JAK-2 REAL TIME PCR KiTi
Kat. No: 21R-10-01

GiRris

JAK-2 proteini, hiicre icinde hematopoetik bilylime faktori olarak gorev
almaktadir. Bu nedenle kanser olusumunda, 6zellikle kan kanserinde 6nemi
olabilecegi dusunilmektedir. JAK2 mutasyonu, proteinini kodlayan genin 1849
pozisyonunda yer alan tek nokta baz degisimi (G>T) ile gergeklesmekte ve
valin’in, fenilalanin’e dénlisimiine (V617F) neden olmaktadir.

TEST SISTEMiNiN PRENSiBi

Test prensibi, Taq DNA polimerazin 5’-3’ exonuclease aktivitesine dayanmaktadir.
Probun 5" ucunda bir reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya
bulunmaktadir. Quencer boya reporter boyanin isimasini baskilamakta ayni
zamanda da probun primer gibi davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR
esnasinda enzim aktivitesi ile birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob
pargalanarak ayrilir, baskilanmanin ortadan kalkmasiyla isima meydana gelir. Bu
islem sadece hedef bolge (izerinde hibridize olmus problarda gergeklesir.
Amplifikasyon miktari arttikga, reporter boyanin agida gikmasiyla birlikte 1sima
dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-zamanli olarak tespit
edilmektedir.

URUN 6ZELLIKLERL

Her hasta igin, her mutasyon bdlgesine uygun, Normal ve Mutant olmak (izere iki
master miks galisilir. Sistem, SNP analizinde kullanilan 5’ niikleaz PCR igin Ozel
olarak hazirlanmis kullanima hazir  kimyasallari  saglamaktadir ve ilgili
mutasyonlara uygun sekans spesifik primerler ve problar igermektedir.

Sistem iki farkli primer-prob seti icermektedir. Mutasyon analizleri igin FAM
isaretli, sistemin dogru sekilde galisip calismadigini kontrol eden internal kontrol
analizi igin ise HEX/JOE boyasi ile isaretli prob kullanilimaktadir.

Kullandiginiz kit sistemi “ready to use” ozelligine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz
dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

SISTEM iCERiGI

Bilesen 20 Test
e JAK-2 Normal PCR Master Miks 400 pl
e JAK-2 Mutant PCR Master Miks 400 pl
e  Kontrol DNA 30 pl

SAKLAMA KOSULLARI

e Tum bilegenler — 20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e TUm bilesenler, riin kutusunun Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e Siirekli eritip gbzdurmek, triinin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.

DNA iZOLASYONU

Ornekler steril, EDTAll (mor kapakl) tiiplere alinmali, 6rnek alindiktan sonra
kanin pihtilasmasina engel olmak amaci ile tiip hafifge karistiriimalidir. Alinan kan
ornekleri izolasyon asamasina kadar +4°C'de saklanmali, kan 6rnekleri bir aydan
fazla bir sire bekletilecek ise -20°C'de muhafaza edilmelidir.

Sistemimiz, MN NucleoSpin®Blood kitine gére optimize edilmistir. izolasyonun
son asamasinda, elde edilen DNA’ nin 150 pl eliisyon soliisyonu ile
sulandiriimasi tavsiye edilmektedir.

TEST PROSEDURU

e Normal (Wild Type) ve Mutant Tip master miksler ayri ayr galigsiimaldir.

* Nazikge pipetaj yaparak master miksler karistirilir.

e Bir ornek igin, her optik kapakli tiip veya strip’e, 20 pl master miks
(Ready to use) aktarilr.

e Bu tuplere 5 pl (~1-100 ng) hasta DNA's! eklenerek érnek hazirlanmis
olur.

e  Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla test calistirilir.

PCR PROGRAMI
95 °C 3 dk. Taq Aktivasyonu
95°C 15 sn.
32 DOngu
60 °C 1 dk.

Floresan boya olarak FAM ve HEX/JOE secilmelidir.

Eger;
e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, liitfen pasif referans olarak “none”

secenedini seginiz.

Bu sistemin calisabilecedi cihazlar;
ABI Prism ® 7000/7300/7500/7900
Bio-Rad CFX96

Roche LightCycler® 480 System
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Normal (FAM Boyasi)

Mutasyon degerlendirmesi FAM boyasi ile analiz edilmelidir. Bu asamada

cihaziniza  uygun

tech@snp.com.tr adresinden bilgi alabilirsiniz. Bu boyada goriilmesi gereken CT
deder araligi ise 21 < ct < 25 dir. Bu deder, kullanilan DNA konsantrasyonuna
bagh olarak 2-3 siklus &ne veya arkaya kayabilmekle birlikte, glivenilir bir sonug
icin bu dederler arasinda elde edilen pik degerleri kabul edilmektedir.

UYARILAR

olarak yapiimasi gereken analiz ayarlar hakkinda

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakhdinda unutulmus PCR master miksleri kullanlmamalidir.

e PCR master miksi oda sicakiginda tamamen eritilip, bas asadi edilerek
hafifge karistirildiktan sonra tiiplere bdlinmelidir.

e PCR master mikslerin raf 6mrii 12 aydir. Kullanmadan &nce (retim tarihine
dikkat edilmelidir.

e  Yalnizca in-vitro tani amagl kullanilabilir.
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