагмента, полученных с помощью перпен
дикулярно-градиентного геля. Обычно этот интервал составляет 
25% и подбирается так, чтобы образец Д Н К  начинал плавить
ся в середине геля. Так, например, параллельно-градиентный 
гель с градиентом концентраций от 25 до 50% можно использо
вать при анализе фрагмента ДНК, который плавится при кон
центрации денатурирующих веществ 37,5%. В таких гелях име
ется несколько лунок, так что одновременно в одном геле мож
но исследовать несколько препаратов ДНК-

Гели для параллельно-градиентного электрофореза готовят 
так же, как гели с перпендикулярным градиентом, и электрофо
рез проводят аналогичным образом. По бокам от вершины к ос
нованию вставляют два боковых спейсера точно так же, как 
в сиквенсных гелях или гелях для анализа белков. После за 
крепления в аппарате для электрофореза боковые стороны и ос
нование пластин заливают, как обычно, агарозой. Раствор за 
ливают так же, как при обычном вертикальном форезе, только- 
не сбоку, а сверху. После заливки вставляют дельриновую или 
тефлоновую гребенку и оставляют гель полимеризоваться. Иа 
заполимеризовавшегося геля вынимают гребенку и помещают 
установку в ванну с нагретым буфером. Все необходимое сна
ряжение подсоединяется, как при обычном вертикальном элек
трофорезе.

6.2. Подготовительные эксперименты: 
перпендикулярно-градиентный и оптимизирующий 

электрофорезы

Чтобы установить оптимальные условия анализа фрагмента 
Д Н К  на нуклеотидные замены методом ДГГЭ, предварительно 
проводят два относительно простых эксперимента.
1. Анализ фрагмента в перпендикулярно-градиентном геле для 

определения его доменов плавления и значений Тѵп для них. 
По результатам этого опыта определяют оптимальные пара
метры градиента для последующих множественных анализов 
в параллельно-градиентом геле.

2. Оптимизирующий гель представляет собой параллельно-гра
диентный гель с оптимальным градиентом концентраций де
натурирующих веществ, определенным на предыдущем этапе. 
Тестируемый образец при этом наносят в несколько лунок:
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и прогоняют в течение разных промежутков времени. К аж 
дый раз ставить такой электрофорез необязательно, но он 
помогает установить оптимальное время для максимально 
эффективного выявления однонуклеотидных замен в тести
руемом фрагменте ДНК-

6.2.1. Перпендикулярно-градиентный электрофорез: 
определение характера плавления

Существуют различные методы определения характера 
плавления фрагмента Д Н К  в растворе. Зная нуклеотидную по
следовательность фрагмента, с помощью компьютерного алго
ритма Лермана [18, 19, 38, 39] можно предсказать количество, 
локализацию и Тт  его доменов плавления. А эти данные, 
в свою очередь, позволяют подобрать оптимальные градиент 
и время для наилучшего разделения мутантных фрагментов 
в геле. Наряду с компьютерным анализом, который является 
эффективным и надежным средством определения характера 
плавления, можно использовать эмпирический подход. В его 
основе лежит денатурирующий перпендикулярно-градиентный 
электрофорез в вертикальном геле. Этот метод особенно важен 
при исследовании неизвестных фрагментов Д Н К  на полимор
физм и в ряде других случаев, когда неизвестна его нуклеотид- 
лая  последовательность.

Анализ фрагмента Д Н К  в таком геле позволяет определить 
зависимость между подвижностью фрагмента в полиакрилами
де и концентрацией денатурирующего вещества. Образец Д Н К  
наслаивается на всю верхнюю часть геля с градиентом денату
рирующих веществ, возрастающим слева направо. В процессе 
электрофореза фрагменты Д Н К  в левой части геля (с низкой 
концентрацией денатурирующих веществ) движутся с большой 
скоростью, соответствующей скорости двухцепочечных молекул. 
Градиент подобран так, что при прохождении через гель в этих 
фрагментах не происходит даже частичного плавления. В пра
вой части, где концентрация максимальная, фрагменты начина
ют плавиться и резко снижать при этом подвижность практи
чески сразу после вхождения в гель. В участках геля с проме
жуточными концентрациями плавление происходит в разных 
точках и наблюдается неодинаковое изменение подвижности. 
Резкое замедление, проявляющееся в увеличении кривизны по
лосы, происходит, когда концентрация денатурирующего веще
ства соответствует значению Тт, при котором наступает коопе
ративное плавление домена. Число позиций, в которых происхо
дит изменение подвижности, на единицу меньше количества 
доменов плавления во фрагменте ДН К, так как после плавле
ния последнего домена обе цепи фрагмента начинают двигаться 
независимо и изменение скорости не наблюдается.
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На рис. 8, Л показано проведение фрагмента Д Н К  с одним 
участком изменения подвижности (на геле в виде перегиба) и- 
соответственно с двумя доменами плавления. Точка перегиба 
находится в том месте геля, где концентрация денатурирующе
го вещества 58% (что соответствует температуре плавления 
самого легкоплавкого домена фрагмента). Исходя из этих ре-

Рис. 8. Перпендикулярно-градиентный денатурирующий .гель-электрофррез. 
В обоих случаях представлены негативы окрашенных бромидом зтидия гелей' 
с фракционированными двухцепочечными фрагментами ДНК длиной 450 п. н. 
А. Перпендикулярно-градиентный денатурирующий гель с фрагментом ДНК  
длиной 450 п. н., имеющим два домена плавления. Резкое изменение подвиж
ности фрагмента в середине геля происходит в результате плавления его пер
вого домена при концентрации денатурирующего вещества 60%. Температуру 
плавления этого домена можно определить, установив параметры точки пере
гиба этого участка. Исходя из полученных данных, параллельно-градиентный’• 
денатурирующий электрофорез такого фрагмента следует проводить в геле 
с концентрациями денатурирующих факторов от 47,5% до 72,5%. Б. Перпен
дикулярно-градиентный денатурирующий гель с фрагментом ДНК длиной 
450 п. п., имеющим три домена плавления. На рясунке видны две области 
изменения подвижности. Левая, с концентрацией денатурирующего вещества 
35%, образуется при плавлении первого домена. Правая образуется в резуль
тате плавления второго домена при концентрации денатурирующего вещества

65% [30].

зультатов, можно подобрать оптимальные условия для анализа 
данного фрагмента в параллельно-градиентном геле. Наилуч- 
шее разделение происходит в 10— 15%-ных интервалах кон
центраций денатурирующих веществ с каждой стороны от точ
ки, соответствующей данной Тт. Следовательно, для денатури
рующего параллельно-градиентного электрофореза надо 
выбрать интервал концентраций от 45 до 70%. При таких ус
ловиях электрофореза фрагмент входит в гель в двухцепочеч
ном состоянии и сохраняет свою структуру вплоть до того 
участка, где концентрация денатурирующего вещества состав-

1 1 -4 3 4
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ляет 38%. Здесь начинает плавиться его первый домен, а сам 
фрагмент замедляет движение.

Второй фрагмент (рис. 8 ,5 )  с двумя участками изменения 
подвижности содержит три домена плавления. Два низкоплав
ких домена соответствуют участкам перегиба в геле. Первый 
плавится при концентрации денатуранта 38%, второй — 68%. 
Поскольку эти два домена находятся далеко друг от друга, 
лучше анализировать каждый независимо, в отдельном геле. 
Первый домен исследуют в денатурирующем геле с градиентом 
концентраций от 25 до 50%, второй — в геле с градиентом от 55 
до 80%. В первом геле, как и в случае на рис. 8,А , фрагмент 
входит в гель в двунитевой форме, и в середине геля, где кон
центрация денатуранта примерно 38%, происходит уменьшение 
его подвижности. Во втором геле (55—80%) первый домен на
чинает плавиться, как только фрагмент Д Н К  входит в гель, 
и такая частично расплавленная молекула медленно проходит 
через гель до тех пор, пока не достигнет участка, где плавится 
второй домен. Здесь фрагмент еще больше замедляется.

Результаты, представленные на рисунках, характерны для 
большинства фрагментов Д Н К  размером от 100 до 1000 п. и. 
Обычно в них имеются два или три домена, различия в Г т  
у которых соответствуют различиям в концентрации денатури
рующих веществ в 10—30%. У некоторых фрагментов в верти
кальных гелях имеются по два участка перегиба, но Тт  
этих доменов оказывается очень близкой (в пределах интервала 
концентраций от 1 до 10%). В таком случае лучше всего прово
дить один параллельно-градиентный форез с несколько боль
шим интервалом концентраций денатурирующих веществ 
(примерно 30%, причем концентрация в середине геля должна 
соответствовать значению Тт, среднему для температур плав
ления двух доменов).

Для проведения перпендикулярно-градиентного электрофоре
за выполните следующие процедуры.
1. Обработайте 15—20 мкг плазмидной ДНК, несущей вставку 

ДНК-мишени рестриктазами, выщепляющими эту вставку 
из плазмидного вектора. Удалите фермент фенольной экст
ракцией и осадите Д Н К  этанолом. Ресуспендируйте сначала 
в 20—40 мкл ТЕ, затем добавьте около 100 мкл нейтрально
го раствора для нанесения на гель (разд. 6.1.2).
Примечание: для предварительных градиентных электрофоре- 
зов, проводимых с целью оптимизации условий, нет необхо
димости отделять вставку (тестируемый фрагмент) от век
торной последовательности. Размеры вектора и вставки силь
но различаются, и поэтому скорости продвижения их в геле 
неодинаковы. Обычно векторные последовательности из-за 
своего большого размера едва успевают войти в гель.
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2. После заливки 0—80%-ного геля и помещения его в нагре
тую ванну, как описано в разд. 6.1.3, нанесите образец вдоль 
всей вершины геля капиллярной пипеткой с оттянутым но
сиком.

3. Поместите катод в верхнюю камеру установки и проведите 
электрофорез при 150 В.
Примечание: продолжительность электрофореза строго не ре
гламентирована. Приблизительный расчет, исходя из разме
ра фрагмента и процента акриламида, следующий:

Размер фрагмента Концентрация Время (ч)
(п. н.) акриламида

50 — 300 14% 7,5
300 — 500 7% 5
500 — 750 7% 7,5

750— 1000 7% 10
4. По окончании электрофореза отключите источник питания, 

отсоедините катод и перистальтический насос, выньте плас
тины с гелем из установки. Разъедините пластины и поме
стите гель в раствор бромида этидия (5 мкг/мл) на 10— 
20 мин.
Примечание: бромид этидия — канцероген. Работайте с геля
ми, окрашенными бромидом этидия, только в перчатках и 
тщательно мойте руки после работы.

5. Визуализируйте окрашенные этидием фрагменты Д Н К  в 
УФ-трансиллюминаторе. Положите линейку с четкими де
лениями (любого цвета, кроме красного) вдоль основания 
геля и отметьте нуль в крайней левой точке (с низкой кон
центрацией денатурирующих веществ). Сфотографируйте гель.

6. Используйте деления линейки на фотографии для определе
ния расстояния от точки с 0%-ной концентрацией денатури
рующего вещества до участка перегиба (рис. 8). Используй
те эти значения для определения концентрации, при которой 
происходит перегиб.

6.2.2. Определение продолжитепьности электрофореза 
в параллельно-градиентных гелях: гели для оптимизации продолжитепьности 

электрофореза (оптимизирующие гели)

Профиль плавления фрагмента Д Н К  определяется электро
форезом в перпендикулярно-градиентном геле. Подобранные 
условия воспроизводят затем на параллельно-градиентных ге
лях. Наряду с этим следует проводить эксперименты по выяв
лению оптимального времени проведения параллельно-градиент
ного электрофореза. Цель таких опытов — установить продол
жительность электрофореза, достаточную для того, чтобы фраг
мент Д Н К  достиг участка геля, в котором концентрация дена
турирующего вещества вызывает плавление исследуемого в дан-

11»
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ном фрагменте домена. В действительности для максимально 
эффективного разделения рекомендуется проводить электрофо
рез в течение еще некоторого времени после плавления домена.

Для определения оптимального времени электрофореза мож
но поставить простой эксперимент с оптимизирующим гелем. 
Аликвоты клонированного фрагмента тестируемой ДН К, вы- 
щепленного рестриктазами из вектора, наносят на параллельно- 
градиентный гель с интервалом в 1 ч. Проводят электрофорез 
и затем окрашивают гель бромидом этидия, как было описано 
выше. Фотографируя гель с линейкой-маркером, расположен
ной сбоку, можно установить, в результате какого из нанесе
ний (по времени) фрагмент Д Н К  оказался в зоне геля с кон
центрацией денатурнрующего вещества, соответствующей Тш 
его первого домена плавления (рис. 9 ,Л).

Во многих случаях достаточно лишь взглянуть на гель, что
бы понять, в результате какого из нанесений фрагмент прошел 
достаточное расстояние в геле, чтобы начать плавиться (на это 
укажет резкое снижение подвижности). Исходя из рисунка 9 ,6 , 
оптимальным временем электрофореза изображенного на нем 
фрагмента следует считать 8 ч. Сюда входит время, в течение 
которого наблюдается первое снижение скорости, и еще 2 ч. 
Степень замедления при плавлении домена зависит от ряда 
факторов, в том числе и от размера домена.

Независимо от того, бывает замедление резким или оно про
исходит плавно, один из двух результатов, полученных при по
мощи оптимизирующих гелей, можно использовать для опреде
ления оптимальной продолжительности электрофореза.

Если имеется даже один вариант фрагмента Д Н К  в виде 
клонированной молекулы, то для оптимизации условий прове
дения электрофореза можно использовать его вместе с фраг
ментом дикого типа. В этом случае в соседние лунки наносят 
фрагменты дикого типа и имеющийся вариант фрагмента ДНК- 
Для последующих электрофорезов подбирают условия и время, 
позволяющие добиться максимального разделения этих двух 
фрагментов (рис. 7 ,6 ) .
1. Поместите параллельно-градиентный гель в нагретую ванну 

и подсоедините все, как описано в разд. 6.1.4. Для оптими
зирующих гелей желательно перед помещением их в аква
риум отметить на стеклянных пластинах положение лунок.

2. Обработайте 20—40 мкг плазмидной Д Н К  рестриктазами 
(как описано в разд. 6.2.1), чтобы выщепить тестируемую 
вставку. Ресуспендируйте в ТЕ и нейтральном растворе для 
нанесения на гель так, чтобы концентрация Д Н К  была при
мерно 250 мкг/мл.

3. Внесите 4—5 мкл образца в лунку с левой стороны геля. 
■ Пометьте ее фломастером на стекле, чтобы избежать повтор-
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Рис. 9. Гели для оптимизации продолжительности электрофореза (оптимизи
рующие гели). На каждом рисунке показаны результаты, полученные в па
раллельно-градиентных денатурирующих гелях с нанесением образцов через 
определенные промежутки времени. Такие оптимизирующие гели дают пред
ставление об оптимальной продолжительности электрофореза, проводимого 
с целью максимального разделения мутантного фрагмента ДНК и фрагмента 
ДНК дикого типа. А. Оптимизирующий гель с фрагментом ДНК, не претер
певшим заметных изменений подвижности по достижении участка с концент
рацией денатурирующего вещества, соответствующей температуре плавления 
первого домена. Расстояние между вершиной и основанием геля измерено 
линейкой. Полученная информация используется для определения участка 
геля, соответствующего Т т  первого домена плавления. Это значение в свою 
очередь было предварительно установлено в перпендикулярно-градиентном 
электрофорезе. Промежуток времени, за который фрагмент достигнет данного 
участка, считается минимальной продолжительностью проведения последую
щих электрофорезов. Обычно для получения оптимальных результатов к это
му времени прибавляют еще 1—2 ч. Б. Оптимизирующий гель с фрагментом 
ДНК, резко изменившим подвижность при плавлении первого домена. Элек
трофорез в течение 12 ч (луика 1), 10 ч (лунка 2), 8 ч (лунка 3), 6 ч (лун
ка 4), 4 ч (лунка 5) и 2 ч (луика 6). Через восемь часов прохождения через 
гель, когда начинается процесс плавления, фрагмент замедляет движение. 
Оптимальное время для последующих электрофорезов этого фрагмента — 9— 
10 ч. В. Оптимизирующий гель с мутантными фрагментами и фрагментами 
дикого типа. Если имеется известный мутантный фрагмент, то гели такого 
типа можно использовать для эмпирического определения оптимального вре
мени электрофореза. Это время, за которое достигается максимальное разде

ление ѵтан иого фрагмента и рагмента дикого типа.
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ной загрузки одной и той же лунки. Проводите электрофорез
1 ч при 150 В.

4. Аналогичным образом загрузите аликвоты образца в следую
щие лунки с интервалом в 1 ч. Установить, какое понадобит
ся количество нанесений, трудно, поэтому мы рекомендуем 
по крайней мере шесть нанесений. После последнего нанесе
ния проводите электрофорез в течение времени, необходимо
го, чтобы фрагмент Д Н К  прошел одну треть или четверть 
длины геля, считая от вершины. Обычно это 4—6 ч. 
Примечание: в гелях, предназначенных для обнаружения ну
клеотидных замен во втором или третьем домене плавления, 
концентрация денатурирующих веществ подобрана так, что 
самый легкоплавкий домен начинает плавиться сразу при 
вхождении фрагмента Д Н К  в гель. Электрофорез в данном 
случае необходимо проводить более длительное время (это 
объясняется снижением подвижности фрагментов, вызванной 
быстрым плавлением первого домена).

5. После электрофореза окрасьте и сфотографируйте гель. По 
линейке-маркеру или по наблюдаемому резкому снижению 
подвижности установите время электрофореза, необходимое 
для инициации плавления. Прибавьте 1—2 ч и вы получите 
время, в течение которого необходимо проводить электрофо
рез, работая с этим образцом ДНК-

6.3. Приготовление зондов для анализа при помощи ДГГЭ

Существует несколько способов приготовления зондов и ана
лиза тестируемых образцов с целью обнаружения нуклеотидных
замен в геномной, клонированной или амплифицированной в
П Ц Р Д Н К  при помощи ДГГЭ. Вот некоторые из них.
1. Использование одноцепочечных ДНК-зондов, меченных рав

номерно или по концам; их реассоциация с денатурированной 
тестируемой Д Н К  для получения гетеродуплексов и непо
средственного выявления замен в них с помощью электрофо
реза и последующей радиоавтографии гелей [17].

2. Использование одноцепочечных равномерно меченных РНК- 
зондов для получения гетеродуплексов с последующим выяв
лением замен с помощью электрофореза и радиоавтографии 
геля [20].

3. Использование двухцепочечных ДНК-зондов, меченных по 
одной из цепей; отжиг их с избытком немеченой Д Н К  ис
следуемого образца, получение гетеродуплексов, электрофо
рез и непосредственное обнаружение замен с помощью ра
диоавтографии геля.

4. Использование равномерно меченных одноцепочечных РНК* 
зондов, их отжиг с клеточной мРНК и непосредственное вы-
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явление замен с помощью радиоавтографии геля (см., на
пример, [31]).

5. Электрофорез гомодуплексов в градиентном геле с последую
щим электроблотингом геля и гибридизацией блота с мечен
ным зондом.

6. Анализ изменения подвижности гомодуплексов клонирован
ных или амплифицированных в П Ц Р фрагментов Д Н К  (как 
мутантных, так и дикого типа) в гелях, окрашенных броми
дом этидия.
Во всех случаях зонды следует синтезировать так, чтобы они 

как можно точнее соответствовали полученным в ПЦ Р или при 
рестриктазном расщеплении исследуемым фрагментам ДНК- 
Д ля ДГГЭ допустима некоторая избыточность 5- и/или 3-конце- 
вых последовательностей зонда в гетеродуплексе с тест-фраг
ментом, но надо стараться, чтобы она не превышала 40 нуклео
тидов.

В данном разделе мы приводим методики синтеза двух ти
пов зондов: равномерно меченных и меченных по концам одно
цепочечных ДНК-зондов. РНК-зонды для ДГГЭ синтезируйте, 
как описано в разд. 5 2 для метода РНКазного расщепления.

6.3.1. Одноцепочечные ДНК-зонды

Методы, используемые нами для синтеза равномерно мечен
ных и меченных по концам одноцепочечных ДНК-зондов, очень 
похожи. Принцип их проиллюстрирован на рис. 10. Фрагмент 
ДНК, который предстоит исследовать, клонируется в реплика
тивной форме бактериофага или в плазмидном векторе, проду
цирующем одноцепочечные кольцевые молекулы только одной 
ориентации. Две наиболее распространенные системы такого 
типа — бактериофаг М13 и плазмиды, несущие точки начала 
репликации фага М13. Олигонуклеотидный праймер реассоции- 
руют с одноцепочечной кольцевой молекулой так, чтобы он 
инициировал синтез Д Н К  на матрице тестируемой вставки 
в направлении от 5'- к З'-концу. Д ля равномерно меченных зон
дов один из используемых при синтезе (ШТР метится изотопами 
32Р  или 355 в альфа-положении. Для зондов с концевой меткой 
олигонуклеотид метят по 5'-концу [у-32Р]А ТР, а для синтеза 
Д Н К  используют холодные (ШТР. По окончании синтеза Д Н К  
обрабатывается рестриктазой, расщепляющей кольцевую моле- 
КУЛУ У конца вставки, противоположном сайту реассоциации 
с олигонуклеотидным праймером. В результате такой реакции 
получается линейный фрагмент Д Н К, состоящий частично из 
двухцепочечного и частично из одноцепочечного участков. Д ена
турируя Д Н К  и проводя препаративный электрофорез в поли-

12*
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Рис. 10. Синтез одноцепочечного ДНК-зонда. Одноцепочечную плазмидную 
ДН К  отжигают с олигануклеотидным праймером, праймер удлиняется за счет 
достройки дезоксинуклеозидтрифосфатов при участии ДНК-лолимеразы в на
правлении от 5'- к З'-концу. После реакции полимеризации, в результате ко
торой, как правило, не удается получить последовательность ДНК, равную 
по длине плазмидной, двухцепочечный участок молекулы обрабатывают 
рестриктазой, расщепляющей его у дистального конца тестируемой вставки. 
При расщеплении образуется линейный фрагмент, имеющий частично двух
цепочечную и частично одноцепочечную структуры. Смесь нагревают в форма- 
миде и проводят препаративный электрофорез в денатурирующем акриламид- 
ном (сиквенсном) геле для разделения цепей зонда и ДНК-матрицы. Разделе
ние происходит хорошо, так как цепи сильно различаются по размеру. 
Меченую цепь зонда затем элюируют из геля. Заметим, что, согласно этой 
схеме, зонд можно метить двумя способами: 1 — удлинять за счет меченых 
«ІІМТР с образованием равномерно меченного зонда или 2 — меченным по 
5'-концу олигонуклеотидом и холодным (ШТР, получая зонд с концевой

меткой.
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акриламидном геле, можно отделить более короткие молекулы 
одноцепочечного зонда от более длинных цепей ДНК-матрицы. 

Ниже приводятся три методики.

1. Приготовление одноцепочечной матричной ДН К .
а) клонируйте тестируемую вставку Д Н К  в плазмидном век

торе, несущем участок начала репликации фага М13, на
пример в рСЗС 1 и рОС2 (рис. 11; [30]);

б) нарастите 10 мл культуры какого-либо штамма Е. соіі, не
сущего плазмиду и Р '-фактор, до стационарной фазы, на
пример ЬЕ392Р' [40] или НМ101 [41]. Культивируйте 
клетки на среде ЬВ с антибиотиком (как правило, с ам

пициллином) для селекции плазмиды;
в) инфицируйте культуру хелпером, чтобы иметь компонен

ты фага, необходимые для упаковки одноцепочечной 
ДН К, например М ІЗгѵІ [40]. Множественность инфек
ции— от 20 до 200. Смешайте фаг с культурой и инкуби
руйте при комнатной температуре 10 мин.
Примечание: 10 мл культуры Е. соіі, выращенной до 
ОП590 =  0,5, содержат примерно 4Х Ю 9 бактерий;

г) внесите 10 мл инфицированной культуры в 500 мл среды 
ЬВ с антибиотиком для селекции плазмиды. Инкубируйте 
на качалке 10— 14 ч;

д) отцентрифугируйте 500 мл культуры 15 мин при 4000д, 
чтобы осадить бактерии;

е) перелейте супернатант в центрифужный стакан (на 1 л ), 
в котором уже находится 125 мл раствора ПЭГ/ЫАС1. 
Хорошо перемешайте встряхиванием и оставьте во льду 
на 2— 12 ч (раствор ПЭГ/ЫаСІ: 20% полиэтиленгликоля
8000 и 2,5 М ЫаСІ);

ж) осадите комплекс фаг/ПЭГ центрифугированием при 
4000 § в течение 20 мин. Осторожно слейте супернатант;

з) суспендируйте осадок фага в остаточном количестве 
супернатанта пипетированием. Перенесите в пластиковую

пробирку (емкость 5— 15 мл) и переосадите фаг центри
фугированием при 4000 § в течение 10 мин. Высушите 
в вакууме, чтобы удалить следы жидкости;

и) ресуспендируйте осадок фага в 2 мл ТЕ. Отцентрифуги
руйте при 4000 § 15 мин для осаждения клеточного дебри- 
са. Супернатант, представляющий собой раствор фага, 
перенесите в другую пробирку;

к) дважды экстрагируйте раствор фага фенолом и один раз 
2РС (см. разд. 5.1);

л) добавьте ацетат натрия до 0,3 М и осадите одноцепочеч
ную Д Н К  этанолом. Ресуспендируйте осадок Д Н К  в 0,5—• 
1,0 мл ТЕ и определите количество Д Н К  спектрофотомет-
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Рис. 11. Рестрикционные карты рОСІ и рОС2. Эти плазмиды несут участок 
начала репликации фага М13, что позволяет получать из них одноцепочечные 
кольцевые формы и инфицировать ими клетки при участии хелперных фагов. 
Единственное различие между этими плазмидами в ориентации полилинкер- 
иого клонирующего участка. Таким образом, обе цепи вставленного фрагмен
та можно выделить путем непосредственного клонирования в любом из этих 
векторов. Организация участка начала репликации (огі^іп) такова, что одно
цепочечные ДНК в каждом векторе достраиваются при участии праймеров 
от 5'- к З'-концу в направлении, противоположном началу репликации фага 
М13, указанному стрелками. Плазмида состоит из следующих последователь
ностей против часовой стрелки от полилинкера: а) от полилиикера к «X» — 
нуклеотиды рВК322 от 4362- до 2440-го. Этот сегмент включает {і-лактамаз- 
ный ген и последовательности, контролирующие его активность, а также уча
сток начала репликации рВК322; б) от «X» к Н іп й ІП — нуклеотиды фага М13 
от 6000- до 5530-го. Этот сегмент включает участок репликации фага М13, 
выделенный Сидом [40]; в) от Н іпйШ  к полилинкеру — «ОС-зажим» (длиной 
300 п. н.), выделенному из последовательностей человека, расположенных на 
генной карте «выше» {і-глобиновых генов [18, 19]. (Перепечатано из рабо

ты [30].)
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рически при ОП 260, принимая коэффициент экстинкции 
равным 38 ОП/1 мг/мл раствора.

2. Приготовление равномерно меченных одноцепочечных ДНК-  
зондов. Перечень необходимых материалов:
а) одноцепочечная ДНК-матрица (10— 1000 мкг/мл);
б) олигонуклеотидный праймер (10 пмоль/мкл), один из 

двух, используемых при амплификации исследуемого 
фрагмента Д Н К  в П Ц Р (см. разд. 4.2). Если применяется 
метод «пезіесі оіідо», синтез зонда следует проводить 
с одним из внутренних ол иго нуклеотидных праймеров, ис
пользуемых на втором этапе амплификации;

в) ЮХЗ-сЮТР смесь (сКЗТР, ЙСТР, сІТТР, концентрация 
каж дого— 1,5 мМ );

г) раствор «холодного» сІАТР (1 мМ сІАТР);
д) [а-32Р] сІАТР (400 Ки/ммоль);
е) 10Х буфер для синтеза зонда: 100 мМ трис-НСІ (рН 7,8), 

100 мМ МдС12, 500 мМ ЫаСі и 20 мМ БТТ;
ж) фрагмент Клёнова ДНК-полимеразы из Е. соіі (5— 

20 ед ./м кл);
з) соответствующие рестриктазы;
и) денатурирующие полиакриламидные (сиквенсные) гели 

для препаративных целей с гребенками и спейсерами 
(толщина 0,6— 1,0 мм, ширина лунок— 1,5—2,5 см) и фор- 
мамидный денатурирующий раствор для нанесения на 
гель (см. разд. 5.1).

Синтез зонда по приводимой здесь схеме позволяет получить 
одноцепочечную меченную Д Н К  с удельной радиоактивностью 
10 Ки/ммоль по одному меченому дезозоксинуклеотиду (сІАТР):

а) в микроцентрифужную пробирку внесите следующие 
компоненты:
1 мкг одноцепочечной матричной ДНК;
1 мкл олигонуклеотидного праймера (10 пкмоль/мкл);
2 мкл 10Х буфера для синтеза зонда;
Н20  до 15 мкл;

б) инкубируйте при 45—50 °С 30 мин, чтобы произошла реас
социация олигонуклеотидного праймера с ДНК-матрицей;

в) внесите следующие компоненты:
2 мкл 10Х З-сШТР смеси;
1 мкл раствора «холодного» сІАТР (1 мМ сІАТР);
1 мкл [а-32Р ] сІАТР (400 Ки/ммоль);
5 ед. фрагмента Клёнова ДНК-полимеразы;

г) инкубируйте 1 ч при комнатной температуре;
д) нагрейте реакционную смесь до 70 °С, чтобы остановить 

реакцию ДНК-полимеризации. Добавьте буфер для ре
стрикции и воду до 100 мкл, а затем 5 ед. соответствую
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щей рестриктазы для расщепления рекомбинантной Д Н К  
у дистального конца вставки;

е) добавьте 10 мкг тРНК-носителя, экстрагируйте фенолом 
и осадите этанолом;

ж) ресуспендируйте осадок в 25 мкл формамидного раствора 
для нанесения на гель (см. разд. 5.1);

з) прокипятите образец 3—4 мин и немедленно нанесите 
в лунку денатурирующего полиакриламидного геля с моче
виной (сиквенсного геля) шириной 1,5—2,5 см. 
Примечание: для зондов длиной 100—500 нуклеотидов 
применяйте 7%-ный акриламидный гель, для зондов дли
ной 500— 1000 нуклеотидов используйте 5%-ный гель;

и) проводите электрофорез при 20—30 Вт (1000— 1500 В) 
до тех пор, пока бромфеноловый синий не достигнет кон
ца геля;

к) определите локализацию меченого зонда путем радио
автографии геля. Вырежьте радиоактивную полоску геля, 
размельчите ее и экстрагируйте ДНК, как описано в ра
боте [42], используя 10 мкг тРНК-носителя. После осаж 
дения этанолом ресуспендируйте осадок зонда в 50 мкл ТЕ.

3. Приготовление одноцепочечных ДНК-зондов, меченных по 
концам.
Метод получения зондов с концевой меткой почти иденти

чен методу, описанному выше, однако имеются и некоторые 
различия:

а) олигонуклеотидный праймер метится по 5-концу и поли- 
нуклеотидкиназой, как будет описано ниже;

б) в отличие от ДНК-полимеразной реакции, где использует
ся смесь этих немеченных нуклеотидов, а такж е «холод
ный» и меченный [те-32Р]сІАТР, в этой реакции необходи
ма смесь всех четырех немеченных (ІІѴТР.

Ниже приводится схема опыта по получению олигонуклео- 
тидного праймера, меченного 32Р по б'-концу:

а) в микроцентрифужной пробирке смешайте следующие 
компоненты:
1 мкл олигонуклеотидного праймера (10 пмоль/мкл);
2 мкл 10Х киназного буфера;
2 мкл БТТ (100 мМ);
14 мкл Н20 ;
100 мкКи [ч-32Р]сіАТР (1000—7000 Ки/ммоль);
5 ед. полинуклеотидкиназы;
конечный объем реакционной смеси 20 мкл;
Ю Хкиназный буфер =  0,5 М трис-НСІ, рН 9,5, 0,1 М 
Мё С12, 10 мМ спермидин, 1 мМ ЭДТА;

б) инкубируйте 1 ч при 3 7 °С;
в) добавьте 10 мкг тРНК-носителя, 20 мкл ацетата аммония
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(7 М) и 80 мкл воды. Добавьте 30 мкл этанола, охладите 
до —70 °С и оставьте при этой температуре на 20 мин, 
затем открутите на микроцентрифуге 10 мин;

г) ресуспендируйте меченый олигонуклеотид в 10 мкл ТЕ. 
Используйте в реакциях синтеза зонда по 5— 10 мкл ме
ченого праймера.

6.4. Обнаружение единичных нуклеотидных замен при помощи 
денатурирующего градиентного гель-электрофореза

В этом разделе описываются методы анализа при помощи 
ДГГЭ гибридных молекул ДН К, образующихся при реассоциа
ции меченого зонда с тестируемыми фрагментами ДНК- В при
водимом ниже примере необязательно строго соблюдать соотно
шение между количеством зонда и тестируемой ДН К, так как 
в этих условиях образец находится в большом молярном избыт
ке по отношению к зонду.
1. В микроцентрифужной пробирке смешайте следующие ком

поненты:
0,01— 0,1 пмоль меченого одноцепочечного ДНК- или РНК- 
зонда (примерно 1/50 от общего количества зонда, синтези
рованного вышеописанными методами);
25— 100 нг амплифицированной в П Ц Р тестируемой Д Н К  
(примерно 1/20 от общего количества Д Н К  полученного тем 
или иным способом в ПЦ Р, см. разд. 4.2); 
вода до 20 мкл.

2. Нагревайте смесь 10 мин при 95— 100 °С для денатурации 
Д Н К

3. Отцентрифугируйте, чтобы собрать на дне капли жидкости.
4. Добавьте 10 мкл ацетата натрия (2,5 М) и инкубируйте 

30 мин при 45 °С, чтобы произошла реассоциация зонда и 
тестируемого фрагмента.

5. Если имеется одноцепочечная кольцевая плазмида, компле
ментарная РНК- или ДНК-зонду, можно ввести еще один 
дополнительный этап по связыванию остаточных количеств 
зонда, не вступивших в реакцию гибридизации [15, 43]. 
В этом случае после окончания реассоциации добавьте в про
бирку 1 мкг одноцепочечной комплементарной кольцевой 
Д Н К  и инкубируйте еще 10 мин при 45 °С. Полученные при 
этом гибридные молекулы в процессе электрофореза остают
ся на вершине денатурирующего градиентного геля. Эта ста
дия помогает такж е уменьшить фон, даже если тестируемая 
Д Н К  имеется в избытке. Отметим, что в случае одноцепочеч
ных ДНК-зондов в качестве матрицы-ловушки используется 
та же самая одноцепочечная ДН К, что служит матрицей для 
синтеза зонда.
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6. Добавьте 70 мкл воды и 5 мкг тРНК-носителя. Осадите 
нуклеиновые кислоты этанолом.

7. Высушите осадок и ресуспендируйте в 20 мкл нейтрального 
раствора для нанесения на гель (см. разд. 6.1.2).

8. Загрузите 10 мкл образца в лунку параллельно-градиентного 
денатурирующего геля и проводите электрофорез, как описа
но в разд. 6.2.2.
Примечание: в качестве контроля полезно проводить элект
рофорез отдельно зонда, а такж е зонда, реассоциированного 
с клонированной ДНК-матрицей, амплифицированной в ПЦ Р 
и имеющей ту же нуклеотидную последовательность, что и 
сам зонд. Кроме того, если с помощью данного зонда уста
новлено, что исследуемый фрагмент геномной Д Н К  является 
гомозиготной последовательностью дикого типа, то полезно 
использовать его в качестве контроля при последующих ана
лизах.

9. Высушите гель, экспонируйте с рентгеновской пленкой и 
проанализируйте радиоавтограф.
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ГЛАВА 6

ПОЛИМЕРАЗНАЯ ЦЕПНАЯ 
РЕАКЦИЯ

Р. Саики, У. Гиленстен, Г. Э рлих1

1. Введение

Полимеразная цепная реакция (П Ц Р )— это метод ампли
фикации іп ѵііго, с помощью которого в течение нескольких ча
сов можно выделить и размножить определенную последова
тельность Д Н К  в количестве, превышающем исходное в 108 раз 
[1, 2]. Такая высокая степень направленного обогащения зна
чительно упрощает использование имеющегося образца ДНК. 
Некоторые области применения ПЦР: высокоэффективное кло
нирование геномных последовательностей [3], прямое секвени- 
рование митохондриальной и геномной Д Н К  [5—7, см. ниже], 
анализ вариаций нуклеотидных последовательностей [8] и вы
явление вирусных патогенов [9— 11].

При амплификации с помощью П Ц Р используют два олиго- 
нуклеотидных праймера (затравки), фланкирующие интересую
щий нас участок ДН К; процесс амплификации заключается 
в повторяющихся циклах температурной денатурации ДНК, от
жига праймеров с комплементарными последовательностями 
и последующей достройки полинуклеотидных цепей с этих 
праймеров ДНК-полимеразой (рис. 1). Праймеры ориентирова
ны таким образом, что синтез с помощью полимеразы, проте
кает только между ними, удваивая количество копий этого уча
стка ДНК.

В результате происходит экспоненциальное увеличение ко
личества специфического фрагмента приблизительно по форму
ле 2п, где п — число прошедших циклов амплификации. По
скольку праймеры физически включаются в концы продуктов 
застройки, они детерминируют сам продукт реакции — фраг
мент ДНК, равный по длине расстоянию между 5'-концами 
праймеров на исследуемом участке ДНК-

Недавние эксперименты показали, что процесс амплифика
ции идет гораздо более эффективно, если использовать термо-

1 Я. К. 8 а ік і, 11. В. СуИепзіеп, Н. А. Егііск. Б ер а г іт еп і о! Н и т а п  Оепе- 
±іС8, Сеіиз Согрогаііоп, 1400 РіЙу-Шігсі Зігееі, ЕтегуѵіІІе, СА 94608, 115А.
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Рис. 1. Диаграмма полимеразной цепной реакции (П Ц Р). Полностью показа
ны только два первых цикла. Начиная с 3-го цикла, на диаграмме не отраже
на судьба исходной ДНК и продуктов достройки, синтезированных иа ее 
цепях. Заметьте, что длинные фрагменты, синтезируемые на исходной цепи, 
накапливаются по формуле арифметической прогрессии. В противоположность 
этому — короткие дискретные фрагменты, ограниченные на концах праймера
ми, которые впервые появляются только в конце третьего цикла, накаплива
ются в геометрической прогрессии и очень скоро начинают доминировать сре

ди продуктов амплификации.



178 Глава 6

стабильную ДНК-полимеразу, выделенную из бактерии ТНег- 
тиз ациаііси.5 (Год) [12]. В отличие от термолабильного фраг
мента Клёнова ДНК-полимеразы I Е. соіі, использовавшегося 
ранее, Год-полимераза сохраняет свою активность после тепло
вой денатурации ДНК, и нет необходимости в замене фермента 
после каждого цикла. Еще одно достоинство новой полимеразы 
заключается в более высоком температурном оптимуме детер
минируемой ею реакции (70—75°), что значительно повышает 
специфичность, количественный выход и возможную длину син
тезированных копий интересующей последовательности.

Эта глава описывает ПЦР-амплификацию с использованием 
ДНК-полимеразы Год и стратегию прямого секвенирования 
продуктов ПЦР-амплификации.

2. Основные методики

2.1. Оборудование

Реакции обычно проводят в 0,5- или 1,5-мл микроцентри- 
фужных пробирках Эппендорф (силиконировать их необяза
тельно). Оборудование для нагрева и охлаждения может быть 
совсем простым и состоять всего лишь из набора водяных бань 
с различной температурой воды, или очень сложным и вклю
чать нагревательный блок, управляемый микропроцессором. Та
кой блок используется для полностью автоматизированной ре
акции амплификации. Условиям неавтоматического проведения 
П Ц Р могут удовлетворять как водяные бани, так и масляные 
или воздушные нагревательные блоки. Водяные и масляные 
бани обеспечивают более быстрый теплообмен, чем воздушные 
нагревательные блоки, но не всегда обеспечивают требуемую 
чистоту работы.

Если говорить о нагревательных блоках, то наилучшие ре
зультаты получаются при использовании алюминиевых штати
вов с отверстием по форме пробирок. Штативы с большими 
отверстиями, заполненными песком или мягкими стеклянными 
шариками, непригодны, поскольку такие наполнители обладают 
малой теплопроводностью и способны поддерживать темпера
туру не дольше нескольких циклов.

В настоящее время разработано несколько автоматических 
устройств для проведения цепной реакции полимеризации с уча
стием Год-полимеразы. В одном из аппаратов образцы из одной 
водяной бани в другую переносит робот. В другом — образцы 
помещены в полость, в которой смена холодной и горячей воды 
контролируется микрокомпьютером или простым таймером, 
соединенным с клапанами устройства, подающего воду. Конт
ролируемый микрокомпьютером нагревательный блок, специ
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ально разработанный для автоматизированной реакции, можно 
приобрести у фирмы Регкіп Еітег-Сеііиз Іп зігитеп із (РЕСІ). 
Он с о с т о и т  из алюминиевого штатива на 48 образцов, который 
нагревается электрически, охлаждается жидкостью и для ко
торого можно запрограммировать любой профиль кривой на
грева. Соблюдение необходимых условий дает возможность по
лучать продукты амплификации эквивалентного качества (т. е. 
специфичности) и количества при любом способе проведения.

2.2. Компоненты реакции

Помимо последовательности Д Н К, которую необходимо ам- 
плифицировать, смесь для П Ц Р содержит буфер, дезоксирибо- 
нуклеозидтрифосфаты, два праймера, специфичных в отношении 
связывания с исследуемым образцом, и термостабильную ДНК- 
полимеразу Тац. Буфер для П Ц Р, использующий Га<7-полиме- 
разу, содержит 50 мМ КС1, Ю мМ Трис-НСІ, рН8,4, 2,5 мМ 
М§С12 и 100 мкг/мл желатины (Оіісо). Ж елатина предпочти
тельнее БСА, так как она более устойчива к коагуляции на 
этапе денатурации и легко стерилизуется автоклавированием. 
Некоторые методики для нарушения вторичной структуры Д Н К  
предусматривают использование 10%-ного диметилсульфоксида 
(ДМ СО ), хотя по нашему опыту это соединение в некоторой 
степени ингибирует полимеразу и снижает выход продукта ам
плификации. Если ДМСО все-таки применяется, для удобства 
следует приготовить 10-кратный исходный раствор и хранить 
его при ■—20 °С.

Нейтрализованные растворы трифосфатов (сІАТР, сІСТР, 
сІТТР, сЮТР) можно приобрести у ряда коммерческих фирм 
(ІІ5В, З і^ т а ,  Р Ь агтас іа ). Затраты могут быть значительно 
снижены, если закупать лиофилизированные порошки и делать 
из них водные растворы. Прежде чем приступить к работе, эти 
растворы необходимо нейтрализовать гидроокисью натрия и 
точно развести, проверив концентрацию по УФ-поглощению. 
Д ля хранения готовят смесь всех трифосфатов (каждый в кон
центрации 2 мМ) и полученный 8 мМ раствор замораживают 
при —20 °С.

Праймеры для П Ц Р обычно имеют длину 20 нуклеотидов. 
Можно синтезировать и более длинные затравки, но они редко 
бывают необходимы. К б'-концу праймера можно присоединить 
последовательность, не комплементарную исследуемому образ
цу. Такие последовательности включаются в двухцепочечные 
продукты П Ц Р, что обеспечивает возможность введения сайтов 
рестрикции [3] или регуляторных элементов (к примеру, про
моторов в концы амплифицированных последовательностей [6 ]). 
Если о подлежащей амплификации последовательности имеется
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только ограниченная информация, можно использовать и более 
короткие праймеры с учетом поправки на изменение стабильно
сти «посадки» праймера при температуре достройки (см. ниж е). 
Препараты праймеров следует хранить в концентрации 10 мкМ 
в ТЕ-буфере (10 мМ Трис-НСІ, 0,1 мМ ЭДТА, рН 8,0) 
при —20 °С.

Подбор эффективных праймеров для П Ц Р — процесс эмпи
рический. Соблюдение определенных требований увеличивает 
вероятность получения праймеров, пригодных для использова
ния.
1. Выбирайте праймеры с содержанием (ЗС ~50%  и случайным 

распределением оснований. Следует избегать использования 
праймеров с протяженными полипуриновыми, полипиримиди- 
новыми или другими неординарными последовательностями.

2. Избегайте последовательностей с устойчивыми вторичными 
структурами. Д ля изучения вторичной структуры очень по
лезны компьютерные программы, исходно разработанные для 
анализа вторичных структур РН К, и программы построения 
дот-матриц гомологий.

3. Проверьте затравки на комплементарность друг другу. Оче
видно, что праймеры, отжигающиеся друг с другом, не смо
гут участвовать в амплификации интересующей последова
тельности.
Хотя большинство затравок с большей или меньшей эффек

тивностью способно работать, бывают случаи, когда и синтези
рованные праймеры совершенно непригодны для амплификации 
желаемых последовательностей. Причина этого явления остает
ся пока неясной. Во многих случаях простой сдвиг последова
тельности затравки на несколько оснований «вверх» или «вниз» 
решает проблему.

Та^-полимеразу можно приобрести у ряда фирм (например, 
Регкіп Е ітег-С еіиз Іпзігитеп із, Еп^ІапсЗ ВіоІаЬз, З ігаіа- 
§епе). Д ля реакции П Ц Р обычно используют фермент в кон
центрации 2 ед. в 100 мкл реакционной смеси. Д ля амплифика
ции образцов ДН К, обладающих высокой кинетической слож
ностью, например, последовательностей геномной ДН К, опти
мум концентрации Тод-полимеразы обычно 1—4 ед. на 100 мкл 
реакционной смеси. Увеличение количества фермента выше 
указанного уровня может привести к возрастанию уровня неспе
цифического синтеза и к уменьшению выхода требуемого фраг
мента [12].

2.3. Параметры температурных циклов

Полимеразная цепная реакция предусматривает инкубацию 
образцов при трех температурах, соответствующих трем этапам 
цикла амплификации,— денатурации, отжигу и достройке.
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Обычно двухдепочечную Д Н К  денатурируют путем кратковре
менного нагрева образца до 90—95 °С, затем проводят отжиг, 
охлаждая образец до 40—60 °С, и далее нагревают до 70—75 °С, 
чтобы осуществить достройку отожженных затравок с помощью 
Га^-полимеразы. Время инкубации при 70—75 °С варьируют в 
зависимости от длины амплифицируемой последовательности. 
Длительность температурного скачка (время, требуемое для сме
ны температуры) определяется типом оборудования, используе
мого для нагрева и охлаждения (водяная баня, нагревательный 
блок и т. п.). За одним лишь исключением (см. ниже), скорость 
смены температуры не имеет значения и для сокращения дли
тельности цикла практически всегда используются быстрые тем
пературные скачки. Однако, чтобы быть уверенным, что образ
цы все-таки нагрелись до необходимой температуры, время скач
ка следует определить, проводя замеры температуры в конт
рольном эксперименте амплификации. Термопара для замера в 
микронробах (Соіе Рагшег) и цифровой многофункциональный 
счетчик очень полезны для этих целей.

Обычно длительность смены температур для 100 мкл реак
ционной смеси в 1,5-мл пробирках и водяных банях, настроен
ных на 72°, 93° и 55 °С, следующая:

1) 72°— 93 °С — 1 мин,
2) 93 — 55 ° С— 1 мин,
3) 55 — 72 °С — 45 с.
Время скачка для таких же образцов, но в нагревательном 

блоке с формованными отверстиями обычно больше по крайней 
мере в два раза. Недостаточный прогрев на этапе денатура
ции— одна из наиболее распространенных причин неудач при 
проведении реакции П Ц Р вручную. Как правило, разделение 
цепей происходит, если реакционная смесь нагрета выше 90 °С. 
Чтобы гарантировать разделение, следует довести температуру 
смеси до 93 °С. Как только этот рубеж достигнут, образец мож
но охлаждать до температуры отжига затравки. Долгая дена
турация не является необходимой; более того, именно непро
должительное воздействие повышенных температур обеспечива
ет поддержание высокой активности фермента в течение всей 
реакции амплификации. Чтобы предотвратить потерю влаги за 
счет испарения с поверхности реакционной смеси, можно на
слоить на нее 50 мкл минерального масла.

Температура проведения отжига зависит от длины затравки 
и содержания в ней ОС-пар. Д ля типичной затравки длиной 
20 нуклеотидов и 50%-ным содержанием ОС-пар подбор темпе
ратуры хорошо начинать с 50—60 °С. Из-за большого молярно
го избытка затравки в реакционной смеси гибридизация проис
ходит почти мгновенно и не требуется долгой инкубации при 
температуре отжига. Иногда оказывается возможным отжигать
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затравки и при 72 °С, т. е. при температуре достройки. При этом 
значительно упрощается вся процедура: она сводится к двух
температурному циклу.

В некоторых случаях, когда доступны только 12— 15-нуклео- 
тидные затравки, требуется температура отжига 40 °С. Однако 
затравки такой длины не удерживаются на матрице при тем
пературе достройки 72 °С. Преодолеть эту трудность можно 
следующим образом. Используя частичную ферментативную 
активность полимеразы при низких температурах, можно удли
нить затравки на несколько нуклеотидов и тем самым стабили
зировать их. Это достигается либо за счет промежуточной инку
бации в течение нескольких минут при 55—60 °С («ручные» 
реакции) или путем медленного нагревания от 40 до 72 °С (ав 
томатизированная реакция).

Температура достройки праймера 7 2 °С очень близка к тем
пературе, при которой ДНК-полимераза Год проявляет макси
мальную активность. Как уже отмечено, продолжительность 
инкубации при 72 °С зависит от длины амплифицируемого уча
стка ДНК- Считается, что Год-полимераза синтезирует последо
вательность длиной 1000 нуклеотидов за 1 мин, однако можно 
опробовать и более короткое время инкубации. Этап удлинения 
затравки можно совсем исключить, если исследуемая последо
вательность имеет длину, не превышающую 150 нуклеотидов. 
При нагреве между этапами отжига и денатурации образцы 
будут находиться в диапазоне температур 70—7 5 °С несколько 
секунд, что достаточно для полной достройки отожженной за 
травки.

3. Амплификация геномной последовательности 
«вручную»

Методика, описанная в этом разделе, предназначена для 
проведения амплификации однокопийной последовательности 
Д Н К  длиной до 500 п. н. Детали ее могут быть изменены в со
ответствии с целями эксперимента. Реакционная смесь в объеме
100 мкл включает 1 мкг геномной Д Н К  человека, 1-кратный 
солевой буфер, 1 мМ каждого праймера, 0,2 мМ каждого сІЫТР 
(сІАТР, сІСТР, йТТР и сКЗТР — в сумме 0,8 мМ) и 2,5 единиц 
Год-полимеразы. В приведенном частном примере район (}-гло- 
бинового гена человека длиной в 250 п. н. будет амплифициро- 
ван с ПЦ Р-затравками РСОЗ и (ЗН21. Список реагентов приве
ден в табл. 1.

1. Подготовьте 3 водяных бани на 93, 55 и 72 °С. Баню на 93 °С 
следует держать закрытой в промежутках между операция
ми, чтобы снизить охлаждение за счет испарения.
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Таблица 1. Реагенты для амплификации {і-глобинового гена человека 
при помощи полимеразной цепной реакции (П Ц Р), проводимой вручную

10-кратный солевой буфер
для Гад-полимеразы: 500 мМ КС1, 100 мМ Трис-НСІ, рН 8,14, 15 мМ 

МеС12, 0,1 % желатина 
8 мМ (ШТР: 2 мМ гіАТР, 2 мМ ЙСТР, 2 мМ ЙТТР, 2 мМ ЙОТР, рН 7
Праймеры для ПЦР: 10 мМ растворы в ТЕ (10 мМ Трис-НСІ, рН 8, 0,1 мМ 

ЭДТА)
РСОЗ: б'-АСАСААСТаТОТТСАСТАОС-З'
ОН21: б'-ООААААТАОАССААТАООСАа-З'

Геномная ДНК человека: МОЬ Т4 (100 мкг/мл)
ДНК-полимераза Тад: (РЕСІ) (5000 ед./мл)

2. В 1,5-мл пробирку добавьте 10 мкл геномной Д Н К  (1 мкг), 
10 мкл 1 0 хГа<7-буфера, 10 мкл затравки РСОЗ (100 пмоль),
10 мкл затравки ОН21 (100 пмоль),10 мкл сІЫТР (20 нмоль 
каждого) и 50 мкл воды, конечный объем составит 100 мкл.

3. Добавьте 0,5 мкл Га^-полимеразы (2,5 единицы), пере
мешайте и наслоите несколько капель легкого минерального 
масла ( ~ 5 0  мкл).

4. Поместите пробирку в пенопластовый штатив-«поплавок». 
Мягкий, полиуретановый пенопласт подходит больше, чем 
плотный полистиреновый, так как он меньше деформирует
ся в бане на 93 °С.

5. Поместите штатив в баню на 93 °С и инкубируйте в ней
2 мин (это этап денатурации).

6. Переносите штатив в баню на 55 °С и инкубируйте в ней
1 мин (это этап отжига).

7. Перенесите штатив в баню на 72 °С и инкубируйте в ней
1 мин (это этап удлинения затравки).

8. Повторите этапы 5—8 30 раз, уменьшив только время по
следующих инкубаций в бане на 93 °С до 1 мин.

9. По окончании последнего цикла оставьте образец в бане на 
72 °С еще на 4 мин, чтобы полностью завершить образова
ние двухцепочечных структур — продуктов реакции ПЦР.

10. По желанию масло можно удалить экстракцией с хлоро
формом.

Хранить амплифицированный образец необходимо при 
—20 °С.
Качество и количество продуктов реакции легко оценить, 

проанализировав 5 мкл реакционной смеси в 4%-ном N115іе- 
ѵе-агарозном геле (РМС) с окрашиванием бромидом этидия. 
Фотография такого геля представлена на рис. 2, он содержит 
продукты «ручной» амплификации фрагмента ^-глобинового 
гена в диапазоне длин от ПО п. н. до 1829 п. н.
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4. Прямое секвенирование амплифицированных 
фрагментов ДНК

Анализ генетических вариаций в последовательностях, ам
плифицированных путем ПЦР, осуществлялся до недавнего 
времени посредством секвенирования клонированных продук
тов ПЦР [3, 8, 19], а такж е с помощью гибридизации с олиго- 
нуклеотидными пробами [14]. Теперь для этого разработан ме
тод секвенирования амплифицированной Д Н К  без предвари
тельного ее клонирования [4—6].

Рис. 2. Электрофоретический анализ ручной ПЦР-амплифнкации фрагментов 
[і-глобинового гена человека с использованием различных пар затравок. Дли
на амплифицируемых последовательностей слева направо 110, 167, 250, 441, 
1232 и 1829 п. н. Слабое свечение внизу геля обусловлено избытком затравок. 
Каждая из маркерных дорожек по краям геля содержит 250 нг //аеІІІ-гидро- 
лизата 0Х174-КР (ВіоІаЬз), Реакция амплификации и последующий анализ 

были выполнены строго по методикам, описанным в разд. 3.
Прямое секвенирование имеет два важных преимущества 

перед традиционным клонированием фрагментов ПЦ Р в плаз- 
мидных и вирусных геномах.
1. Эту процедуру проще стандартизовать (и, следовательно,
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проще автоматизировать), так как ее проводят іп ѵііхо и она 
не зависит от живых систем (бактерлй, вирусов).

2. Метод более быстр и надежен, поскольку в норме достаточ
но проанализировать единственную последовательность для 
каждого образца. Если же мы имеем дело с клонированными 
ПЦР-последовательностями, то для одного образца их нуж
но проанализировать несколько, чтобы отличить мутации, 
происшедшие в исходной геномной последовательности, от слу
чайных ошибок при достройке ДНК-полимеразой в реакции 
П Ц Р .и  таких артефактов полимеразной реакции, как обра
зование мозаичных аллелей («перетасованные клоны») вслед
ствие рекомбинации іп ѵііго [12].
Простота, с которой можно получить четкие надежные дан

ные, не прибегая к клонированию в бактериях, определяется 
1) способностью П Ц Р-затравок амплифицировать только инте
ресующие последовательности (специфичность праймера) 
и 2) способом получения образца, приемлемого для секвениро- 
вания. Д ля прямого секвенирования продуктов ПЦ Р вполне 
пригоден химический метод (Максама — Гилберта). Мы рас
смотрим здесь только наиболее распространенный метод Сэнге- 
ра, использующий нуклеотиды-терминаторы полимеразной ре
акции. Специфичность П Ц Р-затравок в принципе определяет 
гомогенность амплифицируемых последовательностей. В идеале, 
в результате реакции экспоненциально наращивается только 
интересующая последовательность. Однако в реальных услови
ях многие праймеры амплифицируют также различные посто
ронние последовательности. Повышая температуру отжига в по
лимеразной реакции, это осложнение удается преодолеть [12]. 
К тому же для устранения затруднений, связанных со свойства
ми конкретной амплифицируемой последовательности, можно 
применить предварительную очистку интересующей последова
тельности электрофорезом в геле или использовать денатури
рующий градиентный гель [15].

В конечном счете, если эти осложнения никак более не уда
ется преодолеть, можно при секвенировании использовать внут
ренние праймеры, отжигающиеся только на интересующей по
следовательности.

Еще одно неудобство, вызванное прямым секвенированием 
продуктов ПЦ Р, обусловлено способностью двух цепей ампли- 
фицированного фрагмента к быстрой реассоциации, что мешает 
отжигу секвенационного праймера на комплементарной после
довательности или блокирует реакцию достройки комплекса 
затравка — матрица. Устранить это препятствие можно, приме
няя один из вариантов стандартного метода секвенирования 
двухцепочечной Д Н К  или модифицируя П Ц Р с целью получе
ния одноцепочечных продуктов.

13—434
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4.1. Секвенирование двухцепочечных образцов

Д ля приготовления двухцепочечных образцов, используе
мых при секвенировании, выберите одну из двух методик.
1. Денатурируйте образец ЫаОН, перенесите в лед, нейтрали

зуйте реакцию, после чего быстро осадите ДНК- Растворите 
Д Н К  в буфере, содержащем секвенационный праймер, при 
необходимой температуре отжига.

2. Денатурируйте образец нагреванием (95 °С), затем быстро 
перенесите в спиртовую баню, охлажденную до температуры 
сухого льда, замедлив таким образом процесс реассоциации 
цепей. Добавьте секвенационный праймер и нагрейте до не
обходимой температуры отжига.
Д ля секвенирования двухцепочечных плазмидных Д Н К  под

ходят оба способа. Секвенировать продукты ПЦР по зтим ин
струкциям гораздо труднее, так как короткие линейные фраг
менты Д Н К  более склонны к реассоциации, чем двухцепочеч
ные кольцевые плазмиды. Подробное описание методик секве
нирования двухцепочечных продуктов ПЦР можно найти в ра
ботах [4] и [16].

4.2. Секвенирование одноцепочечных фрагментов ДНК

Затруднения, связанные с реассоциацией цепей фрагмента, 
можно преодолеть, если приготовить одноцепочечные образцы 
ДНК, путем разделения цепей в геле или синтезировать их в 
самой реакции ПЦ Р. Д ля разделения цепей фрагментов дли
ной не менее 500 п. н. могут быть с успехом использованы соот
ветствующие агарозные гели. В случае более коротких фраг
ментов такой подход не эффективен. Однако недавно мы раз
работали метод, позволяющий синтезировать одноцепочечные 
Д Н К  в ходе реакции П Ц Р (рис. 3) [6].

Эта процедура предусматривает использование неэквива
лентных количеств двух праймеров для амплификации, что 
позволяет синтезировать за первые 20—25 циклов двухцепочеч
ную Д Н К  (дцДНК) и за последующие 5— 10 циклов в условиях 
недостатка одного из праймеров — одноцепочечную Д Н К
(оцДНК).

Рис. 4, А  демонстрирует накопление дцД Н К  и оцДНК в ходе 
обычной амплификации геномной последовательности, исполь
зующей исходное соотношение затравок 50 :0 ,5  пмоль в 100 мкл 
реакционной смеси. Как и ожидалось, количество дцДН К воз
растает экспоненциально до момента практического исчезнове
ния из реакционной смеси одного из праймеров, после чего ко
личество этой Д Н К  нарастает очень медленно. Фракция оцДНК 
появляется, начиная с 25-го цикла, с момента, когда запас ли
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митирующей затравки почти полностью исчерпан. После корот
кой начальной стадии быстрого роста оцДНК накапливается 
линейно, чего следует ожидать в присутствии одного праймера.

Разные соотношения праймеров дадут в принципе сходную 
картину образования оцДНК. На рис. 4 ,5  показано, что раз
личные неравные отношения 5 0 :5 , 50:0 ,5 , 50:0,05 дают за 
30 циклов полимеразной реакции количество оцДНК, превы
шающее количество синтезированной дцДНК. Как правило, со
отношение 50 :0 ,5  позволяет получить после 30 циклов ПЦР

Праймер А  
в избытке 
(50 пмоль)

........................................>

Лимитирующий 
-праймер Б 
{0,5 пмоль)

30 циклов ПЦР

0,5ТТмоль дц ДНК
< ---------------- :-------------------

5—10 пмоль оц ДНК -------- ►

Рис. 3. Процедура, позволяющая получать оцДНК в ходе полимеразной цеп
ной реакции. Рассматривается случай, когда в реакции используются затравки 
в количестве 50 и 0,5 пмоль. После накопления в реакционной смеси около 
0,5 пмоль дцДНК лимитирующая затравка в основном израсходована и на
чинается синтез оцДНК в количестве —0,5 пмоль за 1 цикл амплификации. 
Полученную одноцепочечную ДНК можно секвенировать, добавив небольшое 

количество лимитирующего праймера или используя внутренние затравки.

1—5 пмоль оцД Н К  Образованная оцДНК может быть затем 
секвенирована с использованием лимитирующего праймера 
П Ц Р или внутреннего праймера по обычной схеме химической 
или энзиматической методики секвенирования. Синтезированные 
■фрагменты будут иметь гомогенный 5'-конец и в различной сте
пени усеченный З'-конец вследствие преждевременной термина- 
ции синтеза. Однако при использовании некоторых секвенаци- 
онных затравок (к примеру, лимитирующей ПЦ Р-затравки) 
только полная оцДНК. может служить образцом для секвени
рования.

Подробное описание методики получения оцДН К и прове
дения секвенационных реакций с использованием модифициро
ванной ДНК-полимеразы фага Т7 (5е^иепазе, 115 ВіосЬетісаІз) 
приведено ниже.
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1. Проведите реакцию П Ц Р по уже описанной методике, изме
нив только количества используемых праймеров на 50 пмоль 
и 0,5 пмоль в 100 мкл реакционной смеси. Проведите 30— 
35 циклов реакции. Если необходимо секвенировать обе це
пи, приготовьте такж е образец с обратным соотношением 
объема используемых затравок.

Количество циклов Количество циклов

Рис. 4. Кинетика синтеза двух- и одиоцепочечиых фрагментов ДН К длиной 
242  п. и. докуса НЬА-ОСЗа при различных соотношениях затравок. А . Отно
шение затравок 50 пмоль/0,5 пмоль, 43 цикла амплификации. Б. 4 различных 
соотношения затравок (пмоль): 5 0 :5 0 ; 5 0 :5 ; 50 :0 ,5 ; 50 :0 ,05 . Количество 
одиоцепочечной ДН К приводится иа момент завершения 30 циклов амплифи
кации. Кривые построены иа основе анализа денситограмм радиоавтографов.

2. После завершения П Ц Р смешайте 100 мкл реакционной сме
си с 2 мл дистиллированной воды, заполните этой смесью 
микроконцентратор Сепігісоп 30 (АтІсоп) и для удаления 
избытка сШТР и компонентов буфера отцентрнфугируйте 
при 5000 об/мин в роторе с фиксированным наклоном про
бирок.

3. Высушите 10 из 40 мкл концентрата и растворите в 10 мкл 
секвенационного буфера (40 мМ Трис-НСІ, рН 7,5, 20 мМ 
М§С12, 50 мМ ЫаСІ), содержащего 1 пмоль секвенационного 
праймера (лимитирующая затравка в реакции П Ц Р или 
внутренняя затравка, комплементарная синтезированной, 
оцДН К).



Полимеразная цепная реакция 189

4. Прогрейте смесь праймер — матрица при 65 °С в течение
2 мин, затем оставьте охлаждаться до 30 °С в течение 20 мин.

5. Добавьте
1 мкл 100 мМ БОТ,
2 мкл смеси для включения метки, разведенной в соотноше
нии 1/100 (содержащей 7,5 мМ каждого из сІГѵІТР, за исклю
чением сІАТР),
0,5 мкл [355] сІАТР (1000 Ки/ммоль), 10 мкКи/мкл,
2 мкл ДНК-полимеразы Т7 (разведенной 1/8 в ТЕ).

6. Внесите 3,5 мкл приготовленной смеси в каждую из 4 про
бирок, содержащих 2,5 мкл смеси дидезоксирибонуклеозидов 
(по 80 мМ каждого из (ШТР и 8 мМ соответствующего 
(Ы Ж Р ), и инкубируйте 5 мин при 37 °С.
Остановите реакцию добавлением 4 мкл 95%-ного формами

да, 20 мМ ЭДТА; прогрейте в течение 2 мин при 75 °С и нане
сите на секвенационный гель.

5. Заключение

П Ц Р открывает возможность быстрого синтеза миллионов 
копий индивидуальной последовательности ДН К, что значи
тельно упрощает последующий ее анализ.

Поскольку в результате цепной амплификации образуются 
идентичные фрагменты специфичной ДНК, сразу ж е может 
быть осуществлено клонирование или секвенирование продуктов 
реакции. Матрицей для ПЦР-амплификации могут служить как 
геномная Д Н К, так и кДНК, синтезированная путем обратной 
транскрипции РНК- Чувствительность метода позволяет обна
ружить и амплифицировать единственную молекулу Д Н К. При 
автоматизации П Ц Р и наличии нерадиоактивных материалов 
для мечения Д Н К  полимеразная цепная реакция обещает стать 
в будущем стандартной молекулярно-биологической процеду
рой. Можно предположить, что велика будет и ее роль в диаг
ностике наследственных и инфекционных заболеваний.
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ГЛАВА 7

ГЕНОМНАЯ ДАКТИЛОСКОПИЯ
і
і

Р. Уэллс1

1. Введение

В течение последних нескольких лет в геноме человека бы
ли обнаружены последовательности ДН К, обладающие свойст
вом структурного полиморфизма [1—9]. Такие гипервариабель- 
ные районы (ГВР) (их функция еще не определена) содержат 
набор коротких, обычно ОС-богатых тандемно повторенных 
единиц. Именно ів э т и х  тандемно повторяющихся структурах 
заключена молекулярная основа вариабельности указанных по
следовательностей. Длинные гомологичные участки повторяю
щейся последовательности подвержены рекомбинации, происхо
дящей, как правило, вследствие неравного обмена при мейозе 
или митозе или вследствие ошибок при репликации Д Н К  [10]. 
Рекомбинационные события обусловливают аллельные разли
чия в числе тандемно повторяющихся единиц, имеющихся в 
данном локусе ГВР, и вследствие этого являются причиной на
блюдаемого полиморфизма длины всего тандемного блока [11]. 
Степень гетерозиготности по локусам ГВР высока (до 99% для 
некоторых ГВ Р), и, следовательно, они могут быть использова
ны в качестве маркеров при картировании генов [11— 13].

Недавно появились данные, свидетельствующие о том, что 
ГВР существуют в виде разбросанных по всему геному се
мейств, родство членов которых определяется гомологией с ток 
или иной кор-последовательностью — основной единицей соот
ветствующих тандемных повторов [14, 15]. Клонированные 
участки ГВР были использованы для приготовления проб (зон
дов), которые при гибридизации с геномной Д Н К  в мягких 
условиях выявляют множественные аллели ГВР. Получающийся 
сложный набор гипервариабельных полос и заключает в себе 
специфичную для данного индивидуума картину геномного 
«дактоотпечатка» (БИА ііп§егргіпі) [14]; аллели, формирую
щие эту картину, обладают соматической стабильностью, ста-

1 Я. А. ЧРеІІв. МиШеЫ В ерагітеп і оі Сііпісаі Мейісіпе, ,)оЬп КайсІіНе 
Нозрііаі, Неадіп^іоп, (М огё ОХЗ ЭБЫ, ІЛС
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бильны в клетках зародышевого пути и наследуются в соответ
ствии с правилами Менделя.

Таким образом, используя один зонд, можно одновременно 
наблюдать за наследованием большого количества аллелей. 
Эволюционная нестабильность, вследствие которой эти последо
вательности гипервариабельны, не настолько велика, чтобы за 
труднить сегрегационный анализ, поэтому метод геномной дак
тилоскопии может быть применен лри изучении генетического 
сцепления [16]. Индивидуальный характер гибридизационной 
картины позволяет использовать метод в судебной медицине и 
применять его в качестве инструмента, с помощью которого с 
высокой степенью достоверности могут быть уточнены структу
ры родословных.

2. Гибридизационные зонды для геномной 
дактилоскопии

2.1. Зонды на основе минисателлитов

Джеффризу с соавторами [14] удалось впервые показать, что 
зонды на основе кор-последовательности Г В Р  могут быть ис
пользованы для одновременного выявления большого количест
ва соответствующих генетических локусов. С помощью зонда, 
синтезированного путем тандемного лигирования 33 повторяю
щихся элементов ГВР из гена человеческого миоглобина, они 
обнаружили на Саузерн-'блотах, несущих гидролизат геномной 
Д Н К  человека, картину из большого числа полос. Некоторые 
из них оказались полиморфными последовательностями. Для 
выделения этих родственных участков исследователи отобрали 
из геномной библиотеки соответствующие клоны, используя в 
качестве зонда при гибридизации в мягких условиях конкате
нированные повторы из гена миоглобина. Когда же эти выде
ленные клоны, в свою очередь, выступили в роли зондов, с по
мощью некоторых из них в геномной Д Н К  удалось выявить 
сложную картину гипервариабельных полос. Клоны содержали 
последовательности, имеющие области гомологии с тандемными 
повторами миоглобиновых ГВР, которые и представляли собой 
общие для этой группы кор-іпоследовательности. Последователь
ности этого семейства были названы минисателлитами. Для 
изучения доступны два из них, являющиеся вариантами основ
ной кор-последовательности. Соответствующие зонды, назван
ные 33.6 и 33.15, существуют в виде рекомбинантных форм век
торов, полученных на основе бактериофага М13 [17] (рис. 1). 
Каждая из них выявляет около 15 высокополиморфных полос 
в диапазоне 4—20 т. п. н. Среднее значение гетерозиготности по
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Рис. 1. Структура и схема синтеза проб для метода геномных отпечатков. 
Маленькие стрелочки обозначают тандемно повторяющиеся единицы гипер- 
вариабельной последовательности, а большие стрелки показывают направле
ние синтеза меченых комплементарных цепей (методика приведена ниже в тек
сте). (Г) — радиоавтограф геля из легкоплавкой агарозы, в котором миии- 
сателлитная проба 33.6 была очищена электрофорезом (см. табл. 2). Отмече

ны начало дорожки и положение полосы, соответствующей меченой пробе.

этим полосам около 90%, при этом вариабельность пропорцио
нальна длине фрагмента и наибольший фрагмент фактически 
на 100% гетерозиготен в популяции.

2.1.1. Приготовление минисателлитных зондов

Одноцепочечные матрицы для синтеза зондов можно легко 
и быстро получить, используя стандартные методики (сумми
ровано в табл. 1).

Матрицы, приготовленные по методике из табл. 1, обычно 
получаются в концентрации около 100 нг/мкл, однако лучше 
оценить концентрацию данной партии путем сравнения со стан
дартными растворами в геле, окрашенном бромидом этидия.

Учитывая, что молекула матрицы является одноцепочечной 
и кольцевой, ее нельзя пометить с помощью рассеянных затра-
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Таблица I. Приготовление одноцепочечной матрицы фага М13

A. Приготовление компетентных клеток
1. Инокулируйте 5 мл 2Х  ТУ‘> единичной колонией Ж 1 0 1 2). Растите до ста

ционарной фазы, инкубируя культуру в течение ночи при 37 °С иа качалке.
2. Добавьте 500 мкл ночной культуры ЛМЮ1 к 50 мл 2Х  ТУ. Инкубируйте иа 

качалке при 37 °С до ОП550 —0,3.
3. Охладите 30 мл 50 мМ СаСІг во льду.
4. Осадите клетки центрифугированием при 3000 §  в течение 5 мин. Удалите 

супериатаит.
5. Аккуратно ресуспендируйте клетки в 25 мл охлажденного СаСЬ. Оставьте 

во  льду иа 20 мии.
6. Осадите клетки центрифугированием при 3000 §  в течение 5 мии. Удалите 

супериатаит.
7. Аккуратно ресуспендируйте клетки в 5 мл СаС12. Оставьте во льду на 2 ч.

Б. Трансформация компетентных клеток одноцепочечной Д Н К  фага М13
1. Разведите препарат одиоцепочечиой ДН К фага М13 до концентрации 

1 нг/мкл в ТЕ. Тщательно перемешайте.
2. Внесите 400 мкл аликвоты компетентных клеток ЛШОІ в четыре стерильные 

пробирки на 15 мл. Добавьте в пробирки 1, 5, 10 или 50 мкл разведенного 
раствора одноцепочечной ДНК. Слегка перемешайте и оставьте во льду 
на 1 ч.

3. Перенесите пробирки в баню на 42 °С, инкубируйте 3 мии, после чего быст
ро охладите в бане со льдом.

4. В каждую пробирку добавьте по 40 мкл ХОАЬ (2%-иый раствор в диметил- 
формамиде), 40 мкл 100 мМ ИПГГ и 200 мкл иочиой культуры ЛМ101. 
Добавьте 3 мл расплавленного верхнего агара3), выдержанного в водяной 
бане при 40—50 °С, и перемешайте, переворачивая пробирку. Без промед
ления вылейте иа чашку с Н-агаром4). Дайте верхнему слою агара застыть 
в течение 5 мии, затем переверните чашки и поместите в термостат иа 37 °С. 
После иочиой инкубации станут заметными бляшки: голубые соответствуют 
клонам М13 без вставки, а белые — рекомбинантам.

5. Во время инкубации приготовьте 5 мл свежей ночной культуры ЛМ101 
в 2Х  ТУ.

B. Приготовление одноцепочечной матрицы

1. Разведите свежую культуру 1М101 в соотношении 1: 100 в 2Х  ТУ.
2. Разлейте по 1,5 мл разведенной культуры в стерильные пробирки иа 15 мл 

(по одной пробирке иа каждую из анализируемых бляшек).
3. Инокулируйте каждые 1,5 мл культуры фагом, сделав укол в отдельную 

бляшку стерильной микропетлей и помешивая затем этой петлей в среде 
с культурой.

4. Инкубируйте культуры при 37 вС на качалке в течение 5 ч.
5. Перенесите культуры в микроцентрифужные пробирки и осадите, центри

фугируя в течение 5 мин. Перенесите супернатаиты в новые микроцентри- 
фужиые пробирки, содержащие 200 мкл ПЭГ/МаС15>. Перемешайте, пере
ворачивая пробирку, оставьте при комнатной температуре на 15 мин.

6. Центрифугируйте в течение 5 мин. Слейте супериатаит н отцентрифугируй- 
те в течение 2 мии. Удалите остатки супериатанта вытянутой пастеровской 
пипеткой. На этой стадии должны быть видны небольшие осадки.

7. В каждую пробирку добавьте 100 мкл ТЕ и 50 мкл трис- насыщенного 
фенола. Встряхивайте 15 с и дайте отстоятьси в течение 10 мин. Снова 
встряхните (10 с) и отцентрифугируйте (5 мии).
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8. Перенесите водные (верхние) фазы в новые пробирки. Добавьте в каждую  
по 10 мкл 3 М ацетата натрия (рН 5,5) и 300 мкл холодного ( —20 °С) аб
солютного этанола. Быстро встряхните и оставьте при —20 °С на ночь.

9. Осадите ДНК центрифугированием в течение 15 мин. Слейте супернатант 
и промойте осадки 500 мкл холодного абсолютного этанола. Удалите су
пернатант пастеровской пипеткой и высушите осадки под вакуумом в те
чение 3 мин. Растворите осадки в 50 мкл ТЕ.

10. Чтобы оценить концентрацию и молекулярный вес выделенной ДНК, про
ведите электрофорез, нанеся в гель по 2 мкл аликвоты каждого образца, 
вместе со 100 нг ДНК вектора М13.

’) 2Х  ТУ, на 1 л: 16 г бактотриптоиа, 10 г дрожжевого экстракта, 5 г ИаСІ.
2) Штамм ЕвсНегісНіа соіі М 101 (Іасрго, ік і, вирЕ, Г'/гаОЗб, рогАВ, Іас\^  Д2М15) дол

жен быть проведен через минимальную среду с глюкозой для селекции р'-плазмиды.
3) Верхний агар: на 1 л: 10 г бактотриптона, 8 г ЫаСІ, 8 г агара.
4) Н-агар: на 1 л : 10 г бактотрнптона, 8 г ЫаСІ, 12 г агара.
5) ПЭГ/ЫаСІ: 20%-иый полиэтиленгликоль 6000, 2,5 М ЫаСІ (хранить при 4°С).

вок или методами ник-трансляции. В этом случае следует вос
пользоваться техникой достройки праймера (табл. 2, рис. 1). 
По этой методике синтетический олигонуклеотид, комплемен
тарный последовательности, находящейся со стороны З'-конца 
минисателлитной вставки, отжигается на матрице в растворе. 
В результате чего появляются З'-гидроксильные группы, к ко
торым большой фрагмент ДНК-полимеразы I может присоеди
нить меченые дезоксирибонуклеозиды. По истечении времени, 
необходимого для синтеза комплементарной цепи по всей длине 
вставки, можно использовать рестриктазу для расщепления 
иовой двухцепочечной молекулы у б'-конца вставки. Если две

Таблица 2. Приготовление проб на основе минисателлитов

М еч ет е проб 33.6 и 33.15 радиоактивными изотопами
1. В микроцентрифужную пробирку внесите 400 нг одноцепочечной ДНК-мат- 

рицы, 4 нг 17-мерного секвенационного праймера, 1 мкл 10-кратного буфера 
для фрагмента Клёнова и воды до конечного объема 10 мкл. Инкубируйте 
при 55—60 °С не менее часа. (После отжига праймера на матрице реакцион
ную смесь можно сохранять при — 20 °С.)

2. Быстро отцентрифугцруйте, собрав таким образом капли конденсата. Д о
бавьте 10 мкл смеси АОТ, 6 мкл буфера ТЕ и 30 мкКи [а-32Р] йСТР. Д о
бавьте 6 единиц ДНК-поЛимеразы 1 (фрагмент Клёнова )и смешайте легким 
пипетированием. Инкубируйте при 37 °С в течение 45 мин.

3. Внесите 2,5 мкл 0,5 мМ йСТР. Продолжайте инкубацию при 37 °С еще 
15 мин.

4. Добавьте 3 мкл 10-кратного буфера для рестрикции ферментами ЕсоШ  
и Яі/кШІ, 3 мкл 10 мМ спермидин трихлорида, рН 7, и 15 единиц соответ
ствующего фермента рестрикции. (.ЕсоШ для 33.6, Н іп(ШІ для 33.15). Сме
шайте пипетированием. Инкубируйте при 37 °С не менее часа.

5. Остановите реакцию добавлением 5,2 мкл щелочного раствора; перемешайте 
легким встряхиванием и оставьте на 5 мин.

6. Добавьте 5 мкл буфера для ианесения образца.
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Очистка пробы с помощью электрофореза
1. Приготовьте 1,2% -ный гель из легкоплавкой агарозы иа трис-ацетатиом 

буфере (удобно это делать во время инкубации, следующей за этапом
4 процедуры мечеиия пробы).

2. Проведите форез в холодной комнате прн 7 В/ом в течение 2 ч, Фроит 
бромфеиолового красителя должен находиться в 6 см от старта.

3. Гель очень радиоактивен. Работая в перчатках и защитных очках, заверните 
гель в тонкую пленку. Экспонируйте с рентгеновской пленкой в течение
5 мии. Проявите пленку.

4. Радиоавтограф должен показать очень сильный сигнал от полосы пробы 
н слабый размытый фон, иа котором различимы следы от луиок геля (ом. 
рис. 1 , Г ) . Отмерьте расстояние от луиок до ближнего и дальнего края 
полосы пробы и скальпелем вырежьте соответствующую зону геля. Проба 
мигрирует примерно так же, как и бромфеиоловый краситель, в то время 
как ие включившиеся нуклеотиды дают более размытую полосу далее по 
гелю.

5. Перенесите кусок агарозы в 5 мл пластиковую пробирку. Добавьте 500 мкл 
стерильной дистиллированной воды и 10 мкл раствора конкурентной ДНК. 
Расплавьте пробу при 100 “С в течение 5 мии.

6. Чтобы измерить удельную активность пробы, отберите 10 мкл аликвоты 
и просчитайте в сциитилляциоииом счетчике. 400 иг матрицы должны да
вать значение суммарной активности 1—ЗХЮ 7 иші./мии.

Приготовление раствора конкурентной Д Н К
1. Приготовьте 10 мл раствора геномной ДНК человека в ТЕ-буфере с кон

центрацией 0,5 мкг/мкл.
2. Воздействуйте ультразвуком при 50 Вт в течение 15 с. Повторите процедуру 

10 раз с интервалами в 5 с.
3. Оцените длину фрагментов, проведя контрольный форез 1-мкл аликвоты. 

Средняя длина фрагмента должна быть 200—600 п. и.
Растворы для синтеза проб
ТЕ-буфер: 10 мМ Трис рН 8,0, 1 мМ ЭДТА.
Растворы дезокеирнбонуклеозидов: 0,5 мМ ЙАТР, ЙСТР, сІТТР, ЙОТР рН 7.0.
Смесь АОТ: смесь равных объемов ТЕ-буфера и 0,5 мМ растворов гіАТР, 

<ЮТР, гІТТР.
10-кратный буфер для фрагмента Клёиова: 100 мМ Трис рН 8.0 50 мМ М^СЬ.
10-кратный буфер для рестрикции (ЕсоРІ/Н іп б ІП ):  100 мМ Трис, 600 мМ
КаСІ. 70 мМ М^С12, 70 мМ меркаптоэтанол.
Щелочной стоп-раствор: 1,5 М Ш ОН, 0,1 м ЭДТА.

цепи полученной молекулы разделить путем обработки щелочью, 
то меченую цепь, комплементарную последовательности мини- 
сателлитной ДНК, можно затем очистить с помощью электро
фореза в геле из легкоплавкой агарозы и последующей экстрак
ции из геля (см. рис. 1). В результате мы будем иметь ДН К, 
меченую с высокой удельной активностью (108 имп./мин/мкг) 
и относительно свободную от невключившихся меченых нукле
отидов.

2.2. М13

Недавно в литературе появилось сообщение об удивитель
ном пткпытии. Оказалось, что последовательность из генома



одноцепочечного бактериофага М13 выявляет семейство гипер- 
вариабельных последовательностей, если используется в каче
стве зонда при гибридизации с геномной Д Н К  человека [18]. 
Последовательность является частью фагового гена III, коди
рующего белок, который участвует в .прикреплении к бактери
альным Р-пилям в ходе инфекции и содержит два участка 
ОС-богатых тандемных повторов (рис. 1). Эти 'последователь
ности отжигаются с конкурентной ДНК, содержащейся в боль
шинстве гибридизационных буферов, поэтому для получения 
картины геномных «отпечатков пальцев» необходимо исключить 
этот компонент при использовании указанного зонда.

Семейство ГВР, выявляемое тандемным повтором из гена III 
бактериофага М13, отличается от семейств детектируемых с 
помощью минисателлитных зондов 33.6 и 33.15 (рис. 2), но сход
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Рис. 2. Отпечатки ДНК приготовлены с использованием одного фильтра в гиб
ридизационных экспериментах с разными пробами. 5 мкг ДН К женщины и ее 
родителей были гидролизованы ферментом рестрикции МбоІ и разделены на 
форезе в 1 % -ном агарозном геле при 2 В/см в течение 48 ч. ДН К перенесена 
из геля на найлоновую мембрану. Фильтр последовательно использовали для 
гибридизации с пробами 33.6, 33.15 и М13. На рисунках приведены радкоав- 
тографы гибридизационных экспериментов. Отмывка от гибридизационных 
проб проводилась по методике, описанной в разд. 4.4. Большое сходство кар
тин отпечатков ДН К матери и отца объясняется их двоюродным родством.
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но с ними высокой степенью полиморфизма, а такж е тем, ^то 
частота аллелей уменьшается пропорционально их размерам. 
Средняя частота совпадения для одной полосы у индивидов 
европейского происхождения, не находящихся в родстве, со
ставляет около 0,20 для фрагментов больше 2 т .п .н ., причем 
для отдельного индивида таких полос выявляется 15—20 
(Уэллс, неопубликованные данные). Таким образом, тандемный 
повтор М13 выявляет картину «отпечатков ДНК», сравнимую 
по своей сложности с картинами, получаемыми при использо
вании минисателлитов, и позволяет проанализировать 15— 
20 дополнительных гипервариабельных участков в Д Н К  чело
века и других млекопитающих. Так как повтор М13 не содер
жит сайтов узнавания для рестриктаз Н іпіі, МЪоІ, Н аеШ  и 
А іиі и поскольку распределение детектируемых фрагментов 
сходно с таковым для отпечатков, полученных с помощью ми
нисателлитов, представляется удобным и эффективным гото
вить блоты для гибридизации по очереди с каждой из трех, 
проб (рис. 2).

2.2.1. Приготовление зонда на основе гена 111 фага М13

Таидемные повторы М13 локализуются в положениях 1700— 
1900 и 2300—2500 фагового генома. Можно использовать эти 
данные и свойства фагового вектора для синтеза гибридизаци- 
онного зонда с высокой удельной активностью (табл. 3). После

Таблица 3. Меченне ДН К фага М13

1. В микроцеитрифужную пробирку внесите 400 мг одноцепочечной ДН К век
тора М13 (напрнмер, М13, т р 8 ), 4 нг 17-мерного секвеиационного праймера, 
1 мкл 10х  буфера для фрагмента Клёнова и воду до конечного объема 
10 мкл. Инкубируйте при 55—60 °С не менее часа.

2. Быстро отцснтрифугируйте. Добавьте 10 мкл смеси АОТ1', 6 мкл ТЕ’>-бу- 
фера, 30 мкКи [а-32Р] ЙСТР и 2 ед. ДНК-полимеразы I (фрагмент Клёно
ва). Смешайте пипетированием.

3. Инкубируйте при 37 °С 15 мин, остановите реакцию добавлением 70 мкл 
ЗХ  35С.

!) См. табл. 2.

отжига 17-нуклеотидного секвеиационного праймера на одно
цепочечной ДНК-матрице любого из фагов М13 серии т р  и 
достройки второй цепи фрагментом Клёнова с участием меченых 
дезоксинуклеозидтрифосфатов, реакцию останавливают добав
лением соли. Если время инкубации выбрано таким образом, 
что удвоение цепи происходит не далее гена III, то вновь син
тезированная цепь длиной до 4,5 т .п .н . содержит меченые
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нуклеотиды, а проксимальная часть генома фага М13 длиной 
2,5 т. п. н., имеющая тандемные повторы, остается одноцепочеч
ной. Это позволяет тандемному повтору гибридизоваться с ком
плементарными последовательностями ДНК, иммобилизованной 
на фильтре, и тем самым делает возможным использование ме
ченой Д Н К  фага в качестве гибридизационной пробы. После 
освобождения от невключившихся меченых нуклеотидов можно 
измерить удельную активность ДНК-зонда, которая обычно 
варьирует в пределах 1—2 Х І0 9 имп./мин/мкг Д Н К  матрицы. 
Однако, по-видимому, очистка зонда на колонке с сефадексом, 
снижает его гибридизационную активность, поэтому лучше из
бегать этого этапа и использовать в качестве зонда полученную 
реакционную смесь без дальнейшей ее очистки {этап 3, табл. 3).

3. Г ель-электрофорез и перенос ДНК

С обзором методов гель-электрофореза можно познакомить
ся в работе [19]. Однако полезно все ж е вкратце выделить спе
цифические условия, повышающие эффективность анализа ме
тодом геномной дактилоскопии.

3.1. Выбор фермента рестрикции

Обсуждаемые в этом разделе молекулярные основы вариа
бельности членов семейств ГВР заключаются в разном коли
честве повторяющихся единиц в каждом ГВР-локусе. Чтобы 
выявить вариации подобного рода с возможно большим разре
шением, необходимо гидролизовать Д Н К  ферментом рестрик
ции, который расщепляет достаточно часто, но не нарушает 
целостности повторяющихся единиц ГВР. Для обсуждаемых в 
этом разделе ГВР удобно использовать рестриктазы Н іп\\, 
МЪоІ,, А1и\ и Н аеIII.

В некоторых случаях встречаются фрагменты с такими близ
кими значениями Ш, что их нельзя разрешить на картине фо- 
реза. Тогда полезно повторить эксперимент с использованием 
другого фермента. При этом имеет место «перетасовка» рест- 
риктов ГВР, что дает нам лишний шанс разделить сомнитель
ные полосы. Когда используется фермент рестрикции, узнающий 
четырехнуклеотидную последовательность, эффект «перетасов
ки» обычно едва заметен, особенно для высокомолекулярных 
фрагментов, так как вклад в величину этих фрагментов флан
кирующих последовательностей (содержащих сайты узнавания 
для рестриктаз) невелик, независимо от того, какой фермент 
■используется. Тем не менее некоторые полосы можно иденти
фицировать благодаря тому, что их подвижность по другим 
ферментам будет лишь немного изменена. Д ля достижения эф-
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фекта «перетасовки» наиболее подходящим считают фермент 
рестрикции Н аеIII (Р. Шерингтон, неопубликованное сооб
щение). і

3.2. Приготовление образцов ДНК для электроф ореза

Д Н К, получаемая обычным способом [20], обладает доста
точно хорошим качеством для проведения анализа методом ге
номной дактилоскопии. Наилучшие результаты получают, если 
на дорожку приходится 1—5 мкг ДН К. Поскольку имеет зна
чение не только присутствие, но и интенсивность отдельной 
полосы, важно достичь равномерного распределения материала 
между всеми дорожками геля. Хорошо известно, что измерения 
оптической плотности растворов Д Н К  дают ненадежные значе
ния концентраций, которые могут рассматриваться только как 
грубые оценки. Для проверки полноты рестрикции и правиль
ности нанесения необходимо поставить контрольный форез с 
аликвотами гидролизата Д Н К  и на основе этого подобрать 
оптимальное количество наносимой пробы.

Иногда для уменьшения наносимого объема бывает нужно 
осадить Д Н К  из рестрикционной смеси, но обычно в этой про
цедуре все же нет необходимости: хорошие результаты получа
ются и без этапа очистки. Если образец был осажден, очень 
важно промыть его 70%-ным этанолом для удаления избытка 
соли, которая нарушает подвижность фрагмента ДНК; важно 
такж е высушить осадок под вакуумом перед растворением, 
иначе присутствие следов этанола вызовет флотацию материала 
из лунок при нанесении.

3.3, Условия электроф ореза

Оптимальные условия электрофореза для геля, используемо
го при геномной дактилоскопии, определяются требованиями к 
информативности получаемых отпечатков Д Н К. Если данные 
необходимы для подтверждения структуры родословной или для 
окончательного уточнения картины в случае неудачно прошед
шей гибридизации, или для сравнения образцов Д Н К  из разных 
тканей индивида, то желательно получить информацию о воз
можно большем числе полос, поддающихся разрешению. Для 
этих случаев наиболее удобно использовать 1%-ный агарозный 
гель и вести форез при 2 В /см  в течение 48 ч с двумя сменами 
форезного буфера. Такие условия обеспечивают разрешение 
полос в диапазоне 2—25 т.п .н . Д ля сегрегационного Янализа 
более важно достичь хорошего разделения наиболее высокомо
лекулярных гиперполиморфных фрагментов. В этом случае сле
дует вести форез в 0,8% -ном геле при 1,5 В/см в течение 72 ч с



пятьЬ сменами форезного буфера. При этих условиях все фраг
ментах короче 3 т. п. н. выходят из геля, и в нем остаются опти- 
мальйо разделенными более информативные длинные фрагмен
ты, по которым наблюдается высокая степень гетерозиготности.

Состав буфера для нанесения и форезного буфера (ТАЕ), 
используемых для приготовления отпечатков, приведен в табл. 4.
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Таблица 4. Буферы для электрофореза

ТА Е : 40 мМ Трис-НСІ, 5 мМ ацетат натрия, 1 мМ ЭДТА, рН 7,7.
6-кратный буф ер дл я  нанесения образцов: 0,25% бромфеноловый синий, 0,25% 
ксиленциаиол, 15% фиколл (тип 400) (водный р-р).
Раствор для окраски гелей: раствор бромида этидия в ТАЕ, 50 мкг/л.

3.4. Перенос по Саузерну

После проведения электрофореза гель окрашивают броми
дом этидия (табл. 4), и для оценки полноты проведения фореза 
и регистрации картины разделения фрагментов относительно 
маркеров размера гель фотографируют в УФ-свете.

Перенос по Саузерну проводят, как описано в методике, 
приведенной в табл. 5.

Таблица 5. Подготовка гелей для переноса

Работайте в перчатках!
1. Поместите гель в пластиковую ванночку. Добавьте 50 мл 0,25 М НС1 

и оставьте на качалке на 15 мин. Вылейте раствор НС! и добавьте 500 мл 
свежего раствора 0,25 М НС!. Оставьте еще на 15 мин. (На этом этапе 
ДН К частично апуринизируется, что облегчает перенос высокомолекулярных 
фрагментов.)

2. Вылейте раствор кислоты и промойте гель в дистиллированной воде. Д о
бавьте 500 мл 0,5 М ИаОН/1,5 М ИаСІ. Оставьте при комнатной темпера
туре на 15 мин (на качалке). Вылейте раствор и повторите эту процедуру.

3. Вылейте щелочной раствор и промойте гель в дистиллированной воде. Д о
бавьте 500 мл 0,5 М Трис рН 7,5/1,5 М ЫаСІ. Вылейте раствор и повторите 
процедуру. Гель готов для переноса ДНК на найлоновый фильтр.

4. Условия гибридизации и отмывки фильтров

Наиболее критическим моментом в приготовлении отпечат
ков Д Н К  с помощью зондов на основе ГВР является гибриди
зация и отмывка фильтров. Оптимальные условия варьируют в 
зависимости от характера зондов.

14—434
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4,1. Минисателлиты

_________ Глава 7______

4.1.1. Прегибридизация

1. Смочите фильтры в дистиллированной воде и поместите их 
в пластиковый пакет, по 2 фильтра на пакет. Каждый из 
фильтров должен быть повернут стороной, несущей Д Н К, 
наружу.

2. Добавьте 15 мл предварительно прогретого до 37 °С прегиб- 
ридизационного буфера с гепарином [21] (табл. 6).

Таблица в. Буфер для гибридизации

Формамид 55СЧ Декстран
сульфат дсн Гепарин

Прегибридизация
Гибридизация

50 о/о 
50 о/„

ЗХ
з х 5%

0,2%
0,2%

50 мкг/мл 
200 мкг/мл

*) 55С: 150 мМ N801, 15 мМ цитрат натрия рН 7,0.

3. Инкубировать пакет при 37 °С ие меиее 3 ч.

4.1.2. Гибридизация

1. Нагрейте 7,5 мл гибридизационного буфера с гепарином 
до 37 °С.

2. Добавьте зонд (4 х Ю 6— 107 имп./мин) и перемешайте, пере
вернув пробирку.

3. Надрежьте пакет, содержащий фильтры, и выдавите пре- 
гибридизационный буфер с помощью валика.

4. Добавьте в пакет гибридизационный буфер, содержащий 
зонд, и осторожно заплавьте его, стараясь не допустить про
никновения пузырей воздуха в пакет.

5. С помощью валика равномерно распределите зонд в пакете 
и инкубируйте в течение ночи при 37 °С.

4.1.3. Отмывка

1. Нагрейте в большой ванночке 1 л раствора, содержащего 
однократный стандартный цитратный солевой буфер (55С) 
и 0,1%-ный додецилсульфат натрия (ДСН) до 6 5 °С.

2. Надрежьте пакет и выдавите раствор с зондом.
3. Поместите еще горячий фильтр в ванночку и инкубируйте при 

65 °С в течение 15 мин покачивая, после чего перенесите 
раствор в ванночку, содержащую прогретый до 65 °С свежий 
раствор для отмывки. Инкубируйте 15 мин при 65 °С.
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4. После инкубации перенесите фильтры из раствора для от
мывки на бумажное полотенце и оцените количество остав
шейся метки с помощью счетчика радиоактивности.

5. Продолжайте 15-мин отмывки при 65 °С до прекращения из
менения количества остающейся на фильтре радиоактивности. 
Д ля зондов с очень высокой удельной активностью практи

чески невозможно отмыть фильтры до низкого уровня радио
активности, и поэтому рекомендуются более короткие сроки
экспозиции.

4.2. Метод геномной дактилоскопии с использованием М13

4.2.1. Прегибридизация

Проводится так же, как и для минисателлитов.

4.2.2. Гибридизация

1. Нагрейте 10 мл буфера для гибридизации с гепарином до 
37 °С, добавьте 50 мкл некипяченой пробы (половину реак
ционной смеси), перемешайте, переворачивая .пробирку.

2. Выдавите буфер для прегибридизации из пакета и добавьте 
зонд.

3. Заплавьте пакет, равномерно распределите раствор с зонд 
инкубируйте ночь при 37 °С.

4.2.3. Отмывка

1. Выдавите раствор с зондом из пакета и перенесите фильтр 
в большую ванночку.

2. Добавьте 1 л 3,0Х55С/0,1% ДСН инкубируйте покачивая 
при комнатной температуре в течение 30 мин с одной сменой 
раствора для отмывки.

3. Промойте в 2,0Х55С/0,1% ДСН при комнатной температуре 
в течение 15 мин. После этой стадии фильтры можно под
вергнуть радиоавтографии.

4.3. Радиоавтография

3. Слегка влажные фильтры заверните в тонкую пленку и по
местите в кассету с усиливающими экранами.

2. Проявите рентгеновскую пленку, экспонированную в течение 
ночи при —70 °С.

3. Иногда на этой стадии сигнал от фона оказывается доста
точно сильным. В этом случае заново отмойте фильтры в 
течение 45 мин при 65°С в 1,0Х 55С /0,1%  ДСН  и повторите 
радиоавтографию.

14*
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4. В последующих экспозициях лучше увеличить разрешение 
полос, экспонируя пленку в течение 5— 10 дней без усили
вающих экранов.

4,4. Удаление проб с найлоновых фильтров

Для получения более полной информации от одного фильтра 
его можно гибридизовать по очереди со всеми тремя зондами, 
смывая после каждой гибридизации меченые пробы с фильтра 
(рис. 2). Больших потерь связанной с фильтром Д Н К  и воз
можных повреждений фильтра при отмывках можно избежать, 
если использовать найлоновые мембраны (например, НуЬопсШ, 
А т е гзЬ а т  Іп(егпаііопаі). Приведенная ниже методика позво
ляет легко удалить пробу, связавшуюся с Д Н К  на фильтре.
1. Нагрейте 1 л щелочного раствора для отмывки (0,4 М ЫаОН) 

до 45 °С.
2. Инкубируйте 1—4 радиоактивных фильтра в этом растворе.
3. По истечении 30 мин инкубации перенесите фильтры в ван

ночку с нейтрализующим раствором (0,2 М Трис-НСІ, рН 7,5,
0 .ІХ 5 3 С , 0,1% Д С Н ).

4. Инкубируйте фильтры лри 45 °С в течение 30 мин со сменой 
нейтрализующего раствора через 15 мин.
После короткой промывки в дистиллированной воде фильтры 

можно заново использовать. Применяя эту методику отімывки 
и соблюдая простые предосторожности при хранении фильтров 
в промежутках между их использованием, удается до 10 раз 
получать хорошие результаты на одном и том же фильтре. Од
нако при отмывке от пробы неизбежно теряется часть иммоби
лизованной на фильтре ДНК. Зонд 33.15, по-видимому, лучше 
двух других связывается с ДН К, и для гибридизации с ним 
требуется меньшее количество материала на фильтре. Вот по
чему этот зонд следует применять последним, если один и тот 
ж е фильтр используется несколько раз,

5. Использование метода геномной дактилоскопии в анализе 
генетического сцепления

5.1. Обоснование метода

Методический подход, получивший название «обратная гене
тика» и оказавшийся очень полезным при изучении наследствен
ных заболеваний, в настоящее время взят на вооружение ши
роким кругом исследователей. За последние годы наши пред
ставления о .мышечной дистрофии Дюшенна, муковисцидозе и 
ретинобластоме значительно расширились. Если раньше усилия 
ученых были направлены на выяснение закономерностей насле-
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доаания заболеваний, то сейчас на повестке дня стоит вопрос 
•о локализации и молекулярной характеристике генов, ответст
венных за эти болезни [22—24].

Изучение большинства наследственных заболеваний шло 
именно таким путем. В некоторых случаях хромосомная лока
лизация интересующего гена устанавливается достаточно легко. 
Это бывает, если у индивидов с аберрантным фенотипом наблю
даются устойчивые аномалии® определенной области хромосомы 
(к примеру, 13д14 делеции при ретинобластоме). К сожалению, 
для большинства наследственных заболеваний такая благопри
ятная в плане диагностики ситуация не характерна и для ло
кализации гена необходимо проводить анализ генетического 
сцепления.

Применение ПДРФ  ('полиморфизма длины рестрикционных 
фрагментов) в анализе сцепления стало обычной процедурой и 
значительно ускорило процесс картирования [25]. Однако этот 
подход имеет и некоторые недостатки. В большинстве случаев 
ПДРФ  представляет собой всего лишь диморфизм, и соответст
вующие локусы не могут поэтому характеризоваться более чем 
50% -ной гетерозиготностью. Д ля того чтобы данное скрещива
ние дало какую-нибудь информацию о сцеплении, по крайней 
мере один из родителей должен быть гетерозиготным как по 
интересующей, так и по маркерной области.

Таким образом, большая часть семей, подвергнутых анализу 
на сцепление с применением ПДРФ , окажется совершенно не
информативной. Это пример неэффективного использования ин
формационных ресурсов родословной. Как инструмент в анали
зе сцепления метод геномных отпечатков нашел применение в 
случаях тех заболеваний, биохимическая природа которых пока 
неизвестна или когда приуроченность к подозреваемому гену 
была исключена. Поскольку не существует простого метода 
определения, какая из полос «отпечатка» генома данного инди
вида представляет ту или иную полосу в картине другого ин
дивида, обычная процедура получения данных о сцеплении по 
нескольким малым родословным невозможна. Сложность гиб- 
ридизационных картин не позволяет достоверно проследить на
следование аллельных пар, но в рамках большой родословной
и, конечно же, в группе сибсов отдельный фрагмент данного 
размера может рассматриваться для простоты предваритель
ного анализа как отдельный локус. По этой причине наличие 
одной большой родословной является обязательным требова
нием (а широкие ветви сибсов — очень желательны) для тра
диционного сегрегационного анализа полос в геномном «отпе
чатке». Такие родословные редко когда можно получить для 
рецессивно наследуемых нарушений, однако для доминантных 
заболеваний — это реально.

1
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Д ля сегрегационного анализа полос в «отпечатках» ДН$. в 
силу допущенного упрощения, сделанного в отношении их /ал- 
лелизма, классический метод правдоподобия не может быть, 
применен. В данном случае допустима лишь оценка шансов на 
сцепление. Таким образом, метод следует рассматривать каіс 
быстрый предварительный анализ на сцепление. Если результат 
окажется обнадеживающим, т. е. если в отпечатках будет най
дена полоса, наличие которой для данной родословной корре
лирует с экспрессией аномального фенотипа, то эту полосу 
следует выделить и клонировать [26]. Таким путем можно по
лучить локус-специфичный зонд и с его помощью 'проанализи
ровать другие родословные с целью подтвердить или отвергнуть 
наличие сцепления.

Недостаток больших родословных для рецессивно наследуе
мых признаков, конечно, ограничивает применение метода ге
номной дактилоскопии, но не исключает полезность его исполь
зования для анализа рецессивных болезней. Если в родословной 
имеются близкородственные браки, возможно такж е картирова
ние по гомозиготности [27]. Суть этого метода в следующем: 
если оба родственных индивида несут редкий рецессивный ген* 
то вероятнее всего они унаследовали его от единого предка [28]. 
Если индивиды находятся в достаточно далеком родстве, то 
общие для них последовательности будут составлять лишь ма
лую долю генома. К тому же поскольку аллельные частоты 
фрагментов, образующих полосы в отпечатках (особенно боль
ших фрагментов), очень малы, то маловероятно, что в геноме 
родственников эти фрагменты совпадут, если они произошли от 
разных предков. Еслн при близкородственном скрещивании 
больные дети имеют общую для их геномных отпечатков полосу 
в удвоенном количестве, а здоровые дети наследуют одинарную 
дозу или вовсе не имеют этой полосы, то тем самым подтверж
дается гипотеза о физическом сцеплении между участком, от
ветственным за признак, и данной полосой. Условившись об 
аллелизме, можно подсчитать шансы на сцепление, но, как уж е 
отмечалось, для подтверждения или опровержения наличия 
сцепления фрагмент необходимо клонировать.

5.2. Статистические расчеты

На блоте среднего качества с помощью одной пробы можно 
проследить до 10—20 полос, что в сумме для трех проб дает 
30—60 маркеров. Генетические данные указывают на то, что не 
существует заметной кластеризации ГВР [16], поэтому есть ос
нования предположить их независимое расположение. Вероят
ность Р  того, что по крайней мере один из 45 независимо рас
положенных маркеров находится на генетическом расстоянии
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в 16% от сайта, ответственного за признак, может быть оцене
на с помощью алгоритма Элстона и Ланга [29, 30] равной при
близительно 0,33. Таким образом, при наличии соответствующей 
родословной этот метод позволяет успешно обнаружить сцеп
ление.

Необходимо определить критическое значение вероятности 
сцепления с тем, чтобы после подсчета этой вероятности на 
основе предварительного анализа отпечатков можно было сде
лать заключение о необходимости следующей стадии — клони
рования «подозрительной» полосы. В классических методах 
правдоподобия критическое значение лод-балла составляет 3: 
г (Ѳ )= 3 ; лод-балл, превышающий 3, рассматривается как свиде
тельство в пользу сцепления [31]. Учитывая, что затраты на 
клонирование фрагмента достаточно велики, для перехода к 
этому этапу оправданным представляется требование уверенно
го превышения критической величины лод-балла на этапе пред
варительного анализа (к примеру, 1000:1 или более в пользу 
сцепления). Как же рассчитываются шансы на сцепление?

Легко получить численную оценку рекомбинации между мар
керной областью и участком, ответственным за признак:

Ѳ =  — ,
п

где г — количество рекомбинантов, п — общее количество воз
можных рекомбинаций.

Исходя из этого, обычным путем можно получить соотноше
ние для оценки вероятности сцепления:

^ Ѳт т  "п $  ”~Г’ и Х я  - І ( -Ѳ) ■= 2ПѲГ(1 — Ѳ)п- Г.Ь ( 0 ,5 ) = 0 ,5 П Ь(о,5)
Это соотношение не учитывает поправку на использование 

множественных маркеров. Заметим, однако, что существуют 
некоторые сомнения в необходимости коррекции результатов в 
тех случаях, когда используется менее 100 маркеров. По мнению 
Отта [31], при увеличении количества маркеров с ростом веро
ятности ошибочного выявления сцепления растет и вероятность 
того, что хотя бы один из маркеров действительно сцеплен с 
изучаемым признаком, при этом последняя вероятность растет 
быстрее, чем первая, поэтому доля истинных сцеплений среди 
всех выявленных не уменьшается. Являясь математически убе
дительным, этот вывод противоречит интуиции. Высокий уровень 
ошибочных позитивных ответов (наличие сцепления) на пред
варительном этапе сделал бы метод отпечатков малоинформа
тивным. В связи с этим представляется целесообразным сделать 
условие перехода ко второй стадии анализа более строгим, 
подняв значение порога. В будущем при наличии более убеди
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тельной модели, описывающей эту задачу, можно было бы/его 
снизить.

5.3. Практические аспекты сегрегационного анализа

5.3.1. Минимальный размер родословных

Для того чтобы сегрегационный анализ полос в отпечатках 
Д Н К  сибсов (рис. 3) был информативным, необходимо изучить 
не менее 10 мейозов (при п = 1 0  и г =  0, Ѳ =  0 и А- =  1024; а при 
п — 9 и г — 0 ^ =  512). Такое количество сибсов далеко не всегда 
доступно для изучения, и поэтому приходится проводить сегре
гационный анализ по большой родословной.

Д ля фрагментов короче 3 т .п .н . частота встречаемости од
ного и того же фрагмента у индивидов, не находящихся в род
стве, очень мала. Таким образом, необязательно иметь для ис* 
следований образцы Д Н К  обоих родителей близнецов; при 
наличии отпечатков Д Н К  одного из родителей отпечатки вто
рого можно восстановить с высокой степенью достоверности. 
Если есть Д Н К  обоих родителей, то образцы следует разгонять 
на форезе в соседних дорожках геля. В этом случае фрагменты 
в геномных отпечатках потомков можно с легкостью отнести к 
тому или иному родителю.

5.3.2. Пример с сегрегационного анализа, проводимого с помощью 
метода геномных отпечатков

Ниже приводится пример анализа наследования полос в ге
номных отпечатках отдельной широкой сибсоеой ветви (рис. 3).

Из-за несовершенства агарозного геля при электрофорезе 
(приводящего к эффекту «банана») лучше ие использовать для 
считывания данных отпечатков компьютерную технику, а «про
читать» их «вручную». Это легко проделать, если отдельно ис
следовать каждого из сибсов, параллельно проводя сегрегаци
онный анализ полос в отпечатках каждого из родителей. Удобно

Рис. 3. Сегрегация гипервариабельных фрагментов, выявленных минисателлит- 
ной пробой 33.15. Образцы ДНК (3 мкг) гидролизованы НіпП, разделены 
форезом в 0,8%-ном агарозном геле при 1,5 В/см в течение 72 ч и перенесены 
на найлоновую мембрану по методике, описанной в тексте. Родство индивидов 
показано на схеме родословной, где кружки изображают женщин, а квадра
ты — мужчин. Закрашенные символы демонстрируют передачу аутосомного 
доминантного признака от матери к трем ее детям. Сегрегация полос в отпе
чатках сведена в таблицу, где для каждой полосы, выявляемой у матери, 
приведены соотношения вероятностей % (см. разд. 5), г(с) и г(г) — количество 
рекомбинантов, выявленных среди потомства, исходя из гипотезы о сцеплении 
(для одной и разных групп сцепления, соответственно). Отцовские аллели про
нумерованы 1—21 и материнские аллели обозначены буквами А—\Ѵ в нисхо
дящем порядке. Аллели, отмеченные звездочкой, не учитывались, так как миг
рировали слишком близко от полосы из отпечатка другого родителя (показа

ны в скобках).
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присваивать полосам одного родителя цифры, а полосам дру
гого — буквы.

После регистрации и отсчета полос для каждого из сибсов 
можно проанализировать полученные результаты на наличие 
сцепления. Если рассматривается гипотеза сцепления локуса, 
ответственного за изучаемый наследственный дефект, с какой- 
либо из полос в отпечатках Д Н К  больного родителя, то можно 
сосчитать число рекомбинантных и нерекомбинантных индиви
дов, численно оценить долю рекомбинантов (Ѳ =  г /я )  и рассчи
тать вероятность по схеме, приведенной в разд. 5.1. Эта про
цедура проделывается для каждой из полос в отпечатках Д Н К  
больного родителя.

6. Другие применения метода геномных отпечатков

Часто в генетических исследованиях бывает необходимо точ
но установить для индивида истинное биологическое отцовство. 
Традиционные средства, используемые для этого, включают оп
ределение группы крови, анализ белков и ДНК-маркеров. 
Эти методы страдают тем недостатком, что не могут обес-

6.1. Определение структуры родословной

лечить высокую степень инди
видуальной специфичности, по
этому они позволяют с досто
верностью лишь исключить от
цовство. Напротив, отпечатки 
Д Н К  фактически полностью 
специфичны для данного чело
века, в силу чего представляют 
собой хороший инструмент для 
положительной идентификации 
[17, 32, 33].

. ш ш

Полосы, составляющие от
печатки ДН К, наследуются 
строго по схеме Менделя. По
лагая скорость мутирования

С Рис. 4. Установление истинного от
цовства с помощью геномной дакти
лоскопии. Каждая полоса, выявлен
ная пробой на основе минисателли
та 33.15 в ДНК индивида 5, не имею
щая аналога в отпечатках ДНК ма
тери, ( т )  присутствует в отпечатке 
ДНК истинного отца ({), при этом 
только трн нз восьми нематеринских 
полос присутствуют в отпечатках

Г  .

ДНК родного дяди по отцу.
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•равной 10-4/т. п. н./мейоз, можно сделать вывод, что практи
чески все полосы геномного отпечатка данного человека 
должны выявляться также в отпечатках ДН К либо его ма
тери, либо отца. Около половины всех полос отпечатка ДН К 
.потомства должны иметь отцовское происхождение. При ис-

* ? ' . 1 Т ? М ' Т ' В М |

. . .

Рис. 5. Применение метода геномной дактилоскопии для сравнения ДНК из 
нормальной и неопластической тканей. На автографе представлены образцы 
ДНК, выделенной из периферической крови (В), нормальной слизистой (М) 
и опухолевой ткани (Т), полученных от трех больных с злокачественными 
опухолями желудочно-кишечного тракта. ДНК (10 мкг) была гидролизована 
Н іп іі и разделена электрофорезом в 1,0%-ном агарозном геле при 2 В/см  
в течение 48 ч, после чего перенесена на нейлоновую мембрану и гибридизо- 
вана с пробой на основе минисателлита 33.15. У первого пациента в отпе
чатке опухолевой ДН К наблюдается отклонение от нормы в виде двух новых 
полос (а, Ь). У второго пациента полоса (с) присутствует в ДНК лейкоцитов 
периферической крови и в ДНК нормальной слизистой толстой кишки, но от
сутствует в ДНК, выделенной из клеток опухоли толстой кишки. У третьего 
пациента новая полоса (с!) появилась в отпечатке ДНК, выделенной из клеток 
опухоли желудка. Как и ожидалось, отпечатки ДНК нормальных лейкоцитов 
и ДНК клеток нормальной слизистой не отличаются. В трех случаях появле
ние новой полосы сопровождалось падением интенсивности высокомолекуляр
ной полосы, следовательно, механизм появления новой полосы в субпопуляции 
опухолевых клеток может заключаться в неравном кроссинговере, приводящем 
к потере родительским аллелем нескольких копий повтора и, следовательно,

к его укорочению.
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пользовании всех трех проб разрешению поддаются в среднем 
15 фрагментов отцовского происхождения в диапазоне длин 4— 
20 т. п. н. Вероятность того, что предполагаемый отец будет слу
чайно иметь все 15 фрагментов и что ложное отцовство не будет 
установлено, очень мала ( < 4 Х І 0 _П, если предполагаемый отец 
не родственник истинного отца, < 4 Х І 0 -5, если они являются 
братьями) (рис. 4).

6.2. Сравнения в пределах одного организма
Метод геномной дактилоскопии представляет собой удобный 

инструмент для быстрого анализа генома на предмет идентифи
кации в нем соматических изменений. Этот подход нашел при
менение при сравнении лейкоцитарной и конституционной Д Н К  
после пересадки костного мозга, а также іпри анализе Д Н К  
опухолевой и нормальной тканей [34, 35].

Д ля многих злокачественных оіпухолей были зарегистриро
ваны изменения геномных отпечатков: появление новых полос 
или исчезновение старых (рис. 5). Последний факт наиболее 
интересен, так как недавно было показано, что опухолевые па
тологии чаще ведут именно к потере некоторых гипервариа- 
бельных аллелей. Приготовленные с использованием описанных 
проб «отпечатки» опухолевой и нормальной Д Н К  индивида д а 
ют возможность изучить до 60 аллелей в диапазоне длин фраг
ментов 2—20 т. п. н., что обеспечивает большую вероятность 
выявления изменений.
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ГЛАВА В

КАРТИРОВАНИЕ СЛОЖНО НАСЛЕДУЕМЫХ $  
ПРИЗНАКОВ ЧЕЛОВЕКА |

Э. Л ан дер1

1. Введение

За последние несколько лет генетика человека достигла 
значительных успехов. Конечно, еще с момента переоткрытия 
законов Менделя было очевидно, что человек подчиняется тем 
же законам наследственности, что и другие организмы. Более 
того, именно анализ наследования семейных заболеваний убе
дительно свидетельствовал в пользу менделизма. Однако, не
смотря на это многообещающее начало, генетика человека 
намного отстала от частной генетики таких организмов, как 
дрозофила и кукуруза, по двум главным причинам. Во-первых, 
люди не лабораторные животные, с которыми можно проводить 
скрещивания, адекватные целям эксперимента, и, во-вторых, 
обнаружено лишь небольшое число генетических маркеров, 
степень гетерозиготности по которым, позволяла рассматривать 
встречающиеся в естественной популяции браки как информа
тивные для анализа сцепления.

Разработка метода рекомбинантных Д Н К  явилась импуль
сом для развития генетики человека. Было высказано предпо
ложение [1], что генетический полиморфизм на уровне последо
вательностей Д Н К, который можно легко наблюдать на приме
ре полиморфизма длины рестрикционных фрагментов (или 
П Д РФ ), — достаточно частое явление и соответствующие ал
лельные варианты могут использоваться как генетические мар
керы, позволяющие проводить систематическое изучение на
следственности человека, включая построение полной картин-' 
-его генома.

Прежде всего технология ПДРФ была применена для ані* 
лиза менделевских заболеваний. Обширные исследования под- 
твердили, что феномен ПДРФ  действительно наблюдается до
вольно часто И ,  и уже совсем недавно был разработан метод 
поиска высокополиморфных ПДРФ [3]. На сегодняшний день

1 Е. 5 . Ьапйег. ХУЫіеЬеасі ІпзШиіе о! Віошесіісаі КезеагсЬ, 9 СатЪгісіде 
•Сепіег, СашЬгійде, МА 02142, УЗА.
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известно более 2500 ПДРФ-маркеров [4]. Анализ некоторых из 
них в родословных с больными выявил ПДРФ-маркеры, прояв
ляющие тесное генетическое сцепление с мышечной дистрофией 
Дюшенна [5], болезнью Гентингтона [6], муковисцидозом 
[7— 10], поликистозом почек у взрослых [11], ретинобластомой 
[12], ранней семейной формой болезни Альцгеймера [13], бипо
лярным аффективным психозом в большой родословной амишей 
(восточная Пенсильвания) [14], нейрофиброматозом Реклин- 
гаузена [15, 16], множественной эндокринной неоплазией типа 
2А [17, 18] и семейным полипозом [19]. Более того, значитель
ный прогресс в построении генетической карты человека [20, 
21] обещает сделать процесс поиска сцеплений более эффектив
ным за счет замены случайного выбора ПДРФ систематиче
ским анализом всех ПДРФ , диспергированных по геному че
ловека.

Достигнутые успехи убеждают нас в том, что для любого 
заболевания чело*зека может быть найден сцепленный с ним 
ПДРФ-маркер при условии, что это заболевание:
1) наследуется как простой менделезский признак— рецессив

ный или доминантный;
2) возникает вследствие мутации в уникальном генном локусе;
3) достаточно распространено, чтобы можно было собрать не

обходимое количество семей с несколькими пораженными.
К сожалению, очень многие из интересующих нас наследст

венных признаков человека обусловлены генетическими причи
нами, менее подходящими для такого анализа. Затруднения 
заключаются в следующем:
1) неполная пенетрантность, вследствие которой не все индиви

ды — носители мутантного генотипа, проявляют фенотип, 
отличный от нормы;

2) фенокопии, вследствие которых индивиды с нормальным ге
нотипом могут проявить мутантный фенотип по причинам 
негенетического характера;

3) генетическая гетерогенность, благодаря которой мутации 
по нескольким различным генетическим локусам могут дать 
вполне сходную клиническую картину;

4) генные взаимодействия, вследствие которых фенотип явля
ется результатом функционирования аллелей нескольких ло- 
кусов;

5) редкость заболевания, которая может затруднить или сде
лать невозможным анализ семей с несколькими больными 
индивидами.
Эти проблемы (кроме последней) обычны при анализе таких 

хорошо изученных объектов, как бактерии, дрожжи, нематоды 
и плодовые мушки. По-видимому, и человек в этом отношении 
не является исключением. Чтобы преодолеть указанные труд
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ности, генетики обычно работают с чистыми линиями (штам
мами), несущими мутацию по единичному локусу, культивируя 
огромное количество особей в контролируемых условиях и про
водя целенаправленные скрещивания. В генетике человека при
ходится, однако, анализировать уже имеющиеся браки.

В этой главе мы даем обзор основных принципов, на осно
ве которых планируется изучение генетического сцепления у 
человека в случаях, когда возникают указанные осложнения. 
Акцент будет сделан на практических вопросах отбора семей 
с целью максимизации вероятности обнаружения сцепления. 
Мы не будем подробно останавливаться на вычислительных и 
чисто алгебраических аспектах такого анализа. (Более полную 
информацию по этим вопросам см. в работах [22—24].) Необхо
димо заметить, что оптимальное планирование анализа сцепле
ния существенно зависит от точности модели наследования 
заболевания (степени пенетрантности, числа независимых локу- 
сов, природы генетических взаимодействий, частоты фенокопий, 
частоты семей с несколькими поражениями и т. п.), а это не 
часто бывает известно заранее. Если генетика в действительно
сти очень сложна (например, если болезнь может быть вызвана 
мутацией в любом из 100 возможных локусов), анализ сцепле
ния явно будет неуспешным. Поэтому выбор плана зависит в 
определенной степени от знания возможных осложнений. Зам е
тим, что точное планирование значительно увеличивает мощь 
анализа сцепления при изучении заболеваний со сложным ти
пом наследования.

2. Основы анализа сцепления

Основы анализа генетического сцепления достаточно полно 
изложены в работе Отта [25]. Мы лишь суммируем здесь ос
новные понятия анализа правдоподобия.

Предположим, что' мы хотим сравнить рабочую гипотезу Н 
с альтернативной «нулевой» гипотезой Но. Гипотеза Н, к при
меру, может утверждать, что локус ПДРФ сцѳплен с заболе
ванием с 10%-ной частотой рекомбинаций, в то же время по 
гипотезе Но сцепление может вовсе отрицаться. (В действи
тельности, это сильное упрощение, так как, вообще говоря, мы 
должны рассматривать множество альтернативных гипотез, со
ответствующих сцеплению с другими значениями частоты ре
комбинации, отличными от рассматриваемой.) После сбора 
семейных данных мы подсчитываем две вероятности: Р  — веро
ятность того, что наблюдаемые данные не противоречат основ
ной гипотезе Н, когда она истинная, и Р 0 — вероятность того, 
что те же данные могли иметь место, когда верна гипотеза Но- 
По отношению Р /Р о  (отношение шансов или правдоподобия) 
можно судить о том, насколько более вероятно появление на-
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блюдаемых данных при условии истинности Н, чем при условии 
истинности Но- Если это отношение превосходит какой-нибудь 
достаточно большой порог Т, мы отвергаем Но в пользу гипо
тезы Н.

По соглашению, в генетике человека предпочитают исполь
зовать десятичные логарифмы отношений вероятностей, именуе
мые лод'-баллами (от английского 1о§ю о! Ше Осісіз Каііо). 
Отношения вероятностей для независимых выборок могут быть 
объединены путем перемножения, и, таким образом, лод-баллы, 
полученные по независимым выборкам, могут просто суммиро
ваться.

При планировании анализа возникают два вопроса.
1. Порог: какой должна быть величина порога Т, чтобы сни

зить до приемлемой величины риск ошибочно отвергнуть ну
левую гипотезу Н0, в случае, когда она в действительности 
верна?

2. Необходимая величина выборки: как велика должна быть 
івыборка для того, чтобы можно было с большой достовер
ностью принять гипотезу Н в случае, когда она действитель
но верна?
В генетике человека принятая величина порога [26] для 

единичного наблюдения сцепления соответствует отношению 
шансов не меньше чем 1000: 1 и значению лод-балла 3,0. Этот 
порог не такой строгий, как может показаться. Д ва случайным 
образом выбранных локуса в геноме человека, вероятнее всего, 
располагаются в разных хромосомах или в разных хромосом
ных плечах, если речь идет об одной хромосоме. При грубой 
оценке имеется шансов 50 :1  против сцепления. Д аж е если, со
гласно наблкадаемым данным, вероятность сцепления в 1000 раз 
превышает вероятность его отсутствия, тот факт, что в общем 
случае отсутствие сцепления в 50 раз более правдоподобно, 
чем его наличие, означает, что лод-балл, равный 3, соответст
вует истинной величине отношения шансов за сцепление только 
20 :1 . Другими словами, при значении лод-балла, равном 3, 
в одном из 20 случаев может быть ложный результат. (Иногда 
авторы ошибочно утверждают, что лод-балл, равный 3, озна
чает 1000-кратное превышение вероятности сцепления над ве
роятностью его отсутствия — это неверно.) При величине лод- 
балла, равной 4, результат за наличие сцепления будет фиктив
ным в одном случае из 200.

Необходимый размер выборки может быть установлен под
счетом ожидаемого вклада каждой семьи в общую сумму лод- 
баллов. При заданной структуре семьи подсчитывается «ожи
даемое значение лод-балла», или ЕЬОО (от англ. «Ехресіесі 
ЬОО зсоге»). Необходимо набрать достаточное количество се
мей, чтобы сумма ожидаемых лод-баллов значительно превы

1 5 - 4 3 4
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сила порог, требуемый для принятия гипотезы о наличии сцеп
ления.

Сила метода правдоподобия — в его гибкости. При наличии 
генных взаимодействий, к примеру, можно проверить гипотезу, 
согласно которой для проявления болезни необходимо наличие 
мутаций одновременно по обоим локусам. В случае же с гене
тической гетерогенностью можно проверить гипотезу о том, что 
для проявления заболевания достаточно мутации по любому из 
двух локусов. В данной ситуации это означает, что в каждой 
семье будет наблюдаться сцепление только с одним из двух 
локусов.

3. Карта генетического сцепления генома человека

Генетика человека существенно продвинется вперед с по
явлением полной карты сцепления. Такая карта будет состоять 
из маркеров ПДРФ, равномерно разбросанных по всем хромо
сомам, покрывая в целом около 3300 сантиморганид (сМ).

За  последние несколько лет в этом направлении был сделан 
значительный шаг вперед. В конце 1987 г. Донис-Келлер [20] 
сообщил о построении карты для 403 локусов генома человека, 
распределенных по всем группам сцепления соответственно чис
лу хромосом. В это же время Уайт [21] распространил букле
ты, содержащие 255-локусную карту, с группами сцепления, 
охватывающими 17 из 23 хромосом. Так как перекрывание 
между наборами маркеров, изученными в этих двух группах, 
невелико, возможно построение 600-локусной суммарной карты. 
Учитывая, что в настоящее время этими и другими группами 
исследователей картируется множество дополнительных ПДРФ- 
маркеров, представляется вполне реальным, что вскоре в нашем 
распоряжении окажется карта для более чем 1000 ПДРФ. Эта 
карта будет иметь в среднем по одному маркеру на каждые
3 сМ (хотя реальные промежутки будут случайными, а не ре
гулярными).

Такая плотная карта ПДРФ-маркеров чрезвычайно удобна 
для анализа человеческого генома.
1. Все без исключения семьи оказываются полностью информа

тивными для анализа сцепления. Когда в анализе сцепления 
используются случайные и некартированные ПДРФ-марке- 
ры, 'мейозы, происходящие у индивидов, гомозиготных по од
ному из них, не являются информативными для анализа 
сцепления ПДРФ -маркера с интересующим нас заболевани
ем. Наличие плотной карты позволяет, однако, выбирать в 
любом районе несколько близко расположенных ПДРФ  та
ким образом, чтобы все индивиды были заведомо гетерози
готными хотя бы по одному из них. Получение такой инфор
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мации позволяет осуществить анализ полилокусного сцепле
ния с помощью компьютера.

2. Наследование локуса, ответственного за  заболевание, мож
но проследить более строго, используя фланкирующие мар
керы. Бели между маркерами, расположенными по обе сто
роны от предполагаемого локуса, ответственного за болезнь, 
рекомбинация не наблюдается, можно быть уверенным, что 
данный локус, расположенный между ними, наследовался 
совместно с этими маркерами (если не учитывать малую ве
роятность того, что мог произойти двойной кроссинговер). 
В действительности, в генетике давно уже считается, что 
анализ по таким тройным перекрестам много точнее, чем по 
двойным. Повышенная точность упрощает процедуру приня
тия или отклонения гипотезы, и таким образом, уменьшает

, необходимое для анализа количество семей (ом., к примеру, 
рис. 1).

3. Можно одновременно проследить наследование нескольких 
разных районов генома. Это позволяет установить сцепление 
в случае генетической гетерогенности заболевания.
Нам представляется, что в будущем анализ сцепления пер

воначально будет основан на использовании стандартного на
бора приблизительно 150—200 высокоинформативных ПДРФ- 
маркеров, распределенных по всему генному, с интервалом 
около 15—20 сМ. После того как все изучаемые родословные 
окажутся генотипированными по каждому маркерному локусу, 
будет проведен компьютерный анализ, тестирующий каждый 
такой участок на наличие шансов за сцепление (т. е. на пре
вышение величины суммарного лод-балла, равной 1,5—2,0). 
Любой фрагмент, предположительно сцепленный с изучаемым 
признаком, будет изучен затем более подробно с использова
нием плотной карты ПДРФ, например с плотностью один мар
кер на каждые 3 сМ. Это позволит извлечь всю информацию, 
заключенную в родословной, и увеличит величину лод-балла. 
Естественно, при планировании такого анализа вполне уместен 
вопрос: сколько семей необходимо, чтобы при наличии редкой 
карты ПДРФ  уловить хотя бы намек на сцепление, а для плот
ной карты ПДРФ  иметь возможность доказать с определенно
стью наличие сцепления?

4. Планирование анализа сцепления для болезней 
с простым типом наследования

Под простым типом наследования мы понимаем, что бо
лезнь: 1) наследуется как классический менделевский доми
нантный или рецессивный признак, проявляющий полную пене- 
трантность, и 2) вызвана мутациями в одном локусе. Данные

15*
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точных эпидемиологических исследований заболевания обычж> 
даю т основания судить о том, справедливо первое условие или 
нет. В противоположность этому второе условие обычно следу
ет принимать на веру: не существует такого мощного метода 
(за исключением картирования самого гена) для доказательст
ва того, что мутации по одному локусу являются причиной дан
ного заболевания, и в то же время существует много поводов 
усомниться в этом. Но к  данному вопросу мы вернемся позже, 
при обсуждении генетической гетерогенности (разд. 6).

Болезнь Гентингтона и муковисцидоз являются яркими 
примерами признаков с доминантным и рецессивным типом на
следования, соответственно. Оказывается, что в обоих случаях 
болезнь — следствие мутаций единичного локуеа (на хромосо
ме 4р для болезни Гентингтона и 7^ — при муковисцидозе).

Д ля заболевания с простым типом наследования относитель
но легко построить карту сцепления. Рассчитав сумму ЕЬОО- 
баллов (ожидаемая величина лод-балла), можно прямо оценить 
требуемую величину выборки. На рис. 1 А, Б  показано число 
ядерных семей с двумя или тремя пораженными, которое тре
буется, чтобы гарантировать 50%-ную вероятность успеха при 
картировании доминантного или рецессивного признака. Это 
число является функцией плотности расположения используе
мых ПДРФнмаркеров. Рисунок демонстрирует количество семей, 
необходимое 1) в случае, когда несколько маркеров рестрик
ционного полиморфизма используются по отдельности, и 2) ес
ли задействован весь потенциал карты ПДРФ , т. е. использу
ются фланкирующие маркеры. Рис. 15,7" позволяет судить о 
количестве семей, необходимых для достижения успеха в 95% 
случаев. (В каждом случае предполагается, что ПДРФ  полно
стью информативны: по существу, закономерность такова, что 
потребуется вдвое большее количество семей, если используе
мые ПДРФ  информативны в 50% случаев.) Как следует из 
рис. 1, необходимое количество семей (< 1 2 ) вполне эффектив
но при наличии геномной карты ПДРФ , отстоящих друг от 
друга на расстоянии 20—30 см.

Далее мы рассмотрим признаки с более сложным тшшм на
следования и обсудим проблемы, возникающие при их карти
ровании с помощью анализа сцепления, и пути их преодоления.

5. Осложнения: неполная пенетрантность и ошибки 
клинической диагностики

Генетический признак, для проявления которого необходи
мы дополнительные факторы, проявляет неполную пенетрант
ность. Эти факторы могут включать в себя условия окружаю
щей среды, генетическое предрасположение, а также случай-
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Доминантный признак Рецессивный признак

Расстояние между соседними 
ПДРФ-маркерами <сМ)

Доминантный признак

Расстояние между соседними 
ПДРФ-маркерами (сМ)

Рецессивный признак

Расстояние между соседними 
ПДРФ-маркерами (сМ)

Расстояние между соседними 
ПДРФ-маркерами (сМ)

Рис. 1. Количество семей, необходимое для картирования простых менделев- 
ских признаков с помощью полностью информативного набора ПДРФ-марке- 
ров: сравнение метода единичных маркеров (жирные кривые) и интерваль
ного картирования (тонкие кривые). Гаплотипные фазы ПДРФ-маркера 
и доминантного признака считаются известными, в случае рецессивного призна
к а — неизвестными. Для доминантного признака графики показывают ожи
даемое количество мейозов, необходимое для накопления суммарного лод- 
балла, равного 3,0 (А), а также количество, необходимое для обеспечения 
95%-ной гарантии достижения этой величины (В). Для рецессивного признака 
графики показывают ожидаемое количество различных (по количеству боль
ных сибсов) семей, необходимое для достижения суммарного лод-балла 
3,0 (5 ) , а также количество этих семей, необходимое для достижения 95%-ной 
гарантии (Г) .  Учет количества больных в семье необходим, так как при 
рецессивном наследовании отсутствует информация о фазе исследуемого 
признака; анализ пораженных сибсов дает дополнительную информацию о фа
зе признака и маркера. В случае доминантного наследования, когда фазы 

известны, все мейозы можно изучать независимо друг от друга.
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ность. Простой пример — ретинобластома, при которой у 
индивидов, наследующих одну дефектную копию рецессивного 
онкогена, развивается рак, если вторая копия инактивирована 
событиями в соматических клетках; это случайное событие 
встречается достаточно часто, поэтому пенетрантность высока 
[12]. В семьях с наследственными формами болезни Альцгей
мера заболевание может не проявить полную пенетрантность 
попросту из-за того, что некоторые пораженные погибнут по 
другим причинам, так и не проявив симптомов. Синдром Вер
нике — Корсакова вызван, по-видимому, мутацией, приводящей 
к более слабому по сравнению с нормой присоединению транс- 
кетолазой тиаминпирофосфата, однако клинический фенотип 
(энцефалопатия, вызванная алкоголем) проявляется только у

Пенетрантность

Рис. 2. Шансы успешного картирования признака у больных и у здоровых 
сибсов как функция пенетрантности гена, обусловливающего заболевание. 
Диаграмма показывает отношение двух ожидаемых лод-баллов (ЕЬСЮ): для 
здорового сибса и для больного при отсутствии маркера (0 сМ). Все фазы

считаются известными.

больных, предпочитающих диету, обедненную тиамином [27]; 
таким образом, степень пенетрантности может широко варьиро
вать в зависимости от условий окружающей среды и точности 
определения фенотипа (энцефалопатия или связывание тиамин
пирофосфата). Многие заболевания, такие, как наследственные 
формы маниакально-депрессивного психоза, проявляют непол
ную пенетрантность по неизвестным причинам.

В случае болезни, наследуемой как доминантный признак 
с полной пенетрантностью, здоровые дети от брака с одним 
больным родителем так же информативны, как и больные дети: 
в обоих случаях імы точно знаем, какой аллель локуса, ответ
ственного за заболевание, был унаследован каждым из них. 
Однако, когда пенетрантность неполная, генотип здорового



Картирование сложно наследуемых признаков человека 223

потомка от больного родителя всегда неоднозначен. Неудиви
тельно, что и анализ наследуемых ими маркеров мало что мо
жет дать в этом отношении, поскольку мы не знаем точно, 
унаследовали они мутантный аллель или нет. Рис. 2 показыва
ет, как быстро уменьшается величина суммарного лод-балла с 
уменьшением степени пенетрантности.

Проблема неопределенности генотипа здорового индивида 
возникает и в случае рецессивного признака при полной пене
трантности: существуют три возможных генотипа для группы 
здоровых сибсов, но только один — для группы больных. Д ля 
тесно сцепленного маркера отношение шансов будет 1 : (3/4) 
в случае здоровых сибсов и 1 : (1/4) в случае больных, что де
лает вклад в суммарный лод-балл от больных членов в 5 раз 
меньшим, чем от здоровых. Неполная пенетрантность только 
усложняет ситуацию (рис. 2).

Оценивая информативность семьи для анализа сцепления, 
необходимо обратить внимание на количество мейозов, порож
дающих появление больных индивидов (исключая случаи доми
нантных признаков с полной пенетрантностью, когда при гете- 
розиготности интересующего нас локуса все мейозы представ
ляют ценность). Сбор данных по здоровым сибсам не приведет 
к ошибке, но необходимо ясно представлять, что польза от 
этих данных для идентификации локуса, ответственного за бо
лезнь, относительно невелика, кроме случаев доминантности с 
полной пенетрантностью. (Заметим, что, хотя здоровые еибсы 
не очень информативны в плане выявления ответственного за 
болезнь локуса, они могут быть ценны для восстановления ге
нотипа умершего родителя по ПДРФ-маркерам.)

Следует учесть, что неполная пенетрантность^заметно ослож
няет анализ сцепления. Если в проверяемую на сцепление мо
дель не заложена соответствующая степень неполноты пене
трантности, тогда истинное сцепление может быть полностью 
просмотрено: здоровые индивиды окажутся рекомбинантами. 
Чтобы исключить сцепление данной болезни с каким-либо райо
ном, необходимо провести специальный анализ, принимая сте
пень пенетрантности очень низкой. Величина суммарного лод- 
балла при этом будет отражать информацию, полученную от 
больных индивидов.

Обратным по отношению к проблеме неполной пенетрантно
сти является вопрос о возможности ошибочной диагностики 
болезни у здоровых индивидов. В то время как неполная пене- 
трантность определяет неоднозначность генотипа здорового ин
дивида и тем самым снижает его ценность в анализе сцепле
ния, возможность неправильного диагноза означает, что и гено
типы больных индивидов такж е должны рассматриваться как 
неоднозначные. Ошибочный диагноз маловероятен для таких
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явных заболеваний, как муковисцидоз, но представляет 
серьезную проблему при анализе психических нарушений. 
В диагностические критерии для этих заболеваний включено 
огромное количество поведенческих реакций, а наличие других 
больных в этой семье зачастую рассматривается как подтверж
дение диагноза. Используя рис. 3, можно оценить влияние дан
ного уровня ошибок диагностики на анализ сцепления. Так как 
неправильная диагностика может серьезно отразиться на ана
лизе сцепления, лучший выход из положения — приписывать 
всякому индивиду, диагноз которого сомнителен, «неизвестный 
фенотип». Только после обнаружения сцепления можно вер
нуться к таким индивидам и выяснить, унаследовали ли они

. Вероятность ошибочного диагноза 
для здорового сибса

Рис. 3. Кривые показывают для доминантных и рецессивных заболеваний от
носительные вероятности (ЕЬСЮ) того, что в результате мейоза для случаев 
с известной фазой сцепления появится больной ребенок; значения приводятся 
Для разных вероятностей ошибочного диагноза генетически нормального сибса

как больного.

генотип больного. Только таким путем можно узнать, являются 
ли неоднозначные симптомы проявлением исследуемого забо
левания.

6. Осложнения: генетическая гетерогенность и фенокопии

Самым серьезным препятствием при изучении сцепления 
является генетическая гетерогенность, связанная с тем фактом, 
что мутации в разных локусах приводят к одноіму фенотипу. 
Классические примеры генетической гетерогенности для низших 
организмов— прерывание автономного биохимического .пути на 
любой из его стадий и потеря или нарушение гетеромультимер-
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ного белкового комплекса вследствие мутаций в структурном 
гене любой из его субъединиц. Несложно представить и другие 
возможные причины гетерогенности. Ими могут быть мутации 
регуляторных генов или посттрансляционные модификации. 
Хотя у низших организмов генетическая гетерогенность фено
типов является правилом, это не приводит к серьезным ослож
нениям, поскольку генетик всегда может поставить комплемен- 
тационное скрещивание для проверки аллельности мутаций.

Феномен генетической гетерогенности у человека изучен в 
меньшей степени, однако нет оснований полагать, что в данном 
случае он более редок. К примеру, выяснилось, что наследст
венная метгемоглобинемия, которая ранее рассматривалась в 
клиническом отношении как однородная, может быть вызвана 
мутациями как альфа-, так и бета-цепей гемоглобина или даже 
мутациями ЫАВН-дегидрогеназы [28]. Эллиптоцитоз [29] и бо
лезнь Ш арко — Мари — Туса [30, 31] оказались гетерогенными, 
поскольку в обоих случаях тесное сцепление, наблюдаемое в 
одних больших родословных, полностью отсутствовало в других. 
Сходная картина обнаружена и при изучении наследования 
маниакально-депрессивного психоза в большой родословной ре
лигиозной общины амишей [14], в которой было выявлено сцеп
ление этого заболевания с одним из сегментов хромосомы 11р. 
В других больших родословных подобное сцепление не было 
обнаружено [32, 33]. По-видимому, пигментная ксеродерма и 
синдром Луи-Бар (атаксия-телеангиэктазия) генетически гете- 
рогенны, поскольку опыты іп ѵііхо на клеточных экстрактах 
выявили соответственно девять и пять групп комплементации 
[34—36]. Некоторые браки дают возможность исследовать ком
плементацию и у человека. Так, семьи, в которых оба родителя 
страдают альбинизмом, а все их дети — здоровые, демонстри
руют генетическую гетерогенность альбинизма, на что ранее 
указывали фенотипические различия и популяционная генетика 
(более высокий уровень близкородственных браков среди роди
телей больных детей по сравнению с ожидаемым уровнем для 
случая одного рецессивного генома). Сходные данные предпо
лагают гетерогенную природу врожденной глухоты [28].

Гетерогенность — это настоящий кошмар для генетика, по
скольку в разных семьях можно найти свидетельства как в 
пользу сцепления, так и против него. Д аж е небольшая степень 
гетерогенности может сказаться на стандартном лод-балле, 
приводя к отрицательным значениям, даже если маркер тесно 
сцеплен с одним из локусов, контролирующих признак. (Вслед
ствие этого необходимо быть очень осторожным при «исключе
нии» локуса из кандидатов на ген болезни во всех случаях, 
когда возможна гетерогенность, а она встречается почти 
всегда.)
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Возможное разрешение затруднений, вызванных гетероген
ностью, состоит в следующем.

1. Дифференциация клинических форм заболевания. Наилуч
ший способ преодолеть генетическую гетерогенность — это вы
явить клинический признак, по которому различные генетиче
ские формы четко отличаются: исследование одного гетероген
ного нарушения сводится тогда к изучению двух или более 
гомогенных нарушений. Так, к примеру, клинические фенотипы 
были использованы для выявления двух форм нейрофибромато- 
за (Реклингхаузена и билатеральный акустический Н Ф ), кото
рые по данным недавних исследований картируются в различ
ных локусах [15, 16, 38].

К сожалению, пока нет единого правила, позволяющего без
ошибочно дифференцировать различные формы генетического 
заболевания. Клиническая картина заболевания может значи
тельно варьировать вследствие как минимум трех причин:

а) единичная мутация в единственном локуое может экс
прессироваться различным образом под влиянием несцеп- 
ленного генетического локуса, выполняющего роль моди
фикатора окружающей среды или в силу простой случай
ности;

б )  различные мутации в одном локусе могут нарушить одну 
и ту же биохимическую функцию, но по-разному или с 
разной степенью, как это имеет место в случае мышечной 
дистрофии Бекера, которая вызвана менее тяжелыми по 
своему проявлению аллелями гена мышечной дистрофии 
Дюшенна;

в) заболевание может быть вызвано мутациями в несколь
ких разных локусах.

Такие явления носят соответственно названия: (а) эффект 
фона, (б) аллельная гетерогенность, (в) генетическая гетеро
генность.

Другими словами, болезнь может быть клинически гетеро- 
генна, даже если она не является гетерогенной генетически, 
обратное утверждение тоже верно. Д ля того чтобы рассматри
вать клинические различия как полезный генетический инстру
мент, необходимо показать сначала, что все члены данной семьи 
попадают в один фенотипический подкласс. (Не существует 
генетических приемов, позволяющих определить, является ли 
данное различие следствием аллельной или генетической гете
рогенности. Такую возможность предоставляют только компле- 
ментационные браки.) К примеру, естественным кандидатом для 
анализа на дифференциацию генетической картины психическо
го нарушения был бы признак воаприимчивасти к определенно
му лекарству. К сожалению, лишь немногие исследователи
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изучали склонность больных индивидов из одной семьи сходным 
образом реагировать на лекарства.

Дифференциация фенотипов — ключевой момент в медицин
ской генетике. Однако следует также полагаться на интуицию, 
ведь нельзя с уверенностью утверждать, что картина заболева
ния полностью ясна.

2. Изучение отдельной большой родословной. Другой под
ход, позволяющий избежать осложнений, вызванных генетиче* 
ской гетерогенностью, — это работа с отдельной родословной, 
достаточно большой для проведения анализа сцепления. К при
меру, Гузелла [16] проанализировал одну обширную родослов
ную (сотни индивидов) из Венесуэлы, в которой сегрегировала 
хорея Гентингтона. Хотя дальнейшие исследования сцепления 
показали, что люди, страдающие этой болезнью, составляют гене
тически гомогенную группу, этот факт все ж е нельзя было за
ранее предсказать. При исследовании большой родословной в 
религиозной общине амишей Эгланд продемонстрировал расщеп
ление по наследуемой форме I маниакально-депрессивного пси
хоза. Кроме того, обнаружено сцепление с ПДРФ-маркером на 
хромосоме 11р. Анализ нескольких других больших родословных 
[32, 33] не выявил сцепления с этим районом и доказал таким 
образом наличие гетерогенности.

В подходе, использующем большие родословные, существуют 
некоторые недостатки:

а) для большинства доминантных и почти для всех рецес
сивных заболеваний просто невозможно найти достаточ
но большой родословной;

б) попытка «расширить» родословную путем выявления как 
можно большего количества больных может на самом 
деле привнести гетерогенность в случаях широко распро
страненных мультификаториальных заболеваний, таких, 
как маниакально-депрессивный психоз, ишемическая бо
лезнь сердца и др. При сборке таких родословных из боль
шой смешанной популяции, каковой является население 
США, возникает вероятность того, что в разных частях 
одной и той же родословной будут сегрегировать аллели 
или локусы, ответственные за разные заболевания. С по
зиций анализа сцепления такая внутрисемейная гетеро
генность еще хуже, чем гетерогенность межсемейная;

в) даж е если подход, основанный на анализе больших родо
словных, увенчается успехом, сделанный вывод нельзя пе
реносить на общую популяцию.

Чтобы выяснить, имеют ли полученные данные общее значе
ние, необходимы дальнейшие интенсивные исследования на мно
гих других (обязательно меньших) семьях. Действительно, 
сцепление между маниакально-депрессивным психозом (МДП)
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и маркерами на хромосоме 11р, выявленное в большой родо
словной амишей, надо доказать на примере других родословных. 
Предположительно это может быть очень редкая форма МДП. 
Несмотря на эти ограничения, подход с использованием боль
ших родословных может быть достаточно полезным, особенно 
для относительно редких заболеваний.

3. Изучение отдельного географического района. Аналогич
ный подход, позволяющий избежать эффекта генетической гете
рогенности, заключается в проведении исследований в изолиро
ванной общине. Заболевания, которые в смешанной популяции, 
такой, как США, являются гетерогенными, в изолированной 
группе скорее всего будут обусловлены уникальной мутацией.

4. Симультанный скрининг генома с использованием малых 
семей. Доступность полной карты сцепления ПДРФ  человече
ского генома делает возможным выявить сцепление, даж е если 
в изучаемой популяции сегрегирует более чем один локус. Этот 
недавно разработанный метод [23], известный как симультан
ный скрининг, подводит к естественному обобщению стандарт
ного метода картирования сцепления.

После приготовления препаратов Д Н К  отобранных семей 
проводится анализ ПДРФ-маркеров, охватывающих весь геном. 
Если для всех семей один и тот же фрагмент генома окажется 
тесно сцепленным с исследуемым заболеванием, картирование 
на этом будет закончено. Если сцепление не будет обнаружено 
ни с одним из фрагментов геноіма, следует проверять все 
пары фрагментов с целью найти такую их пару А и В, для ко
торой в каждой семье наблюдается тесное сцепление признака 
либо с фрагментом А, либо с фрагментом В. Если болезнь свя
зана с мутациями в одном из двух локусов, то правильным об
разом выбранная пара будет обладать указанным свойством.

Для вычисления лод-баллов по любой из гаар фрагментов А 
и В необходимо подсчитать: 1) вероятность появления заболе
вания для случая, когда оно обусловлено мутациями как по 
локусу из фрагмента А, так и по локусу из фрагмента В (грубо 
приблизительно с равной частотой) и 2) вероятность появления 
заболевания в случае, когда оба фрагмента А и В не сцеплены 
с заболеванием. (Метод может быть без изменений распростра
нен на случаи, допускающие участие в развитии болезни трех 
и более ложусов в разных интервалах генома, на случаи, допус
кающие использование части семей в отсутствие генетических 
данных, а также на случаи, допускающие разную частоту алле
лей для разных участков.) Смысл состоит в том, что легче вы
явить пару участков, по которым идет расщепление во всех 
семьях, чем выделить единичный участок, объясняющий сегре
гацию только в половине семей.

Важная проблема — это выбор удовлетворительного порога
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для принятия наличия сцепления. Так как  рассматривается 
много различных гипотез, вероятность того, что а ргіогі каж дая 
данная гипотеза верна, уменьшается, поэтому обычный порог 
3,0 должен быть увеличен в случаях, когда анализируют одно
временно два интервала. Ландер и Ботштейн рассмотрели этот 
математический вопрос [23] и подсчитали количество семей, 
необхюдимое для выявления сцепления с доминантным или ре
цессивным гетерогенным признаком для семей, различных по 
величине (для примера ом. рис. 4). Основная идея сделанного 
тши вывода: необходимо отбирать семьи с количеством больных 
в одном поколении не меньше трех (предпочтительнее четырех), 
а в случае с доминантным признаком также и с одним больным 
родителем.

Метод симультанного скрининга может быть использован 
не только для поиска локусов, как в приведенном выше приме- 

*ре, но и для проверки ранее установленных другими методами 
локусов-кандидатов, с той лишь разницей, что для группы порог 
требуется меньший, чем для начального выявления единичного 
локуса. Д ля некоторых гетерогенных заболеваний сцепление с 
различными локусами может быть первоначально установлено 
традиционным анализом на сцепление, проводимым в больших 
родословных. Чтобы решить вопрос о достаточности только этих 
локусов для объяснения ситуации с данным заболеванием, не
обходимо, используя метод симультанного скрининга, исследо
вать малые семьи (исключая все сколько-нибудь большие) для 
достижения суммарного лод-балла, равного 3,0.

Заметим, что, хотя генетическая гетерогенность может свес
ти на нет усилия традиционного анализа сцепления, она не вы
является даж е сегрегационным анализом (заключающимся в 
тестировании родословных на соответствие менделевским пра
вилам наследования): сколько бы разных локусов ни участво
вало в проявлении рецессивного признака, в каждой семье 
ожидаемое менделѳвское расщепление равно 3 :1 .

С проблемой гетерогенности тесно связано явление фено- 
копий. О фенокопии говорят, когда негенетическая причина 
(такая, как вирус или условия окружающей среды) сказыва

ется на проявлении фенотипа, характерного для наследствен
ного заболевания. К примеру, гомозиготность по мутантному 
аллелю гена аі-антитрипсина часто вызывает легочную эмфи
зему, но более частой причиной такого фенотипа в общей попу
ляции является курение1 [28].

1 Это неудачный пример феиокопии, поскольку эмфизема легких разви
вается только у меньшей части курильщиков, генетически предрасположенных 
к ней в силу разных причин, одной из которых является недостаточность 
«і-антитрипсина. — Прим. ред.



А  К ак  часто каждый из фрагментов,
сегрегирует независимо от заболевания?

Лпагменты А В С Р Е  Р О Н I

Как часто одновременно В и Р 
сегрегируют независимо 
от заболевания?

А  В  С  Э Е  Р О Н

, Наблюдаемые" 
кроссоверы 11 6 8 13 10 4 12 8 9

А 3 5 7 5 3 9 5 5

( Ожидаемые " 
кроссоверы, если: С 3 4 2 5 3 4

признак а В 10 0 10 10 10 10 10 10 ю . О 7 3 12 7 8

признак в Р 10 10 10 10 10 0 10- 10 10
Е 2 8 4 5

признак в В ^0 5 
либо в Р

10 10 10 5 10 10 10 Р 3 2 2

Общее количество возможных кроссоверов: 20 6 7 12

Н 4

В Количество семей, необходимое для картирования 
гетерогенного доминатного признака

(Д ля карты с точностью 20 сМ)

Количество генов, 
ответственных за болезнь

Рис. 4. Иллюстрация принципа симультанного скрининга и возможностей 
такого подхода для картирования генетически гетерогенных признаков. В слу
чае (Л) гипотетический геном разделен на 9 фрагментов (А, В. .Л),  фланки
рованных полностью информативными ПДРФ-маркерами. Во второй строке 
приведены данные по «наблюдаемым» кроссннговерам для гена доминантного 
заболевания, «полученные» иа основе анализа двадцати информативных мей- 
озов. Для трех различных гипотез о локализации гена болезни даны ожи
даемые количества кроссинговеров. Третья гипотеза о равновероятности место
нахождении гена, заболевания во фрагментах В и Р наилучшим образом 
согласуется с данными, но это нас не устраивает. В случае (5 ) для тех же 
фрагментов мы записываем количество мейозов, при которых признак реком
бинирует одновременно с двумя фрагментами данной пары. В этом случае 
пара фрагментов В и Р выявляется более четко. В и Г  демонстрируют коли
чество семей с тремя пораженными, необходимое для картирования гена, 
ответственного за гетерогенный рецессивный признак и гетерогенный доми
нантный признак соответственно. В обоих случаях частоты генов, ответст
венных за признак, принимаются одинаковыми. Кривая «Поиск» относится 
к доказательству наличия сцепления для данного набора участков по резуль
татам симультанного скрининга; кривая «Доказательство» относится к по
следующему доказательству вклада каждого из локусов. Кривая «Без карты» 
относится к использованию каждого из методов в отдельности. Фазы считают
ся известными только для ПДРФ-маркеров и доминантных признаков, но ие 

для рецессивных признаков.
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Фенокопии сказываются на анализе сцепления таким же об
разом, как и гетерогенность: наряду с семьями, в которых вы
является сцепление с маркером, обнаруживаются семьи, в ко
торых расщепление затрагивает разные локусы. В случае неза
висимости возникновения фенокопий в общей популяции можно 
повысить генетическую информативность семей, введя требова
ние о большем количестве содержащихся в них больных инди
видов. Так, генетическая этиология более вероятна для семьи, 
где пять близких родственников болеют раком молочной желе
зы, нежели для семьи, где больных всего двое. Однако этот 
аргумент теряет значение, если фенокопии появляются в семей
ных кластерах, к примеру, вследствие сходных условий прожи
вания. В этом случае необходимо попытаться собрать одно
родную выборку семей, в которых сегрегирует генетическая 
ферма этого заболевания, и анализировать ее на основе стра
тегии, описанной выше для генетической гетерогенности. Если 
предполагаются и генетическая гетерогенность, и фенокопии, 
симультанный скрининг может быть модифицирован с учетом 
коррекции на долю «несцепленных» семей.

В любом случае слишком большая доля фенокопий в выбор
ке значительно затруднит всякую попытку найти сцепление.

7. Осложнения: генетические взаимодействия

Некоторые признаки являются результатом генетического 
взаимодействия аллелей более чем одного локуса. Среди низ
ших организмов это подтверждается множеством фактов, чего 
не скажешь о человеке. К примеру, известно, что проявление 
а-талаосемии частично подавляется наличием ^-формы. Предпо
лагается также, что по крайней мере некоторые из заболеваний, 
демонстрирующие частичную ассоциацию с генотипом НЬА, мо
гут быть обусловлены такж е и другими локусами.

Результатом генетического взаимодействия является и так 
называемый синтетический признак. Такой признак обусловлен 
несколькими «взаимодействующими» локусами, т. е. (Проявляет
ся только при наличии соответствующих аллелей по всем вовле
ченным локусам, в противном случае развивается абсолютно 
нормальный фенотип. По некоторым локусам мутантные алле
ли могут доминировать, по другим — быть рецессивными. Часть 
аллелей может встречаться редко, в то время как другие об
наруживаются в популяции с высокой частотой. Распространен
ность такого признака будет отражать произведение частот 
мутаций по всем локусам, участвующим в его детерминации.

Одна из возможных проблем при картировании локусов, во
влеченных во взаимодействие, заключается в том, что некоторые 
родители могут быть гомозиготными па одному из компонент
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ных локусов, хотя и не будут проявлять интересующий признак 
из-за отсутствия нужного генотипа по другим локусам. Так как 
больной ребенок мог унаследовать любую из хромосом такого 
родителя, то для данной семьи не удастся установить сцепление 
с определенным локусом. Анализ такого заболевания позволяет 
утверждать, что картина похожа на случай, когда в выборке 
имеется большая доля семей с негенетической природой забо
левания.

Однако проблема гомозиготности родителей становится зна
чительной только при достаточно высокой частоте соответствую
щего аллеля по данному локусу. По существу, успешно могут 
быть картированы только те компонентные локусы, в которых 
аллели, обусловливающие заболевание, встречаются с низкой 
частотой (< 1 0 % ).

Иногда следует учитывать параметры, минимизирующие эф
фект гомозиготности родителей. К примеру, изучение семей с 
очень большой долей пораженных сибсов может быть нежела
тельным: в такой семье более вероятно, что один или оба роди
теля гомозиготны по одному или более компонентным локусам.

Кроме проблемы гомозиготности родителей существует еще 
одно осложнение при картировании генетического взаимодейст
вия: здоровые дети значительно затрудняют любую попытку 
картировать отдельный компонентный локус. Если ребенок и 
наследует по какому-то локусу аллель, ответственный за забо
левание, он может не унаследовать саму болезнь, если не уна
следует всех необходимых для данного заболевания аллелей 
по другим локусам. (Всякий компонентный локус вызывает за 
болевание, только с низкой пенетрантностью.) Таким образом,, 
как было отмечено выше, генотипы здоровых детей не могут 
рассматриваться как свидетельство против сцепления с возмож
ным локусом; полагаться стоит только на генотипы больных 
детей.

Если предположить, что больные дети являются следствием 
исключительно генетических причин и что частота аллелей не
велика, то анализ сцепления становится относительно простым.

1. Для рецессивного компонентного локуса картирование 
происходит как и в моногенном случае: признак будет сегреги
ровать совместно с каждым из рецессивных компонентных ло
кусов; требуется такое же количество семей с заданным числом 
больных индивидов.

2. Для доминантного компонентного локуса единственное 
отличие от моногенного случая заключается в том, что нельзя 
сказать, какой из двух родителей привносит аллель, ответствен
ный за болезнь. Вследствие этого необходимо количество семей 
большее, чем для случая простого моногенного наследования, 
(рис. 5).
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8. Полигенное наследование

Известно, что наследование некоторых признаков характе
ризуется такими генетическими феноменами, как гетерогенность, 
неполная пенетрантность или интегрирующее взаимодействие. 
Наиболее сложное наследование — полигенное, при котором 
аллели нескольких разных локусов взаимодействуют друг с дру
гом по принципу аддитивности, обусловливая таким образом 
риск проявления признака или заболевания. Каждый добавоч
ный «плохой» аллель увеличивает предрасположенность инди
вида, но ни один из локусов не является существенным для

Расстояние между соседними ПДРФ-маркерами (сМ)

Рис. 5. Количество семей, необходимое для картирования компонентного до
минантного аллеля, участвующего в развитии заболевания в случае модели 
генного взаимодействия. Считаются неизвестными и родитель, от которого 
унаследован данный аллель, и фаза этого аллеля с маркером. Частота аллеля 
в общей популяции не превышает 5%, поэтому один из родителей рассмат
ривается как гетерозигота, а другой — как нормальная гомозигота (см. текст). 
Для сравнения также показано количество семей, необходимое для случая, 

когда за признак отвечает доминантный аллель одного гена.

этиологии данного заболевания. Поэтому в данном случае не
возможно по фенотипу определить генотип. Расчеты показыва
ют, что картирование полигенных заболеваний в общей популя
ции людей бесперспективно. Тем не менее для поиска полиген
ных факторов при скрещивании линий животных, отличающихся 
по физиологическим признакам, были разработаны методы, ис
пользующие весь потенциал полной карты ПДРФ-маркеров. 
Подобные исследования могут выявить специфические локусы,. 
которые в дальнейшем следует изучать более прямыми метода
ми у человека.

16—434
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9. Картирование редких рецессивных признаков

В случае многих заболеваний трудно подобрать достаточное 
количество семей с несколькими больными индивидами для 
проведения традиционного анализа сцепления. Многие рецес
сивные нарушения, имеющие медицинскую или биологическую 
значимость, очень редки и возникают случайно у отдельных ин
дивидов или в малых группах. Д аж е для распространенных 
заболеваний подбор семей с несколькими больными может быть 
сложной задачей, если болезнь приводит к гибели в раннем 
возрасте.

Недавно для картирования редких рецессивных заболеваний 
был описан эффективный подход, назіванный картированием по 
гомозиготности. При этом используется Д Н К  больных детей 
от близкородственных браков [24]. В 1902 году Гэррод [39] 
заметил, что значительную часть его больных алікаптонурией 
составляли дети от браков между родственниками. Почти сра
зу же Бэтсон предложил объяснение, основанное на законах 
Менделя и состоявшее в том, что близкородственные браки 
предоставляют наилучшую возможность для рецессивного ал- 
леля перейти в гомозиготное состояние. Действительно, чем 
реже болезнь, тем большей будет доля инбредных браков среди 
родителей больных детей: если частота аллеля, ответственного 
за данное заболевание в данной популяции, есть д, то вероят
ность его гомозиготности в целой популяции пропорциональна 
<72, но пропорциональна ц в инбрѳдной популяции. Значитель
ная область хромосомы, фланкирующая предполагаемый локус 
заболевания, такж е переходит в гомозиготное состояние «по 
происхождению». Д ля ребенка от брака двоюродных родствен
ников среднестатистический размер этой области гомозиготно
сти «по происхождению» достигает приблизительно 28 сМ. 
Отсюда следует стратегия поиска локуса, ответственного за 
болезнь: необходимо найти область, неизменно гомозиготную 
«по происхождению», у больных детей от близкородственного 
брака.

Если бы существовала возможность достоверного выявления 
гомозиготности «по происхождению», можно было бы устано
вить сцепление с тем или иным заболеванием на основе данных 
всего лишь по трем больным потомкам от брака двоюродных 
сибсов. Это возможно, поскольку вероятность того, что искомый 
участок будет гомозиготным «по происхождению» у данного 
ребенка, равна 1 (не учитывая редкий случай, когда сегреги
рует и второй аллель), а вероятность того, что случайный 
участок будет гомозиготен «по происхождению», равна 1/16 — 
коэффициенту инбридинга при браке двоюродных родственни
ков. Поэтому отношение шансов за праівильность выбора фраг
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мента составит 16:1. Если установлено, что искомый участок 
гомозиготен «по происхождению» у трех независимых детей от 
данного инбредного брака, отношение вероятностей составит 
163, или 4096:1, что превышает общепринятый порог правдопо
добия 1000:1.

Конечно, невозможно с высокой точностью распознавать го- 
мозиготность «по происхождению». Однако можно использовать 
плотную карту сцепления на основе ПДРФ  для поиска района, 
в котором многие прилегающие ПДРФ-маркеры становятся го
мозиготными. Эффективность этого метода будет зависеть от 
плотности используемых маркеров рестрикции и уровня их 
полиморфизма (т. е. вероятности того, что они будут гомози
готными в общей популяции). Рис. 6 показывает количество 
потомков от брака двоюродных и троюродных сибсов, необхо
димое для картирования гомогенного рецессивного заболевания. 
Если использовать карту ПДРФ  с полиморфными локусами 
на каждые 5 сМ, для обнаружения сцепления понадобится ме
нее 20 инбредных детей в таких браках. Для относительно ред
ких рецессивных заболеваний метод гомозиготного картирова
ния может оказаться лучшим.

Хотя такая точная карта сцепления на основе ПДРФ-марке- 
ров пока недоступна, при существующих темпах прогресса ее 
удастся получить в ближайшие несколько лет. Поэтому сбор 
образцов Д Н К  больных детей от браков двоюродных и трою
родных родственников представляется уже целесообразным. 
(Более далекое родство супругов оказывается менее информа
тивным, так как требуется очень плотная карта ПДРФ-марке- 
ров для выявления более коротких районов гомозиготности «по 
происхождению», кроме того, при далеком родстве повышается 
вероятность того, что заболевание вызвано не гомозиготностью, 
а внедрением в родословную второго мутантного аллеля.) Гене
тики, интересующиеся картированием сцепления, должны про
явить особый интерес к тем странам, где близкородственные 
браки все еще распространены. В качестве примера: одна треть 
всех браков в индийском штате Андра — Прадеш заключается 
между дядей (со стороны матери) и племянницей [24].

10. Заключение
Использование ПДРФ-маркеров в генетике человека револю

ционизировало эту отрасль знаний. Стало возможным картиро
вать и в конечном счете клонировать гены, ответственные за 
признаки и болезни человека, почти таким же способом, как 
это делается для экспериментальных животных. Единственное 
остающееся ограничение заключается в том, что такие признаки 
требуют особого внимания, так как нет возможности применять 
к ним традиционные экспериментальные подходы.

16«
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Расстояние между соседними 
ПДРФ-маркерами (сМ)

Расстояние между соседними 
ПДРФ-маркерами (сМ)

с >г 
О 5  

ХО I

-а-а

Троюродное/ /
родство / /

Двоюродное
/родство і

Расстояние между соседними 
ПДРФ-маркерами (сМ)

0,0001  0,001 0,01 

Частота (я) мутантного аллеля

0,1

Рис. 6. Число потомков от инбредного брака, необходимое для картирования 
по гомозиготности редкого (<7= 0 ) рецессивного заболевания как функция 
расстояния между соседними ПДРФ-ма,ркерами и степени полиморфизма каж
дого из инх. Четыре кривые соответствуют ПДРФ-маркерам, выявляемым 
в общей популяции как гомозиготные с вероятностью 50%, 30%, 10% и 0% 
(предельный случай). А. Потомство от брака между сибсами; Б. Потомство 
от брака между двоюродными сибсами; В. Потомство от брака троюродных 
родственников. Если заболевание не является редким, то необходимые количе
ства следует помножить на аппроксимизирующий коэффициент коррекции (Г) .  
(Значение данного коэффициента является точным, когда расстояние между 
соседними маркерами (г і)= 0  и уровень гомозиготности (6 )= 0 ; для других 

случаев наблюдаемые отличия незначительны.)

Используя весь потенциал полной карты сцепления ПДРФ- 
маркеров человеческого генома, можно разработать альтерна
тивные подходы, позволяющие преодолеть эти генетические за 
труднения. При настоящих темпах картирования ПДРФ  надеж
да получить такую карту в ближайшие два года кажется оправ
данной. В будущем при планировании анализа сцеплений 
исследователи, рассматривая возможные пути преодоления гене
тических сложностей, могут рассчитывать на доступность кар
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ты ПДРФ-маркеров. Некоторые из таких подходов были описа
ны выше.

Как, должно быть, уже заметил читатель, «оптимальный» 
подход к изучению сцепления зависит в некоторой степени от 
точного знания природы генетических трудностей, которые 
предстоит преодолеть (к примеру, количество различных локу
сов, ответственных за гетерогенное нарушение; уровень фено- 
копийности). Однако не часто такие подробности можно с 
точностью заранее определить. Следует начинать изучение 
сцепления с выявления на основе имеющихся данных спектра 
возможных осложнений. Д алее следует определить доступный 
популяционный материал (включая большие родословные, изо
лированные популяции, детей от близкородственных браков) 
и арсенал медицинских методов (включая клинические методы 
дифференциации фенотипов), который можно использовать для 
упрощения задачи. Затем, основываясь на допущениях, приня
тых для различных типов наследования, следует вычислить ко
личество различных семей, необходимое для картирования при
знака. В конечном счете проводится подбор семей, готовятся 
препараты Д Н К. которые анализируют по большому количеству 
ПДРФ . Если предположения о генетической этиологии заболе
вания верны, то вероятность обнаружения сцепления велика. 
Если же признак в действительности более сложен, чем это 
предполагалось, сцепление не будет обнаружено. Отрицатель
ный ответ при поиске по всему геному докажет по крайней ме
ре, что заболевание более сложно, чем исходно предполагалось.

Таким образом, используя весь потенциал карты сцепления 
человеческого генома, построенной на основе ПДРФ , можно 
расширить область изучения наследственности человека, выйдя 
за рамки набора признаков, наследуемых исключительно по 
законам Менделя. В ходе подобных исследований может быть 
разрешен широкий круг медицинских вопросов, а также достиг
нут общий прогресс в исследованиях в области биологии млеко
питающих.
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