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مقدمه

هاي مختلف بيولوژي و تا امروز در عرصه1975باديهاي مونوكلونال از زمان توصيف در سال آنتي

باديها داراي ويژگي بالائي بوده، لذا مي توان از اين معرفهاي اين آنتي. اندپزشكي تحول ايجاد كرده

. هاي مختلف تحقيقاتي، تشخيصي و درماني استفاده نمودهبيولوژيكي به طور وسيع در زمين

باديهاي اختصاصي هستند كه به طور طبيعي يا تجربي توسط يك كلون آنتيباديهاي مونوكلونال،آنتي

باديهاي مونوكلونال موشي يكي از بهترين اكنون توليد آنتيهم . گردندخاص لنفوسيتي توليد مي

بادي مونوكلونال به وسيله سلولهاي ناميرا يك آنتي. بادي مونوكلونال استروشهاي موجود توليد آنتي

- به دست آمده از طحال موش ايمن شده توليد ميBحاصل از امتزاج بين سلولهاي ميلوما با لنفوسيت

.شود

رده سلولي در اثر توقف است لذا اين DNAبراي سنتز 1ميلوما فاقد مسير ضروري باز يافترده سلولي 

خواهد مرد، همچنين لنفوسيتهاي طحالي امتزاج نيافته قادر به ادامه حيات DNAمسير اصلي سنتز 

-ماند سلولتنها سلولي كه دريك محيط انتخابي زنده مي. گردندنيستند و دچار مرگ فيزيولوژيك مي

بادي را از سلولهاي ميلوما و شح آنتيترهيبريدوماها خصوصيت ناميرائي و قابليت. هاي هيبريدوما است

-طحال كسب ميBبادي را از سلولهاي لنفوسيت و ژنهاي كد كننده آنتيDNAمسير بازيافت سنتز 

.كنند

1 Salvage Pathway
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Bacillusآنزيم آلفا آميلاز از سويه باكتريايي  sp.KR8104 كيلو 48اسيد آمينه تشكيل شده و 422از

باشد كه توسط اين سويه به فضاي خارج سلولي م ترشحي مياين آنزيم يك آنزي. دالتون جرم دارد

است كه ريستالوگرافي اشعه ايكس مشخص شدهروش كترشح ميشود و ساختار سه بعدي اين آنزيم با

توجه به ساختار سه بعدي آن اين آنزيم باشد و باموجود مي3DC0با شمارهPDBساختار آن در پايگاه 

اي جايگاه فعال هاي اسيد آمينهباقيمانده.باشدميA,B,Cداراي سه دومين ساختاري 

(Glu310, Asp249, Asp217) و نيز باقيمانده هاي اسيد آمينه اي درگير در اتصال كلسيمCaI 

(Glu276, Glu276 ,Gly313) ،CaII (Asn101, Thr 137,Asp146, Asp146, His180)وCaIII 

(Gly169, Asp171, Asp171)باشنددرساختار آن حفاظت شده مي.

آنزيم آلفا آميلاز از ضد بادي موشيهدف از اين مطالعه توليد سلولهاي هيبريدوماي ترشح كننده آنتي

Bacillusسويه باكتريايي  sp.KR8104 بود تا بتوان از آن به عنوان يك معرف بيولوژيك در تشخيص اين

.آنزيم استفاده نمود

باديهاي مونوكلونالتوليد آنتي. 1-1

در طحال يك موش، . هستندBيهاي مونوكلونال محصول يك كلون خاص از لنفوسيتهاي بادآنتي

اند و هر اي اوليه منشاء گرفتهدارد كه همگي آنها از سلول ريشهوجود Bميليونها كلون از لنفوسيتها 

كه هنگامي . باشدعليه يك شاخص آنتي ژني را دارا ميبادي كلون به طور مستقل توانائي توليد آنتي

باديهاي مختلفي عليه كنند، در بدن موش آنتياي ايمونوژن تحريك ميمانند موش را با مادهيحيوان

بادي در واقع به وسيله يك كلون لنفوسيتي شود كه هر آنتيژني آن ماده ساخته ميهاي آنتيشاخص

سلولهاي طحال است كه كشتتحقيقات نشان داده. گرددتوليد مياست،كه تبديل به پلاسماسل شده

باشد، لذا با پذير نميها امكانآزمايشگاه به دليل عمركوتاه پلاسماسلحيوان ايمن شده در محيط 

استفاده از يكسري تومورهاي سلولهاي سيستم ايمني به نام ميلوما يا پلاسماسيتوما كه تكثير سريع 
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گردند به نام هيبريدوما كه هم ميايمن شده طحال با آنها سلولهائي توليد Bداشته و امتزاج سلولهاي 

.]1[باشندبادي مونوكلونال اختصاصي ميرشد سريعي داشته و هم قادر به توليد مقادير فراواني آنتي

تاريخچه. 1-1-1

كشف Von Behring ،Kitazatoلكولي گليكوپروتئيني توسط وبادي به عنوان م، آنتي1890در سال 

.]2[شد

1956در سال .]3[شرح داده شد1907در سال Harrisonتوسط رلين باروشهاي كشت سلولي براي او

.]4[شدشرح دادهBurnetتوسط Clonal Selectionتئوري 

ها را در محيط كشت مشاهده و همكارانش امتزاج خودبخودي سلولBarski، 1960در سال 

از خانواده 1ائيگزارش نمودند كه ويروس سندOkada ،Tadokora، 1962در سال . ]6و5[نمودند

قادر است سلولهاي امتزاج يافته را از يك حالت 2پاراميسكوويريده يا ويروس هماگلوتينين ژاپني

. ]7و6و3[بيني و بسيار موثر سوق دهدپذيرد به يك حالت قابل پيشخودبخود كه به ندرت صورت مي

روغن معدني القاء تومورهاي پلاسماسل را در موش به وسيله Potter،Boyce، 1962در سال 

.]6[نمودند

نست با استفاده از سلولهاي جهش يافته و محيط انتخابي سلولهاي اتوLittlefield، 1964در سال 

.]8[هيبريد را جدا نمايد

Harris،1970در سال ,Horibata9[موفق به كشت سلولهاي پلاسماسيتوما در محيط كشت شدند[.

Milstein، 1973در سال  ,Cottonة سلولي ميلوماي موشي توليدكنندةدادند كه امتزاج دو رداننش

.]10و6[كندشودكه محصولات هر دو لاين سلول مادري را بيان ميبادي سبب ايجاد هيبريد ميآنتي

1 Sendai
2 Hemaglutinin virus japaneas
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Cohen، 1973در سال  ,Schwaberسيتهاي انساني با سلولهاي ميلوماي دادند كه امتزاج لنفونشان

.]6[كنندشود كه ايميونوگلوبولينهاي لنفوسيت و ميلوما را ترشح ميميموشي سبب توليد هيبريدهائي

فراهم شد تا ثابت كنندكه امتزاج سلولهاي Milsteinو Kohlerزمينه براي 1975بدين ترتيب در سال 

باديهاي طحال موش ايمن شده با سلولهاي ميلوماي موش سبب توليد هيبريدوماي ترشح كننده آنتي

.]6[رددگاختصاصي مي

كاريوتايپ سلولهاي هيبريدوما چند ماه پس از رشد در محيط كشت سلولي اندكي كمتر از مجموع 

].11و6[شودكروموزمهاي سلولهاي اوليه مي

Milestein، 1984سرانجام در سال  ,Kohler به همراهJerneبادي آوري توليد آنتيبه خاطر ارائه فن

.]4[نوبل شدندةمونوكلونال برنده جايز

بادي مونوكلونال به روش امتزاج سلولياساس توليد آنتي. 1-1-2

.بادي مونوكلونال بر ادغام شدن سلولهاي سوماتيك استوار استاساس توليد آنتي

شوند، غشاء آنها ادغام شده وقتي سلولها به وسيله ويروس سندائي يا پلي اتيلن گليكول تيمار مي

.]12[شوندتشكيل ميHeterokaryonاي به نام سلولهائي چند هسته

ها با هم ادغام شده، سلولهاي دختري مواد ژنتيكي بيشتر يا كمتري را در تقسيمات بعدي سلول، هسته

.]13[برندبه ارث مي

سلولهاي هيبريد به دست آمده از نظر ژنتيكي پايدار نيستند و تمايل زيادي براي از دست دادن 

دادن كروموزوم كاملاً تصادفي نيست و به گونه و نوع سلول بستگي از دست . دارندكروموزومهايشان

.دارد

.نمايندبادي مونوكلونال ميسرانجام اينكه سلولهاي هيبريد پايدار توليد آنتي
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بادي مونوكلونال توليدي از نظر ويژگي، ميل تركيبي و ايزوتيپ كاملاً يكنواخت بوده تنها عليه يك آنتي

. ]15و14[)1- 1شكل(دباشژني ميشاخص آنتي

بادي مونوكلونالاساس توليد آنتي1-1شكل
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انتخاب حيوان مناسب. 1-1-3

محدود ) Rat(بادي مونوكلونال به موش و موش صحرائي در اغلب موارد انتخاب گونه براي توليد آنتي

].17و16[است دهموفقيتهاي اندكي در توليد هيبريدوما از لنفوسيتهاي انساني به دست آم. شودمي

ترجيح داده ) روز21(معمولاً موش به دليل سهولت، دسترسي به لاينهاي مناسب ميلوما و تكثير سريع

دارند، به همين دليل بيشتر BALB/cتمام لاينهاي سلولي ميلوماي موش در دسترس، منشاء . شودمي

و نژادهاي ديگر .كنندميبه عنوان منبعي از سلولهاي طحال استفادهBALB/cمحققين از موشهاي 

,C57B1/6,SJL,DBA/2129,CBA-A/Jموش شامل  AKR ,NZBباشد با اين توضيح كه مي

- پيوند زد چون باهم سازگار ميBALB/cةتوان با ميلوماي گونسلولهاي طحال موشهاي مختلف را مي

.]19و18[كننداستفاده ميLou/cو در مورد موشهاي صحرائي بيشتر از نژاد ]1[باشند

هيبريدوماي بدست آمده به وسيله همان نژاد به .ژن حساس شودنسبت به آنتي C57B1چنانچه موش 

چنين هيبريدومائي در نسل اول .شودميپس زدهBALB/cژنهاي سازگار بافتي علت وجود آنتي

هيبريدوما بين محققين بسياري موفق به ايجاد. بودقادر به رشد خواهند, C57B1 BALB/cنژادهاي 

.]20[اندسلولهاي طحالي موش صحرائي با ميلوماي موش شده

موش پايدار هستند اما فقط قادر به رشد در محيط كشت - اين هيبريدها نظير هيبريدهاي موش

كنند اما نگهداري و رشد مي) موش بدون تيموس(nud miceاين هيبريدها در به طور اتفاقي . هستند

.ي بسيار مشكل استيتكثير چنين موشها

اي انجام گردد چون سيستم هفته4-6هاي در مورد سن حيوان بهتر است كه اولين تزريق در موش

تر هم استفاده توان از حيوانات مسناگر چه مييابد،هفته پس از تولد تكامل مي6ها در ايمني موش

.]18[كرد
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سازيروشهاي ايمن. 1-1-4

.است1سازيادي مونوكلونال ايمنباولين مرحله در توليد آنتي

بادي بر عليه بسياري از مولكولها هستند، در اين رابطه دو استثناء وجود حيوانات قادر به توليد آنتي

:دارد

.كنندبادي توليد نميژنهاي خودي آنتيمعمولاً حيوانات عليه آنتي- 1

ناسند مگر زماني كه به مولكولهاي شمعمولاً حيوانات مولكولهاي كوچك نظير اسيد آمينه را نمي- 2

.حامل متصل شوند

-Tسازي بايد قادر به تحريك سلولهاي ، روش ايمن2با تمايل زيادIgGبادي از نوع براي توليد آنتي

helper21[باشد[.

.پذير استامكانinvivoژنهاي پروتئيني و ايميونيزاسيون اين روش توسط آنتي

ژن نسبت به فرم عموماً شكل متراكم آنتي. سيون حيوانات وجود داردروشهاي متعددي براي ايميونيزا

3ژنهاي محلول بهتر است كه از يك ادجوانتدر مورد آنتي. تر استمنومر آن بسيار ايميونوژنيك

ثر و مرسوم است اگر چه خيلي از فروند همچنان يكي از ادجوانتهاي مؤادجوانت كامل . استفاده گردد

ادجوانتهاي متعدد ديگري با اثر . حيوانات نگران اثرات جانبي ناشي از آن هستندهاي اخلاقيكميته

CFA422[استو اثرات جانبي كمتر پيشنهاد شده[.

به علت احتمال (CFAهفته بعد از اولين ايميونيزاسيون و بدون 4تا 2ايميونيزاسيون دوم يا يادآور 

.شودانجام مي) IFA(رونداما همراه با اجوانت ناقص ف) شوك آنافيلاكتيك

توان به صورت داخل صفاقي، داخل رگي، زير جلدي يا از طريق كف پاي ژن محلول را ميآنتي

.]23[تزريق كرد) Foot pad(موش

1 Immunization
2 High affinity
3Adjuvant
4Complete Freund’s Adjuvant
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:روش استاندارد ايميونيزاسيون به قرار زير است

.CFAژن به همراه ميكروگرم از آنتي10-50با  1IPايميونيزاسيون اول به صورت

هفته از اولين تزريق همراه با اجوانت ناقص فروند و در نهايت يك 4تا 2ميونيزاسيون دوم به فاصله اي

.]19[ژن در سرم فيزيولوژيميكروگرم آنتي50-500با IPيا IV2تزريق 

سلول به ازاء هر موش در107�1ژنهاي سطح سلول كه بسيار ايميونوژنيك هستند، حدود در مورد آنتي

PBSورت به صIP شود هفته بعد طي ايميونيزاسيون دوم همين تعداد سلول تزريق مي4تزريق شده

.]21[روز بعد امتزاج صورت پذيرد4تا 3و

ژن از روشهاي ايميونيزاسيون متداول كه ژنهاي با حلاليت كم و همچنين مقدار اندك آنتيدر مورد آنتي

-دي براي ايميونيزاسيون حيوان با مقدار اندك آنتيروشهاي متعد. كردتوان استفادهشرح داده شد نمي

: گيرد كه عبارتند ازژن مورد استفاده قرار مي

[ايميونيزاسيون- 1 in vitro 24[

]25[3ايميونيزاسيون داخل طحال- 2

]26[4ژن به غدد لنفاويتلقيح آنتي- 3

in vitroورت داخل طحال يا ژن روي غشاء نيتروسلولز و تزريق به صسازي مقدار كم آنتيخالص- 4

]27[.

شود مي5و اغلب با تمايل كمIgMهاي مونوكلونال با ايزوتيپ باديين روشها عمدتاً سبب توليد آنتيا

.]21[گيرندو به همين جهت كمتر مورد استفاده قرار مي

1 Intra Peritoneal
2 Intra Venous
3 Intrasplenic
4 Lymph node deposition
5 Low affinity
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ابراين بايستي دهند بنژن مورد نظر ميلازم به ذكر است كه چون حيوانات پاسخهاي مختلفي به آنتي

.]19[بيش از يك حيوان ايميونيزه گردد همچنين بيشتر از يك روش ايميونيزاسيون به كارگرفته شود

ميلوما وسل لاينهاي ميلومائي. 1-1-5

-لاسماستيوما يا ميلوما ناميده ميبادي پتومور ايجاد شده به وسيله سلولهاي بدخيم ترشح كننده آنتي

كاملاً  Lou/c، اما در موش صحرائي نژاد ]28[افتدميدرتاً در موش اتفاق ميلوما به خودي خود ن. شود

.]29[شايع است

.افتد اما در انسان غير معمول نيستديگر ندرتاً اتفاق ميهايهمچنين ميلوما در گونه

در . كاملا اتفاقي كشف شدBALB/cنقش محركهاي صفاقي در توليد ميلوما در موش 1959در سال 

به BALB/cالقاء كننده قوي ميلوما در موش به عنوان 1نقش روغن معدني يا پريستان1962سال 

موشهائي كه سه تزريق داخل صفاقي از %40طي يك سال در .كشف شد Boyceو Potterوسيله 

.]30[روغن معدني داشتند تومورهاي ميلوما ظاهر شد

-Cحاوي ژن (15هاي زوملوكاسيون بين كروموايجاد پلاسماسيتوما در موش معمولاً همراه با ترانس

myc ( 12و)ترانس لوكاسيون باعث فعال شدن ژن . است) حاوي ژن زنجيره سنگينC-myc ،شده

.]31[شوددر ترانسفورم شدن سلول محسوب ميمهميةبنابراين مرحل

حيات خود در ةدامگروههاي زيادي در زمينه توليد ميلوما فعاليت نمودند اما اين ميلوماها قادر به ا

موفق به تثبيت و رشد مستمر Harrisو 1970Horibataمحيط كشت سلولي نبوند تا اينكه در سال 

اولين ميلومياهائي بودند Mopc-21سلولهاي . تعداد ميلوما در محيط كشت سلولي در آزمايشگاه شدند

.]9[كه رشد آنها در محيط كشت سلولي تثبيت گرديد

.توسط سلولهاي ميلوماي موش و موش صحرائي با الگوي سرمي آنها مطابقت نداردباديهاتوليد آنتي

1 �����	
�
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كنند در حالي كه توليد ميIgM% 3و BALB/cIgA ،30 %IgGاز ميلوماهاي % 30-%50در حدود 

.]32[كنندترشح ميIgM% 2و NZB ،IgA ،50%MIgاز ميلوماهاي % 20

:ا به قرار زير استدر موش صحرائي الگوي ترشحي سلولهاي ميلوم

47 %IgG ،34 %IgE ،3 %IgM ،2 %IgD 0.6و %IgA

بادي هاي ميلوما هم ممكن است فقط زنجيره كاپا توليد گردد و يا اينكه هيچگونه آنتيدر بعضي از رده

.]31[ترشح ننمايند

ده ثانياً توانايي توليد ي نياز است كه اولاً داراي بقاء دائمي بويبادي مونوكلونال به سلولهابراي توليد آنتي

بادي را نداشته باشند و ثانياً در يك آنزيم مهم ولي غير ضروري براي بقاء خود دچار نقص فعاليت آنتي

.]2[باشند

- هاي موش و موش صحرائي و انسان تهيه شدهتاكنون سل لاينهاي متعددي ميلومايي گونه

.]6[)1-1جدول(است

ورد استفاده در توليد هيبريدوماسل لاينهاي ميلوماي م) 1-1(جدول
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روشهاي انتخاب. 1-1-6

ةهاي ناخواستافتد، لذا امتزاجاز آنجا كه طي پديده امتزاج، برخوردهاي متعددي بين سلولها اتفاق مي

بنابراين براي توليد لاين سلولي هيبريد و افتراق آن از ساير سلولها نياز به يك روش . دهدرخ ميفراواني

در سال  Littlefieldبه وسيله HAT selectionمتداولترين روش انتخابي تحت عنوان . اريمانتخابي د

ابتدا نياز به شناخت سنتز اسيد نوكلئيك HAT selectionبراي درك مكانيسم . پيشنهاد شد1964

:پذيردسنتز اسيدهاي نوكلئيك از دو مسير صورت مي. است

1مسير سنتز مجدد- 1

2يافتمسير سنتز باز- 2

شود، آنها از كنند اما وقتي اين مسير مسدود ميتمام سلولهاي طبيعي از مسير سنتز مجدد استفاده مي

بيوسنتز گوانوزين به denovoوقتي مسير  Littlefieldبراساس روش . كنندمسير بازيافت استفاده مي

ها ازيافت براي سنتز پورينشود، در مسير بوسيله آنتگونيست فوليك اسيد يعني آمينوپترين مسدود مي

3HGPRTشود و از آنها به كمك آنزيم از هيپوزانتين و گوانين به عنوان سوبسترا استفاده مي

- 1شكل(شودساخته ميGuanine acid ribose phosphateو Inosinic ribose phosphateمولكولهاي 

2(]2[.

1 Denovo pathway
2 Salvage pathway
3 Hypoxantin phosphoribosyl transferase
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HAT selection اساس بيوشيميايي. 2-1شكل 

ها از تيميدين به عنوان سوبسترا استفاده شده با كمك ريميدينيمسير بازيافت براي سنتز پهمچنين در 

.شودساخته ميThymidine Monophosphateمولكول  Thymidine Kinaseآنزيم 

به علت ) HAT(در محيط حاوي هيپوزانتين، آمينوپترين، تيميدين HGPRTسلولهاي فاقد آنزيم 

تنها . يعني مسير سنتز مجدد و مسير بازيافت خواهند مردDNAيوسنتز مسدود شدن هر دو مسير ب

است كه آنزيم گمشده خود را از طريق HATقادر به ادامه حيات در محيط-HGPRTوقتي يك سلول 

. ]15[)2-1جدول (باز يابد+HGPRTامتزاج با يك سلول 
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HAT لولي در محيطانتخاب سلولهاي هيبريدوما پس از امتزاج س. 2-1جدول 

-6يا azaguanine-8از طريق مصرف بازهاي مشابه سمي نظير -HGPRTانتخاب سلولهاي 

thioguanine كه از طريق مسير بازيافت واردDNAاز آنجا كه مسير بازيافت . گرددشوند، ممكن ميمي

شد خود هستند به رHGPRTهايي كه فاقد به طور معمول براي حيات سلول ضروري نيست، موتان

.خواهند مرد+HGPRTادامه داده در حالي كه سلولهاي 

فعال در هر سلول Xشود و از آنجا كه تنها يك كروموزوم كد ميXبه وسيله كروموزوم HGPRTآنزيم 

.]33[كار آساني خواهد بود-HGPRTهاي وجود دارد بنابراين انتخاب واريته

كه آنزيمي اتوزومي است به دليل نياز به دو Thymidine kinaseهاي فاقد آنزيم انتخاب واريته

.تر استموتاسيون همزمان بسيار مشكل

1امتزاج. 1-1-7

ولي به دليل غير طبيعي بودن كروموزومها، تعداد شوند،سلولها در تمام مراحل سيكل سلولي ادغام مي

ها از يدوما، هتروكريوندر تكنيك هيبر. رسندبسياري از هيبريدوماهاي توليدي هرگز به ميتوز نمي

1 Fusion
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پس از ادغام سلولي . آيندبه دست مي G2, S, G1ادغام سلولهاي ميتوزي با سلولهائي در مرحله

.]34[براي ادامه حيات هيبريدوما ضروري است1DNAهمزمان شدن

:افتدميدو اتفاق ) هالپلاسماس(با سلولهائي در فاز اينترفار) ميلوما(در هنگام ادغام سلولهاي ميتوزي

و Raoبه وسيله 1970شود و در سال نيز گفته ميProphasingكه اصطلاحاً به آن PCC2پديده - 1

Johanson35[استشدهشرح داده[.

گردند و سپس هاي اينترفاز متراكم شده مشابه ساختمان كروموزومها ميدر اين پديده كروماتين هسته

سته اينترفاز دچار يك ترانسفورماسيون القاء شده به وسيله در واقع ه. شوداي ناپديد ميغشاء هسته

. افتدادغام اتفاق ميدقيقه پس از 10اين پديده ظرف . شودفاكتورهاي موجود در سلول متافاز مي

شوند و يا در سيتوپلاسم باقي سلول دختر ميةكروموزومهاي متراكم شده به طور تصادفي وارد هست

.شوندحذف ميمانند و در ميتوز بعديمي

كند ولي در اطراف كه در آن پس از ادغام سلولها، هسته اينترفاز تغيير نمي3TLNپديده- 2

.]36[گردداي تشكيل ميكروموزومهاي متافاز پوشش هسته

 G1اگر هر دو سلول در مرحله . رسد بهترين مرحله براي ادغام دو سلول مرحله اينترفاز استبه نظر مي

با هم شروع خواهند نمود اما اگر دو سلول هتروفاز باشند DNAرا شند تمام سلولها سنتزقرار گرفته با

به S، آنگاه مواد تحريك كننده از سيتوپلاسم سلول در فاز Sو ديگري در مرحله  G1يكي در مرحله 

در هنگامي كه يكي از سلولها در مرحله . كنندرا القاء ميDNAروند و سنتز مي G1سمت هسته 

در واقع يكي از . افتداتفاق ميPPCاينترفاز و ديگري در مرحله ميتوز باشد در آن صورت پديده 

.]37[استPPCگردد همين فاكتورهايي كه باعث حذف كروموزومها در سلولهاي هيبريدوما مي

1 Snchronization
2 Premature chromosome condensation
3 Telophase-like nucleus
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اي هPHدر . محيط داردPHافتد بستگي به اينكه كدام پديده در هنگام ادغام سلولي بيشتر اتفاق مي

بعلاوه . دوم غالب استةپديد8-5/8هاي PHافتد در حالي كه در بيشتر اتفاق ميPCCپديده 6/6- 8

هنگامي كه . ايجاد هر كدام ازدو پديده مقدار زيادي بستگي به نسبت سلولهاي متافاز به اينترفاز دارد

تجربه . افتدق ميبيشتر اتفاPCCباشد 2كه نسبت حدود و هنگامي TLNباشد % 33اين نسبت حدود 

ماده ادغام كننده در PHشود كه است كه بيشترين تعداد هيبريدوما هنگامي تشكيل مينشان داده

.]37[باشد2/8تا 8حدود 

اول آگلوتيناسيون سلولي كه در طي آن غشاي سلولهاي مجاور در . ادغام شامل دو مرحله جداگانه است

ي كه متعاقب آن ادغام غشاء يسيتوپلاسمي بين سلولهاهايگيرد و دوم تشكيل پلكنار همديگر مي

.گرددسلولي در يك منطقه وسيع و سپس تورم اسمزي رخ داده، هتركرويون تشكيل مي

روشهاي امتزاج سلولي. 1-1-7-1

يكسان يا متفاوت و تشكيل يك فيوژن يا امتزاج عبارتست از جوش خوردن غشاء دو سلول سوماتيك

:اج سلولها، روشهاي متعددي ابداع گرديده كه مهمترين آنها عبارتند ازسلول جديد براي امتز

امتزاج به كمك ليزولستين-1

سلول ميلوما و طبيعي در بافر استات مخلوط شده پس از شستشو ةتعداد مساوي از دو گوندر اين روش 

شستشو داده شده بعد دقيقه مجددا15ًو سانتريفيوژ، بافر استات حاوي ليزولستين اضافه شده و پس از 

.]31[گرددمنتقل ميCo2از تقسيم به انكوباتور حاوي 

1امتزاج الكتريكي- 2

به وسيله پالسهاي DNAسلولها با ملكولهايي مانند الكتروفيوژن عبارت است از جوش خوردن غشاء 

.]6[شودالكتريكي با ولتاژ بالا كه اين روش براي ادغام غشاء سلولها نيز استفاده مي

1 Electro fusion
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در اين روش، . جهت امتزاج سلولهاي پستانداران اين روش را ابداع كردZimmerman، 1982در سال 

- شوند و سپس سلولمتصل ميهمابتدا سلولهاي طحال و ميلوما در يك ميدان الكتريكي متناوب به

روش داراي اين. يابندتاژ مستقيم كوتاه به هم پيوند مياند با يك ولهايي كه نزديك هم قرار گرفته

باشد كه مهمترين آنها موفقيت بالاي آن است به طوري كه مراحل امتزاج مي توانند به فوائد زيادي مي

برداشته گيري شوند و هيبريدوماهاي حاصل با استفاده از وسايل ميكروسكوپيطور ميكروسكوپي پي

.]6[ندشو

Electro acousticپيوند سلولي به وسيله - 3

در اين روش، در ميدان . و همكارانش ابداع شدBardsleyتوسط 1990اج در سال اين روش امتز

يك نيرو باعث اتصال . شوندحاوي يك مگاهرتز صوت در اثر نيروي سه اشعه سلولها به هم نزديك مي

دهد و نيروي سومي موج آكوستيك سلولها به هم شده و نيروي دوم سلولها را در مسير دلخواه قرار مي

اند جمع شود سلولها در يك محل كه به وسيله نصف طول موج از هم جدا شدهنموده و باعث ميايجاد 

. ]18[شوند

اتيلن گليكولاستفاده از پلي-4

از ويروس غير فعال شده سندائي براي القاء امتزاج سلولي استفاده كردند Milsteinو Kohlerاگر چه 

.شوندتهيه ميPEG1استفاده ازاما تقريباً تمام هيبريدوماهاي امروزي با

Pontecorroو 1975در سالDaridson نشان دادند كه 1976و همكارانش در سالPEGماده كي

است اما شناخته شدهPEGروشهاي توليد هيبريدوما با .]39و38[ثر براي امتزاج سلولي استؤبسيار م

.ثرندؤم PEGپارامترهاي متعددي در امتزاج با 

1 Poly Ethylene Glycole
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و همكارانش شرح Galfreتوسط 1977ر امتزاج سلولهاي ميلوما براي اولين بار در سال دPEGنقش 

. استبركاهش چشمگير هيبريداسيون گزارش شده PEGاثرات سمي . شدداده

Schneiderman و 1979و همكارانش در سالMercer ،Baserga گزارش دادن كه 1982در سال

گردد و پيشنهاد ميPEGسبب كاهش سميت ،لولي و بعد از آنامتزاج سكاهش غلظت كليسيم در طي

باشد و چنانچه محيط أثير داشتهكردند كه امكان دارد يونهاي كليسيم در سيتوتوكسيسيتي سلولها ت

دقيقه در محيط بدون كلسيم انكوبه شوند اين 15عمل فاقد كلسيم باشد و سلول بعد از امتزاج به مدت 

. ]40و6[يابداثر سمي كاهش مي

MercerSchlegel,هماگلوتينين قبل از ادغام سلولها، دند كه آغشته كردن با لكتين فيتوگزارش دا

.]6[كندامتزاج سلولي را تشديد مي

گزارش دادند كه 1982در سال ,ZeiglerNorwoodو1976و همكارانش در سال Norwoodو 

DMSOتهاي آزمايش شده ، امتزاج سلولهاي پستانداران را در تمام غلظPEGو بالاخره . كندتشديد مي

1و همكارانش گزارش دادند كه آغشته كردن سلولهاي ميلوما با كلسميدMiyahara، 1984در سال 

.]6[دهدرا افزايش ميPEGامتزاج سلولي ناشي از 

شود همچنينمحسوب ميPEGتجمع پراكسيدها در اثر فتواكسيداسيون يكي از عوامل سمي شدن 

.]41[باشدميPEGبه آلدئيدها از ديگر عوامل سمي شدن PEGآلوده شدن 

:به قرار زيرندPEGاما مهمترين متغيرها در القاء امتزاج به وسيله 

% 50گردد و بالاتر از تعداد بسيار كمي هيبريد تشكيل مي% 30تر از ، در غلظت پايينPEGغلظت - 1

.است% 40-%50لظت معمولاً يابد و بهترين غاثر سمي آن افزايش مي

.شودميباعث افزايش اثرات سمي آن PEG، همان طور كه قبلاً اشاره شد آلودگي PEGخلوص - 2

1 Colcemide 



١٨

3 -PH محلولPEG 1980، در سال ،Sharonدادند كه بازدهي امتزاج سلولي بسيار و همكارانش نشان

. ]42[آيدبه دست مي2/8تا 8بين PHاست، طوري كه حداكثر بازدهي در  PHوابسته به

همراه با زمان PEG، بازدهي امتزاج و همچنين اثرات سمي PEGسلولها با ةمدت زمان مواجه- 4

، )oC37 -20(دما: ساير فاكتورهايي كه اثرات كمتري در فرآيند امتزاج دارند عبارتند از. يابدافزايش مي

هاي ميلوما و حضور يا عدم حضور به سلول، نسبت سلولهاي طحاليPEGتعداد سلول، وزن مولكولي 

.سرم و گلبول قرمز طي امتزاج

اتيلن گليكول در امتزاج سلوليمكانيسم پلي. 1-1-7-2

توانايي بسياري از تركيبات را در ادغام سلولها نشان داد اگر چه 1970مطالعات آغاز شده در سال 

ز آنها قادر به توليد سلولهاي هيبريد تركيبات متعددي قادر به ادغام سلولها هستند اما دسته كوچكي ا

گرددكه قادر به به ادغام سلولها هستند و به تركيباتي اطلاق ميFusogen. باشندزنده مي

Hybridogen بهPEGگردد كه قادر به توليد هيبريد قابل تكثير هستندو تركيبات نظير آن اطلاق مي .

در كننديليك فعاليت هيبريدژنيك را حفظ ميفنشان دادند كه مشتقات هيدروPEGمطالعه مشتقات 

تمامي تركيبات هيبريدژنيك يا .]6[حالي كه مشتقات هيدروفوبيك قادر به ايجاد هيبريد نيستند

هستند و خاصيت هيدروفيليك دارند به جز  PEGاز نظر ساختماني شبيه هستند ياPEGمشتقاتي از 

.متفاوت استPEGليزولستين كه مكانيسم ادغام سلولي آن با 

.شودنشان داده ميHO(CH2CH2O)Hبه صورت PEGفرمول ساختماني 

PEGاولين اثر . موقت بسيار استداراي اجزاء دو قطبيPEG در امتزاج سلولي از تأثير اين مولكول

با . شودباعث تجمع آب در اطراف آن ميPEGاجزاء دو قطبي موقت .شودروي ساختمان آب ناشي مي

.شودباعث رسوب مولكولهاي پروتئيني ميPEGثر بخشي، همين ا

Lucy و همكارانش نشان دادند كهPEG قادر است تمام آب محلول را به خود % 50-%60با غلظت

.]43[جذب كند
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وقتي آب از محيط عمل خارج شد، با مجاورت گروههاي فسفوليپيدي قطبي غشاءهاي سلولي و 

.]6[)3-1شكل.(شوندسلول مجاور در هم ادغام مياندركنش هيدروفوبيك بين آنها دو

در ادغامPEGمكانيسم عمل �3-1شكل

1سلولهاي غذا دهنده. 1-1-8

براي حل اين مشكل از سلولهاي غذا . تعداد كم سلولهاي لنفوئيدي به تنهايي قادر به رشد نيستند

است 61شد هيبريدوماها اينترلوكينثرترين عامل رؤم. شودمييا فاكتورهاي رشد متعدد استفادهدهنده

 IL-6ژن توليد .آيدبادي مونوكلونال بيشتري به دست ميو با اضافه كردن آن به محيط كشت، آنتي

1 Feeder cells


