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 mbcr 190 RQ  راهنماي کیت
-BCRیا ترانسلوکاسیون    منظور تشخیص ناهنجاري کروموزومی  به   mbcr 190 RQکیت  

ABL (p190, e1a2)    درصد    نمونهدر محاسبه  درمان  BCR-ABL و  تحت  بیماران  در 
کیت   باشد.می هاياین  دستگاه  با  کار  جهت    MICو     Rotor-Gene  ،StepOneجهت 

  تحقیقاتی طراحی شده است.مصارف 
 .باشدمی cDNAیا تهیه   RNAاین کیت فاقد مواد لازم براي استخراج توجه داشته باشید 

 

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

میکرولیتر  480  mbcr   mbcr 190 Mixمیکس آماده براي  
میکرولیتر  480  ABL  ABL Mixآماده براي  میکس 
میکرولیتر  150  m1 کپی در میکرولیتر صد هزار:  mbcr1استاندارد   
میکرولیتر  150  m2 هزار کپی در میکرولیتر  ده:  mbcr2استاندارد   
میکرولیتر  150  m3 :  یک هزار کپی در میکرولیترmbcr3استاندارد   
میکرولیتر  150  m4 در میکرولیتر  :  یک صد کپیmbcr4استاندارد   
میکرولیتر  150  m5 کپی در میکرولیتر ده:  mbcr5استاندارد   
میکرولیتر  150  A1 :  یک صد هزار کپی در میکرولیترABL1استاندارد   
میکرولیتر  150  A2 :  ده هزار کپی در میکرولیترABL2استاندارد   
میکرولیتر 150  A3 میکرولیتر:  یک هزار کپی در  ABL3استاندارد   
میکرولیتر  150  A4 :  یک صد کپی در میکرولیترABL4استاندارد   
میکرولیتر  200  PCR Waterآب مخصوص  

 درجه زیر صفر نگهداري شوند.   30تا  10تمامی مواد کیت باید در دماي  
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نیاز می  total RNAیک میکروگرم  در حدود    cDNA:  تهیه این تست مورد  باشد  براي 
کیت هاي متعددي  تبدیل شود.    cDNAبه    Random Hexamersاستفاده از  که باید با  

   .براي این کار در دسترس می باشند
تهیه   از  با    cDNAپس  را  برابر رقیق کنیدو  دو  آب،  آن  به    .نیم  مثال  به طور    20یعنی 

مخصوص    30مقدار    cDNAمیکرولیتر   آب  یا  نوکلئاز  بدون  (آب  آب  )  PCRمیکرولیتر 
 اضافه کنید. 

 
استفاده  وجود:  روش  نظر  از  نمونه  ژ mRNA هر  دو  و    BCR-ABL (p190)ن  براي 

ABL   بررسی آزمایش    باید  دو  این منظور  به  لوله هاي جداگانه  دو سري  در    PCRشود. 
لوله براي نمونه هر    یکعلاوه بر    BCR-ABLدر سري اول براي بررسی  باید انجام شود.  

براي    پنج بیمار،   براي  و    (m1-5)  هااستاندارد لوله  لوله  یا  یک  نظر    NTCشاهد منفی  در 
بررسی  بگیرید. در سري دوم   براي  بر    ABLو  بیمار،  یک  علاوه  نمونه هر  براي    چهار لوله 
براي استاندارد نیز  براي    و  (A1-4)ها  لوله  لوله  یا  یک  بگیرید  NTCشاهد منفی    .در نظر 

لوله   نیاز  آلومینیوم  هم از مجزا سري دو دراستریپ  یا    PCRتعداد مورد  بلوك  (با    روي 
 درجه سانتیگراد) بگذارید.   4دماي صفر تا 

  20دوم   سري  لوله هر و به  MIX  190 mbcr  میکرولیتر از  20  سري اول به هر لوله
سپس    ABL MIXز  ا میکرولیتر کنید.  از    5اضافه  یا    cDNAمیکرولیتر  و  نمونه 
یا    استاندارد کنید  کنترلو  اضافه  لوله  هر  آنو    به  ببندید.  را  ها  لوله  را    درپوش  ها 

 مطابق شماره ها داخل دستگاه قرار دهید.
 

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

 نمایید. 
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دماي  در  باید  فلورسانس  تابش  گیري  هاي    60  اندازه  رنگ  براي  و    VICو    FAMدرجه 
کیت حاوي    موجود  ABL Mix  و  mbcr Mix تنظیم شود.   با  ROXدر  غلظت  شندمی   .

 باشد. می 300nMدر واکنش   ROXنهایی 
 

افزایش  :  نتایج   آنالیز که  باشید  داشته  به   (Green)  سبز  تابش افزایش  توجه    مربوط 
BCR-ABL  زرد تابش و افزایش (Yellow) حاصل از ABL  می باشد. 

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

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

 
 بر اساس نکات بالا نتایج به طور خلاصه در جدول زیر نشان داده شده اند:   

 
Result Yellow/VIC Green/FAM  

Positive + 
 (CT 20-30) 

+ 
 (CT 20-40) 1 

Negative + 
 (CT 20-27) - 2 

invalid - - 3 
Invalid + 

 (CT˃27) - 4 

 

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

2            95°C x 15 sec 45    60°C x 60 sec 
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 BCR-ABL%محاسبه 

درمان   تحت  بیمار  هر  درمانی  پاسخ  ارزیابی  را    BCR-ABL%میزان    بایدبراي  بیمار 
روش   محاسبه  این  مبناي  کنید.   ,Beillard E. 2003)  .باشد می  NCNمحاسبه 

Leukemia 17:2474). 
آن    و درصدنرمال شده    ABLبا میزان بیان    BCR-ABLدر این روش نسبت میزان بیان  

می تیتر  محاسبه  دیگر  عبارت  به  تیتر    BCR-ABLشود.  به  در    ABLرا  و  کرده  تقسیم 
 ضرب کنید. 100%

 توضیحات برچسب: 
 

 
 

 
 
 
 
 

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

شانی   به ن به  ما  سایت  فرمایی  www.novingene.com  وب یامراجعه    QR Code  د 
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با   شتر  بی اطلاعات  سب  ک جهت  نمایید.  سکن  ا را  کیت  جعبه  روي  ر  ب موجود 
گیرید. شتیبانی فنی تماس ب  پ


	روش استفاده: هر نمونه از نظر وجود mRNA برای دو ژن BCR-ABL (p190) و ABL باید بررسی شود. به این منظور دو آزمایش PCR در دو سری لوله های جداگانه باید انجام شود. در سری اول برای بررسی BCR-ABL علاوه بر یک لوله برای نمونه هر بیمار، پنج لوله برای استانداردها ...
	به هر لوله سری اول 20 میكرولیتر از  mbcr 190 MIX  و به هر لوله سری دوم 20 میکرولیتر از ABL MIX اضافه كنید. سپس 5 میكرولیتر از cDNA نمونه و یا استاندارد و یا کنترل به هر لوله اضافه كنید و درپوش لوله ها را ببندید. آن‌ ها را مطابق شماره ها داخل دستگاه قر...
	تنظیم دستگاه: برای تنظیم دستگاهRotor-Gene  یا StepOne از فایل تمپلیت مخصوص این کیت استفاده کنید. همچنین می توانید دستگاه را مطابق برنامه زیر تنظیم نمایید.
	اندازه گیری تابش فلورسانس باید در دمای 60 درجه و برای رنگ های FAM و VIC تنظیم شود.  mbcr Mix و ABL Mix موجود در کیت حاوی ROX می باشند. غلظت نهایی ROX در واکنش 300nM می‌باشد.
	آنالیز نتایج: توجه داشته باشید كه افزایش افزایش تابش سبز (Green) مربوط به BCR-ABL و افزایش تابش زرد (Yellow) حاصل از ABL می باشد.
	همچنین نمونه تنها زمانی مثبت در نظر گرفته می شود که دارای منحنی سیگموییدی و فاز لگاریتمی باشد و تنها در این حالت CT معتبر بوده و قابل استناد و تفسیر می باشد. در غیاب منحنی سیگموییدی، نمونه منفی محسوب می شود و (CT آن) در صورت وجود فاقد ارزش می باشد.
	بر اساس نکات بالا نتایج به طور خلاصه در جدول زیر نشان داده شده اند:
	محاسبه %BCR-ABL

