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ВВЕДЕНИЕ

Семейство генов человека Т-клеточного-им-
му но глобулинового-муцинового домена (5q33.2) 
один из участников регуляции иммунологиче-
ского ответа и реакций на вирусные инфекции. 
Являющийся представителем этого семейства, 

ген TIM-1 преимущественно экспрессируется 
клетками T-хелперов 2 типа и функционирует 
в качестве костимулирующей молекулы для ак-
тивации T-клеток [1]. Впервые TIM-1 был от-
крыт как рецептор вируса гепатита А [2]. Повы-
шенный уровень экспрессии TIM-1 характерен 
при аутоиммунных нарушениях, повреждениях 
почек различного генеза и др. [3, 4]. Много работ 
проведено по поиску генетических полиморфиз-
мов промоторного района и 4-го экзона TIM-1 
при различных патологических состояниях 
у людей из разных географических районов  [3]. 
Существуют ИФА тест-системы для выявления 
белка, кодируемого TIM-1. Однако повышению 
уровня белка предшествует повышение уровня 
экспрессии гена, и в связи с этим целью дан-
ной работы было создание системы для анализа 
уровня экспрессии гена человека TIM-1.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культура клеток HEK293 (клетки почки эм-
бриона человека) была получена из банка кле-
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зонда на консервативные участки гена TIM-1. Фрагмент гена был клонирован в плазмиду, кото-
рая в дальнейшем использовалась в качестве положительного контроля. Оптимизацию условий 
ПЦР проводили с использованием в качестве модели культуры клеток HEK293 (клетки почки эм-
бриона человека). Уровни экспрессии гена TIM-1 были определены в слюне десяти здоровых до-
бровольцев, и они достоверно не отличались между собой. Разрабатываемая система может быть 
альтернативой закрытым коммерческим системам. В дальнейшем мы планируем проведение ис-
следований экспрессии гена TIM-1 при различных патологиях.
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точных культур ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор». Клет-
ки отбирали на фазе логарифмического роста. 
Выделение тотальной РНК и синтез кДНК про-
водили согласно [5]. Были подобраны прайме-
ры и флуоресцентный зонд на консервативные 
участки, комплементарные районам 3‒4 экзо-
нов TIM-1. После обратной транскрипции про-
водили ПЦР в режиме реального времени на 
приборе CFX-96.

Фрагмент гена TIM-1 был клонирован в плаз-
миду, которая в дальнейшем использовалась 
в качестве положительного контроля. Соот-
ношение генома вставки к вектору было 0.09. 
Концентрация ДНК плазмиды измерялась на 
флуориметре QUBIT. Для построения стандарт-
ной калибровочной кривой были приготовлены 
последовательные 10-кратные разведения плаз-
миды. ПЦР-фрагменты и встройка в плазмиду 
были секвенированы.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Оптимизацию условий ПЦР проводили на 
модели культуры клеток HEK293. Выбранные 
нами праймеры были комплементарны разным 
экзонам, что позволяет использовать для анали-
за образцы с содержанием ДНК. В качестве ми-
шеней были выбраны наиболее консервативные 
участки генома. Специфичность анализируемых 
районов генома была подтверждена секвениро-
ванием. Уровень экспрессии TIM-1 вычислял-
ся с помощью стандартной кривой и на модели 
культуры клеток HEK293 для лизата 105 клеток 
составил 3.6×10–18 М/мл.

В последнее время большие надежды возла-
гаются на неинвазивные методы взятия матери-

ала, и слюна является одним из них. В слюне де-
сяти здоровых добровольцев уровни экспрессии 
гена TIM-1 достоверно не отличались между со-
бой. В дальнейшем мы планируем проведение 
исследований экспрессии гена TIM-1 при раз-
личных патологиях.

Таким образом, нами была разработана 
и апробирована ПЦР-система для определения 
уровня экспрессии гена TIM-1 в режиме реаль-
ного времени.
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The expression level of a human T-cell immunoglobulin-mucin domain (TIM-1) gene is diagnosti-
cally signifi cant in human diseases. The purpose of this work was to develop a real-time PCR method for 
analysis the expression levels of the human TIM-1 gene. The design of primers and fl uorescent probe on 
the conservative parts of the TIM-1 gene was carried out. The fragment of the TIM-1 gene was cloned 
into a plasmid and further it was used as a positive control. The optimization of the PCR conditions was 
performed using the HEK293 cell culture as a model. The expression levels of the TIM-1 gene were 
determined in the saliva of ten healthy volunteers and they did not diff er signifi cantly. The system being 
developed may be an alternative to closed commercial systems. We plan to use it in the research of diff er-
ent pathologies in the future.
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