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Abstract 
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Objective: Breast cancer is the most common cancer among women in the world. 
Early diagnosis of this cancer is a key element for its treatment. One of the approaches 
for diagnosis of breast cancer is detection of its tumour-associated markers. Hence, 
Her2 has been the main focus of the researches in the field.
Materials and Methods: For diagnosis of Her2 overexpression, monoclonal 
antibodies (mAb) reacting against Her2 were produced in this study. For this 
purpose, two peptides from extracellular domain of Her2 were selected and the 
mAbs reacting against them were produced by hybrodoma technology. Reactivity 
of these antibodies were then evaluated in different immunological assays including 
ELISA, Immunoflurescence (IF), western blot (WB) and immunoprecipitation (IP). 
Results: Total of 5 clones were produced from two separate fusions, and antibody 
isotyping revealed that all clones were IgM. These mAbs showed  appropriate 
reactivities in the following assays: ELISA, immunofluresence by staining of breast 
cancer cell line (SKBR3), WB and IP by detecting the 185 KD band of Her2.   
Conclusion: In conclusion, it seems that the mAbs are useful diagnostic tools for 
detection of Her2 expression in patients with breast cancer. 
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دريافت مقاله: 86/9/18، پذيرش مقاله: 86/11/24
(Human Epidermal Growth Factor Recpector-2) Her-2  هدف: توليدآنتي بادي منوکلونال ضد *

* مواد و روش ها: برای رسيدن به این هدف، دو پپتيد بخش خارج سلولی Her2 طراحی و آنتی بادی های ضد 
 آنها با استفاده از تکنولوژی هيبریدوما، توليد شد. ویژگی دو عدد از این آنتی بادی ها )کلون های 3E3 و 7F10) به

روش های الایزا، ایمونوبلاتينگ و رنگ آميزی ایمونوفلورسانس مورد بررسی قرار گرفت.
این بود.   IgM کلاس  از  آنها  همگی  ایزوتيپ  که  آمد  دست  به  فيوژن   2 از  کلون   5 مجموع  در  یافته ها:   * 

نشان  ایمونوبلاتينگ  آزم���ون  ب��ودن��د.  الای���زا  آزم���ون  در  مناسب  واک��ن��ش گ��ری  دارای  آن��ت��ی ب���ادی ه��ا 
شناسایی  ب��ه  ق��ادر    Herceptin ن��ام  ب��ه   Her2 ض��د  ت��ج��اری  آنتی ب��ادی  همانند  آنتی ب��ادی ه��ا   ای��ن   داد 
Her2 با وزن مولکولی KD 185 هستند. نتایج آزمون ایمونوفلورسانس غيرمستقيم نشان داد این آنتی بادی ها قادر به 

شناسایی Her2 سيتوپلاسمی و غشایی در رده سلولی سرطان پستان، SKBR3، هستند.
* نتیجه گیري: در مجموع به نظر می رسد که از آنتی بادی های منوکلونال توليد شده در این پژوهش می توان در 

تست های تشخيصی Her2 شامل روش های ایمونوهيستوشيمی و روش های سرولوژی بهره جست.

الایزا،  منوکلونال،  آنتی بادی   ،(Her2( پستان، گيرنده فاکتور رشد اپيدرمال انسانی  سرطان  کلید واژگان: 
ایمونوفلورسانس، ایمونوبلاتينگ
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مقدمه 
و  دنيا  سراسر  در  زنان  سرطان  نوع  شایع ترین  پستان،  سرطان 

مهمترین دليل مرگ آنها است )1(. در ایران نيز این سرطان از مهم 
طبق  که  طوری  به  می شود،  محسوب  زنان  سلامتی  معضلات  ترین 
پزشکی،  و آموزش  درمان  بهداشت،  معاونت سلامت وزارت  آمار 
سرطان پستان با فراوانی نسبی حدود 22درصد، شایع ترین سرطان در 
زنان ایرانی است )2(. از مهم ترین عوامل موثر در درمان این سرطان، 
تشخيص زود هنگام آن است و در صورت ایجاد راهکارهایی برای 
تشخيص هر چه سریع تر، اميد برای درمان بيماران مبتلا به این سرطان 

با روش هایی نظير جراحی افزایش چشم گيری می یابد )3(.
بيشتر است  افرادی که سابقه خانوادگی دارند  سرطان پستان در 
)4( به طوری که در 50 درصد  از سرطان های پستان، زمينه فاميلی 
این  فاکتورهای خطر  به طور کلی   .)5( ژنتيکی قوی وجود دارد  و 
مثلی/  توليد  وضعيت  ژنتيک،  و  خانوادگی  تاریخچه  شامل  سرطان 
هورمونی، بيماری  خوش خيم پيش رونده  پستان و دانسيته ماموگرافی 

است )6(.
فاکتورهایی  از  پستان  بدخيمی  درجه  تشخيص  برای  در گذشته 
مثل وضعيت گره های لنفی، اندازه تومور و سابقه خانوادگی استفاده 

ماموگرافی  نظير:   تشخيصی جدیدی  امروزه روش های  اما  می شد، 
اسکن   ،(Ultrasound( اولتراسوند   ،(Mammography(
ترموگرافی رادیومتری  متد   ،)6(  (Isotope  Scan(  ایزوتوپ 

 ،)7(  (Radiometry  Thermography  Method:  RTM) 
 ت�����ص�����وی�����رب�����رداری رزون�������ان�������س م��غ��ن��اط��ي��س��ی
آزم��ون   ،)8(  (Magnetic  Resonance  Imaging)
مولتی ژن معکوس  کریپتاز  ترانس  پليمراز  زنجيره ای   واکنش 
اسپکترومتری  روش   ،)3(  (Multigene  RT-PCR  assay)
تصویربرداری    ،)3(  (Mass  Spectrometry  Method)
 (Electrical  Impedance  Imaging) الکتریکی  امپدانس 
 )3( (Microarray Technology) و تکنولوژی ميکرواری )9(

استفاده می شود. 
ج��ه��ت ت��ش��خ��ي��ص آزم��ای��ش��گ��اه��ی س���رط���ان پ��س��ت��ان از 
 ت��وم��ور م��ارک��ره��ای م��ت��ع��ددی اس��ت��ف��اده م��ی ش��ود ک��ه از آن
سلولی سيکل  ب��ه  م��رب��وط  م��ارک��ره��ای  ب��ه  م��ی ت���وان   جمله 
 Ki-67 و   Cyclin E ،Cyclin D ،P27 ،P21 مانند 
مانند  رشد  فاکتورهای  و  گيرنده ها  به  مربوط  مارکرهای   ،)10(



مانند پروتوانکوژن ها  به  مربوط  مارکرهای   ،)11(   Her2 
ژن های  به  مربوط  مارکرهای   ،)11(  C-jun, C- fos, ras
مارکرهای   ،)11(  MDM2  ،P53 مانند  تومور  کننده  ممانعت 
کادهرین- کمپلکس  مانند  سلولی  چسبنده  مولکول های  به  مربوط 
به مربوط  مارکرهای  CD 44، لامينين و اینتگرین )11(،   کاتنين، 

CA15.3 ،MCA ،CEA ،BR27.29T ،CA549 سرم مانند
   ،(Mucin) MUC-1، (Carcino embryonic Antigen)
 ،(Progesterone   Receptor)   PR و   مارکرهای      مربوط      به      بافت        مانند 
 )13  ،12(  PA2-1, UPA, (Estrogen Receptor) ER

اشاره کرد. 
از  پستان  س��رط��ان  م��ارک��ر  ت��وم��ور  شایع ترین  و   مهمترین 
ژن تکثير   .)10( اس��ت   Her 2 م��ارک��ره��ا،  ت��وم��ور  ای��ن   بين 
ایفا پستان  س��رط��ان  پاتوژنيسيته  در  مهمی  نقش   ،Her 2 
سرطان های از  30-25درص���د  در  که  ط��وری  به   ،)3(  می کند 

مهاجم پستان، Her 2 به مقدار زیادی بيان می شود )14(.
کروموزوم  روی  بر  که  اس��ت  پروتوانکوژن  یک   Her 2 
کد را  گليکوپروتئينی  ژن  ای��ن   .)15( دارد  ق��رار   17  شماره 
عنوان به  و   )16( ب��وده  آمينواسيد   1255 دارای  که   می کند 
Her 2 دارای  می کند.  عمل  اپيدرمی  رش��د  فاکتور   گيرنده 
ليگاند  اتصال  محل  که  سلولی  خ��ارج  ناحيه  اس��ت:  ناحيه  سه 
غشای ناحيه  اس��ت،  گليکوزیله  و  دارد  اسيدآمينه   632  ب��وده، 
دارای و  ب��وده  هيدروفوب  که   (Transmembrane)  گذر 
تيروزین  فعاليت  که  سلولی  داخل  ناحيه  و  است  اسيدآمينه   22
 کينازی دارد و دارای 580 آمينواسيد است )3، 17(. قسمت خارج

 III  ،II  ،Ι ناحيه  نام های  به  ناحيه  چهار  شامل  خود   سلولی، 
تقسيم ناحيه ای  دو  شونده  تکرار  منطقه  دو  به  که   وIV است 
نواحی دارای  و  دارد  اسيدآمينه   190 اول  منطقه   می ش��ود. 
از  غنی  منطقه  یک  که  دوم  منطقه  حالی که  در  III است،  و    I"
 II ن��واح��ی  دارای  و  دارد  اسيدآمينه   120 اس��ت،  سيستئين 
با  یا  همودایمر  اس��ت  ق��ادر   Her 2  .)18  ،17( اس��ت   IV و 
 .)18( ده��د  تشکيل  هترودایمر   ،Her خ��ان��واده دیگر  اعضای 
فعال  باعث  سلول  سطح  روی  کمپلکس  این  به  ليگاند  اتصال 
پيام انتقال  سبب  و  شده  داخلی  کيناز  تيروزین  فعاليت   شدن 
می شود. این مسئله باعث انتقال سيگنال از طریق غشای سلول و فضای 
 داخل سلولی به هسته شده و باعث تغيير در فعاليت ژن ها می گردد

.)19 ،15(
پستان،  سرطان  تشخيص  برای  آزمایشگاهی  روش  رایج ترین 
آسيب شناسی،  نظر  از  است.  سرطانی  بافت  در   Her2 بيان  بررسی 
سرطان  تشخيص  جهت  بافت،  آسيب شناسی  و  مورفولوژی  تنها  نه 
 پستان حائز اهميت است، بلکه بيان تومور مارکر Her2 در آزمون
IHC (Immunohistochemistry)، صحت تشخيص را به نحو 

قابل توجهی افزایش می دهد. 
آنتی بادی منوکلونال ضد Her2 به طور وسيعی در آزمون های 
تشخيصی سرطان پستان و همچنين درمان این سرطان مورد استفاده 
تومور  این  عليه  بر  کشور  در  کلونی  هيچ  تاکنون  و  می گيرد  قرار 
مارکر توليد نشده است. ذکر این نکته ضروری به نظر می رسد که 
دوره درمان با آنتی بادی منوکلونال ضد Her2 در بيماران مبتلا به 
بيماران  به  را  ریال  چهارصدميليون  معادل  هزینه ای  پستان،  سرطان 
تحميل می کند. با توجه به اهميت تشخيص زود هنگام سرطان پستان 
استفاده در تست های تشخيصی  منظور  به  و  بيماری  پيش آگهی  در 

آنتی بادی  پژوهش،  این  در  ایمونوهيستوشيمی،  ویژه  به  و   Her2
 های منوکلونال ضد Her2  توليد و خصوصيات آنها مورد ارزیابی 

قرار گرفته است.

مواد و روش ها
)Immunization( ایمن سازی موش ها

ایمن سازی بر روی موش های ماده نژاد س�وری (Syrian) با سن 
با حيوانات آزمایشگاهی  انج��ام شد. کليه مراحل کار  8-6 هفت��ه 
عن��وان  به  رسيد.  ابن سينا  پژوهشکده  در  اخلاق  کميته  تصویب  به 
 Her2 P1(NH2-QLFEDNYAL- COOH) ایم��ون��وژن از دو پپتيد
 Her2 P2(NH2-ILHNGAYSL-COOH) و    )106-114(
 )435-443( (Thermo Electron, Germany) استفاده شد. 
(Keyhole Limpet Hemocyanin) KLH با  پپتيد  دو   ابتدا 

 )20( کونژوگه  مرحله ای،  یک  گلوتارالدئيد  استاندارد  روش  با 
موش  سه  به  هم زمان  طور  به  پپتيد  هر  کونژوگه های  تزریق  شدند. 
از  ميکروگرم   100 اول،  نوبت  در  گرفت.  انجام  نوبت  چهار  در  و 
ادجوانت کامل  با  مساوی  نسبت حجمی  با  از کونژوگه ها  هر یک 
فروند (sigma, U.S.A)  مخلوط و در حجم نهایی100 ميکروليتر 
به  (Intraperitoneal Injectoin( صفاقی  داخل  شکل   به 

موش ها تزریق شد. تزریق های دوم، سوم  و چهارم با فواصل زمانی 
2،  3 و 4 هفته با 50  ميکروگرم کونژوگه به همراه ادجوانت ناقص  
قبل  انجام شد. یک هفته  به شکل داخل صفاقی   (Sigma) فروند 
از انجام فيوژن، از ناحيه دم موش ها خون گيری به عمل آمد و تيتر 
آنتی بادی ضدپپتيد به روش الایزا بررسی گردید. موشی که دارای 
بالاترین تيتر آنتی بادی بود، جهت انجام فيوژن انتخاب شد. سه روز 
 قبل از انجام فيوژن، 20 ميکروگرم کونژوگه به صورت داخل وریدی

(Intravenous Injection) تزریق گردید.

 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay:( آزمون الایزا
در   Her2 ضدپپتید  آنتی بادی  تیتر  تعیین  برای   )ELISA

موش های ایمن شده
    (Maxi sorp , Nunc , Denmark) ابتدا، چاهک های پليت الایزا
ليتر در طول  با پپتيدهای مورد نظر با غلظت 20 ميکروگرم در ميلی 
گراد، پوشانده شدند. پس از سه بار  شب تحت دمای 4 درجه سانتی 
شست و شو با بافر  PBS -0.05% Tween 20 (PBS-T)، پليت ها 
به مدت نيم ساعت با شير بدون چربی 3 درصد بلاک شدند. پس از 
شست و شوی مجدد، سرم موش ها از رقت 1:200 به صورت سریال 
گراد  سانتی  37درجه  در  انکوباسيون  و  اضافه  ها  چاهک  به   دوگانه 
شست و ش��وی،  از  پ��س  ی��اف��ت.  ادام���ه  دقيقه   90 م��دت  ب��ه 
 ک��ون��ژوگ��ه پ��راک��س��ي��داز ض��دای��م��ون��وگ��ل��وب��ول��ي��ن م��وش
 1:1000 رقت  با   (Avicenna Research Institute, Iran) 
اضافه شد. پس از 60 دقيقه انکوباسيون و شست و شوی مجدد، از سوبسترای
(3,   3',   5,   5'-   Tetra   Methyl    Benzidine)   TMB

(US Biological, U.S.A) به منظور توليد رنگ استفاده شد.   
اسيدسولفوریک 20درصد  با  دقيقه،  از 10-15  رنگی پس  واکنش 
متوقف و جذب نوری (Optical Density) چاهک ها با دستگاه 
ELISA Reader (Anthos 2020, Austria) در طول موج 

450 نانومتر خوانده شد. 

تولید  و  فیوژن  میلوم،  های  سلول  سازی  آم��اده  و   تکثیر 
های هیبریدوم سلول 

ه��ای  س���ل���ول  ف����ي����وژن،  ان���ج���ام  از  ق��ب��ل  روز  دو 
RPMI1640 ک��ش��ت  م��ح��ي��ط   در   SP2/0  م��ي��ل��وم 

  (Roswell Park Memorial Institute Medium)
گ��او ج��ن��ي��ن  س���رم  10درص�����د  ح����اوی   (Gibco, U.K) 
و  (Sigma)  (Fetal Bovine Serum: FBS)
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 (Sigma) )100 واحد بر ميلی ليتر( G آنتی بيوتيک های پنی سيلين
در   (Sigma) ميلی ليتر(  بر  ميکروگرم   100( استرپتومایسين  و 
انکوباتور 37 درجه با 5 درصد CO2  و رطوبت اشباع تکثير شدند. 

ميزان حيات (Viability) سلول ها به روش تریپان بلو تعيين شد.
استفاده  با   SP2/0 سلول های  با  موش  طحال  سلول های  فيوژن 
به  و   (Sigma)  (Poly Ethylen Glycol) PEG 1500 از 
نسبت 10:1 انجام شدند )21(. سلول های حاصل از فيوژن در محيط 
پليت های در  و  گاو  جنين  سرم  20درص��د  حاوی  کامل   RPMI 
ميکروليترکشت   100 حجم  در   (Nunc, Denmark) حفره   96
درج��ه دم���ای37  در  انکوباسيون  روز  ی��ک  از  پ��س   ش��دن��د. 

انتخابی   محيط  از  ميکروليتر   100  ،CO2 سانتی گراد  انکوباتور
موفقيت ميزان  شد.  اف��زوده  پليت ها  به  (Sigma) HAT 2X 

فيوژن و تيتر مورد استفاده به عنوان مبنای انتخاب کلون بود.

غربالگری و کلونینگ هیبریدوم ها
حدود 10 روز پس از کشت سلول ها، 100 ميکروليتر از محلول 
و  شدند  جمع آوری  هيبریدوم  سلول های  حاوی  چاهک های  رویی 
از نظر توليد آنتی بادی اختصاصی به روش الایزا مورد بررسی قرار 
 گرفتند. برای این کار از پپتيدهای Her2 P1 و Her2 P2، به عنوان
شد. استفاده  الای��زا  چاهک های  کف  پوشاندن  جهت   آنتی ژن 
ب���ه روش  چ���اه���ک ه����ای ح�����اوی ک���ل���ون ه����ای م��ث��ب��ت 

بار  هر  و  کلون  مرتبه   3-4  ،Limiting Dilution Assay
مناسب،  سلولی  تراکم  و  آنتی بادی  توليد  نظر  از  چاهک ها  بهترین 
حفره   96 پليت  از  و  تکثير  انتخابی،  کلون های  شدند. تک  انتخاب 
به  فلاسک های از رشد کافی   (Nunc) و پس   به پليت 24 حفره 
کافی،  تکثير  از  پس  گردیدند.  منتقل   (Nunc) ميلی ليتری   50
و منتقل   (Nunc) ميلی ليتری   250 فلاسک های  به   هيبریدوم ها 
همچنين شد.  جمع آوری  آنها   از  روی��ی  محلول  زی��ادی   مقدار 
نگهداری  مایع  ازت  در  و  منجمد  آنتی بادی،  مولد  هيبریدوم های 
فيوژن  برای  بررسی شده  تعداد 960 چاهک  از  شدند. در مجموع، 
چاهک   576 مجموع  از  و  چاهک   58 تعداد   ،Her2 P1 پپتيد 
مولد چاهک،   32 تعداد   ،Her2 P2 پپتيد  ب��رای  شده   بررسی 

آنتی بادی بودند.

 Her2 بادی های منوکلونال ضد تعیین ایزوتیپ آنتی 
با   Her2 ض��د  م��ن��وک��ل��ون��ال  آن��ت��ی ب���ادی ه���ای  ای��زوت��ي��پ 
(Isostrip) ایزواستریپ  تجاری  استریپ ه��ای  از   استفاده 

سوپ  از  ميکروليتر   150 تعيين شد.   (Roche, Germany)
غليظ محتوی آنتی بادی با نسبت 1:10 در بافر PBS رقيق و به لوله 
ایزواستریپ اضافه گردید. پس از ورتکس، استریپ داخل لوله وارد 
و  بعد از 10-5 دقيقه بر اساس باندهای تشکيل شده، ایزوتيپ و نوع 

زنجيره سبک آنتی بادی خوانده شد.

مولد های  کلون  کشت  رویی  ازمحلول  بادی  آنتی   تخلیص 
آنتی بادی منوکلونال ضد Her2 و تغلیظ آن

سلولی کشت  رویی  محلول  ابتدا  آنتی ب��ادی،  تخليص   برای 
آب از  پ���س  و  خ�����ارج  س��ان��ت��ی گ�����راد  20-درج�������ه   از 
فيلتر با  آن  ک��ردن  فيلتر  از  پس  گ��ردی��د.  سانتریفيوژ   ش��دن، 
 ،(Schleicher & Schuell, Germany) ميکرومتر    0/45
G پروتئين  افينيتی  س��ت��ون  از  اب��ت��دا  آم���ده،  دس��ت  ب��ه   م��ای��ع 
(Protein G Affinity Column) 

و   (GE  Health  Care,  Uppsala,  Sweden) 
شد.  داده  عبور   Anti Mouse IgM افينيتی  ستون   از   سپس 

 پس از شستشو با PBS، پروتئين های متصل به هر دو ستون با استفاده
در و  جداگانه  طور  به   Glycine- Hcl, pH=2.7 بافر  از    

لوله ها ملاحظه  elute شدند. جذب نوری  ميلی ليتری  حجم های 2 
و لوله هایی که حاوی مقدار قابل قبولی آنتی بادی بودند، با یکدیگر 

مخلوط و تعيين غلظت شدند.
مقابل در  شب  یک  م��دت  به  آنتی ب��ادی  بعد،  مرحله   در 

مجدد  بررسی  سانتریفيوژ،  از  پس  شد.  دیاليز   PBS, pH= 7.2
تغليظ جهت  گلایکول  پلی اتيلن  از  غلظت،  تعيين  و  نوری   جذب 

آنتی بادی استفاده شد. غلظت نهایی آنتی بادی به روش  فتومتری با 
استفاده از ضریب خاموشی سنجش و جهت نگهداری با گليسرول 

)غلظت نهایی 50 درصد( مخلوط شد.

آزمون الایزا برای تعیین واکنش گری آنتی بادی های منوکلونال 
تخلیص شده ضد Her2 و بررسی خلوص آنها

نهایی غلظت های  با  نظر  مورد  پپتيد  با  پليت ها  پوشاندن  از   پس 
مختلف  غلظت های  واکنش گری  ميلی ليتر،  در  ميکروگرم  و20   10
آنتی بادی )0/312، 0/625، 1/25، 2/5، 5 ، 10 و 20 ميکروگرم در 
شده  ارائه  روش  با  مطابق  و  غيرمستقيم  الایزای  روش  به  ميلی ليتر( 

قبلی بررسی شد.
 ب���ه م��ن��ظ��ور ب���ررس���ی خ���ل���وص، آن���ت���ی ب�����ادی ه��ای

ميکروگرم   5 منظور  بدین  شدند.  الکتروفورز  ش��ده،  تخليص 
پلی آک��ری��ل آميد ژل  چ��اه��ک   ه��ر  در  آن��ت��ی ب���ادی  ه��ر   از 
SDS-Poly Acrylamide Gel Electrophoresis: SDS-(
شدند. الکتروفورز  درصد   7 ژل  درصد  با   SDS حاوی   (PAGE 
سپس و  رن��گ آميزی  کوماسی بلو،  رن��گ  با  مربوطه   ژل ه��ای 
آنها از  و  ظ��اه��ر  پروتئينی  ب��ان��ده��ای  ت��ا  ش��دن��د  رن��گ   ب��ی 

عکس برداری شود.

رنگ آمیزی ایمونوفلورسانس سلول های SKBR3 با استفاده 
 Her2 بادی های منوکلونال ضد از آنتی 

رده  که   (ATCC, U.S.A) SKBR3 سلولی  رده  ابتدا 
جدا  از  بعد  می ش��ود،  محسوب  انسان  پستان  سرطان  سلولی 
بافر با  شو  و  شست  و  سلولی  کشت  فلاسک  کف  از   ش��دن 
ایمونوفلورسانس لام ه��ای  روی  ب��ر   PBS, pH=7.4 

شدند.  داده  ق��رار   (ERIC Scientific, Germany)
توسط  آنها  ک��ردن  فيکس  و  سلول ه��ا  ش��دن  خشک  از  بعد 
ب���ار ش��س��ت و شو دق��ي��ق��ه، س��ه  م���دت دو  ب��ه   اس��ت��ون س���رد 
دقيقه،   5 مدت  به  بار  هر   ،(Tris-buffered Saline) TBS با 
حاوی  TBS از  استفاده  با  ک��ردن  بلاک  مرحله  گرفت.   انجام 
مرحله در  شد.  انجام  دقيقه   20 مدت  به  گوسفند  سرم  درصد   5 
غلظت ب��ا   Her2  ض��د منوکلونال  آن��ت��ی ب���ادی ه��ای   ب��ع��د، 
روی  ب��ر  س��اع��ت  دو  م��دت  ب��ه  ميلی ليتر  در  م��ي��ک��روگ��رم   5 
با سلول ها   ،TBS با  شست وش��و  از  پس  ش��د.  اضافه   سلول ها 
 Sheep anti mouse-biotin (Avicenna Research Institute) 
60دقيقه  م��دت  ب��ه  ميلی ليتر   در  م��ي��ک��روگ��رم    5 غلظت  ب��ا 
TBS،ک��ون��ژوگ��ه ب��ا   م��ج��اور ش��دن��د. پ��س از ش��س��ت وش���و 

رقت  با   Streptavidin-FITC  (Invitrogen, U.S.A)
از پس  شد.  اضافه  اسلایدها  روی  بر  دقيقه   30 مدت  به   1:  50 

گليسرول،  درصد   90 حاوی   PBS با  لام ها   ،TBS با   شست وشو 
ميکروسکوپ  توسط  آنتی ب��ادی  واکنش گ��ری  شدند.  مانته 
منفی،  کنترل  اسلایدهای  در  قرار گرفت.  بررسی  مورد   فلورسانس 
مشابه غلظت  با  غيرایمن  موش   IgM از  اوليه  آنتی بادی  جای   به 
آنتی بادی جای  به  مثبت،  کنترل  اسلایدهای  در  شد.   استفاده 
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کونژوگه  و   (Roche) Herceptin آنتی ب��ادی  از   اوليه 
  (Avicenna Research Institute) Sheep anti Human-FITC

استفاده شد.

تهیه لیزات سلولی
از اس����ت����ف����اده  ب�����ا   SKBR3  س����ل����ول ه������ای 
(Corning Incroported, Mexico) cell scraper 
PBS ب���ا  ب����ار  س���ه  و  ش����ده  ک���ن���ده  ف���لاس���ک  ک���ف   از 
حاوی ليزکننده  بافر  از  استفاده  با  سلول ها  شدند.  داده   شست وشو 
  Nonidet-P40  0.05%,  Nacl 150  mM, Tris-Hcl  10Mm 
و مخلوط آنتی پروتئازها (Sigma)، به مدت 15 دقيقه در 4 درجه 

سانتی گراد  ليز شدند.

ایمونوبلاتینگ لیزات سلولی
برادفورد روش  به  سلولی  ليزات  پروتئين  غلظت  تعيين  از   پس 

سلول  ليزات  ميکروليتر   200  ،)22(  (Bradford Assay(
ميکروگرم   5 غلظت  با   Herceptin با  100ميکروليتر   SKBR3
 در ميلی ليتر مخلوط و یک ساعت بر روی  روتاتور در دمای4 درجه
ميکروليتر  200 مخلوط،  این  به  سپس  شد.  مخلوط   سانتی گراد، 

   (GE Healthcare) protein A-Sepharose 6 ME
درجه  4 دمای  در  ساعت  یک  مدت  به  انکوباسيون  شد.   اضافه 

بافر  ب��ا  شست وش��و  ب��ار   5 از  بعد  ی��اف��ت.  ادام���ه  سانتی گ���راد  
حاوی نمونه  بافر  با  دقيقه   10 م��دت  به  ژل  رس��وب   ،PBS 
 ،(W/V  %10) SDS  ،(pH=6.8  ،0.5 M)  Tris-Hcl
گليسرول (V/V 50%) و بروموفنل بلو (W/V 0.5%) جوشانده 
ژل  روی  بر  و  رویی جمع آوری  محلول  سانتریفيوژ،  از  پس  و  شد 
گردید. الکتروفورز  ولت،   100 ولتاژ  با  7درصد   پلی آکریل آميد 

انجام مرحله جذب آنتی ژن  ليزات سلولی تهيه شده بدون  همچنين 
و به صورت مستقيم پس از تعيين غلظت پروتئين کل، الکتروفورز 
شد. بلاتينگ مطابق روش توبين و همکاران )23( با کمی تغييرات 
منوکلونال ضد  آنتی بادی های  از  اوليه،  آنتی بادی  برای  شد.   انجام 
Her2 توليد شده با غلظت  5 ميکروگرم در ميلی ليتر استفاده شد 
از کونژوگه  به مدت 15 دقيقه،  بار  بار شست وشو، هر  از 5  و پس 
Goat anti mouse IgM-HRP  (Sigma) با رقت 1:5000 
استفاده گردید. پس از شست وشو، فيلترهای نيتروسلولز با سوبسترای 
شدند.  مجاور  دقيقه  یک  مدت  به   (GE Healthcare)  ECL
کونژوگه و    Herceptin بادی  آنتی  از  مثبت  کنترل  عنوان   به 
    (Avicenna Research Institute) Rabbit anti Human-HRP
استفاده اول  آنتی بادی  جای  به   PBS از  منفی  کنترل  عنوان  به   و 

شد.

یافته ها
ایمن سازی موش ها

نشان   Her2 پپتيدهای با  شده  ایمن  موش های  سرم  تيتراسيون 
داد که تمام موش ها بعد از تزریق چهارم آنتی ژن، آنتی بادی با تيتر 
مناسب توليد کرده اند. شکل 1A، منحنی تيتراسيون سرم موش های 
ایمن شده با پپتيد Her2 P2 و شکل B 1، منحنی تيتراسيون سرم 

موش های ایمن شده با پپتيد Her2 P1 را نشان می دهد.

 Her2 تولید و انتخاب هیبریدوم های مولد آنتی بادی ضد
حال  در  مثبت  هيبریدوم های  بين  از  اوليه،  غربالگری  از  پس 
رشد، چاهک های دارای جذب نوری بالاتر، انتخاب و کلون شدند. 
پس   TMB سوبسترای  با  منفی  باکنترل   0/6 نوری  اختلاف جذب 

مثبت  کلون  انتخاب  ملاک  عنوان  به  واکنش،  توقف  ربع  یک  از 
 در نظر گرفته شد. در نهایت در مورد پپتيد Her2 P2، سه کلون
Her2 P1، دو کلون  پپتيد  مورد  و در    4C12 و   3C5  ،3E3

1E3 و F10 7 به دست آمد.

 Her2 بادی های منوکلونال ضد تعیین ایزوتیپ آنتی 
مشخص  و  انجام  ایزواستریپ  روش  به  ای��زوت��وپ  تعيين 
از   ،Her2 ضد  منوکلونال  آنتی ب��ادی  کلون   5 تمام  گردید 
استریپ  نمونه   ،2 شکل  هستند.   κ سبک  زنجيره  و    IgM  کلاس 

یکی از 5 کلون ضد Her2 را نشان می دهد.
                                             

پپتید  با  شده  ایمن  موش های  سرم  تیتراسیون  منحنی   :1  شکل 
Her2 P1 و Her2 P2

وریدی،  داخل  تزریق  یک  و  صفاقی  داخل  تزریق  بار  چهار  از  پس 
عیار نظر  از  الایزا  به روش  و  دوگانه  رقت سریال  با  موش ها   سرم 
 )B( Her2 P1 و یا )A( Her2 P2 آنتی بادی های اختصاصی ضدپپتید

)Negative Control: NC( .آزمایش شدند

Her2 شکل 2: استریپ یک کلون ضد
ایزوتیپ آنتی بادی های منوکلونال ضد Her2 با استفاده از استریپ 
با دستورالعمل شرکت سازنده تعیین گردید.  های تجاری و مطابق 
شکل فوق، واکنش گری آنتی بادی را با زنجیره سنگین µ و زنجیره 

سبک к نشان می دهد.
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بادی های منوکلونال تولید شده به روش  مطالعه خلوص آنتی 
 SDS-PAGE

توليد  منوکلونال  آنتی ب��ادی ه��ای  خلوص  بررسی  جهت 
غيراحيا ش��رای��ط  در  7درص����د   SDS-PAGE از   ش���ده 

حاصله  نتایج  شد.  استفاده   (Non-reducing SDS-PAGE(
افينيتی ستون  توسط  شده  تخليص  آنتی بادی های  که  داد   نشان 

و   IgM محدوده های  در  باند  دو  دارای   anti mouse IgM
خواهد  اشاره  آن  به  بحث  قسمت  در  که  همان گونه  هستند.   IgG
انبوه کشت  در  استفاده  مورد   FBS به  مربوط   ،IgG باند   شد، 

ستون  از  ترکيبی  از  منظور  همين  به  بود.  هيبریدوم  سلول های 
جهت   Anti mouse IgM و   protein G افينيتی  ه��ای 
نتایج شد.  استفاده  نظر  مورد  منوکلونال  آنتی بادی های   تخليص 
ستون های ش��ده  تخليص  فراکسيون  از   SDS- PAGE   

آنتی بادی های  داد  نشان   anti mouse IgM protein G  و 
 IgM محدوده  در  باند  یک  دارای  تنها  شده  تخليص   منوکلونال 

هستند )شکل 3(.

7F10 3 وE3 آنتی بادی منوکلونال SDS-PAGE شکل 3: الکتروفورز
 3E3 منوکلونال  آنتی بادی های  مولد  هیبریدوم های  کشت  رویی  محلول 
 Anti mouse IgM افینیتی  از  protein G و سپس  از ستون  ابتدا   7F10 و 
عبور داده شدند. پروتئین های تخلیص شده از ستون protein G به تنهایی 
و یا پس از عبور از هر دو ستون، جمع آوری و به منظور بررسی محتوای 

پروتئینی الکتروفورز شدند.
Anti mouse IgM 3 تخلیص شده توسط ستونE3 آنتی بادی :Lane 1

protein G 3 تخلیص شده توسط ستونE3 آنتی بادی :Lane 2
و  protein G ستون  توسط  شده  تخلیص   3E3 آنتی بادی   :Lane 3 

Anti mouse IgM
Anti mouse IgM 7 تخلیص شده توسط ستونF10 آنتی بادی :Lane 4

protein G 7 تخلیص شده توسط ستونF10 آنتی بادی :Lane 5
و  protein G ستون  توسط  ش��ده  تخلیص  آنتی ب��ادی   :Lane 6 

Anti mouse IgM

های  بادی  آنتی  حاوی  های  هیبریدوم  رویی  محلول  تخلیص 
پپتید  با  آنها  گری  واکنش  تعیین  و   Her2 ضد  منوکلونال 

اختصاصی در آزمون الایزا
و  protein  G ستون های  توسط  آنتی بادی  تخليص  از   پس 

آنتی بادی  کلون   5 هر  برای  الایزا  Anti mouse IgM،آزم��ون 
منوکلونال ضد Her2 جهت تعيين ميزان واکنش با پپتيد اختصاصی 
غلظت  با  که  )کلونی  کلون  بهترین  پپتيد،  هر  برای  و  شد  انجام 
الایزا  آزمون  در  بالاتری  نوری  جذب  دارای  آنتی بادی،  مشابه 
با  را  واکنش  بهترین   3E3 کلون  ترتيب   بدین  شد.  انتخاب  بود( 
پپتيد Her2 P2 و کلون 7F10  با پپتيد Her2 P1  نشان داد 
 )شکل 4( و در ادامه کار، آزمون ها با این دو آنتی بادی انجام شد.
ضد منوکلونال  آنتی بادی های  تيتراسيون  منحنی   ،4  A شکل    
 Her2 P2  و شکل B 4 منحنی تيتراسيون آنتی بادی های منوکلونال
 ضد Her2 P1 را نشان می دهد. همان گونه که در  شکل A, B 4 و

مختلف غلظت های  در  نوری  جذب  تغييرات  می شود،   مشاهده 
آنتی بادی های 3E3 و 7F10  از یک روند تبعيت می کنند.

   Her2 P2 شکل 4: منحنی تیتراسیون آنتی بادی های منوکلونال ضد
Her2  P1و

 )B(  Her2  P1 یا  و   )A(  Her2  P2 پپتید  با  الایزا  پلیت  چاهک های 
پوشانده شدند و در مراحل بعد مطابق توضیحات ارائه شده در بخش 
و  دوگانه  رقت سریال  با  منوکلونال  ،آنتی بادی های  و روش ها  مواد 
چاهک  به  موش  ضدایمونوگلوبولین  پراکسیداز  کونژوگه  سپس 
اضافه شد. پس از اضافه کردن کروموژن TMB و توقف واکنش، جذب 

نوری چاهک ها در طول موج 450 نانومتر خوانده شد.
NC: Negative Control

براساس محاسبات، از هریک ميلی ليتر سوپ کلون 3E3 مربوط 
سوپ  ميلی ليتر  یک  هر  از  و  ميکروگرم   18  ،Her2  P2 پپتيد  به 
کلون 7F10 مربوط به پپتيد Her2 P1، 15 ميکروگرم آنتی بادی 

منوکلونال به دست آمده است.
به منظور تعيين غلظت بهينه پپتيدهای مورد استفاده در پوشاندن 

آنتی بادی  بهينه  عيار  تعيين  همچنين  و  الای��زا   پليت  چاهک های 
با  غيرمستقيم  الای��زای  آزمون   ،7F10 و   3E3 منوکلونال  های 
استفاده از غلظت های مختلف پپتيد و آنتی بادی، طراحی شد. نتایج 
7F10 )در غلظت های 3E3 و  نشان داد هر دو آنتی بادی   حاصله 

عليه  مناسبی  واکنش گری  دارای  ميلی ليتر(  در  ميکروگرم   2/5-20
ميلی ليتر(  در  ميکروگرم   20 و   10 غلظت های  )با  مربوطه  پپتيدهای 
از  الایزا  آزمون  منفی  کنترل  برای   .)5A و   B )شکل های  هستند 
پپتيد و  اول، حذف  آنتی بادی لایه  مانند حذف  روش های مختلفی 
نيز جایگزینی آنتی بادی لایه اول با آنتی بادی غيرمرتبط با ایزوتيپ 

یکسان، استفاده شد.
نتایج به دست آمده نشان داد که تمام چاهک های کنترل منفی 
پایين بسيار  نوری  جذب  دارای  مثبت  چاهک های  با  مقایسه   در 
نظر به  آم��ده  دس��ت  به  نتایج  به  توجه  با  هستند.   )0/1-0/2( 
برای بهينه  غلظت  غيرمستقيم،  الای��زای  روش  در  که   می رسد 

آنتی بادی منوکلونال 3E3 حدود 5 ميکروگرم در ميلی ليتر و برای 
در ميکروگرم   10 حدود  آنتی بادی   ،7F10 منوکلونال   آنتی بادی 

IgM

IgG

6          5        4       3          2         1 

3/5

3

2/5

2

1/5

1

0/5

0

ری
نو

ب 
جذ

غلظت آنتي بادي )میکروگرم در میلي لیتر(
10             5               25           1.25         0.625      0.3125        NC

A

3E3 کلون
3C5 کلون

4C12 کلون

3

2/5

2

1/5

1

0/5

0

ری
نو

ب 
جذ

10           5              2.5         1.25        0.625      0.3125       NC
غلظت آنتي بادي )میکروگرم در میلي لیتر(

7F10 کلون
1ES کلون

B
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ميلی ليتر است. همچنين غلظت بهينه پپتيد جهت پوشاندن پليت ها 10 
ميکروگرم در ميلی ليتر تعيين شد.

7F10 3 وE3 شکل 5: منحنی تیتراسیون آنتی بادی منوکلونال
 20 و   10 غلظت های  با  الایزا  پلیت  چاهک های  پوشاندن  از  پس 
 Her2  P1 یا  و   )A(  Her2  P2 پپتید  از  میلی لیتر  در  میکروگرم 
روش ها، و  م��واد  بخش  در  شده  ارائ��ه  توضیحات  مطابق   )B( 
و  دوگانه  سریال  رقت  با   )B(  7F10 یا  و   )A(  3E3 آنتی بادی های 
چاهک ها  به  موش  ایمونوگلوبولین  ضد  پراکسیداز  کونژوگه  سپس 
 اضافه شد. پس از اضافه کردن کروموژن و توقف واکنش، جذب نوری 

چاهک ها در طول موج 450 نانومتر خوانده شد.
)Negative Control: NC(

با استفاده از   SKBR3 سلولی  لیزات  ایمونوبلات   :6  شکل 
  3E3 آنتی بادی های منوکلونال

بر روی غشای نیتروسلولز بلات شد و   SKBR3 سلولی  لیزات 
از  3E3 مورد بررسی قرار گرفت.  واکنش گری آنتی بادی منوکلونال 

Herceptin به عنوان کنترل مثبت استفاده شد.
،Herceptin منفی  کنترل    :Lane 2  ،Herceptin:  Lane 1 

 ،3E3 آنتی بادی منوکلونال :Lane 3
   3E3 کنترل منفی :Lane 4

لیزات  با   3E3 منوکلونال  بادی  آنتی  گری  واکنش  مطالعه 
سلولی SKBR3 با استفاده از روش ایمونوبلات

توليد  منوکلونال  آنتی بادی های  واکنش گری  بررسی  منظور  به 
شده ضد Her2  با آنتی ژن های مربوطه در ایمونوبلات، سلول های 
SKBR3 ليزو ليزات حاصل  به صورت مستقيم و یا پس از جذب 
الکتروفورز   (Herceptin)  Her2 ضد  تجاری  آنتی بادی  توسط 
عنوان به  شده  توليد   3E3 منوکلونال  آنتی بادی  از  شدند.  بلات   و 

پ��راک��س��ي��داز ک��ون��ژوگ��ه  از  و  اول  لای���ه   آن��ت��ی ب���ادی ه���ای 
استفاده  باندها  شناسایی  جهت   Goat anti mouse IgM
 3E3 منوکلونال  آنتی بادی  داد  نشان  آمده  دست  به  نتایج  شد. 
مولکولی وزن  با  اصلی  باند  یک   SKBR3 سلولی  ليزات   در 

185کيلودالتون و چهار باند فرعی با اوزان مولکولی 90، 86، 58 و 
54 کيلودالتون را شناسایی می کند )شکل 6(. پس از جذب آنتی ژن 
توسط Herceptin، آنتی بادی منوکلونال 3E3 تنها یک باند 185 

کيلودالتونی را شناسایی کرد.
کيلودالتون   185 مولکولی  وزن  دارای    Her2 کامل   پروتئين 
است که این باند توسط آنتی بادی منوکلونال 3E3 توليد شده مورد 

شناسایی قرار گرفت )شکل 7(.

Her2 شکل 7: ایمونوپرسیپیتاسیون
  Herceptin توسط   SKBR3 لیزات سلولی  ایمونوپرسیپیتاسیون 
انجام شد و آنتی ژن های به دست آمده بر روی غشای نیتروسلولز 
این  با   3E3 منوکلونال  آنتی ب��ادی  واکنش گری  شدند.   بلات 
آنتی ژن ها مورد بررسی قرار گرفت. از Herceptin به عنوان کنترل 

مثبت استفاده شد.
 ،Herceptin منفی  کنترل   :Lane 2  ،Herceptin:  Lane 1 

3E3 آنتی بادی منوکلونال :Lane 3
   3E3 کنترل منفی :Lane 4

با   SKBR3 های  سلول  ایمونوفلورسنت  آمیزی  رنگ  مطالعه 
 Her2 بادی های منوکلونال ضد استفاده ازآنتی 

3E3 و 7F10 در  از آنتی بادی های منوکلونال  قابليت استفاده 
استفاده  با  و  ایمنوفلورسانس  به روش  ایمونوسيتوشيمی  آزمون های 
نتایج حاصله  قرار گرفت.  SKBR3 مورد آزمایش  از رده سلولی 
و      )8 A )شکل   3E3 آنتی بادی  دو  هر  داد که  نشان  این آزمون  از 
7F10 )شکل C 8( همانند Herceptin  )شکل E 8( به خوبی قادر 

به شناسایی Her2  بر روی سلول های SKBR3 هستند.
رن��گ آميزی  آن��ت��ی ب���ادی،  ه��ر  بهينه  ع��ي��ار  تعيين  جهت 

از غلظت های مختلف آنتی  استفاده  با  ایمنوفلوروسانس غيرمستقيم 
کونژوگه و  بيوتين  با  کونژوگه  ثانویه  آنتی بادی  منوکلونال،   بادی 

Streptavidin- FITC انجام شد.
مورد  غلظت های  تمام  در  آم��ده،  دست  به  نتایج  با  مطابق 
خوبی به   7F10 و   3E3 منوکلونال  آنتی ب��ادی های   استفاده، 
سلول های SKBR3 را مورد شناسایی قرار دادند. با توجه به بالاترین 
غلظت  ،(Signal/noise ratio) زمينه  رنگ  به  سيگنال   نسبت 
غلظت و  ميلی ليتر  در  ميکروگرم   5  ،3E3 آنتی ب��ادی   بهينه 
شد. تعيين  ميلی ليتر  در  ميکروگرم   10  ،7F10 آنتی بادی   بهينه 
در ميکروگرم   5 بيوتين،  با  کونژوگه  آنتی بادی ثانویه  بهينه   عيار 

 1:  50   streptavidin-FITC  کونژوگه بهينه  عيار  و  ميلی ليتر 
منفی،  کنترل  اسلایدهای  رنگ آميزی،  موارد  تمام  در  شد.  تعيين 

185 کیلودالتون

1          2          3          4
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Her2 تولید آنتي بادي منوکلونال ضد
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بودند ضعيفی  بسيار  واکنش گری  دارای  یا  و  واکنش گری   بدون 
.)8B, D, F شکل(

بحث
پيش گيری از سرطان پستان که شایع ترین سرطان در ميان زنان 
محسوب می شود، غالبا امکان پذیر نيست. بهترین راه برای درمان این 
سرطان، تشخيص سریع آن است. یکی از مهمترین راه های تشخيصی، 
دارای پستان  سرطان  است.  پستان  سرطان  تومورمارکرهای   بررسی 
است.   Her2 آنها  مهمترین  تومورمارکرهاست که  از  زیادی  انواع 
توسط   Her2 پستان،  سرطان  به  مبتلا  بيماران  از  30-25درصد   در 
یک   Her2  .)23( می شود  بيان  زیاد  ميزان  به  سرطانی  سلول های 
خانواده  این   .)24( است   Her خانواده  از  کيناز  تيروزین  گيرنده 
متعلق  پروتئين های  و  است   Her1-Her4 عضو  چهار  بر  مشتمل 

ایفا سلول  تمایز  و  رشد  تنظيم  در  مهمی  نقش  خانواده،  این   به 
،Her2 ش���ن���اخ���ت  ب������رای   .)25-26(  م����ی ک��ن��ن��د 
جمله آن  از  ک���ه  دارد  وج����ود  م��خ��ت��ل��ف��ی   روش ه���ای 

 (Immunohistochemistry) IHC ،ب�������������ه م��ی ت���وان 
،(Polymerase Chain Reaction) PCR 
،(Fluorescence in Situ Hybridization) FISH 
 (Chromogen in Situ Hybridization) CISH
و ELISA  اشاره کرد )27، 28(. اما استانداردترین روشی که برای 
تعيين بيان Her2 در بافت پستان مورد استفاده قرار می گيرد، روش 

ایمونوهيستوشيمی )IHC( است )29، 30(.
تا به حال 8 آنتی بادی منوکلونال ضد Her2 در دنيا توليد شده 

 Herceptin و    3E3 ،7F10 منوکلونال  آنتی بادی های  توسط    SKBR3 سلول های  ایمونوفلورسانس  رنگ آمیزی   :8  شکل 
سلول های SKBR3 بر روی لام های ایمونوفلورسانس قرار گرفتند و پس از مراحل فیکس و شست وشو، مطابق روش ارائه 
پس  شدند.  مجاور   Herceptin )E( و  3E3 (A) ،7F10 (C( منوکلونال  آنتی بادی  های  با  روش ها،  و  مواد  قسمت  در  شده 
میکروسکوپ  توسط  لام ها   ،FITC با  کونژوگه  اویدین  استرپت  و  بیوتین  با  کونژوگه  دوم  لایه  آنتی بادی  کردن  اضافه  از 
 فلورسانس بررسی شدند. عکس های )D)، (B( و )F( به ترتیب لام های کنترل منفی 3E3 ،7F10 و Herceptin را نشان می دهند.

)E-F : × 400 بزرگ نمایی ، A-D : ×200 بزرگ نمایی(
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 Mouse anti Human منوکلونال  آنتی بادی های  که  است 
،3B1  ،10C7 ،2C4  ،3B5 ،9G6 کلون های  از   Her2 

هيبریدوما  تکنولوژی  توسط  و  هستند   4E5 و   4C10  ،4B8
توليدکننده هيبریدوم  نبود  به  توجه  با  اما   .)31-33( شده اند   توليد 
احساس آنتی بادی  این  توليد  ضرورت  ایران،  در  آنتی بادی   این 

 می شد.
استفاده  با   Her2 منوکلونال ضد  آنتی بادی های  پروژه،  این  در 
ناحيه  توالی  از  بخشی  دارای  P2) که  و   P1)  Her2 پپتيد  دو  از 
خارج سلولی Her2 بودند، توليد و خصوصيات آنها مورد بررسی 
خارج  بخش  پپتيدهای  از  استفاده  و  طراحی  علت  گرفت.  قرار 
این از  آتی  استفاده  منوکلونال،  آنتی بادی  توليد  در   Her2  سلولی 
آنتی بادی ها جهت بررسی سطح Her2 آزاد در مایعات بيولوژیک 
مایعات  در  آزاد   Her2 بيشتر  که  است  دليل  این  به  نکته  این  بود. 
است.  مولکول  این  سلولی  داخل  بخش  و  کينازی  ناحيه  فاقد  بدن 
 Her2 همچنين از آنتی بادی های ضد بخش خارج سلولی مولکول
کرد.  استفاده  پستان  سرطان  ایمونوتراپی  در  می توان  بالقوه  طور  به 
در  هيدروفيل  سکانس های  وج��ود  پپتيدها،  این  طراحی  علت 
نداشتن  و  کونژوگاسيون  نظر  از  پپتيد  بودن  مناسب  پپتيدها،  سطح 
 واکنش متقاطع بود. در مجموع، 5 کلون آنتی بادی منوکلونال ضد
بر  و دو کلون   P2 بر ضدپپتيد  به دست آمد که سه کلون   Her2
ضدپپتيد P1 بودند و بررسی ایزوتيپ آنتی بادی ها نشان داد همگی 
احتمالا  کلون ها  شدن   IgM دليل  هستند.   IgM کلاس  از  آنها 
بودن  کوتاه  )پپتيد(،  شده  گرفته  کار  به  ایمونوژن  نوع  به  مربوط 
طول پپتيدها و همولوژی زیاد بين پپتيدها و سکانس Her2 موشی 
 )تفاوت فقط در یک اسيدآمينه است( می باشد. با بررسی کامل بين
 Her2 P2 و   Her2 P1 پپتيدهای  و  موشی   Her2 سکانس 
موشی  Her2 سکانس  با  پپتيد  دو  هر  سکانس  شد   مشخص 
اسيدآمينه ی��ک  در  ت��ن��ه��ا  ت��ف��اوت  و  دارن����د  م��ش��اب��ه��ت    

 است.
کشت روی���ی  محلول  از  آن��ت��ی ب���ادی ه��ا  تخليص   ب���رای 

استفاده   Anti mouse IgM از ستون  ابتدا  هيبریدوم،  سلول های 
 شد. نتایج SDS -PAGE نشان داد آنتی بادی تخليص شده از این

ستون، هم دارای IgM و هم دارای IgG است. با توجه به اطمينان 
با  و  آنتی بادی ها  منوکلوناليتی  و  ایزوتيپ  تعيين  تست  نتيجه  از 
از  گاو  جنين  سرم   ،FBS در  گاوی   IgG وجود  احتمال  به   توجه 
نشان حاصل  نتایج  و  شد  داده  عبور   Protein G افينيتی   ستون 

اس��ت.   IgG از  توجهی  ق��اب��ل  م��ق��ادی��ر  ح���اوی   FBS  داد 
نظر مورد  منوکلونال   IgM خالص سازی  برای  جهت  همين   به 
و   Protein G افينيتی  س��ت��ون  دو  گ����اوی،   IgG  از 
 Anti mouse IgM به هم متصل و سوپ کشت سلولی از هر  دو 

عبور داده شد. 
 Anti mouse IgM ستون  به  گ��اوی   IgG ج��ذب  علت 
است.  ستون  این  ساخت  در  شده  استفاده  آنتی بادی  نوع  به  مربوط 
خالص   IgM از  موش   IgM ضد  خرگوشی  آنتی بادی  تهيه  برای 
 IgM اینکه  به  توجه  با  شد.  استفاده  آنتی ژن  عنوان  به  موشی  شده 
یعنی  کامل  آنتی بادی  خرگوش،  به  تزریق  جهت  استفاده  مورد 
شده  توليد  آنتی بادی  بوده،   κ سبک  زنجيره  و   μ سنگين  زنجيره 
نظر، این  از  است.  بوده   IgM قسمت  دو  هر  عليه  نيز   در خرگوش 

زنجيره  شناسایی  به  قادر  هم  خرگوش،  در  شده  توليد  آنتی بادی 

ساخته ستون  بنابراین  اس��ت.   κ سبک  زنجيره  هم  و   µ  سنگين 
 شده  با این آنتی بادی نه تنها قادر به جذب و تخليص IgM موشی، 
زنجيره که  است  آنتی بادی  ایزوتيپ های  سایر  جذب  به  قادر   بلکه 
آمينه اسيدهای  ت��رادف  که  آنجا  از  دارن���د.  موشی   κ  سبک 

بنابراین   آنتی بادی ها بين گونه های مختلف، همولوژی بالایی دارد، 
نيز  گاو   IgG به جذب  قادر  مذکور  آنتی بادی  که  می رسد  نظر   به 
می باشد. صحت این مدعا با عبور FBS از ستون یاد شده و تخليص 

IgG گاو به اثبات رسيد.
از  شده  خارج  فراکسيون  داد  نشان   SDS  -PAGEژل نتایج 
ستون anti mouse IgM دارای تک باند IgM و فراکسيون خارج 
شده از ستون protein G دارای تک باند IgG است. با توجه به 
محلول  روی  بر  ایمونوفلورسانس  و  الایزا  آزمون های  اوليه  نتایج 
واکنش گری شدت  اساس  بر  نهایت  در  مثبت،  کلون های   رویی 
ضدپپتيد بر   3E3 کلون  مذکور  آزم��ون های  در   آنتی ب��ادی ها 

Her2 P2 و 7F10 بر ضدپپتيد Her2 P1 انتخاب و پس از تخليص 
نهایی به روش یاد شده، مراحل بعدی کار فقط با این دو آنتی بادی انجام 
 شد. نتایج آزمون  الایزا نشان داد که هر دو آنتی بادی دارای واکنش گری 
مناسبی عليه پپتيدهای مورد نظر است و احتمالا از آنها می توان در 
تعيين عيار Her2 آزاد موجود در مایعات بيولوژیک استفاده کرد. 
انجام  قيومی و همکارانش )34(  تازگی توسط  به  مطالعه ای که  در 
گرفت از آنتی بادی منوکلونال ضدHer2 در تشخيص Her2 سرمی 
امکان  زمينه  بعدی در  تحقيقات  است.  به روش الایزا استفاده شده 
تشخيص  در  آن  کاربرد  برای  منوکلونال  آنتی بادی  این  از  استفاده 
را  محصول  این  کارایی   ،Her2 محلول  فرم  هنگام  زود  و  سرمی 
مشخص خواهد کرد. به منظور بررسی واکنش گری آنتی بادی های 
 SKBR3 از  سلول های ،Her2 توليد شده با سلول های بيان کننده
و روش ایمونوفلورسانس غيرمستقيم استفاده شد. نتایج رنگ آميزی 
شده  توليد  منوکلونال  آنتی بادی های  داد  نشان  ایمونوفلورسانس 
تشخيص   SKBR3 سلول های  در  را   Her2 خوبی  به  می توانند 

تست  در  بتوان  آنتی بادی ها  این  از  می رسد  نظر  به  بنابراین  دهند. 
های تشخيصی IHC جهت بررسی بيان Her2 در نمونه های بافتی 
بيماران مبتلا به سرطان پستان استفاده کرد. تشخيص Her2 در سطح 
 سلول های SKBR3 توسط محققان دیگر با استفاده از رنگ آميزی 
گزارش   Her2 ضد  منوکلونال  آنتی بادی های  و  ایمونوفلورسانس 

شده است )35(.
توسط   SKBR3 سلولی  رده  سطحی   Her2 اینکه  به  توجه  با 
قابل شناسایی  این پژوهش  توليد شده در  آنتی بادی های منوکلونال 
کونژوگه شکل  به  آنتی ب��ادی ها  ای��ن  از  استفاده  امکان   اس��ت 
روش های  در  م��ذک��ور  م��ارک��ر  ت��وم��ور  مستقيم  شناسایی   در 
امکان ای��ن  ام��ا  دارد،  وج��ود  فلوسایتومتری  مانند   حساسی 

با  روش های  در  مستقيم  رنگ آميزی  روش  که  دارد  وجود  نيز 
به  را   Her2 بيان  نتواند  ایمونوهيستوشيمی  نظير  پایين تر  حساسيت 

خوبی نشان دهد.
توسط  ک��ه  آنتی ژن هایی  مولکولی  وزن  ب��ررس��ی   جهت 
تست  از  می شوند،  شناسایی  شده  توليد  منوکلونال  آنتی بادی های 
شده  ليز  سلول های  بلاتينگ  نتایج  شد.  استفاده  وسترن بلات 
 185 باند  تشخيص  به  قادر   3E3 آنتی بادی  داد  نشان   SKBR3
که  است  باندی  مشابه  دقيقا  باند  این  و  است   Her2 کيلودالتونی 
باند دیگر  Herceptin مورد شناسایی قرار می گيرد. چهار  توسط 
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هم توسط این آنتی بادی شناسایی شد که دارای وزن های مولکولی 
90، 86، 58 و 54 کيلودالتون هستند. دليل باندهای اضافی در وسترن 
بلات می تواند به دو دليل زیر باشد: اول اینکه این باندهای اضافی 

می تواند به دليل واکنش آنتی بادی با اپی توپ های دیگر باشد.آنتی 
 IgM و  است   IgM کلاس  از  شد،  توليد  مطالعه  این  در  که  بادی 
ایجاد واکنش متقاطع توسط آن  ایمونوگلوبولينی است که احتمال 
زیاد است. با توجه به ضعيف بودن این چهار باند اضافی نسبت به باند 
اصلی و IgM بودن آنتی بادی، این چهار باند اضافی می تواند حاصل 
مورد در  پدیده  این  دوم:  دليل  باشد.  آنتی بادی  متقاطع   واکنش 

آنتی ژن،  مولکولی  داخل  شکست  که  می شود  دیده  اپی توپ هایی 
ساختار فضایی اپی توپ را تخریب نمی کند و اپی توپ  مورد نظر در 
قطعات مولکولی مختلف با وزن های مولکولی متنوع حضور دارد. 
در صورتی که شکست داخل مولکولی پروتئين منجر به از بين رفتن 
کامل اپی توپ شود، فقط پروتئين کامل توسط آنتی بادی شناسایی 
به  نيست و  قابل ردیابی  از شکست مولکول  شده و قطعات حاصل 
نظر می رسد اپی توپ قابل شناسایی توسط Herceptin از این نوع 

باشد.
نتایج سایر محققان  هم وجود باند اصلی 185 کيلودالتونی و چند 

باند دیگر مربوط به Her2  را نشان می دهد )36، 37(.
ایمونوپرسيپيتاسيون  آزمون  از  بلات  وسترن  نتایج  تایيد  جهت 
   3E3 استفاده شد و نتایج حاصل نشان داد که آنتی بادی منوکلونال
قادر است پروتئين های جذب شده توسط Herceptin را به خوبی 

شناسایی کند.
که اس��ت  داده  نشان  نيز  دانشمندان  سایر  تحقيقات   نتایج 

توسط  شده  جذب  پروتئين های  قادرند  آنها،  آنتی ب��ادی های 

Herceptin را در نقطه 185 کيلودالتونی تشخيص دهند )38(.
آنتی بادی ک��ردن  مجاور  دليل  به  ایمونوپرسيپيتاسيون   در 

دیده  بلات  وسترن  در  که  اضافی  باندهای  طبيعی،  پروتئين   با 
می شود، حذف می شود. در ایمونوپرسيپيتاسيون به علت اینکه ابتدا 
ليزات سلولی SKBR3 با  Herceptin   مجاور می شود، بيومارکرهای 
بافر با  جوشاندن  با  سپس  می شود.  متصل   Herceptin به   Her2 
در آزاد  شکل  به  روی��ی  مایع  در   Her2 بيومارکرهای   نمونه، 
می آید. بنابراین فقط Her2 خالص و جذب شده در ژل الکتروفورز 
باند به  فقط  مذکور  منوکلونال  ب��ادی  آنتی  و  می شود   تزریق 
باندهای  و  می شود  متصل  است  دالتون  کيلو   185 که   Her2 
 Herceptin ،اضافی به این صورت حذف می شود. گواه این مسئله
دارد. باند  یک  و  شده  استفاده  مثبت  کنترل  عنوان  به  که   است 

ليزات سلولی  Her2 در  اینکه جذب  به علت   اما در وسترن بلات 
بارگذاری  الکتروفورز  ژل  در  ليزات  کل  و  نمی گيرد   صورت 
واکنش  دارای  اپی توپ های  با  منوکلونال  آنتی بادی   می شود، 
واکنش مولکولی  شکست  دارای  اپ��ی ت��وپ ه��ای  یا   متقاطع 

می دهد. 

نتیجه گیری
به نظر می رسد آنتی بادی های منوکلونال توليد شده  در مجموع 
هستند،   IgM کلاس  از  اینکه  علی رغم  پژوهشی،  طرح  این  در 
در آنها  از  می ت��وان  و  دارن��د   Her2 عليه  خوبی   واکنش گری 

ایمونوفلورسانس  و  وسترن بلات  الایزا،  نظير  مختلفی  آزمون های 
استفاده کرد.
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