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บทคดัย่อ 
 

งานวิจยัน้ีไดศึ้กษาแนวโนม้ในการก่อใหเ้กิดโรคของ Transthyretin กลายพนัธ์ุ (TTR variant) ณ ต าแหน่ง 
valine 122 ท่ีพบในคนไทย โดยท าการผลิต cDNA ของ TTR variant ดงักล่าว จาก cDNA ของคนปกติ ดว้ยเทคนิค 
Site-Directed Mutagenesis แลว้เช่ือมต่อเขา้สู่เวคเตอร์ pPIC 3.5 ก่อนน าเขา้สู่ยีสต์ Pichia pastoris เพ่ือให้ผลิตเป็น
โปรตีน TTR variant และท าใหบ้ริสุทธ์ิโดยอาศยัเทคนิค preparative-native PAGE โปรตีน TTR variant ท่ีสงัเคราะห์ได ้
มีลกัษณะการเคล่ือนท่ีบนโพลีอะครีลาไมด์เจลในสภาพธรรมชาติเร็วกว่าอลับูมิน เช่นเดียวกับ TTR ท่ีพบใน
พลาสมาของคนปกติ จากการวิเคราะห์หาหน่วยย่อยด้วยเทคนิค sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) ปรากฏว่ า  TTR varaint มีมวลโมเลกุลหน่วยย่อยประมาณ 17 กิโลดาลตัน 
ความสามารถในการเกิดเป็นเส้นใย amyloid ถูกวดัดว้ย Thioflavin T พบว่าเกิดเป็นเส้นใยไดเ้ร็วกว่า L55P ภายใต้
สภาวะปกติ แสดงให้เห็นว่า TTR variant น้ี มีความเสถียรของโครงสร้าง tetramer น้อยกว่า และผลการทดสอบ
ความเ ป็นพิษต่อ เซลล์  human neuroblastoma (LAN-5) โดย เทคนิค  MTT แสดงให้ เ ห็นว่ า  TTR variant น้ี   
มีความเป็นพิษต่อเซลลสู์งกวา่ L55P ผลการวิจยัช้ีใหถึ้งศกัยภาพในการก่อโรคของ TTR กลายพนัธ์ุชนิดน้ี  
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ABSTRACT 
 

In this research, we study a tendency of pathogenesis of a transthyretin variant (TTR variant) which was 
identified in Thai people. The cDNA of TTR variant was constructed from the cDNA of human TTR wild type 
(TTR WT) by Site-Directed Mutagenesis following by ligation into pPIC 3.5 expression vector and transformation 
into Pichia pastoris. The recombinant TTR variant was successfully synthesized by Pichia, and it was purified by 
preparative native-PAGE. In the comparison, TTR variant migrated on a non-denatured polyacrylamide gel faster 
than albumin in human plasma. Its molecular mass analyzed by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE) was approximately 17 kilodaltons. The ability to form fibril of TTR variant was 
investigated by Thioflavin T assay and found that TTR variant definitely formed fibril under the physiological 
condition faster than L55P and TTR WT, indicating low stability of tetrameric structure of TTR variant. 
Cytotoxicity test to human neuroblastoma cells (LAN-5) and determined by MTT assay showed that TTR variant 
had higher toxicity than L55P. The results demonstrated a potential pathogenesis of the studied TTR variant.  
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บทน า 
Transthyretin (TTR) เ ป็นโปรตีนท่ีพบใน

พลาสมามีหน้า ท่ีส าคัญในการขนส่งฮอร์โมน
ไทรอยดแ์ละวิตามินเอ ยีน TTR อยู่บนโครโมโซมท่ี 
18 ประกอบดว้ย 4 exon และ 3 intron โดยส่วนใหญ่
โปรตีนชนิดน้ีถูกสังเคราะห์โดยเซลล์ตับแลว้หลัง่
ออกมาสู่พลาสมา ส่วนอวยัวะหรือเน้ือเยื่ออ่ืนๆ ไดแ้ก่ 
choroid plexus ในสมองและ retina สามารถผลิต 
TTR ได้เ ช่นกัน  (Cavallaro et al., 1990; Schreiber, 
2002; Palha, 2002) โครงสร้างธรรมชาติของ TTR 
ประกอบดว้ยส่ีหน่วยยอ่ยท่ีเหมือนกนั (tetramer) โดย
แต่ละหน่วยย่อยมีกรดอะมิโน 127 หน่วย สายโพลี
เพปไทด์ของแต่ละหน่วยย่อยมีโครงสร้างเป็น beta-
pleated sheet จ านวน 8 สาย (A ถึง H) ท่ีเรียงตัวใน
ทิศทางตรงกนัขา้ม (DAGH และ CBEF) และมีเพียง
ส่วนนอ้ยท่ีเรียงตวัแบบ alpha-helix สายสั้นๆ dimer 
เกิดจากการยึดเหน่ียวดว้ยพนัธะไฮโดรเจนและแรง
ดึงดูดแบบ hydrophobic ระหวา่งสาย F กบั F´ และ H 

กับ H´ ของ 2 หน่วยย่อย (´ หมายถึงหน่วยย่อยอ่ืน) 
เกิดเป็นโครงสร้างท่ีมีความเสถียร จากนั้น dimer 2 
หน่วย  จับกันโดยส่วนใหญ่อาศัยแรงดึงดูดแบบ 
hydrophobic ซ่ึงเก่ียวขอ้งกบับริเวณสาย A, B, G และ 
H เกิดเป็นโครงสร้าง tetramer (Ferreira et al., 2013) 
หากมีการกลายพนัธ์ุของยีนท่ีแปลรหัสในการผลิต
โปรตีน TTR จะส่งผลให้โครงสร้างของ TTR ไม่
เสถียร (Terry et al., 1993; Sebastiao et al., 1998) ท า
ให้เกิดการแยกตวัของโปรตีนหน่วยย่อยแลว้รวมตวั
กนัในรูปแบบเส้นใยท่ีไม่ละลายน ้ าซ่ึงเรียกว่าเส้นใย 
amyloid (Lai et al., 1996; Quintas et al., 2001) เส้น
ใยเหล่าน้ีจะไปสะสมตามเน้ือเยื่อต่างๆ ก่อใหเ้กิดการ
เปล่ียนแปลงของโครงสร้างเน้ือเยื่อและส่งผลกระทบ
โดยตรงต่อการท างานของอวยัวะ โดยโปรตีน TTR 
กลายพนัธ์ุสามารถแยกตวัเป็นหน่วยยอ่ยไดใ้นสภาวะ
ปกติทั่วไปของร่างกาย (Quintas et al., 1997; 1999; 
2001; Hou et al., 2005) มีงานวิจยัหลายเร่ืองท่ีรายงาน
ตรงกันว่า เส้นใยสายสั้ นๆ ท่ี ก่อตัว ข้ึนระหว่าง
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กระบวนการเกิด amyloid ท่ีสมบูรณ์เป็นรูปแบบของ
เสน้ใยท่ีเป็นพิษต่อเซลลม์ากท่ีสุด (Sousa et al., 2001; 
2002; Reixach et al., 2004)   

โดยทั่วไปการกลายพัน ธ์ุของยีน  TTR 
ก่ อ ให้ เ กิ ด โ ร ค  hereditary amyloidosis ทั้ ง ช นิ ด 
familial amyloid polyneuropathy (FAP) และ familial 
amyloid cardiomyopathy (FAC) (Ikeda, 2004; Ando 
et al., 2005) สาเหตุของ FAP ส่วนใหญ่เกิดจากการ
กลายพนัธ์ุของยีน TTR เพียงต าแหน่งเดียว โดย L55P 
(กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 55 ในสายโพลีเพปไทด์
เปล่ียนจาก leucine เป็น proline) เป็นการกลายพนัธ์ุท่ี
ก่อโรครุนแรงท่ีสุด (Yang et al., 2003; Babbes et al., 
2008) ในขณะท่ี V30M (กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 30 
ในสา ย โพ ลี เ พปไทด์ เ ป ล่ี ยนจ า ก  valine เ ป็ น 
methionine) เป็นการกลายพนัธ์ุท่ีพบมากท่ีสุด (Ueda 
and Ando, 2014) โดยการกลายพนัธ์ุดงักล่าวส่งผลต่อ
ความเสถียรของโครงสร้างโปรตีน ก่อให้เกิดการ
สะสมของโปรตีน TTR ในรูปแบบของเส้นใย 
amyloid บริเวณระบบประสาทส่วนนอกเกิดเป็นกลุ่ม
โรค sensory peripheral neuropathy ท่ีส่งผลต่อการ
รับรู้ความรู้สึกทั้งความเจ็บปวดและการเปล่ียนแปลง
ของอุณหภูมิ นอกจากน้ีการกลายพนัธ์ุบางชนิด เช่น 
V122I (กรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 122 ในสายโพลีเพป
ไทดเ์ปล่ียนจาก valine เป็น isoleucine) เป็นสาเหตุท า
ให้เกิดโรค FAC (Jacobson et al., 1997) โดยเส้นใย 
amyloid จะไปสะสมท่ีเน้ือเยื่อหวัใจ ส่งผลต่อจงัหวะ
การเต้นของหัวใจและอาจท าให้หัวใจวายได้ 
นอกจากน้ี การกลายพันธ์ุชนิดน้ียงัท าให้เกิดโรค 
amyloid neuropathy ได้เ ช่นกัน  (Carr et al., 2015) 
ความรุนแรงและอาการของโรค TTR amyloidosis 
ข้ึนอยูก่บัชนิดของการกลายพนัธ์ุและต าแหน่งท่ีมีการ
สะสมของเส้นใย amyloid การแสดงออกของอาการ
ทางคลินิกข้ึนอยู่กบัอายุ เพศ และระยะเวลาในการ
เกิดโรคซ่ึงแตกต่างกนัในแต่ละเช้ือชาติ ในคนไทยได้

มีการค้นพบการกลายพันธ์ุของยีน TTR ในหลาย
ต าแหน่ง รวมทั้งการกลายพนัธ์ุท่ีกรดอะมิโนต าแหน่ง 
122  

การศึกษาคุณลกัษณะของ TTR จ าเป็นตอ้ง
ใชต้วัอย่างโปรตีนปริมาณมากในระดบัหน่ึง แต่การ
แยกโปรตีน TTR จากผูป่้วยเพ่ือน ามาศึกษาโดยตรง
เป็นส่ิงท่ีท าไดย้าก ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงไดท้ าการ
ผลิต TTR variant โดยอาศยัระบบการผลิตของยีสต์ 
(Pichia pastoris) Pichia เ ป็นยีสต์ ท่ีสามารถผ ลิต
โปรตีนโดยอาศยัการเหน่ียวน ายีนให้แสดงออกดว้ย
เมทานอล (methanol) ซ่ึงเป็นระบบท่ีมีประโยชน์ใน
การผลิตโปรตีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีไม่มีในยีสต์ โปรตีนท่ี
ผ ลิตได้จะอยู่ ใน รูปแบบของโปร ตีน ลูกผสม 
(recombinant protein) โดยยีสต์มีระบบท่ีสามารถ
ผลิตและปรับแต่งโปรตีนท่ีผลิตโดยยูคาริโอตชั้นสูง
ได้ เ ช่น การเติมน ้ าตาล  และการสร้างพันธะได
ซั ล ไ ฟ ด์  ( disulfide bond) (Patrick et al., 2005)  
มีรายงานการผลิตโปรตีนหลายชนิดโดยใชย้ีสตช์นิดน้ี
ได้แก่ โปรตีนเรืองแสงสีเขียว (green fluorescent) 
เอนไซม์ไลโซไซม์ (lysozyme) ในมนุษย์ และ
เอนไซม์แอลฟา-อะมัยเลส (-amylase) ในหนู 
(Ahmad et al., 2014) เป็นต้น ในส่วนของโปรตีน 
TTR เคยมีการใชย้ีสต ์P. pastoris ในการผลิตเช่นกนั 
โดยสามารถผลิตโปรตีน TTR ทั้งชนิดปกติและ TTR 
กลายพัน ธ์ุ  (Prapunpoj et al, 2002; สุภาวดี , 2549) 
TTR ท่ีได้จากการสังเคราะห์โดยยีสต์มีโครงสร้าง
ตามธรรมชา ติ ท่ีประกอบด้ว ย ส่ีห น่วย ย่ อ ย ท่ี
เหมือนกันและมีขนาดท่ีเหมือนกับ TTR ท่ีพบใน
พลาสมาของคน และยงัคงคุณสมบัติในการจับกบั
ฮ อ ร์ โ มน ไท ร อ ย ด์ แ ล ะ  retinol binding protein 
(Prapunpoj et al., 2006; Leelawatwattana et al., 
2011)  

ในงานวิจยัน้ีไดท้ าการผลิต TTR ปกติและ 
TTR variantโดยอาศยัระบบการสังเคราะห์ของยีสต์ 
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P. pastoris เพ่ือใช้ในการศึกษาคุณลักษณะทั่วไป 
รวมถึงความสามารถในการเกิดเป็นเส้นใย amyloid 
ซ่ึงจะมีประโยชน์ในการช่วยท านายโอกาสท่ีจะ
ก่อให้เกิดโรค TTR amyloidosis จากการกลายพันธ์ุ
ของยีน TTR variant ท่ีพบในคนไทยชนิดน้ี 
 

วธิีด าเนินการวจิัย 
1.  การสร้างเวคเตอร์ส าหรับใช้ในการ

สังเคราะห์โปรตนี TTR ในยสีต์ (P. pastoris) 
1.1 การสร้าง cDNA ของ TTR  

variant 
พลาสมิดท่ีมี cDNA ของ TTR variant ถูก

ผลิตข้ึนจาก cDNA ของ TTR ปกติ (wild type; WT) 
โดยอาศยัเทคนิค Site-Directed Mutagenesis โดยใช้
ชุ ด น ้ า ย า  Gene Editor in vitro Site-Directed 
Mutagenesis (Promega, USA) ด้ ว ย ขั้ น ต อนต า ม
ค าแนะน าจากบริษทั โดยมี cDNA ของ TTR ปกติท่ี
อยู่ในเวคเตอร์ pGEM-T easy เป็นแม่แบบ และใช้ 
oligonucleotide ท่ีจ าเพาะซ่ึงออกแบบมาจาก full-
length cDNA ของยีน Homo sapiens TTR (accession 
number NM_000371) คือ 5´-ACGGTCGTCGACAC 
CAATCCC-3´ ส า ห รั บ  TTR variant แ ล ะ  5´-
AGTCTGGAGAGCCGCATGG -3´ ส าหรับ L55P 
โดย cDNA ถูกสงัเคราะห์ดว้ยการท างานของเอนไซม ์
T4 DNA polymerase จากนั้นเช่ือมต่อปลายทั้ งสอง
เข้าด้วยกันโดยเอนไซม์ T4 DNA ligase ก่อนน า
เวคเตอร์ดังกล่าวไปเพ่ิมจ านวนโดยการน าเข้าสู่ 
Escherichia coli (BMH71-18 mutS) ซ่ึงเป็นแบคทีเรีย
ท่ีไม่มีคุณสมบติัในการตรวจสอบ DNA ท่ีกลายพนัธ์ุ 
เล้ียงแบคทีเรียในอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมียาตา้นแบคทีเรีย
ท่ีจ าเพาะ จากนั้นสกดัพลาสมิดจาก E. coli โดยใชชุ้ด
สกดัส าเร็จรูป Kit for plasmid purification (Geneaid, 
Taiwan) น าพลาสมิดท่ีได้ไปตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ าเพาะสองชนิด (BamHI และ EcoRI) แลว้น าไปแยก

ใน agarose gel จากนั้นตัดเจลต าแหน่งท่ีมีช้ินส่วน
ของยีน TTR (ขนาดประมาณ 400 bp) น าไปท าให้
บริสุทธ์ิโดยใชชุ้ดสกดัส าเร็จรูป Kit for gel extraction 
(Geneaid, Taiwan) แลว้น าช้ินส่วนยีนของ TTR ท่ีได้
ไป เ ช่ือมต่อกับ เวค เตอร์  pPIC 3.5 ท่ี ถูกตัดด้วย
เอนไซม์ตัดจ าเพาะสองชนิด (BamHI และ EcoRI) 
ก่อนน าเวคเตอร์ pPIC 3.5 ท่ีมี cDNA ของ TTR ไป
เพ่ิมจ านวนโดยการน าเข้าสู่ E. coli (DH5α) พลาส
มิดท่ีสกัดได้ถูกน าไปตรวจสอบความถูกต้องของ
ล า ดั บ เ บ ส โ ด ย ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  5´ AOX (5´-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3´) 
  1.2 การน า cDNA ของ TTR variant 
เขา้สู่ยีสต ์

น าเวคเตอร์ pPIC 3.5 ท่ีมี cDNA 
ของ TTR variant ไปตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ า เพาะ 
(SacI) แลว้ผสม DNA ดังกล่าว 0.5 ไมโครกรัม กับ
ยีสต์  P. pastoris (GS115) ท่ีผ่ านการ เต รียม เ ป็น 
competent cells ปริมาตร 80 ไมโครลิตร แล้วน า
ส่วนผสมทั้ งหมดไปใส่ใน cuvette ก่อนน าไปท า 
electroporation โดยการกระตุ้นด้วย เค ร่ือง Gene 
Pulser (Bio-Rad, USA) ท่ีความต่างศักย์ 1.5 กิโล
โวลต์ ความจุไฟฟ้า 25 ไมโครฟารัด และความ
ตา้นทานไฟฟ้า 400 โอห์ม จากนั้นใส่น ้าตาล sorbital 
ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงไปใน 
cuvette ผสมกบัเซลลย์ีสต ์ก่อนน าไปเล้ียงบนอาหาร
แข็ง minimal dextrose medium (MD) ท่ีอุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส จนกว่าจะมีโคโลนีของยีสต์ข้ึนบน
จานเพาะเช้ือ ซ่ึงใชเ้วลาประมาณ 3 วนั 
  1.3 คดัเลือกโคลนส าหรับใช้ผลิต
โปรตีน TTR  
  His+Mut+ (histidine synthesis plus, 
methanol utilization plus) เป็นลักษณะของโคลนท่ี
ตอ้งการซ่ึงสามารถคดัเลือกโดยการน าโคโลนีท่ีเจริญ
บ น อ า ห า ร เ ล้ี ย ง เ ช้ื อ  MD ห ลั ง จ า ก ก า ร ท า  
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electroporation ไปเ ล้ียงบนอาหารแข็ง  MD และ 
minimal dextrose medium (MM) เป็นเวลา 3 วนั แลว้
ท าการคดัเลือกโคลน His+Mut+ ซ่ึงสามารถเจริญไดดี้
บนอาหารเล้ียงเช้ือทั้ง MD และ MM โคลนท่ีไดจ้าก
การคดัเลือกถูกน าไปใชใ้นการผลิตโปรตีน TTR 

2. การผลติและท าบริสุทธ์ิโปรตนี TTR 
น าโคลนของยีสต์ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกไป

เล้ียงบนอาหารแข็ง yeast extract peptone dextrose 
(YPD) บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส ประมาณ 3 วนั จากนั้น
น า ไ ป เ ล้ี ย ง ใ นอ า ห า ร  BMGY (buffer medium 
containing glycerol) 5 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในเคร่ืองบ่มแบบเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบ
ต่อนาที นาน 16-18 ชัว่โมง ยา้ยยีสตท่ี์อยูใ่นอาหารไป
เล้ียงต่อใน BMGY 300 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา
เซลเซียส ในเคร่ืองบ่มแบบเขย่าท่ีความเร็วเท่าเดิม 
เล้ียงต่อไปจนวดัค่าความขุ่นของยีสตท่ี์ OD600 ได ้3-4 
หน่วย จากนั้นเก็บเซลล์ยีสต์แล้วน าไปเล้ียงต่อใน
อาหาร  BMMY ท่ี อุณหภู มิ  28 องศา เซล เ ซี ยส  
ในเคร่ืองบ่มแบบเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
และ เห น่ี ยวน า ให้ยี สต์ผ ลิตโปร ตีนด้ว ย  0.5%  
เมทานอลทุกวัน เ ป็นเวลา  4 ว ัน  จากนั้ นน าไป 
ป่ันเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 5,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที เก็บส่วนใสแล้ว
ตรวจสอบโปรตีน TTR ท่ียีสตห์ลัง่ออกมาโดยการน า
อาหารเล้ียงยีสต์ไปแยกบนโพลีอะครีลาไมด์เจล 
ในสภาพธรรมชาติ ย ้อมแถบโปรตีนโดย silver 
nitrate โปรตีนในส่วนใสถูกน าไปท าให้เขม้ขน้ข้ึน
โดยวิธี Ultrafiltration แลว้น าไปป่ันเหว่ียงท่ีอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 
10 นาที ก่อนน าโปรตีนไปท าให้บริสุทธ์ิดว้ยเทคนิค 
preparative native PAGE (12% resolving gel และ 4% 
stacking gel) โดยใช้ Prep Cell model 491 (Bio-Rad, 
USA) ดว้ยขั้นตอนตามค าแนะน าของบริษทั 

3. การตรวจสอบคุณลักษณะของโปรตีน 
TTR 

น าโปรตีน TTR ท่ีผ่านการท าให้บริสุทธ์ิไป
แยกในโพลีอะครีลาไมดเ์จลในสภาพธรรมชาติเพ่ือดู
ลักษณะการเคล่ือนท่ีของโปรตีน TTR ท่ีผลิตโดย
ยีสต์เปรียบเทียบกับ TTR ท่ีเตรียมได้จากพลาสมา
ของมนุษย์ โดยน าโปรตีนไปแยกใน native-PAGE 
(10% resolving gel และ 4% stacking gel) หลังจาก
นั้นยอ้มแถบโปรตีนโดย Coomassie brilliant blue R-
250  

ในการหาขนาดของหน่วยย่อยโปรตีนโดย
วิธี SDS-PAGE ท าไดโ้ดยน าโปรตีน TTR แต่ละชนิด
ไปเจือจางในสารละลายท่ีประกอบด้วย 2% SDS, 
2.5% beta-mercaptoethanol แลว้น าไปตม้ในน ้าเดือด 
30 นา ที  ก่อนน า ไปแยกใน SDS-PAGE (7-15% 
gradient resolving gel และ 4% stacking gel) จากนั้น
น า เจลไปย้อมด้วย  Coomassie brilliant blue แล้ว
ตรวจสอบมวลโมเลกลุหน่วยยอ่ยของ TTR  

การตรวจสอบโปรตีน TTR โดยวิธี Western 
Blot เ ร่ิมจากการน าโปรตีนไปแยกโดยวิธี SDS-
PAGE โดยเตรียมโปรตีนและใช้สภาวะในการท า 
electrophoresis เ ช่นเ ดียวกับการหามวลโมเลกุล
หน่วยย่อยของโปรตีนขา้งตน้ จากนั้นน าแผ่นเจลวาง
บนแผ่นเมมเบรน Polyvinyldene (PVDF) โปรตีน
จากแผ่นเจลถูกย้ายไปยังเมมเบรนโดยใช้ ระบบ
บั ฟ เ ฟ อ ร์  Tris-Glycine (25mM Tris, 192 mM 
Glycine, pH 8.3) ท่ีมี 20% (v/v) เมทานอล ท่ีความ
ต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์นาน 1 ชัว่โมง  แลว้น าแผน่
เมมเบรนไปแช่ใน 5% non-fat milk ก่อนจะบ่มด้วย 
sheep anti-human antiserum ลา้งแอนติบอดีส่วนเกิน
ออก แล้วน าไปบ่มด้วย  horseradish peroxidase-
conjugated anti-sheep immunoglobulin ก่อนน า ไป
ตรวจสอบแถบโปรตีนโดยการใช้  ECL Prime 
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Western Bloting Detection Reagent (Amersham, 
USA) และท าตามค าแนะน าของบริษทั   

4.  การสร้างและการตรวจสอบเ ส้นใย 
amyloid ของโปรตนี TTR 

น าโปรตีน TTR ปกติ  TTR variant และ 
L55P ไปเจือจางใน phosphate buffer (pH 7.4) ความ
เขม้ขน้ 20 มิลลิโมลาร์ ท่ีมีส่วนผสมของ NaCl ความ
เขม้ขน้ 150 มิลลิโมลาร์ (PBS) โดยให้ความเขม้ขน้
สุดทา้ยของโปรตีนเป็น 4.5 ไมโครโมลาร์ แลว้น าไป
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน จากนั้ น
ตรวจสอบการเกิดเป็นเส้นใยโดยการน าไปเจือจางใน
สารละลาย sodium phosphate (pH 7.0) ความเขม้ขน้ 
20 มิลลิโมลาร์ ท่ีมี NaCl ความเข้มข้น 150 มิลลิโม
ลาร์ และ Thioflavin T (ThT) 50 ไมโครโมลาร์ โดย
ใหค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยของเส้นใยเป็น 0.8 ไมโครโม
ลา ร์   จากนั้ นน า ไปวัด ค่ า  fluorescence โดยใช้  
Shimadzu RF-1501 spectrofluorometer ด้ ว ย ก า ร
กระตุน้ท่ีความยาวคล่ืน 440 nm และปล่อยพลงังาน
ออกมาท่ีช่วงความยาวคล่ืน 460-600 nm 

5 .  ท ดสอบค ว าม เ ป็ นพิ ษ ต่ อ  human 
neuroblastoma cells (LAN-5) ของ TTR 

เ ล้ี ย ง  LAN-5 ใ น อ า ห า ร  Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) ท่ี มี ส่วนผสม
ข อ ง  fetal bovine serum 10%, penicillin 100 IU/
มิลลิลิตร และ streptomycin 100 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
ใน 96-well plate โดยจ านวนของเซลล์เร่ิมตน้ในแต่
ละ well คือ 4.5 × 104 เซลล ์บ่มเซลลใ์นตูท่ี้มีความช้ืน 
95% คาร์บอนไดออกไซด์ 5% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 18-24 ชัว่โมง  จากนั้นเอาอาหาร
เล้ียงเซลลเ์ก่าออก แลว้เติม DMEM ท่ีไม่มีซีร่ัมลงไป 
100 ไมโครลิตร แลว้ใส่โปรตีน TTR ลงไปในแต่ละ 
well โดยให้ความเข้มสุดท้ายของโปรตีนเป็น 2  
ไมโครโมลาร์ บ่มเซลลต์ามสภาวะขา้งตน้เป็นเวลา 24 
ชัว่โมง แลว้ท าการทดสอบหาความเป็นพิษของ TTR 

ต่อเซลลโ์ดยการท า 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
dimethyl tetrazolium bromide (MTT) assay (Roche, 
Switzerland) ซ่ึ ง มีขั้ นตอน คือ เ ติม  MTT labeling 
reagent 10 ไมโครลิตร ลงไปในแต่ละ well แลว้บ่มท่ี 
37 องศา เซลเ ซียส นาน 4 ชั่วโมง  จากนั้ น เ ติม 
solubilization reagent ลงไป 100 ไมโครลิตร บ่มท่ี 37 

องศาเซลเซียส นาน 1 คืน แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสง
ท่ีความยาวค ล่ืน 550 nm โดยใช้  Agilent model 
Synergy HT Microplate Reader จากนั้ นค านวณหา
เปอร์เซ็นต์เซลล์ท่ีมีชี วิตเปรียบเทียบกับ LAN-5  
ท่ีไม่ไดบ่้มกบั TTR 

6. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  
ท าการทดลอง 3 ซ ้ า น าข้อมูลมาวิเคราะห์

เปรียบเทียบการมีชีวิตของเซลล์โดยใช้วิธีวิเคราะห์
ความแปรปรวนทางสถิ ติ  (Analysis of variance, 
ANOVA) แบบ one way ANOVA และเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Tukey Multiple 
Range Test ด้ว ย โปรแกรม  SPSS Statistics 17.0 
software ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95 เปอร์เซ็นต ์
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 

1. การสร้างโคลนส าหรับการสังเคราะห์
โปรตนี TTR 

เวคเตอร์ ท่ีมี  cDNA ของ TTR variant ถูก
สร้างข้ึนดว้ยเทคนิค Site-Directed Mutagenesis โดย
ใช้ไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะและใช้ cDNA ของ TTR WT 
เป็นแม่แบบ จากนั้น ยีนของ TTR ถูกใส่เข้าไปใน
เวคเตอร์ pPIC 3.5 ท่ีต าแหน่งระหว่างล าดบัเบสของ 
AOX1 promoter และ terminator โดยยีน TTR ท่ีตัด
ด้ว ย เ อนไซม์ตัด จ า เพ าะสามารถแทรก เข้า สู่
โครโมโซมของ Pichia ท่ีต าแหน่ง HIS4 (mutant) 
โดยการน าเขา้สู่ยีสตด์ว้ยเทคนิค electroporation ขอ้ดี
คือใช ้DNA ปริมาณนอ้ยและสามารถน า DNA เขา้สู่
เซลลเ์จา้บา้นไดโ้ดยตรง การผลิตและหลัง่ TTR ส่วน
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ใหญ่ถูกควบคุมโดย AOX1 promoter ซ่ึง promoter 
ชนิดน้ีมีหน้าท่ีในการผลิตเอนไซม์ alcohol oxidase 
ในยีสต์  (Patrick et al., 2005; Ahmad et al., 2014) 
ดงันั้นเม่ือเล้ียง Pichia ในอาหารท่ีมีเมทานอล AOX1 
จะถูกเหน่ียวน าให้ท างานแลว้ส่งผลให้เกิดการผลิต 
TTR   

2. การสังเคราะห์และการตรวจสอบโปรตีน 
TTR   

โปรตีนลูกผสม TTR variant ท่ีสังเคราะห์
โดยยีสต์ P. pastoris ถูกหลัง่ออกมาภายนอกเซลล์ 
(ภาพท่ี 1) โดยปกติแลว้ยีสต์ชนิดน้ีจะหลัง่โปรตีนท่ี
ผลิตภายในเซลล์ออกมาภายนอกน้อยมาก ดังนั้น
โปรตีนส่วนใหญ่ท่ีถูกหลั่งออกมาจึงเป็นโปรตีน
ลูกผสม (Balamurugan et al., 2007) ซ่ึงท าให้ง่ายต่อ
การท าโปรตีนให้บริสุทธ์ิโดยเทคนิค preparative 
native-PAGE (Prapunpoj et al., 2006) ข้อดีของการ
ใชย้ีสตผ์ลิตโปรตีนคือ ระบบของยีสตมี์กระบวนการ 

post translation modification เ ช่ น  signal sequence 
processing, การเติม disulfide bond, การมว้นพบัของ
โปรตีน และการเติมน ้ าตาล (Cereghino and Cregg, 
2000; Balamurugan et al., 2007) และเน่ืองจาก Pichia 
สามารถเจริญเติบโตในช่วง pH ตั้งแต่ 3.0 ถึง 7.0 จึง
ท า ให้ ช่ ว ยลดความ เ สี ยหายของโปร ตีนจ าก 
extracellular protease โดยการปรับ pH ในการเล้ียง
ยีสต์ให้ต่างจาก pH ท่ีเหมาะสมในการท างานของ 
protease (Patrick et al., 2005) นอกจากน้ีการเติมสาร
ตั้ งต้นบางชนิด เช่น peptide component ของ yeast 
extract และ peptone ในอาหารยังช่วยลดผลของ 
protease ส่งผลให้โปรตีน TTR ท่ีถูกหลัง่ออกมาอยู่
ในอาหารเล้ียงยีสต์มีความเสถียรมากข้ึน (Westen et 
al., 1999) ดงันั้นการเล้ียงและเหน่ียวน า Pichia ให้มี
การผลิตโปรตีนในอาหารท่ีเป็นระบบบฟัเฟอร์ เช่น 
BMGY และ BMMY จึงสามารถช่วยเพ่ิมผลผลิตของ
โปรตีน TTR ได้

 

 
 

ภาพที่ 1  โปรตีน TTR variant ท่ี Pichia สงัเคราะห์และหลัง่ออกมาสู่อาหารเล้ียงเช้ือถูกน าไปวิเคราะห์โดยการ 
 ท า native-PAGE และยอ้มแถบโปรตีนดว้ย silver nitrate (ALB: albumin; HP: human plasma; 1-9:  
 โปรตีน TTR ท่ียีสตผ์ลิตไดจ้ากแต่ละโคลน) 

 
จากการทบทวนงานวิจยัพบว่า TTR ในสัตว์

มีกระดูกสันหลงัส่วนใหญ่เคล่ือนท่ีเร็วกว่าอลับูมิน
ระหวา่งการท า electrophoresis ท่ี pH 8.6 (Duan et al., 

1995; Prapunpoj et al., 2002) และในงานวิจัย น้ีได้
ตรวจสอบลกัษณะการเคล่ือนท่ีของโปรตีนลูกผสม 
TTR ไ ด้ แ ก่  TTR WT, TTR variant แ ล ะ  L55P 
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เปรียบเทียบกับ TTR ในพลาสมาของคนบนโพลี 
อะครีลาไมด์เจลภายใต้สภาวะธรรมชาติ  โปรตีน 
TTR ท่ีผลิตโดยยีสตมี์ลกัษณะการเคล่ือนท่ีเหมือนกบั 
TTR ในพลาสมาของคน โดยเคล่ือนท่ีไดเ้ร็วกว่าอลับู
มิน  ดัง แสดง ในภ าพ ท่ี  2 แ ละจ ากกา ร ศึกษา
ความจ าเพาะของโปรตีนโดยการท า Western Blot 

พบว่ามีโปรตีนสองแถบเกิดปฏิกิริยากบั anti-human 
TTR antibody โดยโปรตีนท่ีมีแถบขนาดใหญ่น ้าหนกั
โมเลกุลประมาณ 17 กิโลดาลตนั มีต าแหน่งตรงกบั
หน่วยย่อย TTR ท่ียอ้มแถบโปรตีนด้วย Coomassie 
blue ดงัแสดงในภาพท่ี 3 จากผลการทดลองสามารถ
บ่งช้ีไดว้า่โปรตีนท่ีผลิตจากยีสตคื์อ TTR

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 2  TTR ท่ีไดจ้ากการท าบริสุทธ์ิวิเคราะห์ดว้ย native-PAGE และยอ้มแถบโปรตีนดว้ย Coomassie blue (ALB:  
 albumin; HP: human plasma; 1: TTR WT; 2: L55P; 3: TTR varaint) 

 

 
ภาพที่ 3  แถบของโปรตีน TTR บริสุทธ์ิท่ีวิเคราะห์โดย SDS-PAGE ยอ้มดว้ย Coomassie blue และตรวจสอบ  

immunological reactivity ดว้ย TTR antiserum (M: โปรตีนมาตรฐาน; 1: TTR WT; 2: L55P; 3: TTR  
varaint) 
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3. การเกดิเป็น fibril ของ TTR variant  
การเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 

122 ในสายโพลีเพปไทดข์อง TTR จาก valine ไปเป็น
ก ร ด อ ะ มิ โ น ช นิ ด อ่ื น  เ ช่ น  isoleucine (V122I)  
มีรายงานเก่ียวข้องกับการก่อให้เกิดโรคเก่ียวกับ
กลา้มเน้ือหวัใจและโรคท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบประสาท 
(Jacobson et al., 1997; Carr et al., 2015) ตรงต าแหน่ง
เดียวกันน้ีในสายโพลีเพปไทด์ของตวัอย่างจากคน
ไทย ไดพ้บการกลายพนัธ์ุ ณ ต าแหน่งดงักล่าวเช่นกนั  
ดงันั้นจึงคาดวา่การกลายพนัธ์ุชนิดน้ีมีแนวโนม้ท าให้
เ กิด เ ป็นเส้นใย amyloid ท่ี เ ป็นพิษต่อเซลล์และ
ก่อใหเ้กิดโรคเช่นเดียวกบั V122I 

โครงสร้างของ TTR ท่ีประกอบดว้ยส่ีหน่วย
ย่อยสามารถแยกตัวแล้วน าไปสู่การเปล่ียนแปลง
โครงสร้างภายในของแต่ละหน่วยย่อย แลว้ส่งผลให้
เกิดการรวมตัวกันเป็นเส้นใย amyloid ภายใต้บาง
สภาวะ  เช่น L55P สามารถแยกตวัเป็นหน่วยยอ่ยแลว้
เปล่ียนแปลงเป็น amyloidogenic intermediate ซ่ึ ง
สามารถรวมตัวกันเองเป็นเส้นใย amyloid ทั้ งใน
สภาวะปกติและท่ี  pH ต ่ าๆ (Lashuel et al., 1999; 
Arsequell and Planas, 2012; Sant'anna et al., 2013) 
แต่เน่ืองจากโรค TTR amyloidosis ท่ีเกิดจาก TTR 
แ ย ก ตั ว ไ ป เ ป็ น  non-nature monomeric แ ล้ ว
เปล่ียนแปลงเป็นเส้นใย amyloid ในสภาวะ pH ปกติ 
แล้วสะสมในเน้ือเยื่อหรืออวัยวะ (Quintas et al., 
1997; 1999; 2001) ดงันั้นในการศึกษาความสามารถ
ของ TTR variant ในการสร้างเสน้ใย amyloid จึงท าการ
ทดลองในสภาวะปกติและท าการเปรียบเทียบกับ 

L55P และ TTR WT โดยโปรตีนเหล่าน้ีถูกเจือจางใน 
PBS ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 4.5 ไมโครโมลาร์ 
และเหน่ียวน าให้สร้าง amyloid ท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส และ pH 7.4 แลว้วดั amyloid ท่ีเกิดข้ึนโดย
การใชสี้ ThT ซ่ึงเป็นวิธีท่ีนิยมใชก้นัทัว่ไป (Arsequell 
and Planas, 2012) โดย ThT จับกับโครงสร้าง beta-
sheet ของ amyloid แลว้น าไปสู่การเพ่ิม fluorescence 
ของ ThT (Khurana et al., 2005; Groenning, 2010) 
เม่ือเปรียบเทียบระหว่าง TTR ท่ีเตรียมใหม่กบั TTR 
บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั พบว่า TTR 
variant มีอตัราการเกิดเป็นเส้นใย amyloid ท่ีสูงและ
เร็วมากในขณะท่ี L55P และ TTR WT แทบไม่มีความ
แตกต่างกนัดงัแสดงในภาพท่ี 4A, 4B และ 4C และท่ี
ความเขม้ขน้เดียวกนั TTR variant มีค่า fluorescence 
สูงกว่า L55P และ TTR WT อย่างเห็นไดช้ดั (ภาพท่ี 
4D) เน่ืองจากกรดอะมิโนต าแหน่งท่ี 122 อยูใ่นสาย H 
ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีเกิดปฏิสัมพันธ์กับสาย H ของอีก
หน่วยยอ่ยเพ่ือสร้างเป็น dimer และ สาย H ของแต่ละ
หน่วยย่อยยงัมีส่วนในการจับกับกันระหว่าง dimer 
เพ่ือสร้างเป็น tetramer ดงันั้นการเปล่ียนแปลงของ
กรดอะมิโนณ ต าแหน่งดงักล่าว จึงอาจมีผลท าใหแ้รง
ยึดเหน่ียวระหว่างหน่วยย่อยเปล่ียนแปลง ส่งผลต่อ
ความเสถียรของโครงสร้าง TTR (Jiang et al., 2001; 
Ferreira et al., 2013) ในการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็น
ว่า  TTR variant มีแนวโน้มท่ีจะเ กิด เ ป็น amyloid  
ไดเ้ร็วและสูงกวา่ L55P นัน่หมายถึงโอกาสท่ีจะเป็นพิษ
ต่อเซลลแ์ลว้ก่อใหเ้กิดโรคยอ่มมีสูงดว้ยเช่นกนั 
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ภาพที่ 4  การเกิดเป็นเสน้ใย amyloid ของโปรตีน TTR แต่ละชนิดไดแ้ก่ TTR variant, L55P และ TTR WT (WT)  

หลงัจากบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วนั (Aged) และโปรตีนท่ีไม่ไดบ่้ม (Fresh) ดงัแสดง
ในรูป A, B และ C ส่วนรูป D เปรียบเทียบความสามารถของ TTR แต่ละชนิดในการเกิดเป็นเสน้ใย 
amyloid 

 

4 .  ค ว า ม เ ป็ น พิ ษ ต่ อ เ ซ ล ล์  human 
neuroblastoma (LAN-5) ของ TTR variant 

ในงานวิจัยคร้ังน้ีได้ท าการทดสอบความ
เป็นพิษของ TTR variant ต่อ neuroblastoma (LAN-
5) โดยบ่ม TTR ความเข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์ กับ 
LAN-5 ท่ีเล้ียงใน 96- well plate หลงัจากบ่มเป็นเวลา 
24 ชั่วโมง ตรวจสอบเซลล์ท่ี มี ชี วิตโดยการวัด
กิ จกรรมภายใน เซลล์ด้ว ย กา รท า  MTT assay  

ผลการทดลองพบว่าเซลล์ท่ี บ่มกับ TTR มีอัตรา 
การรอดชีวิตลดลง เม่ือเปรียบเทียบกับชุดควบคุม 
(LAN-5 ท่ีไม่ได้บ่มกับโปรตีน) แต่เซลล์ท่ีบ่มด้วย 
TTR variant มีการตายสูงกว่า L55P และ TTR WT 
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดงในภาพท่ี 5 ซ่ึงเป็น
การบ่งช้ีว่า  TTR varaint มีความเป็นพิษต่อเซลล์
มากกวา่ TTR WT และ L55P 
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ภาพที่ 5  ผลของ TTR ต่อการมีชีวิตรอดของ LAN-5 หลงัจากท่ีบ่มเซลลด์ว้ย TTR แต่ละชนิดท่ี 37 องศาเซลเซียส  
นาน 24 ชัว่โมง แลว้วดัการมีชีวิตของเซลลโ์ดย MTT assay เป็นค่าเสถียรของการท า 3 ซ ้า (*p < 0.05)  

 
ความเป็นพิษของ TTR ต่อเซลล์สัมพันธ์

โดยตรงกับความเสถียรทางโครงสร้าง tetramer  
ท่ีลดลงของสายโพลีเพปไทด์ของ TTR (Quintas et 
al., 2001) ซ่ึงอาจเก่ียวขอ้งกบัความสามารถของเส้นใย 
amyloid ของ TTR ในการเหน่ียวน าใหเ้กิดการอกัเสบ
และการเกิดภาวะเครียดท่ีเกิดจากการออกซิเดชัน 
(oxidative stress) แลง้ส่งผลให้เกิดการตายของเซลล์
ประสาท  (Sousa and Saraiva, 2003) โดย เส้นใย 
amyloid เหล่าน้ีสามารถจบักบั lipid moiety ของเยื่อ
หุ้มเซลลแ์ลว้ท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลล์
ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุของความเป็นพิษต่อเซลล์เช่นกนั 
(Hou et al., 2005) นอกจากน้ีการกระตุ้นผ่านตัวรับ 
(receptor) ก็เป็นกลไกหน่ึงท่ีท าให้เกิดความเป็นพิษ
ต่อเซลล์ (Sousa et al., 2000) Receptor for advanced 
glycation end product (RAGE) เ ป็นตัว รับ ท่ี เซลล์
ประสาทสามารถผลิตได้ โดยในสภาวะปกติมีการ
แสดงออกน้อยแต่พบสูงข้ึนในภาวะท่ีเกิดโรคบาง
ชนิด เช่น เบาหวาน การอกัเสบแบบเร้ือรัง หรือโรคท่ี
มีการท าลายของเซลล์ประสาท โดยเส้นใย amyloid 
เป็นลิแกนด์ชนิดหน่ึงของ RAGE (Schmidt et al., 
2000; Kierdorf and Fritz 2013) ส า ห รั บ เ ส้ น ใ ย 

amyloid ของ TTR มีรายงานว่าสามารถจบักบัตัวรับ
ชนิดน้ีไดเ้ช่นกนั โดยพบวา่ RAGE มีการแสดงออกท่ี
สูงข้ึนในเน้ือเยื่อของผูป่้วย FAP และสามารถจบักบั
เส้นใย amyloid แลว้เหน่ียวน าให้เกิดการแสดงออก
ของ nuclear transcription factor kB (NF-kB) ซ่ึงไป
เพ่ิมการผลิตสารท่ีเก่ียวขอ้งในกระบวนการอกัเสบ
และไปกระตุน้ใหเ้กิดการตายของเซลล ์แลว้ส่งผลให้
เกิดโรคเก่ียวกบัระบบประสาทในผูป่้วย FAP (Sousa 
et al., 2000; 2001) ดังนั้ น จึง เ ป็นไปได้ว่ า เส้นใย 
amyloid ของ TTR variant อาจกระตุ้นผ่านกลไกใด
กลไกหน่ึงแลว้ส่งผลใหเ้กิดการตายของเซลล ์
 

สรุป 
จากการศึกษาสรุปได้ว่า P. pastoris เป็น

ระบบท่ีมีประสิทธิภาพสูงในการผลิตและหลั่ง
โปรตีน TTR ลูกผสมออกมาภายนอกเซลลซ่ึ์งง่ายต่อ
การท าให้โปรตีนบริสุทธ์ิ โดย TTR ท่ีผลิตได้มี
คุณลกัษณะใกลเ้คียงกบัTTR ท่ีแยกมาจากพลาสมา
ของคน โดย TTR variant ท่ีพบในคนไทย และ
ท าการศึกษาในคร้ังน้ี มีความสามารถในการเกิดเป็น
เสน้ใย amyloid ท่ีสภาวะปกติไดเ้ร็วกวา่ L55P ซ่ึงเป็น 
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TTR กลายพันธ์ุชนิดท่ีก่อให้เ กิดโรคได้เ ร็วและ
รุนแรง  และยัง มีความเป็นพิษต่อ เซลล์  human 
neuroblastoma อยา่งชดัเจน ซ่ึงเป็นขอ้บ่งช้ีไดว้า่ TTR 
variant มีแนวโนม้ท่ีจะก่อให้เกิดโรคไดเ้ช่นเดียวกนั 
ความเขา้ใจในรูปแบบผลกระทบของเสน้ใย amyloid 
ต่อเซลล์และความเสถียรของโครงสร้าง tetramer 
ของ TTR จะช่วยในการหาวิธีป้องกนัหรือรักษาโรค
จาก TTR variant น้ี ดงันั้นการศึกษากลไกความเป็น
พิษต่อเซลล์และความเสถียรทางโครงสร้างจึง
จ าเป็นตอ้งมีการศึกษาเพ่ิมเติมในอนาคต 
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