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 BRAF RQ  راهنماي کیت
 

  بای  انسان  DNA  در  BRAF  انکوژن  600کدون    در  جهش  بررسی  جهت  BRAF RQ  تیک
  مصارف   مخصوص  تیک  نی ا.  است  شدهی  طراح  Real-Time PCR  دستگاه  از  استفاده

 . استی قاتی تحق 

مطالعه شود.  کیت به دقت  ي این راهنما، دفترچه  لطفا پیش از استفاده ازتوجه: 
 جایگزینی براي دفترچه کیت نخواهد بود. ،این راهنماي خلاصه 

 باشد:د زیر میرو موانما راهدفترچه این کیت شامل یک : محتویات کیت
 

 نگهداري شوند.  حمل و درجه زیر صفر  20تمامی مواد کیت باید در دماي  

 برچسب محتوا  تعداد  حجم
میکرولیتر  480  DNA BRAF Ctrl Mixبراي کنترل کیفی  PCRمیکس   2 
میکرولیتر  480  V600E  V600E Mixبراي بررسی جهش  PCRمیکس  1 
میکرولیتر  480  V600Ec  V600Ec Mixجهش براي بررسی  PCRمیکس  1 
میکرولیتر  480  V600D  V600D Mix براي بررسی جهش  PCRمیکس  1 
میکرولیتر  480  V600K  V600K Mixبراي بررسی جهش  PCRمیکس  1 
میکرولیتر  480  V600R  V600R Mix براي بررسی جهش  PCRمیکس  1 
میکرولیتر  250  BRAF Pos مثبت   شاهد 1 
میکرولیتر  250  BRAF Neg شاهد منفی 1 
میکرولیتر  200  PCR Waterآب مخصوص  1 
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  DNA  تیفیک   از   دیبا   ابتدا  ،BRAF  ي ها  جهش  وجود  يبرا  نمونه  یبررس  از   شیپ:  کارروش  
  باشد   مطلوب  محدوده  در  جینتا   که   ی صورت  در   و   افتی   نانیاطم  ماریب  نمونه  از  شده  استخراج

 .شد خواهد انجام  باشدیم  BRAF ژن  يها جهش  ی بررس که  دوم  شیآزما آنگاه،
 
 بگذارید.  ردروي بلوك س میکروتیوب را برد مورد نیاز  تعدا  نمونه:  DNAبررسی کیفیت   

شاهد  دو میکروتیوب دیگر براي  در این سري، علاوه بر یک میکروتیوب براي نمونه هر بیمار،  
  و نمونه آب در نظر بگیرید. منفی

  DNAمیکرولیتر از    5  سپسو    Ctrl Mixز  میکرولیتر ا  20ابتدا    ،میکروتیوببه هر  
را ببندید. سپس آن ها  پوش میکروتیوب ها  و در  اضافه کنیدآب    و  منفی شاهد    ،نمونه

 را مطابق شماره ها داخل دستگاه قرار دهید.  
 

دستگاه  :  دستگاه تنظیم   تنظیم    مطابق  را  دستگاه  دیتوانیم   Real-Time PCRبراي 
  استفاده    StepOneای   و  Rotor-Gene  دستگاه  از  که  یصورت  در   د.یینما  م یتنظ  ریز  برنامه

 . دیینما استفاده تیک  همراه فشرده   لوح در  تیتمپل  لیفا  از دیتوانیم د، یکن یم
 

Step Temperature and time Cycles 
1 95°C x 3 min    1 

2 95°C x 15 sec 45 60°C x 60 sec 
 

  زرد  و)  FAM(   سبز  يها  کانال  در  و  درجه  60  يدما  در   دیبا   فلورسانس  تابش  يریگ  اندازه
)VIC  ( يحاو  تیک   ي ها  کسیم.  شود  م یتنظ  ROX  یی نها  غلظت.  باشندیم  ROX   واکنش  در  

nM 300 باشدیم. 
  DNAتحلیل نتایج آزمایش کنترل کیفیت : نمونه DNA ت یف یک یبررس آنالیز نتایج 

شود. در مرحله نخست باید اطمینان یافت که آزمایش از نظر  بیمار در دو مرحله انجام می
 توان نتایج نمونه بیمار را آنالیز نمود.  کیفی به نحو مطلوب انجام شده است و سپس می
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حاوي   باید  شده  استخراج  نمونه  باشید  داشته  نظر  هر    DNAنانوگرم    50الی  10در  در 
 باشد.  میکرولیتر

  خواهد  ی بررس  قابل  ی زمان  تنها  مار یب  نمونه  دی باش  داشته   توجه:  منفی  بررسی شاهد  -الف
  صورت،  نیا ریغ  در. باشند 3ابتداي صفحه  مندرج در جدول  ط یشرا يدارا ها نمونه که بود
 . باشد ی م ارزش  فاقد   جینتا  هیکل  و بوده معتبر ریغ  شیآزما

 

 FAM/Green VIC/Yellow نمونه

 Neg Pos (CT 27-33) آب  

 Pos (CT 23-28) Pos (CT 27-33) ی منفشاهد  
 

 

  جدول   مطابق  آنگاه  ،مورد تایید باشددر صورتی که کیفیت نمونه    بررسی نمونه بیمار: -ب
 :دی کن  ریتفس را  جی نتا ر،یز

 

Result VIC/Yellow FAM/Green  
Valid + 

CT: 27-33 
+ 

CT: 22-30 1 

  Sample dilution + 
CT: 27-33 

+ 
CT<22 2 

Invalid + 
 CT>33 

- 
CT>30 3 

 

تحلیل داده ها و در موارد لازم، اعِمال تغییر در غلظت  نمونه و    DNAبررسی کیفیت  پس از  
 انجام می شود.  BRAFجهش هاي نمونه ها، بررسی

شش  ، هر نمونه باید با  BRAFبراي بررسی جهش هاي    :BRAFبررسی جهش هاي  
  V600E/Ec/D/K/Rشامل    BRAFجهش ژن    این آزمایش پنج در    .میکس آزمایش شود

علاوه  .  بررسی می شوند  BRAFهر کدام در یک میکروتیوب جداگانه با یکی از میکس هاي  
میکروتیوب مذکور، یک میکروتیوب نیز به بررسی نمونه با میکس کنترل اختصاص  پنج    بر

 تصویر زیر نحوه چیدمان براي بررسی چهار نمونه بیمار را نشان می دهد. می یابد. 
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اضافه    MixBRAF Ctrlمیکرولیتر از  20 ردیف اول هاي میکروتیوب به هر یک از  
 کنید.

 اضافه کنید.    MixV600Eمیکرولیتر از    20  دومردیف  هاي  میکروتیوببه هر یک از  
از   از  20سوم  ردیف  هاي  میکروتیوببه هر یک  اضافه   V600Ec Mix  میکرولیتر 

  کنید.
از   از    20  چهارمردیف  هاي  میکروتیوببه هر یک  اضافه   V600D Mixمیکرولیتر 

 کنید.
میکروتیوب از  یک  هر  پنجم  هاي  به  از  میکرو  20ردیف  اضافه   V600K Mixلیتر 

  کنید.
میکروتیوب از  یک  هر  از  میکرو  20ردیف ششم    هايبه    اضافه  V600R Mixلیتر 

 کنید.
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اضافه   میکروتیوبیا آب به هر    شاهداستخراج شده،    DNAمیکرولیتر از    5سپس  
این منظور کنید. براي    به  را  براي شاهد مثبت، ستون دوم و سوم  را  اول  ستون 

  شاهد منفی و آب و ستون هاي بعدي را براي نمونه هاي بیماران در نظر بگیرید.
 

دهید.  سپس آن ها را مطابق شماره ها داخل دستگاه قرار  ،  را ببندید پوش میکروتیوب ها  در
 تنظیم نمائید. "تنظیم دستگاه "دستگاه را مطابق جدول در قسمت 

 
در    BRAFتحلیل نتایج آزمایش جهش هاي    :BRAFآنالیز نتایج براي جهش هاي  

 .  شوددو مرحله انجام می
ارزیابی  ابتدا    :شی آزما  ی فیک  کنترل  –  الف زیر  نمودار  مطابق  کیفی  لحاظ  به  آزمایش 
 توان نتایج نمونه ي بیمار را تفسیر کرد. شود. سپس میمی
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ها با میکس  آن  CTمونه هایی که  براي ن:  BRAFتحلیل نتایج بررسی جهش هاي    -ب
حاسبه  مرا    ∆ CT، میزان  زیربا توجه به معادله    ،باشد 40تا  20  ن یبدر کانال سبز  اختصاصی  

 .نمایید مقایسه ریز جدول  بارا  ∆CTو  CTنتایج و  کرده
 

ΔCT = Mutation Mix CT – Control Mix CT 
   .است مثبت  و  جهش ي دارا باشد  قبول   قابل محدوده  در  نمونه که  یصورت  در

قابل قبول    CT∆داراي    BARFدر صورتی که یک نمونه براي بیش از یک میکس  نکته:  
را دارد مثبت است و براي سایر جهش ها    CT∆باشد، نمونه در واکنشی که کوچک ترین  

 منفی خواهد بود.
 

 نتیجه گیري  نمونه  ∆CT نمونه  BRAF CTمیکس 

V600E Mix 
 منفی   V600Eبراي جهش   - <40

 منفی   V600Eبراي جهش   <3/7 40-20
 مثبت  V600Kیا    V600Eبراي جهش   ≥ 3/7 40-20

V600Ec Mix 
 منفی   V600Ecبراي جهش   - <40

 منفی   V600Ecبراي جهش   <6/10 40-20
 مثبت   V600Ecبراي جهش   ≥ 6/10 40-20

V600D Mix 
 منفی  V600Dبراي جهش   - <40

 منفی  V600Dبراي جهش   <6/9 40-20
 مثبت   V600Dبراي جهش   ≥ 6/9 40-20

V600K Mix 
 منفی   V600Kبراي جهش   - <40

 منفی   V600Kبراي جهش   <9 40-20
 مثبت   V600Kبراي جهش   ≥ 9 40-20

V600R Mix 
 منفی  V600Rبراي جهش   - <40

 منفی  V600Rبراي جهش   <3/8 40-20
 مثبت   V600Rبراي جهش   ≥ 3/8 40-20
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  سبز   کانال  در  نمونه  CT  که در صورتی  کیت  این  تشخیصی  حساسیت:  میزان حساسیت
 درصد می باشد.  2تا  1 بین  باشد  27 تا  22 نیب کنترل  کسیم با

 توضیحات برچسب: 
 

 
 

توضیحات   شترجهت  و  يهاتیک  مورد  در  بی دفترچه ،  ژن  نین فایل کامل  دریافت 
راي تنظیم دستگاهراهنماي   فایل تمپلیت ب شنایی با نمایندگان فروش،    کیت و  آ و 

شانی   به ن به  ما  سایت  فرماییمراج   www.novingene.com  وب یاعه    QR Code  د 
با   شتر  بی اطلاعات  سب  ک جهت  نمایید.  سکن  ا را  کیت  جعبه  روي  ر  ب موجود 

گیرید. شتیبانی فنی تماس ب  پ
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 


	توجه: لطفا پیش از استفاده از این راهنما، دفترچه ی کیت به دقت مطالعه شود. این راهنمای خلاصه، جایگزینی برای دفترچه کیت نخواهد بود.
	محتویات كیت: این كیت شامل یك دفترچه راهنما و موارد زیر می‌باشد:

