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Abstract 

Project Code : MRG5680017 

Project Title : Mechanisms of Cell Death in Response to Orientia tsutsugamushi infection and 

Relationship with Type I Interferons 

Investigator : Dr. Wiwit Tantibhedhyangkul, Department of Immunology, Faculty of Medicine, Siriraj 

Hospital, Mahidol University 

E-mail Address : wiwit167@yahoo.co.th 

Project Period : 3 June 2012 – 2 December 2014 

 

  

 Orientia tsutsugamushi (OT), the causative agent of scrub typhus, is an obligate intracellular 

bacterium replicating in the cytosol of host cells. OT invades a variety of cell types, particularly 

mononuclear phagocytes and endothelial cells. Although previous studies have demonstrated that OT 

induces cell death of infected cells, the mechanism of cell death in OT infection remains unclear. 

Therefore, this project aims to study the cell death mechanism and the caspase involved in OT infection. 

Using LDH release assay, the result shows that OT induces cell death of monocyte-derived macrophages 

after 24 hours post-infection. The cell death of macrophages can be inhibited by inflammatory caspase 

and cathepsin inhibitors, suggesting that cell death following OT infection is dependent on inflammatory 

caspase(s) and cathepsins (lysosomal enzymes). Next, this project shows that OT induces caspase-1 

activaton and IL-1β secretion, which are the suggestive evidence of inflammasome activation. IL-1β 

secretion is higher in LPS-primed macrophages, compared to unprimed cells. IL-1β secretion is also 

inhibited by caspase-1 and cathepsin inhibitors. OT-infected cells do not die by apoptosis because 

caspase-3 activation (determined by indirect immunofluorescence technique) is not observed in cells with 

TUNEL positive nuclei. Moreover, the result shows that OT induces type I IFN response in infected cells. 

However, augmentation of type I IFN response by recombinant IFN-β does not increase the cell death. 

Taken together, this project suggests that OT infection induces inflammasome and caspase-1 activation, 
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subsequent IL-1β secretion and cathepsin-dependent pyroptosis in monocyte-derived macrophages. 

Further studies are required to determine the cytosolic receptors responsible for inflammasome activation 

and the involvement of other inflammatory caspases (caspase-4 or -5) in OT infection. 

 

Keywords : Orientia tsutsugamushi, caspase-1, cathepsins, inflammasome activation 
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 Orientia tsutsugamushi (OT) ซึง่เป็นเชือ้ก่อโรคสครบัไทฟสั เป็นแบคทเีรยีทีจ่าํเป็นตอ้งอาศยัอยูภ่ายใน

เซลลเ์จา้บา้น และแบง่ตวัในไซโทพลาซมึ เชือ้ OT บุกรกุเซลลเ์ป้าหมายไดห้ลายชนิด โดยเฉพาะฟาโกซยัตช์นิด

โมโนนิวเคลยีร ์ และเซลลเ์ยื่อบุหลอดเลอืด  ถงึแมว้า่การศกึษาก่อนหน้าน้ี พบวา่ เชือ้ชกันําใหเ้กดิการตายของ

เซลลท์ีต่ดิเชือ้ แต่กลไกทีท่าํใหเ้ซลลต์ายในโรคน้ียงัไมช่ดัเจน  ดงันัน้ โครงการน้ีจงึมจีุดประสงค ์เพือ่ศกึษากลไกที่

ทาํใหเ้ซลลต์าย และ caspase ทีเ่กีย่วขอ้งในโรคตดิเชือ้น้ี  ผลการศกึษาดว้ยการวดั LDH ทีห่ลัง่ออกมานอกเซลล ์

พบวา่ เชือ้ OT ทาํใหเ้กดิการตายของเซลลม์าโครฟาจทีเ่ปลีย่นแปลงมาจากโมโนซยัต ์ตัง้แต่ 24 ชัว่โมง หลงัการ

ตดิเชือ้ การตายของเซลลถ์กูยบัยัง้ไดด้ว้ยตวัยบัยัง้ทีจ่าํเพาะต่อ inflammatory caspase และ cathepsin ซึง่เป็น

เอนซยัมใ์นไลโซโซม จงึบง่ชีว้า่ inflammatory caspase และ cathepsin มบีทบาทต่อการตายของเซลล ์ 

การศกึษาต่อไป พบวา่ เชือ้ OT ชกันําใหเ้กดิการกระตุน้ caspase-1 และการหลัง่ซยัโตไคน์ IL-1β ได ้ ซึง่เป็น

หลกัฐานทีบ่ง่ชีว้า่มกีารกระตุน้ inflammmasome  การหลัง่ IL-1β มปีรมิาณสงูในเซลลม์าโครฟาจทีไ่ดร้บัการ

กระตุน้ดว้ย LPS ก่อนการตดิเชือ้ เมือ่เทยีบกบัเซลลท์ีไ่มไ่ดถู้กกระตุน้ดว้ย LPS  การหลัง่ IL-1β ถกูยบัยัง้ไดด้ว้ย

ตวัยบัยัง้ทีจ่าํเพาะต่อ caspase-1 และ cathepsin เชน่เดยีวกนั เซลลท์ีต่ดิเชือ้ OT ไมไ่ดเ้กดิการตายแบบ 

apoptosis เน่ืองจาก ไมพ่บการกระตุน้ caspase-3 ในเซลลท์ีต่ดิส ีTUNEL ทีนิ่วเคลยีส  นอกจากน้ี ยงัพบวา่ เชือ้ 

OT ชกันําใหเ้กดิการตอบสนองของ type I IFN ในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ อยา่งไรกต็าม เมือ่ใช ้recombinant IFN-β เพือ่

เพิม่การตอบสนองของ type I IFN ไมไ่ดท้าํใหก้ารตายของเซลลเ์กดิมากขึน้  กลา่วโดยสรุป โครงการน้ีแสดงให้

เหน็วา่ การตดิเชือ้ OT ชกันําใหเ้กดิการกระตุน้ inflammasome และ caspase-1 สง่ผลใหเ้กดิการหลัง่ IL-1β และ
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การตายของเซลลแ์บบ pyroptosis ซึง่มคีวามเกีย่วขอ้งกบัเอนซยัม ์ cathepsin การศกึษาวจิยัเพิม่เตมิจะทาํให้

ทราบถงึตวัรบัภายในเซลลท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการกระตุน้ inflammasome และ บทบาทของ inflammatory caspase 

ชนิดอื่น ไดแ้ก่ caspase-4 หรอื -5 ในโรคตดิเชือ้ OT  

 

คาํหลกั : Orientia tsutsugamushi, caspase-1, cathepsins, inflammasome activation 
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รายงานวิจยัฉบบัสมบรูณ์ 

โครงการ การศึกษากลไกท่ีทาํให้เซลลต์ายในโรคติดเช้ือ O. tsutsugamushi และความสมัพนัธก์บั type I 

IFNs 

 

โรคตดิเชือ้ scrub typhus ซึง่เกดิจากการตดิเชือ้ Orientia tsutsugamushi  เป็นสาเหตุทีพ่บบ่อยของกลุม่

อาการไขเ้ฉียบพลนัในประเทศไทย [1, 2] นอกจากน้ี ยงัเป็นโรค systemic infection และโรคทีนํ่าโดย arthropod 

vector ทีเ่กดิจากเชือ้แบคทเีรยี ทีพ่บบอ่ยทสีดุโรคหน่ึงในประเทศไทย  โรคน้ีตดิต่อสูค่นดว้ยการกดัของไรอ่อน 

(chigger) ซึง่เป็นตวัอ่อนของ trombiculid mite และไดร้บัเชือ้ผา่นทางรงัไข ่ โรคน้ีจงึพบไดบ้อ่ยในเขตชนบทของ

ประเทศไทย ซึง่มสีภาพแวดลอ้มเหมาะสมกบัการเจรญิเตบิโตของไร และหนู ซึง่เป็นพาหะของโรค  ถงึแมว้า่โรคน้ี

เป็นโรคทีพ่บบ่อยในประเทศไทย แต่ยงัมปีญัหาในการวนิิจฉยั และนําไปสูก่ารรกัษาทีล่า่ชา้ และภาวะแทรกซอ้นได ้   

ลกัษะทางคลนิิกของโรคน้ีแยกไมไ่ดจ้ากโรคตดิเชือ้ชนิดอื่น จงึทาํใหม้ปีญัหาในการวนิิจฉยั โรคน้ีจงึเป็นปญัหาทาง

สาธารณสขุทีส่าํคญัในเขตชนบทของไทย ผูป้ว่ยสว่นใหญ่มอีาการไมร่นุแรง แต่ในบางรายอาจเกดิภาวะแทรกซอ้น 

เชน่ เยือ่หุม้สมองอกัเสบ กลา้มเน้ือหวัใจอกัเสบ ไตวายเฉียบพลนั [3] ได ้ การศกึษาดา้นกลไกการตอบสนองต่อ

การตดิเชือ้จะทาํใหเ้ราเขา้ใจถงึพยาธกิาํเนิดของโรคไดด้ขีึน้ 

บทนํา  

พยาธกิาํเนิดในโรค scrub typhus ยงัมปีญัหาทีน่่าสนใจ และตอ้งการการสบืคน้เพิม่เตมิอกีมาก เชือ้กอ่

โรค O. tsutsugamushi เป็น obligate intracellular gram-negative bacterium ซึง่ตอ้งแบง่ตวัเพิม่จาํนวนใน 

cytosol ของเซลลเ์ป้าหมาย แต่เชือ้น้ีจะต่างจากเชือ้กรมัลบอื่นๆตรงทีจ่ะพบเพยีง outer membrane protein ซึง่

ประกอบดว้ยโปรตนีหลายชนิด แต่ไมพ่บ peptidoglycan และ lipopolysaccharides (LPS) ในผนงัเซลล ์  เชือ้ 

Orientia tsutsugamushi เป็นแบคทเีรยีทีส่ามารถบุกรกุเซลลเ์ป้าหมายหลายชนิด ทีส่าํคญั ไดแ้ก่ เซลลเ์ยือ่บุหลอด

เลอืด และเซลล ์ monocyte/ macrophage  เชือ้จะหลบหนีจาก phagosome เขา้ไปใน cytosol และแบง่ตวัเพิม่

จาํนวน  พยาธสิภาพทีส่าํคญัทีพ่บในผูป้ว่ยทีเ่สยีชวีติ คอื perivascular mononuclear cell infilltration ในอวยัวะ

ภายใน ซึง่สมัพนัธก์บัการทีเ่ชือ้บุกรกุเขา้เซลลเ์ป้าหมาย [3]  ขอ้มลูทีไ่ดจ้ากผูป้ว่ย แสดงใหเ้หน็วา่ มกีารเพิม่ขึน้

ของ pro-inflammatory cytokine หลายชนิดในซรีัม่ผูป้ว่ย บง่ชีว้า่ เชือ้น้ีกระตุน้ใหเ้กดิกระบวนการอกัเสบอยา่ง

รนุแรง  การศกึษา in vitro ในเซลล ์monocyte และ macrophage ทีต่ดิเชือ้ พบวา่ เชือ้ O. tsutsugamushi กระตุน้

ใหเ้กดิการแสดงออกของยนีจาํนวนมากทีเ่กีย่วขอ้งกบั type I interferon และกระบวนการอกัเสบ และมกีารหลัง่ 

IL-1β ในปรมิาณสงู ซึง่ลกัษณะดงักลา่วแสดงวา่ เชือ้กระตุน้ใหเ้กดิการตอบสนองของ innate immune response 
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อยา่งมากมาย [4, 5]  นอกจากน้ียงัพบวา่ การตดิเชือ้กระตุน้ใหม้กีารตายของเซลล ์ (cell death) แต่กลไกทีท่าํให้

เกดิเซลลต์ายน้ี ยงัไมท่ราบแน่ชดั  อยา่งไรกต็าม จากการศกึษาเก่าๆ พบวา่ เชือ้ O. tsutsugamushi อาจมผีลทัง้ 

ดา้นการสง่เสรมิ หรอืยบัยัง้กระบวนการ apoptosis  โดยในชว่งแรก เชือ้อาจมกีลไกบางอยา่งทีย่บัยัง้การตายของ

เซลล ์สว่นในระยะหลงั หรอืในเซลลท์ีม่เีชือ้อยูม่าก เซลลจ์ะมกีลไกการตอบสนองทาํใหเ้กดิการตายของเซลล ์[6] 

กลไกทีท่าํใหเ้กดิการตายของเซลลเ์ป็นกลไกทีม่คีวามซบัซอ้น และสามารถจาํแนกไดห้ลายประเภท เชน่ 

necrosis, apoptosis, pyroptosis, autophagy  และ necroptosis โดยที ่ necrosis จดัเป็น passive mechanism 

ซึง่เกดิจากสิง่กระทาํจากภายนอก  สว่น apoptosis และ pyroptosis เป็น active mechanism ซึง่เกดิจากเซลลช์กั

นําใหเ้กดิผา่นทางโปรตนี caspase หลายชนิด  caspase ทีเ่กีย่วขอ้งกบั apoptosis ถกูจาํแนกไดเ้ป็น 2 กลุม่ 

ไดแ้ก่ initiator caspase ไดแ้ก ่caspase-2, 8, 9, 10 และ effector caspase ไดแ้ก่ caspase-3, 6, 7 apoptosis 

หรอื programmed cell death ถกูชกันําใหเ้กดิผา่นทาง 2 pathway ไดแ้ก่ intrinsic และ extrinsic pathway โดยที ่

intrinsic family เกดิจาก stress ภายในเซลล ์และเกีย่วขอ้งกบั pro-apoptotic protein ในกลุม่ Bax/Bak ซึง่จะทาํ

ใหม้กีารปลอ่ย cytochrome c จากไมโตคอนเดรยี เกดิการกระตุน้ caspase-9 เป็นหลกั สว่น extrinsic pathway 

เกดิขึน้เมือ่ death receptors บนเยือ่หุม้เซลลจ์บักบั ligand จาํเพาะ เชน่ Fas ligand และ TNF-released 

apoptosis inducing ligand (TRAIL) เกดิการสง่สญัญาณผา่น adaptor protein และกระตุน้ caspase-8 เป็นหลกั 

จากนัน้ initiator ทัง้ 2 ชนิดจะทาํการตดัและกระตุน้ caspase-3 ทาํใหเ้กดิ apoptosis ตามมา [7-9] ในขณะทีก่าร

ตายของเซลลแ์บบ pyroptosis  เกดิจาก inflammatory caspase ไดแ้ก่ caspase-1, 4, 5  โดยที ่caspase-1 เป็น

ตวัทีก่ารศกึษากนัมากทีส่ดุ มบีทบาทสาํคญัในการหลัง่ซยัโตไคน์ IL-1β สว่น caspase-4 หรอื 5 ในมนุษย ์มคีวาม

คลา้ยคลงึกบั caspase-11 ในหนู มบีทบาทในการรบัรู ้LPS ซึง่อยูใ่น cytosol ของเซลลท์ีต่ดิเชือ้ ในปจัจุบนัเชื่อกนั

วา่ caspase-4 ในคน อาจมบีทบาทในการตายของเซลลม์ากกวา่ caspase-1 แต่ยงัมคีนทาํการศกึษาน้อยกวา่   

การกระตุน้ caspase-1 เกดิจากการทีต่วัรบัภายในเซลล ์เชน่ NLRP3 receptor ซึง่รบัรู ้สว่นประกอบของเซลลท์ีม่ ี

การบาดเจบ็ (damage-associated molecular pattern : DAMP) เชน่ cathepsin ซึง่เป็นเอนซยัมใ์น lysosome, 

uric acid ฯลฯ  และ AIM2 receptor  ซึง่รบัรู ้ DNA ของเชือ้โรคใน cytosol ของเซลลท์ีต่ดิเชือ้ สญัญาณจาก 

receptor ดงักล่าวจะทาํใหเ้กดิการรวมตวัของตวัรบัเหลา่น้ี เกดิการสรา้ง inflammasome complex ซึง่จะทาํใหเ้กดิ

การกระตุน้ caspase-1  ซึง่มบีทบาทสาํคญัในการตดั pro-IL-1β เกดิเป็น active IL-1β  และถกูหลัง่ออกมานอก

เซลล ์ caspase-1 อาจทาํใหเ้ซลลต์ายไดเ้ชน่กนั ซึง่การตายของเซลลแ์บบน้ี ทาํใหเ้กดิการอกัเสบรว่มดว้ย จงึมชีื่อ

เรยีกวา่ inflammatory cell death หรอื pyroptosis ซึง่ทีต่ายในลกัษณะน้ีจะทาํใหม้รี ู (pore formation) ทีเ่ยือ่หุม้
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เซลลต์ัง้แต่ระยะแรก ทาํใหเ้กดิ osmotic lysis เซลลจ์งึบวม มขีนาดใหญ่ขึน้ และยงัมกีารยอ่ยสลายของ DNA ใน

นิวเคลยีสไดเ้ช่นกนั [10]   

กลไกทีท่าํใหเ้ซลลต์ายในการตดิเชือ้ O. tsutsugamushi ยงัไมท่ราบแน่ชดั แต่สนันิษฐานไดว้า่เน่ืองจาก 

เชือ้ O. tsutsugamushi ไมส่รา้ง toxin จึง่ไมน่่าทาํใหเ้ซลลต์ายแบบ necrosis แต่เซลลท์ีต่ดิเชือ้อาจมกีาร

ตอบสนองโดยกลไก pyroptosis เน่ืองจากขณะทีเ่ชือ้หลบหนีจาก phagosome อาจทาํให ้cathepsin รัว่ออกมาใน 

cytosol หรอืเชือ้บางสว่นอาจมกีารตาย และปลอ่ย DNA ออกมาใน cytosol นอกจากน้ียงัพบการหลัง่ IL-1β 

ออกมาในปรมิาณสงู บ่งชีว้า่มกีารกระตุน้ inflammasome และ caspase-1 ภายในเซลล ์ สว่นการตายแบบ 

apoptosis กอ็าจเป็นไปได ้ เน่ืองจาก ซยัโตไคน์หลายชนิด เชน่ TNF และ type I interferon กระตุน้ใหเ้กดิการ

แสดงออกของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้ง extrinsic pathway ของ apoptosis [11]  ซึง่จาํเป็นตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิต่อไป  

การศกึษาใหท้ราบถงึกลไกทีท่าํใหเ้ซลลต์ายในการตอบสนองต่อ O. tsutsugamushi ในเซลลข์องคน จะทาํใหเ้รา

ทราบถงึพยาธกิําเนิดของโรคตดิเชือ้ชนิดน้ี ซึง่เป็นโรคตดิเชือ้ทีม่คีวามสาํคญัในประเทศไทย ไดด้ขีึน้  

 

- เพือ่ศกึษากลไกทีท่าํใหเ้ซลลต์ายในการตอบสนองต่อการตดิเชือ้ O. tsutsugamushi  โดยศกึษาชนิดของ caspase ทีม่ ี

บทบาทเกีย่วขอ้งกบัการตายของ monocyte-derived macrophage 

วตัถปุระสงคข์องงานวิจยั 

- ศกึษาบทบาทของ type I interferon ต่อการตายของเซลล ์

 

 การเพาะเลีย้งเช้ือ Orientia tsutsugamushi (OT)  เชือ้ OT ทีใ่ชใ้นการทดลองน้ีเป็น strain Karp ถกู

เพาะเลีย้งเพิม่จาํนวนในเซลล ์L929 mouse fibroblast  เมือ่เชือ้มปีรมิาณมากพอ เซลลจ์ะถกูทาํใหแ้ตกโดยใชเ้ขม็ฉีดยา

ขนาด 25G ซึง่ต่อกบักระบอกฉีดยา จากนัน้เซลลจ์ะถกูป ัน่ตกดว้ยความเรว็ 400g เวลา 5 นาท ี เชือ้ OT ทีอ่ยูน่อกเซลล์

จะถกูเกบ็ที ่-80 ºC  ปรมิาณ infectivity titer ของเชือ้ถกูคาํนวณโดยวธิ ีinfected cell counting unit (ICU) โดยทาํการ

เจอืจางเชือ้ OT และนําไปเพาะเลีย้งในเซลล ์ L929  ปรมิาณเซลลท์ีต่ดิเชือ้ไดร้บัการดดูว้ยวธิ ี indirect immuno-

fluorescence technique โดยที ่ICU = จาํนวนเซลลท์ัง้หมด x เปอรเ์ซน็ตเ์ซลลท์ีต่ดิเชือ้ x dilution factor / 100  

วสัด ุและวิธีการวิจยั 

ซึง่อตัราสว่น ของ ICU ต่อเซลล ์จะเทยีบเคยีงไดก้บั multiplicity of infection (MOI) 
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 การเพาะเลีย้งเซลล ์monocyte-derived macrophages  peripheral blood mononuclear cells (PBMC) 

ถกูแยกจาก whole blood ดว้ยวธิ ี density gradient centrifugation โดยใช ้ lymphocyte separation medium (ficoll-

hypaque)   monocyte ถกูแยกจาก PBMC โดยวธิ ีadherence method โดยใหเ้กาะบน polystyrene plate  monocyte 

ถกูเลีย้งใน RPMI 1640 ทีม่ ี10% human autologous serum, 10% fetal bovine serum (FBS) และ GM-CSF 200 

U/ml ครึง่หน่ึงของมเีดยีถกูเปลีย่นเป็น RPMI1640, 10% fetal bovine serum (FBS) และ GM-CSF วนัที ่3  หลงัจาก

วนัที ่ 6 เมือ่เซลลก์ลายเป็น monocyte-dervied macrophage (MDM) แลว้ เซลลถ์กูเลีย้งต่อใน RPMI1640 ทีม่ ี 10% 

FBS  เซลล ์MDM มขีนาดใหญ่กวา่ monocyte เกาะแน่นกบั plate และม ีCD68 ทีผ่วิเซลล ์เซลลท์ใีชใ้นการทดลองจะ

เป็น MDM วนัที ่8-9  และใชจ้าํนวนเชือ้แบคทเีรยีที ่MOI 20 : 1 

 การศึกษาการตายของเซลล ์เซลลท์ีต่ดิเชือ้ถูกนํามาศกึษาการตายของเซลลด์ว้ยหลายวธิ ีไดแ้ก่ 

- LDH release assay  ซึง่จะวดัปรมิาณของ LDH ใน supernatant โดย LDH จะเปลีย่น lactate เป็น pyruvate และได ้

NADH รว่มดว้ย จากนัน้ NADH จะทาํปฏกิริยิากบั WST ได ้formazan ซึง่เป็นสารสเีหลอืง และสามารถวดัปรมิาณดว้ย

วธิ ีspectrophotometry  โดยม ีblank เป็น media, low control เป็น uninfected cell, high control เป็น lysed cell ที่

ถกูยอ่ยโดย lysis buffer  จากนัน้จะสามารถคาํนวณการตายของเซลลด์งัน้ี 

  เปอรเ์ซน็ต ์cell death = (OD sample – OD low control) / (OD high control – OD low control) x 100% 

- Ethidium bromide homodimer staining  เซลลท์ีเ่พาะเลีย้งอยูถ่กูนํามายอ้มดนิูวเคลยีสดว้ย ethidium bromide 

homodimer (EtBr) และ Hoechst 33342  และนํามาดดูว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เรอืงแสง โดยนิวเคลยีสเซลลม์ชีวีติตดิสน้ํีา

เงนิของ hoecsht อยา่งเดยีว สว่นเซลลต์ายตดิสแีดงของ EtBr รว่มดว้ย 

- TUNEL staining โดย fix เซลลด์ว้ย 3% paraformaldehyde เป็นเวลา 15 นาท ีจากนัน้ยอ้มดว้ย TUNEL staining 

kit ซึง่ม ีdUTP ตดิฉลากดว้ยสารเรอืงแสงสเีขยีว CF488 จากนัน้นํามาดดูว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เรอืงแสง เซลลต์ายทีม่กีาร

แตกของ DNA ในนิวเคลยีส จะเหน็เป็นสเีขยีว 

 การศึกษาผลของ caspase inhibitor ต่อการตายของเซลล ์

Caspase inhibitor ทีใ่ชใ้นการทดลอง ไดแ้ก่ 

- inflammatory caspase inhibitor ไดแ้ก่ Z-YVAD-FMK, LEVD-FMK และ WEHD-FMK ซึง่สามารถยบัยัง้ caspase-

1, -4 และ -5 ได ้ แต่ไมไ่ดม้คีวามจาํเพาะกบั caspase ชนิดเดยีว 

- cathepsin inhibitor ไดแ้ก่ Z-FA-FMK และ Z-FF-FMK  ซึง่สามารถยบัยัง้ cathepsin ซึง่เป็นเอนซยัมใ์น lysosome 

- pan-canpase inhibitor   Z-VAD-FMK 
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- apoptotic caspase inhibitor ไดแ้ก่  

 - effector caspase-3, -6, -7 inhibitor : Q-DEVD-OPh 

 - caspase-8 inhibitor : Q-IETD-OPh 

  - caspase-9 inhibitor : Q-LEHD-OPh 

 - negative control : Q-VE-OPh 

 Western blot 

 เทคนิค Western blot ถกูนํามาใชเ้พือ่ดกูารแสดงออกของ pro-caspase-1, pro-IL-1β และ actin ใน cell 

lysate ในขณะท ีcleaved caspase-1 ถกูตรวจพบใน culture supernatant    สาํหรบัการเตรยีม cell lysate เซลลจ์ะถกู

ยอ่ยดว้ย commercial caspase lysis buffer  โปรตนีจาํนวน 40 µg จะถกูใหค้วามรอ้นที ่100 ºC เวลา 5 นาท ีและถกู

แยกดว้ย 12% acrylamide gel  จากนัน้ โปรตนีจะถกู blot ลงบน PVDF membrane   block ดว้ย 5% skimmed milk 

และยอ้มดว้ย primary antibody ดงัต่อไปน้ี 

- mouse anti-beta actin   1 : 2000 

- rabbit anti-caspase-1  1 : 1000 

- rabbit anti-cleaved caspase-1  1 : 500 

- rabbit anti-IL-1beta  1 : 1000 

จากนัน้ จะยอ้มดว้ย secondary antibody : goat anti-mouse or anti-rabbit IgG ทีต่ดิฉลาดดว้ย HRP enzyme เจอื

จาง 1 : 4000  และใหท้าํปฏกิริยิากบั electrochemiluminescent (ECL) substrate  และอ่านผลดว้ย เครือ่ง 

ImageQuant LAS 4000 

 Indirect immunofluorescence technique 

 ใชเ้พือ่ศกึษาการแสดงออกของโปรตนี active caspase-3 ในเซลลท์ีต่าย  โดยทาํหลงัจากยอ้ม TUNEL เสรจ็  

โดยยอ้มเซลลด์ว้ย primary antibody : rabbit anti-cleaved caspase-3  1 : 100 และ secondary antibody : Cy3 

labeled goat anti-rabbit IgG 1 : 50  และดดูว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เรอืงแสง   apoptotic cells จะเหน็สแีดงของ active 

caspase-3 ใน cytoplasm และ สเีขยีวของ TUNEL ในนิวเคลยีส    positive control ของ apoptotic cells จะใช ้

macrophage ทีเ่ลีย้งใน LPS 100 ng/ml และ cycloheximide 10 µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 Quantitative RT-PCR 
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 การแสดงออกของยนีถกูวดัดว้ยวธิ ี real-time RT-PCR เพือ่คาํนวณ fold change โดย RNA template ถกู

สกดัโดยใช ้RNA extraction kit  จากนัน้ RNA ถกู reverse transcribe เป็น cDNA ดว้ย MMLV-RT, olido dT primer 

และ dNTP  cDNA ถกูนําไปทาํ PCR โดยใช ้mastermix ทีม่ ีSYBR green  และนําเขา้เครือ่ง real-time PCR จากนัน้ 

คา่ threshold cycle (Ct) จะถกูนํามาคาํนวณคา่ fold change โดยใชว้ธิ ี2–∆∆Ct    ซึง่ fold change = 2–∆∆Ct   

โดยที∆่∆Ct = (CtTarget – CtGAPDH) of stimulated cells – (CtTarget – CtGAPDH) of unstimulated cells 

 การวิเคราะหผ์ลทางสถิติ 

 ผลการทดลองถูกวเิคราะหด์ว้ยวธิ ี two-tailed unpaired t test  คา่ p value น้อยกวา่ 0.05 ถอืวา่มนียัสาํคญั

ทางสถติ ิ

 

 

 การศึกษาการตายของเซลลท่ี์เวลาต่างๆ 

ผลการทดลอง 

 พบวา่ เชือ้ OT ทาํใหเ้กดิการตายของเซลลไ์ดจ้รงิ  โดยเริม่เหน็การตายของเซลลท์ีเ่วลา 24 ชัว่โมง และ

เหน็ชดัมากขึน้ที ่48 ชัว่โมง เมือ่ตรวจดว้ยวธิ ีLDH release assay (รปูที ่1.1)   และดว้ยการยอ้มส ีEthidium Bromide 

homodimer (รปูที ่ 1.2)  นอกจากน้ี เซลล ์ MDM ทีต่ดิเชือ้ OT บางสว่นจะหลุดจากพืน้ผวิ สงัเกตไดช้ดัทีเ่วลา 48 

ชัว่โมง ซึง่มลีกัษณะคลา้ยกบั เซลลท์ีต่ายแบบ pyroptosis จากการกระตุน้ดว้ย LPS 100 ng/ml เป็นเวลา 5 ชัว่โมง 

แลว้ตามดว้ย ATP 5 mM  2 ชัว่โมง ในทางตรงกนัขา้ม เซลลท์ีต่ายแบบ apoptosis ดว้ย LPS + cycloheximide แมจ้ะ

มลีกัษณะของเซลลต์ายอยา่งชดัเจนทีเ่วลา 24 ชัว่โมง แต่ยงัคงเกาะแน่นกบัพืน้ผวิ (ไมไ่ดแ้สดงรปูภาพ) 
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รปูที ่1.1 การตายของเซลลเ์มือ่ตรวจดว้ยวธิ ีLDH release assay 
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เซลล ์monocyte-derived macrophage (MDM) ถกูตดิเชือ้ OT ที ่MOI 20 : 1 หลงัจาก 1 ชัว่โมง เชือ้นอกเซลลจ์ะถกู

ลา้งออก   และ การตายของเซลลถ์กูศกึษาดว้ยวธิ ีLDH release assay ทีเ่วลาตา่งๆ 

% cytotoxicity = (OD sample – OD low control) / (OD high control – OD low control) x 100% 

ขอ้มลูทีแ่สดงเป็น mean ± SEM ของ triplicate samples   ขอ้มลูทีแ่สดงเป็นตวัแทนของ 3 independent experiment 
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รปูที ่1.2 การตายของเซลลเ์มือ่ตรวจดว้ยการยอ้มส ีEthidium Bromide (EtBr) homodimer 

ขอ้มลูแสดงเปอรเ์ซน็ตข์องเซลลท์ีต่ดิส ีEtBr homodimer ในนิวเคลยีส 

 

  

การตายของเซลลใ์นภาวะท่ีมี caspase และ cathepsin inhibitor 

 เน่ืองจาก caspase มบีทบาทสาํคญัในการตายของเซลล ์ โดย inflammatory caspase-1, -4, -5 และ 

apoptotic caspase-3, -8, -9 สมัพนัธก์บัการตายแบบ pyroptosis และ apoptosis ตามลาํดบั  สว่น cathepsin เป็นเอน

ซยัมใ์น lysosome  ทีจ่ดัเป็น damage associated molecular pattern (DAMP) อยา่งหน่ึงทีก่ระตุน้ใหเ้ซลลต์ายแบบ 

pyroptosis  การทดลองจงึทดสอบการตายของเซลลใ์นภาวะทีม่ ีinhibitor ชนิดต่างๆ 

 ผลการทดลองพบวา่ ทัง้ inflammatory caspase inhibitor  (YVAD-FMK, LEVD-FMK และ WEHD-FMK) 

ความเขม้ขน้ 10 µM, cathepsin inhibitor (FA-FMK และ FF-FMK)  และ pan-caspase inhibitor (VAD-FMK) ความ

เขม้ขน้ 5 µM สามารถยบัยัง้การตายของเซลลไ์ด ้(รปูที ่2)   อยา่งไรกต็าม FMK inhibitor ขนาดสงู 20 µM จะมพีษิต่อ

เซลล ์(รปูเสรมิที ่1)   สว่น apoptotic caspase inhibitor ไดแ้ก ่effector caspase-3, -6, -7 inhibitor : Q-DEVD-OPh, 
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caspase-8 inhibitor : Q-IETD-OPh, caspase-9 inhibitor : Q-LEHD-OPh ซึง่เป็น caspase inhibitor รุน่ใหมท่ีไ่มเ่ป็น

พษิต่อเซลล ์ไมส่ามารถยบัยัง้การตายของเซลลไ์ด ้(รปูที ่3) 

 

 

 รปูที ่ 2 การตายของเซลลท์ีต่ดิเชือ้ในภาวะทีม่ ี inflammatory caspase inhibitor (10 µM) และ cathepsin, pan-

caspase inhibitor (5 µM) ทีเ่วลา 48 และ 72 ชัว่โมง เซลลไ์ดร้บัการ pretreat ดว้ย inhibitor เป็นเวลา 2 ชัว่โมงก่อน

การตดิเชือ้  จากนัน้ supernatant ถกูเกบ็ทีเ่วลา 48 และ 72 ชัว่โมง เพือ่ศกึษาการตายของเซลลด์ว้ยวธิ ีLDH release 

assay  

*, **, *** : p value < 0.05, 0.01 และ 0.001 ตามลาํดบั เมือ่เทยีบกบั DMSO control 
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รปูเสรมิที ่1 ความเป็นพษิต่อเซลลข์อง FMK inhibitor 

FMK inhibitor ทีค่วามเขม้ขน้ 20 µM ทาํใหเ้กดิการตายของเซลลม์ากขึน้ 

FA-FMK inhibitor ความเขม้ขน้ 5 และ 10 µM ยบัยัง้การตายของเซลลไ์ด ้

YVAD-FMK inhibitor  10 µM ยบัยัง้การตายของเซลลไ์ดด้กีวา่ 5 µM เลก็น้อย 

 

 

รปูที ่3 การตายของเซลลใ์นภาวะทีม่ ีapoptotic caspase inhibitor  

MDM ถกูเลีย้งในภาวะทีม่ ี apoptotic caspase inhibitor  Q-DEVD-OPh, Q-IETD-OPh และ Q-LEHD-OPh 20 µM 

เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ก่อนการตดิเชือ้  การตายของเซลลถ์กูวดัดว้ยวธิ ีLDH release assay ทีเ่วลา 48 และ 72 ชัว่โมง

หลงัการตดิเชือ้ 

 

  เน่ืองจาก inflammatory caspase inhibitors ไมม่คีวามจาํเพาะกบัตวัใดตวัหน่ึง สามารถยบัยัง้ไดท้ัง้ 

caspase-1, -4 และ -5   โดยที ่Z-YVAD และ Z-WEHD นิยมใชย้บัยัง้ caspase-1 และ -5  สว่น Z-LEVD นิยมใชย้บัยัง้ 

caspase-4   การทดลองน้ีจงึตอ้งการทดสอบความสามารถในยบัยัง้ caspase-1 ของ inhibitor ทัง้ 3 ชนิด โดยดกูาร
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หลัง่ IL-1β จากเซลลท์ีถ่กู prime ดว้ย LPS 100 ng/ml  5 ชัว่โมง และกระตุน้ caspase-1 ดว้ย ATP 5 mM เป็นเวลา 

1 ชัว่โมง เพือ่ใหม้กีารหลัง่ IL-1β  ผลการทดลองพบวา่ Z-YVAD และ Z-WEHD ยบัยัง้ caspase-1 ไดด้กีวา่ Z-LEVD  

สงัเกตไดจ้ากการลดลงของ IL-1β ทีม่ากกวา่ (รปูที ่ 4) ดงันัน้จงึสรปุไดว้า่ Z-YVAD และ Z-WEHD สามารถใชเ้ป็น 

caspase-1 inhibitor ทีด่ ีสว่น Z-LEVD อาจมคีวามสามารถในการยบัยัง้ caspase-4 ไดด้กีวา่ 
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รปูที ่4 การหลัง่ IL-1β จากเซลลท์ีไ่ดร้บั LPS/ATP ในภาวะทีม่ ีinflammatory caspase inhibitor 

เซลล ์MDM ไดร้บัการ prime ดว้ย LPS 100 ng/ml เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ในภาวะทีม่ ีinhibitor ชนิดต่างๆ จากนัน้ ไดร้บั

การกระตุน้ดว้ย ATP 5 mM  supernatant ถกูเกบ็ทีเ่วลา 1 ชัว่โมง หลงัใส ่ATP 

ขอ้มลูแสดง mean ± SEM ของ triplicate samples 

** p value < 0.01 

  

  

 การกระตุ้นการหลัง่ IL-1β และ caspase-1 โดยเช้ือ OT 

 เน่ืองจากเชือ้ OT เป็น cytosolic bacteria ดงันัน้เชือ้น่าจะชกันําใหเ้ซลลต์รวจพบ pattern or damage-

associated molecular pattern (PAMP or DAMP) ภายใน cytosol และมกีารกระตุน้ caspase-1 ทาํใหเ้กดิการหลัง่ซยั

โตไคน์ IL-1β และการตายของเซลลต์ามมา  การทดลองต่อไปจงึตอ้งการทดสอบวา่เชือ้สามารถกระตุน้ใหม้กีารหลัง่ IL-

1β ไดห้รอืไม ่ ผลการทดลอง พบวา่ ในเซลล ์MDM ทีถ่กูกระตุน้ (prime) ดว้ย LPS 100 ng/ml เป็นเวลา 5 ชัว่โมง จะ
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มกีารหลัง่ซยัโตไคน์น้ีในระดบัสงูตัง้แต่ที ่6 ชัว่โมง หลงัการตดิเชือ้  สว่นในเซลลท์ีไ่มไ่ด ้prime ดว้ย LPS มกีารหลัง่ IL-

1β ในระดบัตํ่าๆที ่24 ชัว่โมงหลงัการตดิเชือ้ (รปูที ่5) 

 

รปูที ่5 การหลัง่ IL-1β จากเซลล ์MDM ทีต่ดิเชือ้ OT 

MDM ถกู prime ดว้ย LPS 100 ng/ml เป็นเวลา 5 ชัว่โมง (ซา้ย)  หรอืไมม่ ีLPS priming (ขวา) แลว้มกีารตดิเชือ้ OT  

ที ่MOI 20 : 1   จากนัน้เกบ็ supernatant ทีเ่วลา 0, 6 และ 24 ชัว่โมงหลงัการตดิเชือ้ 

ND = not detectable (< 4 pg/ml) 

ขอ้มลู = mean ± SEM of duplicate samples 

 

 การที ่LPS-primed MDM มกีารหลัง่ IL-1β ในระดบัทีส่งูกวา่มาก อาจเน่ืองมาจาก การที ่ LPS กระตุน้ใหม้ี

การแสดงออกของยนี IL-1β ไดม้ากกวา่เชือ้ OT เพราะเชือ้น้ีไมม่ ี TLR ligand  นอกจากน้ี LPS ยงัอาจมผีลเพิม่การ

แสดงออกของ NLRP3 ซึง่เป็นตวัรบัทีส่าํคญัของการกระตุน้ inflammasome  การทดลองต่อไป จงึทาํการศกึษาการ

แสดงออกของยนี TNF, IL-1B และ NLRP3 ดว้ยวธิ ีreal-time RT-PCR  

ผลการทดลอง (รปูที ่6) พบวา่ LPS (100 ng/ml) สามารถกระตุน้ใหม้กีารเพิม่ขึน้ของ IL-1B mRNA ไดส้งูกวา่เชือ้ OT 

ประมาณ 26 เทา่  ในขณะทีก่ารแสดงออกของยนี TNF และ NLRP3 ไมแ่ตกต่างกนัมาก   ดงันัน้ การที ่LPS primed 

MDM มกีารหลัง่ IL-1β ในระดบัทีส่งูกวา่มาก น่าจะเกดิจากการที ่ LPS กระตุน้ใหม้กีารแสดงออกของยนี IL-1β 

มากกวา่เชือ้ OT เพยีงอยา่งเดยีว 
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รปูที ่6 การแสดงออกของยนีในเซลลท์ีถ่กูกระตุน้ดว้ย LPS หรอื OT ทีเ่วลา 6 ชัว่โมง 

Fold change = 2–∆∆Ct, ซึง่ ∆∆Ct = (CtTarget – CtGAPDH) stimulated – (CtTarget – CtGAPDH)unstimulated 

ขอ้มลู = mean ± SEM of duplicate samples 

***p value < 0.001 

 

 การทดลองต่อไป ผูว้จิยัตอ้งการทดสอบวา่ caspase-1 และ cathepsin มคีวามจาํเป็นต่อการหลัง่ IL-1β 

เชน่เดยีวกบัการตายของเซลล ์ หรอืไม ่  จงึไดท้าํการกระตุน้เซลล ์ MDM ดว้ย LPS 100 ng/ml ในภาวะทีม่ ี caspase 

และ cathepsin inhibitor ชนิดต่างๆ เป็นเวลา 5 ชัว่โมง ทาํการตดิเชือ้ OT จากนัน้เลีย้งเซลลต์่อในภาวะทีม่ตีวัยบัยัง้ 

caspase และเกบ็ supernatant ทีเ่วลา 6 ชัว่โมงหลงัการตดิเชือ้ เพือ่วดัปรมิาณ IL-1β (รปูที ่7) โดยพบวา่ caspase-1, 

-5 inhibitor (Z-YVAD และ Z-WEHD-FMK) ยบัยัง้การหลัง่ซยัโตไคน์น้ีไดด้ทีีส่ดุ ในขณะที ่ Z-LEVD-FMK ซึง่ยบัยัง้ 

caspase-4 ไดด้กีวา่ caspase-1 ยบัยัง้การหลัง่ซยัโตไคน์น้ีไดร้องลงมา   ในขณะที ่ cathepsin inhibitor (Z-FA-FMK) 

ทาํใหก้ารหลัง่ IL-1β ลดลงไดเ้ชน่กนั แต่บทบาทในการยบัยัง้การตายของเซลลเ์ดน่ชดักวา่การยบัยัง้การหลัง่ IL-1β 
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รปูที ่7 ผลของ ELISA แสดงปรมิาณของ IL-1β ทีห่ลัง่จาก LPS-primed MDM ทีเ่วลา 6 ชัว่โมง ในภาวะทีม่ตีวัยบัยัง้

ชนิดต่างๆ 

ขอ้มลูแสดง mean ± SEM ของ triplicate samples 

**, *** p value < 0.01 และ 0.001 ตามลาํดบั เมือ่เทยีบกบั DMSO control 

 

 การทดลองต่อไปเป็นการหาแสดงออกของโปรตนี pro-caspase-1 และ pro-IL-1β ในเซลล ์ และโปรตนี 

cleaved caspase-1 ดว้ยวธิ ี Western blot เพือ่ยนืยนัวา่ เชือ้ OT สามารถกระตุน้ใหเ้กดิการตดั (cleavage) ของ 

caspase-1 ไดจ้รงิ  ผลการทดลอง (รปูที ่ 8) โดยพบวา่  เซลลใ์นทุกภาวะ รวมทัง้เซลลท์ีไ่มไ่ดถ้กูกระตุน้ กม็กีาร

แสดงออกของ pro caspase-1   เมือ่เซลลถ์กูกระตุน้ดว้ย LPS หรอื เชือ้ OT กม็กีารเพิม่ขึน้ของ pro IL-1β ในเซลล ์

อยา่งไรกต็าม ผลของ Western blot ไมส่มัพนัธก์บัผลของ RT-PCR อาจเน่ืองมาจาก วธิ ี Western blot ไมไ่ดเ้ป็น 

quantitative test ทีแ่มน่ยาํเหมอืน real time RT-PCR และมปีจัจยัหลายอยา่งทีส่ง่ผลต่อความเขม้ของแสงทีเ่กดิขึน้  จึง่

ไมเ่หน็ความแตกต่างชดัเจนระหวา่งการกระตุน้ดว้ย LPS กบั การกระตุน้ดว้ยเชือ้ OT นอกจากน้ีเซลลอ์าจมกีารหลัง่ 

mature IL-1β ออกมานอกเซลลท์าํใหป้รมิาณ IL-1 ในเซลลล์ดลง ซึง่ผูว้จิยัจะไดท้าํเพิม่ในเซลลห์ลงัการ prime ดว้ย 

LPS แต่ยงัไมไ่ดก้ระตุน้ดว้ยเชือ้ (LPS prime +, no inflammasome activator) ในการทดลองครัง้หน้า  สว่นการหลัง่

โปรตนี cleaved caspase-1 ออกมานอกเซลล ์ถกูตรวจพบไดใ้น supernatant  ของเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ยเชือ้ OT (ทัง้

ที ่ 6 และ 24 ชัว่โมง : lane 3-6) โดยไมจ่าํเป็นตอ้งมกีาร prime ดว้ย LPS ก่อน อยา่งไรกต็าม ไมพ่บ cleaved 

caspase-1 ของเซลลท์ี ่ ถกู prime ดว้ย LPS และถกูกระตุน้ดว้ย ATP 3 ชัว่โมง ซึง่อาจเกดิจากระยะเวลาทีเ่กบ็ 
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supernatant หลงัใส ่ATP นานเกนิไป ทาํใหม้กีารเสือ่มสภาพของโปรตนี ซึง่ผูว้จิยัจะไดล้องลดระยะเวลาทีก่ระตุน้ดว้ย 

ATP เหลอื 1 ชัว่โมง ในการทดลองครัง้หน้า 

 ผลการทดลองรปูที ่5-8 สรปุไดว้า่ เชือ้ OT สามารถกระตุน้ใหเ้กดิ caspase-1 activation และนําไปสูก่ารหลัง่

ซยัโตไคน์ IL-1β ไดจ้รงิ การ prime ดว้ย LPS ทาํใหเ้ซลลห์ลัง่ IL-1β ออกมาไดม้ากขึน้และเรว็ขึน้ ซึง่น่าจะเกดิจาก

การที ่LPS กระตุน้การสรา้ง pro IL-1β ได้ดีกวา่เชือ้ OT เพียงอยา่งเดียว 

 

รปูที ่8 Western blot แสดงการแสดงออกของโปรตนี pro IL-1B, pro caspase-1 และ actin (loading control) ใน cell 

lysate และ โปรตนี cleaved caspase-1 ใน supernatant 

 เช้ือ OT ไม่กระตุ้น caspase-3  ในเซลลท่ี์ตาย 

 การทดลองต่อไป ผูว้จิยัตอ้งการศกึษาวา่ เชือ้ OT กระตุน้ caspase-3 และทาํใหเ้กดิ apoptosis หรอืไม ่ โดย

ใชว้ธิ ี TUNEL staining ซึง่ม ี CF488 labeled dUTP เหน็เป็นสเีขยีว รว่มกบั indirect immunofluorescence โดยใช ้

primary antibody ทีจ่าํเพาะต่อ cleaved หรอื active caspase-3 และ secondary antibody ทีต่ดิฉลากดว้ย Cy3 สแีดง   

ผลการทดลองแสดงในรปูที ่9 โดยพบวา่ ใน positive control ของ apoptotic cell ซึง่เป็นเซลล ์MDM ทีไ่ดร้บั LPS 100 

ng/ml และ cycloheximide 10 µg/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะพบลกัษณะของ apoptosis ซึง่มกีารแตกของ DNA ใน

นิวเคลยีส ม ี nuclear condensation เหน็การตดิสขีอง TUNEL assay ในนิวเคลยีส รว่มกบั การกระตุน้ caspase-3 

เหน็การตดิสแีดงของ active caspase-3 ใน cytoplasm   ในขณะทีเ่ซลลท์ีต่ดิเชือ้ OT จะพบเซลลท์ีม่ ีTUNEL positive 

nuclei ไดบ้า้ง แต่ไมพ่บการตดิสแีดงของ active caspase-3  จึง่สรปุไดว้า่ เชือ้ OT ไมน่่ากระตุน้ใหเ้กดิการตายของ

เซลลแ์บบ apoptosis แต่น่าจะทาํใหเ้กดิการตายแบบ pyroptosis โดยผา่นทาง inflammatory caspase(s) เป็นสาํคญั  

ซึง่การตายแบบ pyroptosis กท็าํใหม้กีารแตกของ DNA ในนิวเคลยีส ไดเ้ชน่กนั 

รปูที ่9 ภาพส ีแสดงการยอ้มนิวเคลยีสของเซลลท์ีก่าํลงัตายดว้ยวธิ ีTUNEL (สเีขยีว) รว่มกบัการยอ้ม active caspase-

3 (สแีดง) ใน apoptotic cell และ ในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ OT 
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ผลของ type I interferon ต่อการตายของเซลลท่ี์ติดเช้ือ 

 ดงัเชน่ cytosolic bacteria ชนิดอื่น เชือ้ OT กระตุน้ใหเ้กดิการหลัง่ IFN-β จากเซลลท์ีต่ดิเชือ้ ดงัรปูที ่10 
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รปูที ่10 การหลัง่ IFN-β จากเซลล ์MDM ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง 

ขอ้มลู แสดง mean ± SEM ของ triplicate samples 

 

 อยา่งไรกต็าม เมือ่ยบัยัง้ผลของ IFN-β ต่อเซลลท์ีต่ดิเชือ้ดว้ย neutralizing antibody ต่อ IFN-β พบวา่

แอนตบิอดไีมส่ามารถยบัยัง้ผลของ IFN-β ได้ (รปูที ่ 11) โดยพบวา่แอนตบิอดไีมส่ามารถยบัยัง้การแสดงออกของ 

interferon stimulated gene ไดแ้ก่ AIM2 และ CXCL10 ทัง้น้ี อาจเน่ืองจากแอนตบิอด ีอาจทาํใหเ้กดิ  interferon-like 

response ซึง่เป็นผลทีค่าดไมถ่งึ ดงัจะไดก้ลา่วถงึในสว่นการอภปิรายผลการทดลอง 
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รปูที ่11 การแสดงออกของยนีเมือ่ตรวจดว้ยวธิ ีqRT-PCR ทีเ่วลา 24 ชัว่โมง ในเซลลท์ีต่ดิเชือ้  ในภาวะทีม่แีอนตบิอดทีี่

ความเขม้ขน้ต่างๆ 
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 เมือ่ใส ่ recombinant IFN-β ในมเีดยีทีเ่ลีย้งเซลล ์ พบวา่ สามารถเพิม่การแสดงออกของยนี AIM2 ในเซลล์

ปกตทิีไ่มต่ดิเชือ้ได ้ (รปูที ่ 12)ซึง่เป็นโมเลกุลทีร่บัรู ้ DNA ใน cytoplasm และทาํใหเ้กดิการกระตุน้ inflammasome 

pathway  
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รปูที ่12 การแสดงออกของยนี AIM2 หลงัไดร้บั recombinant IFN-β ทีค่วามเขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

  

  

 ผูว้จิยัจงึไดเ้ลอืก IFN-β ทีค่วามเขม้ขน้1 ng/ml สาํหรบัการทดลองต่อไป เน่ืองจาก ความเขม้ขน้น้ีทาํใหเ้กดิ

การเพิม่ขึน้ของการแสดงออกของยนี AIM-2 ได ้สว่นความเขม้ขน้ 10 ng/ml เป็นความเขม้ขน้ทีส่งูเกนิกวา่ทีพ่บในการ

ตอบสนองปกตขิองรา่งกาย เมือ่ทาํการทดสอบการตายของเซลลใ์นเซลลท์ีไ่ดร้บั IFN-β 1 ng/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

แลว้ถกูนํามาตดิเชือ้ OT พบวา่ การตายของเซลลไ์มไ่ดเ้กดิมากขึน้ หรอืเรว็ขึน้ อยา่งมนียัมสีาํคญัทางสถติ ิ ในเซลลท์ี่

ไดร้บั recombinant IFN-β เมื่อตรวจดว้ยวธิ ีLDH release assay ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมง หลงัการตดิเชือ้ (รปูที ่13) 
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รปูที ่13 การตายของเซลลท์ีไ่ดร้บั recombinant IFN-β 1 ng/ml 

MDM ถกูเลีย้งในภาวะทีม่ ีIFN-β 1 ng/ml ตัง้แต่ 24 ชัว่โมงก่อนและตลอดระยะเวลาการตดิเชือ้    

การตายของเซลลถ์กูวดัดว้ยวธิ ีLDH release assay ทีเ่วลา 24 และ 48 ชัว่โมงหลงัการตดิเชือ้ 

ขอ้มลูแสดง mean ± SEM ของ triplicate samples 

NS: not significant 
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 งานวจิยัน้ีแสดงใหเ้หน็วา่ เชือ้ Orientia tsutsugamushi ชกันําใหเ้กดิการตายของเซลล ์ monocyte-derived 

macrophage ไดจ้รงิ โดยองคป์ระกอบทีม่บีทบาทสาํคญัทาํใหเ้กดิการตายของเซลล ์ ไดแ้ก่ inflammatory caspases 

และ cathepsin ซึง่เป็นเอนซยัมใ์น lysosome ดงันัน้การตายของเซลลน่์าจะเป็นแบบ pyroptosis โดยผา่นทาง 

inflammatory caspase ไมไ่ดเ้กดิแบบ apoptosis เน่ืองจากไมพ่บการกระตุน้ caspase-3 งานวจิยัน้ียงัพบวา่ เชือ้ยงัทาํ

ใหเ้กดิการกระตุน้ caspase-1 ซึง่สมัพนัธก์บัการหลัง่ IL-1β ออกนอกเซลล ์  นอกจากน้ีเซลลท์ีต่ดิเชือ้ยงัมกีาร

ตอบสนองของ type I interferon โดยพบการหลัง่ IFN-β รว่มกบัการเพิม่ขึน้ของการแสดงออกของยนี interferon-

stimulated genes ไดแ้ก่ AIM2 และ CXCL10 อยา่งไรกต็าม ผลของ type I IFN ต่อการตายของเซลลย์งัไมช่ดัเจน และ

จาํเป็นตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิต่อไป 

สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 การตายของเซลลใ์นเซลลท์ีต่ดิเชือ้ Orientia tsutsugamushi อาจเกดิไดห้ลายกลไก ดงัน้ี 

- เกดิจาก lysosomal membrane permeabilization โดยม ี cathepsin มบีทบาทสาํคญัในการทาํใหเ้กดิการตายของ

เซลล ์การทีม่ ีlysosomal rupture อาจเกดิระหวา่งทีเ่ชือ้บุกรกุเขา้สู ่cytosol หรอือาจเกดิจากภาวะ oxidative stress ซึง่ 

cathepsin ทีร่ ัว่ออกมา สามารถชกันําใหเ้กดิการตายของเซลลแ์บบ pyroptosis โดยผา่นทาง inflammatory caspases 

หรอื ไมต่อ้งอาศยั caspase กไ็ด ้[12] ซึง่จากงานวจิยัน้ี กแ็สดงใหเ้หน็วา่ cathepsin inhibitor (Z-FA และ Z-FF-FMK)

ยบัยัง้การตายของเซลลไ์ดด้กีวา่  caspase inhibitors 

- เกดิจาก caspase-1 ซึง่ถกูกระตุน้ผา่นทาง inflammasome pathway ซึง่การกระตุน้ caspase-1 จะมบีทบาทเดน่ชดั

ในการหลัง่ IL-1β แต่กอ็าจทาํใหเ้กดิการตายของเซลลไ์ด ้

- เกดิจาก caspase-4 หรอื -5 ซึง่ caspase-4/-5 ในคน มคีวามคลา้ยคลงึกบั caspase-11 ของหนู และขอ้มลูจาก

การศกึษาชว่งหลงั พบวา่ caspase น้ีมบีทบาทสาํคญัทาํใหเ้ซลลต์ายแบบ pyroptosis ซึง่ caspase กลุม่น้ี มบีทบาท

สาํคญัในการรบัรู ้ LPS ของแบคทเีรยีทีอ่ยูใ่น cytosol ทาํใหเ้กดิ non-canonical inflammasome activation และการ

ตายของเซลล ์ [13-15] อยา่งไรกต็าม เน่ืองจากเชือ้ Orientia tsutsugamushi ไมม่ ี LPS ในผนงัเซลล ์ จงึจาํเป็นตอ้งมี

การศกึษาเพิม่เตมิต่อไปเกีย่วกบักลไกน้ีในโรคตดิเชือ้สครบัไทฟสั 

 เป็นทีน่่าสงัเกตวา่ การตายของเซลลท์ีต่ดิเชือ้จะเริม่สงัเกตในช่วงหลงัทีเ่วลา 24-48 ชัว่โมงหลงัการตดิเชือ้ ทัง้

ทีพ่บ caspase-1 activation ตัง้แต่ 6 ชัว่โมงหลงัการตดิเชือ้ ซึง่ต่างจากการตายแบบ pyroptosis โดยทัว่ไปทีม่กัจะเกดิ

เรว็ ดงันัน้ การตายของเซลลอ์าจจาํเป็นตอ้งอาศยัการตอบสนองของเซลลร์ะยะหลงั (late phase response) รว่มดว้ย 
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หรอื เชือ้อาจมกีลไกบางอยา่งทีย่บัยัง้การตายของเซลลใ์นชว่งแรก นอกจากน้ีเชือ้น้ีมกีารแบง่ตวัชา้ จงึอาจทาํใหไ้มเ่หน็

เซลลต์ายในชว่งแรก 

 เซลลท์ีต่ดิเชือ้มกีารกระตุน้ caspase-1 จรงิ และ มกีารหลัง่ IL-1β ออกมานอกเซลล ์ ซึง่การหลัง่ซยัโตไคน์ถูก

ยบัยัง้ไดด้ว้ย caspase-1 inhibitor และ cathepsin inhibitor ซึง่เป็นทีท่ราบกนัดวีา่ cathepsin เป็น DAMP ชนิดหน่ึงซึง่

สามารถกระตุน้ NLRP3 inflammasome ได ้ [16] ดงันัน้เชือ้น้ีน่าจะชกันําใหเ้กดิการรัว่ของ cathepsin และกระตุน้ 

NLRP3 inflammasome ตามมาดว้ยการหลัง่ IL-1β ซึง่จาํเป็นตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิเพือ่ยนืยนับทบาทของตวัรบัน้ี  

 Myeloid cell ไดแ้ก่ monocyte และ macrophage เป็นเซลลท์ีม่บีทบาทสาํคญัในการหลัง่ IL-1β โดยที ่

monocyte จะหลัง่ IL-1β ไดส้งูกวา่ macrophage [4, 5] เน่ืองจากการทีม่ ี constitutive caspase-1 activation ใน 

monocyte [17] แต่เน่ืองจาก monocyte บางสว่นจะมกีารตายแบบ apoptosis ตามธรรมชาต ิ งานวจิยัน้ีจงึเลอืกทาํใน 

macrophage ซึง่เป็นเซลลท์ีท่นทานต่อ apoptosis ในขณะที ่ endothelial cell ซึง่เป็นเซลลเ์ป้าหมายทีส่าํคญัอกีชนิด

ของเชือ้น้ี ไมส่ามารถหลัง่ IL-1β ในปรมิาณทีต่รวจพบได ้ ถงึแมว้า่จะพบการตายของเซลลเ์ชน่เดยีวกบั macrophage 

(งานวจิยัทีก่าํลงัดาํเนินการอยู)่ ซึง่จากงานวจิยัทีผ่า่นมารวมทัง้งานวจิยัน้ี ชีแ้นะใหเ้หน็วา่ การตดิเชือ้ Orientia ใน 

myeloid cells จะชกันําใหเ้กดิการหลัง่ซยัโตไคน์ ซึง่อาจมผีลดตี่อการตอบสนองต่อการตดิเชือ้บา้ง แต่การตดิเชือ้ของ 

endothelial cell ชกันําใหเ้กดิการบาดเจบ็และการตายของเซลล ์ อนัอาจจะไปสูพ่ยาธสิภาพทีอ่วยัวะภายใน โดยมกีาร

หลัง่ซยัโตไคน์ในระดบัทีต่ํ่ากวา่ ถา้มกีารทาํวจิยัต่อไปจะทาํใหเ้ราทราบถงึพยาธกิาํเนิดของโรค scrub typhus ไดด้ขีึน้ 

 การทดลองน้ีแสดงใหเ้หน็วา่ neutralizing antibody ต่อ interferon-beta ไมไ่ดท้าํใหก้ารแสดงออกของ 

interferon-stimulated gene ลดลง ซึง่อาจเกดิจากคุณภาพของแอนตบิอดไีมด่ ีหรอื แอนตบิอดดีงักลา่วทาํใหเ้กดิ IFN-

like response ในเซลลไ์ด ้ ซึง่อาจเกดิจากการที ่ type I interferon ซึง่จบักบัแอนตบิอด ี และจบักบัเซลลผ์า่นทาง Fc 

receptor ไปกระตุน้ type I IFN receptor (IFNAR) ทาํใหเ้กดิ IFN-like response ได ้[18]  ถา้ตอ้งการยบัยัง้ type I IFN 

signaling อาจใช ้neutralizing antibody ต่อ IFNAR2 และ/หรอื STAT 1 inhibitor ไดแ้ก่ ยา fludarabine ซึง่จะยบัยัง้

การสง่สญัญาณจาก IFNAR  นอกจากน้ี การทดลองน้ียงัพบวา่ recombinant IFN-β ไมไ่ดท้าํใหก้ารตายของเซลลม์าก

ขึน้ ถงึแมว้า่จะมกีารเพิม่ขึน้ของยนี AIM2 แต่ผลของ type I IFN ต่อการหลัง่ซยัโตไคน์ IL-1β จาํเป็นตอ้งมกีารศกึษา

เพิม่เตมิต่อไป เน่ืองจากการศกึษาทีผ่า่นมายงัมขีอ้ขดัแยก้นัอยู ่ โดยบางการศกึษาพบวา่ type I IFN จาํเป็นต่อการ

กระตุน้ inflammasome [19] แต่บางการศกึษากลบัพบวา่ type I IFN มผีลในการยบัยัง้การหลัง่ IL-1β [20, 21] 

นอกจากน้ี type I IFN response ยงัมบีทบาทใน non-canonical inflammasome activation [22] ซึง่ทาํใหเ้ซลลต์าย

แบบ pyroptosis 
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 - ตวัรบัทีเ่กีย่วขอ้งกบัการกระตุน้ inflammasome, caspase-1 และการหลัง่ IL-1β ในโรคน้ี ยงัไมท่ราบแน่ชดั 

แต่ NLRP3 และ AIM2 น่าจะมบีทบาท ซึง่จาํเป็นตอ้งมกีารศกึษาเพิม่เตมิ โดยการใช ้siRNA knockdown 

ข้อเสนอแนะสาํหรบัการทดลองต่อไป 

 - ปจัจุบนัเริม่มกีารกลา่วถงึบทบาทของ caspase-4 ของคน ในการตายของเซลลแ์บบ pyroptosis มากขึน้ 

เบือ้งตน้อาจศกึษา การกระตุน้ caspase-4 ดว้ยการด ูcleaved caspase-4 ใน supernatant ดว้ยวธิ ีWestern blot 

 - ถงึแมบ้ทบาทของ type I interferon ต่อ inflammasome activation ยงัมขีอ้ขดัแยง้กนัอยู ่แต่อาจมกีารศกึษา

เพิม่เตมิบทบาทของ type I IFN ต่อ inflammasome โดยวดัระดบั IL-1β ในภาวะทีม่กีารยบัยัง้ผลของ IFN ดว้ย STAT 

1 inhibitor และ/หรอื anti-IFNAR2 neutralizing antibody  และ ภาวะทีม่ ีrecombinant IFN-β 
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 - ขณะน้ียงัไมม่ผีลงานตพีมิพ ์ เน่ืองจากคงตอ้งมกีารทาํการทดลองเพิม่เตมิ เพื่อใหข้อ้มลูมคีวามน่าเชื่อถอืมาก

ขึน้ 

Output ท่ีได้จากโครงการ 

 - ผลงานน้ีคาดวา่น่าจะมปีระโยชน์ในเชงิวชิาการ โดยทาํใหท้ราบถงึพยาธกิําเนิดของโรคไดด้ขีึน้ นอกจากน้ี 

ยงัมปีระโยชน์ในการเรยีนการสอน โดยเป็นโครงการในวทิยานิพนธข์องนกัศกึษาปรญิญาโท ซึง่กาํลงัทาํการทดลองกบั

เซลลเ์ยือ่บุหลอดเลอืด ซึง่มคีาํถามวจิยัและระเบยีบวจิยัใกลเ้คยีงกนั 


