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บทคดัย่อ 

        โปรตีน FLT3 สามารถกระตุน้การเพิ่มจ านวนเซลลต์วัอ่อนของมะเร็งเมด็เลือดขาว  ท าใหมี้ความ
พยายามน ามาใช้เป็นตัวช้ีวดัทางชีวภาพส าหรับประเมินการด าเนินของโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว
เฉียบพลันชนิดมยัอีลอยด์ (AML) จึงได้ท าการศึกษาและพฒันาการตรวจหาปริมาณระดับโปรตีน 
FLT3 บนผิวเซลลม์ะเร็งเม็ดเลือดขาวดว้ยวธีิโฟลไซโตเมทรี โดยวตัถุประสงคข์องการศึกษาน้ีเพื่อหา
สภาวะท่ีเหมาะสม และตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีโฟลไซโตเมทรี เพื่อการตรวจวดัระดบัโปรตีน 
FLT3 ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวโดยใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเล้ียงชนิด EoL1 เป็นเซลล์
ตน้แบบ  ปัจจยัท่ีไดท้  าการประเมินเพื่อหาสภาวะท่ีเหมาะสมก่อนการวิเคราะห์คือความเขม้ขน้ของ
แอนติบอดี ความเขม้ขน้ของเซลล ์และเวลาในการท าปฏิกิริยาเพื่อการเตรียมตวัอยา่งดว้ยวธีิโฟลไซโต
เมทรี การลดความเข้มข้นของแอนติบอดี ความเข้มข้นของเซลล์ และเวลาท่ีใช้ท าปฏิกิริยาท าให้
สามารถประหยดัค่าใช้จ่ายในการวิเคราะห์ ลดจ านวนตัวอย่างท่ีใช้ และเกิดความรวดเร็วในการ
วเิคราะห์ โดยสภาวะในการเตรียมตวัอยา่งเซลล์ท่ีเหมาะสม ใชเ้ซลล์ 5x105 เซลล์ ต่อ 100 ไมโครลิตร 
ท าปฏิกิริยากบัแอนติบอดีต่อ FLT3 ท่ีความเขม้ขน้ 1 ไมโครกรัม ต่อ 100 ไมโครลิตร และบ่มไวเ้ป็น
ระยะเวลา 45 นาที  จากนั้นตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีโฟลไซโตเมทรีท่ีพฒันาข้ึนในหัวขอ้ช่วง
และความสัมพนัธ์เชิงเส้น ตลอดจนความแม่นย  า ความถูกต้อง ความเข้มข้นท่ีต ่าท่ีสุดท่ีสามารถ
วิเคราะห์หาปริมาณไดอ้ย่างถูกตอ้งและแม่นย  า (LLOQ) และความคงตวัภายหลงัการเตรียมตวัอย่าง  
จากการสร้างกราฟมาตรฐานของเซลล์ท่ีหกความเขม้ขน้ และช่วงการควบคุมคุณภาพ (QC levels) ท่ี
สามระดับความเข้มข้นได้แก่ 25% 50% และ 75% ของเซลล์ท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน FLT3 
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(EoL1) พบว่าได้กราฟท่ีเป็นเส้นตรง (r2 > 0.995) ในการตรวจสอบความแม่นย  าแสดงจากการหา
เปอร์เซ็นตส์ัมประสิทธิของความแปรผนั (%CV)  พบวา่มีค่านอ้ยกวา่ 20% ในการวเิคราะห์ภายในวนั
เดียวกัน และระหว่างวนั การตรวจสอบความถูกต้องหาได้จากค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับของการ
วเิคราะห์ (%recovery) ภายในวนัเดียวกนั และระหวา่งวนัของเซลล์ EoL1 ท่ีช่วงความเขม้ขน้ของการ
ควบคุมคุณภาพ มีค่าระหวา่ง 90-110% นอกจากน้ียงัพบวา่เปอร์เซ็นตค์่าคลาดเคล่ือนสัมพทัธ์ (%RE) 
มีค่านอ้ยกวา่ 15% ในทุกตวัอยา่ง  เม่ือตรวจสอบ LLOQ พบวา่มีค่าเท่ากบัความเขม้ขน้ 10% ของเซลล ์
EoL1 โดยมีค่าความแม่นย  า และค่าความถูกตอ้งของวิธีวิเคราะห์อยู่ภายในเกณฑ์การยอมรับ  จาก
การศึกษาความคงสภาพของเซลล์หลงัการยอ้มด้วยแอนติบอดี พบว่า %CV ของเซลล์ EoL1 ท่ีช่วง
ความเขม้ขน้ของการควบคุมคุณภาพในวนัท่ี 0, 1, 2, 7 และ14 ภายใตอุ้ณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส มีค่า
ไม่เกิน 10% ฉะนั้นตวัอยา่งท่ีแช่เยน็หลงัจากการยอ้มดว้ยแอนติบอดีสามารถน ามาวิเคราะห์ไดภ้ายใน
สองสัปดาห์  หลงัจากการตรวจสอบความถูกตอ้งของวิธีโฟลโซโตเมทรีท่ีได้พฒันาข้ึนเพื่อการวดั
โปรตีน FLT3 ไดผ้า่นตามเกณฑ์ซ่ึงเป็นท่ียอมรับจากแนวทางการศึกษาจากบทความทางวิทยาศาสตร์  
วิธีโฟลไซโตเมทรีท่ีพฒันาข้ึนถูกน าไปใชใ้นการวิเคราะห์หาระดบัโปรตีน FLT3 ในเซลล์มะเร็งเม็ด
เลือดขาวท่ีได้จากไขกระดูกของผูป่้วย  พบว่าระดบัการแสดงออกของ FLT3 ในตวัอย่างไขกระดูก
แสดงผลในทิศทางเดียวกนัเม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิ Western blotting และ RT-PCR  โดยสรุปวิธีโฟลไซ
โตเมทรีในการศึกษาน้ีแสดงถึงเทคนิคการวิเคราะห์ท่ีมีประสิทธิภาพ น่าเช่ือถือ รวดเร็วและประหยดั
ส าหรับการตรวจวดัหาระดบัการแสดงออกของโปรตีน FLT3  วิธีการน้ีสามารถน าไปใชเ้ป็นรูปแบบ
เพื่อการน าไปประยุกต์ใช้ในการวิเคราะห์และพฒันาส าหรับการศึกษาตวัช้ีวดัทางชีวภาพท่ีสนใจ
ต่อไปโดยวธีิโฟลไซโตเมทรี 

 



 

vi 
 

Thesis Title Flow Cytometric Method for Detecting the Expression of 

FLT3 Protein Levels on Leukemic Cell Surface 

Author  Miss Wasimon Jutapakdee 

Degree  Master of Science (Pharmaceutical Sciences) 

Advisory Committee Asst. Prof. Dr. Chadarat Ampasavate  Advisor 

Asst. Prof. Dr. Songyot Anuchapreeda Co-advisor 

 

ABSTRACT 

FLT3 protein can promote cell proliferation in leukemic blast cells.  Attempts to 

use FLT3 as a biomarker for prognosis evaluation of acute myeloid leukemia (AML), 

the quantification of FLT3 protein levels on leukemic cell surface by flow cytometry 

was studied and developed.  The aim of the study is to optimize and validate the flow 

cytometric method for FLT3 protein level detection in leukemic cells by using EoL1 as 

a leukemic cell line model.  Antibody concentration, cell concentration, and incubation 

time were variables examined for appropriate sample treatment conditions.  A decrease 

in antibody concentration, cell concentration and incubation time related to economical 

analytical cost by means of reduced cell samples and rapid analysis.  Optimal conditions 

for cell sample treatment consisted of 5x105 cells/100 µl reacted with 1 µg/100 µl of 

FLT3 antibody and incubated for 45 min.  Then the developed flow cytometric method 

was validated for linearity and range, precision, accuracy, lower limit of quantification 

(LLOQ), and stability after sample treatment.  The calibration curve with six cell 

concentrations and three quality control (QC) levels at 25%, 50%, and 75% of positive 

cell control (EoL1) was performed.  The calibration curve demonstrated good linearity 

(r2 > 0.995) of the assay.  The percentage coefficient of variation (%CV) was examined 

for precision and was less than 20% in both intra-day and inter-day precision 

evaluation.  For accuracy assay, the percentage recoveries of intra-day and inter-day QC 

levels were between 90-110%.  In addition, the percentage relative error (%RE) was 
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also reported, and expressed less than 15% in all cases.  LLOQ was found to be 10% of 

positive cell concentration with acceptable precision and accuracy.  After antibody 

labeling, the stability of this system was presented by variation monitoring %CV of QC 

samples on day 0, 1, 2, 7, and 14 under a temperature of 2-8°C in the assay matrix.  The 

%CVs were less than 10% in all cases.  Therefore, the refrigerated samples could be 

analyzed within two weeks.  Validation of the developed flow cytometric method for 

FLT3 protein determination was accomplished with acceptable criteria according to 

guidance documents from scientific literature.  The developed flow cytometric method 

was applied for FLT3 protein level determination on leukemic cells obtained from 

patients’ bone marrow samples.  The levels of FLT3 expression on bone marrow 

samples demonstrated the same tendency by comparing to Western blotting and RT-

PCR.  In summary, the flow cytometric method in this study demonstrated the effective, 

reliable, rapid, and economical analytical technique for FLT3 protein level detection.  

Application of this method will provide a model for analytical method development for 

biomarker determination by flow cytometry.  

 


