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บทคัดยอ่ 
   

ในการพัฒนาวคัซนี HIV เราจ าเป็นตอ้งมคีวามรูใ้นกลไกการป้อง
การตดิเชือ้ไวรัสชนดินีก้อ่นการศกึษาภมูคิุม้กันในผูต้ดิเชือ้ HIV ทีม่คีวามสามารถในการ
ควบคมุปรมิาณ HIV ไดต้ามธรรมชาตซิ ึง่มปีรมิาณ HIV-RNA นอ้ยกวา่ ๒๐๐๐ 
copies/ml สรา้งโอกาสในการวเิคราะหแ์ละคน้หาวา่กลไกอะไรทีท่ าใหผู้ต้ดิเชือ้เหลา่นี้
สามารถควบคมุไวรัสได ้
 
   ผูว้จัิยรับสมัครผูท้ีค่วบคมุไวรัสไดด้ ี (viraemic controllers, VC) 
จ านวน ๑๓ คน  และผูท้ีค่วบคมุไวรัสไดต้ามปกต ิ (typical progressor, TP) ๓๒ คน 
อาสาสมัครทกุรายไดรั้บการวเิคราะห ์ complete blood count, CD4 และ CD8 
ตลอดจนปรมิาณ plasma HIV-RNA ผูว้จัิยวเิคราะหล์ าดับกรดอะมโินของโปรตนี p24 
จากอาสาสมัครจ านวน ๑๐ รายเพือ่ใชใ้นการสรา้ง consensus ของไวรัส”สมัยใหม”่ 
และ overlapping peptide (OLP) ทีเ่ป็นตัวแทนของโปรตนี p24 จาก HIV ทีม่กีารแพร่
ระบาดในปัจจบุัน การวเิคราะห ์T-cell response ตอ่ OLP หรอื epitope ท าโดยเทคนคิ 
IFN ELISpot assay 

 
   การศกึษานีช้ ีใ้หเ้ห็นวา่การม ี protective allele ทีเ่คยระบไุวใ้น
การศกึษาอืน่ ไมไ่ดก้ารันตวีา่คนนัน้จะมกีารควบคมุไวรัสทีด่เีสมอไปในคนไทย และที่
ชดัเจนไดแ้ก ่ HLA-B58 ซึง่กอ่นหนา้นีเ้ป็นทีย่อมรับวา่เป็น protective allele ใน
การศกึษานี ้ ทกุคนทีม่ ี allele ดังกลา่วไมม่คีวามสามารถในการควบคมุไวรัสอยา่งมี
ประสทิธภิาพ และถกูจัดอยูใ่นกลุม่ TP HLA-A11 เป็น HLA allele ทีพ่บมากทีส่ดุใน
อาสาสมัครแตไ่มม่ผีลในการควบคมุไวรัสแตป่ระการใด ความกวา้ง และความแรงของ
การตอบสนองของ T cell มคีวามใกลเ้คยีงกันในกลุม่ VC และ TP (542 vs. 685 
SFU/106 PBMC) และเมือ่เปรยีบเทยีบในคนทีม่ ี PA ชนดิเดยีวกัน พบวา่ความแรงของ
การตอบสนองก็ไมม่คีวามแตกตา่งอยา่งมนัียส าคัญทางสถติเิชน่กัน โดยคา่มัธยฐานของ
การตอบสนองใน VC/TP ทีม่ ีHLA-B27 คอื 889 และ 769 SFU/106 PBMC และคา่มัธย
ฐานของการตอบสนองใน VC/TP ทีม่ ีHLA-B27 คอื 542 และ 644 SFU/106 PBMC 
 
   การศกึษานีช้ ีใ้หเ้ห็นวา่การวเิคราะหก์ลไกในการควบควบคมุการ
ตดิเชือ้ HIV จ าเป็นตอ้งท าใหก้ลุม่ประชากรทีม่ ี immunogenetic และสายพันธุไ์วรัสที่
หลากหลาย ขอ้มลูจากการศกึษาในคอเคเซยีนทีส่ว่นใหญแ่ลว้ตดิเชือ้ HIV subtype 
ควรไดรั้บการตคีวามดว้ยความระมัดระวงั นอกจากนี ้ ผูว้จัิยยังพบอกีวา่ความแรง 
(magnitude) ของการตอบสนองแตเ่พยีงอยา่งเดยีวอาจไมพ่อในการควบคมุการตดิเชือ้ 
HIV ผูว้จัิยจะไดว้เิคราะหค์ณุภาพของ T cells ในการศกึษาระยะถัดไป 
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Abstract  
 

 

The role of T cell on the HIV evolution: An essential information for 
HIV vaccine development 
 
Pokrath Hansasuta, Navapon Techakriengkrai, Yada Tansiri 
Division of Virology, Department of Microbiology, Faculty of Medicine, 
Chulalongkorn University 
 
Objective(s)  To develop a successful HIV-1 vaccine, identification of the 
immune correlates of protection against natural HIV-1 infection is of crucial 
priority.  Study in a unique group of infected individuals who are able to 
control HIV-1 naturally (HIV controllers; plasma HIV-1 load (pVL) less than 
2,000 copies/ml without antiretroviral therapy) have provided a chance to 
investigate the  roles of host immune responses in natural HIV-1 control.  
 
Material and Method:  A total number of 13 HIV controllers (VC) and 32 
typical progressors (TP) were enrolled.  Their magnitude and functional 
quality of the T-cell responses against Gag p24 protein (defined by the 
number of function simultaneously performed, from single to full 5 functions 
of IL-2, TNF-α, IFN-γ, MIP1-β and CD107a expression) were analyzed by 
ELISpot assay and polychromatic ICS.  Complete blood count, together with 
CD4 and CD8 counts, was determined for a calculation of absolute HIV-
specific T cells.  
 
Results  HIV-1 Gag p24-specific-CD8+ T cell responses of VC were composed 
of high functional quality CD8+ T cells than that of TP (p < 0.05).  This high 
functional quality observed in VC were independent of age, duration of 
infection or presence of protective HLA-I alleles (HLA-B*27, -B*57 and –
B*58) and were observed at both a whole p24 protein specific and a single 
epitope specific level.  The absolute number of high functional quality HIV-1 
Gag p24-specific-CD8+ T cells was significantly in a negative correlation with 
pVL (r = -0.6984, p = 0.0006) and also in a positive correlation with CD4+ T 
cell counts (r = 0.5648, p = 0.0095), hence clearly illustrated their roles in 
determining HIV-1 clinical outcome.  
 
Conclusion  This study indicated that possession of an adequate numbers of 
high functional quality HIV-1 Gag p24-specific-CD8+ T cells is important for 
becoming a natural HIV controller and provided a solid evidence supporting 
their roles as an immune correlate of HIV-1 protection. 
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บทน า 

 

โรคเอดสเ์ป็นปัญหาสาธารณสขุทีส่ าคัญของทกุประเทศ องคก์าร 

UNAIDS ไดป้ระมาณวา่มผีูต้ดิเชือ้ประมาณ ๓๙.๕ ลา้นคนท่ัวโลก และในจ านวนนีเ้ป็นผู ้

ตดิเชือ้ในเอเซยีตะวนัออกเฉียงใตป้ระมาณ ๗.๘ ลา้นคน ส าหรับประเทศไทยคาดวา่มผีู ้

ตดิเชือ้ และยังมชีวีติอยูป่ระมาณ ๘ แสน ถงึ ๑ ลา้นคน ถงึแมว้า่ปัจจบุันจะมยีาตา้นไวรัส

และท าใหผู้ต้ดิเชือ้มชีวีติยนืยาวขึน้ แตปั่ญหาของการตอ่สู ้HIV โดยใชย้าตา้นไวรัสก็ยัง

มอียูม่ากพอสมควร ปัญหาเหลา่นีไ้ดแ้ก ่ราคายา[1] ผลขา้งเคยีงทัง้ในระยะสัน้ และระยะ

ยาว[2] ตลอดจนเชือ้ไวรัสดือ้ยาทีนั่บวนัจะเป็นปัญหามากขึน้[3] ดังนัน้ ทางออกของ

การแกปั้ญหาเรือ่งโรคเอดสอ์ยา่งยั่งยนืน่าจะเป็นการพัฒนาวคัซนีเพือ่ใชใ้นการป้องกัน

โรคเอดส ์

วคัซนีป้องกันการตดิเชือ้ไวรัสในอดตีประสบความส าเร็จคอ่นขา้ง

งา่ยดาย เนือ่งจากวคัซนีเหลา่นีเ้ป็นวคัซนีทีใ่ชป้้องกันไวรัสชนดิทีส่ามารถกระตุน้ใหเ้กดิ

ภมูคิุม้กันตามธรรมชาต ิ  แตส่ าหรับการพัฒนาวคัซนีป้องกันโรคเอดสอ์าจยุง่ยากกวา่นัน้ 

สาเหตทุีส่ าคัญไดแ้ก ่HIV ไมก่ระตุน้ใหเ้กดิภมูคิุม้กันตามธรรมชาต ิในความเป็นจรงิแลว้ 

นักวทิยาศาสตรไ์มเ่คยพบใครเลยทีเ่มือ่ตดิเชือ้ HIV แลว้สามารถก าจัดเชือ้ออกไปจาก

รา่งกายได ้ ดังนัน้ การออกแบบวคัซนีโดยอาศัยหลักการวา่เมือ่รา่งกายตดิเชือ้ไวรัสแลว้

จะกระตุน้ใหเ้กดิภมูคิุม้กันตามธรรมชาตจิงึใชไ้มไ่ดส้ าหรับ HIV สาเหตทุีส่ าคัญประการ

หนึง่ไดแ้กก่ารที ่ HIV มกีารเพิม่จ านวน และกลายพันธุอ์ยา่งรวดเร็ว แตอ่ยา่งไรก็ตาม 

การกลายพันธุเ์หลา่นีถ้กูควบคมุในระดับหนึง่ เนือ่งจากกรดอะมโินบางต าแหน่งมี

ความส าคัญตอ่โครงสรา้ง [4] หรอืหนา้ทีข่องโปรตนีของ HIV การกลายพันธุใ์น

ต าแหน่งเหลา่นีจ้งึอาจท าใหไ้วรัสไมส่ามารถมชีวีติตอ่ไปได ้(abortive mutation) 

   ดังนัน้ จงึอาจกลา่วไดว้า่การหลบหลกีภมูคิุม้กันของ HIV มี

ขอ้จ ากัด และเมือ่กระบวนการหลบหลกีภมูคิุม้กันโดยการกลายพันธุด์ าเนนิไปเรือ่ยๆ ใน

ทีส่ดุแลว้ HIV จะไมส่ามารถกลายพันธุห์นตีอ่ไปไดแ้ละอาจมลีกัษณะของล าดับกรดอะมิ

โนทีจ่ าเพาะซึง่สามารถน าขอ้มลูสว่นนีเ้พือ่ใชใ้นการออกแบบวคัซนีได ้ นอกจากนีใ้น

ประชากรหนึง่ทีม่ ีHLA polymorphism คลา้ยคลงึกัน การหลบหลกีของภมูคิุม้กันนีอ้าจ

น าไปสูร่อยประทับของ HLA ไดเ้ชน่กัน [5] 

นอกจากควรเลอืกล าดับกรดอะมโินที ่HIV ไมส่ามารถหลบหนไีป

ไดแ้ลว้ นักวทิยาศาสตรอ์าจตอ้งอาศัยปัจจัยอกีประการหนึง่ในการตัดสนิวา่ล าดับกรดอะ

มโินชนดิใดทีค่วรใสไ่วใ้นวคัซนีตน้แบบ ปัจจัยทีส่ าคัญนีไ้ดแ้ก ่ ความสามารถในการ

กระตุน้ทเีซลลใ์หห้ลั่ง cytokine ไดห้ลายชนดิ (polyfunctional T cell) cytokine 
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เหลา่นีไ้ดแ้ก ่ MIP1/, TNF, IL-2, Gamma Interferon และความสามารถในการ

เพิม่จ านวน (Proliferative capacity) เป็นตน้ ซึง่การทีท่เีซลลห์ลั่ง cytokines ไดห้ลาย

ชนดิไดถ้กูแสดงใหเ้ห็นแลว้วา่เป็นปัจจัยส าคัญทีท่ าใหท้เีซลลม์คีวามสามารถในการ

ควบคมุการตดิเชือ้ HIV 

โครงรา่งวจัิยนี ้ คณะผูว้จัิยไดอ้อกแบบวางแผนการทดลองเพือ่

ศกึษาความหลากหลายของสายพันธุ ์ HIV การหลบหลกีภมูคิุม้กันของ HIV และการ

ท างานทเีซลลท์ีเ่ปลีย่นแปลงไปเนือ่งจากการกลายพันธุ ์ ขอ้มลูนีจ้ะเป็นประโยชนอ์ยา่ง

ยิง่ในการพัฒนาวคัซนีป้องกันโรคเอดสใ์นอนาคต 
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ทีม่าและความส าคัญ 

 

โรคเอดสเ์ป็นปัญหาสาธารณสขุทีส่ าคัญของทกุประเทศ องคก์าร 

UNAIDS ไดป้ระมาณวา่มผีูต้ดิเชือ้ประมาณ ๓๙.๕ ลา้นคนท่ัวโลก และในจ านวนนีเ้ป็นผู ้

ตดิเชือ้ในเอเซยีตะวนัออกเฉียงใตป้ระมาณ ๗.๘ ลา้นคน ส าหรับประเทศไทยคาดวา่มผีู ้

ตดิเชือ้ และยังมชีวีติอยูป่ระมาณ ๘ แสน ถงึ ๑ ลา้นคน ถงึแมว้า่ปัจจบุันจะมยีาตา้นไวรัส

และท าใหผู้ต้ดิเชือ้มชีวีติยนืยาวขึน้ แตปั่ญหาของการตอ่สู ้HIV โดยใชย้าตา้นไวรัสก็ยัง

มอียูม่ากพอสมควร ปัญหาเหลา่นีไ้ดแ้ก ่ราคายา[1] ผลขา้งเคยีงทัง้ในระยะสัน้ และระยะ

ยาว[2] ตลอดจนเชือ้ไวรัสดือ้ยาทีนั่บวนัจะเป็นปัญหามากขึน้[3]ดังนัน้ ทางออกของการ

แกปั้ญหาเรือ่งโรคเอดสอ์ยา่งยั่งยนืน่าจะเป็นการพัฒนาวคัซนีเพือ่ใชใ้นการป้องกันโรค

เอดส ์

วคัซนีป้องกันการตดิเชือ้ไวรัสในอดตีประสบความส าเร็จคอ่นขา้ง

งา่ยดาย เนือ่งจากวคัซนีเหลา่นีเ้ป็นวคัซนีทีใ่ชป้้องกันไวรัสชนดิทีส่ามารถกระตุน้ใหเ้กดิ

ภมูคิุม้กันตามธรรมชาต ิ  แตส่ าหรับการพัฒนาวคัซนีป้องกันโรคเอดสอ์าจยุง่ยากกวา่นัน้ 

สาเหตทุีส่ าคัญไดแ้ก ่HIV ไมก่ระตุน้ใหเ้กดิภมูคิุม้กันตามธรรมชาต ิในความเป็นจรงิแลว้ 

นักวทิยาศาสตรไ์มเ่คยพบใครเลยทีเ่มือ่ตดิเชือ้ HIV แลว้สามารถก าจัดเชือ้ออกไปจาก

รา่งกายได ้ ดังนัน้ การออกแบบวคัซนีโดยอาศัยหลักการวา่เมือ่รา่งกายตดิเชือ้ไวรัสแลว้

จะกระตุน้ใหเ้กดิภมูคิุม้กันตามธรรมชาตจิงึใชไ้มไ่ดส้ าหรับ HIV สาเหตทุีส่ าคัญประการ

หนึง่ไดแ้กก่ารที ่HIV มกีารเพิม่จ านวน และกลายพันธุอ์ยา่งรวดเร็วแตอ่ยา่งไรก็ตาม การ

กลายพันธุเ์หลา่นีถ้กูควบคมุในระดับหนึง่ เนือ่งจากกรดอะมโินบางต าแหน่งมี

ความส าคัญตอ่โครงสรา้ง [4] หรอืหนา้ทีข่องโปรตนีของ HIV การกลายพันธุใ์น

ต าแหน่งเหลา่นีจ้งึอาจท าใหไ้วรัสไมส่ามารถมชีวีติตอ่ไปได ้(abortive mutation) 

ดังนัน้ จงึอาจกลา่วไดว้า่การหลบหลกีภมูคิุม้กันของ HIV มขีอ้จ ากดั และเมือ่

กระบวนการหลบหลกีภมูคิุม้กันโดยการกลายพันธุด์ าเนนิไปเรือ่ยๆ ในทีส่ดุแลว้ HIV จะ

ไมส่ามารถกลายพันธุห์นตีอ่ไปได ้ และอาจมลีกัษณะของล าดับกรดอะมโินทีจ่ าเพาะซึง่

สามารถน าขอ้มลูสว่นนีเ้พือ่ใชใ้นการออกแบบวคัซนีไดน้อกจากนีใ้นประชากรหนึง่ทีม่ ี

HLA polymorphism คลา้ยคลงึกัน การหลบหลกีของภมูคิุม้กันนีอ้าจน าไปสูร่อยประทับ

ของ HLA ไดเ้ชน่กัน [5] 

นอกจากควรเลอืกล าดับกรดอะมโินที ่HIV ไมส่ามารถหลบหนไีป

ไดแ้ลว้ นักวทิยาศาสตรอ์าจตอ้งอาศัยปัจจัยอกีประการหนึง่ในการตัดสนิวา่ล าดับกรดอะ

มโินชนดิใดทีค่วรใสไ่วใ้นวคัซนีตน้แบบ ปัจจัยทีส่ าคัญนีไ้ดแ้ก ่ ความสามารถในการ

กระตุน้ทเีซลลใ์หห้ลั่ง cytokine ไดห้ลายชนดิ (polyfunctional T cell) cytokine 
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เหลา่นีไ้ดแ้ก ่ MIP1/, TNF, IL-2 และ Gamma Interferon เป็นตน้ ซึง่การทีท่ี

เซลลห์ลั่ง cytokines ไดห้ลายชนดิไดถ้กูแสดงใหเ้ห็นแลว้วา่เป็นปัจจัยส าคัญทีท่ าใหท้ี

เซลลม์คีวามสามารถในการควบคมุการตดิเชือ้ HIV 

โครงรา่งวจัิยนี ้ คณะผูว้จัิยไดอ้อกแบบวางแผนการทดลองเพือ่

ศกึษาความหลากหลายของสายพันธุ ์ HIV การหลบหลกีภมูคิุม้กันของ HIV และการ

ท างานทเีซลลท์ีเ่ปลีย่นแปลงไปเนือ่งจากการกลายพันธุ ์ ขอ้มลูนีจ้ะเป็นประโยชนอ์ยา่ง

ยิง่ในการพัฒนาวคัซนีป้องกันโรคเอดสใ์นอนาคต 
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 วตัถปุระสงค ์

 ๑ เพือ่วเิคราะหค์วามหลากหลายของโปรตนี gag ของผูต้ดิเชือ้ HIV 

๒ เพือ่วเิคราะหเ์ปรยีบเทยีบความแตกตา่งของการตอบสนองของทเีซลลต์อ่  

peptide ทีเ่ป็น wild type และ mutant 

 

 ขอบเขตของงานวจัิย 

งานวจัิยนีท้ าการศกึษาในผูท้ีต่ดิเชือ้ HIV ทีม่ปีรมิาณ CD4 

มากกวา่ 300 cells/mm3 โดยไดช้ีแ้จงรายละเอยีดของโครงการใหแ้กอ่าสาสมัครไดรั้บ

ทราบแลว้ และไดรั้บการอนุญาตจากคณะกรรมการจรยิธรรม คณะแพทยศาสตร ์

จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลัยแลว้ 
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ทฤษฎ ีสมมตฐิาน และกรอบคดิการวจัิย 

HIV เป็นไวรัส ทีห่ลบหลกีภมูคิุม้กันไดอ้ยา่งม ี ประสทิธภิาพ 

วธิกีารหนึง่ทีไ่วรัสชนดินีใ้ชไ้ดแ้ก ่ การกลายพันธุข์องสว่นทีเ่ป็น epitope ของโปรตนีที่

ส าคัญ การกลายพันธุด์ังกลา่วถา้เกดิขึน้ที ่ anchor residue จะท าให ้ epitope นัน้ไม่

สามารถจับกับ HLA molecule ได ้หรอืถา้เกดิบรเิวณ T cell receptor residue ก็จะท า

ใหเ้กดิการหลบหลกีจากการรับรูข้องทเีซลลโ์ดยตรง นอกจากนี ้ อาจเป็นไปไดว้า่ 

mutant peptides ทีเ่กดิขึน้จากการกลายพันธุข์อง HIV อาจท าใหเ้กดิการตอบสนอง

ของทเีซลลท์ีไ่มม่ปีระสทิธภิาพ เชน่ การหลั่ง cytokine เพยีงชนดิเดยีวแทนทีจ่ะเป็น 

polyfunctional T cell เป็นตน้ ดังนัน้ ผูว้จัิยจงึมสีมมตฐิานวา่ peptide ทีก่ระตุน้การ

ตอบสนองของ T cell สามารถมไีดห้ลายรปูแบบ แตม่บีางรปูแบบเทา่นัน้ทีส่ามารถ

กระตุน้ใหเ้กดิการตอบสนองของ polyfunctional T cell ได ้  

คณะผูว้จัิยจะไดรั้บสมคัรอาสาสมัครทีต่ดิเชือ้ HIV จ านวน ๒๐ 

คนเจาะเลอืดเพือ่ท าการแยก Peripheral blood mononuclear cell (PBMC) และ 

plasma ท าการวเิคราะห ์HLA type และท าการหาล าดับกรดอะมโินของโปรตนี gagดว้ย

การท า direct sequencing เพือ่น ามาประกอบเป็นขอ้มลูในการออกแบบ overlapping 

peptide ของโปรตนี gag เมือ่ได ้ peptide แลว้ จงึท าการวเิคราะห ์ T cell response 

ดว้ยวธิ ี ELISpot screening โดยใช ้ overlapping peptides และ epitope peptide  

หลังจากนัน้ ท าการออกแบบ mutant peptides/epitopes เพือ่ใชใ้นการวเิคราะห ์T cell 

response ดว้ยเทคนคิ Intracellular cytokine staining  
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แผนภมูแินวคดิการท าวจัิย 
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 บททบทวนวรรณกรรม 

 

HIV เป็นสมาชกิของไวรัสใน Genus Lentivirusซึง่อยูใ่น Family 

Retroviridae ไวรัสชนดินี้มพัีนธกุรรมเป็น RNA สายเดีย่วสองเสน้ HIV เป็น enveloped 

virus ทีม่ ีglycoprotein spikes (gp160) ทีม่บีทบาทส าคัญในการเขา้สูเ่ซลลข์องไวรัส 

สมาชกิของ Lentivirusนอกจาก HIV แลว้ยังม ี Simian Immunodeficiency Virus 

(SIV) ซึง่เป็นไวรัสพบใน primate รวมทัง้ส ิน้ ๒๖ สายพันธุ ์ อาท ิ SIVagm (SIV ใน 

African Green Monkey) เป็นตน้ SIV ใน host ตามธรรมชาตเิหลา่นี ้จะไมก่อ่โรคใดๆ 

แตส่ามารถกอ่โรคทีม่อีาการคลา้ยโรคเอดสไ์ดใ้นลงิแสม (Rhesus macaques) ซึง่เป็น

ลงิประจ าถิน่ของทวปีเอเซยี[6] นอกจากนี ้ นักวทิยาศาสตรย์ังเชือ่อกีวา่ SIVcpzหรอื 

SIVทีม่าจากชมิแปนซ ี (Pan troglodytes troglodytes) เป็นตน้ก าเนดิของ HIV-1 ที่

ระบาดในมนุษย ์ [7]สว่น HIV-2 อาจจะมาจากเชือ้ SIVsm (SIV ทีม่าจากลงิ Sooty 

mangabey (Cercocebusatys)) [8] 

HIV สามารถแบง่ไดเ้ป็น ๒ ชนดิใหญ่ๆ  ไดแ้ก ่HIV-1 ทีร่ะบาดอยู่

ท่ัวโลกในขณะนี ้และ HIV-2 ซึง่มกีารระบาดสว่นใหญอ่ยูใ่นทวปีอัฟรกิา HIV-1 สามารถ

แบง่ออกเป็น ๓ กลุม่ไดแ้ก ่Major group (M), Outlier group (O) และ Non-M, non-

O group (N) การระบาดในขณะนีม้าจาก group M เป็นสว่นใหญ ่ นักวทิยาศาสตรไ์ด ้

แบง่กลุม่ HIV-1 ใน group M ตามความใกลเ้คยีงกันของ nucleotide sequence เรยีก

กลุม่ยอ่ยๆนีว้า่ subtype หรอื clade แตถ่า้ HIV-1 สายพันธุใ์ดทีม่ลีกัษณะของไวรัส

มากกวา่หนึง่ subtype เรยีกไวรัสสายพันธุน์ีว้า่เป็น Circulating Recombinant Form 

(CRF) ตัวอยา่งของ CRF ไดแ้ก ่HIV-1 สายพันธุท์ีร่ะบาดแพรห่ลายมากทีส่ดุในประเทศ

ไทย ซึง่แตเ่ดมิถกูจัดอยูใ่น subtype E แตต่อ่มาพบวา่ไวรัสชนดินีเ้ป็นไวรัสลกูผสม

ระหวา่ง subtype A และ subtype E จงึไดต้ัง้ชือ่ใหมเ่ป็น CRF01_AE [9]เป็นตน้

นอกจากนีนั้กวทิยาศาสตรย์ังพบวา่ยังม ี HIV ลกูผสมระหวา่งสายพันธุ ์ CRF01_AE และ 

subtype B ซึง่ไดต้ัง้ชือ่วา่ CRF15_01B[10] HIVบางสายพันธุเ์ป็นลกูผสมของสายพันธุ์

ตา่งๆมากกวา่หรอืเทา่กับ ๔ สายพันธุข์ ึน้ไป หรอืทีเ่รยีกวา่เป็น mosaic viruses จะใชค้ า

ตอ่วา่ cpxซึง่หมายถงึ complex เชน่ subtype I ซึง่ปัจจบุันพบวา่เป็นสายพันธุล์กูผสม

แบบ mosaic จงึตัง้ชือ่ใหมว่า่เป็น CRF04-cpx เป็นตน้ 

HIV-1 มขีนาดเสน้ผา่ศนูยก์ลางประมาณ ๑๐๐ ถงึ ๑๕๐ นาโน

เมตร และมขีนาดของ genome ประมาณ ๑๐ กโิลเบสซึง่ม ี long-terminal repeats 

(LTRs) ขนาบอยูส่องขา้ง HIV-1 มยีนีหลักอยูส่ามชนดิไดแ้ก ่ gag(ซึง่ถอดรหัสให ้

โครงสรา้งของไวรัส) pol(ซึง่ถอดรหัสให ้enzyme ของไวรัส) และ env(ซึง่ถอดรหัสให ้
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ไกลโคโปรตนีของ envelope) นอกจากนีแ้ลว้ HIV-1 ยังมยีนีอกี ๖ ชนดิทีเ่ป็น 

regulatory และ accessory genes ไดแ้ก ่vif, vpr, tat, rev, nef และ vpu(รปูที ่๑) 

 

รปูที ่๑ Genomic organization of HIV-1 

 

โครงสรา้งของ HIV-1 สว่นใหญไ่ดม้าจากการถอดรหัสของยนี 

gag ซึง่ตอนแรกจะไดเ้ป็นโปรตนีตัง้ตน้ (precursor protein) ขนาดใหญ ่ (pr55) 

หลังจากนัน้จะถกูยอ่ยโดยเอนไซม ์ protease ของไวรัสไดเ้ป็นโปรตนีชนดิเล็กลง เชน่ 

Matrix (MA, p17), Capsid (CA, p24) และ Nucleocapsid (NC, p7) matrix เป็น

โปรตนีทีอ่ยูผ่วิดา้นในของ envelope และท าหนา้ทีใ่นการชกัน าใหเ้กดิการหุม้ virion

ของ HIV-1 ดว้ย envelope ในกระบวนการเพิม่จ านวนของไวรัสกอ่นทีจ่ะออกนอกเซลล ์

นอกจากนี ้matrix ยังมสีว่นรว่มในกระบวนการน า viral preintegration complex เขา้สู่

นวิเคลยีสของเซลลอ์กีดว้ย สว่น viral capsid (p24) นัน้เป็นองคป์ระกอบทีส่ าคัญของ

แกนกลาง (core) ของ HIV-1 สว่น nucleocapsid (p7) เป็น RNA binding protein 

และมหีนา้ทีใ่นการบรรจ ุRNA ของไวรัสเขา้สู ่virion 

เอนไซมข์องไวรัสก็ถกูสรา้งมาโดยการยอ่ยสลายโปรตนีตัง้ตน้

เชน่กัน โดยระหวา่งการสรา้งโปรตนีของ HIV-1 นัน้บางครัง้จะเกดิการสรา้งโปรตนีของ 

gag และ pol เชือ่มกันเป็นโปรตนีขนาดใหญ ่เรยีกวา่ gag-pol precursor protein ซึง่

จะถกูยอ่ยสลายโดย viral protease ไดเ้ป็น โปรตนี gag และเอนไซมข์องไวรัสไดแ้ก ่

protease (p11), reverse transcriptase  (RT)/RNase H (p66/p51) และ Integrase 

(p32) 

โปรตนีของไวรัสทีไ่ดจ้ากการถอดรหัสของยนี envนัน้ จะถกู

สงัเคราะหข์ ึน้ใน endoplasmic reticulum (ER) ไดเ้ป็น polypeptide ทีม่ขีนาด ๘๘

กโิลดาลตัน และผา่นกระบวนการ glycosylation  ที ่ ER และ golgi network ไดเ้ป็น

ไกลโคโปรตนี gp160 ซึง่มขีนาด ๑๖๐ กโิลดาลตัน ซึง่ภายหลังจะถกูยอ่ยโดยเอนไซม์

ของเซลลไ์ดเ้ป็น ๒ สว่นไดแ้ก ่ gp41 ซึง่เป็น transmembrane subunit และ gp120 

LTR 

nef 

env vpr 

pol 

vif gag LTR 

tat 

vpu 

rev 



๑๔ 

 

ซึง่เป็น surface subunit แตทั่ง้สองสว่นยังคงเชือ่มตอ่กัน และถกูน าเขา้ไปแทรกใน 

envelope ของไวรัสซึง่กระบวนการนีอ้าศัยปฏสิมัพันธร์ะหวา่งโมเลกลุ ๒ ชนดิไดแ้ก ่

matrix protein และ cytoplasmic domain ของ gp41 ไกลโคโปรตนีนีจ้ะมกีาร

ประกอบกันเป็น trimersและมลีักษณะเป็น spike อยูบ่นผวิของ virionโดยมจี านวน 

spike ประมาณ ๗๒ spikes ตอ่หนึง่ virion 

ส าหรับยนีอกี ๖ ชนดินัน้ มยีนีอยูส่องชนดิทีม่คีวามจ าเป็นส าหรับ

การเพิม่จ านวนของไวรัสไดแ้ก ่ tatและ revแตย่นีอกีสีช่นดินัน้ (vif, vpr, vpuและ nef) 

ในบางกรณีไมจ่ าเป็นส าหรับการเพิม่จ านวนของไวรัสในหลอดทดลอง ดังนัน้บางทจีงึ

เรยีกวา่ accessory genes  แตอ่ยา่งไรก็ตาม ในปัจจบุันนักวทิยาศาสตรพ์บวา่ ยนีทัง้ ๖ 

ชนดินีม้คีวามส าคัญมากกวา่ทีเ่คยคดิมาในอดตี 

แอนตบิอดทีีม่บีทบาทส าคัญในการป้องกัน และควบคมุการตดิ

เชือ้ไวรัสไดแ้ก ่ neutralising antibody ซึง่ในกรณีของ HIV นัน้ต าแหน่งที ่

neutralising antibodies ไปจับมอียูส่ามต าแหน่งไดแ้ก ่ CD4-binding site ซึง่อยู่

บรเิวณ V3-loop ของ gp120, co-receptor binding site และ gp41 แตอ่ยา่งไรก็ตาม

การท างานของแอนตบิอดตีอ่ HIV นัน้ดเูหมอืนวา่จะมปัีญหาในการท าหนา้ทีต่ามปกต ิ

เนือ่งจากนักวทิยาศาสตรไ์ดพ้บวา่แอนตบิอดจีากผูต้ดิเชือ้ HIV มคีณุสมบัตใินการ 

neutralisation เชือ้ HIV ทีเ่ป็น primary isolate ไดไ้มด่[ี11-13] และยิง่ไปกวา่นัน้ 

แอนตบิอดสีว่นใหญท่ีส่รา้งขึน้เมือ่มกีารตดิเชือ้ HIV เป็น non-neutralizing antibodies 

ซึง่จับกับ virion debris[14]และยังพบอกีวา่แอนตบิอดดีังกลา่วอาจจะมบีทบาทนอ้ย

มาก ในการควบคมุการตดิเชือ้ในระยะ primary infection โดยจะเห็นไดจ้ากวา่ การ

ลดลงของปรมิาณไวรัสในระยะ primary infection เกดิขึน้กอ่นม ี neutralising 

antibodies เสยีอกี[14] และทีส่ าคัญ neutralising antibodies เหลา่นีส้ว่นใหญม่ี

ความจ าเพาะตอ่สายพันธุค์อ่นขา้งสงู ม ี neutralising antibodies อยูเ่พยีงไมก่ีช่นดิ

เทา่นัน้ทีม่คีวามสามารถในการ neutralisation ขา้มสายพันธุไ์ดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ  

ในขณะทีย่ังมขีอ้สงสยัอยูว่า่แอนตบิอดจีะมปีระสทิธภิาพเพยีงใด

ในการควบคมุและป้องกันการตดิเชือ้ HIV นักวทิยาศาสตรเ์ชือ่วา่ภมูคิุม้กนัผา่นเซลล์

โดยเฉพาะอยา่งยิง่ cytotoxic T-lymphocyte (CTL) อาจจะมบีทบาทส าคัญกวา่ โดยมี

หลักฐานวา่ในระยะ primary infection นัน้ ปรมิาณไวรัสในเลอืดลดลงสอดคลอ้งกับการ

เพิม่ขึน้ของ CTL [15]ซึง่อาจจะเป็นหลักฐานวา่ CTL สามารถควบคมุการตดิเชือ้ HIV 

อยา่งนอ้ยทีส่ดุในชว่งแรก นอกจากนีย้ังพบอกีวา่มคีวามสมัพันธเ์ชงิผกผันระหวา่ง

ปรมิาณ HIV ในเลอืด และจ านวน HIV-specific T cells ในระยะ chronic infection 

[16]ยิง่ไปกวา่นัน้ เมือ่วเิคราะหก์ารตอบสนองของภมูคิุม้กันในผูต้ดิเชือ้ HIV ทีม่กีาร



๑๕ 

 

ด าเนนิโรคทีด่ ี (Long-term slow progressor) จะพบวา่การตอบสนองของ CTL ตอ่

โปรตนีบางชนดิของ HIV มบีทบาทส าคัญทีท่ าใหผู้ต้ดิเชือ้ในกลุม่นีม้กีารด าเนนิโรคที่

ดกีวา่คนท่ัวไป [17]ไมเ่พยีงแตห่ลักฐานในผูท้ีต่ดิเชือ้เทา่นัน้ CTL ยังมบีทบาทในการ

ป้องกันการตดิเชือ้ผูท้ีส่มัผัสเชือ้แตไ่มต่ดิ (Highly-exposed persistently 

seronegative persons, HEPS) อกีดว้ย[18-21]ดว้ยหลักฐานดังทีก่ลา่วมาแลว้ขา้งตน้ 

ผูเ้ชีย่วชาญในการพัฒนาวคัซนีเพือ่ป้องกันการตดิเชือ้ HIV ในปัจจบุันจงึมแีนวคดิวา่ควร

จะพัฒนาวคัซนีทีม่อีงคป์ระกอบหลักในการกระตุน้ CTL ตอ่โปรตนีของ HIV 

ถงึแมว้า่ CTL จะมบีทบาทส าคัญในการควบคมุ HIV แตไ่วรัส

ชนดินีม้คีวามสามารถในการกลายพันธุห์ลบหลกีภมูคิุม้กัน และในบางกรณีปรากฏการณ์

ในลักษณะนีน้ าไปสูก่ารด าเนนิโรคทีเ่ลวรา้ยลง[22] และไวรัสกลายพันธุด์ังกลา่วในกรณี

ทีม่ารดาตดิเชือ้ HIV สามารถถา่ยทอดไปสูล่กูได ้[23] อยา่งไรก็ตาม การหลบหลกีจาก 

CTL นี ้อาจจะไมไ่ดเ้กดิขึน้ในทกุกรณี โดยเฉพาะอยา่งยิง่เมือ่ epitope อยูใ่นบรเิวณทีม่ี

ความส าคัญตอ่โครงสรา้งของ HIV [4]Kellerherและคณะไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ epitope 

เสน้หนึง่ทีอ่ยูบ่รเิวณ p24 (capsid) และ restricted ผา่น HLA-B*2705 ถงึแมว้า่จะเป็น 

immunodominant epitope แตก่ารกลายพันธุเ์กดิขึน้ไดน้อ้ยมาก เนือ่งจากบรเิวณ

ดังกลา่วเป็นสว่นส าคัญในการประกอบเป็น capsid ของไวรัส ลักษณะของ structural 

constraint เชน่นีม้ักเกดิขึน้ HLA ทีม่รีายงานวา่มคีวา่มสมัพันธก์ับการด าเนนิโรคทีช่า้

เทา่นัน้ อยา่งไรก็ตามในการศกึษาของคณะผูว้จัิยเองพบวา่ HLA-A*1101-restricted 

nef-specific epitope ซึง่มกีารตอบสนองในระดับสงูในผูต้ดิเชือ้ชาวไทย ไมส่ามารถท า

ใหเ้กดิ escape mutation ได ้(Hansasuta, P. et al, manuscript in preparation) ทัง้

อาจเป็นเพราะบรเิวณดังกลา่วมคีวามส าคัญตอ่ HIV จนไมส่ามารถเกดิการกลายพันธุไ์ด ้

เชน่เดยีวกับกรณีของ HLA-B*2705 และทัง้ที ่HLA-A*1101 มคีวามชกุมากในประชากร

คนไทยจงึน่าจะเกดิการหลบหนภีมูคิุม้กันแลว้ทิง้รอ่งรอยไวใ้นสายพันธุข์อง HIV ที่

ระบาดอยูบ่รเิวณประเทศไทย อยา่งไรก็ตาม การวเิคราะหก์ารตอบสนองของทเีซลลใ์น

กรณีนีผู้ว้จัิยไดใ้ชเ้ทคนคิวดัการหลั่ง IFN โดย ELISpot assay ดังนัน้ มคีวามเป็นไปได ้

วา่ความแรงของการตอบสนองโดยการหลั่ง IFNอาจไมม่คีวามสมัพันธก์ับ antiviral 

pressure ของ HIV-specific T cell ดังนัน้การวเิคราะหก์ารตอบสนองของ T cell โดย

การวดัการสรา้ง cytokines หลายชนดิอาจจ าเป็นเพือ่วเิคราะห ์ antiviral pressure ที่

แทจ้รงิของ HIV-specific T cell 

ในการศกึษานีค้ณะผูว้จัิยขอเสนอการศกึษาววิฒันาการของสาย

พันธุ ์ HIV โดยเฉพาะอยา่งยิง่ความหลากหลายของโปรตนี gag ตลอดจนวเิคราะหก์าร

ตอบสนองของทเีซลลต์อ่โปรตนี gag โดยใชเ้ทคนคิ intracellular cytokine staining 



๑๖ 

 

(ICS) เพือ่วเิคราะหก์ารสรา้ง cytokines ของ HIV-specific T cellในกรณีทีไ่วรัสมกีาร

กลายพันธุบ์รเิวณ peptide หรอื epitope ทีศ่กึษา ผูว้จัิยจะไดศ้กึษารายละเอยีดของการ

ตอบสนองของทเีซลลท์ีม่ตีอ่ wild type และ variant peptides โดยใชเ้ทคนคิ ICS  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



๑๗ 

 

 ประโยชนท์ีค่าดวา่จะไดรั้บ 

๑  ขอ้มลูเรือ่งความหลากหลายทางพันธกุรรมของโปรตนี gag  

๒  ขอ้มลูการตอบสนองของทเีซลลต์อ่ peptide ทีเ่ป็น wild type และ  

Mutant 

 ๓ ผลงานตพีมิพร์ะดับนานาชาต ิ๑ ฉบับ 

 ๕ นสิติระดับบัณฑติศกึษา ๑ คน 

 

แผนการถา่ยทอดเทคโนโลยหีรอืผลการวจัิยสูก่ลุม่เป้าหมาย 

ผลงานวจัิยนีจ้ะถา่ยทอดสูน่สิติทัง้ในระดับปรญิญาตร ี และระดับ

บัณฑติศกึษา และจะไดน้ าเสนอผลงานในทีป่ระชมุในระดับนานาชาต ิตลอดจนมผีลงาน

ตพีมิพใ์นวารสารระดับนานาชาต ิ



๑๘ 

 

 วธิดี าเนนิการวจัิย และสถานทีท่ าการทดลอง 

 

สถานทีท่ าการทดลอง 

ภาควชิาจลุชวีวทิยา คณะแพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลัย 

 

วธิดี าเนนิการวจัิย 

๑ กลุม่ประชากร 

อาสาสมัครทีต่ดิเชือ้ HIV จ านวน ๑๐ คน อาสาสมัครเหลา่นีค้วรม ีCD4 count 

มากกวา่ 300 cells/mm3 

๒ การเก็บตัวอยา่ง 

เจาะเลอืดรวม ๕๐ ซซีเีพือ่เก็บพลาสมาโดยใช ้ EDTA เป็นสารป้องกันเลอืด

 แข็งตัว และ Peripheral mononuclear cell (PBMC) โดยใช ้heparin เป็นสาร

 ป้องกันเลอืดแข็งตัว 

๓ การแยก PBMC 

น า heparinised blood มาเจอืจางดว้ย RPMI ในอัตราสว่น ๑ ตอ่ ๑ หลังจากนัน้

น าไปแยก PBMC โดยใชว้ธิ ีFicoll-hypague density-gradient centrifugation 

ที ่ ๒๕ องศาเซลเซยีส น าเซลลท์ีไ่ดม้ายอ้มดว้ย Trypan blue  และนับโดย

กลอ้งจลุทรรศน ์

๔ การหาล าดับเบสของยนี gag โดย direct sequencing 

สกัดRNA จาก plasma และเพิม่จ านวน gag โดยใช ้ primer ทีเ่หมาะสม โดย 

RT-PCRหลังจากนัน้น าไปศกึษาล าดับเบสโดยตรง (direct sequencing) โดย

ใชเ้ครือ่ง automated DNA sequencer 

๕        น าขอ้มลูจากการวเิคราะหล์ าดับยนีมาสงัเคราะหเ์ปปไทดเ์พือ่ใชใ้น  ขัน้ตอน 

ตอ่ไป 

๖ วเิคราะห ์T cell response โดยวธิ ีELISpot assay เพือ่ไดข้อ้มลูของการ 

ตอบสนองเบือ้งตน้  

๗ วเิคราะหก์ารตอบสนองดว้ย Intracellular cytokine staining  

 

 

 

 

 



๑๙ 

 

 ระยะเวลาการท าวจัิย และแผนด าเนนิการวจัิย 

๑ เตรยีมอปุกรณ์ น ้ายา สารเคม ีและเซลลเ์พาะเลีย้งระยะเวลา ๓ เดอืน (ตลุาคม  

ถงึ ธันวาคม ๒๕๕๒) 

๒ เก็บตัวอยา่งและป่ันเลอืดเพือ่เก็บ PBMC ระยะเวลา ๙ เดอืน ตัง้แต ่๑ มกราคม 

๒๕๕๒ ถงึ ๓๐ กันยายน ๒๕๕๓ 

๓ วเิคราะหล์ าดับกรดอะมโินของ gagระยะเวลา ๑๘ เดอืนตัง้แต ่เมษายน ๒๕๕๓ 

ถงึ กันยายน ๒๕๕๔ 

๔ ออกแบบและสงัเคราะห ์peptide ระยะเวลา ๓ เดอืนตัง้แต ่ตลุาคม ถงึ ธันวาคม  

๒๕๕๓ 

๖ วเิคราะหก์ารตอบสนองของ T cell ดว้ย ELISpot ระยะเวลา ๑๕ เดอืนตัง้แต ่

มกราคม ๒๕๕๓ ถงึ มนีาคม ๒๕๕๔ 

๗ วเิคราะหก์ารตอบสนองของ T cell ดว้ยวธิ ีICS 

ระยะเวลา ๑๕ เดอืนตัง้แต ่มนีาคม ๒๕๕๓ ถงึ มถินุายน ๒๕๕๔ 

๙ รวบรวม วเิคราะหข์อ้มลู สรปุ และเขยีนรายงาน ระยะเวลา ๓ เดอืนตัง้แต ่ 

กรกฎาคม ถงึ กันยายน ๒๕๕๔



๒๐ 

 

ผลการทดลอง 
 
ขอ้มลูทางประชากรศาสตร ์
 
    ผูว้จัิยไดรั้บสมัครอาสาสมัครจ านวน ๔๕ คนโดยจัดเป็น typical 
progressor (TP) ๓๒ คน viraemic controller (VC) ๑๐ คน และ elite controller ๓ 
คน อายเุฉลีย่ของอาสาสมัคร ๓๐ ปีเป็นชาย ๒๔ คนและเป็นหญงิ ๒๑ คนปรมิาณ HIV-
RNA ในพลาสมาอยูร่ะหวา่ง<40 - 1,132,883 copies/ml (median = 9,165 
copies/ml) และ CD4+ T cell count อยูร่ะหวา่ง 126 - 1,319 cells/cu.mm. (median 
= 493 cells/cu.mm.) อาสาสมัครทกุรายยังไมไ่ดรั้บการรักษาดว้ยยาตา้นไวรัส 
(antiretroviral treatment, ART) รายละเอยีดของขอ้มลูกรณุาดตูารางที ่๑ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



๒๑ 

 

ตารางที ่๑ ตารางแสดงขอ้มลูของอาสาสมัคร 

 
 
 

  
 

ID 

 
 

Sex 

 
 

Age 

Time since 
seroconversion 

(years) 

 
CD4 counts 
(cells/mm3) 

 
CD8 counts 
(cells/mm3) 

 
pVL 

(copies/ml) 

 
EC 

HN5 F 28 7 834 942 <40 

HN10 F 38 5 670 507 <40 

HN31 M 52 10 470 745 <40 

 
 
 
 

VC 

HN1 M 18 1 878 na† 1,999 

HN2 M 26 3 1,169 1,814 1,175 

HN9 M 43 9 639 na† 936 

HN12 M 27 1 495 791 1,549 

HN15 M 30 3 578 1,388 742 

HN20 F 24 3 493 1,104 1,034 

PRT M 19 1 551 633 1,123 

HN24 F 28 9 699 810 151 

HN26 M 51 na† 735 780 1,318 

HN30 M 34 3 1,319 2,232 165 

 
 
 
 
 
 

TP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

JSM  F 36 2 265 1,348 6,569 

NOT  M 27 4 195 624 16,925 

VKJ  F 29 3 381 1,313 154,253 

SUL M 45 4 493 896 5,385 

RSR  F 42 4 187 974 503,411 

KRR  F 37 6 126 743 88,597 

SYY  F 49 12 368 1,104 9,540 

HN21 M 44 3 881 1,222 299,077 

PNN F 33 10 319 2,008 5,728 

HN16 M 21 1 561 1,148 12,231 

HN22 M 26 1.5 754 785 4,612 

CHL  F 66 13 448 na† 3,993 

NKM  M 37 12 173 na† 112,042 

TBT  M 21 2 185 na† 4,973 

PPK  F 40 4 219 na† 43,061 

UKY  F 33 8 249 na† 309,949 

HN8 F 36 1 659 na† 230,942 

HN17 F 28 1 325 382 10,961 

HN18 F 30 1 385 823 51,900 

HN19 M 26 2 519 1,338 17,313 

HNN5 M 29 2 375 1,259 27,487 

HNN7 M 23 1 525 1,003 30,145 

HN3 F 24 1 452 521 3,307 

HN7 M 23 3 540 582 12,501 

HN11 F 58 5 450 865 3,094 



๒๒ 

 

 
 

 
ID 

Sex Age 
Time since 

seroconversion 
(years) 

CD4 counts 
(cells/mm3) 

CD8 counts 
(cells/mm3) 

pVL 
(copies/ml) 

HN14 F 28 1 551 694 32,744 

HN23 M 35 1 427 1,029 3,312 

HNN4 F 34 5 187 550 1,132,883 

HN25 F 27 0.5 622 1,172 5,689 

HN27 M 24 0.5 855 1,489 8,790 

HN28 M   490 979 58,523 

HN29 M   428 663 31,329 

 na† Not available 

 
 
 
ขอ้มลู Human Leucocyte Antigen class I (HLA-I) ในอาสาสมัคร 
 
    HLA-I เป็นโมเลกลุทีถ่กูรายงานวา่มคีวามส าคัญและมี
ความสมัพันธใ์นการควบคมุปรมิาณ HIV-RNA และผลลัพธข์องการตดิเชือ้ HIV ในกลุม่
ชาตพัินธุค์อเคเซยีนและกลุม่ชาตพัินธุแ์อฟรกิา ผูว้จัิยจงึตอ้งการวเิคราะหว์า่ในผูต้ดิเชือ้
ซ ึง่เป็นกลุม่ชาตพัินธุอ์าเซยีน (โดยใชฅ้นไทยเป็นตัวแทน) จะมลีกัษณะความสมัพันธ์
ของ HLA-I และการควบคมุ HIV-RNA เหมอืนหรอืแตกตา่งจากทีเ่คยถกูไวร้ายงานใน
ชาตพัินธุอ์ ืน่หรอืไมอ่ยา่งไร ในภาพรวมของ HLA-A locus แลว้ HLA-A*11 มคีวามถี่
สงูสดุโดยพบถงึ ๖๐ เปอรเ์ซ็นตข์องอาสาสมัครรองลงมาเป็น HLA-A*24 (42.5%) 
HLA-A*02 (25%) และ HLA-A*33 (20%) ตามล าดับส าหรับ HLA-B locus  นัน้ HLA-
B*15 มมีากทีส่ดุ (35%) รองลงมาเป็น HLA-B*40 (30%) HLA-B*27 (20%) และ
HLA-B*58 (20%) ตามล าดับในกลุม่ HLA-C locus นัน้ HLA-C*07 มคีวามถีส่งูสดุ 
(45%) รองลงมาเป็น HLA-C*03 (35%) และ HLA-C*01 (22.5%) ตามล าดับ
รายละเอยีดของขอ้มลู HLA กรณุาดทูีต่ารางที ่๒ และรปูภาพที ่๑ - ๓ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



๒๓ 

 

 
ตารางที ่๒ ขอ้มลู HLA ของอาสาสมัคร 

 
 ID HLA-A alleles HLA-B alleles HLA-C alleles 

 
EC 

HN5 2402 1101 150201 4001 030301 080101 
HN10 2402 1101 5401 4001 0102 0304 
HN31 na† na† na† na† na† na† 

 
 
 
 

VC 

HN1 2402 1101 130101 2705 20202 0403 
HN2 0302 110101 080101 2706 0304 0702 
HN9 110101 310102 3501 4001 0303 0702 
HN12 0101 1101 5701 1801 0602 0701 
HN15 0206 1102 270401 400601 0801 1202 
HN20 110101 110101 150201 460101 010201 080101 
PRT 110101 110253 5201 2704 070201 120202 

HN24 0101 0206 5701 4002 0304 0602 
HN26 0203 1101 4601 4601 0102 0102 
HN30 na† na† na† na† na† na† 

 
 
 
 
 
 

TP 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TP 
 
 
 

JSM  1101 2410 1802 2704 na† na† 
NOT  0206 1102 2704 3701 0602 1202 
VKJ  1101 3303 1301 5801 na† na† 
SUL 1101 3303 1502 5801 0302 0801 
RSR  3101 3303 5102 5801 0302 1502 
KRR  2402 3303 3802 5801 0302 0702 
SYY  3303 3303 5801 5801 0302 0302 

HN21 260101 1102 3901 2704 070201 120202 
PNN 2402 3303 2706 5801 0302 0702 
HN16 110101 330301 580101 4001 0302 0702 
HN22 0101 1101 5201 5701 060201 070201 
CHL 0201 0207 5201 5603 0102 1202 
NKM 2402 2402 1501 4002 0401 0702 
TBT 0203 1101 4001 4001 0304 0702 
PPK 2407 2407 3505 4601 na† na† 
UKY  1101 1101 1301 4601 0102 0406 

HN8 0201 1101 150201 460101 010201 080101 
HN17 0203 0207 1525 4002 0304 0702 
HN18 0207 2407 1502 4601 0102 080101 
HN19 0207 0207 4001 4601 0102 0702 
HNN5 24020101 2407 150201 3901 0403 080101 
HNN7 2402 1101 5401 400601 010201 070201 
HN3 2407 1103 150201 370101 0602 0801 
HN7 2407 340101 150201 1535 0702 0801 
HN11 340101 300101 130201 1535 060201 070201 
HN14 2402 1101 150201 150201 080101 080101 
HN23 2402 6801 1505 1513 0801 1602 
HNN4 2410 3301 5801 1802 0302 0704 
HN25 1101 1101 3802 4006 0702 1502 
HN27 na† na† na† na† na† na† 
HN28 na† na† na† na† na† na† 
HN29 na† na† na† na† na† na† 

na† Not available 



๒๔ 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 

รปูที ่๑ สดัสว่นของ HLA-A alleles ในอาสาสมัคร 

 
 
 
 

A

  
A 

B

  
A 



๒๕ 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 

รปูที ่๒ สดัสว่นของ HLA-B alleles ในอาสาสมัคร 

 
 

A

  
A 

B

  
A 



๒๖ 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 

รปูที ่๓ สดัสว่นของ HLA-C alleles ในอาสาสมัคร 

 
 
 

A

  
A 

B

  
A 



๒๗ 

 

 
การเปรยีบเทยีบปัจจัยทีอ่าจมผีลตอ่ปรมิาณ HIV-RNA ในอาสาสมัคร 
 
    มปัีจจัยหลายประการทีอ่าจมผีลตอ่การควบคมุการเพิม่จ านนวน
ของ HIV อาทอิายเุพศระยะของการตดิเชือ้และปรมิาณ CD4+/CD8+ T cells ส าหรับ
อายนัุน้พบวา่กลุม่ EC มอีายมุากทีส่ดุรองลงมาเป็น TP และVC  แตค่วามแตกตา่งนีไ้มม่ี
นัยส าคัญทางสถติเิชน่เดยีวกับเพศระยะทีต่ดิเชือ้และปรมิาณ CD8+ T cells ปัจจัยทีม่ี
ความตา่งอยา่งเดยีวไดแ้ก ่CD4+ T cells ที ่VC มมีากกวา่ TP (ตารางที ่๓ และรปูที ่๔)  

 
 
 
ตารางที ่๓ การเปรยีบเทยีบปัจจัยทีอ่าจมผีลตอ่การควบคมุของเพิม่จ านวนของ HIV  
 

 

Groups 
Age   

(years) 
Sex 

(M:F) 
Years after 

seroconversion 

CD8+ T cell 

counts 
(cells/mm3) 

CD4+ T cell 

counts 
(cells/mm3) 

Plasma 

HIV-1 load 
(copies/ml) 

Elite 

controllers 
(EC) 

38   

(28-52) 

1:2 7               

(5-10) 

745         

(507-942) 

670         

(470-834) 
<40 

Viraemic 

controllers 
(VC) 

27.5 

(18-51) 

8:2 3  

(1-9) 

957         

(633-2,232) 

669         

(493-1,319) 
1,079          

(151-1,900) 

Typical 

progressor
s (TP) 

33   

(21-66) 

15:17 2.5  

(0.5-13) 

976.5         

(382-2,008) 

427.5      

(126-881) 

17,119  

(3,094-
1,132,883) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



๒๘ 

 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 รปูที ่๔ ภาพแสดงการเปรยีบเทยีบปรมิาณ CD4+ T cells และ 
       HIV-RNA ในอาสาสมัคร 

 
 
 
 
 
 



๒๙ 

 

การเปรยีบเทยีบผลลัพธข์องการตดิเชือ้ในอาสาสมัครทีม่ ีHLA protective allele (PA) 
เปรยีบเทยีบกับอาสาสมัครทีไ่มม่ ีprotective allele (nPA)  
 
    ผูว้จัิยท าการเปรยีบเทยีบผูท้ีม่ ี protective HLA alleles เชน่ 
HLA-B*27, -B*57 และ -B*58 ซึง่มรีายงานวา่มคีวามสมัพันธก์ับ good clinical 
outcome แตพ่บวา่ในกลุม่ทีม่ ีprotective alleles (PA) มปีรมิาณ CD4+ T cell count 
และปรมิาณไวรัสไมแ่ตกตา่งจากกลุม่ทีไ่มม่ ีprotective alleles (nPA) (ตารางที ่๔) ใน
กลุม่ PA พบวา่ม ีHLA-B*27 จ านวน ๘ คนและ HLA-B*57/58 จ านวน ๑๑ คน (ผูว้จัิย
จัด HLA-B*57 และ HLA-B*58 อยูใ่นกลุม่เดยีวเนือ่งจากคณุสมบัตกิาร binding ของ 
epitope) การเปรยีบเทยีบผลลัพธท์างคลนิคิดังกลา่วไมข่ ึน้กับระยะการตดิเชือ้ และ
ขอ้มลูทางประชากรศาสตรอ์ืน่ๆ (ตารางที ่๔) เฉพาะคา่ CD8+ T cell count นัน้ที ่PA มี
คา่สงูกวา่nPA อยา่งมนัียส าคัญทางสถติ ิ

 
ตารางที ่๔ ขอ้มลูทางประชากรศาสตรอ์ืน่ๆ 

 
Groups Age   

(years)  
Sex 

(M:F) 

Years after 
seroconversion  

CD8+ T cell 
counts 

(cells/mm3) 

CD4+ T cell 
counts 

(cells/mm3) 

Plasma 
HIV-1 

load 
(copies/ml) 

Subjects 
with 

protective-
allele(s) 

(PA) 

30  
(18-49) 

10:9 
3 

(1-12) 
1,104       

(550-2,232) 
493 

(126-1,319) 

5,728 
(151-

1,132,883) 

Subjects 
without 

protective-
allele(s) 

(nPA) 

29.5 
(19-66) 

12:10 
1 

(0.5-13) 
865         

(382-1,489) 
451 

(173-855) 

14,137 
(936-

309,949) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



๓๐ 
 

Primers ส าหรับการเพิม่จ านวน HIV-1 gag p24 
 
    ถงึแมว้า่ HIV-1 สายพันธุท์ีร่ะบาดในประเทศไทยยังคงเป็น 
CRF_01AE แตว่วิฒันาการของไวรัสมกีารเปลีย่นแปลงไปเรือ่ยๆดังนัน้แทนทีจ่ะน าล าดับ
กรดอะมโินทีถ่กูรายงานไวแ้ลว้ในฐานขอ้มลู ผูว้จัิยจงึท าการวเิคราะหใ์หมใ่นผูต้ดิเชือ้
ปัจจบุันเพือ่ทีจ่ะไดล้ าดับกรดอะมโินของโปรตนี gag p24 ทีเ่ป็นสายพันธุท์ีแ่พรห่ลายใน
ปัจจบุันต าแหน่งของการจับของ primers ไดส้รปุไวใ้นตารางที ่๕ 
 
 
ตารางที ่๕ ตารางสรปุต าแหน่งของ primers 
 

Forward 
primers 

Binding 
position  
(CM240) 

Reverse  
Primers 

Binding Positon 
 (CM240) 

Outer1 276-297 Outer1 1951-1972 
Outer2 169-195 Outer2 2401-2423 
Outer3 304-321 Outer3 1652-1669 
Inner 640-659 Inner 1552-1571 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



๓๑ 

 

การวเิคราะหก์ารตอบสนองของ gag p24-specific T cells โดย ELISpot  assay 
 
ในอาสาสมัครจ านวน ๔๕ คนมเีพยีง ๔ คนเทา่นัน้ทีไ่มม่กีารตอบสนองและ ๓ คนใน
จ านวนนีเ้ป็น elite controller และอกี ๑ คนเป็น typical progressor (HN7) 
 
๑. การตอบสนองของ typical progressor (TP) เมือ่เปรยีบเทยีบกับviraemic 
controller (VC) 
 
ในภาพรวมพบวา่ความกวา้งของการตอบสนอง (breadth of response) ของทัง้ ๒ กลุม่
ไมม่คีวามแตกตา่งกันส าหรับความแรงของการตอบสนองพบวา่ VC มแีนวโนม้วา่มกีาร
ตอบสนองสงูกวา่ TP ทัง้ในแงข่อง cumulative และ median magnitude of 
response (ตารางที ่๖) 
 
ตารางที ่๖ ผลการวเิคราะหก์ารตอบสนองของ gag-p24-specific T cells ใน TP และ VC 

 

 Typical 
progressors  

(TP) 

Viraemic 
controllers  (VC) 

Breadth (OLP) 3 (1-6) 3 (1-9) 
Cumulative 
magnitude 

(SFU/106 PBMC) 

1755 
(322-7913) 

2748 
(644-16098) 

Median magnitude        
(SFU/106 PBMC) 

542 
(98.75-2490) 

684.5 
(205-1855) 

 

 
๒. การเปรยีบเทยีบการตอบสนองระหวา่งอาสาสมัคร TP และ VC ทีม่ ีprotective HLA 
allele  เหมอืนกัน 
 
    ความกวา้งและความแรงของการตอบสนองของ T cell ขึน้อยูก่ับ 
HLA alleles ทีอ่ยูใ่นประชากรดังนัน้การเปรยีบเทยีบทัง้ ๒ ปัจจัยใหแ้มน่ย าจ าเป็นตอ้ง
วเิคราะหก์ารตอบสนองของสองกลุม่ในบรบิทของ HLA allele เดยีวกันในกลุม่
อาสาสมัครทีม่ ีHLA-B*27 พบวา่ pVL ในกลุม่ VC  ต า่กวา่ TP ประมาณ ๑๐ เทา่  (p 
<0.05) และ CD4+ T cell count ในกลุม่ VC มแีนวโนม้สงูกวา่ TP แตไ่มม่นัียส าคัญ
ทางสถติกิารตอบสนองของ T cells ถงึแมว้า่ VC จะมแีนวโนม้วา่ม ี breadth และ 
cumulative maginitude of response สงูกวา่ TP แตไ่มม่นัียส าคัญทางสถติ ิ กลุม่
อาสาสมัครทีม่ ีHLA-B*57/58 กลุม่ VC ม ีCD4+ count สงูกวา่และม ีpVL ต า่กวา่กลุม่ 
TP อยา่งมนัียส าคัญทางสถติสิ าหรับการตอบสนองของ T cells ทัง้ breadth และ
cumulative  magnitude of response ของ VC สงูกวา่ TP แตไ่มม่นัียส าคัญทางสถติ ิ
(ตารางที ่๗, รปูที ่๕ และรปูที ่๖)  

 
 
 
 



๓๒ 

 

 
ตารางที ่๗ การเปรยีบเทยีบการตอบสนองของ T cells ใน TP และ VC ทีม่ ีprotective 
HLA allele ที ่matched กัน 
 

 HLA-B*27 group HLA-B*57/58 group 

TP (4) VC (4) TP (9) VC (3) 

Age (years) 34.5 (27-
44) 

25 (19-30) 34 (21-49) 28 (27-34) 

HIV-1 duration (years) 3.5 (2-10) 3 (2-3) 4 (1.5-12) 2 (1-3) 

CD4+ T cell counts  
(cells/mm3) 

292  
(195-881) 

728  
(493-1,169) 

368  
(126-658) 

699  
(495-

1,319)* 

CD8+ T cell counts  
(cells/mm3) 

1285 
 (624-
2,008) 

1388  
(1,104-
1,814) 

974  
(550-2,008) 

810  
(791-2,232) 

Plasma HIV-1 load  
(copies/ml) 

11,747  
(5,728-

299,077) 

1,104.5  
(742-

1,900)* 

12,231 
(3,026-

1,132,883) 

165  
(151-

1,549)** 

p24 breadth of 
responses  

(no of OLPs) 

2 (2-4) 7.5 (2-9) 2 (1-6) 4 (1-8) 

p24 cumulative 
magnitude of responses 

(SFU/106 PBMC) 

1,779 
 (719.5-
1,804) 

10,241  
(1,024-
16,098) 

1,496  
(542-7,913) 

2,440  
(644-3,056) 

p24 median magnitude 
of responses (SFU/106 

PBMC) 

889.3  
(167.3-902) 

769  
(512-1,149) 

542  
(98.75-
1,445) 

644  
(205-725) 

Breadth of specific HLA-
I allele restricted 

epitopes responses (no 
of EPs) † 

na†† na†† 2 (0-4) 3 (2-4) 

Median magnitude of 
specific HLA-I allele 
restricted epitopes 
responses (SFU/106 

PBMC) 

1,109  
(0-2,547.5) 

2,112  
(0-5,834) 

987  
(0-3,435) 

586 
 (483-751) 

Cumulative magnitude 
of specific HLA-I allele 

restricted epitopes 
responses  

(SFU/106 PBMC) 

na†† na†† 1,860  
(0-4058) 

2,338  
(966-3,678) 

*p value < 0.05, ** p value < 0.01,  
† HLA-B27-restricted epitope: KRWIILGLNK, KK10;                 
†HLA-B57/58-restricted epitopes: LSPRTLNAW, LW9; KGFNPEVIPMF, KF11; 
ETINEEAEW, EW10; QATQEVKNW, QW9; GTGATLEEM, GM9 and TSTLQEQIGW, 
TW10         
 †† not analyzed, only 1 HLA-B27 restricted epitope tested in this study 

 



๓๓ 

 

                                                       
 

 
 
 
 
 

 
 
รปูที ่๕ การเปรยีบเทยีบ clinical outcome ของอาสาสมัคร VC และ TP 
ทีม่ ีHLA allele เดยีวกัน (HLA-B*27) 

 

 
 

 
 
 
 

A B 

C D 



๓๔ 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รปูที ่๖ การเปรยีบเทยีบ clinical outcome ของอาสาสมัคร VC และ TP ทีม่ ีHLA allele 
เดยีวกัน (HLA-B*57/58)  

 
 
 
 

A 

B 



๓๕ 

 

 
๓. การวเิคราะหค์ณุภาพของการตอบสนองของ T cells ใน TP และ VC 
 
    ผูว้จัิยไดท้ าการ optimization การยอ้ม cytokine ดว้ย
แอนตบิอดดีังผลทีแ่สดงในตารางที ่๘  
    นอกจากนีเ้รายังเปรยีบเทยีบการวเิคราะหใ์นเซลลท์ีแ่ยกออกมา
ใหม ่(fresh) และในเซลลท์ีผ่า่นการแชแ่ข็ง (frozen) และเพือ่ผลการทดลองทีด่ทีีส่ดุ ผู ้
วเิคราะหจ์งึตัดสนิใจท าการวเิคราะหโ์ดยใชเ้ซลลท์ีแ่ยกมาใหมทั่ง้หมด 
 

 
 
ตารางที ่๘ ผลสรปุการ Optimisation 

 
Antibodies Recommended 

volumes (1X) 
Optimal 

titers  
Optimal 
volumes  

APC-H7-conjugated anti-
human CD3 monoclonal 

antibody (Beckton Dickinson) 

5 µl 1/2X 2.5 µl 

Pacific blue-conjugated anti-
human CD8 monoclonal 

antibody (Biolegend) 

20 µl 1/16X 1.25 µl 

PE-Cy5-conjugated anti-
human CD107a monoclonal 

antibody (Beckton Dickinson) 

5 µl 1/4X 1.25 µl 

FITC-conjugated anti-human 
IL-2 monoclonal antibody 

(Biolegend) 

20 µl 1X 20 µl 

APC-conjugated anti-human 
TNF-α monoclonal antibody 

(Biolegend) 

5 µl 1X 5 µl 

PE-Cy7-conjugated anti-
human IFN-γ monoclonal 

antibody (Biolegend) 

5 µl 1X 5 µl 

PE-conjugated anti-human 
MIP1-β monoclonal antibody 

(Beckton Dickinson) 

5 µl 1/8X 0.5 µl 

 
 
 
 
 
 



๓๖ 

 

 
 
 

 
 
 
รปูที ่๗ การเปรยีบการวเิคราะห ์cytokine ภายในเซลล ์(intracellular cytokine 
staining, ICS) ในเซลลท์ีแ่ยกมาใหม ่(fresh) กับเซลลท์ีผ่า่นการแชแ่ข็ง (frozen) 

 
 
 
 
 
 
 
 

     

Functional quality of HIV-1 Gag p24-specific-CD8+ T cell responses  



๓๗ 

 

 
    ผูว้จัิยท าการวเิคราะหค์ณุภาพของการตอบสนองของ T cells 
โดยวธิ ี  Intracellular cytokine staining (ICS) วเิคราะหก์ารสงัเคราะห ์ MIP-1β, 
IFNγ, TNF-α, IL-2 และ CD107a T cells ทีม่กีารแสดงออกของ markers เหลา่นีใ้น
เซลลเ์ดยีวกันเรยีกวา่มpีolyfunctional T-cell response ซึง่มหีลักฐานวา่เป็นเซลลท์ีม่ ี
คณุภาพดแีละมคีวามสมัพันธก์ับการควบคมุการตดิเชือ้ HIV เมือ่เปรยีบเทยีบ
polyfunctional T cells ในกลุม่ VC และ TP (ตารางที ่ ๙) พบวา่ม ี functional 
phenotype อยู ่๓ ชนดิที ่VC และ TP มคีวามแตกตา่งกันอยา่งนัยส าคัญทางสถติไิดแ้ก่
๑) cell phenotype ทีม่คีรบ ๕ functions ๒) cell phenotype ทีม่ ี๔ functions เฉพาะ
เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ MIP-1β, IFNγ, TNF-αและ CD107a และ ๓) cell 
phenotype ทีม่ ี๓ functions เฉพาะเซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ MIP-1β, TNF-αและ 
CD107a (รปูที ่๘ และ ๙) 

 
 
 
ตารางที ่๙ รายชือ่อาสาสมัครและ HLA-alleles ในการวเิคราะห ์T cell functional 
quality 

 
Typical Progressors (TP) Viraemic Controllers (VC) 

ID Protective HLA-I 
alleles† 

ID Protective HLA-I 
alleles 

HN3 None†† HN2 HLA-B*2706 
HN11 None HN12 HLA-B*5701 
HN18 None HN15 HLA-B*2704 
HN19 None HN20 HLA-B*2704 
HN21 HLA-B*2704 HN24 HLA-B*5701 
HNN4 HLA-B*5801 HN26 HLA-B*4601 
JSM HLA-B*2704 HN30 HLA-B*5801 
NOT HLA-B*2704 PRT None 
PNN HLA-B*2706/B*5801   
RSR HLA-B*5801   
SUL HLA-B*5801   
VKJ HLA-B*5801   

 
† indicated that this individual was positive for one or more of the 3 protective 
HLA-I alleles, which included HLA-B*27, -B*57 and -B*58, †† indicated that 
this individual was negative for all of the 3 protective HLA-I alleles. 

 
 
 
 
 



๓๘ 

 

 
 
 

 
 

รปูที ่๘ และ ๙ การเปรยีบเทยีบ functional quality ของ VC และ TP 

 
 



๓๙ 

 

 
๔.การวเิคราะหค์ณุภาพ T cells จากอาสาสมัครทีม่ ีHLA-matched alleles 
    เชน่เดยีวกับเหตผุลทีเ่คยไวแ้ลว้เมือ่วเิคราะห ์ T-cell response 
โดย ELISpot assay ผูว้จัิยไดว้เิคราะหเ์ปรยีบเทยีบคณุภาพของ T cells  ดว้ยเทคนคิ 
ICS และเปรยีบเทยีบในกลุม่อาสาสมัครทีม่ ี HLA allele(s) เหมอืนกันโดยจะแบง่เป็น
การวเิคราะหใ์นกลุม่ VC/TP ทีม่ ีHLA-B*27 และกลุม่ VC/TP ทีม่ ีHLA-B*57/58 
 
๔.๑ คณุภาพของการตอบสนองของ T cells ในอาสาสมัคร VC และ TP ทีม่ ีHLA-B*27 
VC มอีายคุอ่นขา้งนอ้ยกวา่แตต่ดิเชือ้ในระยะเวลาใกลเ้คยีงกันปรมิาณ CD4+ T cells 
ของ VC มคีา่มากกวา่ TP เกอืบ ๒ เทา่ (ตารางที ่๑๐) และ pVL ตา่งกันประมาณ ๑ log 
(รปูที ่๑๐) และเมือ่วเิคราะห ์T-cell functional quality พบวา่ functional T cells ของ 
VC สว่นใหญม่มีากกวา่ TP และความแตกตา่งนีม้นัียส าคัญใน cell phenotype ทีม่คีรบ 
๕ functions (รปูที ่๑๑ และ ๑๒) อยา่งไรก็ตาม T-cell functional quality ทีพ่บในการ
วเิคราะหก์อ่นหนา้นีอ้าจมาจากผลของการตอบสนองทีเ่ป็น non-HLA-B*27 restriction 
ดังนัน้ผูว้จัิยจงึวเิคราะหค์ณุภาพของ T cells ทีถ่กูกระตุน้ดว้ย KK10 epitope ทีน่ าเสนอ
โดย HLA-B*27 ผลการวเิคราะหน์ีพ้บวา่ functional T cells ยกเวน้ชนดิครบ 5 
functions ของ TP มปีรมิาณใกลเ้คยีงกับ VC แตส่ าหรับ phenotype ทีม่คีรบ ๕ 
functions VC มมีากกวา่ TP อยา่งมนัียส าคัญทางสถติ ิ(รปูที ่๑๓ และ ๑๔)   
 
 

 
 
ตารางที ่๑๐ ลักษณะของอาสาสมัคร VC และ TP ทีม่ ีHLA-B*27 

 
Demographic data TP (4) VC (3) 

Age (years) 34.5 (27-44) 26 (24-30) 

Years after seroconversion  3.5 (2-10) 3 (3) 

CD4+ T cell count (cells/mm3) 292 (195-881) 578 (493-1169) 

CD8+ T cell count (cells/mm3) 1285 (624-2008) 1388 (1104-1814) 

Plasma HIV-1 load 
(copies/ml) 

11747 (5728-
299077) 

1034 (742-1175)† 

† Difference in pVL was significant when all 4 HLA-B*27 positive TP were 
compared with 4 HLA-B*27 positive VC (11747 vs. 1104.5, p = 0.0286,)   

 
 
 
 
 
 
 



๔๐ 

 

 
 
 
 

 
 
 

รปูที ่๑๐ ปรมิาณ HIV-RNA (pVL) ของอาสาสมัคร VC และ TP ทีม่ ีHLA-B*27 

 
 
 
 
 
 



๔๑ 

 

 
 
 

 
 
รปูที ่๑๑ และ ๑๒ การเปรยีบเทยีบ functional quality ของ VC และ TP 
ทีม่ ีHLA-B*27 



๔๒ 

 

 
 

 
 
 
รปูที ่๑๓ และ ๑๔ การเปรยีบเทยีบ functional quality ของ VC และ TP ตอ่ 
epitope KK10 

 
 



๔๓ 

 

๔.๒ คณุภาพของการตอบสนองของ T cells ในอาสาสมัคร VC และ TP ทีม่ ี HLA-
B*57/58  VC มอีายคุอ่นขา้งนอ้ยกวา่ TP ตดิเชือ้นานกวา่ VC เล็กนอ้ยแตไ่มม่นัียส าคัญ
ทางสถติปิรมิาณ CD4+ T cells ของ VC มคีา่มากกวา่ TP ๒ เทา่และมนัียส าคัญทาง
สถติ ิ(ตารางที ่๑๑) และpVLของ TP มากกวา่ VC ๒ log (รปูที ่๑๕) และเมือ่วเิคราะห ์
T-cell functional quality พบวา่ T cells ทีม่ ี function ≤ ๓ functions ของ TP มี
มากกวา่ VC และ T cells ทีม่ ี๔ และ ๕ functions ของ VC มมีากกวา่ TP โดยพบความ
แตกตา่งนีม้นัียส าคัญใน cell phenotype ทีม่คีรบ ๕ functions (รปูที ่ ๑๖ และ ๑๗) 
อยา่งไรก็ตามดังทีก่ลา่วมาแลว้ขา้งตน้ T-cell functional quality ทีพ่บในการวเิคราะห์
กอ่นหนา้นีอ้าจมาจากผลของการตอบสนองทีเ่ป็น non-HLA-B*57/58 restriction 
ดังนัน้ผูว้จัิยจงึวเิคราะหค์ณุภาพของ T cells ทีถ่กูกระตุน้ดว้ย epitopes ทีน่ าเสนอโดย 
HLA-B*57/58 ผลการวเิคราะหน์ีพ้บวา่ functional T cells ยกเวน้ชนดิครบ 5 
functions ของ TP มปีรมิาณใกลเ้คยีงกับ VC แตส่ าหรับ phenotype ทีม่คีรบ ๕ 
functions VC มมีากกวา่ TP อยา่งมนัียส าคัญทางสถติ ิ(รปูที ่๑๘ และ ๑๙)   

 
 
 
 
ตารางที ่๑๑ ลักษณะของอาสาสมัคร VC และ TP ทีม่ ีHLA-B*57/58 
 

 
Demographic data TP (5) VC (3) 

Age (years) 34 (29-47) 28 (27-34) 

Years after 
seroconversion  

4 (3-10) 3 (1-9) 

CD4+ T cell counts 
(cells/mm3) 

319 (187-493) 699 (495-1,319)* 

CD8+ T cell counts 
(cells/mm3) 

974 (550-2,008) 810 (791-2,232) 

Plasma HIV-1 load 
(copies/ml) 

154,253 (5385-
1,132,883) 

165 (151-1,549)** 

 
 
 
 
 
 
 
 



๔๔ 

 

 
 
 
 

 
 
 
รปูที ่๑๕ ปรมิาณ HIV-RNA (pVL) ของอาสาสมัคร VC และ TP ทีม่ ีHLA-B*57/58 

 
 
 
 
 
 



๔๕ 

 

  
 

 
 
รปูที ่๑๖ และ ๑๗ การเปรยีบเทยีบ functional quality ของ VC และ TP 
ทีม่ ีHLA-B*57/58 

 
 



๔๖ 

 

 

 
 

 
 
รปูที ่๑๘ และ ๑๙ การเปรยีบเทยีบ functional quality ของ VC และ TP ตอ่ epitopes 
ที ่presented โดย HLA-B*57/58 

 
 
 



๔๗ 

 

๕. ความสมัพันธร์ะหวา่งคณุภาพของ T cells และผลลัพธข์องการตดิเชือ้ HIV 
 
    ผูว้จัิยตัง้สมมตฐิานวา่polyfunctional T cells ทีม่ ี functions ๕ 
ชนดิมบีทบาทส าคัญในการควบคมุการตดิเชือ้ HIV ดังนัน้เพือ่พสิจูนส์มมตฐิานนีผู้ว้จัิย
จงึไดน้ าอาสาสมัครซึง่ม ี T cells ทีม่ ี functional phenotype ดังกลา่วมาวเิคราะห์
ความสมัพันธก์ับ readout ทีส่ะทอ้นใหเ้ห็นผลลพัธข์องการตดิเชือ้ไดแ้ก ่ pVL และ
ปรมิาณ CD4+ T cells และเปรยีบเทยีบกับผูท้ีไ่มม่ ี T cells ที ่ highly functional 
ดังกลา่วและพบวา่เฉพาะผูม้ ี functional phenotype ครบ ๕ functions เทา่นัน้ทีม่ี
ความสามารถในการควบคมุ HIV replication ไดอ้ยา่งมนัียส าคัญทางสถติแิละสามารถ
รักษาระดับ CD4+ T cell count ไวใ้นระดับสงูอยา่งมนัียส าคัญทางสถติเิชน่กนั 
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รปูที ่๒๐ Polyfunctional T cells สามารถควบคมุ HIV replication และรักษาปรมิาณ 
CD4 T cell count 

A B 

C D 

E F 



๔๘ 

 

๖. ความหลากหลายของ epitopes ทีถ่กูน าเสนอโดย HLA ทีม่คีวามสมัพันธก์ับ
ความสามารถในการควบคมุ HIV replication (HLA-B*27 และ HLA-B57/58) และ 
HLA ทีพ่บไดบ้อ่ยในคนไทย (HLA-A*11)  
 

ผูว้จัิยมสีมมตฐิานวา่การตอบสนองของ T cells ทีม่ปีระสทิธภิาพ
ส าคัญทีเ่ป้าหมาย หรอื epitope ของ T cells นัน้ โดยถา้ T cells รับรู ้ epitope ทีม่ี
ความส าคัญตอ่โครงสรา้งของไวรัส การตอบสนองนัน้จะสามารถควบคมุการเพิม่จ านวน
ของ HIV ไดเ้นือ่งจากไวรัสทีก่ลายพันธุบ์รเิวณทีส่ าคัญเพือ่หลบการตอบสนองดังกลา่ว
จะมคีวามพกิารของโครงสรา้งแลว้น าไปสูก่ารลด replicative fitness ท าใหม้ปีรมิาณ 
HIV plasma load ต า่ และมกีารด าเนนิของโรคชา้ลง ผูว้จัิยไดเ้ลอืก epitopes ที่
น าเสนอผา่น HLA-B*27 และ HLA-B*57/58 เป็นตัวอยา่งของ epitope ทีอ่ยูบ่รเิวณมี
ความส าคัญตอ่โรคงสรา้งของโปรตนี gag ส าหรับ epitope KK10 (KRWIILGLNK) ที่
น าเสนอโดย HLA-B*27 พบวา่ epitope นีไ้มม่กีารกลายพันธุเ์กดิขึน้ อธบิายไดว้า่ไวรัส
ทีพ่ยายามหลบภมูคิุม้กันอาจกลายพันธุแ์ตไ่มส่ามารถเพิม่จ านวนได ้ หรอืเพิม่จ านวนได ้
นอ้ยมากจงึพบแต ่ wild type KK10 epitope ในกรณีของ epitopes ของ HLA-
B*57/58 ซึง่มหีลาย epitopes ไดแ้ก ่ EW10 (ETINEEAAEW), KF11 
(KGFNPEVIPMF), QW9 (QATQEVKNW) และ LW9 (LSPRTLNAW) ผูว้จัิยพบวา่มี
การกลายพันธุข์อง epitopes พบไดเ้ชน่ QW9 ทีม่ตี าแหน่งที ่ ๓ เปลีย่นจาก T เป็น S 
และต าแหน่งรองสดุทา้ย (N) เปลีย่นเป็น Qหรอื KF11 ที ่G ณ.ต าแหน่งที ่๒ เปลีย่นเป็น 
A แต ่epitope variations ทัง้หมดนีเ้ป็น cross-reactive epitopes ดังนัน้จงึไมไ่ดเ้ป็น
การกลายพันธุท์ีเ่กดิจากการคัดเลอืกพันธุโ์ดยการตอบสนองผา่น T cells ในการ
วเิคราะห ์AK11 ทีเ่ป็น epitope ซึง่น าเสนอผา่น HLA-A*11 นัน้แมว้า่พบการตอบสนอง
คอ่นขา้งสงู ก็ไมพ่บการกลายพันธุเ์ชน่กัน ดังนัน้มคีวามเป็นไปไดว้า่ epitope บรเิวณนี้
เป็น target ทีส่ าคัญเหมอืน KK10 แตเ่ป็นทีน่่าสงัเกตวา่ ในอาสาสมัครทีม่ ี HLA-A*11 
บางคนทัง้ๆทีม่ ี conserved AK11 epitope แตไ่มม่กีารตอบสนอง ในกรณีนีอ้าจตอ้งมี
การศกึษากลไกในการ ‘silence’ การตอบสนองของ AK11-specific T-cell response 
ตอ่ไป 
 



๔๙ 

 

ผลการทดลอง 

 

Donor ACQGVGGPSHK CD4 count HIV load SFU/a million PBMC 
 HN14 ACQGVGGPSHK 551 32744 Non response 

   ACQGVGGPSHK 487 18301 Non response 

   ACQGVGGPSHK 528 656 Non response 
 HN16 Not done 519 33851 Non response 

 HN22 Not done 658 3026 Non response 
 HN5 Not done 624 105 Non response 
 HN10 Not done 647 1032 Non response 
 HN26 Not done 783 419 Non response 

 HN21 Not done 771 202728 Non response 

 HN13 SCQGVGGPSHK 1051 2434 1692 
 HN12 ACQGVGGPSHK 464 6514 596 

 HN20 ACQGVGGPSHK 653 32899 1567 
 HN2 Not done 1261 682 2114 

 HN41 Not done 712 151 1276 

 HN47 Not done 707 979 514 
 HN25 Not done 641 6053 426 

 HN28 ACQGVGGPSHK 490 58523 1018 

 HN32 ACQGVGGPSHK 779 9599 106 
 PRT Not done 543 13298 1108 

 HN34 Not done 886 443105 196 
 

      Donor KRWIILGLNK CD4 count HIV load SFU/a million PBMC 

 HN20 KRWIILGLNK 653 32899 2955 

 HN15 Not done 578 742 860 
 HN21 Not done 771 202728 1240 
 HN1 Not done 878 2472 Non response 

 HN2 Not done 1261 682 Non response 
 

      Donor LSPRTLNAW CD4 count HIV load SFU/a million PBMC HLA 

HN22 LSPRTLNAW 658 3026 1196 B57 

HN24 Not done 837 158 1146 B57 

HN30 Not done 1310 20 1378 B57 

      Donor KGFNPEVIPMF CD4 count HIV load SFU/a million PBMC HLA 

HN12 KGFNPEVIPMF 464 6514 182 B57 

HN16 KGFNPEVIPMF 519 33851 1144 B58 

  KGFNPEVIPMF 403 51887 1856   

HN40 KAFNPEVIPMF 956 8972 134 B58 

HN48 KGFNPEVIPMF 731 96369 668 Not done 

HN24 Not done 837 158 332 B57 

HN30 Not done 1310 20 466 B57 

 
 

 
     Donor ETINEEAAEW CD4 count HIV load SFU/a million PBMC HLA 

HN42 ETINEEAAEW 543 1400 874 Not done 

HN16 ETINEEAAEW 403 51887 132 B58 

      



๕๐ 

 

Donor QATQEVKNW CD4 count HIV load SFU/a million PBMC HLA 

HN12 QATQEVKQW 464 6514 228 B57 

HN16 QATQEVKQW 519 33851 1650 B58 

  QATQEVKQW 403 51887 1340   

HN40 QASQEVKNW 956 8972 152 B58 

HN24 Not done 837 158 332 B57 

HN30 Not done 1310 20 196 B57 

      Donor GTGATLEEM CD4 count HIV load SFU/a million PBMC HLA 

HN59 Not done 374 33096 134 Not done 

      

      Donor TSTLQEQIGW CD4 count HIV load SFU/a million PBMC HLA 

HN12 TSNLQEQIGW 464 6514 384 B57 

HN30 Not done 1310 20 264 B57 

HN22 Not done 658 3026 1014 B57 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



๕๑ 

 

สรปุและอภปิรายผล 

 

ถงึแมว้า่การทดสอบวคัซนีโรคเอดสใ์นประเทศไทยครัง้ลา่สดุ

พบวา่วคัซนีมปีระสทิธภิาพประมาณ ๓๑ เปอรเ์ซ็นต ์ แตร่ะดับการป้องกันดงักลา่วยังไม่

เพยีงพอทีม่าใชไ้ดจ้รงิ และยังไมท่ราบกลไกแน่ชดัวา่วคัซนีดังกลา่วสามารถป้องกันการ

ตดิเชือ้ HIV ไดอ้ยา่งไร แตเ่นือ่งจากโครงสรา้งของวคัซนีดังกลา่วไมส่ามารถกระตุน้ T 

cells แสดงวา่ผลการทดสอบของวคัซนีชนดินีไ้มเ่กีย่วขอ้งกับการตอบสนองของ T cells 

ดังนัน้ มคีวามเป็นไปไดว้า่ประสทิธภิาพของวคัซนีทีไ่มด่มีากนักอาจเนือ่งมาจากการที่

วคัซนีไมไ่ดก้ระตุน้การตอบสนองของ T cells ดังนัน้ ผูว้จัิยจงึท าการวเิคราะหก์าร

ตอบสนองของ T cells ในอาสาสมัครคนไทย โดยเปรยีบเทยีบระหวา่งผูท้ีส่ามารถ

ควบคมุการเพิม่จ านวนไวรัสไดด้ ี (Viraemic/elite controller) และอาสาสมัครทีไ่ม่

สามารถควบคมุไวรัสได ้(Typical progressor)  

ในการศกึษานีพ้บวา่ protective allele ไมไ่ดม้ผีลตอ่ clinical 

outcome ทัง้ๆทีปั่จจัยอืน่ทีอ่าจมผีลตอ่ outcome ใกลเ้คยีงกัน ดังนัน้ จงึมคีวามเป็นไป

ไดว้า่ผลของ protective allele ในการศกึษาในประชากรคอเคเชยีน และอัฟรกิันอาจ

ไมไ่ดม้ผีลอยา่งเดยีวกันในกลุม่ประชากรไทย ซึง่อาจมาจากปัจจัยทาง viral variation 

หรอื host HLA ในระดับ high resolution ดังนัน้เพือ่ตอบค าถามเรือ่งการตอบสนองของ 

T cells ทีแ่ตกตา่งกันของอาสาสมัครทีม่คีวามสามารถในควบคมุ HIV ทีต่า่งกัน ผูว้จัิย

จงึแบง่กลุม่อาสาสมัครออกเป็น ๓ กลุม่ ไดแ้ก ่ elite controller, viraemic controller 

และ typical progressor เมือ่วเิคราะหก์ารตอบสนองดว้ย ELISpot assay พบวา่ 

viraemic controller ม ีbreadth  และ magnitude ของการตอบสนองไมแ่ตกตา่งจาก 

typical progressor 

เนือ่งจากการตอบสนองของ T cell ขึน้กับ HLA class I 

molecule เป็นไปไดว้า่ผลของการเปรยีบเทยีบการตอบสนองในอาสาสมัคร VC และ TP 

อาจขึน้กับ HLA alleles ทีต่า่งกันดว้ย ไมไ่ดม้ากจากความสามารถของการควบคมุไวรัส

แตเ่พยีงอยา่งเดยีว ดังนัน้ ผูว้จัิยจงึเปรยีบเทยีบเฉพาะอาสาสมัครทีม่ ี HLA allele 

เดยีวกัน ผลการเปรยีบเทยีบในลักษณะนีพ้บวา่ clinical outcome (ทีป่ระเมนิดว้ย 

CD4/pVL) ของ VC มผีลลัพธท์ีด่กีวา่ TP ทัง้ผูท้ีม่ ีHLA-B*27 และ HLA-B*57/58  แต่

การตอบสนองของ T cells ไมม่คีวามแตกตา่งอยา่งมนัียส าคัญทางสถติผิูว้จัิยจงึ

ตัง้สมมตฐิานวา่คณุภาพของ T cells (ทีส่ะทอ้นโดย polyfunctional T cells) อาจมี

ความสมัพันธก์ับการควบคมุ HIV มากกวา่ จงึไดว้เิคราะหค์ณุภาพของ T cells ดังกลา่ว

โดย intracellular cytokine staining (ICS) 
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องคป์ระกอบในการจัดท าโครงการวจัิย  

 

คณะผูว้จัิย บทบาทของนักวจัิยแตล่ะคนในการท าวจัิย และสดัสว่นทีท่ าการวจัิย (%) 

หัวหนา้โครงการวจัิย ไทย นายปกรัฐ หังสสตู 

 อังกฤษ Mr.Pokrath  Hansasuta 

ต าแหน่ง  ผูช้ว่ยศาสตราจารยร์ะดับ ๘ 
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