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Abstract 
 

Background and purpose: The selection of co-ligand has a profound effect on the labeling 

efficiency, biodistribution, and tumor-targeting ability of 99mTc-labeled HYNIC-conjugated peptides. This 

study compared the in-vitro and in-vivo properties from the 99mTc-labeling of 6-Hydrazinonicotinamide-

conjugated neurotensin (HYNIC-[βAla7-Tle12] NT (5-13)) by Tricine/EDDA and Tricine as two co-ligand 

systems. 

Materials and methods: After radiolabeling, cellular specific binding, affinity and internalization 

were evaluated toward the HT-29 cell line, as neurotensin overexpressing cells for both of them. Finally, 

the biodistribution studies were performed on HT-29 xenografted tumor-bearing nude mice, and the 

imaging was performed using a gamma camera. 

Results: The radiochemical purity of 99mTc labeled peptide with tricine and tricine/EDDA as co-

ligands was found over 95%, and they showed desirable saline and serum stability up to 24 h. The 

dissociation constant (Kd) value for radiolabeled peptide with tricine and tricine/EDDA toward NT 

receptors were determined as 50.41 ± 9.76 and 32.66 ± 4.00, respectively. Internalization of radiolabeled 

peptide with tricine/EDDA was reported almost 2-fold more than radiolabeled peptide with tricine as co-

ligand for HT-29 cell line after 4 h incubation. In biodistribution and imaging, the tumor/muscle activity 

ratio was 2.30 and 4.20, 1.74 and 2.28 at 2 h post-injection with tricine and tricine/EDDA, respectively. 
Conclusion: Despite relatively similar radiochemical properties of both peptide radio-complexes 

with 99mTc, the complex labeled with a mixture of tricine/EDDA as co-ligands showed more suitable in 

vivo properties than tricine. 
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 پژوهشـی
 

   مقایسه خواص برون تنی و درون تنی
13)-] neurotensin (512Tle-7Ala[β-HYNIC با  شده نشاندار

  با استفاده از دو سیستم لیگاند کمکی m99-تکنسیوم
  

 1ایمان امراریان
 2نوراالله صادق زاده

 3سعید عابدیان کناري
  4سید محمد عابدي

  چکیده
سازي، توزیع بیولوژیکی و توانایی هدفمند تومور  دارنشانروي کارایی  عمیقی ریتأثانتخاب لیگاند کمکی،  و هدف: سابقه

ــا  ــه ب ــدهاي کونزوگ ــراي پپتی ــیومنشان HYNICب ــا تکنس ــده ب ــی m99- دارش ــی و درون تن ــرون تن ــواص ب ــه خ ــن مطالع    دارد. ای
)13-] neurotensin (512Tle-7Ala[β -HYNIC بــا تکنســیوم شــدهدارنشان-m99 لیگانــد کمکــی را  بــا اســتفاده از دو سیســتم

  .کندیممقایسه 
شــده نســبت بــه دارنشاناتصال اختصاصی سلولی، تمایل و ورود سلولی پپتیــد  ،دارسازيپس از نشان ها:مواد و روش

هــاي حــاوي مورد ارزیابی قرار گرفت. در پایان مطالعات بر روي موش HT-29هاي نوروتنسینی بر روي رده سلولی گیرنده
  صورت گرفت. هاآنانجام شد و تصویربرداري با دوربین گاما از  HT-29 تومورهاي رده سلولی

درصــد بــود و  95/ تریسین بــیش از EDDAدارشده با لیگاند کمکی تریسین و یی پپتید نشانایمیش ویرادبازده  ها:یافته
بــا تریســین و  دارشــاننســاعت از خــود نشــان دادنــد. ثابــت تفکیــک پپتیــد  24پایداري مطلوبی در محلول و سرم انسانی تــا 

EDDAنــانو مــولارتعیین شــد. تمایــل  66/32±00/4و  41/50±76/9 هاي نوروتنسینی بــه ترتیــب،/ تریسین نسبت به گیرنده
دو برابر با لیگانــد کمکــی تریســین طــی چهــار  تقریبا/ تریسین EDDAدارشده با براي پپتید نشان HT-29هاي ورود به سلول

ي نسبت تومور به عضله در دو ساعت پس از تزریــق ربرداریتصورش شد. در توزیع زیستی و ساعت پس از انکوباسیون گزا
  دست آمد.، به28/2و  74/1، 20/4 و 30/2/ تریسین به ترتیب EDDA با تریسین و دارنشانبراي پپتید 

بــا  دارنشــانپپتیــدي یی براي هــردو کمــپلکس پپتیــدي، ایمیش ویراد ازلحاظمشابه  باًیتقرهاي باوجود ویژگی استنتاج:
EDDA ي نسبت به تریسین نشان داد.ترمناسبهاي شرایط درون تنی ویژگی ازلحاظ/ تریسین  

  

  ، تریسین، تصویربرداريm99، HYNIC-تکنسیوم ،HT-29نوروتنسین،  واژه هاي کلیدي:
  

  مقدمه
 بایــد جدیــد جهــت کــاربرد در بــالین هــايرادیو ردیاب

 اکتیویتــه نســبت( ر تومــوري بــالایی را دریگهــدف توانــایی
بــالا  يریگهــدفتوانــایی  .باشند داشته) زمینهپس/تومور

  کیفیت بهبود مانند زیادي مزایايطور مؤثر به توموردر 
  

 E-mail: nourollahsadeghzadeh@yahoo.com     آباد، مجتمع دانشگاهی پیامبر اعظم (ص)، دانشکده داروسازيجاده فرح 17 لومتریساري: ک -- نوراالله صادق زاده مولف مسئول:
  علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران کمیته تحقیقات دانشجوئی، دانشگاه ،داروسازي ه، دانشکديادکتري تخصصی داروسازي هستهدانشجوي  .1
  علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران هداروسازي، دانشگا ه، دانشکدياداروسازي هسته ه، گرو. دانشیار2
  علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران ه، دانشکده پزشکی، دانشگاایمونولوژي قاتیتحقمرکز  استاد،. 3
 علوم پزشکی مازندران، ساري، ایران هپزشکی، دانشگا هگرو رادیولوژي، دانشکد . دانشیار،4
 : 6/8/1402 تصویب : تاریخ             15/7/1402 تاریخ ارجاع جهت اصلاحات :            23/5/1402 تاریخ دریافت  
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  و همکاران ایمان امراریان     

  61          1402آبان  ، 1شماره ویژه نامه  ،دوره سی و سوممجله دانشگاه علوم پزشکی مازندران                                                                                       

 پژوهشـی
 

 بــه درمــان هزینــه کــاهش و دوز تعــدیل تصــویربرداري،
ــراه ــهیدرنت .)3-1(دارد هم ــايتلاش ،ج ــادي ه ــراي زی  ب
 هــاابیرد ویــراد در تومــور گیريهدف توانایی افزایش

ها براي هــدف این ردیاب ازجمله .)5, 4(است شده انجام
ي سوماتو استاتینی، مشتقات ســوماتو هارندهیگقرار دادن 

بــراي  111-و اینــدیم 68-شده با گــالیم دارنشاناستاتین 
-و ایتریــوم 177-تصویربرداري پیش از درمان و لوتشــم

ي نــورو تومورهــارادیــو پپتیــد بــراي درمــان  عنوانبه 90
  .)1(شونداندوکرینی استفاده می

ــــراي ن ــــازيب ــــین از شاندارس  مشــــتقات نوروتنس
ــل  و  DTPA ،DOTA ،3MAGشــلاتورهاي مختلفــی مث

HYNIC هــایی مثــلچنین رادیوایزوتــوپهمF18 ،Ga68 ،
In111،I 125  وTcm99 ایــن بین . در)8-6(استفاده شده است 

ــدها، ــق ت از ســازي دارنشــان رادیونوکلئی  -کنســیوم طری
m99 فیزیکی و شیمیایی مناسب تــرجیح خواص دلیل به 

 هیدرازینونیکوتین آمید) -6( HYNIC.)7،8(شودمی داده
کننــده بــراي عوامــل شــلات نیتردوارکننــدهیامیکی از 

 . از)9،10(باشـــددارســـازي بـــا عنصـــر تکنســـیم مینشان
ي اتــم هــاتیظرفتوانــد تمــام نمی HYNICکه  جاییآن

هاي باقیمانده را تکنسیم را کئوردینه کند بنابراین ظرفیت
ــا لیگانــدهاي کمکــی (کولیگانــد) تکمیــل کــرد.  بایــد ب

 گیرنــدقــرار می مورداســتفاده معمولاًلیگاندهاي کمکی که 
ســین ی) متیــل گلاتریس (هیدروکسی متیلاز:  اندعبارت

ــین( ــین)تریس ــیلن دي آم ــید  N ،N-، ات ــتیک اس دي اس
)EDDA.(  یکــی از  مختلــف هاي کمکیلیگاندانتخاب

 تولید پرتوداروهاي پایــدار است که امکان HYNICایاي مز
توانــایی  جــهیدرنت، توزیــع زیســتی و کیــنتیفارماکوک بــا

ــوب  ــدفمطل ــور توســط بیوموکلولریگه هــاي ي توم
 کنــد. از دیگــررا فــراهم می m99 -تکنسیوم با  دارنشان

شلات کننــده دو  عنوانبه HYNIC استفاده از هايتیمز
، رانــدمان نشــاندارکردنش ســاده ، رو)BFCAمنظــوره (

ــالا ــانشان يب ــازي ب ــیوم  دارس ــو پا m99 -تکنس ي داری
 براي .)11-9،13(داخل بدن است درحاصل  هايکمپلکس

هــا، گــروه کربوکســیلیک به بیومولکول HYNICاتصال 

د در هاي آمینی موجــورا با گروه HYNICاسید مولکول 
 عــدد کهجاییدهند. ازآنساختار بیومولکول واکنش می

 کنندهشــرکتهاي کمکــی گانــدیل تعداد تکنسیم، اکسایش
 لیگانــدهاي(دیگر لیگاندهاي احتمالی حضور در کمپلکس،

 کوئوردینانســی پیوندهاي امکان تشکیل و) لیدهاو اکسو
اســت  نشده مشخص آمینه اسیدهاي جانبی هايزنجیره با

ــابر ــت اینبن ــق ماهی ــايکمپلکس دقی  HYNIC-Tc99m ه
 کــه کرد تصور توانمی ،حالنیباا .مانده است نامشخص

 بــه هیدرازین گروه انتهایی نیتروژن طریق از تکنسیم اتم
HYNIC یــا یک توسط هاجایگاه سایر و شودمی متصل 

  .)14،15(شوندمی اشغال کولیگاند چند
 تــأثیر کولیگانــد انتخــاب پیشین، مطالعات اساس بر

ــارایی  بــر عمیقــی ــازينشاندارک ــع ،س  و زیســتی توزی
 که کرد ادعا توانمی چنین،هم .دارد تومور گیريهدف

 در .نیســتند الهدیا کمکی معمول لیگاندهاي از کیچیه
 هــايبیومولکول مــورد در که متعددي هايگزارش میان

 m99-تکنســیوم بــا شــدهدار نشــان HYNIC کونژوگه بــا
 لیگانــد کمکــی از اســتفاده تــرینبــیش است، شده منتشر

EDDA/ ات نشــان داده اســت مطالعــ .)11(اســت تریسین
ــد و شــرایط   هايســازي پپتیــد نشــاندارکــه ســاختار پپتی

 m99-تکنســیوم بــا شــده نشــاندار HYNIC کونژوگــه بــا
 نشــاندارکــارایی توانــد اثــر بهتــري در توسط تریسین می

ــازي و  ــدفس ــوبي ریگه ــبت بــه ترمطل  /EDDA نس
عرفــانی و همکــارانش یــک  .)18-16(تریسین داشته باشد

 HYNIC-Tc99m لهیوســبهمشتق جدیدي از نوروتنسین را 
 /EDDAبا استفاده از دو سیستم لیگاند کمکی تریسین و 

سازي کردند. نسبت تومور به عضله براي نشاندارتریسین 
دو سیستم لیگاند کمکی  رادیوپپتید کمپلکس شده با هر

  در  .)8،19(دســـاعت بـــو یکســـان پـــس از یـــک بـــاًیتقر
  تومـــوري و  جـــذبمقایســـه نتـــایج  دیگـــر، مطالعـــات

ـــا ونژوگـــهپپتیدک خـــواص فارماکوکنتیـــک  HYNIC ب
 توســـط تریســـین و m99-بـــا تکنســـیوم شـــده نشـــاندار
EDDA/ درایــن )28-18،30(ضــد و نقــیض بــودتریســین .

ــا نوروتنســین یــکپــژوهش   HYNIC کونژوگــه شــده ب
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  m99-ومیتکنس و HYNIC-[βAla7-Tle12] neurotensin(5-13)خواص 
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 neurotensin (512Tle-7[βAla-HYNIC [-(13 جدیــد
ــی ــا و معرف ــدکمکی در m99-تکنســیوم ب ــور لیگان  حض
EDDA/ طــان کولــونسر از تصویربرداري براي تریسین 

)HT-29 ،نشــاندار) بالاي گیرنــده نوروتنیســن کنندهانیب 
ــد ــد .)7(ش ــتقات همانن ــین مش ــادارنشان نوروتنس ــده ب  ش

 مطلــوبی ترکیبی میل رادیو پپتید جدید ،m99 -تکنسیوم
ــراي ــن و ب ــب گیرنــده نوروتنیس ــایی مناس ــتتوان  ی جه

ـــدف ـــور گیريه ـــان توم ـــود نش ـــن  .)7(داد از خ   در ای
مرحلـــه بـــه منظـــور بهبـــود جـــذب تومـــور و خـــواص 

 هــاي بــرون تنــی و درون تنــیفارماکوکنتیــک، آزمایش
3)1-] neurotensin(512Tle-7[βAla-HYNIC هشــدنشاندار 

کمکــی تریســین (از  اندگلیدر حضور  m99-با تکنسیوم 
، مطالعــه پایــداري در ســرم انســانی، ســازينشاندارقبیــل 

هاي ارزیـــابی اتصـــال اختصاصـــی نســـبت بـــه گیرنـــده
نوروتنسین در محیط کشت سلولی و میــزان ورود آن بــه 
ــوش  ــوژیکی در م ــع بیول ــه توزی ــت مطالع ســلول در نهای

شده  منتشرتر پیشکه ی جیبا نتا جینتاد. توموري) ارائه ش
  .گردید سهیمقا )7(است
  

  هامواد و روش
  مواد ودستگاه

طراحی شده (تصــویر  HYNICکونژوگه پپتیدي با 
 در کشور کــره ســنتز Peptron)، توسط شرکت 1شماره 
ــد و  ــبهش ــنجفیطو  RP-HPLC لهیوس ی جرمــی بــا س

نمــودار شــد (درصد شناسایی و تأییــد  95خلوص بالائی 
   ).2و  1شماره 

ــودي  ــیلن دي آمین ــین، ات ــامل تریس ــیمیایی ش ــواد ش م
ــید ( ــتیک اس ــید از EDDAاس ــتیک اس ــري فلوئورواس )، ت

ــرکت  ــوم - 2و  Flukaش ــدیم ســیترات، آمونی بوتــانون، س
 هیته Merk از شرکت یتریل و کلروقلعاستات، متانول، استون

درصــد ســرم  10بــا  RPMI1640محیط کشت سلولی،  شد.

 رده بــود. Gibcoجنین گاوي و پنی سیلین/استرپتومایسین از 
ــلولی  ــک  HT-29س ــانی) از بان ــال انس ــو رکت ــرطان کول (س

ســدیم پــر تکنتــات از سلولی انیستیتو پاستور ایران تهیه شد. 
 بــه دســتسازمان انرژي اتمی ایران توسط  شدههیتهژنراتور 

-Capintec CRCآمد. اکتیویته توسط دوز کالیبراتور مــدل 

127R ــابی ریگانــدازه ســاخت کشــور آمریکــا ي شــد. ارزی
 Lablogicتوسط دســتگاه  TLCیی با استفاده از ایمیش ویراد

mini-scan TLC scanner  ساخت کشــور انگلســتان وRP-

HPLC  ــدل ــ Knauerم ــور آلم ــاخت کش ــهان س ــز ب  مجه
ســاخت کشــور  B-FC-3200مــدل  BioscanˏINCدتکتور 

 Knauer Earospher100 250/4.6آمریکا انجام شد. ستون 

5C18 .ـــه اســـتفاده شـــد ـــه رادیواکتیویت ـــر درها نمون  دو ه
 آشکارســازاز  برون تنــی و درون تنــی بــا اســتفاده آزمایش

NaI(Tl) تهــران، دلشــید،( شــمارش گامــا سیســتم مجهزبــه 
(نود) از مرکز تحقیقاتی  هاي برهنهموش .شد ارزیابی )ایران

پژوهشکده شــمال (انیســتیتو پاســتور آمــل) تهیــه و در آنجــا 
    نگهداري شدند.

  
Error! Objects cannot be created from editing field codes.  

  

ــا  :1تصــویر شــماره  ــد نوروتنســین کونژوگــه ب ســاختار مشــتق جدی
HYNIC (Ac-Lys (HYNIC)-Pro-βAla-Arg-Arg-Pro-Tyr-Tle-

leu-COOH)  
  

 نیشــده از نوروتنســ یمشتق طراح ينشاندارساز اتیعمل
  نیسیتر یکمک گاندیبا ل )13-5(

بــراي رســیدن بــه  )7(در این مطالعــه و مطالعــه قبلــی
دمــا، هــایی از قبیــل پارامتر نشاندارســازيبهترین شــرایط 

ــان،  ــدار تریســین و  pHزم ــه EDDAواکــنش، مق  طورب
رصــد خلــوص رادیــو شــیمیایی و مستقل تغییــر یافــت. د

ها توسط نوارهاي ســیلیکاژل و دســتگاه پایداري واکنش
TLC Scaner هابررسی شد. از میان واکنش همسان طوربه    
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  HYNICمشتق جدید نوروتنسین کونژوگه با  HPLCآنالیز  :1 شمارهنمودار 
  

 
  HYNICمشتق جدید نوروتنسین کونژوگه با  MS فیط :2 شمارهنمودار 
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ــا شــرایط متفــاوت  ســازي، تنهــا واکنشــی کــه دارنشانب
اســتفاده  را داشــت بــالاترین درصــد خلــوص و پایــداري

   است: زیر شرح به واکنش شرایط که گردید
تریســین  گــرمیلــیم 20نخست داخل میکرو تیــوپ 

دقیقــه بــه آن  15نرمال سالین (کــه  تریلیلیمتوزین و نیم 
د تــا حــل شــود. گاز ازت دمیده شده بود) اضــافه گردیــ

ــول  25ســپس  یــک اســتوك (میکروگــرم پپتیــد از محل
لیتــر در آب دیــو نیــزه) بــه ویــال گرم در یــک میلیمیلی

) IIمیکروگــرم قلــع ( 40حاوي تریسین اضافه شد. سپس 
 10مولار حل شده بود و  1/0کلرید که در اسیدکلریک 

دقیقه توسط گاز ازت دمیده شده به ویال واکنش اضــافه 
واکنش کنترل بین چهــار تــا پــنج قــرار  pHیان شد. در پا

ــا  ــنج ت ــریع پ ــیار س ــت و بس ــدیم  10گرف ــوري س ــی ک میل
میکرولیتر زیر هــود و تحــت  100در حجم  m99- پرتکنتات

شیشــه ســربی بــه مخلــوط واکــنش  شرایط ایمنی و پشــت
ــدت  ــه م ــد و ب ــاي  15اضــافه ش ــه در دم ــه  85دقیق درج

  گراد در حمام خشک قرار گرفت.سانتی
  

 نیشــده از نوروتنســ یمشتق طراح ينشاندارساز اتیعمل
  )7(تریسین /EDDA یکمک گاندیبا ل )13-5(

تریســین و  گرمیلیم 15نخست داخل میکرو تیوپ 
نرمال سالین  تریلیلیمتوزین و نیم  EDDA گرمیلیمپنج 

ز ازت دمیده شده بود بــه دقیقه توسط گا 15که به مدت 
میکروگــرم پپتیــد از  25آن اضافه شد تا حل شود. سپس 

اضــافه  EDDAمحلول استوك به ویال حاوي تریسین و 
کـــه در  دیـــ) کلرIIمیکروگـــرم قلـــع ( 40شـــد. ســـپس 
دقیقه توســط گــاز  10مولار حل شد و  1/0اسیدکلریک 

پایــان بــه  در ازت دمیده شده به ویال واکنش اضافه شد.
در  m99-میلی کوري سدیم پرتکنتات 10ت پنج تا سرع

میکرولیتر زیر هود و تحت شرایط ایمنی و پشــت  50حجم 
 10شیشه سربی به مخلــوط واکــنش اضــافه شــد و بــه مــدت 

گــراد در حمــام خشــک درجــه ســانتی 95 دقیقه در دماي
ــت.  ــرار گرف ــلق ــوط  pHاســت کــه  ذکرقاب ــایی مخل نه

   خنثی بود. باًیتقرواکنش کنترل و 

 شــدههیته هــايکمپلکس يداریپا یو بررس یفیکنترل ک
  m99 -تکنسیوم  با نینوروتنس مشتقاز 

یی ایمیشــ ویرادبراي تعیین بازده واکنش و خلوص 
از  (کروماتوگرافی لایــه نــازك) TLCمحصول به روش 

اســتفاده شــد.  متــریســانت 1×10کاغذ سیلیکاژل به ابعــاد 
مــده، خلــوص آ بــه دســتنتــایج  دییــتأچنــین بــراي هم

(کرومــاتوگرافی مــایع بــا  HPLCرادیوپپتید سنتز شده با 
   ی قرار گرفت.موردبررسکارآیی بالا) نیز 

به مخلوط واکنش پس از پایان واکنش براي انجــام 
شد تا سرد شود. نوارهاي سیلیکاژل  آنالیز اجازه داده می

شدند. حجــم  گذاري داخل آون خشک میپیش از لکه
ي متــریســانتولیتــر در ابتــداي یــک گذاري دو میکرلکه

نوارهاي سیلیکاژل بود. نوارها پس از بــالا آمــدن حــلال 
 شــدند. حجــم تزریــق توســط ســرنگ نیــز خشــک مــی

میکرولیتــر بــود.  10هــامیلتون بــه ســتون کرومــاتوگرافی 
ــانول  ــق توســط مت ــیش از تزری ــاتوگرافی پ ســتون کروم

   شد. شستشو داده می
کتون براي تعیین  از حلال متیل اتیل TLCدر روش 

ــات آزاد اســتفاده شــد. در هنگــام  مقــدار ســدیم پرتکنت
ــاز ااســتفاده  ــد  نی ــه پپتی فــاز متحــرك، پیــک مربــوط ب

ــان ــده و  دارنش ــدرولیز و احیاش ــیم هی ــراه تکنیس ــه هم ب
هــاي) کمکــی ( گانــدیلهمراه  m99-کمپلکس تکنسیوم

صفر و پیک مربوط به ســدیم  fR(در صورت وجود) در 
ــات آزاد ــرك  پرتکنت ــاز متح ــت ف ــیر حرک ــوي مس در جل

شود. براي تشخیص میزان تکنسیوم هیدرولیز می مشاهده
) استفاده شــد 1:1( آب و احیاشده از مخلوط استونیتریل:

و با استفاده از آن، پیک مربــوط بــه تکنســیوم هیــدرولیز 
-به همراه تکنسیوم دارنشانحرکت و پپتید  مبدأشده در 

m99 ــیوم ــپلکس تکنس ــراه  m99-آزاد و کم ــدیلهم  گان
کننــد. مخلــوط  هاي) کمکی به سمت جلو حرکت می(

) نیـــز در 1:1متـــانول: آمونیـــوم اســـتات یـــک مـــولار (
) عمــل 1:1( آب جداســازي ماننــد مخلــوط اســتونیتریل:

 m99-چنین براي تشــخیص میــزان تکنســیومکند. هممی
 pHهاي) کمکی از محلول بافرســیترات بــا (گاندیلهمراه 
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اده شد و با استفاده از آن، پیک مربوط بــه برابر پنج استف
و پیــک  مبــدأدر  دارنشــانتکنسیوم هیدرولیز شده، پپتید 

-مربوط به سدیم پرتکنتات آزاد و کمــپلکس تکنســیوم
m99  هاي) کمکی به سمت جلــو حرکــت ( گاندیلهمراه

کنند. در روش کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا از  می
   شد: فازهاي متحرك زیر استفاده

ــول  ــف) محل ــورو  درصــد1/0ال ــري فلوئ از اســید ت
   )Aاستیک در آب دیونیزه (

از اسید تري فلوئورو استیک  درصد1/0ب) محلول 
   )Bدر استونیتریل (

  
برنامه شویش به شــکل زیــر بــود: از شــروع شــویش 

و  30بــه  95از  Aدقیقه درصــد حــلال  20ستون به مدت 
ایــن دو حــلال رسید و درصد  70به  5از  Bدرصد حلال 

باید گفــت کــه  دقیقه) ادامه یافت. 30دقیقه (پایان  10تا 
ــک شــویش ســتون به ــا ســرعت ی ــت ب ــورت گرادیان ص

 در شدهدار نشان پپتید این پایداري بر دقیقه بود. تریلیلیم
 قــرار یموردبررســ انســانی ســرم در و سالین نرمال حلال

 24و  4، 1 هايزمان سالین، دردر نرمال  پایداري. گرفت
 توســط بــار ســه ســاعت نیــز هــر در و بررسی شــد ساعت

این پایــداري نیــز  .گرفت قرار یموردبررس نوارسیلیکاژل
 24توسط کرومــاتوگرافی مــایع بــا کــارایی بــالا پــس از 

لازم به ذکر است براي تهیه ســرم  ساعت بررسی گردید.
ي، نمونه خــونی در دمــاي چهــار ریگخونانسانی پس از 

ـــه (گراد درجـــه ســـانتی ـــنج دقیق ـــه مـــدت پ ) g 1500ب
سانتریفیوژ شد و سپس سرم که به صورت محلول رویــی 
ــراي  ــد. ب ــود جمــع آوري گردی از رســوب جــدا شــده ب

 90میکرولیتــر از نمونــه بــا  10پایداري در ســرم انســانی، 
تهیه  شدهگرفتهمیکرولیتر از سرم انسانی که از خون تازه 

ـــد و در دمـــاي  ـــوط گردی ـــود، مخل  درجـــه 37شـــده ب
ساعت، بــا  24و  4،1هاي انکوبه شد. در زمان گرادیسانت
 gســرعت میکرولیتر اتانول خالص مخلوط شد و بــا  200

ــه  3000 ــت دقیق ــدت هف ــه م ــه ب ــار درج ــاي چه در دم
نشــین شــود.  سانتریفیوژ گردید تا رسوب حاصل شده ته

میکرومتر عبــور  22/0سپس محلول رویی از میکروفیلتر 
ط کروماتوگرافی مایع با کارایی داده شد و پایداري توس

بالا بررسی گردید. براي بررسی اتصال پروتئینی رســوب 
حاصل از هر نمونه توسط دستگاه گاما کانتر کانت شــد. 

هــاي ســرم بــه پــروتئین نشــانداردرصد اتصال پپتیــدهاي 
   توسط فرمول زیر محاسبه گردید:

(مجموع اکتیویته رسوب و محلــول فوقــانی/  × 100
  تیویته رسوب)=درصد اتصالمقدار اک

  

 LogP يریگاندازه ای تهیسیلیپوفیل یبررس

از  1:1میکرولیتــر از مخلــوط  1000در این روش به 
میکرولیتر رادیو پپتید تهیه شده  50اکتانول و آب،-نرمال

 10پنج میلی کــوري) اضــافه گردیــد و بــه مــدت  باًیتقر(
ا دقیقه به شدت با شیکر مخلوط شد، سپس پــنج دقیقــه بــ

ســانتریفیوژ گردیــد تــا دو فــاز بــه طــور  g 3000ســرعت 
کامل از یکدیگر جدا شوند. از هر دو فاز آلی و آبی سه 

میکرولیتر نمونه بــرداري شــد و اکتیویتــه هــر  100مرتبه، 
نمونه توسط دستگاه گامــا کــانتر خوانــده شــد. میــانگین 

ــه  Log P هاي آبــی و آلــی بــراي محاســبهاکتیویتــه لای
   گردد:به صورت زیر محاسبه می Log Pاستفاده شد. 

 ي آبی/میــزان اکتیویتــه لایــهي لایه(میزان اکتیویته
  Log  =Log Pاکتانول) -نرمال

  

 يبــرا نشــاندار دیــپپت لیــتما ی اتصال اختصاصــی وبررس
  ورود به سلول

بــالاي  کننــدهانیبهــا بــراي انجــام آزمــایش، ســلول
کــافی در محــیط  انــدازهبه )HT-29رسپتور نوروتنســین (

درصد سرم جنین گــاوي و  10که با  RPMI1640کشت 
کامل شده  )v/v(استرپتومایسین -سیلیندرصد پنی 5تا  1

ــلول ــدند. س ــر ش ــد، تکثی ــر بودن ــار زی ــط لام نئوب ها توس
هــر چاهــک از  در داخلمیکروسکوپ شمارش شدند و 
چهــار  یلیــون ســلول درم یــک پلیــت شــش خانــه، یــک

ها به مــدت کشت کامل کاشته شد. پلیت لیتر محیطمیلی
گراد قــرار ي سانتیدرجه 37روز در انکوباتور یک شبانه

ها از انکوباتور خارج داده شدند. در روز آزمایش، پلیت
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تخلیه شــد و هــر چاهــک دو  هاآنو محیط کشت رویی 
 خانــه بار با محــیط کشــت نــاقص شستشــو داده شــد. ســه

وك اختصــاص داده شــد و بل هايپلیت به خانه هر بالاي
 500 حجــم در دارنشــانغیــر پپتیــد نــانومول از 25مقــدار 
) FBSبا یک درصــد  شده کشت (غنی محیط لیترمیکرو

مانــده کــه مربــوط شد. به سه چاهک باقی اضافه هاآن به
 کشت محیط لیترمیکرو 500هاي غیربلوك است به خانه

) بــراي ایجــاد شــرایط FBSبــا یــک درصــد  شــده (غنی
هــا بــراي نــیم ســاعت در و پلیت محیطی یکســان اضــافه

داخــل انکوبــاتور قــرار داده شــدند. پــس از نــیم ســاعت 
کشــت کــه  محیط میکرولیتر 500شش چاهک  یتمامبه

بود اضافه گردیــد و  دارنشانپیکومول از پپتید  25حاوي 
ســاعت در داخــل  4و  2، 1، 5/0هــاي ها براي زمانپلیت

ــاتور  ــس از ســپري شــدن دوره نــدقــرار گرفتانکوب . پ
 محــیط ســپس و انکوباتور خارج از هاانکوباسیون، پلیت

 فســفات بافر با بار دو خانه هر و برداشته شد رویی کشت
مربوطــه، بــراي  هــايلولــه در ) شســته شــده وPBSسرد (

شــد. بــراي  آوريجمع تعیین رادیوپپتیدهاي متصل نشده
هــاي رنــدهتعیین اتصــال اختصاصــی رادیوپپتیــدها بــه گی

ــرارســطح ســلول، پلیــت ــه و هــا روي ظــرف یــخ ق گرفت
دقیقه، با بافر گلیســین  10ها دو بار، هر بار به مدت سلول

ــا  ــهpH=2.8ب ــدند و درون لول ــته ش ــه ، شس ــاي مربوط ه
ــزان ورود جمــع ــین می ــراي تعی ــان ب آوري شــدند. در پای

ــولار  ــک م ــول ی ــلول، از محل ــه درون س ــدها ب رادیوپپتی
NaOH ها بــا افــزایش لول استفاده شد. سلولجهت لیز س

 30لیتر محلول سود یک مــولار بــه هــر خانــه ویک میلی
دقیقه قرارگرفتن در انکوباتور لیز و به صــورت جداگانــه 

آوري شــدند. در پایــان کــار هاي مجــزا جمــعداخل لوله
هــاي مربوطــه بــا اســتفاده از میــزان فعالیــت پرتــویی لولــه

   گیري شد.زهگر گاما اندادستگاه شمارش
  

 ارندنشا دی) پپتdK( کیثابت تفک نییتع
ـــه ـــه  منظورب ـــل اتصـــال ب ـــدرت و تمای بررســـی ق

ـــینی گیرنـــده ـــاي نوروتنس ـــال اشـــباعه  از روش اتص
)Saturation binding assay(  استفاده شد. بدین منظــور

ــــه مــــدت یــــک شــــبانه HT-29هاي ســــلول  روز درب
ــاي بشــقابک ــشه ــقابک) خانهش ــه بش ــدن (ن ــت ش د تثبی

 یــک میلیــون ســلولکه در هر بشقابک حــدود صورتیبه
 قرار گرفت و هر بشقابک براي یک غلظت اختصــاص داده

 هــا، محــیط ساعت انکوباسیون ســلول 24 باًیشد. پس از تقر
هاي فوقانی در هر بشقابک تخلیه شده و با استفاده کشت

سپس به  شستشو انجام شد.دو بار از محیط کشت ناقص، 
درصــد  1محیط کشت حــاوي  تریلیلیمهر چاهک یک 

سرم جنین گاوي اضافه شــد و دوبــاره داخــل انکوبــاتور 
 2COمــدت یــک ســاعت ماننــد قبــل در قرار گرفــت. بــه
د. براي تعیین اتصال انکوبه شدن C°37دماي انکوباتور و در 

مــوردنظر تمــامی پــس از گذشــت زمــان  ی،راختصاصــیغ
 10ک بــه ســه چاهــک از هــر بشــقاب ها خارج و بشقابک

 دقیقــه، 30میکرومول پپتید سرد اضافه شد. پس از گذشــت 
به هر بشقابک که براي یک غلظت اختصاص داده شــده 

اضافه شد که در حجم  دارنشانبود مقدار معینی از پپتید 
آید. (با توجه اینکــه حجــم  به دستنهایی غلظت معلوم 

، 2/0، 1/0هــا ها یکسان بودند.) غلظتنهایی همه چاهک
پــس  نــانومولار بودنــد. 100و  50، 10، 5، 6/1، 8/0، 4/0

دو ســلولی بــه مــدت  هاي بشقابکها، از افزایش محلول
زمــان  پایان یــافتنبا  انکوبه شدند. C37°در دماي  ساعت

ها تخلیــه تمامی بشــقابک بالاییهاي انکوباسیون، محیط
گاما کانتر جمع آوري  هايلولهجداگانه در  طوربه ،شده

 PBS تــریلیلــیمیــک  ها با اســتفاده ازسلولشده و سپس 
پــس از لیــز  پایــان،دو بــار شستشــو داده شــدند. در  ســرد

، محتویات هر بشــقابک سلولی با محلول سود یک نرمال
توســط  هامیزان اکتیویته آن. گاما کانتر منتقل شد لوله به

شمارش گردید. جهت محاسبه ثابــت  دستگاه گاما کانتر
ــ تفکیــک ــدها ب ــزار پریســماز نرم HT-29 هرادیوپپتی  اف

   استفاده شد.
  
در مــوش حامــل  دارنشــانزیســتی پپتیــد  عیــتوز یبررســ
  HT-29 تومور

بــوده  CD-1نوع  ماده ازمورداستفاده نود  هايموش
 براي گرم داشتند. 20-25و در هنگام استفاده وزنی برابر 
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 پژوهشـی
 

محــیط ســلول در  710 ،در مــوش HT-29تومــور تلقــیح 
زیرجلدي و از ناحیــه پشــت پــاي  صورتبه کشت کامل

روز  14تــا  10پس از گذشــت تزریق شد.  راست حیوان
مکعــب  متــریســانت 7/0-8/0 انــدازه تومورهــا بــه حــدود

هــاي در موش نشــاندارهــاي ، توزیع زیستی ترکیبرسید
بــا اســتفاده از  نخســت توموري موردبررسی قرار گرفت.

، یــک میکرولیتــر (دو نــانومول 100 انسولین يهاسرنگ
 طریــق از دارســازينشان واکــنش محصول میلی کوري)

نیم ساعت پــیش از تزریــق . شد تزریق موش به دم ورید
شــده بــه منظــور انجــام آزمــایش  نشاندارسازيپپتیدهاي 

برابــر از  200بلاکینگ در شرایط درون تنــی، بــه میــزان 
هاي در نظــر گرفتــه شــده پپتید سرد از طریق دم به موش

(سه موش براي هر ساعت)، تزریق شد. براي این آزمون 
 دوز بلاك و غیر بــلاك)،ساعت ( دو و چهار گذشت با

 داخــل طریــق از و زایلازین/کتامین محلول از ايکشنده
 از پــس هــاموش کشــتن. شــد تزریــق هــاموش به صفاقی
 انجــام قلــب از خــون مســتقیم کشیدن با و کامل بیهوشی
قــبلاً  کــه ییهاسرنگ از استفاده با خون کشیدن. گرفت

ــه ــد شــده هپارین ــذیرفت انجــام بودن ــا ســپس و پ  و اعض
 معــده، طحال، بزاقی، غدد ریه، خون، همچون جوارحی

 اجســاد از تومــور و کبــد کلیه، استخوان، ماهیچه، روده،
 گامــا هــايتیوب بــه انتقال از پس و يآورجمع ها موش

ــه و وزن کــانتر ــا آن اکتیویت ــمارشه ــد ش ــزان. گردی  می
 دوز درصــدصــورت به ارگــان هــر در تیویتــهاک دریافــت
شده گزارش شد. نتایج محاسبه ارگان هر وزن بر تزریقی
ــوژیکی توزیــع ــادیر از میــانگینی ارگــان، هــر در بیول  مق
 همــراه بــه کــه ودـبــ وشـمــ هـســ بــه مربوطشده مشاهده
   .گردید محاسبه استاندارد انحراف
  

  يربرداریتصو
ـــا  هـــايدر تصـــویربرداري توســـط دوربین گامـــا ب

هــاي )، موشE-cam,Dual Head,Siemensمشخصات (
در  HT-29نــودي کــه از پــیش توســط ده میلیــون ســلول 

قسمت پاي راستشان توموري شده بودند، از طریق وریــد 

تزریق شد. پس از گذشت  دارنشانپپتیدهاي  هاآندم به 
 هوشیبزین زایلا ها با کتامین/دو ساعت از تزریق، موش

   صورت گرفت. هاآنیربرداري از شدند و تصو
  
  هاي آماريروش

 دو تی آزمون از آماري لیوتحلهیتجز محاسبه براي
ــادیر  اگــر. شــد اســتفاده مســتقل ــا آزمون ،P>05/0مق ه

   .شدندمی گرفته درنظر دارمعنی
  

  هایافته
شــده  هیته هايکمپلکس يداریپا یو بررس یفیکنترل ک

  m99 -تکنسیوم  با نینوروتنس مشتقاز 
هــاي روبشــگر نتــایج حاصــل از رادیوکروماتوگرام

ــر دو روش  TLCاي هســته ــه ه ــوط ب ــازينشاندارمرب ، س
درصــد را نشــان دادنــد.  95یی بالاتر از ایمیش ویرادبازده 

ناخالصی موجود در واکنش مربــوط بــه تکنســیم احیــا و 
تر از یک درصد بود که کم است) RHTهیدرولیز شده (

). خلــوص رادیوشــیمیایی توســط 4و  3 شــماره(نمــودار 
 ییــد شــد (نمــودارتأنیــز  HPLCهــاي رادیوکروماتوگرام

بــا  دارنشان). پایداري در نرمال سالین براي پپتید 5 شماره
تریســـین توســـط  /EDDAلیگانـــد کمکـــی تریســـین و

ساعت مــورد  24و  4، 1هاي  نوارهاي سیلیکاژل در زمان
بــازده  ارزیــابی قــرار گرفــت. بــراي تریســین بــه ترتیــب

 طوربـــهســاعت  24و  4، 1هـــاي در زمان نشاندارســازي
ــا  ــر ب ــی براب ــراي  83و  91، 95تقریب ــد، ب  /EDDAدرص

 نمــودارداد (درصــد نشــان  96و  97، 99تریسین برابــر بــا 
   ).6 شماره
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رادیوپپتید با تریسین در  (TLC) کروماتوگرام لایه نازك :3نمودار شماره 
  : استو نیتریل: آب)Cبافر سیترات،  :Bتون، متیل اتیل ک :Aحلال (

  

  
  

  
  

  
  

رادیوپپتیــد بــا  (TLC)کرومــاتوگرام لایــه نــازك  :4نمودار شــماره 

EDDA/ ) تریسین در حلالA : ،متیل اتیل کتونB:  ،بافر سیتراتC :
  آمونیوم استات: متانل)

  

  
  

  
  

 (HPLC) کرومــاتوگرام مــایع بــا عملکــرد بــالا :5نمــودار شــماره 

  تریسین /B: EDDAتریسین،  :Aبا  دیوپپتیراد
  
  

  
  

تریسین  /EDDAو  نیسیبا تر شاندارن دیپپت يداریپا :6 شماره نمودار
  اتاق يدر محلول و دما

  
ساعت،  24تر پایداري در زمان به منظور اثبات بیش

آنالیز کروماتوگرافی مایع با کارآیی بالا نیــز انجــام شــد 
   ده شد.نشان دا 7 شماره که در نمودار
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مربوط به  ساعت 24پس از  نیدر سال HPLC زی: آنال7نمودار شماره 
  تریسین /B: EDDAتریسین،  :Aبا  نشاندار دیپپت يداریپا

  
(رســوب  در ســرم انســانی نشاندارنتایج پایداري پپتید 

هاي پلاسما میزان اکتیویته متصل شده به پرروتئین دادن)
هــاي مختلــف را ید در زمانو اکتیویته متصل مانده به پپت

دهــد. پایــداري در ســرم انســانی از نظــر تجزیــه نشان می
هــاي  توسط آنزیم یا تغییر احتمــالی ایــن پپتیــد در زمــان

ی موردبررسنیز  HPLCیک و چهار ساعت توسط آنالیز 
قرار گرفت که بــراي تریســین بــه ترتیــب درصــد بــازده 

 نیسیتر /EDDA و براي درصد 94و  96یی ایمیش ویراد
آمــد. تنهــا یــک صــد بــراي  بــه دســتدرصــد  96و  93

تریسین ناخالصی مربوط به تغییــر در پپتیــد مشــاهده شــد 
). کانت رسوب حاصل پــس از افــزودن 8 شمارهنمودار (

و ســرم انســانی بــه عنــوان  دارنشاناتانول به مخلوط پپتید 
مقدار داروي متصل به پروتئین در نظر گرفته شد. درصد 

 /EDDAبــا تریســین و  دارنشــاناي پپتیــد داروي آزاد بر
  نشان داده شد. 9 شماره نموداردر تریسین 

  
  

  
  

  
  

  
 

 بــا نشــاندارمربوط به پایــداري پپتیــد  HPLCآنالیز : 8شماره نمودار 
)، B(و چهار ساعت  )A(تریسین در سرم انسانی پس از یک ساعت 

  )D(و چهار ساعت  )C(تریسین پس از یک ساعت  /EDDAبا 
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بــا تریســین و  نشــانداردرصد اتصال پروتئینی پپتید  :9نمودار شماره 
EDDA/ تریسین  
  
  
 log p يریگاندازه ای تهیسیلیپوفیل یبررس

بــا  نشــاندارنتایج نشان داد کــه ضــریب تقســیم پپتیــد 
 و -78/3±18/0بــه ترتیــب  تریســین /EDDAتریسین و 

نشــان از هیدروفلیســیته بــالاي  اســت؛ کــه -16/0±61/3
  است. هاآن

  
 يبــرا نشــاندار دیــپپت لیــتما ی اتصال اختصاصــی وبررس

  ورود به سلول
ها، اتصــال پپتیــد کردن گیرندهمطالعه بلاك  جهیدرنت
ــد کمکــی تریســین دارنشــان ــا لیگان  /EDDA و شــده ب

هاي بلــوك بــه ســلول ي بلوك نشدههاسلولتریسین در 
 دهندهنشــان) کــه p>05/0بــود ( داریمعنــشــده تفــاوتی 

نشــان  جینتــا .)10 شماره اتصال اختصاصی است (نمودار
بــه  بتنســ تریسین /EDDAبا  نشاندار دیداد که ورود پپت

ــیش  نیســیتر ــا بررســاســتبرابــر  5/1ب ــ ی. ب  جینتــا یکل
پــس  تریســین /EDDAبا  نشاندار دیگفت که پپت توانمی

 18حــدود  یبــیســاعت بــه مقــدار تقر چهــارزمان  یاز ط
 نیکه ایدرصورت شود،می HT-29 يوارد سلولهادرصد 

درصــد  نــه ییبه تنها نیسیدار با ترنشان دیپپت يمقدار برا
  .)11 شماره (نمودار است
  

 

  
  

بــه گیرنــده هــاي  نشــانداراتصال اختصاصی پپتید : 10نمودار شماره 
 :Bتریسین،  :A هاپس از یک ساعت بانوروتنسینی در سطح سلول

EDDA/ تریسین 

  

  
  

  
  

هاي براي ورود به درون سلول نشاندارتمایل پپتید  :11نمودار شماره 
HT-29 ـــا دیر بصـــورت . مقـــاتریســـین /B:EDDAتریســـین،  :A ب
نمایش داده شده است و تعداد بشقابک  احراف استاندار ±میانگین

  .سلولی در هر بخش سه عدد بوده است
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  ندارنشا دی) پپتdK( کیثابت تفک نییتع
ی و بــا اســتفاده از آنــالیز شــدگاشباعدر نتیجه آزمون 

بــا  دارنشــانی، ثابــت تفکیــک پپتیــد رخطــیغ ونیرگرســ
ــین  ــین /EDDAو تریس ــدهن تریس ــه گیرن ــبت ب هــاي س

ــب،  ــه ترتی ــینی ب  66/32±00/4و  41/50±76/9نوروتنس
  ).12شماره نانو مولار تعیین شد (نمودار 

  

  

  
 نوروتنســین هايبه گیرنــده نشاندار پپتید تفکیک ثابت: 12نمودار شماره 

  تریسین /B: EDDAتریسین،  :Aبا  HT-29 سلول هاي سطح در
  
در مــوش حامــل  اردنشــانزیســتی پپتیــد  عیــتوز یبررســ
 HT-29  تومور

دو و در  تریسین نشاندارنتایج حاصل از تزریق پپتید 
 ویــواکتیرادکــه بــالاترین جــذب ساعت نشــان داد  چهار

هــایی میزان جذب در ارگان مربوط به ارگان کلیه است.
از قبیل قلب، ریه و غده تیروئید و معده جذب ناچیزي از 

جــذب تومــور از دو و  را بــه همــراه داشــتند. پپتیدرادیو 
تغییــر  بــاًیتقرچهار ساعت کاهش بسیار جزئــی داشــته و 

  ساعت). 4در  63/2ساعت به  2در  82/3(کند چندانی نمی
با عمل بلاك کردن یعنی تزریق پپتید سرد پیش از 

شده نسبت جذب تومــوري کــاهش  دارنشانتزریق پپتید 

که نسبت میــزان جــذب تومــوري غیــر طوريپیدا کرد به
ــلا ــه ب ــلاك ك ب ــت 44/3ب ــه دس ــد ( ب ). U/B=44/3آم

در خون مانند خود تومــور  تهیویواکتیرادسرعت کاهش 
رو نسبت جذب تومــور بــه خــون از دو بــه کم بود. ازاین

امــا ایــن نســبت در ؛ چهار ساعت تغییر محسوسی نداشت
هاي دفعی (تومور به کلیه و تومور به کبد) فاحش ارگان

) 1 شــماره و جدول 13شماره بود (نمودار  ملاحظهقابلو 
نســبت تومــور بــه تریســین  /EDDA بــا داردر پپتید نشان

ســاعت بــه ترتیــب برابــر  دو و چهارهاي ماهیچه در زمان
و با گذشت زمان تا چهار ساعت تغییر است  48/3و  2/4

پایــداري ایــن نســبت را در گذشــت  بــاًیتقرکند کــه نمی
 با تریسین ایــن شاندارنپپتید  دهد. در موردزمان نشان می

کــاهش . )2 شماره جدول(رسد می 58/5به  3/2نسبت از 
 /EDDAبــا تریســین در  نشــاندارجذب بــرخلاف پپتیــد 

شود تقریبی نصف می طوربهشود که مشاهده می تریسین
ــع کبــدي  ــه دف ــد ب ــوي پپتی ــع کلی ــرخلافو نســبت دف  ب

یابــد. شود کــاهش میمی نشاندارفقط با تریسین  کهیوقت
ها با تزریــق پپتیــد ســرد پــیش از تزریــق با بلاك گیرنده

تــر و برابــر بیش نسبت غیر بلاك به بــلاك نشاندارپپتید 
نتــایج ). 2و جدول شــماره  13شماره نمودار (است  55/7

جز روده که تنها به دست آمده براي هر ارگان یا بافت به
صــورت درصــد دوز شامل درصد دوز تزریقی اســت، به

ـــر گـــرم اســـت و بهتزر انحـــراف صـــورت یقـــی در ه
نمایش داده شده است. تعداد مــوش  میانگین ±استاندارد

  عدد بوده است. سهدر هر زمان  شدهیبررس
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 ماده هايدر موش نشاندار پپتید بیولوژیکی عیتوز :13شماره نمودار 

ساعت پس از  دو و چهار HT-29هاي حاوي سلول داراي تومور نود
 شــدهیتعداد موش بررس تریسین. /B: EDDAتریسین،  :A با تزریق

  دد بوده است.سه عدر هر زمان 
  
ــوژیب عیــتوز: 1 شــماره جــدول ــا تر نشــاندار دیــپپت یکیول و  نیســیب
EDDA/ يحــاو يهــاتومور يماده نــود دارا يهادر موش تریسین 
تعداد موش بررسی شده در  .قیساعت پس از تزر دو HT-29سلول 

   د بوده است.عد سههر زمان 
 

  نیسیتر/EDDA ارگان
 (%ID/g) 

   بلاك
(%ID/g) 

   تریسین
(%ID/g) 

   بلاك
(%ID/g) 

 03/0±80/1 41/0±06/2 64/0±14/1 46/0±13/2 خون
 26/0±07/3 26/0±84/0 27/0±67/0 35/0±95/0 تیروئید و غدد بزاقی

 * 05/0±11/1 74/0±82/3 * 32/0±61/0 23/0±58/4 تومور
 19/0±44/1 14/0±65/1 4/0±89/0 34/0±08/1 عضله

 14/0±45/1 65/0±84/1 51/0±08/1 41/0±26/1 استخوان
 13/0±12/1 29/0±56/1 52/0±99/0 24/0±94/0 قلب
 09/0±08/2 26/0±50/2 82/0±29/1 1±49/1 ریه

 13/0±43/10 33/1±03/7 84/0±78/5 67/0±70/8 ها کلیه
 1/0±15/1 36/0±22/1 48/0±73/0 56/0±01/1 طحال
 14/1±63/3 49/0±24/2 4/0±44/1 08/0±12/4 معده
 12/0±02/2 28/0±90/1 48/0±01/1 1/0±16/1 کبد

 68/1±96/4 85/0±27/3 23/1±77/2 6/0±98/5 هاروده
  

بــه  روده )،P>05/0تفاوت بین بلاك و بــلاك نشــده معنــا دار اســت (:  *
   .استبیان شده  (ID%)درصد دوز تزریقی صورت

  
 هــا در توزیــع بیولــوژیکیارگاننسبت جذب تومور به  : 2اره ل شمجدو
مــاده نــود  يهادر موش تریسین /EDDAو  نیسیبا تر نشاندار پپتید
  قیساعت پس از تزر دو و چهار HT-29سلول  يحاو يهاتومور يدارا

  

 تومور به ارگان
 چهار ساعت دو ساعت

EDDA/ نیسیتر تریسین EDDA/ نیسیتر تریسین 

 58/5 48/3 30/2 20/4 ماهیچه

 2 63/1 84/1 88/1 خون

 57/2 77/0 54/0 94/3 کبد

 51/0 56/0 01/2 52/0 کلیه

  
  يربرداریتصو

مشــخص اســت،  2از تصــویر شــماره  طور کــههمــان
نسبت جذب تومور به عضــله در دو ســاعت بــراي پپتیــد 

بــا  دارنشــانتریسین نســبت بــه پپتیــد  /EDDAبا  نشاندار

ر اســــت. بــــا اســــتفاده از روش تــــتریســــین بــــه بیش
ROI(Region of interest)  نسبت تومور به عضــله بــراي

و مــوش  28/2تریسین  /EDDAبا  دارنشانموش با پپتید 
  آمد. به دست 74/1با تریسین 

  

  
  

 ينود دارا يهاگاما از موش نیبا دورب يربرداریتصو :2تصویر شماره 
 دیــپپت قیــســاعت پــس از تزردو   HT-29 ي ســلولحاو يهاتومور
   (سمت چپ) تریسین /EDDA(سمت راست) و  نیسیدار با ترنشان

  

  بحث
 ســـــازي نشاندار بـــــراي m99-تکنســـــیوم قـــــبلاً

ــــــــــا نوروتنســــــــــین ــــــــــه شــــــــــده ب   کونژوگ
HYNIC] 13)-] neurotensin (512Tle-7[βAla-HYNIC [  

 

ان ســرط از شناسایی منظوربه تریسین /EDDA حضور در
 نشاندارمقایسه با مشتقات نوروتنسین  و )HT-29( کولون

 خــواص .)7(بــود شــده اســتفاده m99-تکنســیوم بــا شــده
 چنــینهم و m99-تکنســیوم مناســب ياهســته و فیزیکی

 آن انتخاب به منجر آن، بودنصرفه به مقرون و دسترسی
 مطالعــه، ایــن در .)20،21(شــد پپتیدي سازي این نشاندار براي

 HYNIC کونژوگــه پپتید این تومور گیريهدف توانایی
 حضــور در m99-تکنســیوم شــاندارن روش از اســتفاده بــا

 گیريهــدف توانــایی چنــینهم .داده شــد تریسین نشــان
 تریســین /EDDAشده بــا تریســین و  شاندارنپپتید  تومور
ــاهم ــامقایســه گردیــد ب ــنشــان داد کــه ا جی. نت ــپپت نی  دی

با  گاندیهم ل ستمیدر حضور هر دو س HYNICگه کونژو
 99m-ومیطور مــؤثر بــا تکنســبالا بــه ییایمیوشیبازده راد
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ــا)7()3-5شــماره (نمــودار  شــد نشــاندار ــپا جی. نت  يداری
 نشــان داد کــه ســالینشــده در محلــول  نشــاندار باتیترک

ــداري ــد  پای ــا تریســین کم نشــاندارپپتی ــر از ب  /EDDAت
   .) است6 شماره ( نمودار ساعت 24پس از  تریسین

توانــد بــه علــت تــر بــا تریســین مــیاین پایداري کم
هــاي کمپلکس معمولاًهاي ایزومري است که اشتن فرمد

ـــداري کم ـــا پای ـــا ب ـــري ب ـــیومت ـــکیل  m99-تکنس تش
شــده در ســرم  نشــاندار يدهایــپپت يداریــپا .)16(دهــدمی

 ویراد یتندرون يداریاست که پا یاز عوامل یکی یانسان
 يداریــمطالعــه، پا نیــدر ا کند.می نییرا تع يدیپپت يداروها
ــا تریســین و  شــاندارنپپتیــد  در ســرم  تریســین /EDDAب

  .را نشان داد ساعت چهار تا درصد 90بالاتر از  یانسان
، HT-29 يهاســلولدر مطالعــه بــلاك کــردن روي 

تفاوت اتصال به سلول بلاك نشده و سلول بلاك شده با 
به ترتیب  تریسین /EDDA، با تریسین و نشاندارپپتید غیر 

) 10شــماره تر بود (نمودار برابر بیش 5/4در حدود سه و 
بــا  در مقابــلدرصــد  5/13و اتصال اختصاصی با تریسین 

دهــد . این نشــان میبود تریسین /EDDA درصد با 3/25
نســبت بــه  تریسین /EDDAبا تریسین و  نشاندارپپتید  که

ثابــت هاي نوروتنسینی اتصال اختصاصــی دارنــد. گیرنده
 تریســین/EDDA تر ازبیشن با تریسی شاندارنتفکیک پپتید 

 شاندارنپپتید دهنده میل ترکیبی بالاتر که این نشان است
هــاي نوروتنســینی اســت. تریسین بــه گیرنــده /EDDA با
ایــن افینیتــی نســبت بــه مقــادیري کــه توســط  وجودنیباا

 گــزارش شــد الشکر و همکارانش براي این فارمــاکوفور
 وارداز  ناشــی احتمــالاًاختلاف فاحش دارد. ایــن نقــص 

بتا آلانــین در ســاختار پپتیــد اســت و بــه تغییــرات  کردن
کننــده دومنظــوره یــا در رادیونوکلئید، شلات شده انجام

میــل  همکــاران و رکالشــ .شودینملیگاند کمکی مربوط 
ــی ــابهی ترکیب ــراي را مش ــن ب ــاکوفور ای ــق از فارم  طری
ــاندار ــط کردننش ــو توس ــاایزوتوپ رادی ــف يه و  مختل

و  DTPAانــد ( کــرده گــزارش منظــورهدوشلات کننده 
 DOTA ،نــانومولار 16±2 ثابت تفکیکبا  111-ایندیوم

ــدیوم ــا  111-و این ــکب ــت تفکی ــولار، 15±1 ثاب ــانو م  ن

DOTA  ثابــت  امــا؛ نــانومولار) 14±2 ثابــت تفکیــکبــا
و  DOTAبا همان فارمــاکوفور بــا  شده گزارش تفکیک
 یــنا نــانومولار 6/5±7/0 ثابــت تفکیــک بــا 90-ایتریــوم

 ندارنشامیزان ورود پپتید . )6(کشدمی چالش به را فرضیه
با تریســین  نشانداردر مقایسه با پپتید   تریسین /EDDAبا 

تــر پــس از گذشــت چهــار ســاعت برابــر بیش 5/1بــیش 
ج در مقایســه این نتــای بود. HT-29هاي مجاورت با سلول
هــا در مقایســه بــا کند که پپتیــدمی دییتأبا مطالعات قبلی 

هاي افــی بــادي، بــه نســبت قطعات آنتی بادي و مولکول
شوند. البته باید توجــه داشــت کــه تر وارد سلول میبیش

تواند ســرعت تغییرات کمی روي پپتیدهاي کوچک می
  .)22(به سلول را تغییر دهد هاآنورود 

 بــا تریســین نشــانداربررسی توزیع بیولوژیک پپتیــد 
در  نشــاندارترین میزان از تجمــع پپتیــد نشان داد که بیش

ــن  دهندهنشــانهــا بــوده اســت کــه کلیــه مســیر دفعــی ای
 تجمع کم اکتیویته در معــده و تیروئیــد رادیوپپتید است.

در شــرایط درون  نشــاندارتوان گفت که پپتید حیوان می
تنی پایدار است و آزادسازي پرتکنتــات ســدیم در بــدن 

 . تجمع در تومور دو و چهــار ســاعت پــساستموش ناچیز 
) ID/g%( 63/3و  82/3ترتیــب برابــر بــا پپتید به از تزریق

 ندارشــانهاي بوده است. اگرچه در توزیع زیستی پروتئین
هــا کیلودالتون) تجمــع در کلیــه 60تر (کم شده کوچک

ه رســد کــاما بــه نظــر مــی .)23(یک الگوي متداول است
پپتیدها با حضور اسیدهاي آمینه بــا بــار مثبــت در تــوالی 

بایــد  .)24(تواننــد داشــته باشــدتجمع بــالایی در کبــد می
ــدهاي توجــه داشــت کــه اســتفاده از شــلاتور هــا و لیگان

توانــد روي الگــوي توزیــع زیســتی کمکی متفاوت، مــی
 HYNICباشــد. بــراي مثــال مشــتقات  مؤثر داروها ویراد
تــر تولیــد دروفیلی بیشتوانند ترکیباتی با قــدرت هیــمی

کرده، در پایان تجمع در کلیه در این مشتقات نســبت بــه 
کننــد ترکیبــاتی کــه از شــلاتورهاي دیگــر اســتفاده مــی

. در مطالعــه بــلاك کــردن در )26, 25(تر خواهد بودبیش
نتایج نشــان داد کــه تجمــع در تومــور بــه  موريموش تو

و  افتهیکاهشصورت مشهودي دو ساعت پس از تزریق 
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رســیده  44/3به بلاك  بلاك ریغنسبت تومور در حالت 
 ندارنشــاکنند که اتصال پپتیــد می دییتأها است. این یافته

اختصاصــی انجــام  صــورتبههاي نوروتنســینی به گیرنده
 بــا نشــاندارولوژیــک پپتیــد بررســی توزیــع بی شــود.مــی

EDDA/ ترین شبی که این رادیوپپتید )7(نشان داد تریسین
مسیر  دهندهنشانها بوده است که میزان از تجمع در کلیه

 نشــاندارو در مقایسه بــا پپتیــد  استدفعی این رادیوپپتید 
الگــو تجمــع  بــود. ترعیســربا تریسین کلیــرانس کلیــوي 

بــا تریســین و  ندارنشــاپپتیــد  دیــروئیدر معده و ت تهیویاکت
EDDA/ با  ومورتریسین شبیه به هم نشان داد. تجمع در ت

کــه میــزان یابــد بــه طوريگذشت دو ساعت کاهش مــی
 ویــرادتجمع در تومور دو و چهار ساعت پس از تزریــق 

ــا  دارو ــر ب ــب براب ــه ترتی ــوده ID/g%( 96/2و  58/4ب ) ب
با  ندارنشاکلیه و کبد پپتید در  تهیویاکتالگو تجمع  است.

تریسین شبیه به هم نشــان داد. نتــایج  /EDDAتریسین و 
بــلاك کــردن در مــوش تومــوري نشــان داد کــه  مطالعــه

مشــهودي دو ســاعت پــس از  صــورتبهتجمع در تومور 
و مقدار جذب غیر بلاك بــه بــلاك  تزریق کاهش یافته

بــا تریســین  نشــانداراست کــه در مقایســه بــا پپتیــد  55/7
آمــده از توزیــع  دســتبــهبا توجه به نتــایج  تر است.بیش

ــتی،  ــوزیس ــس اربرداریتص ــاعت پ ــه ي دو س ــق ب ز تزری
 بــهآمــده  دســتبــههاي نود صورت گرفت و نتایج موش

 در بالاي ران پــاي ســمت راســت شدهلیتشکتومور  وضوح
موش را نشان داد. براي قیاس نسبت تومور به عضله براي 

با  دارنشانهر دو تصویر در نظر گرفته شد که براي پپتید 
EDDA/ تریســینبــا  دارنشانتر از پپتید تریسین اندکی بیش 

بــود و تصــاویر حاصــله مؤیــد آن بــود. جــذب تومــوري 
 ها یک پدیده پیچیده است که البتــه تــابع خــواصبیوملکول

ها (شــامل افینیتــی، آن است. علاوه بر خواص بیوملکول
هــاي تومــور ماننــد ورود به ســلول و متابولیســم) ویژگــی

هــا و هاي توموري، خــروج از مــویرگفشار داخل سلول
به سمت رسپتورهاي مورد هدف نقش  جاري شدن خون

در یــک مطالعــه یــک  .)27(کندمهمی در این امر ایفا می
ــدي  مشــتق جدیــد از نوروتنســین بــا دو سیســتم کولیگان

نســبت  .)8(دارسازي شدتریسین نشان /EDDAتریسین و 
هاي غیر هدف براي رادیوپپتید با تریسین ارگان تومور به

شــده بــا تریســین بــراي پپتیــد ندارنشاتر از رادیوپپتید کم
 /EDDAحاضر بود ولی براي رادیوپپتید بــا  مطالعه مورد

در  24/4ها بــه جــز تومــور بــه عضــله (تریسین این نسبت
  تر بودند.ها بیشدر دو ساعت) این نسبت 5/6مقایسه  با 

درون  هايویژگی که دارد وجود متعددي مطالعات
 و تریســین/EDDAتنی و برون تنی لیکانــدهاي کمکــی 

 داده نشــان در برخی مطالعات .کندمی مقایسه را تریسین
 بـــا شـــدهنشاندار HYNIC بــا پپتیدکونژوگـــه کـــه شــد

EDDA/  خــواص و بــالاتر تومــوري جــذبتریســین 
 پایــان در کــه داشــته تریسین به نسبت بهتري فارماکوکنتیک

که صورتی . در)28(است بوده بهتر تصویربرداري کیفیت
. ایــن )18،29،30(در مطالعات دیگــر نتیجــه بــرعکس بــود

تواند به دلیل تفاوت در توزیع اکتیویته رادیو پپتیــدها می
هــاي زمینه باشد. در این مطالعــه بــاوجود ویژگــیدر پس

یایی براي هردو کمپلکس شیم تقریباً مشابه ازلحاظ رادیو
بــا لیگانــد کمکــی  نشــاندارپپتیــدي، کمــپلکس پپتیــدي 

EDDA/ هــاي تریسین ازلحاظ شرایط درون تنی ویژگی
با لیگانــد ندارنشــاتري نسبت به کمپلکس پپتیدي مناسب

  کمکی تریسین نشان داد.
  

  سپاسگزاري
ــه از پایان ــه برگرفت ــن مقال ــهای ــان نام ــان امراری  ایم

 اي دانشگاهخصصی داروسازي هستهدکتري ت دانشجوي
  .بود 1104طرح مازندران با کد  پزشکی علوم
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