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 مقاله پژوهشي 

 خرگوش CD166 ه مولکوليعل کلونال يپل يباديآنت يسازخالص و ديتول 
  

  *۵ي، عباس قادر۴يرشاهي، منوچهر م۳ينياحمد حس ،۲يرشاهين ميآتر ،١پوريفرشته مهد
 

  14/04/1402رش یخ پذیتار 28/03/1402افت یخ دریتار
 
 دهيچک

 CD166 .کنديممولکول چسبنده سلول به سلول عمل  عنوانبه) است و ALCAM( شدهفعالت يک مولکول چسبنده لکوسي CD166 :هدف و نهيزمشيپ
  د.يگرد يطراح CD166 ژنيآنته يکلونال عل يپل يباديآنته يته منظوربهن پژوهش يا. دارد يسرطان يهاسلول تهاجمزنده ماندن، رشد و در  ينقش مهم

امل فروند، به دو خرگوش با ادجونت ک يوني، در امولسKLHن يسنتز شده و پس از کانژوگه شدن با پروتئ CD166از مولکول  شدهانتخابد يپپت کار: روشمواد و 
دار آن با روش ص شده و مقيتخل FPLCموجود در سرم خرگوش با روش  يهايباديآنتق شد. سپس يو در چند نوبت تزر ير جلديز صورتبه يلنديوزيماده ن

 ، و غلظتجداشده KLHمتصل به  CD166د يبر ضد پپت ياختصاص يهايباديآنتد، يبروما-انوژنيژل س يسازخالصد. با روش ين گردييم تعيرمستقيغ يزايال
 د.ين گردييزا تعيبا روش الا KLH- ديا پپتيد يپپت هيعل يديتول يباديآنت

از  ياعمدهود. بخش برخوردار ب ينييتر پاياز ت يول دشدهيتول CD166د يبر ضد پپت يباديآنت، KLHمتصل به  CD166د يق مکرر پپتي: بعد از تزرهاافتهي
د يپپت سه بايقامدر  KLH–دياتصال به پپت يبرا يديتول يهايباديآنتل ين تمايساخته شده بود. همچن KLH–ديه قسمت اتصال پپتيعل يديتول يباديآنت
  شتر بود.يب ييتنهابه

کم  يبرا يليدل توانديم شدهقيتزرد يک و کوچک بودن پپتيبود. سنتت KLH–ديپپت يژنيآنتشتر بر ضد شاخص ي، بيديتول يهايباديآنت: يريگجهيبحث و نت
  به آن باشد. يباديآنتل اتصال يتر و ميبودن ت

 يکلونال، سلول سرطان يپل يباديآنت، يميمزانش يادي، سلول بنCD166 ها:دواژهيکل
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  مقدمه

 Activated leukocyte( فعال تيسلکو يندگمولکول چسب

adhesion cell-ALCAM( که تحت عنوان CD166  شناخته
ها تيلکوس يموجود رو CD6گاند يل عنوانبهن بار ياول ي، براشوديم

است از خانواده  ينيکوپروتئيگل CD166 شد. يو معرف ييشناسا
د ياس ۵۰۰متشکل از  ين خارج سلوليدوم ۵ن ها که از يمنوگلوبوليا

و  )V2 )Variable domainو  V1ر ين متغينه شامل دو دوميآم
ن يک دومي ,)C3 )Constant domainو  C1, C2 ن ثابتيسه دوم

با  يتوپلاسميداخل سن يک دومينه و يد آمياس ۲۲با  ييداخل غشا

                                                             
  رانيراز، ايراز، شيش ي، دانشگاه علوم پزشکيشناس يمنيا ارياستاد ١
  رانيراز، ايراز، شيش يعلوم پزشک، دانشگاه يپزشک ياحرفه يدکترا يدانشجو ۲
  رانيراز، ايراز، شيش ي، دانشگاه علوم پزشکيشناس يمني، ايپژوهش يتخصص يدکترا يدانشجو ٣
  رانيت مدرس، تهران، اي، دانشگاه تربيميوشياستاد ب ۴
 سنده مسئول)يران (نويراز، ايراز، شيش ي، دانشگاه علوم پزشکيشناسيمنياستاد ا ٥

ن يات اياز خصوص يکي .)۲, ۱(ل شده است ينه تشکيد آمياس ۳۴
از آن  يدر بخش خصوصبهنه آن يدآمياس يمولکول آن است که توال

ه هم است يار شبين پستانداران بسيدر ب شوديممتصل  CD6که به 
)٣(.  

 CD166 خون  ياديبن يهاسلولفعال،  يت هايدر سطح لکوس
ان يوجود دارد. علاوه بر ب يديلنفوئ يهاسلول يساز هاش يساز و پ

CD166  مغز يعصب يهاسلولن مولکول در ي، ايخون يهاسلولدر ،
. )۵, ۴( شوديمافت يز ين يميمزانش ياديبن يهاسلولاستخوان و 

CD166  بروبلاست هايمانند ف يگريد يهاسلولدر سطح, 



 و همکارانپور فرشته مهدی  خرگوش CD166 مولکول عليه کلونال پلي باديآنتي سازيخالص و توليد
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. )۶( شوديمان يز بينال يتلياپ يهاسلولو  ي، عصبيکبد يهاسلول
ن يک مولکول چسبان در ملانوما، اي عنوانبه CD166علاوه بر نقش 

سرطان مانند سرطان روده بزرگ،  ياديبن يهاسلولمولکول در 
 .)۱۲-۷( گردديمافت يز يه، تخمدان و سرطان پستان نيپانکراس، ر
CD166 ين تهاجم طيرشد و همچن ،حرکت ،زنده ماندن يبرا 

ن رفتن ياز ب ،ش از حديان بيب شرفت تومور مهم است.يمتاستاز و پ
در جدا شدن سلول  توانديم CD166 ل در عملکردلاا اختيو 

شرفت تومور ياطراف و پ يجه تهاجم به بافت هايو در نت يتومور
در  يمارکر عنوانبه CD166از  توانيم. )١٣( نقش داشته باشد

مثال  طوربه سرطان استفاده کرد.شرفت يروند پن ييتعو  ييشناسا
حفره  يسنگفرش يهاسلولدر  ALCAM يتوپلاسميتجمع س

در  ياز طرف. )۱۴( است يماريبد ب يش آگهيپ دهندهنشاندهان 
 ,ال تخمدانيتليمثل سرطان اپ يسرطان يهاسلولگر از يد يبرخ

 يش آگهيپ دهندهنشانغشا  يرو ALCAMن رفتن يا از بيکاهش 
در  ييمارکر غشا عنوانبه توانيم CD166از . )۱۵( بد است

، مثانه، کبد، يه، پستان، مريروده بزگ، ر يسرطانها ييشناسا
 يبرا. )۱۷, ۱۶, ۹(و پانکراس استفاده کرد  ينيتخمدان، حلق و ب

 ين مولکول در سطح سلولهايان ايزان بين مييو تع ييشناسا
 ين مارکر برايا آرو استفاده  يا سرطانيو  يمي، مزانشيتيلکوس

کلونال  يا پليمونوکلونال  يباديآنتاز به يتومور ن يش آگهين پييتع
  .باشديم ياختصاص
و  يتينياف ،يژگيا وب ييهامولکول ،مونوکلونال يهايباديآنت

 يپل يهايباديآنتکه  يکسان هستند در حالي کيولوژيبت يفعال
 يهاژنيآنتکه بر ضد  هستند هايباديآنتاز  يکلونال مخلوط

. دهنديمواکنش نشان  ،ژنيآنتک يمتعدد  يهاتوپ يمستقل و اپ
ک يکلونال نسبت به  يپل يهايباديآنت )يتينياف( ليتما نيهمچن

و از آنجا که مشتمل  باشديممتفاوت  )توپ ياپ( يژنيآنتشاخص 
 يکيولوژيب يهاتيفعال باشنديم يباديآنتمتفاوت  يهاکلاسبر 

 کلونال يپل يهايباديآنت. )۱۹, ۱۸( دهنديمرا هم بروز  يمتفاوت
 يکمتر يبا مهارت فن و نه کمتريعتر، با هزيار سريبس تواننديم

 يهايباديآنت ).۲۰( د شونديمونوکلونال تول يهايباديآنتنسبت به 
مونوکلونال  يهايباديآنتنسبت به  يبهتر واکنشکلونال غالباً  يپل

. شونديمد يتول Bکلون سلول  ياديتعداد ز را توسطيدارند ز
 مختلف يهاتوپ يهستند و اپ ناهمگنکلونال  يپل يهايباديآنت
از  يا گروه کوچکيک ير ييتغ و دهنديمص يزبان را تشخيم ژنيآنت

 يهايباديآنت ييدر شناسا يريچشمگ ريتأث يژنيآنت هايشاخص
کلونال  يپل يباديآنتساخت  يبرا. )۲۳-۲۱( گذاردينمکلونال  يپل

استفاده  توانيمخرگوش، بز، اسب و الاغ  ازجمله يوانات مختلفياز ح
د ينه توليوانات در در زميح نيترمصرفپر  ءخرگوش جز) ٢٤کرد (

 و اندازه ازجمله ييهايژگيو يوان داراين حيا .باشديم يباديآنت

 وآسان  يريخون گ ،کنترل راحت ،سال) ۵-۶( طول عمر مناسب
 هاخرگوش .استبالا ت يو حساس يزان کافيم هب يباديآنتد يتول

ن بدان يو ا )يگرير کلاس دي(بدون ز دارند IgGک نوع کلاس يتنها 
قابل  Fcه يناح ،در خرگوش IgG يهايباديآنت معناست که

 يهانيپروتئه در اتصال ب يژگين وياز ا توانيمکه  ددارن بينيپيش
G  وA  ۲۵ ,۲۴(استفاده کرد(.  

روند  يريگيص و پيدر تشخ CD166ت مارکر يبا توجه به اهم
، پژوهش يميمزانش ياديبن يسلولها يين شناسايسرطان و همچن

از  يتوپ يکلونال خرگوش ضد اپ يپل يباديآنتحاضر انجام شد تا 
  د گردد.يآن قرار دارد، تول ين مولکول که در بخش خارج سلوليا

  
  مواد و روش کار

  وان مورد استفاده:يح
د و به يق پپتيتزر يدو خرگوش برا ن مطالعه ازين در ايبنابرا

ق) يکنترل (بدون تزر عنوانبهک خرگوش يو  يباديآنتدست آوردن 
  استفاده شد.

  د:يانتخاب پپت
از  يمشخص يهيناحاز بود ين هاخرگوشمن کردن يا يبرا

مورد  يتوال ,مقالات يانتخاب شود. بعد از بررس CD166مولکول 
که مربوط به  (patent) ياازنامهيامتبر اساس  CD166د ينظر از پپت

پرندگان بود انتخاب شده  CD166ه يمونوکلونال عل يباديآنتد يتول
سنتز  ين تواليو ا US2009/0269787A1)از نامه: ي(شماره امت

Genosphere Biotechnologies)(ق يو به خرگوش تزر ، فرانسه
ن ين لوسيآلان ۱ر بود: يز صورتبهد ين پپتينه در ايد آمياس يشد. توال

ن ين سرين سريزولوسين اين ترئونيستئين سين سرين واليپرول
ن يل آلانين فنين والين ترئونين آلانين آسپارژينين آرژيسر
 ۱ صورتبهر آن در انسان ينظ ين. تواليزيل ۲۰ن يزولوسيپتوفان ايتر

ن يزولوسين اين ترئونيستئين سين سرين والين پروليلوس نيآلان
ن ين والين والين ترئونين آلانين آسپارژينين آرژين سرين آلانيسر
تفاوت در  ۳ ين است که دارايزيل ۲۰ن يونيپتوفان متيتر
. لازم باشديم يقيد تزريبا پپت ۱۹و  ۱۷، ۱۰شماره  يهانهيدآمياس

 يباديآنتازنامه مربوطه ذکر شده بود که يبه ذکر است که در امت
 .شوديمز متصل ين يانسان CD166د شده به يتول

  :د هدف به خرگوشيق پپتيتزر
 ين برايهستند، بنابرا يفيضع ينوژن هايميکوچک ا يدهايپپت

ن يد به پروتئين پپتي، اCD166د يپپت ييزا يمنيش قدرت ايافزا
Keyhole limpet hemocyanin (KLH) Sigma)کا) ي، آمر

متصل  CD166د يپپت قين تزرينخست يدي. تول)۲۶(د يمتصل گرد
 صورتبه (Sigma)به همراه ادجوانت کامل فروند  KLHبه 

 قيه از تزرتهف ۲مجدد پس از گذشت  قيتزرانجام شد و  يرجلديز



 ۱۴۰۲ مرداد، ۵، شماره ۳۴دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي
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, ۲۶(صورت گرفت  (Sigma)نت ناقص فروند ابه همراه ادجو ،اول
ق به فاصله هر سه هفته با سر سوزن يقبل از هر تزر يريخون گ ).۲۷

، ابتدا خون سرم ين از قلب خرگوش انجام شد. جهت جداسازيانسول
را با  هالولهاتاق گذاشته و سپس  يساعت در دما ۲-۱ به مدترا 

م. سرم ها يوژ نموديفيقه سانتريدق ۱۵-۲۰به مدت  rpm ۳۵۰۰دور 
 شد. يگراد نگهداريسانتدرجه  -۲۰زر يجدا و در فر

  :در خرگوش ييزا يمنيا يهاواکنش يبررس
 يزايد شده با روش الايتول يباديآنت، ژنيآنتق يپس از تزر

ه و ياول يباديآنت عنوانبهشد. از سرم خرگوش  يم بررسيرمستقيغ
ران) ي، ا(Goat Anti Rabbit Poly HRP Sina Biotechاز 
هر خرگوش، غلظت  ياستفاده شد. براه يثانو يباديآنت عنوانبه

1µg/ml د ياز پپتCD166 يرا در بافر پوشش ده (coating 

buffer) 100ه و يتهµL  خته و ين شده رييتع يهاچاهکاز آن در
اتاق قرار داده شد تا به کف چاهک بچسبد. پس  يساعت در دما ۱۸

 100µLبا افزودن  (blocking) ياز دو بار شست و شو، مسدودساز
هر دو ( PBS-Tween20 -10mg/ml BSA)نگ (ياز محلول بلاک

اتاق انجام شد. سپس،  يساعت در دما ۱به مدت  )Sigmaاز 
از  يمختلف يهارقتپس از دوبار شستشو  ه شدند ويتخل هاچاهک

از آن به هر چاهک  100µLه و ينگ تهيبافر بلاک سرم خرگوش در
داده شد و پس از آن  اتاق قرار يساعت در دما ۱اضافه و به مدت 

نگ رقت يسه بار شست و شو داده شد. با استفاده از بافر بلاک
ه و يته Goat Anti Rabbit Poly HRP يباديآنتاز  1/5000
100µL اتاق  يساعت در دما ۱اضافه و  هاچاهک ياز آن به تمام

 TMBاز محلول  100µL ,بار شست و شو ۴قرار داده شد. پس از 
قرار داده شد. پس از  يکيت در تارياضافه و پل هاچاهک يبه تمام

حاصل و واکنش با افزودن محلول  ير رنگ آبييقه تغيدق ۱۰
نانومتر  ۴۵۰مخصوص توقف واکنش، متوقف و خوانش در طول موج 

 انجام شد PBS-Tween20 ۰۵/۰تمام شستشوها با % انجام شد.

)٢٧, ٢٦.( 
  :وم سولفاتيبا استفاده از آمون يباديآنت يرسوب ده
رسوب دادن  ي، آلمان) برا(Merckوم سولفات يت آمونياز خاص

IgG نمک با غلظت  نيم. اضافه کردن ايخرگوش استفاده کرد يها
آب از  يهامولکولن باعث حذف يپروتئ ياشباع به محلول حاو

. محلول )۲۶( شوديم هانيپروتئجه باعث رسوب يط شده در نتيمح
وم سولفات را به نسبت يخرگوش و محلول آمون يها IgG يحاو

م و به مدت حداقل يبا هم مخلوط کرد يحجم ازنظر %۴۵به  ۵۵%
 يها IgGنموده تا  ينگه دار گراديسانت يدرجه ۴ يساعت در دما ۸

  ن شوند.يخرگوش کامل ته نش
 لهيوسبه يليتما يروماتوگرافکبه روش  هايباديآنتص يتخل

 :Gن يپروتئ

آماده شده و سپس  Gن ياز ژل سفارز پروتئ ml ۵ابتدا ستون با 
به  يشست و شو و با محلول تعادل ساز PBSمحلول  ml ۵۰با 

وژ و سپس يفياز سرم خرگوش سانتر ml ۵تعادل رسانده شد. مقدار 
ستون  يعبور داده شد. سرم صاف شده رو يکرومتريم 0.4لتر ياز ف

و  يخروج مواد اضاف يپس براسشد.  يبارگذار Gن يسفارز پروتئ
شد  شستشو يمتعادل سازمتصل نشده، ستون با بافر  يهانيپروتئ
نانومتر به  ۲۸۰در طول موج  يمحلول خروج يه جذب نورکيتا زمان

مجاور  )HCl-نيسيگلابافرشستشو (د. پس از آن ستون با يصفر رس
 د ويگرد يآورتر جمعيليليم ۱ يستون در حجمها يشد و خروج

pH  ح شده و بهيمولار تصح ۱س يتر لهيوسبهآن pH کيولوژيزيف 
 يريگنانومتر اندازه ۲۸۰ز در ياليها پس از درسانده شد. جذب نمونه
د يغلظت گرد نييتع A=ɛ Cl) )لامبرت-ريو با استفاده از فرمول ب

)٢٧, ٢٦.(  
  :CNBrژل سفارز  يآماده ساز

حل  DMSO (Sigma)محلول  ٥٠µlدر  CD166 ديدا پپتتاب
 0.1M بافرآمده به محلول اتصال که  به دست, محلول شد

NaHCO3 (Merck)  باPH 8.3 0.5 يحاوM NaCl  است اضافه
شست  ١mM HCLبا محلول  CNBr ژل سفارز فعال شده. ديگرد

 ديپپت يمتورم و شسته شود. محلول حاو کاملاً تا ژل  داده شدو شو 
 ي. براشدبا ژل سفارز فعال مجاور  ساعت ٢اتاق به مدت  يدر دما

. در مرحله بعد, ديگرداستفاده  ياز دستگاه همزن دوران يمجاور ساز
 0.1Mمانده, از محلول  يباق يواکنش يهاگروهبلاک کردن  يبرا

Tris-HCL (Merck)  باpH 8 نيساعت با ا ٢ستفاده و حدود ا 
 pHچرخه با  ٣قل در اآمده حد به دست. محصول شدمحلول مجاور 

 هر .داده شدبرابر حجم ژل شست و شو  ٥مختلف و حداقل  يها
 pH 4با  0.1M acetate (Merck)چرخه شست و شو شامل بافر 

-0.1M Trisو به دنبال آن بافر  MNaCL (Merck) 0.5 يحاو

HCL  باPH 8 0.5 يحاوM NaCl  ۲۶(بود(.  
  
-SDSتروفورز کها به روش اليبادين خلوص آنتييتع

PAGE:  
ها بر اساس اختلاف وزن نيپروتئ ين روش، جداسازيدر ا

 ٥/١٢ن کار ابتدا ژل% يا ي. برا)٢٨, ٢٧(رد يگيصورت م يولکمول
تر از هر نمونه که با بافر يرولکيم ٣٠د آماده شد وسپس يل آميآکر
، (DTT, GE Healthcareو  SDS (Merck) ينگ حاويلود
م. يختير هاچاهکهمراه مارکر لدر در کا) مخلوط شده بود به يآمر

ژل  يدن رنگ نشانگر به انتهايولت تا رس ١٢٠تروفورز با ولتاژ کال
انجام گرفت. سپس ژل را از دستگاه الکتروفورز جدا کرده و به مدت 

م. دراخر هم توسط آب يقرار داد به لو يک شب در رنگ کوماسي
  ).٢٧, ٢٦از ژل انجام شد ( ييمقطر رنگ زدا
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  هايافته
من يا يهاخرگوشدر سرم  يباديآنتسنجش غلظت 

  شده:
 يق بوستر در فواصل زمانيو تزر هاخرگوشمن کردن يبعد از ا

 يبرا زاياز تست الا ,و جدا کردن سرم ها يريمشخص و سپس خونگ
م. همانگونه ياستفاده کرد CD166د يه پپتيعل يباديآنتوجود  دييتأ

 ,۲۸ ,۱۴ ,۰ يروزهاق در يتزر ,نشان داده شده است ۱شکل  که در
ون يزاسيمونيا يط هاخرگوشانجام شده و  ۳۰۰و  ۲۰۰ ,۸۳ ,۴۹
. در شکل اندکردهد يتول يباديآنت CD166د يه پپتيعل ,يمتوال يها
 من نشده)يکه ا يخرگوش کنترل (خرگوش يباديآنتز غلظت ين ۲

ج تست يز نتاين ۳سه شده است. در شکل يشده مقامن يو خرگوش ا
  ق هشتم نشان داده شده است.يزا پس از تزريالا

  

 ۳۰۰و  ۲۰۰ ,۸۳ ,۴۹ ,۲۸ ,۱۴ ,۰ يروزهاق در يتزر مختلف. يروزهازه شده در يمونيا يهاخرگوشدر  يباديآنتد يج تولينتا :)١(شکل 
 ۵۰۰/۱زا با رقت يتست الا ش،ين آزماي. در ااندکردهد يتول يباديآنت CD ١٦٦د يه پپتيعل ,يمتوال يون هايزاسيمونيا يط هاخرگوشانجام شده 

  ه شده است.يته هاخرگوشاز سرم 
  

  من شده و خرگوش کنترليدر خرگوش ا يباديآنتتر يت يسهيمقا :)۲(شکل 



 ۱۴۰۲ مرداد، ۵، شماره ۳۴دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي
 

٢٥١  

  ق هشتميبعد از تزر ۲و  ۱ يهاخرگوشدر  يباديآنتغلظت  يسهيمقا :)۳(شکل 
  
غلظت  يريخرگوش و اندازه گ يهايباديآنت يسازخالص

  :خالص شده يهايباديآنت
از ستون ژل سفارز  ,خرگوش يهايباديآنتخالص کردن  يبرا

 خرگوش را يهايباديآنت در انتها. )٢٦(م ياستفاده کرد Gن ييپروت
 يهالولهمتصل شده بودند، جدا کرده، و در  Gن يکه به پروتئ

ها را اندازه  IgGن مرحله غلظت يم. در اينمود آوريجمعجداگانه 
 mg/ml 7.5 ,۲از خرگوش شماره ص، يم. پس از تخليگرفت

 به دست يباديآنت mg/ml 4 ۱ يشمارهو از خرگوش  يباديآنت
-SDSالکتروفورز  يلهيوسبهخرگوش  يها IgGخلوص آمد. سپس 

PAGE ۴شد (شکل  دييتأ يياير احيو غ ييايط احيدر شرا.(  

 يکيکه  شوديمباند مشاهده  ۲ ييايدر نوار اح .SDS-PAGEالکتروفورز  يلهيوسبهخرگوش  يها IgGخلوص  دييتأ :)۴(شکل 
 شوديمک يبه قطب مثبت نزد ترعيسرکه دارد  يوزن کمتر يواسطهبهسبک  يرهيزنجاست.  IgGن يسنگ يرهيزنج يگريسبک و د يرهيزنج

 IgG يسازخالصجه گرفت که روش ينت توانيمل شده يباند تشک ۱تنها  ,يياير احين که در نوار غي. با توجه به ارديگيمقرار  ترنييپاجه يدر نت
  بوده است. آميزموفقيت Gن يبه روش ژل سفارز پروتئ

 
کف  در CD ۱۶۶د يپپت يبر پوشش ده pHاثر  يبررس

  :هاچاهک
متصل  CD166د يپپت يقات متوالين که بعداز تزريبا توجه به ا

و غلظت  مشاهده نشد توجهيقابل يمنيپاسخ ا ,به خرگوش KLHبه 
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ن ينکه اينان از اياطم يکسان بود، براي عملاًمختلف  يهازمانآن در 
زا را يست، تست الايمرتبط ن زايدر الا يط آشکار سازيج به شراينتا

 CD166د ينکه پپتيبا توجه به ام. يط مختلف تکرار کرديدر شرا
در  (coating) ينه) بود و هنگام پوشش دهيد آمياس ٢٠کوچک (

ط ين امکان وجود داشت که با توجه به شرايزا ايالا يهاچاهک
 يديپپت ژنيآنت ,هايباديآنتر کند و ييآن تغ ييشکل فضا ,يطيمح

 يط براين شراينکنند، لازم بود که بهتر ييشناسا يرا به درست

 يها pHد در ين پپتيل اين دليم. به هميابيد را بيپوشش دادن پپت
 يد را بررسيپپت يبر پوشش ده pH ريتأثپوشش داده شد و  مختلف

 ,۴مختلف که شامل  pHرا در شش  CD166د يپپت. )٢٩(م يکرد
م. طبق يکسان پوشش داديبود با غلظت  ۱۰,۴و  ۹,۷ ,۷,۷ ,۷,۲ ,۶

د يپپت يدر پوشش ده يتفاوت معنادار ,آمده به دستج ينتا
CD166  درpH ۵مختلف مشاهده نشد (شکل  يها.( 

 ۴/۱۰و  ۷/۹ ,۷/۷ ,۲/۷ ,۶ ,۴مختلف که شامل  pHدر شش  CD166د يپتپ مختلف. يها pHدر  CD166د يپپت يپوشش ده :)۵(شکل 
 HCLواکنش با افزودن  تاًينهاکسان بوده و ي هاچاهکتمام  يزا برايط الايشرا يهيبقپوشش داده شدند.  هاچاهککسان در کف ياست با غلظت 

  نانومتر خوانده شد. ۴۵۰متوقف و جذب در 
د پوشش داده شده يبا پپت يباديآنتواکنش  بر pH اثر يبررس
۱۶۶ CD:  
به  يباديآنتزا، اتصال يگذار در الا ريتأثگر از عوامل يد يکي

ن امکان وجود يا يدياس pHمختلف است. در  يها pHد در يپپت
ن مرحله، يدر ا .)٣١, ٣٠(د متصل نشود يبه پپت يباديآنتدارد که 

 pHد در يبه پپت يباديآنتاتصال  ريتأثسه يمقا يزا برايدو تست الا
 pH 7.2در  يباديآنت ,انجام شد. با توجه به نمودار بالا ۸,۵و  ۷,۲

. با توجه به شوديمد متصل يبهتر به پپت ييايقل pHسه با يدر مقا

بهتر به  ييايقل pHسه با يدر مقا pH 7.2در  يباديآنت ,۶شکل 
 ,ط مختلفيزا در شراي. بعد از انجام تست الاشوديمد متصل يپپت

به  يط آشکار سازيه نامناسب بودن شرايتوج يبرا يتفاوت معنادار
به  يهايباديآنتتر ين بودن تييدا نشد. با توجه به پايزا پيروش الا

 يبرا يباديآنت ينتيا افيش آمد که يمان پيبرا سؤالن يآمده ا دست
 –ديمتشکل از پپت يتوپياپ يباديآنتن ينکه ايا ايد کم است و يپپت

KLH  صورتبهشات را يآزما سؤالن يپاسخ به ا ي. براشناسديمرا 
  م.ير ادامه داديز

  

  مختلف يها pH در CD166 ديبه پپت يباديآنتاتصال  يسهيمقا :)۶(شکل 



٢٥٣  

با استفاده از ستون  CD ۱۶۶د يضد پپت يباديآنت يسازخالص
  :سفارز

به ژل سفارز  CD166د يژل و اتصال پپت يبعد از آماده ساز
CNBr (26)، م و در يسرم خرگوش را چند بار از ستون عبور داد

ده به ژل را جدا يچسب يهايباديآنت ,pHکردن  يديانتها با اس
زا يتست الا ,خالص شده يهايباديآنتعملکرد  دييتأ يم. برايکرد

متصل به  CD166د يبا پپت هاخرگوشن که يانجام شد. با توجه به ا
KLH يهايباديآنتن احتمال وجود دارد که يا ,من شده بودنديا 

متصل به  CD166د ياز کمپلکس پپت يخاص يهيناح ,د شدهيتول
KLH که  يکنند. زمان ييرا شناساCD166  بهKLH  متصل

د شده يتول يهايباديآنت. کنديمر ييآن تغ ييشکل فضا ,شوديم
ن کمپلکس باشد، يه از اينکه ضد کدام ناحيتوسط خرگوش بسته به ا

ن که ينشان دادن ا ي. براشونديممتصل  يمختلف يبه نواح
 کننديم ييرا بهتر شناسا CD166د يخالص شده پپت يهايباديآنت

گر يو بار د CD166د يکبار پپتي، KLHمتصل به  CD166د يا پپتي
و با  ميختير هاچاهکرا در کف  KLHمتصل به  CD166د يپپت

خالص شده را با هر  يهايباديآنت، واکنش غيرمستقيم يزايروش الا
مشخص است،  ۷م. همانگونه که در شکل يقرار داد يکدام مورد بررس

را بهتر  KLHمتصل به  CD166د يخالص شده، پپت يهايباديآنت
  .کننديم ييشناسا CD166د ياز پپت

  

  KLH متصل به CD166د يو پپت CD166 ديپپت ييدر شناسا اختصاص کلونال يپل يهايباديآنتعملکرد  يسهيمقا :)۷(شکل 
  

  گيرينتيجهبحث و 
 يکلونال اختصاص يپل يباديآنتد ين پروژه توليهدف از انجام ا

ت بتوان با يبود که در نها CD166مولکول  يه بخش خارج سلوليعل
 يهاسلولن مولکول مانند يان کننده ايب يکمک آن سلولها

 ييرا شناسا يتومور يا سلولهايفعال شده و  T يهاسلول، يميمزانش
کلونال  يپل يباديآنتت ي. مز)۹, ۵, ۲, ۱(ا مورد هدف قرار داد يو 

د آن راحتتر و ين است که توليمونوکلونال، ا يباديآنتنسبت به 
را  ژنيآنت ياختصاص يباديآنت ياديمقدار ز توانيمارزانتر است و 

مورد نظر  ي. توال)۲۰(آورد  به دستوان يسرم ح يکم نسبتاًاز مقدار 
که مربوط به  ياازنامهيامتپرندگان با استفاده از  CD166د ياز پپت

ان در موش يماک CD166د يه پپتيمونوکلونال عل يباديآنتساخت 
 CD166علت انتخاب  .(US2009/0269787A1)بود، انتخاب شد 

ن يار کم اياد و تفاوت بسيشباهت ز يانسان CD166 يان به جايماک

متصل  (CD6)گاند ياز آن که به ل يبخش خصوصبهمولکول، 
افتن به ين دست ي، بنابرا)۳(ان پستانداران بود ي، در مشوديم

به موش  يانسان CD166د يق پپتين مولکول با تزريه ايعل يباديآنت
رممکن است (رجوع شود به يغ يحتا يار سخت و يا خرگوش بسيو 
از آن جهت  يدين قطعه پپتي. اUS2009/0269787A)ازنامه يامت

بود جهت ساخت  CD166مولکول  يکه مربوط به بخش خارج سلول
ان کننده يب يا هدف قرار دادن سلولهايو  ييشناسا يبرا يباديآنت

 ييتنهابهد کوچک بود و ين پپتين که ايآن مناسبتر بود. با توجه به ا
ک يک کند تحريتحر يخرگوش را به خوب يمنيستم ايس توانستينم

د ين بزرگ است کانژوگه گرديک پروتئيکه  KLH، با )۳۲کند (
از  يري، خون گ-KLHد يقات مکرر پپتي. اگر چه بعد از تزر)۲۶(

ش يافزا يباديآنتتر يمشخص شد که ت ,زايخرگوش و انجام تست الا
من شده و يخرگوش ا IgGندارد. با خالص کردن  توجهيقابل

مختلف نشان داده شد که علت  PHزا در ين انجام تست الايهمچن

 ۱۴۰۲ مرداد، ۵، شماره ۳۴دوره   مجله مطالعات علوم پزشکي
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به کف  CD166د يدن پپتينچسب يباديآنتن بودن غلظت ييپا
، يباديآنت-ژنيآنتاتصال  ينامناسب برا PHا يو  هاچاهک

د يپپت ياختصاص يباديآنتن بودن غلظت يين پاي. بنابراباشدينم
CD166  کوتاه  توانديم هاعلتن يا ازجملهدارد.  يگريا علل ديعلت
ک کمتر از يسنتت يدهايد باشد. پپتين پپتيک بودن ايو سنتت

ن يرا پروتئيز کننديمک يرا تحر يمنيا يواکنشها ين اصليپروتئ
را  يکمک T يتوپ بوده و قادر است بهتر سلولها ين اپيچند يدارا
. گفته )۳۳(رکند يدرگ يباديآنتد يرا در پروسه تول هاآنک و يتحر

 يفيضع ييزا يمنينه، ايدآمياس ۲۰کمتر از  يدارا يدهايپپت شوديم
نه يدآمياس ۲۰ن مطالعه يد استفاده شده در ايو پپت )۳۳(دارند 

آن را کاهش داده باشد.  ييزا يمنيا توانديم مسئلهن يداشت و ا
با طول  ينيک قطعه پروتئين ممکن است که استفاده از يبنابرا

د يتول يمثال برا يرا بهبود بخشد. برا يباديآنتد يبزرگتر تول
از قطعات  يانسان CD166ه يعل يکلونال تجار يپل يباديآنتدو

ونوژن استفاده شده يميا عنوانبهنه يدآمياس ۱۰۰ش از يبا ب ينيپروتئ
 و https://www.biossusa.com/products/bs-1251r(است 

https://lsbio-7d62.kxcdn.com/antibodies/alcam-

antibody-cd166-antibody-aa28-527-hrp-wb-western-

ls-c705957/731385(ست ين يک قاعده کلين موضوع ي. اگرچه ا
ت ينه) با موفقيدآمياس ۲۰کمتر از  ي(حت يديو قطعات کوچک پپت

لا يمثال ناز ي. برااندشدهکلونال استفاده  يپل يباديآنتد يولت يبرا
ن ينه از پروتئيدآمياس ۱۲ک قطعه با طول يو همکارانش از  ينيام

کردند د يکلونال تول يپل يباديآنته آن ين، استفاده کرده و عليبتا اکت
ک يو همکارانش با استفاده از  ي، گودرزيگري. در مطالعه د)۳۴(

ه آن، يعل يروس گاوين روتاوينه از پروتئيدآمياس ۲۲ د با طوليپپت
. نشان داده شده است که )۳۵(د کردند يتول يباديآنتکلونال  يپل

زان پاسخ يبر م توانديمز ينه انتخاب شده نيدآميسکانس اس
  .)۳۲(بگذارد  ريتأثزبان يدر م يباديآنت

ن يپروتئد، از ين پپتيا ييزا يمنيش ايافزا يگر، براياز طرف د
KLH جاد کند يرا ا يتيمحدود توانديمن کار خود ياستفاده شد اما ا

 يه قسمتيا بر علين و ين پروتئيه ايبر عل يباديآنتن صورت که يبه ا
ج نشان يد شود. همانگونه که نتايد متصل است، تولياز آن که به پپت

ب يمن شده، ترکيبه دست آمده از خرگوش ا يهايباديآنتداد، 
ن ي. اکردنديم ييشناسا ييتنهابهد يرا بهتر از پپت KLH-ديپپت

 ين بزرگتريپروتئ KLHل باشد که ين دليبه ا توانديممشاهده 
ن احتمال وجود دارد ين ايد مورد استفاده بود و همچنينسبت به پپت

داشته است.  يشتريب ييزا يمنيا KLHد به يه اتصال پپتيکه ناح
ن قطعه از يه ايعل کلونال يپل يباديآنتد يتول يکه برا يراهکار

ن يا يوجود دارد آن است که قسمت خارج سلول CD166مولکول 
ق شده و يد شده و به خرگوش تزريب تولينوترک صورتبهمولکول 

در زمان  يباديآنت يجداساز يد مورد نظر برايسپس از پپت
ن روش ينده ايقات آيدر تحق توانيماستفاده شود که  يسازخالص

ه يعل يتجار يباديآنتساخت  ين روش برايامتحان نمود. مشابه ا را
 در خرگوش استفاده شده است يموش CD166 يقسمت خارج سلول

https://www.sinobiological.com/antibodies/mouse-

cd166-alcam-50005-rp02). (يباديآنتد يد بر توليعلت تاک 
نشان داده شده است  ازنامهيد خاص آن است که در امتين پپتيه ايعل

سرطان  يتومور يقادر است رشد و تهاجم سلولها يباديآنتن يکه ا
 يانتخاب طوربه يباديآنتن ي. همچندهديمه در موش را کاهش ير

(رجوع شود به  شوديمه در انسان متصل ير يسرطان يبه سلولها
بر  توانديمکه  يگري. از عوامل دUS2009/0269787A)ازنامه يامت
بگذارد، نوع ادجوانت و  ريتأثکلونال  يپل يباديآنتت يت و کميفيک

ن ي. بنابرا)۳۲( شوديمحامل استفاده  عنوانبهاست که  ينيپروتئ
ن يگر و همچنيد يممکن است بتوان با استفاده از ادجوانتها

تر يحامل ت عنوانبه ين سرم گاويمانند آلبوم يگريد ينهايپروتئ
بر  توانديمز ين يقيد تزرين دوز پپتيهمچنش داد. يرا افزا يباديآنت

ن ممکن است يبنابرا )۳۲بگذارد ( ريتأثزبان يپاسخ هومورال م
کمک  يباديآنتد يت توليز بتواند به تقوين يقيد تزريش دوز پپتيافزا

  کند.
  گيرينتيجه
 ياز بخش خارج سلول يه قسمتين مطالعه تلاش شد که عليدر ا
 يباديآنته شود. اگرچه يکلونال ته يپل يباديآنت CD166مولکول 

د شده يتول يباديآنتاز  ياديداشته و بخش ز ينيتر پاِئيت يديتول
ک بودن يبود. کوچک و سنتت KLHد به يه قسمت اتصال پپتيعل

  ه آن باشد.يعل يباديآنتد کم يعامل تول توانديمد يپپت
  شنهاداتيپ

 يمانند بخش خارج سلول يديک قطعه بزرگتر پپتياستفاده از 
 نيبه رفع ا توانديم يقيونوژن تزريميا عنوانبه CD166مولکول 

 عنوانبه ين گاوين استفاده از آلبوميمشکل کمک کند. همچن
د يممکن است سبب بهبود تول KLH ين حامل به جايپروتئ

  شود. يباديآنت
 مطالعه که دارنديم اظهار مقاله سندگانينومنافع:  تعارض 

  .ندارد يمنافع چگونه تعارضيه حاضر
  

  يتشکر و قدردان
راز (شماره يش يتوسط دانشگاه علوم پزشک يقاتين طرح تحقيا

-ICRراز (شماره گرنت يقات سرطان شيو مرکز تحق )٢٠١٩٥گرنت 

ن طرح، يشده است. لازم به ذکر است که ا يت ماليحما )100-508
 ياحرفه يدکترا يدانشجو يرشاهين ميان نامه آتريپا عنوانبه

  راز انجام شده است.يش يدانشگاه علوم پزشک يپزشک
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Abstract 
Background & Aims: CD166 is an Activated Leukocyte Cell Adhesion Molecule (ALCAM) which acts 
as a cell-to-cell adhesion molecule. CD166 has an important role in the growth, survival and invasion 
of the tumor cells. The aim of the present study was to produce polyclonal antibodies against CD166. 
Materials & Methods: The selected peptide was synthesized from the CD166 molecule and after 
conjugation with KLH protein, in an emulsion with Freund's complete adjuvant, it was injected 
subcutaneously to two female New Zealand rabbits several times. Then the antibodies in rabbit serum 
were purified by FPLC method and their amounts were determined by indirect ELISA method. By CNBr 
gel purification method, specific antibodies against CD166 peptide bound to KLH were isolated, and 
the concentration of produced antibody against peptide or KLH-peptide was determined by ELISA 
method. 
Results: After repeated injection of CD166 peptide bound to KLH, antibody against CD166 peptide was 
produced, but it had a low titer. Most of the antibody produced was directed against the KLH-peptide 
binding site. Also, the tendency of produced antibodies to bind to KLH-peptide was higher compared to 
the peptide alone. 
Conclusion: The produced antibodies were mostly against the antigenic index of KLH peptide. The 
synthetic and small size of the injected peptide can be the reason for the low titer and affinity of the 
antibody to it. 
Keywords: CD166, Mesenchymal Stem Cells, Polyclonal Antibody, Tumor Cells 
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