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آنتی بادی پلی کلونال به آنتی ژن خود در طیف وســیعی 
از) PH(4-9 و غلظــت نمک 0-1 مولار پایدار اســت. 
برعکــس، آنتی بادی مونوکلونال به این تغییرات بســیار 
حســاس اســت. همچنین در اثر اتصال با پروتیئن دیگر، 
تغییــرات بعد از ترجمه، دما، PH و غلظت نمک احتمالا 

شکل فضایی تغییر می کند. 
در مورد آنتی بادی پلی کلونال تغییر شکل فضایی به 
دلیل اینکه اپی توپ های مختلفی را می شناســد، نگرانی 
خاصی به وجود نمی آورد. )4, 5) آنتی بادی پلی کلونال 
با ایمونیزه کردن حیوان مناســب که اغلب پستاندار است 
تولید می شــود. آنتــی ژن به همراه ادجوان مناســب به 
حیوان تزریق می شود. )1)نقش ادجوان در افزایش تولید 
آنتی بادی اســت. )1) ســرم حاوی انواع آنتی بادی ها با 
تمایل اتصال مختلف است. مولکول های آنتی بادی را بر 
اســاس تفاوت هایی در ساختار نواحی C به کلاس ها و 

زیر کلاس هایی تقسیم می کنند.)6, 7) 
روش هــای تخلیــص پروتیئــن کــه بــرای آنتی 
بــادی می تــوان اســتفاده کرد شــامل: ته نشــاندن با 
تمایلــی،  کروماتوگرافــی   ،salt fraction نمــک، 
کروماتوگرافــی تعویــض یونــی، کروماتوگرافــی الک 
مولکولی،کروماتوگرافــی meta-chelate، کروماتوگرافی 
کل   %70 حــدود   IgG اســت.)8)  ســطحی  جــذب 
ایمونوگلوبین های سرم را شامل می شود. این آنتی بادی 
قوی ترین آنتی توکسین است و بیشترین نیمه عمر را دارد 
و به گونه ی مونومر اســت به همین دلیل در پژوهش ها 
مورد توجه قرار گرفته است.)6) یک تکنیک مشترک برای 

تخلیص پروتیئن ها ته نشاندن با نمک است.)7, 9)
 بــرای ته نشــاندن  پروتیئن  نامحلــول، باید تعداد 
باندهــای هیدروژنی بین حــلال و پروتیئن کاهش یابد. 
علاوه بــر این غلظت زیاد نمک آب را از پروتیئن حذف 
می کند. بنابراین باندهــای هیدروژنی را کاهش می دهد 

آنتی بادی ها پروتیئن هایی است که در سامانه ی ایمنی در پاسخ به 
مولکول های خارجی )آنتی ژن ها( که وارد بدن می شوند، به وسیله ی 
سلول های B لنفوسیت ساخته می شود.)1, 2( آنتی بادی به دو روش 

مونوکلونال و پلی کلونال فرآوری  و تخلیص می  شود. پاسخ ایمونولوژیکی 
به یک آنتی ژن هتروژن است و منجر به تولید رده های مختلف لنفوسیت 
می شود. آنتی بادی تخلیص شده به این شکل را آنتی بادی پلی کلونال 
می نامند. آنتی بادی پلی کلونال به عنوان آنتی بادی ثانویه نشاندار در 

سنجش ایمنی مفید است.)3( اگر یک لنفوسیت B منفرد یک نوع آنتی بادی 
را تولید و ترشح کند، آنتی بادی از یک کلون B-cell ترشح می شود و 

یکسان است و یک منبع هموژن از آنتی بادی اختصاصی را فراهم می آورد 
که آنتی بادی مونوکلونال نام دارد. لنفوسیت B از طحال یا گره لنفی 

جانوران ایمن به دست می آید، ولی نیمه عمر آنها محدود است و بدین 
روی  نمی توانند به مقدار کافی آنتی بادی تولید کنند. این چالش  با تولید 

هیبریدوما حل شده که در آن لنفوسیت B به دست آمده  با سلول های 
myeloma "فیوز "شده و یک رده سلولی مونوکلونال را تولید می کند)1(.

 زمانی که آنتی بادی مونوکلونال کشــف شــد، بسیاری 
گمــان می کردند که کاربرد آنتی بــادی پلی کلونال محدود 
اســت. برای جبران این کاســتی، پژوهش هایی همواره در 
کار بوده است. پیشــرفت های تازه در سنتز پپتید فاز جامد 
کاربردهای آنتی بادی پلی کلونال در جاهایی که قبلا منحصر 
به آنتی بادی مونوکلونال بود، افزایش یافت. این پیشــرفت 
منجر به تولید آنتی بادی پلی کلونال mono specific شــد. 
تخلیص آن بــا کروماتوگرافی تمایلی انجام می شــود و از 
آنتی ژن هــای پپتید کوتاه به عنــوان نماینده یک اپی توپ 
اســتفاده می شــود. این پپتیدهــا برای تولید پاســخ ایمنی 
خیلی اختصاصی در حیوان میزبان و کمک به تشــخیص در 

آزمایشگاه های  بالینی استفاده می شوند.)1) 
اســتفاده از آنتی بــادی پلی کلونال به عنــوان پذیرنده 
آنتی بادی به این دلیل اســت که آنتی ســرم پلی کلونال)با 
خصوصیت ناهمگن بودن) دســته ای از اپی توپ های آنتی 
ژنیک را شناسایی می کند. پس تغییر روی تعدادی اپی توپ 
قابل توجه نیســت. تمایل پیوند  آنها در طیف وسیعی قرار 
می گیرد کــه از کمتر از  ⁶M¯10تا ⁹M¯10 اســت.پیوند 

lgGتخلیص آنتی بادی
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تخلیص )antibody fragmentation (Fab,ScFv را دارد.
(14 ,8(

 کروماتوگرافی تعویض یونی 
در ایــن روش مولکــول ها بر اســاس تفــاوت بار 
جدا می شــوند. پروتیئن های باردار بــه ماتریکس با بار 
مخالف می چســبد و می توانند بــا تغییر PH یا افزایش 
غلظت نمک شســته شــوند. این کروماتوگرافی  ظرفیت 
بالا، resolution بالا، محصول خوب و غلظت مناســبی 
را برای ما فراهم می آورد و ارزان اســت. هر دو تبادلگر 
آنیون و کاتیون می توانند برای تخلیص مونوکلونال های 
مختلف استفاده شــوند. در قدیم گروه های یونیزان دی 
اتیــل آمینو اتیل anion) exchanger( و کربوکســی متیل 
)CM (cation exchanger اســتفاده می شــدند. امروزه 
 ( quaternary  aminoethyl ( گروه های اسیدی یا بازی مثل
یــا  )sulfopropyl) رایج اســت زیرا ظرفیت بالای در 
 chromatography IMAC (14 ,8(.های متنوع دارند PH
شــامل واکنش یون فلزی با پروتیئن اســت، اما یکی از 
کاربردهای رایج واکنش یونهای نیکل با دنباله هیستیدین 
است. این روش برای گرفتن انواع پروتیئن های نوترکیب 
که غنی از هیستیدین است، استفاده می شود. اما برای اکثر 
IgG های آنتی بادی هم استفاده می شود. زیرا تجمعی از 
رزیدوهایی که در اتصال دومینCH2,CH3 وجود دارد. 

نیــکل بــه ماتریکــس از طریق عامل شــلاته کننده 
کربوکســیلیک متصل شــده و مــی تواند با هیســتیدین 
هماهنگ شــده و کمپلکسی تشــکیل دهد،)8, 9, 14)  : 
 gel filtration یــا   size exclution chromatography

ویژگــی هایی دارد که از ســایر روش ها متمایز شــده 
اســت. کاربرد آنها به دلیــل resolution و capacity کم 
محدود اســت. جدا کردن آنها بر اساس سایز است. این 
روش رایج ترین روش در تخلیص IgM اســت، که در 
بین پروتیئن های ســرم بزرگ ترین است و به راحتی از 

مولکول های کوچک تر جدا می شود)8, 14) 
HIC روشی قدرتمند در تخلیص انواع بیومولکول ها است. 
ایمنوگلوبین ها در مقایسه با اکثریت آلاینده ها دومین های 
هیدروفوبیک دارند. این تکنیک به دلیل ســختی در فهم 
اصول در بسیاری از شــرکت ها یا مراکز تحقیقاتی رایج 
نیســت و از واکنش بین گروه های هیدروفوبیک در نقطه 
تماس که آب خارج می شــود، نتیجه می شــود. قدرت 

 Salting out .و پروتیئن با احتمال بیشــتری رسوب می کند
پلی پپتیدها در غلظت بالای نمک رخ می دهد.)9) . 

 ( NH4(2SO4   ســرم می تواند با آمونیوم سولفات IgG
یا کاپریلیک اسید  ته نشین شود. رسوب دادن نمکی روشی 
ارزان برای تخلیص آنتی بادی اســت. کنترل PH مهم است 
زیرا پروتیئن ها کمترین حلالیــت را در نقطه ایزوالکتریک 
خودشــان دارنــد. )7) بــرای مطالعه یا شکســتن انتخابی 
ایمنوگلوبین از Ab fragmentation اســتفاده می کنند. این 
کار با پروتئازهایی انجام می شــود. پروتیئن های مشخص 
ســاختار پروتیئن ایمونوگلوبین را می شکند.)IgG (10 در 
مجاورت با آنزیم پاپائین بر بالای باندهای دی سولفیدی بر 
ناحیه لولا اثر کرده و IgG را به 3 قطعه مجزا می شــکند که 
در نهایــت دو قطعه Fab و یک قطعه FC خواهیم داشــت.
)6) اگر از پپســین  برای تجزیه IgG استفاده شود پروتئولیز 
در قسمت دیســتال ناحیه لولا رخ میدهد. این آنزیم بر زیر 
باندهای دی ســولفیدی اثر کرده و یــک قطعه F(ab(’2 با 
ناحیه لولا)که دو ظرفیتی اســت ) و تعدادی قطعه تکه تکه 
 DDT 2 )مرکاپتواتانول) یا ME(6(.را ایجاد می کند FC شده
)دی تیوتریتــول) که یک آنزیم احیا کننده اســت، می تواند 
باندهای دی ســولفیدی را احیا کرده و آنها را باز کند.)10) 
یکــی از انواع کروماتوگرافی که در تخلیص آنتی بادی نقش 
دارد کروماتوگرافی تمایلی می باشــد. که اســاس آن تمایل 
اتصــال پروتیئن و لیگاندی که بــا ماتریکس کروماتوگرافی 
 A,G جفت شــده اســت، به یکدیگر اســت.)11) پروتیئن
و L ســه پروتیئن اصلی باکتریایی اســت  که پروتیئن A از 
اســتافیلوکوکوس اورئوس و پروتیئن G از استرپتوکوک با 
ســفاروز جفت می شــوند.)11) که ویژگی اتصال به قطعه 
Pepto� از L آنتــی بادی را دارند. در حالیکــه پروتیئن FC
streptococcus magnus ویژگــی اتصــال به آنتی بادی را 

از طریق زنجیره ســبک کاپا دارد.)11, 12) محدودیت های 
کروماتوگرافی تمایلی : PH پایین در مرحله شستشــو که به 
ساختار پروتیئن آســیب می زند و اینکه ممکن استFC به 

جایگاه های دیگر IgG بچسبد.)8)
به طور معمول گران تریــن روش کروماتوگرافی ایمنی 
تمایلی از روش های اولیــه تخلیص آنتی بادی مونوکلونال 
اســت)13) که خلــوص بالا، محصــول بالا، اســتفاده از 
محلول هــای فیزیولوژیک و همچنیــن توانایی جدا کردن 
آنتی بــادی مطلوب از ایمنوگلوبین هــای دیگر و همچنین 
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این نیرو به هیدروفوبیســیتی پروتیئن و بستر وابسته است. 
در این مکانیسم بســتر هیدروفوبیک ضعیف است و نیاز به 
غلظت بالای نمک برای اتصال دارند، اما elution به سادگی 
با کم کردن غلظت نمک به دســت مــی آید. از طرف دیگر 
بســتر هیدروفوبیک )مثلا فنیل) به آنتی بادیها پیوندمی شود.
اما برای شستشو نیاز به افزایش حلال های ارگانیک دارد که 
ستقیما با قسمت هیدروفوبیک واکنش می دهد. محدودیت 
اصلی این روش، امکان »دناتوراســیون«  آنتی بادی در محل 
واکنش اســت، که شــاید  در بر گیرنده ی بخش  مهمی از 
ســاختار آنتی بادی است که بیشــتر جایگاه پیوند  آنتی ژن 
اســت که در مرحله شستشو برعکس می شود، یا استفاده از 

ماتریکس هیدروفوب به حداقل می رسد)8)
 با توجه به طیف وسیع تکنیک ها انتخاب روش مناسب 
ممکن است دشوار باشد. ولی با توجه به کاربرد نهایی آنتی بادی 
مانند: خلوص بالا یا حــذف آلاینده های مخصوص، مقدار 
تخلیص)هزینــه بســتر در مقیاس کم بی اهمیت اســت اما 
در مقیــاس صنعتی تخمین هزینه ضروری اســت.) و تعداد 
batch هــای مورد نیاز می توان روش مناســبی را برگزید. 

بیشترین استفاده در کروماتوگرافی تمایلی پروتیئن A است. 
متنوع  های  روش  هم  بادی  آنتی  قطعات  تخلیص  برای 
وجود دارد. اما رایج ترین آن ها تکه های  F(ab’(2 است 
که به پروتیئن A و G پیوند می شوند. نتایج کروماتوگرافی 
از  استفاده  پیشنهاد  است.  انگیز  شگفت  بسیار  تمایلی، 
برای  است.  شده  داده  هم   size exclution کروماتوگرافی 
قطعات  از  قبولی  قابل  جداسازی   superdex 200 نمونه، 
مطلوب IgG و پپتیدهایی با وزن مولکولی کم را می دهد)8)

منابع
.1 Howard GC, Bethell DR. Basic methods in 

antibody production and characterization: CRC Press; 
2000.

.2 Iwai S. Preparation of 
Oligodeoxyribonucleotides Containing the 
Pyrimidine (6–4) pyrimidone Photoproduct by Using 

مشاهده ماهنامه تشخیص آزمایشگاهی به صورت کلیپ صوتی وتصویری
ازین پس صفحاتی از ماهنامه را به  صورت کلیپ تصویر ی مشاهده کنید. دراین شماره طرح مربوط به تصا ویرص 11 و آگهی شرکت های آریا فارمد)روی جلد(، 
من ، شوکا زیست و آرینا حیات دانش بیش ازآن چیزی است که درتصویرچاپ شده می بینید. گوشی همراه خودراپس از نصب نرم افزار)واقعیت افزوده ( ازسایت 

ماهنامه، روی آن تصاویرقرار دهیدو کلیپ مربوطه را مشاهده کنید. 
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