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KRAS RQ راهنمای کیت

DNA  در  KRAS  ژن  13  و   12  یها  كدون  در  جهش  یبررس   جهت  KRAS RQ  تیك

مصارف مخصوص  تیك  ن یا. است شده  ی طراح Rotor-Gene دستگاه  از  استفاده  با  یانسان

 . است ی قاتی تحق 

مطالعه شود.  کیت به دقت  ی این راهنما، دفترچه  لطفا پیش از استفاده ازتوجه: 

جایگزینی برای دفترچه کیت نخواهد بود. ،این راهنمای خلاصه 

باشد:د زیر میرو موانما راهدفترچه این كیت شامل یك : محتویات کیت

محتوا  تعداد حجم  برچسب

میكرولیتر  480 2 برای كنترل كیفی تست PCRمیكس   Ctrl Mix 

میكرولیتر  480 1  G12A G12A Mixبرای بررسی جهش   PCRمیكس  

میكرولیتر  480 1  G12C G12C Mixبرای بررسی جهش  PCRمیكس 

میكرولیتر  480 1  G12D G12D Mixبرای بررسی جهش  PCRمیكس 

میكرولیتر  480 1  G12R G12R Mixبرای بررسی جهش  PCRمیكس 

میكرولیتر  480 1  G12S G12S Mixبرای بررسی جهش  PCRمیكس 

میكرولیتر  480 1  G12V G12V Mixبرای بررسی جهش  PCRمیكس 

میكرولیتر  480 1  G13D G13D Mixبرای بررسی جهش  PCRمیكس 

میكرولیتر  250  1 مثبت   شاهد KRAS Pos 

1  تریكرولیم  250 منفی  شاهد KRAS Neg 

میكرولیتر  200 1 PCRآب مخصوص  Water 

 نگهداری شوند.  حمل و درجه زیر صفر  20تمامی مواد كیت باید در دمای  

تیفیك   از   د یبا  ابتدا   ،   KRAS  یها   جهش  وجود  یبرا  نمونه  یبررس   از  شیپ:  کارروش  

DNA   مطلوب  محدوده   در   ج ینتا  كه  ی صورت  در  و   افت ی   نانیاطم   مار ی ب  نمونه  از   شده   استخراج
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در    .شد  خواهد  انجام  باشدیم   KRAS  ژن  ی ها  جهش  یبررس  كه  دوم  شیآزما  آنگاه،  باشد

در هر میكرولیتر    DNAنانوگرم    50الی  10نظر داشته باشید نمونه استخراج شده باید حاوی  

 باشد.

 بگذارید.  ردروی بلوك س میكروتیوب را برد مورد نیاز  تعدا  نمونه:  DNAبررسی کیفیت   

بیمار، دو میكروتیوب دیگر برای شاهد  در این سری، علاوه بر یك میكروتیوب برای نمونه هر  

  مثبت و نمونه آب در نظر بگیرید.

  DNAمیکرولیتر از    5  سپسو    Ctrl Mixز  میکرولیتر ا  20ابتدا    ،میکروتیوببه هر  

را ببندید. سپس آن ها را  پوش میكروتیوب ها  در  .اضافه کنیدآب    و  شاهد منفی   ،نمونه

 مطابق شماره ها داخل دستگاه قرار دهید.  

از فایل تمپلیت مخصوص این كیت    Rotor-Geneبرای تنظیم دستگاه  : دستگاه تنظیم 

 دستگاه را مطابق برنامه زیر تنظیم نمایید:  استفاده كنید. همچنین می توانید  
 

Step Temperature and time Cycles 
1 95°C x 10 min 1 

2 
95°C x 20 sec 

45 
60°C x 60 sec 

 

  زرد   و (  Green)  سبز   ی ها  كانال در   و   درجه 60  ی دما در  دی با  فلورسانس  تابش   ی ریگ  اندازه

(Yellow  )یحاو  تیك  یها  كس یم.  شود  می تنظ  ROX  یینها  غلظت.  باشندیم  ROX  در  

 . باشدیم nM 300  واكنش

  DNAتحلیل نتایج آزمایش كنترل كیفیت : نمونه DNA ت یف یک یبررس آنالیز نتایج 

شود. در مرحله نخست باید اطمینان یافت كه آزمایش از نظر  بیمار در دو مرحله انجام می

 . توان نتایج نمونه بیمار را آنالیز نمودكیفی به نحو مطلوب انجام شده است و سپس می

  یبررس  قابل  یزمان   تنها   مار یب  نمونه  دیباش   داشته  توجه:  بررسی شاهد مثبت و منفی   -لفا

  در .  باشند  3ابتدای صفحه  مندرج در جدول    ط ی شرا  ی دارا  شاهد   ی ها  نمونه  كه   بود  خواهد

 . باشد یم ارزش فاقد ج ینتا هیكل  و بوده معتبر ریغ ش یآزما صورت،   نیا ریغ
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 کانال زرد سبز   کانال نمونه

 DNAنمونه فاقد  

 )آب(
Neg Pos (CT 28-31) 

 Pos (CT 26-29) Pos (CT 28-31) منفی   شاهد

 

  جدول   مطابق  آنگاه  ،مورد تایید باشددر صورتی كه كیفیت نمونه    بررسی نمونه بیمار: -ب

 :دی كن  ریتفس را  جی نتا ر،یز
 

 

Result VIC/Yellow FAM/Green  

Valid + 
CT: 28-31 

+ 
CT: 22-30 

1 

  Sample dilution + 
CT: 28-31 

+ 
CT<22 2 

Invalid 
+ 

CT: 28-31 
+ 

CT>30 3 

Invalid 
+ 

CT>31 
+ 

CT: 22-30 
4 

 

تحلیل داده ها و در موارد لازم، اِعمال تغییر در غلظت  نمونه و    DNAبررسی كیفیت  پس از  

 انجام می شود.  KRASجهش های نمونه ها، بررسی

، هر نمونه باید با هشت  KRASبرای بررسی جهش های  :  KRASبررسی جهش های  

هر كدام در یك میكروتیوب   KRASآزمایش هفت جهش ژن  این  در   .میكس آزمایش شود

های میكس  از  یكی  با  می  KRAS  اختصاصی   جداگانه  بر.  شوندبررسی  هفت    علاوه 

یابد.  ی نمونه با میكس كنترل اختصاص میمیكروتیوب مذكور، یك میكروتیوب نیز به بررس

 دهد.تصویر زیر نحوه چیدمان برای بررسی چهار نمونه بیمار را نشان می
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از میکس های  میکرولیتر    20  ردیف یک تا هشت،  هایمیکروتیوب  به هر یک از  

 زیر به ترتیب ذکر شده اضافه شود.

  چهارمیف  ، رد  G12C Mix  سومدیف  ، ر  G12A Mix  دومردیف  ،  Ctrl Mix اول  فیرد

G12D Mix  ،    پنجم هفتم ،    G12S Mix  ردیف ششم ،  Mix RG12ردیف    ردیف 

G12V Mix  از لیتر میکرو 20دیف هشتم و به رxG13D Mi کنید. اضافه 

آب به هر   و  مثبت، شاهد منفی   شاهداستخراج شده،    DNAمیکرولیتر از    5سپس  

سری اول را برای شاهد مثبت، سری دوم    به این منظور اضافه کنید.  میکروتیوب

را برای آب و سری های بعدی را برای نمونه های بیماران  شاهد منفی، سری سوم  

سپس آن ها را مطابق شماره ها داخل  ،  را ببندیدپوش میكروتیوب ها  در   در نظر بگیرید.

 تنظیم نمائید.  "تنظیم دستگاه "دهید. دستگاه را مطابق جدول در قسمت  دستگاه قرار  
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در    KRASتحلیل نتایج آزمایش جهش های    :KRASآنالیز نتایج برای جهش های  

 .  شوددو مرحله انجام می

ارزیابی  ابتدا    :شی آزما  ی فیک  کنترل  –  الف زیر  نمودار  مطابق  كیفی  لحاظ  به  آزمایش 

 توان نتایج نمونه ی بیمار را تفسیر كرد. میشود. سپس می
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ها با میكس  آن  CTمونه هایی كه  برای ن:  KRASتحلیل نتایج بررسی جهش های    -ب

حاسبه  مرا    ∆ CT، میزان  زیربا توجه به معادله    ،باشد 40تا  20  ن یبدر كانال سبز  اختصاصی  

 .نمایید مقایسه ریز جدول  بارا  ∆CTو  CTنتایج و  كرده
 

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

قابل قبول    CT∆دارای    KRASدر صورتی كه یك نمونه برای بیش از یك میكس  نكته:  

را دارد مثبت است و برای سایر جهش ها    CT∆باشد، نمونه در واكنشی كه كوچك ترین  

 منفی خواهد بود.
 نتیجه گیری  نمونه  ∆CT نمونه  KRAS CTمیکس 

G12A Mix 

 منفی   G12Aبرای جهش   - >40

 منفی   G12Aبرای جهش   >12 40-20

 مثبت   G12Aبرای جهش   ≤ 12 40-20

G12C Mix 

 منفی   G12Cبرای جهش   - >40

 منفی   G12Cبرای جهش   >13 40-20

 مثبت   G12Cبرای جهش   ≤ 13 40-20

G12D Mix 

 منفی   G12Dبرای جهش   - >40

 منفی   G12Dبرای جهش   >8 40-20

 مثبت   G12Dبرای جهش   ≤ 8 40-20

G12R Mix 

 منفی   G12Rبرای جهش   - >40

 منفی   G12Rبرای جهش   >7 40-20

 مثبت   G12Rبرای جهش   ≤ 7 40-20

G12S Mix 

 منفی   G12Sبرای جهش   - >40

 منفی   G12Sبرای جهش   >8 40-20

 مثبت   G12Sبرای جهش   ≤ 8 40-20

G12V Mix 

 منفی   G12Vبرای جهش   - >40

 منفی   G12Vبرای جهش   >3 40-20

 مثبت   G12Vبرای جهش   ≤ 3 40-20
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G13D Mix 

 منفی   G13Dبرای جهش   - >40

 منفی   G13Dبرای جهش   >6 40-20

 مثبت   G13Dبرای جهش   ≤ 6 40-20
 

 

  سبز   كانال  در  نمونه  CT  كه در صورتی  كیت  این  تشخیصی  حساسیت:  میزان حساسیت

 درصد می باشد.  4تا  1بین   باشد  27 تا  22 نیب كنترل  كسیم با

 توضیحات برچسب: 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

دریافت فایل کامل دفترچه ،  ژن  نینو  یهاتیک  مورد  در  بیشترجهت توضیحات  

و آشنایی با نمایندگان فروش،    تمپلیت برای تنظیم دستگاهراهنمای کیت و فایل  

نشانی   به به  ما  فرمایی  www.novingene.com  وبسایت  یامراجعه    QR Code  د 

با   بیشتر  اطلاعات  کسب  جهت  نمایید.  اسکن  را  کیت  جعبه  روی  بر  موجود 
 پشتیبانی فنی تماس بگیرید.
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