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Àíàëèç GC-áîãàòûõ ïîâòîðîâ â ñîñòàâå ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ ìåòîäîì ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ) äàåò ñèëüíî
çàíèæåííûå çíà÷åíèÿ èõ ñîäåðæàíèÿ â ãåíîìå. Îïèñàíà òåõíîëîãèÿ, ïîçâîëÿþùàÿ àíàëèçèðîâàòü êîïèéíîñòü óìåðåííûõ
GC-áîãàòûõ ïîâòîðîâ ãåíîìà ÷åëîâåêà (ðèáîñîìíîãî, òåëîìåðíîãî è ìèòîõîíäðèàëüíîé ÄÍÊ) â ñîñòàâå ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ.
Ïî ñðàâíåíèþ ñ äðóãèìè, ýòè ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ãåíîìà íàèáîëåå ñèëüíî ïîâðåæäàþòñÿ â ñîñòàâå âíåêëåòî÷íîé ÄÍÊ,
â ÄÍÊ ñòàðûõ êëåòîê, â äëèòåëüíî õðàíÿùèõñÿ îáðàçöàõ ÄÍÊ è â îêèñëåííîé ÄÍÊ. Â îñíîâå òåõíîëîãèè ëåæàò ìåòîä íåðàäèî-
àêòèâíîé êîëè÷åñòâåííîé ãèáðèäèçàöèè ñ áèòèíèðîâàííûìè ÄÍÊ-çîíäàìè è ñïåöèàëüíî íàïèñàííàÿ ïðîãðàììà ðàñ÷åòà ñî-
äåðæàíèÿ ïîâòîðà â ãåíîìå íà îñíîâå àâòîìàòè÷åñêîãî àíàëèçà ýêñïåðèìåíòàëüíûõ äàííûõ. Ïðèìåíåíèå òåõíîëîãèè ïðîèë-
ëþñòðèðîâàíî íà ïðèìåðå ñðàâíèòåëüíîãî àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ðèáîñîìíîãî ïîâòîðà â ñîñòàâå âíåêëåòî÷íîé ÄÍÊ ïëàçìû
êðîâè êóðÿùèõ è íåêóðÿùèõ ëèö. Ïîêàçàíî, ÷òî â ïëàçìå êðîâè ëþäåé ñ äëèòåëüíûì ñòàæåì êóðåíèÿ íàêàïëèâàþòñÿ â çíà÷è-
òåëüíîì êîëè÷åñòâå ôðàãìåíòû ðèáîñîìíîãî ïîâòîðà, ÷òî ìîæåò óêàçûâàòü íà óñèëåíèå ïðîöåññîâ ãèáåëè êëåòîê â îðãàíèç-
ìå è íà ðàçâèòèå õðîíè÷åñêîé ïàòîëîãèè.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ðèáîñîìíûé ïîâòîð, àíàëèç êîïèéíîñòè, âíåêëåòî÷íàÿ ÄÍÊ, íåðàäèîàêòèâíàÿ ãèáðèäèçàöèÿ

Ââåäåíèå

Â ïîñëåäíèå ãîäû ðåçêî âîçðîñ èíòåðåñ ê èññëåäîâà-
íèþ âàðèàöèè êîïèéíîñòè ðàçëè÷íûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ãåíîìà (àíãë. òåðìèí — copy number variation).
Âàðèàöèè êîïèéíîñòè ðÿäà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíî-
ìà ìîãóò áûòü àññîöèèðîâàíû ñ ðàçâèòèåì ïàòîëîãèè
[18]. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ïîâòîðîâ ãåíîìà èñ-
ïîëüçóþòñÿ ñîâðåìåííûå ìåòîäû ñåêâåíèðîâàíèÿ è ìå-
òîä ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè. Ìåòîäû ñåêâåíèðîâàíèÿ
äîñòàòî÷íî äîðîãè è ïîêà íå ïîçâîëÿþò îäíîâðåìåííî
èññëåäîâàòü áîëüøîå êîëè÷åñòâî îáðàçöîâ ÄÍÊ. Ìåòîä
ÏÖÐ ýôôåêòèâåí ïðè êîëè÷åñòâåííîì àíàëèçå îáðàç-
öîâ íåïîâðåæäåííîé ÄÍÊ. Â ñëó÷àå ïîâðåæäåíèÿ
ÄÍÊ-ìàòðèöû ýôôåêòèâíîñòü ðåàêöèè ñèíòåçà öåïè
ÄÍÊ ïîëèìåðàçîé çíà÷èòåëüíî ñíèæàåòñÿ. Îêèñëè-
òåëüíàÿ ìîäèôèêàöèÿ îñíîâàíèé è ôðàãìåíòàöèÿ öå-
ïåé ÄÍÊ ÿâëÿþòñÿ ïðåïÿòñòâèåì äëÿ ðàáîòû ÄÍÊ-ïî-
ëèìåðàçû. Åñëè ÄÍÊ ñèëüíî ïîâðåæäåíà, òî îïðåäåëÿ-
åìûå êîëè÷åñòâà ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîãóò áûòü çíà-
÷èòåëüíî çàíèæåíû ïî ñðàâíåíèþ ñ ðåàëüíûì ñîäåð-
æàíèåì ïîâòîðà â ÄÍÊ. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ÄÍÊ
ñòàðûõ æèâîòíûõ èëè ÄÍÊ îáëó÷åííûõ îñîáåé ÿâëÿåò-
ñÿ ïëîõîé ìàòðèöåé äëÿ Taq-ïîëèìåðàçû [14]. Èçâåñò-
íî òàêæå, ÷òî âíåêëåòî÷íàÿ ÄÍÊ (âêÄÍÊ) ñèëüíî ïî-

âðåæäåíà: ôðàãìåíòèðîâàíà è ñîäåðæèò áîëüøîå êîëè-
÷åñòâî ïðîäóêòà îêèñëåíèÿ — 8-oxodG (8-oxo-2’-deoxy-
guanosine) [9]. Èìåííî ïîýòîìó, îïðåäåëÿåìûå ìåòî-
äîì ÏÖÐ êîíöåíòðàöèè âêÄÍÊ â ïëàçìå íà ïîðÿäîê
ìåíüøå, ÷åì êîíöåíòðàöèè, îïðåäåëÿåìûå ôèçèêî-õè-
ìè÷åñêèìè ìåòîäàìè [10].

Â ÄÍÊ íàèáîëåå íèçêèì ïîòåíöèàëîì îêèñëåíèÿ
îáëàäàåò äåçîêñèãóàíîçèí, îñîáåííî â ñîñòàâå ïîñëåäî-
âàòåëüíîñòåé Gn, ãäå n áîëüøå èëè ðàâíî òðåì [12]. Ñî-
îòâåòñòâåííî GC — îáîãàùåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè
ïîòåíöèàëüíî ìîãóò ïîâðåæäàòüñÿ ñèëüíåå, ÷åì ÀÒ-áî-
ãàòûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Ãåíîì ÷åëîâåêà ñîäåðæèò
òðè óìåðåííî ïîâòîðÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ñ âû-
ñîêèì ñîäåðæàíèåì GC-ïàð — ýòî òåëîìåðíûé ïîâòîð,
òðàíñêðèáèðóåìàÿ îáëàñòü ðèáîñîìíîãî ïîâòîðà
(ðÄÍÊ) è ìèòîõîíäðèàëüíàÿ ÄÍÊ (ìòÄÍÊ). Òåëîìåð-
íûé ïîâòîð è ðÄÍÊ ñîäåðæàò çíà÷èòåëüíîå êîëè÷åñòâî
ëåãêî îêèñëÿþùèõñÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé Gn. Êðîìå
òîãî, ðåïàðàöèÿ ðÄÍÊ çíà÷èòåëüíî ñíèæåíà ïî ñðàâíå-
íèþ ñ äðóãèìè ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè ãåíîìà. ÌòÄÍÊ
ñîäåðæèò íà ïîðÿäîê ìåíüøå ïîâòîðà GGG (72 íà
16 573 îñíîâàíèé), ÷åì ðÄÍÊ (750 íà 13314 îñíîâàíèé)
è òåëîìåðíûé ïîâòîð ((TTAGGG)n). Íàäî èìåòü â âèäó,
÷òî óðîâåíü îêèñëåíèÿ ìòÄÍÊ ìîæåò áûòü âûñîêèì ïðè
íàðóøåíèè ôóíêöèîíèðîâàíèÿ ìèòîõîíäðèé âñëåäñò-



âèå óâåëè÷åíèÿ óðîâíÿ àêòèâíûõ ôîðì êèñëîðîäà
(ÀÔÊ) [16].

Ðàíåå ìû ïîêàçàëè, ÷òî ìåòîä ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðå-
ìåíè ïðàêòè÷åñêè íå ïðèìåíèì äëÿ àíàëèçà êîïèéíî-
ñòè ðÄÍÊ â ñîñòàâå ñèëüíî îêèñëåííîé êëåòî÷íîé
ÄÍÊ, â ñîñòàâå ÄÍÊ ñòàðûõ êëåòîê, äîñòèãøèõ ïðåäåëà
Õåéôëèêà, à òàêæå â ñîñòàâå âêÄÍÊ [5, 6]. Ïðè ýòîì ýô-
ôåêòèâíîñòü ÏÖÐ óíèêàëüíûõ ãåíîâ — ñòàíäàðòîâ íà
ïîâðåæäåííîé ìàòðèöå ñíèæàëàñü íå áîëåå ÷åì â 2 ðàçà
ïî ñðàâíåíèþ ñ ñîîòâåòñòâóþùèìè íåïîâðåæäåííûìè
ìàòðèöàìè (íåîêèñëåííàÿ ÄÍÊ ìîëîäûõ êëåòîê). Äëÿ
àíàëèçà êîïèéíîñòè ðÄÍÊ â ïîâðåæäåííîé ÄÍÊ ÷åëî-
âåêà áûëî ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü ìåòîä ãèáðèäèçà-
öèè [2, 5].

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå îïèñûâàåòñÿ òåõíîëîãèÿ, êîòî-
ðàÿ ïîçâîëÿåò îïðåäåëÿòü êîïèéíîñòü óìåðåííûõ
GC-ïîâòîðîâ â ÄÍÊ ÷åëîâåêà ìåòîäîì íåðàäèîàêòèâ-
íîé êîëè÷åñòâåííîé ãèáðèäèçàöèè. Äàííàÿ òåõíîëîãèÿ
ïðèìåíåíà äëÿ àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â ñîñòàâå
âêÄÍÊ ëèö ñ áîëüøèì ñòàæåì êóðåíèÿ òàáàêà. Ðàíåå
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â ñî-
ñòàâå âêÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì óâåëè÷åíèÿ ãèáåëè
êëåòîê â îðãàíèçìå âñëåäñòâèå õðîíè÷åñêîãî îêèñëè-
òåëüíîãî ñòðåññà [1].

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Îïèñàíèå îáñëåäîâàííûõ ãðóïï

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ èç êîëëåêöèè îáðàçöîâ, ðàíåå ñî-
áðàííîé â ëàáîðàòîðèè, ñëó÷àéíûì îáðàçîì áûëè îòî-
áðàíû 2 ãðóïïû îáðàçöîâ ïëàçìû êðîâè ïðàêòè÷åñêè
(óñëîâíî) çäîðîâûõ äîíîðîâ — æèòåëåé Ìîñêâû. Ãðóïïà
1 (32 ÷åë.) — íåêóðÿùèå äîíîðû â âîçðàñòå îò 43 äî
68 ëåò (ìåäèàíà 56 ëåò). Ãðóïïà 2 (32 ÷åë.) — êóðÿùèå
äîíîðû â âîçðàñòå îò 43 äî 68 ëåò (ìåäèàíà 57 ëåò), ñòàæ
êóðåíèÿ íå ìåíåå 10 ëåò, êîëè÷åñòâî âûêóðèâàåìûõ ñè-
ãàðåò — íå ìåíåå 20 â äåíü.

Âûäåëåíèå âêÄÍÊ èç ïëàçìû êðîâè

Ê 500 ìêë ïëàçìû êðîâè, î÷èùåííîé îò êëåòîê öåíò-
ðèôóãèðîâàíèåì, äîáàâëÿëè: 1%-íûé ëàóðèëñàðêîçèíàò
íàòðèÿ («Sigma», ÑØÀ), 0,02 ìîëü/ë ÝÄÒÀ («ÏàíÝêî»,
Ðîññèÿ) è 75 ìêã/ìë ÐÍÊàçû À («Sigma», ÑØÀ). Äàëåå
îáðàçåö èíêóáèðîâàëè ïðè 37°Ñ â òå÷åíèå 45 ìèí, ïîñëå
÷åãî âíîñèëè ïðîòåèíàçó Ê (200 ìêã/ìë, «Sigma», ÑØÀ)
è îñòàâëÿëè íà 24 ÷ ïðè 37°Ñ äëÿ ãèäðîëèçà áåëêîâ. Äà-
ëåå äâàæäû ïðîâîäèëè ýêñòðàêöèþ ÄÍÊ íàñûùåííûì
ðàñòâîðîì ôåíîëà è îñàæäàëè åå 2 îáú¸ìàìè ýòàíîëà
â ïðèñóòñòâèè íàñûùåííîãî ðàñòâîðà (2 ìîëü/ë) àöåòàòà
àììîíèÿ. Îñàäîê ïðîìûâàëè 75%-íûì ýòàíîëîì, âûñó-
øèâàëè è ðàñòâîðÿëè â äåèîíèçîâàííîé âîäå. Êîíöåíò-
ðàöèþ ÄÍÊ èçìåðÿëè c èñïîëüçîâàíèåì ÄÍÊ-ñâÿçûâà-
þùåãîñÿ êðàñèòåëÿ Quant-iTÒÌ PicoGreen® dsDNA Rea-
gent («MoBiTec»), íà ëþìèíåñöåíòíîì ñïåêòðîìåòðå
«LS 55» («PerkinElmer», Àíãëèÿ).

Íåðàäèîàêòèâíàÿ äîò-ãèáðèäèçàöèÿ

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ðèáîñîìíîãî ïîâòîðà èñïîëüçîâà-
ëè îëèãîíóêëåîòèäíûé çîíä íà 28S ðÄÍÊ
(5’-TATCGGTCTCGTGCCGGTATTTAGCCTTAG-3’)
è íà 18S ðÄÍÊ
(5’-CTGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC-3’).
Ñèíòåç è áèîòèíèðîâàíèå ÄÍÊ-çîíäîâ ïðîâîäèëà ôèð-
ìà Ñèíòîë (Ðîññèÿ).

Äåíàòóðèðîâàííûå ïðîáû âêÄÍÊ (2 ìêë) íàíîñèëè
íà ôèëüòð (ìåìáðàíà Extra C), ïðåäâàðèòåëüíî ñìî÷åí-
íûé 20Õ SSC è ïðîñóøåííûé. Äëÿ êàæäîé ïðîáû íàíî-
ñèëè 3 ïàðàëëåëüíûå òî÷êè. Íà ýòîò æå ôèëüòð íàíîñè-
ëè ñòàíäàðòíûå îáðàçöû ãåíîìíîé ÄÍÊ ñ èçâåñòíûì
ñîäåðæàíèåì ïîâòîðîâ äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîé
çàâèñèìîñòè ñèãíàëà îò êîëè÷åñòâà ïîâòîðà â ïðîáå.
Â êà÷åñòâå îòðèöàòåëüíîé êîíòðîëüíîé ïðîáû èñïîëü-
çîâàëè ÄÍÊ ôàãà �. Ãèáðèäèçàöèþ ïðîâîäèëè 1 ÷ ïðè
55°Ñ. Ôèëüòð îòìûâàëè 0,2Õ SSC. Ôèëüòð áëîêèðîâàëè
â ðàñòâîðå 0,05M Tris-HCl (pH 7,5), 0,1% ìîëîêî, 0,1%
æåëàòèí, 0,5M NaCl. Áèîòèí âûÿâëÿëè ñ èñïîëüçîâàíè-
åì êîíúþãàòà ñòðåïòàâèäèíà ñî ùåëî÷íîé ôîñôàòàçîé
(«Merck»). Â êà÷åñòâå ñóáñòðàòîâ äëÿ ôåðìåíòà èñïîëü-
çîâàëè NBT (nitro blue tetrazolium chloride, «Sigma») è
BCIP (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate, «AppliC-
hem»). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â òåìíîòå ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå, êîíòðîëèðóÿ âèçóàëüíî ïîÿâëåíèå îêðà-
øåííûõ ôèîëåòîâûõ ïÿòåí. Âûñóøåííûé ôèëüòð ñêà-
íèðîâàëè. Äëÿ êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà ðåçóëüòàòà ãèá-
ðèäèçàöèè èñïîëüçîâàëè ïðîãðàììó (Imager 6à, ÌÃÍÖ
ÐÀÌÍ). Ñîäåðæàíèå ðÄÍÊ â âêÄÍÊ ïðèâîäèòñÿ â ðàñ-
÷åòå íà âñþ òðàíñêðèáèðóåìóþ îáëàñòü ðèáîñîìíîãî
ïîâòîðà äëèíîé 13 314 ï.í.

Ñòàòèñòè÷åñêèå ìåòîäû

Ïðèìåíèëè ìåòîäû íåïàðàìåòðè÷åñêîé ñòàòèñòèêè
Ìàííà—Óèòíè è Êîëìîãîðîâà—Ñìèðíîâà. Çíà÷åíèÿ ð
èëè �<0,05 ãîâîðèëè î äîñòîâåðíîñòè ðàçëè÷èÿ ìåæäó
àíàëèçèðóåìûìè âûáîðêàìè. Äëÿ àíàëèçà èñïîëüçîâàëè
ïðîãðàììó StatPlus2007 (http://www.analystsoft.com).

Ðåçóëüòàòû

Òåõíîëîãèÿ îïðåäåëåíèÿ êîïèéíîñòè óìåðåííîãî ïîâòîðà

â ñîñòàâå îáðàçöîâ ÄÍÊ

Íà ðèñ.1 è 2 ïðèâåäåíû äàííûå, èëëþñòðèðóþùèå
ðàçðàáîòàííóþ òåõíîëîãèþ, ïîçâîëÿþùóþ îïðåäåëÿòü
êîïèéíîñòü óìåðåííûõ ïîâòîðîâ â ãåíîìå ÷åëîâåêà. Ïå-
ðåä íàíåñåíèåì íà ìåìáðàíó ïðîáû ÄÍÊ ñ èçâåñòíûìè
êîíöåíòðàöèÿìè äåíàòóðèðîâàëè 0,1Ì NaOH. Ãèáðè-
äèçàöèþ îñóùåñòâëÿëè, èñïîëüçóÿ äâà 30-çâåííûõ îëè-
ãîíóêëåîòèäíûõ çîíäà íà ãåíû 18S è 28S ÐÍÊ, êîòîðûå
ñîäåðæàëè îñòàòîê áèîòèíà íà 5’-êîíöå. Áèîòèí âûÿâ-
ëÿëè êîíúþãàòîì ñòðåïòàâèäèíà è ùåëî÷íîé ôîñôàòà-
çû. Íà ðèñ. 1 ïðèâîäèòñÿ ôîòîãðàôèÿ ñêàíèðîâàííîãî
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ôèëüòðà. Ïÿòíà 1—32 (ïî òðè ïÿòíà íà êàæäûé èç 32 îá-
ðàçöîâ ÄÍÊ) íà ôèëüòðå íà ðèñ. 1 ïîëó÷àþòñÿ ïðè âèçó-
àëèçàöèè ìîëåêóë ùåëî÷íîé ôîñôàòàçû ïóòåì ôåðìåí-
òàòèâíîé ðåàêöèè ñ ñóáñòðàòàìè BCIP è NBT. Äëÿ êîëè-
÷åñòâåííîãî àíàëèçà íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü ñòàíäàð-
òíûå îáðàçöû ÄÍÊ ñ èçâåñòíûì êîëè÷åñòâîì êîïèé
àíàëèçèðóåìîãî ïîâòîðà. Íà ìåìáðàíå â ñòðîêå Ê íàíå-
ñåí îáðàçåö ÄÍÊ, ñîäåðæàùèé 487 êîïèé (èëè 2,1 ïã
ðÄÍÊ/íã ÄÍÊ). Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷èñëà êîïèé ðÄÍÊ
â ñòàíäàðòíîì îáðàçöå ðàíåå èñïîëüçîâàëè ìåòîä
áëîò-ãèáðèäèçàöèè è ìîäåëüíûå ôðàãìåíòû ðÄÍÊ [2].

Ôèëüòð ñêàíèðîâàëè è åãî èçîáðàæåíèå àíàëèçèðî-
âàëè, èñïîëüçóÿ ñïåöèàëüíî íàïèñàííóþ äëÿ äàííîé
òåõíîëîãèè ïðîãðàììó «Imager 6à». Ïðîãðàììà âû÷èñ-
ëÿåò èíòåãðàëüíóþ èíòåíñèâíîñòü (I) è ïëîùàäü (S)
êàæäîãî ïÿòíà, ñðåäíåå çíà÷åíèå è ñòàíäàðòíîå îòêëî-
íåíèå äëÿ ïÿòåí, ñîîòâåòñòâóþùèõ êàæäîìó îáðàçöó
ÄÍÊ. Ó÷èòûâàåòñÿ òàêæå âîçìîæíûé ôîíîâûé ñèãíàë.
Äàëåå ïðîâîäèòñÿ ðàñ÷åò ñîäåðæàíèÿ ïîñëåäîâàòåëüíî-
ñòè â êàæäîì îáðàçöå ÄÍÊ íà îñíîâàíèè ñëåäóþùåãî
àëãîðèòìà.

1. Ñòðîèòñÿ êàëèáðîâî÷íàÿ çàâèñèìîñòü ñðåäíåé èí-
òåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ïÿòíà èëè ñðåäíåé ïëîòíî-
ñòè ïÿòíà (îòíîøåíèå I/S) îò êîíöåíòðàöèè (Ñ) íàíå-
ñåííîãî íà ôèëüòð êîíòðîëüíîãî îáðàçöà ÄÍÊ (ðèñ. 2).
Êîíöåíòðàöèÿ îáðàçöà ÄÍÊ ïðÿìî ïðîïîðöèîíàëüíà
êîëè÷åñòâó àíàëèçèðóåìîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè, êîòî-
ðàÿ ãèáðèäèçóåòñÿ ñ çîíäîì íà ôèëüòðå. Äàííûå ìíîãî-

÷èñëåííûõ îïûòîâ ïîêàçàëè, ÷òî çàâèñèìîñòü I èëè
(I/S) îò äåñÿòè÷íîãî ëîãàðèôìà êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ
(lgC) èìååò ëèíåéíûé õàðàêòåð è îïèñûâàåòñÿ óðàâíå-
íèåì (1):

I = a* lg C + b. (1)

2. Ïî óðàâíåíèþ (1) îïðåäåëÿåòñÿ êîíöåíòðàöèÿ
îïûòíîãî îáðàçöà (Ñòåîð), êîòîðàÿ äîëæíà ñîîòâåòñòâî-
âàòü èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè I â ñëó÷àå, åñëè îïûò-
íûé îáðàçåö ñîäåðæèò îäèíàêîâîå ñ êîíòðîëüíûì îá-
ðàçöîì ÷èñëî êîïèé ïîâòîðà. Íà ðèñ. 2 ïðèâîäÿòñÿ äâà
ïðèìåðà. Îáðàçåö 1 äàåò áîëüøèé ñèãíàë, ÷åì êîíòðîëü-
íûé îáðàçåö ïðè òîé æå êîíöåíòðàöèè (Ñ1). Îáðàçåö 3,
íàîáîðîò, äàåò ìåíüøèé ñèãíàë, ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíò-
ðîëåì ïðè êîíöåíòðàöèè Ñ3. Òàêèì îáðàçîì, îáðàçåö 1
ñîäåðæèò áîëüøå êîïèé ïîâòîðà, à îáðàçåö 3 — ìåíüøå
êîïèé ðÄÍÊ, ÷åì êîíòðîëüíûé îáðàçåö. Ñîäåðæàíèå
ïîâòîðà â îïûòíîì îáðàçöå (Êi) ðàññ÷èòûâàåòñÿ ïî ôîð-
ìóëå (2):

Êi = Ñi * K/Ciòåîð = Ci*K* 10 ^(b-I)/a, (2)

ãäå:
Ñi — êîíöåíòðàöèÿ ÄÍÊ â ïðîáå (íã/ìêë);
Ê — ñîäåðæàíèå ïîâòîðà â êîíòðîëüíîì îáðàçöå (÷èñëî
êîïèé èëè ïã ðÄÍÊ /íã ÄÍÊ);
I — ñðåäíÿÿ èíòåãðàëüíàÿ èíòåíñèâíîñòü ïÿòíà îïûòíî-
ãî îáðàçöà (ðõ);
a, b — êîýôôèöèåíòû â óðàâíåíèè (1) êàëèáðîâî÷íîé
ïðÿìîé.
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Ðèñ. 1. Èëëþñòðàöèÿ ýêñïåðèìåíòà ïî àíàëèçó ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â âêÄÍÊ.
Íà ôèëüòð íàíåñåíû 32 ïðîáû âêÄÍÊ êóðÿùèõ ëþäåé, ïî 3 ïÿòíà äëÿ êàæäîãî îáðàçöà, ïî 4 îáðàçöà â ðÿäó. Êîíöåíòðàöèÿ âêÄÍÊ â ïðîáàõ âà-

ðüèðîâàëà îò 5 äî 30 íã/ìêë. Ðÿä Ê — êîíòðîëüíûé îáðàçåö ñ êîíöåíòðàöèåé îò 5 äî 50 íã/ìêë. Ðÿä Ê� — îòðèöàòåëüíûé êîíòðîëü, ÄÍÊ ôàãà �
ñ êîíöåíòðàöèåé 100 íã/ìë.



Àíàëèç ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ

â ñîñòàâå âêÄÍÊ êóðÿùèõ è íåêóðÿùèõ ëèö

Îïèñàííóþ âûøå òåõíîëîãèþ ïðèìåíèëè äëÿ àíàëè-
çà ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â ñîñòàâå âêÄÍÊ ïëàçìû êðîâè
êóðÿùèõ ëèö ïî ñðàâíåíèþ ñ íåêóðÿùèìè. Íà ôèëüòðå,
èçîáðàæåíèå êîòîðîãî ïðåäñòàâëåíî íà ðèñ. 1, íàíåñåíû
32 ïðîáû âêÄÍÊ ïëàçìû êðîâè ìóæ÷èí â âîçðàñòå
43—68 ëåò. Ñòàæ êóðåíèÿ ñîñòàâëÿë íå ìåíåå 10 ëåò, èí-
òåíñèâíîñòü êóðåíèÿ — íå ìåíåå 20 ñèãàðåò â ñóòêè.
Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ èññëåäîâàëè 32 ïðîáû âêÄÍÊ ìóæ-
÷èí òîãî æå âîçðàñòà, êîòîðûå íèêîãäà íå êóðèëè.

Íà ðèñ. 3À ïðèâîäÿòñÿ êóìóëÿòèâíûå ðàñïðåäåëåíèÿ
êîíöåíòðàöèé âêÄÍÊ â ïëàçìå êðîâè â äâóõ ãðóïïàõ.
Â êîíòðîëüíîé ãðóïïå êîíöåíòðàöèÿ âêÄÍÊ âàðüèðîâà-
ëà îò 36 äî 575 íã/ìë (ìåäèàíà 190 íã/ìë), ó êóðÿùèõ
êîíöåíòðàöèÿ âàðüèðîâàëà îò 30 äî 537 íã/ìë (ìåäèàíà
141 íã/ìë). Ñîãëàñíî íåïàðàìåòðè÷åñêîìó êðèòåðèþ
Ìàííà—Óèòíè êîíöåíòðàöèè âêÄÍÊ â ïëàçìå êðîâè
êóðÿùèõ è íåêóðÿùèõ ëèö íå ðàçëè÷àþòñÿ (p>0,05).

Íà ðèñ. 3Á ïðèâîäÿòñÿ êóìóëÿòèâíûå ðàñïðåäåëåíèÿ
ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â ñîñòàâå âêÄÍÊ, êîòîðûå áûëè
îïðåäåëåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì îïèñûâàåìîãî ìåòîäà.
Â êîíòðîëüíîé ãðóïïå ñîäåðæàíèå ðÄÍÊ âàðüèðîâàëî
îò 1 äî 5,3 ïã/íã âêÄÍÊ (ìåäèàíà 3,4 ïã/íã). Ó êóðÿùèõ
ñîäåðæàíèå ðÄÍÊ âàðüèðîâàëî îò 1 äî 50 ïã/íã âêÄÍÊ
(ìåäèàíà 6,0 ïã/íã). Ó 16 êóðÿùèõ (50%) ñîäåðæàíèå
ðÄÍÊ ïðåâûøàëî âåðõíþþ ãðàíèöó íîðìû. Ðàíåå áûëî
ïîêàçàíî, ÷òî â ñîñòàâå ãåíîìíîé ÄÍÊ ÷åëîâåêà ñîäåð-
æàíèå ðÄÍÊ âàðüèðóåò îò 0,82 äî 2,99 ïã/íã îáùåé ÄÍÊ
(ñðåäíåå 1,72 ± 0,50 ïã/íã). Òàêèì îáðàçîì, ñîäåðæàíèå
ðÄÍÊ â ñîñòàâå âêÄÍÊ â îáåèõ ãðóïïàõ âûøå, ÷åì ñî-
äåðæàíèå â ãåíîìå ÷åëîâåêà. Ñîäåðæàíèå ðÄÍÊ
â âêÄÍÊ â ïëàçìå êðîâè êóðÿùèõ ëèö äîñòîâåðíî âûøå,
÷åì íåêóðÿùèõ (p<0,05).

Íà ðèñ. 3Â ïðèâîäÿòñÿ êóìóëÿòèâíûå ðàñïðåäåëåíèÿ
êîíöåíòðàöèè ðÄÍÊ â ïëàçìå êðîâè â äâóõ ãðóïïàõ.
Â êîíòðîëüíîé ãðóïïå êîíöåíòðàöèÿ ðÄÍÊ âàðüèðîâà-
ëà îò 72 äî 1940 ïã/ìë ïëàçìû (ìåäèàíà 648 ïã/ìë). Ó êó-
ðÿùèõ êîíöåíòðàöèÿ ðÄÍÊ âàðüèðîâàëà îò 60 äî
4938 ïã/ìë (ìåäèàíà 1146 ïã/ìë). Ó 9 èç 32 êóðÿùèõ
(28%) êîíöåíòðàöèÿ âêÄÍÊ áûëà âûøå âåðõíåé ãðàíè-
öû íîðìû. Êîíöåíòðàöèÿ ðÄÍÊ â ïëàçìå êóðÿùèõ äî-
ñòîâåðíî âûøå, ÷åì ó íåêóðÿùèõ (p<0,05).

Îáñóæäåíèå

Â ðàáîòå ïðèâîäèòñÿ îïèñàíèå òåõíîëîãèè, ïîçâîëÿ-
þùåé ïðîâîäèòü îïðåäåëåíèå êîïèéíîñòè óìåðåííûõ
ïîâòîðîâ ãåíîìà â ñîñòàâå ïîâðåæäåííûõ îáðàçöîâ
ÄÍÊ. Èíòåðåñíî îòìåòèòü, ÷òî, íåñìîòðÿ íà èíòåíñèâ-
íîå ðàçâèòèå ìåòîäà ÏÖÐ, â ëèòåðàòóðå äî ñèõ ïîð íå
ïðîâîäèëñÿ àíàëèç êîïèéíîñòè ðÄÍÊ â ãåíîìå ÷åëîâå-
êà ñ ïîìîùüþ ìåòîäà ÏÖÐ. Â ñîâðåìåííûõ îáçîðàõ äà-
þòñÿ ññûëêè íà ðàáîòû 1980 ã., ãäå êîïèéíîñòü ðÄÍÊ
÷åëîâåêà áûëà îïðåäåëåíà ðàäèîàêòèâíîé äîò-ãèáðèäè-
çàöèåé. Èìååòñÿ òîëüêî îäíà ðàáîòà 2005 ã., ãäå àâòîðû
àíàëèçèðîâàëè èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â ãåíîìå
ïðè ñòàðåíèè ìåòîäîì ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè [17].
Â ýòîé ðàáîòå íå ïðîâîäèëîñü îïðåäåëåíèå ÷èñëà êîïèé
ðÄÍÊ, àâòîðû îãðàíè÷èëèñü àíàëèçîì ðàçíîñòè âåëè-
÷èí 	Ñt äëÿ ãåíà ñòàíäàðòà è ðÄÍÊ. Îêàçàëîñü, ÷òî â ñî-
ñòàâå ÄÍÊ äàæå ìîëîäûõ ëþäåé ðÄÍÊ îïðåäåëÿåòñÿ íà-
ìíîãî ìåíåå ýôôåêòèâíî, ÷åì ñòàíäàðòíûé ãåí. Ïî÷òè
â ïîëîâèíå ïðèâåäåííûõ àíàëèçîâ âåëè÷èíà ðàçíîñòè
	Ñt áûëà îòðèöàòåëüíîé. Ïðè íîðìàëüíîì æå àíàëèçå
ñî 100% ýôôåêòèâíîñòüþ 	Ñt äîëæíà áûòü íå ìåíåå 8
(÷òî ñîîòâåòñòâóåò 256 êîïèé ðÄÍÊ, íèæíÿÿ ãðàíèöà
ðàñïðåäåëåíèÿ ÷èñëà êîïèé ðÄÍÊ â ãåíîìå). Îáíàðó-
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Ðèñ. 2. Èëëþñòðàöèÿ ìåòîäà ðàñ÷åòà ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â âêÄÍÊ.
Çàâèñèìîñòü ñðåäíåé èíòåãðàëüíîé èíòåíñèâíîñòè ïÿòåí, ñîîòâåòñòâóþùèõ êîíòðîëüíîìó îáðàçöó (ñì. ðèñ. 1), îò êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ â ïðî-
áå (À) èëè îò äåñÿòè÷íîãî ëîãàðèôìà êîíöåíòðàöèè ÄÍÊ (Á). Íà ðèñóíêå ïðèâîäÿòñÿ òî÷êè äëÿ äâóõ îïûòíûõ îáðàçöîâ âêÄÍÊ — ñ áîëüøèì
(¹ 1) è ñ ìåíüøèì (¹ 3) ñîäåðæàíèåì ðÄÍÊ â ïðîáå ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëüíûì îáðàçöîì.



æåííîå ñ âîçðàñòîì ñíèæåíèå êîëè÷åñòâà ðÄÍÊ â ãåíî-
ìå ìîæåò áûòü ñâÿçàíî ñ óâåëè÷åíèåì óðîâíÿ îêèñëåíèÿ
ìàòðèöû, íî íå ñ ïîòåðåé êîïèé ðÄÍÊ.

Î÷åâèäíî, ïîìèìî ïîâðåæäåíèÿ ìàòðèöû èìåþòñÿ
äðóãèå ïðè÷èíû íèçêîé ýôôåêòèâíîñòè àíàëèçà ðÄÍÊ
ìåòîäîì ÏÖÐ. Îäíà èç òàêèõ ïðè÷èí — òàíäåìíîñòü ðè-
áîñîìíûõ ïîâòîðîâ â ÄÍÊ. Â ðàñòâîðå ñîçäàåòñÿ ëîêàëüíî
ïîâûøåííàÿ êîíöåíòðàöèÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ðÄÍÊ,
êîòîðûå ìîãóò êîíêóðèðîâàòü ñ ïðàéìåðàìè, îáðàçóÿ
âíóòðèìîëåêóëÿðíûå êîìïëåêñû. Êðîìå òîãî, â ñîñòàâå
ðèáîñîìíûõ ïîâòîðîâ ïðèñóòñòâóþò ñèëüíî ìåòèëèðîâàí-
íûå êîïèè. Èçâåñòíî, ÷òî òåìïåðàòóðà ïëàâëåíèÿ ìåòèëè-
ðîâàííûõ GC-áîãàòûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ïðåâûøàåò
100°Ñ. Ïðè ïðîâåäåíèè àíàëèçà êîïèè íå äåíàòóðèðóþò,
âñëåäñòâèå ÷åãî îíè èçûìàþòñÿ èç àíàëèçà.

Âñåõ ïåðå÷èñëåííûõ íåäîñòàòêîâ ëèøåí ìåòîä ãèá-
ðèäèçàöèè. Ïîñêîëüêó ïðè ïðîâåäåíèè ãèáðèäèçàöèè
íå èñïîëüçóåòñÿ ôåðìåíò, òî ïîâðåæäåíèÿ ìàòðèöû íå
èãðàþò ñóùåñòâåííîé ðîëè â ñëó÷àå, åñëè äëèíà ôðàã-
ìåíòîâ ÄÍÊ íå íèæå 50—100 íóêëåîòèäîâ, à äëèíà çîí-
äà âûøå 20—25 íóêëåîòèäîâ. Ïîñêîëüêó äëÿ äåíàòóðà-
öèè ÄÍÊ-ìàòðèöû ïðèìåíÿåòñÿ ùåëî÷ü, òî óðîâåíü ìå-
òèëèðîâàíèÿ ïîâòîðà íå èìååò çíà÷åíèÿ. Ýòîò ìåòîä ïî-
çâîëÿåò îäíîâðåìåííî àíàëèçèðîâàòü áîëüøîå ÷èñëî
îáðàçöîâ è èñïîëüçîâàòü íåñêîëüêî ñòàíäàðòíûõ ÄÍÊ
äëÿ êàëèáðîâêè, ÷òî ïîâûøàåò òî÷íîñòü àíàëèçà. Âìåñòå
ñ òåì ìåòîä èìååò îäíî ñóùåñòâåííîå îãðàíè÷åíèå — îí
ïîçâîëÿåò íàäåæíî îïðåäåëÿòü êîïèéíîñòü òîëüêî óìå-
ðåííûõ ïîâòîðîâ. Äëÿ íèçêîêîïèéíûõ ïîñëåäîâàòåëü-
íîñòåé ìåòîä ìàëîïðèìåíèì âñëåäñòâèå íèçêîé ÷óâñò-
âèòåëüíîñòè è íå ìîæåò ñîïåðíè÷àòü ñ îáùåïðèçíàí-
íûì ìåòîäîì ÏÖÐ.

Ìû ñ óñïåõîì ïðèìåíÿåì ìåòîä ãèáðèäèçàöèè äëÿ
àíàëèçà ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â ñîñòàâå âêÄÍÊ â íîðìå è
ïðè ïàòîëîãèè. Èçâåñòíî, ÷òî âêÄÍÊ çíà÷èòåëüíî ôðàã-
ìåíòèðîâàíà è ñîäåðæèò ìíîãî ïðîäóêòîâ îêèñëèòåëü-
íîé ìîäèôèêàöèè [9]. Â ðåçóëüòàòå ÏÖÐ-àíàëèç íå ïî-
çâîëèë íàì àäåêâàòíî îöåíèòü ñîäåðæàíèå ðÄÍÊ â ñî-
ñòàâå âêÄÍÊ [5]. Ýòîò íåäîñòàòîê ïîçâîëÿåò ïðåîäîëåòü
îïèñûâàåìûé â ðàáîòå ìåòîä. Íàêîïëåíèå ðÄÍÊ â ñî-
ñòàâå âêÄÍÊ ÿâëÿåòñÿ ìàðêåðîì èíòåíñèôèêàöèè ïðî-
öåññà àïîïòîçà â îðãàíèçìå âñëåäñòâèå õðîíè÷åñêèõ çà-
áîëåâàíèé èëè âíåøíèõ, ñðàâíèòåëüíî íåáîëüøèõ, õðî-
íè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé. Íàêîïëåíèå ðÄÍÊ â ñîñòàâå
âêÄÍÊ ïëàçìû êðîâè òåñòèðîâàëè ó áîëüíûõ àóòîèì-
ìóííûìè è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûìè çàáîëåâàíèÿìè [1,
3], ó ðàáîòíèêîâ ÿäåðíûõ îáúåêòîâ, ðàáîòàþùèõ â óñëî-
âèÿõ õðîíè÷åñêè ïîâûøåííîãî ðàäèàöèîííîãî ôîíà [5].
Â ðàìêàõ äàííîé ðàáîòû îáíàðóæåíî çíà÷èòåëüíîå íà-
êîïëåíèå ðÄÍÊ â ïëàçìå êðîâè ëèö ñî çíà÷èòåëüíûì
ñòàæåì êóðåíèÿ òàáàêà. Ýòîò ôàêò óêàçûâàåò íà ïîâû-
øåíèå ó íåêîòîðûõ ëèö îáùåãî óðîâíÿ ãèáåëè êëåòîê
â ðåçóëüòàòå êóðåíèÿ äî óðîâíÿ, ñîïîñòàâèìîãî ñ õðîíè-
÷åñêèì äåéñòâèåì ìàëûõ äîç èîíèçèðóþùåãî èçëó÷å-
íèÿ. Èçâåñòíî, ÷òî êóðåíèå, êàê è èîíèçèðóþùàÿ ðàäè-
àöèÿ, ïîâûøàåò îêèñëèòåëüíûé ñòðåññ â îðãàíèçìå [8],
÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ ãèáåëè êëåòîê îðãà-
íèçìà. Ïî-âèäèìîìó, êóðÿùèì ëþäÿì, ó êîòîðûõ îáíà-
ðóæåíî âûñîêîå ñîäåðæàíèå ðÄÍÊ â ñîñòàâå âêÄÍÊ,
ìîæíî ïîðåêîìåíäîâàòü ïðîéòè áîëåå òùàòåëüíîå ìå-
äèöèíñêîå îáñëåäîâàíèå íà ïðåäìåò âûÿâëåíèÿ ñêðû-
òîé õðîíè÷åñêîé ïàòîëîãèè.

Îïðåäåëåíèå ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â ñîñòàâå âêÄÍÊ
âàæíî åùå è ïîòîìó, ÷òî äàííàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü ÿâ-
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Ðèñ. 3. Ñðàâíåíèå õàðàêòåðèñòèê âêÄÍÊ êóðÿùèõ è íåêóðÿùèõ ëþäåé:
À — êóìóëÿòèâíîå ðàñïðåäåëåíèå äëÿ äâóõ ãðóïï êîíöåíòðàöèè âêÄÍÊ â ïëàçìå êðîâè. Ñîãëàñíî êðèòåðèþ Êîëìîãîðîâà—Ñìèðíîâà, ðàñïðå-

äåëåíèÿ íå ðàçëè÷àþòñÿ (�>0,05);

Á — êóìóëÿòèâíîå ðàñïðåäåëåíèå äëÿ äâóõ ãðóïï ñîäåðæàíèÿ ðÄÍÊ â ñîñòàâå âêÄÍÊ ïëàçìû êðîâè. Ðàñïðåäåëåíèÿ ðàçëè÷àþòñÿ (�<0,001);

Â — êóìóëÿòèâíîå ðàñïðåäåëåíèå äëÿ äâóõ ãðóïï êîíöåíòðàöèè ðÄÍÊ â ïëàçìå êðîâè. Ðàñïðåäåëåíèÿ ðàçëè÷àþòñÿ (�<0,005).
×åðíàÿ ëèíèÿ — ãðóïïà 1 (íåêóðÿùèå), ñåðàÿ — ãðóïïà 2 (êóðÿùèå).



ëÿåòñÿ áèîëîãè÷åñêè àêòèâíîé è ìîæåò âëèÿòü íà ôóíê-
öèîíàëüíóþ àêòèâíîñòü ãåíîìà â ðàçëè÷íûõ òèïàõ êëå-
òîê îðãàíèçìà ÷åëîâåêà, òàêèõ, êàê êëåòêè ýíäîòåëèÿ
[4], ëèìôîöèòû [15], ñòâîëîâûå êëåòêè [13], êàðäèîìèî-
öèòû [7] è íåéðîíû [11]. Â âûñîêèõ êîíöåíòðàöèÿõ
ðÄÍÊ ìîæåò èíäóöèðîâàòü â êëåòêàõ êðîâè àêòèâàöèþ
ôàêòîðà NF-kB, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ óðîâíÿ
ïðîâîñïàëèòåëüíûõ öèòîêèíîâ è ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü
ïîääåðæàíèþ õðîíè÷åñêîãî âîñïàëåíèÿ íåèíôåêöèîí-
íîé ïðèðîäû [15]. Â ýíäîòåëèàëüíûõ êëåòêàõ âíåêëåòî÷-
íàÿ îêèñëåííàÿ ðÄÍÊ ìîæåò áëîêèðîâàòü àêòèâíîñòü
ýíäîòåëèàëüíîé NO-ñèíòàçû, îòâå÷àþùåé çà ñèíòåç NO
[4]. Â ìåçåíõèìíûõ ñòâîëîâûõ êëåòêàõ ðÄÍÊ èíäóöèðó-
åò àäèïîãåíåç, ÷òî ìîæåò ïðèâîäèòü ê ðàçâèòèþ îæèðå-
íèÿ è îñòåîïîðîçó [13]. Ïðè äåéñòâèè íà êóëüòèâèðóå-
ìûå êàðäèîìèîöèòû êðûñû ðÄÍÊ ñíèæàåò ÷àñòîòó ñî-
êðàùåíèé êëåòîê [7], à â íåéðîíàõ êðûñû ñòèìóëèðóåò
ñèíòåç áîëüøîãî êîëè÷åñòâà ÀÔÊ [11].

Òàêèì îáðàçîì, îïðåäåëåíèå êîëè÷åñòâà ðÄÍÊ â ñî-
ñòàâå âêÄÍÊ ïëàçìû êðîâè ñ èñïëüçîâàíèåì îïèñàííîé
òåõíîëîãèè ìîæíî ðåêîìåíäîâàòü â êà÷åñòâå ñòàíäàðò-
íîãî àíàëèçà, ïîçâîëÿþùåãî îöåíèòü íàëè÷èå ñêðûòîé
õðîíè÷åñêîé ïàòîëîãèè, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê ïîâûøå-
íèþ óðîâíÿ ãèáåëè êëåòîê â îðãàíèçìå. Ïàòîëîãèÿ ìî-
æåò áûòü âûçâàíà âíåøíèì âîçäåéñòâèåì (êóðåíèå, íàð-
êîìàíèÿ, îáëó÷åíèå, âðåäíîå ïðîèçâîäñòâî è ò.ä.).
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The method for analysis of the copy number variations of GC-rich repeat
of human genome in damaged DNA.
Detection of increasing copy number of ribosomal genes
in extracellular DNA circulating in blood plasma of smokers` humans

Chestkov I.V., Veiko N.N., Ershova L.S., Sergeeva V.A.,
Veiko R.V., Izhevskaya V.L., Kostuyk S.V.
Federal State Budgetary Institution «Research Centre for Medical Genetics» (FSBI «RCMG»),
Moskvorechie 1, Moscow, 115478, Russia, å-mail: ichestkov@yandex.ru

Detection of copy number variations of GC-rich repeated sequences in the structure of damaged DNA by PCR method results in
significant understatement of their quantity in genome. We have described the method for analysis of the copy number variations of
GC-rich repeat of human genome (mitochondrial, ribosomal and telomeric repeat) in damaged DNA. Comparing to others, these se-
quences of genome are mostly damaged in extracellular DNA, in DNA of the old cells, in long-stored DNA-samples and in oxidized
DNA. The technology is based on the method of non-radioactive quantified dot hybridization with biotin-labeled DNA-probes and on
the software designed specially to calculate the copy number of ribosomal genes (genes for rRNA) in extracellular DNA circulating in
blood plasma of smokers’ and non-smokers’ humans. We have shown that fragments of GC-rich ribosomal repeat accumulate in
extracellular DNA of chronically smoking people, which can be a sign of the intensification of necrotic processes in cells and of the
chronic pathology development.

Keywords: ribosomal repeat, copy number variation, extracellular DNA, non-radioactive hybridization
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