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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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