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:بادی پلی کلونالآنتی 

تلف یک اپی توپهای مخعلیه اند که هتروژنوس گوناگونی بادی های آنتی مجموعه های اجدادی متفاوتی نشأت میگیرند و سلول از 
.میکنندآنتی ژن 

نسانپرندگان،پستانداران و ا:استفاده میشود اعم ازمنابع عمده تولید آنتی بادی پلی کلونالانواع حیوانات به عنوان از سرم 

.،موش،اسب و گاو منابع حیوانی رایج تری هستندخرگوش

:عوامل انتخاب حیوان

مقدار سرم مورد نیاز.1

(بسته به هدف تولید)ایمونوژنیسیتی حیوانمیزان .2

میشودمراحل تولید آنتی بادی پلی کلونال تا حد زیادی مشابه نوع مونوکلونال است که در ادامه بحث 

:آنتی بادی مونوکلونال

یه یک اپی علمشابه اند و  همگی یکنواخت با اجزای بادی های آنتی ساخته شده است و مجموعه کلون -از یک تکآنتی بادی که فقط 
.  عمل میکنندخاص در یک آنتی ژن توپ 

.  مجموعه سلول های زنده که در کنار هم زندگی می کنند: کلون

.  همگی از یک سلول حاصل شده اندهمسان که مجموعه ای از سلول های : تک کلون

کلونال ی بادی پلی است که آنها را از آنتمونوکلونال آنتی بادی های بارز سه ویژگی تکثیر بی نهایت توانایی یکنواختی، اختصاصیت و 
.  متمایز می کند
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ایمنی زاییفرایند 

:یزاسیونونمتداول ایمتزریقیهایروش 

گره های لنفاوی یا - Foot Padداخل پنجه ها- I.Pداخل صفاق-S.Cزیر پوست-I.Dداخل پوست-I.Mدرون عضلانی  
پرندگانی زیر گلو تزائده گوش-طحال

ثانویهپاسخ -پاسخ اولیه:شامل دو مرحله است

:پاسخ اولیه–

آنتی ژن بیگانه به حیوان به محض تزریق 

:مراحل فرایند

.را نشان دادآنتی بادی حضور نمی توان فازی که هنوز (: Latent phase)نهفتهفاز 

.برسدآنتی بادی به صورت لگاریتمی افزایش می یابد تا به حداکثر غلظت :logarithmic phase))لگاریتمیفاز 

.شودآنتی بادی دیده نمی در مقدار زمانی است که در آن افزایش یا کاهش فاصله (:Plateau phase)مرحله کفه

.استکاتابولیسم و از دست رفتن آنتی بادی بیشتر از میزان سنتز آن میزان (:Decline phase)تنزل دوره 

:پاسخ ثانویه-ب

.رخ دهد پاسخی شدیدتر از پاسخ اولیه بروز می کندحضور مجدد ایمونوژن اگر مدتی پس از پاسخ اولیه تماس 
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(مزایا و معایب)تفاوتهای بارز 

آنتی بادی پلی کلونال 

:مزایا

ایده آل برای واکنشهای -پایداری و مقاومت بالا در برابر تغییرات بافری-زمان تولید کوتاه و قیمت پایین
پلی)مقاومت زیاد در برابر تغییرات آنتی ژن-پرسیپیتاسیون حتی در صورت بیان پایین به علت افینیتی بالا

(مورفیسم،دناتوراسیون اندک و هتروژنیتی گلیکوزیلاسیون

:معایب

امکان ایجاد -به علت اثر بر اپی توپهای متعدد نیازمند تست برای امکان بروز واکنشهای کراس با آنتی ژنهای خودی
نوعی واکنش آلرژیک انسان به-تغییر کیفی محصولات بین دسته های تولید متفاوت

(human anti-mouse antibody)HAMAآنتی بادی موش معروف به پاسخ

مونوکلونالآنتی بادی 

:مزایا

ولید رده های سلولی نامیرای هیبریدوما قابلیت ت-اختصاصیت بسیار بالا برای شناسایی یک اپی توپ از یک آنتی ژن
ایده آل برای تخلیص ترکیبات-احتمال بسیار کم بروز واکنشهای کراس-ثبات ساختاری زیاد-بینهایت آنها را دارند

براساس افینیتی

:معایب

ن به علت اختصاصیت بسیار بالا احتمال بروز مشکل جهت استفاده های بی-نیازمند زمان،قیمت و مهارت تکنیکی بالا
ال را تغییرات آنتی ژن بسیار حساسند و کوچکترین تغییر در کونفورماسیون آنتی ژن ظرفیت اتصبه -دارندگونه ای 

به شدت کاهش میدهد
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:کایمریکبادی آنتی 

.شودمیتولید(موش)انسانغیروانسانژنترکیبباکهاستدرمانیهایبادیآنتیازخاصینوع

یمکاهشراخارجیهایبادیآنتیبهناخواستههایواکنشخطروشدهساختهانسانیژنتیکیجز%65از
.شوندمیدادهپیوندمتغیرواحدچارچوبرویبرمتغیرحدازبیشمناطقانسانی،هایبادیآنتیدر.دهد

.هستندمادرهایموشمونوکلونالهایبادیآنتیازترضعیفهاژنآنتیبهاتصاللحاظازگاهیآنها

گرفتکاربهراایزنجیرهسازیتصادفیمانندروشهاییمیتوان،ژنآنتیبهبادیآنتیاتصالمیلافزایشبرای
.شوندمعرفیCDRمکملکنندهتعیینمنطقهبهراتحولاتازبرخیتا

:FDAتوسطشدهتأییدانسانیهایبادیآنتیازهایینمونه

alemtuzmela , omalizumab , daclizumab

قطعاتبیانطریقازانسانیMAbsتولیدهایروش

(FabیاscFV)زنجیریتکمتغیرقطعهیابادیآنتی

دانشمندی2003سالدر.باشدمیپذیرامکانباکتریدر

برایراانسانیکاملاmAbدارویاولینHumiraنامبه

.کردتولیدروماتوئیدآرتریتدرمان
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Transgenic mice platform*:

مهندسیفرآیندنتیجهایمونوگلوبولینسبکزنجیرهlociوموشایمونوگلوبولینسنگینزنجیرهاندوژنوسدستکاری
Transchromosonalاست.

کندمیجلوگیریHAMAناخواستههایپاسخازتراریختههایموشدرانسانیایمونوگلوبولینبیانسیستمایندر
.کندمیحفظدرمانیبالقوههایمعرفتولیدبرایمتعارفسلولیکشتتکنیکشایستگی

Phage display platform*:

هایمولکولوکوتاههایپپتیداززیادیمقدارتولیدبرایوشدگذاریپایه1985سالدرباراولینبرایفناوریاین
.استشدهگرفتهکاربهباکتریوفاژهارویبهپروتئینی

فاژیذراتسطوحدرکلونهااینبیانادامهدروایرشتههایباکتریوفاژدرخارجیDNAتوالیکردنکلوناجازهامراین
.دادراالحاقیپروتئینهایعنوانبه

.استشدهاستفادهانحصاریوهدفمندژنیآنتیقطعاتبیانبرایموثریطوربهفناوریایناز

استشدهاستفادهفاژسطحبه(scFV)زنجیری-تکمتغیرقطعاتارائهبرایin-vivoنوترکیبیوعفونتترکیبیپروسه
.کنندتولیدبزرگیبادیآنتیمخازنتا

35humanحاضرحالدر mAbsدرمانیهایمعرفعنوانبهدارووغذاسازمانتوسطوتولیدفناوریاینطریقاز
.اندشدهتایید
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:مونوکلونال با سلول میلوماتولید آنتی بادی مراحل کلی 

سازیایمن -الف

موشخون گیری از -ب

ایمنتعیین تیتر آنتی سرم در حیوان -ج

میلوماانتخاب و تهیه سلول -د

سلولیادغام یا امتزاج -ه

انتخابیمحیط -و

ایسلول های تغذیه -ز
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10

:ایمن سازی-الف
.دآنتی بادی اختصاصی تولید می کنناست که انتخاب سلولهایی مونوکلونال اساسی ترین کار در تولید آنتی بادی 

:مونوکلونالدلایل استفاده از موش و رت برای تولید آنتی بادی 
واکنش ایمنی و ژنتیک آنها به خوبی مطالعه شده-
با آمیزش های اختصاصی ، اختلافات آللیک را در یک گونه تصحیح کرده اند-
رده های سلولی میلوما از آنها حاصل شده اند-

:روش های تزریقی ایمن کردن موش
داخل وریدی–داخل صفاقی -عضلانی–زیرپوستی 

:مراحل پاسخ به ایمنی
قبل از تزریق

قله پاسخ اولیه
کاهش بعد از پاسخ اولیه

قله پس از پاسخ ثانویه
ثانویهکاهش پس از پاسخ 

گیرداربیتاری چشم یا عروق دم حیوان انجام می -خونگیری از موش از طریق عروق رترو-ب
یا تکنیکبا آنزیم دوگانه،ایمونواسی بررسی حضور آنتی بادی ضد آنتی ژن مورد نظر به روش انتشار -ج

.شودمی انجام  RIA



:میلوماتهیه ی سلول -د

ی بادی تکامل یافته ای هستند که قادر به تولید آنتلنفوسیتی میلوما یا پلاسماسایتوما سلول های سرطانی : تعریف
صفاقی ، سلول تشعشع به منطقه با شدند و کشف شد که به طور تصادفی مشاهده 1959آنها در سال .باشندمی 

پس از آن دیده شد که برخی روغن های معدنی قادر به ایجاد میلوما در موش . های میلومای موشی رشد می کنند
.ایمونوگلوبولین دارای انواع متفاوتی هستنداز نظر تولید آنها .هستند

:سلولیادغام -ه
عبارت است از جوش خوردن غشاء دو سلول یکسان یا متفاوت و تشکیل یک سلول جدید

:روشهای ادغام
سنداییادغام با ویروس 1.

پلی اتیلن گلیکول 2.

امتزاج الکتریکی سلول ها 3.

پیوند سلولی به وسیله میدان الکتروآکوستیک 4.

امتزاج به کمک لیزولستین 5.

آنتی سنتز لازم به ذکر است که در این سلولها، ژن.کنددر تکنولوژی هیبریدوما از میلوماهای غیرمترشحه استفاده می 
.کاملا نرمال و سالم باشندآنتی بادی پردزاش سیستم سنتز و یافته باشد اما باید جهش بادی 

– Sp2/0رده : بهترین رده سلولی جهت تولید آنتی بادی مونوکلونال Ag14

لاسمایی سرطانی در این تکنیک ما سلولهای پلاسمای مولد آنتی بادی اسپلنوسایت و میلوما را ادغام میکنیم تا سلول پ
.یعنی هیبریدوما به دست آید
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: جداسازی سلول های هیبریدوما

: کشت حاوی مواد زیر داریمهیبریدوما،ما محیط پس از ادغام سلولها و ایجاد 

هیبریدوماسلولهای –سلولهای میلوما -(عمر کوتاه بوده و عدم توانایی تکثیردارای )طحالی اِسپلنوسایتسلولهای 

و سلول های هیبرید بتوانند مادام العمر در محیط کشت رشد و جدا شده سلول های هیبرید طحال و میلوما حال باید -و

. باید راه اصلی سنتز نوکلئوتیدها را متوقف نمودکار برای این .  تکثیر و تولید آنتی بادی کنند

:موادی که سنتز نوکلئوتیدها را متوقف می کنند

.آنالوگ گلوتامین بوده و قادر است در مسیر اصلی به آنزیم های لازم جهت سنتز بازهای پورین متصل شده آنها را غیر فعال کند: آزاسرین-1

آنالوگ های فولات با فولات در اتصال به آنزیم دی هیدروفولات ردوکتاز رقابت کرده مانع نولید تتراهیدروفولات می شوند و در نتیجه : آنالوگ های فولات-2

. سنتز پیریمیدین ها متوقف شده و به طور غیر مستقیم با کاهش مقدار کوآنزیم تتراهیدروفولات سنتز پورین ها را هم متوقف می کنند

12

طرفی نیستند و از ( Denovo)از مسیر اصلی DNAقادر به ساخت در حضور آمینوپترین های میلوما چون از طرفی سلول 
محیط در ( TK)و تیمیدن کیناز ( HGPRT)به علت فقدان آنزیم های هایپوگزانتین گوانین فسفوریبوزیل ترانسفراز دیگر 

و HGPRTسلول های هیبریدوما چون ژن های .از بین می روند( HAT) تیمیدین کشت دارای هایپوگزانتین ، آمینوپترین و 
TK را از والد سلول طحالی دریافت کرده اند در محیطHATمی توانند به حیات خود ادامه دهند  .

کل از به منظور رفع این مش. سلول های لنفوئیدی به هنگام کشت در غلظت کم دچار کاهش رشد شده و یا می میرند-ز
یت های سلول های تغذیه ای طحال موش،ماکروفاژهای صفاقی،تیموس:سلول های با رشد کم یا بدون رشد استفاده می کنند

موش



Hybridoma cells grown in culture
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:مونوکلونالتولید انبوه آنتی بادی 
تکثیر کلنی ها در آزمایشگاه-1
آسیتتزریق داخل صفاق موش جهت تولید مایع -2

:تخلیص
رسوب با سولفات آمونیمایجاد -1
تخلیص با اسید کاپریلیک -2
تخلیص با کروماتوگرافی تعویض یون -3
Aیا Gن تخلیص با کروماتوگرافی تمایلی به وسیله پروتئی-4
افیبا ایمونوافینیتی کروماتوگرتخلیص -5

:مونوکلونالآنتی باید کاربرد 

کرماتوگرافیخالص سازی مواد با روش ایمونوافینتی : در تخلیصمصرف -1

در بدخیم و متاستاز خیم از سرطانی خوش سلول های تشخیص -تشخیص پاتوژنها-محلولبالینی آنتی ژن های تشخیص : مصارف تشخیصی-2
رادیواکتیوتصویر برداری با اتصال به ماده 

مهار -رادیواکتیوبا اتصال به ماده رادیوتراپی -سموم با اتصال به مواد شیمیایی یا کیموایمونوتراپی -درمان غیرفعال انواع عفونتها:درمانیمصارف -3
پیوندجلوگیری از واکنش های رد شدن -رشدگیرنده های فاکتور 

مقابلدرکهInfiniXmAbوAdaiimumAbهایبادیآنتیمثلایمنیخودهایبیماریدرایمنیسیستمکردنمتوقف-

شدهفعالهایT-CellرویبرTNF،TNF-α،IL-2مهاربرایآنهاازمیتوان.استموثراولسراتیوکولیتوونرکبیماریروماتوئید،آرتریت
.میشودانجامDaclizumAbوBasiliximAbتوسطکهکرداستفاده

.کردنداستفادهمتابولیکیاختلالاتدرمانبرایهدفیعنوانبه(Gهایپروتئینهمراهگیرنده)هاGPCRازدانشمندان:متابولیکیاختلالات-

mAbتوسطدندانازپوسیدگیتوانندمیبالقوهطوربههاstreptococcus mutansکنندجلوگیری.

:واکسنیتهیه-4موارددر

استفاده به عنوان واکسن بر طبق تئوری آنتی ایدیوتایپ-الف
14شناسایی اپی توپ های ایمنی زا و نیز خالص کردن پپتیدهای ایمنی زا -ب
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: کاربردهای متفرقه-5

RHتعیین گروه خونی، نوع -الف

واکسن های ضد حاملگی-ب

در بیماری های ویروسی ، باکتریایی T ،Bمطالعه لنفوسیت های -ج
و قارچی

در آلرژی-د

در ایمنو سایتوشیمی و ایمونوهیستوشیمی -ه

:منابع تولید آنتی بادی منوکلونال

موش-الف

انسان-ب

اسب-ج

گاو-ترانسژنیک موش-د
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:تشریح عمل جمعیت های لنفوسیتیسایر روش ها و 

(EBV) کردن ویروس اپشتین بارترانسفرمه 1.

انسانی در آزمایشگاهBایمن کردن سلول های لنفوسیت 2.

تکنولوژی هیبریدومای انسانی3.

SCDI-hu-PBL-mouseتکنولوژی 4.

در خون محیطی و اندام های لنفوئیدی ثانویه+CD57کمکی Tسلول های 5.

هیبریدوما-هیبریدانسانی به وسیله هتروهیبریدوما و مونوکلونال تولید آنتی بادی 6.

:بادی مونوکلونال از  انسانمشکلات تولید آنتی 

ایمنBفقدان منبع مناسب سلول های 1.

Bنبود تکنیک جاودانه کردن مستقیم سلول های لنفوسیت 2.

فقدان سلول شریک ادغام مناسب3.

عدم پایداری همان تعداد محدود سلول هیبریدومای انسانی ساخته شده4.
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in vitroدر مونوکلونال مزایا و معایب تولید آنتی بادی 

:مزایا

.از سلول ها موش استفاده می شود( feeder layer)موش های کمتری لازم است هرچند برای تولید لایه مغذی -

از نظر صنعت داروسازی بهتر و مقرون به صرفه تر استانبوه برای تولید -

وجود ندارداجازه  از کمیته ها احتیاجی به کسب -

.  ا نداردرموجود در مایع آسیت کننده است درحالیکه سایر مواد آلوده موش مطلوب آسیت تولید شده در مایع آنتی بادی غلظت -

:معایب

.روندبعضی هیبریدوماها در این محیط خوب رشد نمی کنند یا در کشت از دست می -

.کندبرای تزریق به موجود زنده محدود می آن را استفاده از آنتی بادی های حاصل از که دارند FCSمعمولا احتیاج به -

.کندمحدود in vivoگلیکوزیلاسیون غیر صحیح آنتی بادی ممکن است استفاده از آنتی بادی را در محیط -

ست و انسبت به مایع آسیت موش مونوکلونال در هر میلی لیتر حاوی مقدار کمتری آنتی بادی ( batch)کلی کشت سریبه طور -
اده و موجب باشد و احتیاج به تغلیظ داشته باشد که می تواند تمایل آنتی بادی را تغییر دکم آنتی بادی ممکن است غلظت 

.گردددناتوره شدن آن 

که تولید شده آلوده به سلول های هیبریدومای مرده و محصولات آنها می باشند که باید تخلیص شوندAbبیشتر سری های -
.  گران قیمت می باشد

.استدر مقادیر کم یا متوسط روشی گران قیمت مونوکلونال برای تولید آنتی بادی -
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در مایع آسیت موشمونوکلونال مزایا و معایب تولید آنتی بادی 

:مزایا

.نیستبه مراحل تغلیظ بعدینیاز دارد که اغلب مونوکلونال آسیت موش معمولا غلظت بالایی از آنتی بادی -

سریمشکل تخلیص کمتری نسبت به روش کشت مونوکلونال به علت غلظت بالای آنتی بادی -

(batch-culture )وجود دارد  .

.ندارداحتیاج به متخصص کشت سلول -

:معایب

.دارداحتیاج به مراقبت روزانه و مداوم از موشها -

.شودپروتئین های متنوع موش است که گاهی لازم می شود تخلیص حاوی محصول -

.قیمت استشرایط خاص نگهداری گران باشد به علت ایمنی استفاده شده نقص اگر از موشهای -

.روش برای موش ها دردآور و استرس زا است-
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سلولمؤثر در کشت عوامل 

:  محیط کشت

DMEM ،RPMI-1640–Ham’s F12: محیط کشت های مرسوم در کشت سلول

شت لازم است گلوتامین، گلوکز، اسید های آمینه ، اسیدهای چرب ضروری، ویتامین ها و عوامل رشد مداوم به محیط ک
.اضافه شود

:ویژگی های سرم

غذایی اصلی به شکل محلول و اتصال به پروتئین هاگسترش و مواد فراهم کردن فاکتورهای اتصال و -

اشتن و دها، ناقل هورمون ها، لیپیدها، مواد معدنی و ویتامین ( آلبومین و ترانسفرین) داشتن پروتئین های حامل-
مهار کننده های پروتئازی

4/7بافری PHفراهم نمودن -

:اکسیژن

مصرف . میکروگرم در میلی لیتر است6/7اکسیژن در محیط بسیار نامحلول است و میزان حلالیت آن در محیط کشت 
لذا محیطی با دانسیته سلولی . می باشد( سلول 106میکروگرم در دقیقه برای هر 5-7)اکسیژن توسط سلول ها 

106X2 ژن به محیط لیتر خیلی سریع از اکسیژن تهی می شود و به همین دلیل باید در طول دوره اکسیمیلی سلول در
. وارد شود

:پتانسیل احیا

د لگاریتمی در طی رش. پتانسیل احیا تحت تآثیر عوامل اکسیدکننده و احیاء کننده موجود در محیط کشت قرار می گیرد
یل احیاء از طریق ردیابی منظم پتانس. ساعت قبل از اینکه سلول ها به فاز توقف برسند پتانسیل احیا کاهش می یابد24و 

20. یک کاوشگر ، معیار خوبی برای آگاهی از فازهای مختلف کشت می باشد



:کمی مهم در تولید آنتی بادیفاکتورهای 

غلظت آنتی بادی تک دودمان در میلی لیتر-

حجم آنتی بادی به دست آمده-

مدت زمان تولید-

هزینه های صرف شده به ازای یک میلی گرم آنتی بادی-
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:فاکتورهای کیفی مهم در تولید آنتی بادی

غربالگریبادی در تست های آنتی آلودگی آسیت با آنتی بادی هایی از منشأ داخلی و کاهش ویژگی -

د ولیکن به استفاده از حیوانات مدل دارای نقص سیستم ایمنی مشکل آنتی بادی های با منشأ داخلی را برطرف می کن-
. افزایش هزینه ها منجر می شود

آزمون های کنترل کیفی دقیق در صورت مصارف درمانی وموشی،نیازمند آلودگی آسیت به عوامل بیماری زای -
.پروفیلاکسی خواهد بود

می تواند این فرآیند را تأمین in vitroتولید در مرتبط است و گلیکوزیلاسیون مناسب به بادی مناسب آنتی فعالیت -
.  نماید
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