
اساس تست( 3
بدنبالومی‌شوداستخراجمعتبرتجاریکیتیکازاستفادهباخوننمونه‌یدرموجودژنومیDNAابتداروش،ایندر
اختصاصیناحیه‌‌ییکمنظور،اینبرای.می‌شودانجامPCRتایمریلازاستفادهباژنومیهدفتکثیرواکنشآن،

.ودمی‌شگرفتهدرنظرتشخیصیهدفبعنوانانسانیژنومرویبرJAK2ژندرG1849T(V617F)جهشاطراف
اختصاصیپروبدووپرایمرجفتیکازJAK2ژندرV617Fجهشوجودعدمووجودبررسیبه‌منظور

۳´انتهایدرکوئنچرو۵´انتهایدر(HEXوFAMفلوروکروم)متفاوتفلوروسنترنگدودارایالیگونوکلئوتیدی
آللشناساییبهقادرکهاستشدهطراحیبه‌گونه‌ایFAMفلوروکرومدارایپروب.(TaqMan probe)می‌شوداستفاده
.کندشناساییرا(V617)وحشیاللمی‌تواندHEXفلوروکرومدارایپروبحالیکهدر.است(617F)یافتهجهش
نواحیبه(FAMدارای)اختصاصیپروب‌وپرایمرهایافته،جهشآللوجودصورتدرPCRتایمریلانجامحین

.ندمی‌کجدیدرشته‌هایسنتزبهشروعوشدهفعالپلیمرازآنزیمهدف،DNAتکثیربه‌منظور.می‌شوندمتصلمربوطه
ناحیه‌یبهشدهتصلمپروب‌هیدرولیزباعثاگزونوکلئازیفعالیتازاستفادهباآنزیماینجدید،رشته‌هایسنتزحیندر

کهمی‌شودساطعFAMفلوروسانترنگنتیجهدروشدهجدافلوروکرومازکوئنچرنتیجهدروشدهمربوطههدف
پروبوحشیاللوجودصورتدر.می‌باشدمنحنیصورتبهآن‌هاثبتوخوانشبهقادرReal-time PCRدستگاه

فعالیتاثردرشددادهتوضیحبالادرآنچهبامشابهوشدهمتصلمربوطهاختصاصیناحیهبه(HEXدارای)اختصاصی
دستگاهتوسطکهمی‌شودساطعوشدهآزادHEXفلوروسنترنگودادهرخپروبهیدرولیزپلیمراز،آنزیمنوکلئازی

Real-time PCRجهشاینکهبهتوجهبا.می‌شودثبتV617Fجهشدچارفردیچنانچهاستسوماتیکجهشیک
ایننمونه‌یبرایReal-time PCRتستانجامازبعدبنابراین،.داراستراوحشیوجهش‌یافتهسلول‌نوعدوهرشود
.شدخواهدمشاهدهلگاریتمییاسیگموئیدیمنحنیHEXوFAMکانالدوهردرفرد

کیتمحتوای(4
:می‌باشدزیراجزایدارایواستتشخیصیتست24انجامبرایحاضرکیت

مقادیر *ریجنت ها

میکرولیترx۳60تیوب‌1 V617F Master Mix 1

میکرولیترx100تیوب‌1 V617 Wildtype Control 2

میکرولیترx100تیوب‌1 617F Mutant Control 3

میکرولیترx100تیوب‌1 No Template Control (NTC) 4

Delta JAK2 (V617F Mutation) Real-time PCR Kit

 
24 tests

(دلتا)دلسا تشخیص آریا 

کیتکاربرد(2
JAK2ژندرجهشوجودعدمیاوجودشناساییجهتDelta JAK2 (V617F Mutation) Real-time PCRکیت

استفادهMPD(MPN)بهمشکوکافراد خونازشدهاستخراجژنومیDNAنمونه‌ها‌یدر(G1849T/V617Fناحیه‌ی)
.استشدهطراحیProbe-based real-time PCRتکنیکاساسبرتشخیصیتستاین.می‌شود

V617Fدستورالعمل‌کیت‌تشخیص‌جهش‌

‌آربر‌اساس‌ریل‌تایم‌پی‌سیJAK2در‌ژن‌

:توجه*
.شوندنگهداریسانتیگراددرجه-2۵تا-1۵دمایدرکیتاجزایتمامی✓
.استشدهدرجآنرویبرکیتانقضایتاریخ✓
.دهدکاهشراتستحساسیتاستممکنزیرا.شودخودداریکیتاجزایشدنفریزوذوبازامکانحدتا✓
.شوداستفادههفتهیکازکمتردرسانتیگراد،درجه4دمایدرکیتنگهداریصورتدر✓
.شودتهیهالیکوتنیازاساسبراجزاازهرکدامازنیازصورتدر✓
.نگیردارقرمستقیمنورمعرضدرامکانحدتاواستفلوروکرومباشدهنشاندارپروبوپرایمرحاویMaster mixمحلول✓
.شودانجاماسپین/ورتکسکیت،درموجودمحلول‌هایازهرکدامازاستفادهازقبلحتما✓

استفادهموردبالینینمونه ی(6
هویژبهمختلف،خونیاختلالاتمدیریتوآگهیپیشتشخیص،درمهمینقشV617Fجهششناساییآزمایش

جهشاینوجودعدمیاوجودتشخیصجهت.می‌کندایفاPMFوPV،ETمانند (MPN)میلوپرولیفراتیونئوپلاسم‌های
DNAمی‌توانمنظور،اینبرای.استنیازمورد(PCRتایمریلواکنشدرالگوبعنوان)انسانیژنومیDNAنمونه‌ی

مربوطجزئیات.کرداستخراج(سیتراتیاEDTAحاویلوله‌درشدهگرفته)MPNبهمشکوکفردخوننمونه‌یازراژنومی
کیتارزیابیبرایآمریکاFDAروتکلپدرJAK2ژندرV617Fجهشتشخیصجهتاستفادهموردبالینینمونهبه

ipsogen JAK2 MutaQuantکمپانیساختQIAGENاستشدهوردهآ:
https://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/reviews/K172287.pdf

یاتکییکازمی‌شودپیشنهادبنابراین،.داردشدهاستخراجDNAکیفیتومقداربهبستگیحاضرکیتپرفورمنسوکارایی
آموزشرادافتوسطبایدکارانجاممراحلتمامی.شوداستفاده(اتوماتیکچهودستیچه)معتبرDNAاستخراجروشیک
:شودانجاممربوطهگایدلاین‌هایومقرراتاساسبربایدنمونه‌هاوریجنت‌هابافرها،ریختندور.شودانجامدیده

https://currentprotocols.onlinelibrary.wiley.com/doi/epdf/10.1002/9780471729259.mc01a01s13

DD070-001-24

تستانجامپروتکل(7
آرامیبهتاشونددادهقرارسانتیگراددرجه4دمایدردقیقه1۵مدتبهکیتاجزایتمامیتستانجامازقبل
حلرایبسپس.می‌شودپیشنهادمرحلهایندرمحلول‌هانگهداریمنظوربهکرایورکازاستفاده.شوندذوب
دراتشونداسپینمحلول‌هاتمامیبعد،مرحلهدر.شوداستفادهورتکسازمحلول‌هاکردنهموژنوکردن
.شودکشیدهمیکروتیوبتهبهباشدتیوب‌هادربرویمحلولقطراتکهصورتی

هردرونراV617F Master mixازمیکرولیتر15مقدارنمونههرازایبهاستیشن،ورکیکزیردر(1-7
.نماییداضافه(تایی8تیوباستریپازتیوبهریا)Real-time PCRمخصوصپلیتازچاهک

میکسبهراشده‌استخراجهایDNAازیکهرازمیکرولیتر5مقداردیگراستیشنورکیکزیردر(2-7
.نماییداسپینواضافهقبلمرحله‌ی

:نکات
،V617 Wildtype Controlمثبتکنترل‌هایازکدامهرازمیکرولیتر۵مقدارموازیبطورمرحله،ایندر✓

617F Mutant ControlمنفیکنترلوNo Template Control(NTC)جداگانهبه‌صورتنیزکیتدرموجود
.شونداضافهواکنشمیکسحاویچاهکیکبه
راآن‌هافریزر،ازآن‌هاکردنخارجازپسشده،استخراجهایDNAکیفیتحفظبه‌منظورکارانجامحیندر✓

.نماییدنگهداریوحملمخصوصکرایورکبرروی

.نماییداجرارازیرجدولدرشدهآوردهبرنامه‌یوکردهمنتقلReal-time PCRدستگاهبهراواکنش‌ها(3-7

(ثانیه)زمان  (درجه سانتیگراد)دما  مرحله سیکل

۳00 9۵ فعال‌شدن‌آنزیم‌پلیمراز X 1
1۵ 9۵ الگوDNAباز‌شدن‌رشته‌های‌

X 401۵ ۵۵ جفت‌شدن‌پرایمرها

۳0* 72 سنتز‌رشته‌های‌جدید

۳0 2۵ خنک‌شدن X 1
.شودانجاممرحلهایندرHEX (VIC‌)وFAMکانال‌هایدرفلوروسنتخوانش*

.شودانجامزیرجدولاساسبرنتایجتفسیر،PCRانجامازبعد(4-7

oفلوروکرومبایافتهجهشآللکننده‌یشناساییپروبFAM فلوروکرومباوحشیاللکننده‌یشناساییپروبو
HEX (زیرشکل)استشدهنشاندار.

oکنترلیکویافتهجهشآللبراییکی،وحشیآللبراییکیکنترلنمونه‌ینوع۳دارایحاضرکیتNTCاست.
همچنین.‌باشد۳۵تا20بینبایدV617 Wildtype Controlکنترل‌برایHEXوFAMکانالدوهرCtمقادیر
منحنیFAMکانالبرایو‌باشد۳۵تا20بینباید617F Mutant Controlکنترل‌برایHEXکانالCtمقادیر
بزرگترCtیاCtفاقدبایدحاضرکیتNo Template Controlکنترلنمونه‌ی.(Ctفاقد)نمی‌شودمشاهدهتایمریل
سازیآمادهحیندرتکنیکیآلودگی‌هاییاژنومیDNAباکیتریجنت‌هایآلودگیوجودصورتدر.‌باشد۳۵از

صورتدر.شودخوانشدستگاهتوسطمذکورکانال‌‌هایدرفلوروسنترنگکهاستممکن،PCRواکنش
.شوندتکرارآزمایشاتتامی‌شودپیشنهادNTCنمونه‌یبرای ۳۵ازکمترCtمقادیرمشاهده‌ی

FAM HEX تفسیر

+ (Ct ≤ 35) + (Ct ≤ 35) 617F(‌Mutant)جهش‌نمونه‌مثبت‌از‌نظر‌وجود‌

- (Ct > 35) + (Ct ≤ 35) V617(‌Wildtype)جهش‌وجود‌نمونه‌منفی‌از‌نظر‌

- (Ct > 35) - (Ct > 35)

(تکرار‌آزمایش)نمونه‌گیری‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌
(تکرار‌آزمایش)استخراج‌ژنوم‌به‌درستی‌انجام‌نشده‌است‌

(تکرار‌آزمایش)در‌نمونه‌ی‌استخراج‌شده‌PCRاحتمال‌وجود‌مهارکننده‌ی‌

JAK2حاوی‌جهش‌در‌ژن‌نمونه‌ی‌ JAK2فاقد‌جهش‌در‌ژن‌نمونه‌ی‌

مقدمه( 1
تمایز،سلولی،تکثیرتنظیمباعثJAK-STATسیگنالینگمسیرطریقازرشدفاکتورهایوسایتوکاین‌هاازبرخی

کهاسترسپتورفاقدکینازهایتیروزینخانواده‌یاعضایازیکیJAK2آنزیم.می‌شوندایمنیپاسخ‌هایوآپپتوزیس
دروJAK-STATسیگنالینگمسیرشدنفعالباعثمی‌تواندآنکننده‌یکدژندرها(جهش‌)موتاسیونازبرخی
1849 ‌یشمارهیدنوکلئوتدرجهشیک.شوداستخوانمغزدرخونیپیش‌سازسلول‌هاینشده‌‌یکنترلتکثیرنتیجه
ORFژنJAK2نامبهG1849Tشدهفنیل‌الانینبه617شمارهوالیناسیدآمینوتبدیلباعث(V617F) بامی‌تواندکه

جهشمثالبعنوان.باشدداشتهمعناداریهمبستگی(Myeloproliferative disorders, MPD)میلوپرولیفراتیواختلالات
V617Fوراپلی‌سایتمیابهمبتلاموارددرصد90در(Polycythemia vera, PV)،۵0ترومبوسایتمیابهمبتلاموارددرصد
 ,Primitive myelofibrosis)اولیهمیلوفیبروزیسبهمبتلایاندرصد۵0و(Essential thrombocythemia, ET)ضروری

PMF)جهشبنابراین،.استشدهمشاهدهV617FژندرJAK2یفراتیومیلوپرولاختلالاتتشخیصیاندیکاتورمهمترین
.می‌باشد

توضیحات تعداد مصرفی/ دستگاه 

PCRتهیهبراییکی mixاضافهبرایدیگریو
.استکیتکنترل‌هایوژنومیDNAکردن

عدد2 (PCRکابینت‌)ورک‌استیشن‌ 1

.دشودادهقراراستیشنورکهرزیردرستیکهر ست2 ست‌سمپلر‌با‌حجم‌های‌مختلف 2

.شوددادهقراراستیشنورکهرزیردرکدامهر عدد2 ورتکسر/‌اسپین‌مینی 3

پلیتایتیوب‌هااستریپکردنسانتریفوژمنظوربه
دستگاهدردادنقرارازقبلPCRواکنشحاوی

Real-time PCRمی‌شوداستفاده.
عدد1

یپ‌خور‌مینی‌اسپین‌با‌روتور‌استر
یا‌سانتریفیوژ‌پلیت‌خور 4

،FAMکانال2حداقلدرخوانشقابلیتدارایدستگاه
HEX(VIC)باشدآن‌هاموجطولمعادلیا.

عدد1 Real-time PCRدستگاه‌ 5

نمونه‌هایوکیتاجزاینگهداریوحملبرای
DNAمی‌شوداستفادهکارحیندر.

به‌تعداد‌لازم (کرایو‌رک)کول‌رک‌ 6

Real-timeدستگاهنوعاساسبر PCRسفیدنوعاز
.می‌شوداستفادهشفافیا

به‌تعداد‌لازم وص‌استریپ‌تیوب‌یا‌پلیت‌مخص
Real-time PCR

7

تفادهاسوسایلتمامیوسطوحکردنتمیزمنظوربه
.می‌شود

به‌مقدار‌لازم
رنده‌محلول‌از‌بین‌بحاوی‌اسپری

(RNaseZAP)نوکلئازها‌
8

.باشندRNaseوDNaseازعاریباید به‌تعداد‌لازم ختلفسر‌سمپلر‌فیلتر‌دار‌در‌حجم‌های‌م 9

لازممصرفی هایوتجهیزاتسایر(5

617F (FAM)

V617 (HEX)

617F (FAM)

V617 (HEX)
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