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 شرح کیت 

است. این  شدهساخته Real-Time صورتبه( PCRای پلیمراز )این کیت بر اساس واکنش زنجیره

نتایج تشخیصی  است. شدههیتهشرایط آزمایشگاهی در  JAK2جهش محصول برای تشخیص 

 های بالینی یا آزمایشگاهی تفسیر شوند.آمده توسط این محصول باید همراه با سایر دادهدستبه

 اصول

 JAK-2ناحیه ( بر اساس تکثیر PCRای پلیمراز )توسط واکنش زنجیره پلی مورفیسم تشخیص

شناسایی  فلورسنتاز طریق  رشدهیتکث تمحصولا Real-Time PCR. در واکنش ردیگیمانجام 

( تشخیص Real-Time صورتبه) PCRدر حین واکنش  فلورسنتشوند. مشاهده شدت می

 PCRهای واکنش پس از اجرای مجدد لوله باز کردنمحصولات در حال تکثیر را بدون نیاز به 

  سازد.ممکن می

 مغز شناسی بافت بیولوژیکی، بالینی، معیارهای اساس بر ها MPN تشخیص معمول، طور به

 رآیندف سازی ساده به هم بیماری خاص مولکولی نشانگر یک کشف. بود سیتوژنتیک و استخوان

 .میشود منجر تشخیصی دقت افزایش هم و تشخیصی

 نئوپلاسم بندی طبقه برای WHO 2016 دستورالعمل از بخشی JAK2 V617F جهش تشخیص

 12 اگزون جهش یا JAK2V617F جهش وجود(. 1 جدول) است حاد لوسمی و میلوئیدی های

JAK2  کنید مراجعه 1 جدول به جزئیات برای) است تشخیصی اصلی معیارهای از یکی(. 
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  جهش اطلاعات

سلولی که در تحریک رشد و تقسیم  باشدیمیک پروتئین تیروزین کیناز  یکنندهکد  JAK2 ژن

یمخونی در مغز استخوان مشاهده  یهاسلولدر کنترل تولید  یاژهیو طوربهنقش دارد. این نقش 

شود  (MPN) منجر به انواعی از نئوپلازی های میلوپرولیفراتیو تواندیم JAK2 جهش در ژن .شود

. باشدیم (PMFمیلوفیبروزیس اولیه ) و (PVپلی سیتمی ورا )، (ET)ترومبوسیتوز اولیه  که شامل

 جهش در نئوپلاسم های میلوپرولیفراتیو مزمن نیترعیشا 14در اگزون  JAK2 V617F جهش

(MPNs)  تشخیص مولکولی بنابراین، . شودیمتشخیص داده  ندرتبه 14ست. حذف کل اگزون ا

اثربخشی  ،علاوهبه .استفاده شود تواندیم MPN یهایماریب انواعی از تشخیص این جهش، برای

 بررسی گردد. تواندیمتست انجام این نیز با   JAK2مهار و ارویی د درمان

 محتویات کیت 

 

Title 24 Tests 

JAK2 Master mix 360 μl/tube × 1 

Positive Control (0.1%) 60 μl/tube × 1 

. محتویات کیت4جدول   

 نگهداری و انتقال کیت 

 همچنین  ،ینگهدار تاریکیگراد و در درجه سانتی -20کلیه محتویات این کیت باید در دمای

 .استفاده نمایید خشک خیجایی کیت از یونولیت با درب و انتقال و جابه منظوربه

 ساعت شود.گاه نباید بیشتر از یکهیچگراد سانتیدرجه  4دمای  کیت در نگهداری  

  های یخبسته یبر رواین کیت نیاز به حمل( زدهFrozen Ice Pack.را دارد ) 

 بندی محصول طور که روی برچسب بستههمه مواد موجود در کیت تا تاریخ انقضا، همان

 .پایدار هستند شدهمشخصاست، در شرایط  شدهمشخص
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 های متعدد ذوب و انجماداز چرخه (Freeze-Thaw)  خودداری کنید زیرا سبب کاهش

 .شودحساسیت و درنتیجه عدم کارایی کیت می

  مستقیم اجزای کیت در معرض نور، گرما یا رطوبت خودداری کنید دادنقرار از. 

 گراد( ذوب کنید. پس از ذوب درجه سانتی 25تا  15ها را قبل از استفاده در دمای اتاق )معرف

مختصر سانتریفیوژ کنید تا مطمئن شوید که مواد  طوربهها را شدن مواد موجود در کیت، لوله

 اند.نواخت مخلوط شدهیک طوربهموجود در کیت 

که باید توسط کاربر تدارک دیده شود: ازیموردنمواد و تجهیزات 

 DNAکیت استخراج  .1

  دار لتریفهای مختلف و نوک سمپلر در اندازه تنظیمسمپلر قابل  .2

 سانتریفوژ رومیزی .3

 کنندهخنکبلوک  .4

 درصد  10وایتکس .5

 گان و دستکش  .6

و  Greenکانال فلوروسنت رنگ  2با دیگر  یهادستگاهیا  Rotor-Gene, MIC دستگاه .7

Yellow  و یا انتخاب فلورفورهایFAM  وHEX   

 مورداستفاده دستگاه رافزانرم .8

 مورداستفادهو کپ مناسب دستگاه  استریپ .9

 نکات احتیاط عمومی

دقت بخوانید و قبل از استفاده محصول با تمام اجزای کیت آشنا شوید لطفاً دستورالعمل را با  .1

 دستورالعمل را دقیقاً دنبال کنید.کار  نیو در ح

ها سازگار را بررسی کنید و فرآیند را با آن Real-Time PCRلطفاً قبل از استفاده، ابزارهای  .2

 جلو ببرید.

 نکنید.از کیت یا اجزای کیت پس از تاریخ انقضا استفاده  .3

 در کیت آزمایش از ماده دیگری استفاده نکنید. .4

 استفاده نمایید. RNase & DNase freeو  دار لتریفاز سرسمپلرهای  .5
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باید در محلی  PCRشده از مریض و محصولات حاصل از گرفته یهانگهداری و تخلیص نمونه .6

 صورت پذیرد. Master Mix یسازآمادهکاملًا جدا از محل نگهداری و 

 کامل در دمای اتاق ذوب شود. طوربهکیت قبل از شروع کار باید  ازیموردنمواد همه  .7

 مختصر اسپین کنید. این امر طوربهپیپتاژ نمایید و  یخوببهبعد از ذوب شدن، کلیه مواد را  .8

 .شودیکامل توصیه م طوربهبرای جلوگیری از کاهش عملکرد کیت در طی زمان 

( Cooling Boxسرد ) یهاباید بر روی یخ یا جعبه Master Mixتمام مراحل مربوط به تهیه  .9

از آن باید  ازیموردنبعد از برداشتن مقدار  Master Mixانجام شود. استوک اصلی مربوط به 

 به فریزر منتقل شود. سرعتبه

 و بارمصرفکی، همیشه روپوش مناسب آزمایشگاهی، دستکش یائیمیمواد شهنگام کار با  .10

 ظ داشته باشید.محاف یهانکیع

کیت حاوی کنترل مثبت است. برای جلوگیری از آلودگی که ممکن است باعث ایجاد مثبت  .11

 کاذب شود، کنترل مثبت را از سایر مواد موجود در کیت کاملاً جدا کنید.

12. PCR .بسیار حساس به آلودگی متقابل است، پس فرآیند کار را با دقت انجام دهید 

اً ها باید مرتبواد موجود در کیت، برای جلوگیری از آلودگی، دستکشها و مهنگام کار با نمونه .13

 تعویض شوند.

ها و مواد موجود در کیت جداگانه و اختصاصی استفاده کنید. هنگام کار با نمونه یهاپیاز ت .14

 استفاده کنید. DNA و RNA فیلتر دار برای جلوگیری از ورود آلودگی یهاپیت کرویماز 

ازید. دور بیند یدرستبهبندی کرده و بسته بارمصرفکیرا با دو دستکش  PCRهای لطفاً لوله .15

 را پس از امپلی فای باز نکنید. PCRهای لوله

 استفاده نکنید. بارکی، بیش از بارمصرفکیاز مواد  .16

دور  یدرستبهها باید شده و زبالهمواد موجود درکیت که بلااستفاده هستند، کیت استفاده .17

 انداخته شوند.

 ٪10و وایتکس  ٪75ها و تجهیزات را با اتانول ، پیپتدیکنپس از آزمایش، محل کار را پاک .18

 .کنید اسپری
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 ها هشدارها و محدودیت

دارای پوشش  دهیدآموزش کارکنانتوسط  1GLPتمامی مراحل آزمایش باید بر اساس اصول  .1

های عفونی باید در هود های بالینی بر نمونهانجام شود. آزمایش (PPE)2و محافظ  یاحرفه

 انجام شود.  BSL-2( در محیط Class II Biological Safety Cabinetکلاس دو )

درصد تمیز  10قبل و بعد از کار با وایتکس  مورداستفادههود و یا استیشن  شودیپیشنهاد م .2

 . زده شود UVبعد از کار لامپ  طورنیهمشود و 

مخلوط واکنش و اضافه  یسازآماده، DNAمکان مجزا برای استخراج  3 شودیپیشنهاد م .3

 کردن نمونه و نمونه استاندارد در نظر گرفته شود تا از ایجاد نتایج مثبت کاذب جلوگیری شود.

 مخلوط واکنش، آن را در تاریکی نگهداری نمایید.  یسازآمادهپس از  .4

 

 هاکنترل

 .استفاده شود نمونهحاصل از استخراج  DNA از محتویات اسید نوکلئیک. نمونه بیمار: 1

 .: همواره یک نمونه کنترل منفی حاوی آب بجای نمونه استفاده شود(NTC). کنترل منفی 2

 .جای نمونه در یک واکنش استفاده شود(: از کنترل مثبت کیت بهPTC) %0.1کنترل مثبت . 3

 

 

 شدهگرفتههای نگهداری نمونه

گراد و برای درجه سانتی 8تا  2ساعت در یخچال با محدوده دما از  8تواند کمتر از نمونه می

 گراد منجمد شده و نگهداری شود.درجه سانتی -20مدت آن، باید در دمای نگهداری طولانی

 

 انقضای کیت تاریخ

 است. شدهدرجتاریخ انقضای کیت بر روی جعبه محصول 

 

                                                             
1 Good Laboratoty Practice 

2 Personal Protective Equipment  
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 عوامل تداخلی

گرم در  40(، اوره )1µl(، خون )1µlهای سیلیس )، دانهEDTA (0.5M) ،HCl (1N)حضور 

وجود مهارکننده در واکنش با ژن شود. می PCRواکنش مهار موجب لیتر( و بافر لیز میلی 100

 است. یابیردقابلکنترل داخلی 
 

 سازی نوکلئیک اسیدخالص

موجود در بازار مطابق  DNAاستخراج  و های جداسازیجداسازی اسیدنوکلئیک باید توسط کیت

 های جداسازی مواد بالینی خاص انجام شود. پروتکل

که در لوله استریل حاوی ماده ضد انعقاد  باشدیم نمونه مناسب برای این کیت، خون محیطی

(EDTA  ا سیترات ی )مواد ضد انعقاد  نیپرکاربردتراگرچه هپارین یکی از . باشد شدهیآورجمع

قرار  ادهمورداستفخونی که برای آنالیز توسط این کیت  یهانمونهنباید برای  عنوانچیهبه باشدیم

به آزمایشگاه سپس درجه نگهداری و  4ساعت در  72تا  توانیمخون کامل را  به کار رود. ردیگیم

  ود. منتقل نم

 در این کیت گنجانده نشده است. DNAکیت استخراج 
 

 کنترل داخلی

و جلوگیری از نتایج منفی کاذب، میکس  PCR و احتمال مهار DNA ارزیابی کیفیت استخراجبرای 

 22بین  Ct . کنترل داخلی باید در کانال زرد درباشدیمحاوی پرایمرها و پروب یک ژن انسانی نیز 

 دیتکت شود. Gene-Rotor برای 25تا 

 

 

  سازیآماده

 یآرامبهها را ها ذوب شوند و محتویات لولهها را روی رک یخ بگذارید تا محتویات آن. ابتدا لوله1

 مختصر سانتریفیوژ کنید. طوربهپیپتاژ و یا ورتکس کنید و 

 .اضافه کنید PCRهای را به لولهMasterMix از  تریل کرویم 15. مقدار 2
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( را آماده NTCواکنش، ابتدا نمونه کنترل منفی ) هایها به تیوب . پس از انتقال مستر میکس3

درب  و از آب بدون نوکلئاز را به تیوب کنترل منفی اضافه نمایید تریل کرویم 5کنید. برای این کار، 

از کنترل  تریل کرویم 5را به منطقه کار با اسید نوکلئیک انتقال دهید،  هالولهسپس  آن را ببندید.

 PCRدر حین تهیه . های مربوطه اضافه نماییدهای بیمار را به تیوباز نمونه تریل کرویم 5مثبت و 

 (.5نگهداری شوند )جدول  گرادیدرجه سانت 8تا  2لازم است همه اجزا در دمای 

 

Reaction Setup Volume 

Master Mix 15 µl 

Sample or Control 5 µl 

Final Volume 20 µl 

اجزای واکنش یسازآماده. 5جدول شماره   

 

ها را داخل دستگاه قرار دهید و اجازه دهید مطابق ها را ببندید، مختصراً سانتریفیوژ کنید، آن. لوله4

تکثیر شوند. هنگام استفاده از کنترل مثبت یا مواد  6در جدول شماره  دشدهیمشخصات برنامه ق

 بالینی بسیار مراقب باشید. 

 عنوانبهدر هر بار انجام تست یک لوله  :نکته No Template Control  باید گذاشته شود. در

NTC شود که برای کنترل آلودگی واکنش شده از آب استفاده مینمونه استخراج یجابه

 کاربرد دارد.

 های بیمار استفاده کردبهتر است از فضاهای جداگانه برای اضافه کردن مستر واکنش و نمونه 

 سازی نمونه وویال کنترل مثبت را تنها در محل آماده و همچنین در نظر داشته باشید که در

 .دییفضای آلوده بازنما

 برنامه دمایی 

 Yellowو Green (FAM) دارای کانال Real-Time PCR هایدستورالعمل برای دستگاه

(HEX) (، واکنش 6)جدول شماره  زیر دستگاه مطابق برنامه کردن میتنظاست. پس از  شدهفیتوص

به کاتالوگ دستگاه  Rotor Geneبرای آگاهی از نحوه تعریف کانال در دستگاه  .کنید یاندازراهرا 
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ی داخل رفرنس رنگ گزینه ABI StepOneاستفاده از دستگاه  در صورتمراجعه کنید. 

(PassiveRefrence را حذف کنید. مقادیر دمایی هر قسمت در جدول ) آورده شده است. 6شماره 

 Temperature Hold Cycle 

Pre-Denaturation 95 °C 4 min 1 

Denaturation 95 °C 15 sec 

45 

Annealing and Acquisition on 

Channel Green (FAM) and 

Yellow (HEX) 
60°C 30 sec 

Extention 72°C 20 sec 

. برنامه دمایی دستگاه6جدول شماره   

 

 هادستگاهدر تعریف طیف سنجش فلورسنت 

 Rotor-Geneدستگاه 

 (.1)شکل  را انتخاب کنید Gain Optimizationی گزینه Rotor-geneبدین منظور در دستگاه 

 
 Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه تنظیمات . 1شکل 
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کانال سبز و زرد  2برای هر  Optimise Acquiringی در این صفحه با انتخاب گزینه

 (.2)شکل فرض دستگاه( انتخاب شود)حالت پیش 10تا  5 از  Target sample rangeیبازه

 

 

 

 

 

 

 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات 2شکل 

 

 Positiveکیت به همراه مسترمیکس که حاوی دستگاه باید برمبنای تیوب اول   Gainهمچنین

Control (0.1%)  ،(.3)شکل انجام شودکیت است 

 

 

 

 

 
 

 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات 3شکل 
 

 Perform Optimization Before 1stیی مناسب برای هر کانال، گزینهپس از انتخاب بازه

Acquisation (4)شکل را انتخاب کرده، و پنجره را ببندید. 
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 Auto Gain Optimizationبرای  Rotor-Geneدستگاه . تنظیمات 4شکل 

  

  Rotor-Gene جینتا زیآنال

مربوطه و بر اساس دستورالعمل دستگاه انجام شود. در کانال رنگی سبز  افزارنرمآنالیز نتایج توسط 

 قرار دهید. 0.02ی و زرد، آستانه را روی گزینه

دارای منحنی سیگموئیدی و فاز  Yellow (HEX)و  Green (FAM) چنانچه نمونه در کانال

جام کانال سبز و زرد ان نتایجبین دو  Ctی اختلاف آنالیز نتایج بر اساس محاسبهلگاریتمی باشد، 

  شود.می

و همچنین نمونه بیمار محاسبه نمایید. برای این منظور،  %0.1را برای کنترل مثبت  ΔCt ابتدا. 1

Ct  برای هر نمونه را در کانال زرد از آمدهدستبه Ct د.در کانال سبز کسر نمایی آمدهدستبه 
ΔCt = Ct Green Channel – Ct Yellow Channel 

 

باشد یا تا پایان  40از  الاترب Ct دارایر کانال سبز دشاهد منفی  کهیدرصورت

 .در نظر بگیرید 45را معادل آن   Ctتست منفی بماند، 
 زیر انجام دهید:  صورتبهبا توجه به توضیحات فوق، آنالیز را  

 کهیدرصورت ΔCT نمونه از ΔCt جهش ازنظر، کمتر باشد نمونه %0.1مثبت  کنترل 

V617F مثبت است. 

 کهیدرصورت ΔCt نمونه از ΔCt  جهش ازنظربیشتر باشد نمونه  ،%0.1کنترل مثبت 

V617F ت.منفی اس 
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 ،باشددارای منحنی سیگموئیدی و فاز لگاریتمی  Yellow (HEX) در کانال فقط . چنانچه نمونه2

 .باشدینم  JAK2نمونه دارای جهش 
 

  جدول تفسیر نتایج

 

Result 
∆Ct 

(Ct1 – Ct2) 

JAK-2 Positive ΔCt Sample < ΔCt 0.1% Pos Ctrl 

JAK-2 Negative ΔCt Sample > ΔCt 0.1% Pos Ctrl 

تفسیر نتایج. 7جدول شماره   

 (Analytical sensitivity)  میزان حساسیت

، اگر از هزار گلبول سفید خون گریدعبارتبه. است %0/1 این کیت معادلحساسیت تشخیصی 

 شدهاستخراجتوسط این کیت با نمونه  %95تنها یکی دارای این جهش باشد، با احتمال بیشتر از 

 ، تشخیص داده خواهد شد.تریل کرویمدر هر  DNAنانوگرم  50تا  10حاوی

 پشتیبان فنی

 شرکت تماس حاصل فرمایید. یهاتلفنبرای پشتیبانی فنی لطفاً با 

 09936693941 )آقای قره داغی( 
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  هانشانه

 

 

 

 

 

 

 

 اطلاعات تماس 

 

  

 

Research Use Only برای مصارف پژوهشی 

 Catalog Number کد کالا  
Batch Number  دشدهیتولشماره بچ 

 

Temprature Limitation محدودیت دمایی 
 

Concult Instructon For Use  دستورالعملمطالعه 

 Content sufficent for <n> tets تعداد تست 

 Use by تاریخ انقضا 

 Manufacturer آدرس 

 مورو سین گروه- یاخته بن فناوری شرکت

 خیابان، آبادسعادت متری 24 بلوار فرهنگ، میدان آباد،سعادت ان،تهر : مرکزی دفتر

 یاخته بن فناوری شرکت ،9 پلاک ،)شرقی دوم (حیدرنیا

 

  02122082120 :  تماس تلفن       1997775555: پستی کد

 www.Senmurv.coWeb Site:  
    info@senmurv.irEmail:  

 

http://www.senmurv.co/
mailto:info@senmurv.ir

