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 ในการศึกษาน้ีโมโนโคลนอลแอนติบอดีช่ือ COS3A ถูกคดัเลือกมาหาคุณลักษณะและ
หน้าท่ีของโมเลกุลท่ีจดจ าไดโ้ดยโมโนโคลนอลแอนติบอดีน้ี จากการวิเคราะห์โดยการยอ้มเซลล์
แบบอิมมูโนฟลูออเรสเซนส์บ่งช้ีว่าโมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A จบัอย่างจ าเพาะเจาะจง             
กบัโปรตีนท่ีมีการแสดงออกโดยเซลล์ COS7 ทั้งบนผิวเซลล์และภายในเซลล์ ท่ีน่าสนใจคือโมโน
โคลนอลแอนติบอดี COS3A ยงัจบัอยา่งจ าเพาะเจาะจงกบัโมเลกุลท่ีมีการแสดงออกบนผวิเซลลเ์ม็ด
เลือดของมนุษยแ์ละเซลล์ไลน์ในกลุ่มของเซลล์เม็ดเลือดของมนุษย ์แต่ไม่พบบนผิวเซลล์เม็ดเลือด
แดง จากการตกตะกอนโปรตีนโดยแอนติบอดีและวิเคราะห์ด้วย Westerm blotting บ่งบอกว่า
แอนติเจนน้ีมีขนาด 30-70 กิโลดาลตนั ซ่ึงขนาดจะลดเป็น 25 กิโลดาลตนัเม่ือมีการน าเอาน ้ าตาลท่ี
เป็น N-linked glycan  ออกโดยการยอ่ยดว้ยเอนไซม ์N-glycosidase F หรือการใชส้าร tunicamycin 
ซ่ึงจากผลการวิเคราะห์ต่อมาดว้ยเทคนิค LC/MS และการตกตะกอนโปรตีนโดยแอนติบอดีแสดง
ใหท้ราบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A จบัแบบจ าเพาะกบัโมเลกุล CD63 ของมนุษย ์
 การศึกษาหน้าท่ีของโมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A ต่อกระบวนการฟาโกไซโทซิส
แสดงให้เห็นวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A มีผลท าให้การกิน Escherichea coli (E.coli) โดย
แกลนูโลไซตด์ว้ยกระบวนการฟาโกไซโทซิสลดลงอยา่งชดัเจน นอกจากน้ีผลของโมโนโคลนอล
แอนติบอดี COS3A ต่อการแบ่งตัวของทีลิมโฟไซต์ได้มีการศึกษาและพบว่าโมโนโคลนอล
แอนติบอดี COS3A ในรูปสารละลายสามารถยบัย ั้งการแบ่งตวัของทีลิมโฟไซต์ท่ีถูกกระตุน้ผ่าน 
CD3 เม่ือใช ้peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) เป็นตน้แบบ โดยพบวา่ผลของการยบัย ั้ง
น้ีสอดคลอ้งกบัการลดการสร้างสาร IL-2 การแสดงออกของตวัรับ IL-2 (CD25) และ IFN- ท่ีผลิต
โดยทีลิมโฟไซต ์ แต่มีการเพิ่มการสร้าง IL-10 ท่ีผลิตโดยโมโนไซต์อยา่งไรก็ตามผลดงักล่าวน้ีไม่
เกิดข้ึนเม่ือใช้ทีลิมโฟไซต์เป็นเซลล์ต้นแบบ เป็นท่ีน่าสนใจว่าเม่ือมีการตรึงโมโนโคลนอล
แอนติบอดี COS3A ร่วมกบัโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CD3 โคลน OKT3 บนไมโครเวลเพลท 
สามารถกระตุน้ทีลิมโฟไซตไ์ดม้ากข้ึน โดยเพิ่มการแบ่งตวัของเซลล์และการสร้างสาร IL-2, IL-10 
และ IFN- เพิ่มมากข้ึน  นอกจากน้ีในการวิเคราะห์วฏัจกัรของเซลล์แสดงให้เห็นว่าการเหน่ียวน า
ใหมี้การแบ่งตวัของเซลลเ์กิดผา่นการกระตุน้วฏัจกัรของเซลลจ์ากระยะ G1 ไปเป็นระยะ S  
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จากผลการศึกษาทั้งหมดสามารถสรุปไดว้า่โมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A จดจ าโมเลกุล 
CD63 ของมนุษยซ่ึ์งอาจจะมีบทบาทส าคญัในขั้นตอนเร่ิมตน้ของการกิน E.coli โดยกระบวนการ            
ฟาโกไซโทซิสและการควบคุมการตอบสนองของทีลิมโฟไซต์  ดงันั้นโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
COS3A จึงเหมาะส าหรับใชไ้ดท้ั้งในการศึกษาคุณลกัษณะทางชีวเคมีและหนา้ท่ีของ CD63 และอาจ
น าไปศึกษากลไกการท างานของ CD63 ต่อกระบวนการฟาโกไซโทซิสและการกระตุน้ทีลิมโฟไซต์
ต่อไป ซ่ึงความรู้ใหม่ท่ีไดน้ี้อาจน าไปสู่ความเขา้ใจบทบาทของ CD63 ในระบบภูมิคุม้กนัมากยิง่ข้ึน
รวมทั้งการน าไปสู่การใชรั้กษาโรคได ้

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

สาขาวชิาชีวเคมี ลายมือช่ือนกัศึกษา 
ปีการศึกษา 2558 ลายมือช่ืออาจารยท่ี์ปรึกษา 
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IDENTIFICATION AND FUNCTION OF LEUKOCYTE SURFACE MOLECULE 

RECOGNIZED BY A NEWLY GENERATED MONOCLONAL ANTIBODY 

COS3A  

 

 In this study, monoclonal antibody named COS3A was selected for 

identification and functional analysis of its recognizing molecule. Cellular distribution 

analysis by immunofluorescence staining indicated that the mAb COS3A bound 

specifically to a protein expressed by COS7 cell both on surface and intracellularly. 

Interestingly, the mAb COS3A bound specifically to a molecule expressed on the 

surface of various human hematopoietic cells and cell lines but not on red blood cells. 

Immunoprecipitation and Western blotting indicated that the antigen had molecular 

weight of 30-70 kDa, which was reduced to 25 kDa by elimination of N-linked glycan 

using either N-glycosidase F or tunicamycin. LC-MS data and immunoprecipitation 

indicated that the mAb COS3A bound specifically to the human CD63 molecule. 

Functional study on phagocytosis indicated that the mAb COS3A dramatically 

diminished granulocyte phagocytosis of Escherichea coli (E.coli). Furthermore, effect 

of the mAb COS3A on T cell proliferation was studied and found that the soluble 

mAb COS3A inhibited CD3-mediated T cell proliferation while peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) were used as model. The inhibitory effect was 

 

 

 

 

 

 

 

 



IV 
 

corresponding to down regulation of IL-2, IL-2 receptor (CD25), and IFN-γ by T cells 

but, enhanced IL-10 production by monocytic cells. However, these effects were not 

observed when purified T cells were used as model. Fascinatingly, coimmobilization 

of the mAb COS3A and anti-CD3 mAb OKT3 strongly enhanced T cell proliferation, 

secretion of IL-2, IL-10, and IFN-γ by T cells. Furthermore, cell cycle analysis 

indicated that induction of cell proliferation was occurred through the activation of 

G1/S transition. 

 Taken together, the mAb COS3A recognized the human CD63 molecule, 

which may play a crucial role in the initial step of phagocytosis of E.coli and in 

regulation of T cell responses. Thus the mAb COS3A is suitable for both biochemical 

and functional studies of the CD63, and may be used for further study of the 

mechanism of the CD63 on phagocytosis and T cell activation. The obtained 

knowledges may lead to better understand of the CD63 function in regulation of the 

immune system and in therapeutic approaches. 
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