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الایزاروشبهHE4سنجشکیت 

ی و پیگیري تشخیصکمک ابزاریکعنوانبهکیتاین.  استشدهطراحیانسانسرمدر HE4کمی سنجشبراي،طبپیشتازHE4الایزايکیت:کاربردحیطه
محتوي این کیت تنها براي تشخیص آزمایشگاهی می باشد . د .رومیکارهسرطان تخمدان ببیماراناثربخشی درمان در 

:مقدمه

HE4. بیان گلیکوپروتئین براي اولین بار در اپی تلیوم دستگاه تناسلی شناسایی شد که به عنوان مهار کننده پروتئاز در فرایند بلوغ اسپرم ایفاي نقش می کند(HE4)4پروتئین اپیدیدم انسانی 

HE4ترشحی در مقادیر بالا در سرم بیماران مبتلا به سرطان تخمدان یافت می شود. بیان HE4. در حالی که به شدت محدود به بافتهاي نرمال اپی تلیوم دستگاه تناسلی و تنفسی می باشد

% تومورهاي موسینی تخمدان مثبت هستند0وClear-cell% کارسینوماي 50متر مشاهده می شود درحالی که تنها دوآن% کارسینوماي اپی تلیال 100تلیال سروزي و % کارسینوماي اپی93در 
این است که HE4. مهمترین برتري براي پیگیري درمان و نظارت بر عود بیماري در خانمهاي داراي توده سرطانی تخمدان صادر شدHE4براي استفاده FDAتاییدیه 2011.  در سال 

.  در خانمهاي استفاده شودROMAبراي تعیین الگوریتم ریسک بدخیمی تخمدان با نام CA125و HE4. این مساله باعث شد ترکیب در اندومتریوز افزایش نمی یابدCA125برخلاف 
. بعلاوه ثابت شده است که ترکیب توده هاي خوش خیم تخمدان محسوب می شودسرمی به عنوان شاخص ارزشمندي براي تمایز کارسینوماي اپی تلیال تخمدان از HE4یائسه غلظت 

HE4 وCA125 می تواند کارآمديCA125جالب توجه است که سطوح بالاي را بهبود ببخشد .HE4 در بیش از نیمی از بیماران سرطان تخمدان کهCA125آنها افزایش نداشته است ،
در پیگیري پس از درمان HE4. مهمترین کاربرد ثابت شده این دو مارکر به مقدار اندکی حساسیت تشخیصی در سرطان تخمدان را بهبود می بخشد. بنابراین ترکیب قابل سنجش است

CA125و تسهیل کننده پیگیري درمان بیمارانی است که قبل از درمان CA125مکمل سنجش HE4. در این مورد اندازه گیري بیماران سرطان تخمدان و نظارت بر عود بیماري می باشد

بهسرطان تخمدان بیمارانو پیگیري اثربخشی درمان در تشخیصکمک ابزاریکعنوانبهمی تواندطبپیشتازHE4الایزايکیت. از این رو منفی یا پایین داشته اند
. برده شود کار

:آزمایشاساس

ی ازعلیه یکمونوکلونال. در این روش چاهکها توسط آنتی باديساندویچ و با استفاده از آنتی بادیهاي مونوکلونال می باشدالایزاي ه روش بHE4کمی سنجشاساس کیت
، پس از انکوباسیون و شستشو، شدهمجاور ها . نمونه بیماران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهک)Coatingپوشش داده می شوند (HE4آنتی ژنیک هايشاخص

در نمونه ها HE4. مقدار کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت به چاهکها اضافه شده و انکوبه می گرددHRPمتصل به آنزیم HE4آنتی بادي ثانویه ضد 
است داخل چاهکها ریخته می شود که رنگ آبی پدید آمده متناسب با ) وکروموژنH2O2محلول رنگزا که محتوي هیدروژن پراکسید (،پس از شستشو. متناسب است

. نانومتر دارد450. با افزودن محلول متوقف کننده رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را در طول موج استا کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکه

:کیتمحتویات

.HE4بادي منوکلونال ضد آنتیباشدهدادهپوششچاهکعدد 96دارايپلیتیک عدد)1

Assay( بافری) محلول اس2 Buffer :  ( هانمونهکردنرقیقجهتمحلولحاويمیلی لیتري 12ویالیک)آبی رنگ- مصرفبرايآماده(.
Enzyme(کنژوگهآنزیممحلول) 3 Conjugate( : ضدباديآنتیمحلول حاويمیلی لیتري12ویالیکHE4پراکسیدازآنزیمبهشدهمتصل)مصرفبرايآماده -

.)قرمز رنگ
Standardsاستانداردها (ي) سر4 Set شامل : (800و 400‚200‚100‚25‚هاي صفر با غلظتاستانداردازالیو6pmol/LازHE4 استاندارد صفر حاوي)یلیم2
.)رنگبنفش- مصرفبرايآماده(باشند) یمتریلیلیم1ياستانداردها حاوریو ساتریل
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Low(پایینکنترلسرم) 5 Control Serum( : مقدار مشخص حاويمیلی لیتري سرم انسانی 1ویالیکHE4 عنوانبهپروتئیندارايبافريمحلولرقیق شده در
. غلظت دقیق کنترل روي ویال ذکر شده است .)زرد رنگ- مصرفبرايآماده(محافظمادهعنوانبهکاتن% 05/0وکنندهپایدار

High(بالاکنترلسرم) 6 Control Serum( : مقدار مشخص حاويمیلی لیتري سرم انسانی 1ویالیکHE4 عنوانبهپروتئیندارايبافريمحلولرقیق شده در
غلظت دقیق کنترل روي ویال ذکر شده است ..)رنگقرمز- مصرفبرايآماده(محافظمادهعنوانبهکاتن% 05/0وکنندهپایدار

)بی رنگ-مصرفبرايآماده(اکسیژنهآبوبنزیدینمتیلتتراحاويمیلی لیتري 12ویالیک : )Chromogen-Substrate(ايمرحلهیکرنگزايمحلول) 7
Wash(شستشومحلول) 8 Buffer( : غلیظشستشويمحلولحاويمیلی لیتري 50ویالیک(20x)محلولتهیهجهت،20توئین%05/0وفسفاتبافرمحلولداراي

.نماییدرقیق20/1نسبتبهمقطرآببارانیازموردمقدار،مصرفآمادهشستشوي
Stop(کنندهمتوقفمحلول) 9 Solution( : نرمال1کلریدریکاسیدحاويمیلی لیتري 12ویالیک.

.پلیتمخصوصبرچسبیک عدد ) 10
.) دستورالعمل مصرف11

:باشندنمیموجودکیتدرکهنیازموردوسایلومواد

) رفرانسفیلترعنوانبهنانومتر630امکانصورتدر(نانومتر450فیلتردارايالایزاریدردستگاه)  1
سر سمپلرهاي مخصوص یکبار مصرفمیکرولیتري و 100و 20و کالیبرهدقیقهايسمپلر)  2
نمگیرکاغذ) 3
مقطرآب) 4

:کنندگانمصرفبرايذکرقابلنکات

.هستنداستفادهقابلکیتهمیندرمصرفبرايتنهاکیتاینمحتویات)1
) تمامی محتویات کیت تنها براي استفاده تشخیصی در آزمایشگاه می باشند . 2
) تنها پرسنل آموزش دیده بایستی از این تست استفاده نمایند .3
.استشدهساختهوطراحیانسانیسرمدرHE4گیرياندازهجهتصرفاکیتاین) 4
.نماییدخودداريجداًمختلفساختهايشمارهباهاکیتمحتویاتکردنمخلوطاز) 5
بهتراحتیاطجهت.باشندمیعواملاینفاقدواندگردیدهکنترلHIVوHCVبادیهايوآنتیHBsAgوجودنظرازدارندسرمیمنشاءکهکیتدرموجودموادکلیه) 6

.و از وسایل ایمنی لازم در آزمایشگاه استفاده نمایندبپرهیزندموادبامستقیمتماسازکنندمیکارکیتباکهکاربرانیاست
واکنش گر و معرف ها باید نمونه بیماران، استانداردها ، کنترل ها و چاهک هاي استفاده شده، باید به عنوان پسماندهاي عفونی در نظر گرفته شوند. تمام محلول هاي) 7

.مطابق با مقررات ملی دفع پسماندهاي عفونی امحاء شوند

: نگهداريشرایط

.  نماییدنگهداريگرادسانتیدرجه8تا2دمايبینیخچالدرراکیت) 1
. نماییدنگهدارينمگیرباهمراهپلیتمخصوصکیسهدرراچاهکها) 2
.باشدمیآنهاازیکهررويبرشدهنوشتهانقضايمدتپایانتاکیتمحتویاتپایداري) 3
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راویال،کریستالهاشدنحلبراي،کارشستشويمحلولتهیهازقبل.نمایدنمیایجادرامشکلیامراینکهشودتشکیلکریستالغلیظشستشويمحلولدراستممکن) 4
شرایطدرهفتهیکمدتبه) مصرفآماده(محلولاین؛نماییدرقیقمقطرآببابه میزان مورد نیاز 20/1نسبتبهراشستشومحلول. دهیدقرارگرادسانتیدرجه37در
.باشدمیمصرفونگهداريقابلسانتیگراددرجه2- 8

: نمونهسازيآمادهوآوريجمع

ازبیشنگهداريبرايولیشودنگهداريگرادسانتیدرجه2- 8دمايدرروزدومدتبرايتواندمینمونه.نموداستفادهخونلخته ازنمودنجداازپستوانمیراسرم
جهتمیکروبیآلودگیبهمشکوكهاينمونهاز. )شودپرهیزنمونهنمودنthaw-Freezeازبایدضمندر(گردداستفادهگرادسانتیدرجه- 20دمايازبایدروزدو

.نشوداستفادهآزمایشانجام

:عمومیتوضیحات

پلیت را بعد از رسیدن به دماي محیط از کیسه مخصوص آن خارج کرده و چاهکهاي . برسنداتاقحرارتدرجهبهبایدهانمونهوموادتمامآزمایشمراحلشروعازقبل) 1
مورد نیاز را بردارید . 

یون پرهیز شود .از خشک شدن چاهکها در بین مراحل انکوباس.پذیرندانجامتوقفبدونبایدمراحلکلیهآزمایششروعمحضبه) 2
.شوداستفادهنمونههربرايمصرفباریکسمپلرنوكازحتما) 3
.باشدمیقرائتقابلساعتنیمتاحداکثرهاچاهکنوريجذب،کنندهمتوقفمحلولافزودنازپس) 4
.   شوندتخلیههاچاهکازشستشوازپسقطراتآخرینوگرفتهصورتکاملبصورتهاچاهکشستشويبایدمطلوبنتایجکسببراي) 5
رانیازموردمحلولهايوموادتمامآزمایششروعازقبلگرددمیپیشنهادبنابراین. باشدمیمناسبانکوباسیونزمان،مطلوبنتیجهحصولدرفاکتورهامهمتریناز) 6

. شودمیتردقیقنتایجباعثسمپلینگمراحلبینزمانیفاصلهکاهشباعملاین،کنیدبازراآنهادربونمودهآماده

: آزمایشانجاممراحل

.ببندیدراآندربودادهقرارپلیتنگهداريمخصوصکیسهدروننمگیرهمراهبهراچاهکهاسایروکردهانتخابرانظرموردچاهکهايتعداد) 1
یمعننیاستفاده شود بدتیکیگردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیمشنهادیپ،دیزیاز هر استاندارد، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک برتریکرولیم20) 2

دستورطبقراهانمونهوکنترلاستانداردها، سرم هاي .دیکناستفادهجیمحاسبه نتايآنها برايجذب نورنیانگیو در انتها از مدیزیکه هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بر
؛بریزیدهاچاهکدرزیر

.کنیداستفادههانمونهبرايراهاچاهکسایرو، دو چاهک بعدي به ترتیب براي سرم کنترل پایین و بالا براي استانداردهاي مختلفاولچاهک شش
Assayبافر (یاز محلول استریکرولیم100) 3 Bufferمخلوط شوند یآن بخوباتیتا محتودیتکان دههیثان15به مدت یرا به آرامتی) را به هر چاهک اضافه نموده و پل

.دییگراد) انکوبه نمایدرجه سانت22-28در درجه حرارت اتاق (قهیدق30پوشانده و چاهکها را به مدت تیدرب چاهکها را با برچسب مخصوص پل
ازتوانمینباشددسترسدراتوماتیکواشردستگاهچنانچهشستشوبراي. بشوییدمصرفآمادهشستشويمحلولبابار5راهاچاهکوکردهخالیراهاچاهکمحتویات) 4

هردر. گرددآزمایشنتیجهدرخطاایجادموجبتواندمیزیرانشودوارددیگرچاهکبهچاهکیکازشستشومحلولکهبودمواظببایدولینموداستفادهکاناله8سمپلر
راهاچاهک،شستشوعملیاتانتهايدرونماییدخالیتکاندنوکردنوارونهباراهاچاهکسپسوریختهچاهکهردرشستشومحلولمیکرولیتر300حدودشستشودفعه

.شوندخارجاضافیقطراتتابکوبیدنمگیرکاغذیاپارچهیکرويبرملایمضرباتباووارونهحالتدر
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Enzyme(کنژوگهآنزیممحلولازمیکرولیتر100) 5 Conjugate (پلیت،مخصوصبرچسبتوسطهاچاهکپوشاندنازپس؛بریزیدهاچاهکداخلبهرامصرفآماده
.سانتی گراد) انکوبه نماییددرجه22-28دماي اتاق (دردقیقه30مدتبهراچاهکها

.)4بندهمانند(بشوییدمصرفآمادهشستشويمحلولبابار5راچاهکهاوکردهخالیراهاچاهکمحتویات) 6
.دهیدقرارتاریکیدرواتاقحرارتدرجهدردقیقه15مدتبهراهاچاهک؛نماییداضافهچاهکهر به) Chromogen-Substrate(رنگزامحلولمیکرولیتر100) 7
Stop)کنندهمتوقفمحلولمیکرولیتر100کردناضافهبا) 8 Solution)ازچاهکهرنوريجذبسنجشبراي. نماییدمتوقفراآنزیمیهايواکنش،چاهکهربه

.گردداستفادهرفرانسفیلترعنوانبهnm630فیلترازشودمیتوصیه. نمائیدقرائتراهاچاهکنوريجذبونمودهاستفادهnm450فیلترباریدرالایزادستگاه

:ارزشیابی آزمایش

:این آزمایش با داشتن شرایط زیر ارزشمند و قابل گزارش تلقی  می گردد
. قابل قبول است6/1و بیشتر از 1/0کمتر ازبه ترتیب 800pmol/Lاستاندارد صفر و جذب نوري -

: نتایجمحاسبه

.نموداستفادهتوانمیnm450موجطولدرنوريجذبسنجشقابلیتباالایزاریدردستگاههراز
.بخوانیدnm630رفرانسفیلترمقابلدرامکانصورتدروnm450موجطولدرالایزاریدردستگاهکمکبهراهانمونهوهاکنترلاستانداردها، نوريجذب) 1
Point(ياستانداردها و غلظت معلوم آنها نموداريجذب نورنیانگیبا استفاده از م) 2 to pointيمحور عمودياستانداردها را رويصورت که جذب نورنیبه ادی) رسم کن
)Y(یمحور افقي) و غلظت آنها را روX تا دییوصل نماگریکدینقاط بدست آمده را به س، سپدیهر استاندارد بدست آوريرا برايغلظت و جذب نوریتلاق) برده و نقطه

.دیبدست آیمنحن
نیاکهیبطوردییوصل نمایبه منحنیسپس نقطه مذکور را توسط خط،دیکندایآن راپيجايمحور عموديهر نمونه را بدست آورده و رويبرايجذب نورنیانگی) م3

مقدار غلظت را نشان ین خط با محور افقیای، نقطه تلاقدیوارد کنیخطی عمود بر محور افق،یخط و منحنیکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقيخط بر محور عمود
خواهد داد .

استانداردها

)pmol/L(

جذب نوري

630nm)/(450

0 <0.1

800 >1.6
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HE4  Standard Curve

.جذبهاي نوري و منحنی مربوطه فقط به عنوان نمونه می باشد و هر آزمایشگاه در هر دفعه انجام آزمایش باید منحنی جدیدي رسم نماید:توجه

مقادیر مورد انتظار: 

ادیر نرمال خود را بدست نرمال درسرم افراد طبیعی که  توسط تستهاي مکرر به روش الایزا بدست آمده بقرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد که هر آزمایشگاه مقمقادیر 
:آورد

49.7. میانگین داده ها خانم سالم اندازه گیري شد238در HE4مقادیر سرمی pmol/L)95اطمینانحدود%

.داشتند pmol/L120کمتر از HE4مقدار % افراد 98در این مطالعه .  شدمحاسبهpmol/L19.7با انحراف معیار ) 47.2-52.2

:محدودیت هاي روش اندازه گیري

از جمله ،ود در نمونه سرم هر چند طراحی این کیت به گونه اي است که از تاثیر عوامل مداخله گر تا حد امکان جلوگیري شود اما به ندرت امکان دارد بعضی عوامل موج
این بهتر است تفسیر نتیجه آزمایش با در نظر گرفتن نتایج اتوآنتی بادي ها و نظایر اینها بر نتیجه آزمایش اثر بگذارند. بنابر ،برخی داروها ،آنتی بادي هاي هتروفیلیک 

یافته هاي تشخیصی دیگر و شرح حال بیمار انجام گیرد .،معاینات بالینی

:اجراییشاخصهاي

) مطالعه مقایسه ایی :1
با تشخیص قطعی سرطان تخمدان خوش خیم و بدخیم مراجعه بیمار127. نمونه هاي سرم شرکت پیشتاز طب با کیت تجاري مربوطه مقایسه شدHE4سنجش تیک

بین % 98نتایج تستهاي مقایسه ایی بروي نمونه هاي ذکر شده بیانگر همبستگی. کننده به یکی از بیمارستانهاي ریفرال انکولوژي براي تستهاي مقایسه ایی استفاده شدند
. کیت پیشتاز طب و کیت تجاري معتبر بود

استانداردها

)pmol/L(

جذب نوري

630nm)/(450

0 0.019

25 0.19

100 0.64

200 1.12

400 1.77

800 2.50
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:مقدار قابل اندازه گیريحداقل )2
نمونه با غلظت پایین بر اساس جذب نوري .می باشدpmol/L0.26در این کیت (LoB)مرز شاهد (SD)بر مبناي جذب نوري استاندارد صفر و سه برابر انحراف معیار 

5)آنالیت pmol/L)) و سه برابر انحراف معیارSD( حداقل غلظت قابل تشخیصHE4 در این کیتpmol/L5.46می باشد.

دقت آزمایش: ) 3
با غلظتهاي نمونه سرمیسهپذیري کیت ، آزمونهاي دقت درون سنجی (در یک کیت) و میان سنجی (بین چند کیت از یک سري ساخت) بوسیلهجهت بررسی تکرار

.انجام شد که نتایج آن در جداول زیر آمده استHE4متفاوت 
-Intra)آزمون دقت درون سنجی- assay): تعداد دفعات 	

تستتکرار
میانگین 

(pmol/L)
SD

(pmol/L)CV %

12052.371.963.74نمونه 

220341.467.632.23نمونه 

320608.0420.843.43نمونه 

-Inter)میان سنجیدقت آزمون- assay): تعداد دفعات 	
تکرار تست

میانگین 
(pmol/L)

SD
(pmol/L)CV %

12044.633.317.42نمونه 
220362.1314.403.98نمونه 
320650.1032.735.03نمونه 

y = 1.0767x - 0.0126
R² = 0.96
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:ریکاوري آزمایش) 4

:افزوده شد و ریکاوري آنها محاسبه گردید که نتایج آن در جدول زیر آمده استHE4مقادیر معلومی ازسه نمونه سرم با به HE4مقادیر مشخصی از 

جهت تست ریکاوري از استانداردهاي کیت استفاده نشود .*
:جدول ریکاوري

موجود HE4مقدار نمونه
)pmol/L(در سرم 

افزوده شده HE4مقدار 
(pmol/L)

مقدار مورد انتظار
(pmol/L)

مقدار بدست آمده
(pmol/L)

(%)ریکاوري 

159.90146.05102.9894.5591.82

159.90338.85199.38185.1092.84

159.90633.10346.50357.59103.20

2269.00146.05207.53188.0290.60

2269.00338.85303.93294.2596.82

2269.00633.10451.05432.1095.80

3472.85146.05309.45279.0090.16

3472.85338.85405.85347.4985.62

3472.85633.10552.98532.1596.23

:خطی بودن آزمایش) 5

محاسبه شد که در و درصد ریکاوري تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت HE4نمونه سرم با غظت مشخص از 3رقتهاي سریالی از،براي تایید خطی بودن تست 
.جدول زیر نتایج آن آورده شده است

نمونه
موجود در HE4مقدار 

سرم رقیق نشده  
(pmol/L)

(%)ریکاوري 

16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 

1147.295.65107.0198.7695.70
2313.47101.2392.2797.5491.32
3610.17106.0890.68101.2397.58
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:)Hook Effect(اثر هوك) 6

.صورت گرفت که پدیده هوك مشاهده نشد) pmol/L30000ي با غلظت بسیار بالا از این آنالیت ( تا هاجهت سرمHE4آزمایش 

:) واکنش متقاطع7

,CEAآنتی ژن هايواکنش متقاطعی با AFP, PSA, CA19.9, CA15-3 وCA125مشاهده نشد .
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صورت شماتیکه بHE4روش انجام آزمایش

HE4ضدچاهکهاي کوت شده با آنتی بادي 

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها

- - میکرولیتر20 استانداردها

- میکرولیتر20 - سرم کنترل

میکرولیتر20 - - نمونه

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 اسی بافر

و سپس دهانه چاهکها را با برچسب ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند15پلیت را به ملایمت براي مدت 
طبق دستور .چاهکها را خالی کنیدبرچسب پلیت را برداشته و محتویات دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید.30.مخصوص پلیت بپوشانید

.یدیبار چاهکها را بشو5شستشو 

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 آنزیم کنژوگه

برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها دقیقه در دماي اتاق انکوبه کنید.30.دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید
.یدیبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو .را خالی کنید

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا

.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده
.قرائت کنید)نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس630امکان ودرصورت(نانومتر450جذب نوري چاهکها را در طول موج 


