
 اتفُرست مىذرج

 2 ............................................................................................................................ همذهِ.1

 3 ............................................................................................................ هحتَیبت ویت. 2

 4 ............................................................................. ذاسی ٍ پبیذاسی ویت. ؿشایظ ًگ3ْ

 4 .................................................................................................. . ػبیش هَاسد هَسد ًیبص4

 4 .......................................................................................................... . ًىبت لبثل تَخ5ِ

 5 ........................................................ . ًوًَِ هٌبػت ٍ ؿشایظ ًگْذاسی ٍ اًتمبل آى6

 RNA ............................................................................................................. 6. اػتخشاج 7

 cDNA ................................................................................................................... 6.تْیِ 8

 PCR .......................................................................................................... 6دػتَس وبس . 9

 RotorGene ................................................................................ 7تٌظین دػتگبُ  .10

 StepOne ..................................................................................... 8. تٌظین دػتگبُ 11

 9 ...........................................................................................تٌظین ػبیش دػتگبُ ّب .12

 RotorGene ....................................................................................... 9 آًبلیض ًتبیح .13

 StepOne  ........................................................................................ 11 . آًبلیض ًتبیح14

 BCR-ABL ........................................................................................... 35" هحبػجِ .15

 

 

 

file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386236
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386237
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386238
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386239
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386240
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386241
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386242
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386243
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386244
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386245
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386246
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386247
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386248
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386249
file:///D:/NovinGene/HSV/Old%20HSV/HSV%20RQ%20Manual/HSV%20RQ%20931110.docx%23_Toc410386250


 

2 

یب تشاًؼلَوبػیَى  ق ًبٌّدبسی وشٍهَصٍهییتـخ خْت  mbcr 190 RQتیو

BCR-ABL (p190)  ِدس خَى هحیغی ٍ هحبػج %BCR-ABLى تحت ادس ثیوبس

اػتفبدُ ثب  ثشای ٍ اػت یمبتیت هخلَف اػتفبدُ تحمیي ویا ثبؿذ. یدسهبى ه

 ؿذُ عشاحی Rotor Gene 6000/Q  ٍStepOne/StepOnePlusدػتگبُ 

 .اػت

 هی ثبؿذ! cDNAیب تْیِ  RNAایي ویت فبلذ هَاد لاصم ثشای اػتخشاج  تًجٍ>

 مقذمٍ .3

وشٍهَصٍم فیلادلفیب حبكل اص خبثدبیی  یب BCR-ABL وشٍهَصٍهی ًبٌّدبسی

دس وشٍهَصٍم  ABLهی ثبؿذ. دس ًتیدِ ایي خبثدبیی طى  22;9وشٍهَصٍهی 

لشاس هی گیشد  ٍ یه طى  22دس وشٍهَصٍم  BCRدس هدبٍست طى  9ؿوبسُ 

 BCR-ABLپشٍتئیي ّیجشیذ  َلیذایي هدبٍست ػجت ت ّیجشیذ تـىیل هی ؿَد.

 ایي .اػتویلَ دالتَى  190یب  210آى  ٍصى هَلىَلی هَاسد اغلت دس وِ ؿَد هی

وِ داسای فؼبلیت هذاٍم تیشٍصیي ویٌبص هی ثبؿذ ٍ ثِ ًَثِ خَد ثبػث  پشٍتئیي

 حبكل اص ًؼخِ ثشداسی طى mRNAافضایؾ سؿذ ػلَلی ٍ هْبس آپبپتَص هی ؿَد. 

ثش  یبفت هی ؿَد. ALLٍ ثشخی هَاسد  CMLدسكذ ثیوبساى  95تمشیجب دس  ّیجشیذ

اًذاصُ گیشی ػبل گزؿتِ، ثشسػی دٍسُ ای ثیوبساى ثشای  20اػبع تدشثیبت 

هیضاى ثیبى ایي طى، ًمؾ هْوی دس تخویي پبػخ دسهبًی ٍ پیؾ ثیٌی هیضاى 

 پیـشفت ثیوبسی داسا هی ثبؿذ.

فمظ ثشای ( BCR-ABL (p190)ی تـخیق ثیبى طى اثشایي ویت هَاد لاصم 

پغ اص تـخیق ٍ عی دٍسُ دسهبى سا  BCR-ABL% ٍ هحبػجِ# e1a2خبثدبیی 

 فشاّن هی وٌذ.

 Real-Timeسٍؽ  ایي ًبٌّدبسی وشٍهَصٍهی اصق یت تـخت حبضش خْیو

PCR ي سٍؽ ثب اػتفبدُ اص پشٍة ّبی ًـبًذاس ؿذُ ثِ سًگ ی. دس اثْشُ هیگیشد
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بى یٌىِ پغ اص پبیثذٍى ا ًوَد یسا ثشسػ PCRتَاى هحلَل  یّبی فلَسػٌت ه

 ض ثِ لحبػیً یدبد آلَدگیاهىبى ا لزاثبؿذ.  یبص ثِ اًدبم هشاحل ثؼذیٍاوٌؾ ً

 ٍخَد ًخَاّذ داؿت.  یتئَس

                 RotorGene 6000/Qاػتفبدُ ثب دػتگبُ  یت ثشایي ویا

$Corbett Research/Qiagen ُیب دػتگب #StepOne/StepOnePlus 

$Applied Biosystemsؿذُ اػت.  ی# عشاح 

 تیات كیمحتً .4

 ذ:ثبؿ یش هیه لَح فـشدُ ٍ هَاد صیه دفتشچِ ساٌّوب، یت ؿبهل یي ویا

 ثشچؼت هحتَا حدن

تشیىشٍلیه 500  mbcr * mbcr MIX یىغ آهبدُ ثشایه 

هیىشٍلیتش 500  ABL  ABL MIX * یىغ آهبدُ ثشایه 

تشیىشٍلیه 100  m1 تشیىشٍلیدس ه یوپ كذ ّضاسیه:  mbcr1 اػتبًذاسد 

تشیىشٍلیه 100  m2 تشیىشٍلیدس ه یّضاس وپ دُ:  mbcr2اػتبًذاسد  

تشیىشٍلیه 100  m3 تشیىشٍلیدس ه یوپ یه ّضاس:  mbcr3 اػتبًذاسد 

تشیىشٍلیه 100  m4 تشیىشٍلیدس ه یوپ كذ ه:  یmbcr4اػتبًذاسد  

تشیىشٍلیه 100  m5 تشیىشٍلیدس ه یوپ دُ: mbcr5اػتبًذاسد  

تشیىشٍلیه 100  A1 تشیىشٍلیدس ه یكذ ّضاس وپ هی:  ABL1اػتبًذاسد  

تشیىشٍلیه 100  A2 تشیىشٍلیدس ه یدُ ّضاس وپ:  ABL2اػتبًذاسد  

هیىشٍلیتش100  A3 تشیىشٍلیدس ه یّضاس وپه ی:  ABL3اػتبًذاسد  

تشیىشٍلیه 100  A4 تشیىشٍلیدس ه یكذ وپ هی:  ABL4اػتبًذاسد  

تشیىشٍلیه 150  PCR Waterآة هخلَف  

 ٍ اوٌـی 96ٍ  48، 24، دٍ یب چْبس ػذد، ثِ تشتیت ثشای ویت ّبی %یه
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 تیك یذاریي پا یط وگُذاریشرا .5

ش یدسخِ ص 20 یذ دس دهبیت وِ دس خذٍل ثبلا روش ؿذُ اػت ثبیهَاد و یتوبه

ت وِ یبى صهبى اًمضب ویي هَاد تب پبیي كَست ایدس ا ؿًَذ. یكفش حول ٍ ًگْذاس

 ثبؿٌذ. یذاس ٍ لبثل اػتفبدُ هیّش لَلِ دسج ؿذُ اػت پب یض سٍیت ٍ ًیو یسٍ

ؾ اص ػِ ثبس خَدداسی یث PCRٍیظُ هیىغ ثِ  ي هَاد یاص رٍة ٍ اًدوبد هىشس ا

 ؿَد.  یّب ه ت ٍ ػذم وبسایی آىیثبػث وبّؾ حؼبػ صیشاذ یوٌ

 ازیر مًارد مًرد ویسا .6

  ُدػتگبReal-Time PCR ثِ ّوشاُ تدْیضات خبًجی آى 

  هیىشٍتیَة هخلَفػبًتشیفَط 

 ٍستىغ 

 ػوپلش هتغیش 

 جت اػتخشایوRNA   

  ویت ػٌتضcDNA 

  تیَة یب اػتشیپ هخلَفReal-Time PCR 

 ػش ػوپلش ثذٍى ًَولئبص ٍ فیلتش داس 

 دػتىؾ لاتىغ ثذٍى پَدس 

 وكات قاتل تًجٍ .7

تفىیه وٌیذ. ایي ػِ فضب ؿبهل فضبی ًگْذاسی ًوًَِ ٍ اػتخشاج ، فضبی آهبدُ 

ثشای پیـگیشی اص تَلیذ ًتبیح وبرة ثِ ًىبت صیش تَخِ وٌیذ: 

 ٌّگبم وبس ثب ًوًَِ ثیوبس، ّویـِ فشم سا ثش آلَدُ ثَدى ًوًَِ ثگزاسیذ 

ٍ خغشات ثبلمَُ آى سا دس ًظش داؿتِ ثبؿیذ. 

 دس فضبی pre-PCR یب Clean Room ػِ ًبحیِ سا هـخق ٍ اص ّن 
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# ٍ فضبی آهبدُ ػبصی PCRػبصی هَاد $ثشای تمؼین هَاد داخل لَلِ ّبی 

ّش یه اص ػِ # هی ثبؿٌذ. PCRثِ لَلِ  cDNAٍاوٌؾ $ثشای افضٍدى ًوًَِ 

ٍیظُ ػوپلش. اص ِ فضبی فَق ثبیذ ٍػبیل هخلَف ثِ خَد داؿتِ ثبؿٌذ ث

 خبثدبیی ٍػبیل ثیي ایي ػِ فضب پشّیض وٌیذ.

  70ػغَح وبس سا ّویـِ لجل اص ؿشٍع ٍ پغ اص خبتوِ وبس ثب الىل 

 دسخِ تویض وٌیذ.

 ًرٍة ًوَدُ ٍ پیؾ اص ثبص وشدى دسة لَلِ ّبی دسٍى ویت، آًْب سا وبهلا 

ثب چٌذ تىبى هلاین اص هخلَط ٍ یىٌَاخت ؿذى هحتَیبت ّش لَلِ اعویٌبى 

ّب سا دس دٍس پبییي اػپیي $ػبًتشیفَط#  حبكل وٌیذ. ػپغ ثشای چٌذ ثبًیِ آى

 وٌیذ. 

  دس حیي وبس، هحتَیبت ویت سا ّویـِ سٍی یخ خشد ؿذُ ًگْذاسی

خشد ؿذُ پشّیض  وٌیذ. اص اػتفبدُ اص یخْبی لبلجی ٍ ػبیش هَاسد ثِ غیش اص یخ

 وٌیذ.

 ي اوتقال آن یط وگُذاریومًوٍ مىاسة ي شرا .8

     وبهل ت، خَىیي ویا ثب BCR-ABLؾ یآصهب یًوًَِ هٌبػت ثشا

(peripheral blood) هبدُ ضذ اًؼمبد خوغ  یل حبٍیثبؿذ وِ دس لَلِ اػتش یه

 ثبؿذ. خَى وبهل سایب ػیتشات  EDTA هیتَاًذؿذُ اػت. هبدُ ضذ اًؼمبد  یآٍس

 ـگبُ هٌتمل ًوَد. یٍ ثِ آصهب یدسخِ ًگْذاس 4ػبػت دس  72تَاى تب  یه

RNA ؾ یافضا یي ثشایوبً اص خَى اػتخشاج وشد. ّوچٌیتَاى هؼتم یسا ه

ه ًوًَِ هٌبػت یاػتفبدُ وشد.  (buffy coat) یت تؼت هی تَاى اص ثبفیحؼبػ

 ثبؿذ.  تشیىشٍلیه 150ذ دس ّش یػفَى گلجَل یلیه 10تب  5 یذ حبٍیثب
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تش اص ػِ سٍص ثْتش اػت  یعَلاً یخَى وبهل یب ثبفی دس صهبى ّب یًگْذاس یثشا

ش كفش یدسخِ ص 70 ین ًوَدُ ٍ ػپغ دس دهبیوَچه تمؼ یآى سا ثِ حدن ّب

 هبًذ. یذاس هیغی ًوًَِ تب چٌذ هبُ پبیي ؿشایًوَد.  دس چٌ یًگْذاس

  RNA استخراج  .9

تَاى اػتفبدُ  یه یت ّبی هختلفیاص ًوًَِ اص سٍؽ ّب ٍ و RNAاػتخشاج  یثشا

 ن:یِ هی وٌیش سا تَكیت صیًوَد. هب اػتفبدُ اص و
TriPure isolation reagent (Cat# 1667157, Roche Applied Science, 

Mannheim, Germany) 

لاصم ثِ یبد آٍسی اػت وِ اػتفبدُ اص سٍؽ ّبی خزثی هجتٌی ثش ػتَى ّبی 

 ثِ ّیچ ػٌَاى تَكیِ ًوی ؿَد.ػیلیىبطل 

 cDNAتُیٍ  .:

ثشای ایي تؼت هَسد ًیبص هی ثبؿذ وِ ثبیذ  total RNAدس حذٍد یه هیىشٍگشم 

تجذیل ؿَد. ویت ّبی هتؼذدی  cDNAثِ  Random Hexamersثب اػتفبدُ اص 

 ثشای ایي وبس دس دػتشع هی ثبؿٌذ.

یؼٌی ثِ عَس هثبل  .ًین ثشاثش سلیك وٌیذٍ  دٍ  ،آةآى سا ثب  cDNAپغ اص تْیِ 

هیىشٍلیتش آة $آة ثذٍى ًَولئبص یب آة  30همذاس  cDNAهیىشٍلیتش  20ثِ 

 # اضبفِ وٌیذ.PCRهخلَف 

  PCRكار  دستًر .;

سا سٍی یخ خشد ؿذُ لشاس دّیذ تب ثغَس وبهل هحتَیبت آًْب اثتذا توبهی لَلِ ّب 

رٍة ؿًَذ. ثب چٌذ تىبى هلاین اص هخلَط ؿذى هَاد داخل آًْب اعویٌبى حبكل 

 وشدُ ٍ ثشای چٌذ ثبًیِ آًْب سا دس دٍس پبییي اػپیي وٌیذ.
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ثبیذ  BCR-ABL (p190)  ٍABLى ثشای دٍ ط mRNA ّش ًوًَِ اص ًظش ٍخَد

ذ یخذاگبًِ ثب یلَلِ ّبدٍ ػشی دس  PCRؾ یي هٌظَس دٍ آصهبیؿَد. ثِ ا ثشسػی

ًوًَِ  یلَلِ ثشا یهػلاٍُ ثش  BCR-ABLدس ػشی اٍل ثشای ثشسػی اًدبم ؿَد. 

 یؿبّذ هٌفیه لَلِ ثشای ٍ  (m1-5) ّباػتبًذاسد یلَلِ ثشا پٌحوبس، یّش ث

(NTC)  یثشسػ یٍ ثشادس ًظش ثگیشیذ. دس ػشی دٍم ABL  یِ ثشالَلیه ػلاٍُ ثش 

ؿبّذ یه لَلِ ثشای  ٍ (A1-4)ب ّاػتبًذاسد یض ثشایلَلِ ً چْبسوبس، یًوًَِ ّش ث

 اص هدضا ػشی دٍ دسیب اػتشیپ  PCRبص لَلِ یتؼذاد هَسد ً .دس ًظش ثگیشیذ یهٌف

 ذ.یدسخِ ػبًتیگشاد# ثگزاس 4$ثب دهبی كفش تب  َمیٌیثلَن آلَه یسٍ ّن

ديم  سری لًلٍ َر ٍي ت  MIXmbcr  میكريلیتر از 42 سری ايل لًلٍ تٍ َر

 cDNAتر از یكريلیم 7اضافٍ كىیذ. سپس  ABL MIXز ا میكريلیتر 42

دسة لَلِ ّب یب  ذ.یتٍ َر لًلٍ اضافٍ كى كىترلا یي  ومًوٍ ي یا استاوذارد

اػتشیپ ّب سا ثؼتِ ٍ ؿوبسُ گزاسی وٌیذ. ػپغ آًْب سا هغبثك ؿوبسُ ّب سٍی 

 لشاس دّیذ.  StepOneداخل ثلَن  یب RotorGene سٍتَس

لَلِ ّب سا اثتذا ثِ هذت وَتبّی اػپیي  StepOneدس كَست اػتفبدُ اص دػتگبُ 

 ًوَدُ ٍ ػپغ داخل دػتگبُ لشاس دّیذ. 

 ٌّگبم اػتفبدُ اص دػتگبُ سٍتَسطى، سیٌگ هحبفؼ سا ًیض دس پبیبى اضبفِ وٌیذ.

  RotorGeneم دستگاٌ یتىظ .32

 ذ!یسٍتَس لشاس دادُ ا یٌگ هحبفؼ سا سٍیذ وِ سیٌبى حبكل وٌیاثتذا اعو

َتش ٍكل وشدُ ٍ آى سا یسا تَػظ وبثل هخلَف آى ثب وبهپ RotorGene دػتگبُ

 آى سٍؿي ؿَد. یذ تب چشاؽ آثی خلَیثِ ثشق ٍكل وٌ

$دس كَست اػتفبدُ اص  mbcr 0.2 RGQل یفب یت سٍیدس لَح فـشدُ ّوشاُ و 

$دس كَست اػتفبدُ اص لَلِ  mbcr Strip RGQب ی# ٍ یتشیل یلیه 2/0 یلَلِ ّب

 ذ تب ثشًبهِ ثبص ؿَد.یه وٌی# دٍثبس ولیتشیل یلیه 1/0 یّب
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ذ. سٍی یه وٌیدس هٌَی ثبلای كفحِ دووِ اػتبست $دووِ ػجض سًگ# سا ول

ذ ٍ پغ اص اًتخبة هحل هَسد ًظش یه وٌیض دووِ اػتبست سا ولیپٌدشُ ثبص ؿذُ ً

ذ تب دػتگبُ سٍؿي یسا ثضً Saveَتش، دووِ یدس وبهپؾ یل آصهبیفب یًگْذاس یثشا

 ؿَد.

ذ. دلت وٌیذ وِ دٍ یًبم ّش ًوًَِ سا ٍاسد وٌ (samples)دس پٌدشُ ًوًَِ ّب 

 یتؼشیف ؿذُ اًذ ٍ لَلِ ّبی حبٍ mbcr  ٍABLّبی  كفحِ خذاگبًِ ثب ًبم

mbcr Mix  ِفمظ دس كفحmbcr  لَلِ ّبی حبٍی ٍABL Mix  ِفمظ دس كفح

ABL  ثبیذ ًبهگزاسی ؿًَذ. دس ػتَى“Type” ً ذ یض هـخق وٌیًَع ّش ًوًَِ سا

سا  یٍ ؿبّذ هٌف standard، اػتبًذاسدّب سا ثب unknownوبس سا ثب یًوًَِ ث یؼٌی

ض دس ػتَى یذ. غلظت اػتبًذاسدّب سا ًیف وٌیتؼش Negative Controlب ی NTCثب 

 ذ.یهشثَعِ ٍاسد وٌ

  StepOneم دستگاٌ یتىظ .33

ـشدُ ّوشاُ ویت سا دس وبهپیَتش هشتجظ ثِ دػتگبُ لشاس دّیذ. ًشم افضاس لَح ف

سٍی دووِ  Set Up. اص هٌَی (*.StepOne software 2)دػتگبُ سا ثبص وٌیذ 

Template  .ولیه وٌیذ ٍ فبیل داخل لَح فـشدُ سا اًتخبة وٌیذ 

 Assign                            ٍ ػپغ دووِ Plate Setupاص هٌَی ػوت چپ 

Targets and Samples  سا اًتخبة وٌیذ. یه وٌتشل هٌفی ثِ ّوشاُ پٌح

 چٌذ ٍ ABL، یه وٌتشل هٌفی ٍ چْبس اػتبًذاسد ثشای mbcrثشای اػتبًذاسد 

ًوًَِ اص پیؾ تؼشیف ؿذُ اًذ. اػتبًذاسدّب، وٌتشل هٌفی ٍ تؼذاد ًوًَِ هَسد ًظش 

            اص گضیٌِ ّبی ولیه ساػت خَد سا دس سدیف دلخَاُ وپی وٌیذ. ثشای ایٌىبس

(copy, paste, clear)  هی تَاًیذ اػتفبدُ وٌیذ. ّوچٌیي ثب اػتفبدُ اص هٌَی

Define Targets and Samples  هی تَاًیذ تؼذاد ًوًَِ ّبی هَسد ثشسػی سا

ًیض اضبفِ وٌیذ ٍ ًبم ًوًَِ ّب سا ًیض هغبثك ًبم ثیوبساى تغییش دّیذ. دس پبیبى 
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سا ولیه وٌیذ ٍ فبیل آصهبیؾ سا دس هحل هَسد ًظش  Start Runدووِ  تٌظیوبت

 تب دػتگبُ ؿشٍع ثِ وبس وٌذ. (save)رخیشُ وٌیذ 

 م سایر دستگاٌ َایتىظ .34

 Real-Time PCRچٌبًچِ ایي ویت سا ثشای اػتفبدُ ثب ػبیش دػتگبُ ّبی 

 اػتفبدُ هی وٌیذ، دػتگبُ سا هغبثك ثشًبهِ صیش تٌظین ًوبییذ:

 
Step Temperature and time Cycles 

1 95C x 10 min 1 

2 
95C x 15 sec 

45 
60C x 60 sec 

 

ٍ  FAMدسخِ ٍ ثشای سًگ ّبی  60اًذاصُ گیشی تبثؾ فلَسػبًغ ثبیذ دس دهبی 

VIC/HEX  .تٌظین ؿَد  

mbcr Mix ٍ ABL Mix دس ویت حبٍی  هَخَدROX ؿٌذهی ثب. 

 RotorGeneج یس وتایآوال .35

هشاخؼِ وٌیذ. ثِ عَس خلاكِ اص هٌَی  RotorGeneثشای آًبلیض ًتبیح ثِ ساٌّوبی 

Analysis ،Quantitation  سا اًتخبة وشدُ ٍ سٍیGreen  دٍثبس ولیه وٌیذ. دس

لشاس  05/0سا ثضًیذ ٍ آػتبًِ سا سٍی  cancel دووِ autofind thresholdپٌدشُ 

سا ثضًیذ تب پغ اص سػن هٌحٌی اػتبًذاسد ًتبیح دس خذٍل پبییي  OKدادُ ٍ دووِ 

ٍ  Quantitation هدذداً Analysisػپغ دس هٌَی  كفحِ ًـبى دادُ ؿًَذ.

  لشاس دّیذ.  05/0ٍ ثشای آى ًیض آػتبًِ سا سٍی  وشدُسا ولیه   Yellowػپغ

تلبٍیش  ،داخلی وٌتشل ٍ هٌفی ؿبّذ اػتبًذاسدّب، اًتظبس هَسد ًوَداس هـبّذُ ثشای

 یه ٍ دٍ سا هلاحظِ فشهبییذ.
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 سٍتَسطىدػتگبُ دس وبًبل ػجض  mbcrتلَیش یه: هٌحٌی اػتبًذاسدّبی 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 سٍتَسطى دػتگبُ دس وبًبل صسد ABLتلَیش دٍ: هٌحٌی اػتبًذاسدّبی 

 

 ًتبیح سا ثب تَخِ ثِ ًىبت صیش تفؼیش وٌیذ: 

ٍ  BCR-ABL هشثَط ثِ (Green) تبثؾ ػجضتَخِ داؿتِ ثبؿیذ وِ افضایؾ 

 .هی ثبؿذ ABLحبكل اص  (Yellow)تبثؾ صسد افضایؾ 

تىُا در صًرت مشاَذٌ مىحىی سیگمًییذی  CTكٍ  وكتٍ تسیار مُم ایه

ي دارای فاز لگاریتمی مفًُم داشتٍ ي قاتل تفسیر می تاشذ. در غیاب 
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غیر قاتل اعتماد تًدٌ ي مىجر تٍ تشخیص اشتثاٌ  CTمىحىی سیگمًییذی 

 می شًد.

  ًِوًَِ دس وبًبل دس كَستی وmbcr/Green هٌحٌی ػیگوَییذی یداسا  ٍ

CT دس وبًبل  ًیض ثبؿذ، ٍ 40تب  20 ثیيABL/Yellow هٌحٌی  یداسا

 ثبؿذ. یههثجت ثبؿذ، ًوًَِ  30تب  20ثیي  CT ػیگوَییذی ٍ

 ه ًوًَِ دس وبًبل یوِ  یدس كَستmbcr/Green هٌحٌی ػیگوَییذی  فبلذ

تب  20ي یث CTٍ  هٌحٌی ػیگوَییذی یداسا ABL/Yellowثبؿذ ٍ دس وبًبل 

 ؿَد. یدس ًظش گشفتِ ه یهٌفثبؿذ، ًوًَِ  27

 ه ًوًَِ دس وبًبل یوِ  یدس كَستmbcr/Green  هٌحٌی ػیگوَییذیفبلذ 

داسای ًیض فبلذ هٌحٌی ػیگوَییذی ٍ یب  ABL/Yellowثبؿذ ٍ دس وبًبل 

 .ؿَدتىشاس ذ یؾ ثبیآصهب ثبؿذ، 27ثبلاتش اص  CT هٌحٌی ػیگوَییذی ثب

 هٌحٌی ػیگوَییذی ٍ بل صسد ثبیذ داسایدس وبًی ثیوبساى توبم ًوًَِ ّبتَخِ! 

CT  ثبؿٌذ. اص خولِ دلایلی وِ هی تَاًذ ثِ  27تب  20ثیيCT  هٌدش  27ثبلاتش اص

ّضاس# ٍ یب اػتفبدُ  100ّبی ػفیذ $صیش  تؼذاد ون گلجَلاص  RNA ؿَد اػتخشاج

 CTهی ثبؿذ.  cDNAًبًَگشم ثشای تْیِ  100ثِ هیضاى ووتش اص  total RNAاص 

 ثبػث وبّؾ حؼبػیت تؼت هی ؿَد. ABL ایثش 27ثبلاتش اص 

 StepOneج یس وتایآوال .36

س خلاكِ دووِ ذ. ثِ عَیهشاخؼِ وٌ StepOne یح ثِ ساٌّوبیض ًتبیآًبل یثشا

Analysis  سا ولیه وٌیذ. ثشایmbcr/FAM  ًِآػتب(threshold)  1/0سا سٍی  ٍ

 لشاس دّیذ.  1/0ًیض آػتبًِ سا سٍی  ABL/VICثشای 

تلبٍیش ػِ ٍ چْبس سا ، هٌفیؿبّذ  ٍ اػتبًذاسدّب اًتظبس هَسد گشاف هـبّذُ ثشای

 هلاحظِ فشهبییذ.
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 StepOneدػتگبُ  FAMدس وبًبل  mbcrتلَیش ػِ: هٌحٌی اػتبًذاسدّبی 

 

 

 

 

 

 

 

 
 StepOneدػتگبُ  VICدس وبًبل  ABL: هٌحٌی اػتبًذاسدّبی بسْتلَیش چ

 

 ًتبیح سا ثب تَخِ ثِ ًىبت صیش تفؼیش وٌیذ: 

ٍ افضایؾ  BCR-ABL هشثَط ثFAMِ ثؾ تب تَخِ داؿتِ ثبؿیذ وِ افضایؾ

 .هی ثبؿذ ABLحبكل اص    VICتبثؾ

تىُا در صًرت مشاَذٌ مىحىی سیگمًییذی  CTكٍ  وكتٍ تسیار مُم ایه

ي دارای فاز لگاریتمی مفًُم داشتٍ ي قاتل تفسیر می تاشذ. در غیاب 
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غیر قاتل اعتماد تًدٌ ي مىجر تٍ تشخیص اشتثاٌ  CTمىحىی سیگمًییذی 

 می شًد.

  وِ ًوًَِ دس وبًبل دس كَستیmbcr/FAM هٌحٌی ػیگوَییذی یداسا  ٍ

CT دس وبًبل  ًیض ثبؿذ، ٍ 40تب  20 ثیيABL/VIC هٌحٌی  یداسا

 ثبؿذ. یههثجت ثبؿذ، ًوًَِ  30تب  20ثیي  CT ػیگوَییذی ٍ

  ِه ًوًَِ دس وبًبل یدس كَستی وmbcr/FAM هٌحٌی ػیگوَییذی  فبلذ

 27تب  20ي یث CTٍ  هٌحٌی ػیگوَییذی یداسا ABL/VICثبؿذ ٍ دس وبًبل 

 ؿَد. یدس ًظش گشفتِ ه یهٌفثبؿذ، ًوًَِ 

  ِه ًوًَِ دس وبًبل یدس كَستی وmbcr/FAM  هٌحٌی ػیگوَییذیفبلذ 

داسای هٌحٌی ًیض فبلذ هٌحٌی ػیگوَییذی ٍ یب  ABL/VICثبؿذ ٍ دس وبًبل 

 .ؿَدتىشاس ذ یؾ ثبیآصهب ثبؿذ، 27ثبلاتش اص  CT ػیگوَییذی ثب

 هٌحٌی ػیگوَییذی ٍ یدس وبًبل صسد ثبیذ داسای ثیوبساى توبم ًوًَِ ّبتَخِ! 

CT  ثبؿٌذ. اص خولِ دلایلی وِ هی تَاًذ ثِ  27تب  20ثیيCT  هٌدش  27ثبلاتش اص

ّضاس# ٍ یب اػتفبدُ اص كذ ّبی ػفیذ $صیش  تؼذاد ون گلجَلاص  RNA ؿَد اػتخشاج

total RNA  ًبًَگشم ثشای تْیِ  100ثِ هیضاى ووتش اصcDNA  ثبؿذ. هیCT  ثبلاتش

 ثبػث وبّؾ حؼبػیت تؼت هی ؿَد. ABL ایثش 27اص 

 BCR-ABL%محاسثٍ  .37

 ثیوبس BCR-ABL% هیضاى ثبیذثشای اسصیبثی پبػخ دسهبًی ّش ثیوبس تحت دسهبى 

               ثبؿذ یه NCNي هحبػجِ سٍؽ یا یسا هحبػجِ وٌیذ. هجٌب

(Beillard E. 2003, Leukemia 17:2474)بى یضاى ثیسٍؽ ًؼجت هي ی. دس ا

BCR-ABL  بى یضاى ثیثب هABL  ؿَد. ثِ  ٍ دسكذ آى هحبػجِ هیؿذُ ًشهبل

ضشة  "100تمؼین وشدُ ٍ دس  ABL سا ثِ تیتش BCR-ABLتیتش  شػجبست دیگ

  وٌیذ.
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mbcr 190 RQ kit is intended for the detection of BCR-ABL 

(p190) transcripts in peripheral blood and BCR-ABL% 

calculation in patients undergoing therapy. This kit is 

designed for use with Rotor Gene 6000/Q or 

StepOne/StepOnePlus instrument. This kit is for research 

use only! 

Important Note: This kit doesn’t provide reagents for RNA 
extraction or cDNA synthesis! 

1. Introduction 

Philadelphia chromosome is an abnormality resulted from 

9;22 translocation. Consequently ABL proto-oncogene on 

chromosome 9 is fused with BCR gene on chromosome 22. 

This fusion produces BCR-ABL protein, mostly 210kDa (b2a2 

or b3a2) or 190kDa (e1a2), with constitutively active tyrosine 

kinase activity promoting cell proliferation and inhibition of 

apoptosis. The fusion gene transcript is detectable in about 

95% of CML patients and some cases of ALL.  Also, serial 

monitoring of patients for identifying and measuring BCR-

ABL transcripts provides more precise assessment of 

response to specific therapies and prediction of those in 

higher risk of disease progression. 

This kit provides reagents for both detection of BCR-ABL 

transcripts (e1-a2 or p190) as well as BCR-ABL% calculation 

after therapy. 

Currently Real-Time PCR provides the highest sensitivity and 

widest dynamic range among other methods for detection of 

BCR-ABL transcripts. In this method application of 

fluorescent dye labeled probes allows detection of amplified 
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product. Analysis of fluorescent kinetics also leads to 

detection of the target sequence in the reaction without 

requiring post-amplification analysis, reducing the possibility 

of contamination with the PCR product.  

mbcr 190 RQ kit provides a ready-to-use Real-Time PCR 

system for detection of BCR-ABL (p190) transcripts with 

RotorGene 6000/Q (Qiagen) or StepOne/StepOnePlus 

(Applied Biosystems). 

2. Kit Contents 

The kit contains a manual, a CD with RotorGene and StepOne 

templates and following reagents: 
 

Label Content Quantity 

mbcr Mix* Master mix for BCR-ABL 500 µl 

ABL Mix* Master mix for ABL 500 µl 

m1 mbcr Standard 1: 100,000 copy/µl  100 µl 

m2 mbcr Standard 2: 10,000 copy/µl 100 µl 

m3 mbcr Standard 3: 1,000 copy/µl 100 µl 

m4 mbcr Standard 4: 100 copy/µl 100 µl 

m5 mbcr Standard 5: 10 copy/µl 100 µl 

A1 ABL Standard 1: 100,000 copy/µl 100 µl 

A2 ABL Standard 2: 10,000 copy/µl 100 µl 

A3 ABL Standard 3: 1,000 copy/µl 100 µl 

A4 ABL Standard 3: 100 copy/µl 100 µl 

Water PCR Grade Water 150 µl 

* 1, 2 and 4 tubes for 24, 48 and 96 reaction kits respectively. 
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3. Storage and Stability 

The kit components should be shipped and stored at -20°C 

and are stable until the expiry date mentioned. Avoid 

repeated freeze-thaws especially for PCR MIX more than few 

times to prevent reduced sensitivity.    

4. General Precautions 

In order to prevent false results, always pay attention to the 

following points: 

 Treat all samples as potentially infectious. 

 Within the pre-PCR work area assign three separate 

spaces for: a) Sample storage and extraction, b) 

Reagent preparation where the master-mix is 

aliquoted into tubes and c) Reaction preparation area 

for addition of templates to the tubes.  

 Always wipe the working surfaces with 70% Ethanol 

before and after work. 

 Thaw kit components completely, mix by flickering 

followed by a quick spin and store on crushed ice after.  

 Keep PCR Mix tube at -20°C at all times. Take it out 

just before use and return it to freezer immediately after. 

 Do not place 0.2ml PCR tubes on crushed ice. Use 

cooling blocks instead. 

5. Additionally Required Materials  

 Real-Time PCR machine and accessory computer 

 Refrigerated table top microtube centrifuge (for RNA   

         extraction) 
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 Vortex mixer 

 Adjustable pipetters 

 RNA extraction kit 

 cDNA synthesis kit 

 Nuclease free filtered tips 

 Tubes or strips and strip caps 

 Disposable powder-free gloves 

6. Specimen, storage and transport 

Peripheral blood should be collected in sterile condition in 

proper and sterile tubes. We recommend EDTA or Citrate as 

anticoagulant. Whole blood should be shipped and stored at 

+4°C (stable for 72 hrs). 

RNA can directly be extracted from whole blood. Alternately 

to increase sensitivity buffy coat can be used. For optimum 

results a sample should include 5 to 10 million WBC per 

150µl. 

Whole blood or buffy coat can be stored at +4°C for three 

days. Otherwise should be aliquoted and stored at -70°C 

which is stable for few months.  

7. RNA isolation 

RNA isolation can be performed using different kits from 

various manufacturers. We recommend using TriPure 

isolation Reagent (Cat. no. 1667157, Roche Applied 

Science, Mannheim, Germany). We also recommend 

avoiding silica gel or column based kits for total RNA 

extraction. 
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8. cDNA synthesis 

1ug of total RNA is required and should be reverse 

transcribed to cDNA using random hexamers. Different kits 

are available in the market for this purpose.  

Dilute prepared cDNA 2.5x with nuclease free water. For 

example to 20ul of cDNA add 30ul of nuclease free water. 

9. PCR Protocol 

Thaw the reagents on ice completely followed by brief mixing 

and a quick spin.  

Each sample should be examined for both BCR-ABL fusion 

(p190) gene and for ABL control gene in two separate set of 

reactions. In BCR-ABL set consider 1 tube for each sample as 

well as 6 tubes for the 5 standards (m1 to m5) and “no 

template control” (NTC). In ABL set consider 1 tube for each 

sample and 5 tubes for the 4 standards (A1 to A4) and NTC. 

Place required number of tubes on pre-cooled (0-4°C) 

cooling block or loading block.  

Pipette 20µl of mbcr Mix to the first series of tubes and 20µl 

of ABL Mix to each tube of the second group. Continue by 

adding 5µl of cDNA or standard or control to each tube. 

Cap the tubes/Strips and visually inspect to make sure all 

are caped securely. Place tubes in the machine. If using 

StepOne/StepOnePlus instrument, spin tubes/strips briefly 

before loading tubes on the block. If using RotorGene attach 

the locking ring. 
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10. Programming RotorGene 

Before you start the machine make sure you have attached 
the locking ring on the rotor!  
Open the CD provided in the kit and double click on M-BCR 
0.2 (if 0.2ml tubes are used) or on M-BCR Strip (if 0.1ml 

tubes are used) to open the program. Click on Start button 

(Green button on the top menu). On the pop up window click 

start again and save the run file. 
Edit sample names on both mbcr and ABL pages. Remember 

that tubes containing mbcr mix should only be named in 

mbcr page and tubes containing ABL Mix should only be 

named in ABL page.  

Make sure in the “Type” column, all the standards have been 

defined as “standard” and the relative concentrations have 

been entered. Patient samples should be defined as 

"unknown" and no template control as "NTC" respectively. 

11. Programming StepOne 
Open the StepOne software (V 2.*). On the Set Up menu click 

on Template and select the file on CD provided with the kit. 

Click on Plate Setup. One negative control, 5 standards for 

mbcr, 4 standards for ABL and few samples are defined. You 

may change plate set up using right click options (copy, past, 

clear). You may also add or remove samples on “Define 

Targets and Samples” menu. When finished, click on Start 

Run and save the experiment on desired location. Instrument 

will start shortly. 
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12. Programming Other Machines 

If you apply this kit to other Real-Time PCR machines, 

program it according to the following table: 

 
Step Temperature and time Cycles 

1 95C x 10 min 1 

2 
95C x 15 sec 

45 
60C x 60 sec 

 

Fluorescence should be collected at 60C for FAM and 

VIC/HEX dyes. 

Both of mbcr Mix and ABL Mix contain ROX. 

13. Data Analysis: RotorGene 

Before analyzing results, make sure in the sample menu all 

the standards have been defined as “standard” and the 

relative concentrations have been entered. Patient samples 

should be defined as "unknown" and Negative control or no 

template control as "Negative Control" or "NTC" 

respectively. 

Analyze data according to manufacturer recommendations. 

Perform quantitative analysis for both mbcr (Green channel) 

and ABL (Yellow channel). Briefly, click on analysis menu and 

then under Quantitation tab double click on cycling A. Green.  

Close the pop up window and manually set threshold at 0.05. 

Repeat above for Yellow channel and set the threshold on 

0.05.  

Figures 1 and 2 represent typical graphs for RotorGene 

machine. 
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      Figure 1. Typical mbcr Graph in Green Channel for RotorGene 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
       Figure 2. Typical ABL Graph in Yellow Channel for RotorGene 

Consider following points when analyzing: 

Note that calculated CT is reliable only when there is a 

sigmoid graph with clear logarithmic phase. In the absence 

of sigmoid graph, CT must be ignored to prevent false results. 

 A sample is Positive if generates a sigmoid graph in 

mbcr (Green) channel with CT of 20-40 and also a 
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sigmoid graph in ABL (Yellow) channel with CT of 20-

30. 

 A sample is Negative if does not generate sigmoid 

graph for mbcr (Green) channel while generates a 

sigmoid graph for ABL (Yellow) channel with CT of 20-

27. 

 Results are Inconclusive and the test should be 

repeated if a sample generates a sigmoid graph in 
ABL (Yellow) channel with a CT higher than 27 but fails 

to produce a sigmoid graph in mbcr/Green channel.  

Note: All patient samples should generate a sigmoid 
graph with a CT of 27 or less in ABL/Yellow channel (with 
threshold of 0.05). A CT greater than 27 usually happens 
if not enough cells have been extracted or less than 
100ug RNA has been used. ABL/VIC CT higher than 27 

reduces the sensitivity of the test. 

14. Data Analysis: StepOne 

Analyze data according to manufacturer recommendations. 

Briefly, click on Analyze and set the threshold for both 

mbcr/FAM and ABL/VIC on 0.1.  

Figures 3 and 4 represent typical graphs for StepOne 

machine. 
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            Figure 3. Typical mbcr Graph in FAM Channel in StepOne 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
            Fig 4. Typical ABL Graph in VIC Channel in StepOne. 

 

Consider following points when analyzing: 

Note that calculated CT is reliable only when there is a 

sigmoid graph with clear logarithmic phase. In the absence 

of sigmoid graph, CT must be ignored to prevent false results. 

 A sample is Positive if generates a sigmoid graph in 

mbcr/FAM channel with CT of 20-40 and also a sigmoid 

graph in ABL/VIC channel with CT of 20-30. 

 A sample is Negative if does not generate a sigmoid 

graph for mbcr/FAM channel while generates a sigmoid 

graph for ABL/VIC channel with CT of 20-27. 

 Results are Inconclusive and the test should be 

repeated if a sample generates a sigmoid graph in 

ABL/VIC channel with a CT higher than 27 but fails to 
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produce a sigmoid graph in mbcr/FAM channel. ABL/VIC 

CT higher than 27 reduce the sensitivity of the test. 

Note: All patient samples should generate a CT of 27 or 
less in ABL/VIC channel (with threshold of 0.05). A CT 
greater than 27 usually happens if not enough cells have 
been extracted or less than 100ug RNA has been used. 

15. BCR-ABL% calculation 

To assess the response to therapy, BCR-ABL% value for each 

patient can be calculated. This kit uses NCN method for this 

purpose (Beillard E. 2003, Leukemia 17:2474). In this 

method BCR-ABL% value is the BCR-ABL expression (titer) 

normalized by the ABL expression (titer) and then multiplied 

by 100%. 


