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по применению набора реагентов для определения 
генетических полиморфизмов Del287 генаТС£’ и Т704С гена ЛСГ 

методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени 
с детекцией кривых плавления 

«РеалБест-Генетика АСЕ Del287/AGT Т704С»

1. НАЗНАЧЕНИЕ

Набор реагентов для определения генетических полиморфизмов Del287 гена АСЕ и 

Т704С гена AGE методом полимеразной цепной реакции в режиме реального времени с де­

текцией кривых плавления «РеалБест-Генетика АСЕ Del287/AGT Т704С» предназначен для 

определения генетических полиморфизмов Del287 гена ангиотензинпревращающего фер­

мента АСЕ и Т704С (Met235Thr) гена ангиотензиногена AGT, ассоциированных с риском 

развития артериальной гипертензии, методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме 

реального времени с плавлением продуктов гибридизации с флуоресцентной меткой с после­

дующим анализом кривых плавления.

Результаты генотипирования, полученные с использованием данного набора реаген­

тов, могут быть использованы лечащим врачом в комплексной оценке риска развития сер­

дечно-сосудистых заболеваний (степень генетической предрасположенности к развитию ар­

териальной гипертензии).

Вьщеление ДНК из клинического материала (буккального эпителия, цельной крови) 

осуществляется с помощью наборов «РеалБест-Генетика ДНК-экспресс» или «РеалБест экс­

тракция 100».

Набор применяется с регистрирующим амплификатором «CFX96» (фирма «Bio-Rad», 

США).

Набор реагентов рассчитан на проведение анализа 48 образцов, включая контрольные 

образцы.

Инструкция составлена сотрудниками АО «Вектор-Бест»: директором 
по производству Ткачевым В.К. и нач. отделения производства ПЦР наборов Трухиной А.В.
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2. ХАРАКТЕРИСТИКА НАБОРА
2.1. Принцип метода.
Принцип метода основан на амплификации выбранного участка ДНК человека и по­

следующей детекции кривых плавления гибридных комплексов продуктов ПЦР и специфич­

ных зондов. Процесс амплификации заключается в повторяющихся циклах; температурная 

денатурация ДНК-матрицы, отжиг праймеров с комплементарными последовательностями 

ДНК-матрицы, синтез комплементарной цепи с этих праймеров Taq ДНК-полимеразой.

После реакции амплификации понижение температуры приводит к гибридизации спе­

цифичного ДНК-зонда с продуктом амплификации и к снижению уровня флуоресцентного 

сигнала в пробирке. В процессе температурного плавления образовавшихся дуплексов про­

исходит высвобождение ДНК-зонда, несущего флуоресцентный краситель.

Варианты Ins287 и Del287 гена АСЕ отличаются по присутствию или отсутствию про­

тяжённого участка гена. Для детекции каждого аллеля используется отдельный зонд, специ­

фично связывающийся (полностью комплементарный) только со своим вариантом гена. Оба 

зонда несут одинаковый флуоресцентный краситель, но температуры плавления дуплексов 

зондов и продуктов амплификации отличаются, благодаря чему можно выявлять присут­

ствие каждого из аллелей независимо от другого и идентифицировать генотип («нормальная 

гомозигота», «гетерозигота», «мутантная гомозигота»).
Для детекции полиморфизма Т704С используется один гибридизационный ДНК-зонд, 

который комплементарен нормальной последовательности гена AGT. В случае неполной 

комплементарности ДНК-зонда и выбранного участка ДНК, температура плавления дуплекса 

будет ниже, чем в случае полной комплементарности. Таким образом, для двух аллельных 

вариантов температуры плавления дуплексов зонда и продуктов амплификации отличаются, 

благодаря этому идентифицируется генотип по полиморфизму Т704С гена AGT 

(«нормальная гомозигота», «гетерозигота», «мутантная гомозигота»).

2.2. Состав набора:

В состав набора входят следующие компоненты:

-  контрольный образец «Нормальная гомозигота» (KOI) -  1 пробирка, 1 мл;

-  контрольный образец «Мутантная гомозигота» (К02) -  1 пробирка, 1 мл;

-  готовая реакционная смесь для ПЦР (ГРС), лиофилизированная -  48 пробирок;

-  элюирующий раствор «Генетика» -  2 фл. по 12 мл.

Принадлежности:

-  оптическая плёнка -  1 лист.

3. АНАЛИТИЧЕСКИЕ И ДИАГНОСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1. Специфичность определения полиморфизмов Del287 гена АСЕ и Т704С гена AGT 

определяется по стандартному образцу предприятия, СОН ДНК Гипертония (per. № 05-2-



Специфичность составляет 100 % при условии, что генотип по полиморфизмам 

Del287 гена АСЕ и Т704С гена AGT в образцах № 1-4 оцределяется в соответствии с ин­

струкцией к СОП.

3.2. Для KOI должно фиксироваться наличие одного пика плавления, соответствующе­

го генотипу «Нормальная гомозигота».

3.3. Для К02 должно фиксироваться наличие одного пика плавления, соответствующе­

го генотипу «Мутантная гомозигота».

3.4. Диагностическая специфичность определения генетических полиморфизмов соста­

вила:

- диагностическая специфичность определения полиморфизма Del287 гена ангиотен- 

зинпревращающего фермента АСЕ\ клинические испытания, проведенные на 226 образцах от 

206 пациентов, показали 100% специфичность (интервал 98,6 % - 100 %, с доверительной 

вероятностью 90 %);

- диагностическая специфичность определения полиморфизма Т704С (Met235Thr) гена 

ангиотензиногена AGT\ клинические испытания, проведенные на 226 образцах от 206 паци­

ентов, показали 100% специфичность (интервал 98,6 % - 100 %, с доверительной вероятно­

стью 90 %).

4. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

Внимание! Несоблюдение приведённых ниже требований может привести к 

искажению результатов ПЦР.

4.1. Потенциальный риск применения набора -  класс 26 (Приказ М3 РФ от 06.06.2012 

№ 4н).

4.2. При работе с набором следует соблюдать СП 1.3.2322-08 «Безопасность работы с 

микроорганизмами III-IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных 

болезней».

4.3. Для предотвращения контаминации необходимо территориально разделять этапы 

вьщеления ДНК/РНК и постановки ПЦР согласно МУ 1.3. 2569-09 «Организация работы ла­

бораторий, использующих методы амплификации нуклеиновых кислот при работе с матери­

алом, содержащим микроорганизмы I-IV групп патогенности».

4.4. При работе с набором следует надевать одноразовые медицинские перчатки.

4.5. Каждое рабочее место должно быть снабжено собственным набором дозаторов пе­

ременного объема, необходимыми вспомогательными материалами и оборудованием. За­

прещается их перемещение между рабочими местами.

4.6. Для проведения реакции амплификации с детекцией продуктов ПЦР в режиме ре-
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ального времени необходимо использовать только одноразовые наконечники с фильтром для 

дозаторов.

4.7. Не допускается использование одних и тех же наконечников при добавлении раз­

ных образцов.

4.8. После окончания работ для дезинфекции и предотвращения контаминации все ра­

бочие поверхности и оборудование следует подвергнуть действию бактерицидных УФ ламп 

в течение 1 часа. Затем обработать регламентированными санитарными правилами дезинфи­

цирующими средствами (такими, как: 0,2% раствор «ДП-2Т»; 1-3% раствор «Диабак»; 

0,5%раствор «Лизафин»; 0,5-1%раствор «Мистраль»; 0,5-2%ораствор «Велтолен»),
4.9. Все использованные одноразовые материалы подвергать обработке дезинфициру­

ющими средствами с последующей утилизацией (см. МУ 287-113 «Методические указания 

по дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации изделий медицинского 

назначения»).
4.10. При использовании набора образуются отходы классов А, Б и Г, которые класси­

фицируются и уничтожаются (утилизируются) в соответствии с СанПиН 2.1.7.2790-10 «Са­

нитарно-эпидемиологические требования к обращению с медицинскими отходами». Дезин­

фекцию наборов реагентов следует проводить по МУ 287-113 «Методические указания по 

дезинфекции, предстерилизационной очистке и стерилизации изделий медицинского назна­

чения».
5. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ

-  амплификатор с флуоресцентной детекцией в режиме реального времени «СРХ96» 

(фирма «Bio-Rad», США);

-  ламинарный бокс 2-го класса биологической защиты (например, бокс абактериаль- 

ной воздушной среды типа БАВп-01, «Ламинар-с», ЗАО «Ламинарные с истемы, Россия);

-  холодильник бытовой, поддерживающий температуру (2-8) °С;

-  мини-щейкер для пробирок вместимостью 0,2 мл, обеспечивающий перемещивание 

при 1200 об/мин (например, PSU-2T, фирма «BioSan», Латвия);

-  микроцентрифуга для пробирок вместимостью 2 мл, обеспечивающая 13000 об/мин 

(например, «Eppendorf MiniSpin», фирма «Eppendorf», Германия);

-  дозаторы одноканальные с переменным объемом, со сменными наконечниками 

(например, фирма «Biohit», Финляндия);

-  встряхиватель для пробирок (например, Bio-Vortex V-1 plus, фирма «BioSan», Лат­

вия);

-  перчатки медицинские одноразовые нестерильные неопудренные латексные или 

неопреновые (например, перчатки «NeoTouch», фирма «Ansell Healthcare», Германия);

-  одноразовые наконечники для дозаторов с защитным фильтром /аэрозольным барь-
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ером (например, фирма «FinnTip», Финляндия);

-  штативы для микропробирок вместимостью 1,5 -  2 мл и 0,2 мл (например, фирма 

«Хеликон», Россия);

-  контейнер для сброса отходов (например, «Контейнер для сброса острого инстру­

ментария -  ЕК-01», фирма «КМ-ПРОЕКТ», Россия);

-  нож канцелярский.

6. ПОДГОТОВКА АНАЛИЗИРУЕМЫХ ОБРАЗЦОВ И РЕАГЕНТОВ

6.1. Подготовка анализируемых образцов.

Для анализа подготовить клинические образцы (буккального эпителия, цельной крови) с 

помощью наборов для вьщеления ДНК «РеалБест-Генетика ДНК-экспресс» или «РеалБест 

экстракция 100».

Каждая группа образцов, проходящая через процедуру выделения ДНК, должна содер­

жать KOI и К02, которые являются компонентами данного набора.

6.1.1. Вьвделение ДНК с помощью набора реагентов «РеалБест экстракция 100».

Вьщеление ДНК из образцов проводить без добавления внутреннего контрольного об­

разца (ВКО). KOI и К02 проходят процедуру вьщеления ДНК аналогично положительному 

контрольному образцу (ПКО) (см. инструкцию набора для вьщеления).

Элюцию образцов проводить в 200 мкл элюирующего раствора, входящего в состав 

набора для вьщеления. Затем добавить 400 мкл элюирзлощего раствора «Генетика», входящего 

в состав данного набора. Тщательно перемешать на вортексе. Центрифугировать на микроцен­

трифуге при 13000 об/мин 1 минуту. Установить пробирки в магнитный штатив.

6.1.2. Вьщеление ДНК с помощью набора реагентов «РеалБест-Генетика ДНК-экспресс».

Вьщеление ДНК из образцов проводить согласно инструкции набора. Пробы готовы к

постановке ПЦР-анализа.

6.1.3. Вьщеленную ДНК хранить при температуре (2-8) °С не более 24 часов.

6.2. Подготовка реагентов.

Перед началом работы извлечь набор из холодильника, вьщержать пробирки с ГРС в 

упаковке (не вскрывая!) при температуре (18-25) °С не менее 30 минут. Затем вскрыть упаков­

ку, аккуратно с помощью канцелярского ножа отрезать необходимое количество (по числу 

подготовленных проб, включая контрольные образцы: 1 KOI и 1 К02) пробирок с ГРС. Отре­

зать пробирки следует вместе с покрывающей их пленкой.

Внимание! Оставшиеся неиспользованными пробирки с ГРС упаковать в пакет с осуши­

телем, удалить из него лишний воздух и плотно закрыть зажим.

После первого вскрытия упаковки срок годности ГРС при температуре хранения (2- 

8) °С составляет 3 месяца.



KOI и K02 после вскрытия пробирок хранить при температуре (2-8) °С не более 1 ме­

сяца или аликвотами по 50 мкл при температуре минус (18-24) °С не более 3 месяцев.

7. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

7.1. Необходимое количество пробирок с ГРС пронумеровать и расположить в штативе.

Внимание! Надписи следует располагать на боковой части пробирок. Оптическая

плёнка должна оставаться чистой!

7.2. В каждую пробирку дозатором с отдельным наконечником с Фильтром внести по 

50 мкл раствора выделенной ДНК. Не захватывать осадок!

Плотно заклеить пробирки оптической плёнкой.

7.3. Поместить пробирки в мини-шейкер. Перемешать содержимое пробирок с частотой 

вращения 1200 об/мин в течение 1 минуты.

7.4. Поместить пробирки в амплификатор.

7.5. Запрограммировать прибор для проведения амплификации специфического 

фрагмента ДНК человека и регистрации кривых плавления.

Программирование амплификатора проводить в соответствии с инструкцией к прибору 

и пп. 7.6.-7.9.

7.6. Запрограммировать протокол проведения реакции амплификации и детекции кри­

вых плавления:

— 1 стадия: 50 °С -  2 минуты;

— 2 стадия: 95 °С -  2 минуты;

— 3 стадия: 50 циклов (94 °С -  10 секунд, 60 °С -  20 секунд);

— 4 стадия: «кривая плавления» от 27 °С до 75 °С с шагом 1 °С в течение 5 секунд (из­

мерение флуоресценции проводить на каждом шаге);

— 5 стадия: 10 °С -  1 минута.

7.7. Выбрать каналы детекции кривых плавления дуплексов специфичного ДНК-зонда 

и продукта амплификации для регистрации генетических полиморфизмов:

«РАМ» -  регистрация Del287 гена АСЕ\

«НЕХ» -  регистрация Т704С гена^СГ.

7.8. Запрограммировать положение пробирок с исследуемыми и контрольными 

образцами согласно инструкции к используемому прибору.

7.9. Запустить программу и провести реакцию амплификации с регистрацией флуорес­

ценции в режиме реального времени.

8. АНАЛИЗ И УЧЁТ РЕЗУЛЬТАТОВ 

8Л. Условия анализа и учёта результатов
Для KOI в каналах детекции «РАМ» и «НЕХ» должно фиксироваться наличие одного

6



пика плавления, соответствующего генотипу «Нормальная гомозигота», и определяться зна­

чение температуры плавления.
Для К02 в каналах детекции «РАМ» и «НЕХ» должно фиксироваться наличие одного 

пика плавления, соответствующего генотипу «Мутантная гомозигота», и определяться зна­

чение температуры плавления.

8.2. Анализ результатов определения полиморфизмов Del287 гена А С Е  и Т704С ге­

на Л(7Г.
8.2.1. Для каждого исследуемого образца в каналах детекции «РАМ» и «НЕХ» должен 

фиксироваться один (в случае гомозиготного носительства) или два (в случае гетерозиготно­

го носительства) пика плавления и определяться значение температуры плавления.

8.2.2. Генотип анализируемого образца учитывается как «Нормальная гомозигота», если 

для этого образца фиксируется наличие одного пика плавления, при этом значение темпера­

туры отличается не более чем на 2 °С от температуры плавления для KOI.

8.2.3. Генотип анализируемого образца учитывается как «Мутантная гомозигота», если 

для этого образца фиксируется наличие одного пика плавления, при этом значение темпера­

туры отличается не более чем на 2 °С от температуры плавления для К02.

8.2.4. Генотип анализируемого образца учитывается как «Гетерозигота», если для этого 

образца фиксируется наличие двух пиков плавления, при этом значение температуры одного 

отличается не более чем на 2 °С от температуры плавления для KOI, а температура второго 

отличается не более чем на 2 °С от температуры плавления для К02 (подробнее см. в 

Приложении 1 и Приложении 2 к данной инструкции).

8.3. Результат генотипирования считается сомнительным, если температура плавления 

продуктов гибридизации отличается более чем на 2 °С от значений, полученных для KOI 

и/или К02. Сомнительные результаты не подлежат анализу и учёту. В случае сомнительного 

результата необходимо провести повторный анализ данного образца, начиная с этапа вьще- 

ления ДНК или забора материала.

8.4. Диагностическая значимость

Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) являются основной причиной смерти во всем 

мире. Риск развития сердечно-сосудистых заболеваний складывается из совокупности мно­

жества факторов, как внешних (образ жизни, питание, стрессы, экология, перенесённые ра­

нее заболевания), так и связанных с генетической предрасположенностью конкретного инди­

вида. Вклад наследственности в развитие гипертонической болезни оценивается в 40-65%. 

Роль генетических факторов показана в развитии преэклампсии, риск инфарктов и инсультов 

также зависит от генетической предрасположенности. Для каждой из патологий невозможно 

вьщелить единственный ответственный ген, необходимо рассматривать влияние совокупно-



сти различных полиморфизмов в ряде генов.

АСЕ (Лнгиотензинпревращающий фермент) является частью ренин- 

ангиотензиновой системы. Ангиотензинпревращающий фермент играет ключевую роль в 

регуляции артериального давления. АСЕ катализирует расщепление ангиотензина I до ан­

гиотензина II и разрушает брадикинин.

В гене АСЕ самым распространенным и значимым полиморфизмом является инсерци- 

онно-делеционный полиморфизм, связанный с инсерцией (Ins) или делецией (Del) Alu по­

втора размером 287 п.н. в интроне 16. Аллель Del ассоциирован с увеличением концентрации 

и активности АСЕ в плазме крови и считается фактором риска развития артериальной гипер­

тензии, инфаркта миокарда, атеросклероза, гипертрофии левого желудочка, кровоизлияний.

AGT (Ангиотензиноген). Ангиотензиноген является белком-предшественником ан­

гиотензина, который играет важную роль в ренин-ангиотензиновой системе. Самыми рас­

пространёнными полиморфизмами в гене AGT являются Т704С (Met235Thr) и С521Т 

(Thrl74Met). С наличием нуклеотидных замен Т704С и С521Т в гене AGT связано развитие 

гипертонической болезни, в том числе с ранним началом, у носителей аллелей 704С и 521Т 

повышен риск инфаркта миокарда на фоне гормональной заместительной терапии, показаны 

ассоциации с ранней манифестацией отказа почек при некомпенсированной гипертонии, 

наблюдается склонность к нефропатии у пациентов с диабетом 1 типа.

Более подробно ознакомиться с диагностической значимостью определения генетиче­

ских полиморфизмов Del287 тема АСЕ и Т704С теяаАСТ можно в литературе:
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9. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВАНИЯ, ХРАНЕНИЯ И ПРИМЕНЕНИЯ НАБОРА

9.1. Транспортировать изделия следует транспортом всех видов в крытых транспорт­

ных средствах в соответствии с правилами перевозок, действующими на транспорте данного 

вида, при температуре (2-8) °С. Допускается транспортирование при температуре до 25 °С не 

более 10 суток.

9.2. Хранение набора в упаковке предприятия-изготовителя должно осуществляться 

при температуре (2-8) °С в течение всего срока годности в холодильных камерах или холо­

дильниках, обеспечивающих регламентированный температурный режим с ежедневной ре­

гистрацией температуры.

9.3. Срок годности набора -  12 месяцев со дня выпуска. Не допускается применение 

наборов по истечении срока их годности.

9.4. Для получения надёжных результатов необходимо строгое соблюдение данной ин­

струкции по применению набора.

10. ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗАТЕЛЬСТВА

10.1. Производитель гарантирует соответствие выпускаемых изделий требованиям 

нормативной и технической документации.

Безопасность и качество изделия гарантируются в течение всего срока годности.

10.2. Производитель отвечает за недостатки изделия, за исключением дефектов, воз­

никших вследствие нарушения правил пользования, условий транспортирования и хранения, 

либо действия третьих лиц, либо непреодолимой силы.



н

10.3. Производитель обязуется за свой счет заменить изделие, те.'снические и функцио­

нальные характеристики (потребительские свойства) которого не соответствуют норматив­

ной и технической документации, если указанные недостатки явились следствием скрытого 

дефекта материалов или некачественного изготовления изделия производителем.

По вопросам, касающимся качества набора «РеалБест-Генетика АСЕ Del287/AGT 
Т704С», следует обращаться в АО «Вектор-Бест» по адресу:

6301 17, г. Новосибирск-! 17, а/я 492,

тел. (383) 332-92-49, 227-60-30; тел./факс (383), 332-94-47, 332-94-44.

E-mail: vlkohtkCcpvector-hest.ru

Начальник отделения 
производства ПЦР-иаборов 
АО «Вектор-Бест» А.В. Трухина

Директор по производству 
АО «Вектор-Бест» ЕС к. Ткачев

Руководитель отдела

Р.С. Годунов
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ПРИЛОЖЕНИЕ 1
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ГЕНОТИП

«Нормальная
гомозигота»

«Мутантная
гомозигота»

«Г етерозигота»

Один пик плавле­
ния, отличается 

не более 
чем на 2 °С 

от KOI

Один пик плавле­
ния, отличается 

не более 
чем на 2 °С 

отК02

Два пика 
плавления, 
отличаются 

не более 
чем на 2 °С 

от KOI иК02

АСЕ Del287 «РАМ» Ins/Ins Del/Del Ins/Del

AGT Т704С «НЕХ» т/т С/С Т/С
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ПРИЛОЖЕНИЕ 2

Работа с детектирующим амплификатором «СЕХ96» (фирма «Bio-Rad», США).

Примечание. Для иллюстрации в настоящей инструкции использованы скриншоты 

программы Bio-Rad CFX Manager v3.0. Для других версий ПО внешний вид может незначи­

тельно отличаться от приведённого ниже.

А. Запуск реакции
1) Запрограммировать протокол проведения реакции амплификации и детекции кривых 

плавления (закладка «Protocol»):

-  Установить объём образца -  50 мкл («Sample Voliune 50 ц1»)

-  1 шаг: 50°С -  2 минуты;

-  2 шаг: 95°С -  2 минуты;

-  3 шаг: 94°С -  10 секунд;

-  4 шаг: 60°С -  20 секунд;

-  5 шаг: повтор («Insert GOTO»), начиная с шага 3, ещё 49 раз -  суммарно 50 циклов;

-  6 шаг: «кривая плавления» («Insert Melt Curve») от 27 °С до 75 °С с увеличением на 

1°С; инкубация на каждой температуре в течение 5 секунд с измерением флуоресценции;

-  7 шаг: 10°С -  1 минута.
Protocol Editor - VB-Genetika~Meitprd

Внимание! Измерение флуоресценции на шаге 4 в данном протоколе не проводится!
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2) Запрограммировать положение пробирок с исследуемыми и контрольными 

образцами (закладка «Plate»). Выбрать каналы детекции кривых плавления дуплексов 

специфичного ДНК-зонда и продукта амплификации для регистрации генетических 

полиморфизмов: «РАМ», «НЕХ», «КОХ».

3) Запустить программу (закладка и кнопка «Start Run») и провести реакцию амплифи­

кации с регистрацией флуоресценции в режиме реального времени.

В. Регистрация и учёт результатов

lings Export Tools In  Plate Setup [Fhiorophofc -̂ | 7

Mdt Curve Data w  Qjriom Data \tew I Run InformalicHi

Et3 Е8Э Ik ШЗ iS3'ISS'IS3'IS3
Unk Unk link» Unk Unk Unk Unk
Unk Unk Unk3 Uflkll Unk Unk Unk Unk
Unk Ul* ипм' шт Unk Unk Unk Unk

Unk Unk Unk Unk Unk Unk
Unk Unk Uatt LMicM Unk Unk Ui* Unk
Unk Unk M e Unk» Unk Unk Unk Unk
Unk Unk Untt Unk№_ Unk Unk Unk Unk

A05 FAN GNB3 1МсгИ)1 234098522: 47.00
A05 FAM GNB3 UMobOl 234096522: 57.00
:bo5 FAM GNB3 Unkn-02 2341073227 57,00

|B05 FAM GNB3 Unkn-02 2341073227 47.00
C05 FAM GNB3 Unkn-03 2341075227 57.00
Id05 FAM GNB3 UWcn-04 2341082227 48.00
|E05 FAM GNB3 Unkn-05 23410Э0227 47.00
IFOS FAM GNB3 Unkn-06 23410Э4227 47.00
!g05 FAM GNB3 Unkn-07 2341096227 47,00
|g05 FAM GNB3 Unkn-07 2341096227 57.00
iH(» FAM GN63 Unkn-08 2341097227 57,00
;ao6 FAM GNB3 Unkn-09 2341099227 57.00

Г,Completed j I Scan Mode; All Channels j Plate Type: BR Clear {Analysis M ode Baseline Subtracted Curve Fit

Для просмотра результатов анализа после окончания реакции следует выбрать вверху

закладку «Melt Curve» ^ 9  . На графике слева отображаются исходные данные из­

мерения интенсивности флуоресценции в зависимости от температуры, этот же график отоб­

ражается в реальном времени во время реакции. На графике справа представлены обрабо­

танные кривые, имеющие вид пиков плавления. В меню под графиком надо выбрать тип пи-

-Ll. В таблице справа внизу отображаются значенияков: отрицательные Peak Туре: Negative

температур плавления для вьщеленных образцов. Образец, на который наведён курсор, под­

свечивается жирным в таблице и на графиках.

Для KOI и К02 в соответствующих каналах детекции должно фиксироваться по одно­

му пику плавления. Возможны два варианта расположения пиков плавления KOI и К02:

13
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1) К02 может иметь более высокую температуру плавления, чем KOI;

2) KOI может иметь более высокую температуру плавления, чем К02.

Точная информация о значении температур плавления для KOI и К02 для конкретного 

набора реагентов приведена в пп. 3.2. и 3.3. Инструкции по применению этого набора.

Вариант 1. Определение генотипа образца (К02 имеет более высокую температуру 

плавления, чем KOI).

Вариант 2. Определение генотипа образца (KOI имеет более высокую температуру 

плавления, чем К02).

Для каждого исследуемого образца в соответствующих каналах детекции (см. Приложе­
ние 1) должен фиксироваться один (в случае гомозиготного носительства) или два (в случае 
гетерозиготного носительства) пика плавления и определяться значение температуры плав­
ления.

Генотип анализируемого образца учитывается как «Нормальная гомозигота», если для 
этого образца фиксируется наличие одного пика плавления, при этом значение отличается не 
более чем на 2 °С от температуры плавления для KOI.

Генотип анализируемого образца учитывается как «Мутантная гомозигота», если для 
этого образца фиксируется наличие одного пика плавления, при этом значение отличается не 
более чем на 2 °С от температуры плавления для К02.

Генотип анализируемого образца учитывается как «Гетерозигота», если для этого 
образца фиксируется наличие двух пиков плавления, при этом значение одного отличается 
не более чем на 2 °С от температуры плавления для KOI, а температура второго отличается 
не более чем на 2 °С от температуры плавления для К02.
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