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 چكيده
ورمون ساير اعضا اين خانواده شامل ه     .  مـتعلق بـه خـانواده هورمـون هاي گليكوپروتئيني است             hCGهورمـون   

هر يك از   .  مي باشد  (TSH) و هورمون محرك تيروئيد      (LH)، هورمون لوتئينيزه كننده     (FSH)محـرك فوليكولي    
. ايـن هورمـون ها از دو زير واحد آلفا و بتا ساخته شده اند كه به كمك اتصالات غير كووالان به هم متصل هستند              

بدليل .  ولي زير واحد بتاي آنها متفاوت است      ،كسانسـاختمان زيـر واحـد آلفـا در تمـام هورمونهاي اين خانواده ي              
         شـباهت زيـاد سـاختماني مـيان اعضـاء ايـن خـانواده  تشـخيص و سـنجش كمـي ايـن هورمون ها مستلزم توليد             
      آنتـي بـادي مـنوكلونال علـيه اپـي توپهـاي غير مشترك در زير واحد بتا يا شكل فضايي اختصاصي هر هورمون                         

 با استفاده از تكنولوژي     hCGي بادي منوكلونال موشي عليه شكل دايمر هورمون         در اين مطالعه يك آنت    . مي باشد 
يزا و ايمونوبلاتينگ و با استفاده از هورمونهاي متعددي         هيـبريدوما تولـيد و ويژگـي ايـن آنتـي بـادي به روش الا               

       ر  نوتركيـب و شـكل طبيعـي خالص شده از ادرا           hCGدر ايـن بررسـي از هورمـون         . مـورد بررسـي قـرار گرفـت       
 زير واحد بتاي    ي، قطعه پپتيدي انتهاي كربوكسيل    hCG زير واحد آلفا و بتاي نوتركيب هورمون         ،بار دار خانم هاي   

hCG    ١٠٩-١٤٥ شـامل اسـيدهاي آميـنه (βhCG-CTP)   هورمـون خـالص ،hLH و FSH   و هورمـون نوتركيـب 
TSH          و بالاخـره پروتئيـن هـاي ادراري (UP)    آنتي بادي منوكلونال بدست    نتايج نشان مي دهد كه      .  اسـتفاده شـد

 بدست آمده از منبع ادرار خانم هاي باردار واكنش مي دهد و با   hCGو  نوتركيب    hCG آمـده تـنها با شكل دايمر      
و TSH و همچنين هورمون نوتركيب      hCGزيـر واحدهـاي آلفا و بتاي هورمون به تنهايي و نيز با فرم احياء شده                 

با بكارگيري غلظت هاي    .  واكنش ميدهد  hLHارد ولـي با هورمون     هـيچگونه واكـنش متقاطعـي نـد        FSHهورمـون   
اين نتيجه  .  با آنتي بادي را مهار نمايد      hCGمشـخص شـد كـه ايـن پپتـيد نمي تواند اتصال             βhCG-CTPمخـتلف   

 كه حاوي اپي توپ هاي خطي اين زير واحد است، hCGنشـان مـيدهد كه قطعه انتهاي كربوكسيلي زير واحد بتاي          
در مجموع نتايج فوق نشان ميدهد كه       . شكيل اپي توپ مورد شناسايي اين آنتي بادي منوكلونال ندارد         دخالتـي در ت   

 وابسته ( Conformational)اين آنتي بادي براي اتصال نياز به شكل دايمر هورمون دارد و يك اپي توپ فضايي 
 .را شناسايي مي كندhCG به زير و احد بتاي هورمون 

 
  ، آنتي بادي منوكلونال،   hCG) (انسانجفتي  گونادوتروپيـن   هورمـون    ،، هورمونهـاي گليكوپروتئينـي     :گـل واژگـان   

 (Epitope Mapping)تعيين نقشه جايگاههاي آنتي ژني 

 تهران، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دانشكده بهداشت، بخش ايمونولوژي، دكتر فاضل شكري: آدرس مكاتبه
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 مقدمه

ــون  ــانواده    hCGهورم ــو خ ــنها عض ــاي ت هورمونه
. گليكوپروتئينـي اسـت كـه توسـط جفـت ترشح مي شود            

 و  FSH,LHسـاير هورمـون هـاي ايـن خـانواده شامل            
TSH            هر يك از   ). ١( از غـده هيپوفـيز ترشـح مـي شوند

اعضا اين خانواده از دو زير واحد آلفا و بتا تشكيل شده             
 اين هورمون ها يكسان و از     اند كه زير واحد آلفا در تمام      

 اسـيدآمينه سـاخته شده است ولي زير واحد بتاي هر           ٩٢
با اين وجود بين . هورمون با هورمون ديگر متفاوت است 

ــون    ــتاي هورم ــد ب ــر واح ــتاي  hCG (βhCG)زي و ب
 درصد همولوژي   ٨٠بيش از    hLH (βhLH)هورمـون   

 و  βhCGدر حقيقـت تـنها تفـاوت اساسي         . وجـود دارد  
βhLH ود يــك قطعــه پپتــيدي واقــع در انــتهاي     وجــ

 است  βhCG-CTPبنام   βhCGكربوكسـيل زير واحد     
اين قطعه  .  مي باشد  ١١٥-١٤٥كـه شـامل اسيدهاي آمينه       

ــد   ــر واح ــط درزي ــد  βhCGفق ــر واح ــود دارد و زي  وج
βhLH١و٢ ( فاقد آن است.( 

 hCG        و ساير هورمون هاي گليكوپروتئيني ملكول هاي 
فيدي بــوده، بطوريكــه زيــر غنــي از پــيوندهاي دي ســول

 به ترتيب داراي          hCGواحدهـاي آلفـا و بـتاي هورمـون          
 ).٢و٣( پيوند دي سولفيدي در ساختمان خود هستند ٦و٥

اخـيراً مقـالات مـروري در مورد انواع اشكال متابوليكي،           
ــاي     ــيري، روش ه ــدازه گ ــي ان ــت بالين ضــرورت و اهمي

 هاي   و متابوليت  hCGسـنجش ايمونولوژيكـي هورمون      
ســنجش و تشــخيص ). ٤و٥(آن بــه چــاپ رســيده اســت 

ــي  ــادي               hCGايمونولوژيك ــي ب ــا آنت ــرم ي ــي س ــا آنت  ب
پلـي كلونـال داراي مشكلات زيادي است كه مهمترين آن           
وجـود واكنش متقاطع بين اعضاء خانواده هورمون هاي         
گلـيكو پروتئينـي اسـت كـه بنوبه خود مربوط به يكسان             

فا در اين هورمون ها و شباهت نسبي        بـودن زير واحد آل    
يكي از راههاي بالقوه در جهت      . زيـر واحدهـاي بـتا است      

برداشـتن ايـن مشـكل تولـيد آنتـي بادي منوكلونال عليه                   
 .اپي توپهاي اختصاصي براي اين هورمون ها است

ايـن اپـي توپهـا ممكـن اسـت بصـورت خطـي و پيوسته                
(Continuous)    ــته ــير پيوســـ ــور غـــ ــا بطـــ  و يـــ

(Discontinuous)    اپي توپهايي نيز شناخته    ). ٩( باشـد
شـده اند كه اسيدهاي آمينه سازنده آنها قسمتي بر روي           
يك زير واحد و قسمتي بر روي زير واحد ديگر هورمون           

ــه   . وجــود دارد ــوپ هــا را كــه وابســته ب ــنگونه اپــي ت اي
سـاختمان سـوم و چهارم پروتئين هستند، اصطلاحاً اپي          

به .  مي نامند  (Conformational)تـوپ هـاي فضـايي       
اسـتثناء دو اپي توپ پيوسته و خطي كه در ناحيه انتهاي            

 و بخشي   βhCG (βhCG-CTP)كربوكسيلي مولكول   
از دو جايگـاه آنتي ژني كه در زير واحد آلفا وجود دارد،             

 وجود دارند از نوع     hCGاپـي تـوپ هايي كه درمولكول        
چهارم ملكول  غير پيوسته و وابسته به ساختمان سوم و         

hCG ٦و٧( و زير واحدهاي آن است .( 

در ايـن پـژوهش يـك آنتـي بادي منوكلونال موشي عليه             
 توليد شده و خصوصيات اين آنتي بادي        hCGهورمون  

 .مورد بررسي قرار گرفته است
 

 مواد و روشها
 : ايمونيزاسيون-

 Balb/Cايمونيزاسـيون بـروي موش هاي ماده نژاد         
 تخليص شده از منبع hCGم و   هفـته انجـا     ٦-٨بـا سـن     

 به  hCGتزريق  . ادراري به عنوان ايمونوژن استفاده شد     
 ٤٠ايـن موش ها در سه نوبت انجام گرفت، در نوبت اول             

ــروند                ــامل فـ ــت كـ ــا ادجوانـ ــي ژن بـ ــيكروگرم آنتـ مـ
U.S.A) Sigma, ( بداخــل صــفاق مــوش تــزريق شــد .

ــا فاصــله   ــزريقات دوم  وســوم ب ــدار ٣ت ــته و مق  ٢٠ هف
مــيكروگرم آنتــي ژن بــه همــراه ادجوانــت نــاقص فــروند 

U.S.A) Sigma, (  ــام و بصــورت  داخــل صــفاقي انج
 هفته پس از سومين تزريق از موشها        ٣ تا   ٢حدود  . گرفت

خونگـيري بـه عمـل آمـد و حـيوان داراي بيشـترين تيتر                 
 آنتـي بـادي بـراي انجام فيوژن انتخاب و سه روز قبل از     
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ز آنتي ژن محلول در بافر سالين        مـيكروگرم ا   ٢٠فـيوژن   
 .بصورت داخل وريدي به حيوان مورد نظر تزريق شد

 : تكثير و آماده سازي سلول هاي ميلوما-

يـك هفته قبل از فيوژن سلول هاي ميلوماي موشي با           
 DMEM در محيط كشت كامل حاوي محيط SP2/Oنام 

(Dulbeco’s Modified Eagle's Medium,Gibco,U.S.A)   
ــاوي  ــاو  ١٠حــــ ــن گــــ ــرم جنيــــ ــد ســــ   درصــــ

 (Fetal bovine serum,Gibco,U.S.A)FCS  ــي و آنتـ
و  ) ١٠٠٠٠٠ G) U/Lبيوتـــــيكهاي پنـــــي ســـــيلين   

و ) ,U.S.A Sigma) (١٠٠ mg/L(استرپتومايســـــين 
 ٥ درجــه بــا ٣٧ گلوتاميــن، در انكوبــاتور -اســيدآمينه ال

هنگاميكه .  و رطوبـت اشـباع، تكثـير شـدند         CO2درصـد   
از لگاريتمي رسيد و تعداد سلولهاي      رشـد سـلول ها به ف      

 درصـد رسـيد از آنها براي فيوژن         ٩٥زنـده بـه بـيش از        
 .استفاده شد

 : فيوژن وتوليد سلول هاي هيبريدوما-

ــيرون آورده   ــن شــده ب ــوش ايم ــال م  ســلولهاي طح

شــــد و بــــا اســــتفاده از پلــــي اتيلــــن گلــــيكول                                         
), Sigma, U.S.A ٥٠ %(PEG 1000   بـا سلول هاي 

 با روش استاندارد     ١:٧ بانسبت   SP2/0مـيلوماي موشي    
سلول هاي بدست آمده از اين فيوژن       ). ١٠(ادغـام شـدند     

 درصد سرم   ٢٠ حاوي   DMEMدر محـيط كشـت كامل       
جنيـن گـاو قرار داده شد و سپس سلول ها با پي پت هم               

ر اين سلول ها د   . زده شد تا بطور يكنواخت پراكنده شود      
ــت هــاي  ــره اي ٩٦پلي  تقســيم (Nunc,Denmark) حف

 و حرارت   Co2 درصد   ٥پليـت ها در انكوباتور با       . شـدند 
 درجـه سـانتيگراد و رطوبـت اشـباع به مدت يك روز              ٣٧

 HAT ميكروليتر از محيط انتخابي      ٥٠سپس. قرارگرفتند
ــن ــاوي هپيوگزانتيــ ــن                 ٥*١٠-٣حــ ــولار، آمينوپتريــ  مــ

 مــــــــولار                   ٨×١٠-٤و تيميديــــــــن مــــــــولار ٢×١٠-٥
Sigma,U.S.A) HAT,50X, (بــه آنهــا اضــافه شــد .

حفرات سلولي به فاصله چند روز يكبار با محيط انتخابي          
HATتعويض محيط شدند . 

 

 : غربالگري و كلونينگ هيبريدها-

 حفره اي حاوي      ٩٦پليت  ) سوپرناتانت(محلـول رويي    
شد از نظر توليد آنتي بادي      سـلول هاي هيبريد در حال ر      

سلول هاي هيبريد مثبت، پايدار . مورد آزمون  قرار گرفت
و مولـد آنتي بادي با استفاده از روش رقت محدود كننده     

(Limiting dilution)      چـند مرتـبه كلـون شـدند و هر بار
بهتريـن حفـرات از نظـر توليد آنتي بادي و تراكم سلولي             

تك كلون شدن هيبريدها،    انتخاب و تا حصول اطمينان از       
تك كلون انتخابي تكثير و از      . عمل كلونينگ ادامه داده شد    

ــه پليـــــت ٩٦پليـــــت  ــره اي بـــ ــره اي ٢٤ حفـــ  حفـــ
(Nunc,Denmark)       ميلي ليتري   ٥٠وسـپس فلاسـك هاي 
(Nunc,Denmark)             انــــتقال داده و بــــه تعــــداد كافــــي

 .جمع آوري و در ازت مايع نگهداري شد

 :ات آنتي بادي منوكلونال تعيين مشخص-

تعييـن مشخصات آنتي بادي منوكلونال با استفاده از         
روشـهاي الايـزا و ايمونوبلاتينگ مورد بررسي و مطالعه     

يك مجموعه از هورمونهاي بسيار خالص و       . قـرار گرفت  
ــامل     ــا شـ ــب آنهـ ــكل نوتركيـ ــيز شـ ــي                hCGنـ  طبيعـ

CG-B,Sigma,U.S.A) ( وhLH   ــي                   طبيعـــــــــــــــــــ
)Seradyn,U.S.A (                  و هورمونهــــــــــــــــــــــــــــاي  

 ,hCG,αhCG,βhCG,TSH βhCG-CTPنوتركيــــــــــب
(Sigma,U.S.A) وFSH  ــي در ) Seradyn, U.S.A(طبيعـ

 .اين بررسي مورد استفاده قرار گرفت

 آزمـون الايـزا بـراي تعييـن ويژگي آنتي بادي           -١
 hCGمنوكلونال ترشحي ضد 

ليـتر هر      مـيكروگرم در ميلـي       ٢ابـتدا محلـول حـاوي       
 تهيه  pH=٢/٧ مولار و    ١٥/٠ PBSآنتـي ژن را در بافـر        

 ميكروليــتر از آن را بــه حفــرات ميكروپليــت ٥٠كــرده و 
.          اضـــافه شـــد  (Maxi sorp,Nunc,Denmark)الايـــزا

ــور   ــاي مذك ــت ه ــاتور ٩٠پلي ــيقه در انكوب  درجــه  ٣٧ دق
بافر ([سانتي گراد قرار گرفتند و سپس با بافر شستشو            

PBS    ٢٠ درصد توئين    ٠٥/٠حـاوي )Merck,Germany([ 
  ميكروليتر ٥٠در لايه دوم از  . سـه مرتـبه شسـته شـدند       
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  …اقي و                                                                                                      صبور ير     hCGتوليد آنتي بادي منوكلونال عليه 

 ٤٧ ٧٩پاييز  / فصلنامه باروري وناباروري

ــا       ــادي ي ــي ب ــد آنت ــاي مول ــلول ه ــي س ــوپ روئ       ٥٠س
ــا غلظــت                     ــده ب ــادي تخلــيص ش ــي ب ــتر از آنت ميكرولي

 ميلــي گــرم در ميلــي ليــتر اســتفاده شــد و  پــس از         ٢-٤
درجـــه ســـانتي گـــراد و ٣٧باســـيون در دقـــيقه انكو٩٠

شستشــوي پليــت هــا بــا بافــر شستشــو، بــراي آشــكار        
كـردن آنتـي باديهـاي مـنوكلونال متصـل بـه آنتي ژن از               

كونـــژوگه پراكســـيد از ضـــدايمونوگلوبولين مـــوش                                         
(HRP-Sheep anti mouse-Ig) (Sigma, U.S.A)   بـا رقت

ــد  ا١:١٠٠٠ ــتفاده ش ــس از . س ــيون             ٩٠پ ــيقه انكوباس  دق
ــدد از سوبســـــــــتراي                                      ــوي مجـــــــ و شستشـــــــ

O-Phenylenediamine)OPD, Sigma, U.S.A( به منظور
 دقيقه واكنش با    ١٠-١٥پس از   . تولـيد رنـگ اسـتفاده شد      

ــولفوريك   ــيد ســــ ــتوقف و                    ٢٠اســــ ــد مــــ  درصــــ
(Optical Density)OD               حاصــــل بــــا اســــتفاده از

 (Organon Teknika, Reader 210 ,Austria) دســتگاه
Elisa Reader    نونامتر تعيين و نتايج ٤٩٢در طـول مـوج 

 .ثبت شد

 آزمـون الايـزا براي تشخيص ايمونوگلوبولين        -٢
 :ترشحي موش 

سـوپ حفرات حاوي هيبريدهاي در حال رشد از نظر          
ع آنتـي باديهاي موشي با روش الايزا مورد        تولـيد مجمـو   

 ميكروليتر آنتي بادي تصفيه     ٥٠ابتدا  . بررسي قرار گرفت  
توليد شده در   ( شـده گوسفند ضد ايمونوگلوبولين موش       

 ميكروگرم در   ١٠با غلظت   ) آزمايشگاه آقاي دكتر شكري   
 در pH=٢/٧ مــولار و ١٥/٠ PBSميلــي ليــتر در بافــر   
پس از شستشوي حفرات با بافر      . حفرات الايزا قرارگرفت  

 ميكروليـتر از سـوپ حفـرات سـلول هاي           ٥٠شستشـو ،    
ادامه آزمون الايزا مشابه    . هيـبريد بـه پليـت اضـافه شـد         

 .روش ذكر شده در قسمت قبل انجام گرفت

 بــر βhCG-CTP بررســي تاثــير مهــاري پپتــيد -٣
 : به آنتي بادي منوكلونالhCGاتصال 

 نوتركيـب بــا  hCGمـون   ميكروليـتر از هور ٥٠ابـتدا  
 در حفرات الايزا تثبيت     PBS ميكروگرم در بافر     ٢غلظت  

سـپس كونـژوگه پراكسـيد ازآنتـي بادي منوكلونال          . شـد 
.  موارد فوق باشد١:٧٥٠ با رقت hCGتولـيد شـده علـيه      

ايـــن كونـــژوگه بـــروش پـــرآيودات در ( اضـــافه شـــد 
قبل از اضافه   ). آزمايشـگاه دكـتر شكري توليد شده است       

 ساعت اين كونژوگه با پپتيد      ٢ كونـژوگه؛ بـه مدت       كـردن 
(Sigma,U.S.A)βhCG-CTP     ١٠،٥،٥/٢،٢٥با غلظت هاي

 درجــه ٣٧ مــيكروگرم در ميلــي ليــتر در دمــاي ٦١/٠و١/
در حفـرات كنترل كونژوگه مورد نظر بدون        . انكوبـه شـد   

مجـاورت بـا پپتـيد استفاده شد و ميزان مهار آنتي بادي             
فاده از فرمول زير محاسبه      با است  hCGتوسط هورمون   

 :شد
  

 
 : تعيين ايزوتيپ آنتي بادي منوكلونال بروش الايزا-٤

ابــتدا آنتــي بــادي هــاي ضــد زيــر كــلاس هــاي       
IgA,IgG3,IgG2b,IgG2a,IgG1   وIgM      موشـي كه از بز

با رقت مناسب در پليت ) (Sigma, U.S.Aتهـيه شـده اند   
بادي سـپس سـوپ مربوط به آنتي        . الايـزا تثبيـت شـدند     

شرايط آزمون الايزا   .منوكلونال به همه حفرات اضافه شد     
 . در بالا مي باشد١و ادامه آزمون مشابه مراحل مورد 

 : ايمونوبلاتينگ-٥

فعاليـت و ويژگـي آنتي بادي منوكلونال با استفاده از           
مورد ارزيابي قرار   ) ١١(روش اسـتاندارد ايمونوبلاتيـنگ      

اي طبيعي خالص   بطـور خلاصـه ابتدا آنتي ژن ه       . گرفـت 
ويـا نوتركيـب بـا روش الكـتروفورز ژل پلي آكريل آميد             

(SDS-PAGE)   ــتفاده از ژل ــا اســـ ــد ٥/١٢بـــ  درصـــ
اين آنتي ژنها قبل از الكتروفورز به دو        . الكـتروفورز شـد   

گـروه اول بـدون احـياء پيوندهاي               . گـروه تقسـيم شـدند     
دي ســولفيدي موجــود در ســاختمان آنهــا و گــروه دوم 

نتي ژنها با احياء پيوندهاي دي سولفيدي به كمك         همـان آ  
الكتروفورز ) (2ME مركاپتواتانول -٢تركيـب احياء كننده    

يك  Tris-Hclهـر دو گـروه آنتـي ژن هـا در بافر           . شـدند 
ــولار و  ــو و   SDSحــاوي  pH=7م ــنل بل ــگ بروموف و رن

و قبل از الكتروفورز به     .  درصـد حل شدند    ٨٠سـاكاروز   

 OD)بدون مهار كننده  (OD- )بامهار كننده  (

 OD)بدون مهار كننده (
١٠٠*  

درصد مهار=   
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  …اقي و                                                                                                      صبور ير     hCGتوليد آنتي بادي منوكلونال عليه 

 ٤٨ ٧٩پاييز  / فصلنامه باروري وناباروري

ده شده و سپس به چاهك هاي        دقـيقه جوشاني   ٢-٣مـدت   
ژل الكـتروفورز منـتقل و الكتروفورز با جريان حداكثر و           

پس از الكتروفورز، پروتئين ها .  ولت انجام شد١٥٠ولتاژ 
ــلولز                          از داخــــــل ژل بــــــه كــــــاغذ نيــــــترات ســــ

(Schleicher & Schuell,Germany) عمــل . منــتقل شــد
ــا اســتفاده از دســتگاه  ــتقال ب ــنگ ان شــركت ( الكتروبلاتي

و در طـول شـب بـا ولـتاژ ماكزيمم و            ) اخـتريان ، ايـران    
با رنگ آميزي   .  ميلي آمپر انجام گرفت    ٦٠شـدت جـريان     

                    S-كـــــاغذ نيـــــترات ســـــلولز بـــــارنگ پانســـــو    
(Ponceau S stain,Gelman,U.S.A)    گـرم  ٥/٠بـا غلظـت 

ــر ــتر، در باف ــا مشــخص PBSدر لي ــتقال بانده  و      محــل ان
رديــف هــاي مــربوط بــه هــر آنتــي ژن بــا تــيغ بــريده و 

شسته  PBSبا بافر    Sسپس رنگ پانسو    . شمارگذاري شد 
به منظور بلوكه كردن نواحي فاقد پروتئين در ورقه         . شـد 

نيـترات سـلولز و پيشگيري از واكنش غير اختصاصي از           
 (Skim Milk,Merck,Germany)شير  خشك فاقد چربي 

م درصد استفاده شد سپس آنتي ژنهاي        گر ٥/٢بـا غلظت    
 دقيقه باسوپ حاوي    ١٢٠روي كاغذ نيترات سلولز بمدت      

پس از  . آنتي بادي منوكلونال بر روي شيكر مجاور شدند       
 دقيقه روي   ٥هـر بـار به مدت        PBS بـار شستشـو بـا          ٥

شـيكر، كاغذهـاي نيـترات سلولز با كونژوگه پراكسيد از           
ــوش            ــن مــــــــــ ــد ايمونوگلوبوليــــــــــ                                    ضــــــــــ

)Sigma, U.S.A. (HRP-Sheep anti mouse-Ig,    بـا رقت
 PBS بار با    ٥ دقـيقه مجاور و سپس       ٩٠ بـه مـدت    ١:٥٠٠

 آنتـي بادي با     -تشـكيل اتصـال آنتـي ژن      . شسـته شـدند   
 ميلـي گـرم سوبستراي دي آمينوبنزيدين        ٢٥اسـتفاده از    

(DAB hydrochloride.Sigma, U.S.A.)  ميلــي ٥٠در 
 ١٥٠بهمراه  PH =٦/٧ مولار و ٠٥/٠ Tris – Hclليتر با فر

پس از ظهور . ظاهر شد H2O2 درصد ٣ميكروليتر محلول 
باندهـا و اكـنش با  شستشوي كاغذ نيترات سلولز با آب             

 .مقطر متوقف گرديد

 تهيه آسيت و تشخيص آنتي بادي منوكلونال با         -
 :روش الكتروفورز استات سلولز

يلـــيون از ســـلول هـــاي هيـــبريدوماي مولـــد          م٣-٤
بدون  DMEM ميلي ليتر از محيط      ٥/٠آنتـي بـادي را بـا        

تزريق  Balb/Cسرم مخلوط كرده و بداخل صفاق موش          
ــرديد ــلول    . گ ــزريق س ــبل از ت ــته ق ــك هف ــها ي        ٥/٠موش

ــتين    ــاده پريس ــتر م ــي لي   (.Pristane,Sigma,U.S.A)ميل
 روز   ١٠-١٥. رده بودند بطـور داخـل صـفاقي دريافـت ك ـ        

پـس از تزريق سلول ها، مايع آسيت در زير صفاق موش     
جمـع شـد كـه پـس از كشتن موش در شرايط استريل از        
صـفاق خـارج و بـه داخـل لوـله اسـتريل منتقل و پس از                 
سـانتريفوژ، مـايع رويي بعنوان مايع آسيت كه منبع غني           

ــع آوري و در   ــادي اســـت جمـ ــه -٢٠از آنتـــي بـ  درجـ
سلول هاي تكثير شده در صفاق      . اد نگهداري شد  سانتيگر

مايع آسيت با استفاده  . مـوش نـيز فريز و نگهداري شدند       
ــلولز،   ــتات ســ ــتروفورز اســ ــتاندارد الكــ از روش اســ

بطور خلاصه نمونه مايع آسيت بروي      . الكـتروفورز شـد   
قـرار گرفت و با      (Helena,U.S.A)كـاغذ اسـتات سـلولز       

ــانك   ــه و ت ــبع تغذي ــتروفورز اســتفاده از من شــركت (الك
٦/٨و   مولار٠٣/٠و بافر باربيتال سديم ) اختريان ، ايران

=PH   دقــيقه عمــل  ٤٥ ولــت بــه مــدت   ١٠٠بــا ولــتاژ 
سپس كاغذ استات سلولز به مدت      . الكتروفورز انجام شد  

 قرار گرفت و بعد از آن سه        S- دقـيقه در رنـگ پانسو      ١٠
 اسيد( دقـيقه در داخـل محلـول رنگـبر           ٢مرتـبه هـر بـار       

در مرحله بعد   . رنـگ آن حـذف گرديد     )  درصـد  ٥اسـتيك   
 دقـيقه در مـتانول خالص       ٥كـاغذ اسـتات سـلولز بمـدت         

 دقـيقه در محلول شفاف كننده      ١٠آبگـيري شـد و سـپس        
(Clearaid, Helena,U.S.A.)   قـرار گرفت و بالاخره كاغذ

 درجــه ســانتيگراد ٥٠-٦٠اســتات ســلولز در انكوبــاتور 
 .خشك شد

 بادي منوكلونال در مايع آسيت با       تعييـن تيـتر آنتي    -
 :روش الايزا

 ميكروگرم در   ٢با غلظت    hCG مشابه آزمونهاي قبل    
سپس مايع آسيت در    . ميلـي ليتر در پليت الايزا تثبيت شد       

 بـه حفـرات پليت      ١:١٠٦  تـا     ١:٢٥٠رقـت هـاي متوالـي از        
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  …اقي و                                                                                                      صبور ير     hCGتوليد آنتي بادي منوكلونال عليه 

 ٤٩ ٧٩پاييز  / فصلنامه باروري وناباروري

 درجـــه           ٣٧ دقـــيقه در دمـــاي ٩٠اضـــافه و بـــه مـــدت 
همزمان از سرم موش ايمن     . ه گرديد سـانتي گـراد انكوب ـ    

 به عنوان   ١:٢٠٠٠ تا   ١:٥٠نشـده بـا رقـت هاي متوالي از          
كنـترل منفـي اسـتفاده شـده است مشابه روش الايزا در             

 .قسمتهاي قبل ادامه آزمون انجام گرفت
 

 نتايج
 : ايمونيزاسيون حيوانات-

طبيعي  hCGتيتراسيون سرم موش هاي ايمن شده با        
 حيوانات پس از دريافت سومين دوز       نشـان داد كـه تمام     

. آنتـي ژن، آنتـي بـادي بـا تيـتر مناسـب تولـيد كرده اند                
منحنـي تيتراسـيون سـرم يكي از موش ها در مقايسه با             

 .نشان داده شده است) ١(موش ايمن نشده در شكل 
 

منحني تيتراسيون سرم موش ايمن شده با ): ١(شكل 

 ه و مقايسه آن با موش ايمن نشدhCGهورمون 
  

 تولـيد و انـتخاب هيـبريدوماي مولد آنتي بادي           -
 hCG ضد

پـس از غربالگـري اوليه، از بين هيبريدهاي در حال رشد            
و اكنش مثبت قوي نشان داده و        hCGيكـي از آنهـا كه با        

واكنش نداشت انتخاب و    ) (UPبـا پروتئيـن هـاي ادراري        
ــون كــردن ويژگــي آن مــورد    ــون و ســاب كل پــس از كل

سوپ كلون مورد نظر با يك    . رار گرفت بررسـي بيشـتر ق    
سـري كـامل از آنتـي ژن هـاي  خالص وهمچنين اشكال              
نوتركيـب هورمونهـاي گليكوپروتئينـي با آزمون الايزا و          
ايمونوبلاتيـنگ مـورد بررسـي قرارگرفت و نتايج حاصل          

 .آمده است) ١(در جدول 

بررسي ويژگي آنتي بادي منوكلونال ضد       -
hCGبا آزمون  الايزا  

يج الايـزا نشـان داد كـه آنتـي بادي منوكلونال بدست             نـتا 
ــا  ــده ب ــبع ادرار و    hCG آم ــده  از من ــيص ش  hCGتخل

نوتركيب بيشترين واكنش را دارد و با ساير هورمونهاي         
ــه اســتثناء    ــي ب ــي دهــد            hLHگليكوپروتئين ــنش نم واك

 ). ١جدول (
 

 بررسي واكنش آنتي آبادي منوكلونال ضد -١جدول 
hCG رمونهاي گليكو پروتئيني و زير واحدهاي آنهابا هو 

 

 OD آنتي ژن ها

)nm٤٩٢(  

hCG ٩١/١ طبيعي 

hCG ٧٣/١ نوتركيب 

hCGα ٠١/٠ نوتركيب 

hCGβ ٠١/٠ نوتركيب 

hLH ٥٢/١ طبيعي 

FSH ٠١/٠ طبيعي 

TSH ٠١/٠ نوتركيب 

BSA-hCGβCTP ٠١/٠ 

BSA ٠١/٠ 

UP ٠١/٠ 

 ٨٥/١ وشآنتي بادي ضد ايمونوگلوبولين م
 UP=  پروتئين ادرار   =BSAآلبومين سرم گاو 

 
و شكل   FSHپاسخ اين آنتي بادي منوكلونال با هورمون        

از طرفي آنتي بادي    . تقريـباً صـفر اسـت      TSHنوتركيـب   
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 ٥٠ ٧٩پاييز  / فصلنامه باروري وناباروري

مـنوكلونال بدسـت آمـده بـا زيـر واحدهـاي آلفـا و بتاي                
 .به تنهايي پاسخ نمي دهد hCGنوتركيب هورمون 

 :تي بادي منوكلونال تعيين ايزوتيپ آن-
آزمـون الايـزا مربوط به تعيين ايزوتيپ آنتي بادي توليد           

 IgG1شده نشان داد كه اين آنتي بادي داراي زير كلاس           
 ).٢جدول (مي باشد 

 تعيين ايزوتيپ آنتي بادي منوكلونال توليد -٢جدول 
 hCGشده عليه 

 ٤٩٢ OD nm ايزوتيپ
IgG1 ٢٩٦/١ 
IgG2a ١٦٢/٠ 
IgG2b ١٤٧/٠ 
IgG3 ١١١/٠ 
IgA ١٠٨/٠ 
IgM ١٢٣/٠ 
 ١٣٢/٠ شاهد

 ٣٢٧/١ كنترل مثبت
 
بـــر واكـــنش  βhCG-CTP بررســـي اثـــرمهاري -

 هورمون با آنتي بادي منوكلونال
نـــتايج مـــربوط بـــه بررســـي اثـــر مهـــاري پپتـــيد                    

 βhCG-CTP      بـر اتصـالhCG      بـه آنتي بادي منوكلونال
نكوباسيون اين قطعه پپتيدي در       توليد شده نشان داد كه ا     

غلظـت هـاي مـتفاوت بـا كونـژوگه پراكسيداز آنتي بادي             
ــير مهــاري برواكــنش هورمــون   ــا       hCGمــنوكلونال تاث ب

 ).٣جدول (آنتي بادي منوكلونال ندارد 
 

بر واكنش آنتي  βhCG-CTP تاثير پپتيد -٣جدول 
 hCGبادي منوكلونال با هورمون 

 βhCG-CTPغلظت 
شده با آنتي بادي مجاور 

 )ميكرو گرم در ميلي ليتر(

OD 
Nm 
٤٩٢ 

درصد مهار واكنش 
آنتي ژن آنتي بادي 
 نسبت به كنترل مثبت

٦٢/١ ٨٢/١ ١٠ 
٠ ٨٩/١ ٥ 
٧/٢ ٨٠/١ ٥/٢ 
١/٨ ٧٠/١ ٢٥/١ 
٦٢/١ ٨٢/١ ٦٢/٠ 
٠ ٨٧/١ ٠ 

 __ ٨٥/١ كنترل مثبت 
 __ ١٣٤/٠ شاهد

 با روش   hCG مطالعـه ويژگـي آنتـي بادي منوكلونال ضد        
 :ايمونوبلاتينگ

آنتـي ژنهـاي اصـلي بكـار رفـته در آزمون الايزا، در              
ــند   ــورد اســتفاده قرارگرفت ــيز م ــنگ ن ــتايج . ايمونوبلاتي ن

ايمونوبلاتيـنگ نشـان مـيدهد كـه آنتـي بـادي منوكلونال             
ــامل      ــه ش ــا ك ــي ژن ه ــروه اول آنت ــده در گ ــت آم بدس

و  hCGهورمونهاي احياء نشده است، فقط با شكل دايمر         
hLH     طبيعـي وhCG     اين آنتي  . نوتركيـب واكنش مي دهد

بـادي مـنوكلونال هـيچگونه واكنشـي بـا فـرم احياء شده          
 ).٢شكل (هورمونها نشان نداده است 

 
 الگوي ايمونوبلاتينگ آنتي بادي منوكلونال ضد       -٢شـكل   
hCG  و   ) ٦ الــي ١رديــف هــاي (بــا اشــكال احــياء نشــده

هورمونهـــاي )  ١١ الـــي ٧رديـــف هـــاي ( احـــياء شـــده
پروتئين هاي  ( UP -١: گليكوپروتئيني كه به ترتيب شامل      

ــده از ادرار،   hCG -٢،)ادرار ــيص شــــ  hCG -٣تخلــــ
ــب،  ــي،  hLH -٤نوتركي ــي،  FSH -٥طبيع  TSH -٦طبيع
ــب،  ــده از ادرار، hCG  -٧نوتركيـ ــيص شـ  hCG -٨تخلـ
 TSH -١١طبيعــي،  FSH -١٠طبيعــي، hLH -٩نوتركيــب،
 نوتركيب 

 
وجـود آنتي بادي منوكلونال در مايع آسيت و          تشـخيص    -

 :تتراسيون آن

 ٣حدود   Balb/C موش   ٢ ميليون سلول به     ٦با تزريق   
الگوي الكتروفورز  . ميلـي ليـتر مـايع آسـيت بدسـت آمـد           
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اسـتات سـلولز مـايع آسـيت وجـود باند قوي مربوط به                
آنتــي بــادي مــنوكلونال را در ناحــيه گامــا نشــان مــيدهد 

يون مـايع آسيت باآزمون الايزا نشان       تيتراس ـ). ٣شـكل   (
 قادر است جذب نوري     ١ :١٠٦داد كـه مايع آسيت تا رقت        

نسـبتاً خوبـي ناشـي از اتصـال آنتـي بـادي بـا آنتي ژن                 
داشـته باشـد كه بيانگر غلظت و آفينيتي بالاي آنتي بادي            

 .در مايع آسيت است

الگـوي الكـتروفورز اسـتات سـلولز آسـيت در ناحيه            
ن هـا نـيز يـك بـاند قـوي را نشـان ميدهد        ايمونوگلوبولي ـ

ــيد           ) ٤شــكل ( ــايع آســيت را تائ ــتايج تيتراســيون م كــه ن
 .مي كند

 الگوي الكتروفورز استات سلولز پروتئين هاي مايع -٣شكل 
 hCGآسيت حاوي آنتي بادي منوكلونال ضد 

 

  منحني تيتراسيون مايع آسيت موش-٤شكل 

 بحث
در معرض سيستم ايمني    چـنانچه پروتئيـن بيگانه اي       

قـرار گيرد، همة اجزاء و اپي اتوپهاي آن مي توانند مورد            
. شناسـايي قـرار گرفته و عليه آنها آنتي بادي توليد شود           

ــي از       ــيه بعض ــادي عل ــي ب ــيد آنت ــز تول ــن تمرك بنابراي
ژنيك بر روي يك مولكول پروتئين كه        شاخصـهاي آنتـي   

د، مطلق نبوده   نامن  مي ١توپهاي غالب  اصـطلاحاً آنها را اپي    
هاي ژنتيكي حيوان    و بستگي به ساختار پروتئين و زمينه      

 ).١٢(پاسخ دهنده دارد 

ايـن اصـل كلـي در مورد هورمونهاي گليكوپروتئيني          
باديهاي مونوكلونال مختلفي عليه     نيز مصداق دارد و آنتي    

ايـن هورمونهـا تولـيد و از آنها جهت مطالعه جايگاههاي            
 ٢توپهـــاي غرافيايـــي اپـــيژنـــي و تهـــيه نقشـــه ج آنتـــي

اين مطالعات  ). ١٣،٩،٦( اين هورمونها استفاده شده است      
تــوپ اصــلي در تمــام  نشــانداده اســت كــه ســه نــوع اپــي

. هورمونهـاي گليكوپروتئينـي انسان قابل شناسايي است       
ــي ــن    گروهــي از اپ ــاي اي ــر واحــد آلف ــط در زي ــا فق توپه

 در تمام   هورمونها قرار دارد و از آنجائيكه زير واحد آلفا        
باديهاي مونوكلونال   ايـن هورمونهـا مشـترك اسـت، آنتي        

توپها با ساير هورمونهاي اين      تولـيد شـده علـيه ايـن اپي        
توپهايي  گـروه دوم، اپي   . خـانواده واكـنش مـتقاطع دارنـد       

هسـتند كه منحصراً در زير واحدهاي بتاي اين هورمونها          
 باديهــاي تولــيد شــده علــيه ايــن قــرار دارنــد و لــذا آنتــي

توپهـا غالـباً اختصاصي بوده و با ساير هورمونهاي           اپـي 
گــروه ســوم  . ايــن خــانواده واكــنش مــتقاطع ندارنــد    

توپهايي هستند كه قسمتي از آنها در زير واحد آلفا و            اپـي 
قسـمتي در زيـرواحد بـتاي اين هورمونها قرار دارد و يا             
ايـنكه كـلاً بـروي يـك زير واحد قرار داردولي بروز آنها              

شكل فضايي طبيعي آن زير واحد و يا اتصال دو          نـياز به    
توپهاي  زيـر واحـد آلفـا و بتا دارد و به همين دليل به اپي              

توپهــاي  كلــيه اپــي). ٦-٨، ١٣(  معــروف هســتند ٣فضــايي
                                                           
1- Immunodominant 
2- Epitope Mapping 
3- Conformational epitope 
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نيز مطالعه و شناسايي   hCGالذكـر بـروي هورمون       فـوق 
ــت  ــده اس ــط   . ش ــه توس ــي ك ــيراً در مطالعات و  Nagyاخ
ــ) ١٣(همكـــارانش  بـــادي  ته چنديـــن آنتـــيانجـــام گرفـ

و زيــرواحدهاي آن تولــيد شــده  hCGمونوكلونــال علــيه 
تـوپ مورد    باديهـا بـر اسـاس نـوع اپـي          ايـن آنتـي   . اسـت 

اند كه   بندي شده  شناسـايي بـه گروه هاي متفاوتي تقسيم       
باديهــاي مونوكلونــال علــيه زيــرواحد آلفــا،  شــامل آنتــي

طور باديهاي كه ب   زيـرواحد بـتا، و شـكل دايمـر و يا آنتي           
ــتا را    ــرم دايمــر و ب ــا ف ــا و ي ــرم دايمــر و آلف مشــترك ف

 دانشـمندان با استفاده از روش       ايـن . كنـند  شناسـايي مـي   
با ماده   hCGايمونوبلاتيـنگ نشـان دادند كه در اثر احياء          

سولفيدي در هر دو     باندهاي دي  (2ME)مركاپـتواتانل   -٢
باديهاي  زيـرواحد آلفـا و بـتا باز شده و آن گروه از آنتي        

كنند  توپهاي فضايي را شناسايي مي     نوكلونالـي كـه اپـي     م
قـدرت شناسـايي خود را از دست داده و قادر به اتصال             

ها قبلاً توسط    اين يافته . بـه هورمـون احـياء شـده نيستند        
از طرفي ). ١٨،١٧(دانشـمندان ديگـر نـيز گـزارش شـده است       

توپهـاي خطي و فضايي متفاوت و گاهي منحصر بفردي           اپـي 
گزارش شده است كه در     قين مختلف شناسايي و     توسـط محق  

ــي    ــن نقشــة جغرافياي بازشناســي ســاختار هورمــون و تعيي
 ).٦-٩(توپهاي آن بسيار مفيد و مؤثر بوده است  اپي

در ايـن پژوهش ويژگي يكي از آنتي باديهاي منوكلونال    
توليد شده و اپي توپ      hCGانتخابـي كه برعليه هورمون      

ايي مي كند مورد مطالعه     فضـايي جالـب توجهي را شناس      
نتايج مربوط به الايزا نشان داد كه اين        . قرارگرفـته اسـت   

ــرم دايمــر    ــا ف ــادي مــنوكلونال ب طبيعــي و  hCGآنتــي ب
نوتركيــب واكــنش قــوي دارد ولــي بــا هــيچكدام از زيــر  
. واحدهاي الفا و بتاي هورمون به تنهايي واكنش نمي دهد    

 آنتي بادي اين بنابرايـن اوليـن نتيجه منطقي در مورد اين        
است كه يك اپي توپ وابسته به ساختمان سوم و چهارم           

از طرفــي نــتايج الايــزا . پروتئيــن را شناســايي مــي كــند
 TSHطبيعي و    FSHنشـانداده است كه اين آنتي بادي با         

نوتركيـب هـيچگونه واكـنش متقاطعـي نـدارد، لذا دومين            

 نتـيجه منطقـي ايـن اسـت كـه زير واحد آلفا به تنهايي در        
شــكل فضــايي خــود بــراي شناســايي ايــن آنتــي بــادي  
مـنوكلونال كافـي نيسـت و حضـور هر دو زير واحد آلفا              

از طرفي اين   . ضروري است ) شـكل فضـايي دايمر    (وبـتا   
 واكنش متقاطع   hLHآنتـي بـادي منوكلونال با هورمون        

ايـن مسـئله نشـان مـيدهد كه چون تنها           ). ١جـدول   (دارد  
 پپتــيدي واقــع در  وجــود قطعــهhCG و hLHاخــتلاف 

 است، لذا اپي توپ     hCGانـتهاي كربوكسـيل زيـر واحـد         
مـربوط بـه ايـن آنتـي بـادي منوكلونال احتمالاً در ناحيه                         

βhCG-CTP             قـرار نـدارد، چـرا كـه اگر اپي توپ مورد 
شناســايي در ايــن ناحــيه قــرار مــي گرفــت آنتــي بــادي  

(شت   واكنش متقاطع ندا   hLHمـنوكلونال بدست آمده با      
نـتايج بدسـت آمـده از الايــزاي مـربوط بـه اثــر      ). ١٤-١٦

 (βhCG-CTP)مهاري قطعه پپتيدي انتهاي كربوكسيل      
).    ٣( در جدول hCGبـر اتصـال آنتي بادي منوكلونال به      
نتايج اين الايزا نشان . ايـن اسـتنتاج را تائـيد كـرده اسـت         

 تا  βhCG-CTPمـيدهد كه حتي غلظت هاي بالاي پپتيد         
گرم در ميلــي ليــتر تاثــيري در مهــار واكــنش         مــيكرو١٠

مطالعات قبلي نشانداده است .  آنتي بادي ندارد–آنتي ژن 
 فقط از βhCG-CTPكه اپي توپ هاي موجود در ناحيه   

 βhCGنـوع خطي و پيوسته بوده و ساير اپي توپ هاي            
عدم واكنش اين ). ٦-٨(عمومـاً از نوع غير پيوسته هستند   

ــا ق ــادي ب ــنه آنتــي ب ــيدي حــاوي اســيدهاي آمي  طعــه پپت

ــي كربوكســيل   ١٠٩-١١٩ ــه قســمت انتهاي ــربوط ب ــه م  ك
 اسـت نـيز ايـن نظـر را تائـيد مـي كند              βhCGهورمـون   

اپي توپهاي مشتركي كه بروي هر دو مولكول        ). ١جدول  (
hCG   و hLH        بروز مي يابند نيز قبلاً توسط دانشمندان 

 ).١٨(ديگر شناسائي گزارش شده است 

وط به ايمونوبلاتينگ، نتايج آزمون الايزا را       نـتايج مرب  
نتايج . تائـيد و برصـحت نتيجه گيريهاي فوق تاكيد ميكند         

ايمونوبلاتيـنگ نشـان مـيدهد كـه آنتـي بـادي منوكلونال             
 احياء نشده پاسخ  hLH و   hCGبدست آمده با آنتي ژن      

داده و باندهـاي قـوي در ايمونوبلاتيـنگ ايجـاد ميكند اما             
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 2MEنگامـيكه با استفاده از تركيب       هورمونهـاي فـوق ه    
احـياء ميشـوند وباندهاي دي سولفيدي درون ملكولي از          

از بين  مي رود  ôهورمون ôفضايي  ôشود و شكلôميôگسستهôهم 
 .واكنشي نمي دهندôتوليد شده ôمنوكلونالôديگر با آنتي بادي 

 طبيعي و   FSHعـدم وجـود واكـنش بـا هورمونهاي          
TSH ي ادراري  نوتركيـب و پروتئيــن هــا(UP) نــيز در 

استفاده از پروتئين هاي     . ايمونوبلاتيـنگ تائـيد شده است     
ادراري بديـن مـنظور انجـام شـده اسـت تـا احتمال واكنش غير                
اختصاصـي آنتي بادي باپروتئين هاي ناخالص درهورمون هاي         

hCG و FSHكه از ادرار تخليص شده اند منتفي گردد  . 

 و  hCGرمونهاي  شـباهت زياد بين ساختمان اول هو      
hLH   ــن دو ــي اي ــن اشــكال طبيع ــه شــباهت بي ــنجر ب  م

هورمـون نـيز شـده است بطوريكه براي هر دو هورمون                         
ــود دارد    ــيرنده وج ــوع گ ــك ن ــوق ي ــرات  . ف ــن اث بنابراي

بيولوژيكـي ايـن دو هورمـون بسـيار بهـم شبيه بوده به              
ــربوط               ــاروري م ــتلالات ناب ــان اخ ــيل در درم ــن دل  همي

 (LH surge)و يا در القاء تخمك گذاريLH بـه كمـبود   
بـا توجـه به چنين      .   اسـتفاده مـي شـود       hCGاز داروي   

شـباهت سـاختماني از آنتـي بـادي منوكلونال توليد شده           
مي توان در پيشگيري از اتصال هورمون به گيرنده و در           
نتـيجه خنثـي نمـودن اثرات بيولوژيكي مربوط به اين دو            

ات پــيش گــيري از اثــرات هورمــون هورمــون در تحقــيق
hCG       از طرفي .  در بارداري و موارد مشابه استفاده كرد

  در سرم افراد     hCGبه دليل وجود مقادير بسيار جزئي       
طبيعي و خانم هاي غير باردار مي توان اين آنتي بادي را          

ــون   ــنجش هورمـ ــت  hLHدر سـ ــار گرفـ ــيز بكـ  از.  نـ

شخيص هاي   در تhCG آنتي بادي هاي منوكلونال عليه 
ــارداري و اخــتلالات    ــتعددي نظــير تشــخيص ب ــي م بالين
مربوط به آن ، بيماريهاي تروفوبلاستيك و نيز تشخيص         
انواع سرطانها و تومورهاي غير تروفوبلاستيك مي توان        

ــرد   ــتفاده كـــ ــخيص                         ). ١٩(اســـ ــي در تشـــ از طرفـــ
 و تشــخيص قــبل از تولــد ١بــه موقــع بارداريهــاي نابجــا

                                                           
1- Ectopic pregnancy 

سندرم دان و بيماريهاي متعدد ديگر اين آنتي باديها قابل          
 ).٢٠و٢١(استفاده هستند 

در خاتمـه نـتايج بدسـت آمده در مورد آنتي بادي منوكلونال        
 :توليد شده در اين پژوهش بشرح زير جمع بندي مي شود

 hCG ايـن آنتي بادي منوكلونال اختصاصاً هورمون         -١
 با ساير   hLHورمون  راشناسـايي نمـوده و به استثناء ه       

ــاي ادراري    ــن ه ــي وپروتئي ــيكو پروتئين ــاي گل هورمونه
 .واكنش متقاطع ندارد

 و  hCG اين آنتي بادي منحصراً شكل دايمر هورمون         -٢
hLH           را شناسـايي كرده و با زير واحدهاي هورمون به 

 .تنهايي واكنشي ندارد

 ايـن آنتـي بـادي يـك اپي توپ غير پيوسته و فضايي               -٣
 شناسايي  hCGزيـر واحـد بتا را در ملكول         وابسـته بـه     

نمـوده كـه بـروز آن بـه حضـور هر دو زير واحد آلفا و                 
 .بتاي هورمون بطور همزمان نياز دارد

 
 تشكر و قدرداني 

از راهنمائـيها و ارشـادات سـركار خـانم دكتر فاطمه            
كرمي تهراني و پيشنهادات و انتقادات سازنده جناب آقاي 

 بيوشـيمي دانشـگاه تربيت      دكـتر جـواد رسـايي ازگـروه       
همچنين از استاد ارجمند    . مـدرس سپاسـگزاري مي نمايد     

جـناب آقـاي دكتر محمود جدي تهراني از پژوهشكده ابن     
سـينا و سـركار خـانم قرگـزلو، جـناب آقاي خشنودي و              
ــوژي دانشــكده   ســركار خــانم روحــي از بخــش ايمونول

ــه          ــيل ارائ ــران بدل ــوم پزشــكي ته بهداشــت دانشــگاه عل
ــده صــميمانه تشــكر و   ك ــي ارزن مــك هــاي علمــي و عمل

بخش عمده اي از هزينه هاي مالي اين        . قدرداني مي نمايد  
مطالعـه توسط معاونت پژوهشي وزارت بهداشت، درمان        

كه بدينوسيله از آن    . و آمـوزش پزشكي تأمين شده است      
از زحمات خانم   . معاونـت محـترم سپاسگزاري مي نمايد      

ز واحد نشريات پژوهشكده ابن سليمي و خانم اسكندري ا
 .سينا نيز تشكر و قدرداني مي شود
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