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Схема приготовления кДНК по технологии SMART-
наиболее простой и эффективной технологии амплификации кДНК

SMART-адаптер

rGrGrG

синтез первой цепи кДНК

3’-праймер

AAAA

AAAA
C.C.C

rGrGrG AAAA

C.C.C

rGrGrG AAAA

смена матрицы

C.C.C

ПЦР с праймером



Образцы кДНК, приготовленные методом SMART

ds cDNA synthetized on the basis of total
RNA from different human tissues

: M, 1-kb DNA size markers (SibEnzyme); lane 1 
- placenta; lane 2 - fetal liver; lane 3 - brain; 
lane 4 - fetal lung; lane 5 - testis; lane 6 - small
intestine. 



Амплификация образцов кДНК
Отсутствие изменений в концентрации
продукта ПЦР при добавлении циклов
указывает на то, что реакция вышла на
плато. Оптимальное для амплификации
образца количество циклов должно
быть на 2-3 цикла меньше, чем то, 
которое необходимо для выхода
реакции на плато.
Общая интесивность шмера должна
соответствовать той, которую имеют
образцы кДНК на дорожках 2-3 
(сравнение относительно интенсивности
маркера). 
Если интенсивность шмера не нарастает
с увеличением циклов ПЦР и смещена к
лунке (дорожка 4), значит, образец
кДНК подвергся избыточной
амплификации. 
Если интенсивность шмера существенно
ниже (например, как на дорожке 1), 
значит, количество циклов ПЦР было
недостаточно для амплификации этого
образца.
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Отсутствие ярких полос и шмер, 
начинающийся от лунки, – свидетельство
чрезмерного числа циклов ПЦР (дорожка

4) или слишком длинной элонгации в
ходе ПЦР (дорожка 5)



Формула ПЦР – принцип для расчета
репрезентативности библиотек кДНК, полученных
с использованием ПЦР

 молекула ДНК размером 1 т.п.о. имеет массу порядка   г.1 10  
-18

молекула циклов ПЦР1 40

молекул циклов ПЦР1 000 30

молекул циклов ПЦР10
6

20

молекул циклов ПЦР10
9

10

(1 pg)(1 pg)

(1 ng)

Если для амплификации образца потребовалось 27 

циклов ПЦР, следовательно, изначально в образце было 

примерно 10  молекул ДНК.
4

N = 2(40-n)
N – количество молекул ДНК-матрицы;

n – количество циклов ПЦР, которое потребовалось для
амплификации ДНК с концентрацией 5-10 мкг/мкл



КЛОНИРОВАНИЕ
ПОЛНОРАЗМЕРНЫХ кДНК

• Выделение кодирующей последовательности путем

скрининга библиотек кДНК часто позволяет выявить

лишь частичную последовательность транскипта

• Клонирование кДНК на основе известной белковой
последовательности (или гомологичных
последовательностей) с использованием
вырожденных праймеров позволяет выявить лишь
ограниченный фрагмент кДНК



RACE (Rapid Amplification of CDNA Ends) методом
Marathon

целевой продукт

T-праймер

AAAA

синтез первой цепи кДНК

синтез второй цепи кДНК

лигирование адаптера

известная последовательность

иПЦР с праймерами

ПЦР с праймерами и

Подавление фоновой

амплификации с одного

праймера



Результат 5’- и 3’- RACE с использованием Marathon кДНК
матрицы генов актина и трансферринового рецептора

Амплифицированный продукт был получен

в ходе “long and accurate” ПЦР с

использованием внешнего супрессионного

праймера и ген-специфических праймеров. 

В качестве матрицы использовалась кДНК

человека, приготовленная методом

Marathon. M - маркер (1 kb ladder).



5’-RACE по технологии SMART

SMART-адаптер

rGrGrG

синтез первой цепи кДНК

3’-праймер

AAAA

AAAA
C.C.C

rGrGrG AAAA

смена матрицы

C.C.C

ПЦР с праймеров и

фоновая амплификация

целевой продукт

М

Результат RACE с

использованием SMART 

кДНК

IFNGR1
IFNGR2



IFNGR2IFNGR1

RACE по технологии SMART+ССП-эффект

SMART-адаптер

rGrGrG

синтез первой цепи кДНК

3’-праймер

AAAA

AAAA

TTTTC.C.C

rGrGrG AAAA

TTTT

смена матрицы

C.C.C

ПЦР с праймеров и

фоновая амплификация - ?

целевой продукт

Результат RACE с

использованием SMART 

кДНК -2

М 1        2       3        4



5’-RACE по технологии SMART+Step-Out PCR

SMART-адаптер

синтез первой цепи кДНК

3’-праймер

AAAA

AAAA
C.C.C

rGrGrG AAAA

смена матрицы

C.C.C

ПЦР с праймера

подавление

фоновой

амплификации

целевой продукт

rGrGrGrGrGrG

и Step-Out смесиStep-Out смесь

rGrGrG

AAAA
C.C.C

фон

rGrGrG
C.C.C

rGrGrG
C.C.C



Step-Out PCR
ДНК

ПЦР

целевой продукт

неспецифические

продукты

ПЦР



Подавление фоновой амплификации при Step-Out RACE

5’-RACE с использоваением короткого адаптера (1, 

4); длинного адаптера (2, 3) и Step-Out смеси (3, 6)

М 1        2     3        4 5        6

IFNGR1 IFNGR2] ]



Результаты 5'- и 3'- RACE для ряда генов человека с
использованием суммарной РНК в качестве матрицы

IFN Rγ HBP TFR HPRT

M M5 ’ 3 ’ 5 ’ 3 ’ 5 ’ 3 ’ 5 ’ 3 ’

IFNgR - рецептор интерферона гамма, IFNGR1;

HBP - 23 kD протеин;

TFR - трансфериновый рецептор

HPRT - гипоксантин-гуанин-фосфорибозил

трансфераза



5’-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGGTTGCACGACGGCCCGGGCTGGT-3’
3’-CCCGACCA-5’

5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

5’-ACGGTTGCACGACGGCCCGGGCTGGT-3’rimer

5’-GTAATACGACTCACTATAGGGCACGGTTGCACGACGGCCCGGGCTGGT-3’
3’-CCCGACCA-5’

5’-GTAATACGACTCACTATAGGGC-3’

5’-ACGGTTGCACGACGGCCCGGGCTGGT-3’rimer

Регуляция длины продукта RACE

К продукту 5‘Step-Out RACE гена gtLec1 с ген-специфического

праймера и Step-Out смеси (дорожка 1) был лигирован

супрессионный адаптер и полученный образец был использован

для ПЦР амплификации с праймером, соответствующем

внутренней (дорожка 2) или внешней (дорожка 3) части адаптера.

M      1      2 3

5’

адаптер

внешний праймер

внутренний праймер



Дифференциальная экспрессия генов



2-D гель-электрофорез белков



Two-Dimensional Protein Gel Electrophoresis



2-D Protein Gel Electrophoresis Demonstrates 
Differential Gene Activity in Animal Organs
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Поиск и исследование дифференциально
экспрессирующихся генов на уровне мРНК

Визуализация
дифференциально
экспрессирующихся
генов

Развитие методов
обогащения образцов
кДНК
дифференциально-
распределенными
молекулами

Создание панелей, 
содержащих мишени для
множества (потенциально
всех) транскриптов в
образце

Вычитающая
гибридизация

Чипы и микрочипы
(arrays)

Дифференциальный
дисплей кДНК

SAGE, 
Массированое
параллельное

секвенирование

Дифференциальный
скрининг

Прямая
количественная
идентификация
дифф.экспрессии



Дифференциальный скрининг

Образец 1

выделение РНК

Образец 2

приготовление проб кДНК

анализ дифференциально экспрессирующихся генов

гибридизация на фильтр



Экспрессия гена Vg1
в вегетативной
области ооцита
Xenopus laevis (иРНК)



Чипы и микрочипы



Macroarrays

Образец 1

выделение РНК

Образец 2

приготовление проб кДНК

гибридизация на фильтр

Фрагменты кДНК (300-
900 nt)

� Радиактивное
мечение

� До 3000 точек
на мембране



Microarrays

Hybridisation

Washing

Scan cy5 

channel

Scan cy3 

channel

“Overlay

images”

Quantify 

pixel intensities.

Cell

population A

Cell 

population B

RNA

extraction
A A B B

Reverse

transcription

A A B B

Klenow

label 

incorporation

Sample B labelled

with cy3 dye
Sample A labelled

with cy5 dye

• Флуоресцентное мечение

• До 10000 точек на стекле

• кДНК или олигонуклеотиды
(70-80 nt)



Microarrays preparation



Microarray preparation



Slide processing

Slide scaning



Анализ данных



Анализ результатов



Affymetrix chips

• Флуоресцентное мечение

• До 500000 точек на силиконе

• Олигонуклеотиды (20 nt)

The back and front sides of an Affymetrix chip are 
shown (upper middle). At the back of the chip are 
white holes for adding the washing solutions and the 
hybridisation solution and red holes for positioning the 
chip in the washing station (upper left) or scanner. At 
the front side of the chip you can see the chamber 
where the array is located. Scanning the array results in 
an image with hybridisation intensities (upper right). 
The intensities can be shown using artificial colours
(lower left) or grey values (lower right). In the gridding 
step a grid is placed over the array, using the probes at 
the borders of the array to position it.



Oligonucleotide synthesis
Nucleotides are deposited one at a time at addresses activated by light shining 
through a pattern of holes in a mask. Each nucleotide carries a blocking group 
that prevents further polymerization unless activated by light. 



Получение кластеров диференциальных генов



Исследование транскрипции с помощью биочипов: 
молекулярный фенотип клеток

Транскрипция 4132 
генов в клетках
разных типов у

человека. 
Выделены клетки

эндотелия

нет различий







Platforms and Formats - Summary





Tissue Arrays

• Glass

• Tissue Discs (20-150)

• Membrane

• RNA/cDNA

Analysis of SERPINI1 and PDCD10 
in various tissues. Human MTE 
multiple tissue expression array II 
(BD Clontech) was hybridized with 
32P-labeled probe against A) 
SERPINI1, B) PDCD10, and C) 
control ubiquitin, respectively. 
Panel D shows the individual 
designations of all tissues 
examined.



Общие преимущества и недостатки технологии
микрочипов

Advantages:

• Rapid

• Method and data analysis well described and supported

• Convenient for directed and focussed studies

Disadvantages:

• Restricted to known genomes

• Difficult to correlate with absolute transcript number

• Sensitive to alternative splicing ambiguities

• High range of variations in gene expression from one cDNA sample to 
another

• Limited sensitivity



Дифференциальный дисплей



A B A B A B
11 12 13

131316
1514

Упрощение с варьирующими параметрами

Анализ на полиакриламидном геле

Стратегия дифференциального дисплея

Раковая трансформация

А

В

Выделение РНК

~2 x104 видов мРНК

А В



Классический дифференциальный дисплей



Классический дифференциальный дисплей

синтез первой цепи кДНК

модифицированный Т-праймер

5’-ТТТТТТТТТТСА

AAAAAAAAAAAAAAA

CATTTTTTTTTT

ПЦР с Т-праймером и

случайным праймером

5’-ТТТТТТТТТТСА

5’-GTTGCAAGGTTC

AAAAAAAAAAAAAAA

CATTTTTTTTTT

5’-GTTGCAAGGTTC
|||  |||||||

случайная инициация амплификации

CATTTTTTTTTT
GTTGCAAGGTTC

анализ продуктов ПЦР на ПААГ

наработка продукта ПЦР



Упорядоченный дифференциальный дисплей (УДД)

кДНК

обработка RsaI

лигирование адаптора
3'

3'

внутренние фрагменты 3’-концевые фрагменты

прореживающая амплификация

с удлиненными праймерами

-XY(TE)

(InE) -XY1 1

Анализ на ПААГ

ПЦР с праймерами

и

супрессия

амплификации

экспоненциальная

амплификация



Использование УДД для поиска маркеров различных
регионов тела планарии

3c

2а

1  2  3  4  5  6

1a

2a

3a

3b

3c

Dth2


