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อนพุนัธช์โิอ?!ลสนิส ีอ่นพุ นัธไ์ดถ้กูลงัเคราะหข์ ึน้ เพ ือ่ตดิฉลากกบั เอน็ไชมเีปอรอ์อกชเิดสและเตรยีม 
อมิมโูนเจน อนพุนัธท์ ีม่คีวามยาวของสายโซค่ารบ์อนตา่งกนั ท ีต่ำแห นง่ท ี ่ 7 คอื 7 - ( 3 -carboxy propyl)- 1 , 3 -  
dimethybcanthine (ก .) และ 7-(4 -carboxybuty l)-1 ,3-d im ethy lxanth ine  (ข .) และอนพุนัธ ์ ท ีม่ คีวามยาวของ 
สายโซค่ารบ์อนตา่งกนั ท ีต่ำแหนง่ที ่ 8  ของแชนธนี คอื 8 -(3 -ca rb o x y p ro p y l)-1 ,3  dimethyixanthine (ค .) และ 
8 -(4 -carboxybuty l)-1 ,3-d im ethy lxanth ine  (ง .) คอมบเินชนัทัง้ 16 ลกัษณะ ระหวา่งชโิอ?!ลสนิตดิฉลาก 
เอน็ ไชม แ์ละอมิ ม โูน เจน ข องอ น พุ นั ธท์ ัง้ห ม ดน ืถ้ กูน ำม าใช ใ้น การว เิค ราะห ช์ โิอ?!ลส นิ โดยห ลกัการแยง่ท ีใ่น  
เอน็ไชมอีมมโน นอสเสย ์ โดยการสรา้ง logic plot ระหวา่งเปอรเ์ซน็ตก์ารจบั และความเขม้ขนัของธโีอพล็ลนใน 
เทอมของ log ของแตล่ะคอมบเินชนั พบวา่ความไวซองการวเิคราะหใ์นรปูของความชนัของเสนกราฟภายใต ้
ความสม้พนัธเ์ชงิเสน้ตรงเมือ่ใชบ้รดิจ ์ เฮเฑอโรโลกสัคอมบเินชนัระหวา่งสารตดิฉลากของอนพุนัธ ์ ง. กบัแอนตซิร็มั 
ของอนพุนัธค์. จะดกีวา่การใช ้ โฮโมโลกสัคอมบเินชนัจากอนพุนัธ ์ง. และไชท‘เฮเทอโรโลกสัคอมบเินชนัระหวา่ง
สารตดิฉลากเอน็ไซมขีองอนพุนัธ ์ ง. กบัแอนตซิร็มัของอนพุนัธ ์ ข. ซ ึง่มคีวามชนัเทา่กบั 3 4 .1 8 ,  3 0 .8 4  และ
2 0 .0 4  ตามลำดบั สว่นการใชบ้รดิจแ์ละไชหเ์ฮเฑอโรโลกสัคอมบเินชนัใหค้วามไวทีต่ํา่ทีส่ดุ ลำหรบัการเกดิปฎกริยิา 
ขา้มของคาเฟอนีตอ่ธโีอ?!ลลนีพบวา่ บรดิจ ์ เฮเทอโรโลกสัคอมปเินชนัมคีวามจำเพาะเจาะจงตอ่ ชโิอ?!ลสนิดทีีส่ดุ 
เม ือ่เปรยีบเฑยบกบัคอมบเิน'ชนัลกัษณะอีน่ด3้กลา่วชา้งดน้ ดง้นัน้คอมบเินชนัทีด่ที ีส่ดุในการวเิคราะหช์โิอ?!ลสินโดย 
วธิเีอน็ไชมอีม็มโูนแอสเสย คอื บรดิจ ์ เฮเทอโรโลกสัคอมบเินชนัทีใ่ชสัารตดิฉลากเปน็ 8 -(4 -c a rb o x y b u ty l) -1 ,3 -  
dimethylxanthine กบัแอนตซิร็มั เปน็  8-(3-carboxypropy l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine
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Four derivatives of theophylline w ere synthesized for labelling with peroxidase enzym e and 
preparing immunogens for theophylline. 7 -(3 -carboxypropy l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine  (A) and 7 - ( 4 ~  
carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine (B ) contain different carbon chain a t the sam e N -7  position while 8 -  
(3-carboxypropyl)-1 ,3-d im ethylxanth ine (c) and 8 - ( 4 -  carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine (D) contain 
different carbon chain at the N -8  positron of xanthine structure. Sixteen combinations of enzym e-labeled  
theophylline and  im m unogens of all derivatives w ere utilized in theophylline analysis via compettitive enzym e 
im m unoassay. It is dem onstrated that sensitivity and specificity of the analysis w ere dependent upon the 
combination studied. The logic plot betw een the percentage binding and log theophylline concentration of each  
combination w ere established to determ ine the sensitivity of the method in term of slope of the plot under 
regression analysis. The sensitivity of the  analysis from bridge heterologous combination of enzym e-labelled 
derivative D and antiserum from c  w as better than the homologous combination from D and the site 
heterologous combination of enzym e-labelled derivative D and antiserum from B in which the slopes of the 
plot w ere 3 4 .1 8 , 3 0 .8 4  and 2 0 .0 4 , respectively. The bridge and site heterolgous combinations w ere the 
worst combination studied. The cross reaction of theophylline with caffeine w as also com pared am ong these  
combinations. The sam e aforem entioned bridge heterologous combination w as the only one combination that 
specific only to theophylline. Thus the best combination for enzym e im m unoassay of theophylline would be  the 
bridge combination betw een 8 -(4 -carboxybu ty l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine  and antiserum from 8 - ( 3 -  
carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine
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บทที่ 1 

บทนำ

การวิเคราะห์ด้วยวิธีอมมูโนแอสเสย์ เป็นการวิเคราะห์ที่อาศัยหลักการของการ 
ทำปฏิกริยาระหว่างแอนติเจน (antigen) และ แอนติบอติ (antibody^ธีอิมมูโนแอสเสย์ม  ี
ซื่อเร ิยกได้ต ่างๆตามตัวติดฉลากที่ใช ้เช ่น เรติโอสิมมูโนแอสเสย์ (radioimmunoassay) จะ 
ใช้สารกัมมันตรังสีเป็นตัวติดฉลาก หรือเอ็นไชม์อมมูโนแอสเสย์(enzyme immunoassay) 
ซึ่งใช้เอ็นไชม์เป็นตัวติดฉลาก เป็นด้น

ปัญหาหนึ่งของการวิเคราะห์ด้วยวิธีอิมมูโนแอสเสย์ อยู่ท ี่ความจำเพาะเจาะจง 
(specificity) ของการวิเคราะห์ โดยแอนติบอติที่สร้างขึ้นตามปกติ ซ ึ่งเรืยกว่าโพลโคลนอล 
แอนติบอด (Polyclonal antibody) ม ักจะไม่ได้จำเพาะกับเฉพาะสารที่ต ้องการวิเคราะห  ์
แต่มักจะสามารถทำปฏิกิริยากับสารอื่น ๆ  ที่ม ัโครงสร้างคล้ายกับสารที่ต ้องการ (cross 
reaction) ได้มีความพยายามแกิไขปัญหาของความจำเพาะเจาะจงโดยการใช้แอนติบอด
ชนดโมโนโคลนอล แอนติบอด (monoclonal antibody) ซึ่งพบว่าทำให้ความจำเพาะของ 
การวิเคราะห์ติขึ้น (Ferencik, 1 9 9 3 )  แต่วิธีการเตรืยมโมโนโคลนอลแอนติบอดมีความยุ่ง 
ยากใช้เวลานานและมีค ่าใช้จ ่ายสูงกว่าการทำโพลโคลนอลแอนติบอดมาก (Sikora and 
Smedly, 1 9 8 4 )

นอกจากนี๋ได ้ม ีความพยายามเพมความจำเพาะเจาะจงของการใช้ โพลโคลนอล 
แอนติบอดด้วยการนำหลักการของเฮเทอโรโลกัสคอมปัเนชัน (heterologous combination) 
มาใช ้โดยเฉพาะกับการทำเอ ็นไชม์อ ็มม ูโนแอสเสย์ ปกติแล้วเฮปเทน (hepten ซึ่งหมายถึง 
สารที่ด ้องการวิเคราะห์และสามารถนำมาติดฉลากหรือเตรืยมเป็น อมมูโนเจนได้) ที่ติด 
ฉลากด้วยเอ็นไซม์กับเฮปเฑนที่เตรืยมอิมมูโนเจนเป็นอนุพันธ์ตัวเดยวกัน ซึ่งจะเรืยกกันว่า 
โฮโมโลกัส คอมบิเนชัน (Homologous combination) (Ishikawa et ฟ., 1 9 8 1 )  แต่ถ้า 
เฮปเทนที่ต ิดฉลากด้วยเอ็นไซมักับเฮปเทนที่เตรียมอิมมูโนเจนเป็นอนุพ ันธ์ต ่างกัน จะเป็น 
เฮเฑอโรโลกัส คอมบเนชัน (Heterologous combination) (Van Weemen, 1 9 7 5 )  (Van 
Weemen and Schuurs, 1 9 7 6 )
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เฮเทอโรโลกัสคอมบเนชันมีได้ 3 ลักษณะ โดยถ้าเฮปเฑนในการเตรียม  
อมมูโนเจนเป็นอนุพันธ์ที่มีความยาวของสายโซ่ (bridge chain) ต่างกันกับเฮปเทนที่นำมา 
ติดฉลากด้วยเอ็นไชม์ เรียกว่า บริดจ์เฮเทอโรโลกัส คอมบิเนชัน (Bridge heterologous 
combination) (Van Weemen et al., 1 9 72; 1 9 75; Hosoda et al., 1 9 8 0 ; 1 9 81;  
1 9 8 3 ก , 1 983ข; 1 9 8 5 ;1 9 8 6 )  ถ้าเฮปเฑนในการเตรียมรมมูโนเจนเป็นอนุพันธ์ที่ม ี
สายโซ่มาต่อ ณ ตำแหน่งที่ต ่างกันกับเฮปเฑนที่นำมาติดฉลากด้วยเอ็นไซม์เรียกว่าไซท  ์
เฮเฑอโรโลกัส คอมบิเนชัน (site heterologous combination) (Van Weemen et al., 
1 9 75; Hosoda et ฟ., 1 9 8 0 )  ถ้าเฮปเฑนในการเตรียมอิมมูโนเจนเป็นอนุพันธ์ที่มีฑั้ง 
สายโซ่และตำแหน่งสายโซ่ท ี่มาต่อต่างกันกับเฮปเทนที่นำมาติดฉลากด้วยเอ็นไชม์ เร ียกว่า 
บริดจ์และไชห์เฮเทอโรโลกัส คอมบเนชัน (Bridge and Site heterologous combination) 
(Hosoda et ฟ., 1 9 8 0 )

ม ีร า ย ง า น ต ่า ง ๆ ก ล ่า ว ถ ึง ค ว า ม พ ย า ย า ม ใช ้ห ล ัก ก า ร ข อ ง เฮ เท อ โร โล ก ัส  
คอมบิเนชัน เมื่อแอนติบอดีเป็นโพลโคลนอลแอนติบอดีซึ่งพบว่าสามารถช่วยเพิ่มความไว 
และความจำเพาะของการวิเคราะห์เป็นการหักล้างข้อเสืยของการใช่โพลโคลนอลแอนติบอดี

ตัวอย่างเช่น ในการศ ึกษาเฮเทอโรโลก ัส คอมปิเนชันของ estrogen (Van 
Weemen and Schuurs, 1 9 7 5 )  โดยใช้อนุพ ันธ์ ณ ตำแหน่งที่ 17 ของ estradiol 
( c 18H24o 2) พบว่า การใช้บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส คอมบิเนชันระหว่างแอนติบอดีจาก 
estradiol-1 7-hemisuccinate (C 22H28(ว5) กับสารติดฉลากจาก estradiol-17 -
hemiglutarate (C 23H30O5) และ การใช่ไซฑ์เฮเทอโรโลกัส คอมปิเนชัน ระหว่างแอนติบอด  ี
จากอนุพ ันธ์ ณ ตำแหน่งที่ 17  คือ estradiol-1 7-hemisuccinate (C22H280 5) กับ 
สารติดฉลากจากอนุพ ันธ์ ณ ตำแหน่งที่ 11 คือ 11 -a --O H -estrad io l-11 -  
hemisuccinate (C22H30O7) พบว่าการใช้บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส คอมบเนชัน จะให้ความไว 
ของการวิเคราะห์ที่สูงที่สุด

ส่วนความจำเพาะของการวิเคราะห์ โดยการทดสอบกับ non estrogen steroid 
พบว่า ผลยังไม่แน่ชัดขึ้น่'กับช น ิด ของ non estrogen steroid ที่ใช้'ทดสอบ แต่ปรากฏว่า 
การใช้บริดจ์ เฮเฑอโรโลกัสคอมบิเนชันจะมีผลต่อความจำเพาะน้อยกว่า การใช ้ ไช ท ์
เฮเทอโรโลกัส คอมบิเนชัน
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หรือในการริเคราะห์ Testosterone (Hosoda et a l.,1 9 8 0 )  โดยการศ ึกษา
บริดจ์ เฮเทอโร'โลก'ส คอมบิเนชันระหว่างแอนติบอดี จากอนุพ ันธ์ ณ ตำแหน่งที่ 4 ของ 
testosterone คือ แอนติซรัมจาก 4-0-hem iglutaroyl-4-hydroxytestosterone
(C 24H320 6) และ สารติดฉลากจาก 4-hemisuccinoyl-4-hydroxytestosterone
(C 23H32Oe) 1 4-(2-carboxymethylthio)testosterone (C 21H300 4ร )  และ 4 -
(carboxylethylthio) testerone (C22H320 4S ) และการศึกษา'ใชฑ์ เฮเฑอโรโลกัส คอมบ- 
เนชัน ระหว่างแอนติบอดีจากอนุพันธ์ ณ ตำแหน่งที่ 4 คือ 4 -hemiglutaroyl -  4  -  
hydroxytestosterone (C24H32Oe) กับสารติดฉลาก จากอนุพันธ์ ณ ตำแหน่งที่ 3 คือ 3 -  
(O-carboxymethyl)oxime (C 21H27NO4) และอนุพันธ์ ณ  ตำแหน่งที่ 17 คือ 1 7 - 0 -  
hemisuccinoyltestosterone (C 23H320 5) ผลพบว่าการใช้บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส คอมบเน'ชัน 
จะให้ความไวของการวเคราะห์ที่ดีที่ส ุด ส่วนผลของความจำเพาะเจาะจง โดยทดสอบกับ
สารที่ม ีสูตรโครงสรืางใกล้เคยงกับ testosterone 10 ชนํด พบว่าการใช ้เฮเทอโรโลกัส  
คอมบเนชันทำให้ความจำเพาะของการริเคราะห์ลดลง โดยการ'ใช ้ใชห ์ เฮเทอโรโลกัส
คอมบํเน'ชัน ม ีผลต่อความจำเพาะเจาะจงมากกว่า การใช้บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส คอมบเนชัน

นอกจากนี้ ผลของการศึกษาใน Cortisol (Hosoda et al, 1 9 8 1 )  และ 1 1 -  
deoxycortisol (Hosoda et al, 1 9 8 3 )  ก็พบว่า บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส คอมปิเนชัน ให้ความ 
ไวในการ วเคราะห์'ที่ดีที่สุด

จากการศึกษา การนำเฮเทอโรโลกัส คอมบิเนชันมาใซ้ในการริเคราะห์ต่าง ๆ 
จึงยังไม่มีช้อสรุปของการใช้แบบใดแบบหนึ่งโดยเฉพาะซึ่ง Nishikawa และคณะ ได ้รายงาน  
ไว้ว่า การเลือกใช้เฮเฑอโรโลกัส คอมบิเน'ชัน ลักษณะใดยังคงต้องขึ้นกับตัวยาแด่ละตัวที ่
ต้องการศึกษา (Nishikawa et al., 1 9 8 4 )

ตังนั้นจึงเป็นที่น ่าสนใจในการศึกษาถึงลักษณะของ เฮเฑอโรโลกัส คอมบเนชัน 
แบบด่าง ๆ โดยเลือกใช้ตัวยาธ์โอหเลลน เนื่องจากธโอหเลลนเป็นยาที่ม ่การใช้กันมานานและ 
ม่ความจำเป็นต้องมี การติดตามและควบคุมระดับยา(M cdonal,1978;Sadee et al., 1 9 8 0 )  
และยังไม่เคยมีรายงานการนำหลักการของเฮเฑอโรโลกัส คอมบเนชันมาใช้กับยานี้เลย
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ว้ตถุประสงค์ของการสืกษา

า. เพ ี่อเปรียบเท ียบผลของเฮเฑอโรโลก ัสคอมบิเนช ันแบบต่างๆ ต่อการ 
วิเคราะห์ ธิโอฟิลสีนด้วย เอ็นไซม่อมมูโนแอสเสย์

2. เพ ี่อศ ึกษาแนวทางในการเพี่มความไว และ ความจำเพาะเจาะจงของการ 
วิเคราะห์ยาธิโอฟิลสีน โดยใช้หลักการของ เฮเทอโรโลกัส อ็มมูโนแอสเสย์

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้ร้บ

1. จะได ้ทราบถึงข ้อม ูลของการศึกษาเฮเทอโรโลก ัสคอมปิเนชันในเอ ็นไซม์อ ิมม- 
โนแอสเสย์สำหรับการวิเคราะห์ยาธิโอฟิลสีน

2. จะเป ็นการเพ ี่มข ้อมูลในการศึกษาเฮเทอโรโลกัส คอมบเนชันในอิมมูโนแอสเสย์ 
เพ ี่อใช้เป ็นแนวทางในการพัฒนาสำหรับยาตัวอื่น ๆ ต่อไป
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บทที่ 2

วัสดุ อ ุปกรณ ์ และวิธ ีการ

วัสดุอุปกรณ์และสารเคมี

1. สารเคมี

Theophylline และ 2 ,2-oxyb is (ethylamine) จาก Aldrich Chemical Co. 
(Milwaukee, Wl, USA). Ethyl-4-bromobutyrate, Ethyl-5-bromovalerate, N -

hydroxysuccinimide, Sodium borohydride, 1 -Ethyl-3-(3-dim ethylam inopropyl) 
carbodiimide hydrochloride, Horseradish peroxidase, Sodium metaperiodate, 
Trinitrobenzene sulfonic acid, Bovine Serum Albumin, 4 ,5 -D ia m in o -1 ,3 -  
dimethylpyrimidine-2,ธ - dione, Glutaric anhydride, N,N-dimethylaniline, Adipic acid 
monoethyl ester จาก Sigma Chemical Company (Montana, USA) O-phenylenediamine 
จาก Zymed Laboratories, INC (SF, USA). Complete Freund’s adjuvant และ 
Incomplete Freund’s adjuvant จาก Ditco (Detroit, Mich., USA.) Sodium acetate, 
Sodium bicarbonate, Sodium chloride, Sodium dihydrogenphosphate, Disodium 
hydrogen phosphate, Tween 2 0 , Dimethylformamide, Ethanol, Ethyl acetate, 
Chloroform, Methanol, Hydrochloric acid, Sulfuric acid, Glacial acetic acid, Hydrogen 
peroxide, Tributylamine, Isobutyl chloroformate จาก E. Merck Damstadt, Germany. 
Thimerosal จาก Keck’s (San Fransico, USA.)

2. ส้ตวัทดลอง

กระต่ายพันธุ Newzealand white rabbit เพศเมีย นํ้าหนัก 2 .0  -  3 .0  กิโลกรัม 
8 ตัว จากภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

3 . เคร ื่องม ีอและอ ุปกรณ ์

Ultraviolet Spectrophotometer (Spectronic’3 0 0 0  Array, Milton Roy Co.) 
USA; Infrared Spectrophotometer, (Perkin-Elmer model FT-IR) CT, USA.; Nuclear
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Magnetic Resonance Spectrophotometer (Model JN M -500, Jueol limited) Japan; Buchi 
Capillary Melting point apparatus (Nach Dr. Tottoli, Buchi) Switzerland; Analytical 
Balance (Satorious type, WRC 6 0 0 1 , Satorious-Werke GMBH) Germany; pH-meter 
(Consort pH meter electrochemical multimeter) Germany; Vortex mixer (Vortex Genei, 
Scientific Industries Inc.) New York, USA.; Centrifuge (Hetlich zentrifugen, EBA12) 
Germany; Micropipet (Socorex) USA; Microplate reader (ELISA plate reader, Bio-Rad  
Model 3 5 5 0 , Bio-Rad Laboratories) USA.; Freezed dryer (Dura-Dry) New York, USA.

วิธ ีการทดลอง

1. การลังเคราะห์อนุพันธ์ของธิโอหิเลสิน
2. การเตรียมอ็มมูโนเจน'ของอนุพันธ์ธิโอหิเลลน
3. การกระตุ้นการสร้างแอนติบอดี
4. การเตรียมธิโอหิเลสินติดฉลากเอ็นไชม์เปอร์ออกซิเดส
5. การติดฉลากธิโอหิเลสินด้วยเอ็นไซม์
6. การหาสภาวะที่เหมาะสมในการเกดการแย่ง,ท่ี (competition) ระหว่างธํโอหิเลลน 

ติดฉลาก และสารละลายมาตรฐานธํโอฟิลสีน
7. การศึกษาผลของ เฮเฑอโรโลกัส คอมบเนชัน ระหว่างสารติดฉลากธโอหิเลลนกับ 

อ็มมูโนเจน

1. การชังเคราะห์อนุพันธ์ของธิโอหิเลลีน

การสร ้างอมม ูโน เจน ห ร ือต ัวต ิดฉลากเอ ็น ไชม ์จากธ ิโอห ิเลส ิน ต ้องม ีการเตร ียม  
ธิโอหิเลสินให้สามารถจับกับหมู่อะมีโน (amino group) ของเอ็นไชม์หรือของโปรตีนในขั้นตอน 
เตรียมตัวติดฉลากหรืออิมมูโนเจนได้

การศึกษานี๋ได้เตรียมอนุพันธ์ธิโอหิ!ลสีน 4 ตัว ซึ่งต่างกันที่ตำแหน่งสายโซ่ (site 
chain) หรือความยาวของสายโซ่ (bridge chain ) เพื่อเปรียบเทียบความสามารถของแอนติบอดี 
ที่เกิดจากอนุพันธ์แต่ละตัว ตามหลักการของไชท์ เฮเทอโรโลกัส และ บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส  
คอมบิเนชัน โดยสูตรโครงสร้างของอนุพันธ์ของธิโอหิเลสินจะได้แสดงต่อไปนี้
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สูตรโครงสร้างของอนุพันธ์ของธิโอฟิลลีน(ไ, 3 -dimethylxanthine)

อนุพันธ์ธ์โอฟิลลนที่ต้องการสังเคราะห์

อนุพันธ์ ก. 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine

อนุพันธ์ ข. 7-(4-carboxybutyl)~ ไ ,3-dimethylxanthine
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อนุพันธ์ ค. 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine

อนุพันธ์ ง. 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine

1 .1  ก า ร ส ้ง เค ร า ะ ห ์ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dlm ethylxanthlne  
(อน ุพ ัน ธ ์ ก.) (Hu and Singh, 1 9 8 0 )

ผสม Theophylline 1 8 .0  กรัม ( 0 .1โมล) , sodium carbonate
2 1 .5  กรัม (0 .2  โมล) และ ethyl-  4 -bromobutyrate 3 9 .0  กรัม (0 .2  โมล) ใน
dimethylformamide (DMF) 2 0  มิลลลตร แล้ว กวนที่อุณหภูมํห้องนาน 18 ชั่วโมง จากนั้น 
เติมนั้าและสกัดด้วยคลอโรฟอร์ม ห้าชั้นคลอโรฟอร์มมาล้างด้วยนํ้า ระเหยคลอโรฟอร์มด้วย 
เครื่องกลั่นระเหยรวดเร็วภายใต้ความกดด้นตํ่าชนํดหมุนได้ (rotary evaporator) ได้ของเหลว 
คล้ายนั้ามันสืเหลือง เติม 10% HCI แล้วอุ่นให้ร้อนที่ 8 0 -9 0 ° ช  นาน 4 5  นาที ล้างด้วย 
คลอโรฟอร์ม 2 ครั้ง จะได้อนุพันธ์ ก. ใน'ช้ัน'ห้า ห ้ามาทำการตกผลึกชั้าในนั้าได ้ผลึกรูปเข็ม  

”‘ขาวของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine (อนุพันธ์ ก .) หนัก 1 5 .2  กรัม คิด 
เป็น 57% เป็น โดยมืจุดหลอมเหลว ท่ี 1 7 6 -1  77°ซ สารที่ได้นั้จะต้องห้าไปพิสูจน์สูตรโครง 
สร้างของอนุพันธ์ ก. โดยวิธ ีการทาง IR และ NMR ต่อไป



า .2 การสังเคราะห์ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อน ุพ ัน ธ ์ ข.) (Hu and Singh, 1 9 8 0 )

ผสม Theophylline 18 .0  กรัม (1 .0  โมล), sodium carbonate
2 1 .5  กรัม (0 .2  โมล) และ Ethyl-5-brom ovalerate 4 1 .8  กรัม (0 .2  โมล) ใน DMF
2 0 .0  มิลลิลิตร แล้วกวนที่อุณหภูมิห้องนาน 18 ชั่วโมง จากนั้นเติมนํ้าและสกัดด้วย
คลอโรฟอร์ม ฟ้าชั้นคลอโรฟอร์มมาล้างด้วยนั้า ระเหยคลอโรฟอร์มด้วยเครื่องกลั่นระเหยรวด 
เร็วภายใต้ความกดด้นตํ่าซนิดหมุนได้ ได้ของเหลวคล้ายนั้ามันสีเหลือง เต ิม 10%  HCI อุ่นให้ 
ร้อนที่ 8 0 -9 0 ° ช  นาน 4 5  นาที ล้างด้วยคลอโรฟอร์ม 2 ครั้ง สารที่ด้องการจะอยู่ในชั้น 
นั้า ฟ ้ามาทำการตกผลึกซํ้าในนั้าได้ผล ึกรูปเข ็มสีขาวของ 7 -  ( 4 -carboxybuty I ) - 1 ,3  -
dimethylxanthine (อนุพันธ์ข.)หนัก 4 .5  กรัม คดเป ็น16% โดยมิจุดหลอมเหลว ที่ 1 0 8 -
1 10°ช พิสูจน์สูตรโครงสร้างโดยวิธีการทาง IR และ NMR ต่อไป

1 .3  การส ังเคราะห ์ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อน ุพ ัน ธ ์ ค.) (Cook et al-, 1 9 7 6 )

ร ็ฟล ้กช ์ (reflux) 4 ,5 -d ia m in o -1,3 -dimethylpyrimidine-2,6 -  
dione 3 .3  กรัม (0 .2  โม ล) และ glutaric anhydride 4 .5  กรัม (0 .4  โมล) เป็นเวลา 2 .5  
ชั่วโมง ใน N , N -dimethyl aniline 3 0  มิลลิลิตร ภายใต้ก๊าซไนโตรเจน โด ยใช ้ Dean-Stark 
trap ดักนั้า เติม /\/,A/-dimethyl aniline อีก 2 0  มิลลิลิตร ร็ฟล้กซ์ต่ออีกครึ่งชั่วโมง ปล่อยให ้ 
ของผสมเย็น ฟ้ามากรอง ล้างตะกอนด้วยเบนซน ทำการตกผลึกชั้าในนั้า ได้ของผงตะกอน 
สีเหลืองอ่อน หนักของ 8-(3-carb oxyp rop yl)-1 ,3 -dimethylxanthine (อนุพ ันธ์ ค .) 1 .78  
กรัม ติดเป็น 36.40%  คาดว่าเป็นโดยมิจุดหลอมเหลว ท่ี 2 3 2 -2 3 5 °  พิสูจน์สูตรโครงสร้าง 
โดยวิธ ีการทาง IR และ NMR ต่อไป

1 .4  การส ังเคราะห ์ 8-(4-fearboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อน ุพ ัน ธ ์ ง.) (Daly et al.,1985;Kim et al.; 1 9 9 4 )

ผสม 4,5-diam ino-1,3-dim ethylpyrim idine-2,6-dione 1 0 .5  
กรัม (0 .0 6  โมล), 1 -eth yl-3-(3-d im eth yl aminopropyl) carbodiimide hydrochloride
1 1 .5  กรัม (0 .0 6  โมล) และ Adipic acid monoethyl ester 10 .5  กรัม (0 .0 6  โมล) ใน
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DMF 2 0  มิลสิสิตร กวนของผสมที่อ ุณหภูมิห้องนาน 3 ชั่วโมง ได้สารละลายใสสีเหลือง นำ 
มาแยกด้วยคอลัมน์โครมาโตกราพิ โดยใช้สารละลายผสมระหว่างคลอโรฟอร์มกับเมทธานอล
ในอัตราส่วน 9:1 เป็นตัวชะ (eluent) หลังจากระเหยตัวทำละลายด้วยเครื่องกลั่นระเหยรวดเร็ว 
ภายใต้ความกดตันต่าชนัดหมุนได้จะได้ผงตะกอนสีขาว นำตะกอนที่ได้มาร็ฟลักชใน 2N NaOH 
1 ชั่วโมง ปรับ pH สารละลายที่ไดให้เป็นกลางด้วย 10% HCI ตั้งไว้ให้ตกผลึกที่อุณหภูมิห้อง 
ได้ผงตะกอนสีขาว 8 -(4 -carboxybu ty l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine(อนุพันธ์ ง .) หนัก0 .6 3  กรัม 
คํดเป็น 4%โดยมิจุดหลอมเหลว ท่ี 2 3 8 -2 4 0 ° ซ  พิสูจน์สูตรโครงสร้างโดยวํธีการทาง IR และ 
NMR ต่อไป

2. การเตรียมอิมมูโนเจนของอนุพ ้นธ์ธ ิโอฟลลีน

2.1 การเตรียมอิมมูโนเจนของ 7-{3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne 
(อ ิมมูโนเจน ก.)

การเตร ียม  tv-hydroxysucclnlmlde เอสเฑ อร ์ของ?-(3 -carboxypropyl)-
1 ,3-dlmethylxarrthlne

เติม 1 -ethyl-3-(3-dim ethylam inopropyl)carbodiim ide hydrochloride
4 .ธ กรัม (0 .0 2  โมล) และ N-hydroxysuccinimide 2 .8  กรัม ( 0 .0 2  โมล) ลงในสารละลาย 
ของ 7-(3-carboxypropy l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine 4 .2  กรัม (0 .0 2  โมล) ใน DMF 15 
มิลสิลิตร ผสมท่ี 0°ช จนได้สารละลายใส แล้วนำมากวนที่ 4°ซ นาน 4 0  ชั่วโมง ได้ตะกอน 
ขาวเกดขึ้น กรอง ล้างด้วยเมทธานอล ทำตะกอนให้แห้งในสูญญากาศ ได้ผงตะกอนสีขาว
3 .6  กรัม คิดเป็น 62.15% ช ึ่ง เป ็น  NHS เอสเทอร์ ของ 7 - ( 3 -carboxypropyl- 1 ,3 -  
dimethylxanthine โดยมิจุดหลอมเหลวที่ 21 5 - 2 1 6°ซ พิสูจน์สูตรโครงสร้างด้วย IR และ 
NMR ต่อไป



สูตรโครงสร้างของ NHS เอสเฑอร์ ของ 7 - (3 -c a rb o x y p ro p y l) -1 ,3 -  
dimethylxanthine

O

ค่อยๆ เติมสารละลายของ NHS เอสเทอร์ของ7 -(3 -c a rb o x y p ro p y l)-1 ,3 -  
dimethylxanthine 1.7 กรัม ( a .o  X ๆ๐ 3โมล ) ละลายใน DMF 1 5 .0  มีลลิลิตร ลงในสาร 
ละลายของ BSA 7 .0  กรัม ( 1.0  X 10~4โมล ) ใน 0.1 M โซเด ียมคาร์บอเนตบัฟเฟอร์ (pH
9 .5 )  4 0 .0  มลสิลิตร กวนเบา  ๆ ท่ี 4°ซ นาน 16 ชั่วโมง จากนั้นนำของผสมมาทำไดอะไลซ์ 
(dialyse) ใน PBS pH 7 .0  ท่ี 4°ซ จน NHS เอสเฑอร์ของ 7 -(3 -c a rb o x y p ro p y l)-1 ,3 -  
dimethylxanthine ที่ไม่ได้จับกับBSA หมดไป นำของเหลวนั้นมาทำให้แห้งแบบเยือกแข็ง 
(freeze dry)ได้อ๊มมูโนเจน ก. หนัก 1 5 .2  กรัม

จากอิมมูโนเจน ก.ที่ได้นำไปหาจำนวนอนุพันธ์ ก.ที่ด ีดกับ BSAโดยหลักการ 
ทางสเปคโฑรสโคปี

2 .2  ก าร เต ร ีย ม อ ิม ม ูโน เจ น ข อ ง  7-{4-carboxybutyl)-1,3 - dlmethylxanthlne 
(อ ิมม ูโน เจน  ข.)

ก ารเต ร ีย ม  /v-hydroxysucclnlmlde เอสเฑ อร ์ของ?-(4-carboxybutyl)- 
1 ,3-dlmethylxanthlne

เติม 1 -ethyl-3-(3-dim ethylam inopropyl)carbodiim ide hydrochloride
7 .3  กรัม (3 .8 2  มีลลิโมล) และ N-hydroxysuccinimide 0 .4 3  กรัม (3 .7 5  มิลสิโมล) ลงใน 
7-(4 -carboxybu ty l)-1 ,3 -d im ethy lxan th ine 7.1 กรัม (0 .0 2 5  โมล) ใน DMF 2 5 .0  
มิลสิลิตร ผสมกัน 0°ซ จนได้สารละลายใสแล้วนำมากวนที่ 4°ซ นาน 4 0  ชั่วโมงได้ตะกอนขาว 
เกดขึ้นทำการกรองล้างด้วยเมทธานอลทำตะกอนให้แห้งในสูญญากาศได้ผงตะกอนสีขาว 3 .2
กรัมดีดเป็น 3 4 .5 6 %  ซึ่งเป็น NHSIอสเฑอร์ของ7 - ( 4 -carboxybutyl)- 1 ,3 -dimethylxanthine 
โดยมีจุดหลอมเหลว ท่ี 1 6 4 -1  65°ซ พิสูจน์สูตรโครงสร้างโดย IR และ NMR



1 2

สูตรโครงสร้างของ NHS เอสเฑอร์ ของ 7-(4-carboxypropyl)-1,3- 
dimethylxanthine

O

CH3

ค ่อยๆ เต๊ม N H S  เอสเฑอร ์ ของ 7  -  (  4  -c a rb o x y p ro p y  I)  — 1 , 3 —

d im e thy lxan th ine  0 .2 3  กร ัม ( 0 . 6  ม ํลล โมล ) ละลายใน DMF 1 5 .0  ม ิลล ิล ิตร สารล ะล ายท ี่ได ้ 
ลงในสารละลายของ B S A  0 .7 0  กร ัม (0 .0 1  ม ิลล ิโมล ) ใน  0 .1  M โซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  
บ ัฟ เพ ่อ ร ์( pH  9 .5 )  4 0 .0  ม ิลล ิล ิตร กวน เบา  ๆ ท ี่ 4 °ช  นาน  1 6  ช ั่ว โม ง  จากน ั้นนำของ  
ผสมมา 'ค ่าไดอะไลชใน  P B S  pH  7 .0  ที่ 4 °ช  จน N H S  เอสเทอร ์ ของ 7 - ( 4 - c a r b o x y p r o p y l)  
- 1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  ท ี่ไม ่ได ้จ ับ ก ับ B S A หมดไป  น ำของเหลวน ั้น มาทำให ้แห ้งแบ บ เย ือกแข ็ง  
ได ้อ ๊ม ม ูโน เจน  ข. หน ัก  1 .6 4  กรัม

จ าก อ ิม ม ูโน เจ น ข .ท ีได ้น ำไป ห าจ ำน วน อ น ุพ ัน ธ ์ ข .ท ี่ด ีดก ับ  B S A  โด ย ห ล ัก ก าร ' 
ทางส เป คโฑ รสโคป ี

2 .3  การเตรียมอิมมูโนเจนของ 8 -(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อิมมูโนเจน ค.)

เด ีม T r i-n - b u ty la m in e  1 .5  ม ิลล ิล ิตร ( 6 . 0  X 1 0  ไ ม ล )  ลงในสารละลาย 8 -  

( 3 -c a rb o x y p ro p y l) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  1 .6  กร ัม ( 6 . 0  X 1 0  ^ ม ล )  ใน  DMF 6 0 .0  
ม ิลล ิล ิตร กวนจน เป ็นสารละลายส ีเหล ือ งใสแล ้วทำให ้เย ็นท ี่ 4 °ซ  จากน ั้น เต ิม  Isobu ty l

c h lo ro fo rm a te  1 .0  ม ิลล ิล ิตร ( 7 . 6  X 10  3โม ล ) และกวนให ้เข ้าก ันท ี่ 4 °ซ  นาน  5 0  นาท ี ค ่อย  ๆ
เต ิมของผสมท ี่ได ้ล งในสารละลายของ B S A  7 .0  กรัม ( 1 . 0  X 1 0  4โม ล ) ใน  0 .1  M โซ เด ียม  
คาร ์บอเนต บ ัฟ เฟ อร ์(  pH  9 .5  )  3 0 .0  ม ิลล ิล ิตร และกวนของผสมน าน  4  ช ั่ว โม ง ณ  4 °ซ  
น ำขอ งผ สม ท ี่ได ้ม าได อะไลซใน น ั้าจน  ร - ( 3 -c a rb o x y p ro p y l) - 1 13 -d im e th y lx a n th in e  ท ี่ไม ่ได  ้
จ ับก ับ  B S A  ห มดไป  จากน ั้น น ำมาทำแห ้งแบ บ เย ือกแข ็ง  ได ้อม ม ูโน เจน  ค. หน ัก  5 .5  กร ัม

จากอ ิมม ูโน เจน  ค .ท ี่ได ้น ำไป ห าจำน วน อ น ุพ ัน ธ ์ ค .ท ี่ต ิดก ับ  B S A โดยหล ักการ  
ท างส เป ค โท รส โค ป ี
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2 .4  การเตรียมอิมมูโนเจนของ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne 
(อิมมูโนเจน ง.)

เติม T r i- n - b u ty la m in e  1 .5  ม ิลล ิล ิตร ( 6 .0  X 1 0  ไ ม ล )  ลงในสารละลายของ

8 - ( 4 - c a rb o x y b u ty l) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  1 .7  กร ัม ( 6 .0  X 1 0  3\ ม ล ) ใน  DMF 6 0 .0  
ม ิลล ิล ิตรกวนจนเป ็นสารละลายใส แล ้วทำให ้เย ็นท ี่ 4 °ช  จากน ั้น เต ิม  Isobu ty l c h lo ro fo rm a te

1 .0  ม ีลล ิล ิตร ( 7 . 6  x 1 0 ’ ^ ม ล ) ก วน ให ้เข ้าก ัน ท ี่ 4 °ช  นาน  5 0  นาท ี ค ่อย  ๆ เต ิม ข อ งผ ส ม ท ี่ได  ้
ลงในสารละลายของ BSA 7 .0  กร ัม ( 1 . 0  x 1 0  4 โม ล ) ใน  0 .1  M โซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  

บ ัฟ เฟ อร ์ (pH 9 .5 )  3 0 .0  ม ิลล ิล ิตร กวน ของผสม น าน  1 6  ช ั่ว โม ง ณ  4  ๐ช  น ำของผสม ท ีไ่ด้ 
มาไดอะไลซ ็ใน น ั้าจน  8 - (4 - c a rb o x y b u ty l ) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  ท ี่ไม ่ได ้จ ับ ก ับ  BSA หมด  
ไป  ห ล ังจากน ั้น น ำมาท ำให ้แห ้งแบ บ เย ือกแข ็ง  ได ้อ ิม ม ูโน เจน  ง. หน ัก  6 .8  กร ัม

จากอิมมูโนเจน ง.ท่ีได้นำไปหาจำนวนอนุพันธ์ ง.ท่ีติดกับ BSA โดยหลักการ 
ทางสเปคโทรสโคปี

3. การกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีสำหรับธิโอฟิลลีน

การกระต ุ้น การสร ้างแอน ต ิบ อด ีใช ้ก ระต ่ายพ ัน ธ ์ Newzealand White Rabbit 
เพ ศเม ีย  น ำหน ัก  2 . 0 - 3 . 0  ก ิโลกร ัม  โดยใช ้ก ระต ่าย  2  ต ัว ส ำหร ับ อน ุพ ัน ธ ์ 1 ต ัว ท ำการ  
ฉ ีด อ ม ม ูโน เจน ใน ร ูป อ ีม ัล ช ัน (โด ย ใช ้ ฟ รอ ยด ์ แ อ ด จ ูแ วน ท ์)1 ม ีลล ิล ิตร เช ้าใต ้ผ ิวหน ังของกระต ่าย  
ใน ช ่วง เวลาต ่าง   ๆ ต ังแสดงใน ตารางท ี่ 1 และตรวจหาการเก ิดแอนต ิบอด ีในช ัร ัม  ภายในระยะ  
เวลา 4 0 - 6 0  ว ัน  แล ้วแต ่ชน ิดของอมม ูโน เจน
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ตารางที่ 1 ตารางการกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีในกระต่าย

อิมมูโนเจน ก. อิมมูโนเจน ข. อิมมูโนเจน ค. อ็มมูโนเจน ง.
น̂ น-' น/ น' น-' %/ น'' วัน น' น/วัน ความเช้มขน 

(มก./มล.) ใน 
ฟรอยด์แอดจู 

แวนท์

วัน ความเช้มขน 
(มก./มล.) ใน 
ฟรอยด์แอดจู 

แวนท์

วัน ความเช้ม'ขน 
(มก./มล.) ใน 
ฟรอยด์แอดจู 

แวนฑ์

ความเข้มขน 
(มก./มล.) ใน 
ฟรอยด์แอดจู 

แวนท์
0* 1.0 0* 1.0 0* 2.0 0* 2.0
14 1.0 14 1.5 12 2.0 14 2.0
29 1.5 28 1.5 34 3.0 28 3.0
43 2.0 46 2.0 47 3.0 42 3.0
57 2.0 61 2.0 - - - -

* : ในวันท่ี 0 จะใช้ Complete Freund’s Adjuvant ส่วนวันอ่ืน  ๆ ใช้ Incomplete Freund’s 
Adjuvant

Complete Freund’s Adjuvant (mineral oil + M. bu tyricum )
Incomplete Freund’s Adjuvant (mineral oil)

อิมมูโนเจน ก. = อิมมูโนเจนของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine 
อิมมูโนเจน ข. = อิมมูโนเจนของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine 
อิมมูโนเจน ค. = อิมมูโนเจนของ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine 
อิมมูโนเจน ง. = อิมมูโนเจนของ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine

จาก แอ น ต ิช ีร ้ม ท ี่ได ้น ำไป ห าไต เต อ ร ์(T ite r )  โด ย ว ิธ ี d ire c t E L IS A  ใน  1 หล ุมของ  
ไม โค รเพ ล ท  เคล ือบด ้วยแอนต ิซ ีร ้มท ี่เจ ือจางด ้วย  P B S -T  pH  7 .4  (ซ ึ่ง ม ี tw een  2 0  0 .0 5 % )  
ให ้อย ู่ระห ว ่าง  1 :1 0  -  1 : 1 0 0 , 0 0 0  โด ย เก ็บ ไว ้ท ี่ 4 °ช  ท ิ้งด ้า งค ืน  ล ้างแอนต ิช ีร ัมท ี่เหล ือออก  
ด ้วย P B S -T  เติม B S A  3 %  W/V ใน  P B S -T  pH  7 .4  1 0 0  ไม โค รล ิต ร  บ ่มท ี่ 3 7 °ช  น าน  1

ช ั่ว โม ง  ล ้างออกด ้วย  P B S -T  เต ิมธ ิโอ ฟ ิล ล ีน ต ิด ฉ ลาก เอ ็น ไซม ์ 1 0 0  ไม โครล ิต ร  น ำไป บ ่ม ท ี ่
3 7  °ช  2  ช ั่ว โม ง ล ้างสารต ิดฉลากท ี่ไม ่ได ้จ ับ ก ับ แอน ต ิบ อด ี ด ้วย P B S -T  เต ิม O P D

(O -P h e n y le n e d ia m in e -H y d ro g e n  p e ro x id e ) ใน ซ ิเต รท /ฟ อ ส เฟ ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  5 .0  1 0 0  
ไม โค รล ิต ร  บ ่ม ใน ท ี่ม ืดท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง 1 5 นาท ี เติม สารละลาย 4  N H 2S 0 4 5 0  ไม โค รล ิต ร  
เพ ื่อหย ุดปฏ ิก ิร ิย า
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ว ัด ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  ( A b s o r b a n c e )  ท ี่ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น  4 9 2  น า โ น เม ต ร  ค ำ น ว ณ

ฟ อ ร ์เช น ต ์ก า ร จ ับ (%  B in d in g )  ข อ ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก ก ับ แ อ น ต ิช ีร ัม ด ัง ส ม ก า ร

% การจับ = ค่าการดูดกลืนแสงของแต่ละสารละลายเจือจาง X 100
ค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด

สร้างเส้นกราฟที่อัตราส่วนความเจือจางต่างๆ ของแอนติซีรัมกับ %การจับที่ค่า 
อัตราส่วนความเจือจางที่,ค่าให ม้ีการจับของสารติดฉลากกับแอนติชีร้ม 50% คือค่าไตเตอร์
(titer)^J องแอนติ'ชีร้ม

การหาไตเตอร์ของแอนติช ีร ้มจะใช้สารติดฉลากที่มาจากอน ุพ ันธ์เด ียวกันกับ
อิมมูโนเจน

4. การเตรียมเอ็นไซมโปอร์ออกซิเดสเพื่อการติดฉลาก

เต ิมสารละลาย 5 0 .0  ม ีลส ิล ิตร ของ 0 .1  แ โช เด ียม เม ต ะเป อร ์ร ิโอ เด ต  (sodium
metaperiodate) ลงในสารละลายของ HRP 5 .0  กรัม (1.2 x1 o ’ 4 โม ล ) ใน  5 0 .0  ม ิลล ิล ิตร  
ของ 0 .0 1  M โซ เด ียม อ ะช ิเต ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH 4 .5  ท ำป ฏ ิก ิร ิย าท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ งใน ท ี่ม ีด เป ็น เวลา  
3 0  นาท ี เต ิม 4 0 .0  ม ิลล ิล ิตร ของ 0 .1  M ของไกลเชอรอล (glycerol) ท ิ้ง ไว ้ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง  
3 0  นาท ี น ำของผสมท ี่ได ้ม าท ำไดอะไลซใน  0 .1  M ของโซ เด ียม อะช ีเต ต บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH 4 .5  ท ี ่
4 °ช  เพ ื่อแยกส ่วน เก ินของร ิเอ เจนต ์ออกให ้หมด

เต ิม ของผสม ช ้างต้นใน  1 0 0 .0  ม ิลล ิล ิตรของสารละลาย 1 M ของ 2,2'-oxybis 
(ethylamine) ใน  0 .5  M โซ เด ียม คาร ์บ อ เน ตท ี่ป ร ับ  pH เป ็น  9 .5  ด ้วย 2 N NaOH กวนของ  
ผสมน ี้เป ็น เวลา 3  ช ั่ว โม ง ท ี่ 4 °ช  จากน ั้น เต ิมสารละลายท ี่เตร ียมใหม ่ของ 1 .0  M โซ เด ีย ม -  
บ อ โร ไฮ ได รด ์ (sodium borohydride) 5 0 .0  ม ิลล ิล ิตร ท ิ้ง ไ ว ้ 2 ช ั่ว โม ง ท ี่ 4 °ช  ได อ ะ ไล ซ  ์
ข อ งผ สม ท ี่ได ใน  0 .1  M โ  ซ เด ียม คาร ์บ อ เน ตบ ัฟ เฟ อร ์ pH 9 .5  ที่ 4 °ซ  เพ ื่อแแยกร ีเอ เจนต ์ท ี ่
เหล ือออกให ้หมด ของผสม ท ี่’ได ้'น ำมาทำแห ้งแบบเย ือกแข ็ง 'ไต ้ผ งส ืน ํ้าต าล  หน ัก  9 .1  กร ัม หา  
จำน วน ห ม ู่อ ะม ิโน ท ี่จ ับ ก ับ  HRP โด ยท ำป ฏ ิก ิร ิย าก ับ  Trinitrobenzene sulfonic acid (TNBS) 
แล ้วว ัด โด ย ใช ้ u v  spectroscopy ท ี่ค วามยาวคล ื่น  3 5 4  น าโน เม ต ร(Wilson and Nakane, 
1978)
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5. การติดฉลากธิโอหิเลสินด้วยเอ็นไซม์

5.1 การติดฉลากของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne ดวย 
เอ็นไซม์ (สารติดฉลาก ก.)

ค ่อยๆ เต ิม N H S  เอสเทอร ์ ของ 7  -  (  3  -c a rb o x y p ro p y l )  - 1 , 3  -

d im e th y lx a n th in e  (จากข ้อ  2 . 1 )  0 .6 4  กร ัม ( 1 .7  x i o " 3 โม ล ) ใน  D M F  2 0 .0  ม ิลส ิล ิตร ลง 
ในสารละลายของ H R P  (ท ี่เต ร ียม ได ้จ ากข ้อ  4 )  2 .5  กร ัม ใน  0 .1  M ขอ งโซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  
บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  9 .5  2 5 .0  ม ํลส ิล ิตร คนเบา  ๆ และกวนท ี่ 4 °ซ  นาน  1 6  ช ั่ว โม ง  จากน ั้น

ไ ด อ ะ ไล ช ์ใ น  P B S  pH  7 .0  เพ ี่อ แยกส ่วนท ี่ไม ได ้จ ับ ก ับ  H R P  ออกไป น ำขอ งเห ลวท ี่ได ้ม าป า  
แห ้งแบ บ เย ือกแข ็งได ้ผ งส ีน ั้าต าล เบ าห น ัก  7 .7  กรัม

น ำมาท ดสอบ ค ุณ สมบ ัต ิค วาม เป ็น เอ ็น ไซม ์และห าจำน วน โมลของธ ิโอห ิเลส ิน ท ี่ 
ต ิด ฉ ลากก ับ เอ็นไชม ์ด ้วยห ล ัก การท างส เป ค โท รส โค ป ี

5.2  การติดฉลากของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne ด้วย 
เอ็นไซม์ (สารติดฉลาก ข.)

N H S  เอสเทอร ์ของ 7 - ( 4 - c a r b o x y b u t y l ) - 1 , 3 -d im e th y lx a n th in e  (จ ากข ้อ

2 .2 ) 0 .7 6 กรัม (2 .0  X10 3 โม ล ) ใน  D M F  2 0 .0 ม ํลส ิล ิตร ค ่อย  ๆ เต ิมลงในสารละลายของ  
H R P  ท ี่เต ร ียม ได ้จากข ้อ  4  1 .6  กร ัม ใน  20.0  มลล ิล ิตร ของ 0.1 M ของโซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  
บ ัฟ เฟ อ ร ์ pH  9 .5  คนเบา  ๆ กวนท ี่ 4 °ซ  น าน  16 ช ั่ว โม ง ไ ด อ ะ ไล ช ์ใน  P B S  pH  7.0 เพ ี่อ 
แยก ส ่วน ท ี่ไม ่ได ้จ ับ ก ับ เอ ็น ไชม ์ออก ไป  น ำของเหลวท ี่ได ้ม าทำแห ้งแบ บ เย ือกแข ็ง  ได ้ผ งส ิน ำต าล  
เบา หน ัก  3.6 กรัม

น ำม าท ด ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิค วาม เป ็น เอ ็น ไซ ม์และห าจำน วน โมลของธ ํโอฟ ลส ิน ท ี ่

ต ิด ฉ ลากก ับ เอ ็น ไซม ์ด ้วยห ล ักการท างส เป ค โฑ รส โคป ี

5 .3  การติดฉลากของ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne ด้วย 
เอ็นไซม์ (สารติดฉลาก ค.)

เติม T r i-n - b u ty la m in e  15.0 มํลลิลิตร (0 .0 6  X10 ^ มล) ลงใน 8 - ( 3 -  
c a r b o x y p ro p y l) - 1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  16.0 กรัม (0 .0 6  x10 ^ มล) ใน D M S O  30.0  
มิลสิลตรกวนจนเป็นสารละลายแล้วทำให้เย็นที่ 4°ซ ค่อยๆ เติม Is o b u ty lc h ro ro fo rm a te  10.0



1 7

ม ิลล ิล ิตร ( 0 . 0 7 6  โม ล ) กวนให ้เข ้าก ัน ท ี่ 4 °ซ  เป ็นเวลา 5 0  นาท ี แล้ว ค ่อย  ๆ เต ิม ข อ งผ ส ม ท ี่ได  ้
ลงใน สารละลายท ี่เย ็น ของเอ ็น ไซม ์ H R P  (ท ี่ได ้จ าก ข ้อ  4 )  2 1 .0  ก ร ัม ใน 0 .1  M  โซ เด ียม  
คาร ์บอเนต บ ัฟ เฟ อร ์ pH  9 .5  ป ร ิม าณ  1 5 .0  มลล ิล ิตร กวน 'ของผสมน ี้ท ี่ 4 °ช  เป ็น เวลา 4  
ช ั่ว โม ง  แล ้ว 'ใดอะไลช1น P B S  pH  7 .0  เพ ื่อ แยกส ่วนท ี่ไม ่จ ับ ก ับ  H R P  ออกไป แล ้วทำให ้แห ้ง  

แบบเย ือกแข ็ง 'ได ้ผงสน ั้าตาลเบา หน ัก  3 .8  กรัม

น ำส ารท ี่ได ้ม าท ด ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิค ว าม เป ็น เอ ็น ไซ ม ์แ ล ะห าจ ำน ว น โม ล ข อ ง  
ธ ิโอห ิเลล ีนท ี่ต ิดฉลากก ับ เอ ็น ไชม ์ด ้วยหล ักการทางส เป คโทรสโคป ี

5 .4  การติดฉลากของ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne ด้วย 
เอ็นไซม์ (สารติดฉลาก ง.)

เต ิม T r i-n - b u ty la m in e  1 5 .0  ม ิล ล ิล ิต ร (0 .0 6 โม ล ) ลงในสารละลาย 8 - ( 4 -  
c a rb o x y b u ty l) - 1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  1 7 .0  กร ัม ( 0 .0 ธ โ ม ล ) ใ น  D M S O  3 0 .0  ม ิลล ิล ิตรกวน  
จน เป ็น สารละลายแล ้วท ำให ้เย ็น ท ี่ 4 °ช  ค ่อยๆ เติม Is o b u ty lc h lo ro fo rm a te  1 0 .0  ม ํลล ิล ิตร  
( 0 .0 7 ธ โ ม ล )  กวน ให ้เข ้าก ัน ท ี่ 4 °ซ  เป ็น เวลา 5 0  นาท ี ค ่อย  ๆ เต ิมของผสมท ี่ได ้ล งใน สาร  
ละลายท ี่เย ็น ของเอ ็น ไชม ์ H R P  (ท ี่ได ้จ าก ข ้อ  4 )  2 0 .0  กร ัม ใน  0 .1  M โซ เด ียม คาร ์บ อ เน ต  
บ ัฟ เฟ อร ์ pH  9 .5  ป ร ิม าณ  1 5 .0  ม ํลล ิล ิตร กวน 'ของผสมน ี้ท ี่ 4 °ช  เป ็น เวลา 4  ช ั่ว โม ง  
แล ้วไดอะไลซใน  P B S  pH  7 .0  เพ ื่อ แยกส ่วนท ี่ไม ่จ ับ ก ับ  H R P  ออกไป ท ำให ้แห ้งแบบ เย ือกแข ็ง  
ได ้ผ งส ีน ํ้า ต าล เบ าห น ัก  3 1 . 0 กรัม

น ำส า รท ี่ได ้ม าท ด ส อ บ ค ุณ ส ม บ ัต ิค ว าม เป ็น เอ ็น ไช ม ์แ ล ะ ห าจ ำน ว น โม ล ข อ ง  
ธ ัโอห ิเลล ินท ี่ต ิดฉลากกับเอ ็น ไซม ด์้วยห ล ักการท างส เป ค โท รส โค ป ี

6 .การกำหนดสภาวะท ี่เหมาะสมในการเก ิดปฏ ิก ิร ิยาการแย ่งท ี่ระหว ่าง  
ธิโอหิเลลีนติดฉลากเอ็นไซม์ก ับสารละลายมาตรฐานธิโอหิเลลีนในการจับ  
กับแอนติบอดี

จากแอนต ิ'ช ีร ัมและสารต ิดฉลากของอน ุ’พ ันธ ์ของธ ิโอห ิเลล ินท ั้ง 4  ต ัว ได ้น ำห ล ักก ารท าง  
อ ิมม ูโนแอสเสย ์ม าใช ้ในการศ ึกษาการเก ิดปฏ ิก ิร ิย าการแย ่งท ี่'ระหว ่างธ ิโอห ิเลล ีนต ิดฉลาก เอ ็น 1ไซ ม  ์
ก ับธ ิโอห ิเลล ีน เพ ื่อจ ับก ับแอนต ิบอด ีน ั้น  สภ าวะท ี่เห มาะสมใน การเก ิดป ฏ ิก ิร ิย าอาจแตกต ่างก ัน ใน  
อ น ุพ ัน ธ ์แ ต ่ล ะ ต ัว ท ี่เต ร ิย ม ข ึ้น จ ึง ต ้อ ง ศ ึก ษ า เพ ื่อ ก ำ ห น ด ส ภ า ว ะ ท ี่ป ฏ ิก ิร ิย า ก า ร แ ย ่งท ี่เก ิด แ ล ะ  
ว ิเค ราะ ห ไ์ ด ้ ต ังน ี้
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เตรียมสารละลายของแอนติบอดีและธิโอหิ]ลลืนติดฉลากเอ็นไชมให้มีค่าความเข้มข้น 
ต่างกัน 4 -5  ค่า โดยใช้เทคนิคของ compettitive ELISA โดยใช้สารละลายมาตรฐานธิโอหิเลสีน 
ในความเข้มข้น 0 -4 0  มก.ต่อลิตร สภาวะที่เหมาะสมที่เกิดปฏิกิริยาการแย่งที่จะเป็นสภาวะที่ 
ผลการแย่งที่แปรตามค่าความเข้มข้นของธิโอหิ]ลลีนซึ่งประเมินจากการสร้าง logic plot ระหว่าง 
ค่าการจับของธิโอหิ]ลลินกับความเข้มข้นในเทอมของ log ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงที่ให้ค่าของ 
ส้มประสทธ้ิสหสัมพันธ์ (r) มากที่สุด จะถูกเลือกเป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุด (standefer and 
Saunders, 1 978 )

7 . การส ืกษาผลของเฮเทอโรโลก ัสคอมบ ิเนซ ้นระหว ่างธ ิโอห ิเลล ีนต ิดฉลาก  
เอ็นไซม็กับอิมมูโนเจน

ธิโอหิ]ลลืนติดฉลากเอ็น1ใชม์ และแอนติบอดีจากอนุพันธ์ทั้ง 4 ตัว ที่มีความแตกต่างกัน 
ที่ตำแหน่งของสายโซ่หรือความยาวของสายโซ่น่ามาศึกษาถึงผลของเฮเทอโรโลกัสคอมบิเนชัน 
ระหว่างสารติดฉลากธิโอหิ]ลลืนและแอนติบอดีต่อความไวและความจำเพาะของการวิเคราะห์ 
โดยศึกษาตามลักษณะต่างๆของเฮเทอโรโลกัส คอมบิเนชัน 16 ลักษณะ ตังตารางต่อไปนี้

คอมบเนชัน สารติดฉลาก อิมมูโนเจน
โฮโมโลกัส ก. ก.

ข. ข.
ค. ค.
ง. ง.

บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส ก. ข.
ข. ก.
ค. ง.
ง. ค.

ไชฑ์ เฮเฑอโรโลกัส ก. ค.
• ค. ก.

ข. ง.
ง. ข.

บริดจ์และไชห์ เฮเฑอโรโลกัส ก. ง.
ง. ก.
ข. ค.
ค. ข.



19

เซ่น จากธิโอVเลสีนติดฉลากเอ็นไชม์ และแอนติบอดของอนุพันธ์ก., ข . ,  ค. และ ง. 
เมื่อจับคู่ระหว่าง อนุพันธ์ ก. กับ ข. หรืออนุพันธ์ ค. กับ ง. จะเป็น บรืดจ์เฮเทอโรโลกัสคอมบิเน 
ชัน เมื่อจับคู่ระหว่างอนุพันธ์ ก. กับ ค. หรืออนุพันธ์ ข. กับ ง. จะเป็นไชท์เฮเทอโรโลกัส 
คอมบเนชัน และเมื่อจับคู่ระหว่างอนุพันธ์ ก. กับ ง. หรืออนุพันธ์ ข. กับ ค. จะเป็นบริดจ์และ 
ไชฑ์เฮเทอโรโลกัสคอมปิเนชัน ดังตารางข้างต้น

การศึกษาผลของเฮเทอโรโลกัสคอมปิเนชันแบบต่างๆ ท้ัง 16 ลักษณะ จะใช้สภาวะที่ 
เหมาะสมในการเกดปฏิกิริยาแย่งที่ ระหว่างธ็โอหิ!ลลีนติดฉลากเอ็นไซม์กับสารละลายมาตรฐาน 
ธโอหิ!ลสินในการจับกับแอนติบอดีท่ีไต้จากข้อ ธ และใช้เทคนิค competitive ELISA ทำนอง 
เดียวกับข้อที่ ธ โดยใช้สารละลายมาตรฐานธโอหิ!ลสินในความเข้มข้น 0 -4 0  มก.ต่อลิตร

เฮเฑอโรโลกัสคอมบิเนชันที่เหมาะสมที่สุดจะให้ค่าส้มประลิทธสหสัมพันธ์( 0  ที่ไต้จาก 
ความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงของ logic plot ระหว่างค่าการจับของธิโอหิ!ลสินกับความเข้มข้นของ 
ธิโอหิ!ลสิน'ในเทอบของ log ท่ีสูงสุด โดยค่าความชัน (slope) ของเส้นกราฟจะบอกถึงความไว 
ของการวเคราะห์

ส่วนความว่าเพาะเจาะจงของการวเคราะห์ จะใช้คาเฟอีนเป็นสารตรวจความว่าเพาะ
เนื่องจากมีสูตรโครงสร้างเป็น xanthine เซ่นเดียวกับธิโอหิ!ลสีน แต่ต่างกันเพียงตำแหน่งที่ 7 
โดยคาเฟอ็น มีหมู่เมธิล ( - 0 แ 3)มาต่อ ดังแสดงในรูป

ธิโอหิ!ลสิน คาเฟอ็น

ความว่าเพาะเจาะจงของการวิเคราะห์ คำนวณไต้จากเปอร์เซ็นต์ของการเกิดปฏิกิริยา 
ข้าม (% cross reactivity) ของคาเฟอีนต่อแอนติบอดีของชิโอหิเลสิน ดังสมการ

% cross reactivity = มก.ของธิโอหิ!ลสิน/ลิตร ท่ี 50% การจับ X 100 
มก.ของคาเฟอีน/ลิตร ท่ี 50% การจับ

โดยเฮเทอโรโลกัสคอมบิเนชันที่'ให้'ค่า %cross reactivityçiาที่สฺดถึอว่ามีความจำเพาะ
2 1 Tเจาะจงสูงหริฮมากทสุด



ผลการทดลองและวจารณผล

1. การสังเคราะห์อนุพันธ์ของธเอหิเลลีน

1.1 การสังเคราะห์อนุพันธ์ ณ ตำแหน่งที่ 7 (อนุพันธ์ ก. และ ข.)

การสังเคราะห์ประยุกต์จากวิธีของ Hu และ Singh, 1980 โดยการทำปฏิกิริยา 
อัลคิลเลชัน(alkylation) ที่ไนโตรเจนตำแหน่งที่ 7 ของ ธีโอ หิเล สิน ด้วย ethyl -  4 - 
bromobutyrate (อนุพันธ์ ก.) หรือ ethyl-5-bromovalerate (อนุพันธ์ ข.) ตามด้วยแอชด 
ไฮโดรไลซีส (acid hydrolysis) ดังแสดงในรูปท่ี 1 จะได้ 7-(3-carboxypropyl)-1 ,3 -  
dimethylxanthine (อนุพันธ์ ก.) หรือได้ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine 
(อน ุพ ันธ์ข.)

อนุพันธ์ก. มีการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 273  ททา ด้งแสดงใน UV สเปคตรัมในรูปท่ี 2 
และมีค่าจำเพาะของการดูดกลืนแสง (specific absorbance, k) ที่ความเข้มข้น 1กรัม/ลิตร 
เท่ากับ 3 8 .7 2  ทำการยืนยันสูตรโครงสร้างของอนุพันธ์ ก. ด้วย IR สเปคตรัม ดังแสดงใน 
รูปท่ี 3 และตารางที่ 2 และ 1H-NMR สเปคตรัมในรูปท่ี 4 และ 5 และค่าเคมีคัลชิฟท์ (8 )  
ในตารางที่ 3

ส่วนอนุพันธ์ข. มีการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 273  ททา ดังแสดงใน UV สเปคตรัมรูปที่ 
6 และมีค่าจำเพาะของการดูดกลืนแสง(specific absorbance,k ) y \ความเข้บข้น1 กรัม/ลิตร 
เท่ากับ 30 .43

ทำการพิสูจน์สูตรโครงสร้างของอนุพันธ์ ข. ด้วย IR สเปคตรัม ดังแสดงในรูปที่ 7 
และตารางที่ 4 และ 1H-NMR สเปคตรัมในรูปที่ 8 และ 9 และค่าเคมีคัลซิฟท์ ( ร )  ใน 
ตารางที่ 5
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Theophylline eth y |-4 -b rom ob u tyrate  ท= 3

eth y l-5 -b ro m o v a lera te  ท= 4
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ท= 3 1 7-(3-cartoxypropyl)-1,3-dimethylxanthine อนพนธ•ก. 

» ท= 4 1 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine อนพนธ ข.

รูปท่ี 1 ปฏิกิริยาในการสังเคราะห์อนุพันธ์ของธิโอฟิลลีน
อนุพันธ์ ก. 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine และ 
อนุพันธ์ข. 7-(4-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine



2 2

จากอนุพันธ์ ก. และ ข. ทึ่มค่าการดูดกลืนแสงสูงสุด ท่ี 273  นาโนเมตร เท่าก้น 
และเท่ากับธิโอหิเลสิน เนื่องจากสูตรโครงสร้างหลักของอนุพันธ์ทั้ง 2 ต่างจากธิโอฟิลลืนตรง 
สายโซ่ทึ่มาต่อ ณ ตำแหน่งที่ 7 เท่านั้น จึงมีโครโมฟอร์หลักที่เหมือนกัน ดังนั้นจึงมีการดูด 
กลืนแสงที่ไม่ต่างกัน

ผลจาก UV และ IR สเปคตรัม ของอนุพันธ์ ก. และ ข. จะไม่มีความแตกต่างกัน 
สำหรับ 1แ - NMR ของ อนุพันธ์ ข. จะมี 2 โปรตอนของ หมู่เมทธํลลืน(-C H 2) เพิ่มขึ้นจาก 
1แ -  NMR ของ อนุพันธ์ก. อก 1 ตำแหน่ง
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รูปท่ี 2 UV สเปคตรัมของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ก.) 
ความเข'มข้น 33 มคก./มล.



รูปท่ี 3 IR สเปคตรัมของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ก.)



ตารางที่ 2 อินฟราเรดแอบชอพชัน (Infrared absorption) ของ 7-(3-carboxy 
propyl)-1,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ก.)

wave numbers (cm 1) หมู่ฟังก์ชัน
2 3 9 1 -3 5 1 4 VO-H
1698, 1653 v c = 0 ,  acid
1 3 6 7 -1 4 7 9 ÔO-H
1 2 4 8 -1 2 8 8 VC-N



รูปที่ 4 1H-NMR สเปคตรัมของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ก.) ใน DMSO-de roo>
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รปท่ี 5 1H-NMR สเปคตรัมของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethyixanthine (อนุพันธ์ก.) ใน DMSO-de
(ขยายสเกลจาก 1.96-8.06 ppm)

to-ง
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ตารางที่ 3 ค่าเคมิคัลชิฟฑ์ (Ô) จาก 1H-NMR ของ 7 - ( 3 -carboxypropyl) - 1 ,3  -  
dimethylxanthine (อนุพันธ์ ก .)

Position Chemical shift 
(ppm)

Multiplicity

า 1 .9 7 -2 .0 4 2H, m1)
2 2 .1 6 - 2 .2 0 2H, t2), J = 7 .0  Hz
3 3.21 3H, ร3}
4 3.41 3H, ร
5 4 .2 3 - 4 .2 7 2H, t, J = 7 .0  Hz
ธ 8 .0 4 1H, ร

า )  ๓ = multiplet
2 )  t = triplet
3 ) s = singlet

5 1 2

3
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รูปที่ ธ UV สเปคตร้มของ 7-(4-carboxybütyl)-1,3-dim ethylxanthine (อน ุพ น ธ ์ข .) 
ความเข้มข้น 3 3  มคก./มล.



cm -1

รูปที่ 7 IR สเปคตรัมของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ข.)

C0๐
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ตารางที่ 4 อนฟราเรดแอบซอพชัน (Infrared absorption) ของ 7 -(4 -carb oxy  
b utyl)-1 ,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ข.)

wave numbers (cm 1) หมู่ฟังก์ชัน
2 8 8 5 - 3 3 8 7 VO-H
1 6 5 6 , 1 7 1 2 vc= 0, acid
1 4 0 8 - 1 4 8 2 ÔO-H
1 2 6 3 -1 3 2 1 VC-N



รูปที่ 8 1H-NMR สเปคตรัมของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ข.) ใน DMSO-d6
- V,

C0[รัว
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รูปที่ 9 1H-NMR สเปคตรัมของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthlne (อนุพันธ์ ข.) ใน  DMSO-de 
(ขยายสเกลจาก 1.38-8.09 ppm)
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ตารางที่ 5 ค่าเคมีคัลซิฟฑ์ (Ô) จาก 1H-NMR ของ 7 -(4 -carb oxyb u ty l)-1 ,3 -  
dimethylxanthine (อนุพ ันธ์ ข.)

Position Chemical shift 
(ppm)

Multiplicity

1 1 .3 8 - 1 .4 5 2H, m
2 1 .7 4 -1 .8 1 2H, m
3 2 .2 0 - 2 .2 3 2H, t, ๘ = 7 .0  Hz
4 3.21 3H, ร
5 3 .4 0 3H, ร
ธ 4 .2 1 - 4 .2 5 2H, t, ๘ = 7 .0  Hz
7 8 .0 7 1H, ร

6 2  1 3

ต-เ3
๐
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1 .2  การส ้งเคราะห ์อน ุพ ัน ธ ์ ณ  ตำแหน ่งท ี่ 8  ค ือ 8-(3-carboxypropyl)-1,3- 
dlmethylxanthlne (อ น ุพ ัน ธ ์ค .) (Cook et al., 1 9 7 6 )

จากการสังเคราะห์อนุพันธ์ ค. ดังได้แสดงกลไกของปฏิกิริยาในรูปที่ 10  เปีนการ 
ริฟลักซ์ 4,5-diam ino-1,3-dim ethylpyrim idine-2,6-dione กับ glutaric anhydride ใน  
A/,A/-dimethylaniline แล้วเก ิดไชไคลซ์เชช ัน(cyclization) จะได้ 8-(3-carboxypropyl)-
1 ,3-dimethylxanthine (อน ุพ ัน ธ ์ค .) เป ็นผงลืเหลืองอ่อนคิดเป ็น 36.40%  ของสารตั้งด้น 
มีจุดหลอมเหลว คือ 2 3 2 - 2 3 5 ° ซ

อนุพันธ์ ค. มีการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 2 7 5  ททา ด้งแสดงใน UV 
สเปคตรัมในรูปที่ 11 และมีค่าข้าเพาะของการดูดกลืนแสง (specific absorbance, k) ท่ี 
ความเข้มข้น 1 กรัม/ล ืตร เท ่ากับ 4 1 .1 2

ทำการพ สูจน์สูตรโครงสร้างของอนุพ ัน ธ ์ค. ด้วย IR สเปคตรัม ด้งแสดงในรูปที่ 12  
และตารางที่ ธ และ 1H-NMR สเปคตรัมในรูปที่ 13 และ 14 และค่าเคมีคัลซิฟฑ์ (Ô) ใน  
ตารางที่ 7

Tf%}2.C13Z
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▼

รูปที่ 10 กลไกของปฏิก ิร ิยาในการสังเคราะห์ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethyl 
xanthine (อนุพ ันธ์ ค.)
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รูปที่ 11 UV สเปคตรัมของ 8 - ( 3 -carboxypropyl)- 1 13 -dimethylxanthine (อนุพ ันธ์ ค.) 
ความเข้มข้น 3 3  มคก./มล.
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ตารางที่ ธ อินฟราเรดแอบชอพชัน (Infrared absorption) ของ 8 -(3 -carb oxy  
propyl)-1 ,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ค.)

wave numbers (cm 1 ) หมู่ฟังก์ชัน
2 8 1 1 - 3 6 0 0 VO-H
1 6 4 3 , 1721 vc= 0, acid
1 3 9 5 - 1 4 4 0 ÔO-H
1 3 1 4 - 1 2 5 2 VC-N



รูปที่ 13 1H~NMR สเปคตรัมของ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine (อนุพันธ์ ค.) ใน DMSO-de
O



17
03

.

ppm-*— I— 1— r ~
3 . 4 2  3 . 4 0

r >  en  OJ TT«P รุ lô ^CD CD CD e n

รูปที่ 14 1H-NMR ล'เปคตรัมของ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine (อ น ุพ ัน ธ ์ค .)ใน  DMSO-dg 
(ขยายสเกลจาก 1.86-3.43 ppm)

93
7.

17
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ตารางที่ 7 ค ่าเคมํค ัลซิฟท์ (Ô) จาก 1H-NMR ของ 8 - ( 3 -carboxypropyI) - 1 ,3  -  
dimetnylxanthme (อนุพ ันธ์ ค.)

Position Chemical shift 
(ppm)

Multiplicity

1 1 .8 5 -1 .9 4 2H, m
2 2 .2 4 - 2 .2 8 2H, t, J = 7 .6  Hz
3 2 .6 9 - 2 .7 2 2H, t, J = 7 .6  Hz
4 3.21 3H, ร
5 3 .4 0 3H, ร
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1 .3  การส ังเคราะห ์อน ุพ ัน ธ ์ ค ือ 8-{4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne 
(อน ุพ ัน ธ ์ ง.)

แสดงกลไกของปฏิกิร ิยาการสังเคราะห์อนุพ ันธ์ง. ในรูปที่ 15 เป ็นการทำปฏิกิร ิยา 
ระหว่าง 4,5-diam inopyrim idine-2,6-dione กับ adipic acid monoethyl ester โดยม  ี
EDCI เป็นสารช่วยในการเกิดปฏิกิร ิยา acylation จากนั้นเกิดไชไคลซ์เชชันโดยการริฟสักซ์ 
ใน  ด่าง (Daly et al,1985;Kim  et al., 1 9 9 4 )  จากนั้นทำให้เป็นกลาง(ทนtrallize)^วยๆ 0% 
HCI จะได้ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine(อนุพันธ์ ง.)

อนุพันธ์ ง. มีการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 2 7 5  nm ด้งแสดงใน UV 
สเปคตรัมในรูปที่ 16 และมีค่าจำเพาะของการดูดกลืนแสง (specific absorbance, k) ท่ี 
ความเข้มข้น 1 กรัม/ล ิตร เท ่ากับ 3 6 .7 7

ทำการพิสูจน์สูตรโครงสร้างของอนุพ ันธ์ง. ด้วย IR สเปคตรัม ด้งแสดงในรูปที่ 17  
และตารางที่ 8 และ 1H-NMR สเปคตรัมในรูปที่ 18 และ 19 และค่าเคมีค ัลชิฟห์ (Ô) ใน 
ตารางที่ 9

จาก UV และ IR สเปคตรัม ของอนุพันธ์ ค. และ ง. ไม ่ม ีความแตกด่างกัน แด่จาก 
1H-NMR สเปคตรัมจะเห็นว่า อน ุพ ันธ์ง. จะมี 2 โปรตอนของ หมู่เมธิลลืน ( - 0 แ 2)ที่เพม 
จาก ของ อนุพันธ์ ค.
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c  2H5—N=C=N(C แ2)3 -NH— (CH3 k 
Cl

OH
C2H5—NH—C=N— (CH2)— NH— (CH3)2

Cl"
+

ร ูปท ี่ 1 5  ก ล ไก ของป ฏ ิก ร ิย าใน ก ารส ัง เค ราะห ์ 8 - ( 4 - c a r b o x y b u ty l ) - 1 ,3 - d im e th y l  

x a n th in e  (อ น ุพ ้น ธ ์ ง . )
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รปฑ่ึ 16 UV สเปคตรัมของ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine (อนุพ ันธง.) 
ความเข้มข้น 33  มคก./มล.



■ t*o>



ตารางท ี่ 8  อ ิน ฟ ราเรดแอบซอพ ช ัน  ( In fra re d  a b so rp t io n ) ของ 8 - ( 4 - c a r b o x y  
b u t y l ) - 1 ,3 -d im e th y lx a n th in e (  อน ุพ ันธ ์ ง . )

w a ve  n um be rs  (c m  1) ห ม ู่ฟ ังก ์ช ัน

3 0 0 0 - 3 4 0 0 V O -H

1 6 5 4 ,  1 7 0 2 v c = 0 ,  ac id

1 3 9 5 - 1 4 4 0 Ô O -H

1 2 6 6 - 1 3 4 8 V C -N



รปท ี่ 18 1H -N M R  ส เปคตร ัมของ 8 - (4 -c a rb o x y b u ty l) -1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  (อ น ุพ ัน ธ ์ ง .) ใน  D M S O -d 6
â



(Oenf'-* 0  เภุ ๓ Nin"T  çn ç rj f j  Ô Jri KK SfN
1 พ พ

<o(O
CD

1.50 1.48 1.46 1.44

ร ูปท ี่ 19 1H -N M R  ส เปคตร ัมของ 8 - (4 -c a rb o x y b u ty l) -1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  (อ น ุพ ัน ธ ์ง . ) ใ น  D M S 0 -d 6 
(ขยายส เกลจาก  1 .6 0 -3 .4 2  ppm )

to
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ตารางท ี่ 9  ค ่า เคม ิค ัลช ิฟ ฑ ์ (Ô )  จาก 1H -N M R  ของ 8 - ( 4 -c a rb o x y b u ty l)  - 1 , 3  -  
d im e th y lx a n th in e  (อ น ุพ ัน ธ ์ ง . )

P os it io n C hem ica l s h ift 
( p p m )

M u ltip lic ity

1 1 . 4 3 - 1 . 5 0 2H , m

2 1 . 6 1 - 1 . 6 8 2 H , m

3 1 .9 8 - 2 . 0 1 2H , t, J = 7 .3  Hz

4 2 . 6 1 - 2 . 6 5 2H , t, J = 7 .3  Hz

5 3 .1 9 3H , ร

ธ 3 .3 8 3H , ร

5
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2. การเตรียมอิมมูโนเจนของอนุพ้นธ์ธโอหิเลสิน

2.1 การเตรียมอิมมูโนเจนของ 7 -(3-carboxypropyl)-1 ,3-dlmethylxanthlne 
(อิมมูโนเจน ก.)

การเตร ียมอ ิมม ูโน เจน ของอน ุพ ัน ธ ์ ก. เป ็นการเก ิดปฏ ิก ิร ิยาคอนจ ูเกต  ระหว ่าง  
อ น ุพ ัน ธ ์ก .ใน ร ูป  N H S  เอสเทอร ์ ก ับ  B S A  ด ังแสดงในร ูปท ี่ 2 0

โด ย  N H S  เอ ส เท อ ร ์ท ี่ไ ด ้ ส ำหร ับ อน ุพ ัน ธ ์ ก. เป ็นผงส ีขาว ค ิด เป ็น  6 2 .1 5 %  ของ 

สารต ั้งต ้น  ม ีจ ุดหลอมเหลว 21  5 - 2 1  6 ๐ช  ม ีการด ูดกล ืน แสงส ูงส ุด ใน ช ่วง U V  2 7 3  ททา เช ่น  
เด ียวก ับธ ิโอห ิ)ลล ืน  ด ังแสดงในร ูปท ี่ 2 1  ม ีค ่าจำเพ าะของการด ูดกล ืนแสง (s p e c if ic

a b so rb a n ce , k) เท ่าก ับ  2 6 .4 4  ท ี่ค วาม เข ้มข ้น  1 ก ร ัม /ล ิต ร

การแสดงผลของ IR  สเปคตร ัม  ด ังร ูปท ี่ 2 2  และตารางท ี่ 1 0  และ 1H -N M R  

สเปคตร ัมด ังร ูปท ี่ 2 3  และ 2 4  และค ่า เคม ีค ัล ช ิฟ ท ์ (Ô )  ใน ตารางท ี่ 11

ผลการจ ับก ัน ระหว ่าง N H S  เอส เทอร ์ ขอ งอ น ุพ ัน ธ ์ ก. ก ับ B S A  ได ้เป ็น อ ิมม ูโน เจน  
ก. ม ีล ักษ ณ ะเป ็น ผงส ีขาว  ม ีการด ูดกล ืน แสงส ูงส ุด ใน ช ่วง U V  ที่ 2 7 5  ททา ต ่างไป จาก  N H S  
เอส เทอร ์ ขอ งอ น ุพ ัน ธ ์ ก .ดังแสดงในร ูปท ี่ 2 5  จะม ีค ่าจำเพ าะของการด ูดกล ืน แสงเท ่าก ับ

2 6 .0 6  ท ี่ความ  เข ้มข ้น  1 ก ร ัม / ล ิตร

1 โมลของ B S A  จ ับก ับ  N H S  เอสเทอร ์ของ 7 - ( 3 - c a r b o x y p r o p y l ) - 1 ,3 -  

d im e th y lx a n th in e  ป ระมาณ  1 1  โมล
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O
R — c —O 
R2N H -Ç -N H R 3 

Ç)

side reaction

ท= 3 1ธนพนธ ก.

ท= 4 1อนพนธ ข.

R2 = — 0 2แ5

r 3 = - c h 2c h 2c h 2- n h — (c h 3)2
cr

R2— N H -C — NHR3
o

urea product

ร ูปท ี่ 2 0  กล ไก ของป ฏ ิก ิร ิย าใน ก ารส ัง เค ราะห ์ N H S  เอสเฑอร ์ ของอน ุพ ัน ธ ์ ณ  ตำแห น ่งท ี่ 7  
(อ น ุพ ัน ธ ์ ก. และ ข .)
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รูปท่ี 21 UV สเปคตรัมของ NHS เอสเฑอร์ของ 7-(3-carboxypropyl)- 1,3-dimethyl 
xanthine (NHS เอสเทอร์ ของอนุพันธ์ ก.) ความเข้มข้น 33 มคก./มล.



รูปท่ี 22 IR สเปคตรัมของ NHS เอสเทอร์ ของ 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine (NHS เอสเทอร์ ของอนุพันธ์ ก.) บ1
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ตารางที่ 10 อินฟราเรดแอบชอพชัน (Infrared absorption) ของ NHS เอสเทอร์ของ7- 
(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine(NHS เอสเทอร์ของอนุพันธ์ ก.)

wave numbers (cm 1) หมู่ฟังก์ชัน
294 7-3114 VC-H
1666-1823 vc= 0 , ester
1084, 1222 VC-0



รูปท่ี 23 1H-NMR สเปคตรัม NHS เอสเทอร์ ของ 7-(3-carboxypropyl)- 1,3-dimethyl xanthine (NHS เอสเทอร์ ของอนุพนธ์ ก.) ใน CDCI3 บาO)
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ตารางท ี่ 1 1 ค ่าเคม ิค ัลช ิฟท ์ ( 5 )  จาก 1H -N M R  ของ NHS เอสเฑอร์ของ 7 - ( 3 -

c a rb o xyp ro p y l)-1 ,3 -d im e th y lxa n th in e  (NHS  เอสเทอร์ ของอน ุพ ันธ ์ ก .)

Position Chem ica l sh ift 
(p pm )

Multip lic ity

1 2 .3 4 - 2 .4 0 2H , m

2 2 .6 0 - 2 .6 3 2H , t, J = 6 .7  Hz

3 2 .8 5 4H , ร

4 3 .41 3H , ร

5 3 .6 0 3H , ร

6 4 .4 0 - 4 .4 3 2H , t, J = 6 .7  Hz

7 7 .6 7 1 H, ร

0

4
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ffenoseters

รูปที่ 2 5  UV สเปคตรัมเปรยบเฑยบระหว่างอ ิมมูโนเจน ก. ( 1 ) ,  อน ุพ ันธ์ ก. ( 2 )  และ 
BSA ( 3 )  ความเข ้มข ้น 0 .5 0 0  มก./มล .

' 1. อ ิมม ูโนเจน ก. คือ 7 - (3 -c a rb o x y p ro p y l) -1 ,3 -d im e th y lx a n th in e -  
BSA

2. อน ุพ ันธ ์ ก. คือ 7 -(3 -c a rb o x y p ro p y l) -1 ,3 -d im e th y lx a n th in e

3. BSA
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ตารางที่ 12 การหาอัตราส่วนจำนวนโมลของอนุพันธ์ ก. ที่ติดบน BSA ของ 
ฮิมมูโนเจน ก.

ความเข้มข้น 
(มก./มล.)

Abs. 275  nm 
ของอิมมูโนเจน ก.

Abs. 275  nm 
ของ BSA

Abs. 275  nm
ของอนุพันธ์ ก.

จำนวนโมลของ 
อนุพันธ์ ก. ต่อ 

BSA
0.500 1.032 0 .312 0.720 11.36
0 .500 1.011 0 .320 0.691 10.90
0 .500 1.034 0 .329 0.705 11.12

ค่าเฉลี่ย 1 1 .1 3 + 0 .2 3

อัตราส่วนจำนวนโมลของ = ความเข้มข้นของอนุพันธ์ก.ในอิมมโนเจน/Mพ  อนุพันธ์ก. 
อนุพันธ์ ก. ต่อ BSA ความเข้มข้นของ BSA ในอิมมูโนเจน/Mพ  BSA

ความ เข ้ม ข ้น ของอน ุพ ัน ธ ์ ก. ใน อ ิมม ูโน เจน  = a b so rbance  ของอน ุพ ัน ธ ์ ก.

sp e c ific  a b so rbance  ( k )

2.2 การเตรียมอิมมูโนเจนของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne 
(อิมมูโนเจน ข.)

การเตร ียมอ ิมม ูโน เจน  ข. เซ ่น เด ียวก ับ  ว ิธ ์การเตร ียมอ ิมม ูโน เจน  ก. โด ยก าร  
ส ัง เค ราะห ์อน ุพ ัน ธ ์ ข. ในร ูป  N H S  เอสเทอร ์ ก ่อน  จ ะได ้ N H S  เอสเทอร ์ ส ่าห ร ับ อน ุพ ัน ธ ์ ข. 

เป ็นผงส ีขาว ต ิด เป ็น  3 4 .5 6 %  ของลๆรต ั้งด ้น  ม ีจ ุดหลอมเหลว 16 4 - 1 6 5 ๐ซ  ม ีการด ูด  
กล ืนแสงส ูงส ุดของ UV สเป คตร ัมท ี่ค วามยาวคล ื่น ท ี่ 2 7 3  ททาเซ ่นเด ียวก ับธ ์โอห ิเลล ีน ดัง 
แสดงในร ูปท ี่ 2 6  โดยม ีค ่าจำเพ าะของการด ูดกล ืน แสง (s p e c if ic  a b so rb an ce , k )  ท ี่ค วาม  
เข ้มข ้น  1 ก ร ัม /ล ิต ร  เท ่าก ับ  2 5 .3 7

การย ืนย ันผลของ N H S  เอ ส เท อ ร ์ข อ งอ น ุพ ัน ธ ์ข . ด ้วย IR สเปคตร ัม แสดงในร ูปท ี่ 

2 7  แล ะต ารางท ี่1 3  และ 1H -N M R  สเปคตร ัม ในร ูปท ี่ 2 8  และ 2 9  และค่า เคม ิค ัล ช ิฟ ท ์ (Ô )  
ใน ตารางท ี่ 1 4  ตามลำด ับ

ผลการจ ับ ก ัน ระหว ่าง N H S  เอส เทอร ์ ของอน ุพ ัน ธ ์ ข. ก ับ B S A  ได ้อ ิม ม ูโน เจน  ข. 
เป ็นผงส ีขาว ม ีการด ูดกล ืน แสงส ูงส ุด ใน ช ่วง UV ต ่างจาก N H S  เอสเทอร ์ ข อ ง 7 - ( 4 -
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c a rb o x y b u ty l) - า  ,3 -d im e th y lx a n th in e  เล ็กน ้อย ค ือท ี 2 7 5  nm  ด ังแสดงในร ูปท ี 3 0  ม ีค ่า 
จำเพ าะของารด ูดกล ืนแสง ท ี่ค วาม เข ้ม ข ้น  1 ก ร ัม /ล ิต ร  เท ่าก ับ  2 5 .0 1

1 โมลของ B S A  จ ับก ับ  N H S  เอสเทอร ์ ข อ ง7 - ( 4 -c a rb o x y b u ty l) - 1 , 3 -  

d im e th y lx a n th in e  ประมาณ  1 0 โมล  ด ังแสดงในตารางท ี่ 1 5
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ร ูปท ี่ 2 6  U V  สเปคตร ัมของ N H S  เอส เท อร ์ขอ ง 7 - ( 4 - c a r b o x y b u ty l ) - 1 ,3 - d im e th y l  
xa n th in e  (N H S  เอ ส เท อ ร ์ข อ งอ น ุพ ัน ธ ์ข .)  ความ เข ้มข ้น  3 3  ม ค ก ./ม ล .



ร ูปท ี่ 2 7  IR  ส เปคตร ัมของ N H S  เอส เทอร ์ ของ 7 - (4 -c a rb o x y b u ty l) -1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  (N H S  เอส เท อร ์ ของอน ุพ เนธ ์ ข .)

O)พิ



64

ตารางท ี่ 1 3  อ ิน ฟ ราเรดแอบซอพ ช ัน  ( In fra re d  a b so rp t io n ) ของ N H S  เอสเฑอร ์ ของ 7 -  
( 4 - c a rb o x y b u ty l) - 1 , 3 -d im e th y lx a n th in e  (N H S  เอ ส เท อ ร ์ข อ งอ น ุพ น ธ ์ข .)

w a ve  n um be rs  (cm  1) ห ม ู่ฟ ังก ์ช ัน

2 9 0 0 - 3 1 0 0 V C -H

1 7 0 5 - 1 8 1 1 vc= 0, es te r

1 0 7 9 ,  1 2 2 3 V C - 0



Vw

รูปฑ 28 H-NMR สเปคตร ัม  NHS เอสเทอร ของ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethyl xanthine (NHS เอสเฑ อร ั ขอ งอ น พัุนธ์ ข .) ใน CDCI3
๐1บ1



CM o  O'-ะ ร ฺ V i in  O I

cri çj j0  o
O ) CT) œ  CD CD1 I I I I

รุ รุ รุ^ lS <ปี
ผ  ผ  ( \ |

ppm-

*3.60 3.50

■ «r V- O(ô cj f\J
I i I

ro  in  cv O  CD tn  ๐  CO 
ro  <\J r\J  <\J — < OO  O  O  O  O  O  O  O

I ร น / / f  โ

ร ูปท ี่ 2 9  1H -N M R  สเปคตร ัม  N H S  เอส เทอร ์ ของ 7 - (4 -c a rb o x y b u ty l) -1 ,3 -d im e th y l x a n th in e  (N H S  เอสเฑอร ์ ข อ งอ น ุพ ัน ธ ์ ข .) ใน  C D C I3 

(ขยายส เกลจาก  1 .5 4 -7 .6 2  p p m )
o>O)
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ตารางที่ า 4 ค่าเคมิคัลชิฟฑ์ (8 ) จาก 1H-NMR ของ NHS เอสเทอร์ ของ 7 - (4 -
carboxybutyI) -1 ,3 -dimethyIxanthine (NHS เอสเฑอร์ ของอนุพันธ์ก.)

Position Chemical shift 
(ppm)

Multiplicity

1 1 .7 5 -1 .8 2 2H, ร
2 2 .0 0 -2 .0 7 2H, m
3 2 .6 6 -2 .6 9 2H, t, J = 7.3 Hz
4 2.83 4H, ร
5 3.41 3H, ร
ธ 3.59 3H, ร
7 4 .3 2 -4 .3 5 2H, t, J = 7.3 Hz
8 7.59 1 H, ร

O



6 8

รูปที่ 30 UV สเปคตรัมเปรียบเทยบระหว่างอิมมูโนเจน ข. (1 ), อนุพันธ์ ข. (2 )  และ 
BSA (3 )  ความเข้มข้น 0 .2 86  มก./มล.

1. อมมูโนเจนข. คือ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine- 
BSA

2. อนุพันธ์ข. คือ 7-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine
3. BSA
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ตารางที่ 15 การหาอัตราส่วนจำนวนโมลของอนุพันธ์ข. ท่ีติดบน BSA ของ
อิมมูโนเจน ข.

ความเข้มข้น Abs. 2 7 5  nm Abs. 275 nm Abs. 275  nm จำนวนโมลของ
(มก./มล.) ของอิมมูโนเจน ข. ของ BSA ของอนุพันธ์ข. อนพันธ์ ข. ต่อ 

’ BSA
0.286 0 .515 0.141 0 .374 10.15
0 .286 0 .510 0 .140 0 .370 10.32
0 .286 0 .514 0 .145 0.369 10.29

ค่าเฉลี่ย 1 0 .2 5 + 0 .0 9

อัตราส่วนจำนวนโมลของ = ความเข้มข้นของอนุพันธ์ ข. ในอิมมโนเจน/Mพ  อนุพันธ์ ข. 
อนุพันธ์ ข. ต่อ BSA ความเข้มข้นของ BSA ในอิมมูโนเจน/MWBSA

ความเข้มข้นของอนุพันธ์ข. ในอิมมูโนเจน = absorbance ของอนุพันธ์ ข.
specific absorbance (k)

2.3 การเตรียมอิมมูโนเจนของ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อิมมูโนเจน ค.)

การเตรียมอิมมูโนเจน ค. เป็นผลจากการจับกันระหว่าง 8-(3-carboxypropyl)~
1,3-dimethylxanthine กับ BSA โดยใช้ปฎิกิรียา Mixed anhydride method ไดอมมูโนเจน 
ค. เป็นผงสีขาว มีการดูดกลืนแสงสูงสุดของ UV สเปคตรัมที่ความยาวคลื่น 277  ททา ซ่ึง 
ต่างไปจากของอนุพันธ์ ค. เล็กน้อย ดังแสดงในรูปท่ี 31 มีค่าจำเพาะของการดูดกลืนแสง 
(specific absorbance, k) ที่ความเข้มข้น 1 กรัม/ลิตร เท่ากับ 40.58  1 โมลของ BSA 
จับกับ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine ประมาณ 12 โมล ดังแสดงใน
ตารางที 16
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fiaiBseters

รูปท่ี 31 UV สเปคตรัมเปรียบเทียบระหว่างอิมมูโนเจน ค. (1 ), อนุพันธ์ ค. (2 ) และ 
BSA (3 ) ความเข้มข้น 0 .5 0 0  มก./มล.

1. อิมมูโนเจน ค. คือ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine- 
BSA

2. อนุพันธ์ ค. คือ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dimethylxanthine
3. BSA
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ตารางท่ี 1 ธ แสดงการหาอัตราส่วนจำนวนโมลของอนุพันธ์ ค. ท่ีติดบน BSA ของ
อิมมูโนเจน ค.

ความเข้มข้น 
(มก./มล.)

Abs. 275  nm 
ของอิมมูโนเจน ค.

Abs. 2 75  ททา 
ของ BSA

Abs. 275  nm 
ของอนุพันธ์ ค.

จำนวนโมลของ 
อนุพันธ์ ค. ต่อ 

BSA
0.500 1.175 0 .30 4 0.871 11.85
0 .500 1.158 0 .303 0 .855 11.65
0 .500 1.168 0 .302 0 .866 11.79

ค่าเฉลี่ย 11.76+๐.๐1

อัตราส่วนจำนวนโมลของ = ความเข้มข้นของอนุพันธ์ ค. ในอิมมโนเจน/Mพ  อนุพันธ์ ค. 
อนุพันธ์ ค. ต่อ BSA ความเข้มข้นของ BSA ในอิมมูโนเจน/Mพ  BSA

ความเข้มข้นของอนุพันธ์ ค. ในอิมมูโนเจน = absorbance ของอนุพันธ์ ค.
specific absorbance (k)



72

2.4 การเตรียมอิมมูโนเจนของ 8-<4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne
(อิมมูโนเจน ง.)

การเตรียมอิมมูโนเจน ง. เป็นผลจากการจับกันระหว่าง 8-(4-carboxybutyl)-
1,3-dimethylxanthine กับ BSA โดยใช้ปฏิกิริยา Mixed anhydride method เช่นเดียวกับ 
การเตรียม อิมมูโนเจน ค. อมมูโนเจน ง. มลักษณะเป็นผงสขาวมีการดูดกลืนแสงสูงสุดของ 
UV สเปคตรัมที่ความยาวคลื่น 2 7 6  nm ดังแสดงในรูปท่ี 32 มีค่าจำเพาะของการดูดกลืน 
แสง (specific absorbance, k ) m วามเข้มข้น 1 กรัม/ลิตรเท่ากับ 36.62  1 โมลของBSA 
จับกับ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine ประมาณ 27 โมลดังแสดงในตาราง 
ท่ี 17
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ftoe ters

รูปท่ี 32 UV สเปคตรัมเปรียบเทียบระหว่างอิมมูโนเจน ง. (1 ), อนุพันธ์ ง. (2 ) และ BSA
(3 ) ความเข้มข้น 0 .5 0 0  มก./มล.

1. อิมมูโนเจน ง. คือ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine- 
BSA

2. อนุพันธ์ ง. คือ 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dimethylxanthine
3. BSA
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ตารางท่ี 17 การหาอัตราส่วนจำนวนโมลของอนุพันธ์ ง. ท่ีติดบน BSA ของ
อิมมูโนเจน ง.

ความเข้มข้น Abs. 2 7 5  nm Abs. 2 7 5  ททา Abs. 2 7 5  ททา จำนวนโมลของ
(มก./มล.) ของอิมมูโนเจน ง. ของ BSA ของอนุพันธ์ง. อนุพันธ์ ง. ต่อ

BSA
0 .5 0 0 2 .1 7 3 0 .3 3 7 1 .8 3 6 2 7 .9 7
0 .5 0 0 2 .171 0 .3 3 9 1 .8 3 2 27 .91
0 .5 0 0 2 .1 6 5 0 .3 3 0 1 .8 3 5 2 7 .9 5

ค่าเฉลี่ย 2 7 . 9 4 i 0 .0 3

อัตราส่วนจำนวนโมลของ = ความเข้มข้นของอนุพันธ์ง.ไนอิมมโนเจน/Mพ  อนุพันธ์ง. 
อนุพันธ์ ง. ต่อ BSA ความเข้มข้นของ BSA ในอิมมูโนเจน/Mพ  BSA

ความเข้มข้นของอนุพันธ์ง. ในอิมมูโนเจน = absorbance ของอนุพันธ์ง.
specific absorbance (k)
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3. การกระตุ้นการสร้างแอนติบอติสำหรับธิโอr เลสีน

การกระตุ้นการสร้างแอนติบอดีด้วยอิมมูโนเจน ก. 1ข. 1ค. และ ง. ใช้กระต่าย 2 ตัว 
ต่ออิมมูโนเจน 1 ตัว ได้แอนติชีรัมซึ่งแสดงความแรงโดยค่าไตเตอร์ ตังแสดงในรูปท่ี 33 
และตารางที่ 18 ซึ่งถ้าแอนติบอดีมีค่าไตเตอร์สูง มีความหมายว่าแอนติบอดีนั้นมีความ 
สามารถ'ในการจับกับธโอ หิเ ลลีนมาก

ตารางที่ 18 แสดงค่าไตเตอร์ของแอนติซีรัม ก, ข, ค. และ ง.

อิมมูโนเจน ค่าไตเตอร์ที่อัตราส่วน 
ความเจือจางของแอนติซีรัม

ก. 1:8,000
ข. 1:6,000
ค. 1:9,000
ง. 1:7,000



1 / 1 00 1/1,000 1/10,000 1/100,000 
Dl LUT! ON ANTI SERUM

1/1 00 1/1,000 1/10,000 1/100,000
Dl LUT! ON ANTI SERUM

รูปที่ 33  กราฟแสดงผลการหาไตเตอร์ของนอนติชีรัม 
i แอนติชรัม ก. และ ข.
II แอนติชีรัม ค. และ ง.
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4 . การติดฉลากธิโอฟิลลีนด้วยเอ็นไซม่โปอร์ออกซิเดส

4.1 การเตร ียมเอ ็นไซม์เปอร์ออกซ ิเดสเพ ื่อการต ิดฉลาก

เอ็มไชม์เปอร์ออกซิเดสที่ถ ูกเพิ่มกลุ่มอะมีโนจะยังคงคุณสมบ้ติของเอ็นไซม์ โดยม  ี
ลักษณะเป็นผงสีน ํ้าตาลค่อนข้างเบา มีคุณสมป็ตการดูดกลืนแสงสูงสุดในช่วง UV ท่ี
ความยาวคลื่น 4 0 3  ททา ซึ่งเป็นค่าการดูดกลืนแสงของเปอร์ออกซิเดส ดังแสดงในรูป 3 4  
จำนวนอะมีโนที่เพิ่มขึ้นนี้อยู่ในอัตราส่วน 1 4 โมลต่อ ใ โมลของเอ็นไซม์ดังแสดงในตารางที่ 
19 จำนวนอะมีโนที่เพิ่มขึ้นนี้นับว่ามากพอ เมื่อเทยบกับที่ม ีในรายงานว่าควรมีหมู่อะมีโน 
อยู่ระหว่าง 1 2 - 1 8  โมลต่อ 1 โมสของเอ็มไชม์ (Litman et al., 1983; Zuketal, 1 9 8 5 )

ตารางที่ 19 แสดงการหาจำนวนหมู่ฟังก์ชันอะมีโนใน aminated HRP

ความเข้มข้น (M) Absorbance ท่ี 
ความยาวคลื่น 3 5 4  ททา

จำนวนหมู่ฟังก์ชันอะมีโน 
ต่อ 1 โมลของเอ็นไชม์

2 .5  X  10~5 0 .7 5 6 1 4 .2 2
2 .5  X  10~5 0 .8 3 6 1 5 .7 2
2 .5  X  1 0 ‘5 0 .7 3 6 1 3 .8 4

ค่าเฉลี่ย 1 4 .5 9 ± 0 .9 9
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Nâipteters

รปที่ 3 4  u v  สเปคตรัมของ aminated HRP 3 .0 0  มก./มล.
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4 .2  การต ิดฉลาก 7-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne กับ เอ็นไซม์ 
เปอร์ออกซิเดส (สารติดฉลาก ก.)

7 - ( 3 -carboxypropyl)- 1 ,3 -dimethylxanthine เป ็นสารที่ม ีขนาดโมเลกุลเล็กเมื่อ 
เฑยบกับเอ็นไชม์ ผลการติดฉลากด้วยเอ็นไซม์ เป็นการจับของส่วนของเอ็นไชม์กับหมู ่
คาร์บอนิลของธโอติ!ลลืน ปฎกรยาเคมได้แสดงในรูปท ี่3 5  สารติดฉลากที่ได้แสดงคุณสมบ้ต  ิ
การดูดกลืนแสงทั้งของธ[อติ!ลลืนและเอ็นไซม์ ดังแสดงในรูปที่ 36  ซ ึ่งสารติดฉลากที่ได้ 
ประกอบด้วย NHS เอสเฑอร์ ของ 7 - ( 3 -carboxypropyl)- 1 ,3 -dimethylxanthine จำนวน 
8 โมลต่อ า โมลของ HRP ดังแสดงในตารางที่ 20



8 0

H H
H R P C ^N —CH2-CH2-OCH2-CH2-NH2

1/ ° NH H
aminated HRP

R-C-N H-C H2-C H2-0-C H2-Ç H2
h/ a ^ h

H'"C\  /C\ j  HRP H

HRP labeled theophylline

CH3

อนุพันธ์ก. ก=3 

อนุพันธ์ข. ท=4

รูปที่ 3 5  ปฏิกิร ิยาเคมีในการสังเคราะห์อนุพันธ์ธิโอฟิลลีน ณ ตำแหน่งที่ 7 ติดฉลาก 
เอ็น1ใชม ์ HRP
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รูปที่ 3 6  UV สเปคตรัมแสดงการเปรียบเทียบระหว่าง อนุพันธ์ ก. ท ี่ต ิดฉลากเอ ็นไชม  ์
( 1 ) ,  อน ุพ ันธ ์ก. (2 )  และเอ็นไชมํ’ (3 )  ความเข้มข้น 3 .0 0  มก./มล. 1 2

1 = สารติดฉลาก ก.
2 = อนุพันธ์ ก.
3 = aminated HRP
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ตารางท่ี 20 แสดงการหาอ้ตราส่วนจำนวนโมลของอนุพันธ์ ก. ท่ีติดบน HRP

ความเข้มข้น 
(ม ก ./ม ล .)

Absorbance 
ท่ี 2 7 3  ททา

Absorbance 
ท่ี 4 0 3  ททา

จำนวนโมลของ 
อนุพันธ์ ก. ต่อ HRP

3 .0 0 0 .701 0 .3 6 2 8 .6 9
3 .0 0 0 .7 0 0 0 .3 5 7 8 .7 8
3 .0 0 0 .7 0 3 0 .3 6 0 8.71

ค่าเฉลี่ย 8 .7 3 + 0 .0 4

4 .3  การติดฉลาก 7-(4-carboxybutyl)-า ,3-dlmethylxanthlne ก้บ เอ็นไซม์ 
เปอร์ออกซิเดส (สารติดฉลาก ข.)

การติดฉลาก 7-(4-carboxybutyi)-1,3-dim ethylxanthine ด ้วยเอ็นไชม์ ได้สาร 
ติดฉลากที่ได้แสดงคุณสมบัติการดูดกลืนแสงทั้งของธิโอฟิลลืนและเอ็นไชม์ ด้งแสดงในรูปที่ 
3 7  ซึ่งสารติดฉลากที่ได้จะประกอบด้วย NHS เอสเทอร์ ของ 7 - ( 4 -carboxybutyl) - 1 ,3  -  
dimethylxanthine จำนวน 7 โมลต่อ HRP 1 โมล ด้งแสดงในตารางที่ 21
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รูปที่ 3 7  u v  สเปคตรัมแสดงการเปรียบเทียบระหว่าง อนุพันธ์ ข. ท ี่ต ิดฉลากเอ ็นไซ ม ์(1 ) ,  
อนุพันธ์ ข. (2 )  และเอ ็น ไชม ์( 3 )  ความเข้มข้น 3 .0 0  มก./มล.

1 = สารติดฉลาก ข.
2 = อนุพ ันธ์ข.
3 = ammated HRP
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ตารางท่ี 21 การหาอัตราส่วนจำนวนโมลของอนุพันธ์ข. ท่ีติดบน HRP

ความเข้มข้น 
(ม ก./ม ล.)

Absorbance 
ท่ี 2 7 3  nm

Absorbance 
ท่ี 4 0 3  nm

จำนวนโมลของ 
อนุพันธ์ข. ต่อ HRP

3 .0 0 1 .1 4 5 0 .7 3 6 7 .0 5
3 .0 0 1 .1 4 3 0 .7 3 5 7 .0 4
3 .0 0 1 .1 4 8 0 .7 3 9 7 .08

ค่าเฉลี่ย 7 .0 6 + 0 .0 2

4 .4  การติดฉลาก 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dlmethylxanthlne ก้บเอ็นไซม์ 
ฟอร์ออกซิเดส (สารติดฉลาก ค.)

สำหรับ 8-(3-carboxypropyl)-1,3-dim ethylxanthine ติดฉลากด้วยเอ็นไซม่โดย 
วิธี Mixed anhydride method ผลการติดฉลากแสดงในรูปที่ 38  ซ ึ่งสารติดฉลากที่ได  ้
ประกอบด้วยอนุพันธ์ค. จำนวน 7 โมลต่อ 1 โมล ของ HRP ดังแสดงในตารางที่ 2 2
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รูปที่ 3 8  UV สเปคตรัมแล•ดงการเปรียบเทียบระหว่าง อนุพ ันธ์ค. ท ี่ต ิดฉลากเอ็นไชม์
( 1 ) ,  อน ุพ ันธ์ค. ( 2 )  และเอ ็น ไชม ์( 3 ) ความเข ้มข ้น3 .0 0  มก./มล.

1 = สารติดฉลาก ค.
2  = อนุพันธ์ ค.
3 = ammated HRP
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ตารางท่ี 22 การหาอัตราส่วนจำนวนโมลของอนุพันธ์ ค. ท่ีติดบน HRP

ความเข้มข้น 
(ม ก ./ม ล .)

Absorbance 
ท่ี 2 75  ททา

Absorbance 
ท่ี 403  ททา

จำนวนโมลของ 
อนุพันธ์ ค. ต่อ HRP

3.00 0 .733 0 .417 6.91
3.00 0 .730 0 .420 6.81
3.00 0 .735 0 .415 6.92

ค่าเฉลี่ย 6 .8 8 ± 0 .0 6

4 .5  การติดฉลาก 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dlmethylxanthlne กับเอ็นไซม  ์
ฟอร์ออกซิเดส (สารติดฉลาก ง.)

ทำการเตรยมสารติดฉลาก ง. ด ้วยเอ็นไชมน!ยวิธ ี Mixed anhydride method เช่น 
เดียวกับสารติดฉลาก ง. ผลการติดฉลากแสดงในรูปที่ 39  ซึ่งสารติดฉลากที่ได้ประกอบ 
ด้วย 8-(4-carboxybutyl)-1,3-dim ethylxanthine จำนวน 11 โมลต่อ 1 โมล ของ HRP 
ด้งแสดงในตารางที่ 2 3

ตารางที่ 23  แสดงการหาอัตราส่วนจำนวนโมลของอนุพ ันธ์ง. ที่ติดบน HRP

ความเข้มข้น 
(ม ก ./ม ล .)

Absorbance 
ท่ี 2 7 5  nm

Absorbance 
ท่ี 4 0 3  nm

จำนวนโมลของ 
อนุพันธ์ ง. ต่อ HRP

3 .0 0 0 .3 8 3 0 .1 4 3 1 1 .2 7
3 .0 0 0 .3 9 3 0 .1 5 0 10.91
3 .0 0 0 .3 9 9 0 .1 5 2 1 1 .0 8

ค่าเฉลี่ย 1 1 .0 9 ± 0 .1 8

สรุปผลการติดฉลากธิโอหิ!ลลีนของอนุพ ันธ์ต ่าง ๆด้วยเอ็นไซม์เปอร์ออกซิเดสของ 
อนุพ ันธ ์ก., ข., ค. และ ง. มีจำนวนโมลของอนุพันธ์ต่อ 1 โมลของ HRP คือ 8, 7, 7 และ 
1 1 ตามลำดับ
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รูปท่ี 39 UV สเปคตรัมแสดงการเปรียบเทียบระหว่าง อนุพันธ์ ง. ที่ติดฉลากเอ็นไชม์(1 ), 
อนุพันธ์ ง. (2 )  และเอ็นไชม์ (3 ) ความเข้มข้น 3.00 มก./มล.

1 = สารติดฉลาก ง.
2 = อนุพันธ์ ง.
3 = aminated HRP
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5 . ส ภ าวะท ี่เห ม าะส ม ใน การเก ิดการแย ่งท ี่ (competition) ระหว ่างธ ิโอห ิเลส ินต ิดฉลาก  
เอ ็นไซม์ ก ับสารละลายมาตรฐาน ธ ิโอห ิเลส ิน ใน การจ ับก ับแอน ต ิบอด ี

ผลการเกิดปฏิก ิร ิยาการแย่งที่ระหว่างสารติดฉลากก.กับธิโอหิเลสินในการจับกับ 
แอนติบอดีที่เกิดจากการกระตุ้นด้วยอมมูโนเจนในรูปของอนุพันธ์ ก. ( 7 - ( 3 -carboxypropyI) -
1,3-dimethylxanthine ณ ค่าอัตราส่วนความเจือจางต่าง ๆ

เมื่อใช้ชีรัมของอิมมูโนเจน ก. ที่มีอัตราส่วนความเจือจางของสารติดฉลากต่างกัน 4 ค่า 
คือ 1:100, 1 :500, 1 :800  และ 1 :1 ,00 0  ตามลำดับ กับอัตราส่วนความเจือจางของ 
แอนติชีรัม 4 ค่า คือ 1 :1 ,000 , 1 :2 ,000 , 1 :5 ,00 0  และ!:10,000

การแสดงความสัมพันธ์ของการแย่งที่กับความเข้มข้นของธิโอหิ]ลลีนจากกราฟมาตรฐาน 
ระหว่าง % การจับ กับความเข้มข้น'ของธ์โอหิ]ลลีน ฟ้ามาสร้างกราฟ logic plot ระหว่าง % การ 
จับกับ ความเข้มข้นของ ธิโอหิ]ลสินในเทอมของ log ดังแสดงในรูปท่ี 4 0 -4 3  โดย %การจับ 
คำนวณได้ดังสมการต่อไปนี้

%การจับ = (B /B q) X 1 00

B = absorbance ณ ความเข้มข้นต่าง  ๆ ของ ธิโอหิ]ลสืน
B0= absorbance ณ ความเข้มข้นของ ธิโอหิ]ลสีน 0 มก./สิตร

จากตารางที่ 24  ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการแย่งที่กับความเข้มข้นของธ์โอหิ]ลสีนใน 
เชิงเส้นตรงที่ดีที่สุด (คือที่ค่าส้มประสิทธ์สหสัมพันธ์ (0มีค่ามากที่สุด)ของอนุพันธ์ ก. คือ ท่ี 
สารติดฉลากมีอัตราส่วนความเจือจางเท่ากับ 1 :1 ,00 0  และ แอนติชิรัมมีอัตราส่วนความเจือ 
จางเท่ากับ 1 :2 ,0 0 0 โดยมีค่าส้มประสิทธ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0 .9470

ดังนั้นสภาวะที่ได้นี้จะถูกฟ้าไปใข้ในการศึกษาผลของเฮเฑอโรโลกัสคอมบิเนข้นต่อไป
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รูปท่ี 40  ผลของปฎิกริยาแย่งที่ระหว่างสารติดฉลาก ก. อัตราส่วนความเจือจาง 1 :100  กับ 
สารละลายมาตรฐานธิโอฟิลลีน

กราฟ I direct plot 
กราฟ II logic plot
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แ อ น ต ิ,ป ี'ร ัม  ก .

0 10  2 0  3 0  40
T H E O . C G N C . ( m g / I )

รูปท่ี 41 ผลของปฎิกริยาแย่งที่ระหว่างสารตํดฉลาก ก. อัตราส่วนความเจือจาง 1 :500  กับ 
สารละลายมาตรฐานธิโอฟิลลีน

กราฟ I direct plot 
กราฟ II logic plot
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แ อ น ต ิร ์! ร ้ม  ก .

0 10  2 0  3 0  4 0
T H E Q  C C N C . ( r r g / l  )

สารละลายมาตรฐานธิโอหิ!ลลีน

กราฟ i direct plot
กราฟ II logic plot
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แอนติÏเรัม ก.

0  1 0  2 0  3 0  4 0
THEO. CONC. (ทาg /I )

ร ูป ท ี่ 4 3  ผ ล ข อ ง ป ฎ ํก ร ิย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก  ก . อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  1 : 1 , 0 0 0
ก ับ  ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ธ ิโ อ ห ิเล ล ีน

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  II lo g ic  p lo t
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ต ารางท ี่ 2 4  แ ส ด งผ ล ก าร เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย าก ารแ ย ่งท ี่ร ะห ว ่า ง  ธ ิโอห ิเลล ีนต ิดฉลาก  ก. และสาร  
ละลายมาตรฐานธ ิโอห ิเลล ีน

อ ัตราส ่วนความเจ ือจาง อ ัตราส ่วนความเจ ือจาง ค่า r

ของ ของ (c o rre la tio n

สารต ิดฉลาก ก. แอนต ิซ ีร ัม  ก. c o e ff ic ie n t)

1 :1 0 0 1 : 1 , 0 0 0 0 .0 8 9 9

1 : 2 , 0 0 0 0 .4 6 6 1

1 :5 ,0 0 0 0 .0 1 1 3

1 : 1 0 ,0 0 0 0 .0 8 2 2

1 :5 0 0 1 : 1 , 0 0 0 0 .7 1 0 2

1 : 2 , 0 0 0 0 .8 6 7 8

1 :5 ,0 0 0 0 .8 6 7 1

1 : 1 0 ,0 0 0 0 .3 3 9 6

1 :8 0 0 1 : 1 , 0 0 0 0 .5 9 5 8

1 : 2 , 0 0 0 0 .8 7 0 0

1 :5 ,0 0 0 0 .8 4 6 4

1 : 1 0 , 0 0 0 0 .4 4 4 0

1 : 1 , 0 0 0 1 : 1 , 0 0 0 0 .9 2 4 2

1 : 2 , 0 0 0 0 . 9 4 7 0 *

1 :5 ,0 0 0 0 .5 6 1 9

1 : 1 0 , 0 0 0 0 .2 9 7 0

* สภาวะm เห มาะสมท ี่ส ุด ใน การเก ิดป ฏ ิก ิร ิย าการแย ่งท ี่
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ผลการเก ิดป ฏ ิก ิร ิย าการแย ่งท ี่ร ะห ว ่าง  สารต ิดฉลาก ข. ก ับธ ิโอห ิเลส ินในการจ ับก ับ  
แอน ต ิบ อด ีท ี่เก ิดจากการกระต ุ้น ด ้วยอ ิมม ูโน เจน ใน ร ูป ของอน ุพ ัน ธ ์ ข . ( 7 - ( 4 -c a rb o x y b u ty I) -  
า ,3 -d im e th y lx a n th in e  ณ ค ่าอ ัต ราส ่วน ค วาม เจ ือ จ างต ่า ง  ๆ

เม ื่อ ใช ้ช ีร ัมของอ ิมม ูโน เจน  ข . ท ี่ม ีอ ัต ราส ่วนความ เจ ือจางของสารต ิดฉ ลากต ่างก ัน  4  ค่า 
คือ 1 :1 ,0 0 0 ,  1 :5 ,0 0 0 ,  1 : 8 , 0 0 0  และ 1 :1 0 ,0 0 0  ตามลำด ับ  ก ับอ ัตราส ่วนความเจ ือจางของ  
แอนต ิซ ีร ัม  4  ค่า คือ 1 : 2 , 0 0 0 ,  1 : 4 , 0 0 0 ,  1 : 5 , 0 0 0  และ1 :1 0 ,0 0 0

การแสดงความส ัมพ ัน ธ ์ของการแย ่งท ี่ก ับความ เข ้มข ้นของธ ิโอห ิเลส ิน จากกราฟ มาตรฐาน  
ระหว ่าง % การจ ับ  ก ับความเข ้ม 'ข ้น 'ของธ ิโอห ิเลล ีน  น ำมาสร ้างกราฟ  lo g ic  p lo t ระหว ่าง % การ  
จ ับก ับ  ความเข ้มข ้นของ ธ ิโอห ิเลล ีนในเทอมของ log ด ้งแสดงในร ูปท ี่ 4 4 - 4 7

จากตารางท ี่ 2 5  ความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างค ่าการแย ่งท ี่ก ับความ เข ้มข ้นของธ ิโอห ิเลล ีน ใน  
เช ิง เส ้นตรงท ี่ด ีท ี่ส ุด  (ค ือ ท ี่ค ่าส ้ม ป ระส ิท ธ ์ส ห ส ัม พ ัน ธ ์(โ )ม ีค ่าม าก ท ี่ส ุด )ข อ งอ น ุพ ัน ธ ์ ข. ค ือท ี่ 
สารต ิดฉ ลากม ีอ ัต ราส ่วน ความ เจ ือจางเท ่าก ับ 1 :8 ,0 0 0  และ แอนต ิช ีร ัมม ีอ ัตราส ่วนความ เจ ือจาง  

เท ่าก ับ  1 : 1 0 , 0 0 0 โด ย ม ีค ่าส ้ม ป ระส ิท ธ ์ส ห ส ัม พ ัน ธ ์(โ ) เท ่าก ับ  0 .9 9 6 2

ด ้งน ั้น สภ าวะท ี่ได ้น ี้จ ะถ ูกน ำไป ใซใน การศ ึกษ าผลของเฮ เท อ โรโลก ัสคอม บ ิเน ข ้น ต ่อ ไป
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ร ูป ท ี่ 4 4  ผ ล ข อ ง ป ฎ ก ํร ํย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก  ข . อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  1 : 1 , 0 0 0  ก ับ

ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น  ธ ิโอห ิเลส ีน

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  II lo g ic  p lo t
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แอนติ#รัม ข.

0  1 0  2 0  3 0  4 0
THEO.CONC. (m g /l)

ขป ท ี่ 4 5  ผ ล ข อ ง ป ฏ ิก ิร ิย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ํด ฉ ล า ก ข .  อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  ใ : ธ , 0 0 0  ก ับ
ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น  ธ ิโอ ห ิเล ล น

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  II lo g ic  p lo t
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นอนติฟ้ร้ม ข.

0  1 0  2 0  3 0  4 0
THEO. CONC. (rrg /l )

ร ูป ท ี่ 4 6  ผ ล ข อ ง ป ฎ ํก ํร ํย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก ข .  อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  า :ธ,0 0 0  ก ับ

ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น  ธ ํโอห ิ!ลล ีน

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  il lo g ic  p lo t
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นอนfi#Til ข.

0  1 0  2 0  3 0  4 0
THEO. CCMC, (rrg /l )

ร ูป ท ี่ 4 7  ผ ล ข อ ง ป ฎ ํก ร ิย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก  ข . อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  1 : 1 0 , 0 0 0  ก ับ

ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น  ธ โอ ห ิเล ล น

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  II lo g ic  p lo t
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ต า ร า ง ท ี่2 5  แ ส ด ง ผ ล ก า ร เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า ก า ร แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ธ ิโ อ ฟ ิล ส ีน ต ิด ฉ ล า ก  ข . แ ล ะ ส า ร

ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ธ ิโ อ ห ิเล ส ิน

อ ัตราส ่วนความเจ ือจาง อ ัตราส ่วนความเจ ือจาง ค่า r

ของ ของ (c o rre la tio n

สารต ิดฉลาก ข. แอนต ิซร ัม  ข. c o e ff ic ie n t)

1 : 1 , 0 0 0 1 : 2 , 0 0 0 0 .9 6 3 0

1 :4 ,0 0 0 0 .9 5 9 7

1 :5 ,0 0 0 0 .9 3 8 8

1 : 1 0 ,0 0 0 0 .9 0 8 4

1 :5 ,0 0 0 1 : 2 , 0 0 0 0 .7 2 8 5

1 :4 ,0 0 0 0 .8 9 6 3

1 :5 ,0 0 0 0 .8 3 2 1

1 : 1 0 , 0 0 0 0 .8 9 7 3

1 : 8 , 0 0 0 1 : 2 , 0 0 0 0 .9 4 9 8

1 :4 ,0 0 0 0 .9 6 2 7

1 :5 ,0 0 0 0 .9 6 2 9

1 : 1 0 , 0 0 0 0 . 9 9 6 2 *

1 : 1 0 , 0 0 0 1 : 2 , 0 0 0 0 .7 2 9 2

1 :4 ,0 0 0 0 .7 6 5 3

1 :5 ,0 0 0 0 .8 3 7 3

1 : 1 0 ,0 0 0 0 .8 2 5 1

* สภาวะท ี่เหมาะสมท ี่ส ุด ในการเกดปฏ ิก ิร ิยาการแย ่งท ี่



1 0 0

ผลการเก ิด ป ฏ ิก ิร ิย าการแย ่งท ี่ร ะห ว ่าง  สารต ิดฉลาก ค. ก ับธ ิโอห ิ!ลลนในการจ ับก ับ  
แอน ต ิบ อด ีท ี่เก ิดจากการกระต ุ้น ด ้วยอ ิมม ูโน เจน ใน ร ูป ของอน ุพ ัน ธ ์ ค. 8 - ( 3 - c a rb o x y p r o p y l) ~

1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  ณ  ค ่าอ ัตราส ่วนความ เจ ือจางต ่าง ๆ

เม ึ่อ ใช ้ซ ีร ัมของอ ิมม ูโน เจน  ค. ท ี่ม ีอ ัต ราส ่วนความ เจ ือจางของสารต ิดฉ ลากต ่างก ัน  4  ค่า 
คือ 1 :5 0 0 ,  1 :8 0 0 ,  1 : 1 , 0 0 0  และ 1 :5 ,0 0 0  ตามลำด ับ  ก ับอ ัตราส ่วนความเจ ือจางของ  
แอนต ิช ้ร ัม  4  ค่า คือ 1 : 1 , 0 0 0 ,  1 : 5 , 0 0 0 ,  1 : 8 , 0 0 0  และ1 :1 0 ,0 0 0

การแสดงความส ัมพ ัน ธ ์ของการแย ่งท ี่ก ับความ เข ้มข ้นของธ ิโอห ิ!ลล ีนจากกราฟ มาตรฐาน  
ระหว ่าง % การจ ับ  ก ับความเข ้มข ้นของธ ิโอห ิ!ลล ีน  น ำมาสร ้างกราฟ  lo g ic  p lo t ระหว ่าง  
% การจ ับก ับ  ความเข ้มข ้นของ ธ ิโอห ิ!ลส ีนในเทอมของ log ด ังแสดงในร ูปท ี่ 4 8 - 5 1

จากตารางท ี่ 2 6  ความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างค ่าการแย ่งท ี่ก ับความ เข ้มข ้นของธ ิโอห ิ!ลล ีน ใน  
เช ิง เส ้นตรงท ี่ด ีท ี่ส ุด  (ค ือ ท ี่ค ่าส ้ม ป ระส ิท ธ ี้สห ส ัม พ ัน ธ ์ (r) ม ีค ่าม าก ท ี่ส ุด ) ขอ งอ น ุพ ัน ธ ์ ค. คือ ที ่
สารต ิดฉลากม ีอ ัต ราส ่วน ความ เจ ือจางเท ่าก ับ  1 :5 , 0 0 0  และแอนต ิซ ีร ัมม ีอ ัตราส ่วนความเจ ือจาง  
เท ่าก ับ  1 : 1 , 0 0 0 โด ย ม ีค ่าส ้ม ป ระส ิท ธ ์ส ห ส ัม พ ัน ธ ์ ( r )  เท ่าก ับ  0 .9 9 4 5

ด ังน ั้น สภ าวะท ี่ได ้น ี้จ ะถ ูกน ำไป ใข ้ใน การศ ึกษ าผลของเฮ เท อ โรโลก ัสคอ มบ ิเน ข ้น ต ่อ ไป
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( I )  สารติดฉลาก ค. = 1 : 5 0 0

0  1 0  2 0  3 0  4 0
THEO. CONC. ( m g / l )

( I I )  รารติดฉลากค. =1 :5 00

0  0 . 5  1 1 . 5  2
LOG THEO. CONC.

ร ูป ท ี่ 4 8  ผ ล ข อ ง ป ฎ ํก ิร ย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก  ค . อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  1 : 5 0 0  ก ับ

ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ธ ิโ อ ห ิเล ล น

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  II lo g ic  p lo t



1 0 2

แอนติ#ร้ม ค.

0 0. 5 1 1.5 2LOG THEO . CONC.

ร ูป ท ี่ 4 9  ผ ล ข อ ง ป ฏ ิก ิร ิย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก  ค . อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  1 : 8 0 0  ก ับ
ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ธ ิโ อ ต ิ]ล ล ีน

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  il lo g ic  p lo t



1 0 3

แ อ น ต ิ‘ ร ร ัม  ค .

0  1 0  2 0  3 0  4 0
THEQ CONC. (ทาg /l )

ร ูป ท ี่ 5 0  ผ ล ข อ ง ป ฎ ิก ร ิย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ํด ฉ ล า ก  ค . อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  1 : 1 , 0 0 0  ก ับ

ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ธ ิโ อ ห ิเล ล ีน

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  II lo g ic  p lo t



1 0 4

แอนติๆรรัม ค.

0 10  2 0  3 0  4 0
THEQ CGNC. (rrg/l )

ร ูป ท ี่ 5 1  ผ ล ข อ ง ป ฎ ็ก ํร ย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก  ค . อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  1 : 5 , 0 0 0  ก ับ

ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ธ ิโ อ ห ิเล ล น

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  II lo g ic  p lo t



1 0 5

ต า ร า ง ท ี่ 2 6  แ ส ด ง ผ ล ก า ร เก ิด ป ฏ ิก ิร ิย า ก า ร แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง  ธ ิโ อ ห ิเล ล ีน ต ิด ฉ ล า ก  ค . แ ล ะ ส า ร

ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ธ ิโ อ ฟ ิล ล ีน

อ ัตราส ่วนความเจ ือจาง อ ัตราส ่วนความเจ ือจาง ค ่า r

ของ ของ (c o rre la tio n

สารต ิดฉลาก ค. แอนต ิช ีร ัม  ค. c o e ff ic ie n t)

1 :5 0 0 1 : 1 , 0 0 0 0 .7 8 3 4

1 :5 ,0 0 0 0 .8 1 6 0

1 : 8 , 0 0 0 0 .5 3 3 3

1 : 1 0 , 0 0 0 0 .7 7 1 0

1 :8 0 0 1 : 1 , 0 0 0 0 .9 3 8 8

1 :5 ,0 0 0 0 .8 9 8 3

1 : 8 , 0 0 0 0 .9 2 2 5

1 : 1 0 , 0 0 0 0 .8 8 9 9

1 : 1 , 0 0 0 1 : 1 , 0 0 0 0 .7 8 4 7

1 :5 ,0 0 0 0 .8 5 0 3

1 : 8 , 0 0 0 0 .8 1 4 3

1 : 1 0 , 0 0 0 0 .7 9 0 9

1 :5 ,0 0 0 1 : 1 , 0 0 0 0 . 9 9 4 5 *

1 :5 ,0 0 0 0 .9 5 9 7

1 : 8 , 0 0 0 0 .8 5 1 5

1 : 1 0 , 0 0 0 0 .9 3 4 2

* สภ าวะท ี่เห มาะสมท ี่ส ุด ใน การเก ิดป ฏ ิก ิร ิย าการแย ่งท ี่



1 0 6

ผลการเก ิดป ฏ ิก ิร ิย าการแย ่งท ี่ระห ว ่าง  สารต ิดฉลาก ง. ก ับธ ิโอห ิ!ลส ีนในการจ ับก ับ  
แอนต ิบ อด ีท ี่เก ิดจากการกระต ุ้น ด ้วยอ ิมม ูโน เจน ใน ร ูป ของอน ุพ ัน ธ ์ ง. 8 - ( 4  -c a rb o x y b u ty  I) -

1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  ณ  ค ่าอ ัตราส ่วนความ เจ ือจางต ่าง ๆ

เม ื่อ ใช ้ซ ีร ัมของอ ิมม ูโน เจน  ง. ท ี่ม ีอ ัต ราส ่วนความ เจ ือจางของสารต ิดฉ ลากต ่างก ัน  4  ค่า 
คือ 1 :1 0 0 ,  1 :5 0 0 ,  1 : 1 , 0 0 0  และ 1 :4 , 0 0 0  ตามลำด ับ  ก ับอ ัตราส ่วนความเจ ือจางของ  
แอนต ิซ ีร ัม  4  ค่า คือ 1 : 1 , 0 0 0 ,  1 ะ,0 0 0 ,  1 :5 ,0 0 0  และ1 : 1 0 ,0 0 0

ก า ร แ ส ด ง ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ข อ ง ก า ร แ ย ่ง ท ี่ก ับ ค ว า ม เข ้ม ข ้น ข อ ง ธ ิโอ ห ิ!ล ล ีน จ า ก ก ร า ฟ  
มาตรฐานระหว ่าง %  การจ ับก ับความเข ้มข ้นของธ ิโอห ิ!ลล ีน  นำมาสร ้างกราฟ  lo g ic  p lo t ระหว ่าง  
% การจ ับก ับ  ความ เข ้มข ้นของ ธ ์โอห ิ!ลล ีน'โนเทอม'ของ log ด ังแสดงในร ูปท ี่ 5 2 - 5 5

จากตารางท ี่ 2 7  ความส ัมพ ันธ ์ระหว ่างค ่าการแย ่งท ี่ก ับความ เข ้มข ้นของธ ิโอห ิ!ลล ีน ใน  
เช ิง เส ้นตรงท ี่ด ีท ี่ส ุด  (ค ือ ท ี่ค ่าส ้ม ป ระส ิฑ ธ ี้สห ส ัม พ ัน ธ ์ ( r )  ม ีค ่าม าก ท ี่ส ุด ) ของ อน ุพ ัน ธ ์ ค. ค ือท ี ่
สารต ิดฉลากม ีอ ัตราส ่วนความ เจ ือจางเท ่าก ับ  1 : 4 , 0 0 0  และแอนต ิช ีร ัมม ีอ ัตราส ่วนความ เจ ือจาง  
เท ่าก ับ  1 : 5 , 0 0 0 โด ยม ีค ่าส ้ม ป ระส ิท ธ ิ้ส ห ส ัม พ ัน ธ ์ ( r )  เท ่าก ับ  0 .9 9 0 9

ด ังน ั้น สภ าวะท ี่ได ้น ี้จ ะถ ูกน ำไป ใช ิใน การศ ึกษ าผลของเฮ เฑ อ โรโลก ัสคอม บ ิเน ช ัน ต ่อ ไป



1 0 7

นอนดิฟ้ร้ม ง.

0  1 0  2 0  3 0  4 0
THEO.CONC. (กาฐ/เ)

ร ูป ท ี่ 5 2  ผ ล ข อ ง ป ฎ ํก ิร ิย า แ ย ่ง ท ี่ร ะ ห ว ่า ง ส า ร ต ิด ฉ ล า ก  ง. อ ัต ร า ส ่ว น ค ว า ม เจ ือ จ า ง  1 : 1 0 0  ก ับ
ส า ร ล ะ ล า ย ม า ต ร ฐ า น ธ ิโ ฮ ฟ ล ล ีน

ก ร า ฟ  I d i r e c t  p lo t

ก ร า ฟ  II lo g ic  p lo t
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แ อ น ต ิÎ เ ร ัม  ง .

THEO . CCMC, (mg/I)

รูปท่ี 53 ผลของปฏิกิริยาแย่งที่ระหว่างสารติดฉลาก ง. อัตราส่วนความเจือจาง 1:500 กับ
สารละลายมาตรฐานธิโอหิเลสีน

กราฟ I direct plot
กราฟ II logic plot
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น อ น ด ิ#ฑ ัม ่ ง .

0 1 0  2 0  3 0  4 0
T H E O  . C O N C  . ( m g / l  )

รูปท่ี 54 ผลของปฎํกริยาแย่งที่ระหว่างสารติดฉลาก ง. อัตราส่วนความเจือจาง 1 :1 ,000  กับ
สารละลายมาตรฐานธิโอฟลลีน

กราฟ I direct plot
กราฟ II logic plot
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นอน ต ิๆ}ร ้jj ง .

รูปท่ี 55 ผลของปฎํกรํยาแย่งที่ระหว่างสารติดฉลาก ง. อัตราส่วนความเจือจาง 1 :4 ,000  กับ
สารละลายมาตรฐานธิโอหิ!ลลีน

กราฟ I direct plot
กราฟ il logic plot
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ตารางที่ 27  แสดงผลการเกิดปฏิกิริยาการแย่งที่ระหว่างธ•โอฟิลลีนติดฉลาก ง. และสาร 
ละลายมาตรฐานธโอฟิลสิน

อัตราส่วนความเจือจาง อัตราส่วนความเจือจาง ค่า r
ของ ของ (correlation

สารติดฉลาก ง. แอนติชีรัม ง. coefficient)
1 :100 1:1 ,000 0 .1 427

1 :2 ,000 0 .6465
1 :5 ,000 0 .4436

1 :1 0 ,0 0 0 0 .9286
1:500 1:1 ,000 0 .9070

1:2 ,000 0 .9656
1:5 ,000 0 .3770

1 :10 ,000 0 .9555
1 :1 ,000 1:1 ,000 0 .8 7 72

1:2 ,000 0.9551
1:5 ,000 0 .9115

1 :1 0 ,0 0 0 0 .9559
1 :4 ,00 0 1:1 ,000 0 .9 0 82

1 :2 ,000 0 .9 8 85
1 :5 ,000 0.9909*

1 :10 ,0 0 0 0 .9833
*สภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการเกิดปฏิกิริยาการแย่งที่
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ตารางที่ 28  สรุปสภาวะแอนติซีรัมและสารติดฉลากที่เหมาะสมที่สุด

อนุพันธ์ อัตราส่วนความเจือจาง
แอนติซรัม สารติดฉลาก

ก. 1:2,000 1:1 ,000
ข. 1:10 ,000 1:8,000
ค. 1:1,000 1:5,000
ง. 1:5,000 1:4,000

6. การส ืกษาผลของเฮเฑอโรโลกัส คอมบิเนชันระหว่างสารติดฉลากธิโอหิเลสินกับ 
อิมมูโนเจน

ผลของสภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิก ิร ิยาแย่งท ี่ระหว่างธิโอหิ]ลลีนติดฉลาก 
เอ็นไชมีกับสารละลายมาตรฐานธีโอหิ]ลสีน จากข้อ 5 ถูกฟ้ามาใช้ศึกษาคอมบเนชัน ลักษณะ 
ต่าง  ๆ ดังนี้

โฮโมโลกัส คอมบิเนชัน
ปฏิกิริยาการแย่งที่ระหว่างสารติดฉลากกับธีโอหิ]ลลีน เมื่อใช้แอนติชีรัมที่มาจากอนุพันธ์ 

ซนดเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 56 และตารางที่ 29 พบว่า วิธีการวิเคราะห์ธีโอหิ]ลสีนด้วยสาร 
ติดฉลาก ง. และใช้แอนติชรัมจากอนุพันธ์ ง. เช่นเดียวกันแสดงผลการแย่งที่ไต้ดีที่สุด โดยมี 
ค่าลัมประสิทธ์สหสัมพันธ์(โ) เท่ากับ 0.9994 และมีความไวของการแย่งที่ในเทอมของ
ความชันของเส้นกราฟ เท่ากับ 30.844



า 13

(  I )  HOM OLOGOUS COMBI NAT I ON

0 1 0  2 0  3 0  4 0
T H E O  . CONC. ( r r g / l  )

( I I )  HOM OLOGOUS COMBI NATI ON

0 0 . 5  1 1 . 5  2
L O G  T H E O . CONC.

รูปท่ี 56 กราฟมาตราฐานของการวิเคราะห์ธิโอฟิลลีนโดยใช้โฮโมโลกส คอมบิเนชัน
กราฟ I direct plot
กราฟ II logic plot
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ตารางที่ 29  โฮโมโลกัส คอมบิเนชันของการวิเคราะห์ธิโอฟิลลีน

สารติด อัตราส่วน แอนติ อัตราส่วน r ความชัน
ฉลาก ความเจือ ซีรัม ความเจือ (correlation

จาง จาง coefficient)
ก. 1 :1 ,000 ก. 1 :2 ,000 0 .9236 8 .0 3 09
ข. 1 :8 ,000 ข. 1 :10 ,000 0 .9469 2 9 .3 55
ค. 1 :5 ,000 ค. 1:2 ,000 0 .9545 2 4 .5 0 6
ง. 1 :4 ,000 ง. 1:5 ,000 0 .9994 30.844*

บริดจ์ เฮเฑอโรโลกัส คอมบิเนชัน
การวิเคราะห์ธิโอฟิลสีนโดยใช้ปฏิกิริยาการแย่งที่ระหว่างสารติดฉลากกับธิโอหิเลสีน เม่ือ 

ใช้แอนติซรัมจากอนุพันธ์ต่างกัน คือ

สารติดฉลาก ก. และแอนติซีรัมจาก ข.
สารติดฉลาก ข. และแอนติ1ชีรัม'จาก ก.
สารติดฉลาก ค. และแอนติซีรัมจาก ง.
สารติดฉลาก ง. และแอนติช้รัมจาก ค.

ได้ผลดังแสดงใน รูปท่ี 57 และตารางที่ 30  พบว่า การใช้ บริดจ์ เฮเทอโรโลกัส 
คอมบิเนชัน ระหว่างสารติดฉลาก ง. กับ แอนติชัรัม จาก ค. แสดงผลการแย่งที่ได้ติที่สุดโดยมี 
ค่าสัมประสิทธ์สหส้มพันธ์ (r) เท่ากับ 0 .97 34  และความไวของการแย่งที่ในเทอมของความชัน 
ของเส้นกราฟ เท่ากับ 3 4 .1 82
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(  I )  BRI DGE HETEROLOGOUS

0 1 0  2 0  3 0  4 0
THEO . CONC. (rrg /l )

รูปท่ี 57 กราฟมาตราฐานของการวิเคราะห์ธิโอฟิลลีนโดยใช้ บริดจ์ เฮเฑอโรโลกัส คอมบิเนชัน
กราฟ I direct plot
กราฟ II logic plot
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ตารางที่ 30 บริดจ์ เฮเทอโรโลกํเส คอมบิเน'ชัน'ของการวิเคราะห์ธํโอหิเลลน

สารติดฉลาก อัตราส่วน 
ความเจือจาง

แอนติชีรัม อัตราส่วน 
ความเจือจาง

r ความชัน

ก. 1 :1 ,000 ข. 1:2 ,000 0 .9 6 38 3 0 .3 58
1 :10 ,000 0.7371 2 4 .9 5 6

ข. 1 :8 ,000 ก. 1:2 ,000 0 .9 3 60 18 .662
1 :10 ,000 0 .8 7 08 2 8 .9 83

ค. 1 :5 ,000 ง. 1 :2 ,000 0 .9 2 3 5 3 2 .1 4 4
1 :10 ,000 0 .9 4 7 4 2 7 .3 7 7

ง. 1 :4 ,000 ค. 1 :1 ,000 0 .9 7 3 4 34.1 82*
1:5 ,000 0 .9 5 3 8 20.241

ไซฑ์ เฮเทอโรโลกัส คอมบิเนชัน
การวิเคราะห์ธิโอหิเลสิน โดยใช้ปฏิกริยาการแย่งที่ระหว่าง สารติดฉลาก กับ ธ-โอหิเลล'น 

เมื่อใช้ แอนติช้รัมจากอนุพันธ์ต่างกัน คือ

สารติดฉลาก ก. และแอนติซีรัมจาก ค.
สารติดฉลาก ข. และแอนติชีรัมจาก ง.
สารติดฉลาก ค. และแอนติ’ซีรัมจาก ก.
สารติดฉลาก ง. และแอนติซรัมจาก ข.

ได้ผลดังแสดงในรูปที่ 58 และตารางที่ 31 พบว่าการใช้ไซฑ์เฮเทอโรโลกัส คอมบเนชัน 
ระหว่างสารติดฉลาก ง. กับแอนติชีรัมจาก ข. แสดงผลการแย่งที่ได้ดีที่สุดโดยมีค่าสัมประสิทธ์ 
สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0 .9 8 0 7  และความไวของการแย่งที่ในเทอมของความชันของเส้นกราฟ
เท่ากับ 2 0 .035
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รูปท่ี 58 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ธิโอฟิลลีนโดยใช้ไชห์เฮเทอโรโลกส คอมบิเนชัน
กราฟ I direct plot
กราฟ II logic plot
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ตารางที่ 31 ไชฑ์ เฮเทอโรโลกัส คอมบเนชันของการวิเคราะห์ธ์โอฟลลีน

สารติดฉลาก อัตราส่วน 
ความเจือจาง

แอนติซีรัม อัตราส่วน 
ความเจือจาง

r ความชัน

0.2191 1 :1 ,000 ค. 1 :1 ,000 0 .4 918 1 3 .5 93 0
1:2 ,000 0.2191 1 .3842

ข. 1 :8 ,000 ง. 1 :5 ,000 0 .7 0 29 3 .6 7 5 7
1 :10 ,000 0 .0 7 0 6 2 .4 7 5 0

ค. 1 :5 ,000 ก. 1 :1 ,000 0 .6 6 40 7 .0 7 90
1 :2 ,000 0 .5 4 14 6 .2 8 7 7

ง. 1 :4 ,000 ข. 1 :5 ,000 0 .9 8 07 20 .0350*
1 :10 ,0 0 0 0 .6 4 34 7 .0 6 05

บ ร ิด จ ์และไซ ฑ ์เฮ เท อโรโลก ้ส  คอมบิเนชัน
การวิเคราะห์ธโอฟลลีน โดยใชัปฏกริยาการแย่งที่ระหว่าง สารติดฉลาก กับ ธิโอหิเลสีน 

เมื่อใช้ แอนติช้รัมจากอนุพันธ์ต่างกัน คือ

สารติดฉลาก ก. และแอนติซีรัมจาก ง.
สารติดฉลาก ข. และแอนติชีรัมจาก ค.
สารติดฉลาก ค. และแอนติซรัมจาก ข.
สารติดฉลาก ง. และแอนติชีรัมจาก ก.

ได้ผลดังแสดงใน รูปท่ี 59 และตารางที่ 32  พบว่า การใช้ บริดจ์ และ ไซท์เฮเทอ- 
โรโลกัส คอมบิเน'ชัน ระหว่างสารเต่&๙าก ข. อัป แอนติซีรัม จาก ค. แสดงผลการแย่งที่ได้ดีที่ 
สุดโดยมีค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.8551 และความไวของการแย่งที่ในเทอมของ 
ความชันของเส้นกราฟ เท่ากับ 15.837
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( l  )  BRI DGE AND SI T E  HETEROLO GO US

0  1 0  2 0  3 0  4 0
LO G  T H E O . CONC.

รูปท่ี 59 กราฟมาตรฐานของการวิเคราะห์ธิโอหิเลลีนโดยใช้ บริดจ์ นละ ไชท เฮเทอโรโลก'ส 
คอมบิเนชัน

กราฟ I direct plot 
กราฟ li logic plot
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ตารางที่ 32 บริดจ์และไชท์เฮเฑอโรโลกัสคอมบิเนชันของการวิเคราะห์ธ์โอหิเลสิน

สารติดฉลาก อัตราส่วน 
ความเจือจาง

แอนติชีรัม อัตราส่วน 
ความเจือจาง

r ความชัน

ก. 1 :1 ,000 ง. 1:2 ,000 0 .3 845 6.6201
1:5 ,000 0 .0 294 2 .2 5 94

ข. 1 :8 ,000 ค. 1:1 ,000 0.8551 1 5 .8370*
1 :10 ,000 0 .3 469 4 .8 8 2 3

ค. 1 :5 ,000 ข. 1 :2 ,000 0 .7 740 7 .4 5 30
1:5 ,000 0 .0 500 1.2521

ง. 1 :4 ,000 ก. 1 :2 ,000 0 .0 114 0 .2 7 1 5
1:5 ,000 0.1191 0 .8 8 1 3

เปรียบเท ียบคอมบิเนซ ้นล้กษณะต่าง ๆ ในการวิเคราะห์ธ ิโอหิเลลีน

ดังแสดงในตารางที่ 33 และ รูปท่ี 60 จะเห็นได้ว่า การวิเคราะห์ธโอหิเลสีน โดยใช้ 
การใช้ บริดจ์ เฮเฑอโรโลกัส คอมบิเนชัน จาก สารติดฉลาก ของ 8 - ( 4 -carboxybutyI) 1,3 - 
dimethylxanthine (อนุพันธ์ ง.) กับ แอนติ,ซีรัม'ของ 8-(3-carboxypropyl)l ,3 -
dimethylxanthine (อนุพันธ์ ค.)ให้ความสัมพันธ์ระหว่างค่าการแย่งที่ กับ ความเข้มข้นของ 
ธิโอทีลสินในเชิงเส้นตรง ที่ติที่สุดโดยมีค่าส้มประสิทธ์สหสัมพันธ์(r) เท่ากับ 0 .9 7 3 4  และมี 
ความไวของการแย่งที่จับซึ่งแสดงในเทอมของความชันของเส้นตรง คือ 3 4 .182

ตารางที่ 33 เปรียบเทียบ ผลของคอมบิเนชัน ลักษณะต่าง ๆในการวิเคราะห์ธิโอหิเลสีน

คอมบิเนชัน สารติดฉลาก แอนติ1ชิรัม r ความชัน
โฮโมโลกัส ง. ง. 0 .9994 3 0 .8 4 4

บริดจ์เฮเทอโรโลกัส ง. ค. 0 .9 7 34 34.182*
ไชท์เฮเทอโรโลกัส ง. ข. 0 .9 8 07 2 0 .0 3 5

บริดจ์และไซห์ 
เฮเฑอโรโลกัส

ข. ค. 0.8551 15.837
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(  I )  COM BI NATI O N S

0 1 0  2 0  3 0  4 0
T H E O . C O N C . ( m g / I  )

รูปท่ี 60 กราฟเปรียบเทียบ ผลของคอมบิเนชัน ลักษณะต่าง ๆในการวิเคราะห์ธ[อฟิลลน
กราฟ I direct plot
กราฟ II logic plot
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ความจำเพาะเจาะจงของการวิเคราะห ์ธ ิโอฟ ิลล ีนเม ื่อใช ้คอมบิเนช ันล ักษณะ
ต่าง ๆ

จากคอมบิเนชันลักษณะต่าง  ๆ ที่เลือกมาใช้ในการวิเคราะห์ธิโอหิเลลีน พบว่าการใช้สาร 
ติดฉลาก ง. กับแอนติซีรัม ค. มีความจำเพาะเจาะจงค่อนข้างสูง โดยมี %การเกิดปฏิกิริยากับ 
คาเฟอีนได้น้อยมาก ด้งแสดงในตารางที่ 34 หรือกล่าวอีกในหน่ึงคือ ณ ระดับความเข้มข้น 
ปกติของธิโอหิเลลืนที่ตรวจพบในร่างกาย แม้ผู้ป่วยจะรับประทาน ซา กาแฟ หรือ สารอ่ืนใดท่ีมี 
คาเฟอีนอยู่ก็จะไม่รบกวนต่อการวิเคราะห์ โดย คอมบิเนชันของสารติดฉลาก ง. กับ แอนติซีรัม 
ค. จะให้ผลเทียบเท่า โมโนโคลนอล แอนติบอดี คือมีความจำเพาะเจาะจงสูงสุด เนื่องจากไม่ 
เกิด cross reaction กับ คาเฟอีน

ด้งนั้น การสังเคราะห์ธิโอฟิลลืนโดยใช้สารติดฉลากเป็น 8 - ( 4 -carboxybutyI) - 1 ,3 -  
dimethylxanthine และ แอนติชีรัมจาก อิมมูโนเจน ของ 8-(3-carboxypropyl)-1 ,3 -  
dimethylxanthine จะได้การวิเคราะห์ที่มีความไวและความจำเพาะเจาะจงเทียบเท่ากับโมโน-
โคลนอลแอนติบอดี ซึ่งเหมาะแก่การนำหลักการนึ่ไปใช้ในการพัฒนาเป็นชุดการตรวจวัดยา 
ธํโอหิเลลืน ในร่างกายได้ต่อไป

ตารางที่ 34 %Cross reactivity กับคาเฟอีนระหว่างแอนติซีรัมของธิโอหิเลลืนกับสารติดฉลาก

สารติดฉลาก แอนติชีรัม คอมบิเนชัน ความเข้มข้นเฉลี่ยของตัวยา ณ 
50% การจับ(mg/I)

%Cross

reactivityธิโอหิเลลืน 
(ท=2 )

คาเฟอีน 
(ท=2 )

ง. ง. โฮโมโลกัส 20.5 375.0 5.47
ค. บริดจ์เฮเทอโรโลกัส 18.5 00 0
ข. ไซห์เฮเทอโรโลกัส 10.8 350.0 3.09
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จากผลของเฮเทอโรโลกัสคอมบิเนชันแบบต่างๆ เมื่อเปรียบเทียบกับโฮโมโลกัสคอมปี- 
เนชันพบว่าโดยรวมแล้วการใช้บริดจ์เฮเทอโรโลกัสคอมบิเนชันจะทำให้ความไวของการ 
วิเคราะห์ดีขึ้น ซึ่งผลที่พบนี้คล้ายกับการรายงานของ Hosoda et al., 1980; 1981; 1985; 
1986 และ Van Weemen and Schuurs, 1976  จึงกล่าวได้ว่าการใช้บริดจ์เฮเทอโรโลกัส 
คอมบิเนชัน ทำให้ความไวของการวิเคราะห์ดีขึ้น



ส ร ุป ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง

1 . การส ังเคราะห ์อน ุพ ันธ ์ธโอห ิ!ลล ีน

ได ้ม ีการส ังเคราะห ์อน ุพ ันธ ์ธ ิโอห ิ!ลล ีน  ณ  ตำแหน ่งท ี่ 7  สองอน ุพ ัน ธ ์ คือ

7 -  ( 3 - c a r b o x y p ro p y l) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e (อน ุพ ันธ ์ ก .)  ได ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ 5 7 %  ของสาร  
ต ังด ้น  และ 7 - (4 - c a rb o x y b u ty l ) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  (อ น ุพ ัน ธ ์ ข .)  ได ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ  ์
1 6 %  ของสารต ั้งด ้น  และส ังเคราะห ์อน ุพ ันธ ์ ณ  ตำแหน ่งท ี่ 8  สองอน ุพ ัน ธ ์ คือ 8 - ( 3 -  
c a rb o x y p ro p y l) -1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  (อ น ุพ ัน ธ ์ ค .)ได ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ 3 6 .4 0 %  ของสาร  
ต ังด ้น  และ 8 - (4 - c a rb o x y b u ty l ) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  (อ น ุพ ัน ธ ์ ง . )  ได ้ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ์ 4%  
ของสารต ั้งด ้น

2 . การเตร ียมอ ิมม ูโน เจนจากอน ุพ ันธ ์ธ ิโอห ิ!ลล ีน

จากอน ุพ ัน ธ ์ ก .,ข .,ค . และ ง. จะน ำมาเตร ียมอ ิมม ูโน เจน โดยการเตร ียม  
อ ิมม ูโน เจน  ก. และ ข. จ ะใช ้ N H S  e s te r m e thod  โด ยการเต ร ียมอ น ุพ ัน ธ ์ ก. และ ข. ให ้อย ู่ 
ในร ูป  N H S  เอสเทอร ์ แล ้วนำไป ทำปฏ ิก ิร ิย าก ับ  B S A  ส ่วนอ ิมม ูโน เจน  ค. และ ง. จะใช  ้
M ixed  a n h yd r id e  m e thod  จะ1ได ้อ ิมม ูโน เจน  ก .,ข .,ค . และ ง. โดยม ีจำนวนอน ุพ ันธ ์แต ่ละ  
ต ัวท ี่ต ิด บ น  B S A  1 โมล  คือ 1 1 ,1 0 , 1 2  และ 2 7  ตามลำต ับ

3 . ก ารเตร ียม สารต ิดฉลาก เอ ็น ไชม ์จ ากอน ุพ ัน ธ ์ ก .,ข .,ค .และ ง.

โดยสารต ิดฉลาก  ก. และ ข .จะใช ้ N H S  e s te r m e thod  จาก N H S  เอสเฑอร  ์
ขอ งอ น ุพ ัน ธ ์ ก. และ ข. ส ่วนการเตร ียมสารต ิดฉลาก  ค. และ ง. จะใช ้ M ixed  a n hyd r id e  
m e th o d  ได ้ส ารต ิดฉลาก  ก .,ข .,ค . และ ง. โดยม ีจำน วน โม ลของอ น ุพ ัน ธ ์ ก .,ข .,ค . และ ง.ค ือ  
8 ,7 , 7  และ 11 ตามลำต ับ

4 . การศ ึกษ าผลของเฮเท อโรโลภ ัสคอมบ ิเนช ัน ล ักษณ ะต ่างๆ ในการว ิเคราะห ์ธ ิโอห ิ!ลล ิน  
โด ยว ิธ ีเอ ็น ไชม ์อ ิม ม ูโน แอ ส ย ์

พ บ ว ่าการใช ้บ ร ิดจ ์เฮ เทอโรโลภ ัส  คอมบ ิเนช ้น  ระหว ่างสารต ิดฉลากของ

8 -  ( 4 - c a rb o x y b u ty l) - 1 ,3 - d im e th y lx a n th in e  และแอนต ิ1ซ ีร ีม  ของ 8 - ( 3 - c a rb o x y p r o p y l)  
- 1 ,3 -d im e th y lx a n th in e  จะให ้ความ ไวและความจำเพ าะเจาะจงของการว ิเคราะห ์ท ี่ด ีท ี่ส ุด



1 2 5

โด ยม ค ่าส ัมป ระส ิท ธ ์ส ห ส ัม พ ัน ธ ์เท ่าก ับ 0 .9 7 3 4  ม ีความ ไวใน เท อมของความช ัน ค ือ  3 4 .1 8 2  
และมี % c ro ss  re ac tiv ity  เท ่าก ับ  0

จ ึงสร ุป ได ้ว ่าในการว ิเคราะห ์ธ 'โอด ี!ลส ีน  กรณ ีท ี่ใช ้โพ ส ีโคลนอลแอนต ิบอด ี

ให ้เท ียบ เท ่าก ับ การใช ้โม โน โคลนอลแอน ต ิบ อด ี ค วรใช ้เท คน ิคของบ ร ิด จ ์เฮ เท อโรโลก ัส  คอม  
บ ิเนช ัน  ท ี่ม ีก ารใช ้ส ารต ิดฉลากจาก  8 - ( 4 -c a rb o x y b u ty l) - 1 , 3 -d im e th y ix a n th in e  และ 
แอนต ิช ีร ัมจาก 8 - ( 3 - c a r b o x y p r o p y l ) - 1 , 3 -d im e th y ix a n th in e  จะสามารถเฟ ้ม  ความไว  

และความจำเพ าะของการว ิเคราะห ์ใต ้ม ากท ี่ส ุด
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