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شود و نقش خود   به آنزيم فعال پلاسمين تبديل مي(PAs)ها  كننده سري فعال پلاسمينوژن توسط يك :زمينه و هدف
سيستم فيبرينوليز همچنين در فرآيند آنژيوژنز نيز داراي نقش . رساند انجام مي را كه انحلال لخته فيبريني است به

وليز از طريق پروتئوليز با واسطه فيبرين، مهاجرت و تهاجم سلولي را كنترل فعاليت سيستم فيبرين. باشد اساسي مي
عنوان ابزارهاي  ههاي منوكلونال ب بادي آنتي. كند علاوه آنزيم پلاسمين رشد تومور و متاستاز را تنظيم مي هب. كند مي

هاي مختلف  ت به روشنخس: روش بررسي .كنند بيولوژيك كارآمد نقش مهمي را در تحقيقات بنيادين ايفاء مي
، )روش اليزا (S-2251دايمر و استفاده از سوبستراي كروموژنيك  -Dروش   بهDD/Eچشمي، سنجش كمي قطعات 

ها بر  بادي در مرحله بعد اثر آنتي. ها بررسي شد كننده ها بر فعاليت سيستم فيبرينوليز در حضور فعال بادي تأثير آنتي
نتايج حاصله نشان  :ها يافته .مورد ارزيابي قرار گرفت در شرايط آزمايشگاهي فرآيند آنژيوژنز در يك مدل رگزايي

هاي پلاسمينوژن است، بر فرآيند  كننده  كه مهاركننده فعاليت پلاسمينوژن در حضور فعالMC2B8بادي  داد كه آنتي
ست علاوه بر تسريع  ترمينال پلاسمينوژن ا-N بخشبادي عليه   كه يك آنتيA1D12. رگزايي نيز اثر مهاري دارد

 .شود ها، باعث فعال شدن فرآيند آنژيوژنز در شرايط آزمايشگاهي مي كننده فعاليت سيستم فيبرينوليز در حضور فعال
جهت تشكيل عروق هاي اندوتليال  تشكيل پلاسمين يك مرحله كليدي در تهاجم و مهاجرت سلول: گيري نتيجه

طور غيرمستقيم توسط  هها و ب يه ماتريكس فيبريني و ديگر ماتريكسطور مستقيم توسط تجز هپلاسمين ب. خوني است
بر طبق نتايج آزمايشگاهي  .فعال كردن ماتريكس متالوپروتئازها و فاكتورهاي رشد رگزايي در رگزايي نقش دارد

  .رنددوز در اين فرايند نقش دابه  در يك حالت وابسته A1D12و  MC2B8هاي منوكلونال  بادي دست آمده آنتي هب

  .بادي پلاسمينوژن منوكلونال آنتي سيستم فيبرينوليز، آنژيوژنز، پلاسمينوژن، آنتي: ليديكلمات ك

 

  
 بدن با برقراري جريان طبيعي خون (Hemostasis) سيستم هموستاز

دنبال  هب. كند هاي مختلف حفظ مي را در مقابل خونروي در طي آسيب
شامل فيبرين (خوني، آبشار انعقاد فعال شده و ترومبوز آسيب عروق 

لخته مذكور ايجاد يك سد . گيرد شكل مي) هاي فعال شده و پلاكت
متعاقباً . كند موقتي كرده و بدين ترتيب رگ آسيب ديده را مسدود مي

جهت انحلال لخته فيبريني و بهبود آسيب وارده، سيستم فيبرينوليز 
ي بافت آسيب ديده وابسته به تشكيل بازساز. شود وارد عمل مي

 1-3.شود عروق خوني جديد است، فرآيندي كه آنژيوژنز خوانده مي
سيستم فيبرينوليز از زيموژن پلاسمينوژن، آنزيم فعال پلاسمين، فعال 

   و (tPA) نوژنـكننده بافتي پلاسمي الـنوژن يعني فعـهاي پلاسمي كننده

  

 4. تشكيل شده است(uPA)سمينوژن كننده ادراري پلا اوروكيناز يا فعال
 اسيد آمينه و 791اي با  گليكوپروتئين تك زنجيرهيك پلاسمينوژن 

)  پلاسمينوژن-گلو(فرم طبيعي آن .  كيلودالتون است92وزن مولكولي 
باشد، متشكل از يك پپتيد  كه داراي گلوتاميك اسيد در پايانه آميني مي

توالي آمينو اسيدي  ((PAP)يون اكتيواس در انتهاي آميني بنام پپتيد پره
 و در (K1-5)، سپس پنج ساختار حلقوي شكل مشابه كرينگل )77-1

، His603شامل سه اسيد آمينه (نهايت بخش كاتاليتيكي سرين پروتئازي 
Asp646 و Ser741 (هاي  دومين. در پايانه كربوكسيليك قرار دارد

هستند واسطه  (LBS)هاي اتصال به ليزين  كرينگلي كه حاوي جايگاه
كنش داخل مولكولي پلاسمينوژن و نيز اتصال پلاسمينوژن و  ميان

غشاء  ها و ركنندهاها، مه كننده پلاسمين به فيبرين، سوبستراها، فعال

مقدمه

 
  33-41،  1388 فروردين، 1 ، شماره 67 پزشكي تهران، دوره ي، دانشگاه علومكده پزشكمجله دانش
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     و همكارانعلي ملكي      
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تبديل پلاسمينوژن به پلاسمين با شكسته شدن پيوند . باشند سلولي مي
برخي  5و6.گيرد ها صورت مي كننده  توسط فعالArg561-Val562پپتيدي 

هاي مرتبط با انعقاد و فيبرينوليز در آنژيوژنز نيز نقش  از پروتئين
هاي سيستم هموستاتيك  علاوه حداقل شش مورد از پروتئين هب 7.دارند

آنژيواستاتين :  نهفته ضد آنژيوژنز بدين شرح هستنداجزايحاوي 
دومين پنج (، اندواستاتين AT، آنتي آنژيوژنيك ) پلاسمينجزء(

 از 8. از پروترومبين2 و 1 اجزايو ) ا وزن مولكولي بالاكينينوژن ب
هاي درگير در فيبرينوليز و آنژيوژنز ما توجه خود را به  ميان پروتئين

ايم كه يك نقش كليدي در هر دو فرآيند  پلاسمينوژن معطوف كرده
هاي پلاسمينوژن  كننده فاكتورهاي رشد آنژيوژنيك بيان فعال.  دارد

(tPA, uPA) كنند كه هر دوي  هاي اندوتليال القاء مي سطح سلول را بر
. شوند  تبديل پلاسمينوژن به پلاسمين مياين سرين پروتئازها باعث

تشكيل پلاسمين يك مرحله اساسي جهت تهاجم و مهاجرت 
در مجاورت فيبرين . هاي اندوتليال و تشكيل عروق خوني است سلول

هاي ماتريكس  پروتئينتواند به انواع گوناگوني از  پلاسمينوژن مي
 باعث تجزيه فيبرين و پلاسمين حاصل مستقيماً. خارج سلولي بچسبد

تواند  علاوه مي هب. شود هاي ماتريكس مي ديگر پروتئين
فعال كند كه آنها نيز باعث   متعددي را(MMPs)متالوپروتئينازهاي 

هاي منوكلونال  بادي آنتي 2.تجزيه بيشتر ماتريكس خارج سلولي شوند
ها و  هاي بيومديكال، تشخيص بيماري هاي مهمي در پژوهش رفمع

. روند به شمار مي) ها ها و سرطان نظير عفونت(ها  درمان برخي بيماري
ها،  ها در تحقيقات بنيادين جهت تشخيص پروتئين اين مولكول
هاي  توپ يدهاي نوكلئيك، تعيين جايگاه اپيها، اس كربوهيدرات

ها و  هاي داخل ملكولي پروتئين ميانكنشژن، مطالعه  مختلف يك آنتي
  9و10.يا مطالعه و دستيابي به داروهاي جديد استفاده نمود

هاي منوكلونال ضد پلاسمينوژن انساني در سال  بادي نخستين آنتي
 از آن زمان تاكنون 11.مطالعه شدند  تهيه وPloplis توسط 1982

هاي  بادي ة آنتيمحققين متعددي در نقاط مختلف دنيا به تهيه و مطالع
هاي  بادي در پژوهش حاضر از آنتي .اند ضد پلاسمينوژن همت گماشته
عنوان ابزارهايي جهت دستكاري سيستم  همنوكلونال ضد پلاسمينوژن ب

فيبرينوليز انساني و نقش اجزاء ساختاري و شكل فضايي مولكول 
همچنين با . پلاسمينوژن در فعاليت اين سيستم استفاده شده است

هاي  بادي ، به مطالعه اثر آنتيرگزاييكارگيري مدل آزمايشگاهي  هب
  . پرداختيمرگزاييمذكور بر فرآيند 

  
  

 در بخش بيوشيمي و هماتولوژي 1379-83هاي  اين مطالعه بين سال
 .باشد دانشگاه تربيت مدرس انجام گرديده و يك مطالعه بنيادي مي

  كننده فعال  ترومبين انساني، فيبرينوژن انساني،ه شامل مواد مورد استفاد
اپسيلون  (EACAبافتي پلاسمينوژن، اوروكيناز، استرپتوكيناز، 

، آكريل آميد، بيس آكريل آميد، سديم دودسيل )آمينوكاپروئيك اسيد
 پرسولفات آمونيوم،  مركاپتواتانل، -2 ، گليسرول،(SDS)سولفات 

TEMEDدياليز، بلو، كيسه ، بروموفنل EDTA ،NaCl ،NaH2PO4 ،
Na2HPO4 محيط كشت سلولي ،RPMI ايزوبوتانل و ماركر وزن ،

، Bayer از شركت (Trasylol)؛ آپروتينين Sigmaمولكولي از شركت 
 از شركت پيشتاز طب؛ TMB؛ pierceاز شركت  ST-HRPبيوتين، 

 دايمر -D؛ كيت Chromogenix از شركت S-2251سوبستراي سنتتيك 
، دودمان سلولي EGSF؛ پلاسمينوژن انساني، Stagoشركت از 

هاي هيبريدوماي   و سلولHBMECاستخوان انساني  اندوتليال مغز
A1D12 و MC2B8و قسمت  F(ab´)2بادي منوكلونال   آنتيA1D12  

از شركت  Gاهدايي دكتر ميرشاهي؛ ستون سفارز پروتئين 
Pharmacia ؛ ذراتCytodex-3-Microcarrierول  و سلMCDB131 از 

 از سازمان انتقال (FFP)پلاسماي تازه منجمد شده  ؛Sigmaشركت 
  . بود از انستيتو پاستور ايرانBalb/Cخون ايران و موش 

هاي منوكلونال و بررسي فعاليت  بادي تهيه و تخليص آنتيبراي 
هاي هيبريدوماي توليد كننده هر  سلولپس از كشت  ،بيولوژيكي آنها

صورت  آنها به  و سپس تزريقRPMI-1640ها در محيط  يباد يك از آنتي
هاي موجود در آسيت  بادي  آنتي،Balb/cهاي  داخل صفاقي به موش

پس از تغليظ به روش رسوب در آمونيوم سولفات اشباع، در بافر 
PBSروش افينيتي كروماتوگرافي توسط پروتئين   دياليز شده و سپس به

Gها در  بادي ه به ميزان جذب آنتي و در نهايت با توج10 خالص شدند
ها محاسبه  بادي  نانومتر، غلظت هر يك از آنتي280طول موج 

هاي حاصله،  بادي  به منظور بررسي فعاليت بيولوژيكي آنتي11و12.شد
مدت  به) µg/ml2 ،)pH 7.4پلاسمينوژن با غلظت  - گلوµl100ابتدا 

اي پوشيده  ه خان96هاي  يك شبانه روز در دماي اتاق بر روي پليت
 و قسمت A1D12, MC2B8هاي منوكلونال  بادي سپس آنتي. شد

F(ab´)2 بادي منوكلونال  آنتيA1D12 ) پنجتا   نانوگرم70 غلظت نهايي 
  درصد05/0شده در محلول محتوي  رقيق) ليتر ميكروگرم در ميلي

  بررسيروش

34 
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Tween20 ، 1/0  آلبومين سرم گاوي درصد(BSA)هاي   در رديف
 -  با گلوºc37 دقيقه در دماي 90مدت  ه بpH 7.4 يطجداگانه و در شرا

پس از  . اي انكوبه شدند  خانه96پلاسمينوژن پوشيده شده روي پليت 
.  يك درصد بلوكه شدند BSAها با محلول   بار شستشو، چاهكسه

بادي نشاندار   آنتي2000 به 1پس از شستشوي مجدد پليت، رقت 
 ساعت انكوباسيون، 5/1ز ها افزوده شده و پس ا ثانويه به چاهك

 mg/ml5/0  از محلولµl100در نهايت . پليت به دقت شسته شد
 / حل شده در بافر سيترات OPD (O-Phenylenediamine)سوبستراي 
ميزان . آب اكسيژنه به آنها اضافه شد% 6/0 ، محتويpH 5فسفات با 

پس از توقف واكنش با اسيد  رنگ كه معرف ميزان اتصال است
  .تعيين شد  نانومتر492گيري جذب در   نرمال با اندازهدوك سولفوري

 -D روش آزمون ها بر سرعت سيستم فيبرينوليز به بادي بررسي اثر آنتي
هاي  بدين منظور پس از مخلوط كردن پلاسماي پولد با غلظت: دايمر

ها مقدار مشخصي  ها، به هر سري از لوله بادي مختلف هر يك از آنتي
پس از انعقاد محتويات . اي پلاسمينوژن اضافه شده كننده از فعال

اي ميزان ليز   دقيقهپنجها توسط ترومبين انساني، در فواصل زماني  لوله
هاي متوالي هر  براي رقت. ها ارزيابي شد لخته هر يك از لوله

طور كامل ليز شد،  هها ب بادي، به محض آنكه لخته يكي از لوله آنتي
هاي  دايمر سرم -Dليت فيبرينوليز مهار و ميزان سيله آپروتينين فعا و  به
  .گيري شد  ايمونوتوربيدومتري اندازه اتوماتيكدست آمده، به روش هب

بدين : روش اليزا ها بر سرعت سيستم فيبرينوليز به بادي بررسي اثر آنتي
 ميكروگرم در پنجغلظت نهايي ( پلاسمينوژن انساني -  ابتدا گلومنظور

غلظت نهايي ( ها بادي هر يك از آنتي  ساعت بايكبه مدت ) ميلي ليتر
 S-2251سپس سوبستراي . مجاور گرديد) ليتر  ميكروگرم در ميلي25

براي شروع واكنش .  دقيقه انكوبه شد20مدت  اضافه شده و به
، ) واحد40غلظت نهايي  (uPAهاي جداگانه،  سازي در آزمون فعال

 نانوگرم 25غلظت نهايي  (tPAو )  واحد15نهايي  غلظت(استرپتوكيناز 
 ميكروگرم در 50غلظت نهايي (حضور منومر فيبرين  در) ليتر در ميلي

 نانومتر 405افزايش جذب در . به مخلوط واكنش اضافه شد) ليتر ميلي
علت هيدروليز سوبسترا توسط پلاسمين توليدي  طي زمان به

 و مقادير گيري شده سرعت اوليه در مرحله پايا اندازه. گيري شد اندازه
 فعال شدن پلاسمينوژن از روي نمودار  Vmaxو  Kmپارامترهاي 

Linweaver-Burk و با استفاده از معادلة معكوس Michaelis-

Menten محاسبه گرديد1، معادله ،:  

)1 (
MM KSK

V

v

111 max  ،   Kcat  محاسبه شد 2بر اساس معادله:  

)2 (Vmax= Kcat E0 
  

 :شدن پلاسمينوژن  بر فعالMC2B8بادي  هاري آنتيمكانيسم اثر م بررسي
 و روش الكتروفورز EACAاستفاده از آنالوگ سنتتيك ليزين . الف

SDS-PAGEمنظور پس از آماده كردن چهار   بدين: در شرايط احيايي
 15ليتري اپندورف در هر يك از آنها به ميزان   ميلي5/0ميكروتيوب 

سپس به . اضافه شد) mg/ml10غلظت (ميكروليتر پلاسمينوژن 
مولار   ميلي200 ميكروليتر از غلظت 15محتويات لوله سوم و چهارم 

EACA) اضافه شد و تمامي  )عنوان بازكنندة ساختار پلاسمينوژن به
هاي دوم و  در مرحلة بعد به لوله.  دقيقه انكوبه شدندپنجها  لوله

هاي اول و   و به لولهMC2B8بادي   آنتيmg/ml8 از غلظت µl15چهارم 
تمامي   دقيقه انكوباسيون، به15پس از .  اضافه شدµl15 PBSسوم 
 ها به اضافه شد و لوله) IU/ml400غلظت ( اوروكيناز µl15ها  لوله

ها  سپس از محتويات لوله.  انكوبه شدندºC37مدت يك ساعت در 
  . در شرايط احيايي انجام گرفتSDS-PAGEالكتروفورز 

هاي مذكور بر اتصال پلاسمينوژن به  بادي نتيبررسي اثر احتمالي آ. ب
 (coating) بدين منظور پس از كوت كردن :روش اليزا فيبرينوژن به

سپس  ها، مسدود كردن فضاي باقيمانده و فيبرينوژن در چاهك
ها  بادي در مرحله بعد براي هر يك از آنتي ها، شستشوي چاهك

بادي، به  شده با آنتيمخلوطي از پلاسمينوژن بيوتينيله از قبل مجاور 
 درجه و 37پس از انكوباسيون در . هاي مربوطه اضافه شد چاهك

پس از انكوباسيون .  اضافه شدST-HRPها محلول  شستشو، به چاهك
 اضافه TMBها سوبستراي  و شستشوي مجدد، به هر يك از چاهك

  درجه توسط اسيد37شد و در نهايت پس از انكوباسيون در 
ها در  ل واكنش متوقف شده و ميزان جذب چاهك نرما2سولفوريك 
  .گيري شد  نانومتر اندازه450طول موج 

بادي  منظور تفسير بهتر مكانيسم عمل آنتي به :آزمون پلاسمين. ج
MC2B8بادي بر سرعت هيدروليز پلاسميني سوبستراي  ، اثر اين آنتي
S-2251 تر لي  ميكروگرم در ميليپنجدر اين آزمون ابتدا .  سنجش شد

.  مجاور شدµg/ml25ها به غلظت  بادي پلاسمين با هر يك از اين آنتي
  . شده و سرعت اوليه محاسبه گرديد افزوده S-2251سپس سوبستراي 

  -سيتودكسذرات  : ميكروكريرز-3 - سازي ذرات سيتودكس آماده
  10 الي هشتمدت   به(cytodex-3-microcarriers) كروكريرزـمي -3
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شده  ذرات متورم. گرفتند تا متورم شوند  قرارPBSساعت در بافر 
 دقيقه اتوكلاو شدند و سپس در زير هود استريل، بافر 15مدت  به

 حاوي MCDB131جاي آن محيط  فسفات از محيط حذف گرديد و به
آمده تا هنگام  دست  اضافه شد و محصولات بهESGFچهار درصد 

  .ده شدگراد قرار دا  درجه سانتيچهاراستفاده در يخچال 
نخست دودمان : استخوان انساني هاي اندوتليال مغز كشت سلول

HBMECسلولي 
كه  پس از آن،ليتري كشت داده  ميلي50 در فلاسك 1

ها سطح فلاسك را پوشاندند و تعداد آنها در فلاسك كشت  سلول
 EDTA -سلولي به بيش از يك ميليون رسيد، با استفاده از تريپسين

سپس . ورت سوسپانسيون در آورده شدندص ها به اين سلول% 5/2
 - 3-سيتودكس ها در يك نقطه از ذرات منظور گردهمايى سلول به

ها به ذرات  پس از كنترل چسبيدن سلول. ميكروكرير استفاده شد
cytodex) ذرات پوشيده از )گيرد كه با ميكروسكوپ صورت مي ،

و به مخلوط شدند ) ml/mg5/2با غلظت (سلول با محلول فيبرينوژن 
شد و مخلوط حاصل بلافاصله  اضافه) IU/ml2با غلظت (آنها ترومبين 

بعد از لخته . اي كشت سلول تقسيم گرديد  خانه24در ماكروپليت 
 MCDB131(شدن فيبرينوژن و تشكيل ژل فيبرين، محيط كشت كامل 

منظور جلوگيري از فعاليت بيش  به. به هر چاهك اضافه شد) ESGFو 
 آپروتينين به محيط كشت ml/IU200ها مقدار   سلولاز حد فيبرينوليز

ها   روز انكوباسيون پليت3- 5پس از . رويي و ژل فيبرين اضافه شد
  . پنج درصد فرايند رگزايي بررسى گرديدCO2 و ºc37در دماى 

هاي مورد مطالعه  بادي آنتي: ها بر فرآيند آنژيوژنز بادي بررسي اثر آنتي
ليتر به محلول   ميكروگرم در ميلي30-480هاي نهايي مختلف  در رقت

 ساعت 72فيبرينوژن اضافه شد و همانند مرحله قبلي پس از 
  .ها بررسي شد بادي انكوباسيون، در مقايسه با كنترل اثر آنتي

  

  
ها  بادي طبق نتايج حاصل از الكتروفورز آنتي: ها بادي تخليص آنتي

هاي منوكلونال تخليص شده با ستون  بادي نتي، آSDS-PAGEروش  به
 ).نتايج نشان داده نشد(داراي درجه خلوص بالايي بودند   Gپروتئين 

 :روش اليزا ها به بادي نتايج حاصل از تعيين فعاليت بيولوژيكي آنتي
ها داراي فعاليت بيولوژيك مناسب  بادي نتايج حاصله نشان داد كه آنتي

بادي  تر از آنتي  قوي A1D12ادي منوكلونال ب همچنين آنتي. باشند مي
MC2B8شود اما بخش  پلاسمينوژن متصل مي - به گلوF(ab´)2  

در . شود  متصل ميMC2B8بادي  تر از آنتي  ضعيف A1D12بادي  آنتي
  ).1نمودار (ط اتصالي مشاهده نشد بادي كنترل نامرتب حضور آنتي

:  دايمر- Dش آزمون ها به رو بادي نتايج حاصل از بررسي اثر آنتي
صورت وابسته به  ه بA1D12بادي  دست آمده نشان داد كه آنتي هنتايج ب

هاي  كننده دوز فعاليت سيستم فيبرينوليز را در حضور فعال
صورت وابسته به  ه بMC2B8كه  در حالي. دهد پلاسمينوژن افزايش مي

هاي  كننده دوز فعاليت سيستم فيبرينوليز را در حضور فعال
  ).3  و2نمودارهاي . (كند ينوژن مهار ميپلاسم

 A1D12بادي  آنتي: باديها به روش اليزا نتايج حاصل از بررسي اثر آنتي
ها و در نتيجه  كننده فعال شدن پلاسمينوژن خالص توسط فعال بر

دهنده داشت ولي   اثر افزايشS-2251هيدروليز سوبستراي سنتتيك 
ها  كننده ژن خالص توسط فعالشدن پلاسمينو فعال بر MC2B8بادي  آنتي

. اثر مهاري داشت S-2251و در نتيجه هيدروليز سوبستراي سنتتيك 
 - شدن گلو فعال) Progress curve(طبق منحني پيشرفت واكنش 

 فاز تاخيري  A1D12بادي  ، در حضور آنتيu-PAوسيلة  پلاسمينوژن به
ور واكنش قبل از ظهور فعاليت قابل سنجش، اندكي كاهش و در حض

سرعت اوليه .  اين مرحله اندكي افزايش يافته است MC2B8بادي  آنتي
 در  A1D12بادي  در حضور آنتي uPA وسيله شدن پلاسمينوژن به فعال

 برابر افزايش و در حضور 5/3 مولار سوبسترا، تقريباً  ميلييكغلظت 
هاي جدول  بر اساس داده.  برابر كاهش يافتMC2B8 ،2/2بادي  آنتي

شدن  فعال) Vmax( ميزان سرعت ماكزيمم A1D12بادي  ، آنتي1
بادي   برابر افزايش و آنتيسه را حدود uPAپلاسمينوژن توسط 

MC2B8مقدار .  برابر كاهش داد3/1ميزان   اين مقدار را بهKM)  معرف
بادي  در اين نوع واكنش در حضور آنتي) تمايل آنزيم به سوبسترا

A1D12   بادي تغيير چنداني نكرد اما  آنتي نسبت به شرايط عدم حضور
در  . برابر كاهش يافتMC2B8،  3/2اين مقدار در حضور آنتي بادي 

 فاز A1D12بادي   آنتي1كننده استرپتوكيناز، طبق جدول  ارتباط با فعال
. را افزايش داده است  آنMC2B8بادي  تاخيري واكنش را كاهش و آنتي

شدن  د سرعت اوليه فعالاي انجام شده معلوم ش در آزمون مقايسه
 يك در غلظت  A1D12بادي  پلاسمينوژن در حضور آنتي - گلو
 MC2B8بادي   برابر افزايش و در حضور آنتي4/3مولار سوبسترا،  ميلي
كننده استرپتوكيناز،  در حضور فعال. يابد  برابر كاهش مي2/3ميزان  به

 اثري ندارد يباً بر ميزان تمايل آنزيم به سوبسترا تقر  A1D12بادي  آنتي
  همچنين. دهد  برابر كاهش مي2/2 اين تمايل را  MC2B8  بادي اما آنتي

 هايافته
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 ها و پتانسيل آنها در دستكاري دو سيستم فيبرينوليز و آنژيوژنز بادي پلاسمينوژن منوكلونال آنتي آنتي
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  روش اليزا ها به بادي  منحني تعيين فعاليت بيولوژيكي آنتي:1-نمودار
  
  
  
  

  
  
  
  
  
  

  

t-PA:tissue Plasminogen Activator,  u-PA:ureakinase Plasminogen Activator,  SK:Strptokinase 
هاي مختلف  كننده حضور فعال در A1D12بادي  اثر افزايشي آنتي :2-نمودار

  دايمر -در آزمايش د A1D12هاي مختلف  پلاسمينژن با غلظت
  

وسيلة استرپتوكيناز در  سرعت ماكزيمم فعال شدن پلاسمينوژن به
 بادي ور آنتيـش و در حضـ برابر افزايA1D12  ،6/3بادي  ور آنتيـحض

MC2B8 ،65/2كننده  در ارتباط با فعال .يابد  برابر كاهش ميtPA،  
 1هاي جدول  دادهطبق كننده  وسيلة اين فعال شدن پلاسمينوژن به فعال

 بادي  در حضور آنتي tPAوسيلة  شدن پلاسمينوژن به سرعت اولية فعال
A1D12 ،5/1بادي  ش و در حضور آنتيـ برابر افزايMC2B8 ،2/3برابر   

  

  
  
  
  
  

  
t-PA:tissue Plasminogen Activator,  u-PA:ureakinase Plasminogen Activator,  SK:Strptokinase 

هاي مختلف پلاسمينژن با  كننده حضور فعال در MC2B8  اثر مهار:3-نمودار
  دايمر - در آزمايش دMC2B8هاي مختلف  غلظت

  

 بر A1D12 بادي كننده نيز آنتي  فعال در حضور اين. يابد كاهش مي
  MC2B8بادي  كه آنتي حالي تمايل آنزيم به سوبسترا اثري ندارد در

 شدن سرعت ماكزيمم فعال. دهد  برابر كاهش مي3/1مقدار آن را 
 و در غلظت A1D12بادي   در حضور آنتيtPAوسيله  پلاسمينوژن به

بادي   برابر افزايش و در حضور آنتي6/1مولار سوبسترا،   ميلييك
MC2B8پلاسمينوژن  -شدن گلو فعال. يابد برابر كاهش مي 8/2ميزان   به

بادي كنترل  ها در حضور آنتي كننده وسيلة هر كدام از فعال به
)Irrelevant (بادي بود مشابه شرايط عدم حضور آنتي. 

براي :  بر سرعت هيدروليز پلاسمينMC2B8بادي مهاري  نتايج اثر آنتي
 بر فعاليت آن، اثر  MC2B8بادي مهاري  تفسير بهتر مكانيسم عمل آنتي

بادي  آنتي ايندر حضور . قرار گرفت پلاسمين مورد سنجش هيدروليزي
نتايج  .سمين مشاهده نگرديدتفاوت چنداني در سرعت هيدروليزي پلا

نتايج نشان داد كه در اين : ها بر فرآيند آنژيوژنز بادي حاصل از اثر آنتي
فرايند رگزايي را تا  MC2B8بادي  مقايسه با كنترل منوكلونال آنتي

 در مقابل مقايسه با كنترل). 1شكل (كند   مهار ميµg/ml240غلظت 
  فرايند رگزايي به µg/ml240ظت ـ در غلA1D12بادي  منوكلونال آنتي

  كلونالهاي منو بادي  در حضور آنتيهاي پلاسمينوژن كننده وسيله فعال شدن پلاسمينوژن انساني به پارامترهاي سينتيكي فعال: 1-جدول
 متغير بادي عدم حضور آنتي A1D12 بادي آنتي MC2B8 بادي آنتي

  

t-PA استرپتوكيناز 
  

u-PA 
  

t-PA استرپتوكيناز 
  

u-PA 
  

t-PA استرپتوكيناز 
  

u-PA  كننده فعال 

21±421 38±762 64±1283 16±338 17±354 28±563 16±325 17±342 27±552  KM (µM)  
02/0±6/0 03/0±9./ 05/0±48/1 15/0±1/3 34/0±65/8 24/0±6 07/0±9/1 09/0±4/2 07/0±94/1 Vmax  (µM/min×1-3)

 

05/0±18/1 08/0±62/1 14/0±6/2 28/0±6/5 77/0±5/15 54/0±9/10 17/0±42/3 2/0±3/4 17/0±49/3 (s-1×1-2) Kcat 

8/2 1/2 2 5/16 44 3/19 10 5/12 3/6 (s-1µM-1×1-5)

M

cat

K

k  

KM(µM) :ميزان تمايل آنزيم به سوبسترا    ،Vmax  (µM/min×1-3) :سرعت بيشينه فعاليت آنزيم    ،Kcat (s
  بازده كاتاليتيكي KM/kcat (s-1µM-1×1-5)،   هاي كاتاليز شده در واحد زمان تعداد واكنش :(1-2×1-

t-PA:tissue Plasminogen Activator       u-PA:ureakinase Plasminogen Activator 
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  در ميكروگرم 240 در غلظت MC2B8بادي   مهار رگزايي در حضور آنتي-  ب        پليت كنترل و مشاهده رگزايي-الف. رگزايي بر MC2B8بادي  تاثير آنتي: 1-شكل
  .ليتر كه بعد از گذشت هفت روز رگزايي مشاهده نشد ميلي                                                                                           .در روز هفتم

  
  
  

  
  
  
  
  
  
  

  در ميكروگرم 240 در غلظت A1D12بادي   تسريع رگزايي در حضور آنتي-  ب         پليت كنترل و مشاهده رگزايي-الف. رگزايي بر A1D12بادي  تاثير آنتي: 2-شكل
  .دهد افزايش مي% 40ميزان  ليتر كه در مقابل مقايسه با كنترل رگزايي را به ميلي                                                                                           .در روز هفتم

  

 ).2شكل  (نمايد  را تسريع مي%40ميزان 

 

  
 مطالعه در حضور يك هاي منوكلونال مورد بادي اثرات متفاوت آنتي

بر . هاست بادي هاي مختلف اين آنتي كننده مربوط به مكانيسم نوع فعال
بادي  دست آمده، الگوي مهاري آنتي ه بVmax و  KMاساس مقادير 

ها  كننده وسيله فعال  بر فعال شدن پلاسمينوژن به MC2B8منوكلونال 
يمم، از علت كاهش تمايل آنزيم به سوبسترا و كاهش سرعت ماكز به

علت عدم تغيير قابل   به A1D12 بادي آنتي. باشد نوع مهار چندگانه مي
ملاحظه در ميزان تمايل آنزيم به سوبسترا و افزايش دادن سرعت 

نتيجه  ها و در كننده شدن پلاسمينوژن توسط فعال ماكزيمم فعال
بادي  عنوان يك آنتي آنزيم به) KM/kcat(افزايش كارايي كاتاليتيكي 

توپي را  اپي A1D12بادي  آنتي .شود كننده محسوب مي لونال فعالمنوك
 - انتهاي آميني گلوArg68-Lys77اي  در ناحيه توالي اسيد آمينه

بادي با اتصال به  توان گفت كه اين آنتي مي 14.شناسد پلاسمينوژن مي
دنبال القاي تغيير شكل فضايي در ملكول  توپ خود به اپي

 و PAPايي بر هم كنش داخل ملكولي بين پلاسمينوژن، منجر به جد
آرايش فضايي   پلاسمينوژن شده و- گلو Kringle4/Proteinaseدومين 

پلاسمينوژن  -با اين عمل مولكول گلو. نمايد اين ملكول را باز مي
 با 14.شود پلاسمينوژن نزديك مي -تر شده و از نظر ساختاري به ليزباز

هاي اتصال ليزين  ژن، جايگاهپلاسمينو - گيري مولكول شبه ليز شكل
ها قرار گرفته و در نهايت كارايي  كننده بهتر در دسترس فعال

بادي افزايش   پلاسمينوژن در حضور اين آنتيكننده كاتاليتيكي فعال
 به نحو موثري هر سه واكنش MC2B8بادي منوكلونال  آنتي. يابد مي

 12و13كند هار ميها را م كننده  پلاسمينوژن توسط فعال-سازي گلو فعال
از . اي بر سرعت هيدروليز پلاسمين ندارد اما اثر قابل ملاحظه

 بادي، اتصال آن به جايگاه برش آنزيم هاي احتمالي اين آنتي مكانيسم
Arg561-Val562يا نزديك به آن و در نتيجه مهار فعال شدن گلو ،– 

بحث
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 اين احتمال وجود دارد كه عمل مهار 13.باشد پلاسمينوژن مي
علاوه ممكن است  هب. صورت تغيير شكل فضايي صورت گيرد به

ها و  كننده  با جلوگيري از تشكيل كمپلكس بين فعالMC2B8 بادي آنتي
. آنزيم پلاسمينوژن شود شدن پيش پلاسمينوژن موجب مهار فعال - گلو

پذيري آن با  بادي، مطالعه واكنش براي در مكانيسم عمل اين آنتي
سمينوژن و بررسي اثر آن بر ميانكنش بين پلا -هاي مختلف گلو بخش

بادي منوكلونال  پلاسمينوژن و فيبرينوژن، همانگونه كه براي آنتي
A1D12 شدن ميني  انجام شده است، و مطالعة اثر آن بر فعال -

نتايج حاصل از آزمايش مقايسه اثر بخشي . پلاسمينوژن لازم است
F(ab´)2 بادي   آنتيA1D12وسيله  سمينوژن بهپلا - بر فعال شدن گلو

u-PAبادي كامل   با آنتيA1D12  بيانگر آنست كه بخش F(ab´)2 
، عامل اصلي و ضروري در القاي تغييرات خواص فعال  بادي آنتي
شود كه با توجه به اثرات  پيشنهاد مي. پلاسمينوژن انساني است - گلو

-شدن گلو  بر سرعت فعالA1D12بادي منوكلونال  بالاي آنتي
باشد، با  ژن انساني كه فرم پلاسمايي پلاسمينوژن نيز ميپلاسمينو
 عنوان بادي، بتوان از آن به  اين آنتي F(ab´)2ردن بخش انساني ك

هاي انسداد عروقي نظير سكته قلبي استفاده  دارويي در درمان بيماري
 نيز Pexelizumab و Abciximabنام  هنمود، همانگونه كه داروهايي ب

 .شوند مان سكته قلبي استفاده ميشده و در دربه همين سبك تهيه 
 نيز نقش رگزاييهاي مرتبط با انعقاد و فيبرينوليز در  برخي از پروتئين

در حقيقت . توان به پلاسمينوژن اشاره نمود  كه ازجمله آنها مي7دارند
هاي فعال مولكولي   حاصل هماهنگي كمپلكسرگزايياوليه  مراحل

هاي پلاسمينوژن و  كننده وپروتئينازها، فعالمثل واكنش اينتگرين با متال
هاي توموري و  در تهاجم سلول. باشد  ميغيرهسوبستراي آنها و 

تجزيه ساختار عروقي در طي آنژيوژنز، سيستم پروتئوليتيك مانند 
هاي پلاسمينوژن و متالوپروتئينازهاي  كننده پلاسمينوژن، فعال

 و u-PA بر اين است كه عقيده. باشند ماتريكس داراي اهميت ويژه مي
 در تنظيم (PAI-1)كننده پلاسمينوژن  مهاركننده آن يعني مهاركننده فعال

هاي   پروتئوليتيك پروتئين  يعني تغيير وضعرگزاييمرحله اول 
 تشكيل 18.هاي اندوتليال درگير هستند ماتريكس و مهاجرت سلول

هاي  پلاسمين يك مرحله اساسي در تهاجم و مهاجرت سلول
صورت  هپلاسمين ب. منظور تشكيل عروق جديد است وتليال بهاند

مستقيم با تجزيه مستقيم فيبرين و تركيبات ديگر ماتريكس و 
كننده  صورت غيرمستقيم با فعال كردن متالوپروتئينازهاي تجزيه هب

فاكتورهاي رشد آنژيوژنيك نظير فاكتور رشد  ماتريكس و
، فاكتور Transforming Growth Factor β (TGF- β)ترانسفورمينگ بتا 
، فاكتور رشد Hepatocyte Growth Factor (HGF)رشد هپاتوسيت 
 و Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)اندوتليال عروقي 

 Basic Fibroblast Growth Factorفاكتور رشد فيبروبلاست پايه 

(BFGF)طي دهه گذشته تحقيقات . كند  در آنژيوژنز شركت مي
هاي آنژيوژنز و  تشخيص و تعيين هويت مهار كننده يوژنيك برآنژ

هاي مرتبط با  ها و بيماري ارزش درماني آنها در درمان سرطان
كننده پلاسمين يك هدف  سيستم فعال. آنژيوژنز متمركز شده است

هاي   بدين منظور استراتژي19و20.آيد حساب مي بالقوه بدين منظور به
كار گرفته  ه پلاسمينوژن و آنژيوژنز بمختلفي جهت مهار فعال شدن

اي متعددي كه تحت پژوهش  هاي پايه  از ميان مكانيسم21و22.اند شده
هاي اندوتليال  توان به تداخل بين چسبندگي و رشد سلول هستند مي

هاي متعددي جهت بلوك اين فرايند در نظر  وشاشاره نمود كه ر
ر مهار فعاليت هاي ديگر نظي  برخي مكانيسم23.گرفته شده است

هاي اندوتليال را  كه ظاهراً تهاجم و مهاجرت سلول(متالوپروتئيناز 
جهت اختلال (دهي داخل سلولي  و مهار مسيرهاي پيام) كند مهار مي

برخي از اين . باشند تحت بررسي مي) ها در رشد و بقاء سلول
 بادي آنتيهاي آنژيوژنز كه تحت كارآزمايي باليني هستند  مهاركننده

 كه يك IMC-1C11توان به  نوكلونال هستند كه از جمله آنها ميم
 و آنتي (anti-VEGFR2) است VEGFR2بادي بر ضد  منوكلونال آنتي

VEGFبادي فاكتور   جالب اين است كه اين دو آنتي22. اشاره نمود
اند اما در اين  رشد اندوتليال عروقي يا گيرنده آن را نشانه رفته

نقش اي ضد پلاسمينوژن كه خود در اين امر ه بادي پژوهش از آنتي
 in vitroدست آمده در  هبراساس نتايج ب. محوري دارد استفاده نموديم

شكل وابسته به دوز فرآيند آنژيوژنز را مهار   بهMC2B8بادي  آنتي
شكل وابسته به دوز تسريع   اين فرآيند را بهA1D12كه  كند در حالي مي
 در مهار رگزايي در MC2B8منوكلونال بادي  ممكن است آنتي. كند مي

in vivoتوپ  در صورت تعيين دقيق اپي. ته باشد نيز نقش بسزايي داش
عنوان ابزاري كارآمد  بادي به  ممكن است اين آنتيMC2B8بادي  آنتي

جهت تشخيص توالي خاصي از پلاسمينوژن كه در فرايند رگزايي 
دليل ويژگي  هها ب بادي ينكته آخر اينكه آنت. درگير است، سودمند باشد

فردي  ژن هدف دارند، كلاس منحصربه  بسيار بالايي كه نسبت به آنتي
بادي يك زمينه  درمان با آنتي. نمايند هاي درماني را ارائه مي از روش
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گيري عروق خوني جديد  تحقيقاتي نوين را در ارتباط با مهار شكل
سرطان مرتبط است هاي گوناگوني از جمله  كه با بيماري) آنژيوژنز(

هاي مهندسي مولكولي جهت  با توسعه روش. فراهم ساخته است
 كايمريك و انساني شده مجدداً منوكلونال هاي بادي ساخت آنتي

ها صورت گرفته  بادي اي به استفاده باليني از آنتي رويكرد گسترده

بادي را   آنتي13 تاكنون مجوز استفاده درماني FDAاي كه   گونه است به
بادي در مرحله   آنتي70 متجاوز از 2000در كرده و تا سال صا

هاي بيشتر  رود با بررسي  اميد مي22و24.اند  بودهIIكارآزمايي باليني فاز 
 انجام مطالعات كارآزمايي باليني و هاي ذكر شده در اين مقاله بادي آنتي

  .ددهاي بالني از آنها فراهم گر و انساني كردن آنها زمينه براي استفاده
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Background: Plasminogen has a central role in fibrinolyrtic system can activate 
through various activators (PAs) to its active form plasmin and perfoem its vital 
function that is fibrin clot lysis. Furthermore the fibrinolyrtic system plays a major role 
in angiogenesis. The fibrinolyrtic system activation control cell migration and invasion. 
In addition to this, plasmin regulates tumor growth. Monoclonal antibodies, as 
biological tools, play an important role in basic researches. 
Methods: In the first step the effects of antibodies on the activation of fibrinolyrtic 
system with PAs were evaluated with several methods including macroscopic 
observation, quantitative measurement of DD/E fragments by D-dimer assay and 
activation of plasminogen by S-2251 synthetic substrate (ELISA method), subsequently 
we studied the effect of antibodies on angiogenesis process in an in- vitro model. 
Results: Results showed that MC2B8 that is an inhibitor of plasminogen activation in 
presence of plasminogen activators can inhibit angiogenesis process: A1D12 that is 
against N-terminal domain of Glu-plasminogen, in addition to activation of 
fibrinolyrtic system in presence of plasminogen activators, can activate in vitro 
angiogenesis process. 
Conclusion: Plasmin formation is a critical step in invasion and migration of 
endothelial cells to form new vessels. Plasmin directly participates in angiogenesis by 
direct fibrin and other matrix components degradation, and indirectly by activating 
matrix degrading metalloproteinase and angiogenic growth factors. According to the 
in- vitro results, MC2B8 and A1D12 monoclonal antibodies play roles in this process in 
a dose dependent manner. 
 

Keywords: Fibrinolysis system, angiogenesis, plasminogen, antiplasminogen monoclo-
nal antibody. 
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