Получение грубых лизатов мононуклеарных клеток периферической крови.

Мононуклеарные клетки крови ВИЧ-инфицированных пациентов выделяли из крови, взятой ранее из локтевой вены и обработанной ЭДТА в качестве антикоагулянта. Цельную кровь (1-3 мл.) осаждали н ацентрифуге фирмы «Eppendorf» в течение 15 минут при 2000 об/мин. К полученной фракции клеток добавляли 600 мкл TST-буфера (1M Трис-HCl pH=7,5; 100 mM MgCl2, 1M сахароза и 10% Тритон X100), перемешивали и центрифугировали 20 секунд при 13000 об/мин, удаляли супернатант, а к осадку клеток снова добавляли 600 мкл TST-буфера. Описанные выше действия повторяли до того момента, пока цвет осадка клеток не становился белым. К осадку добавляли 200 мкл лизирующего буфера (10Mm Трис-HCl pH=8, 1mM ЭДТА, 0,5 % Твин-20) и протеиназу K до конечной концентрации 200 мкг/мл. Клетки перемешивали в расворе и инкубировали 2 часа при температуре 56°С и 10 минут при 96°С для инактивации протеиназы K. Полученные лизаты сохраняли при температуре -70°С  и использовали в качестве ДНК-матрицы в полимеразной цепной реакции  (ПЦР).

Определение генетического подтипа ВИЧ-1.

Определение генетического подтипа вариантов ВИЧ-1, циркулирующих на территории Азиатской части РФ, проводили методом сравнительной оценки электрофоретической подвижности гетеродуплексов, описанным соотвественно для гена env – Delwart et al., 1993 и гена gag – Heyndrickx et al., 2000.  Метод сравнительной  оценки электрофоретической подвижности гетеродуплексов (HMA) основан на сравнении электрофоретической подвижности гетеродуплексов  ПЦР-продукта исследуемого образца с ПЦР-продуктами стандартов известных подтипов . Подвижность гетеродуплексов в полиакриламидном геле прямо пропорциональна степени гомологии нуклеотидной последовательности исследуемого образца тому или иному стандарту известного подтипа. 

Амплификация фрагментов генов env и gag провирусной ДНК ВИЧ-1.
Фрагменты ДНК, соответствующие области гена env ВИЧ-1 с координатами 7001-7647 (для генома ВИЧ-1 HXB2), кодирующей C2-V3 область гликопротеина gp120, амплифицировали гнездовым (nested) методом ПЦР с использованием двух пар праймеров: H1108/H1109 для первого раунда и ES/ES8 для второго раунда, последовательности которых опубликованы Delwart et al. в 1993 году. Реакционная смесь первого раунда ПЦР объемом 50 мкл содержала 5-10 мкл лизатов МКПК ВИЧ-1, однократный буфер для постановки ПЦР (500 mM KCl и 100 Mm Трис-HCl, pH=8,3) (Perkin Elmer), 1,5 mM MCl2 (Perkin Elmer), по 0,2 mM дАТФ, дЦТФ, дГТФ, дТТФ (Promega), 10 пмоль праймеров H1108 и H1109, 2 ед. Taq-полимеразы (5ед/мкл, Диалат, Россия). Пробирки с реакционной смесью подвергали термической обработке в амплификаторе GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) или GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) по следующей программе: 5 циклов (94°С – 1 мин., 52°С – 1 мин., 72°С – 1,5 мин.); 35 циклов (94°С – 1 мин., 55°С – 1 мин., 72°С – 1,5 мин.); 1 цикл (94°С – 1 мин., 55°С – 45 сек., 72°С – 10 мин.). Реакционную смесь для проведения второго раунда ПЦР готовили путём добавления 6 мкл. продуктов первого раунда ПЦР к 94 мкл. реакционной смеси с теми же компонентами и праймерами ES7/ES8 в концентрации 10 пмоль и также подвергали термической обработке по следующей программе: 35 циклов (94°С – 1 мин., 55°С – 1 мин., 72°С – 1,5 мин.); 1 цикл (94°С – 1 мин., 55°С – 45 сек., 72°С – 10 мин.). 

Фрагменты ДНК гена gag c координатами 1123-1589 (для генома ВИЧ-1 ELI подтипа D), кодирующего участок предшественника gag  с 132 а.о. области белка p24 по 20 а.о области белка p7) амплифицировали гнездовым (nested) методом ПЦР с использованием двух пар праймеров HIG777/HIP202 для первого раунда и gag1584/g17 для второго раунда, последовательности которых опубликованы ранее Heyndrickx et al., 2000.  . Реакционная смесь первого раунда ПЦР объемом 50 мкл содержала 5-10 мкл лизатов МКПК ВИЧ-1, однократный буфер для постановки ПЦР (500 mM KCl и 100 Mm Трис-HCl, pH=8,3) (Perkin Elmer), 1,5 mM MCl2 (Perkin Elmer), по 0,2 mM дАТФ, дЦТФ, дГТФ, дТТФ (Promega), 10 пмоль праймеров HIG777 и HIP202, 2 ед. Taq-полимеразы (5ед/мкл, Диалат, Россия). Пробирки с реакционной смесью подвергали термической обработке в амплификаторе GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer) или GeneAmp PCR System 2700 () по следующей программе: 94°С – 2 мин; затем 35 циклов (94°С – 30 секунд, 50°С – 30 секунд, 72 °С – 60 секунд); заключительная инкубация: 72°С – 7 минут.  Реакционную смесь для проведения второго раунда ПЦР готовили путём добавления 6 мкл. продуктов первого раунда ПЦР к 94 мкл. реакционной смеси с теми же компонентами и праймерами HIgag1584/g17 в концентрации 10 пмоль и также подвергали термической обработке по следующей программе:  94°С – 2 мин; затем 35 циклов (94°С – 30 секунд, 50°С – 30 секунд, 72 °С – 60 секунд); заключительная инкубация: 72°С – 7 минут. Во всех постановках ПЦР использовали ВИЧ-1 позитивные и негативные контроли. Детекцию результатов ПЦР проводили с помощью электрофореза в 1,2% агарозном геле.  

Сравнительный анализ электрофоретической подвижности гетеродуплексов.

Для получения гетеродуплексов смешивали 5 мкл амплифицированного фрагмента гена env и 5 мкл одного из стандартных продуктов ПЦР различных подтипов, полученных ранее: A – RW20, IC144, SF170; B – SF162B, TH14B; C – CMA959, ZM18, IN744; D – UG21, UG270; E – TH22, TH06; F – BZ162, BZ163; G- JW3/UG3, RU131), H (VI557), а также 1 мкл 10-кратного буфера (1M NaCl, 20 мM ЭДТА, 100 мМ  Трис-HCl, pH=7,8). Плазмиды для амплификации соотвествующих стандартов были предоставлены доктором Делвартом и профессором Муллинсом из Группы изоляции и характеризации ВИЧ-1 при ВОЗ. Смеси инкубировали на кипящей водяной бане в течение 4 минут и затем быстро переносили в лед, подвергая отжигу в течение 10 минут. Затем ко всему объему смеси добавляли 5 мкл красителя (0,07% бромфенолового синего, 7% ксилолцианол, 30% глицерин) и наносили в лунки свежеприготовленного 5% полиакриламидного геля следующего состава: TBE (трис-боратный буфер, состоящий из 0,088 M трис, 0,089 M борная кислота, 0,002 M ЭДТА, pH=8,0), 5% акриламид, 0,13% бис-акриламид, 0,1% персульфат аммония, 0,08% TEMED (BioRad). Электрофорез проводили в TBE при A=64mA в течение 1,5 часа, затем гель окрашивали в водном растворе бромистого этидия (0,5 мкг/мл) и фотографировали в проходящем ультрафиолетовом излучении (λ=254нм) на трансиллюминаторе фирмы . Оценку результатов проводили,  сравнивая электрофоретическую подвижность гетеродуплексов, образованных в результате отжига анализируемого образца со стандартными продуктами ПЦР подтипов A-H (Delwart et al., 1993). Пример электорофореграммы, полученной при анализе типичного для Азиатской части России образца варианта ВИЧ-1 подтипа A, показан на рис. 


Оценку электрофоретической подвижности гетеродуплексов гена gag проводили по методу Heyndrickx и соавт (2000). В качестве стандартов для гетеродуплексного анализа использовали фрагметы гена gag следующих вариантов ВИЧ-1: подтип A – VI310, CI4, VI57, K29; подтип B –TB132, UG280; подтип C – DJ259, VI313; подтип D – K31, VI2003; подтип F – BZ162, VI174; подтип G – LBV21-7, RU250; подтип H – VI525, VI 991; подтип J – SE9173, SE9280, а также рекомбинанты: AGIbNG – LBV23-10, DJ258, CI51; AECM240 – TN238, CA10. Для получения гетеродуплексов 5 мкл амплифицированного фрагмента gag – продукта ПЦР смешивали с 1 мкл 10-кратного буфера (1 M NaCl, 20 mM ЭДТА, 100 mM Трис-HCl, pH=7,8) и 5 мкл стандартов. Затем инкубировали смесь на кипящей водяной бане в течение 2 минут, быстро охлаждали в ледяной бане и оставляли на льду на 10 минут.

1.5. Амплификация фрагментов гена pol ВИЧ-1

Амплификацию двухцепочечных ДНК-фрагментов гена pol провируса ВИЧ-1 проводили гнездовым методом ПЦР в два раунда, с помощью термоциклера GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer).

Определение нуклеотидной последовательности ДНК.

Машина определяла последовательности нуклеотидов по флуоресцентной родаминовой метке (рис.) Полученные нуклеотидные последовательности обрабатывали с помощью программы EditView версии 1.0.1 (MacIntosh, USA). Филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей и оценку достоверности установленных филогенетических связей проводили с помощью метода «ближайших соседей» с использованием программ BioEdit версии 7.0.1 (Isis Pharmaceuticals, Inc., USA) и Mega2.  
Выявление мутаций V77I и A62V с помощью рестрикционного анализа.

Мутация GTA-ATA В 77-ом кодоне протеазы приводит к образованию палиндромной последовательности ATTAAT, которая является сайтом узнавания эндонуклеазы VspI. На первом этапе амплифицировали фрагмент гена pol длиной 316 п.н.. Затем готовили 23 мкл смеси, содержащей: 8 мкл ПЦР-продукта фрагмента гена pol; 3,2 Ед. эндонуклеазы VspI («Fermentas», Литва), рестрикционный буфер O+, содержащий: 50 mM Трис-HCl, pH=7,5; 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,1 мг/мл БСА. Гидролиз проводили при 37°С в течение 16 часов, после чего весь объем смеси наносили на агарозный гель и анализировали с помощью электрофореза. В результате специфического гидролиза фрагмента гена pol, содержащего мутацию V77I, образовывалось два фрагмента размером 86 п.н. и 230 п.н. Образцы дикого типа, не содержащие мутации 

Статистическая обработка данных

Статистическую обработку данных проводили с использованием программ «Basic Statistics» и «Nonparametric Statistics» из пакета STATISTICA (StatSoft Inc., Tulsa, USA). Первую программу использовали при описании массивов количественных данных (для расчета среднего значения, медианы распределения, стандартного отклонения и интерквартильного интервала). Вторую программу - для определения уровня статистической значимости, при котором принимались/отклонялись статистические гипотезы. При выборе критериев руководствовались книгой «Медико-биологическая статистика» Ребровой, 2003.

Табл. 2.1. Распределение вариантов ВИЧ-1, анализируемых методом секвенирования, по регионам России

	Место регистрации 
случая ВИЧ-инфекции
	Маркировка названия последова-тельности
	Дата регистрации случая ВИЧ-инфекции
	Количество анализируемых случаев

	
	
	
	pro
	Rt

	Алтайский край
	Alt
	2001-2003
	5
	5

	Красноярский край
	Krsk
	1999-2003
	9
	7

	Иркутская область
	Irk
	1999-2003
	7
	3

	Хабаровский край
	Khab
	2001-2003
	5
	4

	Магаданская область
	Mag
	
	4
	0

	Казахстан
	Kz
	
	5
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