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บทท่ี  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) เปนกลุมอาการสมองเส่ือม (dementia) ที่พบบอย
ที่สุดในผูสูงอายุตั้งแต 65 ปข้ึนไป ทําใหเกิดความบกพรองดานความจํา เนื่องจากมีการตายของ
เซลลประสาทอยางมากในบริเวณ cerebral cortex และ hippocampus พยาธิสภาพที่ตรวจพบ
ในสมองของผูปวยที่เสียชีวิตดวยโรคอัลไซเมอรที่สําคัญคือ 1) การสะสมของ neurofibrillary 
tangles (NFTs) ภายในเซลลประสาท NFTs เกิดจากการรวมกลุมของโปรตีน tau ที่ถูก 
phosphorylated อยางผิดปกติ และ 2) การสะสมของ amyloid plaque ภายนอกเซลลประสาท 
จากการตกตะกอนและรวมตัวกันของเบตาอะไมลอยดเปปไทด (Aβ) นอกจากนี้ ยังพบเซลล      
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนเปนจํานวนมากในเนื้อสมองโดยเฉพาะรอบๆ บริเวณที่มีการสะสมของ 
plaques การเปล่ียนแปลงระดับของ Aβ และ hyperphosphorylated tau (p-tau) ในพลาสมา
และน้ําไขสันหลังไดถูกนํามาใชเปน biomarkers สําหรับการวินิจฉัยโรคอัลไซเมอร อยางไรก็ตาม 
พบวาทั้ง Aβ และ p-tau มีความสัมพันธกับการดําเนินไปของโรคในระยะทายๆ ดังนั้นการหา 
biomarkers ที่สอดคลองกับการดําเนินไปของโรคอัลไซเมอรในระยะตนๆ จึงมีความสําคัญอยาง
ยิ่ง เพื่อใหยาที่มีใชอยูในปจจุบัน (symptomatic drugs) และที่กําลังพัฒนา (disease-modifying 
drugs) มีประสิทธิภาพสูงสุดที่จะชะลอหรือยับยั้งการตายของเซลลประสาทในสมองของผูสูงอายุ
ที่เส่ียงตอการเปนโรคอัลไซเมอร 

ในปจจุบันสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคอัลไซเมอรยังไมทราบ แตเชื่อวาโรคอัลไซเมอรเปน 
multifactorial disease ที่มีอายุเปนปจจัยเส่ียงที่สําคัญ กลไกที่นําไปสูการตายของเซลลประสาท
ในโรคอัลไซเมอรถูกเชื่อมโยงกับ amyloid cascade hypothesis ที่วา การตายของเซลลประสาท
ในโรคอัลไซเมอรมีจุดเร่ิมตนมาจากการสะสมของ Aβ ที่มีความเปนพิษโดยตรงตอเซลลประสาท 
และการไปกระตุนเซลลไมโครเกลีย (microglia) ใหหล่ัง cytokines chemokines reactive 
oxygen species (ROS) proteases และ neurotoxic compounds ทําใหเซลลประสาทตายอยาง
ตอเนื่องตราบเทาที่วงจรนี้ยังคงดําเนินตอไป จากการศึกษาในระบบเซลลเพาะเล้ียงพบวาเซลล  
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ สามารถผลิตโมเลกุลที่เปนผลดีตอการฟนตัวของเซลลในระบบ
ประสาทได นอกเหนือไปจาก neurotoxic substances ที่กลาวมาแลวขางตน แตในปจจุบันยังไม
มีการศึกษาในลักษณะที่เปน high throughput เพื่อศึกษารูปแบบและชนิดของโปรตีนที่ผลิต
ออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ ดังนั้น การศึกษาในคร้ังนี้จึงใชเทคนิคทาง 

 



 

proteomics เพื่อหาโปรตีนที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ ซึ่งสอดคลองกับพยาธิ
กําเนิดของโรคอัลไซเมอร โดยมุงหวังวาโปรตีนที่ไดจากการศึกษาในคร้ังนี้จะสามารถนํามา
ประยุกตใชเปน biomarkers ของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ ได 

คําถามของงานวิจัย 

การกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย Aβ เปนเวลา 12 ชั่วโมง จะเปล่ียนแปลงรูปแบบและ
ชนิดของโปรตีนที่เซลลหล่ังออกมาหรือไม 

วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อตรวจสอบรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย 
Aβ เปนเวลา 12 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลที่ไมถูกกระตุน 

2. เพื่อหาชนิดของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ ที่เวลา 
12 ชั่วโมง 

สมมติฐาน 

1. การกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย Aβ เปนเวลา 12 ชั่วโมง จะเปล่ียนแปลงรูปแบบและ
ชนิดของโปรตีนที่เซลลหล่ังออกมา  

2. ชนิดของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลที่ถูกกระตุนดวย Aβ เปนเวลา 12 ชั่วโมง จะถูก
ตรวจพบจากการวิเคราะหดวยเคร่ือง mass spectrometry 

ขอตกลงเบื้องตน 

เคร่ืองมือตางๆ ที่ใชในการทดลองเปนเคร่ืองมือที่ผานการทดสอบความเที่ยงตรงและ
ความแมนยําตามมาตรฐานของเคร่ืองมือชนิดนั้นๆ 

คําสําคัญ 
เบตาอะไมลอยดเปปไทด (β-amyloid peptides) 
โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) 
เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุน (activated microglia) 
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รูปแบบการวิจัย 

การศึกษาคร้ังนี้เปนการวิจัยเชิงทดลอง (Experimental research) 

คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 

Aβ1-42 เกิดจากโปรตีนตั้งตนของ Aβ คือ amyloid protein precursor (APP) ที่ถูกตัด
ดวย β- และ γ-secretases มีกรดอะมิโน 42 ตัว เรียงตอกันตามลําดับ ดังนี้ 
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA และในการศึกษาคร้ังนี้จะใช
เปนตัวกระตุนเซลลไมโครเกลีย 

Liquid chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) เปนเทคนิคข้ันสูง
ที่ควบคูกันระหวางการแยกสารดวย LC กับการแตกสารดวย MS/MS เปนเทคนิคที่มีความไวสูง 
โดย LC ใชหลักการแยกตามคุณสมบัติทางเคมีของสารแตละชนิด เชน ความมีข้ัว (polar) ไมมีข้ัว 
(non polar) ความเปนกรดเบส (pH) สวน MS/MS จะแตกสารที่ทดสอบใหเปนไอออนและวัดคา
มวลตอประจุ (m/z) เพื่อหาคามวลโมเลกุลและลําดับกรดอะมิโน   

ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ 

ผลจากการศึกษาเพื่อหารูปแบบและชนิดของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่
ถูกกระตุนดวย Aβ อาจทําใหไดมาซึ่ง biomarkers ที่สอดคลองกับการดําเนินไปของโรค           
อัลไซเมอรในระยะตนๆ ซึ่งนอกจากจะชวยใหเขาใจถึงพยาธิกําเนิดของโรคแลวยังอาจจะเปน
ประโยชนในการติดตามผลการใชยาที่มีอยูในปจจุบันและที่กําลังพัฒนาเพื่อใหเกิดประสิทธิภาพ
สูงสุดในการชะลอหรือยับยั้งการตายของเซลลประสาทของผูสูงอายุที่ เส่ียงตอการเปนโรค          
อัลไซเมอร 
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กรอบความคิดในการวิจัย 
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บทท่ี  2 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

โรคอัลไซเมอร (Alzheimer’s disease) เปนกลุมอาการสมองเส่ือม (dementia) ที่พบได
บอยที่สุดในผูสูงอายุ เปนความผิดปกติทางระบบประสาทเกิดจากการตายของเซลลประสาทใน
สมอง เชน บริเวณ cerebral cortex และ hippocampus มีรายงานวาจํานวนผูปวยโรคอัลไซเมอร
เพิ่มข้ึนเปน 2 เทา ทุกๆ 5 ป ในชวงอายุตั้งแต 65-85 ป และจะเพิ่มข้ึนอยางมากเม่ืออายุเลย 85 ป
ไปแลว โดยผูสูงอายุในกลุมหลังนี้จะพบวาเปนโรคอัลไซเมอรถึงรอยละ 20-40 แสดงใหเห็นวาอายุ
เปนปจจัยเส่ียงที่สําคัญของโรคนี้ (1) ดังแสดงในรูปที่ 2.1 

 

 
 
รูปท่ี 2.1 อายุที่เพิ่มข้ึนเปนปจจัยเส่ียงของการตายของเซลลประสาทในโรคอัลไซเมอร แกน x เปน
ชวงอายุที่เพิ่มข้ึนทุกๆ 5 ป แบงเปน 5 กลุมคือ 65-69 ป 70-74 ป 75-79 ป 80-84 ป  และ 85-89 
ป และแกน y เปนอัตราความชุกของผูปวยโรคอัลไซเมอร (%) (2) 

โรคอัลไซเมอรสามารถพบไดทั่วโลก ประมาณการณวาปจจุบันมีผูปวยโรคอัลไซเมอรอยู
ถึง 18 ลานคน และอาจสูงข้ึนเปน 2 เทาภายในป ค.ศ. 2025 (3) จากขอมูลขององคการอนามัย
โลก (World Health Organization) พบวา โรคอัลไซเมอรเปนสาเหตุการตายลําดับที่ 5 ในผูสูงอายุ
เพศหญิง และลําดับที่ 8 ในผูสูงอายุเพศชาย ที่มีอายุมากกวา 65 ป ทําใหรัฐบาลสหรัฐอเมริกา
ตองใชงบประมาณเพื่อการดูแลรักษาและสงเสริมการเขาสังคมของผูปวยทุกป (4) โดยเงินจํานวน
นี้ยังไมรวมถึงการลงทุนไปกับการศึกษาวิจัยเพื่อพัฒนาการรักษาโรคอัลไซเมอรใหเปนไปอยางมี
ประสิทธิภาพ ปลอดภัย และสามารถเขาถึงไดทุกคน 

 
 



 

สําหรับประเทศไทย มีรายงานการสาธารณสุขไทย (5) ป พ.ศ. 2548 – พ.ศ. 2550 กลาว
ไววา ความชุก (prevalence) ของกลุมอาการสมองเส่ือมของคนไทยพบอยูประมาณรอยละ 3.04 
ในป พ.ศ. 2543 ซึ่งคาดวาในป พ.ศ. 2573 จะมีผูสูงอายุที่มีปญหาจากอาการสมองเส่ือมเพิ่มข้ึน
เปนรอยละ 3.36 โดยในจํานวนนี้เปนเพศหญิงมากกวาเพศชายถึง 2 เทา (รูปที่ 2.2)  

 

 
รูปท่ี 2.2 กราฟแสดงการคาดประมาณผูสูงอายุที่มีปญหาจากกลุมอาการสมองเส่ือมใน พ.ศ. 
2543 - พ.ศ. 2573 (6) 

เม่ือเปรียบเทียบความชุกของอาการสมองเส่ือมในประเทศไทยกับประเทศสหรัฐอเมริกา
พบวา ผูสูงอายุไทยมีอัตราความชุกของอาการสมองเส่ือมต่ํากวาผูสูงอายุอเมริกัน แตเม่ือพิจารณา
ความชุกในแตละชวงอายุแลว พบอัตราการเพิ่มข้ึนใกลเคียงกับชาวอเมริกัน (ตารางที่ 2.1) 
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ตารางท่ี 2.1 ตารางเปรียบเทียบความชุกของอาการสมองเส่ือมของประชากรสูงอายุไทยกับชาว
อเมริกัน (7) 

 
นอกจากนี้  ในการสํารวจ วิจัยของผูชวยศาสตราจารยปทมา วาพัฒนวงศและ

ศาสตราจารยปราโมทย ประสาทกุล สถาบันวิจัยประชากรและสังคม มหาวิทยาลัยมหิดล (8) 
พบวา อัตราการเจริญเติบโตของจํานวนประชากรไทยมีอัตราลดลง แตอัตราการเจริญเติบโตของ
จํานวนประชากรผูสูงอายุกลับมีอัตราเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็ว โดยในป พ.ศ. 2548 ประชากรผูสูงอายุ
มีจํานวนกวา 6 ลานคน คิดเปนรอยละ 10 ของประชากรไทย คาดการณวามีแนวโนมเพิ่มข้ึนเปน 
16 ลานคน หรือรอยละ 25 ของประชากรไทย ในป พ.ศ. 2578 ซึ่งหมายความวาภายในเวลาเพียง 
30 ป อัตราการเจริญเติบโตของประชากรผูสูงอายุเพิ่มข้ึนเกือบ 3 เทา (รูปที่ 2.3) แสดงวา
สังคมไทยกําลังจะกลายเปนสังคมผูสูงอายุ  

 
รูปท่ี 2.3 แสดงจํานวนประชากรไทยในวัยตางๆ ในป พ.ศ. 2548 - พ.ศ. 2578 (8) 
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การสํารวจวิจัยนี้แมไมไดแสดงถึงความชุกของโรคอัลไซเมอรในประเทศไทยอยางชัดเจน 
แตการเพิ่มข้ึนของอัตราการเจริญเติบโตของจํานวนประชากรผูสูงอายุไทย และการเพิ่มข้ึนของ
อัตราความชุกของอาการสมองเส่ือมอาจแสดงถึงแนวโนมที่สูงข้ึนของโรคอัลไซเมอรในประเทศ
ไทยดวย 

โรคอัลไซเมอรไดชื่อมาจากดอกเตอรอัลลอยส อัลไซเมอร นักจิตวิทยาและนักพยาธิวิทยา
ทางประสาทศาสตรชาวเยอรมนี ซึ่งเปนผูที่ไดอธิบายถึงลักษณะของพยาธิสภาพของเซลลประสาท
ในโรคอัลไซเมอร ดอกเตอรอัลไซเมอรไดตีพิมพรายงานในป ค.ศ. 1907 โดยบรรยายถึงส่ิงที่พบ
ทางกายวิภาคศาสตรและผลการศึกษาวิจัยดวยกลองจุลทรรศนจากการตรวจหาพยาธิสภาพใน
สมองหลังการเสียชีวิตของออกัส ดีเทอร ผูปวยเพศหญิงอายุ 56 ป ที่ปวยดวยอาการสูญเสียความ
ทรงจําเปนเวลานาน หลงทิศทาง (disorientation) ประสาทหูหลอน (auditory hallucinations) 
และมีความบกพรองทางจิตอยางรุนแรง ดอกเตอรอัลไซเมอรไดพบการฝอ (atrophy) ของสมอง
หลายสวน ไดแก hippocampus ที่เกี่ยวของกับความทรงจํา การเรียนรู และ cerebral cortex ใน
สวนของ temporal lobe ที่เกี่ยวของกับการไดยิน การพูด ในสวน frontal lobe ที่เกี่ยวของกับ
อารมณ การเคล่ือนไหว และในสวน parietal lobe ที่เกี่ยวของกับทิศทาง การมองเห็น ซึ่งแสดงให
เห็นวามีการตายของเซลลประสาทในบริเวณเหลานี้อยางมาก นอกจากนี้ ผลจากการศึกษาดวย
กลองจุลทรรศน พบเสนใยที่ยอมติดสีมากและหนาเปนพิเศษในเซลลประสาท และพบจุดเล็กๆ 
เปนจํานวนมากที่ประกอบกันเปนแผน (plaque) ในเนื้อสมอง (9) บริเวณที่พบ plaques  จะมี
เซลลประสาทที่มี dystrophic neurites โดยลักษณะพยาธิสภาพทางประสาทศาสตรเหลานี้
ปจจุบันรูจักกันวา “neurofibrillary tangles (NFTs)” และ “amyloid plaques” หรือ “senile 
plaques” ตามลําดับ (รูปที่ 2.4)  

 

 
รูปท่ี 2.4 แสดงลักษณะของ tangles ที่พบในเซลลประสาทและ amyloid plaques ที่พบนอก
เซลลประสาทในเนื้อสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร (10) 
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ในปจจุบันยังไมทราบวาพยาธิกําเนิดของโรคอัลไซเมอรเกิดจากสาเหตุใด แตสามารถแบง
โรคอัลไซเมอรไดเปน 2 กลุม คือ กลุมที่มียีนถายทอดทางพันธุกรรม (familial Alzheimer’s 
disease: FAD) และกลุมที่ไมทราบสาเหตุแนชัด (sporadic Alzheimer’s disease: SAD) โดย
ผูปวยโรคอัลไซเมอรในกลุม FAD พบไดนอยกวากลุม SAD มาก คือ ประมาณ 5% และ 95% 
ตามลําดับ (11) จากการศึกษาในกลุม FAD พบวา ผูปวยมักเร่ิมแสดงอาการของโรคในชวงอายุที่
นอยกวา 65 ป โดยมีสาเหตุจากการกลายพันธุในยีนตั้งตนของเบตาอะไมลอยดเปปไทด (β-
amyloid peptide: Aβ)  คือ amyloid protein precursor (APP gene) บนโครโมโซมคูที่ 21  (12) 
หรือยีนพรีซีนิลิน-1 (presenilin-1: PSEN1 gene) บนโครโมโซมคูที่ 14 หรือยีนพรีซีนิลิน-2 
(presenilin-2: PSEN2 gene) บนโครโมโซมคูที่ 1 (11)  นอกจากนี้ ยังมียีนที่เปนปจจัยเส่ียง ไดแก 
ยีนที่ผลิตอะโปไลโปโปรตีน E (apolipoprotein E: APOE gene) อีกดวย (13) สําหรับกลุม SAD มี
หลักฐานบงชี้วาโรคอัลไซเมอรมีหลายปจจัยเขามาเกี่ยวของ (14-15) ไดแก ความอวน การออก
กําลังกายนอย การศึกษานอย การสูบบุหร่ี โรคประจําตัว เชน โรคตับ โรคไต โรคไทรอยด (thyroid) 
ความดันโลหิตสูง (hypertension) เบาหวาน (diabetes mellitus) ความบกพรองทางจิต (mental 
disabilities) การติดเชื้อ (infection) เชน เชื้อซิฟลิส (Syphilis) เชื้อเอชไอวี (HIV) ไวรัสตับอักเสบซี 
(HCV) การพบเสนเลือดตีบหรือแตกในสมอง เนื้องอกในสมอง รวมไปถึงการไดรับบาดเจ็บและ
การกระทบกระเทือนของสมอง 

การวินิจฉัยโรคอัลไซเมอรทางการแพทยอาศัยการซักประวัติผูปวยและญาติ ตรวจรางกาย
ของผูปวย ทําแบบทดสอบทางดานสมองและจิตใจ การเอกซเรยสมอง รวมถึงการเจาะเลือดเพื่อ
หาสาเหตุอ่ืนที่อาจสงผลใหเกิดอาการสมองเส่ือมได นอกจากนี้ อาจเจาะเลือดหรือน้ําไขสันหลัง
เพื่อตรวจหา Aβ และโปรตีนทาว (tau) เพื่อใชในการคัดแยกและวินิจฉัยโรคอัลไซเมอรเพิ่มเติมได 
โดยอาการของผูปวยโรคอัลไซเมอรที่แสดงออกมาสามารถแบงไดเปน 3 ระยะ ไดแก ระยะแรก 
(mild) ระยะกลาง (moderate) และระยะรุนแรง (severe) (16) 

ระยะแรก (1-3 ป) ผูปวยจะมีความจําบกพรอง (impairment of learning and memory) 
ลืมการสนทนาที่เพิ่งพูดไป ทําใหผูปวยถามซ้ําแลวซ้ําอีกกับคําถามเดิมที่เคยถามไปแลว ผูปวยจะ
จําเหตุการณเกาๆ ไดดีกวาเหตุการณที่เพิ่งเกิดข้ึน อาจจะมีปญหากับการใชภาษาตั้งแตชวงแรก
ของโรค มักเลือกใชคํามาพูดไมถูก เรียกชื่อส่ิงของที่ไมไดใชบอยๆ ไมถูกตอง (paraphasia) ไม
สามารถวางแผนการทํางานได (impairment of executive function) อาจสับสนทิศทาง 
(disorientation) โดยเฉพาะเสนทางที่ไมคุนเคย 
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ระยะกลาง (2-10 ป) อาการหลงลืมจะเปนมากข้ึน เร่ิมจําส่ิงที่ทําไปแลวไมได รวมทั้ง
ความจําเกาๆ จะเร่ิมเสียไป จําชื่อเพื่อนหรือชื่อญาติไมได ไมรูวาส่ิงที่เห็น ที่ไดยิน หรือสัมผัสเปน
อะไร (agnosia) ไมรูวาตัวเองปวย (anosognosia) มีปญหาในการทํากิจวัตรประจําวันที่ซับซอน 
การดูแลตนเองจะเร่ิมบกพรอง ผูปวยบางรายอาจมีอาการหวาดระแวง เห็นภาพหลอนและหูแวว 

ระยะรุนแรง (3-12 ป) ความจําจะแยลงมาก จําคนใกลตัวไมได หรืออาจจําชื่อตนเองไมได 
มีภาวะซึมเศรา (depression) นอนไมหลับ พูดนอยลงมากจนกระทั่งไมพูดเลย ในที่สุดผูปวยจะ
พูดไมได เดินไมได กลืนอาหารไมเปน (apraxia) นอนติดเตียง ตองดูแลตลอด 24 ชั่วโมง อาจ
เสียชีวิตจากอาการปอดบวม (pneumonia) หรือแผลกดทับ 

การวินิจฉัยเพื่อระบุระยะของโรคอัลไซเมอรไมสามารถวินิจฉัยชี้ขาดได จนกระทั่งผูปวยได
แสดงอาการที่บงชี้ของระยะนั้นๆ แลว อาการของโรคอัลไซเมอรจะคอยเปนคอยไปและไมอาจ
ทราบการดําเนินไปของโรคอยางแนชัดไดลวงหนา เนื่องจากยังไมอาจหาดัชนีชี้วัดทางชีวภาพ 
(biomarkers) ที่มีประสิทธิภาพและนาเชื่อถือเพียงพอที่จะนํามาใชเปนเคร่ืองพิสูจนกลไกหรือ
สภาวะที่เปนไปของพยาธิสภาพในสมองได นอกจากการตรวจพบ NFTs และ amyloid plaques 
ในสมองของผูปวยหลังเสียชีวิตจะถือเปนการวินิจฉัยส้ินสุดของโรคอัลไซเมอร (17) 

NFTs คือ เสนใยคูที่พันกันเปนเกลียว (paired helical filaments: PHFs) มาเกาะกลุมกัน
ในเซลลประสาท (รูปที่ 2.5) ประกอบไปดวยโปรตีน tau ที่อยูในรูปที่ถูกเติมหมูฟอสเฟตหลาย
ตําแหนง (hyperphosphorylated tau: p-tau) ซึ่งเอนไซมที่ควบคุมการเติมหมูฟอสเฟตนี้ ไดแก 
glycogen synthase kinase 3 (GSK3), cyclin-dependent kinase 5 (CDK5), protein 
phosphatase-1 (PP-1), protein phosphatase-2A (PP-2A) เปนตน (19) tau เปนโปรตีนที่
เกี่ยวของกับ microtubules ที่เปนโครงสรางของเซลล และใชในการขนสงโปรตีนและเอนไซม 
(axonal transport) ออกนอกเซลล tau พบไดมากในเซลลประสาท ทําหนาที่จับกับ microtubules 
ดวย microtubule-binding domains และสงเสริมการรวมตัว (assembly) และความเสถียรของ 
microtubules (20) จากการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro) แสดงใหเห็นวา tau ที่ถูกเติมหมู
ฟอสเฟตจะกอตัวเปน polymer มีโครงสรางคลายกับ PHFs (21) เหมือนกับที่พบในโรคอัลไซเมอร 
ทําใหความเสถียรของ microtubules ลดลงและรบกวนการขนสงโปรตีนหรือสารส่ือประสาทของ
เซลลได 
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รูปท่ี 2.5 แสดงความไมเสถียรของไมโครทูบูลจากการสะสมของ PHFs ภายในเซลลประสาท (18)  

สวน amyloid plaques มีลักษณะโครงสรางเล็กกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 10-160 
ไมโครเมตร อยูนอกเซลลประสาท ก็มีรายงานอยางตอเนื่องวาพบการสะสมในเนื้อสมองของผูปวย
โรคอัลไซเมอร (22) amyloid plaques สามารถแบงไดเปน 2 ชนิด ไดแก diffuse plaques และ 
compact amyloid plaques (22-23) ดังแสดงในรูป 2.6 ที่ถูกลอมรอบไปดวยเซลลไมโครเกลียที่
ถูกกระตุน (activated microglia) ซึ่งเปนเสมือนเซลลในระบบภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิดของสมอง 
สําหรับ compact amyloid plaques ที่พบในสมองบางตําแหนงอาจถูกลอมรอบดวยลักษณะที่
เรียกวา dystrophic neurites ซึ่งเปนการสะสมของแอกซอน (axon) ที่บวม และมีเดนไดรต 
(dendrites) ที่พบ lysosomal-related attenuated bodies และสามารถยอมติด chromogranin 
A และ ubiquitin ไดดวยวิธีทางอิมมูโน (immunology) จึงอาจเรียก compact amyloid plaques 
ที่มีลักษณะดังกลาววา neuritic plaques แตไมใชวา compact amyloid plaques ทั้งหมดจะเปน 
neuritic plaques เสมอไป (22, 24) 

 

 
รูปท่ี 2.6 แสดงลักษณะ amyloid plaque ในสมองที่มีพยาธิสภาพมากข้ึนตามลําดับจากซายไป
ขวา รูปซาย คือ diffuse plaque รูปกลาง คือ compact amyloid plaque และรูปขวา คือ neuritic 
plaque (24)  
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ตามสมมติฐาน amyloid cascade ที่ตั้งโดย Hardy และ Allsop ในป 1991 (25) ไดกลาว
ไววา plaques เปนจุดเร่ิมตนของพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร โดย plaque เหลานี้เปนผลจากเม
ตาบอลิซึมที่ผิดปกติของ APP ทําใหเกิดการเสียสมดุลระหวางกระบวนการผลิตและการกําจัด Aβ 
นําไปสูการสะสม Aβ นอกเซลลประสาท ซึ่งเปนสาเหตุหลักของการสงกระแสประสาทที่ผิดปกติใน
บริเวณที่สงกระแสประสาท (synapse) และการตายของเซลลประสาทในโรคอัลไซเมอร 
นอกจากนี้ การเกาะกลุม (aggregation) ของ Aβ ยังถูกพิจารณาวาเปนกระบวนการเร่ิมตนของ
การเกิด NFTs โดยไปเหนี่ยวนํา glycogen synthase kinase 3β ซึ่งเปนเอนไซมสําคัญที่เติมหมู
ฟอสเฟตใหกับ tau มีผลใหเกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลลและเกิดความผิดปกติของเซลล
ประสาทในที่สุด แสดงใหเห็นวาการสะสม Aβ นาจะเปนความผิดปกติแรกๆ ที่เปนจุดเร่ิมตนของ
พยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร อีกทั้ง Aβ ยังสามารถกระตุนเซลลไมโครเกลียใหหล่ังสารที่มี
บทบาทในกระบวนการอักเสบ (proinflammatory cytokines) อันเปนสาเหตุของการเกิดการ
อักเสบในระบบประสาท (neuroinflammation) (26) โดยภายในสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอรจะ
พบ Aβ  เปนจํานวนมากและสะสมกันเปน amyloid plaques ที่ไมสามารถถูกกําจัดออกไปได
หมด ทําใหเซลลไมโครเกลียถูกกระตุนอยางตอเนื่องและหล่ังสารที่เปนพิษมากข้ึน จนเกิดความ
เสียหายตอเซลลประสาทและเหนี่ยวนําใหเกิดกระบวนการอักเสบของเซลลประสาทไดอยางเร้ือรัง 
(chronic neuroinflammation)  

ภายใน amyloid plaque พบ Aβ เปนองคประกอบหลัก และสามารถพบองคประกอบ
อ่ืนๆ ใน plaque ไดดวย เรียกวา Aβ-associated proteins (24) ไดแก cytokines, chemokines, 
proteases, ApoE, -1-antichymotrypsin, proteoglycans และ serum amyloid (22-23) 
ปฏิกิริยาระหวางองคประกอบของ plaque อาจสงเสริมให amyloid plaque มีความเสถียรมากข้ึน
และชวยเพิ่มการตอบสนองตอการอักเสบของเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนบริเวณที่อยูรอบๆ หรือ
อยูใน amyloid plaque  

บทบาทของ Aβ ในสมองที่ทํางานปกติยังไมทราบ แตคาดคิดกันวา Aβ อาจจะควบคุม
การขนสง cholesterol โดยการยับยั้ง cholesterol ในรูปของ low-density lipoprotein (LDL) 
ปฏิกิริยานี้อาจสําคัญตอการควบคุมการนําเขาของ cholesterol สูสมองและการควบคุมระดับ 
cholesterol ภายในเซลล (27) Aβ ยังถูกพิจารณาวาเปนโปรตีนที่จับกับโลหะหนักที่เรียกวา 
metalloprotein เนื่องจากไดสวนของ copper-binding domain (CuBD) มาจาก APP เชน การ
จับของธาตุเหล็ก (iron) ทองแดง (copper) และสังกะสี (zinc) กับชิ้นสวนของ Aβ บริเวณที่
ประกอบดวย histidine 3 ตัว และ tyrosine 1 ตัว ซึ่งอยูปลายดานเอมีนที่ชอบน้ํา (hydrophilic N-
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terminus) (28-29) ดังนั้น จึงกลาวไดวา Aβ อาจทําหนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) 
ในสมอง (30) 

Aβ เปนเปปไทดที่มีน้ําหนักโมเลกุล (MW) ประมาณ 4.5 กิโลดาลตัน (kDa) สามารถผลิต
ไดจากเซลลประสาท พบกระจายอยูทั่วสมองของผูสูงอายุประมาณ 2 ไมโครกรัมตอน้ําหนักกรัม
ของสมอง และพบ Aβ  สูงข้ึนในสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอรไดถึง 31 ไมโครกรัมตอน้ําหนักกรัม
สมอง (31) นอกจากนี้ ยังพบ Aβ ไดในของเหลวระหวางเซลล (interstitial fluid: ISF) หรือน้ํา     
ไขสันหลัง (cerebrospinal fluid: CSF) ดวย (32) Aβ เกิดจากกระบวนการตัด APP ดวยเอนไซม
หลายชนิด (33) ดังแสดงในรูปที่ 2.7 โดย APP เปน glycoprotein ที่อยูบนเยื่อหุมเซลล 
(membrane) ซึ่งมีปลายคารบอกซิล (C-terminus) มีหางส้ันๆ อยูในไซโตพลาสซึม อีกคร่ึงหนึ่ง
ทางดานปลายเอมีน (N-terminus) จะมี heparin-binding domain (N-APP), CuBD และ APP 
inhibitor domain (APPI) APP พบไดในเซลลหลายชนิดรวมถึงเซลลประสาท เนื่องจาก APP อยู
ในบริเวณที่สงกระแสประสาท ดังนั้น APP อาจมีบทบาทใน neurite extension และอาจเปน
โปรตีนที่ขนสงโลหะหนัก เรียกวา metallotransporter รวมถึงอาจเกี่ยวของกับการสงสัญญาณ
ภายในเซลลผาน domain ใน cytoplasm ที่เรียกวา APP intracellular domain (AICD) (34) 

เมตาบอลิซึมของ APP สามารถแบงไดเปนสองเสนทาง (pathway) ที่เปนอิสระตอกัน 
(35) เสนทางแรก คือ non-amyloidogenic pathway เปนเสนทางที่อาศัยเอนไซม α-secretase 
และ γ-secretase ในการตัดโปรตีน APP อีกเสนทางหนึ่ง คือ amyloidogenic pathway เปน
เสนทางที่อาศัยเอนไซม β-secretase และ γ-secretase ในกระบวนการตัดโปรตีน APP (รูปที่ 
2.7 บน)  

ในเสนทางแรก α-secretase  ทําหนาที่ตัด APP ภายนอกเซลล ตรงกับตําแหนงกรด     
อะมิโนของ Aβ ระหวางตําแหนงที่ 16 และ 17 ใหสวนของ soluble APPα (sAPPα) หลุดออกนอก
เซลล และสวนของ AICD ที่มีกรดอะมิโน 83 ตัว ตามดวย γ-secretase ไปตัด AICD บริเวณเยื่อ
หุมเซลล ซึง่สามารถตัดไดหลายตําแหนง เชน ตําแหนงของกรดอะมิโนของ Aβ ที่ 40 และ 42 เปน
ตน ทําใหแบง APP ออกเปน 3 สวน คือ sAPPα (APP N-terminus - Aβ16), P3 (Aβ17 - 
Aβ40/42) และ AICD (Aβ41/43 - APP C-terminus) ดังแสดงในรูปที่ 2.7 (ลาง) ชิ้นสวนของ P3 
จะถูกยอยอยางรวดเร็วและไมมีบทบาททางพยาธิสภาพ ขณะที่ชิ้นสวน sAPPα อาจใหผลปกปอง
เซลลประสาทไดบางสวน (23, 36)  

 

13 



 

 
รูปท่ี 2.7 เมตาบอลิซึมของ APP รูปบนแสดงเสนทาง non-amyloidogenic pathway และ 
amyloidogenic pathway รวมถึงชิ้นสวนที่ไดจากเสนทางดังกลาว สวนรูปลางแสดงตําแหนงและ
กรดอะมิโนของ Aβ อยูภายใน APP โดยมีลูกศรชี้ตําแหนงของ APP ที่ถูกตัดดวยเอนไซม β-, α- 
และ γ-secretase ตามลําดับ โดยเอนไซม γ-secretase สามารถตัด APP ไดหลายตําแหนง 
ขณะที่ α-secretase และ β-secretase จะตัดในตําแหนงที่จําเพาะ ดังนั้น non-amyloidogenic 
pathway หรือ -secretase pathway จะไมสราง Aβ แต amyloidogenic pathway หรือ β-
secretase pathway จะสามารถสราง Aβ ได (35) 

สวนอีกเสนทางหนึ่ง β-secretase จะตัด APP ภายนอกเซลล ใหสวนของ soluble APPβ 
(sAPPβ) ออกมาภายนอกเซลล และ AICD ที่มีกรดอะมิโน 99 ตัว ตามดวย γ-secretase ซึ่งตัด 
AICD บริเวณเยื่อหุมเซลล ใหชิ้นสวนที่ 3 คือ Aβ1-40 หรือ Aβ ความยาวเต็ม (Aβ1-42) (34) 
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รูปแบบของ Aβ ที่พบมากที่สุดใน plaque คือ Aβ1-40 และ Aβ1-42 (33) ซึ่งมีลําดับ
กรดอะมิโนเหมือนกัน ตางกันเพียง 2 ตัว คือ isoleucine และ alanine ที่เพิ่มข้ึนมาดานปลายคาร
บอกซิลของ Aβ1-42  ดังแสดงในรูปที่ 2.7 (ลาง) ในสมองของผูสูงอายุทั่วไปสามารถพบ Aβ1-40 
มากกวา Aβ1-42 ในอัตราสวน 10 : 1 หรือประมาณ 9 เทา (37) แตในผูปวยโรคอัลไซเมอรจะพบ
การสะสมของ Aβ1-42 ไดมากกวา Aβ1-40 ถึง 10 เทา (17) จากการศึกษาในหลอดทดลอง
พบวา Aβ1-42 ละลายน้ําไดยากกวา Aβ1-40 ประมาณ 4-5 เทา (38) เนื่องจากปลายดานคาร
บอกซิลของ Aβ1-42 จะมีกรดอะมิโนที่ไมชอบน้ําอยูถึง 14 ตัว จึงมีโครงสรางที่แข็งแรงกวา Aβ1-
40 ในอุณหภูมิรางกาย (37, 39) อาจกลาวไดวาการละลายน้ําไดไมดีของ Aβ1-42 สงเสริมการ
สรางโครงสรางทุติยภูมิของมันเอง โดยสาย fibril ของ Aβ จะเขามาคูขนานและเชื่อมกันดวย
พันธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) เพื่อจัดรูปของโครงสรางทุติยภูมิที่เรียกวา β-pleated sheet 
(22) โครงสรางนี้ยังพบไดจากการทดลองในหลอดทดลองที่แสดงใหเห็นวา Aβ ในความเขมขนสูง
สามารถเกาะกลุมกันและสรางโครงสราง β-sheet ได (40) การเกาะกลุมกันของ Aβ1-42 ยังมี
รายงานวามีความเปนพิษตอเซลลประสาทไดมากกวาการเกาะกลุมกันของ Aβ1-40 (41)  

นอกจากความเปนพิษตอเซลลประสาทจะเกิดจาก Aβ ในรูปของ Aβ ที่เกาะกลุมกันแลว 
Aβ ในรูปกอนการเกาะกลุม เชน โมโนเมอรของ Aβ1-42 ก็พบวาเปนพิษตอเซลลประสาทได
เชนกัน ซึ่งพบไดในการวิจัยหลายการวิจัยที่ใชแบบจําลองตางกัน (42) ไดแก แบบจําลองในหลอด
ทดลอง (in vitro) ของ Zhang และคณะ ในเซลลประสาทของมนุษยที่นํามาเพาะเล้ียงใหเปนเซลล
เพาะเล้ียงปฐมภูมิ (primary culture) พบวาโมโนเมอรของ Aβ1-42 สามารถเหนี่ยวนําใหเซลล
ประสาทตายผานทาง p53-Bax pathway ได (43) และการใช anti-Aβ1-42 antibody ในเซลล 
neuroblastoma SH-SY5Y ของมนุษยที่ไดรับ Aβ1-42 สามารถชวยปกปองเซลลประสาทจาก
ความเปนพิษของ Aβ1-42 (44) นอกจากนี้ การศึกษาในแบบจําลองในส่ิงมีชีวิต (in vivo) โดย 
Chiba และคณะ ไดแสดงใหเห็นวาการไดรับ Aβ1-42 ในหนู Tg2576 จะไปรบกวน JAK2/STAT3 
ในเซลลประสาทบริเวณ hippocampus เปนผลใหเกิดความบกพรองดานความจําไดอีกดวย (45) 

ผลจากความเปนพิษของ Aβ สามารถพบไดทั้งทางตรงและทางออม โดยทางตรง Aβ เอง
สามารถเปนสารที่เปนพิษตอเซลลประสาทได โดยจับกับตัวรับ (receptor) เชน receptor for 
advanced glycation end products (RAGE) บนผิวเซลลประสาท ทําใหเซลลตายแบบ 
apoptosis ผานทาง mitogen-activated protein kinase (MAPK) (46) สุดทายจะเกิดการแตก
ของเซลลซึ่งเศษเซลลเหลานี้จะถูกเก็บกินโดยเซลลไมโครเกลีย (26) นอกจากนี้ Aβ ยังสามารถ
สรางรูที่เยื่อหุมเซลล ทําใหแคลเซียมไอออนสามารถเขาไปภายในเซลลประสาทแลวกระตุน 
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MAPK ทําใหเซลลประสาทตายแบบ apoptosis ไดเชนเดียวกัน (31) สวนพิษโดยออมของ Aβ คือ 
การที่  Aβ ไปกระตุนเซลลไมโครเกลียผานทางตัวรับดังแสดงในรูปที่  2.8 แลวปลอย 
proinflammatory cytokines, proteolytic enzyme, complement protein,  และ neurotoxin 
ออกมาทําลายเซลลประสาท (47)  หลักฐานเหลานี้ชี้ใหเห็นวาเซลลไมโครเกลียเปนเซลลที่มี
ความสัมพันธกับ Aβ และมีบทบาทสําคัญในกระบวนการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร 

 

 
รูปท่ี 2.8 ตัวรับบนผิวเซลลของเซลลไมโครเกลียที่ตอบสนองตอ Aβ (48) 

เซลลไมโครเกลียเปนเซลลค้ําจุนในระบบประสาท (neuroglia) ที่มีขนาดเล็กที่สุด มีอยู
ประมาณ 10% ของเซลลในระบบประสาทสวนกลาง (central nervous system: CNS) กระจาย
ตัวอยูทั่วสมอง แตจะพบใน gray matter มากกวา white matter (49) เซลลไมโครเกลียทําหนาที่
ในการรักษาสมดุลสภาวะแวดลอมภายในสมองคลายกับ macrophage ในระบบภูมิคุมกันของ
รางกาย ลักษณะของเซลลไมโครเกลียในสภาวะปกติจะอยูในรูป inactive แตในสภาวะที่เนื้อเยื่อ
ประสาทถูกทําลาย สภาวะอักเสบ (inflammation) การติดเชื้อ (infection) หรือสภาวะที่มีการตาย
ของเซลลประสาท (degeneration) เชน พยาธิสภาพที่มีการสะสม amyloid plaques เซลล       
ไมโครเกลียจะเปนเซลลแรกที่ตอบสนองตอการเปล่ียนแปลงเหลานี้ เรียกระยะนี้วาระยะถูกกระตุน 
(activating state) (50-51) การสะสมของ amyloid plaques สามารถดึงดูดเซลลไมโครเกลียให
เคล่ือนตัวไปยัง amyloid plaques ที่เกิดใหมไดภายใน 1-2 วัน (51) และสามารถพบกลุมของ
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เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนอยูภายในแกนกลาง (core) ของ compact amyloid plaques (รูปที่ 
2.9A) (52) โดยพบเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนอยูใน amyloid plaque ไดถึง 20% (53)  

 

 
 
รูปท่ี 2.9 ตําแหนงที่แตกตางกันของกลุมของเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนและกลุมของเซลล     
แอสโทรไซตที่ถูกกระตุน (activated astrocytes) ที่สัมพันธกับ core ของ neuron-derived 
plaque (NP) โดยการยอมสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอรดวยวิธี  double labeling 
immunostainings โดยรูปซายใช anti-Aβ1-42 (สีแดง) และ HLA-DR (สีน้ําเงิน) ซึ่งเปนตัวบงชี้ที่
เกี่ยวของกับการกระตุนเซลลไมโครเกลีย และรูปขวาใช anti-Aβ1-42 (สีแดง) และ GFAP (สีดํา) 
ซึ่งเปนตัวบงชี้ถึงเซลลแอสโทรไซต แสดงใหเห็นวาเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนพบอยูใน core ของ 
amyloid plaques ขณะที่เซลลแอสโทรไซตที่ถูกกระตุนจะพบอยูรอบนอกของ amyloid plaque 
(52) 

ความสัมพันธที่ใกลชิดของเซลลไมโครเกลียและ plaques นี้มาจากความพยายามของ
เซลลไมโครเกลียที่ตองการจะกําจัด Aβ ที่เปนองคประกอบหลักของ plaques เซลลไมโครเกลียที่
ถูกกระตุนในสมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร จะพบการเพิ่มจํานวน การเปล่ียนแปลงรูปรางและมี
การเพิ่มข้ึนของ markers บนผิวเซลล เชน MHC-II, CD86, CD11b, CD40, intracellular 
adhesion molecules-1 (ICAM-1), ionized calcium binding adapter molecule 1 (Iba-1) เปน
ตน รวมถึงมีการหล่ังสารจําพวก cytokines, chemokines และ neurotoxic mediators รวมกับ
การมีภาวะที่เซลลถูกทําลายดวยสารอนุมูลอิสระ (oxidative stress) (26) โดยสามารถพบเซลล 
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนไดในระยะแรกๆ และเกิดคูขนานไปกับการเจริญของ plaque จาก diffuse 
plaque ไปเปน compact amyloid plaque (23) ดังนั้น จึงเชื่อวาเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนอยู
รอบๆ diffuse plaque นี้อาจนําไปสูการสราง core ของ plaque ได เนื่องจากสารที่หล่ังออกมา
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จากเซลลไมโครเกลียสามารถรวมตัวกันแบบเชิงซอน (complex) กับ Aβ ได เชน C1q รวมตัวกับ 
fribrillar Aβ จะกระตุน classical complement pathway และ serum amyloid ซึ่งจะไปเพิ่มการ
สราง proinflammatory cytokines เชน IL-1β, TNF- และ IL-6 จากเซลลไมโครเกลียที่ถูก
กระตุน (54-56) การพบการสะสม amyloid plaques เปนจํานวนมาก อาจเกิดจากเซลล            
ไมโครเกลียไมสามารถกําจัด Aβ ได รวมทั้งมีความบกพรองในกระบวนการ phagocytosis ดวย 
เซลลไมโครเกลียจึงอาจเปนเสมือนแหลงผลิต cytokines ที่เหนี่ยวนําใหเกิดกระบวนการอักเสบ
อยางเร้ือรัง และนําไปสูความเปนพิษตอเซลลประสาท (neurotoxicity) การสะสมของ amyloid 
plaque เปนเวลานานยังสามารถเหนี่ยวนําใหเกิด oxidative stress ซึ่งทําลายเซลลประสาทและ
กระตุนเซลลไมโครเกลียไดอยางตอเนื่อง เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนจะกลายเปนแหลงของ ROS 
และอนุมูลอิสระของไนตริกออกไซด (20) เปนไปไดวา oxidative stress นาจะเปนอีกกระบวนการ
หนึ่งที่สงเสริมใหเกิดการอักเสบในระบบประสาทผานการกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย Aβ 
หลักฐานเหลานี้แสดงเห็นไดวาเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนในระยะแรกๆ อาจมีกลไกหรือ
กระบวนการกําจัด Aβ ที่ดีกวาเซลลไมโครเกลียในระยะหลังๆ เปนไปไดวาอาจจะมีโมเลกุลบาง
โมเลกุลที่สามารถหล่ังออกมาเพื่อควบคุมการทํางานของเซลลไมโครเกลียไดตั้งแตระยะตนๆ 
การศึกษาถึงส่ิงที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียจึงอาจชวยใหเขาใจถึงการทํางานของเซลล    
ไมโครเกลียและกลไกที่เปนไปไดของการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร 

การศึกษาการเปล่ียนแปลงในสมองเปนไปไดยาก เนื่องจากไมสามารถนําชิ้นเนื้อจาก
สมองของผูปวยที่ยังมีชีวิตอยูมาศึกษาได นอกจากการตรวจวิเคราะหพยาธิสภาพหลังการเสียชีวิต
ซึ่งใหความแมนยําสูงในการวินิจฉัยโรคอัลไซเมอร จึงมีความจําเปนตองหา biomarkers อ่ืนๆ ที่
สามารถบงบอกถึงการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึนภายในสมอง มีความไว (sensitivity) และ
ความจําเพาะ (specificity) ตอโรคอัลไซเมอรสูง รวมถึงสามารถตรวจพบไดงายและสรางความ
เจ็บปวดใหผูปวยนอยที่สุด โดยความไว คือ โอกาสที่ผูเปนโรคจะไดรับผลตรวจวาเปนโรค และ
ความจําเพาะ คือ โอกาสที่ผูที่ไมไดเปนโรคจะไดรับผลการตรวจวาไมเปนโรค หลายงานวิจัยจึงมี
ความพยายามที่จะหา biomarkers ในระดับโมเลกุลที่มีการเปล่ียนแปลงในสมอง CSF หรือ
พลาสมากอนที่ผูปวยจะเสียชีวิต (57) โดยโมเลกุลสวนมากที่นํามาใชเปน biomarkers ในปจจุบัน
มักจะพบวาเปนโปรตีน ดังนั้น การศึกษาศาสตรใหมที่เรียกวา “secretome” ซึ่งเปนการศึกษา
โปรตีนทั้งหมดที่หล่ังออกมาจากเซลลและเปนวิธีที่กําลังไดรับความนิยมในปจจุบัน จึงนํามาใชใน
การศึกษาเพื่อใหได biomarkers ออกมาเปนจํานวนมากในการศึกษาเพียงคร้ังเดียว คําวา 
secretome นี้ไดถูกเรียกและทดลองใชคร้ังแรกโดย Tjalsma และคณะ ในป 2000 เพื่อหาโปรตีนที่
หล่ังออกมาในอาหารเล้ียงเชื้อแบคทีเ รียแกรมบวกเพื่อใชใหเกิดประโยชนสูงสุดในดาน
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อุตสาหกรรมหมักดอง (58) การไดมาของโปรตีนเปนจํานวนมากนี้จะชวยเพิ่มโอกาสในการคนหา 
biomarkers ใหมๆ ที่อาจนํามาประยุกตใช เปนเคร่ืองมือในการวินิจฉัยโรคและติดตาม
ความกาวหนาของโรคอัลไซเมอรตอไป 

Biomarkers ของโรคอัลไซเมอรในงานวิจัยที่ผานมาไดมีการศึกษาจากตัวอยาง 
(specimen) หลายแหลงจากผูปวยที่ยังมีชีวิตอยู เชน CSF และพลาสมา การศึกษา biomarkers 
ที่พบใน CSF นี้เปนเสมือนหนาตางของเมตาบอลิซึมที่เกิดข้ึนในสมอง โดยคาดวาโปรตีนประมาณ 
20% ของ CSF เปนโปรตีนที่ไดมาจากสมอง (59) ขณะที่พลาสมาจะเปนเสมือนแหลงที่รวมสาร
ตางๆ ที่ไดจากผูปวยงายที่สุด โดย biomarkers ที่ไดรับการยอมรับใหใชได (validation) ใน
ปจจุบัน ไดแก Aβ1-42 และ p-tau  

Aβ1-42 มีรายงานวาลดลงในผูปวยโรคอัลไซเมอรเทียบกับกลุมที่ไมมีอาการสมองเส่ือม 
มีความไว 86% และความจําเพาะ 90% ในการวินิจฉัยโรค       อัลไซเมอรที่เชื่อมโยงกับพยาธิ
สภาพของ tau และ Aβ ในสมอง (60) โดยเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน (gold standard) คือ การ
ตรวจสอบพยาธิสภาพสมองของผูปวยหลังการเสียชีวิต อยางไรก็ตาม พบวา Aβ1-42 ใน CSF 
สัมพันธกับการวินิจฉัยโรคอัลไซเมอรในระยะทายๆ แลว อีกทั้งการเลือกใชตัวอยางจาก CSF ไม
สามารถนํามาใชตรวจวิเคราะหเปนงานประจําทางคลินิกได เนื่องจากสรางความเจ็บปวดใหกับ
ผูปวยมาก และแมวาจะมีการตรวจพบ Aβ1-42 ในพลาสมา แตก็ยั งไม มีความไวและ
ความจําเพาะที่จะใชในการชวยวินิจฉัยโรคอัลไซเมอร  

สวน p-tau และ total tau (t-tau) ก็เปน biomarkers ที่พบไดใน CSF ซึ่งสะทอนถึงการถูก
ทําลายและการเส่ือมสลายของเซลลประสาทที่เกิดข้ึนในสมองดวย (57) สามารถตรวจพบ p-tau 
และ t-tau สูงข้ึนใน CSF ของผูปวยโรคอัลไซเมอร โดย p-tau มีความไวและความจําเพาะอยูที่ 
80% และ 90% ตามลําดับ ในขณะที่ t-tau มีความไวและความจําเพาะอยูที่ 85% และ 58% 
ตามลําดับ แตทั้ง p-tau และ t-tau ยังอาจพบสูงข้ึนไดใน CSF ของผูปวยโรคทางระบบประสาท
อ่ืนๆ ได เชน frontotemporal lobe dementia, normal pressure hydrocephalus, Creutzfeldt-
Jakob disease (61) และสัมพันธกับโรคอัลไซเมอรในระยะทายเชนเดียวกับ Aβ1-42 นอกจากนี้ 
ทั้ง p-tau และ t-tau ก็ไมสามารถบงชี้ถึงสภาวะกอนที่จะมีการถูกทําลายของเซลลประสาทซึ่ง
นําไปสูพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอรได  

สวน biomarkers ในพลาสมาไดมีการถูกเสนอข้ึนมาเปนจํานวนมาก เนื่องจากการ
เลือกใชพลาสมาของผูปวยสรางความเจ็บปวดใหแกผูปวยไดนอยกวาการเลือกใช CSF 
biomarkers เหลานี้ ไดแก F2-isoprostane, 3-nitrotyrosin, 24S-hydrocholesterol (24S-OHC), 
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27-hydroxycholesterol (27-OH), homocysteine, APOE, ALzheimer Associated Protein 
(ALZAS) และโมเลกุลที่ตอบสนองตอการอักเสบ เชน -1-antichymotrypsin, IL-1β, IL-6, TNF-
α,  C-reactive protein, C1q complementary systems เปนตน แตยังไมมี biomarkers ตัวใดที่
มีความไวและความจําเพาะตอการวินิจฉัยโรคอัลไซเมอร (60) แมวา biomarkers ในพลาสมาจะ
ยังไมสามารถใชวินิจฉัยโรคอัลไซเมอรได แตการตรวจวัดดัชนีเหลานี้อาจมีประโยชนตอการศึกษา
ทางคลินิกในการชวยประเมินผลของยาที่ใชในการรักษาโรคอัลไซเมอรได ดังนั้น การคนหา 
biomarkers ในพลาสมาก็ยังคงไดรับความสนใจศึกษาอยูจนกระทั่งปจจุบัน  

ดวยความตองการหา biomarkers ที่สามารถบอกถึงการเปล่ียนแปลงในระยะแรกๆ ของ
โรคอัลไซเมอร ในการศึกษาคร้ังนี้จึงเลือกใชเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ ซึ่งเปน
แบบจําลองที่พบวาเซลลไมโครเกลียมีความสอดคลองกับพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอรในระยะ
ตนๆ มาทําการศึกษา secretome โดยมุงหวังวาโปรตีนที่ไดจากการศึกษาในคร้ังนี้จะชวยใหเขาใจ
ถึงพยาธิสภาพในระดับโมเลกุลของโรคอัลไซเมอรได โดยอาจนํามาประยุกตใชเปน biomarkers 
ของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ และอาจนํา biomarkers ที่ไดเหลานี้มาพัฒนายาที่มีใชอยูใน
ปจจุบัน (symptomatic drugs) และยาที่กําลังพัฒนา (disease-modifying drugs) ใหมี
ประสิทธิภาพสูงสุดที่จะชะลอหรือยับยั้งการตายของเซลลประสาทในสมองของผูสูงอายุที่เส่ียงตอ
การเปนโรคอัลไซเมอร  
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บทท่ี  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1. เคร่ืองมือท่ีใชในการวจัิย 
 1. ตูเพาะเล้ียงเซลลและเนื้อเยื่อ NUAIRE DH AUTOFLOW CO2 Air-Jacketed 
Incubator (B.K.TECH ASSOCIATES) 
 2. ตูปลอดเชื้อ NUAIRE Biological Safety Cabinets Class II (B.K.TECH 
ASSOCIATES) 
 3. อางน้ําควบคุมอุณหภูมิ MEMMERT (K.K.SCIENTIFIC) 
 4. กลองจุลทรรศนชนิดหัวกลับพรอมกลองดิจิตอล NIKON ECLIPSE TS100 (NIKON) 
 5. เคร่ืองปนเหว่ียงตกตะกอน BOECO U-32R (NOVELMED) 
 6. เคร่ืองปนเหว่ียงตกตะกอนควบคุมอุณหภูมิ Centrifuge 5415R (Eppendorf) 

7. เคร่ืองนึ่งฆาเชื้อ HIRAYAMA HICLAVETM HVE-50 (BECTHAI) 
 8. เคร่ืองใหความรอนแบบแหง MEMMERT (K.K.SCIENTIFIC) 
 9. ตูเย็น SCD/MDC (SYSTEMform) 
 10. ตูเย็นแชแข็ง SANYO BIOLOGICAL FREEZER MDF-U537 (THANES 
Development) 
 11. ตูเย็นแชแข็งอุณหภูมิต่ํา SANYO ULTRA LOW MDF-U5086W (THANES 
Development) 

12. เคร่ืองวัดความเขมขนสารละลายดวยคล่ืนแสง SmatSpecTM3000 (BIO-RAD) 
13. เคร่ืองแยกโปรตีน miniVE Holfer (Amersham Biosciences) 

 14 เคร่ืองจายกระแสไฟฟา Electrophoresis Power Supply-EPS 1001 (Amersham 
Biosciences) 
 15. เคร่ืองเขยาผสมสาร ORBITAL SHAKER SO1 (Stnart) 
 16. เคร่ืองกวาดภาพ ImageScanner (Amersham Biosciences) 
 17. เคร่ืองใหความรอนควบคุมอุณหภูมิ ThermoMixer Comfort (Eppendorf) 
 18. Q-TOF mass spectrometer (MicroMass) 
 19. เตาใหความรอนพรอมชุดกวนสารละลาย HOT PLATE STIRRER HS-115 
(HARIKUL GROUP) 
 20. เคร่ืองวัดความเปนกรดดาง pH Meter Lab860 (Schott) 
 21. เคร่ืองชั่งน้ําหนักแบบละเอียดอานไดทศนิยม 2 ตําแหนง XT2200C (BECTHAI) 

 



 

 22. เคร่ืองชั่งน้ําหนักแบบละเอียดอานไดทศนิยม 4 ตําแหนง XT220A (BECTHAI) 
 23. เคร่ืองเขยาผสมสาร Labnet VX100 (National Labnet) 

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

3. สารเคมีที่ใชในการสกัดและวัดปริมาณโปรตีน 
  3.1. Trichloroacetic acid (TCA) (Sigma) 
  3.2. Cold acetone (Merck) 
  3.3. Urea (GE Healthcare) 
  3.4. Thiourea (GE Healthcare) 
  3.5. CHAPS (GE Healthcare) 
  3.6. 1,4-dithiothreitol (DTT) (GE Healthcare) 
  3.7. Bovine serum albumin (BSA) (Gibco) 
  3.8. Bradford dye (Bio-rad) 
 4. สารเคมีที่ใชในการว่ิงโปรตีนบนเจล 1D SDS-PAGE 
  4.1. 30% Acrylamide/Bis (Bio-rad) 
  4.2. Tris [hydroxymethyal] aminomethane (Univar) 
  4.3. Ammonium persulphate (Univar) 
  4.4. Sodium dodecyl sulfate (SDS) (GE Healthcare) 
  4.5. N’-tetramethylethylenediamine (TEMED)  
  4.6. Glycine (GE Healthcare) 
  4.7. Protein marker PageRuler Prestained Protein Ladder (Fermantas) 
 

22 



 

 5. สารเคมีสําหรับใชยอมสีเจล 
  5.1. Methanol (Merck) 
  5.2. Glacial acetic acid (Merck) 
  5.3. Coomassie blue R-250 (GE Healthcare) 
 6. สารเคมีสําหรับใชยอยโปรตีน 
  6.1. Ammonium hydrogen carbonate (Unilab) 
  6.2. Acetonitrile (ACN) (Sigma) 
  6.3. Ethlenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Unilab) 
  6.4. Iodoacetamide (Amersham Biosciences) 
  6.5. Calcium chloride (Unilab) 
  6.6. Trypsin (Promega) 
  6.7. Trifluoroacetic acid (TFA) (Sigma) 
  6.8. Formic acid (Sigma) 
 7. สารเคมีอ่ืนๆ 
  7.1. HCl (Merck) 
  7.2. NaOH (Unilab) 

3.3. วิธีดําเนินการวิจัย 

3.3.1. การเลี้ยงเซลลไมโครเกลีย 

เซลลไมโครเกลีย (mouse BV2 cell line) ที่ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor 
James R. Conner (Department of Neurosurgery, The Pensylvania State 
University, USA) ในอาหารเล้ียงเซลล DMEM (Hyclone) ที่มี 5% FBS, 2mM L-
glutamine, 1mM sodium pyruvate, 10 mM HEPES และ 100 U/L penicillin-
streptomycin solution ถูกเล้ียงในตูเพาะเล้ียงเซลลที่อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส และ 
5% CO2  

3.3.2. การตรวจวัดไนตริกออกไซด (nitric oxide assay) 
ไนตริกออกไซด (nitric oxide) ที่เซลลผลิตออกมาใน medium ปริมาณ 150 

ไมโครลิตร อยูในสภาวะที่ไมเสถียรจะถูกเปล่ียนใหเปนไนไตรท ซึ่งสามารถตรวจวัดไดโดย
ใช Griess reagent 20 ไมโครลิตร ที่ประกอบไปดวย 1% sulfanilamide/ 0.1% N-(1-
naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride/ 2.5% phosphoric acid เม่ือเติม 
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sulphanilic acid ไนไตรทจะเปล่ียนรูปไปเปน diazonium salt และไปจับกับ N-(1-
naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride ไดเปน azo dye ที่มีสีชมพู เจือจางดวย 
DMEM  130 ไมโครลิตร และวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 548 นาโนเมตร คาการดูดกลืนแสง
ของไนไตรทในตัวอยางถูกนําไปคํานวณหาความเขมขนโดยเทียบจากstandard curve ที่
ไดจากโซเดียมไนไตรทที่ทราบความเขมขนแนนอน ไนไตรทที่ไดจะใชเปนตัวแทนปริมาณ
ของไนตริกออกไซดที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุน 

3.3.3. การทํา secretome 

3.3.3.1. การกระตุนเซลลไมโครเกลีย 

เซลลไมโครเกลียที่ใชในการทดลองนี้ถูกแบงออกเปน 2 กลุม คือ เซลลไมโครเกลีย
ที่ไมถูกกระตุนและเซลลที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 (Genscript) ที่ความเขมขน 10 ไมโคร
โมลาร โดยใช 5% DMSO เปนตัวทําละลาย ระยะเวลาที่ใชในการกระตุน คือ 12 ชั่วโมง 

3.3.3.2. การตกตะกอนโปรตีน 

medium จากทั้ง 2 กลุม ถูกตกตะตอนโดยใช TCA (62) เปนเวลา 15 นาที 
ตะกอนโปรตีนถูกปนแยกที่ 15,000 x g เปนเวลา 10 นาที และลางดวย cold acetone 2 
รอบ โดยการปนตกตะกอนที่ 15,000 x g เปนเวลา 5 นาที ตากตะกอนโปรตีนใหแหงที่
อุณหภูมิหอง และละลายใน lysis buffer ที่มี 7 M urea, 2 M thiourea, 4% CHAPS และ 
2% DTT ทิ้งไวเปนเวลา 2 ชั่วโมง กอนนําไปวัดปริมาณของโปรตีน 

3.3.3.3. การวัดปริมาณของโปรตีน 

โปรตีนตัวอยาง 1 ไมโครลิตร ถูกเจือจางใน lysis bufer 799 ไมโครลิตร และ
นํามาผสมกับ Bradford dye (5x) (Biorad) 200 ไมโครลิตร จากนั้นตั้งทิ้งไวใหทํา
ปฏิกิริยากับโปรตีน เปนเวลา 10 นาที ตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 595 นาโนเมตร ซึ่งมีสี
น้ําเงิน นําคาการดูดกลืนแสงมาคํานวณหาความเขมขนของโปรตีนจาก standard curve 
ที่ไดจาก BSA ที่ทราบความเขมขนแนนอน  

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

 โปรตีนตัวอยางปริมาณ 30 ไมโครกรัมที่ไดจากการตกตะกอน medium ของทั้ง 2 
กลุมถูกนํามาแยกบนเจล 1D SDS-PAGE ซึ่งเปนวิธีที่ใชในการแยกโปรตีนตาม MW ดวย
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กระแสไฟฟา เนื้อเจลที่ใชแยกโปรตีนแบงเปน 2 สวน คือ 4% stacking gel (13% 
acrylamide/Bis, 0.1% SDS, 0.05% APS, 125 mM Tris-HCl pH 6.8, TEMED) และ
12.5% separating gel (30% acrylamide/Bis, 0.1% SDS, 0.05% APS, 375 mM Tris-
HCl pH 8.8, TEMED) และใชโปรตีนมาตรฐาน (protein markers) ที่มี MW ตั้งแต 16-97 
kDa ปริมาณ 5 ไมโครลิตร ในการเปรียบเทียบ MW ของโปรตีนที่แยกได จากนั้นนําไป
ยอมใน 0.5% Coomassie blue ทิ้งไว 16-18 ชั่วโมง แลวลางสีดวย destain buffer 1 
(40% methanol, 10% acetic acid) เปนเวลา 1 ชั่วโมง ตามดวย destain buffer 2 
(10% methanol, 5% acetic acid) จนกระทั่งเห็นโปรตีนชัดเจน แลวนําเจลทั้ง 2 กลุมไป
บันทึกภาพดวยเคร่ือง ImageScanner  

3.3.3.5. การยอยโปรตีน 

  โปรตีนบนเจล 1D SDS-PAGE ที่เห็นตั้งแต band แรก จนถึง band สุดทายไดถูก
ตัดโดยมีระยะหางเทาๆ กันประมาณ 1.5 มิลลิเมตร แลวนําไปยอยโปรตีนดวยวิธี tryptic 
in-gel digestion โดย band แตละ band ไดถูกลางดวย 0.1 M NH4HCO3/ 50% ACN 
50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 20 นาที จนกระทั่งสี Coomassie 
blue หลุดออกหมด จากนั้นใส 0.1 M NH4HCO3/ 10 mM DTT/ 1 mM EDTA 50 
มิลลิลิตร เก็บไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 45 นาที จากนั้นดูดสารละลาย
ออก แลวใส 100 mM IAA 50 มิลลิลิตร เก็บไวในที่มืด เปนเวลา 30 นาที แลวลางชิ้นเจล
ดวย 0.05 M Tris-HCl, pH 8.5 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ใน 50% ACN อีกคร้ังและทําใหแหง
โดยใชระบบสุญญากาศ (vacuum) จากนั้นยอยโปรตีนในเจลดวย trypsin (Promega, 
WI, USA) เพื่อตัดโปรตีนตรงตําแหนงของกรดอะมิโน lysine arginine และ proline ให
เปนเปปดไทดสายส้ันๆ โดยใช trypsin ปริมาณ 1 ไมโครกรัม/ 10% acetic acid 30 
มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา หยุด
ปฏิกิริยาของเอนไซมดวย TFA ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ตามดวย
การใส 0.05 M Tris-HCl, pH 8.5/ 1 mM CaCl2 ปริมาณ 50 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที และ sonicate เปนเวลา 5 นาที จากนั้นใส 5% formic 
acid/ 50% ACN ปริมาณ 40 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
sonicate อีกคร้ัง เปนเวลา 5 นาที และทําใหแหงเปนผงโดยใชระบบสุญญากาศเปนเวลา 
2 ชั่วโมง นําไปเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส เตรียมนําสงไปวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนดวย
เคร่ือง LC-MS/MS ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากสถาบันวิจัยจุฬาภรณ 

 

25 



 

3.3.3.6. LC-MS/MS 

  Nanoflow liquid chromatography ไดนํามาใชรวมกับ electrospray ionization 
(nano ESI MS/MS) และใชสวนวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดแบบ Quadupole-
Time of Flight (Micromass, Manchester, UK) ที่ผาน calibration โดยใช Glu-
fibrinopeptide เปปไทดที่ไดถูกนํามาทําใหเขมขนข้ึนและกําจัดเกลือออกโดยใชคอลัมน 
75 µm ID x 150 mm C18 PepMap column (LC Packings, Amsterdam, The 
Netherlands) ชะดวยสารละลายชะ A คือ 0.1% formic acid ใน 97% water ที่ผสม 3% 
ACN และสารละลายชะ B คือ 0.1% formic acid ใน 97% ACN ตามลําดับ เปปไทดที่
ผานการยอยไดถูกฉีดเขาสู nano-LC system และถูกแยกในสวนวิเคราะหตอไป 

3.3.3.7. ชีวสารสนเทศ (bioinformatics) 

ลําดับกรดอะมิโนที่ไดจาก LC-MS/MS ของเปปไทดที่ยอยมาจากโปรตีนที่หล่ัง
ออกมาจากเซลลไมโครเกลียทั้ง 2 กลุม ถูกนําไปหาชนิดของโปรตีนผานโปรแกรมชวย
สืบคนขอมูล MASCOT (www.matrixscience.com) โดยอางอิงจากฐานขอมูล NCBInr 
ซึ่งเปนฐานขอมูลปฐมภูมิที่เก็บขอมูลไวเปนจํานวนมากเกี่ยวกับลําดับของสารชีวโมเลกุล 
เชน นิวคลีโอไทด โปรตีน และขอมูลตางๆ ที่เกี่ยวของกับลําดับนั้น (63) โดยจะชวยในการ
หาโปรตีนบางชนิดที่หายากได การตั้งคาพารามิเตอรใช peptide mass tolerance = 1.2 
Da; MS/MS ion mass tolerance = 0.2 Da; การยอมรับการตัดของเอนไซม trypsin ให
ผิดพลาดไดเพียง 1 ตําแหนง ประจุของเปปไทดจํากัดที่ +1, +2 และ +3  

3.4. การวิเคราะหขอมูล 

3.4.1. การวิเคราะหคาไนตริกออกไซด 

การวิเคราะหขอมูลใชคาเฉล่ีย (mean) คาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation: SD) และ Student’s independent t-test เพื่อวิเคราะหความแตกตางของ
ระหวาง 2 กลุม โดยความแตกตางจะพิจารณาที่คาระดับนัยสําคัญที่นอยที่สุดที่ยอมรับได
นอยกวา 0.05 (p<0.05)  

3.4.2. การวิเคราะห secretome 

เปปไทดที่ไดจากการยอยของโปรตีนแตละ band ถูกนําเขาโปรแกรมสืบคนขอมูล 
MASCOT ที่อางอิงฐานขอมูล NCBInr เพื่อหาชนิดของโปรตีน เฉพาะโปรตีนที่มี MW 
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ใกลเคียงกับตําแหนงของ bands ที่ปรากฏบนเจล 1D SDS-PAGE ไดถูกคัดเลือกและ
นําไปหาความสัมพันธระหวางโปรตีนกับภาวะบกพรองความจําเล็กนอย (mild cognitive 
impairment: MCI) โดยใชโปรแกรม The Ingenuity Pathways Analysis (IPA) version 
9.0 ดังแสดงในรูปที่ 3.1 

 

 
รูปท่ี 3.1 สรุปข้ันตอนการทดลองเพื่อตรวจสอบรูปแบบและชนิดของโปรตีนที่หล่ังออกมาจาก
เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 เปนเวลา 12 ชั่วโมง เปรียบเทียบกับรูปแบบของโปรตีน
ที่หล่ังออกมาจากเซลลที่ไมถูกกระตุน 
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บทท่ี  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 

จากการศึกษากอนหนานี้ที่พบสภาวะการถูกกระตุนของเซลลไมโครเกลียสอดคลองกับ
พยาธิกําเนิดในระยะแรกๆ ของโรคอัลไซเมอร (64) ดังนั้น การศึกษาในคร้ังนี้ผูวิจัยจึงตองการ
ตรวจสอบส่ิงที่เซลลไมโครเกลียผลิตออกมาในระยะแรกๆ หลังจากถูกกระตุนดวย Aβ ซึ่งอาจทํา
ใหเขาใจถึงบทบาทของเซลลไมโครเกลียตอพยาธิกําเนิดและการดําเนินไปของโรคอัลไซเมอร โดย
คาดวาโมเลกุลที่เซลลหล่ังออกมาหลังจากถูกกระตุนในระยะแรกๆ นาจะแตกตางไปจากโมเลกุลที่
เคยมีรายงานไวกอนหนานี้ เชน โมเลกุลในกลุมของ cytokines และ chemokines เปนตน ซึ่งถือ
วาเปนโมเลกุลในกลุม late response ที่หล่ังจากเซลลที่ถูกกระตุน นอกจากนี้โมเลกุลที่ไดจะ
นําไปใชเปน markers ของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ ได 

เพื่อหาเวลาที่เหมาะสมที่เซลลไมโครเกลียเร่ิมตอบสนองตอส่ิงกระตุน ซึ่งเวลาที่ไดจะใชใน
การศึกษาข้ันตอไป ผูวิจัยไดเลือกใช NO ซึ่งเปนโมเลกุลที่สามารถผลิตออกมาในระยะตนๆ 
หลังจากที่เซลลไมโครเกลียถูกกระตุน (65-66) เปนตัวบงชี้การตอบสนองของเซลลตอส่ิงกระตุน 
ในการทดลองนี้ไดใช LPS ที่ความเขมขน 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร เปนตัวกระตุนเซลลไมโครเกลีย 
จากนั้นปริมาณ NO ที่ถูกผลิตออกมาจากเซลลไมโครเกลียใน medium ที่เวลาตางๆ คือ 2, 4, 6, 
8, 10, 12 และ 24 ชั่วโมง ถูกตรวจสอบดวย Griess reagent ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 4.1 
พบวา ในชวง 2-10 ชั่วโมงหลังจากที่เซลลถูกกระตุนไมมีการเปล่ียนแปลงระดับของ NO ใน 
medium ขณะทีเ่วลา 12-24 ชั่วโมงสามารถตรวจวัดระดับ NO ไดในปริมาณที่สูงข้ึนและแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับปริมาณ NO ที่วัดไดที่เวลา 2-10 ชั่วโมง ดังนั้น 
ระยะเวลาที่ 12 ชั่วโมงจึงเปนเวลาที่ส้ันที่สุดที่ใชในการกระตุนเซลลไมโครเกลียในระยะแรกๆ  

 

 



 

 
รูปท่ี 4.1 การผลิต NO จากเซลลไมโครเกลียหลังการกระตุนดวย LPS (1 µg/ml) ที่เวลา 2, 4, 6, 
8, 10, 12 และ 24 ชั่วโมง โดย * แสดงความแตกตางของการผลิต NO ในแตละชวงเวลา 
เปรียบเทียบกับการผลิต NO ในเวลาที่ส้ันกวาอยางมีนัยสําคัญระดับ 0.05 (p<0.05) และ ** 
แสดงความแตกตางของการผลิต NO ในแตละชวงเวลา เปรียบเทียบกับการผลิต NO ในเวลาที่ส้ัน
กวาอยางมีนัยสําคัญระดับ 0.01 (p<0.01) 

4.1 รูปแบบโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจากเซลลไมโครเกลียท่ีถูกกระตุนดวย Aβ1-42 

เพื่อศึกษารูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 
ไดใช Aβ1-42 ที่ความเขมขน 10 ไมโครโมลาร ในการกระตุนเซลลไมโครเกลียเปนเวลา 12 ชั่วโมง 
โปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนและไมถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ใน medium 
ไดถูกนําไปตกตะกอนและแยกโปรตีนดวยวิธี 1D SDS-PAGE ดังแสดงในรูปที่ 4.2 พบวา Aβ1-42 
สามารถเปล่ียนแปลงรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียได โดยรูปแบบที่
เปล่ียนแปลงนี้เห็นไดชัดในชวงที่มี MW ต่ํากวา 21 kDa ลักษณะของการเปล่ียนแปลงที่เกิดข้ึน
อาจจะเกิดจากการเพิ่มจํานวนของโปรตีนที่มีอยูหรือการเกิดใหมของโปรตีนในแตละ band 
อยางไรก็ตาม รูปแบบของ band ที่ไมแตกตางกันก็ไมไดบงชี้ถึงการเปล่ียนแปลงชนิดของโปรตีน
ในแตละ band ดังนั้น เพื่อศึกษาโปรตีนที่ถูกเหนี่ยวนําดวย Aβ1-42 จึงจําเปนตองศึกษา
องคประกอบของโปรตีนที่มีอยูในแตละ band ดวย LC-MS/MS  
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รูปท่ี 4.2 รูปแบบของโปรตีนที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 แยกตาม MW 
โดยใช 12.5% 1D SDS-PAGE โดย Lane 1: แสดงน้ําหนักโมเลกุลพื้นฐาน (kDa) Lane 2: แสดง
รูปแบบโปรตีนที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียในสภาวะที่ไมถูกกระตุนดวย Aβ1-42 และ Lane 3: 
แสดงรูปแบบโปรตีนที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียในสภาวะที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 

4.2 การหาชนิดของโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจากเซลลไมโครเกลียท่ีถูกกระตุนดวย Aβ1-42 
ดวยวิธี LC-MS/MS โดยอางอิงกับฐานขอมูล NCBInr 

หลังจากที่โปรตีนในแตละ band ถูกยอยดวย trypsin และนําไปวิเคราะหดวย  LC-
MS/MS ลําดับกรดอะมิโนของเปปไทดที่ไดถูกนําไปสืบคนชนิดของโปรตีนโดยอางอิงกับฐานขอมูล 
NCBInr พบโปรตีน 46 ชนิด ที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 แตไม
พบในเซลลที่ไมถูกกระตุน ดังแสดงในตารางที่ 4.1 อาจกลาวไดวา โปรตีนทั้ง 46 ชนิดนี้เปน 
candidate proteins ที่ถูกเหนี่ยวนําดวย Aβ1-42 ใหหล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลีย และอาจมี
ความสัมพันธกับพยาธิกําเนิดของโรคอัลไซเมอรในระยะตนๆ ได  
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ตารางท่ี 4.1 รายชื่อ candidate proteins ที่พบในกลุมของเซลลไมโครเกลียถูกกระตุนดวย Aβ1-
42 แตไมพบในกลุมของเซลลไมโครเกลียที่ไมถูกกระตุน 
Band 
No. 

Accession 
No. 

Protein name MW 
(kDa) 

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

127400 

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

domains 3  
122671 

1 

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

122611 

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

isoform CRA_b 
164892 

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

163471 

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

4 

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

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

disease protein homolog; Short=HD protein homolog 
344471 

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

6 

gi|70995287 Calcineurin binding protein 1 243018 
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Band 
No. 

Accession 
No. 

Protein name MW 
(kDa) 

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

isoform 1 
180609 

gi|11230802 Actinin alpha 4 104911 
8 

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

11 

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

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

isoform CRA_b 
63599 15 

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

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

17 

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

21 gi|93102413 Galactokinase 1 
 

42268 

32 



 

Band 
No. 

Accession 
No. 

Protein name MW 
(kDa) 

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

42149 

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

21 

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

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

subunit isoform b 
23370 31 

gi|74207780 Nascent polypeptide-associated complex subunit 
alpha 

23370 

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

35 

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

Tissue Factor Pathway Inhibitor With Porcine Trypsin 
23460 
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Band 
No. 

Accession 
No. 

Protein name MW 
(kDa) 

49 gi|148707431 Torsin family 3, member A 20331 

Candidate proteins ที่เกิดจากการเหนี่ยวนําของ Aβ1-42 ใหหล่ังออกมาจากเซลล      
ไมโครเกลียทั้ง 46 ชนิดนี้ สามารถจําแนกตามหนาที่ไดเปน 9 กลุม ไดแก regulation of gene 
expression, cell communication/signal transduction, cellular transport, cytoskeletal 
structural integrity, metabolism, heme association,  immune response/inflammation, 
protease inhibitor และไมทราบหนาที่ชัดเจน ดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยมีสัดสวนของ 
candidate proteins ที่จําแนกตามหนาที่ ดังในรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นถึงการตอบสนองหลายดาน
ของเซลลไมโครเกลียเม่ือถูกกระตุนดวย Aβ1-42  

ตารางท่ี 4.2 Candidate proteins ที่หล่ังจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 จําแนก
ตามหนาที่ 

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

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

 
- Ral GEF with PH domain and SH3 binding 
motif 1 

 - Anoctamin-1 
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Function Protein Name 

โปรตีนที่เกี่ยวของกับการส่ือสารภายใน
เซลล (12) 

- R-spondin 3 homolog 

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

alpha subunit isoform b 
 - Type III neuregulin 1 
โปรตีนที่เกี่ยวของการขนสงของเซลล (2) - ATPase, Cu++ transporting, alpha 

polypeptide, isoform CRA_b 
 - Potassium inwardly-rectifying channel, 

subfamily J, member 10 (Kcnj10)  
โปรตีนที่เกี่ยวของกับโครงสรางของเซลล 
(1) 

- Actinin alpha 4 

โปรตีนที่เกี่ยวของกับเมตาบอลิซึม (7) - HD protein 
 - Phospharylase kinase alpha 2 (Phka2) 
 - Galactokinase 1 
 - Aspartate aminotransferase, mitochondrial 
 - Phosphomannomutase 2 
 - Huntingtin interacting protein-2 
 - Torsin family 3, member A 
โปรตีนที่เกี่ยวของกับฮีม (4) - Hemopexin precursor 
 - Hemopexin 
 - Biliverdin reductase A precursor  
 - Biliverdin reductase A 
โปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันและ
การอักเสบ (7) 

- Leucine-rich repeats and immunoglobulin-
like domains 3  

 - Cathepsin C preproprotein 
 - Ezrin 
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Function Protein Name 
โปรตีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันและ
การอักเสบ (7) 

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

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

 - Histocompatibility 2, Q region locus 1 

 
- Histocompatibility 2, D region locus 1 
precursor 

โปรตีนที่เกี่ยวของกับการยับยั้งเอนไซม  
โปรติเอส (1) 

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

โปรตีนที่ไมทราบหนาที่ชัดเจน (1) - Protein FAM73A 

 

Differential secretory proteins classified by their fuctions

15%

29%

4%2%15%

15%

9%
9% 2%

Regulation of gene expression

Cell communication/signal
transduction
Celllular transport

Cytoskeletal structural integrity

Metabolism

Immune response/inflammation

Heme association

Protease inhibitor

unknown

 

รูปท่ี 4.3 แผนภาพวงกลมแสดงการจําแนก candidate proteins ที่ถูกเหนี่ยวนําใหหล่ังจากเซลล
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ตามหนาที่ของโปรตีน 
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Candidate proteins ที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ได
นํามาหาความสัมพันธกับโมเลกุลที่เกี่ยวของกับ mild cognitive impairment (MCI) ที่มีอยูใน
ฐานขอมูลของโปรแกรม IPA พบวามี candidate proteins 14 ชนิด ที่มีความสัมพันธกับ MCI (รูป
ที่ 4.4) ไดแก probable global transcription activator SNF2L2 isoform 1, STE20-like kinase, 
isoform CRA_b, APEX nuclease 1, postmeiotic segregation increased 2, HD protein, 
actinin, alpha 1, cathepsin C preproprotein, galactokinase 1, huntingtin interacting 
protein-2, integrin alpha-M, retinal guanylyl cyclase 2 precursor, histocompatibility 2, Q 
region locus 1, histocompatibility 2, D region locus 1 precusor และ type III neuregulin 1 
แสดงใหเห็นวา candidate proteins มีความสัมพันธกับการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอรใน
ระยะตนๆ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

37 



 

 
รูปท่ี 4.4 ความสัมพันธระหวางโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 กับพยาธิสภาพในระยะแรกๆ ของโรคอัลไซเมอร (mild cogmitive 
impairment) โดยเสนทึบที่มีหัวลูกศรแสดงถึงความสัมพันธโดยตรง และเสนประที่มีหัวลูกศรแสดงถึงความสัมพันธโดยออม 
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บทท่ี  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

 Aβ1-42 เปนองคประกอบหลักใน amyloid plaque ที่พบไดในสมองของผูปวยโรค       
อัลไซเมอรไดถูกนํามาใชกระตุนเซลลไมโครเกลียในการศึกษาคร้ังนี้ โดยการสะสมของ Aβ เชื่อวา
เปนจุดเร่ิมตนของการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร ตามสมมติฐาน amyloid cascade และ
จากหลักฐานที่แสดงใหเห็นวาเซลลไมโครเกลียซึ่งเปนเซลลรักษาสมดุลสภาวะแวดลอมภายใน
สมองถูกพบเปนเซลลแรกๆ เม่ือถูกกระตุนดวย Aβ เพื่อทําหนาที่กําจัด Aβ โดยมีการหล่ังโมเลกุล
ตางๆ ที่อาจมีบทบาทตอการเกิดพยาธิสภาพของโรคอัลไซเมอร (64) การศึกษา secretome ดวย
วิธี 1D LC-MS/MS เพื่อศึกษาโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลเพาะเล้ียงเคยมีรายงานมากอนหนานี้ 
(67-68) สําหรับการศึกษานี้อาจกลาวไดวาเปนการศึกษาแรกที่ศึกษาโปรตีนที่หล่ังออกมาจาก
เซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ดวยวิธี 1D LC-MS/MS  

การหาเวลาที่เหมาะสมที่เซลลไมโครเกลียเร่ิมตอบสนองตอส่ิงกระตุน ไดทดสอบโดยใช 
NO (65-66) ซึ่งถือวาเปน early marker ที่รูวาหล่ังออกมาภายหลังจากเซลลถูกกระตุนดวย LPS 
หรือ Aβ1-42 ผานทาง Toll-like receptor 4 (69-70) ผลการกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย LPS 
พบวาที่เวลา 12 ชั่วโมง เปนระยะเวลาทีเ่ซลลไมโครเกลียเร่ิมผลิต NO ในระดับที่สูงกวา baseline  
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (รูปที่ 4.1) ผูวิจัยจึงเลือกใชเวลาที่ 12 ชั่วโมง เพื่อดูผลการกระตุนเซลล
ไมโครเกลียดวย Aβ1-42 ซึ่งถือวาเปนระยะเวลาการกระตุนที่ส้ันกวาที่มีรายงานไวในวรรณกรรม 
ซึ่งสวนใหญจะใชที่เวลา 24 ชั่วโมงในการตรวจวัด cytokines ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการ
กระตุนเซลลไมโครเกลียดวย Aβ1-42 จะเปล่ียนแปลงรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมา (รูปที่ 4.2) 
แตการเปล่ียนแปลงที่พบเปนแคเพียงบางสวน โดยเฉพาะชวงที่มี MW ต่ํา ซึ่งอาจจะเปนขอจํากัด
ของเทคนิค 1D SDS-PAGE ที่ไมสามารถแยกโปรตีนที่มี MW เดียวกัน หรือใกลเคียงกันออกจาก
กันได โดยอาจจะปรับปรุงประสิทธิภาพการแยกโปรตีนโดยใชเทคนิค 2D SDS-PAGE เพื่อให
สามารถเห็นรูปแบบของโปรตีนที่ชัดเจนมากข้ึน  

 ผลจากการวิเคราะหลําดับกรดอะมิโนที่ไดจาก LC-MS/MS เปรียบเทียบกับฐานขอมูล 
NCBInr ผานโปรแกรมชวยสืบคนขอมูล MASCOT ไมพบ cytokines ที่เคยมีรายงานวาสามารถ
หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถกูกระตุนดวย Aβ1-42 (71) ซึ่งสามารถอธิบายไดวาเวลาที่ใช
ในการกระตุน 12 ชั่วโมง เปนระยะเวลาที่ส้ันเม่ือเทียบกับการศึกษาทั่วไป การสะสมของ 
cytokines ใน medium ในระดับที่ตรวจวัดไดอาจตองใชเวลา นอกจากนี้ ปริมาณ cytokines อาจ
มีนอยมาก จนไมสามารถตรวจสอบโปรตีนไดดวยวิธี LC-MS/MS หรือโปรตีน cytokines ที่ได

 



 
 

 

 

 

สูญเสียไปในระหวางข้ันตอนกอนนําเขาวิเคราะหดวย LC-MS/MS อีกทั้งปริมาณโปรตีนเร่ิมตน
กอนการแยกโปรตีนที่นอยอาจเปนปจจัยหนึ่งที่ทําใหไมพบ cytokines ในการศึกษานี้  

จากผลการทดลองที่พบการเปล่ียนแปลงของโปรตีน 46 ชนิด (ตารางที่ 4.1) จําแนกตาม
หนาที่ไดหลายกลุม คือ regulation of gene expression, cell communication/signal 
transduction, cellular transport, cytoskeletal structural integrity, metabolism, immune 
response/inflammation, heme association และ protease inhibitor ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
และรูปที่ 4.3 แสดงใหเห็นวา เซลลไมโครเกลียไวตอการกระตุนดวย Aβ1-42 และ Aβ1-42 
สามารถกระตุนเซลลไมโครเกลียใหมีการตอบสนองไดในหลายๆ ดาน โดย candidate proteins 
เชน type III neuregulin1, biliverdin reductase A, tissue factor pathway inhibitor เปนตน 
พบวาเคยมีรายงานมากอนวามีความเกี่ยวของกับพยาธิกําเนิดของโรคอัลไซเมอรอีกดวย  

การหาความสัมพันธระหวางโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย 
Aβ1-42 กับการเกิดพยาธิสภาพในระยะแรกๆ ของโรคอัลไซเมอร ดวยโปรแกรม IPA ในการสืบคน
โมเลกุลที่มีอยูในฐานขอมูลของโปรแกรมที่มีความเกี่ยวของกับภาวะบกพรองความจําเล็กนอย 
(mild cognitive impairment: MCI) พบวามี candidate proteins 14 ชนิด ที่มีความสัมพันธกับ 
MCI ดังแสดงในรูปที่ 4.4 ไดแก probable global transcription activator SNF2L2 isoform 1, 
STE20-like kinase, isoform CRA_b, APEX nuclease 1, postmeiotic segregation increased 
2, HD protein, actinin, alpha 1, cathepsin C preproprotein, galactokinase 1, huntingtin 
interacting protein-2, integrin alpha-M, retinal guanylyl cyclase 2 precursor, 
histocompatibility 2, Q region locus 1, histocompatibility 2, D region locus 1 precusor 
และ type III neuregulin 1 โดยความสัมพันธระหวางโปรตีนเหลานี้กับการเกิดพยาธิสภาพใน
ระยะแรกๆ ของโรคอัลไซเมอรอาจศึกษาตอยอดเพื่อพัฒนาเปน biomarkers ที่บงชี้ถึงการ
เปล่ียนแปลงในระยะแรกๆ กอนที่จะพัฒนาไปเปนโรคอัลไซเมอรได 

ตัวอยาง candidate proteins ที่เคยมีรายงานวาถูกพบอยูในรูปอิสระภายนอกเซลลได 
ไดแก biliverdin reductase A (BLVRA), tissue factor pathway inhibitor (TFPI), type III 
neuregulin 1 (NRG1) และ hemopexin (HPX) โดย BLVRA, TFPI และ NRG1 สามารถพบไดใน
สมองของผูปวยโรคอัลไซเมอร (72-74) และการเพิ่มข้ึนของ TFPI และ NRG1 ยังพบวาสัมพันธกับ 
amyloid plaque (73, 75) จากการศึกษาในหลอดทดลองการเพิ่มข้ึนของของ NRG1 มีผลไป
กระตุนเซลลไมโครเกลียใหเกิดการแบงตัวผานทาง erbB receptor และกระตุนใหเซลลไมโครเกลีย
เคล่ือนตัวไปยังบริเวณที่มี amyloid plaque การหล่ังของ NRG1 จากเซลลไมโครเกลียที่มากข้ึน 
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จึงอาจสงเสริมใหเกิดการแบงตัวของเซลลไมโครเกลียรอบๆ amyloid plaque และสามารถ
ยอนกลับไปกระตุนตัวมันเองใหหล่ัง IL-1  ออกมา (75) ผานทาง erbB receptor ซึ่ง IL-1  นี้
เปน cytokine ที่ทําใหเกิด neuroinflammation ซึ่งนําไปสูการตายของเซลลประสาทได สวนการ
เพิ่มข้ึนของ TFPI ที่พบในพยาธิสภาพดังกลาวยังไมทราบความสัมพันธที่ชัดเจน แตการพบ TFPI 
ซึ่งเปน anticoagulant ในผูสูงอายุ จึงสันนิษฐานไดวา TFPI อาจยับยั้งการแทรกซึมของเลือดเขาสู
สมองผาน blood-brain barrier ที่พบความบกพรองไดในสมองของผูสูงอายุ (76) ในสมองของผูที่
มีภาวะ MCI ยังสามารถพบ BLVRA สูงข้ึนได ซึ่ง BLVRA เปนเอนไซมที่เกี่ยวของกับเสนทางการ
กําจัดฮีม (heme degradation pathway) โดยกระบวนการนี้ให bilirubin ซึ่งเปน anti-oxidant 
ออกมาและสามารถกําจัด ROS ในสมองได (72,77) จึงชี้ใหเห็นวาการหล่ัง BLVRA จากเซลล    
ไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย A1-42 อาจชวยลดการทําลายเซลลประสาทจาก oxidative stress 
ที่พบในพยาธกิําเนิดของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ และการสูญเสียหนาที่หรือการลดลงของการ
หล่ัง BLVRA จากเซลลไมโครเกลียอาจสงเสริมการดําเนินไปของโรคอัลไซเมอรได และเนื่องจาก 
HPX เปนโปรตีนขนสงที่สามารถจับกับฮีมได (78) จึงสันนิษฐานวาการหล่ัง HPX จากเซลล        
ไมโครเกลียอาจมีบทบาทในการลด oxidative stress ในสมองเชนเดียวกับ BLVRA นอกจากนี้ 
HPX ยังจัดอยูในกลุม acute phase protein ที่สามารถพบไดในพลาสมา (79) และใน CSF (80) 
ซึ่งอาจบงชี้ถึงการการเกิดพยาธิสภาพของระบบประสาทสวนกลางได จากหลักฐานเหลานี้ชวย
สนับสนุน candidate proteins ที่ไดวามีความเกี่ยวของกับพยาธิกําเนิดของโรคอัลไซเมอรใน
ระยะแรกๆ  

ผลของการศึกษาสามารถสรุปไดดังนี้ คือ  

1. การกระตุนเซลลไมโครเกลียดวย A1-42 สามารถตรวจสอบการหล่ังโปรตีนออกมาได
ที่เวลา 12 ชั่วโมง  

2. Aβ1-42 สามารถเปล่ียนแปลงรูปแบบของโปรตีนที่หล่ังออกมาจากเซลลไมโครเกลียได  

3. candidate proteins ทั้ง 46 ชนิด ที่พบเฉพาะในเซลลไมโครเกลียที่ถูกกระตุนดวย 
A1-42 สามารถจําแนกหนาที่ไดหลายกลุม คือ regulation of gene expression, cell 
communication/signal transduction, cellular transport, cytoskeletal structural integrity, 
metabolism, immune response/inflammation, heme association และ protease inhibitor ใน
จํานวนนี้พบโปรตีน 14 ชนิดที่มีความสอดคลองกับ mild cognitive impairment (MCI) ซึ่งถือได
วาเปนความผิดปกติของโรคอัลไซเมอรในระยะแรกๆ 
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ตารางแสดงโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจากเซลลไมโครเกลียท่ีไมถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ในบริเวณท่ีเห็นการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนท่ีหลั่งออกมา
จากเซลลไมโครเกลีย วิเคราะหดวย LC-MS/MS โดยอางอิงจากฐานขอมูล NCBInr 
 

Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

C43 gi|6679439 peptidylprolyl isomerase A 17960 7.74 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|12846244 unnamed protein product  17973 8.44 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|74146841 unnamed protein product  17933 7.74 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|74191492 unnamed protein product  17932 7.72 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|149257773 hypothetical protein  18003 6.2 1 5% 58 58 R.VSFELFADK.V 
  gi|30061401 histone cluster 2, H3c1  20234 11.39 5 15% 0 65 R.VTIMPK.D 
                  K.DIQLAR.R 
                  K.STELLIR.K 
                  K.STELLIR.K 
                  K.STELLIR.K 
                  R.YRPGTVALR.E 
  gi|74204635 unnamed protein product  16164 11.38 5 19% 0 65 R.VTIMPK.D 
                  K.DIQLAR.R 
                  K.STELLIR.K 
                  K.STELLIR.K 
                  R.YRPGTVALR.E 

 

55 

55



 
 

 

 

 

Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

     
 

            R.TFIAIKPDGVQR.G 

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

 
 
 
 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

C51  gi|4507761 ubiquitin and ribosomal protein L40 
precursor 

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

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

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

residue ribosomal protein fusion product 1 
isoform 1  

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

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

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

 
 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

 
 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

 
 
 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

C54 gi|148702781 mCG15041 9330 9.62 1 12% 0 15 K.CVQASTAPGGR.L 
  gi|159106929 hypothetical protein LOC208501  7780 9.69 1 14% 0 15 K.CVQASTAPGGR.L 
  gi|196914 Ig kappa chain precursor VJ5-region 12425 8.66 1 5% 0 10 K.SGTSFK.R 
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ตารางแสดงโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจากเซลลไมโครเกลียท่ีถูกกระตุนดวย Aβ1-42 ในบริเวณท่ีเห็นการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของโปรตีนท่ีหลั่งออกมาจาก
เซลลไมโครเกลีย วิเคราะหดวย LC-MS/MS โดยอางอิงจากฐานขอมูล NCBInr 
 

Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

 
 
 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

                 K.IPDWFLNR.Q 
    

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

AB42 gi|387496 tumor metastatic process-
associated protein NM23 

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

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

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

 gi|42741690 ubiquitin-conjugating enzyme E2 
variant 1  

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

 gi|220938249 ubiquitin-conjugating enzyme E2 
variant 1 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

 
            K.LYTLVTYVPVTTFK.N 
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Band Accession 
name 

Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

                 K.VHLVGIDIFTGK.K 
                 R.EDLRLPEGDLGK.E 

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

 
 
 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

                 K.ILGFFF.-   
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Band Accession No. Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

                 K.WQNNLLPSR.Q 
                 K.ILGFFF.-   

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

 
 
 

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

52 residue ribosomal protein fusion 
product 1  

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

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

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

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

52 residue ribosomal protein fusion 
product 1 

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

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

Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

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

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

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

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

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

52 residue ribosomal protein fusion 
product 1 

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

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

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

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

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

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

                 K.ESTLHLVLR.L 
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Band Accession 
name 

Description MW pI Peptide 
match 

%sequence 
coverage 

Score Ion 
score 

Sequence 

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

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

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

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

                 none.DDGTVKLLIYNTSTLYSGVPSR.F 
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