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Hacrosimass uHCTpyKIMS OpeaHa3HadyeHa [JId ONPEACICHHS aKTUBHOCTHU
CUCTEeMBbI MHTEPHEpPOHOB y  OOJBHBIX XPOHHYECCKUMHU  HMH(EKIIMOHHBIMH,
ayTOUMMYHHBIMU, aJUIEPrUYECKUMU 3a00J€BaHUSIMU U IPU UMMYHOIC(PUIIATAX.

NHCcTpyKUMs npeaHa3HayeHa il CIEUUAINCTOB KIMHUYECKUX W HAy4YHO-
UCCIeI0BaTENbCKUX yupexaenuii Pecnyonuku benapyce.

INEPEYEHb HEOBXOANMOI'O OBOPYAOBAHUS, PEAKTUBOB,
NPEINAPATOB, U3JIEJINIA MEJUIIMHCKON TEXHUKH
. PactBOp dukomn-seporpadun c rpagueHToM miotHoctu 1,077 r/mi.
. 3% pactBop D/ATA.
. [Ipobupku ays 3a60pa KPOBU.
. 0,85% pacTBOp XJI0pUAa HATPUSL.
. Cpena RPMI-1640.
. Tenssubst SMOpHOHANTEHAS CHIBOPOTKA.
. L-rmroTamuH.
. [Iupysar HaTpus.
. HEPES.

10. 'enTamuiiu.

11. Ha6op nns Beigenenus PHK u3 kierok kpoBwu.

12. Habop aJisa npoBeAeHUs peakiuu oOpaTHOM TPaAHCKPHUIILIUH.

13. Jlensinas ykcycHasi KUCJOTa.

14. Xmopodopm.

15. N3onpomano.

16. 75% »sTanomn.

17. Habop ansa nposeaenus [P ¢ kpacurenem SYBR Green.

18. Tepmoctart ¢ 5% CO,.

19. LenTtpudyra 1500 o6/muH.

20. JlamuHapHbIl OOKC C OAKTEPHULIMIHOM JAMIION.

21. OgnopasoBas 1macTukoBas nocyaa (Mukponpooupku s [P wa 0,2;
0,5; 1,5 mm).

22. OtaenbHble HAOOPHI ABTOMATHYECKUX MMUIMETOK IEPEMEHHOTO 00beMa.

23. lratuBel  AJi1  MHUKPONPOOUPOK, AaBTOMATHUYECKUX MHIETOK U
HAKOHEYHUKOB K aBTOMATHYECKUM IHUIIETKAM.

24. OgHopa3oBble HAKOHEUHUKHM [UIsl THUIIETOK MepeMEeHHOro obOwneMa (¢
a’pO30JIBHBIM 0apHEPOM).

25. XonoauiabHuK Ha 2—8 °C ¢ MOpPO3WILHON KaMepoH.

26. TBepmoTenbHBIN TEPMOCTAT JIJIsi MUKpOTIpoOupok Ha 1,5 u 0,5 M.

27. Mukponientpudyra st npobupok  THma  «QnmeHgopd» 10
10 ThIC. 0O/MUH.

28. Boprekc-menkep.

29. Ipubop ans nposeaenus [11[P B pexxnme peasibHOTO BpEMEHHU.

30. KomnpioTrep ¢ MNOporpaMMHBIM — OOecriedeHueM JJisg  YIpaBJICHHS
npudopom 1P B pexxrmMe peanbHOro BpeMEHH, XpAaHEHUS TAHHBIX U aHAJIM3A.
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Ionumepa3Has HenHasi peaknus B pe:knuMe peanbHoro spemenu (ITIP-
PPB)

OcHoBubie npunuuns! IIIIP-PPB:

1. TIL[P-PPB — 310 KOMIUIEKC METOAUK ITPOBeAeHUs KoauyecTBeHHoM [111P
C ONpPEACIIEHHMEM BBIXOAA IMPOAYKTa pPEAKIMM IIOCHE  KAKIOr0  IUKJIA
aMIUIMGUKAIIMK U ONPEJEIeHUEM OTHOCUTEIbHOW KOHIEHTpAIMu cyOcTpara Ha
OCHOBAHMU aHaJIM3a KNHETUYECKOM KpuBoM [11IP.

2. llonykonuyectBeHHbl MeTon mnposeaeHust [IIIP-PPB  ne Ttpebyer
MOCTPOEHUSI KaTMOPOBOYHOM KPHUBOW M OIICHMBAET U3MEHEHHE JKCIPECCHM I'eHa
OTHOCUTEIHHO 0a30Boil nuHUU. B kadyecTBe HopManaizepa (Wi ycTpaHEHUS
OLIMOOK, CBSI3aHHBIX C Pa3IMYHON KOHLIEHTpaluel 00pa3lioB) UCIIOJIb3YETCS TeH C
IIOCTOSIHHBIM YPOBHEM JKCIIPECCUU B PA3IMYHBIX TKaHAX opraHusmMa. OgHum u3
TaKHX F'€HOB SIBJISIETCS [3-aKTHUH.

3. Bce cuctemsl I[P B peaslbHOM BpeMEHM OCHOBaHbl Ha OOHApYKEHUU
(IyOpeClEHTHOTO CUTHaJIa, KOTOPBIM YBEIMUYMBAETCS MPSMO MPOMOPIHUOHAIBHO
npoaykram [P B peakunnu. CaMbIM NPOCTBIM U 3KOHOMUYHBIM SIBJISIETCS METO]L
WCIIOJIb30BaHUsA MHTepKanupytomero kpacurenss SYBR  Green, koTopblid
cBs3bpIBaercs ¢ Apyxuenoueunon JHK.

4. Tlocne mnpoBeAeHUs peakIMu MPUOOp JaeT BO3MOXKHOCTb IPOBEPUTH
cnenu@UIHOCTh 00pa30BaBIIETOCS MPOAYKTAa PEaKlUUU IO KPUBBIM IJIABJICHUS.
Touka ruIaBJIeHUS KOHEYHOIO IIPOAYKTA 3aBUCUT OT JUIMHBI aMIUIMKOHA U €ro
HYKJIEOTHIHOTO cocTaBa. OOHapyxeHue OoJjiee OJHOIO IMHUKa IOKa3bIBAET, YTO
o0pa3oBaJInCh HECTIEMPUUECKHUE TPOTYKThI PEAKIIIH.

IMpeumymecrsa I P-PPB

- BO3MOXXHOCTb MCIIOJIb30BaTh HEOOJIbLINE KIMHUYECKUE 00PAa3Ibl;

- BBICOKAsi YyBCTBUTEIBHOCTH MeToa (MeHee 5 konuii JJHK);

- OTCYTCTBUE HEOOXOAMMOCTH IMPOBENEHUs 3NEKTpodopes3a, T.e. CHIIKEHHUE
pUCKa KOHTaMHUHALUK;

- BO3MOXHOCTb KOJIMYECTBEHHOM OLIEHKH 3KCIIPECCHUHU I'€HA;

- BO3MOXKHOCTh HaOoneHust HakoruieHuss mnpoaykra IILIP B peanbHOM
BPEMEHM M W3MEHEHUE IPOJOJDKUTEIBHOCTH pPEAKIMU B 3aBUCUMOCTH OT
HakoruieHus: npoayktoB IILIP (yMeHblieHWE WIM YBEJIMYEHHE KOJUYECTBA
IIUKJIOB).

Jdranbl npoenenus I[NI[P-PPB

[Ipu kaxo¥ oneparu UCIONb3YIOT U MEHSIOT OJJHOPA30BbIe HAKOHEUHUKH
JUIsT aBTOMATHYECKUX TUIETOK C a’pO30JibHBIM OaphepoM, paboTaloT B
OJIHOPA30BBIX MEepPUYATKAX.

Bbiaesienne MOHOHYKJ/IeapoB mnepudepuyYecKkol KpPOBM H3 LeEJbHOM
KpOBH

Brigenenue MOHOHYKJIEApOB MPOBOJMIOCH Ha TPAJUEHTE IUIOTHOCTHU
dbuxosn-seporpadun (1,077 r/mi). PactBop pukonin-seporpadun ¢ ykazaHHBIM
rpaIM€HTOM IUIOTHOCTH MOKYMHAETCS TOTOBBIM.

KpoBb 4-5 mi1 3a0uparoT myTeM MyHKIUU JOKTEBOM BEHBI yTPOM, HATOIIAK,
B cTepuiibHbIe pooupku ¢ 3% pactBopoM DJITA (cootHomenue 1 vacts S[ATA u



20 yacreii kpoBu). [IpoBeaeHue peakiu HEOOXOJUMO OCYIIIECTBUTH B TEUCHUE 3 U
C MOMEHTa 3a00pa KpOBH.

IlenpHyro kpoBb pa3BomiaT B aBa pasza 0,85% pactBopom xyopuaa HaTpus,
HACTAMBAIOT Ha TpamueHT mwiotHocTH (1,077 r/eM’) m uentpudyrupyror 30—
40 mun mipu 1500 06/MuH npu komMHaTHOM Temmepatype. CooTHOIIEHHEe 00BEMOB
IpaJIuCHTa IUIOTHOCTH W pa3leiisieMOll CYCIeH3UM JOJDKHO ObiTh 1:2—1:3.
B pesynbraTe neHTpudyrupoBanus o0paszyroTcs cleayronme Gpakiuu:

- Ha JTHE MPOOUPKU — IPUTPOLIUTHL;

- (ppakiust mOTUMOPPHO-AIEPHBIX JIEUKOLIMTOB COCPEOTAYMBACTCS B BHJIE
TOHKOTO CJIOS HETIOCPEACTBEHHO MEXKTY (pa30it S)pUTPOIMTOB U (Pa3oi rpanieHTa;

- OECIIBETHBIHN CJIOW TPAJIUCHTA;

- (ppakiusi MOHOHYKJICAPHBIX KJIETOK — MEXAY CJIOSMH IUIa3Mbl U
rpajiu€HTOM;

- CJIOM KUJKOCTHU KEITO-PO30BOro IBETA (IJ1a3Ma).

Knerkn octopoxHO cobuparoT mumeTkoi. OcagoKk OTMBIBAIOT JIBAXKIIBI
0,85% pacTBOpOM XJOpuJa HATpUs WIM PACTBOPOM XEHKca, LEHTpUyrupys
10 mun mpu 1500 06/MuH u  ypanss Hajgocaaok. I[lolydeHHBIE KIETKU
pecycnenaupoBain B nonHou cpeane RPMI-1640, moxcuutsiBanu B Kamepe
['opsieBa 1 noBoaMIM cycneH3uro 10 1 MIIH TUMQOIUTOB/MII.

Broinenenune PHK u3 moHoHykieapoB nepudepuyeckoii KpoBu

PHK wu3 KkJerok KpoBH BBIACISIETCS CTaHAAPTHBIM METOJOM C
UCIIOJIb30BaHUEM KOMMepueckoro Habopa s Beienenns PHK B cooTBercTBHM €
npwiaraeMo nHcTpykuuen. Beinenenne PHK npoBoautcs ryaHnamH-THOIMOHAT-
(heHOI-XTTOPOPOPMHOM IKCTPAKIIHECH.

[Ipuanun meroma ocHoBan Ha toMm, yto PHK otaenserca or JJHK mocre
AKCTPAKIUU KHUCIBIM PACTBOPOM, COJACPKAIIUM TYaHUIWH THOIMOHAT, alerar
HaTpus, GEeHOJI U XJI0pOoPOopM, MPU UEHTpUPyrupoBaHuu. IIpu KUCIABIX yCIOBUAX
PHK ocraercs B BepxHeil BogHOU (a3e, B TO Bpems kak Oosbmias yacte JJHK u
OeJIKOB OCTaloTCs Wi B Mexdasze, wid B Oojee HU3KOW OpraHudeckon dase.
Hanee PHK ocaxpaercs wu30mponmwioBbIM cOUpTOM U mpoMbiBaeTca 70%
ATAHOJIOM.

O6paszupt PHK xpansites npu —70 °C B TeueHue Mecsia.

IIpoBenenue peakuuu 0OpaTHON TPAHCKPHUIILMHU

Jns monydenus k/IHK B xadecTtBe marpuibl npumeHstoT oopasusl PHK ¢
MPOBEICHUEM PEAKIMM OOpaTHOW TPAHCKPUIIIIMHA, HCTIOIB3YS KOMMEPYECKU
HAO0Op MO WHCTPYKIMH mpou3Boautens. ['otoButcs cmech: 2 mxia 10x-Oydepa;
0,5 mxi 50 EnU/mMkin o6parHoit Tpanckpuntassel; 4,4 mxa MgCl, 25 MM; 4,0 Mk
aHT® 2,5 MM; 2 mkn onurod(T) 50 uM; 0,4 Mmxn uHrubutopa pubOOHYKIIE€a3bI
20 En/mxon; 1,7 Mk nenoHn3upoBanHoi Bojbl U S5 Mk PHK.

CTuMyasiiusi MOHOHYKJI€apoOB nepudepuvyecKoii KpoBH

B nyHKY KyJabTypaidibHOM 24-JIyHOUYHOHM IUTaHIIEThl go0aBisercss 80 MK
KJIETOK W 2 MJI TIOJTHOM MHUTATEeNbHOW cpenbl s KyJIbTyp kieTok. [lomHyto
MUTATEIbHYIO CpeAy IS KyJbTyp KJIETOK TOTOBUJIM M3 KUJKOM MUTATEIbHOU
cpensl RPMI-1640 ¢ 10% Tenstubeil SMOPHOHAIBHON TEPMOAKTUBUPOBAHHOM
CBIBOpOTKOM ¢ gobasnenuem 0,3 r/n L-rmroramuna, 0,11 r/n nupysara HaTpus, 15—



25mMM HEPES u 50wmr/n renramununa. OOpaboOTKy KJIETOK MPOBOIMIN
npenaparoM nukiodepor B koHreHTpamuu 100 mxr/mi, @I'A B KOHIIEHTpaIuu
10 mxr/min B Teuenue 24 4 npu temmneparype 37 °C B atmocdepe ¢ 5% CO,.

[Tonyuennsie kneTku npoxoasT ctaauu Boeiaenenus PHK u3 mononykiieapos
U peakiuu oOpaTHOW TPaHCKPUIIIUU.

Iposenenue I P-PPB

[TIIP-PPB ocymiectBisiiiv ¢ ucnojib3oBaHueM Habopa s nposeaeHus [11[P
¢ kpacuteneMm SYBR Green.

[Ipaiimepsl  cuHTE3UpylOTCS TOox 3aka3. Jlns ymoOGcTBa TroTOBHUTCS
MaTPUYHBIN PACTBOP C KOHIEHTparuei npaiimepos 10 mM/mxt.

I'otoButcs cmech: 10 mxn IIIP-cmecu ¢ kpacutenem SYBR Green; mo
]l Mmkn mpsamoro u  oOpatHoro mpaiimepoB; 2wMmkn  kJHK wu 6 mkn
JIEMOHU3UPOBAHHOM BO/bIL. OOMmIMI 00beM aMIIU(UKAIIMOHHONW CMECH COCTaBIIsIET
20 MK1.

Tabawnma 1

ITocenoBaTenbHOCTL IPAUMEPOB U1 ONIPEACIICHUS
AKCIIPECCUU T€HOB UHTEP(HEPOHOB

I'en ITocnenoBaTenbHOCTh IparMepa
N®-a F - 5-GTTCCTCAGCCTCTTCTCCT
R —5- ATCTATCTGGGAGGGGTCTT
No-B F - 5-AGATGGTCAATGCGGC
R - 5- AGGAGTACAGTCACTGTG
Nd-y F - 5-TCTGCATCGTTTTGGGTTCT
R - 5- GCAGGCAGGACAACCATTACT
N®-o penenrtop F - 5-AGTGATGAGCAAGCAGTAA
R —5- AGGTTAGGAAAT GGCCAG
N®-y penentop 1 F - 5-CCCGAAACTACCTGTTACATTAGG
R —5- CCAAAGAGAACCTTTTATACTGCTAT
N®-y peuenrtop 2 F - 5-GCTCAGTGGAGGCATCTGC
R —5- CTCCCTTTGACATCGCTGATAC
B-akTHH F - 5-CGACAGGATGCATGCAGAAGGAGA
R - 5- CGTCATACTCCTGCTTGCTG

[Tpobupku nepenocstes B npubop s nposeaeHus [ILP-PPB, npoBoautcs
amriMpuKalus B aBTOMATHUYECKOM pEXHME 10 3aJaHHOM Mporpamme.

KonndecTBO IUKIOB aMIDIMDUKAIMA M TEMICPATypPHBIM pPEKUM YKa3aHbl B
Tao. 2.



Tabmmma 2

[Iporpammbl amruinduKanuu

['en/no3unus IITar Temneparypa Bpewms
NdD-a 40 HUKI0B 50 °C 2 MUH
95 °C 10 mun
95 °C I5¢
60 °C 80 c
72 °C 30 c
No-p 95 °C 10 mun
40 1MKIIOB 95 °C I5c
54 °C 50c¢
72 °C 30c
ND-y 50 °C 2 MUH
40 HUKI0B 95 °C 10 mun
95 °C I5¢
52°C 70 ¢
72 °C 30 c
ND-a 50 °C 2 MUH
peuenTop 40 qukIIOB 95 °C 10 mun
95 °C I5¢
50 °C 70 ¢
72 °C 30 ¢
ND-y 50 °C 2 MUH
peuentop 1 wu |40 qukios 95 °C 10 mun
Nd-y 95 °C I5¢
peuenTtop 2 58 °C 70 ¢
72 °C 30 c
B-akTuH 50 °C 2 MUH
40 uKIIOB 95 °C 10 mun
95 °C I5¢
58 °C 50c¢
72 °C 30 ¢

AHAJIU3 MOJyYeHHBIX JAHHBIX

OnpenesieHne OTHOCUTEIBLHOM IKCIIPECCHU T€HOB:

VYpaBHeHue, UCTIOIb3yeMOE B OOJIBITMHCTBE METOJ0B aHanu3a AaHHbIX [T1[P
B pEXHME pPeaJbHOTO BPEMEHM, OCHOBAHO Ha ¢opmyJtie, onuckiBaromeit I[P
aMILTH(PUKAINIO B SKCITIOHCHIIMAIBHOM (ha3e peaKInm:

X = Xox(E + 1)", (1)

rae X, — konuuectso I[P nmpoaykra B niukie n,
Xy — HavanpbHOE KomuyecTBO JJHK,



E — s dexTuBHOCTD aMIuIrpuKauy.
IIpu IIIP peakmuu ¢ wucnonb3oBaHUEM (DITYOPECIEHTHOTO KPacUTEIs
HAKOIUIEHUE JaHHOI'O KPacuTellsd MpOonopurMoHanbHO HakomieHuto [P mpoaykra,
u ypaBHeHue (1) MoxeT ObITh PEAICTABIIEHO KaK:

Rn = ROX(E + l)na (2)
TaKUM 06p3.30M, Ha4daJIbHas @HYOPGCHGHHI/IH OIIPEACIIACTCA KaK:
Ro=R,/(E+1)", 3)

rae R, — MHTEHCHBHOCTH (JIyOpEeCEHIINH B LIUKJI 1,
Ry — Teopernueckast HayanpHasi QIIyOopeCICHIINS, KOTOpasi MPOMOpLIHUOHATbHA
HayaJabHOMY KonudecTBy BHOcumoro JIHK.
[IpoBogutrcs  wm3mepenne Ct  (threshold) — Touka, B  KOTOpOU
dayopecueHIMs JOCTUraeT 3HayeHU Bblle (OHOBBIX BeauuuH. Jlanmee B
ypaBHeHuu (3) n Ha Ct:

Ro=R“/(E+ D)™ 4)

Rt mpencrapisier coboii threshold, koTopsiil ycTaHaBiaMBaeTCs i KaKa0u
peaKIy WM MOXKET OBITh OOIIMM JJII BCEX CPaBHHUBAEMBIX peakmui. B atom
ciydae ypaBHeHue (4) npuoOperaeT BU/I:

Ro=1/(E+ 1) (5)

[Ipy  wWCMONB30BaHMM  TMOJNYKOJWYECTBEHHOTO  METOJa  HEOOXOAMMO
y0enuThesi, uTo 3PPEKTUBHOCTD peaklnu Ui 00pa3iia U XayCKUITMHT-T€Ha PaBHBI.
B skcnoneHnnanbHo# (aze aMIiM@puKalMOHHON KPUBOW MPOBOAUTCA U3MEHEHUE
dbayopecueniuu R1 — HmwkHee 3HaueHue u R2 — BepxHee 3HaueHUe U
COOTBETCTBYIOIIIHE 3HA4YECHUS C. Hns U3MEPEHNUS UCIIOJIb3YETCS
JorapuMuyecKkuii rpa@uk aMITU(UKAIMOHHOW KPUBOM, TaK KaK Ha HEM JIETKO
OTIPEICIIUTh IKCITOHEHIIMANIbHYIO a3y (puc.).



Marm. Fluoro.

Threshold

=

30 35 Cycle

Puc. lloacuer 3¢ pekTUBHOCTH aMIJIM(PUKALNHE 10 KHHeTHYeckoil kpusoi TP

AmrmudukanmoHHas 3¢h(HEKTUBHOCTH (E) KKJI0U peakuuu
MIOJICYUTHIBACTCS TI0 YPABHEHUIO:

E = (Rz/RI)l/(Ctz_Ctl). (6)

KoneunbsiMm »3Tamom OIpCACICHHUA OTHOCHUTEJIbHOM OKCIIPECCH TI'CHA
ABJIIACTCA HOpMaJIM3alus. I[J'I?I HOpMaJIN3allnn IMOJIYYCHHBIX JaHHBIX
HCITOJB30BAJICA XayCKUIIMHI-TCH — B—aKTI/IH.

OTHOCHTENbHAs dKCTpecchs rena = Ro/Rog = (1 / (E+1) <)/ (1 / (E+1)P)  (7)

Jliist onpenienieHust BIUSHUSA MIpenapara Ha 3KCIPECCUU T'€HOB UCIOJIb3yeTCs
cienyromas popmyna:

2—(ACt naTepdepoH — ACt B-akTHH)

: (8)

HN3MeHeHue OKCIIPCCCHUHU I'CHA =

rae AC, unrepdpepon = C; KIETOK mocie CTUMYJSIIHH — C; HECTUMYJIUPOBAHHBIX
KJIETOK,

ACB-aktun = C, [B-aktuH KjIeToK mnocie crumyisuud — C; [-akTuH
HECTUMYJINPOBAHHBIX KIJIETOK.

Onpenesnenue cneuMPUIHOCTH MPOBEACHHON peakUMu

[Tocne peakuuum IILP-PPB mnpoBomgutTcs aHanmu3 KpuBbIX IuiaBiieHus. Ha
crnenuUUHOCTh PEAKIMU YKa3blBA€T HAIUYHE OJHOTO CHEHu(UUECKOro IMHKa
JIaBJICHUS.

OueHka NoJy4YeHHbIX Pe3yJbTATOB



1. [Tocne mpoBeneHUs peakuu HEOOXoAMMO ycTaHOBUTH threshold,
KOTOpBIA OyZeT NpUMEHATbCA Janee ans Bcex peakuuil. Ha ypoBHe 53TOTO
threshold onpenenuts 3Hauenue C; aiis oOpasiua u ajs f-akTuHa.

2. Onpenenennie >(PPEKTUBHOCTU peaklMM, Kak YykazaHo Bbime. [lpu
IPaBUJIBLHOM MOCTAaHOBKE peakuuu 3(PpPeKTUBHOCTH paBHa 1.

3. Beectu Bce naHHble B popmyiy (7) ¥ MOTYYUTh pe3yJIbTar.

4. lna onpexneneHust 3PpQPEKTUBHOCTH IpernapaTa HUCIOJIb30BaTh (HOPMYILY
(8). IlomyuyeHHOE 3HAUEHHE YKa3bIBA€T HA CTENEHb M3MEHEHUS JKCIPECCUU IeHa
0] BO3/€MCTBUEM IIpenapaTa.
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Настоящая инструкция предназначена для определения активности системы интерферонов у больных хроническими инфекционными, аутоиммунными, аллергическими заболеваниями и при иммунодефицитах. 


Инструкция предназначена для специалистов клинических и научно-исследовательских учреждений Республики Беларусь.


ПЕРЕЧЕНЬ НЕОБХОДИМОГО ОБОРУДОВАНИЯ, РЕАКТИВОВ, ПРЕПАРАТОВ, ИЗДЕЛИЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНИКИ

1. Раствор фиколл-верографин с градиентом плотности 1,077 г/мл.

2. 3% раствор ЭДТА.

3. Пробирки для забора крови.

4. 0,85% раствор хлорида натрия.

5. Среда RPMI-1640.

6. Телячья эмбриональная сыворотка.

7. L-глютамин.

8. Пируват натрия.

9. HEPES.

10. Гентамицин.

11. Набор для выделения РНК из клеток крови.

12. Набор для проведения реакции обратной транскрипции.

13. Ледяная уксусная кислота.

14. Хлороформ.

15. Изопропанол.

16. 75% этанол.

17. Набор для проведения ПЦР с красителем SYBR Green.

18. Термостат с 5% СО2.

19. Центрифуга 1500 об/мин.

20. Ламинарный бокс с бактерицидной лампой.

21. Одноразовая пластиковая посуда (микропробирки для ПЦР на 0,2; 0,5; 1,5 мл).

22. Отдельные наборы автоматических пипеток переменного объема.

23. Штативы для микропробирок, автоматических пипеток и наконечников к автоматическим пипеткам.

24. Одноразовые наконечники для пипеток переменного объема (с аэрозольным барьером).

25. Холодильник на 2–8 °С с морозильной камерой.

26. Твердотельный термостат для микропробирок на 1,5 и 0,5 мл.

27. Микроцентрифуга для пробирок типа «Эппендорф» до 10 тыс. об/мин.

28. Вортекс-шейкер.

29. Прибор для проведения ПЦР в режиме реального времени.

30. Компьютер с программным обеспечением для управления прибором ПЦР в режиме реального времени, хранения данных и анализа.

Полимеразная цепная реакция в режиме реального времени (ПЦР-РРВ)


Основные принципы ПЦР-РРВ:


1. ПЦР-РРВ — это комплекс методик проведения количественной ПЦР с определением выхода продукта реакции после каждого цикла амплификации и определением относительной концентрации субстрата на основании анализа кинетической кривой ПЦР.

2. Полуколичественный метод проведения ПЦР-РРВ не требует построения калибровочной кривой и оценивает изменение экспрессии гена относительно базовой линии. В качестве нормалайзера (для устранения ошибок, связанных с различной концентрацией образцов) используется ген с постоянным уровнем экспрессии в различных тканях организма. Одним из таких генов является β-актин.


3. Все системы ПЦР в реальном времени основаны на обнаружении флуоресцентного сигнала, который увеличивается прямо пропорционально продуктам ПЦР в реакции. Самым простым и экономичным является метод использования интеркалирующего красителя SYBR Green, который связывается с двухцепочечной ДНК.

4. После проведения реакции прибор дает возможность проверить специфичность образовавшегося продукта реакции по кривым плавления. Точка плавления конечного продукта зависит от длины ампликона и его нуклеотидного состава. Обнаружение более одного пика показывает, что образовались неспецифические продукты реакции.


Преимущества ПЦР-РРВ

- возможность использовать небольшие клинические образцы;

- высокая чувствительность метода (менее 5 копий ДНК);

- отсутствие необходимости проведения электрофореза, т.е. снижение риска контаминации;

- возможность количественной оценки экспрессии гена;

- возможность наблюдения накопления продукта ПЦР в реальном времени и изменение продолжительности реакции в зависимости от накопления продуктов ПЦР (уменьшение или увеличение количества циклов).


Этапы проведения ПЦР-РРВ

При каждой операции используют и меняют одноразовые наконечники для автоматических пипеток с аэрозольным барьером, работают в одноразовых перчатках.

Выделение мононуклеаров периферической крови из цельной крови

Выделение мононуклеаров проводилось на градиенте плотности фиколл-верографин (1,077 г/мл). Раствор фиколл-верографин с указанным градиентом плотности покупается готовым.

Кровь 4–5 мл забирают путем пункции локтевой вены утром, натощак, в стерильные пробирки с 3% раствором ЭДТА (соотношение 1 часть ЭДТА и 20 частей крови). Проведение реакции необходимо осуществить в течение 3 ч с момента забора крови.


Цельную кровь разводят в два раза 0,85% раствором хлорида натрия, наслаивают на градиент плотности (1,077 г/см3) и центрифугируют 30–40 мин при 1500 об/мин при комнатной температуре. Соотношение объемов градиента плотности и разделяемой суспензии должно быть 1:2–1:3. В результате центрифугирования образуются следующие фракции:


- на дне пробирки — эритроциты;

- фракция полиморфно-ядерных лейкоцитов сосредотачивается в виде тонкого слоя непосредственно между фазой эритроцитов и фазой градиента;


- бесцветный слой градиента;


- фракция мононуклеарных клеток — между слоями плазмы и градиентом;


- слой жидкости желто-розового цвета (плазма).


Клетки осторожно собирают пипеткой. Осадок отмывают дважды 0,85% раствором хлорида натрия или раствором Хенкса, центрифугируя 10 мин при 1500 об/мин и удаляя надосадок. Полученные клетки ресуспендировали в полной среде RPMI-1640, подсчитывали в камере Горяева и доводили суспензию до 1 млн лимфоцитов/мл.

Выделение РНК из мононуклеаров периферической крови


РНК из клеток крови выделяется стандартным методом с использованием коммерческого набора для выделения РНК в соответствии с прилагаемой инструкцией. Выделение РНК проводится гуанидин-тиоционат-фенол-хлороформной экстракцией. 

Принцип метода основан на том, что РНК отделяется от ДНК после экстракции кислым раствором, содержащим гуанидин тиоционат, ацетат натрия, фенол и хлороформ, при центрифугировании. При кислых условиях РНК остается в верхней водной фазе, в то время как большая часть ДНК и белков остаются или в межфазе, или в более низкой органической фазе. Далее РНК осаждается изопропиловым спиртом и промывается 70% этанолом.

Образцы РНК хранятся при –70 °С в течение месяца.


Проведение реакции обратной транскрипции


Для получения кДНК в качестве матрицы применяют образцы РНК с проведением реакции обратной транскрипции, используя коммерческий набор по инструкции производителя. Готовится смесь: 2 мкл 10х-буфера; 0,5 мкл 50 ЕдU/мкл обратной транскриптазы; 4,4 мкл MgCl2 25 мМ; 4,0 мкл дНТФ 2,5 мМ; 2 мкл олигоd(T) 50 μM; 0,4 мкл ингибитора рибонуклеазы 20 Ед/мкл; 1,7 мкл деионизированной воды и 5 мкл РНК.

Стимуляция мононуклеаров периферической крови


В лунку культуральной 24-луночной планшеты добавляется 80 мкл клеток и 2 мл полной питательной среды для культур клеток. Полную питательную среду для культур клеток готовили из жидкой питательной среды RPMI-1640 с 10% телячьей эмбриональной термоактивированной сывороткой с добавлением 0,3 г/л L-глютамина, 0,11 г/л пирувата натрия, 15–25 мМ HEPES и 50 мг/л гентамицина. Обработку клеток проводили препаратом циклоферон в концентрации 100 мкг/мл, ФГА в концентрации 10 мкг/мл в течение 24 ч при температуре 37 °С в атмосфере с 5% СО2.


Полученные клетки проходят стадии выделения РНК из мононуклеаров и реакции обратной транскрипции.


Проведение ПЦР-РРВ

ПЦР-РРВ осуществляли с использованием набора для проведения ПЦР с красителем SYBR Green.

Праймеры синтезируются под заказ. Для удобства готовится матричный раствор с концентрацией праймеров 10 пМ/мкл.

Готовится смесь: 10 мкл ПЦР-смеси с красителем SYBR Green; по 1 мкл прямого и обратного праймеров; 2 мкл кДНК и 6 мкл деионизированной воды. Общий объем амплификационной смеси составляет 20 мкл.


Таблица 1

Последовательность праймеров для определения 

экспрессии генов интерферонов

		Ген

		Последовательность праймера



		ИФ-α

		F – 5-GTTCCTCAGCCTCTTCTCCT


R – 5- ATCTATCTGGGAGGGGTCTT



		ИФ-β

		F – 5-AGATGGTCAATGCGGC

R – 5- AGGAGTACAGTCACTGTG



		ИФ-γ

		F – 5-TCTGCATCGTTTTGGGTTCT


R – 5- GCAGGCAGGACAACCATTACT



		ИФ-α рецептор 

		F – 5-AGTGATGAGCAAGCAGTAA

R – 5- AGGTTAGGAAAT GGCCAG



		ИФ-γ рецептор 1 

		F – 5-CCCGAAACTACCTGTTACATTAGG

R – 5- CCAAAGAGAACCTTTTATACTGCTAT



		ИФ-γ рецептор 2 

		F – 5-GCTCAGTGGAGGCATCTGC

R – 5- CTCCCTTTGACATCGCTGATAC



		β-актин 

		F – 5-CGACAGGATGCATGCAGAAGGAGA


R – 5- CGTCATACTCCTGCTTGCTG





Пробирки переносятся в прибор для проведения ПЦР-РРВ, проводится амплификация в автоматическом режиме по заданной программе. Количество циклов амплификации и температурный режим указаны в табл. 2.

Таблица 2

Программы амплификации

		Ген/позиция

		Шаг

		Температура

		Время



		ИФ-α

		40 циклов

		50 °С


95 °С


95 °С


60 °С 


72 °С

		2 мин


10 мин


15 с


80 с


30 с



		ИФ-β

		40 циклов

		95 °С


95 °С


54 °С


72 °С

		10 мин

15 с


50 с


30 с



		ИФ-γ

		40 циклов


 

		50 °С


95 °С 


95 °С 


52 °С 


72 °С

		2 мин


10 мин


15 с


70 с

30 с



		ИФ-α рецептор 

		40 циклов

		50 °С


95 °С


95 °С


50 °С


72 °С

		2 мин


10 мин


15 с


70 с


30 с



		ИФ-γ рецептор 1 и ИФ-γ рецептор 2

		40 циклов

		50 °С


95 °С


95 °С


58 °С


72 °С

		2 мин


10 мин


15 с


70 с


30 с



		β-актин 

		40 циклов

		50 °С


95 °С


95 °С


58 °С

72 °С

		2 мин


10 мин


15 с


50 с

30 с





Анализ полученных данных


Определение относительной экспрессии генов: 


Уравнение, используемое в большинстве методов анализа данных ПЦР в режиме реального времени, основано на формуле, описывающей ПЦР амплификацию в экспоненциальной фазе реакции:

		Xn = X0×(E + 1)n,

		(1)





где Xn — количество ПЦР продукта в цикле n,

 X0 — начальное количество ДНК,


 Е — эффективность амплификации.

При ПЦР реакции с использованием флуоресцентного красителя накопление данного красителя пропорционально накоплению ПЦР продукта, и уравнение (1) может быть представлено как:


		Rn = R0×(E + 1)n,

		(2)





таким образом, начальная флуоресценция определяется как:


		R0 = Rn / (E + 1)n,

		(3)





где Rn — интенсивность флуоресценции в цикл n, 

 R0 — теоретическая начальная флуоресценция, которая пропорциональна начальному количеству вносимого ДНК.


Проводится измерение Ct (threshold) — точка, в которой флуоресценция достигает значений выше фоновых величин. Далее в уравнении (3) n на Ct:


		R0 = RCt / (E + 1)Ct.

		(4)





RCt представляет собой threshold, который устанавливается для каждой реакции или может быть общим для всех сравниваемых реакций. В этом случае уравнение (4) приобретает вид:


		R0 = 1 / (E + 1)Ct.

		(5)





При использовании полуколичественного метода необходимо убедиться, что эффективность реакции для образца и хаускипинг-гена равны. В экспоненциальной фазе амплификационной кривой проводится изменение флуоресценции R1 — нижнее значение и R2 — верхнее значение и соответствующие значения Ct. Для измерения используется логарифмический график амплификационной кривой, так как на нем легко определить экспоненциальную фазу (рис.).
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Рис. Подсчет эффективности амплификации по кинетической кривой ПЦР


Амплификационная эффективность (Е) каждой реакции подсчитывается по уравнению:


		E = (R2/R1)1/(Ct2–Ct1).

		(6)





Конечным этапом определения относительной экспрессии гена является нормализация. Для нормализации полученных данных использовался хаускипинг-ген — β-актин.

Относительная экспрессия гена = R0x/R0β = (1 / (E+1) Ctx)/ (1 / (E+1)Ctβ)    (7)


Для определения влияния препарата на экспрессии генов используется следующая формула:

		Изменение экспрессии гена = 2–(ΔCt интерферон – ΔСt β-актин),

		(8)





где ΔCt интерферон = Ct клеток после стимуляции – Ct нестимулированных клеток,

ΔCtβ-актин = Ct β-актин клеток после стимуляции – Ct β-актин нестимулированных клеток.

Определение специфичности проведенной реакции


После реакции ПЦР-РРВ проводится анализ кривых плавления. На специфичность реакции указывает наличие одного специфического пика плавления.


Оценка полученных результатов


1. После проведения реакции необходимо установить threshold, который будет применяться далее для всех реакций. На уровне этого threshold определить значение Ct для образца и для β-актина.

2. Определение эффективности реакции, как указано выше. При правильной постановке реакции эффективность равна 1.


3. Ввести все данные в формулу (7) и получить результат.


4. Для определения эффективности препарата использовать формулу (8). Полученное значение указывает на степень изменения экспрессии гена под воздействием препарата.
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