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บทคดัย่อภาษาไทย 
 

เซลล์เม็ดเลือดขาวเป็นเซลล์ที0มีความสําคญัในการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนั  การทาํหนา้ที0
ของเซลล์ให้สมบูรณ์นั�น เกิดจากการทาํงานร่วมกนัของโปรตีนหลายชนิดบนผิวของเซลล์เหล่านี�
เรียกวา่โมเลกุลบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาว เพื0อใชสื้0อสารระหวา่งเซลลแ์ละเอื�อใหเ้ซลลเ์หล่านี�จดัการสิ0ง
แปลกปลอมที0ผา่นเขา้มาในร่างกายไดอ้ย่างเป็นระบบ บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวมีการแสดงออกของ
โมเลกุลหลายชนิด บางชนิดถูกคน้พบและทราบหน้าที0แน่ชดั หลายโมเลกุลถูกคน้พบแต่ไม่ทราบ
คุณสมบติัและหน้าที0ที0แทจ้ริง และยงัคงมีการศึกษาอยู่อย่างต่อเนื0อง จากการใช้เทคนิคไฮบริโดรมา
กลุ่มผูว้ิจยัสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโมลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวไดห้ลายโคลน 
โดยโคลนที0ผูว้ิจยัสนใจคือ CARA ซึ0 งจากการศึกษาเบื�องตน้พบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA 
สามารถจบักบัโมเลกุลที0 มีการแสดงออกบนเซลล์ลิมโฟไซต์ชนิดทีบางเซลล์เท่านั�น โดยพบการ
แสดงออกของโมเลกุลนี�บนกลุ่มของ CD4+ ลิมโฟไซต ์มากกวา่บน CD8+ ลิมโฟไซต ์และไม่ไดจ้ดัอยู่
ในกลุ่มของ CD25+ ลิมโฟไซต์ชนิดควบคุม จึงสันนิษฐานวา่โมเลกุลนี� สามารถใชแ้บ่งกลุ่มใหม่ของ
ลิมโฟไซตช์นิดที ที0มีความสําคญัในการทาํงานของเซลล์ชนิดนี�  ในการทดลองนี�พบวา่มี Molt4 20% 
ที0มีการแสดงออกของโมเลกุล CARA หลงัการคดัเลือกเซลล์โดย magnetic cell sorting สามารถได ้
เซลล์ที0มี CARA โมเลกุลบนผิวเซลล์คิดเป็น 91% จากการศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีโดยใช้เซลล ์
CARA+ Molt4 พบวา่โมเลกุล CARA เป็นโปรตีนที0มีขนาดประมาณ WX kDa จากการศึกษาหนา้ที0ของ
โมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA พบวา่สามารถยบัย ั�งการกระตุน้การแบ่งตวัของ  T cells ผา่น CD3-
mediated T cell stimulation แบบ dose dependent แต่ไม่มีผลเหนี0ยวนําให้เซลล์ Molt4 เกิดการตาย
แบบ apoptosis เนื0องจากการศึกษานี� ไม่ประสบความสําเร็จในการโคลนยีนที0ก ําหนดการสร้าง
โมเลกุล CARA เพื0อยนืยนัวา่โมเลกุลนี� คืออะไร ดงันั�นจะตอ้งมีการศึกษาต่อไป 
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ 
 

Leukocytes are known as the cells which play a major role in the immune system.  To fulfil 
their functions, nature design there surface to express abundant of molecules that the cells can use 
for cell-cell communication, and finally fight against pathogens. Some of these molecules have 
been identified and characterized. Nevertheless, many of them still wait for discovering. Using 
hybridoma technique, several monoclonal antibodies (mAbs) to leukocytes surface molecules were 
generated.  

One among those, mAb named CARA was of interest. Cell surface staining and flow 
cytometry analysis showed that CARA recognizing molecule expresses only on surface of some T 
lymphocytes. Expression of this molecule on surface of CD4+ T lymphocytes is higher than those 
on surface of CD8+ T lymphocyte, which could classified to neither CD4+ nor CD8+  T cell 
subpopulation. Additionally, this molecule was not characterized as a CD25+ regulatory T 
lymphocytes. Therefore we assume that the CARA may classify a new unknown T cell 
subpopulation and may play a vital role in T cell responses.  

This study we found that 20% of Molt4  population expressed CARA molecule. Cellular 
population of Molt4 expressing CARA molecule was enriched by magnetic cell sorting system. By 
this system 91% of Molt4 expressing CARA molecule was obtained and called CARA+ Molt4. 
Biochemical study indicated that the CARA molecule is a 75 kDa protein. Functional study 
revealed that mAb CARA suppressed CD3-mediated T cell response in a dose dependent but had 
no effect on induction of cell apoptosis. Since gene cloning of this molecule did not succeed in this 
study, further identification of the molecule and functional role of this molecule in adaptive 
immune response are needed. 
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บทที�   
บทนํา 

 
1.1  ความสําคัญและที�มาของปัญหาการวิจัย 

 
ระบบภูมิคุ้มกันเป็นระบบที0 มีความสําคัญระบบหนึ0 งของร่างกายในการป้องกันและกําจัดสิ0 ง

แปลกปลอม เซลล์มะเร็ง หรือเชื�อโรคเพื0อไม่ให้ทาํอนัตรายต่อร่างกาย การทาํงานในระบบภูมิคุม้กนัเกิดจาก
การทาํงานร่วมกนัของเซลล์หลายชนิด เซลล์ที0ทาํหนา้ที0หลกัในระบบภูมิคุม้กนัคือเซลลเ์มด็เลือดขาว กลไกที0
เอื�อให้เซลล์เหล่านี�สามารถจดัการสิ0งแปลกปลอมที0ผา่นเขา้มาในร่างกายไดอ้ยา่งเป็นระบบนั�นคือการสื0อสาร
และส่งสัญญาณอยา่งมีประสิทธิภาพระหวา่ง (Huston u��W, Abbas and Lichtman ����, Janeway C., Travers 
J. et al. ���u, Parkin and Cohen ���u, Abbas, Lichtman et al. ��uu) ธรรมชาติจึงไดก้าํหนดให้บนผิวเซลล์
เม็ดเลือดขาวมีการแสดงออกของโมเลกุลชนิดต่างๆ มากมาย โดยเรียกโมเลกุลเหล่านี� วา่โมเลกุลบนผิวเซลล์
เมด็เลือดขาว (Barclay, Brown et al. u��W) เพื0อที0เซลล์จะไดใ้ชโ้มเลกุลเหล่านี� เป็นเครื0องมือในการสื0อสารและ
รับส่งสัญญาณระหวา่งเซลล์ กลไกที0เกี0ยวขอ้งกบักระบวนการสื0อสารระหวา่งเซลล์โดยโปรตีนบนผิวเซลล์
เม็ดเลือดขาวสามารถแบ่งออกได้เป็น � กลไกหลกัคือ cell-cell interaction และ ligand-receptor interaction 
โดยพบว่าโมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวจาํนวนหนึ0 งจะทาํหน้าที0เป็น Adhesion molecules และโมเลกุล
จาํนวนหนึ0งทาํหน้าที0เป็น receptors สําหรับ cytokine หรือ chemokine การเขา้จบักนัระหวา่ง ligand-receptor 
บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว จะก่อให้เกิดการส่งสัญญาณเขา้สู่เซลล์  จากนั�นจะส่งผลให้มีการกระตุน้ให้เกิด
กระบวนการ differentiation, maturation, proliferation, migration ตลอดจนการตายของเซลล์แบบ apoptosis 
และสุดทา้ยจะก่อให้เกิดการตอบสนองแบบต่างๆในระบบภูมิคุม้กัน (Barclay, Brown et al. 1997, Huston 
1997, Abbas and Lichtman 2000, Janeway C., Travers J. et al. 2001, Parkin and Cohen 2001, Smith 2008, 
Abbas, Lichtman et al. 2011) ดงันั�นการที0เราทราบถึงคุณสมบติัและบทบาทหน้าที0ของโมเลกุลบนผิวเซลล์
เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ จึงมีความสําคญัอยา่งมากต่อการอธิบายกลไกควบคุมการทาํงานของเซลล์ในระบบ
ภูมิคุม้กนั จากอดีตสู่ปัจจุบนัมีโมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวจาํนวนมากไดถู้กคน้พบขึ�น และถูกจดัเขา้สู่
ระบบ Cluster of differentiation (CD) antigen (Zola and Swart 2005) การตั�งชื0อโดยระบบ CD นี� เกิดขึ�นจาก
การดาํเนินการของ The Human Leukocyte Differentiation Antigen (HLDA) workshops ซึ0 งจดัทาํขึ�นโดยนัก
ภูมิคุ้มกันวิทยาทั0วโลก โดยการที0จะตั� งชื0อโมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวให้อยู่ในระบบ cluster of 
differentiation (CD) นั� นจะมีการส่งแอนติบอดีที0ผลิตขึ� นจากห้องปฏิบัติการต่างๆทั0วโลกมาที0  HLDA 
workshop committee จากนั�นแอนติบอดีทั�งหลายนี�จะไดมี้การวเิคราะห์ศึกษา  โดยขั�นตอนการศึกษาของ The 
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international HLDA workshop นั�นจะศึกษาดูการแสดงออกของโมเลกุลในเซลล์ชนิดต่างๆ (cellular reaction 
patterns) นํ�าหนกัโมเลกุล และหนา้ที0ของโมเลกุลที0จาํเพาะต่อ mAb ชนิดนั�นๆ โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิด
ใดที0มีความจาํเพาะเช่นเดียวกนัจะถูกจดัให้อยูใ่นกลุ่มเดียวกนัและให้ชื0อเป็น CD number  โดยชื0อ CD number 
นี� เป็นตวับ่งบอกโมเลกุลที0จาํเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดีที0นําไปจดักลุ่ม จากการประชุม HLDA 
workshop ครั� งที0 9 ที0เมือง Bacelona ประเทศสเปน เมื0อเดือนมีนาคมปี พ.ศ. 2553 พบวา่มีโมเลกุลบนผิวเซลล์
เม็ดเลือดขาวทั�งหมด 350 ชนิดที0ถูกจดัอยู่ในระบบ CD คือ CD1-CD363 (HLDA_Workshop 2013)  โมเลกุล
บางชนิดที0ไดถู้กคน้พบและทราบหนา้ที0ที0แน่ชดัแลว้ อีกหลายโมเลกุลถูกคน้พบแลว้แต่ยงัไม่ทราบคุณสมบติั
และหนา้ที0ที0แทจ้ริง โดยยงัคงมีการศึกษากนัอยูอ่ยา่งต่อเนื0อง อยา่งไรก็ตามนกัวิทยาศาสตร์เชื0อวา่ยงัมีโมเลกุล
บนผิวเซลล์ที0มีบทบาทสําคญัต่อการทาํงานของเซลล์อีกเป็นจาํนวนมากที0ยงัไม่ถูกคน้พบ  การศึกษาวิจยัเพื0อ
คน้หาโมเลกุลบนผวิเซลลช์นิดใหม่ รวมถึงการศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีและหนา้ที0ของโมเลกุลบนเม็ดเลือด
ขาวชนิดต่างๆ ทาํให้เราเขา้ใจบทบาทหน้าที0ของโมเลกุลดงักล่าวต่อการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนั โดยจะมี
ผลเชื0อมโยงทาํให้เราเขา้ใจการกระบวนการทาํงานต่างๆ ในระบบภูมิคุม้กนัไดดี้ยิ0งขึ�น โดยองค์ความรู้ที0ได้
นั�นสามารถนาํมาประยุกตใ์ชใ้นการป้องกนัและวินิจฉยัการดาํเนินไปของโรคต่างๆ และยงัรวมไปถึงการหา
วธีิรักษาโรค ต่อไปในอนาคตได ้

ในการศึกษาคุณสมบติั หรือหนา้ที0ของโมเลกุลใดๆ บนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาวโดยทั0วไปนั�น ส่วนใหญ่
สามารถทาํไดโ้ดยการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีจาํเพาะ และนาํเอาโมโนโคลนอล แอนติบอดีที0จาํเพาะ
ต่อโมเลกุลชนิดนั�นๆ มาใชเ้ป็นเครื0องมือในการศึกษา ซึ0 งโมโนโคลนอล แอนติบอดีดงักล่าว สามารถผลิตขึ�น
ได้ในห้องปฏิบัติการโดยวิธี Hybridroma technique ซึ0 งได้ถูกพัฒนามาใช้โดย Kohler และ Milstein ในปี 
1975 (Kohler and Milstein 1975, Abbas and Lichtman 2000, Janeway C., Travers J. et al. 2001) โม โน
โคลนอล แอนติบอดีที0ผลิตได้นั�นสามารถนาํมาใช้ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลนั�นๆ บนผิวเซลล์ชนิด
ต่างๆ (cellular distribution) การศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีของโมเลกุลที0จาํเพาะต่อโมโนโคนอล แอนติบอดี
ชนิดนั� น เช่น การศึกษาหาขนาดของโมเลกุล (molecular weight) การศึกษาหาปริมาณของนํ� าตาลที0เป็น
องค์ประกอบในโมเลกุล (glycosylation) หรือ อาจใช้ตรวจสอบการจบักบัโมเลกุลอื0นๆบนผิวเซลล์เดียวกนั 
(protein interaction) เป็นตน้ นอกจากนี� เรายงัสามารถนาํแอนติบอดีที0ไดม้าทาํการศึกษาหน้าที0ของโมเลกุลที0
จาํเพาะ โดยการนาํโมโนโคลนอล แอนติบอดีที0ผลิตไดเ้ขา้มาจบัและสังเกตการตอบสนองต่างๆ ของเซลล์ที0
เกิดขึ�น เช่น การเหนี0ยวนาํให้เกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis หรือ การกระตุน้หรือยบัย ั�งการแบ่งตวัของ
เซลล์ (cell proliferation) เป็นตน้ และทา้ยที0สุดเรายงัสามารถนาํโมโนโคลนอล แอนติบอดีที0เราผลิตไดน้ั�นมา
โคลนยนี และหาลาํดบัของ nucleotide เพื0อที0จะบอกไดว้า่โมเลกุลที0จาํเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดีชนิด
นั�นๆ คือโมเลกุลใดได ้ 
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จากความสําคญัในการศึกษาคุณสมบติัและหนา้ที0ของโมเลกุลบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาวดงัไดก้ล่าวมา
ข้างต้นนี� แล้ว ทาํให้ผูว้ิจยัจาํนวนมากทั0วโลกมีความตั� งใจเป็นอย่างยิ0งที0จะศึกษาบทบาทและหน้าที0ของ
โมเลกุลชนิดใหม่อย่างลึกซึ� งเพื0อให้เกิดองค์ความรู้และอาจจะเป็นประโยชน์ในการนาํมาใช้งานได้จริงใน
อนาคตขา้งหน้าได ้ในช่วงระยะเวลาสิบกว่าปีที0ผ่าน ในการวิจยัร่วมกบั ศาสตราจารย ์ดร. วชัระ กสิณฤกษ ์
คณะเทคนิคการแพทย ์มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ คณะผูว้ิจยัได้ทาํการผลิต polyclonal antibodies (pAbs) และ 
monoclonal antibodies (mAbs) ที0จาํเพาะต่อโปรตีนบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวขึ�นมาเป็นจาํนวนมาก และไดน้าํ
แอนติบอดีดงักล่าวมาใช้ในการศึกษาคุณสมบติัและหน้าที0ของโมกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวทั�งชนิดที0ถูก
คน้พบแลว้และที0ยงัไม่มีการคน้พบ  

  โดยในการศึกษาครั� งนี�  ผูว้ิจยัสนใจโมโนโคลนอลที�ผลิตขึ�นมาใหม่ชื�อ CARA จาก ผลการศึกษาใน
เบื�องตน้พบว่าโมเลกุลที�จาํเพาะต่อแอนติบอดี CARA (ต่อไปเรียกโมเลกุล CARA) มีการแสดงออกบนเซลล์
เมด็เลือดขาวชนิด T lymphocytes โดยพบว่ามีการแสดงออกบน CD4+ T lymphocyte มากกว่าบน CD8+ T 
lymphocyte และพบว่าเซลลที์�มีการแสดงออกของโมเลกุล CARA ไม่จดัอยูใ่นกลุ่มของ CD25+ regulatory T 
cell ดงันั�นโมเลกุลที�จาํเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA นี�อาจจะเป็นตวับ่งชี�  ที�สาํคญัตวัหนึ�งที�อาจจะ
สามารถจดั subpopulation ใหม่ในกลุ่มของ T lymphocytes ที�ยงัไม่มีใครคน้พบ และอาจมีบทบาทที�สําคญัต่อ
การทาํงานของ T lymphocytes ผูวิ้จยัจึงมีความประสงคที์�จะนาํเอาแอนติบอดี CARA มาใชเ้ป็นเครื�องมือศึกษา
และจะทาํการโคลนยนีของโมเลกุลนี�  เพื�อพิสูจน์ว่าเป็นโมเลกุลชนิดใดโดยใช ้ T cell line ชื�อ Molt4 ซึ� งพบว่า
เป็น cell line ชนิดเดียวที�พบการแสดงออกของโมเลกุลนี�  รวมทั�งศึกษาบทบาทหนา้ที�ของโมเลกุลชนิดนี� ต่อการ
ทาํงานของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั โดยขอ้มูลหรือองคค์วามรู้ที�ไดจ้ะเป็นประโยชน์อยา่งยิ�งที�จะทาํให้
นกัวิทยาศาสตร์เขา้ใจการทาํงานของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัมากยิ�งขึ�น  

 
1.2  การทบทวนวรรรกรรม (Literature reviews) 

ระบบภูมิคุม้กนั เป็นระบบที0มีความสาํคญัระบบหนึ0งของร่างกายในการป้องกนัและกาํจดัสิ0ง
แปลกปลอม เซลลม์ะเร็ง หรือเชื�อโรคเพื0อไม่ใหท้าํอนัตรายต่อร่างกาย  การทาํงานในระบบภูมิคุม้กนัเกิดจาก
การทาํงานร่วมกนัของเซลลห์ลายชนิด เซลลที์0ทาํหนา้ที0หลกัในระบบภูมิคุม้กนั ก็คือเซลลเ์มด็เลือดขาว โดย
กลไกที0เอื�อใหเ้ซลลเ์หล่านี�สามารถจดัการสิ0งแปลกปลอมที0ผา่นเขา้มาในร่างกายไดอ้ยา่งเป็นระบบนั�น คือ
กระบวนการสื0อสารและส่งสัญญาณอยา่งมีประสิทธิภาพระหวา่ง ธรรมชาติจึงกาํหนดใหบ้นผวิเซลลเ์มด็เลือด
ขาวมีการแสดงออกของโมเลกุลชนิดต่างๆ มากมาย โดยเรียกโมเลกุลเหล่านี�วา่โมเลกุลบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาว 
(Barclay, Brown et al. u��W)  กลไกที0เกี0ยวขอ้งกบักระบวนการสื0อสารระหวา่งเซลลโ์ดยโปรตีนบนผิวเซลลเ์ม็ด
เลือดขาวสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2  กลไกหลกั คือ cell-cell interaction  และ ligand-receptor interaction  โดย
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พบวา่โมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวจาํนวนหนึ0งจะทาํหนา้ที0เป็น Adhesion molecules และโมเลกุลจาํนวน
หนึ0งทาํหนา้ที0เป็น receptors สําหรับ cytokine หรือ chemokine การเขา้จบักนัระหวา่ง ligand-receptor บนผวิ
เซลลเ์มด็เลือดขาว จากนั�นจะก่อให้เกิดการส่งสัญญาณเขา้สู่เซลล ์ และส่งผลใหมี้การกระตุน้ให้เกิด
กระบวนการ differentiation, maturation, proliferation, migration ตลอดจนกระตุน้การตายของเซลลแ์บบ 
apoptosis และสุดทา้ยจะก่อให้เกิดการตอบสนองแบบต่างๆ ในระบบภูมิคุม้กนั(Barclay, Brown et al. u��W, 
Huston u��W, Abbas and Lichtman ����, Janeway C., Travers J. et al. ���u, Parkin and Cohen ���u, Smith 
���|, Abbas, Lichtman et al. ��uu) ดงันั�นการที0เราทราบถึงคุณสมบติัและบทบาทหนา้ที0ของโมเลกุลบนผิว
เซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดต่างๆ จึงมีความสาํคญัอยา่งมากต่อการอธิบายกลไกควบคุมการทาํงานของเซลลใ์น
ระบบภูมิคุม้กนั  

ปัจจุบนัมีโมเลกุลบนผวิเซลลม์ากกวา่ 339 ชนิดไดถู้กคน้พบและจดัให้อยูใ่นระบบ ของ Cluster of 
differentiation (CD) จากการประชุม Human Leukocyte Differentiation Antigen (HLDA) ครั� งที0 | ที0เมือง 
Adeliade ประเทศออสเตรียเลีย (Zola and Swart 2005, Zola, Swart et al. 2005) โดยโมเลกุลบางชนิดที0ถูก
คน้พบทราบหนา้ที0ที0แน่ชดัแลว้ และมีอีกหลายโมเลกุลถูกที0ถึงแมจ้ะถูกคน้พบแลว้ แต่ยงัไม่ทราบคุณสมบติั
และหนา้ที0ที0แทจ้ริง โดยยงัคงมีการศึกษากนัอยูอ่ยา่งต่อเนื0อง อยา่งไรก็ตามนกัวทิยาศาสตร์เชื0อวา่ยงัมีโมเลกลุ
บนผวิเซลลที์0มีบทบาทสาํคญัต่อการทาํงานของเซลลอี์กเป็นจาํนวนมากที0ยงัไม่ถูกคน้พบ การศึกษาวิจยัเพื0อ
คน้หาโมเลกุลบนผวิเซลลช์นิดใหม่ การศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีและหนา้ที0ของโมเลกุลบนเม็ดเลือดขาวชนิด
ต่างๆ  จะสามารถทาํให้เราเขา้ใจบทบาทหนา้ที0ของโมเลกุลดงักล่าวต่อการทาํงานของระบบภูมิคุม้กนัไดดี้
ยิ0งขึ�น โดยองคค์วามรู้ที0ไดน้ั�นอาจสามารถนาํมาประยคุใชใ้นการป้องกนั วนิิจฉยัและรักษาโรค ต่อไปใน
อนาคตได ้

ในการศึกษาคุณสมบติั หรือหนา้ที0ของโมเลกุลใดๆ บนผิวเซลลเ์มด็เลือดขาวโดยทั0วไปนั�น สามารถทาํ
ไดโ้ดยการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีจาํเพาะ และนาํเอาโมโนโคลนอล แอนติบอดีที0จาํเพาะต่อโมเลกุล
ชนิดนั�นๆ มาใชเ้ป็นเครื0องมือในการศึกษา ซึ0 งโมโนโคลนอล แอนติบอดีดงักล่าว สามารถผลิตขึ�นไดใ้น
หอ้งปฏิบติัการโดยวธีิ Hybridroma technique ซึ0 งไดถู้กพฒันามาใชโ้ดย Kohler และ Milstein ในปี 1975 
(Kohler and Milstein u�WX, Abbas and Lichtman ����, Janeway C., Travers J. et al. ���u) โมโนโคลนอล 
แอนติบอดีที0ผลิตไดน้ั�นสามารถนาํมาใชศึ้กษาการแสดงออกของโมเลกุลนั�นๆ บนผิวเซลลช์นิดต่างๆ (cellular 
distribution) การศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีของโมเลกุลที0จาํเพาะต่อโมโนโคนอล แอนติบอดีชนิดนั�น เช่น 
การศึกษาหาขนาดของโมเลกุล (molecular weight) การศึกษาหาปริมาณของนํ� าตาลที0เป็นองคป์ระกอบใน
โมเลกุล (glycosylation) หรือ อาจใชต้รวจสอบการจบักบัโมเลกุลอื0นๆบนผวิเซลลเ์ดียวกนั (protein interaction) 
เป็นตน้ นอกจากนี� เรายงัสามารถนาํแอนติบอดีที0ไดม้าทาํการศึกษาหนา้ที0ของโมเลกุลที0จาํเพาะ โดยการนาํโม
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โนโคลนอล แอนติบอดีที0ผลิตไดเ้ขา้มาจบัและสังเกตการตอบสนองต่างๆ ของเซลล์ที0เกิดขึ�น เช่น การ
เหนี0ยวนาํให้เกิดการตายของเซลลแ์บบ apoptosis หรือ การกระตุน้หรือยบัย ั�งการแบ่งตวัของเซลล ์ (cell 
proliferation) เป็นตน้ และทา้ยที0สุดเรายงัสามารถนาํโมโนโคลนอล แอนติบอดีที0เราผลิตไดน้ั�นมาโคลนยนี 
และหาลาํดบัของ nucleotide เพื0อที0จะบอกไดว้า่โมเลกุลที0จาํเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดีชนิดนั�นๆ คือ
โมเลกุลใดได ้(Chiampanichayakul, Szekeres et al. 2002) 

เพื0อศึกษาหาหนา้ที0ของโมเลกุลบนผวิเซลลเ์ม็ดเลือดขาว ในช่วงระยะเวลากวา่สิบปีที0ผา่น กลุ่มวิจยั
ของ ศ. ดร. วชัระ กสิณฤกษ ์(ซึ0 งตวัผูว้ิจยัเองก็ไดอ้ยูใ่นกลุ่มวจิยันี� เช่นกนั) ไดท้าํการผลิต polyclonal antibodies 
(pAbs) และ monoclonal antibodies (mAbs) ที0จาํเพาะต่อโปรตีนบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาวขึ�นมาเป็นจาํนวนมาก 
และไดน้าํแอนติบอดีดงักล่าวมาใชใ้นการศึกษาคุณสมบติัและหนา้ที0ของโมเลกุลบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาวทั�ง
ชนิดที0ถูกคน้พบแลว้และที0ยงัไม่มีการคน้พบ (Kasinrerk and Tokrasinwit u���, Kasinrerk, Tokrasinwit et al. 
u���, Kasinrerk, Tokrasinwit et al. ����, Moonsom and Kasinrerk ����, Khunkeawla, Moonsom et al. ���u, 
Moonsom, Khunkeawla et al. ���u, Chiampanichayakul, Szekeres et al. ����, Kasinrerk, Moonsom et al. 
����, Tayapiwatana and Kasinrerk ����, Intasai, Arooncharus et al. ���y, Tayapiwatana, Arooncharus et al. 
���y, Kritratanasak, Chiampanichayakul et al. ����, Chiampanichayakul, Khunkaewla et al. ���z, 
Chiampanichayakul, Peng-in et al. ���z, Intasai, Mai et al. ���z, Thammawong, Kasinrerk et al. ���z, 
Khunkaewla, Schiller et al. ���|) โดยขอยกตวัอยา่งหนึ0งตวัอยา่งจากผลการศึกษาดงักล่าวคือ  คณะผูว้จิยัได้
ผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อโปรตีนบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาวขึ�นมาชนิดหนึ0ง ตั�งชื0อวา่  mAb P-3E10 จาก
การศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที0จาํเพาะต่อ mAb P-3E10 (P-3E10 molecule) พบวา่โมเลกุลชนิดนี�พบได้
ทั0วไปทั�งบนผวิของ hematopoietic และ non-hematopoietic cell lines  ในส่วนของ peripheral blood cells 
สามารถพบ P-3E10 antigen ไดบ้นผิวเซลล ์ lymphocytes, monocytes และ granulocytes แต่ไม่พบบนผวิของ
เซลลเ์มด็เลือดแดง (Chiampanichayakul, Szekeres et al. 2002, Chiampanichayakul, Khunkaewla et al. 2006) 

จากการโคลนยนีโดยวธีิ retroviral cloning system ทาํใหท้ราบวา่ โมเลกุล P-3E10 คือ Na,K-ATPase β3 
subunit จากทาํการศึกษาหนา้ที0ของโมเลกุลชนิดนี�  พบวา่ mAb P-3E10 สามารถไปยบัย ั�งการกระตุน้เมด็เลือด

ขาวชนิด T และ B lymphocytes ไดโ้ดย mAb P-3E10 จะยบัย ั�งการหลั0งสาร cytokines ที0ชื0อ IFN-γ, IL-2, IL-4 
และ IL-10 หลงัจากทาํการกระตุน้ T lymphocytes โดยแอนติบอดีต่อ CD3 ชื0อ mAb OKT3 
(Chiampanichayakul, Szekeres et al. 2002) เมื0อนาํ mAb P-3E10 มาศึกษาคุณสมบติัทางชีวเคมีของโมเลกุล P-
3E10 พบวา่โมเลกุลนี� มีนํ�าหนกัโมเลกุลประมาณ 50-XX kDa ประกอบดว้ยพนัธะ disulfide ภายในโมเลกุล และ
จากการทาํ co-immunoprecipitation พบวา่มีโปรตีนขนาดประมาณ 115 kDa co-precipitated ร่วมกบัโมเลกุล P-

3E10 โมเลกุลดงักล่าวคือ α subunit ของ Na,K-ATPase  (Chiampanichayakul, Khunkaewla et al. 2006) 
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จากนั�น mAb P-3E10 ไดถู้กส่ง ไปยงัคณะกรรมการการประชุม Human Leukocyte Differentiation Antigen 
(HLDA) Workshop ครั� ง 8 จดัขึ�นที0เมือง Adelaide ประเทศ Australia ในเดือนธนัวาคมปี ค.ศ. 200� โดยผลจาก
การประชุมครั� งนี�  ทาํให้ mAb P-3E10 และโมเลกุลที0จาํเพาะถูกตั�งชื0อเป็น CD molecule ชนิดใหม่ชื0อ CD298 
(Zola and Swart ���X, Zola, Swart et al. ���X) ซึ0 งถือไดว้า่เป็น CD โมเลกุลแรกที0ถูกคน้พบโดยกลุ่ม
นกัวจิยัไทย  

ในขอ้เสนอโครงการฉบบันี�  ผูว้จิยัมีวตัถุประสงคที์0จะศึกษาโมเลกุลบนผวิเซลลเ์มด็เลือดขาวโดยใช ้ mAb 
CARA ที0ผลิตไดม้าเป็นเครื0องมือในการศึกษา จากการศึกษาเบื�องตน้โดยการยอ้มผวิเซลลแ์บบ indirect 
immunofluorescent สามารถพบโมเลกุลที0จาํเพาะต่อ mAb CARA พบวา่โมเลกุล CARA มีการแสดงออกบน
เซลลเ์มด็เลือดขาวชนิด T lymphocytes โดยพบบน CD4+ T lymphocyte และ CD8+ T lymphocyte เฉพาะบาง
เซลลเ์ท่านั�น และพบวา่มีการแสดงออกของโมเลกุลชนิดนี�บนกลุ่มของ CD4+ T lymphocyte มากกวา่บน CD8+ 
T lymphocyte นอกจากนี�ยงัพบวา่เซลลที์0มีการแสดงออกของโมเลกุล CARA ไม่ไดจ้ดัอยูใ่นกลุ่มของ CD25+ 
regulatory T cell ดงันั�นโมเลกุลที0จาํเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA อาจจะเป็น marker ที0สาํคญัตวั
หนึ0งที0สามารถจดั subpopulation ใหม่ในกลุ่มของ T lymphocytes ที0ยงัไม่มีใครคน้พบ และอาจมีบทบาทที0
สาํคญัต่อการทาํงานของ T cells ผูว้ิจยัจึงมีความประสงคที์0จะนาํเอา mAb CARA มาทาํการโคลนยนีของ
โมเลกุลที0จาํเพาะต่อ mAb CARA เพื0อพิสูจน์วา่เป็นโมเลกุลชนิดใด รวมทั�งศึกษาบทบาทหนา้ที0ของโมเลกุล
ชนิดนี�ต่อการทาํงานของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนั องคค์วามรู้ที0ไดน้ั�นจะเป็นประโยชน์อยา่งยิ0งที0จะทาํให้
นกัวทิยาศาสตร์เขา้ใจการทาํงานของเซลลใ์นระบบภูมิคุม้กนัมากยิ0งขึ�น  

 
1.3  วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพื0อศึกษาหน้าที0ทางชีวเคมีและ ทางภูมิคุ ้มกันวิทยาของโมเลกุลที0จาํเพาะต่อโมโน
โคลนอล แอนติบอดี CARA 

2. เพื0อทาํการโคลนยีนที0กาํหนดการสร้างโมเลกุลที0จาํเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี 
CARA 

 
1.4  ข้อตกลงเบื"องต้น 

การตีพิมพใ์นวารสารนานาชาติทีมี impact factor อยา่งนอ้ย 1 เรื0อง หรือ การนาํเสนอผลงานวจิยัในที0
ประชุมระดบัชาติหรือระดบันานาชาติ 1 ครั� ง 
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1.5  ขอบเขตของโครงการวิจยั 
งานวจิยัมีขอบเขตเริ0มตน้ดว้ยการผลิตแอนติบอดีใหไ้ดป้ริมาณมากจากนั�นทาํกการโคลนยนีของโมเลกุลที0

จาํเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA โดยวธีิ retroviral expression system โดยเริ0มจากแอนติบอดีที0มีอยู่
ในการติดตามโมเลกุลดงักล่าวมาแยกสกดัยนีเพื0อนาํไปหาลาํดบัดีเอน็เอ ในส่วนของการศึกษาหนา้ที0ของ
โมเลกุลนี� ในระบบภูมิคุม้กนั จะศึกษาดูผลของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA ต่อการแบ่งตวัของเซลลโ์ดย
การกระตุน้ผา่น CD3 T cell receptor และผลของแอนติบอดีชนิดนี�ต่อการตายของเซลลแ์บบ apoptosis  

 
1.6  ประโยชน์ที�ได้รับจากการวจัิย 

การศึกษานี� เป็นการวิจยัพื�นฐาน ซึ0 งเมื0อทราบว่าโมเลกุลที0จาํเพาะกับโมโนโคลนอลแอนติบอดี 
CARA คืออะไร มีบทบาทหน้าที0อยา่งไร โดยเฉพาะกบัการทาํงานของลิมโฟไซต์ชนิด T cell จะทาํให้ไดรั้บ
องคค์วามรู้ใหม่ที0มีคุณค่าทางดา้นวทิยาศาสตร์ และการแพทย ์สามารถเขา้ใจการทาํงานของเซลล์ในระบบภูมิ
คุมกนัไดดี้ยิ0งขึ�น การนาํไปใชป้ระโยชน์จริงในปัจจุบนัอาจยงัไม่สามารถนาํแอนติบอดีมาใชง้านเป็นรูปธรรม
ได ้ แต่จากผลการทดลองเบื�องตน้ที0ทราบวา่โมโนโคลนอลแอนติบอดีนี�สามารถกดการกระตุน้ของ T cell ได ้
จากองค์ความรู้ที0ได้ และแอนติบอดีที0นํามาศึกษาหากมีการศึกษาอย่างต่อเนื0อง อาจสามารถพัฒนาไป
ประยุกตใ์ชเ้ป็นแนวทางในการหาทางรักษาผูป่้วยโรค Autoimmune ได ้โดยหน่วยงานที0จะนาํผลการวิจยัไป
ใชป้ระโยชน์ไดคื้อ นกัวทิยาศาสตร์ หรือสถาบนัวจิยัทางการแพทยท์ั�งในและต่างประเทศ 
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บทที� 2  

วธีิดาํเนินการวจิยั 
 

2.1  การผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดใีห้ได้ปริมาณมาก 
ทาํการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีให้ไดป้ริมาณมาก โดยการเลี�ยงเซลลลู์กผสม (hybridoma) ที0ผลิต

แอนติบอดี CARA ในอาหารเลี� ยงเชื�อ serum free medium เพื0อให้เซลล์ผลิตแอนติบอดีมาในอาหารเลี� ยงเชื�อ 
ทาํการทดสอบ activity ของแอนติบอดีที0ได้ในอาหารเลี� ยงเชื�อด้วยวิธี indirect immunofluorescent staining 
และวเิคราะห์ดว้ยเครื0องโฟลไซโตมิเตอร์ ก่อนที0จะนาํไปเตรียมเป็นแอนติบอดีที0บริสุทธิ~ ต่อไป  

 
2.2  การเตรียมแอนติบอดใีห้บริสุทธิ,โดยวิธี affinity chromatography 

นาํอาหารเลี� ยงเซลล์ที0มีแอนติบอดี CARA ที0มาทาํให้บริสุทธิ~ โดยวิธี affinity chromatography โดย
เก็บนํ� าเลี� ยงเซลล์มาปั0นที0ความเร็ว 14,000 rpm 4oC เป็นเวลา 5 นาทีเพื0อตกตะกอนเศษเซลล์ออกไป ดูดเฉพาะ
ส่วนของเหลวมาผ่านใน Protein A sepharose column เนื0องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA ที0ตอ้งการ
ทาํให้บริสุทธิ~ เป็นชนิด IgG3 ซึ0 งสามารถถูกยึดจบักบั Protein G ที0อยูบ่นเม็ด sepharose ส่วนโปรตีนอื0นๆ ที0ไม่
จบักับเม็ด sepharose ใน column จะถูกล้างออกโดย phosphate buffer ก่อนเติม eluting buffer (0.1M citric 
acid buffer pH 3.0) เพื0อแยกแอนติบอดีที0ถูกจบัออกจาก column ทาํการปรับ pH ของสารที0แยกไดใ้ห้เป็น 7.2 
โดยการเติม neutralizing buffer (2M Tris-HCl pH 8.0) นําแอนติบอดีที0ได้จากการทาํให้บริสุทธิ~ ไป dialyze 
ดว้ย PBS และวดัความเขม้ขน้ของแอนติบอดีที0ไดโ้ดยการวดัค่าการดูดกลืนแสงที0ความยาวคลื0น �|� nm ก่อน
เก็บไวที้0 -��oC เพื0อใชใ้นการศึกษาต่อไป 

 
2.3  การวิเคราะห์ความบริสุทธิ,ของแอนติบอดทีี�แยกได้ด้วยวการแยกโปรตีนนด้วยกระแสไฟฟ้า ( 

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis  หรือ SDS-PAGE) 
นาํแอนติบอดีบริสุทธิ~ ที0ไดจ้ากขอ้ 2 มาตรวจสอบความบริสุทธิ~ โดยวิธี SDS-PAGE ทาํไดโ้ดยการนาํ

แอนติบอดีที0แยกไดม้าผสมกบั non-reducing buffer หรือ reducing buffer และตม้ที0 95oC เป็นเวลา 5 นาที ทาํ
การวิเคราะห์โดยใช้ SDS-PAGE ที0มี 12.5% resolving gel  จากนั�นทาํการยอ้มแผ่นเจลที0แยกแอนติบอดีที0
สนใจดว้ยสี Coomassie Brilliant blue ลา้งสีส่วนเกินออกโดย destaining solution จนพื�นเจลส่วนที0ไม่มีแถบ
โปรตีนใสสะอาด เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนที0แยกไดก้บัแถบของโปรตีนมาตรฐานที0ทาํควบคู่กนัใน
แผน่เจลเดียวกนั 
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2.4  การตรวจสอบการจับ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดทีี�ผลิตได้กบัโมเลกลุ CARA ที�พบบนผวิ
ของเซลล์ Molt4 ด้วยวิธี indirect immunofluorescent staining 

เลี� ย ง  Molt4 ใ น  RPMI-1640 ที0 มี  10% fetal calf serum (FCS) แ ล ะ ส าร  antibiotics ใ น  5% CO2 
incubator ที0อุณหภูมิ 37oC 

�.�.u การแยกเซลล ์Molt4 ที0มีการแสดงออกของโมเลกุล CARA  จากเซลลที์0ไม่มีโมเลกุล CARA  บนผวิ
เซลลโ์ดยใช ้magnetics beads sorting system  

นาํเซลล์  Molt4  2x107 เซลล์มาปั0นล้าง 2 ครั� งด้วยความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที0อุณหภูมิ 
4°C จากนั�นปรับความเขม้ขน้ของเซลล์ให้เป็น 1x107 cell/ml  ในสารละลาย phosphate buffer saline  pH 7.2  
(PBS) ที0 มี  1 % bovine serum albumin   (1%BSA-PBS) เติม human IgG ให้ มีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 2 
µg/ml ผสมให้เขา้กนัเบาๆ และแช่ที0อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 30 นาที เติมแอนติบอดี CARA ที0อยู่ในนํ� าเลี� ยง
เซลล์ชนิด serum free media ปริมาตร 2 ml ผสมให้เขา้กันอย่างดี และแช่ที0อุณหภูมิ 4 °C เป็นเวลา 30 นาที 
ก่อนปั0นล้างเซลล์ 2 ครั� งด้วย PBS ที0มี BSA ปริมาณ 0.5% และ 2 mM EDTA (0.5%BSA-PBS-EDTA)  เติม 
0.5%BSA-PBS-EDTA ลงไปในเซลล์ที0ถูกยอ้มแลว้ 160 µl ต่อเซลล ์2x107 เซลล์ ผสมใหเ้ขา้กนัก่อนเติม goat-
anti-mouse IgG ที0ต่อกบั micro magnetic ปริมาตร 40 µl  ผสมให้เขา้กนัและแช่ที0อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 30 
นาที ครบเวลา ปั0นล้าง 1 ครั� งด้วย 0.5%BSA-PBS-EDTA ละลายตะกอนของเซลล์ด้วย  0.5%BSA-PBS-
EDTA 1 ml ที0ผ่านการแช่เยน็ เพื0อนาํไปผ่าน MS column magnetic bead sorting system โดยการนาํ Column 
มาติดกบั Magnetic  adaptor และติดเขา้ไปกบัแท่งแม่เหล็ก นาํเซลลที์0ผา่นการยอ้มมาผา่น column โดยเซลล์ที0
ไม่ถูกยอ้มจะหลุดออกจาก column ส่วนเซลล์ที0มีการถูกยอ้มดว้ยแอนติบอดี CARA จะติดอยูใ่น column ลา้ง 
column ดว้ย 0.5%BSA-PBS-EDTA ที0เยน็ ครั� งละ 500 µl จาํนวน 3 ครั� งเพื0อกาํจดั เซลล์ที0ไม่จบักบัแอนติบอดี 
CARA ก่อนนาํ column ออกจากแท่งแม่เหล็ก และเติม 0.5%BSA-PBS-EDTA 1 ml ลงไปใน column  เซลล์ที0
ติดใน column จะหลุดออกมา เก็บเซลล์ดงักล่าวมาปั0นลา้ง 2 ครั� งดว้ย PBS และนาํไปเลี� ยงใน 10%FCS-RPMI 
เป็นเวลา 2 วนัก่อนนาํไปใชใ้นการทดลอง 

�.�.�. การตรวจสอบการแสดงออกของโมเลกุล CARA บนผวิเซลล ์Mol4 ทั�งก่อนและหลงัการแยกโดย
วธีิ magnetic bead soting system โดยวธีิ indirect immunofluorescent staining 

นาํเซลล์  Molt4 ทั�งก่อนและหลงัผ่านการแยกดว้ย magnetic bead sorting system   มาปั0นลา้ง 2 ครั� ง 
ดว้ยความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที0อุณหภูมิ 4°C  จากนั�นปรับความเขม้ขน้ให้เป็น 1x107  cell/ml  ใน 
1%BSA-PBS-Azide นาํโมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA ที0อยูใ่นนํ� าเลี�ยงเซลล์ชนิด serum free media ลงไป
หลอดทดลอง 50 µl เติมลงใน cell suspension ปริมาตร 50 µl ผสมให้เขา้กนั แลว้นาํไปแช่ที0 4°C เป็นเวลา 30 
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นาที เมื0อครบเวลาปั0นล้างเซลล์ 2 ครั� งด้วย 1%BSA-PBS-Azide ก่อนการติดตามด้วย Alexa Fluor® �|| 
conjugated F(ab')� fragment of goat anti-mouse IgG (H+L) และ แช่ที0 4°C เมื0อครบเวลา 30 นาทีปั0นลา้งเซลล์
ด้วย 1%BSA-PBS-Azide เติมสารละลาย 1% paraformaldehyde ใน PBS ปริมาตร 350 µl ก่อนการตรวจ
วเิคราะห์ ดว้ยเครื0องโฟลไซโตมิเตอร์  

 
2.5  การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของโมเลกุลที�จําเพาะต่อโมโนโคลนอล  แอนติบอด ีCARA 

2.5.1 Immunoprecipitation  

ทาํการติดฉลากโปรตีนบนผวิเซลลข์อง human T cell line Molt4 ดว้ย Biotin จากนั�นนาํเซลลที์0ทาํการ
ติดฉลากดว้ย Biotin มาทาํการยอ้มดว้ย โมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA หรือ M6-1B9 หรือ PPV02 ซึ0 งใชเ้ป็น 
positive  และ negative control  ตามลาํดบั จากนั�นทาํการ cross-link ดว้ย Rab-anti-mouse-Igs ก่อนทาํการแตก
เซลลโ์ดยใช ้lysis buffer ที0มีส่วนผสมของ protease inhibitors และใช ้1%NP-40 เป็น detergent สําหรับการแตก
เซลล ์จากนั�นนาํ 0.5 ml ของ cell lysate ที0ไดจ้ากการปั0นแยกที0 14,000 rpm 4oC เป็นเวลา 30 นาที มาเติมดว้ย 

Protein G sepharose beads 50 µl  ซึ0 งมี anti-mouse-immunoglobulins ติดอยูแ่ละนาํไป rotate ขา้มคืนที0 4oC  วนั
ต่อมาทาํการลา้ง protein G sepharose beads ที0ถูกติดดว้ย antigen-antibody complexes 5 ครั� ง ดว้ย lysis buffer ที0
มีส่วนผสมของ detergent ที0ใชส้าํหรับแตกเซลล ์และอีก 5 ครั� งดว้ย lysis buffer ที0ไม่มี detergent โดยในการปั0น
ลา้งครั� งสุดทา้ยจะดูด solution ออกหมด และทาํการแยกเอา precipitated proteins ออกมาโดยการเติม 60 μl 1X 
reducing sample buffer ลงไป resuspend เมด็ beads จากนั�นนาํไปตม้ในนํ�าเดือดเป็นเวลา 5 นาที ก่อนนาํไปปั0น
แยกที0 13,000 rpm ที0 อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 30 วนิาที ดูดแยกส่วนที0เป็น solution ไปทาํการแยกวิเคราะห์
โปรตีนโดยวธีิ SDS-PAGE ต่อไป 

2.5.2. Western Blotting 

หลงัจากทาํการแยกโปรตีนโดยวธีิ SDS-PAGE แลว้ โปรตีนทั�งหมดจะถูก transfer ลงบน แผน่ 
nitrocellulose membrane จากนั�นทาํการ block แผน่ nitrocellulose membrane ดว้ย 5% BSA ใน PBS 
ก่อนที0จะทาํการยอ้มแผน่ membrane นี�ดว้ย Streptavidin ที0ติดฉลากดว้ย เอน็ไซม ์Horse radish 
peroxidase (Streptavidin-HRP) เป็นเวลา 1 ชั0วโมง ที0อุณหภูมิหอ้ง เนื0องจากโปรตีนที0เราสนใจถูกติด
ฉลากดว้ย Biotin จากนั�นทาํการลา้งแผน่ membrane 3 ครั� งดว้ย washing buffer ที0ประกอบดว้ย 0.5% 
Tween 20 ในสารละลาย PBS และ 2 ครั� งดว้ย สารละลาย PBS ก่อนที0จะนาํไปตรวจสอบหา protein 
bands โดยวธีิ chemiluminescence detection system ส่วนโปรตีน ไม่ไดถู้กติดฉลากโปรตีนดว้ย 
Biotin นั�น จะทาํการยอ้มแผน่ membrane ดว้ยแอนติบอดีต่อโปรตีนที0สนใจ เป็นเวลา 1 ชั0วโมง ที0
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อุณหภูมิหอ้ง แลว้ลา้ง 5 ครั� งดว้ย washing buffer ก่อนการยอ้มดว้ย secondary antibody คือ rabit-
anti-mouse immunoglobulins-HRP เป็นเวลา 1 ชั0วโมง ที0อุณหภูมิหอ้ง จากนั�นทาํการลา้งแผน่ 
membrane และ ตรวจหา protein bands เช่นเดียวกบัในกรณีการยอ้ม membrane ดว้ย Streptavidin-
HRP 

 
2.6  วิธีการศึกษากลไกการยับยั"ง CD3-mediated T cell activation โดยโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

CARA 

�.z.u. การเตรียม peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) โดยวธีิ Ficoll-Hypague density gradient 
centrifugation 

นาํเลือดจาก Buffy coat มาทาํการเจือจางด้วย PBS ในอตัราส่วน 1:2 จากนั�นนาํเลือดที0ผ่านการเจือ
จาง 40 ml ใส่ลงใน centrifuge tube ขนาด 50 ml ใช้เข็มยาวเบอร์ 18 ดูดสารละลาย Ficoll-Hypague ปริมาตร 
10 ml และปล่อยค่อยๆ ปล่อยจากกน้ tube ใตช้ั�นของเลือด โดยตอ้งระวงัไม่ให้เลือดและสารละลาย Ficoll-
hypauge นั�นผสมกนั นาํไปปั0นดว้ยความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 30 นาที ที0อุณหภูมิห้อง โดยตั�งค่า decelerate 
ให้เท่ากับศูนย์ และตั� งเป็น break off  นํา centrifuge tube ออกมา ดูดเอาส่วนที0เป็นซีรั0มทิ�งไป ใช้ pasture 
pipette ดูดเอาส่วนวงแหวนของ PBMCs ออกมาใส่ 50 ml tube ใหม่ โดยเลี0ยงการดูด Ficoll-Hypague ที0อยู่
ดา้นล่างปนขึ�นมาดว้ย นาํเซลล์ที0ไดไ้ปปั0นลา้งดว้ย PBS 3 ครั� งที0ความเร็ว 1,500 rpm ที0อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 
10 นาที โดยในการปั0นลา้งครั� งที0 2 ทาํการแตกเมด็เลือดแดงที0ปนมาโดยการ resuspend PMBCs ดว้ย 1X PBS 
ปริมาตร 5 ml จากนั�น เติมนํ�าลง 36 ml กลบัหลอดใส่เซลล์ 1 ครั� ง แลว้ตามดว้ย 10X PBS ปริมาตร 4 ml ทนัที 
กลบัหลอดไปมาอีก �-y ครั� ง เพื0อใหส้ารละลาย กลายเป็น 1X PBS จากนั�นนาํไปปั0นลา้งดว้ยความเร็วและเวลา
เท่าเดิม เมื0อปั0นลา้งครบ 3 ครั� ง จะ resuspend เซลล์ที0แยกมาไดด้ว้ย 1XPBS หรือ RPMI-1640 medium ใช้ใน
การทดลองต่อไป 

�.z.�. การติดสี PBMCs ดว้ย Carboxyfluorescein Succimidyl Ester (CFSE) 

นาํ PBMCs ที0แยกไดโ้ดยวิธี Ficoll-Hypague density gradient มาปั0นลา้งดว้ย 1xPBS ก่อนปรับความ
เขม้ขน้ให้เป็น 1x107 cell/ml ดว้ย 1xPBS จากนั�นนาํเซลล์ที0เตรียมไว ้ 1 ml มาเติมดว้ยสาร CFSE ให้ไดค้วาม
เขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 0.5 μM ผสมเบาๆ โดยใช้ autopipette จากนั�นนาํหลอดที0บรรจุเซลล์อยู่มาหุ้มกระดาษฟ
ลอยด ์และนาํไป rotate ที0อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาการยอ้มดว้ยการเติม 10%FCS RPMI-
1640 ที0เย็น และ แช่เซลล์ที0ยอ้มไวใ้นถังนํ� าแข็งเป็นเวลา 5 นาทีก่อนนําไปปั0นล้างอีก 2 ครั� งด้วย 10%FCS 
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RPMI-1640 ที0 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที0 4oC  จากนั�นปรับความเขม้ขน้ของเซลลใ์หเ้ป็น 5x106 cell/ml ใน 
10%FCS-RPMI  และเลี�ยงขา้มคืนใน CO2 incubator ก่อนนาํไปใชใ้นการทดลองต่อไป 

 

�.z.y. การศึกษา cell proliferation โดยวธีิการติดตามดว้ยสาร CFSE 

Coat 96 well culture plate ดว้ย CD3 mAb OKT3 100 μl/ml ด้วยความเขม้ขน้ 60 ng/ml  ที0อุณหภูมิ 
37oC เป็นเวลา 3  ชั0วโมง จากนั�นทาํการลา้ง plate 2 ครั� งดว้ย sterile 1xPBS ก่อนทาํการ  block plate 1 ชั0วโมง 
ดว้ย 1% BSA-PBS  ลา้ง plate อีกครั� งด้วย 1XPBS จากนั�นเติมเซลล์ที0ถูกยอ้มสีเขียวด้วย CFSE ลงไป 1x105 
cell/well  ส่วนในกรณีที0มีการศึกษาผลของแอนติบอดีที0เราสนใจต่อการเพิ0มจาํนวนเซลล์หลงัถูกกระตุน้ดว้ย 
OKT3 จะมีการเติมแอนติบอดีตวันั�นๆ ลงไปให้ไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ย 20 μg/ml หรือ 50 μg/m เซลล์ที0ไม่
ถูกกระตุ้นจะเติมเฉพาะเซลล์ลงใน หลุมที0ไม่ได้ coat OKT3 ไว ้โดยในแต่ละ condition นั�นจะทาํด้วยกัน
ทั�งหมด 3 หลุม จากนั�นทาํการเลี� ยงเซลล์ไวใ้น 5% CO2 incubator เมื0อครบเวลา 3 วนั 5 วนั หรือ 7 วนั จะทาํ
การเก็บเซลล์ลงใน FACs tube โดยรวมเซลล์จาก 3 หลุมมาใส่ tube เดียวกนั ในแต่ละ condition นาํเซลล์ที0ได้
ไปวดัค่า  Fluorescence intensity โดยเครื0อง Flow cytometer ในช่วงการเรืองแสงเดียวกนักบั FITC หากเซลล์
มีการแบ่งตวั ค่าของ fluorescence intensity จะลดลง 

 
2.7  การตรวจวิเคราะห์หาการตายของเซลล์แบบ apoptosis 

ปั0นลา้งเซลล ์Molt4 2 ครั� งดว้ยความเร็ว 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที ที0 4°C และปรับความเขม้ขน้ของ
เซลล์ให้เป็น 2.5x106 cell/ml ใน 10% FCS-RPMI  เติมเซลล์ที0ปรับความเขม้ขน้แลว้ปริมาตร 100 µl  ลงใน
เพลตชนิด 24 หลุม เติมแอนติบอดี CARA หรือ แอนติบอดีควบคุม ให้มีความเขม้ขน้สุดทา้ย 20 µg/ml  โดยมี
หลุมที0เติม H2O2 เป็น positive control เติม 10% FCS-RPMI ให้ไดป้ริมาตรทั�งหมด 1 ml ต่อหลุม เลี� ยงเซลล์ที0
อุณหภูมิ 37°C ใน 5% CO2 incubator    เป็นเวลา 3 ชั0วโมง เมื0อครบเวลาปั0 นเก็บเซลล์แต่ละหลุม จากนั� น 
resuspend เซ ล ล์ด้วย  1x binding buffer (10 mM HEPES NaOH, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1mM 
MgCl2, 1.8 mM CaCl2)  ปริมาตร  100 µl เติม Annexin V-FITC ที0ละลายใน binding buffer ปริมาตร 5 µl ตั�ง
ไวที้0อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 15 นาที เมื0อครบกาํหนดเวลาเติม propidium iodide (PI) ความเขม้ขน้10 µg/ml 
และตรวจวเิคราะห์ ดว้ยเครื0องโฟลไซโตมิเตอร์ 
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บทที� 3  
ผลการวจิัย 

 
3.1  การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอด ีCARA ให้ได้ปริมาณมาก 
ผูว้ิจยัได้ทาํการผลิตแอนติบอดี CARA ให้ได้ปริมาณมากโดยการเลี� ยง CARA hybridoma cells ใน

อาหารเลี� ยงเซลล์ที0 ไม่มี ซีรั0ม (serum free medium) จากนั� นปั0 นแยกเอาส่วนที0 เป็นอาหารเลี� ยงเซลล์ที0 มี
แอ น ติบ อดี  CARA ซึ0 งมี  isotype เป็ น  IgG3 มาแยกบ ริสุ ท ธิ~ โดยวิธี  Protein G sepharose beads affinity 
chromatography ซึ0 งสามารถเตรียมแอนติบอดี CARA ที0บริสุทธิ~ ได้น้อย โดยมีปริมาณ ไม่ถึง y�� ug จาก
ปริมาตรของสารตั�งตน้ก่อนแยกบริสุทธิ~   X� มิลลิลิตร จากนั�นตรวจสอบความบริสุทธิ~ ของแอนติบอดีที0ผลิต
ไดโ้ดยการแยกโปรตีนโดย SDS-PAGE ในสภาวะ reduce และ non reduce และตรวจหาแถบโปรตีนโดยการ
ยอ้มดว้ยสี Coommassie Brillant Blue  

             
รูปที0 u SDS-PAGE แสดงความบริสุทธิ~ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA 

วิเคราะห์ความบริสุทธิ~ ของโมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA หลงัการแยกบริสุทธิ~ โดยวิธี affinity 
chromatographyโดยการแยกด้วย 10% SDS-PAGE ในภาวะ reducing และภาวะ non reducing และทาํการ
ยอ้มสีโปรตีนด้วย Coommassie Brillant blue ลูกศรแสดงตาํแหน่งของโมเลกุลแอนติบอดีทั� งหมด (whole 
IgG)  Heavy chain และ Light chain ของ IgG ตามลาํดบั 
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จากผลการทดลองดงัแสดงใน รูปที0 u พบว่า ในสภาวะ reducing จะพบแถบโปรตีน 2 แถบที0ขนาด

ประมาณ 30 kDa และ 55 kDa ซึ0 งเป็นสายของ light chain และ heavy chain ของแอนติบอดีตามลาํดับ ใน
สภาวะ non reducing พบแถบโปรตีนเพียงแถบเดียวที0ดา้นบนของแผน่เจลซึ0 งเป็นแอนติบอดีทั�งโมเลกุล  ผล
ดงักล่าวแสดงว่า แอนติบอดี CARA ที0แยกไดมี้ความบริสุทธิ~ เพียงพอที0จะนาํไปใช้ในการศึกษาหน้าที0และ
คุณลกัษณะของโมเลกุล CARA ต่อไป  

 
3.2 การแสดงออกของโมเลกลุ CARA บนผวิเซล์ล์ Molt4 
จากการศึกษาเบื�องตน้ก่อนหนา้นี�ทราบวา่โมเลกุล CARA พบวา่มีการแสดงออกของโมเลกุล CARA  

เฉพาะบนผิวเซลลข์อง Molt4 แบบ heterogeneous pattern ซึ0 งแสดงให้เห็นวา่ มี Molt4 เพียงบางเซลลเ์ท่านั�นที0มี
การแสดงออกของโมเลกุลชนิดนี�  และการศึกษาก่อนหนา้นี�ก็พบวา่โมเลกุลชนิดนี� มีการแสดงออกบนผวิของ T 
lymphocytes บางชนิด ซึ0งพบวา่สามารถแบ่งกลุ่มของ T lymphocytes ไดเ้ป็นสองกลุ่ม โดยมีกลุ่มที0มีการ
แสดงออกของโมเลกุล CARA อยูป่ระมาณ 20% ของ T lymphocytes โดยมีการแสดงออกบนผิวของ CD4+ T 
cell มากกวา่ CD8+ T cells จึงสามารถสรุปไดว้า่ โมเลกุล CARA นั�นมีการแสดงออกบนเซลลใ์นกลุ่มของ T 
lymphocytes ซึ0 งเป็นที0น่าสนใจวา่มี T lymphocytes เพียง 20% เท่านั�นที0มีโมเลกุลชนิดนี�อยู ่ 

ในการทดลองนี�  ผูว้จิยัจึงไดย้อ้มโมเลกุลบนผิวเซลล์ Molt4 ดว้ยแอนติบอดี  CARA ที0เตรียมได ้ดว้ยวิธี 
indirect immunoflurescent staining    มาตรวจสอบการแสดงออกของโมเลกุล CARA ซึ0 งพบว่ามีเพียง ��% 
ของ T cell line Molt4 เท่านั�นที0มีการแสดงออกของโมเลกุล CARA ดังแสดงในรูปที0  � ซึ0 งสอดคล้องกับ
การศึกษาก่อนหนา้นี� ใน peripheral bloods  

ในการศึกษานี�  ผูว้ิจยัจึงตอ้งการใช้เซลล์ที0มีการแสดงออกของโมเลกุล CARA เท่านั�นที0จะนาํมาศึกษา
ต่อ จึงไดค้ดัเลือกเฉพาะเซลล์ที0มีการแสดงออกของโมเลกุล CARA โดยวิธี magnetic cell sorting ซึ0 งหลงัจาก
การคดัเลือกเซลล์ ผูว้ิจยัได ้Molt4 ที0มีการแสดงออกของ CARA คิดเป็น �u% ของประชากรเซลล์ทั�งหมดที0
นาํมาศึกษาดงัแสดงในรูปที0 y และเรียกเซลล์กลุ่มนี� ว่า CARA+ Molt4 เมื0อทาํการเลี� ยงเซลล์กลุ่มนี� ต่อพบว่า
เซลล์กลุ่มนี� ยงัมีการแสดงออกของ CARA ในระดบัคงที0 ดงันั�นเซลล์นี� จึงถูกนาํไปใชใ้นการศึกษา ขนาดและ
คุณสมบติัทางชีวเคมีต่อไป 
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รูปที0 �  การแสดงออกของโมเลกุล CARA บนผวิของเซลล ์Molt4 

 FACS profiles การแสดงออกของโมเลกุล CARA บนผิวของ T cell lines, Molt4 โดยการติดตาม
ด้วย FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-mouse immunoglobulin antibodies และวิเคราะห์ด้วยเครื0 อง Flow 
cytometer โดยแกน X แสดงค่า fluorescent intensity ของเซลล์ที0มีการยอ้มติดด้วยแอนติบอดี CARA (ขวา) 
เทียบกบัเซลล์ที0ไม่ไดย้อ้มด้วยแอนติบอดี CARA (ซ้าย) แกน Y แสดงค่า fluorescent intensity ของสีแดงใช้
สาํหรับปรับค่า compensation ของการวเิคราะห์ดว้ยโฟลไซโตมิเตอร์ (n=3) 

             
รูปที0 y การแสดงออกของโมเลกุล CARA บนผวิของ Molt4 หลงัการคดัแยกเซลลด์ว้ย MAC sort 

FACS profiles การแสดงออกของโมเลกุล CARA บนผิวของ CARA+ Molt4  หลงัคดัเก็บเซลล์ที0มี
การแสดงออกของโมเลกุล CARA ด้วย MAC sort และติดตามด้วย FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-
mouse immunoglobulin antibodies และวิเคราะห์ด้วยเครื0 อง Flow cytometer แกน X แสดงค่า fluorescent 
intensity ของเซลลที์0มีการยอ้มติดดว้ยแอนติบอดี CARA ส่วนแกน Y แสดงจาํนวนเซลล ์(n=3) 
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3.3 คุณสมบัติทางชีวเคมีของโมเลกุล CARA 
จากการศึกษาดว้ยวิธี  Western blotting กบัโปรตีนจาก cell lysates จากเซลล์ CARA+ Molt4 ซึ0 งเป็น

เซลล์ที0มีการแสดงออกโมเลกุลที0จาํเพาะกับแอนติบอดี CARA บนผิวเซลล์ พบว่าแอนติบอดี CARA ไม่
สามารถจบัโปรตีนบนแผ่น membrane ข้อมูลนี� ชี� ให้เห็นว่าแอนติบอดีชนิดนี� อาจจบักับโปรตีนจาํเพาะที0
บริเวณ conformational epitope จึงไม่สามารถตรวจวดัแถบโปรตีนที0มีอยู่ในรูปของ linear epitope โดยวิธี 
Western blot ผูว้ิจยัจึงไดท้าํการวิเคราะห์หาขนาดของโมเลกุล CARA โดยใช้วิธีการติดฉลากโปรตีนบนผิว
เซลล์ดว้ย biotin ก่อนการเตรียม cell lysates และตามดว้ยการแยกโปรตีนที0จาํเพาะต่อแอนติบอดี CARA ดว้ย
วิธี immunoprecipitation  แยกโปรตีนที0ไดด้ว้ย SDS-PAGE ในภาวะ reducing ถ่ายโปรตีนลงบนแผ่น PVDF 
membrane แ ล ะ วิ เค ราะ ห์ ห าแถ บ โป รตี น ด้วย   HRP conjugated-streptavidin แ ล ะ  chemiluminescence 
detection system พบวา่โมเลกุล CARA มีขนาดประมาณ WX kDa ดงัแสดงในรูปที0 � 

 
3.4 การโคลนยีนที�กาํหนดการสร้างโมเลกลุ CARA 
ในการทดลองนี�ผูว้ิจยัไดพ้ยายามทาํการแยกยีนส์ที0กาํหนดการสร้างโมเลกุล CARA โดยวธีิ retroviral 

expression system (Chiampanichayakul, Szekeres et al. ����) เพื0อดูว่าโมเลกุล CARA นั�นจริงๆ คือโมเลกุล
อะไร และมีองค์ประกอบที0เป็นกรดอะมิโนกี0ตวั แต่เนื0องจากผูว้ิจยัพบปัญหาคือหลงัจากทาํการ infect host 
cell ด้วยไวรัสที0คาดว่าจะมียีนที0กาํหนดการสร้างโมเลกุล CARA อยู่ด้วยนั�นอยู่หลายครั� ง ผูว้ิจยัไม่สามารถ
แยกหรือพบเซลล์ที0มีการแสดงออกของ โมเลกุล CARA ได ้ ซึ0 งอาจเป็นผลมาจาก ประการแรก cDNA library 
ที0ได้มาไม่มียีนที0กาํหนดการสร้างโมเลกุล CARA เนื0องจากหายไปช่วงที0มีการเตรียม หรือประการที0สอง 
packaging cells ไม่ผลิตไวรัสหรือ ประการสุดทา้ยเซลล์ผลิตไวรัสแต่ไม่มากพอหรือไม่เหมาะสมที0จะ infect 
host cell ได้ ผู ้วิจัยจึงได้ปรับเปลี0ยนการทดลอง โดยพยายามแยกโมเลกุล CARA ให้บริสุทธิ~ โดยวิธี 
immunoprecipitation และนาํโปรตีนดงักล่าวไปทาํการจาํแนกชนิดของโปรตีนโดยวิธี LC-MS ซึ0 งผลจากการ
วิเคราะห์จาก  LC-MS คาดว่าจะสามารถระบุได้ว่าโมเลกุล CARA เป็นโมเลกุลอะไร และสามารถคาดเดา
หนา้ที0และบทบาทของโมเลกุลนี�ต่การทาํงานของเซลล์ที0มีการแสดงออกของโมเลกุลชนิดนี�  และน่าจะไดผ้ล
งานเพียงพอที0จะตีพิมพไ์ด ้ 
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รูปที0 � แสดงขนาดของโมเลกุล CARA 
Cell lysates จาก biotinylated Molt4 cells ถูกนาํมาทาํ immunoprecipitation โดย mAb CARA โดยใช ้

mAb PPV02 เป็น isotype control และ Rab-anti-mIgs เป็น negative control ส่วน M6-1B9 เป็น positive control 
จากนั�น precipitated proteins ถูกนาํมาแยกดว้ย 10% SDS-PAGE ในภาวะ reducing  โปรตีนที0แยกไดถู้ก 
transfer  ลงบน nitrocellulose membrane และทาํการ Western blot โดยใช ้HRP-conjugated Streptavidin ผลการ
ทดลองที0แสดงนี� เป็นหนึ0งในสี0การทดลองที0ใหผ้ลเหมือนกนั 

 

3.5 การศึกษาผลของโมโนโคลนอลแอนติบอด ีCARA ต่อการกระตุ้น T cells ผ่าน CD3-mediated T 
cell stimulation 

การศึกษาผลของแอนติบอดี CARA ที0มีอยูต่่อการแบ่งตวัของเซลลที์0ถูกกระตุน้ดว้ย CD3 mAb 
(OKT3) ซึ0 งเปรียบเสมือนเหตุการณ์จาํลองในระบบภูมิคุม้กนั คือเมื0อ T cell ไดรั้บแอนติเจนผา่น CD3 T cell 
receptor (TCR) complex โดยการนาํเสนอของ antigen presenting cells ก็จะเกิดกลไกการส่งสัญญาณเขา้สู่เซลล ์
ซึ0งจะส่งผลใหมี้กระบวนการต่างๆ เกิดขึ�น เช่น การหลั0งสาร cytokine และเซลลก์็มีการแบ่งตวั(Janeway C., 
Travers J. et al. ���u, Abbas, Lichtman et al. ��uu) โดยในการทดลองนี�ผูว้ิจยัตอ้งการศึกษาวา่ถา้ T cells ถูก
กระตุน้ดว้ย immobilized OKT3 ร่วมกบัการใชแ้อนติบอดี CARA มาร่วมดว้ย จะส่งผลใหก้ระบวนการแบ่งตวั
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ของเซลล ์เพิ0มขึ�น หรือลดลง (Chiampanichayakul, Szekeres et al. ����) โดยติดตามการศึกษาการแบ่งตวัของ
เซลลโ์ดยวธีิ  Intracellular Fluorescent dye Carboxyfluorescein Diacetate Succimidyl Ester (CFSE)-labeling 
โดยมีหลกัการคือ สาร CFSE เมื0อถูกทาํใหล้ะลายจะเป็นสารที0ไม่มีสี สามารถซึมเขา้สู่เซลลไ์ด ้ แบบ passive 
diffusion เมื0อเขา้สู่เซลลแ์ลว้ส่วนที0เป็น acetate group จะถูกตดัออกดว้ย เอนไซม ์ Esterases ที0อยูภ่ายในเซลล ์
ทาํใหมี้ Carboxyfluorescein Succimidyl Ester อิสระถูกปล่อยออกมาภายในเซลล ์สารอิสระเหล่านี� จะไปจบักบั 
Amines group ที0อยูใ่นเซลล ์เกิดเป็น Fluorescent conjugate และมีคุณสมบติัทาํให้เซลลน์ั�นๆ มีการเรืองแสง ซึ0 ง
สามารถตรวจวดัไดโ้ดย เครื0องโฟไซโตมิเตอร์ในช่วงความยาวคลื0นของเดียวกบั Fluorescein Isothiocyanate 
(FITC) หรือ FLH-1 เมื0อเซลลมี์การแบ่งตวัมากขึ�นค่า fluorescent intensity ก็จะลดลงมากเช่นกนั  

ผูท้าํการวิจยัไดท้าํการยอ้มเซลลด์ว้ย CFSE ก่อนที0จะนาํเซลลม์าทาํการกระตุน้ดว้ย OKT3 ร่วมกบั 

แอนติบอดี CARA ที0ความเขม้ขน้สุดทา้ย 20 µg/ml หรือ 50 µg/ml ซึ0 งพบวา่ เมื0อกระตุน้เซลลด์ว้ย OKT3 
ร่วมกบัแอนติบอดี CARA จะทาํใหก้ระบวนการแบ่งตวัของเซลลล์ดลง โดยเมื0อใชค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของ

แอนติบอดี CARA เป็น 20 µg/ml พบวา่การแบ่งตวัของเซลลจ์ะลดลงประมาณ 21% เมื0อเทียบกบัเซลลที์0ถูก
กระตุน้ดว้ย OKT3 อยา่งเดียว หรือร่วมกบั isotype control  คือ แอนติบอดี E3.1 ดงัแสดงในรูปที0 5 ส่วน
แอนติบอดี M6-1B9 เป็นแอนติบอดีต่อ CD147 ที0ทราบวา่สามารถยบัย ั�งการแบ่งตวัของเซลลที์0ถูกกระตุน้ดว้ย 
OKT3 ไดถู้กนาํมาใชเ้ป็น control สาํหรับระบบ (Chiampanichayakul, Peng-in et al. ���z) และเมื0อเพิ0มความ

เขม้ขน้ของ CARA เป็น 50 µg/ml การแบ่งตวัของเซลล์จะลดลงไปอีก 50% เทียบกบั เซลลที์0ถูกกระตุน้ดว้ย 
OKT3 อยา่งเดียว หรือร่วมกบั isotype control  ดงัแสดงในรูปที0 6 โดยสัดส่วนในการลดลงของการแบ่งตวัไม่
ต่างกนั ไม่วา่จะกระตุน้เป็นเวลา 3 หรือ 5 วนั จากผลการดลองที0ไดนี้�  สามารถสรุปไดว้า่ แอนติบอดี CARA มี
ผลในการลดการแบ่งตวัของเซลล ์PBMCs ที0ถูกกระตุน้ดว้ย OKT3 และเป็นแบบ dose dependent ซึ0 งแสดงให้
เห็นวา่โมเลกุล CARA อาจมีบทบาทในการควบคุมกลไกการทาํงานของทีลิมโฟไซต ์ เนื0องจากเมื0อมีการจบักนั
ระหวา่ง โมโนโคลนอลแอนติบอดี  CARA และโมเลกุลที0จบัเพาะต่อแอนติบอดีชนิดนี�  จะไปยบัย ั�งการกระตุน้ 
T cell  ผา่น  T cell receptor  ในการศึกษาก่อนหนา้นี� ก็มีโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อ CD147  โคลน M6-1E9 

M6-1B9 และ แอนติบอดีต่อ Na/KATPase βy  subunit   โคลน  P-3E10 ที0ใหผ้ลเช่นเดียวกนั แต่กลไกในการ
ควบคุมนั�นแตกต่างกนัตามชนิดของโมเลกุลนั�นๆ (Chiampanichayakul, Szekeres et al. ����, 
Chiampanichayakul, Peng-in et al. ���z)
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รูปที0 5 FACS profiles แสดงผลการยั�บยั�ง CD3-mediated PBMCs proliferation โดยแอนติบอดี CARA ที0ความเขม้ขน้ 20 µg/ml  

PBMCs ถูก label ด้วย CFSE ก่อนนาํมาทาํการศึกษา cell proliferation โดยการใชเ้ครื0อง flow cytometer เป็นตวัวดัการลดลงของค่า fluorescence 
intensity ของเซลลเ์มื0อมีการกระตุน้ให้แบ่งตวัเป็นเวลา 3 วนัและ 5 วนั ดงัแสดงใน histogram plot นั�น A คือ PBMCs ที0ไม่ถูกกระตุน้ และ B คือ PBMCs ที0
ถูกกระตุน้ด้วย แอนติบอดี OKT3 ที0ความเขม้ขน้ 60 ng/ml ส่วน C, D และ E เป็น PBMCs ที0ถูกกระตุน้ดว้ย แอนติบอดี OKT3 ที0ความเขม้ขน้ 60 ng/ml 
ร่วมกับ แอนติบอดีต่อ CARA, M6-1B9 (positive control for suppression of T cell activation) และ  E3.1 (isotype matched control)  ตามลาํดับ ที0ความ
เขม้ขน้เท่ากนัคือ 20 μg/ml ผลการทดลองนี� เป็นตวัแทนของสามการทดลองที0ไดท้าํแยกกนัจาก PBMCs ของอาสาสมคัรต่างกนั ซึ0 งใหผ้ลในทาํนองเดียวกนั 
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รูปที0 6 FACS profiles แสดงผลการยั�บยั�ง CD3-mediated PBMCs proliferation ดว้ย แอนติบอดี CARA ที0ความเขม้ขน้ 50 µg/ml  

PBMCs ถูก label ด้วย CFSE ก่อนนาํมาทาํการศึกษา cell proliferation โดยการใชเ้ครื0อง flow cytometer เป็นตวัวดัการลดลงของค่า fluorescence 
intensity ของเซลลเ์มื0อมีการกระตุน้ใหแ้บ่งตวัเป็นเวลา 3 วนัและ 5 วนั ดงัแสดงใน histogram plot นั�น A คือ PBMCs ที0ไม่ถูกกระตุน้ และ B คือ PBMCs ที0
ถูกกระตุน้ด้วย แอนติบอดี OKT3 ที0ความเขม้ขน้ 60 ng/ml ส่วน C, D และ E เป็น PBMCs ที0ถูกกระตุน้ดว้ย แอนติบอดี OKT3 ที0ความเขม้ขน้ 60 ng/ml 
ร่วมกับ แอนติบอดีต่อ CARA, M6-1B9 (positive control for suppression of T cell activation)  และ  E3.1 (isotype matched control)  ตามลาํดับ ที0ความ
เขม้ขน้เท่ากนัคือ 50 μg/ml ผลการทดลองนี� เป็นตวัแทนของสามการทดลองที0ไดท้าํแยกกนัจาก PBMCs ของอาสาสมคัรต่างกนั ซึ0 งใหผ้ลในทาํนองเดียวกนั 
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3.6 การศึกษาผลของโมโนโคลนอลแอนติบอด ีCARA ต่อการเหนี�ยวนําให้เกดิการตายแบบ 
apoptosis 

ก าร ก ร ะ ตุ้น เซ ล ล์ ผ่ าน  T cell receptor (TCR) ส่ ง ผ ล ใ ห้  peripheral T cells เข้ า สู่ ก า ร
เปลี0ยนแปลงผ่านระบบ cell cycle และมีการสร้างสาร interleukin 2 (IL-2) เพิ0มขึ� น นอกจากนี� ยงั
สามารถลดจํานวนของ T cells ผ่านกระบวนการ apoptosis ซึ0 งเรียกว่า “activation-induced cell 
death” (AICD) (Karas, Zaks et al. u���) จากผลการทดลองก่อนหนา้นี�  ที0แอนติบอดี CARA สามารถ
ยบัย ั�งการแบ่งตัวของ T cells นั� นเป็นอาจเป็นไปได้หรือไม่ว่าเป็นผลจากการส่งสัญญาณผ่าน
กระบวนการ AICD ทาํให้เซลล์มีการจายแบบ apoptosis ขึ�น ผูว้ิจยัจึงไดท้าํการตรวจสอบ โดยการใช้
เซลล์ Molt4 เป็นตน้แบบในการทดลอง โดยใช้วิธีการยอ้มเซลล์ด้วยสาร Anexin V ที0ติดกบั FITC 
เซลล์ใดที0เกิดการตายแบบ apoptosis ช่วงแรกเริ0มจะมีกระบวนการหัน (flip-flop)  เอาสารฟอสโฟลิ
ปิด phosphatidylserine (PS) ออกสู่ด้านนอกของเยื0อหุ้มเซลล์ ซึ0 งสามารถจบักบั anexinV ได้ ดงันั�น
เมื0อเรายอ้มเซลล์ดว้ย anexinV ที0ติดกบั FITC จะส่งผลให้เซลล์ที0เริ0มจะเกิด apoptosis ถูกยอ้มด้วยสี
ดงักล่าวและสามารถตรวจสอบไดด้ว้ยเครื0องโฟไซโตมิเตอร์ในช่วงสีเขียว (FLH-1) ส่วนเซลล์ที0เกิด
การตายแบบ necrosis จะติดตามดว้ยสาร propidiumiodide (PI) ซึ0 งสามารถวิเคราะห์ดว้ยเครื0องโฟไซ
โตมิเตอร์ในช่วงแสงสีส้ม (FLH-3) เซลล์ใดที0ยอ้มติดทั�งสองสีแสดงวา่อยู่ในช่วงของ late apoptosis 
คือเยื0อหุ้มเซลล์เริ0มถูกทาํลายและสาร PI สามารถเขา้สู่เซลล์เพื0อไปยอ้มติดดีเอ็นเอของเซลล์ได ้จาก
ผลการทดลองโดยการยอ้มเซลล์ Molt4 ด้วยสาร AnexinV-FITC และ PI หลังจากการเลี� ยงเซลล์
ดงักล่าวในแอนติบอดี CARA, M6-1B3, และ PrM4.1 ที0มีความเขม้ขน้สุดทา้ย ��µg/ml เป็นเวลา y 
ชั0วโมง พบว่าไม่มีความแตกต่างจากเซลล์ที0ไม่ได้มีการเติมแอนติบอดีใดๆ ในขณะที0เซลล์ที0ถูก
กระตุน้ให้เกิดกระบวนการ apoptosis ดว้ย H2O2 ซึ0 งใชเ้ป็น positive control ของระบบ มีปริมาณของ
เซลลที์0อยูใ่นช่วง eraly apoptosis และ late apoptosis เพิ0มขึ�นดงัแสดงในรูปที0 W ซึ0 งจากผลการทดลอง
นี�สามารถสรุปไดว้า่แอนติบอดี CARA ไม่มีผลเหนี0ยวนาํให ้Molt4 cell เกิดการตายแบบ apoptosis 
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รูปที0 W FACS profile แสดงผลของแอนติบอดี CARA ต่อการการตายของเซลลแ์บบ apoptosis 

Molt4 ที0ผ่านการเลี� ยงในอาหารเลี� ยงเซลล์ ในภาวะที0ไม่มีหรือมีแอนติบอดีที0มีความเขม้ขน้ 
�� µg/ml หรือ H2O2 เป็นเวลา y ชั0วโมงก่อนยอ้มดว้ยสาร FITC-conjuagted Anexin-V และ PI และ
ทาํการวิเคราะห์ด้วยเครื0องโฟลไซโตมิเตอร์ (A) conjugate control, (B) Mol4 ยอ้มด้วยสาร PI, (C) 
Molt4 ยอ้มดว้ย FITC-Anexin-V, (D) Mol4 ยอ้มดว้ย PI และ Anexin-V, (E) Molt4 ที0เลี� ยงในสภาวะ
ที0มี H2O2 และยอ้มดว้ย PI และ Anexin-V, (F) Molt4 ที0เลี� ยงในสภาวะที0มี mAb CARA และยอ้มดว้ย 
PI และ Anexin-V, (G) Molt4 ที0เลี� ยงในสภาวะที0มี mAb M6-1B9 และยอ้มด้วย PI และ Anexin-V, 
(H) Molt4 ที0เลี� ยงในสภาวะที0มี mAb Prm4.1 และยอ้มดว้ย PI และ Anexin-V ผลการทดลองนี� เป็นผล
การทดลองจากหนึ0งในสามการทดลองที0มีผลไปในทิศทางเดียวกนั 
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บทที�4  
บทสรุป 

 
จากผลการวิจยัทั�งหมดเกี0ยวกบัการศึกษาคุณลกัษณะและหน้าที0ของโมเลกุลที0จาํเพาะกับ

แอนติบอดี CARA ซึ0 งผูว้จิยัเรียกวา่โมเลกุล CARA สามารถสรุปไดด้งันี�  
1. โมเลกุล CARA มีการแสดงออกบนผิวของ T lymphocytes ในบางเซลล์ และพบวา่ บน 

CD4+ T cell มีการแสดงออกมากกวา่บน CD8+ T cell 
2. โมเลกุล CARA มีการแสดงออกบนผวิเซลลข์อง Molt4 บางเซลล ์คิดเป็นประมาณ �� % 

ของประชากรเซลลท์ั�งหมดที0นาํมาศึกษา 
3. จากการแยกกลุ่มเซลล์ Molt4 ที0 มีการแสดงออกของ CARA โดยวิธี  magnetic cell 

sorting พบวา่สามารถคดัเลือกได ้เซลล์ที0มี CARA โมเลกุลบนผิวเซลล์คิดเป็น 91% ซึ0 ง
เซลล์นี� ถูกนาํไปใช้สําหรับการทาํ immunoprecipitation และ การเตรียม cDNA สําหรับ
การโคลนยนีต่อไป 

4. จากการทดลองโดยการทาํ immunoprecipitation พบว่าโมเลกุล CARA เป็นโปรตีนที0มี
ขนาดประมาณ WX kDa ภายใตภ้าวะ non-reducing  

5. โมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA สามารถยบัย ั�งการกระตุน้การแบ่งตวัของ  T cells ผา่น 
CD3-mediated T cell stimulation แบบ dose dependent 

6.  โมโนโคลนอลแอนติบอดี CARA ไม่มีผลเหนี0ยวนาํให้เซลล์ Molt4 เกิดการตายแบบ 
apoptosis 

จากการทดลองนี� ผูว้ิจยัยงัไม่สามารถระบุได้ว่าโมเลกุล CARA คือโมเลกุลชนิดใดด้วยวิธี 
cloning เนื0องจากการทาํงานเกี0ยวกบัเซลล์มีความซับซ้อน และด้วยขอ้จาํกดัของระยะเวลาในการ
ศึกษาวิจยัภายใน 1 ปีทาํให้ไม่สามารถศึกษาโมเลกุล CARA ได้ครบถ้วนและเพียงพอสําหรับการ
ตีพิมพใ์นวารสารที0มีค่าดชันี แต่ผูว้ิจยัไดน้าํขอ้มูลบางส่วน ที0ไดจ้ากการศึกษาโปรตีนบนผวิเซลลเ์ม็ด
เลือดขาวชนิดอื0นเข้าร่วมเสนอผลงานการประชุมระดับนานาชาติแบบโปสเตอร์ 1 ครั� ง และใน
รูปแบบบรรยายดงันี�  
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Abstract 

Body:

Leukocytes are known as the cells which play a major role in the immune 

system. To execute their functions, nature design there surface to express 

abundant of proteins that the cells can use for cell-cell communication. Some 

of these molecules have been identified and characterized. Nevertheless, many 

of them still wait for discovering. Using hybridoma technique, several 

monoclonal antibodies (mAbs) to leukocytes surface molecules were 

generated. One among those mAbs named CARA was of interest. Two colors 

cell surface staining and flow cytometry analysis showed that there was no 

expression of the CARA recognition molecule on either B cells or natural killer 

cell (NK). Nonetheless, it showed positive reactivity with some of T cells, 

which could classify to neither CD4+/CD8+ T cell subpopulation system nor 

CD25+ regulatory T cells subpopulation. Interestingly, its expression was 

diminished upon T cell activation. Biochemical characterization using 

Immunoprecipitation technique found a protein with molecular weight of about 

70 kDa was precipitated with mAb CARA. These preliminary results reveal 

that the generated mAb CARA may recognize a new leukocyte surface 

molecule and this molecule can be used as marker to identify a novel T cell 

subpopulation. 
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Abstract

To confront with invading pathogens, numerous of leukocytes are found to be recruited to the 

site of infection. To execute their functions, the cells need to communicate to each other. 

Therefore their surface is designed to express plentiful of molecules which used for cell-cell 

communication. Although some of these molecules have been identified, there remain 

molecules that need to be studied. By using hybridoma technique, several monoclonal 

antibodies against leukocytes surface molecules have been generated in our laboratory. Among 

those generated clones, a monoclonal antibody (mAb) named COS3A was of interest. The mAb 

recognizes a molecule expressed on surface of tested hematopoietic cell lines, B cells, 

monocytes, natural killer cells (NK), and some of T cells but not red blood cells. Remarkably, 

high expression of this molecule was induced upon T cell activation. Functional studies of this 

mAb on T cells proliferation revealed that the mAb can suppress CD3-mediated T cell 

proliferation while using peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) as target cells. 

Interestingly, this phenomenon was diminished while monocytes and NK cells were depleted. 

No suppression effect had been observed while only T cells were used. These results spot out 

an important role of the COS3A recognizing molecule on cell-mediate immune responses. 

Further investigations, molecular cloning, and biochemical identification of this molecule are 

underway.
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