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Boonhai S, Aiemumpron K, Tingtoy U. Production of a new anti-M monoclonal reagent

using human hybridoma technology . Chula Med J 2016 Jan – Feb;60(1): 101 - 13

Background The standard reagent for M-antigen blood group testing form

the National Blood Centre is currently ineffective as it is rabbit

polyclonal antibodies which have low potency and specificity.

Objectives To develop new high efficacy monoclonal anti-M antibodies.

Materials and Methods By using a fusion technique, anti-M secreted B-lymphocytes

were fused with the same species of myeloma cells (JMS-3) to

generate anti-M secreted hybridoma cells. Subsequently,

monoclonal anti-M antibodies were individually harvested from

each hybridoma cell culture supernatant. In order to determine

the antibodies’ efficacy, compared with the standard polyclonal

anti-M antibodies from the National Blood Centre and commercial

monoclonal anti-M antibodies.

Results The results showed that the newly-developed monoclonal anti-M

antibodies (Clone 1F9) have higher potency than the standard

polyclonal anti-M antibodies from the National Blood Centre,

while it was equivalent to or having higher potency than

the commercial ones. From slide avidity testing, new-developed

monoclonal anti-M antibodies (Clone 1F9) reacted with M-antigen

positive RBC within 1- 2 seconds, However, there is no difference
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among the newly developed monoclonal antibodies and other

two of standard reagents. As for specificity testing, 800 M-antigen

positive RBC samples and 400 M-antigen negative RBC samples

were tested against monoclonal anti-M antibodies (Clone 1F9).

The result showed that monoclonal anti-M antibodies (Clone 1F9)

specifically reacted with M-antigen positive RBC (100%);

concurrently, there was no detectable reaction in M-antigen

negative RBC (100%) and papainized identification panel cells

(Lot 58040). In term of antibodies stability, monoclonal anti-M

antibodies (Clone 1F9) were stored at 4°C for longer than

18 months and yet there was no reduction of the antibodies

potency. An adequate pH range for antibodies reaction is very

wide, from pH 5 to pH 9, which is similar to that of the standard

reagents.  Regarding the effect of temperature on there action of

the antibodies, it was found that the human monoclonal anti-M

(clone 1F9) can react well at low temperature, and the reaction

occurs at 4°C and 20 - 25°C (room temperature), far better than

the temperature of 37°C.

Conclusion The newly developed monoclonal anti-M antibodies (Clone 1F9)

show high potency, avidity, specificity, and stability with a wide

range of pH and low temperature usages. Thus, this might

suggestively be a new reagent for human blood group testing in

laboratory.

Keywords Anti-M, human monoclonal, hybridoma.
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สมพงศ์ บุญให้, กาญจนา เอี่ยมอัมพร, อุดม ติ่งต้อย. การผลิตน้ำยาตรวจหมู่โลหิต anti-M

ด้วยวิธี human hybridoma technology. จุฬาลงกรณ์เวชสาร 2559 ม.ค. –ก.พ.;60(1):

101 -13

เหตุผลของการทำวิจัย ปัจจุบันน้ำยาตรวจหมู่โลหิต anti-M ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

สภากาชาดไทย ผลิตขึน้มาจากการฉดีกระตุน้กระตา่ย (rabbit polyclonal

antibody) แอนติบอดีที่ผลิตได้มีความจำเพาะไม่คงที่และความแรงที่ได้

ค่อนข้างต่ำ

วัตถุประสงค์ เพือ่พฒันาการผลตินำ้ยาตรวจหมูโ่ลหติโมโนโคลนลั anti-M

วัสดุและวิธีการ ใช้เทคนิคการเชื่อมเซลล์ระหว่าง B-lymphocyte ที่มีการสร้าง anti-M

กับเซลล์มะเร็งสายพันธุ์เดียวกัน (JMS-3) ทำให้ได้เซลล์สายพันธุ์ที่คงทน

ในการสร้าง anti-M จากน้ันนำน้ำเล้ียงเซลล์ท่ีได้จากโคลนใหม่ (clone 1F9)

มาศกึษาคณุสมบตัติา่ง ๆ โดยเปรยีบเทยีบกบั rabbit polyclonal anti-M

ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติเดิม และ monoclonal anti-M ของบริษัท

ต่างประเทศ

ผลการศึกษา พบวา่นำ้ยา human monoclonal anti-M (clone 1F9) ทีพ่ฒันาขึน้ใหม่

มีความแรงของแอนติบอดี (potency) ดีกว่าน้ำยาตรวจหมู่โลหิต rabbit

polyclonal anti-M ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติเดิมและเทียบเท่าหรือ

ดีกว่า monoclonal anti-M ของบริษัทต่างประเทศ ด้านความเร็วของ

แอนติบอดี (avidity) ในการเกิดปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดงหมู่โลหิตที่มี

M-antigen positive บนสไลด์ พบว่ามีความเร็วเฉลี่ย 1 - 2 วินาที

ซึ่งไม่แตกต่างกันในน้ำยาทั้ง 3 ชนิด ด้านความจำเพาะของแอนติบอดี

(specificity) พบว่าให้ผลถูกต้องแม่นยำร้อยละ 100 โดยให้ปฏิกิริยา

ผลบวกกับเม็ดเลือดแดงหมูโ่ลหิตท่ีมี M-antigen positive จำนวน 800 ราย

ให้ปฏิกิริยาผลลบกับเม็ดเลือดแดงหมู่โลหิตที่มี  M-antigen negative

จำนวน 400 ราย และยังให้ปฏิกิริยาผลลบทั้งหมดกับ papainized

identification panel cells (Lot 58040) ด้านความคงทนของแอนตบิอดี

(stability) พบวา่สามารถเกบ็ human monoclonal anti-M (clone 1F9)

ไว้ท่ีอุณหภมิู 4°C ไดม้ากกวา่ 18 เดอืน โดยทีค่วามแรงไมล่ดลง ดา้นผล

ของ pH ต่อการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดี พบว่าน้ำยาทั้ง 3 ชนิด

สามารถทำปฏกิริิยาไดด้ใีนชว่ง pH ทีก่วา้งคอื pH 5 ถงึ pH 9 ส่วนในดา้น

ผลของอุณหภูมิต่อการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีพบว่าน้ำยา human

monoclonal anti-M (clone 1F9) สามารถทำปฏกิริิยาไดด้ทีีอุ่ณหภมิูตำ่

คอืเกดิปฏกิริิยาทีอุ่ณหภมิู 4°C และ 20 - 25°C (อุณหภมิูหอ้ง) ไดด้กีวา่

ทีอุ่ณหภมิู 37°C
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สรุป จากคุณสมบัติต่าง ๆ ที่ได้ทำการทดสอบทั้งหมดนี้ แสดงให้เห็นว่า

การพัฒนาการผลิตน้ำยาตรวจหมู่โลหิตโมโนโคลนัล anti-M ในครั้งนี้

เหมาะที่จะนำมาผลิตเป็นน้ำยาตรวจหมู่โลหิต human monoclonal

anti-M เพือ่ใช้ในงานธนาคารเลอืดตอ่ไป

คำสำคัญ Anti-M, ฮิวแมน โมโนโคลนลั, ไฮบริโดมา.

:

:
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นับตั ้งแต ่ม ีรายงานผลสำเร ็จของการใช ้ว ิธ ี

ไฮบริโดมา (hybridoma technology) ผลิตน้ำยาตรวจ

หมู่โลหติเมือ่ปี พ.ศ. 2523 เป็นตน้มา(1 - 5) ศนูยบ์ริการโลหติ

แห่งชาติ สภากาชาดไทย ได้นำเทคนิคดังกล่าวมาใช้

พัฒนาการผลิตน้ำยาตรวจหมู่โลหิต ซึ่งได้แก่ anti-A,

anti-B, และ anti-A
1
 จนประสบความสำเร็จ(6 - 8)  ส่วน

anti-M นั้นปัจจุบันยังคงใช้วิธีการผลิตด้วยวิธีโพลีโคลนัล

โดยการฉดีกระตุน้กระตา่ย (rabbit polyclonal antibody)

ซึ่งมีขั้นตอนการผลิตค่อนข้างยุ่งยาก แอนติบอดีที่ผลิตได้

มีความจำเพาะไม่คงที่ และความแรงที่ได้ค่อนข้างต่ำ

อีกทั้งการใช้เทคนิคการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีจาก

หนูนั้นยังไม่ประสบความสำเร็จ เหมือนน้ำยาตัวอื่น ๆ

หลังจากทีผู้่วิจัยไดรั้บโอกาสจากศนูยบ์ริการโลหติแหง่ชาติ

สภากาชาดไทย ให้ไปศึกษาดูงานที่สภากาชาดญี่ปุ ่น

เรื ่องการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีด้วยวิธี human

hybridoma technology ผู้วจัิยจงึไดน้ำความรูแ้ละเทคนคิ

ตา่ง ๆ มาพฒันาการผลตินำ้ยาตรวจหมูโ่ลหติ จนสามารถ

สร้างเซลลส์ายพนัธุท์ีส่ร้าง anti-M ไดด้ว้ยวธิดีงักลา่ว จาก

นั้นนำน้ำยา human monoclonal anti-M ที่พัฒนาได้

มาทำการทดสอบคุณสมบัติต่าง ๆ โดยเปรียบเทียบกับ

rabbit polyclonal anti-M ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

เดมิ และ monoclonal anti-M ของบรษัิทตา่งประเทศ

Anti-M เป็นแอนตบิอดีในหมูเ่ลือดระบบ MNS(12)

ซ่ึงแอนตเิจนในระบบนี ้ได้แก ่M, N, S และ s โดยแอนตเิจน

M และ N อยู่บนโมเลกลุของโปรตนี glycophorins A และ

แอนติเจน S และ s อยู่บนโมเลกุลของโปรตีน glycophorins

B บนผิวเซลล์เม็ดเลือดแดง แอนติเจน M แตกต่างจาก

แอนติเจน N ที่ amino acid ตัวที่ 1 และ 5 ทางปลาย

amino ของสายโปรตีน โดยแอนติเจน M มี amino acid

ตัวที ่1 เป็น serine ตัวที ่5 เป็น glycine ส่วนแอนตเิจน N

ตัวที ่1 เป็น leucine ตัวที ่5 เป็น glutamic acid  ในคนไทย

พบการกระจายของหมู่โลหิต MN มีดังนี้คือ MM 44%,

MN 42% และ NN 14%(13, 14) ความสำคัญทางคลินิก

ของหมู่เลือดระบบ MNS มีดังนี้ การรับโลหิต (blood

transfusion) แอนตบิอดีของระบบนีส้ามารถพบไดท้ั้งชนดิ

ที่เกิดขึ้นเองตามธรรมชาติ และชนิดที่เกิดจากการกระตุ้น

anti-M เป็นแอนตบิอดีท่ีพบไดบ่้อยกวา่ชนดิอ่ืน ๆ ในระบบ

นี้  ดังนั้นจึงจำเป็นต้องใช้เซลล์ และเทคนิคที่สามารถ

ครอบคลุมการตรวจกรองและตรวจแยกชนดิของแอนติบอดี

ในระบบนี้ ทางศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติฯ และธนาคาร

เลือดของสถาบนัใหญ่ จำเป็นต้องมีการตรวจและทำรายชือ่

ของผูบ้ริจาคโลหติทีมี่ phenotype MM, MN และ NN ไว้

เพื่อความสะดวกและรวดเร็วในการจัดหาโลหิตให้ผู้ป่วย

เมื่อพบว่ามีแอนติบอดีในระบบนี้  เพื่อป้องกันdelayed

hemolytic transfusion reaction ซ่ึง พบไดใ้นรายงานจาก

ท่ีต่าง ๆ   ทางด้านภาวะ hemolytic disease of the newborn

(HDN) เด็กที่มีเม็ดเลือดแดงแตกและตัวเหลือง เนื่องจาก

มีหมูเ่ลอืด MNS เขา้กนัไมไ่ดร้ะหวา่งมารดาและเดก็ ไดแ้ก่

รายงานเรือ่ง Anti-M antibodies in the pathogenesis of

hemolytic disease of the newborn ซ่ึง Lenkiewicz B

และคณะ(15)รายงานในป ีพ.ศ. 2532 พบว่า anti-M สามารถ

ทำใหเ้กดิภาวะ HDN ได้ท้ังแบบออ่นและแบบรนุแรง  และ

ผลการตรวจ direct antiglobulin test อาจให้ผลลบแม้

อาการรุนแรง ปรากฏการณน้ี์เกิดข้ึนเหมือนกับท่ีพบในกรณี

ABO-HDN นอกจากนี้ยังสามารถใช้ในการพิสูจน์บุตร

(paternity testing) แอนติเจนในระบบ MNS มีอยู่ใน

เม็ดเลือดแดงเต็มที่แล้วในคนตั้งแต่แรกคลอด และคงอยู่

ตลอดไป  จึงสามารถนำมาใช้ตรวจร่วมกับระบบ ABO,

Rh และ Fy ในการพสูิจน์ความเปน็พอ่ลูกได ้  จะเหน็ไดว่้า

ระบบหมู่เลือด MNS มีความสำคัญทางคลินิกและทาง

นิติเวชศาสตร์ การตรวจแยกชนิดของแอนติเจนได้ถูกต้อง

จึงมีความสำคัญอย่างยิ่ง ซึ่งต้องอาศัยน้ำยาแอนติซีรัม

ที่มีความจำเพาะและมีประสิทธิภาพสูง รวมทั้งต้องใช้

เทคนิคที่เหมาะสมอีกด้วย

วัสดุและวิธีการ

วัสดุ

1. เซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้บริจาคโลหิต จากศูนย์บริการ

โลหติแหง่ชาต ิสภากาชาดไทย

2. เซลล์มะเร็งสายพันธุ์ JMS-3 จากสภากาชาดญี่ปุ ่น
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(Kanto-Koshinetsu Block Blood Center, Japanese

Red Cross Society)

3. Epstein-Barr Virus (EB virus) จากศนูยบ์ริการโลหติ

แหง่ชาต ิสภากาชาดไทย

4. Polyethylene glycol (PEG) M.W. 1500 จาก Merck

(Darmstadt, Germany)

5. Isoprep for isolation human lymphocyte จาก

Robbins Scientific (Norway)

6. Hypoxanthine aminoptherine thymidine (HAT) จาก

Sigma chemical Co (MO, USA)

7. ตัวอย่างเม็ดเลือดแดงหมู่โลหิตต่าง ๆ จากศูนย์บริการ

โลหติแหง่ชาต ิสภากาชาดไทย

8. Rabbit polyclonal anti-M lot 58010 จากศนูยบ์ริการ

โลหติแหง่ชาต ิสภากาชาดไทย

9. Monoclonal anti-M ของบริษัทต่างประเทศ (CE-

Immundiagnostika lot OMM103, Germany)

วิธีการ

การสรา้งเซลล์สายพนัธุ ์anti-M ด้วยวธิ ีhuman

hybridoma technology

นำ buffy coat ของผู้บริจาคโลหิตที่มีการสร้าง

anti-M มาแยกใหไ้ดเ้ฉพาะเมด็เลอืดขาว โดยใช ้ Isoprep

for isolation human lymphocyte แล้วจึงนำไป transform

ด้วย EB virus เพื่อทำให้เซลล์เม็ดเลือดขาวมีการเจริญ

เติบโตได้ดี เลี้ยงขยาย transformed cells ใน 96 well

tissue culture plates (2.5 × 104 cells / well) ประมาณ

3 - 4 สัปดาห์ หลังจากนั้น ทำการคัดเลือกหลุมที่สร้าง

แอนติบอดี ด้วยวิธี hemagglutination โดยใช้เม็ดเลือด

แดง Group O, M+N- ความเขม้ข้น 2% นำ transformed

cells เฉพาะหลุมที่ให้ปฏิกิริยาผลบวกมารวมกัน แล้วนำ

มาเชื่อม (fusion) กับเซลล์มะเร็งสายพันธุ์ JMS-3 ใน

อัตราส่วน 1:1 โดยใช้ 50% polyethylene glycol M.W.

1500 เป็นตัวเชื่อมเซลล์ ตามวิธีการพื้นฐานของ Galfre

และคณะ(16) เล้ียงขยายเซลลท่ี์เช่ือมแล้ว ใน 96 well tissue

culture plates (2.5 × 104 cells / 200 ul.) โดยใชอ้าหาร

เล้ียงเซลลท่ี์มี 20% FCS + RPMI 1640 + hypoxanthine

aminoptherine thymidine (HAT) เป็นตัวคัดแยกเซลล์

ลูกผสม (hybridoma cells) ประมาณ 10 - 14 วัน เกบ็น้ำ

เลี้ยงเซลล์ (culture supernatants) มาทดสอบการสร้าง

แอนติบอดี คัดเลือกเฉพาะหลุมที่สร้าง anti-M มาทำการ

cloning ดว้ยวธิ ีlimiting dilution เพือ่ใหเ้กดิความมัน่ใจวา่

เซลล์สายพนัธุท่ี์ได้มานัน้สร้างแอนตบิอดีชนิดเดยีว และยงั

เป็นการกำจัดเซลล์ที่ไม่สร้างแอนติบอดีออกไปด้วย นำ

เซลล์สายพนัธุท่ี์ได้เกบ็แช่แขง็ในไนโตรเจนเหลว (-196°C)

เพือ่เกบ็เป็นเซลลต้์นแบบ (master cells bank) ต่อไป

การศึกษาคุณสมบัติของน้ำยา human monoclonal

anti-M (clone 1F9) ท่ีพัฒนาขึน้ใหม่

ศกึษาคณุสมบตัขิองนำ้ยา human monoclonal

anti-M (clone 1F9) ท่ีพัฒนาขึน้ใหม ่โดยเปรยีบเทยีบกบั

rabbit polyclonal anti-M ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

เดิม (lot 58010) และ monoclonal anti-M ของบริษัท

ต่างประเทศ (CE-Immundiagnostika lot OMM103,

Germany) ในด้านต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ ด้านความแรงของ

แอนติบอดี (potency) ทำการเจือจางแอนติบอดีแบบ

two-fold serial dilution ในน้ำเกลือ และให้ทำปฏิกิริยา

กับเม็ดเลอืดแดง Group O, M+N- และ Group O, M+N+

ความเขม้ขน้ 3 % อ่านผลดกูารจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง

และให้เป็นคะแนนของปฏิกิริยา (hemagglutination

score)(17) ดังนี้
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ด้านความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดี

(avidity) โดยให้ทำปฏิกิริยากับเม็ดเลือดแดง Group O,

M+N- และ Group O, M+N+ ความเข้มข้น 30 - 50%

บนแผ่นสไลด์ อ่านระยะเวลาที่เริ ่มมองเห็นการจับกลุ่ม

ของเม็ดเลือดแดงด้วยตาเปล่า และอ่านความแรงอีกครั้ง

เมื่อครบเวลา 2 นาที ด้านความจำเพาะของแอนติบอดี

(specificity) นำแอนติบอดีที่ใช้ในการทดสอบ 2 หยด

ทำปฏิกิริยากับเซลล์เม็ดเลือดแดงหมู่โลหิตต่าง ๆ ที่มี M-

antigen positive และ M-antigen negative ความเขม้ข้น

3% 1 หยด จำนวน 1,200 ราย อ่านและบันทึกผลของ

ปฏิกิริยา หลังจากนัน้นำ papainized identification panel

cells มาเตรยีมใหมี้ความเขม้ข้นเปน็ 3% ในนำ้เกลอื แล้ว

นำมาทดสอบกับแอนติบอดีที่ต้องการทดสอบ ด้านความ

คงทนของแอนติบอดี  (stability) เก็บน้ำยาไว้ที่อุณหภูมิ

แตกตา่งกนัคอืทีอุ่ณหภมิู 4°C, 20 - 25°C (อุณหภมิูห้อง)

และ 37°C แล้วนำมาทดสอบความแรงตามระยะเวลาที่

กำหนด คือ 1,6,12 และ 18 เดอืน การทดสอบผลของ pH

ตอ่การเกดิปฏกิริิยาของแอนตบิอด ีดปูฏกิริิยาการจบักลุม่

ของเมด็เลอืดแดงกบัแอนตบิอดี ท่ีมี pH ตา่ง ๆ กัน ตัง้แต่

pH 5, 6, 7, 8 และ 9 โดยผสม 0.1 M Na
2
HPO

4
 กับ 0.1 M

NaH
2
PO

4
 เจือจางเปน็ 2 เทา่ ด้วยนำ้กลัน่  เตรยีม buffer

ที่ได้ให้เป็น working buffer ในอัตราส่วน 1:10 ด้วย

น้ำเกลือ ทำการเจือจางแอนติบอดีแบบ two-fold serial

dilution ใน working buffer ต่าง ๆ แลว้นำมาทำปฏกิิริยา

กับ 3% cells suspension มาตรฐาน (panel cells)

อย่างละ 100 ul. เขย่าแล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็น

เวลา 30 นาที ปั่น 3400 rpm 15 วินาที อ่านผลการจับ

กลุ่มของเม็ดเลือดแดง และให้เป็นคะแนนของปฏิกิริยา

(hemagglutination score) การทดสอบผลของอุณหภูมิ

ตอ่การเกดิปฏกิริิยาของแอนตบิอด ีดปูฏกิริิยาการจบักลุม่

ของเม็ดเลือดแดงกับแอนติบอดีที ่อุณหภูมิต่าง ๆ กัน

คอืทีอุ่ณหภมิู 4°C, 20 - 25°C (อุณหภมิูห้อง) และ 37°C

โดยการเจือจางแอนติบอดีแบบ two-fold serial dilution

ในนำ้เกลอื และใหท้ำปฏกิิริยากบัเม็ดเลอืดแดง Group O,

M+N- และ Group O, M+N+ ความเขม้ข้น 3 % ต้ังทิง้ไว้

ที่อุณหภูมิต่าง ๆ กัน 30 นาที ปั่น 3400 rpm 15 วินาที

อ่านผลการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง และให้เป็นคะแนน

ของปฏกิิริยา (hemagglutination score)

ผลการศึกษา

จากการทดลองการสร้างเซลล์สายพันธุ์ anti-M

ด้วยวธีิ human hybridoma technology โดยใชเ้มด็เลอืด

ขาวของผู้บริจาคโลหิตท่ีมีการสร้าง anti-M นำมา transform

แล้วเลี้ยงใน 96 well tissue culture plates ได้จำนวน

100 plates คิดเป็น 9600 หลุม ผลการทดสอบพบว่ามีเซลล์

ที่สร้าง anti-M จำนวน 17 หลุม คิดเป็นร้อยละ 0.18 นำ

เซลล์ทีไ่ด้มาเชือ่มกับเซลล์มะเรง็สายพนัธุ ์JMS-3  แล้วนำ

ไปเลี้ยงได้จำนวน 98 หลุม หลังจากนั้นทดสอบการสร้าง

Grade Score ลักษณะการเกาะกลุ่มของเม็ดเลือดแดง

4+ 12 ปฏิกิริยาแรงที่สุดมีการเกาะกลุ่มเป็นก้อนเดียวหลุดออกจากก้นหลอด

3+S 11

3+ 10 มีการเกาะกลุม่ใหญ่ๆ  หลายกอ้น ส่วนนำ้ใส

2+S 9

2+ 8 มีการจบักลุม่ขนาดกลางหลายกอ้น ส่วนนำ้ใส

1+S 6

1+ 5 มีการจบักลุม่ขนาดเลก็หลายกอ้น ส่วนนำ้ขุน่เลก็นอ้ย มีสีชมพู

W(+) 1-3 มีการจบักลุม่ขนาดเลก็มาก ส่วนนำ้ขุน่ มีสีชมพู

- 0 ไม่มีการจับกลุ่ม
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anti-M ของเซลล์ลูกผสม (hybridoma cells) ที่เกิดขึ้น

พบเซลล์ลูกผสม เพียง 2 โคลน ที่ให้ปฏิกิริยาผลบวก

คิดเป็นร้อยละ 2.04 แต่เมื่อนำมาเลี้ยงขยายต่อพบว่ามี

เพียง 1 โคลน (clone 1F9) ท่ีเซลล์เจริญเติบโตดี เล้ียงขยาย

และเกบ็น้ำเล้ียงเซลล์มาศึกษาคุณสมบัติของน้ำยา ผลการ

ศกึษาความแรงของแอนตบิอด ี (potency) พบวา่นำ้ยาทัง้

3 ชนิดมีความแรงแตกต่างกัน ดังแสดงใน Table 1 ด้าน

ความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดี (avidity) พบว่า

ให้ความเร็วในการเกิดปฏิกิริยา โดยเฉลี่ย 1 - 2 วินาที

และใหป้ฏกิริิยา 4+ เมือ่ครบเวลา 2 นาท ี ซ่ึงปฏกิริิยาทีไ่ด้

ไม่แตกต่างกันในแต่ละน้ำยา ดังแสดงใน Table 2 ด้าน

ความจำเพาะของแอนตบิอด ี (specificity) ผลการทดลอง

การตรวจหมู่โลหิต จำนวน 1200 ราย เปรียบเทียบกับ

rabbit polyclonal anti-M ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ

เดมิ พบวา่ human monoclonal anti-M (clone 1F9) ให้

ปฏิกิริยาผลบวกกับเม็ดเลือดแดงหมู่โลหิตที่มี M-antigen

positive เทา่กบั 100% และใหป้ฏิกิริยาผลลบกบัเม็ดเลอืด

แดงหมู่โลหิตที่มี M-antigen negative เท่ากับ 100%

ดงัแสดงใน Table 3 ส่วนผลการทดสอบกบั papainized

identification panel cells พบว่าให้ปฏิกิริยาผลลบท้ังหมด

ไม่แตกต่างกันดังแสดงใน Table 4 ด้านความคงทนของ

แอนตบิอดี (stability) เม่ือเกบ็น้ำยา human monoclonal

anti-M (clone 1F9) ไว้ในสภาวะที่มีอุณหภูมิแตกต่างกัน

แล้วนำมาทดสอบความแรงตามระยะเวลาท ี ่กำหนด

พบว่าจะมีความแรงของนำ้ยาแตกตา่งกันในแต่ละอุณหภูมิ

ดังแสดงใน Table 5 ส่วนผลการศึกษาผลของ pH

ต่อการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดีพบว่าน้ำยาทั้ง 3 ชนิด

สามารถทำปฏิกิริยาได้ดีในช่วง pH ที่กว้าง ดังแสดงใน

Fig.1 และผลการทดสอบผลของอุณหภูมิ ต่อการเกิด

ปฏิกิริยาของแอนตบิอดพีบวา่นำ้ยา human monoclonal

anti-M (clone 1F9) สามารถทำปฏกิริิยาไดด้ทีีอุ่ณหภมิูตำ่

ดังแสดงใน Fig.2

Table 1. Comparison of potency between human monoclonal anti-M (clone 1F9), rabbit

polyclonal anti-M (NBC) and commercial monoclonal anti-M.

              Anti-M                     With 3% red cells in NSS
          OMM                                       OMN
Titer Score Titer Score

Human mono. anti-M (1F9) 1024 108 512 103
Rabbit poly. anti-M (NBC) 16 50 8 40

Commercial mono. anti-M 32 61 16 51

NBC = National Blood Centre, Thai Red Cross Society, Mono = Monoclonal, Poly = Polyclonal

Score = hemagglutination score, OMM = Group O, M+N-, OMN = Group O, M+N+

Table 2. Comparison of avidity test (second) between human monoclonal anti-M (clone 1F9),

rabbit polyclonal anti-M (NBC) and commercial monoclonal anti-M.

OMM  (6 samples) 1.10 (1.0 - 1.2) 1.30 (1.2 - 1.4) 1.15 (1.1 - 1.2)

OMN  (6 samples) 1.12 (1.0 - 1.2) 1.33 (1.2 - 1.4) 1.20 (1.1 - 1.3)

Average of reaction time (second) from 6 blood samples

                        Avidity of anti-M (second)

30 - 50% red cells in Human mono. Rabbit poly. Commercial mono.

own serum anti-M (1F9) anti-M (NBC) anti-M
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Table 3. Comparison of specificity between human monoclonal anti-M (clone 1F9) and rabbit polyclonal

anti-M (NBC).

Group Phenotype No. of total            No. of positive           No. of negative

cells tested Human mono.     Rabbit poly. Human mono. Rabbit poly.

anti-M (1F9)       anti-M (NBC) anti-M (1F9) anti-M (NBC)

O M+N- 400 400 400 0 0

O M+N+ 400 400 400 0 0

O M-N+ 100 0 0 100 100

A M-N+ 100 0 0 100 100

B M-N+ 100 0 0 100 100

AB M-N+ 100 0 0 100 100

Total 1200 800 800 400 400

Table 4. Comparison of reaction between human monoclonal anti-M (clone 1F9), rabbit polyclonal anti-M (NBC)

and commercial monoclonal anti-M with enzyme treated red blood cells.

     Papainized identification panel cells Lot 58040 Exp. 13 May 2015

              Anti-M M-N+ M+N- M+N- M-N+ M+N- M+N- M+N- M+N- M+N+ M+N+ M+N-

O
1

O
2

O
3

O
4

O
5

O
6

O
7

O
8

O
9

O
10

O
11

Human mono. anti-M (1F9) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Rabbit poly. anti-M (NBC) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Commercial mono. anti-M 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 = no agglutination

Table 5. Stability of human monoclonal anti-M (clone 1F9) at different temperature with 3% OMM and OMN

cells suspension.

                 3% OMM cells in NSS                 3% OMN cells in NSS

              Period of storage (months)             Period of storage (months)

Storage Temp.      1      6     12     18      1      6 12    18

T S T S T S T S T S T S T S T S

4 °C 1024 108 1024 108 1024 108 1024 108 512 103 512 103 512 103 512 103

20 °C 1024 108 512 103 512 101 256 94 512 103 256 99 256 97 128 91

37 °C 1024 106 512 99 128 85 128 85 512 100 256 97 64 70 64 70

T = Titer, S = Score, Temp. = Temperature
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Figure 1. Reaction of reagents with 3% OMM and OMN cells suspension at different pH: 1a; human  monoclonal

anti-M (clone 1F9), 1b; rabbit polyclonal anti-M (NBC), 1c; commercial monoclonal anti-M.
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วิจารณแ์ละสรปุ

ผลจากการศึกษาพัฒนาน้ำยาตรวจหมู่โลหิต

anti-M ด้วยวิธี human hybridoma technology นั้น

ทำให้สามารถสร้างเซลล์สายพันธุ์ที่สร้าง anti-M ใหม่ ได้

1 เซลล์สายพนัธุ ์ (clone 1F9) แล้วนำมาศกึษาคณุสมบัติ

ต่าง ๆ ของน้ำยาพบว่า human monoclonal anti-M

(clone 1F9) ที่ได้มีความแรงของแอนติบอดี (potency)

ดีกว่า rabbit polyclonal anti-M ของศูนย์บริการโลหิต

แห่งชาติเดิม และ monoclonal anti-M ของบริษัทต่าง

ประเทศ คือมีความแรงเท่ากับ 1024 (M+N-) และ 512

(M+N+) ด้านความเร็วของแอนติบอดีในการเกิดปฏิกิริยา

(avidity) ของน้ำยาทั้ง 3 ชนิด พบว่าให้ผลไม่แตกต่างกัน

(1-2 วินาที) ด้านความจำเพาะ ของแอนติบอดี (specificity)

พบวา่ใหผ้ลถกูตอ้งแมน่ยำ ร้อยละ 100 และยงัใหป้ฏกิิริยา

ผลลบทั้งหมดกับ papainized identification panel

cells (Lot 58040) อีกด้วย เนื่องจากเอนไซม์ papain

ได้ทำลายแอนตเิจน M บนผิวเม็ดเลือดแดงใน papainized

identification panel cells ไปแล้ว(18) ด้านความคงทน

ของแอนติบอดี (stability) พบว่าเมื่อเก็บน้ำยา human

monoclonal anti-M (clone 1F9) ไว้ในสภาวะทีเ่หมาะสม

คอืทีอุ่ณหภมิู 4°C จะสามารถเกบ็ไว้ได้มากกวา่ 18 เดอืน

โดยไมสู่ญเสยีความสามารถในการเกดิปฏกิริิยา (activity)

ทัง้ในดา้นความแรงและความไว แตถ่า้เกบ็ไวท้ี ่20 - 25°C

(อุณหภูมิห้อง)และ 37°C จะพบว่าอุณหภูมิที่สูงขึ้นนี้จะ

เป็นตัวเร่งให้เกิดการสูญเสียความสามารถในการเกิด

ปฏิกิริยาได้เร็วขึ้น ซึ่งการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงาน

ของ Mcgowan และคณะ(19) กลา่วไวว้า่ การเกบ็นำ้ยาไวท้ี่

อุณหภูมิ 37°C เป็นระยะเวลา 1 เดือน จะมีการสูญเสีย

ความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา เท่ากับเก็บไว้ที่อุณหภูมิ

4°C เป็นระยะเวลา 6 เดือน ด้านผลของ pH ต่อการเกิด

ปฏกิริิยาของแอนตบิอดพีบวา่นำ้ยาทัง้ 3 ชนดิ สามารถทำ

ปฏกิริิยาไดด้ใีนชว่ง pH ทีก่วา้ง คอื pH 5 ถงึ pH 9 ส่วนใน

ด้านผลของอุณหภูมิต่อการเกิดปฏิกิริยาของแอนติบอดี

พบว่าน้ำยา human monoclonal anti-M (clone 1F9)

สามารถทำปฏิกิริยาได้ดีที่อุณหภูมิต่ำ คือเกิดปฏิกิริยาที่

อุณหภูมิ 4°C และ 20-25°C (อุณหภูมิห้อง) ได้ดีกว่าที่

อุณหภมิู 37°C

จากคณุสมบตัติา่งๆ ทีไ่ดท้ดสอบทัง้หมดนี ้แสดง

ให้เห็นว่า human monoclonal anti-M (clone 1F9)

สามารถนำมาเตรียมเป็นน้ำยาตรวจหมู่โลหิต anti-M ได้

เพื่อใช้ในงานธนาคารเลือดแทน rabbit polyclonal anti-

M ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติเดิม และเนื ่องจากมี

ความแรง (potency) ที่สูงมาก จึงสามารถนำมาเจือจาง

เพื่อเตรียมได้ครั้งละปริมาณมาก ๆ ทำให้ลดต้นทุนและ

ทรัพยากร รวมทั้งยังลดขั้นตอนในการผลิต เมื่อเทียบกับ

การเตรียมโดยวิธีการฉีดกระตุ้นกระต่าย ซึ่งมีกระบวนการ

ผลิตที่ค่อนข้างยุ่งยาก

Figure 2. Reaction of human monoclonal anti-M (clone 1F9) with 3% OMM and OMN cells suspension at different

temperature.
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