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ДЛАШАЧЕНЩ

1.1 Набор реагюп» ФфшкоГенеша 1фсдназна<1ен для определения 

генеггаческих шмгаморфвжов, ассоцищхяаннЕК с метаболизмом 

фцртшц|ятнчеию1х щкпарато методш ПЦР в режиме реального ]фемени в 

препаратах чепшеп, 11оаучендоих из цельной пфифе|»чесш>й крови.

12 Набор реагеапю может 6 е п ь  использ(»ан в клинико-диагностических 

лабораторшх медицинских учреждений и научно-исследовательской практике.

гЛСАРАКТЕРИСГИКА НАБОРА

2.1

В осш»е работы 

методом ПЦР. Процесс 

циклов TcmiqxnyimA

лежит щишцип амплификации ДНК 

в серии повторяющихся 

ответа 1файмдкж (затравок)



жмшлемеяпфннх специфическому участку ДНК и последующей достройке 

шмшщгклеогадных цпкй AHK-noAHMq>a3ofi.

В смесь длл амплификации введены свгвальные зонды, сод^псащие 

флуорссцеяшис метки FAM и HEX, на каждый вариант определяемого 

генетического полиморфизма. После окончания ПЦР проводится раунд 

температурного плавления сигнальных зоцдов, в результате чего изменяется 

уровень флу(фесценции, который фиксируете! и представляется 1ф01раммным 

обеспечением прибора в виде графика. Если сигнальный зонд частично 

комплементарен ДИК-мишени, температура его плавления будет отличаться от 

темпфатуры шшвлення полностью комплемент̂ шгах) зонда. На основании 

температуры плавления сигнальных зондов щюводится интч>1Ч>етация результатов 

янятпя

22  Состав набора.

Набор ньп^оаегся в формате «в режиме реаяьшнч) ц)а<ени», 

щтедвазначеннсш для детекции результатов ПЦР с шмющыо детеггирующих 

амллнфикаюров.

Набор включает сясдукмцве кошишеяш:

а) ФармакоГеастика Вц>фарин. Кошшеп реагентов для «мфсяелкяня 

гежтячесвк пошморфшмов, ассодиврманных с 1йтабалв»1(П1 В1ффцжна, 
методсш ПЦР в режиме реального времени, включающий:

- смеси для амплификации (4 наименования) -  по 1 пробирке каждого 

(по 960 мкл):

1. CYP2C9:430 О Т (Aigl44Cys)
2. CYP2C9: А>С (Ue359Leu)

3. CYP4F2: О Т (УаИЗЗМй)

4.VKORCl:-1639G>A



- ПЦР-буфер -  4 пробирки (по 480 мкя);
- Тац-АТ-пшгамераза -  4 пробирки (по 24 мкл);
- минеральное масло -  4 пробирки (по 960 мкл).
Возможна расфасовка ПЦР-буфера, Taq-AT-попимеразы и минерального 

масла в более 1фупные тары.
б) ПК В )̂ф{фин. Комплект положительных контрольных образцов - 12

пробирок (по 50 мкл) - по 3 вида положительного контрольного образца на каждый

ощюделяемый полиморфизм:

Полиморфизм
Название положительного коигрояьного образца

Гомозигота
FAl«№AM

Гомощгота
НЕХДШХ

Геперозигота

CYP2C9:4300T
(Arel44Cvs) К+СС К+ГГ К+СТ

CYP2C9: А>С 
aie359Leu) К+АА К+СС К+АС

CYP4F2: О Т  
(Val433Met) К+СС К+ГГ К+СТ

VKORCl:-1639
G>A K+GG К+АА K+GA

23 В роа 1ф(»вд№гая анализа -  2 ч.

2.4 Каждый набор рассчитан на проведение 48 определений, включая анализ 

неизвестных офазцов, нопожнгельных к(шрольннх образце» и отрицательных 

копрольных 0^[Ш Ц0В.

З^ШАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ

3.1 Специфичность

В о^жщах ^олшнческого материала чеа<»аа шкле 3aBqpnieHHX реакции 

амплификации должен 01федел1 ться генотип нсследуемого образца-

3.2 Чувствительность



Количество анализируемой ДНК должно быть не менее 1,0 нг на 

амшшфикационную пробирку. При использовании меньшего количества ДНК 

прошводитель не гарантирует адекватную работу комплектов.

В о^ш щ х с недостаточным количеством ДНК после завершения реакции 

амплификации регистрируется сомнительный результат.

Примечание - Для оценки количества выделенной ДНК рекомендуется 

использовать комплект реагентов для кошроля взятия материала методом ПЦР 

(КВМ), производства ООО «НПО ДНК-Технология».

4.МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ

4.1 Потенциальный риск тфименения набора -  класс 26 (ГОСТ Р 51609-

2000).

4.2 Мерами щ)едосторожноств при работе с набором реагентов является 

соблюдение «Правил устройства, техники безопасносга, производственной 

санитарии, щютивоэтшдемического ретима и личной гигиены при работе в 

лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений 

системы Минист̂ кппва э̂ щшвоохраншия СССР» (Москва, 1981 г.).

4.3 Все кошкженты набора в используемых коицетграциях являются 

нетоксичными.

4.4 Работу с вабороы реагевгпю и аналияируемыаш офаздами следует 

проводить в оддараэовых медицинских п̂ учатках без талька.

4.5 На стадиях хфиготовпения реаксрсшвой смеси нео&содимо 

испальзтать только новые наконечники и щюбцжи.



4.6 Не допускается использование одних и тех же наконечников при 

обработке различных образцов.

4.7 Экстракцию ДНК и приготовление реакционной смеси следует 

проводить в ламишфных пшафах с выключенным ламинарным потоком или ПЦР- 

боксах.

4.8 Для предотвращения контаминации этапы экстракции ДНК и ПЦР 

следует провод1пъ в раздельных помещениях или тщательно изолированных зонах, 

снабженных комплектами полуавтоматических пипеток, халатами, стеклянной 

посудой и прочими принадлежностями.

4.9 Все лабс̂ аторное оборудование, в том числе пипетки, штативы, 

лабс^аторная посуда, халаты, головные уборы и щ)., а также растворы реагентов 

должны быть строго стационарными. Затфещаегся их перемещение из одного 

помещения в щ>угое.

4.10 Псюерхности рабочих столов, а также рабочих помещений, следует 

обрабатывать бакгерициднывш облучателями до и после проведения работ в 

течение 1 часа.

4.11 Химическая посуда и оборудование, котс̂ ые использзгются при работе 

с набором, должны быть соответствующим образом маркированы и )фаншъся 

отдельно.

4.12 Использованные одш̂ раз<№ые 1финадлежносга (щюбирки, 

наконечники) должны сбрасывгпъся в специальный конг̂ Киер, содержащий 

дазинфицщруюпщй расЕвсф.



5 ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ

Организация работы ПЦР-лаборатории, обсфудование и материалы должны 

соотаегспвюать Методическим указаниям МУ 1.3.1888-04.

При работе с комплектами реагентов требуютоя следующие обсфудование и 

мат^иалы:

-  детекгарующий амплификатор ДТ-322, ДТ-96 (ООО «НПО ДПК-Технология»);

-  миlqpoцeнIpифyгa/вopгeкc;

-  холодильник бшовой;

-  морозильник бытовой;

-  пробирки пластиковые обь&мом 1,5 мл;

-  пробирки пластиковые обьбмом 0,2 мл для амплификации;

-  пггагтив «рабочее место» для щюбщюк объёмом 1,5 мл

-  штатив «рабочее место» для пробщюк объемом ОД мл;

-  пипетки по1̂ автонати<1еские одноканальные с пфтенным объемом 0,5-20 

мкл, 20-200 мкл, 200-1000 мкл;

-  одноразовые наконечники для полуавтоматических пипеток вместимостью 1-20 

мкл; 20-200 мкп; 100-1000 мкл;

-  однораз(ип1е наконечники с фильтром для папуавюматическвх пипеток 

вместимостью 1*20 мкл;

-  одноразовые псрчаткн медицинские;

-  емкость для с6|юс8 использованных наксжечников.

-  Программное обеспечение к ДТ-322, ДГ-96:



-  Перец началом работы должны быть созданы «Тесты» для каждого 

исследуемого полиморфизма (см. Приложение, п.1).

6. АНАЛИЗИРУЕМЫЕ ОБРАЗЦЫ

Анализщ)уевшм материалом являются 1фепараты ДЫК человека, 

полз^енные из цельной периферической 1фови.

Взятие цельной периферической крови. Взятие цельной периферической 

1дюви проводится в пластиковые щюбирки объемом 2,5 или 4,0 мл с добавленной в 

качестве антикоагулянга динафиевой солью зталендиаминтетраацстата (ЭДТА) в 

конечной концентрации 2,0 мг/мл. В качестве антикоагулянга допускается также 

использование цихрата натрия. Для перемешивания содержимого пробирку 

переворачивают 2-3 раза после взятия материала.

ВШШАНИЕ! Не допускается использование гепарина в качестве 

антикоагулянга.

^фанение образцов цельной пepифq>ич6cкoй кровя, Доиускаеггся хртсяие 

образцов при температуре 2-8 °С не более 24 ч.

Выделение ДНК. Дня получения ДНК ш цельной пфиферической крот 

рекомецдуется тсподьзотть комплект реагштов для выделения ДЕ1К «ПЮБА-ГС- 

ГЕНЕТИКА» или «ПГОБА-РАПИД-1ШЕтаКА>> (щхшздодсггва ООО «НПО ДНК- 

Технояшта»).

Комплект <(ПЮБА-ГС-ГЕН£ТИКА» ржом^дуегся ш:пользова1ь в случае, 

если предполагштся длигельное хршевис выдыхешной Д НК (до 6 liec.).

ДНК, получствая с использсюаниш компджа «ПЮБА-РАГШД- 

ГЕНЕТИКА», }фаншся не более 1 мес.



7. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА

7.1 ПЮВЕДЕНИЕ ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ 

Внимание! Одиовременно с исследованием неизвестных образцов 

необходимо щювести исследование положительных контрольных образцов (3 

наименования на каждый полиморфизм) и 01рицательного контрольного образца, 

прошедшего этап выделения ДНК (см. Инструкции к комплектам реагентов для 

выделения ДНК «ПРОБА-ГС-ГЕНБТИКА» или «ПРОБА-РАПИД-ГЕНЕТИКА»), а

7.1Л Пром^кировать необходимое количество пробирок для амплификации 

объёмом ОД мл (количество анализщ)уевшх образцов + 3 пробщжи для 

положительных контрольных образцов + цробир!̂  ̂ для отрицательного 

кошрольного образца «К-», умноженное на количество ощюдеяяемых 

генетических полимсффизмов).

7.1.2 Встряхнуть хфобщжи со смесью для авшпификации в течение 3-5 с и 

цешрифутщюватъ в течение 1-3 с на мшфоцешрифуге/всфтексе.

7.L3 Внести в щюм!у[>кцрованные лробярш по 20 мкл соответствующей 

смеси для амплификации.

7.1.4 ВстряхЕ т̂ь пробирки с ПЦР-буфокш и Taq-AT-палимеразой в течшие 

3-5 с и ценгрифупфовать в те?^ие ЬЗ с на микр(»№шрифуге/в01лшсе.

Внимание! Taq-AT-nonHMep«̂  следует доставахъ ш морозильной камеры 

непосредственш) перед исгашьзованием.

7.1.5 Пригопяшь в о1дельнс  ̂ иробиржс шесь ПЦР-^ффа и Taq-AT- 

полим^>азы:

10x(N+l) мкл ПЩ-буфера

8



0,5x(N+l) мкл Тая-АТ-полимеразы

где N -  количесш) 1фомаркированных проб|фок (п.8.1) с запасом на один 

образец.

За!фытъ хрьшио' пробирки, встряхнуть пробир!̂  в течение 3-3 с и 

центрифугировапъ в течение 1-3 с на мнIq)oцeнIpнфyFe/вoprreкce.

Внимание! Смесь ПЦР-буфера и Taq-AT-полимеразы следует готовить 

непосредственно перед использованием, смесь ?q>aHeHHio не подлежит.

7.1.6 Добавить в каждую пробир!̂  со смесью для амплификации (п. 8.3) по 

10 мкл смеси IlЦP-бyфq)a и Тад-АТ-полимфазы.

7.1.7 Добавить в каждую пробирку по 1 капле (20 мкл) минерального масла, 

за1фьпъ 1фышки щюбщюк.

7.1.8 П^юнести щюбщжи в рабочую зону, предназначенную для выделения

ДНК.

7.1.9 Добавтъ в соответствующие щюбщжи по 5,0 мкл анализ1фуемого 

препарата ДШС, за!фьпь 1фышкв щюбирок.

Внимание! Во избежание ккжгаминации следует вносить о^шзцы ДНК 

наконечниками с аэрозольными барьерами.

7.1.10 Добавипь в пробщжи, 1феднашачгашые для положшегалых 

контрольных образцов по 5,0 мкл соответст^ющих К+, за1^»пь црышки щюбсфок.

Внимание! Во избежание контаминации следует ввосшь о^»зцы ДНК 

наконечниками с аэрозольными б|̂ ырами.

7.1.11 Добавить в тфобцжи «К-» 5,0 мкл О11«цахелшоп> контрольного 

образца, прошедшего этап выделеши ДНК.



7.1.12 Цевтрифугировагь пробирки на мгафоцентрифуге/ворпгексе в течение

1-3 с.

7.2.13 УстановЕПЪ пробирки в блок детектирующего амшшфикагора.

72.14 Заполнэтъ щютокол (с использованием соответствующего «Теста» для

каждого 01фвделяемого полиморфизма) в программном обеспечении к прибору.

При создании n^mierpa «Тест» использовагь температуры плавления 

продуктов амплификации и генотипы, 1фиведениые в таблице 1.

1 0



) )

Таблица 1. Генотипы и темпера1уры плавления продуктов амплификации для комплекта реагентов ФармакоГенетика
Варфарин

Полиморфизм
Гомозигота FAM/РАМ Г омозигота НЕХ/НЕХ Гетерозигота

Генотап РАМ,
“С

HEX,
°С Генотип РАМ,

®С НЕХ,®С Генотип РАМ,
°С

HEX,
°С

CYP2C9: 430 О Т  
(АГК144СУ8) СС 38,8 46,7 ГГ 51,0 56,0 СТ 58,6 56,6
CYP2C9: А>С 
aic359Leu) АЛ 57,4 48,4 СС 52,0 59,0 АС 56,6 58,5
CYP4F2: О Т  
rVal433Met) СС 58,9 45,5 ТТ 49,9 55,3 СТ 57,8 55,0
VK0RC1:-1639
G>A GG 58,4 52,0 АА 49,9 58,8 GA 58,2 58,4

а



7.1.15 За1фьпъ блок детепирующего амплификапфа и запустить программу, 

приведенную в таблице 2.

Таблица 2. Программа амплификации для детекпфуюшего амплификатсфа 

ДТ-322 и ДГ-% (ООО «НПО даК-Технология»)

N блока Температура мин сек Число
циклов

Режим
оптически

X
измерений

Тип блока

1 80 2 0 1 Цикл
94 5 0

2
94 0 30 5 Цикл
67 0 10

3 94 0 5 45 Цикл
67 0 5

4 25 0 30 ^ 1 Цикл

5* 25 0 15 50 V

Кривая 
плавления 
(указать 

Шфаметры: 
At=l»C, 

TiH)H.=75 °С)
б 10 • • • Щ- 9 т хранение Хранение

•  - При создании 6л(жа 5 отмстить тип «Крива* плавленш»

Щюдукш амшшфшсации можно зфаняпъ щ>я температуре 2-8 °С в течение 

24часс».

8 РЕГИСТРАЦИЯ РЕЗУЛЬТАТОВ АМПЛИФИКАЦИИ

8.1 Регйстраци» ре^льтвгов амшшфпацшв проюводвгса с иоюльэсяанием 

детеггарующих амшп^каторов Д Т-322 в ДТ-!»б (ООО «НПО ДНК-Тешолотия»).

8JZ. Регаирадм  сагеш  фл^оресцеаош щюводатся прибором 

авгоиатичеош во vpaa  амоян^кшщв. Офо|мяеаие тфопжола в анализ

XZ



результатов хфоводигся в соответхлвни с инсфукцией к прибсфу (см. «Руководство 

по эксплуатации» для ДТ-322 и для ДГ-96).

9 УЧЕТ РЕЗУЛЬТАТОВ РЕАКЦИИ

9.1 Учет результатов ПЦР осуществляется авггоматически с помощью про- 

ipaMMHoro обеспечения, поставляемого с детектирующим амшгафикатором.

9.2 В образцах ДНК, прошедших ПЦР, программа определяет генотип иссле­

дуемого образца, которв1й отображен в таблице в графе «Анализ мутаций»;

9.3 Гфограмма определяет сомнительный результат в следующих случаях:

• в образцах, не щюшедших ПЦР,

• в образцах с недостаточным количеством ДНК,

• при значительных отличиях полученж  ̂TrainqMnypu плавления продуктов

амплификации от заданной.

Следует повтсфить ПЦР для подобных офаз1ЮВ.

9.4 В 01]шцательных контрольных о^мзцах должен регистрщюваться со- 

мнтеяьный ре^льтат. П и̂ получении пол<шигелшшх> ре^льтата (ощждеяшие 

ганопгвпа) для опртцательных контрольных о^язцов «К-», ре:̂ льтаты всей поста- 

гашочшШ серии бфацтат.

М.УСЛОВИЯ ТЕШСПОРТИРОВАВИЯ, ХРАНЕНИЯ И 

ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА 

ЮЛ Ср(Ж пщшхта ваборс» - 6 мес. с даш вэйптжаевия.

10.2 Смесь для ампл^икации, а штертяое мааю следует

jqMiHKib щш ташфапуре 2-8 в тгаевве всего qw n годаосш.
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10.3 Тац-АТ-полимеразу следует хранить при TeMnq)aiype минус 20 °С в 

течение всего срока годности.

10.4 Транспортирование комплектов осуществляют всеми видами 1фытого 

транспорта при температурах, соответствующих условиям ранения комплектов 

реагентов, входящих в состав набора.

10.5 Комплект с истекшим сроком годности применению не подлежит.

10.6 Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение 

инструкции по применению комплекта.

Предприятие-изготовитель гарантирует соответствие комплектов 

требованиям технических условий при соблюдении условий транспортирования, 

тфанения и эксплуатации, установленных техническивш условиями.

По вопросам, касающимся качества набора реагентов для ощ)едепения 

генетических полиморфизмов, ассоциированных с метаболизмом 

ф^мацевтических хфепфатов, методом ПЦР (Фч>макоГенетика), следует 

обращаться по адресу:

117587, Москва, Вгфшавское шоссе, д.125ж, к.6,11 этаж,

теяефот/ф^й95) 980-45-55.

/>у: -/о

Ведущий щечный согфудвнк 

ЗАО «НПФ ДЦК-Технологап»

P c'tJ  /У л а  У Г Л /А


