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با پيوند كووالانسي به سـطح سـلولهاي قرمـز خـون     ) ٥٠٠٠وزن ملكولي (متوكسي پلي اتيلن گليكول فعال شده     
انسان متصل شده و اثرات اين پوشش محافظ، پس از واكنش سلولها با پادتن هاي مربوطه ، با روش ساده شمارش     

. اتصال پليمر به سلولها با روش تاگوچي بررسي شد        اثر متغيرهاي فرايند روي ميزان      . سلولهاي منفرد بررسي شد   
  .١٠،  pH ميلي گرم بر ميلي ليترو ٣٠ درجه سانتيگراد؛  غلظت پليمر، ١٢ دما،: شرايط بهينه واكنش عبارتند از
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٣١٩٨

  دمهمق
.  پاسخ ايمني ميزبان در برابر سلولهاي بيگانه، همـواره مهمتـرين مـانع در پيونـد سـلول و بافـت بـوده اسـت                         

به فردي با گـروه   ) RBC(مهمترين مثال از رد شدن سلول بيگانه توسط ميزبان،  انتقال سلولهاي قرمز خون 
امـا در  .  يوشـيميايي عمـل مـي كنـد    سطح سلول به عنوان يك مانع مهم بيولوژيكي و ب   .  خوني متفاوت است  

پيوند سلول يا انتقال خون،  از يك فرد به فرد ديگر، پرونئينها، كربوهيـدراتها و ليپيـدهاي سـطح سـلول بـه                         
 Landsteinerبـا كـشف   . عنوان نقاط اصلي و اوليه در رد  شدن سلول بيگانه توسط ميزبان محسوب مي شوند     

 ٤نمونه خون دهنده ها و گيرنده ها تست شد و . زبان شناسايي شد،  دليل اصلي اين واكنش مي     ]١[ ١٩٠١در  
در . ]٢[گيرنده و دهنده در نوع گروه خوني بايد هماهنگ باشـند         .  شناسايي شدند  - -O,A,B,ABگروه خوني   

امـا  . اغلب فرايندهاي انتقال خون، هماهنگي نوع گروه هاي اصلي، براي شناسايي دهنده مناسب، كافي اسـت            
يماراني كه تزريق خون مداوم دارند، نظير بيماران تالاسمي، وجود آنتي ژنهاي فرعي سطح سلولهاي              در مورد ب  

  .]٣،٤،٥[قرمز خون، شناسايي ميزبان مناسب را با مشكل مواجه مي كند 

،  بـراي  )PEG( روشي را بر مبناي اتصال كووالانسي پلي اتيلن گليكول  Abuchowski سال قبل، ٢٠بيش از 
 امـروزه  بـراي   PEGاتصال كووالانـسي  .  ]٦[پروتئينها در برابر سيستم ايمني ميزبان پيشنهاد داد    حفاظت از   

امـا  .  ]٧،٨،٩،١٠،١١[اصلاح عملكرد انواع پروتئينها،  آنزيمها،  داروها و سطوح مصنوعي اسـتفاده مـي شـود                  
عمومـا مـشتق   .  فتـه انـد  سلولهاي قرمز خون،  اخيرا به عنوان سوبستراي اين واكـنش مـورد توجـه قـرار گر               

از ميـان انـواع فعـال    .  با يك عامل هيدروكسيل آزاد استفاده مي شود    )  mPEG(متوكسي پلي اتيلن گليكول     
  به سلول استفاده شده اند،  مي تـوان بـه سـيانوريك كلريـد،     mPEG  كننده هاي شيميايي كه براي اتصال 

تمام اين عوامل،  عمـدتا بـا     .   ترسيل كلريد اشاره كرد    سوكسينيميديل پروپيونات،  بنزوتري آزوليل كربنات و      
گروه هاي اپسيلون آمينوي ليزين  در صفحه پپتيـدي خـارج سـلولي غـشاء پلاسـمايي واكـنش مـي دهنـد                        

سيانوريك كلريد بدليل پايداري شيميايي و بـازدهي بـالا در اصـلاح پروتئينهـا،  كـاربرد بيـشتري           .  ]١٢،١٣[
  .]١٤[داشته است 

 روي سلولها،  ناشي از حركت سريع و انعطاف پذيري ملكـولي زنجيـره هـاي هيدراتـه        mPEGيتي   نقش حما 
PEG   ٥[ است[  .PEG       يك لايه محافظ در اطراف سلولهاي قرمز خون ايجاد مي كنـد كـه ملكولهـاي بـزرگ 

 نمـي شـود   نظير پادتن ها را از سلول دور مي  كند،  اما مانع  نفوذ ملكولهاي كوچك نظير گلـوكز و اكـسيژن    
]٢[.  

تست انعقاد سلولهاي قرمز خون،  يك واكنش رايج براي تشخيص گروه هـاي خـوني اسـت كـه ناشـي از اثـر           
 بر آنتي ژنهاي سطحي سلولهاي قرمز خون است،  كه نشان دهنـده حـضور   IgM & IgGايمنوگلوبولين هاي 

،  از لحاظ فيزيكي مـانع  پليمري  فرض مي شود كه پوشش.  ]١٦[يك آنتي ژن خاص روي سطح سلول است 
نزديك شدن سلولها به يكديگر شده و در نتيجه امكان اتصال سلولها به يكديگر ،  با واسطه پادتن هـا،  كمتـر         

. لذا ميزان انعقاد و توده شدن سلولها كاهش يافته،  در نتيجه تعداد سلولهاي آزاد  افزايش مي يابـد         .  مي شود 
  . انجام شد  و غلظت پليمر،pH فاكتور دما و٣لهاي قرمز خون، با بررسي   به سلوmPEGدر اين مطالعه،اتصال 
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  مواد و روشها
  فعال سازي پليمر

 ميلـي ليتـر   ٤٠در )   درجه سانتيگراد خشك شـد ٨٠به مدت يك شب تحت خلا در ( خشك     mPEG گرم   ٥
ده و به آرامي  درجه سانتيگراد خنك ش١٥حل شده و تا   )  با تقطير روي سديم خشك شد     (بنزن خشك گرم      

 گـرم انيـدروس سـديم    ١سـپس  .  اضافه شـد )   برابر مولي پليمر٥(به يك محلول سيانوريك كلريد در بنزن         
 درجه سانتيگراد، تحت جريان ملايم نيتـروژن هـم         ١٥ ساعت در    ٤٨اين مخلوط به مدت     .  كربنات اضافه شد  

 ،  با افزودن حجم    mPEGتق فعال شده    مش.  سپس سديم كربنات با فيلتراسيون تحت خلا جدا شد        .  زده شد 
زيادي سيكلوهگزان خشك به مايع بدست آمده،  رسوب كرد و با فيلتراسيون تحت خلا جدا شده و مجددا در                

 مرتبه تكرار شـد تـا كليـه سـيانوريك كلريـدهاي واكـنش نـداده حـذف شـدند          ٥اين مراحل .  بنزن حل شد  
  .]١٩[  درجه سانتيگراد ذخيره شد -٧٠و در محصول بدست آمده تحت خلا خشك شده .  ]١٧،١٨[

  پوشش سلولهاي قرمز خون با پلي اتيلن گليكول
سلولهاي قرمز خـون جـدا شـده،  دو    .  از داوطلبان سالم،  روي سيترات سديم جمع آوري شد         ) +Bنوع  (خون  

 mPEG تـازه  محلـول .  در بافر تري اتانول آمين سوسپانس شـدند % ١٠مرتبه در بافر فسفات شسته شده و تا         
 ميلـي مـولار اسـيد         ١كلريـد سـديم و      %   ٩/٠فعال شده،  بلافاصله پيش از اسـتفاده،  در آب مقطـر حـاوي                

 دقيقه در دماي ٣٠نمونه ها به مدت .  ]١٨،٢٠،٢١[  اضافه شد  RBCكلريدريك تهيه شده و به سوسپانسيون       
 بـراي مرحلـه بعـد    ]٢٠[ ، g٢٠٠قيقه در  د١٠محيط واكنش داده وپس از دو مرتبه شستشو  با بافر فسفات،           

  . آماده شدند

   B با پادتن گروه RBCانعقاد 
 با سلول، توسط اتـصال  كووالانـسي پليمـر بـه     Bاين تست به منظور ارزيابي ميزان مهار واكنش پادتن گروه     

بـا  )  شـده شاهد يـا پوشـش داده  (از سلولهاي قرمز خون %  ٦ ميكرو ليتر سوسپانسيون    ٤٠٠. سلول، انجام شد  
 دقيقـه در دمـاي    ٣٠در بافر فسفات مخلوط شده و با اختلاط ملايم به مدت            )  ٤/١با رقت     (Bمحلول پادتن   

 ميكـرو ليتـر از   ١.  دقيقـه رسـوب كردنـد   ١ به مدت ٢٠٠ gسپس سلولهاي قرمز خون در     . اتاق مجاور شدند  
س از رنگ آميزي سلولها  با تريپـان      پ.  ميكرو ليتر بافر فسفات سوسپانس شد      ١٠٠٠سلولهاي رسوب كرده در     

،  روي لام نئوبـار و زيـر ميكروسـكوپ    )سلولهاي مرده،  آبي شده و سلولهاي زنده بي رنگ باقي مي مانند           (بلو  
هرچه تعداد .  شمارش شدند)  گوشه و يكي در وسط لام٤ تا در ٤( خانه لام  ٥نوري،  سلولهاي منفرد زنده در       

  .نشانه درجه بالاتر اتصال پليمر به سطح سلول استسلولهاي منفرد بيشتر باشد،  

  طراحي تاگوچي
  . آزمايش با دو تكرار اجرا شد١٦. طراحي شد) ١جدول (  سطح ٤ متغير در ٣ براي ]٢٢[  M16يك آرايه 

  . سطح براي طراحي تاگوچي٤ متغيرهاي فرايند با مقادير مربوطه در -١جدول 
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  ٤سطح   ٣سطح   ٢سطح   ١سطح   متغير
  ٢٥  ٢٠  ١٦  ١٢  )C˚( واكنش دماي

غلظت پليمر در بافر تري 
  )mg/mL(اتانول آمين 

٣٥  ٣٠  ٢٥  ١٥  

PH٨/١٠  ١٠  ٢/٩  ٦/٨   بافر تري اتانول آمين  

  نتايج و بحث
اثرات اصـلي متغيرهـاي فراينـد    .    بررسي شدند qualitek – 4داده هاي بدست آمده،  با استفاده از نرم افزار 

.   نشان داده شده است١در شكل ) تعداد سلولهاي زنده منفرد(به سلولهاي قرمز خون   روي ميزان اتصال پليمر     
ايـن نتيجـه احتمـالا بـه       . اين شكل نشان مي دهد كه با افزايش دما ، تعداد سلولهاي منفرد كاهش مي يابـد                

ري اين پليمـر  قبلا اشاره شد كه دماي نگه دا  (فعاليت پايين  پليمر فعال شده در دماهاي بالا مربوط مي شود             
 ميلي گرم بر ميلي ليتر، ٣٠همانگونه كه تصور مي شد، با افزايش غلظت پليمر تا ).  درجه سانتيگراد است -٧٠

اما با افزايش بيشتر غلظت پليمر، تعداد سلولهاي منفـرد كمـي كـاهش              . تعداد سلولهاي منفرد افزايش يافتند    
تعـداد سـلولهاي   . مر روي بازدهي واكنش مي تواند باشد    اين نتيجه احتمالا مربوط به اثرات معكوس پلي       . يافت

 ، باعث كاهش تعداد سلولهاي pH افزايش يافت، اما افزايش بيشتر    ١٠ محيط واكنش تا     pHمنفرد، با افزايش    
NH3 –اين نتيجه مي تواند به كاهش تعداد  گروههاي  . منفرد شد

اسيد آمينه ليزين، با نقطه ايزوالكتريـك    +
دمـا،   : آناليزهاي آماري نشان دادند كه شرايط بهينه واكنش عبارتند از     .  مربوط شود  RBC ، روي سطح       ٧٤/٩
C ° ؛ غلظت پليمر،     ١٢ mg/mL و   ٣٠ pH   ، ٥/١٤پاسخ بدست آمده در شرايط  بهينه از لحاظ  تئـوري،           . ١٠ 

  .  ، مطابقت دارد١٤ده در اين شرايط ، است كه با پاسخ تجربي بدست آم

  نتيجه گيري
  فعال شده با سيانوريك كلريد، با پيوند كووالانسي بـه  سـلولهاي قرمـز خـون                mPEG-5000در اين مطالعه،    

،  با نظر ساير محققين كـه  ١٢˚ Cدماي بهينه بدست آمده،  .  متصل شده و شرايط بهينه واكنش،  تعيين شد  
.  را پيـشنهاد داده انـد،  مطابقـت دارد   ]٢٠،٢٤[ و يا دمـاي ملايـم اتـاق       ]٢٢،٢٣[ ٤ ˚ Cيا يك دماي خنك       
مطالعات ديگر نيز نشان داده اند كه با افزايش غلظت پليمر تـا   .   بدست آمد٣٠   mg/mLغلظت بهينه پليمر،

mg/mL ٢٠[ بازدهي واكنش افزايش مي يابد ٢٥[ .pH  زديكي زيادي اما اين پاسخ،  ن.   بدست آمد١٠ بهينه
   واكنش معرفي شدهpH  كه در ساير مطالعات به عنوان بهترين ٢/٩ برابر pHبه پاسخ بدست آمده در 

در نهايت مي توان نتيجه گرفت كه روش شمارش سلولهاي منفـرد، يـك روش مناسـب       . ، دارد ]٢٢،٢٣[است  
  .براي ارزيابي ميزان اتصال پليمر به سلول مي باشد
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  .تغيرهاي فرايند روي ميزان اتصال پليمر به سلولهاي قرمز خون اثر م– ١شكل

  

  

  

  

  

  

  

Fig.1(a)The effect of 
Temperature.
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Fig.1(b)The effect of polymer 
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Fig.1(c)The effect of pH
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