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Âûáîð ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ äëÿ àíàëèçà òðàíñêðèïöèè ïðè ìèîêàðäèòå

Ìèîêàðäèò — çàáîëåâàíèå ñåðäöà, ñîïðîâîæäàþùååñÿ âîñïàëèòåëüíûìè èçìåíåíèÿìè è íåêðîçîì
êàðäèîìèîöèòîâ. Äèàãíîñòèêà ìèîêàðäèòà îñíîâàíà íà èñïîëüçîâàíèè ñëîæíîãî è íåáåçîïàñíîãî ìåòî-
äà ýíäîìèîêàðäèàëüíîé áèîïñèè (ÝÌÁ). Èçâåñòíî, ÷òî ðàçâèòèå ìèîêàðäèòà ïðèâîäèò ê èçìåíåíèÿì ýê-
ñïðåññèè íåêîòîðûõ ãåíîâ íå òîëüêî â òêàíÿõ ñåðäöà, íî è â êëåòêàõ êðîâè. Òàêèì îáðàçîì, ïðîôèëè ýê-
ñïðåññèè ìîãóò áûòü ðàññìîòðåíû êàê âîçìîæíûå áèîìàðêåðû ýòîé ïàòîëîãèè. Îäíàêî ïàíåëü ðåôåðåí-
òíûõ ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ êîòîðûõ â èññëåäóåìîì ìàòåðèàëå íå çàâèñèò îò ðàçâèòèÿ ìèîêàðäèòà, äî ñèõ
ïîð íå îïðåäåëåíà. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå èññëåäîâàëè ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ øåñòè ãåíîâ äîìàøíåãî õîçÿé-
ñòâà â ïðåïàðàòàõ ÝÌÁ è êëåòîê êðîâè. Ïðåäëîæåí àëãîðèòì îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ ÏÖÐ-ÐÂ, ïîëó÷åí-
íûõ â óñëîâèÿõ ëèìèòèðîâàííîãî êîëè÷åñòâà îáðàçöà. Ïîêàçàíî, ÷òî GAPDH è HPRT1 ñîñòàâëÿþò ìè-
íèìàëüíóþ ïàíåëü ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåññèè ïðè ìèîêàðäèòå â ïðåïàðàòàõ ÝÌÁ
è êëåòîê êðîâè.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ìèîêàðäèò, ìÐÍÊ, ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ, ðåôåðåíòíûé ãåí, ýêñïðåññèÿ ãåíîâ.

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ — ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïîñëå îáðàòíîé òðàíñêðèï-
öèè, ï. î. — ïàðû îñíîâàíèé, ÝÌÁ — ýíäîìèîêàðäèàëüíàÿ áèîïñèÿ, Ct — ïîðîãîâûé öèêë.

Ïîä ìèîêàðäèòîì ïîíèìàþò ìîðôîëîãè÷åñêè è èì-
ìóíîãèñòîõèìè÷åñêè äîêóìåíòèðîâàííûé âîñïàëèòåëü-
íûé ïðîöåññ â ñåðäå÷íîé ìûøöå, ñîïðîâîæäàþùèéñÿ äå-
ãåíåðàòèâíûìè èçìåíåíèÿìè è íåêðîçîì êàðäèîìèîöè-
òîâ. Ðàçâèòèå ìèîêàðäèòà, êàê ïðàâèëî, îáóñëîâëåíî
èíôåêöèåé, ÷àùå âñåãî âèðóñíîé, à òàêæå àóòîèììóííû-
ìè ñèñòåìíûìè çàáîëåâàíèÿìè, äåéñòâèåì òîêñèíîâ è
(èëè) ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ. Âñëåäñòâèå òîãî, ÷òî
ìèîêàðäèò ìîæåò áûòü âûçâàí öåëûì ðÿäîì ðàçëè÷íûõ
ýòèîëîãè÷åñêèõ àãåíòîâ è èìååò ðàçëè÷íûå êëèíè÷åñêèå
ïðîÿâëåíèÿ, åãî äèàãíîñòèêà êðàéíå çàòðóäíåíà, ÷òî íå-
ãàòèâíî âëèÿåò íà âûáîð ïðàâèëüíîãî ëå÷åíèÿ áîëüíîãî
(Heidecker et al., 2011).

Çîëîòûì ñòàíäàðòîì äëÿ äèàãíîñòèêè ìèîêàðäèòà ÿâ-
ëÿþòñÿ êðèòåðèè ýêñïåðòîâ Åâðîïåéñêîãî îáùåñòâà êàð-
äèîëîãîâ, îñíîâàííûå íà ãèñòîëîãè÷åñêîì è èììóíîãè-
ñòîõèìè÷åñêîì àíàëèçå ïàòîëîãè÷åñêè èçìåíåííûõ òêà-
íåé ýíäîìèîêàðäèàëüíîé áèîïñèè (ÝÌÁ) (Caforio et al.,
2013). Ïðèæèçíåííàÿ áèîïñèÿ òêàíåé ñåðäöà òðåáóåò âû-
ñîêîé êâàëèôèêàöèè èñïîëíèòåëÿ è ïðîâîäèòñÿ òîëüêî â
ìåäèöèíñêèõ ó÷ðåæäåíèÿõ, îêàçûâàþùèõ âûñîêîñïåöèà-
ëèçèðîâàííóþ ìåäèöèíñêóþ ïîìîùü. Êðîìå òîãî, ãèñòî-
ëîãè÷åñêîå è èììóíîãèñòîõèìè÷åñêîå èññëåäîâàíèå áèî-
ïòàòîâ íå èñïîëüçóåòñÿ äëÿ ðóòèííîé äèàãíîñòèêè, ÷òî
çàòðóäíÿåò ïîëó÷åíèå ñòàòèñòè÷åñêè çíà÷èìîãî ìàññèâà
äàííûõ. Ñîâðåìåííûå íåèíâàçèâíûå ìåòîäû âèçóàëèçà-
öèè, â òîì ÷èñëå ìàãíèòíî-ðåçîíàíñíàÿ òîìîãðàôèÿ,
îãðàíè÷åíû äëÿ äèàãíîñòè÷åñêîé îöåíêè èç-çà èõ îòíîñè-

òåëüíî íèçêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïðîâåðåííûìè ìåòîäàìè áèîïñèè. Ïîýòîìó
äëÿ òî÷íîé äèàãíîñòèêè ìèîêàðäèòà òðåáóåòñÿ îáúåêòèâ-
íûé ìåòîä âûÿâëåíèÿ, êîòîðûé ÿâëÿëñÿ áû áåçîïàñíûì
äëÿ ÷åëîâåêà, ìàêñèìàëüíî äîñòîâåðíûì è ïðîñòûì â èñ-
ïîëüçîâàíèè.

Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ ïðè ìèîêàðäèòàõ,
âûïîëíåííîå ñ ïîìîùüþ ãèáðèäèçàöèè êÄÍÊ íà ìèêðî-
÷èïàõ, ïîçâîëèëî âûÿâèòü öåëûé ðÿä ãåíîâ, ýêñïðåññèÿ
êîòîðûõ ìåíÿåòñÿ â ïîðàæåííûõ êàðäèîìèîöèòàõ (Kittle-
son et al., 2004, 2005; Cunha-Neto et al., 2005; Ruppert et al.,
2008; Heidecker et al., 2011). Îäíàêî ïîñêîëüêó àíàëèòè-
÷åñêèì ìåòîäîì êîëè÷åñòâåííîãî èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ ÿâëÿåòñÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè ïîñëå îáðàò-
íîé òðàíñêðèïöèè (ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ), ýòè èññëåäîâàíèÿ íåñóò,
ñêîðåå, îöåíî÷íûé õàðàêòåð (Derveaux et al., 2010). Êðîìå
òîãî, ïàòîëîãè÷åñêèå èçìåíåíèÿ ïðîôèëÿ òðàíñêðèïöèè â
êàðäèîìèîöèòàõ ïðè ìèîêàðäèòå ìîãóò ìîäóëèðîâàòü
òðàíñêðèïöèþ â êëåòêàõ êðîâè (Brown et al., 2002; Margu-
lies et al., 2009; Shehadeh, Hare, 2013). Òàêèì îáðàçîì,
ïåðñïåêòèâíûì ïðåäñòàâëÿåòñÿ ñîïîñòàâëåíèå ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ â òêàíÿõ ñåðäöà è êëåòêàõ êðîâè ïðè ìèîêàðäè-
òå, íàïðàâëåííîå íà èäåíòèôèêàöèþ ñïåöèôè÷åñêèõ ïðî-
ôèëåé ýêñïðåññèè êàê áèîìàðêåðîâ ìèîêàðäèòà. Ðåøå-
íèþ ýòîé çàäà÷è äîëæíî ïðåäøåñòâîâàòü îïðåäåëåíèå
ïàíåëè ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ.

Äåéñòâèòåëüíî, ìåòîä ÏÖÐ-ÐÂ ÿâëÿåòñÿ îòíîñèòåëü-
íûì àíàëèòè÷åñêèì ìåòîäîì. Ñîäåðæàíèå ãåíà-ìèøåíè
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îïðåäåëÿþò ïî îòíîøåíèþ ê ñòàíäàðòíîìó îáðàçöó èëè
êàëèáðàòîðó, êîëè÷åñòâî êîòîðîãî îïðåäåëåíî. Â êà÷åñòâå
âíóòðåííåãî ñòàíäàðòà äëÿ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ îáû÷íî èñïîëüçó-
þò ìÐÍÊ ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ — ãåíîâ, ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ
êîòîðûõ â èññëåäóåìûõ òêàíÿõ íå èçìåíÿåòñÿ ïðè ýêñïåðè-
ìåíòàëüíîì âîçäåéñòâèè èëè ðàçâèòèè ïàòîëîãèè. Äëÿ äî-
ñòîâåðíîé íîðìàëèçàöèè ðåçóëüòàòîâ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ ðåêî-
ìåíäóþò èñïîëüçîâàòü íå ìåíåå 2 ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ.
Â êà÷åñòâå ìåðû ýêñïðåññèè èñïîëüçóþò îòíîøåíèå êîëè-
÷åñòâà ñïåöèôè÷åñêîé ìÐÍÊ â îáðàçöå ê ñîäåðæàíèþ
ìÐÍÊ ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ (Vandesompele et al., 2002).

Çàäà÷åé äàííîé ðàáîòû ÿâëÿëñÿ âûáîð íàáîðà ðåôå-
ðåíòíûõ ãåíîâ, ïðèìåíèìûõ äëÿ èññëåäîâàíèÿ ýêñïðåñ-
ñèè ãåíîâ ïðè ìèîêàðäèòå íå òîëüêî â êëåòêàõ ñåðäöà, íî
è â êëåòêàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè êëèíè÷åñêèé ìàòåðèàë, ïðåä-
ñòàâëåííûé ÔÌÈÖ èì. Â. À. Àëìàçîâà (Ñàíêò-Ïåòåð-
áóðã). Êëèíè÷åñêèé ìàòåðèàë ïðåäñòàâëÿë ñîáîé áèîïòà-
òû, ïîëó÷åííûå â ðåçóëüòàòå äèàãíîñòè÷åñêîé ÝÌÁ è íå
èñïîëüçîâàííûå â èììóíîãèñòîõèìè÷åñêèõ èññëåäîâàíè-
ÿõ (10 îáðàçöîâ), à òàêæå ïðåïàðàòû êëåòîê ïåðèôåðè÷å-
ñêîé êðîâè (ëåéêîöèòû, 10 îáðàçöîâ) ïàöèåíòîâ ñ âåðè-
ôèöèðîâàííûì ìèîêàðäèòîì. Â êà÷åñòâå êîíòðîëüíûõ
îáðàçöîâ èñïîëüçîâàëè ôðàãìåíòû ìèîêàðäà äîíîðîâ îð-
òîòîïè÷åñêîé òðàíñïëàíòàöèè ñåðäöà (2 îáðàçöà) è ïðå-
ïàðàòû êëåòîê êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ (ëåéêîöèòû,
10 îáðàçöîâ). Ïîñëå çàáîðà êëèíè÷åñêèé ìàòåðèàë ïîìå-
ùàëè â áóôåð, èíãèáèðóþùèé ÐÍÊàçû (Ramalho et al.,
2004), è õðàíèëè ïðè –70 °Ñ.

ìÐÍÊ âûäåëÿëè ñ ïîìîùüþ êîììåð÷åñêîãî íàáîðà
AllPrep™ DNA/RNA Micro Kit (QIAGEN, Ãåðìàíèÿ).
×èñòîòó è êîíöåíòðàöèþ âûäåëåííîé ÐÍÊ îïðåäåëÿëè
ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè. Öåëîñòíîñòü ìÐÍÊ îöåíèâàëè ñ
ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùåì ãåëå
(5%-íûé ÏÀÀÃ, 6 Ì ìî÷åâèíà è 0.5-êðàòíûé áóôåð
TBE). Äëÿ ïðîâåäåíèÿ îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè èñïîëüçî-
âàëè êîììåð÷åñêèé íàáîð RevertAid (tm) First Strand
cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Ëèòâà) ñ îëèãî(äÒ)18-ïðàé-
ìåðàìè. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â îáúåìå 20 ìêë, èñïîëüçóÿ
äî 1 ìêã î÷èùåííîé ìÐÍÊ â êàæäîé ðåàêöèè. Îáðàòíóþ

òðàíñêðèïöèþ ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 60 ìèí ïðè 42 °Ñ
(â ñîîòâåòñòâèè ñ èíñòðóêöèåé ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ).
Ïîëó÷åííûå îáðàçöû êÄÍÊ õðàíèëè ïðè –20 °Ñ íå áîëåå
3 ñóò äî ïðîâåäåíèÿ ÏÖÐ. ÏÖÐ-ÐÂ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ
àìïëèôèêàòîðà ÀÍÊ-64 (ÈíÀÏ ÐÀÍ, Ðîññèÿ) â îáúåìå
20 ìêë â 2-êðàòíîé ïîâòîðíîñòè ñ èñïîëüçîâàíèåì êîì-
ìåð÷åñêîãî íàáîðà ðåàãåíòîâ äëÿ ÏÖÐ-ÐÂ R-412 (Ñèíòîë,
Ðîññèÿ), êîíöåíòðàöèÿ êàæäîãî ïðàéìåðà — 200 íÌ. Äëÿ
äåòåêöèè èñïîëüçîâàëè êðàñèòåëü EvaGreen® (Biotium,
ÑØÀ). Äëÿ ñðàâíåíèÿ ãðàôèêîâ, ïîëó÷åííûõ ïðè ïðîâå-
äåíèè ÏÖÐ-ÐÂ, èñïîëüçîâàëè ïîðîãîâûé ìåòîä. Îïðåäå-
ëåíèå ýôôåêòèâíîñòåé àìïëèôèêàöèè äëÿ ðàçíûõ ãåíîâ
ïðîâîäèëè ìåòîäîì ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íûõ ãðàôèêîâ
(Rutledge, Cote, 2003). Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ
ïðèâåäåíû â òàáë. 1.

Ïîñëå ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ äàííûå àíàëèçèðîâà-
ëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñâîáîäíî ðàñïðîñòðàíÿåìûõ ïðî-
ãðàìì BestKeeper è Rest-2009 (Pflaff et al., 2002, 2004).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Â êà÷åñòâå êàíäèäàòîâ â ðåôåðåíòíûå ãåíû áûëè âû-
áðàíû êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóþùèåñÿ ãåíû, óñïåøíî
èñïîëüçîâàííûå ðàíåå íà äðóãèõ ìîäåëÿõ: ãåíû ãëè-
öåðàëüäåãèä-3-ôîñôàòäåãèäðîãåíàçû (GAPDH), áåòà-àê-
òèíà (ActB), ãèïîêñàíòèíãóàíèí-ôîñôîðèáîçèëòðàíñôå-
ðàçû (HPRT1), ãèäðîêñèìåòèëáèëàíñèíòàçû (HMBS) ðèáî-
ñîìàëüíîãî áåëêà L5 (RPL5) è áåòà-2-ìèêðîãëîáóëèíà
(B2M) (Barber et al., 2005; Rho et al., 2010; Yin et al., 2011).
Âûáîð ïðàéìåðîâ îñóùåñòâëåí èç ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé,
äåïîíèðîâàííûõ â áàçå äàííûõ RTPrimerDB ïðàéìåðîâ è
çîíäîâ äëÿ ÏÖÐ â ðåàëüíîì âðåìåíè (Pattyn et al., 2003).
Ïàðû ïðàéìåðîâ áûëè âûáðàíû ñ ó÷åòîì ýêçîí-èíòðîííîé
ñòðóêòóðû, ÷òîáû èñêëþ÷èòü àìïëèôèêàöèþ ãåíîìíîé
ÄÍÊ. Ïîñëå îïòèìèçàöèè óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ áû-
ëî ïîêàçàíî ôîðìèðîâàíèå ñïåöèôè÷åñêîãî ïðîäóêòà èñê-
ëþ÷èòåëüíî íà ìàòðèöå êÄÍÊ, òîãäà êàê íà ãåíîìíîé ÄÍÊ
àìïëèôèêàöèÿ íå ïðîõîäèëà (äàííûå íå ïðåäñòàâëåíû).

Âûáîð ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ äëÿ íîðìàëèçàöèè ðåçóëü-
òàòîâ ÏÖÐ-ÐÂ îñíîâàí íà àíàëèçå ýêñïðåññèè ãåíîâ-êàí-
äèäàòîâ â îáðàçöàõ îïûòíîé è êîíòðîëüíîé ãðóïï. Îáðà-
áîòêó ðåçóëüòàòîâ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ ïðîâîäÿò, èñïîëüçóÿ ñòàí-
äàðòíûå àëãîðèòìû (BestKeeper, GeNorm è äð.), êîòîðûå
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Ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðàéìåðîâ äëÿ ÏÖÐ-ÐÂ

Ãåí (Accession) Ïðÿìîé ïðàéìåð Îáðàòíûé ïðàéìåð
Äëèíà

ïðîäóêòà,
ï. î.

GAPDH
(NM_002046)

5R-CCACTCCTCCACCTTTGAC-3R 5R-ACCCTGTTGCTGTAGCCA-3R 102

ActB
(NM_001101)

5R-ACCGAGCGCGGCTACAG-3R 5R-CTTAATGTCACGCACGATTTCC-3R 60

HPRT1
(NM_000194)

5R-AATTATGGACAGGACTGAACGTCTTGCT-3R 5R-TCCAGCAGGTCAGCAAAGAATTTATAGC-3R 117

HMBS
(NM_000190)

5R-CACCCACACACAGCCTACTT-3R 5R-GTTTTCTTCCGCCGTTGCAG-3R 75

RPL5
(NM_000969)

5R-GCTCGGAAACGCTTGGTGATA-3R 5R-CCCTCTATACGGGCATAAGCAAT-3R 119

Â2M
(NM_004048)

5R-TGCTGTCTCCATGTTTGATGTATCT-3R 5R-TCTCTGCTCCCCACCTCTAAGT-3R 86



îñíîâàíû íà ïîèñêå ïîïàðíûõ êîððåëÿöèé ìåæäó ïîðî-
ãîâûìè öèêëàìè (Ct) äëÿ ðàçíûõ ãåíîâ. Ïðè ýòîì êîí-
öåíòðàöèè ìÐÍÊ äëÿ âñåõ àíàëèçèðóåìûõ îáðàçöîâ âû-
ðàâíèâàþò, ÷òî ïîçâîëÿåò èñïîëüçîâàòü â êà÷åñòâå îäíîãî
èç êðèòåðèåâ ñòàáèëüíîñòè ýêñïðåññèè ãåíà ðàçáðîñ çíà-
÷åíèé Ct, ñîîòâåòñòâóþùèé êîíöåíòðàöèè åãî ñïåöèôè-
÷åñêîé ìÐÍÊ â ïðîáå. Äàííûé âíóòðåííèé êðèòåðèé îêà-
çûâàåò ñóùåñòâåííîå âëèÿíèå íà èòîãîâûé ðåçóëüòàò âû-
áîðà ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ.

Èññëåäîâàíèå ýêñïðåññèè ãåíîâ â ïðåïàðàòàõ ÝÌÁ
çàòðóäíåíî ëèìèòèðîâàííûì êîëè÷åñòâîì îáðàçöà. Äëÿ
âûäåëåíèÿ äîñòóïíû 1—2 ìã êëèíè÷åñêîãî ìàòåðèàëà,
êîëè÷åñòâî ÐÍÊ â êîòîðîì äîñòàòî÷íî ìàëî (îáùåå ñî-
äåðæàíèå ìÐÍÊ ìåíåå 1 ìêã). Òàêèì îáðàçîì, êîíöåíòðà-
öèÿ ÐÍÊ â ïðîáå îêàçûâàåòñÿ íèæå ïðåäåëà ÷óâñòâèòåëü-
íîñòè ñïåêòðîôîòîìåòðà, ÷òî íå ïîçâîëÿåò êîíòðîëèðî-
âàòü êîëè÷åñòâî ìàòåðèàëà, èñïîëüçóåìîå äëÿ ïîñòàíîâêè
ðåàêöèè îáðàòíîé òðàíñêðèïöèè. Îäíàêî ïîñëå îïòèìè-

214 À. Ë. Ðóíîâ è äð.

Ðèñ. 1. Âûðàâíèâàíèå ïîðîãîâûõ öèêëîâ (Ct) äëÿ 32 îáðàçöîâ.

Ðåçóëüòàòû ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ äëÿ ìÐÍÊ, âûäåëåííîé èç ñëåäóþùèõ ìàòåðèàëîâ: à — îáðàçöû 1—10 èç êëåòîê êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ, á — îáðàçöû
11—20 èç êëåòîê êðîâè ïàöèåíòîâ, â — îáðàçöû 21, 22 ôðàãìåíòîâ ìèîêàðäà äîíîðîâ, ã — îáðàçöû 23—32 ÝÌÁ ïàöèåíòîâ. I — èñõîäíûå äàííûå, II —

âûðîâíåííûå äàííûå.



çàöèè óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ âûäåëÿåìîãî èç
ÝÌÁ êîëè÷åñòâà ìÐÍÊ îêàçûâàåòñÿ äîñòàòî÷íî äëÿ ïîëó-
÷åíèÿ âîñïðîèçâîäèìûõ ðåçóëüòàòîâ. Ïîñêîëüêó íîðìè-
ðîâàòü êîëè÷åñòâî ìÐÍÊ, èñïîëüçóåìîé â ðåàêöèè, íåâîç-
ìîæíî, ýòî óñëîâèå ïðèìåíèìîñòè àëãîðèòìà ïîèñêà ðå-
ôåðåíòíûõ ãåíîâ íå ìîæåò áûòü âûïîëíåíî. Âñëåäñòâèå
ýòîãî íåîáõîäèìà äîïîëíèòåëüíàÿ ìàòåìàòè÷åñêàÿ îáðà-
áîòêà äàííûõ, çàêëþ÷àþùàÿñÿ â èñêóññòâåííîì âûðàâíè-
âàíèè êîíöåíòðàöèé. Âûðîâíåííûå äàííûå äàëåå ìîãóò
áûòü îáðàáîòàíû ñ ïîìîùüþ ñòàíäàðòíûõ ïðîãðàììíûõ
ïàêåòîâ.

Ïðè àíàëèçå ðåçóëüòàòîâ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ îòíîñèòåëüíûå
êîíöåíòðàöèè ìÐÍÊ â ïðîáå äëÿ ãåíîâ i è j îïðåäåëÿþò,
èñïîëüçóÿ ðàçíîñòü çíà÷åíèé ñîîòâåòñòâóþùèõ ïîðîãî-
âûõ öèêëîâ. Â ñëó÷àå ýôôåêòèâíîñòè àìïëèôèêàöèè, ðàâ-
íîé 100 % äëÿ îáîèõ ãåíîâ i è j, îòíîøåíèå èõ êîíöåíòðà-
öèé ðàññ÷èòûâàþò ïî ôîðìóëå 2 ^ D Ctj, i, ãäå DCtj, i =
= (Ctj – Cti) (Derveaux et al., 2010). Âåëè÷èíû Cti è Ctj îò-
ðàæàþò îáùåå ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ â ïðîáå, çíà÷åíèÿ Cti è
Ctj ìîãóò áûòü èçìåíåíû ïóòåì ñìåùåíèÿ: Ct

i
* = Cti +

+ Shft, ÷òî íå ìåíÿåò çíà÷åíèÿ DCtj, i. Ïðè ýòîì ñìåùåíèè
âåëè÷èíà Shft äîëæíà áûòü îäèíàêîâîé äëÿ âñåõ Ct, ïîëó-
÷åííûõ ïðè àìïëèôèêàöèè äàííîé ïðîáû.

Ïîäîáíîå ñìåùåíèå íå ìåíÿåò îòíîøåíèå êîíöåíòðà-
öèé ìÐÍÊ â ïðîáå, îäíàêî ïîçâîëÿåò èìèòèðîâàòü âûðàâ-
íèâàíèå êîëè÷åñòâ ìÐÍÊ ïðè ïîñòàíîâêå ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ è,
òàêèì îáðàçîì, ïðèìåíÿòü ñòàíäàðòíûå àëãîðèòìû äëÿ
àíàëèçà ïîëó÷åííûõ äàííûõ. Íàìè ïðåäëîæåíà ñëåäóþ-
ùàÿ ïðîöåäóðà ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ
ÏÖÐ-ÐÂ, ïîëó÷åííûõ â óñëîâèÿõ ëèìèòèðîâàííîãî êîëè-
÷åñòâà îáðàçöà.

1. Âû÷èñëåíèå ãåîìåòðè÷åñêîãî ñðåäíåãî (Ctgeom)
ìåæäó Ct âñåõ ïîòåíöèàëüíûõ ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ
(n øòóê) äëÿ êàæäîãî îáðàçöà (èíäåêñ i):

Ctgeom, i = (Ct1, i � ... � Ctn, i)1/n.

2. Âû÷èñëåíèå ãåîìåòðè÷åñêîãî ñðåäíåãî äëÿ ïîëó-
÷åííûõ çíà÷åíèé äëÿ âñåõ N îáðàçöîâ (îïðåäåëåíèå ïîëî-
æåíèÿ ñðåäíåé ëèíèè — Mean):

Mean = (Ctgeom, 1 � ... � Ctgeom, N)1/N.

3. Âû÷èñëåíèå ñäâèãîâ äëÿ êàæäîãî îáðàçöà:

Shfti = Mean – Ctgeom, i.

4. Ñäâèã çíà÷åíèé Ct äëÿ âñåõ ãåíîâ äëÿ âñåõ îáðàç-
öîâ:

Ct
k, i
′ = Ctk,i + Shfti.

Â ñëó÷àå ðàçëè÷èé â ýôôåêòèâíîñòÿõ àìïëèôèêàöèè
ìåæäó ãåíàìè i è j èõ çíà÷åíèÿ äîëæíû áûòü ó÷òåíû äëÿ
êîððåêöèè âåëè÷èí Ct äëÿ êàæäîãî ãåíà íåïîñðåäñòâåííî
ïåðåä îáðàáîòêîé äàííûõ. Äåéñòâèòåëüíî, âåëè÷èíà Ct
îòðàæàåò ÷èñëî êîïèé ñïåöèôè÷åñêîé ìÐÍÊ â ðåàêöèè
ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ. Îäíàêî â çàâèñèìîñòè îò ýôôåêòèâíîñòè
àìïëèôèêàöèè, ïðè èçìåíåíèè êîíöåíòðàöèè ìÐÍÊ, ñêî-
ðîñòü íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòà äëÿ ãåíîâ i è j áóäåò ðàçëè÷à-
òüñÿ, ÷òî ïðèâåäåò ê íåïðîïîðöèîíàëüíîìó èçìåíåíèþ
çíà÷åíèé Ct äëÿ êàæäîãî ãåíà, èçìåíåíèþ çíà÷åíèÿ DCtj, i

è ñîîòâåòñòâåííî ê îøèáî÷íîìó îïðåäåëåíèþ îòíîøåíèÿ
÷èñëà êîïèé ãåíîâ i è j.

Ïðè 100%-íîé ýôôåêòèâíîñòè àìïëèôèêàöèè â êàæ-
äîì öèêëå ÏÖÐ ïðîèñõîäèò óäâîåíèå öåëåâîãî ïðîäóêòà.

Â ðåàëüíîì ýêñïåðèìåíòå êîëè÷åñòâî àìïëèôèöèðîâàí-
íîé ÄÍÊ âîçðàñòàåò ïî ñòåïåííîìó çàêîíó ïðîïîðöèî-
íàëüíî E ^ N (N — êîëè÷åñòâî ïðîøåäøèõ öèêëîâ
ðåàêöèè), ýôôåêòèâíîñòü (eff) àìïëèôèêàöèè ðàññ÷è-
òûâàþò ïî ôîðìóëå eff = (E – 1) � 100 %. Â ýòîì ñëó÷àå
îòíîøåíèå êîíöåíòðàöèé ìÐÍÊ äëÿ ãåíîâ i è j îïðåäåëÿ-
þò ïî ôîðìóëå (effj + 1) ^ Ctj / (effi + 1) ^ Cti = 2 ^ (Ñtj �

log2� (effj + 1) – Ñti � log2 (effi + 1)) (Rutledge, Cote, 2003).
Òîãäà ïåðåñ÷åò Ct äëÿ ïðèâåäåíèÿ ýôôåêòèâíîñòè àìïëè-
ôèêàöèè ê 100 % ìîæåò áûòü âûïîëíåí êàê Ñt* = Ñt �
log2� (eff + 1). Òàêèì îáðàçîì, â ñëó÷àå ðàçëè÷àþùèõñÿ
ýôôåêòèâíîñòåé ïðèâåäåííîìó âûøå àëãîðèòìó äîëæåí
ïðåäøåñòâîâàòü øàã ïåðåñ÷åòà Ct, à äàëüíåéøåå ñìåùå-
íèå Shft äîëæíî áûòü ïðîèçâåäåíî ñ èñïîëüçîâàíèåì
ñêîððåêòèðîâàííûõ âåëè÷èí Ñt*.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ýôôåêòèâíîñòåé àìïëèôèêàöèè ìû
èñïîëüçîâàëè ìÐÍÊ, âûäåëåííûå èç ïðåïàðàòîâ ïåðèôå-
ðè÷åñêîé êðîâè (3 îáðàçöà) è ÝÌÁ (3 îáðàçöà). Ðàçëè÷èé
ìåæäó ýôôåêòèâíîñòÿìè àìïëèôèêàöèè êàæäîãî êîíê-
ðåòíîãî ãåíà ïðè èñïîëüçîâàíèè ðàçíûõ òèïîâ ìàòåðèàëà
íå îáíàðóæèëè. Òàêèì îáðàçîì, ïðîöåäóðû ïðîáîïîäãî-
òîâêè, âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ìÐÍÊ íå âíîñÿò äîïîëíè-
òåëüíûõ èíãèáèòîðîâ â ðåàêöèþ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ, ýôôåêòèâ-
íîñòü àìïëèôèêàöèè çàâèñèò òîëüêî îò ñèñòåìû ïðàéìå-
ðîâ, ìàòðèöû è óñëîâèé ïðîâåäåíèÿ ðåàêöèè. Áûëè
ïîëó÷åíû ñëåäóþùèå çíà÷åíèÿ ýôôåêòèâíîñòåé àìïëè-
ôèêàöèè (eff) äëÿ ãåíîâ-êàíäèäàòîâ: eff(GAPDH) =
= 99.8 � 2.0; eff(ActB) = 79.1 � 1.8; eff(HPRT1) = 85.4 �
� 2.0; eff(HMBS) = 95.7 � 2.1; eff(RPL5) = 78.1 � 2.1;
eff(B2M) = 71.9 � 1.9.

Çíà÷åíèÿ Ct, ïîëó÷åííûå äëÿ âñåõ 32 îáðàçöîâ, êîð-
ðåêòèðîâàëè ñ ó÷åòîì ïðèâåäåííûõ çíà÷åíèé ýôôåêòèâ-
íîñòè àìïëèôèêàöèè. Ïîñëå ýòîãî ïðîâîäèëè îáðàáîòêó
ñ ïîìîùüþ ïðåäëîæåííîãî àëãîðèòìà ñäâèãà. Ðåçóëüòàò
âûðàâíèâàíèÿ ïðåäñòàâëåí íà ðèñ. 1. Âèäíî, ÷òî çíà÷åíèÿ
Ct äëÿ âñåõ îáðàçöîâ äëÿ êàæäîãî ãåíà ñòàëè ñîïîñòàâè-
ìûìè.

Âîçìîæíîå èçìåíåíèå ïðîôèëÿ ýêñïðåññè ïðè âûðàâ-
íèâàíèè ýêñïåðèìåíòàëüíî îïðåäåëåííûõ Ct ñ ïðèìå-
íåíèåì ïðåäëàãàåìîãî àëãîðèòìà áûëî èññëåäîâàíî ñ
ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììû Rest-2009. Íà ðèñ. 2 ïðåäñòàâ-
ëåíû ïðîôèëè ýêñïðåññèè ãåíîâ-êàíäèäàòîâ, ðàññ÷èòàí-
íûå ñ èñïîëüçîâàíèåì èñõîäíûõ è ìîäèôèöèðîâàííûõ
äàííûõ. Âèäíî, ÷òî âûðàâíèâàíèå íå ïðèâåëî ê êà-
êèì-ëèáî èçìåíåíèÿì ïðîôèëÿ ýêñïðåññèè ïîñëå òðàíñ-
ôîðìàöèè.

Àíàëèç ðåçóëüòàòîâ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ ïîêàçàë, ÷òî êàê â
ïðåïàðàòàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, òàê è â ÝÌÁ ãåíû
ActB, RPL5 è B2M èìåþò îòíîñèòåëüíî âûñîêèé óðîâåíü
ýêñïðåññèè (ïîðîãîâûé öèêë ðåàêöèé 15—20), òîãäà êàê
ãåíû GAPDH, HPRT1 è HMBS ìîæíî îõàðàêòåðèçîâàòü
êàê ñëàáî ýêñïðåññèðóþùèåñÿ (ïîðîãîâûå öèêëû äëÿ
âñåõ îáðàçöîâ áîëåå 23). Ãåí HMBS áûë èñêëþ÷åí èç
äàëüíåéøåãî ðàññìîòðåíèÿ â ñâÿçè ñ âûñîêèìè çíà÷åíèÿ-
ìè Ct (áîëåå 35) è îòêëîíåíèåì ôîðìû êðèâîé àìïëèôè-
êàöèè îò êàíîíè÷åñêîé. Ïîëó÷åííûå äëÿ îñòàëüíûõ ðàñ-
ñìîòðåííûõ ãåíîâ äàííûå áûëè òðàíñôîðìèðîâàíû â ñî-
îòâåòñòâèè ñ îïèñàííûì âûøå àëãîðèòìîì è îáðàáîòàíû
ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû BestKeeper. Ðåçóëüòàòû
êîððåëÿöèîííîãî àíàëèçà, âûïîëíåííîãî ñ ïðèìåíåíèåì
ïðîãðàììû BestKeeper, ïðåäñòàâëåíû â òàáë. 2.

Êîýôôèöèåíòû êîððåëÿöèè ïîêàçûâàþò, ÷òî âñå èñ-
ñëåäîâàííûå ãåíû ñòàáèëüíî êîýêñïðåññèðóþòñÿ (êîýô-
ôèöèåíòû ïîïàðíûõ êîððåëÿöèé áîëüøå 0.9) è ìîãóò
áûòü èñïîëüçîâàíû â êà÷åñòâå ðåôåðåíòíûõ. Íàèâûñøàÿ
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îöåíêà BK ïî àëãîðèòìó BestKeeper ïîëó÷åíà äëÿ ãåíà
GAPDH (BK = 0.988, P = 0.001), ÷òî ñëóæèò îñíîâàíèåì
äëÿ åãî èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ðåôåðåíòíîãî. Îñòàëü-
íûå ãåíû èìåþò áîëåå íèçêèå îöåíêè BK, îäíàêî ïî-
ñêîëüêó âî âñåõ ñëó÷àÿõ èõ çíà÷åíèÿ ïðåâûøàþò 0.95
(ïðè P = 0.001), îíè òàêæå ìîãóò áûòü âûáðàíû äëÿ íîð-
ìèðîâàíèÿ ðåçóëüòàòîâ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ. Ïðåäâàðèòåëüíûå
ýêñïåðèìåíòû ïî àíàëèçó ýêñïðåññèè ãåíîâ-ïîòåíöèàëü-
íûõ áèîìàðêåðîâ ìèîêàðäèòà ïîêàçàëè, ÷òî çíà÷åíèÿ Ct
äëÿ ýòèõ ãåíîâ ëåæàò â äèàïàçîíå 25—35 öèêëîâ (äàííûå
íå ïðåäñòàâëåíû). Èñõîäÿ èç ýòîãî â êà÷åñòâå âòîðîãî ðå-
ôåðåíòíîãî ãåíà áûë âûáðàí ãåí HPRT1, çíà÷åíèÿ Ct êî-
òîðîãî ëåæàò â òîì æå äèàïàçîíå.

Òàêèì îáðàçîì, íàìè èññëåäîâàíî ñîäåðæàíèå ìÐÍÊ
êîíñòèòóòèâíî ýêñïðåññèðóåìûõ ãåíîâ GAPDH, ActB,
RPL5, B2M, HPRT1 è HMBS â òêàíÿõ ñåðäöà è êëåòêàõ ïå-
ðèôåðè÷åñêîé êðîâè çäîðîâûõ äîíîðîâ è ïàöèåíòîâ ñ âå-
ðèôèöèðîâàííûì ìèîêàðäèòîì. Ðàçðàáîòàí àëãîðèòì ìà-
òåìàòè÷åñêîé îáðàáîòêè ðåçóëüòàòîâ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ, ýìóëè-
ðóþùèé âûðàâíèâàíèå êîëè÷åñòâ ìÐÍÊ, âíîñèìûõ â
ðåàêöèþ â óñëîâèÿõ îãðàíè÷åííîãî êîëè÷åñòâà îáðàçöà.
Äàííûé àëãîðèòì ïîçâîëÿåò ïðèìåíÿòü ñòàíäàðòíûå ïîä-

õîäû îöåíêè ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ â ñëó÷àÿõ, êîãäà êîëè÷å-
ñòâî âíîñèìîé â ðåàêöèþ ÎÒ-ÏÖÐ-ÐÂ ìÐÍÊ íå ìîæåò
áûòü âûðîâíåíî. Ïîêàçàíî, ÷òî ãåíû GAPDH, ActB, RPL5,
B2M, HPRT1 è HMBS ýêñïðåññèðóþòñÿ êîíñòèòóòèâíî â
òêàíÿõ ñåðäöà è êëåòêàõ ïåðèôåðè÷åñêîé êðîâè, ïðè ýòîì
óðîâåíü èõ ýêñïðåññèè íå çàâèñèò îò ðàçâèòèÿ ìèîêàðäè-
òà. GAPDH è HPRT1 ïðåäñòàâëÿþò ñîáîé íàèëó÷øèé ìè-
íèìàëüíûé íàáîð ðåôåðåíòíûõ ãåíîâ, îáåñïå÷èâàþùèõ
âîçìîæíîñòü ïîèñêà òðàíñêðèïöèîííûõ ïðîôèëåé —
áèîìàðêåðîâ ìèîêàðäèòà — íå òîëüêî â òêàíÿõ ñåðäöà, íî
è â êëåòêàõ êðîâè.

Ðàáîòà âûïîëíåíà â ðàìêàõ ãîñóäàðñòâåííîãî çàäà-
íèÿ ÔÃÁÓ «ÔÌÈÖ èì. Â. À. Àëìàçîâà» Ìèíèñòåðñòâà
çäðàâîîõðàíåíèÿ ÐÔ «Ìîëåêóëÿðíî-ãåíåòè÷åñêèå ìåõà-
íèçìû ðàçâèòèÿ âèðóñíûõ ìèîêàðäèòîâ è ñîâåðøåíñòâî-
âàíèå ìåòîäîâ èõ äèàãíîñòèêè».
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Ò à á ë è ö à 2

Êîððåëÿöèÿ ìåæäó ýêñïðåññèåé ãåíîâ-êàíäèäàòîâ

Ãåí GAPDH HPRT1 RPL5 B2M ActB

HPRT1 0.96 — — — —

RPL5 0.98 0.95 — — —

B2M 0.96 0.90 0.94 — —

ActB 0.95 0.92 0.93 0.96 —

BKà 0.99 0.96 0.98 0.98 0.98

Ï ð è ì å ÷ à í è å. P = 0.001 äëÿ âñåõ çíà÷åíèé. àBK — îöåíêà ãåíà ïî
âíóòðåííåìó êðèòåðèþ ïðîãðàììû BestKeeper.

Ðèñ. 2. Ïðîôèëè ýêñïðåññèè ãåíîâ äëÿ 32 îáðàçöîâ, ïîëó÷åí-
íûå ñ ïðèìåíåíèåì ïðîãðàììû Rest-2009. Çà ðåôåðåíòíûé ãåí

ïðèíÿò GAPDH.

I è II — ïî èñõîäíûì è âûðîâíåííûì äàííûì ñîîòâåòñòâåííî.



cal analysis of relative expression results in real-time PCR. Nucleic
Acids Res. 30 : e36.

Pfaffl M., Tichopad A., Prgomet C., Neuvians T. 2004. Deter-
mination of stable housekeeping genes, differentially regulated tar-
get genes and sample integrity: BestKeeper — Excel-based tool
using pair-wise correlations. Biotechnol. Lett. 26 : 509—515.

Ramalho A. S., Beck S., Farinha C. M., Clarke L. A., He-
da G. D., Steiner B., Sanz J., Gallati S., Amaral M. D., Harris A.,
Tzetis M. 2004. Methods for RNA extraction, cDNA preparation
and analysis of CFTR transcripts. J. Cystic Fibros. 3 : 11—15.

Rho H. W., Lee B. C., Choi E. S., Choi I. J., Lee Y. S.,
Goh S. H. 2010. Identification of valid reference genes for gene ex-
pression studies of human stomach cancer by reverse transcripti-
on-qPCR. BMC Cancer. 10 : 240—253.

Ruppert V., Meyer T., Pankuweit S., Moller E., Funck R. C.,
Grimm W., Maisch B. 2008. Gene expression profiling from endo-
myocardial biopsy tissue allows distinction between subentities of
dilated cardiomyopathy. J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 136 : 360—
369.

Rutledge R. G., Cote C. 2003. Mathematics of quantitative ki-
netic PCR and the application of standard curves. Nucleic Acids
Res. 31 : e93.

Shehadeh, L. A. Hare, J. M. 2013. Ribonucleic acid biomar-
kers for heart failure. Is there a correlation between heart and blood
transcriptomics? JACC. Heart Failure. 1 : 477—479.

Vandesompele J., De Preter K., Pattyn F., Poppe B., Van
Roy N., De Paepe A., Speleman F. 2002. Accurate normalization of
real-time quantitative RT-PCR data by geometric averaging of
multiple internal control genes. Gen. Biol. 3 : research0034—
research0034.11.

Yin R., Liu X., Liu C., Ding Z., Zhang X., Tian F., Liu W., Yu J.,
Li L., de Hrabe A. M., Stoeger T. 2011. Systematic selection of ho-
usekeeping genes for gene expression normalization in chicken em-
bryo fibroblasts infected with Newcastle disease virus. Biochem.
Biophys. Res. Commun. 413 : 537—540.

Ïîñòóïèëà 18 XII 2014

SELECTION OF REFERENCE GENES FOR TRANSCRIPTION ANALYSIS

FOR MYOCARDITIS STUDIES

A. L. Runov,1, * E. V. Kurchakova,1 D. A. Khaschevskaya,2 O. M. Moiseeva,2 M. S. Vonsky1

1 Institute of Cytology RAS and 2 Federal V. A. Almazov Medical Research Centre, St. Petersburg;

* e-mail: tsinakan@gmail.com

Myocarditis is defined as myocardial inflammation, followed by cardiomyocyte necrosis. Diagnostics of
myocarditis is based on unsafe and complicated method of endomyocardial biopsy (EMB). Development of
myocarditis might alter gene expression not only in cardiac but in peripheral blood cells (PBC) as well. So,
transcription profiles can be considered as possible biomarkers for the given pathology. At the moment, there
are no reference genes defined for expression analysis in myocarditis studies. In this study, we analyzed mRNA
content of six housekeeping genes in EMB and PBC samples. An algorithm for processing qPCR results obtai-
ned under the limited amount of sample is proposed. Set of GAPDH and HPRT1 genes has been selected for
normalization of gene expression profiles in cardiac tissue and blood cells under the studies of myocarditis.

K e y w o r d s: myocarditis, mRNA, RT-qPCR, reference gene, gene expression.
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