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 خلاصه

قابلیت . نقش مهمی دارند    در مطالعه تاثیرات متقابل سلولها     )co-culture (کشت های هم  تکنیک: سابقه و هدف  
P388D1 های  سلول. ع کشت نقش اساسی داردکشت شده در ارزیابی این نو های سلولی هم افتراق بین جمعیت

های  کشت سلول  در ارزیابی هم   .های شبه ماکروفاژی هستند ولی ظاهری شبیه لنفوبلاست دارند          از گروه سلول  
P388D1  تواند به افتراق    های سطحی این دو جمعیت سلولی می       ژن های مغز استخوان، تفاوت در آنتی      و سلول

 را از   P388D1های   وسیله آن سلول  ه   که بتوان ب    استبادی   قیق تهیه آنتی  هدف از این تح    . آنها کمک کند  
 .های مغز استخوان افتراق داد سلول

 وسیله تزریق داخل  ه  سازی خرگوش ب    ایمن ،P388D1های   بادی علیه سلول   ه آنتی یجهت ته   :ها مواد و روش  
های سرم خرگوش به دفعات      گلوبولینبعد از خونگیری،  ایمونو    . انجام شد  ها صفاقی و داخل وریدی این سلول     

های سرم و    دهی، الکتروفورز پروتئین   رسوب قبل و بعد از   . متعدد در محلول سولفات آمونیوم رسوب داده شدند       
ه های مغز استخوان ب    های دارای واکنش متقاطع با سلول      بادی آنتی .تعیین مقدار آنها با روش برادفورد انجام شد        

 حضور  ،در مراحل مختلف جذب    . توسط سلولهای مغز استخوان حذف شدند       وسیله چندین بار عمل جذب     
مستقیم تعیین گردید و قدرت کشندگی         های ضدسلولی با استفاده از روش ایمو نوفلورسانس غیر            بادی آنتی
 .ها با واسطه کمپلمان نیز مورد ارزیابی قرار گرفت بادی آنتی

فلورسانس غیر مستقیم  هیچ واکنشی علیه         نو آزمایشات ایمو ای که در     بادی جذب شده   محلول آنتی :  ها یافته
باشد که قادر به      می P388D1های   هایی بر علیه سلول    بادی  واجد آنتی  ،دهد های مغز استخوان نشان نمی     سلول

 .دنباش ها می کشتن با واسطه کمپلمان این سلول

های  توان به منظور تعیین جمعیت سلول      را می های تهیه شده در این تحقیق         بادی آنتی  : و توصیه ها  گیری نتیجه
P388D1 های مغز استخوان استفاده نمود ها ازجمعیت سلول یا حذف این سلول. 

 .، آنتی بادیP388D1 سلولهای  :واژگان کلیدی

 
 
 
 
 
 

 دانشگاه علوم پزشکی کاشان، دانشکده پیراپزشکی

  ژنتیک و فراورده های زیستی، تهران مهندسیمرکز تحقیقات

 آزمایشگاه بیوفیزیک و بیولوژی مولکولی، تهران مرکز تحقیقات بیوشیمی و بیوفیزیک،
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 مقدمه
هــای  مشــکل اساســی در ارزیابــی  سیســتم

کشت شده از  های هم قابلیت افتراق سلول ،1کشت هم
های مختلف سلولی از     افتراق جمعیت . باشد هـم مـی   
یات مختلف آنها   صای خصو بـن توانـد بـر م     هـم مـی   

شناسی  طور مثال خصوصیت ریخت   ه  ب. دصورت گیر 
های  تواند مبنای افتراق آن از سلول      یـک سـلول مـی     
های مختلف   همینطور وجود آنزیم  . دیگـر قـرار گیرد    

 ـهـا    لاسـم سـلول   پدرون سیتو  تواند مبنایی برای    یم
. های سیتوشیمی باشد   افـتراق آنها با استفاده از روش      

ز ها نی  هـای مخـتلف بر سطح سلول       ژن وجـود آنتـی   
 البته  . از هم کمک کند   ها   ق سلول فتراابه  توانـد    مـی 

ژن  دهنده به وسیله واکنش آنتی      ژن افتراق  وجود آنتی 
 .شود  مشخص می آنبادی اختصاصیی با آنت

های  ازگـروه سلول   P388D1هـای    لولس ـ 
ال ظاهری شبیه ح بـا این     ،شـبه ماکـروفاژی هسـتند     

یها کشت سلول  هم. )1 و   2 (هـا دارنـد    لنفوبلاسـت 
P388D1  تواند به دو   های مغز استخوان می     با سلول 

ها قادر به  این سلول -1: اهمیـت باشـد   دلـیل حائـز   
ــن ــید اینترلوکی ــر در   1تول ــتورهای موث ــه از فاک ک

  P388D1های  سلول-2. باشد، هستند خونسازی می
 خونسازی طبیعی را    ،یمخهـای بد   بـه عـنوان سـلول     

  از P388D1های   سلول. دهند قرار می  تحـت تأثـیر   
های خونی    سلول ءهای سرطانی با منشا    معدود سلول 

 بنابراین در   ،صورت چسبنده رشد کرده   ه  هستند که ب  
 کشت طولانی مدت مغز استخوان  در ارتباط نزدیک        

 .گیرند های خونساز و استرومایی قرار می با سلول

  P388D1های   کشت سلول  در صـورت هـم    
ن است  های مغز استخوان سوال اساسی ای      بـا سـلول   

 د بای P388D1 های کـه از کـدام خصوصیت سلول      
 های مغز استخوان استفاده    جهت افتراق آنها از سلول    

                                                 
                                                

1  - Co-Culture 

 شناسی ها به لحاظ ریخت    از آنجا که این سلول    . ردک
، باشند های لنفوبلاست مغز استخوان می     مشـابه سلول  

  .کمک کند آنها تواند به افتراق     ایـن خصوصیت نمی   
 ـاز    ی واکنش سیتوشیمی  رف دیگـر شـباهت الگو     ط

 های ماکروفاژ مغز    بـا سلول   P388D1هـای    سـلول 
اسـتخوان نیز مانع استفاده از این روش جهت افتراق          

 بر سطح    یا آنتی ژن هایی    ژن وجـود آنتـی   . باشـد  مـی 
 ـ  P388D1هـای    سـلول   که بر   شـده است  زارش  گ

را  مااین گزارشات   . سـطح ماکروفاژها وجود ندارد    
ژنیک  تفـاوت آنتی  بـر آن داشـت کـه بـر احـتمال            

های مغز استخوان     بـا سلول   P388D1هـای    سـلول 
بادی  این مطالعه از طریق تولید آنتی. )3 (مطالعه کنیم
کارایی .  صورت گرفت  P388D1 های علـیه سلول  

بـادی تولـید شده جهت واکنش اختصاصی با          آنتـی 
ــای  ــلول ه ــتفاده از دو روش P388D1س ــا اس   ب

 وابسته به    میت و س ـ  2ایمونوفلورسـانس غیرمسـتقیم   
 . مورد بررسی قرار گرفت3 کمپلمان ادی بآنتی

 
 ها مواد و روش

 نالو فرایند تولید آنتی بادی پلی کل-الف
ــرگوش   ــازی خ ــن س ــای  :ایم ــلول ه   س

P388D1     تزریق در شش   هر در 20×106بـه تعداد 
فاصله هر تزریق با    . نوبـت به خرگوش تزریق شدند     

وبت اول و دوم    ن تزریق در .  روز بود  10تزریق دیگر   
 ـ صـورت داخـل صـفاقی همـراه ادجوانت کامل        ه  ب

نوبت سوم و چهارم بصورت داخل صفاقی       د،    فـرون 
بدون ادجوانت و نوبت ششم بصورت داخل وریدی        

یک هفته پس از آخرین تزریق، خونگیری        .انجام شد 
 .)4 (از طریق قلب خرگوش انجام شد

 
2  - Indirect Immunoflourescence Technique  

3  - Antibody Dependent Complement  Cytotoxicity 
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های  دهـی و تغلـیظ ایمونو گلبولین        رسـوب 
وسیله رسوب آنها   ه  های سرم ب   مونوگلبولین ای :سـرم 

 .استخراج شدند % 33در محلـول سـولفات آمونـیوم        
ها در بافر بورات     پـس از هـر بار استخراج، پروتئین       

ها  با حل     عمل تغلیظ پروتئین  . شدند سـالین حل می   
 استخراج سوم در    رسوب یافته و  های   کـردن پروتئین  

یت در نها . یـک چهـارم حجم اولیه، صورت گرفت       
مقـابل بافـر بورات سالین برای        محلـول حاصـل در    

 .)5 (های سولفات آمونیوم دیالیز شد خروج یون

ها    جهت سنجش پروتئین    :ها سنجش پروتئین 
پـس از مراحل استخراج و تغلیظ، از روش برادفورد          

 .)4 (استفاده شد

ــتهای ــیکروگرم در 0،20،40،80،100غلظـ مـ
های  ظتاز آلبومیـن سـرم بـه عـنوان غل          لیـتر  میلـی 

جهت قرار گرفتن در محدوده     . استاندارد استفاده شد  
ــه ــا  اســتاندارد، نمون ــا  100ه ــیق 1000ت ــر رق  براب

را  G-250 محلول کوماسی بلو   میلی لیتر  1 .شدند می
میکرولیـتر محلول پروتئین افزوده و پس از         100بـه   
 در  nm 595ها در طول موج       دقـیقه جذب نمونه    10

 .)5 (شد مقابل شاهد خوانده می

هــا و تخمیــن غلظــت  الکــتروفورز پروتئیــن
ه دهی ب    قـبل و بعد از رسوب       :ایمونوگلوبولیـن هـا   

های  ژل ها در  دفعـات مـتعدد، الکـتروفورز پروتئیـن       
SDS-Polyacrylamideــی ــام م ــد  انج ــت . ش غلظ

 165 ولتاژ  و 10% آمـید در ناحـیه جداکننده      آکـریل 
 88 و ولتاژ   5%کننده   ناحیه تغلیظ  غلظت در  ولـت و  

بـه مـنظور تعییـن محل قرارگیری        . )5(د  ولـت بـو   
از یــک محلــول اســتاندارد    ایمونوگلوبیــن هــا 

در  ها رنگ آمیزی پروتئین  . ایمونوگلوبین استفاده شد  
کوماسـی برلیانت بلو و رنگ بری ژل توسط محلول          

سپس با استفاده از    .  اسیداسـتیک و متانول انجام شد     
 ـدکن بان س ـ از روی ا   Totalabافـزار    نـرم  ای ایجاد  ه

 غلظـت باند ایمونوگلوبولین بر اساس تعیین        ،  شـده 
 .درصد این باند تخمین زده شد

های دارای واکنش متقاطع با      بادی حذف آنتی 
های دارای   بادی   آنتـی   :هـای مغـز اسـتخوان      سـلول 

های مغز استخوان جذب     واکـنش مـتقاطع بـا سلول      
مجموعه  های مغز استخوان شده و بنابراین از       سـلول 

 به این   .شدند های استخراج شده حذف می     بادی تـی آن
های مغز  بادی بر روی سلول  ترتیـب کـه محلول آنتی     

 ـ       108(  اسـتخوان  ازای هر  ه  سـلول مغـز اسـتخوان ب
 ـ   و شد اضـافه می  ) بـادی  لیـتر از محلـول آنتـی      ی  میل

هـای مغز استخوان در محلول       سوسپانسـیون سـلول   
دستگاه  دقیقه در    45مدت  ه  بادی بر روی یخ  ب      آنتـی 

ه ها ب  بعد از رسوب سلول   . شد شـیکر قـرار داده مـی      
های   وسیله سلول ه  وسـیله سـانتریفوژ، عمل جذب ب      

 . شد مغز استخوان تکرار می دیگر

  تعییـن کارآیی  محلول آنتی بادی تولید         -ب
  P388D1شده علیه سلول های 

تعییـن آنتی بادی ب روش ایمونو فلورسانس        
های اولیه بر سطح     دیبـا    حضـورآنتی   :غـیر مسـتقیم   

هـای مغـز استخوان، بعد از مراحل جذب به           سـلول 
 ـکمـک واکـنش ثانو      ـ   ه آنتـی  ی ضد  کـه بر  ز  بـادی ب

هـای خـرگوش تهـیه شده و با ماده           ایمونوگلبولیـن 
،فلورسـانس نشاندارشـده بـود     

ا

                                                

به . گردید  تعیین می  4
، همـراه نمونـه مورد آزمایش یک نمونه کنترل مثبت         

بادی ثانویه ویک نمونه     آنتی جهـت تایـید عملکـرد     
بادی ثانویه با    جهت نفی واکنش آنتی   ،  کنـترل منفـی   

محلول  در. گرفت می هـا مـورد استفاده قرار       سـلول 
های مغز   که واکنش متقاطع آن علیه سلول      بادی آنتـی 

بادی علیه    حضور آنتی  ،اسـتخوان حـذف شـده بود      
 .مورد بررسی قرار گرفت P388D1های  سلول

 
4 -Goat Anti Rabbit Antibody  
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 با استفاده از روش سمیت       ها بادی تعییـن آنتی  
ها از سرم    در این آزمایش:سلولی وابسته به کمپلمان

وسیله ه  خوکچه هندی که سمیت غیراختصاصی آن ب      
جـذب بـا آگـارز کـاهش یافـته بود به عنوان منبع              

ها با این    بادی تعیین آنتی  .)6 (کمـپلمان اسـتفاده شد    
 ـ   در. ای انجـام می شد     صـورت دو مـرحله    ه  روش ب
ها با محلول    ول، تعـداد مشخصـی از سلول      مـرحله ا  

همان تعداد سلول با     و ،)نمونـه آزمون  ( بـادی  آنتـی 
ایـدر دم  )دـعنوان شاه ه  ب( وشـرم نرمال خرگ  ـس
C ˚ 4 در مرحله . شدند  دقیقه انکوبه می   45مدت  ه  ب 
منبع کمپلمان که سمیت غیر اختصاصی       رقتی از  بعد

ی پائیـن و فعالیـت کمـپلمان مناسـب داشت بر رو           
  .شد ها اضافه می رسوب سلول

 C ˚ 37ســاعت انکوباســیون در پــس از نــیم
تعـداد سـلولهای زنده شمارش و سمیت اختصاصی         

ــرمول  ــابق ف ــمیت  =A-B/Ax100{مط ــد س درص
گردید که در این     محاسـبه می   }سـلولی  اختصاصـی 

های زنده در نمونه شاهد      ، شمارش سلول  )A (فرمول

نه آزمون  هـای زنـده در نمو       شـمارش سـلول    )B(و  
 .باشد می

 
 یافته ها

کلنال با   بادی پلی  ها امکان تولید آنتی      یافته
را تایید   P388D1های   کارایی مناسب علیه سلول    

 ها و   تغییرات غلظت کل پروتئین     1نمودار  . کند می
چنین  هم دهی و  ها در مراحل رسوب    ایمونوگلوبولین
جهت تعیین  . دهد ها را نشان می      تغلیظ پروتئین 

درصد باند ایمونوگلوبولین  ها، یمونوگلوبولینغلظت ا 
 از اسکن تصویر ژل       Totalabافزار   وسیله نرم ه  ب

 سپس غلظت     شد و   تعیین )1شکل( الکتروفورز
با تغلیظ   . ها محاسبه شد     ینولتقریبی ایمونوگلوب  

رسد  ها به حدی می    ها غلظت ایمونوگلوبولین  ن پروتیی
توان با این غلظت در آزمایش سمیت              که می  

کمپلمان اقدام به    بادی   آنتیاختصاصی وابسته به      
 . نمود P388D1های  صد سلول کشتن صد در
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1 ین و ایمونوگلوبولین های سرم قبل و بعد از مراحل متعدد رسوب دهی و تغلیظ نمونهئ غلظت کل پروت-نمودار 
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پروتئین های  (  شماره  ،)قبل ازرسوب دهی بوسیله سولفات آمونیوم (،  شماره)استاندارد(1 شماره؛ط به نمونه هامربوSDS-Page  ژل  -کل
شماره)استخراج شده در رسوب دهی اول )پروتئین های استخراج شده در رسوب دهی سوم (شماره پروتئین های استخراج شده در رسوب دهی دوم، (،

نتی بادی تولید شده    با هر بار جذب محلول آ     
های مغز   وسیله سلول ه  ب P388D1های علـیه سـلول   

هـای مغز    اسـتخوان، واکـنش مـتقاطع علـیه سـلول         
ــانس   ــو فلورس ــایش ایمون ــتخوان در روش آزم اس

واکنش متقاطع محلول   . غیرمسـتقیم کاهش می یافت    
 بار و   6های مغز استخوان پس از       بادی با سلول   آنتـی 

 نشان داده شده    3و   2های    بـار جـذب در شکل      15
های  بادی  بـار عمل جذب، آنتی     26پـس از    .  اسـت 

استخوان  های مغز دارای واکـنش مـتقاطع بـا سـلول        
در حالیکه این محلول    ). 4شکل  (ًحذف شدند    کاملا

  P388D1های   دارای واکـنش مناسـبی علـیه سلول       
 .)5شکل ( بود

 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 )میکروسکوپ فلورسانس( بار به وسیله سلولهای مغز استخوان جذب شده است 6با محلول آنتی بادی که  واکنش سلولهای مغز استخوان -2شکل 
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 بار به وسیله سلولهای مغز استخوان جذب شده است 15 واکنش سلولهای مغز استخوان با محلول آنتی بادی که -3شکل 
 )میکروسکپ فلورسانس(

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 بار به وسیله سلولهای مغز استخوان جذب شده است 26 واکنش سلولهای مغز استخوان با محلول آنتی بادی که -4شکل 
) میکروسکوپ فلورسانس(
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 بار جذب 26 با محلول آنتی بادی که واکنش متقاطع آن با سلولهای مغز استخوان به وسیله P388DI واکنش سلولهای -5شکل 

 )میکروسکوپ فلورسانس(با سلولهای مغز استخوان حذف شده است 
 

که  P388D1های آنتی بادی های ضد سلول    
فاقد واکنش متقاطع با سلولهای مغز استخوان هستند        
دارای خاصـیت سمیت اختصاصی سلولی وابسته به        

 مـیزان فعالیـت کشندگی این       .کمـپلمان نـیز بودنـد     
ادی در نمودار ها در غلظت های مختلف آنتی ب     سلول

 . نشان داده شده است2
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اختصاصی قبل و بعد از حذف واکنش متقاطع با سلول های مغز استخوان به تفکیک  درصد سمیت سلولینمودار 

 عیار آنتی بادی
2 .

 
 بحث

بادی  توان  از آنتی    این تحقیق نشان داد که می     
های   علیه سلول  نـال که عملکرد اختصاصی    وپلـی کل  

P388D1 هـای مغز     جهـت افـتراق از سـلول       ،دارد
کارایی و عملکرد اختصاصی    . استخوان استفاده نمود  

بــادی در دو روش ایمونــو فلورســانس  ایــن  آنتــی
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آنتی بادی  مستقیم و سمیت اختصاصی وابسته به        غیر
علت واکنش اختصاصی   .   بـه اثبات رسید     کمـپلمان 

 مربوط به    احتمالاً P388D1های   بادی با سلول   آنتـی 
های ی بر سطح سلول   یا آنتی ژن های   ژن   حضـور آنتـی   

P388D1  های مغز  کـه بـر روی سـلول       باشـد  مـی 
ژن  بر سطح     وجود یک آنتی  . اسـتخوان وجود ندارد   

 که بر سطح     است  گزارش شده  P388D1های   سلول
این  .)3(د  هـای ماکـروفاژ طبیعی وجود ندار       سـلول 
وسیله ه  شده  ب   ای تحریک  ماکروفاژه حبر سط ژن   آنتی

 .شود می  باکتریوم پارووم نیز ظاهر    ه کوری ن  پیران یا 
ژن فوق نقش مهمی در مشاهدات ما        آنتـی   احـتمالاً 

محققـان هنگامـی متوجه حضور این       . داشـته اسـت   
شدند که قبلاً    P388D1های   ژن بر سطح سلول    آنتی

هـای دارای واکـنش متقاطع با سلولهای         بـادی  آنتـی 
های ما، پس    بررسی در. حذف کرده بودند  تیموس را   

هـای دارای واکنش متقاطع با       بـادی  از جـذب آنتـی    
مانده هیچ  های باقی بادی اسـتخوان، آنتی  سـلول مغـز   

لذا  . های تیموس نشان ندادند    واکـنش مثبتی با سلول    
هــای  ژنــی مخـتص بـه سـلول    احـتمال آنکـه آنتـی   

P388D1 از نظر  ی از بافت تیموس بوده و     یها سلول 
کارگیری ه  با ب . شود پـنهان مـانده باشـد منتفـی مـی         

های  بـادی بـا عملکـرد اختصاصی علیه سلول         آنتـی 
P388D1  های مغز   کشت سلول  تـوان مـدل هم      مـی

.  را مطالعه نمود P388D1هـای    اسـتخوان و سـلول    
کشـت در مطالعات     هـای هـم    اهمیـت ایجـاد مـدل     

شناسی سرطان   خونسـازی ایـن اسـت که در آسیب        
ــرکوب ــون، س ــترش  خ ــی و گس ــازی طبیع  خونس

ای وابسته به تاثیرات     خونسـازی سـرطانی را پدیـده      
های خونساز   هـای سـرطانی با سلول      مـتقابل سـلول   

. )7 و   8(د  دانن هـای استرومایی می    طبیعـی و سـلول    
 ـ   های سرطانی  کشت سلول وسیله تهیه هم ه  محققـان ب
ــا ســلول ــ ب ــبال یافتــن ه هــای مغــز اســتخوان ب دن

علاوه ه   ب  .)9 و   10(هستند  فوق  های پدیده    مکانیسم
 محققان را به این نتیجه رسانده است        ،مدتهـا تـلاش   

 های استرومایی مغز استخوان نظیر     کـه حضور سلول   
ــیال، فیبروبلاســتها، ماکــروفاژها   وســلولهای اندوتل

های خونساز، در    هـای چربـی در کنار سلول       سـلول 
 نقش اساسی   Invitroایجـاد یک مدل خونسازی در       

  .)11(د دار

سیستم کشت طولانی مدت مغز استخوان نوع     
که است  دکسـتر، یک مدل خونسازی در آزمایشگاه        

. باشد هـای استرومایی می    وابسـته بـه حضورسـلول     
) cell line(ی انتقال نقش استروما به دودمانهای سلول

های خونساز توسط    ایـن مزیـت را دارد کـه سـلول         
ــیجه  شــده و هایــی همگــون حمایــت ســلول در نت

مدل  هایـی کـه با استفاده از       کرارپذیـری آزمـایش   ت
شوند را   ام می جمدت مغز استخوان ان    کشـت طولانی  

 . )12(د ده افزایش می

ــان ــنده   کشــت دودم ــلولی تولیدکن ــای س ه
فاکــتورهای خــاص کــه فاکــتور مــورد نظــر را در 

هـای خونساز و     تریـن شـکل آن بـه سـلول         طبیعـی 
های  از دیگـر کاربرد    ،کنـند  اسـترومایی عرضـه مـی     

 و 14(است  کشت در مطالعات خونسازی      تکنیک هم 
13( . 

های تولیدشده در این     بادی از آنجایی که آنتی   
تحقیق خاصیت سمیت سلولی وابسته به کمپلمان را        

ه توان ب   می ،دارند P388D1های   نیز علیه سلول   
موجود  P388D1های   ها سلول  بادی وسیله این آنتی  

لیظ آنتی بادی ها   تغ .کشت را از بین برد      در یک هم  
برای رسیدن به غلظتی که بتواند برای صد در صد            

بنابراین در  . سلول ها کشنده باشد ضروری است      
 برابر  4فرایند تولید آنتی بادی، ما محلول آنتی بادی را        

 های  از آنجایی که سلول     . میزان اولیه تغلیظ کردیم   
P388D1 ساز مغز   های پیش  توانند مانند سلول   می
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 در یک محیط کشت نیمه جامد کلونی            استخوان
های خونساز را مشکل      ایجادکنند، تشخیص کلونی  

 بادی از خصوصیت سمیت وابسته به آنتی       . کنند می
های  توان در آزمایش تعیین تعداد سلول       می کمپلمان

 به این ترتیب     .ساز مغز استخوان استفاده نمود      پیش
دی اقدام  با که قبل از انجام آزمایش با استفاده از آنتی        

بادی  تولید آنتی .  نمود P388D1های   به کشتن سلول  
های  نال با واکنش اختصاصی علیه سلول         وکل پلی

P388D1      تولید. باشد با زحمت زیادی همراه می 
بادی را در     تواند این آنتی    نال می وبادی منوکل  آنتی

 .دسترس محققان قرار دهد
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