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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 
 วรวรรณ บุญรัศมี : การผลิตและลักษณะสมบัติของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี scFv-Fc ต่อ Notch1 

และ Notch2 โดยใช้เซลล์ไลน์ HEK-293T . ( PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF 
RECOMBINANT ANTIBODY scFv-Fc AGAINST NOTCH1 AND NOTCH2 USING HEK-293T 
CELL LINE ) อ.ที่ปรึกษาหลัก : รศ. ดร.ธนาภัทร ปาลกะ 

  
วิถีสัญญาณ Notch ประกอบด้วย รีเซบเตอร์ 4 ชนิด (Notch 1-4) และลิแกนด์ 5 ชนิด (Delta-1, 3, 4 และ Jagged 

1, 2) การเกิดอันตรกิริยาระหว่างลิแกนด์และรีเซบเตอร์ จะส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงบริเวณ NRR ท าให้เกิดการเผยต าแหน่งที่มี
การตัดโดยเอนไซม์ซ่ึงน าไปสู่การตัดโดยแกมมาซีครีเทส ดังนั้น NRR จึงเป็นต าแหน่งส าคัญเพ่ือรักษาเสถียรภาพของ NRR ไว้เพ่ือ
ป้องกันการตัดของ Notch รีเซบเตอร์ วิถีสัญญาณ Notch ท าหน้าที่ควบคุมการเพ่ิมจ านวน การเปลี่ยนสภาพ ตลอดจนถึงการตาย
ของเซลล์หลายประเภท ความผิดปกติของสัญญาณ Notch ส่งผลให้เกิดการพัฒนาเป็นมะเร็งชนิดต่าง ๆ ได้ มีการใช้ยากดการ
ท างานของเอนไซม์แกมมาซีครีเทส (GSI) เพ่ือการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch แต่มีรายงานว่า GSI ท าให้เกิดผลข้างเคียงที่ไม่พึง
ประสงค์ เนื่องจากมีซับสเตรทหลายชนิด รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีในรูป scFv-Fc ซ่ึงเป็นโปรตีนลูกผสมประกอบด้วย scFv และ Fc 
ของอิมมูโนโกลบูลินจีของมนุษย์ ได้ถูกน ามาประยุกต์ใช้ทางการรักษาบ าบัดเนื่องจากมีคุณสมบัติที่ดีกว่ามอโนคลอนอลแอนติบอดีทั้ง
โมเลกุลหลายด้าน ในงานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด scFv-Fc ต่อบริเวณ NRR ของ Notch1 และ 
Notch2 โดยใช้เซลล์ไลน์ HEK-293T และศึกษาลักษณะสมบัติของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี  scFv-Fc โดยทดสอบการจับกับ 
Notch1 และ Notch2 และผลกระทบต่อวิถีสัญญาณ Notch ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว Jurkat จากผลการทดลองพบว่าสามารถ
ผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี scFv-Fc ต่อ Notch1 และ 2 ได้ในเซลล์ไลน์ HEK-293T เมื่อท าการทรานส์เฟคชันพลาสมิดที่มีชิ้นยีน
ของ scFv-Fc เข้าสู่เซลล์ โดยน าโปรตีนที่ได้ในอาหารเลี้ยงเซลล์ ไปแยกบริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพ พบว่าบน 
SDS-PAGE ปรากฏโปรตีนเพียงแถบเดียว เมื่อผ่านการแยกบริสุทธิ์ด้วยสองขั้นตอนโดยใช้คอลัมน์ต่อ His-tag และ คอลัมน์โปรตีน A 
น าแอนติบอดีที่ได้ไปทดสอบรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อบริเวณ NRR โดย anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc บ่ม
กับเซลล์ไลน์ Jurkat พบว่าที่ปริมาณ  1 และ 10 ไมโครกรัม  ตามล าดับ สามารถจับอย่างจ าเพาะเมื่อวิเคราะห์ด้วย  flow 
cytometry เพ่ือศึกษาผลต่อการตัดของ Notch และการแสดงออกของยีนเป้าหมายของ Notch ได้แก่ HES1 และ HEY1 โดยใช้ 
anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณ 1 และ 10 ไมโครกรัม พบว่า รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-
Notch1 scFv-Fc มีผลยับยั้งการตัด Notch1 ได้ และมีผลท าให้มีการลดลงของการแสดงออกของยีนทั้ง HES1 และ HEY1 ดังนั้น
ผลที่ได้บ่งชี้ว่า รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc มีประสิทธิภาพในการยับยั้งวิถี
สัญญาณ Notch เทียบเท่ากับการใช้ GSI การยับยั้งอย่างจ าเพาะต่อวิถีสัญญาณ Notch โดยรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่ผลิตขึ้นอาจ
น าไปสู่การบ าบัดรักษาโรคมะเร็งในอนาคตได้ 
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บทค ัดย ่อ ภาษาอ ังกฤ ษ 

# # 5872047523 : MAJOR MICROBIOLOGY AND MICROBIAL TECHNOLOGY 
KEYWORD: Notch signaling, Recombinant antibody scFv-Fc, HEK-293T cell line 
 Worawan Bunrasmee : PRODUCTION AND CHARACTERIZATION OF RECOMBINANT ANTIBODY scFv-Fc 

AGAINST NOTCH1 AND NOTCH2 USING HEK-293T CELL LINE . Advisor: Assoc. Prof. Tanapat Palaga, 
Ph.D. 

  
Notch signaling pathway comprises of four different Notch receptors (Notch-1-4) and five ligands 

(Delta-1, -3, -4 and Jagged1, 2). Receptor-ligand interaction on the cell surface results in a conformational 
change in the negative regulatory region (NRR) domain, which exposes a proteolytic cleavage site on the Notch 

receptor to ᵧ -secretase. Therefore, NRR is a target for antibody blocking that confer stability of NRR and block 
the cleavage of Notch receptor. Notch signaling regulates proliferation, differentiation, and apoptosis of various 
cell types. Aberrant increases or deficiencies in Notch signaling lead to cancer development of various origins. 

Small molecule ᵧ -secretase inhibitor (GSI) is generally used for inhibiting Notch signaling but it has undesirable 

side effects because ᵧ -secretase has multiple substrates. scFv-Fc is a fusion protein of the single-chain variable 
fragments (scFv) and human immunoglobulin G (IgG) Fc domain. scFv-Fc has potential in clinical application 
over the whole monoclonal antibody for target therapy. The purpose of this research is to produce the 
recombinant antibody scFv-Fc against NRR of Notch1 and 2 in HEK-293T cell line and characterize the 
recombinant antibody in human leukemia cell line Jurkat. The results showed that recombinant anti-Notch1 
and 2 scFv-Fc were successfully expressed in HEK-293T cell line when scFv-Fc gene harboring plasmid was 
transfected into the cells.  Proteins from culture supernatant was purified by affinity chromatography column. 
The purified protein showed a single band protein, on SDS-PAGE after purification by two-step affinity 
chromatography method of His-tag and protein A affinity column. To test whether the recombinant antibody 
scFv-Fc recognizes the NRR, anti-Notch1 scFv-Fc and anti-Notch2 scFv-Fc were incubate to Jurkat cell line at 1, 
10 µg, respectively. The results by flow cytometry showed specific binding of antibody. The effect on cleaved 
Notch and experession of the Notch target gene, HES1, HEY1 were examined. Anti-Notch1 scFv-Fc and anti-
Notch2 scFv-Fc were used at 1, 10 µg, respectively. The results showed that the recombinant antibody 
decreased the level of cleaved Notch1 and reduced the expression of HES1 and HEY1. Therefore, the 
recombinant antibody anti-Notch1 scFv-Fc and anti-Notch2 scFv-Fc specifically inhibited Notch signaling at 
equivalent level as to that of GSI. Specific inhibition of Notch signaling by the recombinant antibodies may 
present a novel therapeutic approach in treatment of cancer in the future. 
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บทที่ 1 
บทน า  

Notch receptors เป็นกลุ่มโปรตีนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (transmembrane protein)  

พบได้บริเวณผิวของเซลลห์ลายชนิด เช่น เซลล์มะเร็ง เซลล์ต้นก าเนิด เป็นต้น วิถีสัญญาณ Notch จะ

ท าหน้าที่ควบคุมกลไกการพัฒนาของเซลล์ เช่น การเพิ่มจ านวน การแบ่งตัว รวมทั้งการตายของเซลล์ 

โดยการท างานจะข้ึนอยู่กับชนิดของเซลล์ วิถีสัญญาณ Notch เกิดจากปฏิกิริยาระหว่าง รีเซบเตอร์

และลิแกนด์ บนผิวเซลล์ ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมจะประกอบด้วย รีเซบเตอร์ 4 ชนิดคือ Notch 1-4 

และลิแกนด์ 5 ชนิดคือ Delta-1, -3, -4 Jagged1, 2 ซึ่งการส่งสัญญาณผ่านรเีซบเตอร์และลิแกนด์แต่

ละคู่มีบทบาทหน้าที่ต่างกัน หากสัญญาณ Notch เพิ่มข้ึนหรือมีความผิดปกติจะส่งผลต่อการพัฒนา

ของเซลล์ รวมทั้งมีความเกี่ยวข้องกับการพัฒนาเป็นเซลล์มะเร็ง ดังนั้น วิถีสัญญาณ Notch จึงเป็น

เป้าหมายที่น่าสนใจในการรักษาที่เฉพาะเจาะจงและมีศักยภาพในการรักษาโรคมะเร็งและโรคอื่น ๆ  

สารยับยั้งแกมมาซีครีเตส หรือ GSI ถูกพัฒนาข้ึนเพื่อใช้ในการรักษาโรคอัลไซเมอร์ 

(Alzheimer’s disease) แต่ต่อมาพบว่า มีข้อจ ากัดในการน ามาใช้ในการรักษาโรค เช่น โรคมะเร็ง 

เนื่องจากยามีความจ าเพาะต่ า ไม่สามารถยับยั้ง Notch แต่ละชนิดได้อย่างจ าเพาะ เนื่องจากแกมมา

ซีครีเทสมีหลายซับเสรท ท าให้เมื่อใช้สารยับยั้งแกมมาซีเทรส จะมีการยับยั้งทั้ง 4 ชนิดของรีเซบเตอร์

พร้อม ๆ กันและส่งผลกระทบต่อการยับยั้งการตัดของซับเสรทอื่น ๆ ด้วย น าไปสู่ผลข้างเคียงในการ

รักษา เช่น เกิดความเป็นพิษต่อระบบทางเดินอาหาร  

ต่อมาจึงมีการศึกษาพัฒนาวิธียับยั้งวิถีสัญญาณ Notch โดยใช้แอนติบอดี เนื่องจากมี

ความจ าเพาะสูงและไม่ส่งผลข้างเคียง โดยแอนติบอดีในรูป scFv-Fc จะเป็นที่นิยมในการน ามา

ประยุกต์ใช้ในการรักษา เนื่องจากมีคุณสมบัติในการรักษาโรคได้ดี โดยพบว่าแอนติบอดีในรูป      

scFv-Fc มีขนาดโมเลกุลที่เหมาะสมและสามารถอยู่ในซีรัม่ได้นานโดยไม่ถูกก าจดัได้ทางไต ซึ่งส่งผลให้
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สามารถเข้าถึงเป้าหมายหรือเนื้องอกได้ดีย่ิงข้ึน เมื่อเทียบกับการน าแอนติบอดีในรูปแบบอื่นมาใช้ใน

การรักษา  

Negative regulatory region (NRR) เป็นบริเวณหนึ่งบนรีเซบเตอร์ของ Notch ซึ่งเป็น

บริเวณส าคัญในการเกิดวิถีสัญญาณ Notch โดยพบว่าผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาว (TALL) มักมีการเกิด 

mutation บริเวณ NRR ซึ่งท าให้มีการตัด Notch รีเซบเตอร์ ที่ไม่อยู่ภายใต้การควบคุมปกติ จึงส่งผล

เกิดความผิดปกติของสัญญาณ Notch และน าไปสู่การเกิดโรค ดังนั้น บริเวณ NRR จึงเป็นที่น่าสนใจ

ในการเป็นเป้าหมายส าคัญในการรักษา 

โดยในงานวิจัยนี้ได้สนใจการผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี scFv-Fc ต่อ Notch1 และ 

Notch 2 โดยใช้เซลล์ไลน์ HEK-293T และน าแอนติบอดีที่ได้มาใช้ในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch 

ในเซลล์มะเร็ง 

วัตถุประสงค ์

เพื่อผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี scFv-Fc ต่อ Notch1 และ Notch2 โดยใช้เซลล์ไลน ์

HEK-293T และศึกษาการท างานของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อการจับบริเวณ NRR ในเซลล์ไลน์ 

Jurkat และการกดวิถีสัญญาณ Notch 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบัจากการวิจัยนี ้

 ได้รีคอมบิแนนทแ์อนติบอดี scFv-Fc ต่อ Notch1 และ Notch2 ที่ผลิตโดยเซลล์ไลน ์HEK-

293T ที่สามารถจับกับ Notch1 และ Notch2 ได้ และสามารถยับยั้งวิถีสัญญาณ  Notch ใน

เซลล์มะเร็งได้ 
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บทที่ 2 
ปริทรรศน์วรรณกรรม 

2.1 วิถีสัญญาณ Notch 

 2.1.1 Notch รีเซบเตอร์และลิแกนด ์

   วิถีสัญญาณ Notch เกิดจากอันตรกิริยาระหว่าง Notch รีเซบเตอร์และลิแกนด์ ที่

อยูบ่นผิวเซลล์ ท าให้เกิดการส่งสัญญาณเข้าสูภ่ายในเซลล์ น าไปสู่กลไกพื้นฐานในการควบคุมกิจกรรม

ของเซลล์ในบริบทต่าง ๆ เช่น การเพิ่มจ านวน (proliferation) การเปลี่ยนสภาพ (differentiation) 

ตลอดจนถึงการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) (1) ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม มีรีเซบ

เตอร์ 4 ชนิด ได้แก่ (Notch1, Notch2, Notch3 และ Notch4) และมี ลิแกนด์ 5 ชนิด ได้แก่ 

(Delta-like (Dll) 1, Dll3, Dll4, Jagged1 และ Jagged2) (2) (แสดงในภาพที่ 1) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 โครงสร้างโปรตีนของ Notch รเีซบเตอร์และลิแกนด์ 

NECD: Notch extracellular domain Ank: Ankyrin 

NICD: Notch intracellular domain PEST: Proline-glutamate serine-threonine-rich  

EGF: Epidermal growth factor   RAM: RBP-j-asspciated molecule  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 
 

ลิแกนด์ของ Notch มีการแสดงออกบนผิวเซลล์ ในส่วนที่อยู่ภายนอกเซลล์ประ        

กอบไปด้วย Epidermal growth factor (EGF)-like repeats บริเวณ DSL (Delta/Serrate/Lag) 

และบริเวณ Cysteine-rich region ซึ่งพบในเฉพาะใน Jagged 1 และ Jagged 2 เท่านั้น (3) 

Notch รีเซบเตอร์ เป็น transmembrane glycoproteins ชนิดที่1 ประกอบด้วย  

บริเวณที่อยู่ภายนอกเซลล์ (Notch extracellular domain; NECD) ที่ประกอบไปด้วย บริเวณ

ภายนอก เซล ล์ที่ มี  Epidermal growth factor (EGF)-like repeats และ  บ ริ เวณ  Negative 

regulatory region (NRR) โดย Notch1 และ Notch2 มี EGF-like repeats จ านวน 36 ซ้ า ส่วน 

Notch3 มี EGF-like repeats จ านวน 34 ซ้ าและ Notch4 มี EGF-like repeats จ านวน 29 ซ้ า ซึ่ง

บริเวณนี้มีความส าคัญในการท าอันตรกริิยาแบบจ าเพาะกบัลิแกนด์ (4) และในส่วนบริเวณที่อยู่ภายใน

เซลล์ ที่ประกอบด้วย Notch intracellular domain; NICD) ที่มีบริเวณ Membrane-proximal 

RBP-j-asspciated molecule (RAM)  domain Ankyrin (Ank)-like repeats จ า น ว น  7 ซ้ า 

Nuclear localization sequences (NLS) 2 ต าแห น่ ง  transactivation domain (TAD)  แล ะ 

Proline-glutamate serine-threonine-rich (PEST domain) โดยต าแหน่งของ TAD จะพบได้ใน 

Notch1 และ Notch2 เท่านั้น ซึ่งทุกต าแหน่งล้วนแล้วแต่เป็นบริเวณส าคัญในการส่งสัญญาณวิถี

สัญญาณ Notch (5) (แสดงดังภาพที่ 1)  

   อันตรกิริยาระหว่างรีเซบเตอร์และลิแกนด์ เกิดข้ึนระหว่างเซลล์สองเซลล์ที่

อยู่ใกล้เคียงกัน (6) การเกิดอันตรกิริยาระหว่าง Notch รีเซบเตอร์และลิแกนด์ เหนี่ยวน าการตัด

บริเวณรีเซบเตอร์ 2 ต าแหน่ง ได้แก่ บริเวณ ADAM clevage และ บริเวณ ɤ-secretase cleavage 

(7) ส่งผลให้ NICD เป็นอิสระจากเยื่อหุ้มเซลล์ และเคลื่อนที่เข้าสู่ในนิวเคลียสได้ จากนั้น บริเวณ

ต าแห น่ ง  RBP-Jkappa-associated module( RAM domain )  ankyrin Ankyrin (ANK) ขอ ง 
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NICD ไปท าอันตรกิริยากับ CSL/RBP-Jҡ ซึ่งเป็น DNA binding transcription factor (8, 9) โดยมี 

NLS ท าหน้าที่ก าหนดให้ Notch เข้าสู่เซลล์ และชักน า transcription coactivator (CoA)  รวมเป็น

สารประกอบเชิงซ้อน Notch/ CSL /CoA ผ่าน TAD (10) น าไปสู่การกระตุ้นยีนเป้าหมายของวิถี

สัญญาณ Notch เช่น ยีนในกลุ่มของ Hairy and enhancer of spilt (HES) Hairy and enhancer 

of spilt related with YRPW Motif (HEY) (11) โดยมี PEST domain ท าหน้าที่ความคุมความ

เสถียรของโปรตีนวิถีสัญญาณ Notch จะมีการควบคุมไม่ให้ท างานตลอดเวลา โดยที่ Notch จะถูก

ย่อยสลายด้วย proteasome (12) (แสดงดังภาพที่ 2) 

 
ภาพที่ 2 วิถีสัญญาณ Notch 

(1) การจับกันระหว่าง Notch รีเซบเตอร์และลิแกนด์ เกิดการตัดบริเวณ Notch รีเซบเตอร์ 2 รอบ 

ได้แก่ (2) การตัดโดย ADAM clevage และ (3) การตัดโดย ɤ-secretase cleavage (4) NICD 

เคลื่อนเข้าไปสู่นิวเคลียส (5) ประกอบเป็นสารประกอบเชิงซ้อน Notch/ CSL /CoA และ (6) 

เหนี่ยวน าให้มีการเกิดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย เช่น ยีนในกลุ่มของของ HES และ HEY 
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2.1.1.1 Negative regulatory region (NRR) 

NRR เป็นบริเวณหนึ่งบน Notch รีเซบเตอร์ ซึ่งอยู่บริเวณ C-terminal  

ของ EGF-like repeats ซึ่งเป็นต าแหน่งส าคัญในการเกิดวิถีสัญญาณ Notch (6) โดยบริเวณของ 

NRR ประกอบด้วย 2 โดเมนหลัก ได้แก่ LIN-12-Notch repeats (LNR) 3 ต าแหน่ง และ hetero 

dimerization (HD) 2 ต าแหน่ง (13) โดยมีต าแหน่งของ metalloprotease (ADAMs) cleavage 

(S2) อยู่บริเวณ C-terminal ของ HD domain ซึ่งเป็นต าแหน่งหนึ่งที่ส าคัญในการเริ่มต้นการเกิดวิถี

สัญญาณเข้าสู่เซลล์ (14) (แสดงดังภาพที่ 3A) 

ในภาวะปกติของรีเซบเตอร์ ในกรณีที่ไม่มีลิแกนด์เข้ามาจับ บริเวณ NRR  

จะมีการม้วนพับตัวเองเพื่อป้องกันการตัดโดย ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) จึง

ไม่สามารถเกิดการส่งสัญญาณเข้าสูภ่ายในเซลล์ได้ แต่ถ้าหากมีลิแกนด์เข้ามาจับกับรีเซบเตอร์ ท าให้มี

แรงดึ งโดยการ endocytosis เข้าสู่ภายในเซลล์ของฝั่ งลิแกนด์ ท าให้บริ เวณ NRR เกิดการ

เปลี่ยนแปลงโครงสร้าง เผยต าแหน่งในการตัดโดย ADAM (S2) ท าให้เกิดการตัด Notch รีเซบเตอร์

และการตัดด้วย ᵧ -secretase น าไปสู่การเกิดวิถีสัญญาณ Notch ได้ (15) (แสดงดังภาพที่ 3B)  

จากการศึกษาในเซลล์มะเร็ง พบว่าบริเวณ NRR มักจะเกิดการกลายพันธ์ุ  

(mutation) น าไปสู่การกระตุ้นการเกิดสัญญาณ Notch อย่างต่อเนื่องโดยไม่อาศัยลิแกนด์ และ

น าไปสู่การเกิดโรค เช่น มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T- cell acute lymphoblastic leukemia        

(T-ALL) (16) ดังนั้น บริเวณ NRR เป็นเป้าหมายส าคัญในการกดสัญญาณ Nocth โดยใช้หลักการการ

รักษาเสถียรภาพของบริเวณ NRR ไว้ เพื่อป้องการตัดโดย ADAM 
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ภาพที่ 3 องค์ประกอบของ Negative regulatory region (NRR ดัดแปลงมาจาก) (13) 

A) แสดงต าแหนง่และโครงสร้าง NRR บน Notch รีเซบเตอร์ B) แสดงการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ 

NRR เมื่อลิแกนดเ์ข้ามาจบั 

B 

A 
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2.1.2 วิถีสัญญาณ Notch กับมะเร็ง 

วิถีสัญญาณ Notch ที่ผิดปกติน าไปสู่การเกิดโรคในมนุษย์หลายชนิด เนื่องจาก

สัญญาณ Notch มีความเช่ือมโยงกับความหลากหลายของกระบวนการทางชีวภาพ เช่น การเพิ่ม

จ านวนของเซลล์ การเปลี่ยนสภาพ ตลอดจนการตายของเซลล์ (1) โดยพบว่า การเพิ่มข้ึนหรือลดลงที่

ผิดปกติของสัญญาณ Notch จะเกี่ยวข้องกับการเกิดโรค เช่น โรคมะเร็ง (12) 

Notch เป็นที่รู้จักกันในฐานะเป็นยีนที่ท าหน้าที่ เป็นทั้ง  oncogene และ tumor 

suppressor gene ซึ่งข้ึนอยู่กับชนิดของเซลล์และเนื้อเยื่อ โดย Notch ที่ท าหน้าที่เป็น oncogene 

พบว่ามีการแสดงของ Notch เพิ่มสูงข้ึนในมะเร็งต่าง ๆ ได้แก่ มะเร็งเต้านม (17) มะเร็งกระเพาะ

อาหาร (18) มะเร็งตับอ่อน (19) และมะเร็งล าไส้ใหญ่ (20) และพบว่าการแสดงออกของ Notch 

ลดลง ในมะเร็งผิวหนัง (21) มะเร็งตับบางชนิด (22) มะเร็งต่อมลูกหมาก (23) และ มะเร็งเต้านมบาง

ชนิด (24) โดยในกรณีนี้ Notch ท าหน้าที่เป็น tumor suppressor gene 

นอกจากนี้ การกลายพันธ์ุของรีเซบเตอร์และลิแกนด์ของ Notch เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท า

ให้เกิดวิถีสัญญาณ Notch ที่ผิดปกติไปและน าไปสู่การเกิดโรค (25) 

ในปี ค.ศ. 2002 Talora และคณะ รายงานว่า ในระยะสุดท้ายของเซลล์ไลน์มะเร็ง

ปากมดลูกพบการแสดงออกของ Notch1 ลดลง แต่การแสดงออกของ Notch2 ยังคงสูงข้ึน และเมื่อ

มีศึกษาการกระตุ้นการแสดงออกของ Notch1 โดยใช้อะดีโนไวรัสในการศึกษา พบว่าการแสดงออก

ของ HPV-E6 และ E7 ลดลง ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิถีสัญญาณ Notch มีบทบาทที่ส าคัญในการท าหน้าที่

เป็น tumor suppressor ในมะเร็งปากมดลูกระยะสุดท้าย (26)  

ในปี ค.ศ. 2004 Parr และคณะ ได้ศึกษาวิถีสัญญาณ Notch ในเซลล์มะเร็งเต้านม 

และรายงานว่าการแสดงออกของ Notch1 ที่เพิ่มข้ึนมีความเกี่ยวข้องกับการเพิ่มการแบ่งตัวของ

เซลล์มะเร็งเต้านม ซึ่งแสดงให้ เห็นถึง NOTCH1 เป็นยีนที่ท าหน้าที่ เป็น oncogene ในขณะที่ 
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Notch2 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในผู้ป่วยที่มีอัตราการรอดสูง ซึ่งแสดงให้เห็นถึง Notch2 ท าหน้าที่

เป็น tumor suppressor (24)  

ในปี ค.ศ. 2010 Donnem และคณะ ได้ศึกษาวิถีสัญญาณ Notch ในเซลล์มะเร็งปอด

ชนิด non-small cell carcinoma (NSCC) และรายงานว่า การแสดงออกร่วมกันของ Notch1 และ 

VEGF‐A มีผลต่อการอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง (27) 

ในปี ค.ศ. 2004 Weng และคณะ รายงานว่า 50% ของผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาว (T- 

cell acute lymphoblastic leukemia; T-ALL) เกิดจาก NOTCH1 มีการกลายพันธ์ุ บริเวณ HD 

Domain ของ NRR ท าให้มีการเผยต าแหน่ง metalloprotease cleavage (S2) และเกิดสัญญาณ

เข้าสู่เซลล์ ซึ่งน าไปสู่การกระตุ้นด้วยลิแกนด์อิสระ ก่อให้เกิดการสง่สญัญาณของ Notch1 เพิ่มมากขึ้น 

(16) นอกจากนี้พบว่าโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว เกิดจากการสูญเสีย PEST domain ซึ่งท าหน้าที่ความ

คุมความเส ถียรภาพของโปรตีน วิ ถีสัญญาณ Notch ด้วยการย่อยสลาย NICD โดยอาศัย 

proteasome เมื่อมีการสูญเสียส่วนนี้ไปจะท าให้มีการเปิดใช้งานของวิถีสัญญาณ Notch อย่าง

ต่อเนื่อง ก่อให้เกิดการส่งสัญญาณของ Notch1 เพิ่มมากขึ้น (28) 

นอกจากนี้ การเกิดการกลายพันธ์ุบน Notch รีเซบเตอร์ ยังมีความเกี่ยวข้องกับโรคอืน่ 

ๆ ด้วย เช่น โรคลิ้นหัวใจเอออร์ติก (aortic valve disease) เกิดจากการกลายพันธ์ุของ NOTCH1 

(29) Alagille Syndrome (AS) เกิดจากการกลายพันธ์ุของ NOTCH2 (30) เป็นต้น  

ดังนั้น วิถีสัญญาณ Notch จึงเป็นเป้าหมายส าคัญในการบ าบัดรักษาที่เฉพาะเจาะจง 

ในการรักษาโรคมะเร็งและโรคชนิดอื่น ๆ 

2.1.3 วิถีสัญญาณ Notch และ สารยับยัง้แกมมาซีครเีตส (GSI) 

สารยับยั้งแกมมาซีครีเตส (GSI) เป็นโมเลกุลขนาดเล็ก โดยในระยะเริ่มแรก GSI  
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มีการพัฒนาข้ึนเพื่อใช้ในการรักษาโรคอัลไซเมอร์ (Alzheimer’s disease) (31) เนื่องจากพบว่า เกิด

การกลายพันธ์ุของยีนที่เป็นองค์ประกอบของเอนไซม์แกมมาซีครีเทส ท าให้มีการตัดโปรตีน amyloid 

precursor protein (APP) ในเซลล์ประสาท ที่ผิดต าแหน่งไปส่งผลให้เกิดการสะสมของ amyloid-β 

peptide เพิ่มข้ึนในเนื้อเยื่อสมองและเกิดเซลล์ประสาทตาย ซึ่งส่งผลต่อการเกิดโรคอัลไซเมอร์ ดังนั้น 

จึงมีการศึกษาพัฒนา GSI เพื่อใช้ในการยับยั้ง เอนไซม์แกมมาซีครีเทส (32) และยังมีการศึกษาพบว่า

ยาบางชนิดในกลุ่มนี้สามารถยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ได้เช่นเดียวกัน (33) โดยมีรายงานการศึกษา

ผลของ GSI ดังกล่าวในเซลล์มะเร็งมากมายในเวลาต่อมา  

ในปี ค.ศ. 2004 Weng และคณะ รายงานว่า GSI สามารถยับยั้งการเจริญของเซลล์ 

ไลน์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T-ALL โดยท าให้เซลล์เข้าสู่ระยะพัก (G0-G1) (34) 

ในปี ค.ศ. 2004 Hallahan และคณะ รายงานว่า DAPT (N-[N-(3,5-difluoro  

phenacetyl)-L--alanyl]-S-phenylglycine t-butyl ester ซึ่งเป็น GSI ชนิดหนึ่ง สามารถลดการ

เจริญของ medulloblastoma ในหนูทดลองได้ (35) 

ในปี ค.ศ. 2006 O’Neil และคณะ รายงานว่า DAPT สามารถยับยั้งการเจริญของ 

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ในหนูทดลองที่ถูกชักน าให้เกิดมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด T-ALL ได้ (36) 

 ในการศึกษา GSI กับวิถีสัญญาณ Notch พบว่า GSI มีบทบาทในการยับยั้งรีเซบ

เตอร์ของ Notch ทั้ง 4 ชนิด พร้อม ๆ กัน รวมทั้งซับสเตรทอื่น ๆ นอกเหนือไปจาก Notch ท าให้

ส่งผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงกระบวนการต่าง ๆ ภายในร่างกาย และผลข้างเคียงต่อมมนุษย์ได้ 

เช่น มีความเป็นพิษต่อระบบทางเดินอาหารเปน็พิษ (37) ดังนั้น GSI จึงไม่เหมาะในการน ามาใช้ในการ

บ าบัดรักษาโรค อย่างเช่น โรคมะเร็ง เนื่องจากไม่มีความจ าเพาะและมีผลข้างเคียงต่อมนุษย์  
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ต่อมาพบว่า GSI มีข้อจ ากัดในการน าไปบ าบัดรักษาโรค เนื่องจาก GSI ยับยั้งการตัด 

ของ ᵧ -secretase ของหลายซับสเตรต ซึ่งปัจจุบันพบว่า มีมากกว่า 60 โปรตีนที่แตกต่างกันที่เป็น

เป้าหมายในการตัดด้วยแกมมาซีครีเตส ท าให้ GSI มีผลข้างเคียงที่รุนแรง (38) 

2.1.4 การใช้แอนตีบอดีในการกดวิถีสญัญาณ Notch 

ในปัจจุบัน แอนติบอดี ได้รับความสนใจเป็นอย่างมากในการน ามาใช้ในการรักษา 

โรค เนื่องจากแอนตีบอดีมีความจ าเพาะสูงและมีผลข้างเคียงต่อมนุษย์ต่ า (39) ดังนั้น จึงมีผู้วิจัย

จ านวนมากมีการพัฒนาสร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อ Notch เพื่อน ามาประยุกต์ใช้ในการ

บ าบัดรักษาโรค  

ในการศึกษาที่ผ่านมาพบว่ามีการพัฒนาสร้างแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อ Notch  

รีเซบเตอร์และลิแกนด์ โดยงานวิจัยที่ผ่านมามีการสร้างแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อ Notch รีเซบเตอร์ 

ด้วยกันสองต าแหน่ง ได้แก่ บริเวณจับกับลิแกนด์ (ligand-binding domain) และ บริเวณของ NRR  

ดังแสดงในตารางที่ 1   

  ในปี ค.ศ. 2010 Aste-Amézaga และคณะ ได้สร้างแอนติบอดีจ าเพาะต่อ ligand 

binding domain ของ Notch1 และรายงานว่า แอนติบอดีดังกล่าวมีความสามารถในการยับยั้งวิถี

สัญญาณ Notch ในหลอดทดลองได้ (in vitro) (40) 

  ในปี ค.ศ. 2010 Wu และคณะ ได้สร้างแอนติบอดีต่อบริเวณ NRR ของ Notch1 

และ Notch2 และรายงานว่า แอนติบอดีมีความจ าเพาะสูงต่อ Notch1 และ Notch2 ตามล าดับ 

และพบว่ามีความสามารถในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch1 ได้ในเซลล์มะเร็งที่มีการกลายพันธ์ุของ 

Notch1 (41) 

ในปี ค.ศ. 2012 Falk และคณะ ได้สร้างแอนติบอดีต่อบริเวณ NRR ของ Notch1  
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และ Notch2 และรายงานว่า แอนติบอดีความจ าเพาะสูงต่อ Notch1 และ Notch2 ตามล าดับ โดย

ยับ ยั้ งบ ริ เวณ  NRR ท าห น้ าที่ ปิ ดกั้ น โค รงส ร้ าง NRR เพื่ อป้ อ งกั นการ เข้ า ถึ งขอ ง ADAM 

metalloprotease ส่งผลให้เกิดการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ได้ในเซลล์ต้นก าเนิดประสาท (neural 

stem cells) (42) 

ในปี ค.ศ. 2013 Qiu, Peng และคณะ ได้สร้างแอนติบอดีต่อบริเวณ NRR ของ 

Notch1 และรายงานว่า แอนติบอดีมีความสามารถ ในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch1 ได้ใน

เซลล์มะเร็งเต้านม (43) 

  ในปี ค.ศ. 2014 Agnusdei และคณะ ได้สร้างแอนติบอดีต่อบริเวณ NRR ของ 

Notch1 และรายงานว่า แอนติบอดีมีความสามารถ ในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch1 ได้ใน

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว (T-ALL) จากผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาแบบเดิม (44) 

ตารางที่ 1  แสดงตัวอย่างแอนติบอดีต่อรเีซบเตอร์ของ Notch 
 

อิพิโทปเป้าหมาย      แอนติบอดี ผลต่อเซลลท์ดสอบ ที่มา 

Notch 1 NRR WC75,WC629 
Anti-NRR1 
N1_E6 
OMP-52 M51 
Hu-hN1  

Inhibitory 
Inhibitory 
Inhibitory 
Inhibitory 
Inhibitory 

(45) 
    (41) 

(42) 
(44) 
(43) 

 
Notch 2 NRR Anti-NRR2 

N2_B6, N2_B9 
Inhibitory 
Inhibitory 

(41) 
(42) 

Notch 3 NRR A4, A8 
A13 

Inhibitory 
Activating 

 (44) 
 (44) 

Notch1 ligand -binding WC613, WC133 Inhibitory  (40) 
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domain N1_9_b5 Inhibitory  (42) 
 

2.2 รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด scFv-Fc 

 ที่ผ่านมามีการพัฒนาและสร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีหลากหลายชนิดเพื่อศึกษา วิจัย และ

ประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ โดยมี วัตถุประสงค์เพื่อที่จะสร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่มี

ความจ าเพาะต่อแอนติเจนที่ต้องการ และมีคุณสมบัติที่เหมาะสม รวมทั้งเกิดผลข้างเคียงในมนุษย์

น้อยที่สุด เพื่อน าไปพัฒนาใช้ในการบ าบัดรักษาโรค 

ในปัจจุบันมีหลายงานวิจัยที่สนใจในการสร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด Single-chain 

Fv-Fc fusion proteins (scFv-Fc) เนื่องจาก มีขนาดโมเลกุลเล็กประมาณ 105 kDa เมื่อเทียบกับ 

โมโนโคลนอลแอนตีบอดีทั้งโมเลกุล (Whole monoclonal antibodies; mAb) ที่มีขนาดโมเลกุล 

150 kDa ท าให้มีสมบัติในการเข้าไปยังเนื้อเยื่อหรือก้อนมะเร็งท าได้ดียิ่งข้ึน (46) นอกจากนี้พบว่า มี

ครึ่งชีวิตในซีรั่มได้นานยิ่งข้ึน โดยการถูกก าจัดออกโดยทางไต (47) จากการเช่ือมตัว scFv กับ Fc 

region เมื่อเทียบกับ แอนติบอดีชนิด scFv ที่มีขนาดโมเลกุลเพียง 25 kDa ซึ่งจัดว่ามีขนาดโมเลกุล

เล็กมากท าให้สามารถถูกก าจัดทางไตได้รวดเร็ว (48) และนอกจากนี้ข้อดีของการเช่ือมกับ Fc region 

คือ สามารถใช้ในการตรวจจับและท าการแยกบริสุทธ์ิด้วยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพได้  

เช่น โปรตีน A หรือ โปรตีน G (49) ช้ีให้เห็นว่าแอนติบอดี scFv-Fc มีศักยภาพและมีความเหมาะสม

ในการน าไปประยุกต์ใช้ทางคลินิกมากกว่าแอนติบอดีชนิด mAb และ scFv (โครงสร้างของ

แอนติบอดีแต่ละชนิดแสดงดังภาพที่ 4) 

ในปี ค.ศ. 2010 Donnem และคณะ ได้สร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด scFv-Fc ที่มีการ

ผลิตในเซลล์ไลน์รังไข่ของหนูแฮมสเตอร์ (Chinese hamster ovary; CHO) ต่อ B-cell activating 

factor (BAFF) ของ tumor necrosis factor family ได้ รายงาน ว่า แอนติบอดี  anti-BAFF มี
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ความจ าเพาะต่อแอนติเจนสูงและช้ีให้เห็นว่าสามารถประยุกต์ใช้ในการบ าบัดรักษาในผู้ป่วยโรคภูมิ

ต้านตนเองได้ (27) 

ในปี ค.ศ. 2011 Girgis และคณะ ได้สร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด scFv-Fc ต่อ 

carcinoembryonic antigen (CEA) ที่มีการแสดงออกในมะเร็งตับอ่อน (pancreas cancers) โดย

ศึกษาในหนูที่มีการแสดงออก CEA ได้รายงานว่า รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-CEA scFv-Fc 

(H310A) มีความจ าเพาะต่อแอนติเจนเป้าหมายของเนื้องอก ที่วิเคราะห์ได้จากภาพ MicroPET/CT  

(50) 

ในปี ค.ศ. 2012 Falk และคณะ ได้สร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด scFv-Fc ต่อบริเวณ 

NRR ของ Notch1 และ Notch2 โดยศึกษาในเซลล์ต้นก าเนิดประสาท (neural stem cells) และ

รายงานว่า anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc มีประสิทธิภาพสูงในการยับยั้งและมี

ความเฉพาะเจาะจงสูงต่อ Notch รีเซบเตอร์แต่ละชนิด โดยไม่มีผลในการจับระหว่างชนิดของ Notch 

รีเซบเตอร์ ทั้งในเซลล์ต้นก าเนิดจากมนุษย์และหนูเม้าส์ ช้ีให้เห็นว่าสามารถน าไปประยุกต์ใช้ใน

การศึกษาวิถีสัญญาณ Notch แต่ละชนิด (42) 
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ภาพที่ 4 เปรียบเทียบโครงสร้างของแอนติบอดีและรีคอมบแินนท์แอนติบอดี 

A) Whole monoclonal antibodies (mAb) B) Single-chain Fv-Fc fusion proteins (scFv-Fc) 

C) Single-chain Fv proteins (scFv) 

2.3 การผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี 

รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีได้ถูกน ามาประยกุต์ใช้ในการรกัษาทางคลินิกเป็นจ านวนมาก

ปัจจุบันมกีารผลิตรีคอมบีแนนท์แอนติบอดีในโฮสตท์ี่หลากหลาย เช่น แบคทีเรีย ยสีต์ พืช เซลล์แมลง 

รวมถึง เซลล์ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านม (51) 

พบว่าในปัจจุบันแอนติบอดีที่ใช้ในการรักษาเกือบทั้งหมดมีการผลิตในเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วย

น้ านม เนื่องจาก มีการม้วนพับของโปรตีน (protein folding) และ มีการเปลี่ยนแปลงของโปรตีน

หลังจากการแปลรหัส (post-translational modification) เสมือนในมนุษย์ นอกจากนี้ยังมีการผลิต

โปรตีนได้สูงกว่าเซลล์โปรคารีโอท (52) และยังพบว่า คุณภาพและประสิทธิภาพของโปรตีนที่ผลิตได้

จะดีกว่า เมื่อเทียบการผลิตในโฮสต์อื่น ๆ เช่น แบคทีเรีย พืช ยีสต์ เป็นต้น ดังนั้น จึงได้รับความนิยม

สูงในการน ามาผลิตแอนติบอดี แม้ว่าการใช้เซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมมาผลิตจะมีต้นทุนการผลิต

ค่อนข้างสูงและมีความยุ่งยากในการจัดการก็ตาม (53) โดยเซลล์ไลน์ที่ได้รับความนิยมและมี
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ความสามารถในการผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีมีหลายชนิด เช่น เซลล์รังไข่ของหนูแฮมสเตอร์ 

(Chinese hamster ovary; CHO), เซลล์ไตตัวอ่อนของมนุษย์ (Human embryonic kidney cells 

; HEK293), เซลล์มัยอิโลมาของหนู NS0, และ เซลล์ไตตัวอ่อนของหนูแฮมสเตอร์ (baby hamster 

kidney; BHK) เป็นต้น (54) 

เซลล์ไตตัวอ่อนของมนุษย์ 293T (HEK-293T) เป็นเซลล์ที่ได้รับความสนใจในการน ามาผลิต

แอนติบอดีเนื่องจากมีคุณสมบัติ คือ มีการเจริญเติบโตที่ดี มีความสามารถในการทรานส์เฟคชันสูง มี

ความเสถียรในการแสดงออก สามารถผลิตโปรตีนออกมานอกเซลลไ์ด้ และสามารถผลิตรีคอมบิแนนท์

โปรตีนได้สูง (55) ด้วยคุณสมบัติทั้งหมดนี้ท าให้เซลล์ไลน์ HEK-293T เป็นที่ยอมรับและถูกใช้กันอย่าง

แพร่หลายในการผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีในปัจจุบัน 
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บทที่ 3  
วิธีการด าเนินการทดลอง 

3.1 การเพาะเลี้ยงเซลล ์  

 3.1.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์  

3.1.1.1 เซลล์ไลน์ HEK-293T 

    เพาะเลี้ยง HEK-293T (Human embryonic kidney cell) (เซลล์ไตจาก

ตัวอ่อนมนุษย์) (ATCC® CRL-3216™) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM) 

(Hyclone, USA) ที่เติมเซรั่มลูกวัว (Fetal bovine serum; FBS) (Gibco, USA) 10 % (V/V) และ

ยาปฏิชีวนะ penicillin 100 หน่วยต่อมิลลิลิตร และ streptomycin 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

(Hyclone, USA) เพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ (Thermoelectron corporation, USA) ที่อุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส 5% คาร์บอนไดออกไซด์และความช้ืนสัมพัทธ์ 95% 

3.1.1.2 เซลล์ไลน์ Jurkat 

                              เพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ Jurkat (เซลล์ไลน์มะเร็งชนิดทีลิมโฟซัยท์) (ATCC® CRL-

2900) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Hyclone, USA) ที่ เติม 

FBS (Gibco, USA) 10 % (V/V)  ย าป ฏิ ชี วน ะ  (penicillin 100 ห น่ ว ย ต่ อ มิ ล ลิ ลิ ต ร  แ ล ะ 

streptomycin 0.1 มิ ล ลิ ก รั ม ต่ อ มิ ล ลิ ลิ ต ร ) (Hyclone, USA) แ ล ะ  5 0  µM ข อ ง  -

mercaptoethanol น าไปเพาะเลี้ยงในตู้ เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่ อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  5% 

คาร์บอนไดออกไซด์ และความช้ืนสัมพัทธ์ 95% 
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3.1.2 การเกบ็รักษาเซลล ์

                   น าอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM หรือ RPMI-1640) 1 มิลลิลิตร ที่ เติม 10% DMSO 

(v/v) (Sigma-Aldrich, USA) ใส่ลงในเซลล์ที่ปริมาณเซลล์ 1.5x106 เซลล์ โดยเก็บเซลล์ลงในหลอด 

cryogenic vial (Corning Inc., USA) และน าเซลล์ไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

3.1.3 การน าเซลลอ์อกมาเพาะเลี้ยง 

         น าเซลล์ที่เก็บรักษาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ตามที่ระบุใน 3.1.2 มาท าละลาย

อย่างรวดเร็วในอ่างน้ าที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ล้างเซลล์โดยน าเซลล์ไปใส่ในอาหารเลี้ยงเซลล์ 

(DMEM, RPMI-1640) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร จากนั้นปั่นเหว่ียงให้เซลล์ตกตะกอนที่ความเร็วรอบ 

1000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเทสว่นที่เปน็อาหารเลีย้งเซลลเ์หนือตะกอนเซลลอ์อก 

ดีดหลอดให้เซลล์กระจายตัวและเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ (DMEM, RPMI-1640) จากนั้นย้ายลงฟลาสก์

เลี้ยงเซลล ์(ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร) (Nunc, USA) ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 7 มิลลิลิตร เพื่อ

น าเซลล์ไปท าการเพาะเลี้ยงต่อไป 

3.2 การเตรียมพลาสมิด 

 น าพลาสมิ ด  anti-Notch1_E6-pBIOCAM5 (Addgene, USA) และ  anti-Notch2_B9-

pBIOCAM5 (Addgene, USA) ที่มีส่วน scFv-Fc ต่อ Notch1 และ 2 ตามล าดับ ไปท าการทรานส์

ฟอร์มเมช่ันเข้าสู่ E. coli DH5α จากนั้นน า E. coli ที่ได้รับพลาสมิดมากระจายบนอาหารเลี้ยงเช้ือ LB 

agar ที่มียาแอมพิซิลลิน (50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) น าไปบ่มเป็นระยะเวลา 16-18 ช่ัวโมง ที่ 37 

องศาเซลเซียส เลือกโคโลนีเดี่ยว มาเลี้ยงต่อในอาหารเลี้ยงเช้ือ LB broth ที่มีแอมพิซิลลิน (50 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) น าไปบ่มแบบเขย่าเป็นระยะเวลา 16-18 ช่ัวโมง ที่ตู้บ่มเช้ือ 37 องศา

เซลเซียส (New Brunswick Scientific, Cannada) เก็บเซลล์ที่ได้จากการปัน่ตกมาสกัดพลาสมิดด้วย
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ชุดสกัด พลาสมิด QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Germany) ตรวจสอบขนาดของพลาสมิด

โดยตัดด้วยเอนไซม์ BamHI (Thermo scientific, USA) ความเข้มข้นและความบริสุทธ์ิของพลาสมิด

วัดโดย NanoDrop™ 2000/2000c Spectro- photometer (Thermo scientific, USA) ที่ความ

ยาวคลื่น 260/280 นาโนเมตร 

 Empty vector ที่ใช้เป็นชุดควบคุมลบในงานวิจัยนี้ ได้จากการตัดพลาสมิดของ anti-

Notch2_B9-pBIOCAM5 โดยใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะร่วมกัน ได้แก่ BamH1 และ BglII (Thermo 

scientific, USA) เพื่อตัดช้ินส่วนของ insert ในการแสดงออกของ scFv-Fc ออก และเช่ือมช้ินส่วนให้

ติดกันด้วยการไลเกท 

3.3 การทรานส์เฟคชัน 

น าเซลล์ HEK-293T จ านวน 5x104 เซลล์ต่อหลุม เลี้ยงในถาดหลุมชนิด 24 หลุม (Corning 

Inc., USA)  ที่มีอาหารเลี้ยงเซลลเ์ปน็ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นน าอาหารเลี้ยงเซลลอ์อก ล้างเซลล์

ด้วย PBS 2 ครั้ง เติมสารที่ประกอบไปด้วยพลาสมิด (anti-Notch1_E6-pBIOCAM5 และ anti-

Notch2_B9-pBIOCAM5)  1 ไม โ ค ร ก รั ม  ร่ ว ม กั บ  FuGene6™ (Promega, USA)  ซึ่ ง เป็ น 

transfection reagent 3 ไมโครลิตร ตามค าแนะน าของผู้ผลิต ลงไปในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มี 

Opti-MEM (Gibco, USA) บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาน าสารผสมหยดลงไป

ทั่ว ๆ หลุมแต่ละหลุมที่มีเซลล์ HEK-293T จ านวน 5x104 เซลล์ น าถาดหลุมไปบ่มที่  37 องศา

เซลเซียส โดยให้หลุมของเซลล์ที่มี transfection reagent เพียงอย่างเดียวและใช้ Empty vector 

เป็นตัวควบคุมในการทดลองนี้ 
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3.4 การคัดเลือกเซลล์ไลน์ท่ีมีการทรานส์เฟคชันโดยพลาสมิด 

Geneticin (G418) (Gibco, USA) เป็นยาที่น ามาใช้ในการคัดเลือกเซลล์ไลน์ หลังจากการ 

การทรานส์เฟคชัน 48 ช่ัวโมง เปลี่ยนอาหารเลีย้งเซลล์ เป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วย G418 (2 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) และ มีการเปลี่ยนอาหารที่มี G418 ทุก ๆ 3-4 วัน จนกระทั่งได้เซลล์ที่อยู่รอด

ในอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มียาคัดเลือก  

3.5 การวัดระดับการแสดงออกของโปรตีน 

3.5.1 การสกัดโปรตีน 

                     หลังจากที่เซลล์ถูกคัดเลือกด้วยยา Geneticin แล้ว เก็บอาหารเลี้ยงเซลล์และเซลล์ 

โดยล้าง PBS ที่เย็น จากนั้นเติม RIPA buffer (ภาคผนวก ก) ปริมาตร 40 ไมโครลิตรลงในแต่ละหลุม 

(ที่มีเซลล์จ านวน 5x104 เซลล์) ดูดสารละลายทั้งหมดใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปปั่น

เหว่ียงให้ซากเซลล์ตกตะกอนที่ความเร็ว 12000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส จากนั้นเก็บส่วนใสซึ่งเป็นโปรตีน ไปท าการทดลองต่อไป 

3.5.2 การวัดปริมาณโปรตีน 

  วัดความเข้มข้นของโปรตีนโดยใช้ BCA protein assay kit (PIERCE, USA) โดยเจือ

จางโปรตีนที่ต้องการวัดด้วยน้ าที่ปลอดประจุและผ่านการฆ่าเช้ือในอัตราส่วน 1:10 ลงในถาดหลุม

ชนิด 96 หลุม (Corning Inc., USA) ซึ่งจะใช้ Bovine serum albumin (BSA) ที่ความเข้มข้น 1, 

0.5, 0.25, 0.125, 0.063 และ 0.031 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  เป็นโปรตีนมาตรฐาน จากนั้นน า

สารละลายที่ประกอบด้วยสารละลาย A และสารละลาย B ในอัตราส่วน 50:1 ผสมให้เข้ากัน เติมลง

ในแต่ละหลุมปริมาตร 200 ไมโครลิตร น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาทีและ
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น าไป วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ มีความยาวคลื่น 540 นาโนเมตร ด้วยเครื่องอ่านไมโครเพลท 

(microplate reader) (Anthos 2010, UK)         

3.5.3 การแยกโปรตีนด้วยวิธี Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) 

   เตรียมเจล SDS-PAGE 8% (ภาคผนวก ก) และเตรยีมตัวอย่างที่จะวิเคราะห์ซึง่ประ  

กอบด้วย โปรตีนที่ได้จากเซลล์ 30 ไมโครกรัม และส่วนที่เป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ 40 ไมโครลิตร ผสม

ร่วมกับ สีย้อม (2x loading dye) และน้ ากลั่น (Double – distilled water) จากนั้นน าไปต้มที่

อุณหภูมิ 99 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และโหลดตัวอย่างทั้งหมดลงในแต่ละหลุมของเจล โดย

ใช้ Color Plus Prestained Protein Ladder (New England BioLab, USA) เป็น protein 

marker โปรตีนตัวอย่างจะถูกแยกโดยผ่านกระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 90 นาที 

วิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของโปรตีนโดยน าเจลย้อมด้วยสี Coomassie Brilliant Blue 

(GE Healthcare, UK) ที่มี Destaining buffer (ภาคผนวก ก) ในอัตราส่วน 1:9 จากนั้นน าไปเขย่า

บนเครื่องเขย่าจนกว่าจะเห็นแบนโปรตีนสีน้ าเงิน จากนั้นใช้ Destaining buffer ล้างสีบนเจลออก

จนกระทั่งเจลเปน็สีขาวใส วิเคราะห์ความบริสุทธ์ิของโปรตีน และขนาดโมเลกุลของโปรตีนได้จากแถบ

ที่ปรากฏ  

3.5.4 วัดระดับการแสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี Western blot 

         เมื่อแยกโปรตีนครบเวลาที่ก าหนด น าเจล SDS-PAGE แช่ใน transfer buffer 

(ภาคผนวก ก) ประมาณ 5 นาที ตัดกระดาษกรอง 6 แผ่น น าไปแช่ใน transfer buffer และ ตัด 

Polyvinylidene fluoride (PVDF) (GE Healthcare, UK) ไปแช่ในเมทานอล 1 นาที จากนั้นล้าง

ด้วยน้ ากลั่น 3 ครั้ง ก่อนที่จะน าไปแช่ใน transfer buffer ส าหรับการย้ายโปรตีนจากเจลสู่แผ่นเมม
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เบรนนั้น น ากระดาษกรอง 3 แผ่นวางก่อน ตามด้วย PVDF เมมเบรน ตามด้วยเจล และกระดาษ

กรองอีก 3 แผ่น จากนั้นไล่ฟองอากาศออกและเติม transfer buffer ลงบนกระดาษกรองเล็กน้อย 

โดยใช้กระแสไฟฟ้า 80 mA ส าหรับ 1 เจล เป็นเวลา 90 นาที 

3.5.5 การตรวจสัญญาณโดยวิธี chemiluminescence  

          หลังจากที่ย้ายโปรตีนลงบนเมมเบรนแล้วน าเมมเบรนแช่ใน blocking solution 

(ภาคผนวก ก) เพื่อปิดที่ว่างบนเมมเบรน เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง บนเครื่องเขย่า เมื่อครบ

เวลา เท blocking solution ทิ้งและเติมแอนติบอดีปฐมภูมิ (แอนติบอดีที่ใช้แสดงดังตารางที่ 1) น า

เมมเบรนมาวางบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง หลังจากนั้นเก็บไว้ในตู้เย็น 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน จากนั้นวันต่อมาเทแอนติบอดีทิ้งและล้างเมมเบรนด้วยสารละลาย PBST 

(ภาคผนวก ก) เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้ง และ 15 นาที จ านวน 3 ครั้ง ก่อนที่จะเติมแอนติบอดี

ทุติยภูมิ ซึ่งติดฉลากด้วย horseradish peroxidase (HRP) (แอนติบอดีที่ใช้แสดงดังตารางที่ 2)  และ

น าเมมเบรนมาวางบนเครื่องเขย่าที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นล้างเมมเบรนด้วย

สารละลาย PBST เป็นเวลา 5 นาที จ านวน 2 ครั้งและ 15 นาที จ านวน 3 ครั้ง เมื่อครบเวลาน าไป

ตรวจวัดสัญญาณโดยวิธี chemiluminescence ซึ่งเป็นการติดตามผลโดยการเรืองแสงและการ

ติดตามผลด้วยการประกบกับฟิล์มเอกซเรย์ (Amersham Biosciences, UK) ตามล าดับ โดยสารตั้ง

ต้นที่ใช้ในการติดตามผลจะประกอบด้วยสารละลาย A และสารละลาย B (ภาคผนวก ก) เทสารผสม

ลงบนเมมเบรน บ่มเป็นเวลา 1 นาที  จากนั้นวางเมมเบรนลงบนแผ่นพลาสติกและวางบน 

Hypercassette (Amersham Biosciences, UK) น าแผ่นฟิล์มเอกซเรย์วางประกบบนเมมเบรน โดย

ข้ันตอนนี้ต้องท าในที่มืด ซึ่งเวลาที่ใช้ในการประกบฟิล์มนั้นจะข้ึนอยู่กับแต่ละโปรตีนที่ต้องการจะ

ศึกษา 
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ตารางที่ 2  แอนติบอดีที่ใช้ในการทดลองโดยวิธี Western blot 

แอนติบอด ี อัตราส่วนเจือจางที่ใช้ ผู้ผลิต 

His-Tag 1:4000 Cell Signaling Technology, USA 

β-actin 1:10000 Chemicon International, USA 

Cleaved Notch1 (Val1744) 1:1000 Cell Signaling Technology, USA 

Rabbit Ig (HRP)  1:4000 Cell Signaling Technology, USA 

Mouse Ig (HRP)  1:4000 GE Healthcare, USA 

 

3.6 การแยกบริสุทธิข์องรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFV-Fc และ anti-Notch2 
scFV-Fc 

3.6.1 การเตรียมตัวอย่าง 

  น าเซลล์ที่ถูกการทรานส์เฟคชัน ที่มีการแสดงออกอย่างเสถียร มาเลี้ยงในฟลาสก์ 

(ขนาด75 ตารางเซนติเมตร) ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ซึ่งประกอบไปด้วยยา G418 (2 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร) จากนั้นน าไปเพาะเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 5% 

คาร์บอนไดออกไซด์ และความช้ืนสัมพัทธ์ 95% เป็นระยะเวลา 5-7 วัน เก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ ไปปั่น

ตกเอาตะกอนเซลลอ์อกทีค่วามเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสและปรับ pH ให้

ได้ 7.4 ด้วย binding buffer (pH 7.4) (ภาคผนวก ก) จากนั้นน าไปกรองผ่าน filter ที่มีรูขนาด 0.45 

ไมโครเมตร (Pall Corporation, USA) เพื่อน าไปแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ต่อไป 
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3.6.2 การแยกบริสุทธ์ิโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีสมัพรรคภาพโดยใช้คอลัมน์ His-Tag 

   แยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ HisTrap™ FF (GE Healthcare, UK) ขนาด 1 มิลลิลิตร 

(อัตรา 1 มิลลิลิตร/นาที) ด้วยเครื่อง AKTA START (GE Healthcare, UK) ล้างคอลัมน์ด้วย 20% เอ

ทานอลออกด้วยน้ าที่ผ่านการกรอง ปรับ pH คอลัมน์ให้เหมาะสมด้วย binding buffer (pH 7.4) 

(ภาคผนวก ก) จากนั้นโหลดตัวอย่างที่เตรียมไว้ผ่านคอลัมน์ โดยขณะเดียวกันเก็บส่วนที่ผ่านคอลัมน์

ออกมา เป็น flow-through หลังจากนั้นโหลด binding buffer (pH 7.4) เพื่อที่จะชะล้างโปรตีนที่ไม่

ต้องการออกจากคอลัมน์ ขณะเดียวกันเก็บส่วนที่ผ่านคอลัมน์ออกมา เป็น Wash หลังจากนั้นโหลด 

Elution buffer (pH 7.4) (ภาคผนวก) เพื่อชะเอาโปรตีนที่ต้องการออกมาคือ anti-Notch1 และ 2 

เก็บเป็น fraction ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 1 มิลลิลิตรต่อ fraction โดยในแต่ละ 

fraction จะมี ความ เข้ม ข้นสุดท้ ายของ imidazole ใน  Elution buffer เท่ ากันทุก  fraction 

(Isocratic elution) เมื่อใช้งานเสร็จ คอลัมน์จะถูกเก็บด้วย  20% เอทานอล ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส น าตัวอย่างที่ได้แต่ละ fraction มารวมกันจากนั้นน าไป Dialysis ด้วย สารละลาย PBS       

3 ครั้ง จึงได้ตัวอย่างที่ละลายอยู่ใน PBS เพื่อที่จะน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 

3.6.3 การแยกบริสุทธ์ิโดยวิธีคอลมัน์โครมาโทกราฟีสมัพรรคภาพโดยใช้คอลัมน์โปรตีน 

ใช้เรซินโปรตีน A Sepharose™ 4 Fast Flow (GE Healthcare, UK) ในการแยก 

บริสุทธ์ิโดยน าเรซินแพคในคอลัมน์แก้ว ปรับ pH ด้วย 10mM PBS จากนั้นโหลดตัวอย่างที่ผ่านการ

แยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ His-Tag และผ่านการ Dialysis มาผ่านคอลัมน์โปรตีน A ขณะเดียวกันเก็บ

ส่วนที่ผ่านคอลัมน์ออกมา เป็น flow-through หลังจากนั้นโหลด 100 mM Tris (pH 8.0) และ 10 

mM Tris (pH 8.0)  ตามล าดับ เพื่อที่จะชะล้างโปรตีนที่ไม่ต้องการออกจากคอลมัน์ ขณะเดียวกันเก็บ

ส่วนที่ผ่านคอลัมน์ออกมา เป็น Wash หลังจากนั้นโหลด 100 mM glycine (pH 3.0) เพื่อชะโปรตีน
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ที่ต้องการออกมาคือ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc โดยจะเก็บเป็น fraction 

ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรต่อ fraction ที่มี 1 โมลาร์ Tris (pH 8.0) อยู่ใน

หลอดปริมาตร 0.05 มิลลิลิตร 

3.7 การท าให้โปรตีนเข้มข้น 

ใ ช้  Amicon® Ultra - 0.5Centrifugal Filter Devices (Merck Millipore, Germany) 

ขนาด 30K เพื่อท าให้โปรตีนเข้มข้น โดยน าตัวอย่างที่ได้จากการแยกบริสุทธ์ิมาผ่านคอลัมน์ครั้งละ 

500 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 

นาที จะได้ส่วนบนและส่วนล่างของตัวกรอง น าส่วนล่างทิ้ง จากนั้นกลับคอลัมน์คว่ าลง น าไปปั่น

เหว่ียงที่ความเร็ว 1,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 2 นาที เก็บส่วนที่ปั่นตกลงมา ซึ่งเป็น

ตัวอย่างที่ต้องการ จากนั้นน าไปวิเคราะห์ปริมาณความเข้มข้นของโปรตีน  โดยใช้วิธี BCA protein 

assay ตามข้อที่ 3.5.2 

3.8 การวิเคราะห์ความบริสุทธิ์ของโปรตนี 

น าตัวอย่างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFV-Fc  

จากการแยกบริสุทธ์ิในแต่ละข้ันตอน ที่ได้จาก น้ าเลี้ยงเซลล์, ตัวอย่างที่ได้จากการแยกบริสุทธ์ิด้วย

คอลัมน์ต่อ His-tag, ตัวอย่างที่ได้จากการ Dialysis, ตัวอย่างที่ได้จากการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์

โปรตีน A และตัวอย่างที่ผ่านการท าให้เข้มข้น มาวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิด้วยวิธี SDS-PAGE ย้อมด้วย

สี Coomassie Blue และ วิเคราะห์ร้อยละความบริสุทธ์ิในแต่ละข้ันตอนโดยใช้โปรแกรม Image J 

(htpp://rsb.info.nih.gov/iJ/) และน าไปค านวณหาร้อยละผลผลิตได้จากสูตร   

% yield = 
scFv−Fc

scFv−Fc ต้ังต้น
 x 100   
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3.9 การวิเคราะห์ผลของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีในเซลลไ์ลน์ Jurkat 

3.9.1 การตรวจสอบการจับ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ของ
แอนติบอดีโดยวิธี Flow cytometry 

        น ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc 

มาตรวจสอบการจับโดยใช้เซลล์ Jurkat ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีการแสดงออกของ Notch1 และ Notch2 

โดยใส่ 1.5x105 เซลล์ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปั่นล้างด้วย 1% FBS ใน PBS 3 รอบ ใส่ anti-

Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณ 1, 5 และ 10 ไมโครกรัม ใน 1% FBS ใน 

PBS บ่มนาน 30 นาที จากนั้นปั่นล้างด้วย 1% FBS ใน PBS 3 รอบ ใส่แอนติบอดีทุติยภูมิ Goat 

Anti-Human IgG (H+L) Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific, USA) ความเข้ม ข้น 5 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มนาน 30 นาทีในที่มืด และปั่นล้างด้วย 1% FBS ใน PBS 3 รอบ เตรียม

เซลล์ใส่ในถาดหลุม 96 หลุม เข้าเครื่อง Flow cytometry (FC500, Beckman Coulter, USA) ผลที่

ได้จะถูกวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม FlowJo (Tree star, Inc., USA) 

3.9.2 การตรวจสอบผลของแอนติบอดีต่อการตัดของ Notch1 โดยวิธี Western blot 

นับเซลล์ Jurkat ที่ 1.5x105 ลงในถาดหลุม 12 หลุม ที่ถูกเติม รีคอมบิแนนท์ anti-

Notch1 scFv-Fc ที่ปริมาณ 1 ไมโครกรัม น าไปบ่มเป็นระยะเวลา 48 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บตัวอย่าง

โปรตีนที่อยู่ภายในเซลล์มาวัดระดับการแสดงออกของโปรตีน Cleaved Notch1 (Val1744) ด้วยวิธี 

Western blot โดยท าตาม วิ ธีที่  3.5.4  และตรวจสัญ ญาณ การแสดงออกโดยวิ ธีchemilu 

minescence และ autoradiography ตามวิธีที่ 3.5.5 
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3.9.3 การวิเคราะห์ผลของแอนติบอดีต่อแสดงออกของยีน HES1 และ HEY1 โดยวิธี 
quantitative RT-PCR (qPCR) 

3.9.3.1 การสกัด total RNA 

น าเซลล์ Jurkat 1.5x105 เซลล์ ที่บ าบัดโดย รีคอมบิแนนท์ anti-Notch1 

scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณ 1 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ และ 

ตัวอย่างเซลล์  Jurkat ที่ ได้ รับ  anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ร่ วมกัน  ที่

ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง มาสกัด RNA โดยใช้ TRIzol® (Invitrogen, UK) ซึ่งมีขั้นตอนการสกัด คือ เก็บ

เซลล์ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 1000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นใส่ TRIzol® ปริมาตร 500 มิลลิลิตรลงในแต่ละหลอด ปิเปต

ข้ึนและลง 7-8 รอบ ผสมให้เข้ากัน บ่มตัวอย่างที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที เติม Chloroform 

(Lab-Scan, Ireland) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ TRIzol® ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เขย่าข้ึนและ

ลงแรงๆ เป็นเวลา 15 วินาที และบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียงที่

ความเร็วรอบ 12000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ท าการเก็บส่วนใสซึง่

เป็น โปรตีน ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ จากนั้นเติม  isopropanol (Merck, 

Germany) ปริมาตร 250 ไมโครลิตรต่อ TRIzol® ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการ

กลับหลอดไปมา 10 ครั้ง บ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 12000 

รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เทส่วนใสทิ้งและล้างตะกอนด้วย 75% 

ethanol ใน DEPC water ปริมาตร 500 มิลลิลิตร ต่อ TRIzol® ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ท าการ

ผสมให้เข้ากันและน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็วรอบ 7500 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียล เป็น

เวลา 5 นาที เทส่วนใสทิ้ง จะเหลือตะกอนอยู่ก้นหลอด จากนั้นน าหลอดคว่ าลงบนกระดาษทิชชูจน

ตะกอนแห้งประมาณ 30 นาที และเติม DEPC water ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ปิเปตข้ึนและลง
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หลายๆ ครั้ง บ่มที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที น าตัวอย่างที่ได้ไปวัดปริมาณ RNA 

ที่ ความยาวคลื่ น  260 และ  280 นาโน เมตร ด้ วย เครื่อ ง Spectrophotometer Nanodrop 

(Thermo scientific, USA) แล้วน าไปเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

3.9.3.2 การท า Reverse transcription เพื่อสังเคราะห์ complementary DNA 
(cDNA) 

  โดยใช้ความเข้มข้นของ RNA 1 ไมโครกรัม มาใช้เพื่อเป็นต้นแบบในการ

สั งเคราะห์  cDNA จากนั้น เติม  Random hexamers (Qiagen, Germany) ความเข้ม ข้น  0.4 

ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วย DEPC water ให้ได้ 12.5 

ไมโครลิตร น าตัวอย่างไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 

5xRT buffer (Fermentas, Canada) ป ริ ม าต ร  4  ไม โค ร ลิ ต ร , 10 mM Deoxynucleotide 

triphosphates (dNTPs) (Fermentas, Canada) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร, Reverse transcriptase 

(Fermentas, Canada) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ RNase inhibitor (Fermentas, Canada) 

ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร ลงในแต่ละปฏิกิริยา ผสมสารละลายในแต่ละหลอดให้เข้ากันและน าไปใส่ใน

เครื่อง PCR Bioer Life Express (Bioer technology, China) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้ อุณหภูมิ 25 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที, อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และอุณหภูมิ 70 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นเก็บ cDNA ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

3.9.3.3 การตรวจหาการแสดงออกของยีน HES1 และ HEY1 ด้วยวิธี qPCR 

น าตัวอย่าง cDNA ที่สังเคราะห์ได้มาใช้เป็นต้นแบบ โดยเจือจาง cDNA

ด้วย Hypure water และเติม iQ™ SYBR® Green (Bio-Rad, USA), Forward primer, Reverse 

primer และ Hypure water ลงในแต่ละปฏิกิริยา ผสมสารละลายในแต่ละหลอดให้เข้ากันและน าไป
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ท า  PCR ใน เค รื่ อ ง  Bio-Rad CFX Connect™ Real-Time System (Bio-Rad, USA) โด ย ตั้ ง

โปรแกรมดังนี้ อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 นาที, อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

30 วินาที, อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 

วินาที, อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที และอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 

นาที โดย primer ที่ใช้แสดงดังตารางที่ 3  

ตารางที่ 3  แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของ Primer 
 

ยีน ล าดับนิวคลีโอไทด์ 

(5’- 3’) 

Annealing 
Temperature 

(ºC) 

Product 
size 

(bp) 

ที่มา 

HES1  
For ACGACACCGGATAAACCAAA  

55    200 
Kuncharin Y 

และคณะ, 
2011 (56) 

Rev CGGAGGTGCTTCACTGTCAT  

HEY1 
For AACTGTTGGTGGCCTGAATC  

55 
 
   160 

Li, HCH และ
คณะ, 2016 

(57) 

Rev GCGGTAAATGCAGGCGTAT  

actin 

For ACCAACTGGGACGACATGGAG  
55 

 
   385 

Palaga T และ
คณะ, 2008 

(58) 

Rev GTGGTGGTGAAGCTGTAGCC 

 

3.8.3.4 การวิเคราะห์ทางสถิต ิ

   ข้อมูลในงานวิจัยนี้วิเคราะห์ความแปรปรวนเพื่อเปรียบเทียบระดับความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญโดยใช้ one-way ANOVA และเปรียบเทียบข้อมูลเป็นคู่ (t-test) ซึ่ง * แสดง
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ถึงค่า p-value น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.05, ** แสดงถึงค่า p-value น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.01 และ 

*** แสดงถึงค่า p-value น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.001 ถือว่าข้อมูลแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ โดยใช้

โปรแกรม GraphPad Prism (version 5.03) (GraphPad, USA)  
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บทที่ 4  
ผลการทดลอง 

4.1 การยืนยนัพลาสมิดประมวลรหัสรคีอมบิแนท์แอนติบอดี และ การสรา้ง Empty vector 

เพื่อยืนยันขนาดของพลาสมิด น าพลาสมิด anti-Notch1_E6-pBIOCAM5 (ภาพ 5A) และ anti-

Notch2_B9-pBIOCAM5 (ภาพ 5B) ตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI และวิเคราะห์ด้วยอะกาโรส

เจลอิ เล็กโทรโฟริซิส แสดงในภาพที่  6A จากภาพปรากฏขนาดของพลาสมิด anti-Notch1_E6-

pBIOCAM5 และขนาดของพลาสมดิ anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 เป็นไปตามขนาดของพลาสมิดที่ระบุ

โดยผู้ผลิต 

 เพื่อสร้าง Empty vector เป็นชุดควบคุมลบ จึงน าพลาสมิด anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 ตัด

ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamH1 และ BglII เพื่อตัดส่วน insert ที่ประมวลรหัสของแอนติบอดี scFv-Fc 

ออก แสดงในภาพที่ 6B พบว่า เมื่อตัดพลาสมิดด้วยเอนไซมต์ัดจ าเพาะ BamH1 และ BglII ปรากฏแถบ 2 

แถบ ซึ่งเทียบเท่าได้กับขนาดของ Empty vector และ scFv-Fc  และเมื่อท าการเช่ือมตัว ในส่วนของ 

Empty vector พบว่า ปรากฏแถบเพียงแถบเดียว โดยปราศจากส่วนของ insert เมื่อเปรียบเทียบกับ 

พลาสมิด anti-Notch2_B9-pBIOCAM5  (ภาพที่ 6C) จากผลช้ีให้เห็นว่า ได้ Empty vector ที่เกิดจาก

การตัดพลาสมิด anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ และไลเกทที่สมบูรณ์ เพื่อใช้ใน

ชุดควบคุมลบ 
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ภาพที่ 5  แสดงแผนที่พลาสมิด anti-Notch1_E6-pBIOCAM5 และ anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 
A) แผนทีพ่ลาสมิด anti-Notch1_E6-pBIOCAM5 B) แผนที่พลาสมิด anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 

A 
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ภาพที่ 6 แสดงขนาดของพลาสมิด anti-Notch1_E6-pBIOCAM5, anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 

และ Empty vector 
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A) พลาสมิดตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI การวัดขนาดของพลาสมิด โดยสกัดพลาสมิดด้วยชุด

สกัด QIAprep Spin Miniprep Kit และตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BamHI วิเคราะห์ขนาดของ 

พลาสมิดโดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (1%) B) Empty vector ที่ได้จากการตัดของพลาสมิด 

anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะร่วมกันของ BamH1 และ BglII วิเคราะห์

ขนาดของ Empty vector โดยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซิส (1%) 

4.2 การแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ใน
เซลล์ไลน์ HEK-293T 

 เพื่อยืนยันการแสดงออกของรีคอมบิแนนท์ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 

scFv-Fc จึ งท าการทรานส์ เฟคชันพลาสมิด anti-Notch1_E6-pBIOCAM5, anti-Notch2_B9-

pBIOCAM5 และ Empty vector เข้าไปในเซลล์ไลน์ HEK-293T และเลี้ยงในอาหารที่มียา G418 

เพื่อใช้ในการคัดเลือกเซลล์ เก็บตัวอย่างจากเซลล์และน้ าเลี้ยงเซลล์ มาวิเคราะห์รีคอมบิแนนท์ anti-

Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ด้วยวิธี Western blot แสดงในภาพที่ 7 โดยให้เซลล์

ที่ได้จากการทรานส์เฟคชันดว้ย Empty vector เป็นชุดควบคุมลบ จากผลการทดลองพบว่าปรากฏ

แถบโปรตีนของ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ที่น้ าหนักโมเลกุลประมาณ 58 

kDa ที่สามารถตรวจวัดโดยใช้แอนติบอดีต่อ His-tag ทั้งในตัวอย่างที่ได้จากเซลล์และน้ าเลี้ยงเซลล์ 

ส่วนในชุดควบคุมลบไม่มีแถบโปรตีนปรากฏทั้งในเซลล์และน้ าเลี้ยงเซลล์ (ภาพที่ 7A และ 7B) และ 

ใช้ β-actin เป็นตัวควบคุมปริมาณโปรตีน จากผลดังกล่าวแสดงว่าเซลล์ไลน์ HEK-293T มีการ

แสดงออกของรีคอมบิแนนท์ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc โดยมีการหลั่งออก

ภายนอกเซลล์ซึ่งสามารถตรวจพบได้ในอาหารเลี้ยงเซลล์  
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ภาพที่ 7  ผลการแสดงออกของรีคอมบิแนนส์ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ใน

เซลล์ไลน์ HEK-293T    

A) โปรตีนจากเซลล์ B) โปรตีนจากน้ าเลี้ยงเซลล์ ที่น ามาวิเคราะห์หารีคอมบิแนนท์ anti-Notch1 

scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ด้วยวิธี Western blot 

4.3 การแยกบริสุทธิข์องรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 
scFv-Fc 

 เพื่อศึกษาการแยกบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-

Notch2 scFv-Fc โดยน าเซลล์ HEK-293T ที่ถูกการทรานส์เฟคชันด้วยพลาสมิด anti-Notch1_E6-

pBIOCAM5, anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 หรือ Empty vector และคัดเลือกให้มีการแสดงออก 

อย่างเสถียร มาเลี้ยงเป็นระยะเวลา 5-7 วัน เก็บน้ าเลี้ยงเซลล์ ที่ปริมาตร 240 มิลลิลิตร มาท าการ

แยกบริสุทธ์ิโดยผ่านข้ันตอนดังภาพที่ 8 
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ภาพที่ 8  แผนภูมิแสดงข้ันตอนในการแยกบรสิุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-

Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc จากน้ าเลี้ยงเซลล์ HEK-293T โดยใช้ Empty vector เป็นชุดควบคุม

ลบในการทดลอง 

4.3.1 การแยกบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และanti-Notch2 
scFv-Fc โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพโดยใช้คอลัมน์ HisTrap™ FF ที่จ าเพาะ
ต่อ His-tag 

 ท าการแยกบริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc anti-Notch2 

scFv-Fc และ Empty vector ซึ่งเป็นชุดควบคุมลบ ด้วยคอลัมน์ HisTrap™ FF ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

โดยเครื่อง AKTA START แสดงผลในภาพที่ 9, 10 และ 11 ตามล าดับ จากการทดลองพบว่า ใน
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ตัวอย่างที่ได้จากเซลล์ที่แสดงออกโปรตีน anti-Notch1 scFv-Fc เมื่อชะออกมาด้วย Elution buffer 

ที่มีความเข้มข้นสุดท้าย ของ imidazole 500 มิลลิโมลาร์ เท่ากันทุก fraction และวัดด้วยความยาว

คลื่น 280 นาโนเมตร ผ่านเครื่อง AKTA START พบมีโปรตีนสูงสุดอยู่ที่ 350 mAU ซึ่งปรากฏใน 

fraction 5, 6 และ 7 (แสดงในภาพที่ 9A) ส่วนในตัวอย่างที่ได้จากเซลล์ที่แสดงออกของโปรตีน anti-

Notch2 scFv-Fc เมื่อถูกชะออกมาด้วย Elution buffer ที่มีความเข้มข้นสุดท้ายของ imidazole  

500 มิลลิโมลาร์ เท่ากันทุก fraction และวัดด้วยความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ผ่านเครื่อง AKTA 

START พบมีโปรตีนสูงสุดอยู่ที่ 800 mAU ซึ่งปรากฏใน fraction 5, 6 และ 7 (แสดงในภาพที่ 10A) 

จึงน า fraction ที่คาดว่ามีคอมบิแนนท์โปรตีน anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc  

ดังกล่าวไปตรวจสอบขนาดและความบริสุทธ์ิของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และ Western blot 

พบว่า จากวิธี SDS-PAGE ย้อมด้วยสี Coomassie Blue มีแถบโปรตีน anti-Notch1 scFv-Fc และ 

anti-Notch2 scFv-Fc ใน fraction ที่ 5, 6 และ 7 ที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุล 58 kDa (แสดงในภาพที่ 

9B และ 10B ตามล าดับ) และยังพบแถบโปรตีนปนเปื้อนอื่น ๆ ที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุลสูงกว่า 58 

kDa ร่วมอยู่ด้วย (ภาพที่ 9B, 10B) และจากการตรวจสอบด้วยวิธี Western blot มีโปรตีน anti-

Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ใน fraction ที่ 5, 6 และ 7 ที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุล 

58 kDa (แสดงในภาพที่ 9C และ 10C ตามล าดับ) โดยที่แถบโปรตีนปนเปื้อนอื่น ๆ ที่สูงกว่า 58 kDa 

ไม่ท าปฏิกิริยาแบบจ าเพาะกับแอนติบอดีต่อ His-tag  (ภาพที่ 9C, 10C) 

  ผลการศึกษาโปรตีนที่ได้จากการทรานสเ์ฟคชันเซลล์ด้วย Empty vector ซึ่งเป็นชุด

ควบคุมลบ เมื่อชะออกมาด้วย Elution buffer และวัดที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร ผ่านเครื่อง 

AKTA START พบมีโปรตีนสูงสุดอยู่ที่ 90 mAU ซึ่งปรากฏใน fraction 5, 6 และ 7 (แสดงในภาพที่ 

11A) จึงน า fraction ดังกล่าวไปตรวจสอบความบริสุท ธ์ิของโปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และ 

Western blot พบว่า เมื่อย้อมด้วยสี Coomassie Blue มีโปรตีนใน fraction ที่  5, 6 และ 7 ที่
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ขนาดน้ าหนักโมเลกุลสูงกว่า 58 kDa (ภาพที่ 11B) ซึ่งแถบที่ปรากฏเป็นแถบโปรตีนปนเปื้อนอื่น ๆ ที่

ปรากฏเช่นเดียวกับการแยกบริสุทธ์ิของ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc และ

พบว่าไม่มีโปรตีนใน fraction ใดท าปฏิกิริยาแบบจ าเพาะกับแอนติบอดีต่อ His-tag ที่ขนาดน้ าหนัก

โมเลกุล 58 kDa (ภาพที่ 11C) 

  ผลที่ได้บ่งช้ีว่า การแยกบริสุทธ์ิโดยใช้คอลัมน์ต่อ His-tag ไม่สามารถแยกรีคอม

บิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ได้อย่างบริสุทธ์ิสมบูรณ์ 

เนื่องจากพบโปรตีนอื่นปะปนในตัวอย่าง ดังนั้น จึงต้องท าการแยกบริสุทธ์ิอีกครั้งโดยใช้คอลัมน์โคร

มาโทกราฟีต่อโปรตีน A เพื่อให้ได้แอนติบอดีที่มีประสิทธิภาพสูงในการน าไปใช้งาน  

  นอกจากนี้จากการทดลองยังพบว่า การแยกบริสุทธ์ิรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-

Notch1 scFv-Fc ได้โปรตีนน้อยกว่า รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch2 scFv-Fc ซึ่งดูได้จากค่า 

ปริมาณโปรตีนสัมพัทธ์ แสดงในภาพ 9A และ 10A เท่ากับ 350 mAU และ 800 mAU  
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ภาพที่ 9  ผลการแยกบรสิุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc โดยวิธีคอลัมน์โคร

มาโทกราฟีสมัพรรคภาพโดยใช้คอลัมน์ HisTrap™ FF ที่จ าเพาะต่อ His-tag 

A) ค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรของโปรตีนในแต่ละ fraction B) ผลการตรวจวัดรีคอม

บิแนนท์แอนติบอดีโดยใช้ 8% SDS-PAGE ย้อมด้วยสี Coomassie Blue C) ผลการตรวจวัดรีคอม

บิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีปฐมภูมิต่อ His-

Tag 
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ภาพที่ 10  ผลการแยกบรสิุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch2 scFv-Fc โดยวิธีคอลัมน์โคร

มาโทกราฟีสมัพรรคภาพโดยใช้คอลัมน์ HisTrap™ FF ที่จ าเพาะต่อ His-tag 
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A) ค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรของโปรตีนในแต่ละ fraction B) ผลการตรวจวัดรีคอม

บิแนนท์แอนติบอดีโดยใช้ 8% SDS-PAGE ย้อมด้วยสี Coomassie Blue C) ผลการตรวจวัดรีคอม

บิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch2 scFv-Fc ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีปฐมภูมิต่อ His-

Tag  
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ภาพที่ 11  ผลการแยกบรสิุทธ์ิของ Empty vector โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟสีัมพรรคภาพโดยใช้

คอลัมน์ HisTrap™ FF ที่จ าเพาะต่อ His-tag 

A) ค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรของโปรตีนในแต่ละ fraction B) ผลการตรวจวัด Empty 

vector โดยใช้ 8% SDS-PAGE ย้อมด้วยสี Coomassie Blue C) ผลตรวจวัดโปรตีน Empty vector 

ด้วยวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีปฐมภูมิต่อ His-Tag  

4.3.2 ผลการแยกบริสทุธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-
Notch2 scFv-Fc โดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟสีัมพรรคภาพโดยใช้คอลัมน์โปรตีน A 

น าตัวอย่างที่ได้จากการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ His-tag และผ่านการ Dialysis มา  

แยกบริสุทธ์ิเพิ่มเติมด้วยคอลัมน์โปรตีน A และวัดความเข้มข้นของโปรตีนในแต่ละ fraction ด้วย

เครื่อง NanoDrop™ 2000/2000c Spectro- photometer ที่ความยาวคลื่น 260/280 นาโนเมตร 

เลือก fraction ที่อยู่ในช่วงที่มีความเข้มข้นโปรตีนที่สูง น าไปวิเคราะห์ผลด้วยวิธี SDS-PAGE และ 

Western blot แสดงในภาพที่ 12 พบว่า เมื่อน าแต่ละ fraction มาวิเคราะห์ด้วยเจล 8% SDS-

PAGE ย้อมสี Coomassie Blue ผลปรากฏแถบโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลเทียบเท่าของ anti-Notch1 
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scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc เพียงแถบเดียวที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุล 58 kDa ยกเว้นใน

ตัวอย่างที่ ได้จาก Flow through และ Wash ซึ่งไม่พบแถบโปรตีนใดๆ (ภาพที่ 12A และ 12B 

ตามล าดับ) จากผลแสดงว่าโปรตีน anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc จับจ าเพาะ

ต่อโปรตีน A ในคอลัมน์ และพบว่าเมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี Western blot รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี 

anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ท าปฏิกิริยาแบบจ าเพาะกับแอนติบอดีต่อ His-

tag ซึ่งปรากฏแถบเพียงแถบเดียวที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุล 58 kDa (ภาพที่ 12A และ 12B ตามล าดับ) 

ผลดังกล่าวแสดงว่าโปรตีนที่ได้มีความบริสุทธ์ิมากข้ึนเมื่อผ่านการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์โปรตีน A 

อีกครั้ง เมื่อเทียบกับผลการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ His-tag เพียงรอบเดียว  

  นอกจากนี้จากการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์โปรตีน A ยังพบว่าเมื่อเปรียบเทียบแถบ

โปรตีนจากการย้อมสี Coomassie Blue ของ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc 

(ภาพที่ 12A และ 12B ตามล าดับ) เป็นตัวอย่าง fraction ของโปรตีนทั้งสองในปริมาณที่เท่ากัน 

พบว่าแถบโปรตีนของ anti-Notch1 scFv-Fc มีความเข้มจางกว่า anti-Notch2 scFv-Fc แสดงถึงมี

ปริมานโปรตีนที่น้อยกว่า ซึ่งเป็นผลมาจากการผา่นข้ันตอนการแยกบริสทุธ์ิของโปรตีนมาสองรอบและ

รวมถึงตั้งต้นของ anti-Notch1 scFv-Fc ที่ผ่านการแยกบริสุทธ์ิต่อ His-tag พบมีปริมาณโปรตีนที่

น้อย  
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ภาพที่ 12  ผลการแยกบรสิุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีโดยวิธีคอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพ

โดยใช้คอลัมน์โปรตีน A 

A) ผลการตรวจวัดรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc B) ผลการตรวจวัดรีคอมบิแนนท์

แอนติบอดี anti-Notch2 scFv-Fc วิเคราะห์ผลโดยใช้วิธี SDS-PAGE ย้อมด้วยสี Coomassie Blue 

และวิธี Western blot โดยใช้แอนติบอดีปฐมภูมิต่อ His-Tag 

4.3.3 การเปรียบเทียบความบรสิุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ 
anti-Notch2 scFv-Fc ในแต่ละข้ันตอนของการท าให้บรสิุทธ์ิ 

 เพื่อเปรียบเทียบความบริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc  

และ anti-Notch2 scFV-Fc ที่ได้จากแต่ละข้ันตอนในการแยกบริสุทธ์ิ น าตัวอย่างที่เก็บจากน้ าเลี้ยง

เซลล์, ตัวอย่างที่ได้จากการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ต่อ His-tag, ตัวอย่างที่ได้จากการ Dialysis, 
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ตัวอย่างที่ได้จากการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์โปรตีน A และตัวอย่างที่ผ่านการท าให้เข้มข้นแล้ว มา

วิเคราะห์ด้วยวิธี SDS-PAGE ย้อมด้วยสี Coomassie Blue แสดงดังภาพที่ 13 จากผล ปรากฏแถบ

โปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลเทยีบเทา่รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc (ภาพที่ 13A) และ 

anti-Notch2 scFv-Fc (ภาพที่ 13B) ที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุล 58 kDa มีความบริสุทธ์ิเพิ่มขึ้นหลังจาก

การแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ต่อ His-tag เมื่อเทียบกับตัวอย่างที่เก็บจากน้ าเลี้ยงเซลล์ที่มีโปรตีนอื่น ๆ 

ปะปนอยู่จ านวนมาก แต่ก็ยังพบว่ามีโปรตีนปนเปื้อนอื่น ๆ ที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุลสูงกว่า 58 kDa 

ปะปนร่วมอยู่ด้วยหลังจากการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ต่อ His-tag และเมื่อน าไปผ่านการ Dialysis 

เพื่อเปลี่ยนตัวท าละลาย ก็ยังปรากฏแถบโปรตีนอื่น ๆ ปะปนอยู่ด้วยเช่นเดียวกัน แต่หลังจากการผ่าน

การแยกบริสุทธ์ิครั้งที่สอง ด้วยคอลัมน์ต่อโปรตีน  A พบว่า ปรากฏแถบโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุล

เทียบเท่าของ anti-Notch1 scFv-Fc (ภาพที่ 13A) และ anti-Notch2 scFv-Fc (ภาพที่ 13B) เพียง

แถบเดียว ที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุล 58 kDa และเมื่อน าไปผ่านการท าให้โปรตีนเข้มข้นข้ึนก็ยังปรากฏ

แถบโปรตีนที่น้ าหนักโมเลกุลเทียบเท่าของ anti-Notch1 scFv-Fc (ภาพที่ 13A) และ anti-Notch2 

scFv-Fc (ภาพที่ 13B) เพียงแถบเดียว ที่ขนาดน้ าหนักโมเลกุล 58 kDa เช่นเดียวกัน 

วิเคราะห์ความบริสุทธ์ิและผลผลิตที่ได้จากการแยกบริสุทธ์ิในแต่ละข้ันตอนของรี 

คอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc แสดงดังตารางที่ 4 และ 

5 ตามล าดับ จากผลแสดงให้เห็นว่า เมื่อวิเคราะห์ความบริสุทธ์ิด้วยโปรแกรม image J พบว่ารีคอม

บิแนนท์แอนติบอดีทั้ง anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc มีร้อยละความบริสุทธ์ิ

เพิ่มข้ึน เมื่อผ่านการแยกบริสุทธ์ิในแต่ละข้ันตอน และพบว่าในข้ันตอนสุดท้ายของการแยกบริสุทธ์ิ มี

ความบริสุท ธ์ิ 100 เปอร์เซ็นต์ ทั้ งรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-

Notch2 scFv-Fc (ดังตารางที่ 4 และ 5 ตามล าดับ) ในทางกลับกัน พบว่าระหว่างการแยกบริสุทธ์ิใน

แต่ละข้ันตอนเกิดการสูญเสยีโปรตีนเป็นจ านวนมาก ท าให้ร้อยละผลผลติที่ได้ลดลง โดยพบว่า ผลผลิต
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สุดท้ายของ anti-Notch1 scFv-Fc ได้เพียง 1 เปอร์เซ็นต์ และผลผลิตสุดท้ายของ anti-Notch2 

scFv-Fc ได้เพียง 5 เปอร์เซ็นต์ (ดังตารางที่ 4 และ 5 ตามล าดับ) จากผลการทดลองดังกล่าวบ่งช้ีว่า 

สามารถท าให้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc บริสุทธ์ิ

ได้ โดยการใช้คอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพต่อ His-tag และโปรตีน A ร่วมกัน แต่ผลผลิตที่ได้

ต่ า 
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ภาพที่ 13  การเปรียบเทียบความบริสทุธ์ิของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ 

anti-Notch2 scFv-Fc ในแต่ละข้ันตอนของการท าให้บรสิุทธ์ิ 

A) ผลการตรวจวัดรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc B) ผลการตรวจวัดรีคอมบิแนนท์

แอนติบอดี anti-Notch2 scFv-Fc ที่ได้ในข้ันตอนการท าให้บริสุทธ์ิโดยใช้ 8% SDS-PAGE ย้อมด้วยสี 

Coomassie Brilliant Blue  
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ตารางที่ 4  ความบรสิุทธ์ิและผลผลิตของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ที่ได้จาก       
              การผลิตผ่านทางการแสดงออกในเซลล์ไลน์ HEK-293T 

Purification step  Total proteina 
(mg) 

anti-Notch1 
scFv-Fc (mg) 

Purity b 
(%) 

Yield 
(%) 

Culture supernatant starting 
material 

880.08 1.76 0.2 100 

Purification by Histrap FF 
column 

1.79 1.11 62 63 

Dialysis 1.30 0.83 64 47 
Purification by Protien A 
column 

0.45 0.42 95 24 

Concentrated protein 0.01 0.01 100 1 
 

ตารางที่ 5 ความบรสิุทธ์ิและผลผลิตของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch2 scFv-Fc ที่ได้จาก          
              การผลิตผ่านทางการแสดงออกในเซลล์ไลน์ HEK-293T 

Purification step  Total proteina 
(mg) 

anti-Notch2 
scFv-Fc (mg) 

Purity b 
(%) 

Yield 
(%) 

Culture supernatant starting 
material 

1080.48 3.78 0.35 100 

Purification by Histrap FF 
column 

3.53 2.97 84 78 

Dialysis 1.90 1.69 89 45 
Purification by Protien A 
column 

1.28 1.25 98 33 

Concentrated protein 0.20 0.20 100 5 
 

aความเข้มข้นของโปรตีนวิเคราะห์โดยใช้ชุดทดสอบ Bradford protein assay kit 
bความบริสุทธ์ิของโปรตีนวิเคราะห์โดยใช้ SDS-PAGE และประเมินผลโดยโปรแกรม Image J 
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4.4 การทดสอบการจับกับ Notch1 และ Notch2 ของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 
scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ในเซลล์ไลน์ Jurkat  

เพื่อทดสอบความสามารถในการจับกับโปรตีน Notch1 และ Notch2 ของรีคอมบิแนนท์ 

แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc น ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่ท าให้

บริสุทธ์ิข้างต้นมาย้อมในเซลล์ไลน์ Jurkat และวิเคราะห์ด้วยวิธี Flow cytometry โดยน าเซลล์ 

Jurkat บ่มร่วมกับ anti-Notch1 scFv-Fc ปริมาณ 1, 5 และ 10 ไมโครกรัม แสดงในภาพที่ 14 และ 

anti-Notch2 scFv-Fc ปริมาณ 1, 5 และ 10 ไมโครกรัม แสดงในภาพที่ 15 โดยให้ Empty vector 

เป็นชุดควบคุมลบ โดยใช้ปริมาณ Empty vector ในการบ่มร่วมกับเซลล์ไลน์ Jurkat เทียบเท่า

ปริมาณแอนติบอดีที่สูงสุดที่ใช้ในการทดลอง และทดสอบร่วมกับเซลล์ไลน์ Jurkat ที่บ่มด้วย

แอ น ติ บ อ ดี ทุ ติ ย ภู มิ  Goat Anti-Human IgG (H+L)  Alexa Fluor 488 ห าก แอ น ติ บ อ ดี มี

ความสามารถจับกับ Notch1 และ Notch2 ในเซลล์ไลน์ Jurkat ได้ จะสามารถตรวจจับได้โดย 

แอนติบอดีทุติยภูมิ ที่ติดสี Alexa Fluor 488 และผลที่ได้จะถูกวิเคราะห์เป็นร้อยละการย้อมติด เมื่อ

เทียบกับชุดควบคุมลบ โดยโปรแกรม FlowJo จากผลการทดลองพบว่า anti-Notch1 scFv-Fc 

ปริมาณ 1, 5 และ 10 ไมโครกรัม ให้ผลในการย้อมโดยมีร้อยละของเซลล์ที่ย้อมเป็นบวก 45.8, 52.1 

และ 59.9 ตามล าดับ (ภาพที่ 14B) เมื่อเทียบกับ Empty vector ซึ่งเป็นชุดควบคุมลบ ให้ผลในการ

ย้อมโดยมีร้อยละของเซลล์ที่ย้อมเป็นบวก 0.99 และผลการย้อมของเซลล์ด้วยแอนติบอดีทุติยภูมิ

เพียงอย่างเดียวจะให้ผล การย้อมโดยมีร้อยละของเซลล์ที่ย้อมเป็นบวก 1.02 (ภาพที่ 14A) และเมื่อดู

การเปรียบเทียบค่า Median Fluorescent intensity (MFI) แต่ละเซลล์ (ภาพที่14C) พบว่า anti-

Notch1 scFv-Fc ปริมาณ 1, 5 และ 10 ไมโครกรัม ให้ ค่า MFI เท่ ากับ  1.95, 2.05 และ 2.20 

ตามล าดับ เมื่อเทียบกับ Empty vector ซึ่งเป็นชุดทดสอบลบและเซลล์ที่บ่มด้วยแอนติบอดีทุติยภูมิ 

ให้ค่า MFI เท่ากับ 0.98 และ 0.99 ตามล าดับ จากผลการทดลองช้ีให้เห็นว่า anti-Notch1 scFv-Fc 
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จับกับ Notch1 โดยปริมาณที่ ให้ผลในการจับกันของ anti-Notch1 scFv-Fc ต่อ Notch1 ที่

เหมาะสมที่สุดอยู่ที่ปริมาณ 1 ไมโครกรัม ดังนั้น ปริมาณของแอนติบอดีดังกล่าวถูกเลือกน าไปใช้ใน

การทดลองต่อไป 

จากผลการทดลองของ anti-Notch2 scFv-Fc พบว่า anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณ 1, 

5 และ 10 ไมโครกรัม ให้ผลในการย้อมโดยมีร้อยละของเซลล์ที่ย้อมเป็นบวก 1.43, 2.78 และ 45.6 

ตามล าดับ (ภาพที่ 15B) เมื่อเทียบกับ Empty vector ซึ่งเป็นชุดควบคุมลบ ให้ผลในการย้อมโดยมี

ร้อยละของเซลล์ที่ย้อมเป็นบวก 1.00 และผลการย้อมของเซลล์ด้วยแอนติบอดีทุติยภูมิเพียงอย่าง

เดียวจะให้ผล การย้อมโดยมีร้อยละของเซลล์ที่ย้อมเป็นบวก 0.63 (ภาพที่ 15A) และเมื่อดูการ

เปรียบเทียบค่า MFI แต่ละเซลล์ (ภาพที่ 15C) พบว่า anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณ 1, 5 และ 10 

ไมโครกรัม ให้ค่า MFI เท่ากับ 0.96, 1.10 และ 2.17 ตามล าดับ เมื่อเทียบกับ Empty vector ซึ่งเป็น

ชุดทดสอบลบและเซลล์ที่บ่มด้วยแอนติบอดีทุติยภูมิ ให้ค่าการติดสีของแต่ละเซลล์เท่ากับ 0.94 และ 

0.90 ตามล าดับ จากผลการทดลองช้ีให้เห็นว่า anti-Notch2 scFv-Fc จับกับ Notch2 โดยความ

เข้มข้นที่ให้ผลในการจบักันของ anti-Notch2 scFv-Fc ต่อ Notch2 ที่เหมาะสมที่สดุอยู่ที่ปริมาณ 10 

ไมโครกรัม ดังนั้น ความเข้มข้นของแอนติบอดีดังกล่าวถูกเลือกน าไปใช้ในการทดลองต่อไป 
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ภาพที่ 14 ผลการทดสอบการจับรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ต่อ Notch1 ใน

เซลล์ไลน์ Jurkat 

A) แสดงผลของเซลล์ทีบ่่มด้วย Empty vector และเซลลท์ี่บ่มด้วยแอนติบอดทีุติยภูมิ B) แสดงผล

ของเซลลท์ี่บม่ด้วยรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ทีป่ริมาณ 1, 5 และ 10 

ไมโครกรมั ต่อ Notch1 ที่มีการแสดงออกในเซลล์ Jurkat โดยวิธี Flow cytometry ผลที่ได้จะถูก

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม FlowJo C) แสดงค่า Median Fluorescent intensity (MFI) ในแต่ละ

ตัวอย่าง ผลแสดงตัวแทนของการทดลอง 2 ซ้ า 
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ภาพที่ 15 ผลการทดสอบการจับรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch2 scFv-Fc ต่อ Notch2 ใน

เซลล์ไลน์ Jurkat 

A) แสดงผลของเซลล์ที่บ่มด้วย Empty vector และเซลล์ที่บ่มด้วยแอนติบอดีทุติยภูมิ B) แสดงผล

ของเซลล์ที่ บ่มด้วยรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี  anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณ 1, 5 และ 10 

ไมโครกรัม ต่อ Notch2 ที่มีการแสดงออกในเซลล์ Jurkat โดยวิธี Flow cytometry ผลที่ได้จะถูก

วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม FlowJo C) แสดงค่า Median Fluorescent intensity (MFI) ในแต่ละ

ตัวอย่าง ผลแสดงตัวแทนของการทดลอง 2 ซ้ า 

4.5 ผลของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ต่อ วิถีสัญญาณ Notch ในเซลล์
ไลน์ Jurkat 

เพื่อศึกษาผลของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ต่อการตัดของ Notch1  

จึงใช้เซลล์ไลน์ Jurkat โดยน า anti-Notch1 scFv-Fc ที่ปริมาณ 1 ไมโครกรัม บ่มกับเซลล์ไลน์ 

Jurkat เป็นระยะเวลา 48 ช่ัวโมง โดยใช้ยากดแอคทิวิตีของแกมมาซีครีเทส DAPT 25 ไมโครโมลาร์ 

เป็นชุดควบคุมบวก และใช้ DMSO และ Elution buffer ซึ่งเป็นตัวท าละลายของ DAPT และ 

แอนติบอดี ตามล าดับ เป็นชุดควบคุมลบ ตรวจสอบวัดระดับ Cleaved Notch1 ด้วยวิธี Western 
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blot แสดงในภาพที่ 16 พบว่าในเซลล์ไลน์ Jurkat ปกติที่ไม่ได้บ่มด้วยแอนติบอดี จะพบการตัดของ 

Notch1 เมื่อใช้แอนติบอดีต่อ Cleaved Notch1 ทดสอบ ท าให้พบ Cleaved Notch1 เมื่อบ่มเซลล์

ร่วมกับแอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ปริมาณ 1 ไมโครกรัม พบว่า สามารถยับยั้งการตัดของ 

Notch1 ในเซลล์ไลน์ Jurkat ได้ท าให้เกิดการแสดงออกของ Cleaved Notch1 ลดลง เช่นเดียวกับ 

DAPT ที่ 25 ไมโครโมลาร์ ซึ่งเป็นชุดควบคุมบวก และผลของการทดสอบตัวท าละลายของ DAPT 

และ แอนติบอดี พบว่า ไม่มีผลต่อการยับยั้งการตัดของ Notch1 ในเซลล์ไลน์ Jurkat ท าให้เกิดการ

แสดงออกของ Cleaved Notch1 เช่นเดียวกับชุดควบคุมลบ ผลที่ได้บ่งช้ีว่า รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี

ที่ผลิตข้ึนมีความสามารถในการจับและมีผลต่อการตัดของ Notch1 ในเซลล์ไลน์ Jurkat น าไปสู่การ

ยับยั้งการเกิดวิถีสัญญาณ Notch เทียบเท่ากับการใช้ DAPT 

ในการศึกษาการยับยั้งการตัดของ Notch2 ไม่สามารถตรวจสอบได้โดยวิธี Western blot 

เนื่องจาก ไม่มีแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่อ Cleaved Notch2 จ าหน่าย 

 

ภาพที่ 16  ผลของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ต่อการตัด Notch1 ในเซลล์ไลน์ 
Jurkat 
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โดยใช้ยากดแอคทิวิตีของแกมมาซีครีเทส DAPT (25 ไมโครโมลาร์) เป็นชุดควบคุมบวก และใช้ 

DMSO และ Elution buffer เป็นชุดควบคุมลบ ตรวจสอบวัดระดับ Cleaved Notch1 ด้วยวิธี 

Western blot โดยใช้แอนติบอดีปฐมภูมิ Cleaved Notch1 ผลแสดงตัวแทนของการทดลอง 2 ซ้ า 

4.6 ผลของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ต่อ
การแสดงออกของยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณ Notch HES1 และ HEY1 ในเซลล์ไลน์ Jurkat 

จากการทดลองที่ผ่านมาพบว่ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti- 

Notch2 scFv-Fc มีความสามารถในการจับกับ Notch1 และ Notch2 จึงศึกษาต่อว่ารีคอมบิแนนท์

แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc มีความสามารถในการยับยั้งวิถี

สัญญาณ Notch ได้หรือไม่ ดังนั้นเพื่อศึกษาผลของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc 

และ anti-Notch2 scFv-Fc ในระดับยีน โดยดูการแสดงออกของยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณ 

Notch ได้แก่ HES1 และ HEY1 ในเซลล์ไลน์ Jurkat โดยใช้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 

scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณที่เหมาะสมที่ได้จากผลการทดลองที่ 4.4 คือ ปริมาณ 

1 ไมโครกรัม และ 10 ไมโครกรัม ตามล าดับ โดยน าเซลล์ jurkat บ่มกับ anti-Notch1 scFv-Fc ที่

ปริมาณ 1 ไมโครกรัม anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณ 10 ไมโครกรัม และใช้ anti-Notch1 scFv-

Fc ปริมาณ 1 ไมโครกรัม ร่วมกับ anti-Notch2 scFv-Fc ปริมาณ 10 ไมโครกรัม เป็นระยะเวลา 48 

ช่ัวโมง โดยใช้ DAPT ที่ 25 ไมโครโมลาร์ เป็นชุดควบคุมบวก ซึ่งแสดงผลในภาพที่ 17  

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเมื่อบ่มร่วมกับ anti-Notch1 scFv-Fc, anti-Notch2 

scFv-Fc หรือบ่มร่วมกันทั้งสอง พบการแสดงออกของยีน HES1 และ HEY1 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ 

(p-value น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.001) เมื่อเทียบกับการแสดงออกของยีนในเซลล์ชุดควบคุมลบทั้งที่

ไม่ได้รับแอนติบอดีและที่บ่มด้วย Empty vector และพบว่าการแสดงออกของยีน HES1 และ HEY1 

ของเซลล์ที่มีการบ่มด้วย Empty vector ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับการ
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แสดงออกของยีนทั้งสองในเซลล์ที่ไม่ได้รับแอนติบอดี นอกจากนี้การที่เติม anti-Notch1 scFv-Fc 

และ anti-Notch2 scFv-Fc ร่วมกัน พบว่า การแสดงออกของยีนทั้ ง HES1 และ HEY1 ลดลง

เทียบเท่ากับชุดควบคุมบวก (DAPT) แสดงในภาพ 17A และ 17B  

นอกจากนี้เมื่อเทียบผลการแสดงออกของยีน HES1 และ HEY1 ของการใช้รีคอมบิแนนท์

แอนติบอดีร่วมกัน เทียบกับการใช้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีเพียงตัวเดียวพบว่า เมื่อใช้แอนติบอดี

ร่วมกันท าให้มีการแสดงออกของยีนทั้ง HES1 และ HEY1 ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ (p-value น้อยกว่า

หรือเท่ากับ 0.05) เมื่อเทียบกับใช้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch2 scFv-Fc เพียงชนิดเดียว 

แต่พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับการใช้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-

Fc เพียงชนิดเดียว (ภาพที่ 17A และ 17B) 

ผลที่ได้บ่งช้ีว่ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc 

ที่ผลิตข้ึน มีความสามารถในการยับยั้งการเกิดวิถีสัญญาณ Notch ในเซลล์ไลน์ Jurkat ซึ่งเป็น

เซลล์มะเร็งชนิดทีลิมโฟซัยท์ โดยการใช้แอนติบอดีร่วมกันท าให้การส่งสัญญาณของวิถี Notch ลดลง

เทียบเท่ากับ DAPT 
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ภาพที่ 17  ผลของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ต่อ

ระดับ mRNA ของยีน HES1 และ HEY1 ในเซลล์ไลน์ jurkat โดยวิธี qPCR  

A) ผลของ anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ต่อยีน HES1 B) ผลของ anti-

Notch1 scFv-Fc แล ะ  anti-Notch2 scFv-Fc ต่ อยี น  HEY1 โดย ใช้  anti-Notch1 scFv-Fc ที่

ปริมาณ1 ไมโครกรัม และ anti-Notch2 scFv-Fc ที่ปริมาณ 10 ไมโครกรัม เปรียบเทียบกับชุด

ควบคุมบวก (DAPT) ที่ความเข้มข้น 25 ไมโครโมลาร์ และชุดควบคุมลบ (Ctrl) ซึ่งเป็นเซลล์ที่ไม่ใส่

แอนติบอดี * แสดงถึงค่า p-value น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.05, ** แสดงถึงค่า p-value น้อยกว่าหรือ

เท่ากับ 0.01 และ *** แสดงถึงค่า p-value น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.001 
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บทที่ 5  
สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง 

วิถีสัญญาณ Notch มีบทบาทส าคัญในการเจริญ การเพิ่มจ านวน ตลอดถึงการตายของเซลล์

หลากหลายชนิด (1) ความผิดปกติของวิถีสัญญาณ Notch ท าให้มีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์และ

น าไปสู่การเกิดโรคส าคัญ เช่น มะเร็ง เป็นต้น (12) ดังนั้น จึงมีความพยายามในการยับยั้งวิถีสัญญาณ 

Notch ในเซลล์มะเร็งเพื่อใช้ในการบ าบัด โดยพบว่าการศึกษาการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ที่ผ่านมา

ไม่สามารถยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ได้อย่างจ าเพาะ โดยเฉพาะการใช้สารยับยั้งแกมมาซีครีเทส 

(GSI) ซึ่งยับยั้งทั้ง Notch รีเซบเตอร์ 4 ตัวเท่าเทียมกันและยังมีซับเสตรทอื่นด้วย ส่งผลให้เกิดผล

ข้างเคียงที่ไม่พึงประสงค์ เช่น เกิดความเป็นพิษในล าไส้ (37, 38) จึงน าไปสู่การออกแบบวิธีการยับยั้ง

วิถีสัญญาณ Notch โดยใช้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่มี ความจ าเพาะสูงต่อ Notch รีเซบเตอร์แต่ละ

ชนิดและให้ผลข้างเคียงต่อมนุษย์น้อยที่สุด (39) 

รีคอมบิแนนท์ชนิด scFv-Fc ได้รับความสนใจในการน ามาพัฒนาในการรักษาโรค เนื่องจากมี

คุณสมบัติ สามารถเข้าถึงเนื้อเยื่อมะเร็งได้ดี และยังมีครึ่งชีวิตในซีรั่มยาวนานกว่า scFv (46, 47) ที่

ผ่านมาจึงมีงานวิจัยที่มีการพัฒนารีคอมบิแนนท์ชนิด scFv-Fc น าไปศึกษากับโรคมากมาย โดยเฉพาะ

ในโรคมะเร็ง ในปี ค.ศ. 2011 Girgis และคณะ ได้สร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด scFv-Fc ต่อ 

carcinoembryonic antigen (CEA) ที่มีการแสดงออกในมะเร็งตับอ่อน เพื่อน าไปสู่การบ าบัดรักษา

โรคมะเร็งตับอ่อนต่อไป (50) นอกจากการน าไปพัฒนารกัษามะเรง็แลว้ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้กบั

โรคอื่น ๆ เช่น ในปี ค.ศ. 2005 Gould และคณะ ได้มีการสร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด scFv-

Fc ต่อไวรัส West Nile เพื่อบ าบัดโรคติดเช้ือไวรัส West Nile (59) 

ในปี ค.ศ. 2012 จากการศึกษาของ Flak และคณะ ได้มีการสร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี

ชนิด scFv-Fc ต่อ NRR ของ Notch1 และ Notch2 ซึ่งบริเวณ NRR เป็นบริเวณส าคัญในการ
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เปลี่ยนแปลงโครงสร้างเพื่อให้มีการตัดของโปรตีนบน Notch รีเซบเตอร์ เข้าสู่ภายในเซลล์ เมื่อเกิด

อันตรกิริยากับลิแกนด์ ซึ่งน าไปสู่การเกิดวิถีสัญญาณ Notch ต่อไป (42) NRR จึงเป็นเป้าหมายส าคัญ

ในการน าไปสู่การยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch โดยคาดว่ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดีจะสามารถยับยั้ง

อย่างจ าเพาะต่อบริเวณ NRR และสามารถยับยั้งการตัดโปรตีนบน Notch รีเซบเตอร์ได้ และส่งผลต่อ

การยับยั้งการแสดงออกของยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณ Notch ในเซลล์มะเร็งได้ โดยคัดเลือก

แอนติบอดีด้วยวิธี Phage display ศึกษาความจ าเพาะของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีโดยวิธี 

luciferase reporter gene assay พบว่า แอนติบอดีที่ได้สามารถยับยั้งวิถีสัญญาณอย่างจ าเพาะผ่าน

ทางรีเซบเตอรข์อง Notch1 และ Notch2 โดยไม่ข้ามชนิดของรีเซบเตอร์ และน าไปทดสอบการยับยั้ง

วิถีสัญญาณ Notch ในเซลล์ต้นก าเนิดประสาท (neural stem cells) พบว่า รีคอมบิแนนท์

แอนติบอดีส่งผลต่อการลดระดับการแสดงออกของยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณ Notch (HES5) ใน

เซลล์ต้นก าเนิดทั้งในหนูและมนุษย์ นอกจากนี้ยังมีการสร้างรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อบริเวณที่จับ

กับลิแกนด์ (ligand-binding domain) แต่พบว่าไม่สามารถยับยั้งวิถีสัญญาณได้ (42) งานวิจัยนี้จึง

สนใจน ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดีต่อ NRR มาใช้ในการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch ในเซลล์มะเร็ง 

พลาสมิด anti-Notch1_E6-pBIOCAM5 และ anti-Notch2_B9-pBIOCAM5 เป็นพลาสมิด

ที่มีการศึกษาโดย Flak และคณะ (2012) โดยงานวิจัยนี้ผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีโดยใช้       

พลาสมิดดังกล่าวในเซลล์ไลน์ HEK-293T จากผลการศึกษาพบว่า เซลล์ไลน์ HEK-293T สามารถ    

ผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ซึ่งหลั่งออกมาใน

น้ าเลี้ยงเซลล์ ซึ่งเซลล์ไลน์ HEK-293T มีคุณสมบัติในการทรานเฟคชันสูง มีการผลิตรีคอมบิแนนท์สูง 

รวมทั้ง สามารถผลิตโปรตีนออกมาภายนอกเซลล์ได้ (55) ในปี ค.ศ. 2013 Jager และคณะ มี

การศึกษาการผลิตตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีชนิด scFv-Fc ต่อ ไวรัส Epstein Barr virus (EBV) ใน
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เซลล์ HEK-293T พบว่า ผลิตรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี scFv-Fc ได้ประมาณ 10-20 มิลลิกรัมต่อลิตร 

(52) 

การท า scFv-Fc บริสุทธ์ิ สามารถใช้การแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีสมัพรรคภาพ

ได้ เนื่องจากรีคอมบิแนนท์โปรตีนที่ศึกษามีการเช่ือมกับ โปรตีน His-tag และ Human Fc ซึ่งเป็น 

Tag protein ใช้ในตรวจจับโปรตีนได้ (60, 61) จากการทดลองได้ศึกษาการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์

โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพ ที่จ าเพาะต่อ His-tag หรือ โปรตีน A (จากผลการศึกษาที่ 4.3) พบว่า 

ไม่สามารถแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟีสัมพรรคภาพเพียงข้ันตอนเดียว อาจเป็นเพราะน้ า

เลี้ยงเซลล์ มีโปรตีนอื่น ๆ ปนอยู่เป็นจ านวนมาก เช่น โปรตีนจากเซรั่มลูกวัว (62) ท าให้การแยก

บริสุทธ์ิภายในครั้งเดียวอาจไม่ได้โปรตีนบริสุทธ์ิสูง จากการทดลอง จึงต้องท าการศึกษาการแยก

บริสุทธ์ิของรีคอมบิแนนทแ์อนติบอดีด้วยกันสองข้ันตอน จึงได้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่บริสุทธ์ิน าไป

ทดสอบการท างานต่อไป แม้ว่าจะได้รีคอมบิแนนท์โปรตีนที่บริสุทธ์ิสูง แต่ปริมาณของรีคอมบิแนนท์

โปรตีนที่ได้มี ผลผลิตต่ า เนื่องจากผ่านการแยกบริสุทธ์ิมา 2 ข้ันตอนท าให้สูญเสียโปรตีนไปในระหว่าง

ด าเนินการ ซึ่งอาจจะแก้ไขปัญหาโดยในข้ันตอนการแยกบริสุทธ์ิด้วยคอลัมน์ต่อ His-tag อาจใช้การ 

Elution แบบ Gradient elution ซึ่งเป็นการใช้สาร Elution ที่ความเข้มข้น imidazole ต่าง ๆ กัน 

โดยจะค่อย ๆ ไล่ตัวอย่างออกจากคอลัมน์ ซึ่งอาจจะได้ตัวอย่างที่บริสุทธ์ิมากกว่าการ Elution แบบ 

Isocratic elution และอาจไม่ต้องน าไปผ่านคอลัมน์ด้วยโปรตีน A เป็นครั้งที่สอง ซึ่งอาจจะท าให้

สูญเสียโปรตีนลดลงและได้ผลผลิตที่สูงกว่า 

 เซลล์ไลน์ Jurkat เป็นเซลล์ไลน์มะเร็งชนิดทีลิมโฟซัยท์ โดยในสภาวะปกติของเซลล์

ไลน์ Jurkat พบว่า มีการแสดงออกของ Notch1 และ Notch2 (63) ในปี ค.ศ. 2008 จากการศึกษา

ของ Suwanjunee และคณะ ได้ศึกษาผลของ GSI ต่อเซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ รวมทั้งเซลล์ไลน์ 

Jurkat ได้รายงานว่า เซลล์ไลน์ Jurkat มีการแสดงออกของ Notch1 และ Cleaved Notch1 และ
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เมื่อน ามาทดสอบด้วย GSI พบว่า ส่งผลต่อการยับยั้ง Notch1 ท าให้เกิดการแสดงออกของยีน HES1 

ลดลง และส่งผลให้เกิดการยับยั้งการเจริญของเซลล์ไลน์ Jurkat (64) งานวิจัยนี้จึงน าเซลล์ไลน์ 

Jurkat มาใช้ในการทดสอบลักษณะสมบัติของ รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี ที่ผลิตข้ึนที่มีความจ าเพาะ

ต่อบริเวณ NRR ของ Notch1 และ Notch2 จากการทดลองพบว่า รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-

Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc มีความสามารถในการจับกับ Notch1 และ Notch2 

ตามล าดับ และยังพบว่า anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc สามารถจับกับเซลล์

ไลน์ Jurkat ได้ที่ปริมาณ 1 และ 10 ไมโครกรัม ตามล าดับ เมื่อศึกษาด้วยวิธี Flow cytometry (จาก

ผลการศึกษาที่ 4.4)  

ดังนั้น แอนติบอดีที่ได้ยังสามารถประยุกต์ใช้ในการติดตามการแสดงออกของ Notch1 หรือ 

Notch2 โดยใช้วิธี Flow cytometry ได้อีกด้วย  

เมื่อพบว่ารีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc มี

ความสามารถในการจับกับบริเวณ NRR ของ Notch จึงมีการศึกษาต่อว่ามีผลต่อการตัดของ Notch 

เข้าสู่เซลล์หรอืไม่ จึงทดสอบรีคอมบแินนท์แอนติบอดีต่อการยับยั้งการตัดของ Notch เข้าสู่เซลล์ จาก

การศึกษา พบว่า รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc ส่งผลต่อการยับยั้งการตัดของ 

Notch1 (จากผลการศึกษาที่ 4.5) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-

Fc มีความจ าเพาะต่อบริเวณ NRR บน Notch รีเซบเตอร์และน าไปสูก่ารยับยั้งการตัดของ Notch ซึ่ง

สอดคล้องกับรายงานที่ว่าหากมีการยับยั้งบริเวณ NRR จะมีผลต่อการยับยั้งการเปลี่ยนแปลงของ

โครงสร้างบริเวณ NRR ท าให้บริเวณ NRR เกิดความเสถียร น าไปสู่การป้องกันการตัดโดย  ADAM 

(บริเวณ S2) ท าให้ไม่เกิดการตัดของ Notch1 (65) ซึ่งในการทดสอบ การยับยั้งการตัดของ Notch2 

ไม่สามารถตรวจสอบได้โดยวิธี Western blot เนื่องจาก แอนติบอดีไม่มีความจ าเพาะต่อ Cleaved 

Notch2  
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ต่อจากนั้นจึงศึกษาการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch โดยดูระดับการแสดงออกของยีน โดย

ศึกษายีน HES1 และ HEY1 ซึ่งเป็นยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณ Notch (55) พบว่า ที่ 48 ช่ัวโมง รี

คอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ท าให้เกิดการลดลงของ

การแสดงออกของยีนเป้าหมาย ทั้งใน HES1 และ HEY1 และนอกจากนี้พบว่าหากใช้รีคอมบิแนนท์

แอนติบอดีร่วมกัน มีผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนลดลงเทียบเท่ากับการใช้  GSI (จากผล

การศึกษาที่ 4.6)  ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Flak และคณะ (2012) ที่มีการศึกษารีคอมบิแนนท์

แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ต่อการแสดงออกของยีน Hes5 ใน

เซลล์ต้นก าเนิดประสาท พบว่ามีการแสดงออกของยีน Hes5 ลดลง และหากใช้รีคอมบิแนนท์

แอนติบอดีร่วมกัน มีผลการยับยั้งการแสดงออกของยีนลดลงเทียบเท่ากับการใช้ GSI (42) ซึ่งแสดงให้

เห็นว่า การใช้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีเพียงตัวเดียวจะส่งผลต่อการยับยั้ง  Notch รีเซบเตอร์เพียง

ชนิดเดียว น าไปสู่การลดการแสดงออกของยีนเป้าหมายของ Notch เพียงส่วนหนึ่ง เนื่องจากเซลล์

ไลน์ Jurkat มีการแสดงออกของ Notch รีเซบเตอร์มากกว่าหนึ่งชนิด (63) เมื่อเทียบกับ การใช้รีคอม

บิแนนท์แอนติบอดีสองชนิดร่วมกัน จะส่งผลต่อการลดการแสดงออกของยีนเป้าหมายของ Notch 

เพิ่มข้ึน ซึ่งจะให้ผลเช่นเดียวกับการใช้ GSI ที่มีคุณสมบัติในการยับยั้ง Notch รีเซบเตอร์ได้ทั้ง 4 ชนิด 

(37) แต่ในการทดลองได้ทดสอบระยะเวลาที่ 48 ช่ัวโมง เพียงระยะเวลาเดียวเท่านั้น ซึ่งไม่สามารถ

บอกได้ว่าเมื่อใช้ในระยะเวลาในการบ่มที่สั้นกว่า ประสิทธิภาพในการยับยั้งของรีคอมบิแนนท์

แอนติบอดีจะเทียบเท่ากับการใช้ GSI หรือไม่ 

แม้ว่า GSI ให้ผลการยับยั้งวิถีสัญญาณ Notch เช่นเดียวกับรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี แต่ GSI 

ไม่สามารถยับยั้ง Notch แต่ละชนิดได้อย่างจ าเพาะ เนื่องจากแกมมาซีครีเทสมีหลายซับเสรท ท าให้

เมื่อใช้สารยับยั้งแกมมาซีเทรส จะมีการยับยั้งทั้ง 4 ชนิดของรีเซบเตอร์พร้อม ๆ กันและส่งผลกระทบ
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ต่อการยับยั้งการตัดของซับเสรทอื่น ๆ ด้วย ซึ่งน าไปสู่ผลข้างเคียง เช่น เกิดความเป็นพิษในล าไส้ 

ดังนั้นจึงไม่นิยมน า GSI มาใช้ในการบ าบัดรักษาโรค (37, 38) 

ดังนั้น รีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-Notch2 scFv-Fc ที่ผลิต

ในเซลล์ไลน์ HEK-293T สามารถจับกับ NRR ของ Notch1 และ Notch2 และยับยั้งการเปลีย่นแปลง

โครงสร้างบริเวณ NRR ส่งผลให้ไม่เกิดการตัดของ Notch เข้าสู่เซลล์ และท าให้ไม่สามารถประกอบ

เป็นสารประกอบ Notch/CSL/Co-activator ซึ่งน าไปสู่การลดการแสดงออกของยีนเป้าหมาย แสดง

ในภาพที่ 18 

จากผลการทดลองแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีที่มีการยับยั้ง

อย่างจ าเพาะต่อ Notch แต่ละชนิด ซึ่งในอนาคตอาจน าไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาของ Notch แต่ละ

ชนิดได้ และพัฒนาน าไปใช้ในการบ าบัดรักษาโรคได้ เช่น โรคมะเร็ง แทนการใช้ GSI  

 

ภาพที่ 18  แบบจ าลองการท างานของรีคอมบิแนนท์แอนติบอดี anti-Notch1 scFv-Fc และ anti-

Notch2 scFv-Fc ต่อวิถีสัญญาณ Notch
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ภาคผนวก ก 

1. Complete DMEM (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 

DMEM       87      มิลลิลิตร 

FBS       10      มิลลิลิตร 

Penicillin Streptomycin    1      มิลลิลิตร 

HEPE       1      มิลลิลิตร 

Sodium pyruvate     1      มิลลิลิตร 

2. Complete RPMI 1640 (ปริมาตร 100 มิลลลิิตร) 

RPMI 1640      86.909      มิลลิลิตร 

FBS       10      มิลลิลิตร 

Penicillin Streptomycin    1      มิลลิลิตร 

HEPE       1      มิลลิลิตร 

Sodium pyruvate     1      มิลลิลิตร 

β-mercaptoethanol     0.091        มิลลิลิตร 

3. อาหารเลีย้งเซลล์ส าหรับเก็บเซลลร์ะยะยาว (Freezing media) (ปริมาตร 1 มิลลลิิตร) 

Complete media     0.9      มิลลิลิตร 

DMSO       0.1      มิลลิลิตร 

4. Binding buffer  

Sodium phosphate    20       มิลลิโมลาร ์

NaCl    0.5            โมลาร ์

Imidazole    40        มิลลิโมลาร ์
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           ค านวณสารเคมีตามรายการ ปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น (DDW) และปรับค่าความเป็นกรด-

ด่างจนมีค่าเท่ากับ 7.4 จากนั้นน าไปกรองผ่าน filter ทีม่ีรูขนาด 0.45 ไมโครเมตร  

5. Elution buffer  

Sodium phosphate    20       มิลลิโมลาร ์

NaCl    0.5           โมลาร์ 

Imidazole    500          มิลลิโมลาร ์            

ค านวณสารเคมีตามรายการ ปรับปรมิาตรด้วยน้ ากลั่น (DDW) และปรบัค่าความเป็นกรด- 

ด่างจนมีค่าเท่ากับ 7.4 จากนั้นน าไปกรองผ่าน filter ทีม่ีรูขนาด 0.45 ไมโครเมตร 

6. สารละลาย 1M Tris-HCl, pH 6.8 (ปริมาตร 500 มิลลิลิตร) 

Tris base       60.57       กรัม  

DDW         500          มิลลิลิตร  

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างจนมีค่าเท่ากับ 6.8 น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

7. สารละลาย 1.5M Tris-HCl, pH 8.8 (ปริมาตร 500 มิลลิลิตร) 

Tris base       90.855     กรัม  

DDW         500         มิลลิลิตร  

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างจนมีค่าเท่ากับ 8.8 น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 
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8. สารละลาย 10% (w/v) Ammonium Persulfate (APS) (ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) 

Ammonium Persulfate      0.1          กรัม 

DDW        1             มิลลิลิตร  

9. สารละลาย 10% (w/v) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) 

Sodium Dodecyl Sulfate     5       กรัม  

DDW        50           มิลลิลิตร  

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างให้เป็น 7.2  

10. 8% Seperating Gel (ปริมาตร 8 มิลลิลิตร) 

DDW       4.236      มิลลิลิตร 

40% Acrylamide/Bis-acrylamide solution  1.6      มิลลิลิตร 

1.5M Tris-HCl, pH 8.8     2      มิลลิลิตร 

10% APS      0.08      มิลลิลิตร 

10% SDS      0.08      มิลลิลิตร 

TEMED       0.004      มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายทุกอย่างให้เข้ากันแล้วจึงใส่ TEMED เพื่อท าให้เจลแข็งตัว 

11. 5% Stacking Gel (ปริมาตร 2 มิลลิลิตร) 

DDW       1.204      มิลลิลิตร 

40% Acrylamide/Bis-acrylamide solution  0.25      มิลลิลิตร 

1M Tris-HCl, pH 6.8     0.504      มิลลิลิตร 

10% APS      0.02      มิลลิลิตร 
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10% SDS      0.02      มิลลิลิตร 

TEMED       0.002      มิลลิลิตร 

ผสมสารละลายทุกอย่างให้เข้ากันแล้วจึงใส่ TEMED เพื่อท าให้เจลแข็งตัว 

12. สารละลาย 2x Loading buffer (ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) 

10% SDS      4      มิลลิลิตร 

87% Glycerol      2.29      มิลลิลิตร 

1.0M Tris-HCl, pH 6.8     1      มิลลิลิตร 

DDW       2.71      มิลลิลิตร 

Bromophenol Blue     0.001      กรัม  

13. สารละลาย SDS Staining Dye (2x Dye) (ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) 

β-mercaptoethanol     0.1      มิลลิลิตร 

2x Loading buffer     0.9      มิลลิลิตร 

14. สารละลาย Transfer buffer (ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 

Glycine       2.9     กรัม 

Trisma-base      5.08     กรัม 

SDS       0.37     กรัม 

Absolute methanol      200     มิลลิลิตร 

ช่ังสารเคมีตามรายการ ละลายในน้ ากลั่น (DDW) ปริมาตร 700 มิลลิลิตร เติม absolute 

methanol ปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร ผสมจนสารละลายเป็นเนื้อเดียวกัน 
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15. สารละลาย 5x running buffer (ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 

Trisma-base       15.1     กรัม  

Glycine       94     กรัม  

SDS        5     กรัม 

ช่ังสารเคมีตามรายการ ละลายในน้ ากลั่น (DDW) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมจนสารละลาย

เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 1,000 มิลลิลิตร 

16. Blocking solution (ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) 

Skim milk       1.5     กรัม 

1XPBST       50      มิลลิลิตร 

17. สารละลายซับสเตรท 

90 mM Coumaric acid 

 Coumaric acid      14.8      มิลลิกรัม 

 DMSO       1      มิลลิลิตร 

250 mM Luminol 

 Luminol      44.3      มิลลิกรัม 

 DMSO       1      มิลลิลิตร 

Solution A  

100 mM Tris-HCL, pH8.5    2.5       มิลลิลิตร  

90 mM coumaric acid      0.011       มิลลิลิตร  
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250 mM luminol      0.023       มิลลิลิตร  

Solution B  

100 mM Tris-HCL, pH 8.5    2.5      มิลลิลิตร  

30% H2O2       0.0015       มิลลิลิตร 

18. Film developer and fixer 

 เตรียมสารละลาย developer และ fixer พร้อมใช้งานโดยท าการเจือจางกับน้ าในอัตราส่วน 
1:4 
 
19. สารละลาย Coomassie Brilliant Blue stock (ปริมาตร 200 มิลลิลิตร) 

 PhastGelTM Blue R     1       เม็ด 

 Absolute methanol     120       มิลลิลิตร 

 Distilled water      80      มิลลิลิตร 
 
20. สารละลาย Coomassie Blue working (ปริมาตร 10 มิลลิลิตร) 

 Coomassie Blue stock solution   1      มิลลิลิตร 

 Destain solution     9      มิลลิลิตร 
 
21. สารละลาย Destian (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 

 Absolute methanol     30       มิลลิลิตร 

 Acetic acid      10      มิลลิลิตร 

 Distilled water      80      มิลลิลิตร 
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 22. 10X PBS (ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 

 NaCl       80      กรัม 

 KCl       2      กรัม 

 Na2HPO4      36.3      กรัม 

 KH2PO4      2.4      กรัม  

DDW       1,000        มิลลิลิตร 

ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างจนมีค่าเท่ากับ 7.4 น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส 

ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

 23. PBS (ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 

 NaCl       8      กรัม 

 KCl       0.2      กรัม 

 Na2HPO4      3.63      กรัม 

 KH2PO4       0.24      กรัม 

ช่ังสารเคมีตามรายการ ละลายในน้ ากลั่น (DDW) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมจนสารละลาย

เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างจนมีค่าเท่ากับ 7.4 และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 

1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15 นาที 

24. สารละลาย PBST (ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร) 

 1X PBS       1000      มิลลิลิตร 

 Tween20        500     มิลลิลิตร 
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25. RIPA buffer 

 1M Tris-HCl pH 7.4     0.35 มิลลิลิตร 

 0.5M NaCl      2.1 มิลลิลิตร 

100% Nonidet P-40     0.7 มิลลิลิตร 

10% Sodium deoxycholate    0.35 มิลลิลิตร 

20% SDS      0.035 มิลลิลิตร 

DDW       3.095 มิลลิลิตร 

Protease inhibitor (1 tablet/1.5 ml)   1 มิลลิลิตร 

Phosphatase inhibitor 100X 

26. สารละลาย 0.01% DEPC water (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 

เตรียมน้ ากลั่นปลอดเช้ือ (Sterile Double Distilled water) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เติม 

DEPC ปริมาตร 10 ไมโครลิตร (0.01% v/v) ผสมให้เข้ากัน บ่มสารละลายข้ามคืนที่อุณหภูมิห้องแล้ว

น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาที 

27. สารละลาย 75% Ethanol in DEPC (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 

เติม Ethanol ปริมาตร 75 มิลลลิิตร ลงไปในสารละลาย 0.01% DEPC water ปรมิาตร 25 

มิลลิลิตรผสมให้เข้ากัน 
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28. สารละลาย 50x TAE buffer (ปรมิาตร 1000 มิลลลิติร) 

 Trisma base      48.4      กรัม 

 Glarcial acetic acid      11.42    มิลลิลิตร 

 0.5M EDTA                     20       มิลลิลิตร 

 ช่ังสารเคมีตามรายการ ละลายในน้ ากลั่น (DDW) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมจนสารละลาย

เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างจนมีค่าเท่ากับ 8.0 และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 

1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15 นาที 

29. 1% Agarose gel 

 สารละลาย 1x TAE buffer    20     มิลลิลิตร 

 Agarose gel      0.2    กรัม 

30. อาหารเลีย้งเชื้อเหลว Lauria-Bertani (LB) broth (ปริมาตร 1000 มิลลลิิตร) 

 Bacto tryptone     10     กรัม 

 Yeast extracts      5       กรัม 

           NaCl       5       กรัม 

ช่ังสารเคมีตามรายการ ละลายในน้ ากลั่น (DDW) ปริมาตร 800 มิลลิลิตร ผสมจนสารละลาย

เป็นเนื้อเดียวกัน ปรับค่าความเป็นกรด-ด่างจนมีค่าเท่ากับ 7.4 และปรับปริมาตรสุดท้ายให้เท่ากับ 

1,000 มิลลิลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็น

เวลา 15 นาที 
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31. อาหารเลีย้งเชื้อแข็ง (LB agar) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือเหลว LB เติมวุ้น (Bacto agar) จ านวน 15 กรัมต่ออาหารเลี้ยงเช้ือ

จ านวน 1 ลิตร น าไปนึ่งฆ่าเช้ือที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนด์ต่อตาราง นิ้ว เป็น

เวลา 15 นาที 

32. อาหารเลีย้งเชื้อแข็งท่ีมียาแอมพิซลิลิน (LBA agar) 

เตรียมอาหารเลี้ยงเช้ือแข็ง (LB agar) หลังจากน าไปนึ่งไปฆ่าเช้ือแล้วทิ้งไว้ให้เย็นอุณหภูมิ 

ประมาณ 55 องศาเซียลเซียส เติมแอมพิซิลลินให้มีความเข้มข้นสุดท้ายเท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร 
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ประวัต ิผ ู้เข ีย น 
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