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บทคัดยอ (ภาษาไทย) 

 

 มะเร็งรังไขเปนมะเร็งที่มีอัตราตายสูงที่สุดในกลุมมะเร็งทางนรีเวชวิทยา ผูปวยมะเร็งรังไขที่มี

โรคกลับเปนซ้ําหรือไมตอบสนองตอการรักษามาตรฐานมีทางเลือกในการรักษาอ่ืนๆคอนขางจํากัดมาก มีการ

วิจัยโดยการรักษาดวยการเพ่ิมจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งสําหรับการ

รักษาแบบเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไข อยางไรก็ดีการเพ่ิมจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกราน

เขาไปในกอนมะเร็งดวยวิธีมาตรฐานมักไดจํานวนเซลลไมเพียงพอตอการใชทางคลินิก 

 ในการวิจัยน้ีทางผูวิจัยทําการเปรียบเทียบการเพ่ิมจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่

รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งระหวางวิธีมาตรฐานและวิธี mitogen stimulation โดยการเปรียบเทียบจํานวน

เซลล อัตราการเพ่ิมจํานวนเซลล ชนิดของเซลลภูมิคุมกัน และ ปฏิกริยาตอเซลลมะเร็ง 

 จากการทดลองพบวาการเพ่ิมจํานวดวยวิธี  mitogen stimulation  น้ันมีจํานวนเซลลและ

อัตราการเพ่ิมจํานวนเซลลมากกวาอยางมีนัยสําคัญ วิธีการเพ่ิมจํานวนมีผลตอชนิดของเซลลภูมิคุมกันที่อยูใน 

เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็ง อยางไรก็ดีเมื่อเปรียบเทียบปกิกริยาตอ

เซลลมะเร็งน้ัน เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งที่ถูกเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogen 

stimulation น้ันมีปกิกริยาตอเซลลมะเร็งลดลงเมื่อเทียบกับการเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐาน 

 การเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogen stimulation มีประสิทธิภาพสูงในการเพ่ิมจํานวนเซลลเม็ด

เลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็ง การนําการเพ่ิมจํานวนวิธีน้ีไปใชทางคลินิกยังคงตองการ

การวิจัยเพ่ิมเติม 

 

 

 

 

  



รายงานฉบับสมบูรณ โครงการวิจัย การศึกษาการกระตุนและเพิ่มจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งดวยวิธี mitogen stimulation 
เพื่อใชในการรักษาดวยการใหเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไข 
อ.พญ.ดร. รังสิมา เหรียญตระกูล ทุนงบประมารแผนดิน ป 2561                                     Page 4 of 30 
 

Abstract 
 

 Ovarian cancer is one of the most lethal gynecologic malignancy. Patients with 
relapsed and refractory ovarian cancer have very limited option of treatment. Adoptive 
therapy with tumor infiltrate lymphocytes (TILs) has been explored as a potential therapy for 
relapsed and refractory ovarian cancer but standard method for TILs expansion is suboptimal 
for clinical application in solid tumor. 

 In this study, we evaluated expansion of TILs between standard method and 
mitogen stimulation method. We compared cell number, fold expansion, cell subset and 
tumor reactivity. 

 Mitogen stimulation method exhibited better cell numbers and fold expansion 
compared to standard method. Cell subsets were different with less percentage of natural 
killer cell when using mitogen stimulation method.  Moreover, tumor reactivity is less in 
TILs expanded with mitogen stimulation method comparing with TILs expanded with 
standard method. 

 Mitogen stimulation method can improve expansion of TILs in term of 
increase cell number and fold expansion. Clinical application of mitogen stimulation TILs 
needed to be explored. 
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บทนํา(Introduction) 

 

ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย 

มะเร็งรังไขนับเปนมะเร็งที่กอปญหาทางสาธารณสุขในระดับตนๆของประเทศไทย มะเร็งรังไขเปน

มะเร็งที่พบบอยเปนอันดับ 5 ในผูปวยมะเร็งเพศหญิงและเปนมะเร็งทางนรีเวชที่พบบอยเปนอันดับสองรอง

จากมะเร็งปากมดลูกแตกลับเปนสาเหตุการเสียชีวิตที่พบมากที่สุดในผูปวยมะเร็งทางนรีเวชในประเทศไทย 

มะเร็งรังไขในประเทศไทยมีอุบัติการณประมาณ 5 รายตอประชากร 100,000 รายตอป ซึ่งจะพบผูปวยใหม

ประมาณ 1,700 รายตอปโดยมีแนวโนวจะพบเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ ผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยโรคมะเร็งรังไขใน

ประเทศไทยมักพบในชวงอายุประมาณ 45-60 ปและผูปวยสวนใหญมักมีการดําเนินโรคที่รุนแรง (advance 

stage) แลวต้ังแตไดรับการวินิจฉัย สาเหตุสําคัญเน่ืองจากในปจจุบันยังไมมีวิธีการตรวจคัดกรองสําหรับ

โรคมะเร็งรังไขที่สามารถคัดกรองโรคมะเร็งรังไขต้ังแตระยะตนอยางมีประสิทธิภาพเหมือนการตรวจคัดกรอง

มะเร็งปากมดลูก ซึ่งเปนผลใหผูปวยมะเร็งรังไขโดยสวนใหญซึ่งมักเปนกลุม advanced stage และถึงแมผูปวย

เหลาน้ีจะไดรับการรักษาที่เหมาะสมซึ่งประกอบดวยการผาตัดและการใหยาเคมีบําบัดในกลุม platinum ก็มี

โอกาสตอบสนองตอการรักษาเพียงรอยละ 15-25% เทาน้ันและผูปวยโดยสวนใหญยังมีโอกาสเกิดโรคซ้ํา

หลังจากตอบสนองตอการักษาครั้งแรกแลวมากถึง 90% นอกจากน้ีผูปวยที่ไมตอบสนองตอการรักษาและกลุม

ที่เกิดโรคกลับเปนซ้ําน้ันมีโอกาสตอบสนองตอยาเคมีบําบัดตัวอ่ืนๆหรือการรักษาอ่ืนๆที่มีอยูในปจจุบันนอย

มาก ดวยสาเหตุดังกลาวจึงมีความจําเปนอยางเรงดวนในการคนควาหาวิธีการรักษาแบบใหมเพ่ือชวยเพ่ิม

โอกาสการตอบสนองและลดโอกาสการกลับเปนซ้ําของผูปวยโรคมะเร็งรังไข 

 การรักษาโดยการใหเซลลบําบัดคือการรักษาโดยการเพ่ิมจํานวนและกระตุนเซลลภูมิคุมกันของตัว

ผูปวยหรือผูบริจาคเพ่ือทําลายเซลลมะเร็งที่หลงเหลืออยูในตัวผูปวย ซึ่งเปนการรักษาดังกลาวถือวาเปน

ทางเลือกใหมสําหรับการรักษามะเร็งที่ไดมีการศึกษา วิจัยอยางมากในยุคปจจุบัน ดวยสาเหตุขางตนทาง ศูนย

ความเปนเลิศทางการแพทยดานสเต็มเซลลและเซลลบําบัด โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ, ศูนยวิจัยสเต็มเซลลและ

เซลลบําบัด คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, หนวยภูมิคุมกันวิทยา ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย และ หนวยมะเร็งทางนรีเวช ภาควิชาสูติศาสตรและนรีเวชวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัยจึงไดมีความรวมมือกันจัดต้ังโครงการวิจัยเพ่ือพัฒนาการรักษา

โรคมะเร็งรังไขโดยการใหเซลลบําบัดดวยเซลลชนิด Tumor Infiltrating Lymphocytes (TILs) เพ่ือเปน
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ทางเลือกสําหรับการรักษาผูปวยมะเร็งรังไขโดยเฉพาะในกลุมที่เปน advance stage, กลุมที่ไมตอบสนองตอ

การรักษา หรือ กลุมที่กลับมาเปนซ้ํา 

 

วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

- พัฒนาวิธีการกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขใหมีความเหมาะสมสําหรับใชใน

การรักษาดวยการใหเซลลบําบัด (adoptive cell therapy) 

- ศึกษาและเปรียบเทียบลักษณะทางภูมิคุมกันของ TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขทั้งกอนและหลังการ

กระตุนและเพ่ิมจํานวน 

 

ทบทวนวรรณกรรม 

 มะเร็งรังไข (Epithelial Ovarian Cancer) 

 มะเร็งรังไขเปนมะเร็งที่พบไดบอยเปนอันดับสองของมะเร็งทางนรีเวชวิทยาแตเปนสาเหตุการตาย

อันดับหน่ึงของผูปวยมะเร็งทางนรีเวชทั้งในผูปวยชาวไทยและผูปวยทั่วโลก โดยผูปวยมีโอกาสเสียชีวิตจาก

โรคมะเร็งรังไขสูงถึง 70% และมีโอกาสที่โรคกลับเปนซ้ําสูงถึง 90% ในประเทศไทยมีผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัย

วาเปนโรคมะเร็งรังไขประมาณ 1,700 รายตอปและมีแนวโนมจะจะพบมากขึ้นเรื่อยๆ ผูปวยโรคมะเร็งรังไข

ชาวไทยมักมีอายุอยูระหวาง 45-60 ปและพบวาผูปวยจะมีการดําเนินโรคอยูในขั้นสูง (advance stage) และ

มักมีการแพรกระจายของมะเร็งไปสูอวัยวะอ่ืนๆ (metastasis) แลวต้ังแตไดรับการวินิจฉัย สาเหตุสําคัญ

เน่ืองจากในปจจุบันยังไมมีวิธีที่มีประสิทธิภาพมากพอสําหรับการตรวจคัดกรองโรคมะเร็งรังไขต้ังแตระยะตนๆ

ของโรค (1-3) 

 การรักษามาตรฐานของโรคมะเร็งรังไขในปจจุบันคือการผาตัดและการใหยาเคมีบําบัด (platinum 

based chemotherapy)ในรายที่จําเปน ถึงแมวาปจจุบันเทคนิคการผาตัดในมะเร็งทางนรีเวชวิทยา และ ยา

เคมีบําบัดสําหรับโรคมะเร็งรังไขมีการพัฒนาไปอยางมาก แตผูปวยโรคมะเร็งรังไขโดยสวนใหญมักมีการดําเนิน

โรคอยูในขั้นสูง (advance stage) ต้ังแตไดรับการวินิจฉัยและมีโอกาสรอดชีวิตเพียง 18-47% เทาน้ันแมวาจะ

ไดรับการรักษาที่ถุกตองและเหมาะสมแลว (2) นอกจากน้ีผูปวยโรคมะเร็งรังไขที่มีโรคกลับเปนซ้ําภายใน 6 

เดือนหลังจากไดรับการรักษาครั้งแรกจะมีการพยากรณโรคที่ไมดีกลาวคือจะมีโอกาสที่ตอบสนองกับยาเคมี
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บํ าบัดที่ ให เป นครั้ งที่ สอง (second line chemotherapy) เชน  liposomal doxorubicin, topotecan, 

etoposide, docetaxel, gemcitabine หรือ targeted therapy อ่ืนๆนอยกวา 20% (4) 

 จากเหตุผลขางตนจะเห็นไดวาเรายังมีความจําเปนอยางย่ิงยวดที่จะตองทําการคนควาวิจัยและคนหา

วิธีการรักษาแบบใหมๆ เพ่ือเพ่ิมโอกาสการรอดชีวิตและลดอัตราการปนซ้ําใหกับผูปวยโรคมะเร็งรังไข 

โดยเฉพาะในกลุมที่มีการดําเนินโรคขั้นสูง (advance stage) และผูปวยที่มีโรคกลับเปนซ้ํา (relapse disease) 

ซึ่งมักจะไมตอบสนองตอการรักษา second line therapy และ targeted therapy ที่มีอยูในปจจุบัน (5) 

 การใหเซลลบําบัดในการรักษามะเร็ง (Adoptive cellular therapy in cancer)  

 การรักษาดวยการใหเซลลบําบัด (adoptive cellular therapy) มีการพัฒนาอยางตอเน่ืองในชวง 10 

ปที่ผานมาน้ีและไดรับความสนใจอยางมากสําหรับการใชเปนแนวทางการักษาใหมของโรคมะเร็งหลายชนิดเชน

มะเร็งเม็ดเลือดขาว มะเร็งตอมนํ้าเหลือง และ มะเร็งกอนหลายชนิด (solid tumors) (6-8) การใหเซลล

บําบัดในการรักษาโรคมะเร็งมีขั้นตอนโดยสรุปดังน้ีกลาวคือเริ่มดวยการเก็บเกี่ยว(harvest) เซลลภูมิคุมกันชนิด

ตางๆ (effector immune cells) จากตัวผูปวยหรือผูบริจาค แลวจึงนํามาทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวน

ภายนอกรางกายของผูปวยหรือผูบริจาค (ex-vivo activation and expansion) เพ่ือใหไดเซลลที่มีปริมาณ

มากเพียงพอ และ มีประสิทธิภาพในการทําลายเซลลมะเร็งเพ่ิมขึ้น เมื่อทําการเพ่ิมจํานวนจนไดปริมาณมาก

เพียงพอตามที่ตองการแลวจึงนําเอาเซลลดังกลาวฉีดกลับเขาไปในตัวผูปวย โดยมุงหวังใหเซลลภูมิคุมกันที่ถูก

กระตุนหรือเพ่ิมประสิทธิภาพในการทําลายเซลลมะเร็งดวยวิธีตางๆแลวน้ัน เปนตัวชวยทําลายเซลลมะเร็งที่

หลงเหลืออยูในรางกายโดยตรงหรือไปเหน่ียวนําเซลลภูมิคุมกันอ่ืนๆในรางกายใหมาชวยทําลายเซลลมะเร็งที่

เหลืออยู (7, 8) 

 ในปจจุบันมีการศึกษาและวิจัยเรื่องการใชเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไขอยูอยางกวางขวางทั้งการวิจัย

ในหลอดทดลอง (in-vitro study) การวิจัยในสัตวทดลอง (in-vivo study) และการวิจัยในช้ันคลินิค 

(clinical trial) ซึ่งใหผลการทดลองอยูในระดับที่นาพอใจ (9, 10) โดยเซลลภูมิคุมกัน (immune effector 

cells) ที่ถูกนํามาศึกษาในการวิจัยการใชเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไขน้ันแบงออกเปน 2 กลุมหลักๆคือ 

- HLA restricted effector cells คือเซลลภูมิคุมกันที่รับรู (recognize) antigenของเซลลมะเร็ง

ตอเมื่อมีการนําเสนอผาน MHC molecule ซึ่ งไดแก เซลล TILs, cytotoxic T cells และ Chimeric 

Antigen Receptor T cells (CAR-T cells) 
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- HLA unrestricted effectors cells คือเซลลภูมิคุมกันที่รับรู(recognize) antigenของเซลลมะเร็ง

โดยไมจําเปนตองมีการนําเสนอผาน MHC molecule ซึ่ งไดแก เซลล  Natural Killers (NK) cells, 

Lymphokine Activated Killer (LAK) cells และ Cytokine Induced Killer (CIK) cells 

โดยทางกลุมผูวิจัยใหความสนใจกับการพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งรังไขดวยการใหเซลล TILsเน่ืองจาก เซลล 

TILs เปนหน่ึงในเซลลที่มีประสิทธิภาพสูงในการทําลายเซลลมะเร็งรังไข, เซลล TILsสามารถรับรูทั้ง 

extracellular และ intracellular antigen ของมะเร็งรังไขไดโดยไมจําเปนตองทําการดัดแปลงพันธุกรรมห

มือนกับ CAR-T cells และ เซลล TILs สามารถใหผลการตอบสนองทางภูมิคุมกันอยางยาวนานหลังฉีดกลับ

เขาไปในตัวคนไข (long term persistent immune response) (11, 12) 

 เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งในโรคมะเร็งรังไข (TILs in 

ovarian cancer) 

 เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็ง (Tumor Infiltrating Lymphocytes) 

คือ เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดเชน T cells, B cells หรือ NK cells ที่ยายออกจากหลอดเลือดไปอาศัย

บริเวณ tumor stroma หรือ intraepithelial space ของกอนมะเร็ง (12) โดย TILs ในกอนมะเร็งรังไขน้ันมี

ความสําคัญทางคลินิคอยางมีนัยสําคัญ กลาวคือมีการศึกษาและงานวิจัยหลายช้ินพบตรงกันวาในผูปวยมะเร็ง

ไขที่พบวามี CD3+ และ CD8+ TILs ในกอนมะเร็งจะมีการพยากรณโรคที่ดีกวา และมีอัตรารอดชีวิตสูงกวา

ผูปวยมะเร็งรังไขที่ไมพบ TILs ในกอนมะเร็งอยางมีนัยสําคัญ (13, 14) ซึ่งแสดงถึงความสําคัญของ tumor 

immune response ของเซลล TILs รวมถึงมีงานวิจัยในระดับกอนคลินิค (preclinical study) หลายช้ินที่

แสดงวา TILs มี tumor reactivity กับมะเร็งรังไขในหลอดทดลองและสามารถกําจัดมะเร็งรังไขไดจากการ

ทดสอบในหนูทดลอง (15, 16)  ดวยเหตุผลดังกลาวน้ีเซลล TILs จึงไดรับความสนใจอยางมากในการใชเปน 

effector immune cells ของการใหเซลลบําบัดเพ่ือการรักษาโรคมะเร็งรังไข 

 ตนแบบของการรักษาโดยการใหเซลล TILs ในการรักษาโรคมะเร็ง (TILs for cancer adoptive 

cell therapy) เริ่มตนจาก การใชเซลล TILs ในการรักษาโรคมะเร็งของผิวหนังชนิด melanoma (17-19) 

ซึ่งเปนมะเร็งที่ไมตอบสนองกับยาเคมีบําบัดมาตรฐาน โดยการสกัด TILs จากเน้ือเย่ือมะเร็งของผูปวยที่ถูกตัด

ออกมา และนํามาทําการเพ่ิมจํานวนและกระตุนดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่เสริม interleukin-2 (IL-2) ขนาดสูง

ต้ังแต 3,000-6,000 IU/ml ซึ่งถือเปนวิธีมาตรฐานของการเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็ง ซึ่งการ

กระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ีสามารถเพ่ิมจํานวน TILs จากช้ินเน้ือมะmelanoma ไดมากถึง 1 x 
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1010 cells ตอรอบการเพ่ิมจํานวน แลวจึงนําเซลลที่ไดฉีดกลับเขาไปในตัวผูปวย ซึ่งการวิจัยทางคลินิคพบวา

การใหเซลล TILs กับผูปวย melanoma น้ันมีอัตราการตอบสนองสูงถึง 50-72% โดยเฉพาะในกลุมผูปวยที่มี

มะเร็งแพรกระจายไปที่อวัยวะอ่ืนๆแลว (metastasis) จึงทําใหขณะน้ีการรักษาดวยการใหเซลล TILs เปน

การรักษาที่ไดผลดีที่สุดในผูปวย melanoma ที่ไมตอบสนองกับการรักษามาตรฐานหรือมีการแพรกระจายของ

โรคแลว (17, 19) 

 แตอยางไรก็ดีผลการวิจัยทางคลินิคของการใหเซลล TILs ในการรักษาโรคมะเร็งรังไข และ มะเร็ง

กอนชนิดอ่ืนๆเชน มะเร็งไต (renal cell carcinoma) กลับใหผลไมเปนที่นาพอใจนักเมื่อเทียบกับการใชใน

โรคมะเร็งชนิด melanoma งานวิจัยทางคลินิคหลายงานวิจัยพบวาการใหเซลล TILs ในผูปวยมะเร็งรังไข

ใหผลการตอบสนองทางคลินิคไมแตกตางกับการใหยาเคมีบําบัด และไมไดลดอัตราการเสียชีวิตจากโรคหรือ

อัตราการเกิดโรคเปนซ้ํา (20-23) ซึ่งสาเหตุสําคัญของปญหาดังกลาวคือTILs จากเน้ือเยื่อมะเร็งรังไขไม

สามารถถูกเพ่ิมจํานวนไดหรือถูกเพ่ิมจํานวนไดในระดับที่นอยกวา  1 x 109 cells จากการกระตุนและเพ่ิม

จํานวนของเซลล TILs ดวยวิธีมาตรฐานแบบที่ใช high dose IL-2 เพียงอยางเดียวเหมือนกับที่ใชกับ TILs 

จากเน้ือเยื่อมะเร็ง  melanoma จึงทําใหไดเซลลที่ไมเพียงพอจะสงผลตอการรักษาทางคลินิค 

 เมื่อไมนานมาน้ีมีการวิจัยเกี่ยวกับการเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งไต โดยการใชวิธี 

mitogenic stimulation ดวย Dynabeads CD3/CD28 แทนการเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานซึ่งสงผลให

สามารถเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งไตไดมากเพียงพอสําหรับการใชในระดับคลินิค (> 1 x 1010 

cells) (24) นอกจากน้ียังพบวาการใชวิธี mitogenic stimulation ก็ยังสามารถเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จาก

เน้ือเยื่อมะเร็งตอมหมวกไต (neuroblastoma) จากผุปวยเด็กไดจํานวนมากเพียงพอสําหรับใชทางคลินิคอีก

ดวย (unpublished data) ดวยเหตุผลดังกลาวทางคณะผูวิจัยจึงมีความประสงคจะทําการศึกษาและพัฒนา

วิธีการเพ่ิมจํานวนและกระตุนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขดวยวิธี mitogenic stimulation เพ่ือเปน

การพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งรังไขดวยการใหเซลล TILs ในการวิจัยในระดับคลินิคเปนลําดับตอไป 
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สมมติฐาน 

การใช mitogenic stimulation สามารถชวยกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็ง

รังไขเพ่ือใชสําหรับการรักษามะเร็งรังไขดวยการใชเซลลบําบัดไดดีกวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี

มาตรฐาน 

กรอบแนวคิดโครงการวิจัย 

- เปรียบเทียบจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี 

mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐาน 

- เปรียบเทียบลักษณะทางภูมิคุมกัน (immunophenotype) ของเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขที่

ไดหลังจากถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐาน 

- เปรียบเทียบปฏิกริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ของเซลล 

TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธี

มาตรฐาน 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

- ไดวิธีการกระตุนและเพ่ิมจํานวน Tumor Infiltrating Lymphocyte ใหมีจํานวนมากเพียงพอและมี

ประสิทธิภาพในการทําลายเซลลมะเร็งสูงที่สามารถนําไปใชในการรักษาโรคมะเร็งรังไขดวยวิธีการใหเซลล

บําบัดได 

- ผลงานวิจัยตีพิมพในวารสารระดับนานาชาติอยางนอย 1 เรื่อง 
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เนื้อเรื่อง (Main Body) 

วิธีการทดลอง (Materials and methods) 

1. การเปรียบเทยีบจํานวนเซลล TILs จากชิ้นเนื้อมะเร็งรงัไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิ่มจํานวน

ดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธมีาตรฐาน 

1.1 การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธีมาตรฐาน 

ทําการแยก TILs ออกจากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขโดยการยอยช้ินเน้ิอมะเร็งรังไขดวยอุปกรณ Gentle 

MACS tissue dissociator (Miltenyi Biotec) หลังจากน้ันกรอง TILs ที่ไดผานตัวกรองขนาด 100 µm 

และนําไปเลี้ยงตอใน 24-well culture plate ที่ความเขมขน 0.5 x 106 cells/ml ในอาหารเลี้ยงเซลลที่

ป ร ะ ก อ บ ด ว ย  X-VIVO1 5  media (Lonza) + 5 % heat inactivated human AB serum (Sigma 

Aldrich) + 1% Pen/Strep (Sigma Aldrich) และเสริมดวย recombinant human IL-2 (Novartis) ที่

ความเขมขน 3,000 IU/ml ที่อุณหภูมิ 37 องศาและระดับ CO2 5% เปนเวลา 7 วัน โดยทําการเปลี่ยน

อาหารเลี้ยงเซลลและ recombinant human IL-2 ทุก 2-4 วันโดยรักษาความเขมขนของเซลลที่ 0.5 x 106 

cells/ml หลังจากวันที่ 7 ทําการเลี้ยง TILs ตอที่ความเขมขน 1.0 x 106 cells/ml ในอาหารเลี้ยงเซลลโดย

ลดความเขมขนของ recombinant human IL-2 (Novartis) ลงเหลือ 1,000 IU/ml ตอเน่ืองอีก 7 วัน โดย

ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลและ recombinant human IL-2 ทุก 2-4 วันโดยรักษาความเขมขนของเซลล

ไวที่ 1.0 x 106 cells/ml เมื่อเลี้ยงเซลลครบ 14 วันแยกเซลลสวนหน่ึงไปเพ่ือทําการวิเคราะห และนําเซลล

สวนที่เหลือไปทําการเพ่ิมจํานวนตอในขั้นตอน rapid expansions หรือ นําไปเซลลไปเก็บดวยวิธี live cell 

banking ใน liquid nitrogen tank เพ่ือเก็บรักษาเซลลไวเพ่ือการเพ่ิมจํานวนในภายหลัง 

1.2 การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation  

ทําการแยก TILs ออกจากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขโดยการยอยช้ินเน้ิอมะเร็งรังไขดวยอุปกรณ Gentle 

MACS tissue dissociator (Miltenyi Biotec) หลังจากน้ันกรอง TILs ที่ไดผานตัวกรองขนาด 100 µm 

และนําไปเลี้ยงตอใน 24-well culture plate รวมกับ Dynabeads Human T Activator CD3/CD28 

(Thermo Fisher) ในอัตราสวน 1:1 ที่ความเขมขน 0.5 x 106 cells/ml ในอาหารเลี้ยงเซลลที่ประกอบดวย 

X-VIVO1 5  media (Lonza) + 5 % heat inactivated human AB serum (Sigma Aldrich) + 1 % 

Pen/Strep (Sigma Aldrich) และเสริมดวย recombinant human IL-2 (Novartis) ที่ ความเขมขน 

3,000 IU/ml ที่อุณหภูมิ 37 องศาและระดับ CO2 5% เปนเวลา 7 วัน โดยทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล
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และ recombinant human IL-2 ทุก 2-4 วันโดยรักษาความเขมขนของเซลลที่  0.5 x 106 cells/ml

 หลังจากวันที่ 7 ทําการเลี้ยง TILs ที่ความเขมขน 1.0 x 106 cells/ml ตอในอาหารเลี้ยงเซลลโดยลด

ความเขมขนของ recombinant human IL-2 (Novartis) ลงเหลือ 1,000 IU/ml ตออีก 7 วัน โดยทําการ

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลและ recombinant human IL-2 ทุก 2-4 วันโดยรักษาความเขมขนของเซลลที่ 1.0 

x 106 cells/ml เมื่อเลี้ยงเซลลครบ 14 วัน แยก CD3/CD38 Dynabeads ออกจาก Tumor infiltrating 

lymphocyte ดวย Dynal MPC-S magnet (Thermo Fisher) แยกเซลล TILs สวนหน่ึงไปเพ่ือทําการ

วิเคราะห และนําเซลลสวนที่เหลือไปทําการเพ่ิมจํานวนตอในขั้นตอน rapid expansions หรือ นําเซลลไปเก็บ

ดวยวิธี live cell banking ใน liquid nitrogen tank เพ่ือเก็บรักษาเซลลไวเพ่ือการเพ่ิมจํานวนในภายหลัง 

1.3 การเปรียบเทียบจํานวนเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 

นับจํานวนเซลล TILs ดวย hemocytometer โดยใช trypan blue นับแยกเซลลตายออกจากเซลลที่มี

ชีวิต เปรียบเทียบจํานวนเซลล (absolute cell number) และอัตราการเพ่ิมจํานวน (fold change) ของ 

TILs ระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี หลังการเพ่ิมจํานวนในขั้น initial expansion และ rapid expansion 

2. การเปรียบเทยีบลักษณะทางภูมิคุมกัน (immunophenotype) ของเซลล TILs จากชิ้นเนื้อ

มะเร็งรงัไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิม่จํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธี

มาตรฐาน 

2.1 การวิเคราะหลักษณะทางภูมิคุมกัน (immunophenotype) ของ TILs ดวย flow cytometry  

เซลล TILs ประมาณ 0.5x 106 เซลลจะถูกนํามายอมดวย fluorochrome antibody ตางๆตามตาราง

ขางลางเพ่ือระบุชนิดของเซลลภูมิคุมกันที่เปนสวนประกอบของ tumor infiltrating lymphocytes ซึ่งเซลลที่

ถูกยอมดวย  fluorochrome antibody: CD3, CD4, CD8, CD56 จะถูกนําไปวิเคราะหดวย BD-FACS 

Aria flow cytometer (BD Bioscience)  

2.2 การเปรียบเทียบลักษณะทางภูมิคุมกันของ TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 

เปรียบเทียบสัดสวนของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆที่ประกอบ TILs ไดแก cytotoxic T cells, T helper 

cells,, NKT cells, NK cell ระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 
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3. การเปรียบเทยีบปฏิกริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ของ

เซลล TILs จากชิ้นเนื้อมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิ่มจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation และ วิธีมาตรฐาน 

3.1 ทดสอบปฏิกริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ดวยวิธี 

Interferon gamma secretion assay 
 
นําเซลล TILs ที่ไดหลังจากการกระตุนและเพ่ิมจํานวน มาเลี้ยงรวมกับ autologous ovarian 

tumor cells ในอัตราสวน 1:1 (1 x105: 1 x 105 cells) ใน round bottom 96-well culture plate 

ความเขมขนของเซลลที่ 1.0 x 106 cells/ml ที่อุณหภูมิ 37 องศาและระดับ CO2 5% เปนเวลา 24 

ช่ัวโมง จากน้ันทําการเก็บ supernatant ที่ 4 และ 24 ช่ัวโมง เพ่ือวัดปริมาณ interferon gamma ที่

เซลล TILs หลั่งออกมาดวย ELISA MAX deluxe (Biolegend) ปริมาณ interferon gamma เปน

ตัวบงถึงระดับของปฏิกริยาการตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ของ

เซลล TILs 

 
3.2 การเปรียบเทียบปฏิกริยาตอตานเซลลมะเรง็ในหลอดทดลอง ของ Tumor Infiltrating 

Lymphocytes จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 

เปรียบเทียบปริมาณ interferon gamma ที่เซลล tumor infiltrating lymphocytes หลั่งออกมา

หลังจากเลี้ยงรวมกับเซลลมะเร็งระหวางการกระตุนทั้ง 2 วิธี 

 

ผลการทดลอง (Results) 

การเปรียบเทยีบจํานวนเซลล TILs จากชิ้นเนื้อมะเรง็รังไขที่ไดหลงัจากถูกกระตุนและเพิ่มจํานวน

ดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธมีาตรฐาน  (N=5)  

จากการทดลองพบวาเมื่อนําเซลล TIL จํานวน 2,000,000 เซลลตอกลุมมาทําการกระตุนและเพ่ิม

จํานวนเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐานน้ัน เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิม

จํานวนดวยวิธีมาตรฐานมีจํานวนเซลล  TILs ทั้ งหมดเฉลี่ย 1,072,000 เซลล  (SD: 604,696) และ 

6,728,000 เซลล (SD: 4,912,325) หลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเปนเวลา 7 วันและ 14 วัน

ตามลําดับ และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation มีจํานวนเซลล 
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TILs ทั้งหมดเฉลี่ย 2,384,000 ± 470,302 และ 23,268,000 ± 4,387,265 เซลลหลังจากทําการกระตุน

และเพ่ิมจํานวนเปนเวลา 7 วันและ 14 วันตามลําดับซึ่งเมื่อนําขอมูลดังกลาวมาคํานวณหาอัตราการเพ่ิม

จํานวนของเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐานน้ันพบวา เซลล TILs ที่ถูก

กระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานมีอัตราการเพ่ิมจํานวนเฉลี่ยของเซลล TILs อยูที่ 0.5 ± 0.3 เทา และ 

3.3 ± 2.7 เทา หลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเปนเวลา 7 วันและ 14 วันตามลําดับ และ เซลล TILs 

ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation อัตราการเพ่ิมจํานวนเฉลี่ยของเซลล TILs อยูที่ 

1.2 ± 0.2 เทา และ 11.5 ± 2.4 เทา หลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเปนเวลา 7 วันและ 14 วัน

ตามลําดับ 

 

รูปที่ 1 (A) กราฟแสดง absolute number ของเซลล TILs ทั้งหมด ในวันที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14. (B) 

กราฟแสดง fold expansion ของเซลล TILs ทั้งหมด ในวันที่ 1 วันที่ 7 และวันที่ 14. 

 

การเปรียบเทยีบลักษณะทางภูมิคุมกัน (immunophenotype) ของเซลล TILs จากชิ้นเนื้อ

มะเร็งรงัไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิม่จํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation และ วิธีมาตรฐาน 

(N=5) 

จากการทดลองพบวาเซลล TILs ที่ถูกแยกออกจากกอนมะเร็งรังไขในชวงกอนจะถูกกระตุนและเพ่ิม

จํานวนน้ันมีสวนประกอบดวยเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆไดแก NK cells = 4 ± 1.7%, NK-T cells 3 ± 

0.8%, T-cells 71 ± 4.8% และ เซลลอ่ืนๆ 22 ± 3.0% เปนสวนประกอบพ้ืนฐาน 

เมื่อทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs เปนเวลา 7 วันพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิม

จํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีสวนประกอบของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 14 ± 4.9%, NK-

T cells 6 ± 3.7%, T-cells 74 ± 6.7% และ เซลลอ่ืนๆ 6 ± 1.7% และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิม
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จํานวนดวยวิธี Mitogenic stimulation น้ันมีสวนประกอบของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 8 

± 6.8%, NK-T cells 5 ± 2.6%, T-cells 85 ± 9.6% และ เซลลอ่ืนๆ 2 ± 0.5%   

หลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs เปนเวลา 14 วันพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุน

และเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีสวนประกอบของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 19 ± 

14.8%, NK-T cells 16 ±  9.5%, T-cells 61 ± 15.0% และ เซลลอ่ืนๆ 4 ± 3.5% และ เซลล TILs ที่ถูก

กระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี Mitogenic stimulation น้ันมีสวนประกอบของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี 

NK cells = 8 ± 7.5%, NK-T cells 12 ± 9.0%, T-cells 78 ± 14.9% และ เซลลอ่ืนๆ 3 ± 1.1%   

เมื่อนําสัดสวนของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆที่มีอยูใน TILs มาคํานวณหาจํานวนเซลลภูมิคุมกันที่

เพ่ิมขึ้นและอัตราการเพ่ิมจํานวนของเซลลภูมิคุมกันแตละชนิดหลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล 

TILs เปนเวลา 7 วันพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีจํานวนเซลล

ภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 126,288 ± 21,859 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 2 ± 1.6 เทา) , NK-

T cells 72,656 ± 71,595 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 1 ± 0.9 เทา), T-cells 816,840 ± 587,371 เซลล 

(อัตราการเพ่ิมจํานวน 1 ± 0.4 เทา) และ เซลลอ่ืนๆ 56,216 ± 17,847 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 0.1 ± 

0.1 เทา) และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันมีจํานวนเซลล

ภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 159,248 ± 124,151 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 2.6 ± 2.0 เทา), 

NK-T cells 113,280 ± 65,930 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 2.4 ± 1.7 เทา), T-cells 2,053,312 ± 

578,060 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 1.5 ± 0.4 เทา),  และ เซลลอ่ืนๆ 58,160 ± 14,534 เซลล (อัตราการ

เพ่ิมจํานวน 0.1 ± 0.0 เทา) 

เมื่อนําสัดสวนของเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆที่มีอยูใน TILs มาคํานวณหาจํานวนเซลลภูมิคุมกันที่

เพ่ิมขึ้นและอัตราการเพ่ิมจํานวนของเซลลภูมิคุมกันแตละชนิดหลังจากทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล 

TILs เปนเวลา 14 วันพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีจํานวนเซลล

ภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 1,115,688 ± 921,491 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 19.1 ± 15.6 

เทา), NK-T cells 1,457,724 ± 1,962,655 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 21.6 ± 23 เทา), T-cells 

4,005,440 ± 3,505,038 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 2.7 ± 2.2 เทา) และ เซลลอ่ืนๆ 149,148 ± 78,615 

เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 0.3 ± 0.2 เทา) และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation น้ันมีจํานวนเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆดังน้ี NK cells = 1,627,712 ± 1,353,684 เซลล (อัตรา

การเพ่ิมจํานวน 26.5 ± 20.8 เทา), NK-T cells 2,865,284 ± 2,739,704 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 44.6 
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± 38.3 เทา), T-cells 18,379,316 ± 5,745,353 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 12.9 ± 4.4 เทา) และ เซลล

อ่ืนๆ 405,688 ± 127,136 เซลล (อัตราการเพ่ิมจํานวน 0.9 ± 0.3 เทา) 

 

รูปที่ 2 (A) ผลการวิเคราะหสับเซตของ TILs โดยใช Flow cytometry. (B) กราฟแสดงเปอรเซ็นตของแต

ละสับเซตใน TILs หลังจากการ expansion.  (C) กราฟแสดงจํานวนเซลลของแตละสับเซตใน 

TILs หลังจากการ expansion. (D) กราฟแสดงอัตราการเพ่ิมจํานวนของแตละสับเซตใน TILs 

หลังจากการ expansion. T = เซลลที (T cells) , NKT = เซลลเอ็นเคที (natural killer T cells), 

NK = เซลลเอ็นเค (natural killer cell).  
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การเปรียบเทยีบปฏิกิริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor reactivity) ของ

เซลล TILs จากชิ้นเนื้อมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพิ่มจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation และ วิธีมาตรฐาน (N=5) 

เมื่อนําเซลล TILs ที่ถูกกระตุนเปนเวลา 14 วันมาเลี้ยงรวมกับเซลลมะเร็งรังไขเปนเวลา 24 ช่ัวโมง

เพ่ือวัดปริมาณ interferon gamma ที่เซลล TILs หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลลซึ่งเปนสิ่งแสดงปฏิกิริยาการ

ตอตานเซลลมะเร็งน้ันพบวา ปริมาณ interferon gamma ที่วัดไดในอาหารเลี้ยงเซลลจากการนําเซลลมะเร็ง

รังไขเลี้ยงรวมกับเซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐาน และ เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและ

เพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation มีปริมาณ 275 ± 38 pg/ml และ 61 ± 14 pg/ml (p =0.01) 

ตามลําดับ 

 

 

รูปที่ 3 (A) ผลการวิเคราะห cytobead ในการหลั่งไซโตไคนโดยใช  Flow cytometry. (B) กราฟแสดง

ระดับของอินเตอรเฟยรอน-แกมมา (interferon gamma) ในแตละสภาวะ. IFN = อินเตอรเฟยรอน 
(interferon).  
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อภิปราย/วิจารณ(Discussion) 

 การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันสามารถเพ่ิมจํานวน

เซลล TILs ไดอยางมีประสิทธิภาพสูงกลาวคือเมื่อทําการกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs เปนเวลาทั้งหมด 14 

วันจากเซลล TILs เริ่มตนประมาณ 2 ลานเซลล น้ันเซลล TILs ที่ถูกเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation น้ันมีจํานวนเซลลเพ่ิมขึ้นถึง 23 ลานเซลลซึ่งมีจํานวนมากกวาอยางมีนัยสําคัญ (p = 0.001) 

เปรียบเทียบกับเซลล TILs ที่ถูกเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานโดยการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐาน

น้ันไดปริมาณเซลลเพียง 6 ลานเซลล และเมื่อเปรียบเทียบอัตราการเพ่ิมจํานวนของเซลล TILs น้ันก็จะพบวา

การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันมีอัตราการเพ่ิมจํานวนสูงถึง 12 

เทาซึ่งเปนอัตราการเพ่ิมจํานวนที่มากกวาการเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธีมาตรฐาน (3 เทา) อยางมี

นัยสําคัญ (p = 0.001) ซึ่งเมื่อนํามาวิเคราะหแยกชนิดของเซลลภูมิคุมกันภายในเซลล TILs แลวก็ยังพบวา

การกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันทําใหไดปริมาณเซลลและอัตราการ

เพ่ิมจํานวนของ NK cells, NK-T cells และ T-cells มากกวา การกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs ดวยวิธี

มาตรฐานอยางมีนัยสําคัญ  

 วิธีการกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs น้ันสงผลกระทบกับสัดสวนของชนิดเซลลภูมิคุมกันชนิดตางๆ

ไดแก NK cells, NK-T cells และ T-cells ภายในเซลล TILs จะเห็นไดวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล 

TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation น้ันจะมีสัดสวนของ T-cells สูงกวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล  

TILs ดวยวิธีมาตรฐาน (78% versus 61%, p = 0.25) และ การกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILsดวยวิธี

มาตรฐานน้ันจะมีสัดสวนของ NK cells สูงกวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนเซลล TILs ดวยวิธี mitogenic 

stimulation (19% versus 8%, p= 0.156) แนวโนมดังกลาวยังไมมีนัยสําคัญทางสถิติอาจเน่ืองดวยจํานวน

ตัวอยางที่ยังไมมากเพียงและการตอบสนองของเซลล TILs น้ันมีความหลากหลายสูงขึ้นกับเซลลแตละบุคคล 

 อยางไรก็ดีเมื่อทําการทดสอบปฏิกิริยาตอตานเซลลมะเร็งในหลอดทดลอง (in vitro tumor 

reactivity) ของเซลล TILs จากช้ินเน้ือมะเร็งรังไขที่ไดหลังจากถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation และ วิธีมาตรฐานน้ันกลับพบวา เซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic 

stimulation น้ันมีการหลั่ง interferon gamma ออกมานอยกวาเซลล TILs ที่ถูกกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวย

วิธี มาตรฐานอยางมีนัยสําคัญซึ่งบงช้ีถึงความสามารถในการทําลายเซลลมะเร็งที่ลดลง ผลการทดลองดังกลาว

อาจมีสาเหตุมาจากสัดสวนของเซลลภูมิคุมกันที่ตางกันของวิธีการกระตุนและเพ่ิมจํานวนทั้ง 2 แบบซึ่งจะเห็น

ไดวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันมีสัดสวนของ NK cells มากกวาการเพ่ิมจํานวนดวยวิธี 



รายงานฉบับสมบูรณ โครงการวิจัย การศึกษาการกระตุนและเพิ่มจํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดลิมฟอยดที่รุกรานเขาไปในกอนมะเร็งดวยวิธี mitogen stimulation 
เพื่อใชในการรักษาดวยการใหเซลลบําบัดในโรคมะเร็งรังไข 
อ.พญ.ดร. รังสิมา เหรียญตระกูล ทุนงบประมารแผนดิน ป 2561                                     Page 22 of 30 
 

mitogenic stimulation ถึ ง  2  เท า  NK cell น้ี เอ งก็ มี ห น าที่ สํ าคั ญ ใน ด าน  MHC-non restricted 

cytotoxicity ตอเซลลมะเร็ง และในสวนของ T cells ที่เพ่ิมขึ้นน้ันในการทดลองน้ีไมไดทําการแยกชนิดของ 

alpha-beta T cells และ gamma-delta T cell ออกจากกันซึ่งเซลล gamma-delta T cell น้ันกอเปนเซลล

ภูมิคุมกันอีกชนิดหน่ึงที่มีบทบาทสําคัญตอ MHC-non restricted cytotoxicity ตอเซลลมะเร็ง มีความ

เปนไปไดวาการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธีมาตรฐานน้ันจะทําใหเซลลในสัดสวนของ NK และ gamma-

delta T cell เพ่ิมขึ้นสวนการกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวยวิธี mitogenic stimulation  น้ันจะทําใหเซลลมี

แนวโนมที่จะเพ่ิมจํานวนในสวนของ alpha-beta T cells เปนหลัก 

 นอกจากน้ีการใชการกระตุนดวย mitogenic stimulation อาจเปนสิ่งกระตุนที่รุนแรงมากเกินไปซึ่ง

อาจมีผลกระทบใหเซลลที่ถูกเพ่ิมจํานวนน้ันเกิดการ exhaustion และมีผลตอ memory phenotype ของ

เซลล TILs ซึ่งอาจสงผลตอการทํางานของเซลล TILs ตอเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาวได การเปรียบเทียบ 

memory phenotype  ของเซลล TILsที่ถูกระตุนและเพ่ิมจํานวนดวย mitogenic stimulation และ วิธี

มาตรฐานอาจชวยอธิบายการทํางานที่ลดลงของเซลล TILs ได  

ขอสรุปและขอเสนอแนะ เก่ียวกับการวิจัยในขัน้ตอไป (Conclusion and Further Directions) 

การกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation มีประสิทธิภาพในการเพ่ิม

ปริมาณเซลล TILs โดยจํานวนเซลลและอัตราการเพ่ิมจํานวนของเซลลที่ไดทดสอบจากการทดลองน้ีชวย

ยืนยันไดวา การกระตุนและเพ่ิมจํานวน TILs ดวยวิธี mitogenic stimulation สามารถนําไปใชกระตุนเซลล 

TILs ใหมีปริมาณเพียงพอกับการใชทางคลินิกได ซึ่งปริมาณที่มากจนเกินพอกัน อาจสามารถทดแทนการ

ทํางานที่ลดลงของ TILs จากการกระตุนวิธีน้ีได ซึ่งยังมีความจําเปนที่ตองทําการศึกษาวิจัยเพ่ิมเติมตอไป 

 

เน่ืองจากเซลล TILs สามารถนําไปใชในทางคลินิคได ทําใหมีความจําเปนในการศึกษาเซลลในระดับ

โมเลกุล ซึ่งการทดลองโดยวิธี TCR sequencing เพ่ือทดสอบ TCR repertoire จากเซลลของ TILs จะทําให

สามารถชวยคาดการณลวงหนาไดวาจะมีการใช TCRs รวมกันระหวางแตละ donors หรือไม   
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