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บทคัดย่อ 

เซลล์เม็ดเลือดขาวเป็นเซลล์ที่มีความสําคัญในการทํางานของระบบภูมิคุ้มกัน  การทําหน้าที่ของเซลล์

ให้สมบูรณ์นัน้ ในธรรมชาติได้สร้างให้เซลล์เหล่านี้มีการแสดงออกของโปรตีนหลายชนิดบนผิวของเซลล์เหล่านี้

เรียกว่าโมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว เพื่อให้เซลล์สามารถใช้ในการส่ือสารระหว่างเซลล์และเอ้ือให้เซลล์

เหล่านี้สามารถจัดการสิ่งแปลกปลอมทีผ่่านเข้ามาในร่างกายได้อย่างเปน็ระบบ บนผิวเซลล์เมด็เลือดขาวมีการ

แสดงออกของโมเลกุลชนิดต่างๆ มากมาย โมเลกุลบางชนิดถูกค้นพบและทราบหน้าทีที่่แน่ชัด แต่มีอีกหลาย

โมเลกุลที่ถกูค้นพบแต่ยงัไม่ทราบคุณสมบตัิและหน้าที่ที่แท้จริง โดยยังคงมีการศึกษากันอยู่อย่างต่อเนื่อง จาก

การใช้เทคนิคไฮบริโดรมาเราสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดีต่อโมลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวได้

หลายโคลน โดยโคลนที่เราสนใจคือ COS3A จากการย้อมโปรตีนบนผิวเซลล์ และวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟไซโต

มิเตอร์ พบว่าโมเลกุลทีจ่ําเพาะต่อแอนติบอดีชนิดนี้มีการแสดงออกบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวทุกชนิดรวมทัง้ 

leukemia cell lines ที่นํามาทดสอบ แต่ไม่แสดงออกบนผิวของเมด็เลือดแดง โดยบนผิวของทีลิมโฟไซต์จะพบ

บนผิวของ naïve ลิมโฟไซต์มากกว่าบน memory เซลล์ และมีการแสดงออกเพิ่มขึ้นเมื่อเซลล์ถูกกระตุ้นจึง

จัดเปน็ activated associated molecule นอกจากนี้โมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A ยังมีผลยบัยั้งการแบ่งตัว

ของลิมโฟไซต์หลังการกระตุ้น peripheral blood cells (PBMCs) ผ่าน CD3/TCR โดยไปมีผลในการลดการหลั่ง

สาร interleukin-2 (IL-2) และ IL-4 ซ่ึงการยบัยั้งจะลดลงไปเมื่อแยกเอาโมโนไซต์และ natural killer cell (NK 

cells) ออกไป โดยแอนติบอดี COS3A ไม่มีผลในการเหนี่วนําให้ U937 และ K562 เกิดการตายแบบ apoptosis 

จากการศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมีพบว่าโมเลกุลชนิดนี้เป็นไกลโคโปรตีนที่มีน้ําหนักอยู่ในช่วง 35-70 kDa 

โดยน้ําหนกัส่วนใหญ่เปน็โมเลกุลของน้ําตาลที่จบัอยู่กบัสายเปปไทด์แบบ N-link เมื่อตัดน้าํตาลนี้ออกจะได้

น้ําหนกัโปรตีนอยู่ทีป่ระมาณ 20 kDa ผลการวิจัยทีไ่ด้จึงเปน็ข้อมลูสําคัญที่บ่งบอกถึงคุณสมบตัิและหน้าที่ของ

โมเลกุลที่จําเพาะต่อ แอนติบอดี COS3A ต่อการตอบสนองของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกนัแบบอย่างไรก็ตามการ

ยืนยันว่าโมเลกุลนี้คืออะไรโดยวิธีการโคลนยีนและการหาลําดับกรดอะมิโนยังต้องทําการพิสูจน์ 

 

คําสําคัญ: เซลล์เม็ดเลือดขาว, โมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว, โมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A, การ

แบ่งตัวของทีเซลล์, การตอบสนองทางภูมิคุ้มกนั, คุณสมบัติทางชีวเคมี  
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Abstract 

Leukocytes are known as the cells which play a major role in the immune system.  To execute 

their functions, nature design there surface to express abundant of proteins that the cells can use for 

cell-cell communication. Some of these molecules have been identified and characterized. Nevertheless, 

many of them still wait for discovering. Using hybridoma technique, several monoclonal antibodies (mAbs) 

to leukocytes surface molecules were generated. One among those mAbs named COS3A was of interest.  

Single and two colors cell surface staining and flow cytometry analysis showed that COSA recognizing 

molecule express on surface of all hematopoietic cell lines tested and all leukocytes surface. However, 

this molecule can not find on surface of red blood cells (RBCs).  On T cell surface, expression of this 

molecule of surface of naïve T cells is higher than on memory T cells. Remarkably, high expression of this 

molecule was induced upon T cell activation. Thus this molecule is an activated associated molecule. 

Functional studies of this mAb on T cells proliferation reveal that the mAb COS3A can suppress CD3-

mediated T cell proliferation while using peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) as target cells. 

Interestingly, this phenomenon was diminished while monocytes and NK cells were depleted. We found 

that reduction of IL-2 and IL-4 secretion may cause suppression of T cell proliferation.    Biochemical 

characterization using Immunoprecipitation technique found a protein with molecular weight of about 70 

kDa was precipitated with mAb CARA.  These preliminary results reveal that the generated mAb CARA 

may recognize a new leukocyte surface molecule and this molecule can be used as marker to identify a 

novel T cell subpopulation. Induction of cell apoptotic was also observed using U937 and K562 as 

models.  The results showed that mAb COS3A had no effect on induction of program cell death via 

apoptosis. Biochemical characterization COS3A recognizing molecule is a glycoprotein with molecular 

weight of about 35-70 kDa. N-glycosylation sugars were found as the highest moiety of this molecule. 

Removing of thiese sugar can reduce the molecular weight of this molecule to 20 kDa.  These results are 

important information that explains the biochemical properties of this molecule and its biological function, 

especially role on cell-mediated immune response. Nonetheless, identification of the molecule using 

molecular cloning and amino acid sequencing are futher needed. 

 

Keywords: leukocytes, leukocyte surface molecules, monoclonal antibody COS3A, T cell proliferation, 

immune response, biochemical properties. 
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หน้าสรุปโครงการวิจัย (Executive Summary) 

ชื่อโครงการ (ภาษาไทย)   การศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมี และหน้าที่ของโปรตีนบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวที่

จําเพาะต่อโมโนโคลนอล   แอนติบอดี COS3A   

   (ภาษาอังกฤษ) Biochemical Characterization and Functional Analysis of Leukocyte Surface 

Molecule Recognizing by Monoclonal Antibody COS3A 

      

ระยะเวลาโครงการ           2 ป ี  (16 มีนาคม 2552- 15 มีนาคม 2554) 

ชื่อหัวหน้าโครงการวิจัยผูร้ับทุน :             อาจารย์ ดร. พนิดา  ขันแก้วหล้า 

ชื่อนักวิจัยที่ปรึกษา :                              ศาสตราจารย์ ดร. วชัระ  กสิณฤกษ์ 

1. ความสําคัญและที่มาของปัญหาที่ทําการวิจัย 

ระบบภูมิคุ้มกนั เป็นระบบที่มีความสําคัญระบบหนึ่งของร่างกายในการป้องกันและกําจัดสิ่ง

แปลกปลอม เซลล์มะเรง็ หรือเช้ือโรคเพื่อไม่ให้ทําอันตรายต่อร่างกาย การทาํงานในระบบภูมิคุ้มกันเกิดจาก

การทํางานร่วมกันของเซลล์หลายชนิด เซลล์ที่ทําหน้าที่หลักในระบบภูมิคุ้มกัน ก็คือเซลล์เมด็เลือดขาว กลไก

ที่เอ้ือให้เซลล์เหล่านี้สามารถจัดการสิ่งแปลกปลอมทีผ่่านเข้ามาในร่างกายได้อย่างเปน็ระบบนัน้ คือการ

ส่ือสารและส่งสัญญาณอย่างมีประสิทธิภาพระหว่างเซลล์ ธรรมชาติจึงได้กําหนดให้บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว

มีการแสดงออกของโมเลกลุชนิดต่างๆ มากมายโดยเรียกโมเลกุลเหล่านี้ว่าโมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว 

เพื่อให้เซลล์ใช้โมเลกุลเหล่านี้เปน็เครื่องมือในการสื่อสารและรบัส่งสัญญาณระหว่างเซลล์ ดังนั้นการที่เรา

ทราบถึงคุณสมบตัิและบทบาทหน้าที่ของโมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ จึงมีความสําคัญอย่าง

มากต่อการอธิบายกลไกควบคุมการทํางานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน โมเลกุลบางชนิดที่ได้ถกูค้นพบและ

ทราบหน้าทีที่แ่น่ชัดแล้ว อีกหลายโมเลกลุถูกค้นพบแล้วแต่ยังไม่ทราบคุณสมบตัิและหน้าที่ที่แท้จริง โดยยงัคง

มีการศึกษากนัอยู่อย่างต่อเนื่อง อย่างไรก็ตามนักวิทยาศาสตร์เช่ือว่ายังมีโมเลกุลบนผิวเซลล์ทีม่ีบทบาทสําคัญ

ต่อการทํางานของเซลล์อีกเปน็จํานวนมากทีย่ังไม่ถกูค้นพบ  การศึกษาวิจัยเพื่อค้นหาโมเลกุลบนผิวเซลล์ชนิด

ใหม่ รวมถึงการศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมีและหน้าที่ของโมเลกุลบนเม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ ทําให้เราเข้าใจ

บทบาทหน้าทีข่องโมเลกุลดังกล่าวต่อการทํางานของระบบภูมิคุ้มกนัได้ดียิง่ข้ึน โดยจะมีผลเช่ือมโยงทําให้เรา

เข้าใจการกระบวนการทํางานต่างๆในระบบภูมิคุ้มกันได้ดียิ่งข้ึน โดยองค์ความรู้ที่ได้น้ันสามารถนํามาประยุคใช้

ในการป้องกันและวินิจฉัยการดําเนินไปของโรคต่างๆ และยังรวมไปถึงการหาวิธีรกัษาโรค ต่อไปในอนาคตได้ 

ดังนั้นผู้วิจัยจาํนวนมากทั่วโลกจึงมีความตั้งใจเปน็อย่างยิ่งทีจ่ะศึกษาบทบาทและหน้าที่ของโมเลกุลชนิดเหล่านี้



  5

อย่างลึกซ้ึงเพ่ือให้เกิดองค์ความรู้และอาจจะเปน็ประโยชน์ในการนํามาใช้งานได้จริงในอนาคตข้างหน้าได้ และ

จากการศึกษาที่ผ่านมา โดยความร่วมมือกับ ศ. ดร. วัชระ กสิณฤกษ์ คณะเทคนิคการแพทย์ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ คณะผู้วิจัยสามารถผลิตโมโนโคลนอลแอนติบอดี (monoclonal antibody; mAb) ต่อ 

leukocyte surface molecule ได้หลายชนิด โดยมีโคลนที่ผู้วิจัยสนใจที่จะทําการศึกษาอย่างละเอียดมีชื่อว่า 

COS3A จากการศึกษาในเบื้องต้นนัน้ พบว่าโมเลกุลที่จําเพาะต่อ mAb COS3A มีการแสดงออกบน 

lymphocte, monocyte และ granulocyte โดยพบว่าการแสดงออกของโมเลกลุนี้มีลักษณะเด่นคือ COS3A 

สามารถพบบนผิวของ  T lymphocytes และในประชากรย่อยของ T lymphocytes (CD4+ และ CD8+ 

lymphocytes) นอกจากนี้ในการศึกษาเบื้องต้นเราพบว่า mAb COS3A สามารถไปลดการกระตุ้นให้เกิดการ

แบ่งตัวของ peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) ผ่าน CD3/TCR ได้ จึงถือได้ว่าโมเลกุลที่จําเพาะต่อ

โมโนโคลนอลแอนติบอดีชนิดนี้เปน็โมเลกลุที่น่าสนใจเปน็อย่างยิง่ที่จะทําการศึกษาต่อในรายละเอียด ผู้วิจัยจึง

ตั้งสมมุติฐานว่าโมเลกุลชนิดนี้อาจจัดเปน็โมเลกุลชนิดใหม่ที่ยังไม่มีการค้นพบ จึงมีความประสงค์ที่จะนําเอา 

mAb COS3A มาใช้ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะบนเซลล์เม็ดเลือดชนิดต่าง รวมไปถึงคุณสมบติั

ทางชีวเคมี หน้าที่ของโมเลกุลชนิดนี้ต่อการทํางานของเซลล์ในระบบภมูิคุ้มกัน ตลอดจนการโคลนยีนของ

โมเลกุลที่จําเพาะต่อ mAb COS3A เพือ่พิสูจน์ว่าเปน็โมเลกุลชนิดใด ซ่ึงข้อมูลหรือองค์ความรูท้ั้งหมดทีไ่ด้นัน้

จะเปน็ประโยชน์อย่างยิ่งทีจ่ะทําให้นกัวิทยาศาสตร์เข้าใจการทํางานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกนัมากยิ่งข้ึน 

นอกจากนี้อาจนําความรู้ทีไ่ด้ไปประยกุต์ใช้ในการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉัยได้ 

 

2. วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. เพื่อศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จาํเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A บน

เซลล์ชนิดต่างๆ 

2. เพื่อศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของโมเลกลุที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A  

3. เพื่อศึกษาหน้าที่ (Functional study) ทางชีวเคมีและ ทางภูมิคุ้มกันวิทยาของโมเลกุลที่

จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A  

4. เพื่อทําการโคลนยีนที่กําหนดการสร้างโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี 

COS3A  

 

3. สรุปผลการวิจัย 

- โมเลกุล COS3A มีการแสดงออกบนเซลล์ hematopoieic cells และ hemaopoietic cell lines และจัดอยู่

ในกลุ่มของ activated molecule คือมีการแสดงออกเพิม่ข้ึนเมื่อเซลล์อยู่ในสภาวะที่ถูกกระตุน้ 
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- บนผิวของ T cell subpopulation โมเลกุล COS3A นี้มีการแสดงออกบน CD4+ T lymphocyte และ 

CD8+ T lymphocyte เฉพาะบางเซลล์เท่านัน้ และพบว่ามีการแสดงออกของโมเลกุลชนิดนี้บนกลุ่ม

ของ CD4+ T lymphocyte น้อยกว่าบน CD8+ T lymphocyte 

- โมเลกุล COS3A มีการแสดงออกบน naïve T cell แต่ไม่ปรากฏหรือมีน้อยมากบน activated หรือ 

memory T cells  

- แอนติบอดี COS3A มีผลในการยบัยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ PBMCs ที่ถกูกระตุ้นด้วย CD3 mAb 

(OKT3) โดยคาดว่า โมเลกลุ COS3A บนผิวเซลล์โมโนไซต์มีความสําคัญต่อการยบัยั้งในระยะยาว 

- แอนติบอดี COS3A ที่เติมลงไปในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย CD3 mAb (OKT3) จะไปมีผลต่อการหล่ังสาร 

cytokine หลังจากเล้ียงไปเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง พบว่ามีการหล่ัง IL-2, IL-4 ลดลงอย่างชัดเจนเมือ่

เทียบกับเซลล์ที่ถูกกระตุ้นแบบไม่เติมแอนติบอดี COS3A ส่วน cytokine ชนิดอื่นที่นํามาทดสอบ ( IL-

6, IL-10, TNF-, และ INF-) ยังไม่เหน็ผลแน่ชัด 

- แอนติบอดี COS3A ไม่มีผลเหนี่ยวนําให้เซลล์มีการตายแบบ apoptosis เมื่อใช้ U937 และ K562 ซ่ึง

เป็นเซลล์ที่มีการแสดงออกของโมเลกุล COS3A สูง เป็นแม่แบบในการศึกษา 

- ลักษณะทางงชีวเคมีของโมเลกุล COS3A เปน็ glycoprotein ที่มีน้าํหนักโมเลกุลอยู่ที่ประมาณ 35-70 

kDa ในสภาวะ non-reduced แต่ไม่สามารถตรวจพบได้ในสภาวะ reduced แสดงว่าพันธะไดซัลไฟด์มี

ผลต่อแอนติบอดีในการเข้าจับโมเลกุล ซ่ึงน้ําหนักที่แตกต่างกันในแต่ละเซลล์น้ันอาจข้ึนอยู่กับปริมาณ

น้ําตาลที่เติมลงไปในแต่ละช่วงของการสร้างโปรตีนของเซลล์แต่ละชนิด โดยน้ําตาลส่วนใหญ่หรือ

ทั้งหมดที่จบักบัโปรตีนเปน็แบบ N-glycosylation  

4. ผลงานที่ได้จากการวิจัย 

- นาํเสนอผลงานต่อทีป่ระชุมระดับชาติในรูปแบบโปสเตอร์ในการประชุม Fifth Annual Symposium 

Protein Society of Thailand “Protein Research: From Basic Approaches to Modern Technologies” 

หัวข้อ Cellular expression and functional analysis of leukocyte surface molecule recognized by 

newly generated monoclonal antibody COS3A ระหว่างวันที ่22-25 มิถนุายน 2553 ณ ห้องประชุม

ใหญ่ สถาบนัวิจัยจุฬาภรณ์ (Abstract ในภาคผนวก) 
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- นําเสนอผลงานต่อทีป่ระชุมระดับชาติในรูปแบบบรรยาย หัวข้อ Cellular expression and functional 

analysis of leukocyte surface molecule recognized by newly generated monoclonal antibody 

COS3A ครั้งที ่10 ระหว่างวันที่ 14-16 ตลุาคม 2553 โรงแรมฮอลิเดย์อินน์ รีเจนท์ บีช ชะอํา จงัหวัด

เพรชบรุี (Abstract ในภาคผนวก) 

- Panida Khunkaewla, Watchara Kasinrerk, Supansa Pata, Kodchakorm Mahasongkram and 

Nathapol Kruakhamlaw. Biochemical characterization and cellular expression of COS3A 

recognition molecule (2011). Tissue Antigens. (Manuscript in preparation) 

5. ประโยชน์ที่ได้รับจากงานวิจัย 

- เพ่ิมความรู้ความเข้าใจในกลไกการแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

COS3A คุณสมบัติทางชีวเคมีของโมเลกุลดังกล่าว โดยพบว่าแอนติบอดีน้ีสามารถทําหน้าที่ยับยั้งการ

แบ่งตัวของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน โดยโมเลกุล COS3A ที่อยู่บนเซลล์โมโนไซต์น่าจะเป็นตัวหลักใน

การควบคุมการยับยั้ง หรือการกระตุ้นการแบ่งตัวของเซลล์ 

- เผยแพร่ผลงานวิจัยในการประชุมระดับชาติรูปแบบโปสเตอร์ในการประชุม Fifth Annual Symposium 

Protein Society of Thailand “Protein Research: From Basic Approaches to Modern Technologies” 

ระหว่างวันที่ 22-25 มิถุนายน 2553 ณ ห้องประชุมใหญ่ สถาบันวิจัยจุฬาภรณ์ (Abstract ใน

ภาคผนวก) 

- เผยแพร่ผลงานวิจัยในการประชุมระดับชาติรูปแบบบรรยายในการประชุมนกัวิจยัรุ่นใหม่พบนกัวิจัย

อาวุโสระหว่างวันที ่14-16 ตุลาคม 2553 โรงแรมฮอลิเดย์อินน ์รีเจนท์ บีช ชะอํา จังหวัดเพรชบุรี 

(Abstract ในภาคผนวก) 

- คาดว่าผลงานการวิจัยนี้จะสามารถตีพิมพ์ในกวารสารนานาชาติที่มีค่า impact factor ได้โดยขณะนี้อยู่

ในช่วงของการเตรียม manuscript และรอผลการพิสูจน์ยืนยันโมเลกุล COS3A ว่าเป็นโมเลกุลอะไร 
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บทนํา 

ระบบภูมิคุ้มกนั เป็นระบบที่มีความสําคัญระบบหนึ่งของร่างกายในการป้องกันและกําจัดสิ่ง

แปลกปลอม เซลล์มะเร็ง หรือเช้ือโรคเพื่อไม่ให้ทําอันตรายต่อร่างกาย  การทาํงานในระบบภูมิคุ้มกันเกิดจาก

การทํางานร่วมกันของเซลล์หลายชนิด เซลล์ที่ทําหน้าที่หลักในระบบภูมิคุ้มกัน ก็คือเซลล์เม็ดเลือดขาว โดย

กลไกที่เอ้ือให้เซลล์เหล่านี้สามารถจัดการสิ่งแปลกปลอมที่ผ่านเข้ามาในร่างกายได้อย่างเป็นระบบนั้น คือ

กระบวนการสื่อสารและส่งสัญญาณอย่างมีประสิทธิภาพระหว่างเซลล์ (1-5) ธรรมชาติจึงกําหนดให้บนผิว

เซลล์เม็ดเลือดขาวมีการแสดงออกของโมเลกุลชนิดต่างๆ มากมาย โดยเรียกโมเลกุลเหล่านี้ว่าโมเลกุลบนผิว

เซลล์เม็ดเลือดขาว (6) กลไกทีเ่กี่ยวข้องกับกระบวนการสื่อสารระหว่างเซลล์โดยโปรตีนบนผิวเซลล์เม็ดเลือด

ขาวสามารถแบ่งออกได้เปน็ 2 กลไกหลักคือ cell-cell interaction และ ligand-receptor interaction  โดยพบว่า

โมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวจํานวนหนึ่งจะทําหน้าที่เป็น Adhesion molecules และโมเลกุลจํานวนหนึง่ทํา

หน้าทีเ่ปน็ receptors สําหรับ cytokine หรือ chemokine การเข้าจบักนัระหว่าง ligand-receptor บนผิวเซลล์

เม็ดเลือดขาว จากนั้นจะก่อให้เกิดการส่งสัญญาณเข้าสู่เซลล์ และส่งผลให้มีการกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ 

differentiation, maturation, proliferation, migration ตลอดจนกระตุ้นการตายของเซลล์แบบ apoptosis และ

สุดท้ายจะก่อให้เกิดการตอบสนองแบบต่างๆ ในระบบภูมิคุ้มกัน  (1-7) ดังนั้นการที่เราทราบถึงคุณสมบัติและ

บทบาทหน้าทีข่องโมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ จึงมีความสําคัญอย่างมากต่อการอธิบายกลไก

ควบคุมการทาํงานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน  

ปัจจบุันมีโมเลกุลบนผิวเซลล์มากกว่า 339 ชนิดได้ถูกค้นพบและจัดให้อยู่ในระบบ ของ Cluster of 

differentiation (CD) จากการประชุม Human Leukocyte Differentiation Antigen (HLDA) ครั้งที ่ 8 ที่เมือง 

Adeliade ประเทศออสเตรียเลีย (8, 9) โดยโมเลกลุบางชนิดที่ถกูค้นพบทราบหน้าที่ที่แน่ชัดแล้ว และมีอีก

หลายโมเลกุลถูกทีถ่ึงแม้จะถูกค้นพบแล้ว แต่ยังไม่ทราบคุณสมบตัิและหน้าที่ที่แท้จริง โดยยงัคงมีการศึกษา

กันอยู่อย่างต่อเนื่อง อย่างไรกต็ามนกัวิทยาศาสตร์เช่ือว่ายังมีโมเลกุลบนผิวเซลล์ที่มีบทบาทสําคัญต่อการ

ทํางานของเซลล์อีกเป็นจํานวนมากที่ยังไม่ถกูค้นพบ การศึกษาวิจัยเพื่อค้นหาโมเลกุลบนผิวเซลล์ชนิดใหม ่

การศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมีและหน้าที่ของโมเลกุลบนเม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ  จะสามารถทําให้เราเข้าใจ

บทบาทหน้าทีข่องโมเลกุลดังกล่าวต่อการทํางานของระบบภูมิคุ้มกนัได้ดียิง่ขึ้น โดยองค์ความรูที้่ได้นั้นอาจ

สามารถนํามาประยุคใช้ในการป้องกนั วินิจฉัยและรกัษาโรค ต่อไปในอนาคตได้ 

ในการศึกษาคุณสมบตั ิหรือหน้าที่ของโมเลกุลใดๆ บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวโดยทั่วไปนัน้ สามารถทํา

ได้โดยการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีจําเพาะ และนําเอาโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่จําเพาะต่อโมเลกุล

ชนิดนั้นๆ มาใช้เปน็เครื่องมือในการศึกษา ซ่ึงโมโนโคลนอล แอนติบอดีดังกล่าว สามารถผลิตข้ึนได้ใน

ห้องปฏิบตัิการโดยวิธี Hybridroma technique ซ่ึงได้ถูกพัฒนามาใช้โดย Kohler และ Milstein ในป ี1975 (2, 3, 



  9

10) โมโนโคลนอล แอนติบอดีที่ผลิตได้นั้นสามารถนาํมาใช้ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลนั้นๆ บนผิวเซลล์

ชนิดต่างๆ (cellular distribution) การศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมีของโมเลกุลทีจ่ําเพาะต่อโมโนโคนอล 

แอนติบอดีชนิดนั้น เช่น การศึกษาหาขนาดของโมเลกลุ (molecular weight) การศึกษาหาปริมาณของน้ําตาลที่

เป็นองค์ประกอบในโมเลกุล (glycosylation) หรือ อาจใช้ตรวจสอบการจับกับโมเลกุลอื่นๆบนผิวเซลล์เดียวกัน 

(protein interaction) เป็นต้น นอกจากนี้เรายังสามารถนําแอนติบอดีที่ได้มาทําการศึกษาหน้าที่ของโมเลกลุที่

จําเพาะ โดยการนําโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่ผลิตได้เข้ามาจับและสังเกตการตอบสนองต่างๆ ของเซลล์ที่

เกิดข้ึน เช่น การเหนี่ยวนําให้เกิดการตายของเซลล์แบบ apoptosis หรือ การกระตุ้นหรือยบัยั้งการแบ่งตัวของ

เซลล์ (cell proliferation) เปน็ต้น และท้ายที่สุดเรายังสามารถนําโมโนโคลนอล แอนติบอดีที่เราผลิตได้นั้นมา

โคลนยีน และหาลําดับของ nucleotide เพื่อที่จะบอกได้ว่าโมเลกลุที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดีชนิด

นั้นๆ คือโมเลกุลใดได้ (11) 

เพื่อศึกษาหาหน้าที่ของโมเลกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาว ในช่วงระยะเวลากว่าสิบปีที่ผ่าน กลุ่มวิจัย

ของ ศ. ดร. วัชระ กสิณฤกษ์ (ซ่ึงตัวผู้วิจยัเองกไ็ด้อยู่ในกลุ่มวิจัยนี้เช่นกัน) ได้ทําการผลิต polyclonal antibodies 

(pAbs) และ monoclonal antibodies (mAbs) ที่จําเพาะต่อโปรตีนบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวข้ึนมาเป็นจํานวนมาก 

และได้นําแอนติบอดีดังกล่าวมาใช้ในการศึกษาคุณสมบตัิและหน้าที่ของโมกุลบนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวทั้งชนิด

ที่ถูกค้นพบแล้วและที่ยังไม่มีการค้นพบ (11-30) โดยขอยกตัวอย่างหนึง่ตัวอย่างจากผลการศึกษาดังกล่าวคือ 

เมื่อเร็วๆ น้ี คณะผู้วิจัยได้ผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีต่อโปรตีนบนผิวเซลล์เมด็เลือดขาวข้ึนมาชนิดหนึ่ง ตั้ง

ช่ือว่า  mAb P-3E10 จากการศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จาํเพาะต่อ mAb P-3E10 (P-3E10 molecule) 

พบว่าโมเลกุลชนิดนี้พบได้ทัว่ไปทั้งบนผิวของ hematopoietic และ non-hematopoietic cell lines  ในส่วนของ 

peripheral blood cells สามารถพบ P-3E10 antigen ได้บนผิวเซลล์ lymphocytes, monocytes และ 

granulocytes แต่ไม่พบบนผิวของเซลล์เม็ดเลือดแดง (11, 29) จากการโคลนยีนโดยวิธี retroviral cloning 

system ทําให้ทราบว่า โมเลกุล P-3E10 คือ Na,K-ATPase 3 subunit จากทาํการศึกษาหน้าที่ของโมเลกุล

ชนิดนี้ พบว่า mAb P-3E10 สามารถไปยบัยั้งการกระตุ้นเม็ดเลือดขาวชนิด T และ B lymphocytes ได้โดย mAb 

P-3E10 จะยบัยั้งการหล่ังสาร cytokines ที่ช่ือ IFN-, IL-2, IL-4 และ IL-10 หลังจากทําการกระตุน้ T 

lymphocytes โดยแอนติบอดีต่อ CD3 ช่ือ mAb OKT3 (11)  เมื่อนํา mAb P-3E10 มาศึกษาคุณสมบตัิทาง

ชีวเคมีของโมเลกุล P-3E10 พบว่าโมเลกุลนี้มีน้ําหนกัโมเลกุลประมาณ 50-55 kDa ประกอบด้วยพันธะ 

disulfide ภายในโมเลกุล และจากการทาํ co-immunoprecipitation พบว่ามีโปรตีนขนาดประมาณ 115 kDa co-

precipitated ร่วมกบัโมเลกลุ P-3E10 โดยเราตั้งสมมตุิฐานว่าโมเลกุลดังกล่าวคือ  subunit ของ Na,K-
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ATPase  (29) ศ. ดร. วัชระ กสิณฤกษ์ ได้ส่ง mAb P-3E10 ไปยงัคณะกรรมการการประชุม Human 

Leukocyte Differentiation Antigen (HLDA) Workshop ครั้ง 8 จัดข้ึนที่เมือง Adelaide ประเทศ Australia ใน

เดือนธนัวาคมป ีค.ศ. 2004 โดยผลจากการประชุมครั้งนี้ ทําให้ mAb P-3E10 และโมเลกุลที่จําเพาะถกูตั้งช่ือ

เป็น CD molecule ชนิดใหม่ชื่อ CD298 (8, 9) ซ่ึงถือได้ว่าเป็น CD โมเลกุลแรกทีถู่กค้นพบโดยกลุ่มนกัวิจัยไทย  

ในข้อเสนอโครงการฉบับน้ี ผู้วิจัยมีวัตถปุระสงค์ทีจ่ะศึกษาหาโมเลกลุบนผิวเซลล์ชนิดใหม่ โดยใช้ mAb 

อีกชนิดหนึ่งช่ือ COS3A ทีผ่ลิตข้ึนมาในห้องปฏิบตัิการของ ศ. ดร. วัชระ กสิณฤกษ์ เปน็เครื่องมือในการศึกษา 

จากการศึกษาเบื้องต้นโดยการย้อมผิวเซลล์แบบ indirect immunofluorescent สามารถพบโมเลกุลที่จําเพาะ

ต่อ mAb COS3A ได้บนผิวของเซลล์ lymphocyte, monocyte และ granulocyte อย่างไรก็ตามการแสดงออก

ของโมเลกุลนี้มีลักษณะเด่นคือ ใน  T lymphocytes นั้นสามารถตรวจพบโมเลกุลที่จําเพาะต่อ mAb COS3A ได้

ทั้งบน CD4+ และ CD8+ T cells โดยพบได้มากในกลุ่มของ CD8+ T cells นอกจากนี้ในการศึกษาเบื้องต้น พบว่า 

mAb COS3A สามารถไปลดการกระตุ้นให้เกิดการแบ่งตัวของ T lymphocytes ผ่าน CD3/TCR ได้ จึงถือได้ว่า

โมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดีชนิดนี้เป็นโมเลกลุที่น่าสนใจเปน็อย่างยิง่ที่จะทําการศึกษาใน

ลําดับต่อไป และโดยการใช้ mAb COS3A ทําให้สามารถแยกประชากรย่อยชนิดใหม่ของ T lymphocytes ที่

ไม่ใช่ CD4+ และ CD8+ population ได้ กลุ่มเซลล์แบบใหม่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน ผู้วิจัยจึงตั้งสมมตุิฐานว่า

โมเลกุลชนิดนี้อาจจัดเป็นโมเลกุลชนิดใหม่ทีย่ังไม่มีการค้นพบ ผู้วิจัยจึงมีความประสงค์ทีจ่ะนําเอา mAb 

COS3A มาใช้ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลทีจ่ําเพาะบนเซลล์เมด็เลือดชนิดต่าง รวมไปถึงคุณสมบัติทาง

ชีวเคมี หน้าทีข่องโมเลกุลชนิดนี้ต่อการทาํงานของเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน ตลอดจนการโคลนยีนทีก่ําหนดการ

สร้างโมเลกุลที่จําเพาะต่อ mAb COS3A เพื่อพิสูจน์ว่าเป็นโมเลกุลชนิดใด ซ่ึงข้อมลูหรือองค์ความรูท้ั้งหมดทีไ่ด้

นั้นจะเปน็ประโยชน์อย่างยิง่ ที่จะทําให้เราเข้าใจการทํางานของเซลล์ในระบบภมูิคุ้มกนัมากยิง่ข้ึน นอกจากนี้

อาจนําความรู้ทีไ่ด้ไปประยุกต์ใช้ในการพัฒนาชุดตรวจวินิจฉยั และถ้าหาก mAb COSA3 สามารถไปมีผลใน

การกดการกระตุ้นเซลล์ได้จริงดังเช่นในการศึกษาในเบื้องต้น องค์ความรู้ที่ได้นี้อาจสามารถนํามาพัฒนายาที่

ใช้กดการตอบสนองภูมิคุ้มกันในผู้ป่วยทีเ่ป็นโรคเกี่ยวกบั autoimmune diseases ต่างๆ ได้ 
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วัตถุประสงค์ของโครงการ 

1. เพื่อศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จาํเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A บน

เซลล์ชนิดต่างๆ 

2. เพื่อศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของโมเลกลุที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A  

3. เพื่อศึกษาหน้าที่ (Functional study) ทางชีวเคมีและ ทางภูมิคุ้มกันวิทยาของโมเลกุลที่

จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A  

4. เพื่อทําการโคลนยีนที่กําหนดการสร้างโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี 

COS3A  

 

วิธีการวิจัย 

1. การผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีให้ได้ปริมาณมาก 

ทําการผลิตโมโนโคลนอล แอนติบอดีให้ได้ปริมาณมาก โดยการผลิต ascitic fluid ซ่ึงเป็นของเหลว

ที่อยู่ในช่องท้องของหนูและมีแอนติบอดีจํานวนมาก ทําได้โดยการฉีดเซลล์ hybridoma ที่ผลิตแอนติบอดี 

COS3A จํานวน 1-2x106 เซลล์ เข้าสู่ช่องท้องของหนู Balb/C หลังจากการฉีดกระตุ้นหนูด้วยสาร pristine  

(Tetramethyl-pentadecane) ปริมาตร 0.5 ml เป็นเวลา 7 วัน จากนั้นประมาณ 7-12 วันหลังการฉีด

เซลล์ จะทําการเจาะเกบ็ ascitic fluid จากหนทีู่ได้รับการกระตุ้น และทําการทดสอบ activity ของ

แอนติบอดีที่อยู่ใน acitic fluid ด้วยการย้อมแบบ indirect immunofluorescence และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง

โฟลไซโตมิเตอร์ ก่อนที่จะนําไปเตรียมเป็นแอนติบอดีที่บริสุทธิ์ต่อไป 

 

2. การเตรียมแอนติบอดีให้บริสุทธิ์จาก Ascetic fluid โดยวิธี affinity chromatography 

 นํา ascitic fluid ที่ผลิตได้มาทําให้บริสุทธิโ์ดยวิธี affinity chromatography โดยนํา ascitic fluid ทีมี่ 

โมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A มาเจือจางด้วยสารละลาย phosphate buffer และปัน่ท่ีความเร็ว 

14,000 rpm 4oC เปน็เวลา 5 นาทีเพื่อตกตะกอนเศษเซลล์ออกไป ดูดเฉพาะส่วนใสมาใช้ จากนั้นผ่าน 

ascitic fluid ที่เจือจางทีไ่ด้ผ่านลงไปใน Protein A sepharose column เนื่องจากโมโนโคลนอลแอนติบอดี 

COS3A ที่ต้องการทําให้บริสุทธิ์เป็นชนิด IgG และจะถูกยึดจบักบัเม็ด sepharose โดย Protein G ส่วน

แอนติบอดีทีไ่ม่ถูกจับกับเมด็ sepharose ใน column จะถูกล้างออกโดย phosphate buffer ก่อนเติม 

eluting buffer (0.1M citric acid buffer pH 3.0) เพื่อแยกแอนติบอดีที่ถูกจับออกจาก column ทาํการปรบั 

pH ของสารทีแ่ยกได้ให้เปน็ 7.2 โดยการเติม neutralizing buffer (2M Tris-HCl pH 8.0) นําแอนติบอดีที่ได้
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จากการทําให้บริสุทธิไ์ป dialyze ด้วย PBS และวัดความเข้มข้นของแอนติบอดีที่ได้โดยการวัดค่าการ

ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลืน่ 280 nm ก่อนเก็บไว้ที่ -20oC เพื่อใช้ในการศึกษาต่อไป 

 

3. การตรวจดูความบริสุทธิข์องแอนติบอดีที่แยกได้โดยวิธี SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) 

แอนติบอดีบริสุทธิ์ทีไ่ด้จากข้อ 8.2 จะนํามาตรวจสอบความบริสุทธิ์ของแอนติบอดีที่แยกได้โดยวิธี 

SDS-PAGE ทําได้โดยนําแอนติบอดีที่แยกได้มาผสมกบั non-reducing buffer หรือ reducing buffer และ

ต้มที ่100oC เป็นเวลา 5 นาที ทําการวิเคราะห์โดย SDS-PAGE ที่มี 12.5% resolving gel  จากนั้นทําการ

ย้อมแผ่นเจลที่แยกแอนติบอดีที่สนใจด้วยสี coomassie brilliant blue ล้างสีส่วนเกินออกโดย destaining 

solution จนพื้นเจลส่วนทีไ่ม่มีแถบโปรตีนใสสะอาด โดยขนาดของแถบโปรตีนทีแ่ยกได้จะเปรียบเทียบกับ

แถบของโปรตีนมาตรฐานที่ทําควบคู่กนัในแผ่นเจลเดียวกัน 

 

4. ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A  บนผิวเซลล์

ชนิดต่างๆ 

เซลล์ชนิดต่างจะทําการเลี้ยงใน RPMI-1640 ที่มี 10% fetal calf serum (FCS) และสาร antibiotics ใน 

5% CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37oC. 

 ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะต่อ mAb COS3A บนผิวของ cell lines ชนิด

ต่างๆ โดยวิธี indirect immunofluorescence staining และวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซ

โตมิเตอร ์ 

นําเซลล์มา pre-incubated กับ 10% human AB serum ที ่ 4oC เป็นเวลา 30 นาที 

ก่อนทําการย้อมเพ่ือป้องกันการจับกันแบบไม่จําเพาะ ระหว่างโมโนโคลนอล แอนติบอดี กบั 

Fc receptor บนผิวเซลล์ จากนัน้นําเซลล์ดังกล่าวปริมาตร 50 l (1x107cell/ml) มาย้อมด้วย 

แอนติบอดี COS3A หรือ control mAbs ที่ 4oC เปน็เวลา 30 นาที จากนั้นล้างเซลล์ 2 ครั้งด้วย 

1%BSA-PBS-NaN3 ก่อนการเติม FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-mouse 

immunoglobulins antibodies ทําปฏิกิริยาที ่ 4oC เปน็เวลา 30 นาที  ล้างเซลล์ด้วย 1%BSA-

PBS-NaN3ก่อนนําไปวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ 

 ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A บนผิว

ของ peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) 
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  ทําการแยก PBMCs จาก heparinized whole blood จาก healthy donor โดยวิธ ี

Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation ส่วน neutrophils จะทําการแยกโดยวิธีการ

ตกตะกอนด้วย 6% Dextran จากนัน้ PBMCs และ neutrophils ที่แยกได้จะถกูนํามาย้อมด้วย

แอนติบอดี COS3A หรือ control mAbs กรณีทีม่ีการแยกชนิดเซลล์เป็น B lymphocyte T 

lymphocyte และ NK cell จะใช้วิธีการแยกกลุ่มเซลล์โดยการย้อมเซลล์แบบ direct 

immunofluorescent staining ร่วมกบัโดยวิธี indirect immunofluorescence staining และ

วิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์  

 ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A บนผิว

ของ red blood cells (RBCs)  

นําเม็ดเลือดแดงที่ความเข้มข้น 0.3% ในสารละลาย 1%BSA-PBS-0.02% NaN3 

ปริมาตร 50 l นํามาย้อมด้วยแอนติบอดี COS3A หรือ control mAbs โดยวิธ ี indirect 

immunofluorescence staining และวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ 

 

 ศึกษาการแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A บนผิว

ของ ลิมโฟซยัต์ที่ถูกกระตุ้น (activated lymphocytes) 

 ในการตรวจหาการแสดงออกของโมเลกลุที่จําเพาะต่อโมโนโคลอนอล แอติบอดี 

COS3A บนผิวของเม็ดเลือดขาวที่ถูกกระตุ้นนั้น จะทาํการกระตุ้นเซลล์ 2 วิธี โดยวิธีแรกเปน็

การกระตุ้น PBMCs ด้วยสาร mitogens คือ phytohemagglutinin (PHA) ส่วนวิธีที่สองจะใช้

แอนติบอดีต่อ CD3 กระตุ้น PBMCs ผ่าน TCR/CD3 complex แต่ละวิธีกระตุ้นด้วยเวลา 1 และ 

2 วัน จากนั้นเกบ็เซลล์ทีถ่กูกระตุ้นแล้วไปทําการย้อมด้วย แอนติบอดี COS3A หรือ control 

mAbs โดยวิธ ีindirect immunofluorescence และวิเคราะห์ด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ 

5. การศึกษาหน้าที่ของโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A 

 การศึกษาผลของการกระตุ้นโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A ต่อ

การตายของเซลล์แบบ apoptosis 

นํา cell lines ชนิดต่างๆ ทีม่ีการแสดงออกของโมเลกลุ COS3A หรือ peripheral blood 

cells มาเล้ียงด้วยจํานวน 5x105 เซลล์ต่อหลุม เติมแอนติบดีทีต่้องการศึกษา หรือ control 

mAb ทําการเล้ียงเซลล์ใน 10%FCS-RPMI ที่ 37oC, 5%CO2 incubator ที่เวลาต่างๆ เกบ็เซลล์
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มาย้อมกบั Annexin V-FITC ความเข้มข้น1 g/mL ปริมาตร 5 L โดยย้อมทีอุ่ณหภูมิห้อง 

นาน 15 นาที ในทีม่ืด ครบเวลาปั่นล้างและเติม 10 g/mL ของ propidium iodide (PI) ใน 

binding buffer วิเคราะห์การตายแบบ apoptosis โดยใช้เครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ 

 การศึกษาผลของโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A ต่อการแบ่งตัวของเซลล์ (Cell 

proliferation) 

- การ purify T cells และ B cells โดยวิธี magnetic cell sorting แบบ negative selection 

นํา PBMCs ทีแ่ยกได้โดยวิธี Ficoll-Hypague density gradient มาปั่นล้าง 3 ครั้งด้วย

สารละลาย PBS จากนั้น resuspend เซลล์ใน 10% FCS-RPMI-1640 ให้ได้ความเข้มข้น

สุดท้ายเปน็ 2x106 cell/ml และ ถ่ายเซลล์ลงใน tissue culture dish และเล้ียงเซลล์ใน CO2 

incubator เปน็เวลา 1ช่ัวโมง เพื่อให้เซลล์ monocytes เกาะ dish เมือ่ครบเวลาดูดเอาส่วนที่เปน็ 

lymphocytes ที่ไม่เกาะบน dish ไปปัน่ล้างด้วยสารละลาย PBS นําเซลล์ที่ได้ (1x107 cell/ml) 

ไปทําการ block  ส่วนของ Fc receptor บนผิวเซลล์ด้วย 10% human AB serum ก่อนเติมโน

โคลนอลแอนติบอดีปลอดเชื้อที่จําเพาะต่อโมเลกุล CD19 ซ่ึงเปน็ B cell marker และ CD16A 

,CD56 ใช้เปน็ตัวดึง NK cell โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายของแอนติบอดีทั้งสองเป็น 10 g/ml 

ปล่อยให้ทําปฏิกิริยาที ่4oC เมื่อครบเวลา 30 นาที ทาํการปัน่ล้างเซลล์ด้วย sterile 1% BSA-

PBS 2 ครั้ง ก่อน resuspend cells ด้วย sterile 1%BSA-PBS โดยให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ

เซลล์เป็น 1x107 cell/ml จากนั้นเติม Dynalbeads- conjugated-Goat-anti-mouse-IgG ให้ได้

อัตราส่วนระหว่างจํานวน beads ต่อเซลล์ เปน็ 1:4 จากนัน้นําไปหมุนที่อุณหภมิู 4oC เป็นเวลา 

30 นาที เมื่อครบเวลานําหลอดบรรจุเซลล์ไปวางไว้ติดกับ magnetic strand เป็นเวลา  2 นาที 

B cell และ NK cell จะถูกดึงไปติดอยู่ข้างหลอดด้านที่ติดกบัแม่เหล็ก ส่วนเซลล์ที่ T cells จะ

ยังคง ลอยอยู่ในส่วนของสารละลาย ดูดเอา T cell ที่ลอยอยู่ไปใส่หลอดใหม ่ ทําการปัน่ล้าง

ด้วยสารละลาย PBS ก่อนที่จะนําไปใช้ในการทดลองต่อไป ในกรณีที่เราต้องการ B cell 

รวมอยู่ด้วย เราจะใช้แอนติบอดีต่อ NK cell เท่านั้นเพื่อไปดึง NK cell ออกไปจากระบบ 

ตรวจสอบความบริสุทธิ์ของเซลล์ที่แยกได้ โดยการย้อมเซลล์แบบ direct immunofluorescent 

staining โดยใช้ PE-conjugated-CD19 mAb เพื่อตรวจวัดหาปริมาณของ B cell หรือ PE-

conjugated-CD56 mAb เพ่ือตรวจวัดหาปริมาณของ  NK cell หรือ   FITC-conjugated-OKT3 

เพื่อหาปริมาณ T cell โดยจะทําการย้อมเปรียบเทียบระหว่างก่อนและหลังการ sort cell โดย

ทําการวิเคราะห์ข้อมูลด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ 
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- การติดสีเซลล์ ด้วย Carboxyfluorescein Succimidyl Ester (CFSE)  

นํา PBMCs, T cell หรือ T/B cell ที่แยกได้โดยวิธี Ficoll-Hypague density gradient 

และ magnetic cell sorting มาปัน่ล้างด้วย PBS ก่อนปรับความเข้มข้นให้เปน็ 1x107 cell/ml 

ด้วย PBS จากนั้นนําเซลล์ 1 ml ที่เตรียมไว้มาเติมด้วยสาร CFSE ที่ถกูเจือจางให้มีความ

เข้มข้น เปน็ 100 M ใน PBS ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.5 M และ ผสมเซลล์เบาๆ 

โดยใช้ autopipette จากนั้นนํา หลอดที่มีเซลล์อยู่มาหุ้มกระดาษฟลอยด์ และนําไป บ่มที่

อุณหภูมิ 37oC ใน water bath เปน็เวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาการย้อมด้วยการเติม 

10%FCS-RPMI-1640 ที่เย็น และปัน่ล้าง 2 ครั้งด้วย RPMI ที่ไม่มี FCS ที่ความเร็ว 1,500 rpm 

เป็นเวลา 5 นาที ที่ 4oC  จากนั้นปรบัความเข้มข้นของเซลล์ให้เป็น 5x106 cell/ml ใน 

10%FCS-RPMI-1640  เล้ียงเซลล์ข้ามคืนใน CO2 incubator ก่อนนําไปใช้ในการทดลองต่อไป 

- ผลของโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A ต่อการแบ่งตัวของเซลล์ แบบ CD3-mediated T 

cell activation โดยวิธีการติดตามด้วย CFSE labeling 

เติม CD3 mAb OKT3 ที่ความเข้มข้น 60 ng/ml ปริมาตร 100 l/well ที่อุณหภูมิ 

37oC เปน็เวลา 3  ช่ัวโมง เพื่อให้แอนติบอดีติด plate แล้วล้าง plate 2 ครั้งด้วย sterile PBS 

ก่อน block plate ด้วย 1% BSA-PBS  ล้าง plate อีกครั้งด้วย PBS จากนั้นเติมเซลล์ที่ถูกย้อม

สีเขียวด้วย CFSE ลงไป 1x105 cell/well  กรณีทีม่ีการศึกษาผลของแอนติบอดีที่เราสนใจต่อ

การเพ่ิมจํานวนเซลล์หลังถกูกระตุ้นด้วย OKT3 จะมีการเติมแอนติบอดีตัวนั้นๆ ลงไปให้ได้

ความเข้มข้นสุดท้าย 10 g/ml หรือ 20 g/m ส่วนเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้นจะเติมเฉพาะเซลล์ลง

ใน หลุมทีไ่ม่ได้ coat OKT3 ไว้ โดยในแต่ละ condition นั้นจะทําด้วยกันทั้งหมด 3 หลุม ในกรณี

ที่ทําการศึกษาโดยใช้ T cell ที่มีความบริสุทธิ์สูง หรือ T cell ร่วมกบั B cell (T/B) จะมีการเติม 

CD28 mAb ที่ความเข้มข้น 0.5 g/ml ลงไปกระตุ้นเซลล์ร่วมกบั OKT3 ด้วย จากนั้นทําการ

เล้ียงเซลล์ไว้ใน 5% CO2 incubator เมื่อครบเวลา 3 วัน 5 วัน หรือ 7 วัน จะทาํการเก็บเซลล์

ลงใน FACS tube โดยรวมเซลล์จาก 3 หลุมมาใส่ tube เดียวกันในแต่ละ condition นําเซลล์ที่

ได้ไปวัดค่า  Fluorescence intensity โดยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ในช่วงการเรืองแสงเดียวกันกบั 

FITC เมื่อเซลล์มีการแบ่งตวั ค่าของ fluorescence intensity จะลดลง 

 ผลของโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A ต่อการหล่ังสาร cytokines 
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ทําการกระตุน้ PBMCs (1 x 105 cells) ด้วย CD3 mAb ช่ือ OKT3 เทียบกับเซลล์ที่ไม่

กระตุ้นด้วย OKT3 โดยมีการเติม mAb COS3A หรือ control mAbs ใน 96-well plate จากนัน้

ทําการเลี้ยงเซลล์เป็นเวลา 24 หรือ 48 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิ 37oC ใน CO2 incubator ครบเวลาทํา

การเก็บ culture supernatants และ centrifuge ที่ความเร็ว 550g เป็นเวลา 5 นาที นํา 

supernatant ที่เตรียมได้มาตรวจวัดหาปริมาณของ IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, TNF- และ 

IFN- ด้วยวิธี flow cytometry โดย CBA kit assay (Becton Dickinson) ตามวิธีการของชุด Kit  

  

6. การศึกษาคุณสมบัติทางชีวเคมีของโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล  แอนติบอดี COS3A 

 Western blot  

นําเซลล์ที่ใช้ในการศึกษา (PBMCs, lymphocytes หรือ cell lines) มาทําการแตกเซลล์

ด้วย  lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 8.2, 100 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.02% NaN3) ที่มี 

1% Triton x-100 เป็น detergent และมีส่วนผสมของ protease inhibitors (phenylmethyl-

sulphonylfluoride (PMSF), iodoacetamide, aprotinin) โดยทําที่ 4oC เป็นเวลา 30 นาที ทําการ

แยกเก็บ cell lysates โดยวิธี centrifugation จากนั้นนํา cell lysate ทีเ่ตรียมได้มาเติมด้วย non-

reducing buffer หรือ reducing buffer และนําไปต้มเป็นเวลา 5 นาท ีก่อนแยกโดยวิธี SDS-

PAGE จากนั้นถ่ายโปรตีนที่แยกได้ลงบนแผ่น nitrocellulose membrane โดยวิธี semi-dry 

electroblotting ทําการ block nitrocellulose membrane ด้วย 5% skimmed milk ใน PBS นํา 

membrane ทีผ่่านการ block แล้วมาย้อมด้วย mAb COS3A หรือ control mAbs จากนั้นล้าง

แอนติบอดีที่จบัแบบไม่จําเพาะออกด้วยสารละลาย 0.1% Tween 20 ใน PBS ก่อนทีจ่ะย้อม

ด้วยแอนติบอดีลําดับที่สอง คือ Horse Radish Peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse 

immunoglobulin antibody ล้าง membrane  ก่อนทําการวิเคราะห์หาปฏิกิริยาการจับกันของ

แอนติบอดีและโปรตีนที่สนใจบนแผ่น membrane โดยวิธี chemiluminescence detection 

system เปรียบเทียบแถบของปฏิกิริยาบนฟิล์มกบั standard molecular weight marker ที่ทํา

ควบคู่ไปด้วย การศึกษานี้จะทําให้ทราบว่าโมเลกุลทีจ่ําเพาะกับโมโนโคลนอล แอนติบอดี 

COS3A มีน้ําหนักโมเลกุลเท่าไร 

 Immunoprecipitation    

   ติดฉลากโปรตีนบนผิวเซลล์ PBMCs หรือ cell lines ที่นํามาศึกษาด้วยสาร Biotin  

Sulfo-NHS-LC-Biotin ที่ความเข้มข้น 5mM เป็นเวลา 1 hr ที่ 4°C จากนั้นหยุดปฏิกิริยาการติด
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ฉลากด้วยสารละลาย 1mM Gycine ใน PBS และล้าง 2 ครั้งด้วย PBS ที่เย็น จากนั้นทําการ

แตกเซลล์ที่ติดฉลากแล้ว ด้วย lysis buffer ปริมาตร 1ml ที่มีส่วนผสมของ Tris buffered saline 

ที่ประกอบด้วย 1% Triton X-100 และ protease inhibitors (iodoacetamide, PMSF, pepstatin 

A, aprotinin) โดยการแช่ในน้ําแข็ง และเก็บ cell lysate มาศึกษาต่อโดยการปัน่เหวีย่งที่

ความเร็วสูง นํา cell lysate ที่เตรียมได้มาผสมด้วย protein G sepharose beads ที่ติดด้วย 

mAb COS3A หรือ control mAb และบ่มและหมนุด้วย rotatorไว้เปน็เวลาข้ามคืนที ่4°C ดูดเอา

ส่วนของ cell lysate ออกก่อนล้างเม็ด beads 10 ครั้งด้วย lysis buffer แยกโปรตีนที่จบักบั

แอนติบอดีบน protein G Sepharose beads โดยการเติม 1x reducing sample buffer (62.5 

mM Tris-HCl pH 6.8, 5% beta-mercaptoethanol, 2% Sodium dodecyl sulfate, 10% 

Glycerol and 0.01% Bromophenolblue) และต้มเปน็เวลา 5 นาที โปรตีนที่แยกออกมาได้จะ

ถูกนําไปวิเคราะห์ต่อโดย วิธี SDS-PAGE ก่อนที่จะถูกถ่ายลงบนแผ่น nitrocellulose 

membrane ทําการแช่แผ่น nitrocellulose membrane ที่มีโปรตีนที่สนใจใน blocking buffer 

(PBS containing 5% BSA) ก่อนย้อมแผ่น membrane ด้วย HRP-conjugated streptavidin เปน็

เวลา 1 ช่ัวโมงที่อุณหภูมิห้อง ล้างแอนติบอดีที่เกินมาด้วย PBS จากนั้นวิเคราะห์ดูแถบโปรตีน

ที่สนใจโดยการตรวจวัดด้วย chemiluminescence detection system เปรียบเทียบแถบของ

ปฏิกิริยาบนฟล์ิมกับ standard molecular weight marker ที่ทําควบคู่ไปด้วย การศึกษานี้จะทํา

ให้ทราบว่าโมเลกุล ที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอล แอนติบอดี COS3A มีขนาดน้ําหนกัโมเลกลุ

เท่าไร และมีโมเลกุลชนิดใดบ้างทีจ่ับอยูก่ับโมเลกุลน้ีซึ่งจะถูก co-precipitate ออกมาด้วย 

 

 N-glycosidase treatment 

นํา cell lysates ของ U937 cell line มาทํา immunoprecipitation วิธีการเช่นเดียวกับทีก่ล่าวมา

ในการทํา immunoprecipitation แต่ในข้ันตอนสุดท้าย ทําการแยกเอาโปรตีนออกจากเม็ด 

beads โดยการเติม สารละลาย 1% SDS ใน phosphate buffer pH 7.0 ปริมาตร 20 l ก่อน

นําไปต้มทีเ่ปน็เวลา 5 นาท ีจากนั้นเติม 1% Triton x-100 in phosphate buffer pH 7.0 เป็น

ปริมาตร 60 l ก่อนเติมเอนไซม์ N-glycosidase F 4U จากนั้นบ่มหลอดทดลองที่ 37oC เปน็

เวลา 18 เพื่อให้เอนไซม์ทํางาน นําตัวอย่างที่ได้ไปแยกโปรตีนโดยวิธ ี SDS-PAGE และติดตาม

การเปล่ียนแปลงของโปรตีนหลังการเติมเอนไซม์โดยวิธี immunoblot 
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ผลการวิจัย 

1. การเตรียมโมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A ให้ได้ปริมาณมาก 

 ผู้วิจัยได้ทําการผลิตแอนติบอดี COS3A ให้ได้ปริมาณมากโดยการฉีด COS3A hybridoma cell 

เข้าช่องท้องของหนู Balb/C จากนั้นนํา ascetic fluid ที่เกิดข้ึนภายในช่องท้องของหนูมาทําให้บริสุทธิ์โดยวิธี 

Protein G sepharose beads affinity chromatography ซ่ึงสามารถเตรียมแอนติบอดี COS3A ที่บริสุทธิ์ได้

ทั้งหมดประมาณ 5 มิลลิกรัม แอนติบอดีทีเ่ตรียมได้ถูกนําไปใช้ในการศึกษาหน้าทีแ่ละคุณสมบตัิของ

โมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A ต่อไป 

2. การแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะตอ่ mAb COS3A (ต่อไปจะเรียกว่าโมเลกุล COS3A) 

 จากการทดลองโดยการย้อมโมเลกุลบนผิวเซลล์ด้วยแอนติบอดี  COS3A ทีเ่ตรียมได้ ด้วยวิธี 

indirect immunoflurescent staining  ผู้วิจัยนํา human cell lines 11 ชนิด คือ Jurkat, Sup-T, Molt4  

จัดเปน็ human T cell line  ส่วน U937, THP-1, KG1a, NB-4 เปน็ monocytic cell line และ Daudi, Raji, 

Ramos เปน็  B cell line ตามลําดับ และ K562 เป็น erythroid cell line มาศึกษา พบว่ามีการแสดงออก

ของโมเลกุล COS3A  บนผิวเซลล์ของเซลล์ทุกชนิดที่นํามาทดสอบ  ดังแสดงในรปูที ่1 โดย weak positive 

กับ SupT1  

นอกจากนี้ผู้วิจัยได้ทําการศึกษาดูการแสดงออกของโมเลกุลชนิดนี้บนกลุ่มของ peripheral blood 

cells ได้แก่ granulocytes, monocytes, lymphocytes และ red blood cells จากผลการทดลองพบว่า มีการ

แสดงออกของโมเลกุล COS3A บนผิวของเม็ดเลือดขาวทุกชนิดแต่ไม่พบบนเม็ดเลือดแดงดังแสดงในรูปที่ 

2  และเนี่องจากในกลุ่มของ lymphocytes นั้นประกอบไปด้วย กลุ่มเซลล์ 3 ชนิด คือ natural killer cells 

(NK cell), B cells  และ  T cells  ผู้วิจัยจึงตั้งโจทย์วิจัยใหม่ว่าโมเลกุล COS3A มีการแสดงออกบนเซลล์

ชนิดใดในกลุ่มของ lymphocytes จึงได้ทําการทดลองโดยการย้อมเซลล์แบบสองสี โดยในการดูกลุ่มของ B 

เซลล์ และ  NK  โดยในข้ันตอนแรก ทําการย้อมเซลล์เซลล์ PBMCs ด้วยแอนติบอดี COS3A และติดตาม

ด้วย FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-mouse immunoglobulin antibodies  จากนั้นย้อมเซลล์ดังกล่าว

ด้วย Phycoerythrin (PE)-conjugated CD19 mAb  หรือ PE-conjugated CD56 mAb สําหรับแยก  B เซลล์ 

หรือ NK เซลล์ ตามลําดับ จากผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 3 พบว่าโมเลกุล COS3A  อยู่บนผิวของ B  

และ NK  เซลล์ ส่วนแสดงออกของโมเลกุลนี้บนผิวของ T lymphocytes ได้จากการย้อมสองสี เพ่ือแยกเอา

กลุ่มของ T lymphocytes ออกมาวิเคราะห์ โดยในข้ันตอนแรกได้ย้อม PBMCs ด้วย แอนติบอดี COS3A 

และติดตามด้วย PE-conjugated goat F(ab’)2 anti-mouse immunoglobulin G จากนั้นแยกกลุ่ม T 

lymphocytes ออกมาโดยวิเคราะห์ โดยการย้อมด้วย FITC-conjugated OKT3 (CD3 mAb) จากผลการ
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ทดลองที่แสดงในรูปที่ 4 พบว่า มีกลุ่ม T cells ที่มีการแสดงออกของโมเลกุล COS3A อยู่ประมาณ 37% 

ของ lymphocytes จากผลการทดลองทั้งหมดนี้สามารถสรุปได้ว่า โมเลกุล COS3A นั้นมีการแสดงออกบน

เซลล์ในกลุ่มของ B cell NK cell  และ T lymphocytes ซ่ึงเป็นที่น่าสนใจว่ามี T lymphocytes เพียง 37% 

เท่านั้นที่มีโมเลกุลชนิดนี้อยู่  

T lymphocytes สามารถแยกออกได้เปน็ CD4 helper T cell และ CD8 cytotoxic T cell จึงได้

ทําการศึกษาต่อเพื่อดูการแสดงออกของโมเลกุลดังกล่าวใน T cell subpopulation โดยในข้ันแรกได้ทําการ

ย้อมเซลล์แบบสองสี เพื่อพิสูจน์ว่ากลุ่มของเซลล์ที่มีการแสดงออกของโมเลกุล COS3A จัดอยู่ในกลุ่มของ  

CD4+ T lymphocyte หรือ CD8+ T lymphocyte และจากผลการทดลองในรูปที่ 5 พบว่าโมเลกลุ COS3A 

นั้นไม่ได้มีการแสดงออกอย่างชัดเจนบนกลุ่มของเซลล์ชนิดใดชนิดหนึ่งโดยพบว่า โมเลกุล COS3A นี้มีการ

แสดงออกบน CD4+ T lymphocyte และ CD8+ T lymphocyte เฉพาะบางเซลล์เท่านัน้ และพบว่ามีการ

แสดงออกของโมเลกุลชนิดนี้บนกลุ่มของ CD4+ T lymphocyte น้อยกว่าบน CD8+ T lymphocyte นอกจาก

การแบ่งกลุ่มของ T เซลล์ ออกเป็น CD4+ helper T cell และ CD8+ cytotoxic T cell แล้วนั้น T cell ยัง

สามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ชนิดใหญ่ๆ โดยมีโปรตีน marker คือ CD45RA สําหรับ naïve T cell และ 

CD45RO สําหรับ activated และ memory T cell ส่วน CD45RB นั้นจะมีการแสดงออกมากหรือน้อยข้ึนอยู่

กับช่วงเวลาของการเปล่ียนแปลงตัวเองของ T cell โดยจากการศึกษาในหน ู mouse พบว่า peripheral 

naïve T cell จะมีการแสดงออกของ CD45RB มากหรือเรียกว่า CD45RBhigh ส่วน primed/memory T cell 

จะมีระดับการแสดงออกของ CD45RB ต่ํา หรือ เรียกว่า CD45RBlow ดังนั้นผู้ทําการทดลองจึงได้ทําการ

ย้อมเซลล์โดยวิธีสองสี เพือ่ที่จะแยกเอาเซลล์ในแต่ละกลุ่มดังกล่าวข้างต้นมาดูการแสดงออกของโมเลกุล 

COS3A ซ่ึงจากผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 6 พบว่าเซลล์ที่มีการแสดงออกของโมเลกุล COS3A นั้นจะ

พบในกลุ่มเซลล์ที่ย้อมติดสีกับ FITC-conjugated-MEM-93 ซ่ึงเป็นแอนติบอดีต่อ CD45RA แต่ไม่พบว่า

เซลล์ที่มีการติดสี FITC-conjugated-UCHL1 ซ่ึงเป็นแอนติบอดีต่อ CD45RO และพบว่าบนกลุ่มของ 

CD45RB cell จะมีการแสดงออกของโมเลกุล COS3A  เป็นแบบ heterogeneous โดยทีจ่ะพบบนเซลล์ทีมี่

ระดับการแสดงออกของ CD45RB ต่ํา ซ่ึงจากผลการทดลองนี้เราสามารถสรปุได้ว่า โมเลกุล COS3A มี

การแสดงออกบน naïve T cell แต่ไม่ปรากฏหรือมีน้อยมากบน activated หรือ memory T cells  

เซลล์เม็ดเลือดขาว ถือได้ว่าเป็นเซลล์ที่บทบาทสําคัญในการทํางานของระบบภูมิคุ้มกัน การที่

เซลล์แต่ละเซลล์จะทํางานได้อย่างมีประสิทธิภาพนั้น เซลล์จะต้องมีการส่ือสารและส่งสัญญาณถึงกัน 

โดยการส่ือสารของเซลล์แต่ละชนิดนั้นจะอาศัยโมเลกลุต่างๆ บนผิวเซลล์ ซ่ึงมีอยู่มากมายหลายชนิดเปน็

ตัวรบัส่งสัญญาณ และบอกให้เซลล์ทํางาน จากการศึกษาที่ผ่านมา พบว่ามีโมเลกุลบางตัวทีส่ามารถพบ

ได้ในภาวะที่เซลล์ถูกกระตุ้นเท่านัน้ หรือมีการแสดงออกมากข้ึนบนเซลล์ที่ถกูกระตุน้ เช่น CD25, CD71 

และ CD147 เป็นต้น โมเลกลุในกลุ่มนี้จะถูกเรียกว่า activated molecule ผู้วิจัยได้ทําการทดลองเพื่อตรวจ

วิเคราะห์ว่าโมเลกุล COS3A จัดอยู่ในกลุ่มของ activated molecule ด้วยหรือไม่โดยนํา PBMCs มากระตุ้น

ด้วย CD3 mAb (OKT3) ทีค่วามเข้มข้น 60 ng/ml หรือสาร phytohemaggutinin (PHA) ที่ความเข้มข้น 2 
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g/ml เป็นเวลา 1 และ 2 วัน จากนั้นนําเซลล์ทีถู่กกระตุ้นมาทําการย้อมดูการแสดงออกของโมเลกุล 

COS3A เปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ได้ทาํการกระตุน้ โดยได้ย้อมดูการแสดงออกของ CD25 ควบคู่ไปด้วย 

เพื่อเป็นตัวบอกว่าเซลล์ที่นํามาศึกษานั้นเปน็เซลล์ทีถู่กกระตุ้นจริง เนื่องจาก CD25 จะมีการแสดงออกบน 

lymphocytes  ที่ถูกกระตุ้นแล้วเท่านั้น จากผลการทดลองดังแสดงในรปูที ่7 และ 8 พบว่า การแสดงออก

ของ COS3A จะเพิ่มขึ้นเมือ่ PBMCs ถกูกระตุ้นด้วย PHA แต่เพ่ิมในปริมาณน้อยเมื่อกระตุ้นด้วย OKT3 

แสดงว่า COS3A จัดอยู่ในกลุ่มของ activated molecule 
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รูปที่ 1 FACS profiles ของการแสดงออกของโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A บนผิวของ 

human hematopoietic cell lines เส้นปะแสดงตําแหน่งของ isotype matched control monoclonal 

antibody เส้นหนาแสดงการแสดงออกของโมเลกุล COS3A บนผิวของ human T cell lines (Jurkat, 

Molt4 และ SupT1) B cell line (Daudi, Raji, Ramos) monocytic cell line (U937, THP-1, KG1a, NB-4)  

และ erythroid cell line (K562) โดยการติดตามด้วย FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-mouse 

immunoglobulin antibodies และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer ผลการทดลองที่แสดงนี้เป็นหนึ่ง

ในสามการทดลองที่ทําแยกกันและมีผลการทดลองที่เหมือนกัน (n=3) 
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รูปที่ 2 FACS profiles ของการแสดงออกของ COS3A บนผิวของ peripheral blood cells เส้นปะแสดงตําแหน่ง

ของ isotype matched control monoclonal antibody เส้นหนาแสดงการแสดงออกของโมเลกุล COS3A 

บนผิวของเซลล์แต่ละชนิดโดยการติดตามด้วย FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-mouse 

immunoglobulin antibodies และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer ผลการทดลองที่แสดงนี้เป็นหนึ่ง

ในสามการทดลองที่ทําแยกกันและมีผลการทดลองที่เหมือนกัน (n=3) 
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รูปที่ 3 FACS profiles การย้อมเซลล์ PBMC แบบสองสี เพื่อศึกษาการแสดงออกของโมเลกุล COA3A บนผิว

ของ  B เซลล์ และ   NK เซลล์ นํา PBMCs มาย้อมแบบ indirect immunofluorescent staining ด้วย 

แอนติบอดี COS3A หรือ ไม่ย้อมด้วยแอนติบอดีใดๆเป็น conjugate control (Control) จากนั้นติดตาม

ด้วย FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-mouse immunoglobulin antibodies สีที่สองย้อมด้วย PE-

conjugated CD19 mAb สําหรับแยกกลุ่มของ B lymphocyte หรือ PE-conjugated CD56 mAb สําหรับ

แยกกลุ่มของ NK เซลล์ และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer โดยเอาเฉพาะกลุ่มของ 

lymphocytes มาทําการศึกษา โดยผลที่นํามาแสดงเป็นการเลือกวิเคราะห์เซลล์ในกลุ่มของ 

lymphocytes เท่านั้น ผลการทดลองที่แสดงนี้เปน็หนึ่งในสามการทดลองทีท่ําแยกกนัและมีผลการ

ทดลองที่เหมือนกัน (n=3) 
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รูปที่ 4 FACS profiles การย้อมสองสี เพื่อศึกษาการแสดงออกของโมเลกุล COS3A  บนผิวเซลลข์อง T  

lymphocytes นํา PBMCs มาย้อมแบบ indirect immunofluorescent staining ด้วย แอนติบอดี COS3A 

หรือ isotype negative control ติดตามด้วย PE-conjugated goat F(ab’)2 anti-mouse immunoglobulin 

G สีที่สองย้อมด้วย FITC-conjugated OKT3 (CD3 mAb) สําหรบัแยกกลุ่มของ T lymphocyte และ

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer โดยผลทีน่ํามาแสดงเป็นการเลือกวิเคราะห์เซลล์ในกลุ่มของ 

lymphocytes เท่านั้นผลการทดลองที่แสดงนี้เปน็หนึ่งในสามการทดลองทีท่ําแยกกนัและมีผลการ

ทดลองที่เหมือนกัน  (n= 3) 
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รูปที่ 5  FACS profiles การย้อมสองสี เพ่ือศึกษาการแสดงออกของโมเลกุล COS3A บน subpopulation ของ T 

lymphocytes นํา PBMCs มาย้อมแบบ indirect immunofluorescent staining ด้วย แอนติบอดี COS3A 

หรือ Anti-M13ใช้เปน็ isotype negative control หรือ ไม่ย้อมด้วยแอนติบอดีใดๆเป็น conjugate 

control ติดตามด้วย PE-conjugated goat F(ab’)2 anti-mouse-IgG ย้อมสีที่สองด้วย CD4 mAb 

(MT4) หรือ CD8 mAb (MT8) สําหรบัแยกกลุ่มของ CD4 helper T cell หรือ CD8 cytotoxic T cell 

ตามลําดับ หรือไม่ย้อมด้วยแอนติบอดีใดๆ เพื่อเป็น conjugate control จากนั้นติดตามด้วย FITC-

conjugated goat F(ab’)2 anti-mouse IgM(-chain) และวิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer โดย

ผลที่นํามาแสดงเปน็การเลือกวิเคราะห์เซลล์ในกลุ่มของ lymphocytes เท่านั้น ผลการทดลองที่แสดง

นี้เปน็หนึ่งในสามการทดลองที่ทําแยกกันและมีผลการทดลองที่เหมือนกัน (n=3) 
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รูปที่ 6 FACS profiles การย้อมสองสีเพื่อศึกษาการแสดงออกของโมเลกุล COS3A บน CD45 

subpopulation ของ lymphocytes ถูกนํามาย้อมแบบ indirect immunofluorescent staining ด้วย 

แอนติบอดี COS3A หรือ isotype negative control หรือ Positive control หรือไม่ย้อมด้วย

แอนติบอดีใดๆเปน็ conjugate control ติดตามด้วย PE-conjugated goat F(ab’)2 anti-mouse-IgG 

จากนั้นย้อมสีที่สองด้วย CD45RA mAb (MEM-93) หรือ CD45RB mAb (MEM-55) หรือ CD45RO 

(UCHL1) ที่ติดฉลากด้วยสาร FITC สําหรับแยกกลุ่มของ CD45RA cell, CD45RB cell หรือ CD45RO 

cell ตามลําดับ หรือไม่ย้อมด้วยแอนติบอดีใดๆ เพือ่ใช้เปน็ negative control จากนัน้ทําการ

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer โดยผลที่นํามาแสดงเปน็การเลือกวิเคราะห์เซลล์ในกลุ่มของ 

lymphocytes เท่านั้น ผลการทดลองทีแ่สดงนี้เป็นหนึ่งในสามการทดลองที่ทําแยกกันและมีผลการ

ทดลองที่เหมือนกัน(n=3) 
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รูปที่ 7 FACS profiles แสดงผลการย้อมเพื่อศึกษาการแสดงออกของโมเลกุล COS3A ในภาวะที่เซลล์

ถูกกระตุ้นและไม่ถูกกระตุ้นด้วย mAb OKT3 นํา PBMCs ที่ไม่ถูกกระตุน้ หรือกระตุ้นด้วย CD3 

mAb (OKT3) ที่ความเข้มข้น 60 ng/ml เป็นเวลา 1 และ 2 วัน มาย้อมด้วย mAb COS3A isotype 

control จากนั้นติดตามด้วย FITC-conjugated- goat F(ab’)2 anti-mouse IgG ส่วน CD25 mAb 

(MEM-140; IgM isotype) ที่ใช้ย้อมเปน็ marker ของเซลล์ที่อยู่ในสภาวะทีถู่กกระตุน้ จากนัน้

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer ผลการทดลองที่แสดงนี้เปน็หนึ่งในสามการทดลองที่ทํา

แยกกนัและมีผลการทดลองที่เหมือนกัน (n=3) 
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รูปที่ 8 FACS profiles การย้อมเพื่อศึกษาการแสดงออกของโมเลกุล COS3A ในภาวะที่เซลล์ถูก

กระตุ้นและไม่ถูกกระตุ้นด้วย Phytoheamaggutinin (PHA) นํา PBMCs ที่ไม่ถูกกระตุน้ หรือ

กระตุ้นด้วย PHA ที่ความเข้มข้น 2 g/ml เปน็เวลา 1 และ 2 วัน มาย้อมด้วย mAb COS3A isotype 

control จากนั้นติดตามด้วย FITC-conjugated- goat F(ab’)2 anti-mouse IgG ส่วน CD25 mAb 

(MEM-140; IgM isotype) ที่ใช้ย้อมเปน็ marker ของเซลล์ที่อยู่ในสภาวะทีถู่กกระตุน้ จากนัน้

วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Flow cytometer ผลการทดลองที่แสดงนี้เปน็หนึ่งในสามการทดลองที่ทํา

แยกกนัและมีผลการทดลองที่เหมือนกัน (n=3) 

 

 

 

 



  29

3. หน้าท่ีทางชีวเคมีและภูมิคุ้มกันวิทยาของโมเลกลุ COS3A 

การศึกษาบทบาทและหน้าที่ของโมเลกุล COS3A ได้เริ่มต้นศึกษาผลของแอนติบอดี COS3A ที่มี

อยู่ต่อการแบ่งตัวของเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย CD3 mAb (OKT3) ซ่ึงเปรียบเสมือนเหตุการณ์จําลองในระบบ

ภูมิคุ้มกัน คือเมื่อ T cell ได้รับแอนติเจนผ่าน CD3 T cell receptor (TCR) complex โดยการนําเสนอของ 

antigen presenting cells ก็จะเกิดกลไกการส่งสัญญาณเข้าสู่เซลล์ ซ่ึงจะส่งผลให้มีกระบวนการต่างๆ 

เกิดข้ึน เช่น การหล่ังสาร cytokine และเซลล์ก็มีการแบ่งตัว โดยในการทดลองนี้ผู้วิจัยต้องการศึกษาว่าถ้า 

T cells ถูกกระตุ้นด้วย immobilized OKT3 ร่วมกบัการใช้แอนติบอดี COS3A มาร่วมด้วย จะส่งผลให้

กระบวนการแบ่งตัวของเซลล์ เพิ่มข้ึน หรือลดลง โดยติดตามการศึกษาการแบ่งตัวของเซลล์โดยวิธี  

Intracellular Fluorescent dye Carboxyfluorescein Diacetate Succimidyl Ester (CFSE)-labeling technique 

โดยมีหลักการคร่าวๆ ดังนี้คือ สาร CFSE เมือ่ถูกทําให้ละลายจะเปน็สารที่ไม่มีส ีสามารถซึมเข้าสู่เซลล์ได้ 

แบบ passive diffusion เมื่อสารนี้เข้าสู่เซลล์ ส่วนที่เปน็ acetate group จะถูกตัดออกด้วย เอนไซม์ 

Esterases ทีอ่ยู่ภายในเซลล์ ทําให้มี Carboxyfluorescein Succimidyl Ester อิสระถูกปล่อยออกมาภายใน

เซลล์ สารอิสระนี้จะไปจับกับหมู่ amines ที่อยู่ในเซลล์ เกิดเปน็ Fluorescent conjugate และมีคุณสมบตัิทาํ

ให้เซลล์นั้นๆ มีการเรืองแสงซึ่งสามารถตรวจวัดได้โดยเครื่อง Flow cytometer ในช่วงความยาวคล่ืน

เดียวกับ Fluorescein Isothiocyanate (FITC) หรือ FLH-1 เมื่อเซลล์มีการแบ่งตวัมากข้ึนค่า Fluorescence 

intensity ก็จะลดลงมากเช่นกัน ผู้วิจัยได้ทําการทดลองโดยย้อมเซลล์ด้วย CFSE ก่อนที่จะนาํเซลล์มาทํา

การกระตุ้นด้วย OKT3 ร่วมกับ แอนติบอดี COS3A ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 20 g/ml ซ่ึงผลการทดลอง

พบว่าเมื่อเรากระตุ้นเซลล์ด้วย OKT3 ร่วมกับแอนติบอดี COS3A จะส่งผลไปยบัยั้งกระบวนการแบ่งตัวของ

เซลล์เมื่อเทียบกับเซลล์ที่ถกูกระตุ้นด้วย OKT3 อย่างเดียว หรือร่วมกับ isotype control  ดังแสดงในรปูที ่9 

โดยการแบ่งตวัของเซลล์ที่กระตุ้นด้วย OKT3 และ mAb COS3A เปน็เวลา 3 จะลดลง 90.3% เมื่อเทียบ

กับเซลล์ทีถู่กกระตุ้นโดย OKT3 ส่วนในกรณีที่มีการเติม isotype control mAb จะมีผลยบัยั้งการแบ่งตัว

ประมาณ 25.53% และการแบ่งตัวของเซลล์จะลดลง 75.9% ของเซลล์ที่มีการกระตุ้นแบบปกติ เมื่อเลี้ยง

เปน็เวลา 5 วัน ส่วนกรณีของการใช้ isotype control mAb ไม่มีผลในการยับยั้งการแบ่งตัวของเซล์ จากผล

การทดลองทีไ่ด้นี้ สามารถสรุปได้ว่า mAb COS3A มีผลในการยบัยั้งการแบ่งตัวของเซลล์ PBMCs ที่ถกู

กระตุ้นด้วย OKT3  

จากการศึกษาการแสดงออกของโมเลกลุ COS3A พบว่าบนผิวของโมโนไซต์ มีการแสดงออกของ

เซลล์ชนิดนี้มากที่สุด จึงอาจเปน็ไปได้ว่าโมเลกุลนี้มีความสําคัญในกลไกการแบ่งตัวของ lymphocytes เช่น

ทําหน้าที่เป็น costimulatory molecule จึงได้ทําการทดลองศึกษาการแบ่งตัวของเซลล์โดยแยกเอาโมโนไซต์

และ NK ออก โดยวิธ ีnegative cell sorting และเหลือเฉพาะทีและบีลิมโฟไซต์ ผลการทดลองแสดงดังรูปที ่

10 ซ่ึงพบว่าการแบ่งตัวของเซลล์เมื่อมีมีการกระตุ้นร่วมกับ mAb COS3A เป็นเวลา 3 วัน 5 วัน และ 7 วนั 

จะลดลงเปน็ 52.26%, 27% และ 12% ตามลําดับในขณะที ่ isotype control mAb ไม่มีผลต่อการแบ่งตวั
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ของเซลล์ ซ่ึงจากการทดลองนี้เราสามารถสรปุได้ว่า mAb COS3A มีผลยับยั้งการแบ่งตัวของทีและบีลิมโฟ

ไซต์ เฉพาะในช่วงแรก และเปอร์เซ็นต์การยบัยั้งจะลดลงเมื่อเล้ียงเซลล์เป็นระยะเวลานานขึ้น แสดงว่า

โมเลกุล COS3A บนผิวเซลล์โมโนไซต์น่าจะมีบทบาทสําคัญในการยบัยั้งการแบ่งตัวของลิมโฟไซต ์

โดยเฉพาะการยับยั้งแบบระยะยาว  นอกจากนี้เมื่อทําการตรวจสอบผลของแอนติบอดี COS3A ต่อการ

หล่ัง cytokines โดยได้ทําการทดสอบหา cytoines ทั้งหมด 6 ชนิด จากผลการทดลองในรปูที่ 11 และ 12 

เป็นผลจากการทดลองหนึง่ในสามการทดลองที่ทําแยกกัน โดยพบว่า แอนติบอดี COS3A มีผลในการลด

ระดับการหล่ังสารในกลุ่ม Lymphokines 2 ชนิด ทีม่ีบทบาทใน adaptive immune system คือ IL-2 และ 

IL-4 ซ่ึงหล่ังจาก T lymphocytes เหมือนกันทั้ง 3 การทดลอง หน้าที่ขอ IL-2 คือกระตุ้นให้มีการแบ่งตวั

ของเซลล์ เมื่อมี IL-2 ลดลงจึงทําให้ การแบ่งตัวของเซลล์ลดลงไปด้วย และทําหน้าทีใ่นการกระตุ้นให้ B 

cells สร้างแอนติบอดีเพิม่ขึ้น ส่วน IL-4 มีหน้าทีห่ลักเกี่ยวข้องกับการสร้างแอนติบอดีของ B cells และ

ระตุ้นให้เกิดกระบวนการ isotype switching เพิ่มประสิทธิภาพการจดจําแอนติเจน (antigen recognition) 

และการแก่ตัวของ cytotoxic T cells ส่วน cyokines อ่ืนๆ ที่ติดตามการหล่ัง คือ IL-6, IL-10, TNF- ซ่ึง

จัดอยู่ในกลุ่มที่มีบทบาทในกระบวนการ innate immunity สร้างจาก macrophages และ INF- ที่เป็น 

lymphokine พบว่าทั้งสามการทดลองให้ผลที่แตกต่างกันออกไปจึงม่สามรถสรปุได้ว่า cytokines ทั้ง 4 

ชนิดหลังนี้จะมีการหล่ังที่เปลี่ยนแปลงไปอย่างไร ซ่ึงต้องทําการศึกษามนรายละเอียดเชิงลึกต่อไปใน

โครงการวิจัยอ่ืน 

เมื่อพบว่าแอนติบอดี COS3A สามารถยบัยั้งการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันของลิมโฟไซต์ โดยดูจาก

การแบ่งตัวของ PBMCs จึงเปน็ทีน่่าสนใจว่าแอนติบอดีนี้เมื่อยบัยั้งการแบ่งตัวของเซลล์แล้วจะมีผลต่อ

การเหนี่ยวนําให้มีการตายของเซลล์แบบ apoptosis หรือไม่จึงได้ทําการทดลองโดยใช้เซลล์ U937 และ 

K562 ซ่ึงมีการแสดงออกของโมเลกุลนี้สูงเป็นเซลล์แม่แบบ โดยทําการเล้ียงเซลล์ร่วมกบัแอนติบอด ี

COS3A ที่ความเข้มข้น 20 g/ml เปน็เวลา 1 ช่ัวโมงก่อนทําการย้อมเซลล์ด้วยน้ํายา Annexin V ที่ติด

ฉลากด้วย FITC เพื่อติดตามการเกิด apoptosis และย้อมเซลล์ด้วย propidium iodide (PI) เพื่อเป็นตัวแยก

เซลล์ที่ตายแบบ necrosis ออกจาก apoptosis ซ่ึงจากผลการทดลองเบ้ืองต้นเราพบว่า แอนติบอดี 

COS3A ไม่สามารถเหนี่ยวนําให้เซลล์เกิดการตายแบบ apoptosis ตามสภาวะทีท่ําการทดลองดังแสดงใน

รูปที่ 13 และ 14  
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รูปที่ 9 FACS profiles แสดงผลการยับยั้ง CD3-mediated PBMCs proliferation ด้วย แอนติบอดี COS3A ที่

ความเข้มข้น 20 g/ml โดยวิธี CFSE labeling system  PBMCs ถูก label ด้วย CFSE ก่อนนํามา

ทําการศึกษาการแบ่งตัวของเซลล์ โดยการใช้เครื่อง flow cytometer เป็นตัววัดการลดลงของค่า 

fluorescence intensity ของเซลล์เมื่อมีการกระตุ้นให้แบ่งตัวเปน็เวลา 3 วันและ 5 วัน ดังแสดงใน dot 

plot โดย A คือ เซลล์ที่ถกูกระตุ้นด้วย แอนติบอดี OKT3 ที่ความเข้มข้น 60 ng/ml B และ C คือ 

PBMCs ที่ถูกกระตุ้นด้วย แอนติบอดี OKT3 ที่ความเข้มข้น 60 ng/ml ร่วมกับ แอนติบอดีต่อ COS3A 

หรือ  isotype control ที่ความเข้มข้นเท่ากันคือ 20 μg/ml ตามลําดับผลการทดลองที่แสดงนี้เปน็หนึ่ง

ในสามการทดลองที่ทําแยกกันและมีผลการทดลองที่เหมือนกัน (n=3) 
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รูปที่ 10 FACS profiles แสดงผลการยับยั้ง CD3-mediated lymphoctes proliferation ด้วย แอนติบอดี COS3A 

ที่ความเข้มข้น 20 g/ml โดยวิธ ี CFSE labeling system  T cells และ B cells ถูก label ด้วย CFSE 

ก่อนนํามาทําการศึกษา cell proliferation โดยการใช้เครื่อง flow cytometer เป็นตวัวัดการลดลงของค่า 

fluorescence intensity ของเซลล์เมื่อมีการกระตุ้นให้แบ่งตัวเปน็เวลา 3 วัน 5 วัน และ 7 วัน ดังแสดง

ใน dot plot (A คือ T cell และ B cells ที่ถูกกระตุ้นด้วย แอนติบอดี OKT3 ที่ความเข้มข้น 60 ng/ml 

และ CD28 mAb 0.5  /ml ส่วน B และ C คือ T cell และ B cells ที่ถูกกระตุ้นด้วย แอนติบอดี OKT3 

ที่ความเข้มข้น 60 ng/ml, CD28 mAb 0.5  ร่วมกับ แอนติบอดีต่อ COS3A หรือ  isotype control ที่

ความเข้มข้นเท่ากันคือ 20 μg/ml ตามลําดับ) ผลการทดลองที่แสดงนี้เป็นหนึง่ในสองการทดลองที่ทํา

แยกกนัและมีผลการทดลองที่เหมือนกัน (n=2) 
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รูปที่ 11 กราฟแสดงผลการหลั่ง cytokines ของ PBMCs หลังเซลล์ถูกกระตุ้นโดยมีและไม่มีแอนติบอดี 

COS3A ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 20 M โดยใช้แอนติบอดี M6-1E9 ที่ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เปน็  

positive contol และ anti-13M เป็น isotype control พบว่า mAb COS3A ลดการหล่ัง IL-2 และ IL-4 

มากกว่า 50% ผลการทดลองที่แสดงนี้เปน็หนึ่งในสามการทดลองที่ทําแยกกันและมีผลการทดลอง

ดําเนินไปในทิศทางเดียวกนั (n=4) ส่วน IL-6 และ IL-10 ไม่สามารถสรุปได้เนื่องจากทั้งสามการ

ทดลองให้ผลที่ไม่ตรงกัน 
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รูปที่ 12 กราฟแสดงผลการหลั่ง cytokines ของ PBMCs หลังเซลล์ถูกกระตุ้นโดยมีและไม่มีแอนติบอดี 

COS3A ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 20 M โดยใช้แอนติบอดี M6-1E9 ที่ยับยั้งการแบ่งตัวของเซลล์เปน็  

เป็น positive control และ anti-13M เปน็ isotype control การทดลองนี้แสดงว่า mAb COS3A ไม่มี

ผลต่อการหล่ังTNF- และมีผลเพ่ิมการหล่ัง IFN- แต่ยังไม่สามารถสรปุยืนยนัข้อมูลได้ เนือ่งจาก

ทั้งสามการทดลองให้ผลทีไ่ม่ตรงกนัมากนัก (n=3) 
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รูปที่ 13  FACS profile แสดงผลการเหน่ียวนําให้เกิดกระบวนการ apoptosis ของ monocytic cell 

line (U937) นําเซลล์U937 2.5 x 105 เซลล์ มาเล้ียงเปน็เวลา 1 ช่ัวโมงใน 5%CO2 incubatorใน

สภาวะที่ไม่มีแอนติบอดี (A) หรือแอนติบอดีทีใ่ช้เปน็ isotype control (B) หรือมีแอนติบอดี COS3A 

(C) หรือเล้ียงในสภาวะที่มีการเติม H2O2 ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 50 M (D) เพื่อใช้เปน็ positive 

control ของการเกิดกระบวนการ apoptosis ผลการทดลองทีแ่สดงนี้เปน็หนึง่ในส่ีการทดลองที่ทํา

แยกกนัและมีผลการทดลองที่เหมือนกัน(n=4) 
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รูปที่ 14 FACS profile แสดงผลการเหน่ียวนําให้เกิดกระบวนการ apoptosis ของ erythroid cell line 

(K562) นําเซลล์ K562 2.5 x 105 เซลล์ มาเล้ียงเปน็เวลา 1 ช่ัวโมงใน 5%CO2 incubatorในสภาวะที่

ไม่มีแอนติบอดี (A) หรือ มีแอนติบอดีทีใ่ช้เป็น isotype control (B) หรือแอนติบอดี COS3A (C) หรือ

เลี้ยงในสภาวะที่มีการเติม H2O2 ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 50 M (D) เพื่อใช้เป็น positive control ของ

การเกิดกระบวนการ apoptosis ผลการทดลองที่แสดงนี้เป็นหนึง่ในส่ีการทดลองที่ทําแยกกันและมี

ผลการทดลองที่เหมือนกัน (n=4) 
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4. คุณสมบัติทางชีวเคมีของโมเลกุล COS3A 

การศึกษาคุณสมบตัิทางชีวเคมีของโมเลกุลนี้ เริ่มจากการทํา Western blotting โดยการเตรียม 

cell lysates จากเซลล์ U937 K562 หรือ PBMCs ผลการทดลองพบว่าแอนติบอดี COS3A สามารถจบัได้

กับโปรตีนจากเซลล์ทั้งสามชนิดทีม่ีขนาดอยู่ในช่วงประมาณ 35-70 kDa ในสภาวะ non reduce เท่านัน้ 

โดยเซลล์แต่ละชนิดจะมีช่วงของขนาดของโมเลกุลที่แตกต่างกันออกไป ผลแสดงดังรูปที ่ 15 ซ่ึงเป็นผล

จากการศึกษาโดยใช้ cell lysate จาก PBMCs และไม่เหน็แถบโปรตีนของโมเลกุลนี้เมื่อทดลองในสภาวะ 

reduced และเนื่องจากช่วงของน้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนที่พบมีช่วงกว้างมาก อาจเปน็ไปได้ว่าโมเลกุลน้ี

อาจมีโมเลกุลของน้ําตาลมาเกาะอยู่ในปริมาณหนึ่ง จึงได้ทําการทดลองหาองค์ประกอบของน้าํตาลอยู่บน

โมเลกุลนี้ว่าประกอบด้วยน้าํตาลคิดเปน็กี่เปอร์เซ็นต์และมีการจับกบัเปปไทด์ชนิดใด โดยเลือกใช้เอนไซม ์

N-glycosidase F มาแยกเอาน้ําตาลออก ผลการทดลองแสดงดังรูปที่ 16 พบว่าหลังจากตัดน้ําตาล

ออกไปจะได้โมเลกุลทีมี่น้ําหนักประมาณ 20kDa แสดงว่าโมเลกลุนี้จัดเป็น glycoprotein ที่มี high N-

glycosylation สูง โดยในขณะที่เราไม่ได้ตัดโมเลกุลของน้ําตาลออกนั้นจะเหน็แถบโปรตีนเปน็แถบยาว อาจ

เป็นไปได้ว่า โมเลกุลชนิดนี้มีปริมาณการเติมน้ําตาลแตกต่างกันในแต่ละช่วงของการสร้างโมเลกุล และ

โครงสร้างที่เป็นโปรตีนจริงๆ น่าจะมีขนาดอยู่ที่ ประมาณ 20 kDa หากไม่พบ O-glycosylation อีก 

นอกจากนี้ผู้วิจัยได้พยายามทําการแยกยีนส์ที่กําหนดการสร้างโมเลกุล COS3A โดยวิธี retroviral 

expression system เพื่อดูว่าโมเลกุล COS3A นั้นจริงๆ คือโมเลกุลอะไร และมีองค์ประกอบที่เป็นกรดอะมิ

โนกี่ตัว แต่เนื่องจากผู้วิจยัพบปัญหาคือหลังจากทําการ infect host cell ด้วยไวรัสที่คาดว่าจะมียีนส์ที่

กําหนดการสร้างโมเลกุล COS3A อยู่ด้วยนั้นอยู่หลายครั้ง ผู้วิจัยไม่สามารถแยกหรือพบเซลล์ที่มีการ

แสดงออกของ โมเลกุล COS3A เลย ซ่ึงอาจเปน็ผลมาจาก ประการแรก cDNA library ที่ได้มาไม่มียีนส์ที่

กําหนดการสร้างโมเลกุล COS3A เนื่องจากหายไปช่วงที่มีการเตรียม หรือประการที่สอง packaging cells 

ไม่ผลิตไวรัสหรือ ประการสุดท้ายเซลล์ผลิตไวรัสแต่ไม่มากพอหรือไม่เหมาะสมทีจ่ะ infect host cell ได้ 

ผู้วิจัยจึงได้ทําการทดลอง โดยพยายามแยกบริสุทธิ์โมเลกุล COS3A โดยวิธี immunoprecipitation และจะ

ตัดน้ําตาลออกก่อนเพื่อให้ได้ โปรตีนแบนเดียวที่สามารถนําไปทํา amino acid sequencing ควบคู่กับการ

โคลนยีนแบบ Retroviral expression system โดยหากผลการทดลองนี้ยืนยันได้ว่า โมเลกุล COS3A คือ

อะไรคาดว่าจะสามารถนําเสนอผลงานในรปูแบบตีพิมพ์ได้ ภายในปีนี้ 
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รูปที่ 15 Western blot แสดงขนาดของโมเลกุล COS3A ในภาวะ non reduce 

Cell lysates จาก PBMCs ถูกนํามาแยกโดย 10%SDS-PAGE ในภาวะ non reducing  โปรตีนที่แยกได้

ถูก transfer  ลงบน nitrocellulose membrane และทาํ immunoblot โดยย้อมด้วย แอนติบอดี COS3A 

(lane 2)  จากนั้นตามด้วย HRP conjugated rabbit F(ab’)2 anti-mouse immunoglobulin antibodies ดัง

แสดงในรปู โดย lane 1 ไม่ได้ย้อมด้วยแอนติบอดีใดๆ ใช้เปน็ conjugate control และ MT99/3 (lane 7)

เป็น positive control ส่วน lane 3-6 เป็นแอนติบอดีต่อโปรตีนอื่นที่นํามาทํา immunoblot ในการ

ทดลองเดียวกันที่ให้ผล negative โดยโมเลกุลที่จําเพาะต่อโมโนโคลนอลแอนติบอดี COS3A จะมีขนาด 

อยู่ในช่วง 35-70 kDa ผลการทดลองที่แสดงนี้เป็นหนึ่งในห้าการทดลองที่ทําแยกกนัและมีผลการ

ทดลองที่เหมือนกัน (n=5) 
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รูปที่ 16 Immunoblot แสดงขนาดของโมเลกุล COS3A ทั้งก่อนและหลังการตัดหมู่น้ําตาลที่จับแบบ N-link ด้วย

เอนไซม์ N-glycosidase F  ทํา immunoprecipitation (IP) จาก U937 cell lysates โดยใช้ mAb COS3A 

หรือ WK-C4 ซ่ึงใช้เป็น isotype matched control ติดบน CNBr-sepharose beads ทําการแยกโปรตีนที่

ได้โดย 10% SDS-PAGE ที่สภาวะ non reduced เปรียบเทียบระหว่าง cell lysates, precipitants ทั้ง

ก่อนและหลังการย่อยน้ําตาลด้วย N-glycosidase F ปริมาณ 4 U  ถ่ายโปรตีนที่แยกได้บน PVDF 

membrane และ immunoblot ด้วย mAb COS3A ความเข้มข้น 2 g/ml น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีนใน

ช่องท่ีเป็น cell lysates และ IP จาก COS3A coated beads มีความสัมพันธ์กันคือตั้งแต่ประมาณ 20-

60 KDa ขณะที่หลังจากตัดน้ําตาล N-link ออก จะเหลือโมเลกุลน้ําหนักอยู่ที่ ประมาณ 20 kDa ส่วน

ในกรณีของ WK-C4 ซ่ึงเป็น Isotype control ไม่มีความแตกต่าง ผลการทดลองนี้เป็นตัวแทนของ 3 ผล

การทดลองที่ให้ผลในทํานองเดียวกัน  (n=3) 
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