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 JAK2 MQراهنماي کیت 
درصد جهت   JAK2 MQکیت محاسبه  و  خون    در   JAK2  (V617F)جهش    تشخیص 

کیت  باشد.می محیطی روش    این  اس  Real-Time PCRبه  دستگابراي  با  ه  تفاده 
کیت    .است شده طراحی  MICو    RotorGene ،  StepOneهاي   مصارفمخصوص  این 

 . تحقیقاتی است
 

 باشد:این کیت شامل یک راهنما و مواد زیر می محتویات کیت:
 برچسب محتوا  حجم

میکرولیتر  480  JAK2 V617F MJ Mix *میکس آماده براي 
میکرولیتر  480  JAK2 Wild type  WJ Mix * میکس آماده براي 
میکرولیتر  150  MJ1 : صد هزار کپی در میکرولیتر 1V617F استاندارد 
میکرولیتر  150  MJ2 : ده هزار کپی در میکرولیتر 2V617F استاندارد 
میکرولیتر  150  MJ3 : هزار کپی در میکرولیتر 3V617Fاستاندارد  
میکرولیتر  150  MJ4 : صد کپی در میکرولیتر 4V617Fاستاندارد  
 MJ5 : ده کپی در میکرولیتر 5V617Fاستاندارد  میکرولیتر 150
میکرولیتر  150  WJ1 : صد هزار کپی در میکرولیترWild type  1استاندارد  
میکرولیتر  150  WJ2 : ده هزار کپی در میکرولیترWild type 2 استاندارد 
میکرولیتر 150  WJ3 : هزار کپی در میکرولیترWild type 3 استاندارد 
میکرولیتر  150  WJ4 صد کپی در میکرولیتر : 4Wild type استاندارد 
 WJ5 ده کپی در میکرولیتر : 5Wild typeاستاندارد  میکرولیتر 150
میکرولیتر  50  Pos Ctrl %5/2شاهد مثبت  
میکرولیتر  50  Neg Ctrl شاهد منفی 
میکرولیتر  200  PCR Waterآب مخصوص  

 

 نگهداري شوند.درجه زیر صفر  30تا  10تمامی مواد کیت باید در دماي  
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ید بررسی شود. به این منظور  با الم  هر نمونه براي دو آلل جهش یافته و س   روش استفاده:
 در دو سري لوله هاي جداگانه باید انجام شود. در سري اول براي بررسی  PCRدو آزمایش  

یافته   جهش  براي  (V617F) آلل  لوله  پنج  بیمار،  هر  نمونه  براي  لوله  یک  بر  علاوه 
در نظر    (NTC)شاهد منفی و آب    ،و سه لوله براي شاهد مثبت  (MJ1-MJ5)استانداردهاي  

بگیرید. در سري دوم و براي بررسی آلل سالم علاوه بر یک لوله براي نمونه هر بیمار، پنج  
و یک لوله براي شاهد مثبت، شاهد منفی و آب در    (WJ1-WJ5)لوله نیز براي استانداردها  

 روي بلوك سرد بگذارید.  جداگانه سري دو نظر بگیرید. تعداد مورد نیاز لوله در
لوله هر  اول،   به  از    20سري  دوم،   لوله هر بهو    Mix MJمیکرولیتر    20سري 
 استانداردنمونه و    DNAمیکرولیتر از    5اضافه نمایید. سپس    WJ Mixاز   میکرولیتر

 .به هر لوله اضافه کنید کنترل و
 درپوش لوله ها را ببندید. سپس آن ها را مطابق شماره ها داخل دستگاه قرار دهید.  

 

دستگاه: دستگاه  تنظیم  تنظیم  تمپلیت    StepOneیا     Rotor-Geneبراي  فایل  از 
ا مطابق برنامه زیر تنظیم  مخصوص این کیت استفاده کنید. همچنین می توانید دستگاه ر

 . نمایید
 
 
 
 

   تنظیم شود. FAM  درجه و براي رنگ   60اندازه گیري تابش فلورسانس باید در دماي 
WJ Mix  و  MJ Mix  در کیت حاوي    موجودROX  غلظت نهایی  شندبامی .ROX    در واکنش
300nM باشد. می 

 

   WJو  MJبه    مربوط  (Green)  سبز   تابشتوجه داشته باشید که افزایش    :نتایج   آنالیز

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

2   95°C x 15 sec 50   60°C x 60 sec 
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 .باشدمی هردو

می   گرفته  نظر  در  مثبت  زمانی  تنها  نمونه  منحنی  همچنین  داراي  که  شود 
معتبر بوده و قابل استناد   CTسیگموییدي و فاز لگاریتمی باشد و تنها در این حالت  

  شود وباشد. در غیاب منحنی سیگموییدي، نمونه منفی محسوب می و تفسیر می 
CT باشد.فاقد ارزش می  )در صورت وجود ( آن 

و همچنین    V617Fبه دو روش کمی از طریق محاسبه درصد    JAK2آنالیز نمونه با کیت  
 باشد. روش کیفی قابل انجام می

 

 ) V617Fالف) آنالیز کمی نمونه (محاسبه درصد 
سالم   آلل ع نسخه هاي  باشد که مجموتوجه! نتایج تست تنها در صورتی معتبر می 

   .باشددر میکرولیتر   ی کپ  الی سی هزارپنج هزار بین  نمونه در و جهش یافته
توان محاسبه کرد. به این منظور  را از طریق فرمول زیر می  JAK2 (V617F)درصد جهش  

هاي سالم و جهش یافته تقسیم و در عدد صد  تیتر آلل جهش یافته را بر مجموع تیتر آلل
 ضرب نمایید. 

 

𝐉𝐉𝐉𝐉𝐉𝐉𝐉𝐉 𝐕𝐕𝐕𝐕𝐕𝐕𝐕𝐕𝐕𝐕 (%) =
 𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦 𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚 𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭

(𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦𝐦 𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚 𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭 + 𝐰𝐰𝐰𝐰𝐰𝐰𝐰𝐰 𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚𝐚 𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭𝐭)
× 𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏𝟏 

 

 .نتایج را مطابق جدول زیر تفسیر و گزارش کنید
 

 %JAK2 V617F نتیجه
و  V617F براي جهشمثبت  

 محاسبه درصد گزارش شود.
1/0%  ≥   

 V617F براي جهش منفی
 01/0%   ≤  

 % 02/0 ≥ نمونه  ≥%09/0 غیرقابل نتیجه گیري 
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براي نمونه هاي شاهد مثبت و شاهد منفی نیز انجام شود.  JAK2 (V617F) محاسبه درصد  
 باشد: نتایج مورد انتظار براي شاهدها مطابق جدول زیر می

 

 JAK2 شاهدها 
V617F% 

  ٪5/1  -  ٪4 ٪2.5شاهد مثبت 
 ≥٪  02/0  شاهد منفی 

 
  ب) آنالیز کیفی نمونه:
  نمونه بیمار، باید  علاوه بر  کنید،تشخیص کیفی استفاده میبراي  در صورتیکه از این کیت  

  و  شود   بررسی  WJو    MJبا هر دو میکس   است  DNAکه حاوي    شاهد مثبت و شاهد منفی 
 نتایج مطابق شرایط زیر تفسیر شود

 
بدست آمده براي    CT. براي این منظور،  محاسبه نمایید را براي شاهد منفی  ΔCTابتدا   •

 کم نمایید، این اختلاف  MJبا میکس   بدست آمده  CTاز    WJشاهد منفی را با میکس  
CTمعادلCut-off  باشد.می  

 

WJ MixCT – MJ Mix= CT Negative Controloff = ΔCT -Cut 
 

یا تا پایان تست منفی    باشد  45بالاتر از    CTتوجه: در صورتی که شاهد منفی داراي  
 در نظر بگیرید.  45در کانال سبز را معادل  CTبماند، 

 

با میکس  CTاختلاف   • بیمار را  به معادله زیر محاسبه    WJو     MJهاينمونه  با توجه 
 کنید: 

WJ MixCT –MJ Mix ΔCT Sample= CT  
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گیري از معادله زیر استفاده  براي مشخص کردن محدوده نامشخص و غیرقابل نتیجه   •
 کنید: 

  Cut-off – 3.3 < Inconclusive CT range < Cut-off 
 نتایج را با توجه به نکات زیر تفسیر کنید:  

  JAK2کمتر باشد نمونه از نظر    ي نامشخصمحدوده نمونه از    ΔCTدر صورتی که   •
 است.  مثبت

 است.  منفی   JAK2بیشتر باشد نمونه از نظر  Cut-offنمونه از  ΔCTدر صورتی که   •

باشد، نمونه   Cut-offو    ي نامشخصمحدوده نمونه عددي بین    ΔCTدر صورتی که   •
 باشد.می غیرقابل نتیجه گیري

 
 گردید. براي محاسبه  JAK2براي   %1/0 معادل کیت این حساسیت میزان حساسیت:

و   یافته جهش آلل ، در نمونه مورد نظر باید میزان مجموع حساسیت میزان این به دستیابی
 کپی در میکرولیتر باشد.  سی هزارالی  پنج هزارسالم معادل  

 

 توضیحات برچسب: 
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توضیحات   شترجهت  و  يهاتیک  مورد  در  بی دفترچه ،  ژن  نین فایل کامل  دریافت 
راي تنظیم دستگاه فایل تمپلیت ب شنایی با نمایندگان فروش،    راهنماي 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
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	اندازه گیری تابش فلورسانس باید در دمای 60 درجه و برای رنگ‌ FAM تنظیم شود.
	WJ Mix و MJ Mix موجود در کیت حاوی ROX می‌باشند. غلظت نهایی ROX در واکنش 300nM می‌باشد.
	آنالیز نتایج: توجه داشته باشید كه افزایش تابش سبز (Green) مربوط به MJ وWJ  هردو می‌باشد.
	همچنین نمونه تنها زمانی مثبت در نظر گرفته می‌شود که دارای منحنی سیگموییدی و فاز لگاریتمی باشد و تنها در این حالت CT معتبر بوده و قابل استناد و تفسیر می‌باشد. در غیاب منحنی سیگموییدی، نمونه منفی محسوب می‌شود و CT آن (در صورت وجود) فاقد ارزش می‌باشد.
	 ابتدا ΔCT را برای شاهد منفی محاسبه نمایید. برای این منظور، CT بدست آمده برای شاهد منفی را با میکس WJ از CT بدست آمده با میکس MJ کم نمایید، این اختلاف CTمعادلCut-off  می‌باشد.
	توجه: در صورتی که شاهد منفی دارای CT بالاتر از 45 باشد‌ یا تا پایان تست منفی بماند، CT در کانال سبز را معادل 45 در نظر بگیرید.
	 اختلاف CT نمونه بیمار را با میکس‌هایMJ  و WJ با توجه به معادله زیر محاسبه کنید:
	ΔCT Sample= CT MJ Mix – CTWJ Mix
	 برای مشخص کردن محدوده نامشخص و غیرقابل نتیجه گیری از معادله زیر استفاده کنید:
	Cut-off – 3.3 < Inconclusive CT range < Cut-off
	نتایج را با توجه به نكات زیر تفسیر كنید:
	 در صورتی که ΔCT نمونه از محدوده‌ی نامشخص کمتر باشد نمونه از نظر JAK2 مثبت است.
	 در صورتی که ΔCT نمونه از Cut-off بیشتر باشد نمونه از نظر JAK2 منفی است.
	 در صورتی که ΔCT نمونه عددی بین محدوده‌ی نامشخص و Cut-off باشد، نمونه غیرقابل نتیجه گیری می‌باشد.

