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به روش الایزاPSAFreeکیت سنجش
مقدمه :

. کیلو دالتون است که داراي فعالیت آنزیمی مشابه کیموتریپسین می باشد30ئین با وزن ملکولی حدود رجزئی از خانواده آنزیم کالیک)PSAآنتی ژن اختصاصی پروستات (
حل آن تجزیه پروتئینهاي وزیکولهاي سمینال و ور طبیعی به داخل مایع سمینال ترشح شده و عملکرداین گلیکو پروتئین منومر در اپی تلیوم غده پروستات تولید و به ط

سرطان پیشرفته مبتلا بهاین آنتی ژن در افرادغلظت ی و تخلیص شد.و همکارانش شناسایWangتوسط 1979این آنتی ژن اولین بار در سال لخته سمینال است.کردن
توسط ی نداشته و نوع که از نظر فعالیت ایمنی کارای. یک چندین شکل وجود داردبهدر سرم PSAافزایش پیدا می کند.(BPH)یم پروستاتو بزرگی خوش خپروستات 

با تشکیل داده است.کمپلکس )ACT(آنتی کیموتریپسین-1- آلفا در سرم با یک نوع مهار کننده پروتئاز به نامPSAنوع دیگر ماکروگلوبولین احاطه شده است.- 2-آلفا
کیلو 30ین (حدود وزن مولکولی پایباPSAشکل سوم با تست هاي ایمنی قابل تشخیص است.PSAمتصل می شود، PSAفقط به جایگاه فعال ACTوجودي که 

در PSAکمپلکس و آزاد دو فرمنسبت .نام داردFree PSAآزاد یا PSAنیست، ACTو کمپلکس با دالتون) که نمایانگر یک پرو آنزیم یا شکل غیر فعال از نظر آنزیمی 
کانسر پروستات و مقایسه شود، نقطه تمایز بینTotal PSAیا PSAزمانی که با مقدار کل Free PSAو PSA-ACTشکی مقدار از نظر پز.تفاوت داردمختلف افراد 

آزاد PSAنانوگرم بر میلی لیتر است، نسبت 10تا 4آنها بین PSATotalمقدار انی که مطالعات نشان داده است که بین بیماراست. (BPH)بزرگی خوش خیم پروستات 
با این وجود لازمه تشخیص سرطان پروستات مبتلا هستند.بزرگی خوش خیم پروستات که به ی استآنهایان داراي سرطان پروستات پایین تر ازدر آقایTotal PSAبه 

.شک براي انجام بیوپسی داراي اعتبار استدر جهت کمک به تصمیم گیري پزFree PSAو PSATotalفقط بیوپسی بوده و آزمایش 

:اساس آزمایش

PSAFreeی علیه یک شاخص آنتی ژنیک این روش چاهکها توسط آنتی بادیهایاساس این کیت به روش ساندویچ و با استفاده از آنتی بادیهاي مونوکلونال می باشد. در 

PSAپس از انکوباسیون و شستشو، آنتی بادي ثانویه ضد می شود.). نمونه بیماران با آنتی بادي پوشش داده شده در ته چاهکها مجاور Coatingشوند (پوشش داده می 

پس از ،ها متناسب استدر نمونهPSAFreeمقدار کمپلکس ایمنی تشکیل شده در چاهکها با غلظت کهبه چاهکها اضافه شده و انکوبه می گرددHRPمتصل به آنزیم 
کمپلکس ایمنی تشکیل که رنگ آبی پدید آمده متناسب با ) وکروموژن است به داخل چاهکها ریخته می شود H2O2وي هیدروژن پراکسید (حاشستشو محلول رنگزا که 

. نانومتر دارد450در طول موج با افزودن محلول متوقف کننده رنگ آبی به زرد تبدیل می شود که بهترین جذب نوري را. شده در چاهکهاست

:محتویات کیت

Freeچاهکهاي پوشش داده شده با آنتی بادي ضد خانه حاوي96پلیت )1 PSACoated Plate)(Anti-Free PSA.
.میلی لیتر (آماده مصرف)12: یک ویال حاوي )Enzyme Conjugateمحلول آنزیم کنژوگه ()2

Standardsسري استانداردها ()3 Set( رنانوگرم بر میلی لیت10و 5، 5/2، 1، 3/0صفر ، ویال استاندارد با غلظتهاي شش: شاملPSAFree کالیبره شده در مقابل
668/96WHO 1stاستاندارد  IS میلی لیتر می باشند)1استانداردها حاوي سایرمیلی لیتر و 2وي حا(استاندارد صفر.

. میلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب ویال1حاوي هر یکویال: دولا و پایینهاي باسرم کنترل)4
.(آماده مصرف)میلی لیتر12یک ویال حاوي : (Assay Buffer)محلول اسی بافر)5
.مصرف)میلی لیتر (آماده12حاويویال یک: (Chromogen-Substrate)محلول رنگزاي یک مرحله اي)6
مقدار مورد نیاز را باتهیه محلول شستشوي آماده مصرف، . جهت)X20میلی لیتر محلول شستشوي غلیظ (50: یک ویال حاوي (Wash Solution)محلول شستشو)7

.یدرقیق نمای20/1آب مقطر به نسبت 
.میلی لیتر12حاوي: یک ویال )Stop Solutionمحلول متوقف کننده ()8
. برچسب مخصوص پلیت)9

:مواد و وسایل مورد نیاز که در کیت موجود نمی باشند

.نانومتر630نانومتر و در صورت امکان 450با طول موج ریدر دستگاه  الایزا)1
.میکرولیتر دقیق100و 20سمپلر هاي )2
.آب مقطر)3

: نکات قابل ذکر براي مصرف کنندگان

شده است .طراحیین کیت براي مصرف در همین کیت محتویات ا)1
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ید .اري نمایداز مخلوط کردن محتویات کیتها با شماره ساختهاي مختلف جداً خود)2
د، جهت احتیاط  ند و فاقد این عوامل می باشناکنترل گردیده HIVو HCVو آنتی بادي هاي ضدHBsAgکلیه مواد موجود در کیت که منشاء سرمی دارند از نظر وجود )3

.   دند از تماس مستقیم با مواد بپرهیزنکه با کیت کار می کنکاربرانیبهتر است 

شرایط نگهداري : 

ید .درجه سانتی گراد نگهداري نمای8ا ت2یخچال بین دماي کیت را در)1
ید .نمایچاهکها را در کیسه مخصوص پلیت همراه با نمگیر نگهداري )2
.شده بر روي هر یک از آنها می باشدنوشتهاري محتویات کیت تا پایان مدت انقضاء پاید) 3

جمع آوري و آماده سازي نمونه :

30کثرحدا(درجه سانتی گراد و یا براي مدت زمان طولانی تر8تا 2سرم را می توان پس از جدا نمودن از خون استفاده نمود، نمونه را می توان به مدت دو روز در دماي 
پیشنهاد می شود که از نمونه هاي همولیز، لیپمیک و نمودن نمونه نیز پرهیز شود.Freeze-thawباید از درجه سانتی گراد نگهداري نمود و در ضمن- 20روز) در دماي 

میلی گرم بر میلی لیتر5/11غلظت تا لیپمیک (هاي)، نمونههموگلوبینمیلی گرم بر میلی لیتر12غلظت تا همولیز شده (هاي ولی مطالعه بر روي نمونه کدر استفاده نشود 
.میلی گرم بر دسی لیتر اثر تداخلی بر روي سنجش ندارند20بیلی روبین تا غلظت حاوي هاي) و نمونهتري گلیسیرید

توضیحات عمومی : 

. انده و بخوبی تکان دهید تا کاملاً یکنواخت شوندقبل از شروع مراحل آزمایش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق رس)1
.بهتر است به محض شروع آزمایش کلیه مراحل بدون توقف انجام پذیرند)2
.از نوك سمپلر یک بار مصرف براي هر نمونه استفاده کنید) 3
.ئت می باشدپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نوري چاهکها حداکثر تا نیم ساعت قابل قرا)4
.   دنبراي کسب نتایج مطلوب باید شستشوي چاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخرین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیه شو)5
مواد و محلولهاي مورد نیاز را صول نتیجه مطلوب زمان انکوباسیون مناسب می باشد، بنابراین پیشنهاد می گردد قبل از شروع آزمایش تمامحاز مهمترین فاکتورها در )6

. آماده نموده و درب محلولهاي مورد نیاز را باز کنید، این عمل با کاهش فاصله زمانی بین مراحل سمپلینگ باعث نتایج دقیقتر می شود
.طول نیانجامده بدقیقه 5ازبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ریختن نمونه ها بیش6به دلیل مشابه در بند )7

مراحل  انجام آزمایش : 

.چاهکها را به همراه نمگیر درون کیسه مخصوص نگهداري پلیت قرار داده و درب آن را ببندیدسایرتعداد چاهکهاي مورد نظر را انتخاب نموده و ) 1
پیشنهاد می گردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیکیت استفاده شود بدین ، میکرولیتر از هر استاندارد، سرم کنترل و نمونه را به داخل هر چاهک بریزید20) 2

.معنی که هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریزید و در انتها از میانگین جذب نوري آنها براي محاسبه نتایج استفاده کنید
ثانیه تکان دهید تا محتویات آن بخوبی مخلوط شوند 15اهک اضافه نموده و پلیت را به آرامی به مدت را به هر چ(Assay Buffer)میکرولیتر از محلول اسی بافر 100) 3

.یددرجه سانتی گراد) انکوبه نمای22-28دقیقه در درجه حرارت اتاق (30درب چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت پوشانده و چاهکها را به مدت 
کاناله استفاده نمود ولی باید مواظب بود 8(براي شستشو می توان از سمپلر یدبا محلول شستشوي آماده مصرف بشویبار5هکها را محتویات چاهکها را خالی کرده و چا) 4

محلول میکرو لیتر  300که محلول شستشو از یک چاهک به چاهک دیگر وارد نشود زیرا می تواند موجب ایجاد خطا در نتیجه آزمایش گردد، در هر دفعه شستشو حدود 
ید و در انتهاي عملیات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملایم بر روي ا وارونه کردن و تکاندن خالی نمایشستشو در هر چاهک ریخته و سپس چاهک ها را ب

.یک پارچه یا کاغذ نمگیر بزنید تا قطرات اضافی خارج شوند)
درجه 22-28دقیقه در درجه حرارت اتاق (30را به هر چاهک اضافه نموده و چاهکها را به مدت (Enzyme Conjugate)میکرولیتر از محلول آنزیم کنژوگه 100) 5

. یدسانتی گراد) انکوبه نمای
.)4ید (همانند بند با محلول شستشوي آماده مصرف بشویبار5محتویات چاهکها را خالی کرده و چاهکها را ) 6
.یدبه هر چاهک اضافه نمای(Chromogen-substrate)نگزا میکرولیتر محلول ر100)7
.یدارت اتاق و در تاریکی انکوبه نمایدقیقه در درجه حر15چاهکها را به مدت ) 8
ب نوري از دستگاهید. براي سنجش جذرا متوقف نمایبه هر چاهک ادامه واکنشهاي آنزیمی (stop solution)میکرولیتر محلول متوقف کننده 100با اضافه کردن ) 9

.به عنوان فیلتر رفرانس استفاده گردد)nm630شود از فیلتر ید (توصیه میاستفاده نمایnm450الایزا ریدر با فیلتر 
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محاسبه نتایج :

میتوان استفاده نمود . nm450با قابلیت سنجش جذب نوري در طول موجریدر از هر دستگاه الایزا
. ) بخوانیدnm630(و در صورت امکان در مقابل فیلتر رفرانس nm450در طول موج ریدراردها و نمونه ها را به کمک دستگاه الایزاجذب نوري استاند) 1
ا روي محور عمودي ) رسم کنید به این صورت که جذب نوري استانداردها رPoint to point(با استفاده از میانگین جذب نوري استانداردها و غلظت معلوم آنها نموداري) 2
)Y) و غلظت آنها را روي محور افقی (Xد تا بدست آمده را به یکدیگر وصل نمایی، سپس نقاط ) برده و نقطه تلاقی غلظت و جذب نوري را براي هر استاندارد بدست آورید

.منحنی بدست آید
ید بطوریکه این ور را توسط خطی به منحنی وصل نمای، سپس نقطه مذکراپیدا کنیدمیانگین جذب نوري براي هر نمونه را بدست آورده و روي محور عمودي جاي آن) 3

نقطه تلاقی این خط با محور افقی مقدار غلظت را نشان ،عمود بر محور افقی وارد کنید، خطی خط بر محور عمودي کاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقی خط و منحنی 
.خواهد داد

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

مقادیر مورد انتظار: 

قرار زیر می باشد ولی پیشنهاد می گردد ه به روش الایزا بدست آمده ببا کیت شرکت پیشتاز طب Free PSAنمونه سرم مردان سالم مقدار طبیعی 200ي با مطالعه بر رو
: خود را بدست آوردمقادیر طبییعیهکه هر آزمایشگا

% حدود اطمینان95محدوده طبیعی با
Up to 0.9 ng/ml

Totalزمانی که غلظت  PSA نانوگرم بر میلی لیتر باشد، نسبت 10تا 4بینFree PSA بهTotal PSA،کانسر پروستات و بزرگی خوش خیم پروستات نقطه تمایز بین
و Total PSAبا این وجود لازمه تشخیص سرطان پروستات فقط بیوپسی بوده و آزمایش می تواند به صورت زیر باشد. بسته به نسبت، احتمال سرطان پروستات .است

Free PSA.براي محاسبه درصد در جهت کمک به تصمیم گیري پزشک براي انجام بیوپسی داراي اعتبار استFree PSAلازم است که غلظت نمونه ،Total PSA و
Free PSAسپس با تقسیم همان نمونه را با کیتهاي شرکت پیشتاز طب تعیین کرد .Free PSA بهTotal PSA درصد 100ضربدر عدد ،Free PSA را بدست

. آورید

Total PSAبه Free PSAنسبت درصد احتمال سرطان پروستات

درصد10صفر تا 56
درصد15تا 281/10
درصد20تا 201/15
درصد25تا 1620
درصد25بیش از 8

:یشاخصهاي اجرای

:حداقل مقدار قابل اندازه گیري)1
Free) حداقل غلظت SDبرابر انحراف معیار (دوري استاندارد صفر و بر اساس جذب نو PSA قابل تشخیص در این کیتng/ml05/0می باشد.

Free PSAاستانداردهاي 
(ng/ml)

nmجذب نوري

)630/450(
0 0.02

0.3 0.1
1 0.34

2.5 0.83
5 1.41
10 2.44
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: دقت آزمایش)2

) زمایشات مختلفسري آنمونه دریکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-) و اینتریک سري آزمایشنمونه در یکاسی (همخوانی غلظت مشخص از-آزمایشهاي اینترا
:  آمده است2و 1انجام گردید که در جداول PSAFreeف سرم با غلظتهاي مختل4با استفاده از

:اسی)- (اینترا1جدول شماره

میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه
)ng/ml(SDCV

(%)

12418/00113/028/6
22455/002/064/3
32458/1058/067/3
42443/728/077/3

:اسی)-(اینتر2جدول شماره 
میانگینتستتعداد دفعات تکرارنمونه

(ng/ml)
SDCV

(%)

124177/00153/064/8
224558/0034/009/6
32473/11/078/5
4249/531/025/5

:ریکاوري آزمایش)3

Freeمقادیر معلومی از  PSA با غلظتهاي مشخص یسرمهاي نمونه بهPSAFreeتایج آن در جدول زیر آمده استو ریکاوري آنها محاسبه گردید که نهافزوده شد
هاي کیت استفاده نشود) :ت تست ریکاوري از استاندارد(جه

موجود در FreePSAمقدارنمونه
)ng/ml(سرم  

Freeمقدارافزوده شده PSA
(ng/ml)

مقدار مورد انتظار
ng/ml)(

مقدار بدست آمده
ng/ml)(

ریکاوري
(%)

14/5128/076/283/25/102
14/549/094/23102
14/56/15/34/31/97
2128/06/1864/001/18/116
2128/049/0309/0297/01/96
318/48/599/483/48/96
318/4162/017/221/92
318/474/196/284/29/95
472/08/526/383/28/86
472/056/064/06/07/93
472/0162/044/044/0100
472/074/123/121/137/98
5172/08/5986/284/21/95
5172/056/0366/033/016/90
5172/0162/0167/015/08/89
5172/074/1956/088/092
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92مهر –ویرایش اول 

:خطی بودن آزمایش)٤

تهیه گردید و نتایج بر اساس ضریب رقت محاسبه شد که در جدول زیر نتایج آن PSAFreeظت مشخص از لنمونه سرم با غ3از به کمک استاندارد صفر رقتهاي متوالی
.آورده شده است

موجود در سرم رقیق نشدهPSAFreeمقدار  نمونه
(ng/ml)

(%)ریکاوري 

32/1رقت 16/1رقت 8/1رقت 4/1رقت 2/1رقت 
109/71007/971/974/90114
237/58/945/942/84 -- --
104106108122-- 10بیش از 3

:)Hook Effectاثر هوك ()٥

.) صورت گرفت که پدیده هوك مشاهده نشدµg/ml12ی با غلظت بسیار بالا از این آنالیت (تا جهت سرمهایPSAFreeآزمایش 

:اختصاصیت)٦

AFPآنالیت هاي ی با غلظت بسیار بالا ازیسرم هاواکنش متقاطع در  (10 μg/ml) ،(5 μg/ml)CEA ،HCG (50000 IU/L) وPSA-ACT با کیتFree PSA

.مشاهده نشد
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روش انجام آزمایش بصورت شماتیک

PSAFreeضدچاهکهاي کوت شده با آنتی بادي 

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - میکرولیتر20 ستانداردهاا
- میکرولیتر20 - سرم کنترل

میکرولیتر20 - - نمونه
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 اسی بافر

.سپس دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید،ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند15پلیت را به ملایمت براي مدت 
.یدبار چاهکها را بشوی5و طبق دستور شستشو برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.قیقه در دماي اتاق انکوبه کنیدد30

میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول آنزیم کنژوگه
و برچسب پلیت را برداشته و محتویات چاهکها را خالی کنید.اتاق انکوبه کنیددقیقه در دماي 30. دهانه چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید

.یدبار چاهکها را بشوی5طبق دستور شستشو 
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا

.دقیقه در دماي اتاق و در تاریکی انکوبه کنید15
میکرولیتر100 میکرولیتر100 لیترمیکرو100 محلول متوقف کننده

.نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس) قرائت کنید630نانومتر (و در صورت امکان 450جذب نوري چاهکها را در طول موج 
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