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   عليه  يوبي كوئيتيناختصاصيتخليص يوبي كوئيتين و توليد آنتي بادي 
 3 ، محمد رضا صادقي2 ، محمد مهدي آخوندي1 ، اشرف شباني3 ، رويا قدس2، اصغرطالبيان 1مهشيد حجت 

  گروه زيست شناسي  ،دانشكده علوم پايه، دانشگاه الزهر، تهران 1
  بيوتكنولوژي توليد مثلمركز تحقيقات ، پژوهشكده ابن سينا، تهران 2

  مركز تحقيقات آنتي بادي مونوكلنال، پژوهشكده ابن سينا، تهران 3

  30/02/85: تاريخ پذيرش   06/04/84: تاريخ دريافت

  چكيده

 روشهايي حساس و سريع جهت آناليز يـوبي كـوئيتين و           ، ايمونوفلورسانس والايزا ، راديو ايمونواسي      مانند   روشهاي ايمونوشيمي 
آنتي بادي اختـصاصي عليـه    لذا تهيه. كولهاي زيستي ، بر پايه استفاده از آنتي بادي اختصاصي بعنوان شناساگر مي باشند ساير مول

هدف از اين تحقيق تخليص يوبي كـوئيتين از         . استيوبي كوئيتين همواره يكي از ابزارهاي مهم در بررسي و رديابي اين پروتئين              
ي بادي اختصاصي عليه آن وكونژوگاسيون آنتي بادي بمنظور استفاده در مطالعـات ايمونوشـيمي             گلبولهاي قرمز انسان و  توليد آنت      

و جـدا   بوسيله سولفات آمونيوم و يا ابتدا يوبي كوئيتين از گلبولهاي قرمز خوني با دناتوراسيون حرارتي در اين تحقيق  . مي باشد   
پلـي يـوبي كـوئيتين     اين پروتئين بكمك گلوتارآلدئيد به.  گرديدتخليص DEAE-Sephadexكروماتوگرافي بر روي ژل با نهايتاً 

 بادي در سرم خرگوشي بـا روش        پس از تعيين تيتر آنتي    . گرديد   به خرگوش تزريق  در دوزهاي مناسب    تبديل و بعنوان ايمونوژن     
ر روي ستون كرومـاتوگرافي      ب باديهاي سرم خرگوشي ، از روش ايمونوافينيتي         و خونگيري در حجم مناسب، جداسازي آنتي       الايزا

-CNBr activated sepharose با اتصال يوبي كوئيتين بعنـوان ليگانـد بـه ژل     سپس.انجام شد ، Aجذبي فعال شده با پروتئين 

4B  بـادي اختـصاصي عليـه     ، آنتي از ستون كروماتوگرافي جذبي متصل به يوبي كوئيتين خرگوشي مرحله قبل  و عبورآنتي باديهاي
و در پايان جهت      كونژوگه    با  ماده فلورسانس فلورسئين ايزوتيوسيانات      اختصاصي ،    هايبادي  آنتي سپس. دش خالص   كوئيتين  يوبي

يوبي كوئيتين ، تـستي بـه روش ايمونوفلورسـانس     ئيد قابليت آنتي باديهاي مذكور در شناسايي و اتصال به اپي توپهاي پروتئينأت
 تهيـه    سرمي   باديهاي كوئيتين تخليص شده  از ستون تعويض يوني و آنتي            يوبي روي بر  SDS-PAGEنتايج انجام     . طراحي شد 

اختـصاصي  هـاي   بادي  همچنين بكمك تست الايزا ، ويژگي آنتـي       .، بصورت تك باند بر روي ژل ظاهر گرديد         شده از ستون جذبي   
  و گلبـول قرمـز   ml 100 ن بـه ازاي   يوبي كوئيتيmg 1 در هر بار تخليص. ئيد گرديد أ پروتئين يوبي كوئيتين تهتخليص شده ب

mg6 /0 بـه ازاي  عليه يـوبي كـوئيتين   بادي اختصاصي آنتي ، ml  8      در بررسـي  .حاصـل گرديـد    سـرم ايمـن شـده خرگـوش 
ايمونوفلورسانس اسپرمهاي پوشيده از يوبي كوئيتين با توجه به اينكه يوبي كوئيتين محور بسياري از تحقيقات زيـستي اسـت بـه                      

اديهاي كونژوگه با فلورسئين ايزوتيوسيانات ، فلورسانس قابل توجهي در مقايسه بـا كنتـرل منفـي آزمـايش مـشاهده                    كمك آنتي ب  
گرديد لذا تهيه اين ماده و آنتي بادي عليه آن ، و همچنين كونژوگه كردن اين آنتي بادي با ملكولهـاي فلـوركروم امكـان بررسـي                           

   .بيشتر عملكرد آن را فراهم مي سازد

  ، آنتي بادي، كروماتوگرافي جذبي، خالص سازييوبي كوئيتين: هاي كليديواژه 
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  مقدمه
 با kDa5/8كوئيتين، پروتئيني كوچك با وزن مولكولي  يوبي

، كه در انواع سلولهاي يوكاريوتي )23( است اسيد آمينه 76
حضور وسيع اين پروتئين در جايگاههاي . وجود دارد

هاي  ولكولي آن در گونهمختلف و ثابت ماندن ساختار م
كوئيتين در حيات سلولي  مختلف، حاكي از نقش مهم يوبي

ها يكي از كوئيتين به پروتئين ل كولان يوبياتصا. مي باشد
مهمترين راههاي هدايت بسياري از بيومولكولهاي پروتئيني 

  ).14(رود  به سمت تجزيه پروتئوزومي بشمار مي

ميلادي ،  70يل دهة كوئيتين براي اولين بار در اوا يوبي
 و همكارانش از تيموس گاو جدا گرديد Goldstainتوسط 

 T وBو بعنوان فاكتور پيش برنده تمايز لنفوسيتهاي ) 15(
سازي آدنيلات  از طريق رسپتورهاي بتا آدرنرژيك و فعال

در نتيجه از همان ابتدا اين ). 9( سيكلاز شناخته شد
 كه روند انتقال پروتئين مورد توجه محققاني قرار گرفت

را  به داخل سلول (signal transduction) پيام بيومولكولها
، سيستم ميلادي80 در اوايل دهه . مطالعه مي نمودند

 در ATPكوئيتين و  پروتئوليز غير ليزوزومي وابسته به يوبي
ئينهاي آسيب ديده و سلول شناخته شد كه طي آن پروت

ان رسيده بدون دخالت هايي كه نيمه عمر آنها به پايپروتئين
در اين روند ). 16و9(گردند  ليزوزوم تجزيه مي

اي به  كوئيتين طي يك مسير آنزيمي چند مرحله يوبي
منجر به شناسايي و تجزيه ، و پروتئين هدف متصل 

در حقيقت . گردد مي 26S پروتئين توسط پروتئوزوم 
ها در سلول تحت كنترل تجزيه غلظت بسياري از پروتئين

از جمله اين . است ATP وكوئيتين  به سيستم يوبيوابسته
هاي چرخه سلولي، تنظيم  توان به تنظيم كننده ها، ميپروتئين

، IkBα و مهار كننده آن NF-kBكننده رونويسي فاكتور 
 و بسياري از فاكتورهاي رونويسي ديگر mosپروتوانكوژن 
كوئيتين بعنوان نوعي  همچنين يوبي). 15( اشاره نمود

، )12(، تنظيم كننده پاسخ ايمني )6(فيلين سلولي ايمونو
 Paired)، جزئي از ساختار )8(پروتئين شوك حرارتي 

Helical Filament) PHF در نورون بيماران مبتلا به آلزايمر 
، فاكتور مؤثر در پايداري )20,21(و سندرم داون 

 H2Aكنفورماسيون كروماتين در ارتباط با هيستون 
 HIV ويروس buddingؤثر در پديده ، فاكتور م)18,10(
، ماركر پروتئيني جهت كنترل كيفيت اسپرم در مجراي )22(

هاي سلولي  و بسياري ديگر از پديده) 24( ديديم اپي
كوئيتين ،  با توجه به نقش گسترده يوبي. شناخته شده است

هاي زيستي، مطالعات و تحقيقات  در بسياري از پديده
هاي جديد اين پروتئين بيشتر جهت شناسايي عملكرد

بويژه، درروند توليدمثل و باروري از اهميت زيادي 
هاي ايمونوشيمي از طرف ديگر تكنيك. برخوردار است

ها در  رديابي پروتئين وهمواره روش مناسبي در بررسي
علوم زيستي بوده است و توانايي مطالعه جايگاه مولكول 

راهم در سلول و شناسايي ساختمان و عملكرد آن را ف
  .آورند مي

كوئيتين و  بادي اختصاصي عليه يوبي از اين رو تهيه آنتي
كونژوگاسيون آن با تركيبات مختلف يكي از مهمترين 

كوئيتين خواهد  ابزارها در مطالعات مولكولي بر روي يوبي
كوئيتين  سازي پروتئين يوبي هدف از اين تحقيق خالص. بود

بادي اختصاصي عليه  از گلبولهاي قرمز انسان و توليد آنتي
باديها با  دار نمودن آنتيآن در خرگوش و در ادامه نشان

  .باشد هاي فلورسانس ميمولكول

  مواد و روشها
اريتروسيتهاي خوني منبع مهمي : كوئيتين تخليص يوبي

لذا جهت تخليص اين پروتئين . باشند كوئيتين مي براي يوبي
 اهداء كننده از سلولهاي خوني تهيه شده از خون افراد سالم

در طول روند . به سازمان انتقال خون استفاده گرديد
كوئيتين با توجه به وزن مولكولي پايين  سازي يوبي خالص

حد   درcut offآن ، مراحل دياليز توسط كيسه دياليز با 
kDa 2) (sigma ,USAدر ابتدا .  انجام گرفتml100  
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 PBS سه مرتبه توسط بافر (packed cell)سلول خوني 
 5در مرحله بعد، سلولهاي شسته شده با . شستشو داده شد

 همراه با هم min  20برابر حجم آب مقطر مخلوط و بمدت
حرارت داده درجه سانتي گراد  95 يزدن مداوم در دما

  توسط كاغذ وسپس سوسپانسيون حاصل سريعاً سرد. شد
در مرحله بعد .  فيلتر گرديد(whatman NO.1)صافي

ه ، جهت حذف بيشتر ساير پروتئينها، محلول صاف شد
 دقيقه در 15مجدداً تحت دناتوراسيون حرارتي بمدت 

قرار گرفت كه در پايان پس از درجه سانتي گراد  90دماي 
سرد شدن نمونه و فيلتراسيون آن، محلول زرد رنگي حاوي 

جهت رسوب . )1و3( كوئيتين بدست آمد يوبي
ينها از نمك سولفات كوئيتين و احتمالاً ساير پروتئ يوبي

 مايع فيلتره ml  250بدين منظور. آمونيوم استفاده گرديد
 اشباع  درصد90توسط افزودن اين نمك ، به غلظت 

 ساعت با 2سپس محلول اشباع شده بمدت . رسانده شد
سانتريفوژ درجه سانتي گراد  4  در دمايg20000×قدرت 
ر بافر پس از جمع آوري رسوب و دياليزآن در براب. گرديد

 هاي سولفات آمونيوم موجودنمك)  = mM10)7pHفسفات 
 ساعت 12دياليز بمدت .  از محلول پروتئيني حذف گرديد،

در مرحله بعد نمونه .  مرتبه تعويض بافر انجام گرديد4طي 
پس از . تحت سومين دناتوراسيون حرارتي قرار گرفت

سانتريفوژ ، رسوب حاصل را دور ريخته و محلول رويي 
 DEAE-Sephadex  افي  از ستون كروماتوگرml3حجمدر 

A-25  )( Amersham-pharmacia, sweden عبور داده 
 ).7, 13(شد

ذكر است كه قبل از تزريق نمونه ، ستون توسط بافر  لازم ب
در مرحله بعد . به تعادل رسيد ) = mM 10) 7pHفسفات 

حاوي كلريد mM10 بافر فسفات ml150ستون توسط 
با اين شستشو ه و شست)  = mM20 )7pHسديم 
هاي داراي پيوند يوني ضعيف به ذرات ژل سفادكس پروتئين

خارج گرديد پس از پيك از ستون  بصورت چندين
 دياليز PBSها در بافر آنهاي مورد نظر، آوري فركشن جمع
 ژل پلي آكريل درهاي الكتروفورزي يدر پايان، بررس. شدند

 تأييد حضور پلي  بمنظور(SDS-PAGE)  درصد20آميد 
غلظت . كوئيتين و خلوص آن انجام گرفت پپتيد يوبي

و  )19(محلولهاي پروتئيني با استفاده از روش لوري 
  .اندازه گيري شد ) 25(برادفورد 

با توجه به وزن مولكولي پايين   :كوئيتين توليد پلي يوبي
كوئيتين، اين مولكول يك هاپتن بوده و قدرت ايمني  يوبي

 لذا پس از تزريق، سريعاً از بدن حيوان استايين زايي آن پ
، آن جهت بالا بردن خاصيت ايمن زايي لذا. شود حذف مي

بدين منظور . دشكوئيتين  اقدام به تهيه ايمونوژن پلي يوبي
 ميلي ليتر بافر 1 خالص در حجم  كوئيتين  يوبيmg1ابتدا  
PBS ساعت 2 توسط دستگاه ليوفيليزاتور طي مدت 

سپس يوبي كوئيتين ليوفيليزه . در تهيه گرديد بصورت پو
 M 1/0 بافر بورات µl400شده در داخل ميكروتيوب به 

)10pH=(  در مرحله بعد  .افزوده گرديدµl20 محلول 
 به محتواي پروتئيني اضافه و  درصد3/0گلوتارآلدئيد 

.  ساعت بر روي شيكر قرار داده شد5ميكروتيوب بمدت 
روليتر ديگر از محلول  ميك80در طول اين مدت 

 در فواصل زماني يك µl20گلوتارآلدئيد ، هر بار به ميزان 
پس از پايان زمان آزمايش . ساعت به مجموعه اضافه شد

بمنظور خارج نمودن گلوتارآلدئيدهاي اضافي، نمونه 
.  دياليز گرديدPBS ساعت در برابر بافر 12پروتئيني بمدت 

 به همراه µl3250در حجم را سپس نمونه دياليز شده 
µl250 ،SDS20پلي و دقيقه جوشانده 5 بمدت  درصد 

 تقسيم و براي µl250كوئيتين حاصل در حجمهاي  يوبي
درجه سانتي  -20 داخل فريزر، در دماي تزريقات يادآور

  . )4,17(د شنگهداري گراد 

جهت : كوئيتين و تخليص آن  بادي عليه يوبي توليد آنتي
 (نال از خرگوش سفيد نيوزلندي كل بادي پلي توليد آنتي

 µg100استفاده شد براي اين منظور ) انستيتو پاستور ايران
 با µl250كوئيتين حاصل از مرحله قبل، در حجم  پلي يوبي

µl250 ادجونت كامل فروند (sigma ,USA ) بصورت 
تزريق اول بصورت . تركيب امولسيونه تهيه گرديد
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 ران خرگوش به هاي بعدي داخل عضلهزيرجلدي و تزريق
 ناقص فواصل زماني هر دو هفته يكبار، همراه با ادجوانت

ذكر است كه جهت تعيين تيتر لازم ب. فروند انجام گرفت
درروش .  الايزاي غير مستقيم استفاده شد بادي از روش آنتي

ابتدا يوبي كوئيتين تجاري بعنوان آنتي الايزاي غير مستقيم 
سپس .  مي گردد ژن لايه اول به سطح پليت  متصل

رقتهاي مختلف سرم خرگوش بعنوان لايه دوم اضافه مي 
اختصاصي عليه يوبي آنتي بادي شود كه در صورت وجود 

در  . متصل مي شودكوئيتين در سرم خرگوش به آنتي ژن 
 با  كونژوگهSheep anti rabbitآنتي باديمرحله بعد از 

HRP (Horse Radish Peroxidase) گرددمي  استفاده . 
 آنتي FCعليه ناحيه  هاي مذكور اختصاصي كونژوگه

حقيقت دراين روش يوبي در  .  مي باشندباديهاي اوليه
طور غير مستقيم توسط آنتي بادي ثانويه شناسايي كوئيتين ب

غلظت يوبي كوئيتين تجاري جهت اتصال به  .مي شود 
هاي براي لايه دوم رقت . بود ml  /µg 6اكف پليت الايز

براي لايه  و)1جدول ( م خرگوش ايمن شده مختلف سر
 HRPبا     از آنتي بادي كونژوگه1500/1سوم تيتر 

   .استفاده گرديد )پژوهشكده ابن سينا(

-40هاي   هفته يكبار در حجم2خونگيري از خرگوش هر 
هاي شد و پس از جداسازي، سرمليتري انجام   ميلي30

رجه د -20 حاصل تا زمان تخليص آنتي بادي در دماي
در  مرحله بعد براي تخليص  .نگهداري گرديدسانتي گراد 

آنتي باديهاي سرم خرگوش، از ستون كروماتوگرافي جذبي 
 FC اختصاصي جهت اتصال به  ناحيه  ،A  پروتئين

 ml 8 بدين منظور در ابتدا.   استفاده گرديدIgGبادي  آنتي
 ml24كوئيتين، توسط  سرم خرگوش ايمن شده عليه يوبي

 Mكلريد سديمحاوي  mM30 با غلظتTris-HClبافر از 

15/0) 6/7pH= ( رقيق گرديد و از ستون كروماتوگرافي
 عبور ml/h12با سرعت ) ml10حجم  (Aجذبي پروتئين 

 Tris-HCl بافر ml50در مرحله بعد ستون توسط . داده شد
) =M 15/0)6/7pH ، حاوي كلريد سديمmM30 با غلظت

 Glycin-HCl M , بافرml30با عبور . شستشو گرديد

1/0)5/2 pH= ( اتصال بين ناحيهFcباديهاي خرگوشي   آنتي
باديها به همراه بافر از   سست شده و آنتيAهاي با پروتئين

باديهاي مذكور جمع  سپس آنتي. شوند ستون خارج مي
 pHهيدروكسيد سديم N2محلول آوري و سريعاً بوسيله 

پس از تعيين . شد دياليز PBSآن خنثي گرديد ودر بافر 
هاي الكتروفورزي باديهاي خالص شده، بررسي ظت آنتيغل

  ).17( توسط ژل پلي آكريل آميد انجام گرفت

در اين  :كوئيتين بادي اختصاصي عليه يوبي تخليص آنتي
كوئيتين خالص از مرحله قبل بعنوان ليگاند،  مرحله يوبي

 ,Amersham-pharmacia )طي چندين مرحله به ژل 

sweden) CNBr activated sepharose-4Bمتصل گرديد  .
 گرم پودر فعال سفارز پس از سه مرتبه 1براي اين منظور 

كربنات سديم   بافر بيدر، mM1 اسيد كلريدريك باشستشو 
M 1/0  كلريد سديم حاويM5/0 )3/8pH=(، با  mg5 

 ساعت در دماي 2كوئيتين مخلوط گرديد و بمدت  يوبي
نكته در اين (همزن قرار داده شداتاق بر روي دستگاه 

  . )مرحله نبايد از همزن مغناطيسي استفاده نمود 

قرار دادن ژل داخل ستون كروماتوگرافي، بمنظور  ز اسپ
غير فعال نمودن گروههاي فعال آزاد سيانوژن برومايد از 

ml15بافر بلاك كننده كه شامل بافر  Tris-HCl M1/0 
)8pH= (يس با داشتن گروههاي تركيب تر. استفاده گرديد

در . آمين قادر به غير فعال نمودن گروههاي فعال مي باشد 
 مرتبه توسط دو بافر اسيدي و 3مرحله بعد، ژل مورد نظر 
 M5/0 كلريدسديم حاويM 1/0بازي شامل بافر استات 

)4pH= ( و بافرM Tris-HCl 1/0 كلريد سديم  داراي
M5/0) 8pH= (ه بسياري از در اين مرحل. شستشو داده شد

ليگاندها كه اتصال ضعيفي با ژل دارند، از ستون خارج 
 ml30سازي، ستون توسط  در آخرين مرحله آماده. شوند مي

  .دش ه شستPBSبافر 

كوئيتين،  بادي اختصاصي عليه يوبي جهت تخليص آنتي
ml20بادي خالص شده از مرحله قبل   آنتي)mg16 ( با

 CNBr activated از ستون افينيتي ml/h2سرعت 
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sepharose-4Bباپس از شستشوي ستون .  عبور داده شد 
ml40 بافر PBS و عبور ml20 بافر Glycin-HCl از 

)5/2pH= (آوري و  باديهاي اختصاصي از ستون جمع آنتي
 گرديدهيدروكسيد سديم خنثي N2محلول  ا آن بpHسريعاً 

جهت تأييد اختصاصي بودن .شد دياليز PBSو در بافر 
كوئيتين، از روش  اديهاي خالص شده بر عليه يوبيب آنتي

همچنين در ادامه . الايزاي غير مستقيم استفاده گرديد
 قابليت اتصال آنتي باديهاي Western blotبكمك روش 

تجاري و يوبي  اختصاصي تخليص شده به يو بي كوئيتين
 )4شكل (كوئيتين خالص شده بر روي كاغذ نيتروسلولز 

 .)5(سه قرار گرفت مورد بررسي و مقاي

اختصاصي عليه  باديهاي كونژوگه نمودن آنتي
در   :(FITC)  ين ايزوتيوسياناتئكوئيتين با فلورس يوبي

باديهاي اختصاصي تخليص شده عليه  اين مرحله آنتي
ين ايزوتيوسيانات سئكوئيتين با ماده فلورسانس فلور يوبي

(FITC)يهاي باد بدين منظور ابتدا آنتي.  كونژوگه گرديد
 و M 15/0 حجم كلريد سديم 9مذكور در برابر محلولي از 

بمدت يك ) M5/0) 5/9=pHكربنات بي يك حجم بافر
. دياليز گرديددرجه سانتي گراد  4شبانه روز در دماي 

بادي به محلول  گرم آنتي  به ازاء هر ميليµg50 FITCسپس 
.  افزوده گرديدmg/ml1پروتئيني دياليز شده با غلظت 

ه حاصل بمدت يك ساعت در دماي اتاق روي مجموع
ذكر است كه در طول لازم ب. ه روتاتور قرار داده شددستگا

 ممانعت FITCها و  مراحل كار از رسيدن نور به كونژوگه
پس از مرحله كونژوگاسيون، نمونه در برابر بافر . گرديد 

PBSها در محلولي از سرم   در پايان كونژوگهو ، دياليز
  در دماي درصد1/0 و سديم آزايد  درصد1ي آلبومين گاو

 ).2( نگهداري شددرجه سانتي گراد  -20

در اين مرحله   :اتصال يوبي كوئيتين به سطح اسپرم 
مولكول گلوتارآلدئيد از طريق گروههاي آلدئيدي خود در 

به  كوئيتين يوبيشرايط قليايي باعث اتصال عوامل ليزين 
هاي سطح اسپرم مي شود نعامل آميني آمينواسيدهاي پروتئي

براي اين منظور از نمونه سيمن تازه افراد مراجعه كننده به . 
مركز درماني ابن سينا كه از لحاظ حجم ، غلظت و تعداد 

جهت .  استفاده گرديد WHOمنطبق با استانداردهاي 
 ml 1جداسازي  اسپرمهاي سالم از مايع سمينال ، ابتدا 

 mlبه آرامي به ) Hams F10 )-USA  Sigmaمحيط كشت  
 از نمونه مايع سمينال داخل لوله آزمايش  اضافه شد و 1/0

درجه سانتي گراد  37 ساعت در انكوباتور 3نمونه بمدت 
پس از اتمام زمان مذكور، فاز رويي  بكمك . قرار گرفت 

اين فاز حاوي اسپرمهاي . پيپت پاستور برداشت گرديد
د از نمونه اسپرمهاي در مرحله بع. متحرك سالم مي باشد  

 M بافر بورات µl 900 اسپرم در 4×106تهيه شده رقت 
1/0 ) 8=pH (  تهيه شد  و سپس يوبي كوئيتين خالص )

mg/ml 4 ( همراه با ، µl100 به  درصد 3/0 گلوتارآلدئيد 
 ساعت در دماي 3محتواي لوله افزوده و مجموعه بمدت 
ايان اسپرمهاي در پ. اطاق بر روي دستگاه همزن قرار گرفت

  PBSپوشيده از يوبي كوئيتين سه مرتبه توسط بافر 
  . شستشو شد

بررسي عملكرد آنتي باديهاي كونژوگه با فلورسئين ايزو 
  :تيوسيانات توسط رنگاميزي ايمونوفلورسانس اسپرم 

 عليه FITCجهت بررسي كارايي آنتي باديهاي كونژوگه با 
پروتئين يوبي كوئيتين يوبي كوئيتين، از اسپرمهاي متصل به 

اسپرم /mlبدين منظور از رقت . مرحله قبل استفاده شد
 اسپرمهاي مذكور  توسط دستگاه سايتوسپين در 1 ×106

 دقيقه گسترشي  بر روي لامها تهيه 3 بمدت g 500قدرت 
 ساعت در مجاورت هوا 3شد، و سپس لامها بمدت 

 2جهت فيكس نمودن لامها از فرمالدئيد . خشك شد
در مرحله بعد نمونه ها .  استفاده شدmin 40 بمدت صددر

 آنتي بادي كونژوگه با µl 50 ساعت در مجاورت 2بمدت 
FITC  در رقتµg/ml  25 در پايان پس از . قرار گرفت

دو مرتبه ، هر بار بمدت ( PBS  شستشو لامها توسط بافر   
اسپرمها جهت بررسي بكمك ميكروسكوپ اپي )  دقيقه 5

  .مطالعه شدفلورسانس 
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  نتايج 
يوبي كوئيتين پروتئيني پايدار در : تخليص يوبي كوئيتين 

برابر شوكهاي حرارتي مي باشد ، لذا از اين ويژگي در 
  . استفاده گرديدئيتينيوبي كو سازي روند خالص

هاي ليز شده، طي سه مرحله حرارت دهي اريتروسيت
كه در  بطوري. مي گردندها دناتوره وحذفبسياري از پروتئين

ميزان كل پروتئين   حرارتي ،رحله دناتوراسيونآخرين م
  سلول به  ميلي ليتر100اندازه گيري شده حاصل از

mg154  محلولهاي پروتئيني در  اندازه گيري غلظت .رسيد
                                                                                                       .                                                   )1جدول (لوري انجام گرفت روش هر مرحله با استفاده از 

و  ن ازاريتروسيتهاي خوني  انسان تخليص يوبي كوئيتي:  1جدول 
  خوني  سلولml 100هاي اندازه گيري شده حاصل از ميزان پروتئين

  

جهت تخليص يوبي كوئيتين از كروماتوگرافي تعويض 
يوني بر روي  ژل دي اتيل آمينو اتيل سفادكس استفاده 

خنثي و قدرت يوني پائين، اكثر پروتئينهاي   pHدر. گرديد
اين در ) .  3(غير هموگلوبيني به رزين متصل مي شوند 

حالي است كه يوبي كوئيتين به همراه تعداد ديگري از 
 -SDSنتيجه الكتروفورز . خارج مي شود  پروتئينها از ستون

PAGE بصورت 40-50هاي  مربوط به جمع آوري فركشن 
 شناسائي گرديد كه در SDS PAGE روي ژل بر تك باند

داراي وزن  مقايسه با استاندارد تجاري يوبي كوئيتين
بدين ترتيب در نهايت ) . 1شكل (مولكولي مشابه مي باشد 

ml10 پروتئين يوبي كوئيتين با غلظت g/lit 1/0 تهيه 
   .گرديد

ليمريزاسيون يوبي  پنتيجه :توليد پلي يوبي كوئيتين 
 1 : 26ي  مول گلوتارآلدئيد با نسبتستفاده از با اكوئيتين 

بصورت باندهائي با وزن  )يوبي كوئيتين: گلوتارالدئيد(
آكريل آميد  مولكولي مختلف الكتروفورز بر روي ژل پلي

                                   . نشان داده شده است2 شكلكه در  شد مشخص

ارزيابي : نتي بادي عليه يوبي كوئيتين آتوليدو تخليص 
با مقايسه آنتي بادي  در سرم خرگوش،  ايمنيميزان پاسخ

سرم و پس از آن با ريق خونگيري قبل از هر مرحله تز
اولين تزريق ، بعنوان سرم  از  شده قبل آوريجمع

preimmune  مقايسه  تست الايزا ي سرم ، انجام شد و 
، preimmuneپس از چهارمين تزريق با سرم  خرگوش 

ئيدي بر افزايش تيتر آنتي بادي ضد يوبي كوئيتين در أت
   ) .2جدول  ( استخرگوش ايمن شده 

  
 

 

    

 mg)( پروتئين توتال   مراحل تخليص
   اولين دناتوراسيون حرارتي-1
 NH4)2SO4 رسوب دهي -2
دياليز و دومين  دناتوراسيون ،)

  حرارتي
   سومين دناتوراسيون حرارتي-3
4-DEAE-SEPHADEXو   

   دياليز

7310  
312 

 
154  

02/1  

  كنترل منفي
  )بدون لايه دوم(

  كنترل منفي
  )بدون لايه اول(

  رقت سرم  50/1  200/1  800/1  3200/1

سرم پري   227/0  164/0  132/0  113/0  161/0  102/0
  ايميون 

سرم ايمن عليه   809/0  431/0  206/0  101/0  15/0  09/0
  يوبي كوئيتين

  الايزاي سرم پري ايميون و سرم ايمن عليه يوبي كوئيتين در خرگوشهمقايسه نتيج :2جدول

 جذب نوري 
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  ( %20پلي آكريل آميدژل    بر روييوبي كوئيتينالكتروفورز : 1شكل 

تجاري بـا وزن   يوبي كوئيتين : 1 نوار شماره  )بلو رنگاميزي كوماسي 
سـتون    بـرروي تزريق نمونه قبل از : 2، نوارشماره kDa5/8مولكولي 

بانـديوبي كـوئيتين خـالص    : 3 ،نوارشـماره اتيل آمينواتيل سفادكس دي
  ماركر بااوزان مولكولي مختلف : 4شده ،نوار شماره 

  

  

  

  

  
  

 آميـد  الكتروفورز پلي يوبي كوئيتين  بر روي ژل پلـي آكريـل  : 2شكل

تجاري بـا وزن   يوبي كوئيتين : 1رديف. )رنگاميزي كوماسي بلو %( 20
و 2   و شـماره  kDa150   باوزن مولكوليIgG وkDa5/8  مولكولي

  .     مختلف پلي يوبي كوئيتين تهيه شده را نشان مي دهند غلظتهاي: 4و 3

  

يج حاصــل از جداســازي آنتــي بــادي فــوق الــذكر بــا  نتــا
كروماتوگرافي جذبي بر روي ستون فعال شده بـا پـروتئين           

A mg 16  ميلي ليتر سرم خرگوش پس از ديـاليز  8 به ازاي 
الكتروفـورز   3شـكل    .)1نمـودار   ( است   PBSسرم در بافر    

 بـصورت  را  SDS – PAGE  بـا آنتي باديهاي تخليص شده
  .دهدنشان مي  يتك باند

  

  

  

  

  

  

  
  

كروماتوگرافي آنتي باديهاي سرم خرگوشي بر روي ژل  : 1نمودار 
سرم سرعت حركت  ) . ml 10= حجم ستون     ( Aجذبي پروتئين 

از ستون ) glycin-HCl  mM 1/0) 5/2= pH عبور بافر و خرگوش
ml/h 12 هاي  فركشن و حجمml5/1 اي داراي  هنمونه  .(است

    ) .شد رقيق 2جذب نوري بالاتر از 
  

در مرحله بعد براي تخليص آنتـي بـادي اختـصاصي عليـه             
 CNBr activated  يوبي كوئيتين از كرومـاتوگرافي جـذبي  

sepharose 4B متصل به ليگاند يوبي كوئيتين استفاده شد  .
 mg16ميزان آنتي يوبي كوئيتين اختصاصي تخليص شده از         

انـدازه   mg 62/0آنتي بادي خرگوشي توسط ايـن سـتون ،          
  ) . 2نمودار (گيري گرديد 

  

  

  

  

  

  
  كروماتوگرافي آنتي بادي اختصاصي عليه يوبي كوئيتين بر  :2 نمودار

= حجم ستون  (CNBr activated sepharose 4B روي ژل
ml5/3 . (  نمونه  آنتي باديهاي خرگوش با سرعتml/h 2 از ستون 

از )=glycin-Hcl  mM 1/0) 5/2 pH عبور بافر  عبور داده شد با
  . جمع آوري گرديد ml5/0هاي  در فركشن ستون ، آنتي باديها
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الكتروفورز آنتي باديهاي تخليص شده از ستون كروماتوگرافي        : 3شكل  
آنتي بادي خرگوشـي تخلـيص شـده ،          : 1 رديف  . Aجذبي پروتئين   

         kDa150ماركر با وزن مولكولي  : 2 رديف

  

بعـد از خـالص      ، قبـل و   آنتي باديهـا  كاربرد مقادير مساوي    
ئيد كننده افزايش اختصاصي    أسازي فوق در روش الايزا ، ت      

. بودن آنتي باديهاي اين مرحله جهت يـوبي كـوئيتين بـود             
ئيدي بـر   أوسترن بلات نيز ت   همچنين نتايج مربوط به روش      

اختصاصي بودن آنتي باديهـاي تخلـيص شـده عليـه يـوبي             
از گلبولهـاي   تين خالص شـده     كوئيتين تجاري و يوبي كوئي    

  ) . 4شكل (قرمز خوني مي باشد 

  

  

  

  

  
: 1 رديف  .SDS-PAGEنمايش ايمونوبلات مربوط به ژل  : 4شكل 

 ديستون   برروي از تزريقنمونه قبل : 2 رديفيوبي كوئيتين تجاري ، 
  باند يوبي كوئيتين خالص شده : 3 رديف  ، اتيل آمينو اتيل سفادكس

  

تـي باديهـا ي اختـصاصي عليـه يـوبي           كونژوگاسيون آن 
در ايــن روش  : كــوئيتين بــا فلورســئين ايزوتيوســيانات

mg4/0          آنتي بادي مرحله قبل با ماده فلوركروم ، فلورسئين 
با فـرض بـر اينكـه تمـام         . ايزوتيوسيانات كونژوگه گرديد    

آنتــي باديهــاي بكــار رفتــه در فراينــد كونژوگاســيون ، بــه 
شند، نسبت مـولي فلورسـئين    متصل شده با FITCمولكول 

  .  بدست آمد5/4ذيل محاسبه و نسبت  فرمول بابه پروتئين 

  
F/P=3/1A(495nm) /[ A( 280nm)- 0.31 A (495nm )]=4/5 

عملكرد آنتي باديهاي كونژوگه با فلورسئين ايزو 
:  ميزي ايمونوفلورسانس اسپرم آتيوسيانات با رنگ

 در FITCه با جهت بررسي عملكرد آنتي باديهاي كونژوگ
شناسايي اپي توپهاي يوبي كوئيتين بر سطح سلولها ، 

 نشان داد نتايج. گرديد آزمون ايمونوفلورسانسي طراحي 
اسپرمهاي پوشيده از يوبي كوئيتين داراي فلورسانس 

  ).5شكل ( يكنواختي در ناحيه سر ، گردن و دم مي باشند 

  

  

  

  

  

  
رمهاي پوشيده از يوبي رنگ آميزي ايمونوفلورسانس اسپ : 5شكل 
 بابررسي اسپرمهاي پوشيده از يوبي كوئيتين ) a : كوئيتين

 با بررسي اسپرمهاي پوشيده از يوبي كوئيتين b ) ميكروسكوپ نوري
 بابررسي كنترل منفي تست ، )  d و  )c  ميكروسكوپ اپي فلورسانس

 ميكروسكوپ نوري و ميكروسكوپ اپي فلورسانس

  

  بحث
تين محور بسياري از تحقيقات زيـستي در        كوئي  امروزه يوبي 

ه اسـت و تـلاش   ت ـهاي مختلف باليني و پايه قرار گرف   زمينه
هاي جديـد آن بـويژه در       شتر نقـش  يجهت شناسايي هرچه ب   
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 سـندرم داون ، سـندرم       ،ارتباط با بيماريهايي چون آلزايمـر     
 بـاروري   وتوليدمثل نقص سيستم ايمني و همچنين مباحث    

هم اكنون در كشور ما نيـز       . نموده است اي پيدا     اهميت ويژه 
ايي بر روي اين بيـو مولكـول زيـستي در             تحقيقات گسترده 

هـاي  در اكثـر ايـن مطالعـات از تكنيك        . دباش ـ  حال انجام مي  
ــي  ــيمي بكمــك آنت ــي  ايمونوش ــو و پل ــاي مون ــال  باديه كلن

كـوئيتين بعنـوان ابـزار اوليـه اسـتفاده            اختصاصي عليه يوبي  
باديهـا، امكـان مطالعـه        اين آنتي   بكمك در حقيقت . شود  مي

. آيـد   دقيق ساختمان و عملكـرد ايـن مولكـول فـراهم مـي            
باديهـا    رغـم در اختيـار بـودن فـرم تجـاري ايـن آنتـي                علي
 كشور، مشكلات فراوانـي بـدليل صـرف زمـان و            خارجدر

لـذا   .باديها وجـود دارد      بسيار در دستيابي به اين آنتي       هزينه
اره نياز به توليد و تهيه اين       بدليل محدوديتهاي موجود همو   

آن وجود  و آنزيمي   فلوئورسانس   هاي    بادي و كونژوگه    آنتي
كـوئيتين از     در اين تحقيق با تخلـيص پـروتئين يـوبي         . رددا

بـادي    اريتروسيتهاي خون و توليـد و خـالص سـازي آنتـي           
آن زمينه لازم جهت نيل بـه ايـن          كلنال عليه   اختصاصي پلي 

كوئيتين   ه جهت تخليص يوبي   روشي ك . هدف فراهم گرديد  
ــهاي     ــه روش ــر يافت ــت تغيي ــد ، در حقيق ــه ش ــار گرفت بك

 .Ciechanover A.13( Hass A.L ( )3(سـازي   خـالص 

  .باشد مي

كروماتوگرافي تعـويض يـوني      از تكنيكهاي   در اين روشها  
آنيوني ، كاتيوني و ژل فيلتراسـيون جهـت كـسب رانـدمان             

ايـن تحقيـق تنهـا از        كـه در     در حالي  .بالاتر استفاده گرديـد   
ــر روي ژل    ــاتوگرافي ب ــك كروم  DEAE-Sephadexتكني

مراحـل رونـد     تعـداد  كـاهش كوتـاه بـودن و      .استفاده شد   
رغـم    كه علي باشد بطوري تخليص از مزيتهاي اين روش مي       

يتين تخليص شده در مقايـسه بـا        كوئ  پايين بودن ميزان يوبي   
 مقـادير   نيـاز بـه   هاي ديگر، استفاده از اين روش بدليل        روش

تـرجيح  كم پروتئين كاملا خالص جهت توليد آنتي بـادي ،           
  . شود داده مي

بدليل آنكه در طي مراحل تخليص روش دقيقي براي اندازه          
گيري ميزان پروتئين يوبي كوئيتين در هر مرحله نداشـتيم ،           
لذا تعيين درصد خلوص و راندمان تخليص يوبي كـوئيتين          

 ـ.در هر مرحلـه امكـان پـذير نبـود            ا ايـن حـال براسـاس       ب
 ml100، در ) 13(اطلاعــاتي كــه در مقــالات آمــده اســت 

 يوبي كوئيتين وجود دارد كـه از        mg10سلول خوني حدود    
ايـن  .   روش حاضر  خالص گرديد       با mg 02/1اين مقدار   

در حاليست كه ميزان يوبي كوئيتين تخليص شده با استفاده          
حدود ) 13 (.Hass A.L و )Ciechanover A.) 3 از روش 

mg 4 مي باشد .  

روش اندازه گيري برادفورد جهت تعيين غلظت محلولهاي        
هاي بيو شـيميايي    روشپروتئيني همواره از جمله دقيق ترين       

در طـول  . با استفاده از دستگاه اسپكتروفوتومتر بوده اسـت         
مراحل تخليص يوبي كـوئيتين مـشخص گرديـد كـه  ايـن              

سبي جهت تعيين   روش علي رغم حساسيت بالا ، روش منا       
ي يوبي كـوئيتين نمـي       محلولهاي پروتئيني حاو   كلغلظت  

 غلظــت (A595nm)كــه ميــزان جــذب نــوري باشــد ، بطوري
مشخص يوبي كوئيتين خالص در مقايسه با جـذب نـوري           

 در (Bovine Serum Albomin)غلظت مشابه از اسـتاندارد  
نظـر مـي رسـد      ب. ي برادفورد بـسيار پـايين بـود         اندازه گير 

 آرژنين وليزين با رنگ كوماسي بلـو        اسيدهاي آمينه ش  واكن
كه اساس روش اندازه گيري برادفورد مـي باشـد در مـورد             

دنبال يافتن روش مناسب    ب. يوبي كوئيتين ممانعت مي شود      
جهت تعيـين غلظـت محلولهـاي پروتئينـي حـاوي يـوبي             

ز  ا Lowryكوئيتين ، مشخص گرديد كه روش اندازه گيري         
كـه مـي تـوان غلظـت        ردار اسـت بطوري   دقت بالايي برخو  

 را به درستي از روي منحني اسـتاندارد         ي پروتيين هايولحلم
BSA ه آميناسيدهاي  شايد وجود   .  اين روش تعيين نمود      با

آروماتيك هيدروفوب چون فنيل آلانين و تيروزين بر سطح         
با توجه بـه درگيـر بـودن    . ساختار سه بعدي يوبي كوئيتين     

 دليلي بر دقت بالاتر اين  Lowry گيري آنها در روش اندازه
   .روش نسبت به روش برادفورد باشد 
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جهت  ايمن نمـودن خرگـوش اقـدام بـه تهيـه پليمرهـاي               
بــدين منظــور مولكولهــاي . كــوئيتين شــد مــصنوعي يــوبي

 ساعت بصورت مرحله به مرحلـه در     5كوئيتين بمدت     يوبي
زمــان . مجــاورت مولكولهــاي گلوتارآلدئيــد قــرار گرفــت 

ليمريزاســيون و نــسبت مــولي گلوتارآلدئيــد مــصرفي بــه پ
 كوئيتين، اثـر مـستقيمي در وزن مولكـولي          مولكولهاي يوبي 

كـه بـا كـاهش زمـان        پليمرهاي تـشكيل شـده دارد، بطوري      
پليمريزاسيون و كاهش تعداد مولهاي گلوتارآلدئيد ،تشكيل       

 .تر خواهد بود كوئيتين محتمل  هاي كوتاهتر پلي يوبي     زنجيره
وجه به كوچك بودن مولكـول يـوبي كـوئيتين و خطـي          با ت 

بودن اكثر اپي توپهاي آن ، در اثر پلي مريزاسيون ايجاد اپي            
توپهاي جديد فضايي در ساختار يوبي كوئيتين مي شود كه          
توليد آنتي بادي بر عليه آنها و از طرفي عدم وجود اين اپي             
توپهــا در ســاختمان طبيعــي يــوبي كــوئيتين ، باعــث عــدم 

. كنش آنتي باديهاي توليد شده با مولكول اصلي مي شـود          وا
لذا جهت رفع اين مشكل، پلي يوبي كوئيتين در مجـاورت           

SDS          تحت دناتوراسيون حرارتي قرار گرفت تا تمامي اپي  
توپهاي خطي تبديل شود و آنتـي        توپهاي فضايي آن به اپي    

باديها ي توليد شده قادر به شناسايي مولكول طبيعي باشـند           
از طرفي با اين دناتوراسيون ممانعـت فـضايي بـين           ) . 17(

مولكولها كاهش يافته و زنجيرههاي طويلتري از پلي يـوبي          
  ). 7(كوئيتين تشكيل مي شود 

كـوئيتين اقـدام بـه        سازي يوبي   در مرحله بعد پس از خالص     
كلنال عليه ايـن مولكـول، در خرگـوش           بادي پلي   توليد آنتي 

اديهاي مونوكلونال  ب  ستفاده از آنتي  با وجود آنكه در ا    . گرديد
ها بـسيار كـاهش     احتمال ميانكشهاي غير اختصاصي در تست     

يابد، بـدليل محـدوديتهاي موجـود در تكنولـوژي تهيـه              مي
 در رابطه با دسـتيابي      بادي مونوكلونال، شامل مشكلاتي     آنتي

 مناسب، عدم وجـود سـلولهاي ميلـوم          هاي ايمن به لنفوسيت 
سـازي و مقـادير كـم       ن پروسـه ناميرا   كارآمد، كـارايي پـايي    

كلنال آنتـي     تهيه نوع پلي  .  )11(هاي ترشحي   ايمونوگلوبولين
در تحقيـق   . كوئيتين هدف اين پـژوهش قـرار گرفـت          يوبي

يـوبي كـوئيتين    حاضر با استفاده از روش الايـزا ميـانكنش          

هــاي خــالص ســازي شــده از ســرم تجــاري بــا آنتــي بادي
ورد بررسـي قـرار      نيزم يخرگوش ايمن عليه پروتئين تزريق    

گرفت كه نتيجه حاصـل بيـانگر واكـنش اختـصاصي آنتـي             
اين آزمون از دو جنبه     . باديهاي مذكور با يوبي كوئيتين بود       

 آنتـي باديهـاي پلـي كلنـال         اولاً. حائز اهميـت مـي باشـد        
ي اختصاصي عليـه يـوبي كـوئيتين        تخليص شده ، آنتي باد    

اديهـاي مـذكور قـادر بـه        با توجه به اينكه آنتـي ب       ، ثانياً بود
پروتئين تزريق  شناسايي يوبي كويئتين تجاري مي باشند لذا        

 بـوده شده داراي اپي توپهاي مشابه پروتئين يوبي كـوئيتين          
  .ئيدي بر خالص سازي يوبي كوئيتين مي باشد أكه خود ت

طـي مطالعـات و تحقيقـاتي كـه بـرروي يـوبي كــوئيتين و       
 ، تعيـين و بررسـي       بررسي عملكردهاي آن انجام مي گيـرد      

رون سلول هـدف اصـلي      جايگاه اين مولكول در درون و بي      
كه انـدازه گيـري كمـي يـوبي كـوئيتين در            مي باشد بطوري  

بـر ايـن اسـاس      . درجه كمتري از اهميت قـرار مـي گيـرد           
بكارگيري تكنيكهايي چون ايمونوسيتوشيمي بكمـك آنتـي        

ي مي  باديهاي اختصاصي عليه يوبي كوئيتين ، بسيار كاربرد       
 ، (ALP, HRP)كونژوگاسيون آنتي بـادي بـا آنـزيم    . باشد 

 امكـان   (FITC) و مـواد فلـوروكروم       (I125)مواد راديواكتيو   
يوبي كـوئيتين در سـطح سـلول و يـا            تعيين جايگاه اتصال  

درايـن تحقيـق    . ارگانهاي داخل سلول را ميسر مـي سـازد          
 مبادرت به كونژوگه نمـودن آنتـي يـوبي كـوئيتين بـا مـاده              

اين ماده بـر    . فلوروكروم ، فلورسئين ايزوتيوسيانات گرديد      
خلاف ساير مواد فلـوروكروم ، بـه آسـاني از طريـق بانـد               
كولان به ايمونوگلبولينها متصل مي شود و هـيچ مـاده حـد             

بعـلاوه  . واسطي بـراي اتـصال آن مـورد نيـاز نمـي باشـد               
  . كونژوگه حاصل با ثبات مي باشد

در  FITC -گه آنتـي يـوبي كـوئيتين      در پايان قابليت كونژو   
شناسايي و اتصال به پروتئين يوبي كوئيتين و امكان استفاده          
از اين كونژوگه ها در روشـهاي ايمونوفلورسـانس ، مـورد            

از آنجـا كـه گامتهـاي جنـسي نـر در            . بررسي قرار گرفت    
نـسبت بـه سـاير سـلولها ، در      جانداران از لحاظ ساختاري
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متر مي باشند لذا در تحقيق حاضر       برابر شرايط محيطي مقاو   
 به پروتئين يـوبي كـوئيتين در    از اين سلولها  جهت اتصال

pH     براي اين منظور ، پروتئين يوبي      .  قليايي استفاده گرديد
ه تركيـب گلوتارآلدئيـد بـه       كوئيتين بطور مـصنوعي بوسـيل     

هاي سطح اسپرم متصل شد و اثر كونژوگه بر اسـپرم           پروتئين
ترل منفي آزمايش مورد بررسي قرار گرفـت        در مقايسه با كن   

رنگ فلورسانس آشكار شده در تمام سطح اسپرم معـرف          . 
قابليت اتصال و كارايي آنتي باديهاي  كونژوگه در شناسايي          

لـذا مـي    . اسپرمهاي نشاندار با پروتئين يوبي كوئيتين اسـت       
توان از اين آنتـي باديهـا در روشـهاي ايمونوفلورسـانس و             

  . استفاده نمودفلوسايتومتري

 منابع

. توليـد آنتـي بـادي مونوكلنـال انـساني           ) 1382(قره گزلو ، سـهيلا      ) 1
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Purification of Ubiquitin and production of specific antibody 
directed against it 

Hodjat  M.1,Talebian  A.2 , Ghods  R.3 , Shabani  A.1, Akhondi  M.M.2, Sadeghi  M.R.3 

1Biology Dept. , Faculty of Basic Science , Alzahra Univ., Tehran, Iran. 
2Scientific Committee in Reproductive Biotechnology Research Center, Avesina Institute, Tehran , Iran . 

3Scientific Committee in Monoclonal Antibody Research Center, Avesina Institute, Tehran, Iran. 

Abstract: 
Ubiquitin is a small protein of 76 amino acid residues that has attracted the concern of 
researchers of different science due to its multiple functions in the most biological 
process. It contributes in process such as cellular proteolysis, replication control and 
gene expression, maintenance of chromatin structure, cell differentiation, gametogenesis 
and etc., which shows numerous function of this vital protein. The immunochemical 
methods (ELISA, radioimmunoassay, Immunofluorecence) are sensitive and rapid 
techniques for the analysis of Ubiquitin and other such biological molecules which all 
use specific antibodies as detector. Therefore preparation of specific antibody directed 
against Ubiquitin is a valuable tool in detecting and assessing of this protein. In this 
study we attempted to purify Ubiquitin from human red blood cells and produce specific 
antiubiquitin antibody and conjugate these antibodies in order to employ in 
immunochemical studies. In this study Ubiquitin was first purified from packed blood 
cells by several steps including rapid denaturation of protein at 90°c, precipitation of 
Ubiquitin and other protein in 90% saturated ammonium sulfate and chromatography on 
DEAE-Sephadex . In the next step to increase the immunogenecity of  Ubiquitin, cross 
linking of this protein to form polyubiquitin was attempted by employing 
glutaraldehyde .The prepared immunogenic polyubiquitin , were injected multiportally 
in to the rabbit .The reactive antibody was detected against  polyubiquitin , using 
enzyme linked immunoassay . In order to isolate rabbit serum antibody, Protein A 
affinity chromatography was employed .Free Ubiquitin was coupled to CNBr-activated 
Sepharose 4B so that by passing rabbit antiserum over the column antiubiquitin 
antibody was purified. Specificity of antibodies was also examined using enzyme linked 
immunoassay. Finally antiubiquitin antibodies were conjugated with Flourscein 
Isothiocyanate. Results on SDS-Gel Electrophoresis of purified Ubiquitin and 
antiubiquitin antibody from Ion exchange column and affinity column appeared as a 
single band, indicating protein purity. It has also confirmed the specificity of purified 
antibodies referred to antiubiquitin antibodies by using ELISA. Use of such purification 
methods gave a yield of 1mg Ubiquitin from 100ml packed blood cell and 0/6 mg 
antiubiquitin antibodies from 8 ml immune serum. Study and identification of Ubiquitin 
function, play an important roles in biological research therefore preparation of 
antiubiquitin antibodies as an initial tool of these researches in immunochemistry 
studies is very important and there has been much interest in the production of these 
antibodies. The offered method in the preset study for purification of Ubiquitin and 
antiubiquitin antibodies is a reliable way to achieve this aim. Access to Antibodies 
conjugated with Fluorochrome molecules in this study; provide a tool in Ubiquitin 
studies by Immunofluorecence methods. 
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