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ÏÐÅÄÈÑËÎÂÈÅ Ë. À. ÎÑÒÅÐÌÀÍÀ

Ðàçâèòèå áîëüøèíñòâà ñîâðåìåííûõ íàó÷íûõ äèñöèïëèí

íàïðÿìóþ ñâÿçàíî ñ ðàçâèòèåì ïðèìåíÿåìûõèññëåäîâàòåëÿìè

ìåòîäîâ. Â ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ èìåííî íîâûå ìåòîäè÷åñêèå

ïîäõîäû îïðåäåëÿëè ïðîðûâû â îáëàñòè áèîõèìèè è ìîëåêó-

ëÿðíîé ãåíåòèêè. Ïðè ýòîì ïîíèìàíèå ñóòè èñïîëüçóåìûõ ìå-

òîäèê âñåãäà ÿâëÿëîñü íåîáõîäèìûì óñëîâèåì ýôôåêòèâíîãî

ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ïîäõîäà. Îäíèì èç òàêèõ ìåòîäîâ, ïîçâî-

ëèâøèõ ãåíåòèêàì è ìîëåêóëÿðíûì áèîëîãàì ñäåëàòü ñðàçó íå-

ñêîëüêî îãðîìíûõ øàãîâ âïåðåä, áåçóñëîâíî ñòàëî èçîáðåòåíèå

ìåòîäà ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè.

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ïðèíöèï ÏÖÐ ïîíÿòåí áîëüøèíñòâó

øêîëüíèêîâ ïîñëå êðàòêîãî åãî èçëîæåíèÿ, ýòîò ìåòîä îáëàäà-

åò ìàññîé íþàíñîâ, î ñóùåñòâîâàíèè êîòîðûõ ïîäîçðåâàþò äà-

ëåêî íå âñå èññëåäîâàòåëè, èñïîëüçóþùèå åãî â ïîâñåäíåâíîé

ïðàêòèêå. Òàê, äàëåêî íå êàæäûé ýêñïåðèìåíòàòîð ó÷èòûâàåò

âëèÿíèå ýôôåêòèâíîñòè ÏÖÐ íà ðåçóëüòàò àìïëèôèêàöèè.

À ìåæäó òåì äàííûé ïàðàìåòð îïðåäåëÿåò âîçìîæíîñòü ñðàâ-

íåíèÿ ðåçóëüòàòîâ äëÿ ðàçíûõ ðåàêöèé. Äðóãîé ïðèìåð òèïè÷-

íîãî «çàáëóæäåíèÿ» — îòîæäåñòâëåíèå íàêîïëåíèÿ ÄÍÊ è

íàêîïëåíèÿ ôëóîðåñöåíòíîãî ñèãíàëà ïðè ïðîâåäåíèè ÏÖÐ «â

ðåàëüíîì âðåìåíè», õîòÿ åñòü ìàññà ïðèìåðîâ èç ïðàêòèêè,

êîãäà ýòè ïðîöåññû èäóò íåçàâèñèìî.

Ïðåäëàãàåìàÿ ÷èòàòåëþ êíèãà íàïðàâëåíà, â ïåðâóþ î÷å-

ðåäü, íà îáúÿñíåíèå òîíêîñòåé ìåòîäà ïîëèìåðàçíîé öåïíîé

ðåàêöèè ñ ðåãèñòðàöèåé ðåçóëüòàòîâ â ðåæèìå «ðåàëüíîãî âðå-

ìåíè». Àâòîðû ïîñòàðàëèñü ðàññìîòðåòü âñå íþàíñû ìåòîäà,

ïîçâîëÿÿ ÷èòàòåëþ ðàçîáðàòüñÿ â ñóòè ïðîöåññà. Ðàáîòà âû-

ñòðîåíà ïî ïðèíöèïó èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà ÏÖÐ «â ðåàëüíîì

âðåìåíè» äëÿ ðåøåíèÿ ðàçëè÷íûõ çàäà÷. Ïðè ýòîì àâòîðû ïî-

ñòàðàëèñü ñäåëàòü òàê, ÷òîáû èññëåäîâàòåëü ìîã îáðàòèòüñÿ ê

êàæäîé îòäåëüíîé ãëàâå, ïîíÿâ îñîáåííîñòè äàííîãî âàðèàíòà

ïðèìåíåíèÿ ìåòîäà äàæå áåç ïðî÷òåíèÿ âñåé êíèãè.

Ë. À. Îñòåðìàí



ÏÐÅÄÈÑËÎÂÈÅ Å. Ä. ÑÂÅÐÄËÎÂÀ

Ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ (ÏÖÐ) «â ðåàëüíîì âðåìå-

íè» — ìåòîäèêà, ïðî÷íî âîøåäøàÿ â ïîâñåäíåâíóþ ïðàêòèêó

èññëåäîâàòåëüñêèõ è êëèíè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèé ïî âñåìóìèðó.

Ñïåêòð çàäà÷, äëÿ ðåøåíèÿ êîòîðûõ ïðèìåíÿåòñÿ ÏÖÐ «â ðå-

àëüíîì âðåìåíè», óâåëè÷èâàåòñÿ ñ êàæäûì äíåì. Ñþäà ìîæíî

îòíåñòè êàê ñôåðó íàó÷íûõ èññëåäîâàíèé (îïðåäåëåíèå óðîâíÿ

ýêñïðåññèè ãåíîâ, àíàëèç êîëè÷åñòâåííîãî ñîîòíîøåíèÿ àëü-

òåðíàòèâíî ñïëàéñèðîâàííûõ ôîðì ìÐÍÊ è ò. ä.), òàê è ñôåðó

ïðèêëàäíûõ ïðèìåíåíèé (îïðåäåëåíèå óðîâíÿ áàêòåðèàëüíîé

èëè âèðóñíîé íàãðóçêè îðãàíà, ïîèñê ñëåäîâ ãåííî-èíæåíåðíûõ

êîíñòðóêöèé â ïðîäóêòàõ ïèòàíèÿ è ò. ä.).

Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ÷èñëî îáçîðîâ è ìîíîãðàôèé (A–Z of

Quantitative PCR; Real-Time PCR (BIOS Advanced Methods)),

ïîñâÿùåííûõ ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè», ïîñòîÿííî ðàñòåò,

îùóùàåòñÿ çíà÷èòåëüíàÿ íåõâàòêà ïîäîáíûõ ðàáîò íà ðóññêîì

ÿçûêå.Ïîýòîìó êíèãà Ä. Â. Ðåáðèêîâà ñ ñîàâòîðàìè, ÿâëÿþùà-

ÿñÿ ïåðâîé ðàáîòîé òàêîãî óðîâíÿ, ïîñâÿùåííîé ðàçëè÷íûì àñ-

ïåêòàì ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè», âíå âñÿêîãî ñîìíåíèÿ,

àêòóàëüíà è ñ óñïåõîì çàïîëíèò ñóùåñòâóþùèé âàêóóì ñîîò-

âåòñòâóþùèõ ðóññêîÿçû÷íûõ ó÷åáíûõ ïîñîáèé.

Êíèãà íàïèñàíà êîëëåêòèâîì àâòîðîâ, íå ïðîñòî èñïîëüçó-

þùèõÏÖÐ«â ðåàëüíîì âðåìåíè» â ïîâñåäíåâíîé ïðàêòèêå, íî

ÿâëÿþùèõñÿ âåäóùèìè â íàøåé ñòðàíå ðàçðàáîò÷èêàìè îáîðó-

äîâàíèÿ è ðåàãåíòîâ äëÿÏÖÐ â «ðåàëüíîì âðåìåíè». Ðàçíîñòî-

ðîííåå è òâîð÷åñêîå ïîíèìàíèå ôèçè÷åñêîé è áèîëîãè÷åñêîé

ñîñòàâëÿþùèõ íàó÷íîé îñíîâû ìåòîäà ïîìîãëî àâòîðàì â ïî-

ëíîé ìåðå îñâåòèòü îñîáåííîñòè ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè» è

äàòü ÷èòàòåëÿì òî÷íóþ, íàïèñàííóþ äîñòóïíûì ÿçûêîì êàðòè-

íó ïðîöåññîâ, èäóùèõ â ðåàêöèîííîé ïðîáèðêå.

Ïî ñâîåé ñòðóêòóðå è ãëóáèíå îïèñàíèÿ ýòèõ ïðîöåññîâ

êíèãà íàöåëåíà, â ïåðâóþ î÷åðåäü, íà ñîòðóäíèêîâ íàó÷íî-èñ-

ñëåäîâàòåëüñêèõëàáîðàòîðèéè ñòóäåíòîâ, ñòðåìÿùèõñÿðàçîá-

ðàòüñÿ â ôóíäàìåíòàëüíûõ ïðèíöèïàõ è íþàíñàõ ìåòîäà.

Âìåñòå ñ òåì, êàæäàÿ ãëàâà ñîäåðæèò ìíîãî êîíêðåòíûõ ïðàê-

òè÷åñêèõ ðåêîìåíäàöèé, äåëàÿ êíèãó öåííîé òàêæå äëÿ

ïðàêòèêóþùèõ ñïåöèàëèñòîâ.

Å. Ä. Ñâåðäëîâ

Àêàäåìèê ÐÀÍ è ÐÀÑÕÍ, ñîâåòíèê ÐÀÍ



ÑÏÈÑÎÊ ÑÎÊÐÀÙÅÍÈÉ

AMV— âèðóñ ìèåëîáëàñòîçà ïòèö
dNTPs— äåçîêñèðèáîíóêëåîçèäòðèôîñôàòû
DTT— äèòèîòðåéòîë
EBV— âèðóñ Ýïøòåéíà–Áàðð
FACS—ôëóîðåñöåíòíûé êëåòî÷íûé ñîðòèðîâùèê
FLASH—ôëóîðåñöåíòíàÿ äåòåêöèÿ ðåçóëüòàòîâ ïîñëå ÏÖÐ
FRET—ôëóîðåñöåíòíî-ðåçîíàíñíûé ïåðåíîñ ýíåðãèè
GFP— çåëåíûé ôëóîðåñöèðóþùèé áåëîê
HBV— âèðóñ ãåïàòèòà B
HCV— âèðóñ ãåïàòèòà C
HIV— âèðóñ èììóíîäåôèöèòà ÷åëîâåêà
HSV— âèðóñ ïðîñòîãî ãåðïåñà
LCR— ëèãàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ
LNA— ëèíåéíàÿ íóêëåèíîâàÿ êèñëîòà
MGB— ñâÿçûâàòåëü ìàëîé áîðîçäêè
MMLV— âèðóñ ëåéêåìèè ìûøåéÌîëîíè
NASBA—îñíîâàííàÿíàïîñëåäîâàòåëüíîñòèíóêëåèíîâûõêèñëîòàìïëèôèêàöèÿ
pH— âîäîðîäíûé ïîêàçàòåëü
Tm— òåìïåðàòóðà «ïëàâëåíèÿ»
TMA— îïîñðåäîâàííàÿ òåìïåðàòóðîé àìïëèôèêàöèÿ
ÁÑÀ— áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí
ÂÊÎ— âíóòðåííèé êîíòðîëüíûé îáðàçåö
ÃèÔÀ— ãèáðèäèçàöèîííî-ôåðìåíòíûé àíàëèç
ÃÌ— ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûé
ÃÌÈ— ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûé èñòî÷íèê
ÃÌÎ— ãåíåòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûé îðãàíèçì
ÄÌÑÎ (DMSO)— äèìåòèëñóëüôîêñèä
ÄÍÊ— äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâàÿ êèñëîòà
ÆÕÂÄ (HPLC)—æèäêîñòíàÿ õðîìàòîãðàôèÿ âûñîêîãî äàâëåíèÿ
ÈÊÏ— èíâåðòèðîâàííûé êîíöåâîé ïîâòîð
êÄà— êèëîäàëüòîí
êÄÍÊ— êîìïëåìåíòàðíàÿ ÄÍÊ
ÊÏÄ— êîýôôèöèåíò ïîëåçíîãî äåéñòâèÿ
ìêÌ—ìèêðîìîëü
ìÌ—ìèëëèìîëü
ìÐÍÊ—ìàòðè÷íàÿ ÐÍÊ
ÍÊ— íóêëåèíîâàÿ êèñëîòà
ÎÅ— îïòè÷åñêàÿ åäèíèöà
ÎÍÏ— îäíîíóêëåîòèäíûé ïîëèìîðôèçì
ÎÒ— îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ
ÎÒ-ÏÖÐ— îáðàòíàÿ òðàíñêðèïöèÿ-ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ
ï. í. — ïàðà íóêëåîòèäîâ
ÏÀÀÃ (PAGE)— ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå
ÏÇÑ— ïðèáîð ñ çàðÿäîâîé ñâÿçüþ
ÏÖÐ— ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ
ðåêÄÍÊ— ðåêîìáèíàíòíàÿ ÄÍÊ
ÐÍÊ— ðèáîíóêëåèíîâàÿ êèñëîòà
ðÐÍÊ— ðèáîñîìàëüíàÿ ÐÍÊ
ò. ï. í. — òûñÿ÷à ïàð íóêëåîòèäîâ
ÒÝ— òåðìîýëåêòðîííûé
ÓÔ— óëüòðàôèîëåò
ÔÝÓ—ôîòîýëåêòðîííûé óìíîæèòåëü
ÝÄÒÀ— ýòèëåíäèàìèíòåòðààöåòàò
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ÃËÀÂÀ 1

×ÒÎ ÒÀÊÎÅ ÏÖÐ

1.1. ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈÅÏÖÐ

Â ïîñëåäíèå ãîäû âñå áîëüøå ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ

ìåòîäîâ íàõîäÿò ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå â ðàçëè÷íûõ îáëàñ-

òÿõ ìåäèöèíû, ïðîìûøëåííîñòè è ñåëüñêîãî õîçÿéñòâà. Îäèí

èç òàêèõ ìåòîäîâ — ïîëèìåðàçíàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ (ÏÖÐ), ïî-

çâîëÿþùàÿ íàðàáàòûâàòü â ïðîáèðêå îïðåäåëåííûé ó÷àñòîê ìî-

ëåêóëû äåçîêñèðèáîíóêëåèíîâîé êèñëîòû (ÄÍÊ) ïðàêòè÷åñêè

â íåîãðàíè÷åííûõ êîëè÷åñòâàõ.

Â ìåäèöèíå ÏÖÐ ïðèìåíÿþò ïðè äèàãíîñòèêå èíôåêöèîí-

íûõ è íàñëåäñòâåííûõ çàáîëåâàíèé, ïðè äèàãíîñòèêå ðàêà è

èììóííûõ ïàòîëîãèé. ÏÖÐ èñïîëüçóþò äëÿ èäåíòèôèêàöèè

ëè÷íîñòè è îïðåäåëåíèÿ áèîëîãè÷åñêîãî ðîäñòâà èíäèâèäîâ.

Ñàíèòàðíî-ýïèäåìèîëîãè÷åñêèå ñëóæáû èñïîëüçóþò ÏÖÐ äëÿ

êîíòðîëÿ çà ìèêðîáèîëîãè÷åñêèì çàãðÿçíåíèåì îêðóæàþùåé

ñðåäû è ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ, à òàêæå äëÿ âûÿâëåíèÿ ãåíåòè-

÷åñêèìîäèôèöèðîâàííûõèñòî÷íèêîâïèùè (ÃÌÈ). Âíàó÷íî-

èññëåäîâàòåëüñêèõ ëàáîðàòîðèÿõ ÏÖÐ èñïîëüçóþò äëÿ èçó÷å-

íèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò è ïðîâåäåíèÿ ìàíèïóëÿöèé ñ íèìè.

Íàïðèìåð, áëàãîäàðÿ ÏÖÐ ñòàëî âîçìîæíûì áûñòðîå ïîëó÷å-

íèå èññëåäóåìûõ ó÷àñòêîâ ÄÍÊ â ÷èñòîì âèäå è â äîñòàòî÷íîì

êîëè÷åñòâå.

Îòêðûòèå ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè ñòàëî îäíèì èç

íàèáîëåå âûäàþùèõñÿ ñîáûòèé â îáëàñòèìîëåêóëÿðíîé áèîëî-

ãèè çà ïîñëåäíèå äåñÿòèëåòèÿ. Ýòî ïîçâîëèëî ïîäíÿòü äàííóþ

îáëàñòü íàóêè íà êà÷åñòâåííî íîâûé óðîâåíü. Âíåäðåíèå ïîëè-

ìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè â ìåäèöèíó îòêðûëî íîâîå äèàãíîñ-

òè÷åñêîå íàïðàâëåíèå— ÄÍÊ-äèàãíîñòèêó.

Îñíîâíûå ïðèíöèïû ïîëèìåðàçíîé ðåàêöèè è ñîñòàâ ðåàê-

öèîííîé ñìåñè äëÿïîëó÷åíèÿ êîïèéÄÍÊâïåðâûå áûëè îïèñà-

íû Kleppe ñ ñîàâò. â 1971 ãîäó [Kleppe et al, 1971]. Îäíàêî

èññëåäîâàòåëÿìè íå áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà ãëàâíàÿ ÷åðòà

ÏÖÐ — ýêñïîíåíöèàëüíîå óâåëè÷åíèå êîëè÷åñòâà êîïèé ôðàã-

ìåíòà èñõîäíîé ÄÍÊ.



Â 1983 ãîäó ñîòðóäíèê ôèðìû «Cetus» Kary Mullis ïðåäëî-

æèë ìåòîä, ñòàâøèé â äàëüíåéøåì èçâåñòíûì êàê ïîëèìåðàç-

íàÿ öåïíàÿ ðåàêöèÿ. Ñóòü ìåòîäà çàêëþ÷àåòñÿ â ìíîãîêðàòíîì

êîïèðîâàíèè (àìïëèôèêàöèè) â ïðîáèðêå îïðåäåëåííûõ ó÷àñ-

òêîâ ÄÍÊ â ïðîöåññå ïîâòîðÿþùèõñÿ òåìïåðàòóðíûõ öèêëîâ.

Íàêàæäîìöèêëå àìïëèôèêàöèè ñèíòåçèðîâàííûåðàíååôðàã-

ìåíòû âíîâü êîïèðóþòñÿ ôåðìåíòîì ÄÍÊ-ïîëèìåðàçîé. Áëà-

ãîäàðÿ ýòîìó ïðîèñõîäèò ìíîãîêðàòíîå óâåëè÷åíèå ÷èñëà

îïðåäåëåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (ðèñ. 1.1).

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî øèðîêîìó ðàñïðîñòðàíåíèþ ÏÖÐ

ñîïóòñòâîâàëî ðàçâèòèå íåêîòîðûõ òåõíîëîãèé. Â ÷àñòíîñòè,

ïîÿâëåíèå ïðèáîðîâ, ïîçâîëÿþùèõ àâòîìàòè÷åñêè ñèíòåçèðî-

âàòü îäíîöåïî÷å÷íûå ôðàãìåíòû ÄÍÊ (îëèãîíóêëåîòèäû). Â òîò

æå ïåðèîä áûëè îáíàðóæåíû óíèêàëüíûå ìèêðîîðãàíèçìû,

æèâóùèå â ãåéçåðàõ. Èõ ôåðìåíòàòèâíàÿ ñèñòåìà, â ÷àñòíîñòè

ôåðìåíòÄÍÊ-ïîëèìåðàçà, âûäåðæèâàåò âûñîêèå òåìïåðàòóðû

ãîðÿ÷èõ èñòî÷íèêîâ è ñîõðàíÿåò ñâîþ áèîëîãè÷åñêóþ àêòèâ-

íîñòü ïîñëå íàãðåâàíèÿ äî 100 �Ñ. Èñïîëüçîâàíèå ïðîãðàììèðó-

åìûõ òåðìîöèêëåðîâ, èçìåíÿþùèõ òåìïåðàòóðó ðåàêöèîííîé

ñìåñè ïî çàäàííîé öèêëè÷åñêîé ïðîãðàììå, è ôåðìåíòîâ èç

òåðìîôèëüíûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ, ñóùåñòâåííî óïðîñòèëî ïðî-

âåäåíèå ðåàêöèè, ñäåëàâ åå ðóòèííîé ïðîöåäóðîé.

Ðåçóëüòàòîì îòêðûòèÿ ÏÖÐ ñòàëî ïî÷òè íåìåäëåííîå

ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå ìåòîäà. Â 1985 ãîäó Saiki ñ ñîàâò.

îïóáëèêîâàëè ñòàòüþ, â êîòîðîé áûëà îïèñàíà àìïëèôèêàöèÿ

ó÷àñòêà ãåíà �-ãëîáèíà [Saiki et al, 1985]. Ñ ýòîãîìîìåíòà êîëè-

÷åñòâî ïóáëèêàöèé, â êîòîðûõ àâòîðû ñîîáùàëè î ïðèìåíåíèè

ÏÖÐâñâîèõðàáîòàõ, ñòàëîóâåëè÷èâàòüñÿâ ãåîìåòðè÷åñêîéïðî-
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ãðåññèè. Ìåòîä ïðèîáðåë òàêóþ ïîïóëÿðíîñòü, ÷òî ñåãîäíÿ óæå

òðóäíî ïðåäñòàâèòü ðàáîòó â îáëàñòè ìîëåêóëÿðíîé áèîëîãèè áåç

åãî èñïîëüçîâàíèÿ. Íà îñíîâå ÏÖÐ áûëè ñîçäàíû ñîâðåìåííûå

òåõíîëîãèè ñåêâåíèðîâàíèÿ (îïðåäåëåíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñ-

òè íóêëåîòèäîâ â ÄÍÊ). Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò ìíî-

æåñòâî ìîäèôèêàöèé ÏÖÐ, îäíîé èç êîòîðûõ è ïîñâÿùåíà

äàííàÿ ðàáîòà.

1.2. ÈÇÎÁÐÅÒÅÍÈÅÏÖÐ «Â ÐÅÀËÜÍÎÌ ÂÐÅÌÅÍÈ»

Ïîñêîëüêó â õîäå ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè ïðîèñõî-

äèò íàðàáîòêà îïðåäåëåííîãî ó÷àñòêà ÄÍÊ, ïî îêîí÷àíèè ðå-

àêöèè ìîæíî çàðåãèñòðèðîâàòü ïîëó÷åííûé ôðàãìåíò ïðè

ïîìîùè ðÿäà ìåòîäîâ, ïåðâûì è íàèáîëåå ÷àñòî èñïîëüçóåìûì

èç êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ ìåòîä ýëåêòðîôîðåçà ìîëåêóë ÄÍÊ â ãåëå

ñ îêðàøèâàíèåì áðîìèñòûì ýòèäèåì. Îäíàêî ðåãèñòðàöèÿ ðå-

çóëüòàòà ðåàêöèè ïî åå çàâåðøåíèè íå äàåò èíôîðìàöèè îá ýô-

ôåêòèâíîñòè ïðîöåññà (åñëè íå èñïîëüçîâàòü ñïåöèàëüíóþ

ïîñòàíîâêó ýêñïåðèìåíòà), ñíèæàÿ òåì ñàìûì ïîòåíöèàëüíóþ

èíôîðìàòèâíîñòü ÏÖÐ. Ïðèìåíåíèå ìåòîäà áûëî îãðàíè÷åíî

çàäà÷àìè, â êîòîðûõ áûëî äîñòàòî÷íî îòâåòà «äà»–«íåò».

Â íà÷àëå 90-õ ãîäîâ ïðîøëîãî ñòîëåòèÿ èññëåäîâàòåëè ïðåä-

ëîæèëè ðåãèñòðèðîâàòü íàêîïëåíèå ÄÍÊ íåïîñðåäñòâåííî â

õîäå ÏÖÐ [Higuchi et al, 1992]. Ê ýòîé èäåå èõ ïîäòîëêíóëîæå-

ëàíèå èñïîëüçîâàòü ìåòîä ÏÖÐ äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäå-

ëåíèÿ èñõîäíîãî ÷èñëà ìàòðèö, ïîïàâøèõ â ðåàêöèîííóþ

ïðîáèðêó. Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ÏÖÐ è ðàíåå èñïîëüçîâàëè äëÿ

êîëè÷åñòâåííîãî îïðåäåëåíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò, èçîáðåòå-

íèåÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè» ñóùåñòâåííî óïðîùàëî òåõíèêó

èçìåðåíèÿ è äåëàëî ïîäõîä áîëåå òî÷íûì [Higuchi et al, 1993].

Ñ ýòîãî ìîìåíòà íà÷àëîñü áóðíîå ðàçâèòèå êàê ïðèáîðíîé,

òàê è ðåàãåíòíîé áàçû äëÿ âûïîëíåíèÿÏÖÐ ñ ðåãèñòðàöèåé íà-

êîïëåíèÿïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèèíåïîñðåäñòâåííî âõîäå ðå-

àêöèè (ðèñ. 1.2). Óæå â ñåðåäèíå 90-õ ãîäîâ ïîÿâèëèñü ïåðâûå

äåòåêòèðóþùèå àìïëèôèêàòîðû (òåðìîöèêëåðû), à ê íàñòîÿ-

ùåìó ìîìåíòó èõ ðàçíîîáðàçèå ïåðåâàëèëî çà 30 (íà ðûíêå

ïðèñóòñòâóåò áîëåå 10 êîìïàíèé, ïðîìûøëåííî âûïóñêàþùèõ

ïðèáîðû äàííîãî òèïà).

Ìîæíî ñ óâåðåííîñòü êîíñòàòèðîâàòü áûñòðîå çàìåùåíèå

îáû÷íîé ÏÖÐ ìåòîäèêàìè ñ ôëóîðåñöåíòíîé ðåãèñòðàöèåé íà-

êîïëåíèÿÄÍÊâ îáëàñòè âûÿâëåíèÿèêîëè÷åñòâåííîãî îïðåäå-

ëåíèÿ íóêëåèíîâûõ êèñëîò. Â ïåðâóþ î÷åðåäü ýòî ñâÿçàíî ñ

óäîáñòâîì ïðîöåäóðû çà ñ÷åò îòñóòñòâèÿ îòäåëüíîé ñòàäèè äå-
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òåêöèè ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ. Êðîìå òîãî, ôëóîðåñöåíòíûå ìåòîäû

ïîçâîëÿþò èçáèðàòåëüíî ðåãèñòðèðîâàòü àìïëèôèêàöèþ ëèøü

îïðåäåëåííûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ (çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíèÿ îëèãî-

íóêëåîòèäíûõ ïðîá), ïîâûøàÿ òåì ñàìûì äîñòîâåðíîñòü èññëå-

äîâàíèÿ. Âìåñòå ñ òåì, îáû÷íàÿÏÖÐ ñîõðàíÿåò ñâîè ïîçèöèè â

ìåòîäèêàõ, òðåáóþùèõ íàðàáîòêè ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ ñ öåëüþ èõ

äàëüíåéøåãî èñïîëüçîâàíèÿ (êëîíèðîâàíèÿ, îïðåäåëåíèÿ ïî-

ñëåäîâàòåëüíîñòè è ò. ï.). Çäåñü äîïîëíèòåëüíûå êîìïîíåíòû

ðåàêöèè (èíòåðêàëèðóþùèå êðàñèòåëè, ïðîáû) ìîãóò ïîìå-

øàòü ïîñëåäóþùèì ïðîöåäóðàì è èõ ëó÷øå èñêëþ÷èòü èç

ñîñòàâà ðåàêöèîííîé ñìåñè (ðèñ. 1.3).

ÏÖÐ

� �

Ïîëó÷åíèå èíôîðìàöèè Ïîëó÷åíèå ìàòåðèè

—àíàëèç óðîâíÿ ïðåäñòàâëåí-

íîñòè òðàíñêðèïòîâ

— in situÏÖÐ

—ÄÍÊ-äèàãíîñòèêàâìåäèöèíå

—ãåíîòèïèðîâàíèå

—êëîíèðîâàíèå ÄÍÊ

—âû÷èòàþùàÿ ãèáðèäèçàöèÿ

—äèôôåðåíöèàëüíûéäèñïëåé

— in vitro ìóòàãåíåç è äð.

Ðèñ. 1.3. Ðàçäåëåíèå ÏÖÐ ïî ïðèíöèïó ðåøàåìîé çàäà÷è. ÏÖÐ «â ðå-
àëüíîì âðåìåíè» íàèëó÷øèì îáðàçîì ïîäõîäèò äëÿ «èíôîðìàöèîí-

íîé» ÏÖÐ
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Ðèñ. 1.2. Ýòàïû ðàçâèòèÿ ìåòîäà ÏÖÐ



1.3. ÎÒËÈ×ÈÅÀÍÀËÈÇÀÏÐÎÄÓÊÒÎÂÏÖÐ
«ÏÎ ÊÎÍÅ×ÍÎÉÒÎ×ÊÅ»È«ÂÐÅÀËÜÍÎÌÂÐÅÌÅÍÈ»

Ðåãèñòðèðîâàòü ðåçóëüòàòÏÖÐìîæíî ëèáî ïî çàâåðøåíèè

àìïëèôèêàöèè («ïî êîíå÷íîé òî÷êå»), ëèáî íà ïðîòÿæåíèè

âñåé ðåàêöèè («â ðåàëüíîì âðåìåíè»). «Êëàññè÷åñêàÿ» ÏÖÐ

ïðåäïîëàãàåò àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ðåàêöèè «ïî êîíå÷íîé òî÷-

êå». Äëÿ ýòîãî èñïîëüçóþò ìåòîäû ýëåêòðîôîðåçà â ãåëå, ãèá-

ðèäèçàöèîííî-ôåðìåíòíûé àíàëèç (ÃèÔÀ), ôëóîðåñöåíòíóþ

äåòåêöèþïîñëåÏÖÐ (FLASH) è äð. Âñå ýòè ïîäõîäûïîêàçûâà-

þò êîëè÷åñòâî ïðîäóêòà ðåàêöèè â îïðåäåëåííûé ìîìåíò òå-

÷åíèÿ ïðîöåññà (îáû÷íî — ïî çàâåðøåíèè ïðîöåññà), äàâàÿ

èññëåäîâàòåëþ ëèøü ñòàòè÷íóþ êàðòèíêó äèíàìè÷íîãî ïðî-

öåññà. Ýëåêòðîôîðåãðàììó àãàðîçíîãî ãåëÿ ïî èíôîðìàòèâíîñ-

òè äëÿèññëåäîâàòåëÿìîæíî ñðàâíèòüôîòîãðàôèåé ôèãóðèñòà,

ïî êîòîðîé ñóäüè äîëæíû âûñòàâèòü îöåíêè çà òåõíèêó è àð-

òèñòè÷íîñòü âñåãî âûñòóïëåíèÿ.

Ïðèðåãèñòðàöèèíàêîïëåíèÿïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèèíà

ïðîòÿæåíèè âñåãî ïðîöåññà, èññëåäîâàòåëü ïîëó÷àåò ãîðàçäî

áîëüøåèíôîðìàöèè îá îñîáåííîñòÿõ ðåàêöèè.Ïðîäîëæàÿ àíà-

ëîãèþ, ìîæíî ñêàçàòü, ÷òî ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè» — ýòî

êèíîñúåìêà âûñòóïëåíèÿ ôèãóðèñòà. Çíàÿ êèíåòèêó ïðîöåñ-

ñà, ìîæíî óæå îöåíèâàòü íà÷àëüíûå ïàðàìåòðû ðåàêöèè è

ñðàâíèâàòü ðåàêöèè ìåæäó ñîáîé.

Ïðèâåäåì òàêîé ïðèìåð: ñðåäè èññëåäîâàòåëåé, èñïîëüçó-

þùèõ ÏÖÐ äëÿ îöåíêè óðîâíÿ ïðåäñòàâëåííîñòè òðàíñêðèï-

òîâ, ÷àñòîìîæíî âñòðåòèòü ñóæäåíèå, ÷òî ÷åì áîëüøåïðîäóêòà

ðåàêöèè âèäíî íà ýëåêòðîôîðåãðàììå, òåì áîëüøå ìàòðèö

áûëî äîáàâëåíî â ðåàêöèþ íà ñòàðòå. Íà ðèñóíêå 1.4 ïðèâåäåí

ðåçóëüòàò ýêñïåðèìåíòà, â êîòîðîì â ïàðàëëåëüíûå ðåàêöèè

áûëî äîáàâëåíî îäèíàêîâîå êîëè÷åñòâî ñòàðòîâûõ ìîëåêóë

ÄÍÊ. Àíàëèç ýëåêòðîôîðåãðàììû ïîêàçûâàåò, ÷òî â ðåàêöè-

ÿõ ïîëó÷åíî ðàçíîå êîëè÷åñòâî ïðîäóêòà ÏÖÐ. Îäíàêî êðè-

âûå íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòà àìïëèôèêàöèè ÿðêî äåìîí-

ñòðèðóþò ñõîæóþ íà÷àëüíóþ êîíöåíòðàöèþ ìàòðèö.

1.4. ÐÀÇÂÈÒÈÅ ÏÖÐ «Â ÐÅÀËÜÍÎÌ ÂÐÅÌÅÍÈ»
ÊÀÊ ÄÈÀÃÍÎÑÒÈ×ÅÑÊÎÃÎ ÈÍÑÒÐÓÌÅÍÒÀ

Ïåðåõîä ëþáîãî ìåòîäà èç íàó÷íî-èññëåäîâàòåëüñêîé ëàáî-

ðàòîðèè â ëàáîðàòîðèþ äèàãíîñòè÷åñêóþ ñîïðÿæåí ñ ðÿäîì âîç-

íèêàþùèõ íà ýòîì ïóòè ïðîáëåì: óðîâåíü ñïåöèàëüíîé

ïîäãîòîâêè ñîòðóäíèêîâ äèàãíîñòè÷åñêîé ëàáîðàòîðèè ïðèíöè-
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ïèàëüíî îòëè÷àåòñÿ îò ïîäãîòîâêè ñîòðóäíèêîâ íàó÷íî-èññëåäî-

âàòåëüñêîãî èíñòèòóòà. Â ìåäèöèíñêîé äèàãíîñòèêå ãîðàçäî

âûøå òðåáîâàíèÿ ê âîñïðîèçâîäèìîñòè ïîëó÷àåìûõ ðåçóëüòà-

òîâ, òðàêòîâêà ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ äîëæíà áûòü ñòàí-

äàðòèçîâàíà è àâòîìàòèçèðîâàíà è ò. ä.

Â ýòîé ñâÿçè ìîæíî ñôîðìóëèðîâàòü îñíîâíûå íàïðàâëå-

íèÿ ðàçâèòèÿ ÏÖÐ â áëèæàéøåì áóäóùåì.

1. Ïîâûøåíèå îáùåé íàäåæíîñòè ìåòîäà.

2. Äàëüíåéøåå óïðîùåíèå ïðîöåäóðû àíàëèçà.

3. Ñîêðàùåíèå âðåìåíè èññëåäîâàíèÿ.

4. Øèðîêîå âíåäðåíèå êîëè÷åñòâåííîé ÏÖÐ.

Ýòè òåíäåíöèè áóäóò ðåàëèçîâàíû çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíèÿ

ôëóîðåñöåíòíûõ ìåòîäîâ äåòåêöèè ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè,

àâòîìàòèçàöèè è ïðèìåíåíèÿ êîìïüþòåðíûõ ìåòîäîâ ðåãèñ-

òðàöèè è òðàêòîâêè ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèÿ.

Óæå ñåé÷àñ òåõíèêà âûïîëíåíèÿ ïðîöåäóð ïðè ïðîâåäåíèè

ÏÖÐ-äèàãíîñòèêè äîâîëüíî ïðîñòà. Â êëèíè÷åñêîé ëàáîðàòîð-

íîé äèàãíîñòèêå èññëåäîâàíèå ïðèíÿòî ïîäðàçäåëÿòü íà òðè

ýòàïà: ïðîáîïîäãîòîâêà (î÷èñòêà ÄÍÊ èëè ÐÍÊ èññëåäóåìîãî

îáúåêòà îò ïðèìåñåé), àìïëèôèêàöèÿ îïðåäåëåííîãî ôðàãìåí-

òà ÄÍÊ è ðåãèñòðàöèÿ ðåçóëüòàòîâ àìïëèôèêàöèè. Ðàçâèòèå
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Ðèñ. 1.4.Ïðèìåð ãðàôèêîâ íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòîâ àìïëèôèêàöèè äëÿ
÷åòûðåõ ðåàêöèé ñ îäèíàêîâûì íà÷àëüíûì êîëè÷åñòâîì ìàòðè÷íîé

ÄÍÊ. Íà âðåçêå ïîêàçàíà ýëåêòðîôîðåãðàììà òåõ æå ðåàêöèé. Âèäíî,

÷òî, íåñìîòðÿ íà ðàçëè÷èå â êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè ïðîäóêòîâ ðåàê-

öèè, ïîÿâëåíèå ðåãèñòðèðóåìîãî ïðèáîðîì ñèãíàëà äëÿ âñåõ ïðîáèðîê

ïðîèçîøëî îäíîâðåìåííî, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î ñõîæåñòè íà÷àëüíîãî

êîëè÷åñòâà ÄÍÊ



ìåòîäèêïðîáîïîäãîòîâêèìîæíîïðîãíîçèðîâàòüâíàïðàâëåíèè

ïîâûøåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè ëèçèñà è óäàëåíèÿ èíãèáèòîðîâ è àâ-

òîìàòèçàöèè ïðîöåññà. Íåêîòîðûå îáðàçöû áèîìàòåðèàëà ñîäåð-

æàò àãåíòû, ñóùåñòâåííî ñíèæàþùèå ýôôåêòèâíîñòü ðåàêöèè.

Ïðè ïðîâåäåíèè êîëè÷åñòâåííîãî ÏÖÐ-àíàëèçà îòëè÷èå â ýô-

ôåêòèâíîñòè àìïëèôèêàöèè ìîæåò âíåñòè ñóùåñòâåííóþ

îøèáêó, ïîýòîìó ñ ðàñïðîñòðàíåíèåìêîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà

òðåáîâàíèÿê÷èñòîòå ïîëó÷àåìîéÄÍÊïîâûøàþòñÿ.Äëÿ ýòàïà

àìïëèôèêàöèè ñòîèò îòìåòèòü òåíäåíöèþ ê ïåðåõîäó îò èñ-

ïîëüçîâàíèÿ îòäåëüíûõðåàêöèîííûõïðîáèðîêê ñòàíäàðòíûì

ôîðìàòàì ñêðåïëåííûõ ïðîáèðîê (8- èëè 12-ëóíî÷íûå ñòðèïû

è 96- èëè 384-ëóíî÷íûå ïëàíøåòû). Ïðè ýòîì âîçìîæíîñòü èñ-

ïîëüçîâàíèÿ ìíîãîêàíàëüíûõ ïèïåòîê è äîçàòîðîâ óñêîðÿåò

ïðîöåäóðóïðèãîòîâëåíèÿðåàêöèîííîé ñìåñè.Êðóïíûå äèàãíîñ-

òè÷åñêèå öåíòðû, ïðè èñïîëüçîâàíèè ïëàíøåòíûõ ôîðìàòîâ,

ìîãóò ïðèìåíÿòü ðîáîòèçèðîâàííûå äîçèðóþùèå ñòàíöèè,

ñíèæàþùèå âåðîÿòíîñòü îøèáêè ëàáîðàíòà.

Äîñòîâåðíîñòü èññëåäîâàíèÿ â çíà÷èòåëüíîé ìåðå ñâÿçàíà

ñî ñïîñîáîì äåòåêöèè è èíòåðïðåòàöèè ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ (ñì.

òàáë. 1.1). Â íàñòîÿùåå âðåìÿìîæíî âûäåëèòü ÷åòûðå ñèñòåìû

äåòåêöèè ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ, íàèáîëåå ÷àñòî ïðèìåíÿåìûõ â äè-

àãíîñòè÷åñêèõ ëàáîðàòîðèÿõ: ãåëü-ýëåêòðîôîðåç, ãèáðèäèçà-

öèîííî-ôåðìåíòíûé àíàëèç (ÃèÔÀ), ôëóîðåñöåíòíàÿ äåòåêöèÿ

ðåçóëüòàòîâïîñëåÏÖÐ (FLASH)èôëóîðåñöåíòíàÿäåòåêöèÿâî

âðåìÿ ÏÖÐ (ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè»). Ïîñëåäíèå äâà ìåòî-

äà îòëè÷àþòñÿ òåì, ÷òî ïðîäóêò àìïëèôèêàöèè äëÿ îïðåäåëå-

íèÿ íå èçâëåêàåòñÿ èç ïðîáèðêè, à ðåãèñòðàöèÿ ðåçóëüòàòîâ

(èçìåðåíèå ôëóîðåñöåíöèè) èäåò â çàêðûòîé ïðîáèðêå. Òåì ñà-

ìûì ðåøàåòñÿ îäíà èç êëþ÷åâûõ ïðîáëåì âíåäðåíèÿ ÏÖÐ â ìå-

äèöèíñêóþ ëàáîðàòîðíóþ ïðàêòèêó—ïðîáëåìà êîíòàìèíàöèè

(ñì. ãë. 2).

Ïðèìåíåíèå ñèñòåìû äåòåêöèè ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ â ðåæèìå

«ðåàëüíîãî âðåìåíè», íàðÿäó ñ îòâåòîì íà âîïðîñ î íàëè÷èè

èëè îòñóòñòâèè â èññëåäóåìîì îáðàçöå ìèøåíè, ïîçâîëÿåò îöå-

íèòü åãî êîëè÷åñòâî, ÷òî â ðÿäå ñëó÷àåâ ïîçâîëÿåò óòî÷íèòü äè-

àãíîç è âûáðàòü áîëåå àäåêâàòíûé ìåòîä ëå÷åíèÿ.

Ñîâðåìåííûå êîìïüþòåðíûå ïðîãðàììû â êîìáèíàöèè ñ

ïðèìåíåíèåì ôëóîðåñöåíòíî-ìå÷åííûõ ãèáðèäèçàöèîííûõ

îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðîá äëÿ âèçóàëèçàöèè ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ

(ìåòîäû FLASH èëè ÏÖÐ «â ðåàëüíîì âðåìåíè») ïîçâîëÿþò

ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ èñêëþ÷èòü íåâåðíóþ òðàêòîâêó ðå-

çóëüòàòîâ. Àâòîìàòèçèðîâàííàÿ ñèñòåìà ôèêñèðîâàíèÿ äàííûõ
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