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BBOI[I/ITCH BIICPBbLIC

[Tomumepasnas uennas peaxius (IT1[P) mpencrasiser co0oit MHOTOKpaTHOE
(bepMEeHTHO-0NOCPEIOBAHHOE YMHOXKEHHE (aMIUTM(UKAINIO) 3aJaHHOTO y4acTKa
JAHK nnuHOM OT AECATKOB 10 HECKOJIBKUX THICSAY Map OCHOBAaHWM (I1.0.), TPAHUIIBI
KOTOPOI'0 COOTBETCTBYIOT KOPOTKHM OJIMTOHYKJICOTHUIHBIM MOCJIEA0BATEIBHOCTAM
— mnpaiimepam, T.e. I[P mnpeacraBiasier coOOil HUKIMYECKUH CUHTE3 in Vitro
BbiOpanHoro ¢parmenta JHK. Kaxaenidi mukn cocToMT U3 TpEX ITAMOB:
neHarypainuu, rubpuauszanuu u cunre3a nenu JHK. Jlns BeigBinenuss PHK-
coaepxkamux wMukpo6boB IIIIP mnpoBomar mocie mpoueaypbl 0OpaTHOM
TPAHCKPUIILUH.

CnemuduuHOCTh peakiuu 00eCTeYrMBaCTCsl MPEXKIE BCET0 MNPaBUILHBIM
BEIOOPOM MpaliMepoB.

[Io oKOHYaHMM pEaKIUU HaJu4Yhe HMCKOMOTO (PparMeHTa BBISBISIOT
paznuuHbiMM  MeTojnaMu. Haubonee pacnpocTpaHeHbl 3IEKTPO(POopeTHIecKoe
pasneneHue u AeTeKIus GIyopecIeHIIUU B PEKUME peaIbHOTO BPEMEHHU.

[IIIP mMoeT MpUMEHSThCA KaK KauyeCTBEHHAsl peaklus (110 MPUHIUITY «ECTh
— HET»), TaK U KaK MOJYKOJINYECTBEHHbBIN UM KOJMYECTBEHHBII METO/.

Jlist mpoBesieHrsl aHaliM3a MOTYT OBITh MCIIOJIb30BaHbI HAOOPHI peareHTOB
i 1P, 3apeructpupoBaHHBIE B YCTAHOBJICHHOM MOPSAKE U BaIUIAUPOBAHHBIC
JUISL COOTBETCTBYIOIIUX LIEJIEH.

IIpoGomoaroroBka

Omnpenensemast JITHK mMoxeT ObITh BbIIETIEHA U3 UCCIIEYEMOT0 00pa3iia Win

MO>KET BHOCUTBCS B PEAKIINIO O€3 MpeABapUTEIbHON TOATOTOBKH.



B mepBom ciywyae ciemyer MOATBEPAUTH, YTO IPOLEAYpPA BBIACICHUS HE
Biuser Ha pesynbratel [ILP. C »3Toil menplo 1emecoobpa3sHo MPOBECTU
AHAJIOTMYHYIO TPOLEAYPY BBIJCIECHUS C UCIOIb30BAaHUEM CTaHAAPTHOIO oOpasua
JHK. Tlpomenypa BbIIeNeHHS MOXKET OBITh PYYHOM WM B aBTOMAaTUYECKOM
pexuMe.

Bo BTOpOM ciiyyae npu BHECEHUHU B PEAKLIMIO TECTUPYEMOIo MaTepuaia 0e3
IOPOBEJCHUS €ro IMpeIBAPUTENIbHON MOJIrOTOBKH, HEOOXOIUMO TOATBEPIAUTH
OTCYTCTBUE BIMsAHMA Ha pesyabrarel IIIIP Bemecrs, BXOISAIIMX B COCTaB
uccieayeMoro oopasua. [[ist aToro nenecoodbpa3Ho UCHOIB30BaTh METO T00ABOK.

Heobxoaumo  mpeaycMOTpeTh  HCMONb30BAaHUE  CTAHIAAPTHBIX  WJIU
KOHTPOJIbHBIX 00pa3loB A1 OUEHKH 3(P(PEKTUBHOCTH BBIJIEICHUS HYKIEHHOBBIX
KHCJIOT.

Hcnonb3zyemoe 000pynOBaHHME, PEareHTbl, CTAHIAPTHBIE W KOHTPOJbHBIC
o0Opa3sipl, TPUTOTOBJIEHHE PACTBOPOB M BCE 3Tallbl IPOOONOArOTOBKH JIOJKHBI
ObITh yKa3aHbl B (PapMaKOMEHHOW CTaTbeé MU HOPMATHUBHON JOKYMEHTAIIMH WIIU
JOJKHA OBITh NpPHUBEACHA CChUIKA HAa HHCTPYKUHUIO MO NPUMEHEHHIO Habopa
pearenTtoB s Beiaenenus JJHK/PHK.

IIpoBeaenune peakuuu

[TIP mpoBoasAT B Oy(depHO-COIEBOM PaCTBOPE C ONPEIEICHHBIM 3HAUEHUEM
pH, coxepxaiieM HEOOXOJUMYIO KOHLIEHTPALIMIO MOHOB MarHusi, 4eThIpe BHUJAA
ne3okcupudonykieosuarpudocharor u  tepmoctabuibHyro Taq-moaumepasy
(AHK-nmonumepa3a psga MHUKpPOOPraHWM3MOB, Hampumep, Ilermus aquaticus
o0nagaeT yHUKaIbHBIM CBOWMCTBOM COXpPaHSATh AaKTUBHOCTh NPHU TeMIEpaType
95°C). CoctaB O0ydepHOro pactBopa, KOHIIEHTPAIMIO PEareHTOB, MPUTOTOBJICHUE
PacTBOPOB YKa3bIBAIOT B (papMaKOMEHONW CTaTbe U HOPMATHUBHOM JTOKYMEHTAIUU
WIN TIPUBOJAST CCHUIKY HAa MHCTPYKLHUIO MO NMPUMEHEHHUIO Habopa peareHTOB st
[II[P. Peakuus wuHUOMMpPYETCA MApOM NPAMMEpPOB, KaXKIbIM M3 KOTOPBIX
IpeACTaBIIsIeT COO0H IOcaea0BaTeIbHOCTD 13 20-25 HYKIICOTHIOB, OAUH IIpaiMep
KoMIuieMeHTapeH mnocnenoBarenbHoctd JJHK ¢ 5’-koHna ammiunduiupyeMoro

y4JacTka, a apyroi — c¢ 3’-koHua. llocnmemoBaTenbHOCTH IpaiMepoOB, WX



KOHIICHTPAIIMIO yKa3blBalOT B (apMaKOMEWHON CTaTbe © HOPMATHBHOU
JOKYMEHTAIIUH.

Jist oueHku 3(PQPEeKTUBHOCTH aMITM(UKALIUU CIEIyeT MCIO0JIb30BaTh
MOJIOKUTENbHBIE U OTPULIATENIbHbIE CTAHAAPTHBIE W/WIM KOHTPOJIbHBIE 00pas3ilbl,
yKa3aHHble B (papMakomeiHoi cTaTheé W HOPMATHUBHOW JOKYMEHTAIlMM WA B
MHCTPYKIMH 10 IPUMEHEHNIO HA00pa pEareHToB.

[IIIP ocymecTBIsIOT B aBTOMAaTUYECKOM PEXHUME Ha CIECHUAJIbHBIX
IPOrpaMMUPYEMBIX MPUOOpax — aMIUIU(PUKATOPAX, KOHTPOIHUPYIOLUIUX 3a1aHHbIE
apaMeTpbl PEeaKUHUH: TEMIEpPATypy W JJIMTEIBHOCTh OTIEIBHBIX 3TAlOB IUKJIA
(nenarypauusi, ruopunuzanus u cuntes uenu JAHK), uncno uuksios u T.1.

Jlenamypayus. BeigepxxuBanue npu temmeparype ot 94 1o 96 °C B Teuenue
YCTAHOBICHHOI'O BPEMEHHW; IIpU JTOM [JBOWHAs LeNb JACHAaTypuUpyercs
(pacmuieTaeTcs) ¢ oOpa3zoBaHuEM ABYX OjHOLEnoYeuHbx Mmojiekyn JJHK.

Tubpuouzayus (omorcue). Ilpm temmnepatype 45 — 65 °C B TeueHue
YCTAaHOBJIEHHOTO  BPEMEHHM  IMPOUCXOAUT  rubpuausanuss OpaiMepoB U
onHouenoueynor JIHK-maTpuupl, B mpouecce KOTOpOro nmpauMepsl pacro3HaroT
KOMIUUIEMEHTapHbIe UM ydyacTku Marpuudout JTHK.

Cunmes yenu [JHK (anomeayus). Ilpu temnepatype 65 — 72 °C B TeueHue
YCTaHOBJICHHOI'O BPEMEHM IMPOUCXOJAUT pEIUIMKAIMs (JIOCTpauBaHUE) OJHOM U3
onnouenoueunbix JIHK or Touku cBsA3bIBaHUS mpaiimMepa «BOpaBo» (s OJAHOU
nenn JIHK) wm «BneBo» (mnms npyrod uenu JIHK). B pesynpraTte BHOBB
cuHtesupyembie MoJekyisbl JJHK craHOBSTCS, B CBOIO OYepenb, MATPULICH s
aHAJOTUYHOI'O CUHTE3a HOBBIX KOIH.

[IpopgomxurensHocTh HMKIa coctaBiuser 0,5 - 5 wmuH. Cpa3y mnocie
OKOHYAHWsA MEPBOTO LHKJIA IMpOLEAypa IOBTOPSAETCS W MPOUCXOIUT
AKCIIOHEHIMaIbHOE yBenuueHue coaepxkanus ¢parmentos JIHK. OObruno ITILIP
coctouT u3 25—40 nukioB. B kaxx1oM 1UKIIE TPOUCXOIUT YIBOCHUE YMCIA KOMUN
ammmuduupyemoro  yuactka  JIHK, nmnpuBomsimee Kk — yBeIWYSeHHIO B
reOMETPUYECKOM MPOrpeccuu 00IIEro COAEPKaHUsI MPOAYKTOB PEAKIIHH.

O¢pdextuBnocty [P u KOAMUECTBO CHHTE3UPOBAHHOTO TIPU 3TOM
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3aganHoro (parmenta JIHK 3aBucutr OT MHOrHMX (PakTOpOB, Cpean KOTOPBIX
ClielyeT BBIJICIUTh: TUI U TEPMOIPOBOJAIINE XaPAKTEPUCTUKH aMILTU(UKaATOpa,
tun  ucnosibzyemor JIHK-nmomumepasbl, coctaB OydepHoro pactBopa, o0ObeM
PEaKIMOHHON CMECH; JIJIMHY W TIEPBUYHYIO CTPYKTYpPY IpaiMepoB; BHIOPAHHYIO
cnenuduueckyro nocieaosarenbuocts JJHK.

Hcnons3yemoe 000pyAOBaHHE M PEXUM aMIUTM(DHUKAINN YKa3bIBAlOT B
dbapmakoneiHoi cTaThe 1 HOPMATUBHOM JOKYMEHTAIIMHN WM IPUBOJIAT CCHUIKY Ha
MHCTPYKIIUIO MO MPpUMEHEeHHI0 Habopa pearenToB ass [T1[P.

Jerekuus NpoayKTOB aMILIMpuKaAUU

dnexkmpogopemuueckoe  pazoeieHue. [TpoayKThI aMITapukanmm
AHAIM3UPYIOT C MOMOIIBIO PA3JIMYHBIX METOJOB 3JeKTO(Ope3a B arapo3HOM WIIU
noauakpwiaMuaHoM resax. g Buzyanuzanuu JIHK ucnonb3yroT okpamvBaHue
UHTEPKATUPYIOIIUM KpacutesieM (OObIYHO - OpOMHUCTBIM 3THUJIMEM, JAOLIUM
XapakTepHOE KpacHOBATOE CBEYCHUE MPHU MCCIEAOBAHWH B IPOXOIAIIEM
yIbTpapuOJIETOBOM CBETE), cepedbpa HUTPATOM WM HCIOJNB3YIOT MEUYEHHE
pazIMYHBIMK  (PIIFOOPOXPOMAMH, AAIOUIUMHU  (DITIOOPECIEHIUIO0  ONpPEeIeIECHHOM
JUIMHBI BOJIHBI TIPU BO3OYXICHUHM Ja3epHBIM JydoMm. JlJis OIIEHKH pa3MepoB
aMIUTU(UIMPOBAHHBIX (PPArMEHTOB MCIOJB3YIOT MapKepbl M CTaHJapTHbHIE
00pasIpl.

KonnenTpanuio resns, NpUroTOBIEHUE PACTBOPOB, MApKEPhl, CTAHAAPTHHIC
o0Opa3upbl U yciaoBHs 3eKTpodopesa yka3biBaloT B (DapMaKONEWHOW CTaThe WU
HOPMATHBHOW JOKyMEHTALUH.

Lemexyusa ¢nroopecyenyuu 6 pedxcume peanvHozo epemenu. Crocod
JNETEeKLIUN aMIUTU(PUIIPOBAHHOTO bparmenTa c HCIIOJIb30BaHUEM
(bII0OPECIIEHTHBIX METOK BO3MOXKeH npu mpoBenenun [11[P B peanbHOM BpemeHu
(Real Time PCR). OTiau4yuTenbHON 4YepTON MTaHHOTO METOJla, B CPaBHEHHH C
kiaccuueckor I[P, siBnsieTcss BO3MOXKHOCTh HE TOJBKO KadeCTBEHHOrO (MO
KOHEYHOM TOUYKE WM B PEKHUME «PEaJTbHOTO BPEMEHM»), HO U KOJIMYECTBEHHOIO
onpenenenuss [IHK/PHK B wuccienyemom Marepuane, OTCYTCTBUE CTaJuu

anekTpodope3a U aBTOMaTUUYECKasi PETUCTPALIUS JETEKTUPYEMOro CUTHAIA.
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Metox ocHOBaH Ha U3MEPECHUH (PIIYOPECIIEHTHOTO CUTHAIA B KAXKOM ITHKJIC
amiuiipukanuu. HTEHCHBHOCTh CHTHajla MPONOPIMOHANIbHA KOHLIEHTPAUU
npoaykra I[P, 4yTto B coueraHuu ¢ BO3MOKHOCTBIO OLIEHUTh KUHETUKY IpolLiecca
IIO3BOJISICT IIPOBOJUTH KOJINYECTBEHHOE ONIPEAEIIEHUE BBIOpaHHOU
MOCJIEI0BATENBHOCTH.

s nocranoBku [ILIP B peanpHOM BpeMeHH HE0OXOauM amIuMdukaTop,
obnagaronuii CocCOOHOCTBIO BO30YXKIaTh U JETEKTUPOBATh (IIYOPECIICHIIMIO Ha
KakaoM uukie ammuuxkanuu. [IpubGop cocrour u3 Tpex  OJIOKOB:
ammnpukaropa  (TepMuyeckuit  On0K), (IYOpecUEeHTHOro JEeTeKTopa H
KOMITBIOTEPA € MPUIIAraeMbIM IPOrPAMMHBIM 00ECTICUEHHUEM.

JI71s1 BBISIBIIGHUS] TIPOJIYKTOB aMIUTU(UKAIIUA B PEKUME PEAIbHOTO BPEMEHU
UCIIOJIB3YIOT HWHTEpKanupyoomue kpacutenu (Hampumep, SybrGreen [) wnm
cnenuduueckre QIIOOpecleHTHbIe 30HABl (Hampumep, cucreMa TagMan). B
NEepBOM BapuaHTe (IIOOPECUEHTHBIM KPACUTENb CBA3BIBAECTCS C CHUHTE3UPYEMOM
neyxienodeuHort JJHK ¢ Bo3HukHOBEeHHEM (QIFOOPECIIEHTHOTO CBEUCHUS.

Bo Bropom Bapumante wucnomp3yrorcs JHK-30HIBI, B cOCTaB KOTOPBIX
BBeleHa (IyopeclieHTHas MeTKa W racutenb Quyopecuenuun. Ha cramuu
AJIOHrallMM TMOJIMMEpa3a CUHTe3upyeT KomiuieMeHTtapHyro nens JHK wu mo
JOCTIDKCHUHM Yy4YacTKa 30HAAa pacliervisieT ero, Onarojgaps Hajaudmio S'-
DK30HYKJIEQ3HOM AKTUBHOCTU. B pe3yinbrare MNPOUCXOIUT Pa3beIUHEHUE
bayopeclieHTHOM METKM M TacuTeNds, YTO TPUBOAUT K  IOSBICHUIO
JETEKTUPYEMOTO CBEYEHHS.

Hcnonb3yembie peareHTsl, obopynoBanue, ycioBus IIIP u mporpammy
pacyeTa yKas3bIBalOT B (papMakKONEWHOM CTaThe M HOPMATUBHON JTOKYMEHTAIlUU
WIN TIPUBOJSAT CCHUIKY Ha MHCTPYKIIMIO 1O MPUMEHEHHIO HabOpa peareHTOB s
[TLIP.

Ouenka pe3yJbTaToB

[Tomy4yeHHbIE pe3ynbTaThl YYUTBHIBAKOT, €CIM OJHOBPEMEHHBIE HMCIIBITAHUS
MOJIOKUTENIBHBIX U OTPUIIATEIBHBIX CTAHAAPTHBIX WM KOHTPOJIBHBIX 0Opa3lloB

AAar0T COOTBCTCTBCHHO IMOJIOKUTCIIBHBIC U OTPUIATCIIbHBIC OTBCTHI.
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IIpn HEoOXOAMMOCTH ONpENEIeHUs] HYKJIEMHOBOM KHUCIOTHI, AJI1 KOTOPOR
YCTAaHOBJIEHO TIpeAenbHO naomnyctuMmoe coaepxkanue JIHK, crnenyer mpoBoauTh
cpaBHeHue ¢ pesyiabratroMm [II[P crangapTHOro o0Opas3na ¢ COOTBETCTBYIOIIEH
KOHIICHTPALIUEH.

JUIsi  KOMMYECTBEHHOTO  OMpeAesieHus CleuuPuuecko  HYKIEHHOBOM
KHMCJIOTHI CIeAyeT UCoJib30BaTh MeTon [IL[P B peaslbHOM BpeMEHHN U cTaHAAPTHBIN
oOpas3elr, aTTeCTOBAaHHBIN B YCTAHOBJICHHOM TOPSIIKE.

Olecnevyenne kayecTBa

Ucnonb3zyemoe 000py10BaHUE AOJKHO OBITh ATTECTOBAHO B YCTAHOBJICHHOM
HOPSIAKE.

Meronuka Ha ocHOBe I[P 11 HEKOIMUYECTBEHHOTO ONPEACICHUS JOJKHA
OBITH oXapaKTepu30BaHa o crienu(pUIHOCTH u AHAJIUTUYECKOMN
YYBCTBUTEJIIBHOCTH. AHAJIUTUYECKYI0 UYYBCTBUTEIBHOCTb ONPEIECISAIOT  Kak
MHUHHMaJIbHOE KOJMYECTBO IeleBbIXx mocnenoBarenpHocTed (JIHK/PHK) B
eauHuIle oObemMa obpasiia, KOTopoe MOXKeT ObITh 0OHapyxeHo B 100 % o0pa3iioB
npu 10-kpaTHOM NHpoOBeIEeHUU aHanu3a Wik B 95 % oOpasuoB npu 24-KpaTHOM
npoBenaeHnn aHanms3a. KommuectBo JIHK/PHK wmoker OBITH BBIpaX€HO B
MEKyHApPOIHbIX €AMHUIIAX WU YHCIOM KOHUH.

Mertoauka s KOJMYECTBEHHOTO  OMpENENeHUs]  JIOJbKHA  OBITh
OXapaKTEepU30BaHA MO CIEeNU(PUIHOCTH, TUAINIa30HY JIMHEWHOCTH, MPABUIBHOCTH U
MPEUU3UOHHOCTHU. J[1s yCTaHOBJIEHUSI YKAa3aHHBIX XapaKTEPUCTUK HCIOJIb3YOTCS
COOTBETCTBYIOIIME  MEXKJAYHAPOJHBIE  CTaHAAPTHBIE OOpa3lbl, a  Takke
CTaHAapTHBIE 00pa3libl, ATTECTOBAHHBIE B YCTAHOBJIIEHHOM TOPSIJIKE.

Cmanoapmmusie u KOHMPOILHLIE 0OPA3 UL

Hcnonp3yembie cTaHAApTHBIE OOpa3Ibl JOKHBI OBITH aTTECTOBAHBI B
YCTAaHOBJIICHHOM TOPSIIKE, KOHTPOJbHBIE OOpaslbl — OXapakTEPU30BaHbI IO
HEOOXOJMMBIM  TOKa3zaTelasiM. MoOryT  HCHOJb30BaThCSl  CTAHJAPTHBIE U
KOHTPOJIbHBIE 00pa3iibl HA0Opa peareHTOB MOCe BaTUAANNH METOUKH.

I[Ipu  xaxmoit  mocranoBke I[P  HeoOXoaumMo  TpeayCMOTPETh

UCII0JIb30BAHUE CIIEIYIOIUX 00pa3LOB:



- MOJIOKUTENIbHBIA ~ CTAHJIAPTHBIA  W/WIUM  KOHTPOJIBHBIM  0Opasel,
npeaHa3HaueHHbIe I oleHKu 3ddexktuBHOCTH Bcex 3TamoB [P, koropsie
JIOJIKHBI COAEPHKATH OINPEICIEHHOE KOJIMYECTBO LIEJIEBOU MOCIIEIOBATEILHOCTH;

- MOJIOKUTENIbHBIA KOHTPOJIbHBINA 00pa3ell, coJepKaliuil onpeaeieHHOE
KOJIMYECTBO 1IEJIEBOM MOCJIEI0BATEIIbHOCTH, IPEIHA3HAYCHHBIN JIJI1 OLICHKH dTana
aMILTH(pUKaIy;

— OTpHUIIATEIBLHBIN KOHTPOJBHBINA 00pasell, SBISIOMUICS CBOOOHBIM OT
LIEJIECBBIX MOCJIEI0BAaTEIbHOCTEH, JUTSt KOHTPOJIA OTCYTCTBHUSA
JIO’KHOTIOJIOKHUTEIBHBIX PE3YyJIbTaTOB, HAUMHAS C ATarla MPoOOIOArOTOBKY;

— OTpHUIIATEIBHBIN KOHTPOJBHBIA 00pasell, SBISIOMUICS CBOOOIHBIM OT
LIEJIECBBIX MOCJIEI0BAaTEIbHOCTEH, JUTS KOHTPOJIA OTCYTCTBHUS

JIOKHOIIOJIOKUTCIIBbHBIX PC3YyJIbTATOB HA 3TAIIC aMHJII/I(bI/IKaHI/II/I.



