
 

 
 

��������	
���
�
������ 

                                       (
����
������) 

 

 

������� 

 

 

�����������������������!
������"� 


��#�
�$��%�&��
��'��
�� 
 
 

 

 

�!� 
 

��. !�.��*���� ��&�+
"�����"� ,�� ���- 

14  �"�'��
�/� 2551 



 � 

 

                                                               

00���3&*6 RTA/4680001            

 

��������	
���
�
������ 

(
����
������) 

 

 

������� 

 

 

�����������������������!
������"� 


��#�
�$��%�&��
��'��
�� 
 

 
                                      ���;�<��	
� 
            

1. ��. ��. �������  �	
	��
�����
�    ����	
�������� �.��������	�
�� 
2. ��. ����������  �����
�                 ����	
�������������
�� �.�������
� 
3. �������!����"� ����#�����	$         ����	
�������������
�� �.�������
� 
4. �.�.�
%� ��&'�����                        ����	
�������������
�� �.�������
� 

          5. �.�. ����� ��(��)����                      ����	
�������� �.��������	�
��  
6. �. �.*. +��
�� ����
+���	'            �����
������� �.��������	�
�� 

 

        

�
�
�"��!�
���
�����%�&"�
�
�
�"������	
� 

(�����"&�-���������/�#0����7!8�	��� ���.%�(�)��#0��8���"&��8������%#) 



 
� 

 
                           ��++�����=����� 
 

          ������	
����
	����������
��	� ����	���������������������!�"#$�������%�$"�

&
��'	()*
�� ��+,�$�����	���������!��	������������	�����������	
 '�
"�$����������-

�
��-���	
 (�-/����	
���������.) ����!��2 2546 %
� ������7	������ (BarrierMed, 

Inc./Siam Polymer Engineering & Consultation Co., Ltd.) ;<��,�$�;=��	>>� “Research 

and Development Agreement on Allergen Test Kits”  �	� ���. �-?���	���� 13 ���#�G-  

2546 G(�&H$���	
�����G�(�!��	������������	�����������	
%
����7	�������	��
��� 

"������	�����������	
��+ ���!�"#$������	
�!���=�
�
���,�,�$�$�
�����	�#�<��  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 1

�������	��
��
�
 
�&��� 

                     ��
�����

����
���?+�#�������	
��� �G��������	
  ��?��� "���N<�7��+!�


������"����	��-�
��
�!�#�	�,�����GN	�
'���H�"   ,�$OH�%
������Q� 2 ������-
	�7(�

������  G?� ����%�������$�������� ;<��,�$%
���
����
H�"���
�����	��-�H�(* ��


�������$�
�G�����
��
 6 �G����� G?� 1) ����G
�����%������%
�G�(�-�	��������������

�!�"#$�������%�$�	�"#-����
������ 2) ���N<�7���G*G��-�H$"#-�����
��	�����	��G���#*
��  3) 

���N<�7��������$����?+�%G����$�����+!�
������ 4) ���N<�7�������U�/�V���������
	�
	+�

�������� �����?+������G%
�������
���*"�$������%��
* 5) �������
- ���
	�
	+�%G����$�%
�

���
	�
	+���������"����-�(�H�����+!�
������%
������������	����G
����  %
� 6) ���

�	����������� ELISA ��?��"�$��Q��	������+���,#
���
��  %
� ����������;<����Q������������

��(��
*�����-�'�G��������-
���� 1 �G����� G?� ����	���������������������!�"#$�������

%�$"�&
��'	()*
�� ;<��,�$%
���
����
H�"���
�����	�
	��������+  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 2

                     

A. ����
�������������������������!�������"�!��#$��%
&'(��	 

                

              ����	���������������������!�"#$�������%�$"�&
��'	()*
�� ��Q��G��������,�$�	����

��	��������-������7	������ (BarrierMed, Inc./Siam Polymer Engineering & Consultation 

Co., Ltd.) ;<��,�$�;=��	>>� “Research and Development Agreement on Allergen Test Kits”  

�	� ���. �-?���	���� 13 ���#�G-  2546  ��?��"#$�����	���������	���������������������!�"#$

�������%�$���&
��'	()*
��  %����?���������7	�-�,�$�!��������"#$���������	�����G����-

�	>>�  �<��!�"#$��-��O�!��������,�$"����	���?���-�H�(*�����	+� ��
,�$��� progress reports 

,�"#$ BarrierMed ��$�-�	+��!����"#$ ���. 2 G�	+�  �	���

����
��	����,���+ 

 
A.1 ���������	
����
��������
�	����������� 17 kD 
�� 30 kD ���������!��"���
#� 
                  �����
������	
��	��-�H�(*����G����� “���N<�7��+!�
������"����	��-�
��


��?�����
���*"�$"������#���-”  (�	>>��
���� RTA/08/2543) ,�$-����G$�������������!�"#$����

���%�$����,-�
�
�
�+!��	�"#-� 2 �	�  ;<����"�$�!�#�	�����	���������������������!�"#$����

���%�$"�&
��'	()*
�� G?������� 17 kD %
� 30 kD  ��
�����$�� monoclonal antibody ���

�������	��
�����?���!�,�"�$%���������	��
���"�����������?���	��	�����������!�"#$�������%�$

�	��
��������	�,�$���&
��'	()*
�� �	��	+��<��$��-�����!�����������!�"#$�������%�$�	��
���"#$

������/�V����������!�,�"�$��Q�%������� �	���+    

 

�������	
��
����� 
                 a) �������
-%--����������������'�G�$�#
��  

                     �!��+!�
�����������,�$"#-�Z (��
���"�$'����%���+!�%�=����
"������=��+!�
�� 

��?���[���	����%��������'�G
H��
�*) ,�%
��$�
�G�?��� ultracentrifuge ( 45,000g , 45 min) 

��?��%
��+!�
�������Q��	+������������,��$�
���'�G
�� �	+��
��#�?�����"���� cytosol (C-

serum) %
� �	+��$�#
�� (bottom fraction, BF) �!��	+��$�#
�����������,��$�
���'�G  

(luotid %
� Frey Wyssling ) ���-��--%���#��#�$- ,���	�����������_`����
���
$���$�
 

isotonic buffer ( 0.9% NaCl "� 50 mM Tris-HCl, pH 7.4)   �!�����
�
���'�G��� BF �$�


��� Freeze-thaw  ;+!�#
�
G�	+�����(�#'H-� -20
o
C �
	��	���(#'H-�#$�� �|}�%
�������� BF 

membrane  (BM) �����������������#
� (B-serum)  %
$��!�������� BF membrane  

(BM) ,���	�����������_�̀������� BM ��
���
$���$�
 isotonic buffer   

                 b) �������
-����������!�"#$�������%�$���� 17 %
� 30 kD ��� BM 

                      �!������	� proteolipids  (PL) ��� BM �$�
���
�
�
�$�
�	��!�
�
�


������
* %chloroform:methanol (2:1,v/v) ��
"�$���-��� 5 ���� ���������	�&��������7���� 
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%
$������+�,�$"#$%
��	+� �!����%
���������	+���;<����,�$ proteolipid ���
�
�
,�$"� methanol 

#�?� BMPL/M ;<����������,��$�
����������!�"#$�������%�$����  30 kD %
������	+�
���

��-��O����
-��Q�,���� proteolipid fluff  #�?� BMPL/f  ;<����������,��$�
����������!�"#$

�������%�$����  17 kD %
���
�
�
H���#�����	+� chloroform %
� �+!� #
	�������-�+!���
?� 

(0.6% NaCl) 
�,�  �!�����������������"� BMPL/m %
�  BMPL/f �$�
 60%  acetone 

%
$��!�,��!�������/�V����$�
��/� preparative SDS-PAGE  

                 c)  ����!� IgE immunoblot 

                       �!�������;<��
�
�
�+!�,�$�������
-,�$��� BF "��H� BMPL/m %
� BMPL/f  

;<����Q����������
�
�
�+!�,-�,�$,��!����%
��$�
 SDS-PAGE  �$�
���O��
�������	��
��� 
�

"�%&�� nitrocellulose %
$��!� immunoblot  ��"�$serum ���,�$���&H$%�$���������
��  ��$�-

�$�
����!�
$�-"#$�#=�%O� IgE binding protein  �$�
���"�$ anti human IgE �����?��-�	� 

alkaline phosphatase  

  

�
�����
��	
��
������
 
 

                            ����������!�"#$�������%�$ 2 �	������"�$"�����	�����������G?������� 

17 kD %
� 30 kD ;<����-��O�!�,�$������/�V  ��
����!� proteolipid  (PL) ��� bottom 

membrane (BM) �������
-�
H�"��H���� BMPL/f %
� BMPL/m  ,���������$�
 acetone ���

G��-���-�	� 60%  ,��!�������/�V&��� preparative SDS-PAGE  %
$������- fraction ���"#$

������������/�V 17 kD  (�H���� A.1, A ) %
� 30 kD (�H���� A. 2, A)   ��
��-��O
?�
	�O<������Q�

����������!�"#$�������%�$��� (IgE reactive) ������������������/�V�������!� IgE- immunoblot  

��
"�$;��	�-��������-���	����%�$���������
�� �	�&
����H� B ����H���� A.1 %
� A.2  

��-
!��	�  %
��������!������� 17 kD  %
� 30 kD ���������/�V,�#�
!��	������-��������( 

N-terminal  �	�&
"��������� A.1 %
� �������� A.2  &
���,�$��-��O 
?�
	�O<�G��-������/�V���

�������������
-,�$������-� N-terminal ���
� %
����&
������
�
!��	������-����$�� N-

terminal  �	��$�-H
"� database ��-��O
?�
	�,�$�����Q��������	��
�����Q�����������!�"#$����

���%�$ ����"#-� 
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            A                                         B 

                     
            �H���� A.1.  SDS-PAGE  (A) %
� IgE-immunoblot (B) ��� ������"� fraction  

         ����Z���,�$ ����!�������/�V������ 17 kD (#4-13)  ��
��/�  preparative SDS-PAGE 

 

            A                                    B                           

 
             �H���� A.2.  SDS-PAGE  (A) %
� IgE-immunoblot (B) ���������"�fraction ����Z���    

      ,�$����!�������/�V������ 30 kD (#48-66)��
��/� preparative  SDS-PAGE 
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 �������� A.1  &
����!� N-terminal sequence ��������� 17 kD: DLDVFVTGSF 

 
 

Cycle 
Number

N���C

Major
assigned 

a.a.'s

Amount
in

pmoles 

Minor
assigned 

a.a's Cycle Comments: 
1 D 15  Positive assignment above background 
2 L 16  Positive assignment above background 
3 D 15  Positive assignment above background 
4 V 15  Positive assignment above background 
5 F 12  Positive assignment above background 
6 V 15  Positive assignment above background 
7 T 14  Positive assignment above background 
8 G 9  Positive assignment above background 
9 S 5  Positive assignment above background 

10 F 8  Positive assignment above background 
11      
12      
13      
14      
15      
16       
17        
18         
19         
20         
21         
22         
23         
24         
25         

 
General comments:  The sequence was clearly above background. 
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�������� A.2 &
����!� N-terminal sequence ��������� 30 kD: GGIAIYWGQN 
 
 

Cycle 
Number

N���C

Major
assigned 

a.a.'s

Amount
in

pmoles 

Minor
assigned 

a.a's Cycle Comments: 
1 G 4  Positive assignment above background 
2 G 4  Positive assignment above background 
3 I 5  Positive assignment above background 
4 A 4  Positive assignment above background 
5 I 5  Positive assignment above background 
6 Y 4  Positive assignment above background 
7 W 2  Positive assignment above background 
8 G 3  Positive assignment above background 
9 Q 3  Positive assignment above background 

10 N 1  Positive assignment above background 
11      
12      
13      
14      
15      
16       
17        
18         
19         
20         
21         
22         
23         
24         
25         

 
General comments:  The sequence was clearly above background. 
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A.2  ���$����%������%�
%����%"� &��'���(��)��!#���*%������ 30 kD 
          ���&
��-����G
��
%������������ IgG ;<��-�G��-�!��������������  30 kD -�

��

����
��	����,���+: 

 

 Materials and Methods:  
               a) Immunization Pattern (Table A.3) 

      First immunization, 10-15 �g of  antigen (purified 30 kD  ) was mixed with 

Complete Freund’s Adjuvant (CFA) and injected to intraperitoneal of a mouse. First 

boosting with 10-15 �g antigen in Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA) was followed two 

weeks after the first immunization. The whole immunization schedule is described in 

table1. Three days after the final  boost, mouse spleen cells were collected for fusion. 

 

Table A.3. Immunization schedule on mouse Balb/c with 30 kD  proteins. 

Day Manipulation Antigen (�g) Adjuvant 

0 Primary Immunization 10-15 CFA 

14 Boost # 1 10-15 IFA 

28 Boost # 2 10-15 IFA 

32 Boost # 3 10-15 IFA 

46 Boost # 4 10-15 IFA 

50 Fusion 3-4 day after 

boosting # 4 

- - 

 

b)  Fusion of mouse spleen cells with myeloma cells 

      Prior to cell fusion, the partner (myeloma) cell line was expanded and a 

booster injection of antigen  administered to the primed animals. On the day of fusion, 

the spleens were harvested. Spleen cells and partner cells are washed, harvested, and 

mixed. Cell fusion is performed at 37�C in the presence of polyethylene glycol (PEG). 

The resulting fused-cell mixture is harvested and plated onto tissue plates. After 
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incubation with hypoxanthine, azaserine (HA) medium and feeding over 2 weeks , the 

hybridomas were then ready for screening. 

Cell preparations :         

       Myeloma cell : A day before performing cell fusion, myeloma cells was 

checked under an inverted microscope to make sure that they are not contaminated and 

there is enough cells for the fusion. 

       Spleen cells : The immunized Balb/c mouse was sacrificed and spleen 

aseptically harvested. 

                    The cells (myeloma and spleen cells) were counted and assessed viability 

in each cell suspension using a hemacytometer and Trypan blue exclusion. Add an 

appropriate number of myeloma cells into the entire volume of spleen cells using, cell 

ratio of 10 : 1 (spleen: myeloma ) and  sediment  by centrifugation . 

 Cell fusion :  

The supernatant was aspirated and pellet suspended by tapping the end of the 

tube. Polyethylene glycol (PEG) was added while tapping the side of the tube for 

thorough mixing. The pellet was separated and suspended under RPMI medium.  The 

pellet was next resuspended in HA medium, at appropriate volume to bring the cells to 

about 1 x 10
5 

 cells/well/200μl and  dispensed into 96 well plates (200�l/well). Resulting 

hybridomas were checked ,about 10-14 days after fusion, under an inverted microscope 

and screened for the clone cells with high titer by ELISA method. 

c) Cloning of hybrid cell by limiting dilution: 

   Monoclonal antibodies are secreted by the progeny of a single cell that can 

produce only a single antibody. Cloning is required to ensure that the problem of 

polyspecificity are avoided and the risk of overgrowth by nonproducing cells minimized. 

Although cloning can also be performed by the soft-agar technique, clone derived by this 

techique must be adapted to liquid culture before the supernatants can be tested. Cloning 

by limiting dilution allows direct testing of the supernatants, therefore, 10-14 days after 

first limiting dilution, the hybridoma clones can be directly checked under an inverted 

microscope and the titer screened by ELISA. The clones having high titer can be 

subjected to second limiting dilution for monoclonal antibody with high specificity. 

d)  Immunoglobulin type checking : 

 Type of immunoglobulins were checked by using ELISA and isotyping kit.  

Immunogkobulin standrards in isotyping kit are rabbit anti - mouse immunoglobulin panel 

;IgG1,IgG2a ,IgG2b, IgG3,IgM,IgA,� chain and � chain. Second antibody is goat anti- 
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rabbit immunoglobulin horseradish peroxidase conjugate. Substrate is TMB peroxidase 

and  stopping solution is 1% HCl 

e) Production of ascites fluid containing monoclonal antibody 

   A major advantage of using monoclonal antibodies over polyclonal antisera is 

the potential available of large quantities of the specific monoclonal antibody. In the 

general, hyridoma cells (2-2.5x10
6
 cells ) are injected into pristanised Balb/c mice. After a 

few weeks, the ascites  containing  high concentration of monoclonal antibody together 

with other proteins is collected. To obtain a purified preparation of the monoclonal 

antibody, an affinity chromatography  purification is required. A high-titer monoclonal 

antibody preparation can be obtained from the ascites fluid of BALB/c (8-9 weeks) 

inoculated intraperitoneally with monoclonal antibody – producing hybridoma cell. The 

fluids are collected several times following injection of the hybridoma cell.  

              f) Purification of Monoclonal Antibody 

The ascitics fluid obtained from intraperitoneal of BALB/c mice was precipitated 

with ammonium sulphate ,at 4�C, at final saturation of 40%.  The suspension was 

centrifuged at 10,000 rpm for 20 min.   The pellet was dissolved in 0.02 M sodium 

phosphate buffer pH 7.0 and dialyzed overnight in the same buffer. A protein A 

Sepharose column was equilibrated with 0.02 M sodium phosphate buffer pH 7.0 for 2-3 

column volumes, before loading with the dialyzed sample. The column was then washed 

with 0.02 M sodium phosphate buffer pH 7.0 and eluted with 0.1 M citric acid pH 3.0 

about 5-10 column volumes.   Each eluted fraction was neutralized with 1.0 M tris-HCL 

buffer pH 9.0 (60 �l/ml of fraction ).   The OD280 of each fraction was determined and the 

eluted peak fractions were pooled and concentrated by centrifugation in concentration 

tube and subjected to dialysis by using gel filtration column.  

 

Results and discussion:  
 a) Result on cell fusion trails  

a.1) Mouse number 1 

       Spleen cells of mouse number 1 immunized with purified 30 kD antigen were 

harvest and fused with myeloma cells. Two weeks later, hybrid cells were screened 

antibody production by ELISA method . The supernatant from 346 clones of hybrid cells 

were used for antibody titer determination. The result indicated 24 clones with high titer 

against 30 kD (OD450 > 4.00), 45 clones with titer OD more than 3.00 (OD450>3.00), 

and 49 clones with titer OD more than 2.00 (OD450>2.00). The ELISA OD screening 
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result  and details on the corresponding clone cells applied to microtiterplate were shown 

in  Table A.4 and A.5, respectively. The clone no. 57, 73, 204, 213, 251, 302, 323, 326 

were selected and subjected to first limiting dilution. 

 

Table A.4. The hybrid clone numbers from which their supernatants were applied to 

microtiterplate for antibody titer measurement by ELISA method as shown in Table A.5. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Blank C15 C323 C302 C221 C57 C208 C242 C250 C260 C268 C276

B Blank C16 C24 C215 C222 C73 C209 C243 C251 C261 C269 C277

C NC C17 C210 C216 C223 C230 C236 C244 C252 C262 C270 C278

D NC C18 C211 C217 C224 C231 C237 C245 C253 C263 C271 C279

E PC C19 C202 C218 C225 C232 C238 C246 C254 C264 C272 C280

F PC C20 C204 C219 C207 C233 C239 C247 C255 C265 C273 C281

G C13 C21 C206 C206 C226 C204 C240 C248 C256 C266 C326 C282

H C14 C22 C213 C220 C227 C235 C241 C249 C257 C267 C340 C283

NC  =  Negative control;  PC  =  Positive control;  

C    =  Hybrid clone cell exp.; C13 = Hybrid clone cell number  

 

Table A.5.  The optical density of antibody produced by corresponding hybridomas in  

                Table A.4. 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0.04 Out Out Out 1.03 Out 0.99 0.81 0.85 0.73 1.57 3.03

B 0.04 0.67 1.48 1.42 0.63 Out 3.89 1.87 Out Out 0.94 2.12

C 0.23 2.12 1.44 1.42 1.25 3.22 1.27 0.67 1.23 0.57 0.96 0.61

D 0.23 0.78 1.47 1.17 0.67 1.30 1.31 2.04 0.57 0.74 0.57 0.83

E Out 1.04 2.03 0.86 3.51 0.68 2.94 3.31 0.84 0.52 1.44 3.15

F Out 0.66 1.40 3.39 1.39 1.38 1.04 1.99 1.77 1.33 0.93 1.03

G 2.51 0.97 2.36 1.50 1.38 Out 1.02 1.36 1.95 1.05 Out 0.97

H 1.10 2.78 Out 1.75 0.63 3.17 1.15 1.10 0.71 1.07 1.05 0.75

Out = OD 450 >  4.00  (high titer) 
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a.2)  Mouse number 2 

        Spleens of mouse no. 2 immunized with 30 kD antigen under the same 

condition as mouse number 1 were harvest and fused with myeloma cells. Two weeks 

later, hybrid cells were screened  for anti-30 kD antibody production by ELISA method. 

The supernatant from 285 clones of hybrid cells were used for antibody titer 

determination. There were 10 clones with have high titer against 30 kD (OD450 > 3.00).  

Selection was made on 4 most positive hybridomas and subjected to first limiting dilution.  

 

 b)  Cloning of hybrid cell by limiting dilutions: 

 b.1) First limiting dilution 

 b.1.1) Anti-30 kD hybridmas derived from mouse number 1  

          The selected eight most positive hybridomas from the first fusion were subjected 

to limiting dilution. As many as 270 clones were found in the first limiting dilution under an 

inverted microscope. There were 69 clones exhibiting antibody titer against 30 kD when 

determined by ELISA method. The titer values and their correspoding clones were shown 

in Table A.6 and Table A.7, respectively. There were 16 clones with high titer against the 

30 kD and clone no. 137, 138, and 170 were chosen for secondary dilution limiting. 

 

 

Table A.6. Hybridoma clone numbers obtained after first limiting dilution  and their 

corresponding supernatants applied to microtiterplate for measuring the antibody titer by 

ELISA as shown in Table A.5. 
 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Blank C100 C108 C116 C124 C132 C140 C148 C156 C164 C12 C92

B Blank C101 C109 C117 C125 C133 C141 C149 C157 C165 C13 C93

C NC C102 C110 C118 C126 C134 C142 C150 C158 C166 C14 C94

D NC C103 C111 C119 C127 C135 C143 C151 C159 C167 C15 C95

E PC C104 C112 C120 C128 C136 C144 C152 C160 C168 C16 C96

F PC C105 C113 C121 C129 C137 C145 C153 C161 C169 C17 C97

G  C106 C114 C122 C130 C138 C146 C154 C162 C170 C18 C98

H  C107 C115 C123 C131 C139 C147 C155 C163 C171 C19 C99

NC  =  Negative control; PC  =  Positive control; C    =  Hybrid clone cell 
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Table A.7. The ELISA optical density of anti-30 kD antibody produced by corresponding 

clones shown in Table A.6. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A  0.37 0.25 0.40 0.26 3.86 1.45 0.33 0.22 0.25 0.35 0.68

B  0.33 0.35 0.53 0.40 3.58 0.29 0.23 0.24 0.26 0.25 0.41

C  0.55 0.49 0.43 0.28 3.47 0.28 0.24 0.23 0.36 0.44 0.35

D  0.40 0.44 0.73 0.32 3.79 0.25 0.30 0.26 0.46 0.25 0.31

E  0.41 0.39 0.299 3.27 3.73 0.20 0.39 0.26 0.33 0.40 0.34

F  0.45 0.43 0.27 2.81 3.82 0.32 0.47 0.28 0.60 0.44 0.30

G  0.43 0.32 0.25 3.53 3.87 0.28 0.22 0.25 3.52 2.89 0.40

H  0.29 0.33 0.35 3.72 2.39 0.24 0.26 0.29 0.33 2.11 0.34

 

 
  b.1.2) Anti-30 kD hybridomas derived from mouse number 2 

        Four most positive hybridomas were subjected to first limitation. Two weeks later, 

hybrid cells were screened by ELISA method. The supernatant from 178 clones of hybrid 

cells were employed for anti- 30 kD antibody titer determination. There were 12 clones 

with high titer against 30 kD (OD450 > 3.00) and 4 most positive clones were selected for 

second limitation. 

 b.2) Second limiting dilution  

 b.2.1) Anti 30 kD hybridomas (mouse no.1) from first limiting dilution  

Three selected hybrid clones obtained after the first limiting dilution were 

subjected to second limiting to ensure that monoclonal antibody production derived from 

one cell only. A total number of 186 clones was obtained from secondary limiting, but only 

100 clones showing titer against 30 kD. The titer values and their corresponding clones 

were reported in Table 8 and 9 respectively. About 32 clone possesed high titer against 

30 kD. These clones were amplified in tissue culture flask for production of monoclonal 

antibody, preservation of cells, characterize the type of immunoglobulin and determination 

of specificity against 30 kD protein . 
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Table A.8. Hybridoma clone numbers obtained after second limiting dilution from which 

their corresponding supernatants applied to microtiterplate for measuring the antibody titer 

by ELISA method shown in Table A.9. 

 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Blank C5 C13 C21 C29 C37 C44 C52 C60 C68 C76 C84

B Blank C6 C14 C22 C30 C105 C45 C53 C61 C69 C77 C85

C NC C7 C15 C23 C31 C38 C46 C54 C62 C70 C78 C86

D PC C8 C16 C24 C32 C39 C47 C55 C63 C71 C79 C87

E C1 C9 C17 C25 C33 C40 C48 C56 C64 C72 C80 C88

F C2 C10 C18 C26 C34 C41 C49 C57 C65 C73 C81 C89

G C3 C11 C19 C27 C35 C42 C50 C58 C66 C74 C82 C90

H C4 C12 C20 C28 C36 C43 C51 C59 C67 C75 C83 C91

 
Table A.9. The ELISA optical density of anti-30 kD antibody produced by corresponding 

clones shown in Table A.8. 
 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A  0.21 3.14 2.17 2.87 0.25 0.156 0.22 0.18 0.21 0.29 0.30

B 2.57 2.75 0.60 3.04 0.20 0.168 0.28 0.15 0.23 0.15 0.22

C 2.40 3.05 2.05 2.61 0.198 0.171 0.21 0.24 0.18 0.27 0.14

D 3.27 2.22 3.11 2.36 0.23 0.31 0.16 0.28 0.20 0.16 0.21

E 2.74 0.62 3.16 3.25 2.21 0.23 0.19 0.19 0.20 0.20 0.18 0.21

F 3.43 2.78 3.35 3.11 0.24 0.22 0.21 0.23 0.20 0.17 0.24 0.21

G 2.24 0.40 2.70 3.32 0.22 0.23 0.24 0.20 0.21 0.20 0.26 0.17

H 1.49 3.01 3.03 2.96 0.27 0.19 0.25 0.21 0.25 0.20 0.17 0.21

 
 
 
b.2.2)  Anti-30 kD hybridoma (mouse number 2) from first limiting dilution  

         Four most positive hybridomas were selected to subjected to second limitation.  

Two weeks later, hybrid cells were screened by ELISA method. The supernatant from 206 

clones of hybrid cells were determined the titer. The result indicated 82 clones with high 

titer against 30 kD (OD450 > 4.00) and 39 clones with OD450>3.00. Twenty most positive 

clones were selected for immunoglobulin typing using isotyping kit , ELISA method. 
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c) Typing of monoclonal antibody   

c.1)  Anti-30 kD hybridomas derived from mouse number 1 

         Monoclonal antibodies from 33 hybrid clones obtained after the second limiting 

dilution were characterized  for the type of immunoglobulin by using isotyping kit (Bio-

Rad, USA). The result revealed that 29 clones were IgG2b Kappa class, 2 clones IgG1 

with low titer , 2 clones with no antibody secretion and high titer only observed  on  IgG2b 

and k chain.  
 

Table A.10. Titer values ( OD 450 ) obtained from isotyping kit in characterization of 

second limiting of  fusion clone (mouse number 1). 
 

C 14 C 17 C 18 C 19 C 20 C 21 C 23 C 24 blank 

IgG1 1.194 1.461 1.124 1.151 1.548 0.995 1.140 1.058 0.042 

IgG2a 0.310 0.347 0.232 0.271 0.399 0.201 0.25 0.210 0.042 

IgG2b Out 3.971 3.889 Out 3.996 3.879 Out 3.995 0.042 

IgG3 0.251 0.343 0.213 0.242 0.396 0.208 0.222 0.191 0.040 

IgM 0.404 0.508 0.336 0.402 0.552 0.278 0.386 0.292 0.040 

IgA 0.732 0.757 0.634 0.920 0.814 0.587 0.734 0.607 0.092 

� chain 3.561 3.79 2.623 3.598 Out 3.735 3.858 Out 0.091 

� chain 0.312 0.34 0.238 0.292 0.398 0.218 0.260 0.295 0.051 

 

 c.2)  Anti-30 kD hybridoma from mouse number 2 

Twenty most positive clones, obtained after the second limiting dilution, were selected for 

typing of the immunoglobulin. Types of immunoglobulin that produced from these clones 

all are all IgM Kappa class since the result indicated higher titer values on IgM  than any 

other types. All twenty clones were preserved at – 80 � C for the stock. Some data on 

characterization by isotyping kit (ELISA system) was shown in Table A.11. 
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Table A.11. ELISA OD 450 obtained from isotyping kit  obtained from immunoglobulin 

characterization among clones derived from the second limiting dilution (mouse no. 2). 
 

C153 C65 C70 C124 C72 C121 C122 C123 blank 

IgG1 0.155 0.175 0.157 0.144 0.157 0.134 0.138 0.136 0.042 

IgG2a 0.097 0.093 0.095 0.097 0.095 0.089 0.098 0.098 0.042 

IgG2b 0.090 0.093 0.094 0.090 0.094 0.088 0.092 0.092 0.042 

IgG3 0.144 0.166 0.153 0.155 0.141 0.145 0.139 0.149 0.040 

IgM 2.85 3.15 3.03 3.09 3.08 3.03 2.96 2.82 0.040 

IgA 0.125 0.097 0.091 0.097 0.092 0.094 0.095 0.124 0.092 

� chain 2.183 2.793 2.062 2.668 2.859 2.551 2.78 2.503 0.091 

� chain 0.156 0.144 0.166 0.153 0.150 0.141 0.145 0.134 0.051 

 

 d) Purification of anti- 30 kD monoclonal antibody 

After loading the sample suspension onto the protein A column, the column was 

washed with binding buffer (0.02 M sodium phosphate buffer pH 7.0) and eluted with 

elution buffer (0.1 M citric acid pH 3.0). The fractions were collected and subjected to 

protein absorbance (OD280 ) measurement  and the antibody specificity to the 30 kD by 

ELISA method.  The profile on protein OD280 and antibody specifity OD ELISA were 

showed in Figure A. 3, respectively.   The eluted fraction with high protein concentration 

and antibody titer (fraction 19-30) were pooled, concentrated and kept in new 

appropriated buffer. 
 
 

 
Figure A.3  Column profiles on protein  absorbance (OD 280 ) and anti- 30 kD antibody 

specificity  (OD450 ) of  fractions eluted from Protein A column. 
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                                  A            B             C 

                          

Figure A.4  SDS-PAGE of anti-30 kD monoclonal antibodies.  

              A: Standard molecular weigh marker (daltons) Low range (BIO-RAD);  

              B: Unbound fraction or washed peak;  

              C: Eluted  peak fractions (30 �g ) 
 

 

 

Mr 35,500 

Mr 88,000 
 

Mr 50,700 
 

Mr 28,800 



 17

                           A        B

 Figure A.5  Western-blotting analysis of 30 kD antigen against anti-30 kD mAb     

A: Standardmolecular weight marker (daltons) Broad range (BIO-RAD);                 

B: Purified mouse monoclonal antibodies reacted with 30 kD antigen. 

 

 

From the correlation profiles on OD measurements, between protein and ELISA in 

each fraction, the purified monoclonal antibodies were highly specific to the 30 kD. (Figure 

A. 3).   The measurement of OD ELISA in washing peak was 3.045 and elution peak > 

4.000 indicated column overloading    However, the monoclonal antibodies for using in 

test kit was selected from elution peak only since it had higher specificity than washing 

peak. The purity of the 30 kD monoclonal antibodies  was assessed by SDS-PAGE and 

revealed  28 kD light chain (Figure A.4) and the specificity of purified the monoclonal 

antibodies was also shown by Western-blotting analysis (Figure A.5 ).   

 
 
 

Mr 28,491

Mr 52,989 

Mr 30,000

Mr 18,533 
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A.2 ���$����%������%�
%����%"� &��'���(��)��!#���*%������ 17 kD 

          ���&
��-����G
��
%������������ IgG ;<��-�G��-�!��������������  17 kD ,�$-��
H�

"���
��� progress report   No.1  (Appendix 1) ���,�$���"#$ ���7	� BarrierMed  %��-���

�G
��
%������������ IgM ;<���#-���	����"�$�!�  agglutination test �����	+� �<�,�$��	�����  

condition "�������#�H��$�-�	+��
�-�
?��#�H"������
�����#-���- %���=
	�,�$ -����G
��


%��������-�G��-�!������	+� 2 subclass (IgM, IgG) �<��
?�� clone ,��!����  switching class 

��?��"#$,�$ ��Q� monoclone ���-�G��-�!������	� IgG �����	+� %��G�� titer ���,�$�=,-��H�-��  �	�

��

����
��	����,���+: 

 

�������	
��
����� 
                  a) �����������$�#�H 

                  �!������� 17 kD ������/�V���,�$-�-�����!�#�	�G��-�$����������"�$"����������

�!� monoclonal antibody  ;<��,�$ �!�,����#�H(#�HO���	����
�	�/�* BALB/c ��N�-�
 ��
� 8-9  

�	���#*) ��
���%������� G�	+�
����-�( 10 ug &�-�	� Freund's Adjuvant "��	������� 1:1 

��-�������� A.12  ��?��"#$#�H��$��%��������   
 

�������� A.12.   %��� condition �����������$�#�H��?��&
���-���G
��
%�������� ;<��-�G��-   

                          �!�������������� 17 kD 

 
 
 

#�H����* %����������"�$

���G�	+����1 
��
���
���� 

boost 
%����������

"�$���G�	+����

2 

��
���
���� 

boost 
%����������

"�$���G�	+����

3 

��
���
���� 

boost 
%������

����"�$���

G�	+����4 

��
���
���� 

boost 
%������

����"�$���

G�	+����5 

��
���
���� 

boost 

1 CFA &�-

������ 17 kD 

(1:1v/v) 10 

�g/�	� 

2 �	���#* IFA &�-

������ 17 

kD (1:1v/v) 

10 �g/�	� 

2 �	���#* �#-?��G�	+�

���2 
2 �	���#* �#-?��

G�	+����2 
2 �	���#* �#-?��

G�	+����2 
3 �	� 

 
 
��?����,�$�!��;

*-$�-���#�H���&���������%
$� ,�"�$�	+��������!�,������-��;

*   ��?���!����

%
��G
� �����-��O&
���-���G
��
%�������� (Mab) ��������� 17 kD   

          b)  ����!� limiting dilution 

  �!� hybridoma cell -����#
�-���,�$�������%
$����&
�� anti-��������� 17 kD -��	�

�;

*%
��!�"#$��?����"� feeder cell suspension (�;

*-$�-���#�H BALB/C ������$-�$� 10
6
 

cells/ml ��� H medium) ��
��	�"#$,�$G��-��$-�$����hybridoma cell 0.5-1 �;

*���#
�-"�

���-�( 200 ,-�G�
��� %
$��	������H#
�-'�
"�$�
$����
���N�*���-�#�<���;

*����>��������Q��-

���G
��;

*�="#$�!��+!��
�+
�-�����#�%����������������� 17 kD   
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                c) �������#�G��-�!������������ Immunoglobulin ����-���G
��
%�����

������������� 17 kD 

        �������#�G��-�!��������������� immunoglobulin ����-���G
��;

*���

��-��O&
��%����������������� 17 kD �!�,�$��
�G
?����
��$�
������ 17 kD 0.1 �g/ml/

#
�- ����� 37 �C 1 �	���-� 
$��#
�- %
$� block #
�-�$�
 1% BSA ����� 37  �C 1 �	���-�  
$��

#
�-  ���-�	��
������������ ����� 37�C 1 �	���-� 
$��#
�- ���-������� Immunoglobulin ����� 

37  �C 1 �	���-�  
$��#
�- %
$����- conjugate linked HRP ����� 37�c 1 �	���-� 
$��#
�- ���- 

TMB substrate �������(#'H-�#$�� 30 ���� #
���������
��$�
 1 %HCl ����G�� OD450 (ELISA) 

                 d) ��� switching class clone �	� ��?��&
��������-���G
��
%�������� 

subclass IgG 

                      ��� switching class clone ��?��&
��������-���G
��
%�������� subclass 

IgG   ��
-��	+�����	���+ 

-�
�+
� hybridoma cell "#$�
H�"����� log phase ����	+��!�����|}���=�%
$��	�"#$,�$�!���� 

���   �$�����  ���- 20 μl ��� anti – mouse IgM (0.5 mg/ml) ��-��� 37 
o
C 30 ���� �-?��

G����
��!�-��|}���� 800 rpm ��� 25 
o
C  10 ����  ���- 40 μl ��� Rabbit complement 

��-��� 37 ��N��;
�;�
� 90 ���� �-?��G����
��!�-��|}���� 800 rpm ��� 25 ��N��

�;
�;�
� 10 ���� ����	+� resuspend �$�
 medium RPMI (10% FBS) 20 ml �!����

���

�"� 96 wells plate (200ul/well) ��-"� CO2 incubator ���-�( 14 �	���?���� 

check type '�
#
	�������  switching   class 

�	+������� check type���
��	���#���� IgM �	� IgG  �$�
��/� ELISA-��	+�����	���+ 

-coat plate �$�
 Rabbit anti – mouse IgM %
� Rabbit anti – mouse IgG ��-���37
 o
C  

60 ��������	+�
$���$�
 PBS-T 3 G�	+� ���- 1% BSA ��-��� 37 
o
C  60 ��������	+�
$��

�$�
 PBS-T 3 G�	+�  ���-�+!��
�+
��;

* 50 μl/well ��-��� 37 
o
C 2 �	���-�����	+�
$���$�
 

PBS-T 3 G�	+�  ���-  conjugate anti – IgM, IgG  100  μl/well ��-���37 
o
C  60 ����

����	+�
$���$�
 PBS-T 5 G�	+� ���- substrate 100  μl/well ��-�����(#'H-�#$�� 30 ���� 

���- 1% HCl 100 μl/well  ���� OD.��� 450 nm 
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�
�����
��	
��
������
 
 

 ������"�$ condition "������������$������� 17 kD "��	��*��
�� &
��������?��-

�;

*-$�-�	� myeloma cell ��
��/� hybridoma technology ��?��"#$,�$ hybrid clone ���   ������ 

17 kD   ����#=�����
$����
���N�* ������������ hybrid clone �!���� 117 �G
� %
�-� hybrid 

clone �!���� 2 �G
� (�������� A.13)  �����-��O#
	�������������� 17 kD ,�$  
 

�������� A.13.  %���G�� OD 450  (ELISA) ����-���G
��
%����������������� 17 kD 
 

�������	 OD450 (ELISA) 
102 

                                17 

���
�� 4.00 

���
�� 4.00 

 
 
 �����������������  Immunoglobulin (subclass) ,�$G	��
?�� monoclone ���-� titer 

�H��!���� 26 clone -�����#� subclass &
�������� monoclone ���,�$����"#>���-�

G��-�!�������� IgM %
�-�G��-�!������	+� 2 subclass (IgM, IgG) (�������� A.14,15) 

��������	+��<��!���Q��$���
?�� clone ���,�$��+-��!����  switching class ��?��"#$,�$ ��Q� 

monoclone ���-�G��-�!������	� IgG �����	+�  
 

 

 

 

 

�������� A.14. &
��� Screening ��?�� check titer ��#���� IgG (��) ���
��	� IgM (
���) ���  

                    clone 12F  
 

IgG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.736 0.654 0.612 0.649 0.585 0.598 0.57 0.628 0.616 0.613 0.625 0.682 

B 0.648 0.578 0.484 0.501 0.499 0.537 0.528 0.521 0.488 0.579 0.574 0.644 

C 0.612 0.521 0.47 0.48 0.522 0.46 0.432 0.448 0.481 0.497 0.496 0.586 

D 0.59 0.516 0.432 0.521 0.445 0.436 0.388 0.43 0.435 0.468 0.506 0.632 

E 0.566 0.411 0.418 0.409 0.395 0.447 0.413 0.405 0.475 0.459 0.467 0.511 

F 0.533 0.445 0.388 0.369 0.4 0.399 0.376 0.375 0.415 0.423 0.398 0.513 

G 0.499 0.415 0.412 0.358 0.401 0.39 0.386 0.379 0.414 0.39 0.408 0.457 

H 0.522 0.411 0.382 0.454 0.43 0.409 0.39 0.463 0.397 0.373 0.407 0.463 
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IgM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1.886 1.705 1.793 1.84 1.65 1.776 1.683 1.77 1.661 1.598 1.713 1.619 

B 1.706 1.602 1.564 1.542 1.48 1.617 1.549 1.507 1.477 1.53 1.568 1.64 

C 1.611 1.438 1.422 1.533 1.488 1.42 1.295 1.374 1.354 1.447 1.344 1.468 

D 1.515 1.436 1.241 1.447 1.291 1.355 1.165 1.281 1.392 1.352 1.362 1.429 

E 1.471 1.113 1.207 1.223 1.166 1.69 1.192 1.218 1.261 1.336 0.085 1.318 

F 1.3358 1.179 1.164 1.078 1.102 1.174 1.107 1.064 1.178 1.199 0.091 1.145 

G 1.197 1.1 1.051 1.002 1.044 1.065 1.074 0.998 1.067 0.983 0.096 1.062 

H 1.219 0.999 0.999 1.122 1.079 1.073 0.858 1.166 1.067 0.961 0.151 0.27 

 
 
�������� A. 15  &
��� screening ��?�� check titer ��#���� IgG (��)  ���
��	� IgM (
���) ���   

                     clone 11D 
 

IgG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 0.756 0.732 0.595 0.628 0.589 0.618 0.628 0.629 0.635 0.648 0.678 0.781 

B 0.631 0.565 0.512 0.478 0.483 0.527 0.541 0.471 0.499 0.519 0.517 0660 

C 0.622 0.553 0.471 0.469 0.474 0.449 0.500 0.449 0.487 0.498 0.548 0.677 

D 0.502 0.514 0.455 0.482 0.414 0.419 0.454 0.453 0.494 0.532 0.539 0.669 

E 0.519 0.522 0.424 0.406 0.374 0.358 0.371 0.404 0.442 0.499 0.512 0.627 

F 0.449 0.438 0.372 0.394 0.348 0.342 0.359 0.391 0.423 0.420 0.453 0.563 

G 0.459 0.403 0.367 0.390 0.358 0.352 0.423 0.381 0.370 0.400 0.417 0.480 

H 0.489 0.459 0.409 0.386 0.433 0.378 0.386 0.395 0.392 0.394   0.418 0.453 

 
 

IgM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 1.561   1.464   1.325 1.410   1.257   1.336   1.237   1.257   1.303 1.303   1.383 1.364 

B 1.485 1.377 1.330 1.189. 0.891 1.233 1.192 1.139 1.238 1.255 1.231 1.232 

C 1.445   1.346 1.325   1.280 1.356 1.083 1.118 1.120 1.178 1.166 1.210 1.325 

D 1.334 1.199 1.138 1.245 1.129 1.047 1.201 1.150 1.141 1.225 1.161 1.252 

E 1.131 1.219 1.056 1.129 1.014 0.933 0.992 1.030 1.040 1.113 1.092 1.123 

F 1.014 0.934 0.965 1.017 0.946 0.862 0.785 0.913 0.895 0.894 0.906 1.118 

G 0.998 0.913 0.927 0.953 0.948 0.915 0.938 0.928 0.903 0.946 0.909 0.968 

H 1.172 0.996 0.993 0.976 1.060 0.966 0.826 0.944 0.962 0.890 0.976 0.981 
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������ switching class G�	+���� 1 ���
��	� �����!����  ���#=���� Titer ��� IgM 
	��H����� IgG 

�	��	+����$��-�����!� switching class ���,�����
����$�
 1-2 G�	+�;<�� &
����$�
,�$G	��
?���-��

�G
�,�$�!���� 4 �G
�  ��?��"#$&
��  IgG ,�$���
� subclass ���
���
,-�-� titer ��� IgM  

�#
?��
H��

 

A.3 �������� cross-reaction +%'��������%�
%����%"��*%������  30 kD ������*%
������  17 kD 
 ��?������ -����G
��
%����������� 17 kD  ���,�$#
	�����!�  class switching -�G�� 

titer G����$����!�  �	��	+��<�,�$�!����N<�7� cross-reaction ����-���G
��
%�����������

������  30 kD  ���-����������  17 kD �$�
#�?�,-� #��-� cross reactivity �=����-��O"�$�-��

�G
��
%�����������������  30 kD"���������	������� 17 kD �$�
 �!�"#$�����%
�-�

������/�'��
����<+��!�#�	�"�$"���������  

 

�������	
��
����� 
       ���N<�7� cross-reaction ��
��/� Indirect ELISA  ��
�!������� 17 kD -��G
?����
���� 

0.1�g/#
�- ����� 4 �C 1 G?� 
$����
� 3 G�	+��$�
 PBS-T  block #
�-�$�
 1% BSA ����� 37  

�C 1 �	���-� 
$����
� 3 G�	+��$�
 PBS-T ���-�-���G
��
%����������������� 30 kD G?�

�G
��?�� C87 %
� C131 ��
����-��?������� 1:100 %
��!������?����,���?��
Z ����� 37�C 1 

�	���-� 
$����
� 3 G�	+��$�
 PBS-T ���- rabbit anti-mouse immunoglobulin linked HRP ��?�

������ 1 ; 1000 ����� 37�C 1 �	���-� 
$����
�  G�	+��$�
 PBS-T ���- TMB substate �����

��(#'H-�#$�� 30 ����  #
���������
��$�
 1 %HCl  ����G�� OD ELISA 450 

 

 

 �
�����
��	
��
������
 
 ���������������� cross-reaction ������-���G
��
%����������������� 30 kD 

�	������� 17 kD �$�
��/� ELISA  &
���������-���G
��
%������������#	��G
� C 17, 87 

%
� C131  ��-��O cross-react �	� ������ 17 kD ,�$ (�������� A.16) ��
���	�G��-�!�����

�#	��G
� 87>131>17 ��-
!��	� �	��	+�����������-��O"�$�G
��#
����+&
���-���G
��
%����

�������-�G��-�!�����GH� (dual specificities) ����	+������� 17 %
� 30 kD ��?��"�$"��������� 
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�������� A. 16.  G�� ELISA OD450 ��� a checkerboard titration  ����-���G
��
%��������

��� 30 kD ����G
��#	�  87 %
� 131  %
� ��� 17 kD  ����G
��#	�  17  �������!���?����  

serial 1:100 dilution  

 
                              
A Blank           

B 0.069 0.068 0.066 0.061 0.062 0.058 0.058 0.067 0.061 0.059 0.061 

C 0.072 0.063 0.062 0.071 0.066 0.057 0.061 0.064 0.058 0.066 0.062 

D 0.083 0.074 0.065 0.057 0.065 0.055 0.057 0.064 0.059 0.063 0.060 

E 87 OUT OUT OUT OUT 2.954 1.542 1.100 0.487 0.375 0.191 0.208 

F131 OUT OUT 3.04 1.100 0.692 0.429 0.250 0.157 0.104 0.080 0.072 

G17 OUT 3.829 2.851 1.342 0.76 0.386 0.216 0.153 0.101 0.074 0.069 

                             OUT: OD450 =, > 4.00 
 
 
 
A.4  ���$�����������%�
%����%"� &��'���(��)��!#���*% ������ 30 kD 
�� 17 kD 
)������ C87 
�� C131   
 ���&
�������� cross-reaction  ���������#	��G
� C87 %
� C131 ��-��O&
���-

���G
��
%����������������� 30 kD �����-��O cross react �	������� 17 kD �	��	+��<�,�$�!�

�������
-%
��!�������/�V�-���G
��
%������������G
��	��
��� ��$�-�	+�
?�
	��������
� 

cross reaction �$�
��/� Western blot 

 

�������	
��
����� 
a) �������-�!�����-���G
��
%��������"������$��#�H 

           �������-�!�����-���G
��
%��������"������$��#�H��
�!���
 �������-�!���� 

hybridoma cell "� flask "#$,�$�;

*��-�!��������$����������!�,������$������$��#�H %
� -�

�����������$�#�H�$�
 Pristane "��������
-�����$����?��&
�� ascitic fluid ������� hybridoma 

cell ���-�( 14 �	� ����	+��=��� hybridoma cell ��-�!��������#-���- �����-�( 7-10 �	�

�<��!�������������$��#�H��?����� ascitic fluid -��!���� purified �	+����,� 

b) ����!�������/�V�-���G
��
%�������� 

            �!��+!����������������$��#�H (ascitics fluid),�&����	+��������!�"#$������/�V�$�
��/� 

Protein A affinity chromatography ��?��"#$,�$�-���G
��
%�����������������/�V%
�-����-�(

-�����
���������!�-�"�$&
�������������,� ��
�	+��������!�����-�$�����!� ascitics fluid ���

,�$-��������"#$,�$O<�������-�	���� 40% �	� %�-�-���
-;	
��������(#'H-� 4�C #
	�����	+��<�

�!�,��|}���?����=��������������� 10,000 rpm ��Q���
� 20 ���� %
$��<��!���������,�$,�
�
�
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�	��	�����*����#-���-%
��!���� dialysis ����������!�,��!�"#$������/�V�$�
��/� affinity 

chromatography  ���,� ��
��-��	+������� equilibrate %
� wash column �$�
 0.02 M 

sodium phosphate buffer pH 7.0 %
��	+������� elute  �-���G
��
%�������� �$�
 0.1 M 

citrate buffer pH 3.0 ����	+��<��!� fraction �����=������� elute �	+�#-�,��	�G������H��
?�%��

���
��	���#���� OD. protein ��� 280 nm %
� OD. ELISA ��� 450 nm ����������!�,��!�"#$

��$-�$��<+�%
$��<��	����-�(�-���G
��
%���������$�
��/� Lowry 

 

�
�����
��	
��
������
 
           �������-�!�����-���G
��
%��������"������$��#�H ,�$���-�( ascitic fluid ���-�( 

30 %
� 35 ml ���#�H���
� 10 �	� �������$�
�G
� 87   %
� 131 ��-
!��	� ,��!�������/�V��


��/� affinity chromatography ,�$�-���G
��
������/�V���-�( 6.42 %
� 32  mg/ml #�?� 0.1926 

%
� 4.192  ��-
!��	� ��
��-��O
?�
	�G��-������/�V����-���G
��
%���������	��
���,�$

���%O������� 28 kD Kappa light chain (�H���� A.6) ��
������N<�7�G�(�-�	��G��-�!�����

��� �-���G
��
%������������G
� 87 %
� 131 ���������  30 kD %
� 17 kD ��
��/� 

Western blot (�H���� A.7-8)  ������-���G
��
%���������G
�-�G��-�!���������	+������� 17 

%
� 30 kD  
 

    A      B     C  D      B     C      D’ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
           �H���� A.6  SDS-PAGE ����-���G
��
%��������;<���!�"#$������/�V�$�
��/� affinity 

chromatography  A: %O�������-������� (��
�	�)���� low range (BIO-RAD);  B: �+!�

�����$��#�H;<���������$�
�-���G
��
%��������%
��������?��Z; C: ���������,-�,�$�	��	� 

Protein A "�����!��-���G
��
%��������"#$������/�V;  D, D’: �-���G
��
%��������

������/�V���,�$����G
� 87 %
� 131 ��-
!��	�.  

Mr 113,000 
   Mr 52,900 

    Mr 29,000 
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                                                                 A         B
 

 
 
 
 

                                                              A        B’ 
      

 
 
 
         �H���� A.7. &
������G���#*�������
��$�-����-���G
��
%��������������/�V (�G
� 

87) ���������%������� 17 %
� 30 kD  ��
��/� Western-Blot. A: %O�������-������� 

(��
�	�)���� low range  (BIO-RAD); B, B’: �-���G
��
%��������������/�V ;<���!�

�������
��	������� 17 %
� 30 kD ��-
!��	�  

 
 
 
 

Mr 20,514

Mr 15,189 Mr 17,000  

Mr 41,220 

Mr 52,900

Mr 29,000 Mr 30,000

Mr 21,500 
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                                                                    A        B 
 
 

 
 
                                                           A        B’ 

 
 
 
 
        �H���� A.8. &
������G���#*�������
��$�-����-���G
��
%��������������/�V (�G
� 131) 

���������%������� 17 %
� 30 kD  ��
��/� Western-Blot. A: %O�������-������� (��
�	�)

���� low range  (BIO-RAD); B, B’: �-���G
��
%��������������/�V ;<���!��������
��	������� 

17 %
� 30 kD ��-
!��	�  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mr 17,000  
 Mr 15,189

Mr 20,514

Mr 41,220

Mr 52,900

Mr 29,000 Mr 30,000  
 Mr 21,500
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A.5  ���#�,��/
"��()(���):�;����������*%���!��"���
#���$���<��=>;�'����/���/��"
�("!�?(�";(���%����(�� ����������@ 
  ��/��������������	
��������
��G��G��--H���G�-������� �	���Q���/��������������	


��?+���$����������=������-��O����&
�������,�$'�
"� 10 ���� ��
��N	
#
	�����G
?������

����	��
���&����������� Z ��� Membrane %
��!�"#$�����������
����%����������-��
H�"�

�	��
����	�%������������
H��� membrane �!�"#$�#=�%O�����-������������� label �	�

%�������� ��������������$�
 membrane �������� Z �	��H���� A.9 

 

 
 

 
 

 �H���� A. 9  '��%����������������� Z ����������������	
������ 

 

 

�������������� Z ��-�H���� A.9 �������$�
 Sample pad (SP) ��Q���������	�

�	��
���, Conjugate pad (CP) ��Q������������$�
�-���G
��
%������������!�����������������

�$���������%
�����
���$�
 colloidal gold (conjugate), �������%���&
������� G?�  

nitrocellulose membrane ;<������<��$�
%�������� 2 ���� G?� %������������!�����������������

�$��������������( Test line (T) %
�����G��G�- Control line (C) ;<������-����"�$ anti-

mouse Ig �-?��"�$�-���G
��
%����������Q� conjugate %
���������$�
G?� Wick #�?� 

Sample pad

       T  line       C line

Absorbent pad

 Sample flow

Conjugate pad 

Polyester backing
Nitrocellulose membrane
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Absorbent pad ��Q��������;<-;	��	��
���#�?�����#
����,#
��� SP %
��!�"#$�	��
���,#
,�

�� membrane ,�$�
��������?��� �������� Z �#
����+�������
H�"��
	��
����� (cassette 

housing)  �-?��#
���	��
���
�"������	��	��
�������
	��
����� (sample well) ;<����Q�

�����( SP �	��
�����,#
&��� CP O$�"��	��
���-�����������!������	��-���G
��
%��������

����
H�"� CP �������������
����%�������-%�������� (Ag-Ab gold conjugate) %
��-?�����

�#
�,#
&��� membrane �����( T �������������
���� Ab-Ag-Ab gold conjugate ���G�	+� �!�

"#$�#=�%O������ gold �����(��+ �-?���	��
���,#
&��������( C ���,��������������
���#����  

anti-mouse Ig %
� Ab gold conjugate �!�"#$�#=�%O��������( C ���G�	+�����!��������� 

�	��	+� �-?���!���������%
$��#=�%O��� 2 %O������( T %
� C %������ "��	��
���-����������

�$��������� %
�O$��#=�%O��� 1 %O������( C %������"��	��
���,-�-�����������$��������� 

 

�������	
��
����� 
 

         a) ���N<�7��	����H�%��-����������������������	
�������$�
�	+�������� Z �	���+ 

             a.1) �������
���-���G
��
%���������$�
 colloidal gold (MAb-gold conjugate) 

          �!��-���G
��
%��������+-�&�-�	����
�
�
 gold colloid ���-� pH 8.0 "�

�	������� 5 ug ��� gold colloid 1 ml.��� Optical density (OD) �����	� 1 &�-�	��$�
 roller #�?� 

vertex ��� 20 ���� ����	+����- 10% BSA "#$-�G��-��$-�$�"����
�
�
 gold �����	� 1% 

&�-�	����,���� 20 ���� �!�,�,��|}����������� 10,000 rpm ��� 20 ���� ����"���+�,� %
�

��=������������� gold ,�$ %
���	�G��-��$-�$���� Ab-gold conjugate "#$-� OD ��-���

�$����� ���� 10, 20 %
� 30 OD ��Q��$� �$�
 storage buffer ����	+��!�,������ conjugate 

release pad (CRP) ���-�(            10 μl /cm. ��"#$%#$���� 40
o
C ��� 30 ���� %
���=�,�$"�

O����

*���-�����H�G��-�?+�������
H� 

              a.2) �����<�%���������� nitrocellulose membrane 

        ��	�G��-��$-�$���� MAb %
� anti-mouse Ig "� phosphate buffer "#$-�G��-

��$-�$�     1 mg/ml %
��!�,����
��� nitrocellulose membrane ������-�( 1 μl /cm. ��
��� 

MAb ����!�%#��� Test line ( T) %
���� anti-mouse Ig ����!�%#��� Control line (C) ����	+��!�,�

��-"#$%#$�"��H$�������(#'H-� 40
o
C ��� 30 ���� %
���=�,�$"�O����

*���-�����H�G��-�?+������

�
H� 

              a.3) ����������������� 

                     �!��������� Z �����������,�$%�� Wicking pad, SP %
� CP �������$�
 Ab-

gold conjugate %
� nitrocellulose membrane �����<��$�
 Ab %���	��� backing ��-�!�%#���

���%���"��H���� 1 ����	+� �	�"#$-����� 4 --. �$�
�G�?����	� %
��!���+���������	�,�$������"�
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�
	��
����� ��,�$�������������$�-���!�,������,�$ �����������
	�,-�,�$"�$"#$��=�"�O��

��
*�������������������H�G��-�?+� 

 

        b)  �����	����������&
��'	()*
��/��-���� 

      b.1) �����	� soluble (hydrophilic) protein 

      �!�O��-?�-��	���Q�����#
��
-�	���	����� 5X5 ;-. %
$��	�%���G�<����Q���+��
=� Z 16 

��+������	� ���-�( 5 ��	- "��
�,�"��������* ����	+����- 50 mM Tris-HCl, pH 7.4 
�,� 50 

ml. ��
����Q���
� 2 �-. �-?��G����
���,�$�+!���	���?���!�,�����������	
���������,� 

           b.2)  �����	� insoluble(hydrophobic) protein 

      �!�O��-?�-��	���Q�����#
��
-�	���	����� 5X5 ;-. %
$��	�%���G�<����Q���+��
=� Z 16 

��+������	� ���-�( 5 ��	- "��
�,�"��������*   ���-G
������*- : �-����
 "��	������� 2 : 1 

���-�( 50 -
. 
�,�%
��������������*"#$���� ��+�,�$ 14 �-. ����	+����#
 G
������*- :      

�-����
"#$%#$� %
����- 50 mM Tris-HCl pH 7.4 
�,� 50 ml. ��
����Q���
� 2 �-. �-?��G��

��
���,�$�+!���	���?���!�,�����������	
���������,� 

          c)  �����	�#�?�#�G��-��$-�$���� MAb ���"�$��Q� Test line 

               ��	�G��-��$-�$���� MAb "� phosphate buffer "#$-�G��-��$-�$� 1 %
� 2 mg/ml 

%
��!�,����
��� nitrocellulose membrane ������-�( 1 μl/cm. ��
��� MAb ����!�%#��� 

Test line (T) %
���� Anti-mouse Ig 1 mg/ml ����!�%#��� Control line (C) ����	+��!�,���-"#$

%#$�"��H$�������(#'H-� 40
o
C ��� 30 ���� %
���������Q������������-�	����#� OD ��� 

Ab-gold conjugate ����#-���-  

 

 �
�����
��	
��
������
 
 �!�#�	��H�%��"�����	����������������	
"���?+���$�,�$�!� MAb clone 131 ;<���!�����

�	+����������� 30 kD %
� 17 kD ����
-��Q� test line �����<��
H��� nitrocellulose membrane 

�!�,���������Q���������%
�N<�7�G�(�-�	������ Z ���-�	������	�O��-?�
��
��#$� B ;<��"�$

��Q��$�%��"����N<�7������	�������"�O��-?�
��   �������� &
���,�$���"�$�����	� 

hydrophilic protein "����������	���������������
-�<+�-� ����� ��������,-���--��O

������������"�����#
������	�,�$         %���-?��"�$�����	� hydrophobic protein"����

������	���������������
-�<+�-� ����� ��-��O������������"�"�O��-?������	�,�$�!���� 4 

��� 5 �	��
��� (�������� A.17 )��
����$-���%O�������!�%#��� T -�����"�O��-?� L4 -����� 

L1, L3 %
� L5 (�������� A.17 ) �	+���+#
	����,�$-������	���
��
���
� (�������� A.18) %
�

���-�(�	��
���O��-?�(�������� A.19) ���"�$"������	� %
� G��-��$-�$���� conjugate (�������� 

A.20) "#$�#-���-��-�	+� �	�����*���"�$
�
�
������#
	�������#
 �-����
 : G
������*-

%
$� (�������� A.21) 
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;<����
���� ��/������	��	��
������O��-?�
��/��-��������#-���-"��(���+G?� �	���+�O��-?�
��

"#$-������
=� Z ���-�( 2 ��	- ��	�"� methanol : chloroform ���-��� 10 ml "� Falcon 

tube ���� 15 -
. �����
� 30 ���� �����(#'H-�#$�� %
���+�����O��-?���������������#
��$�


&$����; ���#
����#
�"� petri dish �����
=� �����(#'H-� 60
o
C "� water bath "#$%#$����� 

����	+�
�
�
�
	��$�
�	�����*A  ���-��� 1 -
. ��
��
����� 30 ���� �!�����#
����,�$,��|}�

��� 5,000 rpm ��� 5 ���� �!�����"����,�$���-��� 100 ul #
��
�,�"� sample well ������

����� ��&
���-�( 10 �����<��	��<�&
 &
������������&
��Q� ��� 
� ��
�	��
���

�	��
������"#$&

����#=� 1 %O���-����-�-�H��� C  %
��	��
������"#$&
������#=�%O����-�H

-��� 2 %O� ����!�%#��� C %
� T (�H���� A.10)               ���������	�#�?�#�G��-��$-�$���� 

MAb ���"�$��Q� Test line���&
�����������-�	���#���� OD ��� conjugate %
����-�( Ab 

����!�%#��� test line ����� 10 OD �#-���-������!�,�&
�������������-�	������<� Ab ��� Test 

line ���-�( 2 mg/ml ��
,-��!�"#$���� nonspecific binding �	��	�����* A %
�"#$&
���

�����������!��	�����* A 
�
�
���������O��-?�
�� (�������� A.22)  

  

 

 

�������� A.18 &
����!� innunochromatography �	������	�����	��
���O��-?�
������Z 

 

Natural rubber gloves Result with IC test 

L1 + 

L2 - 

L3 + 

L4 ++ 

L5 + 
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�������� A.18  &
�����
���
�����Z���"�$��	��	��
������O��-?�
��/��-���� 

 

��
����"�$��	�O��-?� &
���������$�
��������%�� IC 

30 ���� + + 

60 ���� + + 

90 ���� + + 

120 ���� + + 

14 �	���-� + + + 

Control (�	�����* A) - 

#-�
�#�� : + #-�
O<�&
���; �!���� + ���-���<+� #-�
O<�G��-��$-���-���<+����%O������ test 

line      -  #-�
O<�&
����������Q�
� ,-������%O������ test line 

 

 

 

�������� A.19  G��-�	-�	�/*��#�������-�(O��-?� ���-����	�����*���"�$
�
�
������#
	���� 

                       ���#
%#$�  

 

���-�(O��-?� ��(#'H-����"�$���#
%#$� �	�����* A ���"�$
�
�
 &
�������� 

5 ��	- 60
o
C  in water bath 1.0 ml + ++ 

2 ��	- 60
o
C  in water bath 0.5 ml + ++ 

2 ��	- 60
o
C  in water bath 1.0 ml + + 

1 ��	- 60
o
C  in water bath 1.0 ml - 

#-�
�#�� : ������#
 chloroform : methanol �����#
"� chemical hood ��
�!� water bath 

"��"� chemical hood   
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�������� A.20  &
���G��-��$-�$���� conjugate (OD) %
����-�( Ab ����!�%#��� Test  

                       line ���������� nonspecific binding %
�&
��������	��
��� 

 

OD of 

conjugate 

Concentration of 

Ab at test line 

������	��	�����* A &
���
�
�
���������O��

-?�
���$�
�	�����* A 

10 2 mg/ml - ++ 

20 2 mg/ml + ++ 

30 2 mg/ml + ++ 

30 1 mg/ml ND + 

ND = ,-�,�$�!��������� 

 
 
�������� A.21  &
����	�����*����Z���"�$
�
�
�����������	����O��-?�
��/��-���� 

 

&
�����������������
�
�
�	�

�$�
�	�����*������-������� Z 

��������	�����*���"�$
�
�
 &
����!��	�����*,�

������	��������� 

(control) 1 ml 2 ml 

Phosphate buffer saline, pH 

7.4 

+ + + + 

50 mM Tris-HCl, pH 7.4 + + + + + 

�	�����* A - + + + 

#-�
�#�� : +  =  &
��� ��
�!���� + �������-�<+�%���G��-��$-���%O������ T line 

     -  =  &

� 
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                                                  A                            B 

        �H���� A.10.  &
����!� immunochromatography  (IC)  ��
"�$ buffer A (A) %
� �����	�

���O��-?�
��  ���
�
�
"� buffer A (B) 

 

           ���&
���,�$���#=����������������	���,�$
	�,-��-�H�(*�	� �<�-��$�����%��%��������

�	���%
����	
�H�%�������������������	�����Q����G$�����-���-�	����,���+ 

     -������	
���,�$����!�"���?+���$�-��	�O�����G*#
	�G?��!�"#$��-��O����������������	�

���O��-?�
��,�$ ;<����
����"#>�%
$�����Q�����	����H�%���������	�-����������	���

������������� immunochromatographic  (IC) strip ;<��-��|��	
�!��	�"�����	���"���?+���$� 

�!�#�	�����	������,���-�����$�,��������	�����

����
����  IC strip �	���+ 

- �!��-���G
��
%������������G
����&
��%
$� ����
-��Q� conjugate %
� Test line 

%
������HG��-�#-���-��� %����������������Q� conjugate #�?� Test line ��
�!� 

checker board 

              -N<�7�&
��� nitrocellulose membrane �������� Z ���G��-,� %
�G��-�!�����"� 

                ��������	��
�����������	�  

-N<�7�&
�������	�����*�������� Z ���"�$�!�#�	�����
- SAP ��?������-G��-,�%
�   

   G��-�!�����"���������	��
��� 

            -N<�7�&
��� surfactant �������� Z ���-�&
������
�
�
�������
	�G?�#
	���� 

C line 

T line 
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              ���#
%#$� ��
����
-�
H�"��H�����	�����* %
����
����-G��-,� "�������� 

             ����������$����� 

 -N<�7�&
�������	�����*�������� Z ���"�$�!�#�	�����
- CRP ��?������-G��-,�%
� 

   G��-�!�����"���� �����	��
��� 

 -�!��������-��G�('������������
������	�O��-?�
��/��-�������-��!�#���
  

   "��$���
�� 

 -�H�%������������������	
��������?+���$�������	�����Q����G$��	+��������$�
 2 ����

G?� �������������	
���������
H�"�;����$�-����H�G��-�?+� %
��	�����* A ���"�$
�
�
������

�����	����O��-?�
��#
	�������#
 G
������*- :�-����
 %
$� �	+����������+���������
H�"�

;�����
��	� O$�-���/�������������#
����-����$�
 Z ���-�( 1.5 ml "�'�������������� 

#�?����������	�����*"���������-��O"�$�	������������-�( 20  test ��Q��$� 

 

A.6 ��������������%�
%����%"����B"�#�,��!�E� ELISA kit ��()�������� 17 kD 

�� 30 kD 
         ��?����������!��-���G
��
%�����������,�$-��	�����Q� ELISA kit ��?������#� 17 

kD  %
� 30 kD ��-�����
��*�
���-���	�&H$��������� ��?������-�����-�(�������������!�

"#$�������%�$�	+�"��	�O�����+!�
���$�������!�,�"�$�!�&
��'	()*O��-?�
��%
�"�O��-?����&
��,�$ 

�	+���+��?����Q��$�-H
������G�(�-�	��������G$�%
��!�#�	������	�����G�('��������G$� 

 

�������	
��
����� 
a) ���N<�7�#��'�������#-���-�!�#�	�����!� ELISA ��?��#������� 17 %
�/#�?� 30 

kD "�&
��'	()*
�� 

        a.1) �!�����G
?����
���
�$�
 0.1,0.5,1.0, μg/ 100ul coating buffer/well ����-��

�G
��
        %��������;<��-�G��-�!���������	+� 17 %
� 30 kD ��-��� 4 
o
C 1 G?�#
	�����	+�


$���$�
   PBS-T 3G�	+�   ���- blocking  solution (�H�����1:0.5% casein in PBS-T, �H����� 

2:3% skim milk in PBS-T #�?� �H�����3: 1% BSA in PBS-T) �!����%
����-%��
��H����


������-#
�-
� 200 ul #
	�����	+���-��� 37 
o
C ��Q���
� 1 �	���-�%
$�
$���$�
 PBS-T 3 G�	+�  

���-�	��
������� 100 ul ��-��� 37 ��N��;
�;�
� ��Q���
� 1 �	���-�%
$�
$���$�
 PBS-T 3  

G�	+�   (�!� negative sample, positive sample;<������&
%
$� %
� reagent blank) %
����- 

conjugate ;<����Q��-���G
��
%��������;<��-�G��-�!���������	+� 17 , 30 kDa linked HRP  

(direct ELISA ) ��-��� 37  
o
C 1 �	���-�#
	�����	+�
$���$�
  PBS-T 5 G�	+�G�	+�����$�

$���$�
 

PBS ���- TMB substrate �!���� 100 μl /well ��=����-?���(#'H-�#$�� 30 ���� ���- 1% HCl 
�!����  100 μl %
$��!�����	�G�� OD 450 ����	+��!���������	+�������N<�7�%
$��!����

�����	��
���;<���!������	��$�
 25 ml ������-�(�	��
��� 5 ��	- 
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             b) ����	���������������#�������17 %
� 30 kD "��	��
���O��-?�
����


��/� ELISA 

         b.1) �������
-�	��
���&
��'	()*�!����O��-?�
�� ��-��O��	�"� PBS 

(phosphate buffer saline)��
����	��	��
��� O��-?�
����Q���+��
=�Z�!�,��	�� 5 ��	-���-   

PBS 25 ml %����Q���
� 2 �	���-�����	+��!�,��|}�%
$� ���������� ����"���?���!�-�

����#������� 17 %
� 30 kD 

               b.2) �	+�����������#������� 17 %
� 30 kD ��
��/� ELISA ������N<�7�#�

�'�������#-���-�!�#�	�#������� 17 %
� 30 kD &
�$���$���
"�$ �-���G
��


%���������  0.1 μg/100 ul/well "�����G
?����
� ��-��� 4 
o
C 1 G?� 
$�� 3 G�	+� �$�
 

PBS-T %
�"�$ 1 % BSA in PBS-T ��Q� blocking solution  200 μl /well ��-��� 37 
o
C 1 

�	���-�
$�� 3 G�	+��$�
 PBS-T ���-�	��
����!���� 6 �	��
���Z
� 100 μl  /#
�-%
� 

negative control (PBS-T) %
� positive control (standard protein 17 #�?� 30 kD %
$�%��

�$�����#��	�,#�)��?����"� PBS-T ��-��� 37 
o
C  1 �	���-�
$�� 3 G�	+��$�
 PBS-T ���-�-��

�G
��
%����������� 17 %
� 30 kD linked HRP �����?���� ���1 : 1500  "� PBS-T��-��� 37 
o
C  1 �	���-�
$�� 5 G�	+��$�
 PBS-T G�	+�����$�

$���$�
 PBS���- TMB substrate 100 μl /

#
�- ��-��� -?� 30 ���������(#'H-�#$���-?��G����
����- 1% HCl 100 μl/well %
$��!�����	� 

OD 450  

 
�
�����
��	
��
������
 
 �������/� ELISA ;<��"#$&
��"�������� G?� direct ELISA ��
"�$ �-���G
��


%��������� 0.1 μg/100 μl /well "�����G
?����
� %
�"�$ 1 % BSA in PBS-T ��Q� 

blocking solution "�������� conjugate��Q� �-���G
��
%������������ 17 %
� 30 kD 

linked HRP �����?�������1 : 1500  "� PBS-T  (�������� A.22) �������!�G�� ELISA OD 450 

����	��
���-�����
����
��	�G�� OD 450 ��� ������-������ 30 kD (positive control)  

�����$����Q�����-������ (�H���� A.11) �=��-��O#����-�(������ 30 kD "��	��
���O��-?�


��/��-�����	+� 8 �	��
���,�$ ;<�������-�G����#���� 0.3-33.63 μg��
-�G����
��
�
H���� 

12.71μg (�������� A.23) 
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��������A.22   &
���G����?���� conjugate ����#-���- '�
"�$ condition ����Z  
 

 1:500 1:1000 1:1500 1:2000 1:2500 1:3000 
Blank 0 0 0 0 0 0 
Negative control (PBS-T) 0.298 0.157 0.094 0.049 0.041 0.041 
Negative control (PBS-T) 0.257 0.167 0.088 0.048 0.031 0.037 
50 mM Tris –HCl pH7.4 0.294 0.158 0.097 0.01 0.058 0.058 
50 mM Tris –HCl pH7.4 0.33 0.152 0.119 0.038 0.038 0.048 
Positive control  30 kD 2.46 1.475 1.053 1.109 0.639 0.577 
 

 
         �H���� A.11 ����-��������#����G��-��$-�$���� ������ 30 kD (positive 

control) %
� ELISA OD450  

 

            �������� A. 23  ���-�(������ 30 kD ���-��
H�"�O��-?�
���	��
�������Z 
  

 
Glove 

extract # 

ELISA OD450 30 kD content  

(µg) 

1 0.214 1.58 
2 0.049 0.58 
3 0.438 4.54 
4 3.006 38 
5 1.641 20 
6 0.328 3.092 
7 2.643 33.63 
8 0.069 0.3 

y  =  0 .0 7 5 8 x +  0 .0 9 3 6
R 2 =  0 .9 8 2 2

0

0 .1

0 .2

0 .3

0 .4

0 .5

0 2 4 6

Pos itive  con tro l (O D  450 )

Sta
nd

ard
 pr

ote
in (

ug
)
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B. ���������%� 2 

���������6�,
!�%%� ,��������"�
��
+�3%��=�+*�&*6&���#<���!���,�<+
��#��	��

������� 

                   �|����	�#
�
�����N�	+�"�
����%
���-���� ,�$���#�	�O<��	����
��������%�$

����������������"��+!�
���������"�$"����&
���	���'	()*����Z  ��
&H$%�$��-������%�$%��

���
��
	� (type I) ;<��-������
�����������%��O<��	+����
�����   ��?����������������+!�
������-�

��Q��$�
Z���� %���|����	�,�$-�&H$��
������G$��������������-��O�!�"#$���������%�$%
$� 13 

���� ;<��-��+!�#�	��-�
��
�
H�"������	+�%�� 5-115 kD  �������	��
���,�$%��   Hev b1  (Rubber 

elongation factor); Hev b2 ( �-1,3 Glucanase); Hev b3 (Small rubber particle protein); Hev 

b4 (Microhelix component); Hev b5 (Acidic latex protein); Hev b6.01 (Prehevein); Hev 

b6.02  (Mature hevein) ;  Hev b6.03 (C-domain of prohevein); Hev b7  (Patin-like protein); 

Hev b8 (Latex profilin);  Hev b9 (latex enolase); Hev b10  (Manganese superoxide 

dismutase); Hev b 11 (class I endochitinase) , Hev b12 (lipid transfer protein)  Hev b 13 

(latex esterase)  "��!�������������,�$-������
%
$�����!�"#$�������%�$�	+�   -����
� Hev b1 

%
� Hev b3 �����Q����������,-�
�
�
�+!� %
��G
?���
H���&��������'�G
��  

                  ��
�|����	�
	�,-�-���/����G���#*"�Z���G
���G���"#$&
%-��
!� 100% ��?��������	
���

&H$���
-����%�$���������
��#�?�,-�  ��/��������
�-��������%����������%
�,�$&
%-��
!�"����	� 95% 

%
� 99%  G?�����!� skin prick test ��
"�$���
�
�
�������������
-����+!�
����������	�G��-

��$-�$� 0.1 %
� 1 mg/ml ��-
!��	��!�#�	���� prick 
���&��#�	����&H$���%�$��
��� ��
�-?��

��=�Z (J. Allergy and Clin. Immuno.109, 2002) ,�$-�����!���� allergens &�- 8 ���� ����!�

������/�V����+!�
���� ;<���������$�
 Hev b1, 2, 3, 4, 6, 7b %
� 7c �	� allergen Hev b5 ;<��

����
-�������!� cloning G��-��$-�$����� .001 O<� .01 mg/ml  ,��������
����!� skin 

prick test ��?���HG��-G��-,� (sensitivity) �	���G
���������%��
*���%�$���������
���!���� 

62 G� ��������,�$ G��-%-��
!����
� 91.9 % ��
��G��-O�� ��� IgE reactivity ��� allergen 

Hev b5 �����	� 65% (�H����), Hev b2 , 63%;  Hev b3, 24% ;  Hev b4, 39%,  Hev b7, 45% 

%
� Hev b1, 23% (��!����)  ���&
���G�� sensitivity ���,�$ �������+"#$�#=����
	�-� allergen �	�

�!�G	>�?��������
	�����
H�%
��$��G$�#����,���?��"#$,�$G�� sensitivity ����H��<+�   

                       #��-������'��/��-��������-�
��
����	�����������!�"#$�������%�$ ���

��-��O%����������	��
������,�$��Q�  2 ����  G?�  �������
�
�
�+!� #�?� "�$�+!�
$�����,�$ �	� 

�������,-�
�
�
 #�?� "�$�+!�
$��,-���� ���#=����"����������&
��&
��'	()*
�����

&H$��������� ����-��O�!��	�������������������
�
�
�+!�,�$ ��Q�����"#>������	+� ���G��-�H$

�?+�������,�$�!����N<�7����	
�������������
��$���	���������������������	��������+!�
�� &H$���	


%
�G(��,�$�����"��+!�
������-��������
H��
��-#�<�����,-�
�
�
�+!�  %
���Q�������������� 

rubber coagulum ;<��,�$%���
��-�--����������������'�G
��%
����'�G�$�#
��(���'�G
H
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��
�*) ����!�#�$������Q��$������	�"�����+!�
�� (Wititsuwannakul et al 2008, Appendix…)    

�������	��
��������
H��	���?+�
��#�?�&
��'	()*
�� %
�
��������!��	������
���
$���$�
�+!�  

�	��	+�G(�&H$���	
�<�,�$�!����G$�#�����������!�"#$�������%�$�	�"#-����
����������
��-����--

�����������������
--�������'�G�$�#
�� (bottom fraction membrane, BFM) 

 

�������	
��
����� 
             a)  �������
-�--��������������+!�
����  

                  �!��+!�
�����������,�$"#-�Z (��
���"�$'����%���+!�%�=����
"������=��+!�
�� ��?��

�[���	����%��������'�G
H��
�*) ,�%
��$�
�G�?��� ultracentrifuge ( 45,000g , 45 min) ��?��

%
��+!�
�������Q��	+������������,��$�
���'�G
�� �	+��
��#�?�����"���� cytosol (C-

serum) %
� �	+��$�#
�� (bottom fraction, BF)  �!��	+��$�#
�����������,��$�
���'�G ( 

luotid %
� Frey Wyssling ) ���-��--%���#��#�$- ,���	�����������_`����
���
$���$�
 isotonic 

buffer  �!�����
�
���'�G��� BF �$�
��� Freeze-thaw  ;+!�#
�
G�	+�����(�#'H-� -20
o
C �
	�

�	���(#'H-�#$�� �|}�%
���������#
����,�$ (B-serum)  ������������� BF membrane  (BFM) 

��	�����������_`�������� BFM ��
���
$���$�
 isotonic buffer  �!������	�������,-�
�
�


�+!������� BFM �$�
 Tris-buffer ���-� 0.2 % Triton X-100  

            b) ����!� allergen specific IgE %
� IgG ELISA assay 

                �!�
�
�
%������������Q������� BMF (10 μg/ml)���-��� 50 μl ,�  coat 
���

#
�- microplate �!������ 4
o
C    ��Q���
� 18 �	���-� �!����
$��%��������������,-��!��	�#
�-

#�?�����#
?������
���
$�� plate �!����5 G�	+��$�
 �	�����*
$�� PBS-T (0.05% tween 

20/PBS, pH 7.2)   �!���� block microplate �$�
 2% skim milk ���
�
�
"� PBS-T �� ���  37  
o
C , 2 �- %
� 
$�� microplate 3 G�	+��$�
 PBS-T   ���,����-�	��
���;��	-����$���������
�,�

#
�- 
� 50  �l (diluted 1:5 �$�
 2% skim milk/PBS) ��
����� 37 
o
C, 1 �-. ��-�$�
���
$�� 

microplate 5 G�	+��$�
 PBS-T     ���-  HRP labeled  antihuman IgE  #�?� HRP labeled  

antihuman IgG %
$�%����(� �!���������   37 
o
C, 1 �-.   %
$�
$�� microplate 4 G�	+��$�
 PBS-

T   ��-�$�
��� substrate 3, 3', 5, 5'- tetramethylbenzidine (TMB) %
$���"����-?����

��(#'H-�#$��  30 ���� %
$�#
�� �������
��$�
������-100 μl ��� 1N HCl  %
��!�,��	������

�����<+���� 450 nm �$�
 �G�?��� microplate reader 

            c)  ���#� immunoreactive allergen ��
��N	
co-immunoprecipitation 

                ���#� immunoreactive allergen ��� BFM ��
��N	
��G��G co-

immunoprecipitation ��-��O����-�$���
�������
�� BFM �$�
 biotin #�?� ����!� 

biotinylation ��������� BFM ��?���!�,�"�$"��	+���� co-immunoprecipitation �!���
����!� 

BFM ������,���-�	����
�
�
 biotin reagent (10 mM Sulfo-NHS-LC-Biotin) ��� 4°C ��Q�

��
� 2 �	���-���
���%���+!�%�=�  �!�����!��	� biotin reagent �������������
���
$���$�
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�	�����* PBS-M pH 7.4 (0.14 M NaCl, 8 mM sodium phosphate, 2 mM potassium 

phosphate %
� 0.01 M KCl)    

           ����!� co-immunoprecipitation  �!���
"�$ Seize X Immunoprecipitation Kit (Pierce 

Biotechnology) �!� Seize X Protein A gel ,���?��-�	� IgG2a subclass monoclonal antibody 

(mAb) ��� human Fc�  (Biodesign International, Saco, ME) ��
��N	
 disuccinimidyl 

suberate (DSS) cross-linker ��
�����-�����(#'H-�#$����Q���
� 1 �	���-� ��-�$�
���
$�� 5 

G�	+�   #
	�����	+��!�������-;��	�- (350 μl)
�,��� anti- human Fc� mAb conjugated protein 

A bead �!����
$�� 5 G�	+� %
$���-�$�
������-������biotylated BFM %
$��!������-�$�
���

#-�������(#'H-�#$�� 1 �	���-� �!����
$�� 5 G�	+�%
$��!������ immuno-preipitated proteins  

������ protein A bead ��
���"�$�	�����* pH 2.8 %
$��!�,�%
���������
 SDS-PAGE 

(15%) O��
�������	��
��� 
�"�%&���--���� PDVF %
$� blocked �����(��������%&��%--

�����$�
 5% skim milk/PBS ���4
o
C �$�-G?� %
$��!���-�	� HRP-conjugated streptavidin 

��?��"#$��-��O-���#=� biotinylated BFM proteins �$�
��G��G chemiluminescence �$�
���� 

ECL western blotting analysis ��-�$�
���exposed �	� Kodak X-ray film 

 

�
�����
��	
��
������
 
 G�� BFM specific IgE  ������"�$�
��-�
?���	��
������G�  4 �
��-  ( �H���� B.1) �����

G����
��
 allergen specific IgE ����	��
���;��	�-�
?��G����������O��-?�
�� (Latex glove 

worker, LGW) �!���� 170 G������	� 0.10 ± 0.26 OD ��
-�G�������
� 38 G����-�G�� BFM  

specific IgE �H�����G����
��
  �!�#�	�G����
��
 BMF specific IgE ����
?���	��
�������
��- 

CAP
+
 �����-����	�"�
$�G�
��	��
��-G����������O��-?�
�� ��
-�G�"��
��- CAP

+
 �!���� 9 

G����-�G�� BFM specific IgE �H�����G����
��
"��(�����
��- CAP
-
  -� 11 ��� 22 G����-�G�� BMF 

specific IgE �H�����G����
��
 (0.02 ± 0.02 OD) %
��
��-��G
����������$�����'�� (HCW) -� 7 

��� 35 G����-�G�� BFM  specific IgE �H�����G����
��
(0.04 ± 0.13 OD)  #��"�$��()* 0.06 OD 

;<��,�$-����G����
��
 + 2 SD ����
��- CAP
-
  (0.02 + 0.07 = 0.09)"�����	����       �!����

�	��
�����������"#$&
���#�?�-� IgE ��� BMF allergen �����-��!���� 56, 11, 1 %
� 5 G� ���

�
��- LGW, CAP
+
, CAP

-
 %
� HCWs ��-
!��	� G�� BFM specific IgE �H���� 3 �	��	�%��,�$%��

;��	�-#-�
�
�  4, 248 %
� 253  ;<��-�G������	� 2.71, 1.40 %
� 0.78 OD ��-
!��	� �������	+�

G�� BFM specific IgG  ������"�$�
��-�
?���	��
������G�  4 �
��-  (�H���� B.2) �����-�G����
��
 

BFM specific IgG "��
��- LGW, CAP
+
, CAP

-
 %
� HCWs �����	� 0.20 ± 0.34, 0.09 ± 0.13, 

0.02 ± 0.04 %
� 0.03 ± 0.04 OD ��-
!��	� �!�����	��
�����������"#$&
����#�?�-� IgG ��� 

BMF �����-��!���� 50, 9, 7  %
� 15 G� ����
��- LGW, CAP
+
, CAP

-
 %
� HCWs ��-
!��	�

#��"�$��()*����	�����!�������
����G����
��
 SD ���,�$����
��- CAP
-
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           ���#=�,�$���G��
��- LGW -� IgE %
� IgG ��� BFM �H�����G��
��-�?��Z �	+���+�����Q�

������
�- LGW -�������	-&	��	� BFM ;<���
H��+!�
��%
�&
��'	()*O��-?�
�����&
�����-�

"#-�Z,�$-�������
��-�?��Z        

          �������	+���� plot %�� scatter format (�H���� B.3) �����G�� correlation ��#���� 

BFM specific IgE %
� IgG  ��#����;��	�-#-�
�
� 4, 248 %
� 253 -����	��H����  %
���
G�� 

OD �!�#�	� specific IgG �����	� 2.64, 1.16 %
� 1.53 ��-
!��	� (�������� B.1) ��
��� LGW  

#-�
�
� 4 �����	+���������-������%�$���������
�� %
�&
�������!� skin prick test �=��Q�


��	+�#-�  ;<�������Q�,�,�$������	� IgG -����/��
���������������������%�$ #�� Fc�RIIB 

,����-�����
��-#�?� co-aggregated �	� Fc�RI ��?������������� allergen cross-linking ��


��N	
 IgG %
� IgE ������������
��$���	� por-allergenic signal �=��#-�,� (Kraft et al, 2006 ) 

        ������#� immunoreactive allergen ��
"�$��G��G co-immunoprecipitation ��Q���G��G

�����
-�!��	������ �'��/��-������� epitopes ��� allergen ��
	�G��
H��	+�#-� ;<��,-��#-?��

����!� immunoblot ���-�����H>���
�'��/��-������� epitopes ���-�$�
 ��
�-?��"�$;��	�-��� 

LGW #-�
�
� 4 ����� ������ BFM ���� 55 kD ��Q� IgE reactive allergen (�H���� B.4 A) 

��
�������BFM �	��
���-����-�(�
H��$�
-��,-���-��O
$�-#�?�-���#=�%O�������,�$������

�!� SDS-PAGE  (�H���� B.4 B)  %���-?��"�$;��	�-��� CAP
+
 #-�
�
� P1396  �=,-������ BFM

������ 55 kD ��Q� immunoreative allergen �	+�Z���;��	�- CAP
+
  ��-����	� IgE  ����H�  (�H���� B.4 

A)  ;<��%���"#$�#=����"��������� CAP 
	���������� 55 kD ;<��#������-�������	���+
�,��$�


"��������� �$�
�=���!�"#$��-��O������	
���%�$���������
������,�$%-��
!��<+�  

             O<�%-$������ BFM ���� 55 kD  -�����"�
$�G�
��	� Hev b 4 (50-57 kD) %�� Hev b 

4 ��Q� latex allergen �������
�
�
�+!�,�$����
�
H�"� B-serum �	��	+������� BFM ���� 55 kD 

�<��������Q�������,-�
�
�
�+!�����"#-�����!�"#$�������%�$  ;<��
	��$���!����
?�
	���
��G��G

�������G
�����%
�%���������,�  %����?���������-�(������ 55 kD -��
H��$�
-��"� BFM 

&H$���	
,�$�
�
�-�!�������/�V������ 55 kD ��?���!�,�#�
!��	�����-�����?���!�,�"�$��$�� primer 

�!�#�	��G
�����  %���=,-���-��O�!�,�$�!���=� 

 

 
 
 
 
 
 
 
 



 41

 
 
 
 

 

 

 

         �H���� B.1 Relative comparison of specific IgE level from 31 CAP
+
, 22 CAP

-
, 170 

LGW and 35 HCW samples by indirect ELISA. Each data point represents the specific 

IgE level in relation to the absorbance value at OD 450 nm. Solid horizontal lines 

represent the means of individual categories. These data are representative of three 

independent experiments. (Mengumpun et al, 2008, Appendix 3) 
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�H���� B.2  The IgG level from 31 CAP
+
, 22 CAP

-
, 170 LGW and 35 HCW samples was 

assayed by indirect ELISA. Solid horizontal lines represent the means of individual 

categories. These data are the representative of three independent experiments. 

(Mengumpun et al, 2008, Appendix 3) 
 

 

         �H���� B.2  Correlation of specific IgE and IgG levels obtained from indirect ELISA 

(Fig B.1 and B.2, respectively). Each data point represents an individual sample from 31 

CAP
+
, 22 CAP

-
, 170 LGW and 35 HCW groups. LGWs no. 4, 248, 253 are shown in the 

ellipse area. (Mengumpun et al, 2008, Appendix 3) 
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         �H���� B.4. Identification of immunoreactive allergen by co- immunoprecipitation 

assay (A). Protein mixtures of biotinylated BFM proteins are shown in lane 1. Fractions 

collected from incubation with LGW sample no. 4, CAP
+
 sample no. P1396 and CAP

-
 

sample no. P2136 are shown in lanes 2, 3, and 4. Whole protein extract is shown by 

Coomassie Blue R250 staining in polyacrylamide gel under denaturing condition (B). BFM 

proteins were shown in lane. (Mengumpun et al, 2008, Appendix 3) 

  

References: 
Kraft S, Novak N. (2006) Fc receptors as determinants of allergic reactions. Trends in 

Immunology  27: 88-95. 

Mengumpun, K., Yayapiwatana, C., Hamilton, R.G., Sangsupawanich, P., 

Wititsuwannakul, R. (2008) Identification of a novel hydrophobic allergen from Hevea 
brasiliensis bottom fraction membrane. Asian Pacific Journal of Allergy and 

Immunology (final revision resubmitted). 
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C. ���������%� 3 

��������%���������<�#����*6���
�E*�

������#���� 

 

               O<�%-$���,�$-����N<�7�����
��	�����	��G���#*
��/��-���� -���Q���
���
����� 50 

�2%
$�  �	+�%���2 GN. 1950  %��G��-�H$���,�$ �=
	�#���,�
���G��-�-�H�(*�
H�-��  �|����	�
	�,-�

��Q�����H$�	����-� ������"��$�� ����!�#�$��������
��$���	�����!�����	��G���#*
��  �	+���+�����Q�

������������	��
���-	���Q� hydrophobic protein#�?� �
H��	��--���� ;<��
��%������!�������/�V 

�$�
��/�-��������������G-��	��,�     �	����
�N����*�|����	��<��
�
�-%�$�|>#��	��
��� ��


��N	
 ��G��G��� proteomics %
� genomics ��$����
  �
���,��=��- ��������"�$����
��*�H����

���&
������	
���,�$   �!���Q��$����N	
#
	�G��-�H$�?+��������$���������������	��G���#*
��

/��-������Q���()*  

            ��
��-��*
��/��-�����������$�
#���

��
�����Q� cis-isoprene ��?���	+�#-�  ��


�	+��������-%��(initiation) �������!�����	��G���#*
����-����"�$ allylic diphosphate ��Q� 

priming co-substrate %
$���-�$�
�	+���� elongation #�?� prenyl chain extension ��?�����

��$����Q���
��-��*
��(Archer and Audley, 1987; Madhavan et al., 1989; Cornish and 

Backhaus, 1990). ����	��G���#* allylic prenyl diphosphates ���$����N	
���,;-* trans-

prenyl transferase ;<��,�$�����,;-*�	��
���-��
H��	+�"�����������'�G�$�#
��%
�������� C-

serum ���,�$#
	�����|}�%
��+!�
���� (Tangpakdee et al., 1997; Wititsuwannakul and 

Wititsuwannakul, 2001) %
�,�$�����������-����	��G���#*
������-��OOH������$�,�$�$�
 

allylic diphosphates ���-�G��-
����� C5-C20 ��

���
��
��������$�,�$���<+� ���� C5 < C10 < C15 

< C20 C20 (Archer and Audley, 1987). ;<�����-����N<�7���
��N	
��G��G���  
13

C-NMR 

������
��-#���

��
,��;��������!�#�$������Q��������-�$� (initiating species) "����������-#���



��
 IPP %��  cis addition ,���?��
Z ����Q� rubber polymer (cis-1,4-polyisoprene) ��Q� 

trans-allylic diphosphate �!����  farnesyl  pyrophosphate (Tanaka et al., 1996).  �|����	�


	�,-���Q��������������'�G
����Q�%#
�������$�� initiating species �$�
#�?�,-�   -����G��G�-

�����$�� initating species ��$�-�	+�G��-
�������
��-��*
�� �
���,�  

                 G(�&H$ �� �	 
 ,�$ ���� � ������ ' �G�$ �#
��  (;<� � ,-� " �� � ����� ' �G
� � ) 

(Witisuwannakul et al., 2003) %
��--����������'�G�$�#
��(Wititsuwannakul et al, 

2004, Appendix 4)  �����-��O����
-,�$#
	�����|}�%
��+!�
�����$�
�G�?��� ultracentrifuge �=-�

������/�'��"������$����
��-��*
�������	�  �<��!�"#$���G�������
������N<�7�����	��G���#*


�������'�G
�����-�-�"������	+� ��Q����N<�7������'�G
��������/�V����Z #�?���Q����'�G


���������_`���$�
�--����������������'�G�$�#
���������
��$���	�����	��G���#*
�� ���#
��

���,��G�?�G��
�--��������%# ;<��,�$-������/��,�$��Q�'����� (�	��H��$��
���)��
 Southorn 

(1961) ��
���#=�,�$������'�G"��+!�
�����������,��$�
���'�G
�� (rubber)   ���'�G
H��
�* 
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(lutoid)  %
�     ���'�G ������
��� (Frey  Wysling) �	+�"��'��/��-����"�����+!�
��  ��

��?��-�
��	���Q��G�?����
����%# (reticulum) %���
�
�
H�"������������#
� (cytosol) "��+!�


��     %���#���
�����G�?��� ultracentrifuge �!�"#$�+!�
��������!�-�N<�7�-�����H>���
G��-

��O�
�����G�?����
�--��������%#�	��
���  �������	+�Southorn (1961)
	�,�$�	(�����,�$���

�G�?����
����%#�#
����+�������Q�%#
������!�#�$������$����
��-��*
��  
 
 

 
 
 
         �H� C.1    �H���/��O<�G��-��Q�,�,�$��������?��-�
�������'�G����Z"�����+!�
�� ��
 

Southorn , 1961 

 

 

              �-?���!����%
��+!�
���� ��
����|}�%
��$�
�G�?��� ultracentrifuge ��� 49,000g ��� 

45 ����  ���'�G����Z�����������Q��G�?����
����%#��OH�%���#���
�%
��������	�  ��


���'�G
����
�
�<+�,��
H��	+��������
�����("�$�	+�
����-����'�G������������������
H��$�


�
=��$�
 ����"#>�������'�G
H��
�*%
�������������OH��#���
�,��
H������(�$�#
��  �	��	+����

G$���O<�������/�'��������'�G�$�#
�� "�����!�����	��G���#*
����
G(�&H$���	
 

[Wititsuwannakul et al., 2003, Wititsuwannakul et al, 2004 (Appendix4) ; 

Rattanapittayaporn et al.2004 (Appendix5)] �<���Q��������-�$��	(��������  Southorn 

(1961)  

            ���N<�7���G*G��-�H$"#-�����
��	�����	��G���#*
��"���
�����+ �<���Q����N<�7�

�����?����������G
�!�,�$ ��
���!�������G���#*���������
��-��*
�������$����
���'�G����Z

�������%#�--���� ��$�-�	+� ��N<�7�#�G�(�-�	��������'�G ������
���;<����Q��-�������

�G�?�G��
����%#����-���- �����"�����%O�,-�-��$�-H
���N<�7�����   
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C.1) ������(�!�����>"H�(��
���*�'+%'+��"+%'#%��!�%�>;�'���	�'!�����>�";!��
!���������+%'%�
<���*�'J��!��K%+*�;�*�'
� 
 

�������	
��
����� 
                 a) �������
-%
�
$�����'�G�$�#
�� 

                     �!��+!�
���������������$�
���	�/�* RRIM600 ��
����	��$�
'�������%��,�$"�

�+!�%�=� ,��|}�%
��$�
�G�?��� ultracentrifuge ��� 49,000g ��Q���
� 40 ���� �+!�
����OH�%
�

�����Q� 3 �	+� �	+��������Q��	+�������'�G
�� �	+��
����Q�����#
�"� cytosol (C-serum) 

%
��	+�
��������Q�����������'�G�$�#
�� (bottom fraction, BF) %
����������� BF  ,�
$��

�$�
���
�
�
�	�����* [ 50 mM Tris-HCl (pH 7.4)]���&�-�$�
 0.9% NaCl (w/v) �!���� 3 G�	+� 

%
�%
�������� BF ���&������
$�������%
$�  (washed bottom particles, WBP) �$�
����|}�

%
���� 4500g ��Q���
� 30 ���� ��=�,�$"�'�������%��"��+!�%�=� 

                 b) �������
-�--����������'�G�$�#
�� 

                      �!�  WBP #�?����'�G�$�#
�����&������
$��%
$�,��!�"#$%����
,�&�-
�

"��+!��
	�����-��� 3 ����%
$������
���"�$�G�?������ %
���������--���������
����|}�

%
����%���#���
� 4500g ��� 60 ���� %
$��!����
$�� 3 G�	+� �$�
���
�
�
�	�����* [ 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.4)]���&�-�$�
 0.9% NaCl (w/v)] ��=���������--�������&������
$�� ( washed 

bottom membrane, WBM) ��=�,�$"�'�������%��"��+!�%�=� 

                 c) �������
-%
�
$�����'�G
�� 

                   %
��������������'�G
�������
=� #�?������( Zone 2 ��-���  Moir (1950) 

,�$�/���
,�$  #
	�����|}�%
��+!�
�����$�
�G�?��� ultracentrifuge ��� 49,000g ��Q���
� 40 ���� 

�!�,�
$��  3 G�	+� �$�
���
�
�
�	�����* [ 50 mM Tris-HCl (pH 7.4)] ���-���  5 ����  �!�

���'�G
�����&������
��� ( washed rubber particle, WRP) ��=�,�$"�'�������%��"��+!�%�=� 

                 d) ������G���#*�������
�����	��G���#*
�� 

                     Assay mixture  ����������
�����	��G���#*
���������$�
�	����� IDP , 

allylic diphopshate initiator  
14

C-IDP,   
3
H-FPP #�?� 

14
C-UPP ,�--������������� WRP 

#�?� WBM   ��
&�-�
H�"� �	�����* (50 mM Tris-HCl, pH7.7) ��-��

����
��������!��	�,�$"�$

�H� #�?������  ��$�-�$�
 reagents ����-�������
� (30 mM KF, 5 mM MgCl2 %
�10 mM DTT) 

%
�-�������- 20 mM EDTA 
�"��������
�G��G�- ��
��"�$�����-�����(#'H-� 30
o
C ��Q�

��
���� 2 �	���-�   %
$�#
���������
���
���%���+!�%�=� �����!�,���	� radiolabeled rubber   

                 e) ������G���#* radiolabeled rubber ���,�$����������
�����	��G���#*
�� 

                  �!����������� radiolabeled rubber (
3
H-rubber #�?� 

14
C-rubber)  ���,�$���

�������
�����	��G���#*
�� ��
������-�������

�,�"� assay mixture %
$��|}�%
���������  

12000g ��� 45 ���� �!���������,�$,�
�
�
"����
�
�
 hexane:toluene (1:1) %
$��|}�%
�
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����������
�
�
 ,����#
��?��
����-���
�%
$�������� radilolabeled rubber ������/�V �$�
��

;����#�?��������
  �!���������,�$,�
�
�
"� toluene ���-��� 150 μl �!�������/�V 

radiolabeled rubber �$�
�����&
�� �$�
��;����%���
=����-��� 750 μl  �!���� 3 G�	+� �!�

��������,�$,�
�
�
"� toluene ;<��������
H�"���� scintillation %
$��!�,�"��"��G�?��� 

scintillation counter ��?�����G���#*G!���(#����-�(����	������ radiolabeled  rubber ���,�$

���,�  

                 f) ����!�����	��G���#*
����
 WRP ������ 
14

C-UPP Rubber �����$����
 WBM  

                     �!� 50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.7 (37,650 cpm) �����$����� 
14

C-UPP ��
 

WBM  ,� incubate �	� WRP "��	�����* (50 mM Tris-HCl buffer, pH 7.7) ���-��� 200 �l 

����������$�
 40 mM DOC, 5 mM MgCl2 , 10 mM DTT %
� 1 mM IPP �!������-�������
����  

37
o
C ��� 4 �	���-� #
���������
���
%���+!�%�=� %
��!����%
� 

14
C-rubber �	���

����
����

�
���"��$���$� 

                 g) ������G���#* molecular weight distribution (MWD) ���
 14

C-rubber  

                      �!����
�
�
"� tetrahydrofuran (THF) ���-� 
14

C-rubber ������/�V
�
�
�
H�,�

�!�������G���#*�$�
��/� gel permeation chromatography  (GPC) ��
"�$;�������G�
	-�* TSK 

gel (Tosho)��������?����	�  4 G�
	-�* -�G�� exclusion limit  �	���+1.01 x 10
6
, 1.72 x 10

5
, 1.13 x 

10
4
 %
� 1.30 x 10

3
) ����!� GPC "�$��(#'H-�  35

o
C %
� THF ��Q��	��� ����	������,#
 0.5 

-
./����   �!�����	�G���H��
?�%�� (�210 nm) %
� ���-�(�	������ polyisoprene "� fraction

����Z���OH������-����Z���� ��$�-�	+�#�G�� molecular mass ��
����
����
��	�  

polystyrene MW markers. 

 

�
�����
��	
��
������
  
       ���&
"��H���� C.1 ���#=�����-?��"�$ 

14
C-UPP ��Q� allylic diphosphate initiator �--����

������������'�G
H��
�*%
����������� #�?� ���'�G-�$�#
�� (WBM) -�������/�'��"����

�	��G���#*
��,�$-���������'�G
�������
=�O<� 5 ���� ��
������/�'��"�����	��G���#*
��

��� WBM ���,�$������"�$  
14

C-UPP ��Q� allylic diphosphate initiator ���H��������,�$������"�$  
14

C-IPP %
�  
3
H-FPP ���-�( 6 %
� 2.5 ������-
!��	� (�H���� C.2)  ��
�+!�#�	��-�
��
���


�������$�����
 14

C-UPP ��
 WBM ������G���#*,�$��� GPC �
H�"����� 1 - 4 x 10
5
  %
�-� MWD 

��Q� %�� skewed unimodal  (�H���� C.3-4)  ��
�+!�#�	��-�
��
�����
��-��*
���	��
�����

����-�<+����-�( 3 ����#�?�����-�<+���Q�  9 x 10
5
 �-?���!�,� incubate �	� WRP ���-�������- 60 

μM IPP ��
-� MWD %�� unimodal (�H���� C.5) 

          &
������N<�7��+!�#�	��-�
��

�� �����$����
�--�������,;-*�������
��$���	�

�������������	��G���#*���
��/��-���� �!�"#$,�$G��-�H$�?+����"#-������	������$��	(�����

����	����
�N����* (Southorn, 1961) 
�G������� ����-�
��

�������OH���$���<+�"�����%#�--
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���������?��-���'�G
�� ���'�G
H��
�* %
� ���'�G ������
��� ��$��$�
�	� ��

!��	��	+����

�����$�����	� early elongation ������-������'�G�$�#
��;<���������$�
���'�G������
���%
�

���'�G
H��
�* �!������$��,�$��
��-��*
�����-������
=� (1 - 4 x 10
5
 ) %
�-� MWD ��Q� %�� 

skewed unimodal #
	�����	+������$�����	� late elongation "#$,�$��
��-��*
�����-�����"#>�

�<+� (9  x 10
5
 ) �������<+�������'�G
�������
=�  ��-
!��	� �	+���+����N	
���,;-* rubber 

transferase ��������Z��������
H��	��--����������'�G�	��
���  

 

 

   
 
           �H���� C.1  ����	��G���#*
����
  WRP (A) %
� WBM (B) ;<�����-�(���"�$���
�����

�+!�#�	�%#$����-�( 20 mg %
�-� 
14

C-UPP (354,000 cpm) ��Q� allylic initiator ��
"� 

�������
�G��G�-��"�� 20 mM EDTA  ���	�������-%���"��H���� % 
14

C-UPP ���OH� 

incorporate ��$�,�"��-�
��

�����,�$��������	� toluene/hexane (1:1, v/v).   
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         �H���� C. 2 ���/��
��� allylic isoprene ��-��������	��G���#*
����
  WBM (B) �������
�

���-���  200 μl �������$� WBM ( ���-�(�+!�#�	�%#$� 20 mg), 60 μM IPP , radiolabeled 

allylic initiators [12.5 μM 
3
H-FPP ,7 ci/mol(B) or 100,900 cpm 

14
C-UPP ]  �!�#�	��������
� 

(A),-�-� allylic initiator %��-� 15 μM 
14

C-IPP (15 ci/mol) ��
"� �������
�G��G�-��"�� 20 mM 

EDTA  ���	�������-%���"��H���� % 
14

C-UPP ���OH� incorporate ��$�,�"��-�
��

�����,�$

��������	� toluene/hexane (1:1, v/v).   
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         �H���� C.3 ������G���#*�+!�#�	��-�
��
���
�������$����
������� WBM �����������$�
 

acetone ���� 0-20%��
-� UPP ��Q� allylic initiator �$�
 GPC�!�%
� radiolabeled rubber 

������ origin spot #
	�����!�,�%
��$�
 �$�
 TLC %
$��!�,����G���#*�$�
 GPC ��
"�$

��(#'H-�  35
o
C %
� THF ��Q��	��� ����	������,#
 0.5 -
./����   �!�����	�G�� ���-�(�	��� 

(A) %
�G������H��
?�%�� ��� �210 nm ��� polyisoprene "��
H�"�%��
� fraction ���OH���

���-����Z���� ��$�-�	+�#�G�� molecular mass ��
����
����
��	�  polystyrene MW 

markers. 
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         �H���� C.4 ������G���#*�+!�#�	��-�
��
���
�������$����
 WBM ��
-� UPP ��Q� allylic 

initiator �$�
 GPC �!�%
� radiolabeled rubber ������ origin spot #
	�����!�,�%
��$�
 

�$�
 TLC %
$��!�,����G���#*�$�
 GPC ��
"�$��(#'H-�  35
o
C %
� THF ��Q��	��� ����	������

,#
 0.5 -
./����   �!�����	�G�� ���-�(�	��� (A) %
�G������H��
?�%�� ��� �210 nm ��� 

polyisoprene "��
H�"�%��
� fraction ���OH������-����Z���� ��$�-�	+�#�G�� molecular mass 

��
����
����
��	�  polystyrene MW markers. 
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         �H���� C.5  ������G���#*�+!�#�	��-�
��
�����
��-��*
���	��������-�-?���!���
��-��*
�����

��$����
 WBM (�H���� C.3) ,�incubate �	� WRP ���-�������- 60 μM IPP  ��
�!� radiolabeled 

rubber ���%
�,�$��� origin spot #
	�����!� TLC ,����G���#*�$�
 GPC ��
"�$��(#'H-�  35
o
C 

%
� THF ��Q��	��� ����	������,#
 0.5 -
./����   �!�����	�G�����-�(�	��� (A) %
�G�����

�H��
?�%��(B) ����210 nm ��� polyisoprene "��
H�"�%��
� fraction ���OH������-����Z���� 

��$�-�	+�#�G�� molecular mass ��
����
����
��	�  polystyrene MW markers. 
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C.2) ��� ������
�	�����+%'%�
<�� !@�(�	���'���%;H*��!��K%�*�;�*�'
�   
 C2.1) ����������'!%�B&�> 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate reductoisomerase (DXR)  
                 ���'�G���'�G�������
��� ��+%������������'�G
H��
�* %
����'�G
��"�

�G�?����
����%# (reticulum) ��������Q����'�G���-��--����#��#�$- 2 �	+� G
$�
Z�	����'�G 

plastid �!���� chromoplast  %
� leucoplast ����?��?����
�	��,�  ��O�����	��G���#* isoprene  

"����'�G plastid ����Q�%�� MEP pathway ;<����%�����������O� (MVA pathway) ���-� HMG-

CoA reductase ��Q� rate-limiting enzyme %
������<+�"� cytosol  (�H���� C.6) %����O� MEP 

pathway����N	
 glyceraldehyde 3-phosphate %
� pyruvate ;<��,�$�������
�
 glucose ��


��O� pentose phosphate  ��Q�����	+��$�%
�-� 1-Deoxy-D-xylulose reductase (DXR) ��Q� rate-

limiting enzyme (�H���� C.7)  

 

 

 

 
 
         �H���� C.6  ��O�����	��G���#* isoprene "� ���*%��%�
 (plastid %
� mitochondria) %
�,;

���
��;<- 
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         �H���� C.7   The non-mevalonate pathway or 2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate/1-

deoxy-D-xylulose   5-phosphate pathway (MEP/DOXP pathway) of isoprenoid 

biosynthesis 

 

�	��	+� #�����'�G������
��� ��-��O��$�� IPP ,�$��� glucose  �=���-�G��-��Q�,�,�$����$�
��

��-��O��
��
��+!���
���-��
H�"��G�?����
����%#"#$,���Q�
����
���  

 

 

�������	
��
����� 
                 a) �������
-���'�G���������� 

                      �!��+!�
����-��|}�%
��$�
�G�?���#-���#���
� ��� 1700g ��(#'H-� 10
o
C ��� 

30 ���� "� swing-out bucket rotor ��?��
���������%����#�������'�G����Z����+!�
��"�

�(����OH��#���
�  �!�����!��	�����G�<����;<������"#>���Q����'�G
�����,� %
$��!�����G�<��
���

����#
?�,��|}�%
����  7000g ��(#'H-� 4
o
C ��� 15 ���� ��
"�$ fixed angle rotor  �+!�
����OH�

%
������Q� 3 �	+� �	+�
�����
H������ ��
"�$�	+�
����-����'�G�������������#
?���-�$-

%���
�
�
H� �!���������-���'�G%���
�
�	��
��� %
$��!�,��|}�%
��$�
�G�?��� 

ultracentrifuge ��� 59,000g ��(#'H-� 4
o
C ��� 20 ����  �!����
$����������'�G���������� 3 

G�	+��$�
�	�����* 

                 b) ������G���#*&
��'	()* 
14

C-prenyl �����$����� 
14

C-glucose ��
���'�G�����

����� 

                     �!����'�G�����������������
-,�$,��!�"#$%����
��/� sonication %
$� �!�,���	�

�������"���
����|}�%
��$�
%���#���
� 10,000g ��� 4
o
C ��� 10 ����  �!�����"����-��� 100 
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μl ;<��-����-�(������ 280 μg ,�"��"� reaction mixture ���-��� 500 μl ;<���������$�
  50 

mM Tris-HCl, pH 7.8, 10 mM MgCl2, 10 mM DTT, 30 mM KF, 0.15 NADPH, 74 μM 

mevinolin ("���(����"�� )  %
� 1 mM [
14

C]glucose (5 Ci/mol)  �!������-�������
���� 37 oC 

��Q���
� 6 �	���-� %
$��!����%
�&
��'	()* prenyl diphosphate �$�
 1-butanol %
$��!����

�
�
#-H��������$�
�����
"�$���,;-* potato acid phosphatase  ��	�&
��'	()* prenols ���

,�$�$�
 pentane %
$��!�,����G���#*�$�
��/� TLC ��%&�� reverse LKC-18 plate %
�"�$ 

acetone/water (19:1, v/v) ��Q��	���  �!��������
����
������	� prenols -�����������-��O

-���#=�,�$��
��N	
,����#
,��������$�-�	����G���#*#����-�( radioactive "�&
��'	()* 

prenols �$�
�G�?��� Bioimage analyzer   

                 b) ����G
����� cDNA ���1-deoxy-D-xylulose reductase (DXR) 

                     �!���
"�$ PCR  product ���-�G��-�!�����;<��,�$���%��-����
!��	����,��*

������,;-* solanesyl diphosphate synthase "� ����$�-H
  -�"�$��Q��	������-"���������

#�
���	��
������#$���-��;�����=����������
-����+!�
������  ����	+���+��������
���	��
���,�$

OH��!�-����%�� primer  ��?��"�$"����#���+���������	�/����-�	+�#-�������,;-* �	�

��

����
�"� (Yoonrum et al, 2008, Appendix 6) 

                 g) ������G���#*���%������ mRNA ��� DXR  

                     �!�������G���#*��
"�$ RT-PCR ��
��� amplify total RNA (1��	-) ���%
�,�$

�����?+��
?������Z�$�
 primer .������%���!������	� DXR        

                 f) ���#��!�%#�������
H���� DXR '�
"��;

* 

                     ���#��!�%#�������
H���� DXR '�
"��;

* �!���
��N	
��G��G��� Gateway 

cloning system�	���

����
�"� Yoonrum et al, 2008 (Appendix 6) 

 

�
�����
��	
��
������
  
         �������!� [

14
C] glucose ,� incubate �	����'�G������
��� "��'�����-��	�
	�
	+� HMG-

CoA reductase (mevinolin)  ��������'�G������
�����-��O��$����� [
14

C] prenyl  ,�$#
�


������-�	+� FDP %
� GGDP ��� [
14

C] glucose    %�����-�(���,�$���#=������!��������,�$"�

�'�����,-�-����"���	�
	�
	+� mevilonin  (�H���� C.8)  %
���?������-������
������ FDP ��Q� 

allylic diphosphate ���OH�"�$��Q� initiation species "��������-�������������	��G���#*
��   

�	��	+����'�G������
���������!�#�$������$�� initiating primer "#$�	���
��-��*
���=,�$ %��

��?������
	�,-�-���
���"�Z,�$�!����
?�
	�������'�G������
�����Q����'�G����'� plastid 

����Z  �	��	+�G(����	
�<�,�$�!�����G
����,;-* 1-deoxy-D-xylulose reductase (DXR) ;<����Q� 

rate-limiting enzyme "�����	��G���#* isoprene ��
��O� MEP "� plastid ������"�$ cDNA 

library �������
-,�$����+!�
�� ��?����Q����
?�
	� 
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         �H���� C.8   TLC autoradiogram ��� [

14
C]prenyl  (#
	����
��
�$�
 acid phosphate) ���

,�$������ incubate [
14

C] glucose  �	����'�G���'�G������
���  "��'�����,-�-� (lane 1) %
�-� 

mevinolin (lane2) &�-�
H��$�
  (S.F. = solvent front; Ori = origin) (Yoonrum et al, 2008, 

Appendix 6) 

  

&
����G
�
�� DXR ���
������ (HbDXR) ��
"�$ cDNA library �������
-,�$����+!�
�� 

����� 
�� HbDXR  ������,��$�
#�<��  putative ORF (open reading frame) ���-� % ���

���
�
!��	����G
$�
G
<��	� DXR "��?��?��ZG?� L. esculentum (86%), A. thaliana (82%), S. 
rebaudiana (82%), and O. sativa (80%) (������ C.9 ) ��
����������	��G���#*��� HbDXR ��

������,��$�
�����-��� 417 �	� %
�G�����-� molecular mass �����	� 50.97 kDa  

�������	+�
	���������	���� expression ���
�� HbDXR  -�-��������"�"���?+��
?���������-�

���������%
�
!��$���������$��
$�
��   -����	�����
��"��+!�
�� %
�%��,-�-��

"�"�
��

%�� (�H���� C.10) �	��	+�
�� HbDXR  ����G
�,�$�����Q��������-�G��-�!������������+!�
�� ������

�����H
�� HbDXR  �$�
 ChloroP algorithm ����� HbDXR -������-��� 80 �	��$�� N-

terminal  ����������Q���������!�#�$������Q� transit peptide  ��?���!� DXR ��$�,�"� plastid  ;<��

��-��O
?�
	����&
�����
����
��� fuse 
�� HbDXR  �$�
 GFP fluorescent ��������( 

C-terminal  %
$��!�,�"��"���

* Arabidopsis  ����������-��O��
�� HbDXR "������(���

��Q� chromoplastid  (chloroplast)  (������ C.11) �	��	+� ���'�G�����������<���Q����'�G�
��������
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�!������!�#�	�����+!�
�� %
����������
��$���	������$��#���

��
,��;���� ���"�$"������$��

#-H������
���� FDP %
� GGDP ;<��"�$��Q� primer �!�#�	������$���-�
��

�� "��	+���� 

initiation step 

 

 

 

 
         �H���� C.9  Multiple sequence alignment of the deduced amino acid of HbDXR and 

DXRs from four other plants including two of those from bacteria. The residues boxed in 

black indicated the positional identity for at least four of six compared sequences. Dashed 

indicate gaps introduced in order to optimize the alignment. Asterisks indicate the 

NADPH-binding motif. The putative cleavage site is indicated with an arrowhead. The 

cDNA accession number are A. thaliana; AF148852, L. esculentum; AF331705_1, O. 
sativa; AF367205, S. rebaudiana; AJ429233, H. brasiliensis; DQ437520, S. leopoliensis; 
AJ250721 and E. coli; AB013300. (Yoonrum et al, 2008, Appendix 6) 
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         �H���� C.10  Analysis of mRNA expression patterns by RT-PCR. A: mRNA 

expression of HbDXR (28 cycles); B: 18S rRNA expression as an internal control. 

(Yoonrum et al, 2008, Appendix 6) 

 

 
 
 
        �H���� C.11 Subcellular localization of HbDXR in Arabidopsis T87 cells. Cells 

expressing HbDXR, fused with GFP at C-terminus of GFP and GFP, were observed by 

laser confocal microscopy. The panels indicated as BA510IF, BA585IF, and Merge show 

fluorescence images of GFP, the autofluorescence of chlorophylls, and the merged image 

of green and red fluorescence, respectively. (Yoonrum et al, 2008, Appendix 6) 
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C.2.2 ����������'!%�B&�> solanesyl diphosphate synthase  
        ������������'�G���������� ��Q����'�G���
�����
H�"��G�?�G��
����%#���-��--���� 2 �	+�

#��#�$- %
���Q����'�G���-����#
?���-�$-;<�������-�#�$��������
��$���	������$�� carotenoids  %��

�|����	��$�-H
����
��	�������-������'�G��+
	�-��$�
-��  G(����	
�<�,�$�!����������G���#*#�

����!����  plastidial isoprenoid ���� plastoquinone ;<����OH���$����� IPP ���,�$-���� MEP 

pathway ������'�G�
����� ��$�-�	+��!�����G
��������,;-*�������
��$�� �	+���+��?����Q����

����-�$�-H
G�(�-�	���!������$�������Q��
�����������'�G�������������,� 

 

�������	
��
����� 
                 a) �������
-���'�G���������� 

                     �!��+!�
����-��|}�%
��$�
�G�?���#-���#���
� ��� 1700g ��(#'H-� 10
o
C ��� 30 

���� "� swing-out bucket rotor ��?��
���������%����#�������'�G����Z����+!�
��"�

�(����OH��#���
�  �!�����!��	�����G�<����;<������"#>���Q����'�G
�����,� %
$��!�����G�<��
���

����#
?�,��|}�%
����  7000g ��(#'H-� 4
o
C ��� 15 ���� ��
"�$ fixed angle rotor  �+!�
����OH�

%
������Q� 3 �	+� �	+�
�����
H������ ��
"�$�	+�
����-����'�G�������������#
?���-�$-

%���
�
�
H� �!���������-���'�G%���
�
�	��
��� %
$��!�,��|}�%
��$�
�G�?��� 

ultracentrifuge ��� 59,000g ��(#'H-� 4
o
C ��� 20 ����  �!����
$����������'�G���������� 3 

G�	+��$�
�	�����* 

                  b) ���%
� plastidal isoprenoid 

                       �!������	� prenyl lipid ��������������'�G���������� ��
��� reflux �$�


���
�
�
 chloroform/methanol (2:1, v/v) �!������	�,����#
"#$%#$�%
$�
�
�
�$�
 

chloroform/methanol (1:1) �!�,�%
��$�
  TLC (Kieselgel 60 F254) ��
"�$���
�
�
 

hexane/diethyl ether/acetic (80:20:1, v/v/v) ��Q��	���   �!�,�%&�� TLC ,�����"�$%�� UV 

%
$�%
����������� prenylquinone (Rf 0.27-0.59) ,���	��$�
 chloroform/methanol (1:1) �!�

"#$%#$� %
$��!�,�
�
�
"� solvent A (methanol/propa-o2-ol; 4:1,v/v) %
$��!����%
� &���

G�
	-�*  reverse-phase C18 Symmetry 5 μm (3.9 mmx150 mm) ���-������	��'���$�
���

&�- solvent A �	� solvent B (mrthanol/propan-2-ol;1:1,v/v) "����-��������	� �$�
�	������

,#
 1 -
./���� ��
�����$��G�?��� HPLC %
$��!�������$�
 linear gradient ��� 50-100% ��� 

solvent B ��Q���
� 10 ����  %
$���-�$�
 solvent B ��� 10 ����   ����
-���
�
�
-������ 

ubiquinone 10 "� solvent ��?��"�$"��������
����
� %
��!����
?�
	���� platoquinone  ���

����
-�$�
,�$��
��/� Hirooka et al.(2003)  

                 c) ����G
����� cDNA ��� solanesyl diphosphate synthase  

                      �!���
"�$ PCR  product ���-�G��-�!�����;<��,�$���%��-����
!��	����,��*

������,;-* solanesyl diphosphate synthase "� ����$�-H
  -�"�$��Q��	������-"���������
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#�
���	��
������#$���-��;�����=����������
-����+!�
������  ����	+���+��������
���	��
���,�$

OH��!�-����%�� primer  ��?��"�$"����#���+���������	�/����-�	+�#-�������,;-* �	�

��

����
�"� (Phatthiya et al, 2007) 

                 d) �������
- Hevea solanesyl diphosphate synthase (HbSDS)    

                     �!���
����!�%�G�����
 E. coli  BL21 (DE3)/pET32a/HbSDS ;<��,�$�G
�
�� 

SDS ���-���� �
��-�� pGEM T-easy/HbSDS   -��	��!�"#$������ SPS %������  %
$��!�

���%
� SDS ������� pellet fraction ��� cell homogenate #
	�����|}�%
� 

                 e) ������G���#*������-���HbSDS              

                     ����&�-����������
� (reaction mixture) ���"�$"�����	��G���#*
��"����-���

�������	+�#-� 0.1 ml -� 50 mM Tris/HCl buffer, (pH 7.5) , 5 mM MgCl2,  20 mM �-

mercaptoethanol , 50 μM farnesyl diphosphate, 50 μM [1-
14

C] IPP (2.15 GBq.mmol
-1
), 

0.5% Triton X-100 %
� 200 μg ��� crude enzyme �!������-�����(#'H-� 30
 o
C ���� ��Q���
� 

1 �	���-�  

                f) ������G���#* product ���,�$���������-���HbSDS              

                    �!������	� product prenyl diphosphate ���,�$���,�$#
	������-�$�
 butanol %
$�

"�$���,;-* potato acid phosphatase 
��
#-H����������  ����	+��!�,�%
���%&�� TLC 

���� reverse-phase LKC-18 ��
"�$�	��!�
�
�
 acetone/water (19:1,v/v) %
$��!�,����G���#*

�$�
�G�?��� Bio-image analyzer    

               g) ������G���#*���%������ mRNA ��� HbSDS  

                   �!�������G���#*��
"�$ RT-PCR ��
��� amplify total RNA (1��	-) ���%
�,�$

�����?+��
?������Z�$�
 primer ������%���!������	� HbSDS        

 

�
�����
��	
��
������
  
          &
�������!���� plastidal isoprenoid �����	�������'�G���������,��!�������/�V��
��/� 

TLC %
� ���G���#*�$�
 HPLC (������ C.12) ��
����
����
��	� plastidal isoprenoid (PQ-9 

%
� UQ-10) �����	���� chloroplast %
� mitochondria ���"�   ����������Q������	������

���������Q����� PQ-9    

          &
����G
�
�� SDS ���
������ ��
"�$ cDNA library �������
-,�$����+!�
�� ����� 


�� HbSDS ������,��$�
#�<��   ORF (open reading frame) ��� encode �����-��� 418 �	� 

#�?����������� 46 kD (������ C.13)  ��
���%����������������	��
���"� E. Coli ���
H�"�

�H���� recombinant protein ���� 60 kD  (������ C.14) ��
�
H�"������������� �	+���+�����

�������	��
���������,��$�
�����-������� hydrophobic O<� 48% "��(����-������-���

���� hydrophilic ���
� 28%   %
� -������-���G
$�
G
<��	� SDP synthase 1 ��� A. thaliana 

70%, ODP synthase ��� E. Coli 46% , GDP synthase ��� Citrus siensis 41%, GGDP (���
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��� C.15) %
���� sequence analysis ��� HbSDS ��
 Predotar program �����������,�

�$�
�������  plastid targeting sequence �������	+�
	���-��O
?�
	����&
��'	()*���,�$���

������-������,;-*  HbSDS "������	����,�$��� IPTG-induced E.Coli  ���
�� SDS ����G
�

,�$��-��O��$�� C45 prenyl moiety (������ C.16)  ��
���,;-*�	��
���-�G��-�!�������� allylic 

primers ��-
!��	��	���+ GGDP>FDP>GDP �������	+�
	���-��O�����%��������� 

HbSDS mRNAs ,�$�H����"��+!�
�� ;<���H�����"�"�%
�����
!��$�����$�����    %��,-������

%������"���?+��
?����� (������ C.17)  �	��	+� PQ-9 "����'�G���������������!�#�$������Q��|��	


#�<�� "��������
������?��������������� desaturation ����!���Q��!�#�	������$�� carotenoid  

#�?� ����!�#�$������Q���� antioxidant G
$�
G
<��	�#�$������� ubiquinone "� mitochondria 

#�?� ���-�#�$��������
��$���	�����$�������G�#-?���	����,�$-������
���,�$"��?��?��Z 
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         �H���� C.12   HPLC chromatogram of Hevea prenylquinones. (A) Chloroplast 

plastoquinone-9 extracted from leaves (B) Frey-Wyssling particle plastoquinone-9 

extracted from latex (C) Mitochondrial ubiquinone-10 extracted from leaves. (Phatthiya et 

al, 2007. Appendix 7) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 63

 

 
 
         �H���� C.13  Nucleotide and deduced amino acid sequences of HbSDS. Number of 

nucleotide sequence and amino acid sequence are indicated on the left and right, 

respectively. (Phatthiya et al, 2007. Appendix 7) 
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         �H���� C.14 Comparison of the deduced amino acid sequences of HbSDS. The 

deduced amino acid sequences of HbSDS are compared with those of solanesyl 

diphosphate synthases from A. thaliana (SPS1 GenBank accession no. BAD88533) and 

SPS2 GenBank accession no. BAD88534) and Rhodobacter capsulatus (GenBank 

accession no. BAA22867). The filled boxes indicate the positional identity of the 

sequences. The seven highly conserved regions are underlined. (Phatthiya et al, 2007. 

Appendix 7) 
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         �H���� C.15  SDS-PAGE gel of purified HbSDS. Lane SC and S, soluble protein from 

non-induced and induced E. coli cells, respectively; lane PC and P, insoluble proteins 

from non-induced and induced E. coli cells, respectively; lane Pu, purified HbSDS; lane M, 

molecular-mass markers. (Phatthiya et al, 2007. Appendix 7) 
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         Fig.C.16  TLC autoradiogram of the prenyl alcohols obtained by enzymatic 

hydrolysis of the products formed by the reaction with cell-free homogenate of IPTG 

induced E. coli harboring pET-HbSDS (lane 1), non-induced E. coli harboring pET-HbSDS 

(lane 2), and E. coli harboring pET-32 (lane 3). (Phatthiya et al, 2007. Appendix 7) 

 

 

         Fig.C.17  Analysis of mRNA expression patterns by RT-PCR. (A) Control (18S 

rRNA); (B) mRNA expression of HbSDS (35 cycles). (Phatthiya et al, 2007. Appendix 7) 
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D. ���������%� 4 

���&�����
"&/�I,��������"�
��
+�3%��=�+*�+<���EJ�%,��!�!<�	������������� 

 

                �G�����
��
 4 ��+��Q��G����������?����������������-�
��-���	
 (�-/����	
������

���. ����!��2 2543  '�
"�$�G�����
��
 3 ��?���������	
�������G-����-�-H
G���H�����+!�


������) ��
G(�&H$���	
,�$����������-��O��$��-H
G������-"#$�	��+!�
����������������G-� 

;<���
H�"��������,-�"��
������+!�
��  �����-��O���U�/�V
	�
	+���?+�"��������#
�
������-�	+�  

Candida albicans  ;<����Q����#�������������?+���"�������� (oral candidiasis)    ��
-�

������/�'��"����
	�
	+���?+� C. albicans ,�$��������    %
�����?+���$������� anti-candida  

��-��O��G��-�$��,�$�� %
� -��+!�#�	��-�
��
 ���-�( 10 kD  �	��	+��G�������+�<���Q�

���N<�7���
�!�������/�V��$�-�	+����G���#*G�(�-�	�������� anti-candida ��� 

 

�������	
��
����� 
           a) %�G�����
���"�$"����N<�7� 

                Reference strain C. albicans 

           b) ��/������  

              ��������G��-��-��O��� ������
	�
	+�%G����$��������
-,�$����+!�
���� "�

���
	�
	+��������>���������%G����$� �!���
���"�$ microdilution technique  �!� B-serum 

#�?�B-serum "��H�������
�
�
����������������"����� G��-��$-�$� acetone 40-60 

%
� 60-80% ��OH�����
-"#$,�$G��-��$-�$����� Z  ,�$%�� undilute, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 

1:64, 1:128 "� microtiter plate (��
"�$ serum B 100 μl ��?�����$�
 ��#���
�+
���?+� 100 

μl  �!������?���� serial dilution ���-�������$�
#
	��������
-��Q� 100 μl) ����	+����-

%�G�����
#�?���?+����������
-,�$ (���G��-����-������ Mac Farland 0.5 ;<����-���?+��
H�

���-�( 10
5
 – 10

7
 �	�/-
.) 50 μl  �!���������
�+
���?+�,�$��� ���
���N���� ��(#'H-� 37 

�C  ��Q���
� 24 �-. "������������G�	+��$��-� positive control (�������$�
 ��?+����

������	���#���
�+
���?+�) %
� negative control (�������$�
 ��#���
�+
���?+������	+�)  

         c) �������&
��������  

              #
�-���-�G��-�������� positive control -�&
��Q� + #
�-���-�G��-"����� negative 

control -�&
��Q� – %
� G��G��-��$-�$�����$�
���"#$&
��Q�
���Q�G�� MIC (minimum 

inhibitory concentration) �����?+��	+�Z   
         d) ���#�G�� MIC  

             �!���
"�$ Reference Method ��� National Committee for Clinical Laboratory 

Standards  (NCCLS) Document M27, No.25 ��
�������#�� RPMI broth ���-��� 100 

μl  
�"�#
�-��%&�� U-microtiter plate �!����
�
�
 antimicrobial ����$����������,��!� 
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serial dilution 1:2 ���#
�-�	��
�����-
!��	� %
$����-��?+� ����$����������G��-���� 0.5 

McFarland ���-��� 50 μl  
�,�"�#
�-�	��
������#
�- 
���$�#
�- control �����-��#��

%����?+� �!� plate ,� incubate �����(#'H-� 35 
o
C #�?� ��(#'H-�#$�� ���  12 �	���-� #��-�

�������>����������?+���#���#
�����
�+
���-�G��-������?������������-�<+�������-�(��?+� 

"��������	��$�-#��,-�-��������>�����������?+���#������
�+
��������"�  

          e)  �������� Inhibition 

               "�$ loop �
?���G�
�� C. albicans -� 4-5 �G�
�� ��� culture agar  plate �!�,�  

incubate �����(#'H-� 35-37 
o
C 
���$� ���  2-8 �	���-� ��	�G��-������
"�$ sterile saline "#$

,�$G��-���������	� 0.5 McFarland standard �!��������
-�����	� ��
"�$ micropipette �H����

�$�����������
���-� 10 �l  #
�
���%&�� sterile disk ;<������
H�����%����#
=�����
H�"� 

sterile petri dish (#
�
�����
��)  �!����Inoculate ��?+��������
-,�$ 
�"� SDA plate ��


��/� streaking (�!�;+!�  3  G�	+�)  %
$�"�$ Forceps G��%&�� disk ;<��-�����	��
���������
H� ���

"� plate ���-���?+� incubate ��� 35-37
o
C ��� 16-18 �-.   ����&
��
�	���$�&���NH�
*�
����� 

Inhibition Zone  ��
"�$ Vernier caliber  

           f)  �������
- B-serum ����	��
�������+!�
����   

               �!��+!�
�����������,�$"#-�Z��
"�$'����%���+!�%�=����
"������=��+!�
�� ��?��

�[���	����%��������'�G
H��
�*) ,�%
��$�
�G�?��� ultracentrifuge ( 45,000g , 45 min) 

��?��%
��+!�
�������Q��	+������������,��$�
���'�G
�� �	+��
��#�?�����"���� cytosol 

(C-serum) %
� �	+��$�#
�� (bottom fraction, BF) �!�����
�
���'�G��� BF �$�
��� 

Freeze-thaw  ;+!�#
�
G�	+�����(�#'H-� -20
o
C �
	��	���(#'H-�#$�� �|}�%
���������#
����,�$ 

(B-serum)   

           g) ����!�������/�V��� anti-candida ��� B-serum  

                �!� B-serum ;<������
-,�$�������!� bottom fraction ���,�$�������|}�%
��+!�
��

�� ,�&������ freeze-thaw �
	��	�#
�
ZG�	+������(#'H-� -20
o
C %
������(#'H-�#$�� %
$��|}�

%
��������"���� B-serum ,����������;���� �
?���������-� anti-candida activity �H����  

����G��-��$-�$���#����  70-80% ,��!�������/�V�����
%
�&���G�
	-�* DEAE-Sephadex G-

25  

 

�
�����
��	
��
������
 
         a)  ����!�������/�V %
�������G���#*-�
%
������-������ anti-candida protein   
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              ����!�������/�V anti-candida protein ��-��O�!�,�$��
����!� bottom fraction ���

%
�,�$#
	�#���|}�%
��+!�
���� ,�&�������!� acetone fractionation ;<����������������

�������"�����G��-���-�	���#���� 60-80% ��-� anti-candida activity  (�H���� D.1) �-?���!� 

active fraction ��+,��!� acetone fractionation ;+!�"�$O���<+� ��������,�$ active fraction "�����

G��-���-�	���#���� 70-80% (�H���� D.2) ��
"#$G�� MIC ���-�(  64 �g/ml (�������� D.1) 

%
�#
	�����!�,����G���#*��
 SDS-PAGE ���#=����-�%O�������#
	����
�%O����
� %��

�-?���!�,����������
��/� Mass Spec (�H���� D.3) �����-�������#
	�, peak height 10000 

a.i.,���� 4.721 kD  %
�-����������������� 3.817 kD (4760 a.i.) %
� 4866 kD (4000 a.i.) 

���
H��$�
 (�H���� D.4)  �<�,�$�!�,��!�������/�V�����
&��� DEAE-Sephadex G-25 column   

(�H���� D.5) ,�$ active fraction ���"#$G�� MIC 27 �g/ml  �#=����������
�%O����
�#
	����

�!�,����G���#*��
 SDS-PAGE  %
� �-?���!�,����G���#*��
 Mass Spec(�H���� D.6) �����-� 

peak ������#
	� peak height 25,000 a.i. ���� 4.717 kD %
���������� peak height 7500 

a.i. ���� 4.863 kD. ���&
��+�<�;<��O?�,�$��� anti-candida protein ���,�$-� �+!�#�	��-�
��
�����	� 

4.717 kD.  

 

 

 

 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 

        �H���� D.1  SDS-PAGE ������������,�$#
	�����!� bottom fraction ,���������$�
 

acetone ����G��-���-�	� 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% %
� 80-95% ��-
!��	� 
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         �H���� D.2   SDS-PAGE ������������,�$#
	�����!� bottom fraction ,��������

�$�
 acetone ����G��-���-�	�  20-40%, 40-60%, 60-70% %
� 70-80% ��-
!��	�        

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

             �H���� D.3   ����!� anti-candida protein ���,�$������������������G��-

���-�	���� ������    70-80% ,��!�������/�V&���G�
	-�* DEAE-Sephadex G-25                                            

                        = anti-candida fraction     
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                           �H���� D.4  SDS-PAGE ��� anti-candida protein ���,�$#
	�����!�������/�V  

            &���  DEAE Sephadex G-25 

                                 Lane ��� 1 =  anti-candida protein ���,�$�������������� 

                                                  �$�
 acetone  ����G��-���-�	�70-80%   

                                 Lane ��� 2-3 = unbound fractions  

                                 Lane ��� 4-6= eluted peak fractions of anti-candida protein  

 

 

 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

                   Sample                              Total protein              MIC                Yield 

                                                               (μg)                   (μg/ml)              (%) 

-------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

 

 

 

 ------------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

 

 

 

                               �������� D.1   Purification of anti-candida  protein  

70-80% acetone fraction                 3820                       64                    100 

DEAE-Sephadex A-25: 

Unbound   fraction                         3342                        0                     87 

Eluted fraction                                496                       27                    13 
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         �H���� D 5     Mass spectrum ��� anti-candida protein ���,�$��������������$�
 

acetone ���� G��-���-�	� 70-80% 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

         �H���� D 6     Mass spectrum ���  purified anti-candida protein ���,�$��� peak 

fraction���G�
	-�* DEAE-Sephadex G-25 
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��
����� anti-candida ������/�V-�G�� MIC ���-�( 27 ug/ml %
�-��+!�#�	��-�
��
������G���#*

�$�
 Mass Spec (4.717 kD) ������G
$���	� hevein (�H���� D6)    ��
&
������G���#* 

������������������-��� (����� D. 2)  ������ anti-candida ������/�V %
� ������
��	����

�����-����
�
  N-terminal �	���+ : 
 

Anti-candida:       EQCGRQAGGKL-------------------------------- 11 
                             ***********                                 
Hevein                 EQCGRQAGGKLCPNNLCCSQYGWCGSSDDYCSPSKNCQSNCKG 43 

(CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment) 

         �	��	+���� anti-candida  �����"� B-serum  �=G?� hevein     ;<��-�G�(�-�	����Q� chitin 

binding protein  %
�,�$�����-� anti-fungal activity  �����?+�������!�
�
�?�#
�
���� (Archer, 

B.L. ,1960)  ��
,������	��	� chitin  �� call wall �����?+�   ���G$������ hevein -�U�/�V 

anti- Candida    ��Q����G$���"#-��������
��$��	���?+�����
�������������G"�G� 

 

��������� D.2  Amino acid composition ��� anti-candida  protein �-?�����
����
��	� hevein  
 

Amino acid 
(residue/mole) 

Anti-
candida 

Hevein   
(Parijs et al., 
1991) 

Hevein 
(Archer, 
1960)  

Hevein 
(Walujono,  
1975) 

 
Ala 
Cys 
Asp 
Glu 
Phe 
Gly 
His 
Ile 
Lys 
Leu 
Met 
Pro 
Arg 
Ser 
Thr 
Val 
Try 

 
1 
2 
6.4 
5.6 
0 
5 
0.9 
0.01 
2.8 
2 
0 
2.1 
0.9 
3.4 
0.9 
0 
0.9 

 
1.3 
8 
7.6 
6 
0.1 
5.8 
0.9 
0.2 
2.1 
2.3 
0 
2.5 
1.2 
3.5 
1.1 
0.2 
1.1 

 
0.8 
8 
5.1 
3.9 
0 
3.9 
1.4 
0 
2.1 
2.1 
0 
2.1 
1.9 
5 
0.9 
0.7 
1.9 

 
1 
7.9 
6.2 
5.5 
0 
4.9 
1.4 
0 
2 
1.9 
0 
1.9 
1 
3.7 
0.9 
0 
1 

Total 33.91 43.9 39.8 39.3 
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         b)  G�(�-�	��������U�/�V
	+�
	+�%G�������� anti-candida protein (hevein) 

             ���������H������U�/�V��� hevein "����
	�
	+� candida #
�
��
�	�/�* ��� C. 
albican, C. tropicalis, C. krusei %
�  C. glabrata  ����� hevein ��-��O���U�/�V"����
	�
	+� 

candida ,�$�����
�	�/�*��
��-��O
	+�
	+� C. tropicalis > C.albicans> C.glabrata> C. krusei  
��-
!��	� (�H���� D.7 ) %
��������!� C. tropicalis ;<��-�G��-,�������OH�
	�
	+��$�
 hevein 

,�$�������� -���������G��-��-��O"����OH��#���
���������
��-�$�
 hevein ����� ���$��

G��-��$-�$���� hevein ���-�( 30 μg/ml O<�����-��O�#=���������
��-��� C. tropicalis  
%
��$���
H�"��'�����-� Ca

2+
 &�-�
H��$�
  ��
#��"�$���G��
����*�!����-� EDTA &�-
�

�!�
�
U�/�V  Ca
2+

 �=��,-���-��O�#=���������
��-��� C. tropicalis (�H���� D.8) ;<��%������ 

hevein ��-��O�����	��	�&�	� chitin ��� candida   �������	+��-?���!� chitotriose ;<����Q�  

trimer ��� N-acetylglucosamine ;<����Q�#���

��
��� chitin �=������+!���
 chitotriose -�

���/��

	�
	+����U�/�V��� hevein "����
	�
	+��������>��������� candida  (�������� D.3) &


���,�$����-�
,�������U�/�V��� hevein ��
&�����������	��	�&�	� chitin ��� candida  

            �������	+�
	������ hevein -�G�(�-�	������������(#'H-��H�,�$����
��-��O�����

��(#'H-��+!���?��,�$���O<� 30 ���� (�H���� D. 9)  %
�������'�� pH ���%
�����,�$�� (�H���� 

D.10) %
� �	�
	�
	+���������������/�V���%
�,�$���������� C-serum ( Sritanyarat et al., 2006, 

Appendix 8) ��-��O�!�#�$��������-U�/�V��� hevein "����
	�
	+��������>��������� candida  

( �H���� D.10) 

   

 

�������� D.3 ���/��
����+!���
 chitotriose ���-����������U�/�V��� hevein "����
	�
	+� 

candida 

 
 

Treatment Fungal growth 

inhibition (%) 

Hevein  Control 100 

Hevein + Chitotriose  

(1 mM) 

50 

Hevein + Chitotriose  

(5 mM) 

25 

Hevein + Chitotriose   

(10 mM) 

0 
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                    �H���� D.7  U�/�V��� hevein "����
	�
	+��������>��������� candida  species ����Z �-?��

���
��	����G��G�-;<��  ���N��� hevein (Kanokwiroon et al, 2008, Appendix 9) 

  
. 
 

 
 

 
 
 
 


