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  چكيده
بادي بادي ضد ويروس هاري كونژوگه شده با ماده فلورسنت و اينكه آنتيهاري و اهميت آنتيبا توجه به مطرح بودن بيماري  :سابقه و هدف

ضد ويروس هاري  ل كه آيا امكان ساخت آنتي بادي فلورسنتباشد و براي پاسخ به اين سوافعلي كشور وارداتي و داراي قيمت نسبتاً بالايي مي
 . انجام گرفتحاضر تحقيق آيا كارايي لازم را دارد،  اشدوجود دارد يا خير، و در صورتي كه پاسخ مثبت ب

بعد از خونگيري و جدا سازي سرم  .حله اول به روش اكتشافي و در مرحله بعد به روش تجربي انجام گرفتتحقيق در مر :بررسي روش
تراسيون به كمك ژل قرار خرگوش هاي ايمن شده با واكسن هاري، سرم بدست آمده توسط آمونيوم سولفات رسوب داده شده و تحت فيل

در مرحله بعد براي تاييد وجود آنتي بادي و اختصاصيت آن . ، كروماتوگرافي تعويض يوني انجام گرفتIgGدر قدم بعدي براي تخليص . گرفت
كونژوگه شده و  (FITC)آنتي بادي تخليص شده با فلورسئين ايزو تيوسيانات ،بعد از تاييد در اين مرحله .شداستفاده  Dot blottingاز تكنيك 

   .به عنوان قابل قبول تلقي شد، نو فلورسنت اختصاصيت، درخشندگي و شفافيت كافيودر تست ايم
 .از ستون كروماتوگرافي تعويض يوني خارج شد NaCl (Flow Through) نمك mM100در بافر با غلظت   IgG  بيشترين ميزان :هايافته
  . لان برقرار كرده وكونژوگه شدوابيشتر با فلورسئين ايزو تيوسيانات پيوند كو بهتر و IgGميلي مولار حاوي  100نمونه 
ه رسد كبه نظر مي. ويروس در نمونه مغز حيوان هار است اين آنتي بادي قادر به نشان دادن علائم حضور دهد كهنتايج نشان مي :گيرينتيجه

  . ش هاي بعدي بهينه و در صورت تاييد براي توليد انبوه اقدام كردضد ويروس هاري را در پژوه مي توان تهيه آنتي بادي فلورسنت

  .، كروماتوگرافي تعويض يونيDot blottingنوفلورسنت، فيلتراسيون به كمك ژل، وفلورسئين ايزوتيوسيانات، تست ايم :واژگان كليدي

  

  1مقدمه
هاري يك بيماري ويروسي و يـك آنسـفاليت حـاد در انسـان يـا      

اسـت و سيسـتم   ) مشترك بين انسـان و حيـوان   بيماري(حيوان 
دهـد كـه بـه دو    عصبي مركزي فرد مبتلا را تحت تاثير قرار مـي 
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ويـروس عامـل بيمـاري    . شكل خشمگين و فلجي ظاهر مي شود
، از خـانواده رابدوويريـده و جـنس    (Neuro tropic)عصب دوست 

ترين راه انتقال بيماري، گزيده اصلي .)1،2( ليساويروس مي باشد
ويروس بعد از ورود به بدن ميزبـان  . شدن توسط حيوان هار است

به سرعت در بافت عضلاني تكثيـر يافتـه و سـپس بـا اتصـال بـه       
رسپتورهاي موجود در سطح سلول عصـبي وارد آنهـا شـده و در    

زي شـده و مغـز را   نهايت وارد سلول هاي دسـتگاه عصـبي مرك ـ  
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اين بيماري در  بعد از تشخيص و تاييد وجود .)2( درگير مي كند
جانور گزنده اقدامات بعدي براي درمـان و نجـات هـار گزيـدگان     

تشــخيص قطعــي ايــن بيمــاري بــه صــورت   .انجــام مــي شــود
در تشخيص آزمايشگاهي مي توان از . آزمايشگاهي انجام مي شود

 Polymerase Chain Reaction (PCR) ،Mouse هـاي تكنيـك 

Inoculation Test (MIT)،Fluorescent-Antibody Test (FAT) 

 ،Immuno Enzymatic Test (IEA) وRapid Rabies Enzyme 

Immune Diagnosis (RREID)  اسـتاندارد طلايـي در   . بهره بـرد
يـا   FAT (Fluorescent Antibody Test)تشخيص هاري تسـت  

 DIF (Direct Immuno florescent)نوفلورسـانس مسـتقيم   وايم
م گنجيــدگي هــاي درون اســت كــه عبــارت از مشــاهده مســتقي

بـا توجـه بـه مطـرح بـودن      ). 3( سيتوپلاسمي در نمونه مي باشد
بيماري هاري و اهميت آنتي بادي ضد ويـروس هـاري كونژوگـه    
شده با ماده  فلورسنت در تشخيص بيماري و اين مطلب كه عمده 
آنتي بادي فعلي كشور وارداتي و داراي قيمت نسـبتاً بـالايي مـي    

اسخ به اين سوال كه آيا امكان ساخت آنتي باشد همچنين براي پ
حاضر تحقيق  ،بادي كونژوگه ضد ويروس هاري وجود دارد يا خير

مطالعـة  . در انستيتو پاسـتور ايـران انجـام گرفـت     1390در سال 
پژوهش هاي قبلي نشان داد كه تا بحال مقاله اي در ايران ديـده  

  . هدنشده است كه ساخت و تاييد اين آنتي بادي را نشان د
  

  مواد و روشها
اين تحقيق در مـر حلـه اول بـه روش اكتشـافي بـراي امكـان       
ساخت آنتي بادي كونژوگه و در مرحلـه دوم بـه روش تجربـي    

به ) BioRadساخت شركت (براي مقايسه با آنتي بادي تجاري 
بـه ايـن صـورت كـه از دو سـر       ،عنوان استاندارد انجام گرفـت 

. كيلو گرم استفاده شد 3خرگوش نر نيوزلندي هر يك به وزن 
هيدروكسيد چهار مرتبه تزريق واكسن هاري همراه با ادجوانت 

بـه  . آلومينيم به هر حيوان در فواصل يك هفتـه انجـام گرفـت   
-3 منظور جدا كردن سرم، خون گرفته شده از حيوان به مدت

درجه سانتي گراد و سپس بـه مـدت    37ساعت در انكوباتور  2
. درجه سانتي گراد نگهـداري شـد   4يك شبانه روز در يخچال 

دور  2000دقيقـه در   20نمونه خون مذكور سـپس بـه مـدت    
و به يك ) ميلي ليتر 38حدود (سانتريفوژ شده، سرم جدا شده 

درجـه   -20لوله استريل منتقل و تا زمـان اسـتفاده در فريـزر    
از  ميلـي ليتـر   14سـرم   به منظور شفاف سازي. نگهداري شد

 4دقيقـه، در دمـاي    20بـه مـدت    g10000 سرم در سرعت  
 در مرحلـه رسـوب پـروتئين   . درجه سانتي گراد سانتريفوژ شد

هاي سرم با سولفات آمونيوم براي جلوگيري از اسـيدي شـدن   

 4/1(حجـم سـرم   1/0وم سـولفات،  سرم قبل از افـزودن آموني ـ 
در . به سرم افزوده شد =pH 8 با Tris-Base (1M)) ميلي ليتر

ميلي ليتـر   10وب دادن پروتئين هاي سرم ادامه به منظور رس
در . م سولفات اشباع قطره قطره به آن افزوده شدومحلول آموني

اين . اشباع آمونيم سولفات رسيد% 40نتيجه محلول به غلظت 
% 40(ايـن محلـول   . مراحل درون ظرف يخ انجـام  مـي شـود   

سانتريفوژ و رسوب حاصل جمع آوري شده و تا انجـام  ) اشباع 
نگهداري اد گردرجه سانتي 4 بعدي تخليص در يخچالمراحل 

 4اشـباع در  % 40رسوب حاصل از نمك آمونيوم سـولفات  . شد
 Tris 25mM - EDTA 2mM  -  NaCl  :ميلي ليتر بافر شامل

100mM  - Triton 0.20% - PMSF 1mM  حل شده و سپس
درجـه   4دقيقـه در دمـاي    15به مـدت   g 10000در سرعت 

نمـك آمونيـوم سـولفات از    بـه منظـور حـذف    . سانتريفوژ شـد 
در  G-25 )18به كمك ژل حاوي رزين سـفادكس   فيلتراسيون

بدين ترتيب كه نمونه  اخير وارد . استفاده شد) ميلي متر 120
. شـود ستون شده، سپس بافر فوق الذكر به ستون تزريـق مـي  

محلول خروجي ستون در حجم هـاي  همزمان، نمونه گيري از 
پـروتئين   گيـري غلظـت  انـدازه  ايبـر . ميلي ليتر انجام شـد  4
كشن هاي خـارج شـده از سـتون از روش برادفـورد مطـابق      فر

تاييــد وجــود   جهــت). 4( شــدروش اســتاندارد اســتفاده  
  آميـد در  آكريلايمنوگلبولين ها الكتروفورز پروتئين در ژل پلي

براي شناسايي آنتـي   .انجام گرفت SDS (SDS-PAGE)حضور 
درصد  5درصد براي قسمت جداكننده و از ژل  10بادي از ژل 

آميـزي بـا   كننده، استفاده شده و بعد رنگبراي قسمت متراكم
در مرحله بعد براي تخليص . انجام گرفت G-250كوماسي آبي 

IgG    بـافر  . از روش كروماتوگرافي تعويض يـوني اسـتفاده شـد
ميلـي   8pH=  ،2بـا   Trisميلي مولار  25كروماتوگرافي شامل 

و يـك ميلـي مـولار      X  100درصد تريتون / EDTA ،2ولار م
(PhenylMethyl Sulfonyl Fluoride)PMSF بـراي  . مي باشد

 NaCl ميلــي مــولار 100شستشــوي اوليــه ســتون از غلظــت 
(Flow Through) براي خارج كـردن  . در اين بافر استفاده شد

 750و  500، 300، 200نمونه ها از ستون نيز از غلظت هـاي  
ســتون كرومــاتوگرافي بــه طــول . لــي مــولار اســتفاده شــدمي

cm20x2  بــا رزيــن دي اتيــل آمينــو اتيــل ســفاروز)DEAE-

Sepharose (از نمونـــه هـــاي حاصـــل از ســـتون  .پـــر شـــد
محلـول  (ميلي ليتر  8كروماتوگرافي فيلتراسيون به كمك ژل، 

درون ستون اخيـر ريختـه   ) ليتر ميلي 7تا  4حجم خروجي از 
بعـد از خـارج    ، نمونـه هـا  ودن بافرهاي تهيه شدهشده و با افز

غلظت پروتئين نمونـه هـاي   . شدن از ستون جمع آوري شدند
نيـز بـا روش    دي اتيل آمينو اتيل سفاروزخارج شده از ستون 



 169/  و همكاران وحيد غلامي ارجنكي                                                                                      91زمستان   4شماره    36 دوره 

از نمونـه   براي تاييد وجـود آنتـي بـادي   . برادفورد سنجش شد
دي اتيل آمينـو اتيـل    هاي خارج شده از ستون كروماتوگرافي

بطور خلاصه، از هر كـدام  . انجام شد Dot Blot تست   فاروزس
بـر روي غشـاي نيتـرو سـلولزي نقطـه       lµ4از نمونه هاي بالا 

بعد از خشك شدن نمونه هاي نقطه گذاري شـده،  . گذاري شد
گذاشته و بـه مـدت    مسدود كنندهنيترو سلولزي در بافر  ءغشا

پس  ايـن  س. يك ساعت در دماي اتاق به آرامي تكان داده شد
 ،=PBS،4/7 pHدقيقـه بـا    3دفعه و هر بار بـه مـدت    3 ءغشا

در مرحلـه بعـد، غشـاي نيتـرو سـلولزي در      . شستشو داده شد
و بـافر   IgGضـد   محلول تهيه شده از آنتـي بـادي خرگوشـي   

سـاعت در دمـاي    1به مـدت    100/1با نسبت مسدود كننده 
ر تكان داده دقيقه به آرامي چند با 15اتاق قرار داده شده و هر 

 PBS، 4/7دقيقـه بـا    2دفعه به مدت  3مجددا  ءاين غشا. شد
pH= شستشو داده شده، در محلول آنتي بادي ثانويه كونژوگه ،

. قـرار داده شـد   Horse Raddish Peroxidase (HRP)با آنزيم 
پس از شستشوي مجدد با بافر، غشـاي مـذكور بـا سوبسـتراي     

به منظور . مجاور شد DAB  (3,3-Diaminobenzidin) آنزيمي
بـا   Dot Blotنشان دادن  اختصاصـيت آنتـي بـادي، آزمـايش     

در ابتـدا  . پروتئين هاي سلول آلوده و غيرآلوده نيز انجـام شـد  
بـه  . آنتي ژن  بر روي غشاي نيترو سلولزي نقطه گـذاري شـد  

كشت شده سپس توسط   BHK-21 C13اين منظور سلولهاي 
در روز سوم پـس  . ه گرديدآلود PVويروس هاري سويه پاستور

سلولهاي آلوده شـده بـا ويـروس     ميليون 10تعداد  از آلودگي،
 PBST (Phosphate از بــافر شستشــو/ CC 5برداشــت و در 

Buffered Saline Solution with Tween)   حــاويlµ5 
PMSF  سـلولي شكسـته    ءحل و فريز، دي فريز گرديد تا غشـا

. ويروسي خارج شـوند شده و محتويات سلولي و پروتئين هاي 
در g 10000 دقيقـه در   20در ادامه محلول حاصل بـه مـدت   

 BHK-21سلول هاي . درجة سانتيگراد سانتريفوژ شد 4دماي 
. غير آلوده به ويروس نيز به موازات به عنوان شاهد تهيـه شـد  

در ادامه از غلظت هاي مختلف نمونه هاي خارج شده از ستون 
بـه صـورت زيـر جهـت انجـام        دي اتيل آمينو اتيـل سـفاروز  

 .آزمايش استفاده شد

ــه  950  +ميكروليتــر ســرم خرگــوش     50 -1 شــماره نمون
  مسدود كنندهميكروليتر محلول 

  Flow Throughميكروليتـر محلـول     50  -2 شـماره  نمونـه 
  مسدود كنندهميكروليتر محلول  950  + خارج شده

 غلظت ميكروليتر محلول خارج شده در   50  -3 شماره نمونه

NaCl  mM  200 +  950  مسدود كنندهميكروليتر محلول  

آنتي بادي ضـد نوكلئوكپسـيد   (ميكروليتر   10 -كنترل مثبت 
  مسدود كننده ميكروليتر محلول 990+   )ويروس هاري

نقطه  ،دست آمده از سنجش پروتئينه هاي ببا توجه به غلظت
 ءي غشـا از هر دو نمونه سلول آلوده و غيرآلـوده بـر رو   ،گذاري

نيترو سلولزي انجام شد تا ميـزان آنتـي ژن در هـر دو حالـت     
انكوباسيون و تيمار غشاء بـه روشـي كـه پيشـتر     . يكسان باشد

  . توضيح داده شد انجام شد
 FITCميلـي گـرم   1ميلي گـرم آنتـي بـادي     100به ازاي هر 
 ميكروليتـر   850در  FITCميلي گـرم  2از اين رو . استفاده شد
 ml1حل شـد وحجـم آن بـه     =pH 9 مولار با /05بافركربنات 

صـد و بيسـت و    .مي شود mg/ml2رسيد كه غلظت نهايي آن 
تهيـه    FITCپنج ميكروليتر از محلول فلورسين ايزوتيوسيانات

دي افـزوده و بـه خـوبي مخلـوط     شده به محلول حاوي آنتي با
آن با استفاده از محلول كربنات  pHبعد از مخلوط كردن، . شد

درجه  4 رسيد و به مدت يك شب در دماي 9مولار به / 5بافر 
هاي كونژوگه  FITCبراي حذف كردن . هم زده شدگراد سانتي

نشده از ستون كروماتوگرافي فيلتراسـيون بـه كمـك ژل پـك     
 محلـول حاصـل در  . استفاده شد G-25شده با رزين سفادكس 

ml 1  7    از بـافر PBS,  pH=      mol/lit1/0    حـل شـده و
ژل روي آن انجام شد، با اين تفـاوت كـه    فيلتراسيون به كمك

    =7PBS,  pH جهت آماده سازي ستون وحل كردن رسـوب از 
mol/lit 1/0 نمونه جمع آوري شـده از سـتون   . استفاده گرديد
از نمونـه جمـع آوري    در آخر. ميكرومتر فيلتر شد/ 22با فيلتر 

  .شده از ستون، سنجش پروتئين با روش برادفورد انجام شد
اييد كونژوگه شدن آنتي بـادي تخلـيص شـده و تهيـه     ت جهت

فلاسك شـامل سـلول آلـوده و     2نمونه هاي آلوده شده، از هر 
 RPM 2000نمونه برداشـته شـده و در   يتر لميلي 2غير آلوده 
سـلولي حاصـل    رسـوب . دقيقه سـانتريفوژ گرديـد    5به مدت 

اي را شسته و با قلم الماسي نقاط لام شيشه 2. جمع آوري شد
سـپس از  . گـذاري گرديـد  گذاري علامـت ر براي نمونهمورد نظ
. سلولي غيرآلوده و آلوده به ويروس گسترش تهيـه شـد   رسوب

قـرار   ها را در ظرف استون سـرد براي فيكس كردن سلولها، لام
در ادامـه بـر   . دقيقه نگهداري شد 30به مدت  و در فريزر داده

 ـ    ه روي يكي از گسترش ها آنتي بـادي كونژوگـه شـده از نمون
Flow Through (100mM NaCl)  و بر روي گسترش ديگر به

 NaClميزان يكساني از آنتي بـادي كونژوگـه شـده از نمونـه     

200mM   همچنين آنتي بادي كونژوگه تجاري و . ، افزوده شد
بـه عنـوان   )  ضد ريبونوكلئوپروتئين ويـروس هـاري  (استاندارد

رآلـوده  غي ش هاي ديگري از سلول آلوده وشاهد بر روي گستر
فيكس شده به ميزان مشابه از آنتي بادي مورد بررسي افـزوده  
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سپس لام ها در درون ظرف شيشه اي درب دار مرطـوب  . شد
قـرار  گـراد  درجـه سـانتي   37 به مدت يك ساعت در انكوبـاتور 

 5ها از انكوبـاتور خـارج شـده و بـه مـدت      در ادامه لام. گرفت
قــرار  (PBS)دقيقــه درون محلــول مخصــوص شستشــوي لام 

بعد از خشك شـدن لامهـا آنهـا در زيـر ميكروسـكوپ      . گرفت
عـلاوه بـر سـلول آلـوده از     . فلورسنت مورد بررسي قرار گرفتند

مانند روش  مغز حيوان مبتلا به هاري نيز گسترش تهيه شده و
فوق تحت فرايند فيكساسيون قرار گرفته و بعد از آماده شـدن  
در كنار كنترل مثبت و منفي با آنتي بـادي كونژوگـه توليـدي    

  . رنگ آميزي شد
  

  هايافته
دهي با آمونيوم سولفات و سپس فيلتراسيون بـه   از رسوب پس

در نمونـه   mg/ml 91/28 كمك ژل ميزان پروتئين از غلظـت  
و بـا انجـام كرومـاتوگرافي تعـويض      mg/ml 10دود سرم به ح

، اين غلظـت بـاز هـم كـاهش يافتـه و بـه مقـدار حـدود           يوني
mg/ml 3 يــك نشــان شــكل . )1-5 ،رديــف1 جــدول (رســيد

ن هاي خـارج شـده از   كشدهنده الكتروفورز به عمل آمده از فر
 ر، بر روي ژل پلي آكريلاميد در حضوفيلتراسيون به كمك ژل

SDS 1شكل (مي باشد .(  
در  IgG  بعد از سنجش ميزان غلظت پروتئين، بيشترين ميزان

ي از سـتون كرومـاتوگرافي تعـويض يـون     Flow Throughبـافر  
كشـن  خارج شد و ميزان آن در ديگر فركشن ها نسـبت بـه فر  

Flow Through 6-9رديف ،1جدول ( قابل توجه نبود( .  
در نتيجـه   50KDaو  25KDa بعد از اين عمل نيـز بانـد هـاي   

روي ژل پلي آكريلاميد در حضور  mM100كشن الكتروفورز فر
SDS 1شكل ( مشاهده شدند.(  

  

  
هـاي سـبك و   متعلق به زنجيـره  50KDaو  25KDaهاي باند -1 شكل

  هاسنگين ايمنوگلبولين
  

  توسط روش  كروماتوگرافيدر پروتئين غلظت  -1جدول 
 غلظت نمونه رديف

 mg/ml91/28 سرم قبل از تخليص 1

 mg/ml10 1فركشن  2

 mg/ml38/9 2فركشن  3

 مقدار پروتئين ناچيز است 3فركشن  4

5 Flow Trough mg/ml 92/2 

6mM200 mg/ml 5/ 

7mM 300 mg/ml 74/ 

8mM500 زناچي 

9mM750 ناچيز 

 /Ab-FITC mg/ml 65نمونه  10

  
  

  وجود آنتي بادي تخلـيص  DABبا استفاده از  Dot Blotتست 
آنتي بادي كونژوگه شده بعد از نمك زدايـي  . شده را تاييد كرد

پـروتئين را    /mg/ml 65با فيلتراسـيون بـه كمـك ژل ميـزان     
نمونـه   بعـد از مقايسـه  . )10، رديف 1-جدول شماره(نشان داد
 ميلـي مـولار نمـك     100ميلي مولار و نمونـه   200كونژوگه 

NaCl (Flow Through)  نشــان داده شــد كــه نمونــهFlow 

Through  ــامل ــا  IgGش ــر ب ــرده   FITCبهت ــرار ك ــد برق پيون
نتايج رنگ آميزي لام هاي تهيه شـده از  . وكونژوگه شده است

 ت مغزسلول آلوده و غير آلوده به ويروس هاري و همچنين باف
 Flowمبتلا و غير مبتلا بـا آنتـي بـادي تجـاري و نمونـه       گاو

Through و  2 ه شـده در زيـر ميكروسـكوپ در شـكل    كونژوگ
   . نشان داده شده است 3شكل 

  
  بحث

ترين و خطرناك ترين بيماري هاي عفوني  هاري يكي از قديمي
عامــل بيمــاري هــاري . مشــترك بــين انســان و حيــوان اســت

 ه خانواده رابدويريده است، كـه در پـنج قـاره    ويروسي متعلق ب
  ). 2( دنيا انتشار دارد

هـاي مختلفـي اسـتفاده    وشبراي تشخيص بيماري  هاري از ر
روش از جملــه ايــن روشــها مــي تــوان بــه       .مــي كننــد 

ــگاهي   ــوان آزمايش ــه حي ــيح ب ــتوپاتولوژيك، تلق ــت هيس ، تس
اشاره  روشهاي مولكولي نوفلورسنت، روشهاي آنزيماتيك ووايم
بـه كـار رفتـه در تشـخيص     نو فلورسنت وايم روش). 5,6( كرد

وش و استاندارد دقيق ترين و قابل اعتمادترين ر FAT هاري يا
طلايي در تشخيص بيماري هاري بوده و علاوه بـر ايـن مـورد    

جهت استفاده گسترده در تشخيص هاري OIE و  WHOتاييد 
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دقت اين روش در صـورت اسـتفاده از بافـت    ). 7,8,9(مي باشد
تهيه نمونـه،  كيفيت  است كه بستگي به%   95-99 مغزي تازه

سين و تجهيزات يتكن كيفيت آنتي بادي مورد استفاده، مهارت
  ). 8,9(مرتبط دارد

  

  
آلوده شده و غير آلوده توسط آنتي  مقايسه بين سلولهاي . 2 شكل

 بادي كونژوگه تجاري به عنوان كنترل مثبت و نمونه خارج شده
Flow Through ل منفيبه عنوان تست در كنار كنتر  

  
و نياز آزمايشگاهي  در تشخيص هاري نظر به اهميت اين روش

تشخيص هاري در كشور به ايـن محصـول و همچنـين صـرف     
 زمان و هزينه براي تـاميين ايـن محصـول از خـارج از كشـور،     

حاضر ساخت آنتـي بـادي تشخيصـي هـاري بـا روش      پژوهش 
FAT يا (IF)  نظر به . استفاده شد ،نموده استرا هدف گذاري

اينكه پروتئين سطحي ويـروس هـاري از اصـلي تـرين عوامـل      
در پژوهش حاضـر از   ،)2( ايجاد پاسخ ايمني ضد ويروس است

بـراي توليـد آنتـي بـادي     ) واكسـن هـاري  (كل ذره ويروسـي  
در پژوهش حاضـر نسـبت بـه روش هـاي     . استفاده شده است

ن  ايمن كردن خرگوش و فاصله زماني بيشتري بي ،)10(مشابه
خونگيري از حيوان وجود داشت كه بر اساس تجربه هاي قبلي 
در زمينه تهيه آنتي بادي ضد نوكلئوكپسيد ويروس هاري بوده 

). دكتر عليرضا جناني، بر اساس داده هاي منتشر نشـده (است 
نتايج حاصل از اين كار اخـتلاف قابـل ملاحظـه اي در ميـزان     

مده را در مقايسـه بـا مطالـب منتشـره     آنتي بادي تام بدست آ
 100و همكاران از هـر    Zhuقبلي نشان مي دهد به نحوي كه 

را تخلـيص   IgGميلـي گـرم     126ميلي ليتر سرم  خرگـوش  

 38در پـژوهش حاضـر در   حال آنكه  )mg/ml 26/1(كرده اند 
جـدا شـد     IgGميلي گرم  72ميلي ليتر سرم خرگوش حدود 

)mg/ml 92/1 .(ــت   در روش ح ــن داراي ادجوان ــر از واكس اض
  . هيدروكسيد آلومينيوم استفاده شده است

  
مبتلا و غير مبتلا  توسط آنتي  گاو مقايسه بين نمونه مغز  .3شكل 

 بادي كونژوگه تجاري به عنوان كنترل مثبـت و نمونـه خـارج شـده    

Flow Through    ل منفيبه عنوان تست در كنار كنتر  
  

مانـده و  در محل تزريق بـاقي  وانت جذب شده به ادجآنتي ژن 
اين ادجوانت ها باعث التهاب  به آرامي آزاد مي شود، همچنين

 ايمني به محل تزريق مي شـوند و ضـمناً   و فراخواني سلولهاي
آنتي ژنهاي محلول بعد از اتصال به حالت جامد تبديل شـده و  
توسط سلولهاي عرضه كننـده آنتـي ژن راحتـر پـردازش مـي      

اوت مشاهده شده مي تواند ناشي از اين ويژگي ها ، لذا تفشوند
نتـايج    Dot Blotدر اين تحقيق با انجـام تسـت   ).10,11(باشد

ارزيابي و با بكارگيري آنتي بـادي نشـان دار ضـد آنتـي بـادي      
در . در نمونه هاي مورد آزمايش تاييد شد  IgGخرگوش حضور

ت ، براي دات بـلا )8(و همكاران  Madhusudana ، 2004سال 
در . از مغز موش هاي آلوده به ويروس هـاري اسـتفاده كردنـد   

مطالعة حاضر آنتي ژن هاي مورد استفاده از كشت سلول هاي 
BHK-21      آلوده به ويروس بدست آمد كـه عـلاوه بـر سـهولت

ــات آزمايشــگاهي نيــز   انجــام كــار، از اتــلاف بــي رويــة حيوان
استفاده  جلوگيري مي نمايد، علاوه بر اين يكي ديگر از معايب

از حيوانات آزمايشگاهي، پاسخ منفي كـاذب بـه دليـل كشـته     
بعلاوه در صـورت بـروز  علائـم    . مي باشد هاشدن زود هنگام آن
مجددا بايد وجـود بيمـاري توسـط تسـت      هاري در حيوان نيز
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تخلـيص شـده بـا     IgG. هاي بعد از كالبد گشايي تاييـد شـود  
با تهيه آنتي ژن كونژوگه شد و  FITCفلورسين ايزوتيوسيانات 

و كنترل منفي نتـايج بـا تسـت     ،)كنترل مثبت(هاي ويروسي 
در  .)2شــكل (مــورد بررســي قــرار گرفــت  IFنوفلورسـنت وايم

تشخيص بيماري هاري مشاهده اجسام نگـري در نمونـه هـاي    
آلوده تهيه شده بـر روي لام در زيـر ميكروسـكوپ فلورسـنت،     

يـن پـژوهش   محصـول ا  .مويد عملكرد صحيح آنتي بادي است
علاوه بر نمونه هاي سلولي، بر روي گسترش تهيه شده از مغـز  

با عنايت به اينكه آنتي . حيوان هار نيز مورد بررسي قرار گرفت
بادي حاصل از اين كار نيز مثبت بودن نمونه آلوده به ويـروس  

، ايـن موضـوع از يـك سـو مويـد      )2شـكل  (را نشان مي دهـد 
ديگـر نشـان دهنـده     عملكرد محصول تهيـه شـده و از سـوي   

و كونژوگـه  صحت مراحل روند كار از جمله روش هاي تخليص 
ايـن پـژوهش بـه    . شدن آنتي بادي مورد نظر مي توانـد باشـد  

روشي ساده ساخت آنتي بادي تشخيصي ضد ويروس هاري بـا  
كه بـدون  مي دهد استفاده از تزريق ذره كامل ويروسي را ارائه 

ــروس و    ــيد وي ــتفاده از نوكلئوكپس ــزات  اس ــتقل از تجهي مس
، قابـل انجـام بـوده و در    )12(پيشرفته ماننـد اولتراسـانتريفوژ   

  .مقايسه با نوع تجاري نتايج قابل مقايسه اي را ارائه دهد
  

  تشكر و قدرداني
از جناب آقاي دكتـر رمضـانعلي خـاوري مـدير گـروه زيسـت       
شناسي دانشگاه آزاد اسلامي واحـد علـوم و تحقيقـات بخـاطر     

همچنـين از  . داني ميشـود ايشـان تشـكر و قـدر   هاي مساعدت
جناب آقاي نادر حويزي كارشـناس محتـرم بخـش تحقيقـات      
رفرانس هاري انستيتو پاستور ايران بخاطر مسـاعدت در تهيـه   

از آقـاي حسـن   . هاي ميكروسكوپي كمـال تشـكر را دارد  نمونه
خاطر همكاري ه سين بخش واكسن هاي ويروسي بياميري تكن

پژوهش حاضر با اسـتفاده از منـابع و   . شود صميمانه تشكر مي
امكانات بخش واكسن هاي ويروسي مجتمع توليـدات انسـتيتو   

  .پاستور ايران انجام شده است
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