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 t(15;17)تشخیص فیوژن ، کیفی تک مرحله ای RT-PCRکیت 

PML-RARA 
Ref: APPMLK1 

(Investigation use only, IUO)  

 :مقدمه

t(15;17)    ( سیتی حاد سمی پرومیلو ست، یک زیر مجموعه  APLبا لو ( در ارتباط ا

، که یک زیر گروه بالقوه بسیییار خنرکاک با  M3با سیییتومورلولو ی   AMLمتمایز 

احتمال مرگ و میر بالای میلوئیدی لوسمی حاد به علت اختلال اکعقادی شدید است.   

ای برخوردار اسییت که با شییرو  به  دقت و سییرعت در تیییای  از ا میت لوع العاده

را از حالت بسییییار خنرکاک با احتمال  APL ای کارآمد که می تواکند موقع درمان 

مرگ و میر بالا به یک لوسمی بسیار قابل درمان تبدیل کنند. بسته به اینکه شکست       

اتفاع التاده باشد ممکن   3و یا اینترون  6، اگزون  6، در اینترون  PMLکقنه ای در 

شامل سه ایزولرم تولید شود      PML-RARa ای روکویسی  است به ترتیب زیرگروه 

 (.1)شکل 

شییرکت توسییعه و پ و     PML-RARAای کیفی تک مرحله RT-PCRکیت 

کد     کد می توا مامی  امیرپیو له ایزول  3ت -bcr1 (PML رم  ای کو  لیو ن از جم

RARalpha L or Long)  /bcr2 (PML- RARalpha V or Variant )  /

bcr3 (PML- RARalpha S or short) اختصاصی( ٪100)  را تیای  د د. 

 را کیان می د ند. ابتلا موارد ٪30-40و  ٪5-10،  ٪50-55به ترتیب که 

کار می کند، کیاز به کار    RNAکاکوگرم  100-500این روش به طور مسیییتقیو روی 

 شود.چند مرحله کدارد، موجب کا   خنر آلودگی و خنا می

 
 APLآکها در بیماران توالی: اکوا  ماتلف روکوشت  ای لیو ن و 1شکل 

 
 و  bcr1, bcr2( برای تیای  کیفی  IUOاین کیت تنها برای مقاصد تحقیقاتی ) 

bcr3   شت ) ر دو  AML-M3در بیماران مبتلا به  PML-RARA در لیو ن روکو

سیک یا  شده   ( Variant ویا Microgranular و Hypergranular کو  کلا تهیه 

 است.

 اصول انجام آزمایش:

شییرکت توسییعه و پ و   امیرپیوکد این کیت را برای تیییای  دقیا جابجایی بین   

در خون    PML-RARAیا کسیییاه  ای لیو ن      [t(15;17)]17و  15کروموزوم 

کو    AML-M3 محینی یا آسیییهیره ماز اسیییتاوان بیماران مییییکوک به ابتلا به

 داده است.ارائه  کلاسیک یا واریاکت

 ا در زمان تیییای  از خون بیمار یا ماز اسییتاوان اسییتاراو شییده و  RNAتمام 

mRNA   صورت معکوس در شود و  مزمان تحت     cDNAبه  سی می    PCRروکوی

له   تک مرح له قرار می گیرد. گزارش    TAQMAN ایدر واکن   مان لو د ی  در  

 کتایج به صورت کیفی خوا د بود؛  

 mRNA PML-RARA .مثبت: تیای  داده شده است 

 mRNA PML-RARA .منفی: تیای  داده کیده است 

 محتویات کیت:
 مقدار محتویات شماره

 bcr1 typeمسترمیکس برای  1

 )درب زرد(

µl 150 

 bcr2 typeمسترمیکس برای 

 )درب صورتی(

µl 150 

 bcr3 typeمسترمیکس برای 

 )درب سبز(

µl 150 

 t(15;17) PML-RARA 15 µlکنترل مثبت  2

 t(15;17) PML-RARA 15 µlکنترل منفی  3
 

 مواد و ابزار مورد نیاز:

  ر کو  دسیییتگاه بررسیییی و تایید شیییده PCR   در زمان واقعی با کاکال سیییبز

(FAM و زرد )(JOE ،VIC ،HEX.) 

  کیت استاراوRNA )در این کیت ارائه کیده است( 

 ظروف پلاستیکی از جمله سرسمهلر 

  میکروتوپ  ای آزادDNase / RNase  ،0.2 .ملی لیتر 

 کیت: انباشت ، نگهداری و انتقال

  بر روی بسته بندی شده درو اکقضا  تاریخ تا ( -20± 5℃دمای)  محتویات کیت را در

تواکد منجر به   می که  کیت،  اجزاء مکرر از اکجماد و ذوب . دکنی  کگهداری و حمل   کیت 

 پر یز کمایید. کا   کیفیت تیایصی کیت گردد

 نمونه: نوع

 میلی لیتر آسهیره ماز استاوان را در لوله  ای 3میلی لیتر خون کامل و یا  5

(EDTA)  :میلی لیتر ماز  1میلی لیتر خون کامل یا  1جمع آوری کنید )حداقل

 استاوان قابل قبول است(.

  به دلیل حفظ ثباتRNA ساعت  24بایست نمونه ها ظرف مدت ، می

 جمع آوری، استخراج شوند.پس از 

بایست کموکه،  یچگوکه آماده سازی مورد کیاز کیست، تنها می آماده سازی بیمار:

دریالت  TKIپی  از شرو   ر گوکه درمان جمع آوری گردد. اگر بیمار  رگوکه داروی 

 بایست آزماییگاه بالینی از آن منلع گردد. میمی کند 

 رجه ساکتی گراد )یاچال(د 8-2دمای  دمای نگهداری/ انتقال:

 ثبات نمونه:

 ساعت 1در دمای محیط یا اتاع:  -

 ساعت 24درجه ساکتیگراد(:  2-8درون یاچال ) -

 شرایط عدم پذیرش نمونه:

 سرم یا پلاسما 

   کموکه  ای جمع آوری شده در لوله ضد اکعقادی غیر ازEDTA . 

  .کموکه  ای به شدت  مولیز شده 

 شده کموکه  ای منجمد یا لاته 
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 موارد احتیاطی عمومی:

تواکد کتایج آزمای  را و می از ا میت بالایی برخوردار است RNAکیفیت کموکه  .1

توسط  RNAتحت تأثیر قرار د د. به منظور به حداقل رساکدن تاریب 

 RNAشود بلالاصله پس از جمع آوری کموکه، استاراو ریبوکوکلئاز، توصیه می

آلودگی ریبوکوکلئاز از ، به منظور پییگیری از RNAآغاز گردد.  نگام کار با 

 طریا دست،  مییه از دستک  استفاده کنید.

2. RT-PCR بایست جهت جلوگیری از روش بسیار حساسی است. بنابراین، می

یا سایر محصولات  RNA ،cDNAدریالت کتایج مثبت کاذب کاشی از آلودگی با 

PCRا، سرسمهلر ای ز میکروپیهت، اقدامات احتیاطی اکجام گیرد. مجموعه ای ا 

دارای لیلتر آئروسل، دستک  یکبار مصرف و روپوش آزماییگا ی تمیز باید در 

 آزماییگاه در دسترس باشد.

یا  RNA ای حاوی  ا  نگام دست زدن به میکروتیوبدستک  تعویض .3

cDNA  امری ضروری است. پس از اکجام، PCR باید میکروتیوب  ا با احتیاط

 از ریاتن محصولاتی که تکثیر یالته اکد جلوگیری شود. باز شوکد تا

 :ایمنی

 پی  از اکجام آزمای ، دستورالعمل را به صورت کامل منالعه کنید. -

 قبل از اکجام آزمای  از ضدعفوکی بودن محل اکجام تست اطمینان حاصل کنید. -

  ا را عفوکی در کظر بگیرید.تمامی کموکه -

 ای یکبار مصیییرف از محالظ چییییو و دسیییتک در تمام مراحل اکجام آزمای ،  -

 استفاده کنید.

 های فنی:شناسه

 15جایی بین کروموزوم حاصل از جابه  PML-RARA لیو ن روکوشت :توالی هدف

 17و 

  ایرممتداول و ایزول اکوا  تیای  به قادر اکحصاری طور به کیت این اختصاصیت:

(bcr1, bcr2  و bcr3) لیو ن  ایروکوشت PML-RARA در AML-M3 است .

 تیای  کیفی از استفاده با ) شامل اکوا  کلاسیک و واریاکت( AML-M3 مورد ده

 با کاکوکینال مقایسه ای دریک مرحله  RT-PCR ، با روش PML-RARA لیو ن

RT-PCR کموکه ده و طبیعی کموکه ده. شودحاصل می کتایج ٪100 تنبیا و Non-

M3 AML  مثبت واکن   یچ و گرلت قرار بررسی مورد روش این از استفاده با 

 .کید میا ده کاذب

 با قابلیت تیای   bcr1پلاسمید با لیو ن مثبت کنترل آزمای  رقت :حساسیت

 روکویسی لیو ن  با بیماران در حتی بالا حساسیت د ندهکیان copy/ µl 01/0  تا

RNA است، طبیعی است شده درمان بیماراکی که در وی ه به ، دارد کو وجود. 

  NAGK (N-acetylglucosamine kinase) آزمای ، این در :کیفیت کنترل

موجب   باید و شد  خوا د اکجام لوله  مان در  ن تکثیر یا داخلی کنترل یک عنوان به

 .زرد شود کاکال در NTC جز به ایلوله  ر در الزای 

 نوکلئیک: تخلیص اسید

RNA آوری شییده در لوله  را می توان به طور مسییتقیو از کموکه خون محینی جمع

ضد اکعقاد   سیله کیت      EDTAحاوی  ستاوان به و سهیره ماز ا ستاراو  و یا آ  ای ا

RNA   ا را و گراکولوسیییت معتبر و یا روش  ای دسییتی اسییتاراو کرد. بالی کت 

بایست خوب باشد و   استاراو شده می   RNAمیتوان مورد استفاده قرار داد. کیفیت  

 شود.با استفاده از بیولوتومتر یا کاکودراپ بررسی 

TaqMan بر روش ای مبتنیتک مرحله RT-PCR :کیفی 

RT-PCR شود. می اکجام زیر روش ای بهیک مرحله 

 ای آماده استفاده را به صورت دوتایی برای  ر بیمار و به به ترتیب میکروتیوب .1

مرتب و   (NTC)برای کنترل مثبت، کنترل منفی و بدون الگوصورت تکی 

 گذاری کنید.برچسب

 PCRبرای دستیابی به کتایج قابل اعتماد و دقیا ، تاکید بر تکرار اکجام دو  توجه:
 شود. برای  ر بیمار می

 تمام میکرو تیوب  ا را برروی رک سرد قرار د ید. .2

3. lμ 18 .مسترمیکس به تمامی میکروتیوب  ای کام گذاری شده اضاله کنید 

4. lμ 2  آب مقنر استریل به میکروتیوبNTC .اضاله کنید 

5. lμ 2 دارای برچسب کنترل منفی، اضاله کنید. کنترل منفی به لوله 

6. lμ 2  ازRNA  بیمار را به دو میکروتیوبی که کام بیمار بر روی آن کوشته شده است

 اضاله کنید.

7. lμ 2  .کنترل مثبت به میکروتیوب دارای برچسب کنترل مثبت، اضاله کنید 

 .مواد را با یکدیگر مالوط کرده و برای مدت زمان کوتا ی اسهین کنید .8

ستگاه     .9 قرار د ید و برکامه را  ماکگوکه که   Real Time PCRسهس آن را در د

 در برکامه واکن  حرارتی ذکر شده است اجرا کنید.

 :واکنش حرارتیپروفایل 
Temperature Time cycles  

1 10 min 50 oC Reverse transcription, RT 

1 3 min 95 °C Initial activation 

 

45 

10 sec 95 oC Denaturation 

30 sec* 60 °C Annealing/extension 

* FAM برای RARA-PML  ،JOE  برایNAGK .کنترل داخلی( تنظیو شود( 
Run Settings 

Gain Name 

5.33 Green (PML-RARA) 

9.33 Yellow (NAGK or internal control)  
 گزارش: و ها داده تحلیل و تجزیه

با میا ده منحنی  Real Time PCR ای کتایج با استفاده از کرم الزار دستگاه

-)آستاکه( عبور میکند و منابا دستورالعملThresholdسیگنال للورسنت که از خط 

 .دستگاه تفسیر می شود ای 

 کنترل داخلی  میا ده منحنی سیگنال للورسنت در کاکال زرد که از خط آستاکه

(cDNA NAGK) ا کمایان شود عبور می کند باید در تمامی لوله (ct:20-

به درستی اکجام  PCRو واکن   RT، و کیان د د که NTCبه جز لوله  (30

 تکرار شود.در غیر اینصورت واکن  باید شده اکد، 

 برای  مه در لوله کنترل مثبت(   اکواbcr) میا ده منحنی سیگنال للورسنت در ،

( به این معنی است که ct: 20-30کاکال سبز که از خط آستاکه عبور می کند )

 کنترل مثبت خوب است.

 برای  مه اکوا  در لوله  ای بیمار(bcr) میا ده منحنی سیگنال للورسنت در ،

( که از خط آستاکه عبور می کند به این معنی است که ct: 20-35کاکال سبز )

 گزارش شود: و منابا جدول کتیجه مثبت است و باید به صورت زیر

Patient’s 

Positive sets 

bcr1 + bcr2 

+ bcr3 
bcr2 + bcr3 bcr3 

Interpretation 

PML-

RARA L or 

Long 

PML-RARA 

V or Variant* 

PML-

RARA S or 

Short 

PML-RARA Fusion Transcripts detected 
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 اف و در لوله  ای بیمار، میا ده سیگنال للورسنت در کاکال سبز به صورت خط ص

است  به این معنی است که کتیجه منفی  (or Ct>40)یا عدم عبور از خط آستاکه 

 و باید به صورت زیر گزارش شود:

PML-RARA Fusion Transcripts not detected 

  در صورت وجود  ر گوکه الزای  للورسنت در لولهNTC  در  ر دو کاکال سبز و

 بایست آزمای  تکرار شده و میکوک به بروز آلودگی است.زرد می

 بایستمی سبز، کاکال در کرمال کنترل در للورسنت الزای  گوکه  ر وجود صورت در 

 .است میکوک به بروز آلودگی و شده آزمای  تکرار

 توجه: نکات مورد

بایسییت به تمام یالته  ای بالینی، داده  ای آزماییییگا ی، پارامتر ای  ماتولو ی  می

 در تفسیر و اتااذ تصمیو توجه شود. و للوسایتومتری، مورلولو ی  CBCکظیر 

 ها: محدودیت

 شوکد. می داده ترجیح به دلیل داشتن بالاترین حساسیت، BM  ای کموکه -

  خون در کموکه کاذب، بییتر  دریالت کتیجه منفی به منجر RNA ضعیف  عملکرد -

   شد. خوا د محینی،

 شوکد. کمی شناسایی  ای مرتبط ن سایر یا دیگر  ای  ن به مربوط  ای جابجایی -

 دفع ضایعات: 

 برای دلع ضایعات به قواکین مصوب وزارت بهداشت توجه کنید. -

به عنوان مواد در صورتی که ضایعات منیا اکساکی یا حیواکی داشته باشند  -

خنرکاک زیستی شناخته شده و باید با احتیاط دلع گردکد. در  نگام استفاده و 

 یا دلع کموکه  ا از اقدامات احتیاطی عمومی استفاده کنید.

 علائم و توضیحات

 
 سری ساخت

 
 شماره رلرکس

 
 تاریخ تولید

 
 تاریخ اکقضا

 

 منالعه بروشور

 

تیایصی و استفاده در موارد 

 بالینی

 
 استفاده در موارد تحقیقاتی

 

 شرایط کگهداری

 

 آدرس شرکت
 

 تماس بگیرید. 021-26422940جهت ارتباط با واحد پشتیبانی با شماره 

 


