
 

อภิปรายและวิจารณผลอภิปรายและวิจารณผล  
 
คณะผูวิจัยสามารถ amplify TSLP gene ไดจากการสกัดอารเอ็นเอของ Human 

epithelial cell line (A549) ท่ีถูกกระตุนสารกอภูมิแพไรฝุน แลวทําการเปลี่ยน RNA ใหเปน cDNA 
ทําการเพ่ิมจํานวนยีน TSLP โดยใชคูไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะตอยีน โดยการออกแบบคูไพรเมอร
จาก  human TSLP sequences ท่ีมีอยูในฐานขอมูล โดยพบวา PCR product มีขนาดประมาณ 
489 bp และเม่ือนํา PCR product ดังกลาวไปตรวจสอบความถูกตองดวยการทํา DNA sequencing 
ท้ังนี้เพ่ือยืนยันความถูกตองของ PCR amplified-DNA sequence วาเปน sequences ของ gene 
เปาหมายจริง จากการศึกษาพบวา sequences ท่ีไดมีความเหมือนกับ human TSLP gene ท่ีมี
รายงานอยูในฐานขอมูล คณะผูวิจัยจึงโคลนยีนท่ีเปนรหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน expression 
vector นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย E. coli ทําการ induce ให transformed  
E. coli ผลิต recombinant TSLP แลวทําการ purify recombinant TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆ
ของแบคทีเรีย ดวย affinity column  จากน้ันคณะผูวิจัยไดวิเคราะหโปรตีนดังกลาวดวยวิธี SDS-
PAGE และ LC MS/MS พบวาโปรตีนท่ีผลิตไดมีขนาดประมาณ 15 KDa  
 คณะผูวิจัยใช TSLP ท่ีผลิตข้ึนเปนแอนติเจนเปาหมายในการทํา Bio-panning เพ่ือคัดเลือก 
phage clones ท่ี display human ScFv ท่ีมีความเฉพาะตอ TSLP protein จาก human 
antibody phage display library ซ่ึงการเลือกใชเทคนิค phage display ในการคัดเลือก และผลิต
แอนติบอดี ตอโปรตีนตาง ๆ นั้นมีมานานกวา 20 ปแลว (Winter G et al., 1994) และเปนเทคนิคท่ี
ใชเวลาไมนานและมีราคาไมสูงมาก จากการสุมคัดเลือกโคลน transfected E. coli จํานวน 192 
โคลน ไปดําเนินการตรวจสอบ huScFv gene ดวยวิธี PCR พบวา 49 โคลนมี huScFv gene 
จากนั้นทําการกระตุนการสราง HuScFv จากเซลลแบคทีเรียซ่ึงถูก transfect ดวย individual 
phage clone พบวามีท้ังหมด 20 โคลนสามารถสราง 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 หลังจากการวิเคราะหความสามารถของ selected HB2151 E. coli 
clones ในการผลิตโมเลกุล HuScFv คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนชื่อโคลนใหมเปน โคลนท่ี 1-20 ตามลําดับ  

เม่ือนํา crude HuScFv ท้ัง 20 clones ไปทดสอบการจับของ HuScFv ดังกลาว ตอ human 
thymic stromal lymphopoietin protein ดวยวิธี indirect ELISA พบวามี crude HuScFv 
จํานวน 10 clones คือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ใหผลบวกใน indirect 
ELISA คือใหคา OD405nm ตอโปรตีน human thymic stromal lymphopoietin สูงกวาคาท่ีไดจาก 
BSA background control อยางนอย 2 เทา แสดงวาจากการผลิต human antibodies ดวย
เทคนิค phage display นั้นสามารถผลิต human antibodies ท่ีมีความสามารถในการจับกับ TSLP 
protein ไดจํานวน 10 โคลน  

คณะผูวิจัยนํา human antibodies ท้ัง 10 โคลน ไปทําการทดสอบประสิทธิภาพในการยับยั้ง
หนาท่ีของ TSLP โดยการผสม antibodies (20 µg/ml) แตละโคลนกับ TSLP กอน จากนั้นนําไปใส
ใน well ท่ีมี Myeloid dendritic cell อยู ทําการเลี้ยงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาวะท่ีมี 5% CO2 
เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจสอบ OX40L บนผิวเซลลท่ีจะแสดงออกหลังจากเซลลถูก
กระตุนดวย TSLP เปรียบเทียบกับเซลลท่ีไม ถูกกระตุน จากการทดสอบพบวา human 
monoclonal antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 แสดง Percent inhibition สูงท่ีสุดคือ 89 และ 80% 
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ตามลําดับ เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมี monoclonal antibodies และโคลนท่ี 2, 3, 4, 6, 8, 11, 
12 และ 16 แสดง Percent inhibition เพียง 10-35% เทานั้น จากขอมูลดังกลาแสดงวา human 
monoclonal antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ TSLP  

จาก Human antibodies ท้ัง 10 โคลนท่ีจับอยางจําเพาะกับ TSLP protein นั้นมีเพียง  
2 โคลนเทานั้นท่ีสามารถยับยั้งการทํางานของ TSLP protein ไดซ่ึงนาจะเปนเพราะวา แอนติบอดีท้ัง 
2 โคลนนี้เม่ือจับกับ TSLP protein แลวมีผลทําให TSLP protein ไมสามารถไปจับกับ TSLP 
receptor บนผิวเซลลได ทําใหไมสามารถกระตุนการแสดงออกของ OX40L บนผิวเซลลได สวน 
human antibody โคลนอ่ืน ๆ นาจะจับกับสวนอ่ืนของ TSLP protein และไมมีผลในการยับยั้งหรือ
ขัดขวางการจับกับ TSLP receptor บนผิวเซลล  

จากการทดสอบขางตน จะเห็นไดวา 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% ในการเพ่ิมประสิทธิภาพของการยับยั้งหนาท่ีของ
โปรตีน TSLP ใหมี Percent inhibition สูงข้ึนนั้น การใชเปน cocktail antibodies หรือการใช
แอนติบอดีหลายตัวรวมทําหนาท่ีในการยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP นั้นเปนสิ่งท่ีทําได โดย
การศึกษา Binding epitope ของแอนติบอดีแตละโคลน โดยการรวมโคลนท่ีจับกับ epitope บน
โปรตีน TSLP คนละตําแหนงก็จะชวยใหสงเสริมการยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP ได นอกจากนี้
การใช epitope binning หรือการหาการสงเสริมการทําหนาท่ีของแอนติบอดีแตละโคลนดวยวิธี 
surface plasmon resonance จะชวยใหสามารถเลือกจับคูของแอนติบอดีท่ีสงเสริมใหมี affinity 
ในการจับกับ target protein คือ TSLP สูงข้ึน และสงผลให Percent inhibition เพ่ิมมากข้ึน 
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สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะสรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ  
 

การสราง thymic stromal lymphopoietin (TSLP) จาก epithelial cells บริเวณ
ทางเดินหายใจ keratinocytes และ stromal cells เม่ือไดรับสารกอภูมิแพเขามา สามารถกระตุนให
เซลลในรางกาย เชน dendritic cells, T cells, mast cells และ NKT cells หลั่ง Th2 cytokines 
เชน IL-5, IL-6, IL-10 และ IL-13 เปนตน รวมถึง mediators ตางๆ ทําใหเกิด airway hyper-
responsiveness (AHR), airway inflammation และ atopic dermatitis ในผูปวย โครงการวิจัยนี้
จึงพัฒนาวิธีการยับยั้งการทํางานของโปรตีน TSLP โดยการเตรียม recombinant TSLP เพ่ือนํา
โปรตีนดังกลาวมาใชเปนแอนติเจนในการคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv ท่ีจับกับ 
TSLP จาก human antibody phage display library  

คณะผูวิจัยไดทําการสกัดอารเอ็นเอจาก epithelial cell line ท่ีถูกกระตุนสารกอภูมิแพ 
แลวทําการเปลี่ยน RNA ใหเปน cDNA ทําการเพ่ิมจํานวนยีน TSLP โดยใชคูไพรเมอรท่ีมี
ความจําเพาะตอยีน โดยพบวา PCR product มีขนาดประมาณ 489 bp คณะผูวิจัยจึงโคลนยีนท่ีเปน
รหัสของ TSLP ของมนุษยเขาใน expression vector นํา recombinant vector เขาสูแบคทีเรีย  
E. coli ทําการ induce ให transformed E. coli ผลิต recombinant TSLP แลวทําการ purify 
recombinant TSLP ออกจากโปรตีนอ่ืนๆของแบคทีเรีย ดวย affinity column  จากน้ันวิเคราะห
โปรตีนดังกลาวท่ีไดดวยวิธี SDS-PAGE และ LC MS/MS พบวาโปรตีนท่ีผลิตไดมีขนาดประมาณ  
15 KDa  

คณะผูวิจัยไดเก็บกูคลังฟาจจาก stock และเตรียมฟาจสําหรับทํา Bio-panning และทําการ 
bio-panning เพ่ือคัดเลือก phage clones ท่ี display HuScFv หลังจากการทํา Bio-panning เพ่ือ
คัดเลือก phage clones ท่ี display human ScFv ท่ีมีความเฉพาะตอ TSLP protein จาก human 
antibody phage display library แลว ไดทําการยาย phages เขาสูเซลลเจาบาน HB2151 E. coli 
ซ่ึง transfected E. coli นี้สามารถเจริญเติบโตไดบนอาหารท่ีมี amplicillin ผสมอยูได ทําการสุม
คัดเลือกโคลน transfected E. coli ท่ีเจริญบนอาหารเลี้ยงเชื้อดังกลาวจํานวน 192 โคลน ไป
ดําเนินการตรวจสอบ huScFv gene ดวยวิธี PCR พบวา 49 โคลนมี huScFv gene จากนั้นทําการ
กระตุนการสราง HuScFv จากเซลลแบคทีเรียซ่ึงถูก transfect ดวย individual phage clone 
คณะผูวิจัยไดทําการวิเคราะหความสามารถของ selected HB2151 E. coli clones ในการผลิต
โมเลกุล HuScFv พบวา จาก HB2151 E. coli จํานวน 49 clones ท่ีนํามาวิเคราะหการสรางโมเลกุล 
HuScFv พบวามีท้ังหมด 20 โคลนสามารถสราง 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 หลังจากการวิเคราะหความสามารถของ selected HB2151 E. coli 
clones ในการผลิตโมเลกุล HuScFv คณะผูวิจัยไดเปลี่ยนชื่อโคลนใหมเปน โคลนท่ี 1-20 ตามลําดับ  

คณะผูวิจัยนํา crude HuScFv ท่ีเตรียมจาก transformed E. coli clones จํานวน 20 
clones ไปทดสอบการจับของ HuScFv ดังกลาว ตอ human thymic stromal lymphopoietin 
protein ดวยวิธี indirect ELISA พบวามี 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 ใหผลบวกใน indirect 
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ELISA คือใหคา OD405nm ตอโปรตีน human thymic stromal lymphopoietin สูงกวาคาท่ีไดจาก 
BSA background control อยางนอย 2 เทา เพ่ือตรวจสอบ sequence diversity ของ TSLP-
huscfv คณะผูวิจัยไดนํา huscfv amplicons ท่ีไดทําการ amplify จาก E. coli clones ท้ัง  
10 clones ไปตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MvaI แลวนําไปวิเคราะหโดยการแยกชิ้นดีเอ็นเอท่ีไดดวย 
polyacrylamide gel electrophoresis เพ่ือดู RFLP patterns ของ huscfv amplicons จาก 
แตละ transformed E. coli clones ซ่ึงหาก RFLP patterns ของ huscfv amplicons จากแตละ 
transformed E. coli clones ท่ีไดจากการทํา bio-panning ดวยแอนติเจนเดียวกัน มีจํานวน RFLP 
patterns ยิ่งมากก็จะยิ่งแสดงวา HuScFv จาก transformed E. coli ท่ีทดสอบมีความหลากหลาย
สูง และนาจะจับกับ epitopes บน TSLP ท่ีตางกันหรืออยางนอยก็มี affinity ตอ epitope ตางกัน 

จากการทํา MvaI-RFLP ของ TSLP-huscfv จากแตละ transformed E. coli clone 
จํานวน 10 clones พบวาใหรูปแบบ RFLP ท่ีแตกตางกันท้ังหมด 3 patterns คือ patterns 1 ไดแก 
clones no. 2, 4, 6, 8, 11, 12 และ 16 patterns 2 ไดแก clone no. 3 และ patterns 3 ไดแก 
clones no. 5 และ 7 แสดงวา TSLP-huscfv จากแตละ transformed E. coli clone ท่ีไดมีความ
หลากหลาย  

คณะผูวิจัยไดทําการทดสอบประสิทธิภาพของ human monoclonal antibodies ท่ีผลิต
ข้ึนท้ัง 10 โคลนคือ clones no. 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12 และ 16 ในการยับยั้งหนาท่ีของ TSLP 
โดยการผสม antibodies (20 µg/ml) แตละโคลนกับ TSLP กอน จากนั้นนําไปใสใน well ท่ีมี 

Myeloid dendritic cell อยู ทําการเลี้ยงเซลลท่ีอุณหภูมิ 37°C ในสภาวะท่ีมี 5% CO2 เปนเวลา  
24 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจสอบ OX40L บนผิวเซลลท่ีจะแสดงออกหลังจากเซลลถูกกระตุนดวย 
TSLP เปรียบเทียบกับเซลลท่ีไมถูกกระตุน จากการทดสอบพบวา human monoclonal 
antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 แสดง Percent inhibition สูงท่ีสุดคือ 89 และ 80% ตามลําดับ  
เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมท่ีไมมี monoclonal antibodies และโคลนท่ี 2, 3, 4, 6, 8, 11, 12 และ 
16 แสดง Percent inhibition เพียง 10-35% เทานั้น จากขอมูลดังกลาแสดงวา human 
monoclonal antibodies โคลนท่ี 5 และ 7 มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการทํางานของ TSLP  

สําหรับ human monoclonal antibodies จากการศึกษานี้ อาจจะยับยั้งการอักเสบใน
ทางเดินหายใจได แตตองทําการทดลองตอไป 

สําหรับกลไกการยับยั้งการทํางานของ TSLP โดย human monoclonal antibodies โคลน
ท่ี 5 และ 7 เปนสิ่งท่ีนาจะศึกษาตอไปวา molecule ของ antibody จับกับสวนไหนของ TSLP 
Protein หากทราบจะเปนประโยชนในการศึกษากลไกการยับยั้งการทํางานของ TSLP ได 

สําหรับ epitope ท่ีแอนติบอดีโคลนท่ี 5 และ 7 จับบนโปรตีน TSLP นาจะเปน 
neutralization epitope ซ่ึงมีความสําคัญ หากทราบ amino acid sequences ของ epitope 
ดังกลาว ก็สามารถนําไป immunized ในหนูทดลองเพ่ือทดสอบวาจะสามารถผลิตแอนติบอดีท่ีตาน
หรือยับยั้งการทําหนาท่ีของโปรตีน TSLP ไดหรือไม 
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