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Введение
Гены BRCAI/2 относятся к группе генов-онкосупрессоров. П родукты  этих 

генов участвую т в процессе гом ологичной  репараци и  двун и тевы х  разры вов Д Н К . 

Клинически значим ы е м утации  в генах BRCA1 и BRCA2 ассоциированы  с 

повышенным риском  развития р ак а  м олочной  ж елезы  и яичников у ж енщ ин, рака  

грудной и предстательной  ж елезы  у  м уж чин [ 1 -4].

По литературны м  данны м , 5 -10%  случаев рак а  м олочной ж елезы  и 10-20%  рака 

яичников являю тся наследственны м и [5-7]. М утации  в генах BRCAI и BRCA2 
объясняют от 20 д о  50%  всех  случаев наследственны х новообразований  при раке 

молочной ж елезы  [8, 9].

Анализ на  наличие м утаций  в генах BRCA1 и  BRCA2 показан в рам ках 

программы скрининга и проф илактики  рака  м олочной ж елезы  с целью  вы явления 

наследственной предф асполож енности ж енщ инам , у родственни ков которы х бы л 

диагностирован рак м олочной ж елезы  или яичников, или бы ла обнаруж ена м утация 

в одном из генов. О бнаруж ение м утаций у клинически  здоровы х ж енщ ин позволяет 

провести своеврем енную  диагностику , вы явить опухоль на ранних этапах  развития, 

малотравматично удалить её, сохраняя после операции ком ф ортны й  уровень ж изни  в 

течение продолж ительного  срока [10, 11].

О бнаруж ение м утаций в генах BRCAJ и BRCA2 крайне важ но и для тех  

пациентов, у которы х диагноз уж е установлен , поскольку позволяет более точно  

определить прогноз заболевания и подобрать более эф ф ективную  схем у лечения [12].

1 Назначение набора
Н абор реагентов предназначен  для качественного  определения м утаций 

B R C A l-4153delA  и B R C A 2-6174delT  м етодом  аллель-специф и чной  полим еразной  

цепной реакции  в реж им е реального  врем ени с целью  проведения скрининга для 

выявления наследственны х ф орм  рака  м олочной ж елезы  и /или рака  яичников. 

М атериалом для проведения П Ц Р является Д Н К , вы деленная из цельной  крови. Д ля 

проведения П Ц Р используется «Т ерм оциклер для ам пли ф икации  нуклеиновы х 

кислот 1000, с принадлеж ностям и» исполнения; «С 1000 T ouch» с м одулем  

реакционным оптическим  C FX 96 (O ptical R eaction  M odule  C FX 96) (п рои зводства  B io- 

Rad Laboratories, Inc., С Ш А ). Н абор реагентов предназначен  для диагн ости ки  in vitro.
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2 Характеристика набора
2.1 Состав набора реагентов

Н абор содерж ит пробирки  с реагентам и  (табли ц а 1), инструкц и ю  по 

применению и паспорт качества.

Таблица 1. С остав набора реагентов

.V! Цвет крышки Наименование реагента Объём реагента

1 Зеленый Смесь праймеров 4153-W ’ 120 мкл

2 Фиолетовый Смесь праймеров 4153-М^ 120 мкл

3 Зеленый Смесь праймеров 6174- 120 мкл

4 Фиолетовый Смесь праймеров 6 174-М'* 120 мкл

5 Желтый ПЦР-смесь с Taq ДНК-полимеразой 2 X 960 мкл

6 Красный ПКО-4153’ 80 мкл

7 Красный ПКО-6174<5 80 мкл

8 Бесцветный ОКО^ 160 мкл

9 Белый Н2О 4000 мкл

Праймеры для вы явления гена BRCAI без м утации  4153delA ;

Праймеры для вы явления ген а BRCA1 с м утацией 4153delA  в гетерозиготном  

состоянии;

Праймеры для вы явления ген а BRCA2 без м утации  6174deIT;

Праймеры для вы явления ген а  BRCA2 с м утацией  6174delT  в гетерозиготном  

состоянии;

Положительный контрольны й образец, содерж ащ ий ам пликон с ф рагм ентом  гена 

ERCAI с м утацией 4153delA  в гетерозиготном  состоянии;

’̂Положительный контрольны й образец , содерж ащ ий ам пли кон  с ф рагм ентом  гена 

BRCA2 с м утацией  6174delT  в гетерозиготном  состоянии;

’’ О трицательный контрольны й образец , содерж ащ ий см есь ам пликонов с 

фрагментами генов BRCA1 без м утаций и BRCA2 без мутаций.

Компоненты набора в рабочи х  концентрациях  не токси чн ы , не обладаю т 

канцерогенным и м утагенны м  действием .

2.2 Число анализируемых проб

Н абор реагентов содерж ит реактивы  для проведения 50 реакций, что позволяет 

проанализировать от 6 клинических образцов с полож ительны м  и  отрицательны м  

контролем (все образцы  в дублях) д о  21 клинического  образц а с полож ительны м  и

Вариант 1: |ftEF| 21301



^Л 'биоДинкJw6oparofMn Rea!-time-PCR-BRCAl-4153delA/BRCA2-6174delT Инструкция по применению

отрицательным контролем  (все образцы  в дублях) в зависим ости  о т  схем ы  постановки  

ПЦР.

23 Принцип действия набора

П ринцип дей стви я набора реагентов основан  на  м етоде азлель-сп ец и ф и чн ой  

ПЦР в реж им е реального  врем ени с детекц ией  сигнала с пом ощ ью  I’aqM an зондов.

Н абор реагентов содерж ит П Ц Р-см есь, состоящ ую  из необходим ы х реагентов, 

включая T aq ДНТС-полимеразу, и четы ре см еси прайм еров.

В аллель-специф ичной  П Ц Р происходит избирательная ам плиф икация 

фрагментов Д Ж ,  содерж ащ их последовательность нуклеотидов, ком плем ентарную  

праймерам. П родукты  П Ц Р  генов BRCA1 и BRCA2 детектирую т в 5 ’-экзонуклеазной  

реакции с пом ощ ью  T aqM an зонда, м еченного ф луороф ором  РА М .

Д ля контроля работы  набора в его  состав входят полож ительны й контрольны й 

образец П К О -4153, полож ительны й контрольны й образец  П К ()-6174  и 

отрицательный контрольны й образец  (О КО ).

П К О -4153 содерж ит ам пликон с ф рагм ентом  ген а BRCAI с м утацией  4153delA  

в гетерозиготном состоянии, П К О -6174  содерж ит ам пликон  с ф рагм ентом  ген а  

BRCA2 с м утацией  6174delT  в гетерозиготном  состоянии. О К О  содерж ит см есь 

ампликонов с ф рагм ентам и  генов BRCAJ и BRCA2 без м утаций.

П ри каж дой постановке П Ц Р  использую т соответствую щ ий П К О  и О К О . Все 

исследуемые и контрольны е образцы  тестирую т в дублях.

А нализ на  наличие м утации  4153delA  в гене BRCA1 состоит из двух реакций:

1) п роверка исследуем ы х образцов Д Н К  в П Ц Р со см есью  прайм еров 4153-W  

(для вы явления Д Н К  ген а BRCAI без м утации  4153delA );

2) проверка исследуем ы х образцов Д Н К  в П Ц Р со см есью  прайм еров 4153-М  

(для вы явления Д Н К  ген а BRCAI с м утацией 4153delA  в гетерозиготном  

состоянии).

Н аличие м утации определяется по разнице м еж ду значениям и  Ct в П Ц Р  со 

смесью прайм еров 4153-W  и в П Ц Р  со см есью  прайм еров 4153-М  (ACt).

А нализ н а  наличие м утагщ и 6174delT  в гене BRCA2 состоит ю  двух реакций:

1) п роверка исследуем ы х образцов Д Н К  в П Ц Р со см есью  прайм еров 6174-W  

(для вы явления Д Н К  ген а  BRCA2 без м утации  6174delT );

2) п роверка исследуем ы х образцов Д Н К  в П Ц Р со  см есью  прайм еров 6174-М  

(для вы явления Д Н К  гена BRCA2 с м утацией  6174delT  в гетерозиготном  

состоянии).

Вариант 1: |REF| 21301
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Н аличие м утации  определяется  по разнице м еж ду значениям и  Q  в П Ц Р со 

смесью прайм еров 6174-W  и в П Ц Р со  см есью  прайм еров 6174-М  (ACt).

О бразцы  учиты ваю тся как полож ительны е, то  есть содерж ащ ие 

соответствующую м утацию  в гетерозиготном  состоянии , если значение ACt 

находится в диапазоне от -2 до  2. Е сли  значение ACt больш е 2, образцы  учиты ваю тся 

как отрицательны е (без м утаций).

В гом озиготном  состоян ии  м утации  в генах BRCAI и BRCA2 не встречаю тся, 

поскольку это дом инантны е м утации  с вы сокой  степенью  пенетрантности.

3 Аналитические и диагностические характеристики набора
3.1 Предел обнаружения

i  П редел обнаруж ения -  1,8 м кг/мл Д Н К  с м утацией B R C A I-4 1 5 3 d elA  и 1,8 

' мкг/мл Д Н К  с м утацией  B R C A 2-6174delT .

3.2 Аналитическая специфичность

А налитическая специф ичность набора реагентов  определяется  по 

I отрицательному результату  в аллель-специф и чной  П Ц Р  с 18000 копий Д Н К  с 

! фрагментами генов BR CA 1 без м утаций  и B R C A 2 без м утаций, и составляет 100%.

I П отенциально интерф ерирую щ ие м утации  в гене BRCA1: r s4 3 1825404, 

I  rs397509129, rs80358340 , rs273900712 , rs80357727 , rs397509130, rs886040188 , 

rs886040184, rs886040183. П отенциально  интерф ерирую щ ие м утации  в гене BRCA2:
; rs8035 9 5 47, rs l5 5 5 2 8 4 4 5 8 , rs l5 6 6 2 3 3 5 2 3 , rs28897738 , rs397507814 , rs397507813, 

rs80359 5 49, rs8 0 3 5 9 5 5 1, rs8 8 6 0 4 0 6 2 1, rs876661236, rs3 9 7 5 0 7 8 17. П оскольку 

 ̂ перечисленные м утации  обнаруж иваю т крайне редко (частоты  встречаем ости  не 

определены), влияние этих м утаций  не проверяли  в эксперим ентах.

3.3 Влияние интерферирующих веществ

К ингибиторам  П Ц Р, источником  которы х м ож ет являться об разец  Д Н К , 

относятся следую щ ие вещ ества: гем оглобин, общ ий белок крови, триглицериды , 

билирубин и этиловы й спирт, присутствую щ ие в образце Д Н К  в результате 

неполного удаления в ходе вы деления Д Н К  из крови.

И нтерф ерирую щ ие вещ ества не влияю т на результаты  анализа в следую щ их 

концентрациях: альбум ин  -  51 м г/мл, билирубин  -  35,1 м км оль/л , гем оглобин  -  5 

мг/мл, триглицериды  -  34,23 м м оль/л, этиловы й  спирт -  100 м кл/м л (5% ).

_____ Real-time-PCR-BRCAl-4153dejA/BRCA2-6174delT Инструкция no применению

1
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3.4 Характеристики аналитической эффективности

П овторяем ость оценивали  в условиях, при которы х независим ы е результаты  

испытаний получаю т одним  и тем  ж е м етодом  н а идентичны х объектах  испы таний, 

одним оператором , в пределах  короткого  пром еж утка врем ени. П о результатам  

испытаний расхож дений  в определении  м утаций  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и B R C A 2- 

6174delT вы явлено  не бы ло. Значение повторяем ости  100%  (интервал  96 ,2-100%  с 

доверительной вероятностью  95% ).

В оспроизводим ость оценивали  в условиях, при которы х результаты  испы таний 

получают одним  и тем  ж е м етодом  н а идентичны х объектах  испы таний, двум я 

операторами, с использованием  различн ого  оборудования. П о результатам  

испытаний расхож дений  в определении  м утаций  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и B R C A 2- 

6174delT вы явлено  не бы ло. Значение воспроизводим ости  100%  (интервал  96 ,8-100%  

с доверительной вероятностью  95% ).

3.5 Диагностическая специфичность

Д иагностическая специф ичность набора реагентов  в клинических  испы таниях  

на выборке из 62 образцов составила 100%  (интервал  86 ,28% -100%  с доверительной  

вероятностью 95% ).

3.6 Диагностическая чувствительность

Д иагностическая чувствительность н абора реагентов в клинических 

испытаниях на  вы борке из 62 образцов составила 100%  (интервал  90 ,51% -100%  с 

доверительной вероятностью  95% ).

4 Меры предосторожности
4.1 К ласс потеннцального р и ска  прим енения н абора реагентов  -  26  согласно 

Приказу М 3 РФ  от 06 .06 .2012 №  4н.

4.2 Н абор реагентов предназначен  д ля  использования в лаборатори ях , 

соответствующих требованиям  М У  1.3.2569-09 «О рганизация работы  лабораторий , 

использующих м етоды  ам плиф икации  нуклеиновы х кислот при работе с м атериалом , 

содержащим м икроорганизм ы  I -  IV  групп  патогенности»  и С П  1.3.2322-08 

«Безопасность работы  с м икроорганизм ам и  I1I-IV груп п  п атогенности  (опасности) и 

возбудителями паразитарны х болезней».

4.3 Д опускать к работе с набором  реагентов  только  персонал, обученны й  м етодам  

молекулярной диагностики  и правилам  работы  в клинико-диагностической  

лаборатории.
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4.4 П рим енять набор реагентов  строго  по назначению , согласно настоящ ей 

инструкции.

4.5 Работу следует проводить в П Ц Р-боксе биобезопасности  II класса заш иты .

4.6 Во избеж ание риска контам инации проводить вы деление образцов Д Н К  и 

постановку П Ц Р в отдельны х пом ещ ениях (зонах). Н е возвращ ать образцы , реагенты  

и оборудование в зону, в которой  б ы ла  проведена преды дущ ая стадия.

4.7 П ри работе с набором  реагентов  использовать лабораторн ую  одеж ду и 

одноразовые м едицинские перчатки. Тщ ательно вы м ы ть руки  по окончании  работы .

4.8 К аж дое рабочее м есто долж но бы ть снабж ено собственны м  набором  дозаторов 

переменного объём а, необходим ы м и вспом огательны м и м атериалам и и 

оборудованием. Запрещ ается их перем ещ ение м еж ду рабочим и  м естами.

4.9 П ри  постановке П Ц Р  использовать и м енять после каж дой операции 

одноразовые наконечники  с ф ильтром  для автом атических  дозаторов. 

Использованные наконечники  и пробирки  сбрасы вать в специальны й контейнер, 

содержащий дезинф ицирую щ ее средство для обеззараж ивания м едицинских 

отходов.

4.10 И спользовать только  П Ц Р -см есь с Taq Д Н К -полим еразой , входящ ую  в состав 

набора реагентов.

4.11 Не использовать ком поненты  наборов реагентов  из разны х  серий.

4.12 Не использовать набор реагентов  по истечении  срока годности , при наруш ении  

условий транспортировки  или хранения.

4.13 И збегать контакта с кож ей, глазам и и слизистой  оболочкой . П ри контакте 

немедленно пром ы ть пораж енное м есто водой и обратиться за  м едицинской  

помощью.

4.14 Все поверхности  в лаборатори и  (рабочие столы , ш тативы , оборудование и др .) 

ежедневно следует подвергать влаж ной  уборке с прим енением  дезинф ицирую щ их 

средств, реглам ентированны х санитарны м и правилам и  С П  1.3.2322-08.

4.15 Все рабочие зоны  следует подвергать еж едневном у обеззараж иванию  

ультрафиолетовым излучением  в соответствии  с Р 3 .5 .1904-04  «И спользование 

ультрафиолетового бактери цидного  излучения для обеззараж ивания воздуха в 

помещениях».

4.16 Н еиспользованны е реагенты , реагенты  с истекш им  сроком  годности , а  такж е 

использованные реагенты , биологический  м атериал  и упаковку  подвергать  обработке 

дезинфицирующими средствам и  с последую щ ей утилизацией  согласно С анП ин 

2.1.7.2790-10 «С анитарно-эпидем иологические требования к обращ ению  с 

медицинскими отходам и». В Н И М А Н И Е ! П ри удалении отходов после
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1

амплификации (пробирок, содерж ащ их продукты  ГЩ Р) недопустим о откры вание 

пробирок и разбры згиван ие содерж им ого, поскольку это  м ож ет привести  к 

контаминации продуктам и П Ц Р лабораторной зоны , реагентов  и оборудования.

4.17 П аспорта б езопасности  м атериалов (M SD S -m a te r ia l  safety  data sheet) доступны  

по запросу.

5 Оборудование и материалы
S.1 Оборудование, необходимое для работы с набором реагентов

А втом атические дозаторы  D iscovery  C om fort перем енного  о бъ ем а («Н ТЬ», 

Польша) на  0 ,2-2  м кл (кат. №  D V 2), 0 ,5 -10  м кл (кат. №  D V 10), 2-20  м кл (кат. №  D V 20), 

10-100 м кл (кат. №  D V I0 0 ), 20-200 м кл (кат. №  D V 200), 100-1000 м кл (кат. №  

DV1000) или аналогичное оборудование.

К ом пью тер с операцион ной  систем ой W indow s Х Р Professional SP3 или 

Windows 7 и выш е, ж ёстким  диском  не м енее 10 Г Б , тактовой  частотой  проц ессора не 

менее 2.0 ГГц, оперативн ой  пам ятью  не м енее 1 Г Б , разреш ением  экрана не  м енее 

1024*768, програм м ны м  обеспечением  M icrosoft O ffice  Excel версии  2003 или выш е.

М ини-центриф уга-вортекс «М икроспин» FV -2400 («S1A B IO SA N », кат. №  B S- 

010201-ААА, Л атвия) с ротором  R -1 .5M  для пробирок (кат. №  B S-010201-A K ) и 

ротором SR-64 для стрипов (кат. №  B S-010201-E K ) или аналогичное оборудование.

П Ц Р-бокс 2-го класса биологической  защ иты  для работы  с Д Н К  (наприм ер, 

БА В-ПЦР-Ламинар-С , ЗА О  «Л ам инарны е систем ы », Россия) или аналогичное 

оборудование.

Т ерм остат твердотельн ы й  М -208 с диапазоном  тем ператур  от ком натной  до 

I  99°С («БИ С -Н », Россия) или аналогичное оборудование.

Т ерм оциклер д ля  ам плиф икации  нуклеиновы х кислот 1000, с

принадлежностями исполнения: «С  1000 T ouch» с м одулем  реакционны м  оптическим  

CFX96 (O ptical R eaction  M odule C FX 96) (п рои зводства  B io-R ad  L aborato ries, Inc., 

США).

Х олодильник  бы товой  с холодильной  (от 2°С до  8°С ) и  м орозильной  кам ерам и  

(от м инус 18°С до  м инус 25°С ) (наприм ер, A T L A N T  Х М -6023-031 «A T LA N T », 

Белоруссия).

Ц ентриф уга м едицинская лабораторная B ioS an  L M C -300 («SIA  B IO S A N », кат. 

№ B S -010208-A A A , Л атвия) с ротором  R -2 (кат. №  B S -010208-A K ) и  адаптерам и  д ля  

96-луночных П Ц Р -планш етов  (кат. №  B S -010219-D K ) или аналогичное 

оборудование.

Вариант 1: |REF| 21301



^\'6uQ/hUiKлабораторий
г»надиагностмки Real-time-PCR-BRCAl-4153delA/BRCA2-6I74delT Инструкция по применению

5.2 Материалы, необходимые для работы с набором реагентов

96-луночны й ш татив для м икропробирок 0 ,5-2,0 мл («ком пания Х еликон», кат. 

№ RP-80, Россия или аналогичны е).

К онтейнер для сброса отходов («К онтейнер д ля  сброса острого  инструм ентария 

-ЕК-01», ф ирм а «К М -П РО Е К Т », Россия или аналогичны й).

М икроцентриф уж ны е пробирки  («A xygen», С Ш А ) градуированны е объём ом  

0,6 мл (кат. №  М С Т-060-С ) и 1,5 мл (кат. №  М С Т -150-С ) или аналогичны е.

Н абор реагентов для вы деления Д Н К  из образцов цельной крови, наприм ер, 

«Набор реагентов д ля  вы деления нуклеиновы х кислот из клинических образцов 

(РеалБест экстракция 100) по Т У  9398-464-23548172-2013» , п роизводства А О  

«Вектор-Бест» (Ф С Р  2010/08696  от 25 октября 2016  г.).

Н аконечники универсальны е для дозаторов  («A xygen», С Ш А ) с ф ильтром  

объемом 0,5-10 м кл (кат. №  TF-300), 20  м кл (кат. №  TF-20), 200  м кл (кат. №  TF-200) 

и 1000 мкл (кат. №  T F-1000) или аналогичны е.

П ерчатки м едицинские одноразовы е неопудренны е нитриловы е или латексны е 

(«Benovy», М алай зия или аналогичны е).

С трипы  по 8 пробирок  объём ом  0,2 м л с кры ш кам и  («B lO plastics» , кат. №  

К72810В или аналогичны е).

Ш татив для пробирок объём ом  1,5 м л (наприм ер, ф ирм а «SSI», С Ш А  или 

аналогичный).

6 Анализируемые пробы
В качестве м атериала для проведения П Ц Р использую т клинические образцы  

ДНК, вы деленны е из цельной периф ерической  крови пациентов. В набор не входят 

реагенты для вы деления Д Н К . Взятие, предобработку и хранение м атериала проводят 

в соответствии с инструкцией  к набору для вы деления Д Н К  из крови.

ВН И М А Н И Е! О бразцы  крови хранить д о  м ом ента вы деления Д Н К  при 

температуре от 2 °С до  8°С не более 48 часов. Н е допускается использование гепарина 

в качестве антикоагулянта!
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7 Подготовка компонентов для анализа
7.1 Подготовка реагентов

Все ком поненты  н абора реагентов  разм орозить при  ком натной  тем п ературе (от 

18°С до 25°С ) или при 37°С , убедиться, что растворы  полностью  растаяли. 

Содержимое пробирок перем еш ать н а  вортексе и  центриф угировать в течени е 1 -2 сек 

при 1000 об/м ин., чтобы  собрать всю  ж идкость на  дне пробирок. Н е использовать 

вортекс для П Ц Р -см еси  с T aq  Д Н К -полим еразой , это  м ож ет привести  к инактивации 

фермента.

В Н И М А Н И Е! П осле приготовления см есей  д ля  П Ц Р  нем едленно пом естить 

оставшиеся реагенты  в м орозильную  кам еру  с тем пературой  м инус 20°С.

ВН И М А Н И Е! П ом им о клинических  образцов Д Н К  в каж дой  постановке 

необходимо использовать П К О , О К О  и НгО, входящ ие в состав н абора реагентов , все 

образцы тестировать в дублях.

7.2 Подготовка образцов

В ы деление Д Н К  провести  с пом ощ ью  н абора реагентов , предназначенного  для 

выделения Д Н К  из образцов цельной  крови, в соответствии  с инструкцией  по его 

применению, наприм ер, «Н абор реагентов для вы деления нуклеиновы х кислот из 

клинических образцов  (Р еалБ ест экстракция 100) по Т У  9398-464-23548172-2013», 

производства А О  «В ектор-Бест» (Ф С Р 2010/08696  от 25 октября 2016 г.).

8 Проведение анализа
8.1 Приготовление смесей для ПЦР

8.1.1 Рассчитать необходим ое количество  П Ц Р -см еси  с T aq Д Н К -полим еразой  и 

смесей прайм еров с учётом  погреш ности  при пипетировании. С остав реакционной  

смеси на одну реакцию  приведен  в таблиц е 2, для тестирования N  клинических 

образцов Д Н К  в дублях указанное количество необходим о ум нож ить на (2N  +  7). 

Таблица 2. К оличество  реагентов на  одну реакцию

Реагент Количество, мкл
ПЦР-смесь с Taq ДНК-полимеразой 8 8 8 8
Смесь праймеров 4153-W 2 — — —

Смесь праймеров 4153-М — 2 - —

Смесь праймеров 6174-W - - 2 —

Смесь праймеров 6174-М - — — 2
НгО 12 12 12 12
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ВНИМАНИЕ! П ротоколы  ан али за  на  наличие м утаций B R C A l-4 1 5 3 d elA  и B R C A 2- 

6174deIT различаю тся. Е сли  в распоряж ении пользователя им еется д в а  терм оциклера 

для ам плиф икации, анализ проводят параллельно. П ри наличии одного п рибора 

анализ на  разны е м утации  проводят последовательно.

8.1.2 П риготовить и  пром аркировать 4 пробирки  объем ом  1,5 мл:

-  «4153-W » (для реакционной  см еси, содерж ащ ей  прайм еры  4153-W ),

-  «4153-М » (для реакц и он н ой  см еси, содерж ащ ей  прайм еры  4153-М ),

-  «6174-W » (для реакционной  см еси, содерж ащ ей  прайм еры  6174-W ),

-  «6174-М » (для реакционной  см еси, содерж ащ ей прайм еры  6174-М ).

8.1.3 П риготовить четы ре реакционны е см еси  в пробирках объем ом  1,5 мл согласно 

! расчёту (пункт 8.1.1); внести  в каж дую  пробирку расчётн ое количество П Ц Р -см еси  с

Taq Д Н К -полим еразой  (пробирка № 5, ж ёлтая кры ш ка), воды  (пробирка № 8, белая 

^  крышка) и добавить соответствую щ ую  см есь прайм еров (пробирки  № 1-№ 4 с 

фиолетовыми и  зелёны м и кры ш кам и) и  тщ ательно  перем еш ать пипетированием  (не 

использовать вортекс). Реакционны е см еси  готовы.

ВНИМ АНИЕ! И спользовать П Ц Р-см есь нем едленно, время нахож дения П Ц Р-см еси 

при ком натной  тем п ературе -  не более 10 м инут. Н еиспользованны е остатки  

исходной П Ц Р -см еси  с Taq Д Н К -полим еразой  и  прайм еров сразу  пом естить в 

морозильную  кам еру с тем пературой  м инус 20°С.

8.1.4 П одготовить и  пром арки ровать  стрипы . В Н И М А Н И Е! В о избеж ание 

загрязнения оптики  терм оц и клера не м аркировать стрипы  н а кры ш ках!

П рим ер располож ения образцов при анализе пяти образцов Д Н К  на наличие 

мутации B R C A l-4 1 5 3 d e lA  приведен  на  рисунке 1.

\
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Смесь Клинические образцы ДНК Образцы из набора
ДНК1 ДНК2 д н к з ДНК4 ДНК5 ПКО ОКО Н2О

4153-W

ДНК1
4153-W

ДНК2
4153-W

ДНКЗ
4153-W

ДНК4
4153-W

ДНК5
4153-W

ПКО-4153
4153-W

ОКО
4153-W

Н2О
4153-W

ДНК1

4153-W

ДНК2
4153-W

ДНКЗ
4153-W

ДНК4

4153-W

ДНК5

4153-W

ПКО-4153

4153-W

ОКО
4153-W

Н2О
4153-W

4153-м

ДНК1
4153-м

ДНК2

4153-м
д н к з
4153-м

ДНК4
4153-м

ДНК5
4153-м

ПКО-4153
4153-м

ОКО
4153-М

Н2О
4153-М

ДНК1
4153-м

ДНК2

4153-м
ДНКЗ
4153-м

ДНК4

4153-М
ДНК5
4153-м

ПКО-4153
4153-м

ОКО
4153-М

Н2О
4153-М

Рисунок 1. С хем а р асполож ения пяти  образцов Д Н К  в дублях при 

использовании  стрипов по восем ь пробирок. У казаны  ном ера 

образцов Д Н К , П К О , О К О , Н 2 О  и название П Ц Р-см есей.

П рим ер располож ения образцов при анализе пяти  образцов Д Н К  на наличие 

м утации B R C A 2-6174delT  приведен  на рисунке 2.

Смесь
Клинические образцы ДНК Образцы из набора

ДНК1 ДНК2 ДНКЗ ДНК4 ДНК5 ПКО ОКО Н2О

6174-W

ДНК1

6174-W
ДНК2

6174-W

ДНКЗ
6174-W

ДНК4

6174-W
ДНК5
6174-W

ПКО-6174

6174-W
ОКО
6174-W

Н2О
6174-W

ДНК1

6174-W

ДНК2

6174-W
ДНКЗ
6174-W

ДНК4

6174-W
ДНКЗ
6174-W

ПКО-6174

6174-W

ОКО
6174-W

Н2О
6174-W

6174-М

ДНК1

6174-м
ДНК2
6174-м

ДНКЗ
6174-м

ДНК4

6174-м
ДНК5
6174-м

ПКО-6174

6174-м
ОКО
6174-м

Н2О

6174-м

ДНК1

6174-м
ДНК2
6174-м

ДНКЗ
6174-м

ДНК4
6174-м

ДНКЗ
6174-м

ПКО-6174

6174-м

ОКО
6174-м

Н2О

6174-м

Р исунок 2. С хем а располож ения пяти  образцов Д Н К  в дублях при 

использовании стрипов по восемь пробирок. У казаны  ном ера 

образцов Д Н К , П К О , О К О , Н 2О  и название П Ц Р-см есей.

8.1.5 Д обавить в пробирки  по  22 м кл готовы х реакц и он н ы х см есей  «4153-W », «4153- 

М», «6174-W », «6174-М » и  закры ть кры ш ки.

8.1.6 Д обавить  в пробирки  с готовой реакц и он н ой  см есью :

-  по 3 м кл воды  в пробирки для водье;
-  по 3 мкл О К О  в пробирки для отрицательного контроля;

-  по 3 м кл Д Н К  клинических образцов в соответствую щ ие пробирки;

-  по 3 м кл П К О -4153 или П К О -6174 в пробирки  д л я  полож ительного  контроля.
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К аж дую  пробирку откры вать перед добавлением  образц а и закры вать  сразу 

после добавления.

8 .1 .7  Л егко перем еш ать содерж им ое пробирок, постукивая по стенке (не 

использовать вортекс).

8.1 .8  Ц ентриф угировать 3 мин при 2000  об/м ин, чтобы  собрать всю  ж идкость на  дне.

8 .1 .9  У становить стрипы  в блок терм оциклера.

8.2 Программирование и запуск термоциклера CFX96

8.2.1 Запрограм м ировать терм оциклер  для проведения П Ц Р и детекции 

ф луоресценции  в соответствии  с руководством  по эксп луатац и и  и п. 8 .2 .2-8.2.4.

8.2.2 Задать  объём  реакционной  см еси  25 мкл. Запрограм м ировать протокол 

проведения П Ц Р  в соответствии  с таблиц ей  3 для м утации  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  в

I  соответствии  с таблиц ей  4 д ля  м утации B R C A 2-6174delT .

Т аблица 3. П ротокол П Ц Р  в реальном  врем ени д ля  определения м утации  B R C A 1- 

4153delA

Количество
циклов

Этап Температура Время Измерение
флуоресценции

1 Первичная активация 95°С 3 мин

Нет
10

Денатурация 95°С 10 сек
Отжиг праймеров 60°С 1 мин

30
Денатурация 95°С 10 сек

Да
Отжиг праймеров 60°С 55 сек

Таблица 4. П ротокол П Ц Р  в реальном  врем ени  для определения м утации  BRCA 2- 

6174delT

Количество
циклов Этап Температура Время Измерение

флуоресценции
1 Первичная активация 95°С 3 мин

10
Денатурация 95°С 10 сек Нет

Отжиг праймеров 64°С 1 мин

30
Денатурация 95°С 10 сек

Да
Отжиг праймеров 64°С 55 сек

8.2.3 В ы брать канал РА М  для регистрации  ф луоресценции.

8.2.4 Запрограм м ировать полож ение пробирок с клиническим и и контрольны м и 

образцами.

8.2.5 Запустить протокол  П Ц Р.
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9 Анализ результатов
9Л критерии достоверности результатов ПЦР

9.1.1 О ткры ть окно анализа данны х П Ц Р. Д ля каж дого образца определить значение 

порогового  цикла (C t) -  цикла ам плиф икации, в котором  кривая ф луоресценции 

данного образца пересекает пороговы й уровень (th resho ld  level). Д ля получения 

величин C t вы ставить вручную  значен и е порогового  уровня 100.

9 .1 .2  П роверить значения C t по каналу РА М  последовательно  для НгО, О К О , П К О - 

4153 или П К О -6174 и клинических  образцов Д Н К.

9.1.3 Результаты  П Ц Р считаю тся достоверны м и  и  м огут бы ть использованы  для 

анализа на наличие м утаций  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  B R C A 2-6174deIT  только в том 

случае, если величины  C t для НгО, О К О , П К О -4153 или П К О -6174 имею т 

допустим ы е значения (таблица 5):

-  для Н 2О  во всех реакциях не наблю дается нарастание ф луоресценции по каналу 

РА М  и не определяется значение C t или определяется  значение C t больш е либо равно 

28;

-  для П К О -4153 в реакциях со  см есям и  прайм еров 4153-W  и 4153-М  наблю дается 

нарастание ф луоресценции  по каналу  РА М  и определяется значение Ct меньш е или 

равно 25;

-  для П К О -6174 в реакциях со  см есям и  прайм еров 6174-W  и 6174-М  наблю дается 

нарастание ф луоресценции  по каналу РА М  и определяется  значение Q  меньш е или 

равно 25;

-  д ля  О К О  в реакциях со см есям и  прайм еров 4153-W  и 6174-W  наблю дается 

нарастание ф луоресценции  по каналу  РА М  и определяется значение C t м еньш е или 

равно 25 (далее обозначены  как Ct4i53-w и C t6 i74-w соответственно);

-  для О К О  в реакции  со  см есью  прайм еров 4153-М  определяется значение Ct4 is3-M 

больш е либо  равно  (Ct4i53-w+2) и в реакции со  см есью  прайм еров 6174-М  

определяется значение Ct6}?4-M больш е либо  равн о  (Ct6i74-w+2).

Вариант 1: |REF| 21301 15
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О бразец
Значение C t в П Ц Р со см есью

Результат
4153-W  и 6174-W 4153-м н 6174-м

Н2О Ct не определено или Ct>28 Валидный

ПКО-4153,
ПКО-6174

Ct<25 Ct<25 Валидный

ОКО Ct<25
CUl53-M^t4I53-W+2*> 

Ct6174-M ^t6174-W+2^^
Валидный

C t4 i53-M - C t О К О  в реакции  со см есью  прайм еров 4153-М .

Ct4 i53-w -  C t О К О  в реакции  со  см есью  прайм еров 4153-W .

Ct(3i74-M -  C t О К О  в реакции  со  см есью  прайм еров 6174-М .

Ct6 i74-w -  C t О К О  в реакции со  см есью  прайм еров 6174-W .

9.1.4 Если величины  C t контрольны х образцов вы ходят за  пределы  допустим ы х 

значений, то  необходим о повторить анализ. Если после повторного анализа значения 

C t не соответствую т допустим ы м  пределам , то  результаты  анализа не валидны . 

В озм ож ны е проблем ы  представлены  в таблице 6.

Т аблица 6. Д ругие возм ож ны е значения C t и возм ож ны е проблем ы

О бразец
Значение C t в П Ц Р  со смесью

В озмож ные проблем ы
4153-W  и 6174-W 4153-м  и 6174-м

Н2О Ct<28 Возможна контаминация.

ПКО-4153,

ПКО-6174
Ct>25

Возможны ошибки при 

постановке, деградация ПЦР 
смеси и/или ПКО.

ОКО

Ct4T53-M <CU i53-W+2̂ > 

Ct6174-м <Ct6174-W+2^>
Возможна контаминация.

Ct>25

Возможны ошибки при 

постановке, деградация ПЦР 

смеси и/или ОКО.

9.1.5 Д ля каж дого клинического  об разц а  в реакции  со  см есью  прайм еров 4153-W  и 

со см есью  прайм еров 6174-W  долж но  наблю даться  нарастание ф луоресценции  по 

каналу РА М  и определяться значение C t м еньш е или равн о  25. Если для образца 

значение C t не определено  или больш е 25, то  концентрация Д Н К  недостаточна для 

анализа, для этого образца расчёт ACt не проводится.
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9.2 Анализ результатов ПЦР на наличие мутации BRCAl-4153deLA

9.2.1 Если для клинического образц а в реакции со см есью  прайм еров 4153-М  

значение Q  не определено, задать  его равны м  36.

9 .2 .2  Д ля каж дого клинического  образц а рассчитать разницу ACt =  CU iss-m -  CUisa-w, 

где С и  15 3-м -  q )eд н ee  д ля  двух дублей  значен и е C t образца в П Ц Р со см есью  

прайм еров 4 153-М, CUi5 3-w -  среднее д ля  двух дублей  значение C t того  ж е образца в 

П Ц Р со см есью  прайм еров 4153-W .

9.2.3 О бразец  учиты вается как полож ительны й (содерж ащ ий м утацию  4153delA  в 

гене BRCA1 в гетерозиготном  состоянии), если  значен и е ACt находится в диапазоне 

о т  -2 до  2 (рисунок 2А).

9 .2 .4  О бразец  учиты вается  как  отрицательны й (не содерж ащ ий  м утацию  4153delA  в 

g  ген е B R C A 1), если  значение ACt больш е 2 (рисунок  2Б).

А трИ каЬоп

Рисунок 2. П рим еры  кривы х ф луоресценции  в относительны х единицах 

(R FU ) в П Ц Р со см есью  прайм еров  4153-W  (синие линии) и  в аллель- 

специф ичной  П Ц Р  со см есью  прайм еров 4153-М  (красны е линии)

А  -  образец, содерж ащ ий 10 нг Д Н К  с м утацией  4153delA  в гене BRCA1
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AmpMicetion

Рисунок 2. п р и м ер ы  кривы х ф луоресценции  в относительны х единицах 

® (R FU ) в П Ц Р  со см есью  прайм еров 4153-W  (синие линии) и в аллель-

специф ичной П Ц Р со см есью  прайм еров 4153-М  (красны е линии)

Б -  образец, содерж ащ ий 10 нг Д Н К  без м утации  4153delA  в гене BRCA1

9.3 Анализ результатов ПЦР на наличие мутации BRCA2-6174delT

9.3.1 Е сли  для клинического  образц а в реакции  со  см есью  прайм еров 6174-М  

значение C t не определено, задать его равны м  36.

9 .3 .2  Д ля каж дого клинического  образц а рассчитать разницу ACt =  Ct6i74-M -  Ct6i74-w, 

где C t6 i74-M -  среднее для двух дублей  значение Q  образц а в П Ц Р  со см есью  

прайм еров 6174-М , Ct6 i74-w -  среднее для двух дублей  значение C t того  ж е об разц а  в 

П Ц Р со см есью  прайм еров 6174-W .

9.3.3 О бразец  учиты вается как  полож ительны й (содерж ащ ий м утацию  6 i7 4 d e lT  в 

гене B R C A 2 в гетерозиготном  состоянии), если  значение ACt находится в диапазоне 

от -2 до  2 (рисунок ЗА).

9 .3 .4  О бразец  учиты вается как  отрицательны й (не содерж ащ ий  м утацию  6174delT  в 

гене B R C A 2), если  значение ACt больщ е 2 (рисунок ЗБ).
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AmplifKation

Рисунок 3. п р и м ер ы  кривы х ф луоресценции  в относительны х единицах 

(R FU ) в П Ц Р со см есью  прайм еров 6174-W  (синие линии) и в аллель- 

специф ичной  П Ц Р  со  см есью  прайм еров 6174-М  (красны е линии).

А  -  образец, содерж ащ ий 10 нг Д Н К  с м утацией  6174delT  в гене B R C A 2

Amphftcalion

Рисунок 3. п р и м ер ы  кривы х ф луоресценции  в относительны х единицах  (R F U ) в 

П Ц Р со см есью  прайм еров 6 1 74-W  (синие линии) и в аллель-специф и чной  П Ц Р 

со см есью  прайм еров 6174-М  (красны е линии).

Б  -  образец, содерж ащ ий 10 нг Д Н К  без м утации  6174delT  в гене B R C A 2
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10 Условия хранения, транспортирования и эксплуатации
10.1 Условия хранения

10.1.1 Х ранить набор реагентов при  тем пературе от м инус 18°С до  м инус 25'^С в 

течение всего срока годности  в холодильниках, обеспечиваю щ их 

реглам ентированны й  тем пературны й  реж им , не доп уская  проникновения света.

10.1.2 Н е подвергать набор реагентов  зам ораж и ванию  и разм ораж и ванию  более 

трёх  раз, общ ее врем я нахож дения после оттаивания при тем пературе 22°С  -  не более 

30 минут.

10.1.3 С рок  годности  н абора -  12 м есяцев со дня вы пуска или 3 м есяца после 

первого  вскры тия упаковки  набора в зависим ости  от того , какая д ата  наступит 

раньш е.

^ 10.2 Условия транспортирования

10.2.1 Т ранспортировать набор реагентов  следует транспортом  всех видов в кры ты х 

транспортны х средствах  в соответствии  с правилам и  перевозок, действую щ им и на 

транспорте данного  вида, при тем пературе не вы ш е м инус 18°С.

10.2.2 Д опускается транспортирование набора реагентов  в терм оконтейнерах , 

содерж ащ их хладоэлем енты  (Х ТЛ -4, О О О  «Т ерм ологика» или аналогичны е).

10.2.3 С рок транспортирования -  не более 5 суток.

10.2.4 П ри  транспортировании  необходим о соблю дать условия, обеспечиваю щ ие 

сохранность набора реагентов от м еханического  повреж дения, неблагопри ятного  

воздействия тем пературы  окруж аю щ ей  среды , воздействия солнечного  света. 

В Н И М А Н И Е! Е сли  реагенты  прибы ли незам орож енны м и или упаковка повреж дена,

^  пож алуйста, свяж итесь с производителем  О О О  «БиоЛ инк» (см. раздел  11).

10.3 Условия эксплуатации

10.3.1 И спользовать набор  реагентов при ком натной  тем п ературе (от  18°С  до  25°С).

10.3.2 С трого  соблю дать требования данной  инструкции  по  пррш енению  набора 

реагентов.

10.3.3 Н е использовать набор реагентов после истечения срока годности.
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11 Гарантийные обязательства
11.1 П роизводитель гарантирует соответствие качества набора реагентов 

требованиям норм ативной  и  технической  докум ентации  при  соблю дении  условий  

хранения, транспортирования и  прим енения. Б езопасность и  качество изделия 

гарантирую тся в течение всего  срока годности.

11.2 П роизводитель отвечает за  недостатки  изделия, з а  исклю чением  деф ектов, 

возникш их вследствие наруш ения правил пользования, услови й  транспортирования 

и хранения, либо  действий  третьих  лиц, либо  обстоятельств  непреодолим ой  силы.

11.3 В  случае наруш ения услови й  транспортирования, обнаруж ения повреж дений 

упаковки, а  такж е по вопросам , касаю щ им ся качества  н абора реагентов, следует 

обратиться к  производителю  О О О  «БиоЛ инк».

А дрес: 630090, г. Н овосибирск, ул. Н иколаева, д. 13

Телеф он: +7 (383) 209-32-40

Э лектронная почта: info@ bioiinklab .ru

Веб-сайт: b io linklab .ru

12 Маркировка
М аркировка потребительской  упаковки  содерж ит следую щ ие граф ические

символы.

г т С одерж им ого достаточно  

для проведения указанного 

количества реакций

г л Н ом ер по каталогу

ж
REF

L J

'X.
Т ем пературны й  диапазон  

(условия хранения и 

транспортирования)

Г л Н ом ер серии

LOT
L J

г 1 л Н е допускать воздействия 

солнечного света

Г Л

1 J

Д ата  изготовления (месяц, 

год)

т
L J

О братитесь к  инструкции  по 

прим енению ' 2 'L J

И спользовать до (месяц, 

год)

Г Л М едицинское изделие для 

диагностики  in vitro ыА
J

И зготовитель

IVD
U J
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J  ГМО̂ * Т И«И Reai-time-PCR-BRCAM153delA/BRCA2-6174delT Инструкция по применению

Введение
Гены  BRCA1/2 о тн осятся  к груп п е ген о в-о н к о су п р ессо р о в . П р о д у к ты  эти х  

генов у ч аств у ю т  в п р о ц ессе  го м о л о ги ч н о й  р еп ар ац и и  д в у н и тев ы х  р азр ы в о в  Д Н К . 

К ли н и ч ески  зн ач и м ы е  м утац и и  в ген ах  BRCAJ и  BRCA2 ассо ц и и р о ван ы  с 

п овы ш ен н ы м  ри ском  р азв и ти я  р ак а  м о л о ч н о й  ж елезы  и  я и ч н и к о в  у ж ен щ и н , р ак а  

грудн ой  и  п р ед стател ьн о й  ж ел езы  у  м у ж ч и н  [1-4].

П о  л и тер ату р н ы м  дан н ы м , 5 -1 0 %  случаев  р а к а  м о л о ч н о й  ж ел езы  и  10-20%  р ак а  

яи чн и ков  явл яю тся  н асл ед ствен н ы м и  [5-7]. М у тац и и  в ген ах  BRCA1 и BRCA2 
об ъ ясн яю т о т  20 до  5 0%  всех  случаев  н асл ед ствен н ы х  н о в о о б р азо ван и й  п р и  раке  

м олочн ой  ж елезы  [8, 9].

А н ал и з н а  н али чи е  м у тац и й  в ген ах  BRCAI и  BRCA2 п о к азан  в р ам ках  

 ̂ п рограм м ы  ск р и н и н га  и  п р о ф и л ак ти к и  р ак а  м о ло ч н о й  ж ел езы  с ц ел ью  вы явлен и я  

н аследствен н ой  п р ед р асп о л о ж ен н о сти  ж ен щ и н ам , у р о д ствен н и ко в  к о то р ы х  бы л 

д и агн о сти р о ван  р ак  м о л о ч н о й  ж ел езы  или  яи ч н и ко в , и л и  б ы л а  о б н ар у ж ен а  м у тац и я  

в одном  из генов. О б н ар у ж ен и е  м у тац и й  у  к л и н и ч еск и  зд о р о в ы х  ж ен щ и н  п о зво ляет  

провести  сво евр ем ен н у ю  д и агн о сти к у , вы яви ть  о п у х о л ь  н а  р ан н и х  этап ах  р азви ти я , 

м алотравм ати ч н о  у д ал и ть  её, со х р ан яя  п о сл е  о п ер ац и и  к о м ф о р тн ы й  у р о вен ь  ж и зн и  в 

течен и е  п р о д о л ж и тел ьн о го  ср о к а  [10 , 11].

О б н ар у ж ен и е  м у тац и й  в ген ах  BRCAI и  BRCA2 кр ай н е в аж н о  и  д л я  тех  

п ац и ен тов , у к о то р ы х  д и агн о з  уж е у стан о вл ен , п о ск о л ьку  п о зво ляет  б олее  то ч н о  

оп редели ть  п р огн оз заб о л еван и я  и п о д о б р ать  б о л ее  эф ф ек ти в н у ю  схем у  л еч ен и я  [12].

1 Назначение набора
^  Н аб о р  р еаген то в  п р ед н азн ач ен  д л я  к ач ествен н о го  о п р ед ел ен и я  м у тац и й  

B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  B R C A 2 -6 1 7 4 d e lT  м ето д о м  ал л ел ь -сп ец и ф и ч н о й  п о л и м ер азн о й  

цепной р еак ц и и  в р еж и м е р еал ь н о го  в р ем ен и  с ц ел ью  п р о вед ен и я  ск р и н и н га  для 

вы явления н асл ед ствен н ы х  ф орм  р а к а  м о ло ч н о й  ж ел езы  и /и л и  р а к а  яичников. 

М атериалом  д л я  п р о вед ен и я  П Ц Р  я вл яется  Д Н К , в ы д ел ен н ая  из ц ел ьн о й  крови . Д л я  

проведения П Ц Р  и сп о л ьзу ется  « Т ер м о ц и к л ер  д л я  ам п л и ф и кац и и  н у к л еи н о вы х  

кислот 1000, с п р и н ад л еж н о стям и »  и сп о л н ен и я : «С 1000 T ouch»  с м о д у лем  

реакц и он н ы м  о п ти ч ески м  C F X 96  (O p tica l R eac tio n  M o d u le  C F X 96) (п р о и зв о д ств а  B io- 

Rad L ab o ra to ries , Inc., С Ш А ). Н аб о р  р еаген то в  п р ед н азн ач ен  д ля  д и агн о сти к и  in vitro.
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2 Характеристика набора
2Л Состав набора реагентов

Н абор сод ерж и т  п р о б и р к и  с р еаген там и  (таб л и ц а  1), и н стр у к ц и ю  по 

применению и  п асп о р т  качества.

Таблица 1. С остав  н аб о р а  реаген то в

^ \ 61Ю/Шнк
Real-time-PCR-BRCAl-4153delA/BRCA2-6174delT Инструкция по применению

№ Ц вет  к р ы ш к и Н аи м ен о ван и е  р еаген та О бъём  р еаген та
1 Зеленый Смесь праймеров 4153-W* 120 мкл

2 Фиолетовый Смесь праймеров 4153-М^ 120 мкл

3 Зеленый Смесь праймеров 6174-W^ 120 мкл

4 Фиолетовый Смесь праймеров 6174-М"^ 120 мкл

5 Ж елтый ПЦР-смесь с Taq ДНК-полимеразой 2 X 960 мкл

6 Красный ПКО-41535 80 мкл

7 Красный ПКО-6174* 80 мкл

8 Бесцветный ОКО^ 160 мкл

9 Белый НгО 4000 мкл

П рай м еры  д л я  вы явлен и я  ген а  BRCA1 без м у тац и и  4 1 5 3 d e lA ;

П рай м еры  д л я  вы явлен и я  ген а  BRCA1 с м у тац и ей  4153deIA  в гетер о зи го тн о м  

состоянии;

П рай м еры  д л я  вы явлен и я  ген а  BRCA2 без м у тац и и  6 1 74delT ;

"^Ш раймеры д л я  вы явлен и я  ген а  BRCA2 с м у тац и ей  6 1 7 4 d elT  в гетер о зи го тн о м  

состоянии;

П о л о ж и тел ьн ы й  к о н тр о л ьн ы й  о бразец , со д ер ж ащ и й  ам п л и ко н  с ф р агм ен то м  ген а  

I BRCA1 с м у тац и ей  4 1 5 3 d elA  в гетер о зи го тн о м  состоян и и ;

П о л о ж и тел ьн ы й  ко н тр о л ьн ы й  о б разец , со д ер ж ащ и й  ам п л и ко н  с ф р агм ен то м  ген а  

BRCA2 с м у тац и ей  6 1 7 4 d elT  в гетер о зи го тн о м  состоян и и ;

 ̂Отрицательный контрольный образец, содержащий смесь амп,1Иконов с 

фрагментами генов BRCAI без мутаций и BRCA2 без мутаций.

К ом поненты  н аб о р а  в р аб о ч и х  к о н ц ен тр ац и ях  не то к си ч н ы , не  о б л ад аю т  

канцерогенны м  и  м у таген н ы м  дей стви ем .

2.2 Число анализируемых проб

Н абор  реаген то в  со д ер ж и т  р еак ти вы  д ля  п роведен и я  50 реакц и й , что  п о зво ляет  

I проанализировать о т  6 к л и н и ч ески х  о б р азц о в  с п о л о ж и тел ьн ы м  и  о тр и ц ател ьн ы м  

I контролем (все  о б р азц ы  в д у б л я х ) д о  21 к л и н и ческо го  о б р азц а  с п о л о ж и тел ьн ы м  и
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отрицательным к о н тр о л ем  (все  образц ы  в д у б л ях ) в зав и си м о сти  о т  схем ы  п о стан о вк и  

ПЦР.

2.3 Принцип действия набора

П р и н ц и п  д ей стви я  н аб о р а  реаген то в  о сн о ван  н а  м ето д е  ал л ел ь -сп ец и ф и ч н о й  

ПЦР в реж и м е р еал ь н о го  вр ем ен и  с д етекц и ей  си гн ал а  с  п о м о щ ью  T aq M an  зон дов .

Н абор  р еаген то в  со д ер ж и т  П Ц Р -см есь , со сто ящ у ю  из н ео б х о д и м ы х  р еаген то в , 

включая T aq  Д Н К -п о л и м ер азу , и  четы ре см еси  прай м еров.

В  ал л ел ь -сп ец и ф и ч н о й  П Ц Р  п р о и сх о д и т  и зб и р ател ьн ая  ам п л и ф и кац и я  

фрагментов Д ЬЖ , со д ер ж ащ и х  п о сл ед о в ател ьн о сть  н у кл ео ти д о в , к о м п л ем ен тар н у ю  

праймерам. П р о д у к ты  П Ц Р  ген ов  BRCA1 и  BRCA2 д етек ти р у ю т  в 5 ’-эк зо н у к л еазн о й  

реакции с п о м о щ ью  T aq M an  зо н д а , м ечен н о го  ф л у о р о ф о р о м  Р А М .

I Д л я  ко н тр о л я  р аб о ты  н аб о р а  в его  со став  вх о д ят  п о л о ж и тел ьн ы й  к о н тр о л ьн ы й  

образец П К О -4 1 5 3 , п о л о ж и тел ьн ы й  к о н тр о л ьн ы й  о б р азец  П К О -6 1 7 4  и 

отрицательны й к о н тр о л ьн ы й  о б р азец  (О К О ).

П К О -4 1 5 3  со д ер ж и т  ам п ли кон  с ф р агм ен то м  ген а  BRCAl с м у тац и ей  4153deIA  

в гетерози готн ом  со сто ян и и , П К О -6 1 7 4  со д ер ж и т  ам п л и ко н  с ф р агм ен то м  ген а  

BRCA2 с м у тац и ей  6 1 7 4 d e lT  в гетер о зи го тн о м  состоян и и . О К О  со д ер ж и т  см есь  

ам пликонов с ф р агм ен там и  ген о в  BRCAl и  BRCA2 без м утаций .

П р и  к аж д о й  п о стан о вк е  П Ц Р  использзчот со о тветств у ю щ и й  П К О  и  О К О . В се 

исследуем ы е и  к о н тр о л ь н ы е  о б р азц ы  тести р у ю т  в  дублях .

А н ал и з н а  н ал и ч и е  м у тац и и  4 1 5 3 d e lA  в ген е  BRCAl со сто и т  из д в у х  реакций :

1) п р о в ер к а  и ссл ед у ем ы х  о б р азц о в  Д Н К  в П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -W  

(для  вы явлен и я  Д Н К  ген а  BRCAl без м у тац и и  4153deIA );

2) п р о в ер к а  и ссл ед у ем ы х  о б р азц о в  Д Н К  в  П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  4153-М  

(д ля  вы явлен и я  Д Н К  ген а  BRCAl с м у тац и ей  4 1 5 3 d e lA  в гетер о зи го тн о м  

состоян и и ).

Н ал и ч и е  м у тац и и  о п р ед ел яется  по  р азн и ц е  м еж д у  зн ач ен и я м и  C t в П Ц Р  со 

смесью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -W  и  в П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -М  (ACt).

А н ал и з н а  н ал и ч и е  м у тац и и  6 1 7 4 d e lT  в ген е  BRCA2 со сто и т  из д в у х  реакц и й :

1) п р о в ер к а  и ссл ед у ем ы х  о б р азц о в  Д Н К  в П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 7 4 -W  

(д ля  вы явлен и я  Д Н К  ген а  BRCA2 без м у тац и и  617 4 d elT );

2) п р о в ер к а  и ссл ед у ем ы х  о б р азц о в  Д Н К  в П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 74-М  

(д ля  вы явлен и я  Д Н К  ген а  BRCA2 с м у тац и ей  6 1 7 4 d e lT  в гетер о зи го тн о м  

состоян ии).
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Н ал и ч и е  м у тац и и  о п р ед ел яется  по р азн и ц е  м еж д у  зн ач ен и я м и  C t в П Ц Р  со 

смесью  п рай м еров  6 174-W  и  в П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 7 4 -М  (ACt).

О б разц ы  уч и ты ваю тся  как  п о л о ж и тел ьн ы е, то  есть  со д ер ж ащ и е  

соответствую щ ую  м у тац и ю  в гетер о зи го тн о м  со сто ян и и , есл и  зн ач ен и е  ACt 

находится в д и ап азо н е  от -2 д о  2. Е сли  зн ач ен и е  A Ct б о л ьш е 2 , об р азц ы  > ч и ты ваю тся  

как о тр и ц ател ьн ы е (без м утаций).

В  го м о зи го тн о м  со сто ян и и  м у тац и и  в ген ах  BRCA1 и  BRCA2 не встреч аю тся , 

поскольку это  д о м и н ан тн ы е  м у тац и и  с вы со ко й  степ ен ью  п ен етран тн ости .

3 Аналитические и диагностические характеристики набора
3.1 Предел обнаружения

П редел  об н ар у ж ен и я  -  1,8 м кг/м л  Д Н К  с м у тац и ей  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  1,8 

мкг/мл Д Н К  с м у тац и ей  B R C A 2 -6 174deIT.

3.2 Аналитическая специфичность

А н ал и ти ч еская  сп ец и ф и чн о сть  н аб о р а  р еаген то в  оп р ед ел яется  по  

отрицательном у  р езу л ь тату  в ал л ел ь -сп ец и ф и ч н о й  П Ц Р  с 18000 ко п и й  Д Н К  с 

ф рагм ентам и  ген ов  B R C A 1 без м у тац и й  и  B R C A 2 без м утац и й , и  со ставл яет  100% .

П о тен ц и ал ьн о  и н тер ф ер и р у ю щ и е м у тац и и  в ген е  BRCA1: r s4 3 1825404, 

rs397509129 , rs8 0 3 5 8 3 4 0 , rs2 7 3 9 0 0 7 1 2 , rs8 0 3 5 7 7 2 7 , rs3 9 7 5 0 9 1 3 0 , rs8 8 6 0 4 0 1 8 8 , 

rs886040184 , rs8 8 6040183 . П о тен ц и ал ьн о  и н тер ф ер и р у ю щ и е м у тац и и  в ген е  BRCA2: 
rs80359547 , rs l5 5 5 2 8 4 4 5 8 , rs l5 6 6 2 3 3 5 2 3 , rs2 8 8 9 7 7 3 8 , rs3 9 7 5 0 7 8 1 4 , rs3 9 7 5 0 7 8 1 3 , 

rs80359549 , rs8 0 3 5 9 5 5 1 , rs8 8 6 0 4 0 6 2 1 , rs8 7 6 6 6 1 2 3 6 , rs3 9 7 5 0 7 8 1 7 . П о ск о л ьку  

I  перечисленны е м у тац и и  о б н ар у ж и в аю т  кр ай н е  р ед к о  (часто ты  в стр еч аем о сти  не 

определены ), вли ян и е  эти х  м у тац и й  не  п р о в ер ял и  в эксп ер и м ен тах .

3.3 Влияние интерферирующих веществ

К  и н ги б и то р ам  П Ц Р , и сто чн и ко м  к о то р ы х  м о ж ет  явл я ться  о б р азец  Д Н К , 

относятся сл ед у ю щ и е вещ ества: гем о гл о б и н , о б щ и й  б ел о к  к р о ви , тр и гл и ц ер и д ы , 

билирубин и эти л о в ы й  спирт, п р и су тств у ю щ и е в о б р азц е  Д Н К  в р езу л ьтате  

неполного у д ал ен и я  в х о д е  в ы д ел ен и я  Д Н К  из крови .

И н тер ф ер и р у ю щ и е вещ еств а  н е  в л и яю т  н а  р езу л ьтаты  ан ал и за  в сл ед у ю щ и х  

концентрациях: ал ьб у м и н  -  51 м г/м л, б и л и р у б и н  -  35,1 м км оль/л , гем о гл о б и н  -  5 

мг/мл, тр и гл и ц ер и д ы  -  34 ,23  м м оль/л , эти л о вы й  сп и р т  -  100 м кл /м л  (5% ).

Вариант 1: [ref] 21301



iuo/ишк
дебораторий
генодиаимостаки ReaI-time-PCR-BRCAl-4153delA/BRCA2-6174delT Инструкция по применению

3.4 Характеристики аналитической эффективности

П о вто р яем о сть  о ц ен и вал и  в у слови ях , п р и  к о то р ы х  н езав и си м ы е р езу л ьтаты  

испытаний п о л у ч аю т  о д н и м  и  тем  ж е м ето д о м  н а  и д ен ти ч н ы х  о б ъ ектах  и сп ы тан и й , 

одним о п ератором , в п р ед ел ах  кор о тко го  п р о м еж у тк а  врем ени . П о  р езу л ьтатам  

испытаний р асх о ж д ен и й  в  о п р ед ел ен и и  м у тац и й  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  B R C A 2 - 

6174delT в ы я в л ен о  н е  бы ло. З н ач ен и е  п о в то р я ем о сти  100%  (и н тер вал  9 6 ,2 -1 0 0 %  с 

доверительной вер о ятн о стью  95% ).

В о сп р о и зво д и м о сть  о ц ен и вал и  в усл о ви ях , п р и  к о то р ы х  р езу л ь таты  и сп ы тан и й  

получают о д н и м  и  тем  ж е  м етодом  н а  и д ен ти ч н ы х  о б ъ ек тах  и сп ы тан и й , двум я 

операторами, с и сп о л ьзо ван и ем  р азл и ч н о го  об оруд ован и я . П о  р езу л ьтатам  

испытаний р асх о ж д ен и й  в о п р ед ел ен и и  м у тац и й  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  B R C A 2 - 

6174delT в ы явлен о  не  бы ло. З н ач ен и е  в о сп р о и зво д и м о сти  100%  (и н тер вал  9 6 ,8 -1 0 0 %  

f с доверительной  вер о ятн о стью  95% ).

3.5 Диагностическая специфичность

Д и агн о сти ч еск ая  сп ец и ф и чн о сть  н аб о р а  р еаген то в  в к л и н и ч ески х  и сп ы тан и ях  

на вы борке из 62 об разц ов  со стави л а  100%  (и н тервал  8 6 ,2 8 % -1 0 0 %  с д о в ер и тел ьн о й  

вероятностью  95% ).

3.6 Диагностическая чувствительность

Д и агн о сти ч еск ая  ч у встви тел ь н о сть  н аб о р а  р еаген то в  в к л и н и ч ески х  

испы таниях н а  вы б о р к е  из 62 об разц ов  со стави л а  100%  (и н тер в ал  9 0 ,5 1 % -1 0 0 %  с 

доверительной вер о ятн о стью  95% ).

 ̂ 4 Меры предосторожности
4.1 К л асс  п о тен ц и ал ьн о го  р и с к а  п ри м ен ен и я  н аб о р а  р еаген то в  -  26  со гл асн о  

Приказу М 3  Р Ф  от 0 6 .0 6 .2 0 1 2  №  4н.

4.2 Н аб ор  р еаген то в  п р ед н азн ач ен  д л я  и сп о л ьзо ван и я  в л аб о р ато р и ях , 

соответствую щ их тр еб о ван и я м  М У  1 .3 .2569-09  « О р ган и зац и я  р аб о ты  л аб о р ато р и й , 

использую щ их м етод ы  ам п ли ф и кац и и  н у к л еи н о вы х  к и сл о т  п р и  р аб о те  с  м атери алом ,

' содерж ащ им  м и кр о о р ган и зм ы  I -  IV  гр у п п  п ато ген н о сти »  и  С П  1 .3 .2322-08  

«Безопасность раб оты  с м и кр о о р ган и зм ам и  III-IV  гр у п п  п ато ген н о сти  (о п асн о сти ) и 

возбудителям и п ар ази тар н ы х  болезней» .

4.3 Д о п у ск ать  к  р аб о те  с н аб о р о м  р еаген то в  то л ьк о  п ер со н ал , о б у ч ен н ы й  м ето д ам  

м олекулярной д и агн о сти к и  и п рави лам  раб оты  в к л и н и к о -д и агн о сти ч еск о й  

лаборатории.
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14 П ри м ен ять  н аб о р  реаген то в  стр о го  п о  н азн ач ен и ю , со гл асн о  н асто я щ ей  

инструкции.

4.5 Р аботу  сл ед у ет  п р о во д и ть  в П Ц Р -б о ксе  б и о б езо п асн о сти  II к л асса  защ и ты .

4.6 Во и зб еж ан и е  р и с к а  к о н там и н ац и и  п р о в о д и ть  вы д ел ен и е  о б р азц о в  Д Н К  и  

постановку П Ц Р  в о тд ельн ы х  п о м ещ ен и ях  (зон ах). Н е  в о зв р ащ ать  о б р азц ы , р еаген ты  

и оборудование в зону , в ко то р о й  б ы л а  п р о в ед ен а  п р ед ы д у щ ая  стадия.

4.7 П ри р аб о те  с н аб о р о м  р еаген то в  и сп о л ьзо вать  л аб о р ато р н у ю  о д еж д у  и  

одноразовые м ед и ц и н ск и е  п ерчатки . Т щ ател ьн о  вы м ы ть  р у к и  по  о к о н ч ан и и  р аботы .

4.8 К аж д ое  р аб о ч ее  м есто  д о л ж н о  б ы ть  сн аб ж ен о  со б ствен н ы м  н аб о р о м  д о зато р о в  

переменного объём а, н ео б х о д и м ы м и  в сп о м о гател ьн ы м и  м атер и ал ам и  и  

оборудованием. З ап р ещ ается  их  п ер ем ещ ен и е  м еж д у  р аб о ч и м и  м естам и .

4.9 П ри  п остан о вк е  П Ц Р  и сп о л ьзо вать  и  м ен ять  п осле к аж д о й  о п ер ац и и  

) одноразовые н ак о н еч н и к и  с ф и л ьтр о м  д л я  ав то м ати ч еск и х  д о заторов .

Использованные н ак о н еч н и к и  и  п р о б и р к и  сб р асы вать  в сп ец и альн ы й  кон тей н ер , 

содержащий д ези н ф и ц и р у ю щ ее  ср ед ство  д л я  о б еззар аж и в ан и я  м ед и ц и н ск и х  

отходов.

4.10 И сп о л ьзо вать  то лько  П Ц Р -см есь  с T aq  Д Ь Ж -п о ли м ер азо й , вх о д ящ у ю  в состав  

набора реагентов .

4.11 Н е и сп о л ьзо вать  к о м п о н ен ты  н аб оров  р еаген то в  из р азн ы х  серий.

4.12 Н е и сп о л ьзо вать  н абор  р еаген то в  по  и стеч ен и и  ср о к а  го д н о сти , при  н аруш ен и и  

условий тр ан сп о р ти р о в к и  и л и  хран ен и я.

4.13 И зб егать  к о н так та  с кож ей , гл азам и  и  сл и зи сто й  об о л о чко й . П р и  к о н так те  

немедленно п р о м ы ть  п о р аж ен н о е  м есто  во д о й  и  о б р ати ться  з а  м ед и ц и н ск о й  

помощью.

4.14 В се  п о в ер х н о сти  в л аб о р ато р и и  (р аб о ч и е  столы , ш тати вы , о б о р у д о в ан и е  и  д р .) 

ежедневно сл ед у ет  п о д вер гать  в л аж н о й  у б о р к е  с п р и м ен ен и ем  д ези н ф и ц и р у ю щ и х  

средств, р егл ам ен ти р о ван н ы х  сан и тар н ы м и  п р ав и л ам и  С П  1.3 .2322-08.

4.15 В се  р аб о ч и е  зон ы  сл ед у ет  п о д вер гать  еж ед н евн о м у  о б еззар аж и в ан и ю  

ультраф иолетовы м  и зл у чен и ем  в со о тветств и и  с Р  3 .5 .1 9 0 4 -0 4  « И сп о л ьзо ван и е  

ультраф иолетового б ак тер и ц и д н о го  и зл у ч ен и я  д л я  о б еззар аж и ван и я  в о зд у х а  в 

помещ ениях».

4.16 Н еи сп о л ьзо в ан н ы е р еаген ты , р еаген ты  с и стек ш и м  ср о к о м  го д н о сти , а  так ж е  

использованны е р еаген ты , б и о л о ги ч еск и й  м атер и ал  и  у п ак о в к у  п о д в ер гать  о б р аб о тке  

дезинф ицирую щ им и ср ед ствам и  с п о сл ед у ю щ ей  у ти л и зац и ей  со гл асн о  С ан П и н  

2.1.7.2790-10 « С ан и тар н о -эп и д ем и о л о ги ч ески е  тр еб о в ан и я  к  о б р ащ ен и ю  с 

м едицинскими отходам и » . В Н И М А Н И Е ! П р и  у д ал ен и и  о тх о д о в  п осле
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4.4 П р и м ен ять  н аб о р  р еаген то в  стр о го  по  н азн ач ен и ю , со гл асн о  н асто ящ ей  

иструкции.

4.5 Р аб о ту  сл ед у ет  п р о во д и ть  в П Ц Р -б о ксе  б и о б езо п асн о сти  И к л асса  защ иты .

4.6 В о  и зб еж ан и е  р и ск а  к о н там и н ац и и  п р о в о д и ть  вы д ел ен и е  о б р азц о в  Д Н К  и  

постановку П Ц Р  в о тд ел ьн ы х  п о м ещ ен и ях  (зонах). Н е  в о зв р ащ ать  о б р азц ы , р еаген ты  

и оборудование в зон у , в ко то р о й  б ы л а  п р о в ед ен а  п р ед ы д у щ ая  стадия.

4.7 П ри  р аб о те  с н аб о р о м  р еаген то в  и сп о л ьзо вать  л аб о р ато р н у ю  о д еж д у  и 

одноразовые м ед и ц и н ск и е  п ерчатки . Т щ ател ьн о  вы м ы ть  р у к и  по  о к о н ч ан и и  р аботы .

4.8 К аж д о е  р аб о ч ее  м есто  д о л ж н о  б ы ть  сн аб ж ен о  со б ствен н ы м  н аб о р о м  д о зато р о в  

переменного объём а, н ео б х о д и м ы м и  в сп о м о гател ьн ы м и  м атер и ал ам и  и 

оборудованием. З ап р ещ ается  и х  п ер ем ещ ен и е  м еж д у  р аб о ч и м и  м естам и .

4.9 П ри  п остан о вк е  П Ц Р  и сп о л ьзо вать  и  м ен ять  п осле к аж д о й  о п ер ац и и  

одноразовые н ак о н еч н и к и  с ф и л ьтр о м  д л я  ав то м ати ч еск и х  дозаторов . 

И спользованны е н ак о н еч н и к и  и  п р о б и р к и  сб р асы вать  в сп ец и альн ы й  кон тей н ер , 

содержащ ий д ези н ф и ц и р у ю щ ее  сред ство  д л я  о б еззар аж и в ан и я  м ед и ц и н ски х  

отходов.

4.10 И сп о л ьзо вать  то л ьк о  П Ц Р -см есь  с T aq  Д Н К -п о л и м ер азо й , вх о д ящ у ю  в состав  

набора реаген тов .

4.11 Н е  и сп о л ьзо вать  к о м п о н ен ты  н аб оров  р еаген то в  из р а зн ы х  серий.

4.12 Н е  и сп о л ьзо вать  н аб о р  р еаген то в  по и стеч ен и и  с р о к а  го д н о сти , п р и  наруш еьш и 

условий тр ан сп о р ти р о в к и  и л и  хран ен и я .

4.13 И зб егать  к о н так та  с кож ей , гл азам и  и  сл и зи сто й  об о л о чко й . П р и  к о н так те  

немедленно п р о м ы ть  п о р аж ен н о е  м есто  во д о й  и о б р ати ться  з а  м ед и ц и н ск о й  

помощью.

4.14 В се  п о в ер х н о сти  в л аб о р ато р и и  (р аб о ч и е  столы , ш тати вы , о б о р у д о в ан и е  и  д р .) 

ежедневно сл ед у ет  п о д вер гать  в л аж н о й  у б о р к е  с п р и м ен ен и ем  д ези н ф и ц и р у ю щ и х  

средств, р егл ам ен ти р о ван н ы х  сан и тар н ы м и  п р ав и л ам и  С П  1.3 .2322-08.

4.15 В се  р аб о ч и е  зо н ы  сл ед у ет  п о д в ер гать  еж ед н евн о м у  о б еззар аж и в ан и ю  

ультраф иолетовы м  и зл у ч ен и ем  в  со о тветств и и  с Р  3 .5 .1 9 0 4 -0 4  « И сп о л ьзо ван и е  

ультраф иолетового  б ак тер и ц и д н о го  и зл у ч ен и я  д л я  о б еззар аж и в ан и я  в о зд у х а  в 

помещ ениях».

4.16 Н еи сп о л ьзо в ан н ы е р еаген ты , р еаген ты  с и стек ш и м  ср о к о м  го д н о сти , а  так ж е  

использованны е р еаген ты , б и о л о ги ч еск и й  м атер и ал  и  у п ак о в к у  п о д в ер гать  о б р аб о тке  

дезинф ицирую щ им и ср ед ствам и  с п о сл ед у ю щ ей  у ти л и зац и ей  со гл асн о  С ан П и н  

2.1.7.2790-10 « С ан и тар н о -эп и д ем и о л о ги ч ески е  тр еб о в ан и я  к  о б р ащ ен и ю  с 

м едицинскими отходам и » . В Н И М А Н И Е ! П р и  у д ал ен и и  отх о д о в  п о сл е
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амплификации (п р о б и р о к , со д ер ж ащ и х  п род укты  П Н Р ) н ед о п у сти м о  о ткр ы ван и е  

пробирок и  р азб р ы зги ван и е  со д ерж и м ого , п о ск о л ьку  это  м о ж ет  п р и вести  к 

контаминации п р о д у к там и  П Ц Р  лаб о р ато р н о й  зо н ы , р еаген то в  и о б о р у д о ван и я .

4.17 П асп о р та  б езо п асн о сти  м атер и ал о в  (M S D S  -  m ate ria l sa fe ty  d a ta  sh ee t)  д о сту п н ы  

по запросу.

5 Оборудование и материалы
5.1 Оборудование, необходимое для работы с набором реагентов

А вто м ати ч еск и е  д о зато р ы  D isco v ery  C o m fo rt п ер ем ен н о го  о б ъ ем а  («H T L » , 

Польша) на  0 ,2 -2  м кл  (кат. № D V 2 ), 0 ,5 -10  м кл  (кат. № D V 1 0 ), 2 -20  м кл  (кат. № D V 2 0 ), 

10-100 м кл  (кат. №  D V 100), 20 -200  м кл  (кат. №  D V 2 0 0 ), 100-1000  м кл  (кат. №  

DV1000) или  ан ал о ги ч н о е  об орудован и е.

К о м п ью тер  с о п ер ац и о н н о й  си стем о й  W in d o w s Х Р  P ro fess io n a l SP3 или  

Windows 7 и  вы ш е, ж ёстк и м  д и ск о м  н е м ен ее  10 Г Б , так то во й  ч асто то й  п р о ц ессо р а  не 

менее 2 .0  Г Г ц , о п ер ати вн о й  п ам ятью  не м ен ее  1 ГБ, р азр еш ен и ем  эк р ан а  не  м ен ее  

1024*768, п р о гр ам м н ы м  о б есп еч ен и ем  M icro so ft O ffice  E x ce l в ер си и  2003 и л и  вы ш е.

М и н и -ц ен тр и ф у га-во р тек с  « М и кр о сп и н »  F V -2 4 0 0  (« S IA  B IO S A N » . кат. №  B S - 

010201-ААА, Л атви я) с ротором  R -1 .5 M  д л я  п р о б и р о к  (кат. №  B S -0 1 0 2 0 1 -A K ) и 

ротором S R -64  д л я  Стрипов (кат. №  B S -0 1 0 2 0 1 -E K ) и л и  ан ал о ги ч н о е  о б о р у д о ван и е .

П Ц Р -б окс  2 -го  к л асса  б и о л о ги ч еск о й  защ и ты  д л я  р аб о ты  с Д Н К  (наприм ер , 

БА В -П Ц Р-Л ам инар-С , З А О  « Л ам и н ар н ы е си стем ы » , Р о сси я ) или  ан ал о ги ч н о е  

оборудование.

Т ер м о стат  твер д о тел ьн ы й  М -208  с д и ап азо н о м  тем п ер ату р  от к о м н атн о й  д о  

99°С («Б И С -Н », Р о сси я ) и л и  ан ал о ги ч н о е  об о р у д о ван и е .

Т ер м о ц и кл ер  д ля  ам п ли ф и кац и и  н у к л еи н о вы х  к и сл о т  1000, с 

принадлеж ностями и сп олн ен и я : «С  1000 T ouch»  с м о д у л ем  р еак ц и о н н ы м  оп ти чески м  

CFX96 (O p tica l R eac tio n  M o d u le  C F X 96) (п р о и зв о д ств а  B io -R ad  L abora to ries, Inc., 

США).

Х о л о д и л ьн и к  б ы то во й  с х о л о д и л ьн о й  (о т  2°С  д о  8°С ) и  м о р о зи л ь н о й  кам ерам и  

(от м инус 18°С  д о  м инус 25°С ) (н ап ри м ер , A T L A N T  Х М -6023-031  «A T L A N T », 

Белоруссия).

Ц ен тр и ф у га  м ед и ц и н ская  л аб о р ато р н ая  B ioS an  L M C -3 0 0  («S1A B IO S A N » , кат. 

№ B S -010208-A A A , Л атви я) с р о то р о м  R -2  (кат. №  B S -0 1 0 2 0 8 -A K ) и ад ап тер ам и  д ля  

96-луночных П Ц Р -п л ан ш ето в  (кат. №  B S -0 1 0 2 1 9 -D K ) и л и  ан ал о ги ч н о е

оборудование.
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S.2 Материалы, необходимые для работы с набором реагентов

9 6 -л у н о ч н ы й  ш тати в  д ля  м и кр о п р о б и р о к  0 ,5 -2 ,0  м л  (« ко м п ан и я  Х ел и ко н » , кат. 

.'fe R P -80 , Р осси я  или  ан алоги чн ы е).

К о н тей н ер  д ля  сб р о са  о тх о д о в  (« К о н тей н ер  д л я  сб р о са  остр о го  и н стр у м ен тар и я  

-Е К -01», ф и р м а  « К М -П Р О Е К Т » , Р осси я  и л и  ан алоги чн ы й ).

М и кр о ц ен тр и ф у ж н ы е п р о б и р к и  («A xygen» , С Ш А ) гр ад у и р о ван н ы е о б ъ ём о м  

0,6 м л (кат. №  М С Т -0 6 0 -С ) и  1,5 м л  (кат. №  М С Т -1 5 0 -С ) и л и  ан алоги чн ы е.

Н аб ор  р еаген то в  д ля  в ы д ел ен и я  Д Н К  из о б р азц о в  ц ел ь н о й  к р о ви , н ап ри м ер , 

«Набор р еаген то в  д л я  вы д ел ен и я  н у к л еи н о вы х  ки сл о т  из к л и н и ч ески х  о б р азц о в  

[РеалБест экстр ак ц и я  100) по  Т У  9 3 9 8 -4 6 4 -2 3 5 4 8 1 7 2 -2 0 1 3 » , п р о и зв о д ств а  А О  

«Вектор-Бест» (Ф С Р  201 0 /0 8 6 9 6  о т  25 октяб ря  2016  г.).

Н ак о н еч н и к и  у н и вер сал ьн ы е  д л я  д о зато р о в  (« A x y g en » , С Ш А ) с ф и льтром  

объемом 0 ,5 -1 0  м кл  (кат. №  T F -300), 20  м кл  (кат. №  T F -20), 200  м к л  (кат. №  T F -200) 

и 1000 м кл  (кат. №  T F -1 0 0 0 ) и л и  ан алоги чн ы е.

П ер ч атк и  м ед и ц и н ск и е  о д н о р азо в ы е  н ео п у д р ен н ы е  н и тр и л о вы е  или  л атек сн ы е  

(«Benovy», М ал ай зи я  и л и  ан алоги чн ы е).

С тр и п ы  по  8 п р о б и р о к  о б ъ ём о м  0 ,2  м л  с к р ы ш к ам и  (« B lO p lastic s» , кат. №  

К728Ю В и л и  ан алоги чн ы е).

Ш тати в  д ля  п р о б и р о к  об ъ ём о м  1,5 м л (н ап ри м ер , ф и р м а  «S S I» , С Ш А  или 

аналогичный).

6 Анализируемые пробы
В кач естве  м атер и ал а  д л я  п р о вед ен и я  П Ц Р  и сп о л ь зу ю т  кл и н и ч ески е  о б р азц ы  

ДНК, вы д ел ен н ы е из ц ел ь н о й  п ер и ф ер и ч еск о й  к р о ви  п ац и ен тов . В н аб о р  не вх о д ят  

реагенты д л я  в ы д ел ен и я  Д Н К . В зяти е , п р ед о б р аб о тк у  и  х р ан ен и е  м атер и ал а  п р о в о д ят  

в соответствии  с и н стр у кц и ей  к  н аб ору  д л я  в ы д ел ен и я  Д Н К  из крови.

В Н И М А Н И Е ! О б р азц ы  крови  х р ан и ть  д о  м о м ен та  в ы д ел ен и я  Д Н К  при  

температуре о т  2 °С до  8°С не более  48 часов. Н е д о п у ск ается  и сп о л ьзо ван и е  геп ар и н а  

в качестве ан ти коагулян та!
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7 Подготовка компонентов для анализа
Подготовка реагентов

В се к о м п о н ен ты  н аб о р а  р еаген то в  р азм о р о зи ть  п р и  к о м н атн о й  т ем п ер ату р е  (от  

18°С д о  2 5 °С ) и л и  п р и  37®С, уб ед и ться , ч то  р аство р ы  п о л н о стью  растаяли . 

Содержимое п р о б и р о к  п ер ем еш ать  н а  в о р тексе  и  ц ен тр и ф у ги р о в ать  в  теч ен и е  1 -2 сек 

при 1000 о б /м и н ., ч тоб ы  собрать  всю  ж и д к о сть  н а  д н е  пробирок . Н е и сп о л ьзо вать  

вортекс д ля  П Ц Р -см еси  с T aq  Д Н К -п о л и м ер азо й , это  м о ж ет  п р и в ести  к и н ак ти вац и и  

фермента.

В Н И М А Н И Е ! П о сл е  п р и го то влен и я  см есей  д ля  П Н Р  н ем ед л ен н о  п о м ести ть  

оставш иеся р еаген ты  в м о р о зи л ьн у ю  к ам ер у  с т ем п ер ату р о й  м и н у с  20°С .

В Н И М А Н И Е ! П о м и м о  к л и н и ч ески х  об разц ов  Д Н К  в к аж д о й  п остан овке  

необходим о и сп о л ьзо вать  П К О , О К О  и  Н гО , вход ящ и е в со став  н аб о р а  р еаген то в , все 

образцы тести р о в ать  в дублях .

7.2 Подготовка образцов

В ы д ел ен и е  Д Н К  п р о в ести  с п о м о щ ью  н аб о р а  р еаген то в , п р ед н азн ач ен н о го  д л я  

выделения Д Н К  из о б р азц о в  ц ел ьн о й  крови , в со о тветстви и  с и н стр у к ц и ей  по  его  

прим енению , н ап ри м ер , « Н аб ор  р еаген то в  д л я  вы д ел ен и я  н у к л еи н о вы х  ки сл о т  из 

клинических о б р азц о в  (Р еалБ ест  экстр ак ц и я  100) по Т У  9 3 9 8 -4 6 4 -2 3 5 4 8 1 7 2 -2 0 1 3 » , 

производства А О  « В екто р -Б ест»  (Ф С Р  2 0 1 0 /0 8 6 9 6  от 25 октяб р я  2016  г.).

Real-time-PCR-BRCAl-4153de!A/BRCA2-6174delT Инструкция no применению

8.1

8 Проведение анализа
приготовление смесей для ПЦР

8.1.1 Р ассч и тать  н ео б х о д и м о е к о л и ч еств о  П Ц Р -см еси  с T aq  Д Н К -п о л и м ер азо й  и 

смесей п р ай м ер о в  с учётом  п о гр еш н о сти  п р и  п и п ети р о ван и и . С о став  р еак ц и о н н о й  

смеси н а  од н у  р еак ц и ю  п р и вед ен  в таб л и ц е  2, д л я  тести р о в ан и я  N  кл и н и чески х  

образцов Д Н К  в д у б л ях  у к азан н о е  к о л и ч еств о  н ео б х о д и м о  у м н о ж и ть  н а  (2N  +  7). 

Таблвда 2. К о л и ч ество  р еаген то в  н а  од н у  р еак ц и ю

Р еагент К о л и ч ество , м к л

ПЦР-смесь с Taq ДНК-полимеразой 8 8 8 8

Смесь праймеров 4153-W 2 — — —

Смесь праймеров 4153-М — 2 — —

Смесь праймеров 6174-W — — 2
Смесь праймеров 6174-М — — 2

Н2О 12 12 12 12
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ВШ Ш АНИЕ! П р о то ко л ы  ан ал и за  н а  н али чи е  м у тац и й  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  B R C A 2 - 

6I74delT р азл и ч аю тся . Е сл и  в расп о р яж ен и и  п о л ь зо вател я  и м еется  д в а  т ер м о ц и к л ер а  

для ам п ли ф и кац и и , ан ал и з п р о во д ят  параллельн о . П р и  н али ч и и  од н о го  п р и б о р а  

анализ н а  р азн ы е  м у тац и и  п р о в о д ят  п о следовательн о .

8.1.2 П р и го то в и ть  и  п р о м ар ки р о вать  4 п р о б и р к и  о б ъ ем о м  1,5 мл:

-  « 4 1 5 3 -W »  (д л я  р еак ц и о н н о й  см еси , со д ер ж ащ ей  п р ай м ер ы  4153-W ),

-  « 4 153-М » (д ля  р еак ц и о н н о й  см еси , со д ер ж ащ ей  п р ай м ер ы  4153-М ),

-  « 6 1 7 4 -W »  (д ля  р еак ц и о н н о й  см еси , со д ер ж ащ ей  п р ай м ер ы  6174-W ),

-  « 6 174-М » (для  р еак ц и о н н о й  см еси , со д ер ж ащ ей  п р ай м ер ы  6174-М ).

8.1.3 П р и го то в и ть  ч еты ре р еак ц и о н н ы е см еси  в п р о б и р к ах  о б ъ ем о м  1,5 м л  со гл асн о  

расчёту (п у н к т  8.1.1): вн ести  в каж д ую  п р о б и р к у  р асч ётн о е  ко л и ч еств о  П Ц Р -см еси  с 

Taq Д Н К -п о л и м ер азо й  (п р о б и р к а  Хо5, ж ёл тая  кр ы ш ка), воды  (п р о б и р к а  № 8 , белая  

кры ш ка) и  д о б ав и ть  со о тветству ю щ у ю  см есь  п р ай м ер о в  (п р о б и р ки  № 1 -№ 4  с 

ф иолетовы м и и  зел ён ы м и  к р ы ш кам и ) и тщ ател ь н о  п ер ем еш ать  п и п ети р о в ан и ем  (не 

использовать вортекс). Р еак ц и о н н ы е  см еси  готовы .

В Н И М А Н И Е ! И сп о л ьзо вать  П Ц Р -см есь  н ем ед л ен н о , вр ем я  н ах о ж д ен и я  П Ц Р -см еси  

при к о м н атн о й  тем п ер ату р е  -  не  б о л ее  10 м инут. Н еи сп о л ьзо в ан н ы е остатк и  

исходной П Ц Р -см еси  с T aq  Д Н К -п о л и м ер азо й  и п р ай м ер о в  ср азу  п о м ести ть  в 

м орозильную  кам ер у  с тем п ер ату р о й  м и н у с  20°С .

8.1.4 П о д го то ви ть  и  п р о м ар ки р о вать  стри п ы . ВНР1М АНИЕ1 В о  и зб еж ан и е  

загрязнения оп ти ки  т ер м о ц и к л ер а  не м ар ки р о вать  стри п ы  н а  кры ш ках!

П р и м ер  р асп о л о ж ен и я  о б р азц о в  при  ан ал и зе  п яти  о б р азц о в  Д Н К  н а  н али чи е  

мутации B R C A 1 -4 153delA  п р и вед ен  н а  р и су н к е  I .
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Смесь
Клинические образцы ДНК Образцы из набора

ДНК1 ДНК2 днкз ДНК4 ДНК5 ПКО ОКО Н2О

4153-W

ДНК1

4153-W

ДНК2

4153-W

днкз
4153-W

ДНК4

4153-W

ДНК5

4153-W

ПКО-4153

4153-W

око
4153-W

Н 2О

4153-W

ДНК1

4153-W

ДНК2

4153-W

ДНКЗ

4153-W

ДНК4

4153-W

ДНК5

4153-W

ПКО-4153

4153-W

ОКО

4153-W

Н 2О

4153-W

4153-м

ДНК1

4 1 5 3 -м

ДНК2

4 1 5 3 -м

ДНКЗ

4 1 5 3 -м

ДНК4

4 1 5 3 -м

ДНК5

4 1 5 3 -м
ПКО-4153

4 1 5 3 -м

ОКО

4 1 5 3 -м

Н 2О

4153-м

ДНК1

4 1 5 3 -м

ДНК2

4 1 5 3 -м

ДНКЗ

4 1 5 3 -м

ДНК4

4 1 5 3 -м

ДНКЗ

4 1 5 3 -м

ПКО-4153

4 1 5 3 -м

ОКО

4 1 5 3 -м

Н 2О

4 1 5 3 -м

I

Р и су н о к  1. С х ем а  р асп о л о ж ен и я  п яти  о б р азц о в  Д Н К  в  д у б л ях  при 

и сп о л ьзо ван и и  стр и п о в  п о  в о сем ь  п робирок . У к азан ы  н о м ер а  

о б р азц о в  Д Н К , П К О , О К О , Н 2 О  и  н азв ан и е  П Ц Р -см есей .

П ри м ер  р асп о л о ж ен и я  о б р азц о в  п р и  ан ал и зе  п я ти  о б р азц о в  Д Н К  н а  наличие 

мутации B R C A 2 -6 1 7 4 d e lT  п р и в ед ен  н а  р и су н к е  2.

Смесь Клинические образцы ДНК Образцы из набора
ДНК1 ДНК2 ДНКЗ ДНК4 ДНК5 ПКО ОКО Н2О

6174-W

ДНК1

6174-W

ДНК2

6174-W

днкз
6174-W

ДНК4

6174-W

ДНКЗ

6174-W

ПКО-6174

6174-W

ОКО

6174-W

Н2О

6174-W

ДНК1

6174-W

ДНК2

6174-W

днкз
6174-W

ДНК4

6174-W

ДНКЗ

6174-W

ПКО-6174

6174-W

ОКО

6174-W

Н2О

6174-W

6174-м

ДНК1

6 1 7 4 -м

ДНК2

6174-м

ДНКЗ

6 1 7 4 -м

ДНК4

6174-м

ДНКЗ

6174-м

ПКО-6174

6 1 7 4 -м

ОКО

6 1 7 4 -м

Н2О

6174-м

ДНК1

6 1 7 4 -м

ДНК2

6 1 7 4 -м

ДНКЗ

6 1 7 4 -м

ДНК4

6 1 7 4 -м

ДНКЗ

6174-м

ПКО-6174

6 1 7 4 -м
ОКО

6 1 7 4 -м

Н2О

6174-м

Р и су н о к  2. С х ем а р асп о л о ж ен и я  п я ти  о б р азц о в  Д Н К  в д у б л ях  при  

и сп о л ьзо ван и и  стр и п о в  по  в о сем ь  п робирок . У к азан ы  н о м ер а  

об разц ов  Д Н К , П К О , О К О , Н 2 О  и  н азван и е  П Ц Р -см есей .

8.1.5 Д о б ави ть  в п р о б и р ки  по  22  м кл  го то вы х  р еак ц и о н н ы х  см есей  «4153-W », «4153- 

М», «6174-W », «6174-М » и  зак р ы ть  кры ш ки .

8.1.6 Д о б ав и ть  в п р о б и р ки  с го то во й  р еак ц и о н н о й  см есью :

-  по 3 м кл  воды  в п р о б и р к и  д л я  воды ;

-  по 3 м кл  О К О  в п р о б и р к и  д л я  о тр и ц ател ьн о го  к он троля ;

-  по 3 м кл  Д Н К  к л и н и ч ески х  об разц ов  в со о тветств у ю щ и е п роби рки ;

-  по 3 м кл  П К О -4153  и л и  П К О -6 1 7 4  в п р о б и р к и  д л я  п о л о ж и тел ьн о го  контроля.
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К аж д у ю  п р о б и р к у  о ткр ы вать  п ер ед  д о б ав л ен и ем  о б р азц а  и  зак р ы в ать  сразу  

после добавлен и я .

8.1.7 Л егк о  п ер ем еш ать  со д ер ж и м о е  п р о б и р о к , п о сту ки вая  по  стен ке  (не 

и спользовать  вортекс).

8.1.8 Ц ен тр и ф у ги р о вать  3 м и н  п р и  2 0 0 0  об /м и н , ч тоб ы  со б р ать  всю  ж и д к о сть  н а  дне.

8.1.9 У стан о ви ть  стри п ы  в  б л о к  терм оц и клера .

8.2 Программирование и запуск термоциклера CFX96

8.2.1 З ап р о гр ам м и р о в ать  тер м о ц и к л ер  д л я  п р о в ед ен и я  П Ц Р  и  д етек ц и и  

ф л у о ресц ен ц и и  в со о тветстви и  с  р у к о во д ств о м  по  эксп л у атац и и  и  п. 8 ,2 .2 -8 .2 .4 .

8.2.2 З ад ать  объ ём  р еак ц и о н н о й  см еси  25  м кл. З ап р о гр ам м и р о в ать  п ротокол  

проведения П Ц Р  в со о тветстви и  с таб л и ц ей  3 д л я  м у тац и и  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  в

^  соответствии  с таб л и ц ей  4 д л я  м у тац и и  B R C A 2 -6 1 7 4 d e lT .

Т аблица 3. П р о то ко л  П Ц Р  в р еал ьн о м  вр ем ен и  д л я  о п р ед ел ен и я  м у тац и и  B R C A 1 - 

4153delA

Количество
циклов

Этап Температура время Измерение
флуоресценции

1 П ервичная активация 95°С 3 мин

Нет
10

Денатурация 95°С 10 сек

Отжиг праймеров 60°С 1 мин

30
Денатурация 95°С 10 сек

Да
О тж иг праймеров 60°С 55 сек

Т аблица 4. П р о то ко л  П Ц Р  в р еал ьн о м  в р ем ен и  д л я  о п р ед ел ен и я  м у тац и и  B R C A 2 - 

^  6174delT

Количество
циклов

Этап Температура Время Измерение
флуоресценции

1 Первичная активация 95°С 3 мин

Нет
10

Денатурация 95°С 10 сек

Отжиг праймеров 64°С 1 мин

30
Денатурация 95°С 10 сек

Д а
Отжиг праймеров 64°С 55 сек

8.2.3 В ы б р ать  кан ал  Р А М  д ля  р еги стр ац и и  ф л у о р есц ен ц и и .

8.2.4 З ап р о гр ам м и р о в ать  п о л о ж ен и е  п р о б и р о к  с  к л и н и ч еск и м и  и  к о н тр о л ьн ы м и  

образцам и.

8.2.5 З ап у сти ть  п р о то ко л  П Ц Р .

J
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I  9 Анализ результатов
1 9.1 Критерии достоверности результатов ПЦР

9.1.1 О ткр ы ть  о к н о  ан ал и за  д ан н ы х  П Ц Р . Д л я  к аж д о го  о б р азц а  о п р ед ел и ть  зн ач ен и е  

порогового ц и к л а  (C t) -  ц и к л а  ам п ли ф и кац и и , в ко то р о м  к р и вая  ф л у о р есц ен ц и и  

данного о б р азц а  п ер есек ает  п о р о го в ы й  у р о в ен ь  ( th re sh o ld  level). Д л я  п олучен и я  

величин C t в ы стави ть  вручн ую  зн ач ен и е  п о р о го в о го  у р о в н я  100.

9.1.2 П р о вер и ть  зн ач ен и я  C t по к ан ал у  Р А М  п о сл ед о в ател ьн о  д л я  Н гО , О К О , П К О - 

4153 и л и  П К О -6 1 7 4  и  к л и н и ч еск и х  об разц ов  Д Н К .

9.1.3 Р езу л ьтаты  П Ц Р  счи таю тся  д о сто вер н ы м и  и  м о гу т  б ы ть  и сп о л ьзо ван ы  д ля  

анализа н а  н ал и ч и е  м у тац и й  B R C A l-4 1 5 3 d e lA  и  B R C A 2 -6 1 7 4 d e lT  т о л ь к о  в том  

случае, есл и  вели чи н ы  C t д л я  Н 2О , О К О , П К О -4 1 5 3  и л и  П К О -6 1 7 4  им ею т 

допустим ы е зн ач ен и я  (таб л и ц а  5):

-  для Н 2О  во в сех  р еак ц и ях  н е  н аб л ю д ается  н ар астан и е  ф л у о р есц ен ц и и  по  кан алу  

РА М  и  не о п р ед ел я ется  зн ач ен и е  C t и л и  о п р ед ел яется  зн ач ен и е  C t б о л ьш е л и б о  р авн о  

28;

-  д ля  Г Ж О -4153  в р еак ц и ях  со  см есям и  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -W  и  4 1 5 3 -М  н аб лю д ается  

нарастание ф л у о р есц ен ц и и  по  кан алу  Р А М  и  о п р ед ел яется  зн ач ен и е  C t м ен ьш е или  

равно 25;

-  д л я  П К О -6 1 7 4  в р еак ц и ях  со  см есям и  п р ай м ер о в  6 1 7 4 -W  и  6 1 7 4 -М  н аб л ю д ается  

нарастание ф л у о р есц ен ц и и  по кан алу  Р А М  и  о п р ед ел яется  зн ач ен и е  C t м ен ьш е и л и  

равно 25;

-  д л я  О К О  в р еак ц и ях  со см есям и  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -W  и  6 174-W  н аб л ю д ается  

нарастание ф л у о р есц ен ц и и  по  к ан ал у  Р А М  и  о п р ед ел яется  зн ач ен и е  C t м ен ьш е и л и  

равно 25 (д алее  о б о зн ач ен ы  к ак  C t4 i5 3-w и  Ct6i?4-w со о тветствен н о );

-  для О К О  в р еак ц и и  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -М  о п р ед ел я ется  зн ач ен и е  Q 4 1 5 3 -M 

больш е л и б о  р ав н о  (Ct4i53-w+2) и  в р еак ц и и  со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 7 4 -М  

определяется зн ач ен и е  C t6 i?4-M б о л ьш е ли б о  р ав н о  (Ct6i74-w+2).

*
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Т аб л и ц а  5. Д о п у сти м ы е зн ач ен и я  C t д ля  Н 2 О , О К О , П К О -4 1 5 3 , П К О -6 1 7 4

Образец
Значение Ct в ПЦР со смесью

Результат
4153-W и 6174-W 4 1 5 3 -м  и 6 1 7 4 -м

Н 2О Ct не определено или Ct>28 Валидный

ПКО-4153,

ПКО-6174
Ct<25 Ct<25 Валидный

ОКО Ct<25
Ctu53-M >CU i53-W+2‘  ̂

Ct6l74-M >Ct6174-W+2^^
Валидный

C t4 i53-M“  C t О К О  в р еак ц и и  со  см есью  п р ай м ер о в  4153-М .

Ct4 i5 3-w -  C t О К О  в р еак ц и и  со  см есью  п р ай м ер о в  4153-W .

C t6 i74-M -  C t О К О  в р еак ц и и  со  см есью  п р ай м ер о в  6174-М .

Щ C t6 i74-w -  C t О К О  в р еак ц и и  со  см есью  п р ай м ер о в  6174-W .

9 .1 .4  Е сл и  вели чи н ы  C t к о н тр о л ьн ы х  о б р азц о в  вы х о д ят  з а  п ределы  д о п у сти м ы х  

зн ачен и й , то  н ео б х о д и м о  п о в то р и ть  анализ. Е с л и  п осле п о в то р н о го  ан ал и за  зн ач ен и я  

C t не со о тветств у ю т  д о п у сти м ы м  п р ед ел ам , то  р езу л ьтаты  ан ал и за  не вали дны . 

В озм ож н ы е п роб лем ы  п р ед ставл ен ы  в таб л и ц е  6.

Т аб ли ц а  6. Д р у ги е  в о зм о ж н ы е зн ач ен и я  C t и  в о зм о ж н ы е п роб лем ы

Образец
Значение Ct в ПЦР со смесью

Возможные проблемы
4153-W и 6174-W 4 1 5 3 -м  и 6 1 7 4 -м

Н 2О Ct<28 Возможна контаминация.

ПКО-4153,

ПКО-6174
Ct>25

Возможны ош ибки при 

постановке, деградация ПЦР 

смеси и/или ПКО.

ОКО

CU 15 3-M <CU i53-w+2̂  ̂

Ct6174-M <Ct6174-W+2^^
Возможна контаминация.

Ct>25

Возможны ошибки при 

постановке, деградация ПЦР 

смеси и/или ОКО.

9.1.5 Д л я  каж д ого  к л и н и ч еско го  о б р азц а  в р еак ц и и  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -W  и  

со см есью  п р ай м ер о в  6 174-W  д о л ж н о  н аб л ю д аться  н ар астан и е  ф л у о р есц ен ц и и  по 

каналу Р А М  и  о п р ед ел яться  зн ач ен и е  C t м ен ьш е и л и  р ав н о  25. Е сли  д л я  о б р азц а  

значение C t не о п р ед ел ен о  и л и  б о л ьш е 25, то  к о н ц ен тр ац и я  Д Н К  н ед о стато ч н а  д ля  

анализа, д л я  это го  о б р азц а  р асч ёт  A Ct не п роводи тся .

16 Вариант 1: [HEFJ21301



лабораторий
гекО|Диап4остими

'всюЛшис
Real-time-PCR-BRCAl-4153delA/BRCA2-6174delT Инструкция по применению

9.2 Анали;} результатов ПЦР на наличие мутации BRCAl-4153delA

9.2.1 Е сли  д ля  к л и н и ческо го  о б р азц а  в р еак ц и и  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -М  

зн ачен и е  C t н е  о п ред елен о , зад ать  его  р авн ы м  36.

9 .2 .2  Д л я  каж д ого  к л и н и ческо го  о б р азц а  р ассч и тать  р азн и ц у  A Ct =  C U iss-m -  Ct4i53-w, 

где C t4 i5 3-M -  ср едн ее д л я  д в у х  д у б л ей  зн ач ен и е  C t о б р азц а  в  П Ц Р  со  см есью  

прайм еров  41 5 3 -М , CUiss-w -  ср ед н ее  д л я  д в у х  д у б л ей  зн ач ен и е  C t то го  ж е  о б р азц а  в 

П Ц Р  со  см есью  п рай м еров  4153-W .

9.2 .3  О б р азец  у ч и ты вается  как  п о л о ж и тел ьн ы й  (со д ер ж ащ и й  м у тац и ю  41 5 3 d elA  в 

гене B R C A 1 в гетер о зи го тн о м  со сто ян и и ), если  зн ач ен и е  A Ct н ах о д и тся  в д и ап азо н е  

от -2 д о  2 (р и су н о к  2А ).

9 .2 .4  О б р азец  у ч и ты вается  к а к  о тр и ц ател ьн ы й  (н е  со д ер ж ащ и й  м у тац и ю  4 1 5 3 d e lA  в 

щ гене B R C A 1 ), если  зн ач ен и е  A Ct б о л ьш е 2 (р и су н о к  2Б).

Amplification

Р и су н о к  2. П ри м еры  к р и вы х  ф л у о р есц ен ц и и  в о тн о си тел ьн ы х  ед и н и ц ах  

(R F U ) в П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -W  (си н и е  л и н и и ) и  в  аллель- 

сп ец и ф и чн о й  П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -М  (кр асн ы е  ли н и и )

А  -  образец , со д ер ж ащ и й  10 н г Д Н К  с м у тац и ей  4 1 5 3 d e lA  в  ген е  B R C A 1

Вариант 1; |йер| 21301 17
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I
Р и су н о к  2. П р и м ер ы  к р и вы х  ф л у о р есц ен ц и и  в о тн о си тел ьн ы х  ед и н и ц ах  

(R F U ) в П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -W  (си н и е  л и н и и ) и в ал л ель- 

сп ец и ф и чн о й  П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  4 1 5 3 -М  (кр асн ы е  ли н и и )

Б  -  образец , со д ер ж ащ и й  10 н г Д Н К  без м у тац и и  4 1 5 3 d e lA  в ген е  B R C A 1

9.3 Анализ результатов ПЦР на наличие мутации BRCA2-6174delT

9.3.1 Е сл и  д л я  к л и н и ческо го  о б р азц а  в р еак ц и и  со  см есью  п рай м еров  6 1 7 4 -М  

зн ач ен и е  Q  не  о п ред елен о , зад ать  его  р ав н ы м  36.

9 .3 .2  Д л я  к аж д о го  к л и н и ч еско го  о б р азц а  р ассч и тать  р азн и ц у  A C t =  C t6 i74-M -  C t6 i74-w, 

гд е  C t6 i74-M -  ср ед н ее  д ля  д ву х  д у б л ей  зн ач ен и е  C t о б р азц а  в П Ц Р  со  см есью  

п рай м еров  6174-М , C t6 i74-w -  ср ед н ее  д л я  д в у х  д у б л е й  зн ач ен и е  C t то го  ж е  о б р азц а  в 

П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 74-W .

^  9 .3 .3  О б р азец  у ч и ты вается  к а к  п о л о ж и тел ьн ы й  (со д ер ж ащ и й  м у тац и ю  6 1 7 4 d e lT  в 

гене B R C A 2  в гетер о зи го тн о м  со сто ян и и ), е сл и  зн ач ен и е  A Ct н ах о д и тся  в д и ап азо н е  

от -2 до  2 (р и су н о к  ЗА ).

9 .3 .4  О б р азец  у ч и ты вается  как  о тр и ц ател ьн ы й  (не со д ер ж ащ и й  м у тац и ю  6 1 7 4 d e lT  в 

гене B R C A 2), если  зн ач ен и е  A Ct б о л ьш е 2 (р и су н о к  ЗБ).
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Amplification

Р и су н о к  3. п р и м е р ы  к р и вы х  ф л у о р есц ен ц и и  в о тн о си тел ьн ы х  ед и н и ц ах  

(R F U ) в П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 7 4 -W  (си н и е  л и н и и ) и  в аллель- 

сп ец и ф и чн о й  П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 7 4 -М  (кр асн ы е линии).

А  -  о бразец , со д ер ж ащ и й  10 н г  Д Н К  с  м у тац и ей  6 1 7 4 d elT  в ген е  B R C A 2

Amplification

Р и су н о к  3. П р и м ер ы  к р и вы х  ф л у о р есц ен ц и и  в о тн о си тел ьн ы х  ед и н и ц ах  (R F U ) в 

П Ц Р  со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 7 4 -W  (си н и е  ли н и и ) и  в ал л ел ь -сп ец и ф и ч н о й  П Ц Р  

со  см есью  п р ай м ер о в  6 1 7 4 -М  (кр асн ы е  линии).

Б  -  о бразец , со д ер ж ащ и й  10 н г  Д Н К  без м у тац и и  6 1 7 4 d e lT  в ген е  B R C A 2
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j 10 Условия хранения, транспортирования и эксплуатации
ЮЛ Условия хранения

ЮЛ Л Х р ан и ть  н аб о р  р еаген то в  п р и  тем п ер ату р е  о т  м и н у с  18°С д о  м и н ус  25 °С  в 

течение всего  ср о к а  го д н о сти  в х о л о д и л ьн и ках , о б есп еч и в аю щ и х  

реглам ен ти рован н ы й  тем п ер ату р н ы й  р еж и м , н е  д о п у ск ая  п р о н и к н о вен и я  света.

10.1.2 Н е  п о д вер гать  н абор  реаген то в  зам о р аж и ван и ю  и  р азм о р а ж и в ан и ю  более 

трёх р аз , о б щ ее  врем я  н ах о ж д ен и я  п осле о ттаи в ан и я  п р и  тем п ер ату р е  22°С -  не более  

30 м инут.

10.1.3 С рок  го д н о сти  н аб о р а  -  12 м есяц ев  со  д н я  в ы п у ск а  и л и  3 м еся ц а  п о сл е  

первого  в скр ы ти я  у п ак о в ки  н аб о р а  в зав и си м о сти  о т  того , к акая  д ат а  н асту п и т  

раньш е.

9 10.2 Условия транспортирования

10.2.1 Т р ан сп о р ти р о в ать  н аб о р  р еаген то в  сл ед у ет  тр ан сп о р то м  в сех  видов  в к р ы ты х  

тр ан сп о р тн ы х  ср ед ствах  в со о тветств и и  с п р ав и л ам и  п ер ево зо к , д ей ству ю щ и м и  н а  

тр ан сп о р те  д ан н о го  вида, п р и  тем п ер ату р е  н е  в ы ш е м и н у с  1 S^'C.

10.2 .2  Д о п у ск ается  тр ан сп о р ти р о в ан и е  н аб о р а  р еаген то в  в тер м о к о н тей н ер ах , 

со д ер ж ащ и х  х л ад о эл ем ен ты  (Х Т Л -4 , О О О  «Т ер м о л о ги ка»  и л и  ан алоги чн ы е).

10.2.3 С р о к  тр ан сп о р ти р о в ан и я  -  не  б о л ее  5 суток.

10.2 .4  П р и  тр ан сп о р ти р о в ан и и  н ео б х о д и м о  со б л ю д ать  услови я, о б есп еч и ваю щ и е 

сохран н ость  н аб о р а  р еаген то в  о т  м ех ан и ч еско го  п о вр еж д ен и я , н еб л аго п р и ятн о го  

во зд ей стви я  тем п ер ату р ы  о к р у ж аю щ ей  среды , во зд ей ств и я  со л н еч н о го  света. 

В Н И М А Н И Е ! Е сл и  р еаген ты  п р и б ы л и  н езам о р о ж ен н ы м и  или  у п ак о в к а  п о вр еж д ен а , 

^ п о ж алуй ста , свяж и тесь  с п р о и зв о д и тел ем  О О О  «Б и о Л и н к»  (см . р азд ел  11).

10.3 Условия эксплуатации

10.3.1 И сп о л ьзо вать  н абор  р еаген то в  п р и  к о м н атн о й  т ем п ер ату р е  (о т  18°С  до  25°С ).

10.3.2 С тр о го  со б л ю д ать  тр еб о в ан и я  д ан н о й  и н стр у к ц и и  по  п р и м ен ен и ю  н аб о р а  

реагентов .

10.3.3 Н е и сп о л ьзо вать  н аб о р  р еаген то в  п о сл е  и стеч ен и я  ср о ка  годн ости .
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11 Гарантийные обязательства
11.1 П р о и зво д и тел ь  гар ан ти р у ет  со о тветстви е  к ач еств а  н аб о р а  реаген то в  

требованиям  н о р м ати в н о й  и  тех н и ч еско й  д о к у м ен тац и и  п р и  со б л ю д ен и и  у сл о ви й  

хранения, тр ан сп о р ти р о в ан и я  и  п ри м енения. Б езо п асн о сть  и  к ач еств о  и зд ели я  

гарантирую тся в течен и е  всего  ср о к а  годности .

11.2 П р о и зво д и тел ь  о твеч ает  за  н ед о статк и  и здели я , з а  и ск л ю ч ен и ем  д еф ек то в , 

возн и кш и х в след стви е  н ар у ш ен и я  п рави л  п ол ьзо ван и я , у сл о ви й  тр ан сп о р ти р о в ан и я  

и хран ен и я , ли б о  д ей ств и й  т р еть и х  ли ц , л и б о  о б сто ятел ьств  н еп р ео д о л и м о й  силы .

11.3 В  случае  н ар у ш ен и я  у сл о ви й  тр ан сп о р ти р о в ан и я , о б н ар у ж ен и я  п о вр еж д ен и й  

у п ако вки , а  так ж е  по  воп росам , касаю щ и м ся  к ач еств а  н аб о р а  р е а г е н ю в , сл ед у ет  

о б р ати ться  к  п р о и зв о д и тел ю  О О О  «Б иоЛ инк» .

А дрес: 6 3 0 0 9 0 , г. Н о во си б и р ск , ул. Н и ко л аева , д. 13

Т елеф он : + 7  (3 8 3 ) 2 0 9 -32 -40

Э л ектр о н н ая  почта; in fo @ b io lin k lab .ru

В еб -сай т: b io lin k lab .ru

Real-time-PCR-BRCAl-4153delA/BRCA2-6174delT Инструкция по применению

12 Маркировка
М ар к и р о в к а  п о тр еб и тел ь ск о й  у п ак о вки  со д ер ж и т  сл ед у ю щ и е гр аф и ч еск и е  

сим волы .

г  л С о д ер ж и м о го  д о стато ч н о  

д л я  п р о вед ен и я  у к азан н о го  

к о л и ч еств а  р еак ц и й

г л Н о м ер  по  к атал о гу

R E F
L J

X.
Т ем п ер ату р н ы й  д и ап азо н  

(у сло ви я  х р ан ен и я  и 

тр ан сп о р ти р о ван и я)

Г л Н о м ер  сери и

LOT
L. J

1 Н е д о п у ск ать  во зд ей стви я  

со л н еч н о го  света

Г  Л

|Л Л л Г |

L J

Д а та  и зго то вл ен и я  (м есяц , 

год)

г а
L -1

О б р ати тесь  к  и н стр у кц и и  по  

п р и м ен ен и ю ' S 'L J

И сп о л ьзо вать  до  (м есяц , 

год)

Г Л М ед и ц и н ск о е  и зд ел и е  для 

д и агн о сти к и  in vitro у
J

И зго то ви тел ь

IVD
L J
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