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บทคัดย่อ (Abstract) 

วณัโรค (Tuberculosis) เป็นสาเหตุหลกัของการเสียชีวิตจากโรคติดเช้ือของประชากรทัว่โลก (1) วณัโรคเกิดจาก

การติดเช้ือแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis ภูมิตา้นทานของร่างกายท่ีมีต่อเช้ือ Mycobacterium 
tuberculosis ประกอบดว้ยเซลลจ์ากส่วนของ innate immunity และ adaptive immunity ในส่วนของ adaptive 

immunity กลุ่มของ T cells ท่ีมีส่วนสาํคญั ไดแ้ก่ ทั้ง conventional T cells (ทั้ง CD8+ และ CD4+) และ non-

conventional T cells (MAIT, NKT, CD1-restricted T cells) (2) 

MAIT (Mucosal-associated invariant T) cells จดัอยูใ่นกลุ่มของ non-conventional T cells ท่ีพบไดป้ริมาณมาก

ตามเยือ่บุของร่างกาย รวมถึงปอด (3) นอกจากน้ี MAIT cells ยงัพบไดใ้นกระแสเลือดมากถึง 10% ของ T cells 

ทั้งหมด ซ่ึงนบัวา่เป็นปริมาณท่ีสูงสาํหรับ T cells ท่ีมี specificity ต่อ antigen ชนิดเดียวกนั (โดยเฉพาะเม่ือ

เปรียบเทียบกบั classical HLA-restricted T cells) MAIT cells เป็นกลุ่มเซลลท่ี์มีคุณสมบติั antibacterial activity 

โดยการหลัง่ทั้ง cytokines และ cytotoxicity molecules ออกมาจากกลุ่มเซลลน้ี์ การศึกษาเท่าท่ีมีไดแ้สดงใหเ้ห็น

ความสมัพนัธ์ระหวา่ง MAIT cells และเช้ือจุลชีพ Mycobacteriu tuberculosis โดยท่ีกลุ่มเซลลน้ี์สามารถท่ีจะ

ไดรั้บการกระตุน้ดว้ย Mycobacterium species ได ้และพบปริมาณ MAIT cells ในกระแสดเลือดของผูป่้วยท่ีเป็น

วณัโรคนั้นลดลงและมีการหลัง่ cytokines ท่ีลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบัอาสาสมคัรท่ีปกติ  

การศึกษาโครงวิจยัในรายงานวิจยัฉบบัน้ีมุ่งเน้นท่ีจะศึกษาความสัมพนัธ์และบทบาทของ MAIT cells ในการ

ควบคุมและ/หรือ การป้องกนั/การต่อสู้ทาํลายเช้ือ Mycobacterium tuberculosis ในมนุษย ์โดยเป็นการติดตาม

การเปล่ียนแปลงของ MAIT cells เป็นระยะเวลา 6 เดือน กบัผูป่้วยวณัโรคท่ีไดรั้บการรักษาท่ี รพ. จุฬาลงกรณ์ 

ตลอดระยะเวลาของการรักษา 
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คาํอธิบายสัญลกัษณ์ และคาํย่อทีใ่ช้ในการวจิัย (List of Abbreviations) 

2M 2 months 

2W 2 weeks 
4M 4 months 

AFB Acid fast Bacilli 
BFA Brefeldin A 

CLA Cutaneous lymphocyte-associated antigen 

D0 Day 0  

IL Interleukin 

MAIT cell Mucosal associated invariant T cell 

PBMC     Peripheral blood mononuclear cells 
PBS Phosphate buffer saline 

PCR Polymerase chain reaction 
PMA Phorbol 12-myristate 13-acetate 
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บทนาํ (Introduction) 

วณัโรค (Tuberculosis) เป็นสาเหตุหลกัของการเสียชีวิตจากโรคติดเช้ือของประชากรทัว่โลก (1) วณั

โรคเกิดจากการติดเช้ือแบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย acid-fast bacilli ตวัเช้ือมกัจะ

อาศยัอยูใ่นปอดของผูท่ี้ติดเช้ือ และมีผูป่้วยส่วนหน่ึงท่ีพฒันาไปเกิดเป็น active tuberculosis (active TB) ภายใน

ระยะเวลาประมาณ 1-3 ปี (4) ส่วนผูท่ี้ติดเช้ืออีกส่วนหน่ึงจะมีการเกิด immune response ของร่างกายเพ่ือป้องกนั

การแพร่กระจายของเช้ือและกกัเช้ือโรคไวใ้นปอด เกิดเป็น granuloma ภาวะน้ีเรียกวา่เกิดเป็นลกัษณะของ latent 

tuberculosis infection (latent TB infection) ต่อมาเวลาผา่นไปเม่ือผูท่ี้ติดเช้ือเกิดสภาวะท่ีภูมิคุม้กนัตํ่าลง และเช้ือ 

Mycobacterium tuberculosis เกิดการ reactivate ข้ึนผูป่้วยกจ็ะมีลกัษณะของ reactivated tuberculosis 

(reactivated TB) ข้ึนมา ในภาวะน้ี granuloma ท่ีเกิดข้ึนกจ็ะมีการ necrosis และมีการทาํลายของเน้ือเยือ่ปอด

อยา่งถาวรได ้รวมถึงเป็นช่องทางการแพร่กระจายของเช้ือแบคทีเรียไปสู่ผูอ่ื้น (2) 

ภูมิคุม้กนัของร่างกายท่ีมีส่วนสาํคญัในการทาํลายเช้ือ Mycobacterium tuberculosis มีทั้งส่วนของ

ภูมิคุม้กนั ท่ีมีมาแต่กาํเนิด (innate immunity) ซ่ึงตอบสนองต่อการติดเช้ือไดเ้ร็ว และส่วนของภูมิคุม้กนัท่ีไดม้า

ภายหลงั (adaptive immunity) ซ่ึงตอ้งใชเ้วลาในการตอบสนองต่อการติดเช้ือมากกวา่แต่มีความจาํเพาะต่อเช้ือ

โรคมากกวา่และมีประสิทธิภาพในการกาํจดัเช้ือมากกวา่ ภูมิคุม้กนัท่ีมีมาแต่กาํเนิด  

ภูมิคุม้กนัของร่างกายต่อเช้ือ Mycobacterium tuberculosis ในส่วนของ adaptive immune response นั้น 

มีทั้ง กลุ่มเมด็เลือดขาว conventional T cells (CD4+ T cells และ CD8+ T cells) (2) และ non-conventional T 

cells (NKT cells,  T cells, CD1restricted T cells และ MAIT cells) (3, 5, 6) ซ่ึงเซลลแ์ต่ละกลุ่มมีบทบาทใน

การรับรู้เช้ือดว้ยกระบวนการท่ีแตกต่างกนัไป ในงานวจิยัท่ีจะนาํเสนอน้ีจะ focus ลงไปท่ีกลุ่มของ non-

conventional T cells ชนิดหน่ึงท่ีมีช่ือเรียกวา่ Mucosal-associated invariant T (MAIT) cells 

MAIT cells (ยอ่มาจาก Mucosal-associated invariant T cell) เป็นกลุ่ม  T cells ท่ีพบมากบริเวณเยือ่บุ

ของร่างกาย (mucosal surfaces) เช่น เยือ่บุทางเดินอาหาร และ ปอด เป็นตน้ (7) ทั้งน้ี MAIT cells ยงัพบได้

ประมาณ 2-10 % ของ T cells ในเลือด (8)ซ่ึ งนบัวา่เป็นสดัส่วนท่ีสูงเม่ือเปรียบเทียบกบั T cells อ่ืนๆ ในร่างกาย 

MAIT cells ตอบสนองต่อวิตามินท่ีถูกนาํเสนอโดยโมเลกลุบนผวิของ antigen-presenting cells ท่ีมีช่ือวา่ MR1 ( 

ยอ่มาจาก MHC-related class I molecule)  
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ลกัษณะโครงสร้างของ T cell receptor ท่ีอยูบ่นผวิของ MAIT cells นั้น มีลกัษณะพิเศษกวา่ 

conventional T cells ตรงท่ี alpha chain นั้นมีความจาํเพาะในระดบัท่ีสูง (TRAV1-2-TRAJ33-predominant**, 

TRAV1-2-TRAJ12-TRAV1-2-TRAJ20) และมกัจะเลือกจบัคู่กบั beta chain เฉพาะบาง family (predominantly 

TRBV6-1,6-4,20) (9) การท่ี MAIT T cell receptor มีโครงสร้างเช่นน้ีทาํใหเ้หมาะต่อการตอบสนองต่อ antigen 

ท่ีถูกนาํเสนอโดย MR1 เพราะ MR1 เป็น MHC molecule ท่ีมีโครงสร้าง amino acid ในมนุษยเ์หมือนกนัหมดทุก

คน ซ่ึงจะต่างจาก HLA- class I หรือ HLA-class II ท่ี ทุกคนจะมีโครงสร้างแตกต่างกนั ข้ึนอยูก่บัวา่รับ HLA 

molecule ใดมาจากพอ่แม่ โดยปกติแลว้ HLA-class I และ HLA-class II จะนาํเสนอ antigen ใหก้บั CD8+ T 

cells และ CD4+ T cells ตามลาํดบั จะมีบางกรณีท่ีอาจเกิดนาํเสนอ antigen โดยขา้มกลุ่มกนั เรียกวา่เป็น cross-

presentation แต่สาํหรับ MAIT cells ประกอบดว้ยกลุ่มเซลลท่ี์ express ทั้ง CD8+, CD4+ และ CD4-CD8- (DN)  

MAIT cells ตอบสนองต่อเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือราบางกลุ่มเท่านั้น (10) ภายหลงัไดมี้การเช่ือมโยงถึง

ความสมัพนัธ์ระหวา่งกลุ่มจุลชีพท่ีกระตุน้ MAIT cells ไดว้า่จาํเป็นตอ้งมี riboflavin pathway สาํหรับการ

สงัเคราะห์วิตามิน บี 2 (vitamin B2) (11) ตวัอยา่งของเช้ือแบคทีเรีย และเช้ือราท่ีสามารถกระตุน้ MAIT cells 

ไดแ้ก่ Mycobacteria species (M.tuberculosis, M.bovis, M.smegmatis), Klebsiella pneumonia, Staphylococcus 

aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, etc. การตอบสนองของ 

MAIT cells  ต่อเช้ือจุลชีพไดแ้ก่ การหลัง่ cytokine (IFN, TNF, IL-17, IL-2) (8) และ cytotoxicity effect (12) 

นอกจากน้ี MAIT cells ยงัมีบทบาทในการยบัย ั้งการเจริญของเช้ือจุลชีพไดอี้กดว้ย  

จากการท่ี MAIT cells นั้นมี T cell receptor ท่ีเป็น TRAV1-2+ alpha chain และมีการ express ของ 

CD161 อยูใ่นระดบัท่ีสูง (CD161++) จึงทาํใหก้ารติดตาม MAIT cells น้ีทาํไดโ้ดยการยอ้มเซลลด์ว้ย anti-

TRAV1-2 monoclonal antibody และ anti-CD161 antibody ปัจจุบนัมีการคิดคน้ MR1 tetramer ซ่ึงสามารถทาํ

ใหก้ารติดตาม MAIT cells เป็นไปไดด้ว้ยความจาํเพาะยิง่ข้ึน (9, 13) 

มีการศึกษาโดย Gold MC et al. (2010) เปรียเทียบระดบัของ %CD8+V7.2+ T cells ในผูป่้วยท่ี เป็น 

active TB, LTBI (latent TB infection) และ uninfected (healthy) donors มีการพบวา่ผูป่้วยท่ี เป็น active TB มี

ระดบัของ %CD8+V7.2+ T cells ตํ่ากวา่ ผูป่้วยท่ีเป็น latent TB infection อยา่งมีนยัสาํคญั (p<0.05) แต่ทั้งน้ี

การติดตามกลุ่มเซลลใ์นลกัษณะน้ีอาจจะไม่ไดเ้ป็นตวัแทนของ MAIT cells ท่ีดีได ้ เน่ืองจาก anti-TRAV1-2 

antibody หากไม่ไดใ้ชร่้วมกบั anti-CD161+ antibody แลว้จะมีการรวมกลุ่มของ TRAV1-2+ conventional T 
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cells เขา้มาในการเปรียบเทียบ นอกจากน้ีแลว้การศึกษาน้ีไดมุ่้งเปรียบเทียบเฉพาะ CD8+ T cells แต่ MAIT cells 

นั้นมีกลุ่มเซลลข์องทั้ง CD8+, CD4+ และ CD4-CD8- (DN)  

การศึกษาโดย Jiang J et al. (2014) ท่ีมีการเปรียบเทียบสดัส่วนของ MAIT cells ในผูป่้วยคนจีนท่ี เป็น 

active TB (sputum Mtb+ or sputum Mtb-), latent TB infection และ healthy controls พบวา่ในผูป่้วยท่ีเป็น 

active TB นั้นมีสดัส่วนของ MAIT cells ท่ีนอ้ยกวา่ เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มของ healthy controls อยา่งมี

นยัสาํคญั (p<0.0001) และนอ้ยกวา่เลก็นอ้ยเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีเป็น latent TB infection (p<0.05) 

จากการศึกษาทั้งสองน้ี จะเห็นไดว้า่สดัส่วนของ MAIT cells มีความสมัพนัธ์กบั disease activity ของ 

tuberculosis แต่ส่ิงท่ียงัมิอาจบอกไดคื้อวา่ สดัส่วนของ MAIT cells ท่ีเห็นวา่นอ้ยกวา่นั้นเป็นผลของตวัโรคเอง 

หรือวา่เป็นจากธรรมชาติของคนๆนั้นท่ีเป็นเหตุใหไ้ม่สามารถควบคุมการติดเช้ือ Mycobacterium tuberculosis 

จนเกิดการพฒันาเป็น active TB ได ้ 

ภูมิตา้นทา้นของร่างกายต่อเช้ือ Mycobacterium tuberculosis นั้น ในส่วนของ conventional T cells 

พบวา่ทั้ง CD4+ และ CD8+ T cells มีบทบาทในการควบคุมโรค โดยเฉพาะในกลุ่มของ T cells ท่ีมีลกัษณะ 

polyfunctional ซ่ึงหมายความวา่ สามารถเพิ่มจาํนวน (proliferation) และ หลัง่ cytokine ไดห้ลายตวั (TNF, 

IFN�, IL-2) เม่ือไดรั้บการกระตุน้โดย antigen (14)  กลุ่มของ M.tb-specific CD4+ T cells และ M.tb-specific 

CD8+ T cells ท่ีมีการทดสอบถึง polyfuctionality ซ่ึงพบวา่ทั้งใน healthy donors (nonTBi), ผูป่้วย latent TB 

infection (LTBi) และ ผูป่้วย active TB (ATB) การตอบสนองต่อ M.tb antigen มนัจะเป็น single cytokine 

producing T cells อยู ่รองลงมากจ็ะเป็น dual-cytokine producing T cells   การทดสอบของ T cells ในลกัษณะ 

TB model มกัจะเป็นการศึกษาการตอบสนองต่อโปรตีนกลุ่ม ESAT-6 และ CFP-10 (15, 16)  เช้ือ 

Mycobacterium tuberculosis เป็น intracellular pathogen ท่ีอาศยัอยูภ่ายใน macrophage เวลาท่ีอยูร่่างกายของ 

host กลุ่มของ CD8+ T cells ท่ีมีหนา้ท่ีรับรู้ antigen จากเซลลท่ี์ติดเช้ือ และมีความสามารถในการทาํลายเซลลท่ี์มี

การติดเช้ือไดน้ั้น ปัจจุบนัจึงมีการศึกษาถึงบทบาทของ CD8+ T cells มากข้ึน (3) การศึกษาท่ีกล่าวมาน้ี ใช ้

โปรตีนเป็น antigen ในการกระตุน้ จึงมิไดน้าํ MAIT cells ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์ตอบสนองต่อวิตามินบี2 (vitamin B2) 

เขา้มาคาํนึงถึง 

เน่ืองดว้ย MAIT T cell receptor ท่ีอยูบ่นผวิ MAIT cells มีลกัษณะเป็น semi-invariant T cell receptor 

จึงทาํให ้สามารถท่ีจะช้ีไดว้า่เป็น MAIT cells จากการตรวจสอบ T cell receptor sequence ของ alpha chain ซ่ึง
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จะตอ้งเป็น TRAV1-2-TRAJ33, TRAV1-2-TRAJ12 และ TRAV1-2-TRAJ20 และมีตาํแหน่ง amino acid ท่ี

สาํคญั ไดแ้ก่ Tyr95 (17, 18) และ beta chain ซ่ึงอาจเป็น TRBV6-1, 6-4, 20, etc. (9) การติดตาม MAIT cells นั้น

จึงสามารถทาํไดโ้ดยการ sequence MAIT T cell receptor และ ตรวจสอบดู alpha chain และ beta chain ของ 

MAIT cells ได ้การติดตาม MAIT TCR repertoire จาก MAIT cells ในกระแสเลือดในผูป่้วยท่ีเป็น active TB 

และติดตามดูการเปล่ียนแปลงของ MAIT TCR repertoire ไปภายหลงัการไดรั้บการรักษาแลว้ จะเป็นการศึกษาท่ี

ช่วยใหเ้ขา้ใจถึง dynamics ของ MAIT cells ในการควบคุมวณัโรคท่ีเกิดจากการติดเช้ือ Mycobacterium 

tuberculosis ได ้ 

โดยสรุป MAIT cells เป็นกลุ่มของเซลลท่ี์มีความสามารถในการหลัง่ cytokine ไดห้ลากหลายชนิด และ

เป็นกลุ่มของ T cells ท่ีมีสดัส่วนท่ีสูงเม่ือเปรียบเทียบกบั classical HLA-restricted T cells รวมถึงเป็นเซลลท่ี์มี

การอนุรักษใ์นเชิงวิวฒันาการมาเป็นลา้นๆปี เน่ืองจาก MR1 molecule ซ่ึงเป็น selecting/restricting element มี

การพบในสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม  จะเห็นไดว้า่กลุ่ม MAIT cells เป็นกลุ่มของ T cells ท่ีมีศกัยภาพในการท่ีจะ

พฒันาศึกษาถึงบทบาทในการควบคุมโรคติดเช้ือวณัโรคท่ีเกิดจาก Mycobacterium tuberculosis  

ในรายงานการวิจยัส้ินปีท่ี 1 ของโครงการวิจยัน้ี ไดมี้การสรุปวธีิการดาํเนินการวิจยัและผลการวิจยัท่ีทาํ

มาซ่ึงเป็นเพียงส่วนหน่ึงของโครงการวิจยัทั้งหมด 
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วธีิการดาํเนินการวจิัย (Materials and Methods) 

1. การเกบ็ตวัอย่างของผู้ป่วยทีเ่ข้าร่วมโครงการวจัิย 

ในงานวิจยัน้ีตอ้งการศึกษา MAIT cell ในเลือดของผูป่้วยวณัโรค โดยจะทาํการเกบ็ตวัอยา่งเลือดของ

ผูป่้วยในหลอดเลือดชนิด EDTA ปริมาตรคร้ังละ 10 ml ซ่ึงจะเร่ิมเกบ็ตั้งแต่ผูป่้วยไดรั้บการวินิจฉยัวา่เป็นวณัโรค 

(Day 0) ตลอดช่วงท่ีไดรั้บการรักษาเป็นเวลา 6 เดือน (2 weeks, 4 weeks, 6-8 weeks, 4 months) และภายหลงั

ไดรั้บการรักษาดว้ยยาครบตามระยะเวลา (6 months) โดยตลอดการทดลองจะทาํการเกบ็ตวัอยา่งเลือดจากผูป่้วย

ทั้งหมด 20 คน  

1.1. เกณฑใ์นการคดัเลือกผูป่้วยเขา้ร่วมโครงการวิจยั (Inclusion criteria) 

1.1.1. ผูป่้วยเขา้ร่วมโครงการและรับการรักษากบัทางโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์จนครบ

กาํหนด 6 เดือน  

1.1.2.  ผูป่้วยท่ีอายรุะหวา่ง 18 – 60 ปี 

1.1.3.  ผูป่้วย AFB stain positive (+) 

1.1.4.  ผูป่้วยท่ีมีผล PCR positive (+) 

1.1.5. สามารถเกบ็ตวัอยา่งเลือดของผูป่้วยท่ีมีภาวะด้ือยา (MDR), Treatment Failure และ 

Relapse ได ้

1.2. เกณฑใ์นการคดัเลือกผูป่้วยออกจากโครงการวจิยั (Exclusion criteria) 

1.2.1.  ผูป่้วยปฏเสธเขา้ร่วมโครงการวจิยั 

1.2.2.  ผูป่้วยมีภาวะติดเช้ือ HIV 

1.2.3. ผูป่้วยเป็นโรคมะเร็ง (Active cancer) หรือ เคยไดรั้บการฉายแสง หรือ เคมีบาํบดั 

(Chemotherapy)  

1.2.4.  ผูป่้วยมีภาวะของโรคตบั (Active Hepatitis B, Hepatitis C) 

1.2.5.  ผูป่้วยมีประวติัเคยทาํการปลูกถ่ายอวยัวะ (Transplantation) 

1.2.6.  ผูป่้วยเคยไดรั้บยากดภูมิมาก่อน 
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2. การแยกเซลล์เมด็เลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส (PBMC) จากเลือดของผู้ป่วย  

นาํเลือดท่ีเกบ็ไดจ้ากผูป่้วยมาแยก plasma/serum โดยการป่ันเหว่ียงท่ี 1,500 rpm ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 5 

นาที จากนั้นดูดแยกส่วน plasma/serum ท่ีอยูด่า้นบน ออกมาใส่ในหลอด 1.5 ml เกบ็ท่ี -80 ºC เพื่อใชใ้นการ

ทดลองต่อไป ส่วนของเลือดท่ีเหลืออยูจ่ะถูกนาํมาผสมกบัอาหารเล้ียงเซลล ์RF10 ในอตัราส่วน 1:1 จากนั้น

ค่อยๆปล่อยเลือดท่ีผสมแลว้น้ีลงบน Ficall Hypaque ปริมาตร 10 ml ในหลอดท่ีเตรียมไว ้จากนั้นนาํไปป่ัน

เหวี่ยงท่ีอุณหภูมิหอ้ง ท่ีความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 30 นาที แลว้จึงดูดส่วนของ PBMC มาใส่ในหลอดใหม่

แลว้ลา้ง 2 คร้ัง ดว้ยอาหาร RF10 ปริมาตร 10 ml และป่ันดว้ยความเร็วรอบ 1,500 rpm ท่ี 4 ºC นาน 5 นาที แลว้

เทส่วนอาหารท้ิง จากนั้นจึงนบัเซลลท่ี์มีชีวิตและเกบ็เซลลใ์น freezing media (90% FBS และ 10% DMSO) โดย

แบ่งเกบ็ในหลอดตามปริมาณเซลลท่ี์ตอ้งการและเกบ็เซลลใ์น liquid nitrogen เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป 

3. การศึกษาลกัษณะสมบตัิของ T cell ชนิด MAIT cell ในเลือดของผู้ป่วย 

นาํ PBMC ท่ีเกบ็ไวใ้น liquid nitrogen ออกมาแช่ท่ี 37 ºC นานประมาณ 1 นาที จากนั้นทาํการลา้งเซลล ์

2 คร้ัง ดว้ยอาหาร RF10 ปริมาตร 10 ml และป่ันดว้ยความเร็วรอบ 1,500 rpm ท่ี 4 ºC นาน 5 นาที จากนั้นใส่

อาหาร RF10 ลงในหลอดท่ีมีเซลลอ์ยูอี่กคร้ัง โดยปรับปริมาตรใหมี้ความเขม้ขน้ของเซลล ์1x106 cell/ml แลว้จึง

ใส่เซลลล์งใน 96 well plate และทาํการยอ้มผิวเซลลข์อง PBMC โดยใชแ้อนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ MAIT cell ดงัน้ี 

CD3-PE/Cy7, CD4-PE/Cy5, CD8-PerCp/Cy5.5, CD161-APC/Cy7 หรือ CD161-APC และ Vα7.2-FITC 

นอกจากน้ียงัศึกษา chemokine และ cytokine receptor ท่ีอยูบ่นผิวของ MAIT cell โดยใชแ้อนติบอดีดงัต่อไปน้ี 

CXCR 3-AF700, CXCR 4-APC, CXCR 5-PE, CXCR 6-PerCp/Cy5.5, CCR 4-APC, CCR 5-PE, CCR 6-

AF700, CCR 7-AF700, CCR 9-PerCp/Cy5.5, CLA-PerCp/Cy5.5, IL12R-APC, IL18R-PE และ IL23R-AF700 

นาํเซลลท่ี์ยอ้มดว้ยแอนติบอดีแลว้มาแช่ในนํ้าแขง็นาน 30 นาที ในท่ีมืด จากนั้นลา้งเซลล ์2 คร้ัง ดว้ย FACS 

wash buffer หลุมละ 200 μl และป่ันเหวี่ยงท่ี 4 ºC ความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 5 นาที จากนั้นใส่ 1% 

formaldehyde หลุมละ 200 μl เพ่ือรักษาสภาพของเซลล ์แลว้จึงนาํไปศึกษาดว้ยเคร่ือง Flow cytometer และ

วิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม FlowJo V10 ร่วมกบัโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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4. ศึกษาการหลัง่ cytokine ใน MAIT cell จากเลือดของผู้ป่วย 

นาํ PBMC ของผูป่้วยท่ีเกบ็ไวใ้น liquid nitrogen ออกมาแช่ท่ี 37 ºC นานประมาณ 1 นาที จากนั้นทาํการ

ลา้งเซลล ์2 คร้ัง ดว้ยอาหาร RF10 ปริมาตร 10 ml และป่ันดว้ยความเร็วรอบ 1500 rpm ท่ี 4 ºC นาน 5 นาที 

จากนั้นทาํการนบัเซลลแ์ละปรับปริมาตรใหเ้ซลลมี์ความเขม้ขน้อยูท่ี่ 1x106 cell/ml จากนั้นใส่เซลลล์งใน 96 U-

bottom plate หลุมละ 100 ul (1x105 cell/well) แลว้จึงกระตุน้ดว้ย PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) ท่ี

ความเขม้ขน้ 5 ng/ml และ Ionomycin ท่ีความเขม้ขน้ 1 ug/ml หรือ กระตุน้ดว้ย anti CD3/CD28 coated bead 

หลุมละ 6 μl แลว้บ่มท่ี 37 ºC นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นใส่ brefeldin a ความเขม้ขน้ 20 μg/ml แลว้บ่มต่ออีก 4

ชัว่โมงท่ี 37 ºC หลงัจากนั้นทาํการยอ้มผวิเซลลด์ว้ยแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ MAIT cell ดงัน้ี CD3-PE/Cy7 หรือ 

CD3-APC, CD4-PE/Cy5, Vα7.2-FITC หรือ Vα7.2-AF700, CD161-APC หรือ CD161-APC/Cy7 และ CD8-

PerCP/Cy5.5 แลว้นาํเซลลท่ี์ยอ้มดว้ยแอนติบอดีแลว้มาแช่ในนํ้าแขง็นาน 30 นาที ในท่ีมืด จากนั้นลา้งเซลล ์2 

คร้ัง ดว้ย FACS wash buffer หลุมละ 200 μl และป่ันเหว่ียงท่ี 4 ºC ความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 5 นาที จากนั้น

ใส่ 1% formaldehyde หลุมละ 200 μl เพื่อรักษาสภาพของเซลล ์ บ่มท่ี 4ºC นาน 30 นาที จากนั้นป่ันลา้งเซลลท่ี์

ความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 5 นาที แลว้ทาํการเจาะรูเซลลด์ว้ย 0.3% saponin พร้อมกบัทาํการยอ้ม cytokine 

ภายในเซลลด์ว้ยแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ cytokine ดงัน้ี IFNγ-AF700, IL2-PerCp/Cy5.5, TNFα-AF700 และ 

IL17-PE โดยบ่มในนํ้าแขง็นาน 45 นาที แลว้จึงลา้งเซลล ์2 คร้ังดว้ย FACS wash และตรวจสอบสอบการหลัง่ 

cytokine ของ MAIT cell ดว้ย flow cytometer และวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม FlowJo V10 ร่วมกบัโปรแกรม 

GraphPad Prism 5 

 

5. ศึกษาคุณสมบตัิ cytotoxicity ใน MAIT cell จากเลือดของผู้ป่วย 

นาํ PBMC ของผูป่้วยท่ีเกบ็ไวใ้น liquid nitrogen ออกมาแช่ท่ี 37 ºC นานประมาณ 1 นาที จากนั้นทาํการ

ลา้งเซลล ์2 คร้ัง ดว้ยอาหาร RF10 ปริมาตร 10 ml และป่ันดว้ยความเร็วรอบ 1500 rpm ท่ี 4 ºC นาน 5 นาที 

จากนั้นทาํการนบัเซลลแ์ละปรับปริมาตรใหเ้ซลลมี์ความเขม้ขน้อยูท่ี่ 1x106 cell/ml จากนั้นใส่เซลลล์งใน 96 U-

bottom plate หลุมละ 100 ul (1x105 cell/well) แลว้จึงกระตุน้ดว้ย PMA (phorbol 12-myristate 13-acetate) ท่ี

ความเขม้ขน้ 5 ng/ml และ Ionomycin ท่ีความเขม้ขน้ 1 ug/ml หรือ กระตุน้ดว้ย anti CD3/CD28 coated bead 

หลุมละ 6 μl แลว้บ่มท่ี 37 ºC นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นใส่ monensin ความเขม้ขน้ 20 μg/ml แลว้บ่มต่ออีก 4 
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ชัว่โมงท่ี 37 ºC หลงัจากนั้นทาํการยอ้มผวิเซลลด์ว้ยแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ MAIT cell ดงัน้ี CD3-APC, CD4-

PE/Cy5, Vα7.2-AF700, CD161-APC/Cy7 และ CD107a-PE/Cy7 แลว้นาํเซลลท่ี์ยอ้มดว้ยแอนติบอดีแลว้มาแช่

ในนํ้าแขง็นาน 30 นาที ในท่ีมืด จากนั้นลา้งเซลล ์2 คร้ัง ดว้ย FACS wash buffer หลุมละ 200 μl และป่ันเหว่ียงท่ี 

4 ºC ความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 5 นาที จากนั้นใส่ 1% formaldehyde หลุมละ 200 μl เพ่ือรักษาสภาพของ

เซลล ์ บ่มท่ี 4ºC นาน 30 นาที จากนั้นป่ันลา้งเซลลท่ี์ความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 5 นาที แลว้ทาํการเจาะรูเซลล์

ดว้ย 0.3% saponin พร้อมกบัทาํการยอ้มสารท่ีหลัง่ภายในเซลลด์ว้ยแอนติบอดีท่ีจาํเพาะดงัน้ี granulysin-PE, 

granzyme B-FITC และ perforin-PerCp/Cy5.5โดยบ่มในนํ้าแขง็นาน 45 นาที แลว้จึงลา้งเซลล ์2 คร้ังดว้ย FACS 

wash และตรวจสอบสอบ cytotoxicity ของ MAIT cell ดว้ย flow cytometer และวิเคราะห์ดว้ยโปรแกรม FlowJo 

V10 ร่วมกบัโปรแกรม GraphPad Prism 5 
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ผลการวิจยั (Results) 

การศึกษาลกัษณะสมบตัิของ T cell ชนิด MAIT cell ในเลือดของผู้ป่วย 

 เพื่อศึกษาคุณสมบติัของ mucosal associated invariant T cell หรือ MAIT cell ใน peripheral blood ของ

ผูป่้วยวณัโรค ในงานวิจยัน้ีจึงทาํการเกบ็เลือดของผูป่้วยมาแยกส่วน PBMC และยอ้มเซลลเ์หล่านั้นดว้ย

แอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ MAIT cell ดงัน้ี CD3-PE/Cy7, CD4-PE/Cy5, CD8-PerCp/Cy5.5, CD161-APC/Cy7 

หรือ CD161-APC และ Vα7.2-FITC แลว้ทาํการตรวจวดั MAIT cell ในกลุ่มต่างๆ โดยใชเ้ทคนิค Flow 

cytometry โดยในการวิเคราะห์ขอ้มูลคร้ังน้ีจะระบุเซลลท่ี์ยอ้มติดแอนติบอดี CD161-APC/Cy7 หรือ CD161-

APC และ Vα7.2-FITC วา่เป็น MAIT cell เน่ืองจากปกติแลว้ MAIT cell จะมีคุณลกัษณะท่ีชดัเจน คือจะมี T 

cell receptor ท่ีจาํเพาะเป็น Vα7.2-Jα33 อยูท่ี่ผวิเซลล ์และมีการแสดงออกของ CD161 ท่ีสูงมาก อยูท่ี่ผวิของ 

MAIT cell เช่นกนั   

 เน่ืองจาก MAIT cell สามารถพบไดใ้นหลากหลาย population ของ T cell ดงันั้น ในการทดลองน้ีจึง

ทาํการศึกษา MAIT cell ใน T cell population ท่ีแตกต่างกนัทั้งหมด 5 population ไดแ้ก่ CD3+, CD3+CD4+, 

CD3+CD8+, CD3+CD4- และ CD3+CD4-CD8- T cell โดยจะมีการเปรียบเทียบปริมาณของ MAIT cell ในแต่ละ 

population ตามระยะเวลาการตรวจรักษาของผูป่้วยดว้ย จากผลการทดลองพบวา่ CD3+ MAIT cell ซ่ึงถือเป็น

ปริมาณ MAIT cell ทั้งหมด ใน PBMC ของผูป่้วยวณัโรคนั้นมีอยูป่ระมาณ 1-1.5% ของ T cell และเม่ือศึกษา

แยกลงไปในแต่ละ population  กพ็บวา่ MAIT cell ใน PBMC ของผูป่้วยนั้นจะจดัอยูใ่นกลุ่มของ CD3+CD8+, 

CD3+CD4- และ CD4-CD8- T cell ในปริมาณท่ีใกลเ้คียงกนั แต่ไม่พบ MAIT cell ใน population ของ CD3+CD4+ 

T cell เลย ดงัแสดงในรูปท่ี 1 

 นอกจากน้ีเม่ือเปรียบเทียบปริมาณของ MAIT ในแต่ละ population ตามระยะเวลาเร่ิมตั้งแต่ท่ีผูป่้วยมา

พบแพทยค์ร้ังแรก และไดรั้บยาเป็นระยะเวลา 2 สปัดาห์, 2 เดือน และ 4 เดือน กพ็บวา่ในภาวะท่ีผูป่้วยไดรั้บเช้ือ

แบคทีเรีย Mycobacterium tuberculosis และเกิดภาวะการเป็นโรคนั้น (Day 0) จะมีปริมาณของ MAIT cell อยู่

ในกระแสเลือดนอ้ย ซ่ึงอาจสืบเน่ืองมาจาก T cell ต่างๆ รวมทั้ง MAIT cell จะถูกลาํเลียงไปสะสมท่ีบริเวณท่ีเกิด

การติดเช้ือ ซ่ึงส่วนใหญ่แลว้จะเป็นท่ีปอดนัน่เอง แต่แมว้า่ผูป่้วยจะไดรั้บยาอยา่งต่อเน่ืองเป็นเวลา 2 สปัดาห์ 2 

เดือน และ 4 เดือนแลว้ แต่กย็งัไม่มีความแตกต่างกนัของปริมาณ MAIT cell ในแต่ละช่วงเวลา อยา่งไรกต็ามการ

ทดลองน้ียงัตอ้งรอผูป่้วยรับยาจนครบ 6 เดือน หรืออาจขยายระยะเวลาในการเกบ็เลือดของผูป่้วยออกไปจนถึง 1 
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ปี เพ่ือใหร่้างกายของผูป่้วยกลบัมาเป็นปกติมากท่ีสุด ซ่ึงจะส่งผลใหส้ามารถพบ MAIT cell ในกระแสเลือด

ไดม้ากข้ึนเทียบเท่ากบัในคนปกติได ้

 

รูปที ่1 MAIT cell ในกระแสเลือดของผู้ป่วยวัณโรค  
โดยแกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ีเร่ิมทาํการรักษาและรับยา ส่วนแกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์อง 

Vα7.2+CD161hi MAIT cell สญัลกัษณ์แต่ละจุดแสดงแทนจาํนวนผูป่้วยหน่ึงคน  

 หลงัจากท่ีศึกษา population ของ MAIT cell ในเลือดของผหูป่้วยวณัโรคแลว้ ต่อมาจึงทาํการศึกษา

ลกัษณะสมบติัของ MAIT cell โดยจะเลือกศึกษาใน CD3+ MAIT cell ซ่ึงเป็น MAIT cell ทั้งหมดใน PBMC 
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และ CD3+CD4- MAIT cell ซ่ึงเป็น population ส่วนใหญ่ของ MAIT cell โดยในการทดลองน้ีจะทาํการยอ้มผิว

ของ MAIT cell ทั้ง 2 population ดว้ยแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ receptor สาํหรับ IL12, IL18 และ IL23 (IL12R, 

IL18R และ IL23R) จากการทดลองน้ีพบวา่ทั้ง CD3+ MAIT cell (รูปท่ี 2a) และ CD3+CD4- MAIT cell (รูปท่ี 

2b) จะมีการแสดงออกของ IL28R ท่ีผิวเซลลสู์งมากถึง 90% ขณะท่ี IL23R นั้นพบไดน้อ้ยกวา่ 6% และIL12R 

พบนอ้ยกวา่ 2% และยงัไม่พบความแตกต่างกนัของปริมาณ cytokine receptor แต่ละตวัในแต่ละช่วงเวลาของ

การรักษา จากการทดลองน้ีจึงสรุปไดว้า่ IL18R อาจจะเป็นคุณลกัษณะท่ีสาํคญัของ MAIT cell และ MAIT cell 

ส่วนใหญ่จะมี phenotype เป็น CD3+CD4-IL18R+Vα7.2+CD161hi นัน่เอง 

 

 

รูปที ่2 Cytokine receptor บนผวิของ MAIT cell ในกระแสเลือดของผู้ป่วยวัณโรค 
โดย a) แสดงปริมาณ cytokine receptor บนผวิของ CD3+ MAIT cell และ b) แสดงปริมาณ cytokine 

receptor บนผวิของ CD3+CD4- MAIT cell แกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ีเร่ิมทาํการรักษาและรับยา 

ส่วนแกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์อง cytokine receptor สญัลกัษณ์แต่ละจุดแสดงแทนจาํนวนผูป่้วยหน่ึงคน  
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 เม่ือศึกษา cytokine receptor แลว้ ต่อมากจ็ะศึกษา chemokine receptor บนผวิของ MAIT cell โดยแบ่ง 

chemokine receptor ออกเป็น  2 กลุ่ม คือ CXC chemokines และ CC chemokine receptor สาํหรับ CXC 

chemokine receptor จะศึกษาโดยทาํการยอ้มผิวของ MAIT cell ดว้ยแอนตอบอดีท่ีจาํเพาะต่อ CXC chemokine 

receptor ไดแ้ก่ CXCR3, CXCR4,CXCR5 และ CXCR6 จากผลการทดลองพบวา่ CD3+ MAIT cell มีการ

แสดงออกของ CXCR6 ในระดบัท่ีสูงถึง 70% แต่ไม่มีความแตกต่างกนัเม่ือเทียบในแต่ละช่วงเวลาของการรักษา 

ในขณะท่ี CXCR4 จะมีการแสดงออกท่ีสูงมากถึง 90% ในระยะของการเป็นโรคแต่เม่ือไดรั้บยากพ็บวา่ CXCR4 

จะมีการแสดงออกท่ีลดลงมาอยา่งมีนยัสาํคญั (p < 0.05) อยูใ่นระดบัปานกลางคือประมาณ 40% (รูปท่ี 3a) 

สาํหรับ CD3+CD4- MAIT cell กเ็ช่นกนั สามารถพบ CXCR6 สูงถึง 85% และมีแนวโนม้ท่ีจะลดลงเม่ือผูป่้วย

ไดรั้บยาเป็นเวลาต่อเน่ือง ส่วน CXCR4 บน CD3+CD4- MAIT cell กมี็ปริมาณสูงมากถึง 90% ในระยะของการ

เป็นโรคเช่นกนั และเม่ือไดรั้บยาอยา่งต่อเน่ืองกส่็งผลให ้CXCR4 ท่ีเวลา 2 สปัดาห์, 2 เดือน และ 4 เดือน มี

ปริมาณท่ีลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั (p < 0.05) (รูปท่ี 3b) นอกจากน้ียงัพบวา่ทั้ง CD3+ MAIT cell และ CD3+CD4- 

MAIT cell ยงัมีการแสดงออกของ CXCR3 และ CXCR5 ในปริมาณท่ีนอ้ยเม่ือเทียบกบั CXCR4 และ CXCR6 

 สาํหรับ CC chemokine receptor พบวา่บนผิวของ CD3+ MAIT cell และ CD3+CD4- MAIT cell มีการ

แสดงออกของ CC chemokine receptor ท่ีสอคลอ้งกนั โดย CCR5 มีการแสดงออกอยูใ่นระดบัท่ีสูงมากถึง 85% 

รองลงมากคื็อ CCR6 ประมาณ 40% โดยเม่ือเปรียบเทียบกนัในแต่ละช่วงเวลาของรับยา พบวา่ CCR6 จะมีการ

แสดงออกท่ีลดลงเม่ือไดรั้บยาเป็นระยะเวลาท่ีนานพอท่ีจะทาํใหผู้ป่้วยเป็นปกติ อยา่งไรกต็ามการลดลงของ 

CCR6 น้ีไม่ไดมี้ความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญั นอกจากน้ียงัพบวา่ MAIT cell ทั้ง 2 population จะมีการ

แสดงออกของ CCR7 และ CCR9 ในปริมาณนอ้ยประมาณ 5-10% เท่านั้น ส่วน CCR4 นั้นมีการแสดงออกใน

ระดบัท่ีนอ้ยกวา่ 5% ดงัแสดงในรูปท่ี 4 

 นอกจาก cytokine และ chemokine receptor แลว้ ในการทดลองน้ียงัศึกษาการแสดงออกของ cutaneous 

lymphocyte-associated antigen (CLA) บนผวิของ MAIT cell โดยจากการทดลองพบวา่ CD3+ MAIT cell มีการ

แสดงออกของ CLA เพียง 10% แต่เม่ือผูป่้วยไดรั้บยาแลว้เป็นเวลา 2 สปัดาห์, 2 เดือน และ 4 เดือน ปริมาณของ 

CLA น้ีจะเพ่ิมข้ึน โดยในช่วง 2 เดือนจะพบ CLA มากกวา่ในระยะของการเป็นโรคอยา่งมีนยัสาํคญั (p = 

0.0291) แต่อยา่งไรกต็าม บนผิวของ CD3+CD4- MAIT cell ยงัไม่พบความแตกต่างของปริมาณ CLA ท่ี

แสดงออกในแต่ละช่วงเวลาของการรักษา ดงัแสดงในรูปท่ี 5 
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รูปที ่3 CXC chemokine receptor บนผวิของ MAIT cell ในกระแสเลือดของผู้ป่วยวัณโรค 
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โดย a) แสดงปริมาณ chemokine receptor ชนิด CXC บนผวิของ CD3+ MAIT cell และ b) แสดงปริมาณ 

chemokine receptor ชนิด CXC บนผิวของ CD3+CD4- MAIT cell แกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ี

เร่ิมทาํการรักษาและรับยา ส่วนแกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์อง chemokine receptor สญัลกัษณ์แต่ละจุด

แสดงแทนจาํนวนผูป่้วยหน่ึงคน  
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รูปที ่4 CC chemokine receptor บนผวิของ MAIT cell ในกระแสเลือดของผู้ป่วยวณัโรค 
โดย a) แสดงปริมาณ chemokine receptor ชนิด CC บนผิวของ CD3+ MAIT cell และ b) แสดงปริมาณ 

chemokine receptor ชนิด CC บนผิวของ CD3+CD4- MAIT cell แกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ี

เร่ิมทาํการรักษาและรับยา ส่วนแกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์อง chemokine receptor สญัลกัษณ์แต่ละจุด

แสดงแทนจาํนวนผูป่้วยหน่ึงคน  

 

รูปที ่5 Cutaneous Lymphocyte-associated antigen (CLA) บนผวิของ MAT cell 
โดยแกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ีเร่ิมทาํการรักษาและรับยา ส่วนแกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์อง CLA 

บน MAIT cell สญัลกัษณ์แต่ละจุดแสดงแทนจาํนวนผูป่้วยหน่ึงคน  

ศึกษาการหลัง่ cytokine ใน MAIT cell จากเลือดของผู้ป่วยวัณโรค 

 จากการทดลอง เม่ือนาํ PBMC ของผูป่้วยวณัโรคในแต่ละช่วงเวลาของการรักษาและรับยามากระตุน้

ดว้ย CD3/CD28 bead หรือ PMA/Ionomycin เป็นเวลา 5 ชัว่โมง แลว้ยอ้ม MAIT cell ดว้ยแอนติบอดีท่ีจาํเพาะ

ต่อ cytokine ดงัน้ี คือ IL2, IL17, IFN-γ และ TNF-α แลว้ทาํการตรวจวดัปริมาณการหลัง่ของ cytokine จาก 

CD3+ MAIT cell (รูปท่ี 6) และ CD3+CD4- MAIT cell (รูปท่ี 7) พบวา่ MAIT cell ทั้ง 2 population จะมีลกัษณะ

การหลัง่ของ cytokine ท่ีคลา้ยกนั คือในสภาวะท่ียงัไม่ไดมี้การกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead หรือ 

PAM/Ionomycin นั้น MAIT cell จะไม่มีการหลัง่ cytokine ใดๆเลยหรือมีในปริมาณนอ้ยมากๆ แต่เม่ือเซลลถู์ก

กระตุน้ดว้ย PMA/Ionomycin พบวา่ MAIT cell ทั้ง 2 population จะมีการหลัง่ IFN-γ และ TNF-α ในปริมาณท่ี
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สูง โดยเฉพาะในช่วง 4 เดือนท่ีไดรั้บยา ในขณะท่ี IL2 และ IL17 จะมีการหลัง่ออกมาในปริมาณนอ้ยมากแมว้า่

จะกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead หรือ PMA/Ionomycin กต็าม 

 จากผลการทดลองสามารถสรุปไดว้า่ MAIT cell ใน PBMC ของผูป่้วยวณัโรคจะสูญเสียการตอบสนอง

ต่อส่ิงกระตุน้หรือส่ิงแปลกปลอมไป แต่เม่ือผูป่้วยไดรั้บยาและการรักษาอยา่งต่อเน่ืองเป็นระยเวลานานถึง 4 

เดือน MAIT cell จึงจะเร่ิมกบัมาตอบสนองต่อส่ิงกระตุน้ไดดี้โดยการหลัง่ inflammatory cytokine ไดแ้ก่ IFN-γ 

และ TNF-α ในปริมาณท่ีมากกวา่ซ่ึงอาจเป็นส่ิงบ่งบอกวา่ระบบภูมิคุม้กนัของผูป่้วยอาจกลบัมาทาํงานไดอ้ยา่งมี

ประสิทธิภาพอีกคร้ังนัน่เอง 
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รูปที ่6 การหลัง่ cytokine ใน CD3+ MAIT cell เม่ือถูกกระตุ้น 
โดยแกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ีเร่ิมทาํการรักษาและรับยา ส่วนแกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์อง 

cytokine ต่างๆ ท่ีหลัง่มาจาก CD3+ MAIT cell หลงัจากถูกกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead (แถวกลาง) หรือ 
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PMA/Ionomysin (แถวขวาสุด) เปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ไม่ถูกกระตุน้ (แถวซา้ยสุด) และสญัลกัษณ์แต่ละ

จุดแสดงแทนจาํนวนผูป่้วยหน่ึงคน  

 

รูปที ่7 การหลัง่ cytokine ใน CD3+CD4- MAIT cell เม่ือถูกกระตุ้น 
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โดยแกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ีเร่ิมทาํการรักษาและรับยา แกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์อง cytokine 

ต่างๆ ท่ีหลัง่มาจาก CD3+CD4- MAIT cell หลงัจากถูกกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead (แถวกลาง) หรือ 

PMA/Ionomysin (แถวขวาสุด) เปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ไม่ถูกกระตุน้ (แถวซา้ยสุด) และสญัลกัษณ์แต่ละ

จุดแสดงแทนจาํนวนผูป่้วยหน่ึงคน  

ศึกษาคุณสมบตัิ cytotoxicity ใน MAIT cell จากเลือดของผู้ป่วย 

 นอกจากความสามารถในการหลัง่ cytokine แลว้ MAIT cell ยงัมีคุณสมบติั cytotoxicity โดยการหลัง่

สารออกมาทาํลายเซลลข์องจุลชีพหรือส่ิงแปลกปลอมต่างๆไดด้ว้ย และเพื่อศึกษาคุณสมบติัส่วนน้ีใน MAIT 

cell ของผูป่้วยท่ีเป็นวณัโรค จึงนาํ PBMC ของผูป่้วยในแต่ละช่วงเวลาของการรักษาและรับยามากระตุน้ดว้ย 

CD3/CD28 bead หรือ PMA/Ionomycin เป็นเวลา 5 ชัว่โมง แลว้ยอ้ม MAIT cell ดว้ยแอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ 

perforin, CD107a, granzyme B และ granulysin จากนั้นทาํการตรวจวดัปริมาณการหลัง่ของสารเหล่าน้ีจาก 

CD3+ MAIT cell (รูปท่ี 8) และ CD3+CD4- MAIT cell (รูปท่ี 9) จากการทดลองพบวา่ ในสภาวะท่ี MAIT cell 

ไม่ไดรั้บการกระตุน้ใดๆ จะมีการหลัง่ perforin, CD107a, granzyme B และ granulysin ออกมาในปริมาณหน่ึง 

แต่เม่ือ เซลลถู์กกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead หรือ PMA/Ionomysin จะส่งผลใหคุ้ณสมบติัในการหลัง่สาร

เหล่านั้นเปล่ียนแปลงไป โดยการหลัง่ของ CD107a จะเพ่ิมข้ึนเม่ือเซลลถู์กกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead แต่การ

หลัง่น้ีมีแนวโนม้ท่ีจะลดลงเม่ือผูป่้วยไดรั้บยาเป็นเวลา 4 เดือน ส่วน granzyme B กจ็ะถูกหลัง่มากข้ึนเม่ือเซลล์

ถูกกระตุน้ดว้ย PMA/Ionomysin และมีแนวโนม้ท่ีจะลดลงเม่ือผูป่้วยไดรั้บยาเป็นเวลา 4 เดือนเช่นกนั ส่วน 

perforin และ granulysin เม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead หรือ PMA/Ionomysin พบวา่ถูกหลัง่ออกมา

ในปริมาณท่ีนอ้ยกวา่เซลลท่ี์ไม่ไดถู้กกระตุน้ 
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รูปที ่8 การหลัง่สารทาํลายส่ิงแปลกปลอมใน CD3+ MAIT cell เม่ือถูกกระตุ้น 
โดยแกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ีเร่ิมทาํการรักษาและรับยา แกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์องสารต่างๆ 

ท่ีมีคุณสมบติั cytotoxicity ไดแ้ก่ perforin, CD107a, granzyme B และ granulysin ท่ีหลัง่มาจาก CD3+ 

MAIT cell หลงัจากถูกกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead (แถวกลาง) หรือ PMA/Ionomysin (แถวขวาสุด) 
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เปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ไม่ถูกกระตุน้ (แถวซา้ยสุด) และสญัลกัษณ์แต่ละจุดแสดงแทนจาํนวนผูป่้วยหน่ึง

คน  

 

 

รูปที ่9 การหลัง่สารทาํลายส่ิงแปลกปลอมใน CD3+CD4- MAIT cell เม่ือถูกกระตุ้น 
โดยแกน X แสดงระยะเวลาของผูป่้วยท่ีเร่ิมทาํการรักษาและรับยา แกน Y แสดงเปอร์เซ็นตข์องสารต่างๆ 

ท่ีมีคุณสมบติั cytotoxicity ไดแ้ก่ perforin, CD107a, granzyme B และ granulysin ท่ีหลัง่มาจาก 
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CD3+CD4- MAIT cell หลงัจากถูกกระตุน้ดว้ย CD3CD28 bead (แถวกลาง) หรือ PMA/Ionomysin (แถว

ขวาสุด) เปรียบเทียบกบัเซลลท่ี์ไม่ถูกกระตุน้ (แถวซา้ยสุด) และสญัลกัษณ์แต่ละจุดแสดงแทนจาํนวน

ผูป่้วยหน่ึงคน  

 

อภิปราย /วจิารณ์ (Discussion) 

1. ผลการทดลองน้ีเป็นผลการทดลองเบ้ืองตน้ของผูป่้วยท่ีเป็นวณัโรคปอด (pulmonary tuberculosis) 

จาํนวน 4 คน จึงทาํใหเ้ห็นการเปล่ียนแปลงใน phenotyping ต่างๆ ของ MAIT cells ยงัไม่ชดัเจน ทาง

ผูว้ิจยัจะตอ้งทาํการทดลองเพ่ิมเติมในผูป่้วยวณัโรคปอดอีกประมาณ 16 คน (ซ่ึงตอนน้ีเกบ็จาํนวนผูป่้วย

กลุ่มประชากรน้ีครบแลว้) และจะตอ้งมีการเปรียบเทียบกบั กลุ่มประชากรท่ีเป็น latent tuberculosis 

และ healthy individuals ดว้ย เพ่ือเป็น control ดู  

2. จากผลการทดลองเท่าท่ีมีขอ้มูลท่ีไดแ้สดงใหเ้ห็นนั้น จะเห็นไดว้า่ท่ีระยะเวลาท่ี 2 เดือนนั้นจะมีการ

เปล่ียนแปลงของ phenotypes ต่างๆ อาจเป็นไดจ้ากช่วงระยะเวลา 2 เดือนเป็นช่วงเวลาท่ีเช้ือ 

Mycobacterium tuberculosis นั้นส่วนใหญ่จะถูกฆ่าโดยยาท่ีผูป่้วยไดรั้บในการรักษา การเปล่ียนแปลงท่ี

สงัเกต ไดแ้ก่ การแสดงออกของ IL-12R, IL-23R, CXCR3, CXCR5 และ CCR7 ท่ีสูงข้ึน หรือ ในบาง

กรณีมีการแสดงออกสูงสุด ณ ระยะเวลา 2 เดือน และมีการลดลงภายหลงัระยะเวลาน้ี  

3. การหลัง่ของ cytokines และ cytotoxic granules นั้นยงัไม่มีแนวโนม้ (trend) ท่ีชดัเจน 

ข้อสรุปและข้อเสนอแนะเกีย่วกบัการวจัิยในขั้นต่อไป (Conclusion and Further Directions) 

1. การเกบ็ clinical data และวเิคราะห์ confounding factors และ/หรือ factors ท่ีสามารถนาํมาใชใ้น

การ stratify กลุ่มประชากรผูป่้วยใหเ้ห็นกลุ่มยอ่ยลงไปอีก ไดแ้ก่ อาย,ุ เพศ, HIV status, วิธีการท่ีใช้

ในการวินิจฉยัวา่เป็น active tuberculosis ( Chest x-ray, sputum, PCR, culture lab results), สูตรยาท่ี

ใชใ้นการรักษา, drug sensitivity ของเช้ือ isolate ของผูป่้วยแต่ละราย เป็นตน้  

2. จาํนวนกลุ่มประชากรท่ีนาํมาใชใ้นการทดสอบ parameter ท่ีกาํลงัศึกษาอยูใ่นส่วนของ 

immunophenotyping นั้น ไดแ้ก่ (i) วิเคราะห์ ผูป่้วย active tuberculosis อีก 16 คน รวมกบัผลการ

ทดลองท่ีไดม้าจาก 4 คนแลว้ เป็น 20 คน, (ii) screening อาสาสมคัรดว้ย Quantiferon test และแยก
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กลุ่มประชากรออกเป็น กลุ่ม latent tuberculosis และ healthy individuals เพื่อทาํการศึกษา 

immunophenotyping ในลกัษณะเดียวกบักลุ่ม active tuberculosis ต่อไป 

3. นอกจากการศึกษาลกัษณะสมบติัของ MAIT cell แลว้เพ่ือใหมี้ความเขา้ใจใน MAIT cell มากข้ึนจึง

อาจจะทาํการศึกษาต่อในระดบัของ MAIT cell receptor โดยนาํ PBMC ของผูป่้วยมายอ้มดว้ย

แอนติบอดีท่ีจาํเพาะต่อ MAIT cell และยอ้มแอนติบอดี propidium iodide-PE Texas red เพื่อแยก

เซลลเ์ป็นและเซลลต์ายดว้ย แลว้นาํ PBMC ท่ียอ้มแอนติบอดีแลว้ไปมาผา่น flow cytometer ท่ีต่อ

กบั cell sorter เพื่อแยก MAIT cell ลงใน 96 well PCR plate หลุมละ 1 เซลล ์และเพ่ือศึกษา T cell 

receptor บน CD3+ T cell จึงนาํเซลลท่ี์ไดม้าสกดั RNA และเปล่ียนเป็น cDNA โดยใชชุ้ด 

Superscript vilo cDNA synthesis Kit and master mix (Invitrogen) แลว้นาํ  plate ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 

25ºC 5 นาที ท่ี 42ºC 30 นาที และท่ี 80ºC 5 นาที จากนั้นทาํ Nested PCR โดยนาํ cDNA ท่ีไดม้าเป็น 

template ในการทาํ external PCR โดยใส่สารซ่ึงประกอบดว้ย Tag DNA polymerase 0.15 μl, 0.2 

mM dNTP, 1.5 mM MgCl2, 1X PCR buffer และ primer สาํหรับ external amplification ซ่ึง

ประกอบดว้ย  TRAV Ext primer mix, TRAC Ext primer, TRBV Ext primer mix และ TRBC Ext 

primer ความเขม้ขน้อยา่งละ 2.5 pmol/μl ผสมใหเ้ขา้กนั จากนั้นนาํไปบ่มท่ีอุณหภูมิต่างๆ โดยขั้น

แรกบ่มท่ี 95 ºC นาน 2 นาที แลว้ต่อดว้ยขั้นท่ีสอง บ่มท่ี 95 ºC  20 วินาที, 52 ºC 20 วินาที และ 72 

ºC 45 วินาที ไปจนครบจาํนวน 35 รอบ ขั้นสุดทา้ยบ่มท่ี 72 ºC นาน 7 นาที จากนั้นนาํ PCR product 

ท่ีไดม้าเป็น template ในการทาํ  internal PCR ต่อไป โดยในขั้นน้ีจะเตรียมสารเหมือนกบัในขั้น 

external PCR แต่ใชชุ้ด primer สาํหรับ internal amplification แทน ซ่ึงประกอบดว้ย TRAV Int 

primer mix, TRAC Int primer, TRBV Int primer mix และ TRBC Int primer ความเขม้ขน้อยา่งละ 

2.5 pmol/μl จากนั้นวิเคราะห์ PCR product โดยใช ้ 2% agarose gel electrophoresis และส่ง 

sequencing เพือ่จะไดน้าํ sequence ท่ีไดม้า clone หรือผลิตเป็นโปรตีนต่อไป 

ทั้งน้ีเพื่อเป็นการติดตามดูการเปล่ียนแปลงของ T cell clones ของกลุ่ม MAIT cells นั้นต่อไป 
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ประโยชน์ในการประยุกต์ของผลงานวจัิย (Research Application) 

1. ไดอ้งคค์วามรู้ใหม่สาํหรับกลุ่มเซลลข์องระบบภูมคุม้กนัวิทยาท่ีมีความสาํคญัต่อการดาํรงอยูข่องสตัว์

เล้ียงลูกดว้ยนม คือ MAIT cells ในการป้องกนัและ/หรือ การต่อสูก้บัเช้ือวณัโรค 

2. เพื่อเป็นพื้นฐานองคค์วามรู้สาํหรับการพฒันาสารโมเลกลุเลก็ท่ีจะควบคุมการทาํงานของ MAIT cells 

ได ้

3. เพื่อเป็นพื้นฐานองคค์วามรู้สาํหรับการใช ้MAIT cells เป็นตวัพยากรณ์โรค (prognosis marker) ของ
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