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دار شده با   نشانPR81بادي   آنتيF(ab′)2 ي  قطعهزيستيتوليد، كنترل كيفي و توزيع 

mTc99موشي ، به منظور تشخيص تومور كارسينوماي سينه   
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  قطعاتي تهيههدف از اين مطالعه . براي جذب و نفوذ در تومورها هستندداراي مزايايي  هاي كامل، بادي بادي نسبت به آنتي  آنتيعاتقط :چكيده
2F(ab') بادي  از آنتيPR81 با ها دارسازي آن و نشان mTc99 ، تصويربرداري از سرطان سينه دربرايزيستي به منظور توليد يك راديوداروي  

هاي مختلف هضم  در زمان) بادي آنزيم به آنتي (20 به 1 با استفاده از آنزيم پپسين به نسبت PR81بادي  بدين منظور آنتي. اي است پزشكي هسته
 . تخليص شدندAين ي ستون كروماتوگرافي پروتي وسيلهه ب ، توليد شده2F(ab')  قطعات.دست آيده بادي ب گرديد تا بهترين زمان هضم كامل آنتي

با  mTc99 با 2F(ab') دارسازي قطعات نشان. تعيين گرديد% 2/65±1/5  برابرروش راديوايمونواسياستفاده  از  ابادي ب  قطعات آنتيي ايمونوراكتيويته
  خلوص راديوشيميايي در مدت يك ساعت پس از شروع واكنش، با عنوان كوليگاند، ه سين بو ترايساز  ليت كيعنوان ه  بHYNIC استفاده از

محصول توليدي جهت افزايش خلوص راديوشيميايي با استفاده از روش كروماتوگرافي ژلي تخليص . انجام شدبا پايداري بالا و  ±1/70% 2/5
 ساعت پس از 4 داراي تومور پستان پيوندي، تجمع مولكول توليد شده را BALB/cهاي  در موشو تصويربرداري زيستي مطالعات توزيع . گرديد

بادي   آنتي2F(ab') ي قطعهاست كه آن گر  اين نتايج بيان. نشان دادها  ندامدر ساير امحسوسي تزريق با حساسيت بالايي در تومور سينه بدون تجمع 
PR81  تگرافي اس  انسان به روش راديوايمونوسينتيي از كارسينوماي سينهيك كانديداي اميدواركننده براي مطالعات تصويربرداري.  

  

  m99-دارسازي با تكنسيم ، نشان2F(ab′) ي ، قطعهPR81بادي  گرافي، آنتي كارسينوماي سينه، راديوايمونوسينتي :هاي كليدي واژه
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Abstract: Immunoglobulin fragments offer a number of advantages for intratumor penetration over the 
intact antibodies. The goal of this study was to prepare F(ab')2 fragmants from antibody PR81 and 99mTc 
labeling in order to produce a biological radiopharmaceutical for imaging of breast cancer in nuclear 
medicine. The antibody PR81 was digested with 5% (w/w) pepsin at different times to find the best time 
for a complete digestion. The prepared F(ab')2 fragments were purified by protein A column 
chromatography. The immunoreactivity of the complex assessed by radioimmunoassay was determined 
to be 65.2% ± 5.1. 99mTc radiolabeling of F(ab')2 fragment by using HYNIC as a chelator and tricine as a  
co-ligand resulted in a radiochemical purity of 70.1%±5.2 after 1 hr with a high stability. The complex 
was purified by the gel chromatography method to increase the radiochemical purity. Biodistribution and 
imaging studies in BALB/c mice with breast tumor xenograft demonstrated as a specific localization of 
the compound at the site of tumors 4 h post injection with high sensitivity and minimum accumulation in 
non target organs. The results showed that F(ab')2 fragment of PR81 is a promising candidate for 
radioimmunoscintigraphy of the human breast carcinoma. 
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   مقدمه -1
   سرطان در ايران در ميان زنان، سرطان سينه است كه ترين شايع

 عدم. شود هاي زنان را شامل مي  درصد از كل سرطان22
موارد منجر به مرگ % 70موقع اين بيماري در تشخيص به 

 بادي مونوكلونال موشي  يك آنتيPR81بادي  آنتي. ]1[ شود مي
 آوري زيست فن است كه توسط گروه MUC1ژن  بر عليه آنتي

 انسان تهيه شده ي دانشگاه تربيت مدرس بر عليه سرطان سينه
اي ه  به روشmTc99بادي با  دارسازي اين آنتي نشان. ]2[ است

 انجام و ش توسط صلوتي و همكارانغيرمستقيم، قبلاً مستقيم و
تواند با  دار شده مي بادي نشان است كه آنتي مشخص شده

گيري  هاي حيواني هدف تومور سينه را در مدل حساسيت بالايي
بادي   يك آنتيPR81بادي  كه آنتي اينه نظر ب. ]6 تا 3[ نمايد

هاي  ند منجر به واكنشتوا تزريق آن به انسان مي موشي است
هاي كامل  بادي چنين آنتي هم. ]7[ شود) HAMA()1( آلرژيك

. شوند ميدفع  بودن با سرعت كمي از بدن  اندازه-بزرگ دليله ب
گرافي   بالا در تصاوير سينتيي ا  زمينهفعاليت سبب ايجاد ئلهمس اين

 تا 8[ و در نتيجه عدم تشخيص تومورهاي كوچك خواهد شد
بادي   از آنتي2F(ab') قطعات ي ز اين تحقيق تهيههدف ا. ]12

 و بررسي ميزان mTc99ها با  دارسازي آن ، نشانPR81مونوكلونال 
جذب توموري كمپلكس توليد شده در مدل موشي مبتلا به 
كارسينوماي سينه پيش از شروع مطالعات انساني به منظور تشخيص 

  .في استگرا زودرس سرطان سينه به روش راديوايمونوسينتي
  
   بخش تجربي -2
  واد م2-1

، T، كلرامين هيدروكلريك اسيد،  اسيد استيك،كلريد قلع
 مواد ؛Sigma از شركت hIgG، سيليكاژل و ، تريپسينتريسين

 سيلين، گلوتامين، پني: لازم جهت ساخت محيط كشت شامل
هيدروژن سديم  استرپتومايسين، سديم پيروات، سديم آزايد، دي

 محيط كشت و FCS هيدروژن فسفات، فسفات، دي سديم
RPMI 1640آنزيم پپسين و سديم دودسيل وك گيب از شركت ،

  ، G-25، پودر سفادكس مركاز شركت ) SDS(سولفات 
  از شركتAين يپروت و) DMSO( متيل سولفوكسيد دي
 ركتـ فيلتراسيون از شي  ميكرون و مجموعه2/0 فيلتر، اـاسيـارمـف
گروه راديوايزوتوپ  از HYNIC و mTc99 ،I125وس؛ ـوريـارتـس

 ،اي اي پژوهشگاه علوم و فنون هسته پژوهشكده علوم هسته
MCF-7 ن از بانك  انساي هاي كارسينوماي سرطان سينه سلول

 ماده از BALB/c خون  همموش و سلولي انستيتو پاستور،
  .ندد تهيه شآزمايشگاه علوم حيواني انستيتو پاستور

  
  ها وسايل و دستگاه 2-2

 Omnifuge 2 RS/ Heraeus sepatech  مدلسانتريفيوژ
 EG & G/ ORTEC/ Model 4001 M  آلمان، گاماكانتر نوعساخت

آلمان، ساخت  Gallenkamp امريكا، ميكروسكوپ معموليساخت 
  رازوـ ژاپن، ت ساختNikon/Diaphot از معكوسـوپ فـكروسكـمي

Sartorius Ag Gottingen/PB 110s/ Max 110g,d=0.  
  

   وعـ نUV/VISر ـومتـروفتـتـان، اسپكـمـآل تـاخـس
752 UV/VIS Gratingوعـور نـاتـوبـن، انكـچي اختـ س   

CO2/Water-Jacketed Incubator ،NeuAirساخت  
   ژل و دستگاه كروماتوگرافي دستگاه الكتروفورز ميني آمريكا،

FPLC (Fast Protein Liquid Chromatography) از ،
 سوئد، Pharmacia LKB Biotechnology شركت

دوربين   آلمان،Ependorfدار ساخت شركت  سانتريفيوژ يخچال
  ساختMediso, NuclineTM SPIRIT گاماي دابل هد،

  ساختCORNING شركت M225 متر مدل pHآمريكا، 
  .هاي مورد استفاده در اين پژوهش بودند  دستگاهانگلستان

  
  مدل حيواني تومور سينه 2-3

 مبتلا به ، ماده با روش پيوند بافتBALB/cخون   همهاي موش
طبيعي  بافت پيوندي، از تومور ي تومور اوليه. سرطان سينه شدند

.  ماده تهيه شده بودBALB/c خون  همسينه در يك موش
براساس مطالعات پاتولوژيك، تومور اين موش از نوع 

 ي مادهخون  همهاي   موش.]13[ آدنوكارسينوماي سينه بوده است
 پيوند تومور براي هفته 10 تا 8 گرم و سن 30 تا 20سالم با وزن 

 اوليه به قطعات ي تومور سينه. سينه مورد استفاده قرار گرفتند
ها و در زير  متري بريده شده و در پهلوي چپ موش  ميلي2×2×2

 حيواني با رعايت هاي  آزمايشي همه. زده شدپوست پيوند 
حيواني دانشگاه تربيت مدرس مطابق هاي   مراقبتي قوانين كميته

هاي انستيتو ملي راهنماي سلامتي براي مراقبت و  ييبا راهنما
  .استفاده از حيوانات آزمايشگاهي انجام پذيرفت



  . . .  ي توليد، كنترل كيفي و توزيع زيستي قطعه
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   PR81بادي مونوكلونال   آنتيي تهيه 2-4
بادي   آنتيي هاي هيبريدوماي توليدكننده حاوي سلول كرايوتيوب 
  پزشكيي دانشكده آوري ست فنزي از گروه PR81مونوكلونال 

دقيقه  3 تا 2كرايوتيوب به مدت . مدرس تهيه شد تربيت دانشگاه
ليتر   ميلي9پس از اضافه كردن .  درجه قرار داده شد37در دماي 

 به كرايوتيوب، محتويات آن%) FCS 10با (محيط كشت كامل 
و رسوب شده سانتريفيوژ ) ي نيروي گريز از مركز به وسيله(

 RPMIدر محيط كشت ) هاي هيبريدوما حاوي سلول(حاصل 
طي روزهاي بعدي محيط رويي . قرار گرفت% FCS 20 كامل با
 .ها با محيط كشت جديد تغذيه شدند آوري و سلول ها جمع سلول

 به همراه ساير PR81بادي مونوكلونال  اين محيط حاوي آنتي
 ريدا  جداسازي و نگه،از طريق فيلتراسيون. ها بود ينيپروت

 براي .هاي كوچك انجام شد هاي بزرگ از مولكول مولكول
هاي غيرايمونوگلوبيني  ينيدهي به منظور حذف پروت رسوب

 سپس نمونه در .از آمونيم سولفات استفاده شدموجود در نمونه 
انجام بافر فسفات سالين نمكي حل و به روش لوري تعيين غلظت 

 ي  درجه-20در  تر در فريزر هاي كوچك  و در اندازهپذيرفت
  .گرديدداري  گراد تا شروع مراحل بعدي تحقيق نگه سانتي

  
  2F(ab')  به قطعاتPR81 بادي هضم آنزيمي آنتي 2-5

 مولار در 1/0  استات با استفاده از بافر سديمPR81بادي  آنتي
 محلول با pH. روز دياليز شد به مدت يك شبانه ºC4دماي 

صورت قطره چكاني و با ه  مولار ب2اسيد استفاده از استيك 
 آنزيم پپسين با غلظت .رديد تنظيم گ2/4 روي تكانندهاستفاده از 

mg/ml2 به ) بادي آنزيم به آنتي (20 به 1 به نسبت وزني
در حمام آب قرار داده  ºC37بادي اضافه و محلول در دماي  آنتي
 ساعت از محلول 32 و 28، 24، 20، 16، 12هاي  در زمان. شد

 SDS-PAGEبادي با آناليز  اري و ميزان هضم آنتيبرد نمونه
واكنش هضم با اضافه . دست آمده بررسي و زمان مناسب هضم ب

 025/0 به ميزان pH=8 مولار با Tris 2هيدروكلريك اسيد كردن 
. رديدبادي در زمان مناسب متوقف گ حجم محلول آنتيبرابر 

قطعات . و رسوب آن جدا گرديدشده  سانتريفيوژ ،سپس نمونه
2F(ab')بادي   آنتيPR81 با استفاده از روش افينيتي 

 تخليص و خلوص آن با A يني پروتي وسيلهو به كروماتوگرافي 
   .]17 تا 14[  بررسي گرديدSDS-PAGE آناليز

  2F(ab') قطعات ي كتيويتهآسنجش ايمونور 2-6
هاي متوالي  غلظت ،)MCF7) cells/ml107هاي  ز سلولا

 در 31/0×106، 625/0×106، 25/1×106، 5/2×106، 5×106
 BSA)% 1داراي  (PBSها با  هاي آزمايش تهيه و حجم آن لوله
 با 2F(ab') قطعات).  تايي3صورت ه ب(ليتر رسانده شد   ميلي1به 
I125به هر يك از . ]18[ دار گرديد نشان تي  به روش كلرامين

 ng/ml40ت دار شده با غلظ بادي نشان ليتر آنتي  ميلي5/0ها،  لوله
روز در  ها به مدت يك شبانه لوله. اضافه شد) cpm10000 حدود(

 با تنديها  سلول. گراد انكوبه شدند  سانتيي  درجه4دماي 
rpm2000 رسوب فعاليت.  دقيقه سانتريفيوژ شدند5 به مدت 

 گاما شمارش گرسلولي و محلول رويي هر لوله با استفاده از شمار
 فعاليتمنحني  (Lineweaver-Burk با استفاده از منحني. دش

عكس غلظت برحسب ها   متصل شده به سلولفعاليتبه كل 
ليندمو  ي وسيلهه و براساس روش شرح داده شده ب) ها سلول

 دست آمده دار شده ب بادي نشان درصد ايمونوراكتيويته آنتي
]19[ .  

  
  بادي مونوكلونال  آنتي 2F(ab') دارسازي قطعات نشان 2-7

PR81 با mTc99   
يابي به كمپلكسي پايدارتر و حفظ  در اين مرحله به منظور دست

بادي در طي مراحل   آنتيي تر ايمونوراكتيويته هر چه بيش
 دو منظوره ساز ليت كيعنوان عامل ه  بHYNICدارسازي از  نشان

بادي با  دارسازي آنتي  نشانبرايعنوان كوليگاند ه  باز تريسينو 
mTc99بافر فسفات (بادي  بدين منظور بافر آنتي .]20[  استفاده شد
 به روش دياليز تعويض pH=5/8 مولار با 1/0با بافر بورات ) سالين
در ليتر   برمول  ميلي30 با غلظت HYNIC ساز ليت كي. گرديد

 برابر مولي افزوده 50بادي به نسبت   به آنتيسولفوكسيد متيل دي
 ساعت 24گراد به مدت   سانتيي  درجه4 و در دماي هشد
با بافر سيترات با ) بافر بورات(بادي   بافر آنتي.گرديدداري  نگه

2/5=pHبادي در بافر  غلظت آنتي . به روش دياليز تعويض گرديد
كوليگاند با استفاده از . سيترات به روش لوري تعيين گرديد

.  به كوليگاند اضافه گرديدmTc99ترايسين و كلريد قلع تهيه و 
به  HYNIC2F(ab')-  به كمپلكس-mTc99Tricineكمپلكس 

بادي افزوده  گرم آنتي ازاء هر يك ميليه كوري ب  ميلي20نسبت 
  . شد
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   شده دار بادي نشان كنترل كيفي آنتي 2-8
 ،mTc99ا دار شده ب نشان 2F(ab')قطعات براي بررسي خصوصيات 

  .]23 و 22، 21[ هاي زير انجام شد آزمايش
  
  ماي محيطايي و پايداري در دتعيين خلوص راديوشيمي 2-8-1

  تعيين خلوص راديوشيميايي از روش براي در اين تحقيق 
ITLC-SG روش كار . نرمال استفاده شدسالين  با فاز متحرك

 cm14×cm1 سيليكاژل به ابعاد ي بدين صورت است كه ورقه
) μl5(گذاري   از ابتداي آن نمونهcm5/1 ي فاصلهه  و بهبريده شد

 خشك شدن نمونه، ورقه براي جداسازي در  پس از.شدانجام 
 cm10 بعد از طي حدود .گرفتقرار نرمال تانك محتوي سالين 

 آن. توسط فاز متحرك، به ورقه فرصت داده شد تا خشك شود
در هر قطعه مقدار فعاليت  بريده شد و cm1گاه ورقه به قطعات 

موجود در فعاليت مجموع . گرديد گاما شمارش گرتوسط شمار
دارسازي  كل تقسيم شد تا بازده نشانفعاليت متر اول به  انتيدو س

، 4، 2، 1، 5/0دارسازي در مقاطع زماني  بازده نشان. دست آيده ب
. دارسازي تعيين شد  ساعت پس از شروع واكنش نشان24 و 8، 6

افزايش خلوص راديوشيميايي، محصول توليدي يك ساعت براي 
 ستون كروماتوگافي ژلي دارسازي از پس از شروع واكنش نشان

  . عبور داده شد
  
دار شده در سرم خون   نشان2F(ab')بررسي پايداري قطعات  2-8-2

  انسان 
 توليد شده در سرم خون انسان ي  بررسي پايداري فرآوردهبراي

گراد از   سانتيي  درجه37 ساعت انكوباسيون در دماي 24پس از 
ون در اين روش از ست.  استفاده شدFPLC دستگاه

عنوان ه ب) Superose 12 HR 10/30(كروماتوگرافي غربالي 
عنوان فاز ه  بpH=7 مولار با 01/0فاز ساكن و از بافر فسفات 

دار  نشان 2F(ab') ميكروليتر از مخلوط 100 .متحرك استفاده شد
 روي ستون µg/ml1 خون انسان با غلظت ي شده و سرم تازه

بنفش فراآشكارساز  و توسط ml/min1ريخته شد و با جريان 
ليتري   ميلي1هاي  جزء. گرفت قرارتجزيه و تحليل  مورد
آوري و جداگانه با دستگاه شمارش گاما مورد شمارش قرار  جمع

  .گرفتند
  
  
  

هاي  دار شده در موش  نشان2F(ab')بررسي توزيع حياتي قطعات  2-8-3
BALB/cمبتلا به سرطان سينه   

ش مبتلا به كارسينوماي  شده از يك موي  تهيهي تومور سينه
هاي   تايي از موش5 گروه 3پهلوي چپ سينه در طبيعي 

BALB/c به حدود تا  پس از رشد تومورها .زده شد ماده پيوند  
، ) هفته از زمان پيوند3گذشت  پس از(متر مكعب   سانتي1

دار گرديد و پس از   نشانmTc99 HYNIC با 2F(ab')قطعات 
هر (هاي مبتلا به تومور سينه  موش از طريق وريد دم به ،تخليص

 ميكروكوري 300 تا 200بادي،   ميكروگرم آنتي15 تا 10موش 
 8، 4. تزريق گرديد) ميكروليتر 200 تا 100 در حجم كلي فعاليت

 قربانيها   موش،دار بادي نشان تزريق آنتي  ساعت پس از24و 
 كبد، طحال، كليه، معده، ،شامل خون ها آنشدند و اعضاء بدن 

علاوه تومور در هر يك از ه ب... ها، قلب، عضله، استخوان و  روده
ها با   آنفعاليت ،توزينند و پس از ها بيرون آورده شد ساعت

گاما شمارش و درصد دز جذب شده شمارنده استفاده از دستگاه 
دست ه نتايج ب . گرديدمشخص) ID/g%(ها  در هر گرم از بافت

گيري و انحراف   ارگان، ميانگينها براي هر گيري آمده از اندازه
  .ها تعيين گرديد معيار آن

  
  راديوايمونوسينتي گرافي 2-9

 عمل شد با اين تفاوت كه 3-8-2براي اين منظور مشابه بخش 
دار، به جاي  بادي نشان  ساعت پس از تزريق آنتي24 و 8، 4اين بار، 

د ها با ها با استفاده از دوربين گام ها از بدن آن قرباني كردن موش
امي و دانرژي تصويربرداري ق ساز همه منظوره و كم مضاعف، موازي

  .به عمل آمد)  هزار شمارش براي هر نما20آوري  جمع(خلفي 
   

  نتايج -3
  بادي هضم آنتي 3-1

 SDS-PAGEعمل آمده به روش ه بهاي  با توجه به آزمايش
 با PR81بادي  هضم آنتيبهينه براي مشخص گرديد كه زمان 

 ساعت پس از شروع 28 )بادي آنزيم به آنتي (20 به 1 مولي نسبت
ي مولكولتقريباً اين مدت با گذشت زيرا ). 1شكل (است  واكنش

 2F(ab')  بهها كاملاً ماند و همگي آن  در محيط باقي نميIgG از
تر   واكنش هضم به كاهش بيشي ادامه. شوند تبديل مي

خلوص قطعات . رديدخواهد گمنجر بادي  ايمونوراكتيويته آنتي
2F(ab') با استفاده از روش SDS-PAGE دست ه ب% 95 بيش از

   ).1شكل (آمد 
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آميد در حضور سديم دودسيل سولفات  آكريل الكتروفورز پلي -1شكل 
: ستون اول. آميزي كوماسي آبي با رنگ PR81بادي   هضم آنتيي فرآورده

 hIgG تهيه شده از 2F(ab'): ، ستون دوم)MW(استانداردهاي وزن مولكولي 
 دست نخورده، ستون چهارم تا PR81بادي  آنتي:  ستون سوم،به عنوان شاهد

، 24، 20، 16، 12هاي  بادي هضم شده توسط آنزيم پپسين در زمان آنتي: نهم
  . ساعت پس از شروع واكنش هضم32 و 28
  
  دار شده  نشان2F(ab') قطعات ي ايمونوراكتيويته 3-2

با استفاده از  PR81بادي   آنتي2F(ab')قطعات  ي ايمونوراكتيويته
عرض از مبداء در زيرا . دست آمده ب% 2/65±1/5، ليندموروش 
 است و طبق تعريف عكس اين مقدار برابر 53/1 برابر 2شكل 

   ).2شكل (ايمونوراكتيويته است 
  
  دماي محيطخلوص راديوشيميايي و پايداري در  3-3

خلوص راديوشيميايي در ، ITLC-SGبا استفاده از روش 
 ساعت پس از شروع 24 و 8، 6، 4، 2، 1، 5/0 زماني هاي فاصله

دارسازي  نشان داد كه بازده نشانحاصل نتايج . واكنش تعيين شد
رسد و  مي% 1/70±2/5ظرف يك ساعت پس از شروع واكنش به 

از  ساعت پس از شروع واكنش 24 ولدر طشده تهيه كمپلكس 
دارسازي   بازده نشان3در شكل . ردار استبرخوپايداري مناسبي 

هاي مختلف پس از شروع   در زمان2F(ab') قطعات
   . نشان داده شده استماي محيطدارسازي در د نشان

خلوص راديوشيميايي ، ITLC-SGبا استفاده از روش 
 توليدي پس از تخليص با استفاده از كروماتوگرافي ژلي محصول

   .تعيين گرديد% 1/5±93

  
  

نمودار ايمونورآكتيويته در مورد توانايي كمپلكس تهيه شده در  -2شكل 
  .MCF7هاي  اتصال به سلول

  

  
  

 mTc99 با PR81بادي   آنتي2F(ab′)ي  دارسازي قطعه نمودار بازده نشان -3شكل 
  . شروع واكنش در دماي اتاق ساعت پس از24 در مدت HYNICبا استفاده از 

  
  شده در سرم خون انسان دار پايداري قطعات نشان 3-4

فعاليت از كل % 55±5نتايج كروماتوگرافي غربالي نشان داد كه 
زمان بازداري مشابه با   همگن با يكي قلهبه يك پرتوزايي 

اين نتايج پايداري . دار نشده مربوط است بادي نشان آنتي
نتيجه مطلوب  ر شده در سرم خون انسان و دردا بادي نشان آنتي

 گرافي مطالعات راديوايمونوسينتي براي توليد شده ي بودن فرآورده
  ).4شكل (هد د را نشان مي
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 2F(ab′) -HYNIC-mTc99راديوكروماتوگرام غربالي كمپلكس  -4شكل 
 ي  درجه37داري در دماي  گه ساعت پس از نFPLC ،24تهيه شده با دستگاه 

  .گراد در سرم خون انسان سانتي
  
هاي   در موش2mTc-HYNIC-F(ab')99 زيستيبررسي توزيع  3-5

BALB/cمبتلا به تومور سينه    
 2mTc-HYNIC-F(ab')99 زيستي نتايج حاصل از توزيع 5شكل 

اعت ـس 24 و 8، 4 مبتلا به تومور سينه را BALB/cهاي  در موش
شده  دي برحسب متوسط درصد دز تزريقـق وريـيزرـپس از ت

دهد كه  اين نتايج نشان مي. دهد در هر گرم از بافت نشان مي
 ساعت پس از تزريق به ميزان بالايي نسبت 4شده كمپلكس تهيه 
  .هاي طبيعي در تومور سينه تجمع يافته است به ساير بافت

  
  گرافي راديوايمونوسينتي 3-6

مبتلا به تومور ي  ماده BALB/cهاي  گرافي موش نتايج سينتي
 ساعت پس از 4شده كمپلكس تهيه  پيوندي نشان داد كه ي سينه

هاي  شكل. تزريق با حساسيت بالايي در تومور تجمع يافته است
گرافي قدامي و خلفي كل بدن يك موش   تصاوير سينتي8 و 7، 6

BALB/cدر ،به ترتيبرا   پيونديي  مبتلا به تومور سينه 
  .دهند  نشان مي ساعت  پس از تزريق24 و 8، 4هاي  زمان

  
  گيري بحث و نتيجه -4

باشد كه   مي(k) كاپا ي  با زنجيرهIgG1 از نوع PR81بادي  آنتي
هاي غشايي استخراج شده از بافت سينه واكنش داده و  با پروتيين

بت هاي سرطاني بدخيم نس دهندگي آن در حالت ميزان واكنش
. ]2[تر است  هاي سرطاني خوش خيم و سالم بيش به بافت

هاي مستقيم و   به روشmTc99 كامل با PR81دارسازي  نشان
 انجام و با موفقيت در شغيرمستقيم توسط صلوتي و همكاران

گرافي مدل موشي مبتلا به تومور سينه  مطالعات راديوايمونوسينتي
  ن وجود تزريقـا ايـب. ]6 تا 3[ه است ـرفتـرار گقـايش ـورد آزمـم

  
 برحسب متوسط درصد 2F(ab′) -HYNIC-mTc99توزيع زيستي  -5شكل 

 مبتلا BALB/cهاي   در موش(ID/g%)دز تزريق شده در هر گرم از بافت 
  . ساعت پس از تزريق24 و 8، 4به تومور سينه، 

  

  
  

) سمت راست(و خلفي ) چپسمت (گرافي قدامي  تصاوير سينتي -6شكل 
ي  ي پيوندي در ناحيه ي مبتلا به تومور سينه  مادهBALB/c كل بدن يك موش

 2F(ab′)-HYNIC-mTc99 ساعت پس از تزريق وريدي 4پهلوي چپ كه 
  .تهيه شده است

  

  
  

) سمت راست(و خلفي ) سمت چپ(گرافي قدامي  تصاوير سينتي -7شكل 
ي  ي پيوندي در ناحيه  به تومور سينهي مبتلا  مادهBALB/c كل بدن يك موش

 2F(ab′)-HYNIC-mTc99 ساعت پس از تزريق وريدي 8پهلوي چپ كه 
  .تهيه شده است
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) سمت راست(و خلفي ) سمت چپ(گرافي قدامي  تصاوير سينتي -8شكل 
ي  ي پيوندي در ناحيه ي مبتلا به تومور سينه  مادهBALB/c كل بدن يك موش

 2F(ab′) -HYNIC-mTc99 پس از تزريق وريدي  ساعت24پهلوي چپ كه 
  .گرفته شده است

  
دليل ه صورت كامل به انسان ممكن است به  بPR81بادي  آنتي

 شود) HAMA(هاي آلرژيك   منجر به واكنشموشي بودن آن
 در انسان، PR81بادي  لذا ضروري است قبل از كاربرد آنتي. ]7[

  با توجه به اين2F(ab') قطعات ي بادي به منظور تهيه هضم آنتي
تر و  زايي كم بادي كامل از ايمني كه اين قطعات نسبت به آنتي

 و 15، 14[ ها برخوردارند، انجام شود  بالاتر از كليهسازي پاك
لكول و عمر پلاسمايي م-كه نيم چنين با توجه به اين هم. ]23

 عمر فيزيكي -تر از نيم كامل ايمونوگلوبولين بسيار طولاني
mTc99لكولي وبادي با وزن م باشد، بهتر است از قطعات آنتي  مي
گيري  ها اختلاف چشم عمر آن - تا بين نيمشودتر استفاده  كم

  . ]24[ وجود نداشته باشد
ها، روش  بادي دار ساختن آنتي ترين روش براي نشان ساده

لكول ومستقيم است كه در طي آن پيوندهاي دي سولفيدي در م
 شده و به كاهيده ملايم، ي كاهنده توسط يك ايمونوگلوبولين

 از طريق اين mTc99شوند، سپس  هاي سولفيدريل تبديل مي گروه
سفانه اين روش أاما مت. ]25[ گردد بادي متصل مي ها به آنتي گروه

. ]26[ نيستقابل استفاده  2F(ab')قطعات  دارسازي براي نشان
به روش  mTc99بادي با   آنتيي دارسازي قطعه بدين منظور نشان

 مطرح ساز ليت كيعنوان ه  بHYNIC با استفاده از  وغيرمستقيم
صورت يك ليگاند عمل ه  بHYNICكه  ييجا از آن. گرديد

 براي و يا ترايسين نيز EDDAكند، وجود يك كوليگاند مثل  مي
در اين .  ضروري استmTc99 اتصالي به ي تكميل كردن حلقه

 ند استفاده كرديم زيرا برعنوان كوليگاه تحقيق ما از ترايسين ب
بادي با  دارسازي آنتي شده منجر به بازده نشانانجام طبق مطالعات 

 پژوهشدر اين . ]27[ شود  زمان كوتاه ميي فاصلهخلوص بالا در 
 با mTc99 را با PR81بادي   آنتي2F(ab') ي ما توانستيم، قطعه

 اين روش در. دار كنيم نشان% 1/70±2/5خلوص راديوشيميايي 
دارسازي نه تنها تمامي  هاي مستقيم نشان مقايسه با روش

ه ست بلكه ب ادارسازي را دارا هاي نشان خصوصيات لازم روش
بادي، قدرت اتصالي   به آنتيmTc99 ي دليل اتصال با واسطه

با توجه به كم بودن خلوص . كند بادي تغيير نمي آنتي
اري و راديوشيميايي محصول توليدي جهت مطالعات تصويربرد

، محصول توليدي با استفاده از كروماتوگرافي ژلي زيستيتوزيع 
   .تخليص گرديد

هاي  ها با روش ها يا قطعات آن بادي كلي وقتي آنتي طوره ب
صورت برون تني و درون تني ه شوند، بايد ب دار مي مختلف نشان

مورد آزمايش و كنترل كيفي قرار گيرند تا بدين وسيله از 
اطمينان شناختي  زيستسيستم در در محيط و ها  پايداري آن

خصوصيات فارماكوكينتيكي حاصل شده و معلوم گردد كه 
 دارسازي محفوظ باقي  شده در طي پروسه نشانتهيهكمپلكس 

هاي برون تني،  آزمون مهم در عوامليكي از . ماند  مي
شده است، زيرا شرط  دار بادي نشان  آنتيي كتيويتهآايمونور

اشتن يك اسكن مناسب از تومورهاي سرطاني، اساسي براي د
هاي  بادي طي پروسه محفوظ ماندن خصوصيات مصونيتي آنتي

اين صورت با كاهش  دارسازي است، در غير نشان
 فعاليت پرتوزاييشده،  دار بادي نشان  آنتيي كتيويتهآايمونور

گيري  اندازه. يابد هاي طبيعي افزايش مي موجود در بافت
 ليندمو با استفاده از روش 2F(ab') قطعات ي هكتيويتآايمونور

بادي   آنتيي كتيويتهآاي را در ايمونور ملاحظه كاهش قابل
   .شده نشان نداد دار نشان

  به منظور بررسي ميزان جذب توموريي بعدي در مرحله
شده و نيز مطالعات تصويربرداري نياز به يك مدل كمپلكس تهيه 

در اين تحقيق از روش . ]28[ شتيمحيواني مبتلا به تومور سينه دا
 BALB/c پيوند بافت توموري از موش از راهتوليد تومور سينه 

خون  هاي هم  سينه به موشطبيعي مبتلا به كارسينوماي ي ماده
 2F(ab') ي دارسازي قطعه سپس با نشان. ]13[ استفاده كرديم

 توليدي به ي ، تخليص آن و تزريق مادهPR81بادي  آنتي
 پيوندي، مطالعات تصويربرداري ي مبتلا به تومور سينههاي  موش

.  بر روي مدل موشي انجام شدزيستي توزيع ياه و آزمايش
 ساعت پس از 24 و 8، 4هاي  زمانمطالعات تصويربرداري در 

بادي   نشان داد كه آنتي2F(ab')-HYNIC -mTc99 تزريق
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س  ساعت پس از تزريق كمپلك4دار شده با حساسيت بالايي  نشان
دهد  نتايج نشان ميطور كه  همان. يابد در تومور سينه تجمع مي

همان ساعات  شده در تومور سينه از دار بادي نشان تجمع آنتي
 است و با افزايش زمان و ملاحظه قابل پس از تزريق ي اوليه

بادي از تومور،   آنتيي دليل جدا شدن تدريجي قطعهه  باحتمالاً
اعت هشتم پس از تزريق كاهش تومور از سفعاليت پرتوزايي 

ها رو به  تومور با ساير ارگانفعاليت پرتوزايي يابد و تفاوت  مي
 ساعت پس از تزريق به 24گذارد كه اين تفاوت  كاهش مي
 ساعت پس از 4آشكارسازي تومور در طي تنها . رسد حداقل مي

ين ي عمر پا-دليل نيمه تزريق راديودارو كه مزيتي بسيار ارزشمند ب
mTc99 45 است، همراه با كاهش زمان تصويربرداري از حدود 

ه نتايج ب(بادي كامل  دقيقه در تصويربرداري با استفاده از آنتي
 دقيقه 15به حدود ) دست آمده در مطالعات صلوتي و همكاران

بادي به منظور  همراه با عدم ايمونولوژيك بودن قطعات آنتي
تواند از مزاياي بسيار  ن ميكاربرد اين راديودارو در آينده در انسا

بادي  مهم راديوداروي توليد شده در اين تحقيق نسبت به آنتي
   .كامل باشد

ييد مطالعات تصويربرداري و اثبات تجمع أتدر ادامه براي 
ها آزمايش  بالاي كمپلكس توليدي در تومور نسبت به ساير بافت

 مبتلا هاي شده در موش دار بادي نشان آنتيزيستي بررسي توزيع 
    ساعت پس از تزريق24 و 8، 4به تومور سينه 

2F(ab') -HYNIC -mTc99دست آمده ه نتايج ب.  انجام شد
دار شده از همان ساعات اوليه   نشاني ماده كه استحاكي از آن 

تجمع ) ها نسبت به ساير بافت(به ميزان بالايي در تومور سينه 
 تفاوت رو به  اين،هاي بعدي پس از تزريق يابد و در ساعت مي

. برداري است مطالعات تصويري كنندهييدأگذارد كه ت كاهش مي
 شده در مورد تصويربرداري از تومور به انجامبر طبق مطالعات 

 2 تا 5/1فعاليت پرتوزايي  نسبت ،افيگر روش راديوايمونوسينتي
در اين مطالعه . ]15[ قبول است هاي مجاور قابل تومور به بافت

 ساعت پس 4هاي حياتي در  ندامب تومور به اميانگين نسبت جذ
 1طور كه در جدول  همان. به دست آمد 66/2±45/0از تزريق 

هاي بعدي كاهش  نشان داده شده است اين نسبت در ساعت
سوخت و علت ه  در كبد بفعاليت پرتوزاييميزان بالاي . فتيا

 فعاليت پرتوزاييوجود . دار شده در كبد است بادي نشان آنتيساز 
 سوخت علت آزاد شدن تكنسيم در فراينده ها ب ها و روده در كليه
  .]29[ ها است ها و روده  و دفع آن از طريق كليهو ساز

هاي حياتي بدن در   نسبت فعاليت پرتوزايي تومور به اندام-1جدول 
 2F(ab′) -HYNIC-mTc99  ساعت پس از تزريق كمپلكس24 و 8، 4هاي  زمان

 4ر تومو/ بافت سالم  اندام
  ساعت پس از تزريق

 8تومور / بافت سالم
  ساعت پس از تزريق

 24تومور / بافت سالم
  ساعت پس از تزريق

  88/1  26/2  05/2  خون
  53/0  71/0  12/3  كبد
  29/0  60/0  87/2  كليه
  22/1  09/2  59/2  قلب

  98/0  42/1  66/2  ميانگين
انحراف 
  معيار

45/0  88/0  71/0  

  
شده با  دار بادي نشان  آنتي ميزان تجمع توموريي مقايسه

بادي در  ي آنتي و قطعه ]6 و 5[ بادي كامل استفاده از آنتي
 مبتلا به تومور BALB/c هاي  در موشزيستيمطالعات توزيع 

ملاحظه در آشكارسازي تومور   تفاوت قابلي دهنده پستان نشان
با اين وجود . پستان در مدل حيواني بين اين دو روش نيست

 ي  ساعت پس از تزريق با استفاده از قطعه4ومور آشكارسازي ت
 ساعت زمان مورد نياز جهت 24بادي در مقايسه با  آنتي

بادي كامل با توجه به  تصويربرداري از تومور با استفاده از آنتي
 و نيز عدم ايمونولوژيك بودن قطعه mTc99ين ي عمر پا-نيم

 راديوداروي بادي كامل از مزاياي بادي در مقايسه با آنتي آنتي
 انسان بسيار ي جديد است كه در تصويربرداري از سرطان سينه

  .ثيرگذار خواهد بودأت
 پايين تزريقي قادر فعاليت پرتوزاييدليل ه در تحقيق حاضر ب
 نبوديم و تنها از سيستم SPECTصورت ه به تصويربرداري ب

Planarتمام بدن صورت استاتيك براي تصويربرداري ه  ب
 از تمام فيلترهاي planar در تصويربرداري .يداستفاده گرد

 Butterworth و Metz ،Wienerموجود در سيستم شامل 
داري در كيفيت  كدام تغيير محسوس و معني اما هيچ. استفاده شد

تصاوير بدون  لذا ترجيح داده شد كه. تصوير ايجاد نكردند
   .فيلتراسيون مورد بررسي قرار گيرند

  اين است كه قطعاتي دهنده اندست آمده نشه نتايج ب
2F(ab')بادي مونوكلونال   آنتيPR81دليل كاهش سريع ه ، ب

تر از بدن توسط   زمينه به جهت دفع سريعفعاليت پرتوزايي
فعاليت تر  تر در تومور، استفاده از مقادير كم ها، جذب سريع كليه

كانديداي مطلوبي نسبت  ،HAMAتر بودن پاسخ   و كمپرتوزايي
گرافي از سرطان   كامل براي مطالعات راديوايمونوسينتيPR81به 

  . است انساني سينه
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  :نوشت پي
1- Human Anti-Murine Antibody Response 
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