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 ที่มา การติดตามการตอบสนองทางระบบภูมิคุมหลังการปลูกถายไต   มีความสําคัญในการดูแลรักษาผูปวย   การประเมิน

มี 2 ชนิดคือการตอบสนอง humoral และ cellular    การประเมินการตอบสนองชนิด humoral ทําไดโดยการตรวจ donor specific 

HLA antibody  ซ่ึงในปจจุบันเปนที่ยอมรับวาเปนการทดสอบที่สําคัญในการระบุความเสี่ยงตอ humoral rejection ในผูปวยหลังปลูก

ถาย   สวนการตรวจการตอบสนอง  cellular  นั้น  ในอดีตไดมีการศึกษาโดยการใช  [3H]-thymidine MLR ยังไมสามารถสรุปไดแนชัด
ถึงประโยชนการตรวจ [3H]-thymidine MLR  เนื่องจากมีขอจํากัดและความคลาดเคล่ือนจากการตรวจ    การศึกษานี้มีจุดมุงหมายที่

จะนําวิธี MLR-CSFE ซ่ึงถูกนํามาใชทดแทนวิธีเดิม  เพื่อประเมินการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันแบบ cellular 

 

วิธีการศึกษา  ผูปวยพรอมคูผูบริจาคไตที่เขารวมการศึกษา จะไดรับการเจาะเลือดเพื่อนําไปแยกเซลลเม็ดเลือดขาว   

หลังจากนั้นนําเม็ดเลือดขาวจากผูบริจาคไตจะถูกนําไปฉายแสง 3000 rad(เสมือนเปนตัวกระตุน)   สวนเซลลเม็ดเลือดขาวของผูปวย

จะนําไปยอมสี CFSE (InvitrogenTM, UK)  แลวนําเซลลเม็ดเลือดของผูปวยและผูบริจาคมาเพาะเล้ียงรวมกันเปนเวลา 96 ช่ัวโมง  การ

ทดสอบน้ีจะมีตัวกระตุนการแบงตัวของเซลล (Phytohemaglutinin และ pool irradiated donors)   เปนตัวควบคุมและใชเปนการ

ทดสอบเปรียบเทียบ  การศึกษานี้จะตรวจวัดปริมาณความเขมขนของ interleukin (IL)17 ใน supernatant และนําเซลลที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยงไปวัดปริมาณการแบงตัวของ T-cell ดวย flow cytometer  จากน้ันทําการวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม FLOWJO®  ซ่ึงจะมี

การรายงานผลเปนคา proliferation index (PI), stimulation index (SI), CD4, CD8 T-cell    การคํานวณการทํางานของไตใชสมการ 

Modification of Diet in Renal Disease (re-express IDMS traceable)  

 

ผลการศึกษา ผูปวยที่เขารวมการศึกษา  22  ราย  คาเฉล่ียของ HLA mismatch เทากับ 2.32±1.6  โดยมีจํานวนผูปวย  7  

รายที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไตจากการตรวจช้ินเนื้อ (กลุมที่ 1) และมีจํานวน  15 รายที่ไมมีภาวะปฏิเสธไต (กลุมที่ 2)   พบวา

ระยะเวลาหลังการปลูกถายไตกลุมที่1  สั้นกวากลุมที่ 2 อยางมีนัยสําคัญ (4.9±3.9 Vs 8.6±3.2 ป; p=0.03)   คาเฉล่ียการทํางานของ

ไตในผูปวยกลุมที่ 1 นอยกวากลุมที่ 2 อยางมีนัยสําคัญ (41.7±19.2 Vs 80.6±19.0 มล/นาที/1.73 เมตร2; p<0.001  การศึกษาพบวา

คา proliferation index  stimulation index และปริมาณ CD4 ระหวางผูปวยทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางกัน  แตมีแนวโนมวาผูปวย

กลุมที่ 1 จะมีปริมาณ CD8 (30.5±11.0% Vs 20.8±9.8%; p=0.16)  และความเขมขนของ IL17 (54.8±44.6 Vs 8.75±8.05 pg/ml;  

p=0.16) มากวากลุมที่ 2  แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

สรุปผลการศึกษา การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาผูปวยหลังปลูกถายไตที่มีประวัติการเกิดภาวะไตปฏิเสธอาจมีปริมาณ CD8 

และปริมาณความเขมขน IL17 มากกวากลุมผูปวยที่ไมมีประวัติการภาวะไตปฏิเสธ   การทดสอบดวยวิธี MLR-CSFE นาจะไดรับ

การศึกษาตอเพื่อพัฒนาเปนการทดสอบติดตามการตอบสนองระบบภูมิคุมกัน cellular หลังปลูกถายไต 
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Background: Post-kidney transplant immune monitorings comprise humoral and cellular monitoring. Post-

transplant donor specific HLA antibody predicts the allograft outcome and is biomarker for humoral mediated rejection. 

However, post-transplant cellular immune monitoring by [3H]-thymidine MLR has yielded controversial results, which are 

possibly caused by the variability of [3H]-thymidine for cellular proliferation. In the present study, the MLR-CSFE assay 

which could provide more precise results, was utilized to assess cellular immune monitoring.   

  

Methods: Twenty two living related kidney transplant recipients were included. The peripheral blood 

mononuclear cells (PBMCs) of donor-recipient were isolated by Ficoll density gradient. The donor’s PBMCs (stimulator) 

were irradiated at 3000 rad. The recipient’s PBMCs (responder) were labeled with CFSE nuclear dye (InvitrogenTM, UK). 

Phytohemaglutinin and pool irradiated donors were used as positive control stimulators.  After 96 hours of MLR, the cells 

were harvested and analyzed for biomarker namely; proliferation index (PI), stimulation index (SI), percentage of CD4, 

CD8 T-cell. FLOWJO® software was utilized as flow cytometry analytic tool. The eGFR was calculated by re-express 

IDMS traceable Modification of Diet in Renal Disease equation. The MLR supernatants were collected for IL-17 

concentrations and assayed by ELISA (R&D, UK). 

 

Results: Of 22 patients, seven had history of biopsy proven allograft rejection (Group 1) while the remaining 

fifteen had no history of allograft rejection (Group 2). The duration of transplant vintage in Group 1 was significantly lower 

than Group 2 (4.9±3.9 Vs 8.6±3.2 years; p=0.03). The mean eGFR of Group 1 was significantly lower than Group 2 

(41.7±19.2 and 80.6±19.0 ml/min/1.73m2; p<0.001). The mean HLA mismatch was 2.32±1.6. The values of CD4, PI, and 

SI between both groups were comparable. Group 1 showed slightly higher percentage of CD8 (30.5±11.0% Vs 

20.8±9.8%; p=0.16) and IL17 concentrations (54.8±44.6 Vs 8.75±8.05 pg/ml; p=0.16) than Group 2. 

Conclusions: In post-transplantation, the rejected recipients had higher percentage of CD8 and IL-17 

concentrations than the non-rejected recipients. Post-transplant MLR–CFSE assay should be further validated for post 

transplant immune monitor in renal transplant recipient. 
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บทที่ 1 

บทนํา 

1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหางานวิจยั (background and rationale) 

ในชวง 10 ปที่ผานมา ผูปวยโรคไตวายเร้ือรังมีจํานวนสูงขึ้น จนเปนปญหาสาธารณสุขระดับโลก จาก

ขอมูล USRDS ป พ.ศ. 2551 พบวามีอัตราความชุกของโรคไตวายเร้ือรัง สูงถึง  1,626 ตอประชากร 1 ลานคน[17] 

ในประเทศไทยป พ.ศ. 2551  มีรายงานอัตราความชุกผูปวยโรคไตระยะสุดทายที่รับการรักษาดวยวิธี renal 

replacement therapy(RRT) ประมาณ 419.95 ตอ 1 ลานประชากร[14, 18]  และมีแนวโนมจะสูงมากขึ้นใน

อนาคต (รูปที่ 1)   ภาวะไตวายถือวาเปนปญหาท่ีสําคัญที่ทําใหเสียชีวิตและถือเปนปจจัยเส่ียงท่ีสําคัญอยางหน่ึง

ตอการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ    การรักษาภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทายประกอบดวย  การฟอกไตทางผนังหนา

ทอง  การฟอกไตดวยเคร่ืองไตเทียม  และการปลูกถายไต    นอกจากอุบัติการณที่สูงแลว  คาใชจายในการรักษา

ผูปวยโรคไตวายโดยเฉพาะวิธี RRT ก็มีมูลคาสูงเชนกัน [18]    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 1  อัตราความชุกผูปวยโรคไตวายเรื้อรังที่ไดรับการรักษาดวย RRT ในประเทศไทย[18] 

ปจจุบันนั้นถือวาการปลูกถายไตเปนการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด    กลาวคือเปนวิธีการรักษาท่ีมี

อัตราการเสียชีวิตของผูปวยนอยที่สุด  และเปนการรักษาท่ีทําใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตดีที่สุด  เม่ือเทียบกับอีก 2 วิธี

[19]    การปลูกถายไตทําได  2 วิธี  ไดแก ปลูกถายไตจากผูบริจาคที่เสียชิวิต (cadaveric kidney 

transplantation)  และการปลูกถายไตจากผูบริจาคที่มีชีวิต  (living kidney transplantation) ปญหาการปลูกถาย

ไตแกผูปวย 
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การทํางานของไตภายหลังการปลูกถายจะขึ้นอยูกับหลายปจจัย[1, 20-21] ไดแก ปจจัยของผูบริจาค 

(donor factors)  เชน อายุ โรคประจําตัว คาการทํางานของไต [renal function  creatinine clearance(CCr)] 

ชนิดไตบริจาค (living related donor หรือ cadaveric donor)    ปจจัยของผูรับบริจาคไต  (recipient factors)  

เชน อายุ โรคประจําตัว สาเหตุของโรคไตวายเร้ือรัง   ตลอดจนเทคนิคและระยะเวลาการผาตัด เชน เวลาท่ีไตขาด

เลือด (total ischemic time) การดูแลหลังการผาตัด      นอกจากนี้ยังมีปจจัย  immunologic factor ไดแก  

human leukocyte antigen (HLA) matching และ  serum crossmatch    รวมทั้งการใชยากดภูมิคุมกันชนิด

ตางๆ  

การประเมินความเขากันไดของผูบริจาคไต (Donor) และผูรับไต (Recipient) กอนการปลูกถายไตมีความ 

สําคัญมีประโยชนในการตัดสินใจผาตัดรักษา   การเลือกใชยากดภูมิคุมกันท่ีเหมาะสมและการพยากรณผลการ

ปลูกถายไต    การประเมินดังกลาวนั้นตองดูทั้งในสวน humoral immunity และ cellular immunity   

การประเมิน  humoral immunity ทําไดดังนี้ [22] 
1.การตรวจการเขากันไดของ HLA (HLA matching)       

HLA matching คือการตรวจความแตกตางของ HLA ที่อยูบนโครโมโซมระหวาง donor และ recipient   

การตรวจจะเนนตําแหนงที่สําคัญใน HLA class I และ class II ไดแก HLA-A, HLA-B และ HLA-DR ซึ่งมีการ

รายงานผลทั้งหมด 6 ตําแหนง การตรวจ HLA สามารถตรวจได 2 วธิีคือ microcytoxic assay และ DNA typing  

2.การทดสอบ antibody ของ recipient ตอ HLA   

การตรวจ  HLA antibody ประกอบดวย 3 วิธีไดแกการตรวจ panel reactive antibody (PRA) การตรวจ 

serum crossmatch และการตรวจ single donor HLA antibody  

การตรวจ PRA คือการประเมินโอกาสของ recipient จะที่มี antibody ตอ donor ทําโดยการตรวจดู

ปฎิกิริยาระหวาง serum ของ recipient และเซลลชนิดตางๆ ซึ่งเซลลที่ใชทดสอบเปรียบเสมือนตัวแทนประชากร    

การรายงานผลจะบอกเปนคาเปอรเซ็นต ของ PRA     หากคา PRA สูงมากจะทําใหโอกาสที่ recipient ไดไตจากผู

บริจาคทั่วไปจะคอนขางยาก  

การตรวจ serum crossmatch เปนการตรวจความเขากันไดระหวาง current serum ของผูรับบริจาคและ 

lymphocyteของผูบริจาคไต  ปจจุบันทําไดโดย cytotoxicity, anti-human–globulin-enhance cytotoxicity, flow 

cytometry และ solid phase assay  

การตรวจ HLA antibody ตอ donor antigen (DSA) วิธี single bead เปนการตรวจหา antibody ของ

ผูรับบริจาคที่จําเพาะตอ antigen ของผูบริจาคไต  
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มีขอมูลแสดงใหเห็นวา PRA เปน marker ที่ชวยบอก anti-HLA antibody ทั้งในกอนและหลังการผาตัด

ไต และระดับคา PRA ที่สูงสามารถทํานาย  renal outcome [13, 23-25]    DSA มีผลตอการทํางานของไตที่แย

และการเกิด allgraft rejection [26]      ยังมีขอมูลไมมากท่ีแสดงถึงบทบาทการประเมิน cellular immunity ตอการ

ทํางานของไต  อยางไรก็ตามเชื่อวาการตอบสนอง alloreactive T cell เปนขบวนการท่ีเกิดขึ้นและมีการ

เปล่ียนแปลงตลอดเวลา รวมทั้งปจจุบันมีความรูเร่ือง T-cell mediated rejection และ tolerance มากขึ้น ทําให

ทราบบทบาท T-cell  เปนศูนยกลาง (central mediator) ของการเกิด rejection ทั้ง direct effect  ที่ T-cell มีผล

กอความเสียหายตอไตโดยตรง และ indirect effect ที่มีสวนชวย B-cell ในการสราง immune response ตอ 

donor antigen[27]  

ดังนั้นการประเมิน T-cell immunity นาจะมีประโยชนในการตัดสินใจ ในการรักษาท้ังในแงการเลือกยา

กดภูมิคุมกันและดูแลรักษาผูปวยที่ไดรับการปลูกถายไต   ในปจจุบันการศึกษาตางๆ จึงมุงประเด็นในการทดสอบ 

cellular immune response เพ่ือประเมิน immunologic (tolerance) ในผูปวยท่ีทําการปลูกถายไตและอวัยะอื่น 

การประเมิน cellular immunity แบงการทดสอบ  2 สวน ไดแก [28-30]  

1. Enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assay เปนการวิธีการตรวจวัดการตอบสนองของ T-cell 

(activated T-cell และ memory T-cell) ตอ antigen   โดยวัดไซโตไคนที่เซลลสรางขึ้นมา หลังจากท่ีไดรับการ

กระตุนจาก mitogen หรือแอนติเจน โดยใชการตรวจ specific monoclonal antibodies และนับจุดที่เกิดปฏิกิริยา

ซึ่งเปนตัวบงชี้เซลลที่สรางไซโตไคน 

2. Mixed lymphocyte reaction (MLR) assay และ cell-mediated lymphotoxicity (CML) assay   

ทั้ง 2 วิธี ถือเปนวิธีการที่ใชกันในการศึกษา T-cell mediated immunity โดย MLR เปนการทดสอบ T lymphocyte 

ในการตอบสนองตอ histocompatibility antigen หรือโมเลกุลของ MHC ที่ตางจากตัวมัน  การประเมินการ

ตอบสนองเปน T cell ซึ่งสวนใหญเปน CD4+ T cell  proliferation โดยเปนการตรวจดูวา  lymphocyte ของผูให

สามารถกระตุน lymphocyte ของผูรับ    ใหมีการตอบสนองมากนอยเพียงใด    ถา lymphocyte ของผูใหและผูรับ

มีความเหมือนกันก็จะมีปฏิกิริยาตอบสนองนอย    แตถามีความตางกันมาก ปฏิกิริยาก็จะย่ิงมาก    สวน CTL 

assay เปนการทดสอบประเมินดูความสามารถของ CD8+ cytotoxic T-cell ในการทําลายเซลลเปาหมาย ซึ่งทั้ง 2 

วิธีสามารถบอก alloreactivity ทั้ง direct และ indirect effect ได [27, 31]  

นอกจากนี้ปจจุบัน Interleukin 17 (IL17) เปน proinflammary cytokine ที่สรางมาจาก Th-cell ที่ ซึ่ง

เปนที่ใหความสนใจและศึกษาใน organ transplantation วามีบทบาทสําคัญตอการเกิด acute rejection ในหลาย

อวัยวะเชน ปอด หัวใจ ตับ และไขกระดูก [32-34]    ซึ่งในการปลูกถายไตยังไมมีขอมูลการศึกษาเก่ียวกับความ

เขมขนของ IL17 ใน supernatant MLR   
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งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายเพื่อศึกษาความสัมพันธระหวาง post transplant MLR-CFSE และ supernatant 

IL17 กับ renal graft outcome  (renal allograft function  และ renal allograft  rejection)  เพ่ือประเมินการนํา

ผลตรวจ MLR และ ปริมาณความเขมขนของ IL17 ใน supernatant MLR-CFSE ไปใชในการดูแลรักษาผูปวยหลัง

การปลูกถายไต  เชน ชวยวินิฉัยภาวะ rejection ต้ังแตระยะแรก   ใชเปนแนวทางในการปรับยากดภูมิคุมกันให

เหมาะสมในผูปวยแตละคน (immunologic monitoring) และเปนตัวช้ีวัด (predictive biological maker) เพื่อ

ทํานายผลการปลูกถายไต (outcome) ของผูปวย 

1.2 คําถามของการวิจัย (Research Questions) 

คําถามหลัก (primary research Question) 

Post–transplantation MLR-CFSE มีความสัมพันธกับ renal allograft function หรือไม 

คําถามรอง (secondary research Question) 

2. Post–transplantation MLR-CFSE มีความสัมพันธกับ renal allograft rejection หรือไม 

1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย (objectives) 
วัตถุประสงคหลัก (Primary objective) 

1.เพ่ือศึกษาดูความสัมพันธ Post –transplantation mixed lymphocyte reaction-CFSE ซึ่งรายงานเปน 

stimulation index กับ renal allograft outcome (renal allograft function และ rejection) 

วัตถุประสงครอง (Secondary objectives) 

1. เพ่ือศึกษาดูความสัมพันธระหวาง CD4 T-cell subset ของ MLR-CFSE และ CD8 T-cell subset ของ 

MLR-CFSE กับ renal allograft outcomes (renal allograft function และ rejection) 

2. เพ่ือศึกษาดูความสัมพันธระหวางความเขมขนของ interleukin -17 ใน supernatant MLR-CFSE กับ 

renal allograft outcomes (renal allograft function และ rejection) 

1.4 สมมุติฐานของการวิจัย (Hypothesis) 
 Post –transplantation mixed lymphocyte reaction มีความสัมพันธกับ renal allograft renal allograft 

function และ renal allograft ejection  

1.5 ขอตกลงเบ้ืองตน (basic assumptions) 

 ผลของการทํางานของไตในผูปวยหลังการปลูกถายน้ันมีปจจัยที่เก่ียวของหลายประการ  อยางไรก็ตาม

การศึกษาน้ีจะเนนศึกษาปจจัยที่เก่ียวของกับทาง Immune เปนหลัก   ดังนั้นผูวิจัยจึงพยายามตัดปจจัยอื่นดาน 

non immune ที่อาจมีผลรบกวนการตรวจออกไป   
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual framework)  1.6 

ปจจัยที่มีผลตอ renal allograft outcome 

 

Post-transplant course 
Immunologic risk factors 

HLA mismatch [6-7]  

Panel reactive antibody [13 4] -1

Previously sensitization [1] 
Non immunologic risk factors 

Donor age [1, 7-9] 

Marginal donor [1, 12] 

Infection [1, 15] 

Hypertension [1, 9] 

Dyslipidemia [1, 9] 

DM [7, 9, 16] 
 

Renal allograft outcome:           
1. Renal allograft function  
2. Renal allograft rejection

Monitoring 

Operation technique 
Total Ischemic time [4, 7, 10-11] 
Hemodynamic status 
Peri-operative complications

Immunologic risk factors[1-4] 
 Delay garft function                        
 Acute และ chronic rejection 
 Donor specific antibody

Non immunologic risk factors[1, 5] 
Infection, Chronic toxic effect of cyclosporine 
และ tacrolius 
Anatomimcal complications : ureteric 
obstruction, renal a. stenosis 

Non immune monitoring 
Serum creatinine 
Preteinuria 
Renal allograft pathology:  
LM & C4D staining 

immune monitoring 
Donor specific antibody 

ELISPOT 
Mixed lymphocyte reaction 

Transplant  periodPre-transplant course 

1.7 วิธีดําเนินการวิจัยโดยยอ 

รูปแบบการวิจัย: การวิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive, restrospective study) 

ประชากร (population) คือผูปวยไทยอายุมากกวา 18 ปที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิต  

ประชากรตัวอยาง (Sample population) คือผูปวยไทยที่อายุมากกวา 18 ปไดรับการผาตัดปลูกถายไต

จากผูบริจาคมีชีวิต (living kidney transplantation) และตรวจติดตามการรักษา ที่แผนกโรคไต โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ 

ขนาดประชากรตัวอยาง  20 ราย (แสดงรายละเอียดบทท่ี 3) 

เกณฑการคัดเลือกเขารวมงานวิจัย (Inclusion criteria) 

1.ผูปวยไตวายเร้ือรังที่มีอายุมากกวา 18 ป  

2.เปนผูปวยท่ีไดรับการผาตัดปลูกถายไตชนิด living kidney transplantation ที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

3.ตรวจติดตามการรักษาในแผนกโรคไต โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

มีแฟมประวัติการผาตัดและขอมูลการตรวจรักษาท่ีสามารถคนได  4.

5.สามารถติดตอใหผูบริจาคไตมาเจาะเลือดได 
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เกณฑการคัดออกจากงานวิจยั(Exclusion criteria) 

1.มีประวัติการติดเช้ือที่เปนสาเหตุการลดลงของการทํางานของไต เชน CMV infection, recurrent UTI 

2.มีความผิดปกติของ anatomical ที่เปนสาเหตุการลดลงของการทํางานของไต (renal function) เชน renal 

artery stenosis,   renal vein thrombosis, obstructive uropathy 

3.เกิด recurrent หรือ De-novo glomerular disease   ที่เปนสาเหตุทําใหมีการลดลงของการทํางานของไต  

1.8 การใหคํานยิามเชิงปฏิบัติที่ใชในการวิจยั (Operative definition) 

ปฏิกิริยาลิมโฟไซต (Mixed lymphocyte reaction) คือการประเมิน cellular immune response ที่ไดจากการ

เพาะเล้ียง peripheral blood mononuclear cell (PBMCs) ของ donor และ recipient โดยใช CFSE flow 

cytometry assay ซึ่งเปนการวิเคราะหเปอรเซ็นตการแบงตัวของT-cell (T-cell proliferation) 

ผลลัพธการปลูกถายไต (renal allograft outcome) 

Renal allograft function: glomerular filtration rate (GFR) จากการคํานวณดวยวิธี MDRD  equation  

สูตรการคํานวณ GFR (mL/min/1.73 m2) = 175 x (SCr)
-1.154 x (Age)-0.203 x (0.742 if female) x (1.212 

if African American)    (conventional units) 

 Long term graft function:  ผูปวยท่ีมีคา estimated glomerular filtration rate (eGFR) ไดจากการ

คํานวณดวยวิธี MDRD equation > 60 ml/1.73m2 หลังการปลูกถายไตเปนเวลาอยางนอย 5 ป และไมเคยมี

ประวัติ renal allograft rejection 

Acute Allograft rejection: การลดลงของ renal allograft function อยางเฉียบพลัน และมีผลตรวจชิ้น

เน้ือตรวจยืนยัน 

Chronic allograft rejection: การลดลงของ renal allograft function แบบเร้ือรัง และมีผลตรวจชิ้นเนื้อ

ตรวจยืนยัน 

Recurrent glomerular disease: การเกิดโรค glomerular disease หลังการปลูกถายไตซํ้าโรคเดิมผูปวย 

และมีผลตรวจชิ้นเนื้อยืนยัน 

De-novo glomerular disease: การเกิดโรค glomerular disease หลังการปลูกถายไตโดยที่ผูปวยไมเคย

เปนมากอน หรือเกิด glomerular disease ชนิดอื่นๆ และมีผลตรวจชิ้นเนื้อยืนยัน 

1.9 คําสําคัญ (Key words) 

 Mixed lymphocyte reaction 

 Renal transplantation 

 Interleukin 17 

 CFSE 
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1.10 ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected benefit and application) 

หากการศึกษาพบความสัมพันธ Post –transplantation mixed lymphocyte reaction กับ renal 

allograft outcome (renal allograft function) อาจสามารถนําขอมูลที่ไดจาก มาเพื่อ 

1.เปนตัวชี้วัด (biological marker) บอกพยากรณโรค (prognosis) ตอผลการปลูกถายไตในอนาคต 

2.ใชเปนตัวชวยในการตัดสินใจปรับเพิ่มหรือลดยา (immunologic monitoring) และเลือกสูตรยากด

ภูมิคุมกัน (immunosuppressive drug) ใหเหมาะสมกับผูปวยแตละราย 

1.11 ปญหาทางจริยธรรม (Ethical considerations) 
 1.ผูปวยและผูบริจาคไตจะไดรับการอธิบายผลดีและผลเสียของการเขารวมโครงการ โดยลงช่ือยินยอม 

เปนลายลักษณอักษร (Inform consent) 

 2.การศึกษาน้ีเปนการศึกษาท่ีมีความจําเปนตองตรวจเลือดผูปวยและผูบริจาคไตประมาณ 40 ซีซี ซึ่ง

ปริมาณเลือดดังกลาว   ไมนาจะมีผลขางเคียงในการเจาะเลือดคร้ังนี้ (กรณีเกิดปญหารายละเอียดในภาคผนวก ก) 

 3.ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาจะถูกเก็บเปนความลับ มีเพียงผูวิจัยและอาจารยที่ปรึกษาเทาน้ันที่ทราบ

ขอมูล 

4.การนําเสนอผลการวิจัยจะเปนภาพรวมของการศึกษาทั้งหมด ไมไดระบุรายบุคคล 

1.12 อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหวางการวิจัยและมาตรการในการแกไข (Obstacle) 
 1.การศึกษาจะตรวจเลือด ทั้งในผูบริจาคไตและผูรับไตพรอมกัน   ดังนั้นตองมีการโทรนัดหมายวันและ

เวลา   ที่ผูบริจาคไตและผูรับไตสะดวกการเดินทาง โดยผูวิจัยจะพยายามโทรนัดหมายการเจาะเลือดในวันที่ผูรับไต

ตองมาตรวจติดตามการรักษา ที่แผนกโรคไต โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

 2.วิธีการตรวจทางหองปฎิบัติการมีหลายขั้นตอนที่อาจมีผลเกิดความคลาดเคล่ือนในแตละบุคคล ดังนั้น

จึงมีการกําหนดจํานวนเจาหนาที่เทคนิคผูปฎิบัติการ 

3.หากเกิดความผิดพลาดที่มีผิดตอการตรวจวิเคราะหอาจตองติดตอผูบริจาคไตและผูรับไตมาเพื่อเจาะ

เลือดอีกคร้ัง 

1.13 ขอจํากัดในการวิจัย (limitation) 
  1.ผล renal allograft outcome (rejection และ allograft function) มีผลจากปจจัยหลายอยางคือ 

ปจจัยดาน immune และ non-immune แตการศึกษาน้ีมีการกําหนด exclusion ผูปวยเพื่อลดขอจํากัดดังที่กลาว

มา 

 2.การเก็บขอมูลผูปวยบางสวนในงานวิจัยน้ีเปนการเก็บยอนหลัง ซึ่งผูปวยบางรายอาจมีขอมูลบางสวน

ขาดหายไปได 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกีย่วของ 

การดูแลผูปวยปลูกถายไตมีความจําเปนที่จะตองเขาใจความรูเก่ียวกับระบบภูมิคุมกันพื้นฐาน เพื่อที่จะ

ไดเขาใจถึงหลักการและเหตุผลในการตรวจทางหองปฏิบัติการกอนปลูกถายไต   การเตรียมผูปวยกอนผาตัด    

การเลือกใชยากดภูมิคุมกัน   รวมถึงการเฝาติดตามผลแทรกซอนที่อาจจะเกิดขึ้นกับผูปวย เนื่องจากการศึกษานี้

ตองการศึกษา  mixed lymphocyte reaction (MLR) หลังการปลูกถายไตวามีความสัมพันธกับ renal allograft 

outcomes หรือไม   ซึ่ง MLR ถือวาเปนการตรวจประเมินดาน cellular immunity   จึงรวบรวมความรูพื้นฐาน

เก่ียวกับระบบภูมิคุมกันและการตรวจทางหองปฏิบัติการที่เกียวกับการปลูกถายไตไวดังนี้ 

2.1 ระบบภูมิคุมกัน (immune system) [35-37]  

ระบบภูมิคุมกันจะมีหนาที่ตอตานส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย   บทบาทสําคัญของระบบนี้คือการทํางาน

ของเซลลชนิดตางๆ ที่ไหลวนอยูในกระแสเลือด   ผานอวัยวะหรือเนื้อเย่ือ  แบงระบบภูมิคุมกันเปน 2 สวน  

(ตารางที่ 1) ไดแก 

2.1.1 Innate immunity    คือภูมิคุมกันโดยกําเนิด หรือ ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non specific) 

ทําหนาที่เปนดานแรกนการตอสูและปองกันเชื้อโรคที่เขามาในรางกาย    สามารถตอสูและกําจัดเช้ือโรคไดทันทีโดย

ใชเวลาเปนนาทีหรือช่ัวโมง     ภูมิคุมกันชนิดน้ีมีลักษณะพิเศษคือตอบสนองเฉพาะกับเช้ือโรคเทาน้ัน    จะไม

ตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมที่ไมใชเช้ือโรค    ทําใหไมตอบสนองตอเน้ือเย่ือตนเอง ดังน้ันจึงไมทําใหเกิดโรค   

ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ 

2.1.1 ดาน (barrier) ทําหนาที่ปองกันเชื้อโรคเขาสูรางกาย ไดแก ผิวหนัง, ทางเดินอาหาร และทางเดิน

หายใจ 

2.1.2 เซลลที่ทําหนาท่ีจับกินและยอยทําลาย    พรอมกับการกระตุนระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะเซลล

เหลานี้ ไดแก macrophage,   neutrophils และ natural killer cells 

2.1.3 โปรตีนตางๆ ที่ออกฤทธิ์เพ่ือชวยและทําลายเชื้อโรค เชน ไซโตไคน คอมพลีเมนท 

  2.1.4 การอักเสบ (inflammation) 

2.2  Adaptive immunity  เปนระบบภูมิคุมกันแบบเจาะจง (specific)  ภูมิคุมกันชนิดนี้เกิดขึ้น  หลังจาก

รางกายไดรับการกระตุนดวยส่ิงแปลกปลอม (antigen)     เซลลที่ทําหนาที่ในระบบนี้ ไดแก       ลิมโฟไซด ทั้งชนิด  

B-cell และ T-cell       Adaptive immunity  ประกอบดวย  2 สวน  ไดแก  cellular immunity  และ humoral  

immunity (รูปที่ 2) 
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2.2.1 Cellular immunity เปนระบบภูมิคุมกันผานเซลล โดยหากมีแอนติเจนจะเขามากระตุน T 

lymphocyte ดวยการนําเสนอของantigen presenting cell (APC) ใหกลายเปน activated T lymphocyte   ซึ่ง

แอนติเจนจะกระตุนทั้ง CD8 (Tc) และ CD4 lymphocyte (Th) แลวแตวาจะนําเสนอโดย โมเลกุลของ MHC class 

I หรือ class II   หลังจากนั้น activated Th lymphocyte  จะทําหนาที่หล่ังไซโตไคนตางๆ  ไปกระตุน macrophage 

ใหจับกินเชื้อโรค และ ไซโตไคนบางตัว ก็ไปกระตุน B lymphocyteที่รับรูแอนติเจนเดียวกันใหมีการแบงตัวและ

เปล่ียนเปน plasma cell  สวน activated Tc lymphocyte จะกลายเปน cytotoxic T lymphocyte ทําหนาที่สําคัญ

ใน CMIR  

2.2.2  Humoral immunity เปนระบบภูมิคุมกันที่ มีการสราง antibody โดยแอนติเจนจะจับกับ B 

lymphocyte ที่มี receptor จําเพาะเจาะจงกับมัน (clonal selection) ทําใหเกิดสัญญาณกระตุนให B 

lymphocyte แบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้น  โดยที่ทุกตัวจะมีความจําเพาะกับแอนติเจนตัวเดียวกัน  และตอมาเกิด

การเปล่ียนแปลงไปเปน plasma cell ซึ่งสรางและหล่ังแอนติบอดีออกมาในเลือดรวมทั้งสารคัดหล่ังตางๆ   แลวไป

มีผลทําลาย target cell โดยขบวนการ phagocytosis ซึ่งอาศัย complement (opzonization) หรือผานขบวนการ 

antibody-dependent cellular  cytotoxicity (ADCC) สงผลใหเกิด lymphocytosis   การตอบสนองทางภูมิคุมกัน

ตองอาศัยการทํางานของ CMIR และ HIR รวมกัน  

ตารางที่ 1 แสดงความแตกตางของ Innate Immunity และ Adaptive Immunity 

คุณลักษณะ Innate immunity Adaptive immunity 

เวลาในการตอบสนอง นาทีหรือช่ัวโมง 4-7 วันในตอบสนองครั้งแรกที่พบแอนติเจน 

ความจําเพาะ 
(specificity) 

จําเพาะกับ pathogen 

associated molecular patern 

(PAMPs) 

มีความจําเพาะสูงมากตอ epitope ของ 

antigen 

ความจํา (memory) ไมมี มีความจําและตอบสนองไดรุนแรงและรวดเร็ว 

ความหลากหลาย 
(diversity) 

มีจํากัดเพราะมี receptor ไมมาก มีความหลากหลายมาก 

Self/non-self 
discrimination 

แยกไดเน่ืองจากจําเพาะกับเชื้อ

โรคเทาน้ัน 

เน่ืองจาก receptor สรางมาแบบ random 

บางคร้ังทําใหมี autoimmunity ได 

ชนิดของเซลล Macrophage, monocyte, 

neutrophil, NK, dendritic cell 

T cells และ B cells 
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รูปที่ 2 แสดงการตอบสนองตอแอนติเจนของ humoral immunity และ cellular immunity (ดัดแปลงจาก[37]) 

2.3 ขั้นตอนในการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (Phase of immune response)[35, 38] 

การตอบสนองทางภูมิคุมกันเร่ิมตนจากส่ิงแปลกปลอม (foreign antigen) เขามาในรางกาย รางกายเกิด

การรับรูและตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมนั้น ขบวนการเหลานี้แบงไดเปน 3 ขั้นตอน คือ  recognition, activation  

และ effector phase 

2.3.1 Recognition phaseเปนขั้นตอนการรับรูแอนติเจน ประกอบดวยการจับกันระหวางแอนติเจนและ 

receptor ที่อยูบนผิว lymphocyte   โดยการนําเสนอ antigen presenting cell (APC)    T cells จะใช T cell 

receptor (TCR) ในการ recognize antigen ที่อยูภายใน antigen binding groove ของ major 

histocompatibility (MHC) molecules   ซึ่งอยูบนผิวเม็ดเลือดขาวและ  professional antigen presenting cell 

(APC)     ในมนุษยมี  MHC molecules 2 ชนิด คือ MHC class I และ MHC class II  โดยการทํางานจะขึ้นอยูกับ

ความแตกตางของรูปรางและหนาที่ (รูปที่ 4 ) 

MHC class I จะทําหนาที่เสนอแอนติเจนจากภายใน (endogenous antigen) ซึ่งไดแก HLA-A, HLA-B, 

HLA-C ซึ่งอยูบนผิวเซลลทั่วไป 
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MHC class II จะทําหนาที่เสนอแอนติเจนจากภายนอก (exogenous antigen) ซึ่งไดแก HLA-DR,  

HLA –DP และ HLA- DQ  

2.3.2   Activation phase เปนระยะท่ีมีขบวนการตางๆเกิดขึ้นภายในเซลลลิมโฟไซตหลังจากการรับรู

แอนติเจน ขบวนการเหลานี้ ไดแก 

 2.2.1 Proliferation (การเพ่ิมจํานวน) ลิมโฟไซตที่รับรูแอนติเจนจะแบงตัวเพ่ิมจํานวนจาก clone ที่

จําเพาะกับแอนติเจนนั้น 

 2.2.2 Differentiation หลังจากที่ APC ไดเสนอแอนติเจนใหกับ naïve T-lymphocyte    

 จะทําใหมีการเปล่ียนแปลงเปน activated lymphocyte เพ่ิมจํานวนมากขึ้น และจะเปล่ียนแปลงไปเปน effector 

T-cell ชนิดตาง และมีหนาท่ีแตกตางกันดังนี้ ( ที่ 3) รูป

Type 1 helper (Th1) จะสราง IFN-ߛ, IL 2 ซึ่งมีผลทําใหเกิดการตอบสนอง cellular immune     

Type 2 helper (Th2) จะสราง IL4, 5 และ 13 กระตุนใหเกิดการตอบสนอง humural immune     

Regulatory T-cell จะสราง IL10 และ TGF-β เปนตัวที่บทบาทสําคัญในการจํากัดการตอบสนองทาง 

immune ที่มากเกินไปทําใหเกิดภาวะไตปฏิเสธ 

Type 17 helper (Th17) จะสราง IL 17, 21 และ 22 เปนตัวที่มีบทบาททําใหเกิด glucocorticoid-

resistant rejection 

2.3.4   Effector phase เปนระยะท่ีลิมโฟไซตที่ ถูกกระตุนออกฤทธิ์กําจัดแอนติเจนโดยทําลายเซลล   

 

 
 

รูปที่  3  แสดงการเกิด T-cell activation และ T-cell differentiation (ดัดแปลงจาก[38]) 
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Endogenous antigen Exogenous antigen 

Golgi apparatus 

Endoplasmic reticulum 

  
รูปที่ 4 แสดงการนําเสนอแอนติเจนผาน MHC class I และ II 

 
การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอการปลูกถายไต [1, 39] 2.4 

 เม่ือมีการปลูกถายอวัยวะจากบุคคลหนึ่งไปยังอีกบุคคลหนึ่งที่ไมใชคูแฝด (identical twin) จะ

เกิดปฏิกิริยาการปฏิเสธ (rejection)  เกิดขึ้นซึ่งเกิดจากการที่มีปฏิกิริยากับแอนติเจนที่ไมใชของตนเอง       ( non 

self antigen)  จาก allograft  เน่ืองจากระบบภูมิคุมกันของรางกายมีการแยก self และ non self antigen  อยาง

ชัดเจน    โดยส่ิงแปลกปลอม (foreign antigen or non self antigen)ที่สําคัญที่สุดของการปลูกถายอวัยวะ คือ 

human leukocyte antigens (HLA) ที่อยูบนโครโมโซมคูที่ 6 ของ major histocompatibility (MHC)     ขบวนการ 

rejection เร่ิมจากมีการนําเสนอแอนติเจน (antigen presentation) และ allorecognition  โดยกลไกการเกิด 

alloregcognition มี 2  ประเภท  (รูปที่ 5 ) คือ 

2.4.1 Direct allorecognition  เกิดโดย donor T cell lymphocyte จะนําเสนอ foreign HLA molecules 

โดยตรง  โดยไมมีการผาน  recipient antigen presenting cell (APC) โดย direct allorecognition  มี

ความสัมพันธอยางย่ิงกับการเกิด mixed lymphocyte reaction (MLR) และกอใหเกิด early acute transplant 

rejection 
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2.4.2 Indirect allorecognition เกิดจาก foreign HLA molecules ถูก recognize และนําเสนอโดย 

recipient antigen presenting cell โดยพบวา indirect allorecognition มีความสัมพันธกับการเกิด late rejection  

และ การ induce ใหเกิด tolerance  ผาน indirect allorecognition   ซึ่งมีผลตอ long term graft survival 

 
 

รูปที่ 5  แสดงการนําเสนอแอนติเจนดวยวิธี direct และ indirect pathway(ดัดแปลงจาก[39])            

 

พบวา donor APC เสนอแอนติเจนใหกับ T-cell ไดโดยตรง (direct pathway) จะมีผลทําใหเกิด 

inflammation เกิดขึ้นไดทั้นทีและสงผลทําหเกิด acute rejection    ถาเปน host  APC จะกลับเขาสูอวัยวะท่ีเปน 

secondary lymphoid เพ่ือเสนอแอนติเจนใหกับ  naïve และ memory T-cell   จากนั้นก็จะมี clonal proliferation  

และ differentiation  แลวเดินทางกลับไปที่ graft (homing)  ซึ่งการเดินทางกลับจะถูกควบคุม sphingosine-1-

phosphate (S-1-P) และ chemokine  receptor  ไดแก CXCR3 และ CCR5 หลังจากนั้น cytotoxic T-cell 

(effector)  ก็จะทําหนาที่ทําลาย target cell โดยการกระตุนผาน  FAS-L ซึ่งมีผลตอ caspase cascade  เกิดเซลล 

apoptosis    ทําใหมีการอักเสบเกิดขึ้นที่  graft และ หลอดเลือด (รูปที่ 6 )    
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รูปที่ 6 กลไกการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันตอการปลูกถายไต[1] 

การดําเนินโรคหลังการปลูกถายไต 2.5 

หลักการที่สําคัญในการปลูกถายไตคือการใหยากดภูมิคุมกันเพื่อลดการเกิดภาวะไตปฏิเสธ  โดยยาที่ใช

ตัวหลักคือยาในกลุม calcineurin inhibitor (CNI) ไดแก cyclosporine (CSA) และ tacrolimus (Tac)  อยางไรก็

ตามพบวายากลุมน้ีในระยะยาวจะมีผลทําใหไตทํางานลดลง   มีผลการเปล่ียนแปลงทางพยาธิของไตเปนสาเหตุ

ทําใหเกิด graft loss ได       Nankivell[40] ศึกษาติดตามผลพยาธิวิทยาในผูปวยหลังปลูกไตจํานวน  119  ราย 

โดยการทําเจาะตรวจช้ินเนื้อแบบ sequential  เปนเวลา 10 ป  พบวาอัตราการเกิดไตปฏิเสธจะเกิดในชวง 3 เดือน

แรก    แตหลังจากน้ันจะมีปญหาภาวะ  subclinical rejection  (รูปที่ 7 A)    ในขณะเดียวกันก็พบวาปญหาเร่ือง 

CNI toxicity  มีมากขึ้นตามลําดับ (รูปที่ 7B)      นอกจากนี้ผลพยาธิวิทยาพบวามีการเกิด  interstitial fibrosis 

และ tubular atrophy  (รูปที่ 8)    สุดทายมีผลทําใหเกิด chronic allograft dysfunction (เดิมเรียกวา chronic 

allograft nephropathy)    และทําใหเกิด graft loss ตามมาได 
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รูปที่ 7 อัตราการเกิด rejection (A) และ อัตราการเกิด calcineurin nephrotoxicity (B) ในผูปวยหลัง

ปลูกถายไตจากการติดตาม 10 ป [40] 

 

 

 

 

 

  

รูปที่ 8 ผลทางพยาธิวิทยาในผูปวยหลังปลูกถายไตจากการติดตาม 10 ป [40] 
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 กลไกการเกิด allograft dysfunction มีปจจัยหลัก ๆ 2 กลุมคือ immunologic และ non-immunologic  

พบวาปจจัยสําคัญอยางหน่ึงทาง immunologic  คือการเกิดภาวะ rejection ซึ่งอาจเกิดจากการใหยากดภูมิคุมกัน

ที่ตํ่าไป    สวนปจจัยทาง non-immunologic คือ ผลขางเคียงจากการใชยากดภูมิคุมกันที่มากไป  โดยเฉพาะยาใน

กลุม  CNI  (รูปที่ 9)   ดังนั้นหากมีการปรับปจจัยทั้ง  2 ดานใหเหมาะสมก็อาจจะลดการเกิด allograft dysfunction 

ได 

 

รูปที่ 9  ปจจัยที่มีผลตอการเกิด chronic allograft nephropathy [1] 

2.6 หลักการของการติดตามระบบภูมิคุมกันหลังการปลูกถายไต (immunologic monitoring)  

 ในชวง 10 ปที่ผานมาปญหาเรื่อง rejection มีปริมาณลดลง เน่ืองจากมีการพัฒนายากดภูมิคุมกันตัวใหม

และมีประสิทธิภาพมากขึ้น     แตในระยะยาวกลับพบวา renal allograft outcome  ไมไดแตกตางจากที่ผานมา   

เพราะยากดภูมิคุมกันที่ใชมีผลตอการทํางานตอไต     ปจจุบันจึงมีแนวความคิดใหมในการดูแลผูปวยปลูกถายไต    

โดยการลดการใหยากดภูมิคุมกันในรายที่เหมาะสมเพ่ือลดผลขางเคียงจากยาดังกลาว  อยางไรก็ตามการลดยากด

ภูมิคุมกันในรายที่ไมเหมาะสมก็อาจทําใหเกิดภาวะไตปฏิเสธเกิดขึ้น   ดังนั้นเชื่อวาผูปวยท่ีมี high  alloimmunity  

ควรไดรับยากดภูมิที่มีประสิทธิภาพสูงเพื่อปองกันการเกิดภาวะไตปฏิเสธ    ในทางตรงกันขามหากผูปวยมี  low   

alloimmunity ก็ควรลดปริมาณยาลงเพ่ือลดการผลขางเคียง เชน  การติดเช้ือ  การเกิดโรคมะเร็ง ความดันโลหิตสูง   

เบาหวาน  รวมทั้งผลตอไตโดยเฉพาะยาในกลุม CNI      
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 จากที่กลาวมาขางตน  T-cell   ถือวามีบทบาทสําคัญ (central role) ของระบบภูมิคุมกันในการเกิดภาวะ 

rejection นอกจากนี้การทํางาน T-cell จะมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา (dynamic) ดังนั้นหากสามารถหาวิธี

ประเมิน T-cell reactivity (alloimmunity หรือ allresonse) ในผูปวยหลังการปลูกถายไตได   เพื่อใหทราบ immune 

status   ก็นาจะมีประโยชนอันนําไปสูการวางแผนการรักษาท่ีเหมาะสมได ซึ่งจะกลาวในรายละเอียดของการ

ประเมินตอไป 

2.7 การประเมิน immunologic risk assessment [22]   

แบงเปน 2 กลุมใหญๆ ไดแก humoral และ cellular immunologic risk assessment (ในที่นี้จะกลาว

รายละเอียดในภาพรวมทั้งกอนและหลังการปลูกถายไต) 

2.7.1 การประเมิน humoral immunity 

กอนการปลูกถายไตเปนการประเมินที่ทําเปนประจําและถือเปนการประเมินขั้นพื้นฐานท่ีตองทํา ไดแก 

crossmatch โดยวิธี complement dependent cytotoxic assay, panel reactive antibody (PRA) และ donor 

specific anti-HLA antibody (DSA) ซึ่งเปนการตรวจหา anti-HLA antibody ทั้งที่จําเพาะตอ donor HLA 

antigen (crossmatch และ DSA) และตอ HLA antigen ของประชากรทั่วไป (PRA) โดยมีการศึกษามากมายที่

พบวาการตรวจพบ humoral risk กอนการปลูกถายไตมีผลตอ renal allograft outcomes  

 สวนการประเมินหลังปลูกถายไตสวนใหญยังไมใชการตรวจท่ีทําเปนประจําทุกราย  แตปจจุบันมีขอมูล

เก่ียวกับการตรวจ HLA antibody มากขึ้น  และพบวาสามารถใชเปนตัวทํานาย (predictor) ตอ graft outcome 

ทั้งการเกิด graft rejection  และ graft survival  ซึ่งจะกลาวในรายละเอียดตอไป 

1). การตรวจการเขากันไดของ HLA (HLA typing)  
HLA typing คือการตรวจดูความแตกตางของ HLA ที่อยูบนโครโมโซมระหวางผูบริจาคไต  (donor)และ

ผูรับ (recipient)  การตรวจจะเนนตําแหนงที่สําคัญใน HLA class I และ class II ไดแก HLA-A ,HLA-B และ 

HLA-DR  ซึ่งมีการรายงานผลทั้งหมด 6 ตําแหนง      การตรวจ HLA สามารถตรวจได 2 วิธีคือ     microcytoxic 

assay และ DNA typing   ถือเปน pre-transplant test ที่สําคัญ      มีรายงานจากขอมูล UNOS  รวมรวมผูปวย

ทั้งหมด 31,291 ราย   และขอมูล  Pittsburgh   รวมรวมผูปวย 1,780 ราย [6] แสดงใหเห็นวา graft survival จะมี

ความสัมพันธแบบผกผัน  (inverse correlation) กับจํานวน HLA mismatch  (MM)  โดยจํานวน MM ที่มากจะมี 

hazard ratio (HR) ตอ graft loss มากขึ้นตามลําดับ (รูปที่ 10) 
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รูปที่  10 แสดงความสัมพันธของ HLA mismatch ตอ graft survival [6] 

2). การทดสอบ antibody ของ recipient ตอ HLA donor 
การตรวจ  HLA antibody ประกอบดวย 3 วิธีไดแก การตรวจ   serum crossmatch, การตรวจ panel 

reactive antibody (PRA)   และการตรวจ single donor HLA antibody  

- Serum crossmatch เปนการตรวจความเขากันไดระหวาง current serum ผูรับบริจาคและ 

lymphocyte ของผูบริจาคไต ปจจุบันทําไดโดย cytotoxicity, anti-human–globulin-enhanced cytotoxicity, 

flow cytometry และ solid phase assay   
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ตารางที่ 2 แสดงวิธีการตรวจหา anti HLA antibody 

 Cells based Solid phase 
Sensitivity of method CDC<CDC+AHG<Flow ELISA<Flow beads 
HLA molecules Natural configuration on cell 

surface 
Isolated proteins bound on 
artificial surface 

HLA antigens HLA phenotypes Pooled HLA antigens, 
phenotypes, and single antigens 

False-positive reactions Non-HLA-specific antibody Reaction with criptic epitopes on 
denatured HLA molecules. 

False-negative reactions Antibody level below detection Loss of epitope expression on 
isolated molecules 

 
- Complement dependent cytotoxicity assays (CDC)   Patel และ Terasak[23]  ไดศึกษาในผูปวย

ปลูกถายไตท้ังหมด  225 ราย  และตรวจวิธี complement dependent cytotoxicity assay (CDC)   พบวาหาก

ปลูกถายไตในกลุม  crossmatch negative   มีผูปวยจํานวน 8 ใน 195 ราย (รอยละ 4)  และ ในกลุมcrossmatch  

positive มีผูปวยจํานวน  24 ใน 30 ราย(รอยละ 80)   เกิดการปฏิเสธไตภายใน 48 ชั่วโมงขึ้น  (P<0.01)  ซึ่งผล 

crossmatch เปนบวกหมายถึงผูปวยมี  preformed  DSA   จะพบมากหากเปนผูปวยที่เคยต้ังครรภมากอน     

ไดรับเลือด   และผูปวยที่ปลูกถายไตครั้งที่  2    ปจจุบันจึงถือเปนที่ปฏิบัติวาหากผล  crossmatch  ดวยวิธี CDC 

เปนบวกถือเปนขอหามของการปลูกถายไต 

เนื่องจากการตรวจดวยวิธี CDC มีขอจํากัดเร่ืองความไวในการวินิจฉัย เทคนิคการตรวจท่ีตองอาศัย 

complement   จึงมีการตรวจดวยวิธีอื่นเพิ่มเติมคือ AHG-CDC, flow cytometry และ solid phase ซึ่งแตละวิธีก็มี

ความไวและความจําเพาะท่ีแตกตางกัน   ทําใหตองระวังการแปลผลตรวจ (ตารางที่ 2)   

Terasaki[41]  ไดศึกษาติดตาม  HLA antibody   ในผูปวยหลังปลูกถายไต  2,231  ราย พบวาผูปวยที่มี 

HLA antibody positive จะมี failed graft ที่ 1 และ 2  ปสูงกวา ผูปวย HLA antibody negative (6.6% Vs  3.3% 

; p<0.0007, 15.1 % Vs 6.8 ; P<0.00000002) ตามลําดับ    สรุปวา post transplant HLA antibody สามารถใช

เปนตัวทํานาย (predictor)  graft survival ได     

นอกจากนี้ Lee PC และคณะ [42] ไดแสดงใหเห็นวาระยะเวลาท่ีเร่ิมพบ HLA antibody ก็มีความสําคัญ

ตอ graft loss  พบวาในกลุมที่ HLA antibody (+) ภายใน 1 ปหลังปลูกถายไตจะมี graft  failure ถึงรอยละ  60  

เม่ือเทียบกับกลุม control   และเม่ือวิเคราะห multivariable ปจจัยระยะเวลาท่ีพบ antibodies ใน 1 ป พบวา 

Hazard ratio ที่เกิด graft failure เปน 7.7 เทา  เมื่อติดตามไปท่ี  10 ป    พบวา graft survival  ในกลุม  early 

antibody (+) เทากับรอยละ  27   เทียบกับรอยละ  80 ในกลุม  late antibody (+) รูปที่ 11 
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รูปที่ 11 แสดงความสําคัญของ HLA antibody และระยะเวลาท่ีพบหลังปลูกถายไตภายใน 1 ป และ  

หลัง 1 ป ตอ graft survival[42]  

- Panel reactive activity (PRA) คือการประเมินโอกาสของ recipient จะที่มี antibody ตอ donor ทํา

โดยการตรวจดูปฎิกิริยาระหวาง serum ของ recipient และเซลลชนิดตางๆ ซึ่งเซลลที่ใชทดสอบเปรียบเสมือน

ตัวแทนประชากร (HLA antigen) การรายงานผลจะบอกเปนคาเปอรเซ็นตของ PRA    หากคา PRA สูงมากจะทํา

ใหโอกาสที่ recipient ไดไตจากผูบริจาคทั่วไปจะคอนขางยาก เน่ืองจากสวนใหญเปน broadly reactive 

antibodies ตอ common epitope ของ HLA molecule   

การประเมิน PRA กอนปลูกถายไต [13]  

พบวา PRA ในชวงกอนปลูกถายไตในแตละคนจะมีความแตกตางกัน และขึ้นอยูกับหลายปจจัย 

โดยทั่วไปก็จะตรวจกอนผาตัดไมเกิน   3 เดือน   หากผล PRA ใน serum ระบุวามีความจําเพาะ HLA ของ donor  

ก็อาจจะชวยทํานายผล crossmatch ได   และหากผล HLA  matching ระหวาง donor และ recipient เปน Zero 

mismatch  พบวา antibody ตอ HLA -Cw, DQ และ DP ก็จะมีความตอ graft outcome 

Baramaและคณะ[14] ไดศึกษาในผูปวย living kidney transplantation โดยมี 1- haploidentical   

พบวา  PRA  ที่ตรวจพบกอนการปลูกถายไตมีผล renal allograft survival    พบวาหากผูปวยมี PRA สูง จะทําให  

renal allograft survival  ตํ่ากวาคา PRA  นอยหรือไมพบ  PRA  เลย (รูปที่ 12) 
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รูปที่ 12  คววามสัมพันธระหหวาง PRA และ graft survivaal rate[14] 

การปรระเมิน PRA หหลังการปลูกถถายไต[13] 

การปรระเมิน DSA กกอนการปลูกถถายไต 
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การศึกษาน้ีสรุปวาการที่ผูปวยมี Preformed DSA เปนปจจัยสําคัญที่มีผลทําใหเกิด graft loss และ การ

เกิดภาวะ Antibody mediated rejection  
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 13 อัตราการรอดชีวิตในผูปวย DSA negative และpositive กอนการปลูกถายไต [43] 

การประเมิน DSA หลังการปลูกถายไต 

Zhang Q. และคณะ[44] ทําการศึกษาผูปวยหลังปลูกถายไตจํานวน  49 ราย  แลวตรวจติดตาม  donor-

specific antibody (DSA)  เพ่ือหาความสัมพันธกับการเกิดภาวะไตปฏิเสธ และ graft dysfunction พบวามีผูปวย

จํานวน 8 ราย (รอยละ49) เกิด  acute humural rejection (AHR) และ 11 ราย (รอยละ 22.4) เกิด acute cellular 

rejection   การเกิด AHR  และ ACR นี้ความความสัมพันธที่ดี (strong association) กับ pretransplant HLA 

sensitization (p=0.005 และ p=0.02)   และเม่ือวิเคราะหในผูปวย ที่เกิด AHR และ  ACR  พบวาการตรวจพบ  

DSA positive หลังการปลูกถายไตจะสัมพันธกัน   ซึ่งการตรวจ DSA มักจะมีกอนหรือพรอมกับการเกิด rejection   

(P<0.001) (รูปที่ 14 ) 

 

รูปที่ 14 แสดงความสัมพันธของการตรวจพบDSAทั้งกอนและหลังปลูกถายไตและการเกิดallograft rejection[44] 
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เม่ือติดตามตอไปเพื่อดู renal function  พบวากลุมผูปวยที่มี DSA บวก จะมีคา SCr ที่สูงกวากลุมผูปวย

ที่ DSA ลบ (2.24 ± 1.01 และ 1.41 ± 0.37 ตามลําดับ; p<0.01)  การศึกษานี้สรุปวาการตรวจ DSA สามารถใช

เปนตัวพยากรณและการวินิจฉัยการเกิด rejection  นอกจากนี้อาจนํามาทํานาย  graft survival  ได 

2.7.2 การประเมิน cellular immunity [22, 28-29, 35, 45-48]  

แบงได 2 วิธีหลัก คือ non-antigens-specific assay และ antigen-specfic assay (ตารางที่ 3) ในท่ีนี้จะ

กลาวถึงรายละเอียดบางสวน 

1). Non-antigens-specific assays 

เปนการ determine phenotype ของ surface marker หรือ functional state   สวนใหญขอมูลการตรวจ

วิธี  non-antigens-specific  จะเปนการวัดปริมาณสารที่อยูในเลือด หรือปสสาวะผูปวย   ดวยวิธี polymerase 

chain reaction (PCR) , DNA หรือ  protein microarray  โดยสารที่จะตรวจถือวาเปน T-cell activation marker 

เชน soluble CD30 (sCD30), intracellular ATP, calcneurin  และ  nuclear factor activated T-cells (NFAT)  

เปนตน  

sCD30 เปนสารสรางมาจาก activated CD4+ Th2  และ CD8+ T-cell   สามารถวัดไดโดยใช ELISA         

การศึกษาท้ังผูปวยปลูกถายไตท้ังในระยะ  pre และ post–transplantation    พบวา  sCD30 เปนตัวบงช้ี 

(predictor) ในการเกิด acute rejection    อยางไรก็ตาม  sCD30  ไมไดพบเฉพาะในภาวะ  rejection เทานั้น  แต

สามารถพบไดในการติดเช้ือไวรัสและแบคทีเรียดวย   ทําให  sCD30 มีขอจํากัดในการใชในการประเมินผูปวย     

2). Antigen-specfic assays  
 เปนการตรวจวัดการตอบสนองของ B และ T cell ตอ specific donor antigen ตรงกันขามกับ non-

antigens-specific การตรวจดวยวิธี antigen-specific assays มีขอดีกวาคือ 

- สามารถบอกวาผูปวยเปนภาวะ high donor-specific alloresponse  

- สามารถบอกไดวามี  donor-specific hyporesponse   และ  alloreactivity  ตอ  third parties  ได  

ซึ่งบงชี้การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันที่เกิดขึ้น (immune status )วาเปนระยะ tolerance หรือ 

graft acceptable  หรือไม 

   แบงการตรวจ cell proliferation assays ไดเปน  3 กลุมหลักดังนี้ 

การประเมิน antigen-specific T-cell proliferation 

การประเมิน antigen-specific T-cell  function 

การประเมิน antigen-specific T-cell cytokine production 

ดังจะกลาวรายละเอียดตอไป 
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 ตารางที ่3 แสดงการแบงวิธีตรวจ cellular immune monitoring 

  

 
Antigen-specific assays for immune monitoring 

1. Cell proliferation assays 
1.1. Mixed lymphocyte reaction (MLR) 

1.2. Limiting dilution assays (LDA) 

1.3. Cell-mediated lymphotoxicity 

1.4. Tetramer technology 

1.5. Measurement of cell division by CFSE labeling 
2. Enzyme-linked immunosorbent spots (ELISPOT) 
3. Delayed-type hypersensitivity (Trans-vivo DTH assay) 
4. Detection of donor-specific-antibodies 
5. Detection of hematopoietic chimerism 

Non-antigen-specific assays for immune monitoring 
1. Pre and post-transplant measurement of soluble immune mediators 

1.1. Circulating cytokines levels 

1.2. Soluble CD30 level measurement 
1. Regulatory T cells 
2. Non-antigen-specific stimulation (Immuknow measurement) 
3. Analyses of T cell receptor repertoire 
4. Proteomic biomarker 
5. Detection of tolerogenic dendritic cells 
6. Gene analyses 

6.1. Gene polymorphisms 

6.2. Quantification of mRNA precursors 

6.3. Microarray analysis of gene expression 

• T- Cell proliferation assays  

เปนการวัดการตอบสนองดานการแบงตัว (proliferation response) ของลิมโฟไซตตอตัวกระตุน      โดย

การวัดจะเปนเปรียบเทียบจํานวนเซลลที่เพาะเล้ียงกอนที่ไดรับตัวกระตุนและจํานวนเซลลที่แบงตัวใหมหลังจาก

ไดรับตัวกระตุน    ตัวกระตุนที่ใช คือแอนติเจนของ donor  สวนมากไดจากลิมโฟไซด  วิธีนี้เปนการตรวจที่ทําได

ยาก      สวนใหญการประเมิน proliferation response จะวัดปริมาณการแบงตัวของเซลล  (cell division) 

สามารถแบงการตรวจวิธี cell proliferation assay ไดดังนี้ 
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ขอเสียของการตรวจวิธี  [3H]-thymidine [51]   

การตรวจ MLR  โดยวิธี  [3H]-thymidine  มีขอดอยหลายอยาง ไดแก วิธีการทํายุงยากใชเวลานาน     

สารและเคร่ืองมือท่ีใชตรวจวัดมีราคาสูง      ผูตรวจมีความเส่ียงท่ีตองสัมผัสสารกัมมันตรังสีที่ใช  และสารดังกลาว

ไปมีผลทําลาย DNA  และยับย้ังการสราง DNA และการแบงเซลล      นอกจากน้ียังมีปญหาในการแปลผล  

กลาวคือหากวัดปริมาณ   [3H]-thymidine   แลวมีการ uptake ที่ตํ่าสาเหตุ อาจเกิดจาก    เซลลที่แบงตัวมีปริมาณ

นอยจริง หรือปริมาณ T-cell ที่ตํ่า  หรือ  การทํางาน T-cell ไมดีทําใหปริมาณ uptake มาไดตํ่ากวาที่ควรจะเปน     

สุดทายอาจเกิดจากปญหาในขั้นตอนการเติม [3H]-Thymidine     การตรวจ MLR  ดวยวิธี [3H]-thymidine ยังมี

ขอเสียคือจะไมสามารถระบุรอบของการแบงตัวและชนิดของเซลล (phenotype of cell)   ดังนั้นจึงมีการพัฒนา

วิธีการยอมภายในเซลลโดยใช fluorescein dye และการตรวจเพื่อแกปญหาท่ีเกิดขึ้น  ซึ่งในปจจุบันนิยมใช CFSE 

flow cytometry ในการตรวจการแบงตัวของเซลลกันแพรหลาย ดังจะกลาวในรายละเอียดตอไป 

Fluorescein dye[52]  ที่ใชวัดเซลล  proliferation มีหลายชนิด   แตที่นิยมและใชกันอยางแพรหลายคือ  

5- (และ-6)-carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFDASE) ซึ่งมีคุณสมบัติคือ ไมเรืองแสง,  

สามารถแพรผานเย่ือหุมเซลลไดเปนอยางดี  เนื่องจากมีคุณสมบัติละลายในไขมันสูง  (high lipophilic)  หลังจาก  

CFDASE เขาในเซลลจะถูกเอนไซม esterases  ที่อยูภายในเซลล   ตัดกลุมของ  acetate ออก 2 ตําแหนง   ทําให

ไดเปน carboxy fluorescein succinimidyl ester (CFSE) ซึ่ง CFSE จะมีคุณสมบัติการแพรลดลง  สงผลใหสาร

ออกจากเซลลไดชา  หลังจากน้ัน CFSE จะทําปฏิกิริยากับกลุม amino  แลวเกิดพันธะ  covalent ในตําแหนง 5- 

(และ-6)-carboxyfluorescein (CF)  ในเซลล    โดยถาจับกับ R1-NH2 จะไดเปน CFR1  ซึ่งยังสามารถแพรออก

นอกเซลลหรือสลายตัวเร็วได  แตถาจับกับ R2-NH2 ไดเปน CFR2  ซึ่งไมสามารถแพรออกจากเซลลไดทําให  

fluorescent  ติดคางภายในเซลล  (รูปที่ 17) 

หลักการทํางานของ flow cytometry  
Flow Cytometry คือวิธีการวัด (metry) คุณสมบัติของเซลล (cyto) ซึ่งอยูในสารละลายที่กําลังไหล(flow) 

โดยใชเลเซอร Flow Cytometry อาศัยหลักจากความรูดานตางๆ มากมาย เชน คอมพิวเตอร อิเล็กทรอนิกส ระบบ

จลศาสตรของน้ํา เทคโนโลยีดานเลนสกระจก รวมทั้ง แอนติบอดี และสารฟลูออเรสเซนต 

การทํางานของ Flow Cytometer อาศัยการวัดเซลลที่กําลังไหลอยู ซึ่งจะวัดปริมาณของสารเรืองแสงท่ี

เปลงบนผิวเซลลหรือภายในเซลลขณะที่ไหลผานทางพรวย (nozzle)  ของเครื่องเปนเซลลเด่ียวๆ ในอัตราเร็ว 500-

1,000 เซลล/วินาที    เม่ือเซลลไหลผานลําแสงเลเซอร    แสงท่ีกระทบเซลลจะเกิดการหักเหเปน 2 ทิศทาง ใน

ตัวเคร่ืองจะมีตัวมารับการหักเหของแสงเรียกวา  Detector    ซึ่งจะวัดคาการหักเหของแสงเปนมุมแคบทาง

ดานหนาทําใหสามารถหาขนาดของเซลลได   และวัดคาการหักเหของแสงที่ออกจากเซลลจะทําใหสามารถวัด

สวนประกอบภายในเซลลได      จากนั้นเครื่องก็จะเปล่ียนสัญญาณแสงใหกลายเปนสัญญาณไฟฟา และสงขอมูล



28 
 

Cy

ออ

ขน

ลัก

สัญ

ที่เ

Cy

เห

เซ

การวัด

ytometer จะใ

อกจะวัดอยู 2 ที

นาดเซลล   แล

กษณะ Granul

ญญาณแสงไป

เราใช (ตาราง

ytometer แตล

หลานี้จะมีความ

ลล  

การเรืองแสงจะ

ใชฟลเตอรกรอง

ที่คือ   แสงสวน

ละสัญญาณแส

e ของเซลล   

ยัง Photomult

งที่ 4)    เพราะ

ะรุนจะมี Photo

มสัมพันธในการ

ะขึ้นอยูกับการ

งแสงจากแหลง

นที่กระจายผาน

สงที่กระจายออ

   ลําแสงทั้งสอ

iplier tube ซึ่ง

สียอมตางชนิด

omultiplier tub

รวัดคุณสมบัติ

ดูดซับ และกา

งกําเนิดแสงท่ีเดิ

นเซลล (Forwar

กดานขาง (Sid

องทางนี้จะผาน

เปน Detector 

ดกันจะเปลงแส

be ตางกันไปตา

ตางๆ ของเซล

ารเปลงแสงของ

ดินทางผานเซล

rd scatter sig

de scatter s

นเลนส และฟล

 เพื่อตรวจวัดแส

สงใหความยาว

ามความสามาร

ลลที่ไหลผานลํา

งเซลลในความ

ลลลงสู Detect

nal: FSC) จะบ

ignal: SSC) 

เตอรซึ่งทําหนา

สงในความยาว

คล่ืนที่ตางกันอ

รถในการใชงาน

าแสงซึ่งขึ้นอยูก

ยาวคล่ืนตางๆ

tor การวัดแสง

บอกถึงความสั

จะบอกถึงขอมู

าที่หักเหแสง   

วคล่ืนตามชนิด

ออกไป   โดยเค

น รูปแบบการก

กับรูปทรง และ

 โดย Flow 

งที่กระจาย

ัมพันธของ

มูลเก่ียวกับ

 และกรอง

ดของสียอม

ครื่อง Flow 

กระเจิงแสง

ะขนาดของ

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป

จา

(ลู

หุม

ปที่ 17  แสดง

าก 5-(and-6)-c

กศรที่แสดงในภ

มเซลล) 

กลไกการยอม

carboxyfluore

ภาพหมายถึงทิ

ติดสารเรืองแส

escein diace

ทศิทางการเคล่ือ

สงของ carboxy

tate, succin

อนที่ และขนาด

yfluorescein d

imidyl ester 

ดของลูกศรยังบ

diacetate succ

(CFDASE) แ

อกถึงความสา

cinimidyl este

แพรผานเย่ือหุม

มารถในการแพ

er  โดยเร่ิม

มเซลล[52] 

พรผานเย่ือ

 



29 
 

  
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 18 แสดงหลักการทํางานของ flow cytometry 

หลังจาก detector วัดคุณสมบัติของเซลลไปแลว เซลลหรือโมเลกุลที่เรืองแสงจะรับประจุลบมากนอย

ตามการเรืองแสงที่เกิดขึ้น แตละหยดที่ไหลผานจะถูกแยกดวยสนามไฟฟาโดยตรงจาก Deflection plates ใน

แนวต้ังซึ่งสามารถปรับไดตามความเหมาะสมเพ่ือคัดแยกเซลลที่เราสนใจออกเปนหยดตามประจุบวกหรือประจุลบ  

โดยเซลลหรือโมเลกุลที่เรืองแสงมากคือ  มีแอนติบอดีติดสีที่ยอมเรืองแสงจับอยูมาก สวนเซลลหรือโมเลกุลที่เรือง

แสงนอยคือ มีฟลูออเรสเซนตแอนติบอดีจับอยูนอย และเซลลที่ไมมีฟลูออเรสเซนตแอนติบอดีจับอยูเลย    หยดที่มี

ประจุที่เราตองการจะถูกเก็บในหลอดพิเศษแยกเก็บไว    สวนหยดที่ไมมีประจุจะถูกแยกท้ิงไป (รูปที่ 18) 

หลักสําคัญของการวัด flow cytometryคือการเลือกเซลลที่มีชีวิต (live cell) มาทําการวิเคราะหศึกษา

เทานั้นเรียกวา gating โดยอาศัยการดู histogram ซึ่งจะมีการกระจายตัวแตกตางกัน (รูปที่19)    
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ตารางที่ 4 แสดงสารเรืองแสงที่ใชสําหรับงาน flow cytometry 

Fluorochrome Ex(nm) Em(nm) MW Notes 

Fluorescein (FITC) 495 519 389 pH sensitive 

R-Phycoerythrin (PE) 480,565 675 240 k R670, Tri-Color, 

Quantum Red 

 

คํายอ   Ex= E-excitation   , Em= E-emission,   MW = molecular weight 

 

 

 

 

 

PE-Cy5(Cy5PE) 480,565,650 667   

PE-Cy7 480,565,743 767   

PE-Texas Red (TRPE) 480,565 613  Red 613,ECD 

PerCP 490 675  Peridinin 

chlorophyll protein 

Texas Red 689 615 626 Sulfonyl chloride 

Allophycocyanin (APC) 650 660 104 k  

 

 

 

 

รูปที่ 19 แสดง histogram การตรวจ flow cytometry แสดงการจายตัวของเซลลแตละชนิด 
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การแสดงผลการตรวจ flow cytometry ดวย histogram  

มี  2 ลักษณะคือ 1 parameter histogram และ 2 parameter histogram ดังนี้ 

1-parameter histogram เปนกราฟท่ีแสดงความสัมพันธแกน X คือ คาการวัด 1 ชนิด ซึ่งมักจะใช 

relative fluorescence หรือความเขมของแสง   สวนแกน y คือจํานวนเซลลที่วัดได (รูปที่ 20) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่  20   แสดงกราฟ histogram แบบ 1 parameter 

 
2-parameter histogram   เปนกราฟที่แสดงความสัมพันธคาการวัด 2 คาซึ่งจะใชแทน แกน X และแกน 

Y   และจุดซ่ึงแทนจํานวนเซลล   โดยจะคาการวัดที่ใชแสดงอาจเปน SSC, FSC หรือความเขมของ flurescien ก็ได  

(รูปที่ 21)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่  21  แสดงกราฟ  histogram  แบบ 2  parameter ซึ่งเปนการยอม fluorescein ชนิด  PE (แกน Y)

และ FITC (แกน X) แบงผลออกเปน 4 สวนดังนี้  R2 คือ PE-labeled B cells  positive, R5 คือ FITC-labeled T 

cells positive, R3 คือยอมติดทั้งสองชนิด และR4 คือยอมไมติดทั้ง FITC และ PE 
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การคํานวณ proliferation index [57]  

การวัดดวย flow cytometry จะได CFSE fluorescence  histograms ของ  CD4+ และ CD8+ T cells 

ซึ่งจะแสดงขอมูลการแบงตัวในชวงเวลาตาง ๆ    หลังจากนั้นจะเลือก CD4+ และ CD8+ T cell ที่จะนํามาวัดโดยดู

จาก gate และ  CFSE fluorescence    การวัดจํานวนรอบการแบงตัวจะอาศัยหลักการของความเขม  CFSE ดังที่

กลาวมา  ซึ่งจะไดจํานวนการแบงตัวต้ังแต   0  ถึง  n รอบ โดยจํานวนรอบสูงสุดประมาณ 7-8 รอบเนื่องจากถูก

จํากัดดวยความเขม CFSE ที่อาจจะลดลงเอง  จากการทดลองจะไดคาดังนี้ 

(A) คาเปอรเซนตจํานวนครั้งการแบงตัว (event) CD4+ และCD8+ T-cell แตละรอบ n (division)   

(B)  ปริมาณท้ังหมดของ living CD4+ or CD8+ Tcell ณ. เวลาท่ีเก็บเซลล (harvest) 

(C)  จํานวนทั้งหมดของเซลลลูก (daughter T cells) ในแตละเวลาของ n  

(D) ปริมาณคาดการณของจํานวนเซลลเร่ิมตน (original หรือ precursor T cells) โดยคาดการณจาก

จํานวนเซลลลูก โดยพิจารณาจากจํานวนรอบการแบงตัว (precursor T-cell 1 ตัวถาหากมีการแบงตัวจะมีจํานวน 

daughter T-cell เทากับ 2n) 

 (E) ปริมาณท่ีแทจริงของ precursor T-cell (C/D = E) 

 (F)  จํานวน proliferation events (C – E = F) 

  เน่ืองจากคา proliferation event จะขึ้นอยูกับจํานวน  T cells ที่นําเขามาวัด FCM  ดังนั้น proliferation 

index จึงสามารถคํานวณจากจํานวน proliferation event  ทั้งหมดหารดวยจํานวน precursor T-cell (H/G) 

Stimulation index   =   Alloreactive mitotic index/synreactive mitotic index  

โดยคา Mitotic index  =   จํานวน mitotic events/จํานวน absolute precursors 

 
 รูปที่ 27 แสดงวิธีการคํานวณ T-cell proliferation  ดวยการตรวจ MLR-CFSE assay [57]  
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ความสัมพันธระหวางการตรวจดวยวิธี MLR- [3H]-thymidine และ MLR-CFSE assay  

Fulcher และคณะ[56] ไดศึกษาเปรียบเทียบการประเมิน  T-cell function ดวยวิธี CFSE- MLR assay  

เทียบกับ [3H]-Thymidine MLR assay  ในผูปวยที่มีปญหา T-cell deficiency 2 ราย (lymphopenia ) และในคน

ปกติ  10  ราย    โดยวัดเปนคา blast  transformation (% BT) และ division index (DI)  ซึ่งทั้ง 2 คาจะสามารถ

บอกการแบงตัวของเซลล    ผลการศึกษาพบวาใหเห็นวาการตรวจทั้ง 2  วิธีใหผลมีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกัน   

แตวิธี CFSE- MLR assay มีขอดีกวาวิธี [3H]-Thymidine -MLR assay  ตรงที่สามารถแยกกลุม responder กับ 

non responder  ไดชัดเจนมากวา      นอกจากนั้นในกรณีที่จํานวนเซลลที่เพาะเล้ียงมีปริมาณนอย  วิธี CFSE ก็

สามารถบอกจํานวนการแบงตัวไดแมนยํากวาวิธี  [3H]-Thymidine –MLR assay  

Oku และคณะ[58] ไดศึกษาใชเซลลเม็ดเลือดขาวของหมู (swine leucocyte antigen ; SLA)

เปรียบเทียบ [3H]-Thymidine –MLR assay และ MLR-CFSE assay  โดย [3H]-Thymidine –MLR assay จะ

เพาะเล้ียงเซลลของ responder จํานวน 4 x 105  ตัวและเซลลของ stimulatorจํานวน  4 x 105  ตัวที่ผานการฉาย

แสง 2,500 cGy  นําไปเพาะเล้ียงเปนเวลา 6 วัน   โดย 6 ชั่วโมงสุดทายจะเติม [3H]-Thymidine แลวเก็บนับเซลล    

สวนวิธี MLR-CFSE assay  จะเพาะเล้ียงเซลลของ  responder  จํานวน 2 x 105  ตัวและเซลลของ stimulator 

จํานวน  2 x 105  ตัว ที่ผานการฉายแสง 3,000 cGy  นําไปเพาะเล้ียงเปนเวลา 6 วัน  แลวเก็บนับเซลล     

จากการศึกษาในการเพาะเล้ียงเซลลต้ังแต 3, 4, 5,  6  และ 7 วัน พบวา stimulation index จะเพิ่มสูงขึ้น

ในวันที่ 5  สูงสุดวันที่ 6 และ หลังจากนั้นจะเร่ิมตํ่าลง ซึ่งการตอบสนองคลายกันทั้ง 2 วิธี  (รูปที่ 28 ) 

เม่ือเปรียบเทียบคา stimulation index ทั้ง 2 วิธีโดยดูทั้งการแบงเซลลที่ไมไดรับการกระตุน   การกระตุน

ดวยเซลลเม็ดเลือดขาวของหมูชนิดเดียวกัน SLA และเซลลเม็ดเลือดขาวของหมูตางชนิดกัน (Yumata)   พบวา

แมวาคา stimulation  index จากวิธี MLR-CFSE assay (mean SI ดวย SLAcc 8.1± 4.1 และ Yucantan 17.2 

±3.8 ) จะมีคาตํ่ากวา  [3H]-Thymidine –MLR assay (mean SI ดวย SLAcc 184 ±44.6 และ Yucantan 551 

±145.2 ) แตก็มีแนวโนมไปในแนวทางเดียวกัน (รูปที่ 29 ) 

สรุปวาการตรวจดวยวิธี MLR-[3H]-thymidine และMLR-CFSE assay มีผลการตรวจในการประเมินแบง

เซลลมีความสอดคลองกัน 
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รูปที่  28 แสดง Kinetic ของ MLR-CFSE (รูป a) และ [3H]-Thymidine–MLR assay (รูป b) โดยแกน x คือ 

stimulation index แกน y จํานวนวันในการ incubation  

 

รูปที่ 29 แสดงการตรวจดวยวิธี [3H]-Thymidine–MLR assay (รูป a) และMLR-CFSE (รูป b)   โดยแกน  x คือ 

stimulation  index แกน y คือชนิดเซลลที่ใชกระตุนการแบงตัว 
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Limiting dilution assays (LDA)[48] 

Lefkovits ไดกลาวไวคร้ังแรกต้ังแต พ.ศ.2515  วิธีการนี้เปนวิธีแรกๆ ที่ใชตรวจการตอบสนองของ

ภูมิคุมกันตอ antigen specific ในเชิงปริมาณ โดยขั้นตอนเร่ิมจากการ dilute responder cell (recipient PBMC) 

ดวยอัตราสวนที่แตกตางแลวเติมลงไปในถาดหลุมที่มี non-limiting stimulus (donor stimulator cell) การแปลผล

ตองเปรียบเทียบกับหลุม negative control (หลุมที่ไมมี responder cell) โดยที่จะแปลผลวา positive เม่ือการ

ตอบสนองมีคาสูงกวา negative control ประมาณ 3 เทาขึ้นไป   โดยจํานวนหลุม negative ในแตละความเขมขน

ของ responder cell จะถูกระบุซึ่งจํานวนของหลุมที่แปลผล negative จะแตกตางกันไปขึ้นกับ dilution ของ 

responder cell คือ เม่ือความเขมขนของ responder cell มากจํานวนหลุมที่ negative จะนอยลง หลังจากน้ันจะ

มีการวาดกราฟแสดงความสัมพันธระหวางจํานวนหลุมที่ใหผล negative กับคาเฉล่ียของจํานวน precursor cell 

(รูปที่ 30) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 30  แสดงการตรวจ limiting dilution assay (LDA) และกราฟระหวางจํานวนหลุมที่ใหผลลบกับ

จํานวนเซลลในหลุมนั้น 
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Cell-mediated lymphotoxicity (CML)[35] 

 เปนการทดสอบความสามารถการทํางานของ cytotoxic T lymphocyte (CTL) ในการทําลายเซลล

เปาหมาย (targeted cell)   การตรวจทําไดโดยนําลิมโฟไซตของผูรับ (recipient) มาเพาะเล้ียงรวมกับเซลล

เปาหมายที่ติดฉลากดวย chromium-51  (51Cr-donor target cell)    ใน microtiter plate  เม่ือครบเวลานําไปปน

แยกเอาน้ําสวนบน (supernatant ) ซึ่งจะมี 51Cr ที่หล่ังออกมาจาก   donor cell ที่ถูกทําลายโดย cytotoxic T cell    

เอา  supernatant  ที่ไดไปวัดสารกัมมันตรังสีดวยเคร่ือง gamma counter  หนวยเปน count per minute (cpm)    

แสดงผลดวยคา % specific lysis    ถาคา % specific lysis สูงแสดงถึง CTL ของผูรับมีความสามารถในการ

ทําลาย donor cell สูง  

คศ. 1981 Goulmy และคณะ[59] ศึกษาใน cadaveric  KT โดยใชการตรวจดวยวิธี CML เพ่ือประเมิน  

alloresponse ตอ donor  พบวาในกลุมผูปวย CML nonreactivity จะมีผลการปลูกถายไตดีกวากลุมผูปวย CML 

reactive  นอกจากน้ีพบวาผูปวยที่เกิด rejection  จะมี CML reactive ทุกราย  ในขณะท่ีรอยละ  70 ผูที่ไมเกิด 

rejection จะมีผลการตรวจจัดเปน  CML nonreactivity  

 คศ. 1982 Harmon และคณะ[60] ศึกษาเปรียบเทียบ  CTL assay และ MLR  ในการประเมิน immune 

ของผูปวยกอนปลูกถายไตจํานวน  33 รายเพ่ือหาตวามสัมพันธกับ renal outcome  พบวาท้ัง 2 วิธีถือวามี

ความสามารถทํานาย renal  outcome  ทั้งการเกิดภาวะไตปฏิเสธ   renal function  และ graft survival ไดเปน

อยางดี (รูปที่ 31และ32) 

  

  

รูปที่ 31 (ซาย) แสดง graft survival เม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี CTL assay โดยวงกลมสีดํา คือ CTL 

negative และ วงกลมสีขาวคือ CTL positive (p<0.07) 

(ขวา) แสดง renal function เม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี CTL assay โดยวงกลมสีดํา คือคา serum 

creatinine < 1.5 มล/dl และ วงกลมสีขาวคือ คา serum creatinine >1.5 มล/dl (p<0.001) 
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รูปที่ 32 (ซาย) แสดง graft survival เม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี MLR assay โดยวงกลมสีดํา คือ CTL negative และ 

วงกลมสีขาวคือ CTL positive (p<0.01) 

(ขวา) แสดง renal function เม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี  MLR assay โดยวงกลมสีดํา คือคา serum 

creatinine < 1.5 มล/dl และ วงกลมสีขาวคือ คา serum creatinine >1.5 มล/dl (p<0.001) 

Weimer และคณะ[61]  ศึกษาบทบาทของ  CTL assay ตอการลดยากดภูมิคุมกันในผูปวยจํานวน 81 

ราย  ที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไตมาเปนระยะเวลา 2 ป   พบวามีผูปวยทั้งส้ิน 50 ราย  ที่ตรวจไมพบ donor 

specific CTL (hyporesponsive)  และหลังจาก inform consent  ไดมีการลดขนาดยากดภูมิคุมกันลงคร่ึงหนึ่ง

และติดตามตอ 12 เดือน พบวามีเพียง 1 รายที่เกิดการปฏิเสธไต  

จากการศึกษาท่ีผานมาสรุปไดวาการตรวจดวยวิธี  CTL assay   บงชี้ donor specific cytotoxic T-cell 

หลังปลูกถายไตในกลุมที่มี hyporesponsive   สามารถชวยประกอบการตัดสินใจในการปรับลดยากดภูมิคุมกัน    

และชวยระบุผูปวยที่มีภาวะ tolerance ได     อยางไรก็ตาม CTL assay  เปนการตรวจการทํางานของ CD8+ T 

cell เทานั้น  ดังนั้นจึงไมสามารถนํามาใชเพ่ือประเมินภาพรวม  T-cell alloreactivity ได 

Tetramer technology [46, 48] 

เปนการศึกษา T lymphocyte ที่จําเพาะตอ antigen โดยการยอมเซลลดวย  MHC tetramer ซึ่ง

ประกอบดวย MHC class I-peptide complex 4  โมเลกุลที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสง แลวนําไปนับจํานวนดวย

เคร่ือง flow cytometry ดังรูปที่ 17 โดยสังเคราะห peptide ใสลงบนรองของ MHC class I  molecule แลวนํามา 

conjugate กับ biotin ไดเปน biothinylated MHC class I-peptide complexes นํามาเชื่อมตอกัน 4 โมเลกุลโดย

ผสมกับ streptavidin แลวติดฉลากกับสารเรืองแสง phycoerythrin (PE) นํา MHC tetramer ไปยอมเซลล เติม 

anti-CD8 ลงไปแลวนับดวยเคร่ือง flow cytometer ทําใหทราบจํานวนของ cytotoxic T lymphocyte ที่มี T cell 

receptor จําเพาะกับ peptide บน MHC tetramer ปกติการจับกันระหวาง MHC-peptide กับ T cell receptor คน

ขางออนจึงตองใชวิธีการเพ่ิม avidity โดยการใช MHC-peptide ถึง 4 โมเลกุล เปนวิธีที่มีความไวคอนขางสูงในการ
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nzyme-linked immunosorbeent spots (EL
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รูปที่ 34 แสดงวิธีการตรวจ Enzyme-linked immunosorbent spots (ELISPOT)assay [46] 

 
การตรวจดวยวิธี  ELISPOT assay มีขอดีคือ sensitivity สูงใชเวลานอย ทําไดงาย สามารถใช frozen  

cell ได แตมีขอเสียคือ การตรวจนับเซลลที่อาจคลาดเคล่ือนได   การหล่ังไซโตไคนที่วัดไดนั้นอาจเปนการสรางใน

ชวงเวลาส้ันๆ (snapshot event) ทําใหไมสามารถบอก T-cell alloresponse  เน่ืองจากการตอบสนองนี้จะมีการ

เปล่ียนแปลงตลอดเวลา  (dynamic)     นอกจากน้ีไมสามารถนํามาใชในกลุมผูปวยท่ีมี tolerance ได 

 Poggio และคณะ[62] ศึกษาแบบcross-sectional ในผูปวยหลังปลูกถายไตท่ีไดรับการวินิจฉัย CAN ทั้ง

ที่การทํางานยังดีและการทํางานท่ีลดลงโดยการ IFN-γ ELISPOTassay  เพ่ือประเมิน immune response  ซึ่งใช

ตรวจทั้ง  direct  pathway (จากการใช 6 MM third stimulator) และ indirect pathway (โดยใชเปปไทด

สังเคราะหจาก HLA ของ donor)     หลังจากน้ันจะตรวจ Anti-HLA antibodies โดยการวัด flow cytometry ที่ใช  

HLA-coated beads    ผลการศึกษาพบวาผูปวยกลุมที่เกิด CAN การตอบสนองตอ  donor เซลลมากกวากลุมที่

ไมเกิด CAN (p< 0.02)      เม่ือคํานวณสัดสวนการตอบสนองของ donor/third  สูงกวาอีกกลุมอยางมีนัยสําคัญ  

(กลุมเกิด CAN 2.61±3.0,  กลุมที่ไมเกิด CAN 0.50-0.72 ± 0.42; p < 0.001)   การศึกษาน้ีชี้ใหเห็นวาผูปวยที่เกิด 

CAN จะมี donor-specific cellular immunity เกิดขึ้น  
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Bestard และคณะ[63] ไดศึกษาผูปวยหลังปลูกถายไต (living KT)เปนเวลาอยางนอย 2  ป (24 ถึง 114 

เดือน) จํานวน  34  ราย   โดยใชการตรวจวิธี  IFN-γ Elispot assay เพื่อดูความสัมพันธระหวาง allogenic  

response  กับระดับ GFR-MDRD   และ renal rejection   ผลการศึกษาพบวาคา GFR-MDRD    ในผูปวยท่ีมีผล 

การตรวจเปนลบและบวกมีความแตกตางของระดับ GFR อยางมีนัยสําคัญ (p=0.006)    และเม่ือ

เปรียบเทียบความสัมพันธกับการเกิด rejection   ในผูปวยที่มีผลการตรวจเปนลบและบวกมีความแตกตางของ

ระดับ GFR อยางมีนัยสําคัญเชนกัน (p=0.016)  (รูปที่  35) 

รูปที่ 35 ความสัมพันธผลการตรวจ IFN-γ Elispot assay และคา GFR-MDRD และการเกิด rejection[63] 

 

Yes คือ มีการตอบสนองมากกวา 20 จุด ตอการกระตุนดวยเซลล peripheral blood mononuclear 

(PBMCs) จํานวน 3 x105 ตัว 

 No คือ มีการตอบสนองนอยกวา 20 จุด ตอการกระตุนดวยเซลล peripheral bloodmononuclear 

(PBMCs) จํานวน 3 x105 ตัว และถือวาเปนกลุม donor hyporesponse 

 
การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาแมวาจะมีการปลูกถายไตเปนเวลานานการกระตุน Alloresponse ของ T-cell 

ยังคงมีอยูตลอด และเช่ือวาการทดสอบที่ดีเพ่ือตรวจติดตาม (immune monitoring) นาจะเปนเครื่องมือท่ีชวยให

แพทยผูรักษาตัดสินใจในการใชยากดภูมิคุมกันได    ซึ่งผูวิจัยก็ไดเสนอการตรวจวิธี IFN-γ Elispot assay วาให

ทางเลือกหนึ่งในการตรวจ 

การศึกษาในผูปวยหลังการปลูกถายไต แสดงใหเห็นวา ELISPOT assay สามารถใชประเมิน T-cell 

alloreactivity ทั้ง direct และ indirect pathway โดยคาที่สูงมีความสัมพันธกับ poor renal outcome [62, 64]  
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบขอดีและขอเสียในการตรวจแตละวิธีในการตรวจ [46] 

 

Assay Technique Advantages Disadvantages 
ELISPOT Frequency of 

effector/memory T 

cells measured 

by detection of 

cytokine 

production using 

two high-affinity 

antibodies 

against 

the cytokine 

•High sensitivity 

•Measures both frequency  & 

phenotype of cells 

•Short in vitro culture 

•Direct  & indirect alloreactivity 

measured 

•Uncover regulation 

•Use of frozen cells possible 

•Relatively easy to perform 

•Frequency measured on the 

basis of the cytokine production 

of cells 

•Snapshot of events 

•Counting of cells/spots 

somewhat 

subjective 

•Not yet used to study tolerant 

patients 

Transvivo 
DTH 

Index of reactivity 

of T cells to 

antigens 

measured by 

quantification of 

resultant 

swelling in mouse 

footpad 

•Direct a &  indirect alloreactivity 

•Uncover regulation 

•Only assay used to study 

tolerant  patients 

•Requires mice 

•Cumbersome 

•Larger number of cells 

required 

•Measurement of swelling 

subjective 

Tetramers Frequency of T 

cells measured 

by  their binding 

to specific 

peptide- MHC 

complexes using 

flow cytometry 

•Direct visualization of T cells 

regardless of their function 

•No activation or expansion 

needed 

•Easy to perform 

•Requirement for cell numbers 

low 

•Could be combined with other 

flow cytometric assays to 

evaluate 

cytokines/functional status of 

cells 

•Need for large numbers of 

MHC/peptide tetramers to study 

multiple antigens 

•Not well established for class II 

•Not yet studied in clinical 

transplantation 
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ตารางที่ 5 (ตอ)เปรียบเทียบขอดีและขอเสียในการตรวจแตละวิธีในการตรวจ [46] 

 

2.8 Immunologic mornitoring หลังการปลูกถายไต [45, 47, 65, 66] 

หลังการปลูกถายไต ผูปวยมีความจําเปนที่ตองไดยากดภูมิคุมกันเพื่อปองกันการเกิด rejection การใชยา

เพ่ือกดภูมิคุมกัน จะตองใหสมดุลกับผลเสียจากยา โดยเฉพาะการเกิดมะเร็ง และ การติดเช้ือ     เปนที่ทราบกันวา

หากเกิด acute rejection จะมีผลทําให graft survival ลดลง  ซึ่งการวินิจฉัย rejection การเจาะช้ินเนื้อไต (kidney 

biposy) ยังคง gold standard  เพ่ือที่จะแยกหาสาเหตุวาเกิดจาก  acute หรือ chronic rejection กับสาเหตุที่เกิด

จาก non-alloimmune  injury เชน acute tubular injury, medication toxicity,  recurrence disease หรือ de-

novo glomerulonephritis  และ infection แตการทํา allograft biopsy นี้ถือเปนหัตถการที่มีความเส่ียงสูง  อาจ

เกิดภาวะแทรกซอนได  โดยทั่วไปในทางปฏิบัติการเจาะตรวจชิ้นเนื้อไตนั้น  มักจะทําเม่ือระดับ creatinine เพ่ิมขึ้น

จากเดิมรอยละ 15  ถึงกระนั้นบางครั้งก็ยังไมสามารถวินิจฉัยภาวะน้ีได       

อยางไรก็ตามมีผูปวยประมาณ 1ใน 3 ที่มีการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา โดยท่ีคาการทํางานของไต

หรือ ระดับ creatinine ปกติ เรียกวา subclinical rejection ซึ่งหากไมมีการรักษาที่เหมาะสมก็จะทําให graft 

survival ลดลงไดเชนกัน   ภาวะดังกลาวน้ีหากมีการทํา protocol biopsy ก็จะสามารถวินิจฉัยต้ังแตแรกได แต

Assay Technique Advantages Disadvantages 
CFSE Measurement of 

proliferation by 

dilution of the dye 

in dividing 

cells using flow 

cytometry 

•Ability to distinguish dividing/ 

nondividing cells 

•Proliferation of cells followed 

over time Characterization of the 

phenotype/ activation/death of 

the dividing cells using 

multicolor flow cytometric 

techniques 

•Requires optimization for 

human cells 

•Lack of sensitivity 

•Toxicity of the dye 

•Studied only in a single clinical 

liver  transplantation trial 

Intracellular 
staining 

Frequency of 

cytokine-

producing T-cells 

by flow cytometry 

•Measures frequency and 

phenotype of 

cells 

•Easy to perform 

•Requires very few cells 

•Multiparametric staining 

possible 

•Requires specific activation 

procedures/inhibitors of 

intracellular transport 

•Toxic to cells 

•Limited sensitivity 

•Not yet studied in clinical 

transplant 
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ดังน้ันประเด็นหลักในการวิจัยเก่ียวกับการปลูกถายในปจจุบันจึงพยายามหาตัวบงช้ี (biomarker) ที่

สามารถบอกถึง immune reactivity  ซึ่งมีลักษณะบงชี้ถึงความผิดปกติที่เกิดขึ้นได  และบอกถึงการตอบสนองตอ

การรักษา   มีความสัมพันธกับ rejection  สามารถวินิจฉัยกอนที่จะมีการทํางานท่ีผิดปกติ จึงมีความพยายามที่จะ

ศึกษาและพัฒนาการถึงวิธีตรวจท่ีสามารถทําไดงาย  มีความเส่ียงนอย (รูปที่ 36)  เชน การเจาะเลือด  หรือการ

ตรวจปสสาวะดวยวิธีตางๆ เพื่อที่จะใชในการวินิฉัย หรือทํานายการเกิด allograft rejectionแลวรีบใหการรักษา

กอนที่จะมีปญหา allograft dysfunction เกิดขึ้น 

ในปจจุบันมีความสนใจเก่ียวกับ immunosuppressive minimization กันมาก  การลดยาเปนจุดที่สําคัญ  

หากมีเคร่ืองมือตรวจ immune monitoring ที่ดีมาเปนตัวชวยตัดสินใจ แยกผูปวยที่มีความเสี่ยงสูงตอการเกิด 

rejection  และความเส่ียงตํ่า หรือ tolerance ในการปรับใชยานาจะเปนทางเลือกที่ดี  (รูปที่  37 ) 

Immune monitoring สวนใหญจะตองการประเมิน T-cell reactivity ซึ่งมี 2 วิธีหลักดังกลาวมาขางตน   

ปจจุบันยังไมมีการทดสอบใดท่ีทําเพียงอยางเดียวแลวสามารถบอกสถานะimmune reactivity ของผูปวยได

ทั้งหมด ดังนั้นการวิเคราะหขอมูลอาจตองใชการตรวจหลายวิธีรวมกัน 

  

รูปที่ 36 แสดงวิธีการตรวจท่ี non invasive เพ่ือวินิจฉัย allograft rejection[65] 
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รูปที่ 37 แสดงประโยชนการใช immune monitoring  มาใชในการปรับใชยากดภูมิคุมกัน [66] 
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2.9.ทบทวนบทความที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 

2.9.1 การศึกษา mixed lymphocyte culture (MLC) และ mixed lymphocyte reaction โดย [3H]-thymidine 

ป คศ. 1965 Bainและคณะ เปนผูเสนอการใช MLC คร้ังแรกในการพิจารณาคัดเลือกผูบริจาคไต (graft 

donor) โดย MLC เปนการตรวจปฏิกิริยาของลิมโฟไซดในหลอดทดลอง in vitro เพ่ือประเมิน histocompatibility 

ของ 2 คน ซึ่งในเวลาน้ันการตรวจประเมินยังไมมีแนวการปฏิบัติที่แนนอน มีการศึกษาขอมูล MLC แตจํานวน

ผูปวยก็ไมเพียงพอท่ีจะนํามาวิเคราะหทางสถิติหาความสัมพันธของ MLC  

คศ.1965  Nelson และคณะ[67] รายงานผลการศึกษา MLC ในผูปวยกอนการปลูกถายไตจํานวน  11 

ราย เพ่ือดูความสัมพันธการเกิด  rejection  พบวาคา MLC มี correlation กับการเกิด rejection แตไมมี

ความสําคัญทางสถิติ (Spearman rank correlation coefficient; rS = 0.36; p>0.05) 

คศ.1970  Bach และคณะ[68] ศึกษา MLC ในผูปวยกอนการปลูกถายไตจํานวน   36 ราย  แลวติดตาม

ดูเปรียบเทียบกับ  creatinine clearance ที่ 1 และ 2 ป  และการเกิดภาวะ rejection  โดยรายงานผล  MLC เปน 

% transformation    หากคา  MLC มากกวา 5 ถือวาผลเปน positive  แตหากคามีนอยกวา 5 ถือวาเปน negative   

ผลการศึกษาพบวาที่ระยะเวลา 1 และ 2 ป คา MLC มีความสัมพันธกับ CCr อยางเห็นไดชัด (p<0.001)   และท่ี

สําคัญคือผูปวยที่มี CCr มากกวา 70 ทั้งที่ 1 และ 2 ป   ไมผูปวยรายใดที่มีการตอบสนองของ MLC มากกวา 5   

(รูปที่ 38 )   

 

 
รูปที่  38  ความสัมพันธระหวางคา MLC และ creatinine clearance (Ccr) ที่เวลา 1 ป (รูปซาย) และ 2 ป (รูป

ขวา) หลังการปลูกถายไต [68] 
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เม่ือวิเคราะหการใช MLC กับการเกิดภาวะ rejection ที่แบงการเกิดเปน 2 ชวงคือ early และ late โดย

การวิเคราะหจะถือผลการตอบสนอง MLC เปน positive และ negative ดังกลาวขางตน พบวา MLC มีความ

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในผูปวยท่ีเกิด rejectionและไมเกิดทั้งระยะ early และ late (ตารางที่ 6) 

ตารางที่ 6 แสดงความสัมพันธของ MLC และการเกิดภาวะไตปฏิเสธ 

 

 

 

 

 

 

 
คศ. 1974 Cochrum และคณะ[69]  ศึกษาดู T-cell function  ดวยวิธีการตรวจ mixed lymphocyte 

culture  (two-way) ในผูปวยกอนปลูกถายไตทั้ง living และ cadaveriv KT  จํานวน 211 ราย โดยหาความสัมพันธ

ระหวาง MLR  และ renal allograft outcome  พบวาผูปวยที่คา MLR ตํ่า (Stimulation Index <8) จะมี graft 

survival ที่สูงกวากลุมที่คา MLR สูง  (Stimulation Index >8) ดังนั้นการศึกษาน้ีจึงสรุปวา MLR สามารถทํานาย 

renal allograft  outcome ได  

คศ. 1977 Cullen และคณะ[49] ศึกษาผูปวย cadaveric KT จํานวน 40 ราย ใช MLR ในการประเมิน 

graft function ที่เวลา 3 และ 6 เดือนหลังปลูกถายไต  โดยการประเมินจะดูความสัมพันธทั้ง one way และ two 

way   รายงานผลเปน  stimulation index และ relative response  ผลการศึกษาพบวา MLR  ไมมีความสัมพันธ

กับ renal function และภาวะ rejection (รูปที่ 39)  
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(สัญลักษณ  : + = functioning graft, - = failed graft) 

(rejection grade: A =  ไมมีภาวะไตปฏิเสธใน  3 เดือน; B = มีภาวะไตปฏิเสธเกิดขึ้น 1 คร้ังใน 3 เดือน; 

C = มีภาวะไตปฏิเสธเกิดขึ้น 2 คร้ังใน 3 เดือน; D = มีภาวะไตปฏเิสธเกิดขึ้นมากกวา 2 คร้ังใน 3 เดือน) 

รูปที่ 39   (ซาย) แสดงความสัมพันธของ MLR โดยดูจาก stimulation index (SI) กับ graft function 

และ rejection   (ขวา) แสดงความสัมพันธของ MLR โดยดู relative response (RR) กับ graft function และ 

rejection  

คศ.1997 Kerman และคณะ[70] ศึกษาในผูปวยหลังปลูกถายไต (living-related)จํานวน 95 ราย  โดยมี 

HLA-identical จํานวน 20 ราย และมี HLA-haptoidentical  75 ราย   ผูปวยทั้งหมดไดรับยากดภูมิคุมกันคือ 

cyclosporine และ prednisolone การศึกษาน้ีใช  MLR  response เปนตัวบงชี้การหยุด steroid แบงเปน  2  กลุม

คือ hypo-MLR responder หมายถึงผูปวยท่ีมีคา stimulation index (SI) นอยกวา 10  และ hyper- MLR 

responder หมายถึงผูปวยท่ีมีคา stimulation index (SI) มากกวา 10    และหากผูปวยที่จัดอยูในกลุม hypo-MLR 

responder ก็จะหยุดให  steroid    ผลการศึกษาพบวา ผูปวย  HLA-identical ทั้ งหมดมี   MLR-

hyporesponsiveness  และหลังหยุด steroid เกิด rejection  5  ราย    เม่ือติดตาม 10 ปพบวา graft และ patient 

survival เทากับรอยละ 90  สวนผูปวย HLA-haptoidentical  มีทั้งจัดอยูใน MLR-hyporesponsive  และ 

hyperresponsiveness   พบวาผูปวยกลุม MLR-hyporesponsiveness  จะเกิด rejection นอยกวาอีกกลุมอยางมี

นัยสําคัญ(รอยละ32 Vs รอยละ 68;  p<0.05)   เม่ือติดตาม 10 ปทั้ง graft และ patient survival ในกลุม MLR-

hyporesponsiveness สูงกวาอยางมีนัยสําคัญ (รอยละ 80 Vs รอยละ 60; รอยละ 91 Vs รอยละ 85 ตามลําดับ; 

p<0.01)   
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คศ. 1997 Creemers P และคณะ[71] ศึกษาโดยใชวิธี one-way MLC ติดตาม donor-specific 

hyporesponse  ใน cadaveric kidney transplantation หลังการปลูกถายไตจํานวน 37 ราย   โดยการตรวจจะทํา

ตอเนื่อง (sequential MLC) ที่เวลา 0, 1, 3, 6,12,18 และ 24 เดือนหลังการปลูกถายไต พบวาผูปวยกลุม 

functioning graft มีการตอบสนองแบบ hyporesponse รอยละ 66 และมีแนวโนมวาผูปวยกลุมน้ีจะมีการ 

rejection นอยกวา การศึกษานี้สรุปวาการตรวจแบบ sequential MLC  เพื่อระบุผูปวยท่ีมีการตอบสนองอาจจะ

ชวยบอกวา tolerance  และสามารถลดยากดภูมิคุมกันในผูปวยกลุมนี้ใหตํ่าลง 

คศ. 2004  El Agroudy AE และคณะ[72]  ไดศึกษาผูปวย living kidney transplantation จํานวน 477 

ราย เพ่ือดูความสัมพันธระหวาง mixed lymphocyte culture (MLC) กอนการปลูกถายไตกับ renal outcome  

โดยการนําเซลลลิมโฟไซดจาก  recipient  มาเพาะเล้ียงรวมกับลิมโฟไซดจาก donor (stimulator ซึ่งไดรับ 5 % 

mitomycin  เพ่ือปองกันเซลลของ donor แบงตัว)    แลวนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 5 วัน     ใน

การเก็บนับเซลลจะเติม [3H]-thymidine   จากนั้นนับจํานวนการแบงตัวโดยใช  liquid scintillation counter    ผล

การตอบสนองจะรายงานเปน relative response    ซึ่งแบงผูปวยเปน 2 กลุมคือ กลุม hypo-responder จํานวน 

406 ราย ซึ่งผูปวยจะมีคา relative response (RR) ൑ 4 และกลุม hyper-responder จํานวน 71 ราย  ซึ่งมีคา  

RR > 4      พบวากลุม hyper-responder มีอุบัติการณ acute rejection สูงกวากลุม hypo-responder  (รอยละ

46.5 Vs รอยละ 44.8; p<0.05)  และเกิด chronic allograft nephropathy สูงกวากลุม hypo-responder (รอยละ

27.3 Vs รอยละ14.5, p = 0.01) นอกจากนี้พบวากลุม hyper-responder มี 1 yr และ 5 yr graft survival ตํ่ากวา

กลุม hypo-responder (รอยละ89 และ 66 Vs รอยละ94 และ 79, p =0.03)  (รูปที่ 40) การศึกษาน้ีสรุปวา MLC 

สามารถ predict high immunologic risk ได และเสนอวาหากมี MLC ที่สูง ควรไดรับยากดภูมิที่รุนแรง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 40 แสดง graft survival แยกตามกลุม hypo-responder (เสนบน) กลุม hyper-responder 

 (เสนลาง) ที่เวลา 1 และ 5 ป [72] 
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คศ. 2007  Ferraris JR และคณะ[73] ไดรายงานการศึกษา [3H]-thymidine -MLR  ในผูปวยเด็กที่ไดรับ

การปลูกถายไตจํานวน    22  ราย โดยการเพาะเล้ียงเซลลของ recipient และ donor ที่ผานการฉายรังสี 1200 rad 

เปนเวลา 6 วัน   รายงานผลการแบงตัวเปน SI   หากคา  SI นอยกวา 6.5  ถือวาเปนกลุมhyporesponse   แตถา 

SI มากกวา  6.5 ถือวาเปนกลุม response   การวิเคราะหจะหาความสัมพันธของ[3H]-thymidine -MLR  กับการ

เกิด rejection และ คา GFR หลังปลูกถายไต    พบวากลุม hyporesponse  มีคา GFR ที่ดีกวากลุม response 

อยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 41) การศึกษาน้ีไมมีผูปวยเกิดภาวะ  rejection แตเม่ือเทียบโอกาสการเกิด chronic 

allograft nephropathy นั้นกลุม hyporesponse  มีนอยกวากลุม response อยางมีนัยสําคัญ  (รูปที่ 42) 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 41 แสดงเปรียบเทียบคา GFR ในผูปวยกลุม hyporesponse และกลุม response จาก

การตรวจดวยวิธี [3H]-thymidine -MLR ในชวงเวลาหลังปลูกถายไต [73] 

 
 
 
 
 

 

 

 

รูปที่ 42 เปรียบเทียบการเกิดchronic allograft nephropathy ในผูปวยกลุม hyporesponse (SI <6.5) 

และกลุม response (SI >6.5) จากการตรวจดวยวิธี [3H]-thymidine –MLR [73]   
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ตารางที่ 7 แสดงขอมูลที่รวบรวมการศึกษาตางๆที่เก่ียวกับ MLR ในผูปวยปลูกถายไต 

ผูศึกษา    
 (ปที่ไดรับการ

ตีพิมพ) 

ประชากร
ศึกษา 

จํานวน
(คน) 

MLR 
(pre/post) 

ตัวชี้วดั Outcome ผล
การศึกษา 

Nelson (1965)[67]  NA 11 pre Reactivity  ไมบอกไว Rejection  correlated 

Bach(1970)[68] cadaveric 36 pre %Transformation  CCr ที่ 1, 2 ป correlated 

Cochrum KC 

(1974)[69] 

Living และ 

cadaveric 

211 pre SI : hyper > 8 ,hypo < 8 Graft 

survival 

 correlated 

Jone (1976)[74] cadaveric 76 pre RR  Rejection  Slight diff. 

Ringden 

(1976)[75] 

Living 45 post RR  Rejection  

Graft 

survival 

correlated 

Thomsen 

(1977)[76] 

Cadaveric  11 pre RR : high > 50 

RR : low   

Rejection 

Graft loss 

correlated 

Cullen(1977) 

[49] 

Cadaveric 40 pre SI และ RR Graft 

function 

Not 

correlated 

Cerilli J. 

(1980)[77] 

Cadaveric 

และliving 

81 Pre  SI:  high Vs low Rejection  Correlated  

 

Hajek-Rosen 

(1984)[78] 

Living และ 

cadaveric 

21 pre RR > 10% ,   

RR< 10% 

Rejection  

Function 

graft 

correlated 

Jeffery JR   

(1984)[79] 

Cadaveric 95 Post  SI, absolute count, RR Graft survial Not 

correlated 

Ghobrial II 

(1994)[80] 

Cadaveric  19 Pre/post 3, 

6 และ 12 

เดือน 

Donor-specific 

hyporesponsive  และ 

persistent anti-donor 

response  

SCr และ 

rejection ที่ 1 

ปหลังปลูก

ถาย 

Correlated 

 

Kerman 

(1997)[70] 

Cadaveric 115 Pre/serial 

post  

SI : hyper>10, hypo<10 Graft 

survival 5

และ 10 ป, 

graft 

rejection 

Correlated 

 

Kerman(1997) 

[81] 

Living  95  Post  SI : hyper>10, hypo<10 Rejection  

graft survival  

Correlated 
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ตารางที่ 7 (ตอ) แสดงขอมูลที่รวบรวมการศึกษาตางๆท่ีเก่ียวกับ MLR ในผูปวยปลูกถายไต 

ผูศึกษา    
 (ปที่ไดรับการ

ตีพิมพ) 

ประชากร
ศึกษา 

จํานวน
(คน) 

MLR 
(pre/post) 

ตัวชี้วดั Outcome ผล
การศึกษา 

Creemers 

(1997)[71] 

Cadaveric  37 Post ; 

sequential 

0,1,3,6,12,

18 และ 24 

mo 

Hyporesponse 

หรือ 

hyperresponse 

Rejection/ 

Functioning graft 

correlated 

El Agroudy 

AE(2004[72]) 

Living  477 Pre  RR > 4  

RR < 4 

Rejection 

Graft survival   

correlated 

Ferraris JR[73]   Living (เด็ก) 22 Post  SI < 6.5  

SI > 6.5 

GFR  

Rejection  

corrlated 

คํายอ RR = relative response, SI = stimulation index 

 
เน่ืองจากการศึกษาขอมูล [3H]-Thymidine MLR เพ่ือหาความสัมพันธระหวาง MLR กับ renal allograft 

rejection หรือ survival ทั้งใน cadaveric และ living kidney transplantation ที่ผานมามีความหลาหลาย และผล

การศึกษาพบวา MLR มีทั้งที่ความสัมพันธกับ renal outcome และ ไมมีความสัมพันธกัน   (ตารางที่7) ดังนั้นจึงยัง

ไมสามารถสรุปไดวา MLR และ renal outcome มีความสัมพันธหรือไม 

อยางไรก็ตามผลการศึกษาที่แตกตางก็มีผูที่จะอธิบายวา  วิธีการศึกษาท่ีทํานั้นมีความแตกตางกันเชน 

ประชากรที่ศึกษา   วิธีการเพาะเล้ียงเซลล ( จํานวนวัน   จํานวนเซลลที่ใช )   วิธีการแปลและวิเคราะหขอมูล    คาที่

ใชในการประเมิน เชน  Stimulation index, relative response   รวมทั้งการแบงกลุมวากลุมใดเปน hypo-

responder หรือ hyper-responder   นอกจากนี้ยังเก่ียวของกับเทคนิคการตรวจเพื่อวิเคราะหการแบงตัวของเซลล  

แตเดิมใชวิธี  [3H]-Thymidine MLR   ซึ่งมีผลเสียดังที่กลาวมาขางตน     

2.9.2 การศึกษา mixed lymphocyte reaction-CFSE assay 

ยังไมมีการศึกษา MLR -CFSE assay ในผูปวยที่ไดรับปลูกถายไต แตมีการศึกษาเฉพาะในกรณีของการ

ปลูกถายตับและการปลูกถายลําไสเล็กดังนี้ 

คศ. 2005 Tanaka Yและคณะ [82] ไดศึกษาผูปวย 29 รายที่ไดรับการผาตัดปลูกถายตับ  พบวามีผูปวย

จํานวน 12 รายท่ีมีการทํางานของตับแยลงมากใน 6 เดือนภายหลังผาตัด  ผูปวยทั้งหมดไดรับการทํา liver biopsy  

และตรวจ MLR โดย CFSE assay ผลทางพยาธิวิทยารายงานวาเกิดภาวะ acute rejection  8  ราย  แตกลับพบวา

ผล stimulation index  ของ CD8+ T cell  ที่ไดจาก MLR โดย CFSE assay สูงเพียง 4 รายนั้น  ซึ่งภายหลังไดมี

การตรวจเพิ่มเติมกลับพบวา   ผูปวย 8 ราย ที่วินิจฉัยวาเกิดการปฏิเสธตับในตอนแรกนั้นมีการปฏิเสธตับจริงเพียง 
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คศ. 2009 Ashokkumar และคณะ[83]  ไดศึกษาในผูปวยเด็กที่ไดรับการปลูกถายตับจํานวน 77 ราย 

โดยผูปวยทุกรายจะไดรับการ induction ดวย  rabbit anti-human thymocyte globulin (rATG) และ ยากดภูมิ 

steroid- free tacrolimus  การศึกษาน้ีจะเปรียบเทียบความสัมพันธระหวาง  MLR-CFSE  ของ T-cell ทั้ง T-

cytotxic (Tc), T-helpher (Th) และการเกิด acute cellular rejection  โดยมีการตั้งสมมุติฐานการทดลองวา 

immunoreactivity index (IR) คือสัดสวนการของเซลลที่แบงตัวเม่ือไดรับการกระตุน donorตอการแบงตัวของ

เซลลที่ไดรับการกระตุนดวย third party  หากคา IR มากกวา 1 แสดงวา  donor-specific alloreactivity  ซึ่งนาจะ

มีผลเพิ่มการเกิด rejection   และหากคา  IR  นอยกวา 1 แสดงวา  donor-specific hypoalloreactivity  การเกิด 

rejection นาจะนอยในผูปวยกลุมนี้   

ผลการศึกษาพบวามีผูปวยเกิด rejection 33 ราย และเม่ือเทียบในกลุมผูปวยที่มี rejection และ ไมมี 

rejection พบวากลุมที่ rejection จะมี IR ของ Tc  และ Th ที่สูงกวากลุมที่ไมมี rejection อยางมีนัยสําคัญ  

(ตารางที่ 8) 

นอกจากนี้เม่ือนําเอาคา IR ที่ไดไปสรางและวิเคราะห Receiver operating characteristic (ROC)   

พบวา ROC IR ของ T-cell ที่คา 0.914 จะมีความไวในการวินิจฉัยโรค (sensitivity) รอยละ 75   ความจําเพาะใน

การวินิจฉัยโรค (specificity) รอยละ 88 สวน IR ของ Th จะไมสามารถแยกโรคได 

ตารางที่ 8 แสดงผลการตรวจวิธีMLR-CFSE ในผูปวยเด็กท่ีไดรับการปลูกถายตับหลังเพาะเล้ียงเซลล 3- 4 วัน 

T-helper cell 

 Alone SD TD IR 

Non rejectors N= 45 6 ± 117 193 ± 326 601 ± 390 0.484 ± 0.122 

Rejectors N= 32 12±15 640 ± 235 463 ± 230 1.436 ± 0.654 

p-value NS NS NS 0.003 

T-cytotoxic cell 

 Alone SD TD IR 

Non rejectors  N= 45 25 ± 503 220 ± 384 561 ± 586 0.536 ± 0.105 

Rejectors N= 32 25 ± 15 449 ± 182 256 ± 188 1.294 ± 0.244 

p-value NS NS NS 0.001 

คํายอ : Alone คือการแบงตัวของเซลล recipient, SD คือการแบงตัวของเซลล recipient ที่ไดรับการกระตุนดวย 

donor, TD คือการแบงตัวของเซลล recipient ที่ไดรับการกระตุนดวย third party, IR คือ immunoreactivity index 

(IR เทากับสัดสวนของ SDหารดวย TD) 
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คศ. 2010 Ashokkumar และคณะ[84] ไดศึกษา MLR-CFSE เพิ่มเติมในผูปวยเด็กที่ทําการปลูกถาย

ลําไสเล็ก จํานวน 28 ราย   โดยมีเทคนิคและสมมุติฐานเหมือนกับการศึกษาท่ีกลาวมา  พบวาผูปวยที่มี rejection 

จะมีคาแบงตัวของเซลล หรือ IR ที่สูงกวากลุมที่ไมมี  rejection อยางมีนัยสําคัญ  และเม่ือนําเอาคา IR ที่ไดไป

สรางและวิเคราะห  receiver  operating characteristic (ROC)   พบวา  ROC  IR ของ Tc ที่คา  1.026  จะมี

ความไวในการวินิจฉัยโรค (sensitivity) มากกวารอยละ 87.5 ความจําเพาะในการวินิจฉัยโรค (specificity) 

มากกวารอยละ 83.3      

จากทั้ง  2 การศึกษาน้ี สรุปวาการตรวจวิธี MLR-CFSE เพื่อประเมิน alloresponse ของ T-cell นาจะเปน

เคร่ืองมือที่ชวยบงชี้การเกิด rejection ทั้งในผูปวยท่ีไดรับการเปล่ียนตับและลําไสเล็กได 

การศึกษาเกี่ยวกับ IL-17 และการปลูกถายไต [85] 2.9.3 

Interleukin 17 จัดวาเปน pro-inflammatory mediator เปนสมาชิก IL-17 family ถูกกลาวถึงในคร้ังแรก  

วาถูกสรางจาก activated และ memory CD4+ T cells พบวา receptor ของ IL-17 มีอยูในหลายอวัยวะ นอกจาก 

CD4 T-cell แลว  CD8+ memory T cells, eosinophils, neutrophils และ monocytes ยังสามารถสราง IL-17 ได  

แตอยางไรก็ตาม CD4 T-cell  (Th1-17) ยังเปนตัวหลักในการสราง IL-17  โดย Key cytokine ที่ใชในการพัฒนา

เปน Th17  คือ transforming growth factor β (TGF-β), IL-6, IL-21 และ inflammatory cytokine เชน IL-1,  

IL-23 (รูปที่ 43) 

  

รูปที่ 43 แสดงการ  differentiation of human Th17 cells[86]. 
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พบวา IL-17 ออกฤทธิ์หลายกลไก (รูปท่ี 44) กระตุนการสราง IL-6, nitric oxide (NO) และ 

prostaglandin E2 (PGE2) นอกจากน้ียังทํางานรวมกับ inflammatory marker อื่นๆ เชน IL-1b, tumour necrosis 

factor (TNF)-alpha และ IFN-gamma มีผลทําให neutrophil และ monocytes เขามาบริเวณทําใหเกิดขบวนการ

อักเสบเกิดขึ้น   จากการขอมูลในมนุษยพบวา IL-17 มีความสําคัญท่ีเปนสวนในการเกิดขบวนการ inflammation 

และโรค autoimmune  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 44 แสดงบทบาทการทํางานของ pro-inflammatory ;IL-17 

Loong และคณะ [87] ทําการศึกษาในหนู (acute rat rejection model) วาการ expression ของ IL-17 

ของ mononuclear cell มีความสัมพันธ(correlation) กับภาวะ acute rejection  หรือไม โดยทํา serial biposy 

และตรวจดู expression ของ IL-17 ใน mononuclear cell  พบวาการเพิ่ม expression ของ IL-17 มีความสัมพันธ

กับการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาตาม Banff classification   ซึ่งความสัมพันธดังกลาวเห็นต้ังแตวันที่ 2    

นอกจากน้ียังศึกษาในคนโดยการวัดปริมาณ IL-17 ในปสสาวะเปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยม่ีมี Subclinical 

rejection และผูปวยท่ีไมมี rejection    พบวาผูปวยที่มี subclinical rejection  มีการเพิ่มขึ้นของ IL-17 ในปสสาวะ

ทุกราย  ซึ่งการศึกษานี้สรุปวา IL-17 นาจะเปน early inflammatory cytokine ที่อาจจะชวยใหคิดถึงภาวะ  

rejection  
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Vanaudenaerde BM และคณะ [88] ไดศึกษาในผูปวย lung transplantation โดยพบวามีผูปวยจํานวน 

9 ใน 26 รายที่ไดรับการวินิจฉัยยืนยันจาก transbronchial biopsy ผูปวยทุกรายที่มี acute rejection จะมีการ

เพ่ิมขึ้นของ IL-17 mRNA และ protein ใน brochoalveolar larvage  (BAL) และเม่ือติดตามไปท่ีเวลา 90 วันหลัง

การผาตัด lung transplantation แมวาจะยังมี neutrophil และmonocyte ใน BAL แตปริมาณ IL-17 mRNA และ 

protein นอยมาก จากการศึกษานี้บงชี้วาการเพิ่มขึ้นของ IL-17 mRNA และ protein เกิดขึ้นในชวงเวลาการเกิด 

rejection เทานั้น 

Emilio Fabrega และคณะ[89] ไดศึกษาในผูปวยหลังปลูกถายตับโดยวัดระดับ IL-17 และ IL23 

เปรียบเทียบระหวางผูปวยที่มี acute hepatic rejection จํานวน 50 ราย และไมมี rejection จํานวน 50 ราย พบวา

ระดับ IL-17และ IL-23   มีคาสูงกวาอีกกลุมอยางมีนัยสําคัญ  การศึกษาน้ีสรุปวา Th17 นาจะมีบทบาทสําคัญตอ

การเกิด liver rejection 

J.C.O. Crispim และคณะ [90] ไดศึกษาในผูปวยที่ปลูกถายไตจํานวน 19 ราย    โดยมีผูปวยที่มีภาวะ 

acute allograft rejection จากผลพยาธิวิทยา 9 ราย และไมมี allograft rejection  10 ราย  เปรียบเทียบกับคน

ปกติ (healthy) พบวาในผูปวยที่มี acute allograft rejection มีปริมาณความเขมขนของ IL-17 ในเลือดสูงกวา

ผูปวยท่ีไมมี allograft rejection อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  และพบวาในกลุมคนปกติ (healthy) จะไมสามารถ

ตรวจพบ IL-17 ในเลือด 

จากการทบทวนขอมูลและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ สรุปไดวาการประเมินดาน immune responseในผูปวย

หลังปลูกถายไตมีความสําคัญ   โดยมีประโยชนในการบงชี้โอกาสการเกิดและวินิจฉัยการเกิด rejection ซึ่งนําไปสู

การปรับยากดภูมิคุมกันใหเหมาะสม    ไมมากจนเกิดผลขางเคียง   หรือไมนอยไปจนเกิดภาวะ rejection    การ

ประเมิน immune นั้นมีหลายวิธี   แตไมมีการตรวจดวยวิธีใดวิธีหนึ่งที่จะสามารถบงชี้ไดอยางชัดเจนเนื่องจากมี

ขอดีและขอเสียที่แตกตางกันไป   อยางไรก็ตามเปนที่ทราบวา T-cell เปนเหมือนจุดศูนยกลางของกลไกการเกิด  

rejection    ดังนั้นการทดสอบการทํางานของ T-cell  นาจะมีเคร่ืองมือที่ดีที่จะบอกภาวะ immune ได    การ

ทดสอบการทํางานของ T-cell ตองคํานึงถึงส่ิงที่สําคัญวา T-cell จะมีการทํางานในการตอบสนองตอส่ิง

แปลกปลอมหรือแอนติเจน ผาน 2 กลไกคือ direct และ indirect pathway  นอกจากการประเมิน T-cell function 

แลวการประเมินการวัดไซโตไคมก็มีความสําคัญ  โดยเฉพาะ IL-17  ที่ปจจุบันไดรับความสนใจท่ีศึกษาบทบาท

และหนาที่ตอการเกิด rejection  

 การตรวจ MLR  เพื่อประเมิน immune response  ในอดีตมีการศึกษามากมาย  แตผลที่ไดมีความ

แตกตางกันดังที่กลาวมา   บางการศึกษาพบวา MLR ที่สูง จะสงผลตอการเกิด rejection และทําใหการทํางานของ

ไตท่ีแยลง    แตบางการศึกษาก็ไมพบความสัมพันธนี้    ทั้งน้ีอาจเปนเพราะวิธีการศึกษาแตเดิมใชโดย 3H-

thimidine-MLR  ซึ่งมีขอจํากัดหลายประการ   จนกระท่ังมีการตรวจ MLR -CFSE assay  ทําใหผลมีความแมนยํา

ขึ้น  และเม่ือศึกษาวิธี MLR-CFSE ที่ทําศึกษาในผูปวยปลูกถายตับและลําไสเล็ก   ผลพบวามีความสัมพันธอยางดี

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanaudenaerde%20BM%22%5BAuthor%5D
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อยางไรก็ตามยังไมมีการศึกษาถึงความสัมพันธระหวาง CFSE- MLR assay และ supernatant IL-17 

กับ renal allograft outcome   จึงเปนที่มาของการศึกษาในคร้ังนี้   เพื่อหาความสัมพันธ MLR-CFSE assay  และ 

supernatant IL-17 ในผูปวยหลังการปลูกถายไตและ renal allograft outcome   
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บทที ่3 

วิธีการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย (research design) 
งานวิจัยนี้เปนการศึกษาแบบ Descriptive, retrospective study  

3.2 ระเบียบวิธีการวิจัย (research methodology) 

3.2.1) ประชากรที่ศึกษา 

ประชากร (population) คือผูปวยไทยอายุมากกวา 18 ปที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิต  

ประชากรตัวอยาง (Sample population) คือผูปวยไทย อายุมากกวา 18 ป ที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไต

จากผูบริจาคมีชีวิต (living kidney transplantation) ที่แผนกโรคไต โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

3.2.2) กฎเกณฑในการคัดเลือกเขามาศึกษา  

1. ผูปวยไตวายเร้ือรังที่มีอายุมากกวา 18 ป  

2. ผูปวยที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไตชนิด living kidney transplantation  ที่แผนกโรคไต 

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

3. ตรวจติดตามการรักษาท่ีแผนกโรคไต โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

4. มีแฟมประวัติการผาตัดและขอมูลการตรวจรักษาท่ีสามารถคนได 

5. สามารถติดตอใหผูบริจาคไตมาตรวจเลือดพรอมกับผูปวย  

3.2.3) กฎเกณฑในการคัดออกจากศึกษา 

1.มีประวัติการติดเชื้อท่ีเปนสาเหตุการลดลงของการทํางานของไต  เชน การติดเชื้อไวรัส CMV 

หรือ BK การติดเช้ือแบคทีเรียในระบบทางเดินปสสาวะเปนๆหายๆ  

2.มีความผิดปกติทางกายวิภาคของไตและอวัยวะท่ีเก่ียวของ ซึ่งมีผลลดการทํางานของไต ของ 

เชน การตีบของหลอดเลือดแดงของไต (renal artery stenosis) หรือ การตีบของหลอดไต (ureteric 

sticture)  

3.มีการเกิด recurrent หรือ De-novo glomerular disease ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดการลดลง

ของการทํางานของไต  

3.3) คํานิยามเชิงปฏิบัติที่ใชในการวิจัย 

Proliferation  index (%) คือปริมาณการแบงตัวของ T-cell lymphocyte ซึ่งในการศึกษาน้ีจะใชการ

วิเคราะหขอมูลจากโปรแกรม FLOWJO  
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Stimulation index (SI) เปนการคํานวณโดยนําคาเปอรเซนต proliferation index ของ lymphocyte 

ผูปวยซึ่งไดรับกระตุนดวย donor lymphocyte  ที่ผานการฉายแสงแลวหารดวย % proliferation index ของ 

lymphocyte ผูปวยท่ีไมไดใส donor lymphocyte ไปกระตุน (ดังสมการ) 

SI   =    % Proliferation  index ของ recipient PBMCs ที่ไดรับการกระตุนดวย donor cell 

             % Proliferation index ของ recipient PBMCs ที่ไมไดรับการกระตุน 

 
3.4) การคํานวณขนาดตัวอยาง (sample size determination) 

ยังไมมีการศึกษาในลักษณะนี้มากอน  เน่ืองจากการศึกษาน้ีเปนการศึกษาดูคาความสัมพันธของ GFR 

และคา stimulation index   ดังนั้นจึงคํานวณจํานวนขนาดตัวอยางจากการหาคาความสัมพันธคาเดียว (A single 

correlation) สามารถคํานวณจากสมการ      N = [(Zα+ Zβ) / C(r)] 2 + 3 

  กําหนดให    N    = ขนาดตัวอยาง  

Z α  = คา Z ที่ไดจากตารางการแจกแจงปกติมาตรฐานเม่ือกําหนดระดับความ

เช่ือม่ันเทากับ 95 % มีคาเทากับ 1.96 (two-tailed) 

Z β  = คา Z ที่ไดจากตารางการแจกแจงปกติมาตรฐานเม่ือกําหนดให type II 

error = 10% หรือ power เทากับ 90 %,    จะไดคา Z β มีคาเทากับ 1.28 

ทางผูวิจัยไดกําหนดคาความสัมพันธ  r = 0.7   ถือวาเปนคาที่มีความสําคัญทางคลินิก,   

จากสมการดังกลาว  N จากการคํานวณจะได = 17 

ดังนันตองใชจํานวนผูปวยในการศึกษาเทากับ 20 ราย 

3.5) การสังเกตและการวัด 

3.5.1) ขอมูลพื้นฐานของผูปวย ไดแก อายุ เพศ สาเหตุของไตวายเรื้อรัง โรคท่ีพบรวม ผลการตรวจ 

HLA mismatch, คาเปอรเซนต panel reactive antiboody (PRA), donor specific antibody (DSA) ระยะเวลาที่

ทําการปลูกถายไต ผลตรวจชิ้นเน้ือ และชนิดของยากดภูมิคุมกัน  

3.5.2) ขอมูลที่ศึกษา ไดแก  

คาเปอรเซ็นต Proliferation จากการตรวจวัดวิธี flow cytometry    

ปริมาณเปอรเซนต  CD4 และ CD8, อัตราสวน CD4/CD8 

ปริมาณความเขมขนของ supernatant interleukin 17 จาก MLR-CFSE จากการดวยวิธี ELISA (R&D 

Systems Europe, DY317, Abingdon, United Kingdom) 

Serum creatinine  

Estimate GFR ดวยการคํานวณจาก MDRD equation  
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สมการที่ใชคํานวณ Estimated glomerular filtration rate (eGFR) (หนวย mL/min/1.73 m2) 

  วิธี re-express MDRD equation(13) (สําหรับคา creatinine จากวิธี Enzymatic assay)  

  = 175 x (0.95xS.Cr)-1.154 x age-0.203 x 0.742 (for woman) x 1.212 (if black) 

3.6) การดําเนนิงานวิจัย 

 3.6.1) ขั้นตอนในการดําเนินการวิจัย 

ก. ทําการคนหารายชื่อผูปวยที่มีทําการผาตัดปลูกถายไตชนิดผูบริจาคมีชีวิต  ที่โรงพบาบาลจุฬาลงกรณ

และปจจุบันยังคงติดตามการรักษา  ต้ังแต 1 มกราคม พศ.2529 จนถึง 31 ธันวาคม พศ.2553 รวมเปนระยะเวลา 

25 ป         

ข. จากนั้นจึงนํารายชื่อดังกลาวมาทําการคนหาแฟมประวัติผูปวยจากหนวยไตเพื่อนํามาศึกษาขอมูลและ 

เก็บรวบรวมขอมูลของผูปวยแตละคนในแบบฟอรมบันทึกขอมูลโดยผูปวยที่จะไดรับพิจารณาใหเขาการวิจัยนี้

จะตองมีคุณสมบัติตาม   กฎเกณฑในการคัดเลือกเขามาศึกษา 

ค.ผูปวยและผูบริจาคไตจะไดรับขอมูลเก่ียวกับงานวิจัยเพื่อเขารวมโครงการ โดยผูวิจัยจะโทรศัพทไป

ติดตอผูปวยและผูบริจาคไตถึงรายละเอียดและวิธีการตรวจ หรือคุยกับผูปวยเก่ียวกับงานวิจัยในชวงท่ีมาติดตาม

การรักษาไวกอน ซึ่งหากผูปวยและผูบริจาคไตมีความประสงคที่จะเขารวมโครงการ ทางผูวิจัยจะนัดหมายวันและ

เวลามาท่ีหนวยไต ตึกกสิกร รพ.จุฬาลงกรณ แลวใหรายละเอียดขอมูล ตอบคําถามท่ีสงสัยอีกคร้ัง ถาผูปวยผู

บริจาคไตยินยอมเขารวมโครงการก็จะมีการลงช่ือในเอกสารแสดงความยินยอมเขารวมในโครงการวิจัย 

ง. ผูปวยและผูบริจาคไตที่ยินยอมเขารวมโครงการ จะไดรับการเจาะเลือดประมาณ 40 ซีซี แบงใสหลอด 

ACD ทั้งหมด 4 หลอด แลวนําไปปนเพื่อแยก PBMC ตอไป 

3.6.2) เครื่องมือที่ใชในการวัด เปนการตรวจวิธี MLR โดยวิธีการดังนี้   

ขั้นตอนการแยกเซลล Peripheral blood mononuclear cell (PBMCs) 

ก. ปนเลือดผูปวยและผูบริจาคจากเลือดต้ังตน 40 มล. (ACD blood) ดวยความเร็ว 2,000 รอบตอนาที  

เปนเวลา 10 นาที  brake 5 นาที   ที่อุณหภูมิ 22 °C 

ข. ดูดชั้น buffy coat มาเจือจางดวย RPMI1640 (RPMI1640+Antibiotics+HEPES 5 ml) ใหไดอัตราสวน 

buffy coat ตอ RPMI1640 ประมาณ 1:2 ถึง 1:3 จนไดปริมาตรรวม 40 มล. 

ค. นํา buffy coat ที่เจือจางดวย RPMI 1640 แลวมา overlayer บน isoprep 3 มล ที่เทใสเตรียมไวในหลอด

ปริมาตร 15 มล โดยเติมหลอดละ 10 มล ใหไดปริมาตรรวมเทากับ 13 มล จากนั้นนําไปปน 2,000 รอบ

ตอนาที  เปนเวลา 20 นาที  brake 0 ที่อุณหภูมิ 22 °C 

ง. เม่ือครบเวลาแลวจะไดชั้นของ PBMC ที่มีลักษณะสีขาวขุนซึ่งลอยอยูบนชั้นของ Isoprep 
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จ. จากนั้นดูดชั้นของ PBMC ที่แยกไดใสลงในหลอดปริมาตร 15 มล แลวเจือจางดวย RPMI 1640 ใหได

ปริมาตรรวมเทากับ 13 มล นําไปปน 1,200 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 5 ที่อุณหภูมิ 22oC  

ฉ. เม่ือครบเวลาแลวจะได PBMC เกาะติดที่กนหลอด ใหเททิ้งสวนของ supernatant ไปแลวเติม 10% 

RPMI1640 (Antibiotics+HEPES 5mL+FBS 10mL) 10  มล  แลวนับเซลลทั้งหมด 

ช. นําเซลลของผูบริจาคที่ไดไปฉายแสงที่ความยาวคล่ืน 3,000 rad 

หมายเหตุ  เซลลของผูปวยไมตองนําไปฉายแสง 

วิธีการเตรียม PHA/Ionomycin เตรียม PHA/I ใน 10% RPMI1640    ปริมาณ 3    มล 

- PHA 15 ไมโครลิตร 

- Ionomycin 120 ไมโครลิตร 

- 10%RPMI1640 3  มล 

วิธีการเตรียม CFSE dye 
ก. นํา CFSE stock 10 nM มาทําใหเจือจางโดยใช DMSO 90 μl จะไดความเขมขนที่ 20,000x 

ข. จากนั้นแบงเก็บไวสําหรับการยอมเซลล (working concentration) หลอดละ 5 ไมโครลิตร 

ค. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ -20oC เก็บไดนาน 6 เดือน 

วิธีการเตรียม  CD4/CD8 monoclonal antibody ใชสําหรับตรวจแยก T-cell  

(ไดปริมาตรรวม 500 ไมโครลิตร) 

- ผสมสาร PBS 420   ไมโครลิตร 

- CD4   APC 20 ไมโครลิตร 

- CD8   Percp 60 ไมโครลิตร 

ขั้นตอนการแยกเซลลเตรียม pool donor ในการทํา mixed lymphocyte culture 

ก. นําเลือดของผูบริจาครวมไดจากอาสาสมัตรจํานวน 10 คน   ณาคนละประม 40 มล แบงเปน 4 หลอด 

(ACD blood) –ขั้นตอนการแยกเซลลจะเหมือนกับดังที่กลาวขางตน แตขั้นตอนสุดทายจะเติม 10%RPMI1640 

หลอดละ 2 มล/1คน 

ข. นําเซลลไปฉายแสงที่ 2000 rad เนื่องจากไดมีการทดสอบกอนที่จะทํา MLR ในงานวิจัย พบวาที่ความ

เขมแสง 2000 rad มีการแบงตัวมากกวาที่ความเขม 3000 rad และเน่ืองจาก pool donor จะเปนเซลลที่ตองเก็บไว

ในไนโตรเจนเหลว   หากจะนําเซลลมาใชจะตองมีการเตรียมอีกคร้ัง   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกฉายแสง pool 

donor ท่ีความเขม 2000 rad (เปนคาที่ตํ่ากวาที่ฉายแสงใน specific donor ที่ฉายแสง 3000 rad) 

ค. รวมเซลลที่ไดใสในหลอด 50 มล ซึ่งจะไดปริมาตรรวม 20 มล 
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ง. นําไปปนตก 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC เม่ือครบเวลาเท 

supernatant ทิ้ง 

จ. เติม 10%RPMI1640 20 มล แลวแบงมานับโดยวิธีการนับเซลลจะใชสี  trypanblue 190 μl ผสมกับ

เซลล  10 ไมโครลิตร  แลว นําไปปนตก 1,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC   เม่ือครบ

เวลาเท supernatant ทิ้ง 

ฉ. เติม FCS 20 มล แลวแชในนํ้าแข็งเพื่อเตรียมผสม cryopreserve 

ช. วิธีการเตรียม Cryopreserve จะใช DMSO 1 มล. ผสมกับ FCS 4 มล (ไดความเขมขน 20 % DMSO) 

จากนั้นนําไปผสมกับเซลลในขอ 4 ดวยปริมาตรท่ีเทากัน (สุดทายไดจะไดความเขมเปน 10 % DMSO) 

ซ. แบงเก็บเซลลใน Cryotube หลอดละ (1.5 มล ตอ 5 ลานเซลล) แลวนําไปแชแข็งในตู – 80 oC ขามคืน  

แลวนําไปเก็บในตูไนโตรเจนเหลว  รอการใชงาน 

 เม่ือจะใชเซลล pool donor ในการทํา MLR มีขั้นตอนเตรียมดังนี้ 

- ใหนําเอา cryotube ที่แชแข็งไว เก็บในกลองนํ้าแข็งในระหวางการ transfer 

- นํามาแชใน water bath 37 oC จนเห็นเปนวุน 

- นําเซลลที่ไดใสใน sterile tube   50 มล 

- เติม 10%RPMI1640 ใหไดปริมาตรรวม 30 มล 

- นําไปปนตก 1,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC เม่ือครบเวลาเท

สวน supernatant ทิ้ง 

- เติม 10%RPMI1640 2 มล แลวนําไปเก็นที่ตู incubator 37 oC, 5%CO2  เปนเวลา 1  ชม 

- นํามานับเซลล   แลวแบงมา 1 ลานเซลล dilute ดวย 10%RPMI 1640 1 มล.เพ่ือใชเติมใน

การทํา MLR 100 ไมโครลิตร 

ขั้นตอนการยอมเซลลดวย CFSE และขั้นตอนการทํา mixed lymphocyte culture 

ก. นํา PBMCs ของผูปวยและผูบริจาคที่ผานการฉายแสง 3,000rad ที่เตรียมไวไปปนตกดวยความเร็ว 

1,500 รอบตอนาที brake 9 เปนเวลา 10   นาทีที่อุณหภูมิ 4 oC  คร้ังที่ 1 เม่ือครบเวลาเท supernatant 

ทิ้ง 

ข. เติม 10% RPMI1640 (Antibiotics+HEPES 5 ml+FBS 10 ml) ปริมาตร 2    มล แลวแบงมา10 

ไมโครลิตร เพ่ือใชในการนับเซลลทั้งหมดใน 4 ชองของ WBC (รูปที่ 43) 

 วิธีการนับเซลลใชสี trypanblue  190 ไมโครลิตร ผสมกับเซลล 10 ไมโครลิตร 
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สูตรคํานวณเซลล 

จํานวนเซลลทั้งหมด = เซลลที่นับได x dilution factor (20) x 104    

      จํานวนชองท่ีนับเซลล (4) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 45 แสดงตําแหนงการนับเซลลในชองของred blood cell บน hemocytmeter 
 

 แบงเซลลของผูบริจาคจํานวน  2x106 เซลล โดยการคํานวณจากปริมาณท่ีนับได เก็บรอไวที่ตู 

incubator อุณหภูมิ 37  oC ที่มี 5%CO2 ใน 10%RPMI 1640 เพ่ือนํามาทําปฏิกิริยากับเซลลของผูปวย 

(MLR) ที่ถูกยอมดวยสี CFSE ตอไป 

ค.

 นําเซลลที่เหลือ  นําไปปนตก 1,500  รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC   คร้ังที่ 2 

เม่ือครบเวลาเท supernatant ทิ้ง แลวทําใหเซลลกระจายออก 

ง.

 เติม PBS 5 มล นําไปปนตก 1,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC   คร้ังที่ 3 

เม่ือครบเวลาเท supernatant ทิ้ง 

จ.

ฉ. เติม PBS ใหมีปริมาณท่ี dilute เซลล 1 มล.  ตอ 5 x106 เซลล    

 ช. นําเซลลของผูปวยและเซลลของผูบริจาคผานการฉายแสง ที่ละลายดวย PBS 1มล.   มายอมดวยสี 

CFSE โดยใชสี CFSE 10 ไมโครลิตร (ดังวิธีเตรียมขางตน) 

 ซ. นําเซลลไป vortex เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาแลวก็ หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม  FCS 200 

ไมโครลิตร 

 นําไปปนที่ความเร็ว 3600 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC ฌ.

ญ. ทิ้ง supernatant จากทําใหเซลลกระจายออกพรอมทั้งเติม PBS 1 มล. นําไปปนลางที่ความเร็ว 3600 

รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC 

ฎ. ทิ้ง supernatant จากทําใหเซลลกระจายออกพรอมทั้งเติม 10% RPMI1640 1 มล. 
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ฏ. นับเซลลทั้งหมดหลังจากการยอม CFSE แบงมา 10 ไมโครลิตร เพ่ือใชนับใน 4 ชองของ WBC 

(ดังรูป43) จากนั้นคํานวณเซลลทั้งหมดที่นับได 

 แบงเซลลผูปวยและเซลลของผูบริจาคผานการฉายแสงมา2x106เซลลแลวเจือจางดวย10%RPMI1640   

2 มล. ที่เตรียมไว (1ลานเซลล/มล) เพ่ือใชในการตรวจ control และ MLR โดยแบงกลุมการตรวจดังนี้  

ฐ.

กลุมเปรียบเทียบมี 4 กลุมยอย 
I. Recipient PBMCsCFSE 105 cell in 100  uL                               3    หลุม 

II. Donor PBMCsirradiate    105 cell in 100  uL                                    3    หลุม 

III. Recipient PBMCsCFSE 105 cell in 100  uL+ PHA/I 100 uL           3    หลุม 

IV. Donor PBMCsirradiate   105 cell in 100  uL + PHA/I  100 uL      3    หลุม 

กลุม MLRมี 2 กลุมยอย 

I. Recipient PBMCs 105 cell in 100  uL+ 

Donor PBMCsirradiate 105 cell in 100 uL                               3   หลุม 

II. Recipient PBMCs 105 cell in 100  uL+  

Pool donor cellirradiate   105 cell in 100 uL                   3   หลุม 

ฑ. จากนั้นนําเซลลที่เตรียมไดมาเติมลงใน 96 well -U plate จํานวน 2 plate  ดังรายละเอียดดังนี้ 

Plate 1 เปนเซลลสําหรับ control ของผูปวยและผูบริจาคโดยการ 105เซลล (100 ไมโครลิตร) รวมกับ

ไมไดเติมสารกระตุน   โดยเติม 10% RPMI1640 100 ไมโครลิตร และท่ีเติมสารกระตุนโดยการเติม PHA/I 100 

ไมโครลิตร จะไดปริมาตรรวม 200 ไมโครลิตร/หลุม (ตารางที่ 9) 

ตารางที่ 9 แสดงวิธีการเพาะเล้ียงเซลลใน control plate 

Control plate  Day4 
Recipient PBMCs  

Donor irradiated PBMCs  

Recipient PBMCs with PHA/I  

(stimulant agent ; positive control) 
 

Donor irradiated PBMCs + PHA/I 

(stimulant agent ; positive control) 
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Plate 2 เปนเซลลที่นํามาทําปฏิกิริยา MLR โดยจะใชเซลลของผูปวย 105เซลลรวมกับเซลลของผูบริจาค

ที่ถูกฉายแสง 105 เซลล และใชเซลลของผูปวย 105เซลลรวมกับเซลลของ pool donor ที่เตรียมไว 105 เซลล   

(อัตราสวน 1:1) แลวนําไปเพาะเล้ียงเปนเวลา 4 วันในตู incubator ที่อุณหภูมิ 37 oC และมี 5%CO2 (ตารางที่ 10) 

ตารางที่ 10 แสดงวิธีการเพาะเล้ียงเซลลใน MLR plate 

 

 

 

 

 
 

ฒ. เม่ือเพาะเล้ียงครบ 4 วันแลว ก็ทํางานเก็บแยกเซลล (harvest) 
 
ขั้นตอนการเกบ็เซลลที่ทําปฏิกิริยา MLR 
Plate 1 : Control   

1. Mixed cell ใน 96 U-plate แลวดูดเซลลทั้งหมดจาก 3 หลุมที่ได  นํามารวมกัน 1 หลอด แลวนําไป

ปนที่ความเร็ว 3600 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC เก็บsupernatant ไปวัดความ

เขมขนของ IL17 โดย ELISA test  

2. นําสวนที่เหลือเติม PBS ประมาณ 1-1.5 มล แลวนําไปปนที่ความเร็ว 3600 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที อุณหภูมิ 4 oC เท supernatant ทิ้ง 

3. เติม 1%PFA 50 ไมโครลิตร แลวหอฟอลยอลูมิเนียม แลวนําไปวัด T-cell proliferation ดวยเคร่ือง 

multicolor flow cytrometry 

 Plate 2 : MLR  
1. Mixed cell ดูดเซลลจาก 96 U bottom-plate ทั้ง 3 หลุม มาลงใน  96  V bottom-plate แลวนําไป

ปน 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC เม่ือครบเวลา นําไปเก็บsupernatant ไปวัด

ความเขมขนของ IL17 โดย ELISA test  

2. นําสวนที่เหลือจากขอ 1 นําไปปน 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC เม่ือครบเวลา

เคาะสวน supernatant ทิ้ง  นําplate ไป vortex จนไมเห็นตะกอนสีขาวที่กนหลุม แลวดูดเซลลมา

รวมกันใน 1 หลุม 

3. นําไปยอมดวยการเติม CD4/CD8 ที่ผสมไวลงในหลุมลง 50 ไมโครลิตร หอฟอลยอลูมิเนียม แลว

นําไปเก็บที่ตูเย็นอุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 30 นาที 

MLR plate Day 4 

Co-culture : 

Recipient PBMCs with  specific donor irradiated PBMCs 

 

Co-culture : 

Recipient PBMCs with  pool donor irradiated PBMCs 
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4. เม่ือครบเวลาเติม FACS 150 ไมโครลิตร ในแตละหลุม แลวนําไปปน 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที อุณหภูมิ 4 oC เม่ือครบเวลานําไปเคาะท้ิงสวน supernatant   

5. นํา plate ไปvortex จนไมเห็นตะกอนสีขาวที่กนหลุม 

6. เติม 1% PFA 100 ไมโครลิตร จากนั้นเปล่ียนไปใสหลอดขนาด 2 มล แลวหอฟอลยอลูมิเนียม แลว

นําไปวัด T-cell proliferation ดวยเคร่ือง multicolor flow cytrometry 

7. นําผลที่ไปวิเคราะหดวยโปรแกรม FLOWJO ซึ่งผลจะแสดงเปนคา proliferation index แลวจะนําไป

คํานวณคา stimulation index (SI) 

3.7) การเก็บรวบรวมขอมูล (data collection) 

ผูทําการวิจัยเปนผูเก็บรวบรวมขอมูล บันทึกขอมูล ตามแบบฟอรมการบันทึกขอมูล  และตรวจสอบความ

สมบูรณของขอมูลเพื่อใหไดครบถวนตามจํานวนท่ีตองการและนํามาวิเคราะหขอมูลตอไป 

 
3.8) การวิเคราะหขอมูล (data analysis) 
 ขอมูลที่ไดจะนํามาวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม software SPSS  version 16 

ขอมูลที่มีลักษณะการกระจายของขอมูลแบบ normal distribution จะถูกแสดงในรูปของคาเฉล่ีย 

(mean) และคาเบ่ียงเบน (standard deviation) และทําการวิเคราะหเปรียบเทียบโดยใช student T-tests  คา p 

value <0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติขอมูลที่ตองการดูความสัมพันธจะแสดงเปน pearson’s correlation 

สวนขอมูลที่มีลักษณะเปน quantitative variables ที่มีการกระจายของขอมูลแบบ non-normal 

distribution จะถูกแสดงในรูปของคากลาง (median) และชวงระหวาง (range) และทําการวิเคราะหเปรียบเทียบ

โดยใช Mann-Whitney U test คาp value<0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติขอมูลที่ตอง การดูความสัมพันธจะ

แสดงเปน spearman’s correlation 

ขอมูลที่มีลักษณะเปน qualitative variables จะถูกแสดงในรูปของความถ่ี (frequency) และสัดสวน 

(percentage) และนํามาเปรียบเทียบโดยใช Pearson chi-square test หรือ Fisher exact test ตามความ

เหมาะสม คา p value <0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติขอมูล 
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บทที่  4 

ผลการวิจัย 

4.1 ขอมูลพื้นฐาน 

ผูปวยที่เขารวมงานวิจัยมีจํานวนท้ังหมด  22  ราย  มีเพศชายจํานวน  10  ราย (รอยละ 45.5) และเพศ

หญิงจํานวน  12  ราย (รอยละ 54.5)  ผูปวยมีอายุระหวาง 21.8 ป ถึง 70 ป  โดยอายุเฉล่ียเทากับ  52.9 ± 12.4 ป   

ผูปวยสวนใหญ  19 ราย (รอยละ 86.4) ไดรับการบริจาคไตจากญาติ (living related donor) และผูปวย 3 ราย

(รอยละ 13.4 ) ที่ไดรับไตจากคูสามีภรรยา    ขอมูล HLA  mismatch พบวารอยละ 22.7 มี  HLA mismatch 

เทากับศูนย (0 MM),  รอยละ 36.4 มี  3 HLA  mismatch, รอยละ  13.6   มี HLA  mismatch เทากับ 5 พบวา

ระยะเวลาหลังการปลูกถายไตเฉล่ียท้ังหมด 7.46 ± 3.75 ป   (ตารางที่ 1) 

สาเหตุของการเกิดโรคไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย ที่พบมากที่สุดคือ diabetic nephropathy รอยละ 18.2, 

รองลงมาไดแก IgA nephropathy รอยละ 9.1 นอกจากน้ันยังพบสาเหตุ ESRD จาก โรคความดันโลหิตสูง, 

primary FSGS, ADPKD, chronic glomerulonephritis โดยแตละสาเหตุพบรอยละ 4.5 และมีผูปวยจํานวนรอย

ละ 54.5 ที่ไมทราบสาเหตุของ ESRD    

จากผูปวยทั้งหมดจํานวน 22 ราย มีผูปวยจํานวน  15 รายไมเคยมีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไต (เน่ืองจาก

ผูปวยในกลุมนี้ไมไดรับการทํา protocol biopsy   อยางไรก็ตามผูปวยทั้ง 15 รายในการศึกษาน้ีไมมีอาการแสดง

ทางคลินิกที่บงชี้ถึงภาวะปฏิเสธไตในระหวางการตรวจติดตาม)     และมีผูปวยจํานวน  7 รายที่มีประวัติเกิดภาวะ

ปฏิเสธไต (รายละเอียดตารางท่ี 12)  ผูปวยที่มีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไตทุกรายมีผลการตรวจทางพยาธิวิทยา

ยืนยันทั้ง acute allograft rejection และ chroic allograft rejection  มีผูปวยจํานวน 5 รายที่เกิดภาวะปฏิเสธไต 1 

คร้ัง และผูปวย 2 รายที่เกิดภาวะปฏิเสธไต  2 คร้ัง ผูปวยจํานวน 3 รายที่เกิดปฏิเสธไตแบบ antibody-mediated 

rejection(AbMR) และมีผูปวยจํานวน 3 รายที่เกิดปฏิเสธไตแบบ actue cellular rejection โดยมีจํานวน 1 รายที่

เกิด antibody-mediated rejection รวมกับ  acute cellular rejection  ระยะเวลาที่เกิดภาวะปฏิเสธไตจนถึงเขา

รวมงานวิจัยอยูระหวาง 0 หรือ เกิดภาวะปฏิเสธไตในชวงเวลาท่ีเขารวมงานวิจัยถึง 120 เดือน โดยระยะเวลาเฉล่ีย

เทากับ(mean±SD) 23.9 ± 43.4  ป  ผูปวย 1 รายมีภาวะ acute allograft rejection ระหวางเขารวมการศึกษา 

(ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 11 แสดงขอมูลพื้นฐานผูปวยท่ีเขาการศึกษา 

Patient demographic results 

Age (yrs): mean ± SD 52.9±12.4 

Sex: male/female  10/12 

Mean of HLA MM: mean ± SD 2.3±1.5 

Number of HLA MM: case (%) 

   • 0 

   • 1 

   • 2 

   • 3 

   • 4 

   • 5 

 

5 (22.7) 

0 

6(27.3) 

8(36.4) 

0 

3(13.6) 

Transplant vintage (yrs): mean ± SD 7.4±3.7 

History of biopsy proven rejection/non 
rejection:(case/case) 

7/15 

Casue of ESRD: case (%) 

  • Diabetic nephropathy 

  • IgA nephropathy 

  • Hypertensive nephropathy 

  • Primary FSGS 

  • Presumptive CGN 

  • ADPKD 

  • Unknown cause 

 

4(18.2) 

2(9.1) 

1(4.5) 

1(4.5) 

1(4.5) 

1(4.5) 

12(54.5) 

ตารางที่ 12 แสดงรายละเอียดของการเกิดภาวะปฏิเสธไตในผูปวยแตละราย 

ผูปวยรายที่ Antibody-mediated rejection  Acute Cellular 
rejection 

Time from rejection 
to MLR(months) Acute Chronic 

1. √   2.8 

2. √   22.9 

3. √ √   1.2 / 1.2 (combined) 

4.   √ 0.7 

5. √  √ 0 / 0 (combined) 

6.   √ 19.8 

7.   √ 120.0 
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4.2 ขอมูลพื้นฐานของผูปวยตามการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

พบวาไมมีความแตกตางของอายุ, mean arterial blood pressure (MAP), HLA mismatch และ

ระยะเวลาหลังปลูกถายไตระหวางกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต และกลุมผูปวยท่ีมีประวัติภาวะปฏิเสธ 

(ตารางที่ 13)   พบความแตกตางของระยะเวลาหลังปลูกถายโดยกลุมผูปวยที่ไมมีภาวะปฏิเสธไตมีระยะเวลาหลัง

ปลูกถายนานกวากลุมผูปวยท่ีมีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไตอยางมีนัยสําคัญทางสิถิติ (8.60 ± 2.22 ป ในกลุมผูปวย

ที่ไมมีภาวะปฏิเสธไต, 4.98 ± 1.48 ป ในกลุมผูปวยท่ีมีประวัติภาวะปฏิเสธไต; p= 0.03)   

ในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไตทุกราย พบวาผลการตรวจ DSA ใน HLA class I ดวยวิธี 

tepnel  ใหผลลบ   ในขณะท่ีการตรวจ DSA ใน HLA class II ในผูปวยที่มีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไตมีผลบวก

มากกวากลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไตแตไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รอยละ 28.6 

ในผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต, รอยละ 10 ในผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต,  p = 0.12)    และ

เม่ือเปรียบเทียบผลการตรวจ pretransplant  PRA พบวาผูปวยที่มีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไตมี PRA ชนิด T-cell ที่

สูงกวากลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะไตปฏิเสธ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (รอยละ 21.3 ± 39.4 ในกลุมผูปวยที่มี

ประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต, รอยละ 0 ในกลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต; p=0.02 )  สวน PRA ชนิด B-

cellr พบวาไมมีความแตกตางกัน (รอยละ 18.5 ± 28.7 ในกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต, รอยละ 

5.2 ± 10.4 ในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต; p=0.54) 

ยากดภูมิคุมกันที่ไดรับในผูปวยมี 2 ชวงคือกอนผาตัดปลูกถายไต (induction) พบวาการไดรับยา 

induction ดวย anti-IL2 ไมมีความแตกตางกันระหวางผูปวยทั้ง 2 กลุม ไมแตกตางกัน (รอยละ 66.7 ในกลุมผูปวย

ที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต, รอยละ 85.7 ในกลุมผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต; p=0.36)   กลุมของ

ผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต (non rejection) ผูปวยรอยละ 33.3 ไดรับ cyclosorine อยางเดียว, รอยละ 

33.3 ไดรับcyclosporine รวมกับ mycophenolate mofetil   , รอยละ 20 ไดรับ cylosorine รวมกับ azathioprine 

และรอยละ 13.3 ไดรับ  rapamune  ในขณะกลุมผูปวยที่มีประวัติเกิดภาวะปฎิเสธไตรอยละ 71.4 จะไดรับยา 

tacrolimus รวมกับ  และ mycophenolate mofetil,   รอยละ 28.6   ไดรับยา cyclosporine รวมกับ 

mycophenolate mofetil   จะเห็นไดวาไมมีผูปวยรายใดในกลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไตไดรับ 

tacrolimus รวมกับ mycophenolate mofetil   และไมมีผูปวยรายใดในกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธ

ไตจะไดรับ rapamicin หรือ cyclosporin อยางเดียว      

เม่ือเปรียบเทียบขนาดของ cyclosorin ที่ใชในผูปวยท้ัง 2 กลุม พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทงสถิติ  (112.5 ± 17.7 มก/วัน ในกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต, 105.8 ± 27.3 มก/วัน ใน

กลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต; p=0.64)     อยางไรก็ตามพบวาผูปวยท่ีประวัติการเกิดภาวะปฎิเสธไต

ไดรับขนาด mycophenolate mofetil   สูงกวาอีกกลุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (1285.7 ± 267 มก/วัน ในกลุม
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ตารางที่ 13 แสดงขอมูลพื้นฐานผูปวยโดยเปรียบเทียบในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธ 

ไตและกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

 
 

Characteristic  
Patient with no 

history of rejection  
 n=15 (%) 

Patient with history of 
biopsy proven 
rejection=7(%) 

p-value 

Age (yrs): mean ± SD 56.8 ± 7.4 44.8±17.3 p= 0.21 

Sex: male/female  5/10 5/2 NA 

MAP (mmHg): mean ± SD 93.8±9.7 91.0±11.6 p= 0.94 

Number of HLA MM: mean ± SD 1.9±1.6 3.1±1.3 p= 0.18 

Number of HLA MM:  
   • 0 

   • 1 

   • 2 

   • 3 

   • 4 

   • 5 

 

5 (33.3) 

- 

3(20.0) 

6(40.0) 

- 

1(6.7) 

 

- 

- 

3(42.9) 

2(28.6) 

- 

2(28.6) 

 

Post transplant duration (yrs): 

 Mean ± SD 

8.6±3.2 4.9±3.9 p=0.03 

Pre-transplant screening PRA (%): 

 mean ± SD 

 • B-cell 

 • T-cell 

 

 

5.2±10.4 

0 

 

 

18.5±28.7 

21.3±39.4 

 

 

p=0.54 

p=0.02 

DSA วิธี Tepnel:(n)     

Class I- Positive 

Class II-Positive 

 

0 

1(9)1 

 

0 

2 
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ตารางที ่13 (ตอ) แสดงขอมูลพื้นฐานผูปวยในแตละกลุมโดยเปรียบเทียบในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธ

ไต และกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

 
Characteristic 

Patient with no history 
of rejection  
 n=15 (%) 

Patient with history 
of biopsy proven 
rejection=7(%) 

p-value 

Casue of ESRD: (n) 

  • Diabetic nephropathy 

  • IgA nephropathy 

  • Hypertensive nephropathy 

  • Primary FSGS 

  • Presumptive CGN 

  • ADPKD 

  • Unknown cause 

 

2(13.3) 

1(6.7) 

1(6.7) 

- 

- 

1(6.7) 

10(66.7) 

 

2(28.6) 

1(14.3) 

- 

1(14.3) 

1(14.3) 

- 

2(28.6) 

 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

NA 

Anti-IL2-Induction: n (%)  10(66.7) 6 (85.7) p=0.36 

Current immunosuppressive agent 
• TAC+ MMF 

• CSA + MMF 

• Rapamune alone or  

minimized CSA+ rapamune 

• CSA+ AZA 

• CSA alone 

 

- 

5(33.3) 

2(13.3) 

 

3(20) 

5(33.3) 

 

5(71.4) 

2(28.6) 

- 

 

- 

- 

NA 

Dose of cyclosporine(mg/day): mean±SD 105.8 ± 27.3 112.5 ± 17.7 p=0.64 

Dose of  MMF(mg/day): mean±SD 850.0 ± 223.6 1285.7 ± 267.3 p=0.02 

  หมายเหตุ : 1 missing data: จํานวนผูปวยท่ีนํามาวิเคราะห 9/15 ราย 

ตัวยอ: HLA-human leukocyte antigen, DSA-donor specific abtibody, PRA-panel reactive activity, FSGS-

focal segmental glomerulosclerosis, CGN-chronic glomerulonephritis, ADPKD-autosomal dominant 

polycystic kidney disease, TAC-tacrolimus, CSA-cyclosporine, MMF-mycophenolate mofetil 
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4.3 ขอมูลผลการตรวจทางหองปฏิบัติการโดยเปรียบเทียบในกลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต 

และกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

กลุมผูปวยท่ีมีประวัติเกิดภาวะปฎิเสธไตมีระดับ BUN และ creatinine สูงกวากลุมผูปวยไมมีประวัติ

ภาวะปฏิเสธไตอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   และเม่ือคํานวณคาการทํางานของไตโดย estimated GFR (eGFR) 

ดวยสมการ MDRD ในผูปวยท้ัง 2 กลุมพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางผูปวยทั้ง 2 กลุม 

(80.6 ± 19.08 มล/นาที/1.73 เมตร2 ในกลุมผูปวยไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต, 41.71±11.26 มล/นาที/1.73 เมตร2 

ในกลุมผูปวยท่ีมีประวัติเกิดภาวะปฎิเสธไต; p<0.001)      สวนผลการตรวจอื่นๆ พบวาในผูปวยท้ัง 2 กลุมไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 14) 

ตารางที1่4 แสดงผลการตรวจทางหองปฏิบัติการของผูปวยโดยเปรียบเทียบกลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏเิสธ

ไต และกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

   

Character 

Patient with no history 
of rejection  
 n=15 (%) 

Patient with history 

of biopsy proven 

rejection=7 (%) 

p-value  

BUN (mg/dl): mean ± SD 17.6 ± 5.1 28.5 ±11.1 p=0.01 

Cr (mg/dl): mean ± SD 0.89 ± 0.20 1.87 ± 0.48 p<0.001 

eGFR  (ml/min/1.73m2): mean ± SD 80.6 ± 19.1 41.7 ± 11.3 p<0.001 

Sodium (mEq/L): mean ± SD 138.0 ± 1.9 137 ± 1.2 p=0.27 

Potassium (mEq/L): mean ± SD 4.1 ± 0.4 4.4 ± 0.4 p=0.32 

Bicarbonate (mEq/L): mean ± SD 25 ± 2.7 23.4 ± 1.71 p=0.10 

Chloride (mEq/L): mean ± SD 104 ± 2.9 105 ± 2.3 p=0.30 

Calcium(mg/dl): mean ± SD 9.5±0.7 8.7±0.6 p=0.08 

Phosphate (mg/dl): mean ± SD 3.1±0.5 3.6±0.8 p=0.16 

Uric acid (mg/dl): mean ± SD 7.3±1.9 8.0±0.9 p=0.23 

Hb (g/dl): mean ± SD 12.9 ± 1.4 11.1 ± 2.5 p=0.08 

Whiite blood cell (cell /mm3): mean ± SD 7,607± 2,290 6,331 ± 1,567 p=0.17 

Platelet *103 (cell /mm3):mean ± SD 294.0 ±70.1 235.0±108.4 p=0.11 

Cholesterol(mg/dl): mean ± SD 186.0±33.4 185.0±44.1 p=0.67 
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ตารางที1่4  )ตอ ( แสดงผลการตรวจทางหองปฏิบัติการของผูปวยโดยเปรียบเทียบกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะ

ปฏิเสธไต และกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

  Character  Patient with no history 
of rejection  
 n=15 (%) 

Patient with history 

of biopsy proven 

rejection=7 (%) 

p-value  

Tiglyceride (mg/dl): mean ± SD 140.0 ± 48.0 105.3 ± 43.0 p=0.31 

HDL-cholesterol(mg/dl): mean ± SD 50.7 ± 11.4 54.6 ± 11.0 p=0.55 

LDL-cholesterol(mg/dl): mean ± SD 113.4 ± 32.9 129.2 ± 59.3 p=0.89 

Urine 24 hr: TP(g/day) : mean ± SD 0.50 ± 0.62 0.41 ± 0.47 p=0.97 

DPI: mean ± SD 0.80 ± 0.22 0.73 ± 0.29 p=0.92 

ตัวยอ: BUN –blood urea nitrogen, Cr-creatinine, Hb-hemoglobin, DPI-dietary protein intake, eGFR-

estimated glomerular filtration rate 

4.4 ผลการวัด proliferation index ของ T lymphocyte โดย flow cytometry ในการทดสอบ MLR-CFSE  
 วิธีการทํา MLR ในงานวิจัยคร้ังนี้อางอิงจากผลการศึกษาบทบาท MLR-CFSE ในกลุมผูปวยกอนการ

ปลูกถายไต [91] และจากการที่ผูวิจัยไดทดลองเพื่อเลือกขนาดที่ใชในการฉายแสงท่ี 2500, 3000 และ 3500 rad 

ซึ่งจากผลการศึกษาดังกลาว    ทําใหสามารถกําหนดขนาดใชการฉายรังสีของเซลลเม็ดเลือดขาวท่ีเหมาะสมที่สุด

(ถือเปน stimulator) เทากับ 3000 rad และกําหนดเวลาในการเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 4 วัน  

แบงผล proliferation index (PI) ในงานวิจัยน้ี โดยเปน 2 กลุมใหญดังนี้ 

4.4.1 กลุมเปรียบเทียบ 4 กลุม ไดแก  

Autologous หรือ baseline recipient PBMCs (Auto-R)  เปนการทดสอบดูการแบงตัวพื้นฐานของเซลล 

PBMCs ผูรับที่ไมไดรับการกระตุน 

Recipient PBMCs กระตุนดวย stimulating agent (Stim-R) เปนการทดสอบดูการแบงตัวของเซลล 

PBMCs ผูรับเมื่อไดรับการกระตุนดวย PHA (ซึ่งถือวาเปนสารท่ีมีฤทธิ์การแบงตัวของเซลลหรือ positive control) 

Donor PBMCs ที่ไดรับการฉายรังสีที่ 3000 rad (irradiatedD3000) เปนการทดสอบดูการแบงตัว

พื้นฐานของเซลล PBMCs ผูบริจาค ที่ไดรับการฉายรังสี 3000 rad เพ่ือใหเซลลดังกลาวไมมีการแบงตัว แตยัง

สามารถหนาท่ีเปนเซลลนําเสนอได (antigen presenting cell) 

DonorPBMCs ไดรับการฉายรังสีที่กระตุนดวยstimulating agent (Stim-irradiatedD3000)เปนการ

ทดสอบดูการแบงตัวของเซลล PBMCs ผูบริจาคที่ไดรับการฉายรังสี 3000 rad เม่ือไดรับการกระตุนดวย PHA (ซึ่ง

ถือวาเปนสารท่ีมีฤทธิ์การแบงตัวของเซลลหรือ positive control) 
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4.4.2 กลุมทดลองมี 2 กลุม  ไดแก 

Recipient PBMCs กระตุนดวย irradiate 3000 rad specific donor cells (R+irraditedD3000) เปน

การทดสอบดูการแบงตัวพื้นฐานของเซลล PBMCs ผูรับ ที่ไดรับกระตุนดวยเซลล PBMCs ของคูผูบริจาคไตท่ีไดรับ

การฉายรังสี 3000 rad 

Recipient PBMCs กระตุนดวย Irradiate 2000 rad pool donor cells(R+pool donor) เปนการทดสอบ

ดูการแบงตัวพื้นฐานของเซลล  PBMCs ผูรับ ที่ไดรับกระตุนดวยเซลล PBMCs ของผูอื่น (pool donor ที่ไดจาก

อาสาสมัคร 10 รายดังกลาวในรายละเอียดขางตน) ที่ไดรับการฉายรังสี  2000 rad 

เม่ือมีการพิจารณาผลการตรวจวัด proliferation index การทดสอบ MLR ในผูปวยท้ังหมด 22 ราย 

พบวามีผูปวยบางรายผลการตรวจมีปญหา   คือเม่ือเปรียบเทียบผล PI ใน Autologous recipient PBMCs  มีคา

มากกวา Recipient PBMCs กระตุนดวย stimulating agent  (PHA) ซึ่งเปน positive control  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ตัดกลุมผูปวยในกลุมดังกลาวออกไป  แลววิเคราะหขอมูลในผูปวยท้ังหมด 12 ราย (ตารางที่15 และแผนภูมิที่ 1)  

ตารางที่ 15 แสดงผล prolifertion index ในการทดสอบ MLR 

การทดสอบ MLR Proliferation index 

Autologous recipient PBMCs (Auto-R): mean ±SD 1.82 ± 0.73 

Recipient PBMCs with stimulating agent (Stim-R): mean ±SD 2.47 ± 1.07 

Irradiate 3000 rad Donor PBMCs (irradiatedD): mean ±SD 2.25 ± 0.73 

Irradiate 3000 rad Donor PBMCs with stimulating agent 

(Stim-irradiatedD): mean ±SD 

2.65 ± 0.62 

Recipient PBMCs with Irradiate 3000 rad donor cell stimulator 

(R-irradiatedD): mean ±SD 

2.48 ± 0.45 

Recipient PBMsC with pool donor cell stimulator (R-Pool donor): mean ±SD 2.30 ± 0.58 

ตัวยอ : PBMCs-peripheral blood mononuclear cells 
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ตารางที่ 16 แสดงคา proliferation index ในผูปวยท้ัง 2 กลุม 

 
Proliferative index 

Patient with no 
history of rejection  

 n=15 (%) 

Patient with history 
of biopsy proven 
rejection=7(%) 

p-value 
= 

Autologous recipient PBMCs (Auto-R): 

mean ±SD 

1.80±0.95 1.85±0.32 0.37 

Recipient PBMCs with stimulating agent 

(Stim-R): mean±SD 

2.58±1.33 2.32±0.64 0.80 

Irradiate 3000 rad Donor PBMCs 

(irradiatedD):mean ±SD 

2.32±075 2.15±0.77 0.68 

Irradiate 3000 rad Donor PBMCs with 

stimulating agent  

(Stim-irradiatedD):mean±SD 

2.83±0.33 2.40±0.87 0.29 

Recipient PBMCs with Irradiate 3000 rad 

donor cell stimulator  

(R-irradiatedD):mean±SD 

2.55±0.52 2.37±0.34 0.22 

CD4:mean±SD 3.32±1.11 2.33±0.78 0.08 

CD8:mean±SD 2.93±1.36 2.43±0.85 0.50 

Recipient PBMCs with pool donor cells 

stimulator (R-Pool donor):mean ±SD 

2.47±0.68 2.07±0.32 0.10 

ตัวยอ : PBMCs-peripheral blood mononuclear cells 
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ผลการวัดปริมาณ interleukin-17 (IL-17) ในการทดสอบ MLR ดวยวิธี CFSE assay  4.7 

4.7.1 การเปรียบเทียบปริมาณ interleukin 17 ในการทดสอบ MLR-CFSE แตละวิธ ี

การวิเคราะหความเขมขนของ IL17 จาก supernatant MLR-CFSE เปนเวลา 96 ชั่วโมงพบวาเซลล 

PBMCs ของ recipient ที่ไมไดรับการกระตุนมีคาเทากับ 20.29 ± 35.5  pg/ml และเม่ือเซลลถูกกระตุนดวย PHA/I 

(สารที่มีฤทธิ์กระตุนการแบงตัวของเซลล) มีคา IL 17 เพ่ิมขึ้นเทากับ 299.0 ± 455.5 pg/ml เม่ือเปรียบเทียบความ

เขมขนของ IL17 ของ recipient ที่ไมไดรับการกระตุนและไดรับการกระตุนจาก PHA/I พบวามีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p =0.002) 

เซลล PBMCs ของ donor ผานการฉายแสง(3000 rad )ที่ไมไดรับการกระตุนมีคาเทากับ 3.50 ± 3.56       

pg/ml และเม่ือเซลลถูกกระตุนดวย PHA/I มีคา IL 17 เทากับ 61.8 ± 118.6  pg/ml  เม่ือเปรียบเทียบความเขมขน

ของ IL17 ของ donor ที่ไมไดรับการกระตุนและไดรับการกระตุนจาก PHA/I   พบวามีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p =0.003) 

เซลล PBMCs ของ recipient ที่ไดรับการกระตุนดวย specific donor PBMCs มีคา IL17 เทากับ 27.9 ±  

36.3 pg/ml  และเม่ือเซลลถูกกระตุนดวย pool donor PBMCs มีคา IL 17 เทากับ  19.0 ±  24.0  pg/ml เม่ือ

เปรียบเทียบความเขมขนของ IL17 ของ donor ที่ไดรับการกระตุนดวย specific donor และไดรับการกระตุนดวย 

pool donor  พบวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p =0.12) (แผนภูมิที่ 4) 
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แผนภูมิที่ 4 แสดงการเปรียบเทียบความเขมขนของ interleukin 17 ในการทดสอบ MLR-CFSE แตละวิธี 
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ตารางที่ 17 แสดงคาความสัมพันธของ estimated GFR และผลการตรวจ MLR-CFSE assay  

Factors correlated with eGFR Spearman’s rho p-value 

Proliferation index of R+irradiatedD 0.24 p= 0.45 

Percentage of CD4 0.28 p= 0.38 

Percentage of CD8 -0.26 p= 0.40 

Ratio of CD4/CD8 0.42 p= 0.17 

Supernatant interleukin-17 level of  

R+irradiatedD 

-0.36 p= 0.24 

Stimulation index  0.25 p= 0.42 

ตัวยอ : R-irradiatedD = Recipient PBMCs with Irradiate 3000 rad donor cell stimulator    
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4.10 หาความสัมพันธของผลการตรวจ mixed lymphocyte reaction ดวยวิธีCFSE assayและปจจัยตางๆ 

 1). ความสัมพันธระหวาง SI และ ระยะเวลาหลังผาตัดปลูกถายไต 

 พบวาหากระยะเวลาหลังปลูกถายไตย่ิงนานขึ้น  คา stimulation index มีแนวโนมจะลดลง Spearman’s 

rho = -0.26 แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (แผนภูมิรูปภาพที่ 2) 
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Speaman’s rho = - 0.26, p = 0.40 

แผนภูมิรูปภาพที่ 2 แสดงคาความสัมพันธของ stimulation index และ ระยะเวลาหลังผาตัดปลูกถายไต 

2). ความสัมพันธระหวางคา SI และจํานวน HLA mismatch  

พบวาจํานวน HLA mismatch ไมมีความสัมพันธกับคา stimulation index (แผนภูมิรูปภาพที่ 3) 
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แผนภูมิรูปภาพที่ 3 แสดงคาความสัมพันธของ stimulation index และ จํานวน HLA mismatch 
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

สาเหตุของ ESRD พบมากที่สุดของผูปวยท่ีเขารวมการศึกษา คือ diabetic neohropathy  รองลงมา

คือ IgA nephropathy  อยางไรก็ตามมีผูปวยประมาณ 1 ใน 3 ที่ไมทราบสาเหตุของภาวะ ESRD 

1. 

ผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะไตปฏิเสธจะมีคา pre-transplant PRA ที่สูงกวา, ระยะเวลาหลังปลูก

ถายไต (transplant vinatge) ส้ันกวา,  ไดรับปริมาณ mycophenolate mofetil ที่สูงกวา, และมี 

estimated GFR ดวยสมการ MDRD ที่ตํ่ากวากลุมผูปวยที่ไมมีภาวะไปฏิเสธตอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ 

2. 

อายุ mean arterial blood pressure และผลการตรวจทางหองปฏิบัติการทั่วไปของผูปวยทั้ง 2 กลุม

ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

3. 

จากการศึกษาน้ีไมสามารถแสดงความสัมพันธระหวางคา stimulation indexที่ไดจากในผูปวยหลัง

ปลูกถายไตกับจํานวน HLA mismatch และระยะเวลาหลังปลูกถาย (transplant vintage) 

4. 

จากการศึกษาน้ีไมสามารถแสดงความสัมพันธระหวางคา stimulation index ที่ไดจากในผูปวยหลัง

ปลูกถายไต ดวยวิธี MLR-CFSE assay กับ estimated glomerular filtration rate ที่คํานวณดวย

สมการ MDRD,  

5. 

เม่ือเปรียบเทียบในกลุมผูปวยที่ไมมีภาวะปฏิเสธไตและกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

พบวาการวัดผลของการแบงตัว ไดแก proliferation index และ stimulation index ที่วิเคราะหดวย

โปรแกรม FLOWJO ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

6. 

พบวาปริมาณ CD8 T-cell ที่มีการแบงตัวดูแนวโนมวาจะสูงมากกวา ในกลุมผูปวยที่มีประวัติการ

เกิดภาวะปฏิเสธไต  อยางไรก็ตามไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  สวนปริมาณ 

CD4 T-cell  และอัตราสวน CD4/CD8  มีปริมาณท่ีใกลเคียงกัน 

7. 

คาปริมาณเขมขนของ IL 17 ใน supernatant MLR-CFSE ในกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะ

ปฏิเสธไต  มีคาสูงมากกวาผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต   แตไมมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ 

8. 
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5.2 อภิปรายผล  

5.2.1 ขอมูลพื้นฐานและผลการตรวจทางหองปฏิบัติการ 

จากขอมูลพื้นฐานผูปวยท้ังหมดพบวาโรคที่เปนสาเหตุของ ESRD พบมากที่สุดคือ diabetic 

nephropathy   อยางไรก็ตามพบวามีผูปวยสวนหนึ่งของ ESRD ที่ไมทราบสาเหตุ   เน่ืองจากขาดผลการตรวจ และ

การตัดช้ินเนื้อที่ชวยวินิจฉัยยืนยันสาเหตุ    

เม่ือเปรียบเทียบผูปวยทั้ง 2 กลุม ผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไตจะมีคา pre-transplant PRA ที่

สูงกวาผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต  เปนที่ทราบกันอยูแลววา pre transplant PRA ที่สูงเปนปจจัยเส่ียงตอ

การเกิด rejection   และหากเม่ือเกิดภาวะปฏิเสธไตก็จะมีผลทําให การทํางานของไตลดลง   และเม่ือนําระดับ 

creatinine มาคํานวณดวยสมการ MDRD หาคา estimated GFR พบวาตํ่ากวากลุมผูปวยที่ไมมีภาวะไตปฏิเสธ

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   ซึ่งการรักษาคือการเปล่ียนยากดภูมิใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น  หรือปรับขนาดใหสูงขึ้น  

ดังนั้นจึงทําใหผูปวยที่มีภาวะปฏิเสธไตสวนใหญจะไดรับยากดภูมิสูตร tacrolimus รวมกับ mycophenolate 

mofetil และขนาด  mycophenolate mofetil ที่ไดสูงกวากลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต    

ในผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต จะมีระยะเวลาหลังปลูกถายไต (transplant vintage) ส้ันกวา

ผูปวยท่ีไมมีภาวะปฏิเสธไตเน่ืองจากผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไตบางสวนท่ีมีการทํางานของ allograft 

ที่แยลง จะตองกลับไปทําการฟอกเลือดอีกคร้ัง ในขณะท่ีกลุมผูปวยที่ไมมีภาวะปฏิเสธไตก็จะตรวจติดตามที่หนวย

โรตไตตลอดทําใหคาเฉล่ียระยะเวลานานกวา  

5.2.2 ผลการตรวจ post transplant MLR-CFSE assay 

Mixed lymphocyte reaction เปนวิธีการตรวจ T-cell function โดยตรง   ซึ่งเปนที่ทราบกันวา T-cell 

เปน central role ของการเกิดภาวะ rejection[46]     ในอดีตแมจะมีการศึกษาตางๆ เก่ียวความสัมพันธระหวาง

การตรวจ MLR ดวยวิธี [3H]-thymidine และ renal allograft rejection หรือ function อยางไรก็ตามก็ยังไมได

ขอสรุปชัดเจน [49, 70, 72, 79, 81, 92] เน่ืองจากวิธีดังกลาวมีขอจํากัดดังที่กลาวขางตน    ปจจุบันมีวิธีใหมคือ 

MLR-CFSE assay [56]ที่นํามาใชทดแทนวิธี [3H]-thymidine     Tanaka และคณะ[82]  ไดนําวิธีนี้ ศึกษาในผูปวย

ที่ไดรับการปลูกถายตับ    พบวาผูปวยที่มี acute liver allograft rejection จะมีคา stimulation index ที่สูงกวากลุม

ผูปวยที่ไมมีภาวะ rejection    Tanaka และคณะ สรุปวาใช MLR-CFSE สามารถชวยในการวินิจฉัยภาวะacute 

liver  rejection ได 

การศึกษานี้พบวาในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะไตปฏิเสธและกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะไต

ปฏิเสธมีคา  proliferation index และคา stimulation index ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   อาจ

เกิดไดจากสาเหตุดังนี้ 

ก. ปจจัยดานประชากรตัอยางที่เขาการศึกษา 
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1.ความแตกตางชนิดการเกิด rejection โดยผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะไตปฏิเสธท่ีเขารวมใน

การศึกษามีทั้ง acute cellular rejection, acute และ chronic antibody mediated rejection    แมวาความเช่ือ  

T-cell มีบทบาทหลักของการเกิด rejection     แตในการศึกษาท่ีผานมาเก่ียวกับ MLR-CFSE   ในการปลูกถายตับ

และลําไสเล็กเปนชนิด acute cellular rejection      ดังนั้นอาจเปนไปไดวาในผูปวยที่เกิด antibody mediated 

rejection การตรวจ MLR-CFSE มีคา alloimmune reactivity ที่นอยกวา cellular rejection 

2. ระยะเวลาต้ังแตที่เกิดภาวะไตปฏิเสธ จนถึงเวลาที่ผูปวยเขารวมงานวิจัย ก็อาจมีเก่ียวของโดยผูปวย 

จะผานการเกิดภาวะ rejection มาชวงเวลาหนึ่ง   ซึ่งแตกตางกันต้ังแตมีภาวะปฏิเสธไตในชวงเวลาท่ีเขารวม

การศึกษา และบางรายนาน 10 ป     เปนที่ทราบวา immune response มีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา   ดังนั้นการ

ตรวจ MLR-CFSE ในแตละบุคคลจึงมีความแตกตางกัน   หากเม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษากอนที่ทําโดย Tanaka 

และคณะ  แลวพบวามีความแตกตางกันของชวงเวลาวิธีการเก็บเลือดเพ่ือตรวจ  MLR-CFSE   โดย Tanaka จะ

เก็บเลือดตรวจ MLR ในชวงเวลาท่ีมีอาการและอาการแสดงของการเกิด rejection   ทําใหการตรวจ MLR-CFSE 

assay สามารถชวยในการวินิจฉัยภาวะliver rejection ได   

3. ผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะไตปฏิเสธจะไดรับยากดภูมิ (immunosuppressive agent) ในปริมาณท่ี

สูงขึ้นหรือเปล่ียนชนิดยากดภูมิที่แรงมากขึ้น     ทําใหเม่ือไดรับการกระตุนจากแอนติเจน  ทําใหความสามารถใน

การแบงตัวและการตอบสนองของ T-cell อาจจะนอยกวาปกติ    ในขณะที่ผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต    

เพ่ือหลีกเล่ียงผลขางเคียงของยาในอนาคตโดยเฉพาะยาในกลุม  CNI    แพทยผูรักษาจึงพยายามที่จะลดปริมาณ

ยา หรือเปล่ียนชนิดยาท่ีกดภูมิคุมกันนอยกวา   ทําใหเม่ือไดรับการกระตุนจากแอนติเจน   ก็อาจจะมีผลทําใหเซลล

มีการแบงตัวได       นอกจากน้ีผูปวยท่ีเขาการศึกษาในกลุมผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไตบางรายไดรับ

การรักษาเชน การทํา plasmapheresis, IVIG  เปนไปไดวายาท่ีรักษาไปมีผลตอ T-cell function การตอบสนอง

ของ T-cell ไมดี ทําใหคา  proliferation index และ stimulation index ดวยการตรวจวิธี flow cytometry มีการ

เปล่ียนแปลง    

ข. ปจจัยดานการตรวจเพาะเล้ียงเซลล 

1. งานวิจัยนี้ผูวิจัยเปนผูทําการเพาะเล้ียงเซลล แมวาไดรับการฝกกอนการทํางานวิจัยจริงเปนเวลา

ประมาณ 3 เดือน   แตผลการเพาะเล้ียงอาจมีบางสวนคาดเคล่ือนได   

2.การเพาะเล้ียงเซลลในงานวิจัยนี้มีเฉพาะ Positive control แตไมมี Negative control   ทําใหการแปล

ผลความถูกตองของการเพาะเล้ียงเซลลนั้นอาจไมสมบูรณ 

ค.ปจจัยการวัด flow cytometry  

 การวัด flow cytometry เพ่ือประเมินการแบงตัวของเซลล จะตองอาศัยผูชํานาญในการคัดเลือกบริเวณ

ตําแหนงของ histogram ของ T-cell ที่จะตรวจวัด (จากเครื่องจะรายงานเปน  2 histogram) นอกจากนี้ยังมีการ

แบงตัด peak ของการแบงตัวของเซลล  ทําใหการวัดอาจมีความแตกตางทั้งภายในบุคคล และระหวางบุคคล 
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เดิมเช่ือวา CD4 เปน effector ที่หลักสําคัญในการเกิด rejection ในขณะท่ี CD8 เปน effector รอง

และตงอาศัยการทํางานของ CD4 รวมในการเกิด rejection    อยางไรก็ตามในปจจุบันเม่ือพบวา CD4 และ CD8  

T-cell subset  ตางมีความสําคัญในการเกิดภาวะ rejection [93-95]     แตความสัมพันธหรือสัดสวนของปริมาณ 

CD4 และ CD8 ยังไมทราบชัดเจน    การศึกษาน้ีไดตรวจวัด T-cell subset ของ MLR-CFSE ในผูปวยที่มีประวัติ

การเกิดภาวะปฏิเสธไตพบวาปริมาณ CD4 และ CD8 ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเปนไปไดวาบทบาทของ CD4 

และ CD8 มีความสําคัญในแง cellular mechanism ที่ใกลเคียงกัน 

แมวาผลที่ไดจากการศึกษาน้ีจะไมสามารถแสดงความสัมพันธของ stimulation index และ proliferation 

index และ การเกิดภาวะ renal allograft rejection และผลของ renal function    อยางไรก็ตามการศึกษาน้ีก็มี

ขอจํากัดที่อาจเปนปจจัยที่ตอผลการศึกษาได    เน่ืองจากการศึกษาน้ีเปนการศึกษาแบบ descriptive, cross-

sectional     ซึ่งการตรวจวัดคา proliferation index และ stimulation  index ในผูปวยหลังการปลูกถายไตเพียง

คร้ังเดียวอาจจะไมสามารถบอก alloreactivity ของผูปวยทั้งหมด  เนื่องจากผูปวยจะมี T-cell alloreactivity ที่มี

เกิดการเปล่ียนแปลง (dynamic change)  ในแตละชวงเวลา     ทําใหเม่ือตรวจที่ ณ เวลาหน่ึงจึงไมสามารถแสดง

ความสัมพันธได      ดังนั้นหากมีการตรวจท่ีติดตามตอไป(prospective follow up) เปนชวงเวลาอาจจะสามารถ

บอกแนวโนมและใหขอมูลภาวะ immune reactivity ของผูปวยแตละรายไดดีกวาการตรวจเพียงคร้ังเดียว 

5.2.3 ผลการตรวจปริมาณความเขมขนของ IL-17 ใน MLR-CFSE supernatant 

 การศึกษาน้ีไดตรวจวัดปริมาณความเขมขนของ IL-17 ใน MLR-CFSE supernatant  ในทุกแบบของการ

เพาะเล้ียงเซลล ไดแก  autologous หรือ baseline ของ recipient PBMCs, recipient PBMCs ที่กระตุนดวย 

PHA/I, recipient ที่กระตุนดวย specific donor PBMCs และ recipient PBMCs ที่กระตุนดวย pool donor   

พบวาใหผลแนวทางเดียวกันคือ กลุมผูปวยที่มีภาวะไตปฏิเสธจะมีปริมาณ IL-17 ที่สูงกวาอีกกลุม  แมวาจะไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญก็ตาม     แตขอมูลที่ไดนี้มีหากมีการศึกษาตอไป ก็อาจจะเปนไปไดวา 

supernatant IL-17 จาก MLR-CFSE สามารถชวยแยกผูปวยที่มีภาวะไตปฏิเสธและ ไมมีภาวะปฏิเสธไตได      ซึ่ง

ปจจุบันดังที่กลางขางตนวา  IL-17 ไดรับความสนใจและทําการศึกษาใน clinical organ transplantation ซึ่งได

แสดงถึงบทบาทความสําคัญและเปนชวยการวินิจฉัยการเกิดภาวะ allograft rejection  [32, 87-90]   อยางไรก็

ตามทางผูวิจัยคิดวาปจจัยหนึ่งที่อาจมีผลตอปริมาณความเขมขนของ IL-17 คือเทคนิคการตรวจซ่ึงจะเห็นไดวา 

SD ของคาดังกลาว  เนื่องจากการตรวจน้ียังไมไดมีการตรวจกันแพรหลาย  แตจะตรวจเฉพาะในงานวิจัยเทาน้ัน  

ทําใหความชํานาญในการตรวจไมมาก  แมวาการตรวจจะตองมีการเทียบกับมาตรฐาน (standardized )การตรวจ

กอนทุกคร้ังก็ตาม  
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ขอจํากัดและขอเสนอแนะ 

1. การศึกษาวิจัยนี้มีขนาดจํานวนตัวอยางนอย   (เน่ืองจากผูวิจัยไดกําหนดคา r ในการคํานวณขนาดประชากร

คอนสูง)  เม่ือเปรียบเทียบผลการตรวจ MLR โดย CFSE assay ในกลุมตัวแปรตางๆ ระหวางผูปวยทั้ง 2 กลุม  

ผลท่ีไดจึงไมเห็นความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ดังนั้นถาเก็บจํานวนตัวอยางเพ่ิมขึ้น   ผลที่ได

อาจจะทําใหเห็นความแตกตางทางสถิติก็ได  (ทางผูวิจัยไดนําคาความสัมพันธ (correlation) ที่ไดจากการวิจัย 

เทากับ 0.25  นําไปแทนคาในสมการเดิม  และกําหนด power เทากับ 90  พบวา ขนาดจํานวนตัวอยางเทากับ 

113 ราย ) 

2. งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในผูปวยหลังการปลูกถายไต   ซึ่งผลลัพธการปลูกถายไตนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลาย

อยางดังที่กลาวไวตอนตน    นอกจากนี้ยังมีผลจากยากดภูมิคุมกันที่ผูปวยตองไดรับ    แมวาทางผูวิจัยจะ

พยายามตัดปจจัยอื่นที่อาจจะมีผลตอผลการศึกษาแลวก็ตาม    ดังนั้นเม่ือพิจารณาความสัมพันธของคา 

stimulation index  หรือ proliferation index กับ eGFR ดวยวิธี MDRD หรือผลลัพธการปลูกถายไตจึงไมมี

ความแตกตางกัน      หากเปนการตรวจ MLR โดย CFSE assay ที่ทําในผูปวยหลังปลูกถายไต   (post 

transplant-MLR-CFSE)    ทางผูวิจัยขอเสนอวิธีการดังนี้ 

- เพื่อใหไดผลที่ดีควรเก็บเลือดตัวอยางท่ีใชตรวจในชวงเวลาใกลเคียงกับการเกิดภาวะไต

ปฏิเสธ และเปนเลือดที่เจาะกอนที่จะไดรับการรักษา     หรือมีการปรับเปล่ียนชนิดและ

ปริมาณยากดภูมิคุมกัน     แตในความเปนจริงอาจจะทําไดลําบากเนื่องจากนี้เปนการ

ตรวจที่ตองใชเลือดท้ังผูรับไตและผูบริจาคไต     และเม่ือเจาะแลวไดนําเลือดไปทดสอบ

ทันทีหรือใชเปนการตรวจติดตาม (follow up) ในผูปวยหลังปลูกถายไต 

3. การวัดปริมาณความเขมขนของ interleukin-17 ในผูปวยดูแนวโนมวาผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต

จะมีคาสูงกวาถายกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต  แตไมมีความแตกตางางสถิติ  หากมีการเก็บขอมูล

เพ่ือเพิ่มจํานวนมากขึ้น  อาจทําใหคาดังกลาวมีความแตกตางก็ได    

การนําไปใชในเชิงปฏิบัติ (Implication for practice) 

เน่ืองจากการศึกษาน้ีไมสามารถแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของ stimulation index ในผูปวยหลังปลูก

ถายไตกับการเกิดภาวะปฏิเสธไต    แตจากความรูที่วาการเกิด rejection นั้น T cell มีบทบาทสําคัญ (centrol 

role) ดังนั้นการตรวจ T-cell function ก็นาจะเปนการทดสอบท่ีดีอยางหนึ่ง    ที่จะบอกภาวะ alloimmune 

response        ปจจุบันยังไมมีวิธีใดวิธีหนึ่งที่นํามาวัดเพื่อบอก immune status ทั้งหมดของผูปวยได    ทางผูวิจัย

คิดวาคงตองมีการศึกษาถึงวิธีการนํา MLR-CFSE  และ supernant IL-17  เพื่อไปประยุกตใชในการดูแลรักษา

ผูปวยหลังปลูกถายไตในอนาคต เชน  
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1. การนํามาใชเพื่อใชชวยวินิจฉัยภาวะ  early renal allograft rejection เพื่อใหไดการรักษาท่ี

เหมาะสมกอนที่จะมีปญหา renal allograft dysfunction 

2. ใชในการตรวจติดตามภาวะ alloimmune response ในผูปวยที่มีภาวะปฏิเสธไตหลังไดรับการรักษา

หรือมีการปรับยากดภูมิ      หากยังมี high alloimmune response   ก็อาจจําเปนตองปรับปริมาณ

ยาเพิ่ม หรือหากผลหลังการรักษาภาวะปฏิเสธไตแลวพบวา low immune response ก็อาจเปน

ตัวชี้วัดวาการรักษานาจะเพียงพอ       ในทางตรงขามหากผูปวยไมมีประวัติภาวะไตปฏิเสธ      หาก

ผลการตรวจ MLR-CFSE  เปนภาวะ low immune response ผูปวยก็นาจะปรับลดปริมาณของ

ยากดภูมิเพื่อหลีกเล่ียงผลขางเคียงของยา     และในขณะเดียวกันการตรวจติดตามหลังลดยากดภูมิ  

ประเมินภาวะ alloimmune response เพ่ือเฝาระวังการเกิดภาวะไตปฏิเสธก็เปนส่ิงสําคัญ 

การนําไปใชในเชิงงานวิจัยในอนาคต (Implication for further research) 

1. ทําการศึกษา MLR-CFSE ในผูปวยหลังปลูกถายไตในชวงเวลาที่เกิดภาวะปฏิเสธไต รวมกับตรวจ

ติดตามการเปล่ียนแปลง MLR-CFSE ในผูปวยแตละราย เพ่ือดูแนวโนมและติดตามอาการผูปวยไป

พรอมกัน   

2. การใช MLR-CFSE  ในการประเมินการปรับเพิ่มหรือลดยากดภูมิรวมกับอาการทางคลินิกที่เกิดขึ้น 

3. ทําการศึกษาโดยใช post transplant MLR-CFSE  รวมกับการทํา post transplant protocol 

biopsy เพ่ือดูความสัมพันธและ ใชในการวินิจฉัย early allograft rejection 

4. หากทําการศึกษาคงตองมีการจํากัด inclusion criteria rejection ใหชัดเจนเพื่ไมมีความแตกตาง

ของเวลามากเกินไป เชน  กําหนดวาระยะเวลาการเกิด renal allograft rejection ไมเกิน 6 เดือน 

กอนที่จะเขาการศึกษา 

5. ในปจจุบันมีการศึกษาIL-17 ในผูปวยท่ีปลูกอวัยวะมากขึ้น   ในอนาคตอาจจะมีการศึกษาถึง

บทบาทของ IL-17 ในผูปวยหลังปลูกถายไต เชน การใชความเขมขนของ supernatant IL-17  มา

ชวยในการวินิจฉัยการเกิด allograft rejection ระยะแรก   หรือใชตรวจติดตามการรักษา(follow up)

ในผูปวยท่ีมี renal rejection หลังไดรับการรักษากับอาการและอาการแสดงทางคลินิก  การตรวจ

ระดับ creatinine และการทํา biopsy 

สมมุติฐานที่ไดจากการวิจัย 

1. คา stimulation index จาก MLR-CFSE ในผูปวยท่ีมีภาวะไตปฏิเสธชนิด antibody mediated 

rejection และ cellular rejection มีความแตกตางกัน 

2. ปริมาณความเขมขนของ IL-17 ใน MLR-CFSE supernatant หลังการปลูกถายไตมีความแตกตาง

กันในผูปวยท่ีมีภาวะไตปฏิเสธและผูปวยท่ีไมมีภาวะไตปฏิเสธ 
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ช่ือโครงการวิจัย:  การศึกษาปฏิกิริยาลิมโฟไซตในผูปวยหลังปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิตดวยการวิเคราะหวิธี

คารบอกซี-ฟลูออเรสตซีน ไดอะซีเตท-ซัคซินิมิดิล- เอสเธอร  
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เบอรโทรศัพท (ที่ทํางานและมือถือ):  085-0075754 หรือ 02-2564000 ตอ 101-102  

เรียน ผูเขารวมโครงการวิจัยทุกทาน 
 ทานไดรับเชิญใหเขารวมในโครงการวิจัยนี้เน่ืองจากทานเปนผูปวยที่ไดรับการปลูกถายไตจากผูบริจาคมี

ชีวิตและติดตามการรักษาท่ี รพ.จุฬาลงกรณ ไมมีปจจัยอื่นๆท่ีมีผลตอการทํางานของไต    กอนท่ีทานจะตัดสินใจ

เขารวมในการศึกษาวิจัยดังกลาว ขอใหทานอานเอกสารฉบับนี้อยางถ่ีถวน เพื่อใหทานไดทราบถึงเหตุผลและ

รายละเอียดของการศึกษาวิจัยในคร้ังน้ี หากทานมีขอสงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทย

ผูทําวิจัย หรือแพทยผูรวมทําวิจัยซึ่งจะเปนผูสามารถตอบคําถามและใหความกระจางแกทานได 
 ทานสามารถขอคําแนะนําในการเขารวมโครงการวิจัยน้ีจากครอบครัว เพื่อน หรือแพทยประจําตัวของ

ทานได ทานมีเวลาอยางเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถาทานตัดสินใจแลววาจะเขารวมในโครงการวิจัยนี้ 

ขอใหทานลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจัยนี้ 

เหตุผลความเปนมา 
 โรคไตวายเร้ือรังเปนโรคท่ีพบบอยมากขึ้น การรักษาที่ดีที่สุดคือการปลูกถายไต อยางก็ตามผลลัพธหลัง

การปลูกถายไตจะดีหรือไมนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลายดาน ไดแก ปจจัยผูบริจาค    ปจจัยผูรับไต  เทคนิคการผาตัด 

และความเขากันไดของผูบริจาคและผูรับ  (สามารถประเมินไดทั้งกอนผาตัดและหลังผาตัดปลูกถายไต  ) การตรวจ

ติดตามผูปวยหลังการปลูกถายไตท่ีสําคัญคือ คาครีเอตินีน  )คาการทํางานของไต    (การเจาะช้ินเนื้อไต การดู

ภูมิคุมกันตอตานไตผูบริจาค เปนตน  

วัตถุประสงคของการศึกษา 
วัตถุประสงคหลักจากการศึกษาในคร้ังน้ีคือ เพื่อทดสอบความเขากันไดของไตผูบริจาคและผูรับ โดยใช

วิธีการเพาะเล้ียงเซลล ที่ไดจากเลือดผูบริจาคและผู รับบริจาค   นํามาเพาะเล้ียงรวมกัน แลวประเมินดู

ความสัมพันธคาผลตรวจดังกลาว   กับผลการรักษา   ซึ่งอาจจะนําไปใชในการดูแลรักษาผูปวยหลังการปลูกถายไต

ในอนาคต เชน ใชเปนแนวทางในการปรับยากดภูมิคุมกันใหเหมาะสมในผูปวยแตละคน และเปนตัวช้ีวัด เพื่อ
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วิธีการที่เกี่ยวของกับการวิจัย 

 หลังจากทานใหความยินยอมท่ีจะเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ผูวิจัยจะนัดหมายทานและผูบริจาคไต มา

เพ่ือเจาะตรวจเลือดพรอมกัน  การเจาะเลือดทําโดยพยาบาลหนวยไต  ปริมาณเลือดที่ใชตรวจประมาณ 60 ซีซี 

(4ชอนโตะ) จากนั้นจะนําเลือด (ผูปวยและผูบริจาค) ที่ไดมาปนแยกเซลลเม็ดเลือดขาว แลวนําเซลลเม็ดเลือดขาว

มาเพาะเล้ียงรวมกันโดยใชเวลาประมาณ 3-5 วัน  หลังจากน้ันก็นับแยกเซลลที่มีการแบงตัว ถาเซลลผูบริจาคและ

ผูรับมีความแตกตางกันจะมีการแบงตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวมากกวา ในกรณีที่เซลลผูบริจาคและผูรับมีความ

คลายคลึงกัน ซึ่งคาที่วัดไดจะนําไปวิเคราะหเพ่ือหาความสัมพันธ   

ความรับผิดชอบของอาสาสมัครผูเขารวมในโครงการวิจัย 

 เพื่อใหงานวิจัยน้ีประสบความสําเร็จ ผูทําวิจัยใครขอความความรวมมือจากทาน  โดยหากผลการตรวจ

เพาะเล้ียงเซลลดังกลาวมีความผิดพลาด ซึ่งอาจจะเกิดจากเทคนิคการตรวจเล้ียงเซลล มีผลทําใหการนับแยกเซลล

ไมได ทางผูวิจัยใครขอความความรวมมือจากทาน ในการเจาะตรวจเลือดซ้ํา 1 คร้ังในปริมาณเทาเดิม  

 ระยะเวลาที่อาสาสมัครแตละคนตองอยูในโครงการ  

 ประมาณ 1 ป  เร่ิมต้ังแตเขารวมโครงการ – พ.ค. 2554 

ความเส่ียงที่ไดรับจากการเจาะเลือด 

ทานมีโอกาสที่จะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก  ช้ําจากการเจาะเลือด  อาการบวมบริเวณที่เจาะเลือดหรือ

หนามืด (โดยทั่วไปการเสียเลือดปริมาณ 60 ซีซี หรือประมาณ 4 ชอนโตะ ที่ใชตรวจในการวิจัยเปนปริมาณนอยเมือ

เทียบกับในรางกาย   จึงไมมีผลตอระบบไหลเวียนเลือด) และโอกาสที่จะเกิดการติดเช้ือบริเวณท่ีเจาะเลือดพบได

นอยมาก  

ประโยชนที่อาจไดรับ 

 ทานอาจไมไดรับประโยชนโดยตรง แตหากผลการศึกษาพบความสัมพันธของการตรวจปฎิกิริยาลิมโฟ

ไซดของผูรับบริจาค และผลการปลูกถายไตและการปฎิเสธไต  อาจสามารถนําคาที่ไดไปใชทํานายผลลัพธการปลูก

ถายไต และปรับเปล่ียนยากดภูมิคุมกันใหกับผูปวยท่ีเหมาะสมในอนาคต 
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ขอปฏิบัติของทานขณะที่รวมในโครงการวิจัย 

ขอใหทานปฏิบัติดังนี้ 
- ขอใหทานใหขอมูลทางการแพทยของทานท้ังในอดีต และปจจุบัน แกผูทําวิจัยดวยความสัตยจริง 
- ขอใหทานแจงใหผูทําวิจัยทราบความผิดปกติที่เกิดขึ้นระหวางที่ทานรวมในโครงการวิจัย 
- ขอใหทานงดการใชยาอื่นนอกเหนือจากที่ผูทําวิจัยไดจัดให รวมถึงการรักษาอ่ืน ๆ เชน การรักษา

ดวยสมุนไพร การซ้ือยาจากรานขายยา  

อันตรายที่อาจเกิดขึ้นจากการเขารวมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผูทําวิจัย/ผูสนับสนุนการ
วิจัย 
 หากพบอันตรายที่เกิดขึ้นจากการวิจัย ทานจะไดรับการรักษาอยางเหมาะสมทันที   

 ในกรณีที่ทานไดรับอันตรายใด ๆ ที่เก่ียวของกับงานวิจัยทางผูวิจัยจะรับผิดชอบคาใชจายในการ

รักษาพยาบาลหรือหากตองการขอมูลเพิ่มเติมที่เก่ียวของกับโครงการวิจัย ทานสามารถติดตอกับผูทําวิจัยคือ  

แพทยหญิง พรรณธิพา   ตนสวรรค ไดตลอด 24 ช่ัวโมง เบอรโทรศัพท 085-0075754 

 ทางผูวิจัยจะมีเงินคาชดเชยคาเดินทางและคาเสียเวลาใหแกทาน  ในกรณีที่นัดมาเพื่อทําวิจัย

นอกเหนือจากการนัดปกติ ทานละ 200 บาท 

คาใชจายของทานในการเขารวมการวิจัย 

 คาใชจายในการเจาะเลือดและการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ ผูสนับสนุนการวิจัยจะเปน

ผูรับผิดชอบทั้งหมด 

การเขารวมและการส้ินสุดการเขารวมโครงการวิจัย 

 การเขารวมในโครงการวิจัยคร้ังนี้เปนไปโดยความสมัครใจ หากทานไมสมัครใจจะเขารวมการศึกษาแลว 

ทานสามารถถอนตัวไดตลอดเวลา การขอถอนตัวออกจากโครงการวิจัยจะไมมีผลตอการดูแลรักษาโรคของทานแต

อยางใด 

การปกปองรักษาขอมูลความลับของอาสาสมัคร 

 การเก็บขอมูลตางๆจะในการวิจัยจะไมมีการระบุชื่อหรือขอมูลที่จะระบุถึงตัวผูปวยและผูบริจาคไต  และ

ขอมูลที่ไดจากการศึกษาจะถูกเก็บเปนความลับ มีเพียงผูวิจัยและอาจารยที่ปรึกษาเทานั้นที่ทราบขอมูล 

ในกรณีที่ผลการวิจัยไดรับการตีพิมพ ชื่อและที่อยูของทานจะตองไดรับการปกปดอยูเสมอ โดยจะใช

เฉพาะรหัสประจําโครงการวิจัยของทาน  การนําเสนอผลการวิจัยจะเปนภาพรวมของการศึกษาทั้งหมด ไมไดระบุ

รายบุคคล  
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หากทานขอยกเลิกการใหคํายินยอมหลังจากท่ีทานไดเขารวมโครงการวิจัยแลว ขอมูลสวนตัวของทานจะ

ไมถูกบันทึกเพิ่มเติม อยางไรก็ตามขอมูลอื่น ๆ ของทานอาจถูกนํามาใชเพ่ือประเมินผลการวิจัย  และทานจะไม
สามารถกลับมาเขารวมในโครงการนี้ไดอีก ทั้งนี้เนื่องจากขอมูลของทานที่จําเปนสําหรับใชเพื่อการวิจัยไมไดถูก

บันทึก 

 จากการลงนามยินยอมของทานแพทยผูทําวิจัยสามารถบอกรายละเอียดของทานที่เก่ียวกับการเขารวม

โครงการวิจัยน้ีใหแกแพทยผูรักษาทานได 

สิทธ์ิของผูเขารวมในโครงการวิจัย 

 ในฐานะที่ทานเปนผูเขารวมในโครงการวิจัย ทานจะมีสิทธิ์ดังตอไปนี้ 

1. ทานจะไดรับทราบถึงลักษณะและวัตถุประสงคของการวิจัยในคร้ังนี้ 

2. ทานจะไดรับการอธิบายเก่ียวกับระเบียบวิธีการของการวิจัยทางการแพทย รวมทั้งยาและอุปกรณที่ใชใน

การวิจัยคร้ังนี้ 

3. ทานจะไดรับการอธิบายถึงความเส่ียงและความไมสบายที่จะไดรับจากการวิจัย 

4. ทานจะไดรับการอธิบายถึงประโยชนที่ทานอาจจะไดรับจากการวิจัย 

5. ทานจะไดรับการเปดเผยถึงทางเลือกในการรักษาดวยวิธีอื่น ยา หรืออุปกรณซึ่งมีผลดีตอทานรวมทั้ง

ประโยชนและความเส่ียงท่ีทานอาจไดรับ 

6. ทานจะไดรับทราบแนวทางในการรักษา ในกรณีที่พบโรคแทรกซอนภายหลังการเขารวมในโครงการวิจัย 

7. ทานจะมีโอกาสไดซักถามเก่ียวกับงานวิจัยหรือขั้นตอนที่เก่ียวของกับงานวจิัย 

8. ทานจะไดรับทราบวาการยินยอมเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ทานสามารถขอถอนตัวจากโครงการเม่ือไรก็

ได โดยผูเขารวมในโครงการวิจัยสามารถขอถอนตัวจากโครงการโดยไมไดรับผลกระทบใด ๆ ทั้งส้ิน 

9. ทานจะไดรับสําเนาเอกสารใบยินยอมท่ีมีทั้งลายเซ็นและวันที่ 

10. ทานจะไดโอกาสในการตัดสินใจวาจะเขารวมในโครงการวิจัยหรือไมก็ได โดยปราศจากการใชอิทธิพล
บังคับขมขู หรือการหลอกลวง 

หากทานไมไดรับการชดเชยอันควรตอการบาดเจ็บหรือเจ็บปวยท่ีเกิดขึ้นโดยตรงจากการวิจัย  หรือทาน

ไมไดรับการปฏิบัติตามท่ีปรากฎในเอกสารขอมูลคําอธิบายสําหรับผูเขารวมในการวิจัย ทานสามารถรองเรียนไดที่ 

คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ตึกอานันทมหิดลช้ัน 3  

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  โทร 0-2256-4455 ตอ 14, 15 ในเวลาราชการ 

ขอขอบคุณในการรวมมือของทานมา ณ ที่นี้ 

 
...................................................................................  
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ภาคผนวก ข  
หนังสือยนิยอมเขารวมงานวิจยั 

การวิจัยเรื่อง: การศึกษาปฏิกิริยาลิมโฟไซตในผูปวยหลังปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิตดวยการวิเคราะหวิธี  
คารบอกซี-ฟลูออเรสตซีน ไดอะซีเตท-ซัคซินิมิดิล-เอสเธอร  

วันใหคํายินยอม  วันที่..............เดือน........................................พ.ศ.................................................. 
ขาพเจา นาย/นาง/นางสาว.........................................................................................................................ที่
อยู.....................................................................................................................................................ไดอาน

รายละเอียดจากเอกสารขอมูลสําหรับผูเขารวมโครงการวิจัยวิจัยที่แนบมาฉบับวันที่................................... และ

ขาพเจายินยอมเขารวมโครงการวิจัยโดยสมัครใจ 
            ขาพเจาไดรับสําเนาเอกสารแสดงความยินยอมเขารวมในโครงการวิจัยท่ีขาพเจาไดลงนาม และ วันที่ 

พรอมดวยเอกสารขอมูลสําหรับผูเขารวมโครงการวิจัย ทั้งนี้กอนที่จะลงนามในใบยินยอมใหทําการวิจัยน้ี ขาพเจา

ไดรับการอธิบายจากผูวิจัยถึงวัตถุประสงคของการวิจัย ระยะเวลาของการทําวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการ

ที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย หรือจากยาท่ีใช รวมทั้งประโยชนที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัย และแนวทางรักษาโดยวิธีอื่น
อยางละเอียด ขาพเจามีเวลาและโอกาสเพียงพอในการซักถามขอสงสัยจนมีความเขาใจอยางดีแลว โดยผูวิจัยได

ตอบคําถามตาง ๆ ดวยความเต็มใจไมปดบังซอนเรนจนขาพเจาพอใจ 
 ขาพเจารับทราบจากผูวิจัยวาหากเกิดอันตรายใด ๆ จากการวิจัยดังกลาว ผูเขารวมวิจัยจะไดรับการ

รักษาพยาบาลโดยไมเสียคาใชจาย  
 ขาพเจามีสิทธิที่จะบอกเลิกเขารวมในโครงการวิจัยเม่ือใดก็ได โดยไมจําเปนตองแจงเหตุผล และการบอก

เลิกการเขารวมการวิจัยน้ี จะไมมีผลตอการรักษาโรคหรือสิทธิอื่น ๆ ที่ขาพเจาจะพึงไดรับตอไป 
 ผูวิจัยรับรองวาจะเก็บขอมูลสวนตัวของขาพเจาเปนความลับ และจะเปดเผยไดเฉพาะเมื่อไดรับการ

ยินยอมจากขาพเจาเทาน้ัน บุคคลอื่นในนามของบริษัทผูสนับสนุนการวิจัย คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการ

วิจัยในคน สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาอาจไดรับอนุญาตใหเขามาตรวจและประมวลขอมูลของผูเขารวม

วิจัย ทั้งนี้จะตองกระทําไปเพื่อวัตถุประสงคเพ่ือตรวจสอบความถูกตองของขอมูลเทานั้น โดยการตกลงท่ีจะเขารวม

การศึกษาน้ีขาพเจาไดใหคํายินยอมท่ีจะใหมีการตรวจสอบขอมูลประวัติทางการแพทยของผูเขารวมวิจัยได 
 ผูวิจัยรับรองวาจะไมมีการเก็บขอมูลใด ๆ ของผูเขารวมวิจัย เพ่ิมเติม หลังจากท่ีขาพเจาขอยกเลิกการเขา

รวมโครงการวิจัยและตองการใหทําลายเอกสารและ/หรือ ตัวอยางที่ใชตรวจสอบทั้งหมดที่สามารถสืบคนถึงตัว

ขาพเจาได 
 ขาพเจาเขาใจวา  ขาพเจามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแกไขขอมูลสวนตัวของขาพเจาและสามารถยกเลิก

การใหสิทธิในการใชขอมูลสวนตัวของขาพเจาได โดยตองแจงใหผูวิจัยรับทราบ 
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 ขาพเจาไดตระหนักวาขอมูลในการวิจัยรวมถึงขอมูลทางการแพทยของขาพเจาท่ีไมมีการเปดเผยช่ือ จะ

ผานกระบวนการตาง ๆ เชน การเก็บขอมูล การบันทึกขอมูลในแบบบันทึกและในคอมพิวเตอร การตรวจสอบ การ

วิเคราะห และการรายงานขอมูลเพื่อวัตถุประสงคทางวิชาการ รวมทั้งการใชขอมูลทางการแพทยในอนาคตหรือการ

วิจัยทางดานเภสัชภัณฑ เทานั้น  
 ขาพเจาไดอานขอความขางตนและมีความเขาใจดีทุกประการแลว ยินดีเขารวมในการวิจัยดวย

ความเต็มใจ จึงไดลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี้  
 
  ......................................................................................ลงนามผูใหความยินยอม 
  (....................................................................................) ชื่อผูยินยอมตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
 ขาพเจาไดอธิบายถึงวัตถุประสงคของการวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการไมพึงประสงคหรือความ

เส่ียงท่ีอาจเกิดขึ้นจากการวิจัย หรือจากยาที่ใช  รวมทั้งประโยชนที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัยอยางละเอียด ใหผูเขารวม

ในโครงการวิจัยตามนามขางตนไดทราบและมีความเขาใจดีแลว พรอมลงนามลงในเอกสารแสดงความยินยอม

ดวยความเต็มใจ 
  
  ......................................................................................ลงนามผูทําวิจัย 
  (....................................................................................) ชื่อผูทําวิจัย ตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
  ......................................................................................ลงนามพยาน 
  (....................................................................................) ชื่อพยาน ตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
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ภาคผนวก ค  

แบบเก็บขอมูลงานวิจยั 

เลขท่ีแบบสอบถามหมายเลข ………ID 

แบบฟอรมการบันทึกขอมูล 

ช่ือโครงการ: การศึกษาปฏิกิริยาลิมโฟไซตในผูปวยหลังปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิตดวยการวิเคราะหวิธีคาร

บอกซี-ฟลูออเรสตซีน ไดอะซีเตท- ซัคซินิมิดิล- เอสเธอร  

I.ขอมูลสวนตัวผูรับบริจาคไต                                                                        

1. อายุ ………………….ป            R-AGE  

2. เพศ    (1) ชาย (2) หญิง                                                                       R-SEX 

3. น้ําหนัก…………………………………………     Wt 

3. วันที่ผาตัดปลูกถายไต ………………………                                                              S-DATE 

4. สาเหตุของโรคไตวายเร้ือรัง                                                                            CAUSE 

1. Diabetic neuropathy  2. Presumed of chronic glomerulonephritis   

3. Hypertensive glomerulopathy 4. IgA nephropathy 

5. primary FSGS   6. Obstructive uropathy    

7. ADPKD   8. Unknown cause  

9. Other: (ระบุ) 

5. โรคประจําตัวที่พบรวม                                                                                Co-morbid 

1.DM   2.Post transplant DM 3.Hypertension  

 4.HCV/HBV infection 5.Autoimmune disease 6.Gout 

7.Dyslipidemia  8. Other : (ระบุ) 

II. การประเมินทาง Immune(Immunological assessment)   

6. HLA mismatch………………ตําแหนง (.A…B….DR…)               HLA 

7. Pre-transplantation Panel-reactive antibody……………%        PRA 

8. Pre-transplant. Donor specific antibody      DSA 

 (1) Positive  (2) Negative                                                           

III. การรักษาและผลการรักษาหลังผาตัดปลูกถายไต 

9. Induction therapy         Induct 

(1) yes = …………  (2)  no = ………… 
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10. Maintenance Immunosuppressive drugs      MS 

1. Azathioprine + Cyclosporine + Prednisolone  

2. Azathioprine + MMF+ Prednisolone               

3. Rapamune + minimized Cyclosporine + Prednisolone      

4. MMF+ Tacrolimus + Prednisolone      

11. Dose of CNI ………………………………..mg/day             CNI 

12. Dose of MMF …………………………………………………..mg/day   MMF 

14. Date of biopsy……………………………..                Bx-DATE 

15. Pathological findings & diagnosis                  PATHO                

………………………………………………………………………………  

……………………………………………………………………………… 

16. Outcome(s): ……………………………. 

1. History of acute rejection               OUTCOME 

2. History of chronic rejection 

3. History of acute & chronic rejection 

4. Long term graft function  

IV.lab investigation         LAB 

17.  Last serum creatinine:  …………………..     md/dl                                   R-Cr 

18. Calculated GFR by MDRD…………ml/min/1.73m2            R-GFR 

19. Urine 24 hour for total protein……………………………    U-protein 

20. Hemoglobin……………………………..      Hb 

21. WBC…………………………………….      WBC 

22. Platelet…………………………………      Plt 

23.Sodium …………………………………      Na 

24.Potassium………………………………      K 

25.Bicarbonate……………………………      HCO3 

24.Chloride………………………………..      Cl 

25.Calcium………………………………..      Ca 

26.Phosphate………………………………      PO4 

27.Dietary protein intake (DPI)…………………     DPI 
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V. การประเมินความสัมพันธ  

28 .proliferation index: by FLOWJO software analysis     PI 

 Baseline recipient PBMCs ……………………………………………. 

 Recipient PBMCs stimulate with PHA…………………….………….. 

 Baseline donor irriated PBMCs…………………..…………………… 

 Donor irriated PBMCs stimulate with PHA……..……………………. 

 Recipient PBMCs stimulate with specific donor…………………… 

 Recipient PBMCs stimulate with pool donor ………………………. 

 

29. Stimulation index …..………..……..………………………     SI            

30. ปริมาณ CD4………………………………………………….                                      CD4  

31. ปริมาณ CD8………………………………………………….     CD8 

32. Ratio of CD4/CD8……………………………………………..    R-CD4/CD8 

33. Concentration of IL-17        IL-17 

 Baseline recipient PBMCs ……………………………………………. 

 Recipient PBMCs stimulate with PHA…………………….………….. 

 Baseline donor irriated PBMCs…………………..…………………… 

 Donor irriated PBMCs stimulate with PHA……..……………………. 

 Recipient PBMCs stimulate with specific donor…………………… 

 Recipient PBMCs stimulate with pool donor ………………………. 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 

 
ชื่อ  พญ. พรรณธิพา ตนสวรรค 

วันเดือนปเกิด  11 พฤศจิกายน พ.ศ.2523 จังหวัดนครพนม 

ประวัติการศึกษาและการทางาน 

- นักศึกษาคณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน พ.ศ. 2542-2548 

- แพทยเพ่ิมพูนทักษะ โรงพยาบาลศรีนครินทร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน      

พ.ศ. 2548-2549 

- แพทยใชทุนสาขาอายุรศาสตร โรงพยาบาลศรีนครินทร คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยขอนแกน พ.ศ. 2549-2552 

ปริญญาและประกาศนียบัตร 

- แพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตินิยมอันดับ2) คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 

พ.ศ.2548 

- วุฒิบัตรแพทยผูเช่ียวชาญสาขาอายุรศาสตร พ.ศ. 2552 

สมาชิกสมาคมวิชาชีพ 

- สมาชิกแพทยสภา  

- สมาชิกราชวิทยาลัยอายุรแพทยแหงประเทศไทย  

- สมาชิกสมาคมโรคไตแหงประเทศไทย 

- สมาชิกสมาคมปลูกถายอวัยวะแหงประเทศไทย 
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