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-Tت سنجش یک uptakeزایبه روش الا
:مقدمه

مقدار وجود داشته ويزیچگردش خون به مقدار ناورت آزاد دربصان هورمونهیا،کندیح مرا ترشT4وT3يهورمونها، نیروتروپیم هورمون تید تحت تنظیروئیغده ت
درصد 65- 75که TBGشناخته شده اندکه عبارتند از T4وT3يمتفاوت برايتهایل و ظرفیبا تمانیسه پروتئ، حامل وجود دارندينهایاعظم آنها بصورت باند با پروتئ

را به يدیروئیتيت حمل هورمونهایدرصد از ظرف15-25که TBPA(Thyroxine binding pre-albumin)، را به عهده دارديدیروئیتيت حمل هورمونهایاز ظرف
T3درصد از هورمون30ن و یروکسیدرصد از هورمون ت10باشد و یرا دارا مییت بالایظرفیرا داشته وليدیروئیتيل به هورمونهاین تمایمترن که کیو آلبوم،عهده دارد 

زان یبا میکاملیزاد وابستگآين مقدار هورمونهایگردد وایم میتنظيدیروئیتيهورمونهافرم آزاد سم کاملاً توسط یکه پروسه متابولیکند. از آنجائیدر دسترس را حمل م
ياز روشهايدیروئیتيحامل هورمونهاينهایپروتئظرفیت يریتا کنون جهت اندازه گ.ابدییت مینها اهمین پروتئیزان ایميریاندازه گ،حامل آنها داردينهایت پروتئیظرف

,شامل روش: يمتعدد SilicatesIon-exchange وDenatured albuminن روشها روش ین و ساده تریدتریاز جدیکیاست و استفاده شدهEIA(Enzyme

Immunoassay)باشد .یز مینیت مناسبیحساسيبوده که دارا

:شیاساس آزما

به T4ش هورمون یزماپوشانده شده اند و در هنگام انجام آT4ضد يبادیت با آنتیپليب که چاهکهاین ترتیاستوار است به ایرقابتروش سنجش ش بر ین آزمایاساس ا
T4از هورمونيمقدارخودت یبر حسب ظرفيدیروئیتيحامل هورمونهاينهاین هنگام پروتئی. در اشوندیو سرم به چاهکها اضافه مHRPم یژوگه شده با آنزنکT4همراه

یده است بر سر اتصال به آنتیحامل نگردينهایکه جذب پروتئT4ازيجه مقدارینشان دهند در نتیکنژوگه واکنشT4توانند با هورمون ینمی، ولندینمایرا جذب م
یکنژوگه باقT4رقابت با يبرايکمترT4سرم بالاتر باشد مقدار ينهایت حمل پروتئین هر چه ظرفیبنابرا، دینمایکونژوگه رقابت مT4کف چاهک با هورمون يهایباد

گردد که هر چه یپس از شستشو محلول سوبسترا به چاهکها اضافه م،بالعکس)نا موفق تر خواهد بود (و کف چاهکهايهایبادیمانده و در رقابت با آن در اتصال به آنت
حامل ينهایبرداشت شده توسط پروتئT4است که مقدار ین معنین خود به ایکونژوگه بوده و اT4زان اتصال هورمون یانگر بالاتر بودن میشتر باشد بیبییزان رنگ زایم

یمحلول متوقف کننده افزوده م،میش از اندازه و نامناسب آنزیت بیاز فعاليریجلوگيبرا، )براي رقابت باقی مانده است (و بالعکسT4ين مقدار کمتریبوده بنابرابالا
.نانومتر دارد450را در طول موج ين جذب نورید که بهترینمایل میرا به زرد تبدیم را مختل کرده و رنگ آبیت آنزیگردد که فعال

:تیات کیمحتو

.T4(Anti-T4 Coated Plate)ضد يبادیپوشش داده شده با آنتيچاهکهايحاوخانه96تیپلیک)1
.تر (آماده مصرف)یلیلیم6يال حاویک وی: )Enzyme Conjugateم کنژوگه (یمحلول آنز)2
.تر (آماده مصرف)یلیلیم6يال حاویک وی: (Assay buffer)بافر یاس)3
Standards)استانداردها يسر) 4 Set) :4غلظت دقیق هر استاندارد بر روي ویال استانداردها درج درصد .46و 5/35، 15،5/26تقریبیيال استاندارد شامل غلظتهایو

.میلی لیتر می باشد)5/0(هر ویال حاوي گردیده است

.میلی لیتر سرم کنترل با غلظت مشخص درج شده بر روي برچسب ویال5/0: یک ویال حاوي سرم کنترل)5
آماده مصرف مقدار لازم از محلول يه محلول شستشوی. جهت ته)X20ظ (یغليتر محلول شستشویلیلیم50يال حاویک وی: (Wash Solution)محلول شستشو)6

.دیق کنیبا آب مقطر رق20/1ظ را به نسبت یغليشستشو
.تر (آماده مصرف)یلیلیم12حاويال یویک: (Chromogen-Substrate)يک مرحله ایيحلول رنگزام)7
.نرمال 1اسید کلریدریک تریلیلیم12حاويال یک وی: )Stop Solution(همحلول متوقف کنند)8
. تیبرچسب مخصوص پل) 9

:باشندیت موجود نمیاز که در کیل مورد نیمواد و وسا

.لتر رفرانس)ینانومتر به عنوان ف630نانومتر (در صورت امکان 450لتر یفيداراریدر زایالادستگاه )1
.قیتر دقیکرو لیم100و 25،50يسمپلر ها)2
.آب مقطر)3

: مصرف کنندگانينکات قابل ذکر برا

.می باشدت ین کیمصرف در هميبرافقطتین کیات ایمحتو)1
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.دیینمايداردمختلف جداً خوساختهايتها با شماره یات کیط کردن محتواز مخلو)2
، جهت باشندین عوامل میده اند و فاقد ایکنترل گردHIVو HCVو آنتی بادي هاي ضد HBsAgدارند از نظر وجود یت که منشاء سرمیه مواد موجود در کیکل)3

.   زدیم با مواد بپرهیکند از تماس مستقیمت کار یکه با کهر آزمایشگري اط بهتر است یاحت

: يط نگهداریشرا

.  دیینمايگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2ين دمایخچال بیت را دریک)1
د .یینماير نگهداریت همراه با نمگیسه مخصوص پلیچاهکها را در ک)2
.باشدیک از آنها میهر يشده بر رونوشتهيان مدت انقضایت تا پایات کیمحتويداریپا)3
.درجه سانتی گراد قابل نگهداري و مصرف می باشد2-8با آب مقطر رقیق شده باشد به مدت یک هفته در شرایط 20/1محلول شستشوي آماده مصرف که به نسبت )4

نمونه :يو آماده سازيجمع آور

ينگهداريبرایولکرد يگراد نگهداریدرجه سانت8تا 2يمدت دو روز در دمايبرارا می توان ، نمونه مودتوان پس از جدا نمودن از خون استفاده نیا پلاسما را میسرم 
.گراد استفاده گرددیدرجه سانت- 20يد از دمایش از مدت دو روز بایب

:یحات عمومیتوض

. دیسانش تمام مواد و نمونه ها را به درجه حرارت اتاق بریقبل از شروع مراحل آزما)1
.رندیه مراحل بدون توقف انجام پذیش کلیمحض شروع آزماه بهتر است ب) 2
.دیهر نمونه استفاده کنيک بار مصرف برایاز نوك سمپلر )3
.باشدیم ساعت قابل قرائت میاکثر تا نچاهکها حديپس از افزودن محلول متوقف کننده جذب نور)4
.   ه شودین قطرات پس از شستشو از چاهکها تخلیچاهکها بصورت کامل صورت گرفته و آخريشود شستیج مطلوب بایکسب نتايبرا)5
.دیزیتمام محلولها و نمونه ها را در وسط چاهکها بر،نگیدر هنگام سمپل)6
از را یمورد نيش تمام مواد و محلولهایقبل از شروع آزماگرددیشنهاد مین پی، بنابراباشدیون مناسب میزمان انکوباس،جه مطلوبیصول نتحن فاکتورها در یاز مهمتر)7

. شودیقتر میج دقینگ باعث نتاین مراحل سمپلیبین عمل با کاهش فاصله زمانی، ادیاز را باز کنیمورد نيآماده نموده و درب محلولها
.انجامدیقه بطول نیدق5از شیمونه ها بختن نیبهتر است که حجم انجام تست محدود باشد و زمان ر7ل مشابه در بند یبه دل)8

:شیمراحل انجام آزما

د.یت قرار داده و درب آن را ببندیپليسه مخصوص نگهداریر درون کیچاهکها را به همراه نمگیمورد نظر را انتخاب نموده و باقيتعداد چاهکها) 1
ن یت استفاده شود بدیکیگردد که از استانداردها و نمونه ها بصورت داپلیشنهاد می، پدیزیو نمونه را به داخل هر چاهک بر، سرم کنترل از هر استانداردتریکرولیم25) 2

ر بافیاستریکرولیم50سپس ،دیج استفاده کنیمحاسبه نتايآنها براين جذب نوریانگید و در انتها از میزیکه هر استاندارد و نمونه را در دو چاهک بریمعن
Buffer)(Assayات چاهکها خوب مخلوط شوند ید تا محتویت را تکان دهیه پلیثان15مدت يخته و برایدر داخل چاهک ها ررام کنژوگهیآنزتر یکرولیم50آن یو در پ

د .ییگراد) انکوبه نمایدرجه سانت22-28در درجه حرارت اتاق (ساعت یکت پوشانده و چاهکها را به مدت یو آنگاه درب چاهکها را با برچسب مخصوص پل
ک چاهک ید مواظب بود که محلول شستشو از یبایکاناله استفاده نمود ول8توان از سمپلر یشستشو ميد (براییآماده مصرف بشويبار با محلول شستشو5چاهکها را ) 3

خته و سپس یتر محلول شستشو در هر چاهک ریکرولیم300، در هر دفعه شستشو حدود گرددش یجه آزمایجاد خطا در نتیتواند موجب ایرا میگر وارد نشود زیبه چاهک د
د تا یر بکوبیا کاغذ نمگیک پارچه یيم بر رویات شستشو چاهکها را در حالت وارونه و با ضربات ملایعمليد و در انتهاینمائیچاهک ها را با وارونه کردن و تکاندن خال

.خارج شوند)یقطرات اضاف
د .ییانکوبه نمایکیقه در درجه حرارت اتاق و در تاریدق15د و چاهکها را به مدت ییاهک اضافه نمابه هر چ(Chromogen substrate)تر محلول رنگزایکرولیم100) 4
هر چاهک يسنجش جذب نوري. برادییقف نمارا متویمیآنزيبه هر چاهک ادامه واکنشها(Stop solution)محلول متوقف کننده تریکرولیم100با اضافه کردن ) 5

.لتر رفرانس استفاده گردد)یبه عنوان فnm630لتر یشود از فیه می(توص.دییاستفاده نماnm450لتر یدر با فیزاریاز دستگاه الا

ج:یحاسبه نتام

استفاده نمود . توانیمnm450در طول موجيت سنجش جذب نوریبا قابلریدر زایالااز هر دستگاه 
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.دی) بخوانnm630لتر رفرانس ی( و در صورت امکان در مقابل فnm450در طول موج ریدر زایالاها و نمونه ها را به کمک دستگاه استاندارديجذب نور) 1
يمحور عمودياستانداردها را روين صورت که جذب نورید به ای) رسم کنPoint to point(ياستانداردها و غلظت معلوم آنها نمودارين جذب نوریانگیبا استفاده از م) 2
)Y(یمحور افقي) و غلظت آنها را روXد تا ییگر وصل نمایکدی، سپس نقاط بدست آمده را به دیهر استاندارد بدست آوريرا برايغلظت و جذب نوری) برده و نقطه تلاق

.دیبدست آیمنحن
ن یکه اید بطوریوصل نمائیبه منحنی، سپس نقطه مذکور را توسط خطدیدا کنیآن راپيجايمحور عمودينه را بدست آورده و روهر نمويبراين جذب نوریانگیم) 3

نشان مقدار غلظت را ین خط با محور افقیاید نقطه تلاقیوارد کنیعمود بر محور افق، خطییخط و منحنیکاملاً عمود باشد و بعد از محل تلاقيخط بر محور عمود
خواهد داد. 

.دیرسم نمايدیجدید منحنیش بایشگاه در هر دفعه انجام آزمایباشد و هر آزمایمربوطه فقط به عنوان نمونه میو منحنينوريجذبها:توجه

:ر مورد انتظاریمقاد

ر یشگاه مقادیگردد که هر آزمایشنهاد میپیباشد ولیر میقرار زه زا بدست آمده بیمکرر به روش الايکه توسط تستهایعیدر سرم افراد طبT-uptakeال ر نرمیمقاد
: نرمال خود را بدست آورد

%یعیطبمحدوده نیانگیم %یعیطبمحدوده

30 35-25
:ییاجرايشاخصها

:شیدقت آزما) 1

) مختلفشهايآزمایبارچندیننمونه دریکغلظت مشخص ازی(همخوانیاس- نتری) و اآزمایشباریک نمونه در یک غلظت مشخص ازی(همخوانیاس-نترایايشهایآزما
.آمده است2و 1د که در جداول یانجام گردT-Uptakeمختلفيسرم با غلظتها3با استفاده از 

:)یاس-نترای(ا1جدول شماره
%SDCVن %یانگیمتعداد دفعات تکرار تستنمونه

1242259/07/2
2244/3584/04/2
3243/4570/05/1

:)یاس-نتری(ا2جدول شماره 
%SDCVن %یانگیمتعداد دفعات تکرار تستنمونه

1102/1760/05/3
2102/2707/19/3
3103605/19/2

.انجام شده استDuplicateمایش به صورت هر سري آز

%استانداردها  جذب نوري
15 70/2

5/26 0/2
5/35 91/0

46 30/0
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کیبصورت شماتT-uptakeشیروش انجام آزما

-Tجهت تست يبادیکوت شده با آنتيچاهکها uptake

نمونه سرم کنترل استانداردها محلولها
- - میکرولیتر25 تانداردهااس
- میکرولیتر25 - سرم کنترل

میکرولیتر25 - - نمونه
میکرولیتر50 میکرولیتر50 میکرولیتر50 اسی بافر
میکرولیتر50 میکرولیتر50 میکرولیتر50 آنزیم کنژوگه

ه ثانیه تکان دهید تا محتویات چاهکها بخوبی مخلوط شوند و سپس دهان15پلیت را به ملایمت براي مدت 
برچسب پلیت را برداشته و در دماي اتاق انکوبه کنید.دقیقه 60.چاهکها را با برچسب مخصوص پلیت بپوشانید

.دییبار چاهکها را بشو5طبق دستور شستشو محتویات چاهکها را خالی کنید.
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول رنگزا

.تاریکی انکوبه کنیددقیقه در دماي اتاق و در 15
میکرولیتر100 میکرولیتر100 میکرولیتر100 محلول متوقف کننده

نانومتر به عنوان فیلتر رفرانس)قرائت 630نانومتر(و در صورت امکان 450جذب نوري چاهکها را در طول موج 
.کنید


