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ه   ف؛ط ؤ   ن  
يرًا ولْطَانًا نَصس نْكنْ لَدي ملْ لعاجقٍ ودص خْرَجي منأَخْرِجقٍ ودخَلَ صدي ملْنخأَد ب80/الإسراء( قُلْ ر(  
  .ده قرار بخش ياري تسلّطي خوده ب جان مناز براي و آر، بيرون درستي و صدق با و كن، داخل استواري و صدق با مرا ها،لبارا

هاي  داريم كه توفيق تأليف كتاب مروري بر روش عظمت خداوند منان تقديم مي كران خويش را به پيشگاه با حمد و سپاس بي
سطح  ءراه ارتقا چند ناچيز در اميدواريم با انتشار اين مجموعه قدمي هر .بادي مونوكلونال را براي ما عنايت فرمود توليد آنتي

  .كشورمان برداريم علمي
 و اطلاعات ديد تلاشگر مونوكلونال، بادي آنتي توليدي  هزمين در مندان علاقه و دانشجويان جهت فارسي منابع كمبود به توجه با

 بادي آنتي توليد هاي روش بر مروري عنوان تحت حاضر كتاب صورت به گشته، تدوين منظم اي مجموعه قالب در موجود تجارب
 هاي بادي آنتي توليد مختلف هاي روش به مربوط اصول تا شده سعي اثر اين در. گيرد قرار مندان علاقه دسترس رد مونوكلونال،
 اين در پژوهشگران نياز از بخشي بتواند كه طوري به شود، داده توضيح روان و ساده بياني با ها روش اين انجام نحوه و مونوكلونال

اين كتاب  .است كتاب اين تدوين در اهميت حائز نكات دگر از ايراني محققان نتايج و اربتج از استفاده. سازد طرف بر را زمينه
 مند تحصيلات تكميلـي  ي تخصصي ايمونولوژي تأليف شده است و دانشجويان علاقهبراي دانشجويان كارشناسي ارشد و دكتر

  .توانند به آن مراجعه كنند ها علوم پايه نيز مي ساير رشته
 ابـراز  را خود تشكر و امتنان مراتب اند، نموده كمك مجموعه اين انتشار و تدوين در كه دوستاني تمام از دانم مي خود وظيفه
 احتمالاً اشتباهات و خطاها هذا مع شود گردآوري غلط كم اي مجموعه است ممكن كه جا آن تا شده بسيار سعي چه اگر. نمايم
 در كه دوستاني تمام از دانم مي خود وظيفه .ببخشايند ما بر تذكر ضمن را آن نقايص عالم خوانندگان است اميد كه دارند وجود
 كـه  جـا  آن تـا  شده بسيار سعي اگرچه. نمايم ابراز را خود تشكر و امتنان مراتب اند، نموده كمك مجموعه اين انتشار و تدوين
 عالم خوانندگان است اميد كه دارند وجود احتمالاً اشتباهات و خطاها هذا مع شود گردآوري غلط كم اي مجموعه است ممكن
  .ببخشايند ما بر تذكر ضمن را آن نقايص

  دكتر مهدي يوسفي
  استاديار ايمونولوژي گروه ايمونولوژي
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خلاصه

کـه مـوش   ، زمـانی ین کنیم که موش ایمیون شده یـا نـه  کنیم تا با الایزا تعیگیري میابتدا موش را ایمیون کرده، سپس خون

ژن افـزایش پیـدا   بـادي بـا تزریـق آنتـی    کنیم اگر تیتر آنتیدهیم و با تزریقات قبلی مقایسه میالایزا انجام می(هایپرایمیون شد 

هـاي  آوریم و سلولبراي این کار طحال موش را در می.و در این هنگام موش آماده فیوژن است)یمیون شدهنکرد، حیوان هایپرا

هاي ناپایـداري هسـتند و بـراي    ها، سلولاین سلول.کنیمهستند و قدرت بقا ندارند را خارج میBهايسلولطحال را که عمدتاً

(هاي میلومایی ادغام شوندپایدار شدن باید با سلول .SP2/0: این سلول میلومایی بایدIg-وHGPRT-چنین بایـد در  هم.باشد

را)Selection(آنزیم تیمیدین کیناز و هیپوگزانتین فسفوریبوزیل ترانسفراز نقص داشته باشند تـا بتـوانیم انتخـاب هیبریـدوما     

هاي هاي میلومایی سلولبا سلولBهاي لولپس از ادغام شدن س).هستند-B،Igهاي دانید سلولطور که میهمان.انجام دهیم

دلیـل  بـه .بادي تولید کندطور نامحدود تکثیر شده و آنتیهبتواند تقریباًدست آمده میهسلول هیبرید ب.آیندوجود میههیبرید ب

شـده توسـط ایـن    بـادي تولیـد   و یک سلول واحد تکثیر شده باشند، آنتـی ءدست آمده از یک منشاههاي هیبرید بکه سلولاین

هـاي  بـادي چنان براي تولید آنتـی توان گفت که تکنولوژي هیبریدوما همعنوان نتیجه، میبه.شودنوکلونال نامیده میوهیبرید م

اسـت  Bهـاي  ي پایین و توانایی نامیراسازي سلولآسان آن، هزینهي نسبتاًدلیل پروسهمونوکلونال انسانی مفید است که این به

آمیـز  براي تولید موفقیـت .کنندکنند، را تولید میهاي اختصاصی که ساختار اساسی خود را حفظ میباديداوم آنتیطور مکه به

CpG، کـه بـا   EBVانسانی ترانسـفورم شـده توسـط    Bهاي ژن گسترش یافته از سلولهاي اختصاصی آنتیهیبریدوماها، کلون

.یا الکتروفیوژن بهینه شده، ادغام شوندPEGستفاده از هاي هترومیلوما، با ااند، باید با سلولفعال شده

بـادي بـا   ي آنتـی هاي تولیدکننـده ابداع شد، با ادغام سلولMilsteinوKohlerتکنولوژي هیبریدوماي استاندارد که توسط 

مناسـب از جملـه   تکنولـوژي هیبریـدوما داراي چنـدین خصوصـیت     .کندهاي مونوکلونال تولید میباديهاي میلوما، آنتیسلول

هـاي مونوکلونـال   بـادي آنتـی .بـادي اسـت  هاي تولیدکننده آنتیي پایین و توانایی نامیراسازي سلولساده، هزینهپروتکل نسبتاً

این امر در آزمایشاتی کـه  .کنندهیبریدوما ساختار اصلی خود را که شامل قطعات ایمونوگلوبولینی متغیر و ثابت است، حفظ می

وابسـته اسـت، حـائز اهمیـت     FCيمورفیسم قطعهپلیبهکهADCCکنند، مانند گیري میرا اندازهFCبسته به هاي وافعالیت

سومفصل 
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شـان  هاي مونوکلونال تولید شده توسط هیبریدوما ممکن است مورد استفاده قـرار گیرنـد تـا سـازگاري    باديعلاوه، آنتیبه.است

بـراي  Bهاي مولکولی کـه از همـان کلـون سـلول     تولید شده توسط تکنیکهاي نوترکیبباديبرحسب توالی و عملکرد، با آنتی

هیبریـدوما، کـارایی پـایین ادغـام اسـت کـه بـه تعـداد محـدود          روشبـزرگ  ایـراد .تولیدشان استفاده شده است، مقایسه شود

.برندین روش را بالا میشود؛ اگرچه، برخی از اصلاحات تکنیکی، کارایی اآزمایش منجر میهاي تولید شده در هرباديآنتی

تکنولوژي هیبریدوماي استاندارد

مـورد  تـوپ خـاص   هاي موشی با اختصاصیت مطلوب علیه یک اپـی باديمنظور تولید مستمر آنتیریدوماي اصلی بهبهیروش

شـده و نامیراسـازي   هاي ایمن طحال گرفته شده از موشBهاي ها با استفاده از سلولباديتولید آنتی.استفاده قرار گرفته است

تکنولـوژي هیبریـدوماي اسـتاندارد بـراي تولیـد      .هـاي میلومـاي سـرطانی انجـام گرفـت     هـا بـا سـلول   ها با ادغام آناین سلول

افراد آلوده بـه  (PBMC)هاي مونونوکلئر خون محیطی با استفاده از سلولBهاي هاي مونوکلونال انسانی از لنفوسیتباديآنتی

این متد داراي چندین جزء است که براي تولید موفقیت آمیـز  .یا بیماران سرطانی، مورد استفاده قرار گرفتهاي مختلف پاتوژن

.(1,2)هاي مونوکلونال حائز اهمیت هستندباديآنتی

انسانیBهاي لنفوسیت

ادغـام بـه تولیـد تعـداد     ندرت در جریان خون موجودند، که این امر همراه با کارایی پـایین ژن بهاختصاصی آنتیBهاي سلول

ي خونی مناسـب بـراي ایـن متـد     این انتخاب یک دهندهبنابر.شودبادي مونوکلونال دریک آزمایش خاص منجر میمعدود آنتی

محیطـی مربوطـه، در ارتبـاط    Bهـاي  ي سـلول هاي سرم همیشه با تعداد افزایش یافتـه باديتیتر بالاي آنتی.حائز اهمیت است

.بادي مونوکلونال استآمیز آنتیي شانس بالاتر براي تولید موفقیتندهدهنیست اما نشان

تواننـد بـا   هـا مـی  شوند، اگرچـه نشـان داده شـده کـه آن    ندرت استفاده میمحیطی انسانی تحریک نشده بهBهاي لنفوسیت

Bهـاي  تحریـک سـلول  .تولیـد کننـد  هاي مونوکلونال راباديهاي سلولی لنفوبلاستوئید یا میلوماي انسانی فیوز شده و آنتیرده

تـر از همـه مـورد    به این منظـور، روشـی کـه بـیش    .بردهاي مونوکلونال را بالا میباديطور اساسی کارایی فیوژن و تولید آنتیبه

.(4-1)استEBVبا Bهاي گیرد، آلوده کردن و ترانسفورماسیون سلولاستفاده قرار می

هاي پارتنر براي فیوژنسلول

از میـان  .انسانی مناسب بوده و در دسـترس هسـتند  Bهاي ي سلولی میلومایی وجود دارند که براي فیوژن سلولن ردهچندی

HMMAوSHM-D33هاي سلولی ها، ردهاین .گیرنـد هاي مونوکلونال مورد استفاده قرار میباديبراي تولید آنتی، معمولا2.5ً

مقاوم است و در صورت ادغام ouabainشی غیرمترشح با هترومیلوماي انسانی که به هاي موهاي سلولی، از ادغام سلولاین رده

بـراي  SHM-D33هترومیلوماي .اندوجود آمدهکند،هیبریدوماهاي پایدار را ایجاد می،EBVترانسفورم شده با Bهاي با سلول

ورد استفاده قرار گرفته مB19و پاروویروس HIV-1هاي پوشش بادي مونوکلونال انسانی علیه پروتئینآنتی100تولید بیش از 

ي سلولی میلومـاي دیگـر مـورد مقایسـه قـرار گرفـت و       با استفاده از الکتروفیوژن با شش ردهHMMA2.5ي سلولی رده.است

 ـ بـادي چنین براي تولیـد آنتـی  ي سلولی هماین رده.نشان داده شد که داراي بالاترین کارایی ادغام است ال علیـه  هـاي مونوکلون

HIV-1(5,4,1)استفاده شده است.
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هاي مغذيسلول

کننـد،  کننـد کـه رشـد و کلونینـگ هیبریـدها را حمایـت مـی       هایی را تولید مـی هاي لنفوئیدي مختلفی که سایتوکاینسلول

feeder)هاي مغذيعنوان سلولتوانند بهمی layer)ئـال مـوش کـه    ي پریتونهاي شسـته شـده  سلول.مورد استفاده قرار گیرند

هـاي تجـاري موجـود جـایگزین     ها با مکملگرفتند، امروزه این سلولحاوي ماکروفاژها هستند، در گذشته مورد استفاده قرار می

PBMCهـاي  شـدند کـه بـا سـلول    هاي میلوماي انسانی، براي کلونینگ هبیریدها استفاده مـی ، سلولGK5هاي سلول.اندشده

تـر  توانند با کارایی پـایین هاي مغذي نیز میچنین بدون سلولهاي هیبریدوما همسلول.زین شدندي افراد سالم جایگاشعه دیده

هـاي  بـادي هـاي خـوب آنتـی   تولیدکنندهاند، بسیار پایدار بوده و معمولاًکلونینگ کلون شوند، اگرچه هیبریدهایی که زنده مانده

.(1,5)مونوکلونال هستند

)فیوژن(ادغام 

طـور  بـه PEGوسیله مکانیسم فیوژن به .گیردیا با الکتروفیوژن انجام می(PEG)اتیلن گلیکول با استفاده از پلیادغام عمدتاً

ممکن است سرهاي لیپیدي را دهیدراته کرده و به عدم تقـارن غشـاي   PEGکامل شناخته نشده است، اما اشاره شده است که 

صورت قطره قطره به سـلول  بهPEGساده است؛ ي انجام آن نسبتاًپروسه.ندکنجامد که به ادغام دو سلول کمک میادو لایه بی

مشکل اصلی در این رابطـه، کـارایی   .شود تا از سمیت آن جلوگیري شوداضافه شده و سپس با چندین بار شستشو، برداشته می

اسـت، کـه ایـن    B،5-10سـلول  510تعـداد هیبریـدوماها در هـر    هاي نسبی مثلاًگیريپایین فیوژن است، که براساس اندازه

.، بهبود یابدEBVهاي ترانسفورم شده توسط یا سلولBهاي تواند تاحدودي با افزایش تعداد سلولمی

شـدت  .شوندهم متصل میي الکتریکی پالسی بهکار بردن یک رشتههاي مجاور با بهبا استفاده از الکتروفیوژن، غشاهاي سلول

متنـاوب بـا ولتـاژ بـالا الکتروپوریـت      -هاي مسـتقیم ها با پالسرود، و سپس سلولکار میها بهیم سلولجریان متناوب براي تنظ

(Electroporate)4×10-4(انجام شده، که شرایط الکتروفیوژن را بهینه کـرد، کـارایی آن بـه    اي که اخیراًدر مطالعه.شوندمی(

ارامترهـاي  پ.بـود PEGتـر از  بـار بـیش  10تـا  5هـاي هیبریـد تقریبـاً   یدرصد افزایش یافت و کارایی آن در ایجـاد کلن ـ 0.43

هـاي پـارتنر، نیازمنـد    و هـم سـلول  Bهـاي  گیرنـد، هـم سـلول   هاي خاصی که مورد استفاده قـرار مـی  الکتروفیوژن براي سلول

.سازي هستندبهینه

، سـلول  )میلومـا (سـلول پـارتنر  *Bل، سـلو Bسـلول  *Bسـلول  -شودگیري سه نوع از هیبریدها میفیوژن منجر به شکل

مطلـوب تکنیـک هیبریـدوما،    .گـذارد جـاي مـی  ادغام نشده را بهBهاي پارتنر و چنین برخی سلولو هم-سلول پارتنر*پارتنر

شـود،  جداسازي می(HAT)تیمیدین -آمینوپترین-پارتنر است که با استفاده از محیط حاوي هایپوگزانتین*Bهیبرید سلول 

Bهـاي  اگـر سـلول  .میرنـد شـان مـی  دلیل طـول عمرکوتـاه  بهB*Bهاي هیبرید فیوز نشده و سلولBکه سلول هاي لیدر حا

ترانسـفورم  Bهـاي  شـود کـه سـلول   به محیط اضـافه مـی  ouabainبراي فیوژن استفاده شوند، سپس EBVترانسفورم شده با 

چنـین  کند و همست که پمپ سدیم غشاي پلاسمایی را مهار مییک گلیکوزید قلبی اOuabain.کشدي فیوز نشده را میشده

.کند، القاء PBMCهاي هاي ترانسفورم شده، و نه سلولتواند آپوپتوز انتخابی را در سلولمی

هـا را بـه   هسـتند، کـه آن  (HGPRT)گوانین فسفوریبوزیل ترانسـفراز  -هاي پارتنر براي فیوژن، فاقد ژن هایپوگزانتینسلول

deرین، که سنتز نوکلئوتید را توسط مسیر آمینوپت novoها بـه یـک مسـیر بازیافـت     این سلول.سازدکند، حساس میمهار می
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آن.رودموجودنـد، پـیش مـی   HATآورند که با مهیا کردن هایپوگزانتین و تیمیـدین، کـه هـر دو در    فرعی روي می جـا کـه   از

سـلول پـارتنر   *Bکنند، فقط هیبریـدوماي سـلول   ر بازیافت استفاده میاز مسیHGPRTدلیل دارا بودن آنزیم بهBهاي سلول

هاي میلومـاي  سلول.کندبادي مونوکلونال تولید میهایی رشد کرده و آنتیصورت کلونزنده مانده و بهHATتواند در محیط می

deا از مسیرهاي ها توانایی سنتز نوکلئوتیدها رتوانند زنده بمانند، چرا که این سلولفیوز نشده نمی novoیا بازیافت، ندارند.

.هاي پارتنر، روش استانداردي بـراي تولیـد هیبریـدوما گشـته اسـت     و سلولEBVترانسفورم شده با Bهاي ادغام بین سلول

يي علیـه توکسـوئید کـزاز اسـت، و رده    بـاد ي آنتیانسانی که تولیدکنندهEBV، کلون ترانسفورم شده با B6فیوژن اولیه بین 

نتایج حاکی از این بود که هیبریدوماهاي حاصل، پایدارتر بوده، توانـایی کلونینـگ بـالاتري    .انجام گرفتKR-4انسانی Bسلول 

توانـایی کلونینـگ بـالاي    .ننـد کترانسـفورم نشـده ترشـح مـی    B6هـاي  تري را در مقایسه با سلولهاي بیشباديداشته و آنتی

هـاي  جا که سـلول حائز اهمیت است؛ از آنند در یک سلول در هر چاهک کلون شوند، خصوصاًتوانهاي هیبریدوما، که میسلول

هاي و حتی در حضور سلولها مشکل استهاي کروموزومی بوده و کلونینگ آن، داراي برخی ناپایداريEBVترانسفورم شده با 

.مغذي نیازمند حداقل چند سلول در هر چاهک هستند

غربالگري

هـاي محلـول، شـامل    ژنهـا بـه آنتـی   بادياتصال آنتی.گیرد، وابسته استژنی که مورد استفاده قرار میگري به آنتیسیستم غربال

لیتـر اسـت، مـورد بررسـی     میکروگرم بر میلـی 0.001،که داراي حساسیت تشخیصی ELISAبا روش ها، معمولاًپپتیدها و پروتئین

هـاي کـوت   تینه شده و غیرمتحرك بر سطح پلیـت تاه استفاده شود که به شکل بیوممکن است از برخی پپتیدهاي کو.گیردقرار می

غربـالگري بـا یـک    .فراهم کنندELISAها را در طول باديترین میزان تماس با آنتیشوند تا بیششده با استرپتاویدین استفاده می

بـراي اولـین   .دهدهاي مونوکلونال انسانی را کاهش میباديسازي آنتیي دشوار تولید، براي مثال خنثیروش کاربردي، زمان پروسه

طـور اسـتثنایی داراي   ، کـه بـه  2909بـادي مونوکلونـال   براي غربالگري و تولیـد آنتـی  TZM-blسازي سلول بار، از آزمایش خنثی

HIV-1SFسازي بالا علیه فعالیت خنثی مونوکلونـال بـا روش   بـادي ایـن آنتـی  .العاده است، استفاده شده استو خصوصیات فوق162

جزیـی مرکـب را   توپ چهـار شود زیرا یک اپیشود، اما به ویروس سالم متصل میهاي مونومر متصل نمیالایزا به پپتیدها یا پروتئین

,1)باشد، که فقط بر سطح ویروس موجودند، میV3وV2هاي کند که حاوي اجزاي لوپشناسایی می 5-7).

تکنیک کشت سلولی

نیازلوازم مورد

محیط استریل-1

آن لـذا لازم  )کشـتن حیـوان  ءجـز بـه (گیرد که تمامی کارهاي مربوط به کشت سلولی در اتاق کشت سلولی انجام میجاییاز

هواي این اتاق بایـد پیوسـته بـا فیلترهـاي     .باشد...)اعم از باکتریایی، قارچی و(است اتاق کشت سلولی عاري از هرگونه آلودگی 

هاي روغنی رنگ آمیزي شوند تا هم تمیز کردن آن راحت باشد و هـم  بهتر است دیوارهاي این اتاق با رنگ.ودمخصوص تمیز ش

.وغبـار جلـوگیري شـود   اي باشـند کـه از ورود گرد  هاي اتاق کشت بایـد بـه گونـه   پنجره.ه از نفوذ آب جلوگیري شودوسیلبدین

تـر  ها راحتها نفوذ نکند و تمیز کردن آناي باشند تا آب در آنرچههاي یکپاچنین کف اتاق و سطوح کار باید حاوي پوششهم

.نباشد)مکان تردد(بهتر است اتاق کشت دور از محیط کاري آزمایشگاه باشد و در این اتاق مشرف به راهرو آزمایشگاه .باشد
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انکوباتور-2

طـور  همـان .کندطور یکنواخت در سراسر محیط پخش میرا بهکند و این حرارت اي است که حرارت ثابتی را ایجاد میانکوباتور وسیله

انکوبـاتور دمـاي   .گیـرد درصد دي اکسید کربن و رطوبـت انجـام مـی   5گراد و درجه سانتی37دانید کشت سلولی با رعایت دماي که می

درصد دي اکسـید کـربن و رطوبـت را    5و شرایط )کنندگراد رشد میدرجه سانتی37ها در دماي تر سلولبیش(ها لازم براي رشد سلول

بـراي ایجـاد رطوبـت در    .ها شرط رطوبت باید رعایـت شـود  در پروسه کشت سلولی براي جلوگیري از خشک شدن سلول.کندفراهم می

ل ایجـاد  دانید اگـر رطوبـت بـیش از انـدازه مطلـوب باشـد احتمـا       طور که میهمان.کنیمانکوباتور سینی انکوباتور را با آب استریل پر می

هیبریـدوماها بـراي ثابـت    .تر از حد مطلوب باشد، احتمال خشک شدن دیش کشـت سـلولی وجـود دارد   ، و کم)قارچیخصوصاً(آلودگی 

محـیط را ثابـت نگـه    PHکنـد و  عنوان بافر یـونی عمـل مـی   کربنات در این محیط بهبی.کربنات نیاز دارندبه بیمحیط،PHداشتن نگه

شـوند، بـه   گیرند و به انکوباتور متصـل مـی  میاز سیلندر گاز کمپرس شده منشاء هایی کهگاز کربنیک توسط لولهدارد جهت این کارمی

.شودداشته میشود و مقدار آن با استفاده از سیستم اتوماتیک ثابت نگهانکوباتور منتقل می

اتوکلاو-3

اي، وسـایل  هـا، آب، فیلترهـا، ظـروف شیشـه    قبیـل محلـول  شوند ازاکثر مواد و وسایلی که در اتاق کشت سلولی استفاده می

گـراد و بـه   درجه سانتی120استریل کامل در حرارت .توان با حرارت مرطوب در اتوکلاو استریل کردرا می...جراحی، فیلترها و

یقه این شـرایط را تحمـل   دق1توانند بیش از ها نمیتر ارگانیسمبیش(گیرد انجام میIb/In210-15دقیقه و در فشار20مدت 

توان از نوار مخصوص اتـوکلاو اسـتفاده کـرد کـه ایـن نوارهـا در درجـه حـرارت زیـاد          براي اطمینان از استریل کامل می)کنند

توان از اتیلن اکساید یا اشعه گاما و وسایل کوچک از دیـگ زودپـز   براي استریل کردن وسایل بزرگ می.کندشان تغییر میرنگ

هـا را در ورقـه آلومنیـومی پیچیـد و سـپس بـا       اي و وسایل جراحی بایـد آن براي استریل کردن ظروف شیشه.کردنیز استفاده 

کوچک ابتدا با ورقه آلومنیومی پوشـیده  ءاشیا.استریل کرد)دقیقه90گراد و به مدت درجه سانتی160حرارت (حرارت خشک 

.شـوند اي بدون در، ابتدا با پنبه پوشانده شده سپس اتوکلاو مـی یشهچنین دهانه ظروف شهم.شوندشوند، سپس اتوکلاو میمی

اي ریخته شـوند و  ها در ظروف شیشه، ابتدا باید این محلول)به غیر از محیط کشت(ها به این ترتیب براي استریل کردن محلول

آن .ردندها مقداري باز گذاشته شود و با ورقه آلومنیومی پوشیده شوند و سپس اتوکلاو گدرب

یخچال و فریزر-4

)FCS(ها مانند سرم گوساله جنینـی  شوند البته بعضی از معرفداري میگراد نگهدرجه سانتی4هاي محیط کشت در محلول

.شوندداري میگراد نگهدرجه سانتی-20در

.گراد استفاده کرددرجه سانتی-186دماي گراد و یا نیتروژن مایع با درجه سانتی-135و-70ها باید از فریزر داري سلولبراي نگه

آن در معـرض خطـر   تر از بقیـه بیشدلیل کم شدن نیتروژن،هاي بالاي تانک بهکه در استفاده از نیتروژن مایع، سلولجاییاز

.هاي وسط و پایین تانک نگه داشتها را در قسمتهستند پس باید سلول

سانتریفیوژ-5

.شوداستفاده میg400یاrpm150ها از سانتریفیوژهایی با قدرت براي جدا کردن و شستن سلول

.توان از سانتریفیوژهایی با قدرت زیاد و مجهز به یخچال هم استفاده کردبادي مونوکلونال میدر تولید آنتی

هود لامینار-6

براي فراهم کردن محـیط  .نجام گیرداشاره شد، تمامی امور مربوط به کشت سلولی باید در محیط استریل اطور که قبلاًهمان

HEPA)Highنـام فیلترهـاي  استریل، باید از هودهایی که حـاوي فیلترهـاي مخصـوص بـه     – efficiency particle filters(

.شـود به سطح محـیط کـار وارد مـی   شود و پس از استریل شدن مستقیماًهوا با فشار وارد این فیلترها می.هستند استفاده کرد

از...هـا و اسـپورهاي قـارچی و   تـر بـاکتري  پس بـیش .را از هوا خارج کنندمیکرومتر0.3تر از توانند ذرات بزرگترها میاین فیل

.شوندمحیط خارج می
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