
CHAPTER III 

RES U L TS  

 

3 .1   Iso l a t i o n  a n d  Pu r i f i c a t i o n  o f  Hy a l u r o n a n -B i n d i n g  Pr o t e i n s 

 The  i so l a ti o n  me tho d  o f  H A B P s f ro m ca rti l a ge  w a s b a se d  o n  a  co mb i n a ti o n  o f  tw o  ma j o r 

ste p s.  F i rst,  the  ca rti l a ge  w a s e x tra cte d  w i th 4M  G u H C l .  The  re si d u e s w e re  se p a ra te d  f ro m 

e x tra ct b y  f i l tra ti o n .  E x tra ct the n  d i a l y z e d  w i th d i sti l l e d  w a te r a n d  l y o p hi l i z e d .  The  w hi te  

p o w d e r o f  e x tra ct w a s a chi e v e d  17 .47  g f ro m 348 .9 1 g chi ck e n  ca rti l a ge .  The  gl o b u l a r p ro te i n  

co re  o f  p ro te o gl y ca n  w a s cl e a v e d  b y  try p si n ,  l y o p hi l i z e d  a n d  i n cu b a te d  w i th H A -S e p ha ro se  

d i a l y z e d  w i th w a te r. 

 S e co n d  ste p ,  H A -b i n d i n g mo l e cu l e s w e re  e l u te d  f ro m H A -S e p ha ro se  ge l  co l u mn  b y  

w a shi n g w i th 1 M  N a C l  a n d  f o l l o w e d  1-3 M  so d i u m chl o ri d e  gra d i e n t (Te n gb l a d ,  19 7 9 ).  H A B P s 

w e re  re l e a se d  b y  e l u te  w i th 4 M  G u H C l .  

The  p ro te i n  p ro f i l e  o b ta i n e d  f ro m H A -a f f i n i ty  co l u mn  chro ma to gra p hy  o f  try p si n i z e d  

chi ck e n  ca rti l a ge  e x tra ct w a s sho w n  i n  F i gu re  26.  The  f i rst p e a k  i s u n b o u n d  ma te ri a l  o b se rv e d  a t 

28 0  n m,  a n d  the  se co n d  p e a k  i s H A B P s e l u te d  b y  4 M  G u H C l  b u f f e r,  p H  5.8 .  The  p ro te i n  w a s 

me a su re d  i n  l y o p hi l i z e d  p o w d e r b y  B ra d f o rd  a ssa y . 

 The  y i e l d  o f  H A B P s f ro m 30 0  mg o f  try p si n i z e d  chi ck e n  ca rti l a ge  e x tra ct w a s 18  mg  

(6%  y i e l d s).  F ro m thi s e x p e ri me n t i n d i ca te d  tha t chi ck e n  ca rti l a ge  e x tra ct w a s i so l a te d  e f f i ci e n tl y  

b y  thi s me tho d  b u t sma l l  a mo u n t w a s a chi e v e d  (ta b l e  1). 

The  chi ck e n  H A B P s p a tte rn  f ro m thi s stu d y  co mp o se d  o f  tw o  p ro te i n  b a n d s. 

The  mo l e cu l a r w e i ght o f  tw o  p ro te i n s chi ck e n  H A B P s w e re  a p p ro x i ma te l y  33-34 k D a  a n d  40 -45 

k D a ,  re sp e cti v e l y   (F i gu re  27  a n d  28 ).   ÅÔ¢ÊÔ·¸Ô ìÁËÒÇÔ·ÂÒÅÑÂàªÕÂ§ãËÁè
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Ta b l e  1 .  I so l a ti o n  a n d  p u ri f i ca ti o n  o f  H A B P s f ro m chi ck e n  ca rti l a ge . 
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F i g u r e  2 6 . The  chro ma to gra p hy  p u ri f i ca ti o n  o f  H A B P s f ro m try p si n i z e d  chi ck e n  ca rti l a ge  

b y  a f f i n i ty  H A -S e p ha ro se  co l u mn  chro ma to gra p hy . 

Chicken  HABPs  Profile

Fraction numbers (2 ml/tube)
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F i g u r e  2 7 . H A B P s f ro m chi ck e n  a n d  ma rk e r p ro te i n s w e re  a n a l y z e d  b y  S D S -P A G E  o n  

12 %   p o l y a cry l a mi d e  ge l .  
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Ch i c k e n -HAB P M a r k e r  p r o t e i n s 
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F i g u r e  2 8 . S ta n d a rd  cu rv e  o f  mo l e cu l a r w e i ght p ro te i n  ma rk e r w e re  a n a l y z e d  b y   

S D S -P A G E  o n  12 %  p o l y a cry l a mi d e  ge l . 
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3 .2   F ITC Co n j u g a t i o n  o f  HAB Ps 

A f f i n i ty  co l u mn  chro ma to gra p hy  w a s mo d i f i e d  f o r u si n g to  p re p a re  f l u o re sce n ce  

co n j u ga te d  p ro te i n s,  the  p ro ce d u re  w a s d e v e l o p e d  f ro m the  o ri gi n a l  me tho d  f o r b i o ti n y l a te d  

H A B P s,  thi s me tho d  d e scri b e d  b y  Y i n gsa n g (Y i n gsa n g,  19 9 6).  F ro m the  re su l ts,  F I TC  

co n j u ga te d  p ro te i n s w e re  p re p a re d  w i th p re i n cu b a te d  F I TC  so l u ti o n  w i th p ro te i n  b o u n d  i n  

co l u mn .  A f te r i n cu b a ti o n ,  the  co n j u ga te d  p ro te i n s w e re  e l u te d  b y  4 M  G u H C l ,  co l l e cte d   

F I TC -H A B P  a n d  re mo v e d  e x ce ss F I TC  b y  a p p l y i n g to  d i a l y si s w i th Tri s-H C l ,  p H  8 .6 i n  d a rk  

co n d i ti o n .  F I TC -H A B P  p ro f i l e  w a s sho w n  i n  F i gu re  29 . 

 

 

 

 

F i g u r e  2 9 . F I TC -H A B P  p ro f i l e  f ro m p re p a re d  b y  mo d i f i e d  co l u mn  chro ma to gra p hy  

te chn i q u e . 

FITC-HABP Profile
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3 .3   Hi st o c h e m i c a l  S t u d y  

 To  stu d y  b i o l o gi ca l  f u n cti o n  o f  F I TC -H A B P ,  f i b ro b l a st,  cho n d ro cy te  a n d  ra t sk i n  ti ssu e s 

w e re  u n tre a te d  o r p re tre a te d  w i th hy a l u ro n i d a se  f o r 1 ho u r b e f o re  sta i n e d  w i th F I TC -H A B P . 

The  re su l ts d e mo n stra te d  tha t u n tre a te d  hy a l u ro n i d a se  ce l l s a n d  ti ssu e  sho w e d  f l u o re sce n t si gn a l  

b u t co n tro l  gro u p s,  p re tre a te d  w i th hy a l u ro n i d a se ,  o b se rv e d  d e cre a se  si gn a l  d e te cta b l e . 

Thi s re su l t i n d i ca te d  tha t the  F I TC -H A B P  p ro b a b l y  re co gn i z e d  hy a l u ro n a n  (F i gu re  30 ,  31 a n d  

32). 

 

 

 

 

 

F i g u r e  3 0 . F i b ro b l a st ce l l s (a ) a n d  co n tro l  ce l l s (b ) sta i n e d  w i th F I TC -H A B P . M a gn i f i ca ti o n  

w a s a n a l y z e d  a t 20 0 X .   

a b 
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a b 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e  3 1 . C ho n d ro cy te  ce l l s (a ) a n d  co n tro l  ce l l s (b ) sta i n e d  w i th F I TC -H A B P . 

M a gn i f i ca ti o n  w a s a n a l y z e d  a t 20 0 X .   
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F i g u r e  3 2 . R a t sk i n  ti ssu e  se cti o n s (a ) a n d  co n tro l  se cti o n s (b ) sta i n e d  w i th F I TC -H A B P . 

M a gn i f i ca ti o n  w a s a n a l y z e d  a t 20 0 X .   
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3 .4   Co m p e t i t i v e  F l u o r e sc e n c e -EL IS A 

Thi s stu d y  w a s d e v e l o p e d  f l u o re sce n ce  me tho d  b a se d  o n  E L I S A  a ssa y   a s d e scri b e d  i n  

me tho d  a n d  u si n g F I TC -H A B P  p re p a re d  f o r d e te rmi n e d  H A  co n ce n tra ti o n  f o r se t sta n d a rd  cu rv e  

i n  ra n g o f  10 -10 , 0 0 0  n g/ ml  (d a ta  w a s sho w n  i n  F i gu re  33). 

 

 

F i g u r e  3 3 . S ta n d a rd  cu rv e  o f  co mp e ti ti v e  f l u o re sce n ce -b a se d  a ssa y  f o r d e te cti o n  o f  

hy a l u ro n a n .  E a ch p o i n t i s the  me a n  o f  thre e  d e te rmi n a ti o n s.  The  v e rti ca l  b a rs 

sho w  the  sta n d a rd  d e v i a ti o n s o f  the  me a su re me n ts. 
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Optimal dilution of FITC-HABP
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3 .5   O p t i m a l  D i l u t i o n  o f  F ITC-HAB P w i t h  F l u o r e sc e n c e -EL IS A B a se d  Assa y   

 P l a te s w e re  co a te d  w i th H A  a n d  p e rf o rme d  a s d e scri b e d  i n  me tho d .  The  F I TC -H A B P  

w a s d i l u te d  i n  Tri s-H C l  b u f f e r,  p H  8 .6 to  1/ 10 ,  1/ 20 ,  a n d  1/ 40  (v / v ) d i l u ti o n .  The  re su l t w a s 

sho w n  i n  F i gu re  34.  The  1/ 10  d i l u ti o n  o f  F I TC -H A B P  w a s su i ta b l e  f o r f l u o re sce n ce -E L I S A  

b a se d  a ssa y ,  w hi ch sho w e d  hi ghe r se n si ti v i ty  tha n  o the r d i l u ti o n s. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F i g u r e  3 4 . The  o p ti ma l  d i l u ti o n  o f  F I TC -H A B P  w i th F l u o re sce n ce -E L I S A  b a se d  a ssa y . 
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3 .6   Th e  Pr e c i si o n  a n d  Ac c u r a c y  o f  HAB Ps M e a su r e m e n t  

 The  p re ci si o n  o f  the  a ssa y  w a s p e rf o rme d  b y  p e rce n ta ge  co e f f i ci e n t o f  v a ri a ti o n  (% C V ) 

o f  the  i n tra - a n d  i n te r a ssa y ,  u si n g p o o l e d  se ru m f ro m co n tro l  su b j e cts.  The  re su l t w a s sho w n  i n  

ta b l e  2.  The  co e f f i ci e n t v a ri a ti o n s o f  i n tra - a n d  i n te r a ssa y  w e re  6.51 %  a n d  11.0 1% ,  re sp e cti v e l y .  

The  a ccu ra cy  o f  thi s a ssa y  w a s e v a l u a te d  b y  p e rce n ta ge  re co v e ry .  The  a n a l y ti ca l  re co v e ry  w a s 

a sse sse d  b y  a n  a d d i ti o n  te st i n  w hi ch k n o w n  a v e ra ge  o f  sta n d a rd  i n hi b i ti o n  H A .  K n o w n  a mo u n t 

o f  H A  w a s a d d e d  to  se ru m sa mp l e s.  The  p e rce n ta ge  re co v e ry  o f  the  a d d e d  sta n d a rd  hy a l u ro n a n  

i n  se ru m sa mp l e s w a s 119 .7 8 2 % ,  (ta b l e 3). 

I n  a d d i ti o n ,  f l u o re sce n ce  a ssa y  i n  the  p re se n t stu d y  w a s mo d i f i e d  f ro m o ri gi n a l  me tho d  

o f  co n v e n ti o n a l  co l o ri me tri c a ssa y  (Y i n gsa n g,  19 9 6).  The re f o re ,  thi s a ssa y  w a s co mp a re d  to  the  

p re v i o u s me tho d .  C o l o ri me tri c a ssa y  u se d  B -H A B P  a n d  d e v e l o p e d  si gn a l  w i th a n ti -b i o ti n  

p e ro x i d a se  to  d e te rmi n e  H A  co n ce n tra ti o n  i n  sa mp l e s,  re su l t sho w n  i n  ta b l e  4.  The  co mp a ri so n  

re l a ti o n  b e tw e e n  the  f l u o re sce n ce  a ssa y  a n d  co l o ri me tri c a ssa y  w e re  n o t si gn i f i ca n tl y  d i f f e re n ce  

(r =  0 .8 7 ) to  d e te ct the  co n ce n tra ti o n  o f  H A  i n  i d e n ti ca l  se ru m sa mp l e s (n  =  20 ).  C o rre l a ti o n  

gra p h w a s sho w n  i n  F i gu re  35. 
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Ta b l e  2 . The  i n tra - a n d  i n te r a ssa y  co e f f i ci e n t o f  v a ri a ti o n  f o r se ru m hy a l u ro n a n   

(H A ) d e te rmi n a ti o n  

 

A ssa y  N u mb e r o f  sa mp l e s M e a n   ± S D  %  C V  

I n tra  a ssa y  20  38 5.7 3 ± 25.12 6.51 

I n te r a ssa y  28  38 8 .7 3 ± 42.8 0  11.0 1 

S D ,  sta n d a rd  d e v i a ti o n ;  C V ,  co e f f i ci e n t o f  v a ri a ti o n .  

 

 

Ta b l e  3 . The  re co v e ry  o f  hy a l u ro n a n  i n  se ru m sa mp l e s. 

 

S a mp l e  n u mb e rs S ta n d a rd  a d d e d  

(n g/ ml ) 

R e co v e re d  a d d e d  

sta n d a rd  (n g/ ml ) 

%  R e co v e ry  
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118 9 2.1 

7 59 0 .15 

4427 .8 7  

3333.0 7  

1368 .0 6 

645.9 41 

9 29 7 .9 6 

8 0 12.26 

7 9 39 .25 

39 13.8 6 

1435.62 

8 60 .9 21 

7 8 .18 62 

10 5.561 

17 9 .30 2 

117 .425 

10 4.9 38  

133.28 2 

M e a n    119 .7 8 2 
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Ta b l e  4 . The  co mp a ri so n  o f  d i f f e re n t me tho d s f o r hy a l u ro n a n  d e te rmi n a ti o n . 

 

S e ru m su b j e cts C o n v e n ti o n a l  a ssa y  

P e ro x i d a se  (B -H A B P ) 

F l u o re sce n ce -b a se d  

a ssa y  

F I TC -H A B P  

Ty p e  o f  sa mp l e s 

S 1 

S 2 

S 3 

S 4 

S 5 

S 6 

S 7  

S 8  

S 9  

S 10  

S 11 

S 12 

S 13 

S 14 

S 15 

S 16 

S 17  

S 18  

S 19  

S 20  

35.7 58  

137 .8 5 

42.48  

566.8 2 

137 .67  

38 4.8 2 

9 3.553 

633.4 

1126.5 

133.0 9  

27 4.39  

19 5.11 

515.66 

130 .47  

254.62 

7 4.8 8 4 

19 1.35 

350 .2 

421.11 

7 66.69  

35.418  

17 2.63 

12.9 58  

511.452 

37 .423 

240 .8 0 1 

53.48 0  

130 2.435 

160 3.7 9 5 

62.7 9 7  

240 .58 8  

216.136 

364.9 0 5 

10 8 .7 25 

27 2.521 

18 .137  

10 7 .118  

8 3.60 9  

163.437  

49 2.143 

C e rv i x  

C e rv i x  

C e rv i x  

C e rv i x  

C e rv i x  

O the r ca n ce r 

O the r ca n ce r 

O the r ca n ce r 

C E A  

C E A  

C e rv i x  

C e rv i x  

C e rv i x  

C e rv i x  

C e rv i x  

O the r ca n ce r 

O the r ca n ce r 

C E A  

C E A  

C E A  

 

S a mp l e  su b j e cts (S 1FS 20 ),  f ro m ca n ce r p a ti e n ts.  C o n v e n ti o n a l  a ssa y  (p e ro x i d a se ) w a s ca rri e d  o u t 

a s d e scri b e d  b y  Y i n gsa n g (Y i n gsa n g,  19 9 6);  f l u o re sce n ce -b a se d  a ssa y  w a s ca rri e d  o u t a s p re se n t 

a ssa y .  
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F i g u r e  3 5 . C o rre l a ti o n  gra p h b e tw e e n  f l u o re sce n ce -E L I S A  a n d  co n v e n ti o n a l  E L I S A . 
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3 .7   Ap p l i c a t i o n  o f  F ITC-HAB P f o r  HA D e t e r m i n a t i o n  i n  Ca n c e r  S e r u m  

S e ru m f ro m n o rma l  su b j e cts (n  =  57 ) w e re  me a su re d  the  H A  co n ce n tra ti o n  b y  thi s 

d e v e l o p e d  me tho d . The  n o rma l  ra n ge  o f  H A  co n ce n tra ti o n  w a s b e tw e e n  2.14 to  238 .0 2 n g/ ml . 

(me a n  ± S D  =  34.7 9  ± 49 .40  n g/ ml ).  D a ta  w a s sho w n  i n  ta b l e  5. 

I n  ca n ce r p a ti e n tG s se ru m,  the  me a n  ± S D  o f  H A  co n ce n tra ti o n  w e re  18 8 .9 9  ± 135.8 0  

n g/ ml  a n d  366.0 9  ± 512.33 n g/ ml  i n  ce rv i ca l  ca n ce r a n d  o the r ca n ce r p a ti e n tG s se ru m,  

re sp e cti v e l y .  I n  C E A  p o si ti v e  p a ti e n tG s se ru m,  ra n g o f  H A  co n ce n tra ti o n  w a s 418 .9 0  ± 30 0 .8 7  

n g/ ml . 

W he n  u si n g f l u o re sce n ce -E L I S A  me tho d  to  d e te ct H A  i n  hu ma n  se ru m,  n o rma l  su b j e cts 

se ru m w e re  l o w e r i n  H A  co n ce n tra ti o n  tha n  ce rv i ca l  ca n ce r,  C E A  p o si ti v e  a n d  o the r ca n ce r w i th 

sta ti sti ca l  si gn i f i ca n tl y  (p < 0 . 0 1 ) ,  sho w n  i n  F i gu re  36 a n d  37 . 

 

Ta b l e  5 . The  se ru m hy a l u ro n a n  co n ce n tra ti o n  i n  n o rma l  su b j e cts a n d  ca n ce r p a ti e n ts. 

  

 

S u b j e cts N u mb e rs H y a l u ro n a n  (n g/ ml ) 

me a n  ± S D  

N o rma l  57  34.7 9  ± 49 .40  

C a n ce r 

C e rv i ca l  ca n ce r 

C E A  

47  

61 

41 

366.0 9  ± 512.33* 

18 1.9 9  ± 135.8 0 * 

418 .9 0   ± 30 0 .8 7 * 

To ta l  ca n ce r 149  30 5.25 ± 352.9 0 * 

* S i gn i f i ca n t a t p  <  0 .0 1 
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Figure 36. T h e  se r u m  h y a l u r o n a n  c o n c e n t r a t i o n  i n  n o r m a l  su b j e c t s a n d  c a n c e r  p a t i e n t s.  

C o m p a r i so n  o f  t h e  v a l u e  o b t a i n e d  f r o m  n o r m a l  su b j e c t s ( n  =  5 7 )  a n d  c a n c e r  

p a t i e n t s ( n  =  1 4 9 ) .  D a t a  b o x e s a r e  p r e se n t e d  t h e  m e d i a n  a n d  i n t e r p e r c e n t i l e  r a n g , 

b e t w e e n  2 5
th

 a n d  7 5
th

 p e r c e n t i l e  w i t h  e r r o r  b a r .   S t a t i st i c a l l y  si g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  ( p < 0 . 0 1  sh o w n  w i t h  st a r  sy m b o l  *)  r e l a t i v e  t o  t h e  m e d i a n  o f  t h e  

n o r m a l  su b j e c t s.  

* 

N o r m a l   T o t a l  c a n c e r    
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Figure 37 . T h e  se r u m  h y a l u r o n a n  c o n c e n t r a t i o n  i n  n o r m a l  su b j e c t s, c e r v i c a l  c a n c e r , C E A  

p o si t i v e  a n d  o t h e r  c a n c e r  p a t i e n t s.   C o m p a r i so n  o f  t h e  v a l u e  o b t a i n e d  f r o m  

n o r m a l  su b j e c t s ( n  =  5 7 )  a n d  se p a r a t e  c a n c e r  p a t i e n t s ( c a n c e r  n  =  4 7 , c e r v i x  n  

= 6 1 , C E A  p o si t i v e  n  =  4 1 ) .   D a t a  b o x e s a r e  p r e se n t e d  t h e  m e d i a n  a n d  

i n t e r p e r c e n t i l e  r a n g , b e t w e e n  2 5
th

 a n d  7 5
th

 p e r c e n t i l e  w i t h  e r r o r  b a r .  S t a t i st i c a l l y  

si g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  ( p< 0 . 0 1  sh o w n  w i t h  st a r  sy m b o l  *)  r e l a t i v e  t o  t h e  m e d i a n  

o f  t h e  n o r m a l  su b j e c t s.  

 

* 

N o r m a l  C e r v i x   O t h e r  c a n c e r  C E A    
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