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2. Гибридизационный анализ нуклеиновых кислот
1. Анализ полиморфизма длин рестрикционных фрагментов
Полиморфизм длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ) (Restrictions Fragment Length Polymorphism (RFLP)) – это способ исследования ДНК, путем разрезания аплифицированных фрагментов с помощью рестриктаз и дальнейшего анализа размеров образующихся фрагментов (рестриктов) путем гель-электрофореза (ДНК электрофореза).

ПДРФ включает в себя фрагментацию ДНК посредством рестриктазы. Далее продукты рестрикции разделяются электрофоретически, переносятся на нитроцеллюлозную, или нейлоновую мембрану (посредством Саузерн-блоттинга) после чего их гибридизуют с мечеными ДНК-зондами. Далее сравнивают размеры прогибридизовавшихся фрагментов у разных генотипов. 
Различные длины фрагментов свидетельствуют о различиях на уровне последовательности ДНК – мутациях в районе рестрикционных сайтов, делециях, захватывающих рестрикционные сайты, инсерциях в области, гибридизуемой с зондом (Botstein et al., 1980; Landry, Michelmore, 1987). 
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Выявление мутаций методом ПДРФ
В последнее время этот метод используется все реже ввиду трудоемкости, невозможности автоматизации процесса и необходимости наличия большого количества ДНК для анализа.
Метод ПДРФ широко используется в генетических исследованиях популяций, поскольку наличие в геноме исследуемого организма рестрикционного фрагмента ДНК определенной длины является прекрасным генетическим маркером и одновременно фенотипическим признаком, тесно связанным с генотипом организма. Это позволяет следить за распространением такого маркера в популяциях, передачей его от родителей к потомству при скрещиваниях и использовать для построения генетических карт исследуемых организмов классические генетические методы. ПДРФ-маркеры благодаря их четкой принадлежности определенным генетическим локусам не уступают по информативности распространенным биохимическим маркерам и во многих случаях оказываются удобнее сложных фенотипических признаков (таких, как цвет глаз, окраска волос или шерсти, форма цветков и листьев), определяемых многими генами.
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2. Гибридизационный анализ нуклеиновых кислот
Блоттинг (англ., blott – промокашка, blotting – промакивание) – комплекс методик, включающих этап переноса разделенных макромолекул из определенной среды (например, геля) на какой-либо носитель (специальная бумага, нитроцеллюлозные фильтры и т.п.).

Существует два основных типа блоттинга – капиллярный (например, Саузерн-блоттинг), в основе которого – перемещение молекул благодаря капиллярному эффекту, и электроблоттинг, при котором перенос молекул обеспечивается путем электрофореза.
Саузерн-блоттинг (Southern-blotting) – обнаружение специфических нуклеотидных последовательностей, путем переноса электрофоретически разделенных фрагментов ДНК из агарозного геля на нитроцеллюлозный (бумажный) фильтр за счет капиллярного эффекта (blotting – «промокание») и гибридизации с меченым ДНК- или РНК-зондом, комплементарным искомой последовательности. Образование гибридов обнаруживают методом авторадиографии. Метод разработан Э. Саузерном и Р. Дэйвисом в 1975.
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Нозерн-блоттинг (Northern-blotting) – метод, аналогичный методу Саузерн-блоттинга и применяемый для тестирования фрагментов и молекул РНК (вместо нитроцеллюлозного используется фильтр из диазобензилоксиметил-целлюлозы, в качестве зондов используют комплементарные молекулы ДНК. Метод нозерн-блоттинга предложен Дж. Олвайном с сотрудниками в 1977.

Истерн-блоттинг (Eastern blotting) – детекция посттрансляционных модификаций белков. 

Вестерн-блоттинг (белковый иммуноблот, Western blotting) – аналитический метод, используемый для определения специфичных белков в образце. Вестерн-блоттинг разработан в лаборатории Джорджа Старка (George Stark) в Стэнфорде. Название вестерн-блот было дано технике У. Нейлом Бурнеттом (W. Neal Burnette) и является игрой слов от названия Саузерн-блоттинг, – методики определения ДНК, разработанной ранее Эдвином Саузерном.
Саузерн (Southern, 1975) предложил оригинальную идею по переносу фрагментов ДНК из агарозного геля на гибридизационную мембрану. Гель помещают на фильтровальную бумагу, находящуюся в контакте с буфером. Мембрану накладывают на гель, а сверху укладывают несколько слоев фильтровальной бумаги, легко абсорбирующей влагу. Бумага служит своеобразным капиллярным насосом, способствуя вымыванию фрагментов ДНК током буфера из геля и переносу их на мембрану. Далее ДНК денатурируют щелочью, а мембрану выдерживают при 80 °С или облучают УФ-светом, что позволяет фиксировать ДНК на мембране. Затем мембрану помещают в раствор с меченым зондом, в котором и происходит гибридизация. После отмывки несвязавшихся радиоактивных меток результат выявляют с помощью радиоавтографии.
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Метод блот-гибридизации по Саузерну

Стандартные условия блоттинга по Саузерну не применимы к РНК, так как она не связывается с обычными нитроцеллюлозными и нейлоновыми мембранами. Для иммобилизации РНК вначале был предложен специальный вид бумаги с диазобензилоксиметилом (DMB-целлюлоза), а затем были найдены условия для нековалентного связывания РНК с нитроцеллюлозой (предварительная денатурация РНК диметилсульфоксидом, формальдегидом и др.) и разработаны для этого подходящие нейлоновые фильтры. 
Отметим, что в описанных видах блоттинга для организации потока ДНК, РНК и белков через гель в мембране вместо капиллярных сил используют также электрофорез и вакуум.
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