
  

  

  

  
  



 

ƹԾϨɧƕϐ ĸɧƜد  
  

  الَلهم اَخرجِني من ظُلمُات الوهمِ واكَرِمني بِنوُرِ الفهَمِ 

حمر ليَنا اَبوابح عافت مالَلهت كلوُمن علَينا خزَائانشرُ ع و ك  

  برِحَمتك يا اَرحم الراّحمينَ

  

Ĺ҃ریॐ ا ازय Ƶի رجɧŸ ،راɧĶار ࣛ ࣿوردŻУ Ĺ҆اऋ و ۭ˶Ƥ ĸस Ʋ̣Χ رƽц   
ů̾Ћ انſܨۿ˷Ţ را و ŧ̩̖οر ĸसे ɧƳ ࣳ ĸɧƉ˷Ţ ،راɧĶࣿورد  ŧ̔οر Żࠤϲرا ࣛ ا ŧ˙Юدا ĸस  

ĸا ƽу نɧŢܧ܊ώ ॑نɧŢܧ܊ώ Ƶպࣶ  
  
  

ي مؤلف، مترجم و ناشر آن است. تكثير و  دوست عزيز، اين كتاب حاصل دسترنج چندين ساله
لاقي، غيرقـانوني، غيرشـرعي و   كاري غيراخ  فروش آن به هر شكلي بدون اجازه از پديدآورنده

اعتمادي در  ي اين عمل نادرست، موجب رواج بي كسب درآمد از دسترنج ديگران است، نتيجه
  گردد. آمدهاي ناگوار در زندگي و محيط ناسالم براي خود و فرزندانمان مي جامعه و بروز پي

 بياييد به حقوق ديگران احترام بگذاريم
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Ƶզϓ ƹԾ͗ҭƔ:  

 يهـا  شـگاه ياز آزما ياريو توسـعه دارو دربس ـ  يكيولـوژ يب قاتيتحق ،يماريب صيتشخ يامروزه برا
مهـم اسـتفاده    يقـات يابـزار تحق  كيعنوان  به يميستوشيمونوهيا كياز تكن يقاتيو تحق يصيتشخ

 اي ميخ خوش صيتشخ يتومور خاص، برا يعنوان مثال؛ پزشكان با استفاده از نشانگرها . بهشود يم
روش  ني ـنوع سلول و منشاء متاستاز از ا ييمرحله و درجه آن و شناسا نييم بودن تومور، تعيبدخ

 طيراو ش ـ هـا  يمـار يب گـر يكنند. در انـواع د  دايرا پ هيتا محل تومور اول كنند ياستفاده م يكاربرد
 يص ـيتشخ يديي ـروش تا كي ـعنوان  به يميستوشيمونوهيا كياز تكن توان يم زين كيرنئوپلاستيغ

 ريهمـراه بـا سـا    اي ـ ييبـه تنهـا   تـوان  يرا م ـ يميستوشيمونوهيموارد، ا نيكرد. علاوه بر ا ادهاستف
بهبـود زخـم،    ك،ي ـپاتولوژ يندهايفرآ ،يعيمطالعه رشد بافت و اندام طب يبرا يليتحل يها كيتكن

دارو  دي ـدر تول نيمورد اسـتفاده قـرار داد. همچن ـ   گريد يها نهيزم ياريو بس يسلول ميمرگ و ترم
 يهـا  در بافـت  يمـار يب ينشـانگرها  نييپـا  ايبالا  تيفعال ييدارو با شناسا ياثربخش شيآزما يابر

 روش قابل استفاده است. نيهدف ا
 ،يحيتشـر  يهـا  از جنبـه  يداشته كه برخ ـ يسع ندهسياثر نو نيروش، در ا نيا تيبر اهم ديتاك با
و  يرا مورد بحث قرار دهـد. جهـت تجسـم و مستندسـاز     كيتكن نيا ييايميوشيو ب يكيمونولوژيا

 يضـرور  يتخصص ميمفاه يو درك برخ ييخاص در بافت آشنا يسلول ياجزا يابي مكان نيهمچن
 يابي ـو باز ژن يو آنت ـ يباد يبا آنتشده است كه از جمله به موارد مرتبط  يسع تابك نياست. در ا

 ،يصيتشخ يها روش ،يباد يآنت ونيها، كونژوگاس معرف ت،يو تثب ييايمونويا يها ها، انواع روش آن
  منوكلونال بحث و پرداخته شود. يها يباد يو استفاده از آنت هيزآراير يآور فن نيو همچن نهيشيپ
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Human HeLa cancer cells in culture showing the nuclei in red and the tubulin 
component of the cytoskeleton in green. The blue staining is a mitotic checkpoint 
protein that remains in the cytoplasm until pro-metaphase when it is involved in 
regulating cell division. HeLa cells are derived from a human cervical cancer and can be 
propagated indefinitely in culture. Image credit: Matthew Daniels, Wellcome Images via 
The Cell Image Library 
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بـه سـلولی اسـکلت توبولیناجزاوقرمزهاي هستهباکشتمحیطدرانسانیHeLaسرطانیي هاسلول

تنظـیم دروقتیکهاستمیتوزيچکپوینتپروتئینیکآبیآمیزيرنگ. داده شده استنشانسبزرنگ

ازHeLaي هـا سـلول . مانـد مـی بـاقی سیتوپلاسـم درپرومتافـاز زمانتاباشدداشتهنقشسلولیتقسیم

.  یابندتکثیرکشتمحیطدرنامحدودمدتبهتوانندمیوشدهگرفتهانسانرحمدهانهسرطان

وابسته به دامپزشـکی بـراي   يهاشگاهیآزماایمونوهیستوشیمی یک تکنیک کامل است که در بسیاري از 

يهـا بخشدر 1هاژنیآنتتوانایی تشخیص در دهه گذشته، . شوداهداف تشخیصی و تحقیقاتی استفاده می

يهـا سـتم یسو افزایش حساسیت 2ژنیآنتبافتی، مخصوصاً براي مقابله با اثرات مضر فرمالدئید در بازیابی 

بـه ایـن مباحـث پرداختـه و مـروري بـر       در ایـن بررسـی،   . استافتهیبهبودتشخیص، به طرز چشمگیري 

، تثبیت کردن، بازیابی هاژنیآنتو 3هايبادیآنترد مرتبط با مواازجملهفنی ایمونوهیستوشیمی، يهاجنبه

و اسـتفاده از  4ریزآرایـه يآورفـن همچنین . شودیارائه میابیبی، پیشینه و عتشخیصيهاروش، ژنیآنت

کلونال خرگوش در ایمونوهیستوشیمی بحث شده است.نووميهايبادیآنت

1. Ags 
2. AR 
3. Abs 
4. Microarray 



مقدمه

بـه توصـیف یـک روش ایمونوفلورسـانس بـراي تشـخیص       ،)1(در مقاله اي کونز و همکاران1941سال 

) IHC(1بافتی پرداختند که این مطالعه سرآغازي بر ایمونوهیستوشیمیيهابخشسلولی در يهاژنیآنت

عفـونی و  يهـا يمـار یباز آن زمان، ایمونوهیستوشیمی به ابزاري ارزشمند در تشـخیص و تحقیقـات   . بود

بسیار ساده و پل ارتبـاطی بـین   ایمونوهیستوشیمی اساس . استشدهلیتبدنئوپلاستیک در انواع حیوانات 

نشـان دادن  ایمونوهیستوشـیمی  مفهوم اساسـی  . و شیمی استیشناسبافتسه رشته علمی ایمونولوژي، 

-ژنیآنت ـاتصـال  کـه یامهنگ ـ. خـاص اسـت  يهـا يبـاد یآنت ـبافتی با استفاده از يهابخشدر هاژنیآنت

، با یک واکـنش هیستوشـیمیایی رنگـی توسـط میکروسـکوپ نـوري یـا        دهدیم) رخ Ag-Ab(يبادیآنت

مفهومی ساده اسـت، امـا بـا تعیـین اهـداف      ازنظراگرچه . شودیمفلوروکروم با نور ماورا بنفش نشان داده 

در ابتـدا از  . )1(شـکل  )2(شـده اسـت  تردهیچیپایمونوهیستوشیمی از حساسیت و ویژگی، روش ترقیدق

لازمساده (مستقیم) استفاده شد که نتایج سریعی را به همراه داشت اما فاقد حساسیت و دقـت يهاروش

تـی بررسـی   یا حژنیآنتیک یا چند زمانهمبسیار حساسی براي تشخیص يهاروشدر حال حاضر، . بود

).هیآراکرویمخاص وجود دارد (تکنیک ژنیآنتصدها بافت در همان بخش براي وجود 

1. Immunohistochemistry  

مقدمه
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بود که بـا تثبیـت کـردن از    ژنیآنتبازیابی يهاکیتکن، 1990مهم در دهه يهاشرفتیپیکی دیگر از 

ثابـت  يهابافتدر صیتشخقابلي هاژنیآنتتصاعدي تعداد طوربهو طریق گرما تغییراتی ایجاد کرده بود

مورديهاگونهبه دلیل تنوع ایمونوهیستوشیمی آسیب شناسان دامپزشکی هنگام انجام . دادیمرا افزایش 

زیـادي  يهـا چـالش مختلـف بـا   يهاگونهدر بین ها باديآنتیو نبود تضمین براي واکنش متقابلمطالعه

تشخیصـی و تحقیقـاتی   يهاتیفعالبراي ماداعتقابلیک روش عنوانبهایمونوهیستوشیمی . روبرو هستند

موارد مربـوط بـه  ازجملهفنی ایمونوهیستوشیمی، يهاجنبهاین مطالعه . در دامپزشکی پابرجا مانده است

را بررسـی  یابیبیعتشخیص، پیشینه و يهاروش، ژنیبازیابی آنتتثبیت کردن، ،هاژنیآنتو ها باديآنتی

فنـی  يهـا جنبـه یکـی از اهـداف ایـن مطالعـه ایـن اسـت کـه بـه همـه محققـان کمـک کنـد             . کنـد یم

دارد.دورنگه"و آبی ياقهوهروش قرمز، "را ازهاآنرا درك کنند و ایمونوهیستوشیمی 



بر نتیجه مطالعات ایمونوهیستوشیمی (چاپ مجدد از مؤثرعوامل اصلی : 1شکل 

.)Blackwellمیگل و همکاران با اجازه از ناشران 

هاي کلیدي تکنیک ایمونوهیستوشیمیجنبه
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هايبادیو آنتهاژنیآنت

. بـافتی اسـت  يهابخشخاص در ژنیآنتبه یک ها باديآنتیاتصالبر اساساساس ایمونوهیستوشیمی 

ایمونوگلوبـولین  از. اسـت Gایمونوگلوبولین در ایمونوهیستوشیمیاستفادهموردایمونوگلوبولیننیترجیرا

Mشودیماستفاده ترکم.

يبادیساختار آنت

انـد شدهلیتشکسنگین یکسان رهیزنجدوسبک یکسان و رهیدوزنجشکل هستند و از Yها ایمونوگلوبین

. شـود یم ـنامیـده  Fcشـکل  Yدم . کننـد یم ـرا تعیـین  بـادي آنتـی سـنگین نـوع  يهارهیزنج. )2(شکل 

در هر مولکـول  . شوندیمدو شکل مشخص دارند که کپا و لامبدا نامیده دارانمهرهسبک اکثر يهارهیزنج

زنجیـره سـبک از دو ناحیـه مجـزا     . ، هر دو زنجیـره سـبک و سـنگین از یـک نـوع هسـتند      نوگلوبینایمو

(ثابـت: زنجیـره سـبک)،    شـود یم ـنامیـده  CLترمینـال کـه ثابـت هسـت و     -Cاست: ناحیه شدهلیتشک

(متغیـر:  شـود یمنامیده VLترمینال زنجیره داراي تنوع توالی فراوانی است و ناحیه -Nناحیه کهیدرحال

متغیـر و ثابـت   يهابخشاست و شامل ایمونوگلوبین به ژنیآنتقسمت اتصال Fabناحیه . زنجیره سبک)

و اجـازه  کندیمعملکردهاي زیستی را تعیین بادي آنتیازFcبخش . باشدیمسنگین و سبک يهارهیزنج

. متصل شـود Fcيهارندهیگابی با مکمل و التهيهاسلول، باديآنتیدیگريهاسلولبه بادي آنتیدهدیم

این قسـمت  . استازیموردنياچندمرحلهایمونوهیستوشیمی يهاکیتکنبراي ایمونوگلوبین این بخش از 

. بـه قسـمت بافـت اسـت    ها باديآنتیایمنیغیرناشی از چسبندگینهیزمپسهمچنین باعث رنگی شدن 

ایمونوگلـوبین  از مولکـول  F (ab)یـا  Fabيهـا بخشبراي جلوگیري از آن، روشی وجود دارد که فقط از 

هـا  ایمونوگلـوبین از Fcمشکل عمده این روش این است که بخش . استفاده شودایمونوهیستوشیمی براي 

از ژنیآنت ـبـه یـک   بـادي  آنتیاتصال خاص. به بسترهاي ثابت مانند بافت داردبادي آنتیتمایل به اتصال

محـل اتصـال   . افتـد یم ـسنگین و سبک انتهـاي آمینـه اتفـاق    يهارهینجزمتغیر ازحدشیبطریق مناطق 

متصل ها باديآنتیهستند که بهژنیآنتنواحی از هاتوپ. اپیشودیمپاراتوپ نامیده بادي آنتیبهژنیآنت

معیارهـاي اتصـال  نیتـر مهـم یکـی از  . )4(اسـت دینواس ـیآم21–5معمولاً هاتوپاپیطول. )3(شوندیم

پـیچ  بـه هـم  پپتیدي پروتئین يهارهیزنجتوپ است، یا روشی است که در آن اپی، ساختار سومباديآنتی

پیونـد وانفعـالات فعـل از يامجموعـه پاراتوپ از طریـق  . دهندیمیا با پپتیدهاي مجاور واکنش خورندیم

پیونـد  وانفعـالات فعـل هرچـه  . )شودیمبا ساختار سوم اپیتوپ تعامل دارد (در زیر مشاهده یکووالانسغیر

بـادي  آنتیوژنیآنتقدرت اتصال کلی بین عنوانبهاست (تربیشيبادیآنتباشد، میل و تمایل به ترشبی

دو ظرفیتی است (داراي دو بـازوي یکسـان هسـتند کـه در تشـخیص      Gایمونوگلوبین . است)شدهفیتعر

ــا. )رنــدیگیمــقــرار مورداســتفادهژنیآنتــ يهــاروشویژگــی کلیــدي اســت کــه بــراي انجــام  کیــنی

لازم است.هیلاچندایمونوهیستوشیمی 
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شدهمشخصشکل بیضینیچنقطهکه با ياهیناح. ساختار ایمونوگلوبین:2شکل 

شـده مشـخص که با یک مربـع  يامنطقه. باشدیمF (ab)است مربوط به قطعه 

است.Fcقطعه شکلیضیبمحدودشدهمنطقه . است ناحیه متغیر است

)Ag-Ab(يبادیآنت-ژنیآنتيهاکنشبرهمماهیت 

. اسـت رمعمـول یتـا حـدودي غ  يبـاد یآنت ـ-ژنیانفعـالات آنت ـ وازنظر شیمیایی و بیوشـیمیایی، فعـل  

زی ـگرپیونـدهاي آب . و الکترواستاتیک) و کووالانسی نیستندزیگرپیوندهاي درگیر ضعیف بوده (عمدتاً آب

 ـتواننـد یهـا م ـ آن. افتـد یاز آب اتفـاق م ـ ترکمسطحی يهاها با کششبین ماکرو مولکول یـا  یاتم ـنیب

اساسـاً از طریـق اسـیدهاي آمینـه زنجیـره جـانبی فنیـل        زیگرآبيهاکنشاین برهم. باشندیمولکولنیب

دارنـد، ایـن   آبيهـا ي که بـه مولکـول  ترکمبا میل جذب . )5(شودیآلانین، تیروزین و تریپتوفان انجام م

الکترواستاتیک باعث اتصال نیروهـاي جـاذب   يهاکنشبرهم. تمایل اتصال به یکدیگر رادارنددهاینواسیآم

طورمعمـول  بههانیا. شودباديآنتیبا بار مخالف دريهابا قسمتژنیآنتهاي بین یک یا چند طرف یون

نیروهـاي  . هسـتند يبـاد یو آنتژنیآنتيهاآمینه مولکوليهاکربوکسیل و آمینواسیدهاي قطبی از گروه

ایـن  . )6(دها هسـتن یا اتمیدوقطبيهاالکترواستاتیک ضعیفی بین مولکوليهاکنشوان در والسی برهم

داراي بار مخـالف بـر   يهاونیبنابراین قرارگیري دقیق . کشش رادارندنیتربیشین فاصله ترکمنیروها در 

پیونـدهاي هیـدروژنی   . )6(کنـد یپشـتیبانی م ـ از پیوند الکترواستاتیک قـوي  ها ها و پاراتوپتوپاپیروي

انرژي اتصـال از همـان   . دهستنOHو NHو COوCO ،NHو OHبینیدوقطبيهاکنشه برهمنتیج
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يبـاد یآنت-ژنیآنتيهاکنشاهمیت آن در برهمت. الکترواستاتیک اسوانفعالاتمرتبه واندر والس و فعل

ت.بـراي وقـوع آن اس ـ  زیرا ضرورت وجـود یـک تناسـب دقیـق بـین هـر دو مولکـول        احتمالاً زیاد نیست 

توجـه  قابـل يبـاد یآنت-ژنیها در اتصال آنتکنشبرهماگرچه مواردي وجود دارد که فقط یکی از این نوع 

يبـاد یآنت-ژنیپپتیدي، پیوند آنتپلیيهاژنیو آنتها گلیکوپروتئین، ساکاریدهاپلیاما براي اکثر، است

جـز بـه هـا يبـاد یآنت ـ. [1]الکترواسـتاتیک اسـت  يهـا ترکیبی از نیروهاي وان در والسـی و بـرهمکنش  

هر طـرف ظرفیـت   . پروتئینی چند ظرفیتی هستندي هاژنیاکثر آنت. دو ظرفیتی هستندMایمونوگلوبین

یـک (اپـی تـوپ) بـا پیکربنـدي کـاملاً       تژنآنتـی کنندهنیییک تعیطورکلپروتئینی بهي هاژنیپذیري آنت

فقـط بـا   توانـد مـی مونوکلونـال  بـادي آنتـی مثـال یـک  عنوانظرفیت است (بههاي سایر قسمتمتفاوت از 

را يبـاد یآنت ـ-ژنیشرایط مطلـوب اتصـال آنت ـ  1جدول ()7(دهد واکنش ژنیظرفیت این آنتطرفکی

(پـاراتوپ) بـه   بـادي  آنتییک بیان ترمودینامیکی از انرژي اتصال(Affinity)میل ترکیبی. دهدینشان م

عنوان یک ثابـت میـل   ازنظر ریاضی بهتوانیرا ممیل ترکیبی. (اپی توپ) استیژنیآنتکنندهنیییک تع

است که در تعادل تشکیل يبادیآنت-ژنیدهنده مقدار کمپلکس آنتکه نشان، تعریف کرد(KA)ترکیبی

(فرمول ریاضی). خواهد شد

اصطلاحات داخـل براکـت مربـع    وAg-Ab) ي (بادیآنت- ژنیآنتي هامجموعههستند Ag~Abجایی که 

لیتـر  105گسترده است و از زیر يبادیآنت- ژنیآنتمیليهادامنه ثابت. دهدیمولاري را نشان ميهاغلظت

 ـيبـاد یآنت ـ- ژنیآنت ـکمپلکساین اعداد به چه معناست؟ یک . لیتر در مول متغیر است1012در مول تا  اب

KA 1012 بـا يبـاد یآنت- ژنیآنتوعهمجماز تربیشبرابر 1000لیتر در مول داراي میل ترکیبی KA 109

بـا  يهـا يبـاد ی) آنت1به دلایل عملی مهم است: يبادیآنت- ژنیآنتمیل ترکیبی واکنش. لیتر در مول است

متصـل  هـا ژنیبه آنتتربیش، ترکمبا میل يهايبادیکوتاه نسبت به آنتانکوباسیونزمان میل بالاتر در مدت

.)8(شودیمترقیرقيبادیآنتباشد، محلولتربیش، هر چه میل یطورکل) به2، شوندیم

)7(يبادیآنت- ژنیآنتاتصالدردرگیراصلینیروهاي.1جدول

باAg-Abمطلوبتفکیکجدایی وباAg-Abاتصال مطلوبنیروهانوع

واندروالس، الکترواستاتیک

خنثیpHبالا،انکوباسیوندماي

دمايبافرها،کمیونیقدرتبافر،

انکوباسیونکم

شدیدpHبافر،سطحیکششکاهش

يدمابافر،بالایونیقدرتبافر،

بالاانکوباسیون
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هاژنیآنت

 ـ. ) داشـته باشـند  زوفرمی(ایمختلفيساختارهاتوانندیمهاژنیآنت زوفـرم یانیچنـد توانـد مـی ژن کی

نیچندتواندمیکه هیاتصال رونوشت ژن اولینیگزی) جا1کند جادیایاصلزمیدو مکانقیاز طرینیپروتئ

از ياریبس ـ. )9(کنـد یم ـمتفـاوت را کـد   یکم ـنیپـروتئ کی ـهـا آناز هرکـدام که کندجادیرونوشت ا

کی ـتیو پـردازش پروتئول ونیلاس ـیفسفور، ونیلاسیکوزیپس از ترجمه، مانند گلراتییتحت تغهانیپروتئ

(شکل )2(کندیمژن منفرد اضافه کیمشتق شده از يهانیپروتئبه يتربیشيهایدگیچیپهستند،که

یحت ـ. کنـد دی ـرا توليمتعددینیپروتئهاي زوفرمیاتواندمیژن واحد کی، هاسمیمکاننیاجهیدرنت. ) 1

کـه از رشـد   نیو هموگلـوب نیتناسـک هـاي  زوفرمیا، مثالعنوانبهکند (رییتغبازمانتواندمیمجموعه نیا

.)2()کنندیمرییتغیبه بزرگسالینیجن

هاژنمونویانتخاب ا

معـرف را  تیفیکنیمهم است تا بهتراریبسيبادیآنتدیتولکیجهت تحرمونوژنیايسازآمادهو منبع

و یمصنوعيدهایوجود دارد: پپتهاژنمونویاز ادو گروه گسترده. میبه دست آورایمونوهیستوشیمی يبرا

نهیدآمیاس ـیتـوال کی ـازجملـه هسـتند  ییهاتیمزيدارایمصنوعيدهایپپت. )2(خالص آماده نیپروتئ

باشـد، هـر دو بـا    يضـرور ایمونوهیستوشـیمی  مطالعاتریتفسممکن است در اطلاعاتنیا. شدهشناخته

يدیپپتيهایتوالبا یشود و هر واکنش متقابلییشناساتواندمیکه ینیهدف پروتئهاي زوفرمیتوجه به ا

دی ـپپتیتـوال . دارنـد زی ـنيابـالقوه بی ـمعانیهمچن ـیمصـنوع يدهای ـپپتیگریديهانیپروتئمشابه در 

، نی ـبـر ا عـلاوه . باشـد یـا بـومی   وی ـتیننیپـروتئ يبعـد سـه ممکن است فاقد سـاختار  جداشدهیمصنوع

باشند.در ارتباطکیدر داخل بدن از نزدموردعلاقهيهانیپروتئبا کیاز نزدتوانندیمگریديهانیپروتئ

توسـط  1در موجـود زنـده  صیمـانع از تشـخ  هدف را پوشانده،يهاتوپاپیتوانندیمعوامل نیايهردو

. شـود کـاذب  یمنف ـجیسبب ارائه نتـا تواندمیاینو کهشوند یمصنوعيدهایمنتسب به پپتهايبادیآنت

ژنیآنت ـییدر محصـول نهـا  توانـد مـی در موجود زنده پس از ترجمهراتییاست که تغنیابیعنیسوم

اســتفاده از )11, 10(وجــود ندارنــد یمصــنوعيدهایــپپتمــورد درکــه ایــن مســئله مهــم باشــد اریبســ

هـا ژنناشـی از ایمونـو  مشـکلات  بسیاري از ياریبسیمصنوعيدهایخالص با استفاده از پپتيهانیپروتئ

هـا بافـت ای ـهـا سـلول همگن از تحالکیبه نیپروتئکیيسازخالص، حالنیباا. )2(کندیميریجلوگ

نیممکن است نسـبت بـه پـروتئ   آلودهاییعفونيهانیپروتئ، نیهمچن. دشوار باشندتوانندیمیفنازنظر

گـر یمشـکل د . شودیمنینامتناسب و ناخواسته پاسخ ادیباشند،که سبب تولکیژنآنتیتربیشموردعلاقه

اریبس ـيهـا تـوپ اپـی مورد هـدف شـامل  ژنیآنتاست که یزمانشدهخالصيهانیپروتئهنگام استفاده 

راتیی ـمعمـول بـا تغ  تیوضـع کی ـنیا. ستندینیاختصاصموردعلاقهيبادیآنتياست که براییزایمنیا

.متفــاوت هســتنداریصــورت بســنیاغیــردرســتهاژنیآنتــانیــمشــابه پــس از ترجمــه در ماریبســ

1. in vivo 
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کی ـتوسـط  شـده شـناخته هـدف  نیپـروتئ هاي زوفرمیانیو همچن، ژنیآنتيسازخالصاتیو جزئمنبع 

. )2(شـوند یم ـگزارش يتجارصورتبهموجود در بازار هیاوليهايبادیآنتيبراندرتبه، آمادهيبادیآنت

،مکمل، استفاده از مواد ژنیآنتیکیساختار، بار الکترز،یشامل، ساییمونوزایاثر گذرا بر ايفاکتورهاگرید

است.عیتوزری، و مسژنیآنتدوز 

کلونالپلیونوکلونال وميهايبادیآنت

سـاخته  هـا ژنیآنت ـقی ـ) از طررهی ـ(موش، خرگـوش، بـز، اسـب و غ   واناتیشدن حمنیبا اهايبادیآنت

به،شودیمداده و به آن متصل صیرا تشخژنیآنتخاص طوربهکه هايبادیآنتدیبا تولوانیح. شوندیم

، بـز و  اسبخرگوش، ژهیوبهيمختلف جانوريهاگونهکلونال در پلیيهايبادیآنت. دهدیمژن پاسخ آنتی

بـا سـه یهسـتند امـا در مقا  يتـر بـیش يریپذواکنشو لیتمايداراهايبادیآنتنیا. شوندیمدیمرغ تول

نیچنـد يکلونـال دارا پلیهاي سرمآنتی. )3(باشندیمبرخوردار يترکمتیمونوکلونال از خاصباديآنتی

10از تربیش(الابا غلظت بيرضروریغهاي باديآنتیهستند، اماینیپروتئهدفبامختلف هاي باديآنتی

يهـا يبـاد یآنت ـ. )12, 2(وجود داشته باشندتوانندیمنشدن يسازخالص) در صورت تریلیلیم/گرمیلیم

دهی ـچیپيهـا زوفـرم یاییشناسـا ییدارند که تواناتیارجحمونوکلوناليبادیآنتاز جهتنیازاکلونال پلی

درهـاي  بـادي آنتـی وجـود لی ـکلونال بـه دل پلیيسازآماده، حالنیابا. دارندراهدف نیتوپ) پروتئی(اپ

در یگونـاگون . )2(نـاهمگن باشـد  اریبس ـتوانـد میمشابه يسازآمادهدر یمنیافیو ضعيقويهاتوپاپی

هـاي  بـادي آنتـی يهـا گـروه انی ـباعث اختلاف در م، شدهيسازمنیاواناتی، بسته به حباديآنتیتیفیک

از بـادي آنتیصیتشختربیشامکان ، مثالعنوانبه)کلونالپلیيهايبادیآنتیمنیانحراف ا. )13(شودیم

هرچــه تعــداد. )2(باشــدتوانــدمــیضــعفنقطــهو هــم تیــهــم مز (تــوپاپــیصیتعــدد تشــخقیــطر

شـباهت واکـنش متقابـل بـا    ، باشدتربیشيسازآمادهکیهدف در نیمختلف به پروتئهاي هايباديآنتی

 ـرایـی زایمن ـیايهـا حـوزه ، مثـال عنـوان بـه . اسـت تـر بـیش گریديهانیپروتئمشابه در يهاتوپاپی جی

.)14(مرتبط وجود داردغیريهانیپروتئحداقل در  III نیبرونکتیف

مونوکلوناليهايبادیآنت

دی ـتوليفنـاور )15(نیلسـت یکـوهلر و م . شـود یم ـدی ـدر مـوش تول تـر بیشمونوکلونالهاي باديآنتی

پـس از  . )ژنیآنت ـ(شـود یم ـقیخالص تزرمونوژنیاهاموشبه . را توسعه دادندمونوکلوناليهايبادیآنت

. شـوند یم) از طحال برداشت باديآنتیدکنندهیتوليهاسلول(Bيهاتیلنفوس، یمنیبه پاسخ ایابیدست

بی ـمـوش ترک لومـا یميهـا سـلول محدود اسـت، بـا   جداشدهBي لنفوسیتهاسلولطول عمر ازآنجاکه

تـوپ را  اپیکیمخصوص Igsسلول جاودانه است که کی) دومایبری(هدشدهیتولیبیسلول ترک. شوندیم

هـاي بـادي آنتـی بـا سهیمونوکلونال در مقاهايباديآنتیتیمز. )مونوکلوناليهايبادیآنت(کندیمدیتول

اریبس ـيبادیآنت(یسلولدرکشتتوانیمرا دومایبریه. )2است (جدول هاآنتربیشتیخاصکلونال پلی
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 ـا. در صفاق موش حفـظ کـرد  ایخالص اما در غلظت کم)  ریاحتمـال واکـنش متقـاطع بـا سـا     یژگ ـیونی

اسـت کـه  نی ـواکنش متقابل الیاز دلایکی. )رودینمنی(اگرچه کاملاً از بدهدیمرا کاهش ي هاژنیآنت

تواندمیهستند که نهیدآمیاسیمتشکل از تعداد کميهاتوپاپیهیعلماًیمستقمونوکلونالهاي باديآنتی

بـا  یانسـان ضدنینسـول یپرويبادیآنتکی، مثالعنوانبه. )16(باشددیو پپتنینوع پروتئنیاز چندیبخش

 ـاکـه جاآناز. )17(و گلوکاگون واکنش متقابل داردنیانسولکنندهترشحيهاسلول کی ـبـه  صـال اتنی

اسـت و  کسـان یژنآنتـی موردنظرتوپ اپیکاملاً باایباًیتقريزیآمرنگيهایژگیواست، کسانیتوپ اپی

 ـآنکـه یانیـی تع، مواردیدر برخ. )18(دشوار استاریآن بسصیتشخنیبنابرا ازیناش ـيریپـذ واکـنش ای

بـا  تی ـهنگـام تثب نیپـروتئ بـل توپ حاصـل از اتصـال متقا  اپیایتوپ مشترك (واکنش متقابل) است اپی

خـاص  غیرلی ـمونوکلونـال بـه دل  هاي هايباديآنتینهیزمپسيزیآمرنگ. )19, 3(دشوار است، دهایآلدئ

مونوکلونـال  يهايبادیآنت. کشت سلول)ییروعیوجود ندارد (ماای) تیآسعی(ماابدییمکاهش Igsبودن 

آسـان شـده   شـده دادهتوسعه يهايبادیآنتتوسط هاآندیتول. موجود استيتجارصورتبهزیخرگوش ن

سـازگار  ، هاآنتربیشلیم، موشيهاکلونالخرگوش نسبت به مونويهاکلونالمونوتیمز. )21, 20(است

يریمـوارد و جلـوگ  یدر برخیژگیوشیافزا، خاصيهاروشموش بدون يهابافتاستفاده در يبرابودن

.)24-22(استژنآنتیبازیابیيهاروشاز 

.کلونالپلیومونوکلوناليهايبادیآنتمزایاي.2جدول

مونوکلوناليبادیآنتکلونالپلیيبادیآنت

موشتربیشمتعدديهاگونهمنبع

تنوعبدون)کمهموزیادهم(متغیرتمایل

متوسطتاکمبالاحساسیتمیزان

بالازیادبهکماختصاصی

هیچ: سلولروییمایع)تریلیلیمدرگرمیلیم10(زیادمرتبطغیرمحتواي ایمونوگلوبین

محدودگستردهتثبیتالزامات

یگانهچندگانهتثبیتاثرات

پایینبالاتثبیتتحمل

*يادستهتغییربدونيادستهتنوعهمگنی

بالامتوسطهزینه

دارد.وجودها دستهدرتغییراتازبرخیآسیت،مایعبراي* 

تجاري (Abs) هايباديآنتیعرضه

ژنآنتیهمانبرايموردنظرباديآنتیدادنقرارهدفمورددرتجاريهايکاتالوگدراطلاعاتمقدار

توسـط ویـژه بـه اسـت، شـده رایـج بسـیار اطلاعـات ایـن ارائـه . اسـت متفاوتبسیارتولیدکنندهبهبسته

است:زیراطلاعاتشاملکهسرمآنتیتولیددرمتخصصهايشرکت
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ایزوتایـپ ،ascitesرویـی، کامـل، خـالص، سـرم ،مثـال عنـوان بـه (باديآنتیباديآنتیشکلیافرمت

پـروتئین، غلظـت ،)خرگـوش موش،،مثالعنوانبه(تولیدشدهباديآنتیآندرکهمیزبانی،)ایمونوگلوبین

گونـه واکـنش ) باشـد شـده شـناخته کهدرصورتیمولکولی،وزنوتوپاپیازجمله(شدهاستفادهایمونوژن

،مثـال عنـوان بـه (سـلولی یـابی مکـان ،)نیسـتند شـده شـناخته کـه ايدسته،موشانسان،،مثالعنوانبه(

مـوردنظر کـاربري ،شـود مـی مثبـت توصـیه  کنتـرل جهـت کـه بـافتی ،)ايهستهغشایی،،سیتوپلاسمی

-ایمونوهیسـتولوژي ،آنـزیم سـنجش بـا مـرتبط ایمنیجاذببلات،وسترنایمنی،رسوب،مثالعنوانبه(

.مرتبطجزییاتدیگرو)منجمدوپارافین/ فرمالین

توصـیه . دهنـد مـی قـرار خـود هايکاتالوگدرایمنیواکنشازتصاویريهمچنینهاشرکتازبسیاري

واکـنش یـا ) فرمالینتثبیت(خاصشرایطتحتپذیريواکنشمورددرتربیشاطلاعاتبرايکهشودمی

.بگیریدتماسسازندهبااست،نشدهمشخصکاتالوگدرکهگونهمتقابل

ثابـت میـل شـامل نیسـتند دسـترس درهـا  سـرم آنتـی تولیدکننـدگان ازمعمـولاً کهدیگريهايداده

)serotypes(هاي سروتیپ،مثالعنوانبه(هستندهاژنآنتیسایربامتقابلواکنشاحتمالوها باديآنتی

پروسـه  درنتیجـه اسـت ممکـن کـه ) سلولیي هاژنآنتیمرتبط،هايباکتريیاهاویروسدیگر،هاویروس

.باشدژنآنتیبازیابییاتثبیت

*. ABCایمونوهیستوشیمیاستانداردپروتکل. 3جدول

.برسانیددیونیزهآببهراهاآنوکردهخارجضدعفونیحالتازرااسلایدها. 1

نیازصورتدر،)HIERآنزیم،،مثالعنوانبه(ژنآنتیبازیابیروش. 2

برسانید.یونیزهغیرآببهرااسلایدها. 3

کنید.مسدودرازادرونپروکسیداز. 4

.فه کنیداضابافرهاآنبهوبشوییدراعطاقم. 5

.یا بلاکینگزمینهکردنمسدود. 6

.)نکنیدآبکشی(برداریدرااضافیمسدودکنندهمحلول. 7

† )خرگوشسرمآنتی(انکوبه کنیداولیهسرمآنتیبارا ها اسلاید. 8

بشویید.بافربارااسلایدها. 9

کنید.انکوباسیون) بیوتینیلهبزخرگوشهاي ضدایمونوگلوبولین(ثانویهمعرفبا. 10

بشویید.بافربارااسلایدها. 11

کنید.انکوبه) ABCبیوتین (-اویدینمجموعهبارااسلایدها. 12

بشویید.بافربارااسلایدها. 13

)پراکسیدازبرايH2O2وDAB،مثالعنوانبه(توسعهدرحالهايمعرفباایمنیواکنشتشخیص. 14

بشویید.دیونیزهآببارامقاطع. 15

بزنید.) متضادتمیزيرنگ(لکهضدMayerهماتوکسیلین-16

.هالامدهی پوششوگیريآب. 17
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