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Abstract 
Background and Aim: Aptamers are single-stranded nucleic acid molecules, either DNA or RNA, selected for their 

high affinity and specificity to target molecules and advantages over antibodies. The current study aimed to establish a 

robust protocol for the chemical conjugation of an aptamer to horseradish peroxidase (HRP) enzyme using the 

heterobifunctional crosslinker sulfo- succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl] cyclohexane-1-carboxylate (sulfo- SMCC) 

to facilitate the development of aptamers in diagnostic methods. This method was used for aptamer conjugation for the 

first time. 

Methods: The current study was performed in two steps: 1- Design and construction through an exploratory method 

and 2- Experimental investigation. This experimental study involved the activation of HRP with the sulfo- SMCC 

crosslinker. Post-activation, HRP was purified by size exclusion chromatography. The activated HRP was subsequently 

crosslinked with a thiolated aptamer via maleimide- thiol chemistry. The resulting HRP- aptamer conjugate was further 

purified using Amicon filters. A direct enzyme- linked aptasorbent assay (ELASA) was then performed to validate the 

conjugation efficiency and functionality of the aptamer- HRP complex. Statistical analyses were conducted using 

GraphPad Prism 10 software, applying ANOVA to assess significance. 

Results: The research demonstrated that it is possible to make a protein- aptamer hybrid molecule using conjugation. 

During the conjugation process, the HRP enzyme was covalently linked to the NHS- ester end of the sulfo- SMCC 

linker through its amino group, resulting in stable amide bond formation. The thiolated aptamer was then conjugated to 

the linker via thioether linkage. To evaluate the efficacy of the conjugation, a direct ELASA assay was performed using 

varying concentrations of the HRP-aptamer conjugate (1, 2 and 5 μM) and each concentration was tested in duplicate. 

The data showed that different concentrations of the conjugated aptamer significantly affected the aptamer's 

performance. The average optical density (OD) for the positive control samples were 0.5, 1, 1.6, corresponding to 

increasing concentrations of the conjugate, while negative controls consistently showed an OD of 0.04. The statistical 

analysis confirmed that the differences in OD between positive and negative controls were significant (P < 0.05), 

demonstrating successful conjugation without losing aptamer functionality. 

Conclusion: The findings of this investigation demonstrated that, initially, it is possible to generate a protein hybrid 

molecule, and that, secondly, its use is likely to be advantageous and it seems that conjugation of aptamer is possible 

without negatively affecting the performance of the aptamer. 

 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 p

ej
ou

he
sh

.s
bm

u.
ac

.ir
 o

n 
20

26
-0

1-
29

 ]
 

                             1 / 12

mailto:fyeganeh@sbmu.ac.ir
mailto:kargarapgv@gmail.com
http://pejouhesh.sbmu.ac.ir/article-1-3389-fa.html


 

 
 04تا  9شمسی، صفحات 3443، سال3، شماره 48دوره 

 
 پژوهش در پزشکی

 

   

10  

 مقاله پژوهشی                                                                                                                                                                                                                       پژوهش در پزشکی                                                

شتی -فصلنامه علمی  04 تا 9شمسی، صفحات  3443، سال3، شماره 48دوره                                                                                                                                                                                                                                                                                                                      درمانی شهید بهشتی                                                                     -پژوهشی دانشکده پزشکی، دانشگاه علىم پزشکی و خدمات بهدا

 اعتفبدُ ثزای هغتقین کًَضٍگبعیَى اس اعتفبدُ ثب آپتبهز -پزٍتئیي ّیجزیذی هَلکَل عبخت

  آپتبهز ثز هجتٌی الاسای رٍػ در

 *۱یگبًِ فزؽیذ ،*۲خیزآثبد کبرگز علی ،۱ثْبری هْؾیذ

  .ایشاى تْشاى، ثْـتی، ؿْیذ پضؿکی ػلَم داًـگبُ پضؿکی، داًـکذُ ایوًََلَطی، گشٍُ -1

 .ایشاى تْشاى، تْشاى، پضؿکی ػلَم داًـگبُ ثبلیٌی ؿٌبػی ٍیشٍع تحمیمبت هشکض -2

 16/08/1403 :شؽیپز خیتبس   29/03/1403: بفتیدس خیتبس
 

 

 )الاصا( ینثش آپتبهش هشتجط ثب آًض یهجتٌ ایوٌی ػٌدؾ ؛(یضا)الا ینهشتجط ثب آًض یوٌیػٌدؾ ا ؛لیٌکش ؛کًَظٍگبػیَى ؛آپتبهش :یذیکلٍاصگبى

 ثِ ایي هقبلِ، ثِ صَرت سیز اعتٌبد کٌیذ:

Bahari M, Kargar Kheirabad A, Yeganeh F. Construction of a Chemically- Conjugated DNA Aptamer- Protein Hybrid 

Molecule to Develop the Enzyme- Linked Apta- Sorbent Assay. Pejouhesh dar Pezeshki. 2024;48(3):9-20. 

_________________ 
 fyeganeh@sbmu.ac.ir آدرط پغت الکتزًٍیکی: ؛یگبًِ فشؿیذ ًَیغٌذُ هغئَل هکبتجبت:اٍلیي  *

  .ایشاى تْشاى، ثْـتی، ؿْیذ پضؿکی ػلَم داًـگبُ پضؿکی، داًـکذُ ایوًََلَطی، گشٍُ

 kargarapgv@gmail.com :الکتزًٍیکی پغت آدرط کبسگشخیشآثبد؛ ػلی :هکبتجبت هغئَل ًَیغٌذُ دٍهیي*
  ایشاى. تْشاى، تْشاى، پضؿکی ػلَم داًـگبُ ثبلیٌی ؿٌبػی ٍیشٍع تحمیمبت هشکض

 چکیذُ
 هیلداسا ثَدى  یلّؼتٌذ کِ ثِ دل یا سؿتِتک  Ribonucleic acid (RNA)یب Deoxyribonucleic acid (DNA) ّبیهَلکَل آپتبهشّب: ٍ ّذف عبثقِ

دس  ّبثبدییآًت یثشا ّبیییگضیيػٌَاى خبثِ ٍ اًذ گشفتِ لشاس تَخِ هَسد ّبثبدی آًتی ثِ ًؼجت ّبییثشتشی ٍّذف  یّب هَلکَل یثبلا ثشا یتٍ اختصبص پیًَذی

 horseradishآًضینآپتبهش ثِ  یویبییؿ کًَظٍگبػیَى یثشا سٍؿی ِحبضش، اسائ ِاص هطبلؼ ّذف. اًذ ؿذُ هطشح صاالا خولِ اصهختلف  یصیتـخ یّبسٍؽ

peroxidase (HRP) یٌکشثب اػتفبدُ اص ل sulfo -succinimidyl 4-[N-maleimidomethyl] cyclohexane-1- carboxylate (sulfo- SMCC) کِ  ثَد

 .اػت ؿذُاًدبم  ثبس ًخؼتیي ثشای آپتبهش یَىکًَظٍگبػ یسٍؽ ثشا یياػتفبدُ اص ا .کٌذ یلسا تؼْ یصیتـخ یّبتَػؼِ آپتبهشّب دس سٍؽ

 لیٌکش ِث HRP آًضینآى. اثتذا،  یتدشث یثشسػ -2ٍ  یٍ ػبخت ثِ سٍؽ اکتـبف یطشاح -1اػت:  ؿذُدس دٍ لؼوت اًدبم  حبظش ِهطبلؼ :رٍػ کبر

sulfo- SMCC اداهِ دسؿذ.  یػبص خبلص یلتشاػیَىطل ف یثب ػتَى کشٍهبتَگشاف ػپغٍ  هتصل HRP اص کًَظٍگبػیَى ٍ هدبٍس یَلِ،ت هشفؼبل ؿذُ ثب آپتب 

 ػولکشد ،HRPآپتبهش ثِ  کًَظٍگبػیَى ییذتأ ی. ثشاؿذ تخلیص یکَىآه یلتشثب اػتفبدُ اص ف -HRP ًظٍگِ آپتبهشَک ٍاًدبم  یَلت -هبلئیویذ ؿیویبیی ٍاکٌؾ طشیك

اًدبم   ANOVA یٍ تؼت آهبس   10Graphpad prismافضاس ًشم یكاص طش یآهبس ّبییؿذ ٍ ثشسػ ػٌدیذُ ینهؼتم صاثب اػتفبدُ اص تؼت الا حبصل کًَظٍگِ

 .ؿذ

 یٌذدس فشا یيپشٍتئ یجشیذی. ػبخت هَلکَل ّهمذٍساػت کًَظٍگبػیَىآپتبهش ثب اػتفبدُ اص  -یيپشٍتئ ّیجشیذی هَلکَل ػبخت کِ داد ًـبى تحمیك ایي ّب:بفتِی

 تیَلِ آپتبهش. ؿذ یلتـک یذاسپب یذیآه یًَذّبیهتصل ٍ پ sulfo- SMCC یٌکشل NHS- ester یخَد ثِ اًتْب یٌیگشٍُ آه یكاص طش HRP ینآًض کًَظٍگبػیَى،

( آپتبهش کًَظٍگِ یکشٍهَلاسه 5ٍ  2، 1هختلف ) یّبثب غلظت ینهؼتم الاصای تؼت اص یَىکًَظٍگبػ یبثیاسص آیٌذ. دس فشؿذ هتصل لیٌکش ثِ تیَاتشی پیًَذ ثب

ػولکشد  یسٍ یهؼٌبداس یشهختلف آپتبهش کًَظٍگِ تأث یّبّب ًـبى دادًذ کِ غلظت. دادُؿذ یؾآصهب پلیکیتثِ صَست دٍ ّبًوًَِ غلظت، ّش دس ٍ ؿذ اػتفبدُ

 یّبکِ دس ًوًَِ یثَد، دس حبل 6/1ٍ  1، 5/0 یتهثجت ثِ تشت یّبدس ًوًَِ یکشٍهَلاسه 5ٍ  2، 1هختلف  یّبدس غلظت یخزة ًَس یبًگیياًذ. هآپتبهش داؿتِ

 .اػتػولکشد آى  ثش تأثیشهَفك آپتبهش ثذٍى  یَىّب ٍ کًَظٍگبػگشٍُ یيث (P>  05/0) یدٌّذُ تفبٍت هؼٌبداس آهبسثَد کِ ًـبى 04/0 یخزة ًَس یبًگیيه یهٌف

کِ  سػذهی ًظش ثِ خَاّذ ثَد ٍ  یذهف اػتفبدُ اص آى احتوبلاً یبًثبً ،همذٍس اػت یيپشٍتئ یجشیذیکِ اٍلا ػبخت هَلکَل ّ  سػذهی ًظش ثِ :یزیگجِیًت

 .اػت یشپزثش ػولکشد آپتبهش اهکبى یهٌف یشثذٍى تأث sulfo- SMCC یٌکشل یكاص طش HRPآپتبهش ثِ  یَىکًَظٍگبػ
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 هقذهِ
ّؼتٌذ  RNA یب DNA یا سؿتِ کَتبُ ٍ تک ّبی یآپتبهشّب تَال

 یثشا ییثبلا یًَذیپ یلٍ ه ؿًَذ یه یذتَل یکصَست ػٌتت کِ ثِ

آپتبهشّب  یظگیٍ یي. ا(2 ،1)ّذف داسًذ  یّب اتصبل ثِ هَلکَل

 یّب اػتفبدُ گؼتشدُ آًْب دس اتصبل ثْتش داسٍّب ثِ هَلکَل ػجت

هبًٌذ  یـگبّیآصهب تـخیص ّبی یؼتندس ػ یيّذف ٍ ّوچٌ

ELISA یيدس ا ثبدی یآًت یثِ خب آپتبهش یگضیٌیؿذُ اػت. ثب خب 

 یبفتِثش آپتبهش( تَػؼِ  یهجتٌ ELISA) ELASA یکسٍؽ، تکٌ

 یب ینهؼتم یچ،صَست ػبًذٍ ، ثELISAِاػت کِ هـبثِ 

 .(3)لبثل اػتفبدُ اػت  یشهؼتمینغ

خفت آپتبهش  یکثِ  یبصً یچ،ػبًذٍ ELASAاص  یشیگ ثْشُ ثشای

 یَىکًَظٍگبػ آیٌذ. فش(5 ،4)کًَظٍگِ ؿَد  ینثب آًض یذاػت کِ ثب

 یيّب ٍ اتصبل ا هبکشٍهَلکَل یفؼبل سٍ یّب گشٍُ یدبدؿبهل ا

 یبدٍ  یکِ حبٍ یٌکشّب. ل(6)اػت  یویبییؿ یٌکشّبیّب ثِ ل گشٍُ

 یفؼبل سٍ یّب ثِ گشٍُ تَاًٌذ یه ،گش ّؼتٌذ چٌذ گشٍُ ٍاکٌؾ

دس  یذیػٌَاى ػَاهل کل  ّذف هتصل ؿًَذ ٍ ثِ یّب هَلکَل

ثش  یٌکشّب. ل(8 ،7) کٌٌذ یػول ه یَىکًَظٍگبػ یٌذ آفش یتهَفم

خَد ثِ  یگش دس ّش دٍ اًتْب ٍاکٌؾ یّب اػبع ػولکشد گشٍُ

 hetero bifunctional  ٍhomo bifunctional یٌکشّبیل

 . (7)ؿًَذ  یه یثٌذ دػتِ

ثِ  ّب یَهَلکَلاتصبل ث آیٌذػٌَاى فش اغلت ثِ یَىکًَظٍگبػ

 یي. ا(9) ؿَد یّب ؿٌبختِ ه هَلکَل یشػب یبفلَسٍفَسّب  ّب، ینآًض

کِ دس  ؿًَذ یه ینتمؼ یضیکیٍ ف یویبییّب ثِ دٍ دػتِ ؿ سٍؽ

فؼبل  یّب گشٍُ یيث یکٍَالاًؼ یًَذّبیپ یویبیی،ؿ یّب سٍؽ

 N-hydroxyهبًٌذ  bifunctional یٌکشّبیّب ٍ ل هَلکَل

succinimide (NHS)  ٍsulfo- SMCC (10) ؿَد یه یلتـک .

 یشکٍَالاًؼیتؼبهلات غ یكاص طش یضیکیف یّب دس همبثل، سٍؽ

. (11) ؿًَذ یاًدبم ه یضگش آة یب یکتؼبهلات الکتشٍاػتبت یشًظ

ٍ  یثِ دٍ دػتِ تصبدف یتثش اػبع اختصبص ّب یَىکًَظٍگبػ

Site- specific اتصبل  ی،ؿًَذ کِ دس ًَع تصبدف یه ینتمؼ

 ٍ دس یشدگ یه اًدبمهختلف هَلکَل  ّبی یگبُثِ خب یٌکشل

Site- specific12) ؿَد یاًدبم ه یخبص ّبی یگبُ، اتصبل دس خب، 

13). 

 یدبدّب، ّذف ا ثب هبکشٍهَلکَل ّب ینآًض یَىکًَظٍگبػ آیٌذفش دس

هبًٌذ  ّبیی ینهبکشٍهَلکَل ٍ آًض یيث یذاسپب یکٍَالاًؼ یًَذپ یک

HRPُیذٍّبییسص ّب ین. آًض(14)فؼفبتبص اػت  یيآلکبل یبآص  ، اٍس 

 یشفؼبل ًظ یّب هختلف داسًذ کِ ثب گشٍُ یٌِآه یذّبیثب اػ

ٍاسد ٍاکٌؾ  یيٍ آه یذسیلػَلف ایویذاصٍل، یَاتش،ت یلات،کشثَکؼ

 یّب ثب گشٍُ hetero bifunctional یٌکشّبی. ل(15) ؿًَذ یه

 یَىکًَظٍگبػ یثشا یٌکشّبل یيپشکبسثشدتش یذسیل،ٍ ػَلف یيآه

 یيا تشیي یحاص سا Sulfo- SMCCٍ آپتبهش ّؼتٌذ.  ینآًض

 یا چٌذ هشحلِ یَىکًَظٍگبػ یّب کِ دس سٍؽ یٌکشّبػتل

ٍاکٌؾ دادُ  یٌیآه یّب اثتذا ثب گشٍُ کِ یطَس ثِ ؿَد، یاػتفبدُ ه

 ؿَد یاًدبم ه ییٍاکٌؾ ًْب یذسیلٍ ػپغ ثب گشٍُ ػَلف

(18-16). 

 HRPٍ  یَتیٌِ، آپتبهش ثELASA پیـیي ّبیِ اکثش هطبلؼ دس

اػتفبدُ ؿذُ اػت  یصیػٌَاى پشٍة تـخ  ثِ داس یذیياػتشپتبٍ

 یَىثبس سٍؽ کًَظٍگبػ ًخؼتیي یهطبلؼِ ثشا یي. اهب ا(19)

سا  sulfo- SMCCثب اػتفبدُ اص  HRPثب  یَلِآپتبهش ت ینهؼتم

سا  تؼتصهبى ٍ هشاحل  تَاًذ یسٍؽ ه یيکشدُ اػت. ا یهؼشف

 یلسا تؼْ یصیتـخ یّب کبّؾ دادُ ٍ تَػؼِ آپتبهشّب دس سٍؽ

cTnI (Tro6 ) اختصبصی ای سؿتِ تکهطبلؼِ آپتبهش  یيکٌذ. دس ا

ًـبى داد کِ  یح. ًتب(20)اًتخبة ؿذ Changil Ban  ۀاص هطبلؼ

ػٌَاى پشٍة  ثِ تَاًذ یسٍؽ ه یيؿذُ ثب ا آپتبهش کًَظٍگِ

 .ؿَداػتفبدُ  ELASAدس  یصیتـخ

 رٍػ کبر
ٍ  یطشاح -1اػت:  ؿذُدس دٍ لؼوت اًدبم  حبظش ِهطبلؼ

کذ  ثشاػبع ٍآى  یتدشث یثشسػ -2ٍ  یػبخت ثِ سٍؽ اکتـبف

داًـگبُ ػلَم  IR.SBMU.MSP.REC.1401.483اخلاق 

اصَل  یك،اًدبم تحم یدس ط ٍ اًدبم یثْـت یذؿْ یپضؿک

 .ؿذ یتپظٍّؾ سػب یاخلال

I )آًشین عبسی فعبل HRP لیٌکز اس اعتفبدُ ثب 

 sulfo- SMCC  
ؿٌبختِ  ینآًض ػبصی فؼبل ػٌَاى تحت آًضین ثِ لیٌکش اتصبل

 تشة یذاصپشاکؼ ینآًض گشم یلیه 10اثتذا،  هٌظَس، ثِ ایي. ؿَد یه

ثبفش فؼفبت   لیتش یلیه یکآلوبى(، دس  یگوب،( )ػHRP) کَّی
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، Merk) یذکلش ینٍ ًوک ػذ M 1/0( یکب، آهشMerk) ینػذ

 یثشا یثبفش یطؿشا ایيحل ؿذ.  pH 2/7 ثب  M 15/0( یکبآهش

 یٌکشاص ل گشم یلیه دٍ ،. ػپغاػت یضشٍس  ینآًض یتحفظ فؼبل

sulfo- SMCC آة حل ؿذُ ٍ ثِ  یکشٍلیتشه 200دس  اثتذا

 هحلَل ثِاص آى  یکشٍلیتشه 50ػپغ  یذ،سػ mg/ml10 غلظت 

اتبق ثِ  یػبػت دس دهب یکٍ ثِ هذت  ؿذ اضبفِ آًضین حبٍی

 (.1)ؿکل  ؿذ تب حل ؿَد طهخلَ یآساه

 
 . کًَضٍگبعیَى فزآیٌذ کلی ًوبی -۱ؽکل 

 اًتْبی عپظ. کٌذ هی ایجبد آهیذی اتصبلات ٍ( اعت HRP هطبلعِ ایي در کِ) دّذ هی ٍاکٌؼ آهیي حبٍی ّبی هَلکَل ثب Sulfo- SMCC لیٌکز

 .ؽَد هی ایجبد تیَاتز اتصبل ٍ ؽَد هی ادغبم( تیَلِ آپتبهز) عَلفیذریل حبٍی تزکیت یک ثب آى هبلئیویذ

 

 ثبیذ ثٌبثشایي اػت؛ حؼبع سطَثت ثِ  sulfo- SMCC لیٌکش

 اػتفبدُ اص لجل ٍ ؿَد داسی ًگِ کي خـک هبدُ دس هؼشف ٍیبل

 ظشف داخل دس سطَثت تشاکن اص تب ثشػذ هحیط دهبی ثِ ثبیذ

 ثبفش اص ًجبیذ Sulfo- SMCC اٍلیِ اًحلال ثشای. ؿَد خلَگیشی

 ثب ثبفشّبی دس خَثی ثِ لیٌکش صیشا ؿَد اػتفبدُ (PBS) فؼفبت

 اص پغ حبل، ایي ثب. ؿَد ًوی حل ًوک هَلاس هیلی 50 اص ثیؾ

 دیگش ّبی هحلَل یب PBS دس ثیـتش تَاى هی سا هحلَل ؿذى، حل

 .کشد سلیك

II )کزٍهبتَگزافی اس اعتفبدُ ثب ؽذُ فعبل آًشین تخلیص 

 فیلتزاعیَى صل

 فیلتشاػیَى طل کشٍهبتَگشافی اص اػتفبدُ ثب ؿذُفؼبل HRP آًضین

 ػیگوب،) G-25 Sephadex پَدس هٌظَس، ثِ ایي. ؿذ ػبصی خبلص

 دس ػبػت 24 هذت ثِ ؿشکت دػتَسالؼول اػبع ثش( آلوبى

 هتَسم تب گشفت لشاس گشاد ػبًتی دسخِ 4 دهبی دس PBS هحلَل

 40 طَل ثِ ػتَى یک دس آهذُ دػت ثِ طل ػپغ،. ؿَد

 کِ طَسی ثِ . ؿذ فـشدُ هتش ػبًتی 5 همطغ ػطح ٍ هتش ػبًتی

 ؿبهل سا ػتَى حدن کل دسصذ اص Sephadex 70 ثؼتش استفبع

 ػتَى ثِ لیٌکش ثب ؿذُفؼبل HRP  آًضین لیتش هیلی یک. ؿذ هی

 فؼفبت ثبفش خشیبى اص اػتفبدُ ثب ػبصی خبلص فشآیٌذ ٍ ؿذ اضبفِ

 ثب هَلاس 15/0( آهشیکب ،Merk) NaCl ٍ هَلاس 1/0 ػذین

2/7 pH= آًضین حبٍی ّبی فشکـي کِ صهبًی تب ؿذ اًدبم 

ؿذ  آٍسی خوغ لیتش هیلی یک حدن ثِ ّب فشکـي. ؿَد آٍسی خوغ

(21). 

III) آًشین کًَضٍگبعیَى HRP آپتبهز ثب 

 هیکشٍلیتش 100 ثب ؿذُ فؼبل HRP اص هیکشٍلیتش 100 همذاس
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 40 طَل ثب( آلوبى هتبثیَى،) تیَل ثِ هتصل  Tro6 آپتبهش

-thiol-C6-’5 تَالی ثب ًَکلئَتیذ

CGCATGCCAAACGTTGCCTCATAGTTCCCTCCC

CGTGTCC (100 هیکشٍهَلاس )ِصَست ث over night دس 

 گشٍُ تشتیت، ثِ ایي. ؿذ اًکَثِ گشاد ػبًتی دسخِ 4 دهبی

 5' اًتْبی دس تیَل گشٍُ ثِ sulfo- SMCC لیٌکش هبلئیویذ

 (. 1 ؿکل) ؿذ لیٌک کشاع آپتبهش

IIII )کًَضٍگِ آپتبهز تخلیص 

 فیلتش اص اػتفبدُ ثب کًَظٍگِ آپتبهش تغلیظ ٍ تخلیص فشآیٌذ

 دسخِ 4 دهبی دس( چیي ،Jet Biofil) کیلَدالتًَی 30 آهیکَى

 10 ػبًتشیفَط، اص پغ. ؿذ اًدبم g ×3000  دٍس ثب گشاد ػبًتی

 ٍ ؿذ اػتفبدُ ٍؿَ ؿؼت هشحلِ ثشای فؼفبت ثبفش لیتش هیلی

 ؿذ، کبهل ٍؿَ ؿؼت هشحلِ کِ ٌّگبهی. ؿذ تکشاس ػبًتشیفَط

 . ؿذ آٍسی خوغ فیلتش اص کًَظٍگِ HRP -آپتبهش

IV )رٍػ اس اعتفبدُ ثب آپتبهز کًَضٍگبعیَى ارسیبثی 

ELASA هغتقین  

 ELASA آصهَى آًضین، ثب آپتبهش کًَظٍگبػیَى تأییذ ثشای

ثب  کًَظٍگِ آپتبهش ایي اص ٍ طشاحی cTnI تـخیص ثشای هؼتمین

HRP ِتؼت اًدبم فشآیٌذ. ؿذ اػتفبدُ تـخیصی پشٍة ػٌَاى ث 

 ٍایذاع،)  cTnI هیکشٍلیتش 100 اثتذا کِ ثَد صَست ایي  ثِ

 هیکشٍپلیت ّبی چبّک دس لیتش ثش ًبًَگشم 380 غلظت ثب( فشاًؼِ

 پٌح ؿذُ کَت ّبی چبّک. ؿذ کَت( ایشاى کبٍیبى، طت اسغَاى)

 ؿذ دادُ ٍؿَ ؿؼت 05/0( آهشیکب ،Merk)  PBS- Tweenثب ثبس

 ،BSA(Merk  ثب اتبق دهبی دس ػبػت یک هذت ثِ ػپغ ٍ

 آپتبهش هیکشٍلیتش 100 ػپغ. ؿذ هؼذٍد دسصذ یک( آهشیکب

 ثِ( هیکشٍهَلاس5 ،2 ،1)  هختلف ّبی غلظت ثب HRP ثب کًَظٍگِ

 اًکَثِ اتبق دهبی دس ػبػت یک هذت ثِ ٍ ؿذ اضبفِ ّب چبّک

 آپتبهش ثذٍى ثبفش ،cTnI ثب ؿذُ کَت ّبی چبّک اص ثشخی دس) ؿذ

 اػتفبدُ cTnI فبلذ ػشم ًوًَِ ثب ّوشاُ هٌفی کٌتشل ػٌَاى ثِ

 دسصذ یک PBS- Tween  ثب ثبس ػِ ّب چبّک ػپغ(. ؿذ

 TMB سًگضا هبدُ هیکشٍلیتش 100 ؿذ، دادُ ٍؿَ ؿؼت

 دس اًکَثبػیَى دلیمِ 20 اص پغ ٍ ؿذ اضبفِ( آهشیکب هًََثبیٌذ،)

( آهشیکب هًََثبیٌذ،) H2SO4 تَلف هحلَل تبسیکی، ٍ اتبق دهبی

 خَاًؾ ًبًَهتش 630 ٍ 450 دس ًَسی خزة هیضاى ٍ ؿذ اضبفِ

 (.2 ؿکل) ؿذ

 
  .هغتقین ELASA رٍػ کلی ًوبی -۲ ؽکل

. ؽذ اضبفِ ّب چبّک ثِ ثَد، ؽذُ کًَضٍگِ HRP آًشین ثب کِ آپتبهز( ۲. )ؽذ کَت ثیکزثٌبت -کزثٌبت هحلَل ثب ELISA پلیت یک در cTnI صى آًتی( ۱)

  .ؽذ خَاًؼ ًَری جذة هیشاى ًبًَهتز ۶۳۴ ٍ ۴۵۴ در ٍ ؽذ اضبفِ تَقف هحلَل( ۴) تبریکی، در اًکَثبعیَى ٍ TMB کزدى اضبفِ اس پظ( ۳)
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 آهبری ّبی رٍػ

 هثجت ٍ(  cTnIفبلذ) هٌفی ّبی ػشم ًوًَِ هطبلؼِ ایي دس

 ثب دٍپلیکیت صَست ثِ آپتبهش غلظت ّش ثشای(  cTnIداسای)

 افضاس ًشم اص اػتفبدُ ثب. ؿذ اسصیبثی هؼتمین الاصا سٍؽ

10Graphpad prism  (GraphPad Software, Inc) سػن 

 ٍ ؿذ آًبلیض ANOVA آهبسی تؼت اص اػتفبدُ ثب ٍ اًدبم ًوَداس

05/0 P-value < ِؿذ گشفتِ دسًظش هؼٌبداس تفبٍت ػٌَاى ث. 

 ّب یبفتِ

 فشآیٌذ کِ داد ًـبى هؼتمین ELASA سٍؽ اص حبصل ًتبیح

 تـکیل طشیك اص HRP آًضین ثب آپتبهش ؿیویبیی کًَظٍگبػیَى

 آپتبهش ٍ sulfo- SMCC لیٌکش ،HRP آًضین ثیي پبیذاس پیًَذّبی

 سا خَد ػولکشد آًضین -آپتبهش کًَظٍگِ ٍ اػت ؿذُ اًدبم تیَلِ

 ایي هختلف هشاحل اص حبصل ًتبیح اداهِ، دس. اػت کشدُ حفظ

 :اػت ؿذُ آٍسدُ تفکیک ثِ هطبلؼِ

(I لیٌکز اس اعتفبدُ ثب عبسی فعبل Sulfo- SMCC ٍ تخلیص 

 HRP آًشین

 -sulfo لیٌکش اص اػتفبدُ ثب HRP آًضین ػبصی فؼبل فشأیٌذ دس

SMCC، ٍُآًضین آهیٌی گش HRP ِاًتْبی ث NHS- ester لیٌکش 

sulfo- SMCC ؿذ تـکیل پبیذاس آهیذی پیًَذّبی ٍ هتصل .

 آثی ّبی هحلَل دس NHS- ester تدضیِ ػشػت ایٌکِ ثِ ثبتَخِ

 لیٌکش ثب کًَظٍگبػیَى یبفت، هی افضایؾ pH افضایؾ ثب

 sulfo- SMCC 2/7-5/7 دس pH گشٍُ اگشچِ. ؿذ اًدبم 

maleimide گشٍُ اص پبیذاستش NHS- ester ،همبدیش دس اهب اػت 

5/7 pH > ِثب ٍاکٌؾ ثشای خَد ٍیظگی ٍ ؿذُ ّیذسٍلیض آساهی ث 

 . داد هی دػت اص سا ػَلفیذسیل گشٍُ

 آًضین اص غلظتی ثِ تَخِ ثب لیٌکش ثب آًضین ػبصی فؼبل فشآیٌذ دس

 ؿَد هی اػتفبدُ هختلفی ّبی ًؼجت ثب لیٌکش ؿَد، هی اػتفبدُ کِ

 غلظت ثب آًضین ایٌکِ ثِ تَخِ ثب هطبلؼِ ایي دس ٍ

mg/ml 10 ُلیٌکش ؿذ، اػتفبد Sulfo- SMCCِهَلاس 5 هیضاى ث 

 افضایؾ آًضین ثِ آى اتصبل احتوبل تب ؿذ اػتفبدُ آًضین اص ثیـتش

 اػتفبدُ هَسد آًضین همذاس اضبفِ، لیٌکش همذاس هحبػجِ ثشای) یبثذ

 آیذ، دػت ثِ آًضین هَلاسیتِ تب ؿذ تمؼین آى هَلکَلی ٍصى ثش

 هَلاسیتِ ٍ هحبػجِ سٍؽ ایي ثب ًیض لیٌکش هَلاسیتِ ّوچٌیي

 .(ثَد 5 ثب ثشاثش حبصل ػذد ٍ ؿذ تمؼین آًضین هَلاسیتِ ثش لیٌکش

 آًضین راتی سًگ لیٌکش، ثب ؿذُ فؼبل آًضین تخلیص فشآیٌذ دس

HRP اص سا آى سدیبثی اهکبى کِ کٌذ هی ایدبد ثصشی هضیت یک 

 ثِ آًضین کِ طَس ّوبى. کٌذ هی فشاّن کشٍهبتَگشافی ػتَى طشیك

 آٍسی خوغ دلت ثب ّب فشکـي سفت، پیؾ ػتَى اًتْبی ػوت

 آًضین خذاػبصی تخلیص، فشآیٌذ اص ّذف هشحلِ ایي دس. ؿذًذ

 فشآیٌذ اداهِ دس تب ثَد آصاد لیٌکشّبی حزف ٍ لیٌکش ثِ هتصل

 ثشای کِ اػت ضشٍسی ًکتِ ایي ثِ تَخِ. ًکٌذ ایدبد تذاخلی

 کِ کشد اػتفبدُ دیبلیض سٍؽ اص ًجبیذ ؿذُ فؼبل آًضین تخلیص

 فشآیٌذ اداهِ دس تذاخل ٍ هبلئیویذ ػولکشد سفتي اص دػت ػجت

 . ؿَد هی کًَظٍگبػیَى

(II تیَلِ آپتبهز تَالی ثِ ؽذُ فعبل آًشین اتصبل 

 ثِ آپتبهش اتصبل ٍ ؿذ هدبٍس آپتبهش ثب لیٌکش ثب ؿذُ فؼبل آًضین

 کًَظٍگِ آپتبهش ػپغ. ؿذ پبیذاس تیَاتشی پیًَذ تـکیل ثب آًضین

 ثب آًضین ثب کًَظٍگِ آپتبهش تخلیص هشحلِ دس. ؿذ تخلیص

 ٍ HRP هَلکَلی ٍصى ایٌکِ ثِ ثبتَخِ آهیکَى فیلتش اص اػتفبدُ

 فیلتش اص اػتفبدُ اػت، کیلَدالتَى 5/12 ٍ 55 تشتیت ثِ آپتبهش

 اص ًـذُ کًَظٍگِ آپتبهش خشٍج ػجت کیلَدالتًَی 30 آهیکَى

 ًـذُ کًَظٍگِ آًضین ٍ کًَظٍگِ آپتبهش ٍ ؿذ غـبء هٌبفز طشیك

 ٍؿَّب ؿؼت طشیك اص ًـذُ کًَظٍگِ آًضین. هبًذ ثبلی فیلتش دسٍى

 ثذٍى الاصا تؼت تشتیت ثِ ایي ٍ ؿذ حزف ELISA فشآیٌذ دس

 .  ؿذ اًدبم تذاخل ایدبد

 تخلیص ثشای HRP آًضین ٍ ثبدی آًتی کًَظٍگبػیَى فشآیٌذ دس

 هیل کشٍهبتَگشافی هثل ّبیی سٍؽ اص تَاى هی کًَظٍگِ ثبدی آًتی

 G پشٍتئیي ثِ کًَظٍگِ ثبدی آًتی کِ کشد اػتفبدُ ًیض پیًَذی

 ٍ ؿَد هی خذاػبصی ٍ هتصل کشٍهبتَگشافی ػتَى دس هَخَد

 ثب آپتبهش کًَظٍگبػیَى دس اهب ؿَد هی حزف ًیبفتِ اتصبل آًضین

 ٍخَد سٍؽ ایي اص اػتفبدُ اهکبى آپتبهش هبّیت ثِ ثب تَخِ آًضین

 آپتبهش تغلیظ ٍ تخلیص ثشای آهیکَى فیلتش اص اػتفبدُ ٍ ًذاسد

 .اػت تشی هٌطمی سٍؽ کًَظٍگِ
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(III کًَضٍگبعیَى فزآیٌذ تأییذ 

 ػولکشد اسصیبثی طشیك اص کًَظٍگبػیَى تأییذ هطبلؼِ، ایي دس

 کًَظٍگبػیَى تأییذ ثشای کِ طَسی ثِ ؿذ؛ اًدبم حبصل کًَظٍگِ

 ELASA سٍؽ اص آپتبهش ػولکشد ثشسػی ٍ HRP ثب آپتبهش

 ًوَداس)ELASA  تؼت ًتبیح ًْبیت، دس ٍ ؿذ اػتفبدُ هؼتمین

 ثب HRP آًضین ثب آپتبهش کًَظٍگبػیَى ایٌکِ ثش ثَد تبییذی( 1

 ٍ cTnI طى آًتی ثِ اتصبل تَاًبیی آپتبهش ٍ ؿذُ اًدبم  هَفمیت

 آپتبهش اص تؼت ایي دس. داسد سا تـخیص لبثل ػیگٌبل ایدبد

اػتفبدُ ؿذ  هیکشٍهَلاس 5 ٍ 1 ،2 هختلف ّبی غلظت ثب کًَظٍگِ

 اًدبم هؼتمین الاصا صهیٌِ دس کِ ّبیی همبلِّب ثشاػبع  غلظت یي)ا

آپتبهش  غلظت، ػِ ّش دس ؿذ هـبّذُ ٍ( ؿذ ینتٌظ ثَد، ؿذُ

 cTnI طى یهثجت ثِ آًت  ًوًَِ ػشم دسHRP  آًضین ثبکًَظٍگِ 

  ثب ًوًَِ ػشم یؼِدس همب ْبآً یخزة ًَس یضاىهتصل ؿذُ ٍ ه

 هثجت  ػشم دس ًَسی خزة هیبًگیي کِ یثَد؛ ثِ طَس یـتشث یهٌف

 یتتشت ایي ثِثَد.  04/0 یهٌف  ٍ دس ػشم 6/1، 1، 5/0 تشتیت ثِ

ًوًَِ  یخزة ًَس یضاىاختلاف دس ه یکشٍهَلاس،ه 5ٍ  2دس غلظت 

ٍ غلظت  (> P-value 05/0) هؼٌبداس ثَد یهثجت ٍ هٌف یّب ػشم

 یآپتبهش دس تؼت الاصا یونثِ ػٌَاى غلظت اپت یکشٍهَلاسه 5

 کِ داد ًـبى الاصا آصهَى ًتبیح ثٌبثشایيدسًظش گشفتِ ؿذ.  ینهؼتم

 فشآیٌذ طی سا ّذف طى آًتی ثِ اتصبل دس خَد تَاًبیی آپتبهش

 سٍؽ ایي ٍ اػت کشدُ حفظ تخلیص ٍ کًَظٍگبػیَى

 سٍؽ دس تـخیصی ّبی پشٍة ایدبد ثشای تَاًذ هی کًَظٍگبػیَى

ELASA ٌِؿَد ثْی. 

1 2 5

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

Direct ELASA with thiolated aptamer
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 .آپتبهز ثز هجتٌی هغتقین ELASA آسهبیؼ -۱ًوَدار 

 پزٍة عٌَاى ثِ HRP ثِ اتصبل ثب آپتبهز ایي ٍ ؽذ اًجبم cTnI تؾخیص ثزای هغتقین ELASA آسهَى یک آًشین، ثب آپتبهز کًَضٍگبعیَى تأییذ ثزای 

 ّب ًوًَِ) ًذارد تذاخلی صى آًتی تؾخیص در آپتبهز عولکزد ثب ٍ ؽذُ اًجبم درعتی ثِ کًَضٍگبعیَى فزآیٌذ کِ داد ًؾبى ًتبیج ٍ ؽذ اعتفبدُ تؾخیصی

 (.ؽذ آًبلیش ANOVA آهبری تغت اس اعتفبدُ ثب ٍ رعن  ۱۴Graphpad prism افشار ًزم اس اعتفبدُ ثب ًوَدار عپظ. ؽذ تکزار دٍپلیکیت صَرت ثِ
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 hetero bifunctional   ٍ homo bifunctionalلیٌکزّبی -۱ جذٍل

 یٌکزّبیل

Bifunctional )اختصبر( 
 Bifunctional  یٌکزّبیل

 فعبل یّب گزٍُ

 ّذف
 ٍاکٌؾگز یّب گزٍُ

 Hetero bifunctional  یٌکزّبیل

SMCC 
Succinimidyl 4-(N maleimidomethyl) cyclo 

hexane-1-carboxylate 

Amine-to-

sulfhydryl 

NHS- Maleimide 

Sulfo- SMCC 
Sulfo-succinimidyl 4-(N maleimidomethyl) cyclo 

hexane-1 carboxylate 

SPDP N-succinimidyl-3-(2-pyridyldithio) propionate 

NHS- Pyridyl disulfide 
LC- SPDP 

Succinimidyl 6-(3'-(2-pyridyldithio)- 
propionamido) hexanoate 

MPBH 4-(4- N-maleimidophenyl) butyric acid hydrazide Carbonyl-to-

Sulfhydryl 

Hydrazide- Maleimide 

PDPH 3-(2-pyridyldithio) propionyl hydrazide Hydrazide- Pyridyl disulfide 

 Homo bifunctional یٌکزّبیل

BS3 Bis (sulfosuccinimidyl) suberate 
Amine-to-

Amine 
NHS ester EGS Ethylene glycol bis (succinimidylsuccinat) 

DSS Disuccinimidyl suberate 

BMH Bis-maleimidohexane Sulfhydryl-

to-Sulfhydryl 

Maleimide 

DPDPB 1,4-di-[3’-(2’-pyridyldithio) propionamido] butane Pyridyl disulfide 

 
 ثشای bifunctional لیٌکشّبی اص هختلفی اًَاع هؼوَلاً

 ثشخی فمط ٍ ؿَد هی اػتفبدُ هختلف ّبی هَلکَل کًَظٍگبػیَى

 دادُ ًـبى خذٍل ایي دس هتذاٍل bifunctional لیٌکشّبی اص

 گش ٍاکٌؾ ّبی گشٍُ ًَع چٌذ تب یک کِ ؿَد تَخِ. اػت ؿذُ

 ٍ ؿًَذ هی هتصل ّذف فؼبل ّبی گشٍُ ثِ کِ ّؼتٌذ هَخَد

 .اًذ ؿذُ اػتفبدُ لیٌکشّب ػٌتض ثشای

 آًضین ثِ آپتبهش اتصبل ثشای کًَظٍگبػیَى سٍؽ ایي اص اػتفبدُ

HRP آًضین ثِ ثبدی آًتی اتصبل ثب همبیؼِ دس HRP اص تؼذادی دس 

 ٍ آپتبهش هتفبٍت هبّیت دلیل ثِ کِ اػت هتفبٍت هشاحل

 کًَظٍگبػیَى فشآیٌذ دس کِ ّبیی تفبٍت اصخولِ. اػت ثبدی آًتی

 سٍؽ دس تفبٍت ثِ تَاى هی داسد ٍخَد هبکشٍهَلکَل دٍ ایي

  آپتبهش/ آًضین هتفبٍت ًؼجت ٍ کًَظٍگِ ًْبیی هحصَل تخلیص

 .کشد اؿبسُ آًْب هؤثش کًَظٍگبػیَى ثشای ثبدی آًتی/ آًضین یب

 ثحث

 ّیجشیذی هَلکَل ػبخت ٍ طشاحی اٍلاً کِ داد ًـبى تحمیك ایي

 اػتفبدُ تَاًذ هی هذل ایي اص اػتفبدُ ثبًیبً ٍ اػت همذٍس پشٍتئیي

 ؿیویبیی ػبدُ سٍؽ یک تَػؼِ ّذف ثب هطبلؼِ، ایي دس ؿَد،

 لیٌکش اص اػتفبدُ ثب HRP آًضین اثتذا آپتبهش، کًَظٍگبػیَى ثشای

Sulfo- SMCC آپتبهش تَالی ثِ تخلیص، اص پغ ٍ ػبصی فؼبل 

. ؿذ پبیذاس تیَاتشی پیًَذ تـکیل ػجت کِ ؿذ هتصل تیَلِ

 خذا ًـذُ کًَظٍگِ ّبی آًضین اص ٍ تخلیص کًَظٍگِ آپتبهش ػپغ،

 اص HRP ثب کًَظٍگِ آپتبهش ػولکشد ٍ کًَظٍگبػیَى فشآیٌذ. ؿذ

 کِ داد ًـبى ًتبیح ٍ ؿذ تأییذ هؼتمین ELASA سٍؽ طشیك

 ٍ کشدُ حفظ سا cTnI طى آًتی ثِ اتصبل تَاًبیی کًَظٍگِ آپتبهش

 . ؿَد ثْیٌِ ELASA دس تـخیصی پشٍة ػٌَاى ثِ تَاًذ هی

 ّبی سٍؽ ؿبهل کِ داسد ٍخَد کًَظٍگبػیَى ّبی سٍؽ اص اًَاػی

 ثِ ثؼتِ کِ اػت site specific ٍ تصبدفی فیضیکی، ؿیویبیی،

  هتٌَع لیٌکشّبی ّوچٌیي ٍ هٌبػت  سٍؽ ًظش، هَسد ّذف

homo bifunctional یب hetero bifunctional ؿَد  هی اًتخبة

 دادُ ًوبیؾ 1 خذٍل دس لیٌکشّب اًَاع اص لیؼتی) (13 ،12 ،10)

 ؿیویبیی کًَظٍگبػیَى سٍؽ اص هطبلؼِ ایي دس(. اػت ؿذُ

 آپتبهش ٍ آًضین ثیي پبیذاسی ٍ لَی اتصبلات ثتَاًذ کِ ؿذ اػتفبدُ
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 دس ّوچٌیي. (22) ؿَد  تذاخلات کبّؾ ثِ هٌدش ٍ کٌذ ایدبد

 ٍ آپتبهش کًَظٍگبػیَى ثشای  Sulfo- SMCCلیٌکش اص سٍؽ ایي

 -تیَل پیًَذ ثبلای پبیذاسی دلیل ثِ کِ ؿذ اػتفبدُ آًضین

 اص پغ آًضین ٍ آپتبهش ثیَلَطیکی فؼبلیت حفظ هبلئویذ،

 ًؼجت آة دس پزیشی اًحلال ٍ اػتفبدُ دس ػَْلت کًَظٍگبػیَى،

 طَس  ثِ ٍ داؿت هضیت (SMCC اصخولِ) لیٌکشّب ػبیش ثِ

 ٍیظُ ثِ ّب هَلکَل ػبیش ثشای هختلف ّبی هطبلؼِ دس ای گؼتشدُ

 تَاى هی ّب هطبلؼِ ایي اصخولِ کِ ثَد ؿذُ اػتفبدُ ّب ثبدی آًتی

 پشٍتئیي ٍ کلًَبل پلی ّبی ثبدی آًتی کًَظٍگبػیَى ثِ

R-Phycoerythrin فلَسٍػٌت، ّبی سٍؽ دس اػتفبدُ ثشای 

 ػٌَاى ثِ β-Galactosidase آًضین ٍ ثبدی آًتی کًَظٍگبػیَى

 دسهبًی ثبدی آًتی کًَظٍگبػیَى ،الایضا دس تـخیصی پشٍة

 anti- TNFα ٍ پپتیذّبی  collagen- hybridizing  ثشای 

 اص اػتفبدُ ثب سٍهبتَئیذ آستشیت دس هَضؼی ایوٌی ػشکَة حفظ

 .(23-25) کشد اؿبسُ   Sulfo- SMCC لیٌکش

 HRPٍ ثیَتیٌِ آپتبهشّبی اص اغلت گزؿتِ ّبی هطبلؼِ

 اػتفبدُ تـخیصی ّبی پشٍة ایدبد ثشای داس اػتشپتبٍیذیي

 ٍ آپتبهش کشدى ثیَتیٌِ اضبفی  هشحلِ سٍؽ، ایي. (26)اًذ  کشدُ

 ثِ اػت هوکي کِ ؿَد هی ؿبهل سا HRP -اػتشپتبٍیذیي اتصبل

 فؼبلیت سفتي دػت اص احتوبل ٍ ثبؿذ داؿتِ ًیبص ثیـتشی صهبى

 ؿذُ هؼشفی پشٍتکل سٍؽ، ایي خلاف ثش. داسد ٍخَد ًیض آپتبهش

 تؼْیل سا آًضین ثِ آپتبهش هؼتمین کًَظٍگبػیَى حبضش هطبلؼِ دس

 .دّذ کبّؾ سا تؼت اًدبم صهبى ٍ هشاحل تَاًذ هی ٍ کٌذ هی

 ّبی لیٌکش اص ّب هطبلؼِ اص دیگش ثشخی دس ّوچٌیي،

NHS (N-hydroxysuccinimide) ٍDC (1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl)carbodiimide) کًَظٍگبػیَى ثشای 

 تـکیل ثب هؼوَلاً ّب سٍؽ ایي. اػت ؿذُ اػتفبدُ آپتبهشّب

 آپتبهش دس آهیي ٍ کشثَکؼیل ّبی گشٍُ ثیي کٍَالاًؼی پیًَذّبی

 اهب ّؼتٌذ، هؤثش ًیض ّب سٍؽ ایي اگشچِ. ؿَد هی اًدبم آًضین ٍ

 ثش تَاًذ هی کِ ؿًَذ، هی تصبدفی کًَظٍگبػیَى ثِ هٌدش اغلت

 ّوچٌیي،. (27) ثگزاسد تأثیش آًضین فؼبلیت ٍ آپتبهش اتصبل هیل

 ثِ هٌدش اػت هوکي ٍ اػت pH ثِ ٍاثؼتِ ثؼیبس اٍلیِ ٍاکٌؾ

 کبّؾ سا پبیذاسی ٍ ثبصدُ کِ ؿَد هیبًی اػتشّبی ّیذسٍلیض

 دٍ داؿتي دلیل ثِ sulfo- SMCC اص (. اػتفبد28ُ) دّذ هی

 آهیي ثِ کِ  NHS ester ٍ maleimide هختلف گش ٍاکٌؾ گشٍُ

 ٍ کٌذ هی فشاّن سا ثبلاتشی اختصبصیت ؿًَذ، هی هتصل تیَل ٍ

 اص اػتفبدُ .(28)دّذ  هی کبّؾ سا ًبخَاػتِ ّبی ٍاکٌؾ احتوبل

. اػت ؿذُ گضاسؽ پیـیي ّبی پظٍّؾ دس ًیض گلَتبسآلذئیذ لیٌکش

 ّبی گشٍُ ثیي ؿیف ثبص تـکیل طشیك اص دٌّذُ اتصبل ایي

 ٍ ّب پشٍتئیي سٍی آهیي ّبی گشٍُ ٍ گلَتبسآلذئیذ آلذّیذی

 ایدبد ػجت اغلت کِ کٌذ هی ایدبد ّبیی کًَظٍگِ آپتبهشّب

 تدوغ ثِ هٌدش کِ ؿَد هی هحل چٌذیي دس ػشضی اتصبلات

(aggregation )ٍ ػلاٍُ. (29) ؿَد هی فؼبلیت دادى دػت اص

 پبیذاسی ػوَهبً سٍؽ ایي ثِ ؿذُ تَلیذ ّبی کًَظٍگِ ثشایي،

ؿًَذ  خذا ّن اص اػیذی ؿشایط دس تَاًٌذ هی ٍ داسًذ کوتشی

 یغث یب گلَتبسآلذئیذ اص اػتفبدُ کِ اػت ؿذُ دادُ ًـبى. (29)

 اتصبل ثِ هٌدش اغلت( BS3) ػَثشات( ػَلفَػَکؼیٌیویذیل)

 یب آپتبهش اتصبل هٌبطك تَاًذ هی کِ ؿَد هی ای ًمطِ چٌذ

 سا کًَظٍگِ کلی ػولکشد ٍ ثپَؿبًذ سا آًضین فؼبلیت ّبی هکبى

 maleimide ثب ؿذُ فؼبل ای  آًضین اص اػتفبدُ. (30)دّذ  کبّؾ

 هؼشف اص اػتفبدُ هثبل، ػٌَاى ثِ) تیَلِ آپتبهشّبی ثِ اتصبل ثشای

Traut ػَلفَ ثب هـبثْی ٍیظگی( تیَلاػیَى ثشای- SMCC ًـبى 

 دس  ػبصی خبلص فشآیٌذ ٍ اػت تش طَلاًی کبس هشاحل اهب دّذ، هی

 ؿیویبیی، ّبی سٍؽ همبثل دس. (31) اػت کبسآهذ کوتش سٍؽ ایي

 تؼبهلات اص اػتفبدُ ًظیش) کًَظٍگبػیَى فیضیکی ّبی سٍؽ

 اػتفبدُ ّب هطبلؼِ اص ثشخی دس ًیض( گشیض آة یب الکتشٍاػتبتیک

 اص کٍَالاًؼی، پیًَذ تـکیل ػذم دلیل ثِ هؼوَلاً کِ اػت ؿذُ

 ٍ آپتبهش خذایی احتوبل ٍ ّؼتٌذ ثشخَسداس کوتشی پبیذاسی

 هطبلؼِ دس ؿذُ هؼشفی سٍؽ. داسد ٍخَد هختلف ؿشایط دس آًضین

 سا ثبلایی پبیذاسی کٍَالاًؼی، thioether پیًَذّبی ایدبد ثب حبضش

 تـخیصی ٍ آصهبیـگبّی هختلف ؿشایط دس کِ کٌذ هی فشاّن

 .اػت اػتوبدتش لبثل
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 ٍ پیؾٌْبدات گیزیًتیجِ

 کًَظٍگبػیَى ثشای ؿیویبیی سٍؽ یک تَػؼِ ثِ هطبلؼِ ایي

 Sulfo- SMCC لیٌکش اص اػتفبدُ ثب HRP آًضین ثِ آپتبهش

 تَاًبیی ؿذُ کًَظٍگِ آپتبهش کِ داد ًـبى ًتبیح. اػت پشداختِ

 ثِ تَاًذ هی ٍ کشدُ حفظ سا cTnI طى آًتی ثِ اتصبل دس خَد

 سٍؽ ایي. سٍد کبس ثِ ELASA آصهَى دس تـخیصی پشٍة ػٌَاى

 فؼبلیت حفظ هبلئیویذ، -تیَل پیًَذ ثبلای پبیذاسی دلیل ثِ

 ثشتشی لیٌکشّب ػبیش ثِ ًؼجت اػتفبدُ، دس ػَْلت ٍ ثیَلَطیکی

 دلیك تٌظین تذاخلات، کبّؾ ٍ فشآیٌذ ػبصی ثْیٌِ ثشای. داسد

 سٍؽ ایي. ؿَد هی پیـٌْبد pH ٍ ٍاکٌؾ صهبى دهب، ّب، غلظت

 ّبی پشٍة تَػؼِ ٍ آپتبهشّب ػبیش کًَظٍگبػیَى دس تَاًذ هی

 ایي همبیؼِ ّوچٌیي،. ؿَد اػتفبدُ هختلف ّبی آصهَى دس خذیذ

 گضیٌِ ثْتشیي تؼییي ثشای کًَظٍگبػیَى ّبی سٍؽ دیگش ثب سٍؽ

 .ؿَد هی تَصیِ

 هلاحظبت اخلاقی

 ؿْیذ پضؿکی ػلَم داًـگبُ یپضؿک داًـکذُدس  هطبلؼِ ایي

ٍ ثب کذ اخلاق  یثشسػ ثْـتی

IR.SBMU.MSP.REC.1401.483 اػت ؿذُ ثجت. 

   ثَدجِ تأهیي

 تَػؼِ ٍ تحمیك ثخؾ هبلی ّبی حوبیتثب  هطبلؼِ ایي ثَدخِ

 .اػت ؿذُ تأهیي کبٍیبى طت اسغَاى ثٌیبى داًؾ ؿشکت

 تؾکز ٍ قذرداًی

ثشای  یثْبس یذًبهِ خبًن هْـیبىپب اص یثخـ حبصل هطبلؼِ یيا

 داًـکذُ اص ایوًََلَطی سؿتِ دس اسؿذ کبسؿٌبػی دسخِ یبفتدس

 ثَد. ثْـتی ؿْیذ پضؿکی ػلَم داًـگبُ پضؿکی

 تعبرض هٌبفع

 .اًذ ًکشدُ گضاسؽ سا هٌبفؼی تؼبسض ًَیؼٌذگبى،
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