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  A3B2و   A5E10 ,A4D10هاي منوكلونال ضد پلاسمينوژن انساني بادي بررسي اثر آنتي
 فيبرينوليز بر سيستم

 
 3، دكتر علي اكبر پورفتح الله9، دكتر منوچهر ميرشاهي1علي ملكي

 چكيده 
 و هدف سابقه

هاي مختلفي بهه فهر     نندهك باشد كه توسط فعال آنزيم پلاسمينوژن مي پيش ،زينوليبريف ترين تركيب سيستم صليا
ايفها   نه  اسه   يبريهها  ف  ز لختهيکه همانا ل فعال خود يعني آنزيم پلاسمين تبديل شده و نقش حياتي خود را

تهيهه و ارهر آن   پلهوپلي   توسهط   1259بادي منوكلونال ضد پلاسمينوژن انساني در سال  نخستين آنتي. كند مي
 ضهد   ههاي  بهادي  آنتهي   مطالعه   و  تهيه  به  دنيا  مختلف  نقاط در  عدديمت  محققين  تاكنون  زمان  آن از .مطالعه شد

در مورد  ما را  دانش از  تاريكي  زواياي و  بوده  توجه  قابل ها آن تحقيقات  حاصل  كه اند گماشته پلاسمينوژن هم 
در ايهن  . انهد  ن سهاخته روش غيره فيبرينوليزو  فيزيولوژيك  وضعي   شدن پلاسمينوژن، فعال  كانيسمم و  ساختمان

بهر سيسهتم    A3B2و  A4D10, A5E10بادي منوكلونال ضد پلاسهمينوژن انسهاني    تحقيق، اررات احتمالي سه آنتي
 .مورد مطالعه قرار گرف آن  سم احتمال  ارريو مکان فيبرينوليز

 ها مواد و روش
هها بهه صهفا      زريق اين سهلول بادي، ت هاي هيبريدوماي توليد كننده آنتي پ  از طي مراحلي نظير كش  سلول

ز لختهه  يه اب  چشهم  ل يه از جملهه ارز  هاي مختلفهي  ها از آن، با روش بادي موش، تهيه آسي  و تخليص آنتي
اب  به روش ي، ارزدايمره   D به روش آزمون DD/Eگيري كمي قطعات  اندازهها،  يباد   در حضور آنت يپلاسما

 .ها بررسي شد بادي ارر اين آنتيغيره و  S-2251سوبستراي سنتتيك زا با استفاده از يال
 ها افتهي

در حضهور   A4D10و  A5E10بهادي   مشاهدات اوليه با استفاده از پلاسماي پولد انساني نشهان داد كهه دو آنتهي   
كهه   در حهالي  دهنهد  فعالي  سيستم فيبرينوليز را افهزايش مهي   ،SKو  t-PA ،u-PAهاي پلاسمينوژن  كننده فعال
دس  آمهده از   هبراساس نتايج ب .ها تأريري بر سرع  فيبرينوليز ندارد ه كنند حضور اين فعالدر  A3B2بادي  آنتي

 A5E10 وA4D10 ههاي   بهادي  دايمهر، ارهر افزايشهي آنتهي    ه  Dبه روش آزمون  DD/Eگيري كمي قطعات  اندازه
رف  مشهخص  انجا  گ S-2251در آزمون ديگري كه توسط سوبستراي سنتتيك . صورت وابسته به دوز اس  هب

شد كه فعال شدن پلاسمينوژن در حضهور اوروكينهاز و در نتيجهه شكسهته شهدن ايهن سوبسهترا در حضهور         
بر فعال شهدن پلاسهمينوژن    A3B2بادي  ارر بودن آنتي به علاوه بي. يابد افزايش مي A4D10و A5E10 هاي بادي آنتي

 .در اين آزمون نيز تأييد شد
 گيري نتيجه

را در مقابهل    پلاسهمينوژن، فعهال شهدن آن    سهاختاري با باز كردن فر   A5E10  و A4D10هاي  بادي احتمالا آنتي
  .كنند هاي پلاسمينوژن تسهيل مي كننده فعال

  هاي پلاسمينوژن كننده بادي منوكلونال، فعال فيبرينوليز، پلاسمينوژن، آنتي :كليدي کلمات

 
 
 

  32/ 32/9 :تاريخ دريافت 
 32/33/38: تاريخ پذيرش 

 
  38311-333هماتولوژي دانشگاه تربيت مدرس ـ صندوق پستي   كارشناس ارشد هماتولوژي ـ گروه: مؤلف مسؤول  -3
3-  PhD  دانشگاه تربيت مدرس استاديار بيوشيمي ـ 
2-  PhD  و مركز تحقيقات سازمان انتقال خون ايراندانشگاه تربيت مدرس دانشيار ايمونولوژي ـ
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 مقدمه
ع از دست رفتن خون از عروق آسيب تشكيل لخته مان

اما در نهايت بـراي بررـراري يريـان خـون      . شود ديده مي
وضعيت اخير بـا لـل شـدن    . بايستي اين لخته از بين برود

ايزاي سيستم . شود لخته توسط سيستم فيبرينوليز برررار مي
 (پلاسـمينوژن )آنـزيم ييرفعـال    فيبرينوليز شامل يـ  پـي   

ــد  ــي  هاســت كــه توســط فعــال كنن هــاي پلاســمينوژن يعن
بـه   (u-PA)و فعـال كننـده ادراري    (t-PA)ننده بافتي ك فعال

پلاسـمينوژن  . (3)شـود   فرم فعال يعني پلاسمين تبديل مـي 
(EC3.4.21.7)   193اي شـامل   گليكوپروتئيني تـ  زنييـره 

در رسمت . كيلودالتون است 93اسيد آمينه با وزن مولكولي 
–N باشد مي 3-11آمينو اسيدي  ترمينال آن كه شامل توالي  
سـپ  پـن    . رـرار دارد ( اكتيواسـيون  پپتيد پـره ) PAPرطعة 

نام كرينگـل ويـود دارد كـه     هساختار للقوي شكل مشابه ب
هـا   كرينگـل .اند اسيد آمينه تشكيل شده 33هر ي  از لدود 

دهند بـا   نشان مي K5تا  K1ها را به ترتيب با نمادهاي  كه آن
ــودن يايگــاه ــزينهــا دارا ب ــه لي باعــ   (LBS)ي اتصــال ب

ميانكن  داخل مولكول و نيز اتصال پلاسمينوژن به فيبرين 
 در. گردنـد  مي( كه در سطح خود داراي ليزين فراوان است)

مين سرين پروتئاز وترمينال مولكول  د C–نهايت در بخ  
شـامل سـه   )ررار دارد كه يايگـاه كاتاليتيـ  پلاسـمينوژن    

Hisاسيدآمينه 
603 Asp

Serو 646
بوده و لل لخته فيبريني ( 741

ــه عهــده دار ــ. درا ب ــه افرفعــالعــلاوه ه ب ــده نالي هــاي  كنن
Argپلاسمينوژن كـه شـامل تـوالي آمينواسـيدي     

561
-Val

562 
 .(3)در اين رسمت وارع شده است باشد مي

طور كلي مولكول پلاسمينوژن بـه دو شـكل ويـود     هب
 N–ينـه  پلاسـمينوژن كـه نخسـتين اسـيد آم     ـگلو  -3: دارد

پلاسمينوژن  ـليز -3. باشد ترمينال آن ي  گلوتامي  اسيد مي
 .باشـد  ترمينال آن ي  ليزين مي ـ ـ Nكه نخستين اسيد آمينه 

پلاسمينوژن درشكل طبيعي خود داراي ي  سـاختار   ـگلو  
اين شـكل فضـايي   . استفضايي بسته و تقريباً دوكي شكل 

ــا مــي  ــد مولكــول پلاســمينوژن را شــكل آل  نانچــه چ. نامن
پلاسمينوژن تحت تـثفير پروتئازهـايي نريـر پلاسـمين      ـگلو

خود را از دسـت داده و تبـديل بـه     PAPررار گيرد  بخ  
پلاسـمينوژن داراي شـكل    ـليز ـ. شـود  پلاسمينوژن مي ـليز

 .(3)باشد  فضايي گاما مي

صــ  يازيملــه ابزارهــاخ تشخ هــاي منوكلونــال يبــاد آنتــي
ن يــا. رونــد مار مــ قــات پزشــه  بــه شــيشـرفته در تحق يپ

شـمارخ از يملـه    بـي ن  داراخ مصارف يهاخ پروتئ مولهول
ن يادي ـقـات بن يکاربرد در تحق و ص   درمان يمصارف تشخ

گـاه  ين يايـي هـا در تع  لهـول ون ميتوان از ا م  مثلًا .هستند
هـا   ژن و اعمـال التمـال  آن   ک آنت يهاخ مختلف  توپ اپ 

توان در  اخ منوکلونال م ه يباد ن از آنت يبنابرا. است اده کرد
هـا اسـت اده    نيلهـول  پـروتئ  وهاخ داخل م انهن يمطالعه م
هاي منوكلونـال ضـد پلاسـمينوژن     بادي نخستين آنتي. نمود

و همكـاران تهيـه    پلـوپلي   توسـط  3933انساني در سـال  
از آن زمان تاكنون محققين متعددي در نقاط . ومطالعه شدند

ــة آ  ــه و مطالع ــه تهي ــا ب ــيمختلــف دني ــادي نت هــاي ضــد  ب
هـا   اند كـه لاصـل تحقيقـات آن    پلاسمينوژن همت گماشته

رابل تويه بوده و زوايـاي تـاريكي از دانـ  مـا در مـورد      
وضـعيت   و ساختمان و مكانيسم فعـال شـدن پلاسـمينوژن   

 ـ. انـد  فيزيولوژي  فيبرينوليز را روشن سـاخته  طـور كلـي    هب
نون تهيـه  هاي منوكلونال ضدپلاسمينوژني كه تـاك  بادي آنتي
  گيرنـد  اند از نرر عملكردي در سه دسته كلي ررار مـي  شده
ســرعت فعــال شــدن پلاســمينوژن را در  هــا آناي از  دســته

 مثـل ) دهنـد  افـزاي  مـي   آن ياه ـ كننده لضور تمامي فعال
MPW2PG  MPW1PG  F12P18  F11P6  F11P5  

F3P2  A1D12 ) .هـا   بـادي  دسته دوم آنتي(  نريـرpg-96 )
ــا ــ  مه ــن   باع ــمينوژن در لضــور اي ــدن پلاس ــال ش ر فع

هايي هسـتند   خره دسته سوم آنشوند و بالا ها مي كننده فعال
هـاي پلاسـمينوژن افـر     كه در لضـور برخـي فعـال كننـده    

كنندگي يا مهاري بر فعال شـدن پلاسـمينوژن دارنـد و     فعال
افر بـوده و يـا    ها بي كننده در لضور برخي ديگر از اين فعال

فعـال    pg-247وpg-28  به عنوان مثال. ندافر مخالف دار
كنند  مهار مي SKو  t – PAشدن پلاسمينوژن را در لضور 

 (.2-32) باشند فارد اين افر مي u – PAولي در لضور 
 

 ها مواد و روش
 است اده پلاسماخ مورد. از نوع تيرب  بود دهطالعه انيام شم
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بـه  )سالم  پن  اهداکننده FFPاز نوع پولد بوده و از مخلوط 
هـاخ کوچـک    نمونه در ليـم . دست آمد هب( نسبت مساوخ

ــاخ  يتقســ ــان اســت اده در دم ــا زم ريــه د -33م شــده و ت
 .شد گراد منيمد سانت 
 

 هاي منوكلونال بادي تهيه و تخليص آنتي 
هــاي هيبريــدوماي توليــد كننــده هــر يــ  از   ســلول

% 33لـاوي   (سيگما) -RPMI 0461ط ها در محي بادي آنتي
كـه   پـ  از آن . كشت داده شـدند  (FBS)نين گاوي سرم ي

سـلول   014ها به لد كافي رسـيد  لـدود    تعداد اين سلول
به صورت داخل ص اري ( PBSصورت سوسپانسيون در  هب)

كـه از ربـل   ( انسـتيتو پاسـتور ايـران   ) Balb/cهاي  به موش
 3-3پ  از گذشت. تزريق شد ندپريستان دريافت كرده بود

هـا بـه ميـزان كـافي      هر يـ  از مـوش   ه ته كه مايع آسيت
ها آسپيره شـده و پـ  از سـانتري وژ     رسيد  مايع آسيت آن

دريه منيمد  -33در دماي ( 2333دريقه در دور  33)شدن 
هاي مويود در آسيت پ  از تغليظ به روش  بادي آنتي. شد

درصد آمونيوم سول ات اشباع  در  60-01رسوب در يلرت
لار لل شده و به مدت ي  مو PBS 3/3لدارل ليم بافر 

هـا   بـادي  درمرللة بعد آنتي. شب در همين بافر دياليز شدند
فارماسـيا    Gبه روش افينيتي كروماتوگرافي توسط پروتئين 

در نهايـت بـا تويـه بـه ميـزان يـذب       . (2)خالص شدند 
نانومتر  يلرـت هـر يـ  از     333ها در طول موج  بادي آنتي
 . ها محاسبه شد بادي آنتي
 
ها بر سرع  ليز لخته پلاسهمايي در   بادي ي ارر آنتيبررس

تعيهين ارهر اوليهه    )هاي پلاسهمينوژن   حضور فعال كننده
 (ها بادي آنتي

 ــ ــرايط ب ــه هنخســت ش ــه   گون ــد ك ــين ش  022اي تعي
ميكروليتر لخته پلاسماي پولد توسط يلرت مناسبي از هـر  

ــده يــ  از فعــال  Skو  t-PA  u-PA هــاي پلاســمينوژن كنن
 0-0در فاصــلة زمــاني ( ميكروليتــر 02ليــم  بــا) ســيگما
ترتيب مشخص شد كه  ناي هب. طور كامل ليز گردد هساعت ب

هـا بـراي هـدف مـذكور برابـر       كننـده  يلرت مناسب فعـال 
IU/ml5  ــراي ــراي  Sk  mg/ml0بـ  IU/ml0022 و t-PAبـ
هـا در   بـادي  سپ  براي تعيين افر آنتي. باشد مي u-PAبراي 

 از يلرـت  ميكروليتر 55اي پولد با ميكروليتر از پلاسم 022
mg/ml 4 دريقه  5ها مخلوط و به مدت  بادي هر ي  از آنتي
در مرللة بعـد پـ  از   . گراد انكوبه شد دريه سانتي 03در 

هـــاي مـــذكور  ميكروليتـــر از يلرـــت 02اضـــافه شـــدن 
 IU/mlميكروليتر از يلرت  55هاي پلاسمينوژن   كننده فعال

به مخلوط پلاسمايي فوق اضافه سيگما  ترومبين انساني 55
دريـه انكوبـه    03هـا در دمـاي    شد و در شرايطي كه لولـه 
ــاني   ــد  در فواصــل زم ــه 5بودن ــة   دريق ــز لخت ــزان لي اي مي

 . ها ارزيابي شد بادي پلاسمايي در لضور هر ي  از آنتي
 

ها بر سرع  ليز لخت  پلاسهمايي در   بادي بررسي ارر آنتي
 ه روش آزمونهسمينوژن بلاههاي پ دههكنن ور فعالهحض

D  دايمره 
ــه ــدد   در لول ــاي  متع ــاي آزم ــر از  333  ه ميكروليت

 0/1و 3  3  6هاي  ميكروليتر از يلرت 33پلاسماي پولد با 
هـا مخلـوط و بـه     بـادي  ليتر هر ي  از آنتي گرم درميلي ميلي
بـه هـر   . گراد انكوبه شـد  دريه سانتي 21دريقه در  0مدت 

هـاي از پـي     از يلرـت  ميكروليتـر  33ها  سري از اين لوله
هاي پلاسمينوژن اضافه شد و پ  از  تعيين شده فعال كننده

ميكروليتر ترومبين انساني  50ها توسط  كه محتويات لوله آن
 0منعقــد شــد  در فواصــل زمــاني ( IU/ml01بــا يلرــت )

ميـزان ليـز   ( دريه سـانتيگراد  21در شرايط دماي )اي  دريقه
هـاي متـوالي    براي ررت. ارزيابي شد ها لخته هر ي  از لوله

 ـ  كه لخته يكي از لوله بادي  به محض آن هر آنتي طـور   ههـا ب
ميكروليتر از  33) (Bayer) سيله آپروتينين و كامل ليز شد  به

- Dفعاليت فيبرينوليز مهار و ميـزان  ( IU/ml33333يلرت 
ــرم ــر س ــ دايم ــاي ب ــه روش  هه ــده  ب ــاتومات دســت آم  کي

اســـتاگوكامپكت زر يتوســـط اتوآنـــال ايمونوتوربيــدومتري 
 .گيري شد اندازه( فرانسه)

 
هها بهر سهرع  فعهال شهدن       بادي بررسي ارر آنتي

بها اسهتفاده از    (u-PA) پلاسمينوژن توسهط اوروكينهاز  
 S-2251سوبستراي سنتتيك 

 هـر هـكه شرايط بهين  براي انيام اين آزمون پ  از آن
ب زيـر عمـل   كننده تعيين شد به ترتي ي  از ايزاي شركت

اي كشــت  خانــه 64هــاي  نخســت در ميكروپليــت. كــرديم
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  دکتـر  ياهـدا ) ميكروليتر از پلاسمينوژن خالص 50سلول  
ميكروليتـر از   50ريختـه و  ( g/ml 501يلرت ) (رشاه يم

. اضـافه شـد  به آن ها  بادي هري  از آنتي g/ml011يلرت 
 سوبسـتراي  g/ml0333از يلرـت   l31دريقـه    0پ  از 
از يلرـت   l50پ  و س( كروموژنيك ) S -3313تي سنت

IU/ml23  ها اضـافه شـد و در فواصـل     اوروكيناز به چاه
توسط دسـتگاه   ها اي ميزان يذب نور چاه  دريقه 0زماني 
. نانومتر سني  شـد  610در طول موج  (آنتوس) اليزاريدر
دريـه   21ذكر است تمامي مرالـل فـوق در دمـاي    شايان 
ن ي ـلازم بـه ذکـر اسـت کـه در ا    . گرفـت د انيام گرا نتيسا

 . ن کنترل مختلف است اده شديمرلله از چند
 

بررسي ميزان اتصال پلاسمينوژن به فيبرينوژن در حضور 
 به روش اليزا ها بادي آنتي

نوژن خالص يپلاسم mg/ml 33از محلول  L 411نخست 
در  (پيرس)ن يوتيل  مولار بيم 33از محلول  L030توسط 
محصول )نه شد يليوتيمولار ب PBS 3/3بافر  L550لضور 
(. بود mg/ml0له بايلرت ينيوتينوژن بيپلاسم L333  ينها

نوژن يا بـر اتصـال پلاسـم   ه ـ به منرور بررس  افر آنت  بادخ
 . زا است اده شدياز روش ال  نوژنيبريله به فينيوتيب

زا بـا اسـت اده از   ي ـت اليک پلين منرور نخست در يبه ا
L333 لرــت از يg/ml33 ــه يبريف ــوژن مرلل ــ ن  كوتين

(Coating) بلوكينــ    ونيپــ  از انهوباســ. انيــام گرفــت
(Blocking)     توسط محلول مسـدودکننده شـامل بـافرPBS 
و شستشـو   ( BSAا ي ن سرم گاوخيآلبوم% 3لاوخ يلرت )

L333  له ينيوتينوژن بيانهوبه شده پلاسم پي از مخلوط از
نوژن يپلاســم g/ml30يلرــت از  L01) هــا يبــاد و آنتــ 

در ميكروگـرم   8و  3  30هـاخ   از يلرـت  L01له وينيوتيب
هـا اضـافه کـرده و     به چاهک( اخ مذکوره يباد يآنتليتر ميلي
هـا   اهکچک از يپ  از شستشو به هر .ميون نموديانهوباس

L333  لــول مح        از ررــتST-HRP (پيــرس)  اضــافه
گـراد   يه سـانت ـدري 21 ون دريانهوباسدريقه 31 پ  از. شد
ــ ــر  هب ــه ــک ک ازي ــا  چاه ــتراخ L333ه  TMBاز سوبس
ــرس) قــه بــه کمــک   يدر 23و پــ  از  شــد اضــافه (پي
سپ  يـذب  . واکن  متورف شد نرمال 3ک يدسول ورياس

توسـط دسـتگاه    nm 601مـوج   هـا در طـول   نورخ چاهک
 .ررائت شد (آنتوس) دريزاريال
 

 ها  يافته
 ها بادي يه آنتينتايج حاصل از تعيين ارر اول

لختـة پلاسـمايي    اساس مطالعاتي كه بر سرعت ليز بر
 انيــام شــده هــا بــه روش چشــمي بــادي در لضــور آنتــي

ور سه فعـال كننـده پلاسـمينوژن    ـه در لضـشد ك مشخص
(u-PA , t-PA , SK) اي ـهــ بــادي آنتــيA5E10 و A4D10 

 لالي دهند در را افزاي  مي رعت انحلال لخته پلاسماييـس
 . افراست بي A3B2بادي  ها آنتي لضور اين فعال كننده دركه  

 
 بهه روش   هها  بهادي  ل از بررسي ارهر آنتهي  هج حاصهنتاي

 دايمر D– آزمون 
هـا   دايمـر نمونـه   ـ ـ D براساس نتاييي كـه از آزمـون  

و  A5E10هـاي   بـادي  دست آمـد مشـخص شـد كـه آنتـي      هب
A4D10 يز فعاليت سيسـتم فيبرينـول    صورت وابسته به دوز هب

. دهنـد  هاي پلاسمينوژن افزاي  مـي  كننده را در لضور فعال
افــري بــر فعاليــت سيســتم  A3B2بــادي  كــه آنتــي در لــالي
 (. 0تا  3نمودارهاي )ينوليز نداردفيبر

 
 ها به روش آزمهون  بادي نتايج حاصل از بررسي ارر آنتي

 S-2251هيدروليز سوبستراي سنتتيك 
 ـنتاي  لاصل  دسـت   هاز اين آزمون تثييد كننده نتاي  ب

و  A5E10بـادي   يعنـي دو آنتـي  . آمده از مرالـل ربلـي بـود   
A4D10  برفعال شدن پلاسمينوژن خالص توسط اوروكيناز و

افـر افـزاي  دهنـده      S-2251هيدروليز سوبستراي سنتتي  
. نيز افري بر اين واكـن  نداشـت   A3B2بادي  داشتند و آنتي

بـر   A5E10افـر افزايشـي      S-2251دروليز براساس آزمون هي
 (.6 نمودار)است  A4D10فعال شدن پلاسمينوژن بيشتر از 

 
تايج حاصل از بررسي ميهزان اتصهال پلاسهمينوژن بهه     ن

 ها بادي فيبرينوژن در حضور آنتي
هاي مورد مطالعه در ايـن تحقيـق ميـزان     بادي كليه آنتي

 (.1نمودار)دهند ميرا افزاي   فيبرينوژن پلاسمينوژن به اتصال
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 A4D10بادي  ارر افزايشي آنتي :9 نمودار                                                 A5E10بادي  ارر افزايشي آنتي :1 مودارن  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 ن بي ارر اس هاي پلاسمينوژ كنندهبر فعال شدن سيستم فيبرينوليز در حضور فعال  A3B2بادي  آنتي: 3 نمودار

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

     سرع  تبديل پلاسمينوژن A4D10وA1D12،A5E10ها  آنت  باديS-2251آزمون هيدروليز سوبستراي سنتتيك شرو ها به بادي اررآنتي: 4نمودار
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 ها بادي آنتي   مختلفها غلظ  اتصال پلاسمينوژن بيوتينيله به فيبرينوژن در حضوربررس   :8نمودار
 

 بحث
دسـت آمـده تـا     هبندي كلي از نتاي  ب در ي  يمع    
هاي مورد مطالعه  بادي شود كه آنتي مشخص مي  اين مرلله

. گيرند در اين تحقيق از نرر عملكردي در دو دسته ررار مي
باشـند    مي A4D10و  A5E10ها كه شامل  بادي دستة اول آنتي

هـاي   كننـده  مينوژن توسط فعاللاسـدن پـال شـت فعـسرع
u-PA, t-PA وSK  را افزاي  داده و در نتييه باع  تسريع

دايمـر   D–انحلال لختـه پلاسـمايي و آزاد شـدن فـرآورده     
ايــن دســته همچنــين بــا افــزاي  فعــال شــدن . شــوند مــي
 ـu-PAور ـنوژن در لض ــلاسميـپ وبستراي ـز س ــ  هيدرولي

S-2251 شــامل  دســتة دوم كــه. كننــد را تســريع مــيA3B2 
باشــد  بــر ســرعت فعــال شــدن پلاســمينوژن توســط   مــي
 .ها تثفيري ندارد كننده فعال

هايي كه در اين تحقيق مـورد بررسـي رـرار     بادي آنتي
گرفتنــد داراي مــوارد تشــابه و ت ــاوت متعــددي بــا ديگــر 

هاي منوكلونال ضدپلاسمينوژن كـه تـاكنون تهيـه     بادي آنتي
 ـ .باشند اند  مي شده و  A5E10بـادي   دو آنتـي  مثـال عنـوان   هب

A4D10 هـاي   بـادي  از نرر عملكردي به ميزان زيادي با آنتي
MPW1PG و MPW2PG ( 3931هاتي) (2)مشابهت دارند .

ــي  ــن آنت ــه اي ــادي كلي ــور    ب ــه را در لض ــلال لخت ــا انح ه

كننـد و نيـز سـرعت     هاي پلاسمينوژن تسريع مي كننده فعال
ــور   ــمينوژن درلض ــدن پلاس ــال ش ــه  و در u–PA فع نتيي

اخـتلاف  . هندد را افزاي  مي S-2251هيدروليز سوبستراي 
A5E10  وA4D10 هاي مذكور در ايـن اسـت كـه     بادي با آنتي

 plgبر فعال شدن  A4D10, A5E10هاي  بادي افر افزايشي آنتي
ها در ي  لالت وابسـته بـه دوز اسـت در     PAدر لضور 

در مقابل فعـال كننـده    MPW2PGو  MPW1PGه ـك يـلال
u-PA       بـه صـورت وابسـته بـه دوز و در مقابـلt - PA   بـه

چنـين دو   هـم . (2)كنند   صورت ييروابسته به دوز عمل مي
 A1D12 بادي تشابه زيادي با آنتي A4D10و  A5E10بادي  آنتي
از نرـر افـزاي  سـرعت انحـلال لختـه       (3991ميرشاهي )

 از نرـر  . نـد رايمـر دا د ـD پلاسمايي و آزاد سازي فرآورده 
كنند ولـي افـر    عمل مي  A1D12نيز مشابه S-2251دروليز هي
 (A1D12>A5E10>A4D10)اسـت   A1D12تـر از   ها ضـعيف  آن
سينيتي  فعـال شـدن    تحقيقات انيام گرفته بر. (1نمودار )

دهـد كـه سـرعت فعـال شـدن ايـن        پلاسمينوژن نشان مـي 
اين . مولكول ارتباط مستقيمي با وضعيت ساختاري آن دارد

رم آل ا بـه دليـل بسـته بـودن سـاختار تمايـل       مولكول در ف
كـه فـرم بتـاي آن كـه      كمتري به فعال شـدن دارد در لـالي  

. شـود  ساختاري نيمه باز دارد با سرعت بيشـتري فعـال مـي   

جذب نوري در طول موج 
484
 

نانومتر
 

3 

1/3 

3 

1/3 

3 

1/3 

3 3 2 

 ها بادي ميكروگر  در ميلي ليتر آنتي 16غلظ  

 ها بادي ليتر آنتي ميكروگر  در ميلي 5غلظ  

 ها بادي ليتر آنتي ميكروگر  در ميلي 4غلظ  

 (mAbبدون حضور  Plg)كنترل منفي 

 (mAbو Plgعد  حضور )منفيكنترل 
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دهـد كـه    نشان مي A1D12بادي  مطالعات انيام شده بر آنتي
 (NTP)ترمينـال   N–بادي با اتصال به بخ  پپتيـد   اين آنتي

  كه نقـ   1يانكن  اين بخ  را با كرينگل پلاسمينوژن  م
ساختار پلاسمينوژن دارد  ( آل ا)اي در ايياد فرم بسته  عمده

پلاسـمينوژن   -با اين عمل مولكول گلـو . (9)برد  از بين مي
پلاسـمينوژن نزديـ    -بازتر شده و از نرر ساختاري به ليـز 

 ايـن تغييـر شـكل در رفتـار سـينتيكي ايـن      . (38)شـود   مي
 شدن شود چرا كـه فعـال  يز به خوبي منعك  ميپروتئين ن
هاي پلاسمينوژن به  توسط فعال كننده A1D12-plgكمپلك  

 (.9)يابد  ميزان چشمگيري افزاي  مي
 
 گيري نتيجه
 با   A4D10و  A5E10هاي  اديـب يـآنت رود  ـال مـلتما 
 

بازكردن فـرم سـاختاري پلاسـمينوژن  بـر فعـال شـدن آن       
كـه    به ويـهه آن . تثفيرگذار باشند (PAs)ها  كننده توسط فعال
 ال بيشــتر پلاســمينوژنـ  اتصـــا باعـــهــ بــادي ايــن آنتــي
 ر است مولكولـان ذكـشاي. شوند شده به فيبرين مي بيوتينيله

 ()يـا بـاز    ()بـاز   هاي ساختاري نيمـه  پلاسمينوژن در فرم
بـه ميـزان   ( فـرم  )نسبت به فـرم سـاختاري بسـته خـود     

ت اوت ميزان  .شود متصل مي( فيبرين)يبرينوژن بيشتري به ف
در لضـور   A4D10و  A5E10بـادي   كنندگي دو آنتي افر فعال
 ـ)هاي پلاسمينوژن  كننده فعال در  u-PAويـهه در لضـور    هب

ها  بادي دهد كه اين آنتي نشان مي( S-2251آزمون هيدروليز 
مت ـاوتي بـرروي   ( تـوپ  اپـي )هاي تشـخيص   داراي يايگاه
 .ن هستندپلاسمينوژ
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Abstract 
 

Background and Objectives 

The most important component of fibrinolytic system is the proenzyme plasminogen that 

through  various activators is converted to its active form plasmin and performs its vital 

functions that is fibrin clot lysis. The first anti human plasminogen antibody was prepared by 

Ploplis in 1982 and its effect was studied. Since then many researchers have attempted to 

prepare and study anti plasminogen antibodies to elucidate important aspects of structure and 

activation mechanism of plasminogen , physiologic condition of fibrinolysis, etc. In the  

present study, we studied the probable effects of three antihuman plasminogen monoclonal 

antibodies A4D10, A5E10 and A2C8 on the activation of the fibrinolytic system. 

 
Materials and Methods 

After separate steps like the culture of antibody-producing hybridoma cells, their injection to 

mice, extraction of the ascites fluid and purification of antibodies were taken, various methods 

such as optical evaluation of  plasma clot lysis in the presence of antibodies, quantitative 

measurement of DD/E in D-dimer assay, evaluation with ELIZA assay using S-2251 synthetic 

substrate lysis and the like were used to study the effects of thses antibodies.  

 
Results 

Primary observations with human pooled plasma showed that in the presence of plasminogen 

activators (t-PA, u-PA and SK), A5E10 and A4D10 can enhance activation of fibrinolytic 

system, but A3B2 has no effect on this system. According to D- dimer assay, it was shown that 

the lytic effects of A5E10 and A4D10 antibodies were dose dependent; the higher the amount of 

antibodies, the lower their effects. The other test performed with S-2251 synthetic substrate 

showed plasminogen activation in the presence of Urokinase; therefore, lysis of this substrate 

enhanced in the presence of A5E10 and A4D10 antibodies. Moreover, in this test ineffectiveness 

of A3B2 on plasminogen activation was confirmed. 

 
Conclusions 

In conclusion, we suggested A4D10 and A5E10 antibodies by modification of structural from of 

plasminogen facilitate its activation in presence of plasminogen activators.  
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