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 چکیده:

های بادیها، آنتیت فراوانی در حوزه تحقیق و توسعه رادیوداروهای مبتنی بر مونوکلونال آنتی بادیدر مطالعا

ی های متفاوت، به منظور توسعه زمینهمختلف با روش(  BFCA) مونوکلونال متعددی توسط شلاتورهای دو منظوره 

Ga-67اند. در این مطالعه، رادیوایمونوکنژوگه دهرادیوداروهای درمانی و تشخیصی با رادیونوکلئیدهای مختلف نشاندار ش

Bn-DOTA-Rituximab  با خلوص رادیوشیمیایی بیشتر از(0.9 ± 5.66، اکتیویته ویژه  %96 μCi/μg با میانگین )

تهیه و برای ادامه مطالعه مورد استفاده قرار گرفت. در   3.9 ± 0.9بادی با تعداد شلاتور متصل شده به هر مولکول آنتی

 Rajiمطالعات سلولی با هدف ارزیابی واکنش پذیری زیستی رادیوایمونوکنژوگه تهیه شده نسبت به رده سلولی 

 ساعت پس از تهیه پایداری قابل توجهی از خود نشان 48به دست آمد و ترکیب نشاندار شده تا  %85میانگین اتصال 

های مورد مطالعه الگوی مشابه با سایر داد. در مطالعات ارزیابی توزیع زیستی، تجمع رادیوایمونوکنژوگه در بافت

 را از خود نشان داد. CD20رادیوداروهای نشاندار شده ضد 

وگه،  67-گالیم:  ها کلیدواژه ژ ، رادیوایمونوکین ن   CD20 ،p-SCN-Bn-DOTA، ریتوکسیمب، لنفوم غیر هوچکیر
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Abstract: 
Monoclonal antibodies are labeled through different BFCs and different methods by different 

radionuclides with the aim of developing diagnostic and therapeutic radiopharmaceuticals. This 

paper describes 67Ga-Bn-DOTA-Rituximab was prepared (RCP >96%, Specific activity 5.66 ± 

0.9 μCi/μg), 3.9 ± 0.9 as average number of chelators attached to a mAb (c/a) used for following 

studies.  Immunoreactivity study showed 85% and radiolabeled compound showed the 

significant stability over 48h. The accumulation of the radiolabeled antibody in selected tissues 

demonstrates a similar pattern to the other radiolabeled anti-CD20 immunoconjugates.  
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 مقدمه.1

ان و تشخیص انواع سرطان می امید بخش برای درم ،شده با رادیونوکلئیدهای مختلفهای مونوکلونال نشانداربادیآنتی

 1(FDA)باشد که توسط سازمان غذا و دارو ایالت متحده آنتی بادی مونوکلونال کایمریک می ،ریتوکسیمب .(1)باشند

-سلول هایبدخیمی سرطان، انواع بین درمورد تایید قرار گرفته است.  2( NHL) برای ایمونو تراپی لنفوم غیرهوچکین

 این. باشندمی  میلوما و  لوکمیا ،  لنفوما :شامل که شوندمی تقسیم کلی گروه سه به که دارد وجود خونی های

 سرطان رایجترین ( 20CD+ )غیرهوچکین  لنفوم آمارها طبق و بوده شیوع حال در گسترده طور به ،هابدخیمی

  .(3. 2)شودمی محسوب بزرگسلان در هماتولوژیک

 مورد ،ستردهگ طور به هنوز و است کرده نقش ایفای آنکولوژی در کهاست  مونوکلونال بادیآنتی اولین ،ریتوکسیمب

 تشخیص و درمان در معظی کنون انقلابی تا ،ریتوکسیمب توسط سازمان غذا و دارو تائید زمان گیرد. ازاستفاده قرار می

-می حساب ی بهبدخیمدرمان این  و مراقبت برای ،استاندارد جزء یک عنوان به و است ایجاد شده سل B هایبدخیمی

یلت متحده و در اتوسط سازمان غذا و دارو در  1977بادی به صورت داخل وریدی در سال استفاده از این آنتی آید.

 هم یا عودیا مب توسط آژانس تصویب مقررات دارویی در اروپا جهت استفاده در لنفوم غیر هوچکین تدریجی 1998سال 

 ژن آنتی دارد. CD20ژن آنتی  به ویژه و خاص تمایل ریتوکسیمب .(5. 4)تقرار گرف مورد تایید ،شونده/مقاوم

CD20،  سطح در اختصاصا و ندارد وجود پلاسما یا خون گردش در آزاد صورت به B خیم بیان  سل های نرمال و بد

 که باشدمی شورک در آن تولید توانایی ،این تحقیق برای بادیآنتی انتخاب این دلایل از دیگر یکی .(7. 6)شود می

   .مرتفع نمود توانمی را خارجی انواع به وابستگی

 . شوند متصل کیباتتر سایر و فلزات رادیو قبیل از مختلفی ترکیبات به قادرند ،که هستند ترکیباتی کننده شلات عوامل

-می نامیده یگاندل که خود عملکردی هایگروه طریق از را ما نظر مورد عوامل با پیوند تشکیل ،شیمیایی ترکیبات این

 بادی آنتی)وژیکیبیول جزء بین قوی ارتباط ایجاد برای ،هارادیوایمونوکونژوگه تولید در رسانندمی انجام به شوند

ادیو داروی تولید شده ر تا باشد می شیمیایی جزء یا رابط یک به نیاز ،رادیواکتیو جزء و (بادی آنتی قطعات و مونوکلونال

تباط دو ایجاد ار ه جهتدارای پایداری و نیز عملکرد مناسب در داخل بدن باشد. بنابراین از استراتژی های مورد استفاد

ه ی اتصال بوانایبخش مذکور در نشاندارسازی غیر مستقیم استفاده از عوامل شلاته کننده دو منظوره می باشد که ت

  (8. 6).رت کووالان دارند و بطور کارامد با رادیو فلزات کمپلکس تشکیل می دهندبخش بیولوژیک را به صو

 DOTA شلاتور مشتقات. است شده اخیر سال های در آنها از تعدادی به خاصی توجه موجود شلاتورهای انواع بین در

 بطور که ه می باشنددو منظور کننده شلاته عوامل تترا استیک اسید(  10، 7، 4، 1تترا آزا سیکلو دودکان،  10و 7، 4، 1) 

ر د شلاتور این از استفاده وسیع این علت مهمترین. می باشد استفاده مورد هاایمونوکونژوگه  رادیو سنتز در گسترده

انواع  با دهش نشاندار آنتی بادی های مونوکلونال توسعه و ایجاد در پایدار کمپلکس تشکیل تهیه رادیو داروها

آمینه  اسید زا اپسیلون گروههای با اتصال ایجاد طریق از  p-SCN-Bn-DOTA شلاتور (9)رادیونوکلئید ها می باشد.

  (10. 6). می گیرد قرار استفاده مورد  ریتوکسیمب آنتی بادی در لیزین

 

 یدرادیو نوکل بارا  p-SCN-Bn-DOTAشلاتور دو منظوره  بادی ریتوکسیمب کنژوگه شده با یآنت ،ما در این مطالعه

 296و  184، 93ساعت، تشعشع گاما با انرژی های  77.9ن، نیمه عمر تولید شده در سیکلوترو 67-) گالیوم 67-گالیوم

keV )  .داروهای یی و انجام مطالعه پایداری رادیوپس از انجام کنترل کیفی و تعیین خلوص رادیوشیمیانشاندار کردیم

پذیری ایمنی از طریق مطالعه بر روی ی سالم انجام پذیرفت و نیز واکنشهاتستی در رزیمطالعات توزیع تولید شده، 
                                                           

1 Food and Drug Administration  
2 Non Hodgkin Lymphoma 
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بیش از حد بیان شده است    CD20آنتی ژن  ،هاباشد که در سطح این سلول)رده سلولی لنفوم می RAJIرده سلولی 

 (+20CD   .مورد ارزیابی قرار گرفت ) 

 روش کار.2

    p-SCN-Bn-DOTAبادی ریتوکسیمب با شلاتور کنژوگاسیون آنتی 1.2

بادی جهت دستیابی به رادیوایمونوکنژوگه مطلوب از نظر یکنواختی ترکیبات و نیز پایدار از نظر بیولوژیکی، نیاز به آنتی

در بادی ریتوکسیمب از شرکت آریوژن خریداری شد. باشد. در این مطالعه آنتیخالص و عاری از هر گونه ناخالصی می

بادی به آن اضافه شده است، از روش برای حفظ پایداری آنتی ،ای کهبرای جداسازی ترکیبات نگهدارنده این مرحله

سپس به منظور تهیه  شود، استفاده شد.کیلو دالتون آمیکون انجام می 30الترافیلتراسیون که با استفاده از فیلترهای 

در سه نسبت مولار مختلف از   p-SCN-Bn-DOTAوکسیمب با شلاتور کمپلکس ایمونوکنژوگه پایدار،  آنتی بادی ریت

درجه  25در   pH: 9.2مولار با  0.2)در بافر بیکربنات سدیم  ( در شرایط یکسان80و  50، 25شلاتور به آنتی بادی )

به منظور جداسازی شلاتورهای  ،ساعت( تحت واکنش قرار گرفت. پس از اتمام زمان مذکور 15-12سانتیگراد به مدت 

   کیلو دالتون آمیکون استفاده شد. 30متصل نشده از روش اولترافیلتراسیون با فیلترهای

 متصل شده به هر مولکول آنتی بادیتخمین تعداد میانگین شلاتور 

ر محاسبه به شرح زی   Pipinمیانگین تعداد شلاتور متصل شده به هر مولکول آنتی بادی با استفاده از روش 

 5از مواد زیر استفاده گردید: آرسنازو ، 2Y(AA III) لکس ایتریوم آرسنازو  به فرمولبرای تهیه کمپ .(11)گردید

میلی لیتر آب دو بار تقطیر حل شدند و  450مولار در  0.15میکرومولار و بافر استات سدیم  1.6میکرومولار، ایتریوم 

میلی لیتر رسانده شد و در ظرفی در محیط تاریک در دمای اتاق نگهداری شد.  500حجم به  :4pHپس از تنظیم 

های مختلف به با غلظت  p-SCN-Bn-DOTAنانومتر است. با افزودن شلاتور  652ماکزیمم جذب محلول فوق در 

این ترتیب جذب گیرد. به ایتریوم، ایتریوم از آرسنازو جدا شده و درون شلاتور اضافه شده جای می-کمپلکس آرسنازو

   .(1) نمودار  یابد که میزان کاهش با مقدار شلاتور افزوده شده ارتباط داردحاصل از کمپلکس در محلول کاهش می

 

نشانگر این است که جذب نوری کمپلکس  .  p-SCN-Bn-DOTA ایتریوم در مقابل شلاتور-. منحنی کاهش جذب کمپلکس آرسنازو1نمودار

به   DOTA-Bn-SCN-pمیکرومولاری از شلاتور  40و  30، 20، 10با افزایش چهار غلظت  IIIY(AA(2با فرمول    IIIایتریوم آرسنازو

 باشد.شدن آرسنازو با شلاتور مذکور می یابد. این کاهش نشانگر جایگزیننانومتر کاهش می 652کمپلکس در طول موج 

و کنترل کیفی جهت   67-با گالیوم p-SCN-Bn-DOTA -Rituximabنشاندارسازی ایمونوکنژوگه  2.2

  تعیین خلوص رادیو شیمیایی

. به این ترتیب که ر شدنشاندابه شرح زیر  ،کلراید 67-با گالیوم Rituximab- p-SCN-Bn-DOTAایمونوکنژوگه 

درجه  37را تحت واکنش در شرایط دمایی  67-کوری از گالیوممیلی 9با مقدار  ،گرم از  ایمونوکنژوگه رامیلی سهمقدار 
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( قرار داده و پس از اتمام   pH: 5.5 در بافر نشاندارسازی ) بافر استات آمونیوم با ،دقیقه 60سانتیگراد به مدت زمان 

 و باشد نشده تغییر دچار بادیآنتی ،نشاندارسازی و کنژوگاسیون مراحل در اینکه از اطمینان حصول جهت زمان مذکور

 سنتز های رادیوایمونوکنژوگه پایداری تعیین نیز و نشاندارسازی مرحله در رادیوشیمیایی خلوص درصد تعیین جهت نیز

از ویال  باشد. به این ترتیب که می ضروریامری   ،شده نشاندار هایبادی آنتی کیفی کنترل هایآزمون انجام شده،

که با استفاده از  ،جهت تعیین درصد خلوص رادیوشیمیایی گرفته شد هایی، نمونهحاوی محلول واکنش

 به که باشدمی کمی و کیفی روشیرادیو کروماتوگرافی   انجام پذیرفت. ( RTLC) 3رادیوکروماتوگرافی لایه نازک 

 دهد. می نشان را شده نشاندارسازی هایواکنش در موجود هاینمونه ،دقیق خیلی صورت

  Rituximab- DOTA-Ga67بررسی پایداری رادیوایمونوکنژوگه   3.2

ها ، شرایط متفاوت و زمانتنی اطمینان از پایداری رادیو داروی تولید شده در تنی و برونبه منظور انجام مطالعات درون

در سرم ، بافر  Rituximab-DOTA-Ga67باشد. بنابراین پایداری رادیوایمونوکنژوگه امری ضروری می دماهای مختلف

مورد بررسی قرار گرفت. به این ترتیب که    ،فسفات و نیز در فرمولاسیون نهایی در بازه های زمانی مختلف پس از تولید

را به طور  Rituximab-DOTA-Ga67 میکروکوری از رادیو ایمونوکنژوگه 300تا  200میکروگرم یا حدود  10مقدار 

درجه  4) ( PBS)4درجه سانتیگراد(، بافر فسفات  37لیتر سرم انسانی تازه )دمای میلی 1های حاوی جداگانه به ویال

، 6،  2ها در بازه های زمانی اضافه کرده و نمونه )بافر فرمولاسیون نهایی( )دمای اتاق( سانتیگراد( و بافر استات آمونیوم

استفاده از رادیوکروماتوگرافی مورد  ساعت پس از شروع مطالعه از نظر خلوص رادیو شیمیایی با 72و  48، 24، 12

  بررسی قرار گرفتند.

در  Rituximab-DOTA-Ga67بررسی واکنش پذیری ایمنی ) ایمونوراکتیویتی ( رادیوایمونوکنژوگه   4.2

  Raji رده سلولی

واکنش  گیری اندازه همچنین و CD20 ژن آنتی به ریتوکسیمب مونوکلونال بادیآنتی اتصال اختصاصیت بررسی جهت

 حد از بیش Raji سلولی هایرده در که باشد،می  CD20 ژنآنتی به بادیآنتی اتصال میزان نشانگر کهپذیری ایمنی 

 با متوالی هایرقت Raji سلولی رده از که ترتیب این به (12).گرفتیم بهره  Lindmo روش از  گردد،می بیان

 میکرولیتر 500 با و شده تهیه سلول 1.5×510 و 3×510 ، 6×510 ، 1.2×610 ، 2.5×610 ، 5×610 مختلف هایغلظت

PBS سلولی رده حاوی هایفالکون از یک هر به. رسانیممی حجم به Raji یا گرم نانو 100-80 مقدار جداگانه طور به 

ها سلول اتصال ایجاد جهت سپس. کنیممی اضافه را Rituximab-DOTA -Ga67 داروی رادیو از 5cps 1500 حدود

 دهیممی قرار ساعت 15 زمان مدت برای شیکر روی سانتیگراد درجه 4 دمای در را ها با رادیوداروی تولید شده فالکون

 کنیممی شمارش چاهکی گامای شمارشگر با را فالکون هر داخل محتویات ها،سلول انکوباسیون زمان مدت اتمام از پس

سپس با سانتریفیوژ و جداسازی سلول . شودمی گرفته نظر در شده اضافه کل اکتیویته عنوان به آمده دست به عدد و

. دهیممی قرار شمارش مورد چاهکی کانت گاما با مجددا را سلول های پلاک حاوی هایها از سایر محتویات، فالکون

 منحنی رسم با و لینوربرک معادله از استفاده با. شودمی گرفته نظر در سلول به شده جذب داروی عنوان به مقدار این

یافته به آنتی ژن  اتصال هایبادی آنتی درصد ها،سلول غلظت عکس مقابل در شده متصل اکتیویته به کل اکتیویته

CD20  آیدمی دست به.  

 در رت های سالم: Rituximab-DOTA-Ga67بررسی توزیع زیستی رادیوایمونوکنژوگه  5.2

                                                           

3 Radio Thin Layer Chromatography 
4 Phosphate Buffer Saline 
5 Count Per Second  
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های سالم در مختلف، مطالعه توزیع زیستی در رتهای رادیوداروی تولید شده در اندامی به منظور بررسی توزیع زیست

DOTA-Ga67-انجام شد. به ترتیب که پس از تولید رادیوداروی  ،ساعت پس از تزریق 72و  48، 24، 4های زمانی بازه

Rituximab میکروگرم با  50رت مقدار  و انجام مراحل کنترل کیفی جهت تعیین خلوص رادیوشیمیایی، به هر

توسط  ،های مذکور پس از تزریقها در زمانبه صورت داخل وریدی تزریق شد. رتمیکروکوری رادیودارو  250اکتیویته 

از نظر توزیع رادیو دارو با استفاده از  نظیر کبد و طهال و کلیه و ... های حیاتی مختلفقربانی شدند و بافت 2Coمخزن 

  .گردید تعیین درصد دز تزریق شده در هر گرم بافت، برحسب بالا با خلوص ژرمانیم آشکارساز

 نتایج و بحث.3

( انجام 80و  50، 25در سه نسبت مولار مختلف از شلاتور به آنتی بادی ) ،بادیواکنش کنژوگاسیون شلاتور با آنتی

و   3.9 ± 0.9،  2.4 ± 0.4 به ترتیب  ،بادیرهای متصل شده به هر مولکول آنتیپذیرفت که میانگین تعداد شلاتو

 .(1)جدول  به دست آمد  5.4 0.8±

 .کنژوگاسیون واکنش در شده اضافه شلاتور از مختلف مولار نسبت سه در مونوکلونال بادی آنتی/  شلاتور تعداد میانگین: 1 جدول

Average number 

of Chelators/mAb 

Molar excess 

of chelator 

added to 

conjugation 

reaction 

Immunoconjugate Bifunctional chelator 

 

2.4 ± 0.4 25 Bn-DOTA -Rituximab p-SCN-Bn-DOTA 

3.9 ± 0.9 50 

5.4 ± 0.8 80 

 

بادی و  افزایش بازده نشاندارسازی و نیز به منظور توقف حذف شلاتورهای متصل نشده به آنتیبه منظور  ،در این مرحله

توسط فیلترهای آمیکون در بافر استات  ،باشدتراسیون که روشی ساده و ارزان میاز روش اولترافیل ،کنژوگاسیونواکنش 

درجه و زمان  37سازی، ایمونوکنژوگه تهیه شده تحت شرایط بهینه شده )دمای مونیوم انجام پذیرفت. پس از خالصآ

که پس از اتمام واکنش خلوص رادیو شیمیایی با  ،را گرفتکلراید تحت واکنش نشاندارسازی ق 67-دقیقه( با گالیوم 60

وگه در این شکل ایمونوکنژ .(1)شکل به دست آمد %96) رادیوکر.ماتوگرافی لایه نازک( بیشتر از  RTLCاستفاده از 

 RFآزاد به منطقه با  67-( )ابتدای کروماتوگرام( و مقدار گالیوم0.1پایین ) RF  در  67-نشاندار شده با گالیوم

   .(13)باشدبه دست آمده در سایر مطالعات می مطابق با نتایج ،( مهاجرت کرده است. نتایج به دست آمده0.9بالاتر)

 

 

با استفاده از محلول  2در کاغذ واتمن شماره  Rituximab-DOTA-Bn-Ga67از نمونه رادیوایمونوکنژوگه  ITLC: کروماتوگرام 1شکل 

DTPA 1   میلی مولار به عنوان فاز متحرک(pH=5). 
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.665  ±.90 و اکتیویته ویژه  %96)با خلوص رادیوشیمیایی بیشتر از  Rituximab-DOTA-Ga67که در نهایت 

μCi/μgحائز اهمیت مرحله نشاندارسازی ( برای انجام سایر مراحل مطالعه تهیه شد. انتخاب دمای مناسب و بهینه در ،

به کاهش کارایی در اتصال منجر  ،بادی آسیب وارد شده و این امر، به ساختار مولکول آنتیزیرا در دماهای بالا ،باشدمی

 شود. ژن میبه آنتی

و  %86،  %92ساعت پس از تهیه به ترتیب  72تنی در بافر فسفات، سرم انسانی و فرمولاسیون نهایی تا پایداری برون

نژوگه تولید شده در دماها و بیانگر این است که رادیوایمونوک ،نتایج حاصل از این مرحله .(3)شکل  به دست آمد 92%

صحت انجام مراحل قبل را در شرایط  ،باشد که این موضوعر شیمیایی دارای پایداری لازم میاز نظ ،های مختلفمحیط

 کند. دیق میتص انجام شده در این مطالعه را مناسب

 

 72و  48، 12، 6، 2های زمانی مختلف ) بافر فسفات و بافر استات در بازه: آزمون پایداری رادیوایمونوکنژوگه در سرم تازه انسانی، 3شکل 

 .ساعت (

که این  .(2)شکل  را نشان داد Rajiاز رادیوایمونوکنژوگه به رده سلولی  %85اتصال  ،پذیری زیستیواکنشمطالعه 

های سرطانی شده باشد که، در سطح سلولمی  CD20بادی ریتوکسیمب به آنتی ژن یت اتصال آنتیصنشانگر اختصا

در سطح مولکولی در  را های سرطانیتوان به صورت کاملا هدفمند، سلولاند و می، بیش از حد بیان شدهدر لنفوم

  داد. مراحل قبل و بعد از درمان مورد پایش و مطالعه قرار

 

 

 .های مختلف سلولیدر غلظت Rajiنسبت به رده سلولی  Rituximab-DOTA-Bn-Ga67پذیری زیستی : واکنش2شکل 

ساعت پس از تزریق درون  72و  48، 24، 4در طول فواصل زمانی  ،های سالمع زیستی رادیوایمونوکنژوگه در رتتوزی

-، نشان داده شده است. تجمع آنتی(ID/g%)ز تزریق شده در هر گرم از بافت  به صورت درصد د 4، در شکل وریدی

دار ها مشابه با الگوی توزیع سایر ایمونوکنژوگه های نشانهای ریه، کبد، طهال و سایر بافتبادی نشاندار شده در بافت

دلیل پاکسازی  به ،کبد و طهال در تجمع افزایش که رسدمی نظر به .(14. 13)باشد شده در مطالعات انجام شده می

کبد و  بافت در انباشت نهایتا و ترانسفرین توسط آن گوارشی و حمل مجاری طریق از جذب یا و مختلف منابع از گالیم

  .(13)باشدده در سایر مطالعات انجام شده مینتایج به دست آمده مطابق با نتایج به دست آم .باشد طهال
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های سالم در در رت Rituximab-DOTA-Bn-Ga67از رادیوایمونوکنژوگه   %)ID/g(: درصد دز تزریق شده به هر گرم بافت 4شکل 

 .ساعت پس از تزریق 72و  48، 24، 4فواصل زمانی مختلف 

دهد که رادیوایمونوکنژوگه ، نشان میاین تیم در این زمینه ینتایج حاصل از این مطالعه و سایر مطالعات انجام شده

Rituximab-DOTA-Ga67، با هدف تشخیص و نیز پایش مراحل  ،یک ترکیب موثر و بالقوه به منظور استفاده در بالین

 باشد.اد مبتلا به لنفوم غیر هوچکین میدر افر SPECTدرمانی با استفاده از 
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