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  16/9/89 :دريافت
  21/10/89 :هاآخرين اصلاح
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 ژنآنتي عليه نالوبادي منوكلآنتيتخليصتهيه و

   مايكوباكتريوم بويس مانوزيله ليپوآرابينومان
  

 سيد عطااالله، 3، عليرضا خبيري2خاني تقي ، محمد*1هرسول موخوا: نويسندگان
  1سادات شانديز

  

  تحقيقاتي انستيتوپاستور ايران،كرج،ايران -ژ، مجتمع توليدي كارشناس ارشد، بخش تحقيقات ب ث. 1
  ،تهران،ايراندانشكده علوم پزشكي دانشگاه تربيت مدرس ،باليني  گروه بيوشيمياستاد، . 2
  ايران،تهران،ايرانانستيتوپاستور ، شناسيگروه انگليار، استاد. 3
 
 :r_moukhah@yahoo.com E-mail                                  :               نويسنده مسئول* 
   

  چكيده
است ي گليكوليپيدي ها ژناز آنتي (ManLAM) مانوزيله ليپوآرابينومان: مقدمه و هدف

 درصد قابل توجهي از ديواره سلولي باكتري مايكوباكتريوم بويس ب ث ژ را تشكيل كه
 طراحي كيت تشخيص سريعويژه در بهآن، منوكلونال   بادي آنتيبه اينكه توليد  نظر. دهد مي

توليد آنتي بادي منوكلونال  ،دارد، لذا هدف از تحقيق حاضر فراوان يكاربردهاي سل  بيماري
  .باشد ميژن ضد اين آنتي

    
 ،شدهسونيكيت BCG با BALB/cهاي  منظم موش يها تزريقپس از : مواد و روش كار

ا و هموش هاي طحالي لنفوسيت. گرديدبررسيشده بادي توليد تيتر آنتي ،LAMژن  آنتي
 HATها در محيط سلول. شدنددادهگليكول امتزاج اتيلن با كمك پلي Sp2/0هاي ميلوماي سلول
 آزمون الايزا با استفاده از LAMژن  آنتي ضدبادي  هاي مولد آنتي كلونشدند و انتخاب

 ليپوآرابينومانهاي ژنبادي منوكلونال، شناسايي آنتيتخليص آنتي پس از ؛دشدنشناسايي
 .گرفتشده با روش وسترن بلاتينگ انجامسونيكيت BCGمانوزيله و 

  
جذب بالا در آزمايش  بابادي اختصاصي  آنتيمولد H2-3B9 , H1-3D3كلون  2تعداد: نتايج

 يها ژنكيلو دالتوني مربوط به آنتي 30ندنتايج وسترن بلاتينگ، با. دندشلايزا، انتخابا
 IgMي منوكلونال ها باديشده با استفاده از آنتيسونيكيت BCGمانوزيله و  ليپوآرابينومان

  .كرد ميرا تأييد IgG3و 
  

بادي منوكلونال با استفاده از داد كه امكان توليد و تخليص آنتينتايج نشان :گيرينتيجه
، تأييد داشتهوجود هاي ميلوماسلول شده وهاي ايمنل موشطحا Bهاي  لنفوسيتامتزاج 

بادي مذكور قبل از انجام مطالعات  تشخيصي در شناسايي سريع سل واكنش اختصاصي آنتي
  . بودايي واكسن ب ث ژ مورد توجه خواهدزي مصونيتها و بررسي در ادرار بيماران

 
  

 نالوبادي منوكلآنتي ،بويس وباكتريوممايكمانوزيله،  ليپوآرابينومانان: واژگان كليدي
 
  

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 

2 

   مايكوباكتريوم بويس مانوزيلهليپوآرابينومان نال عليه آنتي ژنوآنتي بادي منوكل تهيه و تخليص

مي
 عل
مه
هنا

وما
د

- 
كي

زش
ر پ
شو

دان
ي 
هش

ژو
پ

 /
هد

شا
اه 
شگ

دان
 /

فند
اس

 
89 /

ال 
س

هم
جد

هي
 /

ره 
شما

91  

 مقدمه
 ژن آنتييك (ManLAM) مانوزيله  ليپوآرابينومان

گليكوليپيدي ديواره سلولي باكتري مايكوباكتريوم بويس 
  1173P2  سويه((Mycobacterium Bovis BCGب ث ژ 

-از ديواره را به خود اختصاصعمده  يبخش كه است
توان  مي ژن آنتياين هاي  ترين عملكرداز مهم. استداده

، IFN-γرساني ، مهار مسير پيامها به توقف بلوغ فاگوزوم
 cهاي آزاد اكسيژن و مهار پروتئين كينازبرداشت راديكال

 شو همكاران نترهااولين بار  ..)1(كردسلول ميزبان اشاره 
هاي  طي سال. كردندتوصيفرا  ژن آنتيساختمان اين 

في روي عملكرد، هاي مختل بررسيمحققان  ،اخير
 مانوزيله ليپوآرابينومانژنيسيته ساختار آنتيساختمان و 

داراي وزن ملكولي   ژن آنتياين  ).5و2،4،3( انددادهانجام
كننده مهار و يكي از عوامل )6،7(كيلودالتون 38تا  17

اين  وجود .)2(رود ميشماربهسيستم ايمني ميزبان 
زايي ملي است كه مصونيتيكي از عوا BCG  در ژن آنتي

دهنده اجزاء تشكيل .دهد مياين واكسن را كاهش
لنگر  :زير استشامل موارد ژن  ساختمان اين آنتي

ي از قند ياهپليمر فسفاتيديل اينوزيتول در غشاءباكتري،
 ژن آنتيكلاهكي كه در انتهاي همچنين مانوز، آرابينوز و 

 ،ي مختلفاهباكتريوممايكو. )11و8،10،9( داردقرار
هاي تند  در گونهكه طوريدارند، به متفاوتيهاي  كلاهك

-  مايكوباكتريوم اسمگماتيس زا مانندبيماريرشد غير
هاي  گونه در، بودهفسفاتيديل اينوزيتول  از نوع كلاهك

، سمايكوباكتريوم بوي :چون ييزاكند رشد بيماري
، همايكوباكتريوم توبركلوزيس و مايكوباكتريوم لپر

كلاهك از نوع قند مانوز است كه تعداد آنها در 
 هم در  ميدسته سو دارد؛تفاوتزا هاي بيماري گونه

كه فاقد كلاهك دارد وجود ونهمايكوباكتريوم چگ
آرابينوزيلات  كه ليپوآرابينومان در آنهااند  شدهمعرفي

 ژن آنتي. )12(داردنام )AraLAM( ليپوآرابينومانان
 در بيماراني كه سل فعال دارند، مانوزيله ليپوآرابينومان

همچنين يكي از عوامل  ؛شود مياز طريق ادرار دفع
داراي  شود و ميها محسوب  زايي مايكوباكتريومبيماري
شدن فعالجلوگيري از  :چون مختلف ياعمال

،  IL-12، TNF-αهاي مهار توليد سايتوكاين ماكروفاژها،
  بادي آنتيتوليد  .است هماكروفاژهاي آلود مهار آپوپتوز
 ،مانوزيله ليپوآرابينومان ژن آنتي ضدمنوكلونال 

 توان به كه از آن جمله مي داردكاربردهاي فراواني 
سل  بيماري شناسايي برايطراحي كيت تشخيص سريع 

ي ها باديكاربرد آنتي). 13(كرد اشاره از طريق ادرار،
ي آنتي ژني خاص در ها شاخص ضدمنوكلونال 

ي ويژه برخوردارند، ي مختلف زيستي از اهميتها هحوز
ي تشخيص طبي، ها توان به آزمايش مينمونه  براي

ميكروبيولوژي، ايمنوتراپي سرطان، ايمنوهيستوشيمي، 
موارد   ميكرد كه در تمااشاره... و   ميايمنوسيتوشي

 .)15،16(دارنده ويژ يكلون اهميتي تكها پاتن ،مذكور
هاي  باديهاي توليد انبوه آنتي روشترين يكي از متداول

شده طحال موش ايمن Bهاي  منوكلونال، امتزاج لنفوسيت
و  PCRهاي  كه روشاينبهنظر. استهاي ميلوما  و سلول

تشخيص كشت ميكروبي براي شناسايي بيماري سل، به 
، تهيه دارند، هدف از اين تحقيقنياز اي بالاهزينه زمان و

آنتي ژن  ضدوكلونال بادي منو تخليص آنتي
بتوان كيت  روشبوده، كه از اين  مانوزيله ليپوآرابينومان

شناسايي مايكوباكتريوم  برايتشخيصي مناسبي 
  .دكرزيس از طريق ادرار بيماران طراحيتوبركلو

  
  كار مواد و روش

اين تحقيق از مركز پرورش و  BALB/c هاي موش
ايران واقع  توپاستورنگهداري حيوانات آزمايشگاهي انستي

ايران، از انستيتو پاستور  BCGواكسن. شددر كرج تهيه
مواد شيميايي از   تمامي ليپوآرابينومانان و ژن آنتي

   .ندشدخريداري Merckو  Sigmaهاي شركت
در نوبت اول به صورت  به هر موش،  BCGتزريق 

 BCGاز  µg/ml10 غلظت .گرفتانجامداخل صفاقي 
از  ليتر ميلي 1 ،سپس .شدتهيه PBSدر بافر شده سونيكيت

خوبي ادجوانت ناقص فروند به ليتر ميلي 1 اين محلول با
شده سونيكيت  BCGاز  µg/ml5  غلظت تا شدمخلوط 
حدود  ،و در زماني هادر فواصل بين تزريق .دوحاصل ش

منظور ارزيابي ميزان پاسخ به ،دو هفته پس از تزريق اول
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 ؛شدانجامالايزا ، آزمون ژن آنتيسيستم ايمني نسبت به 
 چهارمانند تزريق اول شده سونيكيت BCGتزريق دوم 

، پاسخ روز پس از تزريق دومپانزده  ؛شدهفته بعد انجام
براي  الايزاآزمون  ،ارزيابي و در اين مرحله ايمني موش

BCG  شد سپس موشي گذاشته مانوزيله و ليپوآرابينومان
تزريق  برايبود داده ژن آنتيدو كه بهترين پاسخ را به هر 

-روز قبل از فيوژن با سلولپنج تا سه  و شدسوم انتخاب
 مانوزيله ليپوآرابينومان ژن آنتي ليتر ميلي 2/0 ،هاي ميلوما
- شدهتهيه PBS    كه در ليتر ميليميكروگرم در  4با غلظت 

موش  ،در مرحله بعد ؛گرديداز طريق دم تزريق، بود
 3هاي طحال آن به نسبت و سلول شدتهشده كشانتخاب

با كمك  Sp2/0هاي ميلوماي لبا سلو 1به  10يا  1به 
 )از شركت سيگما( درصد 50)PEG(گليكول اتيلنپلي

ها در محيط سلول اين مرحله،بعد از  ؛شدندادغام
هاي متعددي در چاهك ه،شددادهقرار HAT 1انتخابي 

بندي هيبريدها در مپس از فيوژن و تقسي. شدندتقسيم
 ها از غربالگري چاهك ،خانه اي و كشت آنها 96پليت 

كه ترتيببدين. گرفتانجام لحاظ ترشح ايمنوگلوبولين
 .شدي ضد ايمونوگلوبولين موش پوشاندهبادپليت با آنتي

پس از شستشو، سوپ محيط كشت حفرات حاوي 
 از سرم موش. يت اضافه گرديدهاي پل هيبريد به خانه

در بافر شستشو به  1:1000ژن با رقت شده با آنتيايمن
شامل محيط (عنوان كنترل مثبت و محيط كشت كامل

--ميلي مولار ال 2حاوي) RPMI-1640)(Sigmaكشت 
 100سيلين، ليتر پنيواحد در ميلي 100گلوتامين، 

درصد  10ليتر استرپتومايسين وميگروگرم بر حسب ميلي
-به عنوان كنترل منفي استفاده )FCS(سرم جنين گوساله 

درجه انكوبه و  37دقيقه در  90پليت به مدت . گرديد
به . شدچهار مرتبه با بافر شستشو، شسته تاسپس سه 
بادي ميكروليتر آنتي 100ت پليت ميزان تمام حفرا

ضد موش  horseradish peroxidaseشده با كنژوگ
پس  ؛شدافزوده) گردد بافر شستشو رقيق ميدر  1:4000(

دقيقه انكوباسيون و شستشو به تمام حفرات بافر  90از 

                                                                  
1- Hypoxanthine Aminopterin Thymidine 

2
TMB پس از توقف واكنش و قرائت جذب . شدافزوده

يبريدهاي مثبت از نانومتر ه 450نوري در طول موج 
سازي رقتسپس  شد؛بادي انتخابلحاظ وجود آنتي

ت فانجام گرآوردن كلون سلولي دستهب برايمتوالي 
چاهك يك سلول هيبريدوما قرار  كه در هرطوريبه(

  ).گيرد
پس از  :ها باديكلاس آنتيتعيين كلاس و زير

 ضدبادي اختصاصي آنتيكننده هاي ترشحانتخاب چاهك
BCG   كلاس و زير ،مانوزيله ليپوآرابينومانژن آنتيو-

هايي كه در اين مرحله چاهك شدند؛كلاس آنها بررسي
-ترشح  مانوزيله بينومانليپوآرا ژن آنتيبادي عليه آنتي
ها هاي كلون كلاسكلاس و زير .هشدكردند شناسايي مي

كه ترتيببدين ؛شد مشخص Capture ELISA به روش
αµγγγγضد  يهاسرمآنتي ,,,,, 1223 ab مربوط به

از شركت  ISO-2ايمونوگلوبولين موش موجود در كيت 
 50 .رقيق گرديد 1:1000به ميزان  PBSبا سيگما، 
شد و پس از در هر چاهك پليت الايزا افزوده ميكروليتر
درجه  37در دماي  روي پليت، چسپ نپوشاند

پليت الايزا  .سانتيگراد به مدت يك ساعت انكوبه شد
 .شدشسته (PBS-Tween20)سه مرتبه با بافر شستشو 

يافته هاي رشدميكروليتر از سوپ كشت كلون 100مقدار
ژن با از سرم موش قبل از فيو(به هر چاهك اضافه شد 

به    1:1000شده با رقتو سرم موش ايمن 1:1000رقت 
 SP2/0 هاي سلول كشت عنوان كنترل مثبت و  از سوپ

پليت الايزا با  دوباره ؛)شدكنترل منفي استفادهبه عنوان 
درجه  37دماي  انكوباسيون در و هشدپوشانده بچس

پس از . شدعمالبراي آن اسانتيگراد به مدت يك ساعت 
-كنژوگه بادي آنتيميكروليتر از  100، شستشو مرتبه سه

HRP-Labeled Goat Anti-Mouse IgG (Fab specific) 
antibody به  ،در بافر شستشو 1:6000با نسبت شده رقيق

انكوباسيون در دماي  طورمجددبه هر چاهك اضافه شد،
 دقيقه و شستشو در سه مرحله 30درجه به مدت  37

به هر  TMBميكروليتر از سوبستراي  100 .شدانجام
اق و تاريكي به تدر دماي ا چاهك پليت اضافه شد و

                                                                  
2- 3,3, 5,5-Tetramethylbenzine 
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 50فزودنواكنش با ا. شددادهقراردقيقه  30- 20مدت 
جذب . نرمال متوقف شد يكميكروليتر اسيد كلريدريك 

  .شدنانومتر قرائت 450ل موج نوري در طو
  

ل با ستون بادي منوكلوناسازي آنتيخالص
  Aپروتئين 

و  Pristan ليتر ميلي 5/0سر موش  5ابتدا به صفاق 
  كنندهكلون ترشحسلول زنده از تك 2×105تعداد 
IgG3مايع صفاق غني از آنتيشد، يك هفته بعدتزريق ، -

 Aگرديد و از ستون پروتئين آوريبادي مورد نظر جمع
)Protein A-Sepharose CL-4B( شدعبور داده .
موجود در نمونه  IgG3هاي  مولكول ،ساس اين روشبرا

با ، متصل شده Aخود به پروتئين  F.cاز طريق 
 شوند؛ ميهاي اضافه حذف شوي ستون، پروتئينشست

-بينبادي و ليگاند ازهاي آنتياتصال pHسپس با تغيير 
   .شود بادي از ستون جدا مي، آنتيرفته
  

  وسترن بلات 
-سونيكيت BCGو   مانوزيله انليپوآرابينومهاي  ژنآنتي

 SDS-PAGEدرصد  10روي ژلسازي شده پس از جدا
به غشاء نيتروسلولز ) 14( براساس يك روش استاندارد

هاي  بادي، باندهاي مربوط با افزودن آنتيمنتقل شده
بادي كنژوگه با و آنتي) IgG3 )Sigmaو IgMمنوكلونال 

HRP )Sigma ( و محلول رنگزايDAB ت يقابل رؤ
  .شدند

   نتايج
آمد كه با دستكلون به 54شده در فيوژن انجام

نتايج غربالگري . شدندميكروسكوپ نوري بررسي
و  بادي موشيشده از لحاظ ترشح آنتيهيبريدهاي ايجاد

بادي يكننده آنتنتايج ارزيابي هيبريدهاي ترشح
در   مانوزيله و ليپوآرابينومان  BCG ژن آنتياختصاصي ضد

كلون  54 مجموع از .استشدهدادهنشان 1شماره جدول 
كه از بين آنها  بودندبادي آنتي كنندهكلون ترشح 20ط فق

  ژن آنتيعليه   H2-3B9و   H1-3D3هاي كلونبه ترتيب 
BCG ؛كردند ميحبادي ترشآنتي  مانوزيله و ليپوآرابينومان 

 آوردن كلوني با جذب بالا ودستهب برايدر اين مرحله 
-H2و    H1-3D3 هاي رروي كلونبادي، كننده آنتيترشح

3B9كلاس و  ،ترتيببدين. گرفتهاي متوالي انجام ، رقت
گرديد كه نتايج آن در آنها تعيين هاي باديآنتي كلاسزير

- هكه مشاهدطورهمان .استشدهآورده 2شماره جدول 
 H2-3B9-3G4و  H1-3D3-3E11دو ساب كلون  شود مي
، H1-3D3-2C9كلون و سه ساب IgM باديآنتي كلاسزير

 H2-3B9-3F11و  H2-3B9-1G4 كلاس زيرIgG3  را توليد -
با H2-3B9-1G4  و  H1-3D3-3E11كنند كه از بين آنها  مي

بادي و فقط يك نوع آنتياند  كلونتوجه به اينكه تك
پس از انجام مراحل  .شدندانتخاب كنند، ميترشح

كيلو  30نظر با وزن مولكولي تخليص، باند مورد 
-سونيكيت BCGو  ManLAMدالتوني مربوط به آنتي ژن 
 از IgG3و  IgMبادي منوكلونال شده با استفاده از آنتي

  ).1شكل( شدروش وسترن بلاتينگ تأييدطريق 
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بادي موشي و نتايج ز لحاظ ترشح آنتيا   nm 450آمده با روش اليزا در طول موج دستة بهشدنتايج غربالگري هيبريدهاي ايجاد :1 جدول
   ManLAMو   BCG ژن آنتيبادي اختصاصي ضدكننده آنتيارزيابي هيبريدهاي ترشح

  
  در بافر شستشو به عنوان كنترل مثبت  1:1000ژن با رقت شده با آنتياز سرم موش ايمن ∗

  .شدفي استفادهو محيط كشت كامل به عنوان كنترل من
  

  
  ؛)2 (ManLAM)3( BCGهاي  ژنو آنتي) 1(درصد با شاخص مولكولي SDS-PAGE 10روش ): الف( 1شكل

   IgM) 2(وIgG3 )1(هاي مولد كشت كلونبا استفاده از سوپ BCGانجام وسترن بلاتينگ ضد ) ب 
  .IgM) 2(و IgG3 )1(هاي مولد كشت كلو نبا استفاده از سوپ ManLAMانجام وسترن بلاتينگ ضد ) ج

  باديترشح آنتي
  ضد  موشي  نام هيبريد

Man-LAM 
  ضد

  باديكلاس آنتي  BCG ژن آنتي
H1-1E8  8/1 13/0 1  γ 1  
H1-2G3  >2 15/0>2  γ 2a  
H1-3D3  >2 >2 > 2  γ  1, γ 3,µ  
H2-1B9  >2 18/0 35/0  γ 2a, γ 2b  ,  
H2-1C2  3/1 12/0 5/0  γ 1, γ 2a, γ2b  
H2-2C7  1 15/0 9/0  γ 2a,µ  
H2-2E9  7/1 16/0 89/0  γ 1, γ 2a  
H2-2G4  >2 09/0>2  γ 2a  
H2-3B9  >2 >2 >2  γ 2a, γ 3, µ  
H1-3D3  >2 05/0 9/1  γ 2a  
H2-3E2  8/1 18/0 5/1  γ2b  
H3-3F4  >2 04/0>2  γ  1, γ 3  
H3-3F11  1 19/0 75/0  γ2b,µ  
H3-3G5 4/1 17/0 8/0  γ 1  
H3-1B7  >2 10/0 35/0  γ 1 

H4-2D11  >2 15/0>2  γ2b  
H4-3B5  >2 13/0 4/0  γ 2a, γ2b  
H5-2B10  7/1 11/0 31/0  γ2b,µ  
H5-2F6  9/1 08/0 95/0  γ 1, γ 2a, γ2b  
H5-4C2  >2 17/0 87/0  

b2γ  
α  2< 2< 2<  ∗كنترل مثبت γ 1, γ 2a, γ2b,µ, γ 3  

  ___ 14/0 13/0 15/0 ∗كنترل منفي
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هايي انتخاب ساب كلون برايو انجام تست الايزا  H2-3B9و  H1-3D-3ي  ها كلونآمده از سابدستهي بها كلاسكلاس و زير :2 جدول
  كنند ميبادي ترشحآنتي ManLAMو   BCG ضد طو ر اختصاصيهكه ب

كلاس و زير كلاس
 

  كلون
IgM IgA  IgG3  IgG2b  IgG2a  IgG1  LAM  BCG  

H1-3D3-1E8 17/0 11/0 87/0 01/0  03/0  11/0  01/0  34/0  
H1-3D3-2E8 13/0 14/0 3/0 03/0  13/0  1/1  03/0  12/1  
H1-3D3-5F6 17/0 11/0 09/0 14/0  11/0  13/0  19/0  47/0  

H1-3D3-3E11 9/1 13/0 11/0 13/0  13/0  16/0  7/1 84/1  
H1-3D3-2C2 05/0 1/0 6/1 11/0  13/0  12/0  18/0  4/0  
H1-3D3-5B6 11/0 13/0 25/0 18/0  12/0  16/0  12/0  23/1  
H1-3D3-5C2 04/0 17/0 22/0 19/0  17/0  18/0  16/0  37/0  
H1-3D3-5G3 17/0 18/0 15/0 17/0  09/0  16/0  15/0  21/0  
H1-3D3-2C9 14/0 13/0 >2 04/0  16/0  14/0  1  19/1  
H2-3B9-4E4 28/0 13/0 13/0 18/0  03/0  13/0  09/0  15/0  
H2-3B9-3G4 >2 07/0 16/0 11/0  11/0  15/0  13/1  8/1  
H2-3B9-3C9 19/0 12/0 85/0 09/0  56/1  16/0  12/0  11/1  
H2-3B9-1B3 1/0 15/0 19/0 17/0  47/1  11/0  15/0  3/1  
H2-3B9-2D9 13/0 19/0 25/0 15/0  18/0  15/0  14/0  35/0  
H2-3B9-3F11 25/0 15/0 8/1 13/0  13/0  17/0  12/1  8/1  
H2-3B9-1G4 07/0 15/0 >2 11/0  14/0  18/0  4/1  6/1  

H2-3B9-1G11 1/0 17/0 14/0 06/0  10/1  16/0  11/0  47/0  
 كنترل منفي
  SP2/0 12/0  13/0  09/0  14/0  11/0  08/0  08/0  15/0سوپ كشت سلول

  12/0  18/0  2<  2< 2< 2< 2< 2< 1000/1كنترل مثبت سرم موش بارقت
 سرم موش قبل ازفيوژن

  2<  2<  2<  2<  2<  2<  2<  2< 1000/1بارقت

  
  بحث

 هايباديآنتي تحقيق مشخص شد كهدر اين 
 أاز منش  مانوزيله يپوآرابينومانژن ل منوكلونال عليه آنتي

كلاس نوع كلاس و زير با BCGمايكوباكتريوم بويس 
IgM وIgG3  30ژن  آنتي توانايي شناسايي، بوده 

را  LAMژني  و كمپلكس آنتي  BCGكيلودالتوني در 
دهنده تحريك نشان IgG3بادي كلاس تهيه آنتي. دارند

حال ايناست باژن  اختصاصي سيستم ايمني توسط آنتي
توپ يكسان در ژن مشابه با اپي بررسي وجود آنتي براي
ي متقاطع با ها ي مختلف لازم است كه واكنشها گونه
  .دشوي مختلف بررسيها گونه
 ،مايكوباكتريوم توبركلوزيسسلول كامل  كنونتا
بود كه از بين سه كردهتهيههاي منوكلنال را باديآنتي
فقط   9d8(IgG3) و 5c11(IgM) ،4F11(IgM) باديآنتي

5c11(IgM) ضد LAM كه در اين تحقيقحالياست در ،
با كلاهك مانوزي  LAMژن  آنتي ضدشده بادي تهيهآنتي
 ).21تا  19(است  IgG3  از نوع بوده،
منظور تحريك سيستم ايمني هومورال نياز است كه به

شود براي اين شكسته BCGديواره سلولي بسيار محكم 
در اين  ؛ايم كردهشده استفادهسونيكيت BCGاز منظور ما 

ژن  آنتي ضدخوبي ، سيستم ايمني موش بهحالت
-له كه قسمت عمده ديواره را تشكيلليپوآرابينان مانوزي

، وجود ديواره ديگرطرف؛ ازشود تحريك مي دهد، مي
ه استفاده از ادجوانت كامل نياز ما را ب BCGشده متلاشي
ه ئارا برايه از ادجوانت ناقص استفاد .كند ميمرتفع
 منظوربهژن به مقدار مناسب و در طي زمان مناسب  آنتي

 ،صورتاينغيرتحريك سيستم ايمني ضروري است در
-آن داده ضدپاسخ مناسبي  ،شدهژن در بدن حذف آنتي
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ماده با سن  BALB/cدر اين پژوهش از موش  .شود نمي
يستم ايمني شد، چون در اين سن سچهار هفته استفاده

  . شود موش كامل مي
براي ارزيابي  مدت زمان لازم  ،دو هفته بعد از تزريق

ژن  شده بعد از اولين مواجه با آنتيسيستم ايمني تحريك
تزريق  ،ژن آنتي ضدبعد از اطمينان از پاسخ ايمني . است

هاي شود تا سلول ميانجام شدهسونيكيت BCGدوم هم با 
ژن  ما از آنتي ،ر تزريق سومد شوند؛اي ايجادخاطره

هايي كه كرديم تا سلولپوآرابينومانان مانوزيله استفادهلي
. شوندكنند، تكثير ميژن را ترشح ضد اين آنتيبادي آنتي
هستند  BALB/cسرطاني  هايكه سلول Sp2/0هاي سلول

 بادي ويي در توليد آنتيناميرايي، عدم توانا به دليل
سنتز بازيافت نوكلئوتيدها هاي مسير فقدان آنزيم

) HGPRT(گوانين فسفوريبوزيل ترانسفراز - هيپوگزانتين(
ها به اين سلول شدن؛استفاده ))TK(و تيميدين كيناز 

 HATدليل   فقدان اين دو آنزيم در محيط انتخابي 
بر فقدان مسير سنتز بازيافت  روند زيرا علاوه ميازبين

(Salvage) ازنو  نوكلئوتيدها، مسير سنتز(Denovo)  آنها
شود و  ار مينيز مه HATتوسط آمينوپترين موجود در 

كه اين صورتينيست ولي درسازي سلول قادر به همانند
شوند به دليل كسب هاي طحال ادغامها با سلولسلول

طحال قادر  هاياز سلول TKو  HGPRTتوانايي توليد 
وكلئوتيدها يافت نسازي از مسير سنتز بازبه ادامه همانند

هاي بادي را از سلولهستند، همچنين توانايي توليد آنتي
سلول طحال با  كهصورتيدر. كنند ميطحالي كسب

  .ميرد باشد طي زمان مينشدهسلول ميلوما ادغام
توان به  ميهاي موجود در اين روش  از محدوديت

بسته به شدت و ضعف سيستم (هاي متفاوت ايمني  پاسخ
،  ژن آنتيهاي متنوع توپاپي اد مختلف،در افر) ايمني

-هاي مولد آنتيسازي كامل سلولعدم اطمينان از جدا
- بودن امتزاج سلول مولد آنتيتصادفي بادي از طحال و

براي اين منظور ما از تعداد . بردبادي با سلول ميلوما نام
كرديم كه از بين آنها موشي را كه هموش استفاد 10

-انتخاب داد، ژن آنتيهاي  ه تزريقپاسخ ايمني بهتري ب
شده در امتزاج سلولي، پلي اتيلن گليكول استفاده. كرديم

درصدي باشد در صورت  50تا 40بايد داراي غلظت 
- ترو كشنده است و در صورت رقيق  ميبودن سترغليظ

يابد لازم به ذكر است كه  ميبودن راندمان ادغام كاهش
  .داردفرد بستگيدر اين مرحله به مهارت موفقيت 

مختلف  يها است كه گونه شايان توجه
هاي مختلفي دارند حتي مايكوباكتريومي، ليپوآرابينومانان

. داردوجود ژن آنتياز اين  ي متنوعتعداد ،در يك گونه
 p2 شده مربوط به سويهبادي منوكلنال تهيهاين آنتي

1173 BCG صورت تجاريهشده باست كه با انواع تهيه 
)5c11(IgM) ،4F11(IgM)، 9d8(IgG3))  ز كه ا

  .استشده، متفاوت مايكوباكتريوم توبركلوزيس تهيه
  

  گيرينتيجه
از نظر ساختماني و از نظر  ژن آنتيمنظور مطالعه به

جداسازي  ژن آنتيايمونولوژيكي ضروري است كه اين 
توان در  ميبادي را ، اين آنتيمنظورشود؛ بدينو تخليص 

براي بررسي ضمن كرد؛ درتمايلي استفادهكروماتوگرافي 
ليپوآرابينومانان مانوزيله در  ژن آنتيكردن تاثير بلوكه

توان از آنتي بادي  مي BCGافزايش كارايي واكسن 
  . كردشده، استفادهمنوكلنال تهيه

و   مانوزيله ليپوآرابينومان ژن كه آنتيآنجااز
بادي آنتي شده در مورد استفاده ازي ذكرها كاربرد

منوكلونال در تشخيص سريع بيماري سل، بررسي نقش 
در تحريك سيستم ايمني روي سطح باكتري  ژن آنتياين 

ي ها در گونه ژن آنتيتوپ يكسان اين و وجود اپي
ي ها شود بررسي ميپيشنهاددارد، مختلف بسيار اهميت

بادي در جهت ايجاد پس از تخليص اين آنتي يبيشتر
ي ديگر مايكوباكتريوم ها ش متقاطع با گونهكمترين واكن

  .شودانجام
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Abstract 
 

Background and Objective: Lipoarabinomannan mannesylated (Man-
LAm) is one of the lipoglycans which forms a considerable percent of 
Mycobacterium Bovis BCG’ cellular wall. Considering that generation of 
monoclonal antibody against ManLAM antigen has many applications, 
specifically, in order to design the diagnostic kit for rapid diagnosing of 
tuberculosis, so the main objective of this study was based on production 
of monoclonal antibody against this antigen. 
 
Materials and Methods: The female BALB/c mice were immunized by 
regular injections of sonicated BCG and LAM antigen, then after each 
injection, circulation of generated antibodies were investigated. Spleen 
lymphocytes of immunized mice and SP2/0 myeloma cells were fused 
into each other. The cells were selected by HAT medium. Identification 
and selection of anti-LAM antigen producing clones were performed 
using ELISA test. After purification of anti-ManLAM, detection of 
ManLAM antigen and sonicated BCG carried out by western blot 
technique. 
 
Results: The two H1-3D3, H2-3B9 clones, producing specified antibody 
were selected which had higher absorbance in ELISA test. The results of 
Western blotting showed that 30KDa band was related to sonicated BCG 
and ManLam antigen, using IgG3 IgM antibodies. 
 
Conclusion: The results indicated that using the fusion of hybridoma 
myeloma cells, it is possible to produce and purify monoclonal 
antibodies, and before performing diagnostic studies in order to have 
rapid diagnosing of tuberculosis in patient`s urine, and investigations for 
immunizing the BCG vaccine, conformation of specified reaction of 
mentioned antibody will be considered.  
 
Key words: Lipoarabinomannan, Mycobacterium Bovis BCG, 
Monoclonal Antibody 
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