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 ييشناسا يبر سلول برا يو مبتن HER2 ژنيبر آنت يمبتن يزايالا يسازنهيبه

 تراستوزومب لاريميوسيب
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 رانيتهران، ا ،يبهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشک ،يدانشکده داروساز ،ييدارو يوتکنولوژيگروه ب -1

 رانيتهران، ا ،يبهشت ديشه يدانشگاه علوم پزشک ،يپژوهش ييدانشجو تهيکم – 2

  رانيتهران، ا ران،يپاستور ا تويانست يوتکنولوژيب قاتيمرکز تحق -3

   رانيالبرز، کرج، ا يفارمد، دانشکده علوم پزشک وژنيآر ،ييدارو يوتکنولوژيب قاتيمرکز تحق -4

 ده يچك
استفاده  هايباديآنت کيولوژيب تياست که جهت سنجش فعال عيو سر ريپذتکرار ،يروش حساس، اختصاص کي زايالا هدف:

  2 يانسان يدرميفاکتور رشد اپ يرندهيضد گ يانسانمونوکلونال  يباديآنت کي. تراستوزومب شوديم
(Human Epidermal growth factor Receptor 2, HER2) کنديم يريجلوگ يدستنييپا يرساناميپ رياست که از شروع مس .

 لي. از دلارديمورد استفاده قرار گ HER2 رندهيضد گ يهايباديآنت تيفعال نييعنوان کنترل مثبت در تعهب توانديتراستوزومب م
 ميمستق ريغ يزايدر الا ن،يچنشود. هم نهياست که لازم است به يو بلوک کردن ناکاف ستشوش زا،يدر الا نهيزمپس جاديمحتمل ا

مناسب تراستوزومب را  ونيتراسيت يمنحن توانديژن که ميآنت زانياست حداقل م يضرور ژن،يآنت زانيدر م ييجوجهت صرفه
فارمد(  وژنيشرکت آر ،™وتراستيتراستوزومب )آر لاريميوسيب يبرا زايروش الا يسازنهيمطالعه، به نيشود. هدف از ا نييبدهد، تع

 .بود
بر  يمبتن يزايدر الا ژنيکننده و غلظت آنتانند دفعات شستشو، نوع ماده بلوکم ييرهايمطالعه، متغ نيدر امواد و روش ها: 

HER2  و نوع سلولHER2 ديگرد يبر سلول بررس يمبتن يزايکننده در الابلوک يو ماده يمنف. 
باعث  يصورت معنادارهب زايمراحل مختلف الا نيب يامرتبه ۵ يشستشو د،يمشخص گرد HER2بر  يمبتن يزايدر الاافته ها: ي

 يکنندهدر حضور مسدود ياختصاص رياتصال غ زانيعلاوه، مه. بشوديم يامرتبه ۳ ينسبت به شستشو يترکم نهيپس زم جاديا
 ونيتراسيت يمنحن جاديکه منجر به ا HER2 زانيم نيتربود. کم تردرصد کم ۳و  BSA  1از يطور معنادارهدرصد ب ۵خشک  ريش

بر سلول نشان داده شد که  يمبتن يزايدر الا ن،يچنبود. هم تريليليدر م کروگرميم 1/0شد، غلظت  وتراستيآر يمناسب برا
 نهيزممنجر به کاهش پاسخ پس يداريطور معنهب يمنف HER2 يسلول يبه عنوان رده MDA-MB-231 يسلول ياستفاده از رده

 .مناسب انتخاب شد يکنندهدرصد به عنوان مسدود BSA 3محلول  زاينوع الا نيدر ا ن،يچنشد. هم MCF-7با  سهيدر مقا
 رندهيضد گ يهايباديبر سلول آنت يو مبتن HER2بر  يمبتن يزايالا يطراح يبرا توانديدست آمده، مهب يهاداده: يريجه گينت

HER2 رديو قطعات آن مورد استفاده قرار گ. 

  
 يسازنهيبه ،هايباديتراستوزومب، آنت ک،يولوژيب تيفعال زا،يالاهاي کليدي: واژه

 

 مقدمه
علت مرگ  نيسرطان در زنان و اول نيترعيسرطان پستان، شا

سرطان پستان بر  ي[. انواع اصل3-1ست ]اها از سرطان آن يناش
 رندهيگ ،ياستروژن رندهيسه نشانگر تومور، گ انياساس ب

 (HER2) 2 يانسان يدرميفاکتور رشد اپ يرندهيو گ يپروژسترون
جهت انتخاب  يبمناس يکه معمولاً راهنما شوند،يم يابيارز

 c-erbB2 که به نام HER2 رندهي[. گ4است ] مارانيب ينين بالدرما
گذرنده  ينيکوپروتئيگل يرندهيگ کي شوديشناخته م زينneu  و

متعلق به  رندهيگ ني. اباشديم لودالتونيک 185از غشا به وزن 
 نيروزيت تيفاکتور رشد با فعال يهارندهياز گ ErbB خانواده

از  يغن يخارج سلول يهيناح 3 يبوده و دارا يذات ينازيک
 يداخل سلول يهيناح کيو  ييدرون غشا يهيناح کي ن،يستئيس

به صورت  رندهيگ ني[. ا5] باشديم ينازيک نيروزيت تيبا خاص
اعضا فعال شده که موجب رشد  ريبا سا مريهترودا ايو  مريهمودا
جمله سرطان  زها ااز سرطان ي. در برخشوديها مسلول زيو تما

مشاهده شده است  HER2 در سطح انيب شيپستان و تخمدان افزا
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و يا افزايش بيان پروتئين مربوط به آن در HER2  [. تکثير ژن6]
افتد. اين درصد افراد مبتلا به سرطان پستان اتفاق مي 30تا  25

را نشان  يمطلوب يآگهشيافراد سرطان سينه بدخيم دارند و پ
 کننديم انياز حد ب شيرا ب HER2 که ييهامورو[. ت7] دهندينم
سرعت مرگ  يهستند و دارا گريتر از انواع دميبدخ اريبس

را ندارند، هستند  يژگيو نيکه ا ييهانسبت به تومور يبالاتر
[8،9.] 

است که به  يمونوکلونال انسان يباديآنت کي تراستوزومب
توسط سازمان  1998که در سال  شوديمتصل م HER2 يرندهيگ

شده است. تراستوزومب اثر  دييتأ(FDA)  کايآمر يغذا و دارو
به سرطان  انيو متاستاز مبتلا هيرا در مراحل اول يمؤثر يدرمان

 HER2 يسلول خارج هيو با اتصال به ناح دهدينشان م نهيس

 يباديبا واسطه آنت يسلول تيسم قيسبب القا آپوپتوز از طر
ADCC )سرطان  يهاسلول يرساناميپ ريسرکوب مس نيچنو هم

 DNA ريو تعم ييزاسلول، رگ ريدر تکث تاًيکه نها شوديم نهيس

از مطالعات نشان دادند که  ياري[. بس10] کنديم جاديتداخل ا
از تراستوزومب در مراحل  کهيمارانيدر ب يکلپاسخ  زانيمتوسط م

درصد  26تا  19متاستاز سرطان استفاده کردند حدود  هياول
در خط اول درمان تراستوزومب همراه  کهي. در صورتباشديم
شده و خطر  ترشيو مدت پاسخ ب زانيکار رود، مهب يدرمانيميش

[. علاوه بر تراستوزومب، 11] ابدييدرصد کاهش م 20مرگ تا 
 رندهيگ يها برامختلف و قطعات حاصل از آن يهايباديآنت

HER2 قرار  شيشده و در مراحل مختلف مورد آزما يطراح
همراه با داروها  ايو  ييو قطعات آن به تنها يباديگرفته است. آنت
ها به سمت محل آن ياختصاص يابيجهت هدف يو عوامل درمان

 .روندياثرشان به کار م
مانند  يوتکنولوژيمحصولات ب اتيخصوص نييتع جهت

 ،ييايميکوشيزيخواص ف يابيمونوکلونال، ارز يهايباديآنت
خلوص و  ،ييايميمونوشيا اتيخصوص ک،يولوژيب تيفعال

طور که در است. همان يتوسط روش مناسب ضرور هايناخالص
 يسازهماهنگ يالمللنيکنفرانس ب ICH Q6B دستورالعمل

(ICH) نييدر تع کيولوژيب تيفعال يابياست، ارز دهيردذکر گ 
است  يضرور اريمحصول از مراحل بس کيکامل  اتيخصوص

بر  ييايميوشيب يهاشيهدف، از آزما نيبه ا دنيرس يابر[. 12]
از تعاملات  يناش يميواکنش آنز زانيم يريگاندازه يمبنا

 [.13] شودياستفاده م يکيمنولوژيا
 Enzyme – Linked)جذب ايمني آنزيمي )الايزا سنجش

(ImmunoSorbent Assay, ELISA)  نيترجياز را يکي 
. در باشديم يباديآنت کيولوژيب تيفعال يبررس يها براروش

خود مورد  ژهيو ژنيبه آنت يباديآنت يروش اتصال اختصاص نيا
 هيبر پا يهاتر از روشساده اريکه بس رد،يگيسنجش قرار م

 ريبا سا سهيدر مقا زاياست. الا يسلول ايو  يوانيمطالعه ح
بالا و کاملاً  تيبا حساس ق،يدق ،يمنيا يکنندهيبررس يهاروش

از  نانيجهت اطم زايالا ي[. در طراح12] باشديم ياختصاص
عنوان کنترل هنمونه ب کياز  ستيبايکل روش م يصحت و درست

عنوان کنترل هب توانديم يجارمثبت استفاده شود. تراستوزومب ت
و  HER2 رندهيضد گ يهايباديآنت يزايالا شيآزمامثبت در 

 [.14] رديقطعات آن مورد استفاده قرار گ
 نهيزممهم است که پس اريبس زايالا يامرحلهآزمون چند در

را  فيضع يهاگناليرا تا حد امکان به حداقل رساند تا بتوان س
اتصال به  يبرا ييبالا تيظرف زايالا يهاتيداد. پل صيهم تشخ

عمدتاً به  نهيزم[. پس15ها دارند ]مولکول ريو سا ديپپت ن،يپروتئ
اتصال  نيچنو هم گريدکيبا  وادناخواسته م يهاعلت واکنش

 يهاتيبه سا يباديو آنت ژنياز آنت ريغ يمواد ياختصاص ريغ
از  يکي[ و 15] شوديم جاديها انشده سطوح جامد چاهکاشباع

 ياختصاص رياست. اتصال غ زايمهم در روش الا يخطاها
 هماندياتصال باق يهاتيبا اشباع کردن سا توانيناخواسته را م

کننده( که مختلف )مواد بلوک ينيبا مواد پروتئ کيتسطح پلاس
تداخل نداشته باشد، به حداقل رساند  يمونواسيلازم است با ا

تا  شوديانجام م زايالا يهر مرحله نيشستشو ب ي[. مرحله16]
 نه،يزمپس جاديمحتمل ا لينشده برداشته شود. از دلامواد متصل

[. 17شود ] نهياست به ماست که لاز يشستشو و بلوک کردن ناکاف
 هاکه بتواند چاهک ژنيآنت نهيبه زانيبه م ميمستق ريغ يزايدر الا

 تاًيمتصل شود و نها يباديبه آنت زيآمتيموفق طورهب و بپوشاند را
است.  اجيشود احت ييشناسا هيضد گونه اول هيثانو يباديبا آنت

 يلازم است در مرحله ژن،يآنت زانيدر م ييجوجهت صرفه
ژن که منجر به يآنت زانيحداقل م ژن،يغلظت آنت يسازنهيبه
 [.19،18شود ] نييتع شود،يمناسب م گناليس جاديا

 يبرا زايروش الا يسازنهيمطالعه، انجام و به نياز ا هدف
شده در شرکت  ديتول وتراستيتراستوزومب )آر لاريميوسيب

 يمبتن يزاي. در الاباشديعنوان کنترل مثبت مفارمد( به وژنيآر
انند دفعات شستشو، نوع ماده م ييرهاي، متغHER2 ژنيبر آنت
 يزايقرار گرفت. در الا يژن مورد بررسيکننده و غلظت آنتبلوک

قرار  زيکننده مورد آنالبلوک يبر سلول، نوع سلول و ماده يمبتن
 يطراح يبرا توانديدست آمده، مهب يسازنهيبه يهاگرفت. داده

و  HER2 رندهيضد گ يهايباديآنت ريسا يبرا زايروش الا
 .رديقطعات آن مورد استفاده قرار گ

 
 هامواد و روش

د يشه يعلوم پزشکته اخلاق دانشگاه يبا مجوز  کم مطالعهن يا
 .1398.184IR.SBMU.PHARMACY.REC شماره بهشتي به
 انجام شد. 
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 مواد و بافرها
فارمد  وژنياز شرکت آر AryoTrust® تراستوزوماب يدارو

درجه  ياستفاده شده در مطالعه دارا ييايميشد. تمام مواد ش هيته
 م،يکربنات سدي. پودر کربنات و بباشنديم يشگاهيآزما

 نيو توي دياس کيمحلول سولفور رخشک،يش م،يسد ديدروکسيه
 ×PBS 10 شد. محلول يداريآلمان( خر) Merck از شرکت 20

( از نيديبنز ليتترامت) TMB انگلستان(، ماده) Biosera از شرکت
 از شرکت BSA انگلستان( و) BD Biosciences شرکت

Autocel  (تهشياتر )ضد يباديشد. آنت هي IgG متصل  يانسان
( کايآمر) Sigma شده در بز از شرکت ديتول (HRP) دازيبه پروکس

( کايآمر) Invitrogen از شرکت بينوترک HER2 ژنيو آنت
 يکشت سلول طيشامل مح يشد. مواد کشت سلول يداريخر

1640 RPMI (راني)ا ناکلونياز شرکت ا ،FBS از شرکت 

Gibco (وکايآمر ) Pen/Strep از شرکت Biosera ( )انگلستان
 .ديگرد هيته

 HER2  ژنيبر آنت يمبتن يزايروش الا
 ميمستق ريغ يزايمطالعه از روش الا نيا در

 (Indirect ELISA)  منظور،  نيالف(. بد 1استفاده شد )شکل
( با غلظت مشخص ي، کره جنوبSPL) خانه 96 تيکف چاهک پل

( کاي، آمرInvitrogen) HER2  ژني( آنتتريليليدر م کروگرمي)م
مولار،  2/0) ميکربنات سديب -شده در بافر کربنات قيرق
6/9pH )يشب در دما کيبه مدت  تيپوشانده شد. سپس، پل 
 با بار سه هاچاهک آن، از انکوبه شد. پس گراديدرجه سانت 4

( 20 نيدرصد توي 05/0 يحاو ×PBS 1 بافر) PBS-T محلول
 100بعد، به هر چاهک  يشستشو داده شدند. در مرحله

 تساع 2به مدت  تيکننده اضافه و پلمحلول مسدود تريکروليم
مرتبه شستشو  3قرار داده شد. پس از  کريش ياتاق برو يدر دما
رقت مشخص ، نمونه تراستوزومب با PBS-T ها با محلولچاهک

 37 يبه هر چاهک افزوده و در دما تريکروليم 100 زانيبه م
 هاساعت انکوبه شد. سپس، چاهک 1به مدت  گراديدرجه سانت

 100 زاني. مندشستشو داده شد PBS-T محلول با مرتبه 5
 دازيمتصل به پروکس يانسان IgG ضد يباديآنت تريکروليم

(HRP) (Sigmaبا رقت کاي، آمر )به هر چاهک افزوده  1:5000
قرار داده  کريش ياتاق برو يساعت در دما 2به مدت  تيشد. پل

 ها با محلولمرتبه شستشو چاهک 5پس از  ت،يشد. در نها
PBS-Tتريکروليم 100 زاني، م  TMB (BD Biosciences ،

رنگ  ريينوان سوبسترا به هر چاهک افزوده، و با تغعانگلستان( به
مولار متوقف شد.  2 کيدسولفوريواکنش توسط اس

  ELISAتوسط دستگاه ت،يپل يهاچاهک 450OD سپس،

reader  (Synergy Biotechخوانده شدکاي، آمر ). 

 يزايمناسب در روش الا يتعداد دفعات شستشو نييتع
 HER2  ژنيبر آنت يمبتن

 يهامناسب، از چاهک يتعداد دفعات شستشو نييتع يبرا
از  تريليليدر م کروگرميم 100مقدار که با  HER2 ژنيبدون آنت

 نيشستشو )ب جيتراستوزومب مواجه شدند، استفاده شد. نتا
و  3( با دفعات ژنيبر آنت يمبتن ELISA مراحل مختلف آزمون

 .شدند سهيمقا گريدکيمرتبه با  5
 يزايکننده در روش الامختلف مسدود هايمحلول سهيمقا

 HER2  ژنيبر آنت يمبتن
 يکنندهله، به منظور انتخاب محلول مسدودمرح نيا در

 1( شي، اترAutocel)BSA ي کنندهمناسب سه محلول مسدود
درصد  5خشک  ريدرصد و محلول ش BSA 3 درصد، محلول

 تريليليدر م کروگرميم HER2 5/0 ژني. مقدار آنتديگرد سهيمقا
 و صفر تريليليدر م کروگرميم 100و صفر و غلظت تراستوزومب 

بر  يمبتن يزايالا يمراحل مانند روش کل هيدر نظر گرفته شد. بق
 .انجام گرفت HER2 ژنيآنت

بر  يمبتن يزايدر روش الا HER2 غلظت مناسب نييتع
 HER2  ژنيآنت

انجام  يبرا HER2 دست آوردن غلظت مناسبهمنظور ب به
در  کروگرميم 1تا  0 يدر محدوده ژن،يبر آنت يمبتن يزايالا
 يساز( رقت1و  0 ،1/0 ،5/0 ،7/0) HER2 ژنيآنت تريليليم

در کف چاهک با استفاده از  ييانجام شد. هر رقت با تکرار دوتا
 عنوانبه (pH 6/9مولار ) 2/0 ميکربنات سديب -بافر کربنات

عنوان هدرصد ب 5خشک  ريپوشانده شد. از محلول ش کنندهقيرق
 يهاتراستوزومب  با غلظتکننده استفاده شد. نمونه مسدود

هر چاهک به کار گرفته  ي( برا10و  1، 5/0، 1/0، 0مختلف )
 يانجام گرفت. به منظور بررس يمراحل مانند روش کل هيشد. بق
 1/0تا   0 ياز محدوده HER2 ژنيآنت 1/0تر از کم يهاغلظت

 1/0و  07/0، 05/0، 03/0، 0) تريليليدر م کروگرميم
مرحله، از  نيانجام شد. در ا يسازقي( رقتريليليدر م کروگرميم

 تريليليدر م کروگرميم 1/0و  07/0، 05/0، 0غلظت 
مراحل مانند روش ذکر شده در  يتراستوزومب استفاده شد. مابق

 .مراحل قبل انجام گرفت
  استاندار تراستوزومب يمنحن دنيکش

تا  0کم ) ياستاندار تراستوزومب در دو محدوده غلظت يمنحن
، 2/0، 1/0، 07/0، 05/0شامل  تريليليدر م کروگرميم 5/0
شامل  تريليليدر م کروگرميم 100تا  0) ادي( و ز5/0و  4/0

( تراستوزومب انجام شد. 100و  50، 25، 5/12، 25/6، 12/3
تراستوزومب  مک يها در محدوده غلظتپوشاندن کف چاهک يبرا

 کروگرميم 5/0و  1/0، 0شامل  HER2 مختلف يهااز غلظت
، 0 يهابا غلظت HER2 ژنياستفاده شد. از آنت تريليليدر م
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پوشاندن کف  يبرا تريليليدر م کروگرميم 25/0و  06/0، 01/0
راستوزومب استفاده شد. ت يبالا يغلظت يها در محدودهچاهک

 .درصد استفاده شد 5ر خشک ياز محلول ش يسازجهت مسدود
 (Cell-based ELISA)  بر سلول يمبتن يزايالا

 HER2 يپستان انسان ينومايسرطان کارس يسلول يرده

 MCF-7 و MDA-MB-231 يمنف HER2 و SK-BR-3 مثبت

کشت  طيها در محسلول ني. اديگرد هيته رانيپاستور ا توياز انست
 (v/v) درصد FBS 10 در حضور RPMI 1640 يسلول

و در  گراديسانت يدرجه 37 يصد در دمادر Pen/Strep  1و
 .کشت داده شدند درصد 2CO 5 حضور

با  يسلول ونياز سوسپانس تريکروليم 100مقدار  ،يکل طورهب
 cells/mL غلظت

 يهادر کف چاهک يسلول ياز هر رده 410
کاشته  ييخانه )از نوع کف صاف( به صورت تکرار دوتا 96 تيپل

ها، کف چاهکها به . جهت اتصال سلول(ب 1شکل ) شد
کشت  طيساعت در حضور مح 24به مدت  يسلول ونيسوسپانس

1640 RPMI  ساعت،  24در انکوباتور قرار گرفت. پس از
بودند جهت  هيها به صورت تک لاها در آنکه سلول ييهاخانه

  يلهيها سه بار به وس. سپس، چاهکديانجام تست انتخاب گرد
PBS 1× ها، شدن در کف چاهک کسيها جهت فو سلولشسته

 1به مدت   درصد10 ديمحلول فرمالدئ تريکروليم 100توسط 
 سه هاچاهک آن، از اتاق انکوبه شدند. پس ياساعت در دم

مورد شستشو قرار گرفتند. سپس،  ×PBS 1 يلهيوس به مرتبه
محلول  تريکروليم 100شده در حضور  کسيف يهاسلول

اتاق قرار گرفتند. سپس،  ياکننده به مدت دو ساعت در دممسدود
 ×PBS 1) (PBS-T)  بافر شستشو يلهيمرتبه به وس 3ها چاهک

( شسته شدند. در 20 نيتوئ يحجم/يصد حجمدر 5/0 ياوح
 100تراستوزومب با غلظت  تريکروليم 100 ،يبعد يمرحله

 کيو به مدت  دياضافه گرد به هر چاهک تريليليدر م کروگرميم
 آن، از قرار گرفت. پس گراديسانت يدرجه 37 يساعت در دما

 100 پس،س. شدند شسته شستشو، بافر با مرتبه 3 هاچاهک
  دازيمتصل به پروکس يانسان  IgG ضد يباديآنت تريکروليم

(HRP)(Sigmaبا رقت کاي، آمر )به هر چاهک افزوده  1:5000
قرار داده شد. در  کريش ياتاق به مدت دو ساعت رو يو در دما

 100، مقدار PBS-T بار شستشو توسط 3آخر، پس از  يمرحله
. دياضافه گرد هااهکاز چ کيبه هر   TMB محلول تريکروليم

 mM کيدسولفورياس يلهيرنگ، واکنش به وس رييبا تغ تاًينها

نانومتر توسط  450ها در طول موجنمونه  OD متوقف و 300
( خوانده کاي، آمرSynergy Biotech)  ELISA reader دستگاه

 .شد
 

بر  يمبتن يزايالا يمناسب برا يکنندهمسدودمحلول  نييتع
 سلول

 MCF-7 و SK-BR-3 يمرحله، از دو رده سلول نيا در

 BSA کننده، از بافرمحلول مسدود يسازنهيبه ياستفاده شد. برا

مراحل مانند روش  يصد استفاده شد. مابقدر BSA 3 صد ودر  1
 .انجام گرفت يکل

 يمبتن يزايالا يمناسب برا يمنف HER2 نوع سلول نييتع
 بر سلول

 و MCF-7 يمنف HER2 يمرحله، از دو رده سلول نيا در
MDA-MB-231 ياستفاده شد. رده سلول SK-BR-3 به  زين

ها در معرض کار گرفته شد. سلولهمثبت ب HER2 يرده عنوان
راستوزومب قرار گرفتند. از ت تريليليدر م کروگرميم 100غلظت 

شد  صکننده با غلظت مناسب که در مرحله قبل مشخاز مسدود
مراحل مانند  يمابق. شد استفاده کنندهمسدود محلول عنوانبه

 آزمون نه،يبه طيدر شرا ت،يروش مذکور انجام گرفت. در نها

ELISA روگرمکيم 100و  10دو غلظت  يبر سلول برا يمبتن 
 .تراستوزومب انجام گرفت يباديآنت تريليليدر م

 يآمار زيآنال
 GraphPadافزار دو گروه توسط نرم نيب يآمار يهاسهيمقا

 .انجام شد T-test کيپارامتر زيآنال لهيوسهب
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  بر سلول يمبتن يزايو )ب( الا HER2بر  يمبتن يزايک از )الف( الاير شماتيتصو .1شکل 

 
 نتايج

بر  يمبتن يزايمناسب در الا يتعداد دفعات شستشو نييتع
 HER2 ژنيآنت

 ELISAمراحل مختلف آزمون  ني)ب يدفعات شستشو تعداد
مرحله، از  ني. در اديگرد سهيمرتبه مقا 5و  3( ژنيبر آنت يمبتن

در  کروگرميم 100که با مقدار  HER2 ژنيبدون آنت يهاچاهک
طور که از تراستوزومب مواجه شدند، استفاده شد. همان تريليليم

مرتبه شستشو ما  5که از  يهنگام شود،يمشاهده م 2شکل در 
فاقد  يهادر چاهک 450ODمراحل مختلف استفاده شد،  نيب

 نيب يبود که شستشو يتر از زمانکم يصورت معنادارهب ژنيآنت
تر در کم  450OD(P>01/0مرتبه انجام شد ) 3مراحل مختلف 

 يراختصاصيغ نهيپس زم يدهندهنشان ژنيفاقد آنت يهاچاهک
 تر است.کم

مختلف   (blocking)يسازمسدود يهايبافرها يسهيمقا
 HER2 ژنيبر آنت يمبتن يزايدر الا

درصد،  BSA  1از سه محلول يسازدودمرحله مس در
درصد استفاده  5خشک  ريدرصد و محلول ش BSA  3محلول 

و غلظت  تريليليدر م کروگرميم HER2 ،5/0 ژنيشد. غلظت آنت
در نظر گرفته  تريليليدر م کروگرميم 100نمونه تراستوزومب، 

غلظت صفر  نيچنو هم HER2 ژنيشد. غلظت صفر آنت
کار هب هاشيهمه آزما يبرا يمنف کنترل عنوانبه ومبتراستوز

 450ODاختلاف  شود،يم دهيد 3طور که در شکل گرفته شد. همان

 ب

 الف
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 ريبا شکه  HER2 نژيآنت يچاهک حاو نيشده ب يريگاندازه
 کروگرميم 100درصد مسدود شده و در معرض غلظت  5خشک 

 100درصد و تراستوزوماب  5خشک  ري، شHER+) تريليليدر م
( از تراستوزومب  قرار گرفته است با تريليليدر م کروگرميم

 ري، مسدود شده با محلول شHER2 ژنيآنت يچاهک حاو
، HER+نکرده است ) افتيدرصد که تراستوزومب در 5خشک 

( تريليليدر م کروگرميم 0درصد و تراستوزوماب  5خشک  ريش
چاهک  نيب ااختلاف معنادار م نيا (>001/0P) باشديمعنادار م

(+HER ،BSA 1  در  کروگرميم 100درصد و تراستوزوماب
 0درصد و تراستوزوماب  HER، BSA 1+( و )تريليليم
چاهک  نيب نيچنو هم (>01/0P)( تريليليدر م کروگرميم
(+HER ،BSA 3 ميليگرم 100 درصد و تراستوزوماب

 0درصد و تراستوزوماب  HER ،BSA 1+و ) (ليتربرميلي
مشاهده  يترکم زانيبه م( >05/0P)( تريليليدر م کروگرميم
 5خشک  ري، شHER-) يهاچاهک 450OD ي. از طرفشوديم

طور ه(، بتريليليدر م کروگرميم 100درصد و تراستوزوماب 
درصد و  HER ،BSA 3-) يهاچاهک 450ODاز  يمحسوس

و  (>05/0P)( تريليليدر م کروگرميم 100تراستوزوماب 
(-HER ،BSA 1 در  کروگرميم 100 مابدرصد و تراستوزو
اتصال  زانيم نيترکم جه،يتر است. در نتکم (>01/0P)( تريليليم
 تيبه کف پل هيثانو يباديآنت ايتراستوزومب و  ياختصاص ريغ

شد.  دهيدرصد د 5خشک  ريش يکنندهدر حضور محلول مسدود
درصد به عنوان  5خشک  ريش يکنندهمحلول مسدود ن،يبنابرا

 ژنيبر آنت يمبتن يزايانجام الا يبرا ناسبم يکنندهمسدود
 انتخاب شد.

 
 

 HER2بر  يمبتن يزايدر الا مناسب ين تعداد دفعات شستشوييتع. 2شکل 

 تريليليکروگرم در ميم 1۰۰با غلظت  HER2ژن يبدون آنت يهاچاهک. 

 تکرار دو mean±SDها نشانگر  دادهزا انجام شد. يمواجه و الا تراستوزومب

 است. P<0.01دار ينشانگر اختلاف معن ** .است

 

 

 

 

بر  يمبتن يزايمختلف در الا يمسدود ساز يهامحلول سهيمقا. 3شکل 

HER2 .ژن يآنت يفاقد و حاو يچاهکهاHER2  کروگرم در يم ۵/۰)غلظت

مختلف پوشانده و سپس در  يمسدودساز يهابا محلول HER2)تر يليليم

تر تراستوزومب قرار گرفته يليليدر مکروگرم يم 1۰۰و  ۰ يهامعرض غلظت

دو تکرار است.  mean±SDها نشانگر  دادهزا انجام شد. يو مراحل مختلف الا

و  P<0.05 ،P<0.01دار يب نشانگر اختلاف معنيو *** به ترت ** ،*

P<0.001 باشد.يم 

 
بر  يمبتن يزايدر الا HER2ژن يمقدار مناسب آنت نييتع

 HER2 ژنيآنت
 يزايانجام الا يبرا HER2غلظت مناسب  نييمنظور تع به

در حضور  HER2مختلف  يهابا غلظت زاي، الاHER2بر  يمبتن
)الف( مشاهده  4طور که در شکل تراستوزومب انجام شد. همان

 تريليليدر م کروگرميم 7/0تا  2HER 1/0در غلظت  450ODشد 
باً ثابت يتقر شيتراستوزومب مورد آزما يهاغلظت يدر تمام

. شودينم دهيد 450OD شيافزا 2HERغلظت  شياست و با افزا
 يمبتن يزايانجام الا يمحدوده برا نيدر ا HER2غلظت  ن،يبنابرا
 1/0از  ترنييپا HER2مناسب است. در غلظت  ژنيبر آنت

، کاهش 2HERبا کاهش غلظت  450OD ،تريليليدر م کروگرميم
 ترنييپا HER2غلظت  جه،يت)الف و ب((. در ن 4)شکل  ابدييم

بر  يمبتن يزايانجام الا يبرا تريليليدر م کروگرميم 1/0از 
)ب( مشاهده  4طور که در شکل . همانستيمناسب ن ژنيآنت
 تريليليدر م کروگرميم 1/0تر از کم يهادر غلظت شوديم

HER2از واکنش  يناش گناليس زاني، مHER2  و تراستوزومب
 ن،ي. بنابراافتيکاهش  HER2 ژنينتدر اثر کمبود غلظت آ

که منجر به شدت واکنش قابل قبول  ژنيآنت زانيم نيترکم
 است.  تريليليدر م کروگرميم HER2 1/0غلظت  شوديم

 HER2 ژنيبر آنت يمبتن يزايالا
 ژنيبر آنت يمبتن يشده نهيبه يزايالا ييکارا يبررس جهت

HER2 کم و  يغلظت يتراستوزومب دو محدوده ييدر شناسا
 ي. محدودهديگرد يبررس زاينوع الا نيتراستوزومب توسط ا اديز

( در تريليليدر م کروگرميم 5/0 تا 0غلظت کم تراستوزومب )
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 450OD ستوزومب،مقدار ترا شيبا افزا 2HER يهاغلظت يتمام
)ب(  5در شکل طور که )الف((. همان 5)شکل  ابدييم شيافزا

تراستوزومب، با  يبالا يشود در محدوده غلظتيمشاهده م
در  کروگرميم 100تا  12/3غلظت تراستوزومب از  شيافزا

 يفوق در تمام جي. نتاشوديمشاهده نم 450OD شيافزا تريليليم
 روال بود.  نيبه هم شيمورد آزما HER2 يهاغلظت

. ژنيبر آنت يمبتن يزايانجام الا يبرا HER2ن غلظت مناسب يي. تع4شکل 

کروگرم در يم 1 تا ۰ يمحدودهدر  HER2ژن يآنت يق سازي)الف( رق

ر يمحلول شانجام شد. تر يليليکروگرم در ميم 1/۰تا  ۰و )ب( تر يليليم

مراحل مختلف استفاده و  محلول مسدود کنندهدرصد به عنوان  ۵خشک 

 دو تکرار است. mean±SDها نشانگر  دادهشد. زا انجام يالا

 
 يمنف HER2کننده و نوع سلول محلول مسدود نييتع

 بر سلول يمبتن يزايمناسب در روش الا
 HER2 سلول عنوانبه SK-BR-3 يابتدا از دو رده سلول در

 نيياستفاده شد. جهت تع يمنف HER2به عنوان  MCF-7مثبت و 
درصد  3و  BSA 1کننده، دو بافر درصد مناسب محلول مسدود

 شود،ي)الف( مشاهده م 6طور که در شکل شدند. همان سهيمقا
درصد  BSA 1شده مربوط به بافر  يريگاندازه 450ODاختلاف 

که در معرض  MCF-7 يو رده سلول SK-BR-3 يرده سلول نيب
از تراستوزومب قرار  تريليليدر م کروگرميم 100غلظت ثابت 

رده  نياختلاف ب نيا کهيحال . درباشدياند معنادار نمگرفته
 BSAدر حضور بافر  MCF-7 يو رده سلول SK-BR-3 يسلول

(. >01/0P)است  معنادارکننده درصد به عنوان محلول مسدود 3
کننده عنوان محلول مسدودهدرصد ب BSA 3جهت از بافر  نياز ا

 يانتخاب رده سلول يبرا ،يمناسب استفاده شد. در مرحله بعد
HER2 يمناسب، از رده سلول يمنف MDA-MB-231  استفاده

درصد در نظر  BSA 3کنندهآزمون محلول مسدود نيشد. در ا
 شود،ي)الف( مشاهده م 6شکل  رطور که دگرفته شد. همان

 BR-SK-3 يرده سلول نيشده ب يريگاندازه 450ODاختلاف 
(HER2 و رده سلول )يمثبت MDA-MB-231 (HER2 يمنف )

از  تريليليدر م کروگرميم 100غلظت ثابت که در معرض 
 نيو ا (>0001/0P) باشدياند معنادار متراستوزومب قرار گرفته
 و SK-BR-3 ياختلاف دو رده سلول بهاختلاف معنادار نسبت 

MCF-7 (01/0P<) است.  ترشيب 

 ژنيبر آنت يمبتن يزاياستاندارد تراستوزومب توسط الا ي. منحن۵شکل 

تراستوزومب. اد ي)الف( و )ب( زکم  يغلظت ياستاندارد در محدوده يمنحن

 ۵/۰تا  ۰ يدر محدودهتراستوزومب  يبرا HER2بر  يمبتن يزاي)الف( الا

مختلف  يبا غلظتها HER2تراستوزومب در حضور تر يليليکروگرم در ميم

 يمبتن يزايانجام شد. )ب( الاتر يليليکروگرم در ميم ۵/۰تا  ۰در محدوده 

کروگرم يم 1۰۰تا  12/3 يغلظت يدر محدودهتراستوزومب  يبرا HER2بر 

 2۵/۰تا  ۰در محدوده  HER2تر تراستوزومب در حضور يليليدر م

دو تکرار  mean±SDها نشانگر  داده. انجام شدتر يليليکروگرم در ميم

 است.

 

که در معرض  MB-MDA-231ي هاسلول 450OD ن،يچنهم
اند ز تراستوزومب قرار گرفتها تريليليدر م کروگرميم 100غلظت 

تر است کم MCF-7 ياهسلول 450OD از يطور محسوسهب
(01/0P<). بر سلول از رده  يمبتن يزايانجام الا يبرا جهيدر نت

و محلول  MDA-MB-231 يمنف HER2 يسلول
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طور که در شکل درصد استفاده شد. همان BSA  3يکنندهمسدود
به  10غلظت تراستوزومب از  شيبا افزا شوديم دهي)ب( د 6

صورت معنادار هب 450OD تريليليدر م کروگرميم 100
(001/0P< )شده  ي. در هر دو غلظت بررسابدييم شيافزا

 يسلول يدر رده يطور محسوسهب 450ODتراستوزومب، 
SK-BR-3  ازMDA-MB-231 بالاتر است. 

 
ن نوع سلول و محلول ييتع)الف( . بر سلول يمبتن يزايالا. 6شکل 

 SK-BR-3 ي. در ابتدا رده سلولبر سلول يمبتن يزايمسدودکننده در الا

(HER2 و رده )يسلول يمثبت MCF-7 (HER2 توسط محلولهايمنف )ي 

BSA 1  کروگرم يم 1۰۰درصد مسدود شدند و در معرض غلظت ثابت  3و

 MDA-MB-231سپس، سلول قرار گرفته اند.  تراستوزومبتر يليليدر م

درصد  3و  BSA 1 يتوسط محلولها يمنف HER2 يبه عنوان رده سلول

 تراستوزومبتر يليليکروگرم در ميم 1۰۰مسدود و در معرض غلظت ثابت 

بر سلول با محلول مسدود کننده و سلول  يمبتن يزايالاقرار گرفت. )ب( 

 MDA-MB-231و  SK-BR-3 يسلول يهانه ردهيط بهيمناسب. در شرا

 تراستوزومبتر يليليکروگرم در ميم 1۰۰و  1۰ يهادر مواجهه با غلظت

و ****  *** ،** دو تکرار است. mean±SDها نشانگر  دادهقرار گرفتند. 

را نشان  P<0.0001و  P<0.01 ،P<0.001دار يب اختلاف معنيبه ترت

 دهد. يم

 گيريبحث و نتيجه
جهت  عيو سر ريپذتکرار ،يحساس، اختصاص يروش زايالا

ها و قطعات حاصل از آن يباديآنت کيولوژيب تيفعال يبررس
زمان با ماده کنترل مثبت که هم کي[. استفاده از 20] باشديم

صحت روش را  رود،يم شيپ زايالا شيتست در آزما يهانمونه
قابل  زايحاصل از روش الا يهاداده جهي. در نتدهدينشان م

 يباديآنت کي[. تراستوزومب 14خواهد بود ] نانياطم
[ 7] دهديرا هدف قرار م HER2 رندهيکه گ باشديمونوکلونال م

[. 11] شوديم يدستنييپا يرساناميپ ريو باعث مهار مس
شده  ديتول يلارهايميوسياز ب (™AryoTrust) وتراستيآر

 يسازمان غذا و دارو طفارمد است که توس وژنيآر يتوسط کمپان
 کيتواند يم ي[. تراستوزومب تجار21شده است ] دييتأ رانيا

 يشده برا يطراح زاينمونه کنترل مثبت مناسب در روش الا
ها و قطعات حاصل از آن يباديآنت کيولوژيب تيفعال يبررس

و  HER2 ژنيبر آنت يمبتن يزايمطالعه، روش الا نيباشد. در ا
تراستوزومب  يدارو لاريميوسيفرم ب يبر سلول برا يمبتن
ژن يبر آنت يمبتن يزاي. در الاديگرد يبررس (™وتراستي)آر

کننده و مسدود يعوامل مختلف مانند دفعات شستشو، نوع ماده
 قرار گرفتند.  يمورد بررس ژنيغلظت آنت

است.  يحذف مواد باند نشده ضرور يشستشو برا يمرحله
مرتبه شستشو انجام  5تا  3 زايالا يهر مرحله نيمعمولاً ب

 يهادر چاهک ياختصاص ريمطالعه، اتصال غ ني. در اشوديم
مرتبه شستشو  5 زايمراحل مختلف الا نيب کهيزمان HER2فاقد 

مرتبه  3 زايمراحل مختلف الا نيبود که ب يتر از زمانانجام شد کم
از مطالعات، به منظور  ياريشستشو صورت گرفت. در بس

 نيمرتبه شستشو ب 5از  ياختصاص رياز اتصال غ يريجلوگ
 [. 23،22استفاده شده است ] زايمراحل مختلف الا

لازم است حداقل  زايدرست در روش الا صيتشخ يبرا
 يهاکنترل OD ريمقاد نيو تفاوت ما ب يراختصاصيغ نهيزمپس

 ريغ گناليکاهش س ليدله[. ب20بالا باشد ] يمثبت و منف
روش  تيحساس ت،يبا مسدود کردن مناسب کف پل ياختصاص

 يکننده برامسدود ياز مطالعات ماده ياري. در بسروديبالا م
و همکارش در  Peterfi. به عنوان مثال، شوديم نهيبه زايالا انجام
در مرحله  ييايباکتر LPS صيجهت تشخ زايالا شيآزما يطراح

از جمله  وانيو سرم چند ح BSA ن،ييمحلول کاز يسازمسدود
کردند. در مطالعه مذکور، سرم بز  سهيبز، خوک و گوسفند را مقا

در نمونه کنترل مثبت و  450OD نيترشيب يطور معنادارهب
[. 20را از خود نشان داد ] يدر نمونه منف 450OD نيترکم
محلول  يسازنهيو همکارانش جهت به Kaur ن،يچنهم

 Vitreoscillaژنيآنت کنندهييشناسا يزايالا يسازمسدود

hemoglobin (VHb)خشک،  ريش ن،ي، محلول کازئBSA ،
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قرار  شيآزما وردسرم اسب و سرم بز را م ،يپوست ماه نيژلات
 نهيبه يسازبه عنوان محلول مسدود نيدادند که محلول کازئ

کننده بر در مطالعه حاضر، اثر محلول مسدود[. 24انتخاب شد ]
منظور، سه  ني. بدديگرد يبررس ياختصاص ريغ گناليکاهش س

درصد  5خشک  ريدرصد و ش BSA  3درصد، BSA  1محلول
سبب  يمحسوس طوردرصد به 5خشک  ريشدند. ش سهيمقا

 ژني)چاهک فاقد آنت يدر چاهک کنترل منف 450ODکاهش 
HER2  تريليليدر م کروگرميم 100مواجه شده با تراستوزومب )
درصد(  3و  BSA 1کننده )مسدود يهامحلول ريبا سا سهيدر مقا

 ژنيآنت يحاو يهاسنجش شده در چاهک 450OD يشد. از طرف
HER2 درصد نسبت به  5خشک  ريمسدود شده با محلول ش
درصد  3درصد و  BSA  1يهامشابه که با محلول يهاچاهک

مناسب  يکنندگبلوک اتيمسدود شده بودند بالاتر بود. به خصوص
 يدر برخ کنيز متون اشاره شده است. ولا ياريخشک در بس ريش

 رياز اتصال غ يريماده در جلوگ نيکم ا ييد کاراراز موا
 Sentandreu[. در مطالعه 16] استگزارش شده  زين ياختصاص

در مهار  نيخشک و کازئ ريو همکارانش نشان داده شد که ش
 يسازيکم يشده برا يطراح يزايدر الا ياختصاص رياتصال غ

[. در مطالعه 16مواد حاصل از عضله گاو موثر است ]
Khodashenas درصد جهت  5خشک  رياز ش زيو همکارانش ن

استفاده شد  HER2شده با  دهيپوش يهامسدود کردن چاهک
و همکارانش،  Meysamiدر مطالعه  کهي[. در حال25]

  BSAتوسط HER2بر  يمبتن يزايالا در هاچاهک يسازمسدود
 [. 26درصد انجام شد ] 1

 ميمستق ريغ يزايدر الا ژنياز اتلاف آنت يريمنظور جلوگ به
کرد.  قيرا تا قبل از از دست رفتن رنگ رق ژنيآنت توانيم

پوشانده  ژنيکاهش آنت ليبه دل يباديکاهش اتصال آنت کهيزمان
 يمنحن يباشد، ارتفاع پلاتو تيپل يهاشده در کف چاهک

 4که در شکل  طورهمان[. 18] ابدييکاهش م ژنيآنت ونيتراسيت
 تريليليدر م کروگرميم 7/0تا  1/0غلظت  شود،يالف مشاهد م

 يهامناسب است. غلظت HER2بر  يمبتن يزايانجام الا يبرا
 گناليمنجر به کاهش س تريليليدر م کروگرميم 1/0از  ترنيپائ

 يهاشده در کف چاهک دهيپوش ژنيکاهش غلظت آنت ليبه دل
 ژنيمطالعه نشان داد که حداقل غلظت آنت نيا جياست. نتا تيپل

 گناليو شدت س شوديم ييجوصرفه زانيم نيترشيکه منجر به ب
کم تراستوزومب ارائه  يهاغلظت يبرا يرا حت يقابل قبول

است.  HER2 تريليليدر م کروگرميم 1/0دهد، غلظت يم
Maple  يجهت بررس زايروش الا 2004و همکارانش در سال 

نمودند. غلظت  يطراح مارانيموجود در سرم ب بتراستوزوم
[. 27بود ] ng/mL 1 زايالا نياستفاده شده در ا HER2 ژنيآنت

Suarez يجهت بررس 2016در سال  زيو همکارانش ن 

خاص  يزايالا تيک ماران،يتراستوزومب موجود در سرم ب
با  HER2 زا،يالا نينمودند. در ا يطراح را مارانيب

 [. 12شده بود ] فادهاست μg/mL  1غلظت
بر  يمبتن يزايمطالعه عوامل مختلف الا نيدر ا ،يکل طورهب

HER2 کننده و غلظت د تعداد دفعات شستشو، بافر مسدودمانن
 . ديگرد يبررس HER2 ژنيآنت

بر سلول، سلول  يمبتن يزايمطالعه، به منظور انجام الا نيا در
HER2 يمنف MCF-7  وMDA-MB-231 دنديگرد سهيمقا .

بر  يمبتن يزايدر الا گنالياز کاهش محسوس س يحاک جينتا
بود. در  MCF-7با سلول  سهيدر مقا MDA-MB-231سلول 

 يمنف HER2به عنوان سلول  MCF-7از مطالعات سلول  يتعداد
و همکارانش  Latrich کن،ي[. ول29،28استفاده شده است ]

در فرم  يکم اريبه مقدار بس mRNA HER2گزارش دادند که 
و  Huang [. در مطالعه30وجود دارد ] MCF-7 يوحش

 MDA-MB-231و SK-BR-3، MCF-7 يهاهمکارانش سلول
شدند.  سهيدر سطح سلول مقا HER2 نيپروتئ انياز لحاظ ب

 Huang مطالعه يتومتريفلوس جيما، نتا يمطالعه جيراستا با نتاهم
 HER2 زانيم نيترشيب SK-BR-3و همکارانش نشان دادند که 

 انيرا ب يکم HER2 زانيم MCF-7 يها. سلولکنديم انيرا ب
تر از کم اريرا بس MDA-MB-231، HER2 يها. سلولکننديم

MCF-7 [.31] کننديم انيب يو به سخت 
بر سلول  يو مبتن HER2بر  يمبتن يزايمطالعه حاضر، الا در

 نيدست آمده از اهب يهاشد. از داده نهيبه ™وتراستيآر يبرا
قطعات  ريسا يبرا زايروش الا يطراح يبرا توانيمطالعه م

و قطعات آن  هانيمونوتوکسي، اHER2 رندهيضد گ يهايباديآنت
 نيا کيولوژيب تيالفع توانيم بيترت نياستفاده نمود. به ا

به عنوان کنترل  ™وتراستيدر حضور آر نانيرا با اطم هايباديآنت
از  ناني. هر چند که لازم است به منظور اطمديمثبت سنج

 يدر محدوده يريپذتکرار ت،يصحت، دقت، حساس ت،ياختصاص
 نهيبه يزايروش الا (robustness)استحکام  نيچنمورد نظر و هم

 ICH Q2بر اساس دستورالعمل يبرسازمعت شاتيشده، آزما

(R1) [32،12و انجام گردد ] يروش طراح نيا يبرا. 
 

 تشكر و قدردانی
دانشگاه علوم  يحوزه پژوهش يمال تيمطالعه با حما نيا
 يشگاهياست. مراحل آزما دهيانجام گرد يبهشت ديشه يپزشک

 ييدارو يوتکنولوژيبخش ب يهاشگاهيدر آزما قيتحق نيا
 نيدانشگاه انجام گرفته است. لذا محقق نيا يدانشکده داروساز

 يهمکار ندانند که از زحمات و حس يمطالعه بر خود لازم م نيا
 ليفارمد به دل وژنيآر ييشرکت دارو نيمربوطه و همچن نيمسئول
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خود  يکمال تشکر و قدردان TM وتراستيآر يفراهم نمودن دارو
 .نديرا ابراز نما
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Introduction: ELISA is a sensitive, specific, reproducible and fast method to quantify the biological activity of 

antibodies. Trastuzumab is a humanized monoclonal antibody against HER2 receptors which prevents the initiation 

of downstream signaling pathway. Trastuzumab can be used as a positive control in the ELISA experiments for anti-

HER2 antibodies. Additionaly, insufficient washing and blocking can be the cause of background in the ELISA 

experiment that is necessary to be optimized. As we do not want to waste antigen, it is also important to determine the 

last dilution of antigen that can give good titration curve for trastuzumab. The aim of this study was to optimize ELISA 

method for trastuzumab biosimilar (AryoTrust™, Aryogen pharmed). 

Materials and Methods: In this study, different variables including the number of washing cycle, the blocking 

agent and antigen concentration in HER2-based ELISA and the type of HER2 negative cell line and the blocking agent 

in cell-based ELISA were studied. 

Results: It was demonstrated that 5 times washing between different steps of HER2-based ELISA causes 

significant lower non-specific background as compared to 3 times washing. Moreover, the nonspecific binding was 

significantly lower in the presence of % 5 skim milk as blocking agent as compared to BSA %1 or BSA %3. In 

addition, the lowest HER2 concentration which gives good titration curve for trastuzumab was 0.1 μg/ml. In cell-

based ELISA experiment, it was demonstrated that the use of MDA-MB-231 as negative HER2 cell line caused 

significant lower background than MCF-7. Furthermore, BSA 3% was chosen as proper blocking agent. 

Conclusion: The results of this study can be used for development of HER2 and cell-based ELISA for anti HER2 

antibodies and its fragments. 
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