
101

เวชสารแพทยทหารบก ปที ่57  ฉบบัที ่2 เมษายน-มถินุายน 2547

บทความฟนวิชา
Immunological Assays to Measure Host Immune Responses
 to HIV
ทิพยวรรณ  ชื่นจิตร
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรการแพทยทหาร กรมแพทยทหารบก

คํานํา
การ วดั การ ตอบ สนอง ทาง ภมูคิุมกนั ตอ เชือ้ เอชไอ ว ีม ีความ สาํคญั

เนือ่ง จาก ทาํให เขาใจ บทบาท ของ ไวรสั ที ่ม ีตอ ภมูคิุมกนั ของ รางกาย
การ ศึกษา ถึง ลักษณะ ของ การ ตอบ สนอง ทาง ภูมิคุมกัน และ ความ
สมัพนัธ กบั การ ปองกนั การ ตดิเชือ้ เอชไอ วี สามารถ ชวย การ พฒันา
ประสทิธภิาพ ของ วคัซนี ปองกนั สาํหรบั การ วดั การ ตอบ สนอง ทาง
ภมูคิุมกนั ตอ เชือ้ เอชไอ ว ีนัน้ สามารถ ตรวจ วดั ได หลาย วธิี โดย แบง
เปน การ ตรวจ วดั การ ตอบ สนอง ทาง ภมูคิุมกนั ดาน สาร น้าํ (humoral
immunity) ซึ่ง วิธี ที่ นิยม ใช คือ การ ตรวจ วัด neutralizing
antibodies และ antibody-dependent cellular cytotoxicity
(ADCC) และ การ ตรวจ วดั การ ตอบ สนอง ทาง ภมูคิุมกนั ดาน เซลล
(cell-mediated immunity) ซึง่ สามารถ ทดสอบ ได หลาย วธิี เชน
cytotoxic T lymphocyte (CTL) assay โดย การ วัด ความ
สามารถ ของ CD8+ T cell ใน การ ทาํลาย เซลล ที ่ตดิเชือ้ เอชไอ วี
(cytolytic activity); enzyme-linked immunospot
(ELISPOT)  และ intracellular cytokine staining (ICS)
assays ซึง่ เปน การ ตรวจ หา T cell ที ่สามารถ หลัง่ cytokines ชนดิ
ตางๆ HLA tetramer binding assays ใช ตรวจ หา T cell ที่
จาํเพาะ ตอ แอนตเิจน; และ lymphoproliferation assay (LPA)
ใช ตรวจ หา CD4+ T cell ที่ จําเพาะ ตอ แอนติเจน ตางๆ รวม ถึง
แอนตเิจน ของ เชือ้ เอชไอ ว ีดวย

Humoral immune responses) neutralizing antibody
assays1-3

ภูมิคุมกัน ที่ รางกาย ตองการ เพื่อ ปองกัน การ ติดเชื้อ ได อยาง

สมบรูณ (sterilizing immunity) คอื neutralizing antibodies
แอนตบิอด ีเหลา นี ้จะ ปองกนั การ ตดิเชือ้ โดย จบั กบั สวน envelope
ของ เชือ้ เอชไอ ว ีซึง่ สวน envelope  นี ้เปน สวน สาํคญั ที ่ไวรสั ใช จบั กบั
เซลล ของ รางกาย เพือ่ จะ เขา สู เซลล และ ทาํลาย เซลล ดงั กลาว ใน ที ่สดุ
ดงันัน้ จงึ ทาํให เชือ้ เอชไอ ว ีไม สามารถ เขา สู เซลล ได้

สาํหรบั การ ทดสอบ หา neutralizing antibodies ตอ T cell
line adapted (TCLA) HIV strains นัน้ เรา ใช วธิี MT-2 cell
killing assay MT-2 เปน CD4+ human lymphoblastoid
cell line ซึง่ เมือ่ ม ีการ ตดิเชือ้ เอชไอ ว ีชนดิ X4 ( ใช CXCR4 เปน
coreceptor) จะ เกดิ cytopathic effect การ ทดสอบ นี ้จะ นาํ
supernatant ซึง่ ประกอบ ดวย เชือ้ เอชไอ ว ีซึง่ อยู นอก เซลล มา อบ
(incubate) กบั น้าํ เหลอืง ของ ผู ตดิเชือ้ เอชไอ ว ีที ่ตองการ ตรวจ ที่
37oC นาน 1 ชั่วโมง กอน เติม MT-2 cell neutralizing anti-
bodies  ที ่ม ีอยู ใน น้าํ เหลอืง จะ จบั กบั ไวรสั และ ทาํให ไวรสั ไม สามารถ
ที ่จะ เขา สู MT-2 cell ได การ neutralization วดั โดย การ ยอม
viable cells ดวย สี neutral red เมือ่ cytopathic effect ใน
หลุม ควบคุม [(control wells), มี เซลล และ ไวรัส แต ไม มี น้ํา
เหลอืง] มาก กวา 70% แต นอย กวา 100% สวน neutralizing
antibody  titers คือ สวน กลับ ของ dilution ของ น้ํา เหลือง ที่
สามารถ ปองกนั เซลล ไม ให ตดิเชือ้ และ ถกู ฆา โดย ไวรสั ได 50%
สําหรับ 50% cutoff นี้ จะ เทากับ การ ลด การ สราง แอนติเจน ของ
ไวรัส ได 90% นอก จาก นี้ จะ ตอง ทํา การ ทดสอบ positive
control โดย การ ใช น้ํา เหลือง ที่ เรา ทราบ คา ของ neutralizing
antibody titers แลว ควบ คู ไป ดวย น้าํ เหลอืง ที ่นาํ มา ทดสอบ หา
neutralizing antibody titers ตอง ทาํลาย (heat-inactivate)
complement กอน ดวย ความ รอน เนื่อง จาก complement ที่
ถกู activated แลว สามารถ มา จบั และ สะสม บน ผวิ ของ ไวรสั ทาํให
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สามารถ จับ กับ complement receptors บน MT-2 cell ได
ดงันัน้ จงึ เพิม่ การ ตดิเชือ้ หรอื การ ที ่ไวรสั เขา สู เซลล และ รบกวน การ
ตรวจ หา  neutralizing antibodies อยางไร  ก็ ตาม วิธีการ การ
ตรวจ หา  neutralizing antibodies โดย ใช เม็ด เลือด ขาว pe-
ripheral  blood mononuclear cells (PBMC)  ไม จําเปน ตอง
ทําลาย  complement กอน เนื่อง จาก CD4+ T  cell ไม มี
complement  receptors

 แมวา MT-2 killing assays จะ ม ีประโยชน สาํหรบั การ ตรวจ
หา neutralization ตอ TCLA HIV strains (CXCR4-tropic)
แต ไม สามารถ ใช หา neutralization ของ primary isolates ของ
เชื้อ เอชไอ วี ซึ่ง เปน CCR5-tropic ได ดังนั้น neutralization
ของ primary isolates ของ เชื้อ เอชไอ วี เรา จึง ใช PBMC
assays คอื นาํ PBMC ของ คน ปกต ิและ กระตุน ดวย PHA แทน
การ ใช MT-2 cell และ วัด การ ลดลง ของ การ สราง p24 Gag
core antigen

สาํหรบั วธิี PBMC assays นัน้ คลาย กบั MT-2 assays คอื
นํา ไวรัส ที่ ทราบ จํานวน หรือ ความ เขมขน มา อบ กับ น้ํา เหลือง ที่
dilution   ตางๆ นาน 1 ชัว่โมง ที่ 37oC กอน การ เตมิ PBMC ของ
คน ปกต ิซึง่ กระตุน ดวย PHA หลงั จาก อบ คาง คนื แลว จงึ ลาง เซลล
และ เตมิ growth medium ที ่มี interleukin-2 (IL-2) เรา จะ เกบ็
culture  supernatants ทกุ วนั เพือ่ ตรวจ หา p24 โดย การ ใช ชดุ
ตรวจ  enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
สําเร็จ รูป นอก จาก นี้ ใน แต ละ ครั้ง ที่ เก็บ supernatant จะ ตอง
คาํนวณ หา คา p24 ใน virus control wells ( ม ีไวรสั และ เซลล
แต ไม ม ีน้าํ เหลอืง) เพือ่ ใช สราง viral replication curve สวน
Neutralization titers คอื สวน กลบั ของ น้าํ เหลอืง ที่ dilution
ซึง่ การ สราง p24 ลดลง 80% เมือ่ เทยีบ กบั negative control
serum

 สําหรับ การ ศึกษา neutralizing antibodies ใน คน ไทย ผู
ตดิเชือ้ เอชไอ วทียัป 1 CRF01-AE ( สบัทยัปอ)ี โดย เปรยีบ เทยีบ
ระหวาง กลุม ดาํเนนิ โรค เรว็ และ กลุม ดาํเนนิ โรค ชา นัน้ ทพิย วรรณฯ
และ คณะ4 พบ วา ความ สามารถ ของ neutralizing antibodies
ตอ TCLA strain NPO3 และ primary isolates TH023 เพิม่
ขึน้ ใน กลุม ดาํเนนิ โรค ชา ซึง่ แตก ตาง จาก กลุม ดาํเนนิ โรค เรว็

Anti-HIV-1antibody-dependent cellular cytotoxicity
(ADCC) assays2, 5

 เปน การ ตรวจ สอบ ทาง ภมูคิุมกนั ของ สาร น้าํ โดย การ ทดสอบ

หา แอนตบิอด ีใน น้าํ เหลอืง ที ่สามารถ ทาํให เซลล เปาหมาย [(target
cells), เซลล ที่ ติดเชื้อ เอชไอ วี หรือ express HIV-1] แตก โดย
อาศยั PBMC ของ คน ปกติ การ แตก ทาํลาย นี ้วดั เปน เปอร เซนต
(percent  specific lysis) โดย เปรยีบ เทยีบ กบั การ หลัง่ 51Cr จาก
เซลล เปาหมาย ที ่ตดิ ฉลาก ดวย สาร รงัสี กบั คา สาร รงัส ีที ่หลัง่ ออก มา
จาก เซลล ปกติ (spontaneous) และ สาร รงัส ีที ่หลัง่ ออก มา มาก สดุ
(maximum) เมือ่ ทาํให เซลล แตก

 โดย ปกต ิวธิ ีมาตรฐาน จะ ใช เซลล เปาหมาย ที ่ตดิ ฉลาก ดวย สาร
รงัส ีเทากบั 5x103 เซลล, PBMC ของ คน ปกติ เทากบั 1.65 x
105 เซลล และ น้าํ เหลอืง ที ่เจอื จาง เปน 10 เทา ซึง่ ตองการ ทดสอบ
โดย เริม่ จาก 1:20 ถงึ 1:20,000 (dilution สดุ ทาย) น้าํ เหลอืง ของ
แต ละ dilution จะ ทาํ การ ทดสอบ ใน 3 หลมุ และ อบ ไว 6 ชัว่โมง

 การ คาํนวณ % Specific lysis นัน้ ใช สตูร ดงันี้
% Specific lysis = (Experimental release - Sponta-

neous  release/ Maximum release - Spontaneous release)
X 100

 ตาม ปกต ิจะ ใช CEM-NKR cell line ซึ่ง ผาน ขบวน การ คัด
เลอืก ทาง ดาน ภมูคิุมกนั วทิยา (immunoselected) เพือ่ ให ตอ ตาน
(resistance) ใน การ ที่ NK cells ใน donor PBMC จะ สามารถ
ฆา  target cells ได เอง โดย ไม ตอง อาศยั แอนตบิอดี ( ตาม ปกติ
NK  cells สามารถ ทาํลาย เซลล ที ่ตดิเชือ้ ดวย ขบวน การ nonspe-
cific   lysis ได เชน กัน) แต ละ การ ทดสอบ จะ รวม ถึง การ หา คา
background  lysis คือ การ ที่ CEM-NKR cells ที่ express 
HIV-1 และ อบ กบั donor PBMC โดย ไม ได ใส น้าํ เหลอืง นอก จาก
นี ้จะ ตอง มี positive control และ negative control โดย การ
ใช น้าํ เหลอืง ของ ผู ตดิเชือ้ เอชไอ วี (HIV-seropositive subject)
และ น้ํา เหลือง ของ ผู ไม ติดเชื้อ เอชไอ วี (HIV-seronegative
donor) ตาม ลาํดบั สาํหรบั คา HIV-1 specific ADCC จะ ตอง
หกั คา background lysis ออก จาก percent specific lysis
ดวย โดย คา ADCC ที่ พิจารณา เปน คา บวก หรือ reactive จะ
ตอง ม ีคา มาก กวา หรอื เทากบั 15%

การ ศึกษา ใน คน ไทย ผู ติดเชื้อ เอชไอ วีทัยป 1 CRF01-AE
(สบัทยัปอ)ี  โดย เปรยีบ เทยีบ ระหวาง กลุม ดาํเนนิ โรค เรว็ และ กลุม
ดาํเนนิ โรค ชา นัน้ พบ วา ความ สามารถ ใน การ ทาํลาย เซลล ที ่ตดิเชือ้
เอชไอ วทียัป 1 สบัทยัปบี และ CRF01_AE ( สบัทยัปอ)ี โดย วธิี
ADCC ไม แตก ตางกนั ระหวาง กลุม ดาํเนนิ โรค เรว็ และ กลุม ดาํเนนิ
โรค ชา อยางไร ก็ ตาม ความ สามารถ ใน การ ทําลาย เซลล ที่ ติดเชื้อ
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เอชไอ วทียัป 1 ขาม สบัทยัป หรอืเคลด โดย วธิี ADCC (cross-
clade ADCC) เกดิ ขึน้ ได จาก การ ศกึษา นี ้คอื แอนตบิอด ีใน น้าํ
เหลือง ของ ผู ติดเชื้อ เอชไอ วีทัยป 1 CRF01-AE ( สับทัยปอี)
สามารถ ทาํลาย เซลล ที ่ตดิเชือ้ เอชไอ วทียัป 1 สบัทยัปบไีด แสดง
ให เหน็ วา แอนตบิอด ีตอ สวน เปลอืก นอก (envelope) ซึง่ ใช ใน การ
ศกึษา นี ้ใน สวน ที่ conserved เชน C5 domain ของ gp120 อาจ
เปน แอนตบิอด ีที ่ม ีความ สามารถ ใน การ ทาํลาย เซลล ที ่ตดิเชือ้ เอชไอ
ว ีดวย วธิี ADCC ได กวาง กวา variable region4, 6

Cellular immune responses
ปจจบุนั ความ สมัพนัธ ของ ภมูคิุมกนั และ การ ปองกนั การ ตดิเชือ้

เอชไอ ว ียงั ไม กระจาง นกั เปน ที ่ทราบ กนั ด ีวา neutralizing anti-
bodies  เปน ภมูคิุมกนั ซึง่ รางกาย ตองการ และ ใช ปองกนั การ ตดิเชือ้
ได อยาง สมบรูณ (sterilizing immunity) อยางไร ก ็ตาม neu-
tralizing  antibodies ตางๆ เหลา นี้ ไม สามารถ สราง ได เมื่อ ถูก
กระตุน  ดวย วัคซีน7 นา จะ เปน ไป ได วา ภูมิคุมกัน ดาน เซลล โดย
เฉพาะ CD8+ cytotoxic T lymphocyte จะ ม ีบทบาท สาํคญั ใน
การ ยบัยัง้ การ เพิม่ จาํนวน ของ ไวรสั ใน กรณ ีที ่ไม สามารถ ปองกนั การ
ตดิเชือ้ เชือ้ เอชไอ ว ีได ตัง้แต แรก8 ม ีรายงาน จาก การ ศกึษา ใน non-
human  primate models วา เมือ่ นาํ CD8+ cytotoxic T lym-
phocytes   ออก จะ เปน ผล ให plasma viral load เพิม่ ขึน้9, 10 นอก
จาก นี ้พบ วา การ กระตุน CD4+ T cell ที ่จาํเพาะ ตอ เชือ้ เอชไอ วี
อาจ จะ สําคัญ สําหรับ การ ควบคุม การ เพิ่ม จํานวน ของ ไวรัส11, 12, 13
ดวย เหตผุล ดงั กลาว การ ทดสอบ วคั ซนี เอช ไอ ว ีใน ปจจบุนั จงึ ออก
แบบ เพื่อ ที่ จะ กระตุน ทั้ง ภูมิคุมกัน ดาน เซลล และ neutralizing
antibodies

CD8+ T cell ม ีบทบาท ใน การ ทาํลาย ไวรสั โดย การ ทาํให เซลล
ที่ ติดเชื้อ แตก และ โดย การ หลั่ง cyokines [ เชนγ-IFN หรอื
chemokines ( เชน MIP-1α , RANTES)] ใน ปจจุบัน มี การ
พัฒนา วิธี ตางๆ เพื่อ การ ตรวจ วัด หนาที่ ของ เซลล ตางๆ เหลา นี้ ได
อยาง มากมาย

Cytotoxic T lymphocyte (CTL) assay1, 2,14

CTL มี บทบาท สําคัญ ใน การ กําจัด เซลล ที่ ติดเชื้อ CTL ที่ จํา
เพาะ  ตอ ไวรัส สวน ใหญ เปน CD8+ T cell ซึ่ง จดจํา (recog-
nized)  แอนตเิจน โดย MHC class I แต ใน ทาง ตรง ขาม CD4+
T cell จะ จดจาํ แอนตเิจน โดย MHC class II ความ แตก ตาง ใน

การ จดจาํ แอนตเิจน ดงั กลาว ม ีความ สาํคญั เนือ่ง จาก แอนตเิจน ที่
ถูก สราง ภาย ใน เซลล จะ ถูก นํา เสนอ โดย MHC class I สวน
แอนติเจน ที่ ถูก นํา เสนอ โดย MHC class II สามารถ ถูก จับ กิน
(take up) โดย antigen presenting cells (APC) และ ผาน
ขบวน การ  (process) และ นาํ เสนอ ไป ยงั CD4+ T cell

สําหรับ วิธี ที่ นิยม ใช วัด CTL activity คือ chromium re-
lease  assay

Chromium release assay เปน วธิ ีใช วดั ความ สามารถ ของ
CD8+  T cell โดย การ ทาํให เซลล ที ่ตดิเชือ้ ซึง่ ม ีแอนตเิจน ที ่จาํเพาะ
ของ เชื้อ เอชไอ วี ปรากฏ อยู (expressing specific HIV anti-
gens)  แตก โดย มี ขั้นตอน คราว ๆ  ดังนี้ คือ กระตุน PBMC ที่
แยก ได ใหม ๆ  (freshly isolated PBMC) จาก ผู ติดเชื้อ เอชไอ วี
หรอื ผู ไดรบั วคัซนี ดวย แอนตเิจน ของ เชือ้ เอชไอ วี นาน 2 สปัดาห
เพือ่ ให HIV-specific T cell เพิม่ จาํนวน (expansion)  เนือ่ง จาก
โดย ปกต ิจาํนวน ของ HIV-specific CD8+ T cell ม ีนอย เกนิ ไป
เมื่อ ใช วิธี นี้ ถา ใช เซลล โดย ตรง เมื่อ ทดสอบ นอก รางกาย (ex
vivo) จาก นัน้ นาํ HIV-specific T cell ที ่เพิม่ จาํนวน  แลว มา อบ
กับ autologous target cell ( ปกติ ใช B lym-phoblastoid 
cell lines ที ่ได จาก การ transformation ของ autologous   B
cell โดย ใช Epstein-Barr virus กระตุน) ซึง่ ตดิ ฉลาก (label)
ดวย radioisotope 51Cr และ ติดเชื้อ vaccinia ซึ่ง express
แอนตเิจน ของ เชือ้ เอชไอ ว ีที ่จะ ศกึษา HIV-specific  T cell จะ
สามารถ จาํ (recognize) target cells และ ทาํให target cell ดงั
กลาว แตก ม ีผล ให สาร รงัส ีที ่ใช ตดิ ฉลาก คอื chromium ปรากฏ
อยู ใน  culture supernatant

 นอก จาก นี ้เรา วดั spontaneous lysis ใน replicate wells ที่
มี radiolabeled targets แต ขาด effector cells สวน maximum
lysis วัด ใน replicate wells ที่ ใส detergent radioactivity 
ของ supernatants วดั โดย ใช scintillation counting  ผล การ
ทดสอบ เปน บวก ตอ เมือ่ % HIV-specific lysis เกนิ 15%   สาํหรบั
การ คาํนวณ % HIV-specific lysis สามารถ คาํนวณ   ได จาก สตูร
ดงันี้

% HIV-specific lysis = (Experimental lysis - Sponta-
neous  lysis) / (Maximum lysis - Spontaneous lysis) X 100

 การ ทดสอบ นี ้คอน ขาง ยาก ตอง ใช ผู ม ีความ เชีย่วชาญ ทาง เทคนคิ
และ ใช เวลา นาน เนือ่ง จาก ตอง ม ีการ กระตุน และ เตรยีม autologous
target cells นอก จาก นี้ ตอง ใช PBMC ซึ่ง เตรียม ได ใหม ๆ  ไม
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สามารถ ใช cryopreserved PBMC ได ดงันัน้ จงึ ม ีการ พฒันาการ
ทดสอบ และ ตรวจ หา CD8+ T cell โดย วธิ ีอืน่ เพิม่ ขึน้

Interferon-gamma (IFN-γγγγγ) Enzyme-Linked Immunospot
(ELISPOT) Assays1, 2,14

เปน วธิ ีวดั ความ สามารถ ของ T cell ที ่หลัง่IFN-γ ใน การ ตอบ
สนอง ตอ แอนตเิจน ที ่จาํเพาะ โดย ใช หลกัการ วธิี ELISA PBMC  จาก
ผู ที ่ตองการ ทดสอบ ถกู เตมิ หลงั จาก เตมิ specific HIV  peptides
ลง ใน เพลท 96 หลุม ซึ่ง เปน nitrocellulose-lined microtiter
well plates และ coated ดวย แอนติบอดี ตอ IFN-γ  หลุม
ควบคมุ [(control wells) คอื หลมุ ที ่มี PBMC และ media อยาง
เดยีว โดย ไม มี HIV peptides] จะ ทดสอบ คู กนั ไป ระหวาง อบ คาง
คนื ที่ 37oC HIV-specific T cell ที ่ม ีอยู ใน PBMC  จะ ถกู กระตุน
โดย HIV peptides เพือ่ หลัง่ IFN-γ ซึง่ จะ เกดิ รอบๆ producing
cells เรา สามารถ สงัเกต เหน็ ได จาก การ เตมิ แอนตบิอด ีตอ IFN-γ
ตวั ที ่สอง ซึง่ ถกู labeled ดวย biotin  แอนตบิอด ีตอ IFN-γ ตวั ที ่สอง
จะ จดจาํ epitope ที ่แตก ตาง จาก แอนตบิอด ีตอ IFN-γ  ตวั แรก
ที ่ถกู coated บน เพลท  จงึ เกดิ เปน sandwich ของ แอนตบิอด ีตอ
IFN-γ ทัง้ สอง แลว จงึ เตมิ streptavidin -enzyme  conjugate
Streptavidin จะ จบั กบั biotin   ซึง่ ถกู labeled กบั แอนตบิอดี
ตอ IFN-γ ตวั ที ่สอง อยาง แนน (high avidity) จงึ เกดิ เปน biotin/
streptavidin complex  ที่ จับ กับ enzyme [ โดย ปกติ คือ
horseradish peroxidase  (HRP)] เมือ่ เตมิ substrate จงึ เกดิ สี
หรือ spot ตรง ตําแหนง   หรือ บริเวณ ที่ มี การ สราง biotin/
streptavidin complex  จาํนวน spots จะ เปน ตวั แทน ของ จาํนวน
T cell ใน PBMC ที ่จาํเพาะ ตอ แอนตเิจน เรา สามารถ แยก การ
ตอบ สนอง ตอ เอชไอ ว ีของ CD8+ T cell และ CD4+ T cell จาก
การ ทดสอบ นี ้โดย การ แยก CD8+ T cell กอน ทดสอบ โดย การ ใช
magnetic beads  ที่ labeled ดวย anti-CD8 antibodies
อยางไร ก ็ตาม เรา ตอง ทดสอบ โดย การ ใช PBMC ที ่นาํ เอา CD8+ T
cell ออก ควบ คู กบั PBMC ที ่ไม ได นาํ เอา CD8+ T cell ออก ดวย
ถา เรา พบ การ ตอบ สนอง ใน PBMC ที ่ไม ได นาํ เอา CD8+ T cell
ออก แต ไม พบ ใน PBMC ที ่นาํ เอา CD8+ T cell ออก แสดง วา
การ ตอบ สนอง นัน้ เนือ่ง จาก CD8+ T cell ที ่จาํเพาะ ตอ เอชไอ วี ถา
พบ การ ตอบ สนอง ใน PBMC ที ่นาํ เอา CD8+ T cell ออก  แสดง วา
การ ตอบ สนอง นัน้ เนือ่ง จาก CD4+ T cell นอก จาก นี้ ELISPOT 
assay ยงั สามารถ ใช ทดสอบ หา จาํนวน เซลล ที ่หลัง่ cytokines  ชนดิ

อืน่ ได เชน IL-2 หรอื tumor necrosis factor alpha  (TNF-α) ได
เชน กนั

Intracellular cytokinestaining (ICS) assays 1, 2, 14
 เปน การ ทดสอบ โดย การ ใช วธิี flow cytometry เพือ่ การ หา T

cell ซึง่ หลัง่ cytokines ที ่ได จาก การ กระตุน ดวย แอนตเิจน โดย นาํ
PBMC จาก ผู ที ่ตองการ ทดสอบ มา กระตุน ดวย HIV peptides ซึง่
ตอง ม ีแอนตบิอด ีตอ CD28 และ CD49d มา เปน costimulator
antibodies สาํหรบั negative control จะ ไม เตมิ HIV peptide
และ positive control จะ ถกู กระตุน ดวย superantigens  เชน
staphylococcal  enterotoxin B (SEB) ทัง้  negative control
และ  positive control ตอง ทดสอบ คู กนั ไป กบั ตวัอยาง สง ตรวจ
สําหรับ การ กระตุน PBMC มัก นิยม ใช brefeldin  A หรือ
monesin   ( ซึ่ง จะ ยับยั้ง การ ขนสง โปรตีน ผาน golgi bodies) อบ
นาน 6 ชัว่โมง ที่ 37oC ดงันัน้ cytokines ชนดิ ตางๆ ที ่ถกู สราง ขึน้
โดย การ กระตุน T cell ที ่จาํเพาะ ตอ เอชไอ ว ีดวย HIV peptides
จะ สะสม อยู ภาย ใน เซลล และ ไม หลัง่ ออก มาน อก เซลล เรา สามารถ
ตรวจ สอบ เซลล เหลา นั้น ได โดย การ ใช แอนติบอดี ที่ จําเพาะ ตอ
cytokines ชนดิ ที ่เรา ตองการ ทดสอบ และ นาํ มา labeled ดวย สาร
เรอืง แสง fluorescein จาก นัน้ จงึ เตมิ แอนตบิอด ีตอ เซลล ที ่ตองการ
ทดสอบ เช่น CD3 และ CD8 antibodies ที่ labeled ด้วย สาร
เรือง แสง เมื่อ ตองการ ทดสอบ หา CD8+ T cell เซลล จะ ถูก
วเิคราะห และ นบั โดย ใช เครือ่ง flow cytometer

 สาํหรบั การ ทดสอบ ทัง้ สอง วธิี คอื ICS และ ELISPOT เปน การ
ทดสอบ หนาที ่ของ effector cell โดย ทัว่ ไป ELISPOT ตองการ ใช
เซลล นอย กวา และ ความ เชีย่วชาญ ทาง เทคนคิ ที ่นอย กวา วธิี ICS
อยางไร ก ็ตาม ขอ ด ีของ ทัง้ สอง วธิ ีซึง่ แตก ตาง จาก CTL chromium
release assay คอื สามารถ ใช cryopreserved   cell ได

MHC Tetramer Binding Assays1, 2, 14

ขณะ ที ่การ ตรวจ วดั การ ตอบ สนอง ทาง ภมูคิุมกนั ดาน เซลล ที ่กลาว
มา แลว เปน การ ทดสอบ หนาที ่ของ effector cell แต tetramers 
เปน การ วัด จํานวน (absolute number) ของ เซลล ที่ จด จํา  
epitope ที ่จาํเพาะ โดย ไม เกีย่วของ กบั หนาที ่ของ เซลล เหลา นี ้เลย
เซลล ที ่ตดิเชือ้ เอชไอ ว ีจะ ยอย HIV protein ให เปน peptide  สาย
สั้น ๆ  (peptidic fragments, epitopes) ซึ่ง จะ จับ กับ  MHC
class I molecules และ ปรากฏ อยู ที ่ผวิ ของ เซลล T cell สามารถ
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จดจํา target cells เหลา นี้ โดย ผาน การ จับ กัน ของ T cell
receptors (TCR) กบั MHC/HIV epitope complexes  MHC
tetramers ประกอบ ดวย MHC class I molecules  4 อนั จบั
กบั HIV peptide ที ่ตองการ ศกึษา ซึง่ ตอ กนั โดย streptavidin
ที ่ตดิ ฉลาก ดวย สาร เรอืง แสง fluorescein reagents  ตางๆ  เหลา
นี ้จะ จบั กบั TCR ของ T cell ทัง้ หมด ซึง่ จดจาํ MHC/peptide
complex อยาง จาํเพาะ การ ทดสอบ โดย วธิ ีนี ้เปน วธิ ีที ่ใช ตรวจ สอบ
T cell ที ่จาํเพาะ กบั เชือ้ เอชไอ ว ีที ่งาย รวด เรว็ และ แมนยาํ

ขอ จํากัด ของ วิธี นี้ มี หลาย ประการ เชน จะ ตอง ทราบ HIV
peptide  ที ่แนนอน และ restricting MHC class I molecule
เพือ่ ใช สราง tetramers เนือ่ง จาก HIV epitopes ที ่มี restrict-
ing  MHC molecules ซึง่ แตก ตางกนั ยงั ไม ทราบ ดงันัน้ จงึ เปน
ปญหา ที่ สําคัญ ยิ่ง ไป กวา นั้น MHC class I tetramers ยัง มี
จาํกดั เนือ่ง จาก ปจจบุนั เรา ยงั ไม ได ศกึษา epitopes ที่ restricted
ตอ MHC class I อยาง กวางขวาง นอก จาก นี ้วธิ ีนี ้เปน วธิ ีวดั การ
จับ กัน (binding) ของ T cell receptors (TCR) กับ MHC/
HIV   epitope complexes แต ไม ใช วธิ ีทดสอบ หนาที ่ของ CD8+
T cell โดย ตรง

Lymphoproliferative Assays (LPA)1,2, 14
 เปน วธิกีาร ทดสอบ เพือ่ ศกึษา ความ ผดิ ปกต ิของ ระบบ ภมู ิคุมกนั

ทาง ดาน เซลล โดย ใช หลกัการ ที ่วา lymphocytes เมือ่ ถกู กระตุน
ดวยไมโต เจน (mitogens) หรอื แอนตเิจน ที ่รางกาย เคย สมัผสั มา
กอน (sensitizing antigens) จะ เกดิ การ เปลีย่น แปลง โดย การ แบง
ตัว และ เพิ่ม จํานวน (proliferate) เปน lymphoblasts  ซึ่ง การ
เปลีย่น แปลง จาก lymphocytes เปน lymphoblasts  นัน้ ตอง มี
การ สราง DNA เพิ่ม ขึ้น สามารถ ตรวจ ดู ได จาก การ ที่ ใส สาร
thymidine ซึง่ เปนตน กาํเนดิ (precursor) ของ DNA  thymidine
ที่ ติด ฉลาก ไว ดวย สาร กัมมันตรังสี [ สวน ใหญ ใช  tritiated
thymidine (3H thymidine)] จะ ถกู นาํ ไป ใช ใน การ  สราง DNA
ใน ขณะ ที ่ม ีการ เพิม่ จาํนวน ของ โครโมโซม ทาํให ทราบ ปรมิาณ เซลล
ที ่แบง ตวั ใหม จาก ปรมิาณ สาร รงัสี 3H thymidine ที ่ม ีอยู ภาย ใน
เซลล เหลา นัน้ โดย การ วดั ปรมิาณ รงัส ีเบตา (β radiation) โดย ทัว่
ไป LPA ไม แสดง proliferation ของ CD8+  T cell เพราะ วา
แอนติเจน ที่ เปน โปรตีน เมื่อ ผาน ขบวน การ endocytosis  โดย
macrophages จะ ถูก processed ผาน ขบวน การ class II-
antigen processing pathway ซึง่ peptides  เหลา นัน้ จะ ถกู นาํ

เสนอ บน MHC class II molecules ไป ยงั CD4+ T cell
 การ จบั (binding) ของ T cell กบั แอนตเิจน โดย ใช T cell

receptor (TCR) จะ กระตุน การ activation และ proliferation
การ ตอบ สนอง นี้ จําเพาะ ตอ แอนติเจน (antigen-specific) และ
ตองการ antigen presenting cell (APC) ที่ เหมาะสม เชน
macrophages ตวัอยาง ของ การ ทดสอบ นี้ เชน PBMC จาก คน ที่
ไดรับ vaccine tetanus ถูก culture รวม กับtetanus Ag
จํานวน cell ที่ specific กับ tetanus จะ เริ่ม แบง ตัว และ หลั่ง
cytokines  เพราะ วา จาํนวน เซลล ซึง่ proliferate นอย เกนิ ไป ที ่จะ
วดั โดย การ วดั จาํนวน เซลล การ proliferation ตาม ปกต ิจะ ถกู วดั
โดย วดั การ incorporation ของ 3H-thymidine (thymidine ถกู
incorporate เขา ไป ใน DNA ของ เซลล ที ่กาํลงั แบง ตวั) จาํนวน  ของ
3H-thymidine ใน การ ตอบ สนอง ตอ การ กระตุน ดวย แอนตเิจน นาํ
มา เปรยีบ เทยีบ กบั จาํนวน ของ 3H-thymidine ใน หลมุ ควบคมุ (
หลมุ ไม ได เตมิ แอนตเิจน) เพือ่ หา stimulation index  (SI) โดย ทัว่
ไป SI > 3 ถอื วา ม ีการ ตอบ สนอง ตอ แอนตเิจน  นอก จาก นี้ การ ตอบ
สนอง ตอ แอนติเจน สามารถ วัด ได จาก การ ผลิต specific
cytokines เชน IL-2, IL-4 และ IFN-γ ดวย เชน กัน

HIV-specific proliferative responses สามารถ พบ ได ใน
คนไข acute HIV infection แต การ ตอบ สนอง จะ หาย ไป อยาง รวด
เรว็ ซึง่ เปน ผล จาก การ ที ่ไวรสั แบง ตวั และ การ ที่ CD4+ T cell ที่
จําเพาะ  ตอ เชื้อ เอชไอ วี ลดลง อยางไร ก็ ตาม การ ตอบ สนอง ตอ
แอนตเิจน จาก จลุชพี ฉวย โอกาส เชนcandida, pneumocystic
carinii pneumonia (PCP), mycobacterium  avium  complex
(MAC), cytomegalovirus (CMV) สามารถ  พบ ได แต การ ตอบ
สนอง ตอ แอนตเิจน เหลา นี ้จะ หาย ไป ตาม การ ลกุ ลาม ของ โรค และ การ
ตอบ สนอง นี ้จะ สะสม ใน คนไข ทลีะเลก็ ทลีะนอย หลงั จาก ไดรบั ยา ตาน
ไวรสั อยางไร ก ็ตาม ไม พบ ความ สมัพนัธ ระหวาง การ ตอบ สนอง ตอ
เชือ้ โรค ภาย นอก รางกาย (in vitro) และ ความ เสีย่ง ของ โรค ภาย ใน
รางกาย  (in vivo) แต สําหรับ การ ตอบ สนอง ตอไมโต เจน  เชน
phytohaemagglutination  (PHA) สามารถ พบ ได ใน ผู ติดเชื้อ
เอชไอ วี ตัง้แต ระยะ ไม ม ีอาการ จน ถงึ ระยะ เอดส

 สําหรับ การ ศึกษา เบื้องตน ใน คน ไทย นั้น ทิพย วรรณฯ และ
คณะ15   ได ศึกษา ความ สามารถ ของ ผู ติดเชื้อ เอชไอ วีทัยป 1 วา มี
lymphoproliferative responses ตอ เชื้อ เอชไอ วีทัยป 1 ทั้ง
สบัทยัปบ  ีและ CRF01_AE ( สบัทยัปอ)ี รวม ทัง้ recall antigens
เปน เชน ไร การ ศกึษา ดงั กลาว พบ วา คน ไทย ที ่ตดิเชือ้ เอชไอ วทียัป1
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จะ ม ีปฏกิริยิา ตอบ สนอง ตอ recall antigens คอื PPD และ Teta-
nus  ไม ตาง กบั คน ปกติ ยกเวน candida ซึง่ ปฏกิริยิา ตอบ สนอง
คอน ขาง ต่าํ และ ปฏกิริยิา การ ตอบ สนอง ตอ Candida นัน้ จะ ลดลง
ตาม จาํนวน CD4+ T cell ที ่ลดลง ดวย สวน ปฏกิริยิา ตอบ สนอง ตอ
เชือ้ เอชไอ วทียัป 1 ม ีนอย มาก lymphoproliferative  responses
ใน คน ที ่ตดิเชือ้ เอชไอ วทียัป 1 ที ่ม ีรายงาน ใน ประเทศ สหรฐั อเมรกิา
ก ็เชน เดยีว กบั ผู ที ่ตดิเชือ้ เอชไอ วทียัป 1 ใน ประเทศ ไทย แมวา เชือ้
เอชไอ วทียัป 1 สาย พนัธุ ที ่พบ ใน ประเทศ ไทย เปน CRF01-AE
(สบัทยัปอ)ี ซึง่ ตาง จาก สหรฐั อเมรกิา ซึง่ เปน สบัทยัปบี ก ็ตาม

 นอก จาก นี ้การ ศกึษา ใน คน ไทย ที ่ไม ตดิเชือ้ เอชไอ วี และ ไดรบั วคั
ซนี เอช ไอ วทียัป 1 สาย พนัธุบี ใน สวน ของ เปลอืก นอก (envelope
gp120 SF2) ซึง่ เปน การ ทดสอบ วคัซนี ใน ระยะ I/II นัน้  พบ วา มี
cross-clade lymphoproliferative responses ตอ CRF01-AE
( สบัทยัปอ)ี เกดิ ขึน้ ได แสดง วา คอื ผู ไดรบั วคั ซนี เอช ไอ วทียัป 1 สาย
พนัธุบี จะ สามารถ สราง ปฏกิริยิา ตอบ สนอง ตอ เชือ้ เอชไอ วทียัป 1
CRF01_AE ( สบัทยัปอ)ี ได16

สรปุ
 วธิกีาร วดั การ ตอบ สนอง ทาง ภมูคิุมกนั ตอ เชือ้ เอชไอ ว ีนัน้ สามารถ

ตรวจ วดั ได หลาย วธิี ทัง้ การ ตอบ สนอง ทาง ภมูคิุมกนั ดาน สาร น้าํ
และ การ ตอบ สนอง ทาง ภูมิคุมกัน ดาน เซลล อยางไร ก็ ตาม ความ
สาํคญั ของ วตัถปุระสงค ของ การ ศกึษา วจิยั และ การ นาํ ไป ใช เปน สิง่
สาํคญั เนือ่ง จาก การ ทดสอบ บาง ชนดิ ไม ใช เปน การ ทดสอบ หนาที ่ของ
เซลล โดย ตรง และ มี ขอ ดี และ ขอเสีย แตก ตางกัน ดังนั้น จึง ควร
พจิารณา เลอืก ใช อยาง ถกู ตอง และ เหมาะสม อยางไร ก ็ตาม วธิกีาร
ทดสอบ ดงั กลาว ขาง ตน ม ีประโยชน อยาง ยิง่ ใน การ ให ขอมลู ทาง การ
ศกึษา วจิยั และ การ รกัษา เพือ่ พฒันา ประสทิธภิาพ วคัซนี และ ยา ตอไป
ใน อนาคต
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