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Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) มีความสำคัญเกี่ยวกับกระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์ และเป็น
ตัวรับจำเพาะร่วมให้กับโมเลกุลหลายชนิดที่มี heparin binding region อยู่ HSPGs พบได้บนผิวเซลล์หลายชนิด
โดยเฉพาะบนผิวเซลล์ hepatocyte ของเซลล์ตับมี HSPGs เป็นองค์ประกอบหลัก เพื่อศึกษาความสัมพันธ์และ
บทบาทของ HSPGs บนผิวเซลล์ตับได้มีการแยก HSPGs จากผิวเซลล์ตับของมนุษย์มาทำให้บริสุทธิ์และนำมา
ผลิตเป็นโมโนโคลนอลแอนติบอดีที่จำเพาะกับ HSPGs จากผิวเซลล์ตับของมนุษย์ เพื่อใช้เป็นเครื่องมือในการศึกษา
ลักษณะ หน้าทีข่องโมเลกลุดงักลา่ว จากการศกึษากอ่นหน้านีเ้บ้ืองต้นพบว่าโมโนโคลนอล แอนติบอด ีโคลน 1E4-1C2
มีความจำเพาะต่อโมเลกุลบนผิวเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Acute myeloid leukemia (AML) อย่างมีนัยสำคัญ
การผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่จำเพาะกับ HSPGs จากผิวเซลล์ตับของมนุษย์ยังไม่มีรายงานและไม่มีจำหน่าย
ในท้องตลาดมาก่อน ดังนั้นเพื่อเพิ่มคุณค่าของโมโนโคลนอล แอนติบอดีดังกล่าวให้มากขึ้น งานวิจัยในครั้งนี้จึงได้นำ
โมโนโคลนอล แอนติบอดี โคลน 1E4-1C2 มาติดฉลากด้วยเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP)
เพ่ือใช้ภายในหอ้งปฏิบัติการเอง นอกจากนียั้งลดคา่ใชจ่้ายในการซือ้แอนติบอดท่ีีสองทีจ่ำเพาะตอ่ mouse immunoglo-
bulins ติดฉลากดว้ยเอนไซม์ซ่ึงมีราคาแพง และมีโอกาสเกดิปฏิกิริยาข้ามระหว่างแอนติบอดีท่ีติดฉลากกบักับโปรตีนอ่ืนๆ
การตดิฉลากโมโนโคลนอล แอนติบอด ี โคลน 1E4-1C2 ด้วยเอนไซม ์ HRP ใช้วิธี 2-Step glutaraldehyde โดยอาศยั
glutaraldehyde ช่วยสง่เสรมิให้ HRP สร้าง aldehyde group และจับกับ primary amine ของโมโนโคลนอล แอนติบอดี
จากการตรวจสอบคุณสมบัติของโมโนโคลนอล แอนติบอดีที ่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ HRP โดยใช้ SDS-PAGE
ซึ่งพบแถบที่มีขนาด 194 kDa  สำหรับการตรวจสอบคุณสมบัติความจำเพาะใช้วิธี direct ELISA พบว่าแอนติบอดี
ยังคงความจำเพาะตอ่แอนติเจนและมีค่ากิจกรรมของเอนไซม ์HRP อยู่ ดังน้ันจะเห็นได้ว่าสามารถตดิฉลากโมโนโคลนอล
แอนติบอดีด้วยเอนไซม์ HRP เพื่อใช้ประโยชน์ในงานภูมิคุ้มกันวิทยาและงานพยาธิวิทยาต่อไป  วารสารเทคนิคการแพทย์
เชียงใหม่ 2551; 41:167-174.
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Abstract : Production of horseradish peroxidase conjugated monoclonal
anti-heparan sulfate proteoglycans antibody for immunologic assay

Heparan sulfate proteoglycans (HSPGs) significantly involves in fundamental cell activities and acts as
the co-receptor of many certain molecules with heparin binding region. HSPGs express on membrane of many
cell types. Moreover, HSPGs are main composition on hepatocyte membrane of liver. In effort to study about
relationship and role of HSPGs, human liver HSPGs was isolated and purified and specific monoclonal antibody
(mAbs) was produced to use as a tool to educate the characteristics and function of liver HSPGs. Previous study
showed that mAbs clone 1E4-1C2 made specific with cell membrane molecules of acute myeloid leukemia
(AML). Since, anti-human liver HSPGs has not been reported and avialable, our study was aimed to prepare
horseradish peroxidase (HRP) conjugated mAbs clone 1E4-1C2. This product can be used in immunologic
assay with no need of secondary antibody, that is expensive and may cause cross reaction with other protein in
serum. Two-step glutaraldehyde technique was used to conjugate mAbs clone 1E4-1C2 with HRP. Glutaralde-
hyde enhanced HRP to produce aldehyde group which can be caught primary amine of mAbs. After that
molecular weight of mAbs conjugated with HRP was investigated by SDS-PAGE. The results showed 195 kDa
of mAbs conjugated with HRP. Monoclonal antibody clone 1E4-1C2 specificity was investigated by direct ELISA.
The results showed that HRP conjugated anti liver HSPG has its own activity both in antigen specific and
peroxidase pattern.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2008; 41: 167-174.

* Department of Medical Technology, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University
** Pacific Biotech Company, Bangkok

Keywords:  monoclonal antibody, HSPG, liver, AML, conjugated antibody

Abstract

Nittaya Chansiw*  Jaturaporn Pornsilapathip**  Preeyanat Vongchan*

ท่ีมาและปญัหาวจัิย
จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า heparan sulfate

proteoglycan (HSPGs) มีความเกี่ยวข้องกับกระบวน
การพื้นฐานต่างๆ ภายในเซลล์ ได้แก่ cell adhesion,
migration, differentiation และ cell proliferation ท้ังยังเป็น
co-receptor ให้กับหลายโมเลกุลที่มี heparin binding

region อยู่ เช่น cytokine, Apo E และ growth factor
ซึ ่งต้องจับกับ HSPGs ร่วมด้วยเพื ่อทำงาน หรือ
ส่งสัญญาณเข้าสู่เซลล์ได้1-2 ที่สำคัญคือ  HSPGs เป็น
receptor โดยตรงสำหรับพาหะก่อโรคหลายชนิด เช่น
เชื้อมาลาเรีย และเชื้อไวรัสไข้เลือดออก ทำให้เชื้อโรค
เข้าสู่อวัยวะหรือเซลล์เป้าหมายเพ่ือก่อเกิดพยาธิสภาพต่อ
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อวยัวะหรอืเซลลน์ัน้ได้
ตับเป็นอวัยวะที่ประกอบด้วยเซลล์หลายชนิด

เซลล์ที่พบจำนวนมากที่สุดคือ hepatocytes ซึ่งพบว่า
บนผิวมี heparan sulfate proteoglycan (HSPGs) เป็น
องค์ประกอบหลัก และยังพบว่าเซลล์ดังกล่าวสามารถ
สร้างและหลัง่ heparan sulfate ท่ีตรวจพบไดใ้นน้ำเล้ียง
เซลล์ เซลล์อ่ืนๆ ท่ีแม้ว่าจะพบไดน้้อย เช่น parenchymal
cells ก็พบว่าสร้าง HSPGs เช่นกัน แต่สร้าง Proteoglycan
ชนิดอ่ืนร่วมดว้ย ได้แก่ Chondroitin/Dermatan sulfate
proteoglycan3,4 ด้วยเหตุที่เซลล์ตับมีการสร้าง HSPG
ที่จำเพาะ ดังนั้นความเกี่ยวข้องระหว่างโมเลกุลดังกล่าว
กับพยาธิสภาพท่ีเกิดแก่เซลล์ตับจึงเป็นท่ีสนใจของนักวิจัย
จำนวนมากที่จะศึกษาเพื่อให้เกิดความเข้าใจมากขึ้น
ในกลไกการกอ่โรค จากไวรสั ปรสติ หรือโมเลกลุใดๆ

การที ่จะสามารถศึกษาและพัฒนาการตรวจ
วิเคราะห์ดังกล่าวได้ จะต้องมีเครื ่องมือสำคัญ คือ
โมโนโคลนอล แอนติบอดี (monoclonal antibody) ที่
จำเพาะต่อโมเลกุล และเนื่องจาก ผศ.ดร.ปรียานาถ
วงศ์จันทร์ ได้ทำการสกัดโมเลกุล HSPGs จากตับคน
ปกติ5 และนำส่วนของ D2 fraction มาผลิตเป็นโมโน
โคลนอลแอนติบอดีได้โคลนเป็นจำนวนมาก6 พบว่า
บางโคลนมีความจำเพาะต่อส่วน glycosaminoglycans
หรือ GAGs ซึ่งเป็นชีวโมเลกุลสำคัญ และเป็นส่วน
ประกอบของ HSPGs ซ่ึงเป็นท่ีน่าสนใจและสามารถนำมา
ประยุกตใ์ช้ในดา้นการพฒันาชดุตรวจวเิคราะหไ์ดอ้ย่างดี

การศึกษาของ ผศ.ดร.ปรียานาถ วงศ์จันทร์
เบ้ืองต้นพบว่า โมโนโคลนอล แอนติบอดี clone 1E4-1C2
มีความจำเพาะต่อโมเลกุลบนผิวเซลล์ของเซลล์เพาะเล้ียง
มะเร็งเม็ดเลือดขาวสาย myeloid โดยพบการแสดงออก
อย่างมีนัยสำคัญ แตกต่างจากเซลล์เพาะเลี้ยงมะเร็ง
เม็ดเลือดในสายอืน่ เช่น lymphoid linage และ monocy-
toid7 จากนั้นได้ทำการศึกษาบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว
ของคนปกติและผู้ป่วยโรคเลือด ได้แก่ มะเร็งเม็ดเลือดขาว
ชนิดต่างๆ นอกจากน้ียังทำการศึกษาบนเม็ดเลือดตัวอ่อน
ในไขกระดกูด้วย ผลปรากฏว่าการแสดงออกของ human
liver HSPGs บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวของคนปกต ิ หรือ
แม้กระทัง่บนผิวเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนดิอ่ืนแต่กลับ
มีการแสดงออกอย่างมีนัยสำคัญกับมะเร็งเม็ดเลือดขาว

ชนิด Acute myeloid leukemia8 จึงเป็นจุดเริ่มต้นของ
การศึกษาโปรตีนท่ีเก่ียวข้อง โดยเฉพาะอย่างย่ิงการศึกษา
การหลุดลอกของโมเลกุลดังกล่าวจากผิวเซลล์ที ่เกิด
พยาธสิภาพ และสามารถใชแ้อนติบอดท่ีีจำเพาะ ในการ
พัฒนาเทคนคิวิธีการตรวจในซรัีม เพ่ือใช้ช่วยวินิจฉัยและ
การติดตามผลการรักษา

การผลติแอนติบอดีจำเพาะต่อ HSPGs ของเซลล์
ตับยังไม่เคยมีรายงานมาก่อนและไม่มีจำหน่ายในท้องตลาด
การศึกษาประสบความสำเร ็จเป็นอย่างดี และเป็น
จุดเร่ิมต้นของการพัฒนางานเพ่ือเพ่ิมคุณค่าของแอนติบอดี
ดังกล่าวให้มีมากขึ้น เพื่อให้สามารถนำไปใช้ในงานทาง
ด้านภูมิคุ้มกันวิทยา และงานด้านพยาธิวิทยามากขึ้น
ผู้วิจัยได้นำโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นดังกล่าว
มาใช้ในงานวิจัย และศึกษาคุณลักษณะเบื้องต้น เพื่อ
ให้ได้ความรู ้เพิ ่มเติม เกี ่ยวกับโมเลกุลที ่จำเพาะกับ
โมโนโคลนอล แอนติบอดีจำเพาะต่อ HSPGs ของ
เซลล์ตับ โดยไดน้ำโมโนโคลนอล แอนติบอดี clone 1E4-
1C2 มาทำการติดฉลากด้วยเอนไซม์ Horseradish
peroxidase เพ่ือใช้ในห้องปฏิบัติการเอง นอกจากทำให้
ลดคา่ใชจ่้ายในการซือ้ แอนติบอดตัีวทีส่องซึง่จำเพาะตอ่
mouse immunoglobulin ท่ีติดฉลากเอนไซม ์แม้ว่าจะมี
จำหน่ายในหลายบริษัท แต่มีราคาแพง นอกจากนี้ยัง
เกิดปัญหา ปฏิกิริยาข้ามระหว่างแอนติบอดีติดฉลากกับ
โปรตีนในซีรัม ดังนั้นหากสามารถติดฉลากเอนไซม์กับ
แอนติบอดีโดยตรงจะช่วยลดปัญหาต่างๆ ดังกล่าวได้เป็น
อย่างดี และลดข้ันตอนในการทำปฏกิิริยาอีกด้วย ข้ันตอน
การติดฉลากเอนไซมไ์ม่ยุ่งยาก และเป็นเทคนิคท่ีเปิดเผย
สามารถสืบค้นวิธีการได้จากวารสารทางวิชาการต่างๆ
การเตรยีมโมโนโคลนอล แอนติบอดทีีมี่ความจำเพาะตอ่
โมเลกุลที ่ต ้องการศึกษา และติดฉลากเอนไซม์กับ
แอนติบอดีโดยตรง จึงเป็นแนวทางการศึกษาทดลอง
ที่น่าสนใจ สามารถทำได้เองในห้องปฏิบัติการ และ
สามารถนำไปใช้ได้จริง

การติดฉลากโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเอนไซม์
Horseradish peroxidase โดยวธีิ Two–steps glutaral-
dehyde9 เป็นวิธีที ่ง ่าย ขั ้นตอนไม่ยุ ่งยาก และได้
ผลิตภัณฑ์ที่มีประสิทธิภาพจึงวิธีที่นิยมใช้กันโดยอาศัย
glutaraldehyde ช่วยส่งเสริมให้เอนไซม์ Horseradish
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peroxidase สร้าง aldehyde group แล้วกลายเป็น
activate peroxidase จึงสามารถจบักับ primary amine
ของโมโนโคลนอล แอนติบอดไีด้

วัตถุประสงค์
เพ่ือผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีและเพ่ิมคุณค่า

ของโมโนโคลนอล แอนติบอดีด้วยการติดฉลากด้วย
เอนไซม์ Horseradish   peroxidase (HRP) และนำไปใช้
ประโยชน์ในการศึกษาโมเลกุลของมี Heparan sulfate
proteoglycan (HSPGs) ในงานทางภมิูคุ้มกันวิทยา

วิธีการศึกษา
1. การเตรยีมโมโนโคลนอล แอนตบิอดใีหบ้รสุิทธ์ิ10

เลี ้ยงเซลล์ลูกผสมโคลน 1E4-1C2 ที่มีความ
จำเพาะต่อ human liver HSPGs ให้อยู่ในระยะ Log
phase จากนั ้นทดสอบคุณสมบัติความจำเพาะของ
แอนติบอดีในน้ำเลี้ยงเซลล์ด้วยเทคนิค Indirect immu-
nofluorescence โดยย้อมกับเซลล์เพาะเลี้ยง HepG2
จากน้ันผลิตแอนติบอดีในปริมาณมากโดยวิธี Ascitic fluid
induction เมื่อสัตว์ทดลองเกิดภาวะ Ascitis แล้ว เจาะ
เก็บน้ำช่องท้อง และทำให้บริสุทธ์ิด้วยชุดสำเร็จรูป Melon
IgG Purification kit ตามวิธีที่กำหนดโดยบริษัทผู้ผลิต
ทดสอบความบริสุทธ์ิและหาความเข้มข้นของแอนติบอดีด้วย
วิธี SDS-PAGE และ Lowry’s method ตามลำดบั

2. การติดฉลากโมโนโคลนอล แอนติบอดีด้วย
เอนไซม ์Horseradish   peroxidase (HRP)9

ผสม 1.25% glutaraldehyde 200 µl กับ HRP
2 mg/200 µl ใน phosphate buffer pH 6.8 incubate
4 o C เขย่าตลอดเวลา นาน 18 ชั่วโมง จากนั้นกำจัด
glutaraldehyde ส่วนเกนิด้วย Nanosep 10K OMEGA
(PALL) โดยป่ันท่ี 10,000 rpm จนแห้งและละลายกลับด้วย
0.1M sodium carbonate/bicarbonate buffer pH 9.5
/30% sucrose 200 µl เก็บใน microcentrifuge tube
ปั่นล้าง Micro Bio-spin TM Chromatography Column
ด้วย 0.15M NaCl 500 µl 3 คร้ัง โดยปัน่ที ่1,000 g จน
gel แห้ง จากนัน้เติม 1E4-1C2 ความเขม้ข้น 1 mg/100

µl ลงไปใน Micro Bio-spin TM Chromatography Column
ปั่นจนแห้งเก็บใน microcentrifuge tube ผสมโมโน
โคลนอลแอนตบิอดี (1E4-1C2) 1 mg/100 µl กับ HRP
2 mg/200 µl incubate 4 o C เขย่าตลอดเวลาขา้มคนื
ครบเวลาเตมิ 2M glycine 15 µl (final concentration
0.1M) และกำจดั HRP สว่นเกนิและ buffer อ่ืนๆ ด้วย
Microsep 50K OMEGA (PALL) ป่ันท่ี 3,400 rpm จนแห้ง
ละลายกลับด้วย PBS pH 7.2 ปริมาตร 100 µ l
และปรับสภาพให้อยู่ใน PBS pH 7.2 โดยใช้ Micro
Bio-spin TM Chromatography Column ก่อนการนำไป
ทดสอบตอ่ไป

3. การตรวจสอบขนาดน ้ำหน ักโมเลก ุลและ
คุณสมบัต ิความจำเพาะของโมโนโคลนอล
แอนติบอดีติดฉลากเอนไซม์ Horseradish
peroxidase (HRP) ท่ีเตรยีมได้

นำแอนติบอดีที ่ติดฉลากแล้วด้วย HRP ผ่าน
กระแสไฟฟ้าในสภาวะ Reduced และ Non-reduced
เปรียบเทยีบกับ standard molecular weight โดยการใช้
กระแสไฟฟ้า 200V นาน 45 นาที ย้อมแผ่นเจลด้วยสี
Coomasie Blue จากนัน้ผ่านโปรตนีลงบน PVDF mem-
brane และทำปฏิกิริยากับ Avidin-HRP (1:4000) เพื่อ
พิสูจน์ว่าแอนติบอดีที่เตรียมได้มี HRP ติดฉลากอยู่จริง
และยังคงมีคุณสมบัติของเอนไซม์ดีอยู่ โดยเปรียบเทียบ
ขนาดของแถบโปรตนีท่ีบริเวณ 194 kD ใน Non-reduced
gel และให้แถบสเีม่ือตรวจวดัปฏกิิริยาของ Avidin-HRP
ด้วย DAB/H2O2 substrate

ทดสอบผลผลิตที่เตรียมได้ด้วยเทคนิค Direct
ELISA โดยเคลือบหลุมทดสอบด้วยแอนติเจน B3
fraction ที่ทราบว่าให้ผลบวกต่อแอนติบอดี 1E4-1C2
ข้ามคนื หลังจากลา้งแอนตเิจนสว่นเกนิออก block non-
specific binding sites ด้วย 5%BSA-PBST เปรียบเทยีบ
กับ 5% Gelatin-PBS ปริมาตร 200 uL/well นาน
1 ชั่วโมงที่ 37 oC ครบเวลาล้างออก และเติม HRP
conjugated 1E4-1C2 ที่เตรียมได้ในความเข้มข้นต่างๆ
ปริมาตร 50 uL/well ครบเวลาลา้งออก และเติม Avidin-
HRP (1:10,000)
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ผลการทดลอง
ผลการเตรียมโมโนโคลนอล แอนติบอดีให้

บริสุทธิ์ด้วย Melon IgG Purification kit พบว่า
แอนติบอดีที่เตรียมได้มีความบริสุทธิ์เพียงพอ พบแถบ

โปรตีนขนาด 180 kD ใน non-reduced และสองแถบ
ขนาด 63 และ 26 kD ใน reduced gel ตามลำดับ ดังแสดง
ในรูปที ่1

รูปที ่1 แสดงผลการเตรยีม 1E4-1C2 และการตรวจสอบความบรสุิทธ์ิด้วย 10%SDS-PAGE
R : Reduced condition,  NR : Non-reduced condition

ผลการติดฉลากโมโนโคลนอลแอนติบอดีด้วยเอนไซม์
Horseradish  peroxidase (HRP) จากการติดฉลาก
1E4-1C2 ด้วย HRP และทดสอบตัวอย่างด้วยการแยก
ผา่นกระแสไฟฟา้ใน SDS-PAGE พบแถบโปรตนีขนาด
195 kD เม่ือแยกผ่านกระแสไฟฟ้า โดยคำนวณจากขนาด
มวลรวมของ immunoglobulin (150 kD) และ HRP

(44 kD) และพบว่าอัตราส่วนที่เหมาะสมที่สุดในการติด
ฉลากเอนไซมค์อื Ig: HRP = 1:2 เน่ืองจากไดผ้ลผลิตทีมี่
HRP ติดฉลากอยู่ในปริมาณท่ีไม่แตกต่างจากการใช้อัตรา
ส่วน 1:1 หรือ 1:3 (รูปที ่2) นอกจากนียั้งลดปญัหาการ
กำจดั HRP ส่วนเกนิทีไ่ม่ถูกตดิฉลากออก ซ่ึงพบไดม้าก
เม่ือใช้อัตราสว่น 1:3 ดังแสดงในรปูที ่3

รูปที ่2 เปรียบเทียบผลการติดฉลาก HRP ในอัตราส่วนระหว่าง Ig:HRP ในอัตราส่วน 1:1, 1:2.
Lane 1, 4: Non-reduced gel, Lane 2, 5: Reduced gel, Lane 3, 6: ตัวอย่างกอ่นการกำจดั HRP ส่วนเกนิ
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รูปที ่3 การติดฉลาก HRP ในอัตราส่วนระหว่าง Ig:HRP ขนาด 1:3 พบการปนเปื้อนของ HRP ส่วนเกิน
(44 kD) จำนวนมาก. Lane 1: Non-reduced gel, Lane 2: Reduced gel, Lane 3: ตัวอย่างกอ่นการกำจดั
HRP

การตรวจสอบขนาดน้ำหนักโมเลกุลและคุณสมบัติ
ความจำเพาะของโมโนโคลนอล แอนติบอดีติดฉลาก
เอนไซม์ Horseradish peroxidase (HRP) ท่ีเตรียมได้
เพ่ือทดสอบแถบโปรตนีว่าเป็น Ig และมีการติดฉลาก
จริง ผู้วิจัยนำตัวอย่างที่ติดฉลากแล้วแยกผ่านกระแส

ไฟฟ้า ใน Native gel 7.5% นำเจลส่วนหนึ่งย้อมด้วย
Coomasie blue และอีกสว่นหน่ึงโอนผ่านไปบน PVDF
membrane เพื่อทดสอบคุณสมบัติของ HRP พบว่า
แถบโปรตีนที่พบเป็น Ig จริงเมื่อเทียบกับ standard Ig
(รูปที ่4)

รูปที ่4 การทดสอบยืนยันว่าแถบโปรตีนในตัวอย่างเป็น Immunoglobulin หลังการติดฉลากด้วย HRP.
Lane 1: Purified IgG1, Lane 2: 1E4-1C2, Lane 3: HRP, Lane 4: Reaction ratio of 1:3, Lane 5:
Reaction ratio of 1:2, Lane 6: Reaction ratio of 1:1
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นอกจากนียั้งพิสูจน์ได้ว่าแอนตบิอดี 1E4-1C2 มี
HRP ติดฉลากอยู ่ โดยดูจากขนาดน้ำหนักโมเลกุล
เปรียบเทียบกับ IgG มาตรฐาน และยังคงมีค่ากิจกรรม

ของเอนไซม์ เมื ่อทดสอบด้วยซับสเตรท H2O2-DAB
(รูปที ่5)

รูปที ่5 ผลการทดสอบคุณสมบัติของ HRP ที ่ต ิดฉลากกับแอนติบอดีด้วย H2O2-DAB substrate.
Lane 1: อัตราสว่น 1:1, Lane 2: อัตราสว่น 1:2, Lane 3: อัตราสว่น 1:3, Lane 4: Purified IgG1,

การศึกษาคุณสมบัติของแอนติบอดีติดฉลากด้วย
HRP ที่เตรียมได้ โดยวิธี Direct ELISA พบว่ามี non
specific reaction สูงเม่ือ block non-specific binding sites
ดว้ย 5%BSA-PBST ซ่ึงพิสจูน์ไดจ้ากคา่การดดูกลนืแสง

ที่มากกว่าในการใช้ผลผลิตที่อัตราส่วน Ig:HRP ที่ 1:3
อย่างไรก็ตามปฏิกิริยาไม่จำเพาะน้ีจะหายไปเม่ือเปล่ียนใช้
5% gelatin-PBS แทน ดังแสดงในรปูท่ี 6

รูปที ่6 ผลเปรียบเทยีบการใช ้5%BSA-PBST และ 5% Gelatin-PBS ในการ block non-specific binding sites.
กลุม่ที ่1: 5% Gelatin-PBST, กลุม่ที ่2: 5% BSA-PBST, แทง่สเีทาออ่น: Ig:HRP 1:1, แทง่สเีทาเขม้ : Ig:HRP
1:2, แทง่สขีาว Ig:HRP 1:1
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สรุปและวิจารณ์ผลการศึกษา
การเตร ียมโมโนโคลนอล แอนติบอดีด ้วย

ชุดสำเร็จที่มีจำหน่ายคือ Melon IgG Purification kit
ซึ่งมีความจำเพาะในการทำบริสุทธิ์แอนติบอดีชนิด IgG
เท่านั้น สามารถทำได้ในระดับหนึ่ง โดยยังคงมีโปรตีน
อ่ืนปะปนบ้าง ท้ังน้ีหากต้องการความบริสุทธ์ิมากๆ ควรใช้
เพียงคร้ังเดียว หากนำเจลกลับมาใช้ใหม่ ความสามารถใน
การทำให้บริสุทธิ์จะลดลง วิธีที่ดีคือการทำบริสุทธิ์ด้วย
การใช ้ Protein G column แต่เน่ืองจากมรีาคาแพงมาก
เมื่อเทียบกับปริมาณที่ต้องการใช้

การตดิฉลากแอนตบิอดีด้วยเอนไซม์ HRP พบว่า
ท่ีอัตราส่วนของแอนติบอดีต่อเอนไซม์ 1:2 เป็นอัตราส่วน
ท่ีดีท่ีสุด โดยใหค้วามเขม้ของแอนตบิอดีติดฉลากเทา่กบั
อัตราส่วน 1:1 แม้ว่าการใชอั้ตราส่วน 1:3 จะให้ผลท่ีดีกว่า
แต่มีข้อเสยีคอืปริมาณ HRP อิสระ ถูกกำจดัออกไดย้าก
ด้วยการใช้ gel filtration ทั้งนี้เป็นผลจาก HRP อิสระ
สามารถทำจับตัวกันเองและมีขนาดใหญ่เกินกว่าค่า
molecular cut-off ของ gel filtration ที่เลือกใช้สำหรับ
การกำจดัโมเลกลุขนาดตำ่กว่า หรือ 50 kD

ผลจากการศึกษายืนยันได้ว่าสามารถติดฉลาก
แอนติบอดีโคลน 1E4-1C2 ด้วย HRP ได้และยังมี
คุณสมบัติ สามารถทำปฏิกิริยากับแอนติเจนจำเพาะได้
สามารถนำไปใช้ในการตรวจหาแอนติเจนด้วยเทคนิค
Direct และ Sandwich ELISA ได้ อย่างไรก็ตาม หาก
สามารถกำจดั HRP อิสระไดห้มด จะไม่มีปัญหาเกีย่วกบั
ปฏิกริิยาขา้มได ้ทัง้น้ีอาจใชวิ้ธี Gel filtration โดยเปลีย่น
ขนาดของ Molecular weight cut-off หรืออาจใช ้Affinity
column ในการกำจดั HRP อิสระ
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