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 توسط Anti-Rh(D)ورده ايمونوگلوبولين آررسي پارامتر هاي  موثر در تغليظ فرب
  سيستم اولترافيلتراسيون

  
  عبدالرضاوارسته 4*نرجس باران زاده،3 محمود رضا جعفري، 2مريم هاشمي،1

  چكيده 
 

  هدف
 ؛ مثبت قرارگرفته اندRh منفي كه در معرض گلبولهاي قرمز Rh  با در افرادAnti-Rh جهت پيشگيري از توليد آنتي بادي هاي Anti-Rh (D)يمونوگلوبولين ا

كه محلولهاي رقيق پروتئيني خارج   با توجه به آناز طرفي .طول عمر آن دارد فرايندهاي تخليص و آماده سازي اين نوع فراورده تاثير مستقيم بر .استفاده مي شود
هدف از  . لذا معمولا بعد از استخراج نياز به تغليظ دارند؛جزيه به زير واحدهاي متشكله، پايدار نيستندشده از ستونهاي كروماتوگرافي به علت اتصال به سطوح و ت

  .استبررسي شرايط مناسب براي فرايند تغليظ   با استفاده از سيستم اولترافيلتراسيون وAnti-Rh(D(اين مطالعه تغليظ فرآورده 
  مواد و روش كار

 فرآورده خالص شده، به همراه ml 100 توسط روش  اولترافيلتراسيون، مقدار Anti-Rh(D (موثر در تغليظ ايمونوگلوبولين جهت مطالعه پارامترهاي مختلف 
 30000 معادل cut off با  Polysulfonكه فيلتر آن از نوع  Minitan-Sبه وسيله سيستم ) 60،30وmM90( و غلظت هاي مختلف سوكروزM3/0 گلايسين 

روش جريان آب تميز جهت تعيين سرعت مناسب پمپ، روش  برادفورد جهت تعين پروتئين تام . د ش، تغليظml 27 دقيقه و تا حجم 50ت  به مداست؛دالتون  
 قبل و بعد از تغليظ، ، تام نمونهIgG  جهت بررسي ميزان SRID (Single Radial Immunodiffusion)موجود در محلولي كه از فيلتر عبور كرده، روش 

جهت تعيين  ELAT (Enzyme-Linked Antiglobulin Test) روش  تجمع يافته و شكسته شده وIgG اسيون براي بررسي ميزان مولكولهاي ژل فيلتر
  . مورد استفاده قرار گرفتAnti-Rh (D( اختصاصي IgGميزان
  نتايج

تام نيز قبل و IgG غلظت . نظر نمود عبور مي كند كه مي توان از آن صرفتحت شرايط ذكر شده، تقريباً مقدار بسيار ناچيزي پروتئين از فيلتر  نتايج نشان داد كه
ميزان مولكول هاي تجمع يافته و شكسته شده در نمونه تغليظ  ،G-200با استفاده از ستون سفادكس   ودر روش ژل فيلتراسيون. بعد از تغليظ تقريبا يكسان است

نمونه هاي اولترافيلتر شده تحت فرمولاسيونهاي Anti-Rh (D) بررسي ميزان .  درصد به دست آمد95 مونومرنيز،IgG  درصد و 5/2 و 3/2، به ترتيب IgGشده
          در . كاهش يافته است% 2/8 به ميزان Anti-Rh (D( بيانگر آن بود كه در نمونه تغليظ شده و بدون فرمولاسيون ،نيزELAT مختلف توسط روش 

% 3/2 و% 7/0 ،%6/1 به ترتيب است mM25 pH 5/7  پتاسيم فسفات -  سوكروز در بافر سديمmM 90  و60 ،30گلايسين وM 3/0 ن هائي كه حاويفرمولاسيو
  . دش مشاهده Anti-Rh (D) كاهش در ميزان
  نتيجه گيري

 به منظور جلوگيري از .است  روشي مناسبAnti-Rh(D(اي تغليظ  با توجه به نتايج حاصل از اين مطالعه، كه سيستم اولترافيلتراسيون تحت شرايط ذكر شده بر
كننده هائي همچون گلايسين و سوكروز را قبل از عمل تغليظ ايند تغليظ، مطلوب است كه پايداردناتوراسيون پروتئين تحت فشار سيستم اولترافيلتراسيون در طي فر

  .به فراورده اضافه نمود
  .،  پايداري،  ايمونوگلوبولين ELATافيلتراسيون،  فعاليت بيولوژيكي،،  اولتر Anti-Rh(D):كليدي كلمات

  
  
  
  
  
  مشهد     بيوتكنولوژي، دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكي PhD  دانشجوي- 1
  د        مشه دانشكده داروسازي، دانشگاه علوم پزشكيگروه فارماسيوتيكس و مركز تحقيقات بيوتكنولوژي،  دانشيار داروسازي صنعتي، - 2
  ي عمومي داروسازيا دكتر- 3
          ، دانشگاه علوم پزشكي مشهد دانشيار ايمونولوژي، مركز تحقيقات ايمونولوژي، پژوهشكده بوعلي- 4
        varasteha@mums.ac.ir، 0511 –7112410: تلفن: نويسنده مسئول *

www.SID.ir



Arc
hi

ve
 o

f S
ID

  
 مريم هاشمي

 

1386 بهار ،1 ماره، ش10مجله علوم پايه پزشكي ايران، جلد   67

  مقدمه 
ين  كه در واقع يك نوع ايمونوگلوبولAnti-Rh(D)فراورده 

G به صورت داخل عضلاني و يا وريدي براي جلوگيري است ،
 منفي در Rhبا  در افراد Anti-Rhاز توليد آنتي بادي هاي 

.  مثبت استفاده مي شودRhهنگام تماس با گلبولهاي قرمز 
 در Rhكاربرد اصلي اين دارو، پيشگيري از بيماري هموليتيك 

ده هاي به طور كلي در تهيه فراور). 1( استنوزادان 
ايمونوگلوبولين وريدي، روش مورد استفاده بايد سبب توليد 
فراورده اي گردد كه حداقل مشخصات ايمن بودن از لحاظ 
ويروسي، عدم از دست دادن فعاليت بيولوژيك و قابل تحمل 

روش هاي مختلفي جهت ). 2(بودن از لحاظ باليني را دارا باشد 
ما وجود دارد كه از جداسازي فراورده هاي پروتئيني از پلاس

مي توان به استفاده از نمكهاي معدني مانند سولفات  جمله
آمونيوم، استفاده از حلالهاي آلي و يا انواع مختلف روشهاي 

در روشهاي رسوبي امكان تجمع . كروماتوگرافي اشاره نمود
 ولي در روش كروماتوگرافي ؛لكولهاي پروتئيني زياد استوم

ني پائين و تجمع اندك مولكولهاي به علت فعاليت ضد كمپلما
ايمونوگلوبولين، فراورده هاي توليد شده، قابليت تزريق از 

شايان ذكر است كه در روش ). 3( دارندطريق وريدي را 
كروماتوگرافي، محلولهاي رقيق پروتئيني پس از تخليص نياز به 

افزايش غلظت پروتئين، احتمال جذب . تغليظ دارند
به سطوح ظروف مورد استفاده و همچنين غيراختصاصي آنها را 

 از طرفي جهت عرضه اين .تجزيه آنها را كاهش مي دهد
فرآورده پروتئيني به بازار با دوز مناسب، عمل تغليظ ضروري 

  ).4( است
 بر اثرات جانبي كمتر ،اولترافيلتراسيون به دليل مزايائي از جمله

افت  فعاليت بيولوژيكي مولكولهاي پروتئيني، سرعت بازي
(recovery) بالا، اندك بودن تجهيزات مورد نياز و عدم تاثير 

 روش برتر در تغليظ پروتئين  و قدرت يوني محلول،pHبر 
اين روش علاوه بر تغليظ در جداسازي ). 5( محسوب مي شود

  ).6،7(پروتئين ها نيز كاربرد وسيعي دارد 

 با اعمال يك كه اولترا فيلتراسيون، تغليظ نمونه را با توجه به اين
فشار خاص انجام مي دهد، امكان دناتوراسيون پروتئين ها تحت 

كننده بنابراين استفاده از مواد پايدار. تاثير اين فشار وجود دارد
مختلف مي تواند پايداري پروتئين مورد نظر را در طي فرايند 

  ). 8(تغليظ تامين نمايد 
با استفاده  Anti-Rh(D)هدف از اين تحقيق، تغليظ فرآورده 

بررسي شرايط مناسب  در طي  از سيستم اولترافيلتراسيون و
 Anti-Rh(D)  جهت افزايش پايداري ملكول،فرايند تغليظ

  .است
   

  مواد و روش كار
 Anti-Rh(D)نمونه Anti-Rh(D:(تهيه ايمونوگلوبولين 

     مورد استفاده در اين مطالعه جهت تغليظ از يك سري
Anti-Rh(D) روش كروماتوگرافي  خالص شده توسط

بخش ايمونوبيوشيمي مركز تحقيقات  تعويض يوني در
ايمونولوژي، پژوهشكده بوعلي، دانشگاه علوم پزشكي مشهد، 

به طور خلاصه، روش تخليص شامل جذب . تهيه گرديد
 بر روي ستون Anti-Rh(D(پروتئين هاي پلاسما به جز 
DEAE-Sephadex A50و شتسشو ستون با بافر فسفات  

mM25 5/7 pHتحت اين شرايط.  مي باشد )Anti-Rh(D 
از ستون خارج شده و براي تغليظ توسط دستگاه 

 ). 9(اولترافيلتراسيون مورد استفاده قرار گرفت 
اين آزمايش جهت تعيين سرعت : آزمايش جريان آب تميز

مناسب براي ايجاد يك جريان پايه در فيلتر هاي تميز سيستم 
به اين ترتيب كه لوله هاي . ده مي شوداولترافيلتراسيون استفا

فيلتر جريان برگشتي و ورودي سيتم را در داخل بشرآب مقطر 
با استفاده از يك گيره فشاري، لوله جريان برگشتي  گذاشته و

و  ايجاد شود Kpa80فشرده شده، تا  فشار ورودي معادل 
 بر جسب سپس با استفاده از يك استوانه مدرج سرعت جريان

 در لوله جريان خروجي اندازه گيري مي شودر در دقيقه ميلي ليت
سپس از اين سرعت جريان براي فرايند تغليظ ). 1شكل (

  ).5( استفاده مي گردد
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 Minitan-Sآزمايش جريان آب تميز در سيتم اولترافيلتراسيون: 1شكل 

، سرعت جريان فيلتراز طريق اندازه گيري سرعت در لوله جريان 
  .محاسبه مي شود جي و با استفاده از يك استوانه مدرج،خرو

  
جهت : تغليظ نمونه توسط سيستم اولترافيلتراسيون

                ير پارامترهاي مختلف در تغليظ ايمونوگلوبولين ثمطالعه تا
)Anti-Rh(D ،در طي فرايند اولترافيلتراسيون ml100 

كه  Minitan-Sفرآورده خالص شده، توسط سيستم 
 30000 معادل cut off باPolysulfonفيلتر آن از نوع 

 دقيقه و تا 50به مدت  kpa80 دالتون مي باشد، در فشار 
اين پروتئين تغليظ شده در .  تغليظ گرديدml 27 حجم

 .مطالعات بعدي مورد استفاده قرار گرفت

تام در  ين ميزان پروتئينيبراي تع: پروتئين تام ن ميزانيتعي
 كرده از فيلتر اولترافيلتراسيون، در طي فرايند محلول عبور

محلول ، در اين روش. تغليظ، از روش  برادفورد استفاده گرديد
BSA) 8( نتخاب شدبه عنوان استانداردا) سرم آلبومين گاوي.(  

بررسي ميزان  از اين روش به منظور: تام IgG ين ميزانيتع
IgG از  ين منظوره ا ب).8( تام،  قبل و بعد از تغليظ استفاده شد

 تام سرم انسان به IgGكيت هاي معمول اندازه گيري 
 SRID (Single Radial Immunodiffusion)روش

    آزمايش طبق دستور شركت سازنده اين .استفاده گرديد
سپس با توجه به قطر هاله .انجام شد) بيوژن مشهد(كيت ها 

يك از نمونه ها و نمودار  رسوبي تشكيل شده براي هر
  .نمونه ها تعيين شد يك از ندارد، ميزان غلظت هراستا

 تجمع يافته و يا شكسته شده  IgGبررسي مولكولهاي
              IgGجهت تعيين ميزان ملكولهاي : توسط ژل فيلتراسيون

 و يا شكسته شده  (aggregated)تجمع يافته
(fragmented) در نمونه تغليظ شده، از يك ستون حاوي 

 ميلي ليتر از اين نمونه بر 1.  استفاده گرديدG-200سفادكس 
روي ستون قرار داده شد و سپس ستون با بافر فسفات حاوي 

خروجي ستون، به .  مولار كلرور سديم شستشو گرديد1/0
ميلي ليتري جمع آوري و جذب  3صورت فراكسيون هاي 

سپس منحني جذب .  نانومتر قرائت گرديد280نوري آنان در
شده در برابر شماره فراكسيون رسم شده و در هاي خوانده 

منحني هاي به دست آمده نهايت با اندازه گيري سطح زير 
    درصد ميزان ملكولهاي تجمع يافته و يا شكسته شده محاسبه

  ).   8(مي شود 
جهت انجام  Anti-Rh(D)روش تهيه فرمولاسيونهاي 

ي ها جهت بررسي تاثير پايداركننده: اولترافيلتراسيون
 در طي فرايند Anti-Rh(D)متفاوت بر روي پايداري 

 در Anti-Rh(D)اولترافيلتراسيون، فرمولاسيون هاي نمونه 
، مطابق جدول mM 25 5/7 pH  پتاسيم فسفات- بافر سديم

  .  تهيه و اولترافيلتراسيون با شرايط يكسان انجام شد1
  

لتراسيون اجزاء فرمولاسيون هاي مختلف جهت انجام اولترافي: 1جدول 
 mM 25  5/7   پتاسيم فسفات- در بافر سديمAnti-Rh(D)نمونه 
pH   

  سوكروز  گلايسين  فرمولاسيون
1 M 3/0  mM30  
2 M 3/0  mM60  
3  M 3/0 mM90  
  بدون فرمولاسيون 4

سپس در نمونه هاي تغليظ شده حاوي اين فرمولاسيون ها،  
تست ( طبق روش ذكر شده در ذيل Anti-Rh(D)ميزان 

ELAT (تعيين گرديد.  
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به : Anti-Rh(D( اختصاصي  IgGن ميزانيروش تعي
  منظور بررسي اين نكته كه آيا مونومر هاي موجود، فعال

از   با استفادهAnti-Rh (D)مي باشند يا خير، ميزان
 ELAT (Enzyme-Linked Antiglobulin Test)روش

به طور خلاصه . گرديدمحاسبه  كه قبلا گزارش شده بود،
 از گلبول µl100  به:روش كار به صورت زير مي باشد

  از محلول استانداردµl100 مثبت مقدار Rhبا % 10قرمز
Anti-Rh(D)نمونه هاي   ياAnti-Rh(D) شد اضافه .

 كونژوگه به Anti-Rh(D) ضد IgG از µl 200سپس
مرحله بعد، در . گرديدآلكالن فسفاتاز به همه لوله ها افزوده 

سوبستراي تازه تهيه شده حاوي پارانيتروفنيل فسفات به آنها 
مايع روئي توسط دستگاه الايزاريدر در طول  اضافه و جذب

ترسيم منحني بر اساس  در نهايت با.  خوانده شدnm405 موج 
 Anti-Rh(D)جذب هاي نوري محلولهاي استاندارد، ميزان 

  ). 10(  مي شود  نمونه ها مشخص
مقايسه بين نمونه اوليه و نمونه تغليظ شده و براي :  آماريروش

 T test از همجنين مقايسه بين فرمولاسيون هاي مختلف،
 يا كوچكتر از آن از نظر 05/0 معادل pمقادير . استفاده گرديد

  . در نظر گرفته شد(significant)آماري معني دار 
  

  نتايج 
  بررسي نتايج آزمايش جريان آب تميز

     آزمايش براي تعيين يك سرعت جريان پايه اي براياز اين
كه فشار مناسب  با توجه به اين .فيلتر هاي تميز استفاده مي شود

 مي باشد، بنابراين در اين فشار، kpa80جهت تغليظ پروتئين ها 
مورد استفاده در اين مطالعه، سرعت Minitan-S در سيتم 

 لوله جريان جريان فيلتراز طريق اندازه گيري سرعت در
 ml/min5/1 خروجي و با استفاده از يك استوانه مدرج، 

از اين سرعت جريان، براي فرايند تغليظ استفاده . محاسبه شد
  . مي گردد

  ن ميزان پروتئين تاميبررسي نتايج تعي

در سيستم هاي اولترافيلتراسيون، اساس كار تغليظ به صورتي  
 پروتئين مورد نظر طراحي شده است كه در طي فرايند تغليظ،

  .نبايد از فيلتر مورد استفاده عبور كند
بنابراين از تست برادفورد جهت بررسي وجود يا عدم وجود 

نتايج . پروتئين تام در محلول عبور كرده از فيلتر استفاده گرديد
-mg/dl)  5/0 ناچيز نشان داد كه ميزان پروتئين رد شده بسيار

 . )<05/0p( مي باشد) 2/0

  تام IgG ن ميزانينتايج تعيبررسي 
 موجود در نمونه، قبل و بعد IgGاين تست جهت اندازه گيري 

 IgGبا توجه به منحني استاندارد، غلظت  .از تغليظ انجام شد
 7/3و بعد از تغليظ به ميزان  mg/dl  1883تغليظ نمونه قبل از

ار  به دست آمد كه اين نتيجه تقريبا با مقدmg/dl 6958 برابر،
% 15/0كاهش حجم نمونه نيز مطابقت دارد و فقط حدود 

  .)<05/0p(  مشاهده مي شودIgGكاهش در ميزان 
نتايج مربوط به ميزان مولكول هاي تجمع يافته و 

 IgG  شكسته شده 
-Gبا استفاده از ستون سفادكس  و در روش ژل فيلتراسيون

به را IgG ميزان مولكول هاي تجمع يافته و شكسته شده  200
 درصد نمونه مربوط به 95 درصد نشان داد و 5/2 و 3/2ترتيب 

IgG كه اين مقدار در حد قابل قبولي  )2نمودار ( مونومر بود
  .جهت تزريق داخل وريدي مي باشد)   درصد3كمتر از (

  ELATبررسي نتايج تست 
 در نمونه هاي تغليظ شده Anti-Rh(D)جهت بررسي ميزان 

     شد كه يك روش حساس و دقيق انجام ELATو اوليه تست 
در اين روش يك رابطه خطي بين ميزان آنتي بادي . مي باشد

باند شده به اريتروسيت و دانسيته نوري وجود دارد كه به عنوان 
پس از .  فعال منظور مي شودAnti-Rh(D)تخميني از غلظت 

، منحني nm 405 خواندن جذب نمونه ها در طول موج
-Anti(ب استانداردها در مقابل رقت با رسم جذاستاندارد 

Rh(D آنها به دست مي آيد ) بنابراين غلظت  ).3نمودار
)Anti-Rh(D موجود در نمونه ها، با استفاده از منحني 

   .مي شود استاندارد محاسبه
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 IgG بررسي ميزان مولكول هاي تجمع يافته و شكـسته شـده  : 2نمودار 

، قطــر G-200روي ســتون ســفادكس توســط روش ژل فيلتراســيون بــر 
:  ميلـي ليتـر، سـرعت جريـان        200حدود  :  ميلي متر، حجم بستر    15:بستر

ml.cm-2.h-13 پتاسـيم فـسفات  -بـافر سـديم  : محلول شتشو  mM 25  
5/7 .pH  

y = -0.2073x + 1.348
R2 = 0.9979

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

64 128 256 512

Anti-D   ضريب رقت

40
5n

m
ج 
 مو

ول
ر ط

ب د
جذ

 بر اساس جذب استانداردهادر ELAT نمودار استاندارد روش: 3نمودار 
  Anti-Rh (D)در مقابل رقت هاي مختلف  nm 405طول موج 

  

  
 در نمونه تغليظ شده و Anti-Rh(D) كه ميزان دادنتايج نشان 

كاهش يافته % 3/4به ميزان ) 4 فرمولاسيون(بدون فرمولاسيون 
و % 7/0 ،%3/2 نيز به ترتيب 3، 2، 1در فرمولاسيو ن هاي . است

دار نمو(مشاهده گرديد D)Anti-Rh (كاهش در ميزان  6/1%
               ميزان در  كاهشكمترين  2 بنابراين در فرمولاسيون ).4
) Anti-Rh (D مشاهده مي شود)05/0<p(.  

0

2

4

6

8

10

1 2 3 4
فرمولاسيون  

A
nt

i-D
ت 

ييرا
 تغ
صد

 در
زان

مي

 درفرمولاسيون هاي Anti-Rh(D(درصد تغييرات ميزان : 4نمودار 
نگر هر عدد بيا. مختلف بعد از تغليظ نمونه توسط سيستم اولترافيلتراسيون

  .مي باشد  SD±متوسط آن 
  

   بحث
ايمونوگلوبولين هاي وريدي كاربرد هاي هاي متفاوتي دارند از         
جمله مي توان به اختلالات نقص سيستم ايمني اوليـه و ثانويـه و              

ــيتوپني  ــون ترمبوسـ ــون همچـ ــاي اوتوايميـ ــورا و بيماريهـ         پورپـ
هـر چنـد كـه مكانيـسم        ). 11( مولتيپل اسكلروزيس اشاره نمـود    

دقيق اين فراورده در اين نوع بيماريهـا بـه طـور كامـل مـشخص                
نمي باشد ولي احتمال مي رود كه ايمونوگلوبولين هاي وريـدي      

 ماكروفاژهــا و ســاير FCســبب مــسدود كــردن رســپتور هــاي  
سلولهاي افكتور شده و ظرفيت فاگوسيتوز كردن اين سـلولها را           

ين ممكــن اســت كــه بــا تعــدادي از همچنــ.  )12 (كــاهش دهــد
ــا كــه در  B، Tرســپتور هــاي غــشائي ســلولهاي    و منوســيت ه

واكنش هاي خودي شـركت مـي كننـد، واكـنش داده و سـبب               
ايمونوگلوبـولين هـاي    . كاهش تولرانس هاي خود ايمني گردند     

وريدي در واكنش هاي التهابي سيستميك همچون آسم نيـز بـه            
ثرات كاربردي خود را از طريـق       كار برده مي شوند كه احتمالا ا      

 TNF-α،INF-γكاهش توليد پيش فاكتور هاي التهابي مانند 

يمونوگلوبــولين ا). 12، 11(جــام مــي دهنــد  انو اينترلــوكين هــا 
Anti-Rh(D)     ــادي ــي ب ــد آنت ــشگيري از تولي ــت پي ــز جه  ني

 منفـي كـه در معـرض گلبولهـاي     Rhدر افراد   Anti-Rhهاي
اسـتفاده از   ). 1( مـي شـود    استفاده د مثبت قرارگرفته ان   Rhقرمز  

فـراورده هـاي ايمونوگلوبـولين    روش هاي مناسـب جهـت تهيـه        
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وريدي به اين علـت مـورد توجـه قـرار گرفـت كـه در صـورت            
وجود ملكولهاي تجمع يافته ايمونوگلوبولين در فراورده، امكان        

ود بروز عوارض جانبي شديد از جمله شـوك آنافيلاكـسي وج ـ          
      دارد كه ايـن امـر بـه خـاطر فعـال كـردن سـيتم كمپلمـان و نيـز                    

سازي هيستامين به ميزان فراوان توسـط مولكولهـاي تجمـع           آزاد
  ).13(يافته  مي باشد 

در مقايسه با روشهاي ديگـر تهيـه ايمونوگلوبـولين از جملـه             
، روش  )ترسيب ايمونوگلوبولين هـا توسـط الكـل       (روش كوهن   

ني بــه علــت ايجــاد فــراورده اي بــا كرومــاتوگرافي تعــويض يــو
ــاي     ــع مولكوله ــاهش تجم ــائين و ك ــاني پ ــت ضــد كمپلم فعالي

ي براي ايجاد فـراورده هـاي قابـل         بايمونوگلوبولين، روشي مناس  
  ).9( تزريق از لحاظ وريدي مي باشد

كه محلولهاي رقيق پروتئيني خـارج شـده          توجه به آن   با 
ســطوح و از ســتونهاي كرومــاتوگرافي بــه علــت اتــصال بــه 
 معمـولا   ،تجزيه به زير واحدهاي متشكله پايدار نيـستند لـذا         

روشـهاي  ). 4( پروتئينها بعد از استخراج نياز به تغليظ دارند       
معمـولا شـامل ترسـيب،       مورد استفاده براي تغليظ پروتئينها    

ــلا،    ــرايط خـــ ــت شـــ ــاليز تحـــ   وFreezedryingديـــ
ــه دليــل اولترافيلتراســيون ). 3(باشــد  اولترافيلتراســيون مــي ب

ــت     ــر روي فعاليـ ــانبي كمتـ ــرات جـ ــه اثـ ــائي از جملـ مزايـ
بيولوژيكي مولكولهاي پروتئيني، سرعت عمل بـالا، انـدك         

 و قدرت يوني    pHبودن تجهيزات مورد نياز و عدم تاثير بر         
روش برتر در تغلـيظ پـروتئين بـه خـصوص در مقيـاس       محلول،

هــدف از ايــن مطالعــه تغلــيظ ). 5( صــنعتي محــسوب مــي شــود
 به عنـوان يـك ايمونوگلوبـولين قابـل          Anti-Rh(D) وردهفرآ

 تزريق به صورت وريدي، با استفاده از سيستم اولترافيلتراسيون و         
بررســي تــاثير پارامترهــاي مختلــف  در طــي فراينــد تغلــيظ       

  . بودAnti-Rh (D)ايمونوگلوبولين 
             بــراي ايــن منظــور، فــرآورده خــالص شــده، توســط سيــستم 

-S Minitan  كه فيلتر آن از نـوعPolysulfon  بـا cut off  
 دالتون مي باشـد، تحـت فرمولاسـيونهاي مختلـف         30000حدود

  . تغليظ گرديد

براي تغليظ پروتئين ها معمـولا غـشائي     در اولترافيلتراسيون،
ــر از وزن 3-6 آن  cut offاســتفاده مــي شــود كــه   برابركمت
  ).2جدول(مولكولي پروتئين باشد 

  
 مورد استفاده بـراي وزن هـاي مولكـولي مختلـف در     cut off :2جدول 

  .سيستم اولترا فيلتراسيون
Cut off اولترافيلتراسيون  فيلتر سيستم

  (MWCO) 

 وزن مولكولي پروتئين
)كيلو دالتون ) 

1 k  3 k -10 k  
3 k  10 k -20 k  
5 k  15 k -30 k  

10 k  30 k -90 k  
30 k  90 k -180 k  
50 k  150 k -300 k  

100 k  300 k -900 k  
300 k  900 k -1800 k  
1000 k  >3000 k    

ــا توجــه بــه ايــن           كــه وزن مولكــولي ايمونوگلوبــولين بنــابراين ب
Anti-Rh(D) ،KD150 مــي باشــد، فيلتــر Polysulfonبــا       

cut offدالتون، براي اين كار مناسب تـشخيص  30000  حدود 
     فون نيـز بـه ايـن دليـل         انتخاب غشاء از جنس پلي سـول      . داده شد 

فـشار مناسـب   . مي باشد كه جذب پروتئين آنان پايين مـي باشـد      
كه فشار   هنگامي). 5(  مي باشد  kpa80جهت تغليظ پروتئين ها     

kpa80 ،باشد سرعت جريان فيلتر  ml/min5/1    است بـه ايـن
 دقيقه تا   50  ميلي ليتري در مدت حداكثر     100ترتيب يك نمونه    

ي مي تواند تغليظ شـود و ايـن نهايـت حجمـي            ميلي ليتر  27حد  
تحـت شـرايط    . است كه توسط اين سيستم مي توان تغليظ نمود        

كمتـر  (ذكر شده، مشاهده گرديد كه مقدار ناچيزي از پـروتئين           
از فيلتر رد مي شود كه مي تـوان از ايـن مقـدار          ) mg/dl 5/0از  

 همچنــين مــشخص گرديــد كــه .  )<05/0p( صــرف نظــر كــرد
 برابـر   7/3 اً آنـان نيـز حـدود      IgGعد از تغليظ، ميـزان      نمونه ها ب  

تغليظ شده است كه اين نتيجه با مقدار كاهش حجـم نمونـه نيـز              
  .)<05/0p( مطابقت دارد

با استفاده از ستون  و در اين تحقيق، در روش ژل فيلتراسيون
ميزان مولكول هاي تجمع يافته و شكسته  G-200سفادكس 

رافيلتراسيون و تحت شرايط در طي فرايند اولت IgG شده
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 درصد 95مونومر، IgG   درصد و5/2 و 3/2مناسب، به ترتيب 
بر اساس فارماكوپه انگلستان، نواحي مربوط به . به دست آمد

IgG درصد كل نواحي كروماتوگرام 85نبايد كمتر از   مونومر 
 باشد و نواحي مربوط به اگريگيتها و فراگمنتها نيز نبايد بيشتر از

اين مقادير جهت تزريق داخل وريدي  .  درصد باشد5 و 10
-Antiبنابراين در تغليظ فرآورده . است درصد 3كمتر از 

Rh(D) با استفاده از سيستم اولترافيلتراسيون و بدون 
  تجمع يافته و شكسته شده فرمولاسيون ميزان مولكول هاي

IgGدر حد قابل قبولي مي باشد.       
    ب كه آيا مونومرهاي حاصل فعال لن مطبه منظور بررسي اي

         نتايج نشان.  استفاده شدELATمي باشند يا خير از تست 
 در نمونه تغليظ شده و بدون  Anti-Rh(D)مي دهد كه ميزان

  .كاهش يافته است% 3/4فرمولاسيون  به ميزان  
در مورد تاثير پايداركننده هاي مختلف بر روي پايداري  

لين در طي فرايند تغليظ توسط سيستم ايمونوگلوبو
در . اولترافيلتراسيون نيز تحقيقات كمي صورت گرفته است

يك تحقيق، توسط سيستم اولترافيلتراسيون، محلولهاي 
         با فرمولاسيون هاي مختلف از جملهGايمونوگلوبولين 

)5  pH (M Glycin 3/0 ،)5  pH  (M Glycine 3/0و  
M 15/0NaCl    مشاهده گرديد كه فعاليت. شدتغليظ        

آنتي كمپلمان تمامي محلولها بعد از تغليظ  تقريبا يكسان 
                    است هر چند كه ميزان كدورت در محلولي كه حاوي

)5pH (  M Glycine 3/0  مي باشد كمترين مقدار را
 در مطالعه اي ديگر، در تغليظ آنتي بادي ).14، 2( دارد

نال توسط سيستم اولترافيلتراسيون، ميزان تجمع مونوكلو
ملكولها و كدورت، بدون فرمولاسيون و نيز با استفاده از 

نتايج نشان داد كه در هر دو . اكسيپيانت اندازه گيري شد
نمونه ميزان مولكولهاي تجمع يافته و كدورت تقريبا يكسان 

 در تغليظ پروتئين توسط اولترافيلتراسيون). 15( مي باشد
به دنبال  .مي باشد مهمترين استرس، دناتوراسيون در اثر فشار

اولترافيلتراسيون، چين خوردگي پروتئين باز  فشار حاصل از
      ط قرار يشده و گروههاي آب گريز آن در معرض مح

مي گيرند كه در اين حالت پروتئين از لحاظ ترموديناميكي 
ت ها به ويژه اسيد هاي آمينه و كربوهيدار .ناپايدار مي باشد

سوكروز  و گلايسين براي پايدار كردن پروتئين ها در برابر 
 مكانيسم عمل اين . به كار مي روندنهافشارهاي وارده بر آ

دهيدراتاسيون ترجيحي مي باشد  - پايدار كننده ها، حذف
به اين ترتيب كه با خارج شدن از اطراف پروتئين و 

، گروههاي جايگزين شدن مولكول هاي آب به جاي آنها
واكنش داده و  براي رسيدن به پايداري،آب دوست با آب 

    گرههاي آب گريز نيز در داخل مولكول پروتئين مدفون
د و به اين ترتيب پروتئين ساختمان سه بعدي خود را نمي شو

و گلايسين در اين تحقيق نيز، از سوكروز . به دست مي آورد
  استفاده گرديدبه عنوان پايداركننده تحت شرايط ذكر شده،

و M 3/0بنابراين فرمولاسيون هائي حاوي گلايسين ). 16، 4(
در بافر ) mM90 -60 -30(غلظت هاي مختلف سوكورز 

انتخاب  .تهيه گرديد mM 25، 5/7 pH  پتاسيم فسفات-سديم
  Anti-Rh(D)اين بافر نيز به اين علت بود كه خالص سازي

و ) 8( انجام شدتوسط ستون كروماتوگرافي تحت همين شرايط 
          همچنين تحقيقات قبلي نشان داده بود كه فراورده 

)Anti-Rh (D 5/7 در بافر فسفات با pH از پايداري مناسب 
  ).17، 9( برخوردار مي باشد

در  ELAT تحت شرايط ذكر شده نتايج نشان دادكه در تست
 %3/2و % 7/0 ،%6/1  نيز به ترتيب   3 و 2، 1فرمولاسيو ن هاي 

  .  مشاهده گرديدAnti-Rh(D)  زانكاهش در مي

  
  نتيجه گيري

                 از اين تحقيق مي توان نتيجه گرفت كه جهت تغليظ
Anti-Rh(D)پتاسيم فسفات - تخليص شده دربافر سديم  

mM 25 5/7 pH به وسيله سيستم اولترافيلتراسيون در فشار 
kpa80 فيتلر ،Polysulfoneبا ،cut off  30000 حدود 
، تقريباً هيچ پروتئيتي از فيلتر رد نشده Minitan-Sتون، دال

با اين . مولكول به صورت مونومر مي باشد% 95است و بيش از 
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 در نمونه تغليظ شده و بدون Anti-Rh(D(ال، ميزان ح
            كاهش يافته است در صورتي كه در % 3/4فرمولاسيون  به ميزان

 و غلظت هاي M 3/0فرمولاسيون هائي حاوي گلايسين 
 پتاسيم -در بافر سديم) mM90 -60-30(مختلف سوكورز 

 %3/2و % 7/0 ،%6/1، به ترتيب mM  25 5/7 pHفسفات

بنابراين به . مشاهده گرديدAnti-Rh(D) كاهش در ميزان 
            به فرم ليوفيليزه و يا مايع با Anti-Rh(D(منظور تهيه فراورده 

 و M 3/0طلوب است كه گلايسين فرمولاسيون هاي مختلف، م

قبل از عمل تغليظ به فراورده اضافه و بقيه  )mM)30سوكروز 
پايداركننده هاي مورد نياز به منظور پايداري فراورده در حين 

  .  استفاده گردد، بعد از تغليظنگهداري
  

  تشكر و قدرداني
وهشي دانشگاه علوم پزشكي مشهد كه حمايت از معاونت پژ

  .يق را به عهده داشته اند تشكر مي شودمالي اين تحق
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