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Â ïîñëåäíåå âðåìÿ îäíèì èç èíòåíñèâíî ðàçâèâà-
þùèõñÿ íàïðàâëåíèé ÄÍÊ-äèàãíîñòèêè ñòàíîâèòñÿ
èñïîëüçîâàíèå ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ äëÿ àíàëèçà íóêëåî-
òèäíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé. Îñíîâíûì ïðåèìóùå-
ñòâîì ýòèõ ìåòîäîâ ÿâëÿåòñÿ âîçìîæíîñòü îäíîâðå-
ìåííîãî àíàëèçà îáðàçöà ïî íåñêîëüêèì ïàðàìåòðàì
ïðè ìèíèìàëüíîì ðàñõîäå àíàëèçèðóåìîãî ìàòåðèàëà
è ðåàãåíòîâ. Ñåé÷àñ ÄÍÊ-ìèêðî÷èïû ñòàíîâÿòñÿ ýô-
ôåêòèâíûì àíàëèòè÷åñêèì èíñòðóìåíòîì äëÿ ôóíäà-
ìåíòàëüíûõ è ïðèêëàäíûõ ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèõ
èññëåäîâàíèé, òàêèõ, êàê èäåíòèôèêàöèÿ ãåíîâ, îïðå-
äåëåíèå óðîâíÿ èõ ýêñïðåññèè, èññëåäîâàíèå ãåíåòè-
÷åñêîãî ïîëèìîðôèçìà ÄÍÊ [1–2].

ÄÍÊ-ìèêðî÷èï ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íåáîëüøóþ ïî
ïëîùàäè ïîâåðõíîñòü íîñèòåëÿ ñ èììîáèëèçîâàííûìè
â îïðåäåëåííîì ïîðÿäêå êîðîòêèìè îëèãîíóêëåîòèä-
íûìè çîíäàìè èëè ôðàãìåíòàìè ìîëåêóë ÄÍÊ. Èñ-
ñëåäóåìàÿ ÄÍÊ, â êîòîðóþ ïðåäâàðèòåëüíî ââîäèòñÿ
ìåòêà, ãèáðèäèçóåòñÿ ñ ÄÍÊ-çîíäàìè íà ïîâåðõíîñòè
ìèêðî÷èïà. Â ñëó÷àå êîìïëåìåíòàðíîñòè ïåðâè÷íûõ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé îáðàçóþòñÿ ÄÍÊ-äóïëåêñû, êîòî-
ðûå ìîæíî îáíàðóæèòü ïî ïîÿâëåíèþ àíàëèòè÷åñêèõ
ñèãíàëîâ. Áîëüøàÿ ÷àñòü ðàçðàáîòàííûõ ê íàñòîÿùå-
ìó âðåìåíè ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ îñíîâàíà íà èñïîëüçîâà-
íèè â êà÷åñòâå ïîäëîæåê ñòåêëÿííûõ ïëàñòèí ñ õèìè-
÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîé ïîâåðõíîñòüþ è ôëóîðåñöåí-
òíûõ êðàñèòåëåé â êà÷åñòâå ìåòîê [3–4]. Ýòî îáåñïå-
÷èâàåò íåîáõîäèìóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü àíàëèçà, êðîìå
òîãî, ñêàíèðîâàíèå è îáðàáîòêà ðåçóëüòàòîâ ïðîèçâî-
äÿòñÿ ñðàçó ïîñëå ñòàäèè ãèáðèäèçàöèè. Îäíàêî âûñî-
êàÿ ñòîèìîñòü ïîäëîæåê äàííîãî ðîäà, ôëóîðåñöåíò-
íûõ ìåòîê è îñîáåííî îáîðóäîâàíèÿ äëÿ ðåãèñòðàöèè
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Ðàçðàáîòàíà òåõíîëîãèÿ ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ íà ïîðèñòûõ ìåìáðàííûõ íîñèòåëÿõ ñ êîëîðèìåò-
ðè÷åñêîé äåòåêöèåé íà îñíîâå ïåðîêñèäàçû õðåíà. Ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå ñïîñîáîâ èììîáèëè-
çàöèè îëèãîíóêëåîòèäîâ íà ìåìáðàíàõ ðàçíîé õèìè÷åñêîé ïðèðîäû, îïòèìèçèðîâàíû óñëî-
âèÿ êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèè áèîòèíà â ñîñòàâå ÄÍÊ-äóïëåêñîâ íà ïîâåðõíîñòè ìèêðî-
÷èïîâ. Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà ïîêàçàíà íà ïðèìåðå
îïðåäåëåíèÿ òèïà ãåíîâ βββββ-ëàêòàìàç ðàñøèðåííîãî ñïåêòðà.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ÄÍÊ-ìèêðî÷èïû, ãèáðèäèçàöèîííûé àíàëèç, èììîáèëèçàöèÿ
îëèãîíóêëåîòèäîâ, ïåðîêñèäàçà õðåíà, β-ëàêòàìàçû ðàñøèðåííîãî ñïåêòðà.

ôëóîðåñöåíöèè ïðåïÿòñòâóþò èñïîëüçîâàíèþ òåõíîëî-
ãèè ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ â êëèíè÷åñêîé ïðàêòèêå.

Öåëü äàííîé ðàáîòû – ñîçäàíèå òåõíîëîãèè ÄÍÊ-
ìèêðî÷èïîâ íà ïîðèñòûõ ìåìáðàííûõ íîñèòåëÿõ ñ êî-
ëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé íà îñíîâå ïåðîêñèäàçû
õðåíà (ÏÕ). Â çàäà÷è èññëåäîâàíèÿ âõîäèëè ñðàâíè-
òåëüíîå èçó÷åíèå èììîáèëèçàöèè îëèãîíóêëåîòèäîâ
íà ìåìáðàííûõ íîñèòåëÿõ ðàçíîé õèìè÷åñêîé ïðèðî-
äû, à òàêæå îïòèìèçàöèÿ óñëîâèé âûÿâëåíèÿ áèîòèíà
â ñîñòàâå ÄÍÊ-äóïëåêñîâ íà ïîâåðõíîñòè ìèêðî÷èïà.
Âîçìîæíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà
èçó÷àëàñü íà ïðèìåðå îïðåäåëåíèÿ òèïà ãåíîâ β-ëàê-
òàìàç ðàñøèðåííîãî ñïåêòðà (ÁËÐÑ). Ïðîäóêöèÿ äàí-
íûõ ôåðìåíòîâ – îäèí èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ
è êëèíè÷åñêè çíà÷èìûõ ìåõàíèçìîâ ðåçèñòåíòíîñòè
ïàòîãåííûõ ìèêðîîðãàíèçìîâ ê ñîâðåìåííûì β-ëàê-
òàìíûì àíòèáèîòèêàì [5]. Â íàñòîÿùèé ìîìåíò íà-
ñ÷èòûâàåòñÿ îêîëî 400 ðàçëè÷íûõ ÁËÐÑ, áîëüøàÿ
÷àñòü êîòîðûõ îòíîñèòñÿ ê ôåðìåíòàì ÒÅÌ-, SHV- è
ÑÒÕ-Ì-ãðóïï. Îïðåäåëåíèå íàëè÷èÿ è òèïà ïðîäóöè-
ðóåìîé β-ëàêòàìàçû ÿâëÿåòñÿ îäíèì èç ýòàïîâ ñêðè-
íèíãà èíôåêöèîííûõ øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ íà
àíòèáèîòèêîðåçèñòåíòíîñòü.

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ ÷àñòü
Íàáîð ïðàéìåðîâ äëÿ ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàê-

öèè (ÏÖÐ) è àìèíî-ìîäèôèöèðîâàííûå îëèãîíóêëåî-
òèäíûå çîíäû áûëè ñèíòåçèðîâàíû ôèðìîé “Ñèí-
òîë” (Ðîññèÿ). Îáðàçöû ÄÍÊ, âûäåëåííûå èç êëèíè-
÷åñêèõ øòàììîâ ýíòåðîáàêòåðèé-ïðîäóöåíòîâ ÁËÐÑ,
ïðåäîñòàâëåíû ñîòðóäíèêàìè ÍÈÈ àíòèìèêðîáíîé
õèìèîòåðàïèè ÑÃÌÀ (ã. Ñìîëåíñê, Ðîññèÿ).
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Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ìåìáðàíû:
«Biodyne A» (íàéëîí), «Biodyne C» (îòðèöàòåëüíî àê-
òèâèðîâàííûé íàéëîí), «BioTrace NT» (íèòðîöåëëþëî-
çà) («Pall Corporation», CØÀ). Ìîäèôèêàöèÿ ìåìá-
ðàí îñóùåñòâëÿëàñü ñ ïîìîùüþ 1-ýòèë-3-(3-äèìåòèëà-
ìèíîïðîïèë)êàðáîäèèìèäà  («Sigma», ÑØÀ) ïî ìåòî-
äèêå, îïèñàííîé â [6]. Äëÿ ñèíòåçà êîíúþãàòîâ áèî-
òèíà ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà (Rz = 3,0; «ßðèíâåñò»,
Ðîññèÿ) ìû èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùèå ïðîèçâîäíûå
áèîòèíà: N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíûé ýôèð áèîòèíà, N-
ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíûé ýôèð áèîòèíàìèäîãåêñàíîâîé
êèñëîòû, N-ãèäðîêñèñóêöèíèìèäíûé ýôèð áèîòèíàìè-
äîãåêñàíîèë-6-àìèíîãåêñàíîâîé êèñëîòû («Sigma»,
ÑØÀ); ñèíòåç ïðîâîäèëè ñîãëàñíî ìåòîäèêå [7].

Äëÿ èììîáèëèçàöèè îëèãîíóêëåîòèäû ðàñòâîðÿëè â
ñîëåâîì áóôåðå (160 ìÌ Na2SO4, 130 ìÌ
Na2HPO4) äî íóæíîé êîíöåíòðàöèè è íàíîñèëè ðîáî-
òîì «XactIITM Arrayer» («LabNEXT Inc.», ÑØÀ) ñ
èãëàìè äèàìåòðîì 300 ìêì íà ìåìáðàíû, ïîñëå ÷åãî
ìåìáðàíû èíêóáèðîâàëè â òåðìîñòàòå ïðè 60°Ñ â òå-
÷åíèå 30 ìèí.

Ìóëüòèïëåêñíóþ ÏÖÐ ïðîâîäèëè â îáúåìå 25 ìêë,
ñîäåðæàùåì 10 ìÌ Òðèñ-ÍÑl (ðÍ 8,3),  2,5 ìÌ àöå-
òàòà ìàãíèÿ, 50 ìÌ KCl, 2,5 åä. Taq ÄÍÊ ïîëèìåðà-
çû, 100 ìêÌ dATP, dGTP, dCTP, 60 ìêÌ dTTP,
40 ìêÌ dUTP-11-áèîòèí («Fermentas», Ãåðìàíèÿ), ïî
0,8 ìêÌ ïðÿìîãî è îáðàòíîãî ïðàéìåðà äëÿ êàæäîé
ãðóïïû β-ëàêòàìàç è 1 ìêë ðàñòâîðà ìàòðèöû ÄÍÊ.
Àìïëèôèêàöèþ ïðîâîäèëè â àìïëèôèêàòîðå
«Mastercycler gradient» («Eppendorf», Ãåðìàíèÿ) ïî
ñëåäóþùåé ñõåìå: íà÷àëüíàÿ äåíàòóðàöèÿ ïðè 94°Ñ
(2 ìèí), 25 öèêëîâ àìïëèôèêàöèè (20 ñ – äåíàòóðàöèÿ
ïðè 94°Ñ, 30 ñ – îòæèã ïðàéìåðîâ ïðè 65°Ñ, 1 ìèí –
ýëîíãàöèÿ ïðè 72°Ñ), çàâåðøàþùèé ýòàï ýëîíãàöèè
ïðè 72°Ñ (6 ìèí). Ãîðèçîíòàëüíûé ýëåêòðîôîðåç ïðî-
äóêòîâ ÏÖÐ ïðîâîäèëè â 1%-ì àãàðîçíîì ãåëå ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ÒÀÅ-áóôåðà (40 ìÌ Òðèñ, 20 ìÌ óê-
ñóñíîé êèñëîòû, 1 ìÌ ÝÄÒÀ; ðÍ 8,5) è äîáàâëåíèåì
áðîìèñòîãî ýòèäèÿ äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè
1,6 ìêã/ìë. Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè íà ÓÔ-òðàíñèë-
ëþìèíàòîðå ïðè äëèíå âîëíû 260 íì.

Ïåðåä ïðîâåäåíèåì ãèáðèäèçàöèè ìèêðî÷èïû îò-
ìûâàëè ÔÑÁÒ* (0,01 Ì Ê2ÍÐÎ4; 0,15 Ì NaCl; 0,05%
Òâèí 20; ðÍ 7,0) 2 ðàçà ïî 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå è áëîêèðîâàëè â ðàñòâîðå 1%-ãî áû÷üåãî
ñûâîðîòî÷íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ) è 1%-ãî êàçåèíà
(«Sigma», ÑØÀ)  â ÔÑÁ** (0,01 Ì Ê2ÍÐÎ4; 0,15 Ì
NaCl; ðÍ 7,0) ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 30 ìèí. Íåîáõîäè-

ìûå êîëè÷åñòâà ìå÷åíîé ÄÍÊ (êîíöåíòðàöèþ îöåíè-
âàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêèè ïðè l = 260 íì íà
ñïåêòðîôîòîìåòðå «Shimadzu», ßïîíèÿ) ðàñòâîðÿëè â
ãèáðèäèçàöèîííîì áóôåðå (2´SSPE: 0,3 Ì NaCl;
0,02 Ì NaH2PO4; 0,002 Ì ÝÄÒÀ; ðÍ 7,4), ñîäåðæà-
ùåì 1,6 ïìîëü/ìë êîíòðîëüíîãî îëèãîíóêëåîòèäà, ìå-
÷åííîãî áèîòèíîì (ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü ãèáðèäè-
çàöèè). Ìèêðî÷èï ïîìåùàëè â ãèáðèäèçàöèîííóþ
ñìåñü (300 ìêë íà 1 ìèêðî÷èï) è èíêóáèðîâàëè â òå-
÷åíèå 3 ÷ ïðè 45°Ñ â òåðìîìèêñåðå «Thermomixer
comfort» («Eppendorf», Ãåðìàíèÿ). Ïîñëå ãèáðèäèçà-
öèè ïðîâîäèëè îòìûâêó ìåìáðàí ÔÑÁÒ –  2 ðàçà ïî
15 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.

Äëÿ äåòåêöèè ðåçóëüòàòîâ ãèáðèäèçàöèè ìèêðî÷èïû
èíêóáèðîâàëè â ðàñòâîðå ñòðåïòàâèäèíà (0,2 ìêã/ìë)
â ÔÑÁÒ, ñîäåðæàùåì 1% ÁÑÀ, â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè
37°Ñ. Çàòåì ìû ïðîâîäèëè îòìûâêó (ÔÑÁÒ – 10 ìèí
ïðè 37°Ñ) è èíêóáàöèþ ñ ðàñòâîðîì êîíúþãàòà áèî-
òèí–ÏÕ â ÔÑÁÒ (ðàçâåäåíèå 1/8000) â òå÷åíèå
30 ìèí ïðè 37°Ñ. Çàòåì ìåìáðàíû ñíîâà îòìûâàëè
(ÔÑÁÒ – 10 ìèí, ÔÑÁ – 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå ïðè ïîñòîÿííîì ïåðåìåøèâàíèè) è ïîìåùàëè
â ñóáñòðàòíûé ðàñòâîð íà îñíîâå 3,3,5,5-òåòðàìåòèë-
áåíçèäèíà (ÒÌÁ) è Í2Î2 («ÍÂÎ Èììóíîòåõ», Ðîñ-
ñèÿ) ñ äîáàâëåíèåì äåêñòðàí ñóëüôàòà íàòðèÿ (Mr =
8000, «Pharmacia»,  Øâåöèÿ) äî êîíå÷íîé êîíöåíòðà-
öèè 0,5% (ïî ìàññå) íà 10 ìèí ïðè êîìíàòíîé òåì-
ïåðàòóðå. Ïîñëå ýòîãî ìåìáðàíû ïðîìûâàëè äèñ-
òèëëèðîâàííîé âîäîé, ñóøèëè íà âîçäóõå. Ìåìáðàí-
íûå ìèêðî÷èïû ñêàíèðîâàëè íà ñêàíåðå «Perfection
V750 Pro» («Epson», Ãåðìàíèÿ) ïðè ðàçðåøåíèè
4800 dpi. Ïîëó÷åííûå èçîáðàæåíèÿ (â ôîðìàòå TIF)
îáðàáàòûâàëè êîëè÷åñòâåííî ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðî-
ãðàììû «Scan Array Express» («PerkinElmer», version
3.0, Ãåðìàíèÿ).

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Âûáîð òèïà ìåìáðàííîãî íîñèòåëÿ äëÿ èììîáè-
ëèçàöèè îëèãîíóêëåîòèäîâ

Îäíà èç îñíîâíûõ çàäà÷ ïðè ðàçðàáîòêå ìåìáðàí-
íîãî ÄÍÊ-ìèêðî÷èïà – ïîäáîð òèïà ìåìáðàííîãî íî-
ñèòåëÿ è ñïîñîáà èììîáèëèçàöèè îëèãîíóêëåîòèäîâ
íà åãî ïîâåðõíîñòè. Ìû ïðîâåëè ñðàâíåíèå ðàçëè÷-
íûõ ìåòîäîâ èììîáèëèçàöèè, âêëþ÷àÿ íåêîâàëåíòíóþ
èììîáèëèçàöèþ ìåòîäîì ôèçè÷åñêîé àäñîðáöèè íà
íèòðîöåëëþëîçå è ðàçíûõ òèïàõ íàéëîíà, à òàêæå êî-
âàëåíòíóþ èììîáèëèçàöèþ íà òåõ æå òèïàõ ìåìáðàí,
ìîäèôèöèðîâàííûõ 1-ýòèë-3-(3-äèìåòèëàìèíîïðîïèë)-

*Ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåð, ñîäåðæàùèé 0,05% Tween 20; **ôîñôàòíî-ñîëåâîé áóôåðíûé ðàñòâîð.
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êàðáîäèèìèäîì (EDC). Äëÿ ýòîãî áûëè èçãîòîâëåíû
ìèêðî÷èïû, ñîäåðæàùèå îëèãîíóêëåîòèä, ìå÷åííûé
áèîòèíîì

(NH2-TTTTTTTTTTTTTTCTAGACAGCCACTCATA-áèîòèí)

â ðàçíûõ êîíöåíòðàöèÿõ (îò 0,02 äî 10,0 ïìîëü/ìêë).
Äëÿ âûÿâëåíèÿ ìîëåêóë áèîòèíà ìèêðî÷èïû èíêóáèðî-
âàëè ñíà÷àëà â ðàñòâîðå ñòðåïòàâèäèíà, à çàòåì – â
ðàñòâîðå êîíúþãàòà áèîòèí-ÏÕ. Ïîñëå îòìûâêè ìû
ïðîâîäèëè êîëîðèìåòðè÷åñêîå îïðåäåëåíèå ôåðìåíòà-
òèâíîé àêòèâíîñòè ÏÕ ïî íàêîïëåíèþ îêðàøåííîãî
ïðîäóêòà íà íîñèòåëå. Èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè îáðàçó-
þùåãîñÿ ïÿòíà áûëà ïðîïîðöèîíàëüíà êîíöåíòðàöèè
ôåðìåíòà è ñîîòâåòñòâåííî êîëè÷åñòâó èììîáèëèçî-
âàííûõ ìîëåêóë ìå÷åíîãî îëèãîíóêëåîòèäà.

Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû êðèâûå àäñîðáöèè ìå÷åííîãî
áèîòèíîì îëèãîíóêëåîòèäà íà ðàçëè÷íûõ ìåìáðàíàõ.
Ìàêñèìàëüíîå êîëè÷åñòâî èììîáèëèçîâàííîãî îëèãî-
íóêëåîòèäà íàáëþäàëîñü ïðè èñïîëüçîâàíèè ìåòîäîâ
êîâàëåíòíîé èììîáèëèçàöèè íà íèòðîöåëëþëîçå è îò-
ðèöàòåëüíî àêòèâèðîâàííîì íàéëîíå, ìîäèôèöèðîâàí-
íûõ EDC. Ýòî îáúÿñíÿåòñÿ âûñîêîé ïëîòíîñòüþ íà-
õîäÿùèõñÿ íà èõ ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîôèëüíûõ ãðóïï.
Îíè ëåãêî àêòèâèðóþòñÿ EDC ñ îáðàçîâàíèåì ïðîìå-
æóòî÷íîãî ñîåäèíåíèÿ, êîòîðîå, áóäó÷è íåñòàáèëü-
íûì, ìîæåò àêòèâíî ðåàãèðîâàòü ñ íóêëåîôèëüíûìè
ãðóïïàìè îëèãîíóêëåîòèäîâ. Ôèçè÷åñêàÿ àäñîðáöèÿ
íà òåõ æå òèïàõ íîñèòåëåé ïðîèñõîäèò ìåíåå ýôôåê-
òèâíî. Ïðè èñïîëüçîâàíèè îòðèöàòåëüíî àêòèâèðîâàí-
íîãî íàéëîíà ìû ïðàêòè÷åñêè íå íàáëþäàëè èììîáè-
ëèçàöèþ îëèãîíóêëåîòèäà, ÷òî ìîæíî îáúÿñíèòü ñèëü-
íûì ýëåêòðîñòàòè÷åñêèì îòòàëêèâàíèåì åãî ñàõàðî-
ôîñôàòíîãî îñòîâà îò îòðèöàòåëüíî çàðÿæåííîé ïî-
âåðõíîñòè íîñèòåëÿ. Ìîäèôèêàöèÿ íàòèâíîãî íàéëîíà
íå ïðèâîäèëà ê óâåëè÷åíèþ êîíöåíòðàöèè îëèãîíóêëå-
îòèäà íà íîñèòåëå,  ÷òî, ïî-âèäèìîìó, ñâÿçàíî ñ íèç-

êîé ïëîòíîñòüþ êàðáîêñèëüíûõ ãðóïï íà åãî ïîâåðõ-
íîñòè.

Ïîìèìî ýôôåêòèâíîñòè èììîáèëèçàöèè îëèãîíóê-
ëåîòèäîâ íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàí, îáåñïå÷èâàþùåé
âåëè÷èíó àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà, â òåõíîëîãèè ÄÍÊ-
ìèêðî÷èïîâ âàæåí äèàìåòð òî÷åê (ÿ÷ååê), ïîëó÷àå-
ìûõ ïðè íàíåñåíèè. Íàèìåíüøèé äèàìåòð òî÷åê
(350 ìêì) íàáëþäàëñÿ íà íèòðîöåëëþëîçå, ÷òî ñâÿçà-
íî ñ ìåíüøåé ïîðèñòîñòüþ è ñìà÷èâàåìîñòüþ ìàòå-
ðèàëà äàííîãî òèïà. Ïîýòîìó èìåííî íèòðîöåëëþëîçà
áûëà âûáðàíà â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ äëÿ ïðîèçâîäñòâà
ìåìáðàííûõ ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ ñ êîëîðèìåòðè÷åñêîé
äåòåêöèåé.

Îïòèìèçàöèÿ êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèè
áèîòèíà íà ïîâåðõíîñòè íèòðîöåëëþëîçû

Îäíèì èç íàèáîëåå âàæíûõ ïàðàìåòðîâ, îïðåäåëÿ-
þùèõ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ãèáðèäèçàöèîííîãî àíàëèçà
íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå, ÿâëÿåòñÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü äå-
òåêòèðóþùåé ñèñòåìû. Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ãèáðèäèçà-
öèè íà ïîâåðõíîñòè ìåìáðàííîãî ÷èïà îáðàçóþòñÿ
äâóõöåïî÷å÷íûå êîìïëåêñû ÄÍÊ, ìå÷åííûå áèîòè-
íîì. Ïîýòîìó íà ñëåäóþùåé ñòàäèè íåîáõîäèìî
áûëî ðàçðàáîòàòü âûñîêî÷óâñòâèòåëüíóþ ñèñòåìó
äåòåêöèè áèîòèíà íà ïîâåðõíîñòè íèòðîöåëëþëîçû.
Îïòèìèçàöèþ ñèñòåìû äåòåêöèè ìû òàêæå ïðîâîäèëè
íà ìèêðî÷èïàõ, ñîäåðæàùèõ íà ñâîåé ïîâåðõíîñòè
ìå÷åííûé áèîòèíîì îëèãîíóêëåîòèä, íàíîñèìûé èç
ðàñòâîðà ñ êîíöåíòðàöèåé 2,5 ïêìîëü/ìêë. Íåîáõîäè-
ìî îòìåòèòü, ÷òî èñïîëüçîâàíèå êîíúþãàòà ñòðåïòà-
âèäèí-ÏÕ äëÿ âûÿâëåíèÿ ìå÷åííîé áèîòèíîì ÄÍÊ
íà ïîâåðõíîñòè íèòðîöåëëþëîçû îêàçàëîñü íåâîçìîæ-
íûì èç-çà âûñîêîãî ôîíîâîãî îêðàøèâàíèÿ. Ïîýòîìó
äëÿ âûÿâëåíèÿ áèîòèíà ìû èñïîëüçîâàëè äâóõñòàäèé-
íóþ ñõåìó âûÿâëåíèÿ áèîòèíà ñíà÷àëà ñòðåïòàâèäè-
íîì, à çàòåì áèîòèíèëèðîâàííîé ÏÕ.

Ïåðâûì øàãîì îïòèìèçàöèè äåòåêòèðóþùåé ñèñ-
òåìû áûë ïîäáîð ðàáî÷åé êîíöåíòðàöèè ñòðåïòàâè-
äèíà. Äëÿ ýòîãî ìèêðî÷èïû ïîñëå ãèáðèäèçàöèè èí-
êóáèðîâàëè â ðàñòâîðàõ, ñîäåðæàùèõ ðàçíûå êîíöåí-
òðàöèè áåëêà (îò 0,025 äî 1 ìêã/ìë). Êðèòåðèåì
âûáîðà ðàáî÷åé êîíöåíòðàöèè ñòðåïòàâèäèíà ñëóæè-
ëà èíòåíñèâíîñòü è ÷åòêîñòü îêðàñêè çîíû äåòåê-
öèè. Â êà÷åñòâå îïòèìàëüíîé äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëè-
çà íà ìèêðî÷èïàõ áûëà âûáðàíà êîíöåíòðàöèÿ
ñòðåïòàâèäèíà 0,2 ìêã/ìë, òàê êàê ïðè áîëüøèõ êîí-
öåíòðàöèÿõ íàáëþäàëñÿ âûñîêèé óðîâåíü íåñïåöèôè-
÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ áåëêà, ïðèâîäÿùèé ê î÷åíü ñèëü-
íîìó ôîíîâîìó îêðàøèâàíèþ, à ïðè áîëåå íèçêèõ
êîíöåíòðàöèÿõ óìåíüøàëàñü èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè
çîíû äåòåêöèè.

Ðèñ. 1. Êðèâûå àäñîðáöèè ìå÷åííîãî áèîòèíîì îëèãîíóêëåîòèäà
íà ðàçëè÷íûõ ìåìáðàííûõ íîñèòåëÿõ: 1 – íèòðîöåëëþëîçà + ÅDC,
2 – îòðèöàòåëüíî àêòèâèðîâàííûé íàéëîí + ÅDC,  3 – íèòðîöåë-

ëþëîçà, 4 –  íàéëîí, 5 –  íàéëîí + ÅDC, 6 – îòðèöàòåëüíî
àêòèâèðîâàííûé íàéëîí
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Ïðè îïòèìèçàöèè ñòàäèè âçàèìîäåéñòâèÿ ñòðåïòà-
âèäèíà ñ áèîòèíèëèðîâàííîé ÏÕ áûëè ñèíòåçèðîâàíû
òðè òèïà êîíúþãàòîâ ÏÕ ñ áèîòèíîì: ÏÕ, íåïîñðåä-
ñòâåííî ñâÿçàííàÿ ñ áèîòèíîì (ÏÕ–Áò), ÏÕ, ñâÿçàí-
íàÿ ñ áèîòèíîì ÷åðåç íîæêó èç àìèíîêàïðîíîâîé êèñ-
ëîòû (ÏÕ–Ñ6–Áò), è ÏÕ, ñâÿçàííàÿ ñ áèîòèíîì ÷åðåç
íîæêó èç äâóõ ìîëåêóë àìèíîêàïðîíîâîé êèñëîòû
(ÏÕ–Ñ12–Áò). Êîíöåíòðàöèÿ ÏÕ â ïîëó÷åííûõ ðà-
ñòâîðàõ êîíúþãàòîâ ñîñòàâëÿëà 1,5×10–5 Ì. Ñðàâíå-
íèå ïîëó÷åííûõ êîíúþãàòîâ ïðîâîäèëè ïðè òèòðîâà-
íèè èìè êîìïëåêñà ñòðåïòàâèäèíà ñ èììîáèëèçîâàí-
íûì îëèãîíóêëåîòèäîì íà ïîâåðõíîñòè ìèêðî÷èïîâ.

Êðèâûå òèòðîâàíèÿ ïðåäñòàâëåíû íà ðèñ. 2. Ìàêñè-
ìàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü îêðàñêè ÿ÷ååê ìèêðî÷èïà äëÿ
âñåõ ðàçâåäåíèé íàáëþäàëàñü â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ
êîíúþãàòà, â êîòîðîì ÏÕ áèîòèíèëèðîâàíà ÷åðåç
íîæêó èç äâóõ ìîëåêóë àìèíîêàïðîíîâîé êèñëîòû
(ÏÕ–Ñ12–Áò). Â ýòîì ñëó÷àå, ïî-âèäèìîìó, óâåëè÷è-
âàåòñÿ ïîäâèæíîñòü ôåðìåíòà íà ôàçå è àêòèâíûé
öåíòð áîëåå äîñòóïåí äëÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ìîëåêó-
ëàìè ñóáñòðàòà. Ïîýòîìó äëÿ äàëüíåéøèõ èññëåäîâà-
íèé ìû èñïîëüçîâàëè èìåííî ýòîò êîíúþãàò â ðàçâå-
äåíèè 1/8000.

Ãèáðèäèçàöèîííûé àíàëèç íà ìåìáðàííûõ ìèêðî-
÷èïàõ ñ êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé äëÿ îïðå-

äåëåíèÿ ãåíîâ ÁËÐÑ
ÄÍÊ-ìèêðî÷èï äëÿ èäåíòèôèêàöèè îñíîâíûõ òèïîâ

ÁËÐÑ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé íèòðîöåëëþëîçíóþ ïîä-
ëîæêó ðàçìåðîì 3,5×9,0 ìì, íà êîòîðîé â îïðåäåëåí-
íîì ïîðÿäêå èììîáèëèçîâàíû îëèãîíóêëåîòèäû ñ óíè-
êàëüíûìè íóêëåîòèäíûìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè, ñïå-
öèôè÷íûìè ê ðàçëè÷íûì ó÷àñòêàì ãåíîâ ÁËÐÑ òè-
ïîâ ÒÅÌ, SHV è ÑÒÕ–Ì (òàáëèöà). Âûáîð ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäà äëÿ èäåíòèôèêàöèè îï-
ðåäåëåííîé ãðóïïû ÁËÐÑ ìû ïðîâîäèëè íà îñíîâå
âûðàâíèâàíèÿ êîäèðóþùèõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîâ
âñåõ ôåðìåíòîâ ýòîé ãðóïïû, ïðè ýòîì îïðåäåëÿëèñü
êîíñåðâàòèâíûå ó÷àñòêè, íå èìåþùèå ãîìîëîãèè ñ
ãåíàìè β-ëàêòàìàç äðóãèõ ãðóïï. Íà îñíîâå èõ ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòåé ñèíòåçèðîâàëèñü îëèãîíóêëåîòèäíûå

Ðèñ. 2. Êðèâûå òèòðîâàíèÿ êîìïëåêñà ñòðåïòàâèäèíà ñ
èììîáèëèçîâàííûì íà ïîâåðõíîñòè ìèêðî÷èïà îëèãîíóêëåî-

òèäîì êîíúþãàòàìè áèîòèíà ñ ÏÕ: 1 – ÏÕ–Ñ12–Áò,
2 – ÏÕ–Ñ6–Áò, 3 – ÏÕ–Áò

Ðèñ. 3. Ðàñïîëîæåíèå îëèãîíóêëåîòèäíûõ çîíäîâ íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå äëÿ èäåíòèôèêàöèè òèïà ãåíîâ,
êîäèðóþùèõ ÁËÐÑ (à); ðåçóëüòàòû òåñòèðîâàíèÿ îáðàçöà, ñîäåðæàùåãî ãåíû β-ëàêòàìàç ãðóïï TEM è

ÑÒÕ-Ì-1, íà ìåìáðàííîì ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ êîëîðèìåòðè÷åñêîé äåòåêöèåé (á)
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ïðîáû, êàæäàÿ èç êîòîðûõ èììîáèëèçîâàëàñü íà ïî-
âåðõíîñòè ìèêðî÷èïà â ïÿòè ïîâòîðàõ (ðèñ. 3, à).
Êàæäûé ìèêðî÷èï ñîäåðæàë òðè òèïà êîíòðîëüíûõ
îëèãîíóêëåîòèäîâ: 1) êîíòðîëü èììîáèëèçàöèè (îëèãî-
íóêëåîòèä, ìå÷åííûé áèîòèíîì); 2) ïîëîæèòåëüíûé
êîíòðîëü ãèáðèäèçàöèè (îëèãîíóêëåîòèä, íóêëåîòèäíàÿ
ïîñëåäîâàòåëüíîñòü êîòîðîãî êîìïëåìåíòàðíà ìå÷åí-
íîìó áèîòèíîì îëèãîíóêëåîòèäó, äîáàâëÿåìîìó ê ãèá-
ðèäèçàöèîííîé ñìåñè); 3) îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü
ãèáðèäèçàöèè (îëèãîíóêëåîòèä ñî ñëó÷àéíîé ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòüþ îñíîâàíèé). Îïðåäåëåíèå íàëè÷èÿ ãåíîâ
ÁËÐÑ â îáðàçöàõ ìåòîäîì ãèáðèäèçàöèîííîãî àíàëè-
çà íà ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñîñòîÿëî èç ñëåäóþùèõ ýòà-
ïîâ: 1) àìïëèôèêàöèÿ ãåíà β-ëàêòàìàçû èç êëèíè÷åñ-
êîãî ìàòåðèàëà â ïðîöåññå ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ ñ
íàáîðîì ïðàéìåðîâ (òàáëèöà), äëÿ ââåäåíèÿ ìîëåêóë
áèîòèíà â àìïëèôèöèðóåìûé ãåí ÷àñòü äåçîêñèòèìè-
äèíòðèôîñôàòà (dTTP) â ðåàêöèîííîé ñìåñè çàìåíÿëè
íà ìå÷åííûé áèîòèíîì äåçîêñèóðàöèëòðèôîñôàò

(dUTP-11-áèîòèí); 2) ãèáðèäèçàöèÿ ìå÷åííîé áèîòè-
íîì ÄÍÊ ñî ñïåöèôè÷åñêèìè îëèãîíóêëåîòèäàìè íà
ïîâåðõíîñòè ìèêðî÷èïà; 3) äåòåêöèÿ ðåçóëüòàòîâ ãèá-
ðèäèçàöèè ñ ïîìîùüþ ñèñòåìû ñòðåïòàâèäèí-áèîòè-
íèëèðîâàííàÿ ÏÕ ñ ïîñëåäóþùåé êîëîðèìåòðè÷åñêîé
äåòåêöèåé ôåðìåíòà. Èçîáðàæåíèå ìèêðî÷èïà ïîñëå
ãèáðèäèçàöèè ñ ãåíàìè β-ëàêòàìàç ãðóïï TEM è
ÑÒÕ–Ì-1 ïðèâåäåíî íà ðèñ. 3, á.

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðîá
äëÿ èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ ÁËÐÑ è ïðàéìåðîâ äëÿ

ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ
Â õîäå ðàáîòû íàìè áûëè ïîäîáðàíû îïòèìàëüíûå

óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ ãèáðèäèçàöèè. Â êà÷åñòâå ãèáðè-
äèçàöèîííîãî áóôåðà áûë âûáðàí 2õSSPE ñ äîáàâëå-
íèåì 0,2%-ãî äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ äëÿ óëó÷øåíèÿ
ñìà÷èâàåìîñòè ìåìáðàíû. Ïðè âûáîðå òåìïåðàòóðû
îñíîâíûì êðèòåðèåì ÿâëÿëîñü òî, ÷òî îíà íå äîëæíà
ïðåâûøàòü òåìïåðàòóðó ïëàâëåíèÿ (Tïë) îëèãîíóêëåî-

Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè îëèãîíóêëåîòèäíûõ ïðîá äëÿ èäåíòèôèêàöèè ãåíîâ ÁËÐÑ è ïðàéìåðîâ äëÿ ìóëüòèïëåêñíîé ÏÖÐ

Íàçâàíèå Íóêëåîòèäíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü, 5′→3′ Äëèíà, 
íóêëåîòèäû 

Тïë, °Ñ 

Êîíòðîëü èììîáèëèçàöèè NH2-TTTTTTTTTTTTTTCTAGACAGCCACTCATA-áèîòèí 18 52 

Ïîëîæèòåëüíûé êîíòðîëü 
ãèáðèäèçàöèè 

NH2-TTTTTTTTTTTTTGATTGGACGAGTCAGGAGC 19 60 

Îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü 
ãèáðèäèçàöèè 

NH2-TTTTTTTTTTTTTTCTAGACAGCCACTCATA 18 52 

ãðóïïà ÒÅÌ NH2-TTTTTTTTTTTÑÑAGAAACGCTGGTGAAAGTA 21 62 

ãðóïïà SHV NH2-TTTTTTTTTTTTTGTTGATCCGCTCCGTGCTG 19 60 
ãðóïïà ÑÒÕ-Ì NH2-TTTTTTTTTTTTTATATCGCGGTGATCTGGCC 19 58 

ïîäãðóïïà ÑÒÕ-Ì-1 NH2-TTTTTTTTTTTTTCACCCAGCCTCAACCTAA 18 56 

ïîäãðóïïà ÑÒÕ-Ì-2 NH2-TTTTTTTTTTTTTTTACCCAACCGGAGCAGA 18 56 

ïîäãðóïïà ÑÒÕ-Ì-8 NH2-TTTTTTTTTTTTTCACCCAGCCAGAGCAGAA 18 58 

Î
ëè

ãî
íó

êë
åî

òè
äí

û
å 

ïð
îá

û
 

ïîäãðóïïà ÑÒÕ-Ì-9 NH2-TTTTTTTTTTTTTTACCCAGCCGCAACAGA 17 56 

ïðÿìîé ATGAGTATTCAACATTTCCGTGTC 24 70 ãðóïïà ÒÅÌ 

îáðàòíûé TTAATCAGTGAGGCACCTATCTC 23 70 

ïðÿìîé GCCGGGTTATTCTTATTTGTCGC 23 72 ãðóïïà SHV 
îáðàòíûé GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG 20 69 

ïðÿìîé ATGGTTAAAAAATCACTGCGCCAG 24 72 ïîäãðóïïà CTX-M-1 

îáðàòíûé CCGTCGGTGACGATTTTAGCCG 22 73 

ïðÿìîé ATGATGACTCAGAGCATTCGCC 22 70 ïîäãðóïïà CTX-M-2 
îáðàòíûé CCGTGGGTTACGATTTTCGCCG 22 73 

ïðÿìîé ATGATGAGACATCGCGTTAAGC 22 66 ïîäãðóïïà CTX-M-8 

îáðàòíûé CCGTCGGTGACGATTTTCGCG 21 70 

ïðÿìîé GGTGACAAAGAGAGTGCAACGG 22 72 

Ï
ðà

éì
åð

û
 

ïîäãðóïïà CTX-M-9 
îáðàòíûé CCCTTCGGCGATGATTCTCGC 21 72 
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DNA-MICROARRAYS ON POROUS MEMBRANE SUPPORTS WITH
COLORIMETRIC DETECTION

M.M. Ulyashova, Yu.Yu. Ryabova, M.Yu. Rubtsova, A.M. Egorov
(Division of Chemical Enzymology)

The technology of DNA-microarrays on porous membrane supports with colorimetric detection
based on horseradish peroxidase was developed. The comparison of the methods of oligonucleotide
immobilization on chemically different membranes was carried out, the conditions of
colorimetric detection of biotin in DNA duplexes on microarray surface wårå optimized. The
method developed was applied for determining type of genes encoding extended-spectrum βββββ-
lactamases.

Key words:  DNA-microarrays, hybridization analysis, oligonucleotide immobilization,
horseradish peroxidase, extended-spectrum beta-lactamases.
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òèäíûõ çîíäîâ, îäíàêî ðåçêî ïîíèæàòü åå íåëüçÿ, òàê
êàê ïðè ýòîì òåðÿåòñÿ ñïåöèôè÷íîñòü àíàëèçà. Èç èñ-
ñëåäóåìîãî äèàïàçîíà òåìïåðàòóð (42–52°Ñ) â êà÷å-
ñòâå îïòèìàëüíîé áûëà âûáðàíà òåìïåðàòóðà 45°Ñ.
Îïòèìèçàöèÿ âðåìåíè ãèáðèäèçàöèè áûëà ïðîâåäåíà
â äèàïàçîíå îò 0,5 äî 4,0 ÷. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ðåàê-
öèÿ ãèáðèäèçàöèè ìå÷åííîé áèîòèíîì ÄÍÊ ñ èìåþ-
ùèìñÿ íàáîðîì îëèãîíóêëåîòèäîâ íà ìåìáðàííîì
ìèêðî÷èïå äîñòèãàåò ðàâíîâåñíîãî ðåæèìà, ïðè êîòî-
ðîì íàáëþäàåòñÿ ìàêñèìàëüíàÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòü
àíàëèçà, â òå÷åíèå 3 ÷ ïîñëå íà÷àëà (ïðè èíòåíñèâ-
íîì ïåðåìåøèâàíèè). Îäíàêî ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî
ïðè ïåðåõîäå â êèíåòè÷åñêèé ðåæèì (ïðîäîëæèòåëü-
íîñòü ãèáðèäèçàöèè 1,5 ÷) ïðîèñõîäèò ëèøü íåçíà÷è-
òåëüíîå ñíèæåíèå âåëè÷èíû àíàëèòè÷åñêîãî ñèãíàëà ñ
ñîõðàíåíèåì ñïåöèôè÷íîñòè ãèáðèäèçàöèè,  ÷òî ïî-
çâîëÿåò äîñòîâåðíî èäåíòèôèöèðîâàòü íàëè÷èå ãåíîâ
(ÒÅÌ, SHV è ÑÒÕ–Ì) β-ëàêòàìàç â ãèáðèäèçàöèîí-
íîé ñìåñè. Ýòî àêòóàëüíî ïðè íåîáõîäèìîñòè ïðîâå-
äåíèÿ ýêñïðåññ-àíàëèçà.

Íà ìåìáðàííîì ÄÍÊ-ìèêðî÷èïå ñ êîëîðèìåòðè-
÷åñêîé äåòåêöèåé, ñîäåðæàùåì èììîáèëèçîâàííûå
îëèãîíóêëåîòèäû, äëÿ èäåíòèôèêàöèè îñíîâíûõ ãðóïï
ÁËÐÑ áûëà ïðîâåäåíà îöåíêà âîñïðîèçâîäèìîñòè
ðåçóëüòàòîâ è ÷óâñòâèòåëüíîñòè ìåòîäà. Äëÿ ýòîãî â
ñåðèè ýêñïåðèìåíòîâ èçó÷àëè çàâèñèìîñòü èíòåíñèâ-
íîñòè îêðàñêè îïðåäåëåííûõ ÿ÷ååê ìèêðî÷èïà îò
êîíöåíòðàöèè ñîîòâåòñòâóþùåãî ãåíà ÁËÐÑ â ãèá-
ðèäèçàöèîííîé ñìåñè. Ïðåäåë îáíàðóæåíèÿ èçìåíÿë-
ñÿ â äèàïàçîíå îò 0,20 äî 0,92 íã/ìêë ìå÷åíîé
ÄÍÊ, à êîýôôèöèåíò âàðèàöèè íàõîäèëñÿ â èíòåð-
âàëå îò 4 äî 11% â çàâèñèìîñòè îò òèïà îïðåäåëÿ-
åìîãî ãåíà ÁËÐÑ, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î õîðîøåé
÷óâñòâèòåëüíîñòè è âîñïðîèçâîäèìîñòè ðàçðàáîòàí-
íîãî ìåòîäà. Êðîìå òîãî, ïðîâåäåíèå àíàëèçà íå
òðåáóåò äîðîãîñòîÿùèõ ðåàãåíòîâ è îáîðóäîâàíèÿ,
äåòåêöèÿ ðåçóëüòàòîâ îñóùåñòâëÿåòñÿ íà îïòè÷åñ-
êîì ñêàíåðå èëè âèçóàëüíî, ÷òî äåëàåò ìåòîä
ÄÍÊ-ìèêðî÷èïîâ áîëåå äîñòóïíûì äëÿ êëèíè÷åñ-
êîé ìåäèöèíû.
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