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Генеральный директор

к  набору реагентов для определения генетических полиморф измов, 

ассоциированны х с наруш ениям и обмена веществ, методом полимеразной 

цепной реакции (Генетика М етаболизма)

1 .Н А ЗН А Ч Е Н И Е

1.1 Набор реагентов Генетика Метаболизма предназначен для определения 

генетических полиморфизмов, ассоциированных с нарушениями ассоциированных 

с нарушениями обмена веществ методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) в 

режиме реального времени в препаратах Д Н К  человека, полученных из цельной 

периферической крови.

1.2 Набор реагентов может быть использован в клинико-диагностических 

лабораториях медицинских учреждений и научно-исследовательской практике.

2 .Х А Р А К Т Е Р И С Т И К А  Н А Б О Р А

2.1 Принцип действия набора.

В основе работы к о м п л и ^ ^ ^ ^ ^ ^ ^ в  лежит принцип амплификации Д Н К 

методом ПЦР. Процесс ^чается в серии повторяющихся



циклов температурной денатурации Д Н К , отж ига  праймеров (затравок) 

ком плем ентарны х специф ическому участку  Д Н К  и последую щ ей достройке 

по линуклеотидны х цепей ДН К-полим еразой.

В  смесь для амплиф икации введены сигнальные зонды, содержащие 

ф луоресцентные м етки F A M  и H E X , на каж ды й вариант определяемого 

генетического  полиморфизма. После окончания П Ц Р  проводится раунд 

тем пературного плавления сигнальны х зондов, в результате че го  изменяется 

уровень ф луоресценции, которы й ф иксируется и  представляется программным 

обеспечением прибора в виде граф ика. Если сигнальны й зонд частично 

комплементарен Д Н К -м и ш ени , температура его плавления будет отличаться от 

температуры  плавления полностью  комплементарного зонда. Н а  основании 

температуры  плавления сигнальны х зондов проводится интерпретация результатов 

анализа.

2.2 Состав набора.

Набор выпускается в формате «в режиме реального времени», 

предназначенном для детекции результатов П Ц Р с пом ощ ью  детектирую щ их 

амплиф икаторов.

Набор вклю чает следующие ком поненты :

а) Генетика  М етаболизма Фолатов. Ком плект реагентов для определения 

генетических полиморфизмов, ассоциированны х с наруш ениями фолатного цикла, 

методом П Ц Р  в режиме реального времени, вклю чаю щ ий;

- смеси для амплиф икации (4 наименования) -  по  1 пробирке каждого 

наименования (п о  960  м кл):

1. M T H F R : 677 О Т  (A la 2 2 2 V a l)

2. M T H F R : 1298 А > С  (G lu429A la )

3. M T R : 2756 A > G  (A sp919G ly)
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- П Ц Р-буф ер -  4 пробирки  (по  480 м кл );

- T a q -A T -полимераза -  4 пробирки  (по  24 м кл);

- минеральное масло -  4 пробирки  (по  960 мкл).

б ) Генетика  М етаболизма и  Э нергии. К ом плект реагентов для определения 

генетических полиморфизмов, ассоциированны х с наруш ениям и энергетического 

обмена, методом П Ц Р  в режиме реального времени, вклю чаю щ ий:

- смеси для амплиф икации (4 наименования) -  по  1 пробирке каждого 

наименования (по  960 мкл):

1. N P Y : A > G  (Leu7Pro)

2 .F T 0 :  Т > А  (IV S 1)

3. FTO : О А

4. K C N J 1 1: О Т  (G lu23Lys);

- П Ц Р-буф ер -  4 пробирки  (по  480 м кл);

- T a q -A T -полимераза -  4 пробирки  (по  24 м кл);

- минеральное масло -  4 пробирки  (по 960 мкл).

в) Генетика  М етаболизма Л ипидов. К ом плект реагентов для определения 

генетических полиморфизмов, ассоциированны х с наруш ениям и липидного 

обмена, методом П Ц Р  в режиме реального времени, вклю чаю щ ий:

- смеси для амплиф икации (9 наименований) -  по  1 пробирке каждого 

наименования (по  960 мкл):

1. SR EBF2: 1784 0 > С  (А1а59501у)

2 .L P L :  1595 C > G (S 4 4 7 X )

3. L P L : A > G  (Asn291Ser)

4. А Р О Е :Т > С  (C y s ll2 A rg )

5. А Р О Е : Т > С  (C y s l5 8 A rg )

6. С Е Т Р :-1 3 3 7  О Т

7. СЕТР: -629 О А

8. L P A : Т > С  (Ile4399M et)

9. А В С А 1 : 1051 G > A  (A rg  219 Lys );

- ПЦ Р-буф ер -  9 пробирок (по  480 м кл);

- Тац-АТ-полимераза -  9 пробирок (по  24 м кл);

4. MTRR: 66 A>G (Ile22Met);
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- минеральное масло -  9 пробирок (по  960 мкл).

г )  Генетика М етаболизма Углеводов. К ом пл ект  реагентов для определения 

генетических полиморфизмов, ассоциированных с наруш ениям и углеводного 

обмена, методом П Ц Р  в режиме реального времени, вклю чаю щ ий;

- смеси для амплиф икации (6 наименований) -  по 1 пробирке каждого 

наименования (по  960 мкл):

1. PPAR G : 34 O G  (Рго12А1а)

2. P P A R G C 1A : 0 > А  (G ly482Ser)

3. PP AR G C 1B: G>C (A la203P ro)

4. P P A R A ; 2528 G>C (c .IV S 7)

5. P P A R D ; 294 T>C

W  6. PP AR G ; 34 O G  (P ro l2 A la );

- ПЦ Р-буф ер -  6 пробирок (по 480 м кл);

- T a q -A T -полимераза -  6 пробирок (по  24 м кл);

- минеральное масло -  6 пробирок (по 960 мкл).

д) Генетика Метаболизма Кальция. К ом плект реагентов для определения 

генетических полиморфизмов, ассоциированны х с наруш ениям и обмена кальция, 

методом П Ц Р  в режиме реального времени, вклю чаю щ ий;

- смеси для амплиф икации (1 наименование) -  1 пробирка  (960 м кл );

1. V D R ; A > G (B s m I) ;

- П Ц Р-буф ер -  1 пробирка (480 м кл );

- T a q -A T -полимераза -  1 пробирка (24 м кл);

- минеральное масло -  1 пробирка (960 мкл).

е) Генетика Метаболизма Л актозы . К ом плект реагентов для определения 

генетических полиморфизмов, ассоциированны х с наруш ениям и обмена лактозы, 

методом П Ц Р  в режиме реального времени, вклю чаю щ ий:

- смеси для амплиф икации (2 наименования) -  по 1 пробирке каждого 

наименования (по  960 мкл):

1 .М С М 6 ;-13910 Т>С

2 .М С М 6 :-2 2 0 1 8 Т > С ;

- ПЦР-буф ер -  2 пробирки  (по 480 м кл);

- T a q -A T -полимераза -  2 пробирки  (по 24 м кл );
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- минеральное масло -  2 пробирки (по 960 мкл);

ж ) П К  М етаболизм Фолатов. К о м п л е кт  полож ительны х контрольных 

образцов -  12 пробирок (по  50 м кл ) - по 3 вида полож ительного контрольного 

образца на каж ды й  определяемый полиморфизм:

П олиморф изм

Название положительного контрольного  образца

Г  омозигота 

F A M /F A M

Г  омозигота 

Н Е Х /Н Е Х

Г  етерозигота

M T H F R : 677 О Т  
(A la 2 2 2 V a l)

К + С С К + Т Т К +  СТ

M T H F R : 1298 А > С  
(G lu429 A la )

К + А А К +  СС К +  А С

M T R : 2756 A > G  
(A sp91 9G ly)

К + А А K + G G К +  A G

M T R R ; 66 A > G  
(Ile 2 2 M e t)

К + А А К +  GG К +  A G

з) П К  М етаболизм и Энергия. К о м плект полож ительны х контрольных 

образцов - 27 пробирок (по  50 м кл ) - по 3 вида полож ительного контрольного 

образца на каж ды й  определяемый полиморфизм;

Полиморф изм

Название положительного контрольного  образца

Г  омозигота 

F A M T F A M

Г  омозигота 

Ш Х М Е Х

Г  етерозигота

N P Y : A > G  
(Leu7Pro)

К + А А К +  GG К +  A G

F T 0 :T > A ( IV S 1 ) К + Т Т К + А А К + Т А
FTO : O A К +  СС К + А А К +  С А
K C N J l l :  О Т  
(G lu23L ys)

К +  СС К + Т Т К + С Т

и ) П К  М етаболизм Липидов. К о м п л е кт  полож ительны х контрольных 

образцов - 27 пробирок (по  50 м кл ) - по 3 вида полож ительного контрольного 

образца на каж ды й  определяемый полиморфизм:

П олиморф изм Название полож ительного контрольного  образца



Г  омозигота Г  омозигота Г  етерозигота

F A M /F A M H E X /H E X

SREBF2: 1784 О С  
(A la 5 9 5 G ly )

K + G G K +  CC К +  GC

L P L : 1595 O G  
(S447X)

K +  CC K + G G К +  CG

LP L : A > G  
(Asn291Ser)

K + A A K +  GG K + A G

AP O E : T>C  
(C y s ll2 A rg )

K + T T K +  CC K +  TC

AP O E : T>C  
(C y s l5 8 A rg )

K + T T K +  CC K +  TC

CETP: -1337 О Т K +  CC K + T T K +  CT

CETP: -629 O A K +  CC K + A A K + C A

L P A : T > C  
(Ile4399M et)

K + T T K + C C K +  TC

A B C A l:  1051 O A  
(A rg  219 L ys )

K +  GG K + A A K +  G A

к )  П К  М етаболизм  Углеводов. К о м п л е кт  полож ительны х контрольных 

образцов - 27 пробирок (по  50 м кл ) - по 3 вида полож ительного контрольного 

образца на каж ды й  определяемый полиморфизм:

Полиморф изм

Название положительного контрольного  образца

Гом озигота

F A M /F A M

Г  омозигота 

Н Е Х /Н Е Х

Г  етерозигота

PPAR G : 34 O G  
(Pro 12 A la )

K + C C К +  GG К +  CG

P P A R G C IA : G > A  
(G ly482S er)

К +  GG К + А А K + G A

P P A R G C 1 B :G > C
(A la203P ro )

К +  GG К +  СС К +  GC

P P A R A : 2528 G >C  
(C.1VS7)

К +  GG К +  СС K + G C

PP AR D : 294 T>C К +  Т Т К + С С К +  ТС



л) П К  М етаболизм Кальция. К о м п л е кт  полож ительны х контрольных 

образцов - 3 пробирки  (по  50 м кл) - по 3 вида полож ительного контрольного 

образца на каж д ы й  определяемый полиморфизм:

Полиморф изм

Название положительного контрольного  образца

Г  омозигота 

F A M /F A M

Гом озигота

Н Е Х /Н Е Х

Г  етерозигота

V D R : A > G  (B sm I) К + А А К +  GG К +  A G

м ) П К  М етаболизм Лактозы . К ом пл ект  полож ительны х контрольных 

образцов - 6 пробироко (по  50 м кл ) - по  3 вида полож ительного контрольного 

образца:

Название положительного контрольного  образца

П олиморф изм Г  омозигота г  омозигота Г  етерозигота

F A M /F A M Н Е Х /Н Е Х

М С М 6 : -13910 Т > С к + т т К + С С К +  ТС

М С М б : -22018 Т > С к + т т К +  СС К +  ТС

2.3 Время проведения анализа - 2  ч.

2.4 К а ж д ы й  набор рассчитан на проведение 48 определений, вклю чая анализ 

неизвестны х образцов, полож ительны х контрольны х образцов и отрицательных 

контрол ьны х образцов.

З .А Н А Л И Т И Ч Е С К И Е  Х А Р А К Т Е Р И С Т И К И

3.1 Специф ичность

В  образцах биологического  материала человека после завершения реакции 

амплиф икации должен определяться генотип  исследуемого образца.

3.2 Чувствительность



Количество  анализируемой Д Н К  должно быть не менее 1,0 н г  на 

ам плиф икационную  пробирку. П ри  использовании меньш его количества Д Н К  

производитель не гарантирует адекватную  работу комплектов.

В  образцах с недостаточным количеством Д Н К  после завершения реакции 

амплиф икации регистрируется сомнительны й результат.

П римечание - Для оценки количества выделенной Д Н К  рекомендуется 

использовать ком плект реагентов для контроля взятия материала методом ПЦР 

(К В М ), производства ООО «Н П О  Д Н К-Т ехнол огия» .

4 .М Е Р Ы  П Р Е Д О С Т О Р О Ж Н О С Т И

4.1 П отенциальны й р и ск  применения набора -  класс 26 (Г О С Т  Р 51609-

2000).

4.2 М ерам и предосторожности при  работе с набором реагентов является 

соблюдение «Правил устройства, те хни ки  безопасности, производственной 

санитарии, противоэпидемического реж има и личной ги ги е н ы  пр и  работе в 

лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений 

системы М инистерства  здравоохранения СССР» (М осква , 1981 г.).

4.3 Все ком поненты  набора в используемых концентрациях являются 

нетоксичны м и.

4.4 Работу с набором реагентов и анализируемыми образцами следует 

проводить в одноразовых м едицинских перчатках без талька.

4.5 Н а стадиях приготовления реакционной смеси необходимо 

использовать только  новые на конечники  и пробирки.



4.6 Н е допускается использование одних и  тех ж е наконечников при 

обработке различны х образцов.

4.7 Э кстракцию  Д Н К  и приготовление реакционной смеси следует 

проводить в ламинарны х шкафах с вы клю ченны м  ламинарным потоком  или ПЦР- 

боксах.

4.8 Для предотвращения контам инации этапы экстракции  Д Н К  и ПЦР 

следует проводить в раздельных помещ ениях или тщательно изолированны х зонах, 

снабж енны х комплектами полуавтоматических пипеток, халатами, стеклянной 

посудой и  пр очим и  принадлежностями.

4.9 Все лабораторное оборудование, в том числе пипе тки , штативы, 

лабораторная посуда, халаты, головные уборы  и пр., а такж е  растворы реагентов 

долж ны  быть строго  стационарными. Запрещается и х  перемещение из одного 

помещ ения в другое.

4.10 П оверхности  рабочих столов, а такж е рабочих помещ ений, следует 

обрабатывать бактерицидны м и облучателями до и после проведения работ в 

течение 1 часа.

4.11 Х им ическая посуда и оборудование, которы е использую тся при работе 

с набором, долж ны  быть соответствую щ им  образом м аркированы  и храниться 

отдельно.

4.12 Использованные одноразовые принадлежности (пробирки, 

на конечники ) долж ны  сбрасываться в специальный контейнер, содержащий 

дезинф ицирую щ ий раствор.


