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บทคัดยอ (ภาษาไทย) 

 

 มะเร็งรังไขเปนมะเร็งที่มีอัตราตายสูงที่สุดในกลุมมะเร็งทางนรีเวชวิทยา ผูปวยมะเร็งรังไขที่มี

โรคกลับเปนซ้ําหรือไมตอบสนองตอการรักษามาตรฐานมีทางเลือกในการรักษาอ่ืนๆคอนขางจํากัดมาก มีการ

วิจัยโดยการรักษาดวยการเพ่ิมจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งสําหรับการ

รักษาแบบเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไข อยางไรก็ดีการเพ่ิมจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกราน

เขาไปในกอนมะเร็งดวยวิธีมาตรฐานมักไดจํานวนเซลลไมเพียงพอตอการใชทางคลินิก 

 ในการวิจัยน้ีทางผูวิจัยทําการเปรียบเทียบการเพ่ิมจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่

รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งระหวางวิธีมาตรฐานและวิธี mitogen stimulation โดยการเปรียบเทียบจํานวน

เซลล อัตราการเพ่ิมจํานวนเซลล ชนิดของเซลลภูมิคุมกัน และ ปฏิกริยาตอเซลลมะเร็ง 

 จากการทดลองพบวาการเพ่ิมจํานวดวยวิธี  mitogen stimulation  น้ันมีจํานวนเซลลและ

อัตราการเพ่ิมจํานวนเซลลมากกวาอยางมีนัยสําคัญ วิธีการเพ่ิมจํานวนมีผลตอชนิดของเซลลภูมิคุมกันที่อยูใน 

เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็ง อยางไรก็ดีเมื่อเปรียบเทียบปกิกริยาตอ

เซลลมะเร็งน้ัน เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งที่ถูกเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogen 

stimulation น้ันมีปกิกริยาตอเซลลมะเร็งลดลงเมื่อเทียบกับการเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐาน 

 การเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogen stimulation มีประสิทธิภาพสูงในการเพ่ิมจํานวนเซลลเม็ด

เลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็ง การนําการเพ่ิมจํานวนวิธีน้ีไปใชทางคลินิกยังคงตองการ

การวิจัยเพ่ิมเติม 
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Abstract 
 

 Ovarian cancer is one of the most lethal gynecologic malignancy. Patients with 
relapsed and refractory ovarian cancer have very limited option of treatment. Adoptive 
therapy with tumor infiltrate lymphocytes (TILs) has been explored as a potential therapy for 
relapsed and refractory ovarian cancer but standard method for TILs expansion is suboptimal 
for clinical application in solid tumor. 

 In this study, we evaluated expansion of TILs between standard method and 
mitogen stimulation method. We compared cell number, fold expansion, cell subset and 
tumor reactivity. 

 Mitogen stimulation method exhibited better cell numbers and fold expansion 
compared to standard method. Cell subsets were different with less percentage of natural 
killer cell when using mitogen stimulation method.  Moreover, tumor reactivity is less in 
TILs expanded with mitogen stimulation method comparing with TILs expanded with 
standard method. 

 Mitogen stimulation method can improve expansion of TILs in term of 
increase cell number and fold expansion. Clinical application of mitogen stimulation TILs 
needed to be explored. 
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บทนํา(Introduction) 

 

ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 

มะเร็งรังไขนับเปนมะเร็งที่กอปญหาทางสาธารณสุขในระดับตนๆของประเทศไทย มะเร็งรังไขเปน

มะเร็งที่พบบอยเปนอันดับ 5 ในผูปวยมะเร็งเพศหญิงและเปนมะเร็งทางนรีเวชที่พบบอยเปนอันดับสองรอง

จากมะเร็งปากมดลูกแตกลับเปนสาเหตุการเสียชีวิตที่พบมากที่สุดในผูปวยมะเร็งทางนรีเวชในประเทศไทย 

มะเร็งรังไขในประเทศไทยมีอุบัติการณประมาณ 5 รายตอประชากร 100,000 รายตอป ซึ่งจะพบผูปวยใหม

ประมาณ 1,700 รายตอปโดยมีแนวโนวจะพบเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ ผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยโรคมะเร็งรังไขใน

ประเทศไทยมักพบในชวงอายุประมาณ 45-60 ปและผูปวยสวนใหญมักมีการดําเนินโรคที่รุนแรง (advance 

stage) แลวต้ังแตไดรับการวินิจฉัย สาเหตุสําคัญเน่ืองจากในปจจุบันยังไมมีวิธีการตรวจคัดกรองสําหรับ

โรคมะเร็งรังไขที่สามารถคัดกรองโรคมะเร็งรังไขต้ังแตระยะตนอยางมีประสิทธิภาพเหมือนการตรวจคัดกรอง

มะเร็งปากมดลูก ซึ่งเปนผลใหผูปวยมะเร็งรังไขโดยสวนใหญซึ่งมักเปนกลุม advanced stage และถึงแมผูปวย

เหลาน้ีจะไดรับการรักษาที่เหมาะสมซึ่งประกอบดวยการผาตัดและการใหยาเคมีบําบัดในกลุม platinum ก็มี

โอกาสตอบสนองตอการรักษาเพียงรอยละ 15-25% เทาน้ันและผูปวยโดยสวนใหญยังมีโอกาสเกิดโรคซ้ํา

หลังจากตอบสนองตอการักษาครั้งแรกแลวมากถึง 90% นอกจากน้ีผูปวยที่ไมตอบสนองตอการรักษาและกลุม

ที่เกิดโรคกลับเปนซ้ําน้ันมีโอกาสตอบสนองตอยาเคมีบําบัดตัวอ่ืนๆหรือการรักษาอ่ืนๆที่มีอยูในปจจุบันนอย

มาก ดวยสาเหตุดังกลาวจึงมีความจําเปนอยางเรงดวนในการคนควาหาวิธีการรักษาแบบใหมเพ่ือชวยเพ่ิม

โอกาสการตอบสนองและลดโอกาสการกลับเปนซ้ําของผูปวยโรคมะเร็งรังไข 

 การรักษาโดยการใหเซลลบําบัดคือการรักษาโดยการเพ่ิมจํานวนและกระตุนเซลลภูมิคุมกันของตัว

ผูปวยหรือผูบริจาคเพ่ือทําลายเซลลมะเร็งที่หลงเหลืออยูในตัวผูปวย ซึ่งเปนการรักษาดังกลาวถือวาเปน

ทางเลือกใหมสําหรับการรักษามะเร็งที่ไดมีการศึกษา วิจัยอยางมากในยุคปจจุบัน ดวยสาเหตุขางตนทาง ศูนย

ความเปนเลิศทางการแพทยดานสเต็มเซลลและเซลลบําบัด โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ, ศูนยวิจัยสเต็มเซลลและ

เซลลบําบัด คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, หนวยภูมิคุมกันวิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ หนวยมะเร็งทางนรีเวช ภาควิชาสูติศาสตรและนรีเวชวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยจึงไดมีความรวมมือกันจัดต้ังโครงการวิจัยเพ่ือพัฒนาการรักษา

โรคมะเร็งรังไขโดยการใหเซลลบําบัดดวยเซลลชนิด Tumor Infiltrating Lymphocytes (TILs) เพ่ือเปน
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ทางเลือกสําหรับการรักษาผูปวยมะเร็งรังไขโดยเฉพาะในกลุมที่เปน advance stage, กลุมที่ไมตอบสนองตอ

การรักษา หรือ กลุมที่กลับมาเปนซ้ํา 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

- พัฒนาวิธีการกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขใหมีความเหมาะสมสําหรับใชใน

การรักษาดวยการใหเซลลบําบัด (adoptive cell therapy) 

- ศึกษาและเปรียบเทียบลักษณะทางภูมิคุมกันของ TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขทั้งกอนและหลังการ

กระตุนและเพ่ิมจํานวน 

 

ทบทวนวรรณกรรม 

 มะเร็งรังไข (Epithelial Ovarian Cancer) 

 มะเร็งรังไขเปนมะเร็งที่พบไดบอยเปนอันดับสองของมะเร็งทางนรีเวชวิทยาแตเปนสาเหตุการตาย

อันดับหน่ึงของผูปวยมะเร็งทางนรีเวชทั้งในผูปวยชาวไทยและผูปวยทั่วโลก โดยผูปวยมีโอกาสเสียชีวิตจาก

โรคมะเร็งรังไขสูงถึง 70% และมีโอกาสที่โรคกลับเปนซ้ําสูงถึง 90% ในประเทศไทยมีผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัย

วาเปนโรคมะเร็งรังไขประมาณ 1,700 รายตอปและมีแนวโนมจะจะพบมากขึ้นเรื่อยๆ ผูปวยโรคมะเร็งรังไข

ชาวไทยมักมีอายุอยูระหวาง 45-60 ปและพบวาผูปวยจะมีการดําเนินโรคอยูในขั้นสูง (advance stage) และ

มักมีการแพรกระจายของมะเร็งไปสูอวัยวะอ่ืนๆ (metastasis) แลวต้ังแตไดรับการวินิจฉัย สาเหตุสําคัญ

เน่ืองจากในปจจุบันยังไมมีวิธีที่มีประสิทธิภาพมากพอสําหรับการตรวจคัดกรองโรคมะเร็งรังไขต้ังแตระยะตนๆ

ของโรค (1-3) 

 การรักษามาตรฐานของโรคมะเร็งรังไขในปจจุบันคือการผาตัดและการใหยาเคมีบําบัด (platinum 

based chemotherapy)ในรายที่จําเปน ถึงแมวาปจจุบันเทคนิคการผาตัดในมะเร็งทางนรีเวชวิทยา และ ยา

เคมีบําบัดสําหรับโรคมะเร็งรังไขมีการพัฒนาไปอยางมาก แตผูปวยโรคมะเร็งรังไขโดยสวนใหญมักมีการดําเนิน

โรคอยูในขั้นสูง (advance stage) ต้ังแตไดรับการวินิจฉัยและมีโอกาสรอดชีวิตเพียง 18-47% เทาน้ันแมวาจะ

ไดรับการรักษาที่ถุกตองและเหมาะสมแลว (2) นอกจากน้ีผูปวยโรคมะเร็งรังไขที่มีโรคกลับเปนซ้ําภายใน 6 

เดือนหลังจากไดรับการรักษาครั้งแรกจะมีการพยากรณโรคที่ไมดีกลาวคือจะมีโอกาสที่ตอบสนองกับยาเคมี



รายงานฉบับสมบูรณ โครงการวิจัย การศึกษาการกระตุนและเพิ่มจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งดวยวิธี mitogen stimulation 
เพื่อใชในการรักษาดวยการใหเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไข 
อ.พญ.ดร. รังสิมา เหรียญตระกูล ทุนงบประมารแผนดิน ป 2561                                     Page 10 of 30 
 

บํ าบัดที่ ให เป นครั้ งที่ สอง (second line chemotherapy) เชน  liposomal doxorubicin, topotecan, 

etoposide, docetaxel, gemcitabine หรือ targeted therapy อ่ืนๆนอยกวา 20% (4) 

 จากเหตุผลขางตนจะเห็นไดวาเรายังมีความจําเปนอยางย่ิงยวดที่จะตองทําการคนควาวิจัยและคนหา

วิธีการรักษาแบบใหมๆ เพ่ือเพ่ิมโอกาสการรอดชีวิตและลดอัตราการปนซ้ําใหกับผูปวยโรคมะเร็งรังไข 

โดยเฉพาะในกลุมที่มีการดําเนินโรคขั้นสูง (advance stage) และผูปวยที่มีโรคกลับเปนซ้ํา (relapse disease) 

ซึ่งมักจะไมตอบสนองตอการรักษา second line therapy และ targeted therapy ที่มีอยูในปจจุบัน (5) 

 การใหเซลลบําบัดในการรักษามะเร็ง (Adoptive cellular therapy in cancer)  

 การรักษาดวยการใหเซลลบําบัด (adoptive cellular therapy) มีการพัฒนาอยางตอเน่ืองในชวง 10 

ปที่ผานมาน้ีและไดรับความสนใจอยางมากสําหรับการใชเปนแนวทางการักษาใหมของโรคมะเร็งหลายชนิดเชน

มะเร็งเม็ดเลือดขาว มะเร็งตอมนํ้าเหลือง และ มะเร็งกอนหลายชนิด (solid tumors) (6-8) การใหเซลล

บําบัดในการรักษาโรคมะเร็งมีขั้นตอนโดยสรุปดังน้ีกลาวคือเริ่มดวยการเก็บเกี่ยว(harvest) เซลลภูมิคุมกันชนิด

ตางๆ (effector immune cells) จากตัวผูปวยหรือผูบริจาค แลวจึงนํามาทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวน

ภายนอกรางกายของผูปวยหรือผูบริจาค (ex-vivo activation and expansion) เพ่ือใหไดเซลลที่มีปริมาณ

มากเพียงพอ และ มีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลมะเร็งเพ่ิมขึ้น เมื่อทําการเพ่ิมจํานวนจนไดปริมาณมาก

เพียงพอตามที่ตองการแลวจึงนําเอาเซลลดังกลาวฉีดกลับเขาไปในตัวผูปวย โดยมุงหวังใหเซลลภูมิคุมกันที่ถูก

กระตุนหรือเพ่ิมประสิทธิภาพในการทําลายเซลลมะเร็งดวยวิธีตางๆแลวน้ัน เปนตัวชวยทําลายเซลลมะเร็งที่

หลงเหลืออยูในรางกายโดยตรงหรือไปเหน่ียวนําเซลลภูมิคุมกันอ่ืนๆในรางกายใหมาชวยทําลายเซลลมะเร็งที่

เหลืออยู (7, 8) 

 ในปจจุบันมีการศึกษาและวิจัยเรื่องการใชเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไขอยูอยางกวางขวางทั้งการวิจัย

ในหลอดทดลอง (in-vitro study) การวิจัยในสัตวทดลอง (in-vivo study) และการวิจัยในช้ันคลินิค 

(clinical trial) ซึ่งใหผลการทดลองอยูในระดับที่นาพอใจ (9, 10) โดยเซลลภูมิคุมกัน (immune effector 

cells) ที่ถูกนํามาศึกษาในการวิจัยการใชเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไขน้ันแบงออกเปน 2 กลุมหลักๆคือ 

- HLA restricted effector cells คือเซลลภูมิคุมกันที่รับรู (recognize) antigenของเซลลมะเร็ง

ตอเมื่อมีการนําเสนอผาน MHC molecule ซึ่ งไดแก เซลล TILs, cytotoxic T cells และ Chimeric 

Antigen Receptor T cells (CAR-T cells) 
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- HLA unrestricted effectors cells คือเซลลภูมิคุมกันที่รับรู(recognize) antigenของเซลลมะเร็ง

โดยไมจําเปนตองมีการนําเสนอผาน MHC molecule ซึ่ งไดแก เซลล  Natural Killers (NK) cells, 

Lymphokine Activated Killer (LAK) cells และ Cytokine Induced Killer (CIK) cells 

โดยทางกลุมผูวิจัยใหความสนใจกับการพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งรังไขดวยการใหเซลล TILsเน่ืองจาก เซลล 

TILs เปนหน่ึงในเซลลที่มีประสิทธิภาพสูงในการทําลายเซลลมะเร็งรังไข, เซลล TILsสามารถรับรูทั้ง 

extracellular และ intracellular antigen ของมะเร็งรังไขไดโดยไมจําเปนตองทําการดัดแปลงพันธุกรรมห

มือนกับ CAR-T cells และ เซลล TILs สามารถใหผลการตอบสนองทางภูมิคุมกันอยางยาวนานหลังฉีดกลับ

เขาไปในตัวคนไข (long term persistent immune response) (11, 12) 

 เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งในโรคมะเร็งรังไข (TILs in 

ovarian cancer) 

 เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็ง (Tumor Infiltrating Lymphocytes) 

คือ เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดเชน T cells, B cells หรือ NK cells ที่ยายออกจากหลอดเลือดไปอาศัย

บริเวณ tumor stroma หรือ intraepithelial space ของกอนมะเร็ง (12) โดย TILs ในกอนมะเร็งรังไขน้ันมี

ความสําคัญทางคลินิคอยางมีนัยสําคัญ กลาวคือมีการศึกษาและงานวิจัยหลายช้ินพบตรงกันวาในผูปวยมะเร็ง

ไขที่พบวามี CD3+ และ CD8+ TILs ในกอนมะเร็งจะมีการพยากรณโรคที่ดีกวา และมีอัตรารอดชีวิตสูงกวา

ผูปวยมะเร็งรังไขที่ไมพบ TILs ในกอนมะเร็งอยางมีนัยสําคัญ (13, 14) ซึ่งแสดงถึงความสําคัญของ tumor 

immune response ของเซลล TILs รวมถึงมีงานวิจัยในระดับกอนคลินิค (preclinical study) หลายช้ินที่

แสดงวา TILs มี tumor reactivity กับมะเร็งรังไขในหลอดทดลองและสามารถกําจัดมะเร็งรังไขไดจากการ

ทดสอบในหนูทดลอง (15, 16)  ดวยเหตุผลดังกลาวน้ีเซลล TILs จึงไดรับความสนใจอยางมากในการใชเปน 

effector immune cells ของการใหเซลลบําบัดเพ่ือการรักษาโรคมะเร็งรังไข 

 ตนแบบของการรักษาโดยการใหเซลล TILs ในการรักษาโรคมะเร็ง (TILs for cancer adoptive 

cell therapy) เริ่มตนจาก การใชเซลล TILs ในการรักษาโรคมะเร็งของผิวหนังชนิด melanoma (17-19) 

ซึ่งเปนมะเร็งที่ไมตอบสนองกับยาเคมีบําบัดมาตรฐาน โดยการสกัด TILs จากเน้ือเย่ือมะเร็งของผูปวยที่ถูกตัด

ออกมา และนํามาทําการเพ่ิมจํานวนและกระตุนดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่เสริม interleukin-2 (IL-2) ขนาดสูง

ต้ังแต 3,000-6,000 IU/ml ซึ่งถือเปนวิธีมาตรฐานของการเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็ง ซึ่งการ

กระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ีสามารถเพ่ิมจํานวน TILs จากช้ินเน้ือมะmelanoma ไดมากถึง 1 x 
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1010 cells ตอรอบการเพ่ิมจํานวน แลวจึงนําเซลลที่ไดฉีดกลับเขาไปในตัวผูปวย ซึ่งการวิจัยทางคลินิคพบวา

การใหเซลล TILs กับผูปวย melanoma น้ันมีอัตราการตอบสนองสูงถึง 50-72% โดยเฉพาะในกลุมผูปวยที่มี

มะเร็งแพรกระจายไปที่อวัยวะอ่ืนๆแลว (metastasis) จึงทําใหขณะน้ีการรักษาดวยการใหเซลล TILs เปน

การรักษาที่ไดผลดีที่สุดในผูปวย melanoma ที่ไมตอบสนองกับการรักษามาตรฐานหรือมีการแพรกระจายของ

โรคแลว (17, 19) 

 แตอยางไรก็ดีผลการวิจัยทางคลินิคของการใหเซลล TILs ในการรักษาโรคมะเร็งรังไข และ มะเร็ง

กอนชนิดอ่ืนๆเชน มะเร็งไต (renal cell carcinoma) กลับใหผลไมเปนที่นาพอใจนักเมื่อเทียบกับการใชใน

โรคมะเร็งชนิด melanoma งานวิจัยทางคลินิคหลายงานวิจัยพบวาการใหเซลล TILs ในผูปวยมะเร็งรังไข

ใหผลการตอบสนองทางคลินิคไมแตกตางกับการใหยาเคมีบําบัด และไมไดลดอัตราการเสียชีวิตจากโรคหรือ

อัตราการเกิดโรคเปนซ้ํา (20-23) ซึ่งสาเหตุสําคัญของปญหาดังกลาวคือTILs จากเน้ือเยื่อมะเร็งรังไขไม

สามารถถูกเพ่ิมจํานวนไดหรือถูกเพ่ิมจํานวนไดในระดับที่นอยกวา  1 x 109 cells จากการกระตุนและเพ่ิม

จํานวนของเซลล TILs ดวยวิธีมาตรฐานแบบที่ใช high dose IL-2 เพียงอยางเดียวเหมือนกับที่ใชกับ TILs 

จากเน้ือเยื่อมะเร็ง  melanoma จึงทําใหไดเซลลที่ไมเพียงพอจะสงผลตอการรักษาทางคลินิค 

 เมื่อไมนานมาน้ีมีการวิจัยเกี่ยวกับการเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งไต โดยการใชวิธี 

mitogenic stimulation ดวย Dynabeads CD3/CD28 แทนการเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานซึ่งสงผลให

สามารถเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งไตไดมากเพียงพอสําหรับการใชในระดับคลินิค (> 1 x 1010 

cells) (24) นอกจากน้ียังพบวาการใชวิธี mitogenic stimulation ก็ยังสามารถเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จาก

เน้ือเยื่อมะเร็งตอมหมวกไต (neuroblastoma) จากผุปวยเด็กไดจํานวนมากเพียงพอสําหรับใชทางคลินิคอีก

ดวย (unpublished data) ดวยเหตุผลดังกลาวทางคณะผูวิจัยจึงมีความประสงคจะทําการศึกษาและพัฒนา

วิธีการเพ่ิมจํานวนและกระตุนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขดวยวิธี mitogenic stimulation เพ่ือเปน

การพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งรังไขดวยการใหเซลล TILs ในการวิจัยในระดับคลินิคเปนลําดับตอไป 
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สมมติฐาน 

การใช mitogenic stimulation สามารถชวยกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็ง

รังไขเพ่ือใชสําหรับการรักษามะเร็งรังไขดวยการใชเซลลบําบัดไดดีกวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี

มาตรฐาน 

กรอบแนวคิดโครงการวิจัย 

- เปรียบเทียบจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี 

mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐาน 

- เปรียบเทียบลักษณะทางภูมิคุมกัน (immunophenotype) ของเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขที่

ไดหลังจากถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐาน 

- เปรียบเทียบปฏิกริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ของเซลล 

TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธี

มาตรฐาน 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

- ไดวิธีการกระตุนและเพ่ิมจํานวน Tumor Infiltrating Lymphocyte ใหมีจํานวนมากเพียงพอและมี

ประสิทธิภาพในการทําลายเซลลมะเร็งสูงที่สามารถนําไปใชในการรักษาโรคมะเร็งรังไขดวยวิธีการใหเซลล

บําบัดได 

- ผลงานวิจัยตีพิมพในวารสารระดับนานาชาติอยางนอย 1 เรื่อง 
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เนื้อเรื่อง (Main Body) 

วิธีการทดลอง (Materials and methods) 

1. การเปรียบเทยีบจํานวนเซลล TILs จากชิ้นเนื้อมะเร็งรงัไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิ่มจํานวน

ดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธมีาตรฐาน 

1.1 การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธีมาตรฐาน 

ทําการแยก TILs ออกจากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขโดยการยอยช้ินเน้ิอมะเร็งรังไขดวยอุปกรณ Gentle 

MACS tissue dissociator (Miltenyi Biotec) หลังจากน้ันกรอง TILs ที่ไดผานตัวกรองขนาด 100 µm 

และนําไปเลี้ยงตอใน 24-well culture plate ที่ความเขมขน 0.5 x 106 cells/ml ในอาหารเลี้ยงเซลลที่

ป ร ะ ก อ บ ด ว ย  X-VIVO1 5  media (Lonza) + 5 % heat inactivated human AB serum (Sigma 

Aldrich) + 1% Pen/Strep (Sigma Aldrich) และเสริมดวย recombinant human IL-2 (Novartis) ที่

ความเขมขน 3,000 IU/ml ที่อุณหภูมิ 37 องศาและระดับ CO2 5% เปนเวลา 7 วัน โดยทําการเปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลลและ recombinant human IL-2 ทุก 2-4 วันโดยรักษาความเขมขนของเซลลที่ 0.5 x 106 

cells/ml หลังจากวันที่ 7 ทําการเลี้ยง TILs ตอที่ความเขมขน 1.0 x 106 cells/ml ในอาหารเลี้ยงเซลลโดย

ลดความเขมขนของ recombinant human IL-2 (Novartis) ลงเหลือ 1,000 IU/ml ตอเน่ืองอีก 7 วัน โดย

ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลและ recombinant human IL-2 ทุก 2-4 วันโดยรักษาความเขมขนของเซลล

ไวที่ 1.0 x 106 cells/ml เมื่อเลี้ยงเซลลครบ 14 วันแยกเซลลสวนหน่ึงไปเพ่ือทําการวิเคราะห และนําเซลล

สวนที่เหลือไปทําการเพ่ิมจํานวนตอในขั้นตอน rapid expansions หรือ นําไปเซลลไปเก็บดวยวิธี live cell 

banking ใน liquid nitrogen tank เพ่ือเก็บรักษาเซลลไวเพ่ือการเพ่ิมจํานวนในภายหลัง 

1.2 การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation  

ทําการแยก TILs ออกจากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขโดยการยอยช้ินเน้ิอมะเร็งรังไขดวยอุปกรณ Gentle 

MACS tissue dissociator (Miltenyi Biotec) หลังจากน้ันกรอง TILs ที่ไดผานตัวกรองขนาด 100 µm 

และนําไปเลี้ยงตอใน 24-well culture plate รวมกับ Dynabeads Human T Activator CD3/CD28 

(Thermo Fisher) ในอัตราสวน 1:1 ที่ความเขมขน 0.5 x 106 cells/ml ในอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวย 

X-VIVO1 5  media (Lonza) + 5 % heat inactivated human AB serum (Sigma Aldrich) + 1 % 

Pen/Strep (Sigma Aldrich) และเสริมดวย recombinant human IL-2 (Novartis) ที่ ความเขมขน 

3,000 IU/ml ที่อุณหภูมิ 37 องศาและระดับ CO2 5% เปนเวลา 7 วัน โดยทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล
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และ recombinant human IL-2 ทุก 2-4 วันโดยรักษาความเขมขนของเซลลที่  0.5 x 106 cells/ml

 หลังจากวันที่ 7 ทําการเลี้ยง TILs ที่ความเขมขน 1.0 x 106 cells/ml ตอในอาหารเลี้ยงเซลลโดยลด

ความเขมขนของ recombinant human IL-2 (Novartis) ลงเหลือ 1,000 IU/ml ตออีก 7 วัน โดยทําการ

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลและ recombinant human IL-2 ทุก 2-4 วันโดยรักษาความเขมขนของเซลลที่ 1.0 

x 106 cells/ml เมื่อเลี้ยงเซลลครบ 14 วัน แยก CD3/CD38 Dynabeads ออกจาก Tumor infiltrating 

lymphocyte ดวย Dynal MPC-S magnet (Thermo Fisher) แยกเซลล TILs สวนหน่ึงไปเพ่ือทําการ

วิเคราะห และนําเซลลสวนที่เหลือไปทําการเพ่ิมจํานวนตอในขั้นตอน rapid expansions หรือ นําเซลลไปเก็บ

ดวยวิธี live cell banking ใน liquid nitrogen tank เพ่ือเก็บรักษาเซลลไวเพ่ือการเพ่ิมจํานวนในภายหลัง 

1.3 การเปรียบเทียบจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 

นับจํานวนเซลล TILs ดวย hemocytometer โดยใช trypan blue นับแยกเซลลตายออกจากเซลลที่มี

ชีวิต เปรียบเทียบจํานวนเซลล (absolute cell number) และอัตราการเพ่ิมจํานวน (fold change) ของ 

TILs ระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี หลังการเพ่ิมจํานวนในขั้น initial expansion และ rapid expansion 

2. การเปรียบเทยีบลักษณะทางภูมิคุมกัน (immunophenotype) ของเซลล TILs จากชิ้นเนื้อ

มะเร็งรงัไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิม่จํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธี

มาตรฐาน 

2.1 การวิเคราะหลักษณะทางภูมิคุมกัน (immunophenotype) ของ TILs ดวย flow cytometry  

เซลล TILs ประมาณ 0.5x 106 เซลลจะถูกนํามายอมดวย fluorochrome antibody ตางๆตามตาราง

ขางลางเพ่ือระบุชนิดของเซลลภูมิคุมกันที่เปนสวนประกอบของ tumor infiltrating lymphocytes ซึ่งเซลลที่

ถูกยอมดวย  fluorochrome antibody: CD3, CD4, CD8, CD56 จะถูกนําไปวิเคราะหดวย BD-FACS 

Aria flow cytometer (BD Bioscience)  

2.2 การเปรียบเทียบลักษณะทางภูมิคุมกันของ TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 

เปรียบเทียบสัดสวนของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆที่ประกอบ TILs ไดแก cytotoxic T cells, T helper 

cells,, NKT cells, NK cell ระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 
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3. การเปรียบเทยีบปฏิกริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ของ

เซลล TILs จากชิ้นเนื้อมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิ่มจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation และ วิธีมาตรฐาน 

3.1 ทดสอบปฏิกริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ดวยวิธี 

Interferon gamma secretion assay 
 
นําเซลล TILs ที่ไดหลังจากการกระตุนและเพ่ิมจํานวน มาเลี้ยงรวมกับ autologous ovarian 

tumor cells ในอัตราสวน 1:1 (1 x105: 1 x 105 cells) ใน round bottom 96-well culture plate 

ความเขมขนของเซลลที่ 1.0 x 106 cells/ml ที่อุณหภูมิ 37 องศาและระดับ CO2 5% เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง จากน้ันทําการเก็บ supernatant ที่ 4 และ 24 ช่ัวโมง เพ่ือวัดปริมาณ interferon gamma ที่

เซลล TILs หลั่งออกมาดวย ELISA MAX deluxe (Biolegend) ปริมาณ interferon gamma เปน

ตัวบงถึงระดับของปฏิกริยาการตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ของ

เซลล TILs 

 
3.2 การเปรียบเทียบปฏิกริยาตอตานเซลลมะเรง็ในหลอดทดลอง ของ Tumor Infiltrating 

Lymphocytes จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 

เปรียบเทียบปริมาณ interferon gamma ที่เซลล tumor infiltrating lymphocytes หลั่งออกมา

หลังจากเลี้ยงรวมกับเซลลมะเร็งระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 

 

ผลการทดลอง (Results) 

การเปรียบเทยีบจํานวนเซลล TILs จากชิ้นเนื้อมะเรง็รังไขที่ไดหลงัจากถูกกระตุนและเพิ่มจํานวน

ดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธมีาตรฐาน  (N=5)  

จากการทดลองพบวาเมื่อนําเซลล TIL จํานวน 2,000,000 เซลลตอกลุมมาทําการกระตุนและเพ่ิม

จํานวนเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐานน้ัน เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิม

จํานวนดวยวิธีมาตรฐานมีจํานวนเซลล  TILs ทั้ งหมดเฉลี่ย 1,072,000 เซลล  (SD: 604,696) และ 

6,728,000 เซลล (SD: 4,912,325) หลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเปนเวลา 7 วันและ 14 วัน

ตามลําดับ และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation มีจํานวนเซลล 
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TILs ทั้งหมดเฉลี่ย 2,384,000 ± 470,302 และ 23,268,000 ± 4,387,265 เซลลหลังจากทําการกระตุน

และเพ่ิมจํานวนเปนเวลา 7 วันและ 14 วันตามลําดับซึ่งเมื่อนําขอมูลดังกลาวมาคํานวณหาอัตราการเพ่ิม

จํานวนของเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐานน้ันพบวา เซลล TILs ที่ถูก

กระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานมีอัตราการเพ่ิมจํานวนเฉลี่ยของเซลล TILs อยูที่ 0.5 ± 0.3 เทา และ 

3.3 ± 2.7 เทา หลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเปนเวลา 7 วันและ 14 วันตามลําดับ และ เซลล TILs 

ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation อัตราการเพ่ิมจํานวนเฉลี่ยของเซลล TILs อยูที่ 

1.2 ± 0.2 เทา และ 11.5 ± 2.4 เทา หลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเปนเวลา 7 วันและ 14 วัน

ตามลําดับ 

 

รูปที่ 1 (A) กราฟแสดง absolute number ของเซลล TILs ทั้งหมด ในวันที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14. (B) 

กราฟแสดง fold expansion ของเซลล TILs ทั้งหมด ในวันที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14. 

 

การเปรียบเทยีบลักษณะทางภูมิคุมกัน (immunophenotype) ของเซลล TILs จากชิ้นเนื้อ

มะเร็งรงัไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิม่จํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐาน 

(N=5) 

จากการทดลองพบวาเซลล TILs ที่ถูกแยกออกจากกอนมะเร็งรังไขในชวงกอนจะถูกกระตุนและเพ่ิม

จํานวนน้ันมีสวนประกอบดวยเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆไดแก NK cells = 4 ± 1.7%, NK-T cells 3 ± 

0.8%, T-cells 71 ± 4.8% และ เซลลอ่ืนๆ 22 ± 3.0% เปนสวนประกอบพ้ืนฐาน 

เมื่อทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs เปนเวลา 7 วันพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิม

จํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีสวนประกอบของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 14 ± 4.9%, NK-

T cells 6 ± 3.7%, T-cells 74 ± 6.7% และ เซลลอ่ืนๆ 6 ± 1.7% และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิม
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จํานวนดวยวิธี Mitogenic stimulation น้ันมีสวนประกอบของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 8 

± 6.8%, NK-T cells 5 ± 2.6%, T-cells 85 ± 9.6% และ เซลลอ่ืนๆ 2 ± 0.5%   

หลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs เปนเวลา 14 วันพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุน

และเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีสวนประกอบของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 19 ± 

14.8%, NK-T cells 16 ±  9.5%, T-cells 61 ± 15.0% และ เซลลอ่ืนๆ 4 ± 3.5% และ เซลล TILs ที่ถูก

กระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี Mitogenic stimulation น้ันมีสวนประกอบของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี 

NK cells = 8 ± 7.5%, NK-T cells 12 ± 9.0%, T-cells 78 ± 14.9% และ เซลลอ่ืนๆ 3 ± 1.1%   

เมื่อนําสัดสวนของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆที่มีอยูใน TILs มาคํานวณหาจํานวนเซลลภูมิคุมกันที่

เพ่ิมขึ้นและอัตราการเพ่ิมจํานวนของเซลลภูมิคุมกันแตละชนิดหลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล 

TILs เปนเวลา 7 วันพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีจํานวนเซลล

ภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 126,288 ± 21,859 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 2 ± 1.6 เทา) , NK-

T cells 72,656 ± 71,595 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 1 ± 0.9 เทา), T-cells 816,840 ± 587,371 เซลล 

(อัตราการเพ่ิมจํานวน 1 ± 0.4 เทา) และ เซลลอ่ืนๆ 56,216 ± 17,847 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 0.1 ± 

0.1 เทา) และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันมีจํานวนเซลล

ภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 159,248 ± 124,151 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 2.6 ± 2.0 เทา), 

NK-T cells 113,280 ± 65,930 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 2.4 ± 1.7 เทา), T-cells 2,053,312 ± 

578,060 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 1.5 ± 0.4 เทา),  และ เซลลอ่ืนๆ 58,160 ± 14,534 เซลล (อัตราการ

เพ่ิมจํานวน 0.1 ± 0.0 เทา) 

เมื่อนําสัดสวนของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆที่มีอยูใน TILs มาคํานวณหาจํานวนเซลลภูมิคุมกันที่

เพ่ิมขึ้นและอัตราการเพ่ิมจํานวนของเซลลภูมิคุมกันแตละชนิดหลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล 

TILs เปนเวลา 14 วันพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีจํานวนเซลล

ภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 1,115,688 ± 921,491 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 19.1 ± 15.6 

เทา), NK-T cells 1,457,724 ± 1,962,655 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 21.6 ± 23 เทา), T-cells 

4,005,440 ± 3,505,038 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 2.7 ± 2.2 เทา) และ เซลลอ่ืนๆ 149,148 ± 78,615 

เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 0.3 ± 0.2 เทา) และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation น้ันมีจํานวนเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 1,627,712 ± 1,353,684 เซลล (อัตรา

การเพ่ิมจํานวน 26.5 ± 20.8 เทา), NK-T cells 2,865,284 ± 2,739,704 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 44.6 
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± 38.3 เทา), T-cells 18,379,316 ± 5,745,353 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 12.9 ± 4.4 เทา) และ เซลล

อ่ืนๆ 405,688 ± 127,136 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 0.9 ± 0.3 เทา) 

 

รูปที่ 2 (A) ผลการวิเคราะหสับเซตของ TILs โดยใช Flow cytometry. (B) กราฟแสดงเปอรเซ็นตของแต

ละสับเซตใน TILs หลังจากการ expansion.  (C) กราฟแสดงจํานวนเซลลของแตละสับเซตใน 

TILs หลังจากการ expansion. (D) กราฟแสดงอัตราการเพ่ิมจํานวนของแตละสับเซตใน TILs 

หลังจากการ expansion. T = เซลลที (T cells) , NKT = เซลลเอ็นเคที (natural killer T cells), 

NK = เซลลเอ็นเค (natural killer cell).  
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การเปรียบเทยีบปฏิกิริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ของ

เซลล TILs จากชิ้นเนื้อมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิ่มจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation และ วิธีมาตรฐาน (N=5) 

เมื่อนําเซลล TILs ที่ถูกกระตุนเปนเวลา 14 วันมาเลี้ยงรวมกับเซลลมะเร็งรังไขเปนเวลา 24 ช่ัวโมง

เพ่ือวัดปริมาณ interferon gamma ที่เซลล TILs หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลลซึ่งเปนสิ่งแสดงปฏิกิริยาการ

ตอตานเซลลมะเร็งน้ันพบวา ปริมาณ interferon gamma ที่วัดไดในอาหารเลี้ยงเซลลจากการนําเซลลมะเร็ง

รังไขเลี้ยงรวมกับเซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐาน และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและ

เพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation มีปริมาณ 275 ± 38 pg/ml และ 61 ± 14 pg/ml (p =0.01) 

ตามลําดับ 

 

 

รูปที่ 3 (A) ผลการวิเคราะห cytobead ในการหลั่งไซโตไคนโดยใช  Flow cytometry. (B) กราฟแสดง

ระดับของอินเตอรเฟยรอน-แกมมา (interferon gamma) ในแตละสภาวะ. IFN = อินเตอรเฟยรอน 
(interferon).  
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อภิปราย/วิจารณ(Discussion) 

 การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันสามารถเพ่ิมจํานวน

เซลล TILs ไดอยางมีประสิทธิภาพสูงกลาวคือเมื่อทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs เปนเวลาทั้งหมด 14 

วันจากเซลล TILs เริ่มตนประมาณ 2 ลานเซลล น้ันเซลล TILs ที่ถูกเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation น้ันมีจํานวนเซลลเพ่ิมขึ้นถึง 23 ลานเซลลซึ่งมีจํานวนมากกวาอยางมีนัยสําคัญ (p = 0.001) 

เปรียบเทียบกับเซลล TILs ที่ถูกเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานโดยการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐาน

น้ันไดปริมาณเซลลเพียง 6 ลานเซลล และเมื่อเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจํานวนของเซลล TILs น้ันก็จะพบวา

การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันมีอัตราการเพ่ิมจํานวนสูงถึง 12 

เทาซึ่งเปนอัตราการเพ่ิมจํานวนที่มากกวาการเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธีมาตรฐาน (3 เทา) อยางมี

นัยสําคัญ (p = 0.001) ซึ่งเมื่อนํามาวิเคราะหแยกชนิดของเซลลภูมิคุมกันภายในเซลล TILs แลวก็ยังพบวา

การกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันทําใหไดปริมาณเซลลและอัตราการ

เพ่ิมจํานวนของ NK cells, NK-T cells และ T-cells มากกวา การกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs ดวยวิธี

มาตรฐานอยางมีนัยสําคัญ  

 วิธีการกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs น้ันสงผลกระทบกับสัดสวนของชนิดเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆ

ไดแก NK cells, NK-T cells และ T-cells ภายในเซลล TILs จะเห็นไดวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล 

TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันจะมีสัดสวนของ T-cells สูงกวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล  

TILs ดวยวิธีมาตรฐาน (78% versus 61%, p = 0.25) และ การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILsดวยวิธี

มาตรฐานน้ันจะมีสัดสวนของ NK cells สูงกวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic 

stimulation (19% versus 8%, p= 0.156) แนวโนมดังกลาวยังไมมีนัยสําคัญทางสถิติอาจเน่ืองดวยจํานวน

ตัวอยางที่ยังไมมากเพียงและการตอบสนองของเซลล TILs น้ันมีความหลากหลายสูงขึ้นกับเซลลแตละบุคคล 

 อยางไรก็ดีเมื่อทําการทดสอบปฏิกิริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor 

reactivity) ของเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation และ วิธีมาตรฐานน้ันกลับพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation น้ันมีการหลั่ง interferon gamma ออกมานอยกวาเซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวย

วิธี มาตรฐานอยางมีนัยสําคัญซึ่งบงช้ีถึงความสามารถในการทําลายเซลลมะเร็งที่ลดลง ผลการทดลองดังกลาว

อาจมีสาเหตุมาจากสัดสวนของเซลลภูมิคุมกันที่ตางกันของวิธีการกระตุนและเพ่ิมจํานวนทั้ง 2 แบบซึ่งจะเห็น

ไดวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีสัดสวนของ NK cells มากกวาการเพ่ิมจํานวนดวยวิธี 
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mitogenic stimulation ถึ ง  2  เท า  NK cell น้ี เอ งก็ มี ห น าที่ สํ าคั ญ ใน ด าน  MHC-non restricted 

cytotoxicity ตอเซลลมะเร็ง และในสวนของ T cells ที่เพ่ิมขึ้นน้ันในการทดลองน้ีไมไดทําการแยกชนิดของ 

alpha-beta T cells และ gamma-delta T cell ออกจากกันซึ่งเซลล gamma-delta T cell น้ันกอเปนเซลล

ภูมิคุมกันอีกชนิดหน่ึงที่มีบทบาทสําคัญตอ MHC-non restricted cytotoxicity ตอเซลลมะเร็ง มีความ

เปนไปไดวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันจะทําใหเซลลในสัดสวนของ NK และ gamma-

delta T cell เพ่ิมขึ้นสวนการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation  น้ันจะทําใหเซลลมี

แนวโนมที่จะเพ่ิมจํานวนในสวนของ alpha-beta T cells เปนหลัก 

 นอกจากน้ีการใชการกระตุนดวย mitogenic stimulation อาจเปนสิ่งกระตุนที่รุนแรงมากเกินไปซึ่ง

อาจมีผลกระทบใหเซลลที่ถูกเพ่ิมจํานวนน้ันเกิดการ exhaustion และมีผลตอ memory phenotype ของ

เซลล TILs ซึ่งอาจสงผลตอการทํางานของเซลล TILs ตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวได การเปรียบเทียบ 

memory phenotype  ของเซลล TILsที่ถูกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวย mitogenic stimulation และ วิธี

มาตรฐานอาจชวยอธิบายการทํางานที่ลดลงของเซลล TILs ได  

ขอสรุปและขอเสนอแนะ เก่ียวกับการวิจัยในขัน้ตอไป (Conclusion and Further Directions) 

การกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation มีประสิทธิภาพในการเพ่ิม

ปริมาณเซลล TILs โดยจํานวนเซลลและอัตราการเพ่ิมจํานวนของเซลลที่ไดทดสอบจากการทดลองน้ีชวย

ยืนยันไดวา การกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation สามารถนําไปใชกระตุนเซลล 

TILs ใหมีปริมาณเพียงพอกับการใชทางคลินิกได ซึ่งปริมาณที่มากจนเกินพอกัน อาจสามารถทดแทนการ

ทํางานที่ลดลงของ TILs จากการกระตุนวิธีน้ีได ซึ่งยังมีความจําเปนที่ตองทําการศึกษาวิจัยเพ่ิมเติมตอไป 

 

เน่ืองจากเซลล TILs สามารถนําไปใชในทางคลินิคได ทําใหมีความจําเปนในการศึกษาเซลลในระดับ

โมเลกุล ซึ่งการทดลองโดยวิธี TCR sequencing เพ่ือทดสอบ TCR repertoire จากเซลลของ TILs จะทําให

สามารถชวยคาดการณลวงหนาไดวาจะมีการใช TCRs รวมกันระหวางแตละ donors หรือไม   
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