
 

อภิปรายและวิจารณผลอภิปรายและวิจารณผล  
 
คณะผูวิจัยสามารถ amplify TSLP gene ไดจากการสกัดอารเอ็นเอของ Human 

epithelial cell line (A549) ท่ีถูกกระตุนสารกอภูมิแพไรฝุน แลวทําการเปลี่ยน RNA ใหเปน cDNA 
ทําการเพ่ิมจํานวนยีน TSLP โดยใชคูไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอยีน โดยการออกแบบคูไพรเมอร
จาก  human TSLP sequences ท่ีมีอยูในฐานขอมูล โดยพบวา PCR product มีขนาดประมาณ 
489 bp และเม่ือนํา PCR product ดังกลาวไปตรวจสอบความถูกตองดวยการทํา DNA sequencing 
ท้ังนี้เพ่ือยืนยันความถูกตองของ PCR amplified-DNA sequence วาเปน sequences ของ gene 
เปาหมายจริง จากการศึกษาพบวา sequences ท่ีไดมีความเหมือนกับ human TSLP gene ท่ีมี
รายงานอยูในฐานขอมูล คณะผูวิจัยจึงโคลนยีนท่ีเปนรหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน expression 
vector นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย E. coli ทําการ induce ให transformed  
E. coli ผลิต recombinant TSLP แลวทําการ purify recombinant TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆ
ของแบคทีเรีย ดวย affinity column  จากน้ันคณะผูวิจัยไดวิเคราะหโปรตีนดังกลาวดวยวิธี SDS-
PAGE และ LC MS/MS พบวาโปรตีนท่ีผลิตไดมีขนาดประมาณ 15 KDa  
 คณะผูวิจัยใช TSLP ท่ีผลิตข้ึนเปนแอนติเจนเปาหมายในการทํา Bio-panning เพ่ือคัดเลือก 
phage clones ท่ี display human ScFv ท่ีมีความเฉพาะตอ TSLP protein จาก human 
antibody phage display library ซ่ึงการเลือกใชเทคนิค phage display ในการคัดเลือก และผลิต
แอนติบอดี ตอโปรตีนตาง ๆ นั้นมีมานานกวา 20 ปแลว (Winter G et al., 1994) และเปนเทคนิคท่ี
ใชเวลาไมนานและมีราคาไมสูงมาก จากการสุมคัดเลือกโคลน transfected E. coli จํานวน 192 
โคลน ไปดําเนินการตรวจสอบ huScFv gene ดวยวิธี PCR พบวา 49 โคลนมี huScFv gene 
จากนั้นทําการกระตุนการสราง HuScFv จากเซลลแบคทีเรียซ่ึงถูก transfect ดวย individual 
phage clone พบวามีท้ังหมด 20 โคลนสามารถสราง HuScFv ได คือ clone no. 5, 9, 10, 22, 
24, 25, 34, 35, 37, 41, 44, 70, 75, 76, 79, 82, 88, 90, 94 และ 96 ซ่ึง HuScFv ท่ีผลิตข้ึนมี
ขนาดประมาณ Mr 25-30 kDa หลังจากการวิเคราะหความสามารถของ selected HB2151 E. coli 
clones ในการผลิตโมเลกุล HuScFv คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนชื่อโคลนใหมเปน โคลนท่ี 1-20 ตามลําดับ  

เม่ือนํา crude HuScFv ท้ัง 20 clones ไปทดสอบการจับของ HuScFv ดังกลาว ตอ human 
thymic stromal lymphopoietin protein ดวยวิธี indirect ELISA พบวามี crude HuScFv 
จํานวน 10 clones คือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ใหผลบวกใน indirect 
ELISA คือใหคา OD405nm ตอโปรตีน human thymic stromal lymphopoietin สูงกวาคาท่ีไดจาก 
BSA background control อยางนอย 2 เทา แสดงวาจากการผลิต human antibodies ดวย
เทคนิค phage display นั้นสามารถผลิต human antibodies ท่ีมีความสามารถในการจับกับ TSLP 
protein ไดจํานวน 10 โคลน  

คณะผูวิจัยนํา human antibodies ท้ัง 10 โคลน ไปทําการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง
หนาท่ีของ TSLP โดยการผสม antibodies (20 µg/ml) แตละโคลนกับ TSLP กอน จากนั้นนําไปใส
ใน well ท่ีมี Myeloid dendritic cell อยู ทําการเลี้ยงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาวะท่ีมี 5% CO2 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจสอบ OX40L บนผิวเซลลท่ีจะแสดงออกหลังจากเซลลถูก
กระตุนดวย TSLP เปรียบเทียบกับเซลลท่ีไม ถูกกระตุน จากการทดสอบพบวา human 
monoclonal antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 แสดง Percent inhibition สูงท่ีสุดคือ 89 และ 80% 
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ตามลําดับ เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมี monoclonal antibodies และโคลนท่ี 2, 3, 4, 6, 8, 11, 
12 และ 16 แสดง Percent inhibition เพียง 10-35% เทานั้น จากขอมูลดังกลาแสดงวา human 
monoclonal antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ TSLP  

จาก Human antibodies ท้ัง 10 โคลนท่ีจับอยางจําเพาะกับ TSLP protein นั้นมีเพียง  
2 โคลนเทานั้นท่ีสามารถยับยั้งการทํางานของ TSLP protein ไดซ่ึงนาจะเปนเพราะวา แอนติบอดีท้ัง 
2 โคลนนี้เม่ือจับกับ TSLP protein แลวมีผลทําให TSLP protein ไมสามารถไปจับกับ TSLP 
receptor บนผิวเซลลได ทําใหไมสามารถกระตุนการแสดงออกของ OX40L บนผิวเซลลได สวน 
human antibody โคลนอ่ืน ๆ นาจะจับกับสวนอ่ืนของ TSLP protein และไมมีผลในการยับยั้งหรือ
ขัดขวางการจับกับ TSLP receptor บนผิวเซลล  

จากการทดสอบขางตน จะเห็นไดวา human monoclonal antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 
แสดง Percent inhibition สูงท่ีสุดคือ 89 และ 80% ตามลําดับ และโคลนท่ี 2, 3, 4, 6, 8, 11, 12 
และ 16 แสดง Percent inhibition 10-35% ในการเพ่ิมประสิทธิภาพของการยับยั้งหนาท่ีของ
โปรตีน TSLP ใหมี Percent inhibition สูงข้ึนนั้น การใชเปน cocktail antibodies หรือการใช
แอนติบอดีหลายตัวรวมทําหนาท่ีในการยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP นั้นเปนสิ่งท่ีทําได โดย
การศึกษา Binding epitope ของแอนติบอดีแตละโคลน โดยการรวมโคลนท่ีจับกับ epitope บน
โปรตีน TSLP คนละตําแหนงก็จะชวยใหสงเสริมการยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP ได นอกจากนี้
การใช epitope binning หรือการหาการสงเสริมการทําหนาท่ีของแอนติบอดีแตละโคลนดวยวิธี 
surface plasmon resonance จะชวยใหสามารถเลือกจับคูของแอนติบอดีท่ีสงเสริมใหมี affinity 
ในการจับกับ target protein คือ TSLP สูงข้ึน และสงผลให Percent inhibition เพ่ิมมากข้ึน 

 
 

 188 



 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะสรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ  
 

การสราง thymic stromal lymphopoietin (TSLP) จาก epithelial cells บริเวณ
ทางเดินหายใจ keratinocytes และ stromal cells เม่ือไดรับสารกอภูมิแพเขามา สามารถกระตุนให
เซลลในรางกาย เชน dendritic cells, T cells, mast cells และ NKT cells หลั่ง Th2 cytokines 
เชน IL-5, IL-6, IL-10 และ IL-13 เปนตน รวมถึง mediators ตางๆ ทําใหเกิด airway hyper-
responsiveness (AHR), airway inflammation และ atopic dermatitis ในผูปวย โครงการวิจัยนี้
จึงพัฒนาวิธีการยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP โดยการเตรียม recombinant TSLP เพ่ือนํา
โปรตีนดังกลาวมาใชเปนแอนติเจนในการคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับกับ 
TSLP จาก human antibody phage display library  

คณะผูวิจัยไดทําการสกัดอารเอ็นเอจาก epithelial cell line ท่ีถูกกระตุนสารกอภูมิแพ 
แลวทําการเปลี่ยน RNA ใหเปน cDNA ทําการเพ่ิมจํานวนยีน TSLP โดยใชคูไพรเมอรท่ีมี
ความจําเพาะตอยีน โดยพบวา PCR product มีขนาดประมาณ 489 bp คณะผูวิจัยจึงโคลนยีนท่ีเปน
รหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน expression vector นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย  
E. coli ทําการ induce ให transformed E. coli ผลิต recombinant TSLP แลวทําการ purify 
recombinant TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆของแบคทีเรีย ดวย affinity column  จากน้ันวิเคราะห
โปรตีนดังกลาวท่ีไดดวยวิธี SDS-PAGE และ LC MS/MS พบวาโปรตีนท่ีผลิตไดมีขนาดประมาณ  
15 KDa  

คณะผูวิจัยไดเก็บกูคลังฟาจจาก stock และเตรียมฟาจสําหรับทํา Bio-panning และทําการ 
bio-panning เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv หลังจากการทํา Bio-panning เพ่ือ
คัดเลือก phage clones ท่ี display human ScFv ท่ีมีความเฉพาะตอ TSLP protein จาก human 
antibody phage display library แลว ไดทําการยาย phages เขาสูเซลลเจาบาน HB2151 E. coli 
ซ่ึง transfected E. coli นี้สามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารท่ีมี amplicillin ผสมอยูได ทําการสุม
คัดเลือกโคลน transfected E. coli ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวจํานวน 192 โคลน ไป
ดําเนินการตรวจสอบ huScFv gene ดวยวิธี PCR พบวา 49 โคลนมี huScFv gene จากนั้นทําการ
กระตุนการสราง HuScFv จากเซลลแบคทีเรียซ่ึงถูก transfect ดวย individual phage clone 
คณะผูวิจัยไดทําการวิเคราะหความสามารถของ selected HB2151 E. coli clones ในการผลิต
โมเลกุล HuScFv พบวา จาก HB2151 E. coli จํานวน 49 clones ท่ีนํามาวิเคราะหการสรางโมเลกุล 
HuScFv พบวามีท้ังหมด 20 โคลนสามารถสราง HuScFv ได คือ clone no. 5, 9, 10, 22, 24, 25, 
34, 35, 37, 41, 44, 70, 75, 76, 79, 82, 88, 90, 94 และ 96 ซ่ึง HuScFv ท่ีผลิตข้ึนมีขนาด
ประมาณ Mr 25-30 kDa หลังจากการวิเคราะหความสามารถของ selected HB2151 E. coli 
clones ในการผลิตโมเลกุล HuScFv คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนชื่อโคลนใหมเปน โคลนท่ี 1-20 ตามลําดับ  

คณะผูวิจัยนํา crude HuScFv ท่ีเตรียมจาก transformed E. coli clones จํานวน 20 
clones ไปทดสอบการจับของ HuScFv ดังกลาว ตอ human thymic stromal lymphopoietin 
protein ดวยวิธี indirect ELISA พบวามี crude HuScFv ใน lysates ของ transformed E. coli 
จํานวน 10 clones คือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ใหผลบวกใน indirect 
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ELISA คือใหคา OD405nm ตอโปรตีน human thymic stromal lymphopoietin สูงกวาคาท่ีไดจาก 
BSA background control อยางนอย 2 เทา เพ่ือตรวจสอบ sequence diversity ของ TSLP-
huscfv คณะผูวิจัยไดนํา huscfv amplicons ท่ีไดทําการ amplify จาก E. coli clones ท้ัง  
10 clones ไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MvaI แลวนําไปวิเคราะหโดยการแยกชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดดวย 
polyacrylamide gel electrophoresis เพ่ือดู RFLP patterns ของ huscfv amplicons จาก 
แตละ transformed E. coli clones ซ่ึงหาก RFLP patterns ของ huscfv amplicons จากแตละ 
transformed E. coli clones ท่ีไดจากการทํา bio-panning ดวยแอนติเจนเดียวกัน มีจํานวน RFLP 
patterns ยิ่งมากก็จะยิ่งแสดงวา HuScFv จาก transformed E. coli ท่ีทดสอบมีความหลากหลาย
สูง และนาจะจับกับ epitopes บน TSLP ท่ีตางกันหรืออยางนอยก็มี affinity ตอ epitope ตางกัน 

จากการทํา MvaI-RFLP ของ TSLP-huscfv จากแตละ transformed E. coli clone 
จํานวน 10 clones พบวาใหรูปแบบ RFLP ท่ีแตกตางกันท้ังหมด 3 patterns คือ patterns 1 ไดแก 
clones no. 2, 4, 6, 8, 11, 12 และ 16 patterns 2 ไดแก clone no. 3 และ patterns 3 ไดแก 
clones no. 5 และ 7 แสดงวา TSLP-huscfv จากแตละ transformed E. coli clone ท่ีไดมีความ
หลากหลาย  

คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies ท่ีผลิต
ข้ึนท้ัง 10 โคลนคือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ในการยับยั้งหนาท่ีของ TSLP 
โดยการผสม antibodies (20 µg/ml) แตละโคลนกับ TSLP กอน จากนั้นนําไปใสใน well ท่ีมี 

Myeloid dendritic cell อยู ทําการเลี้ยงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาวะท่ีมี 5% CO2 เปนเวลา  
24 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจสอบ OX40L บนผิวเซลลท่ีจะแสดงออกหลังจากเซลลถูกกระตุนดวย 
TSLP เปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมถูกกระตุน จากการทดสอบพบวา human monoclonal 
antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 แสดง Percent inhibition สูงท่ีสุดคือ 89 และ 80% ตามลําดับ  
เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมี monoclonal antibodies และโคลนท่ี 2, 3, 4, 6, 8, 11, 12 และ 
16 แสดง Percent inhibition เพียง 10-35% เทานั้น จากขอมูลดังกลาแสดงวา human 
monoclonal antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ TSLP  

สําหรับ human monoclonal antibodies จากการศึกษานี้ อาจจะยับยั้งการอักเสบใน
ทางเดินหายใจได แตตองทําการทดลองตอไป 

สําหรับกลไกการยับยั้งการทํางานของ TSLP โดย human monoclonal antibodies โคลน
ท่ี 5 และ 7 เปนสิ่งท่ีนาจะศึกษาตอไปวา molecule ของ antibody จับกับสวนไหนของ TSLP 
Protein หากทราบจะเปนประโยชนในการศึกษากลไกการยับยั้งการทํางานของ TSLP ได 

สําหรับ epitope ท่ีแอนติบอดีโคลนท่ี 5 และ 7 จับบนโปรตีน TSLP นาจะเปน 
neutralization epitope ซ่ึงมีความสําคัญ หากทราบ amino acid sequences ของ epitope 
ดังกลาว ก็สามารถนําไป immunized ในหนูทดลองเพ่ือทดสอบวาจะสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีตาน
หรือยับยั้งการทําหนาท่ีของโปรตีน TSLP ไดหรือไม 
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