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Introduction and Objective:  Among HIV infected donors, the natural history of HIV infection is 

different and HIV load is the one of factors resulting in the different clinical outcome. We have been 

characterized HIV infected donors into 2 groups: controllers (HIV loads <2,000 copies/ml) and 

noncontrollers (HIV loads >2,000 copies/ml).In our previous study, we founded that controllers who 

naturally control HIV infection have the higher number of HIV-gag p24 specific T cells than 

noncontrollers significantly. Thus, We hypothesized that these polyfunctional T cells can effectively 

suppress HIV replication leading to the low level of HIV loads in controllers. 

Methods:  The functional quality of T cells was detected using intracellular cytokine staining assay. HIV 

isolates were isolated from HIV infected donors and then superinfected with autologous CD4+ T cells. 

The different functional quality of HIV-gag p24 specific T cell lines and bulk CD8+ T cells were used as 

effectors in their autologous HIV suppression assay. HIV suppression was assessed using HIV-gag p24 

ELISA assay. 

Results:  In our study, controllers were significantly higher in the absolute number of full 5 functions, 

HIV-gag p24 specific T cells than noncontrollers. Moreover, in vitro HIV suppression assay has been 

shown that bulk CD8+ T cells from controllers can significantly suppress HIV replication when compared 

with noncontrollers.  And, the HIV-gag p24 specific T cell line from controllers has the ability to suppress 

HIV replication in in vitro assay, effectively. 

Conclusion:  HIV-gag p24 specific T cell responses from controllers have the superior effect on the 

suppression of HIV replication in vitro study. 
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1. บทนํา 

HIV/AIDS เป็นปัญหาท่ีสาํคญัของโลกรวมทั้งประเทศไทย ปัจจุบนัมีผูป่้วย HIV/AIDS ทัว่โลก 

มากกวา่ 33 ลา้นคน และในประเทศไทยประมาณ 800,000 ถึง 1,000,000 คน ถึงแมมี้ความพยายามท่ีจะ ลด

จาํนวนผูติ้ดเช้ือลงดว้ยการรณรงคก์ารใชถุ้งยางอนามยั แต่พบวา่ในกลุ่มเส่ียงบางกลุ่มอตัราการติดเช้ือ ได้

เพิ่มข้ึนอยา่งรวดเร็ว [1] ถึงแมว้า่การรักษาดว้ยยาตา้นไวรัส (antiretroviral treatment, ART) ไดผ้ล เป็นอยา่ง

ดี แต่ผูป่้วยตอ้งรับประทานยาดงักล่าวอยา่งตรงเวลาจนตลอดชีวิต นอกจากน้ี ยายงัมีผลขา้งเคียง ทั้งท่ีเกิดข้ึน

ระยะสั้น และระยะยาวพอสมควร ดงันั้น แนวทางการรักษาผูติ้ดเช้ือดว้ย ART อาจไม่ใช่การ แกปั้ญหา 

HIV/AIDS แบบยัง่ยนื 

การพฒันาวคัซีนท่ีใชป้้องกนั HIV/AIDS เป็นการแกปั้ญหาท่ีไดรั้บการยอมรับอยา่งกวา้งวา่สามารถ 

ป้องกนัและควบคุม HIV/AIDS ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และมี cost-benefit ท่ีดี แต่อยา่งไรกต็าม ถึงแมมี้ 

ความพยายามจากนกัวิทยาศาสตร์ทัว่โลก และใชเ้งินในการวิจยัมากมายมหาศาล การพฒันาวคัซีนเพื่อใช ◌้

ป้องกนัโรคน้ียงัไม่ประสบความสาํเร็จ โดยสาเหตุหลกัมาจาก สายพนัธ์ุท่ีหลากหลายของไวรัสชนิดน้ี และ

การท่ีเรายงัไม่ทราบแน่ชดัถึงกลไกท่ีอาจใชใ้นการป้องกนั หรือควบคุมการติดเช้ือ HIV 

ถึงแมว้า่นกัวิทยาศาสตร์ยงัไม่ทราบแน่ชดัวา่ควรจะกระตุน้ภูมิคุม้กนัอยา่งไรจึงจะทาํใหเ้กิดการ

ป้องกนัการติดเช้ือ HIV ได ้แต่มีหลกัฐานในระดบัหน่ึงท่ีช้ีวา่ T cells เป็นเซลลห์ลกัท่ีสามารถควบคุมการติด

เช้ือ HIV ได ้หลกัฐานน้ีมาจากการศึกษาเปรียบเทียบผูติ้ดเช้ือ HIV ท่ีมี clinical outcome ท่ีแตกต่างกนั โดย

พบวา่ ในผูติ้ดเช้ือท่ีมี clinical outcome ท่ีดี และมีระยะไม่มีอาการยาวนาน ปริมาณ CD4 T cell สูง และ

ปริมาณ ไวรัสตํ่า (Longterm non-progessor, LTNP) จะมีปริมาณ และการตอบสนองของทีเซลลสู์งกวา่ผูติ้ด

เช้ือท่ีมี typical clinical outcome (Typical progressor, TP)นอกจากน้ี ในการศึกษาแบบ cross-sectional โดย

ใชร้ะดบั HIV set-point เป็นเกณฑใ์นการแบ่งผูติ้ดเช้ือออกเป็นสามกลุ่มไดแ้ก่ elite controller (EC) ซ่ึงมี 



  11

HIV-RNA ตํ่ากวา่ 50 copies/ml, viraemic controller (VC) ซ่ึงมี HIV-RNA อยูร่ะหวา่ง 51 ถึง 2,000 

copies/ml และ typical progressor (TP) ซ่ึงมีปริมาณ HIV-RNA มากกวา่ 2,001 copies/ml พบวา่ EC และ 

VC มีคุณภาพของ CD8+ T cells ดีกวา่กลุ่มท่ีเป็น typical progressor โดยในงานวจิยัตีพิมพใ์นระยะหลงัน้ี

ช้ีใหเ้ห็นวา่ ทีเซลลท่ี์สามารถหลัง่ cytokine ไดห้ลายชนิด มีคุณภาพดีกวา่ทีเซลลท่ี์หลัง่เฉพาะ gamma 

interferon (IFN) การวิเคราะห์ polyfunctional T cells ถึงแมว้า่จะเป็นท่ียอมรับในระดบัหน่ึงวา่ อาจมี

ความสาํคญัในการควบคุมการติดเช้ือ HIV จริง แต่หลกัฐานท่ีนาํมาประกอบลว้นแลว้แต่เป็นหลกัฐาน

ทางออ้ม (circumferential evidence) ท่ีแสดงวา่มีความสมัพนัธ์ระหวา่งการมี polyfunctional T cells และ

ปริมาณ HIV-RNA ท่ีต ํ่า แสดงยงัไม่มีการศึกษาท่ีแสดงใหเ้ห็นผลโดยตรงในการยบัย ั้ง HIV replication 
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2. การทบทวนวรรณกรรม 

HIV เป็นไวรัสในFamily Retroviridae มีสารพนัธุกรรมเป็น RNA สายเด่ียวสองเสน้ HIV มี 

glycoprotein spikes (gp160) ท่ีมีบทบาทสาํคญัในการเขา้สู่เซลลข์องไวรัส HIV สามารถแบ่งไดเ้ป็น 2 ชนิด

ไดแ้ก่ HIV-1 ซ่ึงระบาดทัว่โลกและ HIV-2 ซ่ึงมีการระบาดส่วนใหญ่อยูใ่นทวีปอฟัริกา HIV-1 สามารถแบ่ง

ออกเป็น 3 กลุ่มไดแ้ก่ Major group (M), Outlier group (O) และ Non-M, non-O group (N) การระบาดของ 

HIV-1 ในขณะน้ีมาจาก group M เป็นส่วนใหญ่ นกัวิทยาศาสตร์ไดแ้บ่งกลุ่ม HIV-1 ใน group M ตามความ

ใกลเ้คียงกนัของ nucleotide sequence เรียกกลุ่มยอ่ยน้ีวา่ subtype หรือ clade แต่ถา้ HIV-1 สายพนัธ์ุใดท่ีมี

ลกัษณะของไวรัสมากกวา่หน่ึง subtype เรียกไวรัสสายพนัธ์ุนั้นวา่เป็น Circulating Recombinant Form 

(CRF) ตวัอยา่งไดแ้ก่CRF01_AEซ่ึงเป็นสายพนัธ์ุท่ีระบาดแพร่หลายมากท่ีสุดในประเทศไทย ซ่ึงแต่เดิมถูก

จดัอยูใ่น subtype E แต่ต่อมาพบวา่ไวรัสชนิดน้ีเป็นไวรัสลูกผสมระหวา่ง subtype A และ subtype E จึงไดต้ั้ง

ช่ือใหม่เป็น CRF01_AE [2]เป็นตน้นอกจากน้ีนกัวิทยาศาสตร์ยงัพบวา่ยงัมี HIV ลูกผสมระหวา่งสายพนัธ์ุ 

CRF01_AE และ subtype B ซ่ึงไดต้ั้งช่ือวา่ CRF15_01B[3] 

HIV-1 มีขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลางประมาณ 100 ถึง 150 นาโนเมตร และมีขนาดของ genome 

ประมาณ 10 กิโลเบสซ่ึงมี long-terminal repeats (LTRs) ขนาบอยูส่องขา้ง HIV-1 มียนีหลกัอยูส่ามชนิด

ไดแ้ก่ gagpol และ env นอกจากน้ีแลว้ HIV-1 ยงัมียนีอีก 6 ชนิดท่ีเป็น regulatory และ accessory genes 

ไดแ้ก่ vif, vpr, tat, rev, nef และ vpu 

ส่วนใหญ่ของโครงสร้างของ HIV-1 ไดม้าจากยนี gag ซ่ึงเป็นโปรตีนตั้งตน้ (precursor protein) 

ขนาดใหญ่ (pr55) หลงัจากนั้นจะถูกยอ่ยโดยเอนไซม ์ protease ของไวรัสไดเ้ป็นโปรตีนชนิดเลก็ลง เช่น 

Matrix (MA, p17), Capsid (CA, p24) และ Nucleocapsid (NC, p7) matrix เป็นโปรตีนท่ีอยูผ่วิดา้นในของ 

envelope และทาํหนา้ท่ีในการชกันาํใหเ้กิดการหุม้ virionของ HIV-1 ดว้ย envelope ในกระบวนการเพ่ิม
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จาํนวนของไวรัสก่อนท่ีจะออกนอกเซลล ์ นอกจากน้ี matrix ยงัมีส่วนร่วมในกระบวนการนาํ viral 

preintegration complex เขา้สู่นิวเคลียสของเซลลอี์กดว้ย ส่วน viral capsid (p24) นั้นเป็นองคป์ระกอบท่ี

สาํคญัของแกนกลาง (core) ของ HIV-1 ส่วน nucleocapsid (p7) เป็น RNA binding protein และมีหนา้ท่ีใน

การบรรจุ RNA ของไวรัสเขา้สู่ virion โปรตีน gag นบัวา่เป็นโปรตีนท่ีสาํคญั มีหลกัฐานวา่โปรตีนชนิดน้ี

สามารถชกันาํใหเ้กิด protective immunityส่วนเอนไซมส์ร้างมาจากยนี pol ไดแ้ก่ protease (p11), reverse 

transcriptase  (RT)/RNase H (p66/p51) และ Integrase (p32) ส่วนยนีenvนั้นสงัเคราะห์โปรตีนข้ึนใน 

endoplasmic reticulum (ER) และผา่นกระบวนการ glycosylation  ท่ี ER และ golgi network ไดเ้ป็นไกลโค

โปรตีน gp160 ซ่ึงมีขนาด 160 กิโลดาลตนั ซ่ึงภายหลงัจะถูกยอ่ยโดยเอนไซมข์องเซลลไ์ดเ้ป็น 2 ส่วนไดแ้ก่ 

gp41 ซ่ึงเป็น transmembrane subunit และ gp120 สาํหรับยนีอีก 6 ชนิดนั้น มียนีอยูส่องชนิดท่ีมีความจาํเป็น

สาํหรับการเพิม่จาํนวนของไวรัสไดแ้ก่ tatและ revแต่ยนีอีกส่ีชนิดนั้น (vif, vpr, vpuและ nef) ในบางกรณีไม่

จาํเป็นสาํหรับการเพิ่มจาํนวนของไวรัสในหลอดทดลอง ดงันั้นบางทีจึงเรียกวา่ accessory genes   

ในขณะท่ีการติดเช้ือ acute-resolving virus ใช ้neutralising antibody ในการป้องกนัและควบคุมการ

ติดเช้ือการติดเช้ือแบบ persistent infection และมี cell-to-cell transmission แบบ HIV มีปัญหาของการ

ตอบสนองของแอนติบอดี โดยตาํแหน่งท่ี neutralising antibodies ต่อ HIV ไปจบัมีอยูส่ามตาํแหน่งไดแ้ก่ 

CD4-binding site ซ่ึงอยูบ่ริเวณ V3-loop ของ gp120, co-receptor binding site และ gp41ซ่ึงทั้งสามตาํแหน่ง

มีความหลากหลายของพนัธุกรรมค่อนขา้งมาก มี carbohydrate moiety ปกคลุม และเป็น unexposed domain 

ภายใน trimeric molecule นอกจากน้ีนกัวิทยาศาสตร์พบอีกวา่แอนติบอดีจากผูติ้ดเช้ือ HIV ถึงแมว้า่จะ

สามารถ neutralize สายพนัธ์ุท่ีเป็น lab strain ไดดี้ แต่ neutralizeเช้ือ HIV ท่ีเป็น primary isolate ไดไ้ม่ดี[4-

6]และแอนติบอดีส่วนใหญ่ท่ีสร้างข้ึนเม่ือมีการติดเช้ือ HIV เป็น non-neutralizing antibodies ซ่ึงจบักบั 

virion debris[7]และยงัพบอีกวา่แอนติบอดีดงักล่าวมีบทบาทนอ้ยมากในการควบคุมการติดเช้ือในระยะ 

primary infection ดงัเห็นไดจ้ากวา่ การลดลงของปริมาณไวรัสในระยะ primary infection เกิดข้ึนก่อนมี 
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neutralising antibodies เสียอีก[7] และท่ีสาํคญั neutralising antibodies เหล่าน้ีส่วนใหญ่มีความจาํเพาะต่อ

สายพนัธ์ุค่อนขา้งสูง มี neutralising antibodies อยูเ่พยีงไม่ก่ีชนิดเท่านั้นท่ีมีความสามารถในการ 

neutralisation ขา้มสายพนัธ์ุไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ และแอนติบอดีท่ีออกฤทธ์ิกวา้งเหล่าน้ีเม่ือวิเคราะห์

โครงสร้าง crystal structure แลว้พบวา่มีลกัษณะท่ีค่อนขา้ง unique และ usual ทาํใหเ้กิดปัญหาวา่จะพฒันา 

immunogenอยา่งไรเพ่ือใหไ้ดแ้อนติบอดีท่ีมีลกัษณะเฉพาะแบบน้ี 

นกัวิทยาศาสตร์ส่วนใหญ่เช่ือวา่ภูมิคุม้กนัผา่นเซลลโ์ดยเฉพาะอยา่งยิง่ cytotoxic T-lymphocyte 

(CTL) หรือ CD8+ T cells มีบทบาทสาํคญัในการควบคุมการติดเช้ือ HIV โดยมีหลกัฐานวา่ในระยะ primary 

infection นั้น ปริมาณไวรัสในเลือดลดลงเม่ือมีการเพิ่มข้ึนของ CTL [8]ซ่ึงเป็นหลกัฐานวา่ CTL สามารถ

ควบคุมการติดเช้ือ HIV อยา่งนอ้ยท่ีสุดในช่วงแรกของการติดเช้ือ นอกจากน้ียงัพบอีกวา่มีความสมัพนัธ์เชิง

ผกผนัระหวา่งปริมาณ HIV ในเลือด และจาํนวน HIV-specific T cells ในระยะ chronic infection [9]ยิง่ไป

กวา่นั้น เม่ือวิเคราะห์การตอบสนองของภูมิคุม้กนัในผูติ้ดเช้ือ HIV ท่ีมีการดาํเนินโรคท่ีดี (Long-term non 

progressor) จะพบวา่การตอบสนองของ CTL ต่อโปรตีน gag ของ HIV มีบทบาทสาํคญัท่ีทาํใหผู้ติ้ดเช้ือใน

กลุ่มน้ีมีการดาํเนินโรคท่ีดีกวา่คนทัว่ไป [10]ไม่เพยีงแต่หลกัฐานในผูท่ี้ติดเช้ือเท่านั้น CTL ยงัมีบทบาทใน

การป้องกนัการติดเช้ือผูท่ี้สมัผสัเช้ือแต่ไม่ติด (Highly-exposed persistently seronegative persons, HEPS) 

อีกดว้ย[11-14] 

ในการวิเคราะห์การตอบสนองของ CTL นั้น ช่วงแรกของการศึกษาใชว้ิธี Chromium-release 

cytotoxic killing assay ซ่ึงเป็น in vitro /semi-quantitative assay และมีความเส่ียงจากสาร radioactive ต่อมา

มีการพฒันา ELISpot ซ่ึงตรวจสอบการหลัง่ IFNจาก T cells ท่ีถูกกระต้ึนโดย specific peptide เทคนิคน้ี 

ทาํไดง่้าย สะดวก ทาํไดที้ละมากๆ (high throughput) ใกลเ้คียงกบัส่ิงท่ีเกิดในร่างกายเพราะเป็น ex vivo 

assay ตลอดจนเป็น quantitative และไม่มีสารรังสีอีกดว้ย แต่อยา่งไรกต็าม ในงานวิจยัเร็วๆน้ีไดแ้สดงให้

เห็นวา่ สาํหรับการตอบสนองต่อ HIV นั้น ถา้วิเคราะห์การหลัง่IFNแต่เพียงอยา่งเดียวจะไม่สมัพนัธ์กบั



  15

การควบคุมHIV หรืออาจกล่าวไดว้า่ การวิเคราะห์ IFN monofunctional T cells ไม่สามารถบอกไดว้า่ การ

ตอบสนองของภูมิคุม้กนัท่ีเกิดข้ึนนั้น เป็น protective immunity หรือไม่ ในระยะต่อมา ไดมี้การพฒันาการ

วิเคราะห์ cytokines หลายๆชนิดพร้อมกนั (simultaneous analysis of multiple intracellular cytokines) และ

พบวา่การวิเคราะห์ ‘polyfunctionality’ ในลกัษณะน้ี สมัพนัธ์กบัการควบคุมปริมาณ HIV ปัญหาของการ

ทดสอบวิธีน้ีไดแ้ก่ การ standardization เคร่ืองมือท่ี (multicolour flow cytometer) ตอ้งอาศยัความชาํนาญขั้น

สูง และไม่ไดแ้สดงถึงผลการควบคุม HIV replication โดยตรง คณะผูว้จิยัจึงเสนอการพฒันาเทคนิคท่ี

สามารถวิเคราะห์ความสามารถในการควบคุม HIV replication โดยตรง และไม่จาํเป็นตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ี

ทนัสมยัมากนกั ผูว้ิจยัหวงัวา่หลงัจากได ้ optimisationแลว้ เทคนิคน้ีจะเป็นเคร่ืองมือสาํคญัในการศึกษา 

correlates to protective immunity และอาจใชใ้นการประเมินประสิทธิภาพของวคัซีนป้องกนัโรคเอดส์ใน

อนาคต 
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3. ระเบียบวธีิวจัิย 

สถานท่ีทาํการทดลอง 

ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 

 

 วิธีดาํเนินการวิจัย 

1. อาสาสมคัรคนปกติ 10 คน 

2. อาสาสมคัรติดเช้ือ HIV 5คน โดยเป็น TP 3คน และ VC 2คน 

3.  การเกบ็ตวัอยา่ง 

เจาะเลือดรวม 50 ซีซีโดยใช ้EDTA หรือ ACD (ในกรณีท่ีแยกเพาะเช้ือ HIV) เป็นสารป้องกนัเลือด

แขง็ตวัและแยก PBMC โดยนาํ blood มาเจือจางดว้ย RPMI ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 หลงัจากนั้นนาํไปแยก 

PBMC โดยใชว้ิธี Ficoll-hypague density-gradient centrifugation ท่ี 25 องศาเซลเซียส นาํเซลลท่ี์ไดม้ายอ้ม

ดว้ย Trypan blue และนบัโดยกลอ้งจุลทรรศน์ 

4.  การแยกเพาะเล้ียงและเพิม่จาํนวน HIV isolates 

นาํ PBMC ของผูติ้ดเช้ือ HIV (PBMCHIV) 10-15 x 106 cells (need optimization) มา depleted 

CD8+ T cells ดว้ยDynal® magnetic beads แลว้นาํ CD8-depleted PBMCHIV ไป co-culture กบั PHA-

activated CD8-depleted PBMCdonor(approximately 5 x 106 cells-need optimization) ใน 8 ml R10/IL2 

medium ท่ีมี polybrene, ciprofloxacin และ Penicillin/streptomycin ท้ิงไวใ้น 37C/CO2 incubator 7 วนั เม่ือ

ครบ 7 วนัเอา supernatant ออกมา 2/3 และตรวจหาไวรัสโดย p24 antigen assay และ PCR หลงัจากนั้นเติม 
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PHA-activated CD8-depleted PBMCdonor ลงไปใหม่แลว้เล้ียงใหค้รบ 7 วนัอีกคร้ัง ทาํแบบน้ี 4 ถึง 5 

สปัดาห์ หรือจนกวา่จะไดป้ริมาณไวรัสมากพอ 

เม่ือได ้ isolated virus แลว้ หลงัจากนั้นนาํมาเพิ่มจาํนวนโดย นาํ supernatant ท่ีมีไวรัสมา 1 ml และ

ใส่ 5 x 106 PHA-activated CD8-depleted PBMCdonor in R10/IL2 medium ใหไ้ด ้5 ml  และเล้ียงท่ี 37C 

เป็นเวลา 7 วนั เกบ็ supernatant 3 ml เพื่อวเิคราะห์ไวรัส และเติม PBMCdonor แลว้เล้ียงต่อจนครบ 7 วนั ทาํ

แบบน้ี 4-5 cycles แลว้จึงไปวิเคราะห์ TCID50 

การวิเคราะห์ TCID50 ทาํโดยเจือจาง 5 เท่า (5-fold dilution) supernatant ใหไ้ดท้ั้งส้ิน 8 dilutions 

ในแต่ละ dilution เติม PHA-activated CD8-depleted PBMCdonor 100,000 cells และเพื่อความแม่นยาํทาํ

เป็น quadruplicate หลงัจากนั้น incubate 37C/CO2 เป็นเวลา 7 วนัแลว้นาํ supernatant มาตรวจ p24 antigen 

และเติม PBMCdonor และทาํแบบน้ี 2 cycles แลว้คาํนวณ TCID50โดยอาศยัสูตร 

 

-Log TCID50 endpoint = -log a – [(b-0.5) x log c] 

a = lowest virus dilution 

b = sum of the percent p24-positive culture at each dilution 

c = dilution factor 
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5.  HIV (replication) suppression by T cells (ตอ้งการ extensive optimization) 

นาํ PBMC ของอาสาสมคัรจาํนวน 10คนท่ีติดเช้ือ HIV มาคดัเลือก T cells โดยใชเ้ทคนิค untouched 

CD3+ T cells หลงัจากนั้นทาํ CD4+ T cells positive selection โดย Mac beads และเกบ็ CD8+ T cell 

fraction เอาไว ้กระตุน้ CD4+ T cells ดว้ย PHA 3 วนั แลว้นาํไป superinfect ดว้ยไวรัสท่ี isolate มาได ้แลว้

co-culture กบั CD8+ T cells  (โดยใช ้E:T ratio หลาย ratio) และวดั p24 antigen ใน supernatant ท่ี Day 0, 3, 

5, 7 และ10  

 

6. การทดสอบเปรียบเทียบ HIV replication suppression by bulk CD8+T cells ในอาสาสมคัร TP 

และ VC 

Screen p24 peptides ในอาสาสมคัรทั้งหมดดว้ย ELISpot assays โดยกระตุน้ดว้ย p24 overlapping 

peptides (OLP) เพื่อประเมินการตอบสนองผา่น T cells ต่อ p24 antigenใช ้ protocol ท่ี optimized แลว้จาก 

2.5 แลว้เปรียบเทียบการ suppress HIV replication ของ bulk CD8+ T cells ของกลุ่ม TP กบักลุ่ม VC 
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4. ผลการวจัิย 

1)  การรวบรวม HIV-infected individuals 

ผูติ้ดเช้ือเอชไอวีมีการดาํเนินโรคท่ีแตกตา◌่งกนั ดงันั้นจึงทาํการรวบรวมผูติ้ดเช้ือเอชไอวีดว้ย 

criteria ดงัน้ี 

 

ตารางท่ี 1แสดง criteria ท่ีใชใ้นการรวบรวมผูติ้ดเช้ือเอชไอว ี

 

Inclusion criteria Exclusion criteria 

Anti-HIV antibody positive Anti-HIV antibody negative 

ไม่ไดรั้บการรักษาดว้ยยาตา้นเอชไอวีมากกวา่ 1 ปี ไดรั้บการรักษาดว้ยยาตา้นเอชไอว ี

ค่าระดบั CD4 count มากกวา่ 350 cells/ul 2 คร้ัง

ติดต่อกนั 

ค่าระดบั CD4 count นอ้ยกวา่ 350 cells/ul  

ไม่มีอาการของโรคติดเช้ือฉวยโอกาสท่ีสมัพนัธ์กบั

การติดเช้ือเอชไอว ี

มีอาการของโรคติดเช้ือฉวยโอกาสท่ีสมัพนัธ์กบั

การติดเช้ือเอชไอว ี

อยูใ่นระยะเร้ือรังของการติดเช้ือเอชไอว ี ไม่อยูใ่นระยะเร้ือรังของการติดเช้ือเอชไอว ี

 

จากนั้นจะทาํการแบ่งประเภทของผูติ้ดเช้ือเอชไอวีออกเป็นสามประเภทดงัตาราง 
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ตารางท่ี 2แสดงการจาํแนกประเภทของผูติ้ดเช้ือเอชไอว ี

 

Donors CD4 count (cells/ul) HIV loads (copies/ml) 

Elite controllers > 350 < 50 

Viraemic controllers > 350 < 2000 

Noncontrollers > 350 > 2000 

 

 

กราฟท่ี 1แสดงเปอร์เซนตข์องผูติ้ดเช้ือเอชไอวีจากการแบ่งกลุ่มเป็น EC, VC และ NC ดว้ยค่า HIV loads  

 

 

 

ผูติ้ดเช้ือเอชไอวีจาํนวน 67 คน แบ่งเป็น Elite controllers, Viraemic controllers, และ 

Noncontrollers โดยแสดงค่า Median CD4 count และ Median plasma HIV loads ของผูติ้ดเช้ือเอชไอวีแต่ละ

กลุ่มดงัน้ี 
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ตารางท่ี 3แสดงโดยแสดงค่า Median CD4 count และ Median plasma HIV loads ของ Elite controllers, 

Viraemic controllers, และ Noncontrollers 

 

Donors จํานวนผู้ติด

เช้ือเอชไอว ี

CD4 count (cells/ul) HIV loads 

(copies/ml) 

Elite controllers (EC) 2 803  

(615-990) 

30 

 (20-40) 

Viraemic controllers (VC) 19 681 

 (468-1540) 

682  

(96-2080) 

Noncontrollers (NC) 46 661.5 

 (403-1540) 

17525.5  

(2472-446037) 

 

  ผูติ้ดเช้ือเอชไอวีจาํนวน 67 คน มีค่าเฉล่ียของระดบั CD4 count (Median CD4 count)คือ 

664 cells/ul โดยมีค่าระดบั CD4 count (Range of CD4 count) ตั้งแต่ 403 ถึง 1,540 cells/ul และมี

ค่าเฉล่ียของระดบัเอชไอวใีนพลาสมา (Median plasma HIV loads) คือ 7,352 copies/ml โดยมีค่า

ระดบั HIV loads (Range of plasma HIV loads)ตั้งแต่ 20-446,037 copies/ml  

 

 

 

 

 



  22

รูปท่ี 2กราฟแสดงค่าเฉล่ียของระดบั CD4 count (Median CD4 count) ของผูติ้ดเช้ือเอชไอวีแต่ละกลุ่ม 

 

 

  

จากกราฟพบวา่ median CD4 count ของทั้ง EC, VC และ NC ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี นยัสาํคญั 

ทางสถิติ (p>0.05) ซ่ึึงมีค่า median CD4 count ของ EC, VC และ NC คือ 803, 681 และ 661.5 cells/ul  

ตามลาํดบั 
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รูปท่ี 3กราฟแสดงค่าเฉล่ียของระดบั plasma HIV loads (Median plasma HIVloads) ของผูติ้ดเช้ือเอชไอวีแต่ละกลุ่ม 

 

 

 

  

พบวา่ค่าเฉล่ียระดบั HIV loads ของผูติ้ดเช้ือเอชไอวีทั้งสามกลุ่มมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ 

โดยค่า median HIV loads ของ EC, VC และ NC คือ 30, 682 และ 17,525.5 copies/ml ตามลาํดบั 
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2) การแยกเช้ือเอชไอวจีากผู้ตดิเช้ือเอชไอว ี(HIV isolation) 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม PBMC ของ Healthy donors ใน IF medium (IMDM supplement with 10% vol/vol 

FBS) 

2. Culture PBMC ใน PHA medium (IMDM supplement with 10% vol/vol FBS, 5 ug/ml 

Ciprofloxin and 1ug/ml PHA) 

3. Incubate 37 C, 5% CO2, 2-3 days 

4. เตรียม PHA stimulated PBMC ใน IL2 medium (IMDM supplement with 10% vol/vol FBS, 5 

ug/ml Polybrene and 10 U/ml IL2) 

5. เตรียม PHA stimulated PBMC 5 million per ml ใน IL2 medium 

6. Culture PHA stimulated PBMC และ 1-3 million PBMC ของผูติ้ดเช้ือเอชไอว ี

7. Incubate ท่ี 37 C ใน shaking incubator 1ชัว่โมง 

8. Resuspend 1 million per ml ใน IL2 medium 7 วนั 

9. เกบ็ supernatant 75 ul และเติม 0.2% vol/vol Triton x-100 

10. Incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 30 นาที 

11. วดั HIV-gag p24 Ag ดว้ย ELISA assay 

12. Remove 2 ใน 3 ของ supernatant 

13. เติม 5 million PHA-stimulated PBMC 

14. เกบ็ supernatant ทุก 7 วนั 
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ผลการทดลอง 

ผูติ้ดเช้ือเอชไอวีทั้งหมดจาํนวน 29 คน ท่ีทาํการแยกเอชไอวีจาก PBMCs มีดงัน้ี 

 

ตารางท่ี 4แสดงจาํนวนผูติ้ดเช้ือเอชไอวีแต่ละกลุ่มท่ีนาํมาแยกเอชไอวจีาก PBMCs  

 

Donors EC VC NC HAART  

N=29 2 9 16 2 

 

 

ตารางท่ี 5แสดงผลของการแยกเอชไอวีจากผูติ้ดเช้ือเอชไอวีแต่ละกลุ่ม 

 

Donors EC (n=2) VC(n=9) NC(n=16) HAART(n=2) 

HIV 

isolation 

+ - + - + - + - 

0/2 2/2 2/9 7/9 8/16 8/16 0/2 2/2 

%Success 

rate 

0% 

 

22.22% 50% 0% 

 

+  หมายถึง สามารถแยกเอชไอวีจาก PBMC ไดจ้ากการวดัผลดว้ย ELISA assay 

-  หมายถึง ไม่สามารถแยกเอชไอวีจาก PBMC ไดจ้ากการวดัผลดว้ย ELISA assay 
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การ Isolation เอชไอวีจากผูติ้ดเช้ือเอชไอวจีาํนวน 29 คน โดยประกอบดว้ย EC จาํนวน2 คน VC 

จาํนวน 9 คน NC จาํนวน 16 คน และผูท่ี้ไดรั้บการรักษาดว้ยยาตา้นไวรัส 2 คน พบวา่การแยกเช้ือเอชไอวี

สามารถแยกไดจ้ากผูติ้ดเช้ือ NC ไดดี้ท่ี่ีสุด และสามารถแยกไดดี้มากกวา่ใน VC ซ่ึงผูติ้ดเช้ือเอชไอว ีEC และ

ผูท่ี้ไดรั้บการรักษาดว้ยยาตา้นไวรัสไม่สามารถแยกเช้ือเอชไอวีจาก PBMCs ได ้

 

รูปท่ี 4 กราฟแสดงผลของการแยกเอชไอวจีากผูติ้ดเช้ือเอชไอวีแต่ละกลุ่ม (%Success rate) 

 

 

 

จากผลการทดลอง HIV isolation พบวา่ผูติ้ดเช้ือเอชไอวีบางคนไม่สามารถแยกเช้ือเอชไอวี จาก 

PBMC ได ้ ซ่ึงอาจเป็นผลของการไม่มี CCR5 ท่ีเป็น coreptor ในการเขา้สู่เซลลข์องเอชไอวี ดงันั้นจึงทาํการ

ตรวจหา CCR5 gene จาก PBMC 
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3) CCR5 detection 

CCR5 คือ coreceptor ของ HIV ในการเขา้สู่เซลล ์ดงันั้นจึงตอ้งมีการตรวจก่อนทาํการทดลอง 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. แยก PBMC จาก EDTA blood  

2. สกดั DNA จาก PBMC 

3. ทาํ PCR reaction เพื่อหาตาํแหน่งท่ีหายไป 32 nucleotide บน CCR5 gene โดย CCR5 primer (5-

GATAGGTACCTGGCTGTCGTCCAT-3 and 5-ACCAGCCCCAAGATGACTATCT-3) 

 

ตารางท่ี 6แสดงการเตรียมสารสาํหรับทาํ PCR reaction 

 

Reagents Amount (ul) 

10x buffer 5 

dNTP 2 

CCR5 sense primer 1 

CCR5 antisense primer 1 

DNA polymerase 0.2 

Rnase-free-water 35.8 

DNA 5 

Total volume 50 
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ตารางท่ี 7แสดง PCR conditions สาํหรับการตรวจ CCR5 gene 

 

Steps Temperature (C) Time No. of cycles 

1 95 5 min 1 

2 95 5 sec 35 

 55 10 sec  

 72 1 min  

3 72 2 min 1 

4 4 Hold 1 

 

4. Run gel electrophoresis ดว้ย 2% agarose gel 

5. Wild-type CCR5 จะมีขนาด 239 bp และ CCR5 deletion 32 bp จะมีขนาด 207 bp 

 

รูปท่ี 5ภาพแสดงการ Run gel electrophoresis ของ CCR5 gene detection 
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ตารางท่ี 8แสดงจาํนวนอาสาสมคัรท่ีไดรั้บการตรวจหา CCR5 gene ดว้ย PCR 

 

Donor EC VC NC HAART HD 

Donors   

(n=73) 

2 16 40 3 15 

CCR5 

detection 

WT Del WT Del WT Del WT Del WT Del 

2 0 16 0 40 0 3 0 15 0 

Wild type 

CCR5 (%) 

100% 100% 100% 100% 100% 

 

 

จากการตรวจหาการหายไปของ 32 basepairs บน CCR5 gene ท่ีมีผลต่อการเขา้สู่เซลล ์ของเอชไอวี 

พบวา่ผูติ้ดเช้ือเอชไอวีทุกคนมี CCR5 gene เป็นแบบ wild type ทั้งหมด 
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รูปท่ี 6กราฟแสดงการตรวจ CCR5 gene ของอาสาสมคัร 

 

 

 

 

จากการแยกเอชไอวีจาก PBMC ไดแ้ลว้ จะตอ้งทาํการเพิ่มปริมาณของเอชไอวีเพื่อใหเ้พียงพอ ในการ

ทาํการทดลอง (HIV propagation) ซ่ึง HIV supernatant ท่ีแยกไดจ้ากผูติ้ดเช้ือเอชไอวีทั้ง VC และ NC จะถูก

นาํมาเพิ่มปริมาณเพื่อใหมี้ปริมาณมากพอสาํหรับการทดลองโดยนาํ HIV supernatant จาก VC จาํนวน 2 คน 

และจาก NC จาํนวน 3 คนมา propagation ต่อ และผลการทาํ HIV propagation แสดงดงัต่อไปน้ี 
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4) HIV propagation 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม PBMC ของ Healthy donors ใน IF medium (IMDM supplement with 10% vol/vol FBS) 

2. Culture PBMC ใน PHA medium (IMDM supplement with 10% vol/vol FBS, 5 ug/ml 

Ciprofloxin and 1ug/ml PHA) 

3. Incubate 37 C, 5% CO2, 2-3 days 

4. เตรียม PHA stimulated PBMC ใน IL2 medium (IMDM supplement with 10% vol/vol FBS, 5 

ug/ml Polybrene and 10 U/ml IL2) 

5. เตรียม PHA stimulated PBMC 5 million per ml ใน IL2 medium 

6. Culture PHA stimulated PBMC และ 1 ml HIV supernatant 

7. Incubate ท่ี 37 C ใน shaking incubator 1ชัว่โมง 

8. Resuspend 1 million per ml ใน IL2 medium 7 วนั 

9. เกบ็ supernatant 75 ul และเติม 0.2% vol/vol Triton x-100 

10. Incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 30 นาที 

11. วดั HIV-gag p24 Ag ดว้ย ELISA assay 

12. Remove 2 ใน 3 ของ supernatant 

13. เติม 5 million PHA-stimulated PBMC 

14. เกบ็ supernatant ทุก 7 วนั 
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ตารางท่ี 9แสดงจาํนวนอาสาสมคัรท่ีใช ้HIV supernatant มา propagation ต่อ 

 

Donors VC(n=2) NC(n=3) 

HIV 

propagation 

+ - + - 

1/2 1/2 2/3 1/3 

%Success rate 50% 66.67% 

 

 

จากการ propagation เพื่อเพิม่จาํนวนเอชไอวีใหม้ากเพยีงพอต่อการทาํการทดลองต่อไป พบวา่ บาง 

HIV supernatant เท่านั้นท่ีสามารถ propagation ได ้โดยทั้ง VC และ NC สามารถ propagation ไดพ้อกนั 

 

รูปท่ี 7กราฟแสดงผลของ HIV propagation จาก HIV supernatant 
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 จากนั้นตอ้งทาํการวดัปริมาณของ HIV supernatant ก่อนท่ีจะนาํมาใชใ้นการทดลองต่อไป  

 

5) การหาค่า HIV titer ใน HIV supernatant 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม PBMC ของ Healthy donors ใน IF medium (IMDM supplement with 10% vol/vol FBS) 

2. Culture PBMC ใน PHA medium (IMDM supplement with 10% vol/vol FBS, 5 ug/ml 

Ciprofloxin and 1ug/ml PHA) 

3. Incubate 37 C, 5% CO2, 2-3 days 

4. เตรียม PHA stimulated PBMC ใน IL2 medium (IMDM supplement with 10% vol/vol FBS, 5 

ug/ml Polybrene and 10 U/ml IL2) 

5. เตรียม PHA stimulated PBMC 1 million per ml ใน IL2 medium 

6. เตรียม HIV supernatant เป็น 10-fold serial dilution  

7. ใส่ 100 ul PHA-stimulated PBMC ใน 96-well plate  

8. ใส่ 25 ul ของ diluted HIV supernatant 

9. Incubate ท่ี 37 C 5% CO2 เป็นเวลา 7 วนั 

10. Collect 50 ul HIV supernatant 

11. เติม 50 ul 0.2% vol/vol Triton x-100 

12. Incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 30 นาที 

13. วดั HIV-gag p24 Ag ดว้ย ELISA assay 

14. คาํนวณหาค่า TCID 50 
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สูตรการคาํนวณหาค่า TCID 50 

 

 

 

a คือ ค่าของ dilution ท่ีต ํ่าสุดท่ีใชใ้นการทดลอง 

b คือ ค่าผลรวมของเปอร์เซนตท่ี์ culture ตรวจพบผลบวกของ HIV-gag p24 Ag ดว้ย ELISA 

assay ท่ีแต่ละ dilution 

c คือ dilution factor 

 

  

 เม่ือไดค่้า TCID 50 จะใชเ้พือ่บอกปริมาณของ HIV supernatant ซ่ึงการเลือกใชป้ริมาณ เอชไอวีจาก 

HIV supernatant เพื่อนาํไปใช ้ superinfection หรือ infection ในอาสาสมคัรท่ีติด และไม่ติดเช้ือเอชไอวี

ตามลาํดบั จาํเป็นตอ้งทาํการทดลองต่อไป 
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6) HIV superinfection และ HIV infection assay 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม PBMC ของอาสาสมคัร 

2. แยก CD4 positive cells จาก PBMC โดยใช ้CD4 magnatic beads 

3. Resuspend cell ใน PHA medium (RPMI1640 supplement with 10% vol/vol FBS and 1 ug/ml 

PHA)  

4. Incubate 37 C, 5% CO2 นาน 2-3 วนั 

5. นาํ PHA stimulated CD4 positive cells มาลา้งดว้ย R10 2 คร้ัง 

6. Resuspend ใน R10 1 million per ml 

7. ใส่ 100 ul ของ PHA stimulated CD4 positive cells ใน 96-well plate 

8. ทาํเป็น duplicate experiments 

9. เติม 100 ul HIV supernatant 

10.  Centrifuge 400 xg ท่ี 22 C เป็นเวลา 1 hr 

11.  Incubate ท่่ี 37 C 5% CO2 เป็นเวลา 1 hr 

12.  Centrifuge 400 xg ท่ี 22 C เป็นเวลา 5 นาที  

13. ลา้ง HIV supernatant ดว้ย R10 2 คร้ัง 

14.  เติม IL2 medium 190 ul 

15.  Incubate ท่ี 37 C 5% CO2  

16.  Collect HIV supernatant ท่ี Day 3, 7, 10 และ 14 

17.  วดั HIV-gag p24 Ag ดว้ย ELISA assay 
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จากนั้นตอ้งทาํการทดลองเพ่ือหาความเขม้ขน้ของ HIV supernatant ท่ีเหมาะสมในการทาํ HIV 

suppression assay โดยการเจือจาง HIV supernatant ท่ี 10-fold serial dilution ทั้งหมด 3 dilution คือ 1:10, 

1:100, และ 1:1000 เพื่อนาํไป superinfection กบั PHA-stimulated PBMC และ PHA-stimulated CD4+ T 

cells ของอาสาสมคัรท่ีติดเช้ือและไม่ติดเช้ือเอชไอว ี

 

รูปท่ี 8กราฟแสดง % HIV-gag p24 positive CD4+ T cells ของ healthy donorsท่ีวดัไดจ้าก flowcytometry 

ของการ infection ดว้ย HIV supernatant 

 

 

 

 กราฟน้ีแสดงปริมาณของ HIV-gag p24 positive CD4+ T cells เป็น % ท่ีไดจ้ากการใช ้ HIV 

supernatant ท่ีแยกไดจ้าก VC จาํนวน 1 isolate มา infect กบั PHA stimulated PBMC จาก Healthy donor 

จาํนวน 7 คน โดยใชป้ริมาณ HIV supernatant ท่ีแตกต่างกนัทั้งหมด 3 dilutions ดว้ยการทาํ 10-fold dilution 
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ท่ี 1:10, 1:100, และ 1:1000 และวดัปริมาณ CD4+ T cells ท่ีติดเช้ือเอชไอวีจาก HIV supernatant แต่ละ 

dilutions ดว้ยการยอ้ม intracellular HIV-gag p24 Ag ใน CD4+ T cells และวดัดว้ยเคร่ือง Flow cytometer  

 ผลการทาํ HIV infection ใน PBMC จาก Healthy donor พบวา่ท่ี dilution 1:10 มี % ของ HIV-gag 

p24+ CD4+ T cells มากกวา่ท่ี dilution 1:100 และ 1:1000 ถึง 3 เท่า ซ่ึงท่ี dilution 1:100 และ 1:1000 มี % 

ของ HIV-gag p24+ CD4+ T cells ไม่แตกต่างกนั แสดงใหเ้ห็นวา่ท่ี dilution 1:10 เหมาะสมกบัการนาํไปใช้

เพื่อ superinfection กบั CD4+ T cells ของ HIV infected donors มากท่ีสุด 

  

ต่อมาเป็นการทดลองหาจาํนวนวนัซ่ึงเหมาะสมท่ีสุดสาํหรับการเกบ็ culture supernatant ท่ีไดจ้าก

การทดลองทาํ HIV superinfection โดยทาํการทดลองเกบ็ culture supernatant ในวนัท่ี 3, 5, 7, 10, และ 14 

หลงัจาก superinfection ดว้ย HIV isolates จากนั้นวดัความสามารถในการ replication ของ HIV isolate โดย

วดัปริมาณของ HIV-gag p24 Ag ใน culture supernatant ดว้ย ELISA assay 
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รูปท่ี 9กราฟแสดงปริมาณ HIV-gag p24 positive CD4+ T cells จากการ superinfection กบั PBMC ของ VC 

ดว้ย HIV isolates ของ VC ดว้ยการยอ้ม intracellular HIV-gag p24 Ag ภายในเซลล ์

 

 

 

 

 จากการ superinfection ดว้ย HIV isolates ของ VC กบั PHA stimulated PBMC ของ VC และวดั

ปริมาณ HIV infected cells จากการยอ้ม HIV-gag p24 Ag ภายในเซลลข์อง CD4+ T cells หลงัจาก 

superinfection ท่ี day 1, 3 และ 7 พบวา่ day 7 หลงั superinfection มีปริมาณของ HIV infected cells มาก

ท่ีสุด (% ของ HIV-gag p24+ CD3+ CD8- cells) คือ 22.8% ซ่ึงมากกวา่ท่ี day 3 ท่ีมี HIV infected cells 5.4% 

ถึง 4 เท่า ดงันั้นในการทาํ HIV suppression assay จะทาํการวดัผลของ HIV replication หลงัจาก 

superinfection แลว้ในวนัท่ี 7 

 

ต่อมาตอ้งทาํการทดลองเพ่ือดูผล HIV superinfection ต่อในการทดลองทีใช ้ PHA stimulated 

PBMC ของ HIV infected donors จาํนวน 1 คนท่ีเป็น VC และ superinfection ดว้ย HIV isolate ท่ีไดจ้าก VC 
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ท่ี dilution ท่ีแตกต่างกนั คือ 1:10 และ 1:100 จากนั้นวดัปริมาณ HIV-gag p24 Ag จาก culture supernatant 

เพื่อดูความสามารถของ HIV replication ดว้ย ELISA assay ท่ีวนัท่ี 7 หลงั HIV superinfection 
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รูปท่ี 10กราฟแสดงปริมาณ HIV-gag p24 Agจาก culture supernatant ท่ีวดัดว้ย ELISA assay จากการ 

superinfection ดว้ย HIV isolate จาก VC กบั PBMC ของ VC ท่ี dilution ต่างกนั 

 

 

 

 

จากกราฟพบวา่ผลการทาํ HIV superinfection ใน PBMC จาก HIV infected donors ดว้ย HIV 

isolate ท่ีแยกไดจ้าก VC และวดัปริมาณของ HIV-gag p24 Ag ดว้ย ELISA assay ท่ีวนัท่ี 7 หลงัจาก HIV 

superinfection พบวา่ท่ี dilution 1:10 มีปริมาณของ HIV-gag p24 Ag (272.68 pg/ml) มากกวา่ท่ี dilution 

1:100 (114.17 pg/ml) ถึง 3 เท่า แสดงใหเ้ห็นวา่ท่ี dilution 1:10 เหมาะสมกบั การนาํไปใชเ้พื่อ 

superinfection กบั CD4+ T cells มากท่ีสุดเช่นเดียวกบัผลการทดลองท่ีไดจ้าก healthy donors 
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เม่ือพบวา่ dilution ของ HIV isolates ท่ีใช ้ superinfection กบั PHA stimulated PBMC ท่ี 1:10 

หลงัจากการทาํ HIV superinfection ท่ี day 7 ใหผ้ลดีท่ีสุด จากนั้นจะทาํการทดลองเช่นเดียว กบัขา้งตน้ แต่

เปล่ียนจากการ superinfection กบั PHA stimulated PBMC เป็น PHA stimulated CD4+ T cells ซ่ึงเป็น 

target cells ของ HIV และทาํการทดลองกบั HIV infected donors จาํนวน 10 คน และ healthy donors 

จาํนวน 9 คน และใช ้HIV isolates ท่ีแยกไดจ้ากทั้ง VC และ NC 

  

 

รูปท่ี 11กราฟแสดงปริมาณ HIV-gag p24 Agจาก culture supernatant ท่ีวดัดว้ย ELISA assay ของการ 

superinfection และ infection กบั CD4+ T cells ของ HIV infected donors และ healthy donors ดว้ย HIV 

isolates จาก VC และ NC ท่ี dilution 1:10 
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 ผลของการ superinfection และ infection ดว้ย HIV isolates ท่ีไดจ้าก VC และ NC กบั PHA 

stimulated CD4+ T cells ของทั้งอาสาสมคัรท่ีเป็น HIV infected donors และ healthy donors จาํนวน 10 และ 

9 คน ตามลาํดบั พบวา่ ท่ี dilution 1:10 หลงัการ superinfection ท่ี day 7 ดว้ย HIV isolates ท่ีไดจ้ากทั้ง VC 

และ NC พบวา่ HIV isolates จากทั้งสองกลุ่มของอาสาสมคัรมี replication capacity ไม่แตกต่างกนัอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติทั้งในการทดลอง HIV superinfection ใน HIV infected donors และ HIV infection ใน 

healthy donors และยงัแสดงใหเ้ห็นอีกวา่ CD4+ T cells จาก HIV infected donors และ healthy donors 

สามารถ superinfection และ infection ดว้ย HIV isolates ท่ีไดจ้ากทั้ง VC และ NC ไดไ้ม่แตกต่างกนัอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถิติ ตามลาํดบั 

 

  

 เม่ือได ้condition ท่ีเหมาะสมสาํหรับ HIV superinfection ดงัตารางดา้นล่าง  

 

ตารางท่ี 10แสดง condition ท่ีเหมาะสมสาํหรับ HIV superinfection หรือ HIV infection assay 

 

Experiments Optimun conditions 

Dilution of HIV isolates 1:10 

Day after HIV superinfection Day 7 
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 จากนั้นเม่ือไดว้ิธีการทดลองท่ีเหมาะสม จะทาํการทดลอง HIV superinfection และ HIV infection 

กบักลุ่มอาสาสมคัรทั้งหมด ดงัน้ี 

 

ตารางท่ี 11แสดงกลุ่มอาสาสมคัรทั้งหมดท่่ีทาํการทดลอง HIV superinfection หรือ infection 

 

Donors HIV infected donors (n=52) Healthy donors 

EC VC NC HAART 

(คน) 2 17 30 3 7 

 

 

 จากอาสาสมคัรทั้งหมดดงัตารางขา้งตน้ นาํมาแยก CD4+ T cells และ superinfection หรือ infection 

ดว้ย HIV isolates ของทั้ง VC และ NC ท่ี dilution 1:10 และวดัความสามารถในการ replication ของ HIV 

จาก culture supernatant หลงัจาก infection ท่ี day 7 ดว้ย HIV isolates ดงัตาราง   

 

ตารางท่ี 12แสดง HIV isolates และ HIV propagation ท่ีใชใ้นการทดลองทั้งหมด 

 

HIV isolates (n) HIV isolation from HIV propation from 

VC NC VC NC 

จาํนวน HIV isolates 2 8 1 2 
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ตารางท่ี 13แสดงกลุ่มอาสาสมคัรท่่ีทาํการทดลอง superinfection หรือ infection ดว้ย HIV isolates 

 

Donor EC VC NC HAART HD 

จาํนวนอาสาสมคัร (คน) 2 17 30 3 7 

จาํนวนคร้ังของการทดลอง 

(คร้ัง) 

2 59 79 7 27 

 

 

 จากนั้นวดัผลการทดลองโดยใช ้culture supernatant ท่ี day 7 และวดัดว้ย HIV-gag p24 Ag ELISA 

assay ของอาสาสมคัรทั้งสองกลุ่ม 

- HIV superinfection คือการใช ้HIV isolates หรือ HIV ท่ีไดจ้ากการ propagation มา superinfection 

กบั PHA activated CD4+ T cells ของอาสาสมคัรผูติ้ดเช้ือเอชไอวีจาํนวนทั้งหมด 52 คน และทาํการทดลอง

โดยการ superinfection ทั้งหมดจาํนวน 146 คร้ัง  

- HIV infection คือ HIV supernatant หรือ HIV ท่ีไดจ้ากการ propagation มา infect กบั PHA 

activated CD4 T cells ของอาสาสมคัรผูท่ี้ไม่ไดติ้ดเช้ือเอชไอวี (Healthy donors) จาํนวนทั้งหมด 7 คน และ

ทาํการทดลองโดยการ infection ทั้งหมดจาํนวน 27 คร้ัง ซ่ึงแสดงดงัตาราง 
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ตารางท่ี 14แสดงกลุ่มอาสาสมคัรท่่ีทาํการทดลองและผลการทดลอง superinfection หรือ infection ดว้ย HIV 

isolates ใน HIV infected donors และ healthy donors 

 

 

Donor EC VC NC HAART HD 

จาํนวนอาสาสมคัร (คน) 2 17 30 3 7 

จาํนวนคร้ังของการทดลอง 

(คร้ัง) 

2 59 79 7 27 

ผล superinfection หรือ 

infection 

+ - + - + - + - + - 

0 2 11 48 24 55 1 6 19 8 

Success rate (%) 0% 18.64% 30.38% 14.29% 70.37% 

 

+ หมายถึง การทดลองท่ีสามารถ superinfection หรือ infection ไดด้ว้ยการวดั ELISA assay 

- หมายถึง การทดลองท่ีไม่สามารถ superinfection หรือ infection ไดด้ว้ยการวดั ELISA assay 
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รูปท่ี 12กราฟแสดงผลการ superinfection และ infection ดว้ย HIV supernatant ใน HIV-infected donors 

และ Healthy donors 
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7) HIV-gag p24 Ag ELISA assay 

 ทาํการตรวจการมีอยูข่อง HIV ดว้ยการวดั HIV-gag p24 Ag จาก culture supernatant ท่ีไดจ้ากการ

ทาํ HIV isolation, HIV propagation และ HIV suppression assay  

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม HIV supernatant 450 ul ผสมกบั lysis buffer 50 ul 

2. เตรียม HIV-gag p24 Ag standard 

 

ตารางท่ี 15แสดงความเขม้ขน้ของ Standard HIV-gag p24 Ag  

 

Standard number Concentration (pg/ml) 

 1  125.0 

2 62.5 

3 31.3 

4 15.6 

5 7.8 

6 0 

 

3. ลา้ง microplate ดว้ย 1x Plate wash buffer 6 คร้ัง 

4. เติม 200 ul ของ Standard HIV-gag p24 Ag และ HIV supernatant 

5. Incubate ท่ี 37 C นาน 2 ชัว่โมง 

6. ลา้ง microplate ดว้ย 1x Plate wash buffer 6 คร้ัง 
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7. เติม 100 ul ของ reconstituted HIV-1 p24 detector antibody 

8. Incubate ท่ี 37 C นาน 1 ชัว่โมง 

9. ลา้ง microplate ดว้ย 1x Plate wash buffer 6 คร้ัง 

10. เติม 100 ul ของ streptavidin-peroxidase working solution 

11.  

ตารางท่ี 16แสดงการเตรียม Streptavidin-peroxidase working solution 

 

No. of strips Streptavidin-peroxidase (ul) Assay diluent (ml) 

3 40 4 

6 70 7 

9 100 10 

12 120 12 

 

12.  Incubate ท่ี 37 C นาน 30 นาที 

13. ลา้ง microplate ดว้ย 1x Plate wash buffer 6 คร้ัง 

14. เติม 100 ul ของ Substrate working solution 
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ตารางท่ี 17แสดงการเตรียม Substrate working solution 

 

No. of strips Substrate (ul) Substrate buffer (ml) 

3 40 4 

6 70 7 

9 100 10 

12 120 12 

  

15. Incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 30 นาที 

16. เติม 100 ul ของ Stop solution 

17. วดัค่า OD ท่ี 450 nm ดว้ย ELISA reader 
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ตารางท่ี 18แสดงค่า OD ของ Standard HIV-gag p24 Ag  

 

Standard number Concentration (pg/ml) OD at 450 nm 

1 125.0 1.315 

2 62.5 0.840 

3 31.3 0.508 

4 15.6 0.304 

5 7.8 0.184 

6 0 0.055 

 

18. การคาํนาณค่า %Reduction คือ %Reduction = 1-(OD ของ background/OD ของ experiment) 

x100 
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รูปท่ี 13กราฟแสดง Standard curve ของ Standard HIV-gag p24 Ag  

 

 

 

สมการของ Standard curve คือy = 0.009x + 0.070 ใชส้มการน้ีในการหาความเขม้ขน้ ของเอชไอวี

ใน culture supernatant 
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สรุปขั้นตอนของการเตรียม HIV เพ่ือใช้ในการทาํ HIV suppression assay 

 

ตารางท่ี 19แสดงขั้นตอนการทาํ HIV isolation และเวลาท่ีใชใ้นแต่ละขั้นตอนโดยประมาณ 

 

ขั้นตอน เวลาทีใ่ช้ 

การแยก PBMC 3 hrs 

การตรวจยนีของ CCR5 5 hrs 

การเตรียม PHA stimulated PBMC 3 days 

การแยก HIV isolate 5 wks 

การ coculture 2 hrs 

การเตรียม/เติม culture ใหม่ทุก 7 วนั ของ HIV 

isolation และ HIV propagation 

3 hrs/ 5 wks 

การหาค่า TCID50 3 wks 

ELISA assay 6 hrs 

การเตรียม/เติม culture ใหม่ทุก 7 วนั ของ 

TDID50 detection 

3 hrs/5wks 

 

 

 

 

 



  53

HIV suppression assay 

8) T cell isolation 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม Fresh PBMC ของอาสาสมคัร 

2. Centrifuge 300 xg นาน 8 mins ท่ี 4 C 

3. Resuspend PBMC ใน 100 ul cold buffer 

4. เติม 20 ul ของ Untouched T cell Dynal beads และ FBS 

5. Incubate ท่ี 4 C นาน 20 mins 

6. เติม 2 ml cold buffer เพื่อ washing 

7. ลา้ง 100 ul ของ Untouched T cell Dynal beads และใส่ใน PBMC 

8. Incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้งดว้ย shaker 

9. Collect ส่วนของ Untouched T cells ดว้ย Magnetic stand 

10. แบ่งบางส่วนมายอ้มดู purity ดว้ย CD3, 4 และ 8 surface markers 

 

การแยก T cells จาก PBMCs ก่อนท่ีจะไปทาํการแยก T cells ใหไ้ดส่้วนของ CD4+ T cells และ 

CD8+ T cells โดยเม่ือแยก T cells แลว้ตอ้งมีการวดัดู Purity ของการแยก T cells จาก PBMC โดยการยอ้ม 

surface markers CD3 ดว้ย monoclonal antibody และวดัผลดว้ย flow cytometer 
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9) การย้อม Surface markers บนผวิเซลล์ (CD3, 4 และ 8) 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม cell suspension ท่ี 100 ul 

2. เติม 20 ul Tritest BD antibody mix (CD3, 4 และ 8 momoclonal Ab) 

3. Incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดนาน 20 นาที 

4. ลา้งดว้ย 1x PBS จาํนวน 2 คร้ัง 

5. เติม 100 ul ของ 1% Paraformaldehyde  

6. วดัดว้ย Flow cytometer 
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ตารางท่ี 20แสดงอาสาสมคัรท่ีทาํการยอ้มดู purity ของการแยก T cells ดว้ย CD3 surface markers 

 

Donors 

(คน) 

HIV infected donors (n=58) Healthy 

donors EC VC NC HAART 

70 2 18 35 3 12 

 

 

อาสาสมคัรทั้งหมด 70 คน ท่ีนาํ PBMC มาแยกส่วนของ T cells และยอ้ม surface marker CD3 ดว้ย 

monoclonal antibody และวดัผลดว้ย flow cytometer เพือ่ดู % purity ของ T cells หลงัจากแยกออกมาจาก 

PBMC ดว้ยวิธี Untouched T cell isolation 
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ตารางท่ี 21แสดง % Purity ของ T cells ท่ีแยกจาก PBMC แลว้ยอ้ม surface marker CD3 

 

Donors 

(คน) 

HIV infected donors (n=58) Healthy 

donors EC VC NC HAART 

70 2 18 35 3 12 

%T cells 

(CD3+) 

89 93 92 92 93 

 

 ผล % Purity ของ T cells จากการยอ้ม surface marker CD3 ดว้ย monoclonal antibody และวดัผล

ดว้ย flow cytometer พบวา่ อาสาสมคัรทั้งในกลุ่มของ HIV infected donors และ healthy donors มี % Purity 

ของ T cells ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ โดยมีค่าอยูท่ี่ระหวา่ง 89-93% และในกลุ่มของ HIV 

infected donors มี % Purity ของ T cells ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยั สาํคญัทางสถิตของ EC, VC, NC และ 

HAART โดยมีค่าอยูท่ี่ระหวา่ง 89-93% เช่นกนั 

  

 จากผลการทดลองขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นวา่ การแยก T cells จาก PBMC ดว้ยวิธี Untouched T cell 

isolation สามารถแยก T cells ไดดี้มาก 

 

เม่ือแยกไดส่้วนของ T cells จากการแยกดว้ยวิธี Untouched T cell isolation หรือ Negative selection 

ของ T cells แลว้ ต่อมาจะแยก CD4+ T cells และ CD8+ T cells จากส่วนของ T cells ดว้ยการใช ้ CD4-
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monoclonal antibody coated magnetic beads โดยในส่วนของ CD4+ T cells จะเป็นการแยกแบบ positive 

selection และส่วนของ CD8+ T cells จะเป็นการแยก แบบ negative selection  
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10) การแยก CD4 and CD8 positive T cells 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. Resuspend T cell ดว้ย MACS buffer 

2. Centrifuge 300 xg ท่ี 4 C นาน 10 นาที 

3. เติม 80 ul MACS buffer และ 20 ul CD4 magnetic beads (MACS) 

4. Incubate ท่ี 4 C นาน 15 mins 

5. ลา้งดว้ย 2 ml MACS buffer 2 คร้ัง 

6.  Resuspend ดว้ย 500 ul MACS buffer 

7. เตรียม MS column และ Magnetic stand 

8. ใส่ cell suspension ลงใน Column 

9. เติม 500 ul MACS buffer ทั้งหมด 3 คร้ัง 

10.  นาํ Column ออกจาก Magnetic stand ใส่ลงในหลอดใหม่  

11.  นาํ Plunger ชะ CD4+ T cells ออกจาก column 

12.  ทาํการยอ้มดู purity ของการแยก CD4+ และ CD8+ T cells ดว้ยการยอ้ม surface marker ของ 

CD3, 4 และ 8 
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ตารางท่ี 22แสดงอาสาสมคัรท่ีทาํการยอ้มดู purity ของการแยก CD4+ T cells ออกจาก T cells ดว้ยการยอ้ม 

CD3, CD4, และ CD8 surface markers 

 

Donors 

(คน) 

HIV infected donors (n=58) Healthy 

donors EC VC NC HAART 

70 2 18 35 3 12 

 

 

อาสาสมคัรทั้งหมด 70 คน ท่ีนาํ T มาแยกส่วนของ T cells และยอ้ม surface marker CD3 ดว้ย 

monoclonal antibody และวดัผลดว้ย flow cytometer เพือ่ดู % purity ของ T cells หลงัจากแยกออกมาจาก 

PBMC ดว้ยวิธี Untouched T cell isolation 
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ตารางท่ี 23แสดง % Purity ของ CD4+ T cells ท่ีแยกจาก T cells แลว้ยอ้ม CD3, CD4, และ CD8 surface 

markers 

 

Donors 

(คน) 

HIV infected donors (n=58) Healthy 

donors EC VC NC HAART 

70 2 18 35 3 12 

%Purity of CD4+ T cells 

(CD3+CD4+CD8-) 

95 96 94 95 97 

 

 

 ผลของการแยก CD4+ T cells จาก T cells และยอ้ม surface markers CD3, CD4, และ CD8 เพื่อดูวา่ 

CD4+ T cells มี CD8+ T cells ปนมาหรือไม่ โดยการดูท่ี % purity ของ CD4+ T cells  

 

 จากอาสาสมคัรทั้งหมด 70 คน พบวา่ % purity ของ CD4+ T cells อยูร่ะหวา่ง 94-97 % ซ่ึง

อาสาสมคัรกลุ่ม HIV infected donors และ healthy donors สามารถแยก CD4+ T cells ได ้% purity ท่ีไม่

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ และในกลุ่ม HIV infected donors ทั้ง EC, VC, NC และ HAART ก็

สามารถแยก % purity ของ CD4+ T cells ท่ีไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิต เช่นกนั 
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ตารางท่ี 24แสดง % Purity ของ CD8+ T cells ท่ีแยกจาก T cells แลว้ยอ้ม CD3, CD4, และ CD8 surface 

markers 

 

Donors 

(คน) 

HIV infected donors (n=58) Healthy 

donors EC VC NC HAART 

70 2 18 35 3 12 

%Purity of CD8+ T cells 

(CD3+CD4-CD8+) 

86 88 82 88 87 

 

 

ผลของการแยก CD8+ T cells จาก T cells และยอ้ม surface markers CD3, CD4, และ CD8 เพื่อดูวา่ 

CD8+ T cells มี CD4+ T cells ปนมาหรือไม่ โดยการดูท่ี % purity ของ CD8+ T cells  

 

 จากอาสาสมคัรทั้งหมด 70 คน พบวา่ % purity ของ CD8+ T cells อยูร่ะหวา่ง 82-87 % ซ่ึง

อาสาสมคัรกลุ่ม HIV infected donors และ healthy donors สามารถแยก CD8+ T cells ได ้% purity ท่ีไม่

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ และในกลุ่ม HIV infected donors ทั้ง EC, VC, NC และ HAART ก็

สามารถแยก % purity ของ CD8+ T cells ท่ีไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิต เช่นกนั 
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ตารางท่ี 25แสดง % Purity ของ CD4+ T cells และ CD8+ T cells ท่ีแยกจาก T cells แลว้ยอ้ม CD3, CD4, 

และ CD8 surface markers 

 

Donors 

(คน) 

HIV infected donors (n=58) Healthy 

donors EC VC NC HAART 

70 2 18 35 3 12 

%Purity of CD4+ T cells 

(CD3+CD4+CD8-) 

95 96 94 95 97 

%Purity of CD8+ T cells 

(CD3+CD4-CD8+) 

86 88 82 88 87 

 

 

ผลการแยก CD4+ T cells และ CD8+ T cells จาก T cells ของอาสาสมคัรทั้งหมด 70 คน พบวา่ มี 

% purity สูง แสดงถึงความมีประสิทธิภาพของการแยก CD4+ T cells และ CD8+ T cells ดว้ยวิธี Untouched 

T cell isolation และ CD4 positive selection ดว้ยการใช ้เทคโนโลย ีmonoclonal antibody coated magnetic 

beads ซ่ึงอาสาสมคัรแต่ละ กลุ่มกส็ามารถแยกไดอ้ยา่งมี ประสิทธิภาพพอๆ กนั โดยการแยก CD4+ T cells 

จะมี % purity ท่ีสูงกวา่การแยก CD8+ T cells เน่ืองจากใชก้ารแยกแบบ positive selection 
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รูปท่ี 14กราฟแสดง % Purity ของ CD4+ T cells และ CD8+ T cells ท่ีแยกจาก T cells แลว้ยอ้ม CD3, CD4, 

และ CD8 surface markers 
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11) การย้อม Surface markers บนผวิเซลล์ (CD3, 4 และ 8) 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม cell suspension ท่ี 100 ul 

2. เติม 20 ul Tritest BD antibody mix (CD3, 4 และ 8 momoclonal Ab) 

3. Incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้งในท่ีมืดนาน 20 นาที 

4. ลา้งดว้ย 1x PBS จาํนวน 2 คร้ัง 

5. เติม 100 ul ของ 1% Paraformaldehyde  

6. วดัดว้ย Flow cytometer 
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12) การย้อม Intracellular HIV-gag p24 protein 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. Resuspend cell ใน 100 ul labeling buffer 

2. ยอ้ม surface markers ดว้ย antibody ต่อ CD3, CD4 และ CD8 

3. Incubate นาน 20 นาที ในท่ีมืด 

4. เติม 1 ml ICS wash buffer เพื่อลา้ง 2 คร้ัง 

5. เติม 250 ul permeabilized solution 

6. Incubate นาน 20 นาที ท่ี 4 C 

7. เติม 1 ml ICS wash buffer เพื่อลา้ง 2 คร้ัง 

8. ยอ้ม HIV-gag p24 protein ดว้ย antibody ต่อ p24 protein 3 ul และใช ้isotype control 3 ul เพื่อ

เป็น control ใน 47 ul ของ buffer 

9. Incubate นาน 30 นาที ท่ี 4 C 

10.  เติม 1 ml ICS wash buffer เพื่อลา้ง 2 คร้ัง 

11. เติม 200 ul ของ 1% paraformaldehyde  

12. วดัดว้ยเคร่ือง flow cytometer 
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13) HIV suppression assay ด้วย ◌ฺBulk CD8+ T cells 

ขั้นตอนการทดลอง 

1. เตรียม PBMC ของอาสาสมคัร  

2. ทาํการแยก T cells ดว้ยวิธี Untouched T cell จาก PBMC โดยการใช ้Dyna untouched T cell 

beads 

3. นาํ T cells มาแยกเป็นส่วนของ CD4+ T cells และ CD8+ T cells ดว้ยวิธี CD4 positive 

selection โดยการใช ้MACS CD4 magnetic beads 

4. Resuspend ส่วนของ CD4+ T cells ใน PHA medium และ CD8+ T cells ใน R10 medium  

5. Incubate ท่ี 37 C, 5% CO2 นาน 3 วนั 

6. เกบ็ culture ของ CD4+ T cells และ CD8+ T cells 

7. ลา้งเซลลด์ว้ย R10 จาํนวน 2 คร้ัง 

8. นบัเซลลแ์ละ resuspend ใน IL2 medium ท่ี 1 million per ml 

9. เติม 100 ul ของ PHA stimulated CD4+ T cells ใน 96-well plate 

10. ตามดว้ยการเติม 100 ul ของ Bulk CD8+ T cells  

11. Centrifuge ท่ี 400 xg, 22 C นาน 1 hrs 

12. Incubate ท่่ี 37 C, 5% CO2 เป็นเวลา 1 hr 

13. Centrifuge 400 xg ท่ี 22 C เป็นเวลา 5 นาที 

14. ลา้ง HIV supernatant ดว้ย R10 2 คร้ัง 

15. เติม IL2 medium 190 ul 

16. Incubate ท่ี 37 C 5% CO2 

17. Collect HIV supernatant ท่ี Day 3, 7, 10 และ 14 
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18. วดั supernatant ดว้ย HIV-gag p24 ELISA assay ท่ี 450 nm 

 

รูปท่ี 15ภาพแสดงการทาํการทดลอง HIV suppression ดว้ย Bulk CD8+ T cells  

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 26แสดงการทาํการทดลอง HIV suppression assay ดว้ย Bulk CD8+ T cells  

 

การทดลอง ส่วนประกอบ 

Negative control Autologous CD4+ T cells 

Positive control Autologous CD4+ T cells ท่ี superinfection ดว้ย HIV 

supernatant 

Experiment Autologous CD4+ T cells ท่ี superinfection ดว้ย HIV 

supernatant และ Bulk CD8+ T cells 
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รูปท่ี 16กราฟแสดง % HIV suppression ของ controllers, noncontrollers และ healthy donors 

 

 

 

 

 กลุ่มอาสาสมคัรทั้งหมด 19 คน ประกอบดว้ย HIV infected donors จาํนวน 10 คน และ healthy 

donors จาํนวน 9 คน ซ่ึง HIV infected donors มี controllers จาํนวน 3 คน และ noncontrollers จาํนวน 7 คน 

ซ่ึงอาสาสมคัรจะ superinfection และ infection ดว้ย HIV isolates ท่ีแยกไดแ้ละใชท่ี้ dilution 1:10 กบั PHA 

stimulated CD4+ T cells ของ HIV infected donors และ healthy donors ตามลาํดบั จากนั้น coculture กบั 

bulk CD8+ T cells (Unstimulated CD8+ T cells) และเกบ็ supernatant ในวนัท่ี 7 หลงัจาก coculture จากนั้น

วดั HIV-gag p24 Ag ใน culture supernatant ดว้ย ELISA assay และคาํนวณผลเป็น % HIV suppression 

หรือความสามารถ ในการยบัย ั้ง HIV replication ดว้ย bulk CD8+ T cells 
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 ผลการทดลอง HIV suppression ในกลุ่มอาสาสมคัรทั้งหมด 19 คน พบวา่ กลุ่ม HIV infected 

donors ท่ีเป็น controllers ทั้งหมด 3 คน สามารถยบัย ั้ง HIV replication ได ้100% คือ ไม่สามารถตรวจพบ 

HIV-gag p24 Ag ใน culture supernatant ของการทดลองท่ีมี bulk CD8+ T cells ส่วนกลุ่ม HIV infected 

donors ท่ีเป็น noncontrollers ทั้งหมด 7 คน พบวา่สามารถยบัย ั้ง HIV replication ไดน้อ้ยกวา่ของกลุ่ม

อาสาสมคัร controllers อยา่งชดัเจน แสดงใหเ้ห็นวา่ bulk CD8+ T cells ของ controllers มีความสามารถใน

การยบัย ั้ง HIV replication ไดม้ากกวา่ noncontrollers โดยดูจากค่า % HIV suppression ท่ีมากกวา่ และใน

กลุ่มอาสาสมคัรท่ีเป็น healthy donors จาํนวน 9 คน พบวา่ bulk CD8+ T cells ไม่สามารถยบัย ั้ง HIV 

replication ไดเ้ลย ซ่ึงดูไดจ้ากค่า % HIV suppression ท่ีเท่ากบั 0 

 

 เม่ือพบวา่ bulk CD8+ T cells หรือ unstimulated CD8+ T cells ของ controllers มีความสามารถ

ในการยบัย ั้ง HIV replication ไดม้ากกวา่ noncontrollers จากนั้นจะทาํการทดลอง HIV suppression โดยใช ้

HIV-gag p24 specific T cell lines มาใชแ้ทน bulk CD8+ T cells เพื่อทดสอบความสามารถในการยบัย ั้ง 

HIV replication ดว้ย HIV specific T cells โดยทาํการทดลองเทียบกนัในกลุ่มอาสาสมคัร HIV infected 

donors ท่ีเป็น controllers และ noncontrollers โดยทาํการวดัผล HIV suppression ดว้ยการยอ้ม intracellular 

HIV-gag p24 Ag ซ่ึงแสดงปริมาณของ HIV infected CD4+ T cells ท่ีลดลงเม่ือ coculture ร่วมกบั HIV 

specific T cell lines และทาํการวดัค่า HIV-gag p24 Ag ใน culture supernatant ดว้ย ELISA assay ซ่ึงจะ

แสดงผลของการยบัย ั้ง HIV replication ใน culture supernatant หรือค่า %HIV suppression 
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รูปท่ี 17กราฟแสดง HIV suppression ดว้ย HIV-specific T cell lines ของcontrollers จากการวดั intracellular 

HIV-gag p24 Ag ของ CD4+ T cells 

 

 

 

 

 จากกราฟพบวา่ HIV-gag p24 specific T cell lines ของ controllers ต่อ epitopes QATQEVKNW 

(OLP28) และ TSTLQEQIGW (OLP30) ท่ี day 7 เป็นตน้ไปสามารถกาํจดั HIV infected CD4+ T cells ได้

จนหมด ซ่ึงแสดงดว้ยค่า % HIV suppression จากกราฟ 
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รูปท่ี 18กราฟแสดง HIV suppression ดว้ย HIV-specific T cell lines ของ noncontrollers จากการวดั 

intracellular HIV-gag p24 Ag ของ CD4+ T cells 

 

 

 

 จากกราฟพบวา่ HIV-gag p24 specific T cell lines ของ noncontrollers ต่อ epitopes 

KGFNPEVIPMF (OLP25) และ QATQEVKNW (OLP28) ท่ี day 7 เป็นตน้ไปสามารถกาํจดั HIV infected 

CD4+ T cells ไดจ้นเกือบหมด ซ่ึงแสดงดว้ยค่า % HIV suppression จากกราฟ 
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 จากผลการวดั %HIV-gag p24+ CD4+ T cells เพื่อหาค่า % HIV suppression ดว้ยการใช ้HIV 

specific T cell lines ของกลุ่มอาสาสมคัร HIV infected donors ท่ีเป็น controllers และ noncontrollers พบว่า

ท่ี day 3 อาสาสมคัร controllers มี % HIV suppression มากกวา่ noncontrollers และท่ี day 7, 10 และ 14 

พบวา่ controllers มี % HIV suppression เป็น 100% ทั้งหมด ส่วนในกลุ่ม noncontrollers มี % HIV 

suppression เป็น 100% เช่นกนั ยกเวน้ท่ี day 10 ของ HIV specific T cell line ต่อ QATQEVKNW (OLP28)  

 

 

 ต่อมาจะทาํการทดลอง HIV suppression ดว้ย HIV specific T cell lines เช่นเดิม แต่เปล่ียนจาก

การวดัผล % HIV suppression ดว้ยการยอ้ม intracellular HIV-gag p24 Ag ของ CD4+ T cells เป็นการวดั % 

HIV suppression จาก culture supernatant โดยวดั HIV-gag p24 Ag ดว้ย ELISA assay 
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รูปท่ี 19กราฟแสดง % HIV suppression ดว้ย HIV-specific T cell lines ของcontrollers จากการวดั HIV-gag 

p24 Ag ใน culture supernatant ดว้ย ELISA assay 

 

 

 

 กราฟแสดงการทาํ HIV suppression assay ดว้ย HIV-gag p24 specific T cell lines ของ 

controllers ต่อ epitopes QATQEVKNW (OLP28) และ TSTLQEQIGW (OLP30) และทาํการวดัผล % HIV 

suppression ท่ี day 3, 7, 10 และ 14 ดว้ยการวดั HIV-gag p24 Ag ใน culture supernatant พบวา่ ท่ี day 3 มี % 

HIV suppression ท่ี 59-73 % และท่ี day 7, 10 และ 14 มี % HIV suppression ทีประมาณ 95-100% ยกเวน้ท่ี 

day 7 ของ HIV-gag p24 specific T cell lines ต่อ epitope TSTLQEQIGW (OLP30)  
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5. อภิปรายและวจิารณ์ผล 

อุปสรรคสาํคญัในการพฒันาวคัซีนโรคเอดส์ ไดแ้ก่ การขาดความรู้ความเขา้ใจในเร่ืองกลไกการ

ป้องกนัและการควบคุมการติดเช้ือ HIV นอกจากน้ี การทดสอบประสิทธิภาพของวคัซีน HIV ทาง

หอ้งปฏิบติัการในปัจจุบนั บอกไดแ้ต่เพยีง immunogenicity ของวคัซีนเท่านั้น แต่บอกไม่ไดว้า่ภูมิคุม้กนั

ดงักล่าวจะสามารถป้องกนัการติดเช้ือไดห้รือไม่ เช่น การทดสอบการตอบสนองของ T cell โดยการหลัง่ 

gamma interferon (IFN) ดว้ย ELISpot assay ท่ีใชใ้นการทดสอบส่วนใหญ่ของ vaccine trial ในขณะน้ี

ถึงแมว้า่จะเป็นเทคนิคท่ีมีความไวสูง และ high throughput แต่งานวจิยัในระยะหลงัแสดงใหเ้ห็นวา่ การวดั

การตอบสนองของ T cell โดยวเิคราะห์ IFN อยา่งเดียว ไม่ไดแ้สดงถึง protective immunity ของผูติ้ดเช้ือ 

HIV ดงันั้น การมีการตอบสนองของ T cell ท่ีวิเคราะห์ดว้ย IFN ELISpot assay ในผูท่ี้ไดรั้บ HIV vaccine 

จึงไม่ไดมี้ความหมายวา่ อาสาสมคัรนั้นมีภูมิ”คุม้กนั” ต่อการติดเช้ือ HIV แต่อยา่งใด ผูว้ิจยัจึงเสนอการ

พฒันาเทคนิคการวิเคราะห์การตอบสนองดว้ยวิธี (HIV replication) suppression assay เพื่อแสดงผลโดยตรง

ของ T cell ในการยบัย ั้งการเพิ่มจาํนวนของ HIV 

คณะผูว้จิยัจะไดรั้บสมคัรอาสาสมคัรท่ีติดเช้ือ HIV จาํนวน 10 คนโดยแบ่งเป็น TP 5 คน และ VC 5 

คนและเจาะเลือดเพื่อทาํการแยก Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) และ plasma ทาํการแยก

เพาะเล้ียงและเพ่ิมจาํนวน HIV จาก CD4+ T cells จากอาสาสมคัรโดยใชเ้ทคนิคในการ isolation ท่ีทั้งท่ีเคย

ตีพิมพ ์แลว้และดดัแปลงเอง พฒันาเทคนิคท่ีใชใ้นการทดสอบการยบัย ั้ง HIV replication โดย CD8+ T cells 

และเปรียบเทียบความสามารถในการยบัย ั้ง HIV โดย T cell ในอาสาสมคัรท่ีม ◌cีlinical outcome ซ่ึง

แตกต่างกนั 
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6. สรุปผลวจัิยและข้อเสนอแนะ 

คณะผูว้จิยัไดว้เิคราะห์และพฒันาการทดสอบซ่ึงสามารถวดัประสิทธิโดยตรงของทีเซลลใ์น

อาสาสมคัรคนไทยในการยบัย ั้งการเพ่ิมจาํนวนของHIVโดยผูว้ิจยัเช่ือวา่การทดสอบน้ีจะเป็นเคร่ืองท่ีสาํคญั

ในการวิเคราะห์กลไกในการป้องกนัการติดเช้ือ HIV และสามารถใชเ้ป็นการทดสอบสาํหรับประเมิน

ประสิทธิภาพของวคัซีนป้องกนัโรคเอดส์ 
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