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บทคดัย่อ  
ริทูซิแมบเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่สามารถจบักบัแอนติเจน CD20ได ้ แอนติบอดีน้ีท าหนา้ที่ควบคุม

กระบวนการเร่ิมและการแบ่งตวัของเซลล ์ มีการตรวจพบแอนติเจน CD20 มากกว่าร้อยละ 90 ในคนไขท้ี่ป่วยดว้ย
โรคมะเร็งน ้าเหลืองชนิด Non-Hodgkin’s (NHL) จึงมีการใช ้ ริทูซิแมบ เป็นเคมีบ าบดัส าหรับผูป่้วย NHL แต่ใน
ผูป่้วยที่ไม่ตอบสนองต่อวิธีการรักษาดว้ยวิธีเคมีบ าบดัจ าเป็นตอ้งใชแ้อนติบอดีร่วมกบัการบ าบดัดว้ยรังสี โดยการติด
ฉลากเขา้กบัสารกมัมนัตรังสีท่ีมีคุณสมบติัในการรักษา การศึกษาน้ีมุ่งหาสภาวะท่ีเหมาะสม ในการท าไอโอดิเนชนั
ดว้ยคลอรามีน-ที โดยน าไอโอดีน-131 ซ่ึงเป็นนิวไคลดก์มัมนัตรังสีที่มีคุณสมบติัในการบ าบดัมะเร็งที่สามารถผลิต
ไดเ้องในประเทศไทย ติดฉลากเขา้กบัโมโนโคลนอลแอนติบอดี จากการศึกษาพบว่าแอนติบอดี 7.5 มิลลิกรัมใน
สภาวะที่มีสารละลาย 0.25 โมลาร์ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ในน ้าเกลือเป็นตวัปรับปริมาตร ในระยะเวลาท าปฏิกิริยาไอโอดิ
เนชนัดว้ยคลอรามีน-ที เท่ากบั 3 นาที สามารถติดฉลากกบั Na131I ความแรงรังสี 75 มิลลิคูรี โดยมีร้อยละของการติด
ฉลากมากกว่า 95 โดยมีความคงตวัของไอโอดีน-131รีทูซิแมบ นานกว่า 4 ชัว่โมง 
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 Abstract 
Rituximab is a monoclonal antibody that has been used as chemotherapeutic agent to treat patients with 

Non-Hodgkin’s Lymphoma. The main function of Rituximab is to control cell proliferation upon binding to CD20 
on the cell surface. CD20 is found to express in more than 90 percent of Non-Hodgkin’s Lymphoma patients. To 
extend the efficiency of Rituximab as a radioimmunotherapeutic agent for patients with low/no response, the 
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antibody is labeled with radionuclide. In Thailand, iodine-131 is a suitable radionuclide for this purpose. The 
objective of this study is to optimize the labeling conditions of the antibody by chloramine-T for preparation of 
131I-Rituximab. It was found that within 3 minutes of iodination by chloratine-T, more than 95% of 131I-Rituximab 
was obtained when 7.5 milligram of the antibody was labeled with 75 millicurie of 131I-NaI in 0.25 molar of 
phosphate buffer saline (PBS). The labeled antibody was stable for more than 4 hours. 
 
Keywords: Iodination, Chloramine-T, 131I-rituximab 
 

1.บทน า  
 

 เทคนิคทางเวชศาสตร์นิวเคลียร์ เป็นเทคนิคท่ีมคีวามไวสูง และ สามารถวินิจฉยัความผดิปกติ
ไดก่้อนท่ีเทคนิคอ่ืนๆจะสามารถตรวจพบ ในช่วงหลายปีท่ีผา่นมาไดม้ีการพฒันาสารชีวภาพท่ีมี
ความจ าเพาะต่อเซลลอ์ยา่งเช่น สารประกอบ เพพไทด์/ แอนติบอดี มาติดฉลากกบัสารไอโซโทป
รังสีโดยมุ่งหวงัท่ีจะผนวกความไวของสารรังสี เขา้กบัความแม่นย  าของสารชีวภาพ เพื่อใหไ้ดเ้ภสชั
รังสีท่ีมีความเฉพาะเจาะจงต่อพยาธิสภาพของร่างกายสูง ซ่ึงนอกจากจะช่วยใหก้ารวินิจฉยัถกูตอ้ง
แลว้ ถา้เปล่ียนสารกมัมนัตรังสีท่ีใชม้าเป็นชนิดท่ีมีความเหมาะสมกบัการบ าบดัโรคแลว้ ยงัสามารถ
น าไปประยกุตใ์ชใ้นการรักษาโรคดว้ยรังสีไดเ้ป็นอยา่งดีอีกดว้ย  ส าหรับการรักษาโรค มะเร็งชนิด 
Non-Hodgkin’s Lymphoma (NHL) ท่ีผา่นมามีการน าเขา้ 90Y-Zevalin มาใชบ้า้ง แต่มีขอ้จ  ากดัอยูท่ี่
เภสชัรังสีชนิดน้ีมีราคาสูงมาก ทั้งน้ีเน่ืองจาก Y-90 ซ่ึงเป็นสารกมัมนัตรังสีท่ีมีคุณสมบติัเหมาะสม
ส าหรับเตรียมเป็นเภสชัรังสีเพื่อบ าบดัเซลลม์ะเร็ง มีคร่ึงชีวิตประมาณสองวนั และผลิตไม่ไดใ้น
ประเทศไทย จึงมีราคาสูงมาก ประกอบกบัแอนติบอดีท่ีใชเ้ป็นตวัยาและเป็นตวัน าส่ง90Y ไปยงั
เป้าหมายมีราคาสูงมากเช่นกนั จึงเป็นเหตุใหผู้ป่้วย NHL ส่วนใหญ่ไม่มีโอกาสไดรั้บการรักษา   

131I เป็นสารกมัมนัตรังสีส าหรับการบ าบดัท่ีสามารถผลิตบริการในประเทศได ้โดยศนูยไ์อโซโทปรังสี 
สถาบนัเทคโนโลยนิีวเคลียร์แห่งชาติ สลายตวัใหบี้ตาพลงังานต ่ากว่า 90Y แต่คร่ึงชีวิตยาวกว่ามากคือ 8 
วนั แมจ้ะมีขอ้ดอ้ยกว่า 90Y อยูบ่า้ง แต่ 131I  ก็เป็นสารกมัมนัตรังสีท่ีไดรั้บการยอมรับถึงผลในการรักษา
เน้ืองอกและมะเร็งเช่นกนั ดงันั้นหากน า 131I มาติดฉลากเขา้กบัแอนติบอดีท่ีมคีวามสามารถจบัตวักบั
แอนติเจนท่ีเฉพาะเจาะจงต่อ NHL จะไดเ้ภสชัรังสีในการรักษา NHL ท่ีราคาถกู และมีประสิทธิภาพ 
ส าหรับใชภ้ายใน ประเทศทดแทนการใช ้90Y-Zevalin ซ่ึงการท า Iodination สามารถท าไดห้ลายวิธี ใน
การศึกษาน้ีเลือกใชค้ลอรามีน-ที ซ่ึงเป็นสารออกซิไดซท่ี์แรง ท่ีนิยมใชก้นัมากในการติดฉลากดว้ย
ไอโซโทปรังสีชองไอโอดีน เพ่ือใหไ้ดผ้ลผลิตสูง 
 

2. วสัดุอุปกรณ์  
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2.1 สารเคม ี
- Rituximab   Roche 
- Chloramin-T hydrate  Sigma 
- Sodium metabisufite  Sigma 
- Na131I    ศนูยไ์อโซโทปรังสี  สถาบนัเทคโนโลยนิีวเคลียร์แห่งชาติ 
- Sephadex G-10   GE Healthcare  Bio-Sciences AB 
- Normal Saline 0.9% (NSS) General Hospital Products Public Co.Ltd 
- Methanol    Merck 

2.2 วสัดุอุปกรณ์    
- Dose calibrator   Capintec 
- Radiochromatogram scanner Bioscan 
- Chromatography Column  
- ขวดยาฉีดขนาด 10  มล. 
- ไมโครปิเปต 
 

3.วธีิการ 
 

3.1 การเตรียมสารละลาย  
1.1 สารละลาย Sodium metabisufite  

ละลาย Sodium metabisufite 150 มิลลิกรัม ดว้ย saline 5 มล.  
1.2 สารละลาย Chloramin-T 

ละลาย Chloramin-T hydrate 10 มิลลิกรัม ดว้ย saline 5 มล.  

ตอ้งเตรียมสารละลายเหล่าน้ีใหม่ๆ ทุกคร้ังก่อนการท าปฏิกิริยา 

3.2 เตรียม 131I-Rituximab 
  ปิเปตสารละลาย Na131I  10 มิลลิคูรี ใส่ขวดแกว้ขนาด10 มล. แลว้ปรับปริมาตรเป็น  
100 ไมโครลิตร ดว้ยสารละลาย 0.25 M PBS pH 7.4  เติมสารละลายRituximab 1มก./100 
ไมโครลิตร  เติมสารละลาย Chloramin-T  15 ไมโครลิตร ตั้งไว ้3 นาท่ี แลว้เติมสารละลาย 
Sodium metabisulfite 10 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรเป็น 1.5 มล. ดว้ยสารละลาย 0.1M PBS 

3.3 การหาร้อยละการตดิฉลากด้วยวธิ ีThin Layer Chromatography 
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 เฟสคงท่ี                                 :  ITLC-SG 
เฟสเคล่ือนท่ี                                :  สารละลาย 0.9% NaCl 
              :  สารละลาย 85% Methanal 

หยดสารตวัอยา่ง 1 ไมโครลิตร ลงบนแผน่  ITLC-SG ขนาด 1 ซม. X 12 ซม. ท่ีจุดเร่ิมตน้ห่าง
จากปลายดา้นหน่ึงประมาณ1 ซม. จ  านวน 2 แผน่  แผน่แรกน าไปจุ่มลงในสารละลาย 0.9% NaCl  
แผน่ท่ี 2จุ่มลงในสารละลาย 85% Methanol เมื่อสารละลายเคล่ือนท่ีได ้ 10 ซม.น ากระดาษออกมาผึ่ง
ใหแ้หง้  แลว้วดัการกระจายตวัของรังสีบนแผน่ITLC-SG ดว้ยเคร่ือง radiochromatrogram scanner  
ค  านวณหาร้อยละของการติดฉลาก 

 

ร้อยละของการติดฉลาก =    ผลรวมของอตัรานบัรังสีท่ีต  าแหน่งของ131I-Rituximab  X 100 
     ผลรวมของอตัรานบัรังสีทั้งหมด 

 

3.4  การแยกให้บริสุทธิ์ (Purification) 
น าสารละลาย 131I-Rituximab ท่ีเตรียมไดผ้า่นคอลมัน์ท่ีบรรจุ Sephadex G-10 ปริมาณ10 มล. ชะ

คอลมัน์ดว้ย 0.15 M PBS ดว้ยอตัราการไหล (Flow rate) 1 มล./นาที 
3.5 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมสารประกอบตดิฉลาก 131I-Rituximab 
 3.5.1 ศึกษาผลของ pH ที่ใช้ในการตดิฉลาก  
  เตรียม 131I-Rituximab ตามขอ้ 3.1 และ 3.2 โดยปรับเปล่ียนจากการใชส้ารละลาย 
0.25 M PBS pH 7.4 เป็น การใช ้Normal Saline 0.9% เพื่อปรับปริมาตรของ Na131I แทน 

3.5.2 ศึกษาผลของปริมาณ Chloramine-T  
  เตรียม 131I-Rituximab ตามขอ้ 3.1 และ 3.2 โดยปรับเปล่ียนปริมาตรของ Chloramine-
T เป็น 5  10  15  20 และ 30 ไมโครลิตร/ ขวด (0.01  0.02   0.03   0.04 และ 0.06 มก/ขวด) 
 3.5.3 ศึกษาผลของปริมาณความแรงรังสีของ  131I  
  เตรียม 131I-Rituximab ตามขอ้ 3.1 และ 3.2 โดยปรับเปล่ียนปริมาณความแรงรังสีของ  

131I เป็น 5, 10, 15, 20, 25 และ30 มิลลิคูรี/ ขวด 
 3.5.4 ศึกษาผลของเวลาในการท าปฏกิริิยา 
  เตรียม 131I-Rituximab ตามขอ้ 3.1 และ 3.2 โดยปรับเปล่ียนเวลาในการท าปฏิกิริยา 
เป็น  1   2   3  4   5 และ 10 นาที 
3.6 ศึกษาความคงตวัของสารประกอบตดิฉลาก 131I-Rituximab 

         เตรียมสารประกอบติดฉลาก 131I-Rituximab ตามวิธีขอ้ 3.1 3.2 และ 3.4  โดยใหม้ีค่าความ
แรงรังสีจ  าเพาะ  10 มิลลิคูรี/มิลลิกรัม ความเขม้ขน้ 5  15 และ30 มิลลิคูรี/มิลลิลิตร หาร้อยละของความ
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บริสุทธ์ิทางเคมีรังสี  บนัทึกไวเ้ป็นค่าเร่ิมตน้  หลงัจากนั้นน ามาหาร้อยละของความบริสุทธ์ิทางเคมี
รังสี  ท่ีเวลาต่างๆ ดงัน้ี 1, 2, 3,…, 6  ชม 

 

4. ผลการทดลองและวจิารณ์ 
 

4.1 การหาร้อยละการตดิฉลากด้วยวธิ ีThin Layer Chromatography 
 การหาร้อยละของการติดฉลากดว้ยเทคนิคโครมาโตกราฟโดยมี ITLC-SG เป็นเฟส

คงท่ี และสารละลาย 0.9% NaCl และ/หรือ สารละลาย 85% Methanal เป็นเฟสเคล่ือนท่ีพบว่า  Na131I 
จะเคล่ือนท่ีไปไดดี้ในสารละลายท่ีใชเ้ป็นเฟสเคล่ือนท่ีทั้งสองชนิด (Rf = 1) ดงั Chromatogram ท่ี
แสดงในรูปท่ี 1 ส่วน 131I-Rituximab ถกูยดึจบัไวก้บัเฟสคงท่ี (Rf = 0)   ดงั Chromatogram ท่ีแสดงใน
รูปท่ี 2                          
 

           
(a) NSS                                                                (b) 85%Methanol                               

รูปที่ 1 Radio-chromatogram ของ Na131I ท่ีตรวจวดัดว้ยเคร่ือง Bioscan 

                                                           
(a) NSS                                                        (b) 85%Methanol                                                          

 

รูปที่ 2 Radio-chromatogram ของ 131I-Rituximab ท่ีตรวจวดัดว้ยเคร่ือง Bioscan 
  

4.2 ศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมสารประกอบตดิฉลาก 131I-Rituximab 
4.2.1 ศึกษาผลของ pH ที่ใช้ในการตดิฉลาก  
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การศึกษาสภาพของ pH ท่ีใชใ้นขั้นตอนของการติดฉลากต่อผลของการติดฉลาก
พบว่า เมื่อใช ้NSS (pH 5) เป็นสารละลายในการเจือจาง Na131I ใหม้ีปริมาตรตามท่ีตอ้งการ ผลของการ
ติดฉลากจะอยูท่ี่ร้อยละ 50.90 ขณะท่ีเมื่อใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมี pH 7.4  เป็นตวัช่วยปรับปริมาตร 
ร้อยละของการติดฉลากเพ่ิมข้ึนเป็น 94.81 แสดงว่า pH เป็นปัจจยัท่ีมคีวามส าคญัมากต่อการติดฉลาก
Radiochromatogram ของผลผลิตท่ีไดจ้ากการติดฉลากในสภาวะดงักล่าวไดแ้สดงไวใ้นรูปท่ี 3 

                     
(a)                                                               (b) 

รูปที่3 Radio-chromatogram ของ 131I-Rituximab (a) ท่ีไม่ไดป้รับ pH (b) ปรับ pH 0.25 M PBS pH 7.4 
 

4.2.2 ศึกษาผลของปริมาณ Chloramine-T  
  เมื่อท าการปรับเปล่ียนปริมาณ Chloramine-T ในการท าปฏิกิริยาเป็น 0.01 0.02  0.03   
0.04 และ 0.06 มก/ขวด พบว่าการเกิดไอโอดิเนชนัของ I-131 เป็น 131I-Rituximab มีความคงท่ีเท่ากนั
ดงักราฟผลการทดลองท่ีแสดงในรูปท่ี 4 แสดงว่า แมจ้ะมปีริมาณของตวัออกซิไดซคื์อคลอรามีนทีสูง
อยูใ่นภาชนะท่ีก  าลงัท าปฏิกิริยาก็ไม่มีผลกระทบใดๆ ต่อผลผลิตของ 131I-Rituximab  
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รูปที่ 4 ผลของปริมาณ Chloramine-T ต่อร้อยละของการติดฉลาก 

 
 4.2.3 ศึกษาผลของปริมาณความแรงรังสีของ  131I  
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  การเตรียม 131I-Rituximab โดยปรับเปล่ียนปริมาณความแรงรังสีของ  131I เป็น 5  10 
15  20  25 และ30 มิลลิคูรี/ ขวด แสดงใหเ้ห็นถึงผลของความแรงรังสีต่อการติดฉลาก ซ่ึงค่อยๆลดลง 
เมื่อปริมาณกมัมนัตรังสีของ  131I เพ่ิมข้ึน ในช่วงความแรงรังสี 5-20 มิลลิคูรี และลดลงอยา่งมากช่วง
ความแรงรังสี 25-30 มิลลิคูรี (รูปท่ี 5) 
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 รูปที่ 5 ผลของปริมาณความแรงรังสีของ  131I ต่อร้อยละของการติดฉลาก  
 
 4.2.4 ศึกษาผลของเวลาในการท าปฏิกิริยา 
  จากการศึกษาระยะเวลาท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยาในช่วง 1-10 นาที แสดงใหเ้ห็นว่า ใน
สภาวะการเตรียมท่ีใชน้ี้ระยะเวลาของการถกูออกซิไดซโ์ดยคลอรามีนที ไม่มีผลต่อการติดฉลาก 131I-
Rituximab 
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รูปที่ 5 ผลของเวลาในการท าปฏิกิริยาต่อร้อยละของการติดฉลาก 

 
4.3 ศึกษาความคงตวัของสารประกอบตดิฉลาก 131I-Rituximab 
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         การเตรียมสารประกอบติดฉลาก 131I-Rituximab โดยใหม้ีค่าความแรงรังสีจ  าเพาะ 10 มิลลิคู
รี/มิลลิกรัม แต่ปรับความเขม้ขน้ของสารติดฉลากเป็น 10 15 20 และ30 มิลลิคูรี/มิลลิลิตร ใหค่้าความ
บริสุทธ์ิทางเคมีรังสีท่ีแตกต่างกนั เม่ือทอดระยะเวลาหลงัการติดฉลากนานมากข้ึน ดงัไดแ้สดงไวใ้น
รูปท่ี 6 โดยท่ี ความเขม้ขน้ในช่วง 10-20 มิลลิคูรี/มิลลิลิตรจะใหผ้ลใกลเ้คียงกนั แต่ท่ีความเขม้ขน้30 
มิลลิคูรี/มิลลิลิตร ความคงตวัของ131I-Rituximab ลดต ่ากว่ามาก โดยเฉพาะอยา่งยิง่หลงั 1 ชัว่โมง 
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   รูปที่ 6   ความคงตวัของสารประกอบติดฉลาก 131I-Rituximab (ไม ่purify) 

 
เมื่อน า 131I-Rituximab ท่ีเตรียมได ้ มาผา่น Sephadex เพื่อก  าจดัสารเจือปนท่ีไมต่อ้งการออกไป 

แลว้ชะออกดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ พบว่าความเขม้ขน้ของกมัมนัตรังสีต่อปริมาตรมีผลต่อความคงตวั
ของผลิตภณัฑท่ี์ได ้ รูปท่ี 7 แสดงใหเ้ห็นว่า เมื่อความเขม้ขน้ของสารละลาย 131I-Rituximab ต ่า แม้
ความบริสุทธ์ิทางเคมีรังสีจะค่อยๆ ลดลง เม่ือเวลาผา่นไป แต่ท่ี 6 ชัว่โมงต่อมา ก็ยงัมีความบริสุทธ์ิทาง
เคมีรังสีมากกว่าร้อยละ 95 แต่เมื่อความเขม้ขน้เป็น 15 และ 30 มิลลิคูรี/มิลลิลิตร ความบริสุทธ์ิทางเคมี
รังสี จะลดลงเหลือนอ้ยกว่าร้อยละ 95 
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รูปที่ 7   ความคงตวัของสารประกอบติดฉลาก 131I-Rituximab (purify) 
 
หากเปรียบเทียบความคงตวัของ 131I-Rituximab ท่ีความเขม้ขน้เดียวกนัของสารท่ี

ไม่ไดผ้า่นขั้นตอนการ purify กบัท่ีผา่นแลว้ (รูปท่ี 6 และ 7) จะเห็นว่าสารท่ีไดท้ าการ purify  
จะมีความคงตวัท่ีดีกว่า  

 

5. สรุป 
  

 ในการเตรียม131I-Rituximab โดยการไอโอดิเนชนั ดว้ยคลอรามีน-ที pH เป็นปัจจยัท่ีส าคญั
มากต่อปฏิกิริยา ปริมาณของตวัออกซิไดซคื์อคลอรามีน-ทีท่ีใชใ้นการศึกษาและระยะเวลาของการท า
ปฏิกิริยาไม่มีผลต่อการติดฉลาก แต่ความแรงรังสีท่ีใชต่้อปริมาณแอนติบอดีมีผลอยา่งมาก ซ่ึงความ
แรงรังสี 5-10 มิลลิคูรีต่อ 1 มิลลิกรัมของริทูซิแมบจะใหผ้ลการติดฉลากมากท่ีสุด นอกจากน้ีปริมาตร
ของสารเป็นปัจจยัท่ีมีผลต่อความคงตวัของผลิตภณัฑ ์สารละลาย 131I-Rituximab ท่ีมีความเขม้ขน้ 10-
20 มิลลิคูรี/มิลลิลิตรจะมีความคงตวัดีกว่า 30 มิลลิคูรี/มิลลิลิตรทั้งน้ีเน่ืองจากปริมาตรท่ีนอ้ยจะท าให้
โอกาสของเกิดการ radiolysis โดยอนุภาคบีตาท่ีไดจ้ากการสลายตวัของไอโอดีน-131 มากข้ึน และ
แมว้่าการติดฉลากโดยการท าไอโอดิเนชนัดว้ยคลอรามีน-ที จะท าใหป้ริมาณการติดฉลาก (ความ
บริสุทธ์ิทางเคมีรังสี) มากกว่าร้อยละ 95 ซ่ึงเป็นค่าท่ีระบุในเภสชัต ารับว่าเหมาะสมท่ีจะใชเ้ป็นเภสชั
รังสี แต่การก าจดัส่ิงปนเป้ือนท่ีมีอยู ่ อนัไดแ้ก่ สารกมัมนัตรังสีอิสระ( 131I)  สารออกซิไดซ์  
(Chloramine-T)  และ สารหยดุปฏิกิริยา (Sodium metabisufite) ยงัเป็นส่ิงจ  าเป็นทั้งน้ีเพ่ือใหผ้ลิตภณัฑ์
ท่ีไดมี้ความคงตวัดี ซ่ึงการก าจดัส่ิงปนเป้ือนสามารถท าไดโ้ดยการจบัดว้ย Sephadex G10 
 

 


