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A novel anti-VEGF165 monoclonal antibody-

conjugated liposomal nanocarrier system: 

Physical characterization and cellular uptake 

evaluation in vitro and in vivo 

فهیمه سادات موسوی البرزی: ارائه شده توسط
دانشجوی کارشناسی ارشد دانشگاه علوم پزشکی قزوین

آقای دکترعلیرضافراست: استاد راهنما
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:مقدمه

VEGFدریافت موادمغذی               آنژیوژنز                 فاکتورتومور        

VEGF VEGF A مهاجرت و ایجاد فرم لوله ای اندوتلیال/ تحریک تکثیر

VEGF Bتقویت آنژیوژنز

رگ زایی

VEGF C

VEGF D

PIGF                        
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VEGF A189VEGF A

VEGF A 165

121VEGF A 

VEGF 206  

VEGF 165  هنگام ترشح           باقی ماندن قسمتی درECMشکاف پلاسمین

VEGFR1,VEGFR2             ایجاد هپارین زیست فعالاتصال به

اعمال اثرات بیولوژیکی
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:بواسیزوماب

انسانی VEGFآنتی بادی مونوکلونال ضد •

دسترسی سایر گیرنده هاکاهشانسانی                VEGF Aاتصال به همه ی ایزوفرم های •

این آنتی بادی به وسیله ی مطالعات بالینی ضدسرطانیتایید اثر •

... متعدد مانند فشارخون بالا،خونریزی وعوارض جانبی احتمال ایجاد •

ایمن ترانسانی VEGFبه ایجاد آنتی بادی مونوکلونال ضد نیاز•

MAb in vitro , in vivoاثرات ضد رگ زایی و ضدتوموری در ( 1651

 in vivoایمنی زایی پایین تر و کارایی بیشتر در شرایط ( 2
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:خلاصه

انسانی با لیپوزوم پگیله شدهVEGFکونژوگاسیون آنتی بادی مونوکلونال ضد •

BCAتایید کونژوگاسیون با روش •

اری برروی تایید عدم اختلال ترکیب این آنتی بادی با لیپوزوم بر اتصال و اثر گذ•

VEGF

نسبت به mAbتایید عدم افزایش سمیت پاکلیتاکسل در لیپوزوم های کونژوگه با •

لیپوزوم غیرکونژوگه

نسبت به لیپوزوم mAbتایید هدفگیری و اثرگذاری بالاتر لیپوزوم کونژوگه با •

mcf7غیرکونژوگه در موش های نود دارای تومور 
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:مواد و روش ها

:رده های سلولی

.1SGC-7901سلول سرطانی گاستریک انسانی

.2MCF7سلول سرطانی پستان انسانی

.3HepG-2سلول هپاتومای انسانی

.4LO2سلول کبدی نرمال

:حیوانات آزمایشگاهی مورد استفاده

BALB/Cموش نود •
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:آماده سازی لیپوزوم: 1
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mAb-Lipآماده سازی : 2

:مورفولوژی، سایز و پراکندگی ذرات: 3
TEMبااستفاده از میکروسکوپ الکترونی 
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:نتیجه

یپوزوم و بین  مالئمید لاتر -تیولاتصال با پیوند•

.گروه تیول آنتی بادی صورت گرفت

تفاوت های مورفولوژی قابل = TEMنتیجه •

.توجهی مشاهده نشد

آن پایداریبر mAb165ترکیب لیپوزوم پگیله با •

.اثری ندارد
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سنجش پروتئین و بازده اتصال آنتی بادی: 4
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نتیجه :4

یب با یکپارچگی آنتی بادی پس از ترک•

.لیپوزوم تایید شد

ت اتصال کامل و به شکل موثری صور•

.گرفته است
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:تعیین تمایل آنتی بادی باروش الایزا: 5
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نتیجه ی تست الایزا: 6
سنجش حفظ تمایل آنتی بادی با فرمول زیر محاسبه شد.

OD mAb-lip / OD mAb 165 = (%)×100

شتر میزان حفظ تمایل در لیپوزوم های کونژوگه بی

.بوددرصد80از

ل به اتصال آنتی بادی به لیپوزوم بر تمایل اتصا

VEGF اثر گذار نیست.
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VEGFتولید و ترشح : 77
خانه کشت داده شدند24هر چهار رده ی سلولی در پلیت •

.برداشته وسانتریفیوز شدچاهک لاندا محیط ازهر 150ساعت 24/72/144پس از•

.بااستفاده از کیت الایزا تعیین شد VEGFسوپرناتانت جمعاوری شد ومقدار•

:نتیجه
 سه رده ی سلولی سرطانی بطور پیوسته

VEGF روز تولید و ترشح 6را در طول

.کردند

 رده ی سلولیLO2 که یک سلول نرمال است

.ترشح کردVEGFمقدارکمی 
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فلورسنسآنالیز میکروسکوپ : 8
 کانفوکال استفاده آن اثرگذار است یانه ازمیکروسکوپ فلورسنس واتصال و جذبلیپوزوم با آنتی بادی برکونژوگه کردن جهت بررسی اینکه آیا

.شده است

در سلول های جذب در این روش میزانSGC-7901/MCF7/HepG-2 بامقدار بالایVEGF و سلولLO2 با مقدار پایینVEGF بررسی

.شده است
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آنالیز فلوسایتومتری: 9

 آنالیز فلوسایتومتریداخلی سلزی سلولی و تعیین  کمیت اتصال برای

انجام شد.

در آنالیزفلوسایتومتری روند مشابه میکروسکوپ فلورسنس مشاهده شد.

 چهار رده ی سلولی نسبت به لیپوزوم کونژوگه و غیرکونژوگه تقریبا

.جذب مشابهی نشان دادند

 در رده ی سلولیLO2 جذب فلورسانس هنگام تریت با لیپوزوم و

.لیپوزوم کونژوگه تقریبا یکسان بود
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:in vitroمطالعات سمیت سلولی :10

وی چهار رده ی جهت بررسی سمیت پاکلیتاکسل محصور در لیپوزوم پگیله و لیپوزوم کونژوگه برر

.انجام شدMTTسلولی تست 

نتیجه:
 مهار شدوابسته به غلظت تکثیر سلول ها بصورت.

برروی سلول در مقایسه ی اثردارویی پاکلیتاکسل محصور در لیپوزوم پگیله و لیپوزوم کونژوگه

.ها تفاوت قابل توجهی مشاهده نشد
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A:SCG-7901

B:HepG-2 

C:MCF7 

D:LO2 

21



در تومورهای زنوگرفتVEGFبیان : 11
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:نتیجه

 از ایمنوهیستوشیمی جهت ردیابی بیانVEGFدر بافت توموری استفاده شده است.

 در مناطق توموری رنگامیزی قوی تر                 بیان بالایVEGF
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:توزیع لیپوزوم کونژوگه در تومورهای زنوگرفت:12

2 تزریق شدهفته ای 6-4موش های نود به صورت زیرجلدی به میلیون سلول.

 لیپوزوم کونژوگه و لاندا400میلی مترمکعب رسید به حیوان 150وقتی تومورها به

.غیرکونژوگه از طریق رگ دم تزریق شد

 ساعت موش را کشته و بافت توموری در 8پس ازPbsقرار داده شد.

 میکرون برروی میکروتیوم قرارگرفت10برش بافتی با زخامت.

سیگنال فلورسانس رودامین با میکروسکوپ کونفوکال مشاهده شد.
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لیپوزوم کونژوگه  باmAb نسبت لیپوزوم غیرکونژوگه به طورموثریVEGFرا در بافت توموری تشخیص داده است.

 قرارگرفته بودند مشاهده شدلیپوزوم کونژوگه قوی تری در موش هایی که تحت درمان باسیگنال قرمز.

 موقعیت لیپوزوم کونژوگه و غیر کونژوگه را نشان می دهد= رودامین.

DAPI =هسته ی سلول هارا رنگامیزی می کند.
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:بحث
شیمی درمانی متداول ترین روش درمانی سرطان است.

.زیادی اعمال می کند                  با محدودیت هایی روبه رواستعوارض جانبی اما بربافت سالم •

 درمان نیاز به سیستم تحویل دارویی هدفمند دارد.

 ضدگیرنده ی 165لیپوزوم کونژوگه با آنتی بادی مونوکلونال در این مطالعهVEGFساخته شد.

 کارایی اینmAb165-lip در تومورهای با بیان بالایVEGF هم در شرایطin vitro وهم در

.مورد بررسی قرار گرفتin vivoشرایط 

در این مطالعه اثرگذاری بالاترmAb165-lipه برسلول های توموری نسبت به لیپوزوم غیر کونژوگ

باشد که در سلول های توموری VEGFبه mAb165-lipممکن است به دلیل تمایل بالاتر تایید شد                   

.بیان بالایی دارد
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روش کونژوگاسیون متداول بااستفاده ازMal-PEG-DSPEاست.

.آنتی بادی تیوله انجام میشودSHپیوند بین گروه مالئمید موجود روی لیپوزوم و گروه •

.ردفراوانی کمتری نسبت به سایر گروه ها در پروتئین ها و آنتی بادی ها داگروه سولفیدریل •

محدود کند                   بنابراین استفاده از مواد شیمیایی سولفیدریل می تواند تغییرات را درسایت مولکول هدف•

.در نتیجه شانس فعالیت ترکیب پس از کونژوگاسیون بیشتر می شود

 ایط یکی ازمهم ترین پارامترها در تعیین نتایج تحویل هدفمند درشرسایز نانوذرهin 

vivoوin vitroاست.
بود که برای جذب تحت نانومتر100در این مطالعه سایز نانوذرات قبل و بعد از کونژوگاسیون حدود•

.مناسب است in vitroو in vivoشرایط

 میزان اتصالmAb165 برروی لیپوزوم با روش سنجش پروتئینBCAبررسی شد.
.مشخص شد که مقدار مناسبی جهت ارتباط و ورود به سلول به لیپوزوم کونژوگه شده است•
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 یکپارچگیmAb165 توسطSDS-Pageغیر احیایی تایید شد.
.ستکیلودالتون بود که نشان دهنده ی عدم تخریب آنتی بادی حین عمل کونژوگه ا150باند جدا تقریبا •

 بااستفاده ازالایزاآنتی بادی کونژوگه روی لیپوزوم با روش اتصالقابلیتVEGF به

.عنوان بستر اتصال تایید شد
نشان آنتی ژن نسبت به %80واکنش ایمنی در مقایسه با آنتی بادی آزاد، آنتی بادی کونژوگه با لیپوزوم •

.دادند

.می کندحفظاش را هدف گیری اختصاصی آنتی بادی کونژوگه تاحدزیادی خاصیت •

یش یابد اما انتظار داشتیم پس از کونژوگاسیون لیپزوم میزان جذب و اتصال سلولی افزا

.این اتفاق نیافتاد
.باشدVEGFممکن است به دلیل ویژگی های بیان •

یک پروتئین اصلی است که می تواند در VEGF165برخلاف سایر گیرنده های غشای سلولی ایزوفرم •

.غشا باقی مانده یا درخون ترشح شود
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.ونه روی سطح سلولیبه محیط کشت ترشح شد VEGFبیشتر in vitroتحت الایزادر تست •

ا اندوسیتوز را به همین دلیل کونژوگه کردن لیپوزوم با آنتی بادی نتوانست روند اتصال وداخلی سازی ب•

.بهبود بخشد

ی به سختی جذب سلول ها موزن مولکولی بالا و آب دوستی به دلیل خاصیت mab165علاوه براین •

.شود

 در بخشin vivo مشاهده شد در تومورهای با بیان بالایVEGF آنتی بادی مونوکلونال ضدVEGF

.را در تومور تشخیص دهدVEGFتوانست به طور موثری 

 inپتانسیل هدفگیری توموررا در شرایط mAb165لیپوزوم کونژوگه با 

vivoدارد که ممکن است مستقل ازمسیراندوسیتوز سلولی باشد.
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مابا تشکر از توجه ش
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