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 ٢١         ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران  

 
بوسيله كروماتوگرافي مايع با  ] C۱۴[ تعيين خلوص شيميايي و راديوشيميايي راديوداروي كلوزاپين 

 كارايي بالا و شمارنده درخششي مايع
 

، مريم صلاحي نژاد (MSc)، غلام حسين شيرواني (PhD)، نادر صائميان (MSC)فريدون افلاكي 
(MSc) 

 
 ران، تهران، ايرانمركز تحقيقات هسته اي، سازمان انرژي اتمي اي

 )۱۵/۱۱/۸۴:  ، تاريخ پذيرش۹/۱۱/۸۴:  ، تاريخ اصلاح۲۲/۱۰/۸۴: تاريخ دريافت(

 
 چكيده

است كه مكانيسم عمل  كلوزاپين، داروي بسيار پيچيده اي در زمينه سايكوفارماكولوژي     :مقدمه
رهم و متابوليسم آن كاملا مشخص نگرديده است و اثرات روان درماني آن به تعدادي از ب                      

براي شناخت بيشتر   .  كنش هاي تركيبي آن با گيرنده هاي دوپاميني و سرتونيني نسبت داده مي شود           
 در  ۱۴-مكانيسم عمل و متابوليسم اين تركيب، سنتز نشاندار شده اين دارو با راديوايزوتوپ كربن             

 در اين مقاله خلوص    .  يك محل پايدار بيولوژيكي در مركز تحقيقات هسته اي انجام گرفت             
(سنتزي با روش كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا          ]  C۱۴[  شيميايي و راديوشيميايي  كلوزاپين       

HPLC (و شمارنده درخششي مايع مورد بررسي قرار گرفته است. 
 و گراديانتي از فاز متحرك      C8 ، با استفاده از ستون غير قطبي         HPLC درسيستم   :روش بررسي 

 جداسازي كلوزاپين از     ml/min۱ات سديم با سرعت جريان       استونيتريل و محلول بافر آبي فسف      
 nm در طول موج     UVتشكيل شده درفرايند سنتز آن اجرا و توسط آشكارساز              تركيبات حد واسط  

 استونيتريل و ) ۱فاز متحرك بهينه براي جداسازي شامل .  اندازه گيري گرديد۲۵۴
كه با  )  (TEAاز تري اتيل آمين     %  ۲/۰آمونيوم هيدروژن فسفات حاوي     M  ۰۷۵/۰محلول آبي   )  ۲

براي جداسازي نمونه ها مقدار استونيتريل     .   رسانده شد  =pH  ۵/۳ به   M۰۱/۰محلول اسيد فسفريك    
 .تغيير يافت% ۴۵به % ۱۰فاز متحرك در زمان ده دقيقه از 

 براي اندازه گيري كلوزاپين به ترتيب      RP-HPLC حد تشخيص و دقت تجزيه اي روش        :يافته ها
µg/ml  ۰۱/۰  بدست  <%۹۹ حاصل گرديد و درجه خلوص شيميايي راديوداروي سنتزي          ۱-۴/۳%  و 

براي اندازه گيري خلوص راديوشيميايي، دستگاه شمارنده درخششي مايع به كار برده شد و               .  آمد
فعاليت ويژه كلوزاپين   .   انجام گرديد  ACS  (Amersham)به محلول    شمارش با افزايش مستقيم نمونه    

 .  تعيين گرديد<%۹۹ و خلوص راديوشيميايي آن µCi/mg۱۰سنتزي  
و تركيبات حدواسط سنتزي آن از يكديگر           ]C۱۴[  كلوزاپين  با جداسازي مناسب    :نتيجه گيري

، امكان    ]C۱۴[  كلوزاپين  تعيين راندمان كلي توليد     علاوه بر ،  در روش كروماتوگرافي ارائه شده     
 ميسر مي باشد لذا به روش هاي مرسوم جداسازي نظير تعيين راندمان هر مرحله از فرايند سنتزي نيز 

 مايع براي تعيين راندمان كلي واكنش و يا تعيين راندمان هر مرحله از                -تقطير و استخراج مايع   
 مجهز به آشكارساز       HPLCهمچنين چنانچه دستگاه     .   نياز نمي باشد        ]C۱۴[  سنتز كلوزاپين   

ي همزمان راندمان شيميايي و راديو شيميايي نيز ميسر           رايواکتيو مناسبي باشد، امكان اندازه گير     
 .است

 
، خلوص راديوشيميايي، كروماتوگرافي مايع با كارايي بالا، شمارنده            ]  C۱۴[   كلوزاپين واژه هاي كليدي   

 درخششي مايع

 
سته ه  فريدون افلاکي، تهران، خ کارگر شمالي، سازمان انرژي اتمي ايران، مرکز تحقيقات             :  نويسنده مسئول 
   :faflaki@aeoi.org.irE-mail، اي، بخش شيمي تجزيه

mailto:faflaki@aeoi.org.ir
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  و همكارانافلاكي ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران          ٢٢

 مقدمه
پي -متيل-۴(-۱۱-كلرو-۸كلوزاپين با نام شيميايي     

تركيب (ديازپين    ] e،b[    ]۴،۱[ بنزو  دي -H۵ -)پيـرازنيل 
 سنتز شد ۱۹۶۰، اولين بار در سال )۱شماره يك، شكل 

 بـه عنوان يك داروي آنتي      ۱۹۷۲-۱۹۷۵در سـالهاي    و  
سـايكوتيك معرفـي شد و استفاده گسترده اي در درمان      

ولي استفاده از آن به دليل ). ۱(بيماري هاي رواني يافت    
كم شدن گلبول هاي    (اثـرات مـرگ بـار آگرانولوسيتوز        

با بررسي هاي  . چـند سال متوقف گرديد    ) سـفيد خـون   
با كنترل و نظارت دقيق و      دقيق تر مشخص گرديده كه      

شمارش هفتگي گلبول هاي سفيد مي توان تا حد زيادي        
به هر حال . از اثـرات مهلـك كلوزاپـين جلوگيري كرد        

كلوزاپـين در مقايـسه بـا داروهـاي مشابه خود، اثرات             
جانبـي كمتـري ايجاد مي كند و دارويي موثر در درمان            

 ).۲و۳  (بيماري اسكيزوفرني است 
هه از سنتز اين دارو و با وجود        بـا گذشـت چـند د      

تحقـيقات انجـام شده، مكانيزم عمل ومتابوليسم آن در          
بـدن انسان تاكنون به درستي مشخص نگرديده است و      
همچـنان تحقـيقات گسترده اي براي روشن شدن دقيق          
مكانيـزم عمـل ايـن دارو و ايجاد ساختارهاي شيميايي       

). ۲(رد  موثرتـر مـشابه بـا ايـن تـركيب در دنيا ادامه دا             
مشخص گرديده است كه اين تركيب حداقل با    .امـروزه 

 گيرنده انتقال عصبي در مغز برهم كنش دارد و اثرات           ۹

روان درمانـي آن بـه تعدادي از برهم كنش هاي تركيبي            
 بـا گيرنده هاي دوپاميني و سرتونيني نسبت داده مي شود           

)۴.( 
تاكـنون روش هـاي مـتعددي بـراي مطالعه بر روي        

 عمـل و متابوليـسم كلوزاپـين در بـدن به كار             مكانيـزم 
اين روش ها شامل اندازه گيري كمي       . گـرفته شده است   

و كيفي كلوزاپين و مشتقات حاصل از متابوليسم آن در         
....) كبد، پلاسما، ادرار و   (قـسمت هـاي مخـتلف بـدن         

اين تكنيك ها شامل اسپكترومتري ماوراءبنفش      . مي باشد 
، گاز  )۷(، الكتروفورز )۶(مي، روش هـاي الكتروشـي     )۵(

. مي باشند ) ۹(و كروماتوگرافـي مايع   ) ۸(كروماتوگرافـي 
ايـن روش هـا بيـشتر شـامل انـدازه گيـري كلوزاپــين و       
مشتقات احتمالي حاصل از آن در پلاسما و سرم خون          

 ).۹-۱۱(بيماراني است كه از اين دارو استفاده كرده اند  
يسمي عـلاوه بـر روش هـاي فـوق، مطالعات متابول          

كلوزاپـين در بـيماران مـي تـواند بـا اسـتفاده از رديابي             
راديواكتيويـته حاصل از تركيب نشاندار كلوزاپين انجام        

بـراي ايـن منظور كلوزاپين در يك محل پايدار          . گـردد 
با استفاده )  سيستم سه حلقه اي    ۱۱موقعيت  (بيولوژيكي

 نـشاندار شـده، و از ايـن تـركيب نشاندار براي             C۱۴از  
 و مطالعات مكانيسمي كلوزاپين در بدن استفاده        رديابي

 ).۱۲(مي گردد

 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

  ]C۱۴[  مراحل سنتزي كلوزاپين :١ -شكل
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 ٢٣         ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●هسته اي ايران مجله پزشكي  HPLC  با]C]۱۴  تعيين خلوص شيميايي و راديوشيميايي كلوزاپين  

، در مركز تحقيقات ]C۱۴[تـركيب نشاندار كلوزاپين   
 هـسته اي سـازمان انرژي اتمي ايران سنتز گرديده است     

 نشان داده شده   ۱كـه مراحل سنتزي آن در شكل        ) ۱۳(
مـواد اوليه و حدواسط هاي ايجاد شده در سنتز           . سـت ا

 ،  UV،  كه مي توانند در اثر جذب نور          ]C۱۴[كلوزاپـين   
 :اندازه گيري شوند، شامل تركيبات زير مي باشد

{1}- 8-chloro-11(4-methyl pypirazenil)-5 H- 

dibenzo[b,e][1,4]diazepine -[11-14C] 
{2}- 2-amino-benzonitrile[cyano-14C]  

{3}- 1,4-dichloro-2-nitobenzene 

{4}- 2-[(4-chloro-2-nitrophenyl)amino]-

benzonitrile-[cyano-14C]  

{5}- 2-[(4-chloro-2-nitrophenyl)amino]-

benzoamide[carboxy-14C]  

{6}- 8-chloro-5,10-dihydro-11H-dibenzo 

[b,e] [1,4]diazepine-11-one-[11-14C] 
 

ــرور    ــه ض ــوجه ب ــا ت ــوص شــيميايي و  ب ت خل
راديوشيميايي يك راديو داروي توليدي، كنترل كيفي و        
كمـي راديـوداروي سنتزي از اهميت خاصي برخوردار         

تعيــين ايــزوتوپهاي راديواكتــيو بــر اســاس . مــي باشــد
انـدازه گيري ذرات پرانرژي است كه مواد راديواكتيو در        
ــاطع    ــود ســ ــي از خــ ــزيه و واپاشــ ــان تجــ زمــ

: ي معمـول بكار رفته عبارتند از آشكارسـازها .مـي كنـند   
اتاقک هاي يونيزاسيون، شمارنده گايگر، شمارنده نسبي       

انتخاب . و اشـكال متنوعي از آشكارسازهاي درخششي    
هر يك از روشهاي سنجش براي يك عنصر راديواكتيو         
بـه چـند عامـل بـستگي دارد كـه مهمترين آنها، نوع و           

خششي سيستم هاي شمارنده در. انرژي تابش شده است
مايـع  بـه طـور گـسترده اي در مطالعـات شـيمي آلي،                

كارايي . بيوشيمي و پزشكي مورد استفاده قرار مي گيرند    
و سهولت تهيه نمونه باعث گرديده است كه اين روش          
خـصوصا بـراي آشكارسـازي اشـعه هاي بتاي ضعيف            

  به عنوان يك روش منحصر 3H و 35S  ، 14Cحاصـل از  
اساس كار اين تكنيك    . يردبـه فـرد مورد استفاده قرارگ      

ــضي از      ــر روي بع ــسته اي ب ــابش ه ــه ت ــت ك آن اس
مولكـولهاي آلي سبب ايجاد پديده فلورسانس مي گردد         
و ميـزان نـور فلورسـانس بـا تـابش اشعه و شدت آن               

 ).  ۱۴(متناسب مي باشد      
راديواكتيو، تعداد واپاشي هاي فعاليت كمي يك ماده  

و بر حسب واحدهاي  هـسته اي درواحـد زمان مي باشد    

در مــواد . گـردد بـيان مــي  ) Ci(يـا كــوري  ) Bq(بكـرل 
ــاده     ــك م ــزيه ي ــوما تج ــشاورزي عم ــيولوژيك و ك ب
راديواكتـيو بـصورت تابعـي از غلظت ماده نشاندارشده        
تعـريف مـي گــردد و فعالـيت ويـژه برابــر بـا ســرعت      
فروپاشـي عنـصر رايواكتيو در واحد جرم يا واحد مول     

لحاظ نيز تعيين خلوص شيميايي تعريف مي گردد بدين 
بطور معمول  ). ۱۴و۱۳(راديـوداروها ضروري مي باشد      

بـراي تعيين خلوص شيميايي از روشهاي مقايسه نقطه         
ــيف  ــتفاده HPLC و IR ، NMR ، TLCذوب و ط  اس

ايـن مقالـه بـه انـدازه گيـري درجه خلوص         . مـي گـردد   
با استفاده از   ] C۱۴[شـيميايي و راديوشيميايي كلوزاپين      

روش كروماتوگرافـي مايـع بـا كارايـي بالا و شمارنده            
 .درخششي مايع مي پردازد

  
 روش بررسي

  مواد شيميايي و دستگاهها-الف
 Research Biochemicalكلوزاپـين خالص از شركت  

Inc. ،    كلوزاپـين ]C۱۴ [ و حدواسط هاي سنتزي آن از
بخـش راديوايـزوتوپ مركز تحقيقات هسته اي سازمان         

 gradient(حلال استونيتريل . مي تهيه گرديدانـرژي ات 

grade( ــسفريك ــين از ۸۵%، اســيد ف ــيل آم ــري ات  و ت
مورد استفاده  HPLC دستگاه. شـركت مرك تهيه گرديد 
   :داراي مشخصات ذيل بود

 ،Waters 1525 Binary HPLC pump :نـوع پمپ 
ــاز ، Dual λ Absorbance  Waters2487:آشكارسـ

 Breeze Data Processing:سيـستم پردازش اطلاعات 

Waters  .    همچنـين از دسـتگاه اسـپکترومتر درخششي
 بـراي اندازه گيري  (Beckman  Model LS6500)مايـع  

 .اكتيويته نمونه ها استفاده گرديد
 

  اندازه گيري خلوص شيميايي-ب
بـراي انـدازه گيري درجه خلوص شيميايي راديوداروي         

توگرافي ازروش فـاز معكـوس كروما     ]  C۱۴[كلوزاپـين   
مايــع بــا عملكــرد بــالا اســتفاده گــرديد و جداســازي 
كلوزاپين و تركيبات حد واسط سنتزي آن توسط ستون        

C8-Optimal (250*4.6 mm, 10μm)فاز .  انجام گرديد
) Aاز حلال  ) شويش شيبي (متحـرك شـامل گراديانتي      

 آمونيوم  M ۰۷۵/۰محلول آبي   ) Bاسـتونيتريل و حلال     
 در (TEA)صد تري اتيل امين   در۲/۰هيدروژن فسفات و  

۵/۳pH=         بود و براي جداسازي كامل نمونه ها در ستون 
ــاز    ــتونيتريل ف ــدار اس ــر، مق ــي از يكديگ كروماتوگراف
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  و همكارانافلاكي ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران          ٢٤

. تغيير يافت % ۴۵به  % ۱۰متحـرك در زمان ده دقيقه از        
 nm و طول موج     ml/min۱سرعت جريان فاز متحرك     

 بـراي آشـكار سـازي و انـدازه گيري كمي به كار              ۲۵۴
 . ته شدگرف

بـراي بررسـي جداسـازي كلوزاپين و تركيبات حد     
 mg/L۱۰۰واسط سنتزي آن از يكديگر، محلولي حاوي 

ميكروليتـر از آن بـه سـتون دستگاه         ۱۰از آنهـا تهـيه و       
انحـلال و رقيق كردن     . كروماتوگرافـي تـزريق گـرديد     

ــول    ــا اســتفاده از محل ــز ب ــتانداردها ني ــا و اس ــونه ه نم
 .  انجام  شدBل حلا% ۱۰استونيتريل حاوي 

بعـد از جداسازي مناسب كلوزاپين و تركيبات حد         
 استاندارد  ppm۱۰۰۰واسـط سنتزي آن، با تهيه محلول        

كلوزاپــين و تــزريق مقاديــر متناســبي از آن بــه ســتون 
كروماتوگرافـي، نمـودار كاليبراسيون ترسيم گرديد و با         
اسـتفاده از آن درجـه خلـوص شـيميايي راديو داروي            

 . سبه گرديدسنتزي محا
 

  اندازه گيري خلوص راديوشيميايي-ج
 ميلي گرم كلوزاپين نشاندار به کمک حداقل مقدار     ۱۰۰

/۲از استيك اسيد گلاسيال در آب مقطر حل گرديد و            
 ميلي ليتر از اين محلول را توسط ميكروپيپت در ۰-۱/۰

ميلي ليتر ۱۰ويالي از جنس پلي اتيلن وارد نموده به آن       
 اضافه گرديد ACS (Amersham)لانت از محلول سينت

و بـه مـدت ده دقـيقه توسـط دسـتگاه درخششي مايع            
(شـمارش بر مبناي تجزيه بر دقيقه        . شـمارش گـرديد   

DPM (     با شمارش  . توسط دستگاه اندازه گيري مي گردد
و شمارش و محاسبه ) A0(و محاسبه اكتيويته ماده اوليه 

ــس از جداســازي   ــته محــصول پ ــبديل) A(اكتيوي  و ت
فعالـيت هـا بر مبناي كوري و يا بكرل و سپس محاسبه           
نـسبت ايـن دو بـه هـم رانـدمان راديوشيميايي  راديو              

 .داروي سنتزي محاسبه گرديد
 

 يافته ها و بحث 
بـراي تعيـين درجـه خلـوص كلوزاپـين بـا استفاده از              

 لازم اسـت كـه زمان بازداري كلوزاپين   HPLCسيـستم   
ازداري ساير تركيبات   در ستون كروماتوگرافي از زمان ب     

حـد واسـط تـشكيل شـده در فـرايند سنتز آن متفاوت       

روشـهاي انـدازه گيـري كلوزاپين منتشر شده در        . باشـد 
ــين و   ــوما شــامل جداســازي كلوزاپ ــنابع علمــي عم م

 و يا   )۱۰و۱۱(مـشتقات حاصل از متابوليسم آن در بدن       
اندازه گيري آن در قرص هاي درماني كلوزاپين غير اكتيو   

ــيل آنكــه مــشتقات حاصــل از  . )۱۵(د مــي باشــ ــه دل ب
متابوليسم كلوزاپين در بدن مشابه حدواسط هاي سنتزي        
راديـو داروي كلوزاپين نمي باشد و نيز با توجه به اين            
كه فرايند سنتزي جديدي براي نشاندار كردن كلوزاپين        
اسـتفاده گرديد كه حد واسط هاي آن با  حد واسط هاي     

، لذا به )۱۳(و مشابه نمي باشندسنتزي كلوزاپين غير اكتي 
۱۵(كارگيري شرايط كروماتوگرافي منابع علمي مذكور   

و حد  ] C۱۴[، جداسـازي مناسـب كلوزاپـين        )۱۰-۱۲و
بدين جهت  . واسـط هـاي سـنتزي آنرا فراهم نمي آورد         

ــه   ــدي توســعه داده شــد ك ــي جدي روش كروماتوگراف
موجب جداسازي كامل كلوزاپين و تركيبات حد واسط     

براي اين منظور با ). ۲شكل(از يكديگر گرديد   سـنتزي   
تـوجه بـه قطبيت نمونه ها و ستون كروماتوگرافي مورد           

و بـر اسـاس تجربيات منابع   ) غيـر قطبـي   C8(اسـتفاده   
علمـي گـزارش شـده بـراي اندازه گيري كلوزاپين، فاز            

آمونيوم M ۰۷۵/۰متحركـي شامل استونيتريل و محلول      
ب گرديد و با     انـتخا  TEAهـيدروژن فـسفات حـاوي       

تغييـر تـركيب فـاز متحـرك شرايط ايده آل جداسازي            
تغييـرات اعمـال شـده در تركيب فاز         . حاصـل گـرديد   

تغيير ) ۱: متحـرك مـورد استفاده براي جداسازي شامل     
  pHتغيير ) TEA ۳تغيير درصد   ) ۲درصـد اسـتونيتريل     

) ۱فــاز متحــرك بهيــنه بــراي جداســازي شــامل . بــود
آمونيوم هيدروژن  M ۰۷۵/۰آبي  محلول  ) ۲اسـتونيتريل   

كـه بــا محلـول اســيد   TEA از % ۲/۰فـسفات حـاوي   
ــسفريك ــه M۰۱/۰ف ــد=pH ۵/۳ ب ــانده ش ــراي .  رس ب

جداسـازي در هنگام شروع آناليز مقدار استونيتريل فاز         
تغيير داده  % ۴۵به  % ۱۰متحـرك در زمـان ده دقـيقه از          

بـا اسـتفاده از ايـن روش براي اندازه گيري كمي            . شـد 
 و دقت تجزيه μg/ml  ۰۱/۰پين، حد آشكارسازيكلوزا

حاصـل گـرديد و بـا مقايـسه كروماتوگرام         % ۱-۴/۳اي
 حاصـــل ازتـــزريق اســـتاندارد و نمـــونه درجـــه    

  محاسبه   <%۹۹خلـوص شـيميايي راديو داروي سنتزي      
 .گرديد
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 ٢٥         ۱۳۸۴  سال● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●مجله پزشكي هسته اي ايران  HPLC  با]C]۱۴  تعيين خلوص شيميايي و راديوشيميايي كلوزاپين  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

پيك مربوط به (هاي سنتزيو حد واسط  ] C۱۴[  كروماتوگرام حاصل از جداسازي كلوزاپين :٢ -شكل
 ) با شماره مشخص شده اند۱تركيبات مختلف فرايند سنتزي شكل 

{1}- 8-chloro-11(4-methyl pypirazenil)-5 H- dibenzo[b,e][1,4]diazepine -[11-14C] 
{2}- 2-amino-benzonitrile[cyano-14C]               

{3}- 1,4-dichloro-2-nitobenzene        

{4}- 2-[(4-chloro-2-nitrophenyl)amino]-benzonitrile-[cyano-14C]                              

{5}- 2-[(4-chloro-2-nitrophenyl)amino]-benzoamide[carboxy-14C]                                

{6}- 8-chloro-5,10-dihydro-11H-dibenzo[b,e][1,4]diazepine-11-one-[11-14C] 
 
 

در دسـتگاه شـمارنده درخشـشي مايـع، تجزيه در           
يـك عنـصر راديواكتـيو انـدازه گيري          ) DPM( دقـيقه   

 ) DPS( بـا تـوجه به اين كه تجزيه در ثانيه     .مـي گـردد   
 Bq ۱۰۱۰×۷/۳ مـي باشد و از طرفي ) Bq(برابـر واحـد   

مي باشد چنانچه حجم مورد     ) Ci(معـادل يـك كـوري       
 :ا باشد لذA كل برابر DPM  و Vtسنجش 

 
(DPM) = [A/60](DPS)  (1)  

ــي  (2) ــي س ــك س ــم ي ــونه در حج   شــمارش نم
[A/60](DPS) ×1/Vt =  

 (DPS)[A/60]  شـمارش نمـونه در حجـم كـل     (3)

×1/Vt×V =  

 (DPS)[A/60]   اكتيويـته كـل بـر حسب كوري    (4)

×1/Vt×V× (1Ci/3.7×1010DPS) =  
 

بـا تقـسيم اكتيويـته كـل بـر جـرم كلوزاپـين مورد           
الـيت ويـژه راديـوداروي سـنتزي برابـر با         سـنجش، فع  

µCi/mg  ۱۰ ۹۹ و درجه خلوص راديوشيميايي آن%> 
 .تعيين گرديد

 
 نتيجه گيري

بـه طـور معمـول بـراي محاسـبه رانـدمان شــيميايي و       
ــواد   راديوشــيميايي واكنــشها لازم اســت كــه نــسبت م
محصول به مواد اوليه محاسبه گردد كه براي اين منظور      
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 افلاكي و همكاران ۱۳۸۴ سال ● ۲۵ شماره ● ۱۴ دوره ●         مجله پزشكي هسته اي ايران ۲۶

 واكنش بايد از مواد اوليه بر اساس        محصول توليدي هر  
تفـاوت خـواص فيزيكي و شيميايي توسط روش هايي          

 مايع و يا توسط     -نظيـر تـصعيد، تقطير، استخراج مايع      
(كروماتوگرافـي سـتوني جداسازي و اندازه گيري گردد        

و ] C۱۴[بـا تـوجه به جداسازي مناسب كلوزاپين         . )۱۲
 روش  تركيبات حد واسط سنتزي آن از يكديگر توسط       

كروماتوگرافـي ارائه شده، علاوه بر تعيين راندمان كلي         
، امكان تعيين راندمان هر مرحله      ]C۱۴[تولـيد كلوزاپين    

از فـرايند سـنتزي بـدون نـياز بـه روشـهاي جداسازي        
مذكــور فــراهم مــي باشــد و چــنانچه خروجــي ســتون 
كروماتوگرافـي توسـط دستگاه جمع كننده اجزاء جمع         

نمونه هاي مذکور را نيز مي توان       آوري گـردد، اكتيويـته      

توسـط دسـتگاه شـمارنده درخشـشي مايع اندازه گيري         
  همچنـين مـي تـواند عـلاوه بر        HPLCسيـستم   . نمـود 

،  به آشكارساز راديواکتيو مناسبي مجهز       UVآشكارساز  
گـردد كـه در ايـن صـورت اندازه گيري درجه خلوص             
 شـيميايي و راديوشـيميايي به طور همزمان امكان پذير         

 امــروزه بــه HPLCچنــين سيــستم هــاي . خــواهد بــود
مزيت . )۱۷و۱۶(صـورت تجارتي در دسترس مي باشند      

 هزينه و زمان تجزيه اي HPLCاسـتفاده از سيـستم هـاي     
كمتـر و دقـت و حـساسيت بيشتر نسبت به استفاده از             
روشــهاي مرســوم جداســازي تجــزيه اي نظيــر تقطيــر، 

ــع ــيلك -اســتخراج ماي ــي س ــع و ســتون معمول اژل  ماي
 .مي باشد
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ABSTRACT 
Introduction: The mechanism of action and metabolism of clozapine, a complex drug used in 

psychopharmacology, is not completely understood. The effects of this compound in human body are 

related to some interactions with serotonin and dopamine neurotransmitter receptors. To further 

elucidate the mechanism of action and to support ongoing drug metabolism studies, [14C]  clozapine 

with suitable radiochemical purity was synthesized in nuclear research center of AEOI.  

Methods: In this report radiochemical and chemical purity of [14C]  clozapine were determined by 

liquid scintillation and reversed phase-HPLC respectively. Separation of [14C]  clozapine and its 

synthesized interface products was carried on C8 optimal column and UV detector at 254nm.The 

mobile phase consisted of acetonitril-buffered aqueous solution of sodium phosphate with a flow rate 

of 1ml/min. 

Results: Detection limit  and analytical precision of RP-HPLC method were 0.01µg/ml and 1-

3.4% respectively. The chemical purity of synthesized clozapine was >99%. For determination of 

activity and radiochemical purity, liquid scintillation spectrometer was used and counting was done 

by direct addition of samples to ACS (Amersham) solution. Specific activity of synthesized clozapine 

was 10µCi/mg and radiochemical purity of >99. % was achieved. 

Conclusion: By separation of [14C]  clozapine and its synthesized intermediate products the 

represented methods, in addition to determination of total yield of reaction, it was possible to 

determine every step of reaction therefore; it was not nessaseray to use classical methods such as: 

distillation, liquid-liquid extraction, etc. 

If the HPLC instrument is equipped with radiochemical detector, simultaneous determination of 

radiochemical as well as chemical yields of products are possible. 

Key words: [14C]Clozapine, Radiochemical purity, High performance liquid chromatography, 

Liquid scintillation spectrometer 
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