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  سرمقاله

      دكتر محمود جدي  تهراني
  

بـادي منوكلونـال بـا        بحول وقوه الهي دهمين شـماره ماهنامـه آنتـي         
دريغ دسـت انـدركاران تقـديم همكـاران گرامـي             تلاش فراوان و بي   

  . گردد مي
هاي منوكلونـال افـزايش    بادي در سالهاي اخير نه تنها استفاده از آنتي     
نيـز دچـار تحـولاتي گرديـده        بسياري يافته، بلكه نوع استفاده از آنها        
. گردد باديها روزبروز وسيعتر مي است و بعد استفادة درماني از اين آنتي       

    بدنبال اين گسترش، بعد بيوانفورماتيك آن نيز در حال توسـعه بـوده            
          و ســايتهاي اينترنتــي متعــددي بــا هــدف معرفــي و نحــوة اســتفاده

ــي  ــن آنت ــو    از اي ــده و بط ــاد گردي ــا ايج ــال باديه ــره در ح              ر روزم
    هـاي قبلـي نيـز    يكي از ايـن سـايتها كـه در شـماره          . باشند  ايجاد مي 

حــضور همكــاران گرامــي معرفــي گرديــد و از طريــق ســايت       
Biocompareــي ــز مــ ــت    نيــ ــت يافــ ــه آن دســ ــوان بــ تــ

)www.biocompare.com/psearch.asp?antibody=y (باشد مي                        .
بـادي تجـاري       آنتـي  75000 اطلاعات مربوط به بـيش از        سايت فوق 

ژن، نوع واكنش، حيوان ميزبان،       موجود در جهان را براساس نوع آنتي      
نوع كونژوگه، نوع ايزوتيپ و يا حتي بـر اسـاس حـروف الفبـاي نـام                 

بندي نموده و بـدون نيـاز بـه ثبـت نـام و                ي مربوطه طبقه  ها  ژن  آنتي
نظر به اهميت وجود . است مجاناً در اختيار مراجعين به سايت قرار داده    

اين سايت لازم ديدم كه مجدداً آدرس و برخي خـصوصيات آن را در              
هـاي بعـد نيـز از ابعـاد           در شماره ... انشاء ا . اختيار همكاران قرار دهم   

  . بادي مطالبي تقديم خواهد شد بوط به آنتيبيوانفورماتيك مر
در اين شماره همچنين مقالات ارزندة همكاران ارجمند در مورد توليد           

بادي منوكلونال انساني، روشهاي مختلف خـونگيري از حيوانـات            آنتي
كلونـال    باديهاي پلي   ها در توليد آنتي     دجوانتاآزمايشگاهي و نيز نقش     
   .گردد تقديم همكاران عزيز مي

اميد است اين مقالات بتوانند در پيشبرد اهداف تحقيقـاتي همكـاران            
بادي منوكلونال آمادگي خـود را        ماهنامة آنتي . گرامي مفيد واقع شوند   

باديها اعلام نمـوده و       جهت درج مطالب علمي مرتبط با موضوع آنتي       
  . آورد از همكاران گرامي جهت چاپ مطالب علمي دعوت به عمل مي

 

  التوفيق... و من ا
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  ونال انسانيلبادي مونوك توليد آنتي             
  )قسمت اول(

  زلوگ  قرهسهيلادكتر
  

امروزه جهت شناسائي طيف ) MAbs(هاي مونوكلونال  بادي آنتي
 قرار گرفته و بعنوان يك ابزار  مورد استفاده وسيعي از مواد بيولوژيك

. اند  شدهضروري جهت آناليز ساختماني و عملي آنها شناخته
هاي مونوكلونال،  بادي ترين روش جهت توليد آنتي معمول

ژنهاي مورد  با آنتي) inbred(همخون ايمونيزاسيون جوندگان 
اين تكنيك يك . مطالعه نظير سلولهاي تومورال انساني بوده است

هاي  بادي  و آن اين است كه برخي از آنتيرداشكال بسيار مهم دا
ماهيت و ويژگي سلولها يا مولكولهاي حاصله بجاي آنكه نشانگر 

 نمايانگر اختلاف بين سلولهاي موش و انسان بطور ،مربوطه باشد
 زيرا سيستم ايمني موش يا رت نسبت به سلولها و عام هستند

 ندارد و در نتيجه به آنها پاسخ مولوكولهاي اختصاصي انسان تحمل
باديهاي   از طرف ديگر پاسخ سيستم ايمني انسان به آنتي.دهد مي

موشي نيز مسئله ساز است بطوريكه در استفاده كلينيكي از 
باديهاي مونوكلونال، انواع مشتق شده از جوندگان ايمونوژنيسيته  آنتي

) Ig(هاي  نوليپاسخ ايمني عليه ايمونوگلوب. بالائي براي انسان دارند
ويژه گرديده و مونوكلونال بادي  موش، مانع تداوم استفاده از آنتي

. گردد باديها در سرم بيماران بسيار كوتاه مي مه عمر اين آنتيني
اي و چه مصارف كلينيكي، توانائي و  بنابراين چه براي تحقيقات پايه

اي  باديهاي مونوكلونال انساني از اهميت ويژه امكان توليد آنتي
اي كه در رابطه با روشهاي  بواسطه مشكلات عديده. برخوردار است

باديهاي مونوكلونال وجود دارد، تعداد  د آنتيمعمول براي تولي
  . باشد باديهاي موجود واجد ارزش كلينيكي نسبتاً كم مي آنتي

باديهاي مونوكلونال  اگر چه كوششهاي فراواني جهت توليد آنتي
به جهت هنوز انساني صورت گرفته است، معهذا برخي از محققين 

براي ( ارزش باديهاي موشي با آنتي) Humanize(انساني كردن 
، از )ها گريز از پاسخ ايمني مخرب فرد گيرنده بر عليه گزنو آنتي بادي

 استفاده antibody engineeringروشهاي دستكاري ژنتيك يا 
با اين . هاي قبل به تفصيل به آن اشاره شد  كه در شمارهكنند مي

  كاملآبادي مونوكلونال وجود هنوز دو روش مهم براي توليد آنتي
  :اين روشها عبارتند از. شود  در غالب موارد بكار گرفته ميانساني

 انساني با يك رده سلولي مناسب Bفيوژن كلاسيك لنفوسيتهاي ) 1
  ).نرمال يا تركيب هتروهيبريدوم(
                                                    به تنهايي يا به ) EBV(ترانسفورماسيون با ويروس اپشتاين بار ) 2
  . شود  هيبريدوم اطلاق مي-EBVمراه فيوژن كه بعنوان روش ه
  
  اي اختصاصي براي ناميراسازيه منابع لنفوسيت- 1

  in-vivoاسيون يز ايمون-الف
  به لنفوسيتهاي   مونوكلونال موشي از جهت دسترسي  بادي توليد آنتي

. باشد با محدوديت مواجه نمي) Immune Lymhocytes(ايمن 
توان تعداد كافي سلولهاي   روشهاي ايمونيزاسيون ميبا بهينه سازي

اما در مورد انسان اين مطلب . اختصاصي براي فيوژن بدست آورد
در اين مورد طيف ايمونوژنهاي قابل تزريق و نيز . مصداق ندارد

روشهاي ايمونيزاسيون، به جهت ملاحظات اخلاقي و كلينيكي 
ايمن محدود به خون هاي  بعلاوه منبع لنفوسيت. باشند محدود مي

از طرف ديگر شناخت . رود الي بشمار نمي محيطي بوده كه منبع ايده
ال لنفوسيتها جهت فيوژن  درستي در رابطه با مرحله تمايزي ايده

  .وجود ندارد
 امروزه منابع انساني براي دستيابي به سلولهاي ايمن شامل افراد 

ن گرديده يا اي است كه توسط روشهاي مصوب و اخلاقي ايم دهنده
مبتلا به بيماري شده و يا اينكه سهواً در معرض ايمونوژنها قرار 

 Dژن  آنتي باديهاي مونوكلونال عليه مولكولهايي نظير آنتي. اند گرفته
)Rhesus( ،ژنهاي  آنتيHLAهاي مختلف، متعاقب   و هاپتن

باديهاي ضد برخي از  آنتي. ايمونيزاسيون فعال افراد بدست آمده است
هاي بيماراني كه متبلا به  تريها و ويروسها با استفاده از لنفوسيتباك

هاي  بالاخره لنفوسيت. اند بدست آمده است بيماري عفوني گرديده
هاي  هاي نرمال غير ايمن و يا افراد مبتلا به بيماري حاصله از دهنده

ژنهاي  باديهاي اختصاصي عليه آنتي اتوايمن، منجر به توليد اتوآنتي
نهايتاً ماحصل .  گرديده استي سلول و يا سطحيداخلمتعدد 

روشهاي ناميراسازي سلولهاي انسان متاثر از وضعيت سيستم ايمني 
ژن و  يا مواجه مكرر با آنتيفرد دهنده، فواصل تزريقات يادآوري و 

هاي ايمن بوده كه خود مرحله تمايز و تكثير  برداشت لنفوسيتزمان 
  .دهد ر قرار ميو ويژگيهاي آنها را تحت تاثي

متاسفانه بدلايل عملي، مطالعات محدودي در رابطه با تعيين زمان 
اند  اي نشان داده مطالعات مقايسه. برداشت سلولها انجام شده است

 روز، در 6-7ين زمان براي برداشت سلولهاي خون محيطي ركه بهت
بهر حال . باشد  روز پس از تزريق يادآور مي3حاليكه براي طحال 

هاي آنها بين  اند كه لنفوسيت باديهاي منوكلونالي نيز توليد شده آنتي
  . اند  ماه بعد از تزريقات يادآور، برداشت شده3 تا 1
  
  in-vitro ايمونيزاسيون -ب

در پي تلاش جهت فائق آمدن بر مشكلات ناشي از نيل به 
ها، توجه زيادي به روشهاي  هاي ايمن مناسب از دهنده لنفوسيت
اين .  اختصاصي معطوف گرديدBو تقويت سلولهاي سازي  حساس

 مونوكلونال موشي كاربرد بادي  توليد آنتيروش بطور وسيعي درمورد
هاي انسان بسيار مشكل تر   لنفوسيتin-vitroايمونيزاسيون . دارد

 اين Borrebaeck يهبر اساس نظر. ل موشي آن استداز معا
لاً در روي خون مطلب بواسطه آن است كه مطالعات انساني معمو

 Tهاي نامطلوبي از سلولهاي  گيرد كه در آن نسبت محيطي انجام مي
 گردشي در فازي B وجود دارد و يا سلولهاي Bمهاركننده وسلولهاي 

هاي اضافي جهت القاء  اند كه نياز به محرك شده) arrest(متوقف 
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 سلولهاي زوش ادر حاليكه در م. ژن دارند ژه آنتييك كلونال ويرتح
  .ال است شود كه نسبت سلولها در آن ايده حال استفاده ميط

هاي   بر روي دهندهin-vitro امروزه ايمونيزاسيون 
seropositiveهاي خون محيطي، طحال و  وسيتف با استفاده از لن

هر چند در رابطه با طحال و . ها با موفقيت انجام شده است لوزه
 . ها نتايج بسيار بهتر بوده است لوزه
هاي   بر روي لنفوسيتin-vitroكثريت موارد ايمونيزاسيون در ا

در . گيرد حاصل از جداسازي با روش گراديان غلظت صورت مي
 استفاده EBVبرخي از موارد كه از روش ناميراسازي سلولها با 

 بر روي سلولهاي in-vitro ايمونيزاسيون آيد؛ بعمل مي
اند  هي شده ت+T CD8اي خون محيطي كه از سلولهاي  هسته تك

  : ازتوان سازي مي جهت تهي. گيرد انجام مي
، CD8ضد  بادي  هاي مغناطيسي پوشيده شده از آنتي  از دانه-1 
        ، و كمپلمانCD8لونال ضد كبادي مونو  ليز سلولي با آنتي-2
  .استفاده نمود) Leucyl- leucine- methyl( استرهاي متيل-3
 سيتوتوكسيك در Tولهاي سازي يا غير فعال نمودن سل تهي 

 شده تحت تاثير ترانسفورماسيون با كشرايطي كه سلولهاي تحري
EBVدر اين موارداستفاده از . شود  توصيه مي؛ ناميرا خواهند شد

 كه Bهاي سلولي   به نحو موثري باعث رشد ردهAسيكلوسپورين 
  . گردد اند مي  ترانسفورم شدهEBVتوسط 

 فرم ايمونوژن ر از دوز و احتمالاً متاثin-vitroموفقيت روشهاي 
 از in-vitroدر اكثريت موارد ايمونيزاسيون . باشد مصرفي مي

  :ميتوژنهائي نظير
 Pokeweed Mitogen) PWM ( و نيز فيتوهماگلوتينينA 
)Phytohaemagglutinin A; PHA ( و استافيلوكوكوس 

) I) Staphylococus aureus cowan I; SACكوآن اورئوس
ژن اختصاصي استفاده   همراه با آنتيBمحرك لنفوسيت بعنوان 
  . آيد بعمل مي

همچنين در برخي از موارد فاكتورهاي رشد شامل 
Lymphocyte- conditioned media مورد استفاده قرار 

 متاثر از وضعيت in- vitroمدت زمان ايمونيزاسيون . گيرند مي
بهرحال . داردايمني فرددهنده و نيز ماهيت محركهاي ايمونوژنيك 

  .  روز متغير است7 تا 3اين زمان از 
  
   انتخاب بافت لنفوئيد-ج

بر اساس مطالعات انجام شده مشخص گرديده است كه همانند 
ها و غدد لنفاوي در مقايسه با سلولهاي  موش، سلولهاي طحال، لوزه

تري جهت استخراج سلولهاي ايمن  محيطي اعضاي مناسب خون
رسد كه لنفوسيتهاي خون محيطي نه   بنظر مي.باشند فيوژن ميبراي 

  ايمنin- vitroهاي ساير اعضاء بصورت  تنها دشوارتر از لنفوسيت
هاي سلولي ترشح كننده آنتي بادي  شوند بلكه تعداد كمتري رده مي

اين عملكرد ضعيف به فاكتورهاي . متعاقب ناميراسازي ايجاد ميكنند
تعداد : ه عبارتند ازصمتعددي نسبت داده شده است كه بطور خلا

اي يا لنفوسيتهاي  ، تعدادناكافي سلولهاي خاطرهB هاي ناكافي سلول
Bژن، ظهور موقتي سلولهاي   اختصاصي آنتيBژن   اختصاصي آنتي

درخون محيطي متعاقب ايمونيزاسيون، مرحله نامناسب تمايز 
عداد ناكافي ، تB، فعاليت ميتوتيك ضعيف سلولهاي Bلنفوسيتهاي 

 كمكي و نيز تعداد زياد Tژن يا سلولهاي  كننده آنتي اي عرضهسلوله
 .  سيتوتوكسيك و حضور سلولهاي مهاركننده0020Tسلولهاي

بادي  اگر چه خون محيطي بهترين منبع لنفوسيت براي توليد آنتي
رود، معهذا بجز موارد اسپلنكتومي و يا  مونوكلونال انساني بشمار نمي
ت اخلاقي و عملي بعنوان تنها منبع اظتونسيلكتومي به جهت ملاح

  . شود در دسترس محسوب مي
 خون محيطي روشهاي متعددي Bوسيتهاي فسازي لن به جهت غني

 سيتوتوكسيك و يا سلولهاي مهاركننده در Tاز قبيل تخليه سلولهاي 
سازي تعداد  غني.  پيشنهاد شده استin- vivoموارد ايمونيزاسيون 

يزاسيون ـكه ايمون  مواردي  در ژن  نتي آ  اختصاصيB لنفوسيتهاي 
   in- vivo انجام شده است و تعداد سلولهاي اختصاصي بسيار كم 

باشد از طريق  مي)  ميليون لنفوسيت10 در هر يك ميليون يا 1(
ژن و همچنين مخلوط كردن سلولها با  انكوباسيون لنفوسيت با آنتي

 FACSژن نشاندار شده و تفكيك با استفاده از  آنتي
)fluorescence-activated cell sorting (باشد مي .  

بطور كلي . انتخاب روش بستگي به نوع سلولهاي مصرفي دارد
استفاده از (باشد   در دسترس ميBهنگامي كه تعداد زيادي سلول 

 اختصاصي باعث B، غني سازي سلولهاي )طحال و غدد لنفاوي
داد كمتري سلول زماني كه تع. گردد  راندمان فيوژن ميشافزاي

روشهاي ) خون محيطياستفاده از(اختصاصي در دسترس است 
تحريك نقش مهمي در افزايش تعداد كل سلولهاي اختصاصي 

  . موجود دارد
  ادامه دارد

    
  عد از  لولهاي تك هسته اي خون محيطي  بس

 EBVترانسفورماسيون با 
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  خونگيري از حيوانات آزمايشگاهي
  )قسمت اول(

  دكتر اميرحسن زرناني
  

باديهـاي منوكلونـال يـا        دانـيم بـراي توليـد آنتـي         همانگونه كـه مـي    
از . كلونال نياز به ايمن سازي حيوانـات آزمايـشگاهي وجـود دارد             پلي

     بـادي توليـد شـده، انتخـاب حيـوان            طرف ديگر بررسـي تيتـر آنتـي       
آوري نهـايي خـون       ايمن شده براي انجام فيـوژن و در نهايـت جمـع           

. باشـند   خـونگيري مـي   عمـل   مه مـستلزم    بادي ه   جهت تخليص آنتي  
ممكن است كم و يا زياد      شرايط موجود   حجم خون مورد نياز بسته به       

با توجه به اينكه در روشهاي مختلف خـونگيري، حجـم خـون             . باشد
در ايـن زمينـه     كه  متخصصيني  بدست آمده متفاوت است، لازم است       

  . ديرن بخوبي فرا گ راروشهاي خونگيريكليه كنند  فعاليت مي
هـاي    توان از مناطق مختلفي از بـدن و بـا تكنيـك             نمونه خون را مي   

هـا و قلـب از جملـه          وريدها، شـريانها، سـينوس    . متفاوت بدست آورد  
انتخـاب روش   . شـوند   مناطقي هستند كه براي خونگيري استفاده مي      

 هدف خونگيري، حجم خـون      :خونگيري به فاكتورهاي مختلفي نظير    
د دفعـات  سرخرگي يا سياهرگي، زمـان و تعـدا    مورد نياز، نياز به خون      
 كوچـك خـونگيري از برخـي از         نـات وادر حي . خونگيري بستگي دارد  

مناطق نظير وريد ژگولار، به منظور كـاهش اسـترس و درد، پـس از               
شـود ولـي از حيوانـات بزرگتـر نظيـر             بيهوش كردن حيوان انجام مي    

گيري بدون  گوسفند و بز حتي در صورت نياز به حجم زياد خون، خون           
خونگيري در حيوانات آزمايـشگاهي كوچـك       . گيرد  بيهوشي انجام مي  

  :شوند بسته به نياز و يا عدم نياز به بيهوشي به سه دسته تقسيم مي
  
   خونگيري با بيهوشي -1

     وريد ژگولار،  سينوس چشمي  ،وريد دم  
  خونگيري بدون نياز به بيهوشي -2

    وريدهاي پشت پا ،وريد سافن   
منظور روشهايي هستند كه پس      ( روشهاي خونگيري نهايي   -3

  )از خونگيري كشتن حيوان  اجتناب ناپذير است
  وريد اجوف تحتاني    ،  عروق زير بغل  ، قلب  

  
  تعداد دفعات خونگيري

خونگيري از سينوس چشمي را نبايد بيش از يكبار در دو هفته انجـام              
م، عروق پـشت پـا، سـافن، و    نظير خونگيري از د در ساير روشها. داد

توان خونگيري را به دفعات با فواصـل زمـاني كوتـاه              وريد ژگولار مي  
  . انجام داد

  
  استفاده از بيهوشي

شود كه    به منظور كاهش استرس و درد ناشي از خونگيري توصيه مي          
 روز و   28در برخي از روشها نظير خـونگيري از دم موشـهاي بـالاي              

در .  تمام سنين، حيوان بيهوش شـود      خونگيري از سينوس چشمي در    
به هنگام خونگيري از . خونگيري از وريد ژگولار بيهوشي الزامي است   

وريد سافن يا وريدهاي پشت پا، با توجه به درد كم و اسـترس كمتـر           
  . نيازي به بيهوشي نيست

  
  خونگيري استريل

توان از سينوس چشمي يا وريـد         براي تهيه خون به روش استريل مي      
بايد مراقب بـود كـه خـون بـا مـوي حيـوان              . ر خونگيري نمود  ژگولا

در مواردي كه نياز به حجم زياد خون استريل وجود          . تماس پيدا نكند  
 تحتـاني جهـت     فتوان از نواحي نظيـر قلـب يـا وريـد اجـو              دارد مي 

منتهي در اين روشها كـشتن حيـوان پـس از           . خونگيري استفاده كرد  
  . اتمام خونگيري لازم است

  
  ون مورد نيازحجم خ

وزن بدن  % 6 -%8به طور متوسط، كل حجم خون يك موش يا رت           
 گـرم وزن    100ليتر به ازاي هـر         ميلي 6-8و يا به عبارت ديگر حدود       

) به علت بالاتر بودن نـسبي سـطح بـدن         (حيوانات لاغرتر   . بدن است 
  . بطور نسبي خون بيشتري دارند

د سافن نـسبت بـه      مناطقي نظير وريد ژگولار، سينوس چشمي يا وري       
در روشــهاي . دهنــد وريـدهاي پــشت پــا يــا دم خـون بيــشتري مــي  

ليتـر     ميلي 8/0-1توان تا     خونگيري نهايي نظير خونگيري از قلب مي      
در ساير روشهاي خونگيري نهايي نظير      . از يك موش خونگيري كرد    

خونگيري از وريدهاي زيـر بغـل يـا اجـوف تحتـاني خـون كمتـري                 
 ديگر از روشهاي خونگيري نهايي بريدن سر        يكي. شود  آوري مي   جمع

با استفاده از ايـن روش از يـك رت          . حيوان با قيچي يا گيوتين است     
 6/0 گرمـي حـدود      20ليتر، از يـك مـوش          ميلي 9 گرمي حدود    300

ليتـر     ميلـي  115 كيلو گرمـي حـدود       5/3ميلي ليتر و از يك خرگوش       
  . توان خونگيري كرد مي
  

  حجم خونگيرينكات اساسي در رابطه با 
يـا  (كل حجم خـون  % 10به عنوان يك اصل كلي نبايد بيش از          -1
در فواصـل   ) ليتر به ازاي هر كيلوگرم وزن        ميلي 8وزن بدن و يا     % 1

به عنوان مثال حداكثر حجـم مجـاز        .  هفته خونگيري كرد   2كمتر از   
ليتر،    ميلي 3 گرمي،   300خونگيري در فاصله هر دو هفته از يك رت          

 5/3ليتــر و از يــك خرگــوش   ميلــي2/0 گرمــي 20از يــك مــوش 
در صورت نياز به حجـم بـالاتر بايـد          . ليتر است    ميلي 35كيلوگرمي،  

خونگيري را در فواصل زماني مناسـب تكـرار كـرد و يـا از يكـي از                  
 . روشهاي خونگيري نهايي استفاده نمود

شود ولي گلبولهاي قرمز    ساعت تامين مي   24حجم خون در طي      -2
 . شوند در طي دو هفته جايگزين ميو سفيد 

حجم كل خون به صـورت روزانـه مجـاز          % 1خونگيري حداكثر    -3
 . باشد مي
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حجم كـل خـون حيـوان سـبب افـزايش           % 15 -%25خونگيري  -4
 . شود نفرين و كورتيكوسترون خون مي نفرين، نوراپي اپي

حجم كل خون سبب كاهش فشار خـون،        % 25 -%29خونگيري  -5
نرسـاني بـه اعـضاي حيـاتي و هيپوكـسي، ضــعف      بـازده قلـب ، خو  

پـس از انجـام     . شـود   عضلاني، كاهش سطح هوشـياري و لـرز مـي         
تـنفس  (خونگيري، حيوان بايد از نظر علائم اسـترس و كـم خـوني              

و نيز سـاير علائـم   ) سريع، رنگ پريدگي مخاطات و ضعف عضلاني     
 . نظير تروما و عفونت بررسي شود

        ال از نژادهــاي مختلــف موشــهايبــادي منوكلونــ بــراي تهيــه آنتــي
هـايي    كلونال از گونـه     بادي پلي   و براي تهيه آنتي   ) Inbred(خون   هم

شـود در ايـن بحـث         نظير خرگوش، بز، رت و گوسـفند اسـتفاده مـي          
  . شود هاي مختلف خونگيري ارائه مي تكنيك

  
  خونگيري از موش و رت 

  هايي كه نياز به بيهوشي دارند خونگيري) الف
   خونگيري از وريد دمي-1 -الف

نگـه داشـته و دم آنـرا        ) Restrainer(حيوان را توسـط نگهدارنـده       
 تـسع بمدت يك دقيقه در داخل آب گرم قـرار دهيـد تـا عـروق دم م       

شوند و بدين ترتيب سياهرگ دمي بويژه در ناحيه يك سوم مياني دم        
 و با انتهاي دم را با دست چپ گرفته و بكشيد. شود  بخوبي نمايان مي  

ــوزن    ــت، سرس ــت راس ــم   G25دس ــسيار ك ــه ب ــك زاوي ــا ي             را ب
پيـستون  . متر وارد رگ نمائيـد       ميلي 3-4و به عمق    )  درجه 10حدود  (

 )1شـكل (.سرنگ را با آهستگي عقب بكـشيد تـا خـون جريـان يابـد              

. توان فقط از يك سر سوزن بدون سرنگ اسـتفاده كـرد             همچنين مي 
ون جريـان يافتـه توسـط يـك لولـه           خ ـ است كـه   در اين موارد لازم   

پس از پايان خونگيري سرسـوزن      . آوري گردد   ميكروهماتوكريت جمع 
را خارج كرده و با يك تكه پنبه موضع خونگيري را بمدت چند ثانيـه               

  . فشار دهيد تا خون بند آيد
ليتر و از يك       ميلي 1توان از يك رت حدود        با استفاده از اين روش مي     

توان  در رت همچنين مي. ليتر خونگيري كرد   ميكرو   100موش حدود   
براي اينكـار بايـد پـس از بيهـوش          . از شريان دم نيز خونگيري نمود     

 در انتهـاي دم رت قابـل        شريان دمي . كردن، رت را به پشت خواباند     
 منتهي براي برجسته شدن رگ بهتر است جريان خون           است همشاهد

متـري بـالاي      تي سـان  5را بواسطه بستن گارو و يا فـشار انگـشت در            
بقيه مراحل مشابه با روش خونگيري از       . ناحيه خونگيري متوقف كرد   

  . باشد وريدهاي دم مي
 

   خونگيري از سينوس چشمي -2 -الف
هاي رايج بيهوش كنيد و آنرا به پهلـو           حيوان را توسط يكي از تكنيك     

انتهاي يك لوله ميكروهماتوكريت را زير پلك بالايي و در          . بخوابانيد
شه داخلي چشم قرار داده و با حركت چرخشي لوله هماتوكريت را            گو

به محض وارد شدن لوله بـه داخـل         . با آرامي وارد زير ملتحمه نمائيد     
جهت تسهيل  ) 3و2شكل. (مي خون وارد لوله خواهد شد     سينوس چش 

تر از سطح بدن حيـوان        جريان خون، انتهاي لوله هماتوكريت را پايين      
 لولـه را بـه      ،آوري حجـم مـورد نيـاز خـون         پـس از جمـع    . قرار دهيد 

آهستگي خارج كرده و پنبه ياگاز را بمـدت چنـدين ثانيـه در موضـع                
    فشار دهيد تا خون بنـد آيـد بـا ايـن تكنيـك از يـك مـوش حـدود                     

تـوان    ليتر مي    ميلي 3 تا   5/0 ميكروليتر و از يك رت حدود        300-200
ر احتمال ايجاد   لازم به ذكر است كه در تكنيك مذكو       . خونگيري كرد 

  . تروما و آسيب چشمي وجود دارد
  ادامه دارد                          

  
)2(شكل   

)3(شكل  )1(شكل    
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 لونالك نت ها و توليد آنتي بادي پلياادجو
  )قسمت اول(

  دكتر پونه دوكوهكي
  

و ) in-vivo(كلونـال در بـدن موجـود زنـده      توليد آنتـي بـادي پلـي      
پـذيرد و     ورت مـي  معمولاً در حيواناتي نظير گوسفند، بز و خرگوش ص        

پاسخ دهي سيـستم ايمنـي حيـوان بـه          . اي است   فرآيند بسيار پيچيده  
كلونـال   آنتي ژن تزريقي و در نتيجه ميزان توليد و نوع آنتي بادي پلي   

ژن، دوز   ژن مورد نظر در حيـوان بـستگي بـه نـوع آنتـي              بر عليه آنتي  
  . ژن و نحوه تزريق آن دارد آنتي

كلونـال تقويـت     بـادي پلـي    وليـد آنتـي   يكي از اهداف مهم در زمينه ت      
كلونـال   بادي پلي پاسخهاي ايمني حيوان به حدي است كه توليد آنتي 

در مقدار قابل توجه و به مدت طـولاني تـري پـس از ايمونيزاسـيون                
كلونـال   ها در توليد آنتي باديهاي پلـي    استفاده از ادجوانت  . مقدور باشد 

ك آنتي ژن خاص سـريعتر      دهد كه پاسخ ايمني به ي       اين امكان را مي   
ايجــاد شــوند و تيترهــاي بــالايي از آنتــي بــادي بــا تمايــل اتــصال  

)avidity (   تـري بدسـت آيـد و در نتيجـه بـا              بيشتر و مدت طولاني
كلونـال در    بادي پلي  ژن كمتري، آنتي    دفعات ايمونيزاسيون و دوز آنتي    

ان ادجوانتها قادرند بر تيتر، طول زم ـ     . شود  مقياس بالاتري حاصل مي   
ژن   بادي براي اتصال به آنتـي       آنتي) avidity(توليد، ايزوتيپ، تمايل    

و نيز برخي وجوه سيستم ايمني سلولي كه در اين امر نقش دارد اثـر               
علاوه بر اين، در مورد برخي از آنتي ژنهـا كـه ايمونوژنهـاي              . گذارند

اين مورد بتـازگي    . ضعيفي هستند، استفاده از ادجوانتها ضروري است      
هـاي    ت بيشتري يافته است زيرا در حال حاضر بيشتر از پروتئين          اهمي

ژن اسـتفاده     هاي پروتئيني بـه عنـوان آنتـي       subunitنوتركيب و يا    
كلونـال بـا      باديهـاي پلـي     ها در فرآينـد توليـد آنتـي         ادجوانت. شود  مي

آنها به عنـوان ذخيـره      . كنند  مكانيسمهاي مختلفي اثر خود را القاء مي      
ژن را با دوزكـم ولـي بطـور مـداوم بـه               كنند و آنتي   ژن عمل مي   آنتي

مواجهه طولاني تر سلولهاي ايمني بـا       . دارند  سيستم ايمني عرضه مي   
. دهـد    بادي توسط آنها را افزايش مي       آنتي ژن، مدت زمان توليد آنتي     

كننـده عملكـرد     از طرف ديگر، بسياري از ادجوانتها محرك يا تعـديل         
تواننـد بـر نحـوه        ن طريـق نيـز مـي      سلولهاي ايمني هـستند و از اي ـ      

ادجوانتها . پاسخدهي سلولهاي ايمني به آنتي ژن مورد نظر اثر گذارند         
همچنين فاگوسيتوز ماكروفاژها پس از اتصال آنتي ژن به سطح آنهـا            

 . دهند را افزايش مي
ادجوانتهاي متعددي براي توليد آنتي باديهـاي پلـي كلونـال موجـود             

  :گيرند ز گروههاي زير جاي ميهستند كه غالباً در يكي ا
   ) و ادجوانت فروندMontanidesمانند ( ينروغنهاي معد -1
   نمكهاي آلومينيوم -2 
   )Quil Aمانند (ها   ساپونين-3 

   اينولين گاما-4
 و  ISCOMsمانند ادجوانت كامل فروند،(هاي تركيبي  ادجوانت-5 

  )آلگامولين

كلونـال   بـادي پلـي    وع آنتـي  انتخاب ادجوانت مناسب از نظر مقدار و ن       
بسياري از  . توليد شده و نيز از نظر رعايت سلامت حيوان اهميت دارد          

كلونـال را بـشدت افـزايش         بـادي پلـي     ادجوانتها اگر چه توليـد آنتـي      
دهند ولي سبب التهاب، نكروز بافت و درد قابل توجهي در حيوان              مي
نتيـژن  همچنين انتخاب ادجوانت مناسب بـه خـصوصيات آ        . شوند  مي

و ) هـاي قطبـي     سايز ملكولي، بار ملكولي و وجود يا عدم وجود گروه         (
ثابت شـده اسـت كـه برخـي         . نيز گونه حيوان مورد نظر بستگي دارد      

دهنـد در     بادي را بشدت افزايش مـي       ادجوانتها در خرگوش توليد آنتي    
البته در ايـن    . كنند  حاليكه در گوسفند افزايش قابل توجهي ايجاد نمي       

بودن حيوان مورد بررسي نيـز در نتـايج     ) Inbred(ارد خالص گونه مو 
  . گذارد حاصله اثر مي

 انتخـاب    با وجود آنچه كه در بالا ذكر گرديد، پروتكل خاصي دربـارة           
كلونال وجود ندارد و فعلاً انتخـاب         بادي پلي   ادجوانت جهت توليد آنتي   

بـي  اي و تجر ادجوانت توسط هر محقق در اغلب موارد يك امر سليقه  
)empirical (شـود كـه در مـورد          توصـيه مـي    جـود وبا ايـن    . است

ي كـه در مقـادير زيـاد در دسـترس هـستند و يـا كيفيـت                  يژنها  آنتي
باشـد، ترجيحـاً از       بادي توليد شده بر عليه آنها خيلي حياتي نمـي           آنتي

در . كننـد، اسـتفاده شـود        حداقل آسيب را ايجـاد مـي       هادجوانتهاي ك 
بـادي مناسـب نبـود، از ادجوانتهـاي           آنتـي مرحله بعـدي اگـر پاسـخ        

ژن   اگر آنتي . شودتري كه التهاب زايي بيشتري نيز دارند استفاده           قوي
باشد و يا خالص سـازي آن دشـوار            در دسترس مي   در مقادير ناچيزي  

هاي التهاب زايي     ژن با ادجوانت    باشد بهتر است از همان ابتدا آنتي        مي
ت ايمني زايي بالايي دارند تركيب      مانند ادجوانت كامل فروند كه قدر     

ژنهـايي كـه وزن ملكـولي         در مورد آنتي  . شده و به حيوان تزريق شود     
شـوند بهتـر    كمي دارند و يا به عنوان ايمونوژنهاي ضعيف شناخته مي  

  . هاي قوي استفاده شود است از همان ابتدا از ادجوانت
 پاسـخ   تـوان   البته بايد توجه داشت كه بـا بكـارگيري تمهيـداتي مـي            

ژن و ادجوانت را كاهش داد كه مهمترين          التهابي در نتيجه تلقيح آنتي    
اين روشها عبارتند از كاهش تعداد مكانهاي تلقيح، انتخـاب مناسـب            

شـود، عـاري      مكان تلقيح، كاهش حجمي كه در هر مكان تلقيح مـي          
بودن آنتي ژن از هر ماده شيميايي ديگـر و حتـي الامكـان اسـتريل                

ژن بـشدت    همچنين بايد توجه داشت كـه خـود آنتـي       .ژن  كردن آنتي 
اسيدي يا بشدت بازي نباشد و نيز حيوان مـورد نظـر كـاملاً سـالم و                 

بـا رعايـت كـردن مـوارد فـوق         . اي باشـد    عاري از هر بيماري زمينـه     
بـادي   توان در عين حال كه از ادجوانـت قـوي بـراي توليـد آنتـي            مي
وارض التهـابي تزريـق     كلونال در مقادير مناسب بهره جـست، ع ـ         پلي

  . چنين ادجوانتهايي را به حداقل رسانيد
  ادامه دارد
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