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ABSTRACT 

 

Hemoglobin (Hb) Bart’s hydrops fetalis syndrome is the most severe type of 

α-thalassemia caused by the deletion of all four α-globin genes. The total absence  

of α-chain synthesis causes the accumulation of free γ globin chains and forms  

Hb Bart’s (γ4) which contains about 80-90% of total hemoglobin.  

Another hemoglobin presented in Hb Bart’s hydrops fetalis’s red blood cells is  

Hb Portland (ζ2γ2). All fetuses with this genotype die just before birth or a few hours 

after birth. Moreover, mothers of these hydrops usually suffer from several obstetric 

complications and half of them are dead under un-proper medical care. Couples with 
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α-thalassemia 1 heterozygote have one-fourth opportunity in producing Hb Bart’s 

hydrops fetalis babies. To reduce Hb Bart’s hydrops fetalis cases, the α-thalassemia 1 

heterozygotes need to be identified and counseled. Currently, several methods for 

identifying of α-thalassemia 1 have been developed. According to their complexity 

and high cost, the available methods are not suitable for screening of α-thalassemia 1 

carriers in the general populations. Simple and rapid method, such as  

the immunological test, can overcome these problems. In this study, we aimed to 

produce monoclonal antibodies against hemoglobins presented in the Hb Bart’s 

hydrops fetalis. The generated monoclonal antibodies will be applied for development 

of simple immunodiagnostic kit which will be used to screen α-thalassemia 1 carriers 

in the future. 

To generate monoclonal antibodies against abnormal hemoglobins presented 

in the Hb Bart’s hydrops fetalis hemolysate, BALB/c mice were immunized by using 

hemolysate of Hb Bart’s hydrops fetalis and purified hemoglobin Portland. With the 

appearance of the specific antibodies, splenocytes of the immunized mice were 

harvested and fused with myeloma cells to generate hybridoma cells. The produced 

monoclonal antibodies were characterized for their specificities by ELISA and 

Western blotting using different types of hemolysates, purified hemoglobins A, A2, E 

and F and various globin chains including ζ, Aγ, Gγ, α, β and δ. In this study, we 

generated four monoclonal antibodies which arbitrarily named HB1, HB2, HB3, and 

HB4. These monoclonal antibodies recognized all types of hemoglobins originating 

from both human and animals. And Thal-PL1, on the other hand, was shown to be 
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anti-ζ globins monoclonal antibody since it specifically reacted to ζ-globin chain 

without cross reaction with any other globin chains. The generated anti-ζ globin 

monoclonal antibody is of extreme potential for further development of 

immunodiagnostic kit for detection of α-thalassemia 1 (SEA type) carriers.  

In addition, the generated anti-hemoglobin monoclonal antibodies may also be used in 

development of immunological test for another purpose such as occult blood in stool 

and urine. 

 

  

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



viii  
 

ชื่อเร่ืองวิทยานิพนธ การผลิตและศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอ
ฮีโมโกลบินในกลุมอาการฮีโมโกลบินบารตไฮดรอปสฟตอลลีส 

 

ผูเขียน     นายศักดินันท  คํารินทร 

ปริญญา     วิทยาศาสตรมหาบัณฑิต (สาขาเทคนิคการแพทย) 

คณะกรรมการที่ปรึกษาวิทยานิพนธ  

  รศ. ดร. วัชระ  กสิณฤกษ  ประธานกรรมการ 
  ผศ. ดร. ธนูศักดิ์  ตาตุ  กรรมการ 
  อ. ดร. สาวิตรี  เจียมพานิชยกุล กรรมการ 
   
 

บทคัดยอ 

 

 ฮีโมโกลบินบารตไฮดรอปสฟตอลลิสเปนกลุมอาการชนิดที่รุนแรงที่สุดของโรค 
แอลฟาธาลัสซีเมียที่เกิดจากการขาดหายไปของยีนแอลฟาทั้ง 4 ยีน การหายไปของยีนนี้ทําใหไมมี
การสังเคราะหสายแอลฟาโกลบินและเกิดการสะสมของสายแกมมาโกลบินซึ่งรวมกันเปน
ฮีโมโกลบินบารต (γ4) ซ่ึงมีอยูประมาณ 80 – 90% ของปริมาณฮีโมโกลบินทั้งหมด ฮีโมโกลบิน 
อีกชนิดหนึ่งที่พบในฮีโมโกลบินบารตไฮดรอปสฟตอลลิสคือฮีโมโกลบินพอรตแลนด (γ2ζ2) 
ทารกทุกรายที่มีลักษณะจีโนทัยปดังกลาวจะเสียชีวิตกอนคลอดเล็กนอยหรือภายหลังคลอด 
เพียงไมกี่ช่ัวโมง ยิ่งไปกวานั้นมารดาของทารกเหลานี้มักจะไดรับความทรมานจากภาวะแทรกซอน
อ่ืนๆ โดยครึ่งหนึ่งของมารดาเหลานี้อาจเสียชีวิตหากไมไดรับการรักษาอยางเหมาะสม คูแตงงาน
ของพาหะแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 มีโอกาสหนึ่งในสี่ที่จะมีบุตรเปนฮีโมโกลบินบารตไฮดรอปสฟตอล
ลิส เพื่อลดอุบัติการณของฮีโมโกลบินบารตไฮดรอปสฟตอลลิส จึงมีความจําเปนจะตองคนหา 
ผูที่เปนพาหะแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 และใหคําแนะนําอยางถูกตอง ในปจจุบันวิธีการตรวจหาพาหะ
แอลฟาธาลัสซีเมีย 1 มีอยูหลายวิธี แตเนื่องจากวิธีการเหลานี้มีความยุงยากซับซอนและตนทุนสูง 
จึงไมเหมาะสมที่จะนํามาตรวจคัดกรองในประชาการจํานวนมาก ดังนั้นเทคนิคที่งายและรวดเร็ว 
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เชน  วิ ธีการทางภูมิคุมกันวิทยา  นาจะสามารถนํามาใชแกปญหานี้ได  ในการศึกษาครั้งนี้ 
ผูวิจัยมีวัตถุประสงคที่จะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอฮีโมโกลบินที่พบไดในฮีโมโกลบิน 
บารตไฮดรอปสฟตอลลิส โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจะสามารถนําไปประยุกตใช 
เพื่อการพัฒนาชุดตรวจภูมิคุมกันวินิจฉัยสําหรับตรวจคัดกรองพาหะแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ในอนาคต 
 เพื่อที่จะสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอฮีโมโกลบินผิดปกติในฮีโมโกลบิน 
บารตไฮดรอปสฟตอลลิส ฮีโมไลเซทของฮีโมโกลบินบารตไฮดรอปสฟตอลลิสและฮีโมโกลบิน
พอรตแลนดบริสุทธ์ิได ถูกนํามาใช เปนแอนติ เจนและฉีดกระตุนหนูสายพันธุ  BALB/c  
เมื่อหนูสรางแอนติบอดีที่จําเพาะแลว  นํามามของหนูมารวมกับเซลลไมอีโลมาเพื่อสราง 
เปนเซลลลูกผสม  โมโนโคลนอลแอนติบอดีที่ผลิตไดจากเซลลลูกผสมไดถูกนํามาศึกษา
ความจําเพาะโดยวิธี ELISA และ Western blotting โดยใชฮีโมไลเซทชนิดตางๆ, ฮีโมโกลบิน
บริสุทธิ์ชนิด A, A2, E และ F รวมทั้งศึกษาความจําเพาะกับสายโกลบินชนิดตางๆ ไดแก ζ, Aγ, Gγ, 

α, β และ δ ในการศึกษานี้ผูวิจัยสามารถสรางโมโนโคลนอลแอนติบอดีตอฮีโมโกลบินได 4 โคลน
โดยใหช่ือวา HB1, HB2, HB3 และ HB4 ซ่ึงแอนติบอดีเหลานี้สามารถจับไดกับฮีโมโกลบิน 
ทุกชนิดทั้งจากคนและสัตว และยังสามารถสรางโมโนโคลนอลแอติบอดีตอสายซีตาโกลบิน 
ได 1 โคลนโดยใหช่ือวา Thal-PL1 ซ่ึงจับไดอยางจําเพาะกับสายซีตาโกลบินโดยไมทําปฏิกิริยา 
ขามกลุมกับโกลบินชนิดอื่นๆ โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอซีตาโกลบินที่สรางไดจะเปนประโยชน
อยางมาก ในการพัฒนาเปนชุดตรวจสําหรับพาหะแอลฟาธาลัสซีเมีย 1 ชนิด SEA ตอไป 
ในอนาคต นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดีตอฮีโมโกลบิน ที่สรางไดอาจนําไปพัฒนา 
เปนชุดตรวจภูมิคุมกันวินิจฉัยเพื่อการตรวจ occult blood ในอุจาระและปสสาวะได 
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