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 چکیده

)گیرنده فاکتور رشد اپیدرمی( یک زمینه رو به رشد در تحقیقات   EGFRپروتئین قراردادن باهدف ،رادیوایمونوسینتیگرافی سرطان کولورکتال

                  شلاتورال بالا به پروتئین هدف، پس از کانژوگاسیون با صمونوکلونال ستوکسیمب با تمایل ات یبادیآنت ،. در این مطالعهاست یاهستهپزشکی 

CHX-A"-DTPA با میانگین تعداد شلاتورهای  1:50(، در نهایت انتخاب نسبت 120و  80، 50بادی )لاتور به آنتیدر سه نسبت مولار مختلف از ش

گردید.  دارنشان  3Ga(GaCl67)( با 98بیشتر از%) ییایمیش ویراد صد بالایی از خلوصبا در 1/4 ± 94/0بادی معادل متصل شده به هر مولکول آنتی

ال بالای ستوکسیمب صدست آمد. تمایل اتبه 91% و 97% ترتیب بیشتر ازساعت پس از تهیه به 48انسانی تا  پایداری برون تنی در بافر فسفات و سرم

و  480SW های سرطانی کولورکتال ردهآن با استفاده از سلول یسازیداخلبه پروتئین هدف با تعیین رادیوایمونوراکتیویتی و نیز  شده دارنشان

دهنده تمایل اتصال بالای نشان 83%  دست آمد که نتایج رادیوایمونوراکتیویتی معادل)کنترل منفی( به CHOه های تخمدان همستر چینی ردسلول

یک  EGFR)-(anti-DTPA-A"-CHX-Ga67. رادیوایمونوکنژوگه استمطالعه  نظر به گیرنده هدف در سطح سلول موردرادیوایمونوکنژوگه مورد

 .استساز در سایر مطالعات درمانی در انکولوژی و نیز زمینه صجهت تشخی SPECTی ویربرداری مولکولصترکیب بالقوه برای ت

 .، رادیوایمونوسینتی گرافسرطان کلورکتال ،EGFR ،ستوکسیمب ،67-گالیمه، رادیوایمونوکنژوگ واژگان:کلید

 

 قدمه م. 1

 ومیرمرگسرطان در حال حاضر در سراسر جهان دومین عامل 

ل پزشکی که منجر بی عروقی در میان عوامهای قلبعد از بیماری

آید که شیوع آن همچنان در حال می حساببهشوند، به مرگ می

ها در کلید درمان موفق این دسته از بیماری .استگسترش 

 
1 Immunotherapy  

ش درمان مناسب طبع آن اتخاذ روتشخیص سریع و زودرس و به

های تشخیصی و درمانی نوین در بین روش  .[2،1] استآن 

 2ایمونوتراپیو رادیو 1توان به ایمونوتراپیواع سرطان میبرای ان

های سرطانی مورد شناسایی طور هدفمند سلولاشاره کرد که به

2 Radio immunotherapy 
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ایمونوتراپی که خود شامل گروه وسیع و  گیرند.و حمله قرار می

که دارای اثرات اساسی و مفید در نتایج  استسریع در درمان 

وان تای مقابله با سرطان می. در این گروه از روش براستسرطان 

های طور خاص و ویژه در سلولبه فعال کردن سیستم ایمنی به

ی هاسرطانی بدون عوارض جانبی گسترده که در شیمی درمانی

های از مولکول. [3] مرسوم و قدیمی وجود داشت، اشاره کرد

توان به های هدفمند سرطان میمورد استفاده در درمان

ها و بادیآنتیوکلونال، قطعات جدا شده از های مونبادیآنتی

ها جهت استفاده پپتیدها اشاره کرد که امروزه از این بیومولکول

یدر بدخیمی ب1های خون  ، سرطان پستان(2)ریتوکسیم

( 4(، سرطان سر و گردن و کلورکتال) ستوکسیمب3)تراستوزومب

که این خود نوید بخش  استصورت تجاری قابل عرضه و ... به

در روش  .[7-4] استها در سرطان  هاای این قبیل از درمانبر

های دیگر یعنی رادیوایمونوتراپی علاوه بر استفاده از بیومولکول

در تشخیص و ذکور از ترکیبات رادیواکتیو نیز جهت استفاده م

بنا  ،در این روش همچنین درمان مورد بهره برداری قرار گیرد.

توان در پایش درمان و می ،فادهبر خواص رادیونوکلید مورد است

نیز در مطالعات دزیمتری بهره جست. رادیو ایمونوتراپی مزایای 

در  دارنشانهای غیربادیمتفاوتی را نسبت به استفاده از آنتی

 دهدسرطان ارائه میهای مختلف ایمونوتراپی در درمان گونه

 کی راهای رادیولیتیک و بیولوژیرادیوایمونوتراپی مکانیسم. [8]

کند. اشعه بتا های توموری را ترکیب میبه منظور تخریب سلول

این امکان را فراهم  5ساطع شده از رادیونوکلید با اثر آتش متقاطع

اند های سرطانی که پروتئین هدف را بیان نکردهکند که سلولمی

حمله و آسیب قرار گیرند و از پرتوی گامای ساطع نیز مورد 

توان طور همزمان مینیز دزیمتری بهن و درماشده برای پایش 

. در حال حاضر رویکردهای هدفمند موفق برای [9] بهره جست

 
1 Hematologic 
2 Rituximab 
3 Trastuzumab  
4 Cetuximab  

های سرطانی های واقع در سطح سلولدرمان سرطان بر گیرنده

های سرطانی بیشتر از بافت طبیعی بیان تمرکز دارند که در سلول

  .[8]شوند می

 6ییدرمد اپهای متمادی گیرنده فاکتور رشطی سال

(EGFR) عنوان یک هدف اصلی برای درمان رشد غیر قابل به

یک پروتئین  EGFRکنترل تومور مورد بررسی قرار گرفته است. 

ها غشایی گلیکوزیله که یکی از چهار عضو گیرنده تیروزین کیناز

ها نقش دارد. که در تنظیم رشد سلولی، تمایز و بقای سلول

EGFR ی از قبیل سرطان سر وهای انساناغلب در بدخیمی 

، سرطان دستگاه گوارش و شکم، سرطان (HNSCC) 7گردن

نوم، گلیوبلاستوما و سرطان ریه، کارسینومای دستگاه تناسلی، ملا

شود. برای هدف قرار دادن تکثیر یا ان میبیتیروئید بیش از حد 

های بادیآنتی، EGFRهای توموری از طریق رشد سلول

یمب یرنده ایجاد شده است. ستوکسمونوکلونال علیه این گ

که یک  IgG 1 بادی مونوکلونال کایمریک انسانی موشیآنتی

داروی بالقوه امیدوارکننده است که توسط سازمان غذا و دارو در 

 عنوانبه)روده بزرگ(  برای درمان سرطان کلورکتال 2004سال 

ته یید قرار گرفأداروی منفرد یا در ترکیب با شیمی درمانی مورد ت

کیلو دالتون از دو  152سیمب با وزن مولکولی است. ستوک

اسید  214ید آمینه و دو زنجیره سبک با اس 449زنجیره سنگین با 

 .  [3] آمینه تشکیل شده است

منظور دستیابی به تشخیص و درمان مناسب  در این بین به

ها، انتخاب یک رادیو نوکلید که دارای بادیآنتیمبتنی بر 

فیزیکی و شیمیایی مناسب با توجه به هدف کاربرد  هایویژگی

 درمانی( حائز اهمیت است-تشخیصیآن )تشخیص، درمان یا 

[10] . 

5 cross fire effect 
6 Epidermal Growht Factor Receptor  
7 Head and Neck Squamous Cell Carcinoma   
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رادیونوکلید ساطع کننده پرتو گاما با نیمه عمر  1 67-گالیم

    kev 93.3 روز است که دارای انرژی با مقادیر 26/3فیزیکی 

(% 2/39،)kev  184 (%  2/21و ) kev 300 (%  8/16 .است )

شیمی پایدار این رادیوایزوتوپ فلزی و نیمه عمر فیزیکی 

جهت مطالعات تشخیصی و دزیمتری و نیز سهولت مناسب آن 

های گذشته تحقیقات در تولید سبب گردیده تا در طی سال

با این رادیو  SPECT))2متعددی در زمینه تصویربرداری اسپکت

ین رادیونوکلید یداری که ا. اتصال پا[11،9]نوکلید انجام پذیرد 

 DTPAو  DOTAهای با عوامل شلاته کننده مشتق از شلاتور

 کند یکی از عوامل انتخاب آن در پژوهش حاضر استایجاد می

[12-17]. 

 روش کار  .2

 تجهیزات . مواد و1.2

با خلوص رادیو  3GaCl 67در این پژوهش رادیونوکلید 

وهشی در گروه پژ کوریمیلی 50با اکتیویته  99% نوکلیدی

 3ای سازمان انرژی اتمی مرکز کرج با سیکلوترونپزشکی هسته

MeV 30 بادی ساخت کشور بلژیک تولید شده است. آنتی

خریداری شده است و  4مونوکلونال ستوکسیمب از شرکت مرک

کند. عمل می EGFRبر علیه گیرنده  بادیآنتییک  عنوانبه

آمریکا  5سیکلیکاز شرکت ماکرو DTPA-A"-CHXشلاتور 

ها نیز از شرکت تهیه شده است. تمامی مواد شیمیایی و حلال

از  CHOو  480SWهای سلولی سیگما تهیه شده است. رده

انستیتو پاستور ایران خریداری شده است. جهت انجام کنترل 

منظور تعیین درصد خلوص رادیوشیمیایی ترکیبات کیفی به

 2000وگرافی از دستگاه شده اسکن کاغذهای کرومات دارنشان

Bioscan-AR  ساخت کشور فرانسه استفاده گردید. همچنین

با درجه   6HPGeبرای طیف سنجی پرتو گاما از آشکارساز 

 
1 Gallium-67  
2 Single Photon Emission computed Tomography 
3 Cyclotron  

                             کاناله کانبرا  گر چندخلوص بالا همراه با تحلیل

(model GC1020-7500SL ).استفاده شد 

مونوکلونال سیتوکسیمب با  دیباآنتی. کنژوگه کردن 2.2

  CHX-A"-DTPAشلاتور 

، 1:50انجام کنژوگاسیون در این پژوهش در سه نسبت مولی 

بادی به شلاتور انجام پذیرفت. برای از آنتی 1:120و  1:80

سازی و ایجاد دارنشاندستیابی به ایمونوکنژوگه مناسب برای 

عملکرد آن کمپلکس پایدار رادیوایمونوکنژوگه و برای بررسی 

وی بین تنی، ایجاد ارتباط قتنی و نیز دروندر مطالعه برون

(. این ارتباط 1است )شکل بادی و شلاتور امری ضروری آنتی

که از طریق اتصال کووالانسی توسط پیوندهای آمیدی بین عوامل 

بادی و عوامل کربوکسیلیک موجود در آمینی موجود در آنتی

ق این امر نیازمند انتخاب بافر شود که تحقشلاتور ایجاد می

مناسب و نیز دما و زمان بهینه برای انجام واکنش کنژوگاسیون 

 5/5و  6/3، 2/2های مولی مذکور مقدار رتیب نسبتتاست. به

 500را با مقدار  CHX-A"-DTPAگرم از شلاتور میلی

ای در ویال شیشه:pH   2/9 کربنات سدیم بامیکرولیتر از بافر بی

ات این ویال را به ویال حاوی کنیم. سپس محتویحل می استریل

سازی خالصبادی ستوکسیمب که از قبل گرم از آنتیمیلی 10

مرتبه به آرامی پیپتاژ  30تا  20شده است را اضافه کرده و 

 12بادی و شلاتور را به مدت کنیم. ویال محتوی مخلوط آنتیمی

 37ر دمای ساعت جهت انجام واکنش کنژوگاسیون د 15تا 

هیم. پس از اتمام مدت زمان مذکور، دگراد قرار میدرجه سانتی

تغییر بافر و نیز به منظور جداسازی محتویات ویال را برای انجام 

کیلودالتون منتقل  30شلاتورهای متصل نشده به فیلتر آمیکون 

در مرحله کنژوگاسیون )بافر  :pH  2/9 کنیم. تغییر بافر ازمی

سازی )آمونیوم دارنشاندر بافر  :pH 2/5 ( بهکربنات سدیمبی

4 Merck  
5 Microcyclic 
6 High Purity Germanium  
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شود و پس از استات( موجب توقف واکنش کانژوگاسیون می

اتمام مراحل خالص سازی با اولترافیلتراسیون )هر مرحله از 

 4500دقیقه با سانتریفیوژ در  30مرتبه به مدت  3تا  2تخلیص 

rpm 1  انجام پذیرفت( ایمونوکنژوگه-DTPA-A"-CHX

Cetuximab  2/5 در بافر آمونیوم استات  با  pH:   جمع آوری

سازی با استفاده از معرف برد فورد تعیین دارنشانو برای انجام 

 غلظت گردید. 

 
سازی دارنشان(: طرح شماتیک از مرحله کانژوگاسیون و رادیو1شکل )

 .بادیآنتیمولکول مونوکلونال 

به هر ه تخمین تعداد میانگین شلاتور متصل شد. 1.2.2

 بادیمولکول آنتی

بادی با میانگین تعداد شلاتور متصل شده به هر مولکول آنتی

برای  .[18] زیر محاسبه گردیدبه شرح    Pipinاستفاده از روش 

مواد  از  2Y(AAIII) تهیه کمپلکس ایتریوم آرسنازو  به فرمول

 6/1میکرومولار، ایتریوم  5زیر استفاده گردید: آرسنازو 

لیتر میلی 450مولار در  15/0فر استات سدیم لار و بامیکرومو

 500حجم به  :4pHآب دو بار تقطیر حل شدند و پس از تنظیم 

لیتر رسانده شد و در ظرفی در محیط تاریک در دمای اتاق میلی

نانومتر است.  652نگهداری شد. ماکزیمم جذب محلول فوق در 

 با p-SCN-Bn-CHX-A''-DTPAبا افزودن شلاتور 

ایتریوم، ایتریوم از -های مختلف به کمپلکس آرسنازولظتغ

د. به گیرآرسنازو جدا شده و درون شلاتور اضافه شده جای می

 
1 Revolution per minute  

یابد این ترتیب جذب حاصل از کمپلکس در محلول کاهش می

ارتباط دارد.  ،که میزان کاهش با مقدار شلاتور افزوده شده

  III وم آرسنازواین است که جذب نوری کمپلکس ایتری گرنشان

و  30، 20، 10با افزایش چهار غلظت  2Y(AAIII)با فرمول  

 p-SCN-Bn-CHX-A''-DTPA میکرومولاری از شلاتور  40

یابد. این نانومتر کاهش می  652به کمپلکس در طول موج 

 جایگزین شدن آرسنازو با شلاتور مذکور است. گرنشانکاهش 

-CHX-A"-DTPA سازی ایمونوکنژوگهدارنشان. 3.2

Cetuximab  67-با گالیم  

کوری( جهت خشک میلی 30کلراید ) 67ویال حاوی گالیم 

درجه  60کردن و خارج نمودن کلریدریک اسید در دمای 

گراد و نیز تحت جریان ملایم گاز نیتروژن قرار گرفت. سانتی

میکرولیتر از بافر  600سپس به ویال حاوی اکتیویته، مقدار 

دقیقه با  10مدت اضافه شد و به (:pH 5/5) آمونیوم استات

های ویال مورد شستشو قرار گرفت تا اکتیویته پیپتاژ کردن دیواره

 6سازی حل گردد. پس از کوریمتری مقدار دارنشاندر بافر 

میکرولیتر  100کوری از محلول حاوی اکتیویته با حجم میلی

 تر ازکرولیمی 400ای ریخته شد و به آن مقدار درون ویال شیشه

بار پیپتاژ کردن  20بافر آمونیوم استات اضافه گردید. پس از 

گرم از میلی 1محتویات ویال حاوی اکتیویته به آن مقدار 

 100با حجم  CHX-A"-DTPA-Cetuximabایمونوکنژوگه 

سازی در دارنشانمیکرولیتر اضافه شد و جهت انجام واکنش 

 . گراد قرار داده شددرجه سانتی 37دمای 

-Ga-CHX-A"-DTPA. کنترل کیفی رادیوایمونوکنژوگه 4.2

Cetuximab67  2به منظور ارزیابی خلوص رادیوشیمیایی  

های کنترل کیفی فراورده سنتز شده جهت تعیین انجام بررسی

های مختلف پس از شروع درصد خلوص رادیوشیمیایی در زمان

ر سرم و سازی و نیز انجام مطالعات پایداری ددارنشانواکنش 

2 Radio Chemical  Purity 
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ای مختلف از روش ساده و تکرار هبافر فسفات سالین در زمان

( با استفاده از کاغذ RTLC) 1پذیر رادیوکروماتوگرافی لایه نازک

( انجام :pH 5/4با  میلی مولار 1) 2DTPAواتمن و فاز متحرک 

ثیر أز بررسی تشد. جهت تعیین درصد خلوص رادیوشیمیایی و نی

، 45، 30، 15های مختلف سازی، در زماندارنشانزمان بر بازده 

 37سازی در دمای دارنشاندقیقه پس از شروع واکنش  90و  60

میکرولیتر نمونه گرفته  5/0 درجه، از ویال حاوی واکنش مقدار

لکه  2شد و بر روی نقطه مورد نظر در کاغذ واتمن شماره 

عاد مرتبه تکرار شد. )کاغذ در اب 2گیری اندازهگذاری شد که هر 

متری بخش پایین کاغذ لکه سانتی 1بریده شده و در  14×1

های لکه گذاری شده، گذاری شد( پس از خشک شدن نمونه

قرار داده شدند.  DTPAها در تانک حاوی فاز متحرک کاغذ

متر(، سانتی 10پس از مهاجرت کامل فاز متحرک روی کاغذها )

اسکنر  ذها از ظرف خارج و خشک گردیدند و با دستگاهکاغ

RTLC  .مورد اسکن و خوانش قرار گرفتند 

. تعیین حفظ یکپارچگی یا تعیین یکنواختی ساختار 5.2

 67شده با گالیم  دارنشانهای بادی در نمونهآنتی

های بادی در نمونهتعیین و بررسی یکپارچگی ساختار آنتی

 یبادآنتیدر مقایسه با  دارنشانشده و ایمونوکنژوگه غیر  دارنشان

بدون تغییر با استفاده از الکتروفورز پلی آکریل آمید در حضور 

سدیم دودسیل سولفات توسط الکتروفورز مینی ژل تعیین 

      10میکروگرم از هر نمونه با حجم  15گردید. مقدار 

و    Cetuximab  ،    CHX-A-DTPA-Cetuximab)  میکرولیتر

 Cetuximab-DTPA-A-CHX-Ga67 ) در هر چاهک موجود در

که این مرحله از مطالعه طبق روش  ژل تهیه شده بارگذاری

 صورت پذیرفت. 3لاملی

 
1 Radio Thin Layer Chromatography  
2 Diethylene Triamine Pentaacetic Acid   
3 Laemmeli 

شده در بافر  دارنشان. بررسی پایداری ایمونوکنژوگه 6.2

 4فسفات سالین

 67شده با گالیم دارنشانبه منظور تعیین پایداری ایمونوکنژوگه 

)درجه حرارت مورد  درجه سانتیگراد 4در بافر فسفات در دمای 

میکروکوری  300ری رادیو دارو(، مقدار از برای حمل و نگهدانی

شده به ویال حاوی بافر فسفات اضافه گردید. دارنشانورده آاز فر

های شده در زمان دارنشانهای جهت تعیین درصد پایداری نمونه

سازی دارنشانساعت( پس از  72و 48، 24، 12، 6، 1مختلف )

که  RTLCادیوکروماتوگرافی هایی تهیه شده و به روش رنمونه

ه متصل شده در بالا شرح داده شد میزان اکتیویته آزاد و اکتیویت

گیری به منظور بالا بردن آمد. هر اندازه دستبهبه ایمونوکنژوگه 

 گیری شد. مرتبه تکرار و در نهایت میانگین 3دقت محاسبات 

 شده در سرم خوندارنشانبررسی پایداری ایمونوکنژوگه  .7.2

 انسانی 

میکروکوری از  300همانند مرحله قبل مقدار  ،به این منظور

لیتر از سرم تازه انسانی تهیه میلی 1شده را به دارنشانفرآورده 

 گراددرجه سانتی 37شده اضافه شد و با تکان ملایم در دمای 

های مختلف )دمای بدن( تحت انکوباسیون قرار گرفت. در زمان

 ساعت( میزان پایداری 72 و 48، 24، 12، 6، 1)

تعیین و محاسبه  RTLCرادیوایمونوکنژوگه تهیه شده توسط 

 3گیری به منظور بالا بردن دقت محاسبات گردید. هر اندازه

 گیری شد. مرتبه تکرار و در نهایت میانگین

 Ga-رادیوایمونوکنژوگه 5پذیریاندازه گیری واکنش .8.2

Cetuximab-DTPA-A"-CHX67 لی با رده سلو

480SW   

بادی مونوکلونال ستوکسیمب بررسی واکنش پذیری ایمنی آنتی 

با استفاده از روش   480SWشده، در رده سلولی  دارنشان

4 Phosphate Buffer Saline  
5 Immunoreactivity  
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. همچنین لازم به ذکر [19] به شرح ذیل انجام پذیرفت 1لیندمو

یه عنوان کنترل منفی استفاده  CHOاست که از رده سلولی 

 .کندرا بیان نمی EGFRئین گردید زیرا این رده سلولی پروت

های ، رقت804SW ، cell/ml 710× 1از استوک سلول 

، 6×510، 1.2×610، 2.5 ×610، 5×610های متوالی با غلظت

 5/0به  PBSسلول تهیه شد و حجم آن با  1.5×510و  3×510

 کنترل عنوانبه) CHOلیتر رسانده شد. از استوک سلولی میلی

های متوالی تهیه گردید. به رقت  480SWمنفی( نیز همانند رده 

لیتر از میلی 5/0های سلولی مقدار های حاوی ردههر یک از لوله

ا ب  Cetuximab-DTPA-A-CHX-Ga 67رادیوایمونوکنژوگه 

برای هر لوله(  اضافه  cps 1000 2)حدود  ng/ml 40غلظت 

های تیمار شده با های حاوی سلولو لوله گردید

به مدت یک شب تحت انکوباسیون در دمای   رادیوایونوکنژوگه

گراد( درجه سانتی 25ساعت در دمای  4گراد )یا درجه سانتی 4

     ها در گرفتند. پس از گذشت زمان انکوباسیون سلول قرار

rpm 2000  رویی دقیقه سانتریفیوژ شدند و مایع 6برای زمان

ا در دو هآوری و دور ریخته شد. میزان رادیواکتیویته سلولجمع

هکی مرحله قبل و بعد از سانتریفیوژ توسط گاما کانتر چا

فاده از معادله لینوربرک و با رسم شمارش گردید. در نهایت با است

منحنی اکتیویته کل به اکتیویته متصل شده در مقابل عکس غلظت 

 دستبهشده  دارنشانبادی ها، درصد ایمونوراکتیویته آنتیسلول

 آید. می

نی رسبر .9.2                    رادیوایمونوکنژوگه 3اینترنالیزاسیو

Cetuximab-DTPA-A"-CHX-Ga67 بر روی رده سلولی

480SW  وCHO  

  1×510)کنترل منفی( به تعداد  CHOو  480SWهای سلول

میکرولیتر از محیط کشت کامل در هر چاهک از  400سلول در 

 ساعت 24خانه کشت داده شدند و برای مدت  12های پلیت

 
1 Lindmo 
2 Count Per Second  

گراد تحت درجه سانتی 37در دمای  2Co کوباتوردران

ها پوشیده از که کف چاهکطوریگرفتند به انکوباسیون قرار

نانوگرم از  40سلول شوند. پس از گذشت این زمان مقدار 

با   Cetuximab-DTPA-A"-CHX-Ga67رادیوایمونوکنژوگه 

 لیتر به هر چاهک ازمیلی 5/0با حجم  cps  1000 اکتیویته

افزوده  CHOو  480SWهای حاوی سلولخانه  12های پلیت

قرار داده شد. پس از  2Coساعت در انکوباتور  2شد و به مدت 

استریل شستشو  PBSمرتبه با  5ها گذشت این زمان سلول

میکرولیتر محیط کشت  400شدند و سپس به هر چاهک مقدار 

در رشد سلول انکوبه شدند. کامل افزوده شد و در شرایط 

 48و  36، 32، 28، 24، 20، 16، 12، 8، 4های مختلف )زمان

ها با رادیوایمونوکنژوگه، محیط رویی ساعت( پس از تیمار سلول

ها محلول اسید ها خارج شده و به نیمی از چاهکاز چاهک

ها محلول و به نیمی دیگر از چاهک   :pH 4مولار با  1/0 استیک

NaOH  1/0 37دقیقه در دمای  15مدت  مولار افزوده شد و به 

طور جداگانه هها بدرجه قرار داده شدند. محتویات درون چاهک

رادیواکتیویتیه محتویات  ریخته شدند و هادر میکروتیوب

گر گامای چاهکی اندازه گیری سوپرناتانت با استفاده از شمارش

ها شده و این باعث تخریب کل سلول NaOHشد. محلول 

الیت رادیواکتیویته )رادیوایمونوکنژوگه فع کل عنوانبهمحلول 

داخل شده به سلول، متصل شده به سلول و نیز جدا شده از 

شود و محلول اسید استیک باعث از بین سلول( در نظر گرفته می

در سطح سلول  EGFRرادیوایمونوکنژوگه با بردن اتصال بین 

لول رادیوایمونوکنژوگه متصل شده به سطح س عنوانبهشود و می

شوند که تفاوت این دو یو جدا شده از سلول در نظر گرفته م

 .[20]کند مقدار، داروی اینترنالیزه شده را منعکس می

 

3 Internalization  
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                بررسی توزیع زیستی رادیوایمونوکنژوگه .10.2

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67  های سالمدر رت 

شده در منظور بررسی توزیع زیستی رادیوداروی تولید به

های سالم در ی در رتهای مختلف، مطالعه توزیع زیستاندام

ساعت پس از تزریق  96و  72و  48، 24، 3های زمانی بازه

             انجام شد. به این ترتیب که پس از تولید رادیوداروی

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67   و انجام مراحل کنترل

 40به هررت مقدار  کیفی جهت تعیین خلوص رادیوشیمیایی،

میکروکوری از رادیوایمونوکنژوگه  200میکروگرم با اکتیویته 

imabCetux-DTPA-A''-CHX-Ga67 آزاد با  67-و گالیم

صورت داخل وریدی و جداگانه تزریق میکروکوری به 200

های مذکور پس از تزریق توسط مخزن ها در زمانشدند. رت

2Co ختلف از نظر توزیع رادیو های حیاتی مقربانی شدند و بافت

 برحسب بالا با خلوص ژرمانیم استفاده از آشکارساز دارو با

همچنین  .گردید تعیین درصد دوز تزریق شده در هر گرم بافت 

های نر سالم به روش تصویر برداری از رت

رد های موها در زمانگرافی از کل بدن رترادیوایمونوسینتی

واقع در گروه  Dual head SPECTمطالعه با استفاده از دوربین 

ای، پژوهشکده تحقیقات پزشکی، پژوهشی پژشکی هسته

کشاورزی و صنعتی کرج وابسته به سازمان انرژی اتمی ایران 

 صورت پذیرفت.

 . نتایج 3

 CHX-A''-DTPAنتایج حاصل از کنژوگاسیون شلاتور .1.3

 مونوکلونال ستوکسیمببادی با آنتی

 pipinس روش بادی بر اساور با آنتیواکنش کنژوگاسیون شلات 

 بادی( در سه نسبت مولار مختلف از شلاتور به آنتی2 شکل)

انجام پذیرفت که تخمین میانگین تعداد ( 120و  80، 50)

 49/0 ترتیببادی بهشلاتورهای متصل شده به هر مولکول آنتی

شایان . (1)جدول  دست آمدبه 9.9 ± 7/0، 9/6 ± 34/0، 1/4 ±

استفاده  1:50مراحل انجام آزمایشات از نسبت ست در تمام ذکر ا

 شده است.

 

ایتریوم در مقابل -(: منحنی کاهش جذب کمپلکس آرسنازو2شکل )

، 20، 10در چهار غلظت p-SCN-Bn-CHX-A''-DTPA شلاتور

نانومتر  652میکرومولاری از شلاتور به کمپلکس در طول موج  40و  30

 .شده است()هر آزمایش سه بار تکرار 

 

 بادیآنتی شلاتور متصل شده به هر مولکول تعداد میانگین: (1) جدول

 (120و  80، 50شلاتور ) از مختلف مولار نسبت سه در مونوکلونال

آزمایش سه بار تکرار شده کنژوگاسیون )هر  واکنش در شده اضافه

 .است(

Average 

number of 

Chelators/mAb 

Molar 

excess of 

chelator 

added to 

conjugation 

reaction 

Immunoconjugate Bifunctional 

chelator 

 

1/4  ± 49/0  50 CHX-A''-DTPA-

Cetuximab 
p-SCN-Bn-

CHX-A''-

DTPA 9/6  ± 34/0  80 

9/9  ± 7/0  120 

 

 سازی ایموکنژوگهدارنشاننتایج حاصل از کنترل کیفی . 2.3

CHX-A"-DTPA-Cetuximab با تعیین  67-با گالیم

  خلوص رادیوشیمیایی

بادی به شلاتور، از آنتی 1:50ایمونوکنژوگه تهیه شده با نسبت 

دقیقه( با  60درجه و زمان  37تحت شرایط بهینه شده )دمای 

سازی قرار گرفت که دارنشانکلراید تحت واکنش  67-گالیوم

 یایی با استفاده ازپس از اتمام واکنش خلوص رادیوشیم
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 )شکل آمد دستبه 98% رادیوکروماتوگرافی لایه نازک بیشتر از

 در  67-شده با گالیم دارنشاندر این شکل ایمونوکنژوگه  .(3

RF آزاد  67-( )ابتدای کروماتوگرام( و مقدار گالیم1/0) پایین

( مهاجرت کرده است. انتخاب دمای 9/0بالاتر) RFبه منطقه با 

زیرا  ؛سازی حائز اهمیت استدارنشانهینه در مرحله مناسب و ب

بادی آسیب وارد شده و مولکول آنتیدر دماهای بالا به ساختار 

این امر منجر به کاهش کارایی در اتصال به پروتئین هدف 

 شود.می

 

با استفاده از محلول  2اره در کاغذ واتمن شم Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67از نمونه رادیوایمونوکنژوگه  RTLCکروماتوگرام  :(3شکل)

DTPA 1 5/5 میلی مولار به عنوان فاز متحرکpH:). 

نتایج حاصل از انجام مطالعات پایداری   .3.3

ر بافر د Cetuximab-DTPA-Ga 67  رادیوایمونوکنژوگه

 فسفات و سرم خون انسانی 

ساعت  24برون تنی در بافر فسفات و سرم انسانی تا پایداری 

 48و در شرایط مشابه  93% و 98% بیشتر از ترتیببهپس از تهیه 

 آمد دستبه 91% و 97% بیشتر از ترتیببهساعت پس از تهیه 

گر این است که نتایج حاصل از این مرحله بیان .(4 شکل)

های مختلف از محیطرادیوایمونوکنژوگه تولید شده در دماها و 

نظر شیمیایی دارای پایداری لازم است که این موضوع صحت 

انجام مراحل قبل را به منظور تولید رادیوایمونوکنژوگه پایدار در 

که  4شکل کند. نتایج گزارش شده در شرایط مناسب تصدیق می

اری این رادیوایمونوکنژوگه در دو محلول بافر دهنده پایدنشان

صورت درصد خلوص به استم خون انسانی فسفات و سر

 48، 24، 12، 6، 2های مختلف )رادیوشیمیایی ترکیب در زمان

 ساعت( بیان شده است.  72و 

 

آزمون پایداری رادیوایمونوکنژوگه در بافر فسفات و سرم  :(4شکل)

ساعت(.  72و  48، 24، 12، 6، 2زمانی مختلف )های خون انسانی در بازه

بر اساس درصد  لشکیداری رادیوایمونوکنژوگه در این نتایج درصد پا

خلوص رادیوشیمیایی بیان شده است )هر آزمایش سه بار تکرار شده 

 .است(

نتایج حاصل از تعیین ایمونوراکتیویتی  .4.3

با   Cetuximab-DTPA-Ga67رادیوایمونوکنژوگه 

 پروتئین هدف

از  83% پذیری زیستی اتصالمطالعه تعیین واکنش

به رده سلولی   Cetuximab-DTPA-Ga67ادیوایمونوکنژوگه ر
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480SW گر اختصاصیت ( که این نشان5شکل ) را نشان داد

 است.  EGFRبادی ستوکسیمب به پروتئین هدف اتصال آنتی

 

 

                   (: واکنش پذیری زیستی )ایمونوراکتیویتی( 5)شکل 

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67  ه سلولی نسبت به رد

480SW های مختلف سلولی )هر آزمایش سه بار تکرار شده در غلظت

 .است(

 

     نتایج حاصل از داخلی سازی رادیوایمونوکنژوگه. 5.3

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67   در رده سلولی

480SW 

                               درصد اینترنالیزاسیون رادیوایمونوکنژوگه

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67 در رده سلولی 

480SW  28، 24، 20، 16، 12، 8، 4های مختلف )زماندر ،

نشان داده  6شکل با توجه به نتایج که در ساعت(  48و  36، 32

که بیشترین مقدار  گر این مفهوم استبیان ،شده است

ساعت پس از آغاز سنجش  8تا  4 رادیوایمونوکنژوگه بین

شت است. این مقدار با گذ 80% بالاترین مقدار است و حدود 

ساعت به کمتر  48 طوری که پس اززمان رو به کاهش است، به

 رسد.می 50% از

 

 

                             نتایج حاصل از بررسی توزیع زیستی. 6.3

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67  آزاد  67-و گالیم

  های صحرایی سالمدر موش SPECTو تصویر برداری 

های آزاد در موش 67-و گالیم توزیع زیستی رادیوایمونوکنژوگه

ساعت پس از  96و  72، 48، 24، 3سالم در طول فواصل زمانی 

صورت درصد دوز به ،8و  7 هایشکل تزریق درون وریدی در

ترتیب نشان داده به (ID/g%)تزریق شده در هر گرم از بافت  

های شده در بافت دارنشانبادی تجمع آنتی .(7 شکل) شده است

ها مشابه با الگوی توزیع سایر ال و سایر بافتحریه، کبد، ط

شده در مطالعات انجام شده است.  دارنشانهای ایمونوکنژوگه

                             های تجمع در اندام 9شکل در  SPECTتصویر 

                                   درگیر در پاکسازی رادیوایمونوکنژوگه

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67 نظردهد. بهرا نشان می 

 دلیل پاکسازی گالیم به طحال کبد و در تجمع افزایش که رسدمی

 گوارشی و حمل مجاری طریق از جذب یا و مختلف منابع از

 .باشد الحکبد و ط بافت در انباشت تاًنهای و ترانسفرین توسط آن

آمده در سایر مطالعات  دستبهآمده مطابق با نتایج  دستبهنتایج 

  .]21[ انجام شده است

 

                   (: درصد اینترنالیزاسیون رادیوایمونوکنژوگه6شکل )

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67   در مقابل رده سلولی

480SW  های مختلف گراد و زماندرجه سانتی 37در دمای انکوباسیون

نشان داده شده است )هر آزمایش  ساعت( 48و  36، 24، 18، 12، 6، 2)

 ه بار تکرار شده است(.س
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از  (ID/g %)میکروکوری( به هر گرم بافت  200با اکتیویته  بادیآنتیمیکروگرم  40درصد دوز تزریق شده )هر دوز تزریقی شامل (: 7شکل )

)هر پس از تزریق ساعت  96و  72، 48، 24، 3های سالم در فواصل زمانی مختلف در رت  Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67رادیوایمونوکنژوگه 

 .آزمایش سه بار تکرار شده است(

 

آزاد در  67-از گالیم (ID/g %)میکروکوری رادیوایزوتوپ آزاد(  به هر گرم بافت  200درصد دوز تزریق شده )هر دوز تزریقی شامل (: 8)شکل 

 )هر آزمایش سه بار تکرار شده است(. ساعت پس از تزریق 96و 72، 48، 24 ،3های سالم در فواصل زمانی مختلف رت

 

واقع در گروه  Dual head SPECTگرافی از کل بدن با استفاده از دوربین های نر سالم به روش رادیوایمونوسینتیتصویر برداری از رت(: 9شکل)

 200با اکتیویته  بادیآنتیمیکروگرم  40)هر دوز تزریقی شامل کشاورزی و صنعتی کرج، ای، پژوهشکده تحقیقات پزشکی، پژوهشی پزشکی هسته

 .میکروکوری(
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 گیریحث و نتیجه. ب4

 دارنشانکانژوگاسیون،  در این پژوهش مراحل کامل تخلیص،

های برون تنی سازی، کنترل کیفی، مطالعه پایداری، تست

ایمونوراکتیویتی و اینترنالیزاسیون و همچنین بررسی توزیع 

 های سالم، برایمطالعات تصویربرداری در رتزیستی و 

بر پایه فرمول دارویی بازاری موسوم  دارنشان بادیآنتی گونهیک

نظر بر علیه اپی به ستوکسیمب انجام گرفت پادتن مورد

برای  بادیآنتیکند. عمل می  EGFRژن های آنتیتوپ

                     کنژوگه لشکبه 67-سازی با گالیمدارنشان

DTPA-CHX-A"-Cetuximab و وری و تخلیص گردید آفر

سازی، تخلیص، کنترل شیمیایی، دارنشانمراحل  نهایتاً

سازی انجام شد، پس از بهینه دارنشانرادیوشیمیایی برای ترکیب 

تر، سازی بهینه دارنشانسازی به دلیل قابلیت دارنشانفرایند 

با نسبت تعداد  DTPA-CHX-A"-Cetuximabکنژوگه 

برای طی مراحل بعدی که  1/4دی در حدود باشلاتور به آنتی

 EGFRژن های دارای آنتیشامل مطالعه اتصال به سلول

)ایمونوراکتیویتی(، اینترنالیزاسیون سلولی و مطالعات پایداری 

در مجاورت سرم انسانی و محلول بافر فسفات انتخاب گردید. 

 بادی،آنتیل اتصال به هر خصوص تعداد شلاتورهای قاب در

 chCE7بادی سازی آنتی داروهمکاران در مطالعة نشان نزیمرم

با واسطة چندین شلاتور و هریک در   Cu67/64با رادیونوکلئید 

بادی، به این نتیجه رسیدند که های مولی متفاوت به آنتینسبت

سبب کاهش  بادیآنتیافزایش تعداد شلاتورهای متصل به 

نمودند که حداکثر  ایمونوراکتیویتی آن می گردد و همچنین بیان

عبارت دیگر یا به بادیآنتیتعداد مجاز شلاتور متصل شده به هر 

است ولی اشاره  11تا  10برابر  c/aقبول حداکثر نسبت قابل

برای یک رادیوایمونوکنژوگة  c/aترین نسبت ند که مناسبکمی

طور که گفته شد است زیرا نسبت بالاتر، همان 5تا  3تشخیصی 

گردیده و از سوی دیگر  بادیآنتیاختار فضائی سبب تخریب س

نیز به نوعی سبب کاهش تعداد رادیونوکلئیدها  c/aنسبت کمتر 

ربرداری در بافت هدف و در تیجه کاهش حساسیت تصوی

نسبت تعداد شلاتور به ، بر همین اساس [23،22]گردد می

برای طی مراحل بعدی این مطالعه  1/4در حدود  بادیآنتی

   ردید.انتخاب گ

                 دست آمده از مطالعه حاضر، رادیوایمونوکونژوگهنتایج به

Cetuximab-A"-CHX-DTPA-Ga67 را کمپلکس 

و ابقای  98% رادیوشیمیایی بالایتشخیصی مناسب با خلوص 

و همچنین  83%خاصیت ایمنی )ایمونوراکتیویتی( در حدود 

های در سلول  80% تا 70% اینترنالیزاسیون حداکثری بین

480SW  دهد.  ن مینشا ،ساعت پس از آغاز سنجش 8تا  4بین

پایداری برون تنی این ترکیب در بافر فسفات و سرم انسانی تا 

و در  93% و 98% ترتیب بیشتر ازساعت پس از تهیه به 24

 و 97% بیشتر از ترتیببهساعت پس از تهیه  48شرایط مشابه 

دهد که ایج مطالعات پایداری نشان مینت آمد. دستبه %91

ساعت پس  48و  24های رادیوایمونوکنژوگه مورد نظر در زمان

برای مطالعه ترین پایداری را از شروع مطالعه مناسب

دست آمده در این بخش دهد، نتایج بهتصویربرداری نشان می

داری توسط مطالعات قبلی همین گروه بر روی طور معنیبه

 .[5]گردد یید میأت  81PR-DOTA-Cu64کنژوگه رادیوایمونو

            رادیوایمونوکنژوگهنتایج حاصل از توزیع زیستی 

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67    در  7ل شکدر

های در زمان رادیوایمونوکنژوگهدهنده تجمع این حقیقت نشان

های ساعت پس از تزریق در بافت 96و 72، 48، 24، 3مختلف  

گر توزیع زیستی بیان، 8شکل که در حالی ،ستمختلف ا

واقع به صورت آزاد است که در به 67-رادیوایزوتوپ گالیم

عنوان مثال گیرد، بهعنوان تست کنترل مورد استفاده قرار می

های مطالعه در کبد و رادیوایمونوکنژوگه در تمامی زمانتجمع 

 مونوکنژوگهرادیوایهای اصلی در مسیر دفعی این طحال که بافت
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گر پایداری که بیان استآزاد بیشتر  67-هستند به مراتب از گالیم

نتایج حاصل از این . استکمپلکس مذکور در شرایط درون تنی 

                           دهد که رادیوایمونوکنژوگهمطالعه نشان می

Cetuximab-DTPA-A''-CHX-Ga67   کاندیدی مناسب به

الین با هدف تشخیص و نیز پایش مراحل منظور استفاده در ب

در افراد  SPECTی درمانی با استفاده از سیستم تصویربردار

 .است EGFRمبتلا به انواع سرطان با بیان بالای گیرنده 
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