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การสร้างเซลล์ลูกผสม Dendritic cells กับเซลล์

มะเร็งเต้านมในหลอดทดลองเพื่อกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกัน
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บทคัดย่อ	 Dendritic cells (DCs) ของผูป่้วยมะเรง็ไม่สามารถตรวจจบัและน�ำเสนอเซลล์มะเรง็เพือ่กระตุน้เซลล์เมด็เลอืดขาว 

ให้ท�ำงานได้อย่างมปีระสิทธภิาพ ท�ำให้เกดิการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง การศกึษานีเ้พือ่เพิม่ประสทิธภิาพ DCs ในหลอดทดลอง 

และกระตุ้นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด T lymphocyte และ Natural Killer (NK) cell ให้ท�ำลายเซลล์มะเร็งเต้านม  

โดยคัดแยกเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนซัยท์จาก Buffy coat ของโลหิตบริจาคจ�ำนวน 6 ราย กระตุ้นให้เป็น DCs ด้วย 

GM-CSF และ IL-4 เป็นเวลา 6 วัน และตรวจวัดคุณสมบัติของ DCs ด้วยวิธี Flow Cytometry พบว่าเซลล์ดังกล่าวมีการ

แสดงออกของ CD11c และ HLA-DR และลดการแสดงออกของ CD14 จากนั้นน�ำ DCs มาสร้างเซลล์ลูกผสมกับเซลล์มะเร็ง

เต้านม (MCF-7) ตรวจวัดผลส�ำเร็จการสร้างเซลล์ลูกผสม ด้วยวิธี Flow Cytometry พบว่าสามารถสร้างเซลล์ลูกผสมได้ คิด

เป็นร้อยละเฉลี่ย 34.67 จากการทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ลูกผสม พบว่าสามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวน T lymphocyte  

เฉลีย่จากร้อยละ 24.55 เป็นร้อยละ 72.00 และเพ่ิมประสทิธิภาพ NK cell ในการท�ำลายเซลล์มะเร็งเต้านมเฉลีย่จากร้อยละ 22.91 

เป็นร้อยละ 65.59 การศึกษานี้สามารถเป็นต้นแบบในการเพาะเลี้ยงเซลล์ลูกผสม DCs และเพื่อใช้พัฒนาเป็นทางเลือกส�ำหรับ

รักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมต่อไป
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บทน�ำ

รายงานอุบัติการณ์มะเร็งรายใหม่ของประเทศไทย พบมะเร็งเต้านมสูงเป็นอันดับหนึ่งในหญิงไทย คิดเป็น 

ร้อยละ 41.96 ของผู้ป่วยมะเร็งท้ังหมด(1) การรักษามะเร็งด้วยการผ่าตัด การฉายแสง และการให้ยาเคมีบ�ำบัด  

ไม่สามารถท�ำลายเซลล์มะเรง็ได้ท้ังหมด ยงัมีการแพร่กระจายของเซลล์มะเรง็ไปยงัอวยัวะต่าง ๆ  ได้ทัว่ร่างกาย เนือ่งจาก

เซลล์มะเร็งของผู้ป่วยสามารถยับยั้งการท�ำงานของระบบภูมิคุ้มกันท�ำให้เกิดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งมากขึ้น(2) 

การวจิยัพัฒนาวิธรีกัษามะเรง็ให้มีประสทิธภิาพ ไม่กลบัมาเป็นซ�ำ้หรือแพร่กระจาย จงึมคีวามจ�ำเป็น ปัจจุบนัมกีารพฒันา

รกัษามะเรง็โดยกระตุน้ภูมิต้านทานในผูป่้วย โดยใช้วธิกีระตุน้เซลล์ของผูป่้วยเองหรอืน�ำเซลล์ของผูอ้ืน่มากระตุน้ภมิูคุ้มกัน 

ในผู้ป่วย เพื่อท�ำให้สามารถท�ำลายและยับยั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งได้ ปัจจุบันการเพิ่มประสิทธิภาพ 

ของ Dendritic cells (DCs) เป็นทางเลือกที่ได้รับความสนใจอย่างมาก เนื่องจาก DCs เป็นเซลล์ที่ตรวจจับน�ำเสนอ

เซลล์มะเร็งและกระตุ้นการแบ่งตัวของ T lymphocyte เพื่อเสริมการตอบสนองทางภูมิคุ้มกัน และกระตุ้นการท�ำงาน

ของ NK cell เพือ่ท�ำลายเซลล์มะเรง็อย่างมีประสทิธภิาพ(3-4) โดยมรีายงานว่าการสร้างเซลล์ลกูผสม DCs กบัเซลล์มะเร็ง 

ชนิดต่าง ๆ สามารถกระตุ้นเซลล์ภูมิคุ้มกันให้ตอบสนองและท�ำลายเซลล์มะเร็งอย่างมีประสิทธิภาพ(5, 6) 

วิธีการสร้างเซลล์ลูกผสม DCs ในระดับห้องปฏิบัติการสามารถท�ำได้หลายวิธี ได้แก่ 1) วิธีทางกายภาพ  

เช่น การใช้กระแสไฟฟ้าเหนี่ยวน�ำให้เกิดการเชื่อมกันระหว่างเซลล์(7) 2) วิธีทางชีวภาพ เช่น การใช้ไวรัสเป็นตัวน�ำพา  

ให้สร้างเซลล์ลูกผสมในเซลล์เป้าหมาย(8) และ 3) วิธีการใช้สารเคมีที่มีคุณสมบัติท�ำให้เกิดการเชื่อมกันระหว่าง DCs 

และเซลล์มะเร็ง เช่น สารเคมี polyethylene glycol(9) lysplecithin(10) และ fusogen(11) เป็นต้น

การศึกษานี้ได้กระตุ้น DCs โดยสร้างเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงในหลอดทดลอง 

โดยใช้ polyethylene glycol และทดสอบประสิทธิภาพของเซลล์ลูกผสม DCs ต่อการแบ่งตัวของ T lymphocyte 

และกระตุ้นการท�ำงานของ NK cell 

วัสดุและวิธีการ

การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเต้านม

เพาะเลีย้งเซลล์มะเรง็เต้านม MCF-7 (ATCC®HTB-22™, human breast cancer adenocarcinoma 

cell line) ใน culture flask ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ Dulbecco Modified Eagle Medium (Thermo Fisher  

Scientific, Carlsbad, CA, USA) 1% Penicillin/Streptomycin (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad,  

CA, USA) และ 10% fetal bovine serum (FBS; Grand Island Biological Company, Grand Island,  

NY, USA) บ่มเซลล์มะเร็งในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส (๐ซ) ในสภาวะที่มี 5% CO
2
  

ตรวจดูการเจริญของเซลล์มะเร็งภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เม่ือเซลล์มะเร็งแบ่งตัวจนได้เซลล์ประมาณร้อยละ 80-90  

ของพ้ืนทีเ่พาะเลีย้ง จงึน�ำมาย่อยด้วยสารละลาย 0.05% Trypsin-EDTA (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, 

CA, USA) ที่อุณหภูมิ 37๐ซ ในสภาวะที่มี 5% CO
2
 นาน 2-5 นาที แล้วน�ำเซลล์ที่ย่อยได้ไปเพาะเลี้ยงต่อ หรือน�ำไป

ทดลองในขั้นตอนต่อไป

การเตรียม DCs

น�ำ  Leukocyte-Enriched Buffy coats จากอาสาสมัครจ�ำนวน 6 ราย มาปั่นคัดแยก Peripheral  

Blood Mononuclear Cells (PBMC) โดยใช้ IsoPrep (Robbins Scientific, Sunny-vale, CA, USA) แล้ว

น�ำมาคัดแยกเซลล์โมโนซัยท์ ด้วยวิธี CD14 positive cells purification โดยใช้ Immunomagnetic Microbeads 

(Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) ตรวจสอบความบริสุทธิ์ (purity) และความเหมือน  

(identity) ของเซลล์โมโนซัยท์โดยวิธ ีFlow cytometry ด้วยเคร่ือง FACS Calibur instrument (BD Biosciences, 
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San Jose, CA, USA) น�ำเซลล์โมโนซัยท์ ที่ได้มากระตุ้นให้เป็น DCs โดยเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37๐ซ ในสภาวะ 

ที่มี 5% CO
2
 ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 Medium (Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA)  

ที่มีไซโตไคน์ 1,000 unit/ml Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF;  

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) 500 unit/ml interleukin-4 (IL-4; Miltenyi  

Biotech, Bergisch Gladbach, Germany) 10% FBS และ 1% penicillin/streptomycin เป็นเวลา 5-7 วัน  

โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 2 วัน เมื่อครบเวลา ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงของเซลล์โมโนซัยท์ไปเป็นเซลล์ DCs 

โดยย้อมกลุ่มของโปรตีนบนผิวเซลล์ (Cluster of differentiation, CD) ที่ปรากฏขึ้นหรือเปลี่ยนแปลงไปหลังจาก

การกระตุ้นเซลล์โมโนซัยท์ด้วยไซโตไคน์ GM-CSF และ IL-4 โดยย้อมด้วยสาร antibody ที่จ�ำเพาะกับโปรตีน 

ชนดิต่าง ๆ  บนผวิเซลล์ และตดิฉลากด้วยสารเรอืงแสง (fluorophore) ได้แก่ anti-CD14-FITC, anti-CD11c-FITC, 

anti-HLA-DR-PE monoclonal antibody; Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) ตรวจวดัโปรตนี 

บนผวิเซลล์ทีจ่บักบั antibody ด้วยเครือ่ง FACS Calibur instrument (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). 

ตวัอย่าง Leukocyte-Enriched Buffy coats จากอาสาสมัคร ได้รบัความอนเุคราะห์จากศนูย์บรกิารโลหิต

แห่งชาต ิสภากาชาดไทย โดยได้รบัการยนิยอมตามกระบวนการบรจิาคโลหติ และไม่สามารถระบถึุงตวับคุคลผู้บริจาคได้ 

การคัดแยก T lymphocyte (CD3+) หรือ NK cell (CD3- CD56+)

คัดแยก T lymphocyte (CD3+) ด้วยชุด EasySep™ Human CD3 Positive Selection Kit  

(STEM CELL technologies, Vancouver, Canada) และคัดแยก NK cell (CD3- CD56+) ด้วยชุด  

Easy Sep™ Human CD56 Positive Selection Kit (STEM CELL technologies, Vancouver, Canada)  

โดยน�ำ  PBMCs ปริมาณ 1 x 108 เซลล์ เติมลงใน EasySep® CD3 Positive selection cocktail ปริมาตร  

100 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร ส�ำหรับคัดแยก T lymphocyte หรือ EasySep® CD56 Positive selection cocktail  

ส�ำหรบัคดัแยก NK cell ผสมเบา ๆ  แล้ว บ่มที ่25±5 ๐ซ เป็นเวลา 15 นาท ีแล้วเตมิ EasySep®magnetic nanoparticles  

cocktail ปริมาตร 50 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร ส�ำหรับ T lymphocyte หรือ NK cell น�ำไปบ่มที่ 25±5๐ซ เป็นเวลา  

10 นาที แล้วปรับปริมาตรให้ได้ 2.5 มิลลิลิตร ด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 และ 10% FBS จากนั้น 

น�ำไปวางใน EasySep®Magnet เป็นเวลา 5 นาที จึงเท supernatant ทิ้ง แล้วเติม RPMI 1640 และ 10% FBS  

ปริมาตร 2.5 มลิลลิติร ท�ำซ�ำ้เช่นเดมิ หลงัจากน้ันตรวจวดัคณุสมบตัขิองเซลล์ด้วยเครือ่ง FACS Calibur instrument  

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA)

การสร้างเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งเต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells) 

ผสมเซลล์เพาะเลี้ยง DCs จากอาสาสมัครแต่ละราย (มีการแสดงออกของโปรตีน HLA-DR บนผิวเซลล์,  

HLA-DR+) กับเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง MCF-7 (มีการแสดงออกของโปรตีน MUC1 บนผิวเซลล์, MUC1+)  

ในอัตราส่วน 10:1 แล้วปรับปริมาตรให้เป็น 10 มิลลิลิตร ด้วย RPMI 1640 และ 10% FBS จากนั้นน�ำไปปั่นท่ี  

1,500 rpm เป็นเวลา 10 นาที แล้วเติม 50% polyethylene glycol (Sigma, St. Louis, MO, USA) ปริมาตร 

1 มิลลิลิตร น�ำไปบ่มที่ 37๐ซ ในสภาวะที่มี 5% CO
2
 เป็นเวลา 5 นาที เมื่อครบเวลาเติม RPMI 1640 และ 10%FBS 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร แล้วน�ำไปปั่นที่ 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นเติม RPMI 1640 และ 10%FBS ท่ี

มี 1,000 unit/ml GM-CSF และ 500 unit/ml IL-4 และน�ำไปเลี้ยงที่ 37๐ซ ในสภาวะที่มี 5% CO
2 
เป็นเวลา  

24-48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาตรวจวัดคุณสมบัติของเซลล์ลูกผสมที่ได้ด้วยเครื่อง FACS Calibur instrument  

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) โดยเซลล์ลูกผสม DCs (DCs - MCF-7 fusion cells) ต้องมีการ

แสดงออกของโปรตีนทั้ง HLA-DR และ MUC1 บนผิวเซลล์ น�ำเซลล์ลูกผสมไปปั่นที่ 1,200 rpm เป็นเวลา 10 นาที 

แล้วน�ำไปทดสอบประสิทธิภาพต่อไป
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การทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ลูกผสม DCs

การเพ่ิมจ�ำนวน T lymphocytes น�ำเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเรง็เต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells)  

ที่เตรียมได้มาทดสอบประสิทธิภาพ ด้วยการวัดผลกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวน T lymphocyte โดยน�ำ  T lymphocyte  

ทีแ่ยกไว้มาย้อมด้วยสารเรอืงแสง Carboxyfluorescein succinimidylester (CFSE; Thermo Fisher Scientific, 

Carlsbad, CA, USA) ทีค่วามเข้มข้น 5 ไมโครโมล่าร์ เป็นเวลา 15 นาท ีแล้วน�ำมาเพาะเลีย้งร่วมกับเซลล์ลกูผสม โดยน�ำไป 

บ่มที ่37๐ซ ในสภาวะท่ีมี 5% CO
2
 เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง เมือ่ครบเวลาน�ำเซลล์มาย้อมด้วยสารเรืองแสง Propidiumiodide 

(PI; Thermo Fisher Scientific, Carlsbad, CA, USA) ตรวจวัด T lymphocyte ที่เพิ่มจ�ำนวนด้วย 

เครื่อง   Guava®easyCyte Flow Cytometer (Millipore Corp, Hayward,CA, USA) โดยที่ negative  

control คือ T lymphocyte ที่ถูกกระตุ้นด้วย DCs ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม (DCs non-fusion cells) และ positive  

control คือ T lymphocyte ที่ถูกกระตุ้นด้วย Phytohemagglutinin (PHA; Sigma, St. Louis, MO, USA) 

ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดย T lymphocyte ที่ถูกกระตุ้น (แสดงผลเป็น %) มีการติดสี CFSE  

และย้อมไม่ติดสี PI 

การเพิม่ความสามารถ NK cell ในการท�ำลายเซลล์มะเรง็เต้านม น�ำ NK cell ทีค่ดัแยกไว้มากระตุน้ด้วยเซลล์

ลูกผสม (DCs - MCF-7 fusion cells) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา น�ำ NK cell ที่ถูกกระตุ้นมาเพาะเลี้ยง 

ร่วมกับเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง MCF-7 ที่ย้อมด้วยสารเรืองแสง CFSE ที่ขนาดความเข้มข้น 5 ไมโครโมล่าร ์

เป็นเวลา 15 นาที หลังจากบ่มที่ 37๐ซ ในสภาวะที่มี 5% CO
2 
เป็นเวลา 4 - 6 ชั่วโมง จึงน�ำมาย้อมสารเรืองแสง PI  

และตรวจวัดการท�ำลายเซลล์มะเร็งเต้านม ด้วยเครื่อง Guava ® easyCyte Flow Cytometers (Millipore Corp,  

Hayward, CA, USA) โดยที่ negative control คือ NK cell ที่ถูกกระตุ้นด้วย DCs ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม  

(DCs non-fusion cells) และ positive control คือ NK cell ที่ถูกกระตุ้นด้วย PHA ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม/

มิลลิลิตร โดยเซลล์มะเร็งเต้านมที่ถูกท�ำลาย (แสดงผลเป็น %) ย้อมติดสี CFSE และสี PI 

ผล

การเพาะเลี้ยง DCs

ผลการคัดแยกเซลล์โมโนซัยท์และน�ำมาเพาะเลี้ยงกระตุ้นด้วยไซโตไคน์ GM-CSF และ IL-4 เพื่อให ้

เปลี่ยนคุณสมบัติจากเซลล์โมโนซัยท์ไปเป็น DCs จากการตรวจสอบคุณสมบัติของเซลล์โมโนซัยท์หลังกระตุ้น พบว่า

บนผิวเซลล์โมโนซัยท์ที่เปลี่ยนเป็น DCs ของอาสาสมัครแต่ละราย มีการแสดงออกของโปรตีน CD14 บนผิวเซลล์  

ลดลง ขณะที่ CD11c และ HLA-DR มีการแสดงออกเพิ่มมากขึ้น ได้เซลล์เพาะเลี้ยง DCs (DCs generation)  

ส�ำเร็จเฉลีย่ ร้อยละ 97.33 (ตารางท่ี 1) ผลตรวจวดัคุณสมบัตขิอง DCs จากอาสาสมคัร 6 ราย ด้วยเครือ่ง flow cytometer  

(ภาพที่ 1) โดยเซลล์เพาะเลี้ยง DCs ลดการแสดงออกของโปรตีน CD 14 และมีการแสดงออกของโปรตีน 

ทั้ง CD11c และ HLA-DR (CD11c+ HLA-DR+) บนผิวเซลล์
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ภาพที่ 1	 คุณสมบัติเซลล์เพาะเลี้ยง DCs จากอาสาสมัคร (Donor) ทั้งหมด 6 ราย หลังจากคัดแยกเซลล์โมโนซัยท์ 

	 และกระตุ้นด้วย GM-CSF และ IL-4 เพื่อเปลี่ยนเป็นเซลล์ DCs ตรวจวัดด้วยเครื่อง Flow cytometer  

	 โดยคดัแยกตามขนาด ส่วนประกอบโครงสร้างภายในเซลล์ (side scatter, SSC-Height) และการแสดงออก 

	 ของโปรตีน CD14  CD11c และ HLA-DR บนผิวเซลล์ 
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การสร้างเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งเต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells)

สร้างเซลล์ลกูผสม DCs กบัเซลล์มะเรง็เต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells) โดยน�ำเซลล์เพาะเลีย้ง DCs  

ของอาสาสมัครแต่ละราย ท่ีมีคณุสมบตัแิสดงออกโปรตนี HLA-DR บนผวิเซลล์ (HLA-DR+) มาผสมกบัเซลล์มะเร็ง

เต้านมเพาะเลีย้ง ท่ีมีคณุสมบตัแิสดงออกโปรตนี MUC1 บนผวิเซลล์ (MUC1+) โดยใช้สารเคม ีpolyethylene glycol 

เพ่ือให้เซลล์รวมกนัได้เซลล์ลกูผสม พบว่า DCs ของอาสาสมคัรทัง้ 6 ราย สามารถรวมกบั MCF-7 ได้ผลอตัราการสร้าง

เซลล์ลูกผสมส�ำเร็จ เฉลี่ยร้อยละ 34.67 (ตารางที่ 1) ผลตรวจวัดคุณสมบัติของเซลล์ลูกผสมจากเซลล์เพาะเลี้ยง DCs  

จากอาสาสมัคร 6 ราย ด้วยเครื่อง flow cytometer (ภาพที่ 2) โดยเซลล์ลูกผสมมีการแสดงออกของโปรตีน 

บนผิวเซลล์ทั้ง HLA-DR และ MUC1 (HLA-DR+ MUC1+) ขณะที่เซลล์เพาะเลี้ยง DCs ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม 

มีการแสดงออกเฉพาะโปรตีน HLA-DR บนผิวเท่านั้น (HLA-DR+) 

ภาพที่ 2	 คุณสมบัตเิซลล์ลูกผสม DCs กบัเซลล์มะเรง็เต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells) จากอาสาสมคัร (Donor) 

	 ทั้งหมด 6 ราย ตรวจวัดโปรตีน HLA-DR และ MUC1 บนผิวเซลล์ ด้วยเครื่อง Flow cytometer 
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การทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งเต้านม (DCs - MCF-7 fusion cells)

การกระตุ้นเพิ่มจ�ำนวนของ T lymphocyte 

น�ำเซลล์ลูกผสม DCs (DCs - MCF-7 fusion cells) มาทดสอบประสิทธิภาพกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวน  

T lymphocyte พบว่าเซลล์ลูกผสมของอาสาสมัครทั้ง 6 ราย สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวน T lymphocyte ได้เฉลี่ย 

ร้อยละ 75.89 ขณะที่เซลล์เพาะเลี้ยง DCs ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม (DCs non-fusion cells) กระตุ้น T lymphocyte 

เฉลี่ยร้อยละ 24.55 (ตารางที่ 1) ผลทดสอบกระตุ้น T lymphocyte ด้วยเซลล์ลูกผสม DCs - MCF-7 fusion cells  

จากอาสาสมัคร 6 ราย (ภาพท่ี 3) โดย T lymphocyte ที่ถูกกระตุ้นและเพิ่มจ�ำนวนมีการติดสี CFSE ลดลง 

และไม่ติดสี PI 

ภาพที่ 3	 ผลทดสอบประสิทธิภาพเซลล์ลูกผสมกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวน T lymphocytes  จากอาสาสมัคร (Donor)  

	 ทั้งหมด 6 ราย ตรวจวัดด้วยเครื่อง Flow cytometer 

	 Negative control: T lymphocytes ถูกกระตุน้ด้วย DCs ทีไ่ม่ได้สร้างเซลล์ลูกผสม (แสดงเฉพาะ Donor 1) 

	 Positive control: T lymphocytes ถูกกระตุ้นด้วย PHA (แสดงเฉพาะ Donor 1)
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การท�ำลายเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงโดย NK cell 

ผลทดสอบประสทิธภิาพเซลล์ลกูผสม DCs (DCs - MCF-7 fusion cells) ต่อการกระตุน้ NK cell ให้ท�ำลาย 

เซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยง MCF-7 พบว่าเซลล์ลูกผสม DCs สามารถเพิ่มประสิทธิภาพ NK cell ให้ท�ำลายเซลล์ 

มะเร็งเต้านมได้สูงสุดถึง ร้อยละ 68.89 ขณะที่เซลล์เพาะเลี้ยง DCs ที่ไม่สร้างเซลล์ลูกผสม (DCs non-fusion cells)  

กระตุ้น NK cell ท�ำลายเซลล์มะเร็งเต้านม เฉลี่ยร้อยละ 22.91 (ตารางที่ 1) ผลทดสอบเซลล์ลูกผสม DCs - MCF-7 

fusion cells จากอาสาสมัคร 6 ราย (ภาพที่ 4) โดยเซลล์มะเร็งเต้านมที่ถูกท�ำลายจะย้อมติดทั้งสี CFSE และสี PI 

ภาพที่ 4	 ผลทดสอบประสทิธภิาพเซลล์ลกูผสมกระตุน้ NK cells ท�ำลายเซลล์มะเรง็เต้านม จากอาสาสมคัร (Donor)  

	 ทั้งหมด 6 ราย ตรวจวัดด้วยเครื่อง Flow cytometer 

	 Negative control: NK cells ถูกกระตุ้นด้วย DCs ที่ไม่ได้สร้างเซลล์ลูกผสม (แสดงเฉพาะ Donor 1) 

	 Positive control: NK cells ถูกกระตุ้นด้วย PHA (แสดงเฉพาะ Donor 1)
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ตารางที่ 1	ผลการเพาะเลี้ยง DCs (DCs generation) การสร้างเซลล์ลูกผสม (DCs - MCF-7 fusion cells)  

	 และประสิทธภิาพของเซลล์ลูกผสมต่อการเพิม่จ�ำนวนของ T lymphocyte และการท�ำลายเซลล์มะเรง็เต้านม 

	 ของ NK cell ของอาสาสมัคร (Donor) 6 ราย

DCs features (%) Donor Mean (%)

1 2 3 4 5 6

DCs generation 

DCs – MCF-7 fusion cells 

DCs - MCF-7 fusion cells induced 

T cell proliferation 

DCs non - fusion cells induced

T cell proliferation 

DCs - MCF-7 fusion cells induced

NK cell kill MCF-7 cells

DCs non - fusion cells induced 

NK cell kill MCF-7 cells

98

35

72.68

27.13

68.78

23.13

97

33

70.69

25.47

65.79

24.58

96

36

75.89

26.48

67.87

25.34

98

36

74.87

24.15

60.08

23.47

97

34

69.39

22.64

66.89

23.78

98

34

68.49

21.47

64.74

21.89

97.33

34.67

72.00

24.55

65.69

22.91

วิจารณ์

การสร้างเซลล์ลูกผสมเป็นทางเลือกเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของ DCs ในหลอดทดลองเพื่อให้ DCs สามารถ

ตรวจจบั น�ำเสนอเซลล์มะเรง็และกระตุน้การตอบสนองทางภมูคุ้ิมกัน การศกึษานีใ้ช้ polyethylene glycol มวลโมเลกลุ  

1450 ความเข้มข้น 50% ซ่ึงสามารถเพิม่แรงตงึผวิ  ชกัน�ำให้เกดิความไม่เสถยีร ท�ำลายเยือ่หุม้เซลล์ท�ำให้เกดิการเชือ่มกัน 

ระหว่างเซลล์ และไม่เกิดผลเสียต่อเซลล์ (9, 12) เพื่อสร้างเซลล์ลูกผสม DCs จากอาสาสมัครสุขภาพดีกับเซลล์มะเร็ง 

เต้านมเพาะเลี้ยงที่ได้อัตราความส�ำเร็จเฉลี่ย 34.67% สอดคล้องกับรายงานการสร้างเซลล์ลูกผสม DCs-tumor cells 

ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม ที่อัตราส่วน DCs ต่อเซลล์มะเร็ง 3:1 ถึง 10:1 ใน 50% polyethylene glycol พบว่า  

ได้ผลความส�ำเรจ็ 18-71% แตกต่างกนัในผูป่้วยแต่ละราย (13) การสร้างเซลล์ลกูผสมในผู้ป่วยเนือ้งอกไกลโอม่า (Glioma)  

ในอตัราส่วน DCs ต่อเซลล์มะเรง็ 3:1 ใน 50% polyethylene glycol พบว่าได้ผลความส�ำเรจ็ 66.2% (14) และการสร้าง 

เซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งล�ำไส้ ที่อัตราส่วน 10:1 ใน 50% polyethylene glycol พบว่าผลจากเซลล์มะเร็ง

ล�ำไส้เพาะเลี้ยงได้ความส�ำเร็จ 34.50% และผลจากเซลล์มะเร็งล�ำไส้จากตัวผู้ป่วยเองได้ความส�ำเร็จ 33.28% (15) 

ซึ่งปัจจัยที่มีผลต่อความส�ำเร็จการสร้างเซลล์ลูกผสม ได้แก่ แหล่งที่มาของ DCs ชนิดของเซลล์มะเร็งที่น�ำมากระตุ้น 

และวิธีการสร้างเซลล์ลูกผสม (16, 17)
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ผลทดสอบประสิทธภิาพเซลล์ลกูผสม DCs พบว่าเซลล์ลกูผสม DCs ทีเ่ตรยีมจากอาสาสมคัรกบัเซลล์มะเรง็

เต้านมเพาะเลี้ยง สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวน T lymphocyte และเพิ่มประสิทธิภาพ NK cell ให้ท�ำลายเซลล์

มะเร็งเต้านมเพิ่มมากข้ึน สอดคล้องกับรายงานวิจัยอ่ืนที่พบว่าเซลล์ลูกผสม DCs สามารถกระตุ้น T lymphocyte  

เมือ่ทดสอบกับมะเรง็หลายชนิด ท้ังในระดบัห้องปฏิบตักิาร สตัว์ทดลอง และการวจิยัทางคลนิิก ดงัเช่นเซลล์ลกูผสม DCs  

จากผูป่้วยมะเรง็เต้านมสามารถกระตุน้การเพ่ิมจ�ำนวนของ T lymphocyte และเมือ่น�ำไปฉีดกระตุน้ในผูป่้วยมะเรง็เต้านม 

สามารถกระตุ้น CD4+ and CD8+ T lymphocyte ให้สร้างไซโตไคน์ INF-γ เพิ่มมากขึ้น (18, 19) รวมทั้งรายงานวิจัย

ทดสอบเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งเต้านมจากหนูทดลองเพาะเลี้ยงและเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งล�ำไส้  

พบว่ากระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวนของ T lymphocyte และกระตุ้น specific CD8+ T lymphocyte ให้สามารถท�ำลาย

เซลล์มะเร็งล�ำไส้ได้เพ่ิมมากขึ้น (20, 21) เช่นเดียวกับการทดสอบเซลล์ลูกผสม DCs กับเซลล์มะเร็งศีรษะและคอ  

สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวน T lymphocyte และกระตุ้นการสร้าง INF-γ ในระดับสูง และเซลล์ลูกผสมเมื่อน�ำ
ไปฉีดในหนูทดลองที่ท�ำให้ป่วยเป็นมะเร็งศีรษะและคอ พบว่าหนูมีอัตราการรอดชีวิตสูงขึ้น (22) ทั้งนี้อาจเกิดจากการที่  

DCs สามารถน�ำเสนอเซลล์มะเร็งได้ทั้งทาง MHC class I และ MHC class II จึงกระตุ้น T lymphocyte ได้ทั้งชนิด 

T helper cell (CD4+) และ T cytotoxicity cell (CD8+) ท�ำให้เกิดการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันได้มากขึ้น (15, 23) 

การศึกษานี้เป็นการสร้างเซลล์ลูกผสม DCs ที่เตรียมจากอาสาสมัครกับเซลล์มะเร็งเพาะเลี้ยงในห้องปฏิบัติ

การ การศึกษาคุณสมบัติในการกระตุ้นในสัตว์ทดลอง และประยุกต์ใช้เซลล์ลูกผสม DCs ส�ำหรับการศึกษาทางคลินิก

จะน�ำไปสู่การประยุกต์ใช้รักษาผู้ป่วยมะเร็งต่อไป

สรุป

การเพาะเลี้ยง DCs จากอาสาสมัครสุขภาพดีโดยกระตุ้นด้วยเซลล์มะเร็งเต้านมเพาะเลี้ยงเพื่อสร้างเซลล์

ลูกผสมในหลอดทดลอง สามารถกระตุ้นการเพิ่มจ�ำนวน T lymphocyte และเพิ่มประสิทธิภาพ NK Cell ให้ท�ำลาย

เซลล์มะเร็งเต้านมเพิ่มมากขึ้น ซึ่งอาจน�ำไปสู่การศึกษาทางคลินิกเพื่อสร้างเซลล์ลูกผสมส�ำหรับกระตุ้นระบบภูมิคุ้มกัน 

ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม ที่อาจเป็นประโยชน์ต่อการรักษาผู้ป่วยมะเร็งเต้านมแต่ละรายได้ 

กิตติกรรมประกาศ

การศึกษานี้ได้รับการสนับสนุนงบประมาณจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ขอขอบคุณนายแพทย์สมชาย 

แสงกิจพร ที่สนับสนุนการด�ำเนินการวิจัย นายสมภพ คชหาร และ นางสาวทัศนีย์ ทองดี ที่ช่วยเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็ง

เต้านม และขอขอบคุณห้องปฏิบัติการด้านโรคเอดส์และโรคติดต่อทางเพศสัมพันธ์ ศูนย์ความร่วมมือไทย-สหรัฐฯ 

ด้านสาธารณสุขที่ให้ความอนุเคราะห์การใช้เครื่อง Guava® easyCyte Flow Cytometer
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In vitro Generation of Dendritic 
Cell - Breast Cancer Cell Hybrids

For Induction of Cellular Immunity

Supaporn  Suparak* Tawanchai  Sangcharoen* and Busarawan  Sriwanthana**
*National Institute of Health ** Medical Sciences Technical Office, Department of Medical Sciences, 

Tiwanond Road, Nonthaburi 11000, Thailand

Abstract	 Dendritic cells (DCs) of cancer patients are unable to effectively process and present tumor 
associated antigens to immune cells, resulting in a spread of cancer cells. Our study was to enhance in vitro 
efficacy of DCs to further induce activities of T lymphocytes and Natural Killer (NK) cells for inhibition/
reduction of a growth of a breast cancer cell line (MCF-7). Human monocytes, derived from buffy coat  
of six normal blood donors, were positively selected and generated DCs by culturing with recombinant  
GM-CSF and IL-4 for 6 days. Human monocyte-derived DCs were determined by a decrease in a level of CD14  
and an increase in CD11c and HLA-DR levels by flow cytometry. The DCs were further pulsed with breast  
cancer cell lines (MCF-7) to generate DCs - MCF-7 tumor fusion cells with a mean success rate at 34.67%.  
The DCs - MCF-7 fusion cells were able to stimulate T cell proliferation as well as to enhance NK cells  
activities to kill MCF-7 from an average of 22.45% to 72.00% and 22.91% to 65.69%, respectively.  
Our study demonstrated a model for in vitro generation of effective human monocyte derived DCs - tumor 
fusion cells and a possibility to further develop alternative method to treat cancer patients. 

Keywords: Dendritic cells, T lymphocyte, NK cell, MCF-7, breast cancer
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