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บทคัดย่อ 
 Transthyretin (TTR) เป็นหนึ่งในโปรตีนขนสง่ฮอร์โมนไธรอกซินในพลาสมาและไขสนัหลงั เป็นโปรตีนที่ประกอบด้วย 
4 หน่วยย่อยที่เหมือนกัน และมีน า้หนกัโมเลกุล 55 kDa การกลายพนัธุ์ของยีนที่น าไปสู่การเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนเพียง 1 
ต าแหน่ง จะส่งผลให้เกิดเป็น TTR variant ที่เป็นสาเหตุส าคญัของโรค TTR amyloidosis โดย TTR จะเปลี่ยนโครงรูปไปเป็น 
amyloid fibril ที่เป็นพิษ เกิดการสะสมและท าให้การท างานของระบบเซลล์ประสาทผิดปกติ ในบรรดา TTR variants ที่ได้มี
การศกึษาแล้วนัน้ V30M (เมไธโอนีนแทนทีว่าลนีที่ต าแหนง่ 30) เป็นชนิดที่พบบอ่ยที่สดุ ในขณะท่ี L55P (โพรลนีแทนทีล่ิวซีนที่
ต าแหน่ง 55) เป็นชนิดก่อให้เกิดอาการรุนแรงที่สดุ การตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ (cytotoxicity) เป็นวิธีการพืน้ฐาน
ส าหรับวิเคราะห์ amyloidogenicity ของ TTR ในเบือ้งต้น อยา่งไรก็ตาม เซลล์ทีม่ีความจ าเพาะและไวตอ่พิษของ TTR amyloid 
เป็นปัจจยัส าคญัต่อประสิทธิภาพของการทดสอบ การวิจยัครัง้นี ้จึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อศึกษาเปรียบเทียบการตอบสนองของ
เซลล์มนษุย์ต่อพิษ TTR เพื่อค้นหาเซลล์ที่มีความไวและเหมาะสมส าหรับใช้เป็นเคร่ืองมือศกึษา TTR amyloidosis เพิ่มขึน้ ผล
การศกึษาโดยอาศยั recombinant V30M และ L55P เป็นเคร่ืองมือ พบวา่ L55P ถกูชกัน าให้เกิดเป็น soluble aggregate ด้วย
สภาวะกรดได้รวดเร็วกว่า V30M รวมทัง้มีความเป็นพิษต่อเซลล์ ไฟโบรบลาสต์ (fibroblast) ทัง้ชนิด F-N และ F-DS รวมทัง้ 
นิวโรบลาสต์ (neuroblast) ชนิด LAN-5 และ ลิมโฟบลาสต์ (lymphoblast) ที่สูงกว่า V30M นอกจากนี ้จากการศึกษา
เปรียบเทียบแสดงให้เห็นวา่ เซลล์ไฟโบรบลาสต์ ชนิด F-DS มีความไวตอ่พิษของ soluble aggregated TTR มากที่สดุ  
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Abstract 

 Transthyretin ( TTR)  is one of the thyroxine transport protein in the plasma and cerebrospinal fluid.  It is a        
55-kDa homotetrameric protein. The mutation of TTR gene that leads to a single amino acid change of TTR protein 
will result in the TTR variant, which is the major cause of TTR amyloidosis.  TTR mis- folding into toxic amyloid fibril 
found deposited and resulting in dysfunction of the nervous system.  Among the identified TTR variants, V30M 
(methionine for valine substitution at position 30)  is the most common type; whereas, L55P ( proline for leucine 
substitution at position 55)  is the most aggressive type.  To evaluate amyloidogenicity of TTR variants, cytotoxicity 
assay is a primary assessment; however, the sensitivity and specificity of cell to TTR amyloid are the effectiveness 
factors of the assay.  The objective of this research is to comparatively study on the responsiveness of human cell 
types to the toxicity of TTR amyloid in order to identify more cell that is sensitive and appropriate for using as a tool 
in the study of TTR amyloidosis. By using recombinant V30M and L55P as tools, it revealed that L55P was induced 
by acidic condition to form a soluble aggregate faster than V30M, and it was more toxic to the studied cells including 
fibroblasts (F-N and F-DS), neuroblast (LAN-5) and lymphoblast than V30M. In addition, the comparatively results 
showed that F-DS cells were the most sensitive to the toxicity of soluble aggregated TTRs. 
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บทน า 
 Amyloidosis เป็นโรคที่เกิดจากความผิดปกติทางโครงสร้างของโปรตีนตัง้ต้น (precursor protein) ทีม่ีการม้วนพบัผิด
ไปจากธรรมชาติ สง่ผลให้โปรตีนมีสมบตัิที่เปลี่ยนไปจากเดิม โดยเฉพาะความสามารถในการละลายน า้ลดลง เกิดการรวมตวั
เป็นก้อน amyloid (amyloid fibril) สะสมตามเนือ้เยื่อและอวยัวะของร่างกาย (for review, see Tan et al., 1995) ก่อให้เกิดการ
ขดัขวางต่อการท างาน ความเป็นพิษต่อเซลล์ และการตายของเซลล์และเนือ้เยื่อต่าง ๆ ในที่สดุ จนถึงปัจจุบนั ได้มีการค้นพบ
โปรตีนตัง้ต้นหลายชนิด รวมทัง้ transthyretin (TTR) ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีน า้หนักโมเลกุล 55 kDa มีแหล่งสังเคราะห์หลัก             
ในร่างกาย คือ ท่ีตบัและ choroid plexus ของสมอง และบางสว่นที่เรตินา ตบัอ่อน ไต และ เซลล์ประสาทบางชนิด (Cascella 
et al., 2013) ท าหน้าที่ส าคญัในการขนสง่ฮอร์โมน thyroxine  

ความผิดปกติหรือการกลายพนัธุ์ของยีนโปรตีน TTR เป็นสาเหตุของโรค TTR amyloidosis (Christmanson et al., 
1991; Sousa and Saraiva, 2003; Barreiros et al., 2015) เนื่องจากท าให้โปรตีนหน่วยย่อยมีการพบัม้วน (protein folding) 
ที่ผิดปกติ ส่งผลให้ความเสถียรทางโครงสร้าง tetramer ลดลง เมื่อสภาวะแวดล้อมในร่างกายมีการเปลี่ยนแปลง TTR ในรูป 
tetramer จึงมีแนวโน้มสงูที่จะเกิดการแยกตวัออกเป็นหน่วยยอ่ยที่ไมส่ามารถกลบัมารวมตวัเป็นโครงสร้าง tetramer ได้ดงัเดิม 
แต่จะมีการพฒันาไปเป็นก้อน amyloid ด้วยกระบวนการ fibrillation โดยมีขัน้ตอนเร่ิมจากหน่วยย่อยจบัตวักนัเป็นโมเลกุลคู่ 
(dimers) แล้วพฒันาไปเป็น oligomers หรือ soluble aggregate ขนาดเลก็ และ amyloid fibril หรือ aggregate ที่มีขนาดใหญ่ 
ในท่ีสดุ (Dasari et al., 2019, 2020; Ferreira et al., 2019) จากงานวิจยัที่ผา่นมาหลายชิน้ ชีแ้ละยืนยนัวา่ soluble aggregate 
เป็นรูปแบบของโปรตีน ที่ท าให้เกิดพิษและน าสูก่ารตายของเซลล์สงูที่สดุ (Dasari et al., 2019) การสะสมของ TTR amyloid 
fibril มกัพบตามเนือ้เยื่อระบบประสาท สมอง และไขสนัหลงั สง่ผลกระทบตอ่การท างานของระบบประสาทรอบนอก ท าให้การ
รับความรู้สกึของร่างกายท างานช้าลงและกล้ามเนือ้ออ่นแรง เป็นต้น รวมทัง้สง่ผลกระทบตอ่ระบบประสาทอตัโนมตัิ และอวยัวะ
ส าคญัตา่ง ๆ  เช่น หวัใจ ตา เป็นต้น (for review, see Richardson, 2007) โรค TTR amyloidosis  นีส้ามารถจ าแนกได้ตามชนดิ
ของ TTR ที่เป็นสาเหต ุคือ senile systemic amyloidosis (SSA) เกิดจากการสะสม amyloid ของ TTR ชนิด wild-type (WT) 
มักพบในผู้ สูงอายุ 80 ปีขึน้ไป (Sorgjerd et al., 2008; Saelice et al., 2015) และ familial amyloidosis (familial amyloid 
polyneuropathy; FAP และ familial amyloid cardiomyopathy; FAC) ที่เกิดจาก TTR กลายพนัธุ์  (TTR variant) โดยที่ FAP 
สง่ผลกระทบตอ่ระบบประสาท พบได้ในผู้ทีม่ีอายตุัง้แตว่ยัรุ่นจนถึง 60 ปี ในขณะท่ี FAC สง่ผลกระทบตอ่ระบบหวัใจ พบในคน
ที่มีอายมุากกวา่ 40 ปีขึน้ไป (Jacobson & Buxaum, 1991) ผลจากการวิจยัจนถึงปัจจบุนั พบการเปลีย่นแปลงของกรดอะมิโน
บนโมเลกุล TTR มากกว่า 48 ต าแหน่งที่สมัพันธ์กับโรค TTR amyloidosis (for review, see Park et al., 2019) โดยที่ TTR 
variant ชนิด V30M (กรดอะมิโนวาลีน ที่ต าแหน่ง 30 ถกูแทนที่ด้วยกรดอะมิโนเมไธโอนีน) เป็นชนิดที่ก่อให้เกิดโรค FAP ที่พบ
ได้บอ่ยที่สดุ และ L55P (กรดอะมิโนลวิซีน ที่ต าแหนง่ 55 ถกูแทนท่ีด้วยกรดอะมิโนโพรลนี) เป็นชนิดที่เกิดเป็น amyloid fibril ได้
เร็วและก่อให้เกิดอาการรุนแรงที่สดุ (Jacobson et al., 1992; Lashuel et al., 1998) และ TTR variant ทัง้ 2 ชนิดนี ้มกัถกูใช้
เป็นเคร่ืองมือในการทดสอบเพื่อหาวิธีการรักษาหรือยบัยัง้โรค TTR amyloidosis 
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 เนื่องจากตบัเป็นอวยัวะหลกัในการสร้าง TTR  การรักษาโรค TTR amyloidosis ด้วยการเปลี่ยนถ่ายตบั (Orthotopic 
liver transplantation; OLT) นบัวา่เป็นวิธีการที่มีประสทิธิภาพและเป็นที่นิยมมากที่สดุ (Holmgren et al., 1993; Hund et al., 
2001) อย่างไรก็ตาม วิธีการดงักล่าวยงัไม่สามารถประสบความส าเร็จในระยะยาว เนื่องจาก TTR ยงัคงมีการสงัเคราะห์ที่
อวยัวะอื่น ๆ ได้ จึงมีการศกึษาค้นคว้าเพื่อหาวิธีการรักษาโดยวิธีการอื่น  ซึ่งพบว่าสารโมเลกลุขนาดเล็กบางชนิดทีช่่วยให้ TTR 
มีความสามารถในการคงรูปโครงสร้างจตุรภูมิ (TTR tetramer) เพิ่มขึน้ (Peterson et al., 1998) สามารถชะลอการเกิดเป็น 
amyloid fibril และอาการของโรคได้ น าสูก่ารรักษาโดยเพิ่มการคงรูปให้กบั TTR กลายพนัธุ์ (Yiannopoulou & Papageorgiou, 
2003; Kawas, 2006; Garcia-Alloza et al., 2007; Coelho et al., 2013) ซึ่งการค้นหาสารขนาดเล็กด้วยการทดสอบในระดบั
หลอดทดลอง (in vitro) เพื่อใช้เป็นยารักษาแบบใหมน่ัน้ การทดสอบความเป็นพิษตอ่เซลล์ ถกูน ามาใช้เป็นเคร่ืองมอืและตวัชีว้ดั
ที่ส าคญัในการประเมินผลทางชีวภาพของสารเป้าหมาย โดยที่ชนิดของเซลล์ที่เลือกใช้ในการทดสอบนัน้เป็นปัจจยัส าคญัต่อ
ความถกูต้องของผลประเมินที่ได้รับจากการทดสอบ งานวิจยัชิน้นี ้จึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อเปรียบเทียบการตอบสนองต่อความ
เป็นพิษของ TTR ของเซลล์มนษุย์ชนิดตา่ง ๆ เพื่อให้ได้ข้อมลูของความไวและความเหมาะสมส าหรับใช้ในการทดสอบ เพื่อเพิ่ม
ประสทิธิภาพของวิธีการที่ใช้ในการวิเคราะห์และศกึษาโรค TTR amyloidosis ที่เกิดจาก TTR กลายพนัธุ์ 
 
วิธีด าเนินการวิจัย 
การเตรียมโปรตีน TTR กลายพนัธุ์ ชนิด V30M และ L55P 
 ในการผลิตโปรตีน V30M และ L55P อาศยัยีสต์ Pichia pastoris strain GS115 (P. pastoris) ที่มี cDNA ของ TTR 
กลายพนัธุ์ดงักล่าว โดยวิธีการที่เคยมีการรายงาน (Kaewmeechai et al., 2019) โดยเร่ิมจาก ท าการเลือกโคโลนีเดี่ยวของ 
P. pastoris บนจานเพาะเลีย้งที่มีอาหารแข็ง yeast peptone dextrose (YPD) มาเลีย้งในอาหารเหลวชนิด buffered medium 
containing glycerol (BMGY) เพื่อเพิ่มปริมาณเซลล์ ท่ีอณุหภมูิ 28°C เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง จากนัน้ป่ันแยกเซลล์ด้วยเทคนคิ 
centrifugation ที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที แล้วน าไปเลีย้งต่อในอาหารเหลวชนิด buffered methanol 
complex medium (BMMY) เพื่อกระตุ้นให้มีการผลิตและหลัง่โปรตีนเป้าหมายออกสู่ภายนอกเซลล์ ที่อุณหภูมิ 28°C เป็น
ระยะเวลา 3 วนั ตามวิธีการท่ีเคยมีการรายงาน (Prapunpoj et al., 2002) กลา่วคือ ท าการสุม่เก็บน า้เพาะเลีย้งหลงัการกระตุ้น
ในแตล่ะวนั เพื่อน าไปแยกเอาเซลล์ออกและวิเคราะห์หาปริมาณการสงัเคราะห์ TTR ในสารละลายสว่นใส ด้วยวิธี 10% Native-
PAGE (10% separating และ 4% stacking gel) และท าการย้อมสีด้วย silver staining  เมื่อท าการกระตุ้นครบ 3 วนัแล้ว จึง
ท าการเก็บน า้เพาะเลีย้งทัง้หมด เพื่อท าการป่ันแยกเอาเซลล์ออก แล้วน าสารละลายสว่นใสที่ได้ ไปเพิ่มความเข้มข้นโดยวิธีการ 
ultrafiltration และแยก TTR กลายพนัธุ์ที่ยีสต์สงัเคราะห์ได้ให้บริสทุธ์ิ โดยวิธี preparative native PAGE (12% resolving gel 
และ 4% stacking gel; Prep Cell 491) แล้วจึงท าการตรวจสอบความบริสุทธ์ิด้วยวิธี 10% Native-PAGE และ 12% SDS-
PAGE (12% separating และ 4% stacking gel) และย้อมสีด้วยวิธี Coomassie blue staining จากนัน้ น าโปรตีนท่ีบริสุทธ์ิ
แล้วไปเพิ่มความเข้มข้นด้วยวิธีการ ultrafiltration และท าให้ปราศจากเชือ้โดยกรองผ่าน membrane ขนาด 0.2 µm รวมทัง้หา
ปริมาณด้วยวิธี Bradford (Bradford, 1976) ก่อนน าไปเก็บไว้ที่ -20oC เพื่อใช้ในการศกึษาขัน้ตอ่ไป 
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การเตรียม V30M และ L55P ใหอ้ยู่ในรูป soluble aggregates 
เตรียม V30M และ L55P ให้อยู่ในรูป soluble aggregates โดยเจือจางโปรตีนเป้าหมายด้วยสารละลายบฟัเฟอร์         

(0.2 M sodium acetate, pH 4.2, 0.4 M KCl, 0.4 mM EDTA) ที่ปราศจากเชือ้ ให้มีความเข้มข้นเท่ากบั 10 µM จากนัน้น าไป
บ่มที่ 37°C ในที่มืด เป็นเวลา 24 ชั่วโมง แล้วจึงปรับสภาพสารละลายให้ค่า pH เป็นกลาง น าไปวิเคราะห์โครงสร้าง                         
ในรูป soluble aggregate ด้วยวิธี 12% SDS-PAGE ในสภาวะที่มีความแตกต่างของปัจจัย คือ อุณหภูมิและสารดีริวซ์                            

(-mercaptoethanol) แล้วท าการย้อมสีด้วยวิธี Coomassie blue staining เพื่อเปรียบเทียบผล และยืนยันผลอีกครัง้                       
ด้วย 10% Native-PAGE และย้อมด้วย silver staining  
การเพาะเลีย้งเซลล์ 

การศึกษาครัง้นี ้ได้รับอนุเคราะห์เซลล์ไลน์ของมนษุย์ชนิดนิวโรบลาสต์ (LAN-5), ไฟโบรบลาสต์ (ชนิด F-N และ F-
DS) และ ลิมโฟบลาสต์ จากสถาบนัราชานกุลู โดยที่เซลล์ไฟโบรบลาสต์ชนิด F-N และ F-DS เป็นเซลล์ที่สถาบนัฯ พฒันาจาก
เซลล์ชัน้ผิวหนงัของคนปกติและผู้ที่มีอาการดาวน์ซินโดรม ตามล าดบั ในขณะที่ เซลล์ลิมโฟบลาสต์พฒันามาจากการชกัน า
เซลล์เม็ดเลอืดขาวด้วยไวรัสชนิด Epstein-Barr สายพนัธุ์ EBV-95 

เพื่อใช้ในการศึกษาครัง้นี ้เซลล์ไลน์ดงักลา่วถกูน ามาเพาะเลีย้งเพิ่มปริมาณในอาหารเลีย้งที่แตกต่างกนั คือ ท าการ
เลีย้งเซลล์ชนิดนิวโรบลาสต์ (LAN-5) และไฟโบรบลาสต์ ในอาหาร Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ที่มี  
10% fetal bovine serum (FBS), 10 mM HEPES (4-(2-hyroxyethyl)-1-pipetrazineethnesulfonic acid), 2 mM L-glutamine, 
50 Units/ml penicillin, 50 µg/ml streptomycin ที่อณุหภมูิ 37°C ความชืน้ 95% และ 5% CO2 ในขณะที่เซลล์ลิมโฟบลาสต์ 
ท าการเพาะเลีย้งในอาหาร RPMI-1640 ที่ประกอบไปด้วย 10% FBS ที่อณุหภมูิ 37°C ความชืน้ 95% และ 5% CO2 
การวิเคราะห์ความเป็นพิษของ V30M และ L55P ต่อเซลล์  

กรณีใช้เซลล์นิวโรบลาสต์และไฟโบรบลาสต์ในการทดสอบ: ท าการแยกให้เป็นเซลล์เดี่ยวด้วย 0.25% Trypsin-EDTA 
แล้วจึงน าใส่ลงในหลุมทดสอบ (96-well plate) โดยแต่ละหลุมมีปริมาณของเซลล์นิวโรบลาสต์และไฟโบรบลาสต์ เท่ากับ                 
4 104 เซลล์ และ 2 103 เซลล์ ตามล าดบั จากนัน้บ่มเป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง เพื่อให้เกิดการเกาะของเซลล์กบัหลมุทดสอบ 
ก่อนท าการทดสอบ 

กรณีใช้เซลล์ลมิโฟบลาสต์ในการทดสอบ: ท าการแยกให้เป็นเซลล์เดี่ยว โดยใช้ปิเปตเป่าเบาๆ จากนัน้น าเซลล์ใสล่งใน
หลมุทดสอบ ทีม่ีปริมาณของเซลล์ในแตล่ะหลมุ เทา่กบั 104 เซลล์ บม่เซลล์ไว้เป็นเวลา 16-18 ชัว่โมง ก่อนท าการทดสอบ 

ท าการปรับสภาวะของสารละลาย soluble aggregated V30M และ L55P ให้กลบัมาเป็นกลาง และมีความเข้มข้น
สดุท้ายเป็น 1 และ 2 µM ด้วยอาหารเลีย้งที่ปราศจากซีร่ัม ที่มี 0.4 M HEPES-NaOH, pH 10 เป็นองค์ประกอบ (ใช้อาหารเลีย้ง
ชนิด DMEM ส าหรับเซลล์นิวโรบลาสต์และไฟโบรบลาสต์ ใช้อาหารเลีย้งชนิด RPMI-1640 ส าหรับเซลล์ลิมโฟบลาสต์ และใช้
อาหารเลีย้งผสมกับ 0.4 M HEPES-NaOH, pH 10 เป็นตวัควบคมุ) แล้วท าการบ่มกบัเซลล์ ที่อุณหภูมิ 37°C ความชืน้ 95% 
และ 5% CO2 เป็นเวลา 72 ชั่วโมง แล้วจึงประเมินการรอดของเซลล์ด้วยเทคนิค MTT (3[4,5-dimethylthiazol-2-y]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, a tetrazole; บริษัท Roche Life Science) โดยวดัค่าการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาด้วยเคร่ือง 
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microplate reader ที่ความยาวคลื่น 570 nm และความความยาวคลื่นอ้างอิง 650 nm ค านวณเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของ
เซลล์ ตามวิธีการของบริษัท เทียบกบัเซลล์ที่ไมไ่ด้รับโปรตีนทดสอบ 
การวิเคราะห์ข้อมูลและการวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 น าผลเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์ที่ได้มาวิเคราะห์ผลทางสถิติโดยการใช้ Two-way ANOVA ส าหรับการ
เปรียบเทียบผลระหว่างเซลล์และโปรตีนทกุชนิดที่ทดสอบและใช้ One-way ANOVA ส าหรับการเปรียบเทียบผลระหว่างเซลล์
แต่ละชนิดกับโปรตีนที่สภาวะเดียวกัน (โปรตีนชนิดเดียวกันและความเข้มข้นเดียวกนั)  และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
คา่เฉลีย่ด้วยวิธี Tukey’s HSD test ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 
ผลการวิจัย 
การผลิตและวิเคราะห์โปรตีน TTR กลายพนัธุ์ ชนิด V30M และ L55P 
 เมื่อท าการกระตุ้นเซลล์ยีสต์ที่มี cDNA ของ TTR กลายพนัธุ์  V30M หรือ L55P ด้วยเมทานอลเป็นเวลา 3 วนั  พบว่า 
TTR กลายพนัธุ์ทัง้ 2 ชนิด ได้มีการผลิตและหลัง่ออกมาภายนอกเซลล์ยีสต์ได้ในรูป tetramer (ภาพที่ 1) โดยที่การผลิต V30M 
(ภาพที่ 1A) และ L55P (ภาพที่ 1B) เกิดขึน้ตัง้แตว่นัแรกของการกระตุ้นด้วยเมทานอล และปริมาณการผลติเพิ่มสงูมากที่สดุใน
วนัที่สามของการกระตุ้น นอกจากนี ้พบการสงัเคราะห์โปรตีนอื่นที่ไม่ใช่ TTR ร่วมด้วย ซึ่งมีปริมาณเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการ
กระตุ้น โดยเฉพาะในการผลติ V30M 
 
 
 
 
 
 
 
    ภาพที่ 1  การวิเคราะห์การผลติ V30M (A) และ L55P (B) หลงัการกระตุ้นด้วยเมทานอล โดย Native-PAGE  
                   และย้อมด้วย silver staining 1, 2 และ 3 แสดงถึงจ านวนวนัท่ีเซลล์ยีสต์ได้รับการกระตุ้นด้วยเมทานอล;  
                   HP คือ พลาสมา ทีใ่ช้เป็น marker เพื่อระบตุ าแหนง่ของ TTR ในพลาสมา; ALB และ TTR คือ ต าแหนง่ 
                  อลับมูินและ TTR ในพลาสมา ตามล าดบั 

 
การวิเคราะห์เปรียบเทียบคุณสมบัติการเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าภายใต้สภาวะธรรมชาติที่ทดสอบโดยอาศัย                  

เทคนิค Native-PAGE ของ TTR กลายพนัธุ์ที่ผ่านกระบวนการท าให้บริสทุธ์ิด้วยวิธี preparative Native-PAGE แล้วนัน้ พบวา่ 
ทัง้ V30M และ L55P ที่ผลิตได้ในรูป tetramer เคลื่อนที่ได้เร็วกวา่อลับมูินในพลาสมาและเคลือ่นท่ีได้เร็วกวา่ TTR ปกติที่อยูใ่น

HP    1     2     3 

B A 

HP    1              2              3 

ALB 

TTR 
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พลาสมาเล็กน้อย (ภาพที่ 2A) ในขณะที่ ทัง้ V30M และ L55P เคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้าภายใต้สภาวะสญูเสียสภาพธรรมชาติ       
ซึ่งทดสอบโดยอาศยัเทคนิค SDS-PAGE ได้ในอตัราเร็วเท่ากบั TTR ปกติ (ภาพที่ 2B) และเมื่อค านวณหาค่าน า้หนกัโมเลกุล
ของหน่วยย่อย (monomer) จากค่าการเคลื่อนที่ภายใต้สภาวะสญูเสียสภาพธรรมชาติ ที่สมัพทัธ์กับการเคลื่อนที่ของโปรตีน
มาตรฐาน (Rf values) พบวา่ทัง้ TTR ปกติ และ TTR กลายพนัธุ์ทัง้ 2 ชนิด มีน า้หนกัโมเลกลุของหนว่ยย่อยใกล้เคียงกนั คืออยู่
ในช่วงประมาณ 17-20 กิโลดาลตนั  
 
 
 
 
 
 
 
 
       ภาพที่ 2 แสดงการวิเคราะห์เปรียบเทยีบสมบตัิการเคลือ่นท่ีในสนามไฟฟ้าภายใต้สภาวะสภาพธรรมชาต ิ
                      และขนาดน า้หนกัโมเลกลุหนว่ยยอ่ยของ TTR ปกต ิ(1), V30M (2) และ L55P (3) โดยอาศยั 10%  
                      Native-PAGE (A) และ 12% SDS-PAGE (B) และย้อมด้วย Coomassie blue staining 

HPc คือ พลาสมาที่ได้ลดปริมาณอลับมูินบางสว่นออกด้วยวิธีโคราโทกราฟีแบบแอฟฟินิตี (affinity 
chromatography) ท่ีมี Cibacron Blue 3GA เป็นลแิกนด์ (ligand) และใช้เป็น marker เพื่อแสดง 
ต าแหนง่ของ TTR ในพลาสมา; M คือ low molecular weight protein markers 

 
เปรียบเทียบรูปแบบของ V30M และ L55P ก่อนและหลงัการชกัน าใหเ้กิดเป็น soluble aggregates  
 จากรายงานวิจยัที่ผา่นมา ชีใ้ห้เห็นวา่การเปลีย่นแปลงจาก TTR tetramer ไปเป็น amyloid fibril นัน้ มีขัน้ตอนเร่ิมจาก
การแยก TTR tetramer ไปเป็นหน่วยย่อย (monomer) ก่อน จากนัน้ หน่วยย่อยเหล่านีจ้ึงมีการจับและรวมตวักันในรูปของ 
โมเลกุลคู่ (dimers) soluble aggregated (หรือ oligomers) และ amyloid fibril ที่มีน า้หนักโมเลกุลเพิ่มมากขึน้ ตามล าดบั 
(Dasari et al., 2019, 2020) นอกจากนี ้กระบวนการเปลีย่นแปลงดงักลา่ว สามารถชกัน าให้เกิดขึน้ได้ในหลอดทดลอง ภายใต้
สภาวะที่เป็นกรด ในการทดลองครัง้นี ้จึงได้ท าการชกัน าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ TTR กลายพนัธุ์ทัง้ V30M และ 
L55P ด้วยสภาวะที่เป็นกรด และเปรียบเทียบรูปแบบก่อนและหลงัชกัน า กบั TTR ปกติ โดยอาศยั 12% SDS-PAGE  ที่ไมเ่ติม 

-mercaptoethanol และไม่ท าการต้ม พบว่าทัง้ V30M และ L55P ที่ถูกชักน าด้วยกรดมีโครงสร้างในรูปแบบหน่วยย่อย 
(monomer) ที่มีน า้หนักประมาณ 17-20 kDa โดยไม่พบโครงสร้างในรูปแบบโมเลกุลคู่ (dimer) ที่มีขนาดน า้หนักโมเลกุล
ประมาณ 28-30 kDa  ในขณะที่ TTR ปกติ V30M และ L55P ที่ไม่ได้ผ่านการชกัน าด้วยสภาวะกรด สามารถสงัเกตเห็นได้ทัง้
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โครงสร้างแบบหน่วยยอ่ยและโมเลกลุคู ่(ภาพที่ 3A)  นอกจากนี ้การวิเคราะห์ด้วย 10% Native-PAGE (ภาพที่ 3B) ยืนยนัการ
เปลี่ยนแปลงทางโครงสร้างไปเป็น soluble aggregate ของ TTR กลายพนัธุ์  โดยที่ ทัง้ V30M และ L55P มีโครงสร้างจตรุภมูิ 
(TTR tetramer) ที่เปลี่ยนแปลงไปหลงัการชกัน าด้วยสภาวะกรด (ภาพที่ 3B เลน 4-5) กลา่วคือ แถบโปรตีน ณ ต าแหน่งของ 
TTR มีความสเมียร์เพิ่มขึน้และสีที่จางลงกว่า TTR ที่ไม่ได้ผ่านการชกัน าด้วยสภาวะกรด นอกจากนี ้เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง 
V30M และ L55P ที่ถกูชกัน าด้วยสภาวะกรด พบว่าแถบโปรตีน L55P มีความสเมียร์เพิ่มขึน้และสีทีจ่างลงมากกวา่แถบโปรตีน 
V30M อยา่งเห็นได้ชดั (ภาพท่ี 3B เลน 4-5) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3  การวิเคราะห์ด้วย 12% SDS-PAGE ย้อมเจลด้วย Coomassie blue staining (A) และ 10% Native-PAGE  
                ย้อมเจลด้วย silver staining (B) เพื่อแสดงผลการชกัน าการเปลีย่นแปลงโครงสร้างของ V30M และ L55P  
                ด้วยสภาวะกรด M คอื molecular weight markers; 1, 2, 3 คือ TTR ปกติ, V30M และ L55P ที่ไมไ่ด้มีการชกัน า 
                ด้วยสภาวะกรด ตามล าดบั; 4 และ 5 คือ V30M และ L55P ที่มีการชกัน าให้เปลีย่นแปลงไปเป็น soluble  
                aggregates ด้วยสภาวะกรด ตามล าดบั; HPc คือ พลาสมาที่ผา่นการก าจดัอลับมูินออกบางสว่นออกด้วยวิธี 
                โคราโทกราฟีแบบแอฟฟินิตี (affinity chromatography) ท่ีมี Cibacron Blue 3GA เป็นลแิกนด์ (ligand);  
                ต าแหนง่ monomer และ dimer ของ TTR แสดงด้วยหวัลกูศรและลกูศร ตามล าดบั; ALB และ TTR คือ ต าแหนง่ 
                อลับมูินและ TTR ในพลาสมา; ต าแหนง่ที่ตรงกบั native TTR ใน HPc แสดงด้วยลกูศรเส้นประ 
 
ผลการทดสอบความเป็นพิษของ V30M และ L55P ต่อเซลล์ชนิดต่างๆ 
 การวิเคราะห์เปรียบเทียบความเป็นพิษต่อเซลล์ ระหว่าง V30M และ L55P ที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงโครงรูป และที่มี
การเปลี่ยนแปลงโครงรูปภายหลังการชักน าด้วยสภาวะกรดไปเป็น soluble aggregates โดยวิธี MTT และแสดงผลเป็น
เปอร์เซ็นต์ของอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ (ตารางที่ 1และ ภาพที่ 4) นัน้ พบวา่ที่ความเข้มข้นเพียง 2 µM สามารถเห็นผลความ

B 

β-ME and heat no β-ME, no heat 

1        2        3        1         2       3        4         5 
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เป็นพิษของโปรตีน V30M และ L55P ได้ โดยที่  soluble aggregated V30M แสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ชนิด F-DS > 
Lymphoblast > F-N > Neuroblast โดยมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์แต่ละชนิด เท่ากับ 40.90 ± 2.37%, 
48.35 ± 11.30%, 50.36 ± 4.86% และ 54.83 ± 2.71% ตามล าดบั ส าหรับ L55P ที่ความเข้มข้นเดียวกนั มีพิษต่อเซลล์ชนิด  
F-DS > Neuroblast > F-N > Lymphoblast โดยมีค่าเฉลี่ยของเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตของเซลล์แต่ละชนิด เท่ากับ 13.52  ± 
3.62%, 36.32 ± 1.91%, 38.27 ± 1.78% และ 40.14 ± 12.30%  ตามล าดบั ผลการวิเคราะห์ข้อมลูด้วย One-way ANOVA 
แสดงให้เห็นวา่ เมื่อเปรียบเทียบการตอบสนองของเซลล์แตล่ะชนิดที่ได้ศกึษาในครัง้นี ้เซลล์ชนิด F-DS เป็นเซลล์ที่มีความไวตอ่
ความเป็นพิษของทัง้ V30M และ L55P ที่ความเข้มข้น  2 µM สงูที่สดุ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p < 0.05 
 ผลจากการศึกษาลกัษณะภายนอกของเซลล์ภายหลงัการบ่มกับ TTR แต่ละชนิด เป็นเวลา 72 ชั่วโมง ด้วยกล้อง
จลุทรรศน์ชนิดหวักลบั พบวา่เมื่อทดสอบกบั V30M และ L55P ก่อนชกัน าด้วยสภาวะกรด เซลล์ไฟโบรบลาสต์และนิวโรบลาสที่
ใช้ทดสอบ มีรูปร่างหรือลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเซลล์โดยทัว่ไป ไม่แตกต่างจากเซลล์ในชดุควบคมุ (control) ที่มีเฉพาะ
อาหารเลีย้งเซลล์ ในทางกลบักนัเมื่อทดสอบกบั soluble aggregate ทัง้ V30M และ L55P ที่ความเข้มข้นสดุท้ายเทา่กบั 1 และ 
2 µM พบเซลล์ที่มีรูปร่างผิดปกติ โดยเฉพาะเซลล์ F-DS พบจ านวนเซลล์ที่มีลักษณะบวม (คาดว่าเกิด blebbing) หรือ
เปลี่ยนแปลงไปจากที่สังเกตได้จากเซลล์ชุด control เพิ่มมากขึน้ หลังการทดสอบกับ 1 และ 2 µM solule aggregate                 
(ภาพที่ 5) ซึง่ผลที่ได้สอดคล้องกบัผลการทดลองด้วยวิธี MTT 
ตารางที่ 1 เปอร์เซ็นต์การรอดชีวติของเซลล์ทดสอบเมื่อได้รับ TTR ชนิดตา่งๆ  ด้วยวิธี MTT 

ชนิดของ TTR 
ความ
เข้มข้น 

ชนิดเซลล์ 
P-value 

( = 0.05) 
F-DS F-N LAN-5 ลมิโฟบลาสต์ 

การรอดชีวิตของเซลล์ (%) 

V30M 

Non-
aggregate 

1 µM 86.14 ±  4.28 78.77 ± 3.41 95.00 ± 1.85 70.92 ± 19.18 0.01 
2 µM 73.97 ± 8.14 73.50 ± 6.84 82.78 ± 6.28 57.84 ± 7.81 0.01 

Soluble 
aggregate 

1 µM 61.70 ± 12.94 69.64 ± 3.00 70.83 ± 5.35 68.94 ± 2.98 0.23 
2 µM 40.90 ± 2.37 50.36 ± 4.86 54.83 ± 2.71 48.35 ± 11.30 0.023 

L55P 

Non-
aggregate 

1 µM 80.57 ± 5.54 78.77 ± 2.75 81.97 ±  2.98 85.39 ± 32.45 0.92 

2 µM 72.56 ± 5.06 68.83 ± 7.32 79.06 ± 5.33 59.14 ±  7.77 0.00 

Soluble 
aggregate 

1 µM 23.98 ± 3.94 44.51 ± 5.80 46.17 ± 1.18 66.10 ± 7.92 0.00 

2 µM 13.52 ± 3.62 38.27 ± 1.78 36.32 ± 1.91 40.14 ± 12.30 0.00 
หมายเหต ุ   คา่ที่แสดงเป็นคา่เฉลีย่ของเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิตจากการทดลอง 5 ซ า้ ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
                   แสดงถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติโดย One-way ANOVA ระหวา่งเซลล์แตล่ะชนิดกบัโปรตีน 
                  สภาวะเดียวกนั ที่ p < 0.05  
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     ภาพที่ 4 กราฟเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ระหวา่งชนิดของ TTR กลายพนัธุ์และความเข้มข้นที่ใช้กบัเปอร์เซน็ต์ 

        การรอดชีวิตของเซลล์ชนิดตา่ง ๆ ที่ได้รับ  V30M และ L55P ที่ไมไ่ด้ชกัน า (A) และ ที่ชกัน าให้เกิดเป็น  
        soluble aggregates ด้วยสภาวะกรด (B) กบัเซลล์ชนิดตา่งๆ เป็นเวลา 72 ชัว่โมง  

(* แทนความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบระหวา่งเซลล์แตล่ะชนิดที่ได้รับโปรตีน 
 ชนิดเดยีวกนั ที่ p < 0.05 โดย One-Way ANOVA และ a แทนความแตกตา่งเมื่อเปรียบเทียบโปรตีน 
 ที่ตา่งชนดิกนัในแตล่ะเซลล์ โดย Two-Way ANOVA; error bar แสดงคา่ความคลาดเคลือ่นของคา่ 
 เปอร์เซ็นต์เฉลีย่ของการรอดชีวิตของเซลล์) 
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    ภาพที่ 5  เปรียบเทียบสณัฐานวิทยาของเซลล์ F-DS ชดุควบคมุ (F-DS control) กบัเซลล์ที่ท าการบม่กบั V30M และ 

L55P ทัง้ก่อนและหลงัการชกัน าให้เกิดเป็น soluble aggregates ที่ความเข้มข้น 2 µM เป็นเวลา 72 ชัว่โมง 

ภายใต้กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบัก าลงัขยาย 10X 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
เนื่องจากยีนของ TTR กลายพนัธุ์ถกูน าใสเ่ข้าไประหวา่งล าดบัเบส AOX1 promoter และ terminator ของ expression 

vector ที่ใช้เป็นพาหะน าชิน้ยีนเข้าสูเ่ซลล์ยีสต์  โดยที่การท างานของ AOX1 promoter ถกูกระตุ้นได้ด้วยเมทานอล และสง่ผล
ท าให้ยีนที่อยูภ่ายใต้การควบคมุของ AOX1 promoter สามารถเกิดการแสดงออกได้ (Vogl and Glieder, 2013) การสงัเคราะห์ 
V30M และ L55P ในการทดลองครัง้นี ้ยีนของโปรตีนทัง้ 2 ชนิด ถกูควบคมุและสามารถแสดงออกได้อยา่งสมบรูณ์ ภายใต้การ
ท างานของ AOX1 promoter เช่นเดียวกบัท่ีเคยมีการรายงานในครัง้ก่อนหน้านี ้(Kaewmeechai et al., 2019) 

การใช้ P. pastoris เป็นเคร่ืองมือในการผลิตโปรตีนเป้าหมาย มีข้อดีและได้เปรียบกว่าการใช้ระบบการผลิตโปรตีน
ของแบคทีเรีย คือ ยีสต์มีกระบวนการ posttranslational modifications เช่นเดียวกับที่พบในสิ่งมีชีวิตจ าพวกยูคาริโอต 
โดยเฉพาะ การม้วนพบัของโปรตีน (protein folding) และการเติมน า้ตาล (glycosylation) (Cereghino and Cregg, 2000) 
นอกจากนี ้ยีสต์จะหลัง่โปรตีนที่เป็นโปรตีนลกูผสมออกสู่ภายนอกเซลล์เป็นสว่นใหญ่ ท าให้ง่ายต่อการแยกโปรตีนเป้าหมาย            
ในขัน้ตอนต่อไป โดยเฉพาะ การอาศยัเทคนิค preparative native-PAGE  อย่างไรก็ตาม มีการรายงานถึงผลกระทบจากการ
เติมน า้ตาลบนโมเลกุลของโปรตีนที่ผลิตโดยอาศยัระบบของยีสต์ต่อโครงสร้างและการท างานที่ไมส่มบรูณ์ของโปรตีนดงักลา่ว 

F-DS control 2 M V30M 2M soluble aggregated V30M 

2 M L55P 2 M soluble aggregated L55P 
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(for review, see Daly & Hearn, 2005) เมื่อพิจารณาล าดบักรดอะมิโนของ TTR ในคน พบว่ามีต าแหน่งกรดอะมิโนที่สามารถ
เกิดการเติมน า้ตาลได้ อย่างไรก็ตาม ในธรรมชาติไม่พบการเติมน า้ตาลบนโมเลกุลของ TTR ในคนปกติ  ผลการวิเคราะห์
คณุสมบตัิของ TTR กลายพนัธุ์ โดยวิธี Native-PAGE และ SDS-PAGE ที่ได้จากการศกึษาในครัง้นี ้สอดคล้องกบัการรายงานท่ี
ผ่านมา กลา่วคือ TTR ของสตัว์มีกระดกูสนัหลงัชัน้สงู ยกเว้น หมู (Duan et al., 1995) สามารถเคลื่อนท่ีในสนามไฟฟ้าภายใต้
สภาวะธรรมชาติเร็วกวา่อลับมูิน และน า้หนกัโมเลกลุของหนว่ยยอ่ยของ TTR ในสตัว์มีกระดกูสนัหลงัที่ได้มีการศกึษาสว่นใหญ่ 
อยู่ในช่วง 15-20 kDa (Prapunpoj et al., 2000, 2002; Tola et al., 2019) นอกจากนีย้งัสนบัสนนุได้ว่า ทัง้ V30M และ L55P 
ที่ผลิตได้ในการศึกษาครัง้นี ้มีโครงสร้างที่อยู่ในรูปแบบ tetramer ที่มีการม้วนพบัอย่างสมบูรณ์และไม่เกิดการเติมน า้ตาลที่
สง่ผลกระทบถึงโครงรูปทัง้ในระดบัหนว่ยยอ่ยและจตรุภมูิ ตลอดจนการท าหน้าที่ของ TTR กลายพนัธุ์ที่ผลติได้ 

จากงานวิจยัที่ผ่านมา แสดงให้เห็นว่า TTR ที่อยู่ในรูป soluble aggregate ซึ่งเป็นกระบวนการเร่ิมต้นในการเกิดเป็น 
fibril นัน้ส่งผลต่อความเป็นพิษต่อเซลล์โดยตรงและรุนแรงกว่าที่อยู่ในรูปก้อน fibril (Sorgierd et al., 2008) ยิ่งไปกว่านัน้ใน
สภาวะที่เป็นกรด (pH 4.4) TTR สามารถเปลี่ยนโครงสร้างจากจตรุภมูิ (TTR tetramer) เป็นโมเลกุลย่อย (monomer) ได้อยา่ง
รวดเร็ว (Lashuel et al., 1998) ในทางกลบักนัหากมีความเป็นกรดเพิ่มขึน้ (pH 2-3) การเกิดเป็น aggregated form ของ TTR 
กลายพันธุ์  (V30M และ L55P) จะช้าลง ยิ่งไปกว่านัน้ส าหรับในสภาวะร่างกายมนุษย์ TTR อาจจะถูกชักน าในสภาวะ             
กรดอ่อนๆ ได้ เช่น lysosomes (Dasari et al., 2020) ซึ่งสอดคล้องกบังานวิจยัที่ผ่านมาว่าผู้ ป่วยที่เกิดจากโรคที่เก่ียวข้องกบั 
TTR amyloidosis ที่เกิดจากการกลายพนัธุ์ของ TTR จะเกิดขึน้ได้กบัคนที่อายนุ้อย แต่ส าหรับ TTR ปกติมกัพบได้ในคนสงูอาย ุ
ส าหรับในการวิจยันี ้ได้ท าการชกัน า TTR กลายพนัธุ์ด้วยสภาวะที่เป็นกรด ให้อยูใ่นรูป soluble aggregate ที่ pH 4.2 โครงสร้าง
ของโปรตีนได้เปลี่ยนเป็น soluble aggregate ชีใ้ห้เห็นว่าชนิดของกรดอะมิโนและ/หรือต าแหน่งที่เกิดการเปลี่ยนแปลงของ
กรดอะมิโน สง่ผลถึงสภาพการคงตวัหรืออตัราการสญูเสยีสภาพของ TTR กลายพนัธุ์แตล่ะชนิดในระดบัที่แตกตา่งกนัด้วย โดย
เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง V30M และ L55P ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า L55P เกิด aggregation หลงัจากชกัน าด้วยสภาวะ
กรดได้เร็วกวา่ V30M สอดคล้องกบัท่ีมีการรายงานเอาไว้ก่อนหน้านีว้า่ ในบรรดา TTR กลายพนัธุ์ชนิดตา่งๆ นัน้ L55P เป็นชนิด
ที่พบวา่เกิดการเปลีย่นแปลงไปเป็น amyloidogenic protein ได้มากที่สดุ เนื่องจากอยูใ่นต าแหนง่สว่นปลายของสาย D ซึง่เป็น

หนึ่งใน -sandwich ที่จบัเป็นคูก่นั (DAGH และ CBEF) (Yang et al., 2003) เพื่อเกิดเป็นโครงสร้างจตรุภมูิ และจากรายงาน
การวิจยั แสดงให้เห็นวา่ในสภาวะที่เป็นกรด พนัธะไฮโดรเจนที่ใช้ยึดกนัของหน่วยยอ่ยให้เป็นโครงสร้างทตุิยภมูิ ส าหรับ L55P 
นัน้มีจ านวนลดลงไปจากเดิม สง่ผลให้ L55P เกิดเป็น fibril ได้ง่ายและเร็วขึน้ (Xue et al., 2014) ส าหรับในงานวิจยันีไ้ด้ท าการ
ชกัน าเฉพาะ TTR กลายพนัธุ์ชนิด V30M และ L55P เนื่องด้วยชนิด V30M เป็นสายพนัธุ์ที่พบบอ่ย ในขณะท่ี L55P นัน้ เป็นชนิด
ที่เกิด amyloid fibril ได้เร็ว และก่อให้เกิดโรคได้รุนแรงที่สดุ ยิ่งไปกว่านัน้จากงานวิจยัที่ผา่นมาพบวา่ ในสภาวะกรดอ่อนๆ (pH 
4 – 5) ทัง้ V30M และ L55P เกิดเป็น aggregates ได้มากและรวดเร็วกว่า TTR ปกติ (Dasari et al., 2020) และเมื่อน า TTR 
กลายพนัธุ์ทัง้สองชนิดไปทดสอบความเป็นพิษที่มีต่อเซลล์ต่างๆ พบว่าทัง้ V30M และ L55P ที่ถูกชักน าให้เกิดเป็น soluble 
aggregate มีความเป็นพิษตอ่เซลล์ ทัง้ความเข้มข้นท่ี 1 และ 2 µM (เทียบเทา่ 0.055 และ 0.11 µg/µl ตามล าดบั) ซึง่เป็นความ
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เข้มข้นที่ใกล้เคียงกับในเลือดของคน (0.02-0.2 µg/µl) (Lashuel et al., 1998) โดยเฉพาะ L55P ที่ความเข้มข้น 2 µM                
ในรูปแบบ soluble aggregate มีความเป็นพิษตอ่เซลล์ทกุชนิดมากที่สดุ 

เนื่องจาก TTR amyloidosis เป็นโรคระดบัทัว่ร่างกาย (systematic disease) การสะสมของ TTR amyloid สามารถ
พบได้ในหลายระบบ (ซึ่งที่ส าคญัคือ ระบบประสาทและสมอง) หลายอวยัวะและหลายเนือ้เยื่อ เช่น เนือ้เยื่อผิวหนงั (skin)  
เนือ้เยื่อไขมนัรองฝ่าเท้า (fat pad) ผนงัล าไส้ใหญ่ (rectal mucosa)  เยื่อบกุระเพาะอาหาร (gastric mucosa) เนือ้เยื่อประสาท 
(nerve tissue) และ กล้ามเนือ้หวัใจ (myocardium) (Kurian et al., 2013; Ruberg and Berk, 2012) การวินิจฉยัโรคที่มีสาเหตุ
มาจาก TTR amyloid จึงมกันิยมใช้วิธีการตดัชิน้เนือ้เยื่อ (tissue biopsy) จากอวยัวะที่มีอาการผิดปกติ รวมทัง้เลือกใช้เซลล์
จากระบบประสาทและสมอง เช่น เซลล์ IMR-32 (Reixach et al., 2004) และ SH-SY5Y (Wang et al., 2014) ในการทดสอบ
ความเป็นพิษของ TTR กลายพนัธุ์ ส าหรับงานวิจยันีม้ีจุดมุ่งหมายในการค้นหาเซลล์ที่มีความไวอย่างจ าเพาะต่อพิษของ TTR 
amyloid เพิ่มเติม นกัวิจยัจึงได้เลอืกใช้เซลล์ชนิดตา่ง ๆ กนั ในการทดสอบ โดยที่เซลล์ที่เลอืกใช้นัน้ เป็นเซลล์ในกลุม่ของระบบ
ประสาทและสมอง (LAN-5) เซลล์ในระบบน า้เหลืองและเลือด (lymphoblast) และ เนือ้เยื่อผิวหนงั (Fibroblast; F-N และ F-
DS) ซึ่งผลการวิจยัในครัง้นี ้ชีใ้ห้เห็นว่า F-DS เป็นเซลล์อีกชนิดหนึ่งที่มีความสามารถในการตอบสนองต่อพิษของ TTR กลาย
พนัธุ์ได้อยา่งวอ่งไว แตก่ลไกการเหนี่ยวน าให้เซลล์ตายนัน้ยงัไมเ่ป็นท่ีแนช่ดั อยา่งไรก็ตามจากงานวิจยัก่อนหน้านีเ้ช่ือวา่เป็นผล
มาจาก TTR จบับนเยื่อหุ้มเซลล์ (plasma membrane) ตรงบริเวณภายนอกที่เป็นสว่นประกอบของไขมนัโดยตรง สง่ผลให้เกิด
การไหลของเยื่อหุ้มเซลล์ (membrane fluidity) (Hou et al., 2005) จากสาเหตุดงักล่าวนี ้เป็นไปได้ว่าเซลล์ที่ปรากฏภายใต้
กล้องจุลทรรศน์จึงมีลกัษณะเปลี่ยนแปลงไปโดยมีการบวม หรือ blebbing มากขึน้ ยิ่งไปกว่านัน้ จากการวิเคราะห์โดยอาศยั 
Two-way ANOVA ชีใ้ห้เห็นว่า L55P ในรูปแบบ soluble aggregate ที่ความเข้มข้น 2 µM มีความเป็นพิษต่อเซลล์มากที่สดุ 
เมื่อเปรียบเทียบกบั TTR ทกุชนิดและที่ทกุความเข้มข้น ที่ได้ท าการศกึษาในครัง้นี ้โดยอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติที่ p < 0.05 
 
สรุปผลการวิจัย 
 จากการผลติรีคอมบิแนนท์โปรตีน TTR ที่มีการกลายพนัธุ์ไปหนึง่ต าแหนง่ คือ V30M และ L55P และศกึษาสมบตัิจาก
การเคลื่อนที่ของโปรตีนที่ผลิตได้บนสนามไฟฟ้า ด้วยโพลีอะคลิลาไมด์เจลอิเล็กโตรโฟรีซีสแบบ Native-PAGE พบว่าโปรตีน 
TTR กลายพนัธุ์ทัง้สองชนิดนีส้ามารถถกูผลิตและหลัง่ออกมาภายนอกเซลล์ยีสต์สายพนัธุ์ Pichia pastoris strain GS115 ได้ 
เช่นเดียวกับที่เคยมีการรายงานการผลิต TTR ชนิดต่างๆ โดยอาศัยเซลล์ P. pastoris ดังกล่าว (Prapunpoj et al., 2000) 
รวมทัง้สามารถท าให้โปรตีนดงักล่าวบริสทุธ์ิได้ โดยอาศยัเทคนิค preparative native-PAGE เพียงขัน้ตอนเดียว นอกจากนี ้
การศึกษาสมบตัิทางโครงสร้าง ยงัแสดงให้เห็นว่าทัง้ V30M และ L55P ที่ผลิตได้นัน้ มีโครงสร้างที่เป็นจตรุภมูิ โดยเคลื่อนที่ใน
สนามไฟฟ้าภายใต้สภาวะธรรมชาติ เช่นเดียวกบั TTR ในพลาสมาของมนษุย์ รวมทัง้ หนว่ยยอ่ยของ TTR กลายพนัธุ์ดงักลา่ว ก็
มีน า้หนกัโมเลกลุใกล้เคียงกบัหนว่ยยอ่ยของ TTR ของมนษุย์ที่พบในธรรมชาติเช่นกนั  
 จากการอาศยัการชกัน าด้วยสภาวะกรด (pH 4.4) ทัง้ V30M และ L55P สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างไป
เป็น soluble aggregates ได้ โดยที่ L55P มีอัตราในการเปลี่ยนแปลงสูงกว่า V30M ผลการตรวจสอบความเป็นพิษของ 
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aggregated TTRs ต่อเซลล์มนษุย์ 4 ชนิด คือ ไฟโบรบลาสต์ F-N, ไฟโบรบลาสต์ F-DS, นิวโรบลาสต์ และลิมโฟบลาสต์พบวา่ 
soluble aggregated L55P มีความเป็นพิษตอ่เซลล์แตล่ะชนิด สงูกวา่ V30M โดยมีล าดบัความเป็นพิษตอ่เซลล์ของ L55P จาก
มากไปน้อย คือ F-DS > ลมิโฟบลาสต์ > F-N > LAN-5 และล าดบัความเป็นพิษตอ่เซลล์ของ V30M จากมากไปน้อย คือ F-DS 
> LAN-5 > F-N > ลิมโฟบลาสต์ เมื่อเปรียบเทียบผลระหวา่งเซลล์ พบว่า ไฟโบรบลาสต์ F-DS มีความไวตอ่พิษของทัง้ V30M 
และ L55P สงูที่สดุ โดยเปอร์เซ็นการรอดชีวิตของเซลล์จากพิษของ V30M และ L55P เทา่กบั 40.90 ± 2.37 และ 13.52 ± 3.62 
ตามล าดบั ซึง่แสดงให้เห็นในเบือ้งต้นวา่ไฟโบรบลาสต์ F-DS เป็นเซลล์อีกชนิดหนึง่ที่มีความเหมาะตอ่การน าไปใช้เป็นเคร่ืองมอื
ส าหรับศกึษาความเป็นพิษและการยบัยัง้พิษของ TTR กลายพนัธุ์ 
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