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 ที่มา การติดตามการตอบสนองทางระบบภูมิคุมหลังการปลูกถายไต   มีความสําคัญในการดูแลรักษาผูปวย   การประเมิน

มี 2 ชนิดคือการตอบสนอง humoral และ cellular    การประเมินการตอบสนองชนิด humoral ทําไดโดยการตรวจ donor specific 

HLA antibody  ซ่ึงในปจจุบันเปนที่ยอมรับวาเปนการทดสอบที่สําคัญในการระบุความเสี่ยงตอ humoral rejection ในผูปวยหลังปลูก

ถาย   สวนการตรวจการตอบสนอง  cellular  นั้น  ในอดีตไดมีการศึกษาโดยการใช  [3H]-thymidine MLR ยังไมสามารถสรุปไดแนชัด
ถึงประโยชนการตรวจ [3H]-thymidine MLR  เนื่องจากมีขอจํากัดและความคลาดเคล่ือนจากการตรวจ    การศึกษานี้มีจุดมุงหมายที่

จะนําวิธี MLR-CSFE ซ่ึงถูกนํามาใชทดแทนวิธีเดิม  เพื่อประเมินการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันแบบ cellular 

 

วิธีการศึกษา  ผูปวยพรอมคูผูบริจาคไตที่เขารวมการศึกษา จะไดรับการเจาะเลือดเพื่อนําไปแยกเซลลเม็ดเลือดขาว   

หลังจากนั้นนําเม็ดเลือดขาวจากผูบริจาคไตจะถูกนําไปฉายแสง 3000 rad(เสมือนเปนตัวกระตุน)   สวนเซลลเม็ดเลือดขาวของผูปวย

จะนําไปยอมสี CFSE (InvitrogenTM, UK)  แลวนําเซลลเม็ดเลือดของผูปวยและผูบริจาคมาเพาะเล้ียงรวมกันเปนเวลา 96 ช่ัวโมง  การ

ทดสอบน้ีจะมีตัวกระตุนการแบงตัวของเซลล (Phytohemaglutinin และ pool irradiated donors)   เปนตัวควบคุมและใชเปนการ

ทดสอบเปรียบเทียบ  การศึกษานี้จะตรวจวัดปริมาณความเขมขนของ interleukin (IL)17 ใน supernatant และนําเซลลที่ไดจากการ

เพาะเลี้ยงไปวัดปริมาณการแบงตัวของ T-cell ดวย flow cytometer  จากน้ันทําการวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม FLOWJO®  ซ่ึงจะมี

การรายงานผลเปนคา proliferation index (PI), stimulation index (SI), CD4, CD8 T-cell    การคํานวณการทํางานของไตใชสมการ 

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

 

ผลการศึกษา ผูปวยที่เขารวมการศึกษา  22  ราย  คาเฉล่ียของ HLA mismatch เทากับ 2.32±1.6  โดยมีจํานวนผูปวย  7  

รายที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไตจากการตรวจช้ินเนื้อ (กลุมที่ 1) และมีจํานวน  15 รายที่ไมมีภาวะปฏิเสธไต (กลุมที่ 2)   พบวา

ระยะเวลาหลังการปลูกถายไตกลุมที่1  สั้นกวากลุมที่ 2 อยางมีนัยสําคัญ (4.9±3.9 Vs 8.6±3.2 ป; p=0.03)   คาเฉล่ียการทํางานของ

ไตในผูปวยกลุมที่ 1 นอยกวากลุมที่ 2 อยางมีนัยสําคัญ (41.7±19.2 Vs 80.6±19.0 มล/นาที/1.73 เมตร2; p<0.001  การศึกษาพบวา

คา proliferation index  stimulation index และปริมาณ CD4 ระหวางผูปวยทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางกัน  แตมีแนวโนมวาผูปวย

กลุมที่ 1 จะมีปริมาณ CD8 (30.5±11.0% Vs 20.8±9.8%; p=0.16)  และความเขมขนของ IL17 (54.8±44.6 Vs 8.75±8.05 pg/ml;  

p=0.16) มากวากลุมที่ 2  แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 

 

สรุปผลการศึกษา การศึกษานี้แสดงใหเห็นวาผูปวยหลังปลูกถายไตที่มีประวัติการเกิดภาวะไตปฏิเสธอาจมีปริมาณ CD8 

และปริมาณความเขมขน IL17 มากกวากลุมผูปวยที่ไมมีประวัติการภาวะไตปฏิเสธ   การทดสอบดวยวิธี MLR-CSFE นาจะไดรับ

การศึกษาตอเพื่อพัฒนาเปนการทดสอบติดตามการตอบสนองระบบภูมิคุมกัน cellular หลังปลูกถายไต 

 

ภาควิชา  …..อายุรศาสตร………………………….     ลายมือช่ือนิสิต…………………………………………………………….. 

สาขาวิชา …..อายุรศาสตร………………………… ลายมือช่ือ อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธหลัก…………………………………… 

ปการศึกษา…..2553………………………………. 



จ 

 

# # 5274788730:  MAJOR MEDICINE  

KEYWORDS:  MIXED LYMPHOCYTE REACTION / RENAL TRANSPLANTATION /INTERLEUKIN 17/CFSE 

PANTIPA TONSAWAN: THE STUDY OF POST TRANSPLANT MIXED LYMPHOCYTE REACTION (MLR) IN 

LIVING RELATED KIDNEY TRANSPLNATATION BY CARBOXY-FLUORESCEIN DIACETATE SUCCINIMIDYL 

ESTER (CFSE) ASSAY.  ADVISOR: ASSOC. PROF. KEARKIAT PRADITPORNSILPA, M.D., 110 PP. 

 

 

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 ความสําคัญและที่มาของปญหางานวิจยั (background and rationale) 

ในชวง 10 ปที่ผานมา ผูปวยโรคไตวายเร้ือรังมีจํานวนสูงขึ้น จนเปนปญหาสาธารณสุขระดับโลก จาก

ขอมูล USRDS ป พ.ศ. 2551 พบวามีอัตราความชุกของโรคไตวายเร้ือรัง สูงถึง  1,626 ตอประชากร 1 ลานคน[17] 

ในประเทศไทยป พ.ศ. 2551  มีรายงานอัตราความชุกผูปวยโรคไตระยะสุดทายที่รับการรักษาดวยวิธี renal 

replacement therapy(RRT) ประมาณ 419.95 ตอ 1 ลานประชากร[14, 18]  และมีแนวโนมจะสูงมากขึ้นใน

อนาคต (รูปที่ 1)   ภาวะไตวายถือวาเปนปญหาท่ีสําคัญที่ทําใหเสียชีวิตและถือเปนปจจัยเส่ียงท่ีสําคัญอยางหน่ึง

ตอการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ    การรักษาภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทายประกอบดวย  การฟอกไตทางผนังหนา

ทอง  การฟอกไตดวยเคร่ืองไตเทียม  และการปลูกถายไต    นอกจากอุบัติการณที่สูงแลว  คาใชจายในการรักษา

ผูปวยโรคไตวายโดยเฉพาะวิธี RRT ก็มีมูลคาสูงเชนกัน [18]    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 1  อัตราความชุกผูปวยโรคไตวายเรื้อรังที่ไดรับการรักษาดวย RRT ในประเทศไทย[18] 

ปจจุบันนั้นถือวาการปลูกถายไตเปนการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด    กลาวคือเปนวิธีการรักษาท่ีมี

อัตราการเสียชีวิตของผูปวยนอยที่สุด  และเปนการรักษาท่ีทําใหผูปวยมีคุณภาพชีวิตดีที่สุด  เม่ือเทียบกับอีก 2 วิธี

[19]    การปลูกถายไตทําได  2 วิธี  ไดแก ปลูกถายไตจากผูบริจาคที่เสียชิวิต (cadaveric kidney 

transplantation)  และการปลูกถายไตจากผูบริจาคที่มีชีวิต  (living kidney transplantation) ปญหาการปลูกถาย

ไตแกผูปวย 
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การทํางานของไตภายหลังการปลูกถายจะขึ้นอยูกับหลายปจจัย[1, 20-21] ไดแก ปจจัยของผูบริจาค 

(donor factors)  เชน อายุ โรคประจําตัว คาการทํางานของไต [renal function  creatinine clearance(CCr)] 

ชนิดไตบริจาค (living related donor หรือ cadaveric donor)    ปจจัยของผูรับบริจาคไต  (recipient factors)  

เชน อายุ โรคประจําตัว สาเหตุของโรคไตวายเร้ือรัง   ตลอดจนเทคนิคและระยะเวลาการผาตัด เชน เวลาท่ีไตขาด

เลือด (total ischemic time) การดูแลหลังการผาตัด      นอกจากนี้ยังมีปจจัย  immunologic factor ไดแก  

human leukocyte antigen (HLA) matching และ  serum crossmatch    รวมทั้งการใชยากดภูมิคุมกันชนิด

ตางๆ  

การประเมินความเขากันไดของผูบริจาคไต (Donor) และผูรับไต (Recipient) กอนการปลูกถายไตมีความ 

สําคัญมีประโยชนในการตัดสินใจผาตัดรักษา   การเลือกใชยากดภูมิคุมกันท่ีเหมาะสมและการพยากรณผลการ

ปลูกถายไต    การประเมินดังกลาวนั้นตองดูทั้งในสวน humoral immunity และ cellular immunity   

การประเมิน  humoral immunity ทําไดดังนี้ [22] 
1.การตรวจการเขากันไดของ HLA (HLA matching)       

HLA matching คือการตรวจความแตกตางของ HLA ที่อยูบนโครโมโซมระหวาง donor และ recipient   

การตรวจจะเนนตําแหนงที่สําคัญใน HLA class I และ class II ไดแก HLA-A, HLA-B และ HLA-DR ซึ่งมีการ

รายงานผลทั้งหมด 6 ตําแหนง การตรวจ HLA สามารถตรวจได 2 วธิีคือ microcytoxic assay และ DNA typing  

2.การทดสอบ antibody ของ recipient ตอ HLA   

การตรวจ  HLA antibody ประกอบดวย 3 วิธีไดแกการตรวจ panel reactive antibody (PRA) การตรวจ 

serum crossmatch และการตรวจ single donor HLA antibody  

การตรวจ PRA คือการประเมินโอกาสของ recipient จะที่มี antibody ตอ donor ทําโดยการตรวจดู

ปฎิกิริยาระหวาง serum ของ recipient และเซลลชนิดตางๆ ซึ่งเซลลที่ใชทดสอบเปรียบเสมือนตัวแทนประชากร    

การรายงานผลจะบอกเปนคาเปอรเซ็นต ของ PRA     หากคา PRA สูงมากจะทําใหโอกาสที่ recipient ไดไตจากผู

บริจาคทั่วไปจะคอนขางยาก  

การตรวจ serum crossmatch เปนการตรวจความเขากันไดระหวาง current serum ของผูรับบริจาคและ 

lymphocyteของผูบริจาคไต  ปจจุบันทําไดโดย cytotoxicity, anti-human–globulin-enhance cytotoxicity, flow 

cytometry และ solid phase assay  

การตรวจ HLA antibody ตอ donor antigen (DSA) วิธี single bead เปนการตรวจหา antibody ของ

ผูรับบริจาคที่จําเพาะตอ antigen ของผูบริจาคไต  



3 
 

มีขอมูลแสดงใหเห็นวา PRA เปน marker ที่ชวยบอก anti-HLA antibody ทั้งในกอนและหลังการผาตัด

ไต และระดับคา PRA ที่สูงสามารถทํานาย  renal outcome [13, 23-25]    DSA มีผลตอการทํางานของไตที่แย

และการเกิด allgraft rejection [26]      ยังมีขอมูลไมมากท่ีแสดงถึงบทบาทการประเมิน cellular immunity ตอการ

ทํางานของไต  อยางไรก็ตามเชื่อวาการตอบสนอง alloreactive T cell เปนขบวนการท่ีเกิดขึ้นและมีการ

เปล่ียนแปลงตลอดเวลา รวมทั้งปจจุบันมีความรูเร่ือง T-cell mediated rejection และ tolerance มากขึ้น ทําให

ทราบบทบาท T-cell  เปนศูนยกลาง (central mediator) ของการเกิด rejection ทั้ง direct effect  ที่ T-cell มีผล

กอความเสียหายตอไตโดยตรง และ indirect effect ที่มีสวนชวย B-cell ในการสราง immune response ตอ 

donor antigen[27]  

ดังนั้นการประเมิน T-cell immunity นาจะมีประโยชนในการตัดสินใจ ในการรักษาท้ังในแงการเลือกยา

กดภูมิคุมกันและดูแลรักษาผูปวยที่ไดรับการปลูกถายไต   ในปจจุบันการศึกษาตางๆ จึงมุงประเด็นในการทดสอบ 

cellular immune response เพ่ือประเมิน immunologic (tolerance) ในผูปวยท่ีทําการปลูกถายไตและอวัยะอื่น 

การประเมิน cellular immunity แบงการทดสอบ  2 สวน ไดแก [28-30]  

1. Enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assay เปนการวิธีการตรวจวัดการตอบสนองของ T-cell 

(activated T-cell และ memory T-cell) ตอ antigen   โดยวัดไซโตไคนที่เซลลสรางขึ้นมา หลังจากท่ีไดรับการ

กระตุนจาก mitogen หรือแอนติเจน โดยใชการตรวจ specific monoclonal antibodies และนับจุดที่เกิดปฏิกิริยา

ซึ่งเปนตัวบงชี้เซลลที่สรางไซโตไคน 

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

ทั้ง 2 วิธี ถือเปนวิธีการที่ใชกันในการศึกษา T-cell mediated immunity โดย MLR เปนการทดสอบ T lymphocyte 

ในการตอบสนองตอ histocompatibility antigen หรือโมเลกุลของ MHC ที่ตางจากตัวมัน  การประเมินการ

ตอบสนองเปน T cell ซึ่งสวนใหญเปน CD4+ T cell  proliferation โดยเปนการตรวจดูวา  lymphocyte ของผูให

สามารถกระตุน lymphocyte ของผูรับ    ใหมีการตอบสนองมากนอยเพียงใด    ถา lymphocyte ของผูใหและผูรับ

มีความเหมือนกันก็จะมีปฏิกิริยาตอบสนองนอย    แตถามีความตางกันมาก ปฏิกิริยาก็จะย่ิงมาก    สวน CTL 

assay เปนการทดสอบประเมินดูความสามารถของ CD8+ cytotoxic T-cell ในการทําลายเซลลเปาหมาย ซึ่งทั้ง 2 

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

นอกจากนี้ปจจุบัน Interleukin 17 (IL17) เปน proinflammary cytokine ที่สรางมาจาก Th-cell ที่ ซึ่ง

เปนที่ใหความสนใจและศึกษาใน organ transplantation วามีบทบาทสําคัญตอการเกิด acute rejection ในหลาย

อวัยวะเชน ปอด หัวใจ ตับ และไขกระดูก [32-34]    ซึ่งในการปลูกถายไตยังไมมีขอมูลการศึกษาเก่ียวกับความ

เขมขนของ IL17 ใน supernatant MLR   
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งานวิจัยนี้มีจุดมุงหมายเพื่อศึกษาความสัมพันธระหวาง post transplant MLR-CFSE และ supernatant 

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

ผลตรวจ MLR และ ปริมาณความเขมขนของ IL17 ใน supernatant MLR-CFSE ไปใชในการดูแลรักษาผูปวยหลัง

การปลูกถายไต  เชน ชวยวินิฉัยภาวะ rejection ต้ังแตระยะแรก   ใชเปนแนวทางในการปรับยากดภูมิคุมกันให

เหมาะสมในผูปวยแตละคน (immunologic monitoring) และเปนตัวช้ีวัด (predictive biological maker) เพื่อ

ทํานายผลการปลูกถายไต (outcome) ของผูปวย 

1.2 คําถามของการวิจัย (Research Questions) 

คําถามหลัก (primary research Question) 

Post–transplantation MLR-CFSE มีความสัมพันธกับ renal allograft function หรือไม 

คําถามรอง (secondary research Question) 

2. Post–transplantation MLR-CFSE มีความสัมพันธกับ renal allograft rejection หรือไม 

1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย (objectives) 
วัตถุประสงคหลัก (Primary objective) 

1.เพ่ือศึกษาดูความสัมพันธ Post –transplantation mixed lymphocyte reaction-CFSE ซึ่งรายงานเปน 

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

วัตถุประสงครอง (Secondary objectives) 

1. เพ่ือศึกษาดูความสัมพันธระหวาง 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. เพ่ือศึกษาดูความสัมพันธระหวางความเขมขนของ interleukin -17 ใน supernatant MLR-CFSE กับ 

renal allograft outcomes (renal allograft function และ rejection) 

1.4 สมมุติฐานของการวิจัย (Hypothesis) 
 Post –transplantation mixed lymphocyte reaction มีความสัมพันธกับ renal allograft renal allograft 

function และ renal allograft ejection  

1.5 ขอตกลงเบ้ืองตน (basic assumptions) 

 ผลของการทํางานของไตในผูปวยหลังการปลูกถายน้ันมีปจจัยที่เก่ียวของหลายประการ  อยางไรก็ตาม

การศึกษาน้ีจะเนนศึกษาปจจัยที่เก่ียวของกับทาง Immune เปนหลัก   ดังนั้นผูวิจัยจึงพยายามตัดปจจัยอื่นดาน 

non immune ที่อาจมีผลรบกวนการตรวจออกไป   
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย (Conceptual framework)  1.6 

ปจจัยที่มีผลตอ 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 วิธีดําเนินการวิจัยโดยยอ 

รูปแบบการวิจัย: การวิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive, restrospective study) 

ประชากร (population) คือผูปวยไทยอายุมากกวา 18 ปที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิต  

ประชากรตัวอยาง (Sample population) คือผูปวยไทยที่อายุมากกวา 18 ปไดรับการผาตัดปลูกถายไต

จากผูบริจาคมีชีวิต (living kidney transplantation) และตรวจติดตามการรักษา ที่แผนกโรคไต โรงพยาบาล

จุฬาลงกรณ 

ขนาดประชากรตัวอยาง  20 ราย (แสดงรายละเอียดบทท่ี 3) 

เกณฑการคัดเลือกเขารวมงานวิจัย (Inclusion criteria) 

1.ผูปวยไตวายเร้ือรังที่มีอายุมากกวา 18 ป  

2.เปนผูปวยท่ีไดรับการผาตัดปลูกถายไตชนิด living kidney transplantation ที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

3.ตรวจติดตามการรักษาในแผนกโรคไต โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

มีแฟมประวัติการผาตัดและขอมูลการตรวจรักษาท่ีสามารถคนได  4.

5.สามารถติดตอใหผูบริจาคไตมาเจาะเลือดได 
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เกณฑการคัดออกจากงานวิจยั(Exclusion criteria) 

1.มีประวัติการติดเช้ือที่เปนสาเหตุการลดลงของการทํางานของไต เชน CMV infection, recurrent UTI 

2.มีความผิดปกติของ anatomical ที่เปนสาเหตุการลดลงของการทํางานของไต (renal function) เชน renal 

artery stenosis,   renal vein thrombosis, obstructive uropathy 

3.เกิด recurrent หรือ De-novo glomerular disease   ที่เปนสาเหตุทําใหมีการลดลงของการทํางานของไต  

1.8 การใหคํานยิามเชิงปฏิบัติที่ใชในการวิจยั (Operative definition) 

ปฏิกิริยาลิมโฟไซต (Mixed lymphocyte reaction) คือการประเมิน cellular immune response ที่ไดจากการ

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

cytometry assay ซึ่งเปนการวิเคราะหเปอรเซ็นตการแบงตัวของT-cell (T-cell proliferation) 

ผลลัพธการปลูกถายไต (renal allograft outcome) 

Renal allograft function: glomerular filtration rate (GFR) จากการคํานวณดวยวิธี 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:  ผูปวยท่ีมีคา estimated glomerular filtration rate (eGFR) ไดจากการ

คํานวณดวยวิธี MDRD equation > 60 ml/1.73m2 หลังการปลูกถายไตเปนเวลาอยางนอย 5 ป และไมเคยมี

ประวัติ renal allograft rejection 

Acute Allograft rejection: การลดลงของ renal allograft function อยางเฉียบพลัน และมีผลตรวจชิ้น

เน้ือตรวจยืนยัน 

Chronic allograft rejection: การลดลงของ renal allograft function แบบเร้ือรัง และมีผลตรวจชิ้นเนื้อ

ตรวจยืนยัน 

Recurrent glomerular disease: การเกิดโรค glomerular disease หลังการปลูกถายไตซํ้าโรคเดิมผูปวย 

และมีผลตรวจชิ้นเนื้อยืนยัน 

De-novo glomerular disease: การเกิดโรค glomerular disease หลังการปลูกถายไตโดยที่ผูปวยไมเคย

เปนมากอน หรือเกิด glomerular disease ชนิดอื่นๆ และมีผลตรวจชิ้นเนื้อยืนยัน 

1.9 คําสําคัญ (Key words) 

 Mixed lymphocyte reaction 

 Renal transplantation 

 Interleukin 17 

 CFSE 
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1.10 ผลหรือประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย (Expected benefit and application) 

หากการศึกษาพบความสัมพันธ Post –transplantation mixed lymphocyte reaction กับ renal 

allograft outcome (renal allograft function) อาจสามารถนําขอมูลที่ไดจาก มาเพื่อ 

1.เปนตัวชี้วัด (biological marker) บอกพยากรณโรค (prognosis) ตอผลการปลูกถายไตในอนาคต 

2.ใชเปนตัวชวยในการตัดสินใจปรับเพิ่มหรือลดยา (immunologic monitoring) และเลือกสูตรยากด

ภูมิคุมกัน (immunosuppressive drug) ใหเหมาะสมกับผูปวยแตละราย 

1.11 ปญหาทางจริยธรรม (Ethical considerations) 
 1.ผูปวยและผูบริจาคไตจะไดรับการอธิบายผลดีและผลเสียของการเขารวมโครงการ โดยลงช่ือยินยอม 

เปนลายลักษณอักษร (Inform consent) 

 2.การศึกษาน้ีเปนการศึกษาท่ีมีความจําเปนตองตรวจเลือดผูปวยและผูบริจาคไตประมาณ 40 ซีซี ซึ่ง

ปริมาณเลือดดังกลาว   ไมนาจะมีผลขางเคียงในการเจาะเลือดคร้ังนี้ (กรณีเกิดปญหารายละเอียดในภาคผนวก ก) 

 3.ขอมูลท่ีไดจากการศึกษาจะถูกเก็บเปนความลับ มีเพียงผูวิจัยและอาจารยที่ปรึกษาเทาน้ันที่ทราบ

ขอมูล 

4.การนําเสนอผลการวิจัยจะเปนภาพรวมของการศึกษาทั้งหมด ไมไดระบุรายบุคคล 

1.12 อุปสรรคที่อาจเกิดขึ้นระหวางการวิจัยและมาตรการในการแกไข (Obstacle) 
 1.การศึกษาจะตรวจเลือด ทั้งในผูบริจาคไตและผูรับไตพรอมกัน   ดังนั้นตองมีการโทรนัดหมายวันและ

เวลา   ที่ผูบริจาคไตและผูรับไตสะดวกการเดินทาง โดยผูวิจัยจะพยายามโทรนัดหมายการเจาะเลือดในวันที่ผูรับไต

ตองมาตรวจติดตามการรักษา ที่แผนกโรคไต โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

 2.วิธีการตรวจทางหองปฎิบัติการมีหลายขั้นตอนที่อาจมีผลเกิดความคลาดเคล่ือนในแตละบุคคล ดังนั้น

จึงมีการกําหนดจํานวนเจาหนาที่เทคนิคผูปฎิบัติการ 

3.หากเกิดความผิดพลาดที่มีผิดตอการตรวจวิเคราะหอาจตองติดตอผูบริจาคไตและผูรับไตมาเพื่อเจาะ

เลือดอีกคร้ัง 

1.13 ขอจํากัดในการวิจัย (limitation) 
  1.ผล renal allograft outcome (rejection และ allograft function) มีผลจากปจจัยหลายอยางคือ 

ปจจัยดาน immune และ non-immune แตการศึกษาน้ีมีการกําหนด exclusion ผูปวยเพื่อลดขอจํากัดดังที่กลาว

มา 

 2.การเก็บขอมูลผูปวยบางสวนในงานวิจัยน้ีเปนการเก็บยอนหลัง ซึ่งผูปวยบางรายอาจมีขอมูลบางสวน

ขาดหายไปได 
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกีย่วของ 

การดูแลผูปวยปลูกถายไตมีความจําเปนที่จะตองเขาใจความรูเก่ียวกับระบบภูมิคุมกันพื้นฐาน เพื่อที่จะ

ไดเขาใจถึงหลักการและเหตุผลในการตรวจทางหองปฏิบัติการกอนปลูกถายไต   การเตรียมผูปวยกอนผาตัด    

การเลือกใชยากดภูมิคุมกัน   รวมถึงการเฝาติดตามผลแทรกซอนที่อาจจะเกิดขึ้นกับผูปวย เนื่องจากการศึกษานี้

ตองการศึกษา  mixed lymphocyte reaction (MLR) หลังการปลูกถายไตวามีความสัมพันธกับ renal allograft 

outcomes หรือไม   ซึ่ง MLR ถือวาเปนการตรวจประเมินดาน cellular immunity   จึงรวบรวมความรูพื้นฐาน

เก่ียวกับระบบภูมิคุมกันและการตรวจทางหองปฏิบัติการที่เกียวกับการปลูกถายไตไวดังนี้ 

2.1 ระบบภูมิคุมกัน (immune system) [35-37]  

ระบบภูมิคุมกันจะมีหนาที่ตอตานส่ิงแปลกปลอมท่ีเขาสูรางกาย   บทบาทสําคัญของระบบนี้คือการทํางาน

ของเซลลชนิดตางๆ ที่ไหลวนอยูในกระแสเลือด   ผานอวัยวะหรือเนื้อเย่ือ  แบงระบบภูมิคุมกันเปน 2 สวน  

(ตารางที่ 1) ไดแก 

2.1.1 Innate immunity    คือภูมิคุมกันโดยกําเนิด หรือ ระบบภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (non specific) 

ทําหนาที่เปนดานแรกนการตอสูและปองกันเชื้อโรคที่เขามาในรางกาย    สามารถตอสูและกําจัดเช้ือโรคไดทันทีโดย

ใชเวลาเปนนาทีหรือช่ัวโมง     ภูมิคุมกันชนิดน้ีมีลักษณะพิเศษคือตอบสนองเฉพาะกับเช้ือโรคเทาน้ัน    จะไม

ตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมที่ไมใชเช้ือโรค    ทําใหไมตอบสนองตอเน้ือเย่ือตนเอง ดังน้ันจึงไมทําใหเกิดโรค   

ประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ 

2.1.1 ดาน (barrier) ทําหนาที่ปองกันเชื้อโรคเขาสูรางกาย ไดแก ผิวหนัง, ทางเดินอาหาร และทางเดิน

หายใจ 

2.1.2 เซลลที่ทําหนาท่ีจับกินและยอยทําลาย    พรอมกับการกระตุนระบบภูมิคุมกันแบบจําเพาะเซลล

เหลานี้ ไดแก macrophage,   neutrophils และ natural killer cells 

2.1.3 โปรตีนตางๆ ที่ออกฤทธิ์เพ่ือชวยและทําลายเชื้อโรค เชน ไซโตไคน คอมพลีเมนท 

  2.1.4 การอักเสบ (inflammation) 

2.2  Adaptive immunity  เปนระบบภูมิคุมกันแบบเจาะจง (specific)  ภูมิคุมกันชนิดนี้เกิดขึ้น  หลังจาก

รางกายไดรับการกระตุนดวยส่ิงแปลกปลอม (antigen)     เซลลที่ทําหนาที่ในระบบนี้ ไดแก       ลิมโฟไซด ทั้งชนิด  

B-cell และ T-cell       Adaptive immunity  ประกอบดวย  2 สวน  ไดแก  cellular immunity  และ humoral  

immunity (รูปที่ 2) 
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2.2.1 Cellular immunity เปนระบบภูมิคุมกันผานเซลล โดยหากมีแอนติเจนจะเขามากระตุน T 

lymphocyte ดวยการนําเสนอของantigen presenting cell (APC) ใหกลายเปน activated T lymphocyte   ซึ่ง

แอนติเจนจะกระตุนทั้ง CD8 (Tc) และ CD4 lymphocyte (Th) แลวแตวาจะนําเสนอโดย โมเลกุลของ MHC class 

I หรือ class II   หลังจากนั้น activated Th lymphocyte  จะทําหนาที่หล่ังไซโตไคนตางๆ  ไปกระตุน macrophage 

ใหจับกินเชื้อโรค และ ไซโตไคนบางตัว ก็ไปกระตุน B lymphocyteที่รับรูแอนติเจนเดียวกันใหมีการแบงตัวและ

เปล่ียนเปน plasma cell  สวน activated Tc lymphocyte จะกลายเปน cytotoxic T lymphocyte ทําหนาที่สําคัญ

ใน CMIR  

2.2.2  Humoral immunity เปนระบบภูมิคุมกันที่ มีการสราง antibody โดยแอนติเจนจะจับกับ B 

lymphocyte ที่มี receptor จําเพาะเจาะจงกับมัน (clonal selection) ทําใหเกิดสัญญาณกระตุนให B 

lymphocyte แบงตัวเพิ่มจํานวนมากขึ้น  โดยที่ทุกตัวจะมีความจําเพาะกับแอนติเจนตัวเดียวกัน  และตอมาเกิด

การเปล่ียนแปลงไปเปน plasma cell ซึ่งสรางและหล่ังแอนติบอดีออกมาในเลือดรวมทั้งสารคัดหล่ังตางๆ   แลวไป

มีผลทําลาย target cell โดยขบวนการ phagocytosis ซึ่งอาศัย complement (opzonization) หรือผานขบวนการ 

antibody-dependent cellular  cytotoxicity (ADCC) สงผลใหเกิด lymphocytosis   การตอบสนองทางภูมิคุมกัน

ตองอาศัยการทํางานของ CMIR และ HIR รวมกัน  

ตารางที่ 1 แสดงความแตกตางของ Innate Immunity และ Adaptive Immunity 

คุณลักษณะ Innate immunity Adaptive immunity 

เวลาในการตอบสนอง นาทีหรือช่ัวโมง 4-7 วันในตอบสนองครั้งแรกที่พบแอนติเจน 

ความจําเพาะ 
(specificity) 

จําเพาะกับ pathogen 

associated molecular patern 

(PAMPs) 

มีความจําเพาะสูงมากตอ epitope ของ 

antigen 

ความจํา (memory) ไมมี มีความจําและตอบสนองไดรุนแรงและรวดเร็ว 

ความหลากหลาย 
(diversity) 

มีจํากัดเพราะมี receptor ไมมาก มีความหลากหลายมาก 

Self/non-self 
discrimination 

แยกไดเน่ืองจากจําเพาะกับเชื้อ

โรคเทาน้ัน 

เน่ืองจาก receptor สรางมาแบบ random 

บางคร้ังทําใหมี autoimmunity ได 

ชนิดของเซลล Macrophage, monocyte, 

neutrophil, NK, dendritic cell 

T cells และ B cells 
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รูปที่ 2 แสดงการตอบสนองตอแอนติเจนของ humoral immunity และ cellular immunity (ดัดแปลงจาก[37]) 

2.3 ขั้นตอนในการตอบสนองทางภูมิคุมกัน (Phase of immune response)[35, 38] 

การตอบสนองทางภูมิคุมกันเร่ิมตนจากส่ิงแปลกปลอม (foreign antigen) เขามาในรางกาย รางกายเกิด

การรับรูและตอบสนองตอส่ิงแปลกปลอมนั้น ขบวนการเหลานี้แบงไดเปน 3 ขั้นตอน คือ  recognition, activation  

และ effector phase 

2.3.1 Recognition phaseเปนขั้นตอนการรับรูแอนติเจน ประกอบดวยการจับกันระหวางแอนติเจนและ 

receptor ที่อยูบนผิว lymphocyte   โดยการนําเสนอ antigen presenting cell (APC)    T cells จะใช T cell 

receptor (TCR) ในการ recognize antigen ที่อยูภายใน antigen binding groove ของ major 

histocompatibility (MHC) molecules   ซึ่งอยูบนผิวเม็ดเลือดขาวและ  professional antigen presenting cell 

(APC)     ในมนุษยมี  MHC molecules 2 ชนิด คือ MHC class I และ MHC class II  โดยการทํางานจะขึ้นอยูกับ

ความแตกตางของรูปรางและหนาที่ (รูปที่ 4 ) 

MHC class I จะทําหนาที่เสนอแอนติเจนจากภายใน (endogenous antigen) ซึ่งไดแก HLA-A, HLA-B, 

HLA-C ซึ่งอยูบนผิวเซลลทั่วไป 
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MHC class II จะทําหนาที่เสนอแอนติเจนจากภายนอก (exogenous antigen) ซึ่งไดแก HLA-DR,  

HLA –DP และ HLA- DQ  

2.3.2   Activation phase เปนระยะท่ีมีขบวนการตางๆเกิดขึ้นภายในเซลลลิมโฟไซตหลังจากการรับรู

แอนติเจน ขบวนการเหลานี้ ไดแก 

 2.2.1 Proliferation (การเพ่ิมจํานวน) ลิมโฟไซตที่รับรูแอนติเจนจะแบงตัวเพ่ิมจํานวนจาก clone ที่

จําเพาะกับแอนติเจนนั้น 

 2.2.2 Differentiation หลังจากที่ APC ไดเสนอแอนติเจนใหกับ naïve T-lymphocyte    

 จะทําใหมีการเปล่ียนแปลงเปน activated lymphocyte เพ่ิมจํานวนมากขึ้น และจะเปล่ียนแปลงไปเปน effector 

T-cell ชนิดตาง และมีหนาท่ีแตกตางกันดังนี้ ( ที่ 3) รูป

Type 1 helper (Th1) จะสราง IFN- , IL 2 ซึ่งมีผลทําใหเกิดการตอบสนอง cellular immune     

Type 2 helper (Th2) จะสราง IL4, 5 และ 13 กระตุนใหเกิดการตอบสนอง humural immune     

Regulatory T-cell จะสราง IL10 และ TGF-β เปนตัวที่บทบาทสําคัญในการจํากัดการตอบสนองทาง 

immune ที่มากเกินไปทําใหเกิดภาวะไตปฏิเสธ 

Type 17 helper (Th17) จะสราง IL 17, 21 และ 22 เปนตัวที่มีบทบาททําใหเกิด glucocorticoid-

resistant rejection 

2.3.4   Effector phase เปนระยะท่ีลิมโฟไซตที่ ถูกกระตุนออกฤทธิ์กําจัดแอนติเจนโดยทําลายเซลล   

 

 
 

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 แสดงการนําเสนอแอนติเจนผาน MHC class I และ II 

 
การตอบสนองของระบบภูมิคุมกันตอการปลูกถายไต [1, 39] 2.4 

 เม่ือมีการปลูกถายอวัยวะจากบุคคลหนึ่งไปยังอีกบุคคลหนึ่งที่ไมใชคูแฝด (identical twin) จะ

เกิดปฏิกิริยาการปฏิเสธ (rejection)  เกิดขึ้นซึ่งเกิดจากการที่มีปฏิกิริยากับแอนติเจนที่ไมใชของตนเอง       ( non 

self antigen)  จาก allograft  เน่ืองจากระบบภูมิคุมกันของรางกายมีการแยก self และ non self antigen  อยาง

ชัดเจน    โดยส่ิงแปลกปลอม (foreign antigen or non self antigen)ที่สําคัญที่สุดของการปลูกถายอวัยวะ คือ 

human leukocyte antigens (HLA) ที่อยูบนโครโมโซมคูที่ 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  โดยไมมีการผาน  recipient antigen presenting cell (APC) โดย direct allorecognition  มี

ความสัมพันธอยางย่ิงกับการเกิด mixed lymphocyte reaction (MLR) และกอใหเกิด early acute transplant 

rejection 
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2.4.2 Indirect allorecognition เกิดจาก foreign HLA molecules ถูก recognize และนําเสนอโดย 

recipient antigen presenting cell โดยพบวา indirect allorecognition มีความสัมพันธกับการเกิด late rejection  

และ การ induce ใหเกิด tolerance  ผาน indirect allorecognition   ซึ่งมีผลตอ long term graft survival 

 
 

รูปที่ 5  แสดงการนําเสนอแอนติเจนดวยวิธี direct และ indirect pathway(ดัดแปลงจาก[39])            

 

พบวา donor APC เสนอแอนติเจนใหกับ T-cell ไดโดยตรง (direct pathway) จะมีผลทําใหเกิด 

inflammation เกิดขึ้นไดทั้นทีและสงผลทําหเกิด acute rejection    ถาเปน host  APC จะกลับเขาสูอวัยวะท่ีเปน 

secondary lymphoid เพ่ือเสนอแอนติเจนใหกับ  naïve และ memory T-cell   จากนั้นก็จะมี clonal proliferation  

และ differentiation  แลวเดินทางกลับไปที่ graft (homing)  ซึ่งการเดินทางกลับจะถูกควบคุม sphingosine-1-

phosphate (S-1-P) และ chemokine  receptor  ไดแก CXCR3 และ CCR5 หลังจากนั้น cytotoxic T-cell 

(effector)  ก็จะทําหนาที่ทําลาย target cell โดยการกระตุนผาน  FAS-L ซึ่งมีผลตอ caspase cascade  เกิดเซลล 

apoptosis    ทําใหมีการอักเสบเกิดขึ้นที่  graft และ หลอดเลือด (รูปที่ 6 )    
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รูปที่ 6 กลไกการตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันตอการปลูกถายไต[1] 

การดําเนินโรคหลังการปลูกถายไต 2.5 

หลักการที่สําคัญในการปลูกถายไตคือการใหยากดภูมิคุมกันเพื่อลดการเกิดภาวะไตปฏิเสธ  โดยยาที่ใช

ตัวหลักคือยาในกลุม calcineurin inhibitor (CNI) ไดแก cyclosporine (CSA) และ tacrolimus (Tac)  อยางไรก็

ตามพบวายากลุมน้ีในระยะยาวจะมีผลทําใหไตทํางานลดลง   มีผลการเปล่ียนแปลงทางพยาธิของไตเปนสาเหตุ

ทําใหเกิด graft loss ได       Nankivell[40] ศึกษาติดตามผลพยาธิวิทยาในผูปวยหลังปลูกไตจํานวน  119  ราย 

โดยการทําเจาะตรวจช้ินเนื้อแบบ sequential  เปนเวลา 10 ป  พบวาอัตราการเกิดไตปฏิเสธจะเกิดในชวง 3 เดือน

แรก    แตหลังจากน้ันจะมีปญหาภาวะ  subclinical rejection  (รูปที่ 7 A)    ในขณะเดียวกันก็พบวาปญหาเร่ือง 

CNI toxicity  มีมากขึ้นตามลําดับ (รูปที่ 7B)      นอกจากนี้ผลพยาธิวิทยาพบวามีการเกิด  interstitial fibrosis 

และ tubular atrophy  (รูปที่ 8)    สุดทายมีผลทําใหเกิด chronic allograft dysfunction (เดิมเรียกวา chronic 

allograft nephropathy)    และทําใหเกิด graft loss ตามมาได 
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รูปที่ 7 อัตราการเกิด rejection (A) และ อัตราการเกิด calcineurin nephrotoxicity (B) ในผูปวยหลัง

ปลูกถายไตจากการติดตาม 10 ป [40] 

 

 

 

 

 

  

รูปที่ 8 ผลทางพยาธิวิทยาในผูปวยหลังปลูกถายไตจากการติดตาม 10 ป [40] 
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 กลไกการเกิด allograft dysfunction มีปจจัยหลัก ๆ 2 กลุมคือ immunologic และ non-immunologic  

พบวาปจจัยสําคัญอยางหน่ึงทาง immunologic  คือการเกิดภาวะ rejection ซึ่งอาจเกิดจากการใหยากดภูมิคุมกัน

ที่ตํ่าไป    สวนปจจัยทาง non-immunologic คือ ผลขางเคียงจากการใชยากดภูมิคุมกันที่มากไป  โดยเฉพาะยาใน

กลุม  CNI  (รูปที่ 9)   ดังนั้นหากมีการปรับปจจัยทั้ง  2 ดานใหเหมาะสมก็อาจจะลดการเกิด allograft dysfunction 

ได 

 

รูปที่ 9  ปจจัยที่มีผลตอการเกิด chronic allograft nephropathy [1] 

2.6 หลักการของการติดตามระบบภูมิคุมกันหลังการปลูกถายไต (immunologic monitoring)  

 ในชวง 10 ปที่ผานมาปญหาเรื่อง rejection มีปริมาณลดลง เน่ืองจากมีการพัฒนายากดภูมิคุมกันตัวใหม

และมีประสิทธิภาพมากขึ้น     แตในระยะยาวกลับพบวา renal allograft outcome  ไมไดแตกตางจากที่ผานมา   

เพราะยากดภูมิคุมกันที่ใชมีผลตอการทํางานตอไต     ปจจุบันจึงมีแนวความคิดใหมในการดูแลผูปวยปลูกถายไต    

โดยการลดการใหยากดภูมิคุมกันในรายที่เหมาะสมเพ่ือลดผลขางเคียงจากยาดังกลาว  อยางไรก็ตามการลดยากด

ภูมิคุมกันในรายที่ไมเหมาะสมก็อาจทําใหเกิดภาวะไตปฏิเสธเกิดขึ้น   ดังนั้นเชื่อวาผูปวยท่ีมี high  alloimmunity  

ควรไดรับยากดภูมิที่มีประสิทธิภาพสูงเพื่อปองกันการเกิดภาวะไตปฏิเสธ    ในทางตรงกันขามหากผูปวยมี  low   

alloimmunity ก็ควรลดปริมาณยาลงเพ่ือลดการผลขางเคียง เชน  การติดเช้ือ  การเกิดโรคมะเร็ง ความดันโลหิตสูง   

เบาหวาน  รวมทั้งผลตอไตโดยเฉพาะยาในกลุม CNI      
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 จากที่กลาวมาขางตน  T-cell   ถือวามีบทบาทสําคัญ (central role) ของระบบภูมิคุมกันในการเกิดภาวะ 

rejection นอกจากนี้การทํางาน T-cell จะมีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา (dynamic) ดังนั้นหากสามารถหาวิธี

ประเมิน T-cell reactivity (alloimmunity หรือ allresonse) ในผูปวยหลังการปลูกถายไตได   เพื่อใหทราบ immune 

status   ก็นาจะมีประโยชนอันนําไปสูการวางแผนการรักษาท่ีเหมาะสมได ซึ่งจะกลาวในรายละเอียดของการ

ประเมินตอไป 

2.7 การประเมิน immunologic risk assessment [22]   

แบงเปน 2 กลุมใหญๆ ไดแก humoral และ cellular immunologic risk assessment (ในที่นี้จะกลาว

รายละเอียดในภาพรวมทั้งกอนและหลังการปลูกถายไต) 

2.7.1 การประเมิน humoral immunity 

กอนการปลูกถายไตเปนการประเมินที่ทําเปนประจําและถือเปนการประเมินขั้นพื้นฐานท่ีตองทํา ไดแก 

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

specific anti-HLA antibody (DSA) ซึ่งเปนการตรวจหา anti-HLA antibody ทั้งที่จําเพาะตอ donor HLA 

antigen (crossmatch และ DSA) และตอ HLA antigen ของประชากรทั่วไป (PRA) โดยมีการศึกษามากมายที่

พบวาการตรวจพบ humoral risk กอนการปลูกถายไตมีผลตอ renal allograft outcomes  

 สวนการประเมินหลังปลูกถายไตสวนใหญยังไมใชการตรวจท่ีทําเปนประจําทุกราย  แตปจจุบันมีขอมูล

เก่ียวกับการตรวจ HLA antibody มากขึ้น  และพบวาสามารถใชเปนตัวทํานาย (predictor) ตอ graft outcome 

ทั้งการเกิด graft rejection  และ graft survival  ซึ่งจะกลาวในรายละเอียดตอไป 

1). การตรวจการเขากันไดของ HLA (HLA typing)  
HLA typing คือการตรวจดูความแตกตางของ HLA ที่อยูบนโครโมโซมระหวางผูบริจาคไต  (donor)และ

ผูรับ (recipient)  การตรวจจะเนนตําแหนงที่สําคัญใน HLA class I และ class II ไดแก HLA-A ,HLA-B และ 

HLA-DR  ซึ่งมีการรายงานผลทั้งหมด 6 ตําแหนง      การตรวจ HLA สามารถตรวจได 2 วิธีคือ     microcytoxic 

assay และ DNA typing   ถือเปน pre-transplant test ที่สําคัญ      มีรายงานจากขอมูล UNOS  รวมรวมผูปวย

ทั้งหมด 31,291 ราย   และขอมูล  Pittsburgh   รวมรวมผูปวย 1,780 ราย [6] แสดงใหเห็นวา graft survival จะมี

ความสัมพันธแบบผกผัน  (inverse correlation) กับจํานวน HLA mismatch  (MM)  โดยจํานวน MM ที่มากจะมี 

hazard ratio (HR) ตอ graft loss มากขึ้นตามลําดับ (รูปที่ 10) 
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รูปที่  10 แสดงความสัมพันธของ HLA mismatch ตอ graft survival [6] 

2). การทดสอบ antibody ของ recipient ตอ HLA donor 
การตรวจ  HLA antibody ประกอบดวย 3 วิธีไดแก การตรวจ   serum crossmatch, การตรวจ panel 

reactive antibody (PRA)   และการตรวจ single donor HLA antibody  

- Serum crossmatch เปนการตรวจความเขากันไดระหวาง current serum ผูรับบริจาคและ 

lymphocyte ของผูบริจาคไต ปจจุบันทําไดโดย 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]  ไดศึกษาในผูปวย

ปลูกถายไตท้ังหมด  225 ราย  และตรวจวิธี complement dependent cytotoxicity assay (CDC)   พบวาหาก

ปลูกถายไตในกลุม  crossmatch negative   มีผูปวยจํานวน 8 ใน 195 ราย (รอยละ 4)  และ ในกลุมcrossmatch  

positive มีผูปวยจํานวน  24 ใน 30 ราย(รอยละ 80)   เกิดการปฏิเสธไตภายใน 48 ชั่วโมงขึ้น  (P<0.01)  ซึ่งผล 

crossmatch เปนบวกหมายถึงผูปวยมี  preformed  DSA   จะพบมากหากเปนผูปวยที่เคยต้ังครรภมากอน     

ไดรับเลือด   และผูปวยที่ปลูกถายไตครั้งที่  2    ปจจุบันจึงถือเปนที่ปฏิบัติวาหากผล  crossmatch  ดวยวิธี CDC 

เปนบวกถือเปนขอหามของการปลูกถายไต 

เนื่องจากการตรวจดวยวิธี CDC มีขอจํากัดเร่ืองความไวในการวินิจฉัย เทคนิคการตรวจท่ีตองอาศัย 

complement   จึงมีการตรวจดวยวิธีอื่นเพิ่มเติมคือ AHG-CDC, flow cytometry และ solid phase ซึ่งแตละวิธีก็มี

ความไวและความจําเพาะท่ีแตกตางกัน   ทําใหตองระวังการแปลผลตรวจ (ตารางที่ 2)   

Terasaki[41]  ไดศึกษาติดตาม  HLA antibody   ในผูปวยหลังปลูกถายไต  2,231  ราย พบวาผูปวยที่มี 

HLA antibody positive จะมี failed graft ที่ 1 และ 2  ปสูงกวา ผูปวย HLA antibody negative (6.6% Vs  3.3% 

; p<0.0007, 15.1 % Vs 6.8 ; P<0.00000002) ตามลําดับ    สรุปวา post transplant HLA antibody สามารถใช

เปนตัวทํานาย (predictor)  graft survival ได     

นอกจากนี้ Lee PC และคณะ [42] ไดแสดงใหเห็นวาระยะเวลาท่ีเร่ิมพบ HLA antibody ก็มีความสําคัญ

ตอ graft loss  พบวาในกลุมที่ HLA antibody (+) ภายใน 1 ปหลังปลูกถายไตจะมี graft  failure ถึงรอยละ  60  

เม่ือเทียบกับกลุม control   และเม่ือวิเคราะห multivariable ปจจัยระยะเวลาท่ีพบ antibodies ใน 1 ป พบวา 

Hazard ratio ที่เกิด graft failure เปน 7.7 เทา  เมื่อติดตามไปท่ี  10 ป    พบวา graft survival  ในกลุม  early 

antibody (+) เทากับรอยละ  27   เทียบกับรอยละ  80 ในกลุม  late antibody (+) รูปที่ 11 
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รูปที่ 11 แสดงความสําคัญของ HLA antibody และระยะเวลาท่ีพบหลังปลูกถายไตภายใน 1 ป และ  

หลัง 1 ป ตอ graft survival[42]  

- Panel reactive activity (PRA) คือการประเมินโอกาสของ recipient จะที่มี antibody ตอ donor ทํา

โดยการตรวจดูปฎิกิริยาระหวาง serum ของ recipient และเซลลชนิดตางๆ ซึ่งเซลลที่ใชทดสอบเปรียบเสมือน

ตัวแทนประชากร (HLA antigen) การรายงานผลจะบอกเปนคาเปอรเซ็นตของ PRA    หากคา PRA สูงมากจะทํา

ใหโอกาสที่ recipient ไดไตจากผูบริจาคทั่วไปจะคอนขางยาก เน่ืองจากสวนใหญเปน broadly reactive 

antibodies ตอ common epitope ของ HLA molecule   

การประเมิน PRA กอนปลูกถายไต [13]  

พบวา PRA ในชวงกอนปลูกถายไตในแตละคนจะมีความแตกตางกัน และขึ้นอยูกับหลายปจจัย 

โดยทั่วไปก็จะตรวจกอนผาตัดไมเกิน   3 เดือน   หากผล PRA ใน serum ระบุวามีความจําเพาะ HLA ของ donor  

ก็อาจจะชวยทํานายผล crossmatch ได   และหากผล HLA  matching ระหวาง donor และ recipient เปน Zero 

mismatch  พบวา antibody ตอ HLA -Cw, DQ และ DP ก็จะมีความตอ graft outcome 

Baramaและคณะ[14] ไดศึกษาในผูปวย living kidney transplantation โดยมี 1- haploidentical   

พบวา  PRA  ที่ตรวจพบกอนการปลูกถายไตมีผล renal allograft survival    พบวาหากผูปวยมี PRA สูง จะทําให  

renal allograft survival  ตํ่ากวาคา PRA  นอยหรือไมพบ  PRA  เลย (รูปที่ 12) 
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รูปที่ 12  คววามสัมพันธระหหวาง PRA และ graft survivaal rate[14] 

การปรระเมิน PRA หหลังการปลูกถถายไต[13] 

การปรระเมิน DSA กกอนการปลูกถถายไต 
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การศึกษาน้ีสรุปวาการที่ผูปวยมี Preformed DSA เปนปจจัยสําคัญที่มีผลทําใหเกิด graft loss และ การ

เกิดภาวะ Antibody mediated rejection  
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 13 อัตราการรอดชีวิตในผูปวย DSA negative และpositive กอนการปลูกถายไต [43] 

การประเมิน DSA หลังการปลูกถายไต 

Zhang Q. และคณะ[44] ทําการศึกษาผูปวยหลังปลูกถายไตจํานวน  49 ราย  แลวตรวจติดตาม  donor-

specific antibody (DSA)  เพ่ือหาความสัมพันธกับการเกิดภาวะไตปฏิเสธ และ graft dysfunction พบวามีผูปวย

จํานวน 8 ราย (รอยละ49) เกิด  acute humural rejection (AHR) และ 11 ราย (รอยละ 22.4) เกิด acute cellular 

rejection   การเกิด AHR  และ ACR นี้ความความสัมพันธที่ดี (strong association) กับ pretransplant HLA 

sensitization (p=0.005 และ p=0.02)   และเม่ือวิเคราะหในผูปวย ที่เกิด AHR และ  ACR  พบวาการตรวจพบ  

DSA positive หลังการปลูกถายไตจะสัมพันธกัน   ซึ่งการตรวจ DSA มักจะมีกอนหรือพรอมกับการเกิด rejection   

(P<0.001) (รูปที่ 14 ) 

 

รูปที่ 14 แสดงความสัมพันธของการตรวจพบDSAทั้งกอนและหลังปลูกถายไตและการเกิดallograft rejection[44] 
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เม่ือติดตามตอไปเพื่อดู renal function  พบวากลุมผูปวยที่มี DSA บวก จะมีคา SCr ที่สูงกวากลุมผูปวย

ที่ DSA ลบ (2.24 ± 1.01 และ 1.41 ± 0.37 ตามลําดับ; p<0.01)  การศึกษานี้สรุปวาการตรวจ DSA สามารถใช

เปนตัวพยากรณและการวินิจฉัยการเกิด rejection  นอกจากนี้อาจนํามาทํานาย  graft survival  ได 

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

แบงได 2 วิธีหลัก คือ non-antigens-specific assay และ antigen-specfic assay (ตารางที่ 3) ในท่ีนี้จะ

กลาวถึงรายละเอียดบางสวน 

1). Non-antigens-specific assays 

เปนการ determine phenotype ของ surface marker หรือ functional state   สวนใหญขอมูลการตรวจ

วิธี  non-antigens-specific  จะเปนการวัดปริมาณสารที่อยูในเลือด หรือปสสาวะผูปวย   ดวยวิธี polymerase 

chain reaction (PCR) , DNA หรือ  protein microarray  โดยสารที่จะตรวจถือวาเปน T-cell activation marker 

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

เปนตน  

sCD30 เปนสารสรางมาจาก activated CD4+ Th2  และ CD8+ T-cell   สามารถวัดไดโดยใช ELISA         

การศึกษาท้ังผูปวยปลูกถายไตท้ังในระยะ  pre และ post–transplantation    พบวา  sCD30 เปนตัวบงช้ี 

(predictor) ในการเกิด acute rejection    อยางไรก็ตาม  sCD30  ไมไดพบเฉพาะในภาวะ  rejection เทานั้น  แต

สามารถพบไดในการติดเช้ือไวรัสและแบคทีเรียดวย   ทําให  sCD30 มีขอจํากัดในการใชในการประเมินผูปวย     

2). Antigen-specfic assays  
 เปนการตรวจวัดการตอบสนองของ B และ T cell ตอ specific donor antigen ตรงกันขามกับ non-

antigens-specific การตรวจดวยวิธี antigen-specific assays มีขอดีกวาคือ 

- สามารถบอกวาผูปวยเปนภาวะ high donor-specific alloresponse  

- สามารถบอกไดวามี  donor-specific hyporesponse   และ  alloreactivity  ตอ  third parties  ได  

ซึ่งบงชี้การตอบสนองทางระบบภูมิคุมกันที่เกิดขึ้น (immune status )วาเปนระยะ tolerance หรือ 

graft acceptable  หรือไม 

   แบงการตรวจ cell proliferation assays ไดเปน  3 กลุมหลักดังนี้ 

การประเมิน antigen-specific T-cell proliferation 

การประเมิน antigen-specific T-cell  function 

การประเมิน antigen-specific T-cell cytokine production 

ดังจะกลาวรายละเอียดตอไป 
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 ตารางที ่3 แสดงการแบงวิธีตรวจ 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  

เปนการวัดการตอบสนองดานการแบงตัว (proliferation response) ของลิมโฟไซตตอตัวกระตุน      โดย

การวัดจะเปนเปรียบเทียบจํานวนเซลลที่เพาะเล้ียงกอนที่ไดรับตัวกระตุนและจํานวนเซลลที่แบงตัวใหมหลังจาก

ไดรับตัวกระตุน    ตัวกระตุนที่ใช คือแอนติเจนของ donor  สวนมากไดจากลิมโฟไซด  วิธีนี้เปนการตรวจที่ทําได

ยาก      สวนใหญการประเมิน proliferation response จะวัดปริมาณการแบงตัวของเซลล  (cell division) 

สามารถแบงการตรวจวิธี cell proliferation assay ไดดังนี้ 
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26 
 

Stimuulation index (SI)    =   CPM เฉล่ียของ donnor หรือ third pparty(experimmental)culture  

 

(h

ภา

re

คา SI 

yper-respons

าวะปฏิเสธไต 

activity)จะมี r

และ RR   ต้ังอ

sive) และควรมี

แตในทางตร

enal allograft 

อยูบนสมมติฐา

มีความสัมพันธก

รงกันขามความ

 function ที่ดีก

านวาหาก HLA

กับ poor rena

มสัมพันธ MLR

วาและ เกิดภา

A-incompatibi

l allograft out

R ที่เกิดปฏิกิริ

วะปฏิเสธไตนอ

lity สูง นาจะเกิ

tcome ทั้งในแง

รยานอย (hypo

อยกวากลุมที่เกิ

กิดปฎิกิริยา M

ง graft surviva

o-responsive 

กิดปฏิกิริยามาก

LR ที่มาก

al และเกิด

or non 

ก  

ขอ

โด

DN

nu

กร

เค ื

โฟ

การเติม

องเซลล  หลักก

ดย thymidine

NA ระหวางที

ucleoside เปน

รองบน glass 

ร่ือง beta scin

ฟไซต    ถามีกา

ม tritiated thy

การคือนําลิมโฟ

 จะถูกติดฉลาก

ที่มีการแบงตัว 

น insoluble DN

fiber filter ทิ้ง

ntillation coun

รแบงตัวและสร

ymidine หรือ [

ฟไซตที่ถูกกระตุ

กดวยสารกัมมั

    จะมีผลทําล

NA polymers 

งไวใหแหง   แล

nter มีหนวยเป

ราง DNA มาก 

[3H]-thymidine

นมาเติม thym

ันตรังสี [3H]-t

ลาย DNA (รูป

 หลังจากนั้นนํ

ลวใส scintillat

น count per m

  คา cpm ก็จะ

e  เพื่อเปนการ

midine ซึ่งเปน 

thymidine  เม่ื

ปที่ 16) โดยทํา

นํามาตกตะกอน

ion fluid  นําไ

min (cpm)   ค

สูงมากตามไป

ดูการสังเคราะห

nucleoside ที่

อเซลลจะนํา  [

าใหมีการเปลี่ย

น DNA ดวย tri

ไปวัดรังสี β ขอ

คา cpm ที่ไดแส

ดวย 

ห DNA  และก

จําเปนในการส

[3H]-thymidine

น DNA จาก

chloroacetic 

อง [3H]-thymid

สดงถึงการแบง

การแบงตัว

สราง DNA 

e เขาไปใน 

 soluble 

acid แลว

dine  ดวย

งตัวของลิม

 

Relativ

(CPM 

 

 

 

 

 

 

 

 

ve response (

    

= count per m

รูปที่ 16  แสสดงผลของ [3HH]-thymidine ตตอเซลลที่มีการรแบงตัว [51] 

  CPM 

 
RR)   =  Dono

             Third

minute) 

 เฉล่ียของ autoologous (backkground) culture 

or CPM-autolo

 party cpm-au

ogous cpm(ba

utologous cpm

ackground cu

m (backgroun

ulture) 

nd culture) 



27 
 

ขอเสียของการตรวจวิธี  [3H]-thymidine [51]   

การตรวจ MLR  โดยวิธี  [3H]-thymidine  มีขอดอยหลายอยาง ไดแก วิธีการทํายุงยากใชเวลานาน     

สารและเคร่ืองมือท่ีใชตรวจวัดมีราคาสูง      ผูตรวจมีความเส่ียงท่ีตองสัมผัสสารกัมมันตรังสีที่ใช  และสารดังกลาว

ไปมีผลทําลาย DNA  และยับย้ังการสราง DNA และการแบงเซลล      นอกจากน้ียังมีปญหาในการแปลผล  

กลาวคือหากวัดปริมาณ   [3H]-thymidine   แลวมีการ uptake ที่ตํ่าสาเหตุ อาจเกิดจาก    เซลลที่แบงตัวมีปริมาณ

นอยจริง หรือปริมาณ T-cell ที่ตํ่า  หรือ  การทํางาน T-cell ไมดีทําใหปริมาณ uptake มาไดตํ่ากวาที่ควรจะเปน     

สุดทายอาจเกิดจากปญหาในขั้นตอนการเติม [3H]-Thymidine     การตรวจ MLR  ดวยวิธี [3H]-thymidine ยังมี

ขอเสียคือจะไมสามารถระบุรอบของการแบงตัวและชนิดของเซลล (phenotype of cell)   ดังนั้นจึงมีการพัฒนา

วิธีการยอมภายในเซลลโดยใช fluorescein dye และการตรวจเพื่อแกปญหาท่ีเกิดขึ้น  ซึ่งในปจจุบันนิยมใช CFSE 

flow cytometry ในการตรวจการแบงตัวของเซลลกันแพรหลาย ดังจะกลาวในรายละเอียดตอไป 

Fluorescein dye[52]  ที่ใชวัดเซลล  proliferation มีหลายชนิด   แตที่นิยมและใชกันอยางแพรหลายคือ  

5- (และ-6)-carboxyfluorescein diacetate, succinimidyl ester (CFDASE) ซึ่งมีคุณสมบัติคือ ไมเรืองแสง,  

สามารถแพรผานเย่ือหุมเซลลไดเปนอยางดี  เนื่องจากมีคุณสมบัติละลายในไขมันสูง  (high lipophilic)  หลังจาก  

CFDASE เขาในเซลลจะถูกเอนไซม esterases  ที่อยูภายในเซลล   ตัดกลุมของ  acetate ออก 2 ตําแหนง   ทําให

ไดเปน carboxy fluorescein succinimidyl ester (CFSE) ซึ่ง CFSE จะมีคุณสมบัติการแพรลดลง  สงผลใหสาร

ออกจากเซลลไดชา  หลังจากน้ัน CFSE จะทําปฏิกิริยากับกลุม amino  แลวเกิดพันธะ  covalent ในตําแหนง 5- 

(และ-6)-carboxyfluorescein (CF)  ในเซลล    โดยถาจับกับ R1-NH2 จะไดเปน CFR1  ซึ่งยังสามารถแพรออก

นอกเซลลหรือสลายตัวเร็วได  แตถาจับกับ R2-NH2 ไดเปน CFR2  ซึ่งไมสามารถแพรออกจากเซลลไดทําให  

fluorescent  ติดคางภายในเซลล  (รูปที่ 17) 

หลักการทํางานของ flow cytometry  
Flow Cytometry คือวิธีการวัด (metry) คุณสมบัติของเซลล (cyto) ซึ่งอยูในสารละลายที่กําลังไหล(flow) 

โดยใชเลเซอร Flow Cytometry อาศัยหลักจากความรูดานตางๆ มากมาย เชน คอมพิวเตอร อิเล็กทรอนิกส ระบบ

จลศาสตรของน้ํา เทคโนโลยีดานเลนสกระจก รวมทั้ง แอนติบอดี และสารฟลูออเรสเซนต 

การทํางานของ Flow Cytometer อาศัยการวัดเซลลที่กําลังไหลอยู ซึ่งจะวัดปริมาณของสารเรืองแสงท่ี

เปลงบนผิวเซลลหรือภายในเซลลขณะที่ไหลผานทางพรวย (nozzle)  ของเครื่องเปนเซลลเด่ียวๆ ในอัตราเร็ว 500-

1,000 เซลล/วินาที    เม่ือเซลลไหลผานลําแสงเลเซอร    แสงท่ีกระทบเซลลจะเกิดการหักเหเปน 2 ทิศทาง ใน

ตัวเคร่ืองจะมีตัวมารับการหักเหของแสงเรียกวา  Detector    ซึ่งจะวัดคาการหักเหของแสงเปนมุมแคบทาง

ดานหนาทําใหสามารถหาขนาดของเซลลได   และวัดคาการหักเหของแสงที่ออกจากเซลลจะทําใหสามารถวัด

สวนประกอบภายในเซลลได      จากนั้นเครื่องก็จะเปล่ียนสัญญาณแสงใหกลายเปนสัญญาณไฟฟา และสงขอมูล
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รูปที่ 18 แสดงหลักการทํางานของ flow cytometry 

หลังจาก detector วัดคุณสมบัติของเซลลไปแลว เซลลหรือโมเลกุลที่เรืองแสงจะรับประจุลบมากนอย

ตามการเรืองแสงที่เกิดขึ้น แตละหยดที่ไหลผานจะถูกแยกดวยสนามไฟฟาโดยตรงจาก Deflection plates ใน

แนวต้ังซึ่งสามารถปรับไดตามความเหมาะสมเพ่ือคัดแยกเซลลที่เราสนใจออกเปนหยดตามประจุบวกหรือประจุลบ  

โดยเซลลหรือโมเลกุลที่เรืองแสงมากคือ  มีแอนติบอดีติดสีที่ยอมเรืองแสงจับอยูมาก สวนเซลลหรือโมเลกุลที่เรือง

แสงนอยคือ มีฟลูออเรสเซนตแอนติบอดีจับอยูนอย และเซลลที่ไมมีฟลูออเรสเซนตแอนติบอดีจับอยูเลย    หยดที่มี

ประจุที่เราตองการจะถูกเก็บในหลอดพิเศษแยกเก็บไว    สวนหยดที่ไมมีประจุจะถูกแยกท้ิงไป (รูปที่ 18) 

หลักสําคัญของการวัด flow cytometryคือการเลือกเซลลที่มีชีวิต (live cell) มาทําการวิเคราะหศึกษา

เทานั้นเรียกวา gating โดยอาศัยการดู histogram ซึ่งจะมีการกระจายตัวแตกตางกัน (รูปที่19)    
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ตารางที่ 4 แสดงสารเรืองแสงที่ใชสําหรับงาน 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 

 

คํายอ   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 แสดงการจายตัวของเซลลแตละชนิด 

 

 



31 
 

การแสดงผลการตรวจ flow cytometry ดวย histogram  

มี  2 ลักษณะคือ 1 parameter histogram และ 2 parameter histogram ดังนี้ 

1-parameter histogram เปนกราฟท่ีแสดงความสัมพันธแกน X คือ คาการวัด 1 ชนิด ซึ่งมักจะใช 

relative fluorescence หรือความเขมของแสง   สวนแกน y คือจํานวนเซลลที่วัดได (รูปที่ 20) 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
รูปที่  20   แสดงกราฟ histogram แบบ 1 parameter 

 
2-parameter histogram   เปนกราฟที่แสดงความสัมพันธคาการวัด 2 คาซึ่งจะใชแทน แกน X และแกน 

Y   และจุดซ่ึงแทนจํานวนเซลล   โดยจะคาการวัดที่ใชแสดงอาจเปน SSC, FSC หรือความเขมของ flurescien ก็ได  

(รูปที่ 21)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่  21  แสดงกราฟ  histogram  แบบ 2  parameter ซึ่งเปนการยอม fluorescein ชนิด  PE (แกน Y)

และ FITC (แกน X) แบงผลออกเปน 4 สวนดังนี้  R2 คือ PE-labeled B cells  positive, R5 คือ FITC-labeled T 

cells positive, R3 คือยอมติดทั้งสองชนิด และR4 คือยอมไมติดทั้ง FITC และ PE 
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การคํานวณ proliferation index [57]  

การวัดดวย flow cytometry จะได CFSE fluorescence  histograms ของ  CD4+ และ CD8+ T cells 

ซึ่งจะแสดงขอมูลการแบงตัวในชวงเวลาตาง ๆ    หลังจากนั้นจะเลือก CD4+ และ CD8+ T cell ที่จะนํามาวัดโดยดู

จาก gate และ  CFSE fluorescence    การวัดจํานวนรอบการแบงตัวจะอาศัยหลักการของความเขม  CFSE ดังที่

กลาวมา  ซึ่งจะไดจํานวนการแบงตัวต้ังแต   0  ถึง  n รอบ โดยจํานวนรอบสูงสุดประมาณ 7-8 รอบเนื่องจากถูก

จํากัดดวยความเขม CFSE ที่อาจจะลดลงเอง  จากการทดลองจะไดคาดังนี้ 

(A) คาเปอรเซนตจํานวนครั้งการแบงตัว (event) CD4+ และCD8+ T-cell แตละรอบ n (division)   

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

(C)  จํานวนทั้งหมดของเซลลลูก (daughter T cells) ในแตละเวลาของ n  

(D) ปริมาณคาดการณของจํานวนเซลลเร่ิมตน (original หรือ precursor T cells) โดยคาดการณจาก

จํานวนเซลลลูก โดยพิจารณาจากจํานวนรอบการแบงตัว (precursor T-cell 1 ตัวถาหากมีการแบงตัวจะมีจํานวน 

daughter T-cell เทากับ 2n) 

 (E) ปริมาณท่ีแทจริงของ precursor T-cell (C/D = E) 

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

  เน่ืองจากคา proliferation event จะขึ้นอยูกับจํานวน  T cells ที่นําเขามาวัด FCM  ดังนั้น proliferation 

index จึงสามารถคํานวณจากจํานวน proliferation event  ทั้งหมดหารดวยจํานวน precursor T-cell (H/G) 

Stimulation index   =   Alloreactive mitotic index/synreactive mitotic index  

โดยคา Mitotic index  =   จํานวน mitotic events/จํานวน absolute precursors 

 
 รูปที่ 27 แสดงวิธีการคํานวณ T-cell proliferation  ดวยการตรวจ MLR-CFSE assay [57]  
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ความสัมพันธระหวางการตรวจดวยวิธี MLR- [3H]-thymidine และ MLR-CFSE assay  

Fulcher และคณะ[56] ไดศึกษาเปรียบเทียบการประเมิน  T-cell function ดวยวิธี CFSE- MLR assay  

เทียบกับ [3H]-Thymidine MLR assay  ในผูปวยที่มีปญหา T-cell deficiency 2 ราย (lymphopenia ) และในคน

ปกติ  10  ราย    โดยวัดเปนคา blast  transformation (% BT) และ division index (DI)  ซึ่งทั้ง 2 คาจะสามารถ

บอกการแบงตัวของเซลล    ผลการศึกษาพบวาใหเห็นวาการตรวจทั้ง 2  วิธีใหผลมีแนวโนมไปในทิศทางเดียวกัน   

แตวิธี CFSE- MLR assay มีขอดีกวาวิธี [3H]-Thymidine -MLR assay  ตรงที่สามารถแยกกลุม responder กับ 

non responder  ไดชัดเจนมากวา      นอกจากนั้นในกรณีที่จํานวนเซลลที่เพาะเล้ียงมีปริมาณนอย  วิธี CFSE ก็

สามารถบอกจํานวนการแบงตัวไดแมนยํากวาวิธี  [3H]-Thymidine –MLR assay  

Oku และคณะ[58] ไดศึกษาใชเซลลเม็ดเลือดขาวของหมู (swine leucocyte antigen ; SLA)

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

เพาะเล้ียงเซลลของ responder จํานวน 4 x 105  ตัวและเซลลของ stimulatorจํานวน  4 x 105  ตัวที่ผานการฉาย

แสง 2,500 cGy  นําไปเพาะเล้ียงเปนเวลา 6 วัน   โดย 6 ชั่วโมงสุดทายจะเติม [3H]-Thymidine แลวเก็บนับเซลล    

สวนวิธี MLR-CFSE assay  จะเพาะเล้ียงเซลลของ  responder  จํานวน 2 x 105  ตัวและเซลลของ stimulator 

จํานวน  2 x 105  ตัว ที่ผานการฉายแสง 3,000 cGy  นําไปเพาะเล้ียงเปนเวลา 6 วัน  แลวเก็บนับเซลล     

จากการศึกษาในการเพาะเล้ียงเซลลต้ังแต 3, 4, 5,  6  และ 7 วัน พบวา stimulation index จะเพิ่มสูงขึ้น

ในวันที่ 5  สูงสุดวันที่ 6 และ หลังจากนั้นจะเร่ิมตํ่าลง ซึ่งการตอบสนองคลายกันทั้ง 2 วิธี  (รูปที่ 28 ) 

เม่ือเปรียบเทียบคา stimulation index ทั้ง 2 วิธีโดยดูทั้งการแบงเซลลที่ไมไดรับการกระตุน   การกระตุน

ดวยเซลลเม็ดเลือดขาวของหมูชนิดเดียวกัน SLA และเซลลเม็ดเลือดขาวของหมูตางชนิดกัน (Yumata)   พบวา

แมวาคา stimulation  index จากวิธี MLR-CFSE assay (mean SI ดวย SLAcc 8.1± 4.1 และ Yucantan 17.2 

±3.8 ) จะมีคาตํ่ากวา  [3H]-Thymidine –MLR assay (mean SI ดวย SLAcc 184 ±44.6 และ Yucantan 551 

±145.2 ) แตก็มีแนวโนมไปในแนวทางเดียวกัน (รูปที่ 29 ) 

สรุปวาการตรวจดวยวิธี MLR-[3H]-thymidine และMLR-CFSE assay มีผลการตรวจในการประเมินแบง

เซลลมีความสอดคลองกัน 
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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 แสดงการตรวจดวยวิธี [3H]-Thymidine–MLR assay (รูป a) และMLR-CFSE (รูป b)   โดยแกน  x คือ 

stimulation  index แกน y คือชนิดเซลลที่ใชกระตุนการแบงตัว 
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Limiting dilution assays (LDA)[48] 

Lefkovits ไดกลาวไวคร้ังแรกต้ังแต พ.ศ.2515  วิธีการนี้เปนวิธีแรกๆ ที่ใชตรวจการตอบสนองของ

ภูมิคุมกันตอ antigen specific ในเชิงปริมาณ โดยขั้นตอนเร่ิมจากการ dilute responder cell (recipient PBMC) 

ดวยอัตราสวนที่แตกตางแลวเติมลงไปในถาดหลุมที่มี non-limiting stimulus (donor stimulator cell) การแปลผล

ตองเปรียบเทียบกับหลุม negative control (หลุมที่ไมมี responder cell) โดยที่จะแปลผลวา positive เม่ือการ

ตอบสนองมีคาสูงกวา negative control ประมาณ 3 เทาขึ้นไป   โดยจํานวนหลุม negative ในแตละความเขมขน

ของ responder cell จะถูกระบุซึ่งจํานวนของหลุมที่แปลผล negative จะแตกตางกันไปขึ้นกับ dilution ของ 

responder cell คือ เม่ือความเขมขนของ responder cell มากจํานวนหลุมที่ negative จะนอยลง หลังจากน้ันจะ

มีการวาดกราฟแสดงความสัมพันธระหวางจํานวนหลุมที่ใหผล negative กับคาเฉล่ียของจํานวน precursor cell 

(รูปที่ 30) 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 30  แสดงการตรวจ limiting dilution assay (LDA) และกราฟระหวางจํานวนหลุมที่ใหผลลบกับ

จํานวนเซลลในหลุมนั้น 
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Cell-mediated lymphotoxicity (CML)[35] 

 เปนการทดสอบความสามารถการทํางานของ cytotoxic T lymphocyte (CTL) ในการทําลายเซลล

เปาหมาย (targeted cell)   การตรวจทําไดโดยนําลิมโฟไซตของผูรับ (recipient) มาเพาะเล้ียงรวมกับเซลล

เปาหมายที่ติดฉลากดวย chromium-51  (51Cr-donor target cell)    ใน microtiter plate  เม่ือครบเวลานําไปปน

แยกเอาน้ําสวนบน (supernatant ) ซึ่งจะมี 51Cr ที่หล่ังออกมาจาก   donor cell ที่ถูกทําลายโดย cytotoxic T cell    

เอา  supernatant  ที่ไดไปวัดสารกัมมันตรังสีดวยเคร่ือง gamma counter  หนวยเปน count per minute (cpm)    

แสดงผลดวยคา % specific lysis    ถาคา % specific lysis สูงแสดงถึง CTL ของผูรับมีความสามารถในการ

ทําลาย donor cell สูง  

คศ. 1981 Goulmy และคณะ[59] ศึกษาใน cadaveric  KT โดยใชการตรวจดวยวิธี CML เพ่ือประเมิน  

alloresponse ตอ donor  พบวาในกลุมผูปวย CML nonreactivity จะมีผลการปลูกถายไตดีกวากลุมผูปวย CML 

reactive  นอกจากน้ีพบวาผูปวยที่เกิด rejection  จะมี CML reactive ทุกราย  ในขณะท่ีรอยละ  70 ผูที่ไมเกิด 

rejection จะมีผลการตรวจจัดเปน  CML nonreactivity  

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

ของผูปวยกอนปลูกถายไตจํานวน  33 รายเพ่ือหาตวามสัมพันธกับ renal outcome  พบวาท้ัง 2 วิธีถือวามี

ความสามารถทํานาย renal  outcome  ทั้งการเกิดภาวะไตปฏิเสธ   renal function  และ graft survival ไดเปน

อยางดี (รูปที่ 31และ32) 

  

  

รูปที่ 31 (ซาย) แสดง graft survival เม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี CTL assay โดยวงกลมสีดํา คือ CTL 

negative และ วงกลมสีขาวคือ CTL positive (p<0.07) 

(ขวา) แสดง renal function เม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี CTL assay โดยวงกลมสีดํา คือคา serum 

creatinine < 1.5 มล/dl และ วงกลมสีขาวคือ คา serum creatinine >1.5 มล/dl (p<0.001) 
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รูปที่ 32 (ซาย) แสดง graft survival เม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี MLR assay โดยวงกลมสีดํา คือ CTL negative และ 

วงกลมสีขาวคือ CTL positive (p<0.01) 

(ขวา) แสดง renal function เม่ือเปรียบเทียบดวยวิธี  MLR assay โดยวงกลมสีดํา คือคา serum 

creatinine < 1.5 มล/dl และ วงกลมสีขาวคือ คา serum creatinine >1.5 มล/dl (p<0.001) 

Weimer และคณะ[61]  ศึกษาบทบาทของ  CTL assay ตอการลดยากดภูมิคุมกันในผูปวยจํานวน 81 

ราย  ที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไตมาเปนระยะเวลา 2 ป   พบวามีผูปวยทั้งส้ิน 50 ราย  ที่ตรวจไมพบ donor 

specific CTL (hyporesponsive)  และหลังจาก inform consent  ไดมีการลดขนาดยากดภูมิคุมกันลงคร่ึงหนึ่ง

และติดตามตอ 12 เดือน พบวามีเพียง 1 รายที่เกิดการปฏิเสธไต  

จากการศึกษาท่ีผานมาสรุปไดวาการตรวจดวยวิธี  CTL assay   บงชี้ donor specific cytotoxic T-cell 

หลังปลูกถายไตในกลุมที่มี hyporesponsive   สามารถชวยประกอบการตัดสินใจในการปรับลดยากดภูมิคุมกัน    

และชวยระบุผูปวยที่มีภาวะ tolerance ได     อยางไรก็ตาม CTL assay  เปนการตรวจการทํางานของ CD8+ T 

cell เทานั้น  ดังนั้นจึงไมสามารถนํามาใชเพ่ือประเมินภาพรวม  T-cell alloreactivity ได 

Tetramer technology [46, 48] 

เปนการศึกษา T lymphocyte ที่จําเพาะตอ antigen โดยการยอมเซลลดวย  MHC tetramer ซึ่ง

ประกอบดวย MHC class I-peptide complex 4  โมเลกุลที่ติดฉลากดวยสารเรืองแสง แลวนําไปนับจํานวนดวย

เคร่ือง flow cytometry ดังรูปที่ 17 โดยสังเคราะห peptide ใสลงบนรองของ MHC class I  molecule แลวนํามา 

conjugate กับ biotin ไดเปน biothinylated MHC class I-peptide complexes นํามาเชื่อมตอกัน 4 โมเลกุลโดย

ผสมกับ streptavidin แลวติดฉลากกับสารเรืองแสง phycoerythrin (PE) นํา MHC tetramer ไปยอมเซลล เติม 

anti-CD8 ลงไปแลวนับดวยเคร่ือง flow cytometer ทําใหทราบจํานวนของ cytotoxic T lymphocyte ที่มี T cell 

receptor จําเพาะกับ peptide บน MHC tetramer ปกติการจับกันระหวาง MHC-peptide กับ T cell receptor คน

ขางออนจึงตองใชวิธีการเพ่ิม avidity โดยการใช MHC-peptide ถึง 4 โมเลกุล เปนวิธีที่มีความไวคอนขางสูงในการ
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รูปที่ 34 แสดงวิธีการตรวจ Enzyme-linked immunosorbent spots (ELISPOT)assay [46] 

 
การตรวจดวยวิธี  ELISPOT assay มีขอดีคือ sensitivity สูงใชเวลานอย ทําไดงาย สามารถใช frozen  

cell ได แตมีขอเสียคือ การตรวจนับเซลลที่อาจคลาดเคล่ือนได   การหล่ังไซโตไคนที่วัดไดนั้นอาจเปนการสรางใน

ชวงเวลาส้ันๆ (snapshot event) ทําใหไมสามารถบอก T-cell alloresponse  เน่ืองจากการตอบสนองนี้จะมีการ

เปล่ียนแปลงตลอดเวลา  (dynamic)     นอกจากน้ีไมสามารถนํามาใชในกลุมผูปวยท่ีมี tolerance ได 

 Poggio และคณะ[62] ศึกษาแบบcross-sectional ในผูปวยหลังปลูกถายไตท่ีไดรับการวินิจฉัย CAN ทั้ง

ที่การทํางานยังดีและการทํางานท่ีลดลงโดยการ IFN-γ ELISPOTassay  เพ่ือประเมิน immune response  ซึ่งใช

ตรวจทั้ง  direct  pathway (จากการใช 6 MM third stimulator) และ indirect pathway (โดยใชเปปไทด

สังเคราะหจาก HLA ของ donor)     หลังจากน้ันจะตรวจ Anti-HLA antibodies โดยการวัด flow cytometry ที่ใช  

HLA-coated beads    ผลการศึกษาพบวาผูปวยกลุมที่เกิด CAN การตอบสนองตอ  donor เซลลมากกวากลุมที่

ไมเกิด CAN (p< 0.02)      เม่ือคํานวณสัดสวนการตอบสนองของ donor/third  สูงกวาอีกกลุมอยางมีนัยสําคัญ  

(กลุมเกิด CAN 2.61±3.0,  กลุมที่ไมเกิด CAN 0.50-0.72 ± 0.42; p < 0.001)   การศึกษาน้ีชี้ใหเห็นวาผูปวยที่เกิด 

CAN จะมี donor-specific cellular immunity เกิดขึ้น  
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Bestard และคณะ[63] ไดศึกษาผูปวยหลังปลูกถายไต (living KT)เปนเวลาอยางนอย 2  ป (24 ถึง 114 

เดือน) จํานวน  34  ราย   โดยใชการตรวจวิธี  IFN-γ Elispot assay เพื่อดูความสัมพันธระหวาง allogenic  

response  กับระดับ GFR-MDRD   และ renal rejection   ผลการศึกษาพบวาคา GFR-MDRD    ในผูปวยท่ีมีผล 

การตรวจเปนลบและบวกมีความแตกตางของระดับ GFR อยางมีนัยสําคัญ (p=0.006)    และเม่ือ

เปรียบเทียบความสัมพันธกับการเกิด rejection   ในผูปวยที่มีผลการตรวจเปนลบและบวกมีความแตกตางของ

ระดับ GFR อยางมีนัยสําคัญเชนกัน (p=0.016)  (รูปที่  35) 

รูปที่ 35 ความสัมพันธผลการตรวจ IFN-γ Elispot assay และคา GFR-MDRD และการเกิด rejection[63] 

 

Yes คือ มีการตอบสนองมากกวา 20 จุด ตอการกระตุนดวยเซลล peripheral blood mononuclear 

(PBMCs) จํานวน 3 x105 ตัว 

 No คือ มีการตอบสนองนอยกวา 20 จุด ตอการกระตุนดวยเซลล peripheral bloodmononuclear 

(PBMCs) จํานวน 3 x105 ตัว และถือวาเปนกลุม donor hyporesponse 

 
การศึกษาน้ีแสดงใหเห็นวาแมวาจะมีการปลูกถายไตเปนเวลานานการกระตุน Alloresponse ของ T-cell 

ยังคงมีอยูตลอด และเช่ือวาการทดสอบที่ดีเพ่ือตรวจติดตาม (immune monitoring) นาจะเปนเครื่องมือท่ีชวยให

แพทยผูรักษาตัดสินใจในการใชยากดภูมิคุมกันได    ซึ่งผูวิจัยก็ไดเสนอการตรวจวิธี IFN-γ Elispot assay วาให

ทางเลือกหนึ่งในการตรวจ 

การศึกษาในผูปวยหลังการปลูกถายไต แสดงใหเห็นวา ELISPOT assay สามารถใชประเมิน T-cell 

alloreactivity ทั้ง direct และ indirect pathway โดยคาที่สูงมีความสัมพันธกับ poor renal outcome [62, 64]  
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ตารางที่ 5 เปรียบเทียบขอดีและขอเสียในการตรวจแตละวิธีในการตรวจ [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 (ตอ)เปรียบเทียบขอดีและขอเสียในการตรวจแตละวิธีในการตรวจ [46] 

 

2.8 Immunologic mornitoring หลังการปลูกถายไต [45, 47, 65, 66] 

หลังการปลูกถายไต ผูปวยมีความจําเปนที่ตองไดยากดภูมิคุมกันเพื่อปองกันการเกิด rejection การใชยา

เพ่ือกดภูมิคุมกัน จะตองใหสมดุลกับผลเสียจากยา โดยเฉพาะการเกิดมะเร็ง และ การติดเช้ือ     เปนที่ทราบกันวา

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

biposy) ยังคง gold standard  เพ่ือที่จะแยกหาสาเหตุวาเกิดจาก  acute หรือ chronic rejection กับสาเหตุที่เกิด

จาก non-alloimmune  injury เชน acute tubular injury, medication toxicity,  recurrence disease หรือ de-

novo glomerulonephritis  และ infection แตการทํา allograft biopsy นี้ถือเปนหัตถการที่มีความเส่ียงสูง  อาจ

เกิดภาวะแทรกซอนได  โดยทั่วไปในทางปฏิบัติการเจาะตรวจชิ้นเนื้อไตนั้น  มักจะทําเม่ือระดับ creatinine เพ่ิมขึ้น

จากเดิมรอยละ 15  ถึงกระนั้นบางครั้งก็ยังไมสามารถวินิจฉัยภาวะน้ีได       

อยางไรก็ตามมีผูปวยประมาณ 1ใน 3 ที่มีการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยา โดยท่ีคาการทํางานของไต

หรือ ระดับ creatinine ปกติ เรียกวา subclinical rejection ซึ่งหากไมมีการรักษาที่เหมาะสมก็จะทําให graft 

survival ลดลงไดเชนกัน   ภาวะดังกลาวน้ีหากมีการทํา protocol biopsy ก็จะสามารถวินิจฉัยต้ังแตแรกได 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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ดังน้ันประเด็นหลักในการวิจัยเก่ียวกับการปลูกถายในปจจุบันจึงพยายามหาตัวบงช้ี (biomarker) ที่

สามารถบอกถึง immune reactivity  ซึ่งมีลักษณะบงชี้ถึงความผิดปกติที่เกิดขึ้นได  และบอกถึงการตอบสนองตอ

การรักษา   มีความสัมพันธกับ rejection  สามารถวินิจฉัยกอนที่จะมีการทํางานท่ีผิดปกติ จึงมีความพยายามที่จะ

ศึกษาและพัฒนาการถึงวิธีตรวจท่ีสามารถทําไดงาย  มีความเส่ียงนอย (รูปที่ 36)  เชน การเจาะเลือด  หรือการ

ตรวจปสสาวะดวยวิธีตางๆ เพื่อที่จะใชในการวินิฉัย หรือทํานายการเกิด allograft rejectionแลวรีบใหการรักษา

กอนที่จะมีปญหา allograft dysfunction เกิดขึ้น 

ในปจจุบันมีความสนใจเก่ียวกับ immunosuppressive minimization กันมาก  การลดยาเปนจุดที่สําคัญ  

หากมีเคร่ืองมือตรวจ immune monitoring ที่ดีมาเปนตัวชวยตัดสินใจ แยกผูปวยที่มีความเสี่ยงสูงตอการเกิด 

rejection  และความเส่ียงตํ่า หรือ tolerance ในการปรับใชยานาจะเปนทางเลือกที่ดี  (รูปที่  37 ) 

Immune monitoring สวนใหญจะตองการประเมิน T-cell reactivity ซึ่งมี 2 วิธีหลักดังกลาวมาขางตน   

ปจจุบันยังไมมีการทดสอบใดท่ีทําเพียงอยางเดียวแลวสามารถบอกสถานะimmune reactivity ของผูปวยได

ทั้งหมด ดังนั้นการวิเคราะหขอมูลอาจตองใชการตรวจหลายวิธีรวมกัน 

  

รูปที่ 36 แสดงวิธีการตรวจท่ี non invasive เพ่ือวินิจฉัย allograft rejection[65] 
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รูปที่ 37 แสดงประโยชนการใช immune monitoring  มาใชในการปรับใชยากดภูมิคุมกัน [66] 
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2.9.ทบทวนบทความที่เกี่ยวของกับงานวิจัย 

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

ป คศ. 1965 Bainและคณะ เปนผูเสนอการใช MLC คร้ังแรกในการพิจารณาคัดเลือกผูบริจาคไต (graft 

donor) โดย MLC เปนการตรวจปฏิกิริยาของลิมโฟไซดในหลอดทดลอง in vitro เพ่ือประเมิน histocompatibility 

ของ 2 คน ซึ่งในเวลาน้ันการตรวจประเมินยังไมมีแนวการปฏิบัติที่แนนอน มีการศึกษาขอมูล MLC แตจํานวน

ผูปวยก็ไมเพียงพอท่ีจะนํามาวิเคราะหทางสถิติหาความสัมพันธของ MLC  

คศ.1965  Nelson และคณะ[67] รายงานผลการศึกษา MLC ในผูปวยกอนการปลูกถายไตจํานวน  11 

ราย เพ่ือดูความสัมพันธการเกิด  rejection  พบวาคา MLC มี correlation กับการเกิด rejection แตไมมี

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

คศ.1970  Bach และคณะ[68] ศึกษา MLC ในผูปวยกอนการปลูกถายไตจํานวน   36 ราย  แลวติดตาม

ดูเปรียบเทียบกับ  creatinine clearance ที่ 1 และ 2 ป  และการเกิดภาวะ rejection  โดยรายงานผล  MLC เปน 

% transformation    หากคา  MLC มากกวา 5 ถือวาผลเปน positive  แตหากคามีนอยกวา 5 ถือวาเปน negative   

ผลการศึกษาพบวาที่ระยะเวลา 1 และ 2 ป คา MLC มีความสัมพันธกับ CCr อยางเห็นไดชัด (p<0.001)   และท่ี

สําคัญคือผูปวยที่มี CCr มากกวา 70 ทั้งที่ 1 และ 2 ป   ไมผูปวยรายใดที่มีการตอบสนองของ MLC มากกวา 5   

(รูปที่ 38 )   

 

 
รูปที่  38  ความสัมพันธระหวางคา MLC และ creatinine clearance (Ccr) ที่เวลา 1 ป (รูปซาย) และ 2 ป (รูป

ขวา) หลังการปลูกถายไต [68] 
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เม่ือวิเคราะหการใช MLC กับการเกิดภาวะ rejection ที่แบงการเกิดเปน 2 ชวงคือ early และ late โดย

การวิเคราะหจะถือผลการตอบสนอง MLC เปน positive และ negative ดังกลาวขางตน พบวา MLC มีความ

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญในผูปวยท่ีเกิด rejectionและไมเกิดทั้งระยะ early และ late (ตารางที่ 6) 

ตารางที่ 6 แสดงความสัมพันธของ MLC และการเกิดภาวะไตปฏิเสธ 

 

 

 

 

 

 

 
คศ. 1974 Cochrum และคณะ[69]  ศึกษาดู T-cell function  ดวยวิธีการตรวจ mixed lymphocyte 

culture  (two-way) ในผูปวยกอนปลูกถายไตทั้ง living และ cadaveriv KT  จํานวน 211 ราย โดยหาความสัมพันธ

ระหวาง MLR  และ renal allograft outcome  พบวาผูปวยที่คา MLR ตํ่า (Stimulation Index <8) จะมี graft 

survival ที่สูงกวากลุมที่คา MLR สูง  (Stimulation Index >8) ดังนั้นการศึกษาน้ีจึงสรุปวา MLR สามารถทํานาย 

renal allograft  outcome ได  

คศ. 1977 Cullen และคณะ[49] ศึกษาผูปวย cadaveric KT จํานวน 40 ราย ใช MLR ในการประเมิน 

graft function ที่เวลา 3 และ 6 เดือนหลังปลูกถายไต  โดยการประเมินจะดูความสัมพันธทั้ง one way และ two 

way   รายงานผลเปน  stimulation index และ relative response  ผลการศึกษาพบวา MLR  ไมมีความสัมพันธ

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

(rejection grade: A =  ไมมีภาวะไตปฏิเสธใน  3 เดือน; B = มีภาวะไตปฏิเสธเกิดขึ้น 1 คร้ังใน 3 เดือน; 

C = มีภาวะไตปฏิเสธเกิดขึ้น 2 คร้ังใน 3 เดือน; D = มีภาวะไตปฏเิสธเกิดขึ้นมากกวา 2 คร้ังใน 3 เดือน) 

รูปที่ 39   (ซาย) แสดงความสัมพันธของ MLR โดยดูจาก stimulation index (SI) กับ graft function 

และ rejection   (ขวา) แสดงความสัมพันธของ MLR โดยดู relative response (RR) กับ graft function และ 

rejection  

คศ.1997 Kerman และคณะ[70] ศึกษาในผูปวยหลังปลูกถายไต (living-related)จํานวน 95 ราย  โดยมี 

HLA-identical จํานวน 20 ราย และมี HLA-haptoidentical  75 ราย   ผูปวยทั้งหมดไดรับยากดภูมิคุมกันคือ 

cyclosporine และ prednisolone การศึกษาน้ีใช  MLR  response เปนตัวบงชี้การหยุด steroid แบงเปน  2  กลุม

คือ hypo-MLR responder หมายถึงผูปวยท่ีมีคา stimulation index (SI) นอยกวา 10  และ hyper- MLR 

responder หมายถึงผูปวยท่ีมีคา stimulation index (SI) มากกวา 10    และหากผูปวยที่จัดอยูในกลุม hypo-MLR 

responder ก็จะหยุดให  steroid    ผลการศึกษาพบวา ผูปวย  HLA-identical ทั้ งหมดมี   MLR-

hyporesponsiveness  และหลังหยุด steroid เกิด rejection  5  ราย    เม่ือติดตาม 10 ปพบวา graft และ patient 

survival เทากับรอยละ 90  สวนผูปวย HLA-haptoidentical  มีทั้งจัดอยูใน MLR-hyporesponsive  และ 

hyperresponsiveness   พบวาผูปวยกลุม MLR-hyporesponsiveness  จะเกิด rejection นอยกวาอีกกลุมอยางมี

นัยสําคัญ(รอยละ32 Vs รอยละ 68;  p<0.05)   เม่ือติดตาม 10 ปทั้ง graft และ patient survival ในกลุม MLR-

hyporesponsiveness สูงกวาอยางมีนัยสําคัญ (รอยละ 80 Vs รอยละ 60; รอยละ 91 Vs รอยละ 85 ตามลําดับ; 

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

hyporesponse  ใน cadaveric kidney transplantation หลังการปลูกถายไตจํานวน 37 ราย   โดยการตรวจจะทํา

ตอเนื่อง (sequential MLC) ที่เวลา 0, 1, 3, 6,12,18 และ 24 เดือนหลังการปลูกถายไต พบวาผูปวยกลุม 

functioning graft มีการตอบสนองแบบ hyporesponse รอยละ 66 และมีแนวโนมวาผูปวยกลุมน้ีจะมีการ 

rejection นอยกวา การศึกษานี้สรุปวาการตรวจแบบ sequential MLC  เพื่อระบุผูปวยท่ีมีการตอบสนองอาจจะ

ชวยบอกวา tolerance  และสามารถลดยากดภูมิคุมกันในผูปวยกลุมนี้ใหตํ่าลง 

คศ. 2004  El Agroudy AE และคณะ[72]  ไดศึกษาผูปวย living kidney transplantation จํานวน 477 

ราย เพ่ือดูความสัมพันธระหวาง mixed lymphocyte culture (MLC) กอนการปลูกถายไตกับ renal outcome  

โดยการนําเซลลลิมโฟไซดจาก  recipient  มาเพาะเล้ียงรวมกับลิมโฟไซดจาก donor (stimulator ซึ่งไดรับ 5 % 

mitomycin  เพ่ือปองกันเซลลของ donor แบงตัว)    แลวนําไป incubate ที่อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 5 วัน     ใน

การเก็บนับเซลลจะเติม [3H]-thymidine   จากนั้นนับจํานวนการแบงตัวโดยใช  liquid scintillation counter    ผล

การตอบสนองจะรายงานเปน relative response    ซึ่งแบงผูปวยเปน 2 กลุมคือ กลุม hypo-responder จํานวน 

406 ราย ซึ่งผูปวยจะมีคา relative response (RR)  4 และกลุม hyper-responder จํานวน 71 ราย  ซึ่งมีคา  

RR > 4      พบวากลุม hyper-responder มีอุบัติการณ acute rejection สูงกวากลุม hypo-responder  (รอยละ

46.5 Vs รอยละ 44.8; p<0.05)  และเกิด chronic allograft nephropathy สูงกวากลุม hypo-responder (รอยละ

27.3 Vs รอยละ14.5, p = 0.01) นอกจากนี้พบวากลุม hyper-responder มี 1 yr และ 5 yr graft survival ตํ่ากวา

กลุม hypo-responder (รอยละ89 และ 66 Vs รอยละ94 และ 79, p =0.03)  (รูปที่ 40) การศึกษาน้ีสรุปวา MLC 

สามารถ predict high immunologic risk ได และเสนอวาหากมี MLC ที่สูง ควรไดรับยากดภูมิที่รุนแรง  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 40 แสดง graft survival แยกตามกลุม hypo-responder (เสนบน) กลุม hyper-responder 

 (เสนลาง) ที่เวลา 1 และ 5 ป [72] 
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คศ. 2007  Ferraris JR และคณะ[73] ไดรายงานการศึกษา [3H]-thymidine -MLR  ในผูปวยเด็กที่ไดรับ

การปลูกถายไตจํานวน    22  ราย โดยการเพาะเล้ียงเซลลของ recipient และ donor ที่ผานการฉายรังสี 1200 rad 

เปนเวลา 6 วัน   รายงานผลการแบงตัวเปน SI   หากคา  SI นอยกวา 6.5  ถือวาเปนกลุมhyporesponse   แตถา 

SI มากกวา  6.5 ถือวาเปนกลุม response   การวิเคราะหจะหาความสัมพันธของ[3H]-thymidine -MLR  กับการ

เกิด rejection และ คา GFR หลังปลูกถายไต    พบวากลุม hyporesponse  มีคา GFR ที่ดีกวากลุม response 

อยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 41) การศึกษาน้ีไมมีผูปวยเกิดภาวะ  rejection แตเม่ือเทียบโอกาสการเกิด chronic 

allograft nephropathy นั้นกลุม hyporesponse  มีนอยกวากลุม response อยางมีนัยสําคัญ  (รูปที่ 42) 

 

 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 41 แสดงเปรียบเทียบคา GFR ในผูปวยกลุม hyporesponse และกลุม response จาก

การตรวจดวยวิธี [3H]-thymidine -MLR ในชวงเวลาหลังปลูกถายไต [73] 

 
 
 
 
 

 

 

 

รูปที่ 42 เปรียบเทียบการเกิดchronic allograft nephropathy ในผูปวยกลุม hyporesponse (SI <6.5) 

และกลุม response (SI >6.5) จากการตรวจดวยวิธี [3H]-thymidine –MLR [73]   
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ตารางที่ 7 แสดงขอมูลที่รวบรวมการศึกษาตางๆที่เก่ียวกับ MLR ในผูปวยปลูกถายไต 

ผูศึกษา    
 (ปที่ไดรับการ

ตีพิมพ) 

ประชากร
ศึกษา 

จํานวน
(คน) 

MLR 
(pre/post) 

ตัวชี้วดั Outcome ผล
การศึกษา 

Nelson (1965)[67]  NA 11 pre Reactivity  ไมบอกไว 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 

ปหลังปลูก

ถาย 

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 (ตอ) แสดงขอมูลที่รวบรวมการศึกษาตางๆท่ีเก่ียวกับ MLR ในผูปวยปลูกถายไต 

ผูศึกษา    
 (ปที่ไดรับการ

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 

คํายอ RR = relative response, SI = stimulation index 

 
เน่ืองจากการศึกษาขอมูล [3H]-Thymidine MLR เพ่ือหาความสัมพันธระหวาง MLR กับ renal allograft 

rejection หรือ survival ทั้งใน cadaveric และ living kidney transplantation ที่ผานมามีความหลาหลาย และผล

การศึกษาพบวา MLR มีทั้งที่ความสัมพันธกับ renal outcome และ ไมมีความสัมพันธกัน   (ตารางที่7) ดังนั้นจึงยัง

ไมสามารถสรุปไดวา MLR และ renal outcome มีความสัมพันธหรือไม 

อยางไรก็ตามผลการศึกษาที่แตกตางก็มีผูที่จะอธิบายวา  วิธีการศึกษาท่ีทํานั้นมีความแตกตางกันเชน 

ประชากรที่ศึกษา   วิธีการเพาะเล้ียงเซลล ( จํานวนวัน   จํานวนเซลลที่ใช )   วิธีการแปลและวิเคราะหขอมูล    คาที่

ใชในการประเมิน เชน  Stimulation index, relative response   รวมทั้งการแบงกลุมวากลุมใดเปน hypo-

responder หรือ hyper-responder   นอกจากนี้ยังเก่ียวของกับเทคนิคการตรวจเพื่อวิเคราะหการแบงตัวของเซลล  

แตเดิมใชวิธี  [3H]-Thymidine MLR   ซึ่งมีผลเสียดังที่กลาวมาขางตน     

2.9.2 การศึกษา mixed lymphocyte reaction-CFSE assay 

ยังไมมีการศึกษา MLR -CFSE assay ในผูปวยที่ไดรับปลูกถายไต แตมีการศึกษาเฉพาะในกรณีของการ

ปลูกถายตับและการปลูกถายลําไสเล็กดังนี้ 

คศ. 2005 Tanaka Yและคณะ [82] ไดศึกษาผูปวย 29 รายที่ไดรับการผาตัดปลูกถายตับ  พบวามีผูปวย

จํานวน 12 รายท่ีมีการทํางานของตับแยลงมากใน 6 เดือนภายหลังผาตัด  ผูปวยทั้งหมดไดรับการทํา liver biopsy  

และตรวจ MLR โดย CFSE assay ผลทางพยาธิวิทยารายงานวาเกิดภาวะ acute rejection  8  ราย  แตกลับพบวา

ผล stimulation index  ของ CD8+ T cell  ที่ไดจาก MLR โดย CFSE assay สูงเพียง 4 รายนั้น  ซึ่งภายหลังไดมี

การตรวจเพิ่มเติมกลับพบวา   ผูปวย 8 ราย ที่วินิจฉัยวาเกิดการปฏิเสธตับในตอนแรกนั้นมีการปฏิเสธตับจริงเพียง 
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คศ. 2009 Ashokkumar และคณะ[83]  ไดศึกษาในผูปวยเด็กที่ไดรับการปลูกถายตับจํานวน 77 ราย 

โดยผูปวยทุกรายจะไดรับการ induction ดวย  rabbit anti-human thymocyte globulin (rATG) และ ยากดภูมิ 

steroid- free tacrolimus  การศึกษาน้ีจะเปรียบเทียบความสัมพันธระหวาง  MLR-CFSE  ของ T-cell ทั้ง T-

cytotxic (Tc), T-helpher (Th) และการเกิด acute cellular rejection  โดยมีการตั้งสมมุติฐานการทดลองวา 

immunoreactivity index (IR) คือสัดสวนการของเซลลที่แบงตัวเม่ือไดรับการกระตุน donorตอการแบงตัวของ

เซลลที่ไดรับการกระตุนดวย third party  หากคา IR มากกวา 1 แสดงวา  donor-specific alloreactivity  ซึ่งนาจะ

มีผลเพิ่มการเกิด rejection   และหากคา  IR  นอยกวา 1 แสดงวา  donor-specific hypoalloreactivity  การเกิด 

rejection นาจะนอยในผูปวยกลุมนี้   

ผลการศึกษาพบวามีผูปวยเกิด rejection 33 ราย และเม่ือเทียบในกลุมผูปวยที่มี rejection และ ไมมี 

rejection พบวากลุมที่ rejection จะมี IR ของ Tc  และ Th ที่สูงกวากลุมที่ไมมี rejection อยางมีนัยสําคัญ  

(ตารางที่ 8) 

นอกจากนี้เม่ือนําเอาคา IR ที่ไดไปสรางและวิเคราะห Receiver operating characteristic (ROC)   

พบวา ROC IR ของ T-cell ที่คา 0.914 จะมีความไวในการวินิจฉัยโรค (sensitivity) รอยละ 75   ความจําเพาะใน

การวินิจฉัยโรค (specificity) รอยละ 88 สวน IR ของ Th จะไมสามารถแยกโรคได 

ตารางที่ 8 แสดงผลการตรวจวิธีMLR-CFSE ในผูปวยเด็กท่ีไดรับการปลูกถายตับหลังเพาะเล้ียงเซลล 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 

คํายอ : Alone คือการแบงตัวของเซลล recipient, SD คือการแบงตัวของเซลล recipient ที่ไดรับการกระตุนดวย 

donor, TD คือการแบงตัวของเซลล recipient ที่ไดรับการกระตุนดวย third party, IR คือ immunoreactivity index 

(IR เทากับสัดสวนของ SDหารดวย TD) 
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คศ. 2010 Ashokkumar และคณะ[84] ไดศึกษา MLR-CFSE เพิ่มเติมในผูปวยเด็กที่ทําการปลูกถาย

ลําไสเล็ก จํานวน 28 ราย   โดยมีเทคนิคและสมมุติฐานเหมือนกับการศึกษาท่ีกลาวมา  พบวาผูปวยที่มี rejection 

จะมีคาแบงตัวของเซลล หรือ IR ที่สูงกวากลุมที่ไมมี  rejection อยางมีนัยสําคัญ  และเม่ือนําเอาคา IR ที่ไดไป

สรางและวิเคราะห  receiver  operating characteristic (ROC)   พบวา  ROC  IR ของ Tc ที่คา  1.026  จะมี

ความไวในการวินิจฉัยโรค (sensitivity) มากกวารอยละ 87.5 ความจําเพาะในการวินิจฉัยโรค (specificity) 

มากกวารอยละ 83.3      

จากทั้ง  2 การศึกษาน้ี สรุปวาการตรวจวิธี MLR-CFSE เพื่อประเมิน alloresponse ของ T-cell นาจะเปน

เคร่ืองมือที่ชวยบงชี้การเกิด rejection ทั้งในผูปวยท่ีไดรับการเปล่ียนตับและลําไสเล็กได 

การศึกษาเกี่ยวกับ IL-17 และการปลูกถายไต [85] 2.9.3 

Interleukin 17 จัดวาเปน pro-inflammatory mediator เปนสมาชิก IL-17 family ถูกกลาวถึงในคร้ังแรก  

วาถูกสรางจาก activated และ memory CD4+ T cells พบวา receptor ของ IL-17 มีอยูในหลายอวัยวะ นอกจาก 

CD4 T-cell แลว  CD8+ memory T cells, eosinophils, neutrophils และ monocytes ยังสามารถสราง IL-17 ได  

แตอยางไรก็ตาม CD4 T-cell  (Th1-17) ยังเปนตัวหลักในการสราง IL-17  โดย Key cytokine ที่ใชในการพัฒนา

เปน Th17  คือ transforming growth factor β (TGF-β), IL-6, IL-21 และ inflammatory cytokine เชน IL-1,  

IL-23 (รูปที่ 43) 

  

รูปที่ 43 แสดงการ  differentiation of human Th17 cells[86]. 
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พบวา IL-17 ออกฤทธิ์หลายกลไก (รูปท่ี 44) กระตุนการสราง IL-6, nitric oxide (NO) และ 

prostaglandin E2 (PGE2) นอกจากน้ียังทํางานรวมกับ inflammatory marker อื่นๆ เชน IL-1b, tumour necrosis 

factor (TNF)-alpha และ IFN-gamma มีผลทําให neutrophil และ monocytes เขามาบริเวณทําใหเกิดขบวนการ

อักเสบเกิดขึ้น   จากการขอมูลในมนุษยพบวา IL-17 มีความสําคัญท่ีเปนสวนในการเกิดขบวนการ inflammation 

และโรค autoimmune  

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 44 แสดงบทบาทการทํางานของ pro-inflammatory ;IL-17 

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

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

และตรวจดู expression ของ IL-17 ใน mononuclear cell  พบวาการเพิ่ม expression ของ IL-17 มีความสัมพันธ

กับการเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาตาม Banff classification   ซึ่งความสัมพันธดังกลาวเห็นต้ังแตวันที่ 2    

นอกจากน้ียังศึกษาในคนโดยการวัดปริมาณ IL-17 ในปสสาวะเปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยม่ีมี Subclinical 

rejection และผูปวยท่ีไมมี rejection    พบวาผูปวยที่มี subclinical rejection  มีการเพิ่มขึ้นของ IL-17 ในปสสาวะ

ทุกราย  ซึ่งการศึกษานี้สรุปวา IL-17 นาจะเปน early inflammatory cytokine ที่อาจจะชวยใหคิดถึงภาวะ  

rejection  
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Vanaudenaerde BM และคณะ [88] ไดศึกษาในผูปวย lung transplantation โดยพบวามีผูปวยจํานวน 

9 ใน 26 รายที่ไดรับการวินิจฉัยยืนยันจาก transbronchial biopsy ผูปวยทุกรายที่มี acute rejection จะมีการ

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

การผาตัด lung transplantation แมวาจะยังมี neutrophil และmonocyte ใน BAL แตปริมาณ IL-17 mRNA และ 

protein นอยมาก จากการศึกษานี้บงชี้วาการเพิ่มขึ้นของ IL-17 mRNA และ protein เกิดขึ้นในชวงเวลาการเกิด 

rejection เทานั้น 

Emilio Fabrega และคณะ[89] ไดศึกษาในผูปวยหลังปลูกถายตับโดยวัดระดับ IL-17 และ IL23 

เปรียบเทียบระหวางผูปวยที่มี acute hepatic rejection จํานวน 50 ราย และไมมี rejection จํานวน 50 ราย พบวา

ระดับ IL-17และ IL-23   มีคาสูงกวาอีกกลุมอยางมีนัยสําคัญ  การศึกษาน้ีสรุปวา Th17 นาจะมีบทบาทสําคัญตอ

การเกิด liver rejection 

J.C.O. Crispim และคณะ [90] ไดศึกษาในผูปวยที่ปลูกถายไตจํานวน 19 ราย    โดยมีผูปวยที่มีภาวะ 

acute allograft rejection จากผลพยาธิวิทยา 9 ราย และไมมี allograft rejection  10 ราย  เปรียบเทียบกับคน

ปกติ (healthy) พบวาในผูปวยที่มี acute allograft rejection มีปริมาณความเขมขนของ IL-17 ในเลือดสูงกวา

ผูปวยท่ีไมมี allograft rejection อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  และพบวาในกลุมคนปกติ (healthy) จะไมสามารถ

ตรวจพบ IL-17 ในเลือด 

จากการทบทวนขอมูลและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ สรุปไดวาการประเมินดาน immune responseในผูปวย

หลังปลูกถายไตมีความสําคัญ   โดยมีประโยชนในการบงชี้โอกาสการเกิดและวินิจฉัยการเกิด rejection ซึ่งนําไปสู

การปรับยากดภูมิคุมกันใหเหมาะสม    ไมมากจนเกิดผลขางเคียง   หรือไมนอยไปจนเกิดภาวะ rejection    การ

ประเมิน immune นั้นมีหลายวิธี   แตไมมีการตรวจดวยวิธีใดวิธีหนึ่งที่จะสามารถบงชี้ไดอยางชัดเจนเนื่องจากมี

ขอดีและขอเสียที่แตกตางกันไป   อยางไรก็ตามเปนที่ทราบวา T-cell เปนเหมือนจุดศูนยกลางของกลไกการเกิด  

rejection    ดังนั้นการทดสอบการทํางานของ T-cell  นาจะมีเคร่ืองมือที่ดีที่จะบอกภาวะ immune ได    การ

ทดสอบการทํางานของ T-cell ตองคํานึงถึงส่ิงที่สําคัญวา T-cell จะมีการทํางานในการตอบสนองตอส่ิง

แปลกปลอมหรือแอนติเจน ผาน 2 กลไกคือ direct และ indirect pathway  นอกจากการประเมิน T-cell function 

แลวการประเมินการวัดไซโตไคมก็มีความสําคัญ  โดยเฉพาะ IL-17  ที่ปจจุบันไดรับความสนใจท่ีศึกษาบทบาท

และหนาที่ตอการเกิด rejection  

 การตรวจ MLR  เพื่อประเมิน immune response  ในอดีตมีการศึกษามากมาย  แตผลที่ไดมีความ

แตกตางกันดังที่กลาวมา   บางการศึกษาพบวา MLR ที่สูง จะสงผลตอการเกิด rejection และทําใหการทํางานของ

ไตท่ีแยลง    แตบางการศึกษาก็ไมพบความสัมพันธนี้    ทั้งน้ีอาจเปนเพราะวิธีการศึกษาแตเดิมใชโดย 3H-

thimidine-MLR  ซึ่งมีขอจํากัดหลายประการ   จนกระท่ังมีการตรวจ MLR -CFSE assay  ทําใหผลมีความแมนยํา

ขึ้น  และเม่ือศึกษาวิธี MLR-CFSE ที่ทําศึกษาในผูปวยปลูกถายตับและลําไสเล็ก   ผลพบวามีความสัมพันธอยางดี

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vanaudenaerde%20BM%22%5BAuthor%5D
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อยางไรก็ตามยังไมมีการศึกษาถึงความสัมพันธระหวาง CFSE- MLR assay และ supernatant IL-17 

กับ renal allograft outcome   จึงเปนที่มาของการศึกษาในคร้ังนี้   เพื่อหาความสัมพันธ MLR-CFSE assay  และ 

supernatant IL-17 ในผูปวยหลังการปลูกถายไตและ renal allograft outcome   
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บทที ่3 

วิธีการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย (research design) 
งานวิจัยนี้เปนการศึกษาแบบ Descriptive, retrospective study  

3.2 ระเบียบวิธีการวิจัย (research methodology) 

3.2.1) ประชากรที่ศึกษา 

ประชากร (population) คือผูปวยไทยอายุมากกวา 18 ปที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิต  

ประชากรตัวอยาง (Sample population) คือผูปวยไทย อายุมากกวา 18 ป ที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไต

จากผูบริจาคมีชีวิต (living kidney transplantation) ที่แผนกโรคไต โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

3.2.2) กฎเกณฑในการคัดเลือกเขามาศึกษา  

1. ผูปวยไตวายเร้ือรังที่มีอายุมากกวา 18 ป  

2. ผูปวยที่ไดรับการผาตัดปลูกถายไตชนิด living kidney transplantation  ที่แผนกโรคไต 

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

3. ตรวจติดตามการรักษาท่ีแผนกโรคไต โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

4. มีแฟมประวัติการผาตัดและขอมูลการตรวจรักษาท่ีสามารถคนได 

5. สามารถติดตอใหผูบริจาคไตมาตรวจเลือดพรอมกับผูปวย  

3.2.3) กฎเกณฑในการคัดออกจากศึกษา 

1.มีประวัติการติดเชื้อท่ีเปนสาเหตุการลดลงของการทํางานของไต  เชน การติดเชื้อไวรัส CMV 

หรือ BK การติดเช้ือแบคทีเรียในระบบทางเดินปสสาวะเปนๆหายๆ  

2.มีความผิดปกติทางกายวิภาคของไตและอวัยวะท่ีเก่ียวของ ซึ่งมีผลลดการทํางานของไต ของ 

เชน การตีบของหลอดเลือดแดงของไต (renal artery stenosis) หรือ การตีบของหลอดไต (ureteric 

sticture)  

3.มีการเกิด recurrent หรือ De-novo glomerular disease ที่เปนสาเหตุทําใหเกิดการลดลง

ของการทํางานของไต  

3.3) คํานิยามเชิงปฏิบัติที่ใชในการวิจัย 

Proliferation  index (%) คือปริมาณการแบงตัวของ T-cell lymphocyte ซึ่งในการศึกษาน้ีจะใชการ

วิเคราะหขอมูลจากโปรแกรม FLOWJO  
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Stimulation index (SI) เปนการคํานวณโดยนําคาเปอรเซนต proliferation index ของ lymphocyte 

ผูปวยซึ่งไดรับกระตุนดวย donor lymphocyte  ที่ผานการฉายแสงแลวหารดวย % proliferation index ของ 

lymphocyte ผูปวยท่ีไมไดใส donor lymphocyte ไปกระตุน (ดังสมการ) 

SI   =    % Proliferation  index ของ recipient PBMCs ที่ไดรับการกระตุนดวย donor cell 

             % Proliferation index ของ recipient PBMCs ที่ไมไดรับการกระตุน 

 
3.4) การคํานวณขนาดตัวอยาง (sample size determination) 

ยังไมมีการศึกษาในลักษณะนี้มากอน  เน่ืองจากการศึกษาน้ีเปนการศึกษาดูคาความสัมพันธของ GFR 

และคา stimulation index   ดังนั้นจึงคํานวณจํานวนขนาดตัวอยางจากการหาคาความสัมพันธคาเดียว (A single 

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

  กําหนดให    N    = ขนาดตัวอยาง  

Z α  = คา Z ที่ไดจากตารางการแจกแจงปกติมาตรฐานเม่ือกําหนดระดับความ

เช่ือม่ันเทากับ 95 % มีคาเทากับ 1.96 (two-tailed) 

Z β  = คา Z ที่ไดจากตารางการแจกแจงปกติมาตรฐานเม่ือกําหนดให type II 

error = 10% หรือ power เทากับ 90 %,    จะไดคา Z β มีคาเทากับ 1.28 

ทางผูวิจัยไดกําหนดคาความสัมพันธ  r = 0.7   ถือวาเปนคาที่มีความสําคัญทางคลินิก,   

จากสมการดังกลาว  N จากการคํานวณจะได = 17 

ดังนันตองใชจํานวนผูปวยในการศึกษาเทากับ 20 ราย 

3.5) การสังเกตและการวัด 

3.5.1) ขอมูลพื้นฐานของผูปวย ไดแก อายุ เพศ สาเหตุของไตวายเรื้อรัง โรคท่ีพบรวม ผลการตรวจ 

HLA mismatch, คาเปอรเซนต panel reactive antiboody (PRA), donor specific antibody (DSA) ระยะเวลาที่

ทําการปลูกถายไต ผลตรวจชิ้นเน้ือ และชนิดของยากดภูมิคุมกัน  

3.5.2) ขอมูลที่ศึกษา ไดแก  

คาเปอรเซ็นต Proliferation จากการตรวจวัดวิธี flow cytometry    

ปริมาณเปอรเซนต  CD4 และ CD8, อัตราสวน CD4/CD8 

ปริมาณความเขมขนของ supernatant interleukin 17 จาก MLR-CFSE จากการดวยวิธี ELISA (R&D 

Systems Europe, DY317, Abingdon, United Kingdom) 

Serum creatinine  

Estimate GFR ดวยการคํานวณจาก MDRD equation  
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สมการที่ใชคํานวณ Estimated glomerular filtration rate (eGFR) (หนวย mL/min/1.73 m2) 

  วิธี re-express MDRD equation(13) (สําหรับคา 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. ทําการคนหารายชื่อผูปวยที่มีทําการผาตัดปลูกถายไตชนิดผูบริจาคมีชีวิต  ที่โรงพบาบาลจุฬาลงกรณ

และปจจุบันยังคงติดตามการรักษา  ต้ังแต 1 มกราคม พศ.2529 จนถึง 31 ธันวาคม พศ.2553 รวมเปนระยะเวลา 

25 ป         

ข. จากนั้นจึงนํารายชื่อดังกลาวมาทําการคนหาแฟมประวัติผูปวยจากหนวยไตเพื่อนํามาศึกษาขอมูลและ 

เก็บรวบรวมขอมูลของผูปวยแตละคนในแบบฟอรมบันทึกขอมูลโดยผูปวยที่จะไดรับพิจารณาใหเขาการวิจัยนี้

จะตองมีคุณสมบัติตาม   กฎเกณฑในการคัดเลือกเขามาศึกษา 

ค.ผูปวยและผูบริจาคไตจะไดรับขอมูลเก่ียวกับงานวิจัยเพื่อเขารวมโครงการ โดยผูวิจัยจะโทรศัพทไป

ติดตอผูปวยและผูบริจาคไตถึงรายละเอียดและวิธีการตรวจ หรือคุยกับผูปวยเก่ียวกับงานวิจัยในชวงท่ีมาติดตาม

การรักษาไวกอน ซึ่งหากผูปวยและผูบริจาคไตมีความประสงคที่จะเขารวมโครงการ ทางผูวิจัยจะนัดหมายวันและ

เวลามาท่ีหนวยไต ตึกกสิกร รพ.จุฬาลงกรณ แลวใหรายละเอียดขอมูล ตอบคําถามท่ีสงสัยอีกคร้ัง ถาผูปวยผู

บริจาคไตยินยอมเขารวมโครงการก็จะมีการลงช่ือในเอกสารแสดงความยินยอมเขารวมในโครงการวิจัย 

ง. ผูปวยและผูบริจาคไตที่ยินยอมเขารวมโครงการ จะไดรับการเจาะเลือดประมาณ 40 ซีซี แบงใสหลอด 

ACD ทั้งหมด 4 หลอด แลวนําไปปนเพื่อแยก PBMC ตอไป 

3.6.2) เครื่องมือที่ใชในการวัด เปนการตรวจวิธี MLR โดยวิธีการดังนี้   

ขั้นตอนการแยกเซลล Peripheral blood mononuclear cell (PBMCs) 

ก. ปนเลือดผูปวยและผูบริจาคจากเลือดต้ังตน 40 มล. (ACD blood) ดวยความเร็ว 2,000 รอบตอนาที  

เปนเวลา 10 นาที  brake 5 นาที   ที่อุณหภูมิ 22 °C 

ข. ดูดชั้น buffy coat มาเจือจางดวย RPMI1640 (RPMI1640+Antibiotics+HEPES 5 ml) ใหไดอัตราสวน 

buffy coat ตอ RPMI1640 ประมาณ 1:2 ถึง 1:3 จนไดปริมาตรรวม 40 มล. 

ค. นํา buffy coat ที่เจือจางดวย RPMI 1640 แลวมา overlayer บน isoprep 3 มล ที่เทใสเตรียมไวในหลอด

ปริมาตร 15 มล โดยเติมหลอดละ 10 มล ใหไดปริมาตรรวมเทากับ 13 มล จากนั้นนําไปปน 2,000 รอบ

ตอนาที  เปนเวลา 20 นาที  brake 0 ที่อุณหภูมิ 22 °C 

ง. เม่ือครบเวลาแลวจะไดชั้นของ PBMC ที่มีลักษณะสีขาวขุนซึ่งลอยอยูบนชั้นของ Isoprep 
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จ. จากนั้นดูดชั้นของ PBMC ที่แยกไดใสลงในหลอดปริมาตร 15 มล แลวเจือจางดวย RPMI 1640 ใหได

ปริมาตรรวมเทากับ 13 มล นําไปปน 1,200 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 5 ที่อุณหภูมิ 22oC  

ฉ. เม่ือครบเวลาแลวจะได PBMC เกาะติดที่กนหลอด ใหเททิ้งสวนของ supernatant ไปแลวเติม 10% 

RPMI1640 (Antibiotics+HEPES 5mL+FBS 10mL) 10  มล  แลวนับเซลลทั้งหมด 

ช. นําเซลลของผูบริจาคที่ไดไปฉายแสงที่ความยาวคล่ืน 3,000 rad 

หมายเหตุ  เซลลของผูปวยไมตองนําไปฉายแสง 

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 มาทําใหเจือจางโดยใช DMSO 90 μl จะไดความเขมขนที่ 20,000x 

ข. จากนั้นแบงเก็บไวสําหรับการยอมเซลล (working concentration) หลอดละ 5 ไมโครลิตร 

ค. เก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ -20oC เก็บไดนาน 6 เดือน 

วิธีการเตรียม  CD4/CD8 monoclonal antibody ใชสําหรับตรวจแยก T-cell  

(ไดปริมาตรรวม 500 ไมโครลิตร) 

- ผสมสาร PBS 420   ไมโครลิตร 

- CD4   APC 20 ไมโครลิตร 

- CD8   Percp 60 ไมโครลิตร 

ขั้นตอนการแยกเซลลเตรียม pool donor ในการทํา mixed lymphocyte culture 

ก. นําเลือดของผูบริจาครวมไดจากอาสาสมัตรจํานวน 10 คน   ณาคนละประม 40 มล แบงเปน 4 หลอด 

(ACD blood) –ขั้นตอนการแยกเซลลจะเหมือนกับดังที่กลาวขางตน แตขั้นตอนสุดทายจะเติม 10%RPMI1640 

หลอดละ 2 มล/1คน 

ข. นําเซลลไปฉายแสงที่ 2000 rad เนื่องจากไดมีการทดสอบกอนที่จะทํา MLR ในงานวิจัย พบวาที่ความ

เขมแสง 2000 rad มีการแบงตัวมากกวาที่ความเขม 3000 rad และเน่ืองจาก pool donor จะเปนเซลลที่ตองเก็บไว

ในไนโตรเจนเหลว   หากจะนําเซลลมาใชจะตองมีการเตรียมอีกคร้ัง   ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงเลือกฉายแสง pool 

donor ท่ีความเขม 2000 rad (เปนคาที่ตํ่ากวาที่ฉายแสงใน specific donor ที่ฉายแสง 3000 rad) 

ค. รวมเซลลที่ไดใสในหลอด 50 มล ซึ่งจะไดปริมาตรรวม 20 มล 



64 
 

ง. นําไปปนตก 1,500 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC เม่ือครบเวลาเท 

supernatant ทิ้ง 

จ. เติม 10%RPMI1640 20 มล แลวแบงมานับโดยวิธีการนับเซลลจะใชสี  trypanblue 190 μl ผสมกับ

เซลล  10 ไมโครลิตร  แลว นําไปปนตก 1,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC   เม่ือครบ

เวลาเท supernatant ทิ้ง 

ฉ. เติม FCS 20 มล แลวแชในนํ้าแข็งเพื่อเตรียมผสม cryopreserve 

ช. วิธีการเตรียม Cryopreserve จะใช DMSO 1 มล. ผสมกับ FCS 4 มล (ไดความเขมขน 20 % DMSO) 

จากนั้นนําไปผสมกับเซลลในขอ 4 ดวยปริมาตรท่ีเทากัน (สุดทายไดจะไดความเขมเปน 10 % DMSO) 

ซ. แบงเก็บเซลลใน Cryotube หลอดละ (1.5 มล ตอ 5 ลานเซลล) แลวนําไปแชแข็งในตู – 80 oC ขามคืน  

แลวนําไปเก็บในตูไนโตรเจนเหลว  รอการใชงาน 

 เม่ือจะใชเซลล pool donor ในการทํา MLR มีขั้นตอนเตรียมดังนี้ 

- ใหนําเอา cryotube ที่แชแข็งไว เก็บในกลองนํ้าแข็งในระหวางการ transfer 

- นํามาแชใน water bath 37 oC จนเห็นเปนวุน 

- นําเซลลที่ไดใสใน sterile tube   50 มล 

- เติม 10%RPMI1640 ใหไดปริมาตรรวม 30 มล 

- นําไปปนตก 1,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC เม่ือครบเวลาเท

สวน supernatant ทิ้ง 

- เติม 10%RPMI1640 2 มล แลวนําไปเก็นที่ตู incubator 37 oC, 5%CO2  เปนเวลา 1  ชม 

- นํามานับเซลล   แลวแบงมา 1 ลานเซลล dilute ดวย 10%RPMI 1640 1 มล.เพ่ือใชเติมใน

การทํา MLR 100 ไมโครลิตร 

ขั้นตอนการยอมเซลลดวย CFSE และขั้นตอนการทํา mixed lymphocyte culture 

ก. นํา PBMCs ของผูปวยและผูบริจาคที่ผานการฉายแสง 3,000rad ที่เตรียมไวไปปนตกดวยความเร็ว 

1,500 รอบตอนาที brake 9 เปนเวลา 10   นาทีที่อุณหภูมิ 4 oC  คร้ังที่ 1 เม่ือครบเวลาเท supernatant 

ทิ้ง 

ข. เติม 10% RPMI1640 (Antibiotics+HEPES 5 ml+FBS 10 ml) ปริมาตร 2    มล แลวแบงมา10 

ไมโครลิตร เพ่ือใชในการนับเซลลทั้งหมดใน 4 ชองของ WBC (รูปที่ 43) 

 วิธีการนับเซลลใชสี trypanblue  190 ไมโครลิตร ผสมกับเซลล 10 ไมโครลิตร 
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สูตรคํานวณเซลล 

จํานวนเซลลทั้งหมด = เซลลที่นับได x dilution factor (20) x 104    

      จํานวนชองท่ีนับเซลล (4) 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 45 แสดงตําแหนงการนับเซลลในชองของred blood cell บน hemocytmeter 
 

 แบงเซลลของผูบริจาคจํานวน  2x106 เซลล โดยการคํานวณจากปริมาณท่ีนับได เก็บรอไวที่ตู 

incubator อุณหภูมิ 37  oC ที่มี 5%CO2 ใน 10%RPMI 1640 เพ่ือนํามาทําปฏิกิริยากับเซลลของผูปวย 

(MLR) ที่ถูกยอมดวยสี CFSE ตอไป 

ค.

 นําเซลลที่เหลือ  นําไปปนตก 1,500  รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC   คร้ังที่ 2 

เม่ือครบเวลาเท supernatant ทิ้ง แลวทําใหเซลลกระจายออก 

ง.

 เติม PBS 5 มล นําไปปนตก 1,500 รอบตอนาที  เปนเวลา 10 นาที brake 9 อุณหภูมิ 4oC   คร้ังที่ 3 

เม่ือครบเวลาเท supernatant ทิ้ง 

จ.

ฉ. เติม PBS ใหมีปริมาณท่ี dilute เซลล 1 มล.  ตอ 5 x106 เซลล    

 ช. นําเซลลของผูปวยและเซลลของผูบริจาคผานการฉายแสง ที่ละลายดวย PBS 1มล.   มายอมดวยสี 

CFSE โดยใชสี CFSE 10 ไมโครลิตร (ดังวิธีเตรียมขางตน) 

 ซ. นําเซลลไป vortex เปนเวลา 5 นาที เม่ือครบเวลาแลวก็ หยุดปฏิกิริยาดวยการเติม  FCS 200 

ไมโครลิตร 

 นําไปปนที่ความเร็ว 3600 รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC ฌ.

ญ. ทิ้ง supernatant จากทําใหเซลลกระจายออกพรอมทั้งเติม PBS 1 มล. นําไปปนลางที่ความเร็ว 3600 

รอบตอนาที  เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC 

ฎ. ทิ้ง supernatant จากทําใหเซลลกระจายออกพรอมทั้งเติม 10% RPMI1640 1 มล. 
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ฏ. นับเซลลทั้งหมดหลังจากการยอม CFSE แบงมา 10 ไมโครลิตร เพ่ือใชนับใน 4 ชองของ WBC 

(ดังรูป43) จากนั้นคํานวณเซลลทั้งหมดที่นับได 

 แบงเซลลผูปวยและเซลลของผูบริจาคผานการฉายแสงมา2x106เซลลแลวเจือจางดวย10%RPMI1640   

2 มล. ที่เตรียมไว (1ลานเซลล/มล) เพ่ือใชในการตรวจ control และ MLR โดยแบงกลุมการตรวจดังนี้  

ฐ.

กลุมเปรียบเทียบมี 4 กลุมยอย 
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 

กลุม MLRมี 2 กลุมยอย 

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. จากนั้นนําเซลลที่เตรียมไดมาเติมลงใน 96 well -U plate จํานวน 2 plate  ดังรายละเอียดดังนี้ 

Plate 1 เปนเซลลสําหรับ control ของผูปวยและผูบริจาคโดยการ 105เซลล (100 ไมโครลิตร) รวมกับ

ไมไดเติมสารกระตุน   โดยเติม 10% RPMI1640 100 ไมโครลิตร และท่ีเติมสารกระตุนโดยการเติม PHA/I 100 

ไมโครลิตร จะไดปริมาตรรวม 200 ไมโครลิตร/หลุม (ตารางที่ 9) 

ตารางที่ 9 แสดงวิธีการเพาะเล้ียงเซลลใน 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) 
 



67 
 

Plate 2 เปนเซลลที่นํามาทําปฏิกิริยา MLR โดยจะใชเซลลของผูปวย 105เซลลรวมกับเซลลของผูบริจาค

ที่ถูกฉายแสง 105 เซลล และใชเซลลของผูปวย 105เซลลรวมกับเซลลของ pool donor ที่เตรียมไว 105 เซลล   

(อัตราสวน 1:1) แลวนําไปเพาะเล้ียงเปนเวลา 4 วันในตู incubator ที่อุณหภูมิ 37 oC และมี 5%CO2 (ตารางที่ 10) 

ตารางที่ 10 แสดงวิธีการเพาะเล้ียงเซลลใน MLR plate 

 

 

 

 

 
 

ฒ. เม่ือเพาะเล้ียงครบ 4 วันแลว ก็ทํางานเก็บแยกเซลล (harvest) 
 
ขั้นตอนการเกบ็เซลลที่ทําปฏิกิริยา MLR 
Plate 1 : Control   

1. Mixed cell ใน 96 U-plate แลวดูดเซลลทั้งหมดจาก 3 หลุมที่ได  นํามารวมกัน 1 หลอด แลวนําไป

ปนที่ความเร็ว 3600 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC เก็บsupernatant ไปวัดความ

เขมขนของ IL17 โดย ELISA test  

2. นําสวนที่เหลือเติม PBS ประมาณ 1-1.5 มล แลวนําไปปนที่ความเร็ว 3600 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที อุณหภูมิ 4 oC เท supernatant ทิ้ง 

3. เติม 1%PFA 50 ไมโครลิตร แลวหอฟอลยอลูมิเนียม แลวนําไปวัด T-cell proliferation ดวยเคร่ือง 

multicolor flow cytrometry 

 Plate 2 : MLR  
1. Mixed cell ดูดเซลลจาก 96 U bottom-plate ทั้ง 3 หลุม มาลงใน  96  V bottom-plate แลวนําไป

ปน 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC เม่ือครบเวลา นําไปเก็บsupernatant ไปวัด

ความเขมขนของ IL17 โดย ELISA test  

2. นําสวนที่เหลือจากขอ 1 นําไปปน 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที อุณหภูมิ 4 oC เม่ือครบเวลา

เคาะสวน supernatant ทิ้ง  นําplate ไป vortex จนไมเห็นตะกอนสีขาวที่กนหลุม แลวดูดเซลลมา

รวมกันใน 1 หลุม 

3. นําไปยอมดวยการเติม CD4/CD8 ที่ผสมไวลงในหลุมลง 50 ไมโครลิตร หอฟอลยอลูมิเนียม แลว

นําไปเก็บที่ตูเย็นอุณหภูมิ 4 oC เปนเวลา 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 ในแตละหลุม แลวนําไปปน 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 

นาที อุณหภูมิ 4 oC เม่ือครบเวลานําไปเคาะท้ิงสวน supernatant   

5. นํา plate ไปvortex จนไมเห็นตะกอนสีขาวที่กนหลุม 

6. เติม 1% PFA 100 ไมโครลิตร จากนั้นเปล่ียนไปใสหลอดขนาด 2 มล แลวหอฟอลยอลูมิเนียม แลว

นําไปวัด T-cell proliferation ดวยเคร่ือง multicolor flow cytrometry 

7. นําผลที่ไปวิเคราะหดวยโปรแกรม FLOWJO ซึ่งผลจะแสดงเปนคา proliferation index แลวจะนําไป

คํานวณคา stimulation index (SI) 

3.7) การเก็บรวบรวมขอมูล (data collection) 

ผูทําการวิจัยเปนผูเก็บรวบรวมขอมูล บันทึกขอมูล ตามแบบฟอรมการบันทึกขอมูล  และตรวจสอบความ

สมบูรณของขอมูลเพื่อใหไดครบถวนตามจํานวนท่ีตองการและนํามาวิเคราะหขอมูลตอไป 

 
3.8) การวิเคราะหขอมูล (data analysis) 
 ขอมูลที่ไดจะนํามาวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม software SPSS  version 16 

ขอมูลที่มีลักษณะการกระจายของขอมูลแบบ normal distribution จะถูกแสดงในรูปของคาเฉล่ีย 

(mean) และคาเบ่ียงเบน (standard deviation) และทําการวิเคราะหเปรียบเทียบโดยใช student T-tests  คา p 

value <0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติขอมูลที่ตองการดูความสัมพันธจะแสดงเปน pearson’s correlation 

สวนขอมูลที่มีลักษณะเปน quantitative variables ที่มีการกระจายของขอมูลแบบ non-normal 

distribution จะถูกแสดงในรูปของคากลาง (median) และชวงระหวาง (range) และทําการวิเคราะหเปรียบเทียบ

โดยใช Mann-Whitney U test คาp value<0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติขอมูลที่ตอง การดูความสัมพันธจะ

แสดงเปน spearman’s correlation 

ขอมูลที่มีลักษณะเปน qualitative variables จะถูกแสดงในรูปของความถ่ี (frequency) และสัดสวน 

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

เหมาะสม คา p value <0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติขอมูล 
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บทที่  4 

ผลการวิจัย 

4.1 ขอมูลพื้นฐาน 

ผูปวยที่เขารวมงานวิจัยมีจํานวนท้ังหมด  22  ราย  มีเพศชายจํานวน  10  ราย (รอยละ 45.5) และเพศ

หญิงจํานวน  12  ราย (รอยละ 54.5)  ผูปวยมีอายุระหวาง 21.8 ป ถึง 70 ป  โดยอายุเฉล่ียเทากับ  52.9 ± 12.4 ป   

ผูปวยสวนใหญ  19 ราย (รอยละ 86.4) ไดรับการบริจาคไตจากญาติ (living related donor) และผูปวย 3 ราย

(รอยละ 13.4 ) ที่ไดรับไตจากคูสามีภรรยา    ขอมูล HLA  mismatch พบวารอยละ 22.7 มี  HLA mismatch 

เทากับศูนย (0 MM),  รอยละ 36.4 มี  3 HLA  mismatch, รอยละ  13.6   มี HLA  mismatch เทากับ 5 พบวา

ระยะเวลาหลังการปลูกถายไตเฉล่ียท้ังหมด 7.46 ± 3.75 ป   (ตารางที่ 1) 

สาเหตุของการเกิดโรคไตวายเร้ือรังระยะสุดทาย ที่พบมากที่สุดคือ diabetic nephropathy รอยละ 18.2, 

รองลงมาไดแก IgA nephropathy รอยละ 9.1 นอกจากน้ันยังพบสาเหตุ ESRD จาก โรคความดันโลหิตสูง, 

primary FSGS, ADPKD, chronic glomerulonephritis โดยแตละสาเหตุพบรอยละ 4.5 และมีผูปวยจํานวนรอย

ละ 54.5 ที่ไมทราบสาเหตุของ ESRD    

จากผูปวยทั้งหมดจํานวน 22 ราย มีผูปวยจํานวน  15 รายไมเคยมีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไต (เน่ืองจาก

ผูปวยในกลุมนี้ไมไดรับการทํา protocol biopsy   อยางไรก็ตามผูปวยทั้ง 15 รายในการศึกษาน้ีไมมีอาการแสดง

ทางคลินิกที่บงชี้ถึงภาวะปฏิเสธไตในระหวางการตรวจติดตาม)     และมีผูปวยจํานวน  7 รายที่มีประวัติเกิดภาวะ

ปฏิเสธไต (รายละเอียดตารางท่ี 12)  ผูปวยที่มีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไตทุกรายมีผลการตรวจทางพยาธิวิทยา

ยืนยันทั้ง acute allograft rejection และ chroic allograft rejection  มีผูปวยจํานวน 5 รายที่เกิดภาวะปฏิเสธไต 1 

คร้ัง และผูปวย 2 รายที่เกิดภาวะปฏิเสธไต  2 คร้ัง ผูปวยจํานวน 3 รายที่เกิดปฏิเสธไตแบบ antibody-mediated 

rejection(AbMR) และมีผูปวยจํานวน 3 รายที่เกิดปฏิเสธไตแบบ actue cellular rejection โดยมีจํานวน 1 รายที่

เกิด antibody-mediated rejection รวมกับ  acute cellular rejection  ระยะเวลาที่เกิดภาวะปฏิเสธไตจนถึงเขา

รวมงานวิจัยอยูระหวาง 0 หรือ เกิดภาวะปฏิเสธไตในชวงเวลาท่ีเขารวมงานวิจัยถึง 120 เดือน โดยระยะเวลาเฉล่ีย

เทากับ(mean±SD) 23.9 ± 43.4  ป  ผูปวย 1 รายมีภาวะ acute allograft rejection ระหวางเขารวมการศึกษา 

(ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 11 แสดงขอมูลพื้นฐานผูปวยท่ีเขาการศึกษา 

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 แสดงรายละเอียดของการเกิดภาวะปฏิเสธไตในผูปวยแตละราย 

ผูปวยรายที่ 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 ขอมูลพื้นฐานของผูปวยตามการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

พบวาไมมีความแตกตางของอายุ, mean arterial blood pressure (MAP), HLA mismatch และ

ระยะเวลาหลังปลูกถายไตระหวางกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต และกลุมผูปวยท่ีมีประวัติภาวะปฏิเสธ 

(ตารางที่ 13)   พบความแตกตางของระยะเวลาหลังปลูกถายโดยกลุมผูปวยที่ไมมีภาวะปฏิเสธไตมีระยะเวลาหลัง

ปลูกถายนานกวากลุมผูปวยท่ีมีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไตอยางมีนัยสําคัญทางสิถิติ (8.60 ± 2.22 ป ในกลุมผูปวย

ที่ไมมีภาวะปฏิเสธไต, 4.98 ± 1.48 ป ในกลุมผูปวยท่ีมีประวัติภาวะปฏิเสธไต; p= 0.03)   

ในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไตทุกราย พบวาผลการตรวจ DSA ใน HLA class I ดวยวิธี 

tepnel  ใหผลลบ   ในขณะท่ีการตรวจ DSA ใน HLA class II ในผูปวยที่มีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไตมีผลบวก

มากกวากลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไตแตไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รอยละ 28.6 

ในผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต, รอยละ 10 ในผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต,  p = 0.12)    และ

เม่ือเปรียบเทียบผลการตรวจ pretransplant  PRA พบวาผูปวยที่มีประวัติเกิดภาวะปฏิเสธไตมี PRA ชนิด T-cell ที่

สูงกวากลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะไตปฏิเสธ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (รอยละ 21.3 ± 39.4 ในกลุมผูปวยที่มี

ประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต, รอยละ 0 ในกลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต; p=0.02 )  สวน PRA ชนิด B-

cellr พบวาไมมีความแตกตางกัน (รอยละ 18.5 ± 28.7 ในกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต, รอยละ 

5.2 ± 10.4 ในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต; p=0.54) 

ยากดภูมิคุมกันที่ไดรับในผูปวยมี 2 ชวงคือกอนผาตัดปลูกถายไต (induction) พบวาการไดรับยา 

induction ดวย anti-IL2 ไมมีความแตกตางกันระหวางผูปวยทั้ง 2 กลุม ไมแตกตางกัน (รอยละ 66.7 ในกลุมผูปวย

ที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต, รอยละ 85.7 ในกลุมผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต; p=0.36)   กลุมของ

ผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต (non rejection) ผูปวยรอยละ 33.3 ไดรับ cyclosorine อยางเดียว, รอยละ 

33.3 ไดรับcyclosporine รวมกับ mycophenolate mofetil   , รอยละ 20 ไดรับ cylosorine รวมกับ azathioprine 

และรอยละ 13.3 ไดรับ  rapamune  ในขณะกลุมผูปวยที่มีประวัติเกิดภาวะปฎิเสธไตรอยละ 71.4 จะไดรับยา 

tacrolimus รวมกับ  และ mycophenolate mofetil,   รอยละ 28.6   ไดรับยา cyclosporine รวมกับ 

mycophenolate mofetil   จะเห็นไดวาไมมีผูปวยรายใดในกลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไตไดรับ 

tacrolimus รวมกับ mycophenolate mofetil   และไมมีผูปวยรายใดในกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธ

ไตจะไดรับ rapamicin หรือ cyclosporin อยางเดียว      

เม่ือเปรียบเทียบขนาดของ cyclosorin ที่ใชในผูปวยท้ัง 2 กลุม พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทงสถิติ  (112.5 ± 17.7 มก/วัน ในกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต, 105.8 ± 27.3 มก/วัน ใน

กลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต; p=0.64)     อยางไรก็ตามพบวาผูปวยท่ีประวัติการเกิดภาวะปฎิเสธไต

ไดรับขนาด mycophenolate mofetil   สูงกวาอีกกลุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (1285.7 ± 267 มก/วัน ในกลุม



72 
 

ตารางที่ 13 แสดงขอมูลพื้นฐานผูปวยโดยเปรียบเทียบในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธ 

ไตและกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

 
 

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 (ตอ) แสดงขอมูลพื้นฐานผูปวยในแตละกลุมโดยเปรียบเทียบในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธ

ไต และกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

 
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: จํานวนผูปวยท่ีนํามาวิเคราะห 9/15 ราย 

ตัวยอ: 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 ขอมูลผลการตรวจทางหองปฏิบัติการโดยเปรียบเทียบในกลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต 

และกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

กลุมผูปวยท่ีมีประวัติเกิดภาวะปฎิเสธไตมีระดับ BUN และ creatinine สูงกวากลุมผูปวยไมมีประวัติ

ภาวะปฏิเสธไตอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   และเม่ือคํานวณคาการทํางานของไตโดย estimated GFR (eGFR) 

ดวยสมการ MDRD ในผูปวยท้ัง 2 กลุมพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติระหวางผูปวยทั้ง 2 กลุม 

(80.6 ± 19.08 มล/นาที/1.73 เมตร2 ในกลุมผูปวยไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต, 41.71±11.26 มล/นาที/1.73 เมตร2 

ในกลุมผูปวยท่ีมีประวัติเกิดภาวะปฎิเสธไต; p<0.001)      สวนผลการตรวจอื่นๆ พบวาในผูปวยท้ัง 2 กลุมไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ตารางที่ 14) 

ตารางที1่4 แสดงผลการตรวจทางหองปฏิบัติการของผูปวยโดยเปรียบเทียบกลุมผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏเิสธ

ไต และกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

   

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  )ตอ ( แสดงผลการตรวจทางหองปฏิบัติการของผูปวยโดยเปรียบเทียบกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะ

ปฏิเสธไต และกลุมที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

  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 

ตัวยอ: 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 ในงานวิจัยคร้ังนี้อางอิงจากผลการศึกษาบทบาท MLR-CFSE ในกลุมผูปวยกอนการ

ปลูกถายไต [91] และจากการที่ผูวิจัยไดทดลองเพื่อเลือกขนาดที่ใชในการฉายแสงท่ี 2500, 3000 และ 3500 rad 

ซึ่งจากผลการศึกษาดังกลาว    ทําใหสามารถกําหนดขนาดใชการฉายรังสีของเซลลเม็ดเลือดขาวท่ีเหมาะสมที่สุด

(ถือเปน stimulator) เทากับ 3000 rad และกําหนดเวลาในการเพาะเล้ียงเซลลเปนเวลา 4 วัน  

แบงผล proliferation index (PI) ในงานวิจัยน้ี โดยเปน 2 กลุมใหญดังนี้ 

4.4.1 กลุมเปรียบเทียบ 4 กลุม ไดแก  

Autologous หรือ baseline recipient PBMCs (Auto-R)  เปนการทดสอบดูการแบงตัวพื้นฐานของเซลล 

PBMCs ผูรับที่ไมไดรับการกระตุน 

Recipient PBMCs กระตุนดวย stimulating agent (Stim-R) เปนการทดสอบดูการแบงตัวของเซลล 

PBMCs ผูรับเมื่อไดรับการกระตุนดวย PHA (ซึ่งถือวาเปนสารท่ีมีฤทธิ์การแบงตัวของเซลลหรือ positive control) 

Donor PBMCs ที่ไดรับการฉายรังสีที่ 3000 rad (irradiatedD3000) เปนการทดสอบดูการแบงตัว

พื้นฐานของเซลล PBMCs ผูบริจาค ที่ไดรับการฉายรังสี 3000 rad เพ่ือใหเซลลดังกลาวไมมีการแบงตัว แตยัง

สามารถหนาท่ีเปนเซลลนําเสนอได (antigen presenting cell) 

DonorPBMCs ไดรับการฉายรังสีที่กระตุนดวยstimulating agent (Stim-irradiatedD3000)เปนการ

ทดสอบดูการแบงตัวของเซลล PBMCs ผูบริจาคที่ไดรับการฉายรังสี 3000 rad เม่ือไดรับการกระตุนดวย PHA (ซึ่ง

ถือวาเปนสารท่ีมีฤทธิ์การแบงตัวของเซลลหรือ positive control) 
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4.4.2 กลุมทดลองมี 2 กลุม  ไดแก 

Recipient PBMCs กระตุนดวย irradiate 3000 rad specific donor cells (R+irraditedD3000) เปน

การทดสอบดูการแบงตัวพื้นฐานของเซลล PBMCs ผูรับ ที่ไดรับกระตุนดวยเซลล PBMCs ของคูผูบริจาคไตท่ีไดรับ

การฉายรังสี 3000 rad 

Recipient PBMCs กระตุนดวย Irradiate 2000 rad pool donor cells(R+pool donor) เปนการทดสอบ

ดูการแบงตัวพื้นฐานของเซลล  PBMCs ผูรับ ที่ไดรับกระตุนดวยเซลล PBMCs ของผูอื่น (pool donor ที่ไดจาก

อาสาสมัคร 10 รายดังกลาวในรายละเอียดขางตน) ที่ไดรับการฉายรังสี  2000 rad 

เม่ือมีการพิจารณาผลการตรวจวัด proliferation index การทดสอบ MLR ในผูปวยท้ังหมด 22 ราย 

พบวามีผูปวยบางรายผลการตรวจมีปญหา   คือเม่ือเปรียบเทียบผล PI ใน Autologous recipient PBMCs  มีคา

มากกวา Recipient PBMCs กระตุนดวย stimulating agent  (PHA) ซึ่งเปน positive control  ดังนั้นงานวิจัยนี้จึง

ตัดกลุมผูปวยในกลุมดังกลาวออกไป  แลววิเคราะหขอมูลในผูปวยท้ังหมด 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 

ตัวยอ : PBMCs-peripheral blood mononuclear cells 
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ตารางที่ 16 แสดงคา proliferation index ในผูปวยท้ัง 2 กลุม 

 
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 

ตัวยอ : PBMCs-peripheral blood mononuclear cells 
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ผลการวัดปริมาณ interleukin-17 (IL-17) ในการทดสอบ MLR ดวยวิธี CFSE assay  4.7 

4.7.1 การเปรียบเทียบปริมาณ interleukin 17 ในการทดสอบ MLR-CFSE แตละวิธ ี

การวิเคราะหความเขมขนของ IL17 จาก supernatant MLR-CFSE เปนเวลา 96 ชั่วโมงพบวาเซลล 

PBMCs ของ recipient ที่ไมไดรับการกระตุนมีคาเทากับ 20.29 ± 35.5  pg/ml และเม่ือเซลลถูกกระตุนดวย PHA/I 

(สารที่มีฤทธิ์กระตุนการแบงตัวของเซลล) มีคา IL 17 เพ่ิมขึ้นเทากับ 299.0 ± 455.5 pg/ml เม่ือเปรียบเทียบความ

เขมขนของ IL17 ของ recipient ที่ไมไดรับการกระตุนและไดรับการกระตุนจาก PHA/I พบวามีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p =0.002) 

เซลล PBMCs ของ donor ผานการฉายแสง(3000 rad )ที่ไมไดรับการกระตุนมีคาเทากับ 3.50 ± 3.56       

pg/ml และเม่ือเซลลถูกกระตุนดวย PHA/I มีคา IL 17 เทากับ 61.8 ± 118.6  pg/ml  เม่ือเปรียบเทียบความเขมขน

ของ IL17 ของ donor ที่ไมไดรับการกระตุนและไดรับการกระตุนจาก PHA/I   พบวามีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ (p =0.003) 

เซลล PBMCs ของ recipient ที่ไดรับการกระตุนดวย specific donor PBMCs มีคา IL17 เทากับ 27.9 ±  

36.3 pg/ml  และเม่ือเซลลถูกกระตุนดวย pool donor PBMCs มีคา IL 17 เทากับ  19.0 ±  24.0  pg/ml เม่ือ

เปรียบเทียบความเขมขนของ IL17 ของ donor ที่ไดรับการกระตุนดวย specific donor และไดรับการกระตุนดวย 

pool donor  พบวา ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p =0.12) (แผนภูมิที่ 4) 
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แผนภูมิที่ 4 แสดงการเปรียบเทียบความเขมขนของ interleukin 17 ในการทดสอบ MLR-CFSE แตละวิธี 
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ตารางที่ 17 แสดงคาความสัมพันธของ 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 

ตัวยอ : R-irradiatedD = Recipient PBMCs with Irradiate 3000 rad donor cell stimulator    
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4.10 หาความสัมพันธของผลการตรวจ mixed lymphocyte reaction ดวยวิธีCFSE assayและปจจัยตางๆ 

 1). ความสัมพันธระหวาง SI และ ระยะเวลาหลังผาตัดปลูกถายไต 

 พบวาหากระยะเวลาหลังปลูกถายไตย่ิงนานขึ้น  คา stimulation index มีแนวโนมจะลดลง Spearman’s 

rho = -0.26 แตไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (แผนภูมิรูปภาพที่ 2) 
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Speaman’s rho = - 0.26, p = 0.40 

แผนภูมิรูปภาพที่ 2 แสดงคาความสัมพันธของ stimulation index และ ระยะเวลาหลังผาตัดปลูกถายไต 

2). ความสัมพันธระหวางคา SI และจํานวน HLA mismatch  

พบวาจํานวน HLA mismatch ไมมีความสัมพันธกับคา stimulation index (แผนภูมิรูปภาพที่ 3) 
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แผนภูมิรูปภาพที่ 3 แสดงคาความสัมพันธของ stimulation index และ จํานวน HLA mismatch 
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บทที่  5 

สรุปผลการวจิัย อภิปรายผลและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

สาเหตุของ ESRD พบมากที่สุดของผูปวยท่ีเขารวมการศึกษา คือ diabetic neohropathy  รองลงมา

คือ IgA nephropathy  อยางไรก็ตามมีผูปวยประมาณ 1 ใน 3 ที่ไมทราบสาเหตุของภาวะ ESRD 

1. 

ผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะไตปฏิเสธจะมีคา pre-transplant PRA ที่สูงกวา, ระยะเวลาหลังปลูก

ถายไต (transplant vinatge) ส้ันกวา,  ไดรับปริมาณ mycophenolate mofetil ที่สูงกวา, และมี 

estimated GFR ดวยสมการ MDRD ที่ตํ่ากวากลุมผูปวยที่ไมมีภาวะไปฏิเสธตอยางมีนัยสําคัญทาง

สถิติ 

2. 

อายุ mean arterial blood pressure และผลการตรวจทางหองปฏิบัติการทั่วไปของผูปวยทั้ง 2 กลุม

ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

3. 

จากการศึกษาน้ีไมสามารถแสดงความสัมพันธระหวางคา stimulation indexที่ไดจากในผูปวยหลัง

ปลูกถายไตกับจํานวน HLA mismatch และระยะเวลาหลังปลูกถาย (transplant vintage) 

4. 

จากการศึกษาน้ีไมสามารถแสดงความสัมพันธระหวางคา stimulation index ที่ไดจากในผูปวยหลัง

ปลูกถายไต ดวยวิธี MLR-CFSE assay กับ estimated glomerular filtration rate ที่คํานวณดวย

สมการ MDRD,  

5. 

เม่ือเปรียบเทียบในกลุมผูปวยที่ไมมีภาวะปฏิเสธไตและกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต 

พบวาการวัดผลของการแบงตัว ไดแก proliferation index และ stimulation index ที่วิเคราะหดวย

โปรแกรม FLOWJO ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 

6. 

พบวาปริมาณ CD8 T-cell ที่มีการแบงตัวดูแนวโนมวาจะสูงมากกวา ในกลุมผูปวยที่มีประวัติการ

เกิดภาวะปฏิเสธไต  อยางไรก็ตามไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  สวนปริมาณ 

CD4 T-cell  และอัตราสวน CD4/CD8  มีปริมาณท่ีใกลเคียงกัน 

7. 

คาปริมาณเขมขนของ IL 17 ใน supernatant MLR-CFSE ในกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะ

ปฏิเสธไต  มีคาสูงมากกวาผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต   แตไมมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ 

8. 
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5.2 อภิปรายผล  

5.2.1 ขอมูลพื้นฐานและผลการตรวจทางหองปฏิบัติการ 

จากขอมูลพื้นฐานผูปวยท้ังหมดพบวาโรคที่เปนสาเหตุของ ESRD พบมากที่สุดคือ diabetic 

nephropathy   อยางไรก็ตามพบวามีผูปวยสวนหนึ่งของ ESRD ที่ไมทราบสาเหตุ   เน่ืองจากขาดผลการตรวจ และ

การตัดช้ินเนื้อที่ชวยวินิจฉัยยืนยันสาเหตุ    

เม่ือเปรียบเทียบผูปวยทั้ง 2 กลุม ผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไตจะมีคา pre-transplant PRA ที่

สูงกวาผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต  เปนที่ทราบกันอยูแลววา pre transplant PRA ที่สูงเปนปจจัยเส่ียงตอ

การเกิด rejection   และหากเม่ือเกิดภาวะปฏิเสธไตก็จะมีผลทําให การทํางานของไตลดลง   และเม่ือนําระดับ 

creatinine มาคํานวณดวยสมการ MDRD หาคา estimated GFR พบวาตํ่ากวากลุมผูปวยที่ไมมีภาวะไตปฏิเสธ

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   ซึ่งการรักษาคือการเปล่ียนยากดภูมิใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น  หรือปรับขนาดใหสูงขึ้น  

ดังนั้นจึงทําใหผูปวยที่มีภาวะปฏิเสธไตสวนใหญจะไดรับยากดภูมิสูตร tacrolimus รวมกับ mycophenolate 

mofetil และขนาด  mycophenolate mofetil ที่ไดสูงกวากลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต    

ในผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต จะมีระยะเวลาหลังปลูกถายไต (transplant vintage) ส้ันกวา

ผูปวยท่ีไมมีภาวะปฏิเสธไตเน่ืองจากผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไตบางสวนท่ีมีการทํางานของ allograft 

ที่แยลง จะตองกลับไปทําการฟอกเลือดอีกคร้ัง ในขณะท่ีกลุมผูปวยที่ไมมีภาวะปฏิเสธไตก็จะตรวจติดตามที่หนวย

โรตไตตลอดทําใหคาเฉล่ียระยะเวลานานกวา  

5.2.2 ผลการตรวจ post transplant MLR-CFSE assay 

Mixed lymphocyte reaction เปนวิธีการตรวจ T-cell function โดยตรง   ซึ่งเปนที่ทราบกันวา T-cell 

เปน central role ของการเกิดภาวะ rejection[46]     ในอดีตแมจะมีการศึกษาตางๆ เก่ียวความสัมพันธระหวาง

การตรวจ MLR ดวยวิธี [3H]-thymidine และ renal allograft rejection หรือ function อยางไรก็ตามก็ยังไมได

ขอสรุปชัดเจน [49, 70, 72, 79, 81, 92] เน่ืองจากวิธีดังกลาวมีขอจํากัดดังที่กลาวขางตน    ปจจุบันมีวิธีใหมคือ 

MLR-CFSE assay [56]ที่นํามาใชทดแทนวิธี [3H]-thymidine     Tanaka และคณะ[82]  ไดนําวิธีนี้ ศึกษาในผูปวย

ที่ไดรับการปลูกถายตับ    พบวาผูปวยที่มี acute liver allograft rejection จะมีคา stimulation index ที่สูงกวากลุม

ผูปวยที่ไมมีภาวะ rejection    Tanaka และคณะ สรุปวาใช MLR-CFSE สามารถชวยในการวินิจฉัยภาวะacute 

liver  rejection ได 

การศึกษานี้พบวาในกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะไตปฏิเสธและกลุมผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะไต

ปฏิเสธมีคา  proliferation index และคา stimulation index ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ   อาจ

เกิดไดจากสาเหตุดังนี้ 

ก. ปจจัยดานประชากรตัอยางที่เขาการศึกษา 
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1.ความแตกตางชนิดการเกิด rejection โดยผูปวยที่มีประวัติการเกิดภาวะไตปฏิเสธท่ีเขารวมใน

การศึกษามีทั้ง acute cellular rejection, acute และ chronic antibody mediated rejection    แมวาความเช่ือ  

T-cell มีบทบาทหลักของการเกิด rejection     แตในการศึกษาท่ีผานมาเก่ียวกับ MLR-CFSE   ในการปลูกถายตับ

และลําไสเล็กเปนชนิด acute cellular rejection      ดังนั้นอาจเปนไปไดวาในผูปวยที่เกิด antibody mediated 

rejection การตรวจ MLR-CFSE มีคา alloimmune reactivity ที่นอยกวา cellular rejection 

2. ระยะเวลาต้ังแตที่เกิดภาวะไตปฏิเสธ จนถึงเวลาที่ผูปวยเขารวมงานวิจัย ก็อาจมีเก่ียวของโดยผูปวย 

จะผานการเกิดภาวะ rejection มาชวงเวลาหนึ่ง   ซึ่งแตกตางกันต้ังแตมีภาวะปฏิเสธไตในชวงเวลาท่ีเขารวม

การศึกษา และบางรายนาน 10 ป     เปนที่ทราบวา immune response มีการเปล่ียนแปลงตลอดเวลา   ดังนั้นการ

ตรวจ MLR-CFSE ในแตละบุคคลจึงมีความแตกตางกัน   หากเม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษากอนที่ทําโดย Tanaka 

และคณะ  แลวพบวามีความแตกตางกันของชวงเวลาวิธีการเก็บเลือดเพ่ือตรวจ  MLR-CFSE   โดย Tanaka จะ

เก็บเลือดตรวจ MLR ในชวงเวลาท่ีมีอาการและอาการแสดงของการเกิด rejection   ทําใหการตรวจ MLR-CFSE 

assay สามารถชวยในการวินิจฉัยภาวะliver rejection ได   

3. ผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะไตปฏิเสธจะไดรับยากดภูมิ (immunosuppressive agent) ในปริมาณท่ี

สูงขึ้นหรือเปล่ียนชนิดยากดภูมิที่แรงมากขึ้น     ทําใหเม่ือไดรับการกระตุนจากแอนติเจน  ทําใหความสามารถใน

การแบงตัวและการตอบสนองของ T-cell อาจจะนอยกวาปกติ    ในขณะที่ผูปวยที่ไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต    

เพ่ือหลีกเล่ียงผลขางเคียงของยาในอนาคตโดยเฉพาะยาในกลุม  CNI    แพทยผูรักษาจึงพยายามที่จะลดปริมาณ

ยา หรือเปล่ียนชนิดยาท่ีกดภูมิคุมกันนอยกวา   ทําใหเม่ือไดรับการกระตุนจากแอนติเจน   ก็อาจจะมีผลทําใหเซลล

มีการแบงตัวได       นอกจากน้ีผูปวยท่ีเขาการศึกษาในกลุมผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไตบางรายไดรับ

การรักษาเชน การทํา plasmapheresis, IVIG  เปนไปไดวายาท่ีรักษาไปมีผลตอ T-cell function การตอบสนอง

ของ T-cell ไมดี ทําใหคา  proliferation index และ stimulation index ดวยการตรวจวิธี flow cytometry มีการ

เปล่ียนแปลง    

ข. ปจจัยดานการตรวจเพาะเล้ียงเซลล 

1. งานวิจัยนี้ผูวิจัยเปนผูทําการเพาะเล้ียงเซลล แมวาไดรับการฝกกอนการทํางานวิจัยจริงเปนเวลา

ประมาณ 3 เดือน   แตผลการเพาะเล้ียงอาจมีบางสวนคาดเคล่ือนได   

2.การเพาะเล้ียงเซลลในงานวิจัยนี้มีเฉพาะ Positive control แตไมมี Negative control   ทําใหการแปล

ผลความถูกตองของการเพาะเล้ียงเซลลนั้นอาจไมสมบูรณ 

ค.ปจจัยการวัด flow cytometry  

 การวัด flow cytometry เพ่ือประเมินการแบงตัวของเซลล จะตองอาศัยผูชํานาญในการคัดเลือกบริเวณ

ตําแหนงของ histogram ของ T-cell ที่จะตรวจวัด (จากเครื่องจะรายงานเปน  2 histogram) นอกจากนี้ยังมีการ

แบงตัด peak ของการแบงตัวของเซลล  ทําใหการวัดอาจมีความแตกตางทั้งภายในบุคคล และระหวางบุคคล 
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เดิมเช่ือวา CD4 เปน effector ที่หลักสําคัญในการเกิด rejection ในขณะท่ี CD8 เปน effector รอง

และตงอาศัยการทํางานของ CD4 รวมในการเกิด rejection    อยางไรก็ตามในปจจุบันเม่ือพบวา CD4 และ CD8  

T-cell subset  ตางมีความสําคัญในการเกิดภาวะ rejection [93-95]     แตความสัมพันธหรือสัดสวนของปริมาณ 

CD4 และ CD8 ยังไมทราบชัดเจน    การศึกษาน้ีไดตรวจวัด T-cell subset ของ MLR-CFSE ในผูปวยที่มีประวัติ

การเกิดภาวะปฏิเสธไตพบวาปริมาณ CD4 และ CD8 ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเปนไปไดวาบทบาทของ CD4 

และ CD8 มีความสําคัญในแง cellular mechanism ที่ใกลเคียงกัน 

แมวาผลที่ไดจากการศึกษาน้ีจะไมสามารถแสดงความสัมพันธของ stimulation index และ proliferation 

index และ การเกิดภาวะ renal allograft rejection และผลของ renal function    อยางไรก็ตามการศึกษาน้ีก็มี

ขอจํากัดที่อาจเปนปจจัยที่ตอผลการศึกษาได    เน่ืองจากการศึกษาน้ีเปนการศึกษาแบบ descriptive, cross-

sectional     ซึ่งการตรวจวัดคา proliferation index และ stimulation  index ในผูปวยหลังการปลูกถายไตเพียง

คร้ังเดียวอาจจะไมสามารถบอก alloreactivity ของผูปวยทั้งหมด  เนื่องจากผูปวยจะมี T-cell alloreactivity ที่มี

เกิดการเปล่ียนแปลง (dynamic change)  ในแตละชวงเวลา     ทําใหเม่ือตรวจที่ ณ เวลาหน่ึงจึงไมสามารถแสดง

ความสัมพันธได      ดังนั้นหากมีการตรวจท่ีติดตามตอไป(prospective follow up) เปนชวงเวลาอาจจะสามารถ

บอกแนวโนมและใหขอมูลภาวะ immune reactivity ของผูปวยแตละรายไดดีกวาการตรวจเพียงคร้ังเดียว 

5.2.3 ผลการตรวจปริมาณความเขมขนของ IL-17 ใน MLR-CFSE supernatant 

 การศึกษาน้ีไดตรวจวัดปริมาณความเขมขนของ IL-17 ใน MLR-CFSE supernatant  ในทุกแบบของการ

เพาะเล้ียงเซลล ไดแก  autologous หรือ baseline ของ recipient PBMCs, recipient PBMCs ที่กระตุนดวย 

PHA/I, recipient ที่กระตุนดวย specific donor PBMCs และ recipient PBMCs ที่กระตุนดวย pool donor   

พบวาใหผลแนวทางเดียวกันคือ กลุมผูปวยที่มีภาวะไตปฏิเสธจะมีปริมาณ IL-17 ที่สูงกวาอีกกลุม  แมวาจะไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญก็ตาม     แตขอมูลที่ไดนี้มีหากมีการศึกษาตอไป ก็อาจจะเปนไปไดวา 

supernatant IL-17 จาก MLR-CFSE สามารถชวยแยกผูปวยที่มีภาวะไตปฏิเสธและ ไมมีภาวะปฏิเสธไตได      ซึ่ง

ปจจุบันดังที่กลางขางตนวา  IL-17 ไดรับความสนใจและทําการศึกษาใน clinical organ transplantation ซึ่งได

แสดงถึงบทบาทความสําคัญและเปนชวยการวินิจฉัยการเกิดภาวะ allograft rejection  [32, 87-90]   อยางไรก็

ตามทางผูวิจัยคิดวาปจจัยหนึ่งที่อาจมีผลตอปริมาณความเขมขนของ IL-17 คือเทคนิคการตรวจซ่ึงจะเห็นไดวา 

SD ของคาดังกลาว  เนื่องจากการตรวจน้ียังไมไดมีการตรวจกันแพรหลาย  แตจะตรวจเฉพาะในงานวิจัยเทาน้ัน  

ทําใหความชํานาญในการตรวจไมมาก  แมวาการตรวจจะตองมีการเทียบกับมาตรฐาน (standardized )การตรวจ

กอนทุกคร้ังก็ตาม  
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ขอจํากัดและขอเสนอแนะ 

1. การศึกษาวิจัยนี้มีขนาดจํานวนตัวอยางนอย   (เน่ืองจากผูวิจัยไดกําหนดคา r ในการคํานวณขนาดประชากร

คอนสูง)  เม่ือเปรียบเทียบผลการตรวจ MLR โดย CFSE assay ในกลุมตัวแปรตางๆ ระหวางผูปวยทั้ง 2 กลุม  

ผลท่ีไดจึงไมเห็นความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  ดังนั้นถาเก็บจํานวนตัวอยางเพ่ิมขึ้น   ผลที่ได

อาจจะทําใหเห็นความแตกตางทางสถิติก็ได  (ทางผูวิจัยไดนําคาความสัมพันธ (correlation) ที่ไดจากการวิจัย 

เทากับ 0.25  นําไปแทนคาในสมการเดิม  และกําหนด power เทากับ 90  พบวา ขนาดจํานวนตัวอยางเทากับ 

113 ราย ) 

2. งานวิจัยนี้เปนการศึกษาในผูปวยหลังการปลูกถายไต   ซึ่งผลลัพธการปลูกถายไตนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลาย

อยางดังที่กลาวไวตอนตน    นอกจากนี้ยังมีผลจากยากดภูมิคุมกันที่ผูปวยตองไดรับ    แมวาทางผูวิจัยจะ

พยายามตัดปจจัยอื่นที่อาจจะมีผลตอผลการศึกษาแลวก็ตาม    ดังนั้นเม่ือพิจารณาความสัมพันธของคา 

stimulation index  หรือ proliferation index กับ eGFR ดวยวิธี MDRD หรือผลลัพธการปลูกถายไตจึงไมมี

ความแตกตางกัน      หากเปนการตรวจ MLR โดย CFSE assay ที่ทําในผูปวยหลังปลูกถายไต   (post 

transplant-MLR-CFSE)    ทางผูวิจัยขอเสนอวิธีการดังนี้ 

- เพื่อใหไดผลที่ดีควรเก็บเลือดตัวอยางท่ีใชตรวจในชวงเวลาใกลเคียงกับการเกิดภาวะไต

ปฏิเสธ และเปนเลือดที่เจาะกอนที่จะไดรับการรักษา     หรือมีการปรับเปล่ียนชนิดและ

ปริมาณยากดภูมิคุมกัน     แตในความเปนจริงอาจจะทําไดลําบากเนื่องจากนี้เปนการ

ตรวจที่ตองใชเลือดท้ังผูรับไตและผูบริจาคไต     และเม่ือเจาะแลวไดนําเลือดไปทดสอบ

ทันทีหรือใชเปนการตรวจติดตาม (follow up) ในผูปวยหลังปลูกถายไต 

3. การวัดปริมาณความเขมขนของ interleukin-17 ในผูปวยดูแนวโนมวาผูปวยท่ีมีประวัติการเกิดภาวะปฏิเสธไต

จะมีคาสูงกวาถายกลุมผูปวยท่ีไมมีประวัติภาวะปฏิเสธไต  แตไมมีความแตกตางางสถิติ  หากมีการเก็บขอมูล

เพ่ือเพิ่มจํานวนมากขึ้น  อาจทําใหคาดังกลาวมีความแตกตางก็ได    

การนําไปใชในเชิงปฏิบัติ (Implication for practice) 

เน่ืองจากการศึกษาน้ีไมสามารถแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของ stimulation index ในผูปวยหลังปลูก

ถายไตกับการเกิดภาวะปฏิเสธไต    แตจากความรูที่วาการเกิด rejection นั้น T cell มีบทบาทสําคัญ (centrol 

role) ดังนั้นการตรวจ T-cell function ก็นาจะเปนการทดสอบท่ีดีอยางหนึ่ง    ที่จะบอกภาวะ alloimmune 

response        ปจจุบันยังไมมีวิธีใดวิธีหนึ่งที่นํามาวัดเพื่อบอก immune status ทั้งหมดของผูปวยได    ทางผูวิจัย

คิดวาคงตองมีการศึกษาถึงวิธีการนํา MLR-CFSE  และ supernant IL-17  เพื่อไปประยุกตใชในการดูแลรักษา

ผูปวยหลังปลูกถายไตในอนาคต เชน  
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1. การนํามาใชเพื่อใชชวยวินิจฉัยภาวะ  early renal allograft rejection เพื่อใหไดการรักษาท่ี

เหมาะสมกอนที่จะมีปญหา renal allograft dysfunction 

2. ใชในการตรวจติดตามภาวะ alloimmune response ในผูปวยที่มีภาวะปฏิเสธไตหลังไดรับการรักษา

หรือมีการปรับยากดภูมิ      หากยังมี high alloimmune response   ก็อาจจําเปนตองปรับปริมาณ

ยาเพิ่ม หรือหากผลหลังการรักษาภาวะปฏิเสธไตแลวพบวา low immune response ก็อาจเปน

ตัวชี้วัดวาการรักษานาจะเพียงพอ       ในทางตรงขามหากผูปวยไมมีประวัติภาวะไตปฏิเสธ      หาก

ผลการตรวจ MLR-CFSE  เปนภาวะ low immune response ผูปวยก็นาจะปรับลดปริมาณของ

ยากดภูมิเพื่อหลีกเล่ียงผลขางเคียงของยา     และในขณะเดียวกันการตรวจติดตามหลังลดยากดภูมิ  

ประเมินภาวะ alloimmune response เพ่ือเฝาระวังการเกิดภาวะไตปฏิเสธก็เปนส่ิงสําคัญ 

การนําไปใชในเชิงงานวิจัยในอนาคต (Implication for further research) 

1. ทําการศึกษา MLR-CFSE ในผูปวยหลังปลูกถายไตในชวงเวลาที่เกิดภาวะปฏิเสธไต รวมกับตรวจ

ติดตามการเปล่ียนแปลง MLR-CFSE ในผูปวยแตละราย เพ่ือดูแนวโนมและติดตามอาการผูปวยไป

พรอมกัน   

2. การใช MLR-CFSE  ในการประเมินการปรับเพิ่มหรือลดยากดภูมิรวมกับอาการทางคลินิกที่เกิดขึ้น 

3. ทําการศึกษาโดยใช post transplant MLR-CFSE  รวมกับการทํา post transplant protocol 

biopsy เพ่ือดูความสัมพันธและ ใชในการวินิจฉัย early allograft rejection 

4. หากทําการศึกษาคงตองมีการจํากัด inclusion criteria rejection ใหชัดเจนเพื่ไมมีความแตกตาง

ของเวลามากเกินไป เชน  กําหนดวาระยะเวลาการเกิด renal allograft rejection ไมเกิน 6 เดือน 

กอนที่จะเขาการศึกษา 

5. ในปจจุบันมีการศึกษาIL-17 ในผูปวยท่ีปลูกอวัยวะมากขึ้น   ในอนาคตอาจจะมีการศึกษาถึง

บทบาทของ IL-17 ในผูปวยหลังปลูกถายไต เชน การใชความเขมขนของ supernatant IL-17  มา

ชวยในการวินิจฉัยการเกิด allograft rejection ระยะแรก   หรือใชตรวจติดตามการรักษา(follow up)

ในผูปวยท่ีมี renal rejection หลังไดรับการรักษากับอาการและอาการแสดงทางคลินิก  การตรวจ

ระดับ creatinine และการทํา biopsy 

สมมุติฐานที่ไดจากการวิจัย 

1. คา stimulation index จาก MLR-CFSE ในผูปวยท่ีมีภาวะไตปฏิเสธชนิด antibody mediated 

rejection และ cellular rejection มีความแตกตางกัน 

2. ปริมาณความเขมขนของ IL-17 ใน MLR-CFSE supernatant หลังการปลูกถายไตมีความแตกตาง

กันในผูปวยท่ีมีภาวะไตปฏิเสธและผูปวยท่ีไมมีภาวะไตปฏิเสธ 
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ภาคผนวก ก  
เอกสารขอมูลคําอธิบายสาํหรับผูเขารวมโครงการวจิัย 

ช่ือโครงการวิจัย:  การศึกษาปฏิกิริยาลิมโฟไซตในผูปวยหลังปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิตดวยการวิเคราะหวิธี

คารบอกซี-ฟลูออเรสตซีน ไดอะซีเตท-ซัคซินิมิดิล- เอสเธอร  

ชื่อ แพทยหญิง พรรณธิพา   ตนสวรรค  

ที่อยู:  หนวยไต ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตรจุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  
E-mail: tonpantipa@hotmail.com                    

เบอรโทรศัพท (ที่ทํางานและมือถือ):  085-0075754 หรือ 02-2564000 ตอ 101-102  

เรียน ผูเขารวมโครงการวิจัยทุกทาน 
 ทานไดรับเชิญใหเขารวมในโครงการวิจัยนี้เน่ืองจากทานเปนผูปวยที่ไดรับการปลูกถายไตจากผูบริจาคมี

ชีวิตและติดตามการรักษาท่ี รพ.จุฬาลงกรณ ไมมีปจจัยอื่นๆท่ีมีผลตอการทํางานของไต    กอนท่ีทานจะตัดสินใจ

เขารวมในการศึกษาวิจัยดังกลาว ขอใหทานอานเอกสารฉบับนี้อยางถ่ีถวน เพื่อใหทานไดทราบถึงเหตุผลและ

รายละเอียดของการศึกษาวิจัยในคร้ังน้ี หากทานมีขอสงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทย

ผูทําวิจัย หรือแพทยผูรวมทําวิจัยซึ่งจะเปนผูสามารถตอบคําถามและใหความกระจางแกทานได 
 ทานสามารถขอคําแนะนําในการเขารวมโครงการวิจัยน้ีจากครอบครัว เพื่อน หรือแพทยประจําตัวของ

ทานได ทานมีเวลาอยางเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถาทานตัดสินใจแลววาจะเขารวมในโครงการวิจัยนี้ 

ขอใหทานลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจัยนี้ 

เหตุผลความเปนมา 
 โรคไตวายเร้ือรังเปนโรคท่ีพบบอยมากขึ้น การรักษาที่ดีที่สุดคือการปลูกถายไต อยางก็ตามผลลัพธหลัง

การปลูกถายไตจะดีหรือไมนั้นขึ้นอยูกับปจจัยหลายดาน ไดแก ปจจัยผูบริจาค    ปจจัยผูรับไต  เทคนิคการผาตัด 

และความเขากันไดของผูบริจาคและผูรับ  (สามารถประเมินไดทั้งกอนผาตัดและหลังผาตัดปลูกถายไต  ) การตรวจ

ติดตามผูปวยหลังการปลูกถายไตท่ีสําคัญคือ คาครีเอตินีน  )คาการทํางานของไต    (การเจาะช้ินเนื้อไต การดู

ภูมิคุมกันตอตานไตผูบริจาค เปนตน  

วัตถุประสงคของการศึกษา 
วัตถุประสงคหลักจากการศึกษาในคร้ังน้ีคือ เพื่อทดสอบความเขากันไดของไตผูบริจาคและผูรับ โดยใช

วิธีการเพาะเล้ียงเซลล ที่ไดจากเลือดผูบริจาคและผู รับบริจาค   นํามาเพาะเล้ียงรวมกัน แลวประเมินดู

ความสัมพันธคาผลตรวจดังกลาว   กับผลการรักษา   ซึ่งอาจจะนําไปใชในการดูแลรักษาผูปวยหลังการปลูกถายไต

ในอนาคต เชน ใชเปนแนวทางในการปรับยากดภูมิคุมกันใหเหมาะสมในผูปวยแตละคน และเปนตัวช้ีวัด เพื่อ

mailto:tonpantipa@hotmail.com
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วิธีการที่เกี่ยวของกับการวิจัย 

 หลังจากทานใหความยินยอมท่ีจะเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ผูวิจัยจะนัดหมายทานและผูบริจาคไต มา

เพ่ือเจาะตรวจเลือดพรอมกัน  การเจาะเลือดทําโดยพยาบาลหนวยไต  ปริมาณเลือดที่ใชตรวจประมาณ 60 ซีซี 

(4ชอนโตะ) จากนั้นจะนําเลือด (ผูปวยและผูบริจาค) ที่ไดมาปนแยกเซลลเม็ดเลือดขาว แลวนําเซลลเม็ดเลือดขาว

มาเพาะเล้ียงรวมกันโดยใชเวลาประมาณ 3-5 วัน  หลังจากน้ันก็นับแยกเซลลที่มีการแบงตัว ถาเซลลผูบริจาคและ

ผูรับมีความแตกตางกันจะมีการแบงตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวมากกวา ในกรณีที่เซลลผูบริจาคและผูรับมีความ

คลายคลึงกัน ซึ่งคาที่วัดไดจะนําไปวิเคราะหเพ่ือหาความสัมพันธ   

ความรับผิดชอบของอาสาสมัครผูเขารวมในโครงการวิจัย 

 เพื่อใหงานวิจัยน้ีประสบความสําเร็จ ผูทําวิจัยใครขอความความรวมมือจากทาน  โดยหากผลการตรวจ

เพาะเล้ียงเซลลดังกลาวมีความผิดพลาด ซึ่งอาจจะเกิดจากเทคนิคการตรวจเล้ียงเซลล มีผลทําใหการนับแยกเซลล

ไมได ทางผูวิจัยใครขอความความรวมมือจากทาน ในการเจาะตรวจเลือดซ้ํา 1 คร้ังในปริมาณเทาเดิม  

 ระยะเวลาที่อาสาสมัครแตละคนตองอยูในโครงการ  

 ประมาณ 1 ป  เร่ิมต้ังแตเขารวมโครงการ – พ.ค. 2554 

ความเส่ียงที่ไดรับจากการเจาะเลือด 

ทานมีโอกาสที่จะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก  ช้ําจากการเจาะเลือด  อาการบวมบริเวณที่เจาะเลือดหรือ

หนามืด (โดยทั่วไปการเสียเลือดปริมาณ 60 ซีซี หรือประมาณ 4 ชอนโตะ ที่ใชตรวจในการวิจัยเปนปริมาณนอยเมือ

เทียบกับในรางกาย   จึงไมมีผลตอระบบไหลเวียนเลือด) และโอกาสที่จะเกิดการติดเช้ือบริเวณท่ีเจาะเลือดพบได

นอยมาก  

ประโยชนที่อาจไดรับ 

 ทานอาจไมไดรับประโยชนโดยตรง แตหากผลการศึกษาพบความสัมพันธของการตรวจปฎิกิริยาลิมโฟ

ไซดของผูรับบริจาค และผลการปลูกถายไตและการปฎิเสธไต  อาจสามารถนําคาที่ไดไปใชทํานายผลลัพธการปลูก

ถายไต และปรับเปล่ียนยากดภูมิคุมกันใหกับผูปวยท่ีเหมาะสมในอนาคต 
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ขอปฏิบัติของทานขณะที่รวมในโครงการวิจัย 

ขอใหทานปฏิบัติดังนี้ 
- ขอใหทานใหขอมูลทางการแพทยของทานท้ังในอดีต และปจจุบัน แกผูทําวิจัยดวยความสัตยจริง 
- ขอใหทานแจงใหผูทําวิจัยทราบความผิดปกติที่เกิดขึ้นระหวางที่ทานรวมในโครงการวิจัย 
- ขอใหทานงดการใชยาอื่นนอกเหนือจากที่ผูทําวิจัยไดจัดให รวมถึงการรักษาอ่ืน ๆ เชน การรักษา

ดวยสมุนไพร การซ้ือยาจากรานขายยา  

อันตรายที่อาจเกิดขึ้นจากการเขารวมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผูทําวิจัย/ผูสนับสนุนการ
วิจัย 
 หากพบอันตรายที่เกิดขึ้นจากการวิจัย ทานจะไดรับการรักษาอยางเหมาะสมทันที   

 ในกรณีที่ทานไดรับอันตรายใด ๆ ที่เก่ียวของกับงานวิจัยทางผูวิจัยจะรับผิดชอบคาใชจายในการ

รักษาพยาบาลหรือหากตองการขอมูลเพิ่มเติมที่เก่ียวของกับโครงการวิจัย ทานสามารถติดตอกับผูทําวิจัยคือ  

แพทยหญิง พรรณธิพา   ตนสวรรค ไดตลอด 24 ช่ัวโมง เบอรโทรศัพท 085-0075754 

 ทางผูวิจัยจะมีเงินคาชดเชยคาเดินทางและคาเสียเวลาใหแกทาน  ในกรณีที่นัดมาเพื่อทําวิจัย

นอกเหนือจากการนัดปกติ ทานละ 200 บาท 

คาใชจายของทานในการเขารวมการวิจัย 

 คาใชจายในการเจาะเลือดและการตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ ผูสนับสนุนการวิจัยจะเปน

ผูรับผิดชอบทั้งหมด 

การเขารวมและการส้ินสุดการเขารวมโครงการวิจัย 

 การเขารวมในโครงการวิจัยคร้ังนี้เปนไปโดยความสมัครใจ หากทานไมสมัครใจจะเขารวมการศึกษาแลว 

ทานสามารถถอนตัวไดตลอดเวลา การขอถอนตัวออกจากโครงการวิจัยจะไมมีผลตอการดูแลรักษาโรคของทานแต

อยางใด 

การปกปองรักษาขอมูลความลับของอาสาสมัคร 

 การเก็บขอมูลตางๆจะในการวิจัยจะไมมีการระบุชื่อหรือขอมูลที่จะระบุถึงตัวผูปวยและผูบริจาคไต  และ

ขอมูลที่ไดจากการศึกษาจะถูกเก็บเปนความลับ มีเพียงผูวิจัยและอาจารยที่ปรึกษาเทานั้นที่ทราบขอมูล 

ในกรณีที่ผลการวิจัยไดรับการตีพิมพ ชื่อและที่อยูของทานจะตองไดรับการปกปดอยูเสมอ โดยจะใช

เฉพาะรหัสประจําโครงการวิจัยของทาน  การนําเสนอผลการวิจัยจะเปนภาพรวมของการศึกษาทั้งหมด ไมไดระบุ

รายบุคคล  
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หากทานขอยกเลิกการใหคํายินยอมหลังจากท่ีทานไดเขารวมโครงการวิจัยแลว ขอมูลสวนตัวของทานจะ

ไมถูกบันทึกเพิ่มเติม อยางไรก็ตามขอมูลอื่น ๆ ของทานอาจถูกนํามาใชเพ่ือประเมินผลการวิจัย  และทานจะไม
สามารถกลับมาเขารวมในโครงการนี้ไดอีก ทั้งนี้เนื่องจากขอมูลของทานที่จําเปนสําหรับใชเพื่อการวิจัยไมไดถูก

บันทึก 

 จากการลงนามยินยอมของทานแพทยผูทําวิจัยสามารถบอกรายละเอียดของทานที่เก่ียวกับการเขารวม

โครงการวิจัยน้ีใหแกแพทยผูรักษาทานได 

สิทธ์ิของผูเขารวมในโครงการวิจัย 

 ในฐานะที่ทานเปนผูเขารวมในโครงการวิจัย ทานจะมีสิทธิ์ดังตอไปนี้ 

1. ทานจะไดรับทราบถึงลักษณะและวัตถุประสงคของการวิจัยในคร้ังนี้ 

2. ทานจะไดรับการอธิบายเก่ียวกับระเบียบวิธีการของการวิจัยทางการแพทย รวมทั้งยาและอุปกรณที่ใชใน

การวิจัยคร้ังนี้ 

3. ทานจะไดรับการอธิบายถึงความเส่ียงและความไมสบายที่จะไดรับจากการวิจัย 

4. ทานจะไดรับการอธิบายถึงประโยชนที่ทานอาจจะไดรับจากการวิจัย 

5. ทานจะไดรับการเปดเผยถึงทางเลือกในการรักษาดวยวิธีอื่น ยา หรืออุปกรณซึ่งมีผลดีตอทานรวมทั้ง

ประโยชนและความเส่ียงท่ีทานอาจไดรับ 

6. ทานจะไดรับทราบแนวทางในการรักษา ในกรณีที่พบโรคแทรกซอนภายหลังการเขารวมในโครงการวิจัย 

7. ทานจะมีโอกาสไดซักถามเก่ียวกับงานวิจัยหรือขั้นตอนที่เก่ียวของกับงานวจิัย 

8. ทานจะไดรับทราบวาการยินยอมเขารวมในโครงการวิจัยนี้ ทานสามารถขอถอนตัวจากโครงการเม่ือไรก็

ได โดยผูเขารวมในโครงการวิจัยสามารถขอถอนตัวจากโครงการโดยไมไดรับผลกระทบใด ๆ ทั้งส้ิน 

9. ทานจะไดรับสําเนาเอกสารใบยินยอมท่ีมีทั้งลายเซ็นและวันที่ 

10. ทานจะไดโอกาสในการตัดสินใจวาจะเขารวมในโครงการวิจัยหรือไมก็ได โดยปราศจากการใชอิทธิพล
บังคับขมขู หรือการหลอกลวง 

หากทานไมไดรับการชดเชยอันควรตอการบาดเจ็บหรือเจ็บปวยท่ีเกิดขึ้นโดยตรงจากการวิจัย  หรือทาน

ไมไดรับการปฏิบัติตามท่ีปรากฎในเอกสารขอมูลคําอธิบายสําหรับผูเขารวมในการวิจัย ทานสามารถรองเรียนไดที่ 

คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ตึกอานันทมหิดลช้ัน 3  

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  โทร 0-2256-4455 ตอ 14, 15 ในเวลาราชการ 

ขอขอบคุณในการรวมมือของทานมา ณ ที่นี้ 

 
...................................................................................  
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ภาคผนวก ข  
หนังสือยนิยอมเขารวมงานวิจยั 

การวิจัยเรื่อง: การศึกษาปฏิกิริยาลิมโฟไซตในผูปวยหลังปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิตดวยการวิเคราะหวิธี  
คารบอกซี-ฟลูออเรสตซีน ไดอะซีเตท-ซัคซินิมิดิล-เอสเธอร  

วันใหคํายินยอม  วันที่..............เดือน........................................พ.ศ.................................................. 
ขาพเจา นาย/นาง/นางสาว.........................................................................................................................ที่
อยู.....................................................................................................................................................ไดอาน

รายละเอียดจากเอกสารขอมูลสําหรับผูเขารวมโครงการวิจัยวิจัยที่แนบมาฉบับวันที่................................... และ

ขาพเจายินยอมเขารวมโครงการวิจัยโดยสมัครใจ 
            ขาพเจาไดรับสําเนาเอกสารแสดงความยินยอมเขารวมในโครงการวิจัยท่ีขาพเจาไดลงนาม และ วันที่ 

พรอมดวยเอกสารขอมูลสําหรับผูเขารวมโครงการวิจัย ทั้งนี้กอนที่จะลงนามในใบยินยอมใหทําการวิจัยน้ี ขาพเจา

ไดรับการอธิบายจากผูวิจัยถึงวัตถุประสงคของการวิจัย ระยะเวลาของการทําวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการ

ที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย หรือจากยาท่ีใช รวมทั้งประโยชนที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัย และแนวทางรักษาโดยวิธีอื่น
อยางละเอียด ขาพเจามีเวลาและโอกาสเพียงพอในการซักถามขอสงสัยจนมีความเขาใจอยางดีแลว โดยผูวิจัยได

ตอบคําถามตาง ๆ ดวยความเต็มใจไมปดบังซอนเรนจนขาพเจาพอใจ 
 ขาพเจารับทราบจากผูวิจัยวาหากเกิดอันตรายใด ๆ จากการวิจัยดังกลาว ผูเขารวมวิจัยจะไดรับการ

รักษาพยาบาลโดยไมเสียคาใชจาย  
 ขาพเจามีสิทธิที่จะบอกเลิกเขารวมในโครงการวิจัยเม่ือใดก็ได โดยไมจําเปนตองแจงเหตุผล และการบอก

เลิกการเขารวมการวิจัยน้ี จะไมมีผลตอการรักษาโรคหรือสิทธิอื่น ๆ ที่ขาพเจาจะพึงไดรับตอไป 
 ผูวิจัยรับรองวาจะเก็บขอมูลสวนตัวของขาพเจาเปนความลับ และจะเปดเผยไดเฉพาะเมื่อไดรับการ

ยินยอมจากขาพเจาเทาน้ัน บุคคลอื่นในนามของบริษัทผูสนับสนุนการวิจัย คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการ

วิจัยในคน สํานักงานคณะกรรมการอาหารและยาอาจไดรับอนุญาตใหเขามาตรวจและประมวลขอมูลของผูเขารวม

วิจัย ทั้งนี้จะตองกระทําไปเพื่อวัตถุประสงคเพ่ือตรวจสอบความถูกตองของขอมูลเทานั้น โดยการตกลงท่ีจะเขารวม

การศึกษาน้ีขาพเจาไดใหคํายินยอมท่ีจะใหมีการตรวจสอบขอมูลประวัติทางการแพทยของผูเขารวมวิจัยได 
 ผูวิจัยรับรองวาจะไมมีการเก็บขอมูลใด ๆ ของผูเขารวมวิจัย เพ่ิมเติม หลังจากท่ีขาพเจาขอยกเลิกการเขา

รวมโครงการวิจัยและตองการใหทําลายเอกสารและ/หรือ ตัวอยางที่ใชตรวจสอบทั้งหมดที่สามารถสืบคนถึงตัว

ขาพเจาได 
 ขาพเจาเขาใจวา  ขาพเจามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแกไขขอมูลสวนตัวของขาพเจาและสามารถยกเลิก

การใหสิทธิในการใชขอมูลสวนตัวของขาพเจาได โดยตองแจงใหผูวิจัยรับทราบ 
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 ขาพเจาไดตระหนักวาขอมูลในการวิจัยรวมถึงขอมูลทางการแพทยของขาพเจาท่ีไมมีการเปดเผยช่ือ จะ

ผานกระบวนการตาง ๆ เชน การเก็บขอมูล การบันทึกขอมูลในแบบบันทึกและในคอมพิวเตอร การตรวจสอบ การ

วิเคราะห และการรายงานขอมูลเพื่อวัตถุประสงคทางวิชาการ รวมทั้งการใชขอมูลทางการแพทยในอนาคตหรือการ

วิจัยทางดานเภสัชภัณฑ เทานั้น  
 ขาพเจาไดอานขอความขางตนและมีความเขาใจดีทุกประการแลว ยินดีเขารวมในการวิจัยดวย

ความเต็มใจ จึงไดลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี้  
 
  ......................................................................................ลงนามผูใหความยินยอม 
  (....................................................................................) ชื่อผูยินยอมตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
 ขาพเจาไดอธิบายถึงวัตถุประสงคของการวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการไมพึงประสงคหรือความ

เส่ียงท่ีอาจเกิดขึ้นจากการวิจัย หรือจากยาที่ใช  รวมทั้งประโยชนที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัยอยางละเอียด ใหผูเขารวม

ในโครงการวิจัยตามนามขางตนไดทราบและมีความเขาใจดีแลว พรอมลงนามลงในเอกสารแสดงความยินยอม

ดวยความเต็มใจ 
  
  ......................................................................................ลงนามผูทําวิจัย 
  (....................................................................................) ชื่อผูทําวิจัย ตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
  ......................................................................................ลงนามพยาน 
  (....................................................................................) ชื่อพยาน ตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
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ภาคผนวก ค  

แบบเก็บขอมูลงานวิจยั 

เลขท่ีแบบสอบถามหมายเลข ………ID 

แบบฟอรมการบันทึกขอมูล 

ช่ือโครงการ: การศึกษาปฏิกิริยาลิมโฟไซตในผูปวยหลังปลูกถายไตจากผูบริจาคมีชีวิตดวยการวิเคราะหวิธีคาร

บอกซี-ฟลูออเรสตซีน ไดอะซีเตท- ซัคซินิมิดิล- เอสเธอร  

I.ขอมูลสวนตัวผูรับบริจาคไต                                                                        

1. อายุ ………………….ป            R-AGE  

2. เพศ    (1) ชาย (2) หญิง                                                                       R-SEX 

3. น้ําหนัก…………………………………………     Wt 

3. วันที่ผาตัดปลูกถายไต ………………………                                                              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. โรคประจําตัวที่พบรวม                                                                                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………………ตําแหนง (.A…B….DR…)               HLA 

7. Pre-transplantation Panel-reactive antibody……………%        PRA 

8. Pre-transplant. Donor specific antibody      DSA 

 (1) Positive  (2) Negative                                                           

III. การรักษาและผลการรักษาหลังผาตัดปลูกถายไต 

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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ชื่อ  พญ. พรรณธิพา ตนสวรรค 

วันเดือนปเกิด  11 พฤศจิกายน พ.ศ.2523 จังหวัดนครพนม 

ประวัติการศึกษาและการทางาน 

- นักศึกษาคณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน พ.ศ. 2542-2548 

- แพทยเพ่ิมพูนทักษะ โรงพยาบาลศรีนครินทร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน      

พ.ศ. 2548-2549 

- แพทยใชทุนสาขาอายุรศาสตร โรงพยาบาลศรีนครินทร คณะแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยขอนแกน พ.ศ. 2549-2552 

ปริญญาและประกาศนียบัตร 

- แพทยศาสตรบัณฑิต (เกียรตินิยมอันดับ2) คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน 

พ.ศ.2548 

- วุฒิบัตรแพทยผูเช่ียวชาญสาขาอายุรศาสตร พ.ศ. 2552 

สมาชิกสมาคมวิชาชีพ 

- สมาชิกแพทยสภา  

- สมาชิกราชวิทยาลัยอายุรแพทยแหงประเทศไทย  

- สมาชิกสมาคมโรคไตแหงประเทศไทย 

- สมาชิกสมาคมปลูกถายอวัยวะแหงประเทศไทย 
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