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Monoclonal Anti-P1 reagents: Potency and
false positive reaction

Sarika Makechay*, Kanjana Aiemumporn, Suwit Phonimit, Jintana Tubrod, Udom Tingtoy
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Background:  Anti-P1 naturally occurs; it is the less clinically significant IgM class and mainly found

and optimally reactive at 4 - 25 C.  The anti-P1 that reacts at 37 oC is clinically significant and causes

immediate and delayed hemolytic transfusion reactions.  P
1
- RBCs should be provided for patients.

Therefore, P
1 
antigen should be detected in donated blood and in patients with anti-P1.

Objective: To determine potency and false positive reaction of anti-P1 reagents used at the National

Blood Center, Thai Red Cross Society.

Methods: Six polyclonal anti-P1 reagents and six monoclonal anti-P1 reagents were produced from

different clones. The potency test was performed on strong P
1
 and weak P

1
 red blood cells. These

reagents were tested for false positive reactions with P
1
-(T+) and P

1
-(DAT+) red blood cells.

Results: The six polyclonal anti-P1 reagents had a titer of 8; a total score ranging from 29 to 37 with

strong P
1
 cells and a titer of 4; a total score ranging from 18 to 23 with weak P

1
 cells, respectively.

The six monoclonal anti-P1 reagents had titers ranging from 16 to 256; a total score ranging from 50 to

91 with strong P
1
 cells and titers ranging from 8 to 64; a total score ranging from 33 to 67 with weak P

1

cells.  The four polyclonal anti-P1 reagents showed false positive reaction with P
1
-(T+) red blood cells.

Two of polyclonal anti-P1 reagents and all of six monoclonal anti-P1 reagents showed no false positive

reaction with P
1
-(T+) and P

1
-(DAT+) red blood cells.

Conclusion:  Monoclonal anti-P1 reagents had higher titers than polyclonal anti-P1 reagents and no

false positive reaction with P
1
-(T+) and P

1
-(DAT+) red blood cells. As a result, these monoclonal anti-P1

reagents are appropriate for blood banking to detect P
1
 antigen on red blood cells both of donors and

patients.
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นิพนธต์น้ฉบบั

นํÊายาตรวจหมู่โลหิต Monoclonal anti-P1:
ความแรงและปฏิกิริยาผลบวกลวง

สาริกา เมฆฉาย*, กาญจนา เอีÉยมอัมพร, สุวิทย ์โพธิÍนิมิตร,์ จินตนา ทับรอด, อุดม ติÉงต้อย

ศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย

เหตุผลของการทาํวิจัย: Anti-P1 ร่างกายสามารถกระตุ้นให้สรา้งไดเ้องตามธรรมชาติ ส่วนใหญ่มักเป็น

ชนิด IgM ทีÉมีความสาํคัญนอ้ยทางคลินิก และทาํปฏิกิริยาได้ดีทีÉอุณหภูมิ 4 - 25C  ส่วน anti-P1 ทีÉทาํ

ปฏิกิริยาทีÉ 37C นัÊนมีความสาํคญัทางคลินิก และเป็นสาเหตุของ immediate และ delayed hemolytic

transfusion reactions (HTRs) จึงควรพิจารณาใหเ้ลอืดทีÉมีแอนติเจน P
1
-   ดงันัÊนจึงมีความจาํเป็นตอ้งตรวจ

หาแอนติเจน P
1 
ในเลอืดบรจิาค และในผูป่้วยทีÉมี anti-P1

วัตถุประสงค:์ เพืÉอศึกษาความแรงและปฏิกิริยาผลบวกลวงของนํÊายาตรวจหมู่โลหิต anti-P1 ทีÉศนูยบ์ริการ

โลหิตมีใชอ้ยู ่ณ ปัจจบุนั

วิธีการทาํวิจยั: Polyclonal anti-P1 reagent จาํนวน 6 ตวัอยา่ง และชนิด monoclonal anti-P1 reagent

จาํนวน 6 ตัวอย่างทีÉผลิตจากโคลนทีÉแตกต่างกัน นาํมาทดสอบหาความแรง (titer) กับเซลล์ P
1
 strong

และ P
1
 weak รวมทัÊงทดสอบผลบวกลวงกบัเซลล ์P

1
-(T+) และ เซลล ์P

1
- (DAT+)

ผลการศึกษา:  Polyclonal anti-P1 reagent ทัÊง 6 ตัวอย่าง มี titer 8 คะแนนรวม 29 - 37 กับเซลล์

P
1
 strong และมี titer 4 คะแนนรวม 18 - 23 กับเซลล ์ P

1
weak   ส่วน monoclonal anti-P1 reagent

จาํนวน 6 ตวัอยา่ง มี titer ระหวา่ง 16 - 256 คะแนนรวม 50 - 91 กบัเซลล ์P
1
 strong และมี titer ระหวา่ง

8 - 64 มีคะแนนรวมทีÉ 33 - 67 กบัเซลล ์P
1
weak และมี polyclonal anti-P1 reagent จาํนวน 4 ตวัอยา่ง (S1

และ S4) ทีÉใหผ้ล false positive reaction กับเซลล ์P
1
-(T+) อีก 2 ตวัอย่าง (S5 และS6) ไม่พบปฏิกิริยา

ผลบวกลวงกบัทัÊงเซลล ์P
1
-(T+) และ P

1
-(DAT+) เช่นเดียวกนักบั monoclonal anti-P1 reagent ทัÊง 6 ตวัอยา่ง

สรุป: Monoclonal anti-P1 reagents มีผลความแรงมากกว่า polyclonal anti-P1 reagents อีกทัÊงไม่พบ

ปฏกิิรยิาผลบวกลวงกบัเซลล ์P
1
-(T+) และ P

1
-(DAT+)   จึงแสดงใหเ้ห็นวา่ monoclonal anti-P1 reagents

มีความเหมาะสมทีÉจะนาํมาใชท้ดสอบทางธนาคารเลือด เพืÉอตรวจหาแอนติเจน P
1
 ทัÊงในเลือดบริจาคและ

ในผูป่้วย

คาํสาํคญั:  Monoclonal antibody, anti-P1 reagent.

บทคดัยอ่
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หมู่เลือดในระบบ P ถกูคน้พบในปีพ.ศ. 2470  โดย

Landsteiner K. และในปีพ.ศ. 2533 คณะทาํ งานของ

international society of blood transfusion (ISBT) กาํหนด

ใหห้มูเ่ลือดระบบ P มีแอนติเจนเพียงชนิดเดียว คือ แอนติเจน

P
1

(1, 2) ส่วนแอนติเจน P, Pk และ LKE (Luke) ถูกจัดอยู่ใน

กลุม่ GLOB collection ในปีพ.ศ. 2539 ปัจจุบนัเรยีกหมูเ่ลอืด

ระบบนี Êว่าหมู่ เลือดระบบ P และ GLOB collection (3, 4)

หมู่เลือดระบบ P มี phenotype 5 ชนิดคือ P
1
, P

2
, P

1
k, P

2
k,

และ p ซึÉงเป็น null phenotype พบไดป้ระมาณ 5.8 คนต่อ

ประชากรหนึÉงลา้นคนในยุโรป(5) P
1
 phenotype ทีÉประกอบ

ดว้ย แอนติเจน P
1
, P, (Pk) ในคนผิวขาวพบไดร้อ้ยละ 79 ใน

คนผิวดาํพบไดร้อ้ยละ 97  ซึÉงแตกต่างจากในประเทศไทยทีÉ

พบไดเ้พยีงรอ้ยละ 27(6, 7) สว่น P
2
 phenotype ประกอบดว้ย

แอนติเจน P และ Pk จึงสรา้ง anti-P1 ได ้  สาํหรบั anti-P1

ทีÉ ร่างกายกระตุ้นให้สร้างได้เองตามธรรมชาติ พบได้บ่อย

ในคนทีÉ เป็น P
1
หรือ P

2
 phenotype และมักเป็นชนิด IgM

ทาํปฏิกิริยาได้ดีทีÉ อุณหภูมิ  4 - 25OC มีความสาํคัญทาง

คลินิกน้อย และมีความแรงแตกต่างกันในแต่ละบุคคล  ซึÉง

ลกัษณะนี Êสามารถถ่ายทอดทางพนัธุกรรมได ้  โดยทัÉวไปแลว้

anti-P
1
 จะมีปฏิกิริยาอ่อนๆ  แต่อาจจะพบทีÉมี titer สงูไดใ้น

ผูป่้วยโรค hydatid disease, โรคพยาธิใบไมใ้นตบั (liver fluke

disease) และโรคพังผืดในตับเฉียบพลัน (acute hepatic

fascioliasis)(4) อีกทัÊง anti-P1 ทีÉ เกิดจากการกระตุ้นด้วย

แอนติ เจน P
1
 โดยตรงทาํปฏิกิ ริยาได้ดีทีÉ  37OC และ fix

complement สามารถทาํใหเ้กิดเม็ดเลือดแดงแตก และเป็น

สาเหตุของ hemolytic transfusion reactions (HTRs)

หลังการให้เลือดได้ โดยรอ้ยละ 50 ของผู้ป่วยทีÉมี anti-P1

titer สูงพบมีการทาํ ลายเม็ ดเลื อดแดงอย่ างรวดเร็ ว

จากการศึกษาของ Smith D. พบว่าในระยะเวลา 10 ปีทีÉ

ผ่านมา (พ.ศ. 2549 - 2558) พบ anti-P1 เป็นสาเหตุของ

HTRs ได้ร ้อยละ 0.07(8, 9) ในประเทศไทยโดยเฉพาะทาง

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือพบ anti-P1 ไดม้ากถึงรอ้ยละ 70

และพบร่วมกับ anti-Lewis ประมาณ ร้อยละ10(10) แม้ว่า

ส่วนใหญ่ anti-P1 จะมีความสาํคญันอ้ยทางคลินิก  แต่เมืÉอ

ตรวจพบว่าผู้ ป่ วยมี  anti-P
1
 ควรพิ จารณาให้ เลือดทีÉ มี

แอนติเจน P
1
(-) แก่ผู้ป่วย  เพืÉอหลีกเลีÉยงปฏิกิริยา HTRs

ซึÉงอาจทาํใหผู้ป่้วยไดร้บัอนัตรายได ้ การตรวจกรองแอนติบอดี

ในผู้ ป่วยจึงมีความสาํคัญเช่นเดียวกัน  ทาํให้การเตรียม

screening cells และ panel cells ทีÉนาํมาใช้ตรวจกรอง

และตรวจแยกชนิดของแอนติบอดี จะตอ้งมีแอนติเจน P
1
(+)

เพียงพอในทุกรุ่นการผลิต(11) ซึÉงการตรวจหาแอนติเจน P
1

ในเลือดบริจาคและในผู้ ป่ วย สิÉ งสาํคัญ คือการเลือกใช้

anti-P1 ทีÉ เหมาะสม และไม่มีปฏิกิริยาผลบวกลวง  ดังนัÊน

จึงต้องมีการประเมินคุณสมบัติของ anti-P1 ทีÉจะนาํมาใช้

ทดสอบในหอ้งปฏิบตัิการ  วตัถปุระสงคข์องการศึกษานี ÊเพืÉอ

ศึกษาความแรงและปฏิ กิริยาผลบวกลวงของนํÊา ยาตรวจ

หมู่โลหิต anti-P1 ทีÉศนูยบ์รกิารโลหิตแหง่ชาติ สภากาชาดไทย

มีใชอ้ยู ่ณ ปัจจบุนั

วัสดุและวิธีการ

นํÊายาตรวจหมู่โลหิต

Polyclonal anti-P1 เตรียมจาก human plasma

จาํนวน 6 ตวัอยา่งไดแ้ก่ตวัอยา่งทีÉ S1-S6

Monoclonal anti-P1 จาํนวน 6 ตัวอย่างทีÉ ผลิต

จากโคลนทีÉแตกต่างกนั ไดแ้ก่

- ตวัอยา่งทีÉ S7 ผลิตจากโคลน G202

- ตวัอยา่งทีÉ S8 และ S9 ผลิตจากโคลน 650

- ตวัอยา่งทีÉ S10 ผลิตจากโคลน P3N1L100

- ตัวอย่างทีÉ  S11 เป็น culture supernatant จากโคลน

HIRO-59 (3D4)

- ตวัอยา่งทีÉ S12 เป็น monoclonal anti-P1 ของศนูยบ์รกิาร

โลหิตแห่งชาติ  สภากาชาดไทย ทีÉ ผลิ ตจากโคลน 1C9

(ตารางทีÉ 1)

Antibody ทีÉสกดัจาก lectin ไดแ้ก ่anti -T จาก ถัÉงลสิง

(Arachis hypogaea) anti -T จากถัÉวเหลอืง (Glycine soja)

และ anti- A1 จาก  Dolichos biflorus ซึÉงเตรยีมเองในหอ้ง

ปฏบิตัิการ(12)

Anti-D(IgG) ของศนูยบ์รกิารโลหิตแหง่ชาติ

สภากาชาดไทย

เซลล์เม็ดเลือดแดงของผู้บริจาคโลหิต

เซลล์เม็ดเลือดแดง P
1
strong ได้จากเซลล์หมู่  O

ทีÉมีแอนติเจน P
1
+ และมีความแรง 3 – 4 + กบั anti-P1 และ

เซลลเ์ม็ดเลือดแดง P
1
weak ไดจ้ากเซลล ์หมู่ O ทีÉมีแอนติเจน

P
1
+ และมีความแรง 1 – 2 + กบั anti-P1

เซลลเ์ม็ดเลือดแดงหมู ่O Rh(D+) ทีÉมีแอนติเจน P
1
-

โดยใช ้1% bovine serum albumin (BSA) เป็นตวั

ทาํละลาย
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วิธีการ    นาํ anti-P1 ทัÊง 12 ตวัอยา่ง มาทดสอบดงันี Ê

ทาํการทดสอบหาความแรง (titer) โดยเจือจาง

anti-P1 แบบ two fold serial dilution ดว้ย 1% BSA และนาํ

แตล่ะ dilution มา 100 ไมโครลิตร ทดสอบกบัเซลล ์P
1
 strong

และ P
1
 weak ทีÉลา้งและเตรยีมเป็น 2% cell suspension ใน

normal saline ชนิดละ 100 ไมโครลิตร incubate ตาม

คาํ แนะนาํ ของแต่ละบริ ษั ท ดังตารางทีÉ  1 ปัÉ นอ่ านผลทีÉ

ความเร็วรอบ 1,000 g นาน 15 วินาที บันทึกผลความแรง

เป็นคะแนน (score)(13)  และ dilution สุดทา้ยทีÉให้คะแนน

ความแรงเทา่กบั 5 บนัทกึเป็น titer

จากนัÊ นทดสอบปฏิ กิ ริ ยาผลบวกลวง กับเซลล์

P
1
-(T+) โดยผสมเซลลห์มู่ O P

1
- กบัเอนไซม ์neuraminidase

(sialidase) ในอัตราส่วนทีÉ  เหมาะสม incubate ทีÉ  37OC

(treated cells) และนาํ เซลล์ทีÉ ได ้มาทดสอบ กับ anti-T

ทีÉสกัดจาก lectin และ anti-A1 จาก Dolichos biflorus

แลว้วา่เป็นเซลล ์T+ จรงิ   จากนัÊน นาํเซลล ์P
1
-(T+) ทีÉไดม้า

เตรยีมเป็น 3 - 5% cell suspension นาํมา 1 หยด ทดสอบ

กบั anti-P1 จาํนวน 1 - 2 หยด ตามคาํแนะนาํของแตล่ะบรษัิท

incubate ทีÉอณุหภมิูหอ้ง นาน 5 นาที ปัÉนอา่นผล ทีÉความเรว็

รอบ 1,000 g นาน 15 วินาที บันทึกผลความแรง จากนัÊน

incubate จนครบ 30 นาที ปัÉนอา่นผลทีÉความเรว็รอบ 1,000 g

นาน 15 วินาที และบนัทกึผลความแรง (ตารางทีÉ 1)

ทดสอบปฏิกิริยาผลบวกลวงกับเซลล ์ P
1
-(DAT+)

จาํนวน 24 ราย โดยการแบ่งเซลล ์P
1
-(D+) แต่ละรายนาํมา

ผสมกบั anti-D (IgG) ในอตัราสว่นทีÉเหมาะสม และ incubate

ทีÉ อุณหภูมิ  37OC (sensitization) และเมืÉ อทดสอบ DAT

มีความแรง เป็น 3 - 4+ จากนัÊน นาํเซลล ์P
1
-(DAT+) ทีÉไดม้า

ทดสอบกบั anti-P1 ทัÊง 12 ตวัอยา่ง ตามคาํแนะนาํของแตล่ะ

บริษัท (ตารางทีÉ  1) เปรียบเทียบกับเซลล์ P
1
-(DAT-) คือ

เซลลส์ว่นทีÉไมไ่ด ้sensitize (unsensitized cells)

ผลการศึกษา

ผลการทดสอบความแรง (titer)

Polyclonal anti-P1 เมืÉอทดสอบกบัเซลล ์P
1
 strong

พบว่าตวัอยา่งทีÉ S1 - S6 มี titer 8  คะแนนรวม 37, 35, 33,

29, 33 ตามลาํดบั และเมืÉอทดสอบกบัเซลล ์P
1 

weak มี titer

4 คะแนนรวม 23, 18, 23, 18, 19 และ 23 ตามลาํดบั

Monoclonal anti-P1 เมืÉอทดสอบกบัเซลล ์P
1
 strong

พบว่าตัวอย่างทีÉ S7 มี titer 128 คะแนนรวม  84 และเมืÉอ

ทดสอบ กบัเซลล ์ P
1 
weak ม ีtiter 32 คะแนนรวม 46 ตามลาํดบั

ส่วนตัวอย่างทีÉ  S8 และ S9 เป็นชนิด murine MoAb เมืÉอ

ทดสอบกบัเซลล ์P
1
 strong มี titer 16 และ 32 คะแนนรวม 50

และ 61 ตามลาํดบั และเมืÉอทดสอบกบัเซลล ์P
1
 weak มี titer 8

และ 16 คะแนนรวม 33 และ 50 ตามลาํดบั  Anti-P1 ตวัอยา่ง

ทีÉ  S10, S11 และ S12 ทีÉ เป็นชนิด human MoAb ให้ผล

ความแรงกบัเซลล ์P
1
 strong ทีÉ titer 256, 128 และ 128 มี

คะแนนรวม 91, 88 และ 88 ตามลาํดบั กบัเซลล ์ P
1
 weak

ใหผ้ลความแรงทีÉ titer 64, 8 และ ŞŜ คะแนนรวม 65, 57 และ

67 ตามลาํดบั

ผลการทดสอบปฏกิิรยิาผลบวกลวง

ผลการทดสอบกบัเซลล ์P
1
-(T+) พบวา่ Polyclonal

anti-P1 ตวัอยา่งทีÉ S1-S4 ใหผ้ลบวก กบัเซลล ์P
1
-(T+) ทกุราย

ส่วน anti-P1 ตวัอย่างทีÉ S5 และ S6 ใหผ้ลลบกับเซลล ์ P
1
-

(T+) ทกุราย เช่นเดียวกนักับ Monoclonal anti-P1 ตวัอย่าง

ทีÉ S7 -S12

ผลการทดสอบกับเซลล์  P
1
-(DAT+) พบว่ า

Polyclonal anti-P1 ตวัอย่างทีÉ S1 - S6 และ Monoclonal

anti-P1 ตวัอยา่งทีÉ S7 - S12 ใหผ้ลลบเช่นเดียวกนัทกุตวัอยา่ง

อภิปรายผล

Anti-P1 ทีÉมีใช้อยู่ ในขณะนี Êนอกจากจะเตรียมได้

จาก polyclonal antibody เช่น human plasma และการฉีด

กระตุ้นสัตว์ทดลอง เช่น แพะ และกระต่ายแล้ว ยังผลิตได้

จาก monoclonal antibody จากการฉีดกระตุน้สตัวท์ดลอง

ไดแ้ก่ หนูทดลอง (murine monoclonal antibody: murine

MoAb) และจากเม็ดเลือดขาวของคน (human monoclonal

antibody: human MoAb) ซึÉงในปัจจุบนัมี monoclonal anti-

P1 เพียงไม่กีÉ โคลนทีÉนาํมาใช้ผลิตเป็นนํÊายาตรวจหมู่โลหิต

anti-P1 เพืÉอจาํหนา่ยศนูยบ์รกิารโลหิตแหง่ชาติเอง ไดพ้ฒันา

การผลติ anti-P1 จาก human MoAb ทีÉมีคณุภาพดี สามารถ

นาํมาใชท้ดแทน anti-P1 ทีÉไดจ้าก plasma ของผูบ้รจิาคโลหิต

ได้(14)  เมืÉ อทาํการศึกษาคุณสมบัติของ anti-P1 ทัÊงหมด

จาํนวน 12 ตัวอย่างโดยมี polyclonal anti-P1 จาํนวน 6

ตวัอยา่ง (S1 - S6) ผลิตจาก plasma ของผูบ้รจิาคโลหิตทีÉมี

anti-P1 และชนิด monoclonal antibody (MoAb) จาํนวน 6

ตวัอยา่ง (S7 - S12) โดยตวัอยา่งทีÉ S7 ผลติจาก โคลน G202

ซึÉงเป็น monoclonal anti-P1 ทีÉไม่ทราบชนิด ตัวอย่างทีÉ S8

และ S9 ผลิตจากโคลน 650 เป็นชนิด murine MoAb

ตวัอย่างทีÉ S10 ผลิตจากโคลน P3N1L100 ตวัอย่างทีÉ S11

ผลิตจากโคลน HIRO-59 (3D4) และตัวอย่างทีÉ  S12 เป็น

anti-P1 reagent ของศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ ทีÉผลิตจาก
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โคลน 1C9 (ตารางทีÉ  1) การศึกษานี Êพบว่า polyclonal

anti-P1 ทัÊง Ş ตัวอย่าง ให้ผลความแรง 8 มีคะแนน รวม

32 - 37 เฉลีÉ ยทีÉ  34 กับเซลล์ P
1
 strong และมี  titer 4

คะแนนรวม 18-23 เฉลีÉ ยทีÉ  20 กับเซลล์ P
1
 weak ส่วน

monoclonal anti-P1 ทัÊง 6 ตวัอยา่ง มี titer ตัÊงแต ่16 - 256

คะแนนรวม 50 - 91 กบัเซลล ์ P
1
 strong โดยมีคะแนนของ

หลอดแรกทีÉมไิดเ้จือจาง (score at neat)  เทา่กบั 9 - 12 คะแนน

และมี  titer 8-64 คะแนนรวม 33 - 67 กับเซลล์ P
1

weak มี score at neat 7 - 10 คะแนน การทีÉ polyclonal

anti-P1 ทัÊง 6 ตวัอย่าง มีผลความแรงตํÉากว่า monoclonal

anti-P1 อาจเป็นเพราะ anti-P1 ทีÉผลิตจาก human plasma

เกิดจากการกระตุ้นโดยธรรมชาติ ไม่สามารถกาํหนดให้มี

ความแรงตามต้องการได้  ซึÉ งแตกต่างจาก monoclonal

antibody ทีÉกาํหนดให้มีความแรงตามต้องการได้ อย่างไร

ก็ตาม anti-P1 reagent ตวัอยา่งทีÉ S8 และ S9 จากสองบรษัิท

แมว้่าจะผลิตจากโคลน 650 เช่นเดียวกัน แต่มีผลความแรง

แตกต่างกัน  อาจเนืÉ องมาจากสูตรการผลิตทีÉ แตกต่างกัน

อีกทัÊ งบางบริษัทมีการเติมสารทีÉ เป็น potentiator ได้แก่

bovine albumin ในความเขม้ขน้ทีÉแตกต่างกนัไป  ตลอดจน

วิธีการทดสอบ โดยทัÊงตวัอยา่ง S8 และ S9 ใชอ้ตัราสว่นของ

แอนติบอดีต่อเซลล ์1:1 เช่นเดียวกนั แต่ตวัอย่าง S8 จะปัÉ น

อ่านผลทนัที (immediate spin) โดยไม่ตอ้งบ่ม (incubate)

ในขณะทีÉตัวอย่าง S9 แนะนาํให้ incubate ทีÉอุณหภูมิหอ้ง

นาน 5 - 10 นาทีจึงปัÉนอา่นผล ซึÉงระยะเวลาในการ incubate

ระยะเวลาการ incubate อาจช่วยทาํใหม้ีปฏิกิริยาแรงขึ Êนได้

จึงทาํใหผ้ลความแรงของตัวอย่างทีÉ  S9 มากกว่า S8 อยู่ 1

dilution ส่วน anti-P1 ตัวอย่างทีÉ  S10 ผลิตจากโคลน

P3N1L100 มี titer ทีÉ 256 กบัเซลล ์P
1
 strong และ 64 กบั

เซลล ์P
1
 weak  ซึÉงแรงกวา่ตวัอยา่งอืÉน ๆ จะมีขอ้ดีทีÉเมืÉอนาํมา

ใชท้ดสอบ จะทาํใหส้ามารถตรวจพบแอนติเจน P
1
 ออ่น ๆ ไดด้ี

(ตารางทีÉ 2)  อย่างไรก็ตาม anti-P1 ทุกตัวอย่างทีÉนาํมาใช้

ทดสอบ ให้ผลความแรงกับเซลล์ P
1
 strong และเซลล์ P

1

weak ตามขอ้กาํหนด(15)  และมี score at neat ทีÉ 12 คะแนน

กบัเซลล ์P
1
 strong และ 10 - 12 คะแนนกบัเซลล ์P

1
 weak

ส่วนผลการทดสอบปฏิกิริยาผลบวกลวง กับเซลล ์  P
1
-(T+)

จากการย่อย ด้วยเอนไซม์ neuraminidase  เพืÉ อให้เผย

แอนติเจน T (T-cryptantigen) ทีÉซ่อนอยู่  (16) การทดสอบ

T-activation ทาํ ได้โดยการนาํ เซลล์ทีÉ ย่ อยด้วยเอนไซม์

(treated cells) มาทดสอบด้วย anti-T ทีÉสกัดจาก Lectin

ชนิดต่าง ๆ(12) ดังตัวอย่างในตารางทีÉ 3 จากผลการศึกษานี Ê

พบว่า เซลล ์P
1
-(T+) ทัÊง 6 รายใหผ้ลบวกกบั anti-T ทีÉสกัด

จากถัÉ วลิสง และถัÉ วเหลือง  ส่วนการทดสอบกับ Dolichos

biflorous (ซึÉ งนอกจากประกอบด้วย anti-A1 แล้วยังมี

แอนติบอดีต่อแอนติเจน Cad แลว้ใหผ้ลเป็นลบ (ตารางทีÉ 4)

ดังนัÊน  treated cells ทัÊง 6 ราย  จึงไม่มีแอนติเจน Cad

แสดงว่าเป็นเซลลที์Éมีแอนติเจน P
1
-(T+) จริง และเมืÉอนาํมา

ทดสอบกบั anti-P1 จากหลายแหลง่ผลิต พบว่า polyclonal

anti-P1 จาํนวน Ŝ ตวัอยา่ง (S1 - S4) ใหผ้ลบวกกบัเซลล ์P
1
-

(T+) ทัÊง 6 ราย แสดงวา่ใน anti-P1 มี anti-T ผสมอยูซ่ึÉงเป็น

สาเหตุของปฏิกิริยาผลบวกลวง (ตารางทีÉ  5) เช่นเดียวกับ

การศึกษาของ Strobel E.(17) ซึÉงพบว่า polyclonal anti-P1

ส่วนใหญ่มีปฏิกิริยาผลบวกลวง กับเซลล์ทีÉมีแอนติเจน T+

ซึÉงในธรรมชาติการเผยแอนติเจน T+ มีความเกีÉยวข้องกับ

เอนไซม ์neuraminidase ทีÉแบคทเีรยีสรา้งขึ Êน เช่น clostridium

perfringens และ streptococcus pneumoniae,

bacteroides, escherichia coli  และแบคที เรีย gram

negative เช่น actinomyces และ influenza virus, vibrio

chorlerae  ทีÉ สามารถสร้าง neuraminidase และ

T-activation ในหลอดทดลอง โดย neuraminidase จะตัด

ยอ่ย neuraminic acid และเผย T-cryptantigen ซึÉงจะจบักบั

anti-T (IgM) เป็นผลทาํใหเ้กิด agglutination ภายในหลอด

ทดลอง และทาํให้เกิดเม็ดเลือดแดงแตกในร่างกายได้ แต่

ปรากฏการณน์ี Êไมค่งทน อาจพบไดภ้ายใน 2 - 3 วนั หรอืเป็น

สัปดาห์ ส่วนทีÉคงอยู่นานเป็นเดือนจะพบได้น้อย(18) เมืÉอนาํ

anti-P1 ทีÉมีปฏิกิริยาผลบวกลวง กับเซลล ์ P
1
-(T+) มาใชใ้น

การตรวจเลือดผู้ ป่วยทีÉ ติดเชื Êอแบคทีเรียเหล่านี Ê  จะให้ผล

การตรวจเป็นผลบวกลวง เนืÉ องจากคุณสมบัติ ของเซลล์

ผู้ป่วยทีÉมี T- activation จะทาํปฏิกิริยากับ plasma ของ

ผูบ้รจิาคทัÉวไป (polyagglutination)(19, 20)  อีกทัÊงโดยธรรมชาติ

ของ anti-T ในผูใ้หญ่ จะพบในผูท้ีÉมีแอนติเจน T ซึÉงทาํใหเ้กิด

autoagglutination และเม็ดเลือดแดงแตกได้บ้าง อย่างไร

ก็ตามการเกิด เม็ดเลือดแดงแตก ในผูป่้วย อาจไมไ่ดเ้กิดจาก

T-activation เพียงอยา่งเดยีว  แตอ่าจเป็นผลมาจาก bacterial

lecilninases หรอื disseminate intravascular coagulation

(DIC)(16, 19) สว่น polyclonal anti-P1 ตวัอยา่งทีÉ S5 และ S6

และใหผ้ลลบกับเซลล ์ P
1
-(T+) ทัÊง Ş ราย  เช่นเดียวกันกับ

monoclonal anti-P1 ทุกตวัอย่าง จึงมีความเหมาะสมทีÉจะ

นาํมาใช้ทดสอบหาแอนติเจน P
1
 ในผู้ป่วยหรือผู้บริจาคไดด้ี

โดยจะไม่พบแอนติบอดีต่อแอนติเจนทีÉมีอุบัติการณ์ต ํÉา (low
incidence) หรอื T-cryptantigen  ซึÉงมกัจะพบใน polyclonal
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antibody ส่วนปฏิกิริยาผลบวกลวง กับเซลล์ P
1
-(DAT+)

จาํนวน 24 ราย พบว่า anti-P1 ทุกตัวอย่าง ทัÊ งทีÉ เป็น
polyclonal Ab และ monoclonal Ab ใหผ้ลการตรวจเป็นลบ
กบัเซลล ์P

1
-(DAT+) ทัÊง 24 ราย (ตารางทีÉ 6) จากการศกึษา

นี Êพบว่า monoclonal anti-P1 ทัÊ ง 12 ตัวอย่างมีความ

เหมาะสมทีÉจะนาํมาใช้ตรวจหาแอนติเจน P
1
 ในผู้ป่วยทีÉมี

DAT+ ได ้ โดยไม่ต้องใช้  elution technique  โดยเฉพาะ
อย่างยิÉง monoclonal anti-P1 ทีÉไม่พบปฏิกิริยาผลบวกลวง
กับ DAT+ red blood cells และ T-activation red blood

cells

ตารางทีÉ 1. น ํÊายาตรวจหมูโ่ลหิต anti-P1 และสภาวะการทดสอบ

Anti-P1 โคลน แหล่งทีÉมา วธิกีารทดสอบ

S-1 Human plasma Polyclonal Ab.  

S-2 Human plasma Polyclonal Ab.  

S-3 Human plasma Polyclonal Ab. Serum: cells (2:1), RT 30 minutes and spin

S-4 Human plasma Polyclonal Ab.  

S-5 Human plasma Polyclonal Ab.  

S-6 Human plasma Polyclonal Ab.  

S-7 G 202 MoAb. Serum: cells (1:1), RT  5-10 minutes and spin

S-8 650 Murine MoAb. Serum: cells (1:1), Immediate spin

S-9 650 Murine MoAb. Serum: cells (1:1), RT  5-10 minutes and spin

S-10 P3N1L100 Human MoAb. Serum: cells (1:1), Immediate spin

S-11 HIRO-59 (3D4) Human MoAb. Serum: cells (1:1), RT  5-10 minutes and spin

S-12 1C9 Human MoAb. Serum: cells (1:1), RT  5-10 minutes and spin

ตารางทีÉ 2. ความแรงของนํÊายาตรวจหมูโ่ลหิต anti-P1 เมืÉอทดสอบกบั เซลลเ์ม็ดเลือดแดง ชนิด P
1
+

นํÊายา เซลล ์P
1
 strong เซลล ์P

1
 weak

anti-P1 ไตเตอร์ คะแนน คะแนน ไตเตอร์ คะแนน คะแนน

ทีÉไม่ได้เจอืจาง ทีÉไม่ได้เจอืจาง

S-1 8 35 11 4 18 8

S-2 8 33 12 4 20 8

S-3 8 35 11 4 18 8

S-4 8 29 9 2 14 7

S-5 8 33 10 4 19 8

S-6 8 36 12 4 23 10

S-7 128 84 12 32 46 10

S-8 16 50 12 8 33 10

S-9 32 61 12 16 50 12

S-10 256 91 12 64 65 12

S-11 128 88 12 8 57 12

S-12 128 88 12 64 67 12
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Lectin / reagent T Th Tk Tn Cad

Arachis hypogaea* + + + - -

Dolichos biflorust - - - + +

Glycine max (soja)* + - - + +

Salvia sclarea - - - + -

Salvia horminum - - - + +

*T and Th cells give weaker reactions with Arachis after protease treatment,

  Tk reactivity is enhanced after protease treatment,
t A and AB cells may react due to anti-A reactivity of Dolichos Lectin

ตารางทีÉ 4.  ปฏิกิรยิาของแอนติบอดีทีÉเตรยีมจาก lectins เมืÉอทดสอบกบั เซลลท์ีÉยอ่ยดว้ยเอนไซม ์neuraminidase

Arachis hypogaea 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 0 0 0 0

Glycine soja 4+ 1+ 3+ 4+ 4+ 2+ 0 0 0 0 0 0

Dolichos biflorus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

แอนตบิอดทีีÉ เซลลท์ีÉยอ่ยด้วยเอนไซม์ เซลลท์ีÉไม่ได้ยอ่ยดว้ยเอนไซม์

เตรยีมจาก Lectins 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

ตารางทีÉ 5. ปฏิกิรยิาของนํÊายาตรวจหมูโ่ลหิต anti-P1 กบัเซลล ์P
1
- (T+)

Anti-P1 เซลล ์P
1
- (T+) ตัÊง  ŝ นาท ีปัÉนอ่านผล เซลล ์P

1
- (T+)  ตัÊง  śŘ นาท ีปัÉนอ่านผล

1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

S-1 1+ 1s+ 1+ 1+ 1s+ 1+ 1s+ 2+ 1s+ 1+ 2+ 1s+

S-2 1w+ 1s+ 1w+ 1w+ 2+ 1s+ 1w+ 2s+ 2+ 1w+ 2s+ 2+

S-3 1+ 1s+ 1+ 1+ 1s+ 1+ 1s+ 2+ 1s+ 1+ 2+ 1s+

S-4 1+ 1s+ 1+ 1+ 1s+ 1+ 1s+ 2+ 1s+ 1+ 2+ 1s+

S-5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S-6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S-7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S-8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S-9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S-10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S-11 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

S-12 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

ตารางทีÉ 3. ปฏิกิรยิาระหวา่ง lectins และ polyagglutinable red blood cells. (AABB technical manual:2008)(12)
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สรุป

Monoclonal anti-P1 ทัÊงทีÉไดจ้ากหน ู(murine MoAb)

และไดจ้ากมนุษย ์ (human MoAb) มีความแรงแตกต่างกัน

บา้ง  อาจเนืÉองมาจากคุณสมบัติของแอนติบอดีแต่ละโคลน

และสูตรการผลิตทีÉมีความจาํเพาะของแต่ละบริษัทอย่างไร

ก็ตาม monoclonal anti-P1 เหล่านี Êสามารถใช้ในการตรวจ

หาแอนติ เจน P
1
 ได้ดี กว่ าชนิด polyclonal antibody

อีกทัÊงไม่พบผลบวกลวงกับเซลล์ P
1
-(T+) และ P

1
-(DAT+)

จึงมีความเหมาะสมทีÉจะนาํมาใช้ตรวจหาแอนติเจน P
1
 ทีÉมี

ความแรงของแอนติเจนแตกต่างกนัในแต่ละบคุคลไดด้ี

กิตติกรรมประกาศ
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