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صورت فراوان در سرم بيماران لوپوس اريتماتوس سيستميك وجود   بهdsDNAهاي عليه  بادي آنتي: زمينه و هدف
اين  .كنند  براي جداسازي آنها استفاده ميDNAگرهاي مختلف  ها و اتصالDNA الايزا از هاي تجاري دارد امروزه كيت

 در سنجش الايزا صورت DNAگر مختلف   و نيز دو نوع ماده اتصالDNAمنظور ارزيابي دو منبع مختلف  مطالعه به
با درجه خلوص بالا  و تيموس گوساله را )25922ATCC ( اشريشيا كليDNAدر اين مطالعه : روش بررسي. گرفت

 جهت پيش Methylated- BSA ليزين و - ال- پليهژن جهت كوتينگ و از دو ماد عنوان آنتي استخراج گرديد و به
هاي سرمي از بيماران لوپوس  جهت تعيين حساسيت و ويژگي از نمونه. كوتينگ مورد استفاده و ارزيابي قرار گرفتند

 و كيت تجاري استفاده (IF)ننده خون در مقايسه با تست ايمنوفلورسانس  اهدا كافراد سالماريتماتوس سيستميك و 
 .ها استفاده گرديد منظور تجزيه و تحليل داده  بهMcNemar و آزمون 15 ويراست  SPSSافزار  گرديد با استفاده از نرم

 ليزين دارد - ال-لي واكنش غير اختصاصي بسيار كمتري نسبت به پMethylated- BSA نتايج نشان داد كه :ها يافته
 و كيت تجاري (IF) تيموس گوساله در مقايسه با تست ايمنوفلورسنس DNA  باهمچنين حساسيت و ويژگي الايزا

 اشريشيا كلي در مقايسه با تست ايمنوفلورسنس DNA الايزا با ودست آمد  هب% 98، %100و % 88، %80ترتيب  الايزا به
(IF)گيري  نتيجه.دست آمد هب% 79و % 85، %69، %73ترتيب   و كيت تجاري الايزا به :DNA تيموس گوساله بالقوه 

همچنين استفاده از .  توسط آزمون الايزا استdsDNAهاي عليه  بادي ژن مفيدي جهت جداسازي آنتي منبع آنتي
Methylated- BSAباشد ليزين داشته - ال-هاي غيراختصاصي نسبت به پلي تواند نقش موثري در كاهش واكنش  مي.  

  .، الايزاDNAهاي عليه  بادي آنتي لوپوس اريتماتوس سيستميك،: ليديكلمات ك
 

  
در سرم بيماران لوپوس طور فراواني  به dsDNAهاي عليه  بادي آنتي

يافت  Systemic Lupus Erythematosus (SLE)اريتماتوس سيستميك 
 كه 1و2باشد  فعال بودن بيماري ميعنوان علامتي از شوند كه به مي

 American College ofشناسايي آن يكي از چهار معيار مهم 

Rheumatology (ACR)  در تشخيصSLEها  بادي  اين آنتي3. است
عنوان  عنوان يكي از ابزارهاي تشخيصي است بلكه به تنها به نه

  بر4.باشد آگهي بيماري و وخامت آن مطرح مي اي براي پيش وسيله
بادي در زماني كه بالا  رات سطح آنتيياين اساس گزارشات متعدد تغي

هاي  بادي  آنتي5و6.رود حاكي از فعاليت و وخامت بيماري است مي
هاي خود ايمني نيز وجود دارد كه تيتر  بيماري در ديگر dsDNAعليه 

  كه  صي براي آنها ندارد در صورتيـبسيار پاييني دارند و ارزش تشخي

  

 شناسايي 7.رود و ارزش تشخيصي دارد  تيتر بالاتر ميSLEتنها در 
تر از   بسيار با اهميتIgG از نوع كلاس dsDNAهاي عليه  بادي آنتي

 است چرا كه اين نوع كلاس در ديگر IgMها مثل  ديگر كلاس
هاي روماتوئيد، چند بيماري مزمن و حتي افراد طبيعي نيز  بيماري

راين اختصاصي نيستند و ارزش ممكن است وجود داشته باشد بناب
 نيز در اين ssDNA عليه IgGهاي  بادي تشخيصي ندارند، همچنين آنتي

 SLEبيماري ممكن وجود داشته باشد اما در شناسايي بيماري 
هاي  بادي  چندين تكنيك براي شناسايي آنتي8و9.اختصاصي نسيتند

واسي ، راديو ايمن(ELISA) وجود دارد كه شامل الايزا dsDNAعليه 
RIA يا Farr assayو ايمنوفلورسانس  IF يا CLIFT هستند كه در بين 

انجام سريع و  خاطر حساسيت و ويژگي مناسب، آنها تكنيك الايزا به
، ارزان بودن، نداشتن )CLIFTبر خلاف (هاي زياد  آسان جهت نمونه

مقدمه
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     و همكارانمحسن محمدي      
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برخلاف (ها  سازي و محدوديت پايداري راديوايزوتوپ خطر خنثي
Farr assay(طور متداول در  اي پيدا كرده است و به ويژه  جايگاه
 امروزه از منابع مختلف 10و11.شود هاي تشخيصي استفاده مي آزمايشگاه

DNAهاي الايزا در ساخت  ژن براي كوتينگ روي چاهك عنوان آنتي  به
 استفاده SLEهاي تجاري و يا تحقيقات براي شناسايي بهتر  كيت
ها استفاده  هاي خوني و باكتري لول سDNA از Janypoon. شود مي
 ماهي، تيموس گوساله DNA از Linnemann و در جايي ديگر 12كرد

 14 باكتريوفاژ و پلاسميدDNA از Makowski و همچنين 13و پلاسميد
ژن  عنوان آنتي  نوتركيبي انساني بهDNAاز  Witte. استفاده كردند
از . ينه وجود دارد و مطالعات فراواني كه در اين زم15استفاده نمود

راحتي روي سطح  ها به  بر خلاف پروتئينDNAكه ملكول  آنجايي
ظرفيت اتصال  شود و الايزا متصل نمي) ها چاهك(هاي  ميكروپليت

براي ايجاد پل جهت ضعيفي دارد بنابراين نيازمند يك ماده واسط 
 Emlen. شود  بدين منظور از مواد مختلفي استفاده مي16.اتصال است

پل اتصال منظور   بههاي الايزا شده روي چاهك كوتسرپتواويدين از ا
 در حال حاضر از پلي ال 17.نموداستفاده   بيوتينه شدهdsDNAو گر

خاطر دارا بودن قدرت اتصال زياد بدين  ليزين و پروتامين سولفات به
دادند كه   گزارشBrinkmann و Hylkema. شود منظور استفاده مي

 18و19.كنند كاذب مي  ايجاد نتايج مثبتليزين، ال پليپروتامين سولفات و 
است ولي  استفاده از اين نوع مواد در مطالعات متعددي نشان داده شده

گر و  كوتينگ و اتصال عنوان ماده پيش  بهMethylated- BSAاز  استفاده
به اين مطالعه . ارزيابي آن با ديگر مواد تاكنون صورت نگرفته است

 (Calf thymus) تيموس گوساله DNAمختلف و منبع ارزيابي دمنظور 
 -Methylatedليزين و  -ال -ژن و دو ماده پلي عنوان آنتي  بهE.coliو 

BSAعنوان ماده پيش كوتينگ   به(pre-coating)جهت اتصال  DNA 
  .باشد  ميAnti-dsDNA IgGتشخيصي الايزا   تستجهت ارزيابي

  

  
سازي   واكسن و سرمالعه از نوع تحقيقي در انستيتو تحقيقات،اين مط

 تحقيقاتي تجاري پيشتاز -رازي كرج و با همكاري شركت توليدي
 نوع مختلف دو بدين صورت كه ابتدا. طب زمان تهران انجام گرفت

DNAژن جهت  عنوان آنتي اشريشيا كلي و تيموس گوساله به  از باكتري
و تخليص  الايزا استخراج) ها چاهك(هاي  كوتينگ رو ميكروپليت

و ) Poly-L-Lysine) Sigma St Louis, USA دو ماده سپس از گرديد

Methylated- BSA، (Sigma St Louis USA)كوتينگ  - جهت پيش
(Pre-coating)  ندفاده و ارزيابي قرار گرفتاستمورد.  

از تهيه تيموس  پس): استخراج و تخليص كردن (DNAسازي  آماده
در محيط  )25922ATCC( له و كشت دادن باكتري اشريشيا كليگوسا
 . شدDNAتخليص  استخراج و  اقدام بهLurina Broth Medium كشت

بر طبق :  تيموس گوسالهDNA استخراج - الف :(Extraction) استخراج
 DNAاستخراج  -ب Thomas, Ried's(.20(روش بدون استفاده از فنل 

  Frederick .21 طبق روش CTAB/NaClروش  به (اشريشيا كلي
منظور از بين بردن   بهDNAپس از استخراج  :(Purification)تخليص 
 فرايند تخليص روي آنها با RNAاز بين بردن  هاي اضافي و پروتئين

 RNaseو ) 25:24:1( ايزوآميل الكل -كلروفرم -استفاده از محلول فنل
  22. صورت گرفت(Cavallearo)بر طبق روش 

 ارزيابي -الف : استخراج و تخليص شدهDNAيفي و كمي ارزيابي ك
 از روش الكتروفورز RNAاز نظر خرد نشدن و عدم آلودگي با : كيفي

 2001( .آميزي با اتيديوم برومايد استفاده شد در ژل آگارز و رنگ
Sambrook(.23 از نظر تعيين مقدار غلظت :  ارزيابي كمي-بDNA  با 

. )ND1000 USAمدل  (Nanodropوتومتر استفاده از دستگاه اسپكتروف
 Calf thymus (Sigma St تجاري DNAدر تمامي پروسه كاري از 

Louis, USA)عنوان   بهDNA استاندارد استفاده گرديد .  
بدين منظور از : سازي فاز جامد  آماده-الف :سازي الايزا مراحل آماده
گرد و از  ه ساخت دانمارك از نوع تNuncاي   خانه96هاي  ميكروپليت
اي   كه نور را با كمترين جذب زمينه(Maxisorb)استيرن  جنس پلي
 براي چسبيدن به DNAكه  از آنجايي. دهند استفاده شد عبور مي

ها است  ها داراي ظرفيت اتصال پاييني بر خلاف پروتئين ميكروپليت
 براي اتصال انجام (Pre-coating) لذا بايستي يك مرحله پيش كوتينگ

و ) PBS در Poly-L-Lysine) 5%بنابراين ما از دو ماده . گيرد
Methylated- BSA 20ليتر آب مقطر استريل  ميكروگرم بر ميلي (

صورت جداگانه جهت اين كار استفاده و مورد ارزيابي قرار گرفت  به
- 45مدت  ليتر داخل هر چاهك ريخته و به  ميكرو50مقدار  سپس به

قرار داده و پس از حركات ملايم   دقيقه در دماي اتاق در حالت30
ليتر   ميكروگرم بر ميلي10مرحله شستشو مرحله كوتينگ را با غلظت 

DNA در داخل بافر كوتينگ (TBS-EDTA 10mμ)50مقدار   به 
 over) مدت يك شب ليتر در داخل هر چاهك ريخته و به ميكرو

night) دهيم  شو ميستكنيم سپس ش  درجه انكوبه ميچهار در دماي

  بررسيوشر
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را در مورد فقط پلي ال ليزين  (Post-coating) مرحله بعد از كوتينگ(
 PBSليتر در   ميكروگرم بر ميلي50توسط بتا گلوتامات با غلظت 

منظور پوشاندن بارهاي مثبت  ليتر در هر چاهك به  ميكرو50مقدار  به
سپس مرحله بلاكينگ توسط ) اضافي پلي ال ليزين انجام خواهد شد

 ساعت در يكمدت   ميكروليتر به150 اب) PBS-3%BSA-FCS5%(بافر 
  16.تشو نداردسدماي اتاق انجام داده كه اين مرحله نيازي به ش

با استفاده از جدول متقاطع :  تهيه رقت مناسب كونژوگه و سرم-ب
-anti) رقت مناسب كنژوگه (Checher board Titration) تيتراسيون

human IgG Goat Rockland)گرديد و سرم تهيه .  
هاي استاندارد  منظور ارزيابي و استاندارد كردن پليت از نمونه  به-ج
  .گرديد استفاده) Wo/80 (WHO) كنترل مثبت و كنترل منفي كاليبراتور،(
آنزيم ( HRPكه كونژوگه آنزيمي مورد استفاده   از آنجايي-د

استفاده ) تترامتيل بنزيدين( TMPبود لذا از سوبسترا ) پراكسيداز
 Anthos 2020( در نهايت با استفاده از دستگاه الايزا ريدر .ديدگر

USA ( ميزان جذب نوري)OD ( نانومتر و با فيلتر 450در طول موج 
  .نتايج قرائت و ثبت گرديد) رفرنس( نانومتر 620

  ):Specificity(و ويژگي ) Sensitivity(تعيين حساسيت  -ه
 معيار از معيارهاي چهاراقل حد داراي (SLE بيماران سرمي هاي از نمونه

ACR ( رسنس تست ايمنوفلوقياس با در اهدا كننده خون افراد سالمو 
 و يك كيت تجاري الايزا جهت (IFA MBL kit) (IFA)غيرمستقيم 

 15ويراست   SPSSافزار  از نرم .استفاده شدتعيين حساسيت و ويژگي 
  .گرديداستفاده ها  و تحليل داده جهت تجزيه McNemarو آزمون 

  

  
DNAاز ) 1شكل (تيموس گوساله و اشريشيا كلي شده  هاي استخراج

98/1±02/0(ي و درجه خلوص بسيار مناسب بودند نظر كم 
OD260/280=(  در مرحله پيش كوتينگ با پلي ال ليزين) مادهPre-

coating (و بتاگلوتامات ) مادهPost-coating(يمنوگلو جذب ا باعث -
 را (back ground)اي  ها و در نتيجه نتايج كاذب و جذب زمينه بين
بر خلاف پلي ) BSA) Methylated- BSA -ماده متيل .همراه داشت به

سازي  اي بود و نيز اينكه آماده ال ليزين داراي كمترين جذب زمينه
هاي  كه پليت تر بودن داشت به طوري تر و مقرون به صرفه راحت

عنوان كنترل در  كه به به طوري.  در حجم انبوه پوشش دادزيادي را
 بود پس از اضافه كردن سرم مشاهده گرديد كه DNAپليتي كه فاقد 

ها است و  داراي اتصال بسيار ضعيف و سست براي ايمنوگلوبين
كار گرفته   ادامه مراحل الايزا انتخاب و بهعنوان ماده پيش كوتينگ و به
 تيتراسيون رقت مناسب سرم و كونژوگه با استفاده از جدول شد
ها را  سپس در ادامه پليت.  حاصل گرديد4000/1 و 100/1ترتيب  به

  .به دو صورت كيفي و كمي طراحي گرديد
هاي منفي   بدين صورت كه از سرم:صورت كيفي گيري به اندازه -1
)Normal Blood Donors ( نمونه بر روي پليت الايزا با 50به تعداد 

ميانگين جذب نوري  (Cut off = Mean + 3DS گرفتن فرمول در نظر
بهترين حد ) هاي افراد سالم به علاوه سه برابر انحراف معيار آنها سرم

 حاصل گرديد =5/0OD هاي مثبت از منفي آستانه متمايز كننده نمونه
هاي كه جذب نوري برابر يا بالاتر از اين مقدار را  بدين ترتيب نمونه

  .شدند وان مثبت و كمتر از آن منفي قلمداد ميعن داشتند به
توانست  كه روش كيفي نمي از آنجايي: يصورت كم گيري به اندازه -2

 را تفكيك كند High positive و Borderline ،Low positiveحالات 
با يك ) Wo/80(WHO) كاليبراتور(لذا پليت را نيز بر اساس استاندارد 

هاي   و بر اساس آن رنج نمونهIU/mlغلظت مشخص بر حسب واحد 
 High positiveكنترل مثبت و منفي را با استفاده از يك نمونه سرمي 

پايداركننده  و سپس رقيق كردن آن با يك  anti-dsDNAاز نظر 
)Preservative (نمونه سرم از 50منفي توسط محدوده . تعريف شد 

 4/2 ف معيار و انحراIU/ml60با ميانگين ) blood donor(افراد سالم 
)4/2±60 Cut off= (هاي   مثبت توسط نمونهمحدوده. تعيين شد

 ,Strong)  با تيترهاي مختلفanti-dsDNAسرمي مثبت از نظر 

Medium. Low) كه بر اساس آن IU/ml 75صورت   بهLow تا 
IU/ml450 صورت  بهHighحساسيت و ويژگي .  تعيين شدdsDNA 

  ت تجاري ـ و كيIFسه با ـر مقايد) سلول يوكاريوت(موس گوساله ـتي
  
  
  
  
  
  
  
  

  

  ژن عنوان آنتي در حجم زياد به) E.coli و DNA) Calf thymusاستخراج  :1-شكل

 هايافته
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  IFبا گوساله در مقايسه  تيموس  DNAو ويژگي الايزا  حساسيت :1-جدول
      كيت

IFA  مجموع  
    منفي  مثبت    

  ELISA DNAبا استفاده   51  15%)12(  36%)80(  مثبت
  123  114%)88(  9%)20(  منفي  تيموس گوسالهاز 

  174  129%)100(  45%)100(    مجموع
 تيمـوس گوسـاله در      DNA الايـزا بـا      ،McNemarآزمـون    درصـد،    88 و   80: حساسيت و ويژگي  

  .)=p 5/0 (شتداري ندا مقايسه با كيت تجاري اختلاف معني
  

  IFبا  اشريشيا كلي در مقايسه DNAو ويژگي الايزا  حساسيت: 2-جدول
  مجموع  كيت تجاري الايزا    كيت

    منفي  مثبت    
  ELISA DNAبا استفاده   62  2%)2(  60%)100(  مثبت

  126  126%)98(  0%)0(  منفي  تيموس گوساله از
  188  128%)100(  60%)100(    مجموع

 تيموس گوساله در DNA الايزا با ،McNemarآزمون  درصد، 98 و 100: حساسيت و ويژگي
  .)=p 5/0 (شت نداداري  تجاري اختلاف معنيمقايسه با كيت

  
 اشريشيا كلي  dsDNA و %98 ،%100 و %88 ،%80ترتيب   بهالايزا

 دست آمد ه ب%79 ،%85  و%69، %73ترتيب  به) سلول پروكاريوت(
 تيموس گوساله در مقايسه با DNAبين الايزا با . )1-4جداول (

داري وجود نداشت  يالايزا اختلاف معن ايمنوفلورسانس و كيت تجاري
 بين اما در مورد) 2 و 1 ولاجد(در نتيجه به يك اندازه مناسب هستند 

 اشريشيا كلي در مقايسه با ايمنوفلورسانس و كيت DNAالايزا با 
داري وجود داشت در نتيجه به يك اندازه  اختلاف معني تجاري الايزا

ا در نتيجه پليت طراحي شده ب) 4 و 3ول اجد( .مناسب نيستند
dsDNAتري نسبت   باكتري اشريشيا كولي از حساسيت و ويژگي پايين

در ادامه پروسه كاري براي .  تيموس گوساله برخوردار بودdsDNAبه 
هاي با  ارزيابي ديگر معيارهاي استاندارد نظير دقت و صحت از پليت

 كه بر اساس نتايج حاصله استفاده گرديد) DNA  )Calf thymusمنشاء 
 با =CV%6/9 و دقت ميان سنجي =CV%4/7 درون سنجيميزان دقت 

دهنده اين است كه از دقت بالايي   كه نشان%5/8ميانگين كل 
 در نهايت نتايج ميزان صحت بر اساس دو پارامتر 24.برخوردار است

با توجه به اينكه .  حاصل گرديد%2/95 كه) Recovery(بازيافت 
 درصد است لذا پليت 95-100مقدار مورد پذيرش براي اين پارامتر 

 تست خطي بودن 25. قابل قبول استبازيافتمورد نظر از 
)Linearity (صورت سريالي  كه با رقيق كردن دو نمونه سرمي مثبت به

  دهنده اين  يك منحني خطي مستقيم حاصل شد كه نشان10 تا يكاز 

  لايزاوساله در مقايسه با كيت اگ تيموس  DNAو ويژگي الايزا  حساسيت: 3-جدول
      كيت

IFA  مجموع  
    منفي  مثبت    

  ELISA DNAبا استفاده   72  39%)31(  33%)73(  مثبت
  102  90%)69(  12%)27(  منفي اشريشيا كلي از

  174  129%)100(  45%)100(    مجموع
 اشريشيا كلي در مقايـسه      DNA الايزا با    ،McNemarآزمون   درصد،   69 و   73 :حساسيت و ويژگي  

  .)>p 001/0(شت اري داد اختلاف معني IFبا 
  

   اشريشيا كلي در مقايسه با كيت الايزاDNAو ويژگي الايزا  حساسيت: 4-جدول
  مجموع  كيت تجاري الايزا    كيت

    منفي  مثبت    
  ELISA DNAبا استفاده   77  26%)21(  51%)85(  مثبت

  111  102%)79(  9%)15(  منفي  اشريشيا كلي از
  188  128%)100(  60%)100(    مجموع

 اشريشيا كلي در مقايسه با DNA الايزا با ،McNemarآزمون  درصد، 79 و 5: اسيت و ويژگيحس
  .)>p 001/0( شتداري دا كيت تجاري اختلاف معني

 
است كه پليت مورد نظر با توجه به خط مستقيم بودن يعني تغييـر در               

 24.شود غلظت تغييري در صحت ايجاد نمي

 

  
دهند اولين بار در بيماران   واكنش ميDNAهايي كه عليه  بادي يآنت

SLE شناسايي شد كه از دو نوع IgGو  IgM  هستند اما نشان داده شده 
صورت اختصاصي در اين بيماران   بهIgM بر خلاف  IgGكه كلاس 
 علاوه در IgMكه  شود و لذا ارزش تشخيصي دارند در حالي يافت مي

هاي مزمن و نيز  هاي روماتوئيد و عفونت ر بيمارياين بيماران در ديگ
 در مطالعات زيادي كه در اين زمينه 26.شود برخي افراد سالم يافت مي

 به 27-30. پرداختندIgM نسبت به IgGصورت گرفته از اهميت كلاس 
 IgGكه پليت طراحي شده در اين مطالعه بر مبناي جداسازي  طوري
هاي عليه  بادي ه در جداسازي آنتيهايي ك ترين تكنيك متداول. است

dsDNAشود شامل الايزا   استفاده مي)ELISA( ايمنوفلورسانس ،)IF يا 
CLIFT ( و راديو ايمنواسي)RIA يا Farr assay ( است كه سنجش

باشد كه در آن آنتي  الايزا داراي بيشترين حساسيت نسبت به آنها مي
و ) Affinity (لتماي را حتي در مقدار و dsDNAهاي عليه  بادي

در اين سيستم بر خلاف . كند كم شناسايي مي) Avidity(اويديتي 
CLIFTژن و دست و پاگير بودن براي   كه نيازمند غلظت بالاي آنتي

 كه نيازمند غلظت بالاي Farr assayهاي زياد است و نيز  تعداد نمونه

بحث
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  اشريشيا كلي و تيموس گوسالهdsDNA دو منبع ازبا استفاده  تست الايزا غير مستقيم ا بAnti- dsDNA IgGجداسازي 
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 اين همراه دارند نمك و خطر مواد راديو اكتيو و گراني وسايل را به
عنوان يك تست سريع و آسان براي تعداد  مشكلات وجود ندارد و به

 مباحث مهمي كه در اين 31-33.هاي زياد كاربرد وسيع دارد نمونه
 مناسب از DNAمطالعه براي طراحي اين پليت وجود دارد اول تهيه 

، پروتئين و ديگر RNAبدون شكستگي و آلودگي از نظر (نظر كيفي 
و كمي )  مثل فنل و غيره و درجه خلوص بالاتركيبات آروماتيك

دوم انتخاب يك ماده پيش كوتينگ مناسب . بود) DNAحجم زياد (
هاي غير اختصاصي و نيز مقرون به  براي به حداقل رساندن واكنش

 و سوم Poly-L-Lysine و Methylated- BSAصرفه بودن آن در بين 
و ) وكاريوتي (Calf thymus مناسب در بين DNAاينكه انتخاب 

E.coli) در مطالعه .  براي سنجش بود)پروكاريوتBrinkmann نشان 
داده شد كه پلي ال ليزين و پروتامين سولفات براي پيش كوتينگ 

ها و  توانند ايمنوگلوبين ار مثبت هستند ميبداراي شارژ يوني زياد 
هاي ايمني را كه داراي بار منفي هستند را به خود متصل و  كمپلكس

منظور ارزيابي  اي كه به  در مطالعه19.د نتايج مثبت كاذب نمايندايجا
انجام شد از استرپتو اويدين  Hylkemaماده پيش كوتينگ توسط 

 فوتوبيوتينه براي الايزا خود DNAعنوان ماده پيش كوتينگ و از  به
استفاده كردند به گفته آنها پلي ال ليزين باعث ايجاد نتايج مثبت 

 نيز در اين Emlen در مطالعه مشابه ديگر توسط 18.شود كاذب مي
 كما اينكه در 17.زمينه از ايجاد نتايج مثبت كاذب پلي ال ليزين دارد

عنوان ماده پيش كوتينگ  مطالعه ما پس از استفاده از پلي ال ليزين به
عنوان   بهMethylated- BSA كه در ادامه از دنبال داشت اين نتايج را به

تر  سازي راحت  استفاده گرديد كه اين ماده هم آمادهماده پيش كوتينگ
هاي زيادي را پوشش  توانست پليت تر بود و مي و مقرون به صرفه

امروزه از . كرد هاي غير اختصاصي نمي دهد و هم اينكه ايجاد واكنش
DNAها  هاي مختلف سلول يوكاريوت و پرو كاريوت و حتي ويروس

هاي عليه  بادي ژني براي شناسايي آنتي يعنوان منبع آنت به) باكتريوفاژها(
dsDNAها و  شود كه بسته به هر منبع حساسيت  استفاده مي
در مطالعه . دنبال دارد هاي مختلفي را براي شناسايي به ويژگي

Janypoon از DNA و ) سلول خوني(هاي مختلف يوكاريوت
فلاووباكتريوم مننگوسپتيكوم، پروتئوس ولگاريس، (پروكاريوت 

) استرپتوكوك پيوژنز و سالمونلا تيفي موريوم يا مارسه سنس،سراش
 در قالب تست الايزا dsDNAهاي عليه  بادي در جهت جداسازي آنتي

در مقايسه با كيت تجاري الايزا صورت گرفته بود گزارش كرد كه 

DNAهاي خوني و فلاووباكتريوم مننگوسپتيكوم نتايج بهتري را   سلول
 و %82شت و حساسيت اين دو به ترتيب ها داDNAنسبت به ديگر 

منظور   بهLinnemann در مطالعه 12. بود%91 و %91 و ويژگي 75%
ماهي قزل (ژني  بررسي سه كيت تجاري الايزا با منابع مختلف آنتي

 پرداخته CLIFTدر مقايسه با تست ) ، تيموس گوساله و پلاسميدآلا
وساله و ماهي  تيموس گDNAهاي با منبع   گزارش كرد كه كيتبود

و همكاران  Wigand و در مطالعه 13 بهتري داشتندقزل آلا نتايج نسبتاً
 ژنوم DNAمنظور ارزيابي الايزا طراحي شده آنها با استفاده از  به

 DNAنوتركيب شده انساني در مقايسه با دو كيت تجاري با منبع 
 جهت تعيين حساسيت و ويژگي روي IFماهي و پلاسميد و تست 

 IFهاي سرمي انجام گرفته بود ميزان حساسيت و ويژگي تست  نمونه
 كه الايزا آنها ندگزارش كردآنها  بوده است %98 و %57ترتيب  به

 و ويژگي بيشتري نسبت به دو كيت IFحساسيت بيشتري نسبت به 
 از طرف ديگر مطالعه ما نشان داد كه حساسيت و 34.تجاري الايزا دارد

تر از   اشريشيا كلي پايينDNAمنبع ويژگي پليت طراحي شده با 
دست آمد  هپس از اينكه حساسيت و ويژگي ب. تيموس گوساله است

بايستي پليت طراحي شده از نظر ديگر پارامترهاي مربوط به استاندارد 
 تيموس DNAهاي با منبع  بودن بررسي شود كه در ادامه از پليت

 دقت درون دست آمده ه كه بر اساس نتايج بگوساله استفاده شد
 با ميانگين دو پارامتر =CV%6/9سنجي   و دقت ميان=CV%4/7سنجي 

دهنده دقت مناسب پليت طراحي شده است و در مورد   نشان%5/8كه 
معيار پذيرش  (%2/95 كه Recoveryصحت كه از دو پارامتر بازيافت 

 كه Linearityحاصل شد و تست خطي بودن )  درصد است105-95
دهنده صحت خوب  دست آمد نشان ه مستقيم بصورت خط منحني به

اي كه توسط  كه در مطالعه به طوري .باشد پليت طراحي شده ما مي
Mohan براي ارزيابي روش الايزا صورت گرفته بود ميزان دقت درون 

 و ميزان درصد بازيافت را %7/9سنجي   و دقت ميان%5/7سنجي را 
 35.ندگزارش كردبول براي سنجش الايزا  را مورد ق89-104بين 

هاي  امروزه تكنيك الايزا توانسته جايگاه مناسبي را در ميان تكنيك
 عنوان يك تست مهم   پيدا كند و بهanti- dsDNAتشخيص 

هاي با تعداد زياد و با حساسيت بالا و ويژگي  گري براي نمونه غربال
ها  مناسب، روش انجام آسان و سهولت دسترسي نسبت به ديگر روش

پيچيدگي آزمون بوده و نيازمند  ها داراي فشردگي، گر تكنيكدارد دي
هاي زياد  تفسير شخصي توسط افراد مجرب است و براي نمونه
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و يا طلايي  استاندارد تستعنوان  محدوديت دارند و بيشتر به
. شوند هاي تكميلي يا تائيدي و يا تحقيقي در نظر گرفته مي تست

Takeuchi  به مقايسه دو سنجشELISA و Farr assay عنوان  كه به
تست روتين در ژاپن استفاده وسيعي دارد براي جداسازي 

 كه  به اين نتيجه رسيدSLE در شناسايي dsDNAهاي عليه  بادي آنتي
ها را  بادي طور مشابه اين آنتي  بهتواند تقريباً اگر چه هر دو تكنيك مي

سبت به جدا و شناسايي كند اما تكنيك الايزا حساسيت بيشتري ن
 از  دارد و پيشنهاد دادند كه ترجيحاFarr assayًراديوايمنو اسي 
 بر 36.خاطر سادگي و انجام سريع و آسان استفاده شود تكنيك الايزا به

علت   بهCLIFT نتايج الايزا در مقايسه با Mohanاساس گزارش 
) border line(هاي بينابيني  حساسيت بالاتر و اينكه قادر است نمونه

طور  هاي زيادي به  شناسايي كند و تعداد نمونهCLIFTبر خلاف را 
 بيمار 2000اي روي  در يك مطالعه مقايسه 35.تر است همزمان مناسب

SLE توسط Werle نشان داد بيماران فوق توسط الايزا مثبت اما در 
منفي بودند آنها نتيجه گرفتند در آنها ) RIA) Farr assayتست 
اشته كه توسط الايزا پايين وجود د) avidity(ديتي هاي با اوي بادي آنتي

شود كه نتايج مثبت الايزا بهتر   امروزه پيشنهاد مي28.اند شناسايي شده
ها براي تائيد بيشتر صورت گيرد بدين صورت  است با ديگر سنجش

براي ) IF) CLIFT با مقايسه دو روش الايزا و Wongدر مطالعات 
 گزارش كردند كه تكنيك dsDNAليه هاي ع بادي گيري آنتي اندازه

هاي  گري است و نمونه عنوان يك تست مناسب براي غربال الايزا به
توان براي تائيد بيشتر با ديگر متدها نظير  را مي جدا شده توسط آن

همراه ديگر  اين مطالعه به 37.انجام داد) Farr assay(راديو ايمنواسي 
يوكاريوتي و هاي مختلف DNAدهد كه  مطالعات نشان مي

 dsDNAهاي عليه  بادي پروكاريوتي نتايج مختلفي را در شناسايي آنتي
 حساسيت و ويژگي Calf thymus با منبع DNA كه در مطالعه ما دارند

 -Methylated دارد و نيز اينكه استفاده از E.coliبالاتري نسبت به 

BSAبه خاطر دارا بودن كمترين عنوان ماده پيش كوتينگ  به 
سازي  هاي غير اختصاصي و نيز مقرون به صرفه بودن و آماده نشواك

 و مطالعات بيشتر را براي  استPoly-L-Lysineتر از  تر مناسب آسان
 در مقايسه با Calf thymus ژنومي DNAمقايسه الايزا با منبع 

 پيشنهاد anti-dsDNA براي جداسازي Farr assayايمنو اسي راديو
 anti-dsDNAهاي تشخيصي  كه كيت جاييدر نهايت از آن. شود مي

مورد استفاده در داخل كشور وارداتي هستند و هر ساله هزينه زيادي 
كه پروسه طراحي، ساخت  شود در حالي براي خريداري آن صرف مي

باشد و توانايي ساخت  و استاندارد كردن آن پيچيده و غير ممكن نمي
ي ساخت و استاندارد كه توانايي پروسه طراح به طوري آن وجود دارد

كردن مراحل اوليه آن در اين مطالعه با موفقيت انجام شد و لذا براي 
صورت يك كيت تجاري نيازمند انجام  صورت انبوه به توليد به

 .مدت در اين زمينه است آزمايشات كنترل كيفي بيشتر و طولاني
وسيله كمال تشكر و قدرداني خود را از شركت  بدين: سپاسگزاري

هاي تجاري الايزا در  دي تحقيقاتي پيشتاز طب زمان سازنده كيتتولي
دريغ خود در به انجام رساندن اين  هاي مالي بي خاطر حمايت تهران به

سازي  ين از موسسه تحقيقات واكسن و سرمهمچن. دارم پروژه ابراز مي
 و ميكروب بيوشيمي ،بيوتكنولوژيمختلف  هاي رازي كرج بخش

 با اين پروژه تشكر كرده و نيز از بخش در جهت همكاريشناسي 
هار پارس و ب خميني تهران، آزمايشگاه نور، روماتولوژي بيمارستان امام
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Background: Anti-dsDNA antibodies frequently found in the sera Systemic Lupus 
Erythematosus patients, particularly in active disease stage. Nowadays exploit different 
eukaryotic and prokaryotic dsDNA as antigen source and different reagents as binder. 
The aim of this study to compared two dsDNA different sources and tow different kinds 
of reagents for binder in ELISA test. 
Methods: In this study bacterial genomic DNA from E.coli (ATCC 25922) and genomic 
DNA from calf thymus extracted with high purity and were used as antigens for IgG 
anti-dsDNA detection by ELISA. To coat dsDNA in microtiter wells, tow different kinds 
of reagents including methylated –BSA and poly-l-lysine (for pre-coating) are used. 
Sera from systemic lupus erythematosus patients and from normal blood donors are 
used to assess sensitivity and specificity of our ELISA test in compared with IF test and 
commercial kits. 
Results: Our results displayed pre-coating of microtiter plates with methylated –BSA 
reduce nonspecific binding reaction and the relative sensitivity and specificity of ELISA 
increased when calf thymus DNA is employed as antigenic source in compared with IF 
test and commercial kits 80%, 88% and 100%, 98% respectively, but when E.coli DNA is 
used 73%, 69% and 85%, 79%, respectively. 
Conclusion: The genomic DNA from calf thymus is a potentially useful source of 
antigen for detection of anti-dsDNA by ELISA. Also the use of methylatted- BSA could 
have an effective role in reducing of nonspecific binding reactions. 
 

Keywords: Systemic lupus erythematosus; anti-DNA antibodies; ELISA. 
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