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باشد. لذا در این مطالعه ای برخوردار ميدر طب انتقال خون و بالین از اهمیت ویژه RhDژن علیه آنتي بادیآنتي
بادی به بررسي عوامل مؤثر در بهینگي ایمونیزاسیون جهت دستیابي به لنفوسیت ایمونیزه شده تولیدکننده آنتي

. دست یافته شود RhDژن بادی علیه آنتيپرداخته شده تا در محیط آزمایشگاهي به آنتي

 Oهای خککون کامککل های خککون محیطککي بککه روو فککاییول از کیسککهلنفوسککیتدر یککم مطالعککه ت،ربککي، 
و در پلیکت کشکت یمکار شکده ت لوسکین متیکل اسکترال اها بکمنفي جداسازی شدند. سکس  ایکن لنفوسکیت

بککه مککد  یککم  CpGODNو  4اینترلککوکین ،اینترفککرون مامککا ، RhDای ژن محلککول و هرهسککلولي بککا آنتککي
مراد مواجکه شکدند. پک  از ایکن مکد  انیوباسکیون بکه منیکور ارزیکابي درجکه سکانتي 37هفته در دمای 
بککا روو  سکلولي مواجککهها بکر روی سکوپرناتانت حا ککل از محکیط کشکت بکادی از لنفوسککیتتولیکد آنتي
 .  شدالایزا ان،ام 

جهت تولید  کنندهعوامل بهینهبه عنوان  CpGODN و 4-اینترلوکین ، ترکیب آن بااینترفرون ماما استفاده از
های جدا شده به روو فاییول در ایمونیزاسیون آزمایشگاهي شناخته شدند)به ترتیب با بادی از لنفوسیتآنتي

لیتر نانومرم در میلي 134/۶۶ ± ۸14/24و 1۹۵/۸2 ± 2۹3/31،  ۸۵1/7۵ ± ۸31/3۶های بادی با غلیتتولید آنتي
  ور  مرفته(.    مواجه 1۰در 

در محیط  RhDژن بادی علیه آنتياستفاده از عوامل بهینه کننده ایمونیزاسیون نقش مؤثری بر تولید آنتي
 آزمایشگاهي دارند.
  هابادیزایي، تینیم درون آزمایشگاهي، آنتيایمني
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ــونی     ــرون خ ــتگ و ــی از پلی Rh سیس ــکيک ترين مورفی
ــوژن ــتگو ايمون ــونی در ترين سیس ــدن خ ــناخته ش های ش

ــرون خــونی ــد از سیســتگ و ــه بس ،  ABO انســان اســت ک
يک سیسـتگ خـونی ئـااز اهمیـت بـالینی در طـب انتقـال 

ــی ــه شــمار م ــالینی میخــون ب ــه رود. عــوارب ب ــد ب توان
هـای ررمـز خـون پـ  از تسامـل يـک دلیل تخريب ولبول

ژن مربوطـه بادی بـا ولبـول ررمـز کـه ئـاوی آنتـیآلوآنتی
ــن   ــک واک ــاد ي ــبب اين ــد و س ــود آي ــه وآ ــت، ب اس

ــک پــ  از تزريــ  خــون شــود و بــه  (HTR) همولیتی
ای از اهمیــت ويــژن RhD ژنهمــین دلیــل شناســايی آنتــی

. (1-3)هــای خــونی برخــوردار اســتدر ســرولوژی ورون
ــیآنتی ــه آنت ــادی علی ــتگ  D ژنب ــب  Rhسیس ــگ در ط ه

ــال خــون در آهــت بررســی نــو   ــلول Rhانتق های س
ــتگ  ــس سیس ــوان Rhخونی)تايپین ــه عن ــالین ب ــگ در ب ( و ه

ـــــک در آلـــــوویری از  ـــــک عامـــــل پروفیلکتی ي
 Rhمنفــی کــه در مســرب خــون  Rh ســازی مــادرئساس

تـه اسـت بـه من ـور آلـوویری از مثبت آنینـی رـرار ورف
( مــورد HDFNاينــاد بیمــاری همولیتیــک آنــین و نــوزاد)

 . (4، 5)ویردمی استفادن ررار
 D ژنبــادی مونوکلونــال علیــه آنتــیآهــت تولیــد آنتی    

ــتگ  ــی آن،  Rhسیس ــل اساس ــی از مرائ ــیون  يک ايمونیزاس
ــــیت ــــد آنتی Bهای لنفوس ــــور تولی ــــه من  ــــادی ب ب

 . (6)باشدمی
شــود. هــای مختلفــی اننــام میايمونیزاســیون بــه روش    

ـــی از  ـــن روشيک ـــات اي ـــیون در ئیوان ـــا، ايمونیزاس ه
ــی ــ  آنت ــه تزري ــاز ب ــه نی ــه  D ژنآزمايشــگاهی اســت ک ب

ــد طرائــی يــک  ــوان آزمايشــگاهی دارد لــذا نیازمن ئی
باشـد. عـلون بـر تهیـه يـک ئیـوان ئیوان خانه منهز می

ــواری ــکلت و دش ــی از مش ــز، يک ــه منه ــن خان های اي
ـــا  ـــار ب ـــی ک ـــوابا اخلر ـــول و ا ـــت اص روش رعاي

ـــ ـــن روش آهـــت ئیوان ـــه اســـتفادن از اي ات اســـت ک
 . (7، 8)سازدايمونیزاسیون را دشوار می

از طرف ديگر در ايمونیزاســیون ئیوانات آزمايشــگاهی     
ی ـخ ايمنـپاس D ژنموش، به خوبی نسبت به آنتی خصوصاً
بادی از اين نو  تولید آنتی شـــود و در صـــورتايناد نمی

ــبايمونیزاسیون، آنتی ــادی مـ ــونوکلونـ ــال مـ وشی ايناد ـ
ستفادن از آن در بالین)به من ور تولید  شود که درمی هنگام ا

 Rh آمپول رووام آهت آلوویری از ئســاس شــدن مادر
کاهد و مننر درمانی آن می( از بازدن HDFN منفی و ايناد

ـباد آنتیـرد و اينـدن فـی در بـبه بروز پاسخ ايمن  ادیــ
ـــب ـــر علیـ  .(9، 10)شودبادی مونوکلونال موشی میآنتی هـ

که در طول  کســـانیتوان از افراد هايپرايمیون، را می Dآنتی
شدن سازوار بارداری ايمونیزن  اند، افرادی که تزري  خون نا

اند و يا ايمونیزاسیون افراد داوطلب تهیه نمود. اما اين داشته
ست ه ها برای بروش سب آنتید نیاز به  Dآوردن غل ت منا

کنندن به اهداکنندوان دارد که همران تزري  دوزهای تقويت
ناد  له آلوايمونیزن  خطراتیبا اي وان از آم ند هداکن برای ا

به علون  .باشــدهای خونی میشــدن نســبت به ســاير ورون
ــازی آولوتینین آنتی که در ارزيابی   IgMاز کلس  Dآداس

تايپینس ( اهمیت دارد نیز   Rh) خصوصا   Rhهای سیستگ 
بالای آنتی با تیتر  ندرت از افراد ايمیون  ـــت  Dبه  به دس

  (.4، 11)آيدمی
ــــب     ــــی از مناس ــــذا يک ــــیونل ــــت ترين ش ها آه

ــیت ــیون لنفوس ــد آنتی Bهای ايمونیزاس ــرای تولی ــادی ب ب
ــــــی ــــــه آنت ، روش ايمونیزاســــــیون   RhDژنعلی

( In Vitro Immunization = IVI)زمايشــــگاهیآ
ســـازی ثر در بهینهؤيکـــی از عوامـــل مـــ .(12)باشـــدمی

ــد آنتی ــت تولی ــگاهی در آه ــیون آزمايش ــادی ايمونیزاس ب
ـ لوســیل ال ـ لوســین متیــل مونوکلونــال، اســتفادن از ال

باشـد کـه سـبب از بـین بـردن و ئـذف ( میLLMEاستر)
ها ايـن سـلول .شـودلیـزوزوم میآمسیت سـلولی غنـی از 

ــد از: م ــیتوعبارتن ــیت، لنفوس ــزر ، نوس ــولار ب های وران
سیتوتوکســــیک( و  Tهای )ســــلول 8TCD+های ســــلول
ــلول ــلول . NK هایس ــن س ــذف اي ــا ئ ــدتاًب ــه عم  ها ک

تنهــــا  شــــود،های ايمنــــی میســــبب مهــــار پاســــخ
هــا کــه میــانکن  آنماننــد می بــاری Tو  Bهای لنفوســیت

ــر در  ــزاي  در تکثی ــه اف ــر ب ــگاهی منن ــیا آزمايش مح
 شود. بادی میو تولید آنتی  Bلنفوسیت

    IL2 يــا  وIFN-γ تکثیــر  ثری در تحريــکؤنیــز نقــ  مــ
ــیت ــد آنتی B هایلنفوس ــای تولی ــوان و الق ــه عن ــادی ب ب

دارنـــد و از  B هایســـازی لنفوســـیتســـیگنال دوم فسال
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نوترکیــــب مــــوارد تــــوان از محصــــولات اينــــرو می
ــذکرفو  ــرن ، ال ــگاهی به ــیون آزمايش ــود ايمونیزاس در بهب
بـادی . بنـابراين بـا توآـه بـه اهمیـت آنتی(13، 14)آست

ــی ــه آنت ــتگ D ژنعلی ــون و  Rh سیس ــال خ ــب انتق در ط
ــف و  ــای مختل ــناخت فاکتوره ــه ش ــن مطالس ــالین، در اي ب

ــلول ــیون س ــد ايمونیزاس ــل در فرآين ــل دخی  B هایعوام
ــه آنتی ــتیابی ب ــت دس ــیآه ــه آنت ــادی علی در   RhDژنب

 بود.محیا آزمايشگاهی 

 

ــن       ــود. در ايــن مطالســه از پ مطالســه از نــو  تنربــی ب
ــی ــد آنت ــل فار ــون کام ــازی  D ژنکیســه خ ــت آداس آه

ــک هســتهســلول ــه های ت ــن  کیس ای خــون محیطــی و پ
آهـت آداسـازی  Dژن ولبول ررمـز فشـردن ئـاوی آنتـی

ــی ــی D ژنآنت ــه آنت ــور تهی ــه من  ــول و هرنب  ایژن محل
ــه ــام کیس ــد. تم ــتفادن ش ــال اس ــان انتق ــون از پايگ های خ

ـــت  ـــه پیوس ـــال( و ب ـــز وص ـــتان تهران)مرک ـــون اس خ
ـــايت ـــام نامهرا ـــت انن ـــدوان آه ـــه از اهداکنن ای ک
ــه ــدند. مطالس ــه ش ــت، تهی ــدن اس ــذ ش ــی اخ های پژوهش

 وسـیلهها بـه در ايـن کیسـه D ژنفقـدان يـا ئرـور آنتـی
در  Anti-D هــــای ســـــرولوژی بــــا کمـــــکآزماي 

ــون  ــال خ ــان انتق ــی پايگ ــرولوژی اختصاص ــگان س آزمايش
 تهران تايید شدند.

 
 و تايید آن:   RhDایژن هرنتهیه آنتی

 ولبـول کیسـه در موآـود خـون از لیتـرمیلی 2 ابتـدا    

 وارد آن کـورد طريـ  مثبـت را از O شـدن متـراکگ ررمـز

بـا فسـفات بـافر  سـپ  و کـردن لیتـریمیلی15 فالکون لوله
 لیتـرمیلی 12 بـه آن آمريکـا( ئنـگسـیگما، )(PBS)سـالین

 وـرون اـد هـایبادیآنتی ئـذف آهـت .شـد رسـاندن

تواننـــد در ( کـــه میAnti-Bو  Anti-A) Bو  A خـــونی
 مـورد فـو  مرئلـه محلـول چهـار کننـد، مداخلـهالايـزا 

 PBS بـا شـو و شسـت آهـت .ورفـت رـرار شـو و شست

 مرئلـه در دریقـه 5 مـدت بـه g 500 سـانتريفوژ دور از

 بـه g 400 سـانتريفوژ دور از بسـدی مرائـل در و اول

 و شسـت مرئلـه از هـر در .شـد اسـتفادن دریقـه 5 مـدت

 ،محلـول رويـی سـوپرناتانت کـردن خـار  از پـ  شـو
 بـا فـالکون را لولـه در موآـودرسـو  سـلولی  منـدداً

PBS  اننـام سـانتريفوژ و رسـاندن لیتـرمیلی 12 ئنـگ بـه 

 O ررمـز ولبـول شـو و شسـت مرائـل پايـان از پـ  .شد

ژن تـا آنتـی در غل ـت مناسـب تهیـه شـد PBS مثبـت بـا
  ای آهت مواآه سلولی تهیه شود.هرن
 

ها و تايید  RBCاز سطح  RhDژن آداسازی و تخلیص آنتی
 ژن محلول:آنتی آن آهت تهیه

ـــه      ســـازی من ـــور محلولاز روش شـــبح ســـلولی ب
متصـــل بـــه غشـــای ولبـــول ررمـــز  RhD هـــایژنآنتی

اســـتفادن شـــد. در ايـــن روش، پـــ  از ســـانتريفوژ 
ــزولبول ــای ررم ــت در دور Dه ــدت  g 600 مثب ــه م  20ب

ـــون  ـــگ خ ـــگ ئن ـــما، ه ـــتن پلس ـــه و دور ريخ دریق
اننــام ســانتريفوژ  افــزودن و منــدداً PBS مانــدن، بــافرباری

و افـزودن منـدد بـافر، طـی  PBSشد. بسد از ئـذف بـافر
ها چنــد مرتبــه فريــز و هو  شــدند کــه چنــد روز ســلول

ــوبین از ولبول ــه آزادســازی هموول ــز و مننــر ب هــای ررم
ــذف  ــ  از ئ ــت پ ــد. در نهاي ــلولی ش ــبح س ــاد ش اين

میلــی  150میکرولیتــر بــافر لیــز ئــاوی  200هموولــوبین، 
مــولار میلی 10مــولار تــري ، میلی NaCl   ،25مــولار 
 PMSF  (Phenylمـــولارمیلی EDTA  ،2 سقـــاداـــد ان

Methyl Sulfonyl Fluride ) ــد 1و   Nonidet P-40درص
ســاعت روی  3تــا  2بــه هــر لولــه فــالکون ااــافه شــد و 

ــ  از آن در دور  ــت و پ ــرار ورف ــاتور ر  RPM 4400روت
شــد. ســپ  بــه من ــور تطییــر محــیا، ســو   ســانتريفوژ

ــر  ــا در بش ــد و غش ــل ش ــالیز منتق ــای دي ــه غش ــی ب روي
ــافر ــاوی ب ــد  PBS ئ ــد. روز بس ــته ش ــب وذاش ــک ش ي

آوری و هخیــرن شــد. محلــول داخــل غشــای ديــالیز آمــ 
ــفارز ــاتوورافی ژل س ــتون کروم ــه س ــور تهی ــه من   B4 ب

ــد آمادن ــیانوژن بروماي ــال س ــرون فس ــد. دارای و ــازی ش س
ـــادیدر ادامـــه آنتی ـــه ورون Anti-D ب هـــای فســـال ژل ب
ــل و  ــافه شــد. بســد از آداســازی بــه متص ســتون اا

ــیله ــه وس ــت ب ــالات سس ــین  اتص ــا  2/0وليس ــولار، ب م
هــای خــالی مــولار آايگان 05/0اتــانول آمــین افــزودن دی

 PBSرریـ  شـدن بـا   Dژناشطال شد. نمونـه ئـاوی آنتـی
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ــه هــگ ئنــگ از ســتون عبــور د ــدين مرتب ــا چن ادن شــد. ب
، اآـزای متصـل نشـدن يـا  PBS شست و شوی سـتون بـا

اتصالات سست و غیـر اختصاصـی خـار  شـدند. سـپ  
 .ژن بـا افـزودن وليسـین صـورت ورفـتآداسازی آنتـی

ــه  ــر لول ــه ه ــازی، ب ــرو  آداس ــل از ش ــر  50رب میکرولیت
، بـه من ـور  8برابـر  pHمـولار و  2بافر تري  بـا غل ـت 

ـــد.  pH ســـازیخنثی اســـیدی وليســـین، ااـــافه وردي
نــانومتر خوانــدن شــد.  280آــذ  نــوری در طــول مــو  

ژن تخلـیص شـدن توسـا سـتون تطلـی  بـا در انتها، آنتـی
 دالتـــون تطلـــی  ورديـــد. 5000منفـــذهايی کـــوچکتر از 

ــی ــی آنت ــه ويژو ــزا و ب ــا روش الاي ــدن ب ــالص ش ژن خ
 -)ايمونــــو Dژن بــــادی اــــد آنتــــیکــــارویری آنتی

 نوستیکا، آلمان( تااید شد. وديا
 

آداسـازی لنفوســیت بــه روش فــايکول از کیســه خــون و 
 تهیه سوسپانسیون سلولی: 

ــیت     ــازی لنفوس ــت آداس ــايکول در آه ــه روش ف ها ب
ــه ــه لول ــالکون  س ــب میلی 50ف ــه ترتی ــری ب  25،  25لیت

ــل میلی 10و ــون کام ــر خ ــا  Oلیت ــی ب  10و  25،  25منف
لولــه  4ســپ  در  مخلــوش شــدند. PBS لیتــر محلــولمیلی

ـــالکون  ـــری ، میلی 50ف ـــر فايکول)میلی 15لیت ـــار لیت به
ــان،  ــه افش ــر لول ــه ه ــه و ب ــران( ريخت ــر از میلی 30اي لیت

ــل  ــون کام ــوش خ ــی و  Oمخل ــد.  PBSمنف ــافه وردي اا
لیتـری ئـاوی فـايکول و میلی 50های فـالکون لولـه يتاًنها

 دریقــه در دور 20و خــون کامــل بــه مــدت  PBS مخلــوش
g 600  ــه ــان ســانتريفوژ، هال ســانتريفوژ شــد. پــ  از  پاي

( و پلســما کــه RBCهــای ررمــز)ابــری شــکل بــین ولبول
ـــلول ـــاوی س ـــتهئ ـــک هس ـــی های ت ـــون محیط ای خ

(PBMCsاســــت و بــــافی )ود شــــکوت نامیــــدن می
ــه  ــدن و ب ــازی ش ــالکون  4آداس ــه ف ــری میلی 50لول لیت

ها، انتقــال يافــت. بــه دلیــل ســمیت فــايکول بــرای ســلول
شسـت   PBSهای ئـاوی سـلول سـه بـار بـا محلـول لوله

 PBSها بـا و شو شـدند. بـه من ـور شسـت و شـو سـلول
ـــه مـــدت  g 500مرتبـــه اول از دور ســـانتريفوژ  در  10ب

ــوم  ــه دوم و س ــه و در مرتب ــانتريفوژ دریق  g 400از دور س
ــه مــدت  ــان مرائــل  .دریقــه اســتفادن شــد 5ب پــ  از پاي

ــدام  شســت و شــو و ــی، ار دور ريخــتن ســوپرناتانت روي
 ها نمــودن و ســپ  رســو ســازی ســلولبــه هموژن
ـــهPelletســـلولی ) ـــای لول های ( تشـــکیل شـــدن در انته

ـــالکون  ـــه ف ـــک لول ـــديگر در ي ـــا يک ـــالکون را ب  15ف
ــا محــیا میلی  RPMIلیتــری ادغــام کــردن و ئنــگ لولــه ب
 %10)ســرم آنــین وــاوی %10 آمريکــا( ئــاوی، بیوآيــديا)

FBS )(ــه ، مــديتال ــران( ب ــر رســاندن میمیلی 4اي شــود. لیت
میکـــرو لیتـــر ال لوســـیل ال لوســـین متیـــل  40ســـپ  
ـــتر) ـــر ، ( )LLMEاس ـــان( م ـــه میلی 5/2آلم ـــولار ب م

دریقــه  40 سوسپانسـیون سـلولی ااــافه شـدن و بــه مـدت
ها انکوبــه شــد. پــ  از پايــان مــدت ايــن مــادن بــا ســلول

ــت ئــذف ــیون آه ــان انکوباس سوسپانســیون ،  LIME زم
دریقــه در  5بــه مــدت   PBSســلولی ســه بــار بــا محلــول

ـــت و g 400دور  ـــو دادن  شس ـــان ش ـــ  از پاي ـــد. پ ش
( همــوژن Pelletمرائــل شســت و شــو، رســو  ســلولی)

ــدداً ــدن و من ــیا  ش ــا مح ــاوی RPMIب ــه  FBS %10 ئ ب
 لیتر رساندن شد.میلی 4ئنگ 

  
ــلول ــ  س ــت توزي ــلولی سوسپانســیون آه ها شــمارش س

 در پلیت کشت سلولی: 
ــین     ــور تسی ــه من  ــلولی ب ــمارش س ــت ش ــداد  آه تس

های موآــود در هــر چاهــک پلیــت کشــت ســلولی ســلول
ــور  ــدين من  ــد. ب ــتفادن ش ــار اس ــر  10از لام نئوب میکرولیت

 کوتو بـــــافی FBS %10 ئـــــاوی RPMIاز محلـــــول 
ــا  ــر اســید اســتیک 10)سوسپانســیون ســلولی( ب  میکرولیت

ــور ئــذف  2% ــه من  ــر ( ب ــان، م موآــود در  RBC)آلم
شـد. در نهايــت نیــز از يـک رنــس ئیــاتی نمونـه ترکیــب 

ــان بلو) ــام تريپ ــه ن ــیگما، ب ــا(س ــمارش  آمريک ــت ش آه
ــفیدولبول ــای س ــس (WBC) ه ــن رن ــت. اي ــتفادن وش اس

های زنـدن شـفاف مـردن شـدن و سـلولهای آذ  سـلول
 مانند. باری می
     

 سلولی: مواآه
ـــــلول     ـــــمارش س ـــــ  از ش ـــــود در پ های موآ

های شــمارش شــدن و سوسپانســیون، بــا توآــه بــه ســلول
ــلول در هــر چاهــک از  150000متناســب بــا ورود   س
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ــــلول ــــلولی، س ــــت س ــــت کش ــــود در پلی های موآ
ــیون ــلولی  سوسپانس ــت س ــت کش ــدندر پلی ــ  ش و  توزي

ــا آن ــا ب ــا  10ه ــی 40ت ــر آنت ــا  RhDای ژن هرنمیکرولیت ب
ــــه 5000000Cell غل ــــت اولی

mL
ــــا  15، ــــر  40ت میکرولیت

µgrبـــا غل ــت اولیـــه  RhDژن محلــول آنتــی

mL
  70  ،10 

ـــا ابکـــگ، ()IL-4) 4میکرولیتـــر اينترلـــوکین انگلســـتان( ب
ــــه  ــــت اولی pgrغل 

mL
ــــرون  10، 19  ــــر اينترف میکرولیت

ـــا) ـــگ، ) ( IFN-γوام ـــتان(  ابک 1000pgrانگلس
mL

ـــا 1،   3ت
آمريکـــا( بـــا غل ـــت نـــوواس، )  CpGODNمیکرولیتـــر
µgrاولیــه 

mL
 مواآـــهپـــ  از پايـــان مواآـــه شـــدند.  200 

ــاتور ــه درون انکوب  2CO ســلولی، پلیــت کشــت ســلولی ب
 منتقل ورديد. دار
 

 سنن  الايزا :
ـــــ  از مواآـــــه لنفوســـــیت     های موآـــــود در پ
ـــا آنتـــیـســـ ای و محلـــول ژن هرنوسپانسیون ســـلولی ب

RhD ،IL-4  ،IFN-γ و CpGODN،   انکوباســــیون ســــپ
الايـزا اننـام  آزمـاي  ،بـادیبه من ور بررسـی تولیـد آنتی

ــد.  ــاي ش ــا  آزم ــدن ب ــوت ش ــت ک ــر روی پلی ــزا ب الاي
اننـــام ورديـــد. از ايـــن  (AHGهیـــومن ولوبـــولین)آنتی

ـــد آنتی ـــالگری تولی ـــت غرب ـــت آه ـــا پلی ـــادی توس ب
کننــدن ای تحريــک شــدن بــا عوامــل بهینهـهــلنفوسیت
  .استفادن شد

 
 : AHG کردن پلیت الايزا باکوت
    AHG ( ،بـــــا غل ـــــت ابکــــگ )1000انگلســـــتان 

 رریـ  شـدن تـا بـه 200хلیتر بـه مقـدار میکروورم بر میلی
AHG  لیتــر دســت يافتــه میکرووــرم بــر میلی 5بــا غل ــت

ای الايـزا  بـه خانـه 96پلیـت هـای شود. سپ  بـه چاهک
 50( میـزان Stripهـای انتهـايی هـر رديـف)استثناء چاهک
لیتــر میکرووــرم بــر میلی 5بــه مقــدار  AHG میکرولیتــر از
از پلیــت الايــزا چاهــک انتهــايی  Stripدر هــر .ااــافه شــد

ــدن   ــوت نش ــک ک ــوان چاه ــه عن ــالی  ( (non-coatedب خ
ــته شــدن و بــا  ــول 50وذاش  پــر  PBSمیکرولیتــر محل

در انتهــــای  non-coated هــــایورديــــد . ايــــن چاهک
شـود. بـه عنـوان کنتـرل منفـی در ن ـر ورفتـه می Stripهر

ــ ـــپلی ــ AHG دن ازـشــ وتـت ک  4دن و در ـدن شـــپوشانی
 ساعت انکوبه شد.  24وراد به مدت درآه سانتی

 
 :  AHGکردن پلیت الايزا کوت شدن بابلوکه

ــ  از      ــاعت از  24پ ــزا س ــت الاي ــردن پلی ــه ک انکوب
ــدن ــوت ش ــت ک ــولینآنتی آه ــومن ولوب ــور  ،هی ــه من  ب

 و بــرایبلوکــه کــردن منــاط  خــالی انتهــای هــر چاهــک 
ــاوی ــومین و ــرم آلب ــاه  از س ــاي  ک ــوویری از نت  %2 آل

(2% BSA )( ،ــديتال ــران(م ــتفادن  اي ــر اس ــوان بلک ــه عن ب
 .شد
  

 شیون اآرای الايزا :
ــر از ســو   50     ــی پلیــت کشــت ســلولی میکرولیت روي

ای الايــزا خانــه 96هــای پلیــت بــه چاهک ،پـ  از مواآــه
ــه مــدت افــزودن شــدن و ســپ  ــاتور  40ب دریقــه در انکوب

ــانتی 37 ــه س ــه درآ ــن مرئل ــد. در اي ــه وردي وراد انکوب
ــزودن  ــر اف ــلون ب ــت  50ع ــی پلی ــو  روي ــر س میکرولیت
بـــا  IgGمیکرولیتــر ســرم ئــاوی  50کشــت ســلولی، 

هــای لیتــر بــه عنــوان کنترلرم بــر میلینــانوو 100غل ــت 
 شد. ها ااافه مثبت نیز به چاهک

ــرای هگ     ــام اآ ــین در هنگ ــاي چن ــی  آزم ــزای کم الاي
ــه چاهک ــز ب ــانی ــه 50ه ــر نمون ــتاندارمیکرولیت  دهای اس
 100و  10،  2،  2/0بـــا غل ـــت  IgGبـــادیئـــاوی آنتی
لیتـر ااـافه شـد. لازم بـه هکـر اسـت کـه نانوورم بر میلی

ـــوان  non-coatedهـــای چاهک ـــه عن ـــزا ب در پلیـــت الاي
کنتـرل منفـی در ن ـر ورفتـه شـدن و سـو  رويـی پلیــت 

 هـا بـه صـورت دوتـايیکشت ررار ورفتـه در ايـن چاهک
(duplicate ـــ  از ـــد. پ ـــرار ورفتن ـــاي  ر ـــورد آزم ( م
ــزاان ــت الاي ــات پلی ــرو  محتوي ــیون، خ ــار  ،کوباس ــه ب س

ـــدن    ـــول شســـت و شـــو دهن ـــا محل شســـت و شـــو ب
(Washing Buffer 20X() اننـــام ، آدالتـــی )ايتالیـــا

ـــذيرفت. پـــ  از ســـه مرئلـــه شســـت و شـــو ،   50پ
ـــر ـــه میکرولیت ـــول کونژوو ـــه  از محل ـــدن ب ـــ  ش رری

ــدتچاهک ــه م ــدن و ب ــزودن ش ــزا اف ــای الاي ــه  40ه دریق
ـــ ـــران(ســـینا، ابنول کونژووه)پلیـــت ئـــاوی محل در  اي

وراد انکوبــه ورديــد. پــ  از درآــه ســانتی 37انکوبــاتور 
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ــه،  ــول کونژوو ــا محل ــزا ب ــت الاي ــیون پلی ــان انکوباس پاي
ــار چاهک منــدداً ــاســه ب ــا ب ــدن ه ــول شستشــو دهن  محل

ــول  50شســت و شــو دادن شــد. ســپ  ،  ــر محل میکرولیت
آلمـــان( بـــه ســـیمن ، ) TMB سوبســـترای ئـــاوی

دریقـه  10ااـافه شـدن و انکوباسـیون بـه مـدت  هاچاهک
ــد ــام ش ــک انن ــیا تاري ــول  25 .در مح ــر محل میکرولیت

ــدن)متورف ــويتروژن، ()Stop Solutionکنن ــا(اين ــه  آمريک ب
ــتچاهک ــزودن شــدن و ســپ  رراا ــا اف ــا چاهک OD ه ه

ــدر ــزا ري ــتگان الاي ــا دس ــان  توس ــول  TECANتک در ط
 نانومتر اننام پذيرفت. 450مو  

 

 های آماری: افزار آماری و آزموننرم
ــت آنتی     ــین غل  ــت تسی ــی آه ــزای کم ــادی از الاي ب

 Microsoft Officeافـزار اسـتفادن شـد و بـا اسـتفادن از نرم

Excel  بــادی تولیــدی میــانگین و انحــراف مسیــار آنتی
هــت ئاصــل از دفســات مختلــف کــاری بررســی شــد. آ

بررســی بهینگــی عوامــل بهبــود دهنــدن ايمونیزاســیون نیــز 
ــزاراز نرم ــخه  SPSSاف ــالیز  26نس ــدن و از آن اســتفادن ش
ــاری  ــدن ANOVAآم ــه کنن ــه بهین ــتیابی ب ــت دس ترين آه

 عامل استفادن وشت. 

ژنـــی در ايمونیزاســـیون هـــای مختلـــف آنتیاثـــر غل ت
  :آزمايشگاهی

ـــی غل ت     قای مختلف آنتیهای برای بررس ژنی در ال
ـــگاهی از  ـــیون آزمايش میکرولیتر  40و  20،  10ايمونیزاس

یه  با غل ت RhD ایژن هرنآنتی 5000000Cellاول
mL

،  15و  
با غل ت  RhD محلول ژنیــــر از آنتــــمیکرولیت 40و  30
µgrاولیه 

mL
اســـتفادن شـــد. بدين من ور در پلیت کشـــت  70 

ـــیت ـــلولی، لنفوس ـــدن بهس روش فايکول با  های آدا ش
ـــته و يک هفته پ  از  های هکرغل ت ـــدن مواآه وش ش

بادی انکوباســیون آهت ارزيابی ايمونیزاســیون و تولید آنتی
شد الايزا آزمايــــ  صورتاننام  در  OD . نتاي  الايزا به 

ست که اين  .(1)آدول آدول وزارش ورديد لازم به هکر ا
ـــدن و هر ران تنها يک هاآزماي   در دو ران کاری اننام ش

بار اننام شدن است. بدين صورت که يک ران کاری مرتبا 
به آنتیبا آنتی سدی مربوش  ای ژن هرنژن محلول و ران ب
  باشد.می
 

ـــوکین  ـــر اينترل ـــا)IL-4) 4اث ـــرون وام ( و IFN-γ(، اينترف
CPGODN  :در ايمونیزاسیون آزمايشگاهی 

ــه      ــرب ــابی اث ــور ارزي در  CPGODNو  IL-4 ،IFN-γمن 
هـــای ايمونیزاســـیون آزمايشـــگاهی در يکـــی از پلیت

هـای محلـول ژنبـا آنتی مواآـهکشت سـلولی ئاصـل از 
ـــزان  RhD ایو هرن ـــر  10می ـــا غل ـــت   IL-4میکرولیت ب
ــه  pgrاولی

mL
ــر  10، 19  ــه   IFN-γمیکرولیت ــت اولی ــا غل  ب
1000pgr

mL
ــر از ترک 20و   ــبمیکرولیت ــه   IFN-γو  IL-4ی ب
هــای پلیــت کشــت ســلولی افــزودن شــد. در پلیــت چاهک

 ایژن محلـول و هرنها کـه بـا آنتـیديگر نیز بـه لنفوسـیت
RhD میکرولیتــر 25میــزان  بودنــد شــدن مواآــه IFN-γ بــا 

ـــه  1000pgrغل ـــت اولی
mL

ـــر 3و   ـــا CpGODN میکرولیت  ب
µgrغل ت اولیه 

mL
 ااافه ورديد.  200 

 
 در ایمونیزاسیون آزمایشگاهي به روو الایزای کیفي RhDژن های مختلف آنتي: ارزیابي اثر غلیت1جدول 

 
 RhDژن محلول آنتي RhDای ژن هرهآنتي ژننوع آنتي

 ژنغلیت آنتي
 مییرولیتر 1۰
(۵۰۰۰۰ 

 سلول(

 مییرولیتر 2۰
(1۰۰۰۰۰ 

 سلول(

 مییرولیتر 4۰
(2۰۰۰۰۰ 

 سلول(

 مییرولیتر 1۵
(۰۵/1 

 مییرومرم(

 مییرولیتر 3۰
(1/2 

 مییرومرم(

 مییرولیتر 4۰
(۸/2 

 مییرومرم(
OD  مواآهپ  از 

 سلولی
146/0 253/0 573/0 533/0 732/0 941/0 

OD  105/0 098/0 109/0 087/0 085/0 083/0 منفیکنترل 
OD کنترل مثبت 

(ngr

m𝐿
 100IgG) 

486/1 486/1 486/1 224/1 224/1 224/1 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 b

lo
od

jo
ur

na
l.i

r 
on

 2
02

5-
07

-0
4 

] 

                             6 / 13

https://bloodjournal.ir/article-1-1457-fa.html


 
 
 
   
 1401زمستان ، 4 شمارن ،19 ندور                                                     

 

 

 

 *در ایمونیزاسیون آزمایشگاهي به روو الایزای کمي γ-IFNو  IL-4ها با بادی ناشي از تحریم لنفوسیت: غلیت آنتي2جدول 

 

 محلول ژنمییرولیتر آنتي 1۵

RHD (۰۵/1  + )1۰مییرومرم 

 IFN-  (1۰مییرولیتر 

-ILمییرولیتر  1۰پییومرم( + 

 پییومرم( 1۹/۰) 4

ژن محلول مییرولیتر آنتي 1۵

RHD (۰۵/1  + )1۰مییرومرم 

 IL-4 (1۹/۰مییرولیتر 

 پییومرم(

ژن محلول مییرولیتر آنتي 1۵

RHD (۰۵/1  + )1۰مییرومرم 

 IFN- (1۰مییرولیتر 

 پییومرم(

 RHDژن محلول مییرولیتر آنتي 1۵

 مییرومرم( ۰۵/1)

701/56 101/42 861/56 912/10 

294/73 832/45 092/74 753/22 

050/105 115/55 660/102 734/27 

725/121 997/70 135/120 710/29 

132/130 671/75 246/131 934/31 

135/28 ± 374/97 335/13 ± 942/57 523/21 ± 990/96 424/7 ± 512/24 
 ±میانگین 

SD 

ای ژن هرهمییرولیتر آنتي 2۰

RHD (1۰۰۰۰۰  + )1۰سلول 

 IFN- (1۰مییرولیتر 

-ILمییرولیتر  1۰پییومرم( + 

 پییومرم( 1۹/۰) 4

ای ژن هرهمییرولیتر آنتي 2۰

RHD (1۰۰۰۰۰  + )1۰سلول 

 IL-4  (1۹/۰مییرولیتر 

 پییومرم(

ژن مییرولیتر آنتي 2۰

سلولRHD (1۰۰۰۰۰  )ایهره

 IFN- (1۰مییرولیتر  1۰+ 

 پییومرم(

 RHDای ژن هرهر آنتيمییرولیت 2۰

 سلول( 1۰۰۰۰۰)

351/40 125/23 651/27 265/0 

382/41 820/25 243/29 512/0 

346/77 493/27 952/39 460/21 

062/78 792/34 584/87 931/21 

901/97 194/40 172/89 925/23 

501/22 ± 006/67 220/6 ± 282/30 823/27 ± 712/54 812/10 ± 612/13 
 ±میانگین 

SD 
ngrها بر ئسب غل ت *

mL
 باشند)هر رديف از آدول مربوش به يک آزماي  است(.می 
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 *در ایمونیزاسیون آزمایشگاهي به روو الایزای کمي γ-IFNو  CPGODNها با بادی ناشي از تحریم لنفوسیت: غلیت آنتي3جدول 

 

مییرولیتر  3مییرومرمRHD (1/2  + )ژن محلول مییرولیتر آنتي 3۰
CPGODN (3  + )مییرولیتر  2۵مییرومرمIFN- (2۵ )پییومرم 

مییرولیتر  3مییرومرمRHD (1/2  + )ژن محلول مییرولیتر آنتي 3۰
CPGODN (3 )مییرومرم 

881/69 331/37 
512/70 600/43 
901/77 165/69 
713/81 866/76 
105/124 372/78 
 SD ±میانگین  066/61 ± 225/17 825/84 ± 110/20

مییرولیتر  3سلولRHD (2۰۰۰۰۰  + )ای ژن هرهمییرولیتر آنتي 4۰
CPGODN (3  + )مییرولیتر  2۵مییرومرمIFN-  

 پییومرم( 2۵)

مییرولیتر  3سلولRHD (2۰۰۰۰۰  + )ای ژن هرهمییرولیتر آنتي 4۰
CPGODN (3 )مییرومرم 

442/33 271/25 
490/42 165/34 
491/47 680/48 
235/56 762/53 
592/60 112/55 
 SD ±میانگین  390/43 ± 723/11 043/48 ± 642/9

𝑛𝑔𝑟ها بر ئسب غل ت *

𝑚𝐿
 باشند)هر رديف از آدول مربوش به يک آزماي  است(.می 

 

ها در ایمونیزاسیون ها به منیور تحریم لنفوسیتو ترکیب آن IFN-  ،IL-4  ،CPGODNمقایسه اثر مواد کمم تحرییي شامل  :4جدول 
 *بادیآزمایشگاهي جهت تولید آنتي

 

 p-value بیشینه کمینه انحراف معیار میانگین تعداد نمونه مواد کمم تحرییي

IFN- 10 851/75 831/36 651/27 241/131 

014/0 

IL-4 10 112/44 252/18 120/23 675/75 

IFN-+IL-4 10 195/82 293/31 355/40 133/130 

CPGODN 10 233/52 103/18 270/25 374/78 

CPGODN+IFN- 10 134/66 814/24 442/33 101/121 
  240/132 125/23 490/29 104/64 50 منمو 

𝑛𝑔𝑟 وائدهای وزارش شدن بر ئسب *

𝑚𝐿
 .می باشند 

 
ــاً     ــه متسارب ــک هفت ــلول ي ــیون س ــ  از انکوباس های پ

ـــه ـــی مواآ ـــا آنت ـــدن ب و   RhD ،IL-4  ،IFN-γژن ش
CPGODN  ـــرای بررســـی واـــسیت ايمونیزاســـیون و ب
اسـتفادن شـد و نتـاي    الايـزاآزمـاي  بادی از تولید آنتی

ســپ  آهــت تسیــین  وــزارش ورديــد. ODبــه صــورت 
بـــادی تولیـــدی ئاصـــل از تحريـــک غل ـــت آنتی

کننـــدن ايمونیزاســـیون از ها بـــا عوامـــل بهینهلنفوســـیت
 الايزای کمی استفادن شد. آزماي  

ــاي  در     ــه آزم ــی از نمون ــزای کم ــتاندارد الاي های اس
و  10،  2،  2/0هــای بــا غل ت IgG بــادیئــاوی آنتی

ــر میلی 100 ــانوورم ب ــر )ن ngrلیت

mL
ــ    ( اســتفادن شــدن و پ

آـذ  نـوری ارـدام بـه تسیـین  –از رسگ نمودار غل ـت 
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ــت آنتی ــل از غل  ــوپرناتانت ئاص ــود در س ــادی موآ ب
ــــیت ــــک لنفوس ــــل بهینهتحري ــــا عوام ــــدن ها ب کنن
بــدين من ــور آــذ  نــوری  ايمونیزاســیون ورديــد.

ترتیـب غل ــت برابــر اســت )که بــه دهای اســتاندارنمونـه
اســـتفادن شـــد.  (515/1و  407/0،  301/0،  198/0بـــا : 

ــن غل ت ــاي  اي ــدندنت ــزارش ش ــا و . (3و  2)آداول ه
ــه ــرای مقايس ــت ب ــر در نهاي  IL-4  ،IFN-γ ، CPGODNاث

بــــه من ــــور  CPGODNو IL-4بــــا  IFN-γو ترکیــــب
ـــیت ـــک لنفوس ـــد آنتیتحري ـــت تولی ـــادی در ها آه ب

ـــ ــــل  از ،یـايمونیزاســـیون آزمايشگاه ــــه و تحلی تنزي
ــاری  ــد. ANOVAآم ــتفادن ش ــن  اس ــاي  اي ــه و نت تنزي
بـادی توسـا نشـان داد میـان میـانگین تولیـد آنتی تحلیل

ـــدن ـــر ش ـــی هک ـــواد تحريک ـــامل م  ، IL-4 ، IFN-γ)ش
CPGODN  و ترکیـــبIFN-γ بـــاIL-4  و CPGODN )

ــ ــه ت .(=014/0p) داری وآــود داردااخــتلف مسن ــب ب رتی
ـــــب ـــــا  IFN-γ ترکی ـــــب  و IL-4ب ـــــا  IFN-γترکی ب
CPGODN  ،CPGODN بـــــا IL-4   دارای بیشـــــترين

ـــیت ـــک لنفوس ـــذاری در تحري ـــد اثرو ـــت تولی ها آه
ــــیآنتی ــــه آنت ــــادی علی در ايمونیزاســــیون  RhDژن ب

بـادی بـه باشـند)به ترتیـب بـا تولیـد آنتیآزمايشگاهی می
، 851/75 ± 831/36،  195/82 ± 293/31غل ــــــــــت 

 252/18 و 233/52 ± 103/18، 134/66 ± 814/24
 .(4)آدول  لیتر(نانوورم بر میلی 112/44 ±
 

 مختلـف هایزمینـه در مونوکلونـال بـادیآنتی امـروزن    

 توآـه مـورد درمـان و تشـخیص تحقیقـات، چـونهگ

 بـرای اختصاصـی بـادیآنتی بـه دسـتیابی بنابراين. هستند

 رسـیدن من ـور بـه بـالا میـل ترکیبـی با ن ر مورد ژنآنتی

ــه ــن ب ــن از يکــی .باشــدمی اــروری اهــداف، اي  اي
ــــایبادیآنتی ــــال ه ــــه مونوکلون ــــگ در ک  عل

 بســیار ئــااز خــون انتقــال طــب و ايمونوهمــاتولوژی
 اسـتفادن مـورد Rh سیسـتگ تايپینـس در و اسـت اهمیـت

 بـادی مونوکلونـالآنتی .باشـدمیD آنتـی ویـرد،می رـرار

 انتفـال طـب بـر عـلون Rh سیسـتگ D ژنآنتی اد انسانی

 ايـن بـه دلیـل باشـدمی اهمیـت ئـااز نیـز بالین در ،خون

 بـه رووـام آمپـول تولیـد آهـت در بـادیآنتی ايـن از کـه

 منفـی کـه Rh مـادر سـازیئساس از آلـوویری من ـور

شـود. يکـی از می اسـتفادن اسـت، مثبـت Rh آنـین دارای
ايمونیزاســیون  ،بــادی مونوکلونــالمرائــل تولیــد آنتی

بــادی باشــد. لــذا موفقیــت در تولیــد آنتیها میلنفوســیت
ــــال ــــه  مونوکلون ــــی در مرئل ــــه بهینگ ــــته ب وابس

 باشد. ها میايمونیزاسیون لنفوسیت
ـــايکول از لنفوســـیت     ـــه روش ف های آـــدا شـــدن ب

 Naïve)های بکـــریهای خـــون، لنفوســـیتکیســـه

Lymphocyte )ــا آنتــی ــاکنون ب ژن برخــورد هســتند کــه ت
 Two Signal). طبــ  فراــیه دو ســیگنالیانــدنکردن

Hypothesis )ـــک لنفوســـیت های بکـــر و آهـــت تحري
ــايز آن ــزاي  رــدرت تکثیــر و تم ــااف نیــاز بــه دو  ،ه

ــیگنال می ــیس ــا آنت ــیگنال اول توس ــه س ــد ک ژن و باش
ـــی ـــک تحريک ـــواد کم ـــا م ـــیگنال دوم توس -Co)س

Stimulatory Factor )شــود. از آن آــايی کــه القــا می
ــر و تمــايز لنفوســیت ــدرت تکثی ــا افــزاي  ر های بکــر ب

لـــذا آهـــت  ،باشـــدبهبـــود ايمونیزاســـیون همـــران می
ــیون لنفوســیت ــود در ايمونیزاس ــر،بهینگــی و بهب  های بک

ژن و مــواد کمــک تحريکــی نقــ  بــه ســزايی ايفــا آنتــی
  .کنندمی
ویـری از ايـن فراـیه بنابراين در ايـن مطالسـه بـا بهرن    

ژن و مـــواد کمـــک تحريکـــی و بـــا اســـتفادن از آنتـــی
بـادی در محـیا هايی صـورت ورفتـه تـا بـه آنتیبررسـی

ــه مهگ ــود. از آمل ــه ش ــت يافت ــگاهی دس ــرين آزمايش ت
( IL-4) 4تــوان بــه اينترلــوکین مــواد کمــک تحريکــی می

کــرد کــه نقــ  مهمــی  ( اشــارنIFN-γو اينترفــرون وامــا)
کننـــد. در در بهبــود و بهینگــی ايمونیزاســیون ايفــا می

 انــد کــه اســتفادن ازمطالســه ئااــر نیــز نتــاي  نشــان دادن
IFN-γ ،IL-4   و ترکیبــی از ايــن دو مــادن در همراهــی بــا

ـــــی ـــــیون ژن میآنت ـــــود ايمونیزاس ـــــد در بهب توانن
و  وننـــر هایهثر باشـــند. در مطالســـؤآزمايشـــگاهی مـــ

دسـت ه و همکـاران نتـاي  مشـابهی بـ ايچـیگ و همکاران
 IL-4کننـدن بیـانگر نقـ  بهینه بها بـه ترتیـآمدن و يافتـه

. (15، 16) باشـــــــنددر ايمونیزاســـــــیون می IFN-γو 
 کـه انـددادن نشـان نتـاي  ئااـر مطالسـه در چنـینهگ
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ــتفادن ــب از اس ــدمی IFN-γ و IL-4 ترکی ــر توانن  اث
 از بـادیآنتی تولیـد تحريـک درافزايی( )هگسینرژيسـمی
 کمکـی Tهای سـلول القـای طريـ  از B هایلنفوسـیت

 در بهبـود بـه مننـر متساربـاً و باشـند داشـته(Th1) يک نو 
 در کـه ایوونـه بـه .شـوند آزمايشـگاهی ايمونیزاسـیون

 سینرژيسـمی اثـر ايـن نیـز همکـاران ووـان کی مطالسـه
 آهـت هالنفوسـیت تحريـک در IFN-γ و IL4 ترکیبـات

 شـدن مشـاهدن ايمونیزاسـیون القـای و بـادیآنتی ولیـدت
  .(17)است
ــی      ــفوووانین اولیگوداوکس ــیتوزين فس ــلون س ــه ع ب

ــد ــز می( CPG ODN)نوکلئوتی ــک نی ــوان ي ــه عن ــد ب توان
مـــادن محـــر  در القـــای ايمونیزاســـیون آزمايشـــگاهی 

يــک آوونیســت رســپتور  CPG ODNثر وارــ  وــردد.ؤمــ
باشــد ( میToll Like Receptor 9 = TLR9)  Tollشــبه

نقــ  مهمــی در  Bهایرســپتور در درون ســلولکــه ايــن 
 B   (B Cellافـزاي  انتقـال سـیگنال کمـپلک  رسـپتور

Receptor = BCRکنــد لــذا مــادن( ايفــا میCPG ODN  
ــپتور می ــن رس ــه اي ــال ب ــا اتص ــا ب ــی ب ــد در همراه توان

ــآنتــی ــه افــزاي  میــزان ســیگنالینس م ثر در ؤژن مننــر ب
طريــ  در بهبــود ها شــدن و از ايــن تکثیــر لنفوســیت
ثر باشــد. در مطالســه ئااــر نیــز نتــاي  ؤايمونیزاســیون مــ

ـــ نشـــان ـــود و بهینگـــی  CPG ODNدهندن نق در بهب
ــیون می ــهايمونیزاس ــد. در مطالس ــس باش ــاران  ژان و همک

 ها ئاکی از اين مطلـب بودنـد کـه بـه کـارویرینیز يافته
CPG ODN ــ  مــ ــزاي  ايمونیزاســیون ؤنق ثری در اف

مـا مشـابه  ها بـا نتـاي  مطالسـهايـن يافتـهکند کـه ايفا می
 . (18)بودن است

ــی     ــر ، آنت ــواد مح ــر م ــلون ب ــی ع ــز در بهینگ ژن نی
ــل می ــگاهی دخی ــیون آزمايش ــد. ازايمونیزاس ــه  باش آمل

ــیمهگ ــا آنت ــرتبا ب ــای م ــرين پارامتره ــود و ت ژن در بهب
ــی  ــیون میبهینگ ــکال ايمونیزاس ــت و اش ــه غل  ــوان ب ت

ــیآنتی ــت آنت ــزاي  غل  ــرد. اف ــارن ک ــی اش ژن از آن ژن
ــیه دو  ــ  فرا ــیگنال اول طب ــزاي  س ــا اف ــه ب ــايی ک آ

ها همراهــی دارد لــذا در ســیگنالی در تحريــک لنفوســیت
بهبود و بهینگـی ايمونیزاسـیون دخیـل اسـت. در مطالسـه 

فـزاي  غل ـت انـد کـه بـا ائاار نیـز نتـاي  نشـان دادن

ــی ــزاي  می ،ژنآنت ــگاهی اف ــیون آزمايش ــد. ايمونیزاس ياب
 چنـــینو همکـــاران و هگاســـپرننر  هایهدر مطالســـ

و همکـاران نتـاي  مشـابه وـزارش شـدن اسـت  فنتبونن
باشـند کـه بـه ترتیـب بـا ها بیانگر ايـن مطلـب میو يافته

ــی ــزاي  غل ــت آنت ــزان اف ــه می ــرم  15و  7ژن ب میکروو
ــر میلی ــزاي  میب ــز اف ــیون نی ــر ايمونیزاس ــه لیت ــد و ب ياب

ــی ــت آنت ــزاي  غل  ــر اف ــارت ديگ ــل عب ــک عام ژن ي
ــــیون میبهینه ــــدن در ايمونیزاس ــــدکنن . از (19، 20)باش

ــا ــی از آن آ ــیطرف ــه آنت ــوژن  RhDژن يی ک ــک ايمون ي
ژن هــای بــالای ايــن آنتــیرــوی اســت، لــذا غل ت

ـــگاهی و می ـــیون آزمايش ـــی ايمونیزاس ـــد در بهینگ توان
ـــد آنتی ـــتولی ـــايی م ـــه تنه ـــادی ب ـــ  ؤب ـــد. طب ثر باش
ــتورالسمل ــادس ــذا و داروی آمريک ــازمان غ  FDA)های س

 =Food and Drug Administration ،)آنتــیD  منــوز
اســتفادن در وائــد بانــک خــون را دارد کــه بــه صــورت 

ممــزو   Dتهیــه شــدن باشــد. آنتــی( Blend)ممــزو 
اســت. لــذا بــا  IgG و  IgMبــادی ئــاوی ترکیبــی از آنتی
در  RhD ژنهـــای مناســـب آنتـــیاســـتفادن از غل ت

ژن در بکـر بـا ايـن آنتـی Bهای لنفوسـیت مواآـههنگام 
تولیـد  IgMی از کـلس بـادتـوان آنتیاولین برخـورد می

ــی ــی آنت ــه خــود   IFN-γو RhDژن نمــود و در همراه ک
ــ ــیون م ــی ايمونیزاس ــت میؤدر بهینگ ــودن اس ــوان ثر ب ت

ــلس آنتی ــر داد و آنتیک ــادی را تطیی ــلس ب ــادی از ک ب
IgG ــی ــک آنت ــب ي ــدين ترتی ــرد و ب ــه ک ــزو   Dتهی مم

 بهینگـی در ژنآنتـی بـا مـرتبا ديگـر پـارامتر .ايناد نمود

 RhD ژنآنتـی .باشـدمی ژنـیآنتی اشـکال ايمونیزاسـیون،

 فرـايی سـاختمان ن ـر از و اسـت پروتئینـی ژنآنتی يک

 . باشدمی چهارم و سوم ساختار دارای
 RBC سطح از شدن تخلیص RhD ژنآنتی که ایوونه به    
 RhD ایهرن ژنآنتی ولی اول فرـــايی ســـاختمان دارای
. است چهارم و سوم ساختمان دارای RBC سطح در موآود
 چهارم و ســوم ســاختار ، شــدن اننام هایهمطالس طب 

رايی تو اپی دلیل به هاپروتئین سبت ف  اول ساختار به ن

ست خطی تو اپی دارای که هاآن شندمی ترايمونوژن، ا  با

ار مطالسه در اما  RBC)سطح از شدن تخلیص ژنآنتی ئا
 ايمونیزاسیون بهبود در است توانستهRhD ژن محلول( آنتی
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 ژنیآنتی خلوص آن علت که وردد وار  ثرؤم آزمايشگاهی

شدمی سو های مطالسه در که ایوونه به. با  همکاران وبارو

 عنوان به ژنیآنتی وصـــخل ،ارانـــهمک و چن چنینهگ و

ـــیون بهبود در مهگ عامل يک ـــدن وزارش ايمونیزاس  ش

 .(21، 22)است
 
 

ــا)     ــرون وام ــتفادن از اينترف ــب آنIFN-γاس ــا  (، ترکی ب
ــــــوکین ــــــوان  CpGODN( وIL-4) 4اينترل ــــــه عن ب

ـــدنبهینه ـــد آنتیکنن ـــل آهـــت تولی ـــادی از ترين عوام ب
های آـــدا شـــدن بـــه روش فـــايکول در لنفوســـیت

ــد. ــناخته ش ــیون آزمايشــگاهی ش ــر ايمونیزاس ــی اث  بررس

ــیتوکاين ــوش س ــه مخل ــاز ب ــف نی ــههای مختل های مطالس
 بسدی دارد. 

ـــل پايان     ـــه ئاص ـــن مقال ـــنويی دورن اي ـــه دانش نام
ــال  ــب انتق ــاتولوژی و ط ــته هم ــد رش ــی ارش کارشناس

ــون در م ــالی ؤخ ــه ع ــب  سس ــی ط ــی و پژوهش آموزش
ــل   ــد اخ ــا ک ــون ب ــال خ  IR.TMI.REC.1400.008انتق

ــا ممی ــه توس ــن مطالس ــه اي ــد. بودآ ــالی ؤباش ــه ع سس
مین ورديـدن أپژوهشـی طـب انتقـال خـون تـ آموزشی و 

ــروژن در آزمايشــگان آنتی ــادی و همــه مرائــل علمــی پ ب
 مونوکلونال اننام شدن است. 
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Abstract 
Background and Objectives 

Antibody against RhD antigen is important in blood transfusion and clinical medicine. 

Therefore, in this study, the effective factors in the optimization of in vitro immunization to 

achieve immunized lymphocytes that produce antibodies were evaluated to obtain antibodies 

against RhD antigen in the culture medium. 

 

Materials and Methods 

In an experimental study peripheral blood mononuclear cells were isolated from O-Negative 

whole blood bags using the Ficoll method. These cells were treated with L-leucyl-L-leucine 

methyl ester (LLME) and were exposed to soluble and particulate RhD antigen, interferon-

gamma (IFN-γ), interleukin-4 (IL-4) and CpGODN in a culture plate at 37°C for one week. After 

this period of incubation, in order to evaluate the production of antibodies from lymphocytes on 

the supernatant obtained from the culture medium, ELISA assay was performed. 

 

Results 

The use of IFN-γ, IFN-γ + IL-4 and IFN-γ + CpGODN was identified as the most optimal factors 

for the production of antibodies in an in vitro immunization (by producing antibodies with 

concentrations of 75.851 ± 36.831, 82.195 ± 31.293, and 66.134 ± 24.814 
ngr

ml
  in 10 exposures). 

 

Conclusions   

The use of immunization optimization agents, has an effective role in the production of 

antibodies against RhD antigen in the in vitro culture. 

 

Key words: Immunization, In Vitro Techniques, Antibodies  
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