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مقدمه
در ایران، سرطان سومین عامل مرگ و میر پس از بیماری های 
قلبی- عروقی و سوانح است. سالانه بیش از 30 هزار نفر در اثر 
میان سرطان  این  در  دهند.  از دست می  را  سرطان جان خود 
پستان، شایع ترین سرطان و اولین علت مرگ ناشی از سرطان 
در زنان ایرانی است. متاسفانه میانگین سن بروز سرطان پستان 
در زنان ایرانی، 10-15 سال کمتر از کشورهای غربی است )15(. 
و  صحیح  تشخیص  که  عقیده اند  این  بر  امروزه  محققین  اکثر 

زودرس سرطان، کلید درمان موفق آن است .

برده می شود.  بکار  برای تشخیص سرطان  روش های مختلفی 
در حال حاضر با کمک تصویر برداری ماموگرافی و MRI وجود 
توده سرطانی در پستان تشخیص داده می شود. برای  تصمیم 
گیری در مورد روش های درمان قطعی، نمونه برداری )بیوبسی( 
به صورت باز یا بسته با بی حسی موضعی انجام می گیرد. انجام 
این روش )بیوبسی( به دلیل تهاجمی بودن، برای بیمار و پزشک 

خوشایند نیست. 

  روش های تشخیصی ماموگرافی و ام آر آی، هر دو شامل دسته 
های تصویربرداری آناتومیکی هستند. در صورت وجود توده ای 
ذاتی  تفکیک  قدرت  به  بسته  آی  آر  ام  و  ماموگرافی  بافت،  در 
ولی  دهند.  می  تشخیص  را  آن  توده(  بودن  کوچک  و  )بزرگ 
هیچ کدام خوش خیم و بدخیم بودن و یا نوع بیان آنتی ژن آن 
را اعلام نمی کند. معمولا پزشک با توجه به شکل ظاهری توده 

بررسی خواص بیولوژیکی ترکیب نشاندار: 99mTc -DTPA- Herceptin  در  سلول های 
سرطانی

سمیرا رسانه1*، حسین رجبی2، سمیرا حیدری3

استادیار پژوهشگاه علوم و فنون هسته ای- 1
دانشیار دانشگاه تربیت مدرس- 2
مربی دانشگاه علوم پزشکی همدان- 3

چکیده
سابقه و هدف: هرسپتین یک آنتی بادی مونوکلونال انسانی، علیه آنتی ژن HER2 است که برای درمان سرطان های پستان 
در مراحل ابتدایی که بیان کننده آنتی ژن HER2 هستند، مورد استفاده قرار می گیرد. هرسپتین، پتانسیل استفاده به عنوان داروی 
با  بادی هرسپتین  آنتی  نشاندارسازی  این تحقیق  دارد. در  بیان کننده HER2 را  رادیوایمونوسنتی گرافی در تشخیص سرطان های 

تکنسیم، به عنوان اولین قدم در تولید یک رادیو داروی جدید تشخیصی، مورد ارزیابی قرار گرفت. 
مواد و روش ها: نشاندارسازی با شلاتور DTPA: Diethylene Triamine Pentaacetic Acid انجام گرفت کلیه تست های 

کنترل کیفی شامل بازده نشاندارسازی، پایداری در بافر و سرم، ایمونوراکتیویته و پایداری در بدن موش سالم برای آن انجام شد.
یافته ها: بازده نشاندارسازی2±97%، پایداری در بافر1 ±96% و سرم 2± 90% بعد از 24 ساعت و ایمونوراکتیویته3 ±83%  محاسبه 
شد. میزان اتصال هرسپتین نشاندار به سطح  سلول های MCF7،SKBR3 و A431 با افزایش بیان آنتی ژن HER2 افزایش می یابد. 
نتیجه گیری: یافته ها نشان دادند که ترکیب نشاندار 99mTc -DTPA- Herceptin احتمالا می تواند یک کاندیدای امیدوارکننده 
برای کاربردهای تشخیصی در طیف وسیعی از سرطان های بیان کننده آنتی ژن HER2 بکار برده شود که نیاز به مطالعات تکمیلی در 

آینده دارد.
واژگان کلیدی: هرسپتین ، HER2 ، سرطان پستان، تکنسیم 99
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بیمار را برای انجام بیوبسی انتخاب می کند. البته در این حین 
گزارش  خیم  خوش  ای  توده  بیماران،  بیوپسی  از  زیادی  تعداد 
شده است که فقط باعث ایجاد درد و ناراحتی، هزینه و استرس 

زیاد به بیمار می شود)3(.

اند که سرطانی شدن  سلول  داده  نشان  مولکولی  بررسی های 
می  افزایش  آنها  سطح  در  را  ها  ژن  آنتی  برخی  بیان  ها، 
دهد)3،4،11،13(. این یافته می تواند در شناسایی تومور ها بسیار 
کمک کننده باشد. رادیوایمونوسینتی گرافی یک روش جدید در 
آنتی ژن های مختلف  بیان  از  اولیه سرطان است که  تشخیص 
در سطح سلول برای شناسایی هدفمند به کمک رادیونوکلئیدها 
استفاده می کند. طی این روش، آنتی بادی مشخصی علیه آنتی 
مناسب  تشخیصی  رادیوایزوتوپ  با  و  انتخاب شده  موردنظر  ژن 
نشاندار می گردد. کمپلکس حاصل به بیمار تزریق و پرتو گسیل 
تشخیص  و  تصویربرداری  برای  را  زمینه  رادیوایزوتوپ،  از  شده 
رادیوایمونوسینتی  کند)4(.  می  فراهم  تومور  نوع  تهاجمی  غیر 
گرافی در مرحله بندی بیماران قبل از جراحی، پیگیری بیماران 
با ریسک بالای ابتلا به سرطان و یا عود مجدد، بسیار موثر است. 
سطح  های  ژن  آنتی  گرافی،  رادیوایمونوسینتی  که  شود  توجه 
های  روش  دیگر  با  اساسا  و  کرده  شناسایی  را  توموری  سلول 

تصویر برداری متفاوت است )4(.

بیشتر انواع فاکتورهای رشد به عنوان محرک های تکثیر سلولی 
در سرطان زایی مطرح شده اند. HER2 یک گیرنده فاکتور رشد 
 HER2 ژن  بیان  حاصل  که  است  غشا  عرضی  کیناز  تیروزین 
)erbB2/neu( بوده، در رشد و تمایز فیزیولوژیک سلول نقش 
دارد. این پروتئین با سیگنال دهی مسیرهای مرتبط با سرطان: 
تکثیر، حرکت و تهاجم به بافت های سالم را افزایش می دهد. 
باشد.  نرمال  حالت  برابر  است100-50  ممکن  ژن  بیان  بزرگی 
HER2 در 25-20% سرطان های پستان دارای بیانی بیش از 

حد نرمال است)2، 11 ،13(. 

آنتی بادی های مونوکلونال، پروتئین هایی هستند که در درمان 
هدفمند به طور چشمگیری مورد استفاده قرار گرفته و گیرنده 
های فاکتور رشد و مسیرهای سیگنال دهی آنها را هدف قرار می 
دهند)11،13(. هرسپتین با نام تجاری Trastuzumab یکی از 
 IgG1 معروفترین و اولین آنتی بادی مونوکلونال انسانی از نوع
است که در 1998به تایید FDA رسیده و در زمینه درمان و 
تشخیص سرطان پستان مورد استفاده قرار گرفته است. این آنتی 
بادی به پروتئین خارج سلولی گیرنده HER2 اتصال پیدا می 

کند)2(.
تا به حال آنتی بادی های مختلفی به منظور استفاده تشخیصی به 

روش رادیوایمونوسنتی گرافی با ایزوتوپ های تشخیصی مختلف 
نشاندار شده است. از بین آنها هرسپتین که علیه HER2 است 
با ایزوتوپ های ایندیم-111، ید-131، گالیم-67 نشاندار شده 
با  مستقیم  روش  به  هم  تکنسیم-99  با   .)1  ،  8  ،14 است)7، 

استفاده ازکیت کربونیل نشاندار شده است)6(.
مولیبدن- ژنراتور  دوشیدن  از  دختر(،  )عنصر  تکنسیم-99 

99)عنصر مادر( بدست می آید. مولیبدن-99، یکی از محصولات 
و  ساعت   6 عمر  نیمه  با  تکنسیم  است.  اورانیوم-235  شکافت 
برای  مناسب  بسیار  ولت،  کیلوالکترون   140 گامای  انرژی  تک 

تصویربرداری به روش پزشکی هسته ای است)5(.
با هرسپتین  نشاندارسازی  با  تا  شده  سعی  پژوهش  این   .در 
شلاتور از  استفاده  با  و  مستقیم  غیر  روش  به   تکنسیم-99 
DTPA: Diethylene Triamine Pentaacetic Acid 
 یک ترکیب دارویی رادیوایمونوسنتی گرافی برای تشخیص زود
هنگام بیان آنتی ژن در سطح سلول های سرطانی ساخته شود.

مواد و   روش ها
رده  شد.  خریداری  13آبان  داروخانه  از  هرسپتین  بادی  آنتی 
 SKBR3 و A431 ،MCF7های سلولی سرطان پستان انسان
ها  سلول  این  شد.  تهیه  تهران  پاستور  انستیتو  سلولی  بانک  از 
درجات متفاوتی از آنتی ژن HER2 را در سطح خود بیان می 
سلول  زیاد،   مقدار  کننده  بیان   ،SKBR3 های سلول  کنند.  
های  A431 درجات  سلول  و   متوسط  مقدار   MCF7 های 
کم از این آنتی ژن را در سطح خود بیان می کنند.  سلول ها 
ال- و  درصد   15  FBS با  همراه   DMEM کشت  محیط  در 
  (DTPA(شلاتور شدند.  داده  کشت  مولار  میلی   2 گلوتلمین 
از  که   Diethylene Triamine Pentaacetic Acid
از  نیاز  مورد  شیمیایی  مواد  کلیه  و   Macrocyclice شرکت 

شرکت سیگما خریداری گردید.
روش کار

و   Perik روش  طبق   DTPA شلاتور کمک  با  نشاندارسازی 
همکارانش)14( انجام شد. به طور خلاصه DTPA در بافر سدیم 
برابر مولی هرسپتین حل شده و  با غلظت50    pH= 9 استات
شود.  می  اضافه  استات  سدیم  بافر  در  هرسپتین  به  نهایت  در 
آمونیم  بافر  در  نهایت  در  و   داده  زمان  اتصال 24 ساعت  برای 
حدود  نشاندارسازی،  برای  گردد.  می  خالص   pH=  5/2 استات 
هرسپتین  میکروگرم   200 با  تکنسیم-99  از  کوری  میلی   10
متصل به DTPA در دمای اتاق اضافه شده و به آرامی مخلوط 

می شود) 5 ، 9(.
کنترل کیفی
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 TLC 1-تعیین بازده نشاندار سازي: بازده نشاندارسازی توسط
با استفاده از نوارهای واتمن شماره 1 به عنوان فاز ثابت و در بافر 

سالین به عنوان حلال ارزیابی گردید. 
2- پایداری کمپلکس: پایداری در بافر سالین و سرم خون سنجیده 
شد به این ترتیب که نمونه های 1میلی لیتری سرم خون تازه 
 )Ciµ250(  انسانی تهیه گردید. از کمپلکس هرسپتین-تکنسیم
به هر نمونه اضافه و نمونه ها در C°37 انکوبه شدند. نمونه ها در 
ساعت های 1، 2٫، 4، 6 و  24ساعت پس از انکوباسیون توسط 
TLC بررسی شدند. روش مشابه برای بررسی پایداری کمپلکس 

در شرایط C°4، دمای اتاق و بافرسالین نیز انجام گردید. 
3-تعیین ایمونوراکتیویته: ایمونوراکتیویته، توانایی آنتی بادی را 
در اتصال به آنتی ژن مورد نظر پس از انجام پروسه نشاندارسازی 
بررسی می کند. این تست با استفاده از سلول های سرطان پستان 
و  هستند   HER2 Overexpressصورت به   SKBR3که 

مطابق با روش  Lindmo انجام شد)10(. 
تعداد  اي  خانه   24 plateهاي  در  سلولی:  سمیت  بررسی   -4
104 سلول در هر چاهک، کشت داده شد. بعد از یک شبانه روز 

سلول ها سه بار شسته شدند و غلظت های 0 ، 20، 50 ، 80 و 
اضافه شد. سلول  به چاهک ها  نشاندار  نانوگرم هرسپتین   100
ها به مدت 3 ساعت در دمای 37 درجه سانتي گراد، در داخل 
انکوباتور CO2 استراحت داده شدند. بعد از برداشتن محلول و 
شسته شو دادن آن ها، محیط کشت اضافه شد. 24 ساعت بعد از 
تاثیر ترکیب نشاندار، با روش MTT اسی میزان سمیت بررسی 
و درصد بقاي سلولي محاسبه گردید )12(. این کار برای هر سه 

رده سلولی تکرار شد.

ml  0/5 محیط  تعداد 106 × 5  در  اتصال سلولی:  5-توانایی 
کشت به چاهک ها اضافه شد. غلظت های 0، 5، 10، 20، 40، 
محیط   0/5  ml )در  نشاندار  بادی  آنتی  از  نانوگرم  و 100   80
کشت( به چاهک ها اضافه شد. بعد از 2 ساعت انکوباسیون در 
دمای اتاق، سلول ها با 4000rpm به مدت 5 دقیقه سانتریفیوژ 
شدند و اکتیویته در رسوب و سوپرناتانت شمارش شد. این کار 

برای هر سه رده سلولی انجام شد.
 نتایج

انکوباسیون  از  پس  ساعت   1 در  کمپلکس  نشاندارسازی  بازده 
بیشتر از 2±97% بدست آمد. همانگونه که در شکل 1 مشخص 
است بالاترین اکتیویته در قسمت پایین کاغذ دیده می شود که 

نشان دهنده اتصال آنتی بادی به تکنسیم است.
 

شکل 1. خلوص رادیوشیمیایی نشاندارسازی با استفاده از کروماتوگرافی لایه 

نازک. شمارش ها از قطعات مختلف کاغذ ثبت شده است و بیشترین شمارش 

مربوط به  هرسپتین-تکنسیم در محل لکه گذاری می باشد.

نتایج بررسی پایداری در شکل 2 نمایش داده شده است. بعد از 
یک شبانه روز هرسپتین-تکنسیم در بافر تا 1±96% و در سرم 
خون تا2±90%  پایدار بود که این نتایج پایداری قابل قبولی را 
پایداری در سرم خون  بودن درجه  پایین  البته  نشان می دهد. 
نسبت به بافر به علت حضور آنزیم های مختلف و اثرگذاری آنها 
در اتصال بین آنتی بادی و تکنسیم است ولی باز هم در حد قابل 

قبولی قرار دارد.

شکل 2. پایداری in vitro  هرسپتین-تکنسیم در بافر فسفات و سرم خون

 SKBR3 های سلول  کمک   با  که  کمپلکس  ایمونوراکتیویته 
تعیین شد 83 درصد بدست آمد که نشان دهنده توانایی بالای 
کمپلکس در اتصال اختصاصی به آنتی ژن مورد نظر است و نتایج 

آن در شکل 3 نمایش داده شده است. 
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روی   بر   Lindmo روش  از  که  نشاندار  هرسپتین  ایمونوراکتیویته  شکل3. 

سلول های SKBR3 83 درصد بدست آمده است

 100 غلظت  تا  که  داد  نشان   MTT آزمون  به  مربوط  نتایج 
نانوگرم هیچ کاهش معنی داری در تعداد سلول ها مشاهده نمی 
شود )p-value >0/05( و می توان این طور نتیجه گرفت که 
تا این غلظت ترکیب نشاندار اثر سمیتی بر روی سلول ها ندارد و 
بنابراین به راحتی می توان در این غلظت اتصال سلولی را بررسی 

کرد. نتایج این آزمون در شکل 4 نمایش داده شده است.

شکل 4. تعداد نسبی سلول ها در غلظت های مختلف هرسپتین نشاندار

توانایی اتصال هرسپتین نشاندار به سلول های سرطان پستان که 
درجات مختلفی از آنتی ژن HER2 را بیان می کردند،  بررسی 
نمایش داده شده است. همان طور که  نتایج آن در شکل 5  و 
اتصال  میزان  ژن  آنتی  بیان  درجه  افزایش  با  مشاهده می شود 

کمپلکس نشاندار به سلول ها نیز افزایش یافته است.

شکل5. میزان اکتیویته اتصالی به سلول ها نسبت به کل اکتیویته اضافه 
شده در برابر غلظت هرسپتین نشاندار

بحث

در  رایج   طور  به  که  هرسپتین  بادی  آنتی  حاضر،  تحقیق  در 
درمان سرطان پستان مورد استفاده است به صورت غیرمستقیم 
 99m Tc به عنوان چلاتور با رادیوایزوتوپ DTPA و با استفاده از
آزمایش های کنترل کیفی روی کمپلکس صورت  نشاندار شد. 
گرفت. بررسی درجه نشاندارسازی نشان داد 97 درصد تکنسیم 
ها به آنتی بادی اتصال پیدا کرده و میزان اکتیویته آزاد کمپلکس 
ی  فاصله  در  بافر  در  پایداری  آزمون  نتایج  است.  پایین  بسیار 
نشان  را  تکنسیوم  از  بادی  آنتی  فقط 3/5% جدایی   ، 6 ساعت 
از 24 ساعت، 90% به  بعد  پایداری در سرم   دادند. هم چنین 
دست آمد که بر این اساس شاید به توان گفت کمپلکس مربوطه 
جهت کارهای درون تنی از پایداری قابل قبولی برخوردار است. 
با توجه به این که پروسه نشاندارسازی روی ایمونوراکتیویته ی 
آنتی بادی اثر می گذارد، بررسی ایمونوراکتیویته یکی از   تست 
های کنترل کیفی لازم الاجرا است. بررسی ایمونوراکتیویته نشان 
داد که کمپلکس توانایی خود را در اتصال به آنتی ژن به خوبی 

در حد حفظ کرده است.

با توجه به اینکه این کمپلکس برای اولین بار است که ساخته 
می شود، ابتدا در رده های سلولی مورد بررسی قرار گرفت که در 
صورت ارائه نتایج قابل قبول وارد فاز بعدی تحقیقات، در موش 
و در نهایت فاز کلینیکی شود. نکته با اهمیت در این بررسی این 
غلظت  میزان  و  بوده  تشخیصی  شده  تهیه  کمپلکس  که  است 
بر  گرفت.  نظر  در  باید  را  ایجاد سمیت سلولی  عدم  برای  مجاز 
نتایج  و  شد  بررسی  میزان سمیت   MTT روش  با  اساس،  این 
نشان داد که با افزودن غلظت هرسپتین نشاندار تا 100 نانوگرم 
نشد  ایجاد  ها  داری در سلول  معنا  لیتر، هیچ سمیت  میلی  در 

.)P-value >0/05(
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یک آزمون مهم دیگر در این زمینه، بررسی توانایی آنتی بادی در 
شناسایی آنتی ژن در سطح سلول ها می باشد. در این تحقیق سه 
رده سلولی سرطان پستان MCF7 ،A431 وSKBR3  مورد 
های  رده  به  بادی  آنتی  اتصال  میزان  نتایج  گرفت.  قرار  بررسی 
سلولی قابل توجه بود. به نحوی که سلول هایی که میزان بالاتری 
از HER2 را بیان می کردند، اتصال بیشتری به آنتی بادی از 
خود نشان دادند. این امر بیانگر عملکرد اختصاصی کمپلکس در 

شناسایی آنتی ژن مورد نظر می باشد. 

نتیجه گیری
 Herceptin نشاندار  ترکیب  که  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج 
-99mTc-DTPA احتمالا می تواند یک کاندیدای امیدوار کننده 
جهت مطالعات تشخیصی درطیف وسیعی از سرطان های بیان 
از  بیشتری  مطالعات  به  نیاز  که  باشد   HER2 آنتی ژن کننده 

جمله مطالعات حیوانی در آینده دارد.

سپاسگزاری

کشت  ویژه بخش  به  دارو،  رادیو  گروه  از حمایت و پشتیبانی 
سلولی پژوهشکده کاربرد پرتوها در پژوهشگاه علوم و فنون هسته 

ای، تشکر و قدردانی می گردد.
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