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บทท่ี  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) เปนกลุมอาการสมองเส่ือม (dementia) ที่พบบอย
ที่สุดในผูสูงอายุตั้งแต 65 ปข้ึนไป ทําใหเกิดความบกพรองดานความจํา เนื่องจากมีการตายของ
เซลลประสาทอยางมากในบริเวณ cerebral cortex และ hippocampus พยาธิสภาพที่ตรวจพบ
ในสมองของผูปวยที่เสียชีวิตดวยโรคอัลไซเมอรที่สําคัญคือ 1) การสะสมของ neurofibrillary 
tangles (NFTs) ภายในเซลลประสาท NFTs เกิดจากการรวมกลุมของโปรตีน tau ที่ถูก 
phosphorylated อยางผิดปกติ และ 2) การสะสมของ amyloid plaque ภายนอกเซลลประสาท 
จากการตกตะกอนและรวมตัวกันของเบตาอะไมลอยดเปปไทด (Aβ) นอกจากนี้ ยังพบเซลล      
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนเปนจํานวนมากในเนื้อสมองโดยเฉพาะรอบๆ บริเวณที่มีการสะสมของ 
plaques การเปล่ียนแปลงระดับของ Aβ และ hyperphosphorylated tau (p-tau) ในพลาสมา
และน้ําไขสันหลังไดถูกนํามาใชเปน biomarkers สําหรับการวินิจฉัยโรคอัลไซเมอร อยางไรก็ตาม 
พบวาทั้ง Aβ และ p-tau มีความสัมพันธกับการดําเนินไปของโรคในระยะทายๆ ดังนั้นการหา 
biomarkers ที่สอดคลองกับการดําเนินไปของโรคอัลไซเมอรในระยะตนๆ จึงมีความสําคัญอยาง
ยิ่ง เพื่อใหยาที่มีใชอยูในปจจุบัน (symptomatic drugs) และที่กําลังพัฒนา (disease-modifying 
drugs) มีประสิทธิภาพสูงสุดที่จะชะลอหรือยับยั้งการตายของเซลลประสาทในสมองของผูสูงอายุ
ที่เส่ียงตอการเปนโรคอัลไซเมอร 

ในปจจุบันสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคอัลไซเมอรยังไมทราบ แตเชื่อวาโรคอัลไซเมอรเปน 
multifactorial disease ที่มีอายุเปนปจจัยเส่ียงที่สําคัญ กลไกที่นําไปสูการตายของเซลลประสาท
ในโรคอัลไซเมอรถูกเชื่อมโยงกับ amyloid cascade hypothesis ที่วา การตายของเซลลประสาท
ในโรคอัลไซเมอรมีจุดเร่ิมตนมาจากการสะสมของ Aβ ที่มีความเปนพิษโดยตรงตอเซลลประสาท 
และการไปกระตุนเซลลไมโครเกลีย (microglia) ใหหล่ัง cytokines chemokines reactive 
oxygen species (ROS) proteases และ neurotoxic compounds ทําใหเซลลประสาทตายอยาง
ตอเนื่องตราบเทาที่วงจรนี้ยังคงดําเนินตอไป จากการศึกษาในระบบเซลลเพาะเล้ียงพบวาเซลล  
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ สามารถผลิตโมเลกุลที่เปนผลดีตอการฟนตัวของเซลลในระบบ
ประสาทได นอกเหนือไปจาก neurotoxic substances ที่กลาวมาแลวขางตน แตในปจจุบันยังไม
มีการศึกษาในลักษณะที่เปน high throughput เพื่อศึกษารูปแบบและชนิดของโปรตีนที่ผลิต
ออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ ดังนั้น การศึกษาในคร้ังนี้จึงใชเทคนิคทาง 

 



 

proteomics เพื่อหาโปรตีนที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ ซึ่งสอดคลองกับพยาธิ
กําเนิดของโรคอัลไซเมอร โดยมุงหวังวาโปรตีนที่ไดจากการศึกษาในคร้ังนี้จะสามารถนํามา
ประยุกตใชเปน biomarkers ของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ ได 

คําถามของงานวิจัย 

การกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย Aβ เปนเวลา 12 ชั่วโมง จะเปล่ียนแปลงรูปแบบและ
ชนิดของโปรตีนที่เซลลหล่ังออกมาหรือไม 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย 
Aβ เปนเวลา 12 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลที่ไมถูกกระตุน 

2. เพื่อหาชนิดของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ ที่เวลา 
12 ชั่วโมง 

สมมติฐาน 

1. การกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย Aβ เปนเวลา 12 ชั่วโมง จะเปล่ียนแปลงรูปแบบและ
ชนิดของโปรตีนที่เซลลหล่ังออกมา  

2. ชนิดของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลที่ถูกกระตุนดวย Aβ เปนเวลา 12 ชั่วโมง จะถูก
ตรวจพบจากการวิเคราะหดวยเคร่ือง mass spectrometry 

ขอตกลงเบื้องตน 

เคร่ืองมือตางๆ ที่ใชในการทดลองเปนเคร่ืองมือที่ผานการทดสอบความเที่ยงตรงและ
ความแมนยําตามมาตรฐานของเคร่ืองมือชนิดนั้นๆ 

คําสําคัญ 
เบตาอะไมลอยดเปปไทด (β-amyloid peptides) 
โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) 
เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุน (activated microglia) 
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รูปแบบการวิจัย 

การศึกษาคร้ังนี้เปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 

Aβ1-42 เกิดจากโปรตีนตั้งตนของ Aβ คือ amyloid protein precursor (APP) ที่ถูกตัด
ดวย β- และ γ-secretases มีกรดอะมิโน 42 ตัว เรียงตอกันตามลําดับ ดังนี้ 
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA และในการศึกษาคร้ังนี้จะใช
เปนตัวกระตุนเซลลไมโครเกลีย 

Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) เปนเทคนิคข้ันสูง
ที่ควบคูกันระหวางการแยกสารดวย LC กับการแตกสารดวย MS/MS เปนเทคนิคที่มีความไวสูง 
โดย LC ใชหลักการแยกตามคุณสมบัติทางเคมีของสารแตละชนิด เชน ความมีข้ัว (polar) ไมมีข้ัว 
(non polar) ความเปนกรดเบส (pH) สวน MS/MS จะแตกสารที่ทดสอบใหเปนไอออนและวัดคา
มวลตอประจุ (m/z) เพื่อหาคามวลโมเลกุลและลําดับกรดอะมิโน   

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ผลจากการศึกษาเพื่อหารูปแบบและชนิดของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่
ถูกกระตุนดวย Aβ อาจทําใหไดมาซึ่ง biomarkers ที่สอดคลองกับการดําเนินไปของโรค           
อัลไซเมอรในระยะตนๆ ซึ่งนอกจากจะชวยใหเขาใจถึงพยาธิกําเนิดของโรคแลวยังอาจจะเปน
ประโยชนในการติดตามผลการใชยาที่มีอยูในปจจุบันและที่กําลังพัฒนาเพื่อใหเกิดประสิทธิภาพ
สูงสุดในการชะลอหรือยับยั้งการตายของเซลลประสาทของผูสูงอายุที่ เส่ียงตอการเปนโรค          
อัลไซเมอร 
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กรอบความคิดในการวิจัย 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) เปนกลุมอาการสมองเส่ือม (dementia) ที่พบได
บอยที่สุดในผูสูงอายุ เปนความผิดปกติทางระบบประสาทเกิดจากการตายของเซลลประสาทใน
สมอง เชน บริเวณ cerebral cortex และ hippocampus มีรายงานวาจํานวนผูปวยโรคอัลไซเมอร
เพิ่มข้ึนเปน 2 เทา ทุกๆ 5 ป ในชวงอายุตั้งแต 65-85 ป และจะเพิ่มข้ึนอยางมากเม่ืออายุเลย 85 ป
ไปแลว โดยผูสูงอายุในกลุมหลังนี้จะพบวาเปนโรคอัลไซเมอรถึงรอยละ 20-40 แสดงใหเห็นวาอายุ
เปนปจจัยเส่ียงที่สําคัญของโรคนี้ (1) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 

 

 
 
รูปท่ี 2.1 อายุที่เพิ่มข้ึนเปนปจจัยเส่ียงของการตายของเซลลประสาทในโรคอัลไซเมอร แกน x เปน
ชวงอายุที่เพิ่มข้ึนทุกๆ 5 ป แบงเปน 5 กลุมคือ 65-69 ป 70-74 ป 75-79 ป 80-84 ป  และ 85-89 
ป และแกน y เปนอัตราความชุกของผูปวยโรคอัลไซเมอร (%) (2) 

โรคอัลไซเมอรสามารถพบไดทั่วโลก ประมาณการณวาปจจุบันมีผูปวยโรคอัลไซเมอรอยู
ถึง 18 ลานคน และอาจสูงข้ึนเปน 2 เทาภายในป ค.ศ. 2025 (3) จากขอมูลขององคการอนามัย
โลก (World Health Organization) พบวา โรคอัลไซเมอรเปนสาเหตุการตายลําดับที่ 5 ในผูสูงอายุ
เพศหญิง และลําดับที่ 8 ในผูสูงอายุเพศชาย ที่มีอายุมากกวา 65 ป ทําใหรัฐบาลสหรัฐอเมริกา
ตองใชงบประมาณเพื่อการดูแลรักษาและสงเสริมการเขาสังคมของผูปวยทุกป (4) โดยเงินจํานวน
นี้ยังไมรวมถึงการลงทุนไปกับการศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนาการรักษาโรคอัลไซเมอรใหเปนไปอยางมี
ประสิทธิภาพ ปลอดภัย และสามารถเขาถึงไดทุกคน 

 
 



 

สําหรับประเทศไทย มีรายงานการสาธารณสุขไทย (5) ป พ.ศ. 2548 – พ.ศ. 2550 กลาว
ไววา ความชุก (prevalence) ของกลุมอาการสมองเส่ือมของคนไทยพบอยูประมาณรอยละ 3.04 
ในป พ.ศ. 2543 ซึ่งคาดวาในป พ.ศ. 2573 จะมีผูสูงอายุที่มีปญหาจากอาการสมองเส่ือมเพิ่มข้ึน
เปนรอยละ 3.36 โดยในจํานวนนี้เปนเพศหญิงมากกวาเพศชายถึง 2 เทา (รูปที่ 2.2)  

 

 
รูปท่ี 2.2 กราฟแสดงการคาดประมาณผูสูงอายุที่มีปญหาจากกลุมอาการสมองเส่ือมใน พ.ศ. 
2543 - พ.ศ. 2573 (6) 

เม่ือเปรียบเทียบความชุกของอาการสมองเส่ือมในประเทศไทยกับประเทศสหรัฐอเมริกา
พบวา ผูสูงอายุไทยมีอัตราความชุกของอาการสมองเส่ือมต่ํากวาผูสูงอายุอเมริกัน แตเม่ือพิจารณา
ความชุกในแตละชวงอายุแลว พบอัตราการเพิ่มข้ึนใกลเคียงกับชาวอเมริกัน (ตารางที่ 2.1) 
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ตารางท่ี 2.1 ตารางเปรียบเทียบความชุกของอาการสมองเส่ือมของประชากรสูงอายุไทยกับชาว
อเมริกัน (7) 

 
นอกจากนี้  ในการสํารวจ วิจัยของผูชวยศาสตราจารยปทมา วาพัฒนวงศและ

ศาสตราจารยปราโมทย ประสาทกุล สถาบันวิจัยประชากรและสังคม มหาวิทยาลัยมหิดล (8) 
พบวา อัตราการเจริญเติบโตของจํานวนประชากรไทยมีอัตราลดลง แตอัตราการเจริญเติบโตของ
จํานวนประชากรผูสูงอายุกลับมีอัตราเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว โดยในป พ.ศ. 2548 ประชากรผูสูงอายุ
มีจํานวนกวา 6 ลานคน คิดเปนรอยละ 10 ของประชากรไทย คาดการณวามีแนวโนมเพิ่มข้ึนเปน 
16 ลานคน หรือรอยละ 25 ของประชากรไทย ในป พ.ศ. 2578 ซึ่งหมายความวาภายในเวลาเพียง 
30 ป อัตราการเจริญเติบโตของประชากรผูสูงอายุเพิ่มข้ึนเกือบ 3 เทา (รูปที่ 2.3) แสดงวา
สังคมไทยกําลังจะกลายเปนสังคมผูสูงอายุ  

 
รูปท่ี 2.3 แสดงจํานวนประชากรไทยในวัยตางๆ ในป พ.ศ. 2548 - พ.ศ. 2578 (8) 

7 



 

การสํารวจวิจัยนี้แมไมไดแสดงถึงความชุกของโรคอัลไซเมอรในประเทศไทยอยางชัดเจน 
แตการเพิ่มข้ึนของอัตราการเจริญเติบโตของจํานวนประชากรผูสูงอายุไทย และการเพิ่มข้ึนของ
อัตราความชุกของอาการสมองเส่ือมอาจแสดงถึงแนวโนมที่สูงข้ึนของโรคอัลไซเมอรในประเทศ
ไทยดวย 

โรคอัลไซเมอรไดชื่อมาจากดอกเตอรอัลลอยส อัลไซเมอร นักจิตวิทยาและนักพยาธิวิทยา
ทางประสาทศาสตรชาวเยอรมนี ซึ่งเปนผูที่ไดอธิบายถึงลักษณะของพยาธิสภาพของเซลลประสาท
ในโรคอัลไซเมอร ดอกเตอรอัลไซเมอรไดตีพิมพรายงานในป ค.ศ. 1907 โดยบรรยายถึงส่ิงที่พบ
ทางกายวิภาคศาสตรและผลการศึกษาวิจัยดวยกลองจุลทรรศนจากการตรวจหาพยาธิสภาพใน
สมองหลังการเสียชีวิตของออกัส ดีเทอร ผูปวยเพศหญิงอายุ 56 ป ที่ปวยดวยอาการสูญเสียความ
ทรงจําเปนเวลานาน หลงทิศทาง (disorientation) ประสาทหูหลอน (auditory hallucinations) 
และมีความบกพรองทางจิตอยางรุนแรง ดอกเตอรอัลไซเมอรไดพบการฝอ (atrophy) ของสมอง
หลายสวน ไดแก hippocampus ที่เกี่ยวของกับความทรงจํา การเรียนรู และ cerebral cortex ใน
สวนของ temporal lobe ที่เกี่ยวของกับการไดยิน การพูด ในสวน frontal lobe ที่เกี่ยวของกับ
อารมณ การเคล่ือนไหว และในสวน parietal lobe ที่เกี่ยวของกับทิศทาง การมองเห็น ซึ่งแสดงให
เห็นวามีการตายของเซลลประสาทในบริเวณเหลานี้อยางมาก นอกจากนี้ ผลจากการศึกษาดวย
กลองจุลทรรศน พบเสนใยที่ยอมติดสีมากและหนาเปนพิเศษในเซลลประสาท และพบจุดเล็กๆ 
เปนจํานวนมากที่ประกอบกันเปนแผน (plaque) ในเนื้อสมอง (9) บริเวณที่พบ plaques  จะมี
เซลลประสาทที่มี dystrophic neurites โดยลักษณะพยาธิสภาพทางประสาทศาสตรเหลานี้
ปจจุบันรูจักกันวา “neurofibrillary tangles (NFTs)” และ “amyloid plaques” หรือ “senile 
plaques” ตามลําดับ (รูปที่ 2.4)  

 

 
รูปท่ี 2.4 แสดงลักษณะของ tangles ที่พบในเซลลประสาทและ amyloid plaques ที่พบนอก
เซลลประสาทในเนื้อสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร (10) 
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ในปจจุบันยังไมทราบวาพยาธิกําเนิดของโรคอัลไซเมอรเกิดจากสาเหตุใด แตสามารถแบง
โรคอัลไซเมอรไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่มียีนถายทอดทางพันธุกรรม (familial Alzheimer’s 
disease: FAD) และกลุมที่ไมทราบสาเหตุแนชัด (sporadic Alzheimer’s disease: SAD) โดย
ผูปวยโรคอัลไซเมอรในกลุม FAD พบไดนอยกวากลุม SAD มาก คือ ประมาณ 5% และ 95% 
ตามลําดับ (11) จากการศึกษาในกลุม FAD พบวา ผูปวยมักเร่ิมแสดงอาการของโรคในชวงอายุที่
นอยกวา 65 ป โดยมีสาเหตุจากการกลายพันธุในยีนตั้งตนของเบตาอะไมลอยดเปปไทด (β-
amyloid peptide: Aβ)  คือ amyloid protein precursor (APP gene) บนโครโมโซมคูที่ 21  (12) 
หรือยีนพรีซีนิลิน-1 (presenilin-1: PSEN1 gene) บนโครโมโซมคูที่ 14 หรือยีนพรีซีนิลิน-2 
(presenilin-2: PSEN2 gene) บนโครโมโซมคูที่ 1 (11)  นอกจากนี้ ยังมียีนที่เปนปจจัยเส่ียง ไดแก 
ยีนที่ผลิตอะโปไลโปโปรตีน E (apolipoprotein E: APOE gene) อีกดวย (13) สําหรับกลุม SAD มี
หลักฐานบงชี้วาโรคอัลไซเมอรมีหลายปจจัยเขามาเกี่ยวของ (14-15) ไดแก ความอวน การออก
กําลังกายนอย การศึกษานอย การสูบบุหร่ี โรคประจําตัว เชน โรคตับ โรคไต โรคไทรอยด (thyroid) 
ความดันโลหิตสูง (hypertension) เบาหวาน (diabetes mellitus) ความบกพรองทางจิต (mental 
disabilities) การติดเชื้อ (infection) เชน เชื้อซิฟลิส (Syphilis) เชื้อเอชไอวี (HIV) ไวรัสตับอักเสบซี 
(HCV) การพบเสนเลือดตีบหรือแตกในสมอง เนื้องอกในสมอง รวมไปถึงการไดรับบาดเจ็บและ
การกระทบกระเทือนของสมอง 

การวินิจฉัยโรคอัลไซเมอรทางการแพทยอาศัยการซักประวัติผูปวยและญาติ ตรวจรางกาย
ของผูปวย ทําแบบทดสอบทางดานสมองและจิตใจ การเอกซเรยสมอง รวมถึงการเจาะเลือดเพื่อ
หาสาเหตุอ่ืนที่อาจสงผลใหเกิดอาการสมองเส่ือมได นอกจากนี้ อาจเจาะเลือดหรือน้ําไขสันหลัง
เพื่อตรวจหา Aβ และโปรตีนทาว (tau) เพื่อใชในการคัดแยกและวินิจฉัยโรคอัลไซเมอรเพิ่มเติมได 
โดยอาการของผูปวยโรคอัลไซเมอรที่แสดงออกมาสามารถแบงไดเปน 3 ระยะ ไดแก ระยะแรก 
(mild) ระยะกลาง (moderate) และระยะรุนแรง (severe) (16) 

ระยะแรก (1-3 ป) ผูปวยจะมีความจําบกพรอง (impairment of learning and memory) 
ลืมการสนทนาที่เพิ่งพูดไป ทําใหผูปวยถามซ้ําแลวซ้ําอีกกับคําถามเดิมที่เคยถามไปแลว ผูปวยจะ
จําเหตุการณเกาๆ ไดดีกวาเหตุการณที่เพิ่งเกิดข้ึน อาจจะมีปญหากับการใชภาษาตั้งแตชวงแรก
ของโรค มักเลือกใชคํามาพูดไมถูก เรียกชื่อส่ิงของที่ไมไดใชบอยๆ ไมถูกตอง (paraphasia) ไม
สามารถวางแผนการทํางานได (impairment of executive function) อาจสับสนทิศทาง 
(disorientation) โดยเฉพาะเสนทางที่ไมคุนเคย 
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ระยะกลาง (2-10 ป) อาการหลงลืมจะเปนมากข้ึน เร่ิมจําส่ิงที่ทําไปแลวไมได รวมทั้ง
ความจําเกาๆ จะเร่ิมเสียไป จําชื่อเพื่อนหรือชื่อญาติไมได ไมรูวาส่ิงที่เห็น ที่ไดยิน หรือสัมผัสเปน
อะไร (agnosia) ไมรูวาตัวเองปวย (anosognosia) มีปญหาในการทํากิจวัตรประจําวันที่ซับซอน 
การดูแลตนเองจะเร่ิมบกพรอง ผูปวยบางรายอาจมีอาการหวาดระแวง เห็นภาพหลอนและหูแวว 

ระยะรุนแรง (3-12 ป) ความจําจะแยลงมาก จําคนใกลตัวไมได หรืออาจจําชื่อตนเองไมได 
มีภาวะซึมเศรา (depression) นอนไมหลับ พูดนอยลงมากจนกระทั่งไมพูดเลย ในที่สุดผูปวยจะ
พูดไมได เดินไมได กลืนอาหารไมเปน (apraxia) นอนติดเตียง ตองดูแลตลอด 24 ชั่วโมง อาจ
เสียชีวิตจากอาการปอดบวม (pneumonia) หรือแผลกดทับ 

การวินิจฉัยเพื่อระบุระยะของโรคอัลไซเมอรไมสามารถวินิจฉัยชี้ขาดได จนกระทั่งผูปวยได
แสดงอาการที่บงชี้ของระยะนั้นๆ แลว อาการของโรคอัลไซเมอรจะคอยเปนคอยไปและไมอาจ
ทราบการดําเนินไปของโรคอยางแนชัดไดลวงหนา เนื่องจากยังไมอาจหาดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ 
(biomarkers) ที่มีประสิทธิภาพและนาเชื่อถือเพียงพอที่จะนํามาใชเปนเคร่ืองพิสูจนกลไกหรือ
สภาวะที่เปนไปของพยาธิสภาพในสมองได นอกจากการตรวจพบ NFTs และ amyloid plaques 
ในสมองของผูปวยหลังเสียชีวิตจะถือเปนการวินิจฉัยส้ินสุดของโรคอัลไซเมอร (17) 

NFTs คือ เสนใยคูที่พันกันเปนเกลียว (paired helical filaments: PHFs) มาเกาะกลุมกัน
ในเซลลประสาท (รูปที่ 2.5) ประกอบไปดวยโปรตีน tau ที่อยูในรูปที่ถูกเติมหมูฟอสเฟตหลาย
ตําแหนง (hyperphosphorylated tau: p-tau) ซึ่งเอนไซมที่ควบคุมการเติมหมูฟอสเฟตนี้ ไดแก 
glycogen synthase kinase 3 (GSK3), cyclin-dependent kinase 5 (CDK5), protein 
phosphatase-1 (PP-1), protein phosphatase-2A (PP-2A) เปนตน (19) tau เปนโปรตีนที่
เกี่ยวของกับ microtubules ที่เปนโครงสรางของเซลล และใชในการขนสงโปรตีนและเอนไซม 
(axonal transport) ออกนอกเซลล tau พบไดมากในเซลลประสาท ทําหนาที่จับกับ microtubules 
ดวย microtubule-binding domains และสงเสริมการรวมตัว (assembly) และความเสถียรของ 
microtubules (20) จากการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) แสดงใหเห็นวา tau ที่ถูกเติมหมู
ฟอสเฟตจะกอตัวเปน polymer มีโครงสรางคลายกับ PHFs (21) เหมือนกับที่พบในโรคอัลไซเมอร 
ทําใหความเสถียรของ microtubules ลดลงและรบกวนการขนสงโปรตีนหรือสารส่ือประสาทของ
เซลลได 
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รูปท่ี 2.5 แสดงความไมเสถียรของไมโครทูบูลจากการสะสมของ PHFs ภายในเซลลประสาท (18)  

สวน amyloid plaques มีลักษณะโครงสรางเล็กกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 10-160 
ไมโครเมตร อยูนอกเซลลประสาท ก็มีรายงานอยางตอเนื่องวาพบการสะสมในเนื้อสมองของผูปวย
โรคอัลไซเมอร (22) amyloid plaques สามารถแบงไดเปน 2 ชนิด ไดแก diffuse plaques และ 
compact amyloid plaques (22-23) ดังแสดงในรูป 2.6 ที่ถูกลอมรอบไปดวยเซลลไมโครเกลียที่
ถูกกระตุน (activated microglia) ซึ่งเปนเสมือนเซลลในระบบภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิดของสมอง 
สําหรับ compact amyloid plaques ที่พบในสมองบางตําแหนงอาจถูกลอมรอบดวยลักษณะที่
เรียกวา dystrophic neurites ซึ่งเปนการสะสมของแอกซอน (axon) ที่บวม และมีเดนไดรต 
(dendrites) ที่พบ lysosomal-related attenuated bodies และสามารถยอมติด chromogranin 
A และ ubiquitin ไดดวยวิธีทางอิมมูโน (immunology) จึงอาจเรียก compact amyloid plaques 
ที่มีลักษณะดังกลาววา neuritic plaques แตไมใชวา compact amyloid plaques ทั้งหมดจะเปน 
neuritic plaques เสมอไป (22, 24) 

 

 
รูปท่ี 2.6 แสดงลักษณะ amyloid plaque ในสมองที่มีพยาธิสภาพมากข้ึนตามลําดับจากซายไป
ขวา รูปซาย คือ diffuse plaque รูปกลาง คือ compact amyloid plaque และรูปขวา คือ neuritic 
plaque (24)  
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ตามสมมติฐาน amyloid cascade ที่ตั้งโดย Hardy และ Allsop ในป 1991 (25) ไดกลาว
ไววา plaques เปนจุดเร่ิมตนของพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร โดย plaque เหลานี้เปนผลจากเม
ตาบอลิซึมที่ผิดปกติของ APP ทําใหเกิดการเสียสมดุลระหวางกระบวนการผลิตและการกําจัด Aβ 
นําไปสูการสะสม Aβ นอกเซลลประสาท ซึ่งเปนสาเหตุหลักของการสงกระแสประสาทที่ผิดปกติใน
บริเวณที่สงกระแสประสาท (synapse) และการตายของเซลลประสาทในโรคอัลไซเมอร 
นอกจากนี้ การเกาะกลุม (aggregation) ของ Aβ ยังถูกพิจารณาวาเปนกระบวนการเร่ิมตนของ
การเกิด NFTs โดยไปเหนี่ยวนํา glycogen synthase kinase 3β ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญที่เติมหมู
ฟอสเฟตใหกับ tau มีผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลลและเกิดความผิดปกติของเซลล
ประสาทในที่สุด แสดงใหเห็นวาการสะสม Aβ นาจะเปนความผิดปกติแรกๆ ที่เปนจุดเร่ิมตนของ
พยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร อีกทั้ง Aβ ยังสามารถกระตุนเซลลไมโครเกลียใหหล่ังสารที่มี
บทบาทในกระบวนการอักเสบ (proinflammatory cytokines) อันเปนสาเหตุของการเกิดการ
อักเสบในระบบประสาท (neuroinflammation) (26) โดยภายในสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอรจะ
พบ Aβ  เปนจํานวนมากและสะสมกันเปน amyloid plaques ที่ไมสามารถถูกกําจัดออกไปได
หมด ทําใหเซลลไมโครเกลียถูกกระตุนอยางตอเนื่องและหล่ังสารที่เปนพิษมากข้ึน จนเกิดความ
เสียหายตอเซลลประสาทและเหนี่ยวนําใหเกิดกระบวนการอักเสบของเซลลประสาทไดอยางเร้ือรัง 
(chronic neuroinflammation)  

ภายใน amyloid plaque พบ Aβ เปนองคประกอบหลัก และสามารถพบองคประกอบ
อ่ืนๆ ใน plaque ไดดวย เรียกวา Aβ-associated proteins (24) ไดแก cytokines, chemokines, 
proteases, ApoE, -1-antichymotrypsin, proteoglycans และ serum amyloid (22-23) 
ปฏิกิริยาระหวางองคประกอบของ plaque อาจสงเสริมให amyloid plaque มีความเสถียรมากข้ึน
และชวยเพิ่มการตอบสนองตอการอักเสบของเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนบริเวณที่อยูรอบๆ หรือ
อยูใน amyloid plaque  

บทบาทของ Aβ ในสมองที่ทํางานปกติยังไมทราบ แตคาดคิดกันวา Aβ อาจจะควบคุม
การขนสง cholesterol โดยการยับยั้ง cholesterol ในรูปของ low-density lipoprotein (LDL) 
ปฏิกิริยานี้อาจสําคัญตอการควบคุมการนําเขาของ cholesterol สูสมองและการควบคุมระดับ 
cholesterol ภายในเซลล (27) Aβ ยังถูกพิจารณาวาเปนโปรตีนที่จับกับโลหะหนักที่เรียกวา 
metalloprotein เนื่องจากไดสวนของ copper-binding domain (CuBD) มาจาก APP เชน การ
จับของธาตุเหล็ก (iron) ทองแดง (copper) และสังกะสี (zinc) กับชิ้นสวนของ Aβ บริเวณที่
ประกอบดวย histidine 3 ตัว และ tyrosine 1 ตัว ซึ่งอยูปลายดานเอมีนที่ชอบน้ํา (hydrophilic N-
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terminus) (28-29) ดังนั้น จึงกลาวไดวา Aβ อาจทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
ในสมอง (30) 

Aβ เปนเปปไทดที่มีน้ําหนักโมเลกุล (MW) ประมาณ 4.5 กิโลดาลตัน (kDa) สามารถผลิต
ไดจากเซลลประสาท พบกระจายอยูทั่วสมองของผูสูงอายุประมาณ 2 ไมโครกรัมตอน้ําหนักกรัม
ของสมอง และพบ Aβ  สูงข้ึนในสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอรไดถึง 31 ไมโครกรัมตอน้ําหนักกรัม
สมอง (31) นอกจากนี้ ยังพบ Aβ ไดในของเหลวระหวางเซลล (interstitial fluid: ISF) หรือน้ํา     
ไขสันหลัง (cerebrospinal fluid: CSF) ดวย (32) Aβ เกิดจากกระบวนการตัด APP ดวยเอนไซม
หลายชนิด (33) ดังแสดงในรูปที่ 2.7 โดย APP เปน glycoprotein ที่อยูบนเยื่อหุมเซลล 
(membrane) ซึ่งมีปลายคารบอกซิล (C-terminus) มีหางส้ันๆ อยูในไซโตพลาสซึม อีกคร่ึงหนึ่ง
ทางดานปลายเอมีน (N-terminus) จะมี heparin-binding domain (N-APP), CuBD และ APP 
inhibitor domain (APPI) APP พบไดในเซลลหลายชนิดรวมถึงเซลลประสาท เนื่องจาก APP อยู
ในบริเวณที่สงกระแสประสาท ดังนั้น APP อาจมีบทบาทใน neurite extension และอาจเปน
โปรตีนที่ขนสงโลหะหนัก เรียกวา metallotransporter รวมถึงอาจเกี่ยวของกับการสงสัญญาณ
ภายในเซลลผาน domain ใน cytoplasm ที่เรียกวา APP intracellular domain (AICD) (34) 

เมตาบอลิซึมของ APP สามารถแบงไดเปนสองเสนทาง (pathway) ที่เปนอิสระตอกัน 
(35) เสนทางแรก คือ non-amyloidogenic pathway เปนเสนทางที่อาศัยเอนไซม α-secretase 
และ γ-secretase ในการตัดโปรตีน APP อีกเสนทางหนึ่ง คือ amyloidogenic pathway เปน
เสนทางที่อาศัยเอนไซม β-secretase และ γ-secretase ในกระบวนการตัดโปรตีน APP (รูปที่ 
2.7 บน)  

ในเสนทางแรก α-secretase  ทําหนาที่ตัด APP ภายนอกเซลล ตรงกับตําแหนงกรด     
อะมิโนของ Aβ ระหวางตําแหนงที่ 16 และ 17 ใหสวนของ soluble APPα (sAPPα) หลุดออกนอก
เซลล และสวนของ AICD ที่มีกรดอะมิโน 83 ตัว ตามดวย γ-secretase ไปตัด AICD บริเวณเยื่อ
หุมเซลล ซึง่สามารถตัดไดหลายตําแหนง เชน ตําแหนงของกรดอะมิโนของ Aβ ที่ 40 และ 42 เปน
ตน ทําใหแบง APP ออกเปน 3 สวน คือ sAPPα (APP N-terminus - Aβ16), P3 (Aβ17 - 
Aβ40/42) และ AICD (Aβ41/43 - APP C-terminus) ดังแสดงในรูปที่ 2.7 (ลาง) ชิ้นสวนของ P3 
จะถูกยอยอยางรวดเร็วและไมมีบทบาททางพยาธิสภาพ ขณะที่ชิ้นสวน sAPPα อาจใหผลปกปอง
เซลลประสาทไดบางสวน (23, 36)  
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รูปท่ี 2.7 เมตาบอลิซึมของ APP รูปบนแสดงเสนทาง non-amyloidogenic pathway และ 
amyloidogenic pathway รวมถึงชิ้นสวนที่ไดจากเสนทางดังกลาว สวนรูปลางแสดงตําแหนงและ
กรดอะมิโนของ Aβ อยูภายใน APP โดยมีลูกศรชี้ตําแหนงของ APP ที่ถูกตัดดวยเอนไซม β-, α- 
และ γ-secretase ตามลําดับ โดยเอนไซม γ-secretase สามารถตัด APP ไดหลายตําแหนง 
ขณะที่ α-secretase และ β-secretase จะตัดในตําแหนงที่จําเพาะ ดังนั้น non-amyloidogenic 
pathway หรือ -secretase pathway จะไมสราง Aβ แต amyloidogenic pathway หรือ β-
secretase pathway จะสามารถสราง Aβ ได (35) 

สวนอีกเสนทางหนึ่ง β-secretase จะตัด APP ภายนอกเซลล ใหสวนของ soluble APPβ 
(sAPPβ) ออกมาภายนอกเซลล และ AICD ที่มีกรดอะมิโน 99 ตัว ตามดวย γ-secretase ซึ่งตัด 
AICD บริเวณเยื่อหุมเซลล ใหชิ้นสวนที่ 3 คือ Aβ1-40 หรือ Aβ ความยาวเต็ม (Aβ1-42) (34) 
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รูปแบบของ Aβ ที่พบมากที่สุดใน plaque คือ Aβ1-40 และ Aβ1-42 (33) ซึ่งมีลําดับ
กรดอะมิโนเหมือนกัน ตางกันเพียง 2 ตัว คือ isoleucine และ alanine ที่เพิ่มข้ึนมาดานปลายคาร
บอกซิลของ Aβ1-42  ดังแสดงในรูปที่ 2.7 (ลาง) ในสมองของผูสูงอายุทั่วไปสามารถพบ Aβ1-40 
มากกวา Aβ1-42 ในอัตราสวน 10 : 1 หรือประมาณ 9 เทา (37) แตในผูปวยโรคอัลไซเมอรจะพบ
การสะสมของ Aβ1-42 ไดมากกวา Aβ1-40 ถึง 10 เทา (17) จากการศึกษาในหลอดทดลอง
พบวา Aβ1-42 ละลายน้ําไดยากกวา Aβ1-40 ประมาณ 4-5 เทา (38) เนื่องจากปลายดานคาร
บอกซิลของ Aβ1-42 จะมีกรดอะมิโนที่ไมชอบน้ําอยูถึง 14 ตัว จึงมีโครงสรางที่แข็งแรงกวา Aβ1-
40 ในอุณหภูมิรางกาย (37, 39) อาจกลาวไดวาการละลายน้ําไดไมดีของ Aβ1-42 สงเสริมการ
สรางโครงสรางทุติยภูมิของมันเอง โดยสาย fibril ของ Aβ จะเขามาคูขนานและเชื่อมกันดวย
พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) เพื่อจัดรูปของโครงสรางทุติยภูมิที่เรียกวา β-pleated sheet 
(22) โครงสรางนี้ยังพบไดจากการทดลองในหลอดทดลองที่แสดงใหเห็นวา Aβ ในความเขมขนสูง
สามารถเกาะกลุมกันและสรางโครงสราง β-sheet ได (40) การเกาะกลุมกันของ Aβ1-42 ยังมี
รายงานวามีความเปนพิษตอเซลลประสาทไดมากกวาการเกาะกลุมกันของ Aβ1-40 (41)  

นอกจากความเปนพิษตอเซลลประสาทจะเกิดจาก Aβ ในรูปของ Aβ ที่เกาะกลุมกันแลว 
Aβ ในรูปกอนการเกาะกลุม เชน โมโนเมอรของ Aβ1-42 ก็พบวาเปนพิษตอเซลลประสาทได
เชนกัน ซึ่งพบไดในการวิจัยหลายการวิจัยที่ใชแบบจําลองตางกัน (42) ไดแก แบบจําลองในหลอด
ทดลอง (in vitro) ของ Zhang และคณะ ในเซลลประสาทของมนุษยที่นํามาเพาะเล้ียงใหเปนเซลล
เพาะเล้ียงปฐมภูมิ (primary culture) พบวาโมโนเมอรของ Aβ1-42 สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล
ประสาทตายผานทาง p53-Bax pathway ได (43) และการใช anti-Aβ1-42 antibody ในเซลล 
neuroblastoma SH-SY5Y ของมนุษยที่ไดรับ Aβ1-42 สามารถชวยปกปองเซลลประสาทจาก
ความเปนพิษของ Aβ1-42 (44) นอกจากนี้ การศึกษาในแบบจําลองในส่ิงมีชีวิต (in vivo) โดย 
Chiba และคณะ ไดแสดงใหเห็นวาการไดรับ Aβ1-42 ในหนู Tg2576 จะไปรบกวน JAK2/STAT3 
ในเซลลประสาทบริเวณ hippocampus เปนผลใหเกิดความบกพรองดานความจําไดอีกดวย (45) 

ผลจากความเปนพิษของ Aβ สามารถพบไดทั้งทางตรงและทางออม โดยทางตรง Aβ เอง
สามารถเปนสารที่เปนพิษตอเซลลประสาทได โดยจับกับตัวรับ (receptor) เชน receptor for 
advanced glycation end products (RAGE) บนผิวเซลลประสาท ทําใหเซลลตายแบบ 
apoptosis ผานทาง mitogen-activated protein kinase (MAPK) (46) สุดทายจะเกิดการแตก
ของเซลลซึ่งเศษเซลลเหลานี้จะถูกเก็บกินโดยเซลลไมโครเกลีย (26) นอกจากนี้ Aβ ยังสามารถ
สรางรูที่เยื่อหุมเซลล ทําใหแคลเซียมไอออนสามารถเขาไปภายในเซลลประสาทแลวกระตุน 
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MAPK ทําใหเซลลประสาทตายแบบ apoptosis ไดเชนเดียวกัน (31) สวนพิษโดยออมของ Aβ คือ 
การที่  Aβ ไปกระตุนเซลลไมโครเกลียผานทางตัวรับดังแสดงในรูปที่  2.8 แลวปลอย 
proinflammatory cytokines, proteolytic enzyme, complement protein,  และ neurotoxin 
ออกมาทําลายเซลลประสาท (47)  หลักฐานเหลานี้ชี้ใหเห็นวาเซลลไมโครเกลียเปนเซลลที่มี
ความสัมพันธกับ Aβ และมีบทบาทสําคัญในกระบวนการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร 

 

 
รูปท่ี 2.8 ตัวรับบนผิวเซลลของเซลลไมโครเกลียที่ตอบสนองตอ Aβ (48) 

เซลลไมโครเกลียเปนเซลลค้ําจุนในระบบประสาท (neuroglia) ที่มีขนาดเล็กที่สุด มีอยู
ประมาณ 10% ของเซลลในระบบประสาทสวนกลาง (central nervous system: CNS) กระจาย
ตัวอยูทั่วสมอง แตจะพบใน gray matter มากกวา white matter (49) เซลลไมโครเกลียทําหนาที่
ในการรักษาสมดุลสภาวะแวดลอมภายในสมองคลายกับ macrophage ในระบบภูมิคุมกันของ
รางกาย ลักษณะของเซลลไมโครเกลียในสภาวะปกติจะอยูในรูป inactive แตในสภาวะที่เนื้อเยื่อ
ประสาทถูกทําลาย สภาวะอักเสบ (inflammation) การติดเชื้อ (infection) หรือสภาวะที่มีการตาย
ของเซลลประสาท (degeneration) เชน พยาธิสภาพที่มีการสะสม amyloid plaques เซลล       
ไมโครเกลียจะเปนเซลลแรกที่ตอบสนองตอการเปล่ียนแปลงเหลานี้ เรียกระยะนี้วาระยะถูกกระตุน 
(activating state) (50-51) การสะสมของ amyloid plaques สามารถดึงดูดเซลลไมโครเกลียให
เคล่ือนตัวไปยัง amyloid plaques ที่เกิดใหมไดภายใน 1-2 วัน (51) และสามารถพบกลุมของ
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เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนอยูภายในแกนกลาง (core) ของ compact amyloid plaques (รูปที่ 
2.9A) (52) โดยพบเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนอยูใน amyloid plaque ไดถึง 20% (53)  

 

 
 
รูปท่ี 2.9 ตําแหนงที่แตกตางกันของกลุมของเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนและกลุมของเซลล     
แอสโทรไซตที่ถูกกระตุน (activated astrocytes) ที่สัมพันธกับ core ของ neuron-derived 
plaque (NP) โดยการยอมสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอรดวยวิธี  double labeling 
immunostainings โดยรูปซายใช anti-Aβ1-42 (สีแดง) และ HLA-DR (สีน้ําเงิน) ซึ่งเปนตัวบงชี้ที่
เกี่ยวของกับการกระตุนเซลลไมโครเกลีย และรูปขวาใช anti-Aβ1-42 (สีแดง) และ GFAP (สีดํา) 
ซึ่งเปนตัวบงชี้ถึงเซลลแอสโทรไซต แสดงใหเห็นวาเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนพบอยูใน core ของ 
amyloid plaques ขณะที่เซลลแอสโทรไซตที่ถูกกระตุนจะพบอยูรอบนอกของ amyloid plaque 
(52) 

ความสัมพันธที่ใกลชิดของเซลลไมโครเกลียและ plaques นี้มาจากความพยายามของ
เซลลไมโครเกลียที่ตองการจะกําจัด Aβ ที่เปนองคประกอบหลักของ plaques เซลลไมโครเกลียที่
ถูกกระตุนในสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร จะพบการเพิ่มจํานวน การเปล่ียนแปลงรูปรางและมี
การเพิ่มข้ึนของ markers บนผิวเซลล เชน MHC-II, CD86, CD11b, CD40, intracellular 
adhesion molecules-1 (ICAM-1), ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba-1) เปน
ตน รวมถึงมีการหล่ังสารจําพวก cytokines, chemokines และ neurotoxic mediators รวมกับ
การมีภาวะที่เซลลถูกทําลายดวยสารอนุมูลอิสระ (oxidative stress) (26) โดยสามารถพบเซลล 
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนไดในระยะแรกๆ และเกิดคูขนานไปกับการเจริญของ plaque จาก diffuse 
plaque ไปเปน compact amyloid plaque (23) ดังนั้น จึงเชื่อวาเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนอยู
รอบๆ diffuse plaque นี้อาจนําไปสูการสราง core ของ plaque ได เนื่องจากสารที่หล่ังออกมา
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จากเซลลไมโครเกลียสามารถรวมตัวกันแบบเชิงซอน (complex) กับ Aβ ได เชน C1q รวมตัวกับ 
fribrillar Aβ จะกระตุน classical complement pathway และ serum amyloid ซึ่งจะไปเพิ่มการ
สราง proinflammatory cytokines เชน IL-1β, TNF- และ IL-6 จากเซลลไมโครเกลียที่ถูก
กระตุน (54-56) การพบการสะสม amyloid plaques เปนจํานวนมาก อาจเกิดจากเซลล            
ไมโครเกลียไมสามารถกําจัด Aβ ได รวมทั้งมีความบกพรองในกระบวนการ phagocytosis ดวย 
เซลลไมโครเกลียจึงอาจเปนเสมือนแหลงผลิต cytokines ที่เหนี่ยวนําใหเกิดกระบวนการอักเสบ
อยางเร้ือรัง และนําไปสูความเปนพิษตอเซลลประสาท (neurotoxicity) การสะสมของ amyloid 
plaque เปนเวลานานยังสามารถเหนี่ยวนําใหเกิด oxidative stress ซึ่งทําลายเซลลประสาทและ
กระตุนเซลลไมโครเกลียไดอยางตอเนื่อง เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนจะกลายเปนแหลงของ ROS 
และอนุมูลอิสระของไนตริกออกไซด (20) เปนไปไดวา oxidative stress นาจะเปนอีกกระบวนการ
หนึ่งที่สงเสริมใหเกิดการอักเสบในระบบประสาทผานการกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย Aβ 
หลักฐานเหลานี้แสดงเห็นไดวาเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนในระยะแรกๆ อาจมีกลไกหรือ
กระบวนการกําจัด Aβ ที่ดีกวาเซลลไมโครเกลียในระยะหลังๆ เปนไปไดวาอาจจะมีโมเลกุลบาง
โมเลกุลที่สามารถหล่ังออกมาเพื่อควบคุมการทํางานของเซลลไมโครเกลียไดตั้งแตระยะตนๆ 
การศึกษาถึงส่ิงที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียจึงอาจชวยใหเขาใจถึงการทํางานของเซลล    
ไมโครเกลียและกลไกที่เปนไปไดของการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร 

การศึกษาการเปล่ียนแปลงในสมองเปนไปไดยาก เนื่องจากไมสามารถนําชิ้นเนื้อจาก
สมองของผูปวยที่ยังมีชีวิตอยูมาศึกษาได นอกจากการตรวจวิเคราะหพยาธิสภาพหลังการเสียชีวิต
ซึ่งใหความแมนยําสูงในการวินิจฉัยโรคอัลไซเมอร จึงมีความจําเปนตองหา biomarkers อ่ืนๆ ที่
สามารถบงบอกถึงการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนภายในสมอง มีความไว (sensitivity) และ
ความจําเพาะ (specificity) ตอโรคอัลไซเมอรสูง รวมถึงสามารถตรวจพบไดงายและสรางความ
เจ็บปวดใหผูปวยนอยที่สุด โดยความไว คือ โอกาสที่ผูเปนโรคจะไดรับผลตรวจวาเปนโรค และ
ความจําเพาะ คือ โอกาสที่ผูที่ไมไดเปนโรคจะไดรับผลการตรวจวาไมเปนโรค หลายงานวิจัยจึงมี
ความพยายามที่จะหา biomarkers ในระดับโมเลกุลที่มีการเปล่ียนแปลงในสมอง CSF หรือ
พลาสมากอนที่ผูปวยจะเสียชีวิต (57) โดยโมเลกุลสวนมากที่นํามาใชเปน biomarkers ในปจจุบัน
มักจะพบวาเปนโปรตีน ดังนั้น การศึกษาศาสตรใหมที่เรียกวา “secretome” ซึ่งเปนการศึกษา
โปรตีนทั้งหมดที่หล่ังออกมาจากเซลลและเปนวิธีที่กําลังไดรับความนิยมในปจจุบัน จึงนํามาใชใน
การศึกษาเพื่อใหได biomarkers ออกมาเปนจํานวนมากในการศึกษาเพียงคร้ังเดียว คําวา 
secretome นี้ไดถูกเรียกและทดลองใชคร้ังแรกโดย Tjalsma และคณะ ในป 2000 เพื่อหาโปรตีนที่
หล่ังออกมาในอาหารเล้ียงเชื้อแบคทีเ รียแกรมบวกเพื่อใชใหเกิดประโยชนสูงสุดในดาน
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อุตสาหกรรมหมักดอง (58) การไดมาของโปรตีนเปนจํานวนมากนี้จะชวยเพิ่มโอกาสในการคนหา 
biomarkers ใหมๆ ที่อาจนํามาประยุกตใช เปนเคร่ืองมือในการวินิจฉัยโรคและติดตาม
ความกาวหนาของโรคอัลไซเมอรตอไป 

Biomarkers ของโรคอัลไซเมอรในงานวิจัยที่ผานมาไดมีการศึกษาจากตัวอยาง 
(specimen) หลายแหลงจากผูปวยที่ยังมีชีวิตอยู เชน CSF และพลาสมา การศึกษา biomarkers 
ที่พบใน CSF นี้เปนเสมือนหนาตางของเมตาบอลิซึมที่เกิดข้ึนในสมอง โดยคาดวาโปรตีนประมาณ 
20% ของ CSF เปนโปรตีนที่ไดมาจากสมอง (59) ขณะที่พลาสมาจะเปนเสมือนแหลงที่รวมสาร
ตางๆ ที่ไดจากผูปวยงายที่สุด โดย biomarkers ที่ไดรับการยอมรับใหใชได (validation) ใน
ปจจุบัน ไดแก Aβ1-42 และ p-tau  

Aβ1-42 มีรายงานวาลดลงในผูปวยโรคอัลไซเมอรเทียบกับกลุมที่ไมมีอาการสมองเส่ือม 
มีความไว 86% และความจําเพาะ 90% ในการวินิจฉัยโรค       อัลไซเมอรที่เชื่อมโยงกับพยาธิ
สภาพของ tau และ Aβ ในสมอง (60) โดยเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน (gold standard) คือ การ
ตรวจสอบพยาธิสภาพสมองของผูปวยหลังการเสียชีวิต อยางไรก็ตาม พบวา Aβ1-42 ใน CSF 
สัมพันธกับการวินิจฉัยโรคอัลไซเมอรในระยะทายๆ แลว อีกทั้งการเลือกใชตัวอยางจาก CSF ไม
สามารถนํามาใชตรวจวิเคราะหเปนงานประจําทางคลินิกได เนื่องจากสรางความเจ็บปวดใหกับ
ผูปวยมาก และแมวาจะมีการตรวจพบ Aβ1-42 ในพลาสมา แตก็ยั งไม มีความไวและ
ความจําเพาะที่จะใชในการชวยวินิจฉัยโรคอัลไซเมอร  

สวน p-tau และ total tau (t-tau) ก็เปน biomarkers ที่พบไดใน CSF ซึ่งสะทอนถึงการถูก
ทําลายและการเส่ือมสลายของเซลลประสาทที่เกิดข้ึนในสมองดวย (57) สามารถตรวจพบ p-tau 
และ t-tau สูงข้ึนใน CSF ของผูปวยโรคอัลไซเมอร โดย p-tau มีความไวและความจําเพาะอยูที่ 
80% และ 90% ตามลําดับ ในขณะที่ t-tau มีความไวและความจําเพาะอยูที่ 85% และ 58% 
ตามลําดับ แตทั้ง p-tau และ t-tau ยังอาจพบสูงข้ึนไดใน CSF ของผูปวยโรคทางระบบประสาท
อ่ืนๆ ได เชน frontotemporal lobe dementia, normal pressure hydrocephalus, Creutzfeldt-
Jakob disease (61) และสัมพันธกับโรคอัลไซเมอรในระยะทายเชนเดียวกับ Aβ1-42 นอกจากนี้ 
ทั้ง p-tau และ t-tau ก็ไมสามารถบงชี้ถึงสภาวะกอนที่จะมีการถูกทําลายของเซลลประสาทซึ่ง
นําไปสูพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอรได  

สวน biomarkers ในพลาสมาไดมีการถูกเสนอข้ึนมาเปนจํานวนมาก เนื่องจากการ
เลือกใชพลาสมาของผูปวยสรางความเจ็บปวดใหแกผูปวยไดนอยกวาการเลือกใช CSF 
biomarkers เหลานี้ ไดแก F2-isoprostane, 3-nitrotyrosin, 24S-hydrocholesterol (24S-OHC), 

19 



 

27-hydroxycholesterol (27-OH), homocysteine, APOE, ALzheimer Associated Protein 
(ALZAS) และโมเลกุลที่ตอบสนองตอการอักเสบ เชน -1-antichymotrypsin, IL-1β, IL-6, TNF-
α,  C-reactive protein, C1q complementary systems เปนตน แตยังไมมี biomarkers ตัวใดที่
มีความไวและความจําเพาะตอการวินิจฉัยโรคอัลไซเมอร (60) แมวา biomarkers ในพลาสมาจะ
ยังไมสามารถใชวินิจฉัยโรคอัลไซเมอรได แตการตรวจวัดดัชนีเหลานี้อาจมีประโยชนตอการศึกษา
ทางคลินิกในการชวยประเมินผลของยาที่ใชในการรักษาโรคอัลไซเมอรได ดังนั้น การคนหา 
biomarkers ในพลาสมาก็ยังคงไดรับความสนใจศึกษาอยูจนกระทั่งปจจุบัน  

ดวยความตองการหา biomarkers ที่สามารถบอกถึงการเปล่ียนแปลงในระยะแรกๆ ของ
โรคอัลไซเมอร ในการศึกษาคร้ังนี้จึงเลือกใชเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ ซึ่งเปน
แบบจําลองที่พบวาเซลลไมโครเกลียมีความสอดคลองกับพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอรในระยะ
ตนๆ มาทําการศึกษา secretome โดยมุงหวังวาโปรตีนที่ไดจากการศึกษาในคร้ังนี้จะชวยใหเขาใจ
ถึงพยาธิสภาพในระดับโมเลกุลของโรคอัลไซเมอรได โดยอาจนํามาประยุกตใชเปน biomarkers 
ของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ และอาจนํา biomarkers ที่ไดเหลานี้มาพัฒนายาที่มีใชอยูใน
ปจจุบัน (symptomatic drugs) และยาที่กําลังพัฒนา (disease-modifying drugs) ใหมี
ประสิทธิภาพสูงสุดที่จะชะลอหรือยับยั้งการตายของเซลลประสาทในสมองของผูสูงอายุที่เส่ียงตอ
การเปนโรคอัลไซเมอร  
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บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1. เคร่ืองมือท่ีใชในการวจัิย 
 1. ตูเพาะเล้ียงเซลลและเนื้อเยื่อ NUAIRE DH AUTOFLOW CO2 Air-Jacketed 
Incubator (B.K.TECH ASSOCIATES) 
 2. ตูปลอดเชื้อ NUAIRE Biological Safety Cabinets Class II (B.K.TECH 
ASSOCIATES) 
 3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ MEMMERT (K.K.SCIENTIFIC) 
 4. กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับพรอมกลองดิจิตอล NIKON ECLIPSE TS100 (NIKON) 
 5. เคร่ืองปนเหว่ียงตกตะกอน BOECO U-32R (NOVELMED) 
 6. เคร่ืองปนเหว่ียงตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ Centrifuge 5415R (Eppendorf) 

7. เคร่ืองนึ่งฆาเชื้อ HIRAYAMA HICLAVETM HVE-50 (BECTHAI) 
 8. เคร่ืองใหความรอนแบบแหง MEMMERT (K.K.SCIENTIFIC) 
 9. ตูเย็น SCD/MDC (SYSTEMform) 
 10. ตูเย็นแชแข็ง SANYO BIOLOGICAL FREEZER MDF-U537 (THANES 
Development) 
 11. ตูเย็นแชแข็งอุณหภูมิต่ํา SANYO ULTRA LOW MDF-U5086W (THANES 
Development) 

12. เคร่ืองวัดความเขมขนสารละลายดวยคล่ืนแสง SmatSpecTM3000 (BIO-RAD) 
13. เคร่ืองแยกโปรตีน miniVE Holfer (Amersham Biosciences) 

 14 เคร่ืองจายกระแสไฟฟา Electrophoresis Power Supply-EPS 1001 (Amersham 
Biosciences) 
 15. เคร่ืองเขยาผสมสาร ORBITAL SHAKER SO1 (Stnart) 
 16. เคร่ืองกวาดภาพ ImageScanner (Amersham Biosciences) 
 17. เคร่ืองใหความรอนควบคุมอุณหภูมิ ThermoMixer Comfort (Eppendorf) 
 18. Q-TOF mass spectrometer (MicroMass) 
 19. เตาใหความรอนพรอมชุดกวนสารละลาย HOT PLATE STIRRER HS-115 
(HARIKUL GROUP) 
 20. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง pH Meter Lab860 (Schott) 
 21. เคร่ืองชั่งน้ําหนักแบบละเอียดอานไดทศนิยม 2 ตําแหนง XT2200C (BECTHAI) 

 



 

 22. เคร่ืองชั่งน้ําหนักแบบละเอียดอานไดทศนิยม 4 ตําแหนง XT220A (BECTHAI) 
 23. เคร่ืองเขยาผสมสาร Labnet VX100 (National Labnet) 

3.2. สารเคม ี
 1. สารเคมีที่ใชในการเล้ียงและกระตุนเซลล 
  1.1. Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) (Gibco) 
  1.2. Fetal bovine serum (FBS) (Gibco) 
  1.3. Lipopolysaccharide (LPS) (Sigma) 
  1.4. Amyloid beta peptide 1-42 (Aβ1-42) (Genscript) 
  1.5. Phosphate buffer saline (PBS) (Sigma) 
  1.6. Trypan blue (Sigma) 
 2. สารเคมีที่ใชในการวัดปริมาณ NO  
  2.1. Griess reagent (Invitrogen)  

3. สารเคมีที่ใชในการสกัดและวัดปริมาณโปรตีน 
  3.1. Trichloroacetic acid (TCA) (Sigma) 
  3.2. Cold acetone (Merck) 
  3.3. Urea (GE Healthcare) 
  3.4. Thiourea (GE Healthcare) 
  3.5. CHAPS (GE Healthcare) 
  3.6. 1,4-dithiothreitol (DTT) (GE Healthcare) 
  3.7. Bovine serum albumin (BSA) (Gibco) 
  3.8. Bradford dye (Bio-rad) 
 4. สารเคมีที่ใชในการว่ิงโปรตีนบนเจล 1D SDS-PAGE 
  4.1. 30% Acrylamide/Bis (Bio-rad) 
  4.2. Tris [hydroxymethyal] aminomethane (Univar) 
  4.3. Ammonium persulphate (Univar) 
  4.4. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (GE Healthcare) 
  4.5. N’-tetramethylethylenediamine (TEMED)  
  4.6. Glycine (GE Healthcare) 
  4.7. Protein marker PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermantas) 
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 5. สารเคมีสําหรับใชยอมสีเจล 
  5.1. Methanol (Merck) 
  5.2. Glacial acetic acid (Merck) 
  5.3. Coomassie blue R-250 (GE Healthcare) 
 6. สารเคมีสําหรับใชยอยโปรตีน 
  6.1. Ammonium hydrogen carbonate (Unilab) 
  6.2. Acetonitrile (ACN) (Sigma) 
  6.3. Ethlenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Unilab) 
  6.4. Iodoacetamide (Amersham Biosciences) 
  6.5. Calcium chloride (Unilab) 
  6.6. Trypsin (Promega) 
  6.7. Trifluoroacetic acid (TFA) (Sigma) 
  6.8. Formic acid (Sigma) 
 7. สารเคมีอ่ืนๆ 
  7.1. HCl (Merck) 
  7.2. NaOH (Unilab) 

3.3. วิธีดําเนินการวิจัย 

3.3.1. การเลี้ยงเซลลไมโครเกลีย 

เซลลไมโครเกลีย (mouse BV2 cell line) ที่ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor 
James R. Conner (Department of Neurosurgery, The Pensylvania State 
University, USA) ในอาหารเล้ียงเซลล DMEM (Hyclone) ที่มี 5% FBS, 2mM L-
glutamine, 1mM sodium pyruvate, 10 mM HEPES และ 100 U/L penicillin-
streptomycin solution ถูกเล้ียงในตูเพาะเล้ียงเซลลที่อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส และ 
5% CO2  

3.3.2. การตรวจวัดไนตริกออกไซด (nitric oxide assay) 
ไนตริกออกไซด (nitric oxide) ที่เซลลผลิตออกมาใน medium ปริมาณ 150 

ไมโครลิตร อยูในสภาวะที่ไมเสถียรจะถูกเปล่ียนใหเปนไนไตรท ซึ่งสามารถตรวจวัดไดโดย
ใช Griess reagent 20 ไมโครลิตร ที่ประกอบไปดวย 1% sulfanilamide/ 0.1% N-(1-
naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride/ 2.5% phosphoric acid เม่ือเติม 
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sulphanilic acid ไนไตรทจะเปล่ียนรูปไปเปน diazonium salt และไปจับกับ N-(1-
naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride ไดเปน azo dye ที่มีสีชมพู เจือจางดวย 
DMEM  130 ไมโครลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 548 นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสง
ของไนไตรทในตัวอยางถูกนําไปคํานวณหาความเขมขนโดยเทียบจากstandard curve ที่
ไดจากโซเดียมไนไตรทที่ทราบความเขมขนแนนอน ไนไตรทที่ไดจะใชเปนตัวแทนปริมาณ
ของไนตริกออกไซดที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุน 

3.3.3. การทํา secretome 

3.3.3.1. การกระตุนเซลลไมโครเกลีย 

เซลลไมโครเกลียที่ใชในการทดลองนี้ถูกแบงออกเปน 2 กลุม คือ เซลลไมโครเกลีย
ที่ไมถูกกระตุนและเซลลที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 (Genscript) ที่ความเขมขน 10 ไมโคร
โมลาร โดยใช 5% DMSO เปนตัวทําละลาย ระยะเวลาที่ใชในการกระตุน คือ 12 ชั่วโมง 

3.3.3.2. การตกตะกอนโปรตีน 

medium จากทั้ง 2 กลุม ถูกตกตะตอนโดยใช TCA (62) เปนเวลา 15 นาที 
ตะกอนโปรตีนถูกปนแยกที่ 15,000 x g เปนเวลา 10 นาที และลางดวย cold acetone 2 
รอบ โดยการปนตกตะกอนที่ 15,000 x g เปนเวลา 5 นาที ตากตะกอนโปรตีนใหแหงที่
อุณหภูมิหอง และละลายใน lysis buffer ที่มี 7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS และ 
2% DTT ทิ้งไวเปนเวลา 2 ชั่วโมง กอนนําไปวัดปริมาณของโปรตีน 

3.3.3.3. การวัดปริมาณของโปรตีน 

โปรตีนตัวอยาง 1 ไมโครลิตร ถูกเจือจางใน lysis bufer 799 ไมโครลิตร และ
นํามาผสมกับ Bradford dye (5x) (Biorad) 200 ไมโครลิตร จากนั้นตั้งทิ้งไวใหทํา
ปฏิกิริยากับโปรตีน เปนเวลา 10 นาที ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร ซึ่งมีสี
น้ําเงิน นําคาการดูดกลืนแสงมาคํานวณหาความเขมขนของโปรตีนจาก standard curve 
ที่ไดจาก BSA ที่ทราบความเขมขนแนนอน  

3.3.3.4. การแยกโปรตีนบนเจล one dimensional sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (1D SDS-PAGE) 

 โปรตีนตัวอยางปริมาณ 30 ไมโครกรัมที่ไดจากการตกตะกอน medium ของทั้ง 2 
กลุมถูกนํามาแยกบนเจล 1D SDS-PAGE ซึ่งเปนวิธีที่ใชในการแยกโปรตีนตาม MW ดวย
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กระแสไฟฟา เนื้อเจลที่ใชแยกโปรตีนแบงเปน 2 สวน คือ 4% stacking gel (13% 
acrylamide/Bis, 0.1% SDS, 0.05% APS, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, TEMED) และ
12.5% separating gel (30% acrylamide/Bis, 0.1% SDS, 0.05% APS, 375 mM Tris-
HCl pH 8.8, TEMED) และใชโปรตีนมาตรฐาน (protein markers) ที่มี MW ตั้งแต 16-97 
kDa ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ในการเปรียบเทียบ MW ของโปรตีนที่แยกได จากนั้นนําไป
ยอมใน 0.5% Coomassie blue ทิ้งไว 16-18 ชั่วโมง แลวลางสีดวย destain buffer 1 
(40% methanol, 10% acetic acid) เปนเวลา 1 ชั่วโมง ตามดวย destain buffer 2 
(10% methanol, 5% acetic acid) จนกระทั่งเห็นโปรตีนชัดเจน แลวนําเจลทั้ง 2 กลุมไป
บันทึกภาพดวยเคร่ือง ImageScanner  

3.3.3.5. การยอยโปรตีน 

  โปรตีนบนเจล 1D SDS-PAGE ที่เห็นตั้งแต band แรก จนถึง band สุดทายไดถูก
ตัดโดยมีระยะหางเทาๆ กันประมาณ 1.5 มิลลิเมตร แลวนําไปยอยโปรตีนดวยวิธี tryptic 
in-gel digestion โดย band แตละ band ไดถูกลางดวย 0.1 M NH4HCO3/ 50% ACN 
50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จนกระทั่งสี Coomassie 
blue หลุดออกหมด จากนั้นใส 0.1 M NH4HCO3/ 10 mM DTT/ 1 mM EDTA 50 
มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที จากนั้นดูดสารละลาย
ออก แลวใส 100 mM IAA 50 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืด เปนเวลา 30 นาที แลวลางชิ้นเจล
ดวย 0.05 M Tris-HCl, pH 8.5 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ใน 50% ACN อีกคร้ังและทําใหแหง
โดยใชระบบสุญญากาศ (vacuum) จากนั้นยอยโปรตีนในเจลดวย trypsin (Promega, 
WI, USA) เพื่อตัดโปรตีนตรงตําแหนงของกรดอะมิโน lysine arginine และ proline ให
เปนเปปดไทดสายส้ันๆ โดยใช trypsin ปริมาณ 1 ไมโครกรัม/ 10% acetic acid 30 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา หยุด
ปฏิกิริยาของเอนไซมดวย TFA ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ตามดวย
การใส 0.05 M Tris-HCl, pH 8.5/ 1 mM CaCl2 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และ sonicate เปนเวลา 5 นาที จากนั้นใส 5% formic 
acid/ 50% ACN ปริมาณ 40 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
sonicate อีกคร้ัง เปนเวลา 5 นาที และทําใหแหงเปนผงโดยใชระบบสุญญากาศเปนเวลา 
2 ชั่วโมง นําไปเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เตรียมนําสงไปวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนดวย
เคร่ือง LC-MS/MS ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยจุฬาภรณ 

 

25 



 

3.3.3.6. LC-MS/MS 

  Nanoflow liquid chromatography ไดนํามาใชรวมกับ electrospray ionization 
(nano ESI MS/MS) และใชสวนวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดแบบ Quadupole-
Time of Flight (Micromass, Manchester, UK) ที่ผาน calibration โดยใช Glu-
fibrinopeptide เปปไทดที่ไดถูกนํามาทําใหเขมขนข้ึนและกําจัดเกลือออกโดยใชคอลัมน 
75 µm ID x 150 mm C18 PepMap column (LC Packings, Amsterdam, The 
Netherlands) ชะดวยสารละลายชะ A คือ 0.1% formic acid ใน 97% water ที่ผสม 3% 
ACN และสารละลายชะ B คือ 0.1% formic acid ใน 97% ACN ตามลําดับ เปปไทดที่
ผานการยอยไดถูกฉีดเขาสู nano-LC system และถูกแยกในสวนวิเคราะหตอไป 

3.3.3.7. ชีวสารสนเทศ (bioinformatics) 

ลําดับกรดอะมิโนที่ไดจาก LC-MS/MS ของเปปไทดที่ยอยมาจากโปรตีนที่หล่ัง
ออกมาจากเซลลไมโครเกลียทั้ง 2 กลุม ถูกนําไปหาชนิดของโปรตีนผานโปรแกรมชวย
สืบคนขอมูล MASCOT (www.matrixscience.com) โดยอางอิงจากฐานขอมูล NCBInr 
ซึ่งเปนฐานขอมูลปฐมภูมิที่เก็บขอมูลไวเปนจํานวนมากเกี่ยวกับลําดับของสารชีวโมเลกุล 
เชน นิวคลีโอไทด โปรตีน และขอมูลตางๆ ที่เกี่ยวของกับลําดับนั้น (63) โดยจะชวยในการ
หาโปรตีนบางชนิดที่หายากได การตั้งคาพารามิเตอรใช peptide mass tolerance = 1.2 
Da; MS/MS ion mass tolerance = 0.2 Da; การยอมรับการตัดของเอนไซม trypsin ให
ผิดพลาดไดเพียง 1 ตําแหนง ประจุของเปปไทดจํากัดที่ +1, +2 และ +3  

3.4. การวิเคราะหขอมูล 

3.4.1. การวิเคราะหคาไนตริกออกไซด 

การวิเคราะหขอมูลใชคาเฉล่ีย (mean) คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation: SD) และ Student’s independent t-test เพื่อวิเคราะหความแตกตางของ
ระหวาง 2 กลุม โดยความแตกตางจะพิจารณาที่คาระดับนัยสําคัญที่นอยที่สุดที่ยอมรับได
นอยกวา 0.05 (p<0.05)  

3.4.2. การวิเคราะห secretome 

เปปไทดที่ไดจากการยอยของโปรตีนแตละ band ถูกนําเขาโปรแกรมสืบคนขอมูล 
MASCOT ที่อางอิงฐานขอมูล NCBInr เพื่อหาชนิดของโปรตีน เฉพาะโปรตีนที่มี MW 
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ใกลเคียงกับตําแหนงของ bands ที่ปรากฏบนเจล 1D SDS-PAGE ไดถูกคัดเลือกและ
นําไปหาความสัมพันธระหวางโปรตีนกับภาวะบกพรองความจําเล็กนอย (mild cognitive 
impairment: MCI) โดยใชโปรแกรม The Ingenuity Pathways Analysis (IPA) version 
9.0 ดังแสดงในรูปที่ 3.1 

 

 
รูปท่ี 3.1 สรุปข้ันตอนการทดลองเพื่อตรวจสอบรูปแบบและชนิดของโปรตีนที่หล่ังออกมาจาก
เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 เปนเวลา 12 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับรูปแบบของโปรตีน
ที่หล่ังออกมาจากเซลลที่ไมถูกกระตุน 
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

จากการศึกษากอนหนานี้ที่พบสภาวะการถูกกระตุนของเซลลไมโครเกลียสอดคลองกับ
พยาธิกําเนิดในระยะแรกๆ ของโรคอัลไซเมอร (64) ดังนั้น การศึกษาในคร้ังนี้ผูวิจัยจึงตองการ
ตรวจสอบส่ิงที่เซลลไมโครเกลียผลิตออกมาในระยะแรกๆ หลังจากถูกกระตุนดวย Aβ ซึ่งอาจทํา
ใหเขาใจถึงบทบาทของเซลลไมโครเกลียตอพยาธิกําเนิดและการดําเนินไปของโรคอัลไซเมอร โดย
คาดวาโมเลกุลที่เซลลหล่ังออกมาหลังจากถูกกระตุนในระยะแรกๆ นาจะแตกตางไปจากโมเลกุลที่
เคยมีรายงานไวกอนหนานี้ เชน โมเลกุลในกลุมของ cytokines และ chemokines เปนตน ซึ่งถือ
วาเปนโมเลกุลในกลุม late response ที่หล่ังจากเซลลที่ถูกกระตุน นอกจากนี้โมเลกุลที่ไดจะ
นําไปใชเปน markers ของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ ได 

เพื่อหาเวลาที่เหมาะสมที่เซลลไมโครเกลียเร่ิมตอบสนองตอส่ิงกระตุน ซึ่งเวลาที่ไดจะใชใน
การศึกษาข้ันตอไป ผูวิจัยไดเลือกใช NO ซึ่งเปนโมเลกุลที่สามารถผลิตออกมาในระยะตนๆ 
หลังจากที่เซลลไมโครเกลียถูกกระตุน (65-66) เปนตัวบงชี้การตอบสนองของเซลลตอส่ิงกระตุน 
ในการทดลองนี้ไดใช LPS ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนตัวกระตุนเซลลไมโครเกลีย 
จากนั้นปริมาณ NO ที่ถูกผลิตออกมาจากเซลลไมโครเกลียใน medium ที่เวลาตางๆ คือ 2, 4, 6, 
8, 10, 12 และ 24 ชั่วโมง ถูกตรวจสอบดวย Griess reagent ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.1 
พบวา ในชวง 2-10 ชั่วโมงหลังจากที่เซลลถูกกระตุนไมมีการเปล่ียนแปลงระดับของ NO ใน 
medium ขณะทีเ่วลา 12-24 ชั่วโมงสามารถตรวจวัดระดับ NO ไดในปริมาณที่สูงข้ึนและแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณ NO ที่วัดไดที่เวลา 2-10 ชั่วโมง ดังนั้น 
ระยะเวลาที่ 12 ชั่วโมงจึงเปนเวลาที่ส้ันที่สุดที่ใชในการกระตุนเซลลไมโครเกลียในระยะแรกๆ  

 

 



 

 
รูปท่ี 4.1 การผลิต NO จากเซลลไมโครเกลียหลังการกระตุนดวย LPS (1 µg/ml) ที่เวลา 2, 4, 6, 
8, 10, 12 และ 24 ชั่วโมง โดย * แสดงความแตกตางของการผลิต NO ในแตละชวงเวลา 
เปรียบเทียบกับการผลิต NO ในเวลาที่ส้ันกวาอยางมีนัยสําคัญระดับ 0.05 (p<0.05) และ ** 
แสดงความแตกตางของการผลิต NO ในแตละชวงเวลา เปรียบเทียบกับการผลิต NO ในเวลาที่ส้ัน
กวาอยางมีนัยสําคัญระดับ 0.01 (p<0.01) 

4.1 รูปแบบโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจากเซลลไมโครเกลียท่ีถูกกระตุนดวย Aβ1-42 

เพื่อศึกษารูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 
ไดใช Aβ1-42 ที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร ในการกระตุนเซลลไมโครเกลียเปนเวลา 12 ชั่วโมง 
โปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนและไมถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ใน medium 
ไดถูกนําไปตกตะกอนและแยกโปรตีนดวยวิธี 1D SDS-PAGE ดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบวา Aβ1-42 
สามารถเปล่ียนแปลงรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียได โดยรูปแบบที่
เปล่ียนแปลงนี้เห็นไดชัดในชวงที่มี MW ต่ํากวา 21 kDa ลักษณะของการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน
อาจจะเกิดจากการเพิ่มจํานวนของโปรตีนที่มีอยูหรือการเกิดใหมของโปรตีนในแตละ band 
อยางไรก็ตาม รูปแบบของ band ที่ไมแตกตางกันก็ไมไดบงชี้ถึงการเปล่ียนแปลงชนิดของโปรตีน
ในแตละ band ดังนั้น เพื่อศึกษาโปรตีนที่ถูกเหนี่ยวนําดวย Aβ1-42 จึงจําเปนตองศึกษา
องคประกอบของโปรตีนที่มีอยูในแตละ band ดวย LC-MS/MS  
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รูปท่ี 4.2 รูปแบบของโปรตีนที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 แยกตาม MW 
โดยใช 12.5% 1D SDS-PAGE โดย Lane 1: แสดงน้ําหนักโมเลกุลพื้นฐาน (kDa) Lane 2: แสดง
รูปแบบโปรตีนที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียในสภาวะที่ไมถูกกระตุนดวย Aβ1-42 และ Lane 3: 
แสดงรูปแบบโปรตีนที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 

4.2 การหาชนิดของโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจากเซลลไมโครเกลียท่ีถูกกระตุนดวย Aβ1-42 
ดวยวิธี LC-MS/MS โดยอางอิงกับฐานขอมูล NCBInr 

หลังจากที่โปรตีนในแตละ band ถูกยอยดวย trypsin และนําไปวิเคราะหดวย  LC-
MS/MS ลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่ไดถูกนําไปสืบคนชนิดของโปรตีนโดยอางอิงกับฐานขอมูล 
NCBInr พบโปรตีน 46 ชนิด ที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 แตไม
พบในเซลลที่ไมถูกกระตุน ดังแสดงในตารางที่ 4.1 อาจกลาวไดวา โปรตีนทั้ง 46 ชนิดนี้เปน 
candidate proteins ที่ถูกเหนี่ยวนําดวย Aβ1-42 ใหหล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลีย และอาจมี
ความสัมพันธกับพยาธิกําเนิดของโรคอัลไซเมอรในระยะตนๆ ได  
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ตารางท่ี 4.1 รายชื่อ candidate proteins ที่พบในกลุมของเซลลไมโครเกลียถูกกระตุนดวย Aβ1-
42 แตไมพบในกลุมของเซลลไมโครเกลียที่ไมถูกกระตุน 
Band 
No. 

Accession 
No. 

Protein name MW 
(kDa) 

gi|124956 RecName: Full=Integrin alpha-M; AltName: Full=Cell 
surface glycoprotein MAC-1 subunit alpha; AltName: 
Full=CR-3 alpha chain; AltName: Full=Leukocyte 
adhesion receptor MO1; AltName: Full=CD11 
antigen-like family member B; AltName: 
CD_antigen=CD11b; Flags: Precursor 

127400 

gi|56119098 Retinal guanylyl cyclase 2 precursor 124346 
gi|148692501 Leucine-rich repeats and immunoglobulin-like 

domains 3  
122671 

1 

gi|73621177 RecName: Full=Leucine-rich repeats and 
immunoglobulin-like domains protein 3; Short=LIG-3; 
Flags: Precursor 

122611 

3 gi|34328148 Topoisomerase (DNA) II beta  181795 
gi|148682115 ATPase, Cu++ transporting, alpha polypeptide, 

isoform CRA_b 
164892 

gi|148682114 ATPase, Cu++ transporting, alpha polypeptide, 
isoform CRA_a 

163471 

gi|1698802 Menkes disease gene product  161903 
gi|458224 Putative copper efflux ATPase  158991 

4 

gi|148665014 Topoisomerase (DNA) III beta, isoform CRA_a 97395 
5 gi|1205976 p162 protein 161852 

gi|454417 Huntington's Disease gene homologue 344512 
gi|1708161 RecName: Full=Huntingtin; AltName: Full=Huntington 

disease protein homolog; Short=HD protein homolog 
344471 

gi|438805 HD protein 344452 
gi|438807 HD protein 290542 

6 

gi|70995287 Calcineurin binding protein 1 243018 
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Band 
No. 

Accession 
No. 

Protein name MW 
(kDa) 

gi|148677040 ALS2 C-terminal like  123595 
gi|225690620 ALS2 C-terminal-like protein  108206 6 
gi|81862921 RecName: Full=ALS2 C-terminal-like protein 108077 
gi|51593084 Probable global transcription activator SNF2L2 

isoform 1 
180609 

gi|11230802 Actinin alpha 4 104911 
8 

gi|61097906 Actinin, alpha 1 103004 
gi|148710091 STE20-like kinase (yeast), isoform CRA_b 94774 
gi|40556368 Protein Jade-3 93395 
gi|12832989 Ezrin 69392 
gi|50881 Ezrin 69303 
gi|32363498 RecName: Full=Radixin; AltName: Full=ESP10 68558 
gi|68226735 Protein FAM73A 67492 

11 

gi|26351407 Protein FAM73A 67458 
14 gi|34849776 Phospharylase kinase alpha 2 (Phka2 protein ) 60241 

gi|11321424 Ral-A exchange factor RalGPS2  65507 
gi|123232348 Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 1  65347 
gi|148676647 Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 1, 

isoform CRA_b 
63599 15 

gi|123232349 Ral GEF with PH domain and SH3 binding motif 1 55943 
16 gi|160707990 Cathepsin C preproprotein 52343 

gi|26325288 Anoctamin-1 53101 
gi|160358829 Hemopexin precursor 51285 
gi|1881768 Hemopexin 50514 

17 

gi|71534081 Kcnj10 protein  48874 
gi|29747831 Galactokinase 1 42282 

21 gi|93102413 Galactokinase 1 
 

42268 
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Band 
No. 

Accession 
No. 

Protein name MW 
(kDa) 

gi|11132435 RecName: Full=Galactokinase; AltName: 
Full=Galactose kinase 

42149 

gi|160333390 Histocompatibility 2, Q region locus 1 41296 
gi|133922588 Histocompatibility 2, K1, K region isoform 1 41276 
gi|133778955 Histocompatibility 2, D region locus 1 precursor 40810 
gi|74213886 Aspartate aminotransferase, mitochondrial 40798 

21 

gi|53841 Class I (Qa) Q1-k antigen 40723 
23 gi|6753086 APEX nuclease 1 35468 

gi|12832065 Biliverdin reductase A 34470 
gi|124487331 Biliverdin reductase A precursor  33504 27 
gi|30353884 Biliverdin reductase A 33477 
gi|148664879 Phosphomannomutase 2, isoform CRA_b  27933 30 
gi|8393988 Phosphomannomutase 2 27639 
gi|33468885 Calcyclin binding protein  26494 
gi|147904547 Chromatin modifying protein 6 23401 
gi|41350312 Nascent polypeptide-associated complex alpha 

subunit isoform b 
23370 31 

gi|74207780 Nascent polypeptide-associated complex subunit 
alpha 

23370 

32 gi|126098563 Type III neuregulin 1 23216 
gi|2897818 Huntingtin interacting protein-2 22389 33 
gi|141797000 Pms2 protein  21778 
gi|148672895 R-spondin 3 homolog 28482 
gi|27370216 R-spondin 2 homolog precursor  28256 
gi|148676808 R-spondin 2 homolog, isoform CRA_a 27318 
gi|26345290 R-spondin-3 25381 

35 

gi|12850680 R-spondin-3 24288 
38 gi|2914482 Chain A, Complex Of The Second Kunitz Domain Of 

Tissue Factor Pathway Inhibitor With Porcine Trypsin 
23460 
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Band 
No. 

Accession 
No. 

Protein name MW 
(kDa) 

49 gi|148707431 Torsin family 3, member A 20331 

Candidate proteins ที่เกิดจากการเหนี่ยวนําของ Aβ1-42 ใหหล่ังออกมาจากเซลล      
ไมโครเกลียทั้ง 46 ชนิดนี้ สามารถจําแนกตามหนาที่ไดเปน 9 กลุม ไดแก regulation of gene 
expression, cell communication/signal transduction, cellular transport, cytoskeletal 
structural integrity, metabolism, heme association,  immune response/inflammation, 
protease inhibitor และไมทราบหนาที่ชัดเจน ดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยมีสัดสวนของ 
candidate proteins ที่จําแนกตามหนาที่ ดังในรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นถึงการตอบสนองหลายดาน
ของเซลลไมโครเกลียเม่ือถูกกระตุนดวย Aβ1-42  

ตารางท่ี 4.2 Candidate proteins ที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 จําแนก
ตามหนาที่ 

Function Protein Name 
โปรตีนที่เกี่ยวของกับการควบคุม - Topoisomerase (DNA) II beta  
การแสดงออกของยีน (7) - Probable global transcription activator 

SNF2L2 isoform 1 
 - p162 protein 
 - Protein Jade-3 
 - APEX nuclease 1 
 - Chromatin modifying protein 6 
 - Postmeiotic segregation increased 2 (PMS2) 
โปรตีนที่เกี่ยวของกับการส่ือสารภายใน - Calcineurin binding protein 1 
เซลล (12) - Retinal guanylyl cyclase 2 precursor 
 - ALS2 C-terminal-like protein  
 - STE20-like kinase, isoform CRA_b 
 - Ral-A exchange factor RalGPS2  

 
- Ral GEF with PH domain and SH3 binding 
motif 1 

 - Anoctamin-1 
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Function Protein Name 

โปรตีนที่เกี่ยวของกับการส่ือสารภายใน
เซลล (12) 

- R-spondin 3 homolog 

 - R-spondin 2 homolog precursor  
 - Calcyclin binding protein  
 - Nascent polypeptide-associated complex 

alpha subunit isoform b 
 - Type III neuregulin 1 
โปรตีนที่เกี่ยวของการขนสงของเซลล (2) - ATPase, Cu++ transporting, alpha 

polypeptide, isoform CRA_b 
 - Potassium inwardly-rectifying channel, 

subfamily J, member 10 (Kcnj10)  
โปรตีนที่เกี่ยวของกับโครงสรางของเซลล 
(1) 

- Actinin alpha 4 

โปรตีนที่เกี่ยวของกับเมตาบอลิซึม (7) - HD protein 
 - Phospharylase kinase alpha 2 (Phka2) 
 - Galactokinase 1 
 - Aspartate aminotransferase, mitochondrial 
 - Phosphomannomutase 2 
 - Huntingtin interacting protein-2 
 - Torsin family 3, member A 
โปรตีนที่เกี่ยวของกับฮีม (4) - Hemopexin precursor 
 - Hemopexin 
 - Biliverdin reductase A precursor  
 - Biliverdin reductase A 
โปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันและ
การอักเสบ (7) 

- Leucine-rich repeats and immunoglobulin-
like domains 3  

 - Cathepsin C preproprotein 
 - Ezrin 
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Function Protein Name 
โปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันและ
การอักเสบ (7) 

- RecName: Full=Integrin alpha-M; AltName: 
Full=Cell surface glycoprotein MAC-1 subunit 
alpha; AltName: Full=CR-3 alpha chain; 
AltName: Full=Leukocyte adhesion receptor 
MO1; AltName: Full=CD11 antigen-like family 
member B; AltName: CD_antigen=CD11b; 
Flags: Precursor 

 - RecName: Full=Radixin; AltName: 
Full=ESP10 

 - Histocompatibility 2, Q region locus 1 

 
- Histocompatibility 2, D region locus 1 
precursor 

โปรตีนที่เกี่ยวของกับการยับยั้งเอนไซม  
โปรติเอส (1) 

- Chain A, Complex Of The Second Kunitz 
Domain Of Tissue Factor Pathway Inhibitor 
With Porcine Trypsin 

โปรตีนที่ไมทราบหนาที่ชัดเจน (1) - Protein FAM73A 

 

Differential secretory proteins classified by their fuctions

15%

29%

4%2%15%

15%

9%
9% 2%

Regulation of gene expression

Cell communication/signal
transduction
Celllular transport

Cytoskeletal structural integrity

Metabolism

Immune response/inflammation

Heme association

Protease inhibitor

unknown

 

รูปท่ี 4.3 แผนภาพวงกลมแสดงการจําแนก candidate proteins ที่ถูกเหนี่ยวนําใหหล่ังจากเซลล
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ตามหนาที่ของโปรตีน 

36 



 

Candidate proteins ที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ได
นํามาหาความสัมพันธกับโมเลกุลที่เกี่ยวของกับ mild cognitive impairment (MCI) ที่มีอยูใน
ฐานขอมูลของโปรแกรม IPA พบวามี candidate proteins 14 ชนิด ที่มีความสัมพันธกับ MCI (รูป
ที่ 4.4) ไดแก probable global transcription activator SNF2L2 isoform 1, STE20-like kinase, 
isoform CRA_b, APEX nuclease 1, postmeiotic segregation increased 2, HD protein, 
actinin, alpha 1, cathepsin C preproprotein, galactokinase 1, huntingtin interacting 
protein-2, integrin alpha-M, retinal guanylyl cyclase 2 precursor, histocompatibility 2, Q 
region locus 1, histocompatibility 2, D region locus 1 precusor และ type III neuregulin 1 
แสดงใหเห็นวา candidate proteins มีความสัมพันธกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอรใน
ระยะตนๆ 
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รูปท่ี 4.4 ความสัมพันธระหวางโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 กับพยาธิสภาพในระยะแรกๆ ของโรคอัลไซเมอร (mild cogmitive 
impairment) โดยเสนทึบที่มีหัวลูกศรแสดงถึงความสัมพันธโดยตรง และเสนประที่มีหัวลูกศรแสดงถึงความสัมพันธโดยออม 
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บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 Aβ1-42 เปนองคประกอบหลักใน amyloid plaque ที่พบไดในสมองของผูปวยโรค       
อัลไซเมอรไดถูกนํามาใชกระตุนเซลลไมโครเกลียในการศึกษาคร้ังนี้ โดยการสะสมของ Aβ เชื่อวา
เปนจุดเร่ิมตนของการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร ตามสมมติฐาน amyloid cascade และ
จากหลักฐานที่แสดงใหเห็นวาเซลลไมโครเกลียซึ่งเปนเซลลรักษาสมดุลสภาวะแวดลอมภายใน
สมองถูกพบเปนเซลลแรกๆ เม่ือถูกกระตุนดวย Aβ เพื่อทําหนาที่กําจัด Aβ โดยมีการหล่ังโมเลกุล
ตางๆ ที่อาจมีบทบาทตอการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร (64) การศึกษา secretome ดวย
วิธี 1D LC-MS/MS เพื่อศึกษาโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลเพาะเล้ียงเคยมีรายงานมากอนหนานี้ 
(67-68) สําหรับการศึกษานี้อาจกลาวไดวาเปนการศึกษาแรกที่ศึกษาโปรตีนที่หล่ังออกมาจาก
เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ดวยวิธี 1D LC-MS/MS  

การหาเวลาที่เหมาะสมที่เซลลไมโครเกลียเร่ิมตอบสนองตอส่ิงกระตุน ไดทดสอบโดยใช 
NO (65-66) ซึ่งถือวาเปน early marker ที่รูวาหล่ังออกมาภายหลังจากเซลลถูกกระตุนดวย LPS 
หรือ Aβ1-42 ผานทาง Toll-like receptor 4 (69-70) ผลการกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย LPS 
พบวาที่เวลา 12 ชั่วโมง เปนระยะเวลาทีเ่ซลลไมโครเกลียเร่ิมผลิต NO ในระดับที่สูงกวา baseline  
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4.1) ผูวิจัยจึงเลือกใชเวลาที่ 12 ชั่วโมง เพื่อดูผลการกระตุนเซลล
ไมโครเกลียดวย Aβ1-42 ซึ่งถือวาเปนระยะเวลาการกระตุนที่ส้ันกวาที่มีรายงานไวในวรรณกรรม 
ซึ่งสวนใหญจะใชที่เวลา 24 ชั่วโมงในการตรวจวัด cytokines ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการ
กระตุนเซลลไมโครเกลียดวย Aβ1-42 จะเปล่ียนแปลงรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมา (รูปที่ 4.2) 
แตการเปล่ียนแปลงที่พบเปนแคเพียงบางสวน โดยเฉพาะชวงที่มี MW ต่ํา ซึ่งอาจจะเปนขอจํากัด
ของเทคนิค 1D SDS-PAGE ที่ไมสามารถแยกโปรตีนที่มี MW เดียวกัน หรือใกลเคียงกันออกจาก
กันได โดยอาจจะปรับปรุงประสิทธิภาพการแยกโปรตีนโดยใชเทคนิค 2D SDS-PAGE เพื่อให
สามารถเห็นรูปแบบของโปรตีนที่ชัดเจนมากข้ึน  

 ผลจากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนที่ไดจาก LC-MS/MS เปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
NCBInr ผานโปรแกรมชวยสืบคนขอมูล MASCOT ไมพบ cytokines ที่เคยมีรายงานวาสามารถ
หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถกูกระตุนดวย Aβ1-42 (71) ซึ่งสามารถอธิบายไดวาเวลาที่ใช
ในการกระตุน 12 ชั่วโมง เปนระยะเวลาที่ส้ันเม่ือเทียบกับการศึกษาทั่วไป การสะสมของ 
cytokines ใน medium ในระดับที่ตรวจวัดไดอาจตองใชเวลา นอกจากนี้ ปริมาณ cytokines อาจ
มีนอยมาก จนไมสามารถตรวจสอบโปรตีนไดดวยวิธี LC-MS/MS หรือโปรตีน cytokines ที่ได

 



 
 

 

 

 

สูญเสียไปในระหวางข้ันตอนกอนนําเขาวิเคราะหดวย LC-MS/MS อีกทั้งปริมาณโปรตีนเร่ิมตน
กอนการแยกโปรตีนที่นอยอาจเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหไมพบ cytokines ในการศึกษานี้  

จากผลการทดลองที่พบการเปล่ียนแปลงของโปรตีน 46 ชนิด (ตารางที่ 4.1) จําแนกตาม
หนาที่ไดหลายกลุม คือ regulation of gene expression, cell communication/signal 
transduction, cellular transport, cytoskeletal structural integrity, metabolism, immune 
response/inflammation, heme association และ protease inhibitor ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
และรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นวา เซลลไมโครเกลียไวตอการกระตุนดวย Aβ1-42 และ Aβ1-42 
สามารถกระตุนเซลลไมโครเกลียใหมีการตอบสนองไดในหลายๆ ดาน โดย candidate proteins 
เชน type III neuregulin1, biliverdin reductase A, tissue factor pathway inhibitor เปนตน 
พบวาเคยมีรายงานมากอนวามีความเกี่ยวของกับพยาธิกําเนิดของโรคอัลไซเมอรอีกดวย  

การหาความสัมพันธระหวางโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย 
Aβ1-42 กับการเกิดพยาธิสภาพในระยะแรกๆ ของโรคอัลไซเมอร ดวยโปรแกรม IPA ในการสืบคน
โมเลกุลที่มีอยูในฐานขอมูลของโปรแกรมที่มีความเกี่ยวของกับภาวะบกพรองความจําเล็กนอย 
(mild cognitive impairment: MCI) พบวามี candidate proteins 14 ชนิด ที่มีความสัมพันธกับ 
MCI ดังแสดงในรูปที่ 4.4 ไดแก probable global transcription activator SNF2L2 isoform 1, 
STE20-like kinase, isoform CRA_b, APEX nuclease 1, postmeiotic segregation increased 
2, HD protein, actinin, alpha 1, cathepsin C preproprotein, galactokinase 1, huntingtin 
interacting protein-2, integrin alpha-M, retinal guanylyl cyclase 2 precursor, 
histocompatibility 2, Q region locus 1, histocompatibility 2, D region locus 1 precusor 
และ type III neuregulin 1 โดยความสัมพันธระหวางโปรตีนเหลานี้กับการเกิดพยาธิสภาพใน
ระยะแรกๆ ของโรคอัลไซเมอรอาจศึกษาตอยอดเพื่อพัฒนาเปน biomarkers ที่บงชี้ถึงการ
เปล่ียนแปลงในระยะแรกๆ กอนที่จะพัฒนาไปเปนโรคอัลไซเมอรได 

ตัวอยาง candidate proteins ที่เคยมีรายงานวาถูกพบอยูในรูปอิสระภายนอกเซลลได 
ไดแก biliverdin reductase A (BLVRA), tissue factor pathway inhibitor (TFPI), type III 
neuregulin 1 (NRG1) และ hemopexin (HPX) โดย BLVRA, TFPI และ NRG1 สามารถพบไดใน
สมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร (72-74) และการเพิ่มข้ึนของ TFPI และ NRG1 ยังพบวาสัมพันธกับ 
amyloid plaque (73, 75) จากการศึกษาในหลอดทดลองการเพิ่มข้ึนของของ NRG1 มีผลไป
กระตุนเซลลไมโครเกลียใหเกิดการแบงตัวผานทาง erbB receptor และกระตุนใหเซลลไมโครเกลีย
เคล่ือนตัวไปยังบริเวณที่มี amyloid plaque การหล่ังของ NRG1 จากเซลลไมโครเกลียที่มากข้ึน 
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จึงอาจสงเสริมใหเกิดการแบงตัวของเซลลไมโครเกลียรอบๆ amyloid plaque และสามารถ
ยอนกลับไปกระตุนตัวมันเองใหหล่ัง IL-1  ออกมา (75) ผานทาง erbB receptor ซึ่ง IL-1  นี้
เปน cytokine ที่ทําใหเกิด neuroinflammation ซึ่งนําไปสูการตายของเซลลประสาทได สวนการ
เพิ่มข้ึนของ TFPI ที่พบในพยาธิสภาพดังกลาวยังไมทราบความสัมพันธที่ชัดเจน แตการพบ TFPI 
ซึ่งเปน anticoagulant ในผูสูงอายุ จึงสันนิษฐานไดวา TFPI อาจยับยั้งการแทรกซึมของเลือดเขาสู
สมองผาน blood-brain barrier ที่พบความบกพรองไดในสมองของผูสูงอายุ (76) ในสมองของผูที่
มีภาวะ MCI ยังสามารถพบ BLVRA สูงข้ึนได ซึ่ง BLVRA เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับเสนทางการ
กําจัดฮีม (heme degradation pathway) โดยกระบวนการนี้ให bilirubin ซึ่งเปน anti-oxidant 
ออกมาและสามารถกําจัด ROS ในสมองได (72,77) จึงชี้ใหเห็นวาการหล่ัง BLVRA จากเซลล    
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย A1-42 อาจชวยลดการทําลายเซลลประสาทจาก oxidative stress 
ที่พบในพยาธกิําเนิดของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ และการสูญเสียหนาที่หรือการลดลงของการ
หล่ัง BLVRA จากเซลลไมโครเกลียอาจสงเสริมการดําเนินไปของโรคอัลไซเมอรได และเนื่องจาก 
HPX เปนโปรตีนขนสงที่สามารถจับกับฮีมได (78) จึงสันนิษฐานวาการหล่ัง HPX จากเซลล        
ไมโครเกลียอาจมีบทบาทในการลด oxidative stress ในสมองเชนเดียวกับ BLVRA นอกจากนี้ 
HPX ยังจัดอยูในกลุม acute phase protein ที่สามารถพบไดในพลาสมา (79) และใน CSF (80) 
ซึ่งอาจบงชี้ถึงการการเกิดพยาธิสภาพของระบบประสาทสวนกลางได จากหลักฐานเหลานี้ชวย
สนับสนุน candidate proteins ที่ไดวามีความเกี่ยวของกับพยาธิกําเนิดของโรคอัลไซเมอรใน
ระยะแรกๆ  

ผลของการศึกษาสามารถสรุปไดดังนี้ คือ  

1. การกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย A1-42 สามารถตรวจสอบการหล่ังโปรตีนออกมาได
ที่เวลา 12 ชั่วโมง  

2. Aβ1-42 สามารถเปล่ียนแปลงรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียได  

3. candidate proteins ทั้ง 46 ชนิด ที่พบเฉพาะในเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย 
A1-42 สามารถจําแนกหนาที่ไดหลายกลุม คือ regulation of gene expression, cell 
communication/signal transduction, cellular transport, cytoskeletal structural integrity, 
metabolism, immune response/inflammation, heme association และ protease inhibitor ใน
จํานวนนี้พบโปรตีน 14 ชนิดที่มีความสอดคลองกับ mild cognitive impairment (MCI) ซึ่งถือได
วาเปนความผิดปกติของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ 
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ตารางแสดงโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจากเซลลไมโครเกลียท่ีไมถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ในบริเวณท่ีเห็นการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนท่ีหลั่งออกมา
จากเซลลไมโครเกลีย วิเคราะหดวย LC-MS/MS โดยอางอิงจากฐานขอมูล NCBInr 
 

Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C42 gi|6679439 peptidylprolyl isomerase A  17960 7.74 2 10% 63 89 R.VSFELFADK.V 
                  K.FEDENFILK.H 
  gi|12846244 unnamed protein product  17973 8.44 2 10% 63 89 R.VSFELFADK.V 
                  K.FEDENFILK.H 
  gi|74146841 unnamed protein product  17933 7.74 2 10% 63 89 R.VSFELFADK.V 
                  K.FEDENFILK.H 
  gi|74191492 unnamed protein product  17932 7.72 2 10% 63 89 R.VSFELFADK.V 
                  K.FEDENFILK.H 
  gi|149257773 hypothetical protein 18003 6.2 2 10% 63 89 R.VSFELFADK.V 
                  K.FEDENFILK.H 
  gi|9966867 eIF-5A2 protein  16782 5.38 3 15% 46 64 K.EIEGK.Y 
                  K.NGFVVLK.G 
                  K.VHLVGIDIFTGK.K 
  gi|6755368 ribosomal protein S18  17708 10.99 1 7% 38 38 K.YSQVLANGLDNK.L 
  gi|74197062 unnamed protein product  17736 11.1 1 7% 38 38 K.YSQVLANGLDNK.L 
  gi|149252587 similar to ribosomal protein  17680 10.4 1 7% 38 38 K.YSQVLANGLDNK.L 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C42 gi|149259085 similar to ribosomal protein isoform 1  16723 10.96 1 8% 38 38 K.YSQVLANGLDNK.L 
  gi|149263957 hypothetical protein  17738 10.85 1 7% 38 38 K.YSQVLANGLDNK.L 
  gi|149264584 similar to ribosomal protein  17680 10.86 1 7% 38 38 K.YSQVLANGLDNK.L 
  gi|149264635 similar to ribosomal protein  17661 10.74 1 7% 38 38 K.YSQVLANGLDNK.L 
  gi|4506685 ribosomal protein S13  17212 10.53 2 14% 28 41 K.GLSQSALPYR.R 
                  K.GLTPSQIGVILR.D 
  gi|15029927 Rps13 protein 16132 10.72 2 15% 28 41 K.GLSQSALPYR.R 
                  K.GLTPSQIGVILR.D 
 gi|82918395 hypothetical protein 17238 10.55 2 14% 28 41 K.GLSQSALPYR.R 
         K.GLTPSQIGVILR.D 
 gi|149257815 hypothetical protein  17213 10.47 2 14% 28 41 K.GLSQSALPYR.R 
                 K.GLTPSQIGVILR.D 
  gi|12847552 unnamed protein product  19536 10.33 2 8% 0 33 K.STELLIR.K 
                  R.EIAQDFK.T 
  gi|30061401 histone cluster 2, H3c1  20234 11.39 2 7% 0 33 K.STELLIR.K 
                  R.EIAQDFK.T 
  gi|74204635 unnamed protein product  16164 11.38 2 9% 0 33 K.STELLIR.K 
                  R.EIAQDFK.T 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

 C42 gi|149255706 hypothetical protein  18634 10.61 2 8% 0 33 K.STELLIR.K 
                  R.EIAQDFK.T 

C43 gi|6679439 peptidylprolyl isomerase A 17960 7.74 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|12846244 unnamed protein product  17973 8.44 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|74146841 unnamed protein product  17933 7.74 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|74191492 unnamed protein product  17932 7.72 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|149257773 hypothetical protein  18003 6.2 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|30061401 histone cluster 2, H3c1  20234 11.39 5 15% 0 65 R.VTIMPK.D 
                  K.DIQLAR.R 
                  K.STELLIR.K 
                  K.STELLIR.K 
                  K.STELLIR.K 
                  R.YRPGTVALR.E 
  gi|74204635 unnamed protein product  16164 11.38 5 19% 0 65 R.VTIMPK.D 
                  K.DIQLAR.R 
                  K.STELLIR.K 
                  K.STELLIR.K 
                  R.YRPGTVALR.E 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C43 gi|160420308 histone cluster 1, H2bp  15555 10.25 2 13% 0 23 R.LLLPGELAK.H 
                 K.ESYSVYVYK.V 
 gi|387496 tumor metastatic process-associated 

protein NM23  
18672 8.44 2 10% 0 22 R.LLLPGELAK.H 

     
 

            R.TFIAIKPDGVQR.G 

 gi|37700232 nucleoside-diphosphate kinase 1  17197 6.84 2 11% 0 22 R.LLLPGELAK.H 
                  R.TFIAIKPDGVQR.G 
  gi|148683963 mCG145251 17298 6.78 2 11% 0 22 R.LLLPGELAK.H 
                  R.TFIAIKPDGVQR.G 
  gi|26337919 unnamed protein product  17456 5.24 1 3% 0 21 K.DLLKVK.G 
  gi|3319311 Brachyury the second  17813 6.6 1 5% 0 21 K.CQSPESPQR.R 
  gi|20378840 brachyury2  17823 6.6 1 5% 0 21 K.CQSPESPQR.R 

C44 gi|82886943 PREDICTED: hypothetical protein isoform 2 16238 10.31 2 12% 32 41 R.KLTLQGQR.D 
                  R.RVLQALEGLK.M 
  gi|109157563 Chain K, 2.9 Angstrom X-Ray Structure Of 

Hybrid Macroh2a Nucleosomes 
16152 11.21 2 12% 0 33 R.HLQLAIR.N 

                  R.AGLQFPVGR.V 
  gi|46049029 histone cluster 3, H2bb  17134 10.06 1 5% 0 24 R.LLLPGELAK.H 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C45 gi|159163110 Chain A, Solution Structure Of Coactosin-
Like Protein (Cofilin Family) From Mus 
Musculus 

16507 5.13 2 5% 23 11 K.EVVQNFAK.E 

                  K.EVVQNFAK.E 
  gi|148685167 ribosomal protein S15a, isoform CRA_a  17764 9.96 4 24% 0 30 K.ILGFFF 
                  R.MNVLADALK.S 
         K.WQNNLLPSR.Q 
                  K.HGYIGEFEIIDDHR.A 
 gi|148685168 ribosomal protein S15a, isoform CRA_b  17101 10.01 4 25% 0 30 K.ILGFFF 
                  R.MNVLADALK.S 
                  K.WQNNLLPSR.Q 
                  K.HGYIGEFEIIDDHR.A 
  gi|149250029 similar to ribosomal protein L35a  19827 10.36 1 3% 0 21 K.AIFAGYK.R 
  gi|149267376 similar to ribosomal protein L35a 17952 10.49 1 4% 0 21 K.AIFAGYK.R 
  gi|148703492 mCG22278 

 
 
 
 

17480 5.23 1 5% 0 20 K.ELGVGLALR.K 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C46 gi|94378251 similar to histone H4  17228 10.59 6 32% 54 110 K.VFLENVIR.D 
                  R.DAVTYTEHAK.R 
                  R.ISGLIYEETR.G 
                  K.TVTAMDVVYALK.R 
                  R.DNIQGITKPAIR.R 
                  R.DNIQGITKPAIR.R 
  gi|8393739 lysozyme 2 precursor  16678 9.11 1 10% 45 45 R.GDQSTDYGIFQINSR.Y 
  gi|74140002 unnamed protein product  17889 9.11 1 9% 45 45 R.GDQSTDYGIFQINSR.Y 
  gi|74192892 unnamed protein product  18301 9.11 1 9% 45 45 R.GDQSTDYGIFQINSR.Y 
  gi|149261998 PREDICTED: hypothetical protein  17095 11.97 2 7% 0 19 R.QPGRR.R 
                  R.GGASGLR.A 

C47 gi|94378251 similar to histone H4  17228 10.59 8 37% 115 222 R.TLYGFGG 
                  K.VFLENVIR.D 
                  R.DAVTYTEHAK.R 
                  R.ISGLIYEETR.G 
                  K.TVTAMDVVYALK.R 
                  R.DNIQGITKPAIR.R 
         R.DNIQGITKPAIR.R 
                  K.RISGLIYEETR.G 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

 C47 gi|148680649 profilin 1, isoform CRA_b  17883 6.21 1 8% 54 54 R.SSFFVNGLTLGGQK.C 
  gi|149258165 similar to beta-globin isoform 1 16126 7.9 2 15% 22 30 R.LLVVYPWTQR.F 
                  K.VNVEEVGGEALGR.L 

C48 gi|94378251 similar to histone H4 17228 10.59 2 10% 16 24 R.TLYGFGG 
                  R.ISGLIYEETR.G 
  gi|1183933 haemoglobin beta-2 chain 16324 8.56 2 12% 0 43 K.LHVDPENFR.L 
                  R.LLVVYPWTQR.Y 
  gi|156257619 beta-globin  16223 7.94 2 12% 0 43 K.LHVDPENFR.L 
                  R.LLVVYPWTQR.Y 
  gi|148707431 torsin family 3, member A  20331 4.97 1 6% 0 19 K.SISQRINLFLP 
  gi|22122339 pituitary tumor-transforming gene 1 

protein-interacting protein precursor  
19952 9 1 2% 0 17 R.LSSAR.S 

  gi|26354717 unnamed protein product 20025 9 1 2% 0 17 R.LSSAR.S 
  gi|74196032 unnamed protein product  19953 8.8 1 2% 0 17 R.LSSAR.S 
  gi|26339134 unnamed protein product  18424 7.98 1 3% 0 17 K.ISSVK.L 

C51 gi|1167510 TI-225  14167 9.33 3 22% 40 93 R.LIFAGK.Q 
                  MQIFVK.T 
      

 
            K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C51  gi|4507761 ubiquitin and ribosomal protein L40 
precursor 

14719 9.87 3 21% 40 93 R.LIFAGK.Q 

                  MQIFVK.T 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|51701919 RecName: Full=Ubiquitin 8560 6.56 3 36% 40 93 R.LIFAGK.Q 
                  MQIFVK.T 
         K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|82894992 PREDICTED: similar to fusion protein: 

ubiquitin (bases 43_513); ribosomal protein 
S27a (bases 217_532) 

13530 10.1 3 23% 40 93 R.LIFAGK.Q 

                 MQIFVK.T 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|94369204 PREDICTED: hypothetical protein  8723 6.56 3 36% 40 93 R.LIFAGK.Q 
                  MQIFVK.T 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|94385661 PREDICTED: similar to ubiquitin A-52 

residue ribosomal protein fusion product 1 
14657 9.71 3 21% 40 93 R.LIFAGK.Q 

                 MQIFVK.T 
         K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C51 gi|148688761 mCG1048340  10235 9.05 3 30% 40 93 R.LIFAGK.Q 
                 MQIFVK.T 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|148708840 mCG7881 14662 9.72 3 21% 40 93 R.LIFAGK.Q 
                  MQIFVK.T 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|149262307 PREDICTED: similar to ubiquitin A-52 

residue ribosomal protein fusion product 1 
isoform 1  

14702 9.82 3 21% 40 93 R.LIFAGK.Q 

         MQIFVK.T 
         K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|197725012 Chain B, Crystal Structure Of Human 

Amsh-Lp Dub Domain In Complex With 
Lys63-Linked Ubiquitin Dimer 

8588 6.56 3 36% 40 93 R.LIFAGK.Q 

                MQIFVK.T 
                 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|197725013 Chain C, Crystal Structure Of Human 

Amsh-Lp Dub Domain In Complex With 
Lys63-Linked Ubiquitin Dimer 

8675 5.77 3 36% 40 93 R.LIFAGK.Q 
MQIFVK.T 
K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C52 gi|1167510 TI-225  14167 9.33 4 31% 61 109 R.LIFAGK.Q 
                  K.EGIPPDQQR.L 
                  K.ESTLHLVLR.L 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|4507761 ubiquitin and ribosomal protein L40 

precursor  
14719 9.87 4 31% 61 109 R.LIFAGK.Q 

                  K.EGIPPDQQR.L 
                  K.ESTLHLVLR.L 
         K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|13195690 Ubiquitin 17939 9.68 4 25% 61 109 R.LIFAGK.Q 
                  K.EGIPPDQQR.L 
         K.ESTLHLVLR.L 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|51701919 RecName: Full=Ubiquitin 8560 6.56 4 52% 61 109 R.LIFAGK.Q 
                  K.EGIPPDQQR.L 
                  K.ESTLHLVLR.L 
      

 
 

            K.TITLEVEPSDTIENVK.A 

62 

62



 
 

 

 

 

Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C52  gi|94369204 PREDICTED: hypothetical protein  8723 6.56 4 51% 61 109 R.LIFAGK.Q 
                  K.EGIPPDQQR.L 
                  K.ESTLHLVLR.L 
         K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|94385661 PREDICTED: similar to ubiquitin A-52 

residue ribosomal protein fusion product 1  
14657 9.71 4 31% 61 109 R.LIFAGK.Q 

                  K.EGIPPDQQR.L 
                  K.ESTLHLVLR.L 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|148688761 mCG1048340 10235 9.05 4 43% 61 109 R.LIFAGK.Q 
                  K.EGIPPDQQR.L 
         K.ESTLHLVLR.L 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|148708840 mCG7881  14662 9.72 4 31% 61 109 R.LIFAGK.Q 
                  K.EGIPPDQQR.L 
         K.ESTLHLVLR.L 
      

 
 

            K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C52  gi|197725012 Chain B, Crystal Structure Of Human 
Amsh-Lp Dub Domain In Complex With 
Lys63-Linked Ubiquitin Dimer 

8588 6.56 4 52% 61 109 R.LIFAGK.Q 

                  K.EGIPPDQQR.L 
                  K.ESTLHLVLR.L 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|197725013  Chain C, Crystal Structure Of Human 

Amsh-Lp Dub Domain In Complex With 
Lys63-Linked Ubiquitin Dimer  

8675 5.77 4 51% 61 109 R.LIFAGK.Q 

                  K.EGIPPDQQR.L 
                  K.ESTLHLVLR.L 
         K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|148684097 mCG13235 15406 9.82 4 29% 61 109 R.LIFAGK.Q 
                 K.EGLPPDQQR.L 
                 K.ESTLHLVLR.L 
      

 
 
 

           K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C52  gi|149262307 PREDICTED: similar to ubiquitin A-52 
residue ribosomal protein fusion product 1 
isoform 1  

14702 9.82 4 31% 61 19 R.LIFAGK.Q 

                  K.EGLPPDQQR.L 
                  K.ESTLHLVLR.L 
                  K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
  gi|51827457 PREDICTED: hypothetical protein  14345 7.82 1 7% 0 18 K.FGLYSLVIR.S  
  gi|148705765 mCG65590 14473 8.66 1 6% 0 18 K.FGLYSLVIR.S  
  gi|148707949 mCG145610 12936 9.26 1 6% 0 17 R.AVTVHCGR.R 
  gi|148702781 mCG15041 9330 9.62 1 12% 0 15 K.CVQASTAPGGR.L 
 gi|159106929 hypothetical protein LOC208501  7780 9.69 1 14% 0 15 K.CVQASTAPGGR.L 
 gi|887893 KRAB-zinc finger protein 64  11592 9.48 1 5% 0 13 R.IHLGPK.A 

C53 gi|148674163 mCG1027988 10481 8.92 1 5% 0 21 R.VCGEK.V 
 gi|148673631 mCG1040556, isoform CRA_c 3473 8.37 1 15% 0 19 K.VTGEK.M 
  gi|149261510 PREDICTED: hypothetical protein 12205 9.98 1 5% 0 13 R.ISGEK.E 
 gi|149271738 PREDICTED: hypothetical protein  5762 9.04 1 10% 0 14 R.CPGEK.D 

C54 gi|148702781 mCG15041 9330 9.62 1 12% 0 15 K.CVQASTAPGGR.L 
  gi|159106929 hypothetical protein LOC208501  7780 9.69 1 14% 0 15 K.CVQASTAPGGR.L 
  gi|196914 Ig kappa chain precursor VJ5-region 12425 8.66 1 5% 0 10 K.SGTSFK.R 
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ตารางแสดงโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจากเซลลไมโครเกลียท่ีถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ในบริเวณท่ีเห็นการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจาก
เซลลไมโครเกลีย วิเคราะหดวย LC-MS/MS โดยอางอิงจากฐานขอมูล NCBInr 
 

Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB42 gi|6680924 cofilin 1, non-muscle 18548 8.22 3 19% 109 168 K.NIILEEGK.E 
                 R.YALYDATYETK.E 
                 K.LGGSAVISLEGKPL.-   
 gi|149255823 PREDICTED: similar to Cofilin-1 

(Cofilin, non-muscle isoform) 
18503 7.59 3 19% 109 168 K.NIILEEGK.E 

                 R.YALYDATYETK.E 
                 K.LGGSAVISLEGKPL.-   
 gi|6679078 nucleoside diphosphate kinase B 17352 6.97 4 28% 56 133 R.TFIAIKPDGVQR.G 
                 R.GLVGEIIK.R 
                 K.DRPFFPGLVK.Y 
                 R.NIIHGSDSVESAEK.E 
 gi|154550673 expressed in non-metastatic cells 2 

protein 
17352 6.97 4 28% 56 133 R.TFIAIKPDGVQR.G 

                 R.GLVGEIIK.R 
                 K.DRPFFPGLVK.Y 
                 R.NIIHGSDSVESAEK.E 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB42 gi|6679439 peptidylprolyl isomerase A 17960 7.74 4 14% 41 77 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 K.GFGYK.G 
                 K.FEDENFILK.H 
 gi|12846244 unnamed protein product 17973 8.44 4 14% 41 77 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
         K.GFGYK.G 
         K.FEDENFILK.H 
 gi|74146841 unnamed protein product 17933 7.74 4 14% 41 77 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 K.GFGYK.G 
                 K.FEDENFILK.H 
 gi|74191492 unnamed protein product 17932 7.72 4 14% 41 77 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 K.GFGYK.G 
     

 
 
 

            K.FEDENFILK.H 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB42 gi|149257773 PREDICTED: hypothetical protein 18003 6.2 4 14% 41 77 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 K.GFGYK.G 
                 K.FEDENFILK.H 
 gi|4506685  ribosomal protein S13  17212 10.53 2 14% 34 38 K.GLSQSALPYR.R 
                 K.GLTPSQIGVILR.D 
 gi|15029927 Rps13 protein  16132 10.72 2 0% 34 38 K.GLSQSALPYR.R 
                 K.GLTPSQIGVILR.D 
 gi|82918395 PREDICTED: hypothetical protein  17238 10.55 2 0% 34 38 K.GLSQSALPYR.R 
                 K.GLTPSQIGVILR.D 
 gi|149257815 PREDICTED: hypothetical protein  17213 10.47 2 0% 34 38 K.GLSQSALPYR.R 
                 K.GLTPSQIGVILR.D 
 gi|94390143 PREDICTED: similar to Rps13 

protein  
14209 10.19 2 0% 34 38 K.GLSQSALPYR.R 

         K.GLTPSQIGVILR.D 
 gi|6755368 ribosomal protein S18 17708 10.99 3 20% 34 67 R.AGELTEDEVER.V 
                 K.IPDWFLNR.Q 
     

 
            K.YSQVLANGLDNK.L 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB42 gi|74197062 unnamed protein product 17736 11.10 3 20% 34 67 R.AGELTEDEVER.V 
                 K.IPDWFLNR.Q 
                 K.YSQVLANGLDNK.L 
 gi|149263957 PREDICTED: hypothetical protein 17738 10.85 3 20% 34 67 R.AGELTEDEVER.V 
                 K.IPDWFLNR.Q 
                 K.YSQVLANGLDNK.L 
 gi|149264584 PREDICTED: similar to ribosomal 

protein 
17680 10.86 3 20% 34 67 R.AGELTEDEVER.V 

                 K.IPDWFLNR.Q 
                 K.YSQVLANGLDNK.L 
 gi|149264635 PREDICTED: similar to ribosomal 

protein  
17661 10.74 3 20% 34 67 R.AGELTEDEVER.V 

                 K.IPDWFLNR.Q 
                 K.YSQVLANGLDNK.L 
 gi|149252587 PREDICTED: similar to ribosomal 

protein  
17680 10.40 3 20% 34 67 R.AGELTEDEVER.V 

                 K.IPDWFLNR.Q 
    

  
            K.YSQVLANGLDNK.L 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB42 gi|387496 tumor metastatic process-
associated protein NM23 

18672 8.44 3 20% 33 71 R.TFIAIKPDGVQR.G 

                 R.GLVGEIIK.R 
         R.NIIHGSDSVKSAEK.E 
 gi|37700232 nucleoside-diphosphate kinase 1 17197 6.84 3 22% 33 71 R.TFIAIKPDGVQR.G 
                 R.GLVGEIIK.R 
                 R.NIIHGSDSVKSAEK.E 
 gi|148683963 mCG145251 17298 6.78 3 22% 33 71 R.TFIAIKPDGVQR.G 
                 R.GLVGEIIK.R 
         R.NIIHGSDSVKSAEK.E 
 gi|12859724 unnamed protein product 16355 8.71 1 6% 26 26 K.YPEAPPSVR.F 
 gi|20987292 Ube2v2 protein 16696 6.56 1 6% 26 26 K.YPEAPPSVR.F 
 gi|26324680 unnamed protein product 16429 7.79 1 6% 26 26 K.YPEAPPSVR.F 
 gi|31543918 ubiquitin-conjugating enzyme E2v2 

isoform 1 
16356 7.79 1 6% 26 26 K.YPEAPPSVR.F 

 gi|42741690 ubiquitin-conjugating enzyme E2 
variant 1  

16344 7.74 1 6% 26 26 K.YPEAPPSVR.F 

 gi|220938249 ubiquitin-conjugating enzyme E2 
variant 1 

19327 6.60 1 6% 26 26 K.YPEAPPSVR.F 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB42 gi|4503545 eukaryotic translation initiation 
factor 5A isoform B 

16821 5.08 1 7% 21 21 K.VHLVGIDIFTGK.K 

 gi|9966867 eIF-5A2 protein  16782 5.38 1 5% 21 21 K.VHLVGIDIFTGK.K 
 gi|12847616 unnamed protein product  16926 5.80 1 5% 21 21 K.VHLVGIDIFTGK.K 
 gi|56800106 eukaryotic translation initiation 

factor 5A  
16292 4.85 1 5% 21 21 K.VHLVGIDIFTGK.K 

 gi|148680531 eukaryotic translation initiation 
factor 5A, isoform CRA_c 

18356 5.08 1 5% 21 21 K.VHLVGIDIFTGK.K 

 gi|148680533 eukaryotic translation initiation 
factor 5A, isoform CRA_d 

19160 5.87 1 5% 21 21 K.VHLVGIDIFTGK.K 

 gi|148680535 eukaryotic translation initiation 
factor 5A, isoform CRA_f 

16592 4.95 1 5% 21 21 K.VHLVGIDIFTGK.K 

 gi|148680542 eukaryotic translation initiation 
factor 5A, isoform CRA_j 

18171 5.00 1 5% 21 21 K.VHLVGIDIFTGK.K 

AB43 gi|6679439 peptidylprolyl isomerase A 17960 7.74 5 25% 66 195 M.VNPTVFFDITADDEPLGR.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 R.SIYGEK.F  
         K.FEDENFILK.H 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB43 gi|74146841 unnamed protein product 17933 7.74 5 25% 66 195 M.VNPTVFFDITADDEPLGR.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 R.SIYGEK.F 
                 K.FEDENFILK.H 
 gi|74191492 unnamed protein product 17932 7.72 5 25% 66 195 M.VNPTVFFDITADDEPLGR.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 R.SIYGEK.F 
                 K.FEDENFILK.H 
 gi|149257773 PREDICTED: hypothetical protein 18003 6.20 5 25% 66 195 M.VNPTVFFDITADDEPLGR.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 R.VSFELFADK.V 
                 R.SIYGEK.F 
                 K.FEDENFILK.H 
 gi|3097244 ribosomal protein S14 16291 10.14 2 15% 62 86 K.TPGPGAQSALR.A 
                 R.IEDVTPIPSDSTR.R 
 gi|5032051 ribosomal protein S14  16263 10.07 2 15% 62 86 K.TPGPGAQSALR.A 
                 R.IEDVTPIPSDSTR.R 
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Band Accession 
name 

Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB43 gi|63680339 PREDICTED: similar to 40S 
ribosomal protein S14 isoform 1 

16310 10.13 2 15% 62 86 K.TPGPGAQSALR.A 

                 R.IEDVTPIPSDSTR.R 
 gi|74226871 unnamed protein product 16279 9.97 2 15% 62 86 K.TPGPGAQSALR.A 
                 R.IEDVTPIPSDSTR.R 
 gi|82958328 PREDICTED: similar to 40S 

ribosomal protein S14 isoform 1 
16324 10.13 2 15% 62 86 K.TPGPGAQSALR.A 

                 R.IEDVTPIPSDSTR.R 
 gi|30061401 histone cluster 2, H3c1  20234 11.39 4 21% 35 79 R.YRPGTVALR.E 
                 K.STELLIR.K 
                 R.EIAQDFK.T 
                 K.DIQLAR.R 
 gi|74204635 unnamed protein product 16164 11.38 4 20% 35 79 R.YRPGTVALR.E 
                 K.STELLIR.K 
                 R.EIAQDFK.T 
                 K.DIQLAR.R 
 gi|148672373 mCG49427 17836 10.7 2 14% 35 41 R.SAINEVVTR.E 
     

 
            K.LYTLVTYVPVTTFK.N 
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Band Accession 
name 

Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB43 gi|4503545 eukaryotic translation initiation 
factor 5A isoform B 

16821 5.08 3 20% 25 57 K.NGFVVLK.G 

                 K.VHLVGIDIFTGK.K 
                 R.EDLRLPEGDLGK.E 
 gi|12847616 unnamed protein product  16926 5.80 3 20% 25 57 K.NGFVVLK.G 
                 K.VHLVGIDIFTGK.K 
         R.EDLRLPEGDLGK.E 
 gi|56800106 eukaryotic translation initiation 

factor 5A  
16292 4.85 3 20% 25 57 K.NGFVVLK.G 

                 K.VHLVGIDIFTGK.K 
                 R.EDLRLPEGDLGK.E 
 gi|148680531 eukaryotic translation initiation 

factor 5A, isoform CRA_c 
18356 5.08 3 18% 25 57 K.NGFVVLK.G 

                 K.VHLVGIDIFTGK.K 
                 R.EDLRLPEGDLGK.E 
 gi|148680533 eukaryotic translation initiation 

factor 5A, isoform CRA_d 
19160 5.87 3 17% 25 57 K.NGFVVLK.G 

                 K.VHLVGIDIFTGK.K 
                 R.EDLRLPEGDLGK.E 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB43 gi|148680535 eukaryotic translation initiation 
factor 5A, isoform CRA_f 

16592 4.95 3 20% 25 57 K.NGFVVLK.G 

                 K.VHLVGIDIFTGK.K 
                 R.EDLRLPEGDLGK.E 
 gi|148680542 eukaryotic translation initiation 

factor 5A, isoform CRA_j 
18171 5.00 3 18% 25 57 K.NGFVVLK.G 

                 K.VHLVGIDIFTGK.K 
                 R.EDLRLPEGDLGK.E 

AB44 gi|12963511 ribosomal protein S19 16076 10.41 4 27% 62 82 R.KLTPQGQR.D 
                 K.VPEWVDTVK.L 
                 K.ELAPYDENWFYTR.A 
                 R.RVLQALEGLK.M 
 gi|56541224 Rps19 protein  16651 10.52 4 26% 62 82 R.KLTPQGQR.D 
                 K.VPEWVDTVK.L 
         K.ELAPYDENWFYTR.A 
   

 
 
 

      R.RVLQALEGLK.M 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB44 gi|94397093 PREDICTED: hypothetical protein 16215 10.52 4 27% 62 82 R.KLTPQGQR.D 
         K.VPEWVDTVK.L 
                 K.ELAPYDENWFYTR.A 
                 R.RVLQALEGLK.M 
 gi|148686705 mCG14926 16136 10.41 4 27% 62 82 R.KLTPQGQR.D 
                 K.VPEWVDTVK.L 
                 K.ELAPYDENWFYTR.A 
                 R.RVLQALEGLK.M 
 gi|148692364 mCG126277, isoform CRA_b 17756 10.37 4 24% 62 82 R.KLTPQGQR.D 
                 K.VPEWVDTVK.L 
         K.ELAPYDENWFYTR.A 
                 R.RVLQALEGLK.M 
 gi|387496 tumor metastatic process-

associated protein NM23 
18672 8.44 2 12% 0 23 K.FLQASEDLLK.E 

                 K.DRPFFTGLVK.Y 
 gi|37700232 nucleoside-diphosphate kinase 1 17197 6.84 2 0% 0 23 K.FLQASEDLLK.E 
                 K.DRPFFTGLVK.Y 
 gi|148683963 mCG145251 17298 6.78 2 0% 0 23 K.FLQASEDLLK.E 
                 K.DRPFFTGLVK.Y 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB44 gi|200796 16S ribosomal protein 16346 10.21 2 0% 0 21 R.FAGVDIR.V 
                 K.GPLQSVQVFGR.K 
 gi|4506691 ribosomal protein S16  16435 10.21 2 0% 0 21 R.FAGVDIR.V 
                 K.GPLQSVQVFGR.K 
 gi|52078405 Rps16 protein  17542 10.21 2 0% 0 21 R.FAGVDIR.V 
                 K.GPLQSVQVFGR.K 
 gi|60334810 Rps16 protein  19262 10.21 2 0% 0 21 R.FAGVDIR.V 
                 K.GPLQSVQVFGR.K 
 gi|148683908 mCG3370 16490 10.14 2 0% 0 21 R.FAGVDIR.V 
                 K.GPLQSVQVFGR.K 
 gi|149262347 PREDICTED: similar to Rps16 

protein  
18423 10.14 2 0% 0 21 R.FAGVDIR.V 

                 K.GPLQSVQVFGR.K 
AB45 gi|148685167 ribosomal protein S15a, isoform 

CRA_a 
17764 9.96 2 20% 20 28 K.HGYIGEFEIIDDHR.A 

                 K.ILGFFF.-   
 gi|148685168 ribosomal protein S15a, isoform 

CRA_b 
17101 10.01 2 20% 20 28 K.HGYIGEFEIIDDHR.A 

                 K.ILGFFF.-   

77 

77



 
 

 

 

 

Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB45 gi|109157563 Chain K, 2.9 Angstrom X-Ray 
Structure Of Hybrid Macroh2a 
Nucleosomes 

16152 11.03 2 12% 0 58 R.HLQLAIR.N 

                 R.AGLQFPVGR.V 
AB46 gi|148685167 ribosomal protein S15a, isoform 

CRA_a 
17764 9.96 3 18% 34 70 K.HGYIGEFEIIDDHR.A 

                 K.WQNNLLPSR.Q 
                 K.ILGFFF.-   
 gi|148685168 ribosomal protein S15a, isoform 

CRA_b 
17101 10.01 3 19% 34 70 K.HGYIGEFEIIDDHR.A 

                 K.WQNNLLPSR.Q 
                 K.ILGFFF.-   

AB47 gi|94378251 PREDICTED: similar to histone H4  17228 10.59 3 21% 94 146 R.DNIQGITKPAIR.R 
                 R.ISGLIYEETR.G 
                 K.TVTAMDVVYALK.R 
 gi|148708987 mCG148440 

 
 
 

16824 12.00 1 0% 0 21 R.GLSAPAGR.R 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB48 gi|94378251 PREDICTED: similar to histone H4  17228 10.59 4 22% 0 72 R.TLYGFGG.- 
                 K.VFLENVIR.D 
                 R.DAVTYTEHAK.R 
                 R.ISGLIYEETR.G 

AB49 gi|148707431 torsin family 3, member A 20331 4.97 1 0% 0 22 K.SISQRINLFLP.- 
AB51 gi|1778802 amyloid precursor protein  8893 6.04 1 14% 55 55 K.LVFFAEDVGSNK.G 

 gi|1167510 TI-225  14167 9.33 6 30% 0 93 M.QIFVK.T 
                 R.LIFAGK.Q 
                 none.MQIFVK.T 
                 K.EGIPPDQQR.L 
                 K.ESTLHLVLR.L 
                 R.TLSDYNIQK.E 
 gi|4507761 ubiquitin and ribosomal protein L40 

precursor  
14719 9.87 6 30% 0 93 M.QIFVK.T 

                 R.LIFAGK.Q 
                 none.MQIFVK.T 
                 K.EGIPPDQQR.L 
                 K.ESTLHLVLR.L 
                 R.TLSDYNIQK.E 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB51 gi|51701919 RecName: Full=Ubiquitin 8560 6.56 6 51% 0 93 M.QIFVK.T 
                 R.LIFAGK.Q 
                 none.MQIFVK.T 
                 K.EGIPPDQQR.L 
         K.ESTLHLVLR.L 
         R.TLSDYNIQK.E 
 gi|94369204 PREDICTED: hypothetical protein  8723 6.56 6 50% 0 93 M.QIFVK.T 
                 R.LIFAGK.Q 
                 none.MQIFVK.T 
                 K.EGIPPDQQR.L 
                 K.ESTLHLVLR.L 
                 R.TLSDYNIQK.E 
 gi|148688761 mCG1048340 10235 9.05 6 42% 0 93 M.QIFVK.T 
                 R.LIFAGK.Q 
                 none.MQIFVK.T 
                 K.EGIPPDQQR.L 
                 K.ESTLHLVLR.L 
     

 
            R.TLSDYNIQK.E 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB51 gi|148708840 mCG7881 14662 9.72 6 30% 0 93 M.QIFVK.T 
                 R.LIFAGK.Q 
                 none.MQIFVK.T 
                 K.EGIPPDQQR.L 
                 K.ESTLHLVLR.L 
                 R.TLSDYNIQK.E 
 gi|197725013 Chain C, Crystal Structure Of 

Human Amsh-Lp Dub Domain In 
Complex With Lys63-Linked 
Ubiquitin Dimer 

8675 5.77 6 50% 0 93 M.QIFVK.T 

                 R.LIFAGK.Q 
                 none.MQIFVK.T 
                 K.EGIPPDQQR.L 
                 K.ESTLHLVLR.L 
                 R.TLSDYNIQK.E 

AB52 gi|1167510 TI-225 14167 9.33 1 4% 0 23 R.LIFAGK.Q 
 gi|4507761 ubiquitin and ribosomal protein L40 

precursor 
14719 9.87 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 

 gi|51701919 RecName: Full=Ubiquitin 8560 6.56 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB52 gi|82894992 PREDICTED: similar to fusion 
protein: ubiquitin (bases 43_513); 
ribosomal protein S27a (bases 
217_532) 

13530 10.10 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 

 gi|94369204 PREDICTED: hypothetical protein 8723 6.56 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 
 gi|94385661 PREDICTED: similar to ubiquitin A-

52 residue ribosomal protein fusion 
product 1  

14657 9.71 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 

 gi|148684097 mCG13235 15406 9.82 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 
 gi|148688761 mCG1048340 10235 9.05 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 
 gi|148708840 mCG7881 14662 9.72 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 
 gi|154550710 ubiquitin A-52 residue ribosomal 

protein fusion product 1 
8033 6.89 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 

 gi|197725012 Chain B, Crystal Structure Of 
Human Amsh-Lp Dub Domain In 
Complex With Lys63-Linked 
Ubiquitin Dimer 

8588 6.56 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 

 gi|197725013 Chain C, Crystal Structure Of 
Human Amsh-Lp Dub Domain In  

8675 5.77 1 0% 0 23 R.LIFAGK.Q 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB52 gi|148702781 mCG15041 9330 9.62 1 0% 0 17 K.CVQASTAPGGR.L 
 gi|159106929 hypothetical protein LOC208501  7780 9.69 1 0% 0 17 K.CVQASTAPGGR.L 
 gi|74178417 unnamed protein product  15072 9.46 1 0% 0 17 K.RNLSPR.E 
 gi|1778802 amyloid precursor protein  8893 6.04 1 0% 55 55 K.LVFFAEDVGSNK.G 

AB53 gi|148706564 mCG17902, isoform CRA_j 10051 12.39 1 0% 0 17 R.SRSGSIIGSR.Y 
 gi|1167510 TI-225  14167 9.33 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|4507761 ubiquitin and ribosomal protein L40 

precursor  
14719 9.87 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 

 gi|51701919 RecName: Full=Ubiquitin 8560 6.56 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|82894992 PREDICTED: similar to fusion 

protein: ubiquitin (bases 43_513); 
ribosomal protein S27a (bases 
217_532) 

13530 10.10 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 

 gi|94369204 PREDICTED: hypothetical protein  8723 6.56 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|94385661 PREDICTED: similar to ubiquitin A-

52 residue ribosomal protein fusion 
product 1 

14657 9.71 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 

 gi|148684097 mCG13235 15406 9.82 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
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Band Accession 
name 

Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB53 gi|148688761 mCG1048340 10235 9.05 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|148708840 mCG7881  14662 9.72 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 
 gi|197725012 Chain B, Crystal Structure Of 

Human Amsh-Lp Dub Domain In 
Complex With Lys63-Linked 
Ubiquitin Dimer 

8588 6.56 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 

 gi|197725013 Chain C, Crystal Structure Of 
Human Amsh-Lp Dub Domain In 
Complex With Lys63-Linked 
Ubiquitin Dimer 

8675 5.77 1 0% 0 17 K.TITLEVEPSDTIENVK.A 

AB54 gi|1778802 amyloid precursor protein  8893 6.04 1 0% 24 28 K.LVFFAEDVGSNK.G 
 gi|1167510 TI-225 14167 9.33 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 
                 K.ESTLHLVLR.L 
 gi|4507761 ubiquitin and ribosomal protein L40 

precursor  
14719 9.87 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 

                 K.ESTLHLVLR.L 
 gi|51701919 RecName: Full=Ubiquitin 8560 6.56 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 
                 K.ESTLHLVLR.L 
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB54 gi|94369204 PREDICTED: hypothetical protein  8723 6.56 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 
                 K.ESTLHLVLR.L 
 gi|94385661 PREDICTED: similar to ubiquitin A-

52 residue ribosomal protein fusion 
product 1 

14657 9.71 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 

                 K.ESTLHLVLR.L 
 gi|148684097 mCG13235 15406 8.82 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 
                 K.ESTLHLVLR.L 
 gi|148688761 mCG1048340 10235 9.05 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 
                 K.ESTLHLVLR.L 
 gi|148708840 mCG7881  14662 9.72 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 
 gi|154550710 ubiquitin A-52 residue ribosomal 

protein fusion product 1 
8033 6.89 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 

                 K.ESTLHLVLR.L 
 gi|197725012 Chain B, Crystal Structure Of 

Human Amsh-Lp Dub Domain In 
Complex With Lys63-Linked 
Ubiquitin Dimer 

8588 6.56 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 

                 K.ESTLHLVLR.L 
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Band Accession 
name 

Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB54 gi|197725013 Chain C, Crystal Structure Of 
Human Amsh-Lp Dub Domain In 
Complex With Lys63-Linked 
Ubiquitin Dimer 

8675 5.77 2 11% 0 23 R.LIFAGK.Q 

                 K.ESTLHLVLR.L 
 gi|148673787 mCG146067 12555 10.14 1 0% 0 15 R.LLFKK.I 
 gi|154424497 novel KRAB box containing protein  11471 5.81 1 0% 0 15 K.IIFKK.K 
 gi|196876 immunoglobulin kappa chain V-

region (V-J) 
7584 5.00 2 0% 0 18 none.KDGTVK.L 

                 none.DDGTVKLLIYNTSTLYSGVPSR.F 
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