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บทคัดยgอ 

  มะเร็งหลังโพรงจมูก (nasopharyngeal carcinoma: NPC) เปrนสาเหตุหลักของ

การตายดaวยโรคมะเร็งในประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตaโดยผูaปuวยที่มีการกลับมาของ

โรคและไดaรับการรักษาดaวยการฉายรังสีควบคู`กับการทำเคมีบำบัดมีอัตราการรอดชีวิตใน

ระยะเวลา 5 ปw เพียง 20% ดังนั้นจึงมีความจำเปrนอย`างยิ่งในการพัฒนาวิธรีักษามะเร็งหลัง

โพรงจมูกที่เกี่ยวขaองกับการติดเชื้อไวรัสเอปสไตน--บาร- (Epstein-Barr virus, EBV) รูปแบบ

ใหม` เซลล-มะเร็งมีการแสดงออกของแอนติเจนของไวรัสบนผิวเซลล- 2 ชนิด ไดaแก` latent 

membrane protein 1 (LMP1) และ latent membrane protein 2 (LMP2) ทั้งน้ี LMP2 

มีการแสดงออกบนผิวเซลล-มากกว̀า LMP1 โดยมีการแสดงออกในผูaปuวยถึง 50-90% ในขณะ

ที่ LMP1 มีการแสดงออกเพยีง 0-35% ผูaวิจัยจึงพัฒนา chimeric antigen receptor T cell 

(CAR T cell) ท ี ่จำเพาะต `อ LMP2 ด aวยระบบ sleeping beauty (SB) transposon ซึ่ง

สามารถตัดต̀อทีเซลล-ใหaแสดงออก LMP2-specific CAR T cell อย̀างถาวรและสามารถเพิ่ม

จำนวนในหลอดทดลองดaวย autologous lymphoblastoid cell line (LCL) โดยพบว̀า 

CAR T cell อยู `ในระยะ central memory และ effector memory นอกจากนี ้ LMP2-

specific CAR T cell สามารถกำจัดเซลล-มะเร็งไดaอย̀างมีประสิทธิภาพในหลอดทดลอง จาก

ผลการทดลองดังกล`าวแสดงถึงความสามารถของ LMP2-specific CAR T cell ในการกำจัด

เซลล-มะเร็งที่สามารถนำไปต̀อยอดในการทดลองในสิ่งมีชีวิต 

   

คำสำคัญ: ทเีซลล-, ภูมิคุaมกันบำบัด, มะเร็งหลังโพรงจมูก, ไวรัสเอปสไตน--บาร- 
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Abstract 

  Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is relatively common in Southeast 

Asia. Despite treatment with surgery, chemotherapy and radiation, the average 

5-year overall survival rate is only about 20% . This implies that there must be 

an alternative treatment for Epstein-Barr (EBV) virus-associated NPC. The 

malignant cells express 2 types of viral surface antigen: latent membrane 

protein 1 (LMP1) and latent membrane protein 2 (LMP2). LMP2 was detected 

in 50-90% of NPC samples whereas LMP1 was expressed in only about 0-35% 

of NPC samples. In this report, we develop LMP2-specific chimeric antigen 

receptor (CAR) T cells using sleeping beauty (SB) transposon. LMP2-specific CAR 

T cells were successfully generated and expanded ex vivo with autologous 

lymphoblastoid cell lines (LCLs). The CAR T cells displayed a combination 

phenotype of central memory and effector memory T cell populations. In 

addition, LMP2-specific CAR T cells mediated potent cytotoxicity against tumor 

cells expressing LMP2 in vitro. These findings strongly support the feasibility of 

this therapeutic strategy. 

 

Keywords: chimeric antigen receptor, Epstein-Barr virus, latent membrane 

      protein 2, lymphoblastoid cell lines, nasopharyngeal carcinoma, 

      sleeping beauty transposon, T cell 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

 

1.1 ความเปmนมาและมูลเหจูงใจในการเสนอโครงการ 

  โรคมะเร็งหลังโพรงจมูกเปrนหนึ่งในสาเหตุหลักของการเสียชีวิตจากโรคมะเร็งใน

ประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตaรวมถึงประเทศไทย จากสถิติของสถาบันมะเร็งแห`งชาติ

ระบุว`า ประเทศไทยมีผูaปuวยโรคมะเร็งหลังโพรงจมูกรายใหม`นับจากปw 2001 จนถึงปw 2015 

เฉลี ่ยปwละ 664 คนในเพศชาย และ 273 คนในเพศหญิง (สถาบันมะเร็งแห`งชาติ, 2552, 

2555, 2556, 2558, 2561)  ในป�จจุบันแนวทางการรักษาหลักของโรคมะเร็งชนิดนี้คือการ

ฉายรังสีควบคู̀ไปกับการทำเคมีบำบัดเน่ืองจากบริเวณหลังโพรงจมูกเปrนบริเวณที่ยากต̀อการ

เขaาถึง ส`งผลใหaการผ`าตัดเปrนไปไดaยาก (Zhang et al., 2018) ทั้งน้ีการฉายรังสีและเคมี

บำบัดใหaผลขaางเคียงที่ค̀อนขaางรุนแรง เช̀น ความเปrนพิษต̀อระบบการไดaยิน ชะลอการสรaาง

เม็ดเลือดขาว อาการเปrนพิษในเลือด และภาวะไฮโปไทรอยด- (hypothyroidism) (Stone et 

al., 2003; Barnett et al., 2009; Ramirez et al., 2009) จากการสำรวจพบว`าผ ู aป uวยที่

ไดaรับการรักษาดaวยวิธีเคมีบำบัดควบคู̀ไปกับวิธีฉายรังสีมีอัตราการรอดชีวิตในระยะเวลา 10 

ปw แบ`งตามระยะของโรคดังนี้ ระยะที่ 1 66.7% ระยะที่ 2 46.5% ระยะที่ 3 28.0% และ

ระยะที่ 4 18.6% โดยมีผูaปuวยถึง 82.3% ที่ไดaรับการวินิจฉัยว`าเปrนโรคตอนอยู`ในระยะที่ 3 

และ 4 (Zhan et al., 1989) นอกจากน้ีในคนไขa 15-58% เกิดการกลับมาของโรค โดยอัตรา

การการรอดชีวิตในระยะเวลา 5 ปwของผูaปuวยที่มีการกลับมาของโรคและไดaรับการบำบัดดaวย

การฉายรังสีและเคมีบำบัดเท`ากับ 20% (Xu et al., 2013) แสดงใหaเห็นว̀าผูaปuวยในกลุ`มที่มี

การกลับมาของโรคมีโอกาสรอดชีวิตต่ำถึงแมaจะรักษาดaวยวิธีการรักษาตามแบบปกติ ส`งผลใหa

มีความจำเปrนอย`างสูงในการพัฒนาวิธีรักษารูปแบบใหม`ที่สามารถใชaในการรักษาผูaปuวยใน

กลุ`มน้ีไดa โดยวิธีดังกล`าวตaองเปrนวิธีที่มีประสิทธิภาพสูงและใหaผลขaางเคียงที่ต่ำ ในปw 2016 ไดa

มีผลสำเร็จของการรักษาโดยวิธีการใชaเซลล-ภูมิกันชนิดทีเซลล-ที่ไดaรับการตัดต`อยีนใหaมีการ

แสดงออกของตัวรับล ูกผสม (chimeric antigen receptor T cell: CAR-T cell) ในการ

ร ั กษามะ เ ร ็ ง เ ม ็ ด เ ล ื อ ดขา วชน ิ ดด ื ้ อ ย า ใน เ ด ็ ก  (relapsed or refractory acute 

lymphoblastic leukemia: r/r ALL) ซึ่งดื้อต`อการรักษากว`า 90% (Maude et al., 2014) 

หลักการทำงานนั้นคือ การปลูกถ`ายทีเซลล-ที่ถูกตัดต`อพันธุกรรมใหaมีการแสดงออกของ 

chimeric antigen receptor: CAR ซึ ่งเปrนตัวรับลูกผสมระหว`างแอนติบอดี (antibody) 

และตัวรับของทีเซลล- (T-cell receptor) ส`งผลใหa CAR-T cell สามารถจับกับแอนติเจนบน

ผิวเซลล-ไดaโดยตรงโดยไม`ตaองผ`าน major histocompatibility complex: MHC (Kuwana 

et al., 1987; Gross et al., 1989) เน่ืองจากโดยปกติแลaว ทีเซลล-จะสามารถจดจำแอนติเจน 

(antigen) ซ ึ ่งถูกดัดแปลงรูปเพื ่อมาอยู `บน MHC เท`านั ้น (Zinkernagel and Doherty, 
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1974, 1975)  ส`งผลใหaทีเซลล-ไม`สามารถกำจัดเซลล-มะเร็งใหaหมดไปไดaเพราะเซลล-มะเร็งมัก

ลดการแสดงออกของ MHC (Garrido et al., 2016) โดยองค-ประกอบของ CAR-T cell 

ประกอบดaวย 2 ส`วนหลักคือ ส`วนที่ตัดต̀อมาจากแอนติบอดีโดยจะทำหนaาที่จับกับแอนติเจน 

และส`วนส`งสัญญาณที่ตัดต`อมาจากตัวรับของทีเซลล-เพื่อใชaในการกระตุaนทีเซลล-ใหaเกดิการ

ทำงานและกำจัดเซลล-เป¢าหมาย (June et al., 2018) 

ในป�จจุบันการรักษาดaวยวิธีดังกล`าวไดaรับการรับรองจากองค-การอาหารและยาแห`ง

ประเทศสหรัฐอเมร ิกา (Food and Drug Administration: FDA) จากผลสำรวจผู aป uวย

โรคมะเร ็งเม ็ดเลือดขาวชนิดดื ้อยาพบว`าอัตราการไม`ม ีอาการของโรคแบบสมบูรณ- 

(complete remission) ในผู aปuวยกลุ`มที ่ไดaรับการรักษาโดยใชa CAR-T cell เท`ากับ 90% 

ในขณะที่ผูaปuวยที่ไดaรับการรักษาดaวยเคมีบำบัดมีอัตราการไม`มีอาการของโรคแบบสมบรูณ-

เพียง 30% (Davila and Brentjens, 2016) 

ในการพัฒนา CAR-T cell นักวิจัยมักออกแบบใหaตัวรับลูกผสมสามารถจับกับ

โปรตีนที่แสดงออกบนผิวเซลล-มะเร็งไดaในปริมาณมากและเปrนโปรตีนที่ไม`พบในเซลล-ปกติ

เช`น แอนติเจนที่เกี่ยวขaองกับเซลล-มะเร็ง เพื่อป¢องกันอันตรายที่เกิดจากผลขaางเคียงในการ

ทำลายเซลล-ปกติ ในโรคมะเร็งที่มีความเกี่ยวขaองกับไวรัส ผูaวิจัยสามารถใชaแอนติเจนของ

ไวร ัสเปrนเป¢าหมายสำหรับ CAR-T cell ไดaเช`นกัน โดยในโรคมะเร ็งหลังโพรงจมูกมี

ความสัมพันธ-กับการติดเช้ือไวรัสเอปสไตน--บาร- หรือ อีบีวี (Epstein-Barr virus: EBV) ดังน้ัน

ผูaวิจัยจึงสามารถใชaแอนติเจนจากไวรัสอีบีวีเปrนเป¢าหมายไดa (Petersson, 2015) 

ไวรัสเอปสไตน--บาร-เปrนไวรัสในตระกูล Herpesviridae ไวรัสชนิดนี ้เมื่อเกิดการ

ติดต`อแลaวมักอยู `ในรูปโรคแอบแฝง (latent infection) แต`อาจเกิดการเพิ ่มจำนวนไดa 

(reactivation) เมื่อภูมิคุaมกันตกลง โดยมีเซลล-เป¢าหมายเปrนเซลล-บุผวิ (epithelium) และ บี

เซลล- (B cell) (Epstein et al., 1964) ไวรัสชนิดน้ีมีการแสดงออกของโปรตีนกว̀า 100 ชนิด 

แต`ในระยะแอบแฝงมีการแสดงออกของโปรตีนเพียงไม`เกิน 9 ชนิด ผูaวิจัยสามารถจำแนก

ลักษณะการติดเชื่อของไวรัสอีบีวีดaวยการจำแนกจากการแสดงออกของโปรตีนแอบแฝงไดa

เปrน 4 รูปแบบไดaแก` latency 0 ไม`มีการแสดงออกของโปรตีน พบเฉพาะช้ินส`วนอาร-เอ็นเอ

ของไวรัส (Epstein-Barr virus-encoded small RNAs: EBERs) latency 1 มีการแสดงออก

ของ EBNA1 latency 2 มีการแสดงออกของโปรตีน 3 ชนิด คือ EBNA1 LMP1 และ LMP2 

latency 3 มีการแสดงออกของโปรตีนแอบแฝงทุกชนิด ไดaแก` EBNA1 EBNA2 EBNA3A 

EBNA3B EBNA3C EBNA-LP LMP1 และ LMP2 (Young et al., 2016) โรคมะเร็งหลงัโพรง

จมูกเกี่ยวขaองกับการติดเชื้อไวรัสอีบีวีในรูปแบบ latency 2 ส`งผลใหaเซลล-มะเร็งจะมีการ

แสดงออกของโปรตีน 3 ชนิด คือ EBNA1 LMP1 และ LMP2 โดย EBNA1 เปrนโปรตีนซึ่งอยู̀

ในนิวเคลียสจึงทำใหaไม`สามารถใชaเปrนโปรตีนเป¢าหมายไดaเพราะ CAR-T cell จำเปrนตaอง

อาศัยโปรตีนบนผิวเซลล-เท`าน้ัน ทั้งน้ี LMP2 มีการแสดงออกบนผิวเซลล-มะเร็งหลังโพรงจมูก
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มากกว̀า LMP1 โดยแสดงออกถึง 50% ในกลุ`มผูaติดเช้ือไวรัส (Brooks et al., 1992) ดังน้ัน

ผูaวิจัยจึงเลือก LMP2 เปrนโปรตีนเป¢าหมายหลักของ CAR-T cell ที่จะสรaางข้ึน 

Latent membrane protein 2: LMP2 ป ร ะกอบ ด a ว ย  12 transmembrane 

domains และ C-terminus cytoplasmic tail ยาว 27 กรดอะมิโน โดยมีส`วนที ่อยู`นอก

เซลล- (extracellular domain) 6 loops (Young and Rickinson, 2004) ซ ึ ่งสามารถใชa

เปrนบริเวณที่แอนติบอดีจับไดa Cao et al. (2017) สามารถพัฒนาแอนติบอดีที่มีความจำเพาะ

ต̀อ LMP2 ไดa ดังน้ันผูaวิจัยจึงนำลำดับนิวคลีโอไทด-ที่ใชaในการสรaางแอนติบอดีน้ีมาพัฒนาเพื่อ

สรaางดีเอ็นเอเวกเตอร-สำหรับการแสดงออกของตัวรับลูกผสมที่มีความจำเพาะต̀อ LMP2                                    

 

1.2 วัตถุประสงค-ของโครงการ 

  เพื่อออกแบบและสรaางพลาสมิดเวกเตอร-ที่มกีารแสดงออกของตัวรับลูกผสม 

ทำการทรานส-เฟกช่ันพลาสมิดเวกเตอร-ที่มีการแสดงออกของตัวรับลูกผสมเขaาไปยังทีเซลล-

และทดสอบประสิทธิภาพเซลล-ทีม่ีตัวรับลูกผสมในการกำจัดเซลล-มะเร็งในหลอดทดลอง 

 

  

  

  

 

   



 

   
4 

บทท่ี 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1 มะเร็งหลังโพรงจมูก 

  มะเร็งหลังโพรงจมูกเกี ่ยวขaองกับการติดเชื ้อไวรัสเอปสไตน--บาร- (Epstein-Barr 

virus) แบบ latency II โดยจะมีการแสดงออกโปรตีนของไวรัส 3 ชนิดคือ Epstein-Barr 

virus nuclear antigen 1 (EBNA1), latent membrane protein 1 (LMP1) และ latent 

membrane protein 2 (LMP2) โดยมีเพียง LMP1 และ LMP2 ที่แสดงออกบนผิวเซลล- 

LMP2 มีการแสดงออก 2 ร ูปแบบคือ LMP2A และ LMP2B ซึ ่งเก ิดจาก alternative 

splicing ของยีน LMP2 ที่ตำแหน̀ง exon 1 เมื่อวิเคราะห-การแสดงออกของ LMP1, LMP2A 

และ LMP2B ในเซลล-ผูaปuวยพบว̀ามีการแสดงออกของ LMP2A mRNA และ protein เท`ากับ 

95% และ 50% ของผู aป uวยทั ้งหมด (Busson et al., 1992 และ Brooks et al., 1992) 

ในขณะท ี ่ม ีการแสดงออกของ LMP1 mRNA และ protein เท `าก ับ 65% และ 35% 

(Niedobitek et al., 1992 และ Heussinger et al., 2004) ของผู aปuวยทั ้งหมดเนื ่องจาก 

LMP2A มีบทบาทสำคัญในเปลี ่ยนแปลงเนื ้อเยื ้อบ ุผ ิวเป rนเซลล-มะเร ็ง (epithelium 

mesenchyme transition: EMT) และอาจมีบทบาทอื่นในการอยู̀รอดของเซลล-มะเร็ง 

 

2.2 chimeric antigen receptor T cell 

  chimeric antigen receptor T cell (CAR T cell) คือทีเซลล-ที่ถูกตัดต̀อพันธุกรรม

ใหaมีการแสดงออกของตัวรับลูกผสม (chimeric antigen receptor: CAR) ซึ่งสามารถจับกับ

แอนติเจนบนผิวเซลล-เป¢าหมายไดaโดยตรงและกระตุaนการทำงานของทีเซลล-ไดaโดยไม`ผ`าน 

major histocompatibility complex (MHC) ในป�จจุบันมีการพัฒนาโครงสรaางของ CAR 

ออกมาหลากหลายรูปแบบทั้งนี้องค-ประกอบหลักในโครงสรaางของ CAR ประกอบดaวย 4 

ส`วนคือ  

1. single-chain variable fragment (scFV) เปrนหน̀วยย̀อยของแอนติบอดีทำ  

หนaาที ่จ ับกับแอนติเจนบนผิวเซลล-เป¢าหมายโดยประกอบจาก variable fragment ของ 

light chain ต̀อกับ variable fragment ของ heavy chain ดaวย peptide linker  

2. hinge region เปrนส`วนที ่ใหaความยืดหยุ `นกับตัวรับในการจับกับแอนติเจน

เป¢าหมายโดยอาจมาความยาวแตกต`างกันออกไปขึ้นอยู`กับปริมาณและลักษณะโครงสรaาง

ของแอนติเจนบนผิวเซลล-เป¢าหมาย 

3. transmembrane region เปrนส `วนที ่อยู `ในเยื ่อห ุ aมเซลล-เก ี ่ยวขaองก ับการ

เกิดปฏิกิริยากับโปรตีนที่เกี่ยวขaองในการส`งสัญญานของทีเซลล- 
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4. signaling domain ทำหนaาท ี ่ส `งส ัญญาณกระตุ aนการทำงานของท ี เซลล-

ประกอบดaวย signaling domain ของ CD3 zeta chain และ costimulatory domain 

การใชaภูมิกันบำบัดชนิด CAR T cell ในการรักษาผูaปuวยโรคมะเร็งมีการตอบสนองที่

ดีต̀อกลุ`มมะเร็งโรคเลือด (hematologic malignancies) โดยในป�จจุบันองค-การอาหารและ

ยาแห`งสหรัฐอเมริกา (U.S. Food and Drug Administration: FDA) ไดaรับรองการใชa CAR 

T cell ในผู aปuวยมะเร็งชนิด non-Hodgkin lymphomas และมะเร็งเม็ดเลือดขาวในเด็ก 

(acute B cell lymphoblastic leukemia: B-ALL) (June et al., 2018) ทั้งนี้การใชa CAR 

T cell ในกลุ `มมะเร็งชนิดเปrนกaอน (solid tumor) ยังมีการตอบสนองที ่ไม`ดีเนื ่องจาก

สภาพแวดลaอมของมะเร็ง (tumor microenvironment) การแสดงออกของ inhibitory 

ligands บนผิวเซลล-มะเร็งและการขาดโปรตีนเป¢าหมายสำหรับ CAR T cell  

 

2.3 การศึกษาเก่ียวกับ chimeric antigen receptor T cell  

  ปw ค.ศ. 1993, Gross และคณะ ตัดต`อพันธุกรรมทีเซลล-ใหaมีการแสดงออกโปรตีน

ลูกผสมระหว̀าง scFV จากแอนติบอดีที่จำเพาะต̀อ tri-nitrophenyl ต̀อกับ CD3 zeta chain 

หรือ gamma chain เพื่อทดสอบคุณสมบัติในหลั่งไซโตไคน-เมื่อถูกกระตุaนและการทำลาย

เซลล-เป¢าหมายพบว̀าทีเซลล-ทีแ่สดงออกตัวรับลูกผสมสามารถหลัง่ interleukin-2 (IL-2) และ

กำจัดเซลล-เป¢าหมายในหลอดทดลองไดa  

  ปw ค.ศ. 1998, Krause และคณะ ตัดต̀อพันธุกรรมทีเซลล-ใหaมีการแสดงออกโปรตีน

ลูกผสมระหว`าง scFV จากแอนติบอดีที่จำเพาะต`อ GD2 และส`วนส`งสัญญาณของ CD28 ซึ่ง

ทำหนaาที ่เปrน costimulatory molecule พบว`าทีเซลล-สามารถเพิ ่มจำนวนไดaในภาวะที่

เซลล- เป ¢าหมายไม`ม ีการแสดงออก costimulatory ligand แสดงถ ึงความสำคัญของ 

costimulatory signal ในการกระตุaนและเพิ่มจำนวนของเซลล- 

  ปw ค.ศ. 2002 Maher และคณะ ตัดต`อพันธุกรรมทีเซลล-ใหaมีการแสดงออกโปรตีน

ลูกผสมระหว̀าง scFV จากแอนติบอดีที่จำเพาะต̀อ prostate-specific membrane antigen 

(PSMA) ซึ่งแสดงออกบนผิวเซลล-มะเร็งต`อมลูกหมากและส`วนส`งสัญญาณของ CD3 zeta 

chain กับ CD28 พบว̀าทีเซลล-สามารถเพิ่มจำนวนในหลอดทดลอง กำจัดเซลล-เป¢าหมายและ

หลั่งไซโตไคน-ชนิด IL-2 ในปริมาณมาก 

  ปw ค.ศ. 2003, Brentjens และคณะ ตัดต`อพันธุกรรมทีเซลล-ใหaมีการแสดงออก

โปรตีนลูกผสมระหว̀าง scFV จากแอนติบอดีที่จำเพาะต̀อ CD19 ซึ่งแสดงออกบนผิว B cell 

ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวส`วนส`งส ัญญาณของ CD3 zeta chain กับ CD28 พบว`าทีเซลล-

สามารถเพิ่มจำนวนทำลายเซลล-มะเร็ง และคงอยู̀ในสัตว-ทดลองในระยะยาว 
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  ปw ค.ศ. 2011, Cooper และคณะ ตัดต`อพันธุกรรมทีเซลล-ใหaมีการแสดงออกของ 

anti-CD19 CAR ดaวยระบบ sleeping beauty (SB) transposon และกระตุaนการเพิ่มจำนวน

ทีเซลล-นอกหลอดทดลองดaวย artificial antigen presenting cell (aAPC) พบว`าทีเซลล-

สามารถเพิ่มจำนวนและกำจัดเซลล-มะเร็งในสัตว-ทดลองไดa 

  ปw ค.ศ. 2011, Jin และคณะ ทดสอบการใชa CAR T cell ต`อ CD19 ในผู aปuวยโรค 

chronic lymphocytic leukemia (CLL) พบว`าผูaปuวยไม`มีการกลับมาของโรคในระยะเวลา 

6 เดือน  
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บทท่ี 3 

วิธีดำเนินงาน 

 

3.1 แผนการศึกษา 

1. ข้ันตอนการขอความยินยอมจากอาสาสมัคร 

อาสาสมัครจำนวน 1 รายไดaรับเอกสารขaอมูลสำหรับผูaเขaาร`วมในโครงการวิจัยและ

เอกสารแสดงความยินยอมเพื่อลงนามเขaาร`วมโครงการ 

2. การแยกเลือดผูaปuวยเพื่อสกัดทีเซลล- (PBMC isolation and depletion) 

เจาะเลือดจากผูaบริจาคดaวยวิธีเวนิพังก-เชอร- (Venipuncture) จากนั้นนำเลือดมา

ล a า ง ด a ว ย  Roswell Park Institute: RPMI 1640 medium (ThermoFischer Scientific, 

USA) ดaวยอัตราส`วน 1:1 ถ̀ายเลือดมายังหลอดฟ�ลคอนปริมาตร 50 มิลลิลิตร ที่มีสารละลาย 

Ficoll-Paque density gradient solution (GE healthcare, USA) อยู ` จากนั ้นนำไปป�©น

เหวี ่ยง 30 นาที ที ่ 1500 รอบต`อวินาที อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายที่อยู̀

ระหว̀างสารละลาย Ficoll-Paque density gradient solution และน้ำเลือด (plasma) มา

ลaางดaวย RPMI + 10% fetal bovine serum (FBS) (R10) ดaวยอัตราส`วน 1:3 ป�©นเหว่ียง 10 

นาทีดaวยความเร็ว 2000 รอบต`อวินาที อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส ดูดของเหลวเหนือ

ตะกอนทิ้ง จากนั้นลaางดaวย R10 ดaวยอัตราส`วน 1:3 ป�©นเหวี่ยง 5 นาที ดaวยความเร็ว 1500 

รอบต̀อวินาที อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส ดูดของเหลวเหนือตะกอนทิ้งและนับเซลล-ในกลุ`ม 

peripheral blood mononuclear cell (PBMC) ดaวยวิธี trypan blue exclusion 

3. การสั่งสังเคราะห-พลาสมิดเวกเตอร- (Plasmid vector synthesis) 

  ออกแบบพลาสม ิดด aวยโปรแกรม SnapGene (version 4.2.11) จากน ั ้นสั่ ง

สังเคราะห-พลาสมิดจากบริษัท Genscript ประเทศจีน   

4. การทำยีนโคลนน่ิง (DNA cloning) 

   ละลายสารละลายเซลล-แบคทีเรียสายพันธุ- TOP10 จากตูa -80 องศาเซลเซียส บน

น้ำแข็งเปrนเวลา 10 นาที จากนั้นใส`ผลิตภัณฑ-สไลซ- ลงในสารละลายเซลล-แบคทีเรียที่แชไ̀วa 

บ`มบนน้ำแข็งเปrนเวลา 30 นาที แช`สารละลายในอ`างน้ำรaอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 

เปrนเวลา 45 วินาที นำกลับมาบ`มบนน้ำแข็งอีกคร ั ้งเปrนเวลา 2 นาที เติมจากนั ้นนำ

สารละลายไปบ`มในตูaเขย̀าดaวยความเร็ว 2100 รอบต`อวินาที ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

เปrนเวลา 1 ชั่วโมง นำสารละลายเซลล-แบคทีเรียมาเพาะเลี้ยงบนอาหารเลี้ยงเชื้อชนิด LB 

agar เป rนเวลา 1 ค ืน เล ือกโคโลน ี เพ ื ่อสกัดพลาสมิดด aวย NucleoBond® Xtra Midi 

(Machenery Nagel, German)  

5. การศึกษาลำดับเบสและการวิเคราะห-ลำดับเบส (DNA sequencing) 
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  ส`งพลาสมิดที่สกัดออกมาใหaแก`บริษัท Macrogen (South Korea) พรaอมกับไพร-เมอร- เพื่อ

ตรวจสอบลำดับเบสว`าตรงกับลำดับที่ตaองการหรือไม` โดยใชaเทคนิค normal automatic 

sequencing จากนั ้นนำลำดับนิวคลีโอไทด-ท ี ่ ได aมาจ ัดเร ียง (align) โดยใชaโปรแกรม 

SnapGene (version 4.2.11)   

6. การนำดีเอ็นเอสายผสมใส`เขaาไปในทีเซลล- (transfection) 

   นำพลาสมิด LMP2.28z ปร ิมาณ 11.5 ไมโครกร ัมและ SB100X ปร ิมาณ 0.5 

ไมโครกรัม (addgene, USA) มาผ`านกระบวนการ electroporation ร`วมกับ PBMC จำนวน 

2 x 107 เซลล- ดaวยเครื ่อง Amaxa™ Nucleofector™ II (Lonza, Switzerland) โปรแกรม 

U-014 จากนั้นนำมาเลี้ยงใน T-25 culture flask ที่บรรจุอาหารเลี้ยงเซลล-ชนิด R10 เปrน

เวลาหน่ึงคืน นำเซลล-ที่ผ`านการตัดต̀อพันธุกรรมมาตรวจสอบการแสดงออกของตัวรับลกูผสม

ดaวยวิธี fluorescent activated cell sorting analysis: FACS  

7. การคัดเซลล-ที่แสดงออก CD56 บนผิวเซลล-ออกจากสารละลายเซลล- (CD56+ cells 

depletion) 

  นำเซลล-ที่ผ`านกระบวนการ transfection มาป�©นเหวี่ยง 5 นาที ที่ความเร็ว 1500 

รอบต`อนาที อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายเหนือตะกอนทิ้งและละลายตะกอน

ดaวย MACS washing buffer (Miltenyi biotech, USA) ปริมาตร 80 ไมโครลิตรต`อ 1 x 

107 เซลล- จากนั ้นยaอมดaวย CD56 microbeads (Miltenyi biotech, USA) ปริมาตร 20 

ไมโครลิตรต`อ 1 x 107 เซลล- ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปrนเวลา 15 นาที  ป�©นลaางเซลล-

ดaวย MACS washing buffer ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต`อ 1 x 107 เซลล- ป�©นเหวี่ยง 5 นาที ที่

ความเร็ว 1500 รอบต̀อนาที อุณหภูมิ 21 องศาเซลเซียส ดูดสารละลายเหนือตะกอนทิ้งและ

ละลายตะกอนดaวย MACS washing buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตรต`อ 1 x 108 เซลล- 

หยอดสารละลายเซลล-ลงใน MS column (Miltenyi biotech, USA) ล aางคอลัมน-ดaวย 

MACS washing buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร 3 ครั้ง เก็บสารละลายเซลล-ที่ไหลผ`าน

คอลัมน-มาเลี ้ยงดaวย R10 ใน T-25 culture flask ที ่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซียส 5% 

คาร-บอนไดออกไซด- 

8. การเลี้ยงและกระตุaนทีเซลล-เพื่อเพิ่มจำนวนในหลอดทดลอง 

  นำเซลล -ท ี ่ผ `านกระบวนการ electroporation มากระต ุ aนด aวย autologous 

lymphoblastoid cell line (LCL) ชนิด B95.8 ดaวยอัตราส`วน PBMC ต̀อ LCL เท`ากับ 5:1 

ทุก 7 วันและเติมไซโตไคน- (cytokine) ชนิด Interleukin-2 (IL-2), Interleukin-7 (IL-7) 

และ Interleukin-15 (IL-15) ที่ความเขaมขaน 50 IU/mL, 5 ng/mL และ 10 ng/mL ทุก 2-

3 วัน ควบคุมความหนาแน̀นเซลล-ใน T-25 culture flask ใหaเท`ากับ 0.5 x 106 เซลล- 
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9. การทดสอบประสิทธิภาพการกำจัดเซลล-มะเร็งดaวยทีเซลล- 

  นำท ี เซลล-ท ี ่ผ `านการเล ี ้ยงในหลอดทดลองเปrนเวลา 35 ว ัน มาบ `มร `วมกับ 

allogeneic LCLs ที ่อัตราส`วน 10:1, 5:1 และ 1:1 ในตู aบ`มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ความเขaมขaนคาร-บอนไดออกไซด- 5 % เปrนเวลา 4 ช่ัวโมง จากน้ันนำสารละลายมายaอมดaวย

ฟลูออเรสเซนต-แอนติบอดีดังต`อไปนี้ Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit, anti-CD3-

Pacific Blue (clone OKT3), anti-CD4-Alexa Fluor®700 (clone A161A1), anti-CD8-

APC/Cyanine7 (clone SK1), anti-CD19-BV421 (clone HIB19) แล ะ  anti-CD20-APC 

(clone 2H7) (Biolegend, USA)  

10. การวัดปริมาณไซโตไคน-ภายในเซลล- 

นำทีเซลล-ในชุดควบคุม (mock) และชุดทดลอง (LMP2-specific CAR T cell) มา

ทำการทดลอง โดยแบ`งออกเปrน 3 ชุดการทดลอง ไดaแก` ทีเซลล-ในอาหารเลี้ยงชนิด R10 

(negative control) ทีเซลล-ในอาหารเลี้ยงชนิด R10 + 0.5% phytohemagglutinin: PHA 

(positive control) แล ะท ี เ ซ ล ล - ก ั บ  allogeneic lymphoblastoid cell line (LCL) ที่

อัตราส`วน 10:1 ในอาหารเลี้ยงชนิด R10 จากนั้นเติม brefeldin A: BFA (5 mg/ml) anti-

CD28 และ anti-CD49d บ`มในตูaบ`ม 6 ชั่วโมง จากนั้นยaอมดaวยฟลูออเรสเซนต-แอนติบอดี

ดังต`อไปนี ้ anti-CD3-Pacific Blue (clone OKT3), anti-CD4-Alexa Fluor®700 (clone 

A161A1), anti-CD8-APC/Cyanine7 (clone SK1) แล ะ  anti-EGFR- Alexa Fluor®647 

(clone AY13) ที่  4 องศาเซลเซียส เปrนเวลา 30 นาที ป � ©นล aางและตรึงเซลล-ดaวย BD 

Cytofix/Cytoperm™ (Becton Dickinson, USA) ที่ 4 องศาเซลเซียส 20 นาที จากน้ันป�©น

ลaางและนำมายaอมดaวยฟลูออเรสเซนต-แอนติบอดีดังต`อไปนี ้ anti-IL-2-PE (clone MQ1-

17H2), anti-IFN-𝛾-PE/Cy7 (clone 4S2B3), anti-TNF-𝛼-FITC (clone Mab11) แล ะ 

Zombie Aqua™ Fixable Viability Kit ที่ 4 องศาเซลเซียส เปrนเวลา 30 นาที วัดผลดaวย 

flow cytometer  

 

3.2 การวิเคราะห-ทางสถิติ 

  วิเคราะห-ความแตกต`างของขaอมูลและสรaางกราฟจลนพลศาสตร-ของเซลล-ดaวย

โปรแกรม Prism (version 7.0) นำไฟล-จาก flow cytometer มาวิเคราะห-ดaวยโปรแกรม 

Flowjo (version10.3) จากนั ้นวิเคราะห-ความแตกต`างของจำนวน exhaustion marker 

บนผิวเซลล-ดaวยโปรแกรม SPICE (version 6.0)  
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3.3 ระยะเวลาท่ีใชfในการศึกษา 

 

  

ข้ันตอนการศึกษา 
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1.เตรียมสารเคมีและเซลล-     

 

2.เตรียมดีเอ็นเอเวกเตอร-     

3.ทรานส-เฟกช่ัน K562 Cell 

lines 

    

4.ทรานเฟกส-ช่ัน 

CAR-T cells 

    

5.เลี้ยงเซลล-     

6.ทดสอบประสทิธิภาพ 

CAR-T cells 
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บทท่ี 4  

ผลการศึกษา 

 

4.1 จลนพลศาสตร-ของเซลล- 

ผูaทดลองตัดต`อพันธุกรรมทีเซลล-ใหaมีการแสดงออกของตัวรับลูกผสมชนิด LMP2-

specific CAR โดยขนส `งพลาสมิด LMP2 CAR และ SB100X เข aาสู`  PBMC ด aวยระบบ 

nucleofection จากนั้นนำเซลล-มากระตุaนใหaเพิ่มจำนวนดaวย autologous LCLs ในวันถัด

มา โดยแบ`งชุดการทดลองออกเปrน 2 ชุด คือ ชุดควบคุมที่ไม`เติมพลาสมิด (Mock) และ ชุด

ทดลองที่เติมพลาสมิดทัง้สองชนิด (LMP2 CAR และ SB100X) พบว̀า nucleofection ส`งผล

ใหaเกิดการตายของเซลล-ใน 7 วันแรก ทั้งนี้ทีเซลล-ในชุดทดลองสามารถถูกกระตุaนใหaเพิ่ม

จำนวนดaวย autologous lymphoblastoid cell line (LCL) ไดaหล ังจากวันที ่ 7 โดยมี

จำนวนเซลล-วันที ่ 14, 21, 28, 35 และ 42 เท`ากับ 9.45 x 106, 11.7 x 106, 19.3 x 106, 

28.4 x 106 และ 96.1 x 106 ตามลำดับ ในขณะที่ชุดควบคุมมีจำนวนเซลล-ที่ผันผวนโดยมี

จำนวนเซลล-วันที่ 14, 21, 28, 35 และ 42 เท`ากับ 5.43 x 107, 5.07 x 107, 8 x 106, 1.43 

x 106 และ 0 (ภาพที่ 1ก) การใชaระบบ Sleeping Beauty (SB) Transposon ในการตัดต̀อ

พันธุกรรมส`งเสริมการแสดงออกของตัวรับลูกผสมแบบถาวรในขณะที่ชุดควบคุมไม`พบการ

แสดงออกของตัวรับลูกผสม โดยมีสัดส`วนเซลล-ที่แสดงออกตัวรับลูกผสมในวันที่ 1, 7, 14, 

21, 28, 35 และ 42 หลังผ`านกระบวนการ nucleofection เท`ากับ 12.5%, 13.8%, 49.2%, 

65.9%, 81.1%, 86.6%, และ 91.2% ตามลำดับ (ภาพที่ 1ข) และจำนวนทีเซลล-ที่แสดงออก

ตัวรับลูกผสมเท`ากับ 4.65 x 106, 7.71 x 106, 15.6 x 106, 24.6 x 106 และ 87.6 x 106 

ตามลำดับ (ภาพที่ 1ค) แสดงถึงการกระตุaนและเพิ่มจำนวนแบบจำเพาะต`อ LMP2 บนผิว 

autologous LCLs โดย LMP2-specific CAR 
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ภาพท่ี 1 ก) จำนวนทีเซลล-ในระยะเวลา 42 วัน ข) สัดส`วนเซลล-ที่แสดงออก chimeric  

            antigen receptor (CAR) ค) จำนวนของ CAR T cell ในระยะเวลา 42 วัน 

  

ก) 

ข) 

ค) 
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 4.2 การกำจัดเซลล-มะเร็งในหลอดทดลอง 

ผูaทดลองทดสอบประสิทธิภาพการกำจัดเซลล-มะเร็งในหลอดทดลองโดยนำทีเซลล-ที่

เล ี ้ยงเปrนเวลา 35 วัน มาบ`มร`วมกับ allogeneic LCL ดaวยอัตราส`วนทีเซลล-ต`อเซลล-

เป¢าหมายเท`ากับ 10:1, 5:1 และ 1:1 เปrนเวลา 4 ช่ัวโมง พบว̀าทีเซลล-ในชุดทดลองสามารถ

กำจัดเซลล-เป¢าหมายไดa โดยมี %cytotoxicity เท`ากับ 42%, 38.3% และ 11.4% ตามลำดับ 

ในขณะที่เซลล-ในชุดควบคุมมี %cytotoxicity เท`ากับ 8%,  11.2% และ 11.3 ตามลำดับ 

(ภาพที่ 2) 

 

 
 

ภาพท่ี 2 กราฟการกำจัดเซลล-มะเรง็ดaวยทีเซลล- (%cytotoxicity) ที่อัตราส`วน  

            effector: target เท`ากบั 10:1, 5:1 และ 1:1 
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 4.3 การวัดปริมาณเซลล-ท่ีสรfางไซโตไคน-ภายในเซลล- 

ผู aทดลองวัดปริมาณเซลล-ที่มีการสรaางไซโตไคน-ภายในเซลล- 3 ชนิดหลังจากบ`ม

ร`วมกับ allogeneic LCL ที่อัตราส`วน 10:1 เปrนเวลา 6 ช่ัวโมง ไดaแก` Interleukin-2 (IL-2), 

Interferon-𝛾 (IFN-𝛾) และ Tumor Necrosis Factor-𝛼 (TNF-𝛼) พบว`าทีเซลล-ในชุด

ทดลองสามารถสรaางไซโตไคน-ตอบสนองต̀อการถูกกระตุaนดaวยเซลล-เป¢าหมายโดยมีสัดส`วนที

เซลล-ชนิด CD4 ที ่สรaาง IL-2, IFN-𝛾	และ TNF-𝛼 เท`ากับ 0.22%, 0.28% และ 0.74% 

(ภาพที่ 3ก) และสัดส`วนทีเซลล-ชนิด CD8 เท`ากับ 0%, 0.52% และ 0.36% (ภาพที่ 3ข)

ในขณะที่ไม`พบการสรaางไซโตไคน-ในชุดควบคุม จากผลการทดลองแสดงถึงการถูกกระตุaน

อย̀างจำเพาะระหว̀าง CAR T cell กับเซลล-มะเร็ง 

 

 

  
 

ภาพท่ี 3 ก) และ ข) สัดส`วนทีเซลล-ชนิด CD4 และ CD8 ทีส่รaางไซโตไคน-ชนิด Interleukin-

   2 (IL-2), Interferon-γ (IFN-γ) และ Tumor Necrosis Factor-α (TNF-α) 

   ภายในเซลล- 
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ภาพท่ี 4 ก) และ ข) สัดส`วนทีเซลล-ชนิด CD4 และ CD8 ในระยะ naive T cell (TN), central  

 memory T cell (TCM), effector memory T cell (TEM) และ terminally      

 differentiated cell (TTE) 
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 4.4 การวิเคราะห-ระยะการเจริญของทีเซลล- 

ผูaทดลองวิเคราะห-ระยะการเจริญของทีเซลล-โดยวัดรูปแบบการแสดงออกโปรตีน 2 

ชนิดคือ CD45RA และ CD62L โดยแบ`งระยะการเจริญออกเปrน 4 ระยะไดaแก` naive (TN) 

พบการแสดงออกของ CD45RA และ CD62L, central memory (TCM) พบการแสดงออก

ของ CD62L เพียงอย`างเดียว, effector memory (TEM) ไม`พบการแสดงออกของโปรตนีทั้ง 

2 ชนิด และ terminally differentiated (TTE) พบการแสดงออกของ CD45RA เพียงอย̀าง

เดียว หลังจากเลี้ยงทีเซลล-เปrนเวลา 35 วันพบว̀าทีเซลล-ในชุดทดลองมีการเจริญจากระยะ TN 

เขaาสู`อยู̀ระยะอื่นมากกว̀าชุดควบคุมโดยทีเซลล-ชนิด CD4 มีสัดส`วนทีเซลล-ในระยะ TN , TCM, 

TEM และ TTE เท`ากับ 32.2%, 24.5%, 21.5% และ 21.9% (ภาพที่ 4ก) และทีเซลล-ชนิด 

CD8 มีสัดส`วนเซลล-ในระยะ TN , TCM, TEM และ TTE เท`ากับ 29.7%, 7.07%, 10.9% และ 

52.3% (ภาพที่ 4ข) ตามลำดับ ในขณะที่ชุดควบคุมทีเซลล-ชนิด CD4 มีสัดส`วนทีเซลล-ใน

ระยะ TN , TCM, TEM และ TTE เท`ากับ 32.1%, 12%, 30.6% และ 25.3%  และทีเซลล-ชนิด 

CD8 มีสัดส`วนเซลล-ในระยะ TN , TCM, TEM และ TTE เท`ากับ 44.6%, 1.53%, 5.34% และ 

48.6% (ภาพที่ ) ดังน้ันการแสดงออกของ LMP2-specific CAR บนผิวเซลล-ส`งเสริมการเกิด

ทีเซลล-ระยะ TEM และ TTE  
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 4.5 การวิเคราะห-การแสดงออกของ exhaustion markers บนผิวเซลล- 

ผูaทดลองวัดปริมาณการแสดงออกของ exhaustion markers บนผิวทีเซลล- 3 ชนิด 

ไดaแก` Programmed cell death protein 1 (PD-1), T-cell immunoglobulin mucin 3 

(TIM-3) และ Lymphocyte activation gene 3 (LAG-3) พบว`าหลังจากเลี้ยงเปrนเวลา 35 

วัน ชุดทดลองมีสัดส`วนเซลล-ที่แสดงออกตัวรับทั้ง 3 ชนิดมากกว̀าชุดควบคุม (ภาพที่ 5ก และ 

5ข) และเมื่อวิเคราะห-แบบ multi-component analysis (ภาพที่ 5ค) พบว`าทีเซลล-ชนิด 

CD4 ทั้งชุดทดลองและชุดควบคุมมีสัดส`วนเซลล-ที่แสดงออกตัวรับ 1 ชนิดมากที่สุดโดยในชุด

ทดลองมีสัดส`วนมากกว`าชุดควบคุม ส`วนทีเซลล-ชนิด CD8 ในชุดทดลองมีสัดส`วนเซลล-ที่

แสดงออกตัวรับ 2 ชนิดมากที่สุดในขณะที่ชุดควบคุมมีสัดส`วนทีเซลล-ที่ไม`มีการแสดงออกของ

ตัวรับทั้งสามชนิดบนผิวเซลล-เปrนสัดส`วนมากที่สุด เมื่อพิจารณาชนิดของตัวรับที่แสดงออก 2 

ชนิดพรaอมกันพบว̀าทีเซลล-ชนิด CD4 มีการแสดงออกของ PD-1 พรaอมกับ TIM-3 มากที่สุด

และทีเซลล-ชนิด CD8 มีการแสดงออกของ LAG-3 พรaอมกับ TIM-3 มากที่สุด  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

      

 

 
  
 

 

 

ภาพท่ี 5 ก) และ ข) สัดส`วนทีเซลล-ชนิด CD4 และ CD8 ทีแ่สดงออก program cell  

  death-1 (PD-1),T-cell immunoglobulin and mucin domain containing-3 

  (TIM-3) และ lymphocyte-activation gene-3 (LAG-3) ค) SPICE analysis ของ

  ทีเซลล-ชนิด CD4 และ CD8 
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บทท่ี 5 

วิจารณ-และสรุปผล 

 

มะเร็งหลังโพรงจมูกเปrนสาเหตุหลักของการเสียชีวิตดaวยโรคมะเร็งในประเทศจีน

และประเทศแถบเอเชียตะวันออกเฉียงใตa การรักษาป�จจุบันนิยมใชaการฉายรังสีควบคู̀กับการ

ทำเคมีบำบัด ทั้งนี้วิธีดังกล`าวทำใหaเกิดผลขaางเคียงที่รุนแรงและมีประสิทธิภาพต่ำในการ

กำจัดเซลล-มะเร็งในกลุ`มผูaปuวยที่มีการกลบัมาของโรค จึงมีความจำเปrนในการพัฒนาวิธีรักษา

รูปแบบใหม`ที่มีผลขaางเคียงต่ำและมีประสิทธิภาพในการกำจัดเซลล-มะเร็งในระยะยาวไดa 

ในงานวิจัยครั ้งนี ้ผ ู aวิจ ัยจึงพัฒนาการใชaภูมิคุ aมกันบำบัดชนิด CAR-T cell ที ่มี

ความจำเพาะต̀อ LMP2 บนผิวเซลล-มะเร็งหลังโพรงจมูกดaวยระบบ SB transposon พบว̀า

การตัดต`อพันธุกรรมดaวยวิธีนี้ทำใหaเกิดการแสดงออกของ LMP2-specific CAR บนผิวเซลล-

แบบถาวรโดยยีน LMP2-specific CAR ในพลาสมิด LMP2 CAR จะถูกตัดและนำเขaาสู`จีโนม

ของเซลล-ที่ตำแหน`ง TA dinucleotides แบบสุ`มดaวยเอนไซม- SB transposase จากพลาส

มิด SB100X  

ทีเซลล-ที่ถูกกระตุaนดaวย autologous lymphoblastoid cell line (LCL) สามารถ

เพิ่มจำนวนในหลอดทดลองไดaอย`างมีประสิทธิภาพโดยเพียงพอสำหรับการนำมาทดสอบ

ประสิทธิภาพในหลอดทดลอง   เนื ่องจาก autologous LCL มีการแสดงออกของ CD80 

และ CD86 ซึ่งทำหนaาที่เปrน costimulatory ligand โดยเฉพาะทีเซลล-ที่แสดงออก LMP2-

specific CAR สามารถเพิ ่มจำนวนไดaดีกว`าชุดควบคุมเนื่องจาก autologous LCL มีการ

แสดงออกของ LMP2 ทำใหaเกิดการกระตุaนและเพิ่มจำนวนอย̀างจำเพาะของเซลล-  

เมื่อวิเคราะห-ระยะการเจรญิของทเีซลล-ในวันที่ 35 พบว̀าทีเซลล-ที่แสดงออก LMP2-

specific CAR อยู`ในระยะ effector memory และ terminally differentiated cell เปrน

ส`วนใหญ`เนื ่องจากการส`งสัญญาณ CD28 domain ใน LMP2-specific CAR และการถูก

กระตุaนเปrนจำนวนหลายครั้งส`งเสริมใหaเซลล-เขaาสู`ระยะ effector memory ทั้งนี้จากการ

ทดลองในสัตว-ทดลองพบว`าทีเซลล-ในระยะ central memory สามารถคงอยู `และกำจัด

เซลล-มะเร็งดังในร`างกายไดaดีกว`าดังนั้นการทำการทดลองในสัตว-ทดลองหรือผูaปuวยควรใชaที

เซลล-ที่เลี้ยงในระยะเวลาที่สั้นกว`านี้มาทดสอบประสิทธิภาพเพื่อรักษาสัดส`วนของทีเซลล-

ระยะ central memory ไวa  

นอกจากนี ้ท ี เซลล-ท ี ่แสดงออก LMP2-specific CAR ย ังม ีการแสดงออกของ 

exhaustion markers เพิ่มขึ้นเมื่อเทียบกับชุดควบคุมซึ่งสอดคลaองกับระยะการเจริญที่แก`

กว`าในชุดควบคุมทั้งน้ีทีเซลล-ยังคงสามารถสามารถสรaางไซโตไคน-และกำจัดเซลล-มะเร็งใน

หลอดทดลองไดaโดยอาศัย LMP2-specific CAR จับกับ LMP2 บนผิวเซลล-เป¢าหมาย ในขณะ
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ที่ชุดควบคุมไม`มีการแสดงออกของ LMP2-spefic CAR จึงไม`สามารถถูกกระตุaนและกำจัด

เซลล-เป ¢าหมายไดa ท ั ้งนี ้ท ีเซลล-ในชุดควบคุมอาจเกิด alloreactivity ระหว`าง T-cell 

receptor บนผ ิ ว เ ซลล - และ  HLA หร ื อ  minor histocompatibility complex บนผิ ว 

allogeneic LCLs ไดaจึงทำใหaเกิดการทำลายเซลล-เป¢าหมายไดaเล็กนaอยดังที่ปรากฏในผลการ

ทดลอง  

LMP2-specific CAR T cell สามารถเพิ่มจำนวนและกำจัดเซลล-มะเร็งในหลอด

ทดลอง ทั ้งนี ้มีความจำเปrนในการทำการทดลองในกลุ `มตัวอย̀างที ่ใหญ`ขึ ้นเพื ่อยืนยัน

ประสิทธิภาพของ CAR T cell  
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ภาคผนวก 

  ภาพท่ี 1 โครงสรaางพลาสมิด LMP2-specific CAR 
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  ภาพท่ี 2 การแสดงออกของตัวรบัลูกผสมในเวลา 42 วัน 

 
วันที่ 1        วันที่ 7 

 
 

วันที่ 14        วันที่ 21 

 
 

วันที่ 28    วันที่ 35 

 
 
 

วันที่ 42 
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  ภาพท่ี 3 อัตราส`วนทีเซลล-ชนิด CD4 และ CD8 ในระยะเวลา 42 วัน 

 

  วันที่ 1   วันที่ 7            วันที่ 14  

  
 
  วันที่ 21   วันที่ 28              วันที่ 35 

  
 
  วันที่ 42 
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