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      Abstract  
 
Project Code : BRG5180012 
 
Project Title : Characterization of monoclonal antibodies against human 

chondrocyte surface antigens 
Investigator : Mr. Prachya Kongtawelert,    Chiang Mai University 
E-mail Address : prachya.kongtawelert@gmail.com 
 
Project Period : 3 years 
 

Chondrocytes express a number of cell-surface molecules that mediate cell-cell or 
cell-matrix interactions. Identification and full characterization of new chondrocyte surface 
molecules will lead to a better understanding of the function of the chondrocyte. Researchers 
used primary human chondrocytes as an immunogen, and various monoclonal antibodies 
(mAbs) were generated using standard hybridoma technology. A monoclonal antibody named 
5D2 was selected for further characterization. The antigen recognized by 5D2 mAb is 
expressed by primary human chondrocytes, primary synovial fibroblasts, synovial fibroblast 
cell lines (SW982), primary skin fibroblasts, and osteoblasts, but not expressed in blood cells. 
Biochemical analysis revealed that the 5D2 antigen is a protein with a molecular weight of 
approximately 25–35 kDa. Protein identification by mass spectrometry and molecular cloning 
revealed that 5D2 antigen is identical to the Thy-1 molecule. Furthermore we confirmed this 
specificity of the antibody by the isolated and cloned Thy-1 gene to the COS-7 and probed it 
with the 5D2 antibody using Western blot analysis. We examined the role of the Thy-1 
molecule in arthritis models and tissue; one was papain-induced rat arthritis, the other was 
immunohistological staining of osteoarthritic (OA) human articular cartilage. OA cartilage 
showed a higher expression of Thy-1 as compared with normal tissue in all experimental 
approaches. The in vitro studies showed that the inflammatory cytokine interleukin-1β up-
regulated Thy-1 molecule expression in the cartilage tissue. It can be concluded that the Thy-
1 might be a potential biomarker for cartilage pathogenesis, degradation, and metabolic 
turnover. 

 
 

Keywords : Monoclonal antibody, Chondrocyte surface antigen, Osteoarthritis, 
Thy-1 
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บทคดัย่อ  
 
รหสัโครงการ: BRG5180012 
 
ช่ือโครงการ:  การศึกษาคณุสมบติัและหน้าท่ีของโมโนโคลนอล แอนติบอดีย ์ต่อโปรตีน 

บนผิวเซลลค์อนโดรไซย ์
 
ช่ือนักวิจยั: นาย ปรชัญา คงทวีเลิศ  มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ 
 
E-mail Address: prachya.kongtawelert@gmail.com 
 
ระยะเวลาโครงการ: 

เซลลค์อนโดรไซยม์กีารแสดงออกของโมเลกุลต่างๆ บนผวิเซลลม์ากมายหลายชนิด ใน
การท าหน้าทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวนการสื่อสาร ระหว่างเซลลแ์ละเซลล์กบัสารเน้ือพืน้ในเน้ือเยื่อ 
cell-cell or cell-matrix interactions เพือ่ระบุและศกึษาลกัษณะโมเลกุลบนผวิเซลลค์อนโดรไซย ์
ผูว้จิยัจงึใชเ้ซลลค์อนโดรไซยเ์ป็นสารอมิมโูนเจน ในการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีหลงัจาก
การผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอด ีและไดท้ี ่ 5D2 ในการศกึษา จากการศกึษาทางชวีเคมพีบว่า
โมเลกุลทีม่คีวามจ าเพาะกบัโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี5D2 เป็นโปรตนีทีม่ขีนาดมวลโมเลกุล
ประมาณ 25-35 kDa การวเิคราะหโ์ดยเทคนิคแมสสเปกโตรเมตรแีละการโคลนยนีพบว่า
โมเลกุลชนิดน้ีมคีวามเหมอืนกนักบัโมเลกุล Thy-1 การศกึษาทางชวีภาพถงึบทบาทของโมเลกุล 
Thy-1 ในตวัอย่างโรคขอ้เสื่อมในหนูทีถู่กกระตุน้ใหเ้ป็นโรคขอ้เสื่อม ดว้ยเอนไซมป์าเปน และ 
ชิน้กระดกูอ่อนโรคขอ้เสือ่มของมนุษย ์ พบว่าชิน้กระดกูของทัง้หนูและมนุษย ์ทีเ่ป็นโรคขอ้เสื่อม 
เมื่อยอ้มดว้ย โมโนโคลนอล แอนตบิอดี 5D2 มกีารแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ทีเ่พิม่สงูขึน้
เมื่อเทยีบกบัชิน้กระดูกอ่อนปกต ินอกจากนัน้ จากการศกึษาในหลอดทดลองกบัเซลล์คอนโดร
ไซย์ของมนุษย์พบว่า โมเลกุล Thy-1สามารถถูกกระตุ้นให้มกีารแสดงออกเพิ่มมากขึ้นด้วย 
interleukin-1β ซึ่งจากการศึกษาในครัง้น้ีอาจจะสรุปได้ว่า Thy-1 เป็นโมเลกุลที่พบอยู่บนผวิ
เซลลค์อนโดรไซย ์และการน าเอาโมโนโคลนอล แอนตบิอด ี 5D2 ซึง่จ าเพาะกบัโปรตนี Thy-1 
น่าจะน ามาใชป้ระโยชน์ ในการประยุกต์ใช้ในการช่วยวนิิฉัยโรคขอ้เสื่อม, ภาวะการเกดิพยาธิ
สภาพ,  การเสื่อมสลายของกระดกูอ่อน และการเกดิการ turn-over ของ เมแทบอลซิมึในโรคขอ้
เสือ่มได ้
 
  
ค าหลกั : โมโนโคลนอลแอนตบิอด,ี โมเลกุลบนผวิเซลลค์อนโดรไซย,์ โรคขอ้เสือ่ม, Thy-1,  
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Executive summary 
The limitation regeneration capacity of articular cartilage is ascribed to its lack of  

vascularization, its low number of cells embedded in matrix and their limited mitotic 
activity in vivo. A newly developed cell-based therapy to enhance cartilage regeneration 
relies on the transplantation of autologous chondrocytes into the cartilage defect. When 
cells forming   the transplant are harvested from cartilage biopsies, additional defects at 
less loaded site of the same joint have to be generated to obtain sufficient cells for 
transplantation purposes. To avoid such new cartilage defects, mesenchymal stem cells 
were considered as starting material for cartilage repair protocol. Human mesenchymal 
stem cells derived from bone marrow have been shown to be able to differentiate into 
adipocytes, fibroblasts, chondrocytes and osteoblasts in vitro, with a preference of most 
progenitor cells to develop into the osteoblast-like phenotype. Human adult and 
embryonic stem cells have the potential to differentiate into different cell types in the 
body and many research groups world-wide are engage in identifying and characterizing 
stem cells and their partly and fully differentiated progeny. The methods currently used 
in this research are imperfect and the relationship between stem cells of different source 
remain unclear. It has become recognized by many groups that stem cell niches are 
important in determining stem cell phenotype and fate determination. The niche 
constitutes the environment surrounding the cell, which determines the local signals that 
guide cell behavior. It thus involves the extracellular matrix (ECM) surrounding the cell 
and much of the way a cell interacts with the ECM results in a pattern of cell surface 
expression of glycosylated isoforms that characterize the cells current state and future 
fate. There is preliminary evidence that CS-epitopes at the cells surface are modulated 
in expression during changes in cell state and fate. This relates back to the original 
1990 observations on these epitopes in development and the use of techniques being 
developed in Thailand Excellence Center for Tissue Engineering, Chiang Mai University, 
Thailand provide the tools which will enable this concept to be carried forward and a raft 
of new approaches to be developed for recognizing, characterizing and monitoring the 
fate of human stem cells and this will be particularly important in relation to new 
research and applications in regenerative processes. 

Measurements on the protein level using biochemistry or immunohistochemistry 
have the advantage that it provides an overall result of synthesis and breakdown of 
matrix components form the past. An antibody that recognizes a cell surface marker 
would enable us to directly assess cellular phenotype. 
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The possibility to discriminate between differentiated and dedifferentiated cell, 
would be of the great help to find the optimal isolation of the cells with the right 
phenotype before implantation could be established with such cell marker if we apply 
this antibody to the cell sorter (FACS) or bind it to magnetic beads. At the present, 
various chondrocyte surface molecules based on their actual and potential relevance in 
cartilage biology have been discover and named systematically as cluster of 
differentiation (CD) antigen. By the latest Human Leukocyte Differentiation Antigen 
(HLDA) workshop, CD1-CD339 has been designed. Some sets of cell surface 
molecules which are selected based on their actual and potential relevance in cartilage 
biology which are; 1) martrix associated surface makers; CD 26, CD44 2) integrin; 
CD49a, CD49c, CD49e, CD49f, CD51/61, CD151 3) adhesion molecules; CD58, CD54, 
CD106, CD166 4) stem cell associated; CD 90, CD10, CD105, CD140a and 5) receptor; 
CD221, CD119, CD130, CD95, Cd120a, CD14. 

However, biochemists still believe that several chondrocyte surface molecules 
are still awaiting to be identified. Identification and fully characterization of new 
chondrocyte surface molecules will lead to a better understanding of the chondrocyte 
function and differentiation. This finding may also be applied in the development of new 
strategy or reagent for induction or engineering of cartilage tissue quality. 

 We have produced and characterized monoclonal antibodies (mAb) against 
chondrocyte surface molecules for use as a research tool and biomarker for cartilage 
degradation. We used primary human chondrocytes as an immunogen, and various 
monoclonal antibodies (mAbs) were generated using standard hybridoma technology. 
One of these is considering the practical applications of mAb 5D2. The 5D2 antigen was 
identical to Thy-1 molecule and showed a higher expression in OA cartilage as 
compared with normal tissue. 

A monoclonal antibody named 5D2 was selected for further characterization. 
The antigen recognized by 5D2 mAb is expressed by primary human chondrocytes, 
primary synovial fibroblasts, synovial fibroblast cell lines (SW982), primary skin 
fibroblasts, and osteoblasts, but not expressed in blood cells. Biochemical analysis 
revealed that the 5D2 antigen is a protein with a molecular weight of approximately 25–
35 kDa. Protein identification by mass spectrometry and molecular cloning revealed that 
5D2 antigen is identical to the Thy-1 molecule. Furthermore we confirmed this specificity 
of the antibody by the isolated and cloned Thy-1 gene to the COS-7 and probed it with 
the 5D2 antibody using Western blot analysis. We examined the role of the Thy-1 
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molecule in arthritis models and tissue; one was papain-induced rat arthritis, the other 
was immunohistological staining of osteoarthritic (OA) human articular cartilage. OA 
cartilage showed a higher expression of Thy-1 as compared with normal tissue in all 
experimental approaches. The in vitro studies showed that the inflammatory cytokine 
interleukin-1β up-regulated Thy-1 molecule expression in the cartilage tissue. It can be 
concluded that the Thy-1 might be a potential biomarker for cartilage pathogenesis, 
degradation, and metabolic turnover. 
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ความส าคญัและท่ีมาของปัญหา  
 กระดูกอ่อนจดัเป็นเน้ือเยื่อเกี่ยวพนัที่มีข้อจ ากัดในการฟ้ืนตัวเมื่อเกิดการบาดเจ็บ 
เน่ืองมาจากบรเิวณกระดูกอ่อนไม่มหีลอดเลอืดฝอยมาเลีย้งโดยตรง เซลลท์ีพ่บเพยีงชนิดเดยีว
ในเน้ือเยื่อกระดูกอ่อนซึง่ฝงัตวัอยู่ในชัน้แมททรกิซ ์คอืเซลลค์อนโดรไซย ์(chondrocyte) ซึง่มี
จ านวนน้อย และมอีตัราการแบ่งเซลล์ที่ต ่า  การพฒันาการรกัษาในผูป้่วยทีเ่ป็นโรคขอ้เสื่อมมี
การพฒันาโดยการใชเ้ซลล์คอนโดรไซยข์องตวัผูป้่วยเอง (autologous chondrocyte) ท าการ
ปลูกถ่ายกลบัไปยงัขอ้เข่าของผูป้่วยเพื่อทีจ่ะกระตุ้นใหก้ระดูกอ่อนมกีารฟ้ืนตวัจากภาวะทีเ่ป็น
โรค  เซลล์คอนโดรไซย์ทีใ่ชใ้นการรกัษาไดม้าจากการเกบ็ชิน้เน้ือกระดูกอ่อนทีเ่ป็นโรคออกมา
จากตัวผู้ป่วยเอง โดยบริเวณที่ใช้นัน้ต้องเป็นบริเวณที่ไม่เป็นโรคเพื่อที่จะให้ได้เซลล์ที่มี
ประสทิธภิาพในการรกัษา  เพื่อทีจ่ะหลกีเลีย่งปญัหา การใช ้mesenchymal stem cell  จงึเป็น
อีกทางเลือกหน่ึงในการรักษาโรคข้อเสื่อม  จากการศึกษาในหลอดทดลองพบว่าเซลล ์
mesenchymal stem cell ของมนุษยม์คีวามสามารถทีจ่ะพฒันาไปเป็นเซลล์ไขมนั (adipocyte), 
สรา้งเสน้ใย (fibroblast), เซลล์คอนโดรไซย,์ และเซลล์สรา้งกระดูก (osteoblast) ได ้ เซลล ์
embryonic stem cell มคีวามสามารถทีจ่ะพฒันาไปเป็นเซลล์ต่างๆในร่างกาย  นักวจิยั
หลากหลายกลุ่มทัว่โลกมคีวามพยายามทีจ่ะศกึษา stem cell และ เซลลใ์นแต่ละระยะของการ 
differentiation เพื่อทีจ่ะใชใ้นการรกัษาโรค วธิทีีใ่ชใ้นการศกึษาในปจัจุบนัยงัมขีอ้บกพร่องอยู ่
และ คุณสมบตัขิอง stem cell จากหลากหลายแหล่งก าเนิดกย็งัมกีารศกึษาไม่ชดัเจน   จาก
การศกึษาพบว่า stem cell niches มบีทบาทต่อ stem cell phenotype  โดย niche เป็น
สภาพแวดลอ้มรอบๆเซลลซ์ึง่รวมถงึ extracellular matrix (ECM) คอยส่งสญัญาณทีม่ผีลต่อ
พฤตกิรรมของเซลล์ โดยจากการศกึษาพบว่าในระหว่างพฒันาการของเซลลใ์นแต่ละระยะจะมี
การแสดงออกของ glycosylated isoform ทีแ่สดงออกบนผวิเซลลท์ีแ่ตกต่างกนั  จากการศกึษา
เบือ้งตน้พบว่าโมเลกุลของ chondroitin sulphate (CS) ทีแ่สดงออกบนผวิเซลล์ถูกควบคุมใหม้ี
การแสดงออกทีเ่ปลีย่นแปลงใปในแต่ระยะของการพฒันาการของเซลล ์ ซึง่การศกึษาน้ียอ้นกลบั
ไปยงัปี 1990 มกีารพฒันาเทคนิคทีใ่ชใ้นการศกึษา CS epitope ขึน้ที ่Thailand Excellence 
Center for Tissue Engineering and stem cell มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ซึง่เทคนิคทีใ่ชน้ัน้
สามารถทีจ่ะน ามาประยุกตใ์ชใ้นงานวจิยัใหม่ๆ ได ้
 การศกึษาการแสดงออกของโปรตนีโดยเทคนิคทางชวีเคม ีและการศกึษาในชิน้เน้ือดว้ย
เทคนิค Immunohistochemistry จะช่วยบ่งบอกถงึการสรา้งและการสลายของสารในแมททรกิซ ์
โดยการใชแ้อนตบิอดทีีม่คีวามจ าเพาะต่อโมเลกุลบนผวิเซลล์ชนิดนัน้ๆ โดยสามารถทีจ่ะบ่งบอก
ถงึกระบวนการต่างๆของเซลลไ์ด ้ 

เพื่อที่จะช่วยในการแยกเซลล์ที่ถูกต้องที่จะใช้ในการรกัษาจ าเป็นที่จะต้องแยกความ
แตกต่างระหว่างเซลล ์2 ระยะคอื differentiated และdedifferentiated cell ออกจากกนั โดยการ
ใชต้วับ่งชีท้ีถู่กตอ้ง ซึง่สามารถประยุกตไ์ดโ้ดยการใชแ้อนตบิอดทีีจ่ าเพาะกบัตวับ่งชีน้ัน้ๆในการ
แยกความแตกต่าง แลว้ท าการแยกเซลล์ออกมาโดยใชเ้ครื่อง Flow cytometer หรอืการใช ้
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magnetic bead ในการแยก ในปจัจุบนัโมเลกุลทีแ่สดงออกบนผวิเซลลค์อนโดรไซยน์ัน้มกีาร
คน้พบมากมายและมกีารตัง้ชื่อตามหลกั cluster of differentiation (CD) antigen โดยจากการ
ประชุมล่าสุดของ Human Leukocyte Differentiation Antigen (HLDA) workshop พบว่ามกีาร
บญัญตัโิมเลกุลทีถู่กคน้พบมากมายโดยใหช้ื่อเป็น CD1-CD339 ซึง่โมเลกุลบนผวิเซลลบ์างกลุ่ม
มคีวามสมัพนัธก์บัชวีวทิยาของกระดูกอ่อน ไดแ้ก่ 1) martrix associated surface makers 
ไดแ้ก่  CD 26 และ CD44 2) integrin; CD49a, CD49c, CD49e, CD49f, CD51/61, และ 
CD151 3) adhesion molecules ไดแ้ก่ CD58, CD54, CD106 และ CD166 4) stem cell 
associated ไดแ้ก่ CD 90, CD10, CD105 และ CD140a และ 5) receptor ไดแ้ก่ CD221, 
CD119, CD130, CD95, Cd120a และ  CD14 เป็นตน้  

อยา่งไรกต็ามนกัชวีเคมกีย็งัมคีวามเชื่อว่ายงัมโีมเลกุลบนผวิเซลล์คอนโดรไซยอ์กีหลาย
ชนิดที่รอการค้นพบ การศกึษาโมเลกุลชนิดใหม่ๆนัน้จะท าใหม้คีวามเขา้ใจถงึการท างานของ
เซลล์คอนโดรไซย์รวมถึงกระบวนการ differentiation ของเซลล์ ซึ่งสามารถน ามาประยุกต์ใน
การพฒันาในงานวจิยัทีเ่กีย่วขอ้งกบักระดกูอ่อนได ้

เซลลค์อนโดรไซยท์ าหน้าทีเ่กีย่วขอ้งกบัการควบคุมสมดุลระหว่างการสรา้งสารและการ
ท าลายสารใน ECM การเปลีย่นแปลงการแสดงออกของโปรตนีของเซลลม์บีทบาทต่อการท า
หน้าที่น้ี การศกึษาการแสดงออกของโปรตีนบนผวิเซลล์จะช่วยใหเ้ราสามารถเป็นตวัช่วยบ่ง
บอกการพฒันาและกระบวนการการเกดิโรคขอ้เสื่อมได ้ปจัจุบนัคณะผูว้จิยัไดท้ าการผลติโมโน
โคลนอลแอนตบิอดตี่อโมเลกุลบนผวิเซลล์คอนโดรไซย์เพื่อที่จะใชเ้ป้นตวับ่งชี้การเสื่อมสลาย
ของขอ้  โดยโมโนโคลนอลแอนตบิอดชีนิดหน่ึงทีไ่ดค้ดัเลอืกเพื่อทีจ่ะใชใ้นการศกึษาครัง้นี้คอื โม
โนโคลนอลแอนตบิอดชีื่อ 5D2 โดยพบว่าโมโนโคลนอลแอนตบิอดชีนิดน้ีมคีวามจ าเพาะกบั
โมเลกุล Thy-1 และพบการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 เพิม่สงูขึน้ในชิน้กระดกูอ่อนทีเ่ป็นโรค
ขอ้เสือ่ม 
 
วตัถปุระสงค ์

1. เพือ่คน้หาสารบ่งชีบ้นผวิเซลลส์ าหรบัใชท้ านายการเปลีย่นแปลงเมแทบอลซิมึของ
เน้ือเยือ่กระดกูอ่อน และใชเ้ป็นสารบ่งชีใ้นการจ าแนกเซลลค์อนโดรไซย ์
 2. เพือ่การผลติและศกึษาคณุสมบตัขิองโมโนโคลนอล แอนตบิอด ีทีม่คีวามจ าเพาะกบั 
แอนตเิจนบนผวิเซลลค์อนโดรไซย ์
     3. เพือ่ประยกุตใ์ชแ้อนตบิอด ีทีผ่ลติไดใ้นการบ่งชีแ้ละตดิตามการท างานของเซลลก์ระดกู 
อ่อนและการเสือ่มสลายของเน้ือเยือ่กระดกูอ่อน 
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วิธีทดลอง 
การท าลองมรีะเบยีบวจิยัดงัน้ี 

 1. การศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนอลแอนติบอดีจะใช้เทคนิคดังต่อไปน้ีคือ flow 
cytometry, ELISA, immunoprecipitation และ Western Blotting 

 2. การศกึษาการแสดงออกของโมเลกุลทีจ่ าเพาะกบัโมโนโคลนอลแอนตบิอดชีนิด 5D2 บน
ผวิเซลลแ์ละเนื้อเยื่อ จะใชเ้ทคนิค flow cytometry และ immunohistochemistry. 

 3.  การศกึษาโมเลกุลทีจ่ าเพาะกบัโมโนโคลนอลแอนตบิอดใีชเ้ทคนิค immunoprecipitation 
และ mass spectrometry 

 4.  การประยุกต์ใชโ้มโนโคลนอลแอนตบิอดที าไดโ้ดยการศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล 
Thy-1 ในชิน้กระดกูทีเ่ป็นโรคขอ้เสือ่ม โดยเทคนิค Immunohistochemistry 

 
วิธีการทดลอง 
การแยกและเพาะเลี้ยงเซลลค์อนโดรไซย ์ 
เซลล์คอนโดรไซย์ที่ใช้ในการศกึษาครัง้น้ีแยกได้จากชิ้นกระดูกอ่อนปกติของผูป้่วยที่

ไดร้บัวนิิจฉยัว่าเป็นโรค flat pad syndrome จากโรงพยาบาลมหาราชนครเชยีงใหม ่(ภาควชิา
ออโธปิดกิส์, คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่) (จรยิธรรม เลขที่ 070CT111016) 
เซลล์คอนโดรไซยจ์ะถูกแยกโดยท าการย่อยชิน้กระดูกอ่อนดว้ยเอนไซม ์trypsin ขา้มคนื ที่
อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส หลงัจากนัน้ท าการย่อยต่อดว้ยเอนไซม์ collagenase type IA     
เป็นเวลา 3 ชัว่โมงทีอุ่ณหภูม ิ37 องศาเซลเซยีส หลงัจากนัน้ท าการลา้งเซลลด์ว้ย PBS และ
เลีย้งเซลลใ์นอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM ซึ่งมสี่วนผสมของ 10%FCS หลงัเลีย้ง ท าการเพิม่
จ านวณเซลลใ์หไ้ดป้รมิาณทีต่อ้งการ เพือ่ในการทดลองต่อไป 
 

การผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี ต่อเซลลค์อนโดรไซย ์  
โดยแบ่งเป็นขัน้ตอนไดด้งัน้ี 
1. การฉีดกระตุน้หนู 
     ท าการฉีดกระตุน้หนู BALB/c ดว้ยเซลลค์อนโดรไซยป์รมิาณ 1 x 106 เซลล ์โดยฉีด

เขา้ทางช่องทอ้งของหนู ฉีดทัง้หมด 3 ครัง้โดยแต่ละครัง้มรีะยะหา่งกนัสองอาทติย ์ 
2. การทดสอบแอนตบิอดใีนซรีมัหนู 

เมือ่ครบก าหนดการฉีดกระตุน้หนู ท าการวดัความแรงของแอนตบิอด ี โดยเกบ็
ตวัอยา่งเลอืดของหนูบรเิวณหลอดเลอืดด าของโคนหาง โดยเกบ็ทัง้หมดประมาณ 300-500 µl 
แลว้ป ัน่แยกซรีมัเพือ่ทีจ่ะใชว้ดัความแรงของแอนตบิอด ี ท าการทดสอบโดยซรีมัมาเจอืจางเป็น
ความเขม้ขน้ต่างๆแลว้น าไปบ่มกบัเซลลค์อนโดรไซมเ์ป็นเวลา 30 นาท ี ทีอุ่ณหภูม ิ 4 องศา
เซลเซยีส หลงัจากนัน้ป ัน่ลา้ง 2 ครัง้ดว้ย 1%BSA/PBS แลว้ท าการยอ้มดว้ย FITC conjugated 
anti-mouse Immunoglobulins เป็นเวลา   30 นาท ีทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส เมือ่ครบเวลา 
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ป ัน่ลา้ง 3 ครัง้ดว้ย 1% BSA/PBS แลว้เตมิ 1% paraformaldehyde 350 µl น าไปวเิคราะหด์ว้ย
เครือ่ง flow cytometer 

3. การท าสรา้งโมโนโคลนอลแอนตบิอดโีดยวธิ ีHybridoma technique 
เมือ่หนูมกีารสรา้งแอนตบิอดตี่อเซลลค์อนโดรไซยแ์ลว้ ท าการฉดีกระตุน้หนูซ ้าอกี 

1 ครัง้ดว้ยเซลลค์อนโดรไซย ์ หลงัจากฉีดครบ 5 วนัท าการฆา่หนู เกบ็มา้มออกมาเพือ่แยกเอา 
spleen cell ท าการแตกเมด็เลอืดแดงโดยใช ้ 0.83% NH4Cl hypotonic solution เป็นเวลา 5 
นาท ีป ัน่ลา้งเซลลด์ว้ย 10%FCS in IMDM 2 ครัง้แลวน าเซลลไ์ปเขา้สูก่ระบวนการ fusion โดย
เซลลท์ีใ่ชใ้นการ fusion คอืเซลล ์ myeloma P3-X63Ag8.653 ท าการ fuse โดยใชส้าร 50% 
polyethylene glycol เมือ่เสรจ็กระบวนการ fusion ท าการป ัน่ลา้งเซลลแ์ละเลีย้งเซลลใ์น HAT 
medium ใน 10%FCS in IMDM ทีม่สีว่นผสมของ BM condimed H1 ในตู ้ incubator ที ่
5%CO2  37 องศาเซลเซยีส เมือ่ครบ 5 วนัท าการเปลีย่นอาหารเลีย้งเซลลจ์าก HAT medium 
เป็น  HT medium   

4. การคดัเลอืกเซลล ์hybridoma ทีส่รา้งแอนตบิอดตี่อโมเลกุลบนผวิเซลลค์อนโดรไซย ์
น าน ้าเลีย้งเซลล ์ hybridoma มาท าการยอ้มเซลลค์อนโดรไซยเ์ป็นเวลา 30 นาท ีที่

อุณหภูม ิ 4 องศาเซลเซยีส หลงัจากนัน้ป ัน่ลา้ง 2 ครัง้ดว้ย 1%BSA/PBS แลว้ท าการยอ้มดว้ย 
FITC conjugated anti-mouse Immunoglobulins เป็นเวลา   30 นาท ี ทีอุ่ณหภูม ิ 4 องศา
เซลเซยีส เมือ่ครบเวลา ป ัน่ลา้ง 3 ครัง้ดว้ย 1%BSA/PBS แลว้เตมิ 1% paraformaldehyde 350 
µl น าไปวเิคราะหด์ว้ยเครือ่ง flow cytometer 

5. การท า Limitting dilution 
เพือ่ทีจ่ะใหไ้ดเ้ซลลเ์พยีงชนิดเดยีวทีส่รา้งโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีส่นใจ จงึท าการ

นบัเซลลแ์ละเลีย้งเซลลใ์น 96 well plate โดยใหม้เีซลล ์ 1 เซลลต์่อหลุม ท าการเลีย้งทีส่ภาวะ 
5%CO2  37 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 3 อาทติยห์ลงัจากนัน้จงึท าการทดสอบ activity โดยการ
น าน ้าเลีย้งเซลลม์ายอ้มกบัเซลลค์อนโดรไซยแ์ละวเิคราะหโ์ดยเครือ่ง Flow cytometer หลงัจาก
นัน้จงึท า limiting dilution ซ ้าอกี 1 ครัง้เป็น second limiting dilution 
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รปูที ่1 แสดงกระบวนการผลติโมโนโคลนอล แอนตบิอดตี่อโมเลกุลบนผวิเซลลค์อนโดรไซย ์

 
การวิเคราะห ์isotype ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
ท าการวเิคราะหห์า isotype ของโมโนโคลนอลแอนตบิอดโีดยวธิ ีELISA โดยขัน้แรกน า 

ELISA plate มาท าการเคลอืบดว้ยแอนตบิอดทีีจ่ าเพาะต่อ isotype ต่างๆของโมโนโคลนอล
แอนตบิอด ีคอื rat anti-mouse IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3, IgM  และ  IgA โดยละลาย
แอนตบิอดเีหล่านัน้ใน coating buffer (0.01 M NaHCO3 pH 9.6) น าไป incubate ที ่4 องศา
เซลเซยีส ขา้มคนื เมื่อครบเวลาท าการลา้งเพลทดว้ย 0.05% Tween-PBS จ านวน 3 ครัง้แลว้
เตมิ น ้าเลีย้งเซลล ์hybridoma ทีจ่ะทดสอบลงไปบ่มที ่37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 
หลงัจากนัน้ท าการลา้งเพลทจ านวน 3 ครัง้แลว้เตมิ Goat anti-mouse immunoglobulins-HRP 
แลว้บ่มที ่37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมื่อลา้งครบ 3 ครัง้ เตมิ OPD substrate แลว้ 
บ่มที ่37 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 15 นาท ีหยุดปฏกิริยิาดว้ย 4M H2SO4  แลว้น าไปวดัค่าการ
ดดูกลนืแสงดว้ยเครือ่ง microplate reader ทีค่วามยาวคลื่น 490 nm 

 
การผลิต ascitic fluid 

 เพื่อทีจ่ะผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดใีหไ้ดค้รัง้ละมากๆจงึท าการผลติ ascetic fluid 
โดยขัน้แรกท าการฉีด pristane ปรมิาตร 500µl เขา้ช่องทอ้งหนู BALB/c เมื่อครบ 7 วนัท าการ
ฉีดเซลล ์hybridoma ประมาณ 1-2 x 106  เซลลเ์ขา้ไปทางชอ่งทอ้งหนู เมือ่ครบ 7-15 วนัท าการ
เกบ็ ascetic fluid เพือ่น าไปใชต้่อไป 
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การตรวจสอบความจ าเพาะของโมโนโคลนอล แอนติบอดี ด้วยวิธีการ flow 
cytometry 

เซลลท์ีใ่ชใ้นการศกึษามดีงัน้ี คอื เซลลค์อนโดรไซย,์ เซลลเ์ยื่อบุขอ้, เซลลผ์วิหนงั, โมโน
ไซท,์ ลมิโฟไซท,์ เซลลม์ะเรง็กระดกูอ่อน, เซลลม์ะเรง็เยื่อบุขอ้, Daudi, U937, K562, hFOB 
1.19, และ HepG2 โดยขัน้แรกน าเซลลจ์ านวน  5 x 105 เซลลม์าบ่มกบั 10% AB serum ที ่4 
องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 30 นาท ี เมื่อครบเวลาท าการเตมิ โมโนโคลนอลแอนตบิอดลีงไป บ่มที ่
4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 30 นาท ี เมื่อครบเวลาลา้งเซลล ์2 ครัง้ดว้ย 1%BSA-PBS แลว้เตมิ 
FITC-conjugated anti-mouse immunoglobulin antibodies แลว้บ่มที ่4 องศาเซลเซยีสเป็น
เวลา 30 นาท ีหลงัจากนัน้ท าการลา้งเซลลด์ว้ย 1%BSA-PBS จ านวน 3 ครัง้แลว้น าไปวเิคราะห์
ดว้ยเครือ่ง flow cytometer 
 

การศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีของโมเลกลุท่ีมีความจ าเพาะกบัโมโนโคลนอล 
แอนติบอดี 

ลา้งเซลลค์อนโดรไซยด์ว้ย PBS แลว้น าเซลล ์1–5 x 107cells/mLมาตดิฉลากดว้ย 
biotin โดยใช ้5mM sulfo-NHS-LC-Biotin น าไปบ่มที ่4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมื่อ
ครบเวลาลา้งเซลลด์ว้ย 1mM glycine ใน PBS จ านวน 1 ครัง้ แลว้ลา้งอกี 2 ครัง้ ดว้ย PBS 
หลงัจากนัน้ท าการแตกเซลลด์ว้ย lysis buffer (5mM iodoacetamide, protease inhibitor, 1% 
NP-40, Tris HCl [pH 8.2]) ที ่4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 30 นาท ีแลว้น าไปป ัน่แยก ที ่10,000 
g ที ่4 องศาเซลเซยีสเป็นเวลา 20 นาท ีเกบ็เอาสว่น supernatant เพือ่น าไปใชต้่อไป 

น าสว่น supernatant ทีไ่ดไ้ปผสมกบั CNBr Sepharose beads ทีถู่กเคลอืบดว้ย 5D2 
mAb ที ่4 องศาเซลเซยีส ขา้มคนื หลงักระบวนการ immunoprecipitation น าโปรตนีทีไ่ดไ้ป
แยกโดยเทคนิค SDS–PAGE แลว้ท า Western blot เพื่อหาขนาดโมเลกุลของโมเลกุลทีจ่ าเพาะ
กบั 5D2 mAb โดยท าการ transfer โปรตนีจากแผน่ gel ไปสู ่nitrocellulose membrane หลงั
กระบวนการ transfer ท าการ block membrane ดว้ย 5% skim milk ใน TBS ทีม่สีว่นผสมของ 
0.05% Tween-20 (TBST) แลว้จงึน าไปท าปฎกิริยิากบั 5D2 mAb เป็นเวลา 1 ชัว่โมงเมื่อครบ
เวลา ลา้ง 3 ครัง้ดว้ย TBST แลว้น าไป incubate รว่มกบั horseradish peroxidase-conjugated 
secondary antibody (1:2000) เมื่อครบเวลาลา้ง 3 ครัง้ดว้ย TBST แลว้วเิคราะหโ์ปรตนีทีม่ี
ความจ าเพาะกบั 5D2 mAb โดยใช ้enhanced chemiluminescence plus detection system 
 

การบง่บอกถึงชนิดของโมเลกลุท่ีจ าเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี 
 เพื่อบ่งบอกถึงชนิดของโมเลกุลที่จ าเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี  ด้วยวิธ ี
immunoprecipitation โดยการใช ้lyasate ทีไ่ดจ้ากเซลลค์อนโดรไซยน์ าไปท าปฎกิริยิารว่มกบั 
cyanogen bromide-activated Sepharose bead ซึง่ถูกเคลอืบไวด้ว้ย 5D2 mAb ที ่4 องศา
เซลเซยีสขา้มคนื หลงัจากลา้งดว้ย PBS ท าการ elute โปรตนีดว้ย 1X sample buffer (10% 
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glycerol, 1% SDS, 0.1% bromphenol blue, และ 0.0625M Tris- HCl (pH 6.8) ท าการแยก
โปรตนีทีไ่ดต้่อโดยวธิ ีSDS-PAGE  ท าการตดั gel ตรงต าแหน่งของโปรตนีทีม่ขีนาด 35 KDa 
แลว้น า gel ทีต่ดัออกมาลา้ง 2 ครัง้ดว้ย 50% acetonitrile (ACN) ใน  25mM NH4HCO3 buffer 
(pH 8.0) ปรมิาตร 200 µl ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง 15 นาท ีและ ลา้งอกี 1 ครัง้ดว้ย 100% ACN 
ปรมิาตร 200 µl หลงัจากนัน้จงึน าไปสกดัและยอ่ยดว้ยเอนไซมท์รปิซนิ แลว้จงึน าไปวเิคราะห์
โดย Q-TOF UltimaTM mass spectrometer (Micromass, Manchester, United Kingdom)  
 

การโคลนยีน Thy-1 เข้าไปใน COS-7 cell-line 
ท าการสกดั total mRNA จากเซลลค์อนโดรไซย ์แลว้สงัเคราะหเ์ป็น cDNA หลงัจากนัน้

จงึเพิม่ปรมิาณ Thy-1 cDNA ดว้ยวธิ ีRT-PCR ท าการโคลนยนีของ Thy-1 เขา้ไปใน plasmid 
pcDNA3.1 ตรงต าแหน่ง BamH1 และ EcoR1 restriction site แลว้ท าการ transfect เขา้สูเ่ซลล ์
COS-7  ขัน้แรกท าการเลีย้งเซลลจ์ านวน 1–3 x 105 เซลลใ์นจานเลีย้งเซลลข์นาด 35 มม. แลว้
ท าการ transfect โดยใช ้GeneJuice reagent เมื่อครบเวลา 8 ชัว่โมงท าการเปลีย่นอาหารเลีย้ง
เซลล์แล้วเลี้ยงต่อไปอกี 48 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาท าการแตกเซลล์แล้วน าไปวเิคราะหก์าร
แสดงออกของ Thy-1 โดยวธิ ีWestern blot 

 
การศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุ Thy-1 ในเน้ือเย่ือกระดกูอ่อน 
การศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ในเน้ือเยื่อกระดูกอ่อนแบ่งเป็น 2 การ

ทดลองคอื ในสตัวท์ีถู่กกระตุน้ใหเ้ป็นโรคขอ้ และการศกึษาการแสดงออกของ Thy-1 ในเน้ือเยื่อ
กระดกูอ่อนมนุษยท์ีเ่ป็นโรคขอ้ 

 
การกระตุ้นหนูให้เป็นโรคข้อเส่ือมโดยใช้เอนไซมป์าเปน 
ท าการฉีดกระตุน้หนูขาวบรเิวณขอ้เขา่จ านวน 3 ตวัดว้ยเอนไซมป์าเปนทีค่วามเขม้ขน้ 

4% (w/v) ทีล่ะลายใน normal saline ในวนัที ่1, 4 และ 7 หลงัจากฉีดครัง้สุดทา้ยครบ 10 วนัท า
การฆ่าหนู แลว้ตดัเอาสว่นของเน้ือเยื่อกระดกูอ่อนมาท าการ fix ดว้ย 4% paraformaldehyde 
ขา้มคนื แล้วน าไป embedded ใน paraffin หลงัจากนัน้จงึน าไปตดัชิ้นเน้ือใหม้คีวามหนา
ประมาณ 5 มม  ชิน้เน้ือทีไ่ดน้ าไปยอ้มส ีhematoxylin and eosin (H&E) และ  Safranin-O 

น าชิน้กระดูกอ่อนทีเ่ป็นโรคขอ้เสื่อมของมนุษยแ์ละกระดูกอ่อนของหนูทีก่ระตุ้นใหเ้ป็น
โรคข้อเสื่อมมาท าการศึกษาการแสดงออกของ Thy-1 ขัน้แรกน าตวัอย่างชิ้นเน้ือเข้าสู่
กระบวนการ deparaffinized แลว้น าชิน้กระดกูอ่อนไปยอ่ยดว้ยเอนไซม ์Chondroitinase ABC 
เป็นเวลา 15 นาท ีแลว้น าไป incubate ใน 3% H2O2  เป็นเวลา 10 นาท ี หลงัจากท าการ block 
ดว้ย with 3% BSA แลว้ น าชิน้กระดกูไป incubate ดว้ย 5D2 mAb ขา้มคนืที ่4 องศาเซลเซยีส 
ท าการลา้ง 3 ครัง้ดว้ย PBST แลว้น าไปยอ้มดว้ย sheep anti-mouse IgM ( chain specific) 
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peroxidase conjugated เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เมื่อครบเวลาท าการลา้ง 3 ครัง้ดว้ย PBST แลว้
น าไปท าใหเ้กดิสดีว้ย diaminobenzidine substrate 

 
การศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุ Thy-1 ในเซลลค์อนโดรไซยเ์มื่อถกูกระตุ้น

ด้วย Interleukin-1β  
เพื่อทีจ่ะศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ท าการเลี้ยงเซลล์คอนโดรไซยจ์นมี

ประมาณเซลลป์ระมาณ 80% ของจานเลีย้งเซลล ์ท าการอดอาหาร 24 ชัว่โมงโดยเลีย้งในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ไม่มสี่วนผสมของ FCS เมื่อครบก าหนดท าการกระตุ้นเซลล์ด้วย 
interleukin-1β ทีค่วามเขม้ขน้  10 ng/mL ทีเ่วลา  0, 24, 48, และ 72 ชัว่โมง  แลว้ท าการแตก
เซลลด์ว้ย 1X sample buffer น าเซลล ์lysate ทีไ่ดไ้ปแยกดว้ย  12% SDS-PAGE แลว้ท าการ 
transfer โปรตนีไปยงั  nitrocellulose membrane ท าการ block membrane ดว้ย  5% skim 
milk ใน TBST ทีม่สีว่นผสมของ  0.05% TBST แลว้น าไปท าปฏกิริยิากบั  5D2 mAb ที ่4 
องศาเซลเซยีสขา้มคนื  ลา้ง membrane 3 ครง้ดว้ย TBST แลว้เตมิ Horseradish peroxidase-
conjugated secondary antibody (dilution, 1:2000; Amersham Biosciences) incubateที่
อุณหภูมหิอ้ง 1 ชัว่โมง แลว้วเิคราะหก์ารแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 โดยใช ้enhanced 
chemiluminescence plus detection system 
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ผลการทดลอง 
1. การฉีดกระตุ้นหนู (Immunization) 

ท าการฉีดกระตุน้หนูสายพนัธุ ์Balb/c เพศเมยี อายุ 6 สปัดาห ์จ านวน 2 ตวั โดยน าหนู
มาเลีย้งก่อนฉีด 7 วนั ท าการเกบ็เลอืด pre-immunization 300-500 µl ทางเสน้เลอืดด าบรเิวณ
ปลายหาง แลว้ท าการฉีดกระตุน้หนูทางช่องทอ้งดว้ยเซลลค์อนโดรไซยม์นุษย ์(primary human 
articular chondrotyte , passage 2  5-10 x106 เซลล ์จ านวน 3 ครัง้โดยแต่ละครัง้ฉีดหา่งกนั 2 
สปัดาห ์เกบ็เลอืดหนู 300-500 µl ทางเสน้เลอืดด าบรเิวณปลายหาง  แลว้ท าการศกึษาระดบั
แอนตบิอดทีีเ่พิม่ขึน้ดว้ยวธิ ีFlow cytometry 

 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
รูปที่ 2 แสดงผลการฉีดกระตุ้นหนูดว้ยเซลล์คอนโดรไซมม์นุษย์ เปรยีบเทยีบระหว่างก่อนฉีด
และหลงัฉีดวเิคราะหโ์ดยวธิ ีFlow cytometry 

Negative control คอื ยอ้มเซลลด์ว้ย Immunoglobulin 
Positive control คอื ยอ้มเซลลด์ว้ยแอนตบิอดตี่อ CD147  
จากการศึกษาหนูที่ได้รบัการฉีดกระตุ้นมีการสร้างแอนติบอดีต่อเซลล์คอนโดรไซย์

มนุษย ์โดยวดัเป็นคา่ความแรงของแอนตบิอดมี ีtiter เทา่กบั 800 
 
2.  การผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีโดยวิธี Hybridoma technique  

การผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดโีดยวธิ ีHybridoma technique ใชห้ลกัการ การ
รวมกนัของเซลล์ที่สรา้งแอนติบอดใีนหนู และเซลล์มะเรง็ Myeloma โดยใช ้Polyethylene 
glycol หลงักระบวนการคดัเลอืก และ การท า limiting dilution จากแอนตบิอดทีีผ่ลติไดท้ัง้หมด 
ไดเ้ลอืกโมโนโคลนอลแอนตบิอดทีีช่ื่อ 5D2 มาท าการศกึษาคุณสมบตัอิื่นๆต่อไป โดยจากการ
วเิคราะหโ์ดยวธิ ีELISA พบว่า 5D2 mAb เป็น mAb ชนิด IgM  เพื่อเพิม่ปรมิาณ mAb ท าโดย
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ฉีดหนู Balb/c เพศเมยี อายุ4 เดอืน จ านวน 3 ตวั ดว้ยเซลล ์hybridoma ทีผ่ลติ 5D2 mAb เขา้
ทางชอ่งทอ้งของหนูเพือ่ผลติ  ascitic fluid เพือ่ใชใ้นการทดลองต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รปูที ่3 แสดงผล flow cytometry ของ 5D2 mAb ทีจ่ าเพาะกบัโมเลกุลบนผซิเซลลค์อนโดรไซย ์ 
โดย positive control คอื CD147 mAb,  negative control คอื Immunoglobulin   
 
 
3. การศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุท่ีท าปฏิกิริยาจ าเพาะกบั 5D2 โมโนโคลนอล
แอนติบอดีในเซลลช์นิดต่างๆ 

ท าการยอ้มเซลลช์นิดต่างๆดว้ย 5D2 โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี โดยวธิ ี    indirect 
immunofluorescence และตรวจวเิคราะหโ์ดย flow cytometry ผลการศกึษาพบวา่ โมเลกุลทีท่ า
ปฏกิริยิาจ าเพาะกบั 5D2 โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี มกีารแสดงออกบน ผวิเซลลค์อนโดรไซย์
ปฐมภมู ิ (primary human chondrocyte)  เซลลเ์ยือ่บุขอ้ (synovial fibroblast cell-line: ) 
เซลลม์ะเรง็เยือ่บุขอ้ (SW1353) เซลลผ์วิหนงั (skin fibroblast)  และ osteoblast (hFOB19.2) 
โดยไมพ่บการแสดงออกในเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิด โมโนไซทแ์ละลมิโฟไซท ์นอกจากน้ียงัไมพ่บ 
การแสดงออกในเซลลม์ะเรง็เมด็เลอืดขาวชนิด Daudi, U937 และ K562 และยงัพบอกี วา่ไมพ่บ
โมเลกุล 5D2 ในเซลลม์ะเรง็กระดกูอ่อน เซลลม์ะเรง็ตบั (hepG2)  และ   human embryonic 
kidney cell ( HEK 293 cell)  
 
 
 
 
 
 
 

Primary human chondrocyte 
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1. Blood cells 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4 แสดงผล flow cytometry ของ blood cell ต่อโมเลกุลที่จ าเพาะกบั 5D2 mAb โดย 
positive control คอื CD147 mAb  negative control คอื Immunoglobulin   
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2. Bone and cartilage 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รปูที ่5 แสดงผล flow cytometry ของเซลลท์พีบในขอ้ ( joint cells) ต่อโมเลกุลทีจ่ าเพาะกบั 
5D2 mAb โดย positive control คอื CD147 mAb  negative control คอื Immunoglobulin   
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3. เซลลช์นิดอ่ืนๆ 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่6 แสดงผล flow cytometry ของเซลลช์นิดอื่นๆ ต่อโมเลกุลทีจ่ าเพาะกบั 5D2 mAb โดย 
positive control คอื CD147 mAb,  negative control คอื Immunoglobulin   
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ตารางที ่1 แสดงการแสดงออกของโมเลกุลทีท่ าปฏกิริยิาจ าเพาะกบั 5D2 โมโนโคลนอล
แอนตบิอดใีนเซลลช์นิดต่างๆ 
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4. การศึกษาคณุสมบติัทางชีวเคมีของโมเลกลุท่ีจ าเพาะกบั 5D2 โมโนโคลนอล
แอนติบอดี 

เพือ่ทีจ่ะยืน่ยนัคุณสมบตัแิละความจ าเพาะของโมโนโคลนอลแอนตบิอด ี 5D2 ต่อ
โมเลกุลบนผวิเซลล ์ 

จากการศกึษาคุณสมบตัทิางชวีเคมขีองโมเลกุลทีจ่ าเพาะกบั 5D2 โมโนโคลนอล
แอนตบิอด ีโดยวธิ ีImmunoprecipitation โดยใช ้cell lysate ของเซลลค์อนโดรไซย ์พบวา่โมกุล
บนผวิเซลลค์อนโดรไซยท์ีจ่ าเพาะกบั 5D2 โมโนโคลนอลแอนตบิอดมีขีนาดประมาณ 35 kDa 
โดยจากการศกึษาไมส่ามารถทีจ่ะ immunoprecipitate โมเลกุลชนิดน้ีไดจ้าก cell lysate ทีไ่ด้
จากเซลล ์HepG2 และ SW 1353 ดงัรปูที ่7  นอกจากน้ียงัสามารถทีจ่ะตรวจพบโมเลกุล 5D2 
ไดจ้ากน ้าเลีย้งเซลลท์ีไ่ดม้าจากการเลีย้งเซลลค์อนโดรไซยแ์สดงใหเ้หน็วา่โมเลกุล 5D2 สามารถ
ทีจ่ะถูกตดัหรอืหลัง่ออกมาจากเซลลไ์ด ้

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รปูที ่7  แสดงการศกึษาคุณสมบตัทิางชวีเคมขีองโมเลกุลทีจ่ าเพาะกบั 5D2 โมโน
โคลนอลแอนติบอดี (A) ผลการศึกษาโดยวิธี western blot ที่ได้มาจากการท า 
immunoprecipitation โดยใช ้5D2 โมโนโคลนอลแอนตบิอดจีาก cell lysate ของเซลลค์อนโดร
ไซย:์ Human articular chondrocyte (lane1), HepG2 (lane2) และ SW1353 (lane3) และ
การศกึษาการแสดงออกในน ้าเลี้ยงเซลล์คอนโดรไซย์ (lane4)  (B) แสดงผลการศกึษาการ
แสดงออกของโมเลกุล 5D2 บนผวิเซลล ์กระดกูอ่อน, HepG2 และ เซลล ์SW1353 โดยวธิ ีflow 
cytometry 
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5.  การศึกษาเพ่ือพิสจูน์ชนิดของโมเลกลุ 5D2 
 การศกึษาเพื่อหาชนิดของโมเลกุล 5D2 โดยใชว้ธิ ีMass spectrometry พบว่าโมเลกุล 
5D2 มคีวามเหมอืนกนักบัโมเลกุล Thy-1 โดยเปรยีบเทยีบขอ้มลูจาก NCBI protein database 
พบว่าโมเลกุล 5D2 มคีวามเหมอืน 100 %เมื่อเทยีบกบัโมเลกุล Thy-1 ของมนุษย ์
(AAB26353), มคีวามเหมอืน 80% เมื่อเทยีบกบั CD90 ของ Sus scrofa (CAM58077) และ มี
ความเหมอืน 69% เมือ่เทยีบกบั CD90 ของหนู (AAR17087) 
 
ตาราง2  ผลของการตรวจหาโมเลกุลโดยวธิ ีMass spectrometry 
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เพือ่ทีจ่ะยนืยนัผลจากการศกึษาโดยวธิ ี Mass spectrometry จงึท าการสรา้ง plasmid 

vector ทีช่ื่อ pcDNA 3.1 ใหม้ยีนีทีก่ าหนดการสรา้ง Thy-1 แลว้ท าการ transfect เขา้สูเ่ซลล ์
COS7 หลงัจากกนัน้ท าการศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ในเซลล ์ COS7 โดยวธิ ี
wester blot โดยใช ้ 5D2โมโนโคลนอลแอนตบิอด ี จากการศกึษาสามารถยนืยนัไดว้า่โมเลกุล 
5D2 เป็นโมเลกุล Thy-1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รปู 8 แสดงการศกึษาโดยการ clone ยนี Thy-1 ใหม้กีารแสดงออกในเซลล ์COS7 และวดัการ
แสดงออกของโปรตนีโดยวธิ ีwestern blot 
 
6.  การศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุ Thy-1 ในโรคข้อเส่ือม 
 เพื่อทีจ่ะศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ในโรคขอ้เสื่อม ทางคณะผูท้ าการวจิยั
ได้ใช้โมเดลของหนูขาวที่ได้รบักระตุ้นใหเ้ป็นโรคขอ้เสื่อมโดยการฉีด เอนไซม์ปาเปนที่ความ
เขม้ขน้ 4% (w/v) ไปยงับรเิวณขอ้เขา่ปรมิาตร 20 µl จ านวน3ครัง้ โดยในแต่ละครัง้หา่งกนั 3 
วนั เมื่อฉีดครบแลว้ พกัหนูอกี 7 วนัแลว้ท าการฆา่หนูตดัเอาสว่นของกระดกูอ่อนมา fixed ดว้ย 
4% paraformaldehyde ขา้มคนืแลว้น าไปตดั section ใหม้คีวามหนา 5 มลิลเิมตร เพื่อทีจ่ะ
ท าการศกึษาต่อไป  
 เพื่อที่จะศกึษาลกัษณะของเซลล์เปรยีบเทยีบกนัระหว่างชิ้นกระดูกที่เป็นโรคขอ้เสื่อม
และชิน้กระดกูปกต ิจงึท าการยอ้มชิน้กระดกูด้วยส ีH&E จากการศกึษาพบว่าเซลลค์อนโดรไซย์
ในชิน้กระดกูปกตมิกีารเรยีงตวัทีป่กตเิมือ่เทยีบกบัชิน้กระดกูทีเ่ป็นโรคขอ้เสือ่มทีก่ารเรยีงตวัของ
เซลลค์อนโดรไซยม์ลีกัษณะเกาะกลุ่มกนัซึง่เป็นลกัษณะอยา่งหน่ึงทีพ่บไดใ้นโรคขอ้เสือ่มดงัรปู 
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รปู 9 แสดงการยอ้มชิน้กระดกูดว้ยส ีH&E เปรยีบเทยีบกนัระหวา่งชิน้กระดกูปกตแิละชิน้กระดกู
ทีเ่ป็นโรคขอ้เสือ่ม 
 
 เพื่อที่จะศกึษาลกัษณะการเสื่อมสลายของขอ้เปรยีบเทยีบกนัระหว่างชิ้นกระดูกที่เป็น
โรคขอ้เสื่อมและชิน้กระดูกปกต ิจงึท าการยอ้มชิน้กระดูกดว้ยส ีSaflanin O เพื่อที่จะศกึษา
ปรมิาณของโปรตโีอไกลแคนในชิน้กระดกู พบว่าชิน้กระดกูทีเ่ป็นโรคขอ้เสื่อมมกีารสลายไปของ
สารในกลุ่มโปรตโีอไกลแคนเมือ่เทยีบกบัชิน้กระดกูปกต ิ
 

 
รปู 10 แสดงการยอ้มชิน้กระดกูดว้ยส ีSaflanin O เปรยีบเทยีบกนัระหว่างชิน้กระดกูปกตแิละ
ชิน้กระดกูทีเ่ป็นโรคขอ้เสือ่ม 
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เพื่อทีจ่ะศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 เปรยีบเทยีบกนัระหว่างชิน้กระดูกที่

เป็นโรคขอ้เสือ่มและชิน้กระดกูปกต ิท าการยอ้มชิน้กระดกูโดยใช ้5D2 โมโนโคลนอลแอนตบิอดี
ดว้ยวธิ ีImmunohistochemistry จากการศกึษาพบว่าชิน้กระดกูทีเ่ป็นโรคขอ้เสื่อมเซลลค์อนโดร
ไซยม์กีารแสดงออกทีเ่พิม่สงูชึน้ของโมเลกุล Thy-1 เมื่อเทยีบกบัเซลลค์อนโดรไซยใ์นชิน้กระดกู
ปกต ิ

 

 
รปู 11 แสดงการศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 เปรยีบเทยีบกนัระหว่างชิน้กระดกูปกติ
และชิน้กระดกูทีเ่ป็นโรคขอ้เสือ่มในหนู 
 
 เพื่อทีจ่ะยนืยนัผลการแสดงออกทีเ่พิม่สงูขึน้ของโมเลกุล Thy-1 ในโรคขอ้เสื่อมทีไ่ดจ้าก 
โมเดลของหนูขาว จงึท าการศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ในชิน้กระดูกมนุษยท์ีเ่ป็น
โรคขอ้เสื่อมโดยวธิ ีImmunohistochemistry จากการศกึษาพบว่าชิน้กระดูกอ่อนทีเ่ป็นโรคขอ้
เสื่อมมสีภาพการท าลายของบรเิวณชิน้ผวิกระดูกโดยเซลลค์อนโดรไซย์มกีารเกาะกลุ่มกนัและมี
การแสดงออกทีเ่พิม่สงูขึน้ของโมเลกุล Thy-1 เมือ่เทยีบกบัชิน้กระดกูอ่อนปกต ิ
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รปู 12 แสดงการศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 เปรยีบเทยีบกนัระหว่างชิน้กระดกูปกติ 
(A) และชิน้กระดกูทีเ่ป็นโรคขอ้เสือ่ม (B) ของมนุษย ์

 
7.   การศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุ Thy-1 ในเซลลค์อนโดรไซยเ์มื่อถกูกระตุ้นด้วย 
Interleukin-1β  

เน่ืองจากไซโตไคน์ทีม่คีวามเกีย่วขอ้งกบักระบวนการอกัเสบมบีทบาทส าคญัต่อการก่อ
โรคขอ้เสื่อม ทางคณะผูว้จิยัจงึไดท้ าการศกึษาผลของ Interleukin-1β ต่อการแสดงออกของ
โมเลกุล Thy-1 ในเซลล์คอนโดรไซย์มนุษย์ ที่ระยะเวลาต่างๆ  จากการศึกษาพบว่าการ
แสดงออกของ Thy-1 มกีารแสดงออกทีเ่พิม่สงูขึน้ภายหลงัจากการกระตุน้ดว้ย Interleukin-1β 
ซึง่แสดงใหเ้หน็ว่าโมเลกุล Thy-1 ทีม่กีารแสดงออกในโรคขอ้เสื่อมเกดิเน่ืองจากเซลลค์อนโดร
ไซยถ์ูกกระตุน้ดว้ย Interleukin-1β 
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รูปที ่13 การแสดงออกของโมเลกุล Thy-1เซลล์คอนโดรไซยม์นุษย์ หลงัการกระตุ้นดว้ย 
interleukin-1β ในระยะเวลาต่างๆ  แล้วท าการสกัดโปรตีนภายในเซลล์ และศึกษาการ
แสดงออกของ Thy-1  ดว้ยวธิ ีwestern blot (A)  โดยความเขม้ของแบนด์ Thy-1 ที ่normalize 
ดว้ย -actin แสดงในรปู B กราฟแสดง  mean ± SD. *, p < 0.05; **, p < 0.01. 
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง  
ในการศกึษาครัง้น้ี ท าการผลติโมโนโคลนอลแอนตบิอดตี่อโมเลกุลบนผวิเซลลค์อนโดร

ไซยม์นุษย ์โดยโมโนโคลนอลชนิดน้ีมชีื่อว่า 5D2 mAb ซึง่มคีวามจ าเพาะเจาะจงกบัโปรตนีทีม่ี
ขนาด 25-35 KDa ทีพ่บมกีารแสดงออกในเซลลห์ลายชนิด เช่น เซลลค์อนโดรไซย์, เซลลเ์ยื่อบุ
ขอ้, เซลลส์รา้งกระดกู และ เซลลผ์วิหนงั โดยการวเิคราะหใ์ชเ้ทคนิค mass spectrometryพบว่า
โมเลกุลชนิดน้ีคอื Thy-1  

Thy-1 เป็นโมเลกุลที่มขีนาด 25-37 KDa เป็นโปรตีนบนผวิเซลล์จดัอยู่ใน 
immunoglobulin-like supergene family (1) พบครัง้แรกเป็นโมเลกุลทีเ่กีย่วขอ้งกบัการควบคุม 
thymocyte differentiation ในหนู (2) พบมกีารแสดงออกในเซลล์หลายหลายชนิดไดแ้ก่ 
fibroblasts, endothelial cells, neurons, และ chondrocytes หน้าทีข่อง Thy-1 พบว่ามคีวาม
เกีย่วขอ้งกบักระบวนการ T cell activation (3, 4), neurite outgrowth (5), apoptosis (6, 7), 
และ tumor suppression (8) ในขอ้พบมกีารแสดงออกในเซลลค์อนโดรไซย,์ เซลลเ์ยื่อบุขอ้, และ 
mesenchymal progenitor/stem cells หน้าทีข่อง Thy-1 ทีม่กีารแสดงออกในขอ้ยงัไม่เป็นที่
ทราบแน่ชัด มีรายงานพบว่าการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 มีความสมัพนัธ์กับ 
chondrogenic potential โดยพบว่าเซลลค์อนโดรไซยท์ีม่ ีchondrogenic potential ทีส่งูจะมกีาร
แสดงออกของ Thy-1 ทีต่ ่า (9) นอกจากน้ียงัพบว่าโมเลกุล Thy-1 มกีารแสดงออกทีเ่พิม่สงูขึน้
ในระหวา่งการเลีย้งเซลลค์อนโดรไซยแ์บบ monolayer culture ซึง่การเลีย้งเซลลใ์นสภาวะเช่นน้ี
ท าใหเ้ซลลค์อนโดรไซยอ์ยู่ในภาวะ dedifferentiation (9) มกีารศกึษาพบว่า interleukin-1β 
สามารถทีจ่ะกระตุน้เซลลค์อนโดรไซยเ์ขา้สู่ภาวะ dedifferentiation  ดว้ยการไปลดการสรา้ง 
collagen type II  (10-12) ซึง่จากสาเหตุเหล่าน้ีน าไปสูก่ารพฒันาไปเป็นโรคขอ้เขา่เสื่อม โดย
การศกึษาในหลอดทดลองพบว่าไซโตไคน์ทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวนการอกัเสบ เช่น interleukin-
1β และ tumor necrosis factor-α สามารถกระตุน้ให ้endothelial cells มกีารแสดงออกทีเ่พิม่
สงูขึน้ของ โมเลกุล Thy-1 ได ้(13, 14)  ในการศกึษาในครัง้นี้ทางคณะผูว้จิยัพบว่า interleukin-
1β สามารถกระตุน้ใหเ้ซลลค์อนโดรไซยม์กีารแสดงออกทีเ่พิม่สงูขีน้ของโมเลกุล Thy-1  โดยใน
โรคขอ้เสื่อม  เซลลค์อนโดรไซยจ์ะถูกกระตุน้ท าใหม้กีารสรา้งไซโตไคน์ทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวน 
การอกัเสบออกมา คอื interleukin-1β และ tumor necrosis factor-α จากการศกึษาในครัง้นี้ได้
มกีารศกึษาถงึการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ในโรคขอ้เสื่อมพบว่า หนูขาวทีถู่กกระตุน้ให้
เป็นโรคขอ้เสือ่มมกีารแสดงออกทีเ่พิม่สงูขึน้ของโมเลกุล Thy-1 เมื่อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคุม 
ซึ่งได้ท าการยืนยนัผลที่ได้โดยศึกษาในชิ้นกระดูกอ่อนมนุษย์ที่ เป็นโรคข้อเสื่อมพบมีการ
แสดงออกของโมเลกุล Thy-1 เพิม่ขึน้ จากผลการทดลองเหล่าน้ีจงึกล่าวไดว้่า โมเลกุล Thy-1 มี
การแสดงออกทีส่งูขึน้ในโรคขอ้เสือ่ม  
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ข้อเสนอส าหรบังานวิจยัในอนาคต      
 เน่ืองจากในการศกึษาครัง้น้ีท าการศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 ในชิน้กระดูก
อ่อนพบมกีารแสดงออกทีเ่พิม่สงูขึน้และเน่ืองจากโมเลกุล Thy-1 มคีวามสามารถทีจ่ะถูกหลัง่
ออกมาสูร่ะบบไหลเวยีนเลอืดไดจ้งึมคีวามเป็นไปไดท้ีจ่ะศกึษาการแสดงออกของโมเลกุล Thy-1 
ในโรคขอ้เสื่อมโดยการใชต้วัอย่างจาก synovial fluid หรอื ซรีมัของผูป้่วยมาวนิิจฉยัโดยวธิ ี
ELISA 
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Characterization of Monoclonal Antibodies Against
a Human Chondrocyte Surface Antigen

Theerawut Chanmee,1 Peraphan Phothacharoen,1 Visith Thongboonkerd,2

Watchara Kasinrerk,3 and Prachya Kongtawelert1

Chondrocytes express a number of cell-surface molecules that mediate cell-cell or cell-matrix interactions.
Identification and full characterization of new chondrocyte surface molecules will lead to a better understanding
of the function of the chondrocyte. Researchers used primary human chondrocytes as an immunogen, and
various monoclonal antibodies (MAbs) were generated using standard hybridoma technology. A monoclonal
antibody named 5D2 was selected for further characterization. The antigen recognized by 5D2 MAb is expressed
by primary human chondrocytes, primary synovial fibroblasts, synovial fibroblast cell lines (SW982), primary
skin fibroblasts, and osteoblasts, but not expressed in blood cells. Biochemical analysis revealed that the 5D2
antigen is a protein with a molecular weight of approximately 25–35 kDa. Protein identification by mass spec-
trometry and molecular cloning revealed that 5D2 antigen is identical to the Thy-1 molecule. Furthermore we
confirmed this specificity of the antibody by the isolated and cloned Thy-1 gene to the COS-7 and probed it with
the 5D2 antibody using Western blot analysis. We examined the role of the Thy-1 molecule in arthritis models
and tissue; one was papain-induced rat arthritis, the other was immunohistological staining of osteoarthritic
(OA) human articular cartilage. OA cartilage showed a higher expression of Thy-1 as compared with normal
tissue in all experimental approaches. The in vitro studies showed that the inflammatory cytokine interleukin-1b
up-regulated Thy-1 molecule expression in the cartilage tissue. It can be concluded that the Thy-1 might be a
potential biomarker for cartilage pathogenesis, degradation, and metabolic turnover.

Introduction

T he chondrocyte is the only cell type found in artic-
ular cartilage, which synthesizes and secretes extracellular

matrix (ECM) molecules such as collagens, polysaccharides, and
proteoglycans to ECM.(1) The major degenerative pathology
associated with joint and cartilage, which affects the chon-
drocyte, is arthritis. Arthritis can be subdivided into two major
classes: rheumatoid arthritis (RA) and osteoarthritis (OA).

Osteoarthritis (OA) is a group of chronic, painful, disabling
conditions affecting articular joints, which occurs from vari-
ous risk factors such as aging, obesity, and trauma.(2–4) The
initial stage of inflammation plays a major role in cartilage
degradation leading to osteoarthritis, especially the released
interleukin-1b (IL-1b) and tumor necrosis factor alpha (TNF-
a).(5) These cytokines act in an autocrine manner, stimulating
their own production and inducing chondrocytes to produce
proteases, chemokines, nitric oxide, and eicosanoids to drive
catabolic pathways, inhibit matrix synthesis, and promote
cellular apoptosis.(2)

Chondrocytes regulate the balance between anabolism and
catabolism of the extracellular matrix. An alteration in the

protein expression pattern of these cells can influence the
normal matrix homeostasis. The identification of differentially
expressed proteins can help us identify new markers in OA
progression and better understand the underlying disease
processes.

We have produced monoclonal antibodies (MAb) against
chondrocyte surface molecules for use as a research tool and
biomarker for cartilage degradation. One of these is consid-
ering the practical applications of MAb 5D2. This paper re-
ports (1) the biochemical characterization and cloning of the
chondrocyte surface molecule that is recognized by this an-
tibody and (2) its expression level in normal and OA cartilage.

Materials and Methods

Cell culture

Human articular cartilage was obtained (with full informed
patient consent) from the arthroscopic diagnosis of a flat pad
syndrome patient at Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital
(Department of Orthopedics, Faculty of Medicine, Chiang
Mai University, Thailand [approval code 070CT111016]).
Chondrocytes were isolated by overnight trypsin digestion at
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4�C and a subsequent 3 h digestion with collagenase (type IA,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) at 37�C. The cells were washed
with PBS and then cultured in DMEM containing 10% FCS as
high-density primary monolayer cultures until confluence.
Cells were passaged after becoming confluent using 0.05%
trypsin/0.02% EDTA.

Generation of monoclonal antibodies against
chondrocyte surface antigen

The BALB/c mouse was immunized intraperitoneally
three times at 2-week intervals with primary human chon-
drocyte (1 · 107 cells). Spleen cells were isolated and fused
with mouse myeloma P3-X63Ag8.653 cells by standard hy-
bridoma fusion techniques using 50% polyethylene glycol and
HAT medium selection. The immunoglobulin isotype of the
MAb was determined using an isotyping ELISA kit (Sigma-
Aldrich).

Flow cytometric analysis

Human chondrocytes, human synovial fibroblasts, human
skin fibroblasts, lymphocytes, monocytes, chondrosarcoma
cell lines, SW-982, Daudi, U937, K562, hFOB 1.19, and HepG2
cells were pre-incubated at 4�C for 30 min with 10% human
AB serum. Thereafter 5 · 105 cells were stained with 5D2
culture supernatant at 4�C for 30 min. After washing twice
with 1%BSA-PBS, the binding of antibody was detected by
using FITC-conjugated anti-mouse immunoglobulin anti-
bodies. Cells were incubated with conjugate at 4�C for 30 min.
Then, cells were washed three times with 1% BSA-PBS and
analyzed by flow cytometer.

Labeling of cells and immunoprecipitation

The primary human chondrocytes were washed with PBS.
The cells (1–5 · 107 cells/mL) were incubated with 5 mM
sulfo-NHS-LC-Biotin at 4�C for 1 h. The biotinylation was
quenched by washing once with 1 mM glycine in PBS first and
twice with PBS. Then, labeled cells (1 · 107) were solubilized
in 1 mL lysis buffer (5 mM iodoacetamide, protease inhibitor,
1% NP-40, Tris HCl [pH 8.2]) at 4�C for 30 min. The lysate was
collected by centrifugation at 10,000 g, at 4�C for 20 min. The
lysate was mixed with the 5D2 MAb coated CNBr Sepharose
beads at 4�C overnight. After immunoprecipitation and SDS–
PAGE, biotinylated proteins were transferred to nitrocellulose
membrane. The membrane was treated with 5% skim milk in
TBS containing 0.05% Tween-20 (TBST) followed by incuba-
tion with 5D2 MAb in TBST and subsequent incubation with
horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:2000 dilution; Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) in
TBST. The protein was visualized using the enhanced che-
miluminescence plus detection system.

Purification and sequencing of 5D2 antigen

Primary human chondrocyte cell lysate was incubated with
cyanogen bromide-activated Sepharose coupled with MAb
5D2 overnight at 4�C. After extensive washing with PBS, the
bound proteins were eluted with 1x sample buffer (10%
glycerol, 1% SDS, 0.1% bromphenol blue, and 0.0625 M Tris-
HCl [pH 6.8]). The eluted fractions containing the corre-
sponding MAb 5D2 antigen (determined by immunoblotting)
were pooled and separated by SDS-PAGE. The visualized

protein bands were excised, washed twice with 200 mL of 50%
acetonitrile (ACN)/25 mM NH4HCO3 buffer (pH 8.0) at room
temperature (RT) for 15 min, and then washed once with
200mL of 100% ACN. After washing, the samples were ex-
tracted and digested with trypsin. Trypsin fragmentation
products were analyzed by the Q-TOF UltimaTM mass spec-
trometer (Micromass, Manchester, United Kingdom). Peptide
sequences were compared using the MASCOT search tool.

Molecular cloning of 5D2 molecule

The total mRNA was isolated from the primary human
chondrocyte. Thy-1 cDNA was generated by reverse tran-
scription from the isolated mRNA, and the amount of cDNA
was increased by RT-PCR. Thy-1 cDNA was cloned into
pcDNA3.1 plasmid by using BamH1 and EcoR1 adaptors. The
cDNA encoding Thy-1 was transfected to COS-7 cells by us-
ing a transfection reagent. 1–3 · 105 cells were plated in 35 mm
dish, and then added with 1 mg of DNA to GeneJuice reagent/
serum-free medium mixture by adding the entire volume of
mixture drop-wise to cells in the complete growth medium.
The transfection mixture was removed after 2–8 h of incuba-
tion and replaced with complete growth medium. After 48 h
of cultivation, cells were harvested and the expression of the
Thy-1 molecule was detected by indirect immunofluorescence
and analyzed by a flow cytometer.

Papain-induced arthritis

Three Wistar rats were injected with a 4% (w/v) papain
saline solution into the right knee of each rat on days 1, 4, and
7 of the experimental period. Seven days after the last injection
of papain, the animals were sacrificed. The cartilage samples
were removed from the tibial plateau in the right knee. The
samples were fixed in 4% paraformaldehyde overnight and
embedded, then cut into 10 mm thick segments. Some sections
were stained with hematoxylin and eosin (H&E) and Safranin
O. Animal usage conformed with international and national
guidelines for ethical conduct on the care and use of animals.

Immunohistochemical analysis

The expression of Thy-1 was studied during papain-
induced OA. The papain model is characterized by a
proteoglycan depletion of the articular cartilage. After being
deparaffinized, the sections were incubated for 15 min with
Chondroitinase ABC and then incubated for 10 min in 3%
H2O2. After blocking with 3% bovine serum albumin in
phosphate-buffered saline (PBS), sections were incubated
overnight with the monoclonal antibody. Each slide was
stained with sheep anti-mouse IgM (m chain specific) peroxi-
dase conjugated for 1 h. The color was developed using dia-
minobenzidine substrate.

Interleukin-1b induced human articular
chondrocyte culture

To determine the expression of Thy-1 protein in cultured
human chondrocytes, a Western blot analysis was performed.
After the cells had grown to 80% confluence, cells were serum
starved for 24 h before stimulation with the inflammatory
cytokine interleukin-1b (IL-1b, 10 ng/mL). Cells were col-
lected at 0, 24, 48, 72, and 96 h after treatment. The cell lysate
was analyzed on 12% SDS-PAGE and transferred to a
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nitrocellulose membrane. The membrane was treated with 5%
skim milk in TBST containing 0.05% TBST, followed by in-
cubation with the 5D2 MAb in TBST and subsequent incu-
bation with horseradish peroxidase-conjugated secondary
antibody (dilution, 1:2000; Amersham Biosciences) in TBST.

The expression of Thy-1 protein was visualized using the
enhanced chemiluminescence plus detection system.

Results

Cellular distribution of 5D2 antigen

We characterized the molecule recognized by 5D2 MAb
on various cell types, including human chondrocytes, hu-
man synovial fibroblasts, human skin fibroblasts, lympho-
cytes, monocytes, chondrosarcoma cell lines, SW-982,
Daudi, U937, K562, hFOB 1.19, and HepG2 (Table 1) by the
indirect immunofluorescence method. All peripheral blood
mononuclear cells and hematopoietic cell lines, including
lymphocytes, monocytes, Daudi, U937, and K562, were
negative stained with 5D2 MAb. The analysis of cells, which
were found in bones and joints including primary human
chondrocytes, primary synovial fibroblasts, synovial fibro-
blast cell lines (SW982), and osteoblast cell lines (hFOB1.19),
was strongly positive stained with 5D2 MAb. Its expression
was also found in primary skin fibroblasts. On the other
hand, neither chondrosarcoma cell lines (SW1353) nor
HepG2 cells were recognized. These results indicated that
5D2 antigen is expressed in the cells associated with bones
and joints, including human chondrocytes, synovial fibro-
blasts, and osteoblast cells.

Table 1. Flow Cytometry Surface Expression

of 5D2 Antigen on Various Cell Types

Obtained by Flow Cytometry

Primary cell
Chondrocyte +
Synovial fibroblast +
Skin fibroblast +
Lymphocyte -
Monocyte -

Cell lines
Chondrosarcoma (SW1353) -
SW 982 +
Daudi -
U937 -
K562 -
hFOB 1.19 +
HepG2 -

+ , Markers staining positive in more than 98% of cells; - , markers
expressed in less than 2% of cells.

FIG. 1. Biochemical characterization of cell surface molecule recognized by 5D2 MAb. Western blot analysis of immuno-
precipitates obtained with either 5D2 MAb from lysates of surface biotin-labeled HAC (lane 1), HepG2 (lane 2), and SW1353
(lane 3). (A) The culture media of HAC was subjected to Western blot analysis using 5D2 MAb (lane 4). (B) Flow cytometric
analysis of 5D2 molecule expression on HAC, HepG2, and SW1353.
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Biochemical characterization of surface molecule
recognized by 5D2 MAb

Biochemical studies were performed to characterize the
molecule that is recognized by 5D2 MAb using an immuno-
precipitation technique. As shown in Figure 1, researchers
were able to precipitate a 35 kDa protein from the lysates of
surface-biotinylated primary human chondrocytes using 5D2
MAb coupled with cyanogen bromide-activated Sepharose,
whereas the antibody did not bind to any protein in cell ly-
sates of HepG2 and SW1353 cell lines (Fig. 1A). These results
were confirmed by flow cytometric analysis (Fig. 1B). Fur-
thermore, it was found that the 5D2 molecule can be detected
in the culture medium of primary human chondrocytes (Fig.
1A, lane 4).

Mass spectrometric identification of 5D2 molecule

The analysis of 5D2 molecule by mass spectrometry re-
vealed that the 5D2 molecule was significantly matched with
Thy-1. Sequence homology search in the NCBI protein data-
base revealed that Thy-1 is 100% identical to the 5D2 antigen
[Homo sapiens] (gij13195770) (AAB26353); 80% identical with
the CD90 protein [Sus scrofa] (gij224697007) (CAM58077);
and 69% identical with the CD90.1 [Mus musculus]
(gij38325830) (AAR17087) (Table 2).

To confirm the identification of 5D2 molecule in which
the structure has been revealed by mass spectrometry, the
cDNA of Thy-1 was inserted via EcoRI and BamHI into the
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FIG. 2. Molecular cloning of Thy-1 molecule in COS-7 cell.
Expression construct for Thy-1 or mock expression vector
(pcDNA3.1) was used to transfect COS-7 cells. After 48 h of
transfection, cells were harvested. Western blotting utilized
primary antibody to Thy-1 followed by HRP-conjugated
secondary antibody and enhanced chemiluminescense for
visualization of Thy-1 molecule.
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pcDNA3.1 vector and transfected into the COS7 cells,
which were subsequently tested for binding of the 5D2
MAb. The transfected COS7 cells expressed Thy-1 mole-
cule, which was observed by Western blot analysis (Fig. 2),
demonstrating that the 5D2 antigen is indeed a determinant
of the Thy-1 molecule.

Expression of Thy-1 in osteoarthritis

The Thy-1 expression was investigated in the rat model
of experimental arthritis using papain-induced arthritis

by immunohistological staining. It was found that carti-
lage in the control rat had a normal chondrocyte struc-
ture, showing an intact surface and typical staining of the
matrix with Safranin O (Fig. 3A,C). This contrasts with
the OA group, which showed marked morphologic
changes and the loss of matrix components (Fig. 3B,D). A
further investigation of the Thy-1 expression in normal
and OA rat cartilage by immunohistochemistry used
MAb 5D2, and it was found that the expression of Thy-1
was significantly higher in OA than in normal cartilage
(Fig. 3E–G).

FIG. 3. Histologic analysis of papain-induced osteoarthritis in the knee joints of Wistar rats. Right knee joints were injected
with papain solution. The non-injected left knee joints served as internal controls. Sections of articular cartilage from the knee
joints of control or OA rats were stained with H&E to visualize cell morphology (A,B) and stained with Safranin O to detect
proteoglycans (C,D). Expression of Thy-1 molecule was examined by immunohistochemistry (E,F). H&E staining in normal
knee joint (A) and after papain injection (B). Safranin O staining in normal knee joint (C) and after papain injection (D). Thy-1
expression in normal knee joint (E) and after papain injection (F). Average optical density of reaction products was tested by
image analysis (G). Statistical significance, **p < 0.01.
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Researchers further assessed the expression pattern and
determined the precise immunolocalization of Thy-1 in nor-
mal and OA human articular cartilage tissue samples. It was
found that there was a complete loss of cartilage and chon-
drocyte aggregation in arthritic lesions in OA samples. In OA
tissue samples, clusters of chondrocytes showed strong im-

munoreactivity with 5D2 antibody compared with normal
cartilage (Fig. 4).

Because a number of inflammatory cytokines play an im-
portant role in osteoarthritis, we then studied the effect of IL-
1b on Thy-1 expression in a human articular chondrocyte
culture. It was found that there was an increased Thy-1 ex-
pression in the cell lysate at 24 h after treatment with the cy-
tokine interleukin-1b (Fig. 5), which was demonstrated by the
Western blotting technique.

Discussion

In the present study, monoclonal antibodies were pro-
duced against the primary human chondrocyte surface anti-
gen. A MAb named 5D2 was selected for further
characterization. It was found that 5D2 antigen was a 25–
35 kDa protein that is expressed in many cell types, including
chondrocyte, synovial fibroblast, osteoblast, and skin fibro-
blast. By using a mass spectrometry analysis and cloning
system, it was proven that the 5D2 antigen was a determinant
on the Thy-1 molecule.

Thy-1 is a 25–37 kDa GPI-anchored cell surface protein that
belongs to the immunoglobulin-like supergene family(6)

originally described as a marker for thymocyte differentiation
in mice.(7) Thy-1 was subsequently found to be expressed
in various cell types, including fibroblasts, endothelial cells,
neurons, and chondrocytes. Thy-1 has been reported to
function in T cell activation,(8,9) neurite outgrowth,(10) apo-
ptosis,(11,12) and tumor suppression.(13) In joint tissue, Thy-1 is
also expressed by synovial fibroblast, chondrocyte, and
mesenchymal progenitor/stem cells.(14) The precise biological
function of Thy-1 in joint tissue is not clear. It has been re-
ported that the expression of Thy-1 in chondrocyte was cor-
related with its chondrogenic potential. The chondrocyte with
higher chondrogenic potential showed the lack of Thy-1
expression.(15) Interestingly, the expression of Thy-1 was in-
creased during monolayer culture, which referred as de-
differentiation of the chondrocyte.(15) There is increasing
evidence that interleukin-1b induced chondrocyte dediffer-
entiation by reducing type II collagen expression.(5,16,17) This
event played an important role in OA development.

In an in vitro study, the inflammatory cytokines interleukin-
1b and tumor necrosis factor-a up-regulated Thy-1 expres-
sion in vascular endothelial cells.(18,19) In the present study,
we found that interleukin-1b induced Thy-1 expression
in human chondrocytes. This demonstrated that Thy-1 was
up-regulated in human chondrocyte cells in response to
interleukin-1b.

FIG. 4. Thy-1 expression on human normal (A) and osteoarthritic cartilage (B). Normal and osteoarthritic cartilage sections
were stained with 5D2 MAb, which detected the stained antibody by using sheep anti-mouse IgM (m chain specific) per-
oxidase conjugated. The color was developed using diaminobenzidine substrate.

FIG. 5. Expression of Thy-1 protein in cultured human
primary chondrocytes. Cells were serum starved for 24 h and
incubated with the inflammatory cytokine interleukin-1b (IL-
1b, 10 ng/mL). Cells were lysed with sample buffer at 0, 24,
48, and 72 h after treatment. (A) Western blot analysis was
performed with 5D2 MAb. (B) Densitometric analysis of
Thy-1 expression.
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In OA, the production of pro-inflammatory cytokines,
such as IL-1b and TNF-a, are increased by articular chon-
drocytes. The current study was designed to study the ex-
pression of Thy-1 in OA disease. The expression of Thy-1 was
studied in papain-injected rat joints and compared with
normal knee joints using immunohistochemical methods. It
was found that in the cartilage of normal knee joints hardly
any expression of Thy-1 was observed. After injection of
papain, the expression of Thy-1 was enhanced. Similar re-
sults were observed in human osteoarthritis cartilage. This
result indicated that Thy-1 was increased in OA, which was
the outcome of the inflammation cascade. Secreted forms of
Thy-1 (sThy-1) have been found to be significantly elevated
in synovial fluid of patients with RA.(20) Synovial fluid
contains cytokines, matrix degradation products, enzymes,
and other factors. The expression of sThy-1 may be induced
or enhanced under these conditions and the membrane-
bound Thy-1 is shed or cleaved from the cell surface to the
synovial fluid.

In summary, the up-regulation of Thy-1 by the inflamma-
tory cytokine interleukin1-b in articular chondrocytes and the
increase of Thy-1 in two experimental arthritis conditions,
including papain-induced rat arthritis and osteoarthritic hu-
man cartilage, suggest that Thy-1 may be a good marker for
investigating OA disease.
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