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รายงานความกาวหนา รอบ 36 เดือน

เร่ือง 

การเพาะเลีย้งเซลลคอนโดรซัยตมนษุย และการประยุกตใช

ในการวินิจฉัย และคนหายาตานขอเส่ือม

เสนอ

สํานักงานกองทนุสนับสนุนการวิจัย (สกว.)

โดย

รองศาสตราจารย ดร. ปรัชญา คงทวีเลิศ

ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม

“งานวิจัยนี้ยงัไมเสร็จสมบูรณ โปรดอยานําไปใชอางอิง”
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สัญญาเลขที่ BRG4780018

โครงการ “การเพาะเล้ียงเซลลคอนโดรซัยตมนุษย และการประยุกตใช

ในการวินิจฉัย และคนหายาตานขอเส่ือม”

รายงานสรุปความกาวหนาของโครงการในรอบ  36 เดือน

รายงานในชวงต้ังแตวันที่  1 มีนาคม 2550 ถึงวันที่ 30 สิงหาคม 2550

ช่ือหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน : รองศาสตราจารย ดร. ปรัชญา คงทวีเลิศ

หนวยงาน : ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม อ. เมือง จ. เชียงใหม 50200

1. การดําเนินงาน : ไดดําเนินงานตามแผนงานที่ไดวางไวทุกประการ

ไดเปล่ียนแปลงแผนงานที่ไดวางไวดังนี้คือ

1. การศึกษาคุณลักษณะและคุณสมบัติของ monoclonal antibodies ตอ chondrocyte surface antigens

2. การเพาะเล้ียงเซลล human chondrocyte บน scaffold (3D)

3. การทดสอบฤทธ์ิของยา และสมุนไพรตอเซลล human chondrocyte

ที่ถูกกระตุนใหเกิดภาวการณอักเสบโดย IL-1

2. สรุปผลการดําเนินงาน

ไดดําเนินการทําการศึกษาวิจัยเปนไปตามแผนการที่กําหนดไว ซ่ึงสามารถสรุปไดดังนี้ 

2.1. ไดทํากาาแยกบริสุทธ์ิ Monoclonal antibody ตอเซลล chondrocyte จํานวน 3 clones คือ 2A4, 4H2,

11A4 โดยการทํา limiting dilution และศึกษาคุณสมบัติและคุณลักษณะของ mAb ดังกลาว พบวา 

mAb ท้ังสาม clone เปน immunoglobulin ชนิด IgG1 เม่ือทําการศกึษาคุณสมบัติตอการเปน antibody

ตอโมเลกุลบนผิวเซลล chondrocyte โดยเทคนิค immunoprecipitation พบวา mAb ท้ังสาม clone

ทําปฎิกิริยาจําเพาะกับโมเลกุลบนผิวเซลล chondrocyte ได โดยโมเลกุลดังกลาวมี molecular weight

ประมาณ    MW ตามลําดับ  ในสวนของการศึกษาเพิ่มเติม จะทําการผลิด ascetic fluid

ใหไดปริมาณมากพอท่ีจะศึกษาคุณสมบัติของ mAb ท้ังสามชนิดนี้ ตอไป

2.2 ทําการศึกษาการเลี้ยงเซลล chondrocyte บน scaffold ที่ทํามาจาก gelatin โดยดูผลของการใช HA

(hyaluronan) เพื่อเพิ่มการยึดจับของเซลล โดยทําการวัดปริมาณของสาร extracellular matrix คือ 

glycosaminoglycans, HA และ การเจริญเติบโตของเซลล chondrocyte

2.3 ในสวนของผลงานวิจัย

2.3.1 ขณะนี้ไดทําการจดสิทธิบัตร สารสกัดขาท่ีมีผลตอการยับยั้งการเสื่อมสลายของกระดูกออน 

ภายในประเทศ
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3. ทานไดพบอุปสรรคในการดําเนินการหรือไม ถาพบกรุณาระบุวามีอะไรบาง และไดแกไขอยางไรบาง ?

ผลงานวิจัยจนถึงปจจุบันยังไมประสบปญหาใด ๆ

4. ขอคิดเห็นและขอเสนออ่ืน ๆ ตอ สกว.

ไมมี

ลงนาม .................................................................................

(หัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน)

วันที่  31 สิงหาคม 2550
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Abstract: We investigated the effects of A. galanga extract on metabolism and gene expression involved
in the interleukin-1β (IL-1β) response of human chondrocyte and synovial fibroblast. A. galanga extract
inhibited IL-1β enhanced matrix breakdown of the cartilage explants in a dose-dependent manner. It
suppressed uronic acid loss from the tissue and decreased the release of sulfated GAG and hyaluronan
into the medium. MMP-2 and MMP-9 activity in the culture medium of chondrosarcomas and synovial
fibroblasts were significantly reduced in the presence of A. galanga extract, which also suppressed the
production of MMP-1, -3 and -13. The A. galanga extract also significantly increased type II collagen,
SOX9 and aggrecan gene expression, suggesting an ability to enhance anabolic activity. At a high
dose of A. galanga extract there was a down-regulation of aggrecan gene expression. Comparison with
Diacerein r© showed its general anti-inflammatory potential to be similar. The A. galanga extract was
shown to inhibit IL-1β-stimulated cartilage matrix degradation in both systems. Additionally, the extract
showed the potential to up-regulate certain chondrocyte anabolic genes. It may, therefore, offer some
cartilage protective and anti-inflammatory properties as a therapeutic agent in arthritis.
c© Versita Warsaw and Springer-Verlag Berlin Heidelberg. All rights reserved.
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Abbreviations

BSA, bovine serum albumin; CS, chondroitin sulfate; DMEM, Dulbecco’s Modified Ea-

gle’s Medium; DMMB, dimethylmethylene blue; ECM, extracellular matrix; FCS, fetal

calf serum; GAG, glycosaminoglycan; IL, interleukin; MMP, matrix metalloproteinase;

PG, proteoglycan; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; OA, osteoarthritis; PBS,

phosphate-buffered saline; PCR, polymerase chain reaction; RT, Reverse transcriptase;

s-GAG, sulfated glycosaminoglycan; SOX, SRY-type HMG box.

1 Introduction

Osteoarthritis (OA) is a degenerative process of the joints, which is characterized by the

progressive destruction and erosion of cartilage often associated with an osteophytic re-

sponse. This destruction results from a homeostatic imbalance between the matrix synthe-

sis and degradation in the cartilage. Pro-inflammatory cytokines, such as interleukin-1β

(IL-1β) and other mediators produced by cytokine action on chondrocyte and synovial

fibroblasts may contribute to the process and cause an imbalance in extracelluar ma-

trix (ECM) turnover, accelerate the degradation of cartilage matrix, and also increase

the incidence of chondrocyte apoptosis [1, 2]. IL-1β (and TNFα) have been shown to

provide a driving force for inducing and sustaining cartilage damage in arthritis by sup-

pressing the synthesis of specific ECM molecules and by promoting excessive cartilage

destruction, thereby preventing the cartilage repair process [3, 4]. Numerous studies

have demonstrated that matrix metalloproteinases (MMPs) are key enzymes involved

in the destruction of articular cartilage in arthritic diseases [5]. MMP-1/collagenase 1,

MMP-3/stromelysin 1, MMP-9/gelatinase B and MMP-13/ collagenase 3 have been de-

tected in synovium, synovial fluid, and cartilage samples in both RA and OA and have

been directly implicated in the pathologic loss of articular cartilage [6–10]. Furthermore,

pro-inflammatory cytokines, produced locally in the joint by monocytes/macrophages,

synovial fibroblasts, or chondrocytes [11], induce and/or augment the production of

proMMPs [12–14]. This compromises the function of the chondrocytes, the highly differ-

entiated cells of cartilage, which are responsible for maintaining a homeostatic balance

between biosynthesis and degradation of cartilage ECM [15, 16]. The metabolic status

of the chondrocyte thus plays a central role in our understanding of the initiation and

progression of joint degeneration such as in OA [17]. In experimental OA models it has

been shown that there is an initial anabolic response of chondrocyte with up-regulation

of mRNA levels for the major structural components type II collagen and aggrecan and

increases in the synthesis of the corresponding protein [18, 19]. The Sox9 transcription

factor SOX9 (SRY-type HMG box proteins) has emerged as an important determinant

of chondrocyte differentiation, including the regulation of type II collagen (Col2) and

aggrecan gene expression [20, 21]. Degradation of the ECM is also elevated in these early

stages in OA and, as the disease progresses, the chondrocyte anabolic response becomes

insufficient. This results in depletion of the ECM, which occurs during the later stages
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of OA. Loss of key matrix organization results in a compromised tissue function and,

eventually, cartilage loss down to the sub-chondral bone.

The Thai herb, Alpinia galanga (B.L. Burtt) has been used in traditional medicine

for its carminative, stomachic, anti-rheumatic, anti-flatulent, and anti-itching therapeutic

qualities. It also contains anti-microbial agents [22, 23]. The rhizomes of this plant are

extensively used as a spice in Southeast Asian countries. The potential anti-inflammatory

actions are attributed to suppressing prostaglandin synthesis through the inhibition of

cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 [24]. In addition, the aqueous acetone extract

from the rhizomes has been reported to have inhibitory effects on lipopolysaccharide

(LPS)-induced nitric oxide (NO) production [25]. In order to evaluate the potential of

A. galanga extract for chondroprotective effects in arthritis, we investigated its effect on

IL-1β induced cartilage degradation and on catabolic and anabolic processes in a human

chondrosarcoma, cell-lined SW1353 and in human synovial fibroblasts.

2 Experimental procedures

2.1 Preparation of Alpinia galanga hexane extract

The Galanga powder (from fresh rhizomes of A. galanga L.) was obtained from The

Communo Life of Love and Unity of the Mountain People Foundation (CLUMP). Dried

powder of A. galanga was extracted with hexane and, to ensure complete extraction,

5 kg powder was extracted with 17 L of hexane. This process was repeated 4 times. The

filtrates from the extractions were mixed and dried in a rotary evaporator under reduced

pressure at 40◦C. The yield was determined and the dried residue was weighed and stored

at -20◦C.

2.2 Explants preparation and treatment

Porcine articular cartilage, freshly dissected from a metacarpophalangeal joint of a 20-24

week old animal was incubated in serum-free-DMEM containing 200 units/ml penicillin

and 200 μg/ml streptomycin. The explants were maintained in culture in a humidified

incubator with 5% CO2 at 37◦C.

Explants at day 2 were maintained in media without serum for 24 hours (day 0 media)

prior to the three days of treatment. Conditioned media were collected on day 3 of culture

and stored at -20◦C until analyzed. Recombinant human interleukin-1β (25 ng/ml) was

added to induce cartilage degradation and the effects of the A. galanga extract was tested

at concentrations ranging from 6.25 – 10 μg/ml. As an independent control Diacerein r©,

(0.0625 – 1 μM) a commercial anti-osteoarthritis drug (TRB Chemedica, Switzerland),

was added to parallel cultures as a standard agent. Each experiment contained a control

in which no IL-1β was added to the medium. Treatments were performed in triplicate

using tissue from one animal donor.

The release of extracellular matrix (ECM) biomolecules from cartilage induced by
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IL-1β was estimated by the calculation:

% change = {(Day3 medium – Day 0 medium)/ Day 0 medium} × 100

UA content % of control = {UA(Day3 treated) – UA(Day 3 control)} × 100

2.3 Human chondrosarcoma cells (SW1353), human synovial fibroblasts

and treatments

The human chondrosarcoma cell line, SW1353 was obtained from American Type Culture

Collection (Manassas, VA, USA). Cells were grown to confluence in 25 cm2 culture flasks,

washed with PBS and kept in serum free DMEM for 24 h prior to co-treatment with

various concentrations of A. galanga (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 μg/ml) together with 10 ng/ml

human recombinant IL-1β for 24 h. Non-inflammatory human synovium was obtained

with fully informed patient consent from the arthoscopic diagnosis of a flat pad syndrome

patient at Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital, (Department of Orthopedic, Faculty

of Medicine, Chiang Mai University, Thailand). Synovial fibroblasts were released by

overnight trypsin at 4◦C and 3 h digestion with collagenase (Sigma type IA) at 37◦C.

The cells were washed with PBS and grown in DMEM containing 10% FCS as high

density primary monolayer cultures until confluency. The synovial fibroblasts at passage

4 were maintained in serum-free medium and treated as described for SW1353 cells.

2.4 Cytotoxicity detection

Quantification of cell death and cell lysis was determined by a colorimetric assay, based

on the measurement of lactate dehydrogenase (LDH) activity in culture medium [26].

The analysis was conducted according to the manufacturer’s instruction by comparing

the amount of LDH in the samples with the positive control: cells treated with 0.5 mM

H2O2 for 24 h.

2.5 Measurement of glycosaminoglycan levels

The level of glycosaminoglycan appearing in the medium of explants, cell cultures, and

papain-digested cells was determined using the dimethylmethylene blue (DMMB) assay

for sulfated glycosaminoglycan [27], using chondroitin sulfate C (shark cartilage extract;

Sigma-Aldrich, USA) as standard. The DMMB solution was added to the diluted sample

and standards and appropriate blank solution prior to absorbance reading at 525 nm

in a microplate reader spectrophotometer. The release of sGAG was estimated by the

calculation:

% sGAG release = [sGAG in medium/(sGAG in medium + sGAG in cell layer)] × 100
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2.6 Determination of uronic acid

Glucuronic acid (GlcUA) concentrations in the papain digested explants were determined

with the colorimetric assay using m-hydroxydiphenyl [28] with D-glucuronic acid lactone

as the standard.

2.7 Measurement of hyaluronan levels

HA in medium and cell layer was measured using a competitive inhibition-based-ELISA

as previously described, with modifications [29]. Briefly, culture media or papain-digested

samples containing unknown amounts of HA (175 μl), as well as a standard containing

known concentrations of a highly purified HA preparation (Healon r©, Pharmacia AB,

Sweden), were placed in small polypropylene tubes with appropriate concentrations of

biotinylated-HA binding proteins (B-HABP) (175 μl) and incubated at room temperature

(25◦C) for 1 hour. Aliquots (100 μl) of this reaction mixture were applied to umbilical

cord HA-coated and BSA-blocked micro-plates and incubated at 25◦C for 1 h. The wells

were then washed with phosphate-buffered saline solution containing 0.05% Tween-20.

The appropriate dilution (1:2000 in PBS) of anti-biotin peroxidase conjugate (Zymed

Lab Inc., San Francisco, CA, USA) was then added to each well, incubated at 25◦C for

1 hour and washed, after which peroxidase substrate (OPD, o-phenylenediamine) was

added. After incubation at 25◦C for 20 min, the reaction was stopped by the addition of

50 μl 4 M H2SO4. The absorbance ratio at 492/690 nm was measured using a Titertek

Multiskan M340 microplate reader. HA concentration in the culture media samples was

calculated relative to a standard curve generated from the purified HA preparation.

The release of HA was estimated by the calculation:

% HA release = [HA in medium/HA in medium + HA in cell layer)] × 100

2.8 Gene expression analysis

RNA was extracted from monolayer cells using an Aurum total RNA purification kit

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) according to the manufacture’s guidelines.

Total RNA (500ng) of each sample was reverse transcribed into complementary DNA

(cDNA) using RevertAidTM First Strand cDNA synthesis kit (MBI Fermentas, Germany).

Primers and probe sets were designed using Primer Express 2.0 software (Applied Biosys-

tems, Foster City, CA, USA) to meet Taqman r© requirements and were designed to bind to

separate exons to avoid false positive results arising from amplification of contaminating

genomic DNA. The primer nucleotide sequences are shown in Table 1.

The amplified products were electrophoresed on 2% (w/v) agarose gels, stained with

ethidium bromide, and then imaged using a Bio-Rad Gel-Doc fluorescent image analyzer.

The integrated densities were then calculated using Scion image analysis software and nor-

malized to the house-keeping gene GAPDH (glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase)

to permit semi-quantitative comparisons in mRNA levels as previously described [30, 31].
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Annealing Product size Sequences (5’to 3’) GenBank

Gene temperature (base pairs) accession

(◦C) number

Aggrecan 62 110 Forward: ACTTCCGCTGGTCAGATGGA

Reverse: TCTCGTGCCAGATCATCACC

NM 013227

Collagen II 65 106 Forward: CAACACTGCCAACGTCCAGAT

Reverse: CTGCTTCGTCCAGATAGGCAAT

NM 000393

SOX9 68 101 Forward: ACACACAGCTCACTCGACCTTG

Reverse: GGAATTCTGGTTGGTCCTCTCTT

NM 000346

MMP1 68 84 Forward: CTGTTCAGGGACAGAATGTGCT

Reverse: TCGATATGCTTCACAGTTCTAGGG

NM 002421

MMP3 65 138 Forward: TTTTGGCCATCTCTTCCTTCA

Reverse: TGTGGATGCCTCTTGGGTATC

NM 002422

MMP13 65 96 Forward: TCCTCTTCTTGAGCTGGACTCATT

Reverse: CGCTCTGCAAACTGGAGGTC

NM 002427

GAPDH 60 225 Forward: GAAGGTGAAGGTCGGAGTC

Reverse: GAAGATGGTGATGGGATTTC

NM 002046

Table 1 Primers used for semi-quantitative RT-PCR.

2.9 Gelatin zymography

Pro-MMP-2 and MMP-9 in the conditioned medium were detected by gelatin zymography

as previously described [32]. The samples were subjected to sodium dodecyl sulfate

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) using a 10% acrylamide gel containing

0.1 mg/ml of gelatin (Sigma-Aldrich, USA) under non-reducing conditions at 4◦C. After

electrophoresis, SDS in the gel was removed by rinsing with 2.5% Triton-X 100 pH 7.5.

The gel was then incubated at 37◦C in the incubating buffer (50 mM Tris-HCl, 5 mM

CaCl2, 1 μM ZnCl2, 0.02% NaN3) for 18 h. After incubation, the gel was stained with 0.1%

Coomassie brilliant blue R250 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA) in 50% methanol

/10% acetic acid, and destained with 10% acetic acid /50% methanol. The gelatinolytic

activity was analyzed using Scion image software (Scion Corporation, USA).

3 Results

3.1 A. galanga extract inhibited IL-1β-induced degradation of

extracellular matrix in porcine cartilage explants

To investigate the effects of A. galanga extract on extracellular matrix degradation,

porcine cartilage explants were incubated with pro-inflammatory cytokine, IL-1β (at

25 ng/ml) with a range of doses of A. galanga extract. After 3 days of treatments

the cartilage tissue was analyzed for uronic content and the culture media were analyzed

for s-GAG and HA release. The results showed that the IL-1β caused a 20% decrease in
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the uronic acid content of the cartilage over 3 days (data not shown) and the release of

extracellular matrix (ECM) components, s-GAG and HA into the culture medium was

increased 50% and 60%, respectively (Fig. 1A). The A. galanga extract at 25-100 μg/ml

dose-dependently inhibited the loss of uronic acid from cartilage (data not shown) and

decreased the release of s-GAG and HA to the medium (Fig. 1A). The effect of the

A. galanga extract was found to be comparable to the inhibitory effects detected in the

same test system with the positive control, Diacerein r© (0.0625-1 μM) (Fig. 1B).

Fig. 1 Effect of A. galanga extract (A) and Diacerein r© (B) on the release of s-GAG and

HA to media from porcine cartilage explants.

Porcine cartilage explants were cultured with IL-1β (25 ng/ml) in the presence and ab-

sence of the A. galanga hexane extract (at concentration 6.25 – 100 μg/ml) or Diacerein r©

(at concentration 0.0625-1 μM) for 3 days.

* Denoted value that was significant different (p < 0.05) from the IL-1β treated control.
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3.2 Effect of A. galanga extract on the s-GAG production/release in

SW1353 cells and in human synovial fibroblasts

Having obtained evidence that A. galanga extract was able to inhibit cartilage degrada-

tion driven by IL-1β using the cartilage explant culture model, additional experiments

were carried out with a human chondrocyte-like cell line SW1353, and with cultured pri-

mary human synovial fibroblasts to explore further its mode of action. The cells were

investigated at confluency when they had accumulated some pericellular matrix from this

cell layer. It was found that the untreated SW1353 cells and synovial fibroblasts released

2.8 + 0.5% and 5.0 + 0.6% of s-GAG, respectively into the culture medium (Fig. 2A, 3A).

When the samples were treated with IL-1β (10 ng/ml), a significant increase was observed

in the basal s-GAG release up to 10.8 + 0.2% (SW1353) and 14.0 + 0.4% (synovial fibrob-

lasts). The A. galanga extract treatment of SW 1353 increased the sGAG release relative

to total sGAG (% sGAG release). With the synovial fibroblasts the A. galanga extract

inhibited the small IL-1β increase and further suppressed release below the control un-

treated value. Diacerein r© in these cell systems showed no inhibition of IL-1β stimulated

release and at high dose (∼2.5-5 μM) it appeared to enhance the production of s-GAG

in both SW1353 cells and synovial fibroblasts (Fig. 2B, 3B) causing even greater release

into the culture medium.

3.3 Effect of A. galanga extract on the Hyaluronan production/release in

SW1353 cells and in human synovial fibroblasts

In the same cell systems there was also significant release of hyaluronan (HA) into the

culture medium and SW1353 cells with IL-1β showed a significant increase (∼50%). The

A. galanga extract was shown to inhibit this IL-1β-stimulated release of HA (Fig. 2A).

With synovial fibroblasts the control release of HA was small but significant and IL-1β

(10 ng/ml) slightly stimulated the HA release (Fig 3A). Diacerein r© at the high dose

(∼2.5-5 μM) was also effective in inhibiting the HA release from SW1353 and synovial

fibroblast cultures (Fig. 2B, 3B).

3.4 Effect of A. galanga extract on the IL-1β-induced pro-MMP-2

production and expression of MMP-1, -3 and -13 mRNA

As metalloproteinases have an important role in the regulation of extracellular matrix

turnover and are typically highly expressed in tissues in joint disease we investigated

the expression of some selected metalloproteinases to understand if A. galanga extract

may have activity in suppressing their expression. To assess the gelatinases (MMP-2

and MMP-9), gelatin zymography experiments have been performed and it was indi-

cated that chondrosarcomas (SW1353 cells) and synovial fibroblasts in culture produced

small amounts of pro-MMP2 and pro-MMP-9 (Fig 4). When confluent SW1353 cells and

synovial fibroblasts were treated with IL-1β (10ng/ml) for 24 h, the level of proMMP-2
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Fig. 2 Effect of A. galanga extract (A) and Diacerein r© (B) on the release of s-GAG and

HA to media from chondrosarcomas (SW1353).

Confluent chondrosarcomas (SW1353) were cultured with IL-1β (10 ng/ml) in the pres-

ence and absence of the A. galanga hexane extract (at concentration 0.001 – 50 μg/ml)

or Diacerein r© (at concentration 0.1 nM -2.5 μM) for 24 h.

* Denoted value that was significant different (p < 0.05) from the IL-1β treated control.

and -9 in the conditioned medium of SW1353 and human synovial fibroblasts showed a

small increase (about 1.6 and 1.8 fold, respectively), compared with the untreated control

cells (Fig. 4). The A. galanga extract (1-50 μg/ml) suppressed the IL-1β-induced pro-

MMP-2 production in a dose-dependent manner with a maximal inhibition at 50 μg/ml

of 73.5% and 68.7%, in SW1353 cells and synovial fibroblasts, respectively. Diacerein r©

(0.001-2.5 μM) also effectively suppressed the production of proMMP-2 and -9.

To assess other important metalloproteinases, we investigated the expression of MMP-

1,-3 and -13 genes by semi-quantitative RT-PCR. The expression of MMP-1,-3,and -13

were strongly increased in confluent SW1353 cells treated with IL-1β (10 ng/ml) for 24 h

(Fig. 5). The effects of A. galanga extract showed strong inhibition (74%) of MMP-1

expression, but only a small inhibition of MMP-3 (17%) and MMP-13 (12%). Diacerein r©

only showed inhibition of their expression (44.4, 37.3 and 53.6% reduction, respectively)

at the highest dose (2.5 μM) (Fig. 6). The synovial fibroblast cultures also showed



P. Pothacharoen et al. / Central European Journal of Biology 1(3) 2006 430–450 439

Fig. 3 Effect of A. galanga extract (A) and Diacerein r© (B) on the release of s-GAG and

HA to media from human synovial fibroblasts.

Confluent human synovial fibroblasts were cultured with IL-1β (10 ng/ml) in the presence

and absence of the A. galanga hexane extract (at concentration 0.001 – 50 μg/ml) or

Diacerein r© (at concentration 0.1 nM -2.5 μM) for 24 h.

* Denoted value that was significant different (p < 0.05) from the IL-1β treated control.

increased expression of the MMP when treated with IL-1β (Fig. 7). The A. galanga

extract was more effective at reducing their expression in the synovial fibroblasts than

in the SW1353 cells and at high dose (10 μg/ml) it reduced the MMPs expression by

77%, 62% and 65% for MMP-1, -3 and -13, respectively (Fig. 7). Diacerein r© also down-

regulated the expression of MMP-1, -3, and -13 mRNAs (Fig. 8) in a dose-dependent

manner (0.1 − 2.5 μM) and gave maximum reduction at 2.5 μM (81%, 89% and 75%,

respectively).
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Fig. 4 Effect of (A) A. galanga extract, (B) Diacerein r© on the production of gelatinases,

MMP-2, and MMP-9.

Confluent SW1353 cells or synovial fibroblasts were treated with IL-1β (10 ng/ml) in

the presence and absence of A. galanga extract or Diacerein r© for 24 h. and then the

conditioned culture medium was analyzed by gelatin zymography as described in methods.

Three independent experiments using cells of different origin gave reproducible results and

typical data are shown. M, protein marker; C, control. The numbers denoted the quantify

density value based on Scion image software.

3.5 Effect of A. galanga extract on the IL-1β effects on the expression of

aggrecan, collagen type II, and SOX9 expression

Since the maintenance of cartilage matrix is a balance between biosynthesis and degrada-

tion an important factor in addition to degradation is the continued biosynthetic activity

of the cells. The effects of the A. galanga extract were thus assessed on the gene ex-

pression in the SW1353 cells of the cartilage macromolecules such as aggrecan, collagen

and the key chondrocyte transcription factor SOX9. In response to 10 ng/ml of IL-1β,

collagen type II and SOX9 expression at 24 h decreased by (12% and 56%, respectively)

compared to the untreated control culture, (Fig. 5). In the presence of the A. galanga

extract collagen type II gene expression with IL-1β was further increased. For SOX9
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Fig. 5 Effect of A. galanga extract on the mRNA expression of cartilage genes (AGG,

COL2 and SOX9) and proteinases (MMP-1, -3, -13).

Confluent SW1353 cells were cultured with IL-1β (10 ng/ml) in the presence and absence

of the A. galanga extract for 24 h.

* Denoted value that was significantly different (p < 0.05) from the IL-1β treated control.
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Fig. 6 Effect of Diacerein r© on the mRNA expression of cartilage genes (AGG, COL2

and SOX9) and proteinases (MMP-1, -3, -13).

Confluent SW1353 cells were cultured with IL-1β (10 ng/ml) in the presence and absence

of the Diacerein r© for 24 h. AGG, aggrecan; COL2, collagen type II; SOX, SRY-type

HMG box; MMP, matrix metalloproteinase.

* Denoted value that was significant different (p < 0.05) from the IL-1β treated control.
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Fig. 7 Effect of A. galanga extract on the mRNA expression of proteinases

(MMP-1, -3, -13).

Confluent human synovial fibroblasts in the 25-cm3 flasks were cultured with IL-1β

(10 ng/ml) in the presence and absence of the A. galanga extract for 24 h.

* Denoted value that was significant different (p < 0.05) from the IL-1β treated control.
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Fig. 8 Effect of Diacerein r© on the mRNA expression of proteinases (MMP-1, -3, -13).

Confluent human synovial fibroblasts were cultured with IL-1β (10 ng/ml) in the presence

and absence of the Diacerein r© for 24 h.

* Denoted value that was significant different (p < 0.05) from the IL-1β treated control.
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the A. galanga extract reversed the IL-1β inhibition in dose-dependent way (1 ng/ml

-10 ug/ml) and at high dose it exceeded the non- IL-1β control level (Fig. 5). Ag-

grecan gene expression slightly increased (11%) with IL-1β treatment compared to the

untreated control. A. galanga extract at a low dose (1ng/ml – 0.1 μg/ml) enhanced aggre-

can gene expression but, in contrast, at a high dose (0.1-10 μg/ml), there was inhibition

of gene expression to down to a level below that which was observed as the control value.

Diacerein r© (0.01 – 2.5 μM) also showed some stimulation at higher doses for aggrecan

and SOX9 gene expression in the presence of IL-1β, whereas there was only a slight effect

on collagen type II gene expression (Fig. 6).

4 Discussion

Arthritis is a major debilitating disease and affects millions of people all over the world.

Part of the process that leads to pain and disability is the degeneration and eventual loss

of articular cartilage. This involves a range of growth factor and cytokine responses that

lead to matrix degradation driven by matrix proteinases such as MMPs and aggrecanases.

The inflammatory cytokine IL-1β is involved in a variety of pathological processes, such

as the response to infection, activated lymphocyte products, microbial toxins, and other

stimuli [33]. It has particularly damaging effects on articular cartilage as it induces

matrix MMPs and inhibits ECM synthesis by chondrocytes and suppresses chondrocyte

proliferation [34].

Diacerein r© (4,5-diacetoxy-9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracene-2-carboxylic acid) has

been used in the long-term treatment of OA [35–37] and it is currently under evalua-

tion as a disease-modifying OA drug in randomized placebo-controlled clinical trails of

patients with OA of the hip and knee. The efficacy of Diacerein r© has been well docu-

mented in animal models including the post-contusive rabbit model and the accelerated

canine model of OA [38, 39]. It has been shown to inhibit pro-inflammatory cytokine

synthesis and activity, particularly for IL-1β [39] and in vitro experiments showed it was

able to inhibit IL-1β induced collagen synthesis [40]. In OA animal models, this drug has

shown to suppress cartilage matrix degradation. In the present study the results showed

that Diacerein r© could significantly inhibit the release of cartilage matrix proteoglycans

and pro-MMP-2 and -9, when cartilage explants were stimulated with IL-1β. Moreover,

it was also shown to down-regulate the expression of the MMP-1, -3 and, -13 genes, which

is in complete agreement with the previous study [41].

The present study was carried out to evaluate the effect of the hexane extract of

the rhizomes of A. galanga on some activities relevant to joint degeneration. The initial

experiments established that the A. galanga extract was able to inhibit proteoglycan

and HA loss from articular cartilage explants stimulated with IL-1β for 3 days. It thus

contained an activity of potential benefit in reducing matrix degradation. Furthermore in

subsequent work it showed no cytotoxic effects on cells, which might otherwise contribute

to the inhibition of matrix damage. In order to assess further the possible mode of action

of the A. galanga extract its activity was investigated in two cell systems (SW1353 cells
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and synovial fibroblasts) looking at proteoglycan and HA release from cell layer and on

gelatinase activity and other MMP and chondrocyte gene expression. The proteoglycan

and HA release is likely to be a combined effect of degradative release from the cell layer

and changes in rates of synthesis and secretion from the cell into the cell layer and into

the medium. The effects of the A. galanga extract thus appear to be either by inhibiting

IL-1β stimulated cell layer release or by inhibiting IL-1β stimulated increase in synthesis.

Both chondrosarcomas and synovial fibroblasts are relevant models for assessing ECM

molecule release as a synthetic process. However, this process might be via multiple

mechanisms and must be tested in the future. As it also appeared to have (1) some

inhibitory actions in SW1353 cells on pro-gelatinase expression (MMP-2, MMP-9), (2)

some inhibitory effect on MMP-1 and MMP-3 and, (3) some small effect on MMP-13,

it appears that at least some of its action in suppressing cytokine-stimulated matrix

degradation may be to decrease extracellular proteinase activity. Inhibition of mRNA for

the matrix-degrading enzymes, MMP-1, -3 and -13, in synovial fibroblasts suggests that

A. galanga extract may also suppress proteinase action in adjacent synovial tissue, thus

affording additional protection to articular cartilage. It will require further studies to

establish if A. galanga extract can reduce arthritis-associated inflammation in synovial

membranes and MMPs production from this tissue.

The effects of A. galanga extract on key cartilage genes include some up-regulation of

type II collagen, aggrecan and SOX9 expression, potentially indicating enhanced repara-

tive activity, although there was some inhibition of aggrecan expression at high dose. To

substantiate these effects more detailed studies are necessary in cartilage chondrocytes

rather than SW1353 cells. It will also be necessary to evaluate signaling pathways and

the environmental effects of fibroblast and chondrocytes, such as the release of proin-

flammatory cytokines in comparison with Diacerein r©. To assess possible cytotoxicity of

A. galanga, we determined LDH levels released from explants and cell cultures, which

showed there was no evidence of increased cell death. These interesting in vitro effects of

A. galanga extract indicate potential modes of action that might be similar to the com-

mercially available drug, Diacerein r©, suggesting that it is a good candidate for further

in vivo evaluation as a chondroprotective agent and it may in the future find use as an

adjunct to other anti-arthritic and anti-inflammatory treatments.
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หนา 1 ของจํานวน 8 หนา

รายละเอยีดการประดิษฐ

ช่ือท่ีแสดงถึงการประดิษฐ

สารสกัดจากขาไทย (Alpinia galanga) และฤทธ์ิทางชีวภาพทางดานลดการเสือ่มสลายของกระดกูออน

สาขาวิทยาการท่ีเกีย่วของ

ชีวเคมีในสวนท่ีเกี่ยวของกับผลของสารสกัดขา (Alpia galanga) ตอตานการเสื่อมสลายของกระดูกออน

ลักษณะและความมุงหมายของการประดิษฐ

พืชในตระกลู Zingiberaceae โดยเฉพาะขา Alpinia galanga
เปนพืชท่ีมีการเพาะปลูกอยางแพรหลายโดยไดมีการนํามาใชเปนเครือ่งปรุงในอาหารและใชเปนยาตานการอกัเสบ

แตฤทธิ์ท่ีแทจริงของสารสกัดขา ในแงของการตานโรคขอเสื่อมยังไมเปนท่ีเขาใจและมีการศึกษากันมากนัก 

ในการวิจัยครัง้นี้ ไดทําการศึกษา 

ถึงผลของสารสกัดขาตอการเสอืมสลายของกระดกูออนผิวขอท่ีถูกเหนีย่วนําโดยสารเหนีย่วนําใหเกิดการอัก

เสบ: อินเตอรลิวคิน-1 เบตา (IL-1β) โดยไดศึกษาถึงการเปลีย่นแปลงของการแสดงออกของยีน 

ท่ีเกี่ยวของกับการสราง และการเสื่อมสลายของกระดูกออน ในเซลลกระดูกออนและเซลลเยื่อบุขอ 

โดยมีวิธีการศึกษา คือการนําเอา กระดูกออนผิวขอจากสุกร 

มาทําการเหนี่ยวนาํใหเกิดการเสือ่มสลายของกระดูกออนผิวขอ ดวย อินเตอรลิวคิน-1 เบตา 

ในภาวะท่ีมีและไมมีสารสกัดขา และไดอาซิลนี (ยาตานโรคขอเสือ่ม: positive control) เปนเวลา 3 วัน 

จากนั้นทําการศึกษาการเสื่อมสลายของกระดูกออนผิวขอโดยการวัดปริมาณ เอ็นไซม MMP-2 และ MMP-9

ซึ่งเปนเอน็ไซมท่ีทําลายกระดูกออน ตลอดจนสารชีวโมเลกุลท่ีเปนองคประกอบภายนอกเซลล 

ท่ีสลายออกมา ในน้ําเลี้ยงเซลล ไดแก ไกลโคซามิโนไกลแคน และ ไฮยาลโูรแนน  

รวมท้ังวัดปริมาณกรดยโูรนคิ ท่ีเหลืออยู ในกระดูกออนผิวขอ 

ในสวนของเซลล ไดทําการเพาะเลี้ยง เซลลคอนโดรซาโคมาส (chondrosarcoma: SW1353)

และเซลลเยื่อบุขอ (synovial fibroblast) ในภาวะท่ีมีอินเตอรลิวคิน-1 เบตา รวมกับสารสกัดขา (hexane

extract) และไดอาซาลีน เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการตรวจวัดปริมาณ สารไกลโคซามิโนไกลแคน,

ไฮยาลูโรแนน และเอ็นไซม MMP-2, MMP-9 ในนํ้าเลี้ยงเซลล และสกัดอาร เอ็นเอ จากเซลล  

มาทําการศึกษาการแสดงออก ของยีนโดยวิธี semi-quantitative RT-PCR.

จากการศึกษากัมมันตภาพของเอ็นไซม MMP-2 และ MMP-9

ในน้ําเลีย้งเซลลท่ีไดจากคอนโดซาโคมาส และเซลลเยื่อบุขอท่ีถูกเหนีย่วนําใหมีการอักเสบ 

ในสภาวะท่ีมีสารสกัดขา 10 mg/ml ทําใหเอ็นไซมท้ังสองชนิดนี้ มีปริมาณลดลงอยางมีนยัสําคัญ นอกจากนั้น 

ยังลดการแสดงออกของยีน MMP-1, MMP-3 และ MMP-13

ในสวนของยีนท่ีควบคุมการสังเคราะหสาระสาํคัญในกระดูกออนพบวา สารสกัดขาความเขมขน 10 mg/ml

นี้มีผลเพ่ิมการแสดงออกของยีน คอลลาเจน ชนิดท่ี 2 และ SOX9 ในสวนของยีน aggrecan พบวาสารสกัดขา 
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หนา 2 ของจํานวน 8 หนา

ท่ีความเขมขนตํ่า มีผลในการเพ่ิมการแสดงออกของยีน (0.001- 0.1 ug/ml) แตในความเขมขนสูง (0.1-10

ug/ml) นั้นมีผลในการลดการแสดงออกของยีน เม่ือเทียบกับเซลลควบคุม

ผลการทดลองพบวาสารสกัดขา (hexane extract) มีฤทธิ์ในการลดการแสดงออกของยีนและ โปรตีน 

pro-MMPs และการเพ่ิมการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสรางสารชีวโมเลกุลท่ีสําคัญของกระดูกออน 

ดังนั้นจากผลการปองกันการถูกทําลายของกระดูกออน และการตานการอกัเสบ ของสารสกัดขา (A. galanga ,

hexane extract) จึงนาจะนํามาทําการศึกษาวิเคราะหแยกสาระสําคัญและพัฒนาเปนยารักษาโรค 

โดยเฉพาะโรคขอเสื่อมตอไป

ภูมิหลังของศิลปวิทยาการท่ีเกี่ยวของ

โรคขอเสื่อม (osteoarthrosis) เปนโรคท่ีมีการเปลีย่นแปลงของกระดูก 

เม่ือเปนเวลานานมากข้ึนกระดูก subchondral หนามากข้ึนและเจริญมากปรากฎใหเห็นเปน osteophyte

บริเวณปลายกระดูก และมักพบการ ทําลายของกระดูกออนผิวขอ 

ในปจจุบันยังไมมีการวินิจฉยัท่ีจําเพาะกับโรคขอเสื่อมในระยะเริ่มแรกของโรค 

แมจะสามารถตรวจพบการเปลีย่นแปลงไดจากภาพถายรังสี แตมักจะพบเม่ือมีการทําลายไปมากแลว 

การตรวจหาชิ้นสวนของโปรตีโอกลยัแคน (proteoglycan) ภายในกระดูกออนท่ีถูกทําลายโดยเอนไซม 

รวมถึงชิ้น   สวนท่ีมี กลัยโคซามิโนกลัยแคน (glycosaminoglycan) ติดอยู ผลของกระบวนการนี้จะทําให 

เกิดการไมสมดุล ของการสรางและการเสือ่มสลายของกระดูกออน  สารกระตุนการอักเสบ เชน 

อินเตอริลิวคิน-1 เบตา และ toxic mediator ชนิดอื่นๆ ท่ีกระตุนเซลลกระดูกออน และเซลลเยือ่บุขอ 

จะมีผลใหเกิดการเสียสมดุลยของการสราง และ การทําลายของสารชีวโมเลกุลในกระดูกออน 

โดยจะทําใหมีการเสือ่มสลายเพ่ิมมากข้ึน และกระตุนใหมีการเกิด สถาวะ apoptosis ในเซลลกระดูกออน 

(1;2) อินเตอรลิวคิน-1 เบตา เปนสารออกฤทธิ์ท่ีสําคัญท่ีเหนี่ยวนํา ใหมีการอักเสบ 

และการทําลายของกระดูกออนในโรคขอเสือ่ม โดยจะ กดการสรางสารเนื้อพ้ืนท่ีเปนองคประกอบ 

สําคัญของกระดูกออน และเพ่ิมการเสยีสภาวะสมดุลย โดยทําใหมีการเกิดการทําลายเนือ้กระดูก (3;4)

มีการศกึษาพบวา เอ็นไซม  matrix metalloproteinases (MMPs) จัดเปนกลุมเอ็นไซมท่ีมีผลตอการ 

ทําลายของกระดูกออนผิวขอในโรคขอ (5;6). MMP-1/collagenase 1, MMP-3/stromelysin 1, MMP-9/

gelatinase B and MMP-13/ collagenase 3 ถูกตรวจพบ ในเนือ้เยื่อบุขอ ( synovium) , น้ําเสี้ยงขอ  (synovial

fluid) และในกระดูกออนผิวขอ ท่ีแยกไดจากขอของ ผูปวยโรคขออักเสบรูมาตอยด และโรคขอเสื่อม 

และยังพบการ เกี่ยวโยงอยางใกลชิดกับการเสือ่มสลายของกระดูก ออนผิวขอในโรคดังกลาวดวย (7-11)

นอกจากนัน้ สารเหนีย่ว นําใหเกิดการอักเสบ ท่ีสรางมาจาก monoclytes/macrophages, เซลลเยื่อบุขอ 

หรือเซลลกระดูกออนท่ีเปนโรค ขอยังสามารถท่ีจะกระตุนใหมีการ สรางเอ็นไซมในกลุม proMMPs

ไดอีกดวย (13-15) เซลลกระดูกออน (chondrocyte) เปนเซลลท่ีมีการเปลีย่น แปลงในกระดูกออน 
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หนา 3 ของจํานวน 8 หนา

และรับผิดชอบในการรกัษาภาวะท่ีสมดุลย ของการสราง และการเสื่อมสลายของสารชีวโมเลกุล 

ท่ีทําหนาท่ีเปนเนื้อพ่ืนในกระดูกออน (16-17) ภาวะการณทํา งานในดานเมตาบอลิกส ของเซลลกระดูกออน 

นี้เองจัดเปนบทบาทสําคัญ ท่ีทําใหเรามีความเขาใจในภาวการณ เกิดและการดําเนินไปของโรคขอเสื่อม (18).

โดยในภาวะการตอบสนองตอโรคขอเสือ่มในระยะเริ่มตนนั้น 

จะมีการเพ่ิมข้ึนของยนีท่ีควบคุมการสรางสารชีวโมเลกลุท่ีสําคัญในกระดูกออน ไดแก คอลลาเจน ชนิดท่ี 2

และ aggrecan รวมถึงการสราง เปนโมเลกุลพรอมท่ีจะหลั่งออกมาจาก 

เซลลกระดูกออนสูภายนอกเซลลอีกดวย (19;20) สารชีวโมเลกุลชนิดโปรตีนท่ีสําคัญอกีชนิดหนึ่ง คือ SOX

(SRY-type HMG box) ชนิด Sox9 เปนสารท่ีจับไดกับสาย DNA ทําหนาท่ีในเปน  transcription factor

ท่ีสําคัญในกระบวนการ chondrocyte differentiation

โดยทําหนาท่ีควบคุมยีนท่ีควบคุมการสรางการแสดงออกของ  คอลลาเจน ชนิดท่ี 2 , (Col2) และ  aggrecan

(21;22) การเสื่อมสลายของสารเนื้อพ้ืนกระดูกออนพบในระยะเริ่มของการเปนโรคขอเสื่อม  

ถึงแมเซลลกระดูกออนเองจะพยายยามปรับตัวใหมีการสรางสารชีวโมเลกุลเพ่ิมมากข้ึนเพ่ือทดแทนสวนท่ีถูก

ทําลาย แตผลโดยรวมแลว 

การทําลายก็จะมากกวาการถูกสรางข้ึนใหมในระยะท่ีมีการดําเนินไปของโรคในระยะถัดมา  

การสูญเสยีสารชีวโมเลกุลท่ีทําหนาท่ี ท่ีสาํคัญ ประกอบกับโครงสรางท่ีเสยีหาย 

จะทําใหเกิดการสูญเสยีการทํา หนาท่ีของเนื้อเยื่อ  การตายของเซลล และการสญูเสียเนื้อกระดูกใตผิวขอ 

ติดตามมา สมุนไพรไทย ท่ีชือ่วา ขา, Alpinia galanga (B.L. Burtt) เปนพืชลมลกุท่ีมีลําตนเปนกอ 

มีเหงาอยูใตดิน เหงามีสนี้ําตาลอมแสด มีเสนแบงขอเปนชวงสัน้ๆ เนือ้ในเหงามีสีขาวรสขมเผ็ดรอน 

แตไมเผ็ดเหมือนกับขิง มีกลิ่นหอมฉุน ขาเปนพืชใบเด่ียว ใบยาวปลายใบมน ขอบใบเรียบ 

กานใบยาวเปนกาบหุมซอนกัน ดอกเปนชอสีขาวนวล ผลกลมสีแดงสม มีรสเผ็ดรอน มีคุณสมบัติทาง 

เภสชัวิทยา มากมาย เชน ใชเปนยาลดการบีบตัวของลําไส, รักษาโรคผิวหนัง, แกการอกัเสบ 

และใชอยางแพรหลาย ในการแพทยแผนไทย (23;24) สวนท่ีเปนเหงา หรือ  rhizomes ของพืชชนิดนี้ 

ถูกนํามาใชในการประกอบอาหาร ในแถบเอเชยีใต และเอเชียตะวันออกเฉยีงใต   

ฤทธิ์ในการเปนยารักษาโรคขอ พบวาสามารถท่ีจะไปกดการสรางสาร prostaglandin

และมีผลในการยับยัง้เอน็ไซม cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 (25) นอกจากนั้น สารสกัดในชั้น 

acetone ของเหงาขา ยังสามารถยับยั้งฤทธิ์ของ  lipopolysaccharide (LPS) ท่ีจะเหนี่ยวนาํใหมีการสาร oxidant

ท่ีสําคัญคือ nitric oxide (NO) ได (26) ในการศึกษาครัง้นี้ ตองการท่ีจะพิสูจนถงึฤทธิ์ของ 

สารสกัดสําคัญตัวใหม เพ่ือใชในการหยุดยั้งกระบวนการถูกทําลายของกระดูกออน 

เนื่องมาจากการเหนีย่วนําของ proinflammatory cytokines ซึ่งในท่ีนี้ เราเลอืกใช อนิเตอรลิวคิน-1 เบตา 

เปนสารท่ีเหนีย่วนําใหเกิดมีการอักเสบ และศึกษาถึงผลของสารสกัดขา ท่ีออกฤทธิ์ในแงของ 

การเปนสารท่ีใชปองกนัการเสื่อมสลายของกระดูกออน  chondroprotective effects
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หนา 4 ของจํานวน 8 หนา

โดยจะศกึษาถงึผลในแงของการสรางสาระสําคัญในกระดูกออน ( ไดแก aggrecan, คอลลาเจน ชนิดท่ี 2 และ 

SOX9) และศึกษาถึงผลตอสารท่ีทําหนาท่ีทําลายกระดูกออน ไดแก เอน็ไซม, pro-MMPs ( ไดแก proMMPs-

1, -3, -13) ในเซลลคอนโดรซาโคมาส, เซลลเยื่อบุผิวขอ เพ่ือพยายามท่ีจะศกึษาในเชงิลึกเกีย่วกับ 

กระบวนการการออก ฤทธิ์ในระดับโมเลกุล และการนาํสารสกดันี้ไปใชในการรักษา ตอไป 

คําอธิบายรูปเขียนโดยยอ

รูปท่ี 1 แสดงผลของสารสกัดขา (Alpinia galanga) (A) และ Diacerein? (B) ตอการหลั่ง s-GAG

และ HA สูอาหารเล้ียงเซลลจากชิ้นกระดูกออนสุกร

รูปท่ี 2 แสดงผลของสารสกัดขา (Alpinia galanga) (A) และ Diacerein? (B) ตอการหลัง่ s-GAG

และ HA สูอาหารเล้ียงเซลลจาก chondrosarcoma

รูปท่ี 3 ผลของสารสกัดขา A. alpinia (A), และ Diacerein? (B) ตอการสราง gelatinase, MMP-2

และ  MMP-9

รูปท่ี 4 ผลของสารสกัดขา A. galanga ตอการแสดงออกของยนี Aggrecan, Collagen II, SOX9

และ MMP-1,-3, -13 ในเซลล chondrosarcoma

รูปท่ี 5 ผลของ Diacerein? ตอการแสดงออกของยีน Aggrecan, Collagen II, SOX9 และ MMP-

1,-3, -13 ในเซลล chondrosarcoma

รูปท่ี 6 ผลของสารสกัดขา A. galanga ตอการแสดงออกของยนี MMP-1, -3, -13 ในเซลล 

synovial fibroblast

การเปดเผยการประดิษฐโดยสมบูรณ

วัสดุและวิธีการทดลอง

การเตรียม cartilage explants และการกระตุน 

เลี้ยงชิน้กระดูกออนขนาด3x3mm.ท่ีเตรียมไดจากกระดูกออน metacarpophalangeal joint

ของหมูอายุ  20-24 สัปดาห  ใน serum-free-DMEM ท่ีมี 200 units/ml penicillin and 200 ug/ml

streptomycin โดยเลีย้งในสภาวะท่ีมี  5% CO2 ท่ี 37oC. เก็บน้ําเลี้ยง ชิ้นกระดูก ท่ีเวลา 24 ชั่วโมง 

กอนทําการกระตุน (โดยนับใหเปน day 0) แลวเริ่มทําการกระตุน 

โดยเลีย้งชิ้นกระดูกในน้ําเลีย้งท่ีมีสารกรุตนเปนเวลา 3 วัน และเก็บน้ําเลี้ยง และชิ้นกระดูก มาวิเคราะห 

(โดยนับเปน day 3) น้ําเลี้ยง day 0 และ 3 จะเก็บไวใน  -20oC จนกวาจะทําการวิเคราะห การกระตน 

สถาวะการอักเสบ กระตุนโดย Recombinant human interleukin-1 beta (25 ng/ml)

เพ่ือเหนีย่วนําใหเกิดการ ทําลายของกระดูก สารสกัดขาความเขมขนตางๆ 

ท่ีใชกระตุนรวมกับอินเตอรลิวคิน ใชท่ีความเขมขน  6.25 – 10 mg/ml หรือ ยาไดอาซิลีนท่ีใชเปน  

positive control กระตุนท่ีความเขมขน 0.0625- 1 mM การทดลองแตละครั้งจะมี การทดลองควบคุมคือ 
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หนา 5 ของจํานวน 8 หนา

ชิ้นกระดูกท่ีเลีย้งในน้ําเลี้ยงท่ีไมมี อินเตอรลิวคินในมีเดีย  การทดลองทํา 3 ซ้ําโดยใชชิ้นกระดูก 

จากหมูตัวเดียวกัน 

การเพาะเล้ียงเซลลกระดูกออน HUMAN CONDROSARCOMA (SW1353) และเซลลเย่ือบุขอ 

HUMAN SYNOVIAL FIBROBLAST และการกระตุน

ทําการกระตุน Human chondrosarcoma cell line ชนิด SW1353 ท่ีซื้อมาจาก American Type

Culture Collection (Manassas, VA) ดวยสารสกัดขา ความเขมขนตางๆ (0.001,0.01,0.1,1,10 mg/ml)

รวมกับการกระตุน ใหมีภาวการณอักเสบดวย 10 mg/ml human recombinant IL-1β เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

สวนเซลลเยือ่บุขอนัน้ แยกมา ไดจากเนื้อเยือ่บุขอ โดยเลือกใชท่ี  passage 4 ท่ีเพาะเลี้ยงใน serum-free

medium และทําการกระตุนเหมือนกับในเซลลกระดูกออน

การวิเคราะหระดบัไกลโคซามิโนไกลแคน

การวิเคราะหระดับไกลโคซามิโนไกลแคนในมีเดียท่ีไดจากการเพาะเลี้ยงชิน้กระดูกและเซลล 

ทําไดโดยใช 

dimethylmethylene blue (DMB) assay เพ่ือการตรวจวิเคราหหาความเขมขนของ sulfated

glycosaminoglycans ในวิธีการวิเคราะหนี้จะใช  chondroitin sulfate C

(ท่ีไดมาจากสารสกัดกระดูกออนปลาฉลาม shark cartilage extract; Sigma-Aldrich, USA)

เปนสารมาตรฐาน โดยหลงัจากเติมสารละลาย  DMB ลงไปผสมกับสารมาตรฐาน หรือสารตัวอยางแลว 

จะทําการวัดการดูดกลืนแสงท่ี 525 nm โดย micro-plate reader spectrophotometer.

การตรวจวัดระดับไฮยาลูโรแนน

ระดับของไฮยาลโูรแนนท่ีมีอยูในน้ําเลี้ยงเซลลจะทําการวิเคราะหโดยวิธี competitive inhibition-

based-ELISA ตามท่ีไดมีการอธิบายไวกอนหนานี้ (27). การทดลองโดยยอ ทําโดย 

นําน้ําเลี้ยงเซลลตัวอยาง ท่ีตองหการตรวจหา ปริมาณไฮยาลโูรแนน หรือ 

สารตัวอยางท่ีทราบความเขมขนของไฮยาลูโรแนน ปริมาตร 175ml ท่ีใหทําปฏิกิริยาจับกัน 

ไดอยางจําเพาะกับ of biotinylated-HA binding proteins (B-HABP) ปริมาตร175 ul โดยทําการ incubate

น้ําเลีย้งและสารมาตรฐานกับ B-HABPs เปนเวลา1 ชั่วโมงใน 1.5 ml tube กอน เติมลงไปในเพลต 

polypropylene ท่ีถูกเคลือบไวดวยไฮยาลโูนแนน (HA from umbilical cord) และ block non-specific

binding ดวย 1% BSA in PBS เปนเวลา 1 ชั่วโมงกอนแลว โดยเติมลงไปปรมิาตร 100 uL/well

โดยหลงัจากเติม mixture ลงไปแลวทําการ incubagte ท่ี อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง 

เมือครบเวลาใหเคาะสารละลายในเพลตออกและลางเพลตสามครั้งดวย phosphate buffered saline solution

(0.05% Tween-20) จากนั้นทําการเติม  anti-biotin peroxidase conjugate (Zymed Lab Inc, San Francisco,

CA, USA) ท่ีถูกเจือจางแลวท่ีความเขมขน 1:2000 ลงไปในเพลต ปริมาตร 100 uL/well ทําการ incubate

ท่ี 25?C for 1 hour ครบเวลาแลวจึงลาง  จากนั้นทําการเติม peroxidase substrate ลงไปในทุก well (100

uL/well) โดยหลังจาก incubate ท่ี 25?C เปนเวลา 20 นาที ทําการหยุดปฎิกริิยาดวย 50 ul ของ 4 M H2SO4
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หนา 6 ของจํานวน 8 หนา

ทําการวัดคาการดูดกลืนแสงท่ี 492/690 ดวย Titertek Multiskan M340 microplate reader.

ระดับของไฮยาลโูรแนนในนํ้าเลีย้งจะถูกคํานวณเทียบกับกราฟมาตรฐาน 

การวิเคราะหการแสดงออกของยีน 

ทําการสกัด RNA monolayer cells โดยใชชุดสกัด Aurum total RNA purification kit (Bio-Rad

Laboratories, Hercules, CA) จากนั้นนาํเอา RNA ปริมาณ 500 ng มาเปลีย่นใหเปน cDNA โดยใช 

RevertAidTM First Strand cDNA synthesis kit (MBI Fermentas, Germany) ทําการออกแบบ primers และ 

probe สําหรับยนีแตละชนิดโดยใชโปรแกรม PrimerExpress 2.0 software (Applied Biosystems, Foster

City, CA, USA) โดย  primer nucleotide sequences ท่ีออกแบบไดแสดงในตารางท่ี 1

Amplified products ท่ีไดจากการทํา PCR จะถูกนํามา electrophoresed บน 2% (w/v) agarose

gels และยอมสีดวย  ethidium bromide ทําการถายรูป amplified band โดย Bio-Rad Gel-Doc fluorescent

image analyzer การคํานวณถงึคาความเขมของแตละ band ทําไดโดยการใชโปรแกรม Scion image

analysis software ยีนท่ีตองการวิเคราะหจะทําการ normalized โดยใช house-keeping gene GAPDH

(glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase) เพ่ือใหเปนการเปรยีบเทียบการแสดงออกของยีนแบบ  

semi-quantitative comparisons ในระดับของ mRNA ดังท่ีไดมีการอธิบายมากอนหนานี้ (28;29).

GELATIN ZYMOGRAPHY

กัมมันตภาพของ Pro-MMP-2 and MMP-9 ท่ีถูกหลั่งออกมาจากเซลลมาอยูในน้ําเลีย้งเซลล 

จะทําการวิเคราะหโดยวีธีการ  gelatin zymography (30). โดยการนําน้ําเลี้ยงเซลลมา electrophoresis ผาน  

sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ท่ีความเขมขนของ acrylamide

10% และ 0.1 mg/ml of gelatin (Sigma-Aldrich) ในสภาวะท่ีเปน non-reducing conditions ท่ี 4oC หลังจาก 

electrophoresis, ทําการขจัด SDS ใน gel โดยการ rinse ดวย 50 mM Tris-HCl, 5 mM CaCl2, 1 uM ZnCl2,

0.02% NaN3, and 2.5% Triton-X 100 (pH 7.5) จากน้ัน ทําการ incubate เจลท่ี 37oC ใน incubating buffer

เปนเวลา 18 ชั่วโมง  แลวยอมเจลดวย 0.1% Coomassie brilliant blue R250 (Bio-Rad Laboratories,

Hercules, CA) ท่ีละลายใน 50% methanol /10% acetic acid และ destained ดวย 10% acetic acid /50%

methanol คํานวณหา gelatinolytic activity โดยใช Scion image software.

ผลการทดลอง

สารสกดัขาช้ัน hexane ( A. galanga hexane extract ) สามารถยับย้ังการเส่ือมสลายของ extracellular

matrix ในช้ินกระดูกอออน ท่ีถูกกระตุนโดย 

ในการท่ีจะตรวจสอบถึงฤทธิ์ของสารสกัดขาในการยั้บยั้งการเสื่อมสลาย extracellular matrix

ของกระดูกออน ในการทดลองนี้จึงไดทําการ เลีย้งชิ้นกระดูกออนท่ีไดมาจากหมู (cartilage explants)

ในน้ําเลีย้งท่ีมีสารสกัดขา ท่ีความเขมขนตางๆ รวมกับสารท่ีเหนี่ยวนําใหเกิดภาวการณอักเสบ 

(อินเตอรลิวคิน-1 เบเตา) ท่ีความเขมขน 25 mg/ml เปนเวลา 3 วัน แลวทําการตรวจหา 

กรดยโูรนิคท่ีเหลือในชิ้นกระดูก รวมกับการตรวจหา สารประกอบไกลโคซามิโนไกล แคน (s-GAG)
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หนา 7 ของจํานวน 8 หนา

และ ไฮยาลูโรแนน ท่ีถูกปลอยออกมาจากชิ้นกระดูกมายงัน้ําเลีย้งเซลล ซึ่งผลการทดลองไดแสดง 

ใหเห็นวา เม่ือเลีย้งชิ้นกระดูกในภาวะท่ีมีการกระตุนใหเกิดการอักเสบดวยอินเตอรลิวคิน-1 เบตา 

ปริมาณกรดยูโรนิค ท่ีมีเหลอือยูในชิน้กระดูกลดลง และการหลั่งของ 

สารชีวโมโลกลุท่ีเปนองคประกอบของ matrix (ECM) ซึ่งไดแก  s-GAG และ  HA

จากชิ้นกระดูกออกมาสูน้ําเลี้ยงเพ่ิมข้ึน 50% และ60% เม่ือเทียบกับ control ตามลําดับ 

แตชิ้นกระดูกถกูเลี้ยง ในสภาวะท่ีมี ท้ัง อินเตอรลิวคิน-1 เบตา รวมกับสารสกดัขาท่ีความเขมขนตางๆ  (ท่ี  

25-100 ug/ml) พบมีการเพ่ิมข้ึนของ ปริมาณกรดยโูรนคิท่ีเหลอือยูในชิ้นกระดูก 

และพบการลดลงของการหลัง่ของ  s-GAG และ HA ออกมาสูน้ําเลีย้งเซลล เม่ือเทียบกับ control (รูปท่ี

1a). และผลยับยั้งการเสือ่มสลาย ของกระดูกออนในลักษณะเดียวกันก็พบไดใน 

กลุมของชิ้นกระดูกกระตุนใหเกิดการอักเสบรวมกับ ยาตานโรคขอ Diacerein (ท่ีความเขมขน 0.0625-1

uM ) ดวยเชนกนั  (รูปท่ี 1b).

อภิปรายผลการทดลอง

โรคขอ เปนกลุมโรคท่ีเกิดข้ึนบรเิวณโครงสรางของขอ โดยอาการเจ็บ ปวด ตามขอ 

ขอบวมหรือแดงรอน การอักเสบของเอ็น พังผืด อาการฝด ตึง ขัด ในการเคลื่อนไหวของขอ 

การสูญเสยีการทํางานของขอ การผิดรูปราง ของขอ และอาการเจ็บปวดกลามเนื้อ 

เปนอาการเจ็บปวดท่ีผูปวยตองทรมาน และถาอาการถึงข้ันอักเสบ และ กาํเริบมากข้ึนถึงขนาดเรื้อรัง 

อาจถึงข้ันพิการได ผูปวยตองทนทุกขทรมานจากโรคนี้มากมายท่ัวโลก ในเมืองไทย พบผูปวยโรคขอ 

อยูในกลุมคนอายุ 40-60 ป โดยเฉพาะกลุมอายุต้ังแต 60 ปข้ึนไป มีสถิติปวยดวยโรคขอเสื่อมถงึ 50%

และมีแนวโนมเพ่ิมข้ึนทุกป  ความเจ็บปวดท่ีมีผลเนื่องมาจากโรคขอ เกิดข้ึนเนื่องจากถูกกระตุนโดย pro-

inflammatory cytokine เปนผลใหมีการทําลายกระดูกออน โดยเอน็ไซม MMPs และ aggrecanases.

อินเตอรลิวคิน-1 เบตา เปน pro-imflammatroy cytokine ตัวหนึ่งท่ีเกีย่วของกับกระบวนการเกิดโรค เชน 

กอใหเกิดการตอบ สนองตอการติดเชื้อ , กระตุนใหมีการสรางสารจากเซลลเม็ดเลอืดขาว,

ท็อกซินจากเชื้อโรค และการกระตุน ชนิดอืน่ (30) นอกจากนัน้ยังมีรายงานเพ่ิมเติมอีกวา อนิเตอรลิวคิน-1

เบตาและสารกระตุนภาวการณอกัเสบ ตัวอื่นสามารถกระตุนเอน็ไซม matrix metalloproteinases

ตลอดจนยับยั้นการสรางสารชีวโมเลกุล ท่ีเปนองค ประกอบเนือ้พ้ืนของกระดูกออน 

และการเจิรญของเซลลกระดูกออน  (31)

ไดอาซาลีน (4,5-diacetoxy-9,10-dioxo-9,10-dihydroanthracene-2-carboxylic acid)

ไดรับการพิสูจนวาเปน ยาท่ีออกฤทธิไ์ดดีสําหรับการรกัษาโรคขอ 

และใชรักษาในระยะยาวสําหรับโรคขอเสื่อม (32-34) การศึกษาถึงข้ัน 

ตอนการออกฤทธิแ์ละการทํางานของยาชนิดนีย้ังอยูในข้ันตอนของการศึกษา โดยมีการศึกษาเทียบกันกนั 

placebo ผูปวยท่ีเปนโรดขอในบรเิวณสะโพกและหัวเขา  สวนการศึกษาถึงฤทธิ์ในสัตวทดลองนัน้ 
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หนา 8 ของจํานวน 8 หนา

ไดมีหลักฐาน เปนลายลักษณอักษรออกมาแลว ซึ่งไดมีการศกึษาในกระตาย 

และในสุนัขท่ีเปนโรคขอเสือ่ม (35;36) ยานี้เปนสาร 

ท่ีสามารถยั้บยัง้การสรางและฤทธิข์องสารท่ีเหนีย่วนําใหมีการอักเสบ โดยเฉพาะอยางยิ่ง อนิเตรลิวคิน-1

เบตา  (36) และในการศึกษาในหลอดทดลอง ยังพบวา ไดอาซาลีน 

สามารถท่ีจะยบยั้งฤทธิ์ของอินเตอรลิวคิน-1 เบตา ในการ กระตุนใหมีการสรางคอลลาเจน (37)

ในสัตวทดลองท่ีถูกเหนีย่วนําใหเปนโรคขอเสื่อม ยาชนิดนีส้ามารถท่ีจะ 

ทําหนาท่ีรักษาไมใหมีการทําลายของเนือ้พ้ืนของกระดูกออนได  (38 )

ซึ่งจากรายงานชิ้นนีไ้ดแสดงใหเห็นอีกวา 

ยาชนิดนี้สามารถท่ีจะยับยั้งการหลัง่ของสารชีวโมเลกุลในกระดูกออน และ MMP-2 และ -9

จากชิ้นกระดูกออน (cartilage explant) ท่ีถูกกระตุนดวยอินเตอรลิวคิน-1 เบตา  

รวมถึงสามารถลดการแสดงออก ของยนีท่ีควบคุมการ สราง MMP-1, -3 และ  -13 ไดอีกดวย (39).

สารสกัดจากสมุนไพร ขา A. galanga สามารถท่ีจะลดการทํางานของเอ็นไซม MMPs

ท่ีถูกเหนีย่วนํา ใหทํางานในถาวะท่ีมีการอกัเสบไดในเซลลกระดูกออน โดยจากการศึกษาพบวา 

การกระตุนการ ทํางานของเอ็น ไซม MMP ในเซลลคอนโดรซาโคมาส SW1353 , เซลลเยือ่บุขอ 

รวมถึงชิ้นกระดูก ถูกทําใหลดลงดวยสารสกัดนี้ ในสวนของการ ยับยั้งการแสดงออกของยีน พบวา 

สารสกัดนี้ ลดการแสดงของของยีนท่ีควบคุมการสราง เอ็นไซมท่ีทําหนาท่ีทําลายกระดูกออน ซึ่งไดแก 

MMP-1, -3 and -13 ในเซลลเยื่อบุขอ ซึ่งแสดงถึงฤทธิข์องสาร 

สกัดในการท่ีจะยับยัง้การถูกทําลายของกระดูกออน โดยการออกฤทธ์ิตอ เนื้อเยือ่บุขอ 

ท่ีมักจะเกิดการอักเสบ ข้ึนกอนและลกุลามมาถึงกระดูกออน  ดังนั้น สารสกัดขา 

สามารถท่ีจะออกฤทธิ์ในการลดการอกัเสบท่ี เหนี่ยวนาํใหเกิดโรคขอ ไดในเนื้อเยือ่บุขอ  

โดยสามารถลดการสรางเอ็นไซม MMPs ในเน้ือเยือ่ชนิดนี้ 

และเม่ือพิจารณาถึงฤทธิ์ในการเหนีย่วนําใหมีการสรางสารชีวโมเลกลุท่ีสําคัญในกระดูกออน พบวา 

สารสกัดขา นีส้ามารถท่ีจะเหนี่ยวนําใหมีการสรางยีนท่ีควบคุมการสราง คอลลาเจน ชนิดท่ี 2, SOX9 และ 

aggrecan จากฤทธิ์ของสารสกัดขาท่ีไดกลาวมาขางตน 

จึงสามารถท่ีจะศึกษาถึงฤทธิ์ของสารสกัดขาในดานอื่นๆ 

เพ่ือไดมีการพัฒนาสารดังกลาวเพ่ือใชเปนยารักษาโรคขอเสื่อมตอไป 

วิธีการประดิษฐท่ีดีท่ีสุด

เหมือนกับท่ีไดกลาวไวในหัวขอการเปดเผยการประดิษฐโดยสมบูรณ
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หนา 1 ของจํานวน 9 หนา

รูปท่ี 1 แสดงผลของสารสกัดขา (Alpinia galanga) (A) และ Diacerein? (B) ตอการหลั่ง s-GAG

และ HA สูอาหารเล้ียงเซลลจากชิ้นกระดูกออนสุกร 

โดยท่ีชิ้นกระดูกออนสกุรถูกนํามาเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลลท่ีมี IL-1β ขนาด 25 ng/ml

โดยมีและไมมีสารท่ีตองการทดสอบคือ สารสกัด A. galanga ความเขมขน 6.25 – 100 ug/ml หรือ 

Diacerein? ท่ีระดับ 0.0625 – 1 uM เปนระยะเวลา 3 วัน (คาท่ีมีความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญมีคา p <

0.05 จากกลุมทดลองท่ีมีเฉพาะ IL-1 β เทานั้น)

ผลของสารสกัดขา ตอการสังเคราะห  s-GAG ในเซลลคอนโดรซาโคมาส  SW1353 และเซลลเย่ือบุขอ

ในการทดลองนี้จึงไดทําการตรวจวัดความเขมขนของ s-GAG ในน้ําเลีย้งเซลล 

คอนโดรซาโคมาส และเยื่อบุขอ โดยใชเทคนิค  quantitative spectrophotometry จากการทดลองพบวา 

เซลลคอนโดรซาโคมาสและเซลลเยื่อบุขอ กลุมควบคุม 

(เซลลท่ีเลี้ยงในน้ําเลี้ยงปกติท่ีไมถกูกระตุนดวยสารใด) มีการหลั่งของ s-GAG ออกมา และวัดไดท่ีความ 

เขมขน  1.96+0.51 และ  2.35+0.12 mg/ml ตามลําดับ (รูปท่ี 1)

และเม่ือเซลลถูกกระตุนดวยอินเตอรลิวคิน-1 เบตา ก็จะพบการเพ่ิมข้ึนของการหลั่ง s-GAG

ออกมาในน้าํเลีย้งเซลล โดยวัดไดท่ีความเขมขน 4.45 + 0.47, 3.27 + 0.33 mg/ml

ในน้ําเลีย้งเซลลคอนโดรซาโคมาสและเซลลเยื่อบุขอ ตามลําดับ แตเนื่องจากความเขมขนของ s-GAG
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หนา 2 ของจํานวน 9 หนา

ท่ีตรวจวัดโดยวิธีดังกลาว มีความเขมขนตํ่า ในการทดลองท่ีเลีย้งเซลลในภาวะท่ีมีอินเตอรลิวคิน-1 เบตา 

รวมกับสารสกดัขาท่ีความเขมขนตางๆ จึงเห็นการเปลี่ยนแปลงท่ีเพ่ิมข้ึนเพียงเล็กนอย เม่ือเทียบกับเซลล 

ท่ีเลี้ยงในภาวะท่ีมีอินเตอรลิวคิน-1 เบตา เพียงอยางเดียวในเซลลท้ังสองชนิด  

ในสวนของยาตานการอักเสบของขอ ไดอาเซลีน ท่ีความเขมขนสูง ( ท่ี 2.5- 5 mM)

พบวาสามารถกระตุนใหมีการสงัเคราะห s-GAG เพ่ิมมากข้ึน (รูปท่ี 2).

รูปท่ี 2 แสดงผลของสารสกัดขา (Alpinia galanga) (A) และ Diacerein? (B) ตอการหลั่ง s-GAG

และ HA สูอาหารเล้ียงเซลลจาก chondrosarcoma โดยท่ี chondrosarcoma

ถูกนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลท่ีมี IL-1Β ขนาด 25 ng/ml โดยมีและไมมีสารท่ีตองการทดสอบคือ 

สารสกัด A. galanga ความเขมขน 0.001 - 50 ug/ml หรือ Diacerein? ท่ีระดับ 0.1 nM – 2.5 uM

เปนระยะเวลา 24 ชม. (คาท่ีมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญมีคา p < 0.05 จากกลุมทดลองท่ีมีเฉพาะ IL-

1 β เทานั้น)

ผลของสารสกัดขา ตอการสังเคราะห ไฮยาลูโรแนนในเซลลคอนโดรซาโคมาส  SW1353

และเซลลเย่ือบุขอ

จากผลการทดลองท่ีแสดงในรูปท่ี 1 พบวา สารเหนีย่วนําการอกัเสบ อินเตอรลิวคิน-1 เบตา (10

ng/ml) สามารถเหนี่ยวนําใหมีการสังเคราะหและการหลั่งของไฮยาลูโรแนน 
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หนา 3 ของจํานวน 9 หนา

ในเซลลเยื่อบุขอเพ่ิมข้ึนอยางมีนัยสําคัญ เม่ือเทียบกับ (p < 0.05) และในเซลลคอนโดรซาโคมาส 

ก็พบมีการเพ่ิมข้ึน  (ประมาณ 1.5 เทา) สารสกัดขา ความ 10 ug/ml

มีฤทธิ์ในการลดการสงัเคราะหไฮยาลโูรแนน ในสภาวะท่ีเลีย้งเซลลรวมกับอินเตอรลิวคิน-1 เบตา 

โดยพบการลดลงอยางมีนัยสําคัญในเซลลเยือ่บุขอ และพบการลดลงเล็กนอยในเซลลคอนโดรซาโคมาส  

ในสวนของยา ไดอาเซลนี ในความเขมขนสูง (~2.5-5 mM) พบวามีการลดลงของการสรางไฮยาลูโรแนน 

จากการเหนี่ยวนําของอินเตอรลิวคิน ในเซลลท้ังสอง (รูปท่ี 2)

ผลของสารสกัดขา ตอการสังเคราะห pro-MMP-2 และ การแสดงออกของยีน MMP-1, -3 และ -13

จากการเหนี่ยวนําของอินเตอรลิวคิน-1 เบตา ในเซลลคอนโดรซาโคมาส  SW1353 และเซลลเย่ือบุขอ

จากผลการทดลอง Gelatin zymography ท่ีทดสอบกัมมันตภาพของ MMP-2

ในน้ําเลีย้งชิ้นกระดูกหมู , เซลลคอนโดรซาโคมาส และ จากเซลลเยื่อบุขอ ในสภาวะปกติ 

พบวามีการสราง pro-MMP-2 เพียงเล็กนอยใน การเลี้ยงท้ัง 3 แบบ   

แตเม่ือทําการกระตุนดวยอินเตอรลิวคิน-1 เบตา (10ng/ml) เปนเวลา 24 ชั่วโมง พบวา ระดับของ pro-

MMP-2 และ MMP-9 ใน เซลลคอนโดรซาโคมาส เพ่ิมข้ึน 1.6 and 1.8 เทา 

เม่ือเทียบกับเซลลท่ีเลีย้งในภาวะปกติ  (รูปท่ี 3) สารสกดัขาท่ีความเขมขน 50 mg/ml สามารถ 

กดฤทธ์ิของอินเตอรลิวคิน-1 เบตา ท่ีกระตุนใหมีการสงัเคราะห pro-MMP-2 ไดมากท่ีสุด 

โดยสามารถลดกัมมตภาพของเอ็นไซม pro-MMP-2 ได      73.5 % และ 68.7 % ในเซลล 

คอนโดรซาโคมาสและในเซลลเยือ่บุผิวขอ ตามลาํดับ ในขณะท่ีไดอาซาลีน ความเขมขนท่ี 2.5 mM

สามารถกดการสงัเคราะห pro-MMP-2 และ -9 ได
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หนา 4 ของจํานวน 9 หนา

รูปท่ี 3 ผลของสารสกัดขา A. alpinia (A), และ Diacerein? (B) ตอการสราง gelatinase, MMP-2

และ  MMP-9

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



หนา 5 ของจํานวน 9 หนา

ในสวนของฤทธิ์ของสารสกัดขาในตอการสงัเคราะห pro- MMP-1, -3 และ -13

อันเปนผลมาจากอินเตอรลิวคิน-1 เบตา ซึ่งตรวจสอบโดยวิธีการ semi-quantitative RT-PCR นั้นพบวา 

เม่ือกระตุนคอนโดรซาโคมาสดวยอินเตอรลิวคิน-1 เบตา เปนเวลา 24 ชม.

จะมีแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสราง pro-MMP-1, -3 และ -13 เพ่ิมมากข้ึนอยางเห็นไดชัด  

แตในถาวะท่ีมีสารสกัดขา ความเขมขน 10 mg/ml รวมกับอินเตอรลิวคิน-1 เบตานั้น การแสดงออกของยนี 

MMPs เหลานัน้ลดลง โดยสามารถลดการแสดงออกของ MMP-1, -3 and 13 mRNA ได 73.8, 17.4 and

11.8 % ตามลําดับ  ดังแสดงในรูปท่ี 4 และในเซลลเยื่อบุผิวขอ สารสกัดขาท่ีความเขมขนเดียวกนันี้ (10

ug/ml) ก็ใหผลเชนเดียวกันกับในคอนโดรซาโคมาส โดยลดการแสดงออกของยนีท่ีควบคุมการสราง ของ 

MMP-1, -3 and 13 ได  76.9, 62 and 64.8 % ตามลําดับ โดยไดแสดงไวในรูปท่ี 5

ไดอาซาบีน ก็เชนเดียวกัน สามารถลดการแสดงออกของยีน MMP-1, -3, -13 ได เปนแบบ dose-dependent

manner (ท่ีความเขมขน 0.1-2.5 uM) และ ท่ีความเขมขน 2.5 uM

เปนความเขมขนสูงท่ีสุดท่ีลดการแสดงออกของยีนได 81.3, 88.9 and 75% ตามลําดับ ดังแสดงในรูปท่ี 6
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หนา 6 ของจํานวน 9 หนา

รูปท่ี 4 ผลของสารสกัดขา A. galanga ตอการแสดงออกของยนี Aggrecan, Collagen II, SOX9

และ MMP-1,-3, -13 ในเซลล chondrosarcoma
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หนา 7 ของจํานวน 9 หนา

รูปท่ี 5 ผลของ Diacerein? ตอการแสดงออกของยีน Aggrecan, Collagen II, SOX9 และ MMP-

1,-3, -13 ในเซลล chondrosarcoma
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หนา 8 ของจํานวน 9 หนา

รูปท่ี 6 ผลของสารสกัดขา A. galanga ตอการแสดงออกของยนี MMP-1, -3, -13 ในเซลล 

synovial fibroblast

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



หนา 9 ของจํานวน 9 หนา

ผลของสารสกัดขา ตอการ ฤทธิ์ของอินเตอรลิวคิน-1 เบตาท่ีกดการแสดงออกของ collagen type

II และ SOX9 เน่ืองจากการทําลายและการสังเคราะหสารชีวโมเลกุลท่ีสําคัญในกระดูกออกในภาวะปกติ 

นั้นจะมีความสมดุลกันในการทดลองน้ีจึงตองการท่ีจะศึกษาถงึฤทธิ์ของสารสกัดขาในการท่ีจะเพ่ิมการแส

ดงออกของยีนท่ีควบคุมการสรางสารชีวโมเลกุลท่ีสาํคัญในกระดูกออน ซึ่งไดแก  aggrecan, collagen และ 

SOX9 การทดลอง ในเซลล คอนโดรซาโคมาสพบวา  เม่ือเลี้ยงในน้ําเลี้ยงท่ีมีอินเตอรลิวคิน-1 เบตา 

ความเขมขน 10 ng/ml การแสดงออกของ ยีนท่ีควบคุมการสราง   collagen type II และ SOX9 น้ันลดลง 

12 and 56% ตามลําดับ เม่ือเทียบกับเซลลท่ีเลี้ยง ในภาวะท่ีไมมีอินเตอรลิวคิน-1 เบตา 

แตเม่ือเลี้ยงเซลลในถาวะท่ีมีอินเตอรลิวคิน-1 เบตา รวมกับสารสกัดขา พบวา 

สารสกัดขาสามารถท่ีจะยับยัง้ฤทธิ์ของอนิเตอรลิวคิน-1 เบตา ไดแบบ dose-dependent สําหรับ collagen

type II มีความเขมขนท่ีออกฤทธิ์คือ  ( 1 ng/ml -10 ug/ml ) และสําหรับ SOX-9 ออกฤทธิ์ท่ีความเขมขน 

0.01-10 ug/ml ดังแสดงในภาพท่ี 4 สําหรับยีนท่ีควบคุมการสราง Aggrecan นั้นพบวา อินเตอรลิวคิน-1

เบตาเพียงอยางเดียว เพ่ิมการแสดงออกของยีนไดเล็กนอย คือเพ่ิมไดประมาณ 11 %

เม่ือเทียบกับเซลลท่ีเลีย้งในน้ําเลีย้งปกติ และเม่ือเลี้ยงเซลลในภาวะท่ีมีอินเตอรลิวคินและสารสกัดขา 

พบวา สารสกัดขาท่ีความเขมขนนอย คือท่ี  (1ng/ml – 0.1 ug/ml)

สามารถเพ่ิมการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสราง aggrecan แตท่ีความเขมขนสูง คือท่ี  0.1-10 ug/ml

สารสกัดขากลับไปลดการแสดงออกของยนีดังกลาว สําหรับยาไดอาซาลนี  ท่ีความเขมขน 0.01 – 2.5 uM

สามารถตานฤทธิข์องอินเตอรลิวคิน-1 เบตา โดยท่ีผลเพ่ิมการแสดงออกของยีนท่ีควบคุมการสราง 

aggrecan และ SOX9 และมีผลเลก็นอยในการเพ่ิมการแสดงออกของยีนท่ีควมบคุมการสราง collagen type

II
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หนา 1 ของจํานวน 1 หนา

ขอถือสิทธิ์ในงานประดิษฐ

1. สารสกัด เปนสารสกัดจากพืชสมุนไพรตระกูล Alpinia galanga หรือขา

2. พืชในขอ 1. อาจจะทําการเพาะปลกูท่ีใด ๆ ก็ได รวมท้ังการเพาะปลูกท่ีเกิด 

หรือทําจากเพาะเลีย้งเนื้อเยือ่ หรือการเพาะเลี้ยงชนิดพิเศษอืน่ ๆ ท่ีใหไดมาซึ่งพืชชนิดนี้

3. การสกัดในขอท่ี 1 รวมท้ังการสกัดท่ีใชสารละลายทุกชนิด 

4. การสกัดในขอถือสิทธิ์ท่ี 3 รวมท้ังการสกัดแบบธรรมชาติ ท่ีใชการคน กวน 

หรือวิธีทางวิทยาศาสตรท่ีใชเครื่องมือแยกสกัด ภายใตความกดดันตาง ๆ 

รวมท้ังเครื่องมือท่ีใชไฟฟา ความรอน

5. สารสกัดในงานประดิษฐนี้มีผลตอการยับยัง้การเสื่อมสลายของกระดูกออนของสิง่มีชีวิต 

โดยเฉพาะในคน และสัตว

6. กลไกของการลดการเสื่อมสลายรวมท้ังการยับยั้งคุณสมบัติของเอ็นไซม 

และการยับยัง้การแสดงออกของยีนและการกระตุนการแสดงออกของยีนชนิดตาง ๆ 

ท่ีมีผลตอการสลายของกระดูกออนและการเสริมสรางกระดูกออนตามลําดับ

7. ขอถือสิทธิ์นีร้วมถึงผลิตภัณฑทุกชนิดท่ีทําข้ึนจากการใชสวนผสมท่ีมีสารท่ีไดจากสมุนไพร

นี้ หรือนําเอาสวนของสารสกัดนีไ้ปเปลีย่นแปลงโครงสราง 

หรือปรับปรุงโครงสรางทางเคมีโดยการสังเคราะหเพ่ิมเติม

8. ผลิตภัณฑในขอถือสิทธิ์ท่ี 7 รวมท้ังผลิตภัณฑท่ีใชในคน สัตว หลอดทดลอง 

และการเลีย้งเนื้อเยือ่ และเพ่ือการทดลองและวิจัยพัฒนา ท้ังหมด และอาหารเสริมตาง

9. ผลิตภัณฑท่ีเกิดข้ึนจากขอ 8 รวมถึงท่ีใชและออกฤทธิ์ท้ังภายใน และภายนอกรางกาย

10. ผลิตภัณฑในขอถือสิทธิท่ี 9 รวมถึงท่ีใช รับประทาน ฉีดเขารางกาย หรอืพน หรือ 

ทาบริเวณตาง ๆของรางกายดวย

5

10

15

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



หนา 1 ของจํานวน 1 หนา

บทสรุปการประดิษฐ

ก า ร ป ร ะ ดิ ษ ฐ นี้ เ ป น ก า ร ส กั ด เ อ า ส า ร สํ า คั ญ จ า ก ข า ไ ท ย  (Alpinia galanga)

ท่ีออ กฤ ทธิ์ ยับ ยั้ ง การ เ สื่ อม สล าย ขอ งกร ะ ดู กอ อน  (cartilage) ซึ่ ง ยั ง ไ ม มี ร า ย ง าน มา กอ น 

โ ด ย ก า ร ป ร ะ ดิ ษ ฐ ไ ด แ ส ด ง ใ ห เ ห็ น ถึ ง วิ ธี ก า ร ส กั ด ส า ร สํ า คั ญ จ า ก ข า 

และการทดสอบท่ีแสดงวามีฤทธิ์ตอการยับยั้งการเสื่อมสลายของกระดูกออนโดยวิธีการเลี้ยงกระดูกออน 

และการเล้ียงเซลลกระดูกออน นอกจากนั้นยังแสดงถึงกลไกการออกฤทธิ์ของสารสกัดสําคัญ 

ระดับการแสดงออกของยีน โดยไปยับยั้งการแสดงออกของยีนบางชนิดท่ีมีผลตอการทําลายกระดูกออน 

และกระตุนการแสดงออกของยีนท่ีมีผลตอการเสริมสรางกระดูกออน

5

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



หนา 1 ของจํานวน 4 หนา

เอกสารอางอิง

(1) van der Kraan PM, van den Berg WB. Anabolic and destructive mediators in osteoarthritis. Curr

Opin Clin Nutr Metab Care 2000 May;3(3):205-11.

(2) Blanco FJ, Geng Y, Lotz M. Differentiation-dependent effects of IL-1 and TGF-beta on human

articular chondrocyte proliferation are related to inducible nitric oxide synthase expression. J

Immunol 1995 Apr 15;154(8):4018-26.

(3) Shikhman AR, Kuhn K, Alaaeddine N, Lotz M. N-acetylglucosamine prevents IL-1 beta-

mediated activation of human chondrocytes. J Immunol 2001 Apr 15;166(8):5155-60.

(4) Badger AM, Cook MN, Swift BA, Newman-Tarr TM, Gowen M, Lark M. Inhibition of

interleukin-1-induced proteoglycan degradation and nitric oxide production in bovine articular

cartilage/chondrocyte cultures by the natural product, hymenialdisine. J Pharmacol Exp Ther

1999 Aug;290(2):587-93.

(5) Birkedal-Hansen H, Moore WG, Bodden MK, Windsor LJ, Birkedal-Hansen B, DeCarlo A, et al.

Matrix metalloproteinases: a review. Crit Rev Oral Biol Med 1993;4(2):197-250.

(6) Vincenti MP, Clark IM, Brinckerhoff CE. Using inhibitors of metalloproteinases to treat arthritis.

Easier said than done? Arthritis Rheum 1994 Aug;37(8):1115-26.

(7) Mitchell PG, Magna HA, Reeves LM, Lopresti-Morrow LL, Yocum SA, Rosner PJ, et al.

Cloning, expression, and type II collagenolytic activity of matrix metalloproteinase-13 from

human osteoarthritic cartilage. J Clin Invest 1996 Feb 1;97(3):761-8.

(8) Reboul P, Pelletier JP, Tardif G, Cloutier JM, Martel-Pelletier J. The new collagenase,

collagenase-3, is expressed and synthesized by human chondrocytes but not by synoviocytes. A

role in osteoarthritis. J Clin Invest 1996 May 1;97(9):2011-9.

(9) Okada Y, Shinmei M, Tanaka O, Naka K, Kimura A, Nakanishi I, et al. Localization of matrix

metalloproteinase 3 (stromelysin) in osteoarthritic cartilage and synovium. Lab Invest 1992

Jun;66(6):680-90.

5

10

15

20

25

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



หนา  2 ของจํานวน 4 หนา 

(10) Murphy G, Cockett MI, Stephens PE, Smith BJ, Docherty AJ. Stromelysin is an activator of

procollagenase. A study with natural and recombinant enzymes. Biochem J 1987 Nov

15;248(1):265-8.

(11) Hembry RM, Bagga MR, Reynolds JJ, Hamblen DL. Immunolocalisation studies on six matrix

metalloproteinases and their inhibitors, TIMP-1 and TIMP-2, in synovia from patients with osteo-

and rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis 1995 Jan;54(1):25-32.

(12) Ollivierre F, Gubler U, Towle CA, Laurencin C, Treadwell BV. Expression of IL-1 genes in

human and bovine chondrocytes: a mechanism for autocrine control of cartilage matrix

degradation. Biochem Biophys Res Commun 1986 Dec 30;141(3):904-11.

(13) Arend WP, Dayer JM. Cytokines and cytokine inhibitors or antagonists in rheumatoid arthritis.

Arthritis Rheum 1990 Mar;33(3):305-15.

(14) Shinmei M, Masuda K, Kikuchi T, Shimomura Y. The role of cytokines in chondrocyte mediated

cartilage degradation. J Rheumatol Suppl 1989 Aug;18:32-4.

(15) Pelletier JP, McCollum R, Cloutier JM, Martel-Pelletier J. Synthesis of metalloproteases and

interleukin 6 (IL-6) in human osteoarthritic synovial membrane is an IL-1 mediated process. J

Rheumatol Suppl 1995 Feb;43:109-14.

(16) Muir H. The chondrocyte, architect of cartilage. Biomechanics, structure, function and molecular

biology of cartilage matrix macromolecules. Bioessays 1995 Dec;17(12):1039-48.

(17) Urban JP. The chondrocyte: a cell under pressure. Br J Rheumatol 1994 Oct;33(10):901-8.

(18) Eyre D. Collagen of articular cartilage. Arthritis Res 2002;4(1):30-5.

(19) Rizkalla G, Reiner A, Bogoch E, Poole AR. Studies of the articular cartilage proteoglycan

aggrecan in health and osteoarthritis. Evidence for molecular heterogeneity and extensive

molecular changes in disease. J Clin Invest 1992 Dec;90(6):2268-77.

(20) Matyas JR, Adams ME, Huang D, Sandell LJ. Discoordinate gene expression of aggrecan and

type II collagen in experimental osteoarthritis. Arthritis Rheum 1995 Mar;38(3):420-5.

5

10

15

20

25

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



หนา 3 ของจํานวน 4 หนา

(21) de CB, Lefebvre V, Nakashima K. Regulatory mechanisms in the pathways of cartilage and bone

formation. Curr Opin Cell Biol 2001 Dec;13(6):721-7.

(22) Li Y, Tew SR, Russell AM, Gonzalez KR, Hardingham TE, Hawkins RE. Transduction of

passaged human articular chondrocytes with adenoviral, retroviral, and lentiviral vectors and the

effects of enhanced expression of SOX9. Tissue Eng 2004 Mar;10(3-4):575-84.

(23) Matsuda H, Pongpiriyadacha Y, Morikawa T, Ochi M, Yoshikawa M. Gastroprotective effects of

phenylpropanoids from the rhizomes of Alpinia galanga in rats: structural requirements and mode

of action. Eur J Pharmacol 2003 Jun 13;471(1):59-67.

(24) Matsuda H, Morikawa T, Managi H, Yoshikawa M. Antiallergic principles from Alpinia galanga:

structural requirements of phenylpropanoids for inhibition of degranulation and release of TNF-

alpha and IL-4 in RBL-2H3 cells. Bioorg Med Chem Lett 2003 Oct 6;13(19):3197-202.

(25) Grzanna R, Lindmark L, Frondoza CG. Ginger--an herbal medicinal product with broad anti-

inflammatory actions. J Med Food 2005;8(2):125-32.

(26) Morikawa T, Ando S, Matsuda H, Kataoka S, Muraoka O, Yoshikawa M. Inhibitors of nitric

oxide production from the rhizomes of Alpinia galanga: structures of new 8-9' linked neolignans

and sesquineolignan. Chem Pharm Bull (Tokyo) 2005 Jun;53(6):625-30.

(27) Kongtawelert P, Ghosh P. A method for the quantitation of hyaluronan (hyaluronic acid) in

biological fluids using a labeled avidin-biotin technique. Anal Biochem 1990 Mar;185(2):313-8.

(28) Marchuk L, Sciore P, Reno C, Frank CB, Hart DA. Postmortem stability of total RNA isolated

from rabbit ligament, tendon and cartilage. Biochim Biophys Acta 1998 Feb 2;1379(2):171-7.

(29) Boykiw R, Sciore P, Reno C, Marchuk L, Frank CB, Hart DA. Altered levels of extracellular

matrix molecule mRNA in healing rabbit ligaments. Matrix Biol 1998 Oct;17(5):371-8.

(30) Ito A, Nose T, Takahashi S, Mori Y. Cyclooxygenase inhibitors augment the production of pro-

matrix metalloproteinase 9 (progelatinase B) in rabbit articular chondrocytes. FEBS Lett 1995

Feb 20;360(1):75-9.

(31) Taub DD, Oppenheim JJ. Chemokines, inflammation and the immune system. Ther Immunol

1994 Aug;1(4):229-46.

5

10

15

20

25

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.



หนา  4 ของจํานวน 4 หนา

(32) Mengshol JA, Vincenti MP, Coon CI, Barchowsky A, Brinckerhoff CE. Interleukin-1 induction

of collagenase 3 (matrix metalloproteinase 13) gene expression in chondrocytes requires p38, c-

Jun N-terminal kinase, and nuclear factor kappaB: differential regulation of collagenase 1 and

collagenase 3. Arthritis Rheum 2000 Apr;43(4):801-11.

(33) Lingetti M, D'ambrosio PL, Grezia F, Sorentino P, Lingetti E. A controlled study in the treatment

of osteoarthritis with diacerein (Artrodar). Curr Therp Res 1982;31:408-12.

(34) Marcolonge R, Fioravanti A, Adami S, Tozzi E, Mian M, Zampieri A. Efficacy and tolerability of

diacerein in the treatment of osteoarthrosis. Curr Therp Res 1988;37:529-36.

(35) Nguyen M, Dougados M, Berdah L, Amor B. Diacerhein in the treatment of osteoarthritis of the

hip. Arthritis Rheum 1994 Apr;37(4):529-36.

(36) Mazieres B, Berda L. Effect of diacerein (ART 50) on an experimental post-contusive model of

OA. Osteoarthritis Cart 1993;1:47.

(37) Brandt KD, Smith G, Kang SY, Mayer S, O'Corner B, Albrecht M. Effects of diacerhein in an

accelerated canine model of osteoarthritis. Osteoarthritis Cart 1997;5:438-9.

(38) Smith GN, Jr., Myers SL, Brandt KD, Mickler EA, Albrecht ME. Diacerhein treatment reduces

the severity of osteoarthritis in the canine cruciate-deficiency model of osteoarthritis. Arthritis

Rheum 1999 Mar;42(3):545-54.

(39) Tamura T, Kosaka N, Ishiwa J, Sato T, Nagase H, Ito A. Rhein, an active metabolite of diacerein,

down-regulates the production of pro-matrix metalloproteinases-1, -3, -9 and -13 and up-

regulates the production of tissue inhibitor of metalloproteinase-1 in cultured rabbit articular

chondrocytes. Osteoarthritis Cartilage 2001 Apr;9(3):257-63.

5

10

15

20

Created with novaPDF Printer (www.novaPDF.com). Please register to remove this message.


