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   مقاله پژوهشي  مجله دانشكده پزشكي اصفهان
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هاي سرمي ضد اينترفرون بتا  بادي گيري فراواني آنتي براي اندازه ELISAطراحي روش 
  CinnoVexروز تحت درمان با للتيپل اسكودر بيماران مبتلا به م

  
  4، دكتر مرجان قراگوزلو3نژاد شايگان، دكتر وحيد 2دكتر سيد حميد زركش اصفهاني، 1نسرين زارع

  
  

  چكيده
. است) Multiple sclerosisيا  MS(مولتيپل اسكلروز براي درمان  تأييد شدهاولين داروي ) Interferon betaيا  IFN-β(اينترفرون بتا  :مقدمه

توانند كارايي باليني و  مي IFN-βضد هاي  بادي آنتي. كنند ميبادي ايجاد  در برابر اين دارو آنتي IFN-βتحت درمان با  MS مبتلا به برخي از بيماران
ضد اينترفرون در بيماران مبتلا به هاي سرمي  بادي آنتي گيري اندازهبراي  ELISAطراحي روش  ،مطالعه هدف از اين. را كاهش دهند آنفعاليت زيستي 

MS  تحت درمان باCinnoVex ) شكل تجاريIFN-β-1a (بود. 

 MSبيمار مبتلا به  42فرد سالم و  40هاي سرم  نمونه. طراحي گرديد ELISAيك روش IFN-β  هاي ضد بادي گيري آنتي اندازهبراي  :ها روش
 .شدبادي بررسي  براي حضور آنتي ،شش ماه دارو دريافت كرده بودندكه حداقل  CinnoVexتحت درمان با 

بالاتر  ELISAتست  ها در آن) Optical densityيا  OD(جذب نوري  گرفته شدند كه مثبت در نظر IFN-β بادي ضد بيماراني براي آنتي :ها يافته
 .وجود داشتبودند،  CinnoVexتحت درمان با كه  MSمبتلا به  بيمار 13در  IFN-β بادي ضد آنتي .بود 2/1از 

 در IFN-βبادي ضد  آنتي .است MSمبتلا به در بيماران IFN-β  بادي ضد روش سريع و ارزان براي سنجش آنتييك  ELISA روش: گيري نتيجه
  .شود توليد ميهستند،  CinnoVexتحت درمان با كه  MSمبتلا به درصد از بيماران  1/31

  ELISAاينترفرون،  هاي ضد بادي آنتي، CinnoVexلتيپل اسكلروز، وم :واژگان كليدي
 

  مقدمه
 يـك  )Multiple sclerosisيـا   MS(لتيپل اسـكلروز  وم

بيماري التهابي مزمن سيستم اعصاب مركزي است كـه  
دوم و سـوم زنـدگي ايجـاد     ي در دهـه  لمعموبه طور 

عامل اين بيماري . شود و در زنان شيوع بالايي دارد مي
مواردي مانند  هر چند ،نشده استبه طور كامل شناخته 

هاي ويروسي را  وراثت، عوامل محيطي و حتي عفونت
سـاز ايـن بيمـاري معرفـي      به عنوان علل زمينهتوان  مي

) Interferon beta اي IFN-β(اينترفرون بتا ). 1-3( نمود
اسـت كـه    MSاولين داروها با اثرات سودمند بـراي  از 

  ). 4(گردد  مي ها كاهش عود و تعداد پلاكباعث 
  اينترفــرون بتــا شــامل دو نــوع محصــول نوتركيــب 

IFN-β-1b  وIFN-β-1a محصــــولات . وجــــود دارد
. متفـاوتي دارنـد   ي ايمنوژنسيته ،نوتركيب اينترفرون بتا

IFN-β-1a 166 ي پپتيدي گليكوزيله پلي ي يك زنجيره 
كيلودالتون است كـه   23اي با وزن مولكولي  اسيد آمينه

مشابه با اينترفرون بتا طبيعي دارد و ي  اسيد آمينهتوالي 
در حالي . شود يد ميسلولي پستانداران تول ي توسط رده

ــه  ــك  IFN-β-1bك ــرهي ــي ي زنجي ــر  پل ــدي غي  پپتي
ــه ــه 165 ي گليكوزيل ــيد آمين ــولي  اس ــا وزن مولك   اي ب
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كلـي   كيلودالتون است كه توسط باكتري اشرشـيا  5/18
همچنين در اين فرآورده يك سـرين بـه    .شود توليد مي

 1و متيـونين   اسـت  جايگزين شـده  17جاي سيستئين 
ــت  ــده اس ــذف ش ــد   .ح ــك دوز واح ــي در ي   از طرف

IFN-β-1b    در مقايسـه بـاIFN-β-1a   برابـر   10حـدود
پروتئين بيشتر براي رسيدن به سطح فعاليت اختصاصي 

   ي ژنسـيته  مناسب وجـود دارد كـه ممكـن اسـت آنتـي     
IFN-β-1b ــزايش دهــد ــد خصوصــيات  .را اف هــر چن
ــرون  درســاختاري  ــاوت اســت،دو اينترف ــه  متف ــا ب ام

رسد هـر   شوند و به نظر مي ي متصل ميمشابه ي گيرنده
كننـد و باعـث    دو فعاليت زيستي مشابهي را اعمال مـي 

شـوند   كاهش سرعت عود بيمـاري و پيشـرفت آن مـي   
)7-5.(  

IFN-β-1b  ياBetaferon )Schering AG, Berlin, 

Germany (ميكروگـرم   250در ميان به ميزان  يك روز
بـه   IFN-β-1a. شـود  روش زير جلـدي تجـويز مـي   ه ب

 Rebif )Serono International, Geneva اشكال تجاري

Switzerland( ،Avonex )Biogen Idec, Canada(  و يا
CinnoVex ) ــران ــيناژن، اي ــاران  ) س ــترس بيم در دس

ــي ) Biosimilar(داروي مشــابه  CinnoVex. باشــد م
Avonex       است كـه در شـركت سـيناژن ايـران سـاخته

ــي ــود م ــ CinnoVexو  Avonex. ش ــل ه ب روش داخ
ميكروگرم تزريق  30اي يك بار به ميزان  عضلاني هفته

روش زير جلدي سه بـار در هفتـه   ه ب Rebif. شوند مي
 ).8(گردد  ميميكروگرم تزريق  44يا  22به ميزان 

، هورمـون  IFN-βهاي درماني مثل  زماني كه پروتئين
شـوند، سيسـتم ايمنـي     رشد، انسولين و غيره تجويز مـي 

ممكن است يك پاسـخ ايمنـي در برابـر پـروتئين      ماريب
اين پاسخ ايمني ناشي از شناخت پـروتئين بـه   . ايجاد كند

هاي  بادي آنتي. عنوان بيگانه و شكست تحمل ايمني است

بـر   IFN-βمانند  هاي درماني نيايجاد شده در برابر پروتئ
ــدف    ــل ه ــت زيســتي عام ــان روي فعالي اســاس اثرش

هـاي اتصـالي    بـادي  مل آنتـي شوند كه شا بندي مي طبقه
)BAbs  ياBindings antibodies (كننده و يا غير خنثي 

 Neutralizing antibodies(كننـده   هاي خنثـي  بادي آنتي
  ). 9-10(هستند ) NAbsيا 

NAbs  زير گروهي ازBAbs     هسـتند كـه ممكـن
است نيمه عمر گردشي اينترفرون بتا را تغيير دهند يـا  

خـود   ي به گيرنـده  IFN-βنظر فضايي مانع اتصال  از
يـا تغييراتـي را در    هاي هدف شـوند و  بر روي سلول

ايجـاد كننـد كـه خصوصـيات      IFN-βشكل فضـايي  
 NAbs). 9، 11(دهي را تغيير دهند  اتصالي يا سيگنال
دهـد و باعـث    را كـاهش مـي   IFN-βفعاليت زيسـتي  

 MRIدر هاي بيشـتر   پلاك افزايش عود بيماري، تعداد
)Magnetic resonance imaging( بدتر شدن بيماري ،

  ).10، 12-13(گردد  ها مي و افزايش ناتواني
بادي در طـول درمـان بـا     كنترل وضعيت توليد آنتي

IFN-β    شاخص خوبي جهت ارزيابي موفقيـت درمـان
تـا   3 به طور معمول NAbsو  BAbsچرا كه  ؛باشد مي
امـا اثـرات    .شـوند  يماه بعد از شروع درمان ايجاد م ـ 6

ماه از شـروع درمـان    18پس از  NAbsو  BAbsباليني 
 ـ . گردنـد  ظاهر مـي  كـارگيري يـك آزمـون    ه بنـابراين ب

مناسب جهـت ارزيـابي ميـزان فعاليـت زيسـتي و اثـر       
ــاني  ــان   IFN-βدرم ــاه از شــروع درم ــد م ــس از چن پ
رسد تا از اين طريق پزشك قادر به  نظر ميه ضروري ب

درمـان يـا    ي در ارتباط بـا ادامـه   گرفتن تصميم صحيح
بدين صورت . استفاده از راهكارهاي درماني ديگر باشد

گونـه   هزينه كـه بـدون ايجـاد هـر     درمان پر ي از ادامه
 -هاي اقتصـادي و روحـي   بهبودي در بيمار سبب زيان

عمل خواهـد  ه جلوگيري ب ،گردد ها مي رواني به خانواده
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ي را جايگزين آمد و همچنين پزشك روش درمان مناسب
  ).14(نمايد تا روند درمان دچار وقفه نشود  يم

پيچيده و پر  NAbsجايي كه روش تشخيص  از آن
ها از آزمون اتصالي  زحمت است بسياري از آزمايشگاه

ــتفاده  ) Binding assay( ســاده  ــالگري اس جهــت غرب
مثبـت توسـط آزمـون     BAbsهاي  كنند و تنها نمونه مي

NAbs هـاي تشخيصـي بـراي     سـت ت. شوند بررسي مي
BAbs  شــــــاملELISA ،Western blot )WB( ،

Radioimmunoprecipitation assay )RIPA( و 
Affinity chromatography ها هستند كه از اين تست، 

ELISA 5(تر است  مرسوم.( 

 ي مستقيم همهبه طور  ELISAجا كه تكنيك  از آن
كند، بنابراين  را شناسايي مي IFN-βهاي عليه  بادي آنتي

حضور و  ي دهنده  نشانبه طور قطع مثبت  ي يك نتيجه
نيست و اگـر سـرم يـك     NAbsتوليد  ي كننده بيني پيش

 ،منفـي داد  ي يـك نتيجـه   ELISAبيمار پـس از انجـام   
بـر بـراي    تـر و زمـان   ضرورت انجام يك آزمون پيچيده

  ). 15(گردد  منتفي مي NAbsسازي رآشكا
ــاكنون ــادي  ت ــات زي ــد   تحقيق ــا تولي ــاط ب در ارتب

 IFN-βهـاي تجـاري    انـواع فـراورده   عليـه  ها بادي آنتي
 ـ  ، Betaferonو  Avonex ،Rebifشامل  ه كـه امـروزه ب

انجـام   ،گيرند طور رايج در جهان مورد استفاده قرار مي
امـا در   باشـد،  مـي كه نتايج آن در دسترس  است گرفته

ــراورده ــورد ف ــران  ي م ــد كشــور اي ــي داروي جدي يعن
CinnoVex  آنتحت درمان با در ايران كه افراد زيادي 

بـا   به همـين دليـل  . موجود نيست قرار دارند اطلاعاتي
توجه به توليد داخلـي ايـن محصـول انجـام مطالعـات      

در ايـن  . رسـد  نظر مـي ه باليني در اين زمينه ضروري ب
 گيـري  اندازهبراي  ELISAطراحي روش مطالعه هدف 

در بيمـاران مبـتلا بـه     IFN-βضد ي سرمي ها بادي آنتي

MS  ــا ــان ب ــين  CinnoVexتحــت درم ــي و تعي فراوان
   .بادي بود بيماران داراي آنتي

  
  ها روش

طراحـي و اجـرا    1389-90هـاي   اين مطالعـه در سـال  
 MSجمعيت مـورد مطالعـه بيمـاران مبـتلا بـه       .گرديد

يـا   Relapsing-remitting MS( بهبوديابنده -عودكننده
RRMS ( تحت درمـان بـا    ماه 6كه براي حداقل بودند

CinnoVex اين بيماران پس از مراجعه به. قرار داشتند 
بيمارستان كاشاني انتخـاب و بـا رضـايت     MSكلينيك 

درمـان   MSبيماران مبـتلا بـه    .كامل وارد مطالعه شدند
 همچنـين  شده با ساير داروها شامل سركوبگر ايمنـي و 

دريافت كرده بودنـد و   IFN-β پيش از اينبيماراني كه 
  . شدند ها قطع شده بود از مطالعه حذف  درمان آن

ــت تشــخيص     ــه ذكــر اس و نــوع آن  MSلازم ب
)RRMS(    ــد ــك دونالـ ــاي مـ ــاس معيارهـ ــر اسـ  بـ
)McDonald’s criteria(  توسط يك پزشك متخصص

  ). 16(مغز و اعصاب صورت گرفت 
سـرم  . آوري شـد  سي خون جمع سي 5از هر بيمار 

تـا  گـراد   ي سـانتي  درجه -70زي شده در فريزر جداسا
  . زمان انجام آزمايش نگهداري شد

ــاف     ــه ص ــت ت ــك ميكروپلي ــر چاه ــايي  96ه   ت
)Nulgen, Denmark (  از ميكروگـرم   1بـاCinnoVex 

يـا   PBS(بافر فسفات سالين محلول ميكروليتر  100در 
Phosphate buffered saline( در طـول   شد و پوشيده

  .دگرديانكوبه گراد  ي سانتي درجه 4شب در 
 بـار بـا   6هـا   پليتكردن محلول فوق، بعد از خالي 

درصـد   05/0بافر فسفات سالين حـاوي  (بافر شستشو 
20 Tween ( ر در هـر چاهـك  ت ـميكرولي 300به مقدار 

. نـد گرديدگيري  و با كاغذ جاذب رطوبت شدند شسته
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فسفات [بافر بلاكينگ ميكروليتر  200 ها با افزودن پليت
يـا   BSA( درصد سرم آلبـومين گـاوي   5سالين حاوي 

Bovine serum albumin([ شدند بلوكه به هر چاهك. 
ي سـانتي   درجـه  37درماي  ساعت در 2ها  سپس پليت

 گـراد  ي سـانتي  درجـه  4 در طـول شـب در   يـا و  گراد
بـا بـافر شستشـو     هـا  پليـت  پس از آن. دندگرديانكوبه 
هـر   .گيـري شـدند   و بـا كاغـذ جـاذب رطوبـت     شسته
بـه   1، 50بـه   1، 10بـه   1هـاي   سرم در رقـت  ي نمونه
ــه  1، 100 ــا  و 1000ب ــه  1ي ــم  10000ب  100در حج

به صورت دوتايي بـه   BSAبافر انكوباسيون  ميكروليتر
 درسـاعت   1ها به مـدت    اضافه شد و پليتچاهك هر 
   .انكوبه گرديد گراد سانتي ي درجه 37

ــو،   ــس از شستش ــ 100پ ــير از ميكروليت ــادي  آنت ب
هاي انساني كونژوكه شـده بـا    بادي اختصاصي ضد آنتي

 Horseradish peroxidase(آنـــزيم پراكســـيداز  

conjugated antihuman IgG ()Serotec, Germany (
 2/0 در 10000بـه   1و  8000به  1، 5000به  1با رقت 
و شـد  ها اضافه  به تمامي چاهك PBSدر  BSAدرصد 

گـراد   ي سـانتي  درجـه  37 قيقـه در د 90تا  60به مدت 
 پليت با بافر شستشـو شسـته   دمجدبه طور . شدانكوبه 

 .گيري شد و با كاغذ جاذب رطوبت شد

 TMBسوبستراي اختصاصي آنزيم  ميكروليتر از 100
)Tetramethylbenzidine; Cyto Matin Gene, Iran(  به

 دقيقـه در  10هـا بـراي    پليـت . هر چاهـك افـزود شـد   
واكـنش بـا    .دماي آزمايشگاه انكوبه شـدند تاريكي در 

اسـيد  (واكـنش   ي كننـده  ميكروليتر محلول متوقف 100
دقيقــه در دمــاي  10بــراي ، )نرمــال يــكســولفوريك 

جــذب نــوري  .گرديــدو متوقــف  آزمايشــگاه انكوبــه
 ELISA readerبـا  نـانومتر   450ها در طول موج  تپلي
)Hyperion, USA (خوانده شد.   

و  CinnoVexدرصـد،   BSA 5 ها بـا  چاهكبرخي 
CinnoVex-BSA   ــر بـــراي بررســـي اتصـــالات غيـ

شـد  بادي ثانويه با اين تركيبات پوشيده  اختصاصي آنتي
  . شدند انكوبهگراد  ي سانتي درجه 4در طول شب در  و

، BSA-سرم، سـرم ها با  چاهكهمچنين تعدادي از 
هــاي انســاني  بــادي بــادي اختصاصــي ضــد آنتــي آنتــي

و ) بـادي ثانويـه   آنتي(با آنزيم پراكسيداز كونژوكه شده 
در طـول شـب    و شدند پوشيده BSA-بادي ثانويه آنتي
ها  اين چاهك .دندگردي انكوبهگراد  ي سانتي درجه 4در 

كه  بادي ثانويه و اين براي بررسي صحت عملكرد آنتي
. بادي ثانويه جـدا نشـده، اسـتفاده شـدند     آنزيم از آنتي
 ELISAها با روش  چاهك ه اينبادي بر علي ميزان آنتي

  ).1جدول (گيري شد  اندازه
  

 شاهدهاي  جذب نوري نمونه. 1جدول 

  )OD(جذب نوري  هاي شاهد نمونه
 21/1-40/2  بادي آنتي

 03/1-30/2 سرم آلبومين گاويو  بادي آنتي

 78/0 سرم آلبومين گاوي

 29/1 سرم

 20/1 سرم آلبومين گاويو  سرم

 26/0 هاي خالي چاهك

CinnoVex 1-82/0 

 CinnoVex 90/0-79/0و  سرم آلبومين گاوي

 OD: Optical density 
 

هـاي ثبـت اطلاعـات بيمـاران،      پس از تكميل فـرم 
بـه كمـك   و  Student-tهاي  ها با استفاده از آزمون داده
) SPSS )SPSS Inc., Chicago, ILافـزار آمـاري    نـرم 

   .آناليز شد
  

  ها افتهي
فرد شاهد  40و  RRMSلا به تمب ماريب 42مطالعه  نيا در
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و  ينيبال اتيخصوص 2جدول . قرار گرفتند يمورد بررس
  . دهد يرا نشان م مطالعه مورد افراد كيدموگراف

  
  شاهدافراد باليني و دموگرافيك بيماران و خصوصيات . 2 جدول

 EDSS: Expanded disability status scale 
  )محدوده(ميانگين : *

  
 مناسـب  ELISAبراي طراحي روش  در اين مطالعه

اي به كار برده  راهكارهايي به منظور كاهش رنگ زمينه
اي بـه   اولين راهكاري كه براي كاهش رنگ زمينـه . شد

مـدت زمـان    افـزايش تعـداد دفعـات و    ،كار برده شـد 
 ي مرتبه بود و همچنين در آخرين مرحلـه  6شستشو تا 

 ايـن  بعد از ريختن بافر شستشو اجازه داديـم  ،شستشو
را  آنسـپس   ،دقيقه در پليت باقي بماند 5بافر به مدت 
ر براي كاهش رنگ زمينه، كم راهكار ديگ. خالي كرديم

افزودن سـرم   ي مرحله كردن مدت زمان انكوباسيون در

بادي  افزودن آنتي ي و همچنين مرحله) بادي اوليه آنتي(
 90ن صورت كه كاهش مدت زمـان از  ه ايب ،ثانويه بود

كـاهش رنـگ   گـراد   ي سـانتي  درجه 37دقيقه در  60به 
  . اي بهتري را به دنبال داشت زمينه

هـا بـا     روتكل توضيح داده شده زماني كه پليتطبق پ
 2بافر بلاكينـگ در مـدت زمـان     ميكروليتر 200افزودن 

 در طول شـب در  ياو گراد  ي سانتي درجه 37ساعت در 
بلوكـه شـدند، مشـاهده شـد كـه       گـراد  يسانت ي درجه 4

 گـراد  يسانت ي درجه 4در طول شب در ها  پليت نگيبلاك
كـاهش   گـراد  يسـانت  ي درجـه  37سـاعت در   2 يبه جا

  .به همراه خواهد داشتاي  رنگ زمينهدر  يشتريب

بـود   ممكـن  هـا  نمونه مرتب كردن آب و كردن زيفر
ــ تيــباعــث كــاهش فعال ــاد يآنت  نيبنــابرا. شــود هــا يب

. كوچك درآورده شد ريبه صورت مقاد يسرم يها نمونه
  . شد هيبافر تازه ته شيهر بار انجام آزما يبرا ياز طرف

 10000به  1تا  10به  1هاي  هاي سرم با رقت نمونه
آخـر   ي ميكروليتر تهيه شدند و در مرحله 100با حجم 

ثبـت   ELISAميزان جـذب نـوري بـا كمـك دسـتگاه      
  ). 1 شكل(گرديد 

  
  

  الف
هايرقت 1:10 1:50  1:100  1:1000 1:10000

  سريالي
921/0 215/1  734/1  46/2 134/3 OD 

OD: Optical density 

   ب

 
  . اينترفرون ضد بادي آنتي مختلف هاي رقت حسب بر نوري جذب ميزان. 1 شكل

   رقت هر به مربوط نوري جذب ميزان و سرم مختلف هاي رقت سريال به مربوط جدول) الف
  رقت هر به مربوط نوري جذب ميزان و سرم مختلف هاي رقت سريال به مربوط دياگرام) ب

  

0

2

4

10 50 100 1000 10000
رقت سريالي

OD

OD

 بيمارانگروه گروه شاهد  خصوصيات
 34 26  تعداد زنان

 8 14  مردانتعداد
 24/32)14-48( 5/29  *)سال(سن

EDSS*  - )3-0(2/1 
 38/33)6-96( -  * )ماه(درمان  يطول دوره
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حـداقل  رقت مناسب براي اضافه كـردن سـرم كـه    
هـا را پوشـش    اي را ايجاد كرد و اكثر نمونه رنگ زمينه

سازي سرم  همچنين براي رقيق .بود 50به  1رقت  ،داد
فسفات سالين از به جاي استفاده از بافر فسفات سالين 

در . درصد سرم آلبومين گـاوي اسـتفاده شـد    5حاوي 
ضــد  ي بــادي ثانويــه آخــر، رقــت مناســب بــراي آنتــي

ساني كونژوكه شده با آنـزيم پراكسـيداز   هاي ان بادي آنتي
 8000بـه   1رقت  ،اي را ايجاد كرد كه حداقل رنگ زمينه

  .بود
نـانومتر   450هـا در طـول مـوج     تپليجذب نوري 

هاي بيمار و شاهد مورد بررسي در  براي هر يك نمونه

  .نشان داده شده است 3جدول 
در ) Optical density ايـــ OD(جـــذب نـــوري 

 يهـا  نمونـه  يبـرا ) Duplicate( ييدوتـا  يهـا  چاهك
جـذب   نيانگي ـم. گرفتـه شـد   نيانگيم مارانيو ب شاهد

. بـود  7/0گروه شـاهد   يبرا و CinnoVex 04/1 يبرا
 شـاهد افراد  يجذب برا نيانگيم ،Cut off نييتع يبرا

در نظـر گرفتـه شـد    ) 17/0( اريانحراف مع 3به اضافه 
 جذب كه يمارانيب نيبنابرا). 7/0+  3) 17/0= ( 21/1(

 از مثبـت  مـوارد  عنوان به ،داشتند 21/1 از بالاتر نوري
در نظر گرفته شـدند   IFN-βبادي ضد  آنتي حضور نظر

  ).2شكل (
  

  شاهدو افراد  در بيماران IFN-βبادي ضد  آنتي) OD(جذب نوري . 3جدول 
 OD  فرد سالم ي شماره OD  فرد سالميشماره OD فرد بيماريشماره OD  فرد بيمار يشماره

1 68/0 22 40/1* 1 56/0 22 71/0  
2 45/0 23 87/0 2 51/0 23 73/0  
3 70/0 24 64/0 3 53/0 24 75/0  
4 30/1* 25 72/0 4 48/0 25 72/0  
5 10/1 26 21/1* 5 54/0 26 60/0  
6 76/0 27 06/1 6 60/0 27 90/0  
7 50/1* 28 94/1* 7 57/0 28 06/1  
8 75/1* 29 30/1 8 61/0 29 78/0  
9 96/0 30 35/1* 9 62/0 30 65/0  

10 20/1 31 12/1 10  82/0 31 69/0  
11 63/0 32 60/0 11  68/0 32 67/0  
12 52/0 33 72/0 12  94/0 33 72/0  
13 69/0 34 10/1 13  59/0 34 25/1  
14 78/0 35 89/0 14  88/0 35 50/0  
15 80/0 36 90/0 15  57/0 36 60/0  
16 75/1* 37 23/1* 16  56/0 37 55/0  
17 94/0 38 82/0 17  92/0 38 74/0  
18 54/0 39 66/0 18  01/1 39 68/0  
19 05/1 40 72/1* 19  98/0 40 65/0  
20 15/1 41 90/0 20  62/0    

21 95/1* 42 75/1* 21  61/0     
 OD: Optical density  IFN-β: Interferon beta                                                          مثبت BAbsند يا افراد شتدا OD < 2/1افرادي كه : *
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گروه ) OD )Optical densityي ميانگين  مقايسه. 2شكل 

. بود CinnoVex 04/1 يجذب برا نيانگيم. شاهد و گروه بيماران
داشتند به عنوان موارد مثبت  2/1كه جذب نوري بالاتر از  يمارانيب

در ) IFN-β )Interferon betaبادي ضد  از نظر حضور آنتي
تفاوت دو گروه  Student-tبر اساس آزمون . شوند ينظر گرفته م

  ).P > 001/0(بود  دار يمعن
 

 CinnoVex، 13تحـت درمـان بـا     MSمبتلا  42از 
  .داشتند 21/1جذب نوري بالاتر از ) درصد 31(نفر 

و تغييرپـذيري، تسـت    تكرارپـذيري  بررسي جهت
ELISA ها به صورت دوتايي در هر  نمونه ي براي همه

نمونه در سـه روز مختلـف    10پليت انجام شد و براي 
نتايج نشان داد كه تغيير چنداني در ميزان  .تكرار گشت

هــا بــا تكــرار آزمــايش مشــاهده  جــذب نــوري نمونــه
  ).4 جدول(شود  نمي

سـرم آلبـومين گـاوي    بـا   پوشيده شدههاي  كچاه

)BSA (5  ،درصـــدCinnoVex  وCinnoVex-BSA 
بادي ثانويـه   گونه اتصالات غير اختصاصي با آنتي هيچ

  . نشان ندادند
ــين  ــا چاهــكهمچن ــا  پوشــيده شــده يه   ســرم، ب

هـاي   بـادي  بادي اختصاصي ضد آنتـي  ، آنتيBSA-سرم
ــيداز    ــزيم پراكسـ ــا آنـ ــده بـ ــه شـ ــاني كونژوكـ   انسـ

نشـان   BSA-بـادي ثانويـه   و آنتـي ) بـادي ثانويـه   آنتي(
كنـد و آنـزيم    بادي ثانويه به خوبي عمل مي آنتي ،دادند

بادي ثانويه جدا نشده بـود و نتـايج حاصـل از     از آنتي
  .كاذب نبودندآزمايش مثبت 

  
  بحث
گيـر و   بسيار گـران، وقـت   NAbs هاي تشخيص تست

همچنـين از   ها بسيار سـخت هسـتند و   روش انجام آن
تـوان بـراي غربـالگري اسـتفاده كـرد       ها نمي اين تست

ــت  از آن ).18-17( ــه تس ــايي ك ــراي   ج ــه ب ــايي ك ه
تـر   تـر و سـريع   ارزان ،شود استفاده مي BAbsتشخيص 

بهتر اسـت در ابتـدا بـراي غربـالگري اسـتفاده       ،هستند
بـراي   Indirect ELISAبنابراين از روش  ).19(شوند 

در سـرم بيمـاران مبـتلا     IFN-βبادي ضـد   آنتيبررسي 
MS تحت درمان با CinnoVex استفاده شد.  

  

  ها بر روي نمونه ELISAنتايج حاصل از تكرار آزمايش . 4جدول 
 بيمار ي  شماره اولجذب نوري تكرار جذب نوري تكرار دوم جذب نوري تكرار سوم

60/0 54/0 57/0 2 

05/1 08/1 20/1 5 

59/0 58/0 60/0 6 

50/0 54/0 60/0 11 

49/0 47/0 48/0 12 

55/0 50/0 54/0 18 

95/0 97/0 92/0 33 

43/0 42/0 42/0 32 

60/0 52/0 65/0 35 

70/0 68/0 77/0 36 



 و همكاراننسرين زارع   لتيپل اسكلروزضد اينترفرون در بيماران مو بادي  آنتي

  1391 هفته اول آذر/ 207شماره /  30سال  –مجله دانشكده پزشكي اصفهان   1488

www.mui.ac.ir  

توانـد   شود مي متصل مي IFN-βبادي كه به  هر آنتي
ــاك   ــه پ ــر ب ــاهش    منج ــردش و ك ــازي دارو از گ س
Bioavailability   ــر ــانع از ب ــود و در نتيجــه م دارو ش

ممكن  ،از طرف ديگر. اش شود كنش دارو با گيرنده هم
هاي ايمني باعـث آسـيب بـه     با تشكيل كمپلكساست 
  ). 20(ها بشوند  بافت

ي  بــراي اولــين بــار ايمنوژنيســيتهدر ايــن مطالعــه 
CinnoVex  ــط روش ــد  ELISAتوسـ ــي شـ . بررسـ

 MSدرصد بيماران مبـتلا   31در  IFN-βبادي ضد  آنتي
 پيدا شـد و در سـرم هـيچ    CinnoVexتحت درمان با 

  . يافت نشد IFN-βبادي ضد  آنتي شاهددام از افراد ك
براي بيماران مبتلا  BAbsدر مطالعات قبلي فراواني 

MS  تحت درمان باAvonex ،Rebif  وBetaferon  به
درصـد   50-80و  25-45، 5-30ي  در محدودهترتيب 

  ).21-24(بوده است 
ــن   ــود اي ــا وج ــه  ب ــابه CinnoVexك ، داروي مش

)Biosimilar( ،Avonex  هاي  نمونهدرصد  31است اما
BAbs  مثبـــت در گـــروهCinnoVex ي در محـــدوده 

. مطالعات قبلـي نبـود   در Avonexفراواني منتشر شده 
هـاي شـيميايي    به علت تفـاوت مسأله اين ممكن است 

باشـد كـه در     IFN-βبين ايـن دو مولكـول نوتركيـب    
بـا توجـه    .شـود  استفاده مي MSدرمان بيماران مبتلا به 

به اين كـه ايـن دو دارو، دوز و مسـير تجـويز مشـابه      
هاي شـيميايي منجـر بـه تفـاوت در      اين تفاوت ،دارند

  . شود ها مي يمنولوژيكي آنظرفيت ا
 BAbsاصولي و پايه كه براي تشخيص  هاي آزمايش
) ELISA ،Western blot )WBشوند شـامل   استفاده مي

ــا  )Radioimmunoprecipitation assay )RIPA و يـ
تـرين   متـداول . باشـند  كروموتوگرافي ميل پيونـدي مـي  

و مـا نيـز در ايـن مطالعـه      شـود  ميروشي كه استفاده 

غير مستقيم بـر اسـاس    ELISAروش  ،استفاده كرديم
بـا مقـداري اصـلاحات    و همكاران  Fernandezروش 
ــود ــر ؛)25( ب ــه    ه ــايج مطالع ــد نت و  Fernandezچن

 ELISAدر روش . در راستاي نتـايج مـا نبـود    همكاران
هاي پليت به طور مستقيم با مولكول  غير مستقيم چاهك

   ).17، 19 ،25(شوند  پوشيده مي IFN-βنوتركيب 
ــات از روش  ــر مطالع ــه Capture ELISAدر اكث  ك

هاي  بادي براي تشخيص آنتيو همكاران  Pachnerتوسط 
 در. )26(شود  مياستفاده توصيه شده است،  IFN-βضد 
ــن ــا   روش چاهــك اي ــه طــور مســتقيم ب هــاي پليــت ب
  ).26(شوند  پوشيده مي IFN-βهاي ضد  بادي آنتي

داده  ELISAبه بـا  نتايج مشـا  Western blotروش 
اما يكي از مضرات اين روش آن است كه موارد  ،است

بـه علـت اسـتفاده از    ). 17(منفي كـاذب زيـادي دارد   
ــوپ ــتفاده از روش   ايزوت ــو، اس ــاي راديواكتي  RIPAه

هرچند اين روش حسـايت بسـيار    ؛محدود شده است
  ). 27(دارد  BAbsبالايي براي تشخيص 

ــراي تشــخيص  ELISAدر نهايــت، ايجــاد يــك  ب
پس  آناثر درماني  بررسي و IFN-βهاي ضد  بادي آنتي

 باشد تا پزشك از چند ماه از شروع درمان ضروري مي
هـاي درمـاني ديگـر را     روش بتواند در صـورت لـزوم  

 درمـان پـر   ي بدين ترتيب بيمار از ادامه. جايگزين كند
گونــه بهبــودي اســت و باعــث  هزينــه كــه بــدون هــر

هـا   روانـي بـه خـانواده    -و روحي هاي اقتصادي آسيب
 توانـد  مـي  يابد و همچنين پزشـك  ميرهايي  ،گردد مي

روش درمان مناسبي را جايگزين كند تـا رونـد درمـان    
  .دچار وقفه نشود

  
  تشكر و قدرداني

 گـروه  ارشـد  كارشناسـي  ي نامـه  پايان حاصل مقاله اين
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وسيله از  بدين .باشد مي پزشكي ي دانشكده ايمونولوژي
دانشـگاه علـوم پزشـكي     وريافن ـمعاونت تحقيقات و 
طــرح  اجــراي مــالي ي مين هزينــهأاصــفهان جهــت تــ

از  .گـردد  تشـكر مـي   189112 ي تحقيقاتي بـه شـماره  
شـركت در ايـن طـرح تحقيقـاتي      نيز به دليـل بيماران 

  .كنيم تشكر مي
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Abstract 

Background: Multiple sclerosis (MS) is a demyelinating disease of the central nervous system. 
Interferon-beta (IFN-β) was the first disease modifying drug to be approved for the treatment of MS. 
Some MS patients treated with IFN-β develop antibodies to the drug. Anti-IFN-β antibodies can 
reduce both bioactivity and clinical efficacy of IFN-β. The objective of this study was to develop an 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method for the measurement of anti-IFN-β antibodies 
in MS patients treated with CinnoVex (a recombinant Interferon beta 1-a).  

Methods: An Indirect ELISA protocol was developed and validated for the measurement of anti-IFN-β 
antibodies. Sera were studied for anti-IFN-β antibodies from 40 healthy individuals and 42 MS 
patients treated with CinnoVex for at least 6 months.  
Findings: Patients were considered positive for Anti-IFN-β antibodies, if they had a positive sample 
with an optical density of more than 1.2. Anti-IFN-β antibodies were found in 12 MS patients treated 
with CinnoVex. 31.1% of MS patients treated with CinnoVex developed anti-IFN-β antibodies. 

Conclusion: ELISA is a simple, fast and inexpensive test for the assessment of anti-IFN-β antibodies 
in MS patients treated with IFN-β. 

Keywords: Multiple sclerosis, Interferon beta 1a, Antibodies, Enzyme-linked immunosorbent assay 
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