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การผลติโมโนโคลนอล แอนตบิอดตีอ่โปรตนี CD2 และศกึษาการแสดงออกของโปรตนี CD2
บนเซลลช์นดิตา่งๆ
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บทคดัยอ่
CD2 เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวท่ีจับได้อย่างจำเพาะกับโปรตีน CD58 การจับกันระหว่าง CD2 และ CD58

ทำให้เกิดการกระตุน้การทำงานของ T cells และ NK cells และพบว่าโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ CD2 สามารถยบัย้ัง
ปฏิกิริยาระหวา่ง CD2 และ CD58 และนำไปสูก่ารกดการตอบสนองทางภมิูคุ้มกันได ้แอนติบอดีต่อ CD2 จึงน่าจะนำไป
ประยุกต์ใช้เพื่อการรักษาผู้ป่วยโรคภูมิคุ้มกันต้านตนเองและการปลูกถ่ายอวัยวะได้ ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ
ผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ CD2 เพ่ือนำไปใช้ในการศึกษาถึงการควบคุมการทำงานของ เซลล์ลิมโฟซัยต์ ผู้วิจัยได้ฉีด
peripheral blood mononuclear cells เข้าไปในหนู Balb/c แล้วนำเซลล์ม้ามของหนูมาเชื่อมกับ myeloma cells
ตามวิธีมาตรฐานไฮบริโดมา และทำการตรวจหาเซลล์ลูกผสมท่ีสร้างโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ CD2 โดยวิธี lysed whole
blood-indirect immunofluorescence และ ELISA โดยใช้ recombinant CD2 protein เป็นแอนติเจน จากการศึกษาดังกล่าว
ผู้วิจัยสามารถผลิตเซลล์ลูกผสมที่สร้างโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ CD2 ได้จำนวน 1 โคลน เมื่อนำแอนติบอดี
ที่ผลิตได้ไปศึกษาการแสดงออกของโปรตีน CD2 ในเซลล์ชนิดต่างๆ พบว่า โมเลกุล CD2 แสดงออกบน Jurkat และ
Duadi cell lines แต่ในปริมาณต่ำ และพบบน T cells และ NK cells แต่ไม่พบบนโมโนซัยต์ แกรนูโลซัยต์ และเม็ดเลือดแดง
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2549; 39: 25-37.

คำสำคญั: โปรตีน CD2 โมโนโคลนอล แอนติบอด ีโปรตีนบนผิวเซลล์เม็ดเลอืดขาว โฟล ไซโตรเมตรี
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CD2 is a leukocyte surface molecule which specific interact with CD58 molecule. The interaction between
CD2 and CD58 induces T cell and NK cell activation. Monoclonal antibody against CD2 could inhibit CD2-CD58
interaction and therefore suppress immune responses. Monoclonal antibody to CD2 was proposed to be an
immunotherapeutic agent for autoimmune diseases and transplantation. The aim of this study is to produce
monoclonal antibody to CD2 protein for use as a tool for studying lymphocyte regulation. In this study, Balb/c
mouse was immunized with peripheral blood mononuclear cells. Spleen cells of the immunized mouse were
fused with myeloma cells using standard hybridoma technique. The hybrids were screen for secreting of CD2
monoclonal antibody by lysed whole blood-indirect immunofluorescent assay and ELISA using recombinant
CD2 protein as antigen. One hybridoma clone producing CD2 monoclonal antibody was obtained. CD2 expres-
sion on various cell types was studied using the generated monoclonal antibody. Jurkat and Daudi cell lines
were demonstrated to weakly expressed CD2. In peripheral blood, CD2 was expressed on T cells and NK cells,
but not on monocytes, granulocytes and red blood cells.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2006; 39: 25-37.
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บทนำ

ระบบภูมิคุ ้มกันเป็นระบบหนึ่งที่มีความสำคัญ
มากของร่างกาย มีหน้าที่ในการทำลายเชื้อโรคต่างๆ
ท่ีเข้าสู่ร่างกาย และยังมีบทบาทในการทำลายเซลลม์ะเร็ง
ทีเ่กดิขึน้ในรา่งกายอกีดว้ย ระบบภมิูคุม้กนัประกอบดว้ย
เซลล์และอวัยวะหลายชนิดทำงานร่วมกัน โดยพบว่าเซลล์
เม็ดเลือดขาวเป็นเซลล์ท่ีมีบทบาทสำคัญมากในการทำงาน

ของระบบภูมิคุ้มกัน ในการทำงานร่วมกันของเซลล์ชนิด
ต่างๆ ในระบบภูมิคุ้มกันนั้น เซลล์ต่างๆ จะต้องมีการ
ติดต่อสื่อสารและทำงานประสานกัน นักวิทยาศาสตร์
พบว่าการติดต่อสื่อสารกันของเซลล์เหล่านี้อาศัยกลไก
ใหญ่ๆ 2 กลไก คือ 1) กลไก cell- cell interaction
เป็นกลไกที่เซลล์สองเซลล์มาเกาะติดกัน ซึ่งจะนำไปสู่
กระบวนการสง่สัญญาณเข้าสู่เซลล์ (signal transduction)
และกระตุน้การทำงานของเซลลใ์นทีสุ่ด 2) กลไก ligand-



receptor interaction เป็นกลไกที่เซลล์หนึ่งปล่อยสาร
(cytokine หรือ ligand) ออกไปกระตุ้นให้เซลล์อื่นที่มี
ท่ีรับจำเพาะ (receptor) ให้ทำงานโดยพบวา่กลไกทัง้สอง
นี้จะเกิดขึ้นได้ต้องอาศัยโปรตีนหรือโมเลกุลที่อยู ่บน
ผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวที่เรียกว่า leukocyte surface
molecules (1-3)

เซลล์ทุกชนิดในระบบภูมิคุ้มกันจะมีโปรตีนมากมาย
หลายชนิดอยู่บนผิวเซลล์ เนื่องจากโปรตีนบนผิวเซลล์
เหล่าน้ีมีหน้าท่ีในการทำให้เกิดการติดต่อส่ือสารกันระหว่าง
เซลล์ จึงมีนักวิจัยจำนวนมากสนในที่จะศึกษาถึงหน้าที่
และโครงสร้างของโมเลกุลบนผิวเซลล์เหล่านี้ ซึ่งในการ
ศึกษาดังกล่าวนี้จำเป็นต้องอาศัยแอนติบอดีที่จำเพาะ
มาใช้ในการศึกษา นักวิจัยส่วนใหญ่นำเอาวิธีไฮบริโดมา
มาผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อโปรตีนบนผิวเซลล์
แล้วนำโมโนโคลนอล แอนตบิอดทีีผ่ลิตไดไ้ปใช้ศกึษาถงึ
โครงสรา้งและหนา้ทีข่อง leukocyte surface molecules
เนื่องจากมีห้องปฏิบัติการมากมายทั่วโลกสามารถผลิต
โมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อโปรตีนบนผิวเซลล์ชนิดต่างๆ
ข้ึนมา แล้วนำแอนติบอดีเหล่าน้ันไปศึกษาโมเลกุลจำเพาะ
โดยนักวิจัยในแต่ละห้องปฏิบัติการจะตั้งชื่อ leukocyte
surface molecules ท่ีจำเพาะกับโมโนโคลนอล แอนติบอดี
ท่ีตัวเองผลิตได้ข้ึนมาตามใจชอบ จึงทำให้เกิดความสับสน
เก่ียวกบัช่ือของ leukocyte surface molecules และเกดิ
ความซ้ำซ้อนถ้าหากหลายๆ ห้องปฏิบัติการศึกษา
แอนติเจนตัวเดียวกันแต่เรียกชื่อแตกต่างกัน ดังนั้น
เพ่ือแก้ปัญหาดังกล่าวนักวิทยาศาสตร์ทางภูมิคุ้มกันวิทยา
ทั่วโลกจึงได้จัดให้มีการประชุมเชิงปฏิบัติการขึ้นทุกๆ
2- 3 ปี เพ่ือกำหนดชือ่ leukocyte surface molecules
ท่ีค้นพบให้เป็นระบบเดียวกัน และเรียกช่ือการประชุมเชิง
ปฏิบัติการนีว่้า “International Workshop and Confer-
ence on Human Leukocyte Differentiation Antigens
(HLDA workshop)” (1-5) โดยให้แต่ละห้องปฏิบัติการ
ทั่วโลกส่งโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่จำเพาะต่อ leuko-
cyte surface molecules มายังคณะกรรมการจัดการ
ประชุม จากนั้นคณะกรรมการจะส่งแอนติบอดีที่ได้ไป
ยังห้องปฏิบัติการต่างๆ ทั่วโลกเพื่อศึกษาและวิเคราะห์
โมโนโคลนอล แอนติบอดีเหล่าน้ัน โดย HLDA workshop
จะทำการศ ึกษาโมโนโคลนอล แอนติบอดีใน 4

คุณสมบัติคือ 1) ศึกษา cellular distribution คือ
ศึกษาว่าโมโนโคลนอล แอนติบอดีเหล่าน้ันทำปฏิกิริยากับ
โปรตีนบนผิวเซลล์ชนิดใดบ้าง ส่วนใหญ่มักใช้โฟลไซ-
โทเมทรใีนการศกึษา 2) ศึกษาทาง immunohistochem-
istry โดยศึกษาปฏิกิริยาของโมโนโคลนอล แอนติบอดีกับ
tissue section ชนิดตา่งๆ 3) ศึกษาคณุสมบติัทางชวีเคมี
ของแอนตเิจนจำเพาะ โดยวธีิ immunoprecipitation และ
western blotting 4) ศึกษาหนา้ทีข่อง leukocyte surface
molecules ที่จำเพาะกับโมโนโคลนอล แอนติบอดีนั้นๆ
นอกจากนี้ยังมีการนำข้อมูลของลำดับกรดอะมิโนของ
โปรตีนมาร่วมในการวิเคราะห์ข้อมูล โมโนโคลนอล
แอนติบอดีที่มีคุณสมบัติเหมือนกันจะถูกจัดให้อยู่ในกลุ่ม
เดียวกนัและต้ังช่ือใหม่ในระบบ cluster of differentiation
(CD) คือ เรียกช่ือนำว่า CD แล้วตามด้วยตัวเลข เช่น CD1,
CD2 หรือ CD3 เป็นต้น จนถึงปัจจุบันได้มีการประชุม
HLDA Workshop มาแล้ว 8 ครั้ง โดยครั้งล่าสุดจัดขึ้น
ในเดอืนธันวาคม 2004 ท่ีเมือง Adelaide ประเทศ Aus-
tralia จากการประชุมครั้งที่ 1 จนถึงครั้งที่ 8 ได้มีการ
กําหนดช่ือ leukocyte surface antigens มาแล้วต้ังแต่ คือ
CD1 – CD339 (4-5)

โปรตีนบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด CD2
เป็นกลยัโคโปรตนีทีมี่น้ำหนักโมเลกลุขนาดประมาณ 50
kDa พบไดบ้นเซลล์ thymocytes, T lymphocytes และ
NK cells โมเลกลุ CD2 น้ีจัดเป็นสมาชกิหนึง่ของ immu-
noglobulin superfamily ท่ีประกอบดว้ย 351 กรดอะมโิน
โดยจะฝงัตัวบนผิวเซลล์แบบ single chain type I inte-
gral membrane protein  ส่วนของโมเลกลุทีย่ื่นออกนอก
เซลล์ประกอบด้วย 2 immunoglobulin-like domains โดย
domain ทางปลาย N-terminal เป็น V domain และ
domain ด้านติดผนังเซลล์เป็นชนิด C2 domain และ
มีบริเวณท่ีเป็นท่ีเกิด N-linked glycosylation อยู่ 3 บริเวณ
โดยมีส่วนที่ยื ่นเข้าไปในไซโตรพลาสม (cytoplasmic
region) มีความยาว 116 กรดอะมิโน (6-9) จากการ
ศึกษหนา้ทีข่อง CD2 พบว่าโปรตนี CD2 จัดเปน็ inter-
cellular adhesion molecule ชนิดหน่ึงท่ีสามารถจบัแบบ
จำเพาะไดก้บัโปรตนีบนผวิเซลลช์นดิ CD58 (หรือ leu-
kocyte function-associated antigen-3; LFA-3) CD58
เป็นโปรตนีบนผวิเซลลท่ี์มีขนาด 55-70 kDa ท่ีพบไดบ้น



antigen presenting cells การจบักันระหว่าง CD2 บน T
cells และ CD58 บน antigen presenting cells จะทำ
ให้เกดิการสง่สญัญาณเขา้สู ่ T cells และเกดิการกระตุน้
การทำงานของ T cells ในที่สุด(6-9)  พบว่าการกระตุ้น
โมเลกุล CD2 ของ T cells น้ีทำเกดิกระบวนการ tyrosine
phosphorylation ของ PLC-g, p56-lck, p59-fyn, CD3ζ
และ CD3ε ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นว่า CD2 เป็นโมเลกลุทีส่ำคญั
ในการกระตุน้ T cells นอกจากนี ้ ยังมีรายงานเกีย่วกบั
หน้าที่อื่นๆ ของโปรตีน CD2 ได้แก่ กระตุ้น T cells
ให้สรา้ง cytokines, การกระตุน้การทำงานของ NK cells,
กระตุน้การเกดิ apoptosis ของ activated T cells และ
ควบคุม T cell anergy (6-9) เนื่องจาก CD2 เกี่ยวข้อง
กระบวนการกระตุ้นการทำงานของ T cells จึงมีการศึกษา
ถึงความเปน็ไปไดใ้นการนำโมโนโคลนอล แอนติบอดต่ีอ
CD2 ไปควบคมุ T cell activation ในร่างกาย และพบว่า
โมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ CD2 สามารถกดการ
ตอบสนองทางภูมิคุ ้มกันได้ ซึ่งนำไปสู ่แนวทางการ
รักษาผู้ป่วยโรคภูมิคุ ้มกันต้านตนเอง (autoimmune
disease) และการปลกูถ่ายอวัยวะได้

ในรายงานนี้ ผู้วิจัยนำเสนอวิธีการผลิตโมโน-
โคลนอล แอนติบอดีต่อโปรตีน CD2 และศกึษาการแสดง
ออกของ CD2 บน hemopoietic cell lines และ
peripheral blood cells ชนิดต่างๆ ซ่ึงแอนติบอดีต่อ CD2
นี้จะเป็นประโยชน์อย่างมากเพื่อใช้เป็นเครื่องมือในการ
ศึกษาวิจัยในอนาคต

วัสดแุละวธีิการทดลอง
เซลลช์นดิตา่งๆ ท่ีใชใ้นการศกึษา

Hemopoieitc cell lines ท่ีใช้ในการศกึษานีไ้ด้แก่
Jurkat, Molt4, U937 และ Daudi ทำการเพาะเลีย้งเซลล์
เหล่านีใ้น 5%CO2 incubator ท่ี 37oC อาหารเลีย้งเซลล์
RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, NY, USA) ท่ีมี fetal
calf serum (FCS, Gibco) อยู่ 10% และมี gentamicin
40 µg/ml และ amphotericin B 2.5 µg/ml เป็นสาร
ป้องกนัจุลชีพ สำหรบั myeloma cells  (P3-X63-Ag8)
และ COS cells เพาะเล้ียงใน 5%CO2 incubator ท่ี 37oC
ในอาหารเลีย้งเซลล ์IMDM (Gibco) หรือ MEM (Gibco)
ท่ีมี 10% FCS อยู่ตามลำดบั

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
ท่ีใช้ในการศกึษานีเ้ตรียมโดยวธีิ Ficoll Hypaque gradi-
ent centrifugation (Sigma, St. Louis, MO, USA).

เทคนิคไฮบริโดมาเพ่ือผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี
ทำการฉดีหนู Balb/C ด้วย PBMCs ทางชอ่งท้อง

ทุก 2 สัปดาห ์จำนวน 3 ครัง้ และทางเสน้เลือดดำจำนวน
1 ครัง้ จากนัน้ 5 วันนำ spleen cells ของหนูมาเชือ่มกบั
myeloma cells โดยใช ้spleen cells ต่อ myeloma cells
โดยใช ้ 50% PEG (Sigma) ในอัตราสว่น 2:1 นำเซลล์
ท่ีได้ไปเล้ียงใน HAT selective medium (Gibco) ใน 96
well-plate ตรวจดูเซลล์ลูกประสม (hydridoma) ด้วยกล้อง
inverted microscopeเก ็บ culture supernatant
จากหลมุท่ีมี hybrid cells แล้วนำมาตรวจกรองการสรา้ง
แอนติบอดีต่อ leukocyte surface molecule โดยวิธี
indirect immunofluorescent และตรวจวิเคราะห์ด้วย
โฟลไซโตรมิเตอร์ จากหลุมท่ีให้ผลบวกจากตรวจกรอง นำ
hybrid cells มาทำ single cell cloning โดยวิธี Limiting
dilution จากนั้นเลี้ยงเพิ่มจำนวนในอาหาร IMDM ที่มี
10% FCS อยู่และเกบ็ culture supernatant เพ่ือนำไป
ศึกษาต่อไป

การตรวจกรอง hybrid cells โดยวิธี indirect immu-
nofluorescent staining

เจาะเลือดจากคนปกติจำนวน 20 ml โดยใช้
heparin เป็นสารกันเลือดแข็ง จากนั้นเตรียม PBMCs
โดยวิธี Ficoll Hypaque gradient centrifugation
แล้วปรับความเขม้ข้นเซลลเ์ป็น 1x 107  cells/ml ใน 1%
BSA PBS Azide และเติมซีรัมคนหมู่ AB ลงไปให้ได้
ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 10% แล้วนำไปแช่ในน้ำแข็งนาน
30 นาที การตรวจกรองแอนติบอดีทำได้โดยการเติม
PBMCs ลงใน microtube 50 µl/tube แล้วเติม culture
supernatant ที่ต้องการทดสอบลงไป 50 µl /tube
ผสมให้ดี แล้ว incubate ในน้ำแข็ง เป็นเวลา 30 นาที
เม่ือครบเวลานำมาปัน่ล้างดว้ย 1% BSA- PBS azide 2
ครั้ง โดยครั้งสุดท้ายใช้ autopipette ดูด supernatant
ออกจนหมด แล้ว resuspend pellet ด้วย1% BSA PBS
azide 20 µl /tube เติม anti- mouse Immunoglobulin



antibody-FITC ลงไป 25 µl /tube ผสมใหเ้ข้ากนั แล้ว
incubate ในน้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาท ีครบเวลาปัน่ล้าง 3
ครัง้ดว้ย1% BSA PBS azide เติม 1% paraformalde-
hyde 350 ul/tube ผสมให้เข้ากัน นำไปวิเคราะห์ด้วย
เครื ่องโฟลไซโตรมิเตอร์ (FACSCalibur, Becton
Dickinson, Sunnyvale, CA, USA).

การย้อมพิสูจน์แอนติบอดีโดยวิธี lysed whole
blood-indirect immunofluorescent staining

เก็บเลือดครบสว่น (whole blood) โดยใช ้EDTA
เป็นสารกนัเลือดแขง็ เติมเลือด 50 µl ลงใน microtube
แล้วเติมแอนติบอดทีีผ่ลิตไดล้งไป 50 µl ผสมให้เข้ากัน
แล้วนำไป incubate on-ice เป็นเวลา 30 นาท ีเม่ือครบ
เวลานำมาป่ันล้างด้วย phosphate buffered saline (PBS)
ท่ีมี 1% bovine serum albumin และ 0.02% sodium
azide (1% BSA- PBS azide) 2 ครัง้ โดยครัง้สดุทา้ยใช้
autopipette ดูด supernatant ออกจนหมด แล้ว resus-
pend pellet ด้วย1% BSA PBS azide  40 µl จากนัน้เติม
anti- mouse Immunoglobulin antibody-FITC
(Chemicon International, Melbourne, Australia) ลงไป
50 ul/tubeผสมใหเ้ข้ากนั แล้ว incubate on-ice เป็นเวลา
30 นาท ีเม่ือครบเวลาเตมิ FACS lysing buffer (Becton
Dickinson) 1 ml แล้ว incubate ท่ีอุณหภูมิห้องในทีมื่ด
เป็นเวลา 10 นาที ปั่นล้าง 3 ครั้งด้วย 1% BSA PBS
azide เติม 1% paraformaldehyde 350 ul/tube
ผสมให้เข้ากัน นำไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตรมิเตอร์
(FACSCalibur, Becton Dickinson).

การย้อมพิสูจน์แอนติบอดีโดยวิธี lysed whole
blood-two colors indirect immunofluorescent
staining

เก็บเลือดครบสว่น (whole blood) โดยใช ้EDTA
เป็นสารกนัเลือดแขง็ เติมเลือด 50 µl ลงใน microtube
แล้วเติม anti-CD4 monoclonal antibody (MT4; isotype
IgM), anti-CD8 monoclonal antibody (MT8; isotype
IgM), anti-CD22 monoclonal antibody (WK9; isotype
IgM) และ anti-CD57 monoclonal antibody (HNK;
isotype IgM) ลงไปหลอดละ 25 µl  แล้วเตมิแอนตบิอดี

ท่ีผลิตได้ลงไป 25 µl ผสมใหเ้ข้ากนั แล้วนำไป incubate
on-ice เป็นเวลา 30 นาท ีเม่ือครบเวลานำมาปัน่ล้างดว้ย
1% BSA- PBS azide 2 ครั ้ง โดยครั ้งสุดท้ายใช้
autopipette ดูด supernatant ออกจนหมด แล้ว resus-
pend pellet ด้วย1% BSA PBS azide  40 µl จากนัน้เติม
anti- mouse IgG-FITC และ anti-mouse IgM-PE ลงไป
50 ul/tube ผสมให้เข้ากัน แล้ว incubate on-ice เป็นเวลา
30 นาท ีเม่ือครบเวลาเตมิ FACS lysing buffer (Becton
Dickinson) 1 ml แล้ว incubate ท่ีอุณหภูมิห้องในทีมื่ด
เป็นเวลา 10 นาที ปั่นล้าง 3 ครั้งด้วย 1% BSA PBS
azide เติม 1% paraformaldehyde 350 ul/tube
ผสมให้เข้ากัน นำไปวิเคราะห์ด้วยเคร่ืองโฟลไซโตรมิเตอร์

การเตรยีม recombinant CD2 protein โดย COS
cell expression system

นำ culture flask ท่ีเล้ียง COS cells ดูด media
ทิง้ไป แล้วเติม PBS ทีมี่ 0.5 mM EDTA ลงไป 3 ml
ตั้งทิ้งไว้ 6 นาที ใช้ sterile pasture pipette ดูด cell
suspension ใส่ใน 15 ml centrifuge tube ท่ีมี MEM  7
ml นำไปปั่นด้วยความเร็ว 1,700 rpm ที่อุณหภูมิห้อง
เป็นเวลา 5 นาที เพื่อล้างเซลล์ ทำการปั่นล้างอีก 2
ครัง้ดว้ย MEM ดูด media ท้ิง แล้วเติม 10% FSC-MEM
ลงไป 3 ml ผสมให้เข้ากันโดยใช้ pasture pipette
นำไปนับหาจำนวนเซลล์ด้วยน้ำยา Turk’s solution
โดยใช ้counting chamber ปรับเซลล์ให้ไดค้วามเขม้ข้น
1x 106 cells/4 ml ใน 10% FSC-MEM เติม COS cells
suspension 4 ml ท่ีเตรียมไดล้งใน culture dish ขนาด
60 mm แล้วนำไป incubate ท่ี 37 0C ใน 5% CO2 incu-
bator ข้ามคนื

ครบเวลาทำการเตรียม transfection solution
(ที่ประกอบด้วย MEM 2 ml, DEAE dextran (stock
solution 10 mg/ml) 50 µl, Chloroquine solution (stock
solution 10 mM) 80 µl และ CD2-cDNA หรือ CD147-
cDNA ใน eukaryotic expression vector (stock 2 µg/
ul) 10 µl) จากนัน้นำ COS cells ทีเ่ตรียมไว้มาดดู me-
dia ท้ิงแล้วเติม transfection solution ลงไป นำเซลลไ์ป
incubate ท่ี 37 0C ใน 5% CO2 incubator เป็นเวลา 3
ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ดูด transfection solution ออก



ให้หมด หลังจากนัน้ทำการ shock cells ด้วย PBS ท่ีมี
10% DMSO นำเซลล์ไป incubate ที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลา 2 นาทพีอดี เม่ือครบเวลาดดู solution ท้ิงแล้วเติม
MEM ลงไป 3 ml แล้วดดู media ท้ิง จากนัน้เติม 10%
FSC-MEM ลงไป 4 ml/dish และ incubate ท่ี 37 0C ใน
5% CO2 incubator เป็นว่า 72 ช่ัวโมง แล้วเกบ็ culture
supernatant ซ่ึงจะได ้recombinant CD2 หรือ recombi-
nant CD147 protein เพ่ือใช้ในการทดลองตอ่ไป

Indirect ELISA เพ่ือพิสูจน์โมโนโคลนลัแอนติบอดี
ต่อโปรตนี CD2

นำ recombinant CD2 protein หรือ recombinant
CD147 protein มาเจือจาง 1: 4 ด้วย coating buffer
แล้วเติมลงใน ELISA plate (NUNC, Roskilde, Denmark)
หลุมละ 50 µl ในหลุม เก็บเพลทไว้ที่อุณหภูมิ 4 0C
ข้ามคนืในกล่องช้ืน ทำการลา้งเพลท 4 คร้ังด้วย PBS ท่ีมี
0.05 % Tween (0.05 % Tween-PBS) แล้วบล๊อคเพลท
ดว้ย 2% BSA-PBS 70 µl ต่อหลุม incubate ท่ีอุณหภูมิ
37 0C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงในกลอ่งช้ืน ครบเวลาลา้งเพลท
1 ครั้งด้วย 0.05 % Tween-PBS แล้วเติมแอนติบอดี
หลุมละ 50 µl นำไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 0C เป็นเวลา
1 ชั่วโมงในกล่องชื้น ครบเวลาล้างเพลท 4 ครั้งด้วย
0.05 % Tween-PBS แล้วเติม HRP-rabbit anti-mouse
immunoglobulin antibody (DAKO, Hamburg, Ger-
many) ลงในทกุหลุมหลุมละ 50 µl นำเพลทไป incubate
ที่อุณหภูมิ 37 0C เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ในกล่องชื้น
ครบเวลาลา้งเพลท 4 คร้ัง แล้วเติม OPD-H2O2 substrate
50 µl เกบ็เพลทไวใ้นทีมื่ด ประมาณ 15 นาท ี เติม 4N
H2SO4 50 µl เพ่ือหยุดปฏิกิริยา แล้วนำเพลทไปอา่นคา่
OD ท่ีความยาวคลืน่ 490 nm ด้วยเครือ่ง ELISA reader

การยอ้ม hematopoietic cell lines ด้วยวิธี indirect
immunofluorescent

นำ hemopoietic cell lines มาป่ันล้างดว้ย phos-
phate buffered saline (PBS) 3 ครัง้ จากนัน้ resuspend
ด้วย 1% BSA PBS azide โดยปรับเซลล์ให้ได้ความ
เข้มข้นเทา่กบั 1 x 107 cells/ml และเตมิซีรัมคนหมู ่AB
ลงไปให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 10% แล้วนำไปแช่ใน

น้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาที จากนั้นทำการย้อมเซลล์โดย
เติมเซลล์ทีไ่ดจ้ำนวน 50µl ลงใน microcentrifuge tube
แล้วเติมโมโนโคลนอล แอนติบอดีท่ีต้องการทดสอบลงไป
50µl ผสมให้ดี แล้วแช่ในน้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาที
เม่ือครบเวลานำมาปัน่ล้างดว้ย 1% BSA- PBS azide 2
ครั้ง โดยครั้งสุดท้ายใช้ autopipette ดูด supernatant
ออกจนหมด แล้ว resuspend pellet ด้วย 1% BSA PBS
azide 20 µl/tube เติม sheep anti- mouse Immunoglo-
bulins FITC conjugated ลงไป 25 µl/tube ผสมให้เข้ากัน
แล้วแช่ในน้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาที ครบเวลานำมาป่ันล้าง
ด้วย 1% BSA- PBS azide 3 ครัง้ เติม 1% paraformal-
dehyde 350 µl/tube ผสมใหเ้ข้ากนั แล้วนำไปวเิคราะห์
ด้วยเครื่องโฟลไซโตรมิเตอร์

การยอ้มเม็ดเลือดแดงของคนปกตด้ิวยวิธี  indirect
immunofluorescent

เก็บเลือดคนปกตโิดยใช ้EDTA เป็นสารกนัเลือด
แข็ง จากน้ันนำเม็ดเลือดแดงมาเตรียมเป็น 0.3 % ใน PBS
ในการย้อมเซลล์ เติมแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบใน
microtube 50 µl แล้วเติม 0.3 % เม็ดเลือดแดงลงไป 50
µl  ผสมให้เข้ากัน นำไป incubate ในน้ำแข็งเป็นเวลา
30 นาท ีเม่ือครบเวลานำมาปัน่ล้างดว้ย 1% BSA- PBS
azide 2 คร้ัง โดยครัง้สุดทา้ยใช ้autopipette ดูด super-
natant ออกจนหมด แล้ว resuspend pellet ด้วย1% BSA
PBS azide 20 µl เติม sheep antimouse Immunoglo-
bulins-FITC 25 µl ผสมให้เข้ากัน แล้ว incubate
ในน้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาท ีครบเวลาปัน่ล้าง 3 ครัง้ดว้ย
1% BSA PBS azide เติม 1% paraformaldehyde 350
µl  ผสมใหเ้ข้ากนั นำไปวเิคราะหด์ว้ยเครือ่งโฟลไซโตร-
มิเตอร์

ผลการศกึษา
การผลติโมโนโคลนอล แอนตบิอดต่ีอโปรตนี CD2

เพื่อผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อโปรตีนบน
ผิวเซลล์ชนิด CD2 ผู้วิจัยได้นำวิธีไฮบริดโดมามาใช้
โดยทำการฉีดหนู Balb/c ด้วย PBMCs จำนวน 3
คร้ังทางช่องท้องทุก 2 สัปดาห์และทางเส้นเลือดดำจำนวน
1 ครั้ง แล้วนำเซลล์ม้ามของหนูดังกล่าวมาเชื่อมกับ



myeloma cells จากนั้นทำการตรวจหาเซลล์ลูกผสม
ที่สร้างแอนติบอดีต่อ leukocyte surface molecules
โดยวธีิ indirect immunofluorescence และวิเคราะหด้์วย
เครื่องโฟลไซโตรมิเตอร์โดยใช้ PBMCs เป็นแอนติเจน
ผลการศึกษา ผู ้วิจัยสามารถตรวจพบ hybridomas
จำนวนมากทีใ่ห้ผลบวกกบั PBMCs จึงไดคั้ดเลอืกเซลล์
ลูกผสมจำนวน 13 โคลนมาทำ single cell cloning โดยวิธี
limiting dilution และทำการเพิ่มจำนวนเซลล์ลูกผสม
ท่ีได้พร้อมกบัเกบ็ culture supernatant เพ่ือนำไปศกึษา
ความจำเพาะของแอนติบอดีต่อไป

เพื ่อศ ึกษาความจำเพาะของโมโนโคลนอล
แอนติบอดทีีไ่ด ้ ผู้วิจัยไดน้ำโมโนโคลนอล แอนติบอดทีัง้
13 โคลนมายอ้มกบัเซลล์เม็ดเลอืดขาวชนดิตา่งๆ โดยวธีิ
lysed whole blood staining และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง
โฟลไซโตรมิเตอร์โดยทำการศึกษาในเลือดคนปกติจำนวน
3 ราย พบว่าโมโนโคลนอล แอนติบอดแีต่ละตัวให้ผลการ
ย้อมกับเม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ ในรูปแบบแตกต่างกัน
และมีแอนติบอด ี2 โคลนคอื PB5S และ PB6S ให้ผลการ
ย้อมทีแ่ยกลมิโฟไซตอ์อกเปน็ 2 กลุม่ แต่ไม่ทำปฏกิริิยา
กับท้ังโมโนซัยต์และแกรนูโลซัยต์  (รูปท่ี 1) เน่ืองจาก CD2
เป็นโปรตีนท่ีพบได้บนบางกลุ่มของลิมโฟซัยต์ คือ T cells
และ NK cells ดังนั้นโมโนโคลนอล แอนติบอดี ทั้งสอง
โคลนจึงถูกนำมาศึกษาต่อว่าเป็นแอนติบอดีต่อ CD2
หรือไม่

เพ่ือพิสจูน์ว่า โมโนโคลนอล แอนติบอด ี PB 5S
และ PB6S ทำปฏิกิริยากบั lymphocyte sub-population
ใด จึงนำโมโนโคลนอล แอนติบอดีทั้ง 2 โคลนมาย้อม
เซลล์แบบ lysed whole blood staining ด้วยวิธี two
colors indirect immunofluorescent และ วิเคราะหด้์วย
เคร่ืองโฟลไซโตรมิเตอร์โดยศึกษาในเลือดคนปกติจำนวน
2 คน ผลการศึกษาพบว่า PB 5S ให้ผลบวกกับ CD8

positive lymphocytes ดังแสดงในรูปท่ี 2   ในขณะท่ีโมโน
โคลนอล แอนติบอดีโคลน PB 6S ให้ผลบวกกบัท้ัง CD4
และ CD8 positive lymphocytes และ NK cells ดังแสดง
ในรูปที่ 3 โดยโคลน PB6S ให้รูปแบบการย้อมที่คล้าย
กับการยอ้มเซลล์ด้วยโมโนโคลนอล แอนติบอดต่ีอ CD2

ผู้วิจัยจึงทำการศึกษาต่อโดยทำการสังเคราะห์
recombinant CD2 fusion protein (rCD2) และ recom-
binant CD147 fusion protein (rCD147) ในระบบ COS
cell expression system จากนัน้นำ rCD2 และ rCD147
protein ไปเคลือบเพลท และทำปฏิกิริยากับโมโนโคลนอล
แอนติบอดี PB5S และ PB6Sโดยวิธี indirect ELISA
ผลการทดลองพบว่าโมโนโคลนอล แอนติบอดี PB6S
ให้ผลบวกกับ rCD2  protein แต่ไม่ทำปฏิกิริยากับ
rCD147 protein ขณะที่ PB5S ไม่ทำปฏิกิริยากับ
โปรตนีแอนตเิจนใดๆ เลย (ตารางที ่1)

ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า โมโนโคลนอล
แอนติบอดโีคลน PB 6S เป็น โมโนโคลนอล แอนติบอดี
ต่อโปรตีน CD2

ปฏิกิริยาระหว่างโมโนโคลนอล แอนติบอดีโคลน
PB 6S กับ hemopoietic cell lines และ peripheral
blood cells ชนิดตา่งๆ

จากการนำโมโนโคลนอล แอนติบอดีโคลน PB6S
ไปย้อม hemopoietic cell lines ชนิดต่างๆ ได้แก่ Jurkat,
Molt4, U937, และ Daudi cells พบว่า PB6S
ให้ผลบวกกบั Jurkat และผลบวกออ่น (weakly positive)
กับ Daudi และให้ผลลบ กับ Molt4 และ U937 (รูปท่ี 4)
และเมือ่นำ แอนตบิอด ีPB6S ไปย้อมเซลลเ์ม็ดเลอืดขาว
และเม็ดเลือดแดง พบว่า ให้ผลบวกกับบางกลุ่มของ
ลิมโฟซัยต์ แต่ให้ผลลบกบัเม็ดเลอืดแดง (รูปที ่5)



รูปท่ี 1 แสดงปฏิกิริยาระหว่างโมโนโคลนอล แอนติบอดี PB5S และ PB6S กับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ
โดยการยอ้มแบบ lysed whole blood-indirect immunofluorescence. นำเลือดของคนปกตมิาย้อมด้วย PB5S
(A), PB6S (B), positive control monoclonal antibody (C) และ negative control monoclonal antibody (D)
แล้วตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซโตรมิเตอร์  กรอบสี่เหลี่ยมแสดงตำแหน่งการเรืองแสงของ conjugate
control เซลล์ลิมโฟซัยต์ โมโนซยัต์ และแกรนโูลซัยต์ทีแ่ยก granularity ดังแสดงไวใ้นรูป D ผลการทดลองนี้
แสดงผลของตวัอย่างเลอืดจำนวน 1 รายจากทัง้หมด 3 ราย

รูปท่ี 2 แสดงปฏิกิริยาของโมโนโคลนอล แอนติบอดี PB5S กับเซลล์ลิมโฟซัยต์ โดยการยอ้มแบบ lysed whole blood-
two color indirect immunofluorescence. นำเลือดของคนปกตมิายอ้มด้วย PB5S (FITC)+CD4 MT4 (PE)
(A), PB5S (FITC)+CD8 MT8 (PE) (B), PB5S (FITC)+CD22 WK9 (PE) (C), PB5S (FITC)+CD57 HNK
(PE) (D), PB5S (FITC) อย่างเดียว (E) และ negative control (F) แล้วตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง
โฟลไซโตรมเิตอร์ ผลการทดลองนีแ้สดงผลของตวัอย่างเลอืดจำนวน 1 รายจากทัง้หมด 2 ราย



รูปท่ี 3 แสดงปฏิกิริยาของโมโนโคลนอล แอนติบอดี PB6S กับเซลล์ลิมโฟซัยต์ โดยการยอ้มแบบ lysed whole blood-
two color indirect immunofluorescence. นำเลือดของคนปกตมิายอ้มด้วย PB6S (FITC)+CD4 MT4 (PE)
(A), PB6S (FITC)+CD8 MT8 (PE) (B), PB6S (FITC)+CD22 WK9 (PE) (C), PB6S (FITC)+CD57 HNK
 (PE) (D), PB6S (FITC) อย่างเดยีว (E) และ negative control (F) แล้วตรวจวเิคราะหด์ว้ยเครือ่ง
โฟลไซโตรมเิตอร์ ผลการทดลองนีแ้สดงผลของตวัอย่างเลอืดจำนวน 1 รายจากทัง้หมด 2 ราย

Recombinant CD2 + PB5S
Recombinant CD147 + PB5S
Recombinant CD2 + PB6S
Recombinant CD147 + PB6S
Recombinant CD2 + CD147 mAb M6-1D4
Recombinant CD147 + CD147 mAb M6-1D4

ตารางที ่1 แสดงคา่ absorbent ท่ีได้จากการทำ indirect ELISA ระหว่างปฏกิิริยาระหวา่งโมโนโคลนอล แอนติบอดีโคลน
PB5S และ PB6S กับ recombinant CD2 protein และ recombinant CD147 protein

0.038
0.016
1.807
0.019
0.000
1.571

Conditions OD at 490



รูปที ่4 แสดงปฏกิิริยาของโมโนโคลนอล แอนติบอดี PB6S กับ hemopoietic cell lines ชนิดต่างๆ. นำ hemopoietic
cell lines ได้แก ่Jurkat (A), Molt4 (B), U937 (C) และ Daudi (D) มายอ้มดว้ย PB6S แล้วตรวจวเิคราะหด้์วย
เครือ่งโฟลไซโตรมเิตอร ์ เสน้ขวาง M1 แสดงขอบเขตการเรอืงแสงของ conjugate control ผลการทดลองนี้
แสดงผลการยอ้ม 1 คร้ังจากการยอ้มท้ังหมด 3 คร้ัง

รูปท่ี 5 แสดงปฏิกิริยาของโมโนโคลนอล แอนติบอดี PB6S กับเซลล์ลิมโฟซัยต์และเม็ดเลือดแดง. นำ PBMCs
และเม็ดเลือดแดง มาย้อมด้วย PB6S แล้วตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื ่องโฟลไซโตรมิเตอร์ ทำการ gate
เซลล์ลิมโฟซัยต์ (A) และเม็ดเลือดแดง (B) ตามขนาดและ granularity เส้นขวาง M1 แสดงขอบเขต
การเรอืงแสงของ conjugate control ผลการทดลองนีแ้สดงผลการยอ้ม 1 คร้ังจากการยอ้มท้ังหมด 3 คร้ัง



สรุปและวจิารณผ์ลการทดลอง
หลังจากที ่Kohler และ Milstein ได้พัฒนาเทคนคิ

hybridoma ข้ึนมาในป ี1975 (10) นักวทิยาศาสตรใ์นสาขา
ต่างๆ ได้นำเทคนคิน้ีไปผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ
โปรตนีแอนตเิจนชนิดตา่งๆ  เพ่ือใช้ในงานตา่งๆ  ทัง้เพ่ือ
ใช้แอนติบอดีในการศึกษาคุณสมบัติต่างๆ ของโปรตีน
จำเพาะ ใช้แอนติบอดีเพื่อการเตรียมโปรตีนบริสุทธิ ์
ตลอดถ ึ งการพ ัฒนาช ุดตรวจว ิน ิ จฉ ัยโรคต ่ างๆ
เช่นเดียวกัน นักวิทยาศาสตร์ในสาขาภูมิคุ้มกันวิทยา
ได้นำเทคนิค hybridoma มาผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีต่อโปรตีนบนผิวเม็ดเลือด และนำแอนติบอดี
ที่ผลิตมาใช้ในการค้นหาโปรตีนบนผิวเซลล์ชนิดใหม่
ใช้ศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีและหน้าท่ีของโปรตีนจำเพาะ
ตลอดจนใช้แอนติบอดีในโคลนยีนท่ีกำหนดการสร้างโปรตีน
ท่ีสนใจ จากการศกึษาดงักลา่ว ทำใหนั้กวทิยาศาสตรไ์ด้
ค้นพบ leukocyte surface molecules จำนวนมากมาย
ทราบถึงหน้าที่ของโปรตีนเหล่านี้ องค์ความรู้เหล่านี้
สุดท้ายนำไปสู่การเข้าใจถึงการทำงานของระบบภูมิคุ้มกัน
ได้ดีย่ิงข้ึน และนำไปสู่การประยุกต์ใช้เพ่ือการป้องกันและ
รักษาโรคในที่สุด

CD2 เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ชนิดอื่นที่มีชื่อเรียก
อ่ืนๆ  ได้แก่ Leukocyte Function-associated-Antigen-
2 (LFA-2) หรือ sheep red blood cell (SRBC) receptor
(7) โปรตีน CD2 เป็นกลัยโคโปรตีนที่มีน้ำหนักโมเลกุล
ประมาณ 50 kDa ท่ีพบได้บน T cells และ NK cells (6-9)

โดย CD2 จัดเป็น intercellular adhesion molecule
ชนิดหนึ่งที่จับได้กับ CD58 (หรือ LFA-3) การจับกัน
ระหว่าง CD2 และ CD58 ทำใหเ้กิดกระบวนการ cell-cell
interaction ระหว่าง T cells และ antigen presenting
cells ซ่ึงการจบักันระหว่างทัง้สองโมเลกลุน้ีทำให้เกิดการ
ส่งสัญญาณเข้าสู ่เซลล์ และมีความสำคัญมากในการ
กระตุน้การทำงานของ helper T cells (CD4+ T cells)
และ cytotoxic T cells (CD8+ T cells) นอกจากน้ียังพบว่า
มีความสำคัญต่อพัฒนาการของ thymocyte ในต่อม
thymus พบว่าโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ CD2 สามารถ
ยับย้ังกระบวนการ cell-cell adhesion ได้ ซ่ึงส่งผลให้เกิด
การยบัย้ังการทำงานของ antigen-stimulated helper T
cells และ cytotoxic T lymphocyte (CTL) activity ได้

นักวิทยาศาสตร์เชื่อว่าโมโนโคลนอล แอนติบอดี อาจ
สามารถนำมาใช้ควบคุมการกระตุ ้นระบบภูมิคุ ้มกัน
ท่ีมากเกนิไปในรา่งกายได ้ (6-9)

ในห้องปฏิบัติการของผู้วิจัย มีความสนใจที่จะ
ศึกษาถึงการทำงานของโปรตีนบนผิวเซลล์ชนิดต่างๆ
ท่ีเก่ียวข้องกับการควบคมุการทำงานของ T cells เพ่ือนำ
ไปสู่การเข้าใจการทำงานของระบบภูมิคุ้มกันได้ดียิ่งขึ้น
และจะนำไปสู่การประยุกต์ใช้เพ่ือการป้องกันและรักษาโรค
โปรตีน CD2 เป็นโปรตีนบนผิวเซลล์ชนิดหนึ่งที่อยู่ใน
ความสนใจของผูวิ้จัย เพ่ือศึกษาคณุสมบัติและหน้าท่ีของ
CD2 ผู้วิจัยจำเป็นต้องมีโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ
โมเลกุล CD2  ในการศึกษาน้ี ผู้วิจัยได้นำเอาวิธีมาตรฐาน
ไฮบริโดมามาใช้ โดยใช้ PBMCs เป็นแอนติเจนในการฉีด
กระตุ้นหนู และเนื่องจากใน PBMCs ประกอบด้วยทั้ง
เซลล์ลิมโฟซัยต์และโมโนซัยต์ ซึ่งมีการแสดงออกของ
โปรตีนบนผิวเซลล์หลากหลายชนดิ ดังน้ันในข้ันตอนการ
ตรวจกรองเซลล์ลูกผสมที่ได้ จะต้องมีระบบการคัดเซลล์
ลูกผสมที่สร้างแอนติบอดีที่ไม่ต้องการออก และจะต้อง
มีระบบการพิสูจน์โมโนโคลนอล แอนติบอดีท่ีสนใจว่าเป็น
แอนติบอดีต่อ CD2 จริง

ในการศึกษาครั ้งนี ้ จากการศึกษาเชื ่อมเซลล์
ระหว่างเซลล์ม้ามของหนูและ myeloma cells ผู้วิจัยได้
เซลล์ลูกผสมจำนวนมาก และได้คัดเลือกเซลล์ลูกผสม
จำนวน 13 โคลนทีท่ำปฏกิิริยกับ PBMCs มาทำ limiting
dilution แล้วเกบ็ culture supernatant  มาตรวจกรองหา
โคลนทีส่ร้างแอนติบอดีต่อ CD2 โดยในการศกึษานีไ้ด้นำ
วิธี lysed whole blood staining และโฟลไซโตรเมตรมีา
ประยุกต์ใช้ โดยทำการยอ้มเลือดครบส่วน (whole blood)
ด้วยแอนติบอดีทั้ง 13 โคลน จากนั้นเติม anti-mouse
immunoglobulins-FITC conjugate แล้วแตกเม็ดเลือด
แดงทิ้ง นำเม็ดเลือดขาวที่ได้ไปตรวจวิเคราะห์ด้วยโฟล
ไซโตรมิเตอร์ ในการตรวจวิเคราะห์ในลักษณะน้ี โดยอาศัย
คุณลักษณะของ granularity และการเรอืงแสงของ FITC
จะทำให้สามารถวิเคราะห์การเรืองแสงของเซลล์เม็ดเลือดขาว
ทั้งลิมโฟซัยต์ โมโนซัยต์ และแกรนูโลซัยต์ไปพร้อมๆ
กันได ้ในการศกึษานีพ้บว่าแอนตบิอดท้ัีง 13 โคลนทีน่ำ
มาศึกษามี 2 โคลนท่ีให้ผลบวกกับบางกลุ่มของลิมโฟซัยต์
และให้ผลลบกับโมโนซัยต์และแกรนูซัตย์ ซึ่งรูปแบบ



ของปฏิกิริยานีเ้ป็นรูปแบบของโมโนโคลนอล แอนติบอดี
ต่อ CD2  ท้ังน้ีเพราะโปรตีน CD2 พบได้เฉพาะบน T cells
และ NK cells เท่านัน้ ไม่พบบน B cells หรือ phago-
cytes อ่ืนๆ(6-9)  ดังน้ันแอนติบอดีท้ัง 2 โคลนจงึถูกนำมา
ศกึษาตอ่เพ่ือยืนยันว่าเปน็แอนตบิอดต่ีอโปรตีน CD2

ในการพสิจูน์ยืนยันแอนตบิอดทีัง้ 2 โคลน ผู้วิจัย
ได้นำ cDNA ท่ีกำหนดการสรา้ง CD2 โปรตีนซ่ึงเช่ือมต่อ
ใน eukaryotic expression vector มาสรา้ง recombinant
CD2 protein ในระบบ COS cell expression ในการ
ศึกษานี้ ผู้วิจัยได้เลือกใช้ระบบ COS cell expression
ซ่ึงเป็น mammalian expression system แทนการสรา้ง
recombinant protein ใน E. coli (prokaryotic expres-
sion system) ท้ังน้ีเพราะ recombinant protein ท่ีสรา้ง
โดยระบบ mammalian expression system จะให้โปรตีน
ท่ีมีรูปทรงและโครงสรา้งท่ีใกล้เคียงกับธรรมชาติมากกวา่
การสรา้งโดย E. coli  ดังน้ัน recombinant protein ท่ีได้
จะนำมาใช้ตรวจหาแอนติบอดีจำเพาะได้ดีกว่า ในการ
ศกึษานี ้ผู้วิจัยไดเ้หน่ียวนำ CD2-cDNA เข้าไปใน COS
cells โดย DEAE-Dextran transfection (11) ซ่ึงวิธีน้ี COS
cells จะรับ CD2-cDNA เข้าไปในเซลล ์และสรา้งโปรตนี
CD2 และหล่ังออกนอกเซลล์ในปริมาณมาก น้ำเล้ียง COS
cells สามารถเกบ็มาเพือ่ใช้เป็น CD2 antigen เพ่ือตรวจ
หาแอนติบอดีจำเพาะโดยวิธี ELISA โดยไม่ต้องทำให้
บริสุทธ์ิหรือทำให้เข้มข้นข้ึน จากการศกึษาน้ี ผู้วิจัยพบว่า
1 ใน 2 โคลนทีน่ำมาศกึษาใหผ้ลบวกกบั recombinant
CD2 แต่ไม่ทำปฏิกิริยากับ recombinant CD147 ท่ีใช้เป็น
ตัวควบคุม ซึ ่งผลการศึกษานี ้แสดงให้เห็นว่าโคลน
ดังกล่าวน้ันเป็นโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อโปรตีน CD2

โมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อ CD2 ที่ผลิตได้
ได้นำมาใช้ตรวจหาการแสดงออกของโมเลกุล CD2
ท่ีสร้างบนผวิเซลล์ชนิดต่างๆ ท้ัง hemopoietic cell lines
และ peripheral blood cells ผลการศึกษาพบว่าโมโน
โคลนอล แอนติบอดีต่อ CD2 ที่ผลิตได้ให้ผลบวกกับ
hemopoietic cell lines ชนิด Jurkat และ Duadi แต่การ
แสดงออกของ CD2 มีไม่มากนัก สำหรับ peripheral
blood cells พบว่า โมโนโคลนอล แอนติบอดีน้ี ให้ผลบวก
กับกลุม่หน่ึงของลิมโฟซัยต์ ซ่ึงเป็น T cells และ NK cells
ในขณะที ่ให้ผลลบกับโมโนซัยต์ แกรนูโลซัยต์ และ

เม็ดเลอืดแดง  ซ่ึงเหมือนกบัทีมี่รายงานมากอ่น (6-9)

ในรายงานน้ีเป็นการนำเสนอการผลิตโมโนโคลนอล
แอนติบอดีต่อ CD2 และรายงานการแสดงออกของ CD2
บน hemopoietic cell lines และ peripheral blood cells
ซึ่งแอนติบอดีนี้จะได้นำไปศึกษากลไกการควบคุมการ
กระตุน้การทำงานของ T cells ในลำดบัต่อไป
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