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 مقاله پژوهشي 

 

 در محیط کشت Kellژن گروه خونی  زایی علیه آنتی عوامل تأثیرگذار در ایمنی
 

 3، فاطمه یاری2، سعیده میلاني9یاني فاطمه توبه
 

 هچكيد
 سابقه و هدف 

ای خون محیطي، جداسازی  های تک هسته باشد. در این روش سلول پذیر مي زایي در آزمایشگاه، امکان ایمني
شوند. در این مطالعه، به دنبال شناخت  زایي در محیط کشت مواجه مي شده و با فاکتورهای لازم جهت ایمني

در آزمایشگاه به عنوان مرحله  Bهای  زایي لنفوسیت فاکتورهای مختلف و عوامل دخیل در فرآیند ایمني
 بودیم.  Kellژن گروه خوني  بادی بر علیه آنتي اتي در ایجاد آنتيمقدم

 ها مواد و روش
های تک  جداسازی و تخلیص شد. سلول +Kellهای خون کامل  از کیسه Kellژن  در یک مطالعه تجربي، آنتي

شدند و جداسازی  با استفاده از روش گرادیان دانسیته، -Kellهای خون کامل  ای خون محیطي از کیسه هسته
زایي در محیط کشت  پس از مواجهه با ال ـ لوسیل ال ـ لوسین متیل استر، با کلیه فاکتورهای لازم جهت ایمني

و اینترفرون گاما مواجه گردیدند. پس از  0های اینترلوکین  ژن، ادجوانت و سیتوکاین با غلظت مناسب از آنتي
 با روش حساس الایزا بررسي شدند. بادی  ها از نظر تولید آنتي روبي سلول روز، سوپ 99-7

 ها يافته
، مواجهه  Anti-Kell ياختصاص یباد يآنت دیتول و یيزا يمنیا جادیکشت به منظور ا طیشرا نیتر مطلوب

 لیتر در میلي نانوگرم 244-9444 یریو به کارگ LLME مولار يلیم 22/4 با غلظت یا تک هسته یها سلول
در طول ی جذب نور نیانگیاست. م MLC (Mix lymphocyte culture) تریکرولیم 94به همراه  Kell ژن يآنت

 ± 43/4 حالت نیدر ا باشد، مي Kellژن  بادی اختصاصي علیه آنتي که بیانگر تولید آنتينانومتر  024موج 
 .دآم دست  به  422/2

 ينتيجه گير
 توان يو م باشد يم ریپذ امکان Kell ژن يآنت هیکشت عل طیدر مح یيزا يمنیانجام ابر اساس مطالعه انجام شده، 

 .کرد یساز نهیکشت را به طیدر مح Anti-Kellکننده دیتول یها سلول تحریکعوامل مختلف،  یریبا به کارگ
 Kell يگروه خون ستمیسی، باد يآنت یي،زا يمنیا: ات كليديكلم
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 0010تابستان ، 7 شماره ،09 هدور                                                   

 

 

 

 مقدمه
های گلیکوپروتئینی هسـتند کـه بـه     مولکول ،ها  بادی آنتی    

 شـوند   ژن تولیـد مـی   سل و در پاسخ به آنتی وسیله پلاسما
ها با ويژگـی   بادی های مونوکلونال گروهی از آنتی بادی آنتی

 بـر  Bهـای   يکسان هستند که توسط کلون يکسان از سـلول 
 یهـا  تـو   یبه اپ شوند و ژن خاص تولید می علیه يک آنتی
 ( 0د)ابني یمشابه اتصال م

چون  مختلف هم یها نهیمونوکلونال در زم یها یباد یآنت    
ــورد توســه هســتند  صیتشــخ قــات،یتحق ــان م   (7)و درم
 ـبـه ا  دنیبـه منوـور رس ـ   نيبنابرا بـه   یابیاهـدا،، دسـت   ني
 یبـرا  یاختصاص ـ یبـاد  یآنت ـهای سلولی تولید کننده  کلون

باشـد  تـاکنون    یم ـ یبالا ضرور یتینیژن مورد نور با اف یآنت
ها استفاده شده  یباد یآنت نيا دیتول یبرا یمختلف یها روش

   ( 3-4)تاس
هـا   روش ني ـا یدر تمـام  یمقـدمات  مرحلـه  ،زايـی  نیميا    
 نياز ا یکيشود   یانجام م یمختلف یها وهیباشد که به ش یم

 ,In vitro immunization)شـااه يدر آزما زايی نیميا ها، شیوه

IVI )یها از سلول یمنيا یها روش، سلول نيباشد  در ا یم 
  لهیبه وس ـ شااهيشوند و در آزما یم یاسازسد یطیخون مح

 یها تیلنفوس جهیشوند  در نت یم کيژن مورد نور تحر یآنت
B ــاد یآنتــ دکننــدهیتول ژن القــا  یآنتــ هیــعل یاختصاصــ یب
بــا  یبــاد یآنتــ دکننــدهیتول یهــا شــوند  ســلو ســلول یمــ

شـکل   دوماي ـبریشـوند تـا ه   یم ـ وژی ـف يیلومایم یها سلول
 یبـاد  یآنت ـ  دکننـده یتول یهـا  سـلول  ند،يآفر نيا ی  طردیبا
کننـد    یترشـ  م ـ  یبـاد  یشده و به صورت مداوم آنت راینام

ها  یباد یاز آنت یاديانواع ز دیتول ی، برا IVIبر  یروش مبتن
 in vivoدر  ونیزاس ـیونیميا یکه بـرا  يیها یباد یاز سمله آنت

را نشـان داده اسـت     یادي ـز لیدچار مشکل هستند، پتانس ـ
 ـبه تزر ازیعدم ن از  اـر يد یک ـي وانـات، یژن بـه ح  یآنت ـ قي

 وانی ـح جـاد يشـدن از ا  ازی ـن یباشد  ب یروش م نيا یايمزا
 اي ـکـردن   یانسان دهیچیپ یهانديآحذ، فر نیچن خانه و هم

  ( 2)باشد یروش م نيا یاياز مزا ونیزاسيمريکا

بــه طــور م مــول  شــااه،يدر آزما ونیزاســیونیميا روش    
 نيبـا چنـد   سـه ي)در حدود پـن  روز( در مقا یمدت کوتاه

 نیچن ـ برد  هم یدر موش زمان م ونیزاسیونیميا نديآهفته فر
لازم دارد، بـه طـور    یکم اریبس مونوژنيا ريروش مقاد نيا

کنـد    یم ـ تي ـژن کفا یآنت ـ کروگـرم یم کيم مول کمتر از 
بـا روش   سـه يروش در مقا ني ـشـده، ا  ذکر واردعلاوه بر م

 نیچن دارد و هم یبالاتر یريتکرارپذ in vivo ونیزاسیونیميا
 ـبـه واسـطه ا   IgMاز سـنو   یباد یبه آنت یابیدست روش  ني

باشــد  در روش اســتفاده از  یمــ in vivoتــر از روش  آســان
کـردن   رایشده و سلو نام زهیونیميفرد آلوا B یها تیلنفوس
افراد  نياز سمله در دسترس نبودن ا يیها تيدودمح زیآن ن
 یروش بـرا  ني ـا نیچن ـ وسـود دارد  هـم   یریگ نمونه یبرا

 یباشد و تنهـا بـرا   یقابل استفاده نم یخون یها گروه یتمام
 جـاد يدر افـراد ا  قابل اسـتفاده اسـت کـه قـبلا      يیها ژن یآنت
افراد در پاسخ بـه   نيا B یها تیاند و لنفوس کرده يیزا یمنيا
 ( 8)اند شده کيژن تحر یآنت نآ

 یاز کاربردهــا یکــيکــه گفتــه شــد    طــور همــان    
باشد که از  یم صیمونوکلونال در بخش تشخ یها یباد یآنت

امـروزه    اسـت  یخون یها گروه نییها ت  آن نيتر سمله مهم
 یهـا  یبـاد  یمختلف از آنت یخون یها گروه نییبه منوور ت 

 ( 9، 01)شود یدر بانک خون استفاده م یاختصاص
بیماران مبـتلا بـه انـواع هموگلوبینوپـاتی بـه خصـوص           

هـای   نیازمنـد دريافـت خـون و فـرآورده     ،بیماران تالاسمی
ــه طــور م مــول باعــ     ــر ب ــن ام مشــتق از آن هســتند  اي

هــای آلوايمیــون در ايــن بیمــاران  بــادی گیــری آنتــی شــکل
ها در بـدن بیمـار    بادی گردد  به دلیل حضور اين آلوآنتی می

هـای آينـده    شانو پیدا کردن خـون سـازگار بـرای تزريـق    
کارهـای سلـوگیری از ايـن     کند  يکـی از راه  کاهش پیدا می

های خونی پیش از تزريق خـون و   امر، تشخیص دقیق گروه
 ( 00، 07)باشد های مشتق از خون می فرآورده

  یها ژن یب د از آنت Kell یگروه خون ستمیس یها ژن یآنت    
   نــیدر ب یرـشتیب یـيزا یـمنيا، Rhو  ABO یـروه خونـگ
 یهـا  یبـاد  یآنت لیدارند  تشک یخون یها گروه یها ژن یآنت
توانـد منجـر بـه کـم      یدر بـدن، م ـ  یگروه خون ستمیس نيا

 کی ـتیواکنش همول جاديو ا ینوزاد ديشد کیتیهمول یخون
هـای   ژن علیـه آنتـی   ها بـر  بادی   آنتی(03)گرددخون  قيتزر

از باشـد،   در مبتلايان به تالاسمی شايع می Kellگروه خونی 
 ـا  یا ژهيــو تی ـاز اهم Kell یگـروه خـون   نیـی سهـت ت   ني

 ( 00، 01)باشد یبرخوردار م
 مختلف و  یشناخت فاکتورها ه منوورـبه ـمطال  نـيا    
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 فاطمه توبه يانی و همکاران                                                                                                                  Kellژن  زايی علیه آنتی ايمنی

 

001 

 

 یها لنفوسیت ونیزاسیونیميا نديآدر فر مؤثرو  لیعوامل دخ
B روش به عنـوان   نيا یساز نهیبه چنین هم و شااهيدر آزما

  ژن یآنت ـ صیتشخ یبرا یباد یآنت جاديدر ا یمقدمات مرحله
 انجام شد   Kellسیستم گروه خونی 

 
  ها روشمواد و 

مطال ه از نوع تجربی بود  در ايـن مطال ـه از دو کیسـه        
هـای   سهت سداسازی سـلول  Kellژن  خون کامل فاقد آنتی

ای خون محیطی و دو کیسه گلبول قرمـز فشـرده    تک هسته
اسـتفاده   Kellژن  ، سهت سداسازی آنتیKellژن  حاوی آنتی
از پايااه انتقال خون استان تهران  خون یها سهیکشد  تمام 

ــال(  ــز وص ــه پ و )مرک ــتیب ــا وس ــه تيرض ــه از  یا نام ک
اخـذ شـده    یپژوهش ـ های هاهداکنندگان سهت انجام مطال 

در ايـن   Kellژن  شدند  فقدان يـا حضـور آنتـی    هیته، است
هــای ســرولوژی بــا کمــک  آزمــايشهــا بــه وســیله  کیســه
در آزمايشـااه سـرولوژی    Anti-Kهای اختصاصی  سرم آنتی

 پايااه انتقال خون تهران تأيید شد 
 

 : Kellژن  سداسازی و تخلیص آنتی
 ی ها ژن یآنت یساز به منوور محلول یاز روش شب  سلول   

Kell نيقرمز استفاده شد  در ا یها گلبول یمتصل به غشا  
Kellقرمـز    گلبول وژیفيسانتر پو ازروش، 

+
 g411دور در   

هـم حجـم خـون    ، پلاسما دور ريختن و قهیدق 71به مدت 
 افــزوده و مجــددا  (PBS)بــافر فســفات ســالین ،مانــده یبــاق

و افـزودن مجـدد    PBSب د از حذ، بـافر  شد   وژیفيسانتر
 و ذوب شـدند  زيها چند مرتبه فر چند روز سلول یطبافر، 

و قرمـز   یهـا  از گلبـول  نیهموگلـوب  یآزادسازکه منجر به 
ــاد  ــلول ايج ــب  س ــد   یش ــدر نهاش ــذ،   تي ــو از ح پ
مولار  یلیم 011حاوی  زیبافر ل تریکرولیم 711 ،نیهموگلوب

NaCl  ،71 مـولار ضـد ان قـاد     یل ـیم 01 و،يمولار تر یلیم
EDTA  ،7 مـولار   یل ـیمPMSF  درصـد  0وNanident P40 

(NP40) ،    سـاعت   3تـا   7به هر لوله فـالکون اضـافه شـد و
 rpm0011روتاتور قرار گرفـت و پـو از آن در دور    یرو

 يـی سـو  رو  ط،یمح رییبه منوور تغ سلو .شد وژیفيسانتر
 PBSبـافر   یمنتقل شد و غشا در بشر حـاو  زیاليد یبه غشا

   زیاليد یشب گذاشته شد  روز ب د محلول داخل غشا کي

   شد رهیو ذخ یآور سمع
 B 0ژل سـفارز   یسـتون کرومـاتوگراف   هی ـبه منوـور ته     
سـازی شـد  در    آماده ديبرما انوژنیف ال س یها گروه یدارا

های ف ال ژل متصل و به  به گروه Anti-Kell یباد یآنتادامه 
 ـ     ه ستون اضافه شد  ب ـد از سداسـازی اتصـالات سسـت ب

 11/1اتانول آمـین   مولار، با افزودن دی 7/1وسیله گلايسین 
ژن  های خالی اشغال شد  نمونـه حـاوی آنتـی    مولار سايااه

Kell  رقیق شده باPBS     هم حجم از ستون عبـور داده شـد
اسـزای متصـل   ،  PBSبا چندين مرتبه شستشوی ستون بـا  

 نشده يا اتصالات سست و غیر اختصاصی خارج شدند  
ژن بـا افـزودن گلايسـین صـورت      سلو سداسازی آنتی    

میکرولیتـر   11روع سداسازی، به هر لولـه  گرفت: قبل از ش
 بـه منوـور   ، 8برابـر   pHمـولار و   7بافرتريو بـا غلوـت   

، اضـافه گرديـد  سـذب    نیس ـيگلا یدیاس ـ pH سازی یخنث
نـانومتر خوانـده شـد  در انتهـا،      781نوری در طـول مـوج   

ژن تخلیص شـده توسـط سـتون تغلـی  بـا منفـذهايی        آنتی
 ديد دالتون تغلی  گر 1111کوچکتر از 

 
 :ی آنژگيو ديیو تأ Kell ژن یغلوت آنت نییت 
 ژن استفاده   از روش برادفورد به منوور ت یین غلوت آنتی   

   رـمیکرولیت 711تهیه شد  BSA های استاندارد  شد  غلوت
 های استاندارد و  میکرولیتر از محلول 01محلول برادفورد به 

ژن افزوده شـد  پـو از    میکرولیتر از نمونه آنتی 01چنین هم
 191هـا، سـذب نـوری در طـول مـوج       تغییر رنگ محلول

نانومتر توسط دستااه نانودرا  قرائت شد  به منوور تايیـد  
ژن  های کوت شده با ايـن آنتـی   ، پلیت Kellژن  ويژگی آنتی

هـای   سازی شد  به اين منوور بـه ت ـدادی از چاهـک    آماده
تغلی  شده  Kellژن  میکرولیتر از آنتی 11 ،ای خانه 94 پلیت

لیتـر و بـه ت ـدادی     نانوگرم در میلـی  111-0111با غلوت 
میکرولیتر آلبومین گاوی به عنـوان چاهـک    11ديار میزان 

سـاعت انکوباسـیون در    70کنترل منفی افزوده شد  ب ـد از  
میکرولیتر محلول آلبـومین گـاوی بـه منوـور      011يخچال، 

های خالی به هر چاهک اضافه شد  ب د  ک کردن سايااهبلا
هـا تخلیـه، در    از يک هفتـه ناهـداری در يخچـال چاهـک    

 خشک و برای الايزا آماده شدند  م رض هوا کاملا 
   Anti-Kell AEK4های  بادی میکرولیتر از آنتی 11میزان     
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 )آلمــان، Anti-Kell MS56( و ايمونودياگنوســتیکا )آلمــان،
 01هـا افـزوده شـد، پـو از      ( به چاهکايمونودياگنوستیکا

مرتبـه   3گراد و انجام  درسه سانتی 32دقیقه انکوباسیون در 
 11بــه هــر چاهــک،  PBS-Tweenشــو بــا بــافر  و  شســت

سـینا( افـزوده شـد      میکرولیتر از محلول کونژوگه)ايران، ابن
گـراد و   درسـه سـانتی   32دقیقه انکوباسـیون در   01پو از 

ــزان  تشســ میکرولیتــر از محلــول کرومــوژن  11وشــو، می
دقیقه،  71شد  ب د از مدت   افزوده (TMB)تترامتیل بنزيدين

کننده به هر چاهک اضافه و  میکرولیتر از محلول متوقف 31
 011با دستااه الايـزا ريـدر میـزان سـذب در طـول مـوج       

 نانومتر خوانده شد 
 

 :یطیخون مح یا تک هسته یها سلول یسداساز
بـا   یط ـیخـون مح  یا تـک هسـته   یها سلول یسداساز    

خون کامـل   تریل یلیم 1 انجام گرفت  دانسیته انيروش گراد
لیتـر   میلـی  1لیتر بافر فسـفات و   میلی Kell  ،1 ژن یفاقد آنت

( افزوده شد  لوله فايکول به مدت بهار افشان فايکول)ايران،
ايجـاد شـده   سانتريفیوژ شد  ابـر سـلولی    g111دقیقه با  71

ــايکول،    ــر ســمی ف ــه منوــور حــذ، اث سداســازی شــد  ب
های سداشده سه مرتبه با بافر فسفات بـه ترتیـب در    سلول
دقیقـه و    1به مـدت   g 011 دقیقه، 01به مدت  g111  دور

g 011  دقیقه سانتريفیوژ و شسـته شـدند  میـزان     1به مدت
ای خـون محیطـی بـا     های تک هسته میکرولیتر از سلول 01
 01بلـو مخلـوش شـد  در ادامـه      میکرولیتر رنگ تريلـان  01

میکرولیتر از محلول نهايی برداشته و روی لام نئوبـار قـرار   
 ای شمارش شد   های تک هسته داده شد و ت داد سلول

 
 :یسلولکشت 

سـدا شـده از    یط ـیخـون مح  یا تـک هسـته   یها سلول    
 7بـه حجـم    RPMIکشـت   طیمح ـی بـه وسـیله   مرحله قبل

متیل استر بـه   لوسیل ال ـ لوسین  ـ    اللیتر رسید  سلو  میلی
های مهارکننده ايمنی به محلول افـزوده   منوور حذ، سلول

ه در دور ـمرتب ـ 3هـا   دقیقه زير هود انکوبه شد  سلول 01و 
g 011  دقیقــه ســانتريفیوژ و شســته شــدند   1و بــه مــدت

کشـت   طیدر مح ـ یط ـیخـون مح  یا تک هسـته  یها سلول
RPMI درصد 01 یحاوFBS  ،0 0و  نیگلوتـام -درصد ال 

 نیسيو استرپتوما نیلیس یپن یها کیوتیب یدرصد مخلوش آنت
عوامـل   ني ـدر مطال ه مواسه شدند  ا یبا عوامل مورد بررس

 111-0111)غلوت ليمحلــول اســتر Kell ژن یشــامل: آنتــ
Kellگلبـول قرمـز    ،لیتـر(  نانوگرم در میلـی 

شـده در   هی ـته +
عوامـل   نیچن ـ و هـم  میکرولیتـر(  71)در حجـم  قبل احلمر
 نینترلـوک يا های شامل سیتوکاين یمنيا کيکننده تحر تيتقو
، لیتــر( پیکــوگرم در میلــی 1/9)غلوــت گاما نترفــرونيا و 0

MLC  و ( لیتــر میکرو 01)در حجــمCpG یاودئوکسـ ـیال 
  پلیـت  باشـند  یم ـلیتـر(   میکروگرم در میلـی  0-3)دینوکلئوت

درسـه   32دار، در دمای  CO2کشت داده شده در انکوباتور 
 روز انکوبه شد  00تا  2گراد به مدت  سانتی

 نیلوس-ال لیلوس -ال یریبه کارگ ریتأث یبه منوور بررس    
 نیچن ـ و هم یمنيمهارکننده ا یها استر در حذ، سلول لیمت

کشت در مراحل  یماده برا نيتر از ا انتخاب غلوت مناسب
در مجـاورت   یط ـیخون مح یا تک هسته یها سلول ،یب د

کشـت مختلـف    طيماده و در شرااين دو غلوت مختلف از 
خـون   یا تـک هسـته   یهـا    ت داد سـلول ندکشت داده شد

ــدر ا یطــیمح ــه،  ني ــســلول در هــر  0141111مرحل  کي
خـون   یا تـک هسـته   یها سلول نيشمارش شد  ا تریل یلیم

 71/1غلوـت  ) LLME تـر یکرولیم 71در مجاورت  یطیمح
ــیم ــ مــولار( و هــم یل ــریکرولیم 711در مجــاورت  نیچن  ت

LLME  ( انکوبه شدند  س یلیم 1/7غلوت )یهـا  لولمولار 
کشـت   طي، در شـرا  LLMEمجاور شده با هـر دو غلوـت   

 2کشت داده شـدند  پـو از    تیکیمختلف به صورت دوپل
 طیمح يیاز سو  رو تریکرولیم 11 زانیم ون،یروز انکوباس

 ومنی ـه یکوت شده با آنت یها تیکشت برداشته شد و به پل
 افزوده شد  زايالاآزمايش انجام  یبرا نیگلوبول

به عنوان  CpG ODN یریبه کارگ ریتأث یبه منوور بررس    
کشـت، در   طیدر مح يیزا یمنيا کيتحر زانیسوانت در ماد

 یفاکتورهـا  ،یکشـت سـلول   تی ـپل یهـا  از چاهک یت داد
در  طيشـرا  ني ـزمان مشـابه ا  محرک مختلف افزوده شد  هم

تفاوت که به هر کدام از  نيتکرار شد با ا اريد یها چاهک
افـزوده شـد     CpG ODN کروگرمیم 0 مقدارها  چاهک نيا

روزه  2 ونیگفته شده، ب د از انکوباس دستورال ملمطابق با 
انجـام شـد     زاي ـالا شآزمـاي  ،طیمح ـ يـی سو  رو یبر رو

 ـا  ينتـا  ديیو مثبت به منوور تأ یکنترل منف یها چاهک  ني
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 001با غلوـت   IgG یکشت در نور گرفته شدند  سرم حاو
فاقـد کـوت    یهـا  چاهـک  بـه  تـر یل یلینانوگرم در م 708و 
افـزوده   یبه عنوان چاهک کنترل منف ـ نیگلوبول ومنیه یآنت
  شد
 

 :یباد یآنت دیتول صیو تشخ یبررس
بـادی،   به منوور تشـخیص تولیـد يـا عـدم تولیـد آنتـی          
 یسـاز  آمـاده هیومن گلوبـولین   آنتیکوت شده با  یها تیپل
میکرولیتـر از   11،د  بـه ايـن منوـور در مرحلـه کوتینـگ     ش

لیتـر   میکروگـرم در میلـی   1هیومن گلوبولین در غلوت  آنتی
میکرولیتـر محلـول آلبـومین     11هـا و   به ت دادی از چاهک

گاوی به ت دادی ديار به عنوان کنترل منفی افزوده شد  در 
ها تخلیـه   ساعت، چاهک 70مرحله بلاکینگ ب د از گذشت 

شد  ب ـد از    میکرولیتر آلبومین افزوده 011و به هر چاهک 
 حله کشـت سـلولی، سـو    روزه هر مر 2-00انکوبه شدن 

بادی بررسـی شـد  بـدين     آنتی تولید نور از ها، سلول رويی
 منوور پو از انجام مراحل الايزا سذب نوری در طول موج

 حساس الايزا بررسی شد  روش نانومتر با 011
 
 :یباد یآنت تیاختصاص ديیتأ

   يیاز از سو  رو رـتیکرولیم 11 زانـیمور ـن منوـبدي    
روز از انجــام  2-00ب ــد از گذشــت  کشــت یهــا چاهــک

 ژن یشده با آنت کوت یها تیبرداشت و در پل ،ايمیونیزاسیون
Kell   32 یدر دمـا  انکوباسیون قهیدق 01 ب د ازافزوده شد 

با انجام سه مرحله شست و شـو بـا بـافر    ، گراد یدرسه سانت
PBS-Tween11و سـلو   تخلیهمتصل نشده  یها ، مولکول 

بــه هــر  Anti-human HRPل کنژوگــه از محلــو تـر یکرولیم
 گـراد  یدرسه سانت 32در  قهیدق 01چاهک اضافه و به مدت 

وشـو بـا بـافر     از انجام سـه مرحلـه شسـت    ب د انکوبه شد 
 یاز محلـول سوبسـترا   تریکرولیم 11فسفات، به هر چاهک 

و  قـه یدق 71افزوده شد و ب د از گذشـت   نيديبنز لیمت تترا
محلول متوقف کننده، خوانش سـذب   تریکرولیم 31افزودن 

 ـبـا دسـتااه الا   نـانومتر  011ی در طول موج نور  دري ـر زاي
  شد یابيارز جهیصورت گرفت و نت

 
 :های آماری افزار آماری و آزمون نرم
 آزمـايش   يبه دسـت آمـده از نتـا    یسذب نور ريمقاد     
 شدند  یدر سداول گردآور ،یدر دف ات مختلف کار زايالا

افـزار   با استفاده از نرم اریو انحرا، م  نیانایم زانیم سلو
Microsoft Office Excel   یمنوور بررس ـ به محاسبه شدند 

 Coefficient of)راتیی ـتغ بيضر زا،يروش الا یريتکرارپذ

variation, CV )ديمحاسبه گرد  
 

 ها يافته
شده با استفاده از روش  صیتخل Kell ژن یغلوت آنت نییت 

 :برادفورد
ــتااه        ــده از دس ــه دســت آم ــات ب ــا اســتفاده از اطلاع ب

و  یسذب نـور  زانیاستاندارد بر اساس م ینانودرا ، منحن
و بـر   BSAغلوـت   ،یمحور افق ـ یبر رو غلوت رسم شد 

 191در طــول مــوج  یســذب نــور ،یمحــور عمــود یرو
داده شـد  بـا اسـتفاده از اطلاعـات سـدول،       شينانومتر نما

   (0 شکل)م ادله خط به دست آمد جهیخط و در نت بیش
مجهـول در طـول    یهـا  نمونه یبا استفاده از سذب نور    

 مونهنانومتر و م ادله خط به دست آمده، غلوت ن 191موج 
 111-0111 در محدوده (Kellژن  )نمونه حاوی آنتیمجهول
  (0)سدول محاسبه شدلیتر  در میلی نانوگرم

 
 بر اساس جذب نوری Kellژن  های استاندارد و تعیین غلظت آنتي : تهیه غلظت9جدول 

 

 مجهول A B C D E F G H چاهک

 غلوت 

(µg/mL) 
7111 0711 471 1/307 71/014 071/28 147/39 130/09  

سذب 

 نوری
441/1 183/1 380/1 379/1 712/1 083/1 017/1 000/1 091/1 
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 برادفورد آزمایش: منحني استاندارد 9شکل 

 
 :Kell  ژن یآنت یژگيو ديیتأ

 یحـاو  یها در چاهک یبا توسه به اختلا، سذب نور    
 یحـاو  یکنترل منف ـ یها با چاهک سهيدر مقا Kell ژن یآنت

در  =OD 481/1)دياثبات گرد Kell ژن یآنت یژگيو ،نیآلبوم
ی سـذب نـور    ياسـتفاده از نتـا   با ( =OD 31/1مقايسه با 

 نیانای ـ، م Anti-Kell AEK4دو چاهـک مربـوش بـه    یبـرا 
و دو چاهـک   11/1 ± 402/1 اریو انحرا، م  یسذب نور

و  یســذب نــور نیانایــ، م Anti-Kell MS56مربــوش بــه 
محاسبه شد  سلو با استفاده  413/1 ± 10/1 اریانحرا، م 

ــاز م ــو انحــرا، م  نیانای ــتغ بيضــر اری محاســبه  راتیی
محاسبه شده نشـانار   راتییتغ بيضر زانی  م(7)سدول شد

   باشد یمآزمايش  یريتکرارپذ
 

: میانگین، انحراف معیار و ضریب تغییرات جذب نوری 2جدول
Anti-Kell ژن  در حضور آنتيKell 

 

 ضریب تغییرات میانگین ±انحراف معیار  

Anti-Kell AEK4 11/1 ± 402/1 70/2 

Anti-Kell MS56 10/1 ± 413/1 17/0 
 

بـه دنبـال انجـام     یبـاد  یآنت دیتول زانیم صیو تشخ یبررس
 :کشت طیدر مح ونیزاسیمونيا

   لیلوس-ال یریبه کارگ ریتأث یبررس های حاصل از داده    

در ماده  نيغلوت مناسب از ا و ت ییناستر  لیمت نیلوس-ال
 ی درســـذب نـــور  (3)سدول گـــردآوری شـــد ســـدول
 یبـه عنـوان کنتـرل منف ـ    نیکوت شده با آلبـوم  یها چاهک

در طـول مـوج    ینـور  سذب .خوانده شد 183/1و  121/1
 یل ـیم 71/1غلوـت   یدارا یهـا  چاهـک  ینانومتر برا 011

 طيبـا شـرا   LLMEمـولار   یلیم 1/7و غلوت  LLMEمولار 
ــاملا  ــور شــدند  ســهيمقا کســاني ک ــالاتر در  یســذب ن ب
در  LLMEمـولار   یل ـیم 71/1غلوـت   یحـاو  یهـا  چاهک

غلوت از مـاده را در حـذ،    نيمشابه مؤثرتر بودن ا طيشرا
کـه   رسـد  یبه نوـر م ـ  نشان داد  یمنيمهارکننده ا یها لولس

LLME نیو از ب ـ تیسـم  جـاد يبالا باعـ  ا  یها در غلوت 
  شود یم یطیخون مح یا تک هسته یها بردن سلول

در سـدول   CpG ODNنتـاي  حاصـل از بررسـی تـأثیر         
 011در طـول مـوج    یسذب نور  (0)سدول گردآوری شد

 001/1 بی ـبه ترت های کنترل منفی چاهک نيا ینانومتر برا
 143/1 بی ـبه ترتهای کنترل مثبت  و برای چاهک 027/1و 
 یدارا یها چاهک یبرا ینور د  سذبخوانده ش 271/1و 

CpG ODN   و فاقـدCpG ODN   کسـان ي کـاملا   طيبـا شـرا 
 CpG یحاو یها بالاتر در چاهک یشد  سذب نور سهيمقا

ODN يیزا یمنيا زانیم شيدهنده افزا مشابه نشان طيدر شرا 
  بــه عنــوان CpG ODNهــا و مــؤثر بــودن  چاهــک نيــدر ا

  باشد یادسوانت م

y = 0.0002x + 0.2041 
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 ای خون محیطي های تک هسته و شرایط مختلف کشت سلول LLMEهای مختلف  : مقایسه جذب نوری در غلظت3 جدول
 

 LLMEمیلي مولار  2/2غلظت  LLMEمیلي مولار  22/4غلظت  شرایط کشت مختلف

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4µ 01 

+ 

I LFNµ 01 

172/7 

 

019/0 

 

 

919/0 

 

 

799/0 

 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L MLCµ 01 

 

172/7 

 

078/0 

 

122/7 

 

383/0 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4µ 01 

 

030/7 

 

709/0 

 

112/7 

 

744/0 

L Kell+ RBCµ 71 

+ 

L MLCµ 01 

 

994/0 

 

142/0 

 

918/0 

 

388/0 

خـون   یا تـک هسـته   یهـا  سلول مجددا  ،یدر مراحل ب د
کشـت داده   ،1شـده در سـدول    ذکر طيتحت شرا یطیمح

بـه دسـت آمـده از     یسذب نور  ياستفاده از نتا با  شدند

 طيبـا شـرا   تی ـکیدوبل یهـا  چاهـک  یبـرا  زا،يالاآزمايش 
محاسبه شد و با توسه بـه   اریو انحرا، م  نیانایم کساني
 اناری ـکه ب راتییتغ بيضر طيهر کدام از شرا یدو برا نيا
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   (1)سـدول  دياست محاسبه گردآزمايش  نيا یريتکرارپذ
 و  يیزا یمنيا جاديکشت به منوور ا طيشرا نيتر مطلوب

  ژن یآنت یریبه کارگ ،Anti-Kell یاختصاص یباد یآنت دیتول
Kell  زانی ـو م لیتـر  در میلی نانوگرم 111-0111در غلوت 
ذب ـس ـ نـی ـانایم نيشتریب یدارا) MLC از کروگرمیم 01
    باشد ی( مراتییتغ بيضر نيو کمتر ینور
-0111در غلوت  Kell ژن یعلاوه بر آن استفاده از آنت    
 1/9بـا غلوـت    IL4 تـر یکرولیم 01نانوگرم به همراه  111

 را در برداشت  یقابل قبول  ينتا زین تریل یلیدر م کوگرمیپ
 
 ی:باد یآنت تیاختصاص ديیتأ

  در سـدول  زاي ـالا آزمـايش حاصـل از انجـام    یها داده    
 ی  با توسه به اختلا، سذب نور(4)سدول شد یبند طبقه

ــک ــا در چاه ــاو یه ــ یح ــهيدر مقا Kell ژن یآنت ــا  س ب
 تی، اختصاص ـآلبـومین  یحـاو  یکنتـرل منف ـ  یهـا  چاهک

  دياثبات گرد Kellضد  یباد یآنت
 

 ای خون محیطي های تک هسته : مقایسه جذب نوری در شرایط مختلف کشت سلول0 جدول
 
 

 CpG ODNحاوی  CpG ODNفاقد  شرایط کشت 

L MLCµ 01 

+ 

L Agµ 1 

+ 

I PBMCµ 4 

109/1 

 

401/1 

 

L MLCµ 01 

+ 

L Agµ 01 

+ 

L PBMCµ 4 

133/1 289/1 

L MLCµ 01 

+ 

L Agµ 1 

+ 

L PBMCµ 08 

403/1 214/1 

L MLCµ 01 

+ 

L Agµ 1 

+ 

L PBMCµ 08 

433/1 209/1 
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004 

 

 : میانگین، انحراف معیار و ضریب تغییرات جذب نور در شرایط کشت مطلوب2 جدول

 

 CV میانگین ±انحراف معیار  شرایط مختلف کشت 

m
M

 L
L

M
E

 
22

/4
 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4µ 01 

+ 

L IFNµ 01 

109/1 73/0 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L MLCµ 01 

948/0 ± 18/1 27/0 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4µ 01 

1211/7 ± 19/1 33/0 

L Kell + RBCµ 71 

+ 

L MLCµ 01 

922/0 ± 17/1 31/0 

m
M

 L
L

M
E

 2
/2

 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4µ 01 

+ 

L IFNµ 01 

18/1 ± 310/0 20/1 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L MLCµ 01 

13/1 ± 0111/0 74/7 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4 µ 01 

10/1 ± 7121/0 91/1 

L Kell + RBCµ 71 

+ 

L MLCµ 01 

07/1 ± 0221/0 14/8 
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 بادی اختصاصیت آنتي و تائید Kellژن  ها در مواجهه با آنتي : جذب نوری سوپ رویي چاهک6 جدول

 

 با آلبومین Kellژن  با آنتي شرایط مختلف کشت 

m
M

 L
L

M
E

 
22

/4
 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4µ 01 

+ 

L IFNµ 01 

049/1 019/1 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L MLCµ 01 

091/1 031/1 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4µ 01 

102/1 031/1 

L Kell + RBCµ 71 

+ 

L MLCµ 01 

047/1 014/1 

m
M

 L
L

M
E

 2
/2

 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L IL4µ 01 

013/1 001/1 

L Kell Antigenµ 31 

+ 

L MLCµ 01 

041/1 018/1 

L Kell + RBC µ 71 

+ 

L IL4 µ 01 

047/1 191/1 

L Kell + RBCµ 71 

+ 

L MLCµ 01 

003/1 018/1 
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 بحث
چنـد   یمونوکلونـال ط ـ  یها یباد یآنت نهیدانش ما در زم    

 محققـان  است  افتهيبهبود  یدهه گذشته به طور قابل توسه
 یکه از مراحل مقدمات يیزا یمنيمرحله ا یعرصه برا نيدر ا

 ـيا دی ـتول نديآدر فر مونوکلونـال   یهـا  یبـاد  یآنت ـ يـی زا یمن
تـا   يیزا یمنيقائل هستند  ا یاديز تیارزش و اهم باشد، یم

انجام شده اسـت  بـا وسـود     یگوناگون یها وهیامروزه به ش
صـورت   in vivoبـه روش   يـی زا یمنيکه در ا يیها شرفتیپ

  in vitro طیدر مح ـ يـی زا یمنيکه ا افتنديمحققان در ،گرفت
گذشته  های همطال  یبررس ( 04)کارآمدتر خواهد بود اریبس

 یهـا  به روش زین in vitroدر  يیزا یمنينشان داده است که ا
مختلف صـورت  های  دستورال ملو با استفاده از  یگوناگون

 ( 02)گرفته است
 که از  یا تک هسته یها کشت سلول یرو براين مطال ه     

 ،شـده بـود  اسـتخراج   Kell ژن یافراد فاقد آنت یطیخون مح
 یا تک هسته یاـه ژوهش سلولـپ نـي  در ادـی شزير هيپا

 ـبـا اســتفاده از روش گراد  یط ـیخـون مح  و بــا  یغلوت ـ اني
 یهـا  افتهيشدند  طبق  یسداساز کولياستفاده از محلول فا

از  یخاص ـ رگـروه يگذشـته، ز هـای   هبه دست آمده از مطال 
بـا   ،یغلوت ـ اني ـشـده بـه روش گراد   یسداساز یها سلول
در  یمن ـيا یهـا  منجر بـه مهـار پاسـخ    یا ژهيو یها سمیمکان
 ـ  اگردنـد  یم يیزا یمنيکاهش ا جهیکشت و در نت طیمح  ني

 یهـا  تیو لنفوس ـ هـا  تیمهارکننده شامل مونوس ـ یها سلول
 (NK cell) ی یکشنده طب یها ، سلول(LGL)زرگ گرانولار ب

 ( 08)باشند یمهارکننده، م یها و سلول 
نشـان داد کـه     در مطال ـه خـود صـراحتا    کـارل   تر شیپ    

-بـا ال  یط ـیخون مح یا تک هسته یها مجاور کردن سلول
منجر به حذ، کامـل   (LLME)استر لیمت نیلوس-ال لیلوس

خـود   نتـاي  در  شـان يا  گـردد  یمهارکننده م یها سلول نيا
 یکننـده مارکرهـا   انی ـب یهـا  عنوان کردند که درصد سلول

 ی( و مارکرهـا تیمونوس ـ یاختصاص کرمار) Mo 2 یسطح
Leu 7  وLeu 11 (کشـنده   یهـا  سلول یاختصاص یمارکرها

درصــد  0/1 و کمتــر از 1/1،  7/1بــه  بیــبــه ترت (ی ــیطب
  ( 09)افتنديکاهش 

خــود نشــان داد کــه  هــای هدر مطال ــ ال تــی نیچنــ هــم    
   یاـه از سلول يیها رگروهيو ز کیتوتوکسیس T یها سلول

T CD8
 یبـاد  یکننـده آنت ـ  ترشـ   B یها سلول یکه بر رو +

بـا   ،دارنـد  یاثـر مهـار   ،یاختصاص ـ توژنیشده با م کيتحر
 هـا  همطال  نيا نیچن   همشوند یماده حذ، م نياستفاده از ا

 یبـر رو  یاثـر منف ـ  چیه ـ LLMEبه کار بـردن   کهکرد  انیب
 ( 71)ندارد T CD4+ (T helper)یها و سلول B یها سلول

 روشدر  زی ـن ژو فانـگ  مشابه با پـژوهش انجـام شـده،       
 ( 70)استفاده کرد LLMEخود از 

 همانند اين مطال ه، در پژوهش خودین ای ماتسوموتو ش    
 نوـر،  مـورد  یهـا  ژن یها با آنت ـ کردن سلول کيقبل از تحر

مواسـه   LLMEرا بـا   یطیخون مح یا تک هسته یها سلول
 ( 2، 77)کرد
 در پژوهش کنونی نیـز ، ها همطال  نيبا توسه به ا نيبنابرا    
 ،یمن ـيمهارکننـده ا  یهـا  به منوور حـذ، سـلول   LLMEاز 

 رسـد  یبـه دسـت آمـده بـه نوـر م ـ       ي  طبق نتاشد استفاده
و  تیسم جاديباع  ا ،ماده نيبالا از ا یها استفاده از غلوت

  شود یم یمنيکاهش پاسخ ا
بـا   B یهـا  تیلنفوس ـ یمن ـيا کي ـتحر شيمنوور افزا به    
هـا     ادسوانـت باشـد  یم ـ یادسوانت ضـرور  وسود ژن، یآنت

 کننـده  انی ـشـوند و اغلـب ب   یهـا مشـتق م ـ   از پاتوژن عمدتا 
 Pathogen-associatedمرتبط با پـاتوژن)  یمولکول یالاوها

Molecular Patterns, PAMP)  هـا   از آن ی  انـواع باشـند  مـی
ــامل: ــايی   ش ــاکاريد باکتري ــی س ،  CpG DNA،  (LPS)پل

  (73-71)هستند و    (MDP)مورامیل دی پلتید 
 افتنـد يخـود در  هـای  همطال  یو همکاران طوی سیانگ     

پاسخ  B naïve یها سلول کيولوژيزیف طبی ی طيکه در شرا
که با وسود ادسوانـت   یحال دارند در یفیض  کيمونولوژيا

CpG ODN ــا ــر  HLA-DRو  CD80  ،CD40 ی، مارکره ب
 داشـته کـه مت اقبـا     انی ـب شيافـزا  B naïve یها سط  سلول
اثر  ني  اشود یم T یها سلول شتریبهرچه  یساز باع  ف ال

 یتـر  یبه مراتب قـو  کيمونولوژيمنجر به پاسخ ا تيدر نها
در اين  نیشیپ های همطال   يبا توسه به نتا ( 74)خواهد شد

 کيو تحر B یها سلول تر یقو یساز به منوور ف ال مطال ه
  گرديد استفاده  CpG ODNاز ادسوانت  ،یباد یآنت دیتول
  ،مشابه با مطال ه کنونی زینيوشیکو ماتسودا در مطال ه     

 در مجاورت با   یــطیون محـخ یا هـک هستـت یها سلول
 ( 02)شدندکشت داده  CpG ODNادسوانت 
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 ـابتـدا از مورام  شین ای ماتسـو موتـو   های همطال  در      لی
کشت اسـتفاده   طیبه عنوان ادسوانت در مح(MDP) دیپلت ید

 ـپلت ید لینشان داد که مورام  ينتا  شد  کي ـمنجربـه تحر  دی
 یبـاد  یآنت ـ دی ـتول یبـرا  Bهای  سلول یاختصاص ریغ ریتکث
اسـتفاده   CpG ODNدر ادامه از ادسوانـت   نيراي  بناشود یم

 دی ـو تول B یهـا  سـلول  یاختصاص ریموسب تکث کهکردند 
بـاور بـود کـه     ني ـمطال ه بر ا نيشد  ا یاختصاص یباد یآنت

و  یط ـیخـون مح  یا تک هسته یها سلول بیاستفاده از ترک
، منجـر   CpG ODN یمناسب در کنار ادسوانت قو ژن یآنت

 B یهـا  و سـلول  شـود  یم ـ IVI دسـتورال مل  یساز نهیبه به
ــ ــ یاختصاص ــ ژن یآنت ــینیاف اب ــالا تول یت ــب ــترش  دی و گس

 ( 2)ابندي یم

  کسان،يکشت  طيشرا جاديبا ا نتیجه مطال ه نشان داد که    
کشـت   طیبـه مح ـ  CpG ODNها کـه   از چاهک یدر ت داد

 CpG ODNکه فاقد  يیها نسبت به چاهک ،افزوده شده بود
نـانومتر   011در طـول مـوج   بـالاتری   یبودند، سذب نـور 

 یاختصاص ـ یباد یآنت شتریب دیتول یکه به م ن نشان داده شد
  باشد یها م چاهک نيدر ا
 کي ـسهت تحر ازیمورد ن یها نيتوکایس نیمنوور تأم به    

 یتیموسود در مطال ه، از کشت مخلوش لنفوس B یها سلول
(Mix Lymphocyte Culture,MLC)   ــد ــتفاده شــ اســ

 ـ  ، MLC ینيتوکایس ـ یالاـو  بـا بررسـی  اچر دوروتئافیش ب
،  IL2  ،IL4  ،IL6  ،IL10 یهـا  نيتوکایس ـ زانیکه م افتيدر

IFN  وTNFα ني ـداشت  بـا توسـه بـه ا    یم نادار شيافزا 
و  B یهـا  سلول زيها در رشد و تما نيتوکایس نيله که اأمس
بـه   یابیدارند، به منوور دست يینقش به سزا یباد یآنت دیتول
 ،یمن ـيا یهـا  سـلول  زيدر رشـد و تمـا   مؤثر یها نيتوکایس

 دکشت مجاور شـدن  طیفرد مختلف در مح 7 یها تیلنفوس
ها به عنـوان   سلول يیساعت انکوبه، سو  رو 70و ب د از 

MLC به دست آمـده از کشـت     ياستفاده شد  بر اساس نتا
ــلول ــا س ــته  یه ــک هس ــاورت ا یا ت ــدر مج ــوش  ني مخل

 B یهـا  سلول زيرشد و تما یبرا یمناسب طيشرا ،ینيتوکایس
 نيبـالاتر  ،مشاهده شد ها افتهيطور که در  فراهم شد  همان

بـه همـراه    MLC یبـه چاهـک حـاو    مربـوش  یسذب نور
 طياز شـرا  یک ـيحالت به عنوان  ني  اباشد یم Kell ژن یآنت
   ( 72)شود یم شنهادیپ IVIدر روش  نهیبه

در محیط کشـت بـه    MLCکارگیری  نتاي  حاصل از به     
در مطال ـه کنـونی هـم     Bهـای   منوور افزايش تکثیر سلول

 میلانـی  در مطال ه MLCراستا با نتاي  حاصل از استفاده از 
را بـه عنـوان يکـی از ترکیبـات      MLCتوان  بود  بنابراين می

 Bهــای  زايــی ســلول  کننــده مــؤثر در ايمنــی   تحريــک
  (78)برشمرد

 IL4 ریدر مـورد تـأث   ی کاواچآکیرا اي که يیها یبررس همانند
در  ،انجـام داد  IVIبـه روش   ونیزاس ـیونیميا یبر رو IL2و 

بـا   یمشـابه   يکـه نتـا   شـد اسـتفاده   IL4از  نیزمطال ه اين 
کشـت   طیبـه مح ـ  IL4داشـت  افـزودن    شـان يا های همطال 

  ( 79)شد Kell ژن یآنت هیبرعل يیزا یمنيا شيموسب افزا
 

گيري نتيجه
کشـت   طیدر مح يیزا یمنيروش ا یها تيمزبا توسه به     

(in vitro Immunization)  وانیبا بدن ح سهيدر مقا(in vivo 

Immunization )حاصل از مطال ـه    يو با در نور گرفتن نتا
در  يـی زا یمن ـيمؤثر بـر ا  طيشرا یانجام شده در مورد بررس

انجـام   رسـد  ی، بـه نوـر م ـ  Kell ژن یآنت ـ هیکشت عل طیمح
 ريپـذ  امکـان  Kell ژن یآنت ـ هیکشت عل طیدر مح يیزا یمنيا
عوامـل مختلـف    یریبا کنترل و به کارگ توان یو م باشد یم

در  يـی زا یمن ـيا جـاد يرا به منوور ا طيکشت، شرا طیدر مح
 کرد  یساز نهیکشت به طیمح

 
    تشكر و قدرداني

اين مقاله حاصل پايان نامه دانشـجويی دوره کارشناسـی       
سسه عالی ؤهماتولوژی و طب انتقال خون در مارشد رشته 

آموزشــی و پژوهشــی طــب انتقــال خــون بــا کــد اخــلاق  
IR.TMI.REC.1399.007 باشد  بودسه اين مطال ه توسط  می

مؤسسه عالی آموزشی و پژوهشی طب انتقال خـون تـأمین   
بـادی   گرديده و همه مراحل عملی پروژه در آزمايشااه آنتی

 ست   ا  مونوکلونال انجام شده
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Abstract 
Background and Objectives 

in-vitro immunization is one of the common methods of immunization as a preliminary step in 

the production of Monoclonal Antibodies. In this method, peripheral blood mononuclear cells 

(PBMC) are isolated and incubated in culture medium with necessary factors for 

immunization. Antigen-specific B lymphocytes proliferate and differentiate into cells that 

secrete specific antibodies. In the current study, we aimed to identify various factors and 

contributing elements on B cell In-vitro immunization process for the generation of antibody 

against Kell blood group antigen.  

 

Materials and Methods 

In this experimental study, Kell antigen was purified from Kell
+
 whole blood. Peripheral blood 

mononuclear cells were isolated using a density gradient approach from Kell
-
 whole blood bag. 

After exposure to L-Leucyl-L-leucine methyl ester (LLME), they were incubated with other 

required factors for immunization, including antigen (500-1000 ng/ml), adjuvant (5-20 g/ml), 

and cytokines (9.5 pg/ml). After 7-11 days, cells supernatant was evaluated using a sensitive 

method, ELISA, for antibody production. 

 

Results 

It was observed that the most desirable culture condition for immunization and further 

production of specific anti-Kell antibody from mononuclear cells was 0.25 mM concentration 

of LLME employing 500-1000 ng of Kell antigens and 10 microliter MLC. In the mentioned 

condition, the optical density was read at 450 nm as 2.052 ± 0.03, which was the representative 

of production of specific anti-Kell antibody. 

 

Conclusions   

Based on the study, immunization in culture medium against Kell antigen can be done. By 

employing different factors, the production of anti-Kell producing cells in culture condition 

can be optimized. 
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