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به . م كاربرد دارندها در درمان لنفو  با راديوايزوتوپشده  ساده يا نشاندار به صورتanti-CD20هاي  دتندر حال حاضر برخي پا :يدهكچ
اندارسازي مواد  در آزمايشگاه نشDOTA-NHS ماده دو عامله سنتز شده به وسيله پادتنسازي  مزدوج،  تهيه فرم نشاندار راديوايزوتوپيمنظور

ن مواد اضافي  كروماتوگرافي فيلتراسيون ژل براي جداكرد،ت در نهايورافي لايه نازك براي كنترل واكنش هاي كروماتوگ بررسي. صورت گرفت
براي  ،شده در سيكلوترون كرج توليد 67GaCl3 به صورت 67-ايزوتوپ گاليومراديو.  انجام شدمزدوجن  از پروتئيترلكولي كموبا جرم م
 به وسيلهكنترل كيفي . دشدنبهينه )  دما، زمان و غلظت موادجملهاز (سازي  بكار رفت و شرايط نشاندارسازي كمپلكس حاصلنشاندار
 ماده نشاندار براي بررسي پراكنش زيستي .دشتعيين % 95خلوص راديوشيميايي در حدود  .گرفتگرافي فيلتراسيون ژل و لايه نازك انجام كروماتو
 . ساعت تجمع كمپلكس در سيستم رتيكولواندوتليال مانند كبد و طحال ديده شد24 ساعت در موش صحرايي تجويز و پس از 28 به مدت

  
   ،، پراكنش زيستيكنترل كيفيسيكلوترون، ،  ريتوكسيماب،67-، گاليومAnti-CD20 ،DOTAتن پاد :هاي كليدي واژه

  نشاندار كردن، توليد راديوايزوتوپ                               
 
  
  

 
Radiolabeling Quality Control and Biodistribution Study of Anti-CD20 

Antibody by 67Ga 
 

A.R. Jalilian*1, L. Mirsadeghi2, A. Khorrami1, S. Moradkhani1, B. Naseriyan1, S. Daneshvari1,  
N. Shadanpour1, H. Ghahraman1, R. Haji-hosseini2 

1- Agricultural, Medicine and Industrial Research school, Nuclear Science and Technology Research Institute, AEOI, P.O. Box: 31485-498, Karaj-Iran  
2- Biology Department, Payam-e-Nour University, Region. 10, Tehran- Iran 

 
Abstract: Nowadays, anti-CD20 antibodies are being used in the therapy of lymphomas in free or 
radiolabeled form. Conjugation process was performed using native antibody and DOTA-NHS 
compound, synthesized in our laboratory. Thin layer chromatography and gel filtration were used to 
control the reaction progress as well as purification of the final antibody conjugate. 67GaCl3 produced at 
AMIRS was used to label the immunoconjugate and the reaction conditions were optimized for time, 
temperature and reactant concentrations. Quality control of the radioimmunoconjugate was performed 
using RTLC and gel filtration. The radiochemical purity was shown to be over 95%. The 
radioimmunoconjugate was used in the biodistribution studies up to 28 h and it was shown that after 24h 
most of the activity was accumulated in reticuloendothelial system consisting liver and spleen. 
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   مقدمه -1
Rituximab    ه ـك ـاسـت   موشـي    -ي انـساني  ي يك پادتن دوتـا

  يــا CD20 ژن يـتـ ــه آنـــ ـب الـصـــات رايـبـ ـ يادـزيـ ـ لـايـــمـت
  

(human B-lymphocyte-restricted differentiation antigen, Bp35)   
  

 يافــت B درصـد در لنفومـاي نـوع    90ژن بـيش از    ايـن آنتـي  دارد
باعث تنظيم مراحل اوليه شروع چرخـه سـلولي و تمـايز            شود و     مي

ي سـرطاني جـدا     ها ژن نه از روي سلول     اين آنتي . دگرد سلولي مي 
بادي بـه سـلول داخـل        آنتي-ژن  اتصال آنتي  فرايندنه در   شود و    مي

 .شـــود  در ســـرم يافـــت نمـــي هـــمبـــصورت آزادگـــردد و  مـــي
Rituximab كنـد و از     هاي لنفوما اتـصال پيـدا مـي        روي سلول   بر

مطالعـات  . شـود  طريق ايجاد كمپلكس باعـث سـميت سـلولي مـي          
هـاي   هاي نشاندار با ايزوتـوپ     يادي در مورد استفاده از كونژوگه     ز

 انجام شـده و تعـداد       Bدرماني براي درمان انواع لنفوماهاي سلول       
ــستند  ــام هـ ــال انجـ ــري در حـ ــات  . ديگـ ــن تركيبـ ــرين ايـ   مهمتـ

131I-tositumomab (Bexxar) 90 وY-ibritumomab tiuxetan (Zevalin) 
ماه بـراي    18 تا   6 درصد درمان را طي دوره       40 تا   24باشند كه    مي

 از طرفي طـول بقـاي درمـان نـسبتاً      . اند اين تركيبات گزارش كرده   
 .]4 تـا  1[ اند در بيماران گزارش كرده    سال را    5طولاني در حدود    

   تشخيــصي ماننــد يهــا  ايزوتــوپدردر مــواردي هــم ايــن پــادتن 
رفتـه   بردهاي پراكنش زيستي بكار   ر شده و براي كا    وليد ت 123-يد

  .]5[ است
تيــدها بـــا  هــا و پپ   پــادتن ،هــا  ينبــراي نــشاندارسازي پــروتئ   

ــوپ ــد    راديوايزوت ــوادي مانن ــزي از م ــاي فل  DOTA ،DTPAه
هاي اخير در علـوم پروتئوميـك        به سبب پيشرفت  . شود استفاده مي 

هاي آنهـا بـسياري از        توليد و كاربرد منوكلنال و پاره      و ژنوميك و  
شـده و در تـشخيص    ها بـه ايـن روش نـشاندار      لكولوزيست م اين  

و گرافـــي  نوســـنتيوايموراديروش ه رونـــدهاي بيـــولژيكي بــ ـ 
  .اند رفته بكارتراپي نووراديوايم

ــواد دو ــن م ــه  اي ــه  عامل ــا توجــه ب ــه و ب ــداري ســهولت تهي پاي
ــد،حاصــل اهميــت هــاي  كمــپلكس  DTPA در مــورد  مــثلاًدارن

هـاي اينـديوم آن درنظـر         مناسـبي بـراي كمـپلكس      پايداري نـسبتاً  
ايـدار  هاي گاليوم آن چندان پ      حال آنكه كمپلكس   ،شود گرفته مي 

 تركيبـات  DOTAحـاوي گـروه    هـاي    از طرفي كمپلكس  . نيستند
 هـستند  فراواني   اينديومراديونوكلايدهاي گاليوم و    مزدوج حاوي   

 ــ ــه هم ــا پـك ـــه آنه  ــ.دارندـاي ــاده كلي ـــ م ــاختارهاـدي در اي  ن س
DOTA-NHS كه بنا به ناپايداري نسبي بايد در جا تهيه          باشد  مي 

 حاصـل بـصورت بـالقوه بـا همـه           مـاده  .و مورد استفاده قرار گيرد    

 در مطالعــات  ظرفيتــي قابليــت نــشاندارسازي دارد و3 و 2فلــزات 
هـاي   از ايـن كونژوگـه    برخـي   . رفتـه اسـت    اي بكـار   پزشكي هسته 

ــاوي  ــشاندار ح ــي DOTAن ــشاندارسازي آنت ــه در ن ــادي  ك ــا،  ب ه
ــپـروتـئـ ــ..  .هــا و نـي ـــهكارـب ــ  رفت ـــانـري مـاصـــد داراي عنـان    دـن

Ga-68, Ga-66, Ac-225, Lu-177, Pb-203باشــند  مــي   
 . هـستند  يها داراي پايداري قابل قبول      اين كمپلكس  همه. ]10تا 6[

  از ايـن تركيـب دو      DOTAدر اين مطالعه نيز با توجه بـه اهميـت           
  .دشعامله براي نشاندارسازي پادتن استفاده 

  داراي ظرفيـت   111-مانند اينديوم ه هاي گاليوم  راديوايزوتوپ
ــود 3 ــوع اكــسيداسيون مــي ه ب ــد فرمهــاي متن برخــي . دنباشــ و فاق

 و در انــد  تهيــه شــدههــا ايــن راديوايزوتــوپهــاي فعــال  كسلكمــپ
همــسان ايــن عنــصر در بــدن بــصورت . انــد رفتــه تــشخيص بكــار

در صـورت     عمـل نمـوده و     آهن سه ظرفيتـي    يون   زيستي -فضايي
 ،شكست تركيبات ايـن ايزوتـوپ بـر اسـاس چرخـه يـون فريـك               

مـواد نـشاندار بـا ايـن راديوايزوتـوپ        . رود دي بـالا مـي    جذب كب ـ 
هـاي گـاليوم     چندان متنوع نيستند با توجـه بـه پايـداري كمـپلكس           

ديوگاليوم  برخي تركيبات مزدوج حاوي را     DOTAحاوي گروه   
ــده  ــه ش ــولاً      تهي ــاختارها معم ــن س ــدي در اي ــاده كلي ــه م ــد ك  ان

DOTANHS ــي ــد م ــنتز آن   باش ــژوهش روش س ــن پ ــه در اي  ك
 ممكـن اسـت   اين تركيبات مـزدوج   ).1شكل  ( شده است    گزارش

 و برخــي خــواص راديونوكلايــدهاي مهــم گــاليوم. متنــوع باشــند
  .مندرج است 1  در جدولكاربردهاي آنها
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  : DOTANHS ،A ب توليــد تركيـ ـ  از روشييشــما نمــودار   -1شــكل 
  . درجه15-18دماي اتاق،  -DCC-دي كلرومتان

  
  .هاي گاليوم خواص فيزيكي و كاربردهاي راديوايزوتوپ -1 جدول

  كاربرد  نشاندار مهمترين تركيب  عمر نيمه  ايزوتوپراديو
  عفونتها، برخي سرطانها  گاليوم سيترات  ساعت 78  67-گاليوم
-68Ga-DOTA   دقيقه68  68-گاليوم

Octreotide 
 تومورهاي منشا
  سوماتوستاتين

-66Ga-DOTA   ساعت6  66-گاليوم
Octreotide, 

 66Ga-antimyosin 

تومورهاي منشا 
  سوماتوستاتين



   . . . نشاندارسازي، كنترل كيفي و پراكنش زيستي

  

١٢

ــوپيكــي از  ــن ه در توجــهــاي مــورد  راديوايزوت ــق و اي تحقي
 دليـل  كه به    است 67-گاليوم،  اي  استفاده روزمره در پزشكي هسته    

هـاي    گزينـه از بهتـرين    يكـي    ،عمـر مناسـب و سـهولت توليـد         نيمه
ــزي مــي  ــوپ فل ــوپ. باشــد راديوايزوت ــا  67-گــاليوم راديوايزوت ب

قابـل توليـد     سيكلوتروندر   68Zn(p,2n)67Gaواكنش  استفاده از   
ها و    راديوداروي گاليوم سيترات در تشخيص برخي سرطان      . است

بـه دليـل دسترسـي بـه ايـن          . رود مـي   بكـار  هـا  ها و التهـاب    عفونت
 سازي مـزدوج  فيتي بودن آن براي نـشاندار     راديوايزوتوپ و سه ظر   

 بكار رفت تا از توليد اين ماده        Rituximab و   DOTAحاصل از   
مزدوج اطمينان حاصل شود و در مرحلـه بعـدي مطالعـه پـراكنش              
زيــستي مــاده بــراي بررســي سرنوشــت آن در محــيط زنــده انجــام 

 بـراي مطالعـات   ممكـن اسـت   نتايج حاصل از اين تحقيـق       . گرديد
  .آينده اين مواد مزدوج مهم باشد

  
  ش كارو ر-2

ــيميايي از  ــواد شـ ــه مـ ــانيكليـ ــدندAldrich  كمپـ ــه شـ  . تهيـ
ـــوگـاتـرومـك ـــراف ـــي روي لاي ـــه ن ــا واد غيرـازك م ــشاندار، ب  ن
   مــدل(ي ـومـــنيـه آلوميـايـــاژل روي پـكـــليـاده از لايــه سيـتفـــاس

F 1500/LS 254, 20×20cm, TLC Ready Foils Schleicher & Schuell (
 نمـودار  كتيويته ويژه ماده نـشاندار بـا اسـتفاده از         آ. صورت گرفت 

.  شـد  حـساب استاندارد حاصـل از مـاده سـرد روي كرومـاتوگرام            
بـــه  راديوكرومـــاتوگرافي روي يـــك موتـــور متحـــرك مجهـــز

 بـا  GC1020-7500 SL)(خـالص مـدل   رام فوآشكارساز ژرماني
 .هاي سيليكاژل روي پايه آلومينيوم صورت گرفـت        استفاده از لايه  

  .گرفترون ولت انجام كيلوالكت 184 كليه شمارشها با استناد به پيك
  

   67-مواليگ 2-1
اي كـشور     براي مصرف پزشكي هـسته     67- گاليوم توليد مرتب 

 پژوهـــشكده تحقيقـــات كـــشاورزي، پزشـــكي و صـــنعتي    در 
)NRCAM ( در سيكلوترون MeV30    محلـول   .گيـرد  انجـام مـي

ــاران هــدف جامــد  و گــالي[67Ga]- آبــي م كلرايــد حاصــل از بمب
بـه  سـازي شـده      غنـي  (68–رويحاصل از الكتروپليتينـگ اكـسيد       

پژوهــشكده تحقيقــات نــده يــوني واقــع در  دســتگاه جداكنوســيله
 ميليـون   18بـا انـرژي حـدود       ) كرج كشاورزي، پزشكي و صنعتي   

هـاي    داراي فتوپيـك   67-گـاليوم . آيـد  الكترون ولت بدسـت مـي     

ــلي  378%)7(و  296%)22(و  93%)40(و  184%)24( اصـــــــــــــ
  .اعت است س78 عمر كيلوالكترون ولت و نيمه

  
-تتراآزاسيكلودودكان-10و7و4 و1-سوكسينيميديل-N تهيه 2-2
  (DOTA-NHS)تترااستيك اسيد -10و7و4و1

اسـترهاي   روش كلـي تهيـه تركيبـات         برطبق ،تهيه اين تركيب  
سوكسينيميد  هيدروكسي-N و   اسيدهاي مربوط  از   سوكسينيميديل

ــشاندارسازي مخلــوطي از  . ]11[ گرفــتانجــام  ــار ن ــراي يــك ب   ب
 تترااستيك اسيد -10و7و4و1-تتراآزاسيكلودودكان-10و7و4و1-
سيكلوهگزيل كربـودي ايميـد     دي   ،)مول  ميلي 01/0گرم،    ميلي 4(
هيدروكـسي سوكــسينيميد  -Nو ) مــول  ميلـي 01/0گــرم،   ميلـي 2(
ــي15/1( ــ  ميل ــي01/0رم، گ ــول  ميل ــشك   در دي) م ــان خ   كلرومت
ليتري تهيه   ي ميل 5درون يك لوله آزمايش     ) يتر ميكرول 200-300(

 درجه سلسيوس براي    25گرديد و تحت اتمسفر نيتروژن در دماي        
  كرومـاتوگرافي بـه وسـيله  رونـد واكـنش،   . زده شد  ساعت بهم  15

ــل اســتات    ــاز متحــرك اتي ــا اســتفاده از ف ــازك ب ــه ن   هگــزان  :لاي
تشكيل ماده منوسوكسينيميديل   . دشكنترل  ) ، حجم در حجم   1:1(

بـه  مخلوط واكنش بلافاصله  . دشه   ملاحظ 36/0 حدود   Rfاستر در   
  آن، اي از گاز ازت تغلـيظ گرديـد و پـس از تبخيـر               باريكه وسيله

   و در دمـاي     ه پـارافيلم بخـوبي پيچيـده شـد        به وسيله لوله آزمايش   
  .گراد براي مرحله بعد نگهداري شد  درجه سانتي5

  
  DOTA-NHSتهيه پادتن مزدوج شده با  2-3

 روش فـوق بـراي      بـا شـده    تهيه   DOTA-NHSعامله   ماده دو 
بـادي بـر اسـاس روش موجـود در منـابع بـا               سازي بـا آنتـي     مزدوج

 به لوله آزمايش حـاوي مـاده دو       . ]12[  رفت اندكي تغييرات بكار  
بـا   (®Rituximab تجـاري    پـادتن ليتـر از      ميلـي  5/0 ،عامله فـوق  

ملايمـت در   ه   و ب ـ  هافـزوده شـد   ) ليتـر  م در ميلـي   گـر   ميلي 5غلظت  
در  سـاعت    18-15 سپس   زده شد،  بهم ثانيه   30 دتبه م دماي اتاق   

 مخلـوط حاصـل بـه يـك سـتون         زده شد و   همان دما به آرامي بهم    
متر منتقل و   سانتي15 در 2 با ابعاد G-50فيلتراسيون ژل سفادكس 

ليتـري از سـتون      هـاي يـك ميلـي      ش با بافر فـسفات، بخـش       شوي با
ي خروجـي  ليتر  ميكروليتر از هر بخش يك ميلي    50 .استخراج شد 

 ســـنجي شـــدند و ن كولـــسيتو رنـــگحـــضور معـــرف فـــولي در
ــگ ــاي     پررن ــشاندارسازي در دم ــراي ن ــش ب ــرين بخ ــه 4ت  درج
  .گراد كنار گذاشته شد سانتي



  ١٣٨٧، ٤٦اي، شماره  مجله علوم و فنون هسته
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   بفرم كلريد67-ين مزدوج با گاليومنشاندارسازي پروتئ 2-4
هـا   نـي ــروتئازي پـدارسـر اساس روش كلي نشان    ـله ب ـن مرح ـاي

تــه ليتــري   ميلــي5 ظــرف .]13[ گرفــتبــا كمــي تغييــرات انجــام 
حــل  67-يومـدگالـــكرل كلريـابـــ مگ40-37اوي ـروطي حـــمخــ
ولار بـه آرامـي در دمـاي        ـ م 2/0ك  ـيـد است ـاسيول  ـدر محل  دهـش

. ملايمي از گاز ازت خـشك شـد         درجه سلسيوس تحت فشار    50
ين كونژوگـه   پـروتئ ه دمـاي اتـاق رسـانده شـد و           ـس ظـرف ب ـ   ـسپ
 ه مـدت  ه آن افزوده شد و ب ـ     ـ ب pH.8ا  ـات ب ـفسفر  ـافـلول در ب  ـمح

ه كنترل كيفي ب ـ.  درجه سلسيوس بهم خورد 37 ساعت در دماي     3
 سيـستم حـلال   3كروماتوگرافي روي غشاي نازك بـا  روش راديو 

. انجام شد تا از تشكيل كمپلكس راديوايمني اطمينان حاصل شود         
ـــالـدر صــورت وجــود گ ـــي ـــوم آزاد واكن ـــداده محتـش ن  اتـوي

  كرومـاتوگرافي فيلتراسـيول ژل توسـط       اده از   ـف ــتـا اس ـش ب ـ ـواكن
Sephadex G-50 column  اي در حـدود    داراي حجـم پرشـده

 هاي  آوري نمونه  كعب خالص گرديد و جمع    متر م  يـ سانت 20 تا   15
 انجــام  pH.8افر ـري از سـتون بـا اسـتفاده از شستـشو ب ـ       ـليت  ميلي 1

ـــد ـــونه. شــــ ــ نمــــ ــا در شمارنــــ ـــكتيوآاديـده رـهــــ    هـويتــــ
(CRC-7, Capintec Instruments, Ramsey, NJ) 

ــ ــد و ـشــمارش شدن ــاـب ــولين ـ افزاي ــه شــده ف ــازه تهي  ش معــرف ت
(Folin-Colciteau® reagent)  ين تحـت   از نظر وجـود پـروتئ

ه كـه   كتيويت ـهـاي داراي بيـشينه راديوآ      نمونـه . دبررسي قرار گرفتن  
بودند با هم مخلـوط     سنجي نيز    ين داراي جذب مناسب پروتئ    لزوماً

روش راديوكرومـاتوگرافي   ه  روي آنها كنترل كيفـي ب ـ      شدند و بر  
هـاي حـلال متنـوع انجـام شـد تـا از              روي غشاي نازك بـا سيـستم      

 انجـام   بـراي . خلوص كمپلكس راديوايمني اطمينان حاصـل شـود       
 بـا منافـذ     Millex محلول نهايي از سـتون       ،ژيكوولـاي بي ـه تست

شـامل  ( كنتـرل كيفـي      آزمايـشهاي .  شد عبور داده  ميكروني   22/0
 محلــول روي) شــيميايي، راديوشــيميايي، يــديئكنتــرل راديونوكل

  . انجام شدحاصل
  
   67Ga-DOTA-rituximabكنترل كيفي  2-5

بـه  كتيـو حاصـل     آ محلـول راديو   ،كنترل كيفـي  انجام  به منظور   
ه  ب ـ ييهـا  كروماتوگرافي روي لايه نازك سيليكاژل با حلال      روش  

خلــوص .  بررســي قــرار گرفــت  مــورد ،متحــركعنــوان فــاز  
ـــشيميوـرادي ــا مقايي ـاي ــب ـــ راديسهـ ــشولـلكــوـك مـوپي   دارـانـ ن

67Ga-DOTA-rituximab      67-گاليومنسبت به راديوپيك يون 
  .شد  بررسي67Ga-DOTA يا كمپلكس آزاد،

  

  لايه نازكروي كروماتوگرافي 2-5-1
   ري از محلـــــول حـــــاويـكروليتــــــ مي5ه ـونــــــك نمـيـــــ

67Ga-DOTA-rituximabلايــه كرومــاتوگرافي روي يــك  بــر 
: آمونيــوم اســتات% 10  شــد و در محلــولگــذاري ســيليكا علامــت

مقايـسه  . قرار گرفت تا كرومـاتوگرافي انجـام گيـرد        ) 1:1(متانول  
ــه   ــه بـ ــه كـ ــود در پايـ  67Ga-DOTA-rituximabپيـــك موجـ

ناي تـشخيص   ـگر مب ـ ـم دي ـ ـزاح ــاي م ـه ـ كـاختصاص دارد با پي ـ   
ــوص ــي خل ــيميايي م ــد  راديوش ــاز   .]14[ باش ــر از ف در روش ديگ
ــرك ـــ محمتح ـــل ـــول كل ــ% 9/0م ـورور سدي ـــاستف ـــاده ش ا ـد ت

مقايسه پيك موجود در پايه كه بـه        . ي انجام گيرد  ـرافـوگـاتـكروم
67Ga-DOTA-rituximab    هـاي مـزاحم      اختصاص دارد با پيك

 رد. ]11[ باشـد  ديگر مبناي تـشخيص خلـوص راديوشـيميايي مـي         
ز ـني ـ) 1:2:4(آب   :اتانول :مخلوط حلال پيريدين   سيـستم   ت،ـايـنه
ـــب ـــك ــايـمق. تـار رف ـــه پـسـ ـــك مـي ـــود در پـوج ــه  ـاي ــه ب   ه ك

67Ga-DOTA-rituximab هـاي مـزاحم      دارد با پيك    اختصاص
در ايـن   . باشـد   ديگر مبنـاي تـشخيص خلـوص راديوشـيميايي مـي          

 كنـد   ي بـه سـوي بـالاي كاغـذ حركـت م ـ           67Ga-DOTAسيستم  
]12[.  

  
   روي كاغذكروماتوگرافي 2-5-2

ــ ـــك نمـيـــ ــاوي 5ه ـونـــ ــول حـــ ــري از محلـــ     ميكروليتـــ
67Ga-DOTA-rituximab ــر ــ ب ــن  روي ي ــذ واتم ــه كاغ ك لاي

آب  :گــذاري شــد و در مخلــوط حــلال متــانول  علامــت1شــماره 
مقايـسه  . كروماتوگرافي انجام گيـرد   عمل  قرار گرفت تا    ) 45:55(

 ــ ــه بـ ــه كـ ــود در پايـ  67Ga-DOTA-rituximabه پيـــك موجـ
هاي مزاحم ديگر مبناي تـشخيص خلـوص         اختصاص دارد با پيك   

 بـه بـالاي     67Ga-DOTAدر ايـن سيـستم      . باشد راديوشيميايي مي 
كتيويتـه در پـايين    راديوآ% 95كنـد و در حـدود         كاغذ حركت مي  
  67Ga-DOTA-rituximabمانـد كـه نمايــشگر    كاغـذ بـاقي مــي  

  .]15 [باشد مي
  
  آكريلاميد روي ژل پلي روفورز برالكت 2-5-3

ــه ــوايمن   كونژوگ ــاي رادي ــه 67Ga-DOTA-rituximabه  ب
اكريلاميـد   ين با استفاده از ژل پلي      پروتئ كاملمنظور بررسي حفظ    

 پــادتن. (SDS-PAGE) الكتروفــورز قــرار گرفتنــدعمــل تحــت 
 ،سـازي شـدند     مركاپتواتـانول آمـاده    -2ون افزودن   با و بد  نشاندار  

ــ ــا اســتفاده از روش  ســپس روي ژل ق ــد و ب  Laemmliرار گرفتن
  .]16[ تحت عمل قرار گرفتند



   . . . نشاندارسازي، كنترل كيفي و پراكنش زيستي
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  هاي صحرايي براي مطالعات پراكندگي بافتي  تجويز به موش2-6
كتيويتـه  آكتيو نهايي بـا     آ ميكروليتر از محلول راديو    100تا   50

م بــه مــوش  د ميكروكــوري از ناحيــه وريــد   100-150حــدود 
ها در فواصـل زمـاني       يي موش  تا 3گروههاي  . صحرايي تزريق شد  
گيـري دقيـق      انـدازه  قرباني شدند و پـس از        2 داده شده در جدول   

، ود در آن در يـك كنتـور چـاهي   كتيويتـه موج ـ آوزن هر بافت و     
صورت درصد دوز جذبي       هاي اصلي به   كتيويته اشباعي در بافت   آ

  . شدحسابگرم  بافت  در هر
  

  بحثها و   يافته-3
  نندهك  سنتز ماده كمپلكس3-1

هاي نوع اول از مهمترين       ها و آمين    واكنش بين سوكسينيميديل  
هـاي دو عاملـه و گـروه ليــزين     پـذير بـين گــروه   واكنـشهاي انجـام  

يكــي از مهمتــرين تركيبــات   .  اســت هــا هــا و پــادتن  پــروتئين
باشد كـه      مي DOTA ظرفيتي گروه    3 و   2كننده فلزات     كمپلكس

كننده   يل ماده كمپلكس  براي تبد . بصورت تجارتي قابل تهيه است    
   بهتـرين واكـنش، واكـنش DOTA-NHSبـه گـروه دو عـاملــه 

  
 نـوع فـاز     2 نوع سيستم فاز متحـرك و        5 هاي كروماتوگرافي   داده -2جدول  

 پـادتن هـاي    نمونـه جامد مورد استفاده به منظور تعيـين خلـوص راديوشـيميايي            
  .67Ga-DOTA-rituximabنشاندار 

فاز   گونه شيميايي
  بتثا

  RF  فاز متحرك

67Ga-DOTA-rituximab  آمونيوم % 10در محلول  سيليكاژل
  )1:1(متانول : استات 

0/0  

67Ga3+  //  //  0/0  
67Ga-DOTA  //  //  3/0  

67Ga-DOTA-rituximab  //  0/0  %9/0كلرور سديم  
67Ga3+  // //  1/0  

67Ga-DOTA  // //  5/0  
67Ga-DOTA-rituximab  // اتانول:حلال پيريدين:  

  )1:2:4(آب 
0/0  

67Ga3+  // //  0/0  
67Ga-DOTA  // //  9/0  

67Ga-DOTA-rituximab  مخلوط حلال  واتمن
  )45:55(آب :متانول

0/0  

67Ga3+  // //  8/0  
67Ga-DOTA  // //  9/0  

67Ga-DOTA-rituximab  // 1/0 ميلي مولار  
DTPA 

0/0  

67Ga3+ // // 9/0 
67Ga-DOTA // // 9/0 

هاي آپروتيك، ماننـد دي متيـل فرماميـد           يط حلال آبگيري در مح  
)DMF (كلرومتـان    در اين پژوهش براي اولين بار از دي       . باشد  مي

نكـات مثبـت    . آميزي براي اين منظـور اسـتفاده شـد          بطور موفقيت 
استفاده از ايـن حـلال يكـي قابليـت نگهـداري طـولاني بـصورت                

. دباش ـ   مي DMFخشك و ديگري نقطه جوش پايين آن نسبت به          
هــا مــاده  كننــده نيــز در اكثــر ايــن واكــنش مــاده آبگيــر و مــزدوج

باشد كه بايد ابتدا به        مي (DCC)سيكلوهگزيل كربودي ايميد      دي
معمـولاً ايـن   . روشهايي بطور مناسب عاري از آب و خالص گردد    

 درصـد قابـل   70-60ها كامل نيستند ولي با بـازده حـداقل          واكنش
عت در دمـاي اتـاق و محـيط          سـا  18-15واكنش طي   . تهيه هستند 

شود و ظهور رسوب معمولاً نمايشگر پيشرفت         بدون آب انجام مي   
كرومـاتوگرافي لايـه نـازك بطـور مناسـبي رونـد            . واكنش اسـت  

ماده حاصل ممكن است بطور مـستقيم و        . دهد  واكنش را نشان مي   
وســيله خــشك كــردن  بلافاصــله پــس از پايــان مــدت واكــنش بــه

ازت وارد واكـنش مـزدوج شـدن بـا          محتويات واكنش تحت گاز     
  .پروتئين گردد

  
   نشاندارسازي3-2

ــشاندارسازي  ــر نــ ــك،در هــ ــرو راديوپيــ ــشاندارئت پــ    ين نــ
67Ga-DOTA-rituximab يــا روي فازهـاي ثابـت سـيليكا     در 

كـه   در حـالي  . شـود  اهر مـي  ظ ـ =0Rf-1/0كاغذ واتمن در حدود     
هــاي   در سيــستمGa-DOTA كــاتيوني و يــا گــاليوم بــه صــورت

 2جـدول   . گـردد   ظـاهر مـي    گونـاگون هـاي   Rf ختلف حلال در  م
 نـوع فـاز     2 نوع سيستم فاز متحـرك و        5 هاي كروماتوگرافي  هداد

بـــودن  آميـــز  مـــورد اســـتفاده بـــراي تـــشخيص موفقيـــتجامـــد
بـراي  . دهـد    نشاندار را نشان مـي     پادتنهاي   نمونهنشاندارسازي در   

ن و  يهمچنـين بررسـي يكنـواختي شستـشوي پـروتئ         ،  سازي خالص
ينــــي توســــط اندارسازي مناســــب بخــــش پروتئيقــــين از نــــش
ين خروجي از   كتيويته و مقدار پروتئ    آ گيري ، اندازه راديوايزوتوپ

نتــايج آن مــشاهده  2تون ســفادكس انجــام شــد كــه در شــكل ســ
ها به احتمال يقين بـراي       لازم به توضيح است كه اين داده      . شود مي

 كـه   هـا   پادتنها و    ينئ متصل به پروت   DOTAبقيه تركيبات نشاندار    
 ... و   64- و مـس   111- ظرفيتي ديگر مانند اينديوم    3 و   2 يبا يونها 

ي ها  مطالعات روي ديگر مزدوج   . اند، نيز صادق است    نشاندار شده 
  .باشد اين راديوفلزات در حال انجام مي
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اسـيون ژل سـفادكس   شويش پروتئين نـشاندار از سـتون فيلتر       نمودار   -2شكل  
G-50 :ليتـري سـتون پـايين       ي يـك ميلـي    ها  نمونه آكتيويتهشمارش راديو : بالا :
  .آميزي فولين براي نمايش وجود پروتئين رنگ

  
  بررسي پايداري 3-3

ــ12 گذشــتپــس از  ــاعت، ب ــاتوگرافي  روشه  س ــاي كروم ه
 تغييـري   هايي برروي محلول نهايي انجام شد كه هيچگونـه         بررسي

شـده مـشاهده    وشيميايي محلول كمپلكس نشاندار  ديدر خلوص را  
   . استحاصل كتيوآ پايداري كمپلكس راديودهنده  نشانگرديد كهن

  
  آكريلاميد روي ژل پلي كتروفورز برال 3-4

 ،67-نمونـه نـشاندار شـده بـا گـاليوم          5نتايج الكتروفورز براي    
. همچنين نمونـه كونژوگـه شـده قبـل از نـشاندارسازي انجـام شـد              

ي ها  اي نمونه حسوسي در الگوي شكست و يا راديوليز بر       تفاوت م 
  .)3شكل  (آزمايشي ديده نشد

  
  هاي صحرايي سالم بررسي پراكنش زيستي در موش 3-5

هاي  كتيويته، در زمان  ز راديوآ هاي صحرايي پس از تجوي     موش
دند   اتر قرباني ش   به وسيله  ساعت با بيهوشي     28  و نهايتاً  24  و 3 و 2

گيري خـون از آئـورت قلـب انجـام           مرگ، نمونه بلافاصله پس از    
هاي قلب، طحال، كليـه، جگـر، روده،         سپس جداسازي بافت  . شد

هـا بلافاصـله بـا       بافت. معده، شش، پوست، مدفوع و مغز انجام شد       
وزن . نرمال سالين شسته شده و روي كاغذ صـافي خـشك شـدند            

 پيـك  نمـودار دقيق هر بافت مشخص گرديد و انـدازه سـطح زيـر          
م با خلوص   و كيلوالكترون ولت آنها توسط آشكارساز ژرماني      184

اسـاس تقـسيم سـطح       بافت بر    كتيويته ويژه هر  آ. بالا تعيين گرديد  
 هر بافت بخش بر وزن آن بافت بصورت نسبت درصد           نمودارزير  

ــا 4هــاي  شــكل. (AUC/g%) تعيــين گرديــد نــسبت درصــد  7 ت
  .دنده كتيويته ويژه اين ارگانها را نشان ميآ

  
  

 نمونه اوليه دارويي     پادتن SDSPAGEنمايي از الگوي الكتروفورز      -3شكل  
ــه) 1( ــا گــاليوم  و نمون ــشاندار شــده ب ــا 2 (67-هــاي ن ــه ) 7 و 5 ت همچنــين نمون

  .كونژوگه قبل از نشاندارسازي

  

  
 AUC/g% فـرم ه  ب ـ 67Ga-DOTA-rituximab يـش زيـست  ـ پراكن -4شكل  

ــ ـــب ــس از    راي ه ــال پ ــحرايي نرم ــوش ص ــت در م ــويز 2ر باف ــاعت تج  20  س
   .كتيوميكروكوري ماده راديوآ

  

  
 AUC/g%فـرم   ه   ب ـ 67Ga-DOTA-rituximab  پـراكنش زيـستي    -5شكل  

ــس از       ــال پ ــحرايي نرم ــوش ص ــت در م ــر باف ــراي ه ــاع 3ب ــويز س  20ت تج
  .كتيوميكروكوري ماده راديوآ
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 AUC/g% فـرم ه  ب ـ 67Ga-DOTA-rituximab  پـراكنش زيـستي    -6شكل  

ــس از     ــال پ ــوش صــحرايي نرم ــت در م ــر باف ــراي ه ــاع 24 ب ــويز س  20ت تج
  .كتيوميكروكوري ماده راديوآ

  

  
 AUC/g%فـرم   ه  ب ـ 67Ga-DOTA-rituximab  پـراكنش زيـستي    -7شكل  

ــوش   ــت در م ــر باف ــراي ه ــس از ب ــال پ ــويز  28  صــحرايي نرم ــاعت تج  20 س
  .كتيواديوآميكروكوري ماده ر

  
با گذشتن زمان   شود    ديده مي  7 تا   4هاي   شكلكه در    ورهمانط

بـه  . شـود  ويته در كبد و طحـال ديـده مـي         يكتافزايش نسبي راديوآ  
 CD-20ژن   كــه بـر عليـه آنتــي  پـادتن دانــيم ايـن    كـه مـي  يطـور 
هــاي لنفوسـيت خــون ديــده    بــر ســطح سـلول باشــد اختـصاصاً  مـي 
شود و از همين راه اثر سيتوتوكسيك و درماني خـود را ظـاهر               مي
رسـد كـه پـراكنش آن پـس از           نظر مي ه  سازد بنابراين منطقي ب    مي

هاي سفيد بر اسـاس الگـوي سرنوشـت ايـن        اتصال به سطح گلبول   
هاي سـفيد اكثـر دوره نهـايي زنـدگي           سلول. ها استوار باشد   سلول

هـاي    توسـط سـلول     در نهايـت   كنند و  حال سپري مي  خود را در ط   
. روند  از بين ميNatural killers cellsكشنده طبيعي موسوم به 

 و ايجـاد  پادتن-ژن هاي سفيد توسط اتصال آنتي     روند مرگ سلول  
براين تجمع   بنا .گردد   تسريع مي  پادتن پس از تجويز     مكملسيستم  

ژيـك  و بيول تواند خـود يـك كنتـرل       راديوكمپلكس در طحال مي   

هرچند كه تعيين دقيـق     . كمپلكس باشد وغيرمستقيم براي اين رادي   
هاي اتـصال سـلولي      با روش ) كتيويتيآايمنور(ژيكي  وفعاليت بيول 

پذير است كه در      امكان CD-20هاي حاوي گيرنده     روي سلول  بر
  .آينده انجام خواهد شد

  
  گيري  نتيجه-4

سـازي   الصكـل مراحـل نـشاندارسازي و خ ـ        ،در شرايط بهينـه   
[67Ga]-DOTA-rituximab    ساعت بطول انجاميد   4 در حدود  .

بدسـت  % 95ژيك حاصل با خلوص بـيش از        وكمپلكس راديوبيول 
ا راد حـداقل ت ـ   ـگ ـ يـه سانت ـ ـ درج 37اي  ـداري آن در دم   ـايـپ. آمد
داري در اين بـازه زمـاني در          ساعت بررسي شد و تفاوت معني      24

 روش  به وسيله  ماده نهايي    .خلوص راديوشيميايي مشاهده نگرديد   
 قـرار گرفـت و پايـداري مناسـب     ژل الكتروفورز نيز تحت بررسي    
. كننــده و راديــوليز ملاحظــه شــد پــروتئين در برابــر مــاده مــزدوج
[67Ga]-DOTA-rituximabهــاي   مــاده مناســبي بــراي بررســي

 DOTA-rituximabپراكنش زيـستي و راديوشـيميايي مـزدوج         
ــي ــژ. گــردد تلقــي م ــن پ ــار در كــشور  در اي ــين ب ــراي اول وهش ب

 Rituximab معـروف بـه   anti-CD20 مهـم    پادتننشاندارسازي  
 بـا نـشاندارسازي   . انجـام شـد   DOTA روش ماده واسـط      به وسيله 

توان راديوداروهـاي نـوين      هاي درماني مي   اين مزدوج با ايزوتوپ   
پـادتن بـه    نشاندارسازي و كنترل كيفي اين      . درماني را ايجاد نمود   

پراكننده الكترون اوژه و از     كه   111-اديوايزوتوپ اينديوم  ر وسيله
  .در حال انجام استباشد،  هاي درماني مي نوع راديوايزوتوپ
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