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Ñîìàòè÷åñêàÿ V(D)J ðåêîìáèíàöèÿ � ãëàâíûé èñòî÷íèê ðàçíîîáðàçèÿ ãåíîâ ðå-
öåïòîðîâ T-êëåòîê è èììóíîãëîáóëèíîâ. Ñèãíàëàìè äëÿ èììóííîé V(D)J ðåêîìáèíà-
öèè ñëóæàò õàðàêòåðíûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè � Recombination Signal Sequences (RSS),
ôëàíêèðóþùèå ñåãìåíòû ÄÍÊ, êîòîðûå áóäóò ñîåäèíåíû ïîñëå ðåêîìáèíàöèè. RSS -
êîíñåðâàòèâíûå 9 è 7 íóêëåîòèäîâ, ðàçäåëåííûå íåêîíñåðâàòèâíûì ñïåéñåðîì â 12 èëè
23 íóêëåîòèäà; äëÿ ïåðåñòðîéêè íåîáõîäèìî íàëè÷èå äâóõ ðàçëè÷íûõ (12- è 23-) RSS.
Áèîèíôîðìàòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçûâàåò, ÷òî ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîõîæèå íà RSS,
ðàçáðîñàíû ïî âñåìó ãåíîìó ÷åëîâåêà, íå òîëüêî â ëîêóñàõ èììóííûõ ãåíîâ. Âîçìîæ-
íî, â íåêîòîðûõ êëåòêàõ ýòè êðèïòè÷åñêèå RSS (cRSS, ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, ïîõîæèå íà
RSS, íî ðàñïîëîæåííûå âíå èììóííûõ ëîêóñîâ) ìîãóò ó÷àñòâîâàòü â ðåêîìáèíàöèè. Â
äàííîé ðàáîòå èññëåäîâàëàñü âîçìîæíîñòü ðåêîìáèíàöèè ñ ó÷àñòèåì òàêèõ ñèãíàëîâ.
Ñóùåñòâóþò ìåòîäû, îñíîâàííûå íà ïîèñêå äâóõöåïî÷å÷íûõ ðàçðûâîâ â ðàéîíå RSS
èëè îáðàçóþùèõñÿ ïîñëå ðåêîìáèíàöèè êîëüöåâûõ ôðàãìåíòîâ ÄÍÊ, íî òàêèå ìåòîäû
íå ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü êîíå÷íûé ðåçóëüòàò ðåêîìáèíàöèè � îêàçàëèñü ëè ñîåäèíåíû
êîíêðåòíûå ó÷àñòêè.

Ïðåäëàãàåìûé íàìè ïîäõîä, îñíîâàííûé íà ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (PCR),
ïîçâîëÿåò äåòåêòèðîâàòü äàæå î÷åíü ðåäêèå ïåðåñòðîéêè â ãåíîìå (îäíà íà ìíîãî òûñÿ÷
êëåòîê). Íà ïåðâîì ýòàïå ñ ïîìîùüþ áèîèíôîðìàòè÷åñêîãî àíàëèçà áûëè íàéäåíû âñå
ïàðû cRSS â ãåíîìå ÷åëîâåêà è âûáðàíû ëó÷øèå êàíäèäàòû äëÿ ðåêîìáèíàöèè. Çàòåì
ïîäáèðàëèñü ïðàéìåðû äëÿ PCR, ðåçóëüòàòîì èñïîëüçîâàíèÿ êîòîðûõ áóäåò àìïëèôè-
öèðîâàííûé ïðîäóêò îïðåäåëåííîé äëèíû, íî òîëüêî â ñëó÷àå ðåêîìáèíàöèè, ïðèâîäÿ-
ùåé ê äåëåöèè ó÷àñòêà, ôëàíêèðóåìîãî âûáðàííîé ïàðîé cRSS. Àíàëèç ïðîäóêòîâ PCR
ïîçâîëÿåò âûÿñíèòü, ïðîèñõîäèò ëè òàêàÿ ðåêîìáèíàöèÿ â èññëåäóåìûõ êëåòêàõ. Ïðîâî-
äèëàñü îïòèìèçàöèÿ ìåòîäà: ïîäáîð îïòèìàëüíîé êîíöåíòðàöèè ìàòðèöû è êîëè÷åñòâà
öèêëîâ PCR (äëÿ êîíòðîëÿ èñïîëüçîâàëèñü ïðàéìåðû íà íåðåêîìáèíèðîâàííûå ó÷àñò-
êè). Ìû ïðîòåñòèðîâàëè ïðåäëîæåííûé ìåòîä íà ôóíêöèîíàëüíûõ èììóííûõ RSS. Â
êà÷åñòâå ìàòðèöû PCR èñïîëüçîâàëàñü ãåíîìíàÿ ÄÍÊ, âûäåëåííàÿ èç êðîâè. Ìåòîä
ïîçâîëèë çàôèêñèðîâàòü ðåêîìáèíàöèþ, ïðèâîäÿùóþ ê ñî÷åòàíèþ êîíêðåòíûõ ñåãìåí-
òîâ òÿæåëîé öåïè èììóíîãëîáóëèíîâ. Ðåçóëüòàòû ñîâïàëè ñ îæèäàåìûìè: ìû óâèäåëè
âñå âîçìîæíûå ïðè äàííîì íàáîðå ïðàéìåðîâ 3 ïðîäóêòà ðåêîìáèíàöèè, ÿâëÿþùèåñÿ
ñòàòèñòè÷åñêè äîñòàòî÷íî ðåäêèìè (ò. ê. êîëè÷åñòâî âîçìîæíûõ ñî÷åòàíèé ñåãìåíòîâ
îãðîìíî). Òàêèì îáðàçîì, ìåòîä ïîçâîëÿåò äåòåêòèðîâàòü V(D)J ðåêîìáèíàöèþ è ìî-
æåò èñïîëüçîâàòüñÿ òàê æå äëÿ èçó÷åíèÿ ðåïåðòóàðà èììóííûõ ãåíîâ, âîçíèêàþùåãî
âñëåäñòâèå ðåêîìáèíàöèè.

Ïðåèìóùåñòâà íàøåãî ìåòîäà � ÷óâñòâèòåëüíîñòü (îäíî ñîáûòèå ýêòîïè÷åñêîé ðå-
êîìáèíàöèè íà òûñÿ÷è êëåòîê), âûñîêàÿ ñïåöèôè÷íîñòü ïðè èñïîëüçîâàíèè Nested
PCR, ïîëó÷åíèå àìïëèôèöèðîâàííîãî ïðîäóêòà � êîïèè ðåêîìáèíèðîâàííîãî ó÷àñòêà.

1



Êîíôåðåíöèÿ ¾Ëîìîíîñîâ 2011¿

Ñåé÷àñ ìû ïðîâîäèì ýêñïåðèìåíòû, êîòîðûå ìîãóò äåòåêòèðîâàòü ýêòîïè÷åñêóþ
V(D)J ðåêîìáèíàöèþ ïî âûáðàííûì cRSS, ïðîâåðåíî óæå îêîëî 10 ïàð cRSS.

Ñëîâà áëàãîäàðíîñòè
Àâòîð âûðàæàåò áëàãîäàðíîñòü Þ.Â. Ïàí÷èíó, Â.Ï. Ðîìàùåíêî, À.Â. Àëåêñååâñêîìó
çà ïîìîùü â ðàáîòå. Ïîääåðæàíî ãðàíòàìè ÌÊÁ è ÔÖÏ ãîñêîíòðàêò Ï810.
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