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 ،(hCG) ها هورمون گنادوتروپين جفتي انسان نظر از نوع و منشأ آن هاي سرطاني، صرف  سلول: زمينه و هدف

در اين . هاي سرطاني انسان است  رده سلولك، فنوتيپ مشترhCGنند، ظاهراً ك را بيان مي زيرواحدها و مشتقات آن
 .هاي سرطاني انسان بررسي شد روي سلول) T8B12 و hCG) 7D9، T18H7  ضدهاي منوكلونال بادي تحقيق اثر آنتي
هاي  ثير و به موشك تT8B12 و 7D9، T18H7 هاي منوكلونال بادي ننده آنتيك هيبريدوماهاي ترشح: روش بررسي

Balb/C با استفاده از كروماتوگرافي تمايلي ، مايع آسيت ها از بادي تخليص آنتي. صورت داخل صفاقي تزريق شدند به
ها  بادي رد آنتيكترتيب ساختار و عمل  و الايزا بهSDS-PAGE . سفارز و سپس تعويض يوني انجام گرفت-Gين يپروت

سه روز . هاي تخليص شده، تيمار شدند بادي ط آنتي، توسMDA"  وHela"  سلول سرطاني انسانهدو رد. ردكرا تأييد 
 SDS-PAGE  ژل غيراحيايي:ها يافته .سپس شمارش سلولي انجام شد روگراف تهيه گرديد وكها، مي بعد، از چاهك

 نشان داد (hCG)ژن مربوطه  تست الايزا با آنتي. نترل، مطابقت داردكبادي  ه الگوي مهاجرت باندها با آنتيكنشان داد 
وپي از كروسكشمارش سلولي و تصاوير مي.  هستندhCG ژن هاي توليدشده قادر به تشخيص آنتي بادي آنتيه ك

 اثرات سيتوتوكسيك 7D9 بادي هاي مورد مطالعه، آنتي بادي ه از بين آنتيكرد كهاي مختلف تيمارشده، ثابت  چاهك
توانند در تيمار هدفمند سرطان   ميhCG ضدنال هاي منوكلو بادي آنتي: گيري  نتيجه.هاي مورد مطالعه دارد روي سلول

انديداي كه فعاليت پروتئازي دارد،  ك7D9 بادي آنتي. نندك  را بيان ميhCGژن  هاي سرطاني، استفاده شوند؛ چون سلول
  . و هم خاصيت آنزيمي داردhCGرد كردن عملكمناسبي براي اين هدف است؛ چون هم خاصيت خنثي 

  .hCG ضدهاي منوكلونال  بادي دوتروپين جفتي انسان، اثر سيتوتوكسيك، آنتيسرطان، گنا: ليديكلمات ك

 
  

 human Chorionic هورمون گنادوتروپين جفتي انسان

Gonadotropin (hCG)يني متعلق به خانواده ي، سيالو گليكو پروت
 و بتا ه از دو زير واحد آلفاك است LHو  TSH، FSH هاي هورمون

 اسيد آمينه و زيرواحد بتاي 92زيرواحد آلفاي آن . يل شده استكتش
هاي گليكو   تمام هورمونيزيرواحد آلفا.  اسيد آمينه دارد146آن 
مشابه است و تفاوت ) LHو  TSH، FSH (يني اين خانوادهيپروت

اي است   اسيد آمينه24دنباله  ها مربوط به زيرواحد بتاي اين هورمون
   (CTP)پپتيد  ترمينال - Cده و ـ واقع شhCGنال ـ ترمي-Cت ه در قسمك

  
توسط جفت و  در طول دوران بارداري hCG توليد هورمون 1.نام دارد

 و hCGويژه، حضور  به. گيرد ها توسط تومورها صورت مي در سرطان
هاي   در انواع مختلف سلولhCGβزيرواحدهاي آن مخصوصاً 

 نشان داده شده (Flow cytometry)  فلوسيتومتريسرطاني، با روش
ه كدهد  ها نشان مي  در سرطان، يافتهhCG در ارتباط با نقش 2-4.است

 عامل رشد موضعي در hCG holo  عامل متاستاز وhCG زيرواحد بتاي
عنوان بيوماركر   بهhCGβ از اين رو نقش. شود تومورها محسوب مي

 پانكراس و هاي مختلف مثل تخمدان، پروستات، آگهي در سرطان پيش
 موتيف ساختاري hCG با كريستالوگرافي 5-7.غيره ارزيابي شده است

Cystein knot تورهاي رشد كه وجه مشخصه فاك در آن مشخص شده

 مقدمه

 يدهكچ
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     و همكارانمجتبي فتحي      

 

 
 1390، آذر9 ، شماره69ي تهران، دورهكي، دانشگاه علوم پزشكده پزشكمجله دانش

تور رشد عمل ك فاك ترشحي، مثل يhCG هكپيشنهاد شده است و 
ه عامل مهمي در آنژيوژنز محسوب ك VEGFرده، باعث افزايش ك

 فنوتيپ hCG تر گفته شد ه پيشكطور  مان ه8-10.گردد شود مي مي
رشد، آنژيوژنز  هاي مهمي در هاي سرطاني است و نقش  سلولكمشتر

هاي  بادي توان از آنتي هاي سرطاني دارد، پس مي و متاستاز سلول
عنوان بيوماركر در  ها و به منوكلونال ضد آن، در ايمني درماني سرطان

هاي  بادي ز تحقيقات آنتيكدر مر. ردكآگهي استفاده  تشخيص و پيش
، hCGژنيك  تر ميرشاهي، براي بعضي نقاط آنتيكمنوكلونال د

. هاي منوكلونال توليد شده است بادي ننده آنتيك هيبريدوماهاي ترشح
هاي  بادي در پژوهش حاضر از اين هيبريدوماها براي توليد آنتي

دو ها روي   استفاده شد و پس از تخليص، اثر آنhCG ضدمنوكلونال 
  . بررسي گرديد"MDA" و "Hela" سلول سرطاني انسان هرد
  

  
  شامل هيبريدوماهايمطالعه تجربيمواد مورد استفاده در اين 

T18H7 ،7D9 و T8B12ضدهاي منوكلونال  بادي ننده آنتيك توليد hCG 
ز كز مره اكاست )  انسانيFc) IgG بادي ضد ننده آنتيك توليدMan-1و 

رده . تر ميرشاهي تهيه شدندكهاي منوكلونال د بادي تحقيقات آنتي
  از انستيتوHela (Carcinoma cell line of the cervix) سلول سرطاني

 MDA، (Carcinoma cellايران و رده سلولي سرطان پستان  پاستور

line of the breast)ده علوم پايه دانشگاه تربيت ك سلولي دانشك از بان
 ,Goat Anti-Mouse IgGبادي ثانويه  آنتي. درس خريداري شدندم

Horseradish Peroxides Conjugatedشركت   ازSigma و محيط 
ت ك از شر(FBS)  و سرم جنين گاويRPMI 1640 شت سلوليك

Gibcoيني و پروت G-بقيه مواد .  سفارز از اينويتروژن خريداري شدند
 هشت هيبريدوماها و ردك تهيه شدند و Sigmaت كمصرفي از شر

) CO2 5%و  C 37(شت سلولي كهاي سرطاني در انكوباتور  سلول
ها شمارش سلولي با تريپان بلو  انجام و براي اطمينان از حيات سلول

 %1/0  وPBS %25/0 ها با تريپسين پاساژ سلول. و لام نئوبار انجام شد
EDTAمدرس ها در دانشگاه تربيت   بخشي از آزمايش. صورت گرفت

ز تحقيقات كمرهاي تكميلي آن در   و آزمايش1385در سال 
  .انجام شد 1388 در سال تر ميرشاهيكهاي منوكلونال د بادي آنتي

   RPMI هيبريدوماها در محيط :ها از آسيت بادي ص آنتيتوليد و تخلي

همراه   جنتامايسين بهµg/ml60سرم جنين گاوي و % 10  حاوي1640
ها  سلول. شت داده شدندك) Balb/Cل موش طحا(دهنده  لايه تغذيه

ه با پريستان تيمار شده ك Balb/C هاي نژاد آوري، به موش پس از جمع
تزريق )  سلول به هر موش5×106( صورت داخل صفاقي بودند، به

منظور تخليص در  آوري و به ها جمع دو هفته بعد، مايع آسيت. شدند
C 20-روش  شده، به آوري هاي جمع مايع آسيت .داري شدند  نگه

مدت يك شبانه روز   درصد تغليظ و به50رسوب با آمونيوم سولفات 
هاي  نمونه. دياليز شدند PBS  عليه بافرCutoff 12000 با كيسه دياليز

 سفارز و سپس تعويض - G ينيشده، بر روي ستون تمايلي پروت تغليظ
تشوي تعادل رساندن و شس جهت به. انتقال يافتند DEAE -يوني سلولز

 ميزان.  استفاده گرديد=5Tris-HCl (pH ( وPBS ترتيب از ، بهها ستون
 نانومتر 280 موج طول در شده هاي خالص نمونه نوري جذب
 هاي نمونه غلظت لامبرت، -بير قانون از استفاده با و شد گيري اندازه
-SDS شده با هاي تخليص بادي خلوص آنتي. گرديد محاسبه ينييپروت

PAGE درصد غيراحيايي 10، در ژل )V/cm12 (آميزي  و با رنگ
نش كجهت بررسي وا.  مورد بررسي قرار گرفتG-250كوماسي آبي

هاي الايزا   در چاهكhCG ژن ، آنتيhCG هاي منوكلونال با بادي آنتي
هاي  بادي و پس از انكوباسيون شبانه، آنتي )mg/ml1(قرار گرفت 

هاي الايزا  به چاهكهاي مختلف  شده با غلظت منوكلونال تخليص
بادي  دنبال آن آنتي ه بهك دقيقه انكوبه گرديدند 90 مدت اضافه و به
از .  دقيقه انكوبه گرديد90 مدت  اضافه و بهHRP دار با ثانويه نشان
ترتيب براي انجام   نرمال بهدو و اسيد سولفوريك TMB سوبستراي

 جذب نش،كتوقف وا پس از. نش استفاده گرديدكنش و توقف واكوا
  .ريدر خوانده شد توسط الايزا OD 450 در

: هاي منوكلونال خالص بادي هاي سرطاني با آنتي  سلولهتيمار رد
حالت فاز لگاريتمي در   درMDA  وHela هاي سرطاني  سلولهرد

شت داده شدند و ك)  سلول در هر چاهك350×103( خانه  ششپليت
. شده، تيمار شدند صهاي منوكلونال تخلي بادي از آنتي nM10 با غلظت
ها با  ، چاهكCO2 5%  وC 37  روز انكوباسيون در دماي سهپس از

وپ اينورت بررسي و ميكروگراف تهيه شد و از هر چاهك كروسكمي
ه از ميانگين ك) 10 =ها تعداد آزمايش(شمارش سلولي انجام گرفت 

 16ست  ويراSPSS افزار از نرم. ها استفاده گرديد ها براي آناليز داده آن
 براي آناليز one way ANOVA و Student’s t- test و روش آناليز

معيار  صورت ميانگين با انحراف ها به ها استفاده شد و داده داده

  روش بررسي
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مقادير ). 10 =ها تعداد آزمايش( محاسبه گرديد (Mean±SD) مشخص
داد وقتي  داري نشان مي هاي مختلف اختلاف معني ميانگين در گروه

01/0P<شد ر گرفته مي در نظ.  
  

  
جهت حصول اطمينان از تخليص : ها بادي توليد و تخليص آنتي

 سفارز و - Gين يوسيله كروماتوگرافي تمايلي پروت ها به بادي آنتي
 1 لكه در شكطوري  همان.  انجام شدSDS-PAGE تعويض يوني،
وان شاخص وزن عن  به پنجبادي شماره گردد از آنتي مشاهده مي

ولي استفاده شده است و علت وجود باندهاي اضافي، كمول
 و كوچكهاي  ه بعضي از زنجيرهكهيبريدوماهاي مورد استفاده است 

ها  بادي نند و همراه آنتيك ها را توليد و ترشح مي بادي بزرگ آنتي
شده با الگوي  هاي تخليص بادي الگوي باند آنتي. گردند تخليص مي

 .باشد ها مي گر تخليص خوب آن نترل مشابه بوده و بيانكبادي  آنتي
). 1 نمودار(ها، الايزا انجام شد  بادي براي اطمينان از فعال بودن آنتي

هاي  هاي الايزا، غلظت  در چاهكhCGژن  پس از قرار دادن آنتي
. ها اضافه شده است شده، به آن هاي تخليص بادي متفاوتي از آنتي

 7D9، T8B12بادي  دهد هر سه آنتي نشان مي 1ر نموداه كطوري  همان
ولي شناسند؛   را ميhCG ژن  هستند آنتيhCG ه ضدك T18H7 و

 ايمونوگلوبولين انساني است، Fc كه ضد Man-1بادي منوكلونال  آنتي
  .شناسد  را نميhCGژن  آنتي
  هاي منوكلونال خالص و بادي هاي سرطاني با آنتي ولـ سلهمار ردـتي

  
  

  

  
  
  
  
  

  

. شده  هاي منوكلونال تخليص بادي  غيراحيايي آنتيSDS-PAGE ژل: 1-شكل
 و 3 و 2 هاي  شماره، انسانيIgG بادي  آنتيFc بادي منوكلونال ضد قطعه  آنتيMan-1، 1 شماره

4، T18H7و  T8B127  وD9بادي ضد  هر سه آنتي hCGعنوان   به5 بادي شماره  آنتي. هستند
   كيلودالتون است150 ولي آنكه وزن مول كباشد ي تخليص ميولي و الگوكنترل وزن مولك

 سه ""MDA و ""Hela هاي سرطاني  سلولهرد :تصاوير ميكروسكوپي
  و7D9 ،T8B12 (شده هاي خالص بادي روز پس از تيمار با آنتي

T18H7(وپ اينورت مورد مشاهده و بررسي قرار كروسك، توسط مي
 2شكل ه در كگونه   همان.گرفتند، سپس تريپسينه و شمارش شدند

 Hela  سلوليه اثر سيتوتوكسيك روي رد7D9 بادي مشخص است آنتي
ثير كه تك ند، در صورتيك ها ممانعت مي ثير آنك دارد و از تMDA و

نترل ك مثل T18H7 و T8B12 هاي تيمارشده با كها در چاه سلول
هاي  اين مشاهدات با شمارش سلولي از چاهك. گيرد صورت مي

از طرفي هم . تأييد شدند) >01/0P (ها با تصاوير و آناليز دادهمرتبط 
، MDA  سلوليه روي ردT18H7  و7D9، T8B12هاي  بادي اثرات آنتي

ه اثر ك ضمن اين. بود) A-2شكل  (Hela رويها بر  مشابه اثرات آن
  ).B-2شكل ( باشد  شديدتر ميMDA رشد بر 7D9 مهاري
هاي تيمارشده  ها در چاهك تعداد سلول: Hela سلول سرطاني هرد

، پس از Τ8Β12 و Τ18Η7، 7D9، Μan-1 هاي منوكلونال بادي با آنتي
. دشآناليز  SPSS افزار و با نرم) آزمايش 10(گرفتن تصوير شمارش 

ها  شده در اين چاهك هاي شمارش گر متوسط سلول ، نمايان2نمودار 
 اختلاف  و كنترلΤ18Η7، Μan-1 ،Τ8Β12. است Hela  سلوليهدر رد
  ).>01/0P(ها دارد   اختلاف آشكاري با آن7D9 داشته ون دار معني

در اين  گونه كه در بالا ذكر شد، همان: MDAسلول سرطاني رده 
ها تيمار  بادي  كه توسط آنتيMDAهاي سرطاني  آزمايش نيز سلول

 ).3نمودار (شده بودند، شمارش و سپس تحليل آماري انجام شد 
   وΤ18Η7 ،Μan-1هاي  بادي يـهاي آنت كـن چاهـيداري ب تفاوت معني

  

  
  
  
  
  

. )الايزا( hCGژن   با آنتي7D9، T18H7، T8B12، Man1هاي  بادي  واكنش آنتي : 1-نمودار
hCG   در پليت الايزا  coat   هاي  بادي آنتي هاي مختلف   غلظت ودر دماي اتاق انكوبه      ساعت   24و
 nm450  بود و جـذب نـوري در       HRP دار با   نشان mouse آنتي بادي ثانويه،  آنتي.  اضافه شد  اوليه

  الايزا ريدر خوانده شدبا  نرمال 2  و توقف با اسيد سولفوريكTMBردن كپس از اضافه 

 هايافته

54321
KDa150 

12           10           8            6             4            2            0 
 (g/mL)غلظت

5/2  
  

2  
  

5/1  
  

1  
  

5/0  
  

0  

OD450nm 
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     و همكارانمجتبي فتحي      
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، 7D9 از nM10 ترتيب تصوير چاهك تيمارشده با از چپ به راست به) MDA". )A"  و"Hela" هاي سرطاني  سلوله روي ردT18H7 و  7D9  ،T8B12 هاي منوكلونال  بادي اثر آنتي : 2-شكل
T8B12 و  T18H7  بر روي  Hela    7. اي تيمار نشده است    ه با هيچ ماده   كنترل است   كاز چپ به راست، مربوط به چاهك         چهارشكل   است وD9   اثر سيتوتوكسيك بر روي  Helaهاي مربوط بـه   دارد و چاهك 
T8B12 و  T18H7       10 (هاي متعدد  ها پس از تريپسينه كردن، در آزمايش       ه با شمارش سلولي چاهك    كاشد  ب نترل مي ك از نظر رشد مثل چاهكn= 01/0  وP< ( داري بين اثر مهـار رشـد        اختلاف معني . تأييد شد

ور كهـاي مـذ   بـادي  تصاوير مربوط به آنتي) 01/0P<.( )B (تدار نيس نترل معنيكها و چاهك    طور بين آن   همين  و T18H7  و T8B12ها بين    ها وجود دارد اين اختلاف     بقيه چاهك   و 7D9 بين چاهك مربوط به   
ايـن اخـتلاف اثـر      . تر است   بيش MDA  سلولي ه روي رد  7D9 اثر سيتوتوكسيك . نترل است ك و چاهك    7D9، T8B12، T18H7 ترتيب چاهك تيمارشده با    ه از چپ به راست به     ك است   MDA  سلولي هروي رد 

  ).>01/0P (نترل مشاهده نشدكها و چاهك   و بين آنT18H7 و T8B12 داري بين  اختلاف معني وهاي مرتبط آناليز شد  پس از شمارش سلولي از چاهكهكدار بوده  معني) >01/0P(لحاظ آماري  به

  
  

  
  
  
  
  
  
  

  
  

 ،Τ8Β12 هـاي  بـادي   هاي تيمارشـده بـا آنتـي        سلولي از چاهك   شمارش: 2-نمودار
T18H7، Μan-1 7 وD9  سلولي هنترل در رد  ك كو چاه  Hela :شـده،   هاي تيمـار   چاهك
هـا بـر اسـاس       سـلول اين  متوسط  ). آزمايش 10( شدآميزي تريپان بلو شمارش       با رنگ  ،تريپسينه

 ،Τ18Η7 هاي مربوط بـه     چاهك هاي تعداد سلول . شود  ديده مي ل  كمواد استفاده در تيمارها، در ش     
Μan-1و  Τ8Β127 ها و  بين آنو نداشتهدار   اختلاف معنيD9 01/0(  بوددار نياختلاف معP<.(  

  
  
  
  
  
  
  
  
  
  

 هـاي منوكلونـال    بادي هاي تيمارشده با آنتي     سلولي از چاهك   شمارش: 3-نمودار
T8B12  ،T18H7  ،Man-1، 7D9    سلولي هنترل رد كو چاهك  MDA :   هـاي   متوسـط سـلول
رده  همانند. شود  ديده مي ل  كبر اساس مواد استفاده در تيمارها، در ش       ) آزمايش 10(شده   شمارش
 Τ8Β12 و Τ18Η7، Μan-1هـاي مربـوط بـه        هاي موجـود در چاهـك      تعداد سلول  ،Hela سلولي

  ).>01/0P(  وجود دارد7D9 ها و داري بين آن ؛ ولي تفاوت معنيداشتهدار ن اختلاف معني

B 

A 
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 هاي سرطاني بر رده سلول، hCG ضدهاي منوكلونال  بادي اثر آنتي
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Τ8Β12    7ها و كنترل مشاهده نشد؛ ولي          و نيز بين آنD9   داراي اختلاف 
 بـر روي  7D9قايـسه اثـر   مدر  ). >01/0P(آشكاري با ساير مواد اسـت       

MDA   و Hela  01/0 (شتداري وجود دا    ، اختلاف معنيP<(   و تاثير آن  
  .بودتر   بيشMDAبر رده سلولي 

  

  
از طريق  hCG هاي منوكلونال ضد بادي توليد آنتي در تلاش محققين

 پريماتي ؛ زيرا در توليد هيبريدومايثمر بوده هيبريدوماي پريماتي بي
 .شود استفاده مي hCG هاي سرطاني ميلوماي انساني داراي از سلول
منجر به از بين رفتن  hCG هاي منوكلونال ضد بادي شي آنتيكاثر خود

را در  hCG ه اهميتكگردد  بادي مي ننده آنتيكهيبريدوماي توليد
هاي  بادي ه آنتيكدهد   مطالعات نشان مي19.نمايد سرطان دوچندان مي

هاي سرطاني  ، خاصيت سيتوتوكسيك بر روي سلولhCG دهنده هدف
 دهنده هاي منوكلونال هدف بادي  در پژوهش ما، از بين آنتي19-23.دارند
hCG، 7D9هاي سرطاني،  سلوله خاصيت سيتوتوكسيك بر روي رد 

"MDA" و "Hela"كه هاي منوكلونال بادي همه اين آنتي.  دارد IgG 
- بادي اين آنتي .دهند از خود نشان نمي، خاصيت سيتوتوكسيك هستند

  و همگي در آزمون الايزا،بوده hCG هاي مختلف بر ضد اپيتوپهاي  
hCGيي شكل فضا.نمايند  را شناسايي مي hCG هاي   سلوليدر غشا

هاي مربوطه در دسترس  ن است طوري باشد كه اپيتوپكسرطاني، مم
 و T8B12 منوكلونالهاي  بادي  احتمالاً، عدم تأثير آنتي.باشند مين

T18H7 اپيتوپ مربوطه دردر دسترس نبودن، به علت  hCG باشد مي .
  24.، به اثبات رسيده است7D9 بادي آنتيخاصيت پروتئازي 

ه خاصيت پروتئازي كدهد  بار نشان مي مشاهدات ما براي اولين
از  . بايد نقش مهمي داشته باشدhCGرد ك در مهار عمل7D9 بادي آنتي

ن كه ممكگردد  م اين اثرات ظاهر ميكهاي خيلي  غلظتطرفي، در 
هاي  ننده اثرات آنزيمي آن باشد؛ چون آنزيم در غلظتك است توجيه

خاصيت سيتوتوكسيك . رساند نش كاتاليتيك را به انجام ميكم، واك
7D9سلوليه بر روي رد  MDAاين دليل باشد  تر است؛ شايد به  بيش

هاي سرطاني متفاوت  ختلف سلولهاي م  در ردهhCGه مقدار بيان ك
  5-7.است
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Background: Human cancer cell lines express human choriogonadotropin (hCG), its 

subunits and derivatives, regardless of their origin and type. It appears that hCG is a 

common phenotype in human cancer cell lines. In this research, the effects of hCG 

targeting monoclonal antibodies (7D9, T18H7 and T8B12) on human cancer cell lines 

were evaluated. 

Methods: Monoclonal antibody secreting hybridomas were proliferated and injected 

intraperitoneally to Balb/C mice after treatment with pristine. Two weeks later, ascites 

fluid was collected. Purification of aforementioned antibodies from ascites fluid was 

performed using G-protein affinity followed by ion exchange chromatography. SDS-

PAGE and ELISA confirmed the structure and functional integrity of the purified 

antibodies, respectively. Two human cancer cell lines "Hela" and "MDA" were treated 

by the purified antibodies. Three days later, different wells were imaged and the cells 

counted. 

Results: SDS-PAGE gel (None-reducing) indicated consistency of band migration 

patterns with control antibodies. ELISA test using hCG antigens indicated that the 

produced antibodies could detect hCG antigens. Cell lines were cultured and treated 

with different concentrations of each antibody. Counting and imaging different wells of 

treated plates, indicated that 7D9 antibody had a more significant (P<0.01) cytotoxic 

effect on cancer cell lines than the control cells.  

Conclusion: HCG targeting monoclonal antibodies can be used for targeted cancer 

therapy, as human cancer cells express hCG gene. 7D9 antibody that exhibits protease 

activity is a proper candidate for this purpose, as it possesses both antagonistic and 

enzymatic properties. 

 
Keywords: Cancer, cytotoxic, human choriogonadotropin, monoclonal antibodies, 
targeting. 
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