
บฑท่ี 3

อ ุปกรผและวส ีสำเน ํนการวจ ัย

3 .1  การเตร ัยมล ิแกนต ์เฮกชะเมท ลโพรไพล ิน เอม ีนออกส ีม  (HMPAO)
ช า ร เต ม ีท่ีๆสี
-  2 , 3-บวเทนไดโอนโมนอกส ีม ( 2 , 3 - b u t a n e d i o n e  m o n o x im e ) , s ig m a
-  2 , 2 -ไ ด เม ท ่ล -! ,3 -โ พ ร เพ น ไ ด เอ ม ีน  ( 2 , 2 - d i m e t h y l - l , 3 - p r o p a n e  

d i a m i n e ) ,  A l d r i c h
-  โช เต ยม โบ โรไฮไต รต  (S o d iu m  B o r o h y d r i d e ) , F lu k a
-  แอนไฮตร ัช เอธานอล ( a n h y d r o u s  E t h a n o l ) ,  C a r lo  e r b a
-  อะสีโตไนไตรัล ( A c e t o n i t r i l e ) ,  J . T . B a k e r  I n c .
-  เอธลอะส ีเตท  ( E t h y l a c e t a t e ) , C a r lo  e r b a
-  นำกลัน ( D i s t r i l l e d  w a t e r )
-  ไน โตรเจน ท ี่ป ราช จากอ อกส ีเจน  ( 9 9 .9 8  %  O xygen  f r e e  n i t r o g e n )
-  6 นอรัมัล กรดไฮโตรตลอร ัก (6  N. HC1)
-  เบนสีน ( B e n z e n e ) ,  C a r l o  e r b a

เต รอ งม อ ท่ีๆสี
-  ชวดก้นกลม 3 ตอธนาด 500 มีลลัล ัตรและ 2 ลิตร
-  เตาร ้อน พร ้อมเตร ัองกวนด ้วยแม ่เหล ็กและแท ่งกวนแม ่เหล ็กป ีนาด 1 1 /2  นว 

IKAMAG P C T ,I k a - l a b o r a t o r y
-  กรวยห ยด( D r o p p in g  f u n n e D a นาด 250 มล.พร ้อมจ ุกแก ้ว
-  ชตรัฟลักช' ไ .-  ชุดกลันดวามด้นตำ
-  เต รอ งส ีง
-  บกเกอร ัป ีน าดต ่าง ๆ
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-  ส ํดกรองสำร ประกอนด้วย B u c h n e r  f u n n e l , s u c t i o n  f l a s k
n» '  /  Iปิมสํฤเญากาสํและกระดาษกรองวอทแผน เบอร 4 ชนาดต ่าง  ๆ

เด ร อ งม ีอ ว ิเค ร าะ ห
-  NMR ส ํเป ค โต รโฟ โต ม ีเต อ ร , V a r i a n  360 L ,B r u k e r  AC 200 F
- เตรองวิเคราะหธาตุ c,H,N
-  IR  ส ํเป ค โต รไฟ โต ม ีเด อ ร ี, J u s c o  A 100
-  เครองหาจ ุดหลอ)นหลว ชองบรษัท T hom as s c i e n t i f i c ,  USA

วิธทดลอง
โดยทั่วไป การสิงเคราะหลแกนด HMPAO มี 2 ช้ันตอนดัง!4

1 . C o n d e n s a t i o n  l à นป0 กรยาการรว))โ)ท ลก ุลช อง 2 , 3 - b u t a n e d i o n e  
m onoxim e กับ 2 , 2 - d i m e t h y l - l , 3 - p r o p a n e d i a m i n e  ในอ ัตราต ่วน จำนวนโมลาร 
เท ่าก ับ  2 ะ1 ในตัวท ่าละลายเบนใ?นหรอเอสานอล

2. Reduction เป็นปฎทริยาการรีควช B isim ine ที่ได้ด้วยโชเด้ยมโบโร

จะได ้สำรผส ํมชอง d , 1 และ m eso HMPAO ท ่าการแยกสำรท ั่งส ํองออกจากก ัน  
โดยการตกผลกลำด ับ ต ่วน ด ้วยต ัวท ่าละลายท ี่ม ีความ สำมารถใน การละลายต ่างก ัน  หรอาด ้ 
HPLC หร ียใส ิเฑ คนคการแยกสำรไอโชเมอร ีท ี่ม ีล ักษณ ะชองผล ักต ่างก ันโดยด ัด เล ํอกด ้วยม ีอ 

ป ฎ ม ีร ียาการเต ร ียม  HMPAO โดยทั่วไป
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3 . 1 . 1  ก าร ล ัง เค ร าะ ห  4 , ร - ไ ด เอ ช า - 3 , 6 , 6 , 9 - เฅ ท ท ร าเม ท ีล อ ัน เด ค เค น - 
3 , ร -ไ ด อ น -2 , 10-ไดโอน ไคออกส ิม( 4 , B ,- d i a z a - 3 t 6 , 6 , 9 - t e t r a - f f l e t h y l u n d e c a n e  
- 3 , 8 - d i e n e - 2 , 1 0 - d i o n e  b i s o x i m e ,B i s i m i n e )  * 1

ก าร ส ิง เก ร าะ ห  B i s im in e  ม 3 วิธคังน ั้
1 . ว ิธจอง N e i r i n c k x  และคท!ะ
ละลาอ 2 , 3-บิวนานไดโอนโผนอก!เพ ( 1 1 .6 6  กรัม 1 1 5 .4  มิลลิโมลในเบนสิน 

(5 0  มลลิล ิตร) กรคอะสิติก (7 5  ไมโครล ิตร) รฟ ล ักส ิฟ ้ารละลายภายใต ้บ รรยากาศซ อง 
ไน โต รเจ น  ค่อย ^ เต ิม ฟ ้ารละลายซ อง 2 , 2 -ไ ต เม ท ล -! ,3 -โ พ ร เพ น ไ ต เอ ม น  ( 5 .0  กรัม
5 .6 8  มลลิลิตร 49 มิลลิโมล) ในเบนสิน (1 0 0  มลลิล ิตร) โ ด อ ใส ิเว ล าม าก ก ว ่า  5 ชม. 
จะไต ้ส ์ารล ะล ายล ิน ั้าด าล เห ล ิอ ง  ร ีฟล ักส ิภายใต ้บรรยากาศซองไน โตรเจน ต ่ออก 16 ช ม .ต ั้ง  
ทงไว้ให ้เย ็นท ี่อ ุผหภูม ิห ้อง กรองแอกซองแซงท ี่ตกตะกอนออกมาด้วยว ิธ S u c t i o n  f i l 
t r a t i o n  ล ้างตะกอนด ้วยอะส ิโตไนไตร ีลท ี่เย ็น  ( -  40 ° ท  จานวนน้อย  ๆ จะไต ้ฟ ้ารผล ิต 
ภ ัพทเย ็นผงส ิจาว ทำให ้แห ้งภายใต ้ฟ ้ฤ เ{แากาศเย ็น เวลา 2 ชม.แล ้วตกผล ิกใหม ่ในเบนส ินจะไต ้ 
ผล ิกท ี่ต ้องการ(2 4 )

2 . วิธซอง S u b ra m a n ia n  และคพะ
ละลาย 2 , 3-บวเทนาคโอนโมนอกส ิม ( 7 2 .0  กรัม 0 .7 1  โมล) พาราโทลอน 

ส ิลโฟนคแอส ิคโมโนาฟ ้เดรท( p - t o l u e n e  s u l f o n i c  a c i d  m o n o h y d r a te  0 .1 5  กรัม) 
ในเบนสิน 725 ม่ลลิลิตร ร ีฟ ่ล ักส ิฟ ้ารละลายน ั้ภ ายใต ้บ รรยากาศซ องไน โตรเจน ป ระมาผ 
1 ชม.ค ่อย ๆ เต ิม ฟ ้ารละลายซ อง 2 , 2 -ไ ด เม ท ล -! ,3 -โ พ ร เพ น ไ ด เอ ม น  ( 3 1 .7  กรัม
0 .3 1  โมล) ในเบนสิน (7 5  ม่ลลิล ิตร) ร ัฟ ล ักส ิส ำรล ะล ายภ ายใต ้บ รรยาก าศ ไน โต รเจน  
ทั้งหมด 21 ชม.แล้วนำมาคนต่อที่อุทเหภูมห้องอก 12 ชม.หล ังจากน ั้นนำไปแส ิเย ็นท ี่ 4 * c  

16 ชม.รวมผล ิกท ี่ไต ้ ล ้างด ้วยเบนส ิน เย ็นแล ้วตกผล ิกใหม ่ในอะส ิโตไนไตรล ด ุดส ิฟ ้ารละลาย 
ให ้ใฟ ้ด ้วยผงถ ่าน  ต ั้งทงไว ้ให ้ตกผล ิกจะไต ้ฟ ้ารท ี่ต ้องการ (3 7 )

3 . ว ิธจอง H uang  J i n - J i e
ละลาย 2 , 3-บวเทนไดโอนโมนอกส ิม ( 9 .1  กรัม 9 0 .1  มลลิ'โมล)ในแอบ'โชลุท 

เอธานอล ( a b s o l u t e  E t h a n o l  10 ม่ลลิล ิตร) คนและให้ความร้อนจนอุทเหภูมิล ิงประมาพ 
40 ° c  ค่อย ๆเต ิม  2 , 2 -ไ ค เม ท ล -! ,3 -โ พ ร เพ น ไ ค เอ ม ิน  ( 5 .8 8  มิลลิลิตร 49 ม ิลลิโมล) 
ในแอบโชลทเอธานอล (5  ม ิลลิล ิตร) หลังจากนั้นคนที่amหภูมิ 5 2 -5 5  ° c  ต่ออก 30 นาที 
แล ้วท ํ้งไว้ให ้เย ็นท ี่อ ุผหภมิห ้อง ต ั้งท งไว ้ค ้างคน  กรองแยกตะกอนที่ไต ้ ล ้างด ้วยอ เฑ อ ร' *  " u  j  ’ 1 "
( d i e t h y l  e t h e r )  ทำให้แห้งทฟ้ญเบากาศ 2 ชม.นำไปตกผลิกใหม ่ในเบนส ิน

*
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น้า b i s i m i n e  ท ี่ได ้ตรวจดอบความนริด ุทธ ิทางเคม ีและพด ูจน ้เอกล ักษทเโดยการ
พ าจ ุดห ลอมเห ลว(เท .p .  ) ว ัดด ่าการด ุคกล ัน ใน ล ้วงIR  และหาปริมาทเ c  , H, N โดรว ัธ ิ 
E le m e n ta r y  a n a l y s i s ( 3 8 )

3 . 1 . 2  ก าร ล ัง เค ร า ะ ห ้ ด ,แอ ล  -  4 , ร -ไ ด เอ ช า  - 3 , 6 , 6 , 9  - เต ท ท ร า เม ท ิล  
อ ัน เด ค เค น -2 , 1 0 -  ไดโอนไดออกรัม ( d , l  - 4 , 6  - d i a z a - 3 , 6 , 6 , 9 - t e t r a - m e t h y l  
u n d e c a n e - 2 ,1 0 - d i o n e  d io x im e ,d ,1 -H M P A O )

เมอได ้ B i s i m i n e  ที่บริดูทสแล้ว น ้ามาร ิดวชด ้วย NaBH4 ดังนํ้ 
น้า b i s i m i n e  (7 5  กรัม 287 มีลลัโมล) มา s l u r r i e d  ใน เอสานอลท ี่ป ราด 

จากน ้า ( a n h y d r o u s  e t h a n o l  690 มลล้ล ้ตร) ท่ี 0 ° c  ค่อย ๆ เตม NaBHi1 ( 1 0 .9  
กรัม 287 มีลลัโมล) โ ด ย ใ ร ัเว ล าม า ก ก ว ่า  1 ร ัวโมง คนดารละลายผส ์มท ี่ 0 ° c  นาน 
2 ดม. เตมนา (2 3 0  ม ีลลัล ัดร) คนต่อท่ีอุทเหภมีนอัก 2 ดม. แ ยก เอ าเอ ส าน อ ล อ อ ก  แล้ว 
เตมนาอ ีก (1 4 0  ม ีลลัล ัตร) ปรับ pH เที่น 11 กรองตะกอนที่ได ้ ล ้างด ้ว ยน าเล ็ก น ้อ ย  ทำให ้ 
แห ้งภายใต ้ด ูเแฤ)ากาดน ้าไปตกผลักใหม่ในอะรัโตไนไตร์ล โดยาด ัอ ัตราล ้วน  1 กร ัม / 50 ม่ลลั 
ล ัดรอองอะร ัโตไนไตรลกรองล ้วนท ี่ไม ่ละลายฑ ํ้งไป ต ั้งท ํ้งไว ้ให ้ตกผลัก กรอง ทำให ้แห ้ง หา 
จ ุดหลอมเหลว ( m .p . )

ร ัน ป ีองนาน ้ามาลดปร ิมาตรเพ อให ้เอ ้มอ ้น  กรองตะกอนที่ได ้ ทำให ้แห ้งและหาจ ุด 
หลอมเหลวร ั ง ควรจะอย ู่ใน ล ้วง 1 2 0 -1 4 0  ° c  ล ้าตะกอนท ี่ได ้ย ังคงม ีจ ุดห ลอมเหลาด ูงกว ่าน ํ้ 
ให ้ระเหยร ันป ีองนาต ่อ  แล้วต ั้งทงไว้ให ้ตกตะกอนใหม่ ล ้วนปีองตะกอนที่ม ีจ ุดหลอมเหลวในล้วง 
1 0 5 -1 2 5  ° c  ให้น ้าไปรวมกับล ้านท ี่ม ีจ ุดหลอมเหลว 120 -1 4 0  ° c  เพอน้าไปตกผลักใหม่ 
ใน อะร ัโตไน ไตร ิล ห ร ิอ เอธ ิล อะร ัเตท  โดยใอ ้อ ัตราล ้วน ด ังกล ่าว  กรองล ้วนท ี่ไม ่ละลายออก 
น ้าผล ัตภ ัผฑท ี่ได ้มาหาจ ุดหลอมเหลว( m . p . ) ว ัดด ่าการด ุดกล ันในล ้วง IR  และหาปริมาทร 
C ,H ,N  โคยวส E le m e n ta r y  a n a l y s i s ( 2 4 ,3 9 )

3 .2  การเตริยมดารประกอบล้าเร็จรุปเดกชะเมทลไพรไพลันเอมีนออกรัมเพอน้ามาตดฉลาก 
กับ Tc-99m

ดารเคมีที่ใด้
- d , l  HMPAO
- นากลั่นยาฉดที่ปราดจากเ^อโรค
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-  โช เด ียม คล อไรด ี , A .R . g r a d e ,  M erck
-  ดแตนน ัดคลอไรด ีไคไฮเดรตและด ีบ ุกผง( m e t a l l i c  ร ท ) , A .R . g r a d e  9 8 .9  %,

M erck
-  ด าร ล ะ ล าย โ ช น ด ีย ม เป อ ร ็เท ค น ิเต ท
-  2 นอร»โล กรดไฮโดรคลอรก และ 2 นอร»โล โซ เด ียมไฮดรอกไชค
-  ไน โต รเจน ท ี่ป ราด จาก อ อ ก รเจน

เค?องม ีอท ี่ใช ้
-  เตาร ้อน พร ้อมเครองกวนแม ่เหล ็กและแท ่งกวนแม ่เหล ็กขนาด 1 น้ํว
-  ชวดก้นกลมธนาค 125 มล.
-  เค ร ็อ งว ัค ค ว าม เท ี่น ก ร ด ด ่าง , S u a t e x  SX 600
-  ชวดฉดอาชนาด 10 มล.พ ร ้อมจ ุกยางและฝาน ิดอะล ุม ีเน ียม
-  กระบอกฉคยาพร้อมเป ีมชนาดต ่าง ๆ
-  ต ัวก รอ งเม ม เบ รน  ชนาค 0 .2 2  ไมครอน ชอง M i l l e x  หรอ A c r o d i s c
-  ช ุด ให ้ไน โตรเจน (ป ระกอบ ด ้วยถ ังก ๊าชไน โตรเจน  ช ุดควบค ุมการไหลชองก๊าช 

ไน โต รเจน )

การตดฉลากดารประกอบสำเร็จรูปชองลิแกนดี HMPAO ด้วย Tc-99m จะมดาร 

มลทินท่ีสำคัญ 3 ชนดคอ

1. 00niTcO/ ลิดระ

ดารมลทินตัวนจะพบเดมอ ในดารเภสํชรังสืชองริลิวช้เทคนีเรยผ เกดจากปริมาทร 

ตัวริลิวช้ท่ีมีอยู่ในระบบไม่ดามารกริลิวช้ Tc(VII)nอยู่ในรูปชอง oo,“tc04~ ให้มี 

ออกรเคช้นตามท่ีต้องการได้ท้ังหมด

2. HR-0OraTc

เท่ีนดารมลทินท่ีเท่ีนคอลลออดีชอง รท กับ OH~ ท่ีแช่งกับลิแกนดีแย่งจับกับริควช้ 

เทคนีเรอม รวมท้ัง Te ริลิวชดเตทอน  ๆ ท่ีเกดไฮโดรไลรดต่อเกดเนินดารประกอบเรงช้อน 

ท่ีไม่ต้องการ

3. 2nd complex

เนินดารมลทินท่ีเกดจากความ'ไม่เดกอรชองดารประกอบเรงช้อน'ไลโพเไลิค'ใน 

ดารละลายนา เปล่ียนเนินดารประกอบเรงช้อนชนิดใหม่ท่ีไม่ต้องการ
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ใน การตดฉ ลากส ารป ระกอบ สำเร ็จร ูป  HMPAO กับ T e - 9 9 m จ ่า เป ็น ต ้อ งจำก ัด  
ปริบาทเสารมลทนต่าง  ๆเหล ่าน ั้ให ัม ีน ้ออท ี่ส ุดเท ่าท ี่จะเป ็นไปไต ้

ปีจจัอสำคัญที่ม ีผลต่อการเปลี่ยนแปลงปริมาทเสารมลท้นเหล่าน ั้คอ ปริมาทเตัว 
ร ิต ิวช ์ท ี่ใอ ้และ pH ธองส ารป ระกอบ ส ำเร ็จร ูป

ด ังน ั้นในข ั้นแรกจงท ่าการส ืกษาเพ อหาปร ิมาทเต ัวร ิต ิว^เละ pH ที่เหมาะสมที่จะนำ 
ม าเต ร ิอ ม ส ารป ระก อ บ ส ำเร ็จร ูป  HMPAO ท่ีมีคุทเภาพค ม ีความบ ร ิส ุทสทางเคม ีมากกว ่า 85 %

ก าร เต ร ิอ ม ส าร ป ร ะ ก อ บ ส ำเร ็จ ร ูป HMPAO
วธเต ร ิอ ม ส ารป ระกอ บ ส ำเร ็จร ูป  HMPAO ท ี่นำมาใอ ้ในการส ืกษาม ีค ังน ั้
1 . นำ d , l  HMPAO ( 0 .5  m g . / k i t )  มาละลาอานน ั้ากล ั่นอาฉ ีดปราสจาก 

เส ือ (ต ้ม เดอด 30 นาท ฑ ํ้งไว ้ให ้เอ ็น )ป ร ับ  pH เป็น 1 . 0 - 1 . 5  ต้วอ 2 N.HC1 
คนจนละลาอหมด( เป ๋าก ๊าช 'ไนโตรเจนตลอดป ีท เะเตร ิอม)

2 . เต ้ม N a d  ท ี่ล ั่งไว ้( 4 .5  m g . / k i t ) คนจนละลาอหมด ปรับ pH เป็น 5 . 0 -
5 .5  ด้วย 2 N. NaOH

3 .  เต ้ม ส ารล ะลาอ S n C le ท ี่เตร ิอม ไว ้ล งไป ต าม ป ร ิม าต รท ี่ต ้องการ(รท c l 1, .  2He 0 
50 m g .ใน 1 .0  m l . l  N. HCl หริอ m e t a l l i c  รท 100 m g ./  1 m l . 37 %HC1 เต้มนำ 
กล ั่นอาฉ ีดท ี่เป ๋าไนโตรเจนนาน 30 นาทจนปริมาตรเป ็น 20 m l . ผสมาห ้เอ ้าก ันด กรอง 
ต้วอ m i l l i p o r e  f i l t e r  0 .2 2 /( )

4 . ปรับ pH ส ุดท ้าอเป ็น pH ท ี่ต ้องการต ้วอ 2 N.NaOH แล ้วเต ้มน ั้าจน ไต ้ป ร ิมาตร
ท ี่ต ้องการ

5 . แบ ่งใส ่ชวดไนโตรเจนท ี่ป ราสจากเส ือซนาด 10 m l. ซวดละ 1 m l.
6. นำไปแส่แป็งท่ี - 4 'กง o'c

3.3 การตดฉลากสารประกอบสำเร็จรูป d,1-HMPA0 ต้วอเทคนเอ้อม-99 เอมและการ 

หาความบริสุทธทางเคมีรังส่จอง0° “Tc-d,1-HMPAO
3.3.1 กา?ติดฉลากสารประกอบสำเร็จรูป d,1-HMPA0 ต้วอเทคนเอ้อม-99 เอ» 

สารเคมีท่ีใอ้

- สารละลาอโชเดอมเปอร็เทคนเตท ( Na°°“TcO )

- 0.9 % โชเดอมคลอไรค, General Hospital
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อุปกรแร่ทีใช้

- กระบอกฉดอาปีนาด 20 «ล.,5 มล.,1 «ล.และเข็มปีนาด 22G X 1 1/2 น้ํว 

และ 26G X 1 1/2 น้ํว

- กระปุกตะก่ัวหนา 1 ชม.พร้อมฝา!เดเจาะรุตรงกลาง

- เดรองปรับเทรบปร้มาแเรังส่ (Dose calibrator), Deluxe Isotope 

Calibrator (II) model 34-056, victoreen, USA

ว้ธตดุนลาก
น ำช ารท ีเต ร ้อ ม ไว ้ม าอ ย ่างล ะ  3 ชวดุ ใส ่ลงใน กระป ุกต ะก ั่วท ีท ีฝา!เด(มร ุตรงกลาง) 

เท ียบกระบอกฉดอาป็นาด 20 ม ล .พ ร ้อ ม เข ็ม ช น าด ุเล ็ก ไว ้ ฉ ด ช าร ล ะ ล าย เท ค น เช ้อ ม -9 9 เล ็ม 
เป อ ร ้เท ค น ีเต ท ท ีไล ้จาก g e n e r a t o r  หร้อชกัดไล้ใหม่ ๆไม ่เก ัน  2 ชม.ประมาแร 2 0 -2 5  
มลลค ูร ้/ 5 มลลก ัดรเป ีร ่าและผส ์มให ้เช ้าก ัน ค หล ังการตดฉลาก 5 นาที นำมาหา
ความบร ้ช ุทธทางเคมร ังท ีล ้วอว ้ส  p a p e r  c h r o m a to g r a p h y

3 . 3 . 2 v การห าด วาม บ ร ้ชุท ก ัท างเค ม ร ังส ่จอ ง0 0 ’°T c-d ,I-H M P A O  ( R a d io c h e m ic a l  
p u r i t y ,R C P )

ช าร เค ม ท ีใช ้
-  เมทีลเอธลคโตนทีกก ั่นใหม่ ๆ , A .R . g r a d e ,M e r c k
-  0 .9  %  โช เล ้ย ม ค ล อ ไรด , G e n e r a l  H o s p i t a l
-  ชารละลายอะช ้โตไน ไตรลใน น า 50 %  โดยปร ้มาตร
- 0.02 M ฟอช๗ ตบัฟเฟอร้ pH 7.4
-  เต ต ราไฮโด รท ีวแรน  (T H F ), F lu k a  98 %

อุปกร(นที'ใช้
-  กระบอกฉดอาปีนาด 1 มล.พร้อมเข็มปีนาด 26G X 1 /2  น้ํว
-  โครมาโตกราฟท ีแทงค
-  แผ่นโครมาโตกราฟทีวอทแมน เบอ ร้ 1 และ ITLC-SG  ปีนาด 1 .5  X 18 ชม.
-  เดรองปรับเท ียบปร้มาแรรังท ี (D o se  C a l i b r a t o r ) ,  D e lu x e  I s o t o p e  

C a l i b r a t o r  ( I I )  m o d e l 3 4 - 0 5 6 ,  v i c t o r e e n ,  USA
-  เดรอ งแกม ม าชเป ดโตรม เตอร ์ท ีใช ้ห ัวว ัด  N a l ( T l ) ( M u l t i c h a n n e l  A n a l y s e r ) ,

O r t e c
-  เดรองวัดร ังท ีแบบชแกนทีใช ้ห ัวว ัด N a l ( T l )  ( S c a n n e r )
- HPLC, Water
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ทา?Vทดวามบ?๙บธทางเค>1รังร?ยอง;ฟ้ารประกร m3 งช้อน0° "Tc-d, 1-HHPA0 

การหาความบร้ฟ้ทธทางเคมืรังด่ชองฟ้ารประกอบเช้งช้อน00,"Tc-d, 1-HMPA0 

ทำได้หลายวธตังน้ํ

1. Thin layer chromatography (TLC)

1.1 Three systems method

เท่ีนการรวมระบบโดรมาโตรกราฟห้ 3 ระบบเช้าด้วยกันคอ

ระบบท 1 ITLC-SG ใน MEK

ระบบท 2 ITLC-SG ใน 0.9% Nad

ระบบท่ี 3 Whatman no.l ใน 50 % โตอปร้มาตรชองอะช้โตไนไตร้ลกับนา 

ระบบท้ังฟ้ามให้ผลการแยกองคประกอบด่างกันดังน

ระบบท่ี 1 จะแอก HR-00n>Tcllละ 2r'd complex ออกจาก OO,"Tc04~ และ 

1st complex โดย HR-00“Tcllละ 2nd complex จะอยู่ท่ี origin (Rf = 0) ด่วน 

oo”Tc04~ และ l“fc complex จะเดลอนท่ีไป,พร้อมกับตัวทำละลายด้วย capillary 

force ไปยัง solvent front (Rf = 0.9-1.0)

ระบบท่ี 2 จะแยก °0mTcOA~ ออกจาก HR-°°“Tc, 2nd complex และ 

l*4, complex โดย HR-00raTc, 2"d complex และ 1st complex จะอยู่ท่ี origin 

(Rf = 0) ด่วน °°“Tc04~ จะเดลอนท่ีไปพร้อมกับตัวทำละลายไปยัง solvent front 

(Rf = 0.9-1.0)

ระบบท่ี 3 จะแอก HR-00°Tc ออกจาก 2nd complex, °°”Tc04_ และ 

l“‘ complex โดย HR-°°“Tc จะอยู่ท่ี origin (Rf = 0) องคประกอบอน จๆะเดลอนท่ี 

ไปพร้อมกันตัวทำละลายไปยัง solvent front (Rf = 0.9-1.0)
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ตารางท่ี 3.1 แสดงค่า Rf การแยกปีององคุประกอบต่าง ป้ๆองผลผลตโคยาg TLC

องคประกอบ

ระบบ

1 2 3

C°°“Tc]d,1-HM-PAO primary(L) 

C°emTcld,1-HM-PAOsecondary(A) 

°°“Tc hydrolyzed,reduced(B) 

[°°mTc]pertechnetate(C)

0.9-1.0 

0*

0*

0.9-1.0

0

0

0

0.9-1.0*

0.9-1.0 

0.9-1.0 

0*

0.9-1.0

* Rfปีององคประกอบน้ัน ใๆนระบบท่ีใช้ตรวจฟ้อบ

ตำนวท!หาร้อยละปีองฟ้ารประกอบเช้งช้อนไลโพฝ็ลืค OOmTc-d,l-HMPA0 ดังน้ั 

% ปีองไลโฬลืค (L) = 100-A%-B%-C%

วลืน้ัเท่ีนวสท่ีเลือกน่ามาใช้ในการสืกษาคร้ังน้ั

การหาตวามบร้ฟ้ทธิทางIค»ไรังลื ทำไต้โคยหยคตัวอย่างท่ีต้องการหาความบร้ฟ้ทธ 

ทางIคมรังลืลงบนแผ่น'โครมาโตกราฟVเฟ้นค ITLC-SG และวอฑแมนเบอร 1 ท่ีจุลเร่ิมต้น 

(ห่างจากปลายต้านหน้ังประมาท! 2 ชม.)ให้มอนาคเล็กท่ีฟ้ล

1
origin--)

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
<—-

1
— solvent

1 ----f ront—l

รุปท่ี 3.1 ลักษท!ะปีองแผ่นโครมาโดกราฟลืท่ีใช้แยกหาความบร้ฟ้ทธทางเคมรังลื
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แล้วนำไปจุ่มในตัวทำละลายตังช้างต้น เมอตัวทำละลายเคลอนน่ิาปกงsolvent 

front ททำหนตาว้(ห่างจากปลายอีกล้านหน่ิงประมาแ! 4 ชม.)ยกแผ่นโตรมาไตกราฟอีปีน 

นำไปตากให้แห้ง หลังจากน้ันนำไปฟ้แกนหาการกระจายซองรังอีบนแผ่นไตรมาโตกราฟอีระบบ 

ต่าง ด้ๆวย Scanner หร้อตัดแผ่นไตรมาโตกราฟอีท่ีไล้เน่ินแผ่นลัน ซๆนาต 1 ชม.แล้ววัตการ 

กระจายซองรังอีบนแผ่นล้วย GM counter หร้อเตรองแกมมาฟ้เปตโตรมเตอร้ทใช้หัววัต 

Nal(Tl)(MCA) ตำนาผหาร้อยละซองฟ้ารประกอบเช้งช้องเไลไหอีลค 00“Tc-d,1-HMPAO 

ทเกดซ้ํนในระบบ

ระยะทาง (cm)

รุปท่ี 3.2 ไตรมาโตแกรมแฟ้ตงการแยกองตประกอบต่าง ใๆนระบบท 1 ITLC-SG ใน MEK



ระระทาง (cm)
3.3 โครพาโตแกรมแส์ตงการแยกองคประกอบต่าง ใๆนระบบท่ี 2 ITLC-SG ใน

0.9 % NaCl

ระยะทาง(cm)
3.4 โครพา'โตแกรมแปดงการแยกองค็ประกอบต่าง ชๆองระบบท่ี 3 Whatman no.l 

ใน 50 % aq.acetonitrile
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ตัวอย่างการกระจายรังสืป็องผลผลตดตฉลากบนแผ่นโคร»ทโตกราฟ่Îเฑ้ังฟ้าพ

ระ8ะทาง(ชน.)

อัตราการนับ/30 วนาที

ระบบท 1 ระบบท 2 ระบบฑ 3

origin 341 (A+B) 3628 97 (B)

1 80 43 33

2 107 30 38

3 154 35 28

4 150 35 28

5 230 29 19

6 268 21 14

7 471 28 18

6 711 25 142

9 3765 56-1 418

10 11984 89-1 (C) 5546

BACKGROUND 24 22 13

ตัวอย่างทารคำนาท»ท % จองฟ้ารไลโนนัลค(1“* complex)

% (A+B) = Counts at origin - background X 100

Total counts of system - Total background 

= (341-24) X 100

(16261-264 )

= 1.76

% c = Counts at solvent front - background X 

Total counts of system - Total background 

= (5 6 + 8 9 ) -(22X2) X 100

(4014-242)

100

2 .6 8
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% B

% A

= Counts a t  o r ig in  -  background X 100
T o ta l cou n ts of system  - T o ta l background 

= 97-13 X 100
6381-143 

= 1.35
= % (A+B)- % B
= 1 .7 6 -1 .3 5
= 0.41

% L ip o p h il ic  = 1 0 0 -0 .4 1 -1 .3 5 -2 .6 8
= 95.56

1 .2  E th e r p ap er chrom atography
โดรหรดส์ารตัวอย่างลงบนแผ่!*โครมาโตรกราฟ v l t f u m a  ฑแมนเนอร่ิ 1 แล้วนำไป 

จุ่มใน d ie th y l  e th e r  ระบบน L ip o p h il ic  [ ° ° “Tc] d,l-HMPAO จะเดลอนไปรัง 
s o lv e n t f r o n t  (Rf = ฑ ในamะท่ี องคประกอบอน  ๆ จะรังคงอร่ที่ o r ig in (R f  = 0) 

การด่านวเาเดวาแบริส์ฑธทางเดมรังสื (% L ip o p h il ic )

% L ip o p h il ic  = 100 - ความแรงรังสืที่จุคเริ่มด้น X 100
v ความแรงรังสืรวม

2. E le c tro p h o re s is
หอดตัวอร่างบนแผ่นโครมาโตรกราฟสื!(นิด Whatman 541 ปีนาค 20 cm.ท่ี 

ฬุบด้วอ 0 .05  M ฟอฟ้๗ ตบัพ๗ อร่ิ pH 7 .4  นำไปจุ่มลงใน e le c t r o p h o r e s is  b a th  ท่ีม 
ความต่างกักอ 300 V. นาน 1 tfม. อกปีน ตากให้แห้ง นำไปวัดการกระจาอชองรังสืบน 
แผ่นโดรมาโตกราฟ่สื (24)

3. High p re s s u re  l iq u id  chrom atography (HPLC)
เที่นการวัเคราะห้หาดวามบริสํทธทางเดมปีองสำรประกอบเนิงช้อน โคอหลักการ 

ทางเดมที่ว่า " l ik e  d is s o lv e  l ik e "  ด้วอคอลัแนิtfนิด re v e rs e  phase แบบ 
Bondapak C-18 ท่ีต่อกับ w ater pump แบบ d ual pump g ra d ie n t  system
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ตรวจวัดฟ้ารรังสีท่ี!(ะออกมาด้วยหัววัด Nal ท่ีต่อกับ ra te m e te r  และ uv d e te c te r  
«ชุด«0มพัวเตอรเพอประเมนผลการตรวจวัด วัดการดูดกลน UV ท่ี 240 nm.อัตราการไหล 
ชองตัวท่าละลา!! 2 .0  ml/min. การวเคราะห้ท่าไล้ตังนํ้ ปีม 0 .02 M pho sp hate  b u f fe r  
pH 7 .4  ผ่าน column ฉดฟ้ารตัวอย่างชนาล 20 ,น1เช้าไป ค่อร ๆเพ่ิมส่วนประกอบชอง THF 
จาก 0 เท่ีน 30 % ที่เวลา 6 นาที

ระบบส่วนประกอบท่ีใช้ฟ้ามารถแอกองดประกอบด่าง  ๆ ออกจากกันไล้อย่างช้ดเจน 
r e te n t io n  tim e ชององดประกอบด่าง ๆเท่ีนตังน

OOmTc04 r e te n t io n  tim e ประมาท! 2.07 นาที 
2nd complex r e te n t io n  tim e ประมาท! 5 .84  นาที 
1** complex r e te n t io n  tim e ประมาท! 12.37 นาที 

ส่วน HR-00mTc ไม่สำมารถหาได้โด!เวัสน เนองจากเที่นคอลลอยดชองแปีง จงติดอยู่ 
ท่ีตัวกรองหน้าดอลัมน ต้องใช้วส TLC ดังช้างต้นประกอบกันจงจะตรวจหาปริมาท!ได้

3 .4  ปริมาmตัวริติวสีและ pH ที ่ เหมาะฟ้มในการเตริอมฟ้า?ประกอบสำเร็จรูป HHPAO
3 . 4 . 1  ปริมาถ!ตัวริดวสีที ่ เหมาะฟ้มในการเตริอมฟ้า?ประกอบสำเร็จรูป HMPAO 
เตริยมฟ้ารประกอบสำเร็จรูป d,1-HMPAO ตัง( 3 . 2 )  แด่ใช้ตัวริติวสี 2 ระบบคอ 
ระบบท่ี 1 m e t a l l i c  รทเที่นตัวริติวสีปริมาท!ที่ใช้แตกด่างกันตังน 3 . 8 , 5 . 7 , 7 . 6 ,

1 1 . 4 , 1 9 . 0  และ 2 8 . รไมโครกรัมต่อชวดตามส่าดับ
ระบบท่ี 2 SnCle .2HeO เที่นตัวริติวสี ปริมาท!ที่ใช้แตกต่างกันตังนํ้  3 . 0 , 5 . 0 ,

7 . 5 , 1 0 . 0 , 2 0 . 0  และ 3 0 .0  ไมโครกรัมต่อชวดตามส่าดับ
ปรับ pH เท่ีน 9 . 5  แบ่งใส่ชวดในรูปชองฟ้ารละลายภาอใต้บรรอากาฟ้ชอง 

ไนโตรเจน นำฟ้ารที ่ เตริอมไว้มาอย่างละ 3 ชวด นำมาติดฉลากกับเทคนํ เช้อม-99 เอ็ม 
และหาความบริฟ้ทสทางเคมรังสีดัง ( 3 . 3 . 1 )  และ ( 3 . 3 . 2 )  ตามลำดับ

นำค่าด่าง ๆที ่ได้มาเช้อนกราฟ่แฟ้ดงความอัมพันสีระหว่างปริมาท!ตัาริติวสีกับความ 
บริฟ้ทสทางเคมรังสี (RCP) ชอง 0ÛmTc-d,1-HMPAO

3 . 4 . 2 .  pH ที ่ เหมาะฟ้มในการเฅริยมฟ้า?ประกอบสำเร็จรูป HHPAO 
จาก ( 3 . 4 . 1 )  เลอกปริมาท!ตัวริติวสีที่ เหมาะฟ้มที่ให้ค่า RCP ที ่ด้ (มากกว่า 

85 %)มาเตริอมฟ้ารประกอบสำเร็จรูป d,1-HMPAO ใหม่ โดยปรับ pH ชองฟ้ารละลาย
ฟ้ดท้ายเที่น 3 . 0 , 6 . 0 , 8 . 0 , 9 . 0 , 9 . 5 , 1 0 . 0  และ1 1 .0  ตามส่าตับ นำมาอย่างละ 3 ชวด
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ตัดฉลากกับสารละลายเปอรเฑคนี เคท และหาความบรั สุทธทางเคมีรังสีด้วยวิธดังกล่าว
แสดงผลที่ได้ เปียนกราฟแสลงความลัมพันธระหว่าง pH กับ % ชององคประกอบต่าง ๆไน 
ระบบ

3 .5  สิกษาเสถยรภาพจองสารประกอบเช้งช้อน 00roTc-d,1-HMPAO
จาก (3 .4 .1 )  และ (3 .4 .2 )  เลอกด่า pH และปรัผาทเตัารัตัวช้ท่ีเหมาะสม 

มาเตรัยมสารประกอบล่าเร็จรูป d,1-HMPA0 โดยวิธดังช้างด้น 4 ระบบดังน
1. SnCle .2He0 5 .0  A g / k i t

2. SnCle .2HeO 10.0 A g / k i t

3. m e ta l l ic  รท 4 .0  A g /k it
4. m e ta l l ic  รท 19.0 A g /k it
แล้วสีล (s e a le d )  ภายไต้บรรยากาสชองไนโตรเจน เก็บรักษาไว้ท่ีอุผหภูมี 

0-5 ° c  นำพาตดฉลากกับสารละลายเปอรัเทคนเตทดวามแรงรังสี 25 มลลิคูรั/5 มีลลิลิตร 
หาด่าความบรัสุฑธทางเคมีรังสีที่เวลาต่าง ๆดังนคอ 5 ,3 0 ,และ 60 นาทหลังการตัดฉลาก 
แสลงผลท่ีไต้ เปียนกราฟแสดงความลัมพันธระหว่าง % ชององคประกอบต่าง ๆกับเวลา

จากผลการสิกษา( 3 .4 ) และ( 3 .5 ) เลอกระบบท่ีเหมาะส์มท่ีไห้ความบรสุทธทางเคมี 
รังสีสง และไห้ 00mTc-d,1-HMPAO ที่มีเสํถยรภาพดที่สุดมาเตรัยมสารประกอบล่าเร็จรูป 
d,1-HMPAO สนคผง (L y o p h iliz ed  k i t >ดังวิธีช้างต้นแล้ว ทำให้แห้งท่ีอุทเหภูมีต้ัา 
(F reeze  d r y ) s วอเครอง L y o p h il iz e r  เก็บรักษาไว้ฑอุทเหภูม 0-5 ๐Clพอนำไปสิกษา 
ต่อไป

3 .6  สิกษาหาปรุมาทเรังสีปีองสารละลายเปอรเทคนี เตทที ่ เหมาะสมไนการนำมาตัดฉลากกัน 
สารประกอบล่าเร็จรุป d,1-HMPAO สนดผงที่ เตรัยมได้

เนอตรวจสอบว่าสารประกอบล่าเรัจรูป d,1-HMPAO สนดผงที ่ เตรัยมไต้สามารท 
ใช้ตัดฉลากกับ Tc-99m ได้ไนปีนาดความแรงรังสี เท่าได จงจะยังคงให้ความบรัสุทธทาง 
เคมีรังสีมากกว่า 85 % โดยทำการสิกษาดังน

นำสารประกอบล่าเร็จรูป d,1-HMPAO สนดผงที ่ เตรัยมไว้  ผาตัดฉลากกับสาร 
ละลายเปอรั เทคนเตฑ ความแรงรังสีต่ าง ๆกันตังน 2 0 , 2 5 , 3 5  และ 45 มลลิคุรัตามลำดับ 
หาด่า RCP แสดงผลที ่ได้ เปียนกราฟแสดงความลัมพันธระหว่างความแรงรังสีที ่ ใช้  กับ RCP
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สิงทจะทำต่อไปคอ ทำการสิกษาการกระจายตัวชองปารตัดฉลากในหนู  แต่ก่อนท 
จะทำการทดปอบตังกล่าวจ ำแ ]นจะต้องตรวจปอบความบริปุฑสทางสีาภาพชองปาร เพอรนรัน 
วสีการเตรยมว่าปลอดภัอเมอนำไปใต้ไม่ว่ากับคนหริอสิตวทดลอง

การหาความบริปฑสีทางสีวภาพชองปารประกอบสำเร็จรป d,1-HMPA0 ปนัดผง -------  ---------i--------- -— 7-----^ ---------------------- •------- \ ----  -----
ทำการตรวจปอบความบริฟ้ทธทางป็วภาพชองปารประกอบสำเรจรูป d,1-HMPA0 

ปนํคผงดังนํ้
1. Pyrogen t e s t i n g  โดยใต้  F l u i d  T h i o g l y c o l a t e  Media
2. S t e r i l i t y  t e s t i n g  โดยวสี  LAL

การทดปอบทำโดยม่ายควบคุมคุณภาพ กองผลตไอโชโฑป เมอผลการทดปอบทั ้งปอง 
ผ่านแล้ว จงนำไปสิกษาในชนต่อไป

3 .7  สิกบาการกระจายตัวชอง00,*T c-d , 1-HMPAO ในสิตว่ทคลอง 
ปา?เคมทใต้
- ปารประกอบสำเร็จรูป d,1-HMPAO ปนํดผง
- ฟ้ารละลายโชเคอมเปอร็เฑคนัเตท (ความแรงรังสิประมาณ 25-30 มลลคุริต่อ 

5 มลสิสิตร), A u s tra l ia n  I s o to p e ,A u s t r a l ia
- เมทลเอธลคโตน , A.R. g ra d e , Merck
- 0 .9  % โชเคยมคลอไรด , A.R. g ra d e , Merck
- ฟ้ารละลายอะสิโตไนไตร็ล 50 % ในนา โดยปริมาตร
- ปารประกอบสำเร็จรูปมาตรฐาน d,1-HMPAO (ผลตภัณฑชองบริษัท Amersham 

I n t e r n a t io n a l )

อุปกรทเท'ใต้
- เหมอนใน (3 .3 .1 )  และ (3 .3 .2 )
- หนูใหญ่ (S prague-daw ley  r a t s )  นาหนัก 140-180 กรัม
- เคร็องมอผ่าตัด 1 ปุด
- กระบอกพลาปตักพร้อมฝา!เด
- เคร็อ'งต้ง
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วสีทูดลอง
ฉคส์ารประกอบติดฉลาก00,“โc-d,1-HMPA0 0 .1  มลลลตร (ความบริส์ทูธทูาง 

เคมรังสีมากกว่า 85 % ความแรงรังสี 0 .5 -1 .0  มลลคูริ)เช้าทูางหางแล้วทำการผ่าหน 
ทูเวลา 20 และ 60 นาทูหลังการฉดตามล่าคับ โดยคูดเลอคทูงหมดออกมาคัวยเปีมฉดรา 
ใสี'ในชวดพลาสํติกทูรังเตรัยม'ไว้ แยกอวัยวะต่าง  ๆ ออกจากกันให้ละอาดทู»เด ใสี'ในปีวด 
หลา๙ติก นำไปลังหานาหนักปีองอวัยวะแต่ละสีานวัดปริมาท»รังสีทูสํะลมในแต่ละอวัยวะ ด้วย 
เครองแกมมา»แปคโตรติเตอริทูใลัหัววัดรังสีแบบ N a l(T l)(M u ltic h a n n e l a n a ly s e r ,  
MCA) คำนวล»ปริมาล»รังสีทูละลมเก็นร้อยละชองปริมาล»รังสีทูฉดเช้าไปทูงหมด ร้อยละชอง 
ความแรงรังสีในเลอดคำนวล»จากความแรงรังสี นาหนักชองคัวอย่างและองคประทอบอน  ๆ
ซองร่างกาย โดยติดจากค่าเฉลยมาตรฐานในหนุ 1 ตัวมเลอดประมาล» 5 .8  % กระดก
5 .0  % ผวหนัง 18.0 % กล้ามเนอ 43 % และไชมันม 7 .0  1 โดย»ทหนัก เปริยบเทูยบค่า 
ทูได้กับเอกฟ้ารอ้างอง (24) และ»(ารทูผลตจากต่างประเทูคํ(Amersham I n te r n a t io n a l )

3 .8  สีกษาเลกยรภ•ไหชองลารประกอบสำเร็จรฺป d,1-HMPAO k i t  tfUftผง
เหอตรวจลอบว่าสำรทูเตริยมปีนสำมารกเก็บไว้ใลังานไต้นานเท่าใด ประสีทูธภาห 

จะยังคงลงเท่าทูต้องการ โดยท่าการทูดลองดังน
นำสำรประกอบสำเร็จรูป d,1-HMPAO ทูเก็บไว้ มาติดฉลากกับส์ารละลายเปอริเทูค 

นัเตทูความแรงรังสีทูเหมาะลมดังช้างต้น หาความบริสํทูธทูางเคมรังสี แลคงผลทูาด้เปียนกราฟ 
ความลัมหันธระหว่างความบริสํทูธทูางเคมรังสีกับระยะเวลาการเก็บ
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