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   علمی پژوهشی فیزیولوژي و تکوین جانوري فصلنامه
  7 تا 1صفحه ، 93، زمستان1، شماره 8، جلد 28شماره پیاپی 

 
  

  
  دار در موش سوريهرسپتین نشانبررسی توزیع بیولوژیکی 

  1، فریبا جوهري دها1سمیرا رسانه

 Sami_rasaneh @ hotmail.com پژوهشگاه علوم و فنون هسته اي، تهران. ایران.-1

  17/9/93تاریخ پذیرش:             25/7/93تاریخ دریافت:
 

  چکیده
گیري مورد طور چشمهب مندهستند که در درمان هدف ویژه اي هاي هاي مونوکلونال، پروتئین آنتی بادي هدف: مقدمه و
سرطان پستان در زمینه درمان است که  مونوکلونال انسانیهاي  ترین آنتی باديهرسپتین یکی از معروفگیرند.  میاستفاده قرار 

به عنوان اولین قدم در تولید یک  تکنسیومدارسازي آنتی بادي هرسپتین با شاندر این تحقیق ن. مورد استفاده قرار گرفته است
  رادیوداروي جدید تشخیصی مورد ارزیابی قرار گرفته شد.

کلیه تست هاي کنترل کیفی شامل تعیین خلوص رادیوشیمیایی، ایمونوراکتیویته، پایداري در بافر فسفات و سرم  روش کار:
 زیستی این دارو در بدن موش سوري سالم بررسی گردید. خون انجام و نهایتاً توزیع

% 86±3% و ایمونوراکتیویته75±2سرم  ،%84±1ساعت پایداري در بافر  24%، بعد از 97±2 خلوص رادیوشیمیایی ها:یافته
  محاسبه شد. هیچ اکتیویته اي در بافت یا اندام خاصی از بدن موش تجمع نیافت.

یک کاندیداي امیدوارکننده براي  تواندهدار احتمالاً باین ترکیب نشانتوان نتیجه گرفت که  بنابراین می گیري:نتیجه
  .باشدطیف وسیعی از سرطان هاي انسانی  کاربردهاي تشخیصی در

  ، تشخیص.تکنسیوم، سرطان پستان، هرسپتین هاي کلیدي:واژه
 مقدمه

 دومینزنان و ترین سرطان در شایع ،سرطان پستان
 در بعد از سرطان ریه ناشی از سرطان و میر عامل مرگ

به دلیل مرگ آور بودن و میزان ابتلا زیاد،  است. جهان
 ).13(شودبا اهمیت زیادي دنبال میآن مبارزه علیه 
شروع به درمان سریع در مراحل اولیه این تشخیص و 

بیماري، از عوامل موثر در بهبود بیماران مبتلا به سرطان 
در حال حاضر روش تشخیص قطعی  ).5(پستان است

سرطان با استفاده از بیوبسی از توده تحت سونوگرافی 
بر براي بیمار می باشد که روشی تهاجمی و هزینه

مونوکلونال، آنتی بادي هاي  گردد.محسوب می
طور هدار ب هایی هستند که در درمان هدف پروتئین

گیري مورد استفاده قرار گرفته و گیرنده هاي چشم
ها را هدف  فاکتور رشد و مسیرهاي سیگنال دهی آن

دار  هاي نشان استفاده از آنتی بادي .)5(دهند قرار می

و  Pressmah، 1948مطرح شد. در  50در اوایل دهه 
Keighley  نشان دادند که اگر ایمونوگلوبین

دار  نشان I 131با   ratدربردارنده آنتی بادي نرمال کلیه 
گردد، قادر است به صورت اختصاصی کلیه ها را 

گیر بعدي در این . پیشرفت چشم)16(هدف قرار دهد
 Milsteinو  Kohlerتوسط  1975 زمینه، در سال

ها اولین مونوکلونال آنتی بادي را  صورت گرفت. آن
عنوان ه آنتی بادي ها ب از آن پس .)7(استخراج کردند

ها براي تشخیص و درمان،  سیستم ارسال رادیوایزوتوپ
-آنتی باديند.نمودي ایفا نقش مهمی در زمینه انکولوژ

یکی از هاي مونوکلونال زیادي به بازار عرضه شده که 
 ترین و اولین آنتی بادي مونوکلونال انسانی معروف

 IgG1از نوع  Trastuzumabهرسپتین با نام تجاري 
رسیده و در زمینه FDA به تایید  1998است که در 

www.sid.ir


www.SID.ir

Arc
hive

 of
 S

ID

  2  موش سوريدار در هرسپتین نشانبررسی توزیع بیولوژیکی  

مورد استفاده قرار سرطان پستان  درمان و تشخیص
گرفته است. این آنتی بادي به پروتئین خارج سلولی 

% 20- 25 درHER2  متصل می شوند. HER2گیرنده 
 نرمال پستان انسانی داراي بیان بیش از حد سرطان هاي

این پروتئین با سیگنال دهی، مسیرهاي  ).15(است
از جمله تکثیر، حرکت، تهاجم  سرطانمرتبط با 

دهد.  واسکولاروزاسیون را افزایش میاسترومال و نئو
مشخص شده که پستان  سرطاناین حالت در پاتوژن 

یک فاکتورکلیدي در تشخیص است. بزرگی بیان ژن 
استباشد که در نتیجه فعالیت برابر حالت نرمال  50-100

تواند در پی داشته  مستقل از لیگاند گیرنده را می
مانی بسیاري با تا به حال ترکیبات نشان دار در ).3(باشد

، 9، 11، 12، 14هرسپتین مورد بررسی قرار گرفته است(
، هرسپتین با 2004در سال به عنوان مثال  .)2، 4، 8

دار شده و اثر کشندگی آن بر  نشان 213Biعنصر آلفا زا 
که رده سلولی سرطان پروستات   CaPهاي روي سلول

-213Biاست آزمایش شد. این تحقیق نشان داد که 

Trastuzumab  توانایی از بین بردن این رده سلولی را
در  HER2بیان  افزایشدارد و قدرت کشندگی آن با 

). براي کاربرد تشخیصی 9(شود ها بیشتر میسطح سلول
و ایندیم  تکنسیوممختلفی با  هرسپتین با روش هاي

 ،2009در سال ). 6، 12، 19، 20دار شده است(نشان

McLarty  و همکارانش هرسپتین را با کمکDTPA  با
کیفی ایندیم نشان دار کرده و آزمون هاي کنترل 

تنی و برون تنی براي آن انجام دادند. نتایج مثبت درون
این تحقیق، آن ها را به استفاده بالینی از این ترکیب 

در مطالعه اي که تانگ در سال  ).12امیدوار ساخت(
هرسپتین را جدا کرده  Fabانجام داد، فراگمنت  2005

نشان دار کرد. آن ها  تکنسیومبا  hynicو با کمک 
ترکیب خود را بر روي موش حامل سرطان انسانی با 

و  Chen، 2008در سال ). 19موفقیت آزمایش کردند(
همکارانش هرسپتین را به روش مستقیم و با تکنیک 

کربونیل نشان دار کرد. این گروه کار خود را محدود 
کرده و نتایج خوبی به دست  in vitroبه شرایط 

بررسی انجام  in vivoها در شرایط آوردند، اما آن
دارسازي در این پژوهش سعی شده تا با نشان). 6ندادند(

این آنتی بادي با یک رادیوایزوتوپ تشخیصی متداول 
تشخیص سریع تر و غیر  روشی براي Tc  99mمثل

تهاجمی تر این آنتی ژن در سطح سلول هاي سرطانی 
ارائه شود. بعد از نشان دارسازي و انجام کلیه مراحل 
کنترل کیفی، توزیع زیستی رادیودارو در بدن موش 

  سالم سوري مورد ارزیابی قرار گرفت.
  هامواد و روش

 Genthechمحصول شرکت  آنتی بادي هرسپتین
 13میلی گرم از داروخانه  140آلمان است که در ویال 

، تکنسیم /ژنراتور مولیبدناز  99mTc. آبان تهیه شد
دست آمد. شلاتور به سازمان انرژي اتمی ایران

(SHYNIC) Succinimidyl Hydra zinonicotin 
amide محصول شرکت  ABX میلی گرم 50به میزان

ز شرکت خریداري شد. سایر مواد آزمایشگاهی ا
Fluka  د.گردیتهیه  

  کشت سلولی
ط یگرم پودر مح 4/10 براي تهیه محیط کشت

 1000کربنات سدیم در  گرم بی 2با  RPMIکشت 
براي استریل سازي از و سی آب مقطر حل کرده سی

سی سی از این  900. شدمیکرون عبور داده  22/0فیلتر 
سی سی  15سی سی سرم جنین گاوي،  100محیط با 

L - گلوتامین و یک سی سی آنتی بیوتیک جنتامایسین
 SKBR3 سلول هاي سرطان پستاند. گردیدنمخلوط 

از  هستند Overexpress HER2صورت که به
- انستیتوپاستور تهیه شد. با کمک محلول تریپسین

EDTA  سلول ها از کف ظرف جدا شده و بعد از
 ، گردیدندشستشو به داخل فلاسک بزرگ تر منتقل 
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سی محیط کشت به آن اضافه و داخل سی 40 - 30
  انکوباتور سلولی قرار گرفت.

  سازي نشان دار
طبق   SHYNICنشان دارسازي با کمک شلاتور

انجام شد. به طور  )1(و همکارانش Abramsروش 
) pH: 8میلی گرم هرسپتین در بافر سیترات( 10خلاصه 

ساعت در تاریکی  24به مدت  SHYNICمیلی گرم 1با 
  PD-10امی مخلوط شده، سپس با عبور از ستونبه آر

 شستشو گردید. )pH: 5(خالص سازي و با بافر استات
 glicoبه جاي استفاده ازترایسین به عنوان کولیگاند از 

hepatonate براي نشان دارسازي هرسپتین-SHYNIC 
). ترکیب نهایی با عبور از 1استفاده شد( تکنسیومبا 

) pH: 7و شستشو با بافر فسفات( G25 ستون سفادکس
  خالص سازي گردید.

  کنترل کیفی
 تعیین خلوص رادیوشیمیایی: خلوص رادیو- 1

با استفاده از نوار هاي  TLCشیمیایی توسط روش 
به عنوان فاز ثابت، در بافر سالین به  1واتمن شماره 

عنوان حلال، بریدن یک سانتی متري نوار ها و شمارش 
 /EG & Gاکتیویته آن ها با دستگاه شمارنده گاما(

ORTEC / Model 4001 M (.بررسی شد  
پایداري کمپلکس: پایداري در بافر سالین و  - 2

نمونه هاي به این ترتیب که  ،سنجیده شدسرم خون 
کمپلکس  و تهیه ،میلی لیتري سرم خون تازه انسانی1

 ) به هر نمونه اضافهCiµ250(تکنسیوم- هرسپتین
درجه سانتی گراد انکوبه  37سپس در دماي گردید، 

ساعت  24و  6، 4، 2، 1شدند. نمونه ها در ساعت هاي 
 .یدندارزیابی گرد TLCپس از انکوباسیون توسط 

ررسی پایداري کمپلکس در شرایط بروش مشابه براي 
نیز انجام  فسفاتدرجه سانتی گراد ، دماي اتاق و بافر 4

  شد. 

تعیین ایمونوراکتیویته: ایمونوراکتیویته، توانایی  - 3
آنتی بادي را در اتصال به آنتی ژن موردنظر پس از 
انجام پروسه نشان دارسازي بررسی می کند و مطابق با 

). به طور خلاصه بعد از 10انجام شد( Lindmoروش 
- محلول تریپسینجداسازي سلول ها از کف ظرف با 

EDTA  هاي مورد نظر شمرده و  ولاز سل 6× 107تعداد
 6. در گردیدسی سی محیط کشت شناور  1داخل 

ها را به ترتیب نصف تعداد  ظرف دیگر تعداد سلول
-ها در ظرف قبل ریخته، کمپلکس بر روي سلول سلول

ها  ساعت سلول 2. بعد از گذشت داده شدها اثر 
تا فقط اکتیویته متصل  شدندسانتریفیوژ و چند بار شسته 

ها ها باقی بماند. منحنی اکتیویته متصل به سلول به سلول
شیب این منحنی  گردید وها رسم  تعداد سلول نسبت به

 دار فعال پس از نشان درصد آنتی بادي هاي نشان
بار انجام و نهایتاً  3هر اندازه گیري  .داددارسازي نشان 

  میانگین گرفته شد.
  توزیع بیولوژیکی در موش

سالم  موش 36جهت بررسی توزیع بیولوژیکی از  
استفاده و گرم  g35 -25هفته و وزن 8-6سوري با سن 

 تکنسیوم- از هرسپتین lµ100Ci/µ250به هرکدام تقریباً 
). موش ها در ساعت هاي 17از طریق دم تزریق گردید(

ساعت بعد تزریق کشته و بافت هاي مختلف آن  24، 4
اکتیویته به ازاي هر گرم صد ها جداسازي و در

 /EG & G) در سیستم شمارنده گاما(ID/g%(بافت

ORTEC / Model 4001 M( .اندازه گیري شد  
  نتایج

ساعت پس  1خلوص رادیوشیمیایی کمپلکس در 
% به دست آمد که 97±2از انکوباسیون بیشتر از 

مشخص است بالاترین اکتیویته در قسمت  1درنمودار 
شود. نتایج بررسی پایداري در پایین کاغذ دیده می 

نمایش داده شده است. بعد از یک شبانه روز  2نمودار 
% و در سرم خون 84±1در بافر تا  تکنسیوم - هرسپتین
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% پایدار بود که این نتایج پایداري قابل قبولی را 75±2تا
نشان می دهد. پایین بودن درصد پایداري در سرم 

موجود در خون  نسبت به بافر به علت وجود آنزیم هاي
است که توانایی تاثیرگذاري در پیوند را دارد. 
ایمونوراکتیویته کمپلکس که با کمک سلول هاي 

SKBR3  دست آمد که درصد به 86تعیین شده بود
نشان دهنده توانایی بالاي کمپلکس در اتصال 
اختصاصی به آنتی ژن مورد نظر است. نتایج مربوط به 

بدن موش سوري در  توزیع بیولوژیکی کمپلکس در
نمایش داده شده است. هیچ تجمع خاصی در  3نمودار 

ساعت اکتیویته کبد و  24اندامی مشاهده نگردید و تا 
که نشان دهنده پایداري بالاي این  بود خون بالا

است. جذب در کبد به  in vivoکمپلکس در شرایط 
محل هضم و شکسته شدن آنتی  کبد علت این است که

  بادي می باشد.

  

  
خلوص رادیوشیمیایی نشان دارسازي با استفاده از کروماتوگرافی لایه نازك. شمارش ها از قطعات مختلف کاغذ ثبت  - 1 نمودار

  در محل لکه گذاري می باشد. تکنسیوم-شده است و بیشترین شمارش مربوط به هرسپتین
  

  
  در بافر فسفات و سرم خون تکنسیوم-هرسپتین in vitroپایداري  -2نمودار
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  ساعت بعد تزریق 24و 4در بدن موش سوري در زمان  تکنسیوم-توزیع بیولوژیکی هرسپتین -3نمودار

  بحث و نتیجه گیري
در تحقیق حاضر، آنتی بادي هرسپتین کـه بـه طـور    

-در درمان سرطان پستان مـورد اسـتفاده اسـت بـه     رایج

عنـوان  بـه  SHynicصورت غیرمسـتقیم و بـا اسـتفاده از    
-نشـان دار و آزمـایش   Tc 99mچلاتور با رادیوایزوتوپ 

هــاي کنتــرل کیفــی روي کمــپلکس صــورت گرفــت. 
ــان داد    ــیمیایی نش ــوص رادیوش ــی خل ــد  97بررس درص

میـزان   ها به آنتـی بـادي اتصـال پیـدا کـرده و      تکنسیوم
ــه آزاد کمــپلکس بســیار پــایین اســت.  خلــوص اکتیویت

 IgGبا فراگمنت  تکنسیومدارسازي  نشانرادیوشیمیایی 
ــط  ــارانش  Abramsتوسـ ــده 96و همکـ ــبه شـ % محاسـ

ــت ــتقیم و بــا     Chen. )1(اس هرســپتین را بــه روش مس
دار کرد و به خلوص  تکنیک کربونیل با تکنسیوم نشان

چنـین   . هـم )6(یافـت % دسـت  90رادیوشیمیایی بـالاي  
هرسپتین که توسط تانگ  Fabدارسازي فراگمنت  نشان

انجام شد، خلوص رادیوشیمیایی  HYNICبا تکنسیوم و 
نتایج آزمـون پایـداري در بـافر     .)19(% داشت94برابر با 

% جدایی آنتـی بـادي از   11ساعت، فقط  6در فاصله ي 
چنـین پایـداري در    %). هـم 89تکنسیوم را نشان دادنـد( 

مشابه  % به دست آمد که نسبتا75ًساعت،  24م بعد از سر
-Tcسـاعت کمـپلکس    24نتایج صلوتی براي پایـداري  

PR81 99m    بـه   اسـت کـه   در دماي محیط و سرم خـون
). بـر ایـن اسـاس شـاید     17% بود(8/79 % و88/ 3ترتیب 

-ت کمپلکس مربوطه جهت کارهاي درونتوان گف-هب

در  Chenتنی از پایداري قابل قبـولی برخـوردار اسـت.    
% در سـرم  98سـاعته بـالاي    24بررسی خـود، پایـداري   

به روش مستقیم به دست  Tc(CO)3-  99m هرسپتینبراي 
نشان دارسازي روي  با توجه به این که پروسه ).6آورد(

ایمونوراکتیویته ي آنتی بادي اثـر مـی گـذارد، بررسـی     
-کی از تست هاي کنترل کیفـی لازم ی ایمونوراکتیویته

ــه     ــه ب ــه ک ــاي ایمونوراکتیویت ــی ه ــت. بررس ــرا اس الاج
صورت گرفت نشان داد که کمـپلکس    Lindmoروش

% توانایی اتصال سلولی 65تکنسیوم در حدود -هرسپتین
خود را حفظ کرده است کـه نتیجـه قابـل قبـولی بـراي      
ترکیب نشان دار می باشد. نتایج مشابهی توسط صلوتی 

نشـان دار   PR81آنتی بـادي   Fabبراي اجزاي  2010ر د
% بــه  65بــا توانـایی اتصــال  ایمونوراکتیویتـه   Tc 99mبـا  

و همکـاران   Chen). در بررسی دیگـري  18دست آمد(
گـزارش   BT-474% براي سلول هـاي  70توانایی اتصال 

هرسـپتین بـه روش مسـتقیم بـا     نمودنـد  در ایـن تحقیـق    
ــده  ــان دار ش ــیوم نش ــود تکنس ــی  ). 6(ب ــع درون تن توزی

فرآورده در بدن موش و عـدم تجمـع در ارگـان هـایی     
یــد و کلیــه نشــان داد کــه کمــپلکس ئمثــل معــده، تیرو

خـوبی حفـظ کـرده و    خلوص رادیوشیمیایی خود را بـه 
خاطر ایزوتوپ آزاد وجود ندارد. برداشت بالاي کبد به
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مسیر هضم و دفعی آنتی بادي است که این یک نتیجـه  
ت. این پایـداري، نگهـداري و بـه کـارگیري     بدیهی اس

فــرآورده در مطالعــات بــالینی را امیــدوار ســاخت. ایــن 
 تکنسیوم-تحقیق نشان داد که ترکیب نشان دار هرسپتین

احتمالاً می تواند یک کاندیـداي امیدوارکننـده جهـت    

مطالعات تشخیصی درطیف وسیعی از سرطان هاي بیـان  
یـاز بـه مطالعـات    باشد کـه ن می   HER2کننده آنتی ژن

  بیشتري از جمله مطالعات سلولی در آینده را دارد.
  

. 
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