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บทคัดยอ 
 ในงานวิจัยนี้มีการนําลิแกนด Hynic ที่สามารถเกดิสารเซิงซอนกับโลหะของไอโซโทปรังสีในสภาวะที่มีความ
รุนแรงนอยกวาลิแกนดทั่วไปมาคอนจุเกตกับเปปไทด Lanreotide และแยกใหบริสุทธ์ิดวยเทคนิค HPLC จากนั้นหาความ
เขมขนดวยเครื่องยูวีสเปคโทรมิเตอร  และยืนยันโครงสรางดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอรพบพีคที่ M/Z เทากับ 1231  การ
ทดลองติดฉลาก Hynic-Lanreotide กับสารไอโซโทปรังสี Rhenium-188 เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่ใหรอยละการตดิฉลาก
สูงสุด พบวาตองใช coligand (tricine) 20 มิลลิกรัม ปริมาณรีดิวซิงดเอเจนต (SnCl2.2H2O) 350 ไมโครกรัม Hynic-
Lanreotide 10 ไมโครกรัม ReO-

4 3 – 10 มิลลคิูรี ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง จะไดรอยละการติดฉลาก
ประมาณ 60 – 70% และการทําใหบริสุทธ์ิมากยิ่งขึ้นดวย sep pak®  ชวยเพ่ิมความบริสุทธิ์ทางเคมีรังสีเพิ่มไดถึง 85 – 90% 
คําสําคญั :  เปปไทด, สารไอโซโทปรังสี, รีเนียม-188, ลิแกนด, สารติดฉลาก 
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Abstract 
Hynic ligand, which complexes with metal radionuclide in milder condition than other normal ligands, was 

conjugated with peptide, Lanreotide. The conjugated product was purified by HPLC and its concentration was estimated 
by UV-Vis spectrophotometer. Molecular weight of Hynic-Lanreotide was confirmed by mass spectrometer (TOF-MS) 
with M/Z at 1231. Labeling of Hynic-Lanreotide with Re-188 radionuclide was done by wet labeling to verify optimum 
condition.  The optimum condition found was as follows; 20 mg coligand (tricine), 350 µg reducing agent (SnCl2.2H2O)  
and 10 µg Hynic-Lanreotide labeled with 3 – 10 mCi ReO-

4 at 70 OC for 1 hour.  The labeling yield was ranged between 
60 and 70%. Further purification by solid phase extraction (C-18 sep pak®) increased radiochemical purity to 85 - 90%.  
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1. คํานํา 
 

 Rhenium-188 (Re-188) เปนไอโซโทปรังสีที่เหมาะสมในการใชเปนรังสรีักษา [1] เนื่องจาก
สลายตวัใหรังสีเบตาพลังงานสูง (Emax 2.27 Mev) ใหรังสีแกมมาที่ใชในการถายภาพการกระจายตวัของสาร
รังสี (Emax 155 kev, 15%)   มีครึ่งชีวิตสั้น (t1/2 17 h) และเตรยีมไดโดยระบบไอโซโทปเจเนเรเตอร  อีกทั้งยัง
มี radiochemistry คลายกับ Technetium-99m  ในการเตรียมเภสัชภณัฑรังสีของ Re-188 สําหรับ targeted 
radiotherapy จะตองนํา Re-188 ติดฉลากกับสารชวีโมเลกลุ เชน monoclonal antibodies (MoAb), 
antibodies fragment และ เปปไทด โดยผานหมูฟงกชัน (functional group) ในโครงสรางของลิแกนด 
(bifunctional chelating agent) ท่ีทําหนาที่เชื่อมตอระหวางสารไอโซโทปรังสีกับสารชีวโมเลกลุ  ใน
โครงสรางของลิแกนดจะมหีมูฟงกชันท่ีคอนจุเกตกับสารชีวโมเลกลุ และหมูฟงกชันที่เกดิสารเชิงซอนกับ
โลหะของสารไอโซโทปรังสี  เนื่องจากสภาวะที่ทําใหเกิดสารเชิงซอนระหวางไอโซโทปรังสีกบัลิแกนด
ทั่วไป เชน N3S triamidethiols, N2S2 diamidedithiols, diaminedithiols, monoamidemonoaminedithiols, 
PnAO propyleneamine oxine และ tetraamines จะเปนสภาวะที่คอนขางรุนแรงจึงไมเหมาะที่จะนําลิแกนด
เหลานี้มาคอนจุเกตกับสารชวีโมเลกุล  เพราะสภาวะทีรุ่นแรงจะทําใหฤทธิ์ทางชวีภาพของสารชวีโมเลกุล
เส่ือมลง  จึงมกีารศึกษาทดลองนําลิแกนดชนิดอ่ืนที่สามารถเกิดสารเชงิซอนกับโลหะของไอโซโทปรังสีใน
สภาวะทีร่นุแรงนอยกวามาใช ซึ่งก็คือ 2-Hydrazinonicotinamide (Hynic) และ อนุพันธของ 
bis(hydroxyamide)  [2, 8] 
 มีการใช Hynic เปนลแิกนดในการตดิฉลากสารชวีโมเลกุลของ MoAb, chemotactic peptide, 
oligonucleotide และ somatostatin analogues  กับไอโซโทปรังสีของ Tc-99m กันอยางแพรหลาย ดวย
คุณสมบัติทางเคมีของ Re-188 ท่ีคลายกับ Tc-99m การพัฒนาเภสัชรังสีของสารชวีโมเลกุลเพื่อใชในการ
บําบัดรกัษาโดยใช hynic เปนลิแกนดและ tricine เปน coligand เชนเดียวกับที่ใชในการวนิิจฉัยของ Tc-99m 
นาจะใหผลการติดฉลาก การกระจายตวัไปสูอวยัวะเปาหมายและนําไปสูผลการรักษาที่มีประสิทธิภาพซึ่ง
สามารถนํามาใชเปนเภสัชรงัสีในการรกัษาไดในอนาคต 

 งานวิจยัน้ีมวีตัถุประสงคเพ่ือพัฒนาวธิีการเตรียมและการติดฉลากสารรังสี Re-188 กับสารชวี
โมเลกลุ โดยมีลิแกนด hynic และ สารชวีโมเลกุลทีเ่ลอืกใช คือเปปไทดที่เปนอนพุันธของ somatostatin 
(Lanreotide) ซึ่งมีฤทธิใ์นการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเซลลมะเร็งทําใหเซลลมะเร็งฝอลง  โดยเปปไทด
ชนิดนี้จะจับกบัตัวรับ (receptor) ที่ผิวของเซลลมะเร็งขณะเดยีวกนัก็จะทําหนาท่ีเปนตัวพา (carrier) 
ไอโซโทปรังสี Re-188 ซึ่งเปนตัวปลอยรงัสีไปยังอวยัวะเปาหมายไดอยางเฉพาะเจาะจง 
 



                การประชุมวิชาการวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีนิวเคลียรครั้งที่ 10:  16-17 สิงหาคม 2550 
 

MS05-3 

 

2. สารเคมีและวิธีการทดลอง 
 

2. 1 วัสดอุุปกรณและสารเคมี 
สารเคมีทั่วไปไดจาก บริษัท Sigma, Aldrich และ Merck ยกเวน  

H-(D)β-Nal-Cys-Tyr-(D)Try-(Boc)Lys-Val-Cys-Thr-NH2,Boc-Lanreotide ไดจากบริษัทPichem, (Austria) 
และ 6-Boc-Hydrazinopyridine-3-carboxylic acid (Boc-Hynic) ไดรับความอนุเคราะหจาก IAEA  
 
2.2 วธิกีารทดลอง 

2.2.1 เตรยีมคอนจุเกต Hynic-Lanreotide 
 เตรยีมสารละลายตางๆ ในตวัทําละลาย Dimetheylformamide (DMF) ดังนี้  

 สารละลาย A: Boc-hynic เขมขน 20 µg/µl  ใช 21.17 µl (1.672 µmol) 
 สารละลาย B: o-Benzotriazol-1-yl-N, N, N′,N′-Tetramethyluronium hexafluorophosphate 

(HATU) เขมขน 20 µg/µl  ใช 47.68 µl (2.51 µmol)  
 สารละลาย C: Diisopropyl ethylamine (DIAE) 10 µl ใน DMF 300 µl  ใช 11 µl (4.18 µmol)  

 อัตราสวนโมลในการทําปฏิกริิยา Boc-lanreotide: Boc-Hynic: HATU: DIAE = 1: 2: 3: 5 
(ข้ันตอนในการเตรียมตามรปูที่ 1) 

รูปท่ี 1 แสดงขั้นตอนในการเตรียมคอนจุเกตและ deprotect Hynic-Lanreotide 
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ผสมสารละลาย A 30 µl, B 60 µl, และ C 20 µl  ทิ้งใหทําปฏิกริิยาที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาท ี
กอนท่ีจะนําสารละลายผสมนี้เติมลงในสารละลายของ Boc-lanreotide (1.39 mg Boc-lanreotide ใน 20 µl 
DMF และ 5 µl H2O)  รอใหเกิดปฏกิิรยิาที่อุณหภูมิหองนาน 3 ช่ัวโมง จึงเติมน้ํา 1.0 ml แลวผาน sep pak 
C18 cartridge ลางดวยน้ํา 3-4 ml จากนัน้ชะผลิตภัณฑออกดวย acetonitrile (ACN) 1.0 ml ลดตวัทําละลาย
ใหเหลือประมาณ 100 µl ดวยกาซไนโตรเจน และกําจดัหมู Boc ออก (deprotect) โดยการเติม 
Trifluoroacetic acid (TFA) 300 µl รอใหทําปฏิกริิยาท่ีอณุหภูมิหองนาน 30 นาที จึงเปา TFA ออกดวยกาซ
ไนโตรเจน กอนทําการวิเคราะหแยกดวยเครื่อง HPLC โดยมีสภาวะในการแยกดังนี ้
 column: spericlone C18, 5 µm, 4.6 × 25 mm  
 detector: UV 220 nm 
 gradient system: solvent A 0.1% TFA in acetonitrile, solvent B 0.1% TFA in H2O 

0-2 min 0 %B, 2-10 min 0-50 %B, 10-15 min 50 %B, 15-22 min 50-60 %B, 22-30 min 
60-80 % B, 30-33 min 80 % B, 33-35 min 80-0 %B, 35-38 min 0 %B. 

flow rate: 1.0 ml/min  
เก็บตัวอยางพคีท่ีเวลาประมาณ 19 นาที เพ่ือตรวจสอบคุณภาพ 

2.2.2 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ Hynic-lanreotide 
นําตัวอยางที่เก็บได (เวลาประมาณ 19 นาที) มาลดปริมาตรโดยการเปาดวยกาซไนโตรเจนแลวนํามา

ตรวจสอบความบริสุทธิด์วยเครื่อง HPLC โดยเทียบกับ std. Lanreotide  และ std. Boc-Lanreotide เมื่อ
ตรวจสอบแนชัดแลววาเปนพีคไหนจึงทําการแยกใหบรสิุทธิ์อีกครั้งหนึ่งแลวเก็บตัวอยางพีคที่เปน Hynic-
lanreotide  โดยมีสภาวะในการแยกเหมือนขอ 2.2.1 แตปรับเปลี่ยน gradient system เปน 0-20 min 30-50 
%B, 20-22 min 50 %B, 22-30 min 50-80 %B, 30-35 min 80 %B, 35-37 min 80-30 %B  และ อัตราเรว็ของ 
mobile phase เปน 0.7 ml/min 

2.2.3 หาความเขมขนของ Hynic-lanreotide 
เตรยีมสารละลายมาตรฐาน Lanreotide เขมขน 2.0, 5.0, 10.0 และ 20.0 µg/ml  พรอมทั้งสารตัวอยาง 

(Hynic-lanreotide) ที่เจือจางในอัตราสวนเหมาะสม  นําไปวดัคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 220 nm 
จากนั้นเขียนกราฟระหวางความเขมขนสารมาตรฐานกับคาการดดูกลืนแสงเพื่อหาความสัมพันธของสมการ
เสนตรงและคาํนวณความเขมขนของสาร Hynic-lanreotide ที่เตรยีมได แลวตวงแบงเปนปริมาตรนอย ๆ  
สําหรับติดฉลากกับสารรังส ีRhenium -188 กอนทําใหแหงดวยเครื่อง freeze dryer 
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2.2.4 การตดิฉลากไอโซโทปรังสี Re-188 กับ Hynic-lanreotide 
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตดิฉลาก 188Re-Hynic-lanreotide ทําไดโดยการเปลี่ยนแปลงปริมาณ

ของ Co-ligand (tricine), ปรมิาณ reducing agent (SnCl2.2H2O), ปริมาณของ Hynic-lanreotide  จากนั้น
ตรวจสอบคุณภาพดวยเทคนคิ TLC และ HPLC ทําใหบรสิุทธิ์ดวย sep pak C18 cartridge 

 
TLC :  
ใช ITLC-SG  (Gelmann Science)เปนเฟสคงที่ โดยมีตัวทําละลายสองชนิดคือ phosphate buffer 

saline (PBS) แยก free ReO-
4, 188Re-tricine (Rf = 1) ออกจาก 188Re-hynic-lanreotide (Rf = 0) และ 50% 

ACN แยก colloid (Rf = 0) 
รอยละการติดฉลากหาไดจาก 100 - %ReO-

4 + % unlabeled peptide (PBS) - % colloid (50% ACN) 
HPLC System :  
คอลัมน : spericlone C18 4.6x250 mm 5µm  
ดีเทคเตอร :  beta detector with multichannal analyzer 
ตัวทําละลาย A: 0.01 N phosphate buffer pH6, ตัวทําละลาย B: acetonitrile 
gradient system : 0-3 min 0% B, 3-10 min 0-35% B, 10-20 min 35% B, 20-23 min 35-70% B, 23-

26 min 70% B, 26-27 min 70-0% B 
Sep pak C18 cartridge :  
Activate sep pak C18 โดยลางดวย 5 mL EtOH, 5 mL water และทําใหแหงดวย 5 ml air จากนั้น

ผานสารละลายผสมของ 188Re-hynic-lanreotide ลางดวย 5 mL PBS, 3 mL 30% ACN  แลวจึงชะ 188Re-
Hynic-lanreotide ออกดวย 80% ACN เปาตัวทําละลายออกดวยกาซไนโตรเจน 

 
3 ผลการทดลองและวิจารณผล 

 

3.1 เตรยีมคอนจุเกต Hynic-lanreotide และวิเคราะหแยกดวย HPLC 
 จากการคอนจเุกตหลายครั้ง พบวาปจจัยทีม่ีผลตอการคอนจุเกตคือ ความบริสุทธิ์ของตัวทําละลาย 
(DMF) และการเกิดไฮโดรไลซเมื่อเก็บเปปไทดคอนจุเกตในรูปสารละลายเปนเวลานาน ดังนัน้การคอนจุ
เกต และ deprotect ควรจะทาํตอเนื่องกันและเก็บสารละลายในรูปของแข็งโดยผานกระบวนการ 
lyophilization  
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ผลจากโครมาโทแกรมของ HPLC พบวามีพีคใหญ อยูที่ 18.72 นาที และ 19.96 นาที (ประมาณ 
50% B) ซึ่งคาดวานาจะเปน Hynic-lan สวนพีคท่ีประมาณ 29.03 นาที (ประมาณ 80% B) คาดวาจะเปน 
Boc-Lanreotide (รูปท่ี 2) เมื่อเทียบกับสารละลายมาตรฐานของ Lanreotide (tr ≈20 นาที, 50 %B) และ Boc-
Lanreotide (rt ≈ 34.6 นาที, 80 %B) โดยใชระบบ gradient run  อัตราเรว็ และคอลัมนชนิดเดยีวกัน  สามารถ
ยืนยนัไดวา พคีท่ีเก็บที่ เวลาประมาณ 19 นาที เปน Hynic-lanreotide จากการคํานวณรอยละของการคอนจุ
เกตจากพื้นทีใ่ตพีค  พบวาเกิดเปนผลิตภณัฑ Hynic-lanreotide ประมาณ 70% เมือ่ยืนยนัโครงสรางดวย
เครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร (MS) พบพีคที่คา m/z 1231 ดาลตันซึ่งตรงกับมวลโมเลกลุของ Hynic-
Lanreotide และยังพบพีคการแตกตวัเปน Lanreotide คือ พีคที่คา m/z เทากับ 1096 ดาลตัน   (รูปที่ 3) 

 
 

รูปที่ 2  HPLC โครมาโทรแกรมของปฏิกริิยาการคอนจุเกต Hynic-lanreotide  
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รูปท่ี 3 ESI-MS สเปคตรา ของ Hynic-lanreotide แสดงการแตกตัวและ มวลโมเลกลุที่คา m/z เทากับ 
1231 ดาลตัน 

3.2 การหาความเขมขนของ Hynic-lanreotide 
เนื่องจากไมมสีารมาตรฐานHynic-lanreotide จึงใช std.Lanreotide แทนเมื่อเขียนกราฟระหวางความ

เขมขนสารกับคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 220 นาโนเมตร ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4 โดยมีสมการ
ความสัมพันธดังนี้ Abs = 0.0621conc – 0.152, correlation coefficient (R2) = 0.9943 ซึ่งเมื่ออานคาการ
ดูดกลืนแสงของสารตัวอยาง 0.4248 จะคาํนวณคาความเขมขนของ Hynic-lanreotide เทากับ 9.28 µg/ml  
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รูปที่ 4 กราฟแสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนสารมาตรฐาน Lanreotide และ คาการดดูกลืนแสง
ที่ความยาวคลืน่ 220 นาโนเมตร 

 
3.3   ผลของปริมาณ Co-ligand ตอรอยละการตดิฉลาก 

เมื่อเปลีย่นแปลงปรมิาณของ tricine ตั้งแต 5 mg, 10 mg,  20 mg จนถึง 30 mg  พบวารอยละการติด
ฉลากจะเพิ่มขึน้จาก 5 mg ถงึ 20 mg และลดลงเมื่อเปน 30 mg ดังรูปท่ี 5 

รูปที่ 5 ผลของปริมาณ tricine ตอรอยละการตดิฉลาก สภาวะในการติดฉลาก: Hynic-lanreotide 5 µg, 
SnCl2.2H2O 1 mg (100 µl), tricine ละลายใน 0.025M succinate buffer pH 5.5 เขมขน 100 mg/ml, ReO-

4 
2mCi/ 250  µl incubate 70 °C นาน 60 นาที 

3.4 ผลของปริมาณ reducint agent ตอรอยละการตดิฉลาก 
เมื่อเปลีย่นแปลงปรมิาณของ SnCl2.2H2O ตั้งแต 250 µg, 350 µg, 500 µg, จนถึง 1 mg พบวารอยละ

การตดิฉลากจะเพิ่มขึ้นเมื่อปริมาณ SnCl2.2H2O  เพิ่มขึ้น  แตเมื่อทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองนานขึ้น พบวาปริมาณ  

0
10
20
30
40
50
60
70

0 5 10 15 20 25 30 35
tricine (mg)

% 
La

be
llin

g
y = 0.062x - 0.152

R2 = 0.9943

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1
1.2

0 5 10 15 20 25
ความเขมขน (ug/mL)

คา
กา

รดู
ดก

ลืน
แส

ง



                การประชุมวิชาการวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีนิวเคลียรครั้งที่ 10:  16-17 สิงหาคม 2550 
 

MS05-9 

 

SnCl2.2H2O ยิง่มากทําใหรอยละการติดฉลากลดลงมากดวยเชนกันเนื่องจากเกดิคอลลอยดมากขึ้นนั่นเอง  
(ดังรูปที่ 6) ดังนั้นปริมาณ  SnCl2.2H2O  ท่ีเหมาะสมในการเลือกใชคือ 350 µg 

รูปที่ 6 ผลของปริมาณ Sn ตอรอยละการติดฉลาก สภาวะในการตดิฉลาก : Hynic-lan 5 µg, 
SnCl2.2H2O ละลายใน 0.1 N HCl เขมขน 10 mg/mL, Tricine 20 mg, ReO-

4 3 mCi/ 300µl  เวลาและอณุภูมิ
ที่ใช incubate เชนเดยีวกับในขอ 3.3  
 

3.5 ผลของปริมาณ Hynic-lanreotide ตอรอยละการติดฉลาก 
เมื่อเปลีย่นปรมิาณของ Hynic-lanreotide จาก 5 µg เปน 10 µg พบวารอยละการติดฉลากเพิ่มขึ้น 

และความคงตวั (stability) ที่อุณหภูมิหอง ในเวลา 5 ช่ัวโมงลดลงประมาณ 27% ตามตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 ผลของปริมาณ Hynic-lanreotide ตอรอยละการติดฉลาก สภาวะในการทดลอง 20 mg 

tricine, 350 µg Sn, 3 mCi ReO-
4  อุณหภูม ิ70 °C นาน 60 นาที 

 
ปริมาณ Hynic-Lanreotide 5 µg 10 µg 
รอยละการติดฉลาก (1 h) 50.26 61.43 
ความคงตัวที่ 5 ช่ัวโมง 36.43 (-27.52%) 44.78 (-27.10%) 

 
เมื่อนําสารตดิฉลากมาฉีด HPLC พบวาเกิดไอโซเมอรของสารเชิงซอน 188Re-Hynic-Lanreotide สามชนิด
ดวยกัน (รูปที ่ 7) คือ ที่ Rt 14.79 นาที (ประมาณ 30% B) และที ่24.16 นาที กับ 26.79 นาที (ประมาณ 70 
%B) ดังนั้นจึงตองมีการ purified สารติดฉลาก 188Re-Hynic-Lanreotide ใหมีจํานวนไอโซเมอรนอยลงโดย
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ใช sep pak C18 cartridge และลางดวย 30% ACN กอนจึงชะสารเชิงซอนอีกสองตัวท่ีเหลือดวย 80% ACN  
ก็จะทําใหความบริสุทธิ์ทางเคมีรังสีของสารติดฉลากมากขึ้นไดถึง 85-90%  
 

รูปที่ 7 เรดโิอโครมาโทแกรมของ 188Re-Hynic-Lanreotide จากการวเิคราะหดวย HPLC 
 

4. สรุปผลการทดลอง 
 

การเตรยีมคอนจุเกต Hynic-Lanreotide ในตัวทําละลาย DMF จะใหรอยละการคอนจุเกตประมาณ 
50% – 70% ข้ึนกับความบริสุทธิ์ของตวัทําละลาย และสภาวะที่เหมาะสมในการติดฉลาก 188Re-Hynic-
lanreotide คือใช 10 µg Hynic-lanreotide, 20 mg tricine ใน 0.025 M succinate buffer pH 5.5, 350 µg Sn, 
และ ReO-

4 3 – 10 mCi อุณหภูมิ 70 °C นาน 1 ช่ัวโมง จะไดรอยละการติดฉลากประมาณ 55 – 65% ซึ่ง
สามารถทําใหความบริสุทธิท์างเคมีรังสีเพ่ิมขึ้นไดถึง 85 - 90%โดยการ purified  ดวย sep pak C18 cartridge    
จากขอมูลทีไ่ดเบื้องตนแสดงวาเราสามารถเตรียม 188Re-Hynic-lanreotide เพ่ือใชเปนเภสัชรังสีไดเอง  ซึ่ง
พรอมที่จะนํามาทดสอบผลทางชีววิทยา (bioactivity) ดานตาง ๆ กอนที่จะนํามาพฒันาเปนเภสัชรังสีเพื่อใช
บําบัดรกัษาโรคมะเร็งในทางคลีนิคตอไป  
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