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РЕЗЮМЕ 
Цель исследования :  разработать метод молекулярного-генетического анализа для определения уровней нор-

мализованной экспрессии генов COL2A1, COL6A1, MMP-2 и MMP-9 в биологическом материале пациентов с гонартрозом. 
Материал и методы .  В качестве биологического материала для исследования использовали биоптаты 

хряща коленного сустава 10 пациентов с гонартрозом. Выделение нуклеиновых кислот из образцов биологиче-
ского материала проводили с использованием реагента TRIZol. Обратную транскрипцию проводили с использо-
ванием набора SuperScript III reverse transcriptase, dNTP и Ribonuclease inhibitor («Invitrogen», США). 

Результаты .  С использованием программного обеспечения VectorNTI подобраны пары праймеров 
(forward и reverse) и TaqMan-зондов для генов COL2A1, COL6A1, MMP-2 и MMP-9, изучена возможность использо-
вания подобранных пар праймеров и зондов для выявления каждого из исследуемых генов. Сконструированы 
«in-house» тест-системы в формате мультиплекс для референсного и таргетного генов. 

Заключение .  Подтверждена высокая специфичность (100 %) выбранных наборов олигонуклеотидных 
праймеров с использованием онлайн приложения NCBI/Blast. Разработанный молекулярно-генетический метод 
может быть использован для определения уровней нормализованной экспрессии генов COL2A1, COL6A1, MMP-2 и 
MMP-9 при артропатиях коленного сустава. 
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ABSTRACT 
Object ive :  to develop a method of molecular genetic analysis for determining the normalized expression levels 

of COL2A1, COL6A1, MMP-2, and MMP-9 genes in the biological material of patients with gonarthrosis. 
Material and methods .  The biopsy samples of knee joint cartilage of 10 patients with gonarthrosis were 

used as a biological material for the study. Nucleic acids were isolated from the samples of the biological material using 
TRIZol Reagent. Reverse transcription was performed using the SuperScript III reverse transcriptase kit, dNTP and 
Ribonuclease inhibitor (Invitrogen, USA). 

Results .  The usage of VectorNTI software has made it possible to select pairs of primers (forward and reverse) 
and TaqMan probes for COL2A1, COL6A1, MMP-2, and MMP-9 genes, and to study the possibility of the use of the se-
lected pairs of primers and probes for the purpose of identification of each of the studied genes. In-house test systems 
in the multiplex format have been designed for reference and target genes. 

Conclusion .  High specificity (100 %) of the selected oligonucleotide primer sets was confirmed using the online 
application NCBI/Blast. The developed molecular genetic method can be applied to determine the normalized expres-
sion levels of COL2A1, COL6A1, MMP-2, and MMP-9 genes in knee joint arthropathy 
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Введение 
 
Коллаген — основной структурный бе-

лок межклеточного матрикса, представ-
ленный главным образом в коже, костях, 
сухожилиях [1]. В различных типах тканей 
преобладают разные типы коллагена. В 
пластинчатой костной ткани — плоские и 
трубчатые кости скелета — коллагеновые 
волокна имеют строго ориентированное 
направление, создавая единую волокни-
стую структуру кости. Поперечно ориен-
тированные коллагеновые волокна могут 
вплетаться в промежуточные слои между 
костными пластинками, благодаря чему 
достигается прочность костной ткани [1]. 
В сухожилиях коллаген образует плотные 
параллельные волокна, способные выдер-
живать большие механические нагрузки. В 
хрящах коллаген образует фибриллярную 
сеть, придающую ему прочность [1, 2, 3]. 

Низкое содержание коллагена в экстра-
целлюлярном матриксе (ЭЦМ) хрящевой 
ткани является глобальной проблемой в 
ортопедической практике. ЭЦМ гиалино-
вого хряща состоит в основном из колла-
гена II типа, а также гликозаминогликана 
[1]. Коллаген II типа является структурным 
компонентом костной ткани, испытыва-
ющей постоянную или периодическую ме-
ханическую нагрузку; также данный кол-
лаген участвует в образовании стромы 
паренхиматозных органов. Коллаген VI ти-
па является короткоцепочечным белком и 
образует микрофибриллы, которые распо-
лагаются между крупными фибриллами 
интерстициальных коллагенов, и широко 
представлен в хрящевом матриксе. Мик-
рофибриллы коллагена VI типа связыва-
ются со многими компонентами межкле-
точного матрикса (фибриллами интерсти-
циальных коллагенов, гиалуроновой кис-
лотой, протеогликанами) и участвуют в 
клеточной адгезии посредством присоеди-
нения к мембранным адгезивным молеку-
лам [1, 2, 3]. 

Матриксные металлопротеиназы (matrix 
metalloproteinase — MMP) — большая груп-
па протеолитических ферментов, играю-
щих главную роль во внеклеточном мат-
риксном обмене вследствие их способности 
разрушать все компоненты внеклеточного 
матрикса [4]. Они вызывают деструкцию 
суставов за счет повреждения хряща и 
субхондральной кости, а также участвуют 
в формировании новых кровеносных сосу-
дов, способствуя развитию ангиогенеза [1]. 
В норме действие MMP связано с различ-
ными процессами, такими как метаболизм 
соединительной ткани, овуляция, развитие 
скелета, заживление ран и т.д. [5]. 

Желатиназа-А (MMP-2) и -В (MMP-9) 
участвуют в суставном разрушении и 
формировании ангиогенеза, отвечая за 
распад желатина и мембранных коллаге-
наз. Данные MMP повреждают фибрилляр-
ные коллагены, основные мембранные 
компоненты и стромальные молекулы вне-
клеточного матрикса, участвуют в разви-
тии эрозий суставов [4, 5]. MMP вырабаты-
ваются в ответ на действие провоспали-
тельных цитокинов и находятся в избытке 
в воспаленном суставе, при этом дисрегу-
ляция MMP проявляется при артропатиях 
различной этиологии [1, 5]. 

Деградация суставного хряща — одна 
из ранних особенностей заболевания, свя-
занных с увеличением активности протео-
литических систем [6]. Дисрегуляция MMP 
проявляется при ревматоидном артрите, 
остеоартрозе и онкологических заболевани-
ях. При этом прогрессирующая деструкция 
внеклеточного матрикса, включающая су-
ставной хрящ, кость, связки и сухожилия, 
является главной особенностью артрита, 
приводящей к стойкому нарушению функ-
циональной способности пациента [1, 5, 6]. 

Ранняя диагностика является критиче-
ским вопросом для ортопедии: профили экс-
прессии генов в начальной стадии заболева-
ния могут обеспечить важную информацию о 
пусковых механизмах патологического про-
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цесса для разработки метода своевременной 
коррекции на доклиническом уровне. 

 
Цель исследования 
 
Разработать метод молекулярного-гене-

тического анализа для определения уров-
ней нормализованной экспрессии генов 
COL2A1, COL6A1, MMP-2 и MMP-9 в биоло-
гическом материале пациентов с гонартрозом. 

 
Материал и методы 
 
Исследования проводились на базе 

Научно-исследовательской лаборатории (НИЛ) 
(группа ПЦР-диагностики) Государственно-
го учреждения образования «Белорусская 
медицинская академия последипломного 
образования» (БелМАПО). 

В качестве биологического материала 
для разработки метода использовались би-
оптаты хряща коленного сустава 10 паци-
ентов с гонартрозом, находившихся на 
стационарном лечении в УЗ «Минская об-
ластная клиническая больница». 

Выделение нуклеиновых кислот из об-
разцов биологического материала проводи-
ли с использованием реагента TRIZol. Об-
ратную транскрипцию проводили с ис-
пользованием набора SuperScript III reverse 
transcriptase, dNTP и Ribonuclease inhibitor 
(«Invitrogen», США). 

 
Результаты и обсуждение 
 
На первом этапе исследования были по-

добраны пары праймеров (forward и reverse) и 
TaqMan-зондов для генов COL2A1, COL6A1, 
MMP-2 и MMP-9 с использованием программ-
ного обеспечения VectorNTI. 

Ген COL2A1: 
f-GCTGGAGAAGAAGGCAAG; r-CAGGTTC 

ACCATTGGCAC; p-FAM-TGCTGGTCCTGCTG 
GTCC-BHQ1. 

Длина фрагмента — 391 п.о. 
Ген COL6A1: 
f-TCAGAATAGTGATGTGTTCGACGTT; r-

AGCAACATGGATATG GTTCAGAAA; p-FAM-
CCTTATGCCTAGCAACATGCCAATC-BHQ1. 

Длина фрагмента — 98 п.о. 
Ген MMP-2: 
f-ATTCTGGAGATACAATGAGGTGAAG; r-

GCACCCTTGAAGA AGTAGCTG; p-FAM-
TGCTGGTCCTGCTGGTCCGTCCTGC-BHQ1. 

Длина фрагмента — 297 п.о. 
Ген MMP-9: 
f-CAAGGGCGTCGTGGTTCC; r-CCGTCC 

TGGGTGTAGAGTC; p-FAM-CCTTATGCCTAG 
CAACAT-BHQ1. 

Длина фрагмента — 253 п.о. 
Для анализа возможности использова-

ния подобранных пар праймеров и зондов 
при определении экспрессии каждого из 
исследуемых генов проводили моноплекс-
ную ПЦР-РВ. Амплификацию для каждого 
гена проводили в 10 образцах, пробы ста-
вили в дублях [7]. 

Состав амплификационной смеси был 
универсален для всех генов и различался 
только вносимыми парой праймеров и зон-
дом: 19 мкл Platinum PCR SuperMix, 3 мкл 
смеси f-праймер — r-праймер — p-зонд 
(все компоненты данной смеси в концен-
трации 3,2 рмоль/мкл) и 3 мкл соответ-
ствующей кДНК (комплементарной ДНК). 

На основании расчета температуры 
отжига пар праймеров была выбрана уни-
версальная программа для амплификации 
исследуемых генов: 95 ºС — 15 мин.; 
50 циклов: 95 ºС — 20 с, 58 ºС — 20 с, 
72 ºС — 15 с; 1 цикл: 72 ºС — 10 мин. при 
использовании термоциклера «Rotor-Gene-
6000» («Corbett research», Австралия). Де-
текцию проводили по каналу «Green», так 
как зонды для всех генов были мечены 
флуорофором FAM. 

Значения пороговых циклов, получен-
ные при выполнении моноплексной ПЦР-
РВ (таблица 1), для всех исследуемых генов 
находились в пределах от 20,05 (для гена 
COL2A1) до 34,17 (для гена MMP-9). 

Для оценки уровня амплификации не-
специфических фрагментов ДНК дополни-
тельно был проведен электрофоретический 
анализ полученных ампликонов. На элек-
трофореграмме присутствовали четкие по-
лоски на уровне детекции специфических 
фрагментов ДНК во всех анализируемых 
образцах [7]. 

После проведения электрофореза из ге-
ля извлекли фрагменты ДНК с использова-
нием набора реагентов QIAquick Gel 
extraction kit («Qiagen», Германия) для про-
ведения секвенирования с целью анализа 
нуклеотидной последовательности полу-
ченных фрагментов ДНК, для оценки ана-
литической специфичности разработанной 
методики [8]. 

Сиквенс-анализ проводили с использо-
ванием набора реагентов BigDye Terminator 
Cycle Sequencing kit v3.1 («Applied Biosys-
tems», США) и forward-праймера для каж-
дого гена. Отсеквенированные фрагменты 
ДНК подвергались очистке с использовани-
ем DyeEx 2.0 Spin kit («Qiagen», Германия) и 
последующему электрофоретическому ана-
лизу на генетическом анализаторе ABI Prism 
310 («Applied Biosystems», США) [7, 8]. 
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Таблица 1 — Значения пороговых циклов для генов COL2A1, COL6A1, MMP-2, MMP-9, полу-
ченные при выполнении моноплексной ПЦР 

Образец № 
Значения пороговых циклов (Ct) для генов 

COL2A1 COL6A1 MMP-2 MMP-9 

1 
1.1 29,24 26,65 27,11 29,32 
1.2 29,47 26,47 26,85 29,05 

2 
2.1 28,85 25,62 26,33 26,81 
2.2 28,33 25,87 26,02 26,52 

3 
3.1 20,05 24,31 30,21 31,22 
3.2 20,18 24,05 30,45 30,67 

4 
4.1 26,65 24,33 25,11 27,52 
4.2 26,71 24,76 24,68 27,14 

5 
5.1 27,14 29,63 31,14 28,92 
5.2 26,85 29,42 30,88 28,64 

6 
6.1 29,78 25,16 27,63 28,55 
6.2 29,06 24,82 27,14 28,01 

7 
7.1 24,52 23,55 26,54 27,66 
7.2 23,93 24,01 26,61 27,82 

8 
8.1 31,82 32,11 29,12 33,92 
8.2 31,03 31,64 28,77 34,17 

9 
9.1 30,13 31,03 32,64 33,36 
9.2 29,68 31,54 32,01 32,75 

10 
10.1 32,84 31,18 30,58 31,41 
10.2 32,55 30,78 30,42 31,02 

 
 

Сиквенс-анализ проводили с использо-
ванием набора реагентов BigDye Terminator 
Cycle Sequencing kit v3.1 («Applied Biosys-
tems», США) и forward-праймера для каж-
дого гена. Отсеквенированные фрагменты 
ДНК подвергались очистке с использовани-
ем DyeEx 2.0 Spin kit («Qiagen», Германия) и 
последующему электрофоретическому ана-
лизу на генетическом анализаторе ABI Prism 
310 («Applied Biosystems», США) [7, 8]. 

Полученные данные о нуклеотидной 
последовательности образцов сравнивали с 
зарегистрированными последовательностя-
ми анализируемых генов в online поисковой 
системе BLAST (www.ncbi.nlm.nlm.nih.gov/ 
blast/bl2seq/bl2.html) для идентификации 
принадлежности той или иной последова-
тельности к определенному гену. Все ана-
лизируемые образцы имели 100 % гомоло-
гию с зарегистрированными в базе данных 
последовательностями, что свидетельство-

вало о 100 % специфичности разработан-
ной методики [7, 8]. 

Таким образом, подобранные пары прай-
меров и зонды можно использовать для ам-
плификации фрагментов, изучаемых генов. 

По результатам анализа кривых ам-
плификации были выбраны два образца 
(№ 3, 7) для проведения оценки эффектив-
ности ПЦР-РВ для генов COL2A1 и COL6A1, 
а также 2 образца (№ 2, 4) — для генов 
MMP-2 и MMP-9, так как значения пороговых 
циклов амплификации для указанных генов в 
данных образцах были самыми низкими. 

Для оценки эффективности протека-
ния ПЦР проводили амплификацию 10-
кратных разведений образцов кДНК, с це-
лью построения стандартной кривой. Кон-
центрацию кДНК в неразведенном образце 
условно принимали за 100 и делали 2 раз-
ведения (10, 1). Амплификацию проб про-
водили в дублях (рисунок 1). 

 

 

Рисунок 1 — Кривые флуоресценции для определения порогового цикла амплификации 
специфического фрагмента гена COL6A1 
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При анализе результатов амплифика-
ции проводили построение стандартной 
кривой корреляции между значениями 

пороговых циклов Сt и log10 условной 
концентрации кДНК для изучаемых генов 
(рисунок 2). 

 

 
Рисунок 2 — Построение стандартной кривой корреляции между значениями 
пороговых циклов Сt и log10 условной концентрации кДНК для гена COL6A1 

 
 

Корреляция (R2) между значениями поро-
говых циклов Сt и log10 условной концентра-
ции кДНК в образце составила от 0,994 до 

0,999. Полученные значения эффективности 
ПЦР (таблица 2) находились в пределах от 1,56 
(для гена COL2A1) до 1,71 (для гена MMP-2). 

Таблица 2 — Значения пороговых циклов, эффективности и корреляции для генов 
COL2A1, COL6A1, MMP-2, MMP-9 

Ген № образца 
Значения пороговых циклов (Ct) 

Е R2 
100 10 1 

100.1 100.2 10.1 10.2 1.1 1.1   

COL2A1 
3 20,46 20,69 23,51 23,88 27,42 27,67 1,61 0,997 
7 24,87 24,55 27,28 27,06 31,27 31,65 1,56 0,994 

COL6A1 
3 25,88 25,62 28,77 28,81 33,27 33,91 1,63 0,997 
7 25,15 25,61 28,45 28,76 31,98 32,46 1,57 0,995 

MMP-2 
2 30,01 30,08 33,74 33,69 37,12 37,35 1,71 0,999 
4 26,01 25,48 29,12 29,02 33,52 33,11 1,61 0,997 

MMP-9 
2 27,15 27,72 30,13 30,45 35,61 35,27 1,70 0,998 
4 28,24 28,14 31,34 31,05 36,27 36,02 1,61 0,996 

 
 

Выбор референсного гена из числа 
house-keeping генов человека, таких как 
GAPDH, HGUS, β-актин, HPRT1 проводили 
исходя из рассчитанных значений коэф-
фициента вариации (CV) по формуле 1 [7]: 

 

CV = ǀ1 - 
рассчитанная концентрация ДНК

известная концентрация ДНК
 ǀ х 100  (1) 

 

Количественное определение house-
keeping генов проводили в тех же образ-
цах, в которых оценивали амплификацию 
исследуемых таргетных генов, для оценки 
концентрации применяли плазмидный 
стандарт. Амплификацию всех проб про-
водили в дублях, для расчета коэффициен-
та вариации использовали средние значе-
ния концентраций. 

В качестве референсного был выбран 
ген HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyl-

transferase human 1), так как именно для 
него было установлено самое низкое значе-
ние коэффициента вариации — 5,8 %. Для 
генов HGUS, GAPDH, β-актин рассчитан-
ные значения коэффициентов вариации 
находились на уровне 12,7, 10,4 и 13,3 % 
соответственно. 

Для амплификации гена HPRT1 исполь-
зовали: f-AGCGGTAACCATGCGTAT TT; r-
CACATGTGAATTTCGGCTTG; p-ROX-GAAGGA 
ACTAGGGAAAAGGCA-BHQ2. 

В ходе оценки эффективности проте-
кания реакции амплификации для вы-
бранного референсного гена HPRT1 было 
установлено, что при использовании подо-
бранных пар праймеров, зонда, состава 
реакционной смеси и условий амплифика-
ции (которые были использованы и для 
таргетных генов) рассчитанное значение 
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эффективности протекания реакции соста-
вило 1,67. Сравнение эффективностей проте-
кания реакции для референсного гена HPRT1 
и исследуемых генов COL2A1, COL6A1, MMP-2, 
MMP-9 позволило сделать вывод о возмож-
ности проведения мультиплексной ПЦР для 
одновременной амплификации таргетного и 
референсного генов в одной пробирке. 

В ходе оптимизации мультиплексной 
ПЦР-РВ в одной пробирке одновременно 
амплифицировали один из исследуемых 
генов (COL2A1, COL6A1, MMP-2, MMP-9) и 
референсный ген HPRT1. Детекцию тар-
гетных генов проводили по каналу «Green», 
так как зонды для данных генов были ме-
чены флуорофором FAM, а детекцию гена 
HPRT1 проводили по каналу «Orange», так 
как зонд для него был мечен флуорофором ROX. 

В пробирки для амплификации вноси-
ли: 19 мкл Platinum PCR SuperMix, 1,5 мкл 
смеси эквивалентных концентраций прай-
меров и зонда для одного из таргетных ге-
нов (COL2A1, COL6A1, MMP-2, MMP-9), 1,5 
мкл смеси эквивалентных концентраций 
праймеров и зонда для гена HPRT1 и 3 
мклк ДНК (комплементарной ДНК). 

Для выбора оптимального режима ам-
плификации для каждого из исследуемых 
генов при проведении мультиплексной ПЦР 
были опробованы 4 режима (таблица 3) с 
учетом оптимальной температуры отжига 
праймеров и одновременной амплифика-
ции двух генов в одной пробирке. Ампли-
фикацию проводили с использованием 
термоциклера «Rotor-Gene-6000» («Corbett 
research», Австралия). 

Таблица 3 — Программы амплификации для генов COL2A1, COL6A1, MMP-2, MMP-9 

Режим № Программа амплификации 

1 
1 цикл: 95 ºС — 15 мин.; 
50 циклов: 95 ºС — 20 с, 58 ºС — 20 с, 72 ºС — 15 с; 
1 цикл: 72 ºС — 10 мин. 

2 
1 цикл: 95 ºС — 10 мин.; 
45 циклов: 95 ºС — 20 с, 58 ºС — 20 с, 72 ºС — 15 с; 
1 цикл: 72 ºС — 10 мин. 

3 
1 цикл: 94 ºС — 10 мин.; 
45 циклов: 94 ºС — 20 с, 58 ºС — 20 с, 72 ºС — 20 с; 
1 цикл: 72 ºС — 10 мин. 

4 
1 цикл: 94 ºС — 15 мин.; 
50 циклов: 94 ºС — 20 с, 58 ºС — 20 с, 72 ºС — 20 с; 
1 цикл: 72 ºС — 10 мин. 

 
 

Наилучший результат амплификации 
для генов COL2A1 и COL6A1 и HPRT1 был 
достигнут при использовании режима 1, 
для генов MMP-2 и MMP-9 и HPRT1 — режи-
ма 3. Значения пороговых циклов для тар-
гетных генов находились в пределах от 

21,63 до 35,49, для референсного гена 
HPRT1 — от 19,43 до 31,24. 

Для апробации разработанного метода 
расчет уровней нормализованной экспрес-
сии (УНЭ) таргетных генов (таблица 4) 
осуществляли по формуле 2 [7]: 

 
% уровня экспрессии = 2ି(С௧ интересующего генаିС௧ гена ୌୖଵ) × 100 %   (2) 

Таблица 4 — Значения пороговых циклов и УНЭ для таргетных генов 

Ген 
Значения пороговых циклов (Ct) для образцов 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
COL2A1 29,24 28,85 21,63 26,65 27,14 29,78 23,93 31,82 30,13 32,84 
HPRT1 24,15 26,72 22,13 24,81 25,16 23,41 19,42 26,64 27,11 24,57 
% УНЭ 2,94 22,85 141,42 27,93 25,35 1,21 4,39 2,76 12,33 0,32 
COL6A1 26,65 25,62 24,31 24,33 29,63 25,16 29,01 32,11 31,03 31,18 
HPRT1 24,42 26,16 22,52 24,71 25,03 23,96 19,87 26,55 27,42 24,66 
% УНЭ 21,32 145,40 28,92 130,13 4,12 43,53 0,18 2,12 8,19 1,09 
MMP-2 27,11 26,33 30,21 25,11 31,14 27,63 26,61 29,12 32,64 30,58 
HPRT1 24,51 26,17 22,27 24,17 25,32 23,78 19,81 26,39 27,42 24,75 
% УНЭ 16,49 89,50 0,41 52,12 1,77 6,93 0,90 15,07 2,68 1,76 
MMP-9 29,32 26,81 31,22 28,92 27,52 28,55 27,82 35,49 33,36 31,41 
HPRT1 24,13 26,24 22,37 24,09 25,41 23,65 19,75 26,27 27,33 24,63 
% УНЭ 2,74 67,36 0,22 3,52 23,16 3,35 0,37 0,17 1,53 0,91 
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Анализ результатов, полученных в ходе 
оптимизации мультиплексной ПЦР-РВ, 
позволил сделать вывод, что разработан-
ный метод можно использовать для одно-
временной амплификации одного из тар-
гетных генов (COL2A1, COL6A1, MMP-2, 
MMP-9) и референсного гена HPRT1. Полу-
ченные с использованием разработанного 
метода данные можно использовать для 
расчета процента уровня нормализованной 
экспрессии генов COL2A1, COL6A1, MMP-2, 
MMP-9. Рассчитанные значения процента 
уровня нормализованной экспрессии генов 
находились в пределах от 0,17 до 145,40 %. 

 
Заключение 
 
Анализ результатов, полученных в ходе 

разработки, оптимизации и валидации, 
позволил сделать вывод, что разработанный 
метод, основанный на использовании муль-
типлексной ПЦР в режиме реального вре-
мени, специфических пар праймеров и 
зондов, можно использовать для одновре-
менной амплификации одного из таргетных 
генов (COL2A1, COL6A1, MMP-2, MMP-9) и 
референсного гена HPRT1 при определении 
уровней нормализованной экспрессии дан-
ных генов в биоптатах (хрящевой ткани) 
пациентов с артропатией коленного сустава. 
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