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ABSTRACT 

Monoclonal Antibody (mAb) is a glycoprotein that specifically reacts to its 

recognized antigen. MAbs, therefore, become essential tools for biological researches, 

development of diagnostic kits and therapeutic agents. Hybridoma technique is the 

standard method for production of mAbs. In this study, we aimed to improve the 

efficiency of conventional hybridoma technique for mAbs production. In this thesis, 

four study approaches were carried out.  

First, we determined the method for preparation of conditioned medium for 

promoting growth of the hybridomas after cell fusion and during single cell cloning. 

The conditioned media generated in this study were derived from BW5147 mouse 

thymoma cells. It was found that both non-PMA- and PMA-induced conditioned 

media could support hybridoma single cell cloning and be effectively employed for 

generation of hybridomas secreting various mAbs. The use of this home-made 

conditioned medium can lower the cost of the production of mAbs.  



vi 

Second, we developed techniques to enhance cell fusion efficiency and increase 

high numbers of hybridoma produced antibody of interest. By the standard hybridoma 

technique, fusing of spleen cells and myeloma cells are randomly occurred. The 

failure to control cell fusion, therefore, affects the yield of the generated hybridomas 

and results in very low number of hybridoma producing mAb of interest. In this study, 

we have developed technique for improving the conventional hybridoma technique. 

The developed techniques include pre-B cells and pre-antigen specific B cells 

isolation strategies. By the pre-B cells isolation technique, B cells were firstly isolated 

from spleen cells using anti-immunoglobulins magnetic beads and Magnetic Cell 

Sorting System (MACS). The isolated B cells, instead of total spleen cells, were used 

as cell fusion partners. By this technique, hybridoma producing antibody against 

interested antigen could be generated. The major advantage of this technique is that 

the fibroblast overgrow in the post-fusion plates were dramatically reduced.  For pre-

antigen specific B cells isolation technique, the method for isolation of antigen 

specific B cells out from the immunized spleen cells, using immunomagnetic 

separation procedure, was developed.  B cells expressing antibody of interest were 

then used as fusion partner. Hybridoma producing mAb of interest were effectively 

produced. Both pre-isolation of B cell and antigen-specific B cell strategy are 

potentially valuable for enhance efficiency of mAb production.  

Third, we modified the hybridoma technique to generate the mAbs having a 

specific isotype. As the standard hybridoma technique it is not always straightforward 

to obtain mAbs that have a specific isotype, in this study, a modified the hybridoma 

technique for producing mAbs carrying desire isotype was established. The B cells 

carrying IgM or IgG from spleen cells of the immunized mice were isolated by 
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MACS and used to generate hybridoma cells by the standard hybridoma technique. 

With the isolated IgM
+
 cells, a large number of hybridomas were IgM producing cells 

and IgM mAbs specific to the antigen of interest were obtained. With the isolated 

IgG
+
 cells, the generated hybridomas produced IgG antibody and no IgM producing 

hybridoma was generated. A large number of IgG mAbs specific to antigen of interest 

could be produced. The results indicate that the generated hybridomas produce 

corresponding antibody isotypes as expressed on the surface of their starting cells. 

This developed technique will be very useful for production of desired mAbs having a 

specific isotype.  

Lastly, by standard hybridoma technique, in vivo immunization is the routine 

procedure for induction of antibody responses. In this study, we established and 

optimized conditions of in vitro immunization for B cell activation and applied for 

production of mAb in our laboratory. We demonstrated here the possibility of using 

vitro immunization for production of antibody in vitro. The established methods could 

be employed for production of both polyclonal and monoclonal antibody. This 

method is simple and less time consuming for production of antibody of interest. 

Taken together, in this thesis, we have developed several techniques for 

effective production of hybridomas and mAb. We have 1) produced home-made 

conditioned medium for effectively support growth of hybridomas, 2) modified 

hybridoma techniques designed as pre-isolation of B cell strategy and pre-antigen 

specific B cell strategy for enhancing efficiency of mAb production, 3) also 

established the method for production of mAbs having a desired isotype, and 4) 

optimized the conditions of in vitro immunization to produce polyclonal and 

monoclonal antibodies in our laboratory. 
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บทคัดย่อ 
 

โมโนโคลนอล แอนติบอดี  เป็นสารไกลโคโปรตีนท่ีท าปฏิกิริยาได้อย่างจ าเพาะกับ
แอนติเจน จากคุณสมบติัพิเศษน้ีท าใหโ้มโนโคลนอล แอนติบอดีถูกน ามาใชเ้ป็นเคร่ืองมือส าคญัใน
งานวิจยัทางชีววิทยา ใช้พฒันาชุดตรวจวินิจฉัยและพฒันาเป็นยาเพื่อการรักษาโรค วิธีไฮบริโดมา
นบัเป็นวธีิมาตรฐานท่ีใชใ้นการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี ในการศึกษาน้ี ผูว้ิจยัมีเป้าหมายเพื่อ
เพิ่มประสิทธิภาพของวธีิไฮบริโดมาในการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดี โดยไดท้  าการศึกษาวิจยั
ใน 4 หวัขอ้ ไดแ้ก่ 

หวัขอ้ท่ีหน่ึง ผูว้จิยัศึกษาถึงการผลิต conditioned medium ส าหรับส่งเสริมการเจริญเติบโต
ของเซลล์ไฮบริโดมาภายหลงัการเช่ือมเซลล์และในระหว่างการท า single cell cloning โดย 
conditioned media ท่ีผลิตข้ึนในการศึกษาน้ีไดม้าจากเซลล์ BW5147  mouse  thymoma ผล
การศึกษาพบวา่ conditioned medium ทั้งท่ีผลิตข้ึนจากการกระตุน้ดว้ยสาร PMA และไม่ได้
กระตุน้ดว้ยสารใดๆ สามารถสนบัสนุนการเจริญเติบโตของไฮบริโดมาในระหว่างการท า single 

cell cloning ได้ และยงัสามารถใช้ในการผลิตไฮบริโดมาเพื่อสร้างแอนติบอดีได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ การใช้ conditioned medium ท่ีผลิตข้ึนเองน้ีจะช่วยลดตน้ทุนการผลิตโมโนโค
นอล แอนติบอดีลงได ้

หวัขอ้ท่ีสอง ผูว้ิจยัไดพ้ฒันาเทคนิคเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการเช่ือมเซลล์และเพิ่มจ านวน
ไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีสนใจ เน่ืองจากโดยวิธีไฮบริโดมามาตรฐานการเช่ือมกนัระหว่าง
เซลล์มา้มและเซลล์ myeloma จะเกิดข้ึนแบบสุ่ม จากการท่ีนกัวิจยัไม่สามารถควบคุมการเช่ือม
เซลล์ได้น้ีส่งผลกระทบต่อจ านวนของไฮบริโดมาท่ีเกิดข้ึนและท าให้ได้ไฮบริโดมาท่ีสร้าง
แอนติบอดีท่ีสนใจในปริมาณต ่า ในการศึกษาน้ี ผูว้ิจยัไดพ้ฒันาวิธีการท่ีช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของ
วิธีไฮบริโดข้ึนมา 2 รูปแบบ คือเทคนิค pre-B cells isolation และ pre-antigen specific B 
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cells isolation ส าหรับเทคนิค  pre-B cells isolation นั้น B  cells จะถูกแยกออกจากเซลล์มา้ม
โดยใช ้anti-immunoglobulins magnetic beads และระบบ Magnetic Cell Sorting System 

(MACS) จากนั้น B cell ท่ีแยกไดจ้ะถูกน าไปใชใ้นการเช่ือมเซลล์แทนการใชเ้ซลล์มา้มทั้งหมด 

เทคนิคท่ีพฒันาข้ึนมาน้ีสามารถน าไปใช้ผลิตไฮบริโดมาท่ีผลิตแอนติบอดีท่ีสนใจได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ โดยขอ้ดีอยา่งหน่ึงของเทคนิคน้ีคือสามารถลดการเจริญของเซลล์ fibroblast ไปใน
เพลทหลงัจากการเช่ือมเซลล์ลงไดอ้ยา่งมาก ในส่วนของเทคนิค  pre-antigen specific B cells 

isolation นั้น ผูว้ิจยัไดพ้ฒันาวิธีการแยก B cells ท่ีมีแอนติบอดีบนผิวเซลล์ท่ีจ  าเพาะต่อแอนติเจน
ท่ีสนใจออกมาจากเซลล์มา้มโดยอาศยัหลกัการของ immunomagnetic separation จากนั้นจึง
น าเอา B cells ท่ีแยกไดม้าใชใ้นการเช่ือมเซลล ์เทคนิคน้ีสามารถน ามาใชผ้ลิตไฮบริโดมาท่ีสร้างโม
โนโคนอล แอนติบอดีท่ีสนใจไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ผลการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นวา่ ทั้งการแยก B 

cell และ antigen-specific B cell ก่อนการเช่ือมเซลล ์นบัเป็นเทคนิคท่ีสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ
ในการผลิตโมโนโคนอล แอนติบอดีได ้ 

หวัขอ้ท่ีสาม ผูว้ิจยัไดพ้ฒันาวิธีไฮบริโดมาเพื่อให้สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีมีไอโซไทป์ท่ี
ตอ้งการ เน่ืองจากโดยวิธีไฮบริโดมามาตรฐานนั้น โมโนโคลนอล แอนติบอดีท่ีผลิตไดม้กัจะไม่ได้
ไอโซไทป์ตรงตามท่ีความตอ้งการ ในการศึกษาน้ี ผูว้ิจยัจึงไดท้  าการปรับเปล่ียนกระบวนการท าใน
วิธีไฮบริโดมามาตรฐานเพื่อให้สามารถผลิตแอนติบอดีท่ีมีไอโซไทป์ท่ีตอ้งการ โดยท าการแยก B 

cells ท่ีสร้าง IgM หรือ IgG ออกจากเซลล์มา้มโดยใช้เทคนิค MACS แลว้น าเซลล์ท่ีแยกได้ไป
ผลิตไฮบริโดมา ซ่ึงพบวา่จากการเช่ือมเซลล์โดยใชเ้ซลล์ท่ีแสดงออก IgM บนผิวเซลล์  ไฮบริโดมา
ส่วนใหญ่ท่ีผลิตไดจ้ะเป็นเซลล์ท่ีสร้างแอนติบอดีชนิด IgM และโดยวิธีน้ีสามารถผลิตโมโนโค
นอล แอนติบอดีท่ีสนใจชนิด IgM ได ้และจากการเช่ือมเซลล์ดว้ยเซลล์ท่ีแสดงออก IgG บนผิว
เซลล์ พบว่า ไฮบริโดมาท่ีผลิตข้ึนนั้นเป็นเซลล์ท่ีสร้างแอนติบอดีชนิด IgG โดยไม่มีไฮบริโดมาท่ี
สร้างแอนติบอดีชนิด IgM   และโดยวิธีน้ีสามารถผลิตโมโนโคนอล แอนติบอดีท่ีสนใจ ชนิด IgG 

ไดเ้ป็นจ านวนมาก   ผลการทดลองน้ีแสดงให้เห็นวา่ไฮบริโดมาท่ีผลิตไดจ้ะสร้างแอนติบอดีท่ีมีไอ
โซไทป์ท่ีสอดคลอ้งกบัแอนติบอดีท่ีแสดงออกบนผิวเซลล์เร่ิมตน้ ดงันั้นเทคนิคท่ีพฒันาข้ึนน้ีจึงมี
ประโยชน์อยา่งมากส าหรับการผลิตโมโนโคนอล แอนติบอดีท่ีตอ้งการไอโซไทป์ท่ีเฉพาะเจาะจง  

ส่วนสุดทา้ยของการศึกษาน้ี เน่ืองจากโดยวิธีไฮบริโดมามาตรฐานการกระตุน้ให้การสร้าง
แอนติบอดีจะท าไดโ้ดยวิธี  in vivo immunization ในการศึกษาน้ี ผูว้ิจยัจึงไดพ้ฒันาและศึกษาหา
สภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อการกระตุน้ B cells ในระบบ in vitro immunization จากการศึกษาน้ี 
พบวา่เทคนิค in vitro immunization สามารถน ามาใช้ผลิตแอนติบอดีในหลอดทดลองได ้และ
ดว้ยวิธีการท่ีพฒันาข้ึนน้ีสามารถน าไปใชใ้นการผลิตทั้งโพลีโคนอล แอนติบอดีและโมโนโคนอล
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แอนติบอดีได ้วธีิการกระตุน้การผลิตแอนติบอดีแบบ in vitro immunization น้ี เป็นวิธีท่ีง่ายและ
สามารถลดระยะเวลาในการผลิตแอนติบอดีต่อแอนติเจนท่ีสนใจลงได ้

จากการศึกษาทั้งหมดในวิทยานิพนธ์น้ี ผูว้ิจยัไดพ้ฒันาเทคนิคต่างๆ หลายเทคนิคท่ีท าให้
การผลิตโมโนโคนอล แอนติบอดีเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน 1) ผูว้ิจ ัยได้ผลิต 
conditioned medium เพื่อสนบัสนุนการเจริญเติบโตของไฮบริโดมาข้ึนมาใช้เอง, 2)ไดพ้ฒันา
เทคนิคไฮบริโดมาโดยอาศยัหลกัการการแยก B cells และ antigen-specific B cell ก่อนการ
เช่ือมเซลล์เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของการผลิตโมโนโคนอลแอนติบอดี, 3) ไดพ้ฒันาวิธีการผลิตโม
โนโคนอล แอนติบอดีท่ีมีไอโซไทป์ท่ีตรงกบัความตอ้งการไดอี้กดว้ย และ 4) ผูว้ิจยัไดศึ้กษาถึง
สภาวะท่ีเหมาะสมเพื่อการกระตุน้ B cells ในหลอดทดลองเพื่อใช้ในการผลิตโพลีโคนอล 
แอนติบอดีและโมโนโคนอล แอนติบอดี เทคนิคท่ีพฒันาข้ึนมาน้ี จะได้น าไปประยุกต์ใช้ใน
หอ้งปฏิบติัการของผูว้จิยัต่อไป  

 

 

 

 


