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Abstract 

Programed cell death 1 (PD-1) protein is expressed in many immune cells, both adaptive and 

innate immune cells. It is well known that PD-1 plays an important role in suppressing the function 

of the immune cells. Especially in T-lymphocytes, in responding to cancer cells. But the 

investigation of PD-1 expression in monocytes and macrophages has not yet been reported. 

Previous studies focused on the expression of PD-1 and its ligand, PD-L1, in infectious disease 

condition or cancer. However, the studies about the expression of PD-1 and its regulatory 

pathways in monocytes and macrophages have not been documented. Here we aimed to study 

the expression of PD-1 in THP-1, a human monocyte cell line, and THP-1 derived macrophage in 

various culture conditions including cancer conditioned mediums (CMs) and cytokine treated 

conditions. We found that THP-1 constitutively expressed PD-1. But when THP-1 was induced to 

be macrophages by phorbol 12-myristate 13-acetateǰ(PMA), the expression of PD-1 protein was 

dramatically decreased. In CMs culture condition, PD-1 expression level was not affected. Treating 

of THP-1 with macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) and transforming growth factor beta 

(TGF-β) decreased PD-1 protein level which have not been reported before. Taken together, this 

finding revealed that PD-1 expression in THP-1 is regulated by different stimuli. Inhibition of PD-

1/PD-L1 pathway by BMS-1166 inhibitor was not affected THP-1 survivability. According to our 

results, functional study and regulation of PD-1/PD-L1 pathway on monocytes and macrophages 

can be done in many disease conditions in the future.        
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บทที่ǰ1 

บทน า 

Programed cell death 1 (PD-1) และǰProgramed cell death 1 ligand (PD-L1) 

 đซลลŤของระบบภĎมิคčšมกันǰēดยđฉพาะđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰ(T lymphocyte; T cell) มีความจĞาđพาะตŠอการ

ทĞาลายสิęงĒปลกปลอมǰหมายรวมถึงĒบคทีđรียǰราǰĕวรัสǰรวมทัĚงมะđรĘง กลĕกการกระตčšนการตอบสนองของđมĘดđลือด

ขาวชนิดทีǰđริęมจากการđสนอĒอนติđจนēดยđซลลŤđสนอĒอนติđจนǰ(antigen presenting cells; APCs) ผŠานēมđลกčลǰ

major histocompatibility complex (MHC)ǰบนǰAPCsǰĔหšกับđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰทีęĕมŠđคยđจอĒอนติđจนมากŠอนǰ

(naïve T cell) จากนัĚนĒอนติđจนทีęอยĎŠบนǰMHC จะจับกับตัวรับĒอนติđจนบนđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰđรียกวŠาǰT cell 

receptor (TCR) đรียกสัญญาณการกระตčšนระหวŠางĒอนติđจนบนǰMHC กับǰTCR วŠาสัญญาณกระตčšนĒรกǰēดยอาศัย

ēมđลกčลบนđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰทีęđรียกวŠาǰCD4 หรือǰCD8 đปŨนตัวรับรŠวมǰ(co-receptor) ĒตŠการกระตčšนĔหš

đซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีทĞางานĕดšǰตšองอาศัยสัญญาณชŠวยกระตčšนǰ(co-stimulatory signal) อีกสัญญาณหนึęงǰēดย

สัญญาณดังกลŠาวคือการจับกันระหวŠางēมđลกčลǰB7 บนǰAPCs กับǰCD28 บนđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดที đพืęอทĞาĔหš

đซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีสามารถตอบสนองตŠอĒอนติđจนĕดš (1)ǰēดยการทĞาลายđซลลŤđปŜาหมายǰหรือชŠวยกระตčšน

đซลลŤอืęนǰėǰĔนระบบภĎมิคčšมกันǰđพืęอตอบสนองตŠอĒอนติđจน 

นัĚนǰėǰ 

 ภายหลังการตอบสนองของđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีตŠอĒอนติđจนǰพบวŠาǰ90-95 %ǰของđมĘดđลือดขาวชนิด

ทีทีęถĎกกระตčšนสมบĎรณŤǰ (effector T cell) จะถĎกđหนีęยวนĞาĔหšตายĒบบǰapoptosis ĒละđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดที

บางกลčŠมจะพัฒนาđปŨนđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰทีęมีความทรงจĞาǰ(memory T cell) ĒตŠĔนสภาพการติดđชืĚอđรืĚอรังǰ

(2)ǰรวมĕปถึงĔนจčลภาวะมะđรĘงǰ(tumor microenvironment)ǰทีęพบการđปลีęยนĒปลงการตอบสนองของđซลลŤđมĘด

đลือดขาวชนิดทีǰทีęĒตกตŠางจากสภาพอืęนǰēดยđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰมีความสามารถĔนการกĞาจัดđซลลŤđปŜาหมายǰ

ĒละกระตčšนđซลลŤภĎมิคčšมกันอืęนǰėǰตęĞาลงǰลดการหลัęงĕซēตĕคนŤทีęสĞาคัญตŠอการกĞาจัดสิęงĒปลกปลอมǰรวมทัĚงภาวะพิษ

ตŠอđซลลŤđองǰ(3, 4)ǰđรียกภาวะดังกลŠาววŠาǰT cell exhaustion ซึęงภาวะดังกลŠาวพบĕดšĔนจčลภาวะมะđรĘงǰēดย

ĒอนติđจนของđซลลŤมะđรĘงมีสมบัติĔนการกระตčšนภĎมิคčšมกันตęĞาǰĒละจากปŦจจัยĒวดลšอมอืęนǰėǰđชŠนการหลัęงĕซēตĕคนŤ

ของđซลลŤĔนจčลภาวะมะđรĘงǰรวมĕปถึงการĒสดงออกของลิĒกนดŤบางชนิดของđซลลŤมะđรĘงǰ (5)ǰทีęรบกวนการสŠง

สัญญาณกระตčšนǰระหวŠางĒอนติđจนบนǰMHC กับǰTCR đชŠนǰการĒสดงออกของǰCTLA-4ǰของđซลลŤมะđรĘงǰทีęมี

ēครงสรšางคลšายกับǰB7 จึงสามารถจับกับǰCD28 บนđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰสŠงผลตŠอการขาดสัญญาณชŠวย

กระตčšนǰđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีจึงĕมŠตอบสนองตŠอĒอนติđจนǰ (6) รวมĕปถึงการจับกันของǰprogramed cell 

death 1 (PD-1) บนผิวǰT cellǰทีęมักĒสดงออกมากขึĚนĔนสภาวะǰT cell exhaustion กับǰprogrammed cell 

death ligand 1 (PD-L1) สŠงผลตŠอการกระตčšนการตายĒบบǰapoptosis ของǰT cell ทĞาĔหšประสิทธิภาพของระบบ

ภĎมิคčšมกันĔนการกĞาจัดđซลลŤมะđรĘงĔนรŠางกายĕมŠดีพอ (7) 
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 PD-1 ประกอบดš วยสŠ วนนอกđซลลŤ ǰ (extracellular IgV domain) บริ đ วณทีę ยึ ดกับ đยืę อหčš ม đซลลŤ ǰ

(transmembrane region) ĒละบริđวณภายĔนđซลลŤ (cytoplasmic domain)ǰทีęมǰีimmunoreceptor tyrosine-

based switch motifǰ(ITSM) Ēละǰimmunoreceptor tyrosine-basedǰinhibitory motif (ITIM) ēดยĔนมนčษยŤǰ

PD-1 มีความคลšายคลึงกันĔนลĞาดับกรดอะมิēนđพียงǰ21 % Ēละǰ16 % đมืęอđทียบกับǰCD28 ĒละǰCTLA4 ซึęงđปŨน

ēปรตีนĔนกลčŠมđดียวกัน (8)ǰตามลĞาดับǰจึงอาจกลŠาวĕดšวŠาǰPD-1 นŠาจะđปŨนēปรตีนสĞาคัญĔนกลčŠมดังกลŠาวǰĒละทĞา

หนšาทีęบางอยŠางĒตกตŠางจากēปรตีนอืęนǰėǰĔนกลčŠมđดียวกัน 

 PD-1 จัดđปŨนēปรตีนĔนกลčŠมǰCD28/B7 ทีęสŠงสัญญาณลบตŠอการทĞางานของđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰđพืęอ

ควบคčมการตอบสนองของระบบภĎมิคčšมกันǰēดยการกระตčšนสัญญาณการยับยัĚงผŠานการทĞางานของđอนĕซมŤกลčŠมǰ

phosphatasesǰđชŠนǰSHP-2 ĒลšวจึงสŠงสัญญาณผŠานบริđวณภายĔนđซลลŤของēปรตีนǰPD-1 ทีęอยĎŠĔนđซลลŤǰēดยĔชšǰ

ITSM ทĞาĔหšđกิดการนĞาหมĎŠฟอสđฟตออกจากēมđลกčลตอบสนองǰĔนสัญญาณปลายนĚĞาของวิถีการตอบสนองของđซลลŤ

đมĘดđลือดขาวชนิดที (6)  

ภาพที่ǰ1.1 องคŤประกอบของตัวรับǰและลิแกนดŤที่เกี่ยวขšองกับสัญญาณกระตุšนเซลลŤเม็ดเลือดขาวชนิดทีǰ 

สัญญาณบวกทีęกระตčšนการทĞางานของđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰคือǰTCR/MHC complex ĒละสัญญาณลบĕดšĒกŠ 

CTLA4/B7-1 ĒละǰPD-1/PD-L1 ซึęงสŠงสัญญาณผŠานปฏิกิริยาđติมหมĎŠฟอสđฟตทีęǰITIM ĒละǰITSM กระตčšนĔหšđกิด

การđติมหมĎŠฟอสđฟตทีęēปรตีนปลายนĚĞาĔนวิถีสัญญาณǰสŠงผลตŠอการลดการทĞางานของđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰǰ(9) 
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 กลčŠมđซลลŤทีęมีการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ทีęผิวđซลลŤǰนอกจากđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีĒลšวǰยังพบการ

ĒสดงออกĔนđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดบีǰ (B lymphocytes; B cell) รวมทัĚงđซลลŤกลčŠมมัยอีลอยดŤหลายǰėǰชนิดǰđชŠนǰ

Ēมēครฝาจǰ(macrophage) ซึęงบทบาทของǰPD-1 ĔนđซลลŤตŠางǰėǰจะĒตกตŠางกันออกĕปǰđชŠนǰĔนđซลลŤđมĘดđลือดขาว

ชนิดบีǰทีęมีการĒสดงออกของǰPD-1 สĎงǰĒละอยĎŠĔนบริđวณจčลภาวะมะđรĘงǰ (tumor microenvironment) จะสŠงผล

ตŠอการกระตčšนการđกิดมะđรĘงตับǰ(hepatocellular carcinoma) รวมทัĚงกดการทĞางานของđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิด

ทีǰผŠานǰIL-10-dependent pathways (10)ǰĔนสŠวนของĒมēครฝาจทีęอยĎŠรŠวมกับกšอนมะđรĘงǰ (tumor-associated 

macrophage; TAMs) จะมีการĒสดงออกของǰPD-1 สĎงǰĒละสŠงผลตŠอประสิทธิภาพของการฟาēกĕซēทสิสǰ

(phagocytosis) (11) 

 ตัวรับของēปรตีนǰPD-1 คือǰPD-L1 ĒละǰPD-L2 ēดยมีการĒสดงออกทีęĒตกตŠางกันĕปǰPD-L1 มักมีการ

ĒสดงออกĔนđซลลŤมะđรĘงǰĔนขณะทีęǰPD-L2 มีการĒสดงออกมากĔนđดนĕดรติกđซลลŤǰการĒสดงออกของǰPD-L1 จึง

ถĎกสนĔจศึกษามากกวŠาǰPD-L1 đดิมđชืęอวŠามีลักษณะđปŨนēปรตีนบนผิวđซลลŤǰĒตŠปŦจจčบันมีรายงานการพบรĎปĒบบ

ของǰPD-L1ǰĔนรĎปนอกđซลลŤǰ (soluble PD-L1) ĒละรĎปĔนđซลลŤǰ (intracellular PD-L1) ซึęงทĞาĔหšēครงสรšางของ

ēปรตีนǰĒละอันตรกิริยาĒตกตŠางกันĕปǰ(12)ǰđชŠนǰsoluble PD-L1 ทีęมักพบĔนđซรัมของผĎšปśวยมะđรĘงǰēครงสรšางĒบบ

ดังกลŠาวอาจđกิดจากการหลัęงของđซลลŤมะđรĘงǰหรือđซลลŤđสนอĒอนติđจนǰรวมĕปถึงปฏิกิริยาการตัดของđอนĕซมŤทีęทĞา

ĔหšสŠวนของēปรตีนทีęยึดđกาะกับđยืęอหčšมđซลลŤขาดออกĕปǰ(13) 

 

มอโนไซตŤǰǰและแมโครฝาจǰและการแสดงออกของǰPD-1 ในมอโนไซตŤǰǰและแมโครฝาจ 

 มอēนĕซตŤǰǰĒละĒมēครฝาจǰจัดđปŨนđซลลŤĔนกลčŠมēมēนนิวđคลียฟาēกĕซดŤǰหรือđรียกวŠาǰđซลลŤกลčŠมมัยอีลอยดŤǰ

ซึęงประกอบดšวยǰมอēนĕซตŤǰǰĒมēครฝาจǰĒละđดนĕดรติกđซลลŤ (dendritic cells)ǰมอēนĕซตŤǰพัฒนามาจากđซลลŤตšน

กĞาđนิดđมĘดđลือดĔนĕขกระดĎก (haematological precursors)ǰจากนัĚนđคลืęอนทีęสĎŠกระĒสđลือด (14)ǰēดยทัęวĕป

สามารถĒบŠงกลčŠมมอēนĕซตŤǰĔนđลือดออกđปŨนǰ2 กลčŠมหลักǰคือมอēนĕซตŤǰทีęđคลืęอนทีęǰ(patrol) ĔนหลอดđลือดǰĒละมี

ปฏิสัมพันธŤกับđซลลŤđยืęอบčผนังหลอดđลือด (15) มอēนĕซตŤǰอีกกลčŠมหนึęงǰคือกลčŠมทีęสามารถđคลืęอนทีęผŠานđซลลŤ đยืęอบč

ผนังหลอดđลือดđขšาสĎŠđนืĚอđยืęอǰ (16)ǰĔนมนčษยŤǰปริมาณมอēนĕซตŤǰทีęพบมีประมาณǰ10 % ของđมĘดđลือดขาวทัĚงหมดǰ

บทบาทหลักของมอēนĕซตŤǰ đกีęยวขšองกับการđกิดฟาēกĕซēทซิสǰ (phagocytosis) การđสนอĒอนติđจนǰ (antigen 

presentation) ĒละการผลิตĕซēตĕคนŤǰอีกทัĚงยังสามารถกระตčšนการđกิดการสรšางหลอดđลือดǰ (angiogenesis) อีก

ดšวย (17)ǰนอกđหนือจากหนšาทีęขšางตšนǰมอēนĕซตŤǰสามารถพัฒนาĕปđปŨนĒมēครฝาจǰĒละđดนĕดรติกđซลลŤทีęอยĎŠĔน

đนืĚอđยืęอĕดšǰจึงจัดĕดšวŠามอēนĕซตŤǰđปŨนทีęมาทีęสĞาคัญหนึęงของēมēนนิวđคลียฟาēกĕซดŤĔนđนืĚอđยืęอ (18) 

 Ēมēครฝาจ đปŨนđซลลŤภĎมิคčšมกันēดยกĞาđนิดǰ(innate immune cells) หนšาทีęหลักของĒมēครฝาจǰคลšายกับ

มอēนĕซตŤǰǰดังทีęกลŠาวĕปขšางตšน ēดยĒมēครฝาจทีęพัฒนามาจากมอēนĕซตŤǰĔนđลือดจะมีการđปลีęยนสภาพĔนชŠวงการ

อักđสบǰทีęđรียกวŠาǰ inflammatory macrophages รวมĕปถึงĒมēครฝาจทีęอยĎŠĔนกšอนมะđรĘงǰ (tumor associated 
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macrophages; TAM)ǰซึęงมีทีęมาจากการพัฒนาของมอēนĕซตŤǰ đชŠนđดียวกัน (19) ĔนปŦจจčบันพบวŠาตšนกĞาđนิดของ

ĒมēครฝาจĔนđนืĚอđยืęอสŠวนĔหญŠǰĕมŠĕดšมีทีęมาจากการพัฒนาจากมอēนĕซตŤǰĔนđลือดǰอาจđรียกĒมēครฝาจทีęอยĎŠĔน

đนืĚอđยืęอจĞาđพาะตŠางǰėǰวŠาǰtissue resident macrophages ซึęงพบวŠาทีęมาของĒมēครฝาจĔนđนืĚอđยืęอǰพัฒนามาจาก

đซลลŤตšนกĞาđนิดĔนตัวอŠอนǰ (embryonic progenitors) ĒละจะรักษาปริมาณĔนđนืĚอđยืęอนัĚนǰėǰēดยĕมŠĕดšรับ

ผลกระทบจากการพัฒนาของĒมēครฝาจจากĕขกระดĎกǰĒละĒมēครฝาจทีęพัฒนาจากมอēนĕซตŤǰ (18)ǰนอกจากนัĚน

ĒมēครฝาจยังđปŨนđซลลŤทีęมีกลčŠมประชากรยŠอยǰēดยอาจĒบŠงđปŨนǰ2 กลčŠมหลักǰคือĒมēครฝาจกลčŠมǰM1 ĒละĒมēครฝา

จกลčŠมǰM2 ēดยการตอบสนองของĒมēครฝาจกลčŠมǰM1 สŠวนĔหญŠจะđกีęยวขšองกับการอักđสบǰสŠวนการตอบสนองของ

ĒมēครฝาจǰกลčŠมǰM2 จะđกีęยวขšองกับการตšานการอักđสบǰ(20) 

 ปŦจจčบันมีการศึกษาความđกีęยวขšองระหวŠางēปรตีนǰPD-1 กับการทĞางานของมอēนĕซตŤǰǰĒละĒมēครฝาจǰĔน

หลายēรคติดđชืĚอǰđชŠนǰจากการศึกษาĔนปŘ 2018 ของǰXia ĒละคณะǰทีęศึกษาผลของการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 

ĔนผĎšปśวยติดđชืĚอĔนกระĒสđลือดǰ(sepsis) พบวŠาǰđมืęอđทียบกับคนปกติǰผĎšปśวยมีการĒสดงออกของǰPD-1 ĔนมอēนĕซตŤǰ

สĎงขึĚนอยŠางมีนัยสĞาคัญǰĒละการทĞาĔหšĕมŠมีการสŠงสัญญาณผŠานวิถีสัญญาณǰPD-1 สŠงผลตŠอการĒสดงออกของǰIL-10 

ĒละǰTNF-α ĔนมอēนĕซตŤǰทีęđปลีęยนĒปลงĕปǰ(21)ǰนอกจากนีĚงานวิจัยของǰPan ĒละคณะǰĔนปŘǰ2015 ยังกลŠาวถึง

การĔชšการĒสดงออกของǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซตŤǰǰđปŨนตัวบŠงชีĚทางชีวภาพǰ(biomarker) สĞาหรับทĞานายการพัฒนา

อาการของผĎšปśวยติดđชืĚอĔนกระĒสđลือดǰ(22) 

 การĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนĒมēครฝาจǰมีการศึกษามาĔนลักษณะทีęđกีęยวขšองกับēรคติดđชืĚอ

đชŠนđดียวกับการĒสดงออกĔนมอēนĕซตŤǰǰđนืęองจากǰPD-1 มีบทบาทสĞาคัญĔนการđปŨน inhibitory receptor ของ

đซลลŤภĎมิคčšมกันǰđพืęอลดการตอบสนองทีęมากđกินĕปǰจากการศึกษาของǰHunegnaw พบวŠาĔนผĎšปśวยǰHIV มักมีการ

ติดđชืĚอทีęปอดรŠวมดšวยǰถึงĒมšจะมีการĔหšยาตšานĕวรัสอยĎŠǰĒละĒมēครฝาจĔนถčงลมปอดǰ(alveolar macrophages; 

AMs)ǰนŠาจะมีบทบาทสĞาคัญĔนการควบคčมการติดđชืĚอดังกลŠาวǰจึงมีการศึกษาĔนĒบบจĞาลองการติดđชืĚอǰ SIV Ĕนลิง

พบวŠา AMs มีการĒสดงออกของǰPD-1 ĒละสัมพันธŤēดยตรงกับปริมาณĕวรัสทีęđพิęมขึĚนĔนđลือดǰĒละยังพบวŠาǰAMs มี

การĒสดงออกของǰPD-L2 ซึęงđปŨนลิĒกนดŤหนึęงของǰPD-1 ĔนระดับคงทีęตลอดชŠวงการติดđชืĚอǰการยับยัĚงวิถีสัญญาณǰ

PD-1/PD-L2ǰĔหšผลลัพธŤĔนการđปลีęยนĒปลงการทĞางานของǰAMs ĕดšǰ(23)ǰ 

 

ปฏิสัมพันธŤระหวŠางมะเร็งและเซลลŤภูมิคุšมกันในจุลภาวะมะเร็ง 

 มะđรĘงđปŨนหนึęงĔนสภาวะทีęĒสดงถึงการกดการทĞางานของระบบภĎมิคčšมกันอยŠางชัดđจนǰđนืęองจากđมืęอมีการ

đพิęมจĞานวนǰหรือการĒสดงออกของđซลลŤรŠางกายทีęผิดปกติĕปǰđซลลŤภĎมิคčšมกันตŠางǰėǰควรจะทĞาหนšาทีęĔนการทĞาลาย

đซลลŤผิดปกติđหลŠานัĚนǰĒตŠđนืęองจากมะđรĘงมีกลĕกหลายĒบบĔนการกดการทĞางานǰหรือลดการตอบสนองǰของđซลลŤ

ภĎมิคčšมกันǰ(24)ǰđชŠนǰการขาดสัญญาณกระตčšนđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰการมีēครงสรšางกายภาพขัดขวางการทĞางาน

ของđซลลŤđมĘดđลือดขาวǰการสŠงสัญญาณđพืęอกดการทĞางานǰĒละทĞาĔหšการĒสดงออกของđซลลŤกลčŠมตŠางǰėǰđปลีęยนĕปǰ
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อาทิǰการđปลีęยนđซลลŤกลčŠมมัยอีลอยดŤǰđปŨนđซลลŤกลčŠมมัยอีลอยดŤทีęกดการทĞางานǰ (myeloid-derived suppressor 

cells)ǰรวมĕปถึงการđพิęมการĒสดงออกของตัวรับǰหรือลิĒกนดŤชนิดตŠางǰėǰทีęสŠงสัญญาณลบตŠอการทĞางานของđซลลŤ

đมĘดđลือดขาวǰทĞาĔหšสภาวะรอบกšอนมะđรĘงĕมŠĕดšมีองคŤประกอบđพียงĒคŠđซลลŤมะđรĘงđทŠานัĚนǰĒตŠประกอบดšวยđซลลŤอืęนǰ

ėǰđชŠนǰđซลลŤĕฟēบรบลาสǰรวมĕปถึงđซลลŤภĎมิคčšมกันตŠางǰėǰดšวยǰซึęงสภาวะดังกลŠาวđรียกวŠาǰจčลภาวะมะđรĘง ǰ(25) จčล

ภาวะมะđรĘงนีĚจะสŠงđสริมการđจริญของมะđรĘงǰทัĚงĔนดšานđมตาบอลิซิมǰการสรšางหลอดđลือดǰรวมĕปถึงการ

ĒพรŠกระจายǰĒละการรčกลามของมะđรĘงǰĔนขณะทีęกดการทĞางานของđซลลŤภĎมิคčšมกันทีęจะทĞาหนšาทีęทĞาลายกšอนมะđรĘง 

 ēดยทัęวĕปđซลลŤมะđรĘงมักมีการĒสดงออกของลิĒกนดŤของǰPD-1 คือǰPD-L1 ซึęงสŠงผลกับสัญญาณđชิงลบตŠอ

đซลลŤภĎมิคčšมกันǰĔนǰtumor microenvironment ทĞาĔหšมีการหลบหลีกจากการถĎกทĞาลายจากระบบภĎมิคčšมกันǰĒตŠ

นอกđหนือจากการĒสดงออกของǰPD-L1 ĔนมะđรĘงทีęสŠงผลตŠอการรักษามะđรĘงĒลšวǰ đซลลŤมะđรĘงบางกลčŠมมีการ

ĒสดงออกของǰPD-1 ซึęงสŠงผลตŠอการพัฒนาของมะđรĘงĔนหนĎทดลองทีęĕมŠมีระบบภĎมิคčšมกันĒบบǰadaptive (26) ซึęง

การĒสดงออกของǰPD-1 ĒละǰPD-L1 ĔนจčลภาวะมะđรĘงđหลŠานีĚถĎกนĞาĕปđปŨนđปŜาสĞาคัญĔนการรักษามะđรĘงดšวยวิธี

ภĎมิคčšมกันบĞาบัดǰ(immunotherapy) ēดยĔชšสารยับยัĚงตัวรับสัญญาณลบǰ(immune checkpoint inhibitors) ĒตŠมี

งานวิจัยēดยǰHuber ĒละคณะǰพบวŠาđซลลŤมะđรĘงผิวหนังǰมีกลĕกĔนการกดการตอบสนองตŠอภĎมิคčšมกันบĞาบัดǰēดย

อาศัยการหลัęงǰextracellular vesicles ทีęมีผลตŠอการđปลีęยนĒปลงการĒสดงออกของđซลลŤกลčŠมมัยอีลอยดŤǰ

ēดยđฉพาะอยŠางยิęงđซลลŤมอēนĕซตŤǰǰđพืęอทĞาĔหšมอēนĕซตŤǰđพิęมการทĞางานĔนการสŠงđสริมการพัฒนาของมะđรĘง (27)  

 

ไซโตไคนŤที่เกี่ยวขšองกับการท างานของมอโนไซตŤǰǰและแมโครฝาจǰและความเกี่ยวขšองกับโปรตีนǰPD-1 

 ĕซēตĕคนŤมีความđกีęยวขšองกับกระบวนการพัฒนาǰĒละการทĞางานของđซลลŤมอēนĕซตŤǰ ǰĒละĒมēครฝาจ

ตัĚงĒตŠĔนอวัยวะสรšางđซลลŤภĎมิคčšมกันǰēดยđซลลŤตšนกĞาđนิดđซลลŤกลčŠมมัยอีลอยดŤจะถĎกกระตčšนดšวยǰgranulocyte 

macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) Ēละǰ interleukin-3 (IL-3) หรือการกระตčšนการทĞางาน

ของĒมēครฝาจēดยđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰกĘอาศัยผลของǰ Interferon gamma (IFN-ɶ ) ēดยĕซēตĕคนŤทีęจะ

กลŠาวถึงตŠอĕปนีĚđปŨนกลčŠมĕซēตĕคนŤทีęĔชšĔนการทดลองǰĒละมีความสัมพันธŤกับการพัฒนาของđซลลŤมอēนĕซตŤǰǰĒละ

ĒมēครฝาจǰประกอบดšวยǰIFN-ɶ  Ēละǰmacrophage colony stimulating factorǰ(M-CSF) สŠงผลตŠอการพัฒนา

ของมอēนĕซตŤǰđปŨนĒมēครฝาจกลčŠมǰM1 ĔนขณะทีęǰInterleukin-4 (IL-4) ĒละǰInterleukin-13 (IL-13) ทีęทĞาĔหšมอ

ēนĕซตŤǰพัฒนาđปŨนđซลลŤĒมēครฝาจกลčŠมǰM2ǰ(28)ǰนอกจากนีĚǰTransforming growth factor beta (TGF-β) ซึęง

đปŨนĕซēตĕคนŤกลčŠมตšานการอักđสบǰจะĔหšผลการกดการทĞางานของมอēนĕซตŤǰǰĒละทĞาĔหšมีการพัฒนาđปŨนĒมēครฝา

จกลčŠมǰM2 ดšวยđชŠนกันǰ(29) 

 นอกจากความđกีęยวขšองของĕซēตĕคนŤกับการควบคčมการทĞางานพืĚนฐานของมอēนĕซตŤǰǰĒละĒมēครฝาจǰยัง

มีงานวิจัยกลŠาวถึงความđกีęยวขšองของĕซēตĕคนŤตŠอวิถีสัญญาณǰĒละการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 đชŠนงานวิจัย

ของǰAudrey L. Kinter กลŠาวถึงผลของĕซēตĕคนŤกลčŠมǰgamma chainǰēดยĕซēตĕคนŤกลčŠมดังกลŠาวมีบทบาทĔนการ
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đพิęมจĞานวนของđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰĒตŠĔนขณะđดียวกันกĘทĞาĔหšการĒสดงออกของǰPD-1 đพิęมขึĚนǰนอกจากนีĚĕซ

ēตĕคนŤกลčŠมดังกลŠาวยังมีผลทางอšอมǰทĞาĔหšđพิęมการĒสดงออกของǰPD-L1 ĒละǰPD-L2 ĔนđซลลŤกลčŠมมัยอีลอยดŤอีก

ดšวยǰ(30)ǰĒตŠĕซēตĕคนŤกลčŠมทีđกีęยวขšองกับการทĞางานของมอēนĕซตŤǰ ǰĒละĒมēครฝาจทีęกลŠาวĕปขšางตšนǰยังĕมŠมี

การศึกษาผลตŠอการĒสดงออกของǰPD-1 ĒละǰPD-L1ǰอยŠางชัดđจน 

 

สารยับยั้งวิถีสัญญาณǰPD-1/PD-L1 

 ĒนวคิดđบืĚองตšนของการĔชšสารยับยัĚงวิถีสัญญาณǰPD-1/PD-L1 đริęมตšนĔนการĔชšรักษามะđรĘงēดยวิธี

ภĎมิคčšมกันบĞาบัดǰดังทีęกลŠาวĕปขšางตšนǰการĔชšĒอนติบอดีตŠอǰPD-1 หรือǰPD-L1 đพืęอทĞาĔหšการสŠงสัญญาณระหวŠาง

đซลลŤมะđรĘงกับđซลลŤภĎมิคčšมกันตŠางǰėǰĔนมะđรĘงđปŨนĕปตามปกติǰĒละđซลลŤภĎมิคčšมกันสามารถทĞาลายđซลลŤมะđรĘงĕดšǰ

การศึกษาผลของการยับยัĚงการทĞางานของǰPD-1 ĒละǰPD-L1 ĔนหนĎđมšาสŤǰพบวŠาการยับยัĚงēปรตีนดังกลŠาวสŠงผลตŠอ

การควบคčมการđจริญของมะđรĘงหลายชนิดǰđชŠนĔนหนĎทีęđปŨนมะđรĘงชนิดǰ squamous cell carcinoma đมืęอĕดšรับ

đซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰทีęจĞาđพาะกับมะđรĘงǰĒละตามดšวยการฉีดมอēนคลอนอลĒอนติบอดีǰ(mAb) ตŠอǰPD-L1 

สามารถđพิęมอัตราการอยĎŠรอดของหนĎĕดš รวมทัĚงĔนหนĎทีęđปŨนมะđรĘงผิวหนังชนิดǰB16 การĔหšĒอนติบอดีทีęยับยัĚงǰPD-1 

ĒละǰCTLA-4 รŠวมกันǰทĞาĔหšอัตราการรอดของหนĎđพิęมขึĚนอยŠางมีนัยสĞาคัญ (31)ǰนอกจากรายงานการĔหšǰmAbs ตŠอǰ

PD-1 ทีęมčŠงđปŜาตŠอการขัดขวางการจับกันของǰPD-1 จากđซลลŤđมĘดđลือดขาวǰกับǰPD-L1 ĔนđซลลŤมะđรĘงĒลšวǰยังพบวŠา

ĔนผĎšปśวยทีęมะđรĘงมีความสามารถĔนการĒสดงĒอนติđจนตęĞาǰซึęงēดยทัęวĕปมักĕมŠตอบสนองตŠอการรักษาĒบบภĎมิคčšมกัน

บĞาบัดǰการĔหšǰmAbs ตŠอǰPD-1 ĔหšผลการรักษาทีęดีǰซึęงđกิดจากผลการทĞางานĔนการกระตčšนĔหšđซลลŤđมĘดđลือดขาว

ชนิดทีǰทĞางานปกติǰĒละการยับยัĚงกระบวนการพัฒนาของđซลลŤมะđรĘงดšวยกลĕกภายĔนของมะđรĘงđอง (26)ǰปŦจจčบัน

มีการพัฒนาสารยับยัĚงวิถีสัญญาณǰPD-1/PD-L1 อีกหลายชนิดǰēดยđฉพาะการพัฒนาสารยับยัĚงทีęđปŨนสารđคมีขนาด

đลĘกǰ(small molecule drug) đพืęอđพิęมประสิทธิภาพของสารยับยัĚงวิถีสัญญาณĔหšดีขึĚนǰตัวอยŠางสารประđภท

ดังกลŠาวǰอาจจัดĒบŠงđปŨนกลčŠมยŠอยǰตามēครงสรšางทางđคมีǰอาทิǰสารกลčŠมđปปĕทดŤǰĒละอนčพันธŤของสารกลčŠมđปปĕทดŤǰ

(peptidomimetics) đชŠนǰAUNP-12ǰซึęงมีประสิทธิภาพĔนการยับยัĚงการđจริญของđซลลŤมะđรĘงผิวหนังชนิดǰB16-

F10 นอกจากนีĚมีการพัฒนาสารยับยัĚงēดยการปรับēครงสรšางทางđคมีของǰAUNP-12 đพืęอหาสารทีęมีประสิทธิภาพĔน

การรักษาēรคดšวยวิธีภĎมิคčšมกันบĞาบัดมากขึĚน สารยับยัĚงอีกกลčŠมหนึęงǰคือสารยับยัĚงทีęĕมŠมีēครงสรšางđปŨนđปปĕทดŤǰสาร

กลčŠมดังกลŠาวđริęมถĎกพัฒนาēดยǰSharpe ĒละคณะǰĔนปŘǰ2011 ประกอบดšวยǰsulfamonomethoxines Ēละ
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sulfamethizoles ซึęงĒสดงประสิทธิภาพการยับยัĚงวิถีสัญญาณĕดšǰอีกทัĚงĕมŠĒสดงผลความđปŨนพิษตŠอđซลลŤǰĒละมี

การพัฒนาตŠอēดยบริษัทตŠางǰėǰจนถึงปŦจจčบัน (32) 

ภาพที่ǰ1.2 โครงสรšางทางเคมีของǰBMS-1166 (Selleckchem, USA) 

 สารยับยัĚงวิถีสัญญาณทีęสนĔจĔนงานวิจัยชิĚนนีĚคือǰBMS-1166 ēดยบริษัทǰBristol-Myers Squibb ทีęจะจับ

กับǰPD-L1 ĒละขัดขวางการจับกับǰPD-1 ผลการศึกษาđบืĚองตšนของการĔชšยาดังกลŠาวǰสามารถđพิęมการทĞางานของ

đซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰทีęมีการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 Ēบบǰin vitro อีกทัĚงยังสามารถจับกับǰPD-L1 บนทีę

ĒสดงออกบนผิวđซลลŤĕดšǰซึęงสารดังกลŠาวอาจสามารถĔชšĔนการđปŨนยาĔชšทางปากǰสĞาหรับภĎมิคčšมกันบĞาบัดĕดšǰ(33)  

 

วัตถุประสงคŤของโครงการ 

 1. đพืęอศึกษาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1ǰĒละĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞา

จากǰTHP-1 

 2. đพืęอศึกษาผลของการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ตŠอการทĞางานของđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1ǰ 

ĒละĒมēครฝาจ 

 

ประโยชนŤที่คาดวŠาจะไดšรับ 

รĎšกลĕกการควบคčมการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซตŤǰ ǰĒละĒมēครฝาจǰ đพืęอประยčกตŤĔชšĔน

การหากลĕกการกŠอēรคǰĒละการรักษาēรคทีęđกีęยวขšองกับวิถีสัญญาณของǰPD-1/PD-L1 
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บทที่ǰ2 

อุปกรณŤǰเคมีภัณฑŤและวิธีด าเนินการทดลอง 

อุปกรณŤที่ใชšในการทดลอง 

1. หลอดĕมēครđซĘนทริฟŗวจŤทิวปşǰ(Microcentrifuge tube) ขนาดǰ0.5, 1.5ǰมิลลิลิตร 

2. หลอด falcon ǰขนาดǰ15, 50 มิลลิลิตร 

3. ĕมēครปŗđปตǰขนาดǰ2, 20, 200, 1,000ǰĕมēครลิตร 

4. ปŗđปตทิปǰ(pipette tips) ขนาดǰ0.5-10, 200, 1,000ǰĕมēครลิตร 

5. จานđพาะđชืĚอ 

6. đครืęองชัęงสารǰรčŠนǰL2220ǰP (Scientific promotion) 

7. đครืęองนึęงอบฆŠาđชืĚอǰ(autoclave) รčŠนǰSS-325ǰ(Tomy, Japan) 

8. ตĎšปลอดđชืĚอǰ(laminar flow) รčŠนǰBV-124ǰ(ISSCO) 

9. ตĎšđยĘนǰ(refrigerator) อčณหภĎมิǰ4ǰองศาđซลđซียสǰ(MITSUBISHI, Japan) 

10. ตĎšĒชŠจčดđยือกĒขĘงตęĞาǰ(deep freezer) อčณหภĎมิǰ-20ǰองศาđซลđซียสǰ(SHARP, Japan) 

11. ตĎšĒชŠจčดđยือกĒขĘงตęĞาǰ(deep freezer) อčณหภĎมิǰ-80ǰองศาđซลđซียส 

12. đครืęองทĞานĚĞาĒขĘงǰรčŠนǰOF 146ǰ(Newton, Thailand) 

13. หลอดǰcryovial (SPL Life Sciences,ǰKorea) 

14. ฮีēมĕซēตมิđตอรŤǰ(ISOLAB Laborgerate GmbH, Germany) 

15. ทีęวางหลอดทดลองǰ(test tube rack) 

16. đครืęองอŠานĕมēครđพลทǰรčŠนǰAnthos 2010ǰ(Biochrom Ltd, England) 

17. đครืęองชัęงรčŠนǰPG6002ıS ĒละǰAG285ǰบริษัทǰMettler Toledo, Switzerland 

18. อŠางควบคčมอčณหภĎมิǰบริษัทǰmemmert, Germany 

19. กลšองจčลทรรศนŤรčŠนǰOLYMPUS CKX3ıSLP (OLYMPUS, Japan) 

20. ขวดđลีĚยงđซลลŤทีęมีฝาปŗดตัวกรองขนาดǰ25 ซม²ǰ(Thermo Fisher Scientific,USA) 

21. จานđลีĚยงđซลลŤขนาดǰ12 Ēละǰ24 หลčมǰบริษัท 

22. ตĎšบŠมđซลลŤทีęมีการĔหšĒกŢสคารŤบอนĕดออกĕซดŤ (Carbon dioxide incubator)ǰรčŠนǰ311ǰ(Thermo 

Electron Corporation, USA) 

23. ชčดđครืęองมือทĞาǰSDS-PAGE 

24. ชčดđครืęองมือทĞาǰsemi-dry electrophoretic transfer 

25. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane 

26. đครืęองอŠานĒถบēปรตีน 
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27. กระบอกฉีดยาǰขนาดǰ10 มิลลิลิตรǰบริษัท 

28. ĒผŠนกรองขนาดǰ0.45 ĕมēครđมตรǰบริษัท 

 

เคมีภัณฑŤ 

1. Dulbecco's Modified Eagle's Medium-High glucose medium (DMEM)ǰบริษัทǰHyclone, USA 

2. Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium บริษัท Hyclone, USA 

3. EagleĴTǰMiOiNVNǰETTeOUialǰMediVNǰ(EMEM)ǰบริษัท ATCC, USA 

4. Fetal Bovine Serum (FBS)ǰบริษัท Gibco Laboratories, USA 

5. GentamycinǰบริษัทǰGibco Laboratories, USA 

6. Sodium pyruvate บริษัท Hyclone, USA 

7. HEPES บริษัท Hyclone, USA 

8. 2-Mercaptoethanol สĞาหรบัđลีĚยงđซลลŤ 

9. Dimethylsulfoxide (DMSO)ǰบริษัทǰSigma-Aldrich,ǰEngland 

10. MTT reagent บริษัทǰSigma-Aldrich,ǰEngland 

11. đอทิลĒอลกอฮอลŤǰ(Ethanol) บริษัทǰMerck KGaA,ǰGermany 

12. đมทิลĒอลกอฮอลŤǰ(Methanol) บริษัทǰMerck KGaA,ǰGermany 

13. TrypsinıEDTAǰบริษัทǰGibco Laboratories, USA 

14. ēซđดียมคลอĕรดŤǰ(Sodium chloride; NaCl) EMSURE® บริษัทǰMerck KGaA,ǰGermany 

15. ēพĒทสđซียมคลอĕรดŤǰ(Potassium chloride; KCl) EMSURE®  บริษัทǰMerck KGaA,ǰGermanyǰ 

16. ĕดēซđดียมĕฮēดรđจนฟอสđฟตǰ(di-Sodium hydrogen phosphate; Na2HPO4ǰEMSURE® บริษัทǰ

Merck KGaA,ǰGermany 

17. ēพĒทสđซียมĕดĕฮēดรđจนฟอสđฟตǰ(Potassium dihydrogen phosphate; KH2PO4)ǰEMSURE®      

ของบริษัทǰMerck KGaA,ǰGermany 

18. สียšอมทริปĒพนบลĎǰ0.4%ǰ(Trypan blue) บริษัทǰGibcoŅǰLaboratories,USA 

19. Cumeric บริษัทǰSigma-Aldrich,ǰEngland 

20. Luminol บริษัทǰSigma-Aldrich,ǰEngland 
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วิธีด าเนินการทดลอง 

การเลี้ยงเซลลŤ 

 đลีĚยงđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 Ĕนอาหาร Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 medium ǰ

ทีęđติมǰ10% Fetal Bovine Serum (FBS)ǰĔนภาชนะǰT25 Flask ทีęอčณหภĎมิǰ37ǰองศาđซลđซียสǰĔนสภาวะทีęมี

คารŤบอนĕดออกĕซดŤǰ5ǰđปอรŤđซĘนตŤǰǰĒละทĞาĔหšđปŨนĒมēครฝาจǰēดยการกระตčšนđซลลŤǰTHP-1 ดšวยǰphorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA) ความđขšมขšน 185 ng/mLǰ(34)ǰĔนอาหาร RPMI medium ทีęđติมǰ10% Fetal 

Bovine Serum (FBS)ǰĔนจานđลีĚยงđซลลŤขนาดǰ12 หลčม đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมง 

 

การตรวจสอบการแสดงออกของǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 และแมโครฝาจǰโดยวิธีǰWestern blot 

 đลีĚยงđซลลŤǰTHP-1 ĒละđซลลŤĒมēครฝาจǰĔนอาหาร RPMI medium ทีęđติมǰ10% Fetal Bovine Serum 

(FBS)ǰĔนจานđลีĚยงđซลลŤขนาดǰ12 หลčม đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰจากนัĚนสกัดēปรตีนจากđซลลŤดšวยบัฟđฟอรŤǰRIPAǰวัด

ปริมาณēปรตีนดšวยวิธีǰBCA นĞาēปรตีนทีęĕดšมาทĞาǰSDS-PAGE จากนัĚนยšายēปรตีนลงบนĒผŠนđมมđบรนดšวยการĔชš

ĕฟฟŜาǰĒลšวทĞาǰWestern blot ēดยĔชšĒอนติบอดีปฐมภĎมิǰคือǰpurified anti-human CD279 (PD-1) antibody 

(BioRad) ĒละĔชšĒอนติบอดีทčติยภĎมิǰRabbit anti mouse antibody ติดฉลากǰHRPǰจากนัĚนตรวจสอบสัญญาณ

ของēปรตีนēดยวิธีǰchemiluminescenceǰēดยการĔชšǰbeta-actin đปŨนēปรตีนมาตรฐาน 

 

การตรวจสอบผลของอาหารเลี้ยงเซลลŤมะเร็งǰตŠอการแสดงออกของǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤ THP-1 และ 

แมโครฝาจǰโดยวิธีǰWestern blot 

 đลีĚยงđซลลŤĕลนŤมะđรĘงǰ4 ชนิดǰประกอบดšวยǰHepG2, MDA-MB-231, A549 Ēละ HeLaǰĔนอาหารǰ

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) ทีęđติมǰ10% FBS สĞาหรับǰHepG2 ĒละǰMDA-MB-231 Ēละ 

EagleĴTǰMiOiNVNǰETTeOUialǰMediVNǰ(EMEM)ǰทีęđติมǰ10% FBSǰสĞาหรับǰA549 ĒละǰHeLaǰĔนจานđลีĚยงđซลลŤ

ขนาดǰ10 đซนติđมตร ทีęอčณหภĎมิǰ37ǰองศาđซลđซียสǰĔนสภาวะทีęมีคารŤบอนĕดออกĕซดŤǰ5ǰđปอรŤđซĘนตŤǰđปŨนđวลาǰ48 

ชัęวēมงǰจากนัĚนđกĘบอาหารđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงǰ(Conditioned medium)ǰมากรองผŠานĒผŠนกรองขนาดǰ0.45 um Ēละ

นĞาอาหารđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงทีęกรองĒลšวǰมาđลีĚยงđซลลŤǰTHP-1 ĒละĒมēครฝาจǰđปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰจากนัĚนสกัด

ēปรตีนǰĒละตรวจสอบการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ดšวยวิธีǰWestern blot 

 

การตรวจสอบผลของไซโตไคนŤǰตŠอการแสดงออกของǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤ THP-1 และแมโครฝาจ 

โดยวิธีǰWestern blot 

 กระตčšนđซลลŤǰTHP-1 ĒละĒมēครฝาจǰดšวยǰInterleukin-4 (IL-4), Interleukin-13 (IL-13), Interferon 

gamma (IFN-ɶ ), Macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) Ēละ ǰ Transforming growth factor 
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beta (TGF-β) ทีęความđขšมขšนǰ100 ng/mL สĞาหรับǰIL-4 ĒละǰIL-13 ความđขšมขšนǰ10 ng/mL สĞาหรับǰIFN-ɶ  

ĒละǰTGF-β Ēละความđขšมขšนǰ50 ng/mL สĞาหรับǰM-CSF ภายหลังกระตčšนđซลลŤǰ48 ชัęวēมงǰĒลšวสกัดēปรตีนǰĒละ

ตรวจสอบการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ดšวยวิธีǰWestern blot 

 

การค านวณความเขšมเชิงปริมาณของแถบโปรตีนในวิธีǰWestern blot 

 การคĞานวณความđขšมของĒถบēปรตีนđชิงปริมาณǰทีęĕดšจากวิธีǰWestern blot đปŨนĕปตามวิธีอšางอิงของǰ

Diamantina Institute ของǰThe University of Queensland ĔนหัวขšอǰUsing ImageJ to quantify blots (35) ǰǰ

ēดยมีวิธีการคĞานวณทีęผĎšวิจัยĔชšคือǰĔชšēปรĒกรมǰImageJ (NIH, USA) สรšางพืĚนทีęปŗดลšอมĒถบēปรตีนทีęสนĔจǰจากนัĚน

ēปรĒกรมĒสดงภาพĒทŠงความถีęǰ(histogram) ทีęสรšางจากความĒตกตŠางความđขšมของĒถบēปรตีนกับพืĚนทีęวŠางĔน

พืĚนทีęปŗดลšอมทีęสรšางขึĚนǰจากนัĚนēปรĒกรมคĞานวณพืĚนทีęĔตšกราฟของภาพĒทŠงความถีęǰนĞาพืĚนทีęĔตšกราฟของĒถบ

ēปรตีนĒตŠละĒถบทีęสนĔจǰหารดšวยพืĚนทีęĔตšกราฟของĒถบēปรตีนควบคčมของชčดการทดลองđดียวกันǰĒละคĞานวณĔหš

สัดสŠวนของพืĚนทีęĔตšกราฟของēปรตีนทีęสนĔจตŠอēปรตีนควบคčมของชčดการทดลองควบคčมǰนัęนคือĕมŠถĎกกระตčšนǰ

หรือĕมŠถĎกđหนีęยวนĞาǰมีคŠาđทŠากับǰ1 คŠาสัดสŠวนของพืĚนทีęĔตšกราฟĒถบēปรตีนทีęสนĔจตŠอĒถบēปรตีนควบคčมของชčด

การทดลองอืęนǰėǰจะนĞามาคĞานวณđทียบกับชčดการทดลองควบคčมǰ 

 

การทดสอบความเปŨนพิษของ PMA และǰBMS-1166 ดšวยวิธีǰMTT 

 หยอดđซลลŤ Ĕนǰ96 -well plateǰปริมาณ  10 3ǰ đซลลŤ ตŠ อ ǰ100 µl Ĕนอาหาร  RPMI/10% FBS/1% 

Gentamycin พรšอมกับđติม PMA ทีęความđขšมขšนตŠาง (5, 10, 50, 100 Ēละǰ200 ng/uL) หรือǰBMS-1166 ทีęความ

đขšมขšนตŠาง (2, 6.33,ǰ20,ǰ63.25 Ēละǰ200 nM) ēดยมีǰDMSOǰđปŨนชčดควบคčมǰหลังจากบŠมĕวšǰ24 Ēละǰ48ǰชัęวēมงǰ

จึงจะนĞาđซลลŤมาตรวจวัดปริมาณđซลลŤทีęมีชีวิตดšวยวิธีǰMTT assayǰēดยการนĞาđพลททีęตšองการทดสอบมาđติมสาร 3-

(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (5  mg/ml) ลงĕปǰ10ǰµlǰตŠอหลčมǰ

หลังจากนัĚนบŠมทีęǰ37°C đปŨนđวลาǰ4ǰชัęวēมงǰĒลšวจึงละลายตะกอน formazan ดšวยǰDMSOǰ100 µl หลังจากนัĚน

นĞาĕปตรวจวัดคŠาการดĎดกลืนĒสงทีęǰ540ǰnm ดšวยđครืęอง MULTISKAN FCǰmicroplate reader (Thermo Fisher 

scientific, Massachusetts, USA) ĒลšวนĞาĕปหาคŠาǰcell viabilityǰēดยĔชšอาหารđปลŠาđปŨนǰblankǰดšวยสĎตรǰ(%ǰ

cell viability = ((abs. of treated cells) - (abs. of blank)) / ((abs. of vehicle cells) - (abs. of blank)) × 

100)) 
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บทที่ǰ3 

ผลการทดลอง 

3.1ǰการแสดงออกของǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากมอโนไซตŤǰTHP-1 

 đลีĚยงđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ĒละĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากมอēนĕซตŤǰTHP-1 ดšวยǰPMA (185 

ng/mL)ǰđปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมง (34) ĒสดงลักษณะทางสัณฐานของđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ĒละĒมēครฝาจทีę

đหนีęยวนĞาจากมอēนĕซดŤǰTHP-1 ดšวยǰPMA ลักษณะđซลลŤđปŨนดังภาพทีęǰ3.1.1 กลŠาวคือđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 

มีลักษณะđซลลŤกลมǰลอยǰอยĎŠรวมกันđปŨนกลčŠมđมืęอđลีĚยงđปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰĔนสŠวนของĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจาก

มอēนĕซตŤǰTHP-1 มีรยางคŤรอบđซลลŤǰĒละđกาะติดกับจานđลีĚยงđซลลŤǰจากนัĚนđกĘบēปรตีนจากđซลลŤหลังจากđหนีęยวนĞาǰ

đพืęอศึกษาการĒสดงออกของǰPD-1 พบวŠาĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากมอēนĕซตŤǰTHP-1 ดšวยǰPMA มีการĒสดงออก

ของǰPD-1 ลดลงǰđมืęอđทียบกับđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ทีęĕมŠถĎกđหนีęยวนĞาǰTHP-1 ทีęถĎกđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจ

ดšวยǰVD3 หรือǰVD3 ĒละǰIL-4 ĒละǰIL-13 อยŠางชัดđจนǰĒตŠĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากมอēนĕซตŤǰTHP-1 ดšวยǰVD3 

พบวŠาĕมŠมีความĒตกตŠางของระดับēปรตีนǰPD-1 กับđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 สŠวนĔนชčดการทดลองทีęđหนีęยวนĞาǰ

THP-1 đปŨนĒมēครฝาจดšวยǰVD3 ทีęกระตčšนดšวยǰIL-4 ĒละǰIL-13ǰพบวŠามีการĒสดงออกของǰPD-1 ลดลงđลĘกนšอยǰ

ดังภาพทีęǰ3.1.2 

 

ภาพที่ǰ3.1.1 ลักษณะทางสัณฐานที่แตกตŠางกันของเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวน า

จากมอโนไซตŤǰTHP-1 

ĒสดงลักษณะทางสัณฐานของđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ēดยđซลลŤลอยǰอยĎŠรวมđปŨนกลčŠมหลายกลčŠม (ภาพซšาย) 

ĒละĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากมอēนĕซตŤǰTHP-1 ดšวยǰPMAǰ(185 ng/mL) đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰđซลลŤมีรยางคŤǰ

đกาะติดกับจานđลีĚยงđชืĚอǰĕมŠรวมกันđปŨนกลčŠมǰ(ภาพขวา)  

 

 

THP-1 THP-1(PMA) 
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ภาพที่ǰ3.1.2ǰระดับการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 ในแมโครฝาจที่แหนี่ยวน าจากมอโนไซตŤǰTHP-1 

(ก)ǰĒสดงĒถบēปรตีนǰPD-1ǰขนาดǰ32 kDaǰĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1ǰĒละĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากมอēนĕซตŤ

ดšวยวิธีตŠางǰėǰĒละēปรตีนǰbeta actin ขนาดǰ42 kDa (ēปรตีนควบคčม; loading control)ǰ(ข)ǰĒสดงปริมาณการ

ĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĒบบสัมพัทธŤǰēดยđทียบความđขšมของĒถบēปรตีนǰPD-1 กับǰbeta actin Ĕนชčดการ

ทดลองđดียวกันǰคĞานวณดšวยēปรĒกรมǰ ImageJ ĒละǰGraphPad Prism 5.03ǰĒละกĞาหนดĔหšการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1ǰĔนǰTHP-1 ทีęĕมŠถĎกđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจมีคŠาการĒสดงออกสัมพัทธŤđทŠากับǰ1  

 

 

 

 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 

42ǰLDa 

PMA 

VD3 

IL-4ǰ/ǰIL-13 

(ก) 

(ข) 
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3.2ǰผลของǰPMA ตŠอการอยูŠรอดของเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 

 จากผลการทดลองกŠอนหนšาซึęงพบวŠาการđหนีęยวนĞาđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ĔหšđปŨนĒมēครฝาจดšวยǰ

PMA ทĞาĔหšระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ลดลงǰđพืęอตรวจสอบวŠาการลดลงของēปรตีนǰPD-1 ĕมŠđกีęยวขšอง

กับการđปลีęยนĒปลงการอยĎŠรอดของđซลลŤทีęĕดšรับǰPMA จึงทดสอบผลของǰPMA ตŠอการอยĎŠรอดของđซลลŤĕลนŤมอēน

ĕซตŤǰTHP-1 ดšวยวิธีǰMTT ēดยđลีĚยงđซลลŤǰTHP-1 ĒลšวกระตčšนดšวยǰPMA ทีęความđขšมขšนǰ5, 10, 50, 100 Ēละǰ200 

ng/mL đปŨนđวลาǰ24 Ēละǰ48 ชัęวēมงǰจากผลǰMTT พบวŠา PMA ทčกความđขšมขšนทีęทดสอบมีความđปŨนพิษตŠอđซลลŤ

ตęĞาǰĒละĕมŠทĞาĔหšđซลลŤตายǰĒละพบวŠาǰđมืęอกระตčšนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1ǰดšวยǰPMA đปŨนđวลาǰ24ǰชัęวēมงǰพบวŠา

การอยĎŠรอดของđซลลŤทีęĕดšรับǰPMA ความđขšมขšนตŠางǰėǰĕมŠĒตกตŠางจากทีęĕมŠĕดšรับǰPMA มากนักǰĒละĕมŠทĞาĔหšการอยĎŠ

รอดของđซลลŤลดลงǰดังđสšนผŠานจčดĔนภาพทีęǰ3.2.1 ĒละđมืęอกระตčšนđซลลŤดšวยǰPMA đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰพบวŠาđซลลŤ

ทีęกระตčšนดšวยǰPMA ทีęทčกความđขšมขšนǰทĞาĔหšđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 มีการอยĎŠรอดสĎงกวŠาđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰ

THP-1 ทีęĕมŠĕดšรับǰPMA ĒสดงดšวยđสšนผŠานสีęđหลีęยมดังภาพทีęǰ3.2.1ǰการทีęđซลลŤมีการอยĎŠรอดสĎงขึĚน 

 

ภาพที่ǰ3.2.1ǰการอยูŠรอดของเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 เมื่อถูกกระตุšนดšวยǰPMAǰǰ 

ĒสดงđปอรŤđซĘนตŤการอยĎŠรอดของđซลลŤǰTHP-1 đมืęอถĎกกระตčšนดšวยǰPMA ทีęความđขšมขšนตŠางǰėǰđปŨนđวลาǰ24 Ēละǰ48 

ชัęวēมงǰดšวยวิธีǰMTT assay คĞานวณดšวยēปรĒกรมǰGraphPad Prism 5.03ǰēดยĒตŠละความđขšมขšนทĞาการทดลองǰ

3 ซĚĞาǰ(technical replicate)  
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3.3ǰระดับการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 ที่เปลี่ยนแปลงไปตามเวลาเม่ือไดšรับǰ

PMA 

 ระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD- 1 ทีęลดลงหลังจากđซลลŤĕลนŤมอēนĕซดŤǰTHP-1ǰถĎกกระตčšนดšวยǰPMA 

ตามการทดลองทีęǰ3.1 พิจารณาทีęǰ1 ชŠวงđวลาǰคือǰ48 ชัęวēมงǰผĎšวิจัยจึงสนĔจการđปลีęยนĒปลงระดับการĒสดงออก

ของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤĕลนŤมอēนตŤǰTHP-1ǰทีęชŠวงđวลาอืęนǰėǰđพืęอระบčวŠาการลดลงของระดับēปรตีนǰPD-1 ขึĚนกับ

đวลาหรือĕมŠǰจึงđลีĚยงđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1ǰĒละกระตčšนดšวยǰPMA (185 ng/mL) đปŨนđวลาǰ12, 24, 36 Ēละǰ

48 ชัęวēมงǰđมืęอตรวจหาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰพบวŠาǰēปรตีนǰPD-1 đริęมมีการĒสดงออกลดลงđมืęอđซลลŤ

ĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ถĎกกระตčšนดšวยǰPMA đปŨนđวลาǰ24 ชัęวēมงǰĒละđวลาǰ48 ชัęวēมงหลังจากกระตčšนđซลลŤĕลนŤมอ

ēนĕซตŤǰTHP-1 ดšวยǰPMA จะพบระดับการĒสดงออกของǰPD-1 ทีęตęĞาทีęสčดǰđมืęอđทียบกับđวลาอืęนǰėǰจึงอาจสรčปวŠา

การĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ลดลงตามđวลาǰดังภาพทีęǰ3.3.1 

 

 

 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 

42ǰLDa 

THP-1 

THP-1ǰ(PMA) (ก) 

(ข) 
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ภาพที่ǰ3.3.1ǰการแสดงออกของǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 ที่ถูกกระตุšนดšวยǰPMA 

(ก)ǰĒสดงĒถบēปรตีนǰPD-1ǰขนาดǰ32 kDaǰĔนǰTHP-1 đมืęอถĎกกระตčšนดšวยǰPMA (185 ng/mL) đปŨนđวลาǰ12, 24, 

36 Ēละǰ48 ชัęวēมง Ēละēปรตีนǰbeta actin ขนาดǰ42 kDa (loading control)ǰ(ข)ǰĒสดงปริมาณการĒสดงออก

ของēปรตีนǰPD-1 ĒบบสัมพัทธŤǰēดยđทียบความđขšมของĒถบēปรตีนǰPD-1 กับǰbeta actin Ĕนชčดการทดลอง

đดียวกันǰคĞานวณดšวยēปรĒกรมǰ ImageJ ĒละǰGraphPad Prism 5.03ǰĒละกĞาหนดĔหšการĒสดงออกของēปรตีนǰ

PD-1ǰĔนǰTHP-1 ทีęĕมŠถĎกđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจมีคŠาการĒสดงออกสัมพัทธŤđทŠากับǰ1 

 

3.4ǰการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากมอโนไซตŤ

ดšวยǰPMA ภายใตšการมีอาหารเลี้ยงเซลลŤมะเร็ง 

 3.4.1 การแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 ภายใตšการมีอาหารเลี้ยง

เซลลŤมะเร็งǰ 

 จากงานวิจัยกŠอนหนšาของǰHuber ĒละคณะǰซึęงพบวŠาđซลลŤมะđรĘงอาจมีผลตŠอการđปลีęยนĒปลงการทĞางาน

ของđซลลŤมอēนĕซตŤǰผŠานสารตŠางǰėǰทีęđซลลŤมะđรĘงหลัęงออกมาǰผĎšวิจัยจึงสนĔจผลของอาหารทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยง

đซลลŤมะđรĘงǰ(cancer-conditioned media)ǰēดยมčŠงศึกษาทีęระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ซึęงđดิมđซลลŤĕลนŤ

มอēนĕซตŤǰTHP-1 มีการĒสดงออกอยĎŠĒลšวǰจึงđลีĚยงđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ĔนอาหารทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยง

đซลลŤมะđรĘงจากđซลลŤĕลนŤมะđรĘงǰ4 ชนิดǰคือǰHepG2 (มะđรĘงตับ), HeLa (มะđรĘงปากมดลĎก), MDA-MB-231 (มะđรĘง

đตšานม)ǰĒละǰA549 (มะđรĘงปอด)ǰพบวŠาอาหารđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤĕลนŤมะđรĘงǰHepG2ǰĒละǰ

MDA-MB ทĞาĔหšการĒสดงออกของǰPD-1 ĔนǰTHP-1 đพิęมขึĚนǰĒละผลđปŨนđชŠนđดียวกับระดับการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1 đมืęอđลีĚยงđซลลŤĕลนŤǰTHP-1 ĔนอาหารđลีĚยงđซลลŤǰA549 ซึęงระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 Ĕนǰ

THP-1 ทีęđลีĚยงĔนอาหารทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤĕลนŤǰA549 สĎงกวŠาĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1ǰซึęงระดับการ

ĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĒบบสัมพัทธŤǰĒสดงดังภาพทีęǰ3.4.1.1 (ข)ǰĒตŠđมืęอพิจารณาระดับการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1 ĔนǰTHP-1 ทีęđลีĚยงĔนอาหารđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงǰHeLa ĕมŠพบความĒตกตŠางของระดับการĒสดงออก

ēปรตีนǰPD-1 Ĕนทčกชčดการทดลองǰดังภาพทีęǰ3.4.1.1 

 đมืęอพิจารณาระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ทีęđลีĚยงĔนอาหารđลีĚยง

đซลลŤของđซลลŤมะđรĘงǰ(culture media) พบวŠาชčดการทดลองทีęđลีĚยงđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ĔนอาหารđลีĚยง

đซลลŤของđซลลŤมะđรĘงǰคือǰ10% FBS DMEM (สĞาหรับđซลลŤĕลนŤมะđรĘงǰHepG2) 15% FBSǰDMEM (สĞาหรับđซลลŤ

ĕลนŤมะđรĘงǰMDA-MB)ǰĒละ 10% FBS EMEM (สĞาหรับđซลลŤĕลนŤมะđรĘงǰA549) พบการĒสดงออกของǰPD-1 สĎงกวŠา

ĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 đชŠนđดียวกับระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ทีę

đลีĚยงĔนอาหารđลีĚยงđซลลŤทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงǰĔนภาพทีęǰ3.4.1.1 จึงอาจสรčปĕดšวŠาการđพิęมขึĚนของระดับ

การĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĕมŠĕดšđกิดจากผลของอาหารđลีĚยงđซลลŤทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤĕลนŤมะđรĘงēดยตรง 
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ภาพที่ǰ3.4.1.1ǰระดับการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 ที่เลี้ยงในอาหารที่เก็บไดš

จากการเลี้ยงเซลลŤมะเร็ง 

(ก)ǰĒสดงĒถบēปรตีนǰPD-1ǰขนาดǰ32 kDaǰĔนǰTHP-1 đมืęอđลีĚยงĔนอาหารทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤĕลนŤมะđรĘงทัĚงǰ

4 ชนิดǰคือǰHepG2, HeLa, MDA-MB ĒละǰA549 đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมง Ēละēปรตีนǰbeta actin ขนาดǰ42 kDa 

(loading control)ǰ(ข)ǰĒสดงปริมาณการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĒบบสัมพัทธŤǰēดยđทียบความđขšมของĒถบ

ēปรตีนǰPD-1 กับǰbeta actin ĔนการđลีĚยงđซลลŤĕลนŤǰTHP-1ǰกับอาหารทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤĕลนŤมะđรĘงǰA549ǰ

คĞานวณดšวยēปรĒกรมǰImageJ ĒละǰGraphPad Prism 5.03ǰĒละกĞาหนดĔหšการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนǰ

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 
42ǰLDa 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 
42ǰLDa 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 
42ǰLDa 

HFQG2 DMEM RPMI 

THP-1 

RPMI EMEM HFLa 
THP-1 

RPMI 
15%ǰFBSǰ 
DMEM MDA-MB 

THP-1 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 
42ǰLDa 

A549 EMEM RPMI 
THP-1 

(ก) 

(ข) 
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THP-1 ทีęĕมŠถĎกđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจมีคŠาการĒสดงออกสัมพัทธŤđทŠากับǰ1ǰ(คŠาđฉลีęยจากการทดลองǰ3 ซĚĞาǰกราฟ

ĒสดงคŠาđฉลีęยǰ+/- สŠวนđบีęยงđบนมาตรฐาน) 

 

 3.4.2 การแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 ในแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากมอโนไซตŤดšวยǰPMA ภายใตšการ

มีอาหารเลี้ยงเซลลŤมะเร็ง  

 นอกจากการศึกษาระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ทีęอาจđปลีęยนĒปลงĕปĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰ

THP-1 ทีęđลีĚยงĔนอาหารทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤĕลนŤมะđรĘง จากงานวิจัยกŠอนหนšาของǰGordon ĒละคณะǰพบวŠา

ĒมēครฝาจทีęอยĎŠรŠวมกับđซลลŤมะđรĘงǰจะมีประชากรทีęมีการĒสดงออกของǰPD-1 đพิęมขึĚน (11)ǰผĎšวิจัยจึงสนĔจผลของ

อาหารทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงǰตŠอระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰ PD-1 ĔนĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาดšวยǰ

PMA ǰจึงđลีĚยงđซลลŤĕลนŤǰTHP-1 ĒลšวđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจดšวยǰPMAǰ(185 ng/mL) đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰ

จากนัĚนđลีĚยงđซลลŤĒมēครฝาจตŠอĔนอาหารđลีĚยงđซลลŤทีęđกĘบĕดšจากđซลลŤĕลนŤมะđรĘงทีęกลŠาวĕปขšางตšนǰพบวŠาอาหาร

đลีĚยงđซลลŤมะđรĘงทัĚงǰ4 ชนิดǰĕมŠมีผลตŠอระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนĒมēครฝาจǰกลŠาวคือระดับการ

ĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนชčดการทดลองทีęđลีĚยงđซลลŤĒมēครฝาจĔนอาหารđลีĚยงđซลลŤทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยง

đซลลŤมะđรĘงǰĕมŠĒตกตŠางจากระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนĒมēครฝาจทีęđลีĚยงĔนǰ10% FBS RPMIǰซึęงđปŨน

ชčดควบคčม ดังภาพทีęǰ3.4.2.1ǰจึงอาจสรčปĕดšวŠาอาหารđลีĚยงđซลลŤทีęđกĘบĕดšจากการđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงǰĕมŠสŠงผลตŠอระดับ

การĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ทีęđปลีęยนĒปลงĕปĔนĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาดšวยǰPMA จากđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰ

THP-1 
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ภาพที่ǰ3.4.2.1ǰระดับการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 เม่ือเลี้ยงแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤ

ดšวยǰPMA ในอาหารเลี้ยงเซลลŤที่เก็บไดšจากเซลลŤมะเร็ง 

ĒสดงĒถบēปรตีนǰPD-1ǰขนาดǰ32 kDaǰĔนǰTHP-1ǰทีęđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจดšวยǰPMAǰĒละđลีĚยงĔนอาหารđลีĚยง

đซลลŤมะđรĘงทัĚงǰ4 ชนิดǰคือǰHepG2, HeLa, MDA-MB ĒละǰA549 đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰĒละēปรตีนǰbeta actin 

ขนาดǰ42 kDa (loading control) 

 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 
42ǰLDa 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 
42ǰLDa 

HFQG2 DMEM RPMI 
THP-1ǰ(PMA) 

THP-1ǰ(PMA) 
RPMI EMEM HFLa 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 
42ǰLDa 

THP-1ǰ(PMA) 

RPMI 
15%ǰFBSǰ

DMEM MDA-MB 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 
42ǰLDa 

A549 EMEM RPMI 
THP-1ǰ(PMA) 
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3.5ǰการแสดงออกของǰPD-1 ในเซลลŤไลนŤǰTHP-1 และแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าดšวยǰPMA ภายใตšการกระตุšน

ดšวยไซโตไคนŤ 

 ĕซēตĕคนŤđปŨนสารđคมีทีęđซลลŤสรšางขึĚนǰĒละมีผลตŠอการĒสดงออกของยีนǰĒละēปรตีนตŠางǰėǰมีการรายงาน

วŠาĕซēตĕคนŤđกีęยวขšองกับการควบคčมการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดที (30)ǰĒตŠการศึกษา

ผลของĕซēตĕคนŤตŠางǰėǰตŠอการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซตŤǰĒละĒมēครฝาจǰยังĕมŠมีการศึกษามาก

นักǰจึงสนĔจผลของĕซēตĕคนŤชนิดตŠางǰėǰตŠอระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 

(ภาพทีęǰ3.5.1) ĒละĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากมอēนĕซตŤดšวยǰPMA (ภาพทีęǰ3.5.3) đลีĚยงđซลลŤǰTHP-1 Ĕนสภาวะทีę

กระตčšนดšวยĕซēตĕคนŤǰĕดšĒกŠǰ IL-4 (100 ng/mL) , IL-13 (100 ng/mL) , IFN-ɶ (20 ng/mL) ĒละǰM-CSF (50 

ng/mL) đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰพบวŠาระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ทีęถĎก

กระตčšนดšวยǰIL-13 สĎงขึĚนǰĒละระดับการĒสดงออกของǰPD-1 ĔนǰTHP-1 ทีęกระตčšนดšวยǰM-CSF ลดลงǰสŠวนĕซēต

ĕคนŤอืęนǰėǰĕมŠสŠงผลตŠอการđปลีęยนĒปลงระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤǰTHP-1 Ēสดงผลดังภาพทีęǰ

3.5.1 

 

 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 

42ǰLDa 

THP-1 (ก) 
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ภาพที่ǰ3.5.1ǰระดับการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 เมื่อกระตุšนเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 ดšวยไซโตไคนŤ 

(ก)ǰĒสดงĒถบēปรตีนǰPD-1ǰขนาดǰ32 kDaǰĔนǰTHP-1 đมืęอถĎกกระตčšนดšวยĕซēตĕคนŤǰ4 ชนิดǰคือ IL-4, IL-13, IFN-ɶ 

ĒละǰM-CSF đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมง Ēละēปรตีนǰbeta actin ขนาดǰ42 kDa (loading control)ǰ(ข) Ēสดงปริมาณ

การĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĒบบสัมพัทธŤǰēดยđทียบความđขšมของĒถบēปรตีนǰPD-1 กับǰbeta actin Ĕนชčดการ

ทดลองđดียวกันǰคĞานวณดšวยēปรĒกรม ImageJ ĒละǰGraphPad Prism 5.03ǰĒละกĞาหนดĔหšการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1ǰĔนǰTHP-1 ทีęĕมŠถĎกđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจมีคŠาการĒสดงออกสัมพัทธŤđทŠากับǰ1 

 

 จากผลการทดลองđบืĚองตšนดังภาพทีęǰ3.5.1 ทีęĒสดงถึงการลดลงของēปรตีนǰPD-1 đมืęอกระตčšนđซลลŤĕลนŤมอ

ēนĕซตŤǰTHP-1 ดšวย M-CSF จึงตšองการทราบผลของǰM-CSF ตŠอการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ทีęđปลีęยนĒปลงĕป

ตามđวลาǰđนืęองจากǰM-CSF ĔหšผลĔนการđหนีęยวนĞาđซลลŤปฐมภĎมิมอēนĕซตŤǰĔหšđปŨนĒมēครฝาจĕดšǰจึงคาดการณŤผลđชิง

đปรียบđทียบระหวŠางการลดลงของการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰทีęđกิดจากการđหนีęยวนĞาĔหšđปŨนĒมēครฝาจดšวยǰ

PMAǰĒละการลดลงของระดับēปรตีนǰPD-1 ทีęđกิดจากการกระตčšนดšวยǰM-CSF đมืęอทĞาการทดลองซĚĞาǰ3 ซĚĞาǰēดยđพิęม

ชŠวงđวลากระตčšนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ดšวยǰM-CSF đปŨนǰ24, 48 Ēละǰ72 ชัęวēมงพบวŠาǰđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤ 

THP-1 มีระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ลดลงตามđวลาทีęถĎกกระตčšน ēดยการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 Ĕน

đซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ทีęกระตčšนดšวยǰM-CSF đริęมลดลงǰđมืęอถĎกกระตčšนครบǰ24 ชัęวēมงǰดังภาพทีę 3.5.2 
 

 

(ข) 
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ภาพที่ǰ3.5.2ǰระดับการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 เมื่อเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 ถูกกระตุšนดšวยǰM-CSF 

(ก)ǰĒสดงĒถบēปรตีนǰPD-1ǰขนาดǰ32 kDaǰĔนǰTHP-1 đมืęอถĎกกระตčšนดšวย M-CSF 50 ng/mL đปŨนđวลาǰ24, 48 

Ēละǰ72 ชัęวēมง Ēละēปรตีนǰbeta actin ขนาดǰ42 kDa (loading control)ǰตัวอยŠางĒถบēปรตีนจากการทดลองǰ1 

ซĚĞาǰ(ข)ǰĒสดงปริมาณการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĒบบสัมพัทธŤǰēดยđทียบความđขšมของĒถบēปรตีนǰPD-1 กับǰ

beta actin ĔนชčดการทดลองđดียวกันǰคĞานวณดšวยēปรĒกรม ImageJ ĒละǰGraphPad Prism 5.03ǰĒละกĞาหนดĔหš

การĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนǰTHP-1 ทีęĕมŠถĎกđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจมีคŠาการĒสดงออกสัมพัทธŤđทŠากับǰ1ǰ

(คĞานวณจากการทดลองǰ3 ซĚĞาǰกราฟĒสดงคŠาđฉลีęย +/- สŠวนđบีęยงđบนมาตรฐาน) 

 

 

 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 

42ǰLDa 

(ก) 

(ข) 
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 จากการทดลองกŠอนหนšาทีęทราบผลของĕซēตĕคนŤตŠางǰėǰตŠอการđปลีęยนĒปลงระดับการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1ǰĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ĒลšวǰผĎšวิจัยจึงสนĔจผลของĕซēตĕคนŤตŠางǰėǰตŠอการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากǰTHP-1 จึงđลีĚยงđซลลŤǰTHP-1 ĒลšวđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจดšวยǰ

PMAǰ(185 ng/mL) đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰจากนัĚนกระตčšนđซลลŤĒมēครฝาจดšวยĕซēตĕคลŤทีęกลŠาวĕปขšางตšนǰพบวŠาĕซ

ēตĕคนŤทčกชนิดǰĕมŠมีผลตŠอระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนĒมēครฝาจ ดังภาพทีęǰ3.5.3 

 

ภาพที่ǰ3.5.3 ระดับการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 เม่ือกระตุšนแมโครฝาจที่เหนี่ยวน าจากมอโนไซตŤǰTHP-1 

ดšวยไซโตไคนŤตŠางǰๆǰ 

ĒสดงĒถบēปรตีนǰPD-1ǰขนาดǰ32 kDaǰĔน THP-1ǰทีęđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจดšวยǰPMA จากนัĚนกระตčšนดšวยĕซēต

ĕคนŤǰ4 ชนิดǰคือ IL-4, IL-13, IFN-ɶ ĒละǰM-CSF đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมง Ēละēปรตีนǰbeta actin ขนาดǰ42 kDa 

(loading control) 

 

 นอกจากĕซēตĕคนŤขšางตšนǰยังมีĕซēตĕคนŤอีกชนิดหนึęงǰทีęมีบทบาทสĞาคัญตŠอการĒสดงออกของēปรตีนĔน

đซลลŤภĎมิคčšมกันหลายชนิดǰคือǰTGF-βǰēดยมีการรายงานบทบาทของĕซēตĕคนŤดังกลŠาวǰตŠอการควบคčมการ
ĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนđซลลŤđมĘดđลือดขาวชนิดทีǰ(36)ǰĒตŠยังĕมŠมีรายงานđกีęยวกับผลของǰTGF-β ตŠอการ

ĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซดŤ จึงđลีĚยงđซลลŤǰTHP-1 ĔนทีęกระตčšนดšวยĕซēตĕคนŤǰTGF-β (10 

ng/mL) đปŨนđวลาǰ48 ชัęวēมงǰพบวŠาǰTHP-1 ทีęถĎกกระตčšนดšวยǰTGF-β มีปริมาณการĒสดงออกของǰPD-1 ตęĞากวŠาǰ

THP-1 ทีęĕมŠถĎกกระตčšนǰĒสดงดังภาพทีęǰ3.5.4 

 

THP-1(PMA) 
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ภาพที่ǰ3.5.4ǰระดับการแสดงออกของโปรตีนǰPD-1 เมื่อเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 ถูกกระตุšนดšวย TGF-β 

(ก)ǰĒสดงĒถบēปรตีนǰPD-1ǰขนาดǰ32 kDaǰĔนǰTHP-1 đมืęอถĎกกระตčšนดšวยǰTGF-β (10 ng/mL) đปŨนđวลา 48 

ชัęวēมง Ēละēปรตีนǰbeta actin ขนาดǰ42 kDa (loading control) ตัวอยŠางĒถบēปรตีนจากการทดลองǰ1 ซĚĞาǰ(ข)ǰ

ĒสดงปริมาณการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĒบบสัมพัทธŤǰēดยđทียบความđขšมของĒถบēปรตีนǰPD-1 กับǰbeta 

actin ĔนชčดการทดลองđดียวกันǰคĞานวณดšวยēปรĒกรม ImageJ ĒละǰGraphPad Prism 5.03ǰĒละกĞาหนดĔหšการ

ĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนǰTHP-1 ทีęĕมŠถĎกđหนีęยวนĞาđปŨนĒมēครฝาจมีคŠาการĒสดงออกสัมพัทธŤđทŠากับǰ1ǰ

(คŠาđฉลีęยจากการทดลองǰ3 ซĚĞาǰกราฟĒสดงคŠาđฉลีęยǰ+/- สŠวนđบีęยงđบนมาตรฐาน) 

 

 

 

 

 

PD-1;ǰ32ǰLDa 

bFUaǰaDUJO;ǰ 

42ǰLDa 
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3.6ǰผลของǰBMS-1166 ตŠอการอยูŠรอดของเซลลŤǰTHP-1 

 จากการทดลองทีęผŠานมาđปŨนการศึกษาผลēดยตรงของปŦจจัยตŠางǰėǰทีęđกีęยวขšองกับการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ĒละĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากǰTHP-1 ทัĚงปŦจจัยทีęđกีęยวกับผลของ

อาหารđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงǰĒละปŦจจัยทีęđกีęยวกับĕซēตĕคนŤตŠางǰėǰĒตŠผลการศึกษาดังกลŠาวĕมŠทĞาĔหšทราบถึงผลลัพธŤของ

การĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ตŠอการทĞางานของđซลลŤĕลนŤǰTHP-1 ผĎšวิจัยจึงĔชšการยับยัĚงวิถีสัญญาณǰPD-1/PD-

L1 ดšวยตัวยับยัĚงǰBMS-1166 đพืęอทราบผลของวิถีสัญญาณดังกลŠาวตŠอđซลลŤมอēนĕซตŤǰēดยđบืĚองตšนผĎšวิจัยตšองการ

สังđกตผลของการยับยัĚงวิถีสัญญาณǰPD-1/PD-L1 ตŠอการอยĎŠรอดของđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 จึงđลีĚยงđซลลŤĕลนŤǰ

THP-1 ĒลšวกระตčšนดšวยǰBMS-1166 ทีęความđขšมขšนǰ2, 6.33, 20, 63.25 Ēละǰ200 nM đปŨนđวลาǰ24 Ēละǰ48 

ชัęวēมงǰจากนัĚนหาผลของ BMS-1166 ตŠอการอยĎŠรอดของđซลลŤǰTHP-1 ดšวยวิธีǰMTT จากผลǰMTT พบวŠา BMS-

1166 ทčกความđขšมขšนทีęทดสอบมีความđปŨนพิษตŠอđซลลŤตęĞาǰĒละĕมŠทĞาĔหšđซลลŤตายǰดังĒสดงĔนภาพทีęǰ3.6.1 

 

ภาพที่ǰ3.6.1ǰBMS-1166ǰตŠอการอยูŠรอดของเซลลŤไลนŤมอโนไซตŤǰTHP-1 

ĒสดงđปอรŤđซĘนตŤการอยĎŠรอดของđซลลŤǰTHP-1 đมืęอถĎกกระตčšนดšวยǰBMS-1166 ทีęความđขšมขšนตŠางǰė (ĒกนǰX; log 

scale)ǰđปŨนđวลาǰ24 Ēละǰ48 ชัęวēมงǰดšวยวิธีǰMTT assay คĞานวณดšวยēปรĒกรมǰGraphPad Prism 5.03ǰēดยĒตŠ

ละความđขšมขšนทĞาการทดลองǰ3 ซĚĞาǰ(technical replicate) 

 

BMS-1166ǰ24ǰHS. BMS-1166ǰ48ǰHS. 

           BMS-1166 (nM)       

24 hr  48 hr  

           BMS-1166 (nM)       
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บทที่ǰ4 

สรุปและวิจารณŤผลการทดลอง 

 มอēนĕซดŤđปŨนđซลลŤĔนกลčŠมมัยอีลอยดŤǰซึęงĔนสิęงมีชีวิตจะทĞาหนšาทีęĔนระบบภĎมิคčšมกันผŠานการกĞาจัดสิęง

ĒปลกปลอมดšวยการฟาēกĕซēทซิสǰĒละมีĒหลŠงอาศัยĔนระบบđลือดǰĒละนĚĞาđหลืองǰĒตŠจะพบĕดšĔนđนืĚอđยืęอĔนปริมาณ

นšอยǰหากมอēนĕซดŤถĎกชักนĞาดšวยสัญญาณกระตčšนตŠางǰėǰอาจทĞาĔหšพัฒนาđปŨนđซลลŤĒมēครฝาจǰ(14)ǰซึęงđปŨนđซลลŤ

กลčŠมฟาēกĕซดŤđชŠนกันǰĒตŠมีบทบาทđพิęมđติมĔนการสรšางĕซēตĕคนŤสĞาคัญตŠางǰėǰĔนการกระตčšนระบบภĎมิคčšมกันǰวิธีการ

đหนีęยวนĞาđซลลŤǰTHP-1ǰĔหšđปŨนĒมēครฝาจǰอาจทĞาĕดšēดยĔชšสารกระตčšนหลายชนิดǰจากงานวิจัยกŠอนหนšาของǰ

Tedesco ĒละคณะǰพบวŠาการĔชšǰPMA ทีęความđขšมขšนǰ185 ng/mLǰ(34)ǰหรือจากงานวิจัยของǰDaigneault Ēละ

คณะǰการĔชšǰVD3ǰทีęความđขšมขšนǰ100 nM สามารถđหนีęยวนĞาĔหšǰTHP-1ǰđปŨนĒมēครฝาจĕดš (37)ǰจากผลการทดลอง

ของผĎšวิจัยǰพบวŠาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนđซลลŤĒมēครฝาจทีęถĎกđหนีęยวนĞาดšวยǰPMA จะลดลงตามđวลาทีę

ถĎกđหนีęยวนĞาǰĒตŠǰVD3ǰĕมŠทĞาĔหšการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰđปลีęยนĒปลงĕปǰđมืęอพิจารณาđพิęมđติมดšานสัณฐาน

วิทยาของđซลลŤǰพบวŠาđซลลŤĒมēครฝาจทีęถĎกđหนีęยวนĞาดšวยǰPMA มีลักษณะคลšายĒมēครฝาจจากงานวิจัยอšางอิงǰ

กลŠาวคือđซลลŤยึดđกาะกับจานđลีĚยงđซลลŤǰĒละมีรยางคŤยืęนออกรอบđซลลŤǰĒตŠĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาดšวยǰ VD3ǰĕมŠมี

ลักษณะดังกลŠาวǰจึงอาจđปŨนĕปĕดšวŠาǰVD3ǰทีęความđขšมขšนดังกลŠาวǰĕมŠสามารถđปลีęยนĔหšǰTHP-1ǰđปŨนĒมēครฝาจĕดšǰ

ซึęงการทดลองดังกลŠาวอาจตšองยืนยันผลวŠาđซลลŤทีęถĎกđหนีęยวนĞาĒลšวǰมีลักษณะของĒมēครฝาจจริงǰทัĚงĔนดšาน

ลักษณะของđซลลŤǰĒละการĒสดงออกของยีนǰหรือēปรตีนทีęđปŨนđอกลักษณŤของĒมēครฝาจของมนčษยŤǰกŠอนจะนĞามา

พิจารณาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 

 วิธีการđหนีęยวนĞาǰTHP-1ǰĔหšđปŨนĒมēครฝาจดังกลŠาวǰจะทĞาĔหšĕดšđซลลŤĒมēครฝาจทีęมีลักษณะการĒสดงออก

ของยีนĒบบǰM1ǰหากตšองการđหนีęยวนĞาǰTHP-1ǰđปŨนĒมēครฝาจĒบบǰM2ǰจากงานวิจัยของǰGenin ĒละคณะǰกลŠาว

วŠาตšองĔชšการกระตčšนđหนีęยวนĞาพรšอมกับĕซēตĕคนŤǰIL-4ǰĒละǰIL-13ǰทีęความđขšมขšน 20 ng/mLǰ(38)ǰซึęงผĎšวิจัยĕดš

ตรวจหาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนđซลลŤĒมēครฝาจทีęคาดวŠาจะđปŨนǰM2ǰพบวŠาǰระดับการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1ǰĕมŠĒตกตŠางจากǰTHP-1ǰทีęĕมŠถĎกกระตčšนǰซึęงอาจđปŨนĕปตามสมมติฐานđบืĚองตšนคือǰการกระตčšนดšวยǰ

VD3ǰĔนกรณีของผĎšวิจัยǰĕมŠสามารถđหนีęยวนĞาǰTHP-1ǰĔหšđปŨนĒมēครฝาจĕดšǰđนืęองจากลักษณะของđซลลŤĒมēครฝาจทีę

คาดวŠาจะđปŨนǰM2ǰĕมŠĒตกตŠางจากđซลลŤǰTHP-1ǰทีęกระตčšนดšวยǰVD3ǰđทŠานัĚนǰĒละĕมŠĒตกตŠางจากǰTHP-1ǰทีęĕมŠถĎก

กระตčšนǰจึงđสนอĒนะĒนวทางđพิęมđติมวŠาǰควรยืนยันผลการđปŨนĒมēครฝาจของǰTHP-1ǰทีęถĎกđหนีęยวนĞาดšวยǰVD3ǰ

กŠอนทีęจะทĞาการศึกษาตŠอĕปǰēดยอาจพิจารณาการĒสดงออกของยีน  iNOS, IL-6, IL-1βǰสĞาหรับĒมēครฝาจชนิดǰ
M1ǰĒละการĒสดงออกของยีน CD206, CD209ǰสĞาหรับĒมēครฝาจชนิดǰM2 (39) 

 จากผลการทดลองพบวŠาǰมีการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนđซลลŤĕลนŤมอēนĕซตŤǰTHP-1ǰĔนสภาวะปกติǰ

จากงานวิจัยกŠอนหนšาพบวŠาǰมีการรายงานการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนđซลลŤมอēนĕซตŤĔนสิęงมีชีวิตǰจาก
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งานวิจัยของ Xia ĒละคณะǰพบวŠาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰมีการĒสดงออกĔนđซลลŤมอēนĕซตŤของมนčษยŤǰ

(21) นอกจากนีĚǰงานวิจัยของǰPan ĒละคณะǰกลŠาววŠาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔนđซลลŤĕลนŤǰTHP-1 ทีęดืĚอตŠอǰ

LPS (LPS-tolerant)ǰซึęงđปŨนการจĞาลองสภาวะติดđชืĚอĔนกระĒสđลือด พบวŠาđซลลŤǰTHP-1 มีการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1 ทีęđพิęมขึĚน (22)ǰนอกจากēปรตีนǰPD-1ǰĒลšวǰĔนงานวิจัยของ Host ĒละคณะǰรายงานวŠาđซลลŤมอēน

ĕซตŤทีęติดđชืĚอĕวรัสกŠอมะđรĘงǰKaposiĴs sarcoma-associated herpesvirus (KSHV)ǰมีการĒสดงออกของēปรตีนǰ

PD-L1ǰดšวย (40)ǰจึงอาจออนčมานĕดšวŠาĔนกลčŠมประชากรของđซลลŤǰTHP-1ǰจะมีทัĚงการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰ

ĒละǰPD-L1ǰซึęงสามารถจับกันĕดšǰĒละทĞาĔหšđกิดการสŠงสัญญาณǰทีęสŠงผลตŠอการทĞางานบางอยŠางของđซลลŤǰǰซึęงจาก

ผลการทดลองของผĎšวิจัยทีęกลŠาวĕปขšางตšนǰพบวŠามีความสอดคลšองกับงานวิจัยกŠอนหนšาǰคือđซลลŤมอēนĕซตŤมีการ

ĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰđชŠนกันǰĒตŠĔนรายงานวิจัยชิĚนนีĚǰผĎšวิจัยยังĕมŠĕดšศึกษาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-L1ǰ

ĒละบทบาทของđซลลŤĕลนŤǰTHP-1ǰทีęมีการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰēดยจากการทดลองđบืĚองตšนǰĔนการยับยัĚง

การจับกันของǰPD-1ǰĒละǰPD-L1ǰดšวยสารยับยัĚงǰBMS-1166ǰพบวŠาสารดังกลŠาวĕมŠสŠงผลตŠอการอยĎŠรอดของđซลลŤǰ

THP-1ǰĒสดงĔหšđหĘนวŠาสารดังกลŠาวĔนปริมาณทีęĔชšทดสอบǰĕมŠđปŨนพิษตŠอđซลลŤǰอีกทัĚงĒสดงผลวŠาการจับกันของ

ēปรตีนǰPD-1ǰĒละǰPD-L1ǰĕมŠđกีęยวขšองกับวิถีสัญญาณทีęđกีęยวขšองกับการอยĎŠรอดของđซลลŤǰดังđชŠนงานวิจัยกŠอน

หนšาทีęกลŠาวถึงบทบาทของวิถีสัญญาณǰPD-1/PD-L1ǰตŠอการđกิดการตายของđซลลŤĒบบอะพอพēทซิสของđซลลŤ

ภĎมิคčšมกันǰ(41, 42) 

 จากงานวิจัยกŠอนหนšาของǰHunegnawǰĒละคณะ พบวŠาĒมēครฝาจมีการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĔน

กรณีการติดđชืĚอđรืĚอรังǰđชŠนđดียวกับมอēนĕซตŤǰǰอีกทัĚงยังพบวŠาĒมēครฝาจทีęมีการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1ǰĒละ

อาศัยอยĎŠรŠวมกับมะđรĘงǰจะมีลักษณะđปŨนĒมēครฝาจชนิดǰM2 ĒมēครฝาจดังกลŠาวจะมีความสามารถĔนการđกิดฟาēก

ĕซēทซิสลดลงǰรวมทัĚงสัมพันธŤกับระยะของēรคมะđรĘงทีęรčนĒรงขึĚนดšวยǰ(11)ǰจากผลการศึกษาของผĎšวิจัยทีęกลŠาวĕป

ขšางตšนǰการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาดšวยǰPMA จากǰTHP-1 ĒตกตŠางจากงานวิจัย

กŠอนหนšาǰēดยอาจđกิดจากปŦจจัยของđซลลŤĕลนŤǰTHP-1 ĒละสภาวะทีęĔชšĔนการđหนีęยวนĞาǰđนืęองดšวยĒมēครฝาจทีę

đหนีęยวนĞาจากมอēนĕซตŤĔนรŠางกายมนčษยŤđกิดจากปŦจจัยรŠวมหลายภาวะǰđชŠนǰĔนภาวะēรคติดđชืĚอǰบริđวณทีęติดđชืĚอมี

การหลัęงĕซēตĕคนŤทีęชักนĞาĔหšมอēนĕซดŤออกจากหลอดđลือดǰĒละมีการพัฒนาđปŨนĒมēครฝาจǰหรือĔนภาวะมะđรĘงǰซึęง

มีความซับซšอนของสารทีęมะđรĘงสามารถหลัęงออกมาǰĒละควบคčมการĒสดงออกของđซลลŤทีęอยĎŠēดยรอบ  (43)ǰความ

ซับซšอนของสัญญาณǰĒละวิถีสัญญาณđหลŠานีĚǰทĞาĔหšการĔชšđซลลŤĕลนŤǰĒละการกระตčšนดšวยสารหนึęงชนิดǰอาจđปŨนตัว

ĒทนทีęĕมŠดีนักของสภาวะจริงǰมีงานวิจัยกŠอนหนšาทีęกลŠาวถึงการĔชšĒมēครฝาจทีęđหนีęยวนĞาจากǰTHP-1 วŠาอาจđปŨนตัว

ĒทนทีęĕมŠดีนักของĒมēครฝาจĔนมนčษยŤǰ(34, 44)ǰการศึกษาđรืęองการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 นีĚจึงจĞาđปŨนตšอง

ศึกษาĔนđซลลŤมนčษยŤทัĚงมอēนĕซตŤǰĒละĒมēครฝาจตŠอĕป 

 การศึกษาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ดังทีęกลŠาวĕปขšางตšนǰจĞาđปŨนตšองศึกษาđพิęมđติมĔนบทบาทของ

đซลลŤทีęมีการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ทัĚงĔนมอēนĕซตŤǰĒละĒมēครฝาจตŠอĕปǰēดยการศึกษาอาจมčŠงđนšนĕปĔน
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บทบาททีęđคยมีการรายงานกŠอนหนšาǰĒละยังĕมŠĕดšศึกษาĔนงานวิจัยชิĚนนีĚǰกลŠาวคือǰกระบวนการฟาēกĕซēทซิสǰการ

ผลิตĕซēตĕคนŤǰรวมถึงการĒสดงออกของēปรตีนผิวđซลลŤทีęอาจđปŨนตัวบŠงชีĚลักษณะจĞาđพาะอืęนǰėǰของđซลลŤǰการĔชšตัว

ยับยัĚงการจับกันของǰPD-1/PD-L1 ĔนงานวิจัยนีĚคือǰBMS-1166 อาจđปŨนตัวĒทนหนึęงของการขัดขวางวิถีสัญญาณǰ

หากตšองการศึกษาđพิęมđติมǰอาจĔชšวิธีทีęđปŨนทีęนิยมǰĒละมีการทดสอบĔนระดับคลินิกǰคือการĔชšĒอนติบอดีตŠอǰPD-1 

รวมĕปถึงการĔชšวิธีทางพันธčกรรมǰēดยการǰKnock out ของēปรตีนǰPD-1 (45) ซึęงอาจĔหšผลลัพธŤทีęชัดđจนขึĚนǰĔน

ดšานของบทบาทของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซตŤǰĒละĒมēครฝาจ 

 จากทีęกลŠาวĕปวŠามะđรĘงอาจมีบทบาทตŠอการĒสดงออกของēปรตีนǰ PD-1 ผĎšวิจัยพบวŠาอาหารđลีĚยง

đซลลŤมะđรĘงทัĚงǰ4 ชนิดทีęĔชšĔนงานวิจัยชิĚนนีĚǰคือǰA549, HepG2, HeLa ĒละǰMDA-MBǰ231 ซึęงđปŨนมะđรĘงระยะรčก

ลามǰĒละมาจากอวัยวะทีęตŠางกันǰĕมŠสŠงผลตŠอการđปลีęยนĒปลงระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนĒมēครฝาจǰ

สŠวนĔนมอēนĕซตŤพบวŠามีการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 đพิęมขึĚนđมืęอđลีĚยงĔนอาหารđลีĚยงđซลลŤมะđรĘงǰA549, HepG2 

ĒละǰMDA-MB ĒตŠระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ทีęđพิęมขึĚนนีĚǰมีการđพิęมทัĚงĔนชčดการทดลองทีęđลีĚยงđซลลŤǰ

THP-1 ĔนอาหารของđซลลŤมะđรĘงǰซึęงอาจสรčปĕดšวŠาระดับการĒสดงออกของēปรตีนǰ PD-1 ทีęđพิęมขึĚนĔน THP-1 ทีę

đลีĚยงĔนđซลลŤมะđรĘงทัĚงǰ3 ชนิดǰนŠาจะđปŨนผลของความĒตกตŠางของอาหารđลีĚยงđซลลŤǰการศึกษาĔนđชิงลึกđพิęมđติม

đกีęยวกับผลของđซลลŤมะđรĘงตŠอการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซตŤǰĒละĒมēครฝาจǰอาจตšองศึกษาĔน

ระบบđลีĚยงรŠวมǰ(co-culture) หรืออาจทĞาĔนลักษณะการđลีĚยงđซลลŤĒบบสามมิติǰซึęงอาจĔหšผลทีęĒตกตŠางĕปǰĒละ

ĔกลšđคียงกับสภาวะจริงĔนกšอนมะđรĘงมากขึĚน 

 สภาวะทีęนอกđหนือจากมะđรĘงทีęมีการศึกษาวŠาđกีęยวขšองกับการĒสดงออกของยีนǰหรือēปรตีนตŠางǰėǰĔน

đซลลŤภĎมิคčšมกันǰคือสภาวะกระตčšนดšวยĕซēตĕคนŤǰซึęงผĎšวิจัยพบวŠาĕซēตĕคนŤǰM-CSF ĒละǰTGF-β สŠงผลตŠอการลดการ

ĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤǰTHP-1 ēดยǰM-CSF ทĞาĔหšการĒสดงออกของēปรตีน PD-1 ลดลงตามđวลาทีę

ถĎกกระตčšนǰสŠวน TGF-βǰทĞาĔหšēปรตีนǰPD-1 ลดลงอยŠางชัดđจนđมืęอกระตčšนđซลลŤǰTHP-1 ĕปǰ48ǰชัęวēมงǰจากงานวิจัย

กŠอนหนšาǰยังĕมŠมีผĎšศึกษาผลēดยตรงของĕซēตĕคนŤǰ2 ชนิดดังกลŠาวǰตŠอการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēน

ĕซดŤǰĒตŠผลของǰM-CSF ตŠอđซลลŤมอēนĕซตŤของมนčษยŤǰคือการđหนีęยวนĞาĔหšđปŨนĒมēครฝาจǰ(46) จึงอาจđปŨนđหตčผล

หนึęงทีęđกีęยวขšองกับการĒสดงออกของǰPD-1 ทีęลดลงǰĔนสŠวนของǰTGF-βǰĕซēตĕคนŤดังกลŠาวมีผลตŠอการกดการ
ทĞางานของđซลลŤมอēนĕซตŤ ĒละมีรายงานวŠาđกีęยวขšองกับการđพิęมการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤđมĘดđลือด

ขาวชนิดทีǰ(36)ǰซึęงจากบทบาทดังกลŠาวผĎšวิจัยจึงตัĚงขšอสันนิษฐานวŠาǰTGF-βǰนŠาจะทĞาĔหšการĒสดงออกของǰPD-1 

ĔนđซลลŤǰTHP-1 đพิęมขึĚนǰหากĒตŠผลการทดลองđปŨนĕปĔนทางตรงกันขšามǰซึęงตšองศึกษาผลของการĒสดงออกของ

ēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซตŤǰTHP-1 ตŠอĕปǰđพืęอหาผลทีęĒทšจริงของǰTGF-β ตŠอǰPD-1 อีกทัĚงอาจตšองศึกษาการ

ทĞางานของđซลลŤǰTHP-1 ทีęมีการĒสดงออกของǰPD-1 ลดลงจากผลของĕซēตĕคนŤǰđพืęอทราบการทĞางานตŠอĕป 

 การศึกษาการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซตŤǰĒละĒมēครฝาจǰđพืęอหาวิถีสัญญาณทีęควบคčม

การĒสดงออกǰĔนđบืĚองตšนพบการĒสดงออกĔนมอēนĕซดŤǰTHP-1 ĒละพบการĒสดงออกทีęลดลงĔนĒมēครฝาจทีę
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đหนีęยวนĞาดšวยǰPMA จากǰTHP-1 อีกทัĚงยังพบการĒสดงออกของēปรตีนǰPD-1 ทีęลดลงĔนมอēนĕซตŤทีęกระตčšนดšวยĕซ

ēตĕคนŤǰ2 ชนิดǰคือǰM-CSF ĒละǰTGF-βǰการศึกษาดังกลŠาวจĞาđปŨนตšองทĞาđพิęมđติมĔนดšานบทบาทของการĒสดงออก
ของēปรตีนǰPD-1 ĔนđซลลŤมอēนĕซตŤǰĒละĒมēครฝาจǰทัĚงĔนđซลลŤĕลนŤǰĒละĔนđซลลŤมนčษยŤǰซึęงจะทĞาĔหšพบĒนว

ทางการรักษาēรคตŠางǰėǰทีęđซลลŤภĎมิคčšมกันđกีęยวขšองผŠานวิถีสัญญาณǰPD-1 Ĕนอนาคต 
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ภาคผนวก 

1.ǰอาหารđลีĚยงđซลลŤǰ10%ǰFBSǰRPMIǰ(ปริมาตรทัĚงหมดǰ50ǰml) 

RPMI 1640ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ       43.45 ml 

ฟŘตัลǰēบĕวนŤǰซีรัมǰ(Fetal Bovine Serum)ǰǰǰǰǰǰǰǰ    ǰ5ǰ ml 

ǰ ยาปฏิชีวนะǰđจนตามัยซินǰ(Gen)ǰǰǰǰ     0.5 ml 

 Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acidǰ(HEPES)   0.5 ml 

 ēซđดียมǰĕพรĎđวทǰ(Sodium pyruvate)     0.5 ml 

 2-Mercaptoethanol       0.045 ml  

2.ǰอาหารđลีĚยงđซลลŤǰ10%ǰFBSǰDMEMǰ(ปริมาตรทัĚงหมดǰ50ǰml) 

DMEMǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ        43.5 ml 

ฟŘตัลǰēบĕวนŤǰซีรัมǰ(Fetal Bovine Serum)ǰǰǰǰǰǰǰǰ    ǰ5ǰ ml 

ǰ ยาปฏิชีวนะǰđจนตามัยซินǰ(Gen)ǰǰǰǰ     0.5 ml 

 Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acidǰ(HEPES)   0.5 ml 

 ēซđดียมǰĕพรĎđวทǰ(Sodium pyruvate)     0.5 ml 

3.ǰอาหารđลีĚยงđซลลŤǰ10%ǰFBSǰEMEMǰ(ทัĚงหมดǰ50ǰml) 

EMEM ǰǰǰǰǰǰǰǰǰ        44 ml 

ฟŘตัลǰēบĕวนŤǰซีรัมǰ(Fetal Bovine Serum)ǰǰǰǰǰǰǰǰ    ǰ5ǰ ml 

ǰ ยาปฏิชีวนะǰđจนตามัยซินǰ(Gen)ǰǰǰǰ     0.5 ml 

 Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acidǰ(HEPES)   0.5 ml 

4. ฟอสđฟสǰบัฟđฟอรŤǰซาลีนǰ(phosphate buffer saline; PBS) ความđปŨนกรดıดŠางǰ7.4)  

ēซđดียมคลอĕรดŤǰ(NaCl)              8ǰǰǰ gǰ 

ēพĒทสđซียมคลอĕรดŤǰ(KCl)             0.2ǰ gǰ 

ĕดēซđดียมĕฮēดรđจนฟอสđฟสǰ(Na2HPO4)         3.63ǰ g 

ēพĒทสđซียมĕดĕฮēดรđจนฟอสđฟตǰ(KH2PO4)         0.24  g 

นĚĞากลัęนǰ         1 L 

5. Freezing media (ทัĚงหมด 1000ǰµl) 

ฟŘตัลǰēบĕวนŤǰซีรัมǰ(Fetal Bovine Serum)ǰǰǰǰǰǰǰǰ     900  µl  

DMSO          100  µl 
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6. 95% Ethanol (ทัĚงหมด 100 ml) 

Absolute ethanol        95  ml 

นĚĞากลัęน          5  ml 
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