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OBJECTIVES: Anti-lymphocyte globulin (ALG) is a polyclonal anti human lymphocyte surface markers which is produced in 
rabbits. ALG is one of the potent immunosuppressive agents which is currently used for preventing organ allograft rejection, 
treatment of aplastic anemia and some autoimmune disorders. ALG causes elimination of human lymphocytes from the 
peripheral blood circulation, regulation of cytotoxic activities and apoptosis.The goal of this project was purification of ALG by a 
simple, rapid and inexpensive method, ion exchange chromatography. METHODS: ALG riched serum of immunized rabbit with 
human lymphocytes was diluted with phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4) in a ratio of 1:1 and precipitated with ammonium 
sulfate in the final concentration of 50%.The precipitant was rewashed with 50% ammonium sulfate, dialyzed against tris-phosphate 
pH=8.1 and applied to ion-exchange chromatography on DEAE-Sepharose 6B.ALG riched fraction was eluted with starting buffer; 
Tris-Phosphate (pH=8.1) and final buffer; Tris-Phosphate containing 50 mM NaCl (pH=8.1). RESULTS: The purity of ALG with 
high percent purity was confirmed by SDS-PAGE, and efficiency of it by histocompatibility assay. CONCLUSION: This 
preparation is comparable in purity to those of commercially available standard ALG in the benefit of self sufficiency. The 1/80 
dilution of purified ALG can lyse human lymphocytes properly in histocompatibility testing which verifies its high efficiency. 
Key words: ALG, Purification. 

 

 
 ALG. آنتي بادي پلي کلونال توليدشده در خرگوش است که عليه مارکرهاي سطحي لنفوسيت هاي انسان بوجـود مـي آيـد                    ) ALG(آنتي لنفوسيت گلوبولين     :زمينه و هدف  

لنفوسيت آنتي  . می رود  بکار    و برخی از اختلالات خود ايمنی       درمان آنمي آپلاستيک   ي جلوگيري از وازنش اعضاء پيوندي،      برا امروزهگر ايمني است که     يکي از عوامل سرکوب   

 ايـن   هـدف . نها مـي گـردد     در آ  مرگ برنامه ريزی شده سلولی     منجر به حذف لنفوسيت هاي انسان از گردش خون محيطي، تنظيم فعاليت هاي سيتوتوکسيک و بروز                گلوبولين

خرگوش ايمون با لنفوسـيت هـاي انـسان بـه            ALGغنی از   سرم   :روش ها  .کروماتوگرافي تبادل يوني مي باشد    ساده، سريع و کم هزينه       با روش    ALG  خالص سازی  مطالعه

رسوب پس از شستشوي مجدد با سـولفات  اين . رسوب داده شد ۵۰% رقيق شد و با آمونيم سولفات اشباع در غلظت نهائي pH=۴/۷فسفات نمکی با    بافر  نسبت يک به يک با      

 بـا   ابتدا ALGفراکسيون غني از    .به ستون تبادل يوني حاوي رزين دي اتيل آمينواتيل سفاروز برده شد           دياليزگرديد و سپس     pH=۱/۸ در برابر بافر تريس فسفات با        ۵۰%آمونيوم  

خلـوص   :يافتـه هـا  . از ستون خارج گرديـد  تخليص و mM ۵۰  فسفات حاوی کلريد سديم‐ با استفاده از بافر تريس و در نهايتPH=۱/۸ فسفات با ‐ بافر تريساستفاده از 

ALG   روش  با  درصد خلوص بالا     باSDS-PAGE   محصول توليدی از نظـر خلـوص بـا         :نتيجه گيري  .به تاييد رسيد   تستهاي سازگاري نسجي     با آنکارآئي  و ALG   اسـتاندارد

بـه  انجام تستهاي سازگاري نسجي قالب در لنفوسيتهای انسانی را   ، خالص سازي شده   ALGرقت يک هشتادم    . بوده و گامی در جهت خودکفايي می باشد       تجاری قابل مقايسه    

  .و اين امر مبين کارآيي بالای محصول توليدی استخوبي ليز می کند 

  .خالص سازی، آنتی لنفوسيت گلوبولين :واژه هاي كليدي

ی، مرکز ژدانشيار ايمونولو دكتر جعفر مجيدي، :نويسنده مسئول*

  تحقيقات کاربردی دارويي، دانشگاه علوم پزشکی تبريز

   ۳۳۶۴۶۶۵ :؛ نمابر۳۳۶۴۶۶۵ :تلفن
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 ۱۳۸۴ پاييز       علوم داروئي                                                                  و همكاران      جعفر مجيدي                                                                                            ٢٨

  مقدمه ‐۱
لنفوسيت ها گروه مهمي از سلولهاي دفاعي بدن انسان مي باشـند            

.  در پاسخهاي ايمني اکتـسابي هـستند       و خاطره که مسئول ويژگي    

اين سلولها در ارگانهاي لنفاوي اوليه توليد و در بافتها و ارگانهاي            

يه وظيفه شناسايي و پاسخ به آنتي ژنهاي بيگانـه را بـر        لنفاوي ثانو 

، Tلنفوسيت ها به سه گروه اصلي شامل لنفوسـيتهاي          . عهده دارند 

). ۱(  و سلولهاي کشنده طبيعي تقسيم مي شـوند        Bلنفوسيت هاي   

 آنتـي بـادي پلـي کلونـال خرگـوش از          ١فوسيت گلوبـولين  آنتي لن 

ن بـا لنفوسـيتهاي    است که پس از ايمونيزاسيون حيـوا    IgGکلاس  

انساني تخليص شـده، توسـط سيـستم ايمنـي بـدن حيـوان عليـه                

 ).۲( لنفوسيتها توليد مي شود
 است کـه بـه      ٢ گلوبولين يک عامل سرکوبگر ايمني     آنتي لنفوسيت 

 سـرکوبگر ايمنـي   طور گسترده، مستقلاً و يا در ترکيب با عوامـل           

 ـ )۳(ديگر براي جلوگيري از وازنش اعضاء پيوندي  د مغـز  و پيون

 ٣ پيونـد در مقابـل ميزبـان   ، درمان بيماري هائي مثل)۴( استخوان

و  )۸(، برخي سرطانها    )۶،۷(، آنمي آپلاستيک حاد و غير حاد        )۵(

   .می رودبکار ) ۹( بيماريهاي خود ايمني

ولـي  .  تاکنون بطور کامل شناخته نشده است      ALGمکانيسم عمل   

آنهـا باعـث    واسطه ههاي عمده اي که اين آنتي بادي ب ازمکانيسم

توان به پاکسازي لنفوسـيتها از گـردش         مي سرکوبايمني مي گردد  

خون و تنظيم فعاليت، لانه گزينـي و عملکردهـاي سيتوتوکـسيک            

اين آنتي بادي همچنين قادر به سـرکوب فرآينـد           .آنها اشاره نمود  

 و نيـز   )۴ (خونساز از طريق تهاجم به رده هاي سلولي         خونسازی

آنتـي لنفوسـيت    . )۱۰( بقاي پلاکتها مـي باشـد     کاهش شديد نرخ    

 قادر است توليد لنفوکـاين هـا و         محرک ايمنی گلوبولين به عنوان    

 را تحـت تـاثير قـرار داده و مـستقيما پـيش              خونسازفاکتور رشد   

 از طريق ليـز وابـسته       ALG). ۴( سازهاي خوني را تحريک نمايد    

تحريـک  به کمپلمان سلولهاي دنـدريتيک را تخريـب نمـوده و از      

   ).۱۱( مي نمايد آنها جلوگيري  بواسطهTسلولهاي 

 ALG   ــه برخــي ــسيکي علي ــاي سيتوتوک ــادي ه ــي ب  حــاوي آنت

، CD45  ،CD44  ،CD25مارکرهاي سطحي لنفوسـيت هـاهمچون       

CD8 ،CD4 ،CD3 ،CD2 ،LFA-1 ،HLA-DR) ۱۳ و نيـــز ) ۱۲ و

CD28  ،CD18  ،CD11a،CD5          و آنتي ژنهاي آلفا و بتـاي گيرنـده 

   ).۱۴( ميباشد Tسلول 

مـي توانـد   ) Fas) Apo-1, CD95اين آنتي بادي بـا بيـان ملکـول    

 فعـال   Tسـلولي در سـلولهاي      برنامه ريزی شده    باعث بروز مرگ    

 اثــري ALGهمچنــين  ).۱۵( گــردد ۲شــده بوســيله اينترلــوکين 

 ALGدر اين مطالعـه     ). ۱۶( دارد   Bهاي   روي سلول  ٤ضدتکثيري

تبادل يـوني کـه روشـي سـريع،         خرگوش با روش کروماتوگرافي     

                                                 
١- ALG 
٢- Immunosuppressive agent  
٣- GVHD 
۴- Antiproliferative 

دقيق و نسبتاً کم هزينـه اسـت در آزمايـشگاه ايمونولـوژي مرکـز               

داروئي دانشگاه علوم پزشکي تبريـز تخلـيص        -تحقيقات کاربردي 

  .گرديد

  

  مواد و روشها ‐۲
  نمونه سرمي :۲‐۱

 لنفوسـيتهاي   در مقابـل  پس از خونگيري از قلـب خرگـوش ايمـون           

بـه  (PBS, PH: 7.4)  افر نمکي فسفات جدا شده و با بآنانسان، سرم 

  .  رقيق سازي شد۱:۱نسبت 

  رسوبدهي با سولفات آمونيوم :۲‐۲

ــا     ــد ت ــباع رســوب داده ش ــوم اش ــولفات آموني ــيله س ــرم بوس س

 .رسوب نمايند% ۵۰ايمونوگلوبولين هاي سرمي در غلظت نهايي 

سـانتريفيوژ   ٥دور در دقيقـه  ۲۰۰۰  دقيقـه بـا  ۲۰مخلوط به مـدت  

% ۵۰ بـا سـولفات آمونيـوم         فراکسيون سرمي دو بار    سپس .گرديد

براي حذف نمک سولفات آمونيـوم فراکـسيون        . شستشو داده شد  

به مـدت يـک شـب در برابـر بـافر نمکـي فـسفات                 ALGغني از 

)۴/۷(PH=دياليز گرديد .  

  کروماتوگرافي تبادل يوني :۲‐۳

 ليتـر   ميلـي  ۳ بـا حجـم تقريبـي        ALGفراکسيون سـرمي غنـي از       

)mg/ml ۲۰ (           به ستون تبادل يوني حاوي رزين دي اتيـل آمينواتيـل

 فـسفات   ‐کـه بـا بـافر تـريس       ) فارماسـيا (سفاروز با سـرعت بـالا       

)۱/۸(PH=متعادل شده بود برده شد .  

 تخليص شده   ،ALGبا عبور جريان بافر کار فراکسيون اول حاوي         

فراکسيون دوم نيز با اعمال غلظت پلکـاني         .از ستون خارج گرديد   

بـه ايـن منظـور از       .سديم تخليص و از سـتون تخليـه شـد         کلريد  

  .دگردياستفاده  mM۵۰ NaCl جريان بافر کار حاوي

  سنجش ميزان غلظت پروتئين: ۲‐۴

 nm۲۸۰ نمونه هاي تخليص شده با طول موج       (OD)جذب نوري   

 و ميـزان غلظـت پـروتئين        ر دستگاه اسپکتروفتومتر قرائـت شـد      د

 بــراي هــر ۱/۰بــالاي تخلــيص شــده در نمونــه هــاي بــا جــذب 

اين نمونه ها با يکـديگر مخلـوط         ).۱۷( فراکسيون محاسبه گرديد  

+ ۴°شــده و پــس از رســوبدهي بــا ســولفات آمونيــوم در دمــاي 

  .سانتيگراد نگهداري شدند
الکتروفــورز روي ژل پلــي اکريلاميــد در حــضور : ۲‐۵

  ٦سديم دودسيل سولفات

ــاس روش    ــر اس ــا ب ــروتئين ه ــورز پ در  )Laemmli) ۱۸الکتروف

به ايـن منظـور از ژل پلـي     .مرکاپتواتانول انجام گرفت ‐۲حضور 

چهار حجم نمونه تخليص شده از هر        .استفاده شد % ۱۲اکريلاميد  

 افزوده شده و مخلـوط      (5x)فراکسيون به يک حجم از بافر نمونه        

به .  درجه سانتيگراد جوشانيده شد    ۱۰۰ دقيقه در دماي     ۵به مدت   

                                                 
۵- RPM 
۶- Peak 
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  ٢٩                                                                                                        ALGخالص سازي                                                         داروئي                              علوم

 
 . ميکروليتر از هر نمونه اضـافه شـد        ۱۵دار  هريک از چاهک ها مق    

) فارماسـيا (به چاهک انتهائي نيز از مارکر وزن ملکولي با وزن کم            

الکتروفورز در ولتاژ ثابت تـا رسـيدن نـوار سـرمه اي              .افزوده شد 

سپس ژل با استفاده از     . رنگ بروموفينول به انتهاي ژل ادامه يافت      

 .ميزي شدرنگ آ) فارماسيا (G-250رنگ آبي کوماسي 
  تستهای سازگاری نسجی: ۲‐۶

 .اين تست بر اسـاس روش ميکروسيتوتوکسيـسيتی انجـام يافـت           

بدين ترتيب که به مقدار يک ميکروليتـر از رقـت هـای مختلـف                

ALG       تخليص شده همراه بـا ALG         اسـتاندارد بـه عنـوان کنتـرل 

ســپس يــک  .ريختــه شــدتراســاکی مثبــت در چاهکهــای پليــت 

) D =۰۷۷/۱(ای جداسازی شده بـا فـايکول        ميکروليتر از لکوسيته  

در هــر چاهــک افــزوده گرديــد و بــه مــدت نــيم ســاعت تحــت 

 ميکروليتـر از    ۵سـپس    .انکوباسيون بر روی شـيکر قـرار گرفـت        

کمپلمان خرگوش به هر چاهک اضافه گشت و در نهايت ائوزين           

 سـاعت بعـد در زيـر ميکروسـکوپ          ۲۴و فرمالين افزوده شـد و       

  . قرار گرفتمعکوس مورد مطالعه

  

  نتايج ‐۳

 فـسفات باعـث تخلـيص و خـروج          ‐ اعمال جريان بافر تـريس    

در قالـب فراکـسيون اول از سـتون      ALG ميلي گـرم ۱۶حدود 

 پروتئيني مشاهده )۲( در اين مرحله يک قله .تبادل يوني گرديد

 .)۱شكل (شد 
  

  

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 نمونه:  IgG  خرگوش 

DEAE‐Sepharose  :تبادلگر يونی

        ml/min 0/25  : سرعت جريان

(  PH=  8/1  )  بافر کار :  تريس ‐  فسفات

0

0.2

0.4
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0.8

1

1.2

1.4

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Volume (ml)

A
U

28
0

  نمونه هاي فراکسيون اول منحني مربوط به جذب:۱ شكل

  

 ميلي  ۵مقدار   mM ۵۰همچنين اعمال غلظت پلکاني کلريد سديم       

 .گرم ديگر از پـروتئين تخلـيص شـده را از سـتون خـارج نمـود                

لــذا در مجمــوع حــدوديک ســوم مخلــوط پروتئينــي ). ۲ شــكل(

 ALG ميلـي گـرم      ۲۱ناخالص برده شده به سـتون يعنـي حـدود           

در کـل فرآينـد تخلـيص دو        . يدتخليص شده از ستون خارج گرد     

  )۳ شكل. (قله قابل مشاهده بود

  

 
 
 
  

  

  

 
 
 
 
 
 
  

 نمونه:  IgG  خرگوش 

DEAE‐Sepharose  :تبادلگر يونی

  ml/min0/25  : سرعت جريان

(PH=8/1)  بافر کار :  تريس ‐  فسفات

NaCl 50 mM  حاوی

0

0.05

0.1

0.15

0.2

0.25

0.3

0.35

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Volume (ml)

A
U

28
0

  منحني مربوط به جذب نمونه هاي فراکسيون دوم: ۲ شكل 

  

  

  

 
  

  

  

 
 
 
 
 
 
 
  

  نمونه  :  IgG خرگوش 

DEAE‐Separose 6‐B  :  تبادلگر يونی

      ml/min 0/25        : سرعت جريان

بافر کار :

Tris‐Phosphate  PH 8/1  : فراکسيون ا

Tris‐Phosphate  :2  فراکسيون

+    NaCl 50 mM PH    8/1

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

‐20 0 20 40 60 80 100 120 140

Volume (ml)

A
U

28
0

Peak1

Peak2

Void Volume
Void Volume

 منحني مربوط به کل فرايند خالص سازي روي ستون تبادل يوني و :۳ شكل 

 قادير جذب نوريم
  

.
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 ۱۳۸۴ پاييز       علوم داروئي                                                                  و همكاران      جعفر مجيدي                                                                                            ٣٠

  

  
  

  

بررسي الگوي الکتروفورز پروتئين در شرائط احيـا نـشان داد کـه             

پروتئين تخليص شده عمدتاً شامل يک باند پلي پپتيدي مـشخص           

 کيلـو دالـتن و يـک بانـد منتـشر در             ۵۰در محدوده وزن ملکولي     

سـت کـه بـه     کيلـو دالـتن ا    ۳۰ الي   ۲۰محدوده وزن هاي ملکولي     

خرگـوش   IgGه زنجيره هاي سـنگين و سـبک         ـوط ب ـترتيب مرب 

الکتروفورز مخلوط پروتئيني پيش از انتقال به        .)۴شکل(باشند   مي

باندهاي پلي پپتيدي پراکنـده     ) ۲ و   ۱ستون  (ستون تبادل يوني نيز     

مابين وزن هاي ملکولي بالا تا پائين را نشان مي دهـد کـه نـشان                

وتئين های سرمي و ناخالصي هاي ديگـر در         دهنده وجود انواع پر   

تقريبـاً  . فراکسيون سرمي قبل از تخلـيص روي سـتون مـي باشـد            

هيچگونه ناخالصي واضحي در شکل ديده نمي شود که حـاکي از   

  . تخليص شده مي باشدALGخلوص بسيار بالاي 

همچنين خلوص و کارآئي آنتي لنفوسيت گلوبولين تخليص شده در          

 ـ    ی ژن هـای    ت ـ تعيـين نـوع آن     سجي از جملـه   تست هاي سازگاري ن

 استاندارد ALG به عنوان کنترل مثبت و در مقايسه با      ٧لکوسيتی انسان 

اين ترتيب که رقت      به   .به تاييد رسيد  
80

 توليدی نشان داد    ALG از   1

 استاندارد قادر به تـشکيل کمـپلکس ايمنـی بـاآنتی            ALGکه همانند   

ال نمودن کمپلمان خرگوش از راه کلاسـيک و         ژنهای لکوسيتی و فع   

  . می باشدء غشاحمله بهتشکيل کمپلکس 

  

   بحث‐۴

ــال خرگــوش، ضــد    ــادي پلــي کلون در مطالعــه حاضــر، آنتــي ب

بـا روش کرومـاتوگرافي تبـادل يـوني         ) ALG(لنفوسيتهاي انسان   

  .خالص سازي گرديد٨ 6Bدی اتيل آمينو اتيل سفاروز روي ژل 

                                                 
٧- HLA-Typing 
٨- DEAE- Sepharose-6B 

ALG   عوامل سرکوبگر سيـستم ايمنـي اسـت کـه            ماهيتاً از جمله 

سالها براي درمان آنمي آپلاستيک حاد، رد پيونـد اعـضا، بيمـاري             

برخي بيماري هاي خـود ايمنـي بکـار رفتـه           و  ،  پيوند عليه ميزبان  

در اين طرح تحقيقاتي پس از تخليص، پروتئيني بـا          ). ۳‐۹(است  

 حاصل گرديـد کـه خلـوص آن توسـط روش            ۹۸%غلظت بالاي   

SDS-PAGE کيلـو  ۵۰تأييد رسيد و ثابـت شـد کـه پـروتئين            ه   ب  

آنتي لنفوسيت گلوبولين خرگوش با ماهيـت   ني تخليص شدهودالت

IgG  همچنين کارآئي اين آنتي بادي بـه عنـوان کنتـرل     .  بوده است

 استاندارد در تستهاي سـازگاري نـسجي        ALGمثبت در مقايسه با     

 بـدين صـورت کـه رقـت          .به تأييد رسـيد   
80

 توليـدی   ALGاز   1

 استاندارد عمل نمود، يعنی توانايي تشکيل کمپلکس        ALGهمانند  

ايمنــی و فعــال نمــودن کمپلمــان خرگــوش و در نهايــت ايجــاد  

چرا کـه چاهـک مربـوط بـه     . بود کمپلکس تهاجم غشايي را دارا

ALG         توليدی در زير ميکروسکوپ معکوس دقيقاً همانند چاهک 

  . استاندارد مشاهده گرديدALGيعنی  مثبت مربوط به کنترل

نتايج بدست آمده همانند تجربيات ديگران حاکي از آن است کـه            

 برگـشت   اتـصال روش کروماتوگرافي تبادل يوني کـه اسـاس آن          

پذير ملکولهاي باردار محلول به گروه هاي ثابت تبادلگر يوني بـا            

 بـا   بار مخالف است، روشي مناسب براي تخليص آنتي بادي هاي         

ــت  ــي از  .)۱۹(  اســتIgGماهي ــا برخ ــسه ب ــن روش در مقاي  اي

 و  Aروشهاي ديگر همچون کروماتوگرافي گرايشي روي پروتئين        

  .ژل فيلتراسيون آسان و کم هزينه مي باشدو ، Gپروتئين 

نتايج مؤيـد يافتـه هـاي پيـشين مبنـي بـر کـارآيي بيـشتر                 همچنين  

رومـاتوگرافی  کروش  بـراي  زيـاد  قطـر  و بـا  ارتفـاع  سـتونهاي کـم  

  .)۲۱( ميباشد٩تعويض يونی

                                                 
٩- Ion Exchange Chromatography (IEX)  

KD٩۴ 

KD۶٧ 

KD۴٣ 

KD٣٠ 

KD١/٢٠ 

KD۴/١۴ 

IgG (heavy chain) 

IgG (light chain) 

٣ ٢ ١ ۴ ۵ ۶ ٧
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خالص سازي روي تبادلگر آنيونيدي اتيل آمينو اتيـل سـفاروز بـا             

سرعت بالا انجام شد که به نظر ميرسد اين تبادلگرها با توجـه بـه       

ساختار آگاروزي و اتّصالات عرضـي موجـود در آن و همچنـين              

سـتون  ، براي اسـتفاده در      )۹ الي   ۲( عملکردي   PHمحدوده وسيع   

ــستند    ــب ه ــسيار مناس ــوني ب ــادل ي ــذب   . تب ــادلگر ج ــن تب اي

غيراختصاصي بسيار ضعيفي داشته و آلودگي هاي ميکروبي در آن          

همچنين پايـداري شـيميائي و فيزيکـي ايـن ژل را            . ملاحظه نشد 

   )۲۰( .کانديد مناسبي براي استفاده در امر خالص سازي نمود

ت پلکاني کلريد سديم از سوي ديگر يافته ها نشان داد اعمال غلظ   

در محدوده اي بين صفر تا صد ميلي مولار قادرست حجـم قابـل              

توجهي از پروتئين خـارج نـشده از سـتون طـي شـرايط اوليـه را                 

در جريان اين عمل با تغييـر قـواي يـوني           . تخليص و تخليه نمايد   

 ۱ تـا    ۵/۰کـه بطـور معمـول       (  ثابت PH فسفات در    –بافر تريس   

 در نظر گرفته مـي شـود و         IgGه ايزوالکتريک   واحد بالاتر از نقط   

باعث گسسته شـدن بـسياري     )  تثبيت شد  ۱/۸در جريان کار روي     

که  آنچنان از اندرکنشهاي موقّتي بين يونهاي با بار مخالف شده و

در مورد فراکسيون دوم با اعمـال غلظـت پلکـاني کلريـد سـديم               

mM۵۰         مشاهده شد، بخـش ديگـري از IgG      را از سـتون تخليـه  

 پيچيده و  به اين ترتيب مي توان گفت در مقايسه با روش         . مينمايد

روش اعمـال غلظـت پلکـاني نمـک      ،  pH اعمال شـيب     نهـپر هزي 

البتّه اين نکته هنگامي صـادق اسـت        . (می باشد ساده تر و سريعتر     

که مراحل مختلف خالص سازي منجمله رسوبدهي، آماده سـازي          

وني با دقّت کامل انجام     نمونه و خالص سازي روي ستون تبادل ي       

 فسفات به عنوان بافر کار در ايـن         –استفاده از بافر تريس      ).گيرند

 ايـن   PHتحقيق نتايج مناسبي را در پي داشت و با توجه به اينکه             

 واقـع   دی اتيل آمينو اتيل سـفاروز      عملکردي   PHبافر در محدوده    

وفّـق  بور براي تخليص م   زاست، استفاده از اين بافر همراه با ژل م        

IgG             تنظـيم   . و حصول درجات خلـوص بـالا پيـشنهاد مـي شـود

 امکـان خـالص     ml/min۲۵/۰سرعت جريان تقريبـي سـتون روي        

 ميلي ليتري نمونه سرمي را در مدت        ۳سازي سريع و دقيق حجم      

زمــان مناســب فــراهم نمــود، ضــمن اينکــه اخلالــي در خلــوص 

  .محصول نهائي ايجاد ننمود

  

  

  

  

  

  

  

  

  

الص سـازي اوليـه و مقـدماتي سـرم حـاوي            شايان ذکر است، خ   

ALG  ــا ســولفات آمونيــوم ــاليز % ۵۰ از طريــق رســوبدهي ب و دي

فراکسيون نمکي در برابر بافر فـسفات کمـک شـاياني بـه حـذف         

ناخالصيهاي عمده، پيش از انجام خالص سازي اصلي روي ستون          

  .تبادل يوني، نمود

 به نوبه خود نمونه سرمي خرگوش ١٠به نظر ميرسد تيمار مقدماتي

ميدهد و در همراهـي بـا مراحـل     افزايش را درصد خلوص نمونه

دی اتيل آمينـو    بعدي شامل خالص سازي روي ستون تبادل يوني         

 و اعمال غلظت پلکاني کلريـد سـديم، يـک فرآينـد             اتيل سفاروز 

جامع خالص سازي موفّق را شکل ميدهند که محصول نهـائي آن            

 بعـلاوه نتـايج   .)۱۹( الا اسـت ايمونوگلوبوليني با درصد خلوص ب

نشان مي دهند خالص سازي مقدماتي مناسب و نيـز تخلـيص بـا              

کيفيت و دقيق فراکسيون نخست، نياز به اعمال غلظت پلکاني در           

 ALG .مراحل متعدد و با غلظتهاي متفـاوت را مرتفـع مـي سـازد             

تخليص شده براي اسـتفاده بـه عنـوان کنتـرل مثبـت در تـستهاي            

 و  تعيين نوع آنی ژنهای لکوسيتی انسان     ي همچون   سازگاري نسج 

کاربردهاي مطالعاتي، تحقيقاتي و آزمايـشگاهي ديگـر مناسـب و           

کارآمد بوده و مـي تـوان از روش مـورد اسـتفاده در انجـام ايـن                  

 با خلوص بالا، صرف هزينـه کمتـر و          ALGتحقيق براي تخليص    

 ـ     ـ       ه  زمان کوتاه تر ب ز ه مراک ــجـاي تحميـل هزينـه هـاي گـزاف ب

تحقيقاتي و درماني براي خريـد نمونـه هـاي مـشابه خـارجي بـا                

 ALGبـا لحـاظ ايـن نکتـه کـه           (هاي کلان، بهـره گرفـت        قيمت

کارآئي بـالا و قابـل      توليدي در مقايسه با مشابه خارجي کيفيت و         

  ).قبولي دارد

در نهايـــت پيـــشنهاد مـــي شـــود مراحـــل نهـــائي تخلـــيص و 

 توليـدي انجـام     ALGپاستوريزاسيون در آينـده روي محـصولات        

گيرد تا امکان توليد فرآورده داروئي آنتي لنفوسـيت گلوبـولين در            

همچنـين پيـشنهاد مـي شـود مکانيـسم          . داخل کشور فراهم گردد   

 که تـا بحـال بطـور قطعـي شـناخته نـشده اسـت در                 ALGعمل  

 در سـطوح سـلولي و ملکـولي مـورد     ALGتحقيقات بعدي روي  

  .مطالعه و بررسي قرار گيرد

 

                                                 
١٠- Pretreatment 
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