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บทคัดยอ 
 ในงานวิจัยนี้มีการนําลิแกนด Hynic ที่สามารถเกดิสารเซิงซอนกับโลหะของไอโซโทปรังสีในสภาวะที่มีความ
รุนแรงนอยกวาลิแกนดทั่วไปมาคอนจุเกตกับเปปไทด Lanreotide และแยกใหบริสุทธ์ิดวยเทคนิค HPLC จากนั้นหาความ
เขมขนดวยเครื่องยูวีสเปคโทรมิเตอร  และยืนยันโครงสรางดวยเครื่องแมสสเปกโทรมิเตอรพบพีคที่ M/Z เทากับ 1231  การ
ทดลองติดฉลาก Hynic-Lanreotide กับสารไอโซโทปรังสี Rhenium-188 เพื่อหาสภาวะที่เหมาะสมที่ใหรอยละการตดิฉลาก
สูงสุด พบวาตองใช coligand (tricine) 20 มิลลิกรัม ปริมาณรีดิวซิงดเอเจนต (SnCl2.2H2O) 350 ไมโครกรัม Hynic-
Lanreotide 10 ไมโครกรัม ReO-

4 3 – 10 มิลลคิูรี ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียล นาน 1 ชั่วโมง จะไดรอยละการติดฉลาก
ประมาณ 60 – 70% และการทําใหบริสุทธ์ิมากยิ่งขึ้นดวย sep pak®  ชวยเพ่ิมความบริสุทธิ์ทางเคมีรังสีเพิ่มไดถึง 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) เปนไอโซโทปรังสีที่เหมาะสมในการใชเปนรังสรีักษา [1] เนื่องจาก
สลายตวัใหรังสีเบตาพลังงานสูง (Emax 2.27 Mev) ใหรังสีแกมมาที่ใชในการถายภาพการกระจายตวัของสาร
รังสี (Emax 155 kev, 15%)   มีครึ่งชีวิตสั้น (t1/2 17 h) และเตรยีมไดโดยระบบไอโซโทปเจเนเรเตอร  อีกทั้งยัง
มี radiochemistry คลายกับ Technetium-99m  ในการเตรียมเภสัชภณัฑรังสีของ Re-188 สําหรับ targeted 
radiotherapy จะตองนํา Re-188 ติดฉลากกับสารชวีโมเลกลุ เชน monoclonal antibodies (MoAb), 
antibodies fragment และ เปปไทด โดยผานหมูฟงกชัน (functional group) ในโครงสรางของลิแกนด 
(bifunctional chelating agent) ท่ีทําหนาที่เชื่อมตอระหวางสารไอโซโทปรังสีกับสารชีวโมเลกลุ  ใน
โครงสรางของลิแกนดจะมหีมูฟงกชันท่ีคอนจุเกตกับสารชีวโมเลกลุ และหมูฟงกชันที่เกดิสารเชิงซอนกับ
โลหะของสารไอโซโทปรังสี  เนื่องจากสภาวะที่ทําใหเกิดสารเชิงซอนระหวางไอโซโทปรังสีกบัลิแกนด
ทั่วไป เชน N3S triamidethiols, N2S2 diamidedithiols, diaminedithiols, monoamidemonoaminedithiols, 
PnAO propyleneamine oxine และ tetraamines จะเปนสภาวะที่คอนขางรุนแรงจึงไมเหมาะที่จะนําลิแกนด
เหลานี้มาคอนจุเกตกับสารชวีโมเลกุล  เพราะสภาวะทีรุ่นแรงจะทําใหฤทธิ์ทางชวีภาพของสารชวีโมเลกุล
เส่ือมลง  จึงมกีารศึกษาทดลองนําลิแกนดชนิดอ่ืนที่สามารถเกิดสารเชงิซอนกับโลหะของไอโซโทปรังสีใน
สภาวะทีร่นุแรงนอยกวามาใช ซึ่งก็คือ 2-Hydrazinonicotinamide (Hynic) และ อนุพันธของ 
bis(hydroxyamide)  [2, 8] 
 มีการใช Hynic เปนลแิกนดในการตดิฉลากสารชวีโมเลกุลของ MoAb, chemotactic peptide, 
oligonucleotide และ somatostatin analogues  กับไอโซโทปรังสีของ Tc-99m กันอยางแพรหลาย ดวย
คุณสมบัติทางเคมีของ Re-188 ท่ีคลายกับ Tc-99m การพัฒนาเภสัชรังสีของสารชวีโมเลกุลเพื่อใชในการ
บําบัดรกัษาโดยใช hynic เปนลิแกนดและ tricine เปน coligand เชนเดียวกับที่ใชในการวนิิจฉัยของ Tc-99m 
นาจะใหผลการติดฉลาก การกระจายตวัไปสูอวยัวะเปาหมายและนําไปสูผลการรักษาที่มีประสิทธิภาพซึ่ง
สามารถนํามาใชเปนเภสัชรงัสีในการรกัษาไดในอนาคต 

 งานวิจยัน้ีมวีตัถุประสงคเพ่ือพัฒนาวธิีการเตรียมและการติดฉลากสารรังสี Re-188 กับสารชวี
โมเลกลุ โดยมีลิแกนด hynic และ สารชวีโมเลกุลทีเ่ลอืกใช คือเปปไทดที่เปนอนพุันธของ somatostatin 
(Lanreotide) ซึ่งมีฤทธิใ์นการยับยั้งการเจรญิเติบโตของเซลลมะเร็งทําใหเซลลมะเร็งฝอลง  โดยเปปไทด
ชนิดนี้จะจับกบัตัวรับ (receptor) ที่ผิวของเซลลมะเร็งขณะเดยีวกนัก็จะทําหนาท่ีเปนตัวพา (carrier) 
ไอโซโทปรังสี Re-188 ซึ่งเปนตัวปลอยรงัสีไปยังอวยัวะเปาหมายไดอยางเฉพาะเจาะจง 
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2. สารเคมีและวิธีการทดลอง 
 

2. 1 วัสดอุุปกรณและสารเคมี 
สารเคมีทั่วไปไดจาก บริษัท Sigma, Aldrich และ Merck ยกเวน  

H-(D)β-Nal-Cys-Tyr-(D)Try-(Boc)Lys-Val-Cys-Thr-NH2,Boc-Lanreotide ไดจากบริษัทPichem, (Austria) 
และ 6-Boc-Hydrazinopyridine-3-carboxylic acid (Boc-Hynic) ไดรับความอนุเคราะหจาก IAEA  
 
2.2 วธิกีารทดลอง 

2.2.1 เตรยีมคอนจุเกต Hynic-Lanreotide 
 เตรยีมสารละลายตางๆ ในตวัทําละลาย Dimetheylformamide (DMF) ดังนี้  

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

(HATU) เขมขน 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)  

 อัตราสวนโมลในการทําปฏิกริิยา 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  ทิ้งใหทําปฏิกริิยาที่อุณหภูมิหองนาน 30 นาท ี
กอนท่ีจะนําสารละลายผสมนี้เติมลงในสารละลายของ Boc-lanreotide (1.39 mg Boc-lanreotide ใน 20 µl 
DMF และ 5 µl H2O)  รอใหเกิดปฏกิิรยิาที่อุณหภูมิหองนาน 3 ช่ัวโมง จึงเติมน้ํา 1.0 ml แลวผาน sep pak 
C18 cartridge ลางดวยน้ํา 3-4 ml จากนัน้ชะผลิตภัณฑออกดวย acetonitrile (ACN) 1.0 ml ลดตวัทําละลาย
ใหเหลือประมาณ 100 µl ดวยกาซไนโตรเจน และกําจดัหมู Boc ออก (deprotect) โดยการเติม 
Trifluoroacetic acid (TFA) 300 µl รอใหทําปฏิกริิยาท่ีอณุหภูมิหองนาน 30 นาที จึงเปา TFA ออกดวยกาซ
ไนโตรเจน กอนทําการวิเคราะหแยกดวยเครื่อง 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  
เก็บตัวอยางพคีท่ีเวลาประมาณ 19 นาที เพ่ือตรวจสอบคุณภาพ 

2.2.2 ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของ Hynic-lanreotide 
นําตัวอยางที่เก็บได (เวลาประมาณ 19 นาที) มาลดปริมาตรโดยการเปาดวยกาซไนโตรเจนแลวนํามา

ตรวจสอบความบริสุทธิด์วยเครื่อง HPLC โดยเทียบกับ std. Lanreotide  และ std. Boc-Lanreotide เมื่อ
ตรวจสอบแนชัดแลววาเปนพีคไหนจึงทําการแยกใหบรสิุทธิ์อีกครั้งหนึ่งแลวเก็บตัวอยางพีคที่เปน Hynic-
lanreotide  โดยมีสภาวะในการแยกเหมือนขอ 2.2.1 แตปรับเปลี่ยน gradient system เปน 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 เปน 0.7 ml/min 

2.2.3 หาความเขมขนของ Hynic-lanreotide 
เตรยีมสารละลายมาตรฐาน Lanreotide เขมขน 2.0, 5.0, 10.0 และ 20.0 µg/ml  พรอมทั้งสารตัวอยาง 

(Hynic-lanreotide) ที่เจือจางในอัตราสวนเหมาะสม  นําไปวดัคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 220 nm 
จากนั้นเขียนกราฟระหวางความเขมขนสารมาตรฐานกับคาการดดูกลืนแสงเพื่อหาความสัมพันธของสมการ
เสนตรงและคาํนวณความเขมขนของสาร Hynic-lanreotide ที่เตรยีมได แลวตวงแบงเปนปริมาตรนอย ๆ  
สําหรับติดฉลากกับสารรังส ีRhenium -188 กอนทําใหแหงดวยเครื่อง freeze dryer 
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2.2.4 การตดิฉลากไอโซโทปรังสี Re-188 กับ Hynic-lanreotide 
การหาสภาวะที่เหมาะสมในการตดิฉลาก 188Re-Hynic-lanreotide ทําไดโดยการเปลี่ยนแปลงปริมาณ

ของ Co-ligand (tricine), ปรมิาณ reducing agent (SnCl2.2H2O), ปริมาณของ Hynic-lanreotide  จากนั้น
ตรวจสอบคุณภาพดวยเทคนคิ TLC และ HPLC ทําใหบรสิุทธิ์ดวย sep pak C18 cartridge 

 
TLC :  
ใช ITLC-SG  (Gelmann Science)เปนเฟสคงที่ 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) 
รอยละการติดฉลากหาไดจาก 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 โดยลางดวย 5 mL EtOH, 5 mL water และทําใหแหงดวย 5 ml air จากนั้น

ผานสารละลายผสมของ 188Re-hynic-lanreotide ลางดวย 5 mL PBS, 3 mL 30% ACN  แลวจึงชะ 188Re-
Hynic-lanreotide ออกดวย 80% ACN เปาตัวทําละลายออกดวยกาซไนโตรเจน 

 
3 ผลการทดลองและวิจารณผล 

 

3.1 เตรยีมคอนจุเกต Hynic-lanreotide และวิเคราะหแยกดวย HPLC 
 จากการคอนจเุกตหลายครั้ง พบวาปจจัยทีม่ีผลตอการคอนจุเกตคือ ความบริสุทธิ์ของตัวทําละลาย 
(DMF) และการเกิดไฮโดรไลซเมื่อเก็บเปปไทดคอนจุเกตในรูปสารละลายเปนเวลานาน ดังนัน้การคอนจุ
เกต และ deprotect ควรจะทาํตอเนื่องกันและเก็บสารละลายในรูปของแข็งโดยผานกระบวนการ 
lyophilization  
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ผลจากโครมาโทแกรมของ HPLC พบวามีพีคใหญ อยูที่ 18.72 นาที และ 19.96 นาที (ประมาณ 
50% B) ซึ่งคาดวานาจะเปน Hynic-lan สวนพีคท่ีประมาณ 29.03 นาที (ประมาณ 80% B) คาดวาจะเปน 
Boc-Lanreotide (รูปท่ี 2) เมื่อเทียบกับสารละลายมาตรฐานของ Lanreotide (tr ≈20 นาที, 50 %B) และ Boc-
Lanreotide (rt ≈ 34.6 นาที, 80 %B) โดยใชระบบ gradient run  อัตราเรว็ และคอลัมนชนิดเดยีวกัน  สามารถ
ยืนยนัไดวา พคีท่ีเก็บที่ เวลาประมาณ 19 นาที เปน Hynic-lanreotide จากการคํานวณรอยละของการคอนจุ
เกตจากพื้นทีใ่ตพีค  พบวาเกิดเปนผลิตภณัฑ Hynic-lanreotide ประมาณ 70% เมือ่ยืนยนัโครงสรางดวย
เครื่องแมสสเปกโทรมิเตอร (MS) พบพีคที่คา m/z 1231 ดาลตันซึ่งตรงกับมวลโมเลกลุของ Hynic-
Lanreotide และยังพบพีคการแตกตวัเปน Lanreotide คือ พีคที่คา m/z เทากับ 1096 ดาลตัน   (รูปที่ 3) 

 
 

รูปที่ 2  HPLC โครมาโทรแกรมของปฏิกริิยาการคอนจุเกต Hynic-lanreotide  
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รูปท่ี 3 ESI-MS สเปคตรา ของ Hynic-lanreotide แสดงการแตกตัวและ มวลโมเลกลุที่คา m/z เทากับ 
1231 ดาลตัน 

3.2 การหาความเขมขนของ Hynic-lanreotide 
เนื่องจากไมมสีารมาตรฐานHynic-lanreotide จึงใช std.Lanreotide แทนเมื่อเขียนกราฟระหวางความ

เขมขนสารกับคาการดดูกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 220 นาโนเมตร ไดผลดังแสดงในรูปที่ 4 โดยมีสมการ
ความสัมพันธดังนี้ Abs = 0.0621conc – 0.152, correlation coefficient (R2) = 0.9943 ซึ่งเมื่ออานคาการ
ดูดกลืนแสงของสารตัวอยาง 0.4248 จะคาํนวณคาความเขมขนของ Hynic-lanreotide เทากับ 9.28 µg/ml  
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รูปที่ 4 กราฟแสดงความสมัพันธระหวางความเขมขนสารมาตรฐาน Lanreotide และ คาการดดูกลืนแสง
ที่ความยาวคลืน่ 220 นาโนเมตร 

 
3.3   ผลของปริมาณ Co-ligand ตอรอยละการตดิฉลาก 

เมื่อเปลีย่นแปลงปรมิาณของ tricine ตั้งแต 5 mg, 10 mg,  20 mg จนถึง 30 mg  พบวารอยละการติด
ฉลากจะเพิ่มขึน้จาก 5 mg ถงึ 20 mg และลดลงเมื่อเปน 30 mg ดังรูปท่ี 5 

รูปที่ 5 ผลของปริมาณ tricine ตอรอยละการตดิฉลาก สภาวะในการติดฉลาก: Hynic-lanreotide 5 µg, 
SnCl2.2H2O 1 mg (100 µl), tricine ละลายใน 0.025M succinate buffer pH 5.5 เขมขน 100 mg/ml, ReO-

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

3.4 ผลของปริมาณ reducint agent ตอรอยละการตดิฉลาก 
เมื่อเปลีย่นแปลงปรมิาณของ SnCl2.2H2O ตั้งแต 250 µg, 350 µg, 500 µg, จนถึง 1 mg พบวารอยละ

การตดิฉลากจะเพิ่มขึ้นเมื่อปริมาณ SnCl2.2H2O  เพิ่มขึ้น  แตเมื่อทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหองนานขึ้น พบวาปริมาณ  
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SnCl2.2H2O ยิง่มากทําใหรอยละการติดฉลากลดลงมากดวยเชนกันเนื่องจากเกดิคอลลอยดมากขึ้นนั่นเอง  
(ดังรูปที่ 6) ดังนั้นปริมาณ  SnCl2.2H2O  ท่ีเหมาะสมในการเลือกใชคือ 350 µg 

รูปที่ 6 ผลของปริมาณ Sn ตอรอยละการติดฉลาก สภาวะในการตดิฉลาก : Hynic-lan 5 µg, 
SnCl2.2H2O ละลายใน 0.1 N HCl เขมขน 10 mg/mL, Tricine 20 mg, ReO-

4 3 mCi/ 300µl  เวลาและอณุภูมิ
ที่ใช incubate เชนเดยีวกับในขอ 3.3  
 

3.5 ผลของปริมาณ Hynic-lanreotide ตอรอยละการติดฉลาก 
เมื่อเปลีย่นปรมิาณของ Hynic-lanreotide จาก 5 µg เปน 10 µg พบวารอยละการติดฉลากเพิ่มขึ้น 

และความคงตวั (stability) ที่อุณหภูมิหอง ในเวลา 5 ช่ัวโมงลดลงประมาณ 27% ตามตารางที่ 1 
 
ตารางที่ 1 ผลของปริมาณ Hynic-lanreotide ตอรอยละการติดฉลาก สภาวะในการทดลอง 20 mg 

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

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

 
เมื่อนําสารตดิฉลากมาฉีด HPLC พบวาเกิดไอโซเมอรของสารเชิงซอน 188Re-Hynic-Lanreotide สามชนิด
ดวยกัน (รูปที ่ 7) คือ ที่ Rt 14.79 นาที (ประมาณ 30% B) และที ่24.16 นาที กับ 26.79 นาที (ประมาณ 70 
%B) ดังนั้นจึงตองมีการ purified สารติดฉลาก 188Re-Hynic-Lanreotide ใหมีจํานวนไอโซเมอรนอยลงโดย
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ใช sep pak C18 cartridge และลางดวย 30% ACN กอนจึงชะสารเชิงซอนอีกสองตัวท่ีเหลือดวย 80% ACN  
ก็จะทําใหความบริสุทธิ์ทางเคมีรังสีของสารติดฉลากมากขึ้นไดถึง 85-90%  
 

รูปที่ 7 เรดโิอโครมาโทแกรมของ 188Re-Hynic-Lanreotide จากการวเิคราะหดวย HPLC 
 

4. สรุปผลการทดลอง 
 

การเตรยีมคอนจุเกต Hynic-Lanreotide ในตัวทําละลาย DMF จะใหรอยละการคอนจุเกตประมาณ 
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 จะไดรอยละการติดฉลากประมาณ 55 – 65% ซึ่ง
สามารถทําใหความบริสุทธิท์างเคมีรังสีเพ่ิมขึ้นไดถึง 85 - 90%โดยการ purified  ดวย sep pak C18 cartridge    
จากขอมูลทีไ่ดเบื้องตนแสดงวาเราสามารถเตรียม 188Re-Hynic-lanreotide เพ่ือใชเปนเภสัชรังสีไดเอง  ซึ่ง
พรอมที่จะนํามาทดสอบผลทางชีววิทยา (bioactivity) ดานตาง ๆ กอนที่จะนํามาพฒันาเปนเภสัชรังสีเพื่อใช
บําบัดรกัษาโรคมะเร็งในทางคลีนิคตอไป  
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