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پلاسمينوژن انساني يك گليكوپروتيين پلاسمايي است كه بـه طـور عمـده در               :زمينه و هدف  
هاي پلاسمينوژن يكي از       فعال كننده  ، توسط ينفعال شدن پلاسمينوژن به پلاسم    . شود  كبد سنتز مي  

بـادي    در ايـن مطالعـه مـا اثـرات دو آنتـي           . فيبرينوليتيك انـسان اسـت    سامانه  رويدادهاي كليدي   
 پلاسـمينوژن در    - را بر فعال شدن گلـو      MC2B8 و   A1D12منوكلونال ضد پلاسمينوژن انساني،     

و همچنــين ) u-PA(لاسـمينوژن  و نـوع ادراري پ ) t-PA(هـاي نـوع بــافتي    حـضور فعـال كننــده  
  .استرپتوكيناز بررسي نموديم

 BALB/Cهاي طحال موش      رگه به وسيله ادغام سلول     هاي دو   بادي  توليد آنتي : روش بررسي 
 و  Kohler، طبـق روش     NS1هـاي ميلومـاي        پلاسمينوژن انساني بـا سـلول      -ايمونيزه شده با گلو   

Milstein  گيري توليد پلاسمين با استفاده از سوبستراي         دازهفعال شدن پلاسمينوژن با ان    .  انجام شد
، بـر   MC2B8 و   A1D12هـاي منوكلونـال،       بادي  پس از آن اثر آنتي    .  سنجش شد  S-2251رنگزاي  

فعـال  هاي كينتيكي  شاخصهاي اوليه و  سرعت. فعال شدن پلاسمينوژن در محلول ارزيابي گرديد      
بادي منوكلونـال     اثر آنتي . نيز محاسبه گرديد  هاي منوكلونال     بادي  شدن پلاسمينوژن در حضور آنتي    

MC2B8         همچنـين اثـر بخـش    .  بر سرعت هيدروليز پلاسـمين سـنجش شـدF(ab')2 بـادي    آنتـي
A1D12         بر فعال شدن پلاسمينوژن انساني به وسيله u-PA   بادي كامل بـر ايـن واكـنش           با اثر آنتي

  .مقايسه شد
. ژن واكـنش پـذيري دارنـد        ا به خوبي با آنتي    ه  بادي   نشان داد كه آنتي    ELISAآزمون  : ها  يافته

فعال شدن پلاسمينوژن به وسيله هر يك از سه فعـال           ) Vmax( سرعت ماكزيمم    A1D12بادي    آنتي
هاي فعال شـدن، مقـدار    در تمامي واكنش.  آن را كاهش دادMC2B8بادي  كننده را افزايش و آنتي  

Km        بـادي      فعال شدن پلاسمينوژن در حـضور آنتـيA1D12 ييـر چنـداني نكـرد در حـالي كـه            تغ
 وابـسته بـه منـومر فيبـرين و          u-PA  ،t-PA فعال شـدن بـه وسـيله         Km مقدار   MC2B8بادي    آنتي

اي بر سرعت هيـدروليز    اثر قابل ملاحظهMC2B8بادي منوكلونال     آنتي. استرپتوكيناز را كاهش داد   
نوژن بـه وسـيله   سرعت فعال شـدن پلاسـمي   . توسط پلاسمين نداشتS-2251سوبستراي سنتزي 

  23-33 : 1385،  مرداد  5 ، شماره 64 دانشگاه علوم پزشكي تهران، دورهمجله دانشكده پزشكي،
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u-PA   تري از بخش      هاي پايين    در حضور غلظتF(ab)2بادي   آنتيA1D12  بادي كامل  آنتيبرابر با
  .است

 پلاسـمينوژن، كـارآيي     - خـود بـه گلـو      F(ab) از ناحيه    A1D12بادي     اتصال آنتي  :گيري  نتيجه
. دهـد   فـزايش مـي   هـاي پلاسـمينوژن را ا       كاتاليتيكي فعال شدن پلاسمينوژن به وسيله فعال كننـده        

 عـروق  ي براي درمان رويدادهاي انسداد    A1D12بادي    به كارگيري آنتي  به لحاظ كلينيكي    بنابراين  
الگوي .  ممكن است مفيد باشد    A1D12بادي     آنتي F(ab) با انساني نمودن بخش      ،نظير سكته قلبي  

ژن يـا نزديـك      پلاسمينو -، با اتصال احتمالي به جايگاه برش گلوتامين       MC2B8بادي    مهاري آنتي 
  .باشد آن، از نوع مهار آنزيمي چندگانه مي

  
بادي منوكلونال موشي، فعال كننده پلاسمينوژن        ، آنتي )پلاسمينوژن(پلاسمين  : كلمات كليدي 

  نوع بافتي، فعال كننده نوع ادراري پلاسمينوژن، استرپتوكيناز
  

  

  

  
  

اي بـا    رهي ـپروتيين تك زنج  كويك گل ينوژن انساني   يپلاسم 
 ].2، 1[ باشد لو دالتون ميي ك92نه و وزن ملكولي يدآمي اس791

 در كبـد سـنتز   بـه طـور عمـده    ن پروتئازي   يم سر يآنز شين پ يا
ان خون بـه گـردش در       ير فعال در جر   يشود و به صورت غ      مي
نوژن در پلاسـما مـشخص      ين فرم پلاسـم   يچند .]3،  1 [ديآ  مي

ــده ــد  ش ــرم طب]. 4[ان ــيف ــمع ــمايي پلاس ي داراي ينوژن پلاس
 -نـي خـود بـوده و گلـو        يد در بخش انتهـاي آم     يك اس يگلوتام

نوژن كه طي بـرش     يپلاسماشكال  گر  يد .دارد نام 1پلاسمينوژن
شوند و اغلب  جاد ميين اينوژن توسط پلاسميكي پلاسميتيكاتال

-زي ـل باشند، ني ميين در قسمت انتهاي آميزينه ليدآميداراي اس
 پلاسـمينوژن متـشكل از      -گلـو  .]6،  5 [نام دارند  2نژنويپلاسم

 )Preactivation peptide )PAPني به نـام  يمآد انتهاي يك پپتي
 و  3نگـل يكرهـاي     دنبالـه  ساختار مشابه به نـام       5و به دنبال آن     

                                                 
1 - Glu-plasminogen 
2 - Lys-plasminogen 
3 - Kringle domains 

 باشد  لي مي ين پروتيينازي انتهاي كربوكس   يكي سر يتي كاتال بخش
 - كـه گلـو    ندا كروسكوپ الكتروني نشان داده   يمطالعات م ]. 1[

ي بـسته و سـاختاري فـشرده        يپلاسمينوژن داراي شـكل فـضا     
نگلـي  ي كرهـاي  دنبالـه  بـا  PAPباشد كه در اثر بر همكـنش       مي

 احتمـالاً   PAPنـي   ين انتهـاي آم   يدوم .]7-9 [حاصل شده است  
  هـاي فعـال فـرم       يگ ـيژي و و  ير شـكل فـضا    يي ـم تغ يبراي تنظ ـ 

 از  PAPا شدن   با ره . ]11،  10،  7[ن لازم است    ژنويپلاسم-گلو
 - پلاسمينوژن به وسيله عمل برشي پلاسـمين، فـرم ليـز           -گلو

شـود كـه بهتـر        پلاسمينوژن با شكل فضايي گسترده ايجاد مـي       
]. 11،  10[شـود     هاي پلاسمينوژن فعـال مـي       توسط فعال كننده  

هاي اتصال ليـزين بـه    ها در ساختار خود داراي جايگاه  كرينگل
باشـند كـه در اتـصال     مـي  )Lysine Binding Site )LBSنـام  

اختصاصي پلاسمينوژن به فيبـرين، سـطوح سـلولي و اتـصال            
-دو-پلاسمين بـه مهـار كننـده پلاسـمايي خـود بـه نـام آلفـا                

 فعـال شـدن پلاسـمينوژن و        .]1[ نقـش دارنـد      4پلاسـمين   آنتي

                                                 
4 - α2-Antiplasmin 
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 سـامانه  تبديل آن بـه پلاسـمين، يكـي از رويـدادهاي كليـدي              
كننده فيزيولوژيك در خون دو نوع فعال  ].12[فيبرينوليز است 

و فعال كننـده    ) t-PA (1فعال كننده نوع بافتي   : اند  مشخص شده 
ايـن دو نـوع فعـال كننـده،      ). u-PA (2نوع ادراري پلاسمينوژن  

سرين پروتئازهاي شبه تريپسيني هـستند كـه بـا بـرش پيونـد              
Arg561-Val562 با اين ،شوند  موجب فعال شدن پلاسمينوژن مي 

 توسـط    t-PAن پلاسـمينوژن بـه وسـيله        تفاوت كه فعـال شـد     
 براي فعـال نمـودن       u-PAشود اما     كوفاكتور فيبرين تسهيل مي   

]. 13[كنـد     پلاسمينوژن مستقل از كوفاكتور فيبـرين عمـل مـي         
نــوعي فعــال كننــده پلاســمينوژن بــا منــشاء خــارجي بــه نــام 

  هـاي اسـترپتوكوك      هاي مختلـف بـاكتري      استرپتوكيناز از گونه  
شــود كــه بــه طــور غيــر مــستقيم   توليــد مــيهموليتيــك-بتــا

بــه عبــارت ديگــر ]. 15، 14[كنــد  پلاســمينوژن را فعــال مــي
باشـد بلكـه بـا تـشكيل          استرپتوكيناز به خودي خود آنزيم نمي     

ژن و پلاسمين و اعمال تغييـر شـكل     با پلاسمينو 1:1كمپلكس  
اي را بـراي فعـال نمـودن ديگـر            فضايي، ويژگي قابل ملاحظه   

بـه علـت    ]. 16-19[كنـد     لاسمينوژن كـسب مـي    هاي پ  ملكول
اهميت سيستم فيبرينوليز در انحلال لختـه، امـروزه ايـن فعـال             

هاي پلاسمينوژن به صورت دارو در درمان ترومبوليتيـك           كننده
هاي انسداد عروقي نظير سكته قلبي اهميت بـه سـزايي             بيماري
وان هاي منوكلونال نيز بـه عن ـ       بادي  از آنتي ]. 20-22،  14[دارند  

هاي انسداد  ها، از جمله بيماري ابزاري كارآمد در درمان بيماري
در اين مطالعه، ما اثـرات      ]. 23-25[عروقي استفاده شده است     

بادي منوكلونـال ضدپلاسـمينوژن انـساني را بـر فعـال           دو آنتي 
هـا بررسـي       پلاسـمينوژن بـه وسـيلة فعـال كننـده          -شدن گلو 

  .كنيم مي
  
  
  

                                                 
1 - Tissue type plasminogen activator 
2 - Type plasminogen activator urokinase 

  
 

  ها ها و معرف پروتيين
   ، stago از شـركت     3 پلاسمينوژن انـساني و رپتـيلاز      - گلو

 t-PA    ــارتي ــام تج ــا ن ــركت Actylase ب ،  Boehringer از ش
 از شــركت  Actosolv بــا نــام تجــارتي    (u-PA)اوروكينــاز

Boehringer   ــارتي ــام تج ــا ن ــترپتوكيناز ب  از  Kabikinase، اس
-S-2251 (H-Dسوبستراي سنتزي  و پلاسمين و    Kabiشركت  

Val-Leu-Lys-p-nitroanilide)  از شـــــركت Chromogenix 
  .خريداري شد

 منومر فيبرين با انعقاد فيبرينوژن به وسيلة آنزيم رپتيلاز به          
ها به دقت شسته شده و در         پس از لخته شدن، لخته    . دست آمد 

ــولار حــل شــد4اورة  ــا  .  م ــرين ب ــومر فيب ســپس غلظــت من
بـراي توليـد   .  نانومتر تعيين شـد 282ري جذب آن در    گي  اندازه
،  Milstein  و  Kohlerهـاي منوكلونـال، طبـق روش     بادي آنتي

 - ايمـونيزه شـده بـا گلـو        BALB/Cهاي طحـال مـوش        سلول
محلول رويي  .  ادغام شد   NS1هاي ميلوما     پلاسمينوژن با سلول  

هـاي   ، به وسـيله پليـت       ELISAهاي هيبريدوما به روش       سلول
هـا     پلاسمينوژن و شناسايي ايمونوگلوبين    -وشيده شده با گلو   پ

بادي ثانويه ضد ايمونوگلوبين موشـي كـه بـا            با استفاده از آنتي   
پس از تكثيـر    . ، غربال شد  بوددار شده      نشان 4پراكسيداز تربچه 

هـاي    بـادي   هاي هيبريدوماي توليد كننـده آنتـي        و تزريق سلول  
، بـود ستان تيمـار شـده      منوكلونال به درون موشي كـه بـا پري ـ        

 بـا اسـتفاده از      BALB/Cهاي    هاي مايع صفاقي موش     بادي  آنتي
.  تخلــيص شــدند، Gكرومــاتوگرافي تمــايلي ســتون پــروتيين 

 با توجه به ويژگي مهاركننـدگي       MC2B8بادي منوكلونال     آنتي
بالاي آن بر فعال شدن پلاسمينوژن طي القاي يك فعال كننـده            

بـادي منوكلونـال       آنتـي  39اوي  پلاسمينوژن، از يـك پانـل ح ـ      
 از قبل با توجـه بـه         A1D12بادي منوكلونال     آنتي. انتخاب شد 

                                                 
3 - Reptilase 
4 - Horseradish peroxidase 

  بررسيروش
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اثرات بالقوه آن بر انحلال لخته فيبرين با القاي يك فعال كننده            
 1طتبمـر غيربادي    يك آنتي ]. 11[پلاسمينوژن انتخاب شده بود     

هـا بـه      غلظت پـروتيين  . هاي كنترل استفاده شد     نيز براي آزمون  
بـادي    آنتيF(ab´) 2قسمت .  تعيين شد2وش آزمون برادفوردر

بـراي    .  از طريق هضم با پاپايين حاصل شد       A1D12منوكلونال  
  SDS-PAGEهـا، الكتروفـورز       بادي  تعيين شرايط خلوص آنتي   

 در شرايط احيايي و غير احيايي انجـام         %7ژل پلي اكريل آميد     
  . شد

  
  ELISA 3آزمون 

ــور ب   ــه منظ ــون ب ــن آزم ــوژيكي   اي ــت بيول ــي فعالي ررس
هاي منوكلونـال ضـد پلاسـمينوژن انـساني از لحـاظ              بادي  آنتي

  . پلاسمينوژن انجام شد-اتصال به گلو
ــدا  ــو100 ابت ــر گل ــا غلظــت - ميكروليت  2 پلاســمينوژن ب

به مدت يـك شـبانه    ) 4/7 برابر با     pH( ليتر    ميكروگرم در ميلي  
. اي پوشيده شـد     خانه 96هاي    روز در دماي اتاق بر روي پليت      

 و قـسمت  A1D12, MC2B8هاي منوكلونـال   بادي سپس آنتي
2F(ab´)ــي ــال   آنت ــادي منوكلون ــايي ( A1D12ب  70غلظــت نه

رقيـق شـده در محلـول    ) ليتـر   ميكروگرم در ميلي5تا  نانوگرم
 آلبومين سرم گـاوي      درصد Tween20    ،1 درصد   05/0محتوي  

)BSA ( هاي جداگانه و در شرايط        در رديفPH 4/7رابـر بـا      ب 
 - درجـه سـانتيگراد بـا گلـو    37 دقيقـه در دمـاي   90به مـدت   

اي مجــاور   خانــه96پلاســمينوژن پوشــيده شــده روي پليــت 
هـا بـراي      بـار شستـشوي پليـت      3پـس از      . شدندانكوباسيون  

  BSAها با محلول      جلوگيري از اتصال غير اختصاصي، چاهك     
وي پـس از شستـش    .  ساعت بلوكه شدند   2يك درصد به مدت     
دار ثانويـه بـه       بـادي نـشان      آنتـي  2000 به   1مجدد پليت، رقت    

 ساعت مجاورت، پليت به     5/1ها افزوده شده و پس از         چاهك
 5/0 ميكروليتـر از محلـول       100در نهايـت    . دقت شـسته شـد    

                                                 
1 - Irrelevant 
2 - Bradford assay 
3 - Enzyme linked Immunosorbent assay 

ــرم در ميلــــي ميلــــي ــستراي  گــ ــر سوبــ -OPD (Oليتــ

Phenylenediamine)      فسفات با   / حل شده در بافر سيتراتPH 
.  درصد آب اكسيژنه به آنها اضـافه شـد         6/0، محتوي   5ا  برابر ب 

پس از توقف واكنش  ظهور رنگ كه معرف ميزان اتصال است
 492گيـري جـذب در         طبيعي بـا انـدازه     2با اسيد سولفوريك    

 ELISA Readerنانومتر به وسـيلة دسـتگاه اسـپكتروفتومتري    

(Anthos 2020)تعيين شد .  
  

ي سـينتيك فعـال شـدن    هـا   فعال شدن پلاسمينوژن وآزمون   
  پلاسمينوژن در محلول 

گيري   با اندازه ) عاري از پلاسمين  ( فعال شدن پلاسمينوژن    
  S-2251پلاسمين توليد شده با استفاده از سوبـستراي سـنتزي           

بادي منوكلونال بـر فعـال        سنجش شد و پس از آن اثر هر آنتي        
ي ها در دما    آزمون. شدن پلاسمينوژن مورد ارزيابي قرار گرفت     

و )  ميكروليتر125(هاي يكسان   درجه سانتيگراد و در حجم   37
 -ابتــدا گلــو. هــا انجــام شــد بــادي در حــضور و غيــاب آنتــي

) ليتـر    ميكروگرم در ميلـي    5غلظت نهايي   (پلاسمينوژن انساني   
 25غلظت نهـايي  (ها  بادي هر يك از آنتي  ساعت با1به مدت 

  وبـستراي  سـپس س  . مجـاور گرديـد   ) ليتـر   ميكروگرم در ميلـي   
S-2251       بـراي  .  دقيقـه مجـاور شـد      20 اضافه شده و به مدت

 u-PAهـاي جداگانـه،      شروع واكنش فعـال سـازي در آزمـون        
 15غلظـت نهـايي     (، اسـترپتوكيناز    ) واحـد  40غلظت نهـايي    (

ــايي  (t-PAو ) واحــد ــي25غلظــت نه ــانوگرم در ميل ــر  ن ) ليت
 ميكروگــرم در 50غلظــت نهــايي (درحــضور منــومر فيبــرين 

 405افزايش جذب در    . به مخلوط واكنش اضافه شد    ) ليتر  ليمي
نانومتر طي زمان به علت هيدروليز سوبسترا توسـط پلاسـمين           

  ELISA Readerتوليدي با استفاده از دستگاه اسپكتروفتومتري 
گيري شده و     سرعت اوليه در مرحله پايا اندازه     . گيري شد   اندازه

دن پلاسمينوژن از روي     فعال ش   Vmaxو   Kmمقادير پارامترهاي   
 و بــا اســتفاده از معادلــة معكــوس Linweaver-Burkنمــودار 

Michaelis-Menten ) محاسبه گرديد)1معادله ،:  
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 27   ...  بر فعالي منوكلونال ضد پلاسمينوژن انسانيها بادي ياثر آنت  

 

 1385، مرداد 5 ، شماره 64ان، دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهر 

 : 1معادله 
MM KSK

V
v

111 max +⋅=  

Kcat    2معادلــه : محاســبه شــد  2بــر اســاس معادلــة :

0max EkV cat ×=  
  

  آزمون پلاسمين 
، MC2B8بـادي     زوكار عمل آنتـي    به منظور تفسير بهتر سا    

  بادي بر سرعت هيدروليز پلاسميني سوبستراي  اثر اين آنتي
S-2251   ميكروگـرم در    5در اين آزمون ابتدا     .  سنجش شد 

 25ها بـه غلظـت        بادي  ليتر پلاسمين با هر يك از اين آنتي         ميلي
  S-2251سپس سوبـستراي    . ليتر مجاور شد    ميكروگرم در ميلي  
  .رعت اوليه محاسبه گرديدافزوده شده و س

 بار تكـرار شـده و       3ها    لازم به ذكر است هر يك از آزمون       
 Microsoftافـزار   و نـرم رايانه ميانگين نتايج با بهره برداري از 

Excel            ارايـه   % 90 به صورت نمودار با سطح اطمينـان بـالاي
  . شد
  
  

  
  

ــورز  ــايج الكتروف ــادي ، آنتــيSDS-PAGEطبــق نت هــاي  ب
داراي خلـوص       Gمنوكلونال تخليص شده با سـتون پـروتيين         

پـس از تخلـيص     ). نتايج نشان داده نشده اسـت     (بالايي بودند   
 بـراي تعيـين واكـنش پـذيري          ELISAهـا، آزمـون       بـادي   آنتي
 پلاسمينوژن تحت شرايط ثابت نـشان داد        -ها با گلو    بادي  آنتي

ها به    بادي  تر از ساير آنتي    قوي  A1D12بادي منوكلونال     كه آنتي 
بـادي    آنتي  2F(ab´)شود اما بخش       پلاسمينوژن متصل مي   -گلو

A1D12 شود تر از بقيه متصل مي  ضعيف .  
 
 

  
 پلاسـمينوژن  - نيز اتصال خوبي با گلو   MC2B8بادي     آنتي

اتصالي غيرمرتبط، بادي كنترل  كه در حضور آنتي  دارد در حالي  
  ).1نمودار (مشاهده نشد 

هـاي   بادي رفته اين نتايج نشانگر آن است كه آنتي هم روي
تـوپ     به اپي  A1D12بادي     آنتي  2F(ab´)مورد آزمايش و بخش     

شـوند و     باشد، متصل مي    خود كه روي ملكول پلاسمينوژن مي     
  .از فعاليت بيولوژيكي مناسبي برخوردارند

 
 بر فعال شدن پلاسـمينوژن بـه        هاي منوكلونال   بادي  اثر آنتي 

  هاي پلاسمينوژن مختلف وسيلة فعال كننده
هاي مورد مطالعه بر فعال شدن پلاسـمينوژن          بادي   اثر آنتي 

 .در يك سيستم آزمون مشابه بررسي شد

ــنش   ــشرفت واك ــي پي ــق منحن ــو 1طب ــدن گل ــال ش  - فع
بادي   ، در حضور آنتي   2 در نمودار    u-PAپلاسمينوژن به وسيلة    

A1D12 قبــل از ظهــور فعاليــت قابــل ،ز تــأخيري واكــنش فــا 
 ايـن    MC2B8بـادي     سنجش، اندكي كاهش و در حضور آنتـي       

ــزايش يافــت  ــدكي اف ــه ان ــه فعــال شــدن  . مرحل ســرعت اولي

                                                 
1 - )Progress curve( 

5000     2500     1250    615    312     156       70  
  )نانوگرم(غلظت 

4  
3  
2  
1  
0  

 در
ذب

ج
49

2
 

متر
انو
 ن

  

ــودار  ــي – 1نم ــي بررس ــوژي  منحن ــت بيول ي ك فعالي
هاي متوكلونال ضد پلاسـميتوژن انـساني بـه           بادي  آنتي

، ) (ALD12بـــادي   ، آنتـــيELISAروش آزمـــون 
بــادي   آنتــيF(ab)2، بخــش ) (MC2B8بــادي  آنتــي

12AID )  (هر نقطه ميانگين (.). بادي نامربوط  و آنتي
  .سه بار تكرار آزمون است

  

 هايافته
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    محمد اكرمي و همكاران  28

 

 1385، مرداد5 ، شماره64مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهران، دوره 

 در   A1D12بـادي      در حضور آنتـي    u-PAپلاسمينوژن به وسيله  
 برابـر افـزايش و در       5/3مولار سوبسترا، تقريبـا        ميلي 1غلظت  

  .  برابر كاهش يافتMC2B8 ، 2/2بادي  حضور آنتي
 ميـزان   A1D12بـادي     ، آنتـي  1هـاي جـدول       بر اساس داده  
 u-PAفعال شدن پلاسمينوژن توسـط  ) Vmax( سرعت ماكزيمم

 اين مقدار را به     MC2B8بادي     برابر افزايش و آنتي    3را حدود   
معرف تمايل آنزيم بـه      ( KMمقدار  .  برابر كاهش داد   3/1ميزان  

   A1D12بـادي      نوع واكنش در حـضور آنتـي       در اين ) سوبسترا
بادي تغيير چنداني نكرد امـا        نسبت به شرايط عدم حضور آنتي     

 برابـر كـاهش     MC2B8،  3/2بـادي     اين مقدار در حضور آنتـي     
  . يافت

هـاي مـورد      بـادي   ، اثـر آنتـي    هـا    دوم اين آزمايش   دوره در  
  پلاسمينوژن انساني به وسيلة فعـال      -مطالعه بر فعال شدن گلو    

 .كننده استرپتوكيناز بررسي گرديد

  

  
 

 A1D12بادي     آنتي ، همانند قبل  ،1 و جدول    3طبق نمودار   
 آن را   MC2B8بـادي     فاز تـأخيري واكـنش را كـاهش و آنتـي          

كـه  اي انجـام شـده معلـوم شـد             در آزمون مقايسه   .دافزايش دا 
ــو  ــال شــدن گل ــه فع  حــضور  پلاســمينوژن در-ســرعت اولي

 برابـر   4/3مولار سوبسترا،      ميلي 1 در غلظت     A1D12بادي    آنتي
 برابـر   2/3 بـه ميـزان      MC2B8بادي    افزايش و در حضور آنتي    

بـادي    در حضور فعال كننده استرپتوكيناز، آنتـي      . يابد  كاهش مي 
A1D12             بر ميزان تمايل آنزيم به سوبسترا تقريباً اثري ندارد اما 

. دهـد   برابـر كـاهش مـي   2/2 تمايل را  اين MC2B8  بادي آنتي
همچنين سرعت ماكزيمم فعال شـدن پلاسـمينوژن بـه وسـيلة            

 برابر افزايش و    A1D12    ،6/3بادي    استرپتوكيناز در حضور آنتي   
  .يابد  برابر كاهش ميMC2B8 ،65/2بادي  در حضور آنتي

هـاي مـورد مطالعـه بـر فعـال شـدن              بـادي   قابليت اثر آنتي  
 وابسته به منومر     t-PAي به وسيله فعال كننده      پلاسمينوژن انسان 

هـا نيـز مـورد        بـادي   فيبرين در شرايط حـضور و غيـاب آنتـي         
 . سنجش قرار گرفت

5/3  
3 
5/2  

2 
5/1  

1 
5/0  

0 

ب 
جذ

د (
40

متر
انو
 ن

(  

20    18   16   14    12    10     8     6     4      2      0  
  )دقيقه(زمان

ــودار  ــي –3نم ــال شــدن   منحن ــنش فع ــشرفت واك پي
 اسـترپتوكيناز در حـضور      وسيلهلاسميتوژن انساني به    پ

بـادي    تـي ، آن ) (A1D12هـاي متوكلونـال       بـادي   آنتي
MC2B8) (،بــادي   عــدم حــضور آنتــي)* ( عــدم ،

و عدم حضور اسـترپتوكيناز     ) --(حضور پلاسميتوژن   
  .هر نقطه ميانگين سه بار تكرار آزمون است. )-(
  

3/5
3 
5/2  

2 
5/1  

1 
5/0  

0 
 

ب 
جذ

د (
40

متر
انو
 ن

(  

24  22   20   18  16  14    12  10    8    6    4     2     0  
  )دقيقه(زمان 

ــودار  ــي –2نم ــال شــدن منحن ــنش فع ــشرفت واك پي
ــه  پ ــساني ب ــميتوژن ان ــيله لاس ــضور u-PAوس  در ح

بـادي    ، آنتـي  ) (A1D12هـاي متوكلونـال       بـادي   آنتي
MC2B8) (،بــادي   عــدم حــضور آنتــي)* ( عــدم ،

هر . )-- (u-PA، عدم حضور    ) -(حضور پلاسميتوژن   
  .مون استنقطه ميانگين سه بار تكرار آز
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 29   ...  بر فعالي منوكلونال ضد پلاسمينوژن انسانيها بادي ياثر آنت  

 

 1385، مرداد 5 ، شماره 64ان، دوره مجله دانشكده پزشكي، دانشگاه علوم پزشكي تهر 

 
منحني پيشرفت واكنش فعال شدن پلاسمينوژن بـه وسـيلة          

 نـشان   1هـاي جـدول       به همراه داده  ) 4نمودار(اين فعال كننده    
-tت اولية فعال شدن پلاسـمينوژن بـه وسـيلة           دهد كه سرع    مي

PA     بـادي      در حضور آنتـيA1D12  ،5/1       برابـر افـزايش و در 
در . يابـد    برابـر كـاهش مـي      MC2B8  ،2/3بـادي     حضور آنتـي  

 بر تمايـل آنـزيم      A1D12بادي    حضور اين فعال كننده نيز آنتي     
 مقـدار    MC2B8بادي    به سوبسترا اثري ندارد در حالي كه آنتي       

سرعت مـاكزيمم فعـال شـدن       . دهد   برابر كاهش مي   3/1آن را   
 و در A1D12بادي   در حضور آنتي t-PAپلاسمينوژن به وسيله    

 برابر افـزايش و در حـضور        6/1مولار سوبسترا،      ميلي 1غلظت  
  . يابد  برابر كاهش مي8/2 به ميزان MC2B8بادي  آنتي

پلاسمينوژن به وسيلة -لازم به ذكر است كه فعال شدن گلو
مـشابه  غيرمرتبط بادي  ها در حضور آنتي ر كدام از فعال كننده ه

 نـشان   4 و   3 ، 2نمودارهاي  . بادي بود   شرايط عدم حضور آنتي   
كـدام بـه      هـيچ  ،هاي آن   دهند كه پلاسمينوژن و فعال كننده       مي

  . تأثير ندارندS-2251تنهايي برهيدروليز سوبستراي 
  

  ز پلاسمين بر سرعت هيدروليMC2B8بادي مهاري  اثر آنتي
،   MC2B8بادي مهاري     براي تفسير بهتر سازوكار عمل آنتي     

بادي بر فعاليت هيدروليزي پلاسمين مورد سنجش         اثر اين آنتي  
 تفاوت چنـداني در      MC2B8بادي    در حضور آنتي  . قرار گرفت 

  . سرعت هيدروليزي پلاسمين مشاهده نگرديد
  

  
بـادي كامـل       با آنتي   A1D12بادي     آنتي 2F(ab´)مقايسه اثر   

A1D12   
ــادي   آنتــي2F(ab´)اي اثــر   آزمــون مقايــسه ــا  A1D12ب  ب

تـري از     در غلظت پـايين    2F(ab´)بادي كامل نشان داد كه        آنتي
 25ليتر در مقايسه با        ميكروگرم در ميلي   A1D12 ) 15بادي    آنتي

ال شـدن   داراي همان اثر بر سرعت فع     ) ليتر  ميكروگرم در ميلي  
اطلاعات نشان داده نـشده     (باشد     مي  u-PAپلاسمينوژن توسط   

  ).است
  
  

  
هاي منوكلونـال مـورد مطالعـه در          بادي  اثرات متفاوت آنتي  

حضور يك نوع فعال كننده مربوط بـه سـازوكارهاي مختلـف            

2 

5/1  

1 

5/0  

0 

ب 
جذ

د (
40

متر
انو
 ن

(  

25           20        15          10         5             0  
  )دقيقه(زمان

هـاي متوكلونـال      بادي  آنتينمودار خطي اثر     –5نمودار  
MC2B8) (      عـدم  .  بر فعاليت هيـدروليزي پلاسـمين

بار تكـرار    هر نقطه ميانگين سه      .) *(بادي    حضور آنتي 
  .آزمون است

  

2/1
1 
8/0  
6/0  
4/0  
2/0  

0 

ب 
جذ

د (
40

متر
انو
 ن

(  

18    16    14    12    10    8     6      4      2      0  
 )دقيقه(زمان 

ــودار  ــي –4نم ــال شــدن منحن ــنش فع ــشرفت واك پي
ــه  پ ــساني ب ــميتوژن ان ــيلهلاس ــه t-PA وس ــسته ب  واب

هــاي متوكلونــال  بــادي متــومرفيبرين در حــضور آنتــي
A1D12) ( بـادي    ، آنتيMC2B8) (،   شـرايط عـدم 

. )-(، عدم حـضور پلاسـميتوژن       ) *(بادي    حضور آنتي 
  .تهر نقطه ميانگين سه بار تكرار آزمون اس
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 بـه دسـت     Vmax و    KMبر اساس مقـادير     . هاست  بادي  اين آنتي 
 بـر فعـال      MC2B8بـادي منوكلونـال       ، الگوي مهاري آنتي   آمده

 و اسـترپتوكيناز، بـه    u-PA, t-PAشدن پلاسمينوژن به وسـيله  
علــت كــاهش تمايــل آنــزيم بــه سوبــسترا و كــاهش ســرعت 

 بـه    A1D12بادي    آنتي. باشد  ماكزيمم، از نوع مهار چندگانه مي     
حظـه در ميـزان تمايـل آنـزيم بـه           علت عـدم تغييـر قابـل ملا       

ــدن      ــال ش ــاكزيمم فع ــرعت م ــزايش دادن س ــسترا و اف سوب
ها و درنتيجـه افـزايش كـارآيي          پلاسمينوژن توسط فعال كننده   

بادي منوكلونال    آنزيم به عنوان يك آنتي    ) KM/ kcat(كاتاليتيكي  
  . شود فعال كننده محسوب مي

توپي را     اپي ،A1D12بادي    ما قبلاً نشان داده بوديم كه آنتي      
 - انتهاي آمينـي گلـو     Arg68-Lys77اي    در ناحيه توالي اسيدآمينه   

براساس نتـايج مطالعـه حاضـر و        ]. 11[شناسد    پلاسمينوژن مي 
تـوان    مـي ،    A1D12بـادي     مطالعات قبلي ما در ارتباط با آنتـي       

تـوپ خـود بـه دنبـال          بادي با اتصال به اپـي       گفت كه اين آنتي   
 در ملكـول پلاسـمينوژن، منجـر بـه          القاي تغيير شكل فـضايي    

 و دومــين PAPجــدايي بــر هــم كــنش داخــل ملكــولي بــين 
Kringle4/Proteinase آرايش فضايي  پلاسمينوژن شده و- گلو
در نتيجه با شكل گيري ملكول شبه . نمايد اين ملكول را باز مي

هاي اتـصال ليـزين بهتـر در دسـترس        لاسمينوژن، جايگاه پ-ليز
ر گرفته و در نهايت كارآيي كاتـاليتيكي فعـال          ها قرا   فعال كننده 

 و  u-PA ،  t-PAهـاي   شدن پلاسمينوژن توسـط فعـال كننـده   
  .يابد بادي افزايش مي استرپتوكيناز در حضور اين آنتي

 بـه نحـو مـؤثري هـر سـه           MC2B8بادي منوكلونـال      آنتي
هـا را      پلاسمينوژن توسط فعال كننده    -واكنش فعال سازي گلو   

اي بـر سـرعت هيـدروليز         مـا اثـر قابـل ملاحظـه       كند ا   مهار مي 
 بسيار شبيه نتايج MC2B8بادي  اين اثرات آنتي. پلاسمين ندارد

 Churchباشد كه آقاي       مي α-PG96بادي    حاصل از مطالعه آنتي   
از سـازوكارهاي   . ]26 [ به مطالعـه آن پرداخـت      1991در سال   

گـاه  بـادي بـه جاي   ، اتصال اين آنتي  MC2B8بادي    احتمالي آنتي 
 ، يا نزديك به آن و در نتيجـه مهـار            Arg561-Val562برش آنزيم 

اين احتمال وجـود دارد     . باشد  پلاسمينوژن مي –فعال شدن گلو  
  . كه عمل مهار به صورت تغيير شكل فضايي صورت گيرد

كند كه ممكن اسـت       البته نتايج ما اين فرضيه را نيز رد نمي        
لكس بين فعـال     با جلوگيري از تشكيل كمپ     MC2B8بادي    آنتي

ــده  ــو)  و اســترپتوكينازu-PA, t-PA(كنن  ،پلاســمينوژن-و گل
در حـال   . موجب مهار فعال شدن پيش آنزيم پلاسمينوژن شود       

بهتـر و تعيـين     سـازوكار   حاضر اطلاعات بيشتري براي تفسير      
 بر ملكول پلاسمينوژن وجود MC2B8بادي  توپ دقيق آنتي اپي

لعـه واكـنش پـذيري      براي رسيدن بـه ايـن هـدف، مطا        . ندارد
-هـاي مختلـف گلـو        بـا بخـش    MC2B8  بادي منوكلونال   آنتي

بادي روي بر همكـنش بـين    پلاسمينوژن و بررسي اثر اين آنتي   
بـادي    گونـه كـه بـراي آنتـي        همـان (پلاسمينوژن و فيبرينوژن    

 و مطالعة اثر آن بر فعـال        ) انجام شده است    A1D12منوكلونال  
   . لازم است1پلاسمينوژن-شدن ميني

 كارآيي كاتاليتيكي فعال شدن پلاسمينوژن به وسيله فعـال         
نـوع    و اسـترپتوكيناز در حـضور يـك   u-PA, t-PAهاي  كننده
اين تفاوت به نوع فعال كننده و       . بادي با هم متفاوت است      آنتي

هـا نـسبت داده       سازوكارهاي مختلف عمـل ايـن فعـال كننـده         
ل شــدن بــه عنــوان مثــال كــارآيي كاتــاليتيكي فعــا. شــود مــي

 وابسته به منومر فيبرين در حضور       t-PAپلاسمينوژن به وسيله    
، از فعال شـدن پلاسـمينوژن توسـط فعـال           A1D12بادي    آنتي
علت اين تفـاوت    .  و استرپتوكيناز كمتر است      u-PAهاي    كننده

 اثرات بالقوه خود را بـا اعمـال          A1D12بادي    آن است كه آنتي   
. كنـد   ژن ظـاهر مـي    تغيير شكل فـضايي در ملكـول پلاسـمينو        

بنابراين به دليل آن كه در واكنش فعال شـدن پلاسـمينوژن بـه              
هـاي ليـزين بـه        ، منومر فيبرين از طريق باقيمانـده      t-PAوسيله  

شـود و شـكل فـضايي آن را           پلاسمينوژن متصل مي  -گلوتامين
 از طريـق اعمـال       A1D12بادي    كند، اثرات بالقوه آنتي     بازتر مي 

ها، نتـايج حاصـله     اين داده.شود   مي تغيير شكل فضايي محدود   
 بــر ليــز لختــه A1D12بــادي منوكلونــال  از مطالعــه اثــر آنتــي

                                                 
1 -  Mini-plasminogen 
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 توسط ميرشاهي و همكاران در سال       t-PAپلاسمايي به وسيله    
  ].11[كند   را تأييد مي1997

، 1 زايـي  به علت اهميت سيستم فيبرينـوليز در فراينـد رگ         
زايـي   هـار رگ   در م  MC2B8بادي منوكلونال     ممكن است آنتي  

تـوپ    دقيـق اپـي    در صورت تعيـين   . نقش بسزايي داشته باشد   
بـادي بـه عنـوان      ممكن اسـت ايـن آنتـي        ، MC2B8بادي    آنتي

ن كه  ژابزاري كارآمد جهت تشخيص توالي خاصي از پلاسمينو       
  . درگير است، سودمند باشدزايي فرايند رگدر 

ــر بخــش   ــسه اث ــايج حاصــل از آزمــايش مقاي    2F(ab´) نت
پلاسمينوژن بـه وسـيله      - بر فعال شدن گلو    A1D12بادي    تيآن

u-PA  بادي كامل      با آنتيA1D12           بيـانگر آن اسـت كـه بخـش 
2F(ab´)  عامل اصلي و ضروري در القـاي تغييـرات            بادي  آنتي ،

شـود    پيشنهاد مي . پلاسمينوژن انساني است   -خواص فعال گلو  
 بـر   A1D12 بـادي منوكلونـال     كه با توجه به اثرات بالاي آنتـي       

پلاسمينوژن انساني كه فرم پلاسمايي      -سرعت فعال شدن گلو   
ايـن     2F(ab´)  باشد، با انساني كردن بخـش     پلاسمينوژن نيز مي  

هـاي   بادي، بتوان از آن به عنوان دارويي در درمان بيمـاري    آنتي
گونـه كـه     انسداد عروقي نظير سكته قلبي استفاده نمود، همان       

 نيــز بــه همــين Pexelizumab و Abciximabداروهــايي بنــام 
                                                 
1 - Angiogenesis 

سبك تهيـه شـده و در درمـان بيمـاري سـكته قلبـي اسـتفاده                 
  ].25، 24[شوند  مي

  

  هاي منوكلونال بادي  در حضور آنتيهاي پلاسمينوژن فعال شدن پلاسمينوژن انساني به وسيله فعال كنندههاي كينتيكي  شاخص -1جدول 
  بادي عدم حضور آنتي A1D12بادي  آنتي MC2B8بادي  آنتي

t-PA كينازاسترپتو  u-PA t-PA استرپتوكيناز u-PA t-PA استرپتوكيناز u-PA فعال كننده 
21±421  38±762  64±1283  16±338  17±354  28±563  16±325  17±342  27±552  

MK  (µM) 

02./±6./  03./±9./  05./±48/1  15./±1/3  34./±65/8  24./±6  07./± 9/1  09./±4/2  07./±94/1  maxV  

(µM/min×1-3) 

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

 
8/2  

 
1/2  

 
2 

 
5/16  

 
44 

 
3/19  

 
10 

 
5/12  

 
3/6  M

cat

K
k  

(s-1µM-1×1-5) 
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Background: Human plasminogen is a plasma glycoprotein synthesized mainly in the 
liver. Conversion of plasminogen to plasmin by plasminogen activators is a key event 
in the fibrinolytic system. In this study, we investigated the effects of two anti-human 
plasminogen monoclonal antibodies, A1D12 and MC2B8 on Glu-plasminogen 
activation in presence of u-PA, t-PA and streptokinase. 
Methods: Producing of Hybridoma antibodies was performed by fusion of spleen cells 
from BALB/C mice immunized with Glu-plasminogen and NS1 myeloma cells. 
Antibody binding to Human Glu-plasminogen was assessed using an ELISA assay. 
Activation of plasminogen was determined by measuring plasmin generation using the 
chromogenic substrate S-2251 and the effect of monoclonal antibodies, A1D12 and 
MC2B8 on plasminogen activation in solution was then evaluated. Initial rates and 
kinetic parameters of plasminogen activation in the presence of monoclonal antibodies 
were calculated. The effect of the monoclonal antibody MC2B8 on the rate of plasmin 
hydrolysis was measured. The effect of F(ab')2 fragment of A1D12 on u-PA catalyzed-
plasminogen activation also compared with the effect of the whole antibody in this 
reaction.  
 Results: ELISA assay showed that the antibodies reacted well with antigens. A1D12 
increased the maximum velocity (Vmax) of plasminogen activation by each of the three 
plasminogen activators and MC2B8 decreased it. In all activation reactions, the KM 
value of plasminogen activation did not significantly change in the presence of 
antibody A1D12 whereas antibody MC2B8 increased the KM value of plasminogen 
activation by u-PA, fibrin monomer dependent t-PA and streptokinase. Monoclonal 
antibody MC2B8 had no significant effect on plasmin hydrolysis rate of synthetic 
substrate S-2251. Activation rate of plasminogen by u-PA in the lower concentration of 
F (ab)2 fragment of A1D12 was identical to activation in the presence of the whole 
antibody.  
Conclusion: The binding of the A1D12 F(ab) region to Glu-plasminogen increases the 
catalytic efficiency of plasminogen activation by plasminogen activators. Therefore, it 
may be useful to apply clinically A1D12 for the therapy of thromboembolic events 
such as myocardial infarction by humanizing the F(ab) fragment of the A1D12 
antibody. Inhibition pattern of antibody MC2B8 obey the mixed type of enzyme 
inhibition by binding the antibody probably at, or near, the cleavage site of Glu-
plasminogen. 
 
Keywords: Plasmin (ogen), Mouse monoclonal antibody, Tissue type plasminogen 
activator, Urokinase type plasminogen activator, Streptokinase 
 

  

  
Tehran University Medical Journal; Vol. 64, No. 5, Aug 2006: 23-33 
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