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การพฒันาโมโนโคลนอล แอนตบิอดจีำเพาะตอ่เฮพาแรน ซลัเฟต โปรตโิอกลยัแคนชนดิ F(ab’)2
ท่ีตดิฉลากสารเรอืงแสง FITC

สำหรับใช้วิเคราะห์เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดมัยลอยด์โดยตรง
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การศกึษากอ่นหน้าพบวา่มะเรง็เม็ดเลอืดขาวเฉพาะชนดิ AML มีการแสดงออกของโมเลกลุทีเ่หมือนหรือคลา้ยกบั
human liver HSPG อย่างความจำเพาะและมีนัยสำคัญ สามารถใช้แอนติบอดีจำเพาะต่อ human liver HSPG
ช่วยแยกวินิจฉัย AML ออกจากมะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยเทคนิค indirect immunofluorescence อย่างไรก็ตาม
ยังมีความจำเป็นต้อง block Fc-receptor ซึ่งอาจทำให้เกิดผลบวกปลอม และยังต้องใช้แอนติบอดีที่สองซึ่งติดฉลาก
สารเรืองแสง ซึ่งมีราคาแพง ดังนั้น เพื่อพัฒนาแอนติบอดีดังกล่าวให้มีคุณสมบัติที่ดีมากขึ้นในการใช้งาน ผู้วิจัย
จึงมีแนวคิดดัดแปลงรูปแบบของแอนติบอดีให้อยู ่ในรูปของ F(ab’)2 และติดฉลากสารเรืองแสง FITC เพื ่อให้
สามารถใช้แอนติบอดีดังกล่าวในการตรวจแยกชนิด AML ได้ในขั้นตอนเดียวด้วยเทคนิค direct immunofluorescence
โดยตัดย่อยด้วยเอนไซม์ pepsin จากนั ้นติดฉลากด้วย FITC/DMSO และตรวจสอบแอนติบอดีที ่ถูกดัดแปลง
ด้วยการแยกผ่านกระแสไฟฟ้า ตรวจวัดขนาดและความเป็น F(ab’)2 ของผลิตภัณฑ์ที่ได้ การศึกษาพบว่าควรใช้
เอนไซม์ขนาด 1500 units อุ่นปฏิกิริยาที ่  37 oC นาน 8 ช่ัวโมง ผลิตภัณฑ์ทีไ่ดมี้น้ำหนักโมเลกลุ 115  kD และมีคา่
F:P ratio หลังการติดฉลากเท่ากับ 5.8 ซึ่งอยู่ในช่วงที่ดีที ่สุด การตรวจสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีที่ผลิตได้
โดยการย้อมเซลล์มะเร็ง พบว่าแอนติบอดีสามารถทำปฏิกิริยาได้ดี มีอัตราการเรืองแสงที่ดี ตามวัตถุประสงค์ที่วางไว้
ผลท่ีได้จากการศกึษาสรปุว่า สามารถดดัแปลงแอนติบอดีและติดฉลากเพือ่ให้สามารถตรวจวดัโมเลกุลจำเพาะบนผิวเซลล์
ได้อย่างถูกต้องในขั้นตอนเดียว ลดความสิ้นเปลืองในการใช้แอนติบอดีติดฉลากสารเรืองแสงตัวที่สองซึ่งมีราคาแพง
สามารถพฒันาตอ่ยอดในรปูแบบของผลติภัณฑ์เพ่ือการจำหนา่ย วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2552; 42: 85-93.
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บทนำ
Proteoglycans จัดเป็น glycosylated proteins

ที่ส่วน carbohydrate เป็น sulfated glycosaminogly-
cans1,2 มีบทบาทสำคัญทางชีวภาพมากมาย

3-5
 พบได้

ใน matrix และบนผวิเซลลห์ลายชนดิทัง้เซลลป์กต ิและ
เซลล์มะเร็ง4, 6-8 มีน้ำหนักโมเลกุลและประจุลบสูง9-12

matrix HSPG ที่สร้างจากเซลล์ของเนื้อเยื่อหลายชนิด
มีโครงสรา้งทีเ่หมือน หรือร่วมกันบางสว่นอีกดว้ย HSPG
มีส่วนเก่ียวข้องกับปฏิสัมพันธ์ระหว่างโมเลกุลบนผิวเซลล์
หรือระหว่างโมเลกุลบนผิวเซลล์กับโมเลกุลใน matrix
และเปน็พ้ืนฐานของกระบวนการตา่งๆ ทีเ่กดิขึน้ในเซลล์
หรือระหว่างเซลล์ เช่น การควบคุม cell growth และ

Abstract: Development of FITC-conjugated monoclonal anti-human liver
HSPGs, F(ab’)2 for the investigation of acute myeloid leukemia by direct-
immunofluorescent technique

Benchaporn Taweeapiradeechat* Jaturaporn Pornsilapathip** Preeyanat Vongchan*

Human liver HSPGs was first isolated from human liver and monoclonal antibodies were produced.
1E4-1C2, one of many clones obtained was proved to specifically reacted with cell membrane molecules of
acute myeloid leukemia (AML) by indirect immunofluorescence. Since the method is time consumed and
required FITC-conjugated anti-mouse Igs which is expensive and caused nonspecific reaction. To solve these
problems, we aimed to develop 1E4-1C2 to F(ab’)2 format and conjugate with FITC in order to investigate AML
by direct immunofluorescence technique. The results showed that incubating at 37 oC for 8 hrs and 1500 units/
mg protein was optimal for pepsin digestion. F(ab’)2 obtained has molecular weight of 116 kD. FITC was
covalently coupled to primary amines (lysine) of the immunoglobulin. The result showed that F:P ratio of this
product was 5.8. Staining of HepG2 cell lines by direct compared to indirect immunofluorescence showed
significant positive results. It was concluded that FITC-conjugated anti-human liver HSPGs, F(ab’)2 obtained was
effectively reacted with interested cells. Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2009; 42: 85-93.

Keywords: Monoclonal antibody, HSPGs, human liver, F(ab’)2, FITC conjugated antibody, leukemia
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cell-cell matrix adhesion เป็นต้น
ผู้วิจัยสกดั HSPGs จากตบัมนุษย์และผลติโมโน

โคลนอล แอนติบอดี ได้เซลล์ลูกผสมจำนวนมาก เบ้ืองต้น
พบว่าเม็ดเลือดขาวชนิด Myeloid leukemia มีการ
แสดงออกของ HSPH อย่างมีนัยสำคัญ แตกต่างจากเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดชนิดอื่น และไม่พบบนผิวเซลล์เม็ดเลือด
ขาวของคนปกติ13,14 งานภาคนพินธ์ของนักศกึษาทีไ่ดรั้บ
การสนับสนุนจาก IRPUS ต่อเนื่องในปี 2548-2550
พบการแสดงออกของโมเลกุลดังกล่าวบนผิวเซลล์ชนิด
ต่างๆ ท้ังชนิดปกติและเซลล์มะเร็ง เป็นจุดเร่ิมต้นของการ
ใช้แอนติบอดีในการศึกษาโปรตีนที่เกี่ยวข้อง การผลิต
แอนติบอดีเพื่อจำหน่าย และพัฒนาแอนติบอดีดังกล่าว
ให้มีความพิเศษมากขึ้น เพื่อให้สามารถนำไปใช้งาน
ด้านภูมิคุ ้มกันวิทยาคลินิก และพยาธิวิทยาคลินิก
ได้หลากหลายมากขึ้น เช่น การติดฉลากสารเรืองแสง
สำหรับการย้อมเซลล์โดยตรงด้วยเทคนิค direct immu-
nofluorescence อย่างไรก็ตาม เนื่องจากบนผิวเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีตัวรับจำเพาะต่อส่วน Fc ของ immu-
noglobulin จึงต้องมีข้ันตอนการปิดบังบริเวณดังกล่าวด้วย
การใชซี้รัมของคนปกตหิมู่เลือด AB เพ่ือป้องกนัการเกดิ
ผลบวกปลอมจากการเกาะตดิของแอนตบิอดีบนผิวเซลล์
ผ่าน Fc receptor ดังน้ัน เพ่ือแกไ้ขปัญหาดงักลา่ว และ
ลดขั้นตอนการย้อมเซลล์ ผู้วิจัยจึงพัฒนาและเพิ่มคุณค่า
ของแอนติบอดีติดฉลากทีผ่ลิตข้ึนได้น้ี ให้เหลือโครงสรา้ง
เฉพาะส่วน F(ab)’2 จากนั้นติดฉลากสารเรืองแสงชนิด
FITC และ ศึกษาคุณสมบัติของแอนติบอดีท่ีพัฒนาข้ึนได้น้ี
ด้วยเทคนคิ direct immunofluorescence ทำใหข้ั้นตอน
ทำได้สะดวก รวดเร็ว มีความจำเพาะต่อโมเลกุลที่ต้อง
การศึกษา ไม่ต้องใช้แอนติบอดีที ่สองซึ่งมีราคาแพง
ท้ังยังเป็นการเพ่ิมคุณค่าให้แก่แอนติบอดีจำเพาะต่อโมเลกุล
สำคัญที่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อนนี้

อุปกรณ์และวิธีการ
การผลิต monoclonal anti-human liver HSPG
และทำให้บริสุทธิ์

เลี ้ยงเซลล์ลูกผสมโคลน 1E4-1C2 ที่มีความ
จำเพาะต่อ human liver HSPG และทราบแล้วว่าสามารถ
ทำปฏิกิริยากับ HepG2 cells แล้ว โดยการพิสูจน์ด้วย

เทคนิค indirect immunofluorescence เมื่อเซลล์เจริญ
เต็มท่ีแล้ว ผลิต monoclonal antibody ในปริมาณมากด้วย
เทคนคิ ascitic fluid induction เม่ือหนูเกิดภาวะ ascites
แล้ว เจาะนำ้ช่องทอ้ง เตรียมแอนติบอดใีห้บริสทุธิด์ว้ยวิธี
Melon GelTM Purification พิสูจน์ความบริสุทธิ ์และ
หาความเข้มข้นโปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE และ
Lowry’s method ตามลำดับ แบ่งเก็บเป็นส่วนเล็กๆ
แช่แข็งไว้ใช้งานต่อไป

การเตรียม monoclonal anti-human liver HSPG,
F(ab’)2

ก่อนการย่อย ปรับแอนติบอดี ให้อยู่ในตัวกลาง
ท่ีเป็นกรด pH 4.0 โดยป่ันเพ่ือกำจัด บัฟเฟอร์เดิมออกด้วย
Microsep 30K ท่ี 13,000 rpm อุณหภูมิ 4o C นาน 30
นาท ีเติมน้ำกลัน่ 500 uL จากนัน้ ปรับ pH เป็น 4.0 ด้วย
0.4 M HCl ปริมาตร 5 uL (ปริมาตรทีใ่ช้ผ่านการไตเตรท
มาก่อน) จากนั้นอุ่นปฏิกิริยาที่ 37o C นาน 30 นาที
ก่อนเติม pepsin (Sigma) ความเข้มข้นสุดท้าย 1500-
5000 unit/1 mg protein ผสมใหเ้ข้ากนั อุ่นปฏิกิริยาตอ่ท่ี
37oC ท่ีเวลาตา่งๆ หยุดปฏิกิริยาดว้ย 0.05 M Na2HPO4

/NaCl ให้ได้ pH 6.0 สุดทา้ยปรบัให้อยู่ใน PBS pH 7.2
พิสูจน์ผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการยอ่ยว่าเปน็ F(ab’)2

ด้วยเทคนคิ SDS-PAGE ย้อม gel ด้วย Coomasie Blue
ขนาดของ F(ab’)2 ควรอยูใ่นช่วง 90-135 kD สว่นหนึง่
blot ลงบน PVDF membrane และ block non-specific
binding sites ด้วย 5% skimmed milk-PBS pH 7.2
และทำปฏกิิริยากบั HRP-conjugated swine rabbit anti-
mouse IgG, Fc specific (1:2500) หลังจากล้างเพ่ือกำจัด
แอนติบอดีส่วนเกินแล้ว เติม chemiluminescent sub-
strate (PIERCE) และประกบฟิล์มเพื่อติดตามสัญญาณ
อีกส่วนหนึ่งทำปฏิกิริยากับ rabbit anti-mouse Igs
(1:3000) ก่อน จากนัน้ตามดว้ย HRP-conjugated swine
anti-rabbit Igs (1:20,000) และ chemiluminescent
substrate ตามลำดับ ก่อนการประกบฟิล์ม ทุกขั้นตอน
มีการล้างเพื่อกำจัดแอนติบอดีส่วนเกินออก

นำผลิตภัณฑ์ที ่ได้จากการตัดย่อย แยกผ่าน
กระแสไฟฟา้ใน 10% native gel และย้อมสี Coomasie
blue อีกครั้ง ตัดเจลเฉพาะส่วน F(ab’)2 หรือโมเลกุล
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รวมที ่ย ังคงเหลือค้างจากการตัดย่อยออก จากนั ้น
ชะโปรตีนออกจากเน้ือเจลด้วยวิธี Electroelution (Biorad)
สุดท้ายปรับให้อยู่ในตัวกลาง PBS pH 7.2 และทำให้
เข้มข้นสำหรบัติดฉลากดว้ย FITC ต่อไป

การตดิฉลากดว้ยสารเรอืงแสดง FITC
นำ F(ab’)2 หรือโมเลกลุรวมจากขอ้ 2.2 ปริมาณ

1 mg ปรับให้อยู่ใน Reaction buffer ให้ไดค้วามเขม้ข้น
สดุทา้ยเปน็ 4 mg/ml จากนัน้เตรียม fresh FITC (FITC
0.5 mg /10 mg/ml DMSO ปริมาตร 50 uL) ผสม FITC/
DMSO ปริมาตร 4 uL กับแอนติบอดี อุ่นปฏิกิริยา
ที่อุณหภูมิห้อง ในที่มืด นาน 2 ชั่วโมง ครบเวลาหยุด
ปฏิกิริยาดว้ย PBS pH 7.2 และป่ันล้างเพือ่กำจดั FITC/
DMSO โดยใช ้Microsep 30 KD วัดคา่การดดูกลนืแสงที่
480 nm จนกว่าค่าการดูดกลืนแสงเป็นศูนย์ ละลาย
แอนติบอดีกลับในปริมาตรเท่าเดิมด้วย storage buffer
วัดคา่การดดูกลนืแส.ท่ี 495 และ 280 nm และคำนวณ
F:P ratio ซึ่งมีค่ายอมรับได้อยู่ในช่วง 3-10 จากนั้น
เก็บผลิตภัณฑ์ที่ได้ในตู้เย็น 4o C พิสูจน์คุณสมบัติและ

ความจำเพาะ โดยการย้อมกับเซลล์เพาะเลี้ยง HepG2
ด้วยเทคนิค direct immunofluorescence เปรียบเทียบ
ระหว่างการ block และไม่ block non-specific binding
sites ด้วย 10%AB serum ต่อไป

ผลการทดลองและอภิปรายผลการทดลอง
ความเข้มข้นสุดท้ายและเวลาที่เหมาะสมสำหรับ
การตัดย่อยด้วยเอนไซม ์ pepsin

จากการทดลองเปรียบเทียบเวลา และปริมาณ
เอนไซม์ท่ีใช้ในการตัดย่อยโมเลกุลของแอนติบอดีท่ีสนใจ
พบว่าการอุน่ปฏิกิริยาในอา่งนำ้อุ่น 37 oC นาน 8 ช่ัวโมง
เป็นเวลาที่เหมาะสมที่สุด เพราะแม้จะอุ่นปฏิกิริยานาน
กว่าน้ี ไม่ได้ทำให้มีผลิตภัณฑ์เพ่ิมข้ึนแต่อย่างใด น่าจะเป็น
ผลจากการเส่ือมค่ากิจกรรมของเอนไซม์เม่ืออยู่ในอุณหภูมิ
37 oC นานๆ (รูปที่ 1) และความเข้มข้นสุดท้ายของ
เอนไซม์ทีใ่ช้คอื 3000 unit/ mg protein ซ่ึงไดผ้ลิตภัณฑ์
ที่ต้องการคือ F(ab’)2 ในปริมาณใกล้เคียงกับการใช้
เอนไซม์ความเข้มข้นสูง แม้ว่าจะมีส่วนของโมเลกุล
รวมเหลืออยู่บ้าง ดังแสดงในรปูที ่2

รูปที ่1 เวลาทีเ่หมาะสมในการตดัยอ่ยดว้ยเอนไซม ์pepsin
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รูปที ่2 ความเขม้ข้นของเอนไซม ์pepsin ท่ีเหมาะสมในการตดัย่อยแอนตบิอดีโคลน 1E4-1C2.
Lane 1: Whole Ig, Lane 2: 1500 units, Lane 3: 3000 units, Lane 4: 5000 units, Lane 5: pepsin with
5000 units

เมื่อนำผลิตภัณฑ์จากการตัดย่อยด้วยเอนไซม์
แยกผ่านกระแสไฟฟ้า 200V นาน 45 นาที และย้อม
ดูขนาดของโปรตีนเทียบกับแถบโปรตีนมาตรฐาน
พบว่าผลิตภัณฑ์ที ่ได้มีขนาดอยู ่ในช่วง 90-135 kD
ซ่ึงน่าจะเปน็ F(ab’)2 ดังแสดงในรปูที ่ 3A อย่างไรกต็าม
เพื ่อพิสูจน์ว่าแถบโปรตีนดังกล่าวคือ F(ab’)2 จริง
จึงพิสูจน์โดยใหท้ำปฏกิิริยากบั rabbit anti-mouse IgG,
Fc specific ซ่ึงไม่พบแถบในบริเวณดังกล่าวบนแผ่นฟิล์ม
แต่สามารถพบไดเ้ม่ือทำปฏกิิริยากบั rabbit anti-mouse
Igs และติดตามด้วย HRP-conjugated swine anti-
rabbit Igs (รูปที่ 3B) แสดงให้เห็นว่าผลิตภัณฑ์ที่ได้
จากการตดัย่อยด้วยเอนไซม ์pepsin คือ F(ab’)2 จริง

ผลการตดิฉลากแอนตบิอดด้ีวย FITC
แอนติบอดีท้ังส่วน whole molecule และ F(ab’)2

ท่ีชะออกจากแผน่เจลดว้ยเทคนคิ Electroelution (รูปที ่4
และรูปที่ 5) เมื่อนำมาติดฉลากด้วยสารเรืองแสง FITC
แล้ว นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 490/280
nm ตามลำดับ คำนวณค่า F:P ratio พบว่าได้ค่า F:P ratio

ของ whole molecule และ F(ab’)2 เท่ากบั 5.8 และ 7.0
ตามลำดบั ซ่ึงอยู่ในช่วงทีย่อมรับได ้(3-10)

3.3 การพิสูจน์คุณสมบัติของแอนติบอดีติดฉลาก
ที่ผลิตขึ้น
โดยการนำแอนติบอดีติดฉลากทั้งสองรูปแบบคือ

FITC-1E4-1C2 whole molecule และ FITC-1E4-1C2
F(ab’)2 ทำปฏิริยากับ HepG2 ซึ่งเป็นเซลล์ที ่มีการ
แสดงออกของโมเลกลุท่ีจำเพาะต่อแอนติบอดีโคลน 1E4-
1C2 เปรียบเทียบระหว่างสภาวะที่มีและไม่มีการ block
Fc receptor ดว้ย 10% heat inactivated human AB
serum พบว่า แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นสามารถทำปฏิกิริยา
กับเซลล์ได้ทั้งสองรูปแบบ (รูปที่ 6-7) โดยความเข้ม
ของการเรืองแสงในสภาวะท่ีไม่มีการใช้ AB serum สูงกว่า
แสดงให้เห็นว่า FITC conjugated 1E4-1C2 F(ab’)2

ที่ผลิตขึ้นสามารถลดการเกิด non specific binding
ที่เกิดจากการจับผ่าน Fc receptor และสามารถใช้งาน
ไดโ้ดยไมจ่ำเป็นต้องมีข้ันตอนการ block Fc receptor
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รูปที ่3 แสดงการพสูิจน์ F(ab)2 ด้วย HRP-conjugated rabbit anti-mouse IgG, Fc specific (A) และ rabbit anti-
mouse Igs ตามดว้ย HRP-conjugated swine anti-rabbit Igs (B). 1: Pre-enzyme digestion และ 2:
Post-enzyme digestion

รูปที ่4  การแยกโมเลกลุของแอนตบิอดใีนลักษณะตา่งๆ ออกจากกนัด้วยกระแสไฟฟา้ใน Native gel (10%)
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รูปที ่5   การพสิจูน์ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากกระบวนการ electroelution

รูปที ่6 ผลการย้อมเซลล์ HepG2 ด้วยวิธี indirect immunofluorescence  ในสภาวะที่ไม่มี (A) และมีการใช้
AB serum (B)
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รูปที ่7 ผลการย้อมเซลล์ HepG2 ด้วยวิธี direct immunofluorescence ในสภาวะที่ไม่มี (A) และมีการใช้
AB serum (B)
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