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บทคัดยอ (ภาษาไทย) 

 

โรคขอเขาเสื่อมเปนโรคท่ีเกิดจากการเสื่อมสลายของสวนประกอบตางๆบริเวณขอ โดยเฉพาะอยางยิ่ง

การแตกสลายตรงบริเวณกระดูกออนผิวขอ สงผลให chondrocyte ซ่ึงเปนเซลลสําคัญในบริเวณนี้สูญเสีย

คุณสมบัติในการควบคุมสมดุลในการสรางและสลายกระดูกออนไป ทําใหเกิดอาการเสื่อมของขอ นอกจากนี้ตัว 

chondrocyte เองยังสามารถกระตุนเซลลในระบบภูมิคุมกัน อาทิเชน T cell ในผูปวยขอเขาเสื่อมได ซ่ึง

อาจจะเปนตัวแปรสําคัญท่ีทําใหเกิดความรุนแรงของโรคในผูปวยได แตอยางไรก็ตามยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวา 

chondrocyte มีกลไก ในการกระตุนระบบภูมิคุมกันไดอยางไร ในงานวิจัยนี้จึงสนใจท่ีจะศึกษาหาปจจัยท่ีทํา

ให chondrocyte ในผูปวยขอเขาเสื่อมเปลี่ยนคุณสมบัติไป รวมท้ังตองการท่ีจะศึกษากลไกท่ี chondrocyte 

ใชกระตุน T cell ดวย โดยจากการศึกษาพบวา chondrocyte ของผูปวยขอเขาเสื่อมจะมีการแสดงออกของ 

MHC class I และ II บนผิวเซลลมากข้ึนเม่ือกระตุนดวย Interferon gamma (IFNγ) รวมท้ังเม่ือกระตุน

เซลลรวมกับ proteoglycan aggrecan peptide พบวา p263-280 สามารถเหนี่ยวนําให chondrocyte มี

การแสดงออกของ CD86 บนผิวเซลลมากข้ึนเชนกัน ซ่ึงชี้ใหเห็นวา p263-280 อาจจะเปนปจจัยหนึ่งท่ีทําให 

chondrocyte เปลี่ยนคุณสมบัติไปเปน antigen presenting cell ได แตอยางไรก็ตามการศึกษานี้ยังคงตอง

ดําเนินตอไปเพ่ือดูวา chondrocyte จะสามารถ นําเสนอ p263-280 ใหแก T cell ไดหรือไมและมีกลไกการ

กระตุน T cell อยางไร และผลการศึกษาท่ีไดจะเปนความรูท่ีสําคัญท่ีจะนําไปพัฒนาการรักษาโรคขอเขาเสื่อม

ไดมากยิ่งข้ึน 
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Abstract 
 

Osteoarthritis (OA) is an inflammatory disorder characterized by degeneration of joint 
components, especially cartilage. Chondrocyte is one of the cell type found in cartilage 
playing a role in cartilage production and degradation. Several studies found that, not only 
controle the metabolism of cartilage, but the chondrocyte also play a role in immune response 
that perpituate the osteoarthritis in OA patients. However, the mechanism of chondrocyte to 
stimulate T cell or other immune cells has still limited. In this study, we need to investigate 
the factors that can stimulate chondrocyte and identify the mechanism that the chondrocyte 
stimulate T cell in OA. We found that OA chondrocyte express MHC class I and II ontheir 
surface in high level after IFN gamma stimulation. Also, proteoglycan aggrecan peptides, 
especially p 263-280, can stimulate chondrocyte to express CD86, which is an important 
marker for antigen presentation, on their surface. These data inducated that IFN gamma 
combined with proteoglycan aggrecan peptide p263-280 can induce antigen presentation 
function of chondrocyte in OA condition. However, the ability of chondrocyte to present 
antigen p263-280 to autologous T cell and their mechanism will be further investigate to 
fulfill the knowledge of OA disease and used as a platform for further clinical development. 
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บทนํา(Introduction) 
 

โรคขอเขาเสื่อม (osteoarthritis) เปนโรคท่ีมีสาเหตุมาจากการเสื่อมสภาพของขอเขา ซ่ึงอาจเกิดจาก

ปจจัยหลากหลาย เชน อายุ เพศ น้ําหนักตัวท่ีมากเกินไป พันธุกรรม อุบัติเหตุ การหกลมหรือการกระแทก จน

ทําใหเกิดการสึกกรอนของกระดูกออนผิวขอ (articular cartilage) ซ่ึงเปนสวนสําคัญท่ีชวยในการเคลื่อนไหว 

หากเปนมากและยังไมไดรับการรักษาอาจลุกลามไปยังกระดูกใตชั้นกระดูกออน (subchondral bone) และ

อาจเปนสาเหตุใหเกิดการอักเสบของผิวขอ (synovial membrane) หากเศษกระดูกออนเหลานี้หลุดเขาไปใน

น้ําไขขอ (synovial fluid) ก็อาจไปท่ิมแทงสวนของเนื้อเยื่อในบริเวณรอบๆขอเขา สงผลใหเกิดอาการ

เจ็บปวด ขอบวม เคลื่อนไหวติดขัด บางรายอาจมีการผิดรูปของขอรวมดวย ซ่ึงจะสงผลใหเกิดความยากลําบาก

ในการดําเนินชีวิตของผูปวย (1) 

 ในปจจุบันพบวาผูปวยท่ีเปนโรคขอเสื่อมนั้นมีเปนจํานวนมาก และมากกวา 70% ของผูปวยเหลานี้มี

อาการเสื่อมท่ีบริเวณขอเขา ซ่ึงโรคเหลานี้เปนโรคท่ีสรางความเจ็บปวดทรมานแกผูปวยและยังไมสามารถหาวิธี

รักษาใหหายไดแมในผูปวยท่ียังมีอาการไมรุนแรงก็ตาม นอกเสียจากจะทําการผาตัดเปลี่ยนเขา ซ่ึงก็ตองเสีย

คาใชจายสูง และอันตราย (2) ท้ังนี้มีงานวิจัยจํานวนมากท่ีพยายามจะศึกษาถึงกลไกของโรคขอเขาเสื่อม

ตลอดจนสาเหตุของการเกิดอาการเจ็บปวดในผูปวย เพ่ือใชเปนแนวทางในการพัฒนาการรักษาตอไป  

ระบบภูมิคุมกันเปนกระบวนการหนึ่งท่ีมีบทบาทสําคัญตออาการเจ็บปวดของผูปวยเปนอยางมาก โดย

สาเหตุหลักเกิดจากการสูญเสียการทํางานของ chondrocyte ซ่ึงเปนเซลลท่ีสําคัญในกระดูกออนผิวขอ ทํา

หนาท่ีในการสรางและสลายกระดูกออนและทําใหกระดูกออนนั้นคงสภาพอยูได เม่ือ chondrocyte ถูกทําลาย

หรือสูญเสียการทํางานก็จะทําใหรางกายไมสามารถสรางหรือซอมแซมกระดูกออนท่ีชํารุดบริเวณขอได (3, 4) 

รวมท้ังเม่ือเศษกระดูกออนท่ีหลุดออกมาไปสัมผัสกับเนื้อเยื่อท่ีผิวขอจะเปรียบเสมือนสิ่งแปลกปลอมของ

รางกายท่ีกระตุนใหเซลลบริเวณนั้นๆ ไดแก synovial cell, fibroblast และ macrophage หลั่งสารตางๆ 

เชน cytokines หรือ prostaglandin ไปกระตุนเซลลอ่ืนๆในระบบภูมิคุมกัน อาทิ เชน T cell, B cell, 

macrophage และ NK cell โดยปริมาณเซลลเหลานี้จะแปรผันตามระดับความรุนแรงของโรค (5-7) จึงทําให

พ บ  cytokines เ ช น  TNF α, IL-1β, IFN-γ (8, 9) แ ล ะ cytotoxic molecule เ ช น  granulysin, 

granzyme และ fas ligand (10)ในผิวขอและน้ําไขขอของผูปวยเปนจํานวนมากเม่ือเทียบกับคนปกติ ซ่ึง

โมเลกุลเหลานี้จะชวยกระตุนกระบวนการตายของเซลล (apoptosis) (11) ทําใหเกิดความเสียหายแกเนื้อเยื่อ

เพ่ิม ข้ึน รวมถึงกระตุน chondrocyte ใหหลั่ งเอนไซม  matrix metalloproteinases (MMPs) ซ่ึงเปน

เอนไซมสําคัญในการสลายกระดูกออนดวย (12 ) นอกจากนี้แลวในน้ํ าไขขอของผูป วยยังพบวามี 
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proteoglycan และ aggrecan peptide ซ่ึงเกิดจากการสลายของเนื้อกระดูกออน (13) ท่ีสามารถกระตุน

เซลล ในระบบภู มิ คุม กันโดยเฉพาะอยางยิ่ ง T cell ได เชน เดียวกัน โดยงานวิจัยกอนหนานี้พบวา 

proteoglycan aggrecan peptide p263-280 และ p16-30 สามารถกระตุน T cell ของผูปวยขอเสื่อมให

สราง cytokine IFNϒ ไดมากกวาในคนปกติ (14) แตอยางไรก็ตามการท่ี peptide จะกระตุน T cell ไดนั้น

จําเปนอยางยิ่งท่ีจะ peptide นั้นจะตองถูกนําเสนอผาน antigen presenting cell  

Chondrocyte นอกจากจะเปนเซลลท่ีทําหนาท่ีสําคัญในการควบคุมเมตาบอลิซึมของกระดูกออน

บริเวณขอเขาแลว มันยังมีบทบาทสําคัญในระบภูมิคุมกันอีกดวย โดยในการศึกษากอนหนานี้ พบวา 

chondrocyte ของผูปวยขอเขาเสื่อมสามารถตอบสนองตอการการกระตุนดวย IL1β โดยการผลิต cytokine 

จํานวนมาก เชน IL1α, IL2, IL3, IL4, IL5 และโดยเฉพาะอยางยิ่ง IL1β, IL6 และ IL7 (15) รวมท้ังยัง

พบวา chondrocyte สามารถกระตุน T cell ในเลือดใหมีการเพ่ิมจํานวนข้ึนได และในทางกลับกัน T cell 

ขอ งผู ป ว ย ท่ี เป น โรค ข อ เสื่ อ ม ก็ ส าม ารถก ระตุ น  chondrocyte ให มี ก ารส ร า ง เอ น ไซ ม  matrix 

metalloproteinases (MMPs) เพ่ื อย อยผิ วกระดูกออนมาก ข้ึน (16 ) รวม ท้ั งผลิต  chemokine เช น 

RANTES หรือ CCL5 ซ่ึงเปน chemokine สําคัญในการเรียกให T cell มายังบริเวณนั้นมากข้ึนดวย (17) 

นอกจากนี้ยังพบวา chondrocyte ของผูปวยขอเขาเสื่อม มีการแสดงออกของ major histocompatibility 

complex (MHC) class I และ class II บนผิวเซลลมากกวาในคนปกติดวย (18) ซ่ึงการแสดงออกของ

โมเลกุล MHC นั้นเปนลักษณะสําคัญของ antigen presenting cell จึงชี้ใหเห็นวา chondrocyte สามารถ

ทํ าหน า ท่ี เป น  antigen presenting cell ได  รวม ท้ั งยั งพ บว า  chondrocyte ในผู ป วย  Ankylosing 

spondylitis มีการแสดงออกของ MHC class I HLA-B27 ไดมากข้ึนเม่ือถูกกระตุนดวย IFN-γ และเม่ือ

นํา chondrocyte ท่ีถูกกระตุนนี้ มากระตุนดวย Epsteine Barr viral peptide EBNA258-266 แลวนําไป 

co-culture กับ autologous T cell พบวา สามารถกระตุนให T cell มีการหลั่ง IFN-γ เพ่ิมข้ึน และใน

ขณะเดียวกันก็มีการสราง perforin และ granzyme B มากข้ึนดวย เม่ือเทียบกับสภาวะท่ีไมมี peptide มา

กระตุน (19) จากงานวิจัยนี้ แสดงใหเห็นวา chondrocyte สามารถนําเสนอ antigen ใหแก T cell ซ่ึงเม่ือ

เทียบกับคนปกติแลว chondrocyte ของคนปกติไมสามารถเกิดเหตุการณเชนนี้ได  

จากการศึกษาท้ังหมดนี้แสดงใหเห็นวา chondrocyte มีบทบาทสําคัญอยางมากในการขับเคลื่อนให

เกิดความรุนแรงของโรคไดในผูปวย แตอยางไรก็ตาม ยังไมมีการศึกษาใดท่ีจะระบุ ถึงปจจัยท่ีทําให 

chondrocyte นั้นสูญเสียความสามารถในการสรางกระดูกออน และเปลี่ยนไปเปน antigen presenting cell 

ได รวมท้ังยังไมทราบแนชัดวา chondrocyte นั้นมีกลไกท่ีสามารถกระตุนเซลลในระบบภูมิคุมกันในผูปวยขอ

เขาเสื่อมไดอยางไร ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมุงเนนท่ีจะหาโมเลกุล หรือปจจัยท่ีสามารถเปลี่ยนคุณสมบัติ
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ของ chondrocyte จากกระดูกออนผิวขอของผูปวยใหสามารถกระตุนภูมิคุมกันได รวมท้ังจะศึกษากลไก 

(mechanism) ของ chondrocyte ในการกระตุน T cell ตลอดจนกลไกของ T cell ท่ีตอบสนองตอการ

กระตุนนั้นวาผานกลไกใดบาง ซ่ึงหากสามารถหากลไก หรือ pathway ในการกระตุนระบบภูมิคุมกันได หรือ

หากทราบไดวาโมเลกุลใดเปนปจจัยท่ีทําใหเกิดการเสื่อมสภาพของ chondrocyte ก็จะสามารถนําความรูท่ีได

ไปพัฒนาเพ่ือผลิตยามาตานการเกิดโรคในผูปวยขอเขาเสื่อมไดโดยตรงดวย 

เนื้อเรื่อง (Main Body) 

วิธีการทดลอง (Materials and methods) 

1. วิธีการเล้ียงchondrocyte cell line  

 นํา chondrocyte cell line passage ท่ี 7 ซ่ึงไดจากหองแลปของทางอาจารยสุพรรษามาเลี้ยงใน T-

75 flask ท่ีมีอาหาร DMEM อยู 20 ml จากนั้นนําไปเลี้ยงท่ี 37 °C, 5% CO2เปนเวลา 5 วัน จนเม่ือสองดู

ภายใตกลองแลวเซลลมีจํานวนเพ่ิมข้ึนเปน 80% จากนั้นทําการ passage เซลล โดยดูดอาหารออกจาก flask 

แลวใส 0.05% Trypsin/EDTA solution ลงใน flask บมท่ี 37 °C ประมาณ 3-5 นาที จนมองเห็นวาเซลล

หลุดจาก flask หมดแลวจึงเติมอาหารปริมาตร 10 ml ลงไปเพ่ือหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม จากนั้นลางเซลล

โดยการนําเซลลมาปนเหวี่ยงท่ี 1500 rpm นาน 10 นาที แลวนําเซลลท่ีไดมาเติมดวยอาหาร 15 ml เพ่ือปรับ

ความเขมขนเปน 20,000 cell/ml แลวดูดเซลล 5 ml ใสลงใน flask T-175 อันใหมท่ีมีอาหารอยู 30 ml 

จากนั้นก็เลี้ยงเซลลตอเพ่ือใชสําหรับการทดลองตอไป เซลลสวนหนึ่งจะถูกแบงเก็บเปน stock โดยใสใน 10% 

DMSO และ 90% FBS จากนั้นเก็บลงใน liquid nitrogen 

2. กระตุน chondrocyte cell line ดวย recombinant granulysin 

 นํา chondrocyte cell line จํานวน 50,000 cell มาเลี้ยงใน 24 well plate ซ่ึงมีอาหาร DMEM 

อยูปริมาตร 500 µl เลี้ยงเซลลท่ี 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหเซลลเกาะกับ plate โดยสมบูรณ จากนั้น

ใส recombinant granulysin ลงในแตละ well เปนความเขมขนท่ีแตกตางกัน ไดแก 0, 1, 10 และ 25 

ng/ml อีก 1 ชั่วโมงตอมา ใส brefeldin เขมขน 20 µg/ml จากนั้นเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 หรือ 48 ชั่วโมง 

จึงทําการ trypsinize เซลล แลวนําไปยอมดวย antibody เพ่ือดู marker ตางๆ 
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3. การยอมผิวเซลลของ chondrocyte cell line 

 หลังจาก trypsinize เซลลใหหลุดออกจาก flask แลว เซลลจะถูกนําไปใสใน 96 well-V bottom 

plate จากนั้นปนเหวี่ยงเซลลท่ี1500 rpm นาน 5นาทีเพ่ือกําจัดอาหารท้ิงไป เซลลท่ีอยูกน plate จะถูกนํามา

ยอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ CD40, CD80, CD86, HLA-ABC และ HLA-DR ซ่ึงท่ีแอนติบอดีจะมี

สี fluorescence ติดอยู จากนั้นบมท่ี 4°C นาน 30 นาทีโดย ในข้ันตอนนี้หามโดนแสง แลวจึงทําการลางเซลล

และ resuspend เซลล ใน FACS wash buffer (PBS ท่ีมี 2% FBS)และนําเซลลท่ีไดไปตรวจสอบดวย 

flow cytometer 

4. การยอม cytokine ภายในเซลล 

หลังจากกระตุนเซลลดวย granulysin ความเขมขนและเวลาตางๆ เพ่ือศึกษา cytokine ท่ีถูกสราง

ข้ึนจึงนํา chondocyte cell line มายอมผิวเซลลดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ HLA-ABC, CD40 และ 

CD80 โดยบมในน้ําแข็งนาน 30 นาที ในท่ีมืด จากนั้นลางเซลล 2 ครั้ง ดวย FACS wash buffer หลุมละ 

200 µl และปนเหวี่ยงท่ี 4 ºC ความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 5 นาที จากนั้นใส 1% formaldehyde หลุม

ละ 200 µl เพ่ือรักษาสภาพของเซลล โดยบมท่ี 4ºC นาน 30 นาที จากนั้นปนลางเซลลและทําการเจาะรูเซลล

ดวย 0.3% saponin พรอมกับทําการยอม cytokine ภายในเซลลดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ cytokine 

IL1β และ TNFα โดยบมในน้ําแข็งนาน 45 นาที แลวจึงลางเซลล 2 ครั้งและ resuspend เซลลดวย FACS 

wash แลวจึงนําไปตรวจสอบดวย flow cytometer 

5. วิธีแยก primary chondrocyte จาก cartilage ของผูปวยขอเขาเส่ือม 

นํากระดูกออนของผูปวยขอเขาเสื่อมท่ีไดจากหองผาตัดมาแชใน PBS นาน 15 นาที เพ่ือกําจัดเซลล

เม็ดเลือดแดงท่ีอาจปนเปอนมาจ จากนั้นตัดกระดูกออนเปนชั้นเล็กๆประมาณ 2-3 มิลลิเมตร แลวจึงนําชั้น

กระดูกออนท่ีตัดแลวไปยอยดวย 0.15 mg pronase ใน อาหาร  DMEM 15 ml  แลวนําไปบมท่ี 37°C เปน

เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํา ชิ้นสวนกระดูกออนมาลางดวย อาหาร DMEM 20 ml 2 ครั้ง แลวนําไปใสใน

อาหาร DMEM 15 ml ท่ี มี collagenase type II อยู 0.05 mg ซ่ึงอยูใน cell culture plate จากนั้นนํา 

plate ไปบมท่ีตูเลี้ยงเซลล 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการเก็บเซลลโดยการกรองเซลลผาน cell 

strainer ขนาด 40 µm แลวลางเซลลดวย DMEM 20 ml อีก 2 ครั้ง จากนั้นทําการเลี้ยงเซลลใน 12 well 

plate โดยใสเซลลท่ีมีความเขมขน 5x105 cells/ml/well และเลี้ยงเซลลเปนเวลานาน 5-6 วัน จึงเริ่มทําการ

ทดลอง 
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6. การยอม collagen type II ใน primary cell 

Primary chondrocyte ท่ีแยกได และเลี้ยงเปนระยะเวลา 6 วัน 9 วัน และเซลลใน passage 1 จะ

ถูกนํามาตรวจสอบการผลิต collagen type II ภายในเซลล โดยเริ่มจากลางเซลลใน plate ดวย 500 µl PBS 

3 ครั้ง จากนั้น Fix cell ดวย 4% formaldehyde ใน PBS 500 µlนาน 15 นาที ท่ี 37°C แลวลางเซลลดวย 

500 µl PBS 3 ครั้ง แลวทําการเจาะรูเซลลดวย 0.1% triton X-100 ใน PBS 500 µlนาน 10 นาที ท่ี4°C 

แลวลางเซลลดวย 500 µl PBS 3 ครั้งจากนัน้ block cell ดว้ย 2% BSA ใน PBS 500 µlที่

อุณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางเซลลดวย 500 µl จากนั้นยอมเซลลดวย 1 µg/ml 

primary antibody ท่ีจําเพาะตอ collagen type II แลวบมท่ี อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวลางเซลล

ดวย 500 µl PBS 3 ครั้ง จากนั้นยอมเซลลอีกครั้งดวย secondary antibody ท่ีติดสี fluorescence AF-

488 ความเขมขน 1/1000 นาน 1 ชั่วโมง โดยบมท่ีอุณหภูมิหอง หามโดนแสง แลวลางเซลลดวย 500 µl 

PBS 3 ครัง้ จากนั้นไปตรวจวัด collagen type II ไดโดยใช flow cytometer หรือ fluorescence 

microscope  

7. กระตุน primary chondrocyte ดวย IFNϒ และ proteoglycan aggrecan peptide 

หลังจากท่ีแยก primary chondrocyte ไดแลว นําเซลล 5x105 cells มาเลี้ยงใน 12 well ซ่ึงมี

อาหาร DMEM อยู 1 ml เปนระยะเวลา 6 วัน ท่ี 37 °C เพ่ือใหเซลลเกาะกับ plate โดยสมบูรณ จากนั้น

กระตุนเซลลดวย proteoglycan aggrecan peptide P263-280, P16-31 หรือ P237-2394 (ความเขมขน 

10 µg/ml) ในสภาวะท่ีมีและไมมี recombinant IFNϒ (ความเขมขน 10 ng/ml) จากนั้นเลี้ยงเซลลตอเปน

เวลา 48 ชั่วโมง จึงทําการ trypsinize เซลล แลวนําไปยอมดวย antibody เพ่ือดกูารแสดงออกของ marker 

ตางๆ 

8. การยอมผิวเซลลของ primary chondrocyte 

หลังจากกระบวนการ trypsinization แลว primary chondrocyte (5x105 cells/well) จะถูก

นําไปใสใน 96 well-V bottom plate จากนั้นปนเหวี่ยงเซลลท่ี 1500 rpm นาน 5 นาที เพ่ือกําจัดอาหารท้ิง

ไป เซลลท่ีอยูกน plate จะถูกนํามายอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ CD40, CD80, CD86, HLA-ABC 

และ HLA-DR ซ่ึงท่ีแอนติบอดีจะมีสี fluorescence ติดอยู จากนั้นบมท่ี 4°C นาน 30 นาทีโดยในข้ันตอนนี้

หามโดนแสง หลังจากนั้นจึงทําการลางเซลล และ resuspendเซลล ใน Fixation buffer (PBS ท่ีมี 2% 

FBSและ 1% formaldehyde) และนําเซลลท่ีไดไปตรวจสอบดวย flow cytometer 
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ผลการทดลอง (Results) 

การศึกษาใน chondrocyte cell line 

 Chondrocyte cell line ท่ีไดมาจากแลปอ่ืนเปนเซลลท่ีอยูใน passage ท่ี 7 ซ่ึงจําเปนตองนํามาเลี้ยง

เพ่ือปรับสภาพเซลล ใหเซลลไมแกเกินไปและพรอมท่ีจะใชในการทําการทดลองตอไป โดยในสวนนี้ เซลลจะถูก

นาํมา passage เพ่ือสวนหนึง่จะถูกเก็บไวเปน cell stock และสวนหนึง่จะถูกเลีย้งเพ่ือเพ่ิมจาํนวน และเซลลท่ี

เลี้ยงไดและนํามาใชในการทดลองคือเซลลใน passage ท่ี 9 แตสิ่งท่ีตองระวังสําหรับเซลลชนิดนี้คือเซลลจะ

สามารถเปลี่ยนเปน fibroblast ได หากเลี้ยงไปใน passage ท่ีมากข้ึน ซ่ึงอาจจะมีผลตอ metabolic ภายใน

เซลลได ดังนั้นจึงตองตรวจสอบลักษณะของเซลลอยูเสมอ อยางไรก็ตามเม่ือนํามาสองดูภายใตกลองพบวา 

chondrocyte cell line ใน passage ท่ี 9 นี้ เซลลยังมีลักษณะเปน dendrite ยังไมเปลี่ยนแปลงสภาพไปเปน 

fibroblast จึงยังสามารถใชในการลองไดอยู ดังแสดงในรูปท่ี 1  

 

รูปท่ี 1 แสดงChondrocyte cell line (passage ท่ี 9) 

 เนื่องจากมีการศึกษากอนหนานี้พบวา chondrocyte ในคนไขขอเขาเสื่อมสามารถ ทําหนาท่ีเปน 

antigen presenting cellใหกับ  T cell ในระบบภูมิคุมกันได แตกลไกเปนอยางไรนั้นยังไมเปนท่ีทราบแนชัด 

ประกอบกับการวิจัยกอนหนานี้พบวาใน synovial fluid ของผูปวยมี cytotoxic molecule ซ่ึงไดแก 

granulysinและ granzyme B ดังนั้นเพ่ือตรวจสอบวา cytotoxic molecule มีผลตอการทํางานของ 

chondrocyte ในการทําหนาท่ีเปน antigen presenting cell ไดจึงไดลองนํา chondocyte cell line มา

กระตุนดวย recombinant granulysinแลวดูการแสดงออดของ antigen presenting cell marker บนผิว

เซลล ซ่ึงไดแก CD40, CD80, CD86, HLA-ABC และ HLA-DR โดยในการทดลองนี้จะทํากระตุน 



รายงานฉบบัสมบูรณ์ โครงการวจิยั บทบาทของ cytotoxic molecule ในการเกดิพยาธสิภาพของโรคขอ้เสือ่ม   
อ.พญ.ดร. รงัสมิา เหรียญตระกูล ทุนงบประมาณแผน่ดนิ ปี 2561                                           Page 14 of 31 
 

chondrocyte cell line ดวย granulysinท่ีความเขมขนตางๆ ไดแก 1, 10 และ 25 ng/ml โดยทําการ

กระตุนนาน 24 และ 48 ชั่วโมง และตรวจสอบการแสดงออกของ surface marker ดวย flow cytometer 

ผลการทดลองท่ี 24 ชั่วโมง พบวา การแสดงออกของ HLA-DR, CD40, CD80 และ CD86 บน

ผิวของ chondrocyte cell line ท่ีถูกกระตุนดวย recombinant granulysin ความเขมขนตางๆไมมีความ

แตกตางกัน มีเพียง HLA-ABC ท่ีถูกกระตุนดวย 1 ng/ml granulysin เทานั้นท่ีมีการแสดงออกมากกวา 

เม่ือทียบกับในสภาวะท่ีไมถูกกระตุน ดังแสดงในรูปท่ี 2 และท่ีความเขมขน 25 ng/ml granulysin พบวา

surface marker ทุกตัวมีการแสดงออกท่ีลดลง เม่ือเทียบกับเซลลท่ีไมถูกกระตุนดวย 

 

รูปท่ี 2 แสดงการกระตุน chondrocyte cell line ดวย granulysin เปนเวลา 24 ชั่วมง และเปรียบเทียบการ

แสดงออกของ CD40, CD80, CD86, HLA-DR และ HLA-ABC บนผิวของ chondrocyte 

cell line ในสภาวะปกติ (histogram สีแดง) และในสภาวะท่ีถูกกระตุนดวย recombinant 

granulysin ท่ีมีความเขมขน 1, 10 และ 25 ng/ml (histogram สีฟา)  
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ในขณะท่ีผลการทดลองท่ี 48 ชั่วโมงหลังการกระตุนพบวา chondrocyte cell line มีการแสดงออก

ของ HLA-ABC, HLA-DR, CD40, CD80 และ CD86 ในระดับท่ีไมแตกตางกันเลยท้ังในสภาวะท่ีถูก

กระตุนและไมถูกกระตุนดวย recombinant granulysin และ ยิ่งใช granulysin ในความเขมขนท่ีสูงในการ

กระตุน ก็ยิ่งทําให chondrocyte cell line มีการแสดงออกของ surface marker ตางๆ ลดลงดวย ดังแสดง

ในรูปท่ี 3  

 

 

รูปท่ี 3 แสดงการกระตุน chondrocyte cell line ดวย granulysin เปนเวลา 48 ชั่วมง และเปรียบเทียบการ

แสดงออกของ CD40, CD80, CD86, HLA-DR และ HLA-ABC บนผิวของ chondrocyte 

cell line ในสภาวะปกติ (histogram สีแดง) และในสภาวะท่ีถูกกระตุนดวย recombinant 

granulysin ท่ีมีความเขมขน 1, 10 และ 25 ng/ml (histogram สีฟา)  

 

จากการทดลองพบวา ท่ี 24 และ 48 ชั่วโมงหลังจากการะตุน chondrocyte cell line ดวย 

recombinant granulysin แลวมี marker เพียงตัวเดียวท่ีมีการเปลี่ยนแปลงเม่ือเทียบกับสภาวะท่ีเซลลไมได
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ถูกกระตุน นั่นคือ HLA-ABC และเม่ือนําผลการทดลองจากท่ี 24 และ 48 ชั่วโมงมาเทียบกันดังรูปท่ี 4 

พบวา ท่ีสภาวะท่ีเซลลถูกกระตุนดวย 1 และ 10 ng/ml ของ granulysinท่ี 24 ชั่วโมงนั้น HLA-ABC จะมี

การแสดงออกในปริมาณท่ีมากกวาท่ี 48 ชั่วโมง  ซ่ึงจากการทดลองนี้ แสดงใหเห็นวา chondrocyte อาจทํา

หนาท่ีเปน antigen presenting cell ได เนื่องจากมีการแสดงออกของ MHC class I ซ่ึงก็คือ HLA-ABC 

บนผิวเซลล และคุณลักษณะนี้สามารถถูกกระตุนไดโดย cytotoxic molecule อยาง granulysinโดยสภาวะ

ท่ีเหมาะสมท่ีจะใชในการทดลองตอๆไป คือ 1 ng/ml และกระตุนนาน 24 ชั่วโมง 
 

 

รูปท่ี 4 การแสดงออกของ HLA-ABC (MHC class I) และ HLA-DR (MHC class II) บนผิวของ 

chondrocyte cell line เม่ือถูกกระตุนดวย recombinant granulysin ท่ีความเขมขน 1, 10 และ 

25 ng/ml เปนระยะเวลา 24 (histogram สีสม) และ 48 ชั่วโมง (histogram สี ฟา) เทียบกับ 

chondrocyte cell line ในสภาวะปกต ิ(histogram สีแดง)  

 
 จากนั้นจะดูความสามารถในการตอบสนองของ chondrocyte ตอการกระตุนดวย cytotoxic 

molecule จึงไดทําการตรวจวัดการหลั่ง cytokine ซ่ึงไดแก IL1β และ TNFα ภายใน chondrocyte cell 

line ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา เม่ือกระตุนเซลลดวย recombinant granulysinความเขมขน 1 ng/ml นาน 

24 ชั่วโมง สามารถกระตุนให chondrocyte หลั่ง cytokine ไดมากท่ีสุดเม่ือเทียบกับสภาวะท่ีไมไดกระตุน
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และสภาวะท่ีถูกกระตุนดวยความเขมขนอ่ืนๆ โดยหลั่งIL-1β ได 1.36% หลั่ง TNFα ได 2.57% และ หลั่ง

ท้ัง IL-1β และ TNFα ได 3.26% ดังแสดงในรูปท่ี 5  

 
 
 
รูปท่ี 5 แสดงผลการหลั่ง cytokine IL1β และ TNFα ภายใน chondrocyte cell line หลังจากท่ีถูกกระตุน

ดวย granulysin ความเขมขน 1, 10 และ 25 ng/ml เปนระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แกน X 

และ แกน Y แสดงเปอรเซ็นตของเซลลท่ีหลั่ง IL1β และ TNFα ตามลําดับ 

  
  
จากการทดลองท้ังหมดแสดงใหเห็นวา chondrocyte สามารถแสดงออก MHC โดยเฉพาะ HLA-ABC บน

ผิวเซลล จึงนาจะทําหนาท่ีเปน antigen presenting cell ใหแก immune cell ได และ คุณสมบัตินี้สามารถ

ถูกกระตุนดวย recombinant granulysin ซ่ึงสามารถใชเปนขอบงชี้ไดวา cytotoxic molecule สามารถ

กระตุน chondrocyte ไดและความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีจะใชในการทดลองตอๆไปคือ 1 ng/ml granulysin 

และกระตุนนาน 24 ชั่วโมง แตอยางไรก็ตามผลการทดลองยังไมคอยชัดเจน จึงยังตองมีการปรบัตอไปเพ่ือให

ไดผลท่ีชัดเจนและนาเชื่อถือมากยิ่งข้ึน 
 
การศึกษาใน primary chondrocyte  

 เนื่องจาก chondrocyte cell line ท่ีใชในการทดลองนั้นเปน passage ท่ี 9 ซ่ึงเซลลสวนใหญอาจจะ

เปลี่ยนเปน fibroblast และสูญเสียคุณสมบัติบางประการไปแลว ดังนั้นจึงไดเปลี่ยนการทดลองมาทําใน 
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primary chondrocyte จากกระดูกออนบริเวณเขาของผูปวยโรคขอเขาเสื่อมท่ีมารับการผาตัดท่ีโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณแทน โดยหลังจากท่ีไดรับกระดูกออนของผูปวยมานั้นก็จะนํามาแยกเซลล chondrocyte โดยใช

เอนไซม pronase และ collagenase type II เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นก็จะนําเซลลท่ีแยกไดมาเลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเซลลท่ีเหมาะสมโดยเลี้ยงท่ี 37°C เนื่องจาก human chondrocyte มีคุณสมบัติท่ีสามารถผลิต 

collagen type II ได จึงใชคุณลักษณะนี้เปนตัวชี้วัดความบริสุทธิ์ของเซลลท่ีแยกออกมาได โดยการนําเซลลท่ี

เพาะเลี้ยงมาได 5-6 วันมายอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ collagen type II แลวตรวจวัดดวย flow 

cytometer พบวาเซลลท่ีแยกออกมาไดนั้นเปนเซลลท่ีสามารถผลิต collagen type II มากถึง 99.5% (รูปท่ี 

6)ดังนั้นการแยก primary chondrocyte ดวยวิธีนี้จึงเหมาะสม และได primary chondrocyte ท่ีบริสุทธิ์

มาก 
 

 
 
 
รูปท่ี 6 แสดงผลการแยก chondrocyte primary cell จากกระดูกออนของผูปวยโรคขอเขาเสื่อม และ

ตรวจสอบความสามารถในการผลิตโปรตีน collagen type II ของเซลลดวยเทคนิค flow 

cytometry โดยการยอมดวย fluorescence conjugated antibody ท่ีจําเพาะตอ collagen type 

II (histogram สีชมพู) เทียบกับเซลลท่ีไมไดยอม antibody (histogram สีฟา) 

 
 อยางไรก็ตาม primary chondrocyte ท่ีแยกออกมาไดนั้นเม่ือลี้ยงไปเปนระยะเวลานานก็จะ

เปลี่ยนเปน fibroblast ไดเชนเดียวกับ chondrocyte cell line ดังนั้นจึงตองทําการตรวจสอบคุณสมบัติของ 

primary chondrocyte ตามระยะเวลาในการเลี้ยงเซลล เพ่ือหาเวลาเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมเพ่ือใชในการ

ทดลองตอๆไปเนื่องจากถาเซลลเปลี่ยนไปเปนเปน fibroblast อาจจะทําใหผลการทดลองในข้ันตอๆไปนั้นไม

ถูกตองได โดยในข้ันนี้จะทําการแยกเซลลออกมาจากกระดูกออน จากนั้นทําการเลี้ยงเซลลเปนระยะเวลา 6 

วัน 9 วันและเลี้ยงจนกระท่ังเซลลนั้นมี confluence มากกวา 80% แลวทําการ passage เม่ือไดเซลลตาม

ระยะเวลาท่ีตองการแลว ก็จะนํามายอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ collagen type II อีกครั้ง แลวตรวจสอบ

ดวย Fluorescence microscope พบวา  primary chondrocyte ท่ีเลี้ยงมาได 6 วัน และ 9 วันหลังจากการ

แยกนั้นสามารถผลิต collagen type II ไดคอนขางมากเนื่องจากยอมติดสีเขียวของ collagen type II 

antibody แตเม่ือทําการ passage เซลลไปแลว 1 ครั้ง พบวาเซลลนั้นยอมติดสีเขียวของ collagen type II 
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antibody ไดนอยลงมาก และเม่ือตรวจสอบดวย flow cytometry ก็ใหผลท่ีสอดคลอองกันโดยพบวาเซลลท่ี

เพาะเลี้ยงท่ี 6 และ 9 หลังจากแยกออกมาจากกระดูกออนนั้นเปนเซลลท่ีสามารถผลิต collagentype II ได 

มากถึง 96.5% และ 81.2% ตามลําดับ แตเซลลหลัง passage 1 นั้น สามารถผลิต collagen type II ได

ลดลง เหลือเพียง 10.9% เทานั้น ดังแสดงในรูปท่ี 7  
 
 จากผลการทดลองในข้ันนี้แสดงใหเห็นวาเม่ือเพาะเลี้ยง primary chondrocyte เปนระยะเวลาท่ีนาน

ข้ึน  primary chondrocyte จะมี คุณ สมบั ติ ท่ี เป ลี่ ยน ไป  ส วนหนึ่ งอาจ เนื่ องมาจาก เซลล  primary 

chondrocyte เปลี่ยนไปเปน fibroblast จึงไมสามารถผลิต collagen type II ไดเหมือนเดิม ซ่ึงอาจจะมีผล

ตอคุณสมบัติดานอ่ืนๆดวย ดังนั้นระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีจะนํา primary chondrocyte ไปทําการทดลองนั้น

ควรเปน primary cell ท่ีเลี้ยงไวมีระยะเวลาไมเกิน 9-10 วัน นับจากวันท่ีทําการแยกเซลล 

 

 
 
รูปท่ี 7 แสดงผลการตรวจสอบคุณสมบัติของ primary chondrocyte โดยการตรวจวัดการผลิต collagen 

type II ภายในเซลล ตามเวลาเพาะเลี้ยงท่ี 6 วัน,9 วัน และท่ี passage 1 โดยทําการยอมภายใน

เซลลดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ collagen type II ภาพบนแสดงผลตรวจวัดคาการปลอยแสง 

Fluorescence ดวยเทคนิค Fluorescence microscope โดยสวนของนิวเคลียสยอมดวย DAPI ติด

สีน้ําเงิน สวนของ collagen type II ติดสีเขียว ภาพลางแสดงผลการตรวจวัดคาการปลอยแสง 

Fluorescence ดวยเทคนิค Flow cytometry  โดย histogram สีชมพูแสดงเซลลท่ีผลิต collagen 

type II ในเซลล สวน histogram สีฟาแทนเซลลท่ีไมไดยอมแอนติบอดี 

 
หลังจากท่ีทําการแยกและเลี้ยง primary chondrocyte ใหอยูในชวงเวลาท่ีเหมาะสมแลวก็จะทําการ

ทดลองเชนเดียวกับใน chondrocyte cell line แตเนื่องจาก ผลการลองของ cell line ท่ีถูกกระตุนดวย 
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granulysinนั้นไมพบการเปลี่ยนแปลงใดๆเลย จึงเปลี่ยนตัวกระตุนจาก recombinant granulysin มาเปน 

recombinant IFNϒ แทน ประกอบกับการทดลองกอนหนานี้พบวามี proteoglycan aggrecan peptide 

บางตัวท่ีพบมากในบริเวณขอไดแก P263-280, P16-31 และ P2379-2394 สามารถกระตุน T cell ในเลือด

ของผูปวยขอเขาเสื่อมไดดวย แตยังไมพบขอมูลท่ีแนชัดในสวนของ T cell ในเนื้อเยื่อบริเวณขอเขา ซ่ึง 

peptide เหลานี้อาจจะมีผลตอ primary chondrocyte ดวย ดังนั้นจึงไดทําการกระตุน primary cell ดวย 

peptide P263-280, P16-31 และ P2379-2394 รวมกับ IFNϒ ดวย จากนั้นดูการแสดงออกของ MHC-

class I, MHC-class II, CD40, CD80 และ CD86 บนผิวเซลลดวย flow cytometry  
 

 ผลการทดลองพบวาเม่ือ primary chondrocyte ท่ีไดจากคนไขนั้นมีการแสดงออกของ MHC class 

I บนผิวเซลลอยูแลว ในขณท่ี MHC class II นั้นมีการแสดงออกเพียงเล็กนอย แตเม่ือเซลลถูกกระตุนดวย 

IFNϒ การแสดงออกของ MHC class I และ II จะสูงมากข้ึน อยางไรก็ตามในสภาวะท่ีมี peptide P263-

280, P16-31 และ P2379-2394 กระตุนรวมกับ IFNϒ นั้น MHC ท่ีอยูบนผิวเซลลไมไดแตกตางไปจาก

สภาวะท่ีถูกกระตุนดวย IFNϒ เพียงอยางเดียว และ การกระตุนดวย peptide เพียงอยางเดียวก็ไมสามารถ

เพ่ิมการแสดงออกของ MHC ไดเหมือน IFNϒ (รูปท่ี 8 และ 9) แสดงใหเห็นวา primary chondrocyte 

สามารถเพ่ิมความสามารถในการเปน antigen presenting เซลลไดมากข้ึนเม่ือถูกกระตุนดวย IFNϒ 

 

 
 

 
รูปท่ี 8 การแสดงออกของ HLA-ABC (MHC class I) และ HLA-DR (MHC class II) บนผิวของ 

chondrocyte primary cell เม่ือกระตุนดวย recombinant IFNϒ (20 ng/ml) รวมกับ 
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proteoglycan aggrecan peptide (P263-280, P16-31 และ P2379-2394) ท่ีความเขมขน 10 

ng/ml เปนเวลา 48 ชั่ว ตัวเลขทายตารางแสดงคา Mean fluorescence intensity    

 

 
 

รูปท่ี 9 แสดง Fold change ของ mean fluorescence intensity เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของ 

HLA-ABC (MHC class I) และ HLA-DR (MHC class II) บนผิวของ chondrocyte 

primary cell เม่ือกระตุนดวย recombinant IFNϒ (20 ng/ml) รวมกับ proteoglycan 

aggrecan peptide (P263-280, P16-31 และ P2379-2394) ท่ีความเขมขน 10 ng/ml เปนเวลา 

48 ชั่วโมงในคนไขโรคขอเขาเสื่อมจํานวน10 คน 

 
 เม่ือศึกษาการแสดงออกของ costimulatory protein ไดแก CD40, CD80 และ CD86 บนผิว

เซลล พบวา primary chondrocyte จากขอเขาของคนไขขอเขาเสื่อมมีการแสดงออกของ CD86 เล็กนอยบน

ผิวเซลล แตเม่ือ cell ถูกกระตุนดวย IFNϒ เพียงอยางเดียวจะมีการนแสดงออกของ CD40 สูงถึงเกือบ 3 เทา

เม่ือเทียบกับกับเซลลท่ีไมไดถูกกระตุน และในสภาวะท่ีเซลลถูกกระตุนดวย P263-280, P16-31หรือP2379-

2394 เพียงอยางเดียว พบวา P263-280 สามารถกระตุนให CD80 และ CD86 มีการแสดงออกท่ีสูงข้ึนดวย 

แตเม่ือกระตุนดวย IFNϒ รวมกับ peptide มีเพียง IFNϒ-P263 สามารถกระตุนให CD86 มีการแสดงออกท่ี
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สูงข้ึนเปน 2 เทา เม่ือเทียบกับสภาวะท่ีไมไดกระตุนหรือกระตุนดวย IFNϒ เพียงอยางเดียว ดังแสดงในรูปท่ี 10 

และ 11 

 
 

 
 

รูปท่ี 10 การแสดงออกของ Costimulatory protein (CD40, CD80 และ CD86) บนผิวของ 

chondrocyte primary cell เม่ือกระตุนดวย recombinant IFNϒ (20 ng/ml) รวมกับ 

proteoglycan aggrecan peptide (P263-280, P16-31 และ P2379-2394) ท่ีความเขมขน 10 

ng/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงตัวเลขทายตารางแสดงคา Mean fluorescence intensity      
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รูปท่ี 11  แสดง Fold change ของ mean fluorescence intensity เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของ 

Costimulatory protein (CD40, CD80 และ CD86) บนผิวของ chondrocyte primary cell 

เม่ือกระตุนดวย recombinant IFNϒ (20 ng/ml) รวมกับ proteoglycan aggrecan peptide 

(P263-280, P16-31 และ P2379-2394) ท่ีความเขมขน 10 ng/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงในคนไข

โรคขอเขาเสื่อมจํานวน10 คน  

 
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการกระตุนprimary chondrocyte ดวย IFNϒ รวมกับ P263-

280 สามารถทําใหเซลลมีคุณสมบัติของ antigen presenting cell มากข้ึน และมีการแสดงออกของ CD80 

และ CD86 มากข้ึนดวย ซ่ึง costimulatory molecule ท้ัง 2 ตัวนี้ เปนตัวสําคัญท่ีทําใหเกิดการกระตุน T 

cell ได ดังนั้นอาจเปนไปไดวา peptide P263-280 อาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีทําใหเกิดกระบวนการ T cell 

stimulation และ immune response โดยมี chondrocyte เปน antigen presenting cell ท่ีสําคัญในโรค

ขอเขาเสื่อม แตอยางไรก็ตามยังคงตองมีการศึกษาถึงกระบวนการนําเสนอ antigen ให T cell และกลไก

กระตุน T cell โดย chondrocyte ตอไป 
 
  



รายงานฉบบัสมบูรณ์ โครงการวจิยั บทบาทของ cytotoxic molecule ในการเกดิพยาธสิภาพของโรคขอ้เสือ่ม   
อ.พญ.ดร. รงัสมิา เหรียญตระกูล ทุนงบประมาณแผน่ดนิ ปี 2561                                           Page 24 of 31 
 

อภิปราย/วิจารณ(Discussion) 

 การวิจัยในครั้งนี้ใหผลการทดลองท่ีสอดคลองกับการทดลองของนักวิจัยทานอ่ืน โดยพบวา primary 

chondrocyte เม่ือถูกกระตุนดวย IFNϒ จะทําใหมี Immunogeneic characteristic ท่ีเพ่ิมมากข้ึน คือมีการ

แสดงออกของ MHC บนผิวเซลลมากข้ึนเชนเดียวกับในผูปวย ankylosing spondylitis และเม่ือถูกกระตุน

ด วย proteoglycan aggrecan peptide ก็พบว า P263-280 กระตุ น ให  primary chondrocyte มีการ

แสดงออกของ CD86 มากข้ึน ซ่ึงเปนสวนสําคัญตอการกระตุน T cell และการทดลองนี้ก็สอดคลองdy[

การศึกษากอนหนานี้ ท่ีพบวา P263-380 สามารถกระตุนให T cell ในเลือดของผูปวยขอเขาเสื่อมใหมีการ 

proliperationท่ีมากข้ึน เม่ือเทียบกับคนปกติ จึงแสดงใหเห็นวา P263-280 นาจะเปนปจจัยสําคัญท่ีอาจทํา

ใหเกิด immune response ในขอเขาของผูปวยขอเขาเสื่อมได  

ขอสรุปและขอเสนอแนะ เกี่ยวกับการวิจัยในข้ันตอไป(Conclusion and Further Directions) 

เพ่ือใหทราบถึงบทบาทและกลไกการทํางานของ primary chondrocyte ในผูปวยขอเขาเสื่อมมาก

ข้ึน จะตองนํา chondrocyte ท่ีถูกกระตุนดวย IFNϒและ Peptide P263-280 แลว มาเลี้ยงรวมกับ T cell 

ท่ีแยกจากเนื้อเยื่อบริเวณเขา ไดแก  infrapatellar fat pad แลวศึกษา T cell function ในการผลิต 

cytokine หรือ cytotoxic molecule หาก peptide ตัวนี้สามารถกระตุน T cell ผานการจับกับ MHC บน 

primary chondrocyte ไดจริง ก็จะทําการระบุ MHC ตอไปวาเปนตัวใด จากนั้นจะทําการ block CD80 

หรือ CD86 ตอไปเพ่ือศึกษา chondrocyte –T cell signaling ตอไป  
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