
CHAPTER II 

M ATERIAL S AN D  M ETHO D S 

2 .1   M ATERIAL  

 

2 .1 1   Rea g en t s U sed i n  Th i s St u dy  a n d Th ei r  So u r c es 

A ll ch em i ca ls u sed w er e a n a ly ti ca l gr a de o r  eq u i v a len t. Th e ch em i ca ls b elo w  a r e li sted 

i n -gr o u p s a cco r di n g to  su p p li er . 

B D H L a b o r a t o r y   Rea g en t   ( Po o l e, En g l a n d)  

S o di u m  a ceta te tr i h y dr a te 

B i o -Ra d L a b o r a t o r i es   ( G er c u l es, CA)  

Pr o tei n  a ssa y  (Dr y  r ea gen t co n cen tr a te), N,N,N�,N!-tetr a -m eth y l-eth y len edi a m i n e (TE M E D) 

M er c k  ( D er m st a dt ,   F .R. G er m a n y )  

H y dr o gen  p er o x i de, so di u m  ch lo r i de, so di u m  h y dr o gen  ca r b o n a te, p o ta ssi u m  ch lo r i de 

Ph a r m a c i a  L K B ,   B i o t ec h n o l o g y  AB  ( U p p sa l a ,  Sw eden )  

A m m o n i u m  p er su lfa te, co o m a ssi e b lu e b r i lli a n t R -2 5 0 , E A H  S ep h a r o se 4 B , gly ci n e, 

m er ca p to eth a n o l, N,N�-m eth y len e b i s a cr y la m i de 

SERV A  ( Hei den b er g ,  N ew  Y o r k )  

Tr i to n  X -10 0  

Si g m a   ( Si g m a -Al dr i c h ,  St . L o u i s,  M O ,  U SA)  

B o v i n e ser u m  a lb u m i n , 1-eth y l-3-(-3-di m eth y la m i n o -p r o p ly ) ca r b o di i m i n e (E DA C), gu a n i di n e 

h y dr o ch lo r i de, h y a lu r o n i da se, h y a lu r o n i c a ci d (fr o m  h u m a n  u m b i li ca l co r d), p o ly o x y eth y len e 

so r b i ta n  m o n o la u r a te (Tw een  2 0 ), tr y p si n  i n h i b i to r  ty p e I -S  fr o m  so y b ea n ,  

N- h y dr o x y su cci n i m i do b i o ti n , ο-p h en y len edi a m i n e (O PD), di m eth y l su lfo x i de (DM S O ), F I TC 

(flu o r escei n  i so th i o cy a n a te) 
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2 .1 .2   L i st s o f  t h e An t i b o di es U sed i n  Th i s St u dy  

Per o x i da se co n j u ga ted a n ti -b i o ti n  m o n o clo n a l a n ti b o dy  (Z y m ed L a b o r a to r y , I n c. Ca , U .S .A .) 

 

2 .1 .3   Ex p er i m en t a l  In st r u m en t s 

A n a ly ti ca l b a la n ce, A C 10 0    (M etter  I n str u m en t A .G ., S w i tz er la n d) 

F lu o r escen t m i cr o p la te r ea der    (B i o tek , G er m a n y ) 

F lu o r escen t m i cr o sco p e    (O L Y M PU S , Deu tsch la n d) 

L y o p h i li z er      (CH R I S T,G er m a n y ) 

M a gn eti c sti r r er      (Th er m o ly n e Co ., U .S .A .) 

M em b r a n e fi lter      (G elm a n  S ci en ces I n c, U .S .A .) 

M i n i -PR O TE I N I I    (B i o -R a d,U .S .A .) 

Po w er  S u p p ly , M o del 2 0 0 /2 .0   (B i o -R a d,U .S .A .) 

p H  m eter     (M E TTL E R  TO L E DO  L i m i ted, U .S .A .) 

V o r tex -G en esi s2     (M a ca la ster  B i ck n ell Co m p a n y , U .S .A .)   

W a ter  p u r i fi er     (E L G A , E n gla n d)  

9 6  w ell m i cr o ti ter  p la te,M a x i so r p   (Nu n c, Den m a r k ) 

 

2 .1 .4   St u dy  Su b j ec t s  

S er u m  fr o m  5 7  n o r m a l su b j ects a n d 14 9  p a ti en ts w i th  ca n cer  di sea se fr o m  L a m p a n g 

Ca n cer  Cen ter , M i n i str y  o f Pu b li c H ea lth , Th a i la n d a n d Ch i a n g M a i  U n i v er si ty  w er e co llected 

a n d sto r ed a t -2 0  ° C u n ti l u sed.  A ll sa m p les w er e r u n  u si n g th e sa m e a ssa y  m eth o d a n d v a lu es 

w er e gi v en  a s m ea n s o f tr i p li ca te deter m i n a ti o n s. 

 

2 .2   Ex p er i m en t a l  Pr o c edu r e 

 

2 .2 .1   Pr o t eo g l y c a n  Pr ep a r a r t i o n  

Ch i ck en  ca r ti la ge, w er e w a sh ed w i th  1 %   (v /v ) Tr i to n  X  10 0  i n  n o r m a l sa li n e so lu ti o n , 

dr i ed o n  fi lter  p a p er .  Th e ca r ti la ge w er e a gi ta ted i n  10  ti m es i ts w ei gh t o f co ld 4  M  gu a n i di n e 

h y dr o ch lo r i de (H ei n ega r d, 19 7 7 ) a t p H  5 .8  fo r  2 4  h o u r  a t 4  
O

C.  Th e ex tr a ct w a s fi lter ed th r o u gh  a  
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gu a z e o n  a  b ea k er .  Th e fi ltr a te w a s di a ly z ed i n  di sti lled w a ter  a n d ly o p h i li z ed.  Th e ly o p h i li z ed 

p o w der  w a s desi gn a ted ca r ti la ge ex tr a ct o r  p r o teo gly ca n s (PG s). 

 

2 .2 .2   Hy a l u r o n a n  B i n di n g  Pr o t ei n  Pr ep a r a t i o n  

 2 .2 .2 .1   Pr ep a r a t i o n  o f  HA-Sep h a r o se Co l u m n  

U m b i li ca l co r d h y a lu r o n a n  w a s co n j u ga ted to  E A H -S ep h a r o se 4 B  a cco r di n g to  th e 

p r o cedu r e descr i b ed b y  Ten gb la d (Ten gb la d, 19 7 9 ).  Th e ca r b o di i m i de tech n i q u e w a s u sed to  

co u p le ca r b o x y l gr o u p s i n  h y a lu r o n a n  to  a m i n o  gr o u p s o n  a  su b sti tu ted a ga r o se. 

 Th i r ty  m g o f h y a lu r o n a n  w er e di sso lv ed i n  10  m l o f 0 .15  M  so di u m  ch lo r i de a n d 0 .1 M  

so di u m  a ceta te p H  5 .0  a n d i n cu b a ted fo r  3 h o u r s a t r o o m  tem p er a tu r e (2 5 ° C) w i th  1 m g o f 

h y a lu r o n i da se.  Th e m i x tu r e w a s b o i led fo r  3 m i n  to  ter m i n a te th e r ea cti o n . 

Ten  m l o f E A H -S ep h a r o se 4 B  w er e w a sh ed w i th  2 5  m l o f 0 .5  M  so di u m  ch lo r i de a n d 

10 0  m l o f di sti lled w a ter . 

 F o r  co u p li n g, th e h y a lu r o n a n  di gested a n d E A H -S ep h a r o se 4 B  w er e di sso lv ed i n  di sti lled 

w a ter  to  30  m l a n d p H  w a s a dj u sted to  4 .5 , a dded 0 .5 7 5  g o f 1-eth y l-3-(-3-di m eth y la m i n o p r o p ly ) 

ca r b o di i m i de (E DA C) gu a n i di n e h y dr o ch lo r i de to  th e m i x tu r e a n d k ep t p H  a t 4 .5 -6 .0  fo r  2 4  h o u r s 

a t r o o m  tem p er a tu r e.  To  b lo ck  th e r em a i n i n g u n su b sti tu ted a m i n o  gr o u p s o n  th e gel, 1 m l o f 

gla ci a l a ceti c a ci ds w a s a dded a n d th e so lu ti o n  w a s a llo w ed to  sta n d fo r  6  h o u r s a t r o o m  

tem p er a tu r e.  Th e gel w a s w a sh ed seq u en ti a lly  w i th  4 0 0  m l ea ch  o f 1M  Na Cl, 0 .1 M  Tr i s-H Cl 

(p H  8 .1), 1 M  Na Cl, 0 .0 5  M  so di u m  a ceta te (p H  3.1) a n d fi n a lly , di sti lled w a ter .  I t w a s th en  

tr a n sfer r ed to  0 .5  M  so di u m  a ceta te, p H  5 .7 .  I n  th i s so lu ti o n  th e gel co u ld b e sto r ed a t 4 ° C fo r  

m o n th s w i th o u t lo ss o f b i n di n g a cti v i ty . Di a gr a m  o f H A -S ep h a r o se co lu m n  p r ep a r a ti o n  w a s 

sh o w n  i n  F i gu r e 16  a n d ca r b o di i m i des r ea cti o n  w a s sh o w n  i n  F i gu r e 17 . 

  

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d

ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
Copyright  by Chiang Mai University
A l l  r i g h t s  r e s e r v e d



 

31 

Added c a r b o di i m i de 

In c u b a t ed r o o m  t em p ,  2 4  h  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e 1 6 . Di a gr a m  o f H A -S ep h a r o se co lu m n  p r ep a r a ti o n . 

 

Hy a l u r o n a n  +  Hy a l u r o n i da se 

D i sso l v ed i n  0 .1 5  M  N a Cl ,  0 .1  M  N a -a c et a t e,  p H 5 .0  

 

In c u b a t ed a t  r o o m  t em p ,  3  h o u r  

St o p p ed r ea c t i o n  b y  b o i l i n g  ( 1 0 0 °C) ,  3  m i n . 

 

EAH Sep h a r o se 4 B  

( Af t er  w a sh ed g el  w i t h  0 .5  M  N a Cl  2 5 0  m l  a n d D W  1 0 0  m l  )  

W a sh ed g el  seq u en t i a l l y  w i t h  4 0 0  m l  ea c h  o f  

1 M  N a Cl ,  0 .1  M  Tr i s-HCl  ( p H 8 .1 ) ,  1  M  N a Cl ,   

0 .0 5  M  so di u m  a c et a t e ( p H 3 .1 )  a n d di st i l l ed w a t er . 

St o r ed g el  i n  0 .5  M  so di u m  a c et a t e b u f f er ,  p H 5 .7  a t  4  °C  

Added g l a c i a l  a c et i c  a c i ds  

In c u b a t ed r o o m  t em p ,  6  h  

B l o c k ed t h e r em a i n i n g  u n su b st i t u t ed a m i n o  g r o u p s o n  t h e g el  
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F i g u r e 1 7 . Ca r b o di i m i des r ea cti o n .  E DA C o r  E DC (1-eth y l-3-(3-di m eth y la m i n o p r o p y l)-

ca r b o di i m i de) r ea ct w i th  th e ter m i n a l a m i n o -gr o u p  fr o m  th e b ea d to  h i gh ly  

r ea cti v e O -a cy li so u r ea  der i v a ti v es a n d r ea ct r ea di ly  w i th  ca r b o x y l-gr o u p s o f  

th e li ga n ds. Th i s fi gu r e r ep r esen t a n ti b o dy  a s a  sa m p le (h ttp : // 

w w w .ch em i cell.co m /.../ p r o to co ls/ca r b o x y l/). 
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2 .2 .2 .2   Iso l a t i o n  a n d Pu r i f i c a t i o n  o f  HAB Ps 

A  ly o p h i li z ed ca r ti la ge ex tr a ct w a s di sso lv ed w i th  0 .1 M  so di u m  a ceta te, 0 .1 M  Tr i s-H Cl, 

p H  7 .3 i n  5 0  m l tu b es a n d i n cu b a ted a t 37 ° C w i th  0 .8  m g o f tr y p si n .  A fter  2  h o u r , 1 m g o f tr y p si n  

i n h i b i to r  w a s a dded.  Th e m i x tu r es w er e cen tr i fu ged a t 2 0 0 0  r p m , 4 ° C, 10  m i n  a n d th en  u sed 

su p er n a ta n t fo r  di a ly z ed w i th  di sti lled w a ter  a n d ly o p h i li z ed.  Th e ly o p h i li z ed p o w der  w a s 

desi gn a ted tr y p si n i z ed ca r ti la ge ex tr a ct o r  tr y p si n i z ed PG s  

A  tr y p si n i z ed ca r ti la ge ex tr a ct w a s di sso lv ed w i th  4  M  G u H Cl, 0 .5  M  so di u m  a ceta te p H  

5 .8 .  Th e so lu ti o n  w a s m i x ed w i th  10  m l o f h y a lu r o n a n -su b sti tu ted S ep h a r o se 4 B  a n d di a ly z ed fo r  

2 4  h o u r  a t 4 ° C w i th  9  p a r ts o f di sti lled w a ter .  Th e gel slu r r y  w a s p a ck ed i n to  a  co lu m n  (10  x  1.5  

cm ) a n d th e co lu m n  w er e w a sh ed tw i ce w i th  so di u m  ch lo r i de a n d th en  fo llo w ed b y  so di u m  

ch lo r i de w i th  li n ea r  gr a di en t fr o m  1 to  3 M  to  r em o v e n o n -sp eci fi ca lly  a dso r b ed m a ter i a l. 

Th e p r o tei n s th a t b o u n d to  H A  S ep h a r o se w a s th en  elu ted w i th  4 0  m l 4 M  G u H Cl (Ten gb la d, 

19 7 9 ).  Th e co lu m n  o p er a ted a t r o o m  tem p er a tu r e.  Th e elu en t co llected i n  2  m l/fr a cti o n s w a s 

esti m a ted b y  u ltr a v i o let a b so r p ti o n  a t 2 8 0  n m .  Th e efflu en t fr a cti o n s co n ta i n i n g H A B Ps w er e 

p o o led a n d di a ly z ed w i th  Tr i s-H Cl p H  8 .4 .  Th en  th e di a ly sa te w a s ly o p h i li z ed a n d m ea su r ed 

p r o tei n  co n cen tr a ti o n  b y  B r a dfo r d a ssa y  (F i gu r e 18 , 19  a n d 2 0 ).  Pr i n ci p le o f a ffi n i ty  co lu m n  

ch r o m a to gr a p h y  w a s sh o w n  i n  F i gu r e 2 1. 

 

 

F i g u r e 1 8 . Pr i n ci p les o f p r o teo gly ca n  p r ep a r a ti o n .     

  (h ttp : //w w w .sei k a ga k u .co .j p /b i o -e/0 2 tech /h a b p /p 0 1.h tm ) 
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F i g u r e 1 9 . Tr y p si n  di gesti o n .  Tr y p si n  a r e en z y m es th a t clea v e p r o tei n s a t th e ca r b o x y l si de 

(o r  GC-ter m i n u sH)  o f th e b a si c a m i n o  a ci ds ly si n e a n d a r gi n i n e (h ttp : // 

to n ga .u si p .edu / gm o y n a /b i o ch em 34 1/). 

 

 

Lysine or 

A rg inine 
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Ca r t i l a g

e Cr u sh  

Ex t r a c t i o n  ( 4  M  G u HCl ) ,  

F i l t r a t i o n  

 Resi du es  

( di sc a r ded)  

Ex t r a c t  so l u t i o n  

D i a l y si s,   

l y o p h i l i z a t i o n  

Ca r t i l a g e ex t r a c t  p o w der  

Tr y p si n i z a t i o n  

Tr y p si n i z ed c a r t i l a g e ex t r a c t  so l u t i o n  

D i a l y si s,   

l y o p h i l i z a t i o n  

Tr y p si n i z ed c a r t i l a g e p o w der  

HA-Sep h a r o se  

4 M  G u H Cl 

Hy a l u r o n a n  b i n di n g  p r o t ei n s ( HAB Ps)  

Ca r t i l a g e f r a g m en t s 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e 2 0 . Pr o cedu r es fo r  th e i so la ti o n  o f H A B Ps fr o m  ca r ti la ge (H ei n ega r d, 19 7 7 ). 
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F i g u r e 2 1 . Pr i n ci p le o f H A B Ps p u r i fi ca ti o n  b y  a ffi n i ty  co lu m n  ch r o m a to gr a p h y . 

(h ttp : //co u r ses.cm .u tex a s.edu /j r o b er tu s/ch 339 k /o v er h ea ds-1.h tm ) 
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2 .2 .3   F ITC Co n j u g a t i o n  o f  HAB Ps  

F lu o r escei n  i so th i o cy a n a te (F I TC) i s a  sm a ll o r ga n i c m o lecu le, a n d i s ty p i ca lly  

co n j u ga ted to  p r o tei n s v i a  p r i m a r y  a m i n es (i .e., ly si n e) (F i gu r e 2 2 ).  U su a lly , o n ly  a  few  F I TC 

m o lecu les a r e co n j u ga ted to  th e p r o tei n  a n d h i gh er  co n j u ga ti o n s m a y  r esu lt i n  so lu b i li ty  p r o b lem s 

a s w ell a s lo w er  co n j u ga te to  r edu ced b r i gh tn ess.  Th u s, th e ex p er i m en ts sh o u ld p r o b a b ly  tr y  

sev er a l p a r a llel r ea cti o n s u si n g di ffer en t a m o u n ts o f F I TC, a n d co m p a r e th e r esu lti n g r ea gen ts fo r  

b r i gh tn ess (a n d b a ck gr o u n d sti ck i n ess) to  ch o o se th e o p ti m a l co n j u ga ti o n  r a ti o .  F lu o r escei n  i s 

ty p i ca lly  ex ci ted b y  th e 4 8 8  n m  li n e o f a n  a r go n  la ser , a n d em i ssi o n  i s co llected a t 5 30  n m . 

 

2 .2 .4   Pr ep a r a t i o n  o f  F ITC Co n j u g a t ed HAB P ( F ITC-HAB P)  

(m o di fi ed tech n i q u e b y  a ffi n i ty  co lu m n  ch r o m a to gr a p h y  (Y i n gsa n g, 19 9 6 )). 

Tr y p si n i z ed ca r ti la ge ex tr a ct w er e u sed i n  F I TC co n j u ga ti o n , m o di fi ed m eth o d fr o m  

b i o ti n y la ted-H A B P.  A  tr y p si n i z ed ca r ti la ge ex tr a ct w a s di sso lv ed w i th  4  M  G u H Cl, 0 .5  M  

so di u m  a ceta te p H  5 .8 .  Th e so lu ti o n  w a s m i x ed w i th  5  m l o f h y a lu r o n a n -su b sti tu ted S ep h a r o se 

4 B  a n d di a ly z ed fo r  2 4  h o u r  a t 4 ° C w i th  9  p a r ts o f di sti lled w a ter .  A t th i s sta ge H A B P 

r ea sso ci a ted w i th  H A -S ep h a r o se i n  o r der  to  p r o tect th e fu n cti o n a l b i n di n g si tes (H ei n ega r d, 

19 7 7 ).  Th e gel slu r r y  w a s p a ck ed i n to  a  co lu m n  (10  x  1.5  cm ) a n d w a sh ed th e co lu m n  tw i ce w i th  

so di u m  ch lo r i de a n d th en  fo llo w ed b y  so di u m  ch lo r i de w i th  li n ea r  gr a di en t fr o m  1 to  3 M  to  

r em o v e n o n -sp eci fi ca lly  a dso r b ed m a ter i a l.  E q u i li b r a ted th e co lu m n  5  ti m es w i th  co n j u ga ti o n  

b u ffer  a n d th en  co n j u ga ti o n  b u ffer  w a s a dded to  th e co lu m n  fo r  co n j u ga ti o n  r ea cti o n . F I TC w a s 

di sso lv ed i n  a n h y dr o u s DM S O  i m m edi a tely  b efo r e u se.   Th e o p ti m a l co n j u ga ti o n  r a ti o  o f F I TC 

to  tr y p si n i z ed ca r ti la ge ex tr a ct w a s 1:  10 0 -30 0  (W /W ) (1-2  m g o f F I TC to  30 0 -5 0 0  m g o f 

tr y p si n i z ed ca r ti la ge ex tr a ct).  W r a p p ed th e co lu m n  w i th  fo i l a n d r o ta ted a t 4 ° C o v er n i gh t. 

Th e p r o tei n s th a t b o u n d to  H A -S ep h a r o se co lu m n  w a s th en  elu ted 4  ti m es w i th  4 M  G u H Cl 

(Ten gb la d, 19 7 9 ).  Di sa sso ci a ted o f F I TC-H A B P fr o m  H A  o n  S ep h a r o se w a s elu ted w i th  4  M  

G u H Cl.  Th e co lu m n  o p er a ted a t r o o m  tem p er a tu r e.  Th e elu en t co llected i n  1 m l/fr a cti o n s w a s 

esti m a ted b y  u ltr a v i o let a b so r p ti o n  a t 2 8 0  n m  a n d 4 8 5  n m . Th e a cti v e fr a cti o n  w er e p o o led a n d 

u n r ea cted F I TC w a s r em o v ed b y  di a ly si s i n  0 .0 5  M  Tr i s-H Cl, p H  8 .6  a n d sto r ed i n  a li q u o ts 

a t -2 0 ° C, fo r  u sed a s a  sto ck  so lu ti o n . 
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F i g u r e 2 2 . F I TC co n j u ga ti o n .  F I TC r ea cti o n  w i th  a  p r i m a r y  a m i n e (su ch  a s ly si n e). 

Th i s fi gu r e r ep r esen t a n ti b o dy  a s a  sa m p le (h ttp : // w w w .p i er cen et.co m /O b j ects/ 

v i ew .cfm ? ty p e=Pa ge& ..). 
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2 .2 .5   Hi st o c h em i c a l  St a i n i n g  

 A ll cells w er e m a i n ta i n ed i n  DM E M  co n ta i n i n g 10 %  feta l b o v i n e ser u m . 

F o r  h i sto ch em i ca l sta i n i n g, cells w er e seeded o n  sli des ti ssu e cu ltu r e di sh es a t 2  x  10
5

 cells p er  

di sh . I n  cer ta i n  ex p er i m en ts, cells o n  th e gla ss sli des w er e i n cu b a ted i n  a  m o i st ch a m b er  fo r  a ll 

step s, fi b r o b la st a n d ch o n dr o cy te cells o n  th e gla ss sli des w er e r eh y dr a ted i n  eth a n o l li n ea r  

co n cen tr a ti o n  step  (10 0 % , 9 0 % , 8 0 % , a n d 7 0 % ) a n d th en  cells w er e r i n sed th r ee ti m es w i th  PB S  

b u ffer .  S li des w er e b lo ck ed w i th  b lo ck i n g b u ffer  a t r o o m  tem p er a tu r e.  A fter  1 h o u r , cells w er e 

r i n sed a n d sta i n ed w i th  F I TC-H A B P a t r o o m  tem p er a tu r e fo r  1 h o u r  i n  th e da r k  co n di ti o n . A s a  

co n tr o l, cells w er e p r ei n cu b a ted w i th  h y a lu r o n i da se (34 0  U /m l i n  0 .1 M  so di u m  a ceta te, 0 .15  M  

Na Cl, p H  6 .0 , 37 °C, 1 h o u r ).  H y a lu r o n i da se degr a da ti o n  w a s sh o w n  i n  F i gu r e 2 3.  F i n a lly , sli des 

w er e r i n sed a n d cells w er e a n a ly z ed b y  flu o r escen t m i cr o sco p y .  

F r o z en  sli des fr o m  sk i n  ti ssu e w er e r i n sed w i th  PB S  b u ffer  a n d th en  b lo ck ed a t r o o m  

tem p er a tu r e fo r  1 h o u r .  A ll step s o f th e m eth o d fo r  ti ssu e secti o n s sta i n i n g w er e si m i la r  to  cells 

sta i n i n g tech n i q u e a s descr i b ed a b o v e. 
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N-a c e t y l g l u c o s a m i n e  G l u c o r o n i c  a c i d  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e 2 3 . H y a lu r o n i da se di gesti o n .  E li m i n a ti v e clea v a ge o f th e su b str a te a t  

N-a cety lglu co sa m i n e-D-glu cu r o n i c a ci d li n k a ge, p r o du ci n g u n sa tu r a ted tetr a  a n d 

h ex a sa cch a r i des  (h ttp : //w w w .sei k a ga k u -h i t.co m ). 

H y a l u r o n i d a s e  d i g e s t i o n  
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2 .2 .6   Co m p et i t i v e F l u o r esc en c e-EL ISA B a sed Assa y   

 

2 .2 .6 .1   O p t i m i z a t i o n  o f  Co m p et i t i v e EL ISA Co n di t i o n  f o r  F ITC-HAB P 

 M i cr o ti ter  p la te (M a x i so r p  ® , Nu n c) w a s co a ted w i th  o p ti m i z ed H A  (10  µg/w ell) i n  

co a ti n g b u ffer  a t 4 °C, o v er n i gh t. H A  w i th  co n cen tr a ti o n  1 m g/m l w a s di lu ted (v /v ) 10  fo lds w i th  

co a ti n g b u ffer , 10 0  m M  Na
2
H CO

3
, p H  9 .6 .  PB S -Tw een  a s a  w a sh i n g so lu ti o n  fo r  a ll w a sh i n g 

step s i n  th ese ex p er i m en ts.  Pla te w a s w a sh ed a n d n o n sp eci fi c a dso r p ti o n  o f p r o tei n  w a s b lo ck ed 

w i th  1 %  B S A  (di lu ted i n  PB S  b u ffer ) 15 0  µl/w ell, th e i n h i b i ti o n  m i x tu r e w a s p r ep a r ed b y  m i x i n g 

th e sta n da r d co m p eti to r  (H A ) a n d th e di lu ted  F I TC-H A B P 1: 10 , 1: 2 0 , 1: 4 0 , o n  r o w s A  to  H  

r esp ecti v ely  i n  ep p en do r f tu b es.  Th e i n h i b i ti o n  m i x tu r es w er e i n cu b a ted a t r o o m  tem p er a tu r e, 

6 0  m i n .  E a ch  di lu ti o n  o f th e i n cu b a ti o n  m i x tu r es w er e th en  tr a n sfer r ed to  m i cr o ti ter  p la tes a fter  

w a sh i n g step  a n d dr i ed p la te. Pla te w a s i n cu b a ted a t r o o m  tem p er a tu r e.  A fter  6 0  m i n , p la te w a s 

w a sh ed a n d dr i ed.  A ccess F I TC-H A B P b o u n d to  th e co a ti n g H A  w er e m ea su r ed fo r  th e 

ex ci ti n g/em i ssi o n  a b so r b a n ce 4 8 5 /5 30  n m  u si n g flu o r escen t m i cr o p la te r ea der   

(F i gu r e 2 4  a n d 2 5 ). 

 

2 .2 .7   Co m p et i t i v e F l u o r esc en c e-EL ISA B a sed Assa y  f o r  HA D et er m i n a t i o n  i n  Ca n c er  

Ser u m  

 M i cr o ti ter  p la tes w er e co a ted w i th  H A  i n  co a ti n g b u ffer  a t 4 °C, o v er n i gh t.  Th e p la tes 

w er e w a sh ed th r ee ti m es w i th  w a sh i n g b u ffer , th e p la tes w er e a dded w i th  b lo ck i n g b u ffer  a n d 

i n cu b a ted 1 h o u r  a t r o o m  tem p er a tu r e.  S er u m  sa m p le fr o m  n o r m a l su b j ects a n d fr o m  ca n cer  

p a ti en ts, co n ta i n i n g u n k n o w n  a m o u n ts o f H A , w er e m i x ed w i th  o p ti m i z ed di lu ti o n  o f F I TC-

H A B P i n  th e ep p en do r f tu b es.  Th e m i x tu r es w er e i n cu b a ted a t r o o m  tem p er a tu r e, 1 h o u r  i n  da r k  

co n di ti o n .  A fter  i n cu b a ti o n , th e m i x tu r es w er e a dded to  ea ch  w ell o f th e m i cr o ti ter  p la tes a fter  

w a sh i n g step  a n d p la te dr y i n g.  Pla tes w er e i n cu b a ted a t r o o m  tem p er a tu r e i n  da r k  co n di ti o n . 

A fter  1 h o u r , p la tes w er e w a sh ed a n d dr i ed.  F i n a lly , th e p la tes w er e m ea su r ed fo r  

ex ci ti n g/em i ssi o n  a b so r b a n ce 4 8 5 /5 30  n m  u si n g flu o r escen t m i cr o p la te r ea der .  Di a gr a m  a n d 

p r i n ci p le o f th e flu o r escen ce-E L I S A  b a sed a ssa y  w er e sh o w n  i n  F i gu r e 2 4  a n d 2 5 . 
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M i c r o t i t er  p l a t e,  N u n c  m a x i so r p ,  

c o a t ed w i t h  HA 

 

O v er n i g h t ,  4 °C 

B l o c k ed p l a t e w i t h  

1  %  B SA/ PB S 

In c u b a t ed 1  h o u r  a t  r o o m  t em p ,  

w a sh ed 3  t i m es 

Pr ep a r ed i n h i b i t i o n  m i x er  

( St a n da r d HA o r  Sa m p l e +  F ITC-HAB P)  

In c u b a t ed 1  h o u r  a t  r o o m  t em p ,  

w a sh ed 3  t i m es 

 

Added m i x er  t o  ea c h  w el l  

o n  b l o c k ed p l a t e 

In c u b a t ed 1  h o u r  a t  r o o m  t em p ,  

w a sh ed 3  t i m es,  a dded PB S 

 

D et er m i n ed ex c i t a t i o n / em i ssi o n  w a v e l en g t h  a t   

O D  4 8 5 / 5 3 0  n m  b y  f l u o r esc en t  m i c r o p l a t e r ea der  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e 2 4 . Di a gr a m  o f th e flu o r escen ce-E L I S A  m eth o d dev elo p ed fo r  h y a lu r o n a n  

deter m i n a ti o n . 
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F I TC-H A B P 

H A  co a t p la te 

Co m p eti ti v e H A  

o r  ser u m  H A  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e 2 5 . Pr i n ci p le o f th e flu o r escen ce-E L I S A  b a sed a ssa y . 
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2 .2 .8   An a l y t i c a l  Pr o c edu r e  

 

2 .2 .8 .1   B r a df o r d Assa y   

B r a dfo r d a ssa y  i s th e b est m eth o ds fo r  q u a n ti fi ca ti o n  o f p r o tei n  a m o u n t b r i lli a n t b lu e dy e. 

Th e b i n di n g o f dy e a t w a v elen gth  a b so r p ti o n  a t 5 9 5  n m  i s di r ectly  r ela ted to  th e co n cen tr a ti o n  o f 

p r o tei n . 

A  ca li b r a ti o n  cu r v e w a s p r ep a r ed u si n g b o v i n e ser u m  a lb u m i n  a s a  sta n da r d.  Th e a ssa y  

r eq u i r ed o n ly  a  si n gle r ea gen t, a n  a ci d so lu ti o n  o f co o m a ssi e b r i lli a n t b lu e G -2 5 0 .  A fter  a ddi ti o n  

o f dy e so lu ti o n  to  a  p r o tei n  sa m p le, co lo r  dev elo p m en t w a s co m p leted i n  2  m i n  a n d r em a i n ed 

sta b le fo r  u p  to  6 0  m i n . th e  B r a dfo r d a ssa y  co u ld b e u sed to  deter m i n e p r o tei n s i n  th e r a n ge o f  

1 to  2 0  µg (B r a dfo r d, 19 7 6 ). 

 

2 .2 .8 .2   El ec t r o p h o r esi s 

 S DS -PA G E  deter m i n ed th e m o lecu la r  w ei gh t o f H A B Ps fr o m  co lu m n  ch r o m a to gr a p h y . 

S ep a r a ti n g gel co n si sti n g o f 12  %  p o ly a cr y la m i de, 1.5  M  Tr i s-H Cl (p H  8 .8 ) w a s p r ep a r ed 

b etw een  gla ss p la tes o f ca sti n g fr a m e.  S ta ck i n g gel co m p o sed o f 4  %  p o ly a cr y la m i de, 0 .5  M   

Tr i s-H Cl (p H  6 .8 ) w a s o v er la i d to  th e sep a r a ti n g gel.  J u st b efo r e gel lo a di n g, sa m p le w er e 

su p p lem en ted w i th  b lu e n a ti v e sa m p le b u ffer  a n d a p p li ed o n to  p o ly a cr y la m i de gr a di en t sla b  gel. 

M o lecu la r  m a ss m a r k er s w er e r u n  o n  b o th  b o r der s o f th e gel a n d w er e v i su a li z ed b y  co o m a ssi e 

b r i lli a n t b lu e sta i n i n g.  E lectr o p h o r esi s w a s ca r r i ed o u t a t a  co n sta n t v o lta ge o f 10 0  V o lt u n ti l th e 

dy e m i gr a ted to w a r d th e en d o f th e gel. Th e gels w er e th en  r em o v ed fr o m  th e gla ss p la tes. 

 

2 .2 .9   Ev a l u a t i o n  f o r  Ac c u r a c y  a n d Pr ec i si o n  o f  Th e D ev el o p ed M et h o d 

 

 2 .2 .9 .1   In t r a  Assa y  a n d In t er  Assa y  V a r i a t i o n  

B o th  i n tr a - a n d i n ter  a ssa y  u si n g co m p eti ti v e E L I S A  p r o cedu r e.  S er u m  w a s di lu ted i n   

6  %  B S A /PB S  i n  o r der  to  m a i n ta i n  th e p r o tei n  co n ten t o f th e so lu ti o n . 

 I n tr a  a ssa y  p r eci si o n  w a s deter m i n ed b y  u si n g 2 0  a li q u o ts o f p o o led ser u m  i n  tr i p li ca te 

a n a ly si s w i th i n  th e sa m e p la te. 
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I n ter  a ssa y  p r eci si o n  w a s deter m i n ed b y  u si n g i n di v i du a l ser u m  o f a b o v e p o o led ser u m  i n  

tr i p li ca te m ea su r em en t di ffer en t p la te. 

 

 2 .2 .9 .2   Rec o v er y  o f  Ser u m  HAB Ps 

Th e a n a ly ti ca l r eco v er y  o f ser u m  H A B Ps w a s deter m i n ed b y  u si n g p o o led ser u m  w h i ch  

h a s b een  sp i k ed w i th  k n o w n  a m o u n t o f sta n da r d H A B Ps.  Th e H A B Ps co n cen tr a ti o n  i n  co m b i n ed 

sa m p les w a s m ea su r ed a n d co m p a r ed w i th  th e th eo r eti ca l co n cen tr a ti o n . 

 

2 .2 .1 0   St a t i st i c a l  M et h o d 

 

 2 .2 .1 0 .1   Per c en t a g e In h i b i t i o n  

Th e p er cen ta ge i n h i b i ti o n  w a s ca lcu la ted b y  fo llo w i n g fo r m u la :   

 

%  I n h i b i ti o n  = 10 0  -         [ (O D co n tr o l- O D b la n k )-(O D sa m p le-O D b la n k )]  X  10 0  

          [ O D co n tr o l-O D b la n k ]  

 

 

A  sta n da r d i n h i b i ti o n  cu r v e fo r  H A B Ps w a s co n str u cted b y  u si n g lo g/li n ea r  co o r di n a to r s. 

Th e H A B Ps lev els i n  th e test sa m p les w er e deter m i n ed b y  ex ci ta ti o n /em i ssi o n  w a v e len gth  

dev elo p m en t a t  O D 4 8 5 /5 30  n m  r ela ti v e to  sta n da r d cu r v e co n str u cted u si n g co m p u ter  so ftw a r e. 

 

2 .2 .1 0 .2   Ser u m  HA Co n c en t r a t i o n  

 F o r  ser u m  H A , th e h ea lth y  a n d p a ti en t gr o u p s w er e ex p r essed a s m ea n s a n d S D. 

Co m p a r i so n s b etw een  su b j ects w i th  ca n cer  a n d h ea lth y  p o p u la ti o n  w er e ev a lu a ted w i th  A NO V A  

test.  F o r  th ese a n a ly ses, P  <  0 . 0 5  (tw o -ta i l test) w a s co n si der ed si gn i fi ca n t.  S ta ti sti ca l 

ca lcu la ti o n s w er e p er fo r m ed b y  u si n g S PS S  p r o gr a m . 
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2 .2 .1 0 .3   Rf  V a l u e o f  Pr o t ei n  a n d M a r k er  D y e 

Th e R f v a lu e o f p r o tei n  a n d m a r k er  dy e w a s ca lcu la ted b y  fo llo w i n g fo r m u la :   

 

M o b i li ty  (R f) =     Di sta n ce o f p r o tei n  m i gr a ti o n   

   Di sta n ce o f tr a ck i n g dy e m i gr a ti o n  

 

Th e R f v a lu es w er e p lo tted w i th  sta n da r d m o lecu la r  w ei gh t a n d ex p r essed o n  a  sem i -lo ga r i th m i c 

sca le. 
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