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НК –  нуклеиновые кислоты 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая  кислота

РНК – рибонуклеиновая кислота
кДНК – комплементарная ДНК

ПЦР – полимеразная цепная реакция
ИГ-иммуноглобулины

РС-рассеянный склероз

Введение
Рассеянный склероз (РС) — хроническое аутоиммунное заболевание, при котором поражается миелиновая оболочка нервных волокон головного и спинного мозга. По распространенности среди неврологических заболеваний центральной нервной системы (ЦНС) РС занимает четвертое место, чаще всего оно поражает лиц молодого и среднего возраста и быстро приводит их к инвалидизации. 
Отличительная особенность болезни при патологоанатомическом исследовании — наличие рассеянных по всей центральной нервной системе без определённой локализации очагов склероза — замены нормальной нервной ткани на соединительную. 
Несмотря на более чем вековую историю изучения РС, однозначной причины, приводящей к запуску патологической аутоиммунной реакции, пока не найдено. Вероятнее всего его развитие  обусловлено взаимодействием факторов внешней среды (вируса и/или другого патогена и географических факторов) и наследственной предрасположенности.
На данный момент в мире насчитывается более 2 млн больных РС ( в России более 200 тысяч). [3]
Достижения в области молекулярной биологии, генетики, иммунологии в последние годы позволили существенно улучшить качество жизни больных и дольше сохранять их трудоспособность. В  настоящее время методы диагностики болезни на ранних стадиях и последующего лечения с использованием генноинженерных и иммунокорригирующих препаратов широко используются по всему миру.
Антитела, вырабатывающиеся при РС, играют существенную роль в развитии заболевания. В крови больных РС обнаруживаются антитела к структурным элементам мозга, к основному белку миелина, к глиальным белкам (аутоантитела).  Владея методами анализа репертуара антител больных РС, мы могли бы узнать больше о механизмах развития демиелинизирующего процесса. 
Цель
Целью нашей работы является разработка методики анализа репертуара тяжелых цепей B – клеточных рецепторов отдельных клонов В – лимфоцитов в периферической крови больных рассеянным склерозом. 
Задачи
1. Изучить литературу, описывающую организацию и функционирование генов, кодирующих иммуноглобулины, строение антител и их функцию в организме в норме и патологии.

2. Овладеть основными экспериментальными методами: выделение нуклеиновых кислот, обратная транскрипция, полимеразная цепная реакция, изучить теоретические основы метода массированного секвенирования.

3. Отработать технологию подготовки библиотеки кДНК генов иммуноглобулинов.
4. Подготовить библиотеку кДНК генов тяжелых цепей иммуноглобулинов, пригодную для последующего анализа методом массированного секвенирования, для трех больных РС. Отправить образцы на сиквенс.
1. Обзор литературы
1.1 Патогенез рассеянного склероза
Патогенез РС складывается из комплекса иммунопатологических и патохимических реакций, развивающихся в нервной системе. Первым этапом иммунопатогенеза является активация анергичных Т – лимфоцитов на периферии (вне ЦНС). Считается, что этот и другие процессы индуцируются антигенными структурами ЦНС и более всего основным белком миелина и гликопротеином миелина. У здоровых людей гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) непроницаем для клеток крови, в том числе иммунных. Но у больных РС Т – лимфоциты проникают в ЦНС при увеличении экспрессии молекул адгезии. 

Очаги заболевания, возникающие при РС в белом веществе спинного и головного мозга, называются бляшками. Сюда мигрируют моноциты/макрофаги, Т –  и В – лимфоциты. Т – клетки, макрофаги и клетки микроглии начинают выделять провоспалительные цитокины, которые из – за своих свойств только усиливают миграцию иммунных клеток в ЦНС.

Активные молекулы, такие как антитела, цитокины, протеазы, азотные и кислородные радикалы наносят основные повреждения миелиновым оболочкам. По демиелинизированным волокнам нарушено проведение импульса, это приводит к появлению клинических симптомов. 

Вместе с этим по краям бляшки происходит процесс ремиелинизации, однако он выражен слабее, и чем дольше человек подвержен данному заболеванию, тем слабее он становится. 
При длительном течении демиелинизации наступает гибель аксонов. Степень потери нервных волокон на ранних стадиях рассеянного склероза примерно составляет 10 — 20 %, но она может возрасти до 80 % при длительном течении заболевания.

 Во время воспаления высвобождается большое количество аутоантигенов, которые дают толчок к дальнейшему развитию аутоиммунного процесса. Из – за недостаточного количества супрессорных систем проявляется снижение способности Т – клеток больных контролировать продукцию аутоантител всех классов В – клетками in vitro.
Для активных очагов заболевания характерны "муфты", состоящие из проникших в паренехиму Т – лимфоцитов, моноцитов и плазматических клеток. Плазматические клетки активно вырабатывают антитела против антигенов миелина и различных вирусов. [4] 
В следующем разделе рассмотрим строение иммуноглобулинов и их функции в организме.[3]
1.2 Общие сведения об антителах. Строение, классификация и функции антител.
Антитела (иммуноглобулины, ИГ, Ig) — это растворимые гликопротеины, присутствующие в сыворотке крови, тканевой жидкости или на клеточной мембране, которые распознают и связывают антигены. Некоторые ИГ связаны с плазматической мембраной и функционируют как антигенспецифичные рецепторы. Так же антитела могут свободно находиться в плазме или в лимфе, как отдельные молекулы.
Они синтезируются В – лимфоцитами после  контакта с антигеном, который вызывает преобразование В – клеток в антителообразующие клетки.

Распознавание антителами и Т – клеточными рецепторами, которые схожи между собой по строению и функционированию, чужеродных объектов является основной функцией специфического иммунитета. После связывания антигена комплекс антиген-антитело может разрушаться несколькими способами. Чаще всего он распознается как мишень фагоцитами. Их рецепторы связываются с константным участком антитела и затем этот комплекс переваривается.[1]
У человека, как и у большинства млекопитающих, выделяют пять основных классов иммуноглобулинов: IgA, IgE, IgD, IgG, IgM. Они различаются по строению, размеру молекул, заряду, аминокислотному и углеводному составу. Существуют значительные вариации и внутри каждого из классов.[2]
Каждый класс иммуноглобулинов выполняет определенные функции в организме. IgG – главный изотип нормальной сыворотки крови человека. На его долю приходится около 70 – 75% всех ИГ. IgG составляют большинство антител вторичного иммунного ответа. Эти иммуноглобулины являются четырехцепочечным мономером. У человека все иммуноглобулины класса G проникают через плаценту в организм ребёнка и обеспечивают невосприимчивость ребенка к инфекциям в первые несколько месяцев жизни. 

К IgM относятся примерно 10% общего количества антител сыворотки. Представители этого класса – пентамеры основной четырехцепочечной молекулы. Чаще всего доминируют на ранних стадиях иммунного ответа на патогенные микроорганизмы.
IgA составляют 20% иммуноглобулинов сыворотки крови человека. Примерно 80% из них – мономеры, остальные же полимерные формы.
IgD и IgE практически не встречаются в периферической крови.
Рассмотрим строение основной структурной единицы иммуноглобулинов (см.рис.1)
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Рис.1 Общий план строения иммуноглобулинов: 1) Fab; 2) Fc; 3) тяжелая цепь; 4) легкая цепь; 5) антигенсвязывающий участок; 6) шарнирный участок
Антитела являются относительно крупными (~150 кДа — IgG) гликопротеинами. Они состоят из двух одинаковых тяжелых цепей  и из двух идентичных лёгких цепей, соединённых вместе дисульфидными связями (на рисунке обозначены красным).
Тяжелые цепи состоят из вариабельной области (VH), трех константных (CH1,CH2,CH3) и шарнира. (см. рис.2)

Легкие цепи состоят из вариабельной и константной области ( VL и СL).
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Рис.2 Строение иммуноглобулинов, расположение различных доменов иммуноглобулинов: 1) тяжелые цепи; 2) легкие цепи; 3) VH; 4) CH1; 5) CL;  6) CH2; 7)СH3; 8) VL; 9) дисульфидные мостики.
 Концевые домены одной легкой цепи и одной тяжелой цепи соединены вместе и формируют антиген – связывающий участок.
При помощи протеазы папаина антитело можно расщепить на два участка, один из которых Fab (англ. fragment antigen binding — антиген – связывающий фрагмент), а другой Fc (англ. fragment crystallizable — фрагмент, способный к кристаллизации).  
Паратопом называется часть антитела, распознающая эпитоп (часть макромолекулы, которая распознается иммунной системой).
Всего различают пять типов тяжелых цепей (α – , γ – , δ – , ε – и μ –  цепи) и два типа легких цепей (κ – цепь и λ – цепь). По виду тяжелых цепей антитела распределяют на пять основных классов. [5]
1.3 Вариабельность иммуноглобулинов, CDR
Благодаря огромному разнообразию антител организм способен распознавать множество антигенов и реагировать на них. Теоретически любая легкая цепь антитела может соединиться с любой тяжелой цепью. Поэтому различная структура антител исходит из различного строения составляющих их частей. У антител выделяют несколько типов вариабельности:
Изотипическая вариабельность обусловлена экспрессией гаметных генов, имеющихся у всех особей данного вида и кодирующих различные виды тяжелых и легких, в том числе аминокислоты, кодирующие каркасные участки V –  доменов.
Аллотипическая вариабельность проявляется на индивидуальном уровне в пределах данного вида в виде вариабельности аллелей антител.
Идиотипическая вариабельность — проявляется в различии аминокислотного состава антиген – связывающего участка вариабельных и гипервариабельных участков легких и тяжелых цепей. [1]
В ходе исследований было установлено, что вариабельные участки легких цепей кодируются V –  и J – сегментами ДНК. В клетках, не синтезирующих антитела, эти участки, кодирующие V –  и С –  области располагаются в различных, удаленных друг от друга, хромосомах. [1] Но в клетке, выделяющей антитела, они, после внутрихромосомной рекомбинации, располагаются рядом друг с другом. Вплотную к V прилегает J – сегмент (от англ. joining). Он находится между V и C. Несмотря на рекомбинацию, участки J и C разделяет некодирующая последовательность (интрон). Вся это последовательность от начала V – сегмента до конца C переносится на гетерогенную ядерную РНК, с которой, после удаления интронов, способен считываться белок.
Данный процесс представлен на рис.3, иллюстрирующем образование κ – цепей.
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Рис.3 Образование κ – цепей у человека.
Вариабельные участки тяжелых цепей, кроме C, V участков, кодируются и D – сегментом. Он значительно увеличивает разнообразие тяжелых цепей.
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Рис.4 V – D – J рекомбинация у человека.
В общей линейной последовательности аминокислотных остатков V – областей тяжелых цепей имеются положения консервативные, где замены одних аминокислот на другие незначительны или даже отсутствуют (каркасные участки), и положения с частыми заменами –  гипервариабельные участки. Гипервариабельные участки называют также участками, определяющими комплементарность, и обозначают как CDR (от слова complementarity determining regions). Эти участки представляют собой  петли, сильно отличающиеся по аминокислотной последовательности и протяженности у различных антител.
Каркасные участки обозначают как FR (framework regions). Каркасные участки имеют весьма существенное значение для укладки V – домена, которая обеспечивает адекватную конформацию антигенсвязывающего центра.
Всего в тяжелых и легких цепях иммуноглобулина CDR по три и по четыре FR соответственно. (см. рис.5)
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Рис.5 Схематическое расположение CDR в V –  областях тяжелых и легких цепей.
Пространственно V –  области тяжелых и легких цепей располагаются так, что их гипервариабельные участки образуют на поверхности структуру, распознающую антиген (паратоп). CDR обеспечивает комплиментарность паратопа и эпитопа, это обуславливает антиген – узнающую активность крайних регионов V – областей тяжелых и лёгких цепей. Как правило, CDR тяжелых цепей вносят больший вклад в образование комплексов с антигеном, чем CDR легких цепей. [1] Считается, что каркасные участки (FR) V – областей тоже принимают участие в связывании с антигеном, но в гораздо меньшей степени. 
Особенно важную роль в процессе распознавания антигена играет CDR3 тяжелых цепей. [12] Это обусловлено наибольшей рекомбинационной изменчивостью, по сравнению с другими CDR. Она появляется, благодаря соединению V – ,  D –  и J –  сегментов, что является основным источником гипервариабельности CDR3. А разнообразие других участков меньше, потому что: различия CDR2 изначально закодированы в геноме, а вариабельность CDR1 достигается соматическим мутагенезом. 

Например, в иммунном ответе на некоторые антигены почти все различия в молекулах антител различной специфичности затрагивают только CDR3. [4], [1]
Для CDR3 характерна хорошая гибкость, которая определяет возможность адаптации паратопа и эпитопа. Из-за того, что этот регион  большей частью отвечает за специфичность связывания антитела и антигена, мы решили рассмотреть разнообразие генов, составляющих его. 
2. Материалы и методы
2.1 Общий  принцип технологии подготовки библиотеки кДНК генов иммуноглобулинов
Основной задачей нашей работы является отработка технологии создания библиотеки кДНК генов, кодирующих CDR3-регионы тяжелых цепей ИГ, и подготовка этой библиотеки к анализу методом массированного секвенирования. Подготовка образцов ДНК, пригодных для секвенирования, происходит по схеме, представленной на рисунке 6.
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Рис.6 Схема подготовки образцов кДНК к секвенированию.
Из образцов периферической крови больных РС выделяется лейкоцитарная фракция, на 85% представленная лимфоцитами. Выделенные клетки лизируются, и из них экстрагируется тотальная РНК. В ходе обратной транскрипции на матрице РНК происходит синтез кДНК (комплементарной ДНК). Работа с РНК в качестве стартовой материи предпочтительней по ряду причин. Во-первых, кДНК не содержит протяженных интронов, усложняющих дальнейшую амплификацию фрагментов. Во-вторых, в клетке может содержаться разное количество копий матричной РНК соответствующего гена (в зависимости от уровня экспрессии гена) в отличие от одной копии геномной ДНК, что повышает чувствительность анализа.
Амплифицируя кДНК, мы можем избирательно увеличивать количество определенных последовательностей, содержащих закодированную информацию о CDR3. Это достигается благодаря использованию специфических праймеров. Рассмотрим все стадии данного процесса более подробно.

2.2 Исследованный материал

Для характеристики репертуара и количественной оценки представленности B – клеточных рецепторов при РС, были использованы три образца периферической крови больных РС, любезно предоставленные сотрудниками клиники гематологии и клеточной терапии им. А.А. Максимова. Все образцы крови забирались в вакутейнеры с ЭДТА объемом 4 мл.
2.3 Выделение лимфоцитов
Выделение лимфоцитов проводилось сотрудниками лаборатории молекулярных методов анализа на градиенте плотности фиколл-урогрофин.
2.4 Выделение РНК
РНК  отличается нестабильной химической структурой и повышенной чувствительностью к действию нуклеаз. Нуклеазы, разрушающие РНК (РНКазы), широко встречаются в окружающей среде. Кроме того, РНКазы мало чувствительны к действию денатурирующих белки веществ. Поэтому во время эксперимента нами были приняты меры, уменьшающие вероятность случайного попадания РНКаз в пробы: работа производилась в одноразовых резиновых перчатках, использовались одноразовые стерильные инструменты (пробирки, насадки для автоматических пипеток со специальным фильтром).
Ниже приведено описание методики, которой мы пользовались для выделения РНК в нашей работе.

Лизис клеток

1. К 100 мкл клеток, выделенных из периферической крови, в физиологическом растворе (примерно 8-10 млн клеток) добавляли 500 мкл реагента Тризол (Invitrogen). 
Очистка РНК.

2. К смеси клеток с Тризолом добавляли 200 мкл хлороформа.

3. Центрифугировали 10 мин. при  12000 об/мин., предварительно встряхнув пробирку рукой. В результате все органические соединения, за исключением нуклеиновых кислот,  ушли в тризольно – хлороформную фазу. Кислая среда реагента Тризол обеспечивает лучшее растворение РНК по сравнению с ДНК. Поэтому РНК оставалась в верхней (водной) фазе, а ДНК уходила в промежуточную фазу (интерфазу). 
4. Переносили водную фазу с растворенной в ней РНК в отдельную пробирку. Добавляли 600 мкл изопропанола (100%) и 1 мкл соосадителя (окрашенного полимера, использующегося для визуализации осадка РНК). 

5. Центрифугировали 10 мин. при 12000 об/мин, предварительно встряхнув рукой. РНК не растворяется в спиртах, и вместе с соосадителем выпадает в виде яркого осадка на дне пробирки. 
6. Убирали надосадочную жидкость. Добавляли 1000 мкл этилового спирта (80%).
7. Центрифугировали 5 мин. при 7500 об/мин. Во время этого этапа осадок ещё раз очищался от лишних примесей.
8. Полностью удаляли надосадочную жидкость и высушивали осадок при комнатной температуре (не более 10 мин).

9. Растворяли осадок в 10 мкл воды без РНКаз. 
2.5 Обратная транскрипция
2.5.1.Общий принцип метода обратной транскрипции

Обратной транскрипцией называется процесс образования комплементарной ДНК на матрице одноцепочечной РНК. Данный процесс называется обратной транскрипцией, так как передача генетической информации при этом происходит в «обратном», относительно транскрипции, направлении. Обратная транскрипция позволяет получить ДНК, с которой удобнее работать, поскольку она менее подвержена влиянию окружающей среды и более стойкая к распаду.  
В качестве матрицы мы использовали мРНК, выделенную из лимфоцитов периферической крови.
Обратная транскриптаза (ревертаза) – фермент, который синтезирует комплементарную ДНК на матрице РНК в направлении 3’- 5’. Для этого обратной транскриптазе необходима затравка (праймер) – олигонуклеотид длиной 14-16 букв, комплементарный фрагменту транскрибируемой РНК. 

С 3` – конца в исследуемой нами молекуле РНК расположен сегмент, кодирующий константную область (С – область) тяжелых цепей. С – области тяжелых цепей иммуноглобулинов внутри одного класса имеют сходное генетическое строение и поэтому могут быть транскрибированы с одного универсального праймера.  Поскольку в периферической крови иммуноглобулины классов D и E практически не встречаются, в исследование нами были взяты три класса: IgA, IgG, IgM; следовательно, с 3` – конца для синтеза кДНК использовались три различных праймера (см. рис.7).
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Рис.7 Схематическое изображение молекулы РНК и праймеров для синтеза кДНК, комплементарных С – области.

2.5.2 Параметры и условия проведения обратной транскрипции 

Для проведения реакции обратной транскрипции использовался следующий протокол:

1. Для каждого образца готовили первую часть реакционной смеси, состоящую из:

 –  раствора РНК ( 0.25 – 2 мкг РНК) – 3 мкл

 –  праймера на 3` – конец (HCArt1/HCGrt1/HCMrt1) (10 мкМ) – 1 мкл

 –  MQ – 1 мкл
Суммарный объём первой части реакционной смеси – 5 мкл.
2. Перемешивали компоненты при помощи микроцентрифуги (Microspin FV – 2400, BIOSAN).

3. Для денатурации РНК пробирки инкубировали в амплификаторе (Термостат Термит, ДНК – Технология) в течение 2 мин при 70°С .

4. Понижали температуру инкубации до 42°С и выдерживали пробирки с первой частью реакционной смеси на данном значении 2 мин.
5. Готовили вторую часть смеси, включающую:

 –  5x буфер для синтеза первой цепи – 2 мкл
 –  Mint ревертазу (Евроген) – 1мкл

 –  смесь dNTP (10 mM) – 1мкл

 –  DTT ( 20 mM) – 1мкл

Суммарный объём второй части реакционной смеси – 5 мкл.

6. Перемешивали компоненты при помощи микроцентрифуги.
7. Добавляли 5 мкл второй части реакционной смеси в каждую пробирку с реакционной смесью после инкубации. Суммарный объем реакционной смеси – 10 мкл.

8. Перемешивали компоненты новой смеси при помощи микроцентрифуги.

9. Добавляли примерно 20 мкл минерального масла, чтобы предотвратить испарение реакционной смеси во время инкубации. 
10. Инкубировали пробирки с реакционной смесью при 42°С в течение 1 часа 
11. Понижали температуру до 4°С, чтобы остановить реакцию.
Затем проводили ПЦР ампилификацию.
2.6 Полимеразная цепная реакция
2.6.1 Общий принцип метода ПЦР

Полимеразная цепная реакция представляет собой метод молекулярной биологии, который  позволяет in vitro увеличить концентрации определённых фрагментов нуклеиновой кислоты (ДНК) в биологическом материале (пробе). 
При помощи ПЦР удается быстро размножать определенный участок ДНК, найдя его среди многих последовательностей. Однако амлифицировать в большинстве случаев можно лишь короткие участки ДНК (не более 3000 пар нуклеотидов).
Для проведения реакции необходимы следующие условия:

1. ДНК – матрцица, которая содержит участок, подвергаемый амплификации.
2. Прямой и обратный праймеры, комплементарные 3` и 5` концу необходимого участка. Праймер представляет собой короткую олигонуклеотидную последовательность (длиной примерно 18 – 30 пар нуклеотидов) со свободной З’ОН – группой, комплементарно связанную с однонитевой ДНК-матрицей. И именно с его 3’ – конца ДНК – полимераза начинает наращивать полидезоксирибонуклеотидную цепь.
3. ДНК – полимераза. Мы использовали полимеразу Encyclo (Евроген), которая представляет собой смесь термостабильных ДНК полимераз. Этот фермент обладает горячим стартом, то есть начинает амплифицировать только после нагревания во время первого цикла. Это помогает избежать наработки ненужных последовательностей.
4. Дезоксирибонуклеозидтрифосфаты (dNTP`s).

5. Буферный раствор, обеспечивающий необходимые условия реакции — рН, ионную силу раствора и т.д. 
ПЦР проводят в специальных приборах – амплификаторах, способных быстро изменять температуру содержимого пробирок с высокой точностью.

Стадии ПЦР (см. рис.8):
1. Денатурация
На первой стадии происходит денатурация двухцепочечной ДНК –  матрицы. Для этого её нагревают до 94—96 °C на 5 – 20 секунд. Перед первым циклом проводят прогрев реакционной смеси 1 – 5 мин для полной денатурации матрицы и праймеров. 
2. Отжиг
Затем температуру понижают, и праймеры уже могут комплементарно связаться с одноцепочечной ДНК. Эта стадия называется отжигом. 
Температура этой стадии рассчитывается по данному уравнению [image: image8.png]


 , где n(A/T/G/C), соответствует количеству нуклеотидов в праймере.

Время проведения стадии от 30 сек. до 2 мин.
3. Элонгация
Во время этого этапа полимераза реплицирует цепь, используя праймер в качестве затравки. Она начинает синтез  с 3' – конца праймера, который связался с матрицей, и продолжает его  от 3' к 5' –  концу. Температура элонгации зависит от полимеразы, оптимальная температура для Encyclo 72 °C. Время элонгации зависит от типа ДНК – полимеразы и от длины амплифицируемого фрагмента. Принято считать, что полимераза простраивает тысячу пар оснований за минуту. 
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Рис.8 Схематическое изображение первого цикла ПЦР. 1)денатурация; 2) отжиг; 3) элонгация (P=полимераза); 4) конец первого цикла. Две получившиеся ДНК – цепи служат матрицей для следующего цикла, поэтому количество матричной ДНК в ходе каждого цикла удваивается.
Если  повторять охлаждение и нагревание смеси, то синтезированные цепи ДНК служат матрицей для следующего цикла. Поэтому количество продукта в пробе возрастает пропорционально 2n, где n — число циклов реакции. Число циклов ПЦР, необходимое для получения детектируемых количеств ДНК, зависит от количества исходного материала и эффективности реакции.

Рост концентрации требуемых молекул ДНК в геометрической прогрессии ограничен количеством реагентов, присутствием ингибиторов, образованием побочных продуктов. На последних циклах реакции рост замедляется, это называют «эффектом плато». 
С помощью ПЦР возможно получить множество копий нуклеотидной последовательности, даже если на страте реакции были единицы ДНК – матрицы. 
2.6.2 Использованные праймеры
Нашей задачей было получение ПЦР-продуктов, содержащих в своем составе участок  ДНК, кодирующий CDR3-регион генов тяжелых цепей иммуноглобулинов. 

Чтобы наработать необходимые фрагменты ДНК, мы использовали специфичные праймеры для разных семейств и классов C – V –   J – областей кДНК генов тяжелых цепей.

При первой ПЦР обратный праймер располагался на С – области, которая, как говорилось ранее, имеет схожее строение у антител, принадлежащих одному классу. В нашем случае это IgA, IgG, IgM (см. рис.9). 
Каждая С – область может соединиться с каждой V – областью, относящейся к одному из шести наиболее представленных семейств. Поэтому используемых прямых праймеров было 6. Соответственно, для каждого рассматриваемого образца было замешано 18 первых ПЦР (3Сх6V), чтобы захватить все возможные варианты. 
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Рис.9 Схематическое изображение положения праймеров на ДНК при первой и второй ПЦР. 
Чтобы избавиться от лишних последовательностей, неспецифично наработавшихся в ходе первой ПЦР,  мы ставили так называемый «гнездовой» (nested) ПЦР. Во время второй ПЦР, мы использовали 6 прямых праймеров на V – область, расположенные ближе к CDR3 (этот регион начинается с 3’-конца V – области, прилегающей к D). Обратный праймер тоже был заглублен относительно С-праймера в первой ПЦР и лежал на J – области. 
Чтобы различать результаты секвенирования, относящихся к разным семействам антител (IgA, IgG, IgM) и принадлежащие разным пациентам, в каждый амплифицируемый фрагмент вводилась маркерная последовательность, т.н. баркод. Баркод представлял собой 4-буквенную последовательность на 5’-конце J-праймера.
Например, для пациента 1 баркоды выглядели так:

 – AAAA  IgA
 – AAAG  IgG
 – AAAC  IgM.
Для пациента 2:

 – AAGA  IgA
 – AAGG  IgG
 – AAGC  IgC
Для пациента 3:

 – AACA  IgA
 – AACG  IgG
 – AACC  IgM
Для расчета приблизительной температуры плавления праймеров, анализа их структуры на наличие димеров и шпилек мы использовали программу Oligo 6. Последовательности генов иммуноглобулинов мы брали из сервиса international ImMunoGeneTics information system (http://www.imgt.org). Для поиска сходных последовательностей нуклеотидов использовался сервис Национального центра биотехнологической информации BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). 

При выборе последовательности праймеров для определенного участка ДНК необходимо соблюдать несколько правил.  В первую очередь, праймеры должны быть комплементарны участкам анализируемого генома, и не должны связываться с ДНК других организмов, то есть быть специфичными. Следующим важным условием является соответствие температуры плавления праймеров друг другу, то есть температура плавления прямого и обратного праймера должны быть близки. Длина праймеров, как правило, составляет 18-22 пары нуклеотдов. Далее перечислены необязательные параметры. Чтобы понизить вероятность неспецифического синтеза, желательно, чтобы 5' конец праймера был более тугоплавкий, чем 3'. В таком случае в первую очередь именно 5`-конец связывается с матрицей. Если праймер случайно свяжется с участком ДНК-матрицы, последовательность которой не полностью комплементарна последовательности праймера, то 3'-конец праймера не свяжется с матрицей, и синтез не начнется. Хорошо, если на 3' конце праймера последним нуклеотидом будет С или G, потому что C-G связь более тугоплавка, чем связь А-Т и, если на матрице находится не тот нуклеотид, то она наверняка не образуется, а в А-Т связях чаще встречаются ошибки. 
Важно, чтобы обратный и прямой праймеры не содержали в своем составе взаимокомплементарные последовательности, поскольку они будут отжигаться друг на друга (или на самих себя), а полимераза будет достраивать эти комплексы. Расход ресурсов реакции на такой неспецифичный синтез приводит к снижению чувствительности и уменьшению выхода реакции.

2.6.3 Параметры и условия проведения ПЦР
Для амплификации использовался амплификатор MJ Mini BIORAD.
Состав смеси для проведения первой ПЦР: 

 –  MQ –  19,5мкл
 –  10х buffer for Encyclo pol. –  2,5 мкл
 –  кДНК –  1 мкл
 –  50х Encyclo pol. –  0,5 мкл
 –  прямой праймер на V – область (10 мкМ)  –  0,5 мкл

 –  обратный праймер на С –  область (10 мкМ)  –  0,5 мкл

 –  50х смесь dNTP –  0,5 мкл

Суммарный объем реакции равнялся 25 мкл.
Поскольку мы использовали полимеразу с горячим стартом, то реакционную смесь предварительно 1 минуту прогревали при 95°C. Далее 18 раз повторялся следующий цикл:

1. Денатурация, 10 сек. при 95°C.

2. Отжиг, 20 сек. при 62°C.

3. Элонгация, 10 сек. при 72°C.
Затем, для прекращения реакции, смесь остужалась до 4°C.

Продукты первого ПЦР мы сначала разводили в MQ в 20 раз, а только потом уже добавляли в реакционную смесь.
Состав реакционной смеси для проведения второй ПЦР: 

 –  MQ –  19,5мкл
 –  10х buffer for Encyclo pol. –  2,5 мкл
 –  ПЦР-продукт 1й реакции –  1 мкл
 –  50х Encyclo pol. –  0,5 мкл

 –  прямой углубленный праймер на V – область (10 мкМ)  –  0,5 мкл

 –  обратный праймер на J –  область (10 мкМ)  –  0,5 мкл

 –  50х смесь dNTP –  0,5 мкл

Суммарный объем реакции равнялся 25 мкл

Затем пробирки помещали в амплификатор, амплификацию проводили по той же программе, что и во время первой ПЦР, за исключением температуры отжига праймеров - 64°C. Число циклов второй ПЦР составило 28 циклов для первого и второго пациента и 25 циклов для третьего пациента.
2.7 Проведение электрофореза в агарозном геле
Электрофорез в агарозном геле позволяет оценить количество амплифицированной ДНК и её размер. Этот метод разделяет фрагменты ДНК по их подвижности в геле. Продукты амплификации помещают в лунки специального агарозного геля. Силы электрического поля, заставляют фрагменты ДНК мигрировать через гель. Сахарофосфатный остов молекул  заряжен отрицательно и поэтому цепи ДНК двигаются от катода, заряженного отрицательно, к аноду. Более длинные молекулы проходят через гель медленнее, чем короткие молекулы ДНК, которые мигрируют быстрее.
Гель содержит специальный краситель, который при взаимодействии с молекулами ДНК интеркалирует между азотистыми основаниями дуплекса и флюоресцирует в УФ– лучах.
Подготовка 1,2% агарозного геля:

1. 0,36 мг сухой агарозы поместить в специальную колбу

2. Добавить в колбу 30 мл буфера 1х трис-борат-ЭДТА (ТБЭ), содержащий бромистый этидий с конечной концентрацией 0,5 мкг/мл.
3. Поместить колбу с агарозой в микроволновую печь и нагреть до получения однородной консистенции

4. Залить теплую агарозу в УФ - проницаемую кювету для геля. Вертикально расположить гребенку так, чтобы ее зубцы не доставали до дна примерно 1,5 мм. 
После застывания геля (на это требуется примерно 10-15 минут) из него аккуратно вынимают гребенку. Затем гель помещают в камеру для проведения горизонтального гель-электрофореза (см. рис.10). Камера заполнена 1 х ТБЭ с бромистым этидием в конечной концентрации 0,5 мкг/мл, так, чтобы буфер покрыл гель на несколько миллиметров. В лунки помещают ДНК, смешанную с буфером для внесения (краситель Orange G – 2%, глицерин – 30%). 
Подключают источник постоянного тока. Отрицательно заряженная ДНК начинает двигаться в геле по направлению к аноду (положительно заряженному полюсу). Все молекулы одного размера мигрируют в геле с примерно одинаковой скоростью. Вообще, на скорость движения ДНК в геле влияют несколько факторов: размер фрагментов ДНК, концентрация агарозы, напряженность электрического поля, температура, состав электрофоретического буфера.
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Рис.10 Схема камеры для проведении горизонтального гель-электрофореза (вид сбоку). 1- катод; 2 – анод; 3 – буфер; 4 – лунки; 5 – гель.

После электрофореза, который проходит обычно около 10 минут, гель помещают на экран трансиллюминатора, излучающего свет в ультрафиолетовом диапазоне (254 - 310 нм). Бромистый этидий флуоресцирует в оранжево-красной области видимого спектра - 590 нм., при взаимодействии с ДНК интенсивность флюоресценции увеличивается примерно в 20 раз. Чтобы определить размер амплифицированной ДНК, в одну из лунок геля наносят маркерную ДНК – смесь фрагментов разных длин с известной концентрацией. 
2.8 Очистка и концентрирование ДНК
Образцы ДНК, пригодные для секвенирования, должны быть очищены от компонентов предшествующего ПЦР: фермента, солей, находящихся в буфере, не встроившихся dNTP’s.

Очистку образцов мы решили сделать путем вырезания полос нужной нам длины ДНК из агарозного геля. Для этого мы разбили 54 пробирки (3 пациента х 3 класса ИГ х 6 семейств V-генов) на 6 групп, каждая из которых соответствовала определенному семейству V – генов. Исходя из того, что в каждой пробирке было по 25 мкл реакционной смеси, суммарный объем раствора в каждой из шести пробирок равнялся 225 мкл.
Затем, с каждой пробой были выполнены следующие действия:

1. Добавляли 22,5 мкл 3М раствора ацетата натрия, 675 мкл 96% раствора этилового спирта и 0,5 мкл соосадителя.

2. Тщательно перемешивали на микроцентрифуге. 
3. Центрифугировали 10 минут при 13400 об/мин.
4. Удаляли надосадочную жидкость. Поскольку ДНК не растворяется в спирте (кроме  очень коротких нуклеиновых последовательностей), она выпадала в виде окрашенного осадка на дне пробирки.
5. Добавляли 800 мкл 80% раствора этилового спирта. Перемешивали на микроцентрифуге.
6. Центрифугировали 5 минут при 13400 об/мин. 

7. Удаляли надосадочную жидкость. 

8. Растворяли осадок в 15 мкл MQ. Для этого инкубировали 10 мин. при 65°C до полного растворения ДНК.
Все содержимое каждой из шести пробирок наносили на отдельную дорожку в агарозном геле. Проводили электрофорез. Поскольку в каждой пробирке находились образцы, принадлежащие одному семейству, то их длина, благодаря общим праймерам на V – и J- области, была примерно равна.  Вырезали гель с полосами нужной длины.  Взвешивали получившиеся образцы геля.

Далее мы использовали набор для очистки фрагментов ДНК из агарозного геля QIA quick Gel Extraction Kit (Qiagen).

1. К каждому образцу геля добавляли Buffer Q6. Из расчета 3 объема буфера на 1 объем геля (100мг~100мл).
2. Инкубировали пробирки 10 мин. при 50°C, периодически встряхивая смесь на микроцентрифуге.

3. Добавляли 1 объем изопропанола (100%).

4. Переносили смесь в колонку, центрифугировали 1 мин при 13400 об/мин. Удаляли ту жидкость, которая профильтровалась сквозь колонку. 

5. Добавляли 0,5 мл Buffer Q6.

6. Центрифугировали 1 мин при 13400 об/мин. Удаляли ту жидкость, которая профильтровалась сквозь колонку. 

7. Добавляли 0,75 мл Buffer PE, выдерживали смесь 3 мин при комнатной температуре.
8. Центрифугировали 1 мин при 13400 об/мин. Удаляли ту жидкость, которая профильтровалась сквозь колонку. Еще раз центрифугировали сухую колонку 1 мин при 13400об/мин.

9. Переносили колонку в новую пробирку для сбора жидкости.

10. Добавляли 30 мкл Buffer EB в центр мембраны. Инкубировали при комнатной температуре 1 мин. 

11. Центрифугировали 1 мин  при 13400 об/мин. 

Жидкость, которая профильтровалась сквозь колонку, содержала очищенную элюированную с мембраны колонки ДНК, пригодную для секвенирования.
2.9 Анализ и создание библиотеки кДНК генов иммуноглобулинов
2.9.1 454-секвенирование (высокопроизводительное пиросеквенирование ДНК)

Секвенирование биополимеров – это определение их первичной аминокислотной или нуклеотидной последовательности. Технология, разработанная компанией 454 Life Sciences, называется пирофосфатным секвенированием, или пиросеквенированием. 

Фрагменты ДНК разделяются на две цепи, и к каждой прикрепляется одинаковый олигонуклеотид- адаптер. С его помощью цепочки по одной налипают на специальные крошечные бусинки из пластика. Потом каждая бусинка с одной цепочкой попадает в свою капельку ПЦР-смеси, которая окружена маслом. Амплификация проходит отдельно в каждой капельке, этот процесс называется эмульсионной ПЦР. В результате амплификации на поверхности бусинки оказывается прикреплена уже не одна, а около 10 млн. копий  уникальной ДНК-матрицы. Далее эмульсия разрушается. И снова двуцепочечные фрагменты ДНК (образовавшиеся в ходе ПЦР) разделяются, и бусинки, несущие одноцепочечные копии ДНК-матрицы, помещаются в лунки «предметного стекла» — слайда особой конструкции. Каждая луночка- это отдельный «реактор» объёмом 75 пиколитров, в котором и будет происходить реакция секвенирования. 

Кроме бусинок с ДНК, в каждую лунку попадают бусинки поменьше, на которых прикреплены ферменты. 

Нуклеотиды (одного вида за раз) и другие реактивы, необходимые для реакции секвенирования, последовательно подаются в камеру со слайдом. Как только один нуклеотид встраивается в цепь в какой-нибудь лунке, то высвобождается молекула пирофосфата. Этот пирофосфат превращается в молекулу АТФ под воздействием фермента АТФ-сульфурилазы. Затем АТФ окисляет люциферазу (фермент светлячка Photinus pyralis) до оксилюциферина. Это реакция сопровождается хемилюминесценцией. Дно слайда связано с оптико-волоконным световодом, подключённым к прибору с зарядовой связью (CCD-сенсор, charge coupled device). Он регистрирует маленькие вспышки, произошедшие в луночках.

Общая схема пиросеквенирования дана на рисунке 11.
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Рис. 11 Схема пиросеквенирования. А — ДНК фрагментируется, к фрагментам пришиваются олигонуклеотиды-«адаптеры»; полученные двуцепочечные молекулы ДНК разделяются на две комплементарные цепи. Б — Одноцепочечные молекулы ДНК прикрепляются к бусинкам. Отдельные бусинки заключаются в капли реакционной смеси, окруженные маслом. В — Эмульсия разбивается, и цепи ДНК-фрагментов, образовавшиеся в результате эПЦР, разделяются. Бусинки, несущие на своей поверхности миллионы одноцепочечных копий первоначального фрагмента ДНК, помещаются в лунки оптико-волоконного слайда, по одной в каждую лунку. Г — В каждую лунку добавляются бусинки, несущие на своей поверхности ферменты. Д — Микрофотография эмульсии, изображающая «пустые» капли и капли, содержащие бусинки с ДНК-матрицей. Толстая стрелка указывает на 100-мкм каплю, тонкая — на 28-мкм бусинку. Е — Микрофотография фрагмента оптико-волоконного слайда. Видна плакировка оптических волокон и пустые лунки.
Компьютер соотносит вспышки и тип нуклеотида, который находится в каждой лунке. Время, необходимое для протекания ферментативной реакции, производящей детектируемую «вспышку», составляет порядка 0,02–1,5 секунд. Причем лунок около нескольких сотен. 

Потом, чтобы запустить следующий нуклеотид, маленький резервуар промывается раствором с ферментом апиразой. Таким образом, до того, как внутрь попал следующий из четырех нуклеотидов, оттуда вымываются все предыдущие. 

Во время этого процесса возможны какие-нибудь ошибки, начиная от неправильного встраивания, заканчивая плохим вымыванием нуклеотидов из лунок. Высокая точность прочтения достигается благодаря тому, что один и тот же фрагмент прочитывается несколько раз (в разных лунках). После чего результаты соотносятся друг с другом, что позволяет построить одну единую консенсусную последовательность, а так же рассчитать точность секвенирования. 

На рисунках 12 и 13 представлены внешний вид и схема строения секвенатора.
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Рис. 12 Так выглядит система для высокопроизводительного пиросеквенирования ДНК — секвенатор Roche (454) Genome Sequencer FLX
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Рис.13 Схема секвенатора. Инструмент состоит из трех основных блоков: А — система микронасосов для подачи реактивов; Б — проточная камера, содержащая оптико-волоконный слайд с лунками-реакторами; В — оптико-волоконная система с CCD-сенсорами для регистрации сигналов. Прибор также включает в себя встроенный компьютер с необходимым программным обеспечением для управления всем процессом..
3. Результаты и обсуждение.
Проверка и выбор праймеров.
Пиросеквенирование - очень сложный процесс, в котором важна каждая молекула ДНК, поэтому образцы должны содержать как можно меньший процент ошибочных последовательностей. Поэтому мы тщательно подбирали праймеры, которые должны хорошо отжигаться на необходимый участок ДНК, образовывать небольшое количество димеров и шпилек.(см. 2.6.2).

Проверить отдельно пары праймеров для первой ПЦР невозможно, поскольку детектируемые количества ДНК нарабатываются только в ходе второй ПЦР. Поэтому рассмотрим электрофорез шести продуктов ПЦР, соответствующих шести семействам V-генов и полученных в результате двух последовательных реакций.( см. рис. 14)
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Рис.14 Электрофорез продуктов ПЦР, поставленной для проверки углубленных праймеров на V-область. Номер дорожки соответствует номеру семейства V-генов. Праймеры на 1, 3 и 4 семейство имеют по два варианта. (Исследован образец ДНК пациента 3, класс G).
На электрофорезе видно, что вторые варианты праймеров на 1, 3 и 4 семейство работают качественнее. В продуктах ПЦР, поставленной с использованием этих вариантов праймеров, концентрация специфических фрагментов выше, а неспецифических коротких последовательностей, (наработавшихся со шпилек и димеров праймеров), меньше. 
Нами были подобраны следующие праймеры, которые используются для анализа В-клеточных рецепторов.

Праймеры для обратной транскрипции 
	Название праймера
	Последовательность праймера

	HCG-rt   
	GTGTTGCTGGGCTTGTG

	HCM-rt  
	CTGTGAGGTGGCTGCGT

	IGA-rt   
	GCTGGCTGCTCGTGGTGT


Прямые праймеры для первого раунда  ПЦР
	Название праймера
	Последовательность праймера

	HV1
	CTGGRGCTGAGGTGAAGAAG

	HV2
	CAGRTCACCTTGARGGAGTCTG

	HV3
	CGAGGTGCAGCTGKTGGAGWCC

	HV4
	TCRSAGACCCTGTCCCTCACCTGC

	HV5
	GCAGTCTGGAGCAGAGGTGA

	HV6
	TCTCACTCACCTGTGCCATCTCCG


Обратные праймеры для первого раунда  ПЦР
	Название праймера

	Последовательность праймера

	HCG-nested1
	GAAGTAGTCCTTGACCAGGCA

	HCM-nested1
	GTGATGGAGTCGGGAAGGAAG

	НСA-nested1   
	GCGACGACCACGTTCCCATCT


Прямые праймеры для второго раунда ПЦР
	Название праймера

	Последовательность праймера

	IGHV3
	GAARGGCMGRTTCACCATCTC

	   IGHV3    
	GTATCTKCAAATGAACAGYCTGA

	IGHV1
	CACAGCCTACATGGAGCTGAG

	IGHV2
	GACCAACATGGACCCTGTGGA

	    IGHV4    
	CCAGTTCTCCCTGAAGCTGAG

	IGHV5    
	GTCCATCAGCACYGCCTACCT

	IGHV6
	CCAGACACATCCAAGAACCAG


Обратные праймеры с баркодом для второго раунда ПЦР
	Название праймера

	Последовательность праймера

	IGHJ-1a
	AAAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT

	IGHJ-1g        
	GAAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT

	IGHJ-1m      
	CAAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT

	IGHJ-2a         
	AGAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT

	IGHJ-2g       
	GGAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT

	IGHJ-2m        
	CGAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT

	IGHJ-3a         
	ACAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT

	IGHJ-3g         
	GCAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT

	IGHJ-3m           
	CAAGAGGAGACGGTGACCRKGGT


Проверка вырожденного праймера, комплементарного V-генам первого и пятого семейства.
Нами был написан праймер HV15, который в теории успешно отжигается на V-области кДНК первого и пятого семейства. Он использовался при постановке первой ПЦР. Но, по сравнению с индивидуальными праймерами для первого и пятого семейства, он работал менее эффективно. Поэтому мы не стали использовать его, хотя это могло облегчить работу. 

Проверка влияния разведения продукта первой ПЦР на качество продукта второй ПЦР
Опытным путем нами было доказано, что 20-кратное разведение продукта первой ПЦР (который использовался как матрица для второй ПЦР), способствует более эффективной наработке специфических продуктов амплификации. (см. рис. 15)
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Рис. 15 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Дорожка 1 – маркер, 2 – ПЦР без предварительного разведения продукта первой ПЦР (20 циклов), 3 – ПЦР с предварительным разведением продукта первой ПЦР в 20 раз (25 циклов). (Исследован образец ДНК пациента 3, класс M, семейство 1).
Объясняется этот эффект тем, что вместе с целевым продуктом, мы разводим и все неспецифически наработавшиеся последовательности, которые в малой концентрации в меньшей степени ингибируют второй раунд nested ПЦР.
Подбор количества циклов ПЦР.

Число циклов второго ПЦР для получения необходимого количества ДНК было разным для образцов кДНК разных пациентов, т.к. содержание различных классов антител в организме разных людей может отличаться. 
Поэтому мы подбирали число циклов ПЦР для каждого образца таким образом, чтобы этого времени хватило на амплификацию достаточного количества кДНК, но реакция при этом не вышла на плато, поскольку с увеличением числа циклов ПЦР накапливаются и ошибки ПЦР.
Ниже представлены фотографии гель-электрофореза продуктов второй ПЦР для всех образцов, отправленных на секвенирование. Длина конечного ампликона составила 150-200 пар нуклеотидов (в зависимости от семейства V-генов). 
Класс G, пациент 1. 28 циклов ПЦР.
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 Рис.16 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
Класс G, пациент 2. 28 циклов.
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Рис. 17 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 

Класс G, пациент 3. 25 циклов.
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Рис. 18 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
Класс А, пациент 1. 28 циклов.
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Рис. 19 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
Класс А, пациент 2. 28 циклов.
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Рис. 20 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
Класс А, пациент 3. 25 циклов.
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Рис. 21 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
Класс М, пациент 1. 28 циклов. 
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Рис. 22 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
Класс М, пациент 2. 28 циклов.
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Рис. 23 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
Класс М, пациент 3. 25 циклов.
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Рис. 24 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
Все образцы различных пациентов и классов, разделенные по семействам.
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Рис. 25 Электрофорез продуктов второй ПЦР. Крайняя дорожка слева – маркер. Дорожка 1- первое семейство V-области , 2- второе семействоV-области , 3- третье семейство V-области , 4- семейство V-области 4, 5- пятое семейство V-области , 6 – шестое семейство V-области. 
На фотографиях гель-электрофореза видно, что кроме целевой полосы в районе 150-200 пар нуклеотидов (в зависимости от конкретного семейства V-генов) в каждой дорожке присутствуют короткие (меньше 100 пар нуклеотидов) продукты, наработавшиеся в результате неспецифического простраивания димеров праймеров. 
Для того, чтобы избавиться от лишних последовательностей было решено вырезать фрагменты ДНК нужной длины из геля.  Для этого мы объединили все ПЦР-продукты, относящиеся к одному семейству, сконцентрировали их в маленьком объеме и нанесли весь полученный объем на одну дорожку. В результате очистки ДНК из геля с помощью набора реактивов фирмы Qiagen согласно инструкциям производителя мы получили образцы ДНК, пригодные для секвенирования. 
Необходимое для сиквенса количество ДНК составляет 10 мкг. Поскольку все наши образцы забаркодированы согласно номеру пациента и классу ИГ, мы имели возможность смешать все полученные ПЦР-продукты в одну пробирку и отсеквенировать их в составе одного образца. 

ДНК, предназначенная для сиквенса, была помещена в специальную пробирку с завинчивающейся крышкой. Пробирка промаркирована соответствующим образом и отправлена в компанию PlantBioSeq (Канада). Ждем результатов.

4. Выводы
1. Информация, полученная при изучении организации и функционирования генов, кодирующих иммуноглобулины, строения антител и их функций в организме, включена в литературный обзор данного отчета.

2. В ходе работы мною освоены основные экспериментальные методы: выделение нуклеиновых кислот фенольным методом экстракции, подбор последовательностей праймеров, постановка реакции обратной транскрипции, полимеразной цепной реакция, электрофореза ДНК в агарозном геле, выделение фрагментов ДНК из агарозного геля. Изучены теоретические основы метода секвенирования.
3. Отработана технология подготовки библиотеки кДНК генов тяжелых цепей иммуноглобулинов.
4. Подготовлены и отправлены на сиквенс библиотеки кДНК тяжелых цепей ИГ для трех больных РС.
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