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Описание и назначение

I»

Набор реагентов «Соло-тест АВС» предназначен для выявления наследственных и соматических 
мутаций в ДНК, ассоциированных с риском развития рака молочной железы и раком яичников, 
методом высокопроизводительного секвенирования на приборе MiSeq.

Набор предназначен для выявления следующих мутаций в гене BRCA 1:4153delА, 185delAG, 3819del5, 
2080delA, 5382insC, 3875del4, T300G и в гене BRCA2: 6174deH и 3036del4. При этом таргетная панель 
полностью покрывает гены BRCA1, BRCA2, АТМ и "горячие точки" гена СНЕК2.

В состав набора входят положительный и отрицательный контрольный образцы. Их использование 
рекомендовано в каждом отдельном запуске, так как обеспечивает контроль правильности 
срабатывания теста (НКО) и отсутствия контаминации (ОКО).

Допустимо одновременное секвенирование библиотек, полученных набором Соло-тест, и других 
библиотек при условии совместимости используемых индексов и корректном смешивании библиотек, 
чтобы на каждую библиотеку Соло-тест приходилось не менее 200-400 тыс. прочтений.

Состав набора

Набор «Соло-тест АВС 48» рассчитан на проведение анализа 48 образцов (включая контроли). 
Варианты исполнения «Соло-тест АВС 48-а» и «Соло-тест АВС 48-6» отличаются только набором 
олигонуклеотидных индексов. В одном запуске секвенирования на MiSeq при сочетании наборов с 
разными индексами («48а» и «486») может быть объединено до 96 уникальных образцов (включая 
контроли). Для ана.,1 иза наследственных мутаций рекомендовано секвенировать одновременно до 96 
образцов, а для анализа соматических мутаций — не более 48 образцов в одном запуске 
секвенирования, что эквивалентно покрытию не менее 150х и ЗООх соответственно.

11оложительный контрольный образец (НКО) и Отрицательный контрольный образец (ОКО) 
рекомендуется включать в каждую постановку в дополнение к анализируемым образцам. При этом 
объем этих компонентов в наборе позволяет подготовить по 4 библиотеки каждого контрольного 
образца.
Набор включает два комплекта: Комплект для целевого обогащения ДНК (его необходимо хранить в 
пре-НЦР зоне) и Комплект для приготовления библиотек (его необходимо хранить в пост-ПЦР зоне). 
Состав набора представлен в таблице 1.

Таблица 1

Наименование
компонента

Цвет вкладыша на крышке Объем Хранение

Комплект для целевого обогащения ДНК

ПЦР-смесь 1 Красный 192 мкл От -20 до - 22°С

Раствор праймеров 1 Желтый 240 мкл От -20 до - 22°С

Раствор праймеров 2 Желтый 240 мкл От -20 до - 22°С

НКО Белый 24 мкл От -20 до - 22°С

ОКО Черный 24 мкл От -20 до - 22°С



Комплект для приготовления библиотек ДНК

Реагент В Белая круглая этикетка с 
символом В

4500 мкл От -20 до - 22‘̂С

Реагент Е Белая круглая этикетка с 
символом Е

4500 мкл От -20 до - 22°С

ТЕ буфер Белая круглая этикетка с 
символом ТЕ

2 пробирки X 4500 мкл От -20 до - 22°С

ПЦР-смесь 2 Черный 2 пробирки X 1152 мкл От -20 до - 22°С

Активатор Зеленый 96 мкл От -20 до - 22°С

Раствор Л Желтый 192 мкл От -20 до - 22°С

ДНК-лигаза Синий 96 мкл От -20 до - 22°С

ЛС адаптеры Прозрачный 96 мкл От -20 до - 22°С

Олигонуклеотидные 
индексы Си

Зеленый, круглая этикетка 
с номером индекса

6 пробирок X 16 мкл От -20 до - 22°С

Ол игонуклеотидные 
Индексы Ли

Фиолетовый, круглая 
этикетка с номером 
индекса

8 пробирок X 12 мкл От -20 до - 22°С

Магнитные частицы Нет вкладыща 3840 мкл От +2 до +8°С

Принцип действия набора

Набор предназначен для приготовления ДНК-библиотек. В основе работы набора лежит амплификация 
целевых участков ДНК методом мультиплексной НЦР.

Процесс состоит из 3 этапов приготовления библиотеки и секвенирования с использованием прибора 
lllumina MiSeq.

Первый этап: ДНК, выделенная из биоматериала пациента, используется для наработки целевых 
фрагментов при помощи мультиплексной НЦР (Первичная амплификация).

Второй  этап: Удаление праймеров с концевых участков продуктов НЦР и лигирование к ним 
олигонуклеотидных адаптеров, необходимых для последующего секвенирования библиотеки. Очистка 
библиотек на магнитных частицах.

Третий этап: Вторичная амплификация и очистка библиотек. На данном этапе проводится 
индексирование библиотек. Для каждого образца ДНК используется собственная уникальная 
комбинация олигинуклеотидных индексов, которая позволяет соотнести каждую полученную 
нуклеотидную последовательность исходному образцу ДНК после секвенирования.

Четвертый этап: Секвенирование. На данном этапе происходит секвенирование полученных 
библиотек на приборе lllumina MiSeq. Анализ полученных данных осуществляется с помощью 
встроенного пайплайна Local Run Manager (версия 2.0.0 от 08.01.2018).
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Принцип работы набора проиллюстрирован на рисунке:



ДНК

Первый этап Первичная амплификация с 
двумя пулами праймеров

Обработка активатором 
(удаление праймеров, 
подготовка к лигированию)

Второй этап '  ДС адаптеры Лигирование ЛС адаптеров

V .

Третий этап

Очистка продуктов лигирования

Вторичная амплификация с 
Олигонуклеотидными индексами

Очистка продуктов амплификации, 
пулирование библиотек

Четвертый этап Секвенирование готовой библиотеки на MiSeq

Набор включает следующие ко.мплекты:

• Комплект для целевого обогащения ДНК

Комплект для целевого обогащения ДНК необходим для обогащения фрагментами ДНК, содержащими 
исследуемые мутации. Для осуществления первого этапа - постановки первичной амплификации 
(мультиплексной ПЦР) - используется смесь реагентов для амплификации («НЦР-смесь 1») и набор 
праймеров, состоящий из двух отдельных пулов (в пробирках «Раствор праймеров 1» и «Раствор 
праймеров 2»), Реакция амплификации выполняется отдельно для каждого пула праймеров. Остальные 
компоненты для проведения НЦР-реакции входят в состав «НЦР-смеси 1». Кроме того, в Комплект 
входят положительный и отрицательный контрольные образцы (пробирки «ПКО» и «ОКО»), 
охарактеризованные по искомым мутациям. Отрицательный контрольный образец не содержит 
искомых мутаций и позволяет контролировать отсутствие ложноположительных результатов. 
Положительный контрольный образец содержит одну мутацию (5382insC в гене BRCA1) и позволяет 
контролировать правильность проведения подготовки библиотек и их секвенирования. Описание 
компонентов Комплекта для целевого обогащения ДНК приводится в таблице 2.

Таблица 2

Название Описание
Раствор 
праймеров 1

Необходим для наработки целевых фрагментов ДНК, содержащих 
исследуемые мутации, в ходе первичной амплификации 
(мультиплексной ПЦР)

Раствор 
праймеров 2

Необходим для наработки целевых фрагментов ДНК, содержащих 
исследуемые мутации, в ходе первичной амплификации 
(мультиплексной ПЦР)



НЦР-смесь 1 Буферный раствор, содержащий ДНК-полимеразу и другие 
компоненты, необходимые для проведения первичной амплификации 
ДНК (мультиплексной ПЦР)

НКО Водный раствор ДНК человека, содержащей мутацию 5382insC в гене 
BRCA1. Он позволяет контролировать правильность проведения 
подготовки библиотек и их секвенировапия

ОКО Водный раствор ДНК человека, не содержащей мутаций 4153delA, 
185delAG, 3819del5, 2080delA, 5382insC, 3875del4, T300G, в гене 
BRCA2. 6174delT и 3036del4. Он позволяет контролировать отсутствие 
ложно п ол ож ител ь н ы х резул ьтат о в

Комплект для приготовления библиотек

Комплект для приготовления библиотек необходим для приготовления библиотек из продуктов ПЦР, 
полученных с помощью Комплекта для целевого обогащения ДНК.

По ^авершеиии I ИДР-реакции продукты амплификации, полученные с использованием двух пулов 
праймеров для одного исходного образца ДНК, объединяются. На следующем этапе происходит 
удаление праймеров с концов полученных продуктов ПЦР и подготовка к лигированию с помощью 
«Активатора». Далее проводится лигирование универсальных адаптеров (пробирка «ЛС адаптеры») к 
продуктам амплификации с помощью «раствора Л» и «ДНК-лигазы». После этого проводится очистка 
полученных фрагментов ДНК с помощью «Магнитных частиц» и с использованием «Реагента Е». На 
следующем этапе проводится вторичная амплификация для введения олигонуклеотидных индексов, 
комбинация которых уникальна для каждою исходною образца ДНК (пробирки «Олигонуклеотидные 
индексы», «НЦР-смесь 2»). Введение таких индексов позволяет проводить одновременное 
секвенирование множества образцов за один запуск прибора. Далее проводится очистка полученного 
продукта ПЦР с использованием «Магнитных частиц», «Реагента В» и «ТЕ буфера». После очистки 
необходимо измерить концентрацию получившихся библиотек, довести их концентрацию до 4000 
пмоль/л, и смешать в равных объемах. Описание компонентов Комплекта для приготовления 
библиотек приводится в таблице 2.

Таблица 3
Описание компонен гов Комплекта для приготовления библиотек
Название
Активатор Обеспечивает удаление праймеров с концов продуктов первичной 

амплификации и подготовку концевых участков фрагментов к 
последующему лигированию.

Раствор Л Обеспечивает работу ДНК-лигазы (содержит необходимые для ее работы 
компоненты), необходим для лигирования ЛС адаптеров

ДНК-лигаза Лигирует («пришивает») ЛС адаптеры к наработанным в результате 
первичной амплификации фрагментам ДНК

ЛС адаптеры Короткие двуцепочечные олигонуклеотиды, необходимые для 
проведения вторичной амплификации (являются местом отжига для 
Олигонуклеотидных индексов), а также для проведения секвенирования

Магнитные частицы Необходимы для очистки целевых фрагментов ДНК (от ЛС адаптеров, 
Олигонуклеотидных индексов)

Peai ент В Необходим для очистки целевых фрагментов ДНК от свободных 
Олигонуклеотижных индексов

Реагент Е Необходим для очистки целевых фрагментов ДНК от нелигированных ЛС 
адаптеров

ГЕ буфер Необходим для элюции фрагментов ДНК после очистки на Магнитных 
частицах от свободных Олигонуклеотидных индексов

»



ПЦР-смесь 2 Буферный раствор, содержащий ДНК-полимеразу и другие компоненты, 
необходимые для проведения вторичной амплификации ДНК

Олигонуклеотидны 
е индексы Си

Необходимы для создания уникальной маркировки фрагменюв идного 
образца и позволяют атрибуцировать каждую полученную нуююотидную 
последовательность исходному образцу ДНК после секвенирования--------

Ол и гону кл еотидн ы 
е индексы Ли

Необходимы для создания уникальной маркировки фра1 ментов одного 
образца и позволяют атрибуцировать каждую полученную нуклеотидную 
последовательность исходному образцу ДНК после секвенирован>;^--------

Технические и диагностические характеристики набора

Параметры секвенирования: MiSeq Reagent kit v2 300 cycles, до 48 образцов для соматических 
мутаций (покрытие >300х), до 96 образцов для наследственных мутаций (покрытие > 50х).

• Чувствительность >95%
• Специфичность >99%
.  Равномерность покрытия (% целевых фрагментов, покрытых >20% от среднего покрытия); 

>80%
• Картирование на целевые участки ДНК: >95%.

Срок годности набора 11 месяцев.
Набор реагентов с истекшим сроком годности применению не подлежит.



Рекомендованное оборудование, реагенты и материалы, не включенные в набор

Н а и м е н о в а н и е П р и м е р  м о д е л и  и  п р о и з в о д и т е л я
П Ц Р - б о к с

Б А В - П Ц Р - “ Л а м и н а р - С ” ; ( 6 2 0 . 1 0 0 )  ( З А О  “ Л а м и н а р н ы е  с и с т е м ы ” 
Р о с с и я )

1 е р м о ц и к л е р
С Ш а м п л и ф и к а ц и и  н у к л е и н о в ы х  к и с л о т  С 1 0 0 0  ( B i o - R a d ,

М а г н и т н ы й  ш т а т и в
М а г н и т н ы й  щ т а т и в  9 6 - л у н о ч н ы й  D y n a M a g T W -9 6  S i d e  ( T h e r m o  F i s h e r  
S c i e n t i f i c  In c . ,  С Ш А )

В о р т е к с
В о р т е к с п е р с о н а л ь н ы й У - !  p l u s  ( B i o S a n ,  Л а т в и я )

С п е к т р о ф о г о м е т р  
N a n o D r o p

N a n o D r o p  2 0 0 0 c  ( T h e r m o  S c i e n t i f i c ,  С Ш А )

Д о з а т о р ы  п е р е м е н н о г о  
о б ъ е м а  с о  с м е н н ы м и  

н а к о н е ч н и к а м и

Д о з а т о р ы  п е р е м е н н о г о  о б ъ е м а  с о  с м е н н ы м и  н а к о н е ч н и к а м и  с 

д и а п а з о н а м и  и з м е р е н и я  о т  0 ,5  д о  10 м к л ,  о т  2 д о  2 0  м к л ,  о т  10 д о  100 
м к л ,  о т  2 0  д о  2 0 0  м к л  и о т  100  д о  1 0 0 0  м к л  ( E p p e n d o r f ,  Г е р м а н и я )

С а л ф е т к и  б е з в о р с о в ы е С а л ф е т к и  б е з в о р с о в ы е  K i m w i p e s  ( K i m T e c h  S c i e n c e )
Ц е н т р и ф у г а  л а б о р а т о р н а я Ц е н т р и ф у г а  л а б о р а т о р н а я  « E p p e n d o r f »  C e n t r i f u g e  5 4 3 0 ,  с 

п р и н а д л е ж н о с т я м и  ( T h e r m o  F i s h e r  S c i e n t i f i c ,  Г е р м а н и я )
1 1 р о б и р к и  1,5 м л  и л и  2  м л

П р о б и р к и  1,5 м л ,  т и п а  Э п п е н д о р ф ,  D N A  L o B i n d ,  P C R  c l e a n ,  б е с ц в е т н ы е  
( E p p e n d o r f ,  Г е р м а н и я )

С т р и п о в а н ы е

м и к р о п р о б и р к и
M i c r o A m p ®  8 - T u b e  S t r i p ,  0 .2  m l  # N 8 0 1 0 5 8 0

Н а к о н е ч н и к и  д л я  

д о з а т о р о в  с ф и л ь т р о м
Р а з н ы е  м о д е л и  и п р о и з в о д и т е л и

Ш т а т и в ы  д л я  п р о б и р о к Р а з н ы е  м о д е л и  и п р о и з в о д и т е л и
Ш т а т и в  д л я  С т р и п о в  и 
п л а н ш е т о в

1 а з н ы е  м о д е л и  и п р о и з в о д и т е л и

Ш т а т и в ы  д л я  п р о б и р о к  

р а з н о г о  о б ъ е м а  ( 5 0  м л ,  15 
м л ,  1,5 -  2 , 0  м л ,  0 ,5  м л )

Р а з н ы е  м о д е л и  и п р о и з в о д и т е л и

П р о б и р к и  т и п а  F a l c o n  5 0  
м л

Р а з н ы е  м о д е л и  и п р о и з в о д и т е л и

С п и р т  э т и л о в ы й  

л а б о р а т о р н ы й ,  9 6 %
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Для экстракции ДНК из исследуемых образцов дополнительно понадобятся:

oifT образцами цельной крови, свежего операционного и биопсийного материазга -
н бор «АмнлпПраим ДИК-еорб-В» или «Набор реагентов для выделения нуклеиновых кнГот 
ИЗ биологического материала НК-сорбент для диагностики in vitro»

2. При работе с образцами парафиновых блоков (FFPE) -  набор «Д[1К-Ткань-Ф»

Для ссквенирования библиотек дополнительно понадобятся:

I. Еенетический секвенатор MiSeq («Iliumina Inc.», США)

3. l^afiSp^ro М NaOH Соло-тест АВС 48-6)
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Анализируемые образцы и и робой од готовка

Для работы с набором необходимо использовать образцы ДНК, выделенные из цельной крови, а также 
из свежесобранного операционного или биопсийного материала пациента, либо фиксированного в 
формалине и заключенного в парафин (FFPE-блоки).

Для цельной крови необходимо соблюдать следующие требования: взятие крови проводится в 
пластиковые пробирки объёмом 2,5 мл с добавленной в качестве антикоагулянта динатриевой соли 
этилендиаминтетраацетата (ЭДТА) в конечной концентрации 2 мг/мл. Для перемешивания 
содержимого пробирку переворачивают 2-3 раза. В качестве антикоагулянта допускается также 
использование цитрата натрия.
lie допускается использование гепарина в качестве антикоагулянта.

Для свежего биопсийного и операционного материала следует соблюдать следующие требования: 
время до анализа не должно превышать двух часов с момента взятия материала.
Для длительного хранения следует применять формалиновую фиксацию материала с последующим 
заключением образцов в формалин (FFPE-блоки).

Для парафиновых блоков (FFPE) необходимо соблюдать следующие требования: предварительно 
провести их морфологический анализ. Образцы считаются пригодными для анализа если ткань 
опухоли занимает не менее 80% площади препарата. В случае невыполнения данного условия 
рекомендуется подготовить гистологический препарат биоматериала и по результатам 
гистологического исследования провести разметку препарата с обратной стороны предметного стекла, 
отметив границы зоны опухоли. В дальнейшем, для выделения ДНК необходимо использовать 
отмеченную область препарата, содержащую опухолевую ткань. Дзя проведения исследования 
рекомендуется использовать фрагмент парафинового блока, соответствующий следующим 
параметрам: толщина каждого среза от 5 до 6 мкм; суммарная площадь фрагментов фиксированной 
ткани и комплексов клеток человека от 2 см~. Хранить и транспортировать материал в парафиновых 
блоках (FFPE) необходимо при температуре от +5 до +40 °С с соблюдением мер, предотвращающих 
контаминацию образцов чужеродной ДНК.

Экстракция ДНК из исследуемых образцов

Выделение ДНК из образцов цельной крови, свежего операционного и биопсийного материала 
осуществляется с помощью набора «АмплиПрайм ДНК-сорб-В» (РУ №ФСР 2012/14019 от 06.09.2013), 
«Набор реагентов для выделения нуклеиновых кислот из биологического материшза НК-сорбент для 
диагностики in vitro по ТУ 21.20.23-232-17253567-2018» (РУ №РЗН 2019/9331 от 02.12.2019), из 
парафиновых блоков (FFPE)- с  помощью набора «ДНК-Ткань-Ф» (№ РЗН 2018/7772 от 30.10.2018).

Набор рекомендован для работы с образцами ДНК с концентрацией не меиее 5 нг/мкл.
Минимальная валидированная концентрация ДНК -  2 нг/мкл.

Дополнительно рекомендуется для оценки степени чистоты выделенного образца ДНК 
из парафиновых блоков использовать значение соотношения поглощения света 
образцом ДНК на длинах волн 260 нм и 280 нм (А260/280). Рекомендуемое значение 
соотношения -  не менее 1.6-1.8.

Анализируемый материал не подлежит использованию при нарушении условий хранения и 
транспортировки. Анализируемая ДНК должна храниться и транспортироваться при температуре от 2 
С до 8 Си использоваться для анализа в течение 24 часов. Для хранения более 24 часов раствор ДНК 

рекомендуется хранить при температуре -20°С.



Общие правила и реко1чендации для работы с набором

Все манипуляции рекомендуется проводить на льду или в охлажденных штативах.
11ротокол описан для работы с индивидуальными пробирками, но позволяет работать как с 
образцами в формате 96-луночной планшеты, так и в формате 8-луночны х стрипов.
При работе с набором используйте пластик, рекомендованный производителем вашего ПЦР 
амплификатора. Не допуекайте испарения реакций.
На протяжении всего протокола необходимо использовать наконечники для дозаторов с 
фильтром, которые необходимо менять для каждого образца и каждого компонента.
Делайте общие НЦР смеси для создания максимально одинаковых условий ПЦР для разных 
образцов. При расчете финальных объемов общ их смесей, закладывайте запас в 10% на ош ибки 
работы дозаторов.

Вязкие ж идкости  отбирайте медленно. Тщательно перемешивайте растворы, компонентами 
которы х являются данные реактивы. ПЦР-смесь 1, ПЦР-смесь 2, Активатор и Д П К -л игазу  
можно перемешивать только кратковременным вортексированием или пипетированием. 
Избегайте кросс-контаминации при работе е О лигонуклеотидны ми индексами: чаще меняйте 
перчатки и открывайте пробирки с индексами по очереди.
Если в пробирке с Раствором Л и с  ПЦР-смесью 2 виден осадок, растворите его 
вортексированием или пипетированием, чтобы осадок полностью растворился.
За 30 м инут до начала работы с Реагентом В и Реагентом Е поместите их на комнатную  
температуру, тщательно перемешайте реактивы после разморозки.
Реагент В при -20°С может оставаться в жидком  состоянии, либо может быть частично 
заморожен. В любом случае после достижения Реагентом В комнатной температуры 
необходимо тщательно переметать Реагент В. Отбирайте этот реагент дозатором медленно и 
осторожно.

За 30 м инут до начала работы с М агнизны м и частицами поместите их на ком натную  
температуру и тщательно вортексируйте, чтобы перемещать частицы. Отбирайте этот реагент 
дозатором медленно и осторожно.

Для приготовления 70% этилового спирта смещайте 96% этиловый спирт с водой в расчете 270 
мкл спирта на 100 мкл воды на один образец. Используйте только свежеприготовленный 70% 
спирт!
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При получении набора:

1. Снять внеш ню ю  упаковку  (пленку)
2. Ком плект для целевого обогащения Д Н К  перенести и хранить в пре-ПЦР зоне в морозильной 

камере при температуре от -20 до - 22°С
3. Комплект для приготовления библиотек перенести и хранить в пост-ПЦ Р зоне
4. «М агнитны е частицы» убрать в холодильную  камеру, хранить при температуре +2 +8°С
5. Комплект для приготовления библиотек (без «М агнитны х частиц») хранить в морозильной 

камере при температуре от -20 до - 22°С.

Для наборов «Соло-тест 48С-а» и «Соло-тест 48С-6»:
6. Ком плект для подготовки образца к секвенированию хранить в морозильной камере при 

температуре от -20 до - 22°С
7. Ком плект для секвенирования хранить в холодильной камере при температуре +2 +8°С
8 .

ПРОТОКОЛ ПРОВЕДЕНИЯ АНАЛИЗА

I. Проведение целевого обогащения ДНК

ВНИМАНИЕ! Работа проводится в Пре-ИЦР зоне

Потребуется:
•  ПЦР-смесь 1
•  Раствор праймеров №1
•  Раствор праймеров №2
•  О К О
•  П К О

•  Анализируемые образцы Д Н К  (5 нг/м кл )

В каж дую  постановку в дополнение к образцам рекомендуется ставить О К О  и П КО .

1. П риготовить 2 раствора для амплификации (по одному для каждого раствора праймеров) на 
необходимое количество реакций согласно таблице:

Компонент Объем на 1 реакцию

ПЦР-смесь 1 2 мкл

Раствор праймеров (№1 или № 2) 5 мкл

Всего 7 мкл

2. Смешать в отдельных пробирках по 3 мкл образца с 7 мкл каждого раствора для амплификации. 
Общ ий объем каждой реакционной смеси составит 10 мкл. Пробирки должны быть совместимы с 
используемым термоциклером.

ВНИМАНИЕ! Сначала раскапать по индивидуальным пробиркам готовые растворы для 
амплификации, затем отдельными наконечниками - исследуемые образцы, П К О  и О КО .
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3. Пробирки с образцами и комтролями плотно закрыть, перемешать смесь на вортексе и осадить 
капли с кры ш ки пробирки кратковременным центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1-3 сек. 
Поместить в термоциклер.
4. Запрограммировать те )моциклер и запустить программу амплификации:

Количество циклов Ш аг Т°С Время

1 цикл Активация ферментов 95 °С 15 мин

17 циклов Денатурация 99 °С 15 сек

О тж и г и элош ация 60 °С 4 мин

1 цикл Хранение 4°С 00

ВАЖНО! ПЦР продукт может храниться 1 ночь при 4-10°С, при более долгом хранении ПЦР продукт 
должен храниться при -20 °С .

11. Приготовление библиотек ДНК

ВНИМАНИЕ! Далее работа проводится в Пост-1 Щ Р зоне

/. У д а лен и е  п р а й м е р о в  из П Ц Р  п р о д ук т о в
Потребуется:

•  ПЦР [ф одукт
•  Активатор

1. Для каждого образца объединить продукты  ПЦР из обеих пробирок (с Праймерами №1 и №2). 
Полученный объем для каждого  образца будет составлять 20 мкл.
2. Добавить индивидуальным наконечником но 2 мкл Активатора в каж дую  пробирку с 
объединенными продуктами ПЦР. Гщательпо перемешать пипетированием, не допуская образования 
пузырей. Пробирки плотно закрыть, осадить капли с кры ш ек пробирок кратковременным 
центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1-3 сек. Установить пробирки в термоциклер.
3. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Температура, °С Время Кол-во циклов
50 10 мин

1
55 10 мин

60 20 мин

10 Хранение не более 1 часа

ВАЖНО! При необходимости, пробирки можно хранить при температуре не выше -20°С.

2. Л и ги р о ва н и е  а д а п т е р о в  к  а м п ли к о н а м
Потребуется:

•  ПЦР продукт, обработанный Активатором
•  Раствор Л
•  J1C адаптеры
•  Д П К-лигаза

4. 1одготовить л  с  адаптеры и Раствор Л  согласно расчету:

Компонент Объем на 1 реакцию

ЛС  адаптеры 2 мкл

12



Раствор Л 4 мкл

Всего 6 мкл

5. Тщательно перемешать смесь на вортексе после приготовления.
6. Добавить по 6 мкл полученной смеси в пробирки к образцам после обработки Активатором. 
Тщательно перемешать пипетированием. Пробирки плотно закрыть, осадить капли с кры ш ки  пробирки 
кратковременным центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1—3 сек.
7. Добавить индивидуальным наконечником по 2 мкл Д Н К-лигазы  в каж дую  пробирку, 
перемешать пипетированием. О бший объем смеси составит 30 мкл. 11робирки плотно закрыть, осадить 
капли с кры ш ки пробирки кратковременным центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1-3 сек. 
Установить пробирки в термоциклер.
8. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Температура Время
22°С 30 минут

72°С 10 минут

1 0 Х (хранение до 1 часа)

ВАЖНО! При необходимости, пробирки можно хранить при температуре не выше -20°С. 
ВНИМАНИЕ! Если планируете перейти к Первому этапу очистки  библиотек, поместите магнитные 
частицы на ком натную  температуру и тщательно нровортексируйте, чтобы перемещать частицы.

3. П е р вы й  эт а п  о ч и ст к и  б и б ли о т е к
11отребуется:

•  Полученная библиотека
•  М агнитны е частицы
•  Деионизированная вода

ВА^СНО! За 30 м инут до начала работы с М агнитны м и частицами поместите их па ком натную  
температуру и тщательно вортексируйте, чтобы перемешать частицы.

ВНИМАНИЕ! Поместите Реагент Е на ком натную  температуру, он понадобится на В т о р о м  эт а п е  
о ч и с т к и  б и б ли о т е к  п. 17.

9. Смешать суспензию  М агнитны х частиц с деионизованной водой согласно таблице:

Компонент Объем на 1 реакцию

М агнитны е частицы 22 мкл

Деионизированная вода 20 мкл
Всего 42 мкл

10. Внести 42 мкл приготовленной суспензии в каж дую  пробирку с библиотекой, перемешать 
пипетированием, инкубировать 5 м инут при комнатной температуре.
11. Поместить пробирку, в которой находится реакционная смесь, на магнитны й штатив и 
инкубировать на нем в течение 5 м инут при комнатной температуре, либо пока смесь в пробирках не 
станет прозрачной.

12. Перенести супернатант в новую  чистую  пробирку, не задевая осадок частиц.

ВАЖНО! Супернатант содержит библиотеку.
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Потребуется:
•  11олученная библиотека
•  М агнитны е частицы
•  Реагент Е
•  Свежеприготовленный 70% этанол

4. Второй этап очистки библиотек

ВНИМАНИЕ! Поместите ПЦР-смесь 2 на ком натную  температуру, она понадобится на этапе 
П р е  а м п л и ф и к а ц и и  б и б ли о т е к  п.23.

13. Внести 58 мкл М агнитны х частиц (неразведенных!) в каж дую  пробирку с супернататом, 
содержащ ую библиотеку, тщательно перемещать пипетированием.

И нкубировать 5 м инут при комнатной температуре.14
15. Поместить пробирку, в которой находится реакционная смесь, на магнитный щтатив и 
инкубировать на нем в течение 5 м инут при комнатной температуре, либо пока смесь в пробирках не 
станет прозрачной.
16. О сторожно отобрать и удалить супернатант, не задевая магнитны х частиц. Выждать 10 секунд, 
отобрать и удалить остатки сунернатанта пинеткой на 10 мкл. В случае, если частицы были задеты и 
попали в наконечник дозатора, вернуть объем в пробирку и повторить и. 15-16.

ВАЖНО! Библиотека содержится на магнитны х частицах!

17. Снять пробирки с м агнитно1’0 щтатива. Добавить 90 мкл Реагента Е в каждую  пробирку, 
перемещать пипетированием. Пробирки плотно закрыть, осадить капли с кры ш ки пробирки 
кратковременным центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1-3 сек.
18. Поместить пробирку, в которой находится реакционная смесь, на магнитный штатив и 
инкубировать на нем в течение 5 минут при комнатной температуре, либо пока смесь в пробирках не 
станет прозрачной. О сторожно отобрать и удалить супернатант, не задевая м агнитны х частиц. В случае 
если частицы были задеты и попали в наконечник дозатора, вернуть объем в пробирку и повторить 
этот шаг.
19. Добавить к М а 1Т1итным частицам по 150 мкл свежеприготовленного 70% этанола в каждую  
пробирку и подождать 30 секунд, не снимая пробирку с м агнитного  штатива.
20. О сторожно отобрать и удалить супернатант, не задевая магнитны х частиц в пробирке. Выждать 
10 секунд, отобрать и удалить остатки супернатанта пинеткой на 10 мкл. В случае, если частицы были 
задеты и попали в нако}1ечник дозатора, вернуть объем в пробирку и вернуться к п. 18.
21. Повторить шаги 19-20 для повторной промывки магнитны х частиц.
22. Убедиться в том, что капли спирта полностью удалены из пробирок. При необходимости 
осадить капли кратковременным центрифугированием, поместить на магнитный штатив, 
инкубировать 30 секунд при комнатной температуре и удалить излиш ки спирта пипеткой на 10 мкл, не 
задевая м агнитны х частиц. Просуш ить магнитные частицы на воздухе в течение 5 минут, не вынимая 
из м агнитного  штатива.

ВАЖНО! Не пересушить магнитные частицы. Если частицы пересушены, на них заметны 
потрескивания.

После окончания суш ки сразу же приступить к следующему этапу.

5. П р е а м п ли ф и к а ц и я  б и б ли о т е к и

Потребуется:
•  11олученная библиотека на м агнитны х частицах
•  ПЦР-смесь 2
•  О лигонуклеотидны е индексы Си
•  О лигонуклеотидны е индексы Ли
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ВНИМАНИЕ! Поместите Реагент В и ТЕ на ком натную  температуру, он понадобится на этане 
О ч и ст к и  п р еа м п .ш ф и ц и р о ва и и о й  б и б ли о т е к и  п.28.

23. Добавить в каж дую  пробирку по 48 мкл ПЦР-смеси 2.
24. Добавить по 2 мкл одного О лигонуклеотидпого индекса Си и одного О лигонуклеотидного 
индекса Ли. В одном запуске секвенирования каждому образцу должна соответствовать уникальная 
(неповторяющаяся) комбинация О лигонуклеотидны х индексов - это необходимо для идентификации 
образцов в результатах секвенирования. Индексы из наборов 48-а и 48-6 можно комбинировать между 
собой.

25. Зафиксировать комбинации номеров индексов, соответствующ ие каждому образцу в таблице 
(см. Приложение или http;//oncoatlas.ru/abc).
26. Перемещать содержимое на вортексе, чтобы ресуспендировать магнитные частицы и осадить 
на центрифуге для сбора капель. Установить пробирки в термоциклер.
27. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Стадия Температура Время

1 цикл 98°С 2 минуты

6 циклов 98°С 15 секунд

64°С 1 минута

Хранение 10°С ~1 час или более

ВАЖНО! Не допускается замораживание смеси библиотек с м агнитны ми частицами при -20°С. 
После окончания ПЦР амплификации приступись к следующему этапу.

6. О ч и ст к а  п р еа м п ли ф и ц и р о в а п и о й  б и б л и о т е к и

Потребуется:

•  Полученная библиотека на м агнитны х частицах
•  Реагент В

•  Свежеприготовленный 70% этанол
•  ТЕ буфер

28. Тщательно перемещать на вортексе Реагент В перед использованием (Реагент В при
20°С может оставаться в ж идком  состоянии, либо может быть частично заморожен, однако, даже в 
этом случае необходимо довести Реагент В до комнатной температуры и тщательно перемешать). 
Добавить 85 мкл Реагента В в каж дую  библиотеку и тщательно перемешать на вортексе. Коротко  
осадить центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1—3 сек., чтобы сбросить капли.
29. Инкубировать смесь в течение 5 м инут при комнатной температуре.
30. Поместить пробирку на магнитный штатив и инкубировать на нем в течение 5 м инут при 
комнатной температуре, либо пока смесь в пробирках не станет прозрачной. О сторожно отобрать и 
удалить супернатант, не задевая частицы. В случае если частицы были задеты и попали в наконечник 
дозатора, вернуть объем в пробирку и повторить этот шаг.
31. Добавить к М агнитны м  частицам 150 мкл свежеприготовленного 70% этанола и подождать 30 
секунд, не снимая пробирку с магнитного штатива. О сторожно отобрать и удалить супернатант, не 
задевая магнитны х частиц.
32. Повторить шаг 31 для повторной промывки м агнитны х частиц.
33. Убедиться в том, что капли спирта полностью  удалены из пробирок. При необходимости 
осадить кратковременным центрифугированием, поместить на магнитны й штатив, инкубировать 30 
секунд и удалить излиш ки спирта, не задевая магнитны х частиц. В случае если частицы были задеты 
и попали в наконечник дозатора, вернуть объем в пробирку, повторить инкубацию  и отобрать спирт

15



заново. Просуш ить магнитные частицы на воздухе в течение 5 минут, не вынимая пробирку из 
м агнитного  [птатива.

ВАЖНО! Не пересушить магнитные частицы. Если частицы пересушены, на них заметны 
потрескивания.

34. Удалить пробирку с м агнитного штатива и добавить в каж дую  пробирку 35 мкл ТЕ буфера.
35. Тщательно перемешать содержимое на вортексе для ресуспендирования магнитны х частиц и 
осадить на центрифуге для сбора капель.
36. Поместить пробирку на м агнитны й штатив и инкубировать на нем в течение 3 минут при 
комнатной температуре, либо пока смесь в ячейках не станет прозрачной. Перенести супернатант с 
ю товы м и Д Н К  библиотеками в новую  пробирку, не задевая магнитны х частиц. В случае если частицы 
были задеты и попали в наконечник дозатора, вернуть объем в пробирку и повторить этот шаг.

7. И зм ер ен и е  к о н ц е н т р а ц и и  б и б ли о т е к  и р а с ч е т  ф а к т о р а  р а зв е д е н и я

Дополнительная нормализация может не проводиться при условии использования одинаковой 
концентрации Д Н К  образцов при приготовлении библиотек. Однако, рекомендуется перед 
разведением измерить концентрацию  полученных библиотек на флюориметре Q ubit 3.0 с 
использованием набора Q ubit®dsDNA 11S Assay K it.

37. Развести библиотеки деионизированной водой, свободной от нуклеаз, до концентрации 
4 нмоль/л (эквивалентно 0,680 ш /м кл ) используя 15 мкл исходной библиотеки. Рекомендуется 
использовать пробирки D N A  LoB ind.
38. Если [юлученная концентрация библиотеки данного образца ниже требуемой (4 нмоль/л), 
образец признается непригодным для секвенирования.
39. Смешать в равных объемах библиотеки, планируемые к секвенированию. В одном анализе 
(запуске секвенирования) может быть исследовано от 3 до 48 Д Н К  библиотек, включая контрольные 
образцы.

ВАЖНО! Н еразведенны е  б и б л и о те ки  хр а н и ть  в морозильной камере при температуре от -20 до - 
22°С.

Полученные библиотеки готовы к секвенированию на MiSeq.
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III. Настройка пара1иетров запуска

1. З а п уск  секвенатора  и анализ п о л у ч е н н ы х  на  секвенаторе  д а н н ы х  осущ ествляется  с 
п о м о щ ь ю  в с тр о е н н о го  па й п л ай н а  L oca l R un  M an ag e r (версия  2 .0 . и вы ш е) 
сп е ц и а л и зи р о в а н н о го  п р о гр а м м н о го  обесп ечения , в с тр о е н н о го  в се квенатор  M iS eq .
2. С ка ча й те  файл te m p la te _ A B C  (h ttp s ://o n co a tla s .ru /a b c ) и по м е сти те  е го  в п а п ку  L o c a l R un 
M an ager/tem p la tes . З а п усти те  п р о гр а м м у  Local Run Manager. Зайдите  в раздел M e n u , п у н к т  
T O O L S  и вы берите  раздел L ib ra ry  Prep K i t  (рис . 1).

Loca fur Manager X
a |c= .i(s )i 23 p

^  G  ©  localhost ■ Cz :

MENU

1
: ■ 'N H- lA.Ki

■ A.:ri T Tra:l^

0  0 1 6 О
Library Prep Kits

MODULE STATUS LAST MODIFI... •

s s  larifests ONA AMPLICON
: Oi- .TO

Sv -tem Settings

- M4- -2DMA AMPLICOS

/i ';T .:-nagement ‘ Ц.1.:

nS04?0?1 AMPI (CON Г7 -1 4 ■'

Рис. 1 Окно главного меню в Local Run Manager.

3. О т кр ы в  раздел A d d  L ib ra ry  Prep K it ,  н айд ите  файл te m p la te _ A B C , о ткр о й те  е го . Т еперь  
te m p la te  файл у с п е щ н о  за гр у ж е н  (Рис. 2).

i Local Run Manager

^  C  ©  localhot

Library Pr

LIBRARY  P R E P  I

SolotestAtlas

AnpiiSeq Librar\ 
(96i

Open

> « Local Run Manager » templates 

Organize New folder

’JiirrifFasorites 

Ш  Desktop 

4  Downloads 

Recent Places

^ Libianes 

• Documents 

^  Music 

be Pictures 

j j j  Videos

I 'n m n i i t e i

Date ni_.ditii*t '.p>

localrun-manager-librarypiepkit-tem..

soloabc tsv

template_A8C.tsv

template_atlas.tsv
5.7/2021 6;29 AM TSV file

File name: lemplafe_ABC.tsv

И

’"luSighi Ainpiicon Panels

tm S e i)  Ar^nlirnn

TruSiqht Ampluron Panels L ibran, DNA Ampiicon 
Prep КП

Tm Sen Am n liron  : ib ia i\  Р грп  K it D NA  Am nlirnn

& 2Z

idd Ubraiy Prep KK
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4. П о д о б н ы м  образом  в M E N U  в разделе M o d u le s  &  M a n ife s ts  добавьте м аниф ест файл 

M a n ife s t_ A B C  (h ttp s ://o n co a tla s .ru /a b c ).

5. С оздайте  н о в ы й  за п у с к  (R u n ), наж ав к н о п к у  Create Run и вы брав вариант D N A  

A m p lic o n  (Р ис. 3).

Рис. 2 Окно Library Prep Kit в Local Run Manager.

DNA Amplton

RUN N A M t ID
l a s t  Mo DIM.

Sf'o..:rg 0 0 o-O

Рис. 3 Главное окно Local Run Manager.

6. В  поле Run Name задайте им я ваш его  зап уска . В  поле Library Prep Kit вы берите  
кя п и а н т  S o lo te s tA B C , после че го  ряд н астр ое к а в то м а ти ч е ски  зап ол ни тся  (ри с . 4).
— -Г-----------------------------------------------——  : а М еэ I о  I £? I;

' 1 Loca' Run Uanaq<< х

С  ®  localbost “

/и. >г (j 
- iW I-M 7 (;7 f=

C re a te  R un  hnaammikun

import Sample Sheet

Run Settings

^ itiia r. ?i<?p 
4it •
index Reads •

SoloiestABC

1 ©

Run Descnption

Read T\pe •

Read
ênatns'

Custom
p fire rs

Single Read ©  Paiied End

R E A D  1 INOCX 1 IN D E X  ? R E A P ?

1-1 $ S 1-1

Read 1 index Read 2

Рис. 4. Окно конфигурации запуска в Local Run Manager.

7. Далее н е о б хо д и м о  ввести сл е д ую щ и е  н а с тр о й ки  за п уска  (рис . 5):
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Import VCF О

О

Module-Specific Settings

valiant uallei Soinaiic

xttrlant Caller Lrepth Finer' ,, q

variant requencv * _ ^

Aligner- зу.^д ,  о

indel Realignment- B J J j  ®

Genot\ pe ot interest v c r  ■+. Ariel a Оепо'лре vc= Fne

Annotation' <5 RefSeq

Sample identification 

Anâ SlS 
О

Ensembl vjone G

Р и с . 5. О к н о  к о н ф и г у р а ц и и  з а п у с к а  в L o c a l R u n  M a n a g e r .

8. Н и ж е  н е о б хо д и м о  зап ол н и ть  и н ф о р м а ц и ю  об образцах. Д л я  э то го  в таб л ице  ука зать  
название образца  (S am p le  ID ) , и с п о л ь зо в а н н у ю  для ка ж д о го  образца  ко м б и н а ц и ю  
и н д е ксо в , вы брать  м аниф ест файл (M a n ife s t -  M a n ife s t_ A B C .tx t) ,  а та кж е  ука за ть  
и с т о ч н и к  э тал о нной  посл ед овател ьности  для человека  (G enom e  - в качестве  
реф еренсной посл ед овател ьности  испо л ьзуе тся  версия с б о р ки  ге н о м а  человека  
G R C h 3 7 /h g l9 )  (Р ис. 6):

Import Manlfsests Shov. Index Sequence

SAMPLE ID* DESCRIPTION INDEX 1(17)- INDEX 2 (15Г MANIFEST' GENOM E' SAMPLE PROJEC

SI-1 Li-1 Manifest ABC Ixt

SPECIES AGENCY VERSION

Homo_sapiens UCSC hg i

Rows

Cancel

Рис. 6. О к н о  к о н ф и г у р а ц и и  з а п у с к а  в L o c a l R u n  M a n a g e r .

9. С о х р а н и ть  н а с тр о й ки . Далее, после за п у с ка  се кве н и ро ва ни я  L o c a l R un  M an a g e r буд ет  
о ж и д а ть  заверш ения процесса  и н а чн ет  анализ д а н н ы х  а вто м а ти че ски  по  зав е р ш е н и ю  работы  
секвенатора  (Р ис. 7)
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IV. Подготовка образцов к секвенированию

1. И звл ечь  ка р т р и д ж  из м ор о зи л ьн о й  кам еры  с те м п е р а тур о й  о т  —25 до —15 °С .

2. П о м е с ти ть  ка р т р и д ж  с реа кти ва м и  в в о д я н ую  б а н ю , со д е р ж а щ ую  во д у  в кол ичестве , 
д о ста то чн о м  для п о гр у ж е н и я  о сно ва н и я  ка р тр и д ж а  с р еактивам и . Н ельзя п о гр у ж а т ь  ка р тр и д ж  
гл у б ж е  л и н и и , у ка за н н о й  на  е го  б о ко в о й  п о в е р хн о сти  (р и с .8).

Рис. 7. Главное окно Local Run Manager.

£1̂
Рис. 8 Л и н и я  м а кс и м а л ь н о го  ур овня  воды

J. О ста ви ть  ка р тр и д ж  с р еактивам и  разм ораж иваться  в водяной  бане ко м н а тн о й  
те м п е р а тур ы  до  п о л н о го  о тта и ва н ия  на 60 м и н у т .

4. Р азм орозить  раствор  Н Т1 п р и  ко м н а тн о й  тем пературе , тщ ател ьно  перем ещ ать и 
о ста ви ть  во льду.

5. П р и с т у п и т ь  к  п о д го то в ке  б и б л и о те ки : п р и го то в и ть  1 мл све ж его  раствора  0,2 М  N a O H  
путем  см ещ и в ан и я  800 м кл  д е и о н и зо в а н н о й  воды  и 200 м кл  1 М  N a O H .

6. П р и го т о в и т ь  э кв и м о л я р н у ю  см есь Д Н К  б и б л и о те к  (далее « п у л и р о в а н н у ю  
б и б л и о те ку » ): р азм ор о зи ть  (если бы ла зам орож ена ), тщ ател ьно  перем ещ ать. В од ном  анализе 
(ц и кл е  се кв е п и р о в а н и я ) м о гу т  б ы ть  объ ед инены  до 96 Д Н К -б и б л и о т е к  (п р и  объ ед инении  
б и б л и о те к , п р и го т о в л е н н ы х  н е с ко л ь ки м и  наборам и с о о тв е тс тв у ю щ и х  вариантов  и сп о л н е н и я ), 
в кл ю чая  ко н тр о л ь н ы е  образцы .

7. С м ещ ать  в ч и с то й  п р о б и р ке  5 м кл  п у л и р о в а н н о й  б и б л и о те ки  и 5 м кл  
с в е ж е п р и го то в л е н н о го  0,2 М  N a O H . Т щ ате л ьн о  перем ещ ать пи п е ти р о в а н и е м  и и н ку б и р о в а ть  
пр и  ко м н а тн о й  тем пературе  5 м и н у т .

8. Д о б а в и ть  к  см еси 990 м кл  о хл а ж д е н н о го  раствора  Н Т 1 . Т щ ате л ьно  п е р е м е та ть . Т еперь 
ко н ц е н тр а ц и я  п у л и р о в а н н о й  б и б л и о те ки  составляет 20 п М .

9. В ы б ра ть  ко н е ч н у ю  ко н ц е н тр а ц и ю  б и б л и о те ки  для внесения в ка р т р и д ж  (ста нд а ртно  
12м М , но  м о ж е т  б ы ть  с ко р р е кти р о в а н о  в зав и си м ости  о т  прибора ). Развести б и б л и о те ки  до 
ко н е ч н о й  ко н ц е н тр а ц и и , и с п о л ь зу ю  объём ы  реагентов , привед енны е  в таблице , тщ ател ьно

Концентрация 8 п М 10 пМ 12 пМ 15 пМ

20 пМ библиотека 240 мкл 300 мкл 360 мкл 450 мкл

Охлажденный НТ1 360 мкл 300 мкл 240 мкл 150 мкл

10. З а гр узи ть  образцы  в ка р тр и д ж . Д ля  это го  в ы н у ть  ка р т р и д ж  из вод яной  бани и 
о с то р о ж н о  п о стуч а ть  им  по  п о в е р хн о сти  стола, ч то б ы  уд ал ить  воду с основания  ка р тр и д ж а . 
В ы тереть  о снование  ка р тр и д ж а  насухо .

11. П ере ве рн уть  ка р т р и д ж  с р еактивам и  десять раз для нерем ещ ивания р астаявщ их 
реа кти во в , а затем вн им ател ьно  п роверить , что  все п о зи ц и и  оттаяли , равном ерно  
п е р е м е т а н ы  и не сод ер ж ат осадка.

12. О с то р о ж н о  п о с ту ч а ть  ка р тр и д ж е м  по  стол у , ч то б ы  у м е н ь щ и ть  ко л и че ств о  п у зы р ь ко в  
возд уха  в р еа кти ва х .
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13. О ч и с ти ть  безворсовой  салф еткой  ко л п а ч о к  из ф ол ьги , п о кр ы в а ю щ и й  е м кость , 
о тм е ч е н н у ю  о ра н ж е во й  о кр у ж н о с т ь ю .

П р о ко л о ть  ко л п а ч о к  из ф ольги  ч и с ты м  н а ко н е ч н и ко м  для п и п е тк и  на 1 мл.14

15. В н е сти  с п о м о щ ь ю  п и п е т к и  600 м кл  п о д го то в л е н н о й  п у л и р о в а н н о й  б и б л и о те ки  в 
резервуар, о тм е че н н ы й  ора н ж е во й  о кр у ж н о с т ь ю . Н е касаться ко л п а ч ка  из ф ольги  (р и с .9).

Рис. 9 З а гр узка  б и б л и о те к  

V. Секвенирование

1. О т кр ы т ь  п р о гр а м м у  M iS e q  C o n tro l S o ftw a re , п е рейти  в раздел се кве н и ро ва ни е , затем в 
о кн о  L o ca l R un  M an ag er, вы брать  там  со зд а н н ы й  ранее за п уск . У б е д и ть с я  в со о тв е тств и и  
зад ан н ы х  ранее у с л о в и и й  за п уска  парам етрам , пред ставл енны м  на экране  (п а р н ы е  чте н и я  
д л и н о й  151 +  151, д вой н ое  чте н и е  и н д е ксо в ).
2. Н адеть  н о в у ю  п а ру  н е о п у д р е н н ы х  пе рчато к.

3. П о л ьзуя сь  п л а с ти ко в ы м и  щ и п ц а м и , захватить  п р о т о ч н у ю  кю в е т у  за осно ва н и е  
пл а стм ассо вого  ке й са  и извлечь ее из е м ко с ти  (рис . 10).

Рис. 1 о И звл ечение  п р о то ч н о й  кю в е ты

4. 1 щ ательно  п р о м ы ть  п р о т о ч н у ю  кю в е т у  д е и о н и зи р о в а н н о й  до  те х  нор , п о ка
стекл ян н ая  я чей ка  и п л а с ти ко в ы й  ке й с  не б у д у т  тщ ате л ьно  о тм ы т ы  о т и зб ы тка  солей 
(р и с .1 1). И з л и ш е к  солей м о ж е т  сказаться  пр и  разм ещ ении  п р о то ч н о й  кю в е т ы  в при бор е . 
Если соли в ы с о х н у т  на у ч а с тке  в и зуа л и зац и и , это м о ж е т  та кж е  сказаться  на  результатах 
анализа.
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Рис. 11 П р о м ы в ка  п р о то ч н о й  кю в е ты

5. Н а сухо  п р оте ре ть  п р о т о ч н у ю  кю в е т у  (р и с .1 1) безворсовой  салф еткой  для о ч и с т ки  
о п т и к и , соблю дая о с то р о ж н о с ть  пр и  работе в о к р у г  чер н ой  п р о кл а д ки  п р о то ч н о й  кю в е ты . 
О бласть  п р о кл а д ки  и п р и л е га ю щ у ю  с т е кл я н н у ю  п о в е р хн о сть  н у ж н о  о с то р о ж н о  п р о м о кн у т ь  
салф еткой .

Рис. 12 О тве рсти я  и п р о кл а д ка  п р о то ч н о й  кю в е ты

6. П ротереть  стекл о  п р о то ч н о й  кю в е ты  с п и р то в о й  салф еткой  (рис. 13). У д о сто в е р и ться  в 
то м , что  на стекл е  нет п о те ко в , о тп е ч а тко в  пальцев или  в о л о ко н  о т  салф етки. Не пр оти р ать

Рис. 13 С у ш ка  п р о то ч н о й  кю в е ты

7. И з б ы т о к  с п и р та  протереть  безворсовой  салф еткой .

8. У д о сто в е р и ть ся  в то м , ч то  в о тв ер сти я х  п р о то ч н о й  кю в е ты  нет п р е п я тств и й  и что  
п р о кл а д ка  п л о тн о  п рил егает по  о кр у ж н о с т и  о тв е р сти й  кю в е ты .

9. Если в ы я сн и тся , ч то  п р о кл а д ка  см ещ ена, о с то р о ж н о  в е р н уть  ее на м есто и добиться  
т о го , ч то б ы  она  над еж н о  располагалась в о к р у г  о тв е р сти й  кю в е ты .

З а гр узка  п р о т о ч н о й  кю в е ты

10. П о д н я ть  д в ер цу  о тсе ка  п р о то ч н о й  кю в е ты  и наж а ть  к н о п к у  еправа о т  защ елки  
п р о то ч н о й  кю в е ты . Защ елка п р о то ч н о й  кю в е ты  о ткр о е тся  (рис . 14).

22



Рис. 14 О ткр ы в а н и е  защ елки  п р о то ч н о й  кю в е ты

11. У б е д и ться  в то м , ч то  на п л о щ ад ке  п р о то ч н о й  кю в е ты  о тс у тс тв у е т  ворс. Е сл и  на 
п л ощ ад ке  есть во л о кн а  или ин ы е  за гр язн ен и я , протереть  п л о щ а д ку  н а ч и сто  с п и р то в о й  
салф еткой  или  неворсовой  т ка н ь ю , с м о ч е н н о й  этанолом . Т щ ате л ьн о  п р оте ре ть  п о в е р хн о сть  
п л о щ а д ки  п р о то ч н о й  кю в е ты  —  она  д о л ж н а  б ы ть  ч и сто й  и сухо й .

12. У д е р ж и в а я  п р о т о ч н у ю  кю в е т у  за края , п о ста в и ть  ее на п л о щ а д ку  п р о т о ч н о й  кю в е ты  
(рис . 15).

1----------------
1 \
U - -----------

г '

Рис. 15 У с т а н о в ка  п р о то ч н о й  кю в е ты  на с то л и к

13. О с то р о ж н о  наж ать  на защ е л ку  п р о то ч н о й  кю в е т ы  в н ап равл ении  к н и з у  та к , ч то б ы  она  
защ е л кн ул ась  над кю в е то й .

14. К о гд а  защ елка  п р о то ч н о й  кю в е ты  закры вается , два ц е н тр о в о ч н ы х  щ ты р ь ка  
п о з и ц и о н и р у ю т  п р о т о ч н у ю  кю в е ту . Если вы  усл ы щ а л и  щ е л чо к, это означает, ч то  защ елка  
п р о то ч н о й  кю в е ты  н ад еж но  закреплена  (рис . 16).

Рис. 16 З акры в ани е  защ елки  п р о то ч н о й  кю в е ты

15. З акры ть  д в ер цу  о тсе ка  п р о то ч н о й  кю в е ты .
16. Н аж а ть  на экране  N e x t (Далее).

З а гр узка  раствора  PR2 и п р о в е р ка  б уты л и  для сбора о тхо д о в
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17. Извлечь флакон с раствором PR2 из хранилища с температурой от 2 до 8°С. 
Перевернуть для перемешивания, а затем снять крышку.
18. Открыть дверцу отсека с реактивами.
19. Поднять синнерную рукоятку.
20. Извлечь промывную бутыль и загрузить бутыль с раствором PR2 (рис.17).

Рис. 17 Загрузка бутыли с раствором PR2
21. Перелить содержимое бутыли для сбора отходов в соответствующий контейнер для 
отходов.
22. Медленно опустить синнерную рукоятку вниз до конца. Убедиться в том, что 
синперные трубки опустились во флакон с раствором PR2 и в бутыли для сбора отходов 
(рис.18).

Рис. 18 Опускание синнерной рукоятки
23. Нажать на экране Next (Далее).
24. Открыть дверцу холодильника для реактивов. Извлечь промывочный картридж.
25. Придерживая картридж с реактивами за рукоятку, вставить его в холодильник для 
реактивов до упора (рис. 19).

Рис. 19 Загрузка картриджа с реактивами
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26. Закрыть дверцу отсека для охлаждения реактивов (слева).
27. Закрыть дверцу отсека с реактивами (справа).
28. Нажать на экране Next (Далее).

29. После загрузки проточной кюветы и реактивов, выполнить предварительную 
проверку устройства, затем запустить секвенатор MiSeq.

VI. И нтерпретация результатов

1. После окончания анализа на секвенаторе MiSeq, проведенного с помощью 
программного обеспечения Local Run Manager (версия 2.0. и выше), результаты будут 
сохранены в виде файла формата VCF. Для доступа к файлам необходимо открыть панку 
Alignment на жестком диске MiSeq. Путь к папке; D:\lllumina\MiSeqAnalysis\Data 
Intensities\Basecalls\Alignment.
2. Все найденные по результатам анализа мутации сохраняются в формате VCF (рис 20). 
Файлы в формате VCF сохраняются в папке: D:\Illumina\MiSeqAnalysis\Data 
Intensities\Basecalls\Alignment.
■iCHROM
chf13

POS ID
32914437 rs30359550

REF
3T

ALT OUAL FILTER INFO FORMAT 8789.S 14 tan

G 100 PASS 00=534 clinva'= GT 6 0  AD DP VF NL S3 NC 0'1 100 71 63 134 0 470 20 -TOO 0000 0 0000

Ф 4  Рис. 20 Пример файла VCF

Файл в формате VCF представляет собой таблицу с разделением табуляцией, в котором 
описывается следующая информация о мутациях в образце (по столбцам):
A. Хромосома (CHROM).
B. Позиция на хромосоме (POS).
C. ID мутации в базах данных (RS ID, COSMIC ID и т.н.). Может не указываться. В 
таком случае пишется просто точка (‘.’).
D. Референсный аллель (REF).
E. Альтернативный аллель (ALT).
F. Значение качества найденной мутации (QUAL). В зависимости от программы, 
выполняюшей поиск мутации, значения могут различаться по величине. Может не 
указываться. В таком случае пишется просто точка (‘.’).
G. Показатель, прошла ли мутация фильтры программы, выполняющей поиск мутаций 
(FILTER). Может иметь значение либо ‘“PASS” (мутация удовлетворяет всем фильтрам 
программы), либо иное значение, которое варьируется в зависимости от программы. Может 
не указываться. В таком случае пишется просто точка ( \ ’).
II. Аннотация мутации (INFO): описание патогенности в базе данных ClinVar, номера в 
базах данных мутаций (например, COSMIC ID), тип мутации (somatic, germline, frameshift и 
Т . Д . ) .

1. Описание формата записи характеристик позиции с мутацией (FORMAT): GT - 
Genotype, генотип, GQ - Genotype Quality, качество предсказания генотипа, AD - Allele 
Depth, глубина прочтения альтернативного аллеля, DP - Total Depth Used For Variant Calling, 
глубина прочтения позиции, VF - Variant Frequency, частота вариантного аллеля, NL - 
Applied BaseCall Noise Level, уровень шума, SB - StrandBias Score, показатель наличия 
одного и того же варианта в прямой и обратной цепях, NC - Fraction of bases which were 
uncalled or with basecall quality below the minimum threshold, доля чтений с мутациями в 
данной конкретной позиции, не попавшими в итоговый результат, например, по причине 
низкого качества.
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J. И н ф ор м ац и я  о гл у б и н е  п р о ч те н и я  п о зи ц и и  с м утац и ей , аллельной частоте  м у та ц и и , 

гл у б и н е  п р о ч те н и я  а л ьте р н а ти в н о го  аллеля.
3 Каждый файл, соответствующий результатам анализа отдельного образца, имеет имя 
следующего вида: “SampleName_S#.vcfгде SampleName - это название образца, которое 
было задано при создании протокола анализа, а знак соответствует порядковому номеру 
образца в протоколе анализа. Без использования специализированного программного 
обеспечения открыть файлы следует с помощью текстового редактора по умолчанию, 
например, “Блокнот” (NotePad) или WordPad.
4. Полученные данные должны соответствовать следующим параметрам:

1) % считываний, сопоставленных с целевыми регионами - 85%, не менее.

2) %  м и щ ен е й  (целей, ta rg e t) с у ка за н н ы м  пе р е кр ы ти е м  (более 2 0 х ) - более 98% .

3) коэффициент дублирования - не применим для данного Набора.

4) частота вариантных аллелей - не менее 0.05.
5) локальная глубина секвенирования (показатель качества) - пороговое значение 20.

6) н ал ичие  о д н о го  и  т о го  ж е  варианта  в п р ям ой  и о б ра тн ой  це пях  - значение  

парам етра SB в файле ф ормата V C F  не д о л ж н о  превы щ ать  -3.01

7) качество картирования последовательности считываний (MAPQ в файле VCF, в 
Local Run Manager обозначается как ‘Percent Q30 Bases в разделе Base Level 
Statistics’) - не менее 30 (Average mapping quality).
8) Для проверки показателя средней глубины покрытия в программе Local Run 
Manager, необходимо перейти в раздел “Samples & Results” проанализированного 
запуска. Во вкладке “Aggregate Report” в разделе “Coverage Summary” будет указано 
значение «АтрИсоп Mean Coverage» - средней глубины прочтения для каждого 
проанализированного образца в запуске. Средняя глубина прочтения считается 
достаточной, если она превышает значение 250 чтений.

f

26



Sample Information

S a m p le

10
Tbtal PF 
R eads P ercent 0 3 0  Bases

P e rce n t O n -ta rg e t A lig n e d  
R eads

A u to s r jn ie  Call 
R ate

8 6 3 4 48 4 ,2 2 2 8 9  71% 9 1 2 1 % 9 9  67 %

Amplicon Summary

M a n ife s t N u m b e r o f  A m p lic o n  Regions
Total L e n g th  of T arge t I 
R eg ions 1

m a n i'e s ; tx i 0 9

---------------
36 .0 21  op j

The msT'ber of emplKoe fegton', ahd tKa; ler.gt" ao not inC'-de the e<»ected o<f.;atgel гед^олс that are 'nctutled и  the read ana base eve) ptatwics

Read Level Statistics

Read
Total A lig n e d  
Reads P ercent A lig n e d  Reads

1 1167 .C 99 6 9 0 2 %
n e a o s т е ш п с  A s g n e o  k m o s

Base Level Statistics

Read
P e rce n t 0 3 0  

B ases
T otal A lig n e d  

Bases
P e rce n t A lig n e d  

B ases
P ercent

M ism a tch e s

1 94  27% :s .0 0 9 ,3 1 4  ] 49  26 % 0  38%
■B3B55------------------------poses---------------------------- ■PBmatcnes-------

2 8 5  16% 1 7 .4 1 3 ,1 4 7  | 4 7  63 % 0  52%

The valuei to- aligned bases enduae cases argninj to f e  S'Obe seguerces

Variants Summary

SNVs In s e rtio n s D e le tio n s  |

Tbtal Passing 29 5 I
P e rcent F ound m d b S N P 79  31% 2 5  00 % 100 00 %  1

H eV H o m  R a tio 8 6 6 7 I

Ts'Tv R at 0 6  25C

Variants by Sequence Context

SNVs In s e rtio n s O e le bo ns

h  G enes 29 4 5

In  Exons 19 0 :

In  C od ing  R eg ion s 18 0 1

In  JTR R eg ion s 1 c 0

In  S p i te  S ite  

R e g o n s
0 0 0

&e-es 1Л ;:^е  e<oss. introns and JTP -egons f  <ons 'c g o e c o d ’-g and jtr  reggos VTR reg ons include S and 3' UTR regis-rs site regio'S hcude legior-s 
annctatea as »  ce a: cector. splice aoeor, sc .<e site «  soiioe regite

Рисунок 21. Local Run Manager, описание параметров анализируемого образца

5. Мутации в генах BRCA1 и BRCA2 (BRCA1 4153delA, BRCA1 185delAG, BRCAl 
3819del5, BRCAl 2080delA, BRCAl 5382insC, BRCAl 3875del4, BRCAl T300G, 
BRCA2 6174delT, BRCA2 303dell4) считаются обнаруженными, если в файле

Запись в vcf-файле Клинически значимая мутация 
(интерпретация результатов исследования)

chrl7 41243512 rs8035771l CT C BRCAl,4153delA

c h rl7 '41276044 ' rs80357783 ' ACT ' A BRCAl,! 85delAG

chrl7 ' 41243843 ' rs80357609 ' GTTTAC ' G BRCAl,3819del5

chrl7 ' 41245586 ' rs80357522 ' CT ' C BRCAl,2080delA

chrl7 41209082 ' rs80357906 ' G ' GG BRCAl,5382insC

ch rl7 '41243788 ' rs80357868 ' TAGAC ' T BRCAl,3875del4
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chrl7 41258504 rs28897672 А С BRCAl, T300G

--------- -̂------------- ^ ^  ^
chrl3 32914437 rs80359550 GT G BRCA2,6l74delT

--------п-------------- 1---------------- -̂-------------^
chrl3 32911297 rs80359352 TAAAC 1 BRCA2, 3036del4

__________ -___________________________

З р а з и

13 противном случае следует о -------- ------j -----j j
B R C A l 4 1 5 3 d e lA ,B R C A l 185delAG, B R C A l 3819del5, B R C A l 2080delA, B R C A l 5382insC, 
B R C A l 3875del4, B R C A l T300G, B R C A 2  6174delT, B R C A 2  303dell4.

Для автоматического анализа данных можно воспользоваться ПО Соло-репорт.
Для получения доступа к ПО, а также для помощи в анализе данных вы можете связаться с
нами, написав на solo-test@atIas.ru.

Производитель: ООО «Онкодиаг ностика Атлас»
Ю ридический адрес:
Р о с с и й с к а я  Ф е д е р а ц и я ,  г .  М о с к в а ,  у л .  М а л а я  Н и к и т с к а я  д .  3 1/1

e-m ail: solo-test@ atlas.ru
oncoatlas.ru/abc
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Приложение 1.
Таблица соответствия комбинаций индексов исследуемым образцам.

« С о л о - т е с т  А В С  4 8 - а » « С о л о - т е с т  А В С  4 8 - 6 »
0

З р а з ц а
Н а з в а н и е  о б р а з ц а И н д е к с  С и И н д е к с  Л и №

о б р а з ц а
Н а з в а н и е  о б р а з ц а И н д е к с  С и И н д е к с  Л и

С и -1 Л и -1 1 С и - 7 Л и -1
С и -1 Л и - 2 2 С и - 7 Л и - 2
С и -1 Л и - 3 3 С и - 7 Л и - 3
С и -1 Л и - 4 4 С и - 7 Л и - 4
С и -1 Л и - 5 5 С и - 7 Л и - 5
С и -1 Л и - 6 6 С и - 7 Л и - 6
С и -1 Л и - 7 7 С и - 7 Л и - 7
С и -1 Л и - 8 8 С и - 7 Л и - 8
С и - 2 Л и -1 9 С и - 8 Л и - 1

1 С и - 2 Л и - 2 10 С и - 8 Л и - 2
С и - 2 Л и - 3 11 С и - 8 Л и - 3

1 С и - 2 Л и - 4 12 С и - 8 Л и - 4
1 С и - 2 Л и - 5 13 С и - 8 Л и - 5
1 С и - 2 Л и - 6 14 С и - 8 Л и - 6
i С и - 2 Л и - 7 15 С и - 8 Л и - 7

С и - 2 Л и - 8 16 С и - 8 Л и - 8

« С и - 3 Л и -1 17 С и - 9 Л и -1
1 С и - 3 Л и - 2 18 С и - 9 Л и - 2
1 С и - 3 Л и - 3 19 С и - 9 Л и - 3
1 С и - 3 Л и - 4 2 0 С и - 9 Л и - 4

С и - 3 Л и - 5 21 С и - 9 Л и - 5
С и - 3 Л и - 6 2 2 С и - 9 Л и - 6
С и - 3 Л и - 7 2 3 С и - 9 Л и - 7
С и - 3 Л и - 8 2 4 С и - 9 Л и - 8
С и - 4 Л и -1 2 5 С и - 1 0 Л и -1
С и - 4 Л и - 2 2 6 С и - 10 Л и - 2
С и - 4 Л и - 3 2 7 С и - 1 0 Л и - 3
С и - 4 Л и - 4 2 8 С и - 1 0 Л и - 4
С и - 4 Л и - 5 2 9 С и - 1 0 Л и - 5
С и - 4 Л и - 6 3 0 С и - 1 0 Л и - 6
С и - 4 Л и - 7 31 С и - 1 0 Л и - 7
С и - 4 Л и - 8 3 2 С и - 1 0 Л и - 8
С и - 5 Л и -1 33 С и - 1 1 Л и -1
С и - 5 Л и - 2 3 4 С и -1 1 Л и - 2
С и - 5 Л и - 3 3 5 С и - 1 1 Л и - 3щ_____ С и - 5 Л и - 4 3 6 С и - 1 1 Л и - 4
С и - 5 Л и - 5 3 7 С и - 1 1 Л и - 5
С и - 5 Л и - 6 3 8 С и - 1 1 Л и - 6
С и - 5 Л и - 7 3 9 С и - 1 1 Л и - 7
С и - 5 Л и - 8 4 0 С и - 1 1 Л и - 8
С и - 6 Л и -1 41 С и - 1 2 Л и -1
С и - 6 Л и - 2 4 2 С и - 1 2 Л и - 2
С и - 6 Л и - 3 4 3 С и - 1 2 Л и - 3
С и - 6 Л и - 4 4 4 С и - 1 2 Л и - 4
С и - 6 Л и - 5 4 5 С и - 1 2 Л и - 5
С и - 6 Л и - 6 4 6 С и - 1 2 Л и - 6
С и - 6 Л и - 7 4 7 С и - 1 2 Л и - 7
С и - 6 Л и - 8 4 8 С и - 1 2 Л и - 8
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« У Т В Н Р Ж Д А Ю »  

Д и р е кто р  
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«Н абор  реагентов  для вы явления м у та ц и й , а ее оц и ир о ван н ы х  е раком  м о л о ч н о й  ж елезы  
и раком  я и ч н и ко в , м етодом  в ы е о ко н р о и зв о д и те л ь н о го  е еквенирования  
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121069, г. М о с кв а , ул. М алая Н и ки тс ка я , 

дом  31. стр. 1. эт. 1, п о м .4
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1. НАЗНАЧЕНИЕ И ОПИСАНИЕ
М е д и ц и н с ко е  изделие «Н абор  реа гентов  для вы явления м ута ц и й ,

а ссо ц и и р о в а н н ы х  с раком  м о л о ч н о й  ж елезы  и рако м  я и ч н и к о в , м етодом  
в ы с о ко п р о и зв о д и те л ь н о го  се кве н и ро ва ни я  (С о л о -те ст  А В С )  но  1 У  2 1 .2 0 .2 3 -0 0 1 - 
91709 35 9 -2 01 8»  (далее-набор) пред назначено  для вы явления м у та ц и й  в гене  B R C A 1 : 
4 1 5 3 d e lA , 1 85 de lA G , 3 819de l5 , 2 0 8 0 d e lA . 538 2 insC , 3 875de l4 , T 3 0 0 G , в гене B R C A 2 : 
6 1 7 4 d e lT  и 3 036de l4 . а ссо ц и и р о в а н н ы х  с сем ейны м  раком  м о л о ч н о й  ж елезы  и сем ейны м  
раком  я и ч н и ко в , м етодом  в ы со ко п р о и зв о д и те л ь н о го  се кве н и ро ва ни я  в образцах Д Н К  
вы деленной  из цельной кр о в и , о п е р а ц и о н н о го  или б и о п с и й н о го  материа-'ш. Н абор  
предназначен  для испо л ьзо ва ни я  совм естно  ге н е ти ч е с ки м  се кве нато ро м  M iS e q  (вар и а нт  
и сп о л н ен и я  M iS e q ). П еречень  определ яем ы х набором  м у та ц и и  привед ен  в Габлице 1.

Т аб л и ца  1

Г ен Мутация

B R C A 1 4 1 5 3 d e lA

B R C A 1 1 85 d e lA G

B R C A 1 3819de l5

B R C A 1 2 0 8 0 d e lA

B R C A 1 5382 insC

B R C A 1 3 875de l4

B R C A 1 T 3 0 0 G

B R C A 2 6 1 7 4 d e lT

B R C A 2 3 036de l4

П роизвод ител ем  (и зго то в и те л е м ) м е д и ц и н с ко го  изделия является О б щ е ство  с 
о гр а н и ч е н н о й  о тв е тств е н н о сть ю  « О н ко д и а гн о с т и ка  А З 'Л А С »  (О О О  « О н ко д и а ! н о с ти ка  
А  Г Л А С » ), 121069, г . М о с кв а , ул . М алая Н и ки т с ка я , дом  31, стр .1 , эт. 1, ном .4 .

Н абор  предназначен  для испо л ьзо ва ни я  со вм естно  с м е д и ц и н с ки м  изделием  
« Г е н е ти ч е с ки й  се квенатор  M iS e q  в вариантах и сп о л н е н и я : M iS e q , M iS e q D x »  (Р У  №  РЗН 
2014 /1568  от 2 9 .0 4 .20 14 ), вариант и сп о л н е н и я  M iS eq .
П о казанием  к  п р и м е н е н и ю  набора является кл и н и ч е с ка я  н е о б хо д и м о сть  определения 
со м а ти ч е с ки х  или н асл ед ственны х м ута ц и й  в ге на х , а с с о ц и и р о в а н н ы х  с р и с ко м  развития  

рака  м о л о ч н о й  ж елезы  и рака  я и ч н и ко в .
П р о ти в о п о ка за н и я  - о тс у тс тв у ю т .
О бласть пр и м е н е н и я  набора - кл и н и ч е с ка я  лабораторная д и а гн о с ти ка , лабораторная 

1'енетика .
П о те н ц и а л ь н ы м и  иоззэебитслями набора явл яю тся  л а боратории  м о л е кул я р н о й  
д и а гн о с т и ки  или па то м о р ф о л о ги че ски е  лабо ра тор и и , в ы п о л н я ю щ и е  анализ 
п р е д и кти в н ы х  ге н е ти ч е с ки х  би о м ар ке ро в  при  о н к о л о ги ч е с к и х  забол еваниях. Н абор 
предназначен  для испо л ьзо ва ни я  то л ько  кв а л и ф и ц и р о в а н н ы м  м е д и ц и н с ки м  персоналом . 
Т и н  а н а л и зи р уем о го  образца  - м атериалом  для и спо л ьзо ва н и я  набора реаген гов сл уж а т  
проб ы  Д Н К ,  вы деленны е из цел ьной  кр о в и , а та кж е  из с в е ж е со б р а н н о го  о п е р а ц и о н н о го  
или б и о п с и й н о го  материала пациента , л и б о  ф и кс и р о в а н н о го  в ф орм алине  и 
за кл ю ч е н н о го  в параф ин (F F P E -б л о ки ).



ф у н кц и о н а л ь н о е  назначение  -  Н абор  реагентов  предназначен  для вы явления м у та ц и й  в 
гене B R C A l : 4 1 5 3 d e lA . 18 5 d e lA G , 3 819de l5 , 2 0 8 0 d e lA , 5 38 2 insC , 3 87 5d e l4 , T 3 0 0 G , в гене 
B R C A 2 : 6 1 7 4 d e lT  и 3 03 6d e l4 , а ссо ц и и р о в а н н ы х  с се м е й ны м  р ако м  м о л о ч н о й  ж елезы  и 
сем ейны м  рако м  я и ч н и к о в , м етодом  в ы со ко п р о и зв о д и те л ь н о го  се кв е н и р о в а ни я  в 
образцах Д Н К  вы деленной  из цельной кр о в и , о п е р а ц и о н н о го  и л и  б и о п с и й н о го  
материала. Н абор  предназначен  для испо л ьзо ва ни я  совм естн о  ге н е ти ч е с ки м  
секвенатором  M iS e q  (вар и а нт  и сп о л н е н и я  M iS c q ).
В А Ж Н О ! П о л у че н н ы е  результаты  не явл яю тся  основанием  для п о с та н о в ки  д и а гн оза , а 
и сп о л ьзую тся  то л ь ко  в со че тан и и  с д р у ги м и  л аб о ра тор н ы м и  показател ям и и 

д и а гн о с ти ч е с ко й  инф орм ацией .
С пециф ическая  па то л о ги я , со сто яни е  или ф актор  р и ска , для о б н а р у ж е н и я , определения 
или диф ф еренцирования ко т о р о го  пред назначено  м е д и ц и н с ко е  изделие для д и а гн о с т и ки  
in  v itro  -  набор реа гентов  предназначен  для определения м ута ц и й  в генах B R C A 1  и 
B R C A 2  у  п а ц и ен то в , в хо д я щ и х  в гр у п п у  р и ска  и б о л ь н ы х  раком  м о л о ч н о й  ж елезы  и 

раком  я и ч н и ко в .
П еречень р и с ко в , и д е н ти ф и ц и р о в а н н ы х  в процессе  анализа р и ска , и о п и са н и е  сп о соб ов  

и х  управл ения.
1) В процессе анализа р и с ко в  набора определены  требования  б е зоп а сн ости : установлен  
класс п о те н ц и а л ь н о го  р и с ка  пр и м е н е н и я  м е д и ц и н с ко го  изделия, а та кж е  перечень 
стандартов  и тре бо ва н и й , собл ю д ени е  ко т о р ы х  обеспечивает бе зопа сн ость  п р и  работе с 
набором . В ы явл е н ы  вероятны е н еб л а го п р и я тны е  со б ы ти я  и с п е ц и ф и че ски е  возд ействия  
па о р га н и зм  человека , ко то р ы е  м о гу т  п р о и зо й ти  при  работе с набором . П роведен  анализ 
в о зм о ж н ы х  и н те р ф е р и р ую щ и х  вещ еств, с п о с о б н ы х  по вл и ять  на резул ьтат ана,тиза, 
п р о в о д и м ы х  с п о м о щ ь ю  набора. Н о  результатам  п р овед енной  п р о в е р ки  бы л о  п о ка за н о , 
что  н и ж е п е р е чи сл е н н ы е  вещ ества, в у ка за н н ы х  ко н ц е н тр а ц и я х , не о ка з ы в а ю г 
и н те р ф е р и р ую щ е го  вл ияния  на результат анализа:
1) при  работе с образцам и цельной кр о в и :
О б щ ие  тр и гл и ц е р и д ы  - 37 м м оль/л  
Х о л е стер и н  - 13 м м оль /л  
Г е м о гл о б и н  - 2 г/л
Б и л и р уб и н  - 342 м м оль/л
2) при  работе с F F P E -б л о ка м и :
П араф иновы й  в о ск  (в  ксил ол е ) - 2 *1 0  м кл  /  200  м кл  раствора  Д Н К ,  п о л у ч е н н о го  с 

п о м о щ ь ю  набора « Д И К -Т к а н ь -Ф »
К си л о л  - 2 *  10^“^̂  м кл  / 200 м кл  раствора Д Н К ,  п о л у ч е н н о го  с п о м о щ ь ю  набора « Д Н К -  

Г ка н ь -Ф »
Э ти л о вы й  с п и р т  (9 5 % ) - 1 ,35* 10 м кл  /  200 м кл  раствора  Д Н К ,  п о л у ч е н н о го  с п о м о щ ь ю  
набора « Д Н К - '1 'ка н ь -Ф »
П ротеиназа  К  - 200 м к г /м к л
О ста точны е  р и с ки  вл ияния и н те р ф е р и р ую щ и х  вещ еств и с кл ю ч а ю тс я  за счет 
определения м и н и м а л ь н о й  гл у б и н ы  п о кр ы ти я  в качестве  в н у тр е н н е го  ко н тр о л я . С редняя 
гл у б и н а  п о кр ы ти я  отраж ает с ко л ь ко  раз «про чи ты в ае тся»  ка ж д ы й  н у кл е о ти д  целевой 
послед овател ьности  и составляет 2 5 0 х , не менее. П о ка зате л и  средней гл у б и н ы  
п р очтен и я  а на л и зи р уем ы х образцов м о ж н о  пр ове р и ть  пр о гр а м м е  L o ca l R un  M an ag e r (см . 

п. 6 .1 .6).
2 ) Д о п о л н и те л ь н о , ч то б ы  о ц е н и ть  вл ияние  э к з о ге н н о 10 вл ия ния , бы ла вы пол н е н а  
д в ухэта пн ая  п р ове р ка  кр о с с -р е а кти в н о с ти  разработанной  панели прайм еров для о ц е н ки  
В03М0ЖН010 вл ия ния  ко н та м и н а ц и и  образца с то р о н н и м и  и с т о ч н и ка м и  Д Н К ,  по 
результатам  ко то р о й  бы ло устан о вл е н о  следую щ ее:
1. П ри  проверке  разработанной  панели п райм еров  на ко м н л е м е н та р н о сть  
послед овател ьностям  б а кте ри й  и ви р усов  человека  с и спо л ьзо ва н и ем  базы  д а н н ы х  N C B1 
(T he  N a tio n a l C en te r fo r  B io te c h n o lo g y  In fo rm a tio n )  бы ло  уста н о в л е н о , ччо



послед овател ьности  и сп о л ьзуе м ы х  прайм еров не встречаю тся  в м и кр о о п ы х  ге но м а х , а 
зн ачи т , не м о гу т  ам пл и ф иц и ро ва ть  п о с то р о н н ю ю  Д Н К .
2. П ри  проверке  на образцах Д Н К  ки ш е ч н о й  п а л о ч ки  (G e n o m ic  D N A  o f  E sch e rich ia  c o li 
0 1 5 7  (E D L  933 ), S ig m a -A ld r ic h )  в качестве  исследуем ой  проб ы  с п о м о щ ь ю  набора С ол о- 
тест А В С  в со о тв е тств и и  с и н с т р у кц и е й  бы ло  по ка за но  о тсутств и е  б и б л и о те ки  Д Н К  на 
этапе п о д го т о в ки  б и б л и о те к , п о д тве рж д е нн о е  с п е ктр о ф о то м е тр и че с ки м  изм ерением  
п р о д у кто в  р е а кц и и , ука зы ва ет  на о тсутств и е  н есп е ц и ф и ческой  а м п л и ф и ка ц и и .
Т а ки м  образом , э ксп е р и м е н та л ь н ы й  ко н тр о л ь  п е ре кр естн ой  р е а кти в н о с ти  нс 
р еком енд ован  в рам ка х  п р о и зв о д с тв е н н о го  ц и кл а  д а н н о го  набора.
11рипнин метода.
М е то д  основан  на в ы со ко п р о и зв о д и те л ьн о м  е екв е н и р о в а н и и  (опред ел ении  
послед овател ьности  Д Н К )  у ч а с тко в  геном а  человека, ко то р ы е  а ссо ц и и р о в а н ы  с 
насл едственны м  с и н д р о м о м  рака  м о л о ч н о й  ж елезы  и я и ч н и ко в . Д Н К ,  вы деленная из 
биом атериала пациента , испол ьзуется  для н а р а б о тки  целевы х посл ед овател ьностей  в 
виде п р о д у кто в  м у л ь ти п л е кс н о й  Н Ц Р . Далее, к  п р о д у кта м  Н Ц Р  п р и е о е д и н я ю т  
(л и ги р у ю т )  о л и го н у кл е о ти д н ы е  адаптеры  и вводят у н и ка л ь н ы е  и н д е кс н ы е  
послед овател ьности  для определения и н д и в и д у а л ь н ы х  образцов в д а н н ы х  
се кве н и ро ва ни я  пр и  од новр е м е н н ом  анализе м етодом  е екв ени р ов ани я  на ге н е ти че ско м  
анализаторе M iS e q . П о л у че н н ы е  резул ьтаты  се кве н и ро ва ни я  в виде с п и с ка  ге н е ти ч е с ки х  
вариантов , о тл и ч а ю щ и х с я  о т  реф еренсной (н о р м а л ь н о й ) посл ед овател ьности  ге но м а  
человека, ср а в н и в а ю т с перечнем  и зв е стн ы х  п а то ге н н ы х  м ута ц и й : при  о б н а р у ж е н и и  
м ута ц и й  из с п и с ка  результат тести р ов ан и я  с ч и та ю т  п о л о ж и те л ьн ы м , то  есть п а ц и е н т  
является носителем  м ута ц и и . Н абор  реагентов  позвол яет а нал изировать  
послед овател ьности  ге но в  B R C A 1  и B R C A 2  для определения кл и н и ч е с ки  зн а ч и м ы х  

м ута ц и й  со гл асно  Т а б л .1 .
11риннин действия  набора
Н абор предназначен  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к  целевы х ф рагм ентов  Д Н К .  П роц есс  
со с то и т  из 3 этапов  и се кве н и ро ва ни я  с и спол ьзованием  пр и бор а  M iS e q , о п и с а н н ы х  
ниж е .
11ринцип работы  набора п р о и л л ю стр и р о в а н  на р и с у н ке  1:

I Первичная амплификация с 
I двумя пулами праймеров

Обработка активатором 
(удаление праймеров, 
подготовка к лигированию)

ЛС адаптеры Лигирование ЛС адаптеров

Очистка продуктов лигирования

Вторичная амплификация с 
Олигонуклеотидными индексами

Очистка продуктов амплификации, 
пулирование библиотек

Секвенирование готовой библиотеки на MiSeq

Рис. 1 П р и н ц и п  работы  набора
П ервы й  этап: Д Н К ,  вы деленная из биом атериала пациента , испо л ьзуе тся  для н ар а б отки  
целевы х ф рагм ентов  в виде п р о д у кт о в  м у л ь ти н л е ке н о й  Н Ц Р .



В то ро й  этап: У д ал ение  прайм еров с ко н ц е в ы х  у ч а с тко в  П Ц Р  п р о д у кт о в  и л и ги р о в а н и е  к  
ним  о л и го н у кл е о т и д н ы х  адаптеров, н е о б хо д и м ы х  для п о с л е д у ю щ е го  се кве н и ро ва ни я  
б и б л и о те ки . О ч и с тка  б и б л и о те к  на м а гн и т н ы х  частицах .
Т ре ти й  этап: А м п л и ф и ка ц и я  и о ч и с тка  б и б л и о те к. Н а д а н н ом  этане п р овод ится  
и н д е кси ро ва н и е  б и б л и о те к . Д л я  ка ж д о го  образца  Д Н К  испол ьзуется  собствсЕшая 
ун и ка л ь н а я  ко м б и н а ц и я  о л и ги н у кл е о т и д н ы х  и н д е ксо в , которая  позволяет 
а ттр и б уц и р о в а ть  ка ж д у ю  п о л у ч е н н у ю  н у кл е о ти д н у ю  посл ед овател ьность  и с х о д н о м у  
образцу Д Н К  после се кве н и ро ва ни я .
С ледует о тм е ти ть , что  на д анном  этане м о ж е т  п р овод иться  пр оц ед ур а  н ор м ал и за ц и и  
б и б л и о те к , предназначенная для п о в ы ш е н и я  равн о м ер н ости  п о кр ы т и е  пр и  
о д новр е м е нном  с е кв е н и р о в а н и и  н е с ко л ь ки х  образцов. Задача н о р м ал и за ц и и  - за счет 
се кве н и ро ва ни я  э кв и м о л я р н о й  см еси образцов п о л у ч и ть  равном ерное  распределение 
п р о ч те н и й  м е ж д у  всем и образцам и. Н орм ал изация  в кл ю ча е т две п р о ц е д ур ы : в ходе 
пе рво го  этапа изм еряется ко н ц е н тр а ц и я  Д И К  ка ж д о го  образца, а затем с п о м о щ ь ю  
разведения образцы  привод ятся  к  о д ной  м ол ярной  ко н ц е н тр а ц и и  - п р о и зво д и тся  
«вы равнивание»  ко н ц е н тр а ц и й , и о ни  см еш и ва ю тся  в р авны х объем ах. Г а ки м  образом , 
в секвенатор  M iS e q  попадает при бл и зи тел ьн о е  о д и н аково е  ко л и ч е ств о  м ол екул  ка ж д о й  
Д И К -б и б л и о т е к и , ч то  обеспечивает р авно м ер ность  п о кр ы ти я  при  се кв е н и р о в а н и и . 
Н орм ал изация  не является обязательной  и испол ьзуется  в сл учаях , если набор  реа гентов  
не обеспечивает н е о б хо д и м о й  равн о м ер н ости  распределения п р о ч те н и й  для д о с ти ж е н и я  
м и н и м а л ь н о го  н е о б хо д и м о го  п о кр ы ти я .
О д н а ко  разработанны й  Н абор  бы л о п ти м и зи р о в а н  для по л уче н и я  ко н ц е н тр а ц и й  Д Н К -  
б и б л и о те к  п р о п о р ц и о н а л ьн о  в хо д ящ е м у ко л и ч е ств у  Д Н К  образца. Э то го  удалось 
д о с ти ч ь  благодаря о п ти м а л ь н о м у  составу  ко м п о н е н то в  П Ц Р -см есей  и м и н и м а л ь н о м у  
ко л и ч е ств у  ц и кл о в  а м п л и ф и ка ц и и  при  п о д го то в ке  б и б л и о те к . В  ходе  д о кл и н и ч е с к и х  
и сп ы та н и й  бы ло пока за н о , что  если в иссл ед уем ы х образцах ко н ц е н тр а ц и я  Д Н К ,  
изм еренная с п о м о щ ь ю  сп е ктро ф ото м етр а  N a n o D ro p  2000, привед ена  к  5 н г /м к л , то  
ко н ц е н тр а ц и и  го то в ы х  Д Н К -б и б л и о т е к  о тл и ча ю тся  незначител ьно . П р и  этом  п о кр ы ти е  
ка ж д о го  образца превы ш ает м и н и м ал ьн ое  реко м ен д ова н н ое  (2 5 0 х )  и р авно м ер но  
распределено м еж д у образцам и. Т а ки м  образом , проц ед ура  нор м ал и за ци и  не является 
н ео б хо д и м ой  для Н абора, что  бы ло та кж е  по д тве рж д е но  в ходе к л и н и ч е с к и х  и с п ы та н и й . 
Д ля обеспечения н ео б хо д и м ой  р авно м ер ности  распределения п р о ч те н и й  м е ж д у  
образцам и д о ста то чн о  см еш ивать  б и б л и о те ки  для р азны х образцов в р а в н ы х  объем ах. 
И с кл ю ч е н и е  стад ии  н ор м ал и за ци и  из п р о то ко л а  п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к  уп р о щ а е т  и 
у ско р я е т  п р о ц е д ур у  анализа, а та кж е  и с кл ю ч а е т  вл ияние  п о гр е ш н о с ти  и зм е р и те л ь н о го  
прибора  пр и  н орм ал изации .

Ч етверты й этап: С екве ни р ов ан и е . Н а д а н н ом  этапе п р о и с х о д и т  се кве н и ро ва ни е  
п о л у ч е н н ы х  б и б л и о те к  на приборе  M iS eq . А н а л и з  п о л у ч е н н ы х  на секвенаторе  д а н н ы х  
осущ ествляется  с п о м о щ ь ю  в с тр о е п п о го  м айплайна L oca l R un  M an ag e r (версия  2 .0. и 
вы ш е) (сп ец и ал и зи р ов аи п о е  п р о гр а м м н о е  обеспечение , встроенное  в M iS e q ).

В Н аборе им ею тся  четы ре ко м п л е кта , нео б хо д и м ы е  для реализации  ка ж д о го  о п и с а н н о го  
этана.
О п и са н и е  о с н о в н ы х  ф у н кц и о н а л ь н ы х  элем ентов 
Комплект для целевого обогащения ДНК
К о м п л е к т  для целевого  о б о га щ ен и я  Д Н К  н ео бхо д и м  для о б о га щ ен и я  ф р а гм е т а м и  Д Н К ,  
со д ер ж ащ и м и  исследуем ы е м у та ц и и . Д ля  осущ е ствл е н и я  пе рво го  этана - п о с та н о в ки  
п е р в и ч н о й  а м п л и ф и ка ц и и  (м у л ь ти п л е кс н о й  П Ц Р ) - испол ьзуется  см есь реа гентов  для 
а м п л и ф икац и и  (« Н Ц Р -см е сь  1») и набор прайм еров, с о сто я щ и й  из д в у х  о тд ел ьн ы х  п ул о в  
(в п р о б и р ка х  «Раствор прайм еров 1» и «Раствор прайм еров  2»). Р еакция а м п л и ф и ка ц и и  
вы полняется  отд ельно  для ка ж д о го  пула  прайм еров. О стал ьны е  ко м п о н е н ты  для



проведения П Ц Р -р е а кц и и  вход ят в состав « И Ц Р -см е си  1». К р о м е  т о го , в К о м п л е кт  
входят п о л о ж и те л ьн ы й  и о тр и ц а тел ьн ы й  ко н тр о л ь н ы е  образцы  (п р о б и р ки  « И К О »  и 
« О К О » ), охар акте р изо ва н н ы е  по  и с ко м ы м  м утац и я м . О тр и ц а те л ь н ы й  ко н тр о л ь н ы й  
образец не со д е р ж и т  и с ко м ы х  м ута ц и й  и позвол яет ко н тр о л и р о в а ть  о тсутств и е  
л о ж н о гю л о ж и те л ь н ы х  результатов. П о л о ж и те л ь н ы й  ко н тр о л ь н ы й  образец со д е р ж и т  
одну о б о зн а ч е н н у ю  ко н т р о л ь н у ю  м у та ц и ю  и позвол яет ко н тр о л и р о в а ть  п р ави л ьн о сть  
проведения п о д го т о в ки  б и б л и о те к  и и х  секве н и ро ва ни я . О п и са н и е  ко м п о н е н то в  
К о м п л е кта  для целевого  о б о га щ ен и я  Д Н К  п р и в о д и тся  в таблице  2

Таблица 2

О п и са н и е  ко м п о н е н то в  К о м п л е кта  для целевого  о б о га щ е н и я  Д И К

Раствор 
прайм еров 1

Н е о б хо д и м  н ар а б отки  целевы х ф рагм ентов  Д Н К ,  со д е р ж а щ и х  
исследуем ы е м у та ц и и , в ходе п е р в и ч н о й  а м п л и ф и ка ц и и  
(м у л ь ти п л е кс н о й  П Ц Р )

Раствор 
гграймеров 2

Н ео б хо д и м  н аработки  целевы х ф рагм ентов  Д Н К ,  со д е р ж а щ и х  
исследуем ы е м у та ц и и , в ходе ггервичггой а м п л и ф и ка ц и и  
(м у л ь ти п л е кс н о й  Н Ц Р )

Н Ц Р -см есь  1 Б уф ерны й раствор, со д ер ж ащ и й  Д Н К -п о л и м е р а з у  и д р у ги е  
ко м ггон е н ты , ггеобходим ы е для ггроведения первичггой  
а м п л и ф и ка ц и и  Д Н К  (м ул ьти п л е ке ггой  П Ц Р )

Н К О В о д н ы й  раствор  Д Н К  человека , со д ер ж ащ и й  м у т а ц и ю  5382 insC  
в гене  B R C A 1 . О н позвол яет ко н тр о л и р о в а ть  п р а в и л ьн о сть  
ггроведения п о д го т о в ки  б и б л и о те к  и их  секвеггироваггия

О К О В о д н ы й  раствор  Д Н К  человека, не с о д е р ж а щ и й  м утаггий  
4 1 5 3 d e lA , 1 8 5 d e lA G , 381 9d e l5 , 2 0 8 0 d e lA , 5 3 8 2 in sC , 3 87 5d e l4 , 
T 3 0 0 G , в гегге B R C A 2 : 6 1 7 4 d e lT  и 3036de l4  О н  позвол яет 
ко н тр о л и р о в а ть  о тсутств и е  л о ж н о п ол ож и тел ьггь гх  р езультатов

Комплект для приготовления библио гек
К о м п л е к т  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к  н ео б хо д и м  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к  из 
п о л у ч е н н ы х  с п о м о щ ь ю  К о м п л е кта  для целевого  о б о га щ е н и я  Д Н К  п р о д у кт о в  ГЩ Р .
11о заверш ении  Н Ц Р -р е а кц и и  п р о д у кт ы  а м п л и ф и ка ц и и , п о л уче н н ы е  с и спо л ьзо ва н и ем  
д в ух  пул о в  прайм еров для о д н о го  и с х о д н о го  образца Д Н К  объ е д и няю тся . Н а сл е д ую щ е м  
этане п р о и с х о д и т  удаление прайм еров с ко н ц о в  п о л у ч е н н ы х  п р о д у кт о в  Н Ц Р и  
п о д го то в ка  ко н ц е в ы х  у ч а с тко в  к  л и ги р о в а н и ю с  п о м о щ ь ю  « А кти в а то р а » . Далее 
п р о во д и тся л и ги р о в а н и е ун и в е р са л ьн ы х  адаптеров (п р о б и р ка  « Л С  ад аптеры ») к  
п р о д укта м  а м п л и ф и ка ц и и  с п о м о щ ь ю  «раствора  Л »  и « Д Н К -л и га з ы » . П осле  э то го  
п р ово д и тся  о ч и с т ка п о л у ч е н и ы х  ф рагм ентов  Д Н К  с п о м о щ ь ю  « М а гн и т н ы х  части ц »  и с 
испол ьзованием  «Реагента Е». Н а  сл ед ую щ ем  этапе п р о в о д и тся  вто ри чн ая  
а м пл и ф икац и я  для в в е д е н и я о л и го н у кл е о ти д н ы х  и н д е ксо в , ко м б и н а ц и я  ко то р ы х  
уп и ка л ы га  для ка ж д о го  и с х о д н о го  образца  Д Н К  (ггро б и р ки  « О л и го и ую ге о ти д н ь ге  
и н д е ксы » , « П Ц Р -см е сь  2»). Введение  т а к и х  и ггдексов ггозволяет ггроводить  
одноврем енное  се кв е н и ро ва ни е  м н о ж е ств а  образцов за о д и н  за п у с к  п рибора . Да;гее 
п р ово д и тся  о ч и с тка п о л у че н н о г 'о  п р о д у кта  Н Ц Ргга М а гн и т н ы х  ча сти ц а х  с 
испол ьзованием  « М а п ги т н ы х  части ц » , «Реаг^ента В »  и « Т Е  буф ера». Даггее н е о б хо д и м о  
и зм ер и ть  ко н ц е н тр а ц и ю  п о л у ч и в щ и х с я  б и б л и о те к , д овести  и х  конце ггтра ггию  до 4000  
ггмоль/л. и см епгать в равн ы х  объем ах. О писаггие  ко м п о н е н т о в  К о м ггл е кта  д;гя 
ггриготовления  б и б л и о те к  п р и в о д и тся  в таблице  3.



1'аблица 3

А кт и в а т о р О беспечивает удаление  прайм еров с ко н ц о в  п р о д у кт о в  п е р в и ч н о й  
а м п л и ф и ка ц и и  и п о д го т о в ку  ко н ц е в ы х  у ч а с тко в  ф рагм ентов  к  

п о сл е д ую щ е м у  л и ги р о в а н и ю .

Раствор Л О беспечивает работу  Д П К -л и га з ы  (с о д е р ж и т  н ео б хо д и м ы е  для ее 
работы  ко м п о н е н т ы ), необход им  для л и ги р о в а н и я  Л С  адаптеров

Д П К -л и га з а Л и ги р у е т  (« п р и ш и в а е т» ) Л С  адаптеры  к  нар а б ота н н ы м  в 
результате  п е р в и ч н о й  а м п л и ф и ка ц и и  ф рагм ентам  Д П К

Л С  адаптеры К о р о т ки е  д в уц е н о че ч н ы е  о л и го н у кл е о ти д ы , н ео б хо д и м ы е  для 
проведения в то р и ч н о й  а м п л и ф и ка ц и и  (явл яю тся  м естом  о т ж и га  
для О л и го и у кл е о ти д ц ы х  и н д е ксо в ), а та кж е  для проведения 

се кве н и ро ва ни я

М а гн и т н ы е  ча сти ц ы Н е о б хо д и м ы  для о ч и с т ки  целевы х ф рагм ентов  Д П К  (о т  Л С  
адаптеров, О л и го н у кл е о т и д н ы х  и н д е ксо в )

Реагент В Н е о б хо д и м  для о ч и с т ки  целевы х ф рагм ентов  Д П К  от 
н е л и ги р о в а н н ы х  Л С  адаптеров

Реагент Е Н е о б хо д и м  для о ч и с т ки  целевы х ф рагм ентов  Д П К  о т  св о б о д н ы х  

О л и го н у кл е о т и д н ы х  и н д е ксо в

Т Е  буф ер Н ео б хо д и м  для эл ю ц и и  ф рагм ентов  Д П К  после  о ч и с т ки  па 
М а гн и т н ы х  части ца х  о т  св о б о д н ы х  О л и го н у кл е о т и д н ы х  и н д е ксо в

П11,Р-смесь 2 Б уф ерны й раствор, со д ер ж ащ и й  Д Н К -п о л и м е р а з у  и д р у ги е  
ко м п о н е н т ы , н ео бход им ы е  для проведения в то р и ч н о й  

а м п л и ф и ка ц и и  Д Н К

Ол и го  н у кл  ео г идн ые 
и н д е ксы

Н е о б хо д и м ы  для созд ания у н и ка л ь н о й  м а р ки р о в ки  ф рагм ентов  
о д н о го  образца  и п о зв о л я ю т а ттр и б уц и р о в а ть  к а ж д у ю  п о л у ч е н н у ю  
н у кл е о ти д н у ю  послед овател ьность  и с х о д н о м у  о б ра зц у  Д П К  после 

се кве н и ро ва ни я

Комплект для подготовки образца к секвенированию
К о м п л е к т  для п о д го т о в ки  образца  к  с е кв е н и р о в а н и ю  испол ьзуется  для п о д го т о в ки  
п о л уче н н о й  см еси б и б л и о те к  с ко н ц е н тр а ц и е й  4000  им ол ь/л  к  се кв е н и р о в а н и ю . 
П р ов од и тся  щ елочная д енатурация  д в у ц е н о ч е ч н ы х  м ол екул  Д Н К  с испо л ьзо ва ни ем  
«раствора  Н Т 1 » . Д е н а тур и р о в а н н а я  б и б л и о те ка  пом ещ ается в п р е д н а зн а ч е н н ы й  для 
ЭТ010 резервуар « К а р тр и д ж а » , после че го  К а р т р и д ж  пом ещ ается  в п р и б о р  M iS eq . 
О пи са н и е  ко м п о н е н то в  К о м п л е кта  для п о д го т о в ки  образца  к  се кв е н и р о в а н и ю  

пр и вод и тся  в таблице  4.

Т аб л и ца  4

Раствор Н'Г1 Б уф ерны й солевой раствор , н е о б хо д и м ы й  для ги б р и д и за ц и и  
ф рагм ентов  Д П К  на п о в е р хн о сти  п р о то ч н о й  кю в е ты  для 

п о сл е д ую щ е го  се кве н и ро ва ни я

К а р т р и д ж Ф л а ко н , со д ер ж ащ и й  все н е о б хо д и м ы е  для се кве н и ро ва ни я  
растворы , за и с кл ю ч е н и е м  раствора  PR2

Комплект для секвенирования
К о м п л е кт  для се кве н и ро ва ни я  н ео б хо д и м  для проведения процесса  се кв е н и р о в а ни я . О н 
с о д е р ж и т  «Раствор PR2» и « П р о т о ч н у ю  кю в е т у » , ко то р ы е  гр е б ую тся  для за п у с ка



рибора MiSeq. Описание компонентов Комплекта для ееквенирования приводится в
таолине

Таблица 5

Раствор PR2 Бу(|)ерны й солевой раствор, н е о б хо д и м ы й  для проведения 

ееквенирования

11роточная кю в е та Н ео б хо д и м а  для проведения ееквен и р ов ан и я . Н а с те кл я н н о й  
п о в е р хн о сти  кю в е ты  п р о и с х о д и т  реа кци я , необходим ая  для 
п р о чте н и я  н у кл е о ти д н о й  посл ед овател ьности  п р и б о р о м  M iS e q

Н аучная  о б о сн о в а н н о сть  определ яем ы х м ута ц и й .
Рак м о л очн ой  ж елезы  (Р М Ж ) и р ак я и ч н и ко в  (Р Я ) представляет еобой в а ж н у ю  
с о н и а л ь н о -м е д и ц и н с ку ю  проб л ем у в связи с в ы с о ко й  забол еваем остью  и с м е р тн о сть ю  

среди ж е н е ко го  наееления '.
М н о го ч и с л е н н ы е  иселедования п р од е м оне три р ов ал и , ч то  м у та ц и и  в генах B R C A 1  и 
B R C A 2  п о в ы ш а ю т  р и с к  развития  рака  м о л очн ой  ж елезы  в 5 и 4 раза еоответетвенно  
(р и е к  заболеть к  70 годам  повы ш аетея  до 65%  и 4 5%  у носителей  м у т а ц и й ), а р и е к  рака  

я и ч н и ко в  - в 30 и 10 раз: до  39%  и 17%  еоответетвенно .^
О пределение  м у та ц и й  в генах B R C A 1  и B R C A 2  являетея р а сп р о стр а н е н н о й  п р а к ти к о й  

м е д и ко -ге н е ти ч е с ко го  ко н с у л ь ти р о в а н и я  п а ц и ен то в  е се м е й н ы м и  ф орм ам и рака  

м ол очн ой  ж елезы  и я и ч н и ко в , а та кж е  и х  зд о ро вы х  р о д ств е н н и ко в .^Н а л и ч и е  п а то ге н н ы х  

м утац и й  в э ти х  ге на х  м о ж е т  е л у ж и ть  оенованием  для изм енения  р е ж и м а  с к р и н и н га  рака  

м ол очн ой  ж елезы  и я и ч н и ко в , а та кж е  для проведения п р о ф и л а кти ч е с ки х  м еронрия  ги й . 

вкл ю чая  превен ги в н у ю  м а с тэ кто м и ю  и о в а р и о э кто м и ю . К р о м е  го го . для б о л ь н ы х  раком  

я и ч н и ка  нал ичие  кл и н и ч е е ки  зн а ч и м ы х  м у та ц и й  в генах B R C A 1  и B R C A 2  являю тея 

показанием  для назначения  та р ге тн о й  терапии  оланарибом  и д р у ги м и  препаратам и 

клаееа P A R P -и н ги б и то р о в .

Значительное  вл ияние  на р и с ки  развития  зл о ка че ств е н н ы х  о п у х о л е й  м о л о ч н о й  ж елезы  и 
я и ч н и ко в , а та кж е  кл и н и к о -п а т о л о 1ичеекие  х а р а кте р и е ти ки  э ти х  заболеваний при  и х  
в о зн и кн о в е н и и , п о д тв е р ж д а ю т кл и н и ч е е ку ю  н е о б хо д и м о сть  те сти р ов ан и я  у ка за н н ы х  

генов  и воетреб ованность  набора реагентов^^.

О гр а н и ч е н и я  по  и е п о л ьзо в а н и ю  проб  иееледуем ого  материала.
А н а л и зи р у е м ы й  материал не п о д л е ж и т  и сп о л ьзо в а н и ю  пр и  н а р уш е н и и  усл о в и й  
хранения  и тр а н е п о р ти р о в ки . А н а л и зи руе м ая  Д Н К  д о л ж н а  хр ан и тье я  и 
транепортироватьея  пр и  тем пературе  о т  2 °С  до 8 °С  и иснол ьзоватьея  для анализа в 
течение  24 чаеов. Д ля хр ан е ни я  более 24 чаеов раетвор Д Н К  р еко м ен д уется  х р а н и ть  при  

тем пературе  -20 °С .
Ч и сто та  ана л и зи р уем о й  Д И К ,  вы раж енная  в о тн о ш е н и и  о п т и ч е с ки х  п л о тн остей  

А 2 6 0 /2 8 0  нм , д о л ж н а  еоетавлять не менее 1 .6 - 1 . 8 .
К о н ц е н тр а ц и я  Д Н К ,  достаточная  для проведения анализа, д о л ж н а  еоетавлять 5 н г /м кл .

Ч'остояиио оик'0.101 ичсской помощи населению России в 2016 10лу. 11ол рсл- А.Д- Канрина. ITB. (.таринского. I .1Т 
I IcipoBoii. М. : Ф1 ЬУ «М11ИОИ им. I I..A. 1 ернена» Минчлрава России. 2017. -  236 с.
^AntonioiiA. PharoahPl). NarodS. etal. Average risks of breast and ovarian cancer associated with BRCAI or BRCA2 
mutations detected in case series unselected for famil\ history: A combined analysis of 22 studies. American .lournal ot 1 luman 
(lenetics. 2003; 72(5): 1117-1130; Chen S. Parmigiani G. Meta-analysis of BRC AI and BRCA2 penetrance, .lournal of Clinical 
Oncology 2007; 25(11): 1329-1333.).
 ̂ .lanavieiiis R. Founder BRCAl/2 mutations in the Hurope: implications for hereditaiy breast-ovarian cancer prevention and control, fhe 

PPM A .lournal. 2010; 1 (3 ):397-412. doi: 10.1007/s 13167-010-0037-y.
 ̂ Jl.ll. Любчепко, Н.И. Ьатенсва Мелико-г енегическос к'онсу.1Ы ировамие и Д11К-лиа1 нос гика при нас leac i Bemion 

прелрасио.10женнос1п к раку молочной желечы и раку яичников. Пособие для врачей. ИГ Р01II 1,2014. ISBN: 5-95340-169-8
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2. ХАРАКТЕРИСТИКИ И СОСТАВ НАБОРА
2.1 Состав набора и комплект поставки

В ко м п л е кт  п о ста в ки  входят:
- Н абор  р еа гентов
- Р уков од ств о  пользователя
- П аспорт.

С п о л н о й  и н с т р у кц и е й  по  п р и м е н е н и ю  м о ж н о  о зн а ко м и тьс я  по  ссы л ке  
h ttp s ://c d n .o n c o a tla s .ru /in d e x .p d f (Г О С Т  51088).

Набор вы пускается в пяти вариантах исполнения: «Соло-тест А В С  16», «Соло-тест 
А В С  48-а», «Соло-тест А В С  48-6», «С оло-тест А В С  48С-а» и «С оло-тест А В С  48С -6», 
рассчитанны х на проведение анализа 16 и 48 образцов, соответственно. Варианты  
исполнения «Соло-тест А В С  48С-а» и «С оло-тест А В С  48С -6»  предназначены для 
проведения полного  цикла исследования по вы явлению  м утаций методом секвеиирования 
Д Н К , в то время ка к варианты исполнения «Соло-тест А В С  16», «С оло-тест А В С  48-а» и 
«С оло-тест А В С  48-6» вкл ю чаю т тол ько  ком поненты  для нелевого обогащ ения Д Н К  и 
приготовления библиотек. Для удобства пользователя, такж е  возм ож но одновременное 
исследование до 96 образцов с пом ощ ью  объединения библиотек, [ф иготовл енны х 
посредством наборов в вариантах исполнения «С оло-тест А В С  48-а» или «С оло-тест А В С  
б» с библиотекам и, приготовленны м и наборами в вариантах исполнения «С оло-тест А В С  
48С -6» или «Соло-тест А В С  48С-а». В случае необходим ости одноврем енного  исследования 
до 64 образцов следует объединить библиотеки , приготовленны е с пом ощ ью  набора в 
варианте исполнения «С оло-тест А В С  16» с библиотекам и, при готовл енны м и  набором в 
варианте исполнения «Соло-тест А В С  48С -6».
Для проведения полного  цикла исследования с пом ощ ью  наборов вариантов исполнения 
«С оло-тест А В С  16», «Соло-тест А В С  48-а», «Соло-тест А В С  48-6» необходим о 
дополнительно использовать реагенты для постановки  реакции секвеиирования из наборов 
вариантов исполнения «С оло-тест А В С  48С-а» или «Соло-тест А В С  48С -6» или другие  
рекомендованны е гф оизводителем используем ого  секвенатора. Т аким  образом , 
д о с т и 1'ается больш ая ги б ко с т ь  в м асш та б и р о в а н и и  п р о и зв о д и те л ьн о сти  анализа и 
м аксим ал ьное  уд о б ство  пользователя в п л а н и р о в а н и и  л а б о ра тор н ы х  иссл ед ований . 
В а риант и сп о л н ен и я  «С о л о -те ст  А В С  48С -а»  в кл ю ч а е т  4 ко м п л е кта  реа гентов :
1. К о м п л е к т  для целевого  о б о га щ ен и я  Д Н К
2. К о м п л е к т  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к
3. К о м п л е к т  для п о д го то в ки  образца к  с е кв е н и р о в а н и ю
4. К о м п л е к т  для се квеиирования .
В а ри а н т  и сп о л н е н и я  «С о л о -те ст  А В С  4 8С -6 »  в кл ю ч а е т  4 ко м п л е кта  реа гентов :
1. К о м п л е к т  для целевого  о б о га щ ен и я  Д Н К
2. К о м п л е к т  для приг отовл ения  б и б л и о те к
3. К о м п л е к т  для п о д го т о в ки  образца  к  с е кв е н и р о в а н и ю
4. К о м п л е к т  для секве и и ро ва н ия .
В ариант и сп о л н е н и я  «С о л о -те ст  А В С  48-а»  в кл ю ч а е т  2 ко м п л е кта  реагентов :
1. К о м п л е к т  для целевого  о б о га щ ен и я  Д Н К
2. К о м п л е к т  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к
В а риант и сп о л н ен и я  « С ол о -тест А В С  4 8 -6 » , в кл ю ч а е т  2 ко м п л е кта  реа гентов :
1. К о м п л е к т  для целевого  о б о га щ ен и я  Д Н К
2. К о м п л е к т  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к
В а риант и сп о л н ен и я  «С о л о -те ст  А В С  16» в кл ю ч а е т  2 ко м п л е кта  реа гентов :
1. К о м п л е к т  для целевого  о б о га щ ен и я  Д Н К
2. К о м п л е к т  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к  Д Н К  
С остав Н абора  «С о л о -те ст  А В С  48С -а»  вкл ю ча е т:

Название Объем Количество Описание



Раствор 
прайм еров 1

240 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в  в 
ко н ц е н тр а ц и и  4 0 0 н М /л

Раствор 
прайм еров 2

240  м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в  в 
ко н п е н тр а ц и и  4 0 0 н М /л

IllJ,P-CMecb 1 192 м кл 1 п р о б и р ка Б уф ерны й раствор, 
со д е р ж а щ и й  Д Н К -  

пол им еразу

П К О 24 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  Д И К  
человека  в 
ко н ц е н тр а ц и и  5 н г /м кл . 
со д е р ж а щ и й  м у та ц и ю  
5 38 2 insC  в гене  B R C A 1

О К О 24 м кл 1 п р о б и р ка Водный раствор Д Н К  
человека в концентрации 5 
н г/м ю 1, не содержащий 
мутаций 4153delA , 
185delAG, 3819del5, 
2080delA , 5382insC, 
3875del4, T300G в гене 
B R C A l и 3036del4, 
6174delT в гене BR C A2

2. К о м п л е к т  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к :

Н азвание О бъем К о л и ч е с тв

О

О п и са н и е

А кт и в а т о р 96 м кл 1 п р о б и р ка Б уф ерны й раствор  в 50%  гл и ц е р и не , 
со д ер ж ащ и й  у р а ц и л -Д Н К  гл и ко зи л а зу

Раствор Л 192 м кл 1 п р о б и р ка Б уф ерны й раствор  на основе  T r is -H C l

Д Н К -л и га з а 96 м кл 1 п р о б и р ка Раствор ф ермента Д Н К -л и га з а  в 
буф ерном  растворе  для хр ан е ни я

Л С  адаптеры 96 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  д в у ц е н о ч е ч н ы х  
о л и го н у кл е о ти д о в

М а гн и т н ы е  ча сти ц ы 3840 м кл 1 п р о б и р ка С усп е н зи я  м а гн и т н ы х  ч а с ти ц  в 

буф ерном  растворе

Реагент В 4500  м кл 1 п р о б и р ка М н о го ко м п о н е н т н а я  см есь на основе  
в ы с о ко ко н ц е н тр и р о в а н н о го  сол евого  

рас'гвора

1’ е а гсн т  Е 4500  м кл 1 п р о б и р ка М н о го ко м п о н е н т н а я  см есь на основе  
в ы с о ко ко н ц е н тр и р о в а н н о го  сол евого  
раствора  в I r is -H C l буф ере с н и з ки м  
сод ерж анием  Э Д 'Г А

Т Е  буф ер 2 X 4500  

м кл

2 п р о б и р ки T r is -H C l буф ер с н и з ки м  сод ерж анием  

Э Д 1 А

П Ц Р -см есь  2 2 X 1152 

м кл

2 п р о б и р ки Б уф ерны й раствор  с н у кл е о зи д - 
триф осф атам и и Д Н К -п о л и м е р а з о й

О л и го н у кл е о ти д н ы е  
и н д е ксы : С и - 1

16 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  д в у ц е н о ч е ч н ы х  
о л и го н у кл е о ти д о в

О л и го н у кл е о ти д н ы е  
и н д е ксы : С и - 2

16 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  д в у ц е п о ч е ч н ы х  

ол и го н у кл е о ти д о  в

О л и го н у кл е о ти д н ы е  

и н д е ксы : С и - 3

16 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  д в у ц е н о ч е ч н ы х  
о л и го н у кл е о ти д о в



О л и го н укл е о ти д н ы е  
индексы : С и - 4

16 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

О ли1Ю пуклеотидны е  
индексы : С и - 5

16 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

О л и го н укл е о ти д н ы е  
индексы : С и - 6

16 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

О л и го н укл е о ти д н ы е  
индексы : Л и -  1

12 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

О л и го н укл е о ти д н ы е  
индексы : Л и -  2

12 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

О л и го н укл е о ти д н ы е  
индексы : Л и -  3

12 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

О л и 1'о н укл е о ти д н ы е  
индексы : Л и -  4

12 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

О л и го н укл е о ти д н ы е  
индексы : Л и -  5

12 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

двуценочечнрлх

О л и го н укл е о ти д н ы е  
индексы : Л и -  6

12 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

О л и го н укл е о ти д н ы е  
индексы : Л и -  7

12 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

Оли го н у кл е о ти д н  ые 
индексы : Л и -  8

12 м кл 1 п р о б и р ка В о д н ы й  раствор  
о л и го н у кл е о ти д о в

д в у ц е н о ч е ч н ы х

J. К о м п л е кт  для п о д го т о в ки  образца к  се кв е н и р о в а н и ю :

Название О бъем К о л и че ств о О п и са н и е
Раствор Н Г1 5 мл 1 п р о б и р ка Б уф ерны й солевой 

раствор
Картридж 35 мл 1 IHT. Е м ко с ть , содерж ащ ая 

цукл ео зи д -три ф о сф а ты , 
о л и го н у кл е о т и д ы  и 
ф ерм енты

4. К о м п л е кт  для се квсн и р ова н и я :

Название О бъем К о л и че ств о О п и са н и е
Раствор PR2 500 мл 1 б уты л ь Б уф ерны й  солевой 

раствор , со д е р ж а щ и й  
м ети л хл о р и зо ти а зо л и н о н

П рогочная кю ве та 1 ш т. С текл я н н ая  пл астина , 
несущ ая набор 
о л и го н у кл е о ти д о в  в 
в ы с о ко н ц е н тр и р о в а н - 
ном  солевом  растворе

С остав Н абора « С о л о -те ст  А В С  4 8 С -6 »  в кл ю чае т: 
1. К о м п л е кт  для целевог о о б о га щ ен и я  Д Н К

Н азвание О бъем К о л и че ств о О п и са н и е



1 Раствор 
праймеров 1

240 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов в 
концентрации 400нМ/л

Раствор 
праймеров 2

240 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов в 
концентрации 400нМ/л

ПЦР-смесь 1 192 мкл 1 пробирка Буферный раствор, содержащий 
Д11К-полимеразу

ПКО

i

24 мкл 1 пробирка Водный раствор ДНК человека в 
концентрации 5 иг/мкл, 
содержащий мутацию 5382insC в 
гене BRCA1

ОКО 24 мкл 1 пробирка Водный раствор ДНК человека в 
концентрации 5 нг/мкл, не 
содержащий мутаций 4153delA, 
185delAG, 3819del5, 2080delA. 
5382insC, 3875del4, T300G в гене 
BRCAl и 3036del4, 6]74delT в гене 
BRCA2

2. Комплект для приготовления библиотек:
Название Объем Количество Описание
Акгиватор 96 мкл 1 пробирка Буферный раствор в 50% 

глицерине, содержащий урацил- 
Д1IK гликозилазу

Рас гвор Л 192 мкл 1 пробирка Буферный раствор на основе 4'ris- 
НС1

Д11К-лигаза 96 мкл 1 пробирка Раствор фермента ДНК-лигаза в 
буферном растворе для хранения

ЛС адаптеры 96 мкл 1 пробирка Водный раствор двуцепочечпых 
олигонуклеотидов

Магнитные частицы 3840 мкл 1 пробирка Суспензия м атитпы х частиц в 
буферном растворе

Реагент В 4500 мкл 1 пробирка Многокомпонентная смесь па 
основе
высококонцентрированпого 
солевого раствора

Реагент Н 4500 мкл 1 пробирка Многокомпонентная смесь на 
основе
высококонцентрированного 
солевого раствора в Tris-IICl 
буфере с низким содержанием 
ЭДТА

ТВ буфер 2 X 4500 мкл 2 пробирки Tris-HCl буфер с низким 
содержанием ЭДТА

НЦР-смесь 2 2 X 1152 мкл 2 пробирки Буферный раствор с нуклеозид- 
трифосфатами и ДИК- 
полимеразой

Олигонуклеотидные 
индексы; Си- 7

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов



Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 8

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 9

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 10

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Ол и го нуклеотидн ые 
индексы: Си- 11

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 12

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 1

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 2

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 3

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 4

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
Ол и го нуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 5

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 6

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 7

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 8

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуненочечных 
олигонуклеотидов

J. Комплект для подготовки образца к секвенированию:

Название Объем Количество Описание
Раствор НТ1 5 мл 1 пробирка Буферный солевой 

раствор
Картридж 35 мл 1 шт. Емкость, содержащая 

иуклеозид- 
трифосфаты, 
олигонуклеотиды и 
ферменты

4. Комплект для секвенирования:
Название Объем Количество Описание
Раствор PR2 500 мл 1 бутыль Буферный солевой 

раствор, содержащий 
метилхлоризотиазол и нон

Проточная кювета 1 шт. Стеклянная пластина, 
несущая набор 
олигонуклеотидов в 
выеоконнентрирован-ном 
солевом растворе

Соетав Набора «Соло-тест АВС 48-а» включает: 
1. Комплект для целевого обогащения ДНК



Название Объем Количество Описание
Раствор 
праймеров 1

240 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов в 
концентрации 400нМ/л

Раствор 
праймеров 2

240 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов в 
концентрации 400нМ/л

ПЦР-смесь 1 192 мкл 1 пробирка Буферный расгвор, 
содержащий ДНК- 
полимеразу

ПКО 24 мкл 1 пробирка Водный раствор ДНК 
человека в концентрации 5 
нг/мкл, содержащий 
мутацию 5382insC в гене 
BRCA1

ОКО 24 мкл 1 пробирка Водный раствор ДНК 
человека в концентрации 5 
нг/мкл, не содержащий 
мутаций 4153delA, 
185delAG, 3819del5, 
2080delA, 5382insC, 
3875del4, T300G в гене 
BRCAl и 3036del4. 6174deIT 
в гене BRCA2

2. Комплект для приготовления библиотек
Название Объем Количество Описание
Активатор 96 мкл 1 пробирка Буферный раствор в 50% глицерине, 

содержащий урацил-ДНК 
гликозилазу

Раствор Л 192 мкл 1 пробирка Буферный раствор на основе I'ris- 
НС1

ДНК-лигаза 96 мкл 1 пробирка Раствор фермента ДНК-лигаза в 
буферном растворе для хранения

ЛС адаптеры 96 мкл 1 пробирка Водный раствор двуцепочечных 
олигонуклеотидов

Магнитные частицы 3840 мкл 1 пробирка Суспензия магнитных частиц в 
буферном растворе

Peai ент В 4500 мкл 1 пробирка Многокомпонентная смесь на 
основе высококонцентрированного 
солевого раствора

Реагент Е 4500 мкл 1 пробирка Многокомпонентная смесь на 
основе высококонцентрированного 
солевого раствора в Tris-11С1 буфере 
с низким содержанием ЭДТА

ТЕ буфер 2 X 4500 мкл 2 пробирки Tris-HCl буфер с низким 
содержанием ЭДТА

1111,Р-смесь 2 2 X 1152 мкл 2 пробирки Буферный раствор с нуклеозид- 
трифосфагами и Д11К-нолимеразой

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 1

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов



Олигопуклеотидные 
индексы: Си- 2

16 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 3

16 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 4

16 мкл 1 пробирка Водный раствор 
ол и гонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 5

16 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 6

16 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 1

12 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуценочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 2

12 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 3

12 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 4

12 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Оли1'онуклеотидные 
индексы: Ли- 5

12 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 6

12 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуцепочечных

Олигонуклео гидные 
индексы: Ли- 7

12 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуценочечных

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 8

12 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов

двуценочечных

Состав Набора «Соло-тест АВС 48-6» включает: 
Комплект для целевого обогащения ДНК

Название Объем Количество Описание
Раствор 
праймеров 1

240 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов в 
концентрации 400нМ/л

Раствор 
праймеров 2

240 мкл 1 пробирка Водный раствор 
олигонуклеотидов в 
концентрации 400нМ/л

ПЦР-смесь 1 192 мкл 1 пробирка Буферный раегвор, 
содержащий ДИК- 
гюлимеразу

ПКО 24 мкл 1 пробирка Водный раствор ДНК 
человека в концентрации 5 
нг/мкл, содержащий 
мутацию 5382insC в гене 
BRCA1

ОКО 24 мкл 1 пробирка Водный раствор ДНК человека 
в концентрации 5 нг/мкл, не 
содержащий мутаций 4153delA, 
185delAG, 3819del5, 2080delA, 
5382insC, 3875del4, T300G в 
гене BRCAl и 3036del4, 
6174deH' в геме BRCA2

II



2. Комплект для приготовления библиотек
Название Объем Количество Описание
Активатор 96 мкл 1 пробирка Буферный раствор в 50% глицерине, 

содержащий урацил-ДНК 
гл и К О З И  лазу

Рас'гвор Л 192 мкл 1 пробирка Буферный раствор на основе Fris- 
НС1

ДНК-лигаза 96 мкл 1 пробирка Раствор фермента ДНК-лигаза в 
буферном растворе для хранения

ЛС адаптеры 96 мкл 1 пробирка Водный раствор дву цепочечных 
олигонуклеотидов

Магнитные чаетицы 3840 мкл 1 пробирка Суспензия магнитных частиц в 
буферном растворе

Реагент В 4500 мкл 1 пробирка Многокомпонентная смесь на 
основе высококонцентрированного 
солевого раствора

Реагент Е 4500 мкл 1 пробирка Многокомпонентная смесь на 
основе высококонцентрированного 
солевого раствора в I'ris-IICl буфере 
с низким содержанием ЭДТА

ТЕ буфер 2 X 4500 мкл 2 пробирки Tris-HCl буфер с низким 
содержанием ЭДТА

III 1,Р-смееь 2 2 X 1152 мкл 2 пробирки Буферный раствор е нуклеозид- 
трифосфатами и ДИК-нолимеразой

Олигонуклео'гидные 
индекеы: Си- 7

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуцепочечных 
ол иI онуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индекеы: Си- 8

16 мкл 1 пробирка Водный раствор дву цепочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 9

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуцепочечных 
ол и гонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 10

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 11

16 мкл 1 пробирка Водный раствор дву цепочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Си- 12

16 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- I

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 2

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 3

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 4

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 5

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 6

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов

Олигонуклеотидные 
индексы: Ли- 7

12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных 
олигонуклеотидов



Олигонуклеотидные 12 мкл 1 пробирка Водный раствор двуценочечных
индексы: Ли- 8 олигонуклеотидов

f

. 1 .



Состав Набора «Соло-тест АВС 16» включает: 
Комплект для целевого обогащения ДНК

Название Объем Количество Описание
Раствор 
праймеров 1

1 6 x 5  мкл 2 стрипа зелено1'0 
цвета по 8 
пробирок (5 мкл)

Водный раствор 
олигонуклеотидов в 
концентрации 400нМ/л. 2 
стрипа зеленого цвета но 8 
пробирок (5 мкл)

Раетвор 
праймеров 2

1 6 x 5  мкл 2 стрипа красного 
цвета по 8 
пробирок (5 мкл)

Водный раствор 
олигонуклеоз'идов в 
концентрации 400нМ/л. 2 
стрипа красного цвета но 8 
пробирок (5 мкл)

НЦР-смесь 1 64 мкл 1 пробирка Буферный раствор, 
содержащий ДНК-полимеразу

ИКС 15 мкл 1 пробирка Водный раствор ДНК человека 
в концентрации 5 нг/мкл, 
еодержащий мутацию 5382insC 
в гене E3RCA1

ОКО 15 мкл 1 пробирка Водный раствор ДНК человека 
в концентрации 5 нг/мкл, не 
еодержащий мутаций 
4153delA, 185delAG, 3819del5, 
2080delA, 5382insC, 3875del4, 
T300G в гене BRCAl и 
3036del4, 6174delT в гене 
BRCA2

2. Комплект для приготовления библиотек

Название Объем Количеетво Описание
Активатор 32 мкл 1 пробирка Буферный раетвор в 50% 

глицерине, еодержащий 
урацил-ДНК гликозилазу

Рас твор Л 64 мкл 1 пробирка Буферный рас 1 вор на основе 
Tris-HCl

ДНК-лигаза 32 мкл 1 пробирка Раствор фермента ДНК- 
лигаза в буферном растворе 
для хранения

ЛС адаптеры 32 мкл 1 пробирка Водный раствор
двуцепочечиых
олигонуклеотидов

Магнитные чаетицы 1280 мкл 1 пробирка Суспензия магнитных 
частиц в буферном рас творе

Реаген т В 1360 мкл 1 пробирка Многокомнонетгтная смесь 
па основе 
выеококонцентрированного



солевого рас гвора

Многокомпонентная смесь 
на основе
высококонцентрированного 
солевого рас гвора в Tris-I IC1 
буфере с низким
содержанием ЭДТЛ________

1’еагент П 1440 мкл 1 пробирка

ТЕ буфер 560 мкл нрооирка Tris-HCl буфер с низким 
содержанием ЭДТА________

ПЦР-смесь 2 768 мкл 1 пробирка Буферный раствор с 
нуклеозид-трифосфатами и 
Д11К-нолимеразой_________

Олигонуклеотидные 
индексы:
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-1 и Ли-1 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-1 и Ли-2 (4 мкл); 
•Оли 1'ону клеотидные 
индексы Си-1 и Ли-3 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-1 и Ли-4 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-1 и Ли-5 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-1 и Ли-6 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-1 и Ли-7 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-1 и Ли-8 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-2 и Ли-1 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-2 и Ли-2 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-2 и Ли-3 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-2 и Ли-4 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-2 и Ли-5 (4 мкл); 
•Ол и гонуклеоти дн ые 
индексы Си-2 и Ли-6 (4 мкл); 
•Олигонуклсотидные 
индексы Си-2 и Ли-7 (4 мкл); 
•Оли1 онуклеотидные 
индексы Си-2 и Ли-8 (4 мкл);

1 6 x 4  мкл 2 стрипа по 8 
пробирок (4 мкл)

Водный
двупеночечных
олигонуклеотидов

раствор

Пробирки стрипованные 2 X 200 мкл 2 стрипа по 8 
пробирок_____

Пробирки стрипованные



2.2. Характеристики набора
2.2.1. Аналитическая чувствительность набора определяется на положительном 
кои грольном образце и составляет 5 нг/мкл.
2.2.2. Аналитическая специфичность набора определяется на отрицательном 
контрольном образце. При проведении тестирования неспецифических реакций и 
неправильного определения генотипа выявлено не было, аналитическая специфичность 
составляет 100%.
2.2.3. Правильность определяется на контрольном образце предприятия путем 
сопоставления результатов, полученных с помощью набора, с результатами. 
нолуче}1ными с помощью секвенирования по Сэпгеру (секвенирование по Сэнгеру 
использовалось для определения искомых мутаций в контрольном образце 
предприятия). Контрольный образец исследовался в 8 повторностях. Генотип был 
правильно определен во всех экспериментах.
2.2.4. Диагностические характеристики. Для определения диагностических 
характеристик медицинского изделия было проведено исследование 259 образцов, из 
них: 109 образцов цельной крови, 100 образцов опухоли, 50 - FFPE-блоков.
11оказатели нижней границы интервала, в котором находится «истинное» значение 
диагностических характеристик для разных видов клинических образцов, согласно 
результатам клинических испытаний, соответствуют значениям, приведенным в таблице 
(доверительная вероятность в данном исследовании принята равной 95%).

К линический
м атериал

К оличество  
образцов  

от пациентов

Результаты  испы таний
Д иагностическая
чувствительность

Д иагностическая
специф ичность

( по I 'O C  I Г 5 3 0 2 2 .3 -2 0 0 8 ). с д о в е р и т ел ьн о й  вероя гн оетью  9 5%

Суммарно по всем 
образцам 259

97,8-100% 97,6-100%

Ткань опухоли 100 94,2-100% 94,2-100%
Цельная кровь 109 95,0-100% 94,2-100%
FFPF-блоки 50 88,7-100% 88,7-100%

Показатели нижней границы интервала, в котором находится «истинное» значение 
диагностической чувствительности, диагностической специфичности но каждой 
мутации в зависимости от тина мутаций составляют:

Вид м у т а ц и и Ч и с л о  о б р а з ц о в  с Д и а г н о с т и ч е с к а я Д и а г н о с т и ч е с к а я
nCTIIllHO ч у в с т в и г е л ы ю с т ь с н е ц и ф и ч и о с т ь

цол  о ж и т е л  ь н ы  м и 
р е з у л ь т а т а м и  

а н а л и з а  (п)

(п о  ГО С  Г R 5 3 0 2 2 .3 -2 0 0 8 ), 
е д о в е р и т ел ьн о й  вероя гн оетью  9 5 %

4 1 5 3 d e lA  B R C A l 18 8 4 .7 -1 0 0 % 9 8 .7 -1 0 0 %
185delA G  B R C A l 13 7 9 .4 -1 0 0 % 9 8 .8 -1 0 0 %

1 3 8 l9 d e l5  B R C A l 13 7 9 .4 -1 0 0 % 9 8 .8 -1 0 0 %

О 2 0 8 0 d e lA  B R C A l 20 8 6 .1 -1 0 0 % 9 8 .7 -1 0 0 %
О 3 8 7 5 d e l4  B R C A l 12 7 7 .9 -1 0 0 % 9 8 ,7 -1 0 0 %

303 6 d e l4  B R C A 2 8 6 8 ,7 -1 0 0 % 9 8 .8 -1 0 0 %

6 1 74dcH  B R C A 2 6 6 0 .7 -1 0 0 % 9 8 .8 -1 0 0 %

-С
T 300G  B R C A l

22 8 7 .3 -1 0 0 % 9 8 .7 -1 0 0 %

Ь£

5 382 insC  B R C A l
22 8 7 .3 -1 0 0 % 9 8 .7 -1 0 0 %
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3. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ
3.1. Класс потенциального риска применения набора -  26 (ГОСТ 31508 «Изделия 
медицинские. Классификация в зависимости от потенциального риска применения. 
Общие требования». Номенклатурная классификация медицинских изделий, утв.
11риказом Минздрава Российской Федерации от 6 июня 2012 года № 4н).
При проведении исследования необходимо строго придерживаться общих стандартов но 
формированию и поддержанию безопасности рабочей среды в медицинских 
лабораториях при манипуляциях с биологическим материалом человека, химическими 
реактивами и другими объектами потенциальной опасности для здоровья людей в 
соответствии с ГОСТ Р 52905.
Рассматривать исследуемые образцы как инфекционно-опасные, организовывать работу 
и хранение в соответствии с СП 1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами 
III-IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней». 
Убирать и дезинфицировать разлитые образцы, используя дезинфицирующие средства в 
соответствии с СП 1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами III-IV групп 
патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней».
3.2 При работе с набором необходимо выполнять следующие требования:
- Выполнять анализ с помощью данного набора допускается лицами, не моложе 18 лет с 
высшим и средним медицинским или биологическим образованием, обученных ^методам 
молекулярной диагностики и правилам работы в клинико-диагностической лаборатории 
в установленном порядке (СП 1.3.2322-08 «Безопасность работы с микроорганизмами 
1I1-IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных болезней»).
- Все сотрудники должны выполнять инструкции и правила техники безопасности, 
изложенные в технических паспортах к электрическим приборам, используемым в 
технологии (амплификаторы, центрифуги, термостаты и др.); персонал, работающий с 
реактивами, должен быть обучен обращению с ними, использовать средства 
персональной защиты, соблюдать правила личной гигиены.
- Лабораторный процесс должен быть однонаправленным. Анализ проводится в 
отдельных помещениях (зонах). Для предотвращения контаминации этапы подготовки к 
амплификации (ПЦР) и лигированию следует проводить в раздельных помещениях или 
тщательно изолированных зонах, снабженных комплектами полуавтоматических 
пипеток, халатами, стеклянной посудой и прочими принадлежностями. Не возвращать 
образцы, оборудование и реагенты в зону, в которой была проведена предыдущая стадия 
процесса.
- Работу с анализируемыми образцами следует проводить в одноразовых медицинских 
перчатках без талька (иеонудреных).
- Не допускается использование одних и тех же наконечников при обработке различных 
образцов клинического материала.
- Поверхности рабочих столов, а также рабочих помещений следует обрабатывать 
бактерицидными облучателями до и после проведения работ в течение 1 часа.
- Химическая посуда и оборудование, которые используются при работе, должны быгь 
соответствующим образом маркированы и храниться отдельно.
- Использованные одноразовые принадлежности (пробирки, наконечники) должны 
сбрасываться в специальный контейнер, содержащий дезинфицирующий раствор.
- Неиспользованные реагенты, реагенты с истекшим сроком годности, использованные 
реагенты, упаковку, биологический материал, включая материалы, инструменты и 
предметы, загрязненные биологическим материалом, следует удалять в соответствии с 
требованиями СанПиН 2.1.7.2790-10 «Санитарно-эпидемиологические требования к 
обращению с медицинскими отходами».
- Набор предназначен для однократного применения. Применять набор строго но 
назначению.



- 1 le использовать набор, если нарушена внутренняя упаковка или внешний вид реагента 
не соответетвует описанию.
- Не использовать набор, если не соблюдались условия транспортирования и хранения 
соглаено инструкции.
- Не использовать набор но истечении срока годности.
- Не есть, не нить, не курить в процессе использования набора. Избегать вдыхания паров, 
контакта с кожей и слизиетой оболочкой. Не глотать.
3.3 Оценка вероятных событий, в результате наступления которых могут произойти 
отрицательные последствия для организма человека.
При использовании по назначению и соблюдении вышеперечисленных мер 
нредоеторожности набор безопасен. При аварийных еитуациях возможно следующее:
- раздражение слизистой оболочки;
- раздражение кожи;
- аллер1'ические реакции.
11ри попадании компонентов набора на кожу и слизистые оболочки -  тщательно вымыть 
руки. Если раздражение не проходит -  обратиться за медицинской помощью. При 
попадании внутрь прополоскать рот водой, при плохом самочувствии - обратиться за 
медицинской помощью.
Оценка специфических воздействий набора реагентов на организм человека:
- канцерогенный эффект отсутствует;
- мутагенное воздейетвие ответствует;
- репродуктивная токеичность отсутствует.

II



4.0Б0РУ Д 0ВА Н И Е, РЕАГЕНТЫ И МАТЕРИАЛЫ

С

(

1. ПЦР-бокс БАВ-1 ЩР-"Ламинар-С" (620.100) (ЗАО "Ламинарные системы". 
Россия).
2. Генетический секвенатор MiSeq («Illumina Inc.». США).
3. Термоциклер для амплификации нуклеиновых кислот 1000 (Bio-Rad, США).
4. Магнитный штатив для 96- луночных планшет DynaMag’̂ '^-96 Side (Thermo Fisher 
Scientific Inc., США).
5. Вортекс персональный V-1 plus (Вортекс персональный V-1 plus) (BioSan. 
Латвия).

6. Анализатор NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, США)
7. Система регистрации полимеразной цепной реакции в режиме реального времени 
StepOne, с принадлежностями (Thermo Fisher Scientific Inc., США).
8. Дозаторы пипеточные со сменными наконечниками с диапазонами измерения от 
0,5 до 10 мкл, от 2 до 20 мкл, от 10 до 100 мкл, от 20 до 200 мкл и от 100 до 1000 мкл 
(Fppendorf, Германия).
9. Салфетки безворсовые Kimwipes (KimTech Science).
10. Пробирки 1,5 мл, типа Эппендорф, DNA ToBind, PCR clean, бесцветные, 
(Fppendorf, Германия).
11. Штатив для пробирок 0,5 мл «рабочее место» на 200 лунок.
12. Центрифуга лабораторная «Fppendorf» Centrifuge 5430, с принадлежностями 
( fhermo Fisher Scientific, Германия).
13. Штатив для стрипов и планшетов. 96 лунок.
14. Штатив «рабочее место» для 96-стринованных пробирок объемом 0.2 мл.
15. Четырехсторонний штатив для пробирок разного объема (50 мл, 15 мл, 1,5 -  2,0 
мл, 0,5 мл).
16.
17.
18.
19.
20 .

21 .

22 .

23.

Перчатки нитриловые неопудренные.
Спирт этиловый лабораторный, 96%.
Холодильная камера, поддерживающая температуру 2-8°С.
Морозильная камера, поддерживающая температуру от минус 20до минус 22°С. 
Вода деионизованная бидистиллированная.
Раствор 1,0 М NaOII 
Пластиковый пинцет.
Комплект для целевого обогащения ДНК, комплект для приготовления библиотек 

ДНК (из наборов «Соло-тест АВС 16», «Соло-тест АВС 48-а», «Соло-тест А1К  ̂ 48-6», 
«Соло-тест АВС 48С-а» и «Соло-тест АВС 48С-6»).
24. Комплект для подготовки к секвепировапию, комплект для секвенирования (из 
наборов «Соло-тест АВС 48С-а» и «Соло-тест АВС 48С-6»).

5. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ОБРАЗЦЫ И ПРОБОПОДГОТОВКА

5Л. Для определения мутаций, ассоциированных с раком молочной железы и яичников, 
используют пробы ДНК, выделенные из цельной крови, а также из свежесобранного 
операционного или биопсийного материала пациента, либо фиксированного в 
формалине и заключенного в парафин (FFPF-блоки).
Для цельной крови необходимо соблюдать следующие требования: взятие крови 
проводится в пластиковые пробирки объёмом 2,5 мл с добавленной в качестве 
антикоагулянта динатриевой соли этилендиаминтетраацетата (ЭДЗ'А) в конечной 
концентрации 2 мг/мл. Для перемешивания содержимого пробирку переворачивают 2-3 
раза. В качестве антикоагулянта допускается также использование цитрата натрия. 
ВНИМАНИЕ! Пе допускается использование гепарина в качестве антикоагулянта.



Для свежего биопсийного и операционного материала следует соблюдать следующие 
требования: время до анализа не должно превышать двух часов с момента взятия 
материала.
Для длительного хранения следует применять формалиновую фиксацию материала с 
последующим заключершем образцов в формалин (FFPE-блоки).
Для парафиновых блоков (FFPE) необходимо соблюдать следующие требования: 
Предварительно провести их морфологический анализ. Образцы считаются пригодными 
для анализа если ткань опухоли занимает не менее 80% площади препарата. В случае 
невьпюлнения данного условия рекомендуется подготовить гистологический препарат 
биоматериала и по результатам гистологического исследования провести разметку 
препарата с обратной стороны предметного стекла, отметив границы зоны опухоли.
В дальнейшим для выделения ДНК необходимо использовать отмеченную область 
препарата, содержащую опухолевую ткань. Для проведения исследования 
рекомендуется использовать фрагмент парафинового блока, соответствующий 
следующим параметрам: толщина каждого среза от 5 до 6 мкм; суммарная площадь 
фрагментов фиксированной ткани и комплексов клеток человека от 2 см Хранить и 
транспор1ировать материал в парафиновых блоках (FFPE) необходимо при температуре 
от +5 до +40 °С с соблюдением мер, предотвращающих контаминацию образцов 
чужеродной ДНК.

5.2. Экстракция ДНК из исследуемых образцов
Выделение ДНК из образцов цельной крови, свежего операционного и биопсийного 

материала осуществляется с помощью набора «АмплиПрайм ДНК-сорб-В» (РУ №ФСР 
2012/14019 от 06.09.2013), «Набор реагентов для выделения нуклеиновых кислот из 
биологического материала НК-сорбент для диагностики in vitro по ТУ 21.20.23-232- 
17253567-2018» (РУ №РЗН 2019/9331 от 02.12.2019), из парафиновых блоков (FFPE) - с 
помощью набора «ДНК-Ткань-Ф» (№ P3F1 2018/7772 от 30.10.2018).

Получение и транспортировку клинических образцов следует выполнять в 
соответствии с требованиями и инструкциями соответствующих наборов для выделения 
ДИК.

Образцы выделенной ДНК должны иметь концентрацию пе мепее 5 нг/мкл. 
Дополнительно рекомендуется для оценки степени чистоты выделенного образца ДНК 
из парафиновых блоков использовать значение соотношения поглощения света образцом 
ДНК на длинах волн 260 им и 280 нм (А260/280). Рекомендуемое значение соотпошепия 
-  пе мепее 1 .6 -1 .8 .

6. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА
Проведение анализа при работе с набором состоит из следующих этапов:
1. Подготовка и проведение целевого обогащения ДНК.
2. 11риготовление библиотек Д1IK.
3. Подготовка образцов к секвенировапию ДНК.
4. Секвепировапие.
5. Интерпретация результатов.

Варианты исполнения «Соло-тест АВС 48С-а» и «Соло-тест АВС 48С-6» включают 
компоненты для проведения всех этапов анализа и отличаются только набором 
олигонуклеотидных индексов. Этапы проведения анализа вариантом исполнения «Соло- 
тест АВС 48-а» и «Соло-тест АВС 48-6» аналогичны этапам проведения анализа 
вариантами исполнения «Соло-тест АВС 48С-а» и «Соло-тест АВС 48С-6», по нс 
включают этапы подготовки и проведения секвенировапия. Вариант исполнения «Соло- 
гест АВС 16» содержит некоторые компоненты, предварительно смешанные и



расфасованные в стрипованные пробирки, для удобства использования. Основные 
процедуры проведения анализа аналогичны для всех вариантов исполнения.
В11ИМАНИН! Реагенты для экстракции ДНК из биоматериала не входят в состав \ 1абора 
реагентов.

6.1. Проведение анализа для варианта исполнения «Соло-тест АВС 48С-а» и 
«Соло-тест АВС 48С-6».

6.1.1. Подготовка и проведение целевого обогащения ДНК
ВНИМАНИЕ! Все манипуляции рекомендуется проводить на льду или в охлажденных 
штативах.
1. Приготовить анализируемые образцы ДНК: оттаять при комнатной температуре, 
встряхнуть на вортексе и коротко центрифугировать для осаждения капель с крышки и 
стенок пробирок. Каждый образец ДНК должен быть разведен до концентрации 5 нг/мкл.
2. Приготовить растворы праймеров 1 и 2: оттаять при комнатной температуре, 
встряхнуть на вортексе и коротко центрифугировать для осаждения капель с крышки и 
стенок пробирок.
3. Приготовить 2 раствора для амплификации (по одному для каждого раствора

Компонент Объем на 1 реакцию Объем на 8 реакций

ПЦР-смесь 1 2 мкл 16 мкл

Праймеры (№1 или №2) 5 мкл 40 мкл

Всего 7 мкл 56 мкл

4. Смешать в отдельных пробирках стрипа по 3 мкл образца с каж/шш раствором 
для амплификации. Пробирки должны быть совместимы с используемым 
термоциклером.

ВНИМАНИЕ! Сначала раскапать по индивидуальным пробиркам готовые смеси для 
амплификации, затем отдельными наконечниками - исследуемые образцы, ПКО и ОКО.

5. Пробирки с образцами и контролями плотно закрыть, перемешать смесь на 
Еюртексе и осадить капли с крышки пробирки кратковременны.м центрифугированием 
при 1000 об/мин в течение 1-3 сек. Поместить в термоциклер.
6. Запрограммировать термоциклер и запустить программу амплификации:

Количество циклов Шаг Т°С Время

1 цикл Активация ферментов 95 °С 15 мин

17 циклов Денатурация 99 °С 15 сек
Отжиг и элонгация 60 °С 4 мин

1 цикл Хранение 4°С о о

ВАЖНО! ПЦР продукт может храниться 1 ночь при 4-10°С, при более долгом хранении 
11ЦР продукт должен храниться при -20°С.

6.1.2. Приготовление библиотек ДНК
ВНИМАНИЕ! Работа проводится в Зоне для работы с продуктами амплификации.
7. Перемешать содержимое каждой пробирки пипетированием и объединить 
продукты ПЦР каждого образца из обеих пробирок. Полученный объем для каждого 
образца будет составлять 20 мкл.



8. Добавить индивидуальным наконечником но 2 мкл Активатора в каждую 
пробирку с объединенными продуктами ПЦР.
9. Тщательно перемешать пипетированием, не допуская образования пузырей. 
Пробирки плотно закрыть, осадить капли с крышки пробирки кратковременным 
центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1—3 сек. Установить пробирки в 
термоциклер.
10. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Температура, °С Время Кол-во циклов
50 10 мин

1
55 10 мин
60 20 мин
10 Хранение не более 1 часа

11. По окончании выполнения программы извлечь пробирки из реакционного модуля 
прибора.

ВАЖНО! При необходимости, пробирки можно хранить при температуре не выше 
МИНУС 20°С.

12. Подготовить Л С адаптеры и Раствор Л согласно расчету: 
(без учета потерь при пипетировании ~10%)

Компонент Объем на 1 реакцию Объем на 8 реакций

ЛС адаптеры 2 мкл 16 мкл
Раствор Л 4 мкл 32 мкл
Всего 6 мкл 48 мкл

13. Тщательно перемешать смесь на вортексе после приготовления.
14. Добавить 6 мкл полученной смеси в пробирки к образцам после обработки 
Активатором. Пипетировать 10 раз.
15. Добавить индивидуальным наконечником но 2 мкл ДНК-лигазы в каждую 
пробирку.
16. Пробирки плотно закрыть, осадить капли с крышки пробирки крагковременным 
центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1—3 сек. Установить пробирки в 
термоциклер.
17. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Температура Время
22°С 30 минут
72°С 10 минут
10°С (хранение до 1 часа)

18. Вынуть пробирки из термоциклера.

Первый этап очистки
19. Приготовить суспензию Магнитных частиц с деионизованной водой в 
соотношении 22 мкл частиц и 20 мкл воды на одну реакцию.
20. Внести 42 мкл приготовленной суспензии в каждую пробирку с библиотекой, 
инкубировать 5 минут при комнатной температуре.



21. Поместить стрип, в котором находится реакционная смесь, на магнитный штатив 
DynaMag"'^-96 SidcMagnct и инкубировать на нем в течение 5 минут при комнатной 
температуре, либо пока смесь в пробирках не станет прозрачной.
22. Перенес'ги супернатант в новую соответствующую пробирку пустого стрипа. не 
задевая осадок частиц.
ВАЖНО! Супернатант содержит библиотеку.
Второй этап очистки
23. Внести 58 мкл Магнитных частиц в каждую пробирку, содержащую библиотеку.
24. 1'щательно перемешать содержимое пипетировапием.
25. Инкубировать 5 минут при комнатной температуре.
26. Поместить стрип, в котором находится реакционная смесь, на магниз ный пггатив 
DynaMag™-96 SideMagnet и инкубировать на нем в течение 5 минут при комнатной 
температуре, либо пока смесь в пробирках не станет прозрачной. Осторожно отобрать и 
удалить супернатант, не задевая магнитных частиц.
ВАЖНО! Библиотека содержится на магнитных частицах!

27. Добавить 90 мкл Реагента Е в каждую пробирку и ресуснендировать. Осадить 
коротковрсменным центрифугированием.
28. 11омеетить стрип, в которо.м находи гея реакционная смесь, на магнитный 
штатив DynaMag'*'‘'^-96 Side Magnet и инкубировать на нем в течение 5 минут при 
комнатной температуре, либо пока смесь в пробирках не станет прозрачьюй.Осторожно 
отобрать и удалить супернатант, не задевая магнитных частиц.

29. Добавить по 150 мкл свежеприготовленного 70% этанола в каждую пробирку и 
четырежды переместить стрип в магнитном штативе относительно рядов, или тщазельно 
перемешать, для промывки магнитных частиц. Инкубировать па магнитном штативе 
пока смесь в пробирках не станет прозрачной.
30. Осторожно отобрать и удалить супернатант, не задевая магнитных частиц в 
пробирке.
31. 11ов'юрить шаги 29-30 для повторной нро.мывки магнитных частиц.
32. Убедиться в том, что капли спирта полностью удалены из пробирок. При 
необходимости осадить на центрифуге, поместить на магнитный штатив, инкубировать 
30 секунд при комнатной температуре и удалить излишки спирта пипеткой на 10 мкл, не 
задевая магнитных частиц. 11росушить магнитные частицы на воздухе в течение 5 минут, 
не вынимая из магнитного штатива. Важно не пересушить магнитные частицы.
33. После окончания сушки сразу же приступить к следующему этапу.
34. Добавить в каждую пробирку 48 мкл I ПДР-смеси 2.
35. Добавить по 2 мкл одного Индекса Си и одного Индекса Ли. Зафиксировать 
комбинации номеров индексов, соответствующие каждому образцу (например, Си-1 и 
Ли-1 для образца 1). В одном запуске секвенирования каждому образцу должна 
соответствовать уникальная (неповторяюшаяся) комбинация индексов - это необходимо 
для идентификации образцов в результатах секвенирования. Индексы из наборов 48-а и 
48-6 можно комбинировать между собой.
36. Перемешать содержимое на вортексе, чтобы ресуснендировать магнитные 
частицы и осадить па центрифуге для сбора капель. Установить пробирки в термоциклер.
37. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Стадия Температура Время



1 никл 98°С 2 минуты

6 циклов 98°С 15 секунд

64°С 1 минута

Хранение 10°С ~1 час или более

1

ВАЖНО! Не допускается замораживание библиоз ек, несущих магнитные 
частицы, при -20°С. После окончания ПЦР амплификации присзупигь к очистке 
библиотек.
38. Тщательно перемешать на воргексе Реагент В перед использованием (Реагент В 
при -20 °С может оставаться в жидком состоянии, либо может быть частично заморожен. 
Однако, даже в этом случае необходимо довести Реагент В до комнатной температуры и 
тщательно перемешать). Добавить 85 мкл Реагента В в каждую библиотеку, и тщательно 
перемешать на вортексе. Коротко осадить на центрифуге, чтобы сбросить капли.
39. Инкубировать смесь в течение 5 минут при комнатной температуре.
40. Поместить стрип, на магнитный штатив DynaMag^^-96 Side Magnet и 
инкубировать на нем в течение 5 минут при комнатной температуре, либо пока смесь в 
пробирках не станет прозрачной. Осторожно отобрать и удалить супернатант, не задевая 
частицы.
41. Добавить по 150 мкл свежеприготовленного 70% этанола в каждую пробирку и 
не менее двух раз переместить стрип в магнитном штативе относительно рядов или 
перемешать смесь для промывки магнитных частиц. Осторожно отобрать и удалить 
супернатант, не задевая магнитных частиц.
42. Повторить шаг 41 для повторной промывки магнитных частиц.
43. Убедиться в том, что капли спирта полностью удалены из пробирок. При 
необходимости осадить на центрифуге, поместить на магнитный штатив, инкубировать 
30 секунд и удалить излишки спирта, не задевая магнитных частиц. Просушить 
магнитные частицы на воздухе в течение 5 минут, не вынимая стрип из магнитного 
штатива. Важно не пересушить магнитные частицы.
44. Удалить стрип с магнитного штатива и добавить в каждую пробирку 35 мкл ГЕ 
буфера.
45. Тщательно перемешать содержимое на вортексе для ресуспендирования
магнитных частиц и осадить на центрифуге для сбора капель.
46. Поместить стрип на магнитный штатив DynaMag'''''^-96 Side Magnet и
инкубировать на нем в течение 3 минут при комнатной температуре, либо пока смесь в 
ячейках нс станет прозрачной. Перенести супернатант с 10товы.ми ДПК библиотеками в 
новый стрип, не задевая магнитных частиц.
47. Поместить стрип на магнитный штатив DynaMag^'^-96 Side Magnet и
инкубировать на нем в течение 3 минут при комнатной температуре, либо пока смесь в 
ячейках не станет прозрачной. Перенести супернатант с готовыми ДПК библиотеками в 
новый стрип, не задевая магнитных частиц.
48. Развести библиотеки деионизированной водой, свободной от нуклеаз, до
концентрации 4000 пмоль/л (эквивалентно 680 нг/мл) используя 15 мкл исходной 
библиотеки. Дополнительная нормализация может не проводится при условии 
использования одинаковой коннентрации ДПК образцов при приготовлении библиотек.



FcjiH исходная концентрация библиотеки даниою образца ниже требуемой, образец 
признается неприг одным для анализа.
49. Смеишть в равных объемах библиотеки, планируемые к анализу. В одном анализе 
(цикле секвенироваиия) может быть исследовано от 3 до 48 ДНК библиотек, включая 
контрольные образцы.

ВАЖНО! Неразведенные библиотеки могут храниться на 4-8°С до 1 месяца. Для более 
длительного хранения поместить библиотеки на -20°С.
6.1.3 Подготовка образцов к ссквенированню
1. Извлечь картридж из морозильной камеры с температурой от -25 до -15 °С.
2. Поместить картридж с реактивами в водяную баню, содержащую 
деионизированную воду в количестве, достаточном для погружения основания 
картриджа с реактивами. Нельзя погружать картридж глубже, чем до линии, указанной
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Рис. 2 Линия максимального уровня воды

3. Оставить картридж с реактивами размораживаться в водяной бане комнатной 
гемнературы до полного оттаивания на 60 минут.

Подготовка библиотеки
4. Разморозить раствор Н Г1 при комнатной температуре, тщательно переметать и 
остави гь охлаждаться во льду.
5. Приготовить 1 мл свежего раствора 0.2 MNaOH путем смешивания 800 
мклдеионизованной воды и 200 мкл 1,0 MNaOH.
6. Приготовить эквимолярную смесь ДНК библиотек (далее «пулированную 
библиотеку»): разморозить (если была заморожена), тщательно перемешать. В одном 
анализе (цикле секвенироваиия) могут быть объединены до 96 ДНК-библиотек (при 
объединении библиотек, приготовленных несколькими наборами соответствующих 
вариантов исполнения), включая контрольные образцы.
7. Смешать в чистой пробирке 5 мкл пулированной библиотеки и 5 мкл 
свежеприготовленного 0,2 М NaOH. Тщательно перемешать пипетированием и 
инкубировать при комнатной температуре 5 минут.
8. Добавить к смеси 990 мкл охлажденного раствора НТ1. Тщательно переметать. 

3ai рузка образца в картридж

9. Вынуть картридж из водяной бани и осторожно постучать им по поверхности 
стола, чтобы удалить воду с основания картриджа. Вытереть основание картриджа 
насухо.
10. Перевернуть картридж с реактивами десять раз для перемешивания растаявших 
реактивов, а затем внимательно проверить, что все позиции оттаяли, равномерно 
перемешаны и не содержат осадка.
11. Осторожно постучать картриджем по столу, чтобы уменьшить количес гво 
пузырьков воздуха в реактиве.
12. Очистить низковорсной лабораторной салфеткой колпачок из фольги, 
покрывающий емкость, отмеченную оранжевой окружностью.
13. Проколоть колпачок из фольги чистым наконечником для пипетки па 1 мл.



14. Внести с помощью пипетки 600 мкл подготовленной пулированной библиотеки 
в резервуар, отмеченный оранжевой окружностью. Не касаться колпачка из фольги 
(рис.З).

/

Рис. 3 Загрузка библиотек

6.1.4 Секвенирование
1. Создать новую про1'рамму цикла в соответствии с инструкцией к генетическому 
секвенатору MiSeq, указав соответствующие номера индексов для каждо10 образца.
2. Надеть новую пару неопудренных перчаток.
3. Пользуясь пластиковыми щипцами, захватить проточную кювету за основание 
пластмассового кейса и извлечь ее из емкости (рис.4).

Рис. 4 Извлечение проточной кюветы

4. Слегка промыть проточную кювету водой лабораторного класса, до тех пор, 
пока стеклянная ячейка и пластиковый кейс не будут тщательно отмыты от избытка 
солей (рис.З). Излишек солей может сказаться при размещении проточной кюветы в 
приборе. Рхли соли высохнут на участке визуализации, это может также сказаться на 
результатах анализа.

Рис. 5 Промывка проточной кюветы

5. Насухо протереть проточную кювету (рис.6) безворсовой салфеткой для очистки 
он гики, соблюдая осторожнос гь при работе вокруг черной прокладки проточной



кюветы. Область прокладки и прилегающую стеклянную поверхность нужно 
осторожно промокнуть салфеткой.
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Рис.6 Отверстия и прокладка проточной кюветы
6. Протереть стекло про гонной кюветы спиртовой салфеткой (рис.7). 
Удостовериться в том, что на стекле нет потеков, отпечатков пальцев или волокон от 
салфетки. Не протирать спиртовой салфеткой область прокладки проточной кюветы.
Г' ’Ч' '

Рис.7 Сушка проточной кюветы

7. Избыток спирта протереть безворсовой салфеткой для очистки оптики.
8. Удостовериться в том, что в отверстиях проточной кюветы пет препя тствий и что 
прокладка плотно прилегает по окружности отверс тий кюветы.
9. Нели выяснится, что прокладка смегцепа. осторожно вернуть ее на место и 
добиться того, чтобы она надежно располагазась вокруг отверстий кюветы.

Загрузка проточной кюветы

10. Поднять дверцу отсека цроточиой кюветы и нажать кнопку справа от защелки 
проточной кюветы. Защелка проточной к ю е ю т ы  откроется (рис.8 ) .

1̂ ис. 8 Открывание защелки проточной кювеил



11. Убедиться в том, что на площадке проточной кюветы отсутствует ворс. Нели на 
площадке есть волокна или иные загрязнения, протереть площадку начисто спиртовой 
салфеткой или неворсовой тканью, смоченной этанолом. Тщательно протереть 
поверхность площадки проточной кюветы — она должна быть чистой и сухой.
12. Удерживая проточную кювету за края, поставить се на площадку проточной 
кюветы (рис.9).

Рис. 9 Установка проточной кюветы на столик
13. Осторожно нажать на защелку проточной кюветы в направлении книзу так, чтобы 
она защелкнулась над кюветой.
14. Когда защелка проточной кюветы закрывается, два центровочных нггырька 
позиционируют проточную кювету. Если вы услышали щелчок, это означает, что 
защелка проточной кюветы надежно закреплена (рис. 10).

Рис. 10 Закрывание защелки проточной кюветы

15. Закрыть дверцу отсека проточной кюветы.
16. Нажать Далее.
Загрузка раствора PR2 и проверка бутыли для сбора отходов
17. Извлечь флакон с раствором PR2 из хранилища с температурой от 2 до 8°С. 
Перевернуть для перемешивания, а затем снять крышку.
18. Открыть дверцу отсека с реактивами.
19. Поднять сипнерную рукоятку до тех нор, пока она не защелкнется.
20. Извлечь промывную бутыль и загрузить бутыль с раствором PR2 (рис.11).
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Рис. 11 Загрузка бутыли с раствором PR2

21. Перелить еодержимое бутыли для ебора отходов в соответетвующий контейнер 
для отходов.
22. Медленно опустить синперную рукоятку. Убедиться в том, что синперные 
трубки опустились во флакон с раствором PR2 и в бутыли для сбора отходов (рис. 12).

Рис. 12 Опускание синнерной рукоятки

23. Нажать Next (Далее).

Загрузка картриджа с реактивами
24. Открыть дверцу холодильника для реактивов.
25. Придерживая картридж с реактивами за рукоятку, ветавить его в холодильник 
для реактивов до упора (рие. 13).

Рие.13 Загрузка картриджа с реактивами

26. Закройте дверцу отеека для охлаждения реактивов.
27. Закройте дверцу отеека е реактивами.
28. Нажмите Next (Далее).

Зануек цикла



29. Загрузив проточную кювету и реактивы, проверить параметры цикла и выполнить 
предварительную проверку устройства, затем запустить цикл в соответствии с 
инструкцией на Генетический секвенатор MiSeq.

6.1.5 Описание анализа данных
6.1.5.1 Анализ полученных на секвенаторе данных осуществляется с помощью 
встроенного пайплайна Local Run Manager (версия 2.0. и выше) - снениализированнос 
программное обеспечение, встроенное в секвенатор MiSeq.
6.1.5.2 Для запуска анализа при помощи Local Run Manager на главном окне нро1'раммы 
(рис. 14-15) в выпадающем окне “Create run’' нужно выбрать “DNA amplicon”. Далее 
необходимо ввести следующие настройки:
1. Название набора для подготовки библиотек секвенирования.
2. Тин чтений: парные или однонаправленное, количество индексов ридов и длину ридов.
3. Программу для получения выравниваний (рекомендуется BWA).
4. Тип мутаций для поиска (рекомендуется “Somatic”).
5. Минимальное значение глубины прочтения мутаций для фильтра (рекомендуется 
значение 20), минимальное значение частоты определяемой мутации (рекомендуемое 
значение 5%), а также минимальное значение качества найденной .мутации (Variant 
Quality filter, значение по умолчанию равно 30). Такие настройки биоинформатического 
пайплайна позволяют избежать потенциальные артефакты секвенирования для 
процедуры идентификации вариантов.
6. Источник эталонной последовательности для человека - в качестве референсной 
последовательности используется версия сборки генома человека GRCh37/hgl9
7. Заполнить таблицу, в которой указываются названия образцов и их индексы для 
демультиплексирования.
8. Сохранить настройки.
Далее, после запуска секвенирования Local Run Manager будет ожидать завершения 
процесса и начнет анализ данных автоматически по завершению работы секвенатора.
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Рис. 14. Главное окно Local Run M anager.
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Рис. 15. Окно конфигурации запуска в Local Run M anager.

6.1.6 Интерпретация результатов
1. После окончания анализа на Генетическом секвенаторе MiSeq, проведенного с 
помощью программного обеспечения 1юса1 Run Manager (версия 2.0. и выше), 
результаты будут сохранены в виде файла формата VCF. Для доступа к файлам 
необходимо открыть папку Alignment на жестком диске MiSeq. Путь к папке. 
D:\lllumina\MiSeqAnalysis\Data lntensities\Basecalls\Alignment.
2. Все найденные по результатам анализа мутации сохраняются в формате VC1- 
(рис 16). Файлы в формате VCF сохраняются в папке: D:\Illumina\MiSeqAnalysis\Dala 
Intensities\Basecalls\Alignment.

?CHR0M
chr13

POS ID
32914437 f$80359550

REF
GT

ALT OUAL FILTER
100 PASS

INFO FORMAT 8789.S14bam
DP=834 climar= GTGQ AD DP VF NL SB NO 0;l 100 71,63 134 0 470 20 -100 0000 0.0000

Рис. 16 Пример файла VCF

Файл в формате VCF представляет собой таблицу с разделением табуляцией, в котором 
описывается следующая информация о мутациях в ооразце (по столбцам).
A. Хромосома (C11ROM).
B. Позиция на хромосоме (POS).
C. 1D мутации в базах данных (RS 1D, COSMIC ID и т.н.). Может не указываться. В 
таком случае пишется просто точка ( '.’).
D. Референсный аллель (REF).
E. Альтернативный аллель (ALT).
F. Значение качества найденной мутации (QUAL). В зависимости от программы, 
выполняющей поиск мутации, значения могут различаться но величине. Может не 
указываться. В таком случае пишется просто точка (\Д .
G. Показатель, прошла ли мутация фильтры программы, выполняющей поиск 
мутаций (FILTER). Может иметь значение либо "PASS” (мутация удовлетворяет всем 
фильтрам программы), либо иное значение, которое варьируется в зависимости от 
программы. Может не указываться. В таком случае пишется просто точка (‘. ).
П. Аннотация мутации (INFO): описание патогенности в базе данных ClinVar. 
номера в базах данных мутаций (например. COSMIC ID), тип мутации (somatic, germlinc, 
frameshift и т.д.).



4

I. Описание формата записи характеристик позиции с мутацией (FORMAT): 01 - 
Genotype, генотип, GQ - Genotype Quality, качество предсказания генотипа, AD - Allele 
Depth, глубина прочтения альтернативного аллеля, DP - I'otal Depth Used For Variant 
Calling, глубина прочтения позиции, VF - Variant Frequency, частота вариантного аллеля, 
NT - Applied BaseCall Noise Level, уровень шума, SB - StrandBias Score, показатель 
наличия одного и того же варианта в прямой и обратной цепях, NC - Fraction о1 bases 
which were uncalled or with basecall quality below the minimum threshold, доля чтений с 
мутациями в данной конкретной позиции, не попавшими в итоговый результат, 
например, но причине низкого качества.
J. Р1нформация о глубине прочтения позиции с мутацией, аллельной частоте 
мутации, глубине прочтения альтернативного аллеля.
3. Каждый файл, соответствующий результатам анализа отдельног о образца имеет 
имя следующего вида: ‘'SampleName_S#.vcf’, где SampleName - это название образца, 
ко'горое было задано при создании протокола анализа, а знак “# соответствует 
порядковому номеру образца в протоколе анализа. Без использования 
снециализироваиного программного обеспечения открыть файлы следует с помощью 
текстового редактора но умолчанию: например, “Блокнот’ (NotePad) или WordPad.
4. Полученные данные должны соответствовать следующим параметрам:

1) % считываний, сопоставленных с целевыми регионами - 85%, не менее.

2) % мишеней (целей, target) с указанным перекры тием (более 20х) - более 98%.

3) коэффициент дублирования - не применим для данного Набора.

4) частота вариантных аллелей - не менее 0.05.

5) локальная глубина секвенирования (показатель качества) - пороговое 
значение 20.

6) наличие одного и того же варианта в прямой и обратной цепях - значение 
параметра SB в файле формата VCF не должно превышать “-3.01”

7) качество картирования последовательности считываний (MAPQ в файле VCF, 
в Local Run Manager обозначается как 'Percent Q30 Bases’ в разделе 'Base Level 
Statistics’ -  рис. 16) - не менее 30 (Average mapping quality).

8) Для проверки показателя средней глубины покрытия в программе Local Run 
Manager, необходимо перейти в раздел '‘Samples & Results” проанализированного 
запуска. Во вкладке ''Aggregate Report” в разделе ''Coverage Summary ’ будет 
указано значение «Amplicon Mean Coverage» - средней глубины прочтения для 
каждого проанализированного образца в запуске. Средняя глубина прочтения 
считается достаточной, если она превышает значение 250 чтений.



Sample Information

Sample •fetal PF Percent Ontarget Aligned AutosomeCalt
10 Reads Percent 030 Bases Reads Rate

8634 484,222 89.714 9121% 99.67%

Amplicon Summary

Manifest Number of AmpTicon Regions
fetal Length of Ibiget 
Regions

manifest tx 
t

409 36.021 bp

TV numVf ot amplicon logwm and total langth do not include the expected ofl-tarpet repioi» that ane included m t v  read and base le'/el statistics

Read Level Statistics

Read
fetal Aligned 
Reads Percent ABgned Reads

1 167,099 69.02% i
i r a i r твою reitem Augneo Keaosi
2 161,777 66.82% !

Base Level Statistics

Read
Percent 030 
Bases

fetal Aligned 
Bases

Percent Aligned 
Bases

Percent
Mismatches

1 9427% 18.009Л14 4926% 0 38%
ю тг ■Bases--------------- Bases
2 85.16% 17,413,147 47.63% 0 52%

TV values for aligned bases exclude bases aligning to the probe sequences

Variants Summary

I SNVs Insertions 1 Deletions

fetal Passing 29 4 |5
Percent found in dbSNP 79 31% 125.00% 1100 00%
Het/Hom Ratio 8667

TyTvRabo 6 250

Variants by Sequence Context

SNVs Insertions Deletions

In Genes 29 4 5
In Exons 19 0 1
In Coding Regions 18 0 1
In IfTR Regions 1 0 0
In Spike Site 
Regions

0 0 0

G ev s include exons, introns and UTR rejions Exons include coding and UTR regions UTR regions Include 5' and 3' UTR regions Splice site regions include regions 
annotated as splice acceptor, splice donor, splice site or splice region

Рисунок 16. Local Run Manager, описание параметров анализируемого образца

5. Мутации в генах BRCA1 и BRCA2 (BRCA1 4153delA, BRCA1 185delAG, BRCAl 
3819del5, BRCAl 2080delA, BRCAl 5382insC, BRCAl 3875del4, BRCAl T300G, BRCA2 
6174delT, BRCA2 303dell4) считаются обнаруженными, если в файле содержится хотя

Запись в vcf-файле Клинически 
значимая мутация 
(интерпретация 
результатов 
исследования)

chrl 7 41243512 rs80357711 CT C BRCAl,4153delA

chrl 7 '41276046 ' rs80357713 ' TCT
1

T BRCAl,! 85del AG

chrl 7 ' 41243843 ' rs80357609 ' GTTTAC
1

G BRCAL3819del5

chrl 7
---- 1-------------------

43093570 ' rs80357522
1

CT
1

C BRCAl,2080delA

chrl 7 ' 41209082 rs80357906
1

G ' GG BRCAl.5382insC



chrl 7 41243788 rs80357868 TAGAC T l3RCAl,3875del4

chrl7 '41258504 ' rs28897672
1

A
1

c BRCAl, T300G

chrl3 ' 32914437
1

rs80359550
1

GT
1-----------

G BRCA2,6174delT

chrl3 ' 32911300
1

rs80359352 ' AACAA
1

A BRCA2, 3036del4

в  противном случае следует считать, что в исследованном образце отсутствуют мутации 
BRCA1 4153delA. BRCA1 185delAG. BRCAl 3819del5, BRCAl 2080delA. BRCAl 
5382insC, BRCAl 3875del4, BRCAl T300G, BRCA2 6174delT, BRCA2 303dell4.

6.2. Проведение анализа для варианта исполнения «Соло-тест АВС 48-а» и «Соло- 
lecr АВС 48-6».

6.2.1. Подготовка и нровсденис целевого обогащения ДНК

ВНИМАНИЕ! Все манипуляции рекомендуется проводить на льду или в охлажденных 
штативах!
1. Приготовить анализируемые образцы ДНК: оттаять при комнатной температуре, 
встряхнуть на вортексе и коротко центрифугировать для осаждения капель с крышки и 
стенок пробирок. Каждый образец ДИК должен быть разведен до концентрации 5 нг/мкл.
2. Приготовить растворы праймеров №1 и №2: оттаять при комнатной температуре, 
встряхнуть на вортексе и коротко центрифугировать для осаждения капель с крышки и 
стенок пробирок.
3. Приготовить 2 раствора для амплификации (по одному для каждого раствора 
праймеров) на количество реакций согласно таблице:

Компонент Объем на 1 реакцию Объем на 8 реакций

ПЦР-смесь 1 2 мкл 16 мкл

Праймеры (№1 или №2) 5 мкл 40 мкл

Всего 7 мкл 56 мкл

4. Смешать в отдельных пробирках стрипа по 3 мкл образца с каждым раствором 
для амплификации. Пробирки должны быть совместимы с используемым 
термоциклером.

ВНИМАНИЕ! С начаза расканать по индивидуальным пробиркам готовые смеси для 
амплификации, затем отдельными наконечниками - исследуемые образцы, ПКО и ОКО.

5. Пробирки с образцами и контролями плотно закрыть, перемешать смесь на 
вортексе и осадить капли с крышки пробирки кратковременным центрифугированием 
при 1000 об/мин в течение 1-3 сек. Поместить в термоциклер.
6. Запоогоаммишвать теомониклеп и запустить поог оамму амплисЬикании:

Количество циклов Шаг Т°С Время

1 цикл Активация ферментов 95 °С 15 мип



17 циклов Денатурация 99 °С 15 сек
Отжиг и элонгация 60 °С 4 мин

1 цикл Хранение 4°С ОО

ВАЖНО! ПЦР продукт может храниться 1 ночь при 4-10°С, при более долгом храпении 
ИЦР продукт должен храниться при -20°С.
6.2.2 Приготовление библиотек ДНК
ВНИМАНИЕ! Работа проводится в Зоне для работы с продуктами амплификации.
7. Перемешать содержимое каждой пробирки пипетированием и объединить 
продукты ИЦР каждого образца из обеих пробирок. Полученный объем для каждого 
образца будет составлять 20 мкл.
8. Добавить индивидуальным наконечником по 2 мкл Активатора в каждую 
пробирку с объединенными продуктами ПЦР.
9. Тщательно перемешать пипетированием, не допуская образования пузырей. 
Пробирки плотно закрыть, осадить капли с крышки пробирки кратковременным 
центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1-3 сек. Установить пробирки в 
гермоциклер.
10. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Температура, °С Время Кол-во циклов
50 10 мин

1
55 10 мин
60 20 мин
10 Хранение не более 1 часа

11. По окончании выполнения программы извлечь пробирки из реакционного модуля 
прибора.
ВАЖНО! При необходимости, пробирки можно хранить при температуре не выше 
минус 20°С.
12. Подготовить ЛС адаптеры и Раствор Л согласно расчету:
(без учета потерь при пипетировании ~10%)

Компонент Объем на 1 реакцию Объем на 8 реакций

ЛС адаптеры 2 мкл 16 мкл
Раствор Л 4 мкл 32 мкл
Всего 6 мкл 48 мкл

1J. 1 щательно перемешать смесь на вортексе после приготовления.
14. Добавить 6 мкл полученной смеси в пробирки к образцам после обработки 
Активатором. Пипетировать 10 раз.
15. Добавить индивидуальным наконечником но 2 мкл ДНК-лигазы в каждую 
пробирку.
16. Пробирки плотно закрыть, осадить капли с крышки пробирки кратковременным 
центрифугированием при 1000 об/мин в течение 1-3 сек. Установить пробирки в 
термоциклер.
17. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Температура Время
22°С 30 минут



72°С 10 минут
10°С (хранение до 1 часа)

18. Вынуть пробирки из термоциклера.
11ервый этап очиетки
19. Приготовить еуепензию магнитных чаетиц в деионизованной водой в 
еоотношении 22 мкл частиц и 20 мкл воды на одну реакцию.
20. Внести 42 мкл приготовленной суспензии в каждую пробирку с библиотекой, 
инкубировать 5 минут при комнатной температуре.
21. Поместить стрин, в котором находится реакционная смесь, на магнитный штатив 
DynaMag™-96 SideMagnet и инкубировать на нем в течение 5 минут при комнатной 
температуре, либо пока смесь в пробирках не станет прозрачной.
22. Перенести супернатант в новую соответствующую пробирку пустог о стригга. не 
задевая осадок частиц.
ВАЖНО! Суггернатант содержит библиотеку.
Второй этан очистки
23. Внести 58 мкл Маг нитных частиц в каждую пробирку, содержагцую библиотеку.
24. Тщательно перемешать содержимое пипетированием.
25. Иггкубировать 5 минут ггри комггатной температуре.
26. Поместить стригг, в котором ггаходится реакнионггая смесь, на мапгитный 
гггтатив DynaMag™-96 SideMagnet и инкубировать на нем в течение 5 миггут при 
комнатной температуре, либо пока смесь в пробирках не станет прозрачной.
Осторожно отобрать и удалить супернатант, не задевая маг нитных частиц.
ВАЖНО! Библиотека содержится на магнитных частицах!

27. Добавить 90 мкл Pear ента Е в каждую ггробирку и ресуспендировать. Осадить 
коротковременным центрифугированием.

28. Поместить стригг, в котором находится реакционная смесь, на магггитный нгтатив 
DynaMag™-96 SideMagnet и инкубировать на нем в течение 5 минут ггри комнатггой 
температуре, либо пока смесь в пробирках не станет прозрачной.Осторожно отобрать и 
удалить супернатант, гге задевая магнитных частиц.
29. Добавить гго 150 мкл свежеггриг'ог'ОВ]генногю 70% этанола в каждую пробирку и 
четырежды переместить стрин в магнитном нгтативе отггосительно рядов, или тщательно 
ггеремегнать для промывки магнитных частиц. Инкубировать на магнитном нгтатигю ггока 
смесь в ггробирках не станет прозрачной.
30. Осторожно отобрать и удалить супсрнатагзт, не задевая магнитных частиц в 
пробирке.
31. Повторить шаги 29-30 для повторной промывки магнитных частиц.
32. Убедиться в том, что капли сггирта гголностью удалены из ггробирок. При 
rieo6xo;iHMOCTH осадить гга центрифуге, поместить гга магнитный штатив, иггкубировать 
30 секунд ггри комнатной темггературе и уда^зи г ь излингки сггирта ниггеткой на 10 мкл, не 
задевая магнитных частиц. Просушить магнитггые частицы на воздухе в течение 5 мину т , 
гге вынимая из магнитного штатива. Важно не пересушить магнитные частицы.
33. После окончания сушки сразу же приступить к следующему шагу.
34. Добавить в каждую пробирку 48 мкл 11ЦР-смеси2.
35. Добавить гго 2 мкл одного Индекса Си и одного Иггдекса Ли. Зафиксировать 
комбиггации номеров индексов, соответствуютцие каждому образцу (например, Си-1 и 
Ли-1 для образна Г). В одном запуске секвенирования каждому образг1у должна 
соответствовать уникальная (негговторяюггщяся) комбинация индексов - это необходимо 
для идентификации образцов в результатах секвеггирования. Индексы из ггаборов 48-а и 
48-6 можно комбинировать между собой.



36. Перемешать содержимое на вортексе. чтобы рссуспендировать магнитные 
частицы и осадить на центрифуге для сбора капель. Установить пробирки в термоциклер.
37. Запрограммировать термоциклер и запустить выполнение программы:

Стадия Температура Время

1 цикл 98°С 2 минуты

6 циклов 98°С 15 секуггд

64°С 1 миггута

Хранение 10°С ~1 час или более

ВАЖНО! Не допускается замораживание библиотек, несущих магнитные частицы, при 
-20°С. После окончания ПЦР амплификации приступите к очистке библиотек.
38. Гщательно перемешать на вортексе Реагент В перед использованием*. Добавить 
85 мкл Реагеггт В в каждую библиотеку, и тнг,ательно перемешать на вортексе. Коротко 
осадить на цеггтрифуге. чтобы сбросить каггли.
39. Иггкубировать смесь в течение 5 минут ггри комнатной температуре.
40. Поместить стрип, на магнитный штатив DynaMag™-96 Side Magnet и 
иггкубировать на нем в течение 5 миггут при комнатной темггературе, либо ггока смесь в 
пробирках гге станет прозрачной. Осторожно отобрать и удалить сунернатаггт, не задевая 
частицы.
41. Добавить по 150 мкл свежеприготовленного 70% этанола в каждую ггробирку и 
не менее двух раз переместить стрип в магнитном штативе отггосительно рядов, или 
ггеременгать смесь для ггромывки магнитных частиц. Осторожно отобрать и удалить 
суперггатаггт, не задевая маг нитных частиц.
42. Повторить шаг 45 для гговторной ггромывки магнитных частиц.
43. Убедиться в том, что каггли спирта нолггостью удалеггы из пробирок. При 
ггеобходимости осадить на цегзтрифуге, поместить на магнитный нгтатив, иггкубировать 
30 секунд и удалить излигггки спирта, гге задевая магнитных частиц. 11росушить 
магнитные частицы на воздухе в течеггие 5 минут, не вынимая стригг из магнитггого 
нгтатива. Важно не пересушить магнитные частицы.
44. Удалить стригг с магнитного гггтатива и добавить в каждую пробирку 35 мюг ГН 
буфера.
45. Ггггательно перемешать содержимое на вортексе для ресуспеггдирования 
маг нитных частиц и осадить на центрифуге для сбора каггель.
46. Поместить стригг гга магнитный штатив DynaMag'^^-96 Side Magnet и 
иггкубировать на нем в течение 3 минут при комнатной температуре, либо пока смесь в



ячейках не станет прозрачной. Перенести супернатант с готовыми ДНК библиотеками в 
новый стрип, не задевая магнитных частиц.
47. Развести библиотеки деионизированной водой, свободной от нуклеаз, до 
конце11трании 4000 нмоль/л (эквивалентно 680 нг/мл) используя 15мкл исходной 
библиотеки.
48. Смешать в равных объемах библиотеки, планируемые к анализу. В одном ана^зизе 
(цикле секвенирования) может быть исследовагю от 3 до 48 ДНК библиотек, включая 
контрольные образцы.
49. Перейти к «6.1.3 Подготовка образцов к секвенированию» с использованием 
комплекта для подготовки образца к секвенированию Набора «Соло-тест ЛВС 48С-а» 
или «Соло-тест АВС 48С-6» соответственно.

ВАЖНО! Перазведенные библиотеки могут храниться на 4-8°С до 1 месяца. Для более 
длительного хранения поместите библиотеки на -20°С.

* Реагент В при -20 °С может оставаться в жидком состоянии, либо может быть частично 
заморожен. Однако, даже в этом случае необходимо довести Реагент В до комнатной 
температуры и тщательно перемешать.
6.3. Проведение анализа для варианза исполнения «Соло-тест АВС 16».
6.3.1. Подготовка и проведение целевого обогащения ДНК
Внимание! Все манипуляции рекомендуется проводить на льду или в охлажденных 
штативах!
1. Приготовить анализируемые образцы ДНК: отгаить при комнатной температуре, 
встряхнуть на вортексе и коротко центрифугировать для осаждения капель с крышки и 
стенок пробирок. Каждый образец Д1IK должен быть разведен до концентрации 5 иг/мкл.
2. Приготовить необходимое количество пробирок с растворами праймеров в 
стринах в расчете на анализируемое количество образцов выделенной ДНК с учетом 
контролей. Оггаить при комнатной температуре, встряхнуть на вортексе и коротко 
центрифугировать для осаждения капель с крышки и стенок пробирок.
3. Добавить по 3 мкл каждого образца исследуемой ДПК, ПКО и ОКО в 
соответствующие пробирки с раствором праймеров 1 и 2 в стринах по следующей схеме 
(приведены примеры для одновременной постановки 8 образцов):

Раствор праймеров 1 зеленый стрип
№ Пробирки 1 2 3 4 5 6 7 8
№ Образца 01 02 03 04 05 Об 07 08

Раствор праймеров 2 красный стрип
№ Пробирки 1 2 лJ 4 5 6 7 8
№ Образца 01 02 03 04 05 Об 07 08

4. Добавить по 2 мкл ПЦР-смеси 1 в каждую пробирку с образцом и раствором 
праймеров.
ВНИМАНИЕ! ПЦР -смесь 1 в каждую пробирку вносить отдельным наконечником.

5. Пробирки е образцами и коигролями плотно закрыть, перемешать смесь на 
вортексе и осадить капли с крышки пробирки кратковременным центрифугированием 
при 1000 об/мин в течение 1—3 сек. Поместить в термоциклер.
6. Запрограммировать термоциклер и запустить программу а.мплификации:

Количество циклов Шаг Т°С Время

1 цикл Активация ферментов 95 °С 15 мин
17 циклов Денатурация 99 °С 15 сек



О т ж и 1' и эл он гация 60 °С 4 м и н

1 ц и кл Х р ан е н и е 4°С о о

ВАЖНО! П Ц Р  п р о д у кт  м о ж е т  хр ан и ться  1 ночь  при  4 -1 0 °С , при  более д о л го м  хр ан е ни и  
П Ц Р  п р о д у кт  д о л ж ен  хр ан и ться  при  -2 0 ° С .
6.3.2. Приготовление библиотек ДНК
ВНИМАНИЕ! Работа пр ово д и тся  в Зоне для работы  с п р о д у кта м и  а м п л и ф и ка ц и и .
7. П ерем еш ать со д ер ж и м о е  ка ж д о й  п р о б и р ки  п и п е ти р о в а п и е м  (ре а кц и о н н а я  смесь 
в зелены х и го л у б ы х  п р о б и р ка х ) и о бъ е д и н и ть  п р о д у кт ы  П Ц Р  ка ж д о го  образца  из о б ои х  
С трипов в со о тв е тств ую щ е й  п р о б и р ке  зел еного  с тр и п а  (п р и  о д н овр е м е н н ом  анализе 16 
образцов -  для п е р в ы х  8 образцов объ ед инять  в зеленом  стри п е , для образцов 9 -16  -  в 
кр асн о м ). Д л я  это го  последовательно  перенести  10 м кл  р е а кц и о н н о й  см еси из ка ж д о й  
п р о б и р ки  о д н о го  стр и п а  в п р о б и р ку  в то р о го  с тр и п а  т о го  ж е  п о р я д ко в о го  ном ера, 
с о о тв е тс тв у ю щ у ю  о д н о м у  и то м у  ж е  образцу. 11олученны й объем для ка ж д о го  образца 
буд ет составля ть 20 м кл .
8. Д о б а в и ть  и н д и в и д уа л ь н ы м  н а ко н е ч н и ко м  но 2 м кл  А к т и в а т о р а  в ка ж д у ю  
п р о б и р ку  с о б ъ е д и н ен н ы м и  п р о д у кта м и  П Ц Р .
9. Т щ ате л ьн о  перем еш ать п и п е ти р о в а н и е м , не д о п уска я  образования  пузы р ей . 
П р о б и р ки  п л о тн о  за кр ы ть , осадить  ка п л и  с к р ы ш к и  п р о б и р ки  кр а тко в р е м е н н ы м  
це н тр и ф уги р о в а н и е м  п р и  1000 о б /м и н  в течение  1 -3  сек. У с т а н о в и т ь  п р о б и р ки  в 
тер м оц и кл е р .
10. З апр огр ам м и р ов ать  те р м о ц и кл е р  и за п у с ти ть  вы пол н е н и е  п р о гр а м м ы ;

Температура, °С Время Кол-во циклов
50 10 м и н

1

55 10 м и н

60 20 м ин

10 Х р а н е н и е  пе более 1 часа

11. П о  о ко н ч а н и и  вы пол н е н и я  п р о гр а м м ы  извлечь п р о б и р ки  из р е а кц и о н н о ю  м одуля 
прибора .
В А Ж Н О !П р и  н е о б хо д и м о сти , п р о б и р ки  м о ж н о  х р а н и ть  при  тем пературе  не вы ш е м и н у с  
20°С .
12. П о д го то в и ть  Л С  адаптеры  и Раствор Л  со гл асн о  расчету:
(без учета  потерь  п р и  п и п е ти р о в а н и и  ~ 1 0 % )

Компонент Объем на 1 реакцию Объем на 8 реакций

Л С  адаптеры 2 м кл 16 м кл

Раствор Л 4 м кл 32 м кл

В се го 6 м кл 48 м кл

1J. 1 ш ател ьно  перем еш ать см есь на вортексе  после п р и го то в л е н и я .
14. Д о б а в и ть  6 м кл  п о л уче н н о й  см еси в п р о б и р ки  к  образцам  после о б р а б о тки  
Л кт и в а го р о м . П и п е ти р о в а ть  10 раз.
15. Д о б а в и ть  и н д и в и д уа л ь н ы м  н а ко н е ч н и ко м  по 2 м кл  Д П К -л и га з ы  в ка ж д у ю  
п р о б и р ку .
16. П р о б и р ки  п л о тн о  за кр ы ть , осадить  ка пл и  с к р ы ш к и  п р о б и р ки  кр а тко в р е м е н н ы м  
ц е н три ф уги р ова н и ем  при  1000 о б /м и н  в течение  1 -3  сек. У с т а н о в и т ь  п р о б и р ки  в 
тер м оц и кл е р .
17. З апр о гр ам м и р ов ать  те р м о ц и кл е р  и за п у с ти ть  в ы п ол н е н и е  п р о гр а м м ы :



Температура Время
22°С 30 м и н у т

72°С 10 м и н у т

10°С (хра н ен и е  до 1 часа)

18. В ы н у ть  п р о б и р ки  из терм оцикл ера .
11ервый этап о ч и е тки
19. П р и го т о в и т ь  суе п е н зи ю  м а гн и т н ы х  чаетиц  е д е и о н и зо в а н н о й  водой  в 
со о тн о ш е н и и  22 м кл  частиц  и 20 м кл  воды  на о д н у  р е а кц и ю .
20. В н е сти  42 м кл  п р и го то в л е н н о й  с усп е н зи и  в ка ж д у ю  п р о б и р ку  е б и б л и о те ко й , 
и н ку б и р о в а ть  5 м и н у т  пр и  ко м н а тн о й  тем пературе .
21. 11ом есгить с тр и п , в ко то р о м  н ахо д и тся  р еа кц и о н н ая  см есь, на м а гн и  гн ы й  
ш та ти в  D y n a M a g ™ -9 6  S ideM ag ne t и и н ку б и р о в а ть  на нем в течение  5 .м инут при  
ко м н а тн о й  тем пературе , либо  п о ка  см есь в п р о б и р ка х  не станет п р о зр а чн о й .
22. П еренести  суп е р н а та н т  в н о в у ю  с о о т в е т с т в у ю щ у ю  п р о б и р ку  п у с т о го  стри па , не 
задевая о сад о к частиц .
ВАЖНО! С уп е р н а та н т  с о д е р ж и т  б и б л и о те ку .
В то р о й  этан о ч и с т ки
23. В нести  58 м кл  М а гн и т н ы х  части ц  в ка ж д у ю  п р о б и р ку , с о д е р ж а щ у ю  б и б л и о те ку .
24. Гщ ательно перем еш ать со д ер ж и м о е  пи пе ти р о ван и е м .
25. И н ку б и р о в а ть  5 м и н у т  п р и  ко м н а тн о й  тем пературе .
26. 11оместить с тр и п , в ко то р о м  н ахо д и тся  р еа кц и о н н ая  см есь, на м а гн и т н ы й  
н п а т и в  DynaM ag^^'^-96 S id eM ag ne t и и н ку б и р о в а ть  на нем в течение  5 м и н у т  при  
ко м н а тн о й  тем пературе , л иб о  п о ка  см есь в п р о б и р ка х  не станет п р озр ачн ой .
О с то р о ж н о  отобрать  и уд ал ить  суп е р н а та н т , не задевая м а гн и т н ы х  чаетиц .
ВАЖНО! Библ и о те ка  со д ер ж и тся  на м а гн и т н ы х  частицах !

27. Д о б а в и ть  90 м кл  Реагента Е в ка ж д у ю  п р о б и р ку  и р есуспе н д и ро ва ть . О сад ить  
ко р о тко в р е м е н н ы м  ц е н три ф уги р ова н и ем .
28. П о м е сти ть  с тр и п , в ко то р о м  н ахо д и тся  р еа кц и о н н ая  см есь, на .м а гнитны й  
ш та ти в  D ynaM ag'^ ''^-96 S id eM ag ne t и и н ку б и р о в а ть  на нем  в течение  5 м и н у т  при  
ко м н а тн о й  тем пературе , либо  п о ка  см есь в п р о б и р ка х  не станет пр о зр а чн о й .
О с то р о ж н о  отобрать  и уд ал ить  супернатан  г, не задевая м а гн и т н ы х  части ц .
29. Д о б а в и ть  по  150 м кл  св е ж е п р и го то в л е н н о го  70%  этанола в к а ж д у ю  п р о б и р ку  и 
четы р еж д ы  перем естить  с тр и п  в .м агнитном  ш тативе  о тн о си те л ь н о  рядов, или 
гщ ательно  перем еш ать для п р о м ы в ки  м а гн и т н ы х  частиц . И н ку б и р о в а т ь  на м а гн и тн о м  
ш тативе  п о ка  см есь в п р о б и р ка х  не станет п р озр ачн ой .
30. О с то р о ж н о  о тобрать  и уд а л и ть  суп е рн а та н т , пс  задевая м а гн и т н ы х  части ц  в 
пр об ир ке .
31. П о в то р и ть  ш а ги  2 9 -30  для п о в то р н о й  п р о м ы в ки  м а гн и т н ы х  частиц .
32. У б е д и ться  в то м , что  капл и  с п и р та  п о л н о с ть ю  удалены  из п р о б и р о к . П ри  
н е о б хо д и м о сти  осадить  на це н три ф уге , п о м е сти ть  па м а гн и т н ы й  ш та ти в , и н ку б и р о в а ть  
30 с е ку н д  п р и  ко м н а тн о й  тем пературе  и уд ал ить  и з л и ш ки  с п и р та  п и п е т к о й  па  10 м кл , 
пе задевая м а гн и т н ы х  частиц . П р о с у ш и ть  м а гн и тн ы е  ч а сти ц ы  на возд ухе  в тече ни е  5 
м и н у т , не вы ним ая  из м а гн и т н о го  ш татива. В а ж н о  не п е р е суш и ть  м а гн и тн ы е  части ц ы . 
П осле о ко н ч а н и я  с у ш к и  сразу ж е  п р и с ту п и т ь  к  сл е д ую щ е м у  ш а гу .
33. Д о б а в и ть  в ка ж д у ю  п р о б и р ку  48 м кл  I I I  1,Р-емееи 2. Т щ ате л ьн о  р есусп е н д и ро ва ть  
и перенести  ча сти ц ы  в стр и п  с О л и го н у кл е о ти д н ы м и  и н д е кса м и : образцы  с п о р я д ко в ы м и  
ном ерам и 1-8 в с и н и й  с тр и п , образцы  9 -16  -  в ж е л ты й  с тр и п . Н е о б хо д и м о  с о х р а н и ть



п о р я д о к образцов в стр и п а х  с инд е кса м и .
ВНИМАНИЕ! К а ж д о м у  образцу со отве тствует  свой  О л и го н у кл е о т и д н ы й  инд екс . 
1^ажно заф иксировать  со ответствие  ном ера образца и индекса . И д е н ти ф и ка то р  инд екса , 
со о тв е тств ую щ е го  ка ж д о й  п р о б и р ке  указан  на у п а ко в ке  и м а р ки р о в ке  набора.

34. П ерем еш ать со д ер ж и м о е  на вортексе , ч то бы  р е сусп е н д и ро ва ть  м а гн и тн ы е  
части цы  и осадить  на ц е н три ф уге  для сбора капель. У с та н о в и ть  п р о б и р ки  в тер м оц и кл е р .
35. З ап р ограм м ировать  те р м о ц и кл е р  и за п усти ть  вы пол н е н и е  n p o i рам м ы :

Стадия Температура Время
1 ц и кл 98°С 2 м и н у т ы

6 ц и кл о в 98°С 15 с е ку н д

64°С 1 м и н у та

Х р ан е н и е 10°С ~1 час или  более

ВАЖНО! Не д о п уска е тся  зам о раж ивание  б и б л и о те к , н е сущ и х  м а гн и тн ы е  ч а с ти ц ы , при  
-2 0 °С . П осле о ко н ч а н и я  П Ц Р  а м п л и ф и ка ц и и  п р и с ту п и те  к  о ч и с тке  б и б л и о те к .

36. Т щ ател ьно  перем еш ать на вортексе  Р еагент В перед и с п о л ьзо в а н и е м *. Д о б а в и ть  
85 м кл  Реагента В  в ка ж д у ю  б и б л и о те ку , и тщ ател ьно  перем еш ать на вортексе . К о р о т ко  
осадить  на цен три ф уге , ч то б ы  сб р оси ть  капл и .
37. И н ку б и р о в а ть  см есь в течение  5 м и н у т  при  ко м н а тн о й  тем пературе .
38. П о м е сти ть  с тр и п , на м а гн и т н ы й  ш та ти в  D y n a M a g ™ -9 6  S ide M ag ne t и 
и н ку б и р о в а ть  на нем в течение  5 м и н у т  пр и  ко м н а тн о й  тем пературе , л и б о  п о ка  см есь в 
п р о б и р ка х  не станет пр озр ачн ой . О с то р о ж н о  отобрать  и уд а л и ть  суп е р н а та н т , не задевая 
частицы .
39. Д о б а в и ть  по  150 м кл  с в е ж е п р и го то в л е н н о го  70%  этанола  в к а ж д у ю  п р о б и р ку  и 
не менее д в ух  раз перем естить  с тр и п  в м а гн и тн о м  ш тативе  относительрю  рядов, или 
перем ещ ать см есь для п р о м ы в ки  м а гн и т н ы х  части ц . О с то р о ж н о  о тобрать  и у д а л и гь  
суп е р н а та н т , не задевая м а гн и т н ы х  частиц .
40. П о в то р и ть  ш а г 39 для п о в то р н о й  п р о м ы в ки  м а гн и т н ы х  частиц .
41. У б е д и ться  в то м . ч то  ка п л и  сп и р та  п о л н о с ть ю  удалены  из п р о б и р о к . П ри  
н е о б хо д и м о сти  осадить  на ц е н три ф уге , п о м е сти ть  на м а гн и т н ы й  ш та ти в , и н ку б и р о в а ть  
30 с е ку н д  и уд а л и ть  и зл и ш ки  спи р та , не задевая м а гн и т н ы х  части ц . П р о с у ш и ть  
м а гн и тн ы е  части ц ы  на воздухе  в течение  5 м и н у т , пе вы ним ая  с тр и п  из м а г п и г п о ю  
ш татива. В а ж н о  не п е р е суш и ть  м а гн и тн ы е  части цы .
42. У д а л и ть  с тр и п  с м а гн и т н о го  ш татива  и д обавить  в ка ж д у ю  п р о б и р ку  35 м кл  Т Е  
буфера.
43. Т щ ател ьно  перем еш ать со д ер ж и м о е  па вортексе  для р е сусп е п д и р о в а н и я  
м а гн и т н ы х  ча сти ц  и осадить  па ц е нтриф уге  для сбора капель.
44. П о м е сти ть  с тр и п  на м а гн и т н ы й  ш та ти в  D y n a M a g ^ '^ -9 6  S ide M ag ne t и 
и н ку б и р о в а ть  на нем в течение  3 м и н у т  при  ко м н а тн о й  тем пературе , либо  п о ка  см есь в



я ч е й ка х  не етанет п р озр ачн ой . П еренести  суп е р н а та н т  с го то в ы м и  Д Н К  б и б л и оте ка м и  в 
новы й  с тр и н , не задевая м а гн и т н ы х  частиц .
45. Развести б и б л и о те ки  д е и о н и зи р о в а н н о й  водой, свободной  от нуклеаз, до 
ко н ц е н тр а ц и и  4000  пм ол ь/л  (э кв и в а л е н тн о  680 н г /м л ) используя  15 м кл  и схо д н о й  
б и б л и о те ки .
46. С .м ета ть  в р авн ы х  объем ах б и б л и о те ки , пл анируем ы е  к  анализу. В одном  анализе 
(ц и кл е  се кв е н и р о в а ни я ) м о ж е т  б ы ть  исследовано  о т  3 до 48 Д Н К  б и б л и о те к , в кл ю чая  
ко н тр о л ь н ы е  образцы .
47. П ерейти  к  «6.1 .3  П о д го то в ка  образцов к  се кве н и ро ва ни ю »  с испол ьзованием  
ко м п л е кта  для п о д го то в ки  образца к  с е кв е н и р о в а н и ю  Н абора «С ол о -тест А В С  4 8С -6 » .
* Реагент В п р и  -20  °С  м о ж е т  оставаться в ж и д ко м  со сто я н и и , либо  м о ж е т  б ы ть  
ча сти ч н о  зам орож ен . О д н а ко , даже в этом  случае нео бхо д и м о  довести  Реагент В до 
ко м н а тн о й  тем п е ра туры  и тщ ате л ьн о  перем еш ать.

ВАЖНО! П еразведенны е б и б л и о те ки  м о 1'у т  хр ан и ться  на 4 -8 °С  до 1 месяца. Д л я  более 
д л и те л ь н о го  хр ан е ни я  по м е сти те  б и б л и о те ки  на -20 °С .

7. УТИЛИЗАЦИЯ
У н и ч т о ж е н и е  о тхо д о в , и сп о л ьзо в а н н ы х  и неи спо л ьзов ан н ы х  ко м п о н е н то в  

набора, наборов с и с те кш и м  ср о ко м  го д н о с ти  пр ово д и ть  в со отве тстви и  с С а н П и Н  
2 .1 .36 84 -2 1 .

Ж и д ки е  о тхо д ы  (ре а ге н ты , р е а кти в ы ) н еи сп о л ьзов ан н ы х  ко м п о н е н то в  набора 
у н и ч т о ж а ю т  разведением  вод ой  1:100, сл ивом  раствора в ка н а л и за ц и ю  и вы возом  
о ста тка  у п а ко в о к  ка к  п р о и зв о д ств е н н ы й  или бы то во й  м усор.
О тх о д ы  биом атериала (и н ф и ц и р о в а н н ы е  и п о те н ци а л ьно  и н ф и ц и р ова н н ы е  о тх о д ы ) из 
кл и н и к о -д и а гн о с т и ч е с ки х  л а бораторий , р а б о та ю щ и х  с м и кр о о р га н и зм а м и  3 -4  гр у п п  
п а то ге н н о с ти , обра.зцы материала после о б р а б о тки  Д П К  и о тхо д ы  после  провед ения  
а м п л и ф и ка ц и и  п од л еж ат обязател ьном у об езза ра ж и ва ни ю  (д ези н ф е кц и и ).

8. УСЛОВИЯ ТРАНСПОРТИРОВКИ, ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ
Н аборы  вариантов  и сп о л н е н и я  « С о л о -Т е ст  А В С  48С -а»  и « С о л о -Т е ст  А В С  4 8 С - 

б» м о гу т  тр а н сп ор ти ро ва ться  при  тем пературе  2 -8 °С  в течение  6 часов. П р и  более 
д л и те л ьно й  тр а н с п о р ти р о в ке  набор  д о л ж ен  бы ть  р а зуко м п л е кто в а н . Т р а н с п о р ти р о в а н и е  
прои зво д и тся  всеми видам и к р ы т о го  тра н спор та  сл е д ую щ и м  образом : « К о м п л е кт  для 
целевого  о б о га щ е н и я  Д П К » . « К о м п л е кт  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к  Д Н К » ,  « К о м п л е кт  
для п о д го т о в ки  образца к  се кв е н и р о в а н и ю »  тр а н сп о р ти р уе тся  пр и  тем пе ра туре  о т  м и н у с  
22 до м и н ус  20 °С  (п р и  и спо л ьзо ва н и и  хладоэлем ентов  (- 2 0 °С )) , « К о м п л е кт  для 
се кве н и ро ва ни я»  - при  тем пературе  2-8  °С .

Н аборы  р еа гентов  вариантов  и сп о л н е н и я  « С о л о -Т е ст  А В С  16», « С о л о -Т е ст  А В С  
48-а» , « С о л о -Т е ст  А В С  48 -6»  тр а н с п о р ти р у ю тс я  всем и видам и кр ы т о го  тр а н сп о р та  при 
тем пературе  о т  м и н у с  22 до м и н у с  20 °С  при  и сп о л ьзо в а н и и  хл адоэлем ентов  (-  2 0 °С ) в 
течение  с у то к .

11осле п о л уче н и я  « К о м п л е кт  для целевого  о б о га щ ен и я  Д Н К »  д о л ж е н  хр а н и ться  и 
эксп л уа ти ро ва ться  в зоне « нр е -П Ц Р »  (п р и  тем пературе  м и н у с  22 до  м и н у с  20  °С ), а 
« К о м п л е кт  для п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к  Д П К »  (п р и  тем пературе  м и н у с  22 до м и н у с  20 
°С ), « К о м п л е кт  для п о д го т о в ки  образца к  се кв е н и р о в а н и ю »  (п р и  тем пературе  м и н у с  22 
до м и н у с  20 °С ), « К о м п л е кт  для се кве н и ро ва ни я»  (п р и  тем пературе  2-8  °С ) д о л ж н ы  
хр ан и ться  и эксп л уа ти ро ва ться  в зоне « п о ст -П Ц Р » -

П осле  п о л уче н и я  « К о м п л е кт  для целевого  о б о га щ ен и я  Д П К » , « К о м п л е кт  для 
п р и го то в л е н и я  б и б л и о те к  Д Н К » , « К о м п л е кт  для п о д го т о в ки  образца  к  с е кв е н и р о в а н и ю »  
д о л ж н ы  хр ан и ться  при  тем пературе  о г  м и н у с  22 до .минус 20 °С  в течение  всего  ср о ка  
го д н о сти . « К о м п л е кт  для се кве н и ро ва ни я»  д о л ж ен  хр ан и ться  при  тем пе ра туре  2 -8  °С  в



течение всего  ср ока  го д н о с ти .
С р о к  го д н о с ти  набора -  9 месяцев со дня пр и ем ки  О Т К  п р е д п р и я ти я - 

изгото ви те л я . Н абор  реагентов  с и с те кш и м  с р о ко м  го д н о сти  пр и м е н ен и ю  не п о д л е ж и т . 
С р о к  го д н о сти  и усл овия  хр ан е ни я  в с кр ы т ы х  реагентов  со о тв е тств ую т с р о ку  го д н о с ти  и 
усл овиям  хр ан е ни я , у ка за н н ы м  на э ти ке тка х  для н е в с кр ы ты х  реагентов.

9. ГАРАНТИЙНЫЕ ОБЯЗАТЕЛЬСТВА
П р ои зво д и те л ь  га р а н ти р уе т  соответствие  о с н о в н ы х  парам етров и х а р а кте р и с ти к  

набора требованиям , у ка за н н ы м  в т е х н и ч е с ко й  и эксп л уа та ц и о н н о й  д о ку м е н та ц и и , в 
течение  уста н о в л е н н о го  ср ока  го д н о с ти  и пр и  со бл ю д ен и и  всех усл овий  хр ан е ни я , 
грансиортирогзания и э ксп л уа та ц и и .

Р екл ам ации по  ка че ству  набора  направлять  но адресу: О бщ ество  с О гр а н и ч е н н о й  
О твстстве ггн остью  « О н ко д и а ггго с ти ка  А Т Л А С » , 121069, г. М о скв а , ул . М алая 
Н и ки т с ка я , дом  31, стр .1 , эт. 1, п о м .4 , тел еф о н /ф акс :+ 7 -(49 5 )-3 74 -83 -59 , e -m a il: 
so lo@ atlas .ru



с п и с о к  СОКРАЩЕНИЙ
В настоящ ей и н с т р у к ц и и  п р и м е н я ю тся  сл е д ую щ и е  со кра щ ен и я  и обозначения :

Д И К - д е зо кси р и б о н укл е и н о в а я  ки сл о та

о к о - о тр и ц а тел ьн ы й  ко н тр о л ь н ы й  образец

и к о - н о л о ж и те л ь ц ы й  ко н тр о л ь н ы й  образец

СИМВОЛЫ, ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ В ПЕЧАТНОЙ ПРОДУКЦИИ
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