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 مقاله پژوهشي 

آن به  ياتصال اختصاص يابيو ارز CD20 يخارج سلول ديپپت يهعلمونوکلونال  يباد يانبوه آنت ديتول
  CD20 کننده انيب يها سلول

  
  ٤زاده يجلال عبدالعل ،٣يديجعفر مج ،٢بهزاد برادران ،١نه سپهريکوشان س

 
  21/01/1393تاریخ پذیرش  05/11/1392تاریخ دریافت 

 
 يدهچک

مختلـف   يمارکرهـا  ،ن مواديا واسطه بهن امکان فراهم شده که يمونوکلونال ا يها يباد يد آنتيدوما در توليبريه يفنّاورشرفت يامروزه با پ :هدف و نهيزم شيپ
کـه   باشـد  يم ها لنفومو  يص لوسميک مارکر مناسب در تشخي ،لهيکوزير گلين غيفسفوپروتئ ،CD20گردد.  يابيم ارزيو بدخ نرمال يها سلولدر سطح  يسلول
 هيبرعل مونوکلونال بادي آنتيد يتول ن مطالعهي. هدف اگردد يمان يب ه و پلاسماسل،ياول يها سلولم به جز در ينرمال و بدخ B يها سلولاز  درصد ٩٥در  باًيتقر

  .باشد يم CD20ان کننده يب يها سلولآن در  ياتصال اختصاص يابيو ارز CD20مارکر 
طحـال   يهـا  سـلول وژن ي ـدنـد و سـپس ف  يگرد ايمونيزه ،CD20سلولي د خارج يپپت کروگرميم ١٠٠در چهار نوبت با  Balb/c يها موشابتدا  :ها روش مواد و

 limiting dilution)محـدود (  يرقت سـاز  يمطلوب برا کلون صورت گرفت. PEG) کول(يگل لنيات يپل لهيوس به SP2/0 ييلومايم يها سلولبا  موش نيتر منيا
 A نيپـروتئ  يکرومـاتوگراف  يت ـينيمونوکلونال با روش اف بادي آنتيص يت صورت گرفت. تخليع آسيمونوکلونال به روش ما بادي آنتيد انبوه يد. توليانتخاب گرد

صـورت   يتومتريسـانس و فلوسـا  مونوفلوريزا و اي ـمثل الا يکيمونولوژيا يها يابيارزبا  بادي آنتي ياختصاصد. اتصال يگرد دييتأز ين SDS-PAGE شد و با انجام
  گرفت.

ت با يع آسيص مايآمد. با تخل به دستزا يدر آزمون الا ٢حدود  OD)(يک کلون مطلوب با جذب نوري ،ها کلون يو غربالگر يوژن سلوليف از انجام: پس ها افتهي
 ديي ـتأرا  يخلوص محصول کرومـاتوگراف  SDS-PAGEج يآمد. نتا به دستمونوکلونال خالص  بادي آنتي گرم يليم ٥ , Aن يپروتئ يکروماتوگراف يتينيستون اف
  نمود. دييتأز يرا ن CD20به  ياتصال اختصاص يتومتريمونوفلورسانس و فلوسايزا و ايج الاينمود. نتا

و  مونوفلورسـانس يزا و اي ـر الاي ـنظ يکيمونولـوژ يا يهـا  يابيارزدر  توان يم CD20 هيعل دشدهيتولمونوکلونال  بادي آنتي که از دهد يمج نشان ينتا :يريگ جهينت
  استفاده نمود. يتومتريفلوسا

  يتومتريفلوسا ،يکروماتوگراف يتيني، افCD20 ،مونوکلونال بادي آنتي :يديکلمات کل
  

 ١٣٩٣ تير، ٣٦٣- ٣٧٢ ، صمچهار شماره، پنجميست و بدوره ، يهارومي پزشکمجله 

  
  ٤١١٣٣٦٤٦٦٥تلفن: -رانيا ز،يتبر .زيتبر يدانشگاه علوم پزشک ،ييدارو يکاربرد قاتيمرکز تحق: آدرس مکاتبه

Email: behzad_im@ymail.com 

  

                                                
  رانيا ز،يتبر ،يپزشک يشناس يمنيگروه ا ،يدانشکده پزشک ،زيتبر يدانشگاه علوم پزشک ،يپزشک يشناس يمنيکارشناس ارشد ا ١
  (نويسنده مسئول) رانيا ،زيتبر ز،يتبر يداشگاه علوم پزشک ،ييدارو يکاربرد قاتيمرکز تحق ،يپزشک يشناس يمنيا ارياستاد ٢
  رانيا ،زيتبر ز،يتبر يداشگاه علوم پزشک ،يمونولوژيا قاتيمرکز تحق ،يپزشک يشناس يمنياستاد ا ٣
  رانيا ،زيتبر ز،يتبر يداشگاه علوم پزشک ،يمونولوژيا قاتيمرکز تحق ،ينيبال يميوشيب ارياستاد ٤

  مقدمه
سيستم ايمني  يها سلوليکي از  عنوان به B هاي يتلنفوس

خوني  يها سلول هاي يميبدخدر  اي عمدهکه سهم  باشد يم
هاي لنفوئيدي  کل لوسمي درصد ٧٥حدود  که در طوري هدارد ب

. گيرند يم منشأ Bهاي  سلول از ها لنفوم از کل درصد ٩٠و 
خون  و درسلولي ايمني همورال هستند  منشأ B يها سلول

طحال  در و درصد ٢٠-٢٥ غدد لنفاوي در و درصد ١٠ -١٥

  .)١(گردند يمرا شامل  ها يتلنفوساز  درصد ٤٠-٤٥
در مراحل مختلف  B يها سلولاختلالات نئو پلاستيک 

در  Bي سلول ها لنفوم. بنابراين افتد يماتفاق  B يها ولسلرشد 
يا  B سطحي سلول هاي ژن آنتيمورفولوژي، مکانيسم و بروز 

مارکرهاي  يکي از. )٥-٢(ايمونوفنوتايپ بسيار متفاوت هستند
 از آن براي روند تشخيص لوسمي و توان يمه ک B يها سلول
  يها سلولمراحل مختلف بلوغ  و تمايز B يها سلولي ها لنفوم
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 و همکاران کوشان سينه سپهر  ... و CD20بادي مونوکلونال عليه پپتيد خارج سلولي  توليد انبوه آنتي
 

٣٦٤  

B   ،استفاده نمودCD20 از  درصد ٩٥در  يباًتقرکه  باشد يم
  .)٨-٥(گردد يمنيز بيان  B يها سلوللنفوماهاي 

کيلو دالتوني  ٣٥يک فسفو پروتئين غشايي  CD20 ژن يآنت
 .بالغ قرار گرفته است Bلنفوسيت و  pre-Bکه بر روي  است

CD20  يها سلولدر طول توسعه طبيعي B  نسبت به مارکرهاي
 يا رونده شيپ طور بهمقدار غشايي آن  و شود يم رتر ظاهريدديگر 

، اين شاخص در تنظيم چرخه ابدي يمدر طول تمايز افزايش 
کانال يون کلسيم  عنوان بههمچنين  روند تکامل سلول و ،سلولي

  .)١١-٩(دينما يم ز عملين
لنفوما  يها رگروهيزتعيين انواع  در حال حاضر براي تشخيص و

مارکرهاي سطحي  کاز آناليز ايمونوفنوتايپي توان يمها  لوسمي و
و منوکلونال استفاده نمود که ميزان  بادي آنتيتوسط  ها تيلنفوس

که  يا مرحله نوع بدخيمي و دهنده نشانتواند  مي مارکر نوع
رايج  فندر استفاده از اين روش،  بدخيمي در آن قرار دارد باشد.

منوکلونال کونژوگه شده با  بادي آنتيکه از  باشد يمفلوسايتومتري 
استفاده  ها سلولماده فلورسانس براي تشخيص مارکرهاي سطحي 

منو کلونال داراي  بادي آنتيبه علت استفاده از  فناين  .گردد يم
حضور  تواند يمبالايي است که حتي  تيو حساساختصاصيت 

کاهش يافته است را  ها آنکه مقدار  سطحي را يها ژن يآنت
  .)١٤- ١٢(مايدن يريگ اندازه

منوکلونال  بادي آنتيبا انجام اين تحقيق ما سعي در توليد 
داريم تا بتوانيم از آن براي ارزيابي اين مارکر در  را CD20 عليه

  استفاده نماييم. ها سلولسطح 
  

  ها روشمواد و 
  ايمونيزاسيون:

و  گرفت صورت Balb/c ماده چهار موش يبر رو يساز منيا
 CD20سلولي و خارج  N-terminal يک پپتيد سنتتيک از توالي

)SLVGPTQSF, Modmab, Sweden عنوان به) انساني 
ايمونوژن انتخاب گرديد و يک بنيان سيستئين براي تسهيل 

قرار داده شد سپس  C-terminusکونژوگاسيون با کرير در ناحيه 
 Keyhole Limpet (KLH,Thermo, USA) با پپتيد

Hemocyanin، شدند کونژوگه.  
 در و چهار موش به زمان هم طور به پپتيد هاي کونژوگه تزريق 

براي ايمونيزاسيون اوليه هر  اول، نوبت در .گرفت انجام نوبت چهار
 تريکرو ليم ١٠٠را با  KLH-کونژوگه پپتيد کروگرميم ١٠٠موش، 

) مخلوط نموده و به هر Sigma-USAاز ادجوانت کامل فروند(
هم داخل صفاقي  زير جلدي و صورت بههم  امولسيون مذکورموش 

 تزريق گرديد.

روز بعد از تزريق اول، تزريق يادآور انجام گرفت. تهيه  ٢١
دقيقاً مشابه تزريق اوليه بود، با اين تفاوت که در  ژن يآنت

 ژن يآنتاز ادجوانت ناقص فروند استفاده گرديد.  ها يادآوري
زير جلدي در ناحيه پشت گردن و داخل صفاقي تزريق  صورت به

هفته پس از اولين تزريق يادآوري  ٣گرديد. دومين تزريق يادآوري 
 ها موش دم ناحيه از فيوژن، انجام از قبل هفته يک صورت گرفت.

 الايزا روش به ضدپپتيد بادي آنتيتيتر  و آمد عمل به يريگ خون

 جهت بود، بادي آنتي تيتر داراي بالاترين که موشي .گرديد بررسي

 ميکروگرم ٥٠ فيوژن، انجام از قبلروز  سه .شد انتخاب فيوژن انجام

) بدون Intravenous Injection( وريدي داخل صورت به کونژوگه
  .گرديد تزريقادجوانت 

  ELISA :الايزا آزمون
 يها موش در CD20 ديضد پپت بادي آنتي تيتر تعيين براي

  شده از روش الايزا استفاده گرديد. ايمن
 , Maxi sorp , Nunc) الايزا پليت يها چاهک ابتدا،

Denmark) پپتيد با BSA- تريل يليم در ميکروگرم ١٠ غلظت با 

 پس .شدند پوشانده گراد، سانتي درجه ٤ دمايو در  طول شب در

 ،PBS-T( PBS -0.05% Tween 20) بافر بار شستشو با سه از
 Bovine) درصد ٢غيراختصاصي داخل هر چاهک با  يها گاهيجا

serum albumin)BSA مجدد، از شستشوي پس .مسدود گرديد 

 يها چاهکمختلف سرم موش به  يها رقتاز  تريکرو ليم ١٠٠
سپس سطح ميکرو پليت را با چسب  .ميکرو پليت اضافه گرديد
  قرار داده شد. C٣٧ساعت در  ١نواري پوشانده و به مدت 

کونژوگه با آنزيم  Rabbit–anti mouse IgGپس از شستشو، 
HRP (شرکت فرا طب)  ١٠٠نموده، به مقدار  رقيق ٤٠٠٠/١را 

 ٦٠اضافه گرديد و به مدت  ها چاهکاز آن به همه  تريکرو ليم
 TMBانکوبه شد. پس از شستشو سوبستراي  C٣٧دقيقه در 

(3, 3', 5, 5'- Tetra Methyl Benzidine)  يها چاهکبه همه 
دقيقه در دماي آزمايشگاه و در  ٢٠ميکرو پليت ريخته و به مدت 

 با ،هدقيق ١٥ از پس رنگي واکنشجاي تاريک انکوبه گرديد. 

 Optical ) (نوري جذب و درصد متوقف ٥ اسيدسولفوريک

Density با دستگاه  ها چاهکELISA Reader )STAT FAX 

  .نانومتر خوانده شد ٤٥٠ موج طول) در +303
  سلول هيبريدوما: ديو تول فيوژن سلولي

در  موشي ميلوماي SP2/0 يها سلول فيوژن، از قبل هفته يك
 Fetal) گاو جنين سرم درصد ١٠ حاوي RPMI 1640محيط 

bovine serum,Gibco,U.S.A) FBS، Iu/mlپني سلين ١٠٠، 
µg/ml درصد  ٥ با درجه ٣٧ انكوباتور استرپتومايسين در ١٠٠

Co2 موش طحال يها سلول فيوژن .شدند تكثير اشباع، رطوبت و 

 Poly Ethylen Glycol از استفاده با SP2/0 يها سلول با
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 ۱۳۹۳ مرداد، ۴، شماره ۲۵دوره   اروميه مجله پزشکي
  

٣٦٥  

1450(PEG1450) ,( Sigma ) شدند انجام ٥:١ نسبت به و .
 حاوي کامل RPM I محيط در فيوژن از حاصل يها سلول سپس

 خانه ٩٦ هاي پليت در 4x(HAT( و گاو جنين سرم درصد ٢٠

(Nunc, Denmark) ٣٧در دماي  تريکرو ليم ١٠٠ حجم در 
ناتانت  سوپر داده شد. کشت CO2انکوباتور  گراد سانتي درجه

پس از فيوژن با محيط  روز ١٤ و ١٠،٧،٤ ها چاهک
HAT4X(Sigma) ند.تعويض گرديد 

  ها: هيبريدوما کلونينگ و غربالگري
 حاوي يها چاهکسوپرناتانت  ،ها سلول کشت از پس روز 10

 بادي آنتي توليد ازنظرو  شدند يآور جمع اهيبريدوم يها سلول

 کار اين براي .قرار گرفتند يموردبررس الايزا روش به اختصاصي

پپتيد - BSAاز  μg/ml١٠ الايزا با يها چاهکخلاصه ابتدا  طور به
 يها چاهک محلول رويي از تريکرو ليم ١٠٠پوشيده شدند و سپس 

اضافه گرديد. از  ها چاهکا به هيبريدوم يها سلول حاوي
داراي جذب بالا براي کلونينگ به روش رقت  يها چاهک

گرديد. در اين  استفاده Limiting Dilution) ( محدودکننده
يک  تريکرو ليم ١٠ي رقيق شدند که در هر صورت به ها سلولروش 

با استفاده از  ها کلونسوپرناتانت تک  تيدرنهاسلول قرار بگيرد 
غربالگري گرديدند و تک کلون با  بادي آنتيالايزا جهت توليد 

  کلون مطلوب انتخاب گرديد. عنوان بهبالاترين جذب نوري 
  :بادي آنتيتعيين ايزوتايپ 

سنگين و سبک  يها رهيزنجبراي تعيين کلاس و زير کلاس 
از کيت الايزا،  ،دشدهيتولمنوکلونال  يها يباد آنتي

)Thermo,USA(  استفاده گرديد. ابتدا مايع رويي كلون به نسبت
 رقيق گرديد. سپس TBS (Tris Buffer Salin)با بافر  ١٠به  ١

چاهك  ٨به  شده قيرقاز مايع رويي كلون  تريکرو ليم ٥٠
جهت  ها چاهکدر كيت ريخته شد(هر يك از  شده مشخص

  ).رود يممشخص نمودن يك ايزوتايپ خاص بكار 
 Goat Anti-Mouse IgG+IgA+IgMاز  تريکرو ليم ٥٠ 

هر چاهك ريخته شد. پس از انکوباسيون در  به HRP با كونژوگه
به هر چاهك اضافه شد. جذب  TMB دماي اتاق سوبسترا

شدند و جذب  يريگ اندازه nm٤٥٠با الايزا ريدر در  ها چاهک
  مثبت در نظر گرفته شد. عنوان به ٢/٠بالاي 

  منوکلونال: بادي آنتيتوليد انبوه 
cBalbموش  ٤ابتدا  از انستيتو پاستور  يا هفته ٦الي  ٤ /

پريستان  تريل يليم ٥/٠ايران تهيه شدند. سپس مقدار 
)UKPSIGMA داخل صفاقي به هر موش  صورت به) ,1403,

هيبريدوما که کاملاً زنده و  يها سلولروز بعد،  ١٠تزريق گرديد. 
 Phosphate)سلول که دوبار با ١×١٠٦براق بودند به تعداد 

buffered saline) PBS شسته شده بودند به داخل صفاق هر 
  موش تزريق گرديد.

، مايع آسيت تشكيل شده و ها سلولروز بعد از تزريق  ١٠
بزرگ و پوست آن کاملاً کشيده شده بود. در اين  ها موششکم 

به داخل صفاق موش، مايع آسيت  ١٩ سرسوزنمرحله با فرو بردن 
گرديد. تيتر مايع آسيت توسط روش  يآور جمعدر بشر  قطره قطره

  الايزا بررسي گرديد.
افينيتي کروماتوگرافي با پروتئين  توسطمايع آسيت  تخليص 

A:  
ابتدا از سولفات آمونيوم اشباع مايع آسيت . براي تخليص 

يک شب دياليز  جهت تغليظ و تخليص نسبي استفاده شد و پس از
 Aافينيتي کروماتوگرافي  براي تخليص بيشتر از PBSدر مقابل 

  استفاده گرديد.
بافر با  Protein A- Sepharoseابتدا ستون  
PBS)7.4:100mM , pH  شستشو داده شد تا (pH يبافر خروج 

توليدي از نوع  بادي آنتيسپس چون کلاس  .با ورودي يکسان شود
IgG2a 100( کننده ضيتعو از بافر بودmM citrate 

buffer,10mM Tris.Hcl pH:4.5 ها نمونه) استفاده کرده و 
 گرديد. براي يآور جمع ها در لوله fraction collectorتوسط 
Elute 0.1ها از بافر گليسين ( ساير ايمونوگلوبولينM 

glycine ,PH:2.7نانومتر  ٢٨٠در  ها لولهجذب  .) استفاده گرديد
 CD20 تخليص شده با بادي آنتي يريپذ واکنششدند.  يريگ اندازه
 10پپتيد (- BSAو Raji (106 cells/well) يها سلول روي

μg/ml( گرديد. به روش الايزا بررسي  
  :SDS-PAGEبه روش  دشدهيتول بادي آنتيتأييد خلوص 

استفاده  SDS-PAGEاز  بادي آنتيبراي تأييد خالص بودن 
براي تأييد  تيدرنهامخلوط شده و  باهمخالص  يها نمونهکه  شد

در شرايط احيا و غير احيا گذاشته شد.  SDS-PAGEدوباره 
 ٢٠تخليص شده با  بادي آنتياز  تريکرو ليم ٨٠)ميکروگرم ١٠٠(
دقيقه در  ٥بافر نمونه مخلوط گرديد. سپس به مدت  تريکرو ليم

دماي جوش انکوبه گرديد و روي يخ سرد گرديد. الکتروفورز با 
 mini- PROTEAN electrophoresis٪ توسط ٥/١٢غلظت ژل 

instrument(Bio- Rad Laboratories, Hercules, CA, 

USA)  و  يک ساعت صورت گرفتبه مدت  ولت ١٠٠با جريان
) R250 )Sigmaسپس ژل مربوطه با رنگ کوماسي بلو 

  گرديد. يزيآم رنگ
  :FITC با بادي آنتيکونژوگاسيون 

کرو يم ٤٥٠به منوکلونال  بادي آنتياز  ٢ mg/mlکار براي اين 
اضافه  Mm Carbonate), (pH = 9.2 500بافر واکنش  تريل

 گرم يليم ١دياليز انجام شد.  روز شبانهيک  PBSدر مقابل  گرديد و
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٣٦٦  

FITC)SIGMA( محلول  تريل يليم ١/٠ ردDMSO Dimethyl 

sulfoxide)(  گرمميکرو ٨از محلول فوق  شد.بدون آب حل 
و به مدت يک  شده اضافه بادي آنتي گرم يليم ١/٠به  برداشته و

جلوگيري از کاهش  براي .شدقرار داده  ساعت روي روتاتور
فلورسانس ماده فلوروکروم اطراف لوله با فويل آلومينيومي پوشانده 

کونژوگه، محلول  يباد ياز آنتغير کونژوگه  FITCبراي حذف  شد.
 10mM) (درمقابل بافر نگهداري روز شبانهبه مدت يک  موردنظر

Tris,150mM Nacl,0/1% NaH3,PH:8.2 دياليز گرديد.  
  ايمونوفلورسانس: يزيآم رنگ

 يها سلول و +CD20 يها سلول عنوان به Raji يها سلول
Molt-4 کنترل منفي تهيه شدند. عنوان به  

 %0.25توسط گلوتارآلدهيد  جداگانه هاي در پليت ها سلول 

glutaraldehyde)  شستشو ( بعد از) کوت شدند وPBS-

T ,2times سپس از  فيکس گرديدند درصد ٧/٣) توسط فرمالدئيد
Skim milk 3% براي بلاکينگ استفاده شد.  

به مدت يک  ١ / ١٠٠٠رقت کونژوگه توليدشده با  بادي آنتي 
اضافه گرديد.  ها سلولروتاتور) به  يو روفويل  ساعت (پوشانده با

ميکروسکوپ فلورسانس  ريدر ز )PBS-T ,3times( بعد از شستشو
  بررسي شدند.

در نمونه خون لوسميک انساني به روش  CD20 آناليز
  فلوسايتومتري:

به  anti-CD20در اين مرحله براي بررسي اتصال اختصاصي 
CD20  در شرايط پاراکلينيک از  ،خون انساني يها سلولسطح

 (Acute lymphoblastic leukemia)نمونه خون فرد مبتلا به 

ALL ريز در بخش لوسمي بيمارستان شهيد قاضي تب شده يبستر
 بادي آنتي و FITC کونژوگه با دشدهيتول بادي آنتياز  استفاده شد و

 موردنظردر نمونه  CD20تجاري (کنترل مثبت) جهت شناسايي 
  استفاده گرديد.

منونوکلوئر خون فرد بيمار توسط فايکول جدا  يها سلولابتدا 
در سلول که  ١٠٦در دو لوله مجزا و در هر لوله به تعداد  شد. سپس

سوسپانسيون در آمده بود  صورت به PBSاز  تريکرو ليم ٥٠٠
و تجاري  دشدهيتول بادي آنتيسپس به مقدار مساوي از  ريخته شد.

)Dako,Denmark ١لوله شماره  دشدهيتول بادي آنتي( ها لوله) به 
 به مدت ها لوله و ديگرداضافه  )٢تجاري لوله شماره  بادي آنتي و

 ها سلولدقيقه  ٤٥ گرديدند پس از دقيقه در دماي اتاق انکوبه ٤٥
مورد آناليز قرار  )BD, USA(توسط دستگاه فلوسايتومتري

  گرفتند.
  
  ها يافته

 و بابه روش الايزا  شده ايمن يها موش سرم تيتراسيون
 دريافت از پس ها موش كه داد نشان -BSA استفاده از پپتيد

 موردنظرعليه پپتيد  مناسب تيتر با بادي آنتي ،ژن يآنتدوز  سومين

 به دستچاهک مثبت  ٥،  ). بعد از فيوژن١(جدول اند کرده توليد
براي  ها آنداشتند که يکي از  ٥/١چاهک جذب حدود  ٣آمد و 

LD  براي  شده استفادهاستفاده گرديد. از يک کلونLD  يک کلون
 تيدرنهاآمد و  به دست ٨/١داراي جذب ) G8-2مطلوب (کلون 

 صورت گرفت. تمام مراحل ارزيابي با اين کلون

  

 به روش الايزا ها موشنتايج بررسي ايمونيزاسيون  ):١جدول (

4M  3M  2M  1M  * NC  Mouse  

١/١ ٠,٨  ٩/٠  ٢/١  ١/٠  OD  

  ).٨٠٠٠/١رقت * کنترل منفي (سرم موش ايمن نشده با 
 .باشد يم ٨٠٠٠/١ها با رقت  کليه سرم -
  
منوکلونال توليدي با استفاده از مايع رويي  بادي آنتي پيزوتايا

و نتايج نشان داد که  الايزا انجام شد تک کلون مطلوب توسط کيت
و  IgG2aاز کلاس  G8-2منوکلونال حاصل از کلون  بادي آنتي

 .باشد يمداراي زنجيره سبک کاپا 
روز  ١٠منوکلونال در مايع آسيت  بادي آنتيانبوه  براي توليد

سلول از  ١ ×١٠٦موش با پريستان، تعداد  ٤پس از تحريک صفاق 
) در حال رشد لگاريتمي به هر موش تزريق G8-2کلون مطلوب(

و مايع آسيت  شده بزرگموش  ٤ روز شکم ١٠پس از  ؛ کهگرديد
mlدر مرحله اول حدود  ١٩ سرسوزن لهيوس به که تشکيل يافت.

 ml٣حدود  روز ٣بعد از  مجدداًمايع آسيت به دست آمد و  ٥
  گرديد. يآور جمعديگر مايع آسيت 

در ابتدا غلظت پروتئين در مايع  بادي آنتيدر پروسه تخليص 
پس از  ،بود که در مرحله بعد ٤٠ /mg ٨ ml حدود توليدي آسيت

 در زياليد شب کيتوسط سولفات آمونيوم اشباع و  تخليص نسبي
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٣٦٧  

کاهش پيدا کرد و  گرم يليم ١٨ به ها آنغلظت  ،PBSمقابل بافر 
ستون افينيتي کروماتوگرافي توسط  از شستن پس تيدرنها

منوکلونال  بادي آنتي گرم يليم ٥حدود  ،:pH ٥/٤در بافرسيترات 
آمد. براي تأييد خالص  دستبه  IgG2aبا کلاس  CD20عليه 

PAGESDSاز  بادي آنتيبودن   يها نمونهکه  استفاده شد 
براي تأييد دوباره  تيدرنهامخلوط شده و  باهمخالص 

PAGESDS   .باند  ٢در شرايط احيا و غير احيا گذاشته شد
PAGESDSدر  ظاهرشده   يها تيموقعدر شرايط احيا در 

سبک و سنگين  يها رهيزنج دهنده نشانکيلو دالتون  ٥٠و  ٢٥
در موقعيت  ظاهرشده. در شرايط غير احيا نيز تنها باند باشد يم

خالص  صورت به بادي آنتيکه  دهد يمکيلو دالتون نشان  ١٥٠
 ).١است (شکل  دشدهيتول

 

 
PAGESDS ):١شکل (  50(دو باند تخليص شده در شرايط احيا و غير احيا. در شرايط احيا بادي آنتيkDa,  (و زنجيره سنگين

٢٥kDa  150(زنجيره سبک) و در شرايط غير احياء تنها يک باندkDa گرديد ) تشکيل(زنجيره سبک و سنگين.  
  

مايع آسيت و قابليت شناسايي  تخليص شده و بادي آنتيتيتر 
توسط  راجي و شناسايي پپتيد يها سلولدر سطح  CD20مارکر 

تخليص شده توسط تست الايزا بررسي گرديد. نتايج  بادي آنتي

براي  ٥/١نوري  و جذب BSA–براي پپتيد  ٧/١جذب نوري  الايزا
تخليص شده نشان  بادي آنتي ١/ ١٦٠٠٠با رقت  راجي يها سلول

  ).٢(جدول داد
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٣٦٨  

  تخليص شده بادي آنتيدر مايع آسيت و  بادي آنتيبررسي مقايسه تيتر  ):٢جدول (
NC 

(SP2/0) 

NC* 

(Non-

immune 

mouse 

serum) 

PC** 

(Immune 

mouse 

serum) 

Ascetic 

fluid/BSA- 

Peptide 

(1/16000 

dilution) 

Purified 

Antibody/BSA-Peptide 

(1/16000 dilution - 

Purified 

Antibody/Raji cell 

(1/16000 dilution- 

٠٧/٠  ٠١/٠  ٢/١  ٠٨/١  ٧/١  ٥/١  

  ).٨٠٠٠/١رقت * کنترل منفي (سرم موش ايمن نشده با 
  ).٨٠٠٠/١رقت ** کنترل مثبت (سرم موش ايمون با 

 
منوکلونال در  يها يباد يآنت از استفاده براي بررسي قابليت

با  Molt-4و  Raji يها سلولايمونوفلورسانس،  يزيآم رنگ
باعث  تيدرنهاشدند که  انکوبه FITC شده با کونژوگه بادي آنتي

  ).٢شکل اختصاصي گرديد ( صورت به Raji يها سلولرنگ گرفتن 
 

 
 دشدهيتول بادي آنتيبا  .Raji يها سلولايمونوفلورسانس  يزيآم رنگ ):٢شکل (

A.  با ميکروسکوپ نوري ( ،يزيآم رنگراجي قبل از  يها سلولنمايX٢٠(  
B. با ميکروسکوپ ايمونوفلورسانس ،يزيآم رنگراجي بعد از  يها سلول نماي)X٢٠( 
C. يها سلول نماي )Molt-4  (با ميکروسکوپ ايمونوفلورسانس  ،يزيآم رنگکنترل منفي) بعد ازX٢٠(  

  
 بادي آنتياتصال اختصاصي  دهنده نشاننتايج فلوسايتومتري  

 يها سلولدر  CD20ميزان  ،در مقايسه نتايج .باشد يم CD20به 
 درصد ٣٠/٣١ در اين طرح دشدهيتول بادي آنتيفرد بيمار توسط 

گزارش  درصد ٩٢/٣٤ تجاري بادي آنتي) و توسط ٣شکل (
توانايي شناسايي  آمده دست بهطبق نتايج  .)٤شکل گرديد(

 درصد ٦/٣تجاري  بادي آنتيدر مقايسه با  دشدهيتولبادي  آنتي
 بادي آنتياين است که  دهنده نشاندارد و اين نتايج  اختلاف

 تجاري قدرت شناسايي مارکر بادي آنتيمعادل  باًيتقر دشدهيتول
CD20  خون انساني در شرايط تشخيصي  يها سلولدر سطح

  را دارد. پاراکلينيک
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٣٦٩  

 
  يها سلولدر  CD20: ميزان دشدهيتول بادي آنتي نتايج فلوسايتومتري نمونه بيمار توسط ):٣شکل (

 .گزارش گرديددرصد  ٣٠/٣١  دشدهيتول بادي آنتيفرد بيمار، توسط  
 

 

 
  در  CD20تجاري: ميزان  بادي آنتينتايج فلوسايتومتري نمونه بيمار، توسط  :)٤(شکل 

  گزارش گرديد.درصد  ٩٢/٣٤تجاري   بادي آنتيفرد بيمار، توسط  يها سلول
  
  يريگ جهينتو  بحث

خوني با استفاده از  يها سلولامروزه ايمونوفنوتايپينگ 
 يبند طبقهمنوکلونال کاربرد وسيعي در تشخيص و  بادي آنتي

شناسايي هر مارکر سلولي  درواقعها دارد و  اختصاصي لوسمي
در منوکلونال امکان شناسايي سلول خاصي را  يها يباد يآنتتوسط 

شکل ظاهري  ازلحاظمختلف سلولي که ممکن است  يها تيجمع
 باشد فراهم کيتفک رقابليغو نماي ميکروسکوپي مشابه و حتي 

منوکلونال  يها يباد يآنت. در حال حاضر استفاده از آورد يم
ايمونولوژيک از قبيل  يها صيتشخيک ابزار اساسي براي  عنوان به

و... کاربرد  الايزا ،ايمونوفلورسانس، فلوسايتومتري يزيآم رنگ
  .)١٦, ١٥(دارد يا گسترده
 استفاده با CD20 ضد منوکلونال يها يباد يآنت پروژه، اين در

 CD20 سلولي ناحيه خارج توالي از بخشي داراي که يپپتيداز 

 طراحي در .گرفت قرار يموردبررس ها آن خصوصيات و توليد بود،

 بودن مناسب پپتيدها، در سطح هيدروفيل يها سکانس پپتيد، اين

 موردتوجه متقاطع واکنشنداشتن  و کونژوگاسيون ازنظر پپتيد
با پروتئين حامل  دهايپپتبراي افزايش ايموژنسيتي،  .ه استبود

Kyhole limpet haemocyanin  کونژوگه شدند. در تحقيقي
و همکاران نيز از پپتيد نستين کونژوگه شده با  Hadaviمشابه 
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٣٧٠  

KLH  ايمونيزاسيون  جيو نتابراي ايمونيزاسيون استفاده نمودند
پايش ايمونيزاسيون با  تيدرنها. )١٧(مطلوبي را کسب نمودند

 ٨٠٠٠/١بالا با تيتر  ODطراحي الايزا صورت گرفت که 
  .باشد يمبودن ايمونيزاسيون  زيآم تيموفق دهنده نشان

ميلومايي  يها سلولطحال با  يها سلولدر مرحله فيوژن 
SP2/0 از PEG مخلوط  ١به  ٥به نسبت  ها سلولشد و  استفاده

يک کلون مطلوب داراي  LDبراي  شده استفادهکلون  از .شدند
تمام مراحل ارزيابي با اين  تيدرنهاآمد و  به دست ٨/١جذب 

  صورت گرفت. کلون مطلوب
جهت تحريک صفاق موش با پريستان مقادير مختلفي از 

 ml٥/٠است ولي در اين بررسي از  شده استفادهپريستان 
ه گرديد که نتايج خيلي پريستان جهت تحريک صفاق موش استفاد

تزريقي به صفاق موش نيز  يها سلولخوبي به دست آمد و تعداد 
 )١٩, ١٨(است شده هيتوصميليون براي هر موش  ٢الي  ٥/٠بين 

سلول نيز نتيجه بهتري به  ١×١٠٦که در اين تحقيق استفاده از 
  دست آمد.

تغليظ با  مرحله شامل ٢از مايع آسيت پس از گذراندن 
پروتئين  افينيتي کروماتوگرافي و تخليص با سولفات آمونيوم اشباع

A، خالص حاصل گرديد. اين مقدار  بادي آنتي گرم يليم ٥
خالص از موش در مقياس آزمايشگاهي و با هزينه کم از  بادي آنتي

 بادي آنتيبا اين مقدار  کهاهميت خاصي برخوردار است زيرا 
 يزيآم رنگهزاران تست الايزا، ايمونوبلاتينگ،  توان يممنوکلونال 

  ايمونوفلورسانس و فلوسايتومتري انجام داد.
يک روش  Aپروتئين  تخليص به روش افينيتي کروماتوگرافي

از  حال نيدرع. باشد يماختصاصي  حال نيو درعارزان 
 با افينيتي زياد ولي IgG2bو  IgG2a موش IgG هاي زيرکلاس

IgG1  وIgG3 خيلي ضعيف به پروتئين  صورت بهA  متصل
 بادي آنتيبه مشخص بودن ايزوتايپ  تيعنا باکه  شوند يم

کمک  تر ياختصاص) اين روش ما را در تخليص (IgG2a دشدهيتول
در  PAGE SDS-از  ،خلوص دييتأ. در مرحله بعد جهت )٢٠(نمود

 kDaباند تنها يک  احيا استفاده شد که وجود ريو غشرايط احيا 
در شرايط  kDa50و  ٢٥ kDa در شرايط غير احيا و دو باند ١٥٠

نمود که نشانه مناسب  دييتأ اًيقوخالص بودن محصول را  ،غير احيا

براي بررسي قابليت شناسايي و اتصال  .باشد يمبودن روش تخليص 
از سه روش الايزا و  CD20منوکلونال به  بادي آنتياختصاصي 

 .استفاده گرديد ايمونوفلورسانس و فلوسايتومتري يزيآم رنگ
توسط  CD20مارکر  براي بررسي قابليت شناخت الايزا درروش

 CD20 کننده انيب يها سلول عنوان بهراجي  يها سلولاز  بادي آنتي
قابليت شناخت  دهنده نشاندر الايزا  بالا OD استفاده گرديد که

CD20 باشد يم.  
براي بررسي قابليت شناسايي پپتيد توسط  همچنين

 علت استفاده از .پپتيد استفاده گرديد- BSAازکونژوگه  ،بادي آنتي
BSA يجا بهاين مرحله  در KLH  متقاطع  يها واکنشحذف
 نشان داده شد که جذب نوري درواقعبوده و  KLH با بادي آنتي

با پپتيد  بادي آنتيناشي از واکنش  صرفاًدر تست الايزا  شده خوانده
  بوده است.

کنترل  عنوان بهراجي  يها سلولفلورسانس نيز  يزيآم رنگدر 
کنترل منفي در نظر گرفته  عنوان به Molt-4 يها سلولمثبت و 

و ايجاد رنگ فلورسانس سبز در زير ميکروسکوپ فلورسانس  شد
  .باشد يم بادي آنتيتوسط  CD20نشانه شناخت 

در نمونه  CD20مارکر به  دشدهيتول بادي آنتيارزيابي اتصال 
ALL بادي آنتيدستگاه فلوسايتومتري و مقايسه نتايج با  لهيوس به 

 در اين پروژه دشدهيتول بادي آنتينشان داد که  درمجموعتجاري 
 بادي آنتيقدرت مشابهي با  ،CD20علاوه بر شناسايي اختصاصي 

  شناخت اين مارکر نيز دارد.) در درصد٤کمتر از  اختلافتجاري (با 
نشان داد  ارزيابي اتصال اختصاصي مختلف يها روش تيدرنها

 CD20که اين محصول علاوه بر اينکه توانايي شناخت اختصاصي 
در سطح سل لاين سرطاني را دارد توانايي شناسايي اختصاصي اين 

 خون بيماران لوسميک در شرايط يها نمونهنيز در  مارکر را
  .باشد يمرا دارا  پاراکلنيک

در  دشدهيتولمنوکلونال  بادي آنتي رسد يمبه نظر  درمجموع
دارد و  CD20واکنش گري خوبي عليه  ،اين طرح پژوهشي

مختلفي نظير الايزا و ايمونوفلورسانس  يها آزموناز آن در  توان يم
تحقيقاتي و تشخيصي استفاده  يکاربردهاجهت  و فلوسايتومتري

  .نمود
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Abstract 
Background & Aims: Nowadays, by advent of hybridoma technology in monoclonal antibodies 
production various cell markers could be evaluated in malignant and non-malignant cells. CD20, non-
glycosylated phosphoprotein is as an ideal marker in leukemia and B-cell lymphoma diagnosis which 
is expressed on more than 95% of normal and neoplastic B-cells except for early B-cells and mature 
plasma. The prime aim of this study was to produce monoclonal antibody against CD20 and 
evaluation of specific binding to CD20 expressing cells. 
Materials & Methods: First, Balb/c mice were immunized 4 times with 100µg peptide from 
extracellular domain of CD20. Spleen cells of the most immune mouse were fused with SP2/0 by Poly 
Ethylene Glycol (PEG). The desired clones were selected for limiting dilution (L.D). Large scale of 
monoclonal antibodies was produced by ascetic fluid method. Monoclonal antibody was purified by 
Protein-A-Sepharose column affinity chromatography then confirmed by SDS-PAGE. Afterward, 
evaluation of specific binding of these antibodies was determined by immunological assay such as 
ELISA and Immunofluorescence and flowcytometry.  
Results: After cell fusion and screening, one desired monoclone achieved with absorbance about 2. 
Protein-A-Sepharose column affinity chromatography yielded about 5 mg of purified monoclonal 
antibody. The SDS-PAGE results confirmed purification of antibody. The result of ELISA, direct 
immunofluorescence staining and flow cytometry confirmed specific attachment to CD20. 
Conclusions: These results indicate that such monoclonal antibodies against CD20 can be used in 
diagnosis of CD20 in the cells surface by immunological assay such as ELISA and 
Immunofluorescence and flowcytometry. 
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