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บทคัดยอ (ภาษาไทย) 

 

โรคขอเขาเสื่อมเปนโรคท่ีเกิดจากการเสื่อมสลายของสวนประกอบตางๆบริเวณขอ โดยเฉพาะอยางยิ่ง

การแตกสลายตรงบริเวณกระดูกออนผิวขอ สงผลให chondrocyte ซ่ึงเปนเซลลสําคัญในบริเวณนี้สูญเสีย

คุณสมบัติในการควบคุมสมดุลในการสรางและสลายกระดูกออนไป ทําใหเกิดอาการเสื่อมของขอ นอกจากนี้ตัว 

chondrocyte เองยังสามารถกระตุนเซลลในระบบภูมิคุมกัน อาทิเชน T cell ในผูปวยขอเขาเสื่อมได ซ่ึง

อาจจะเปนตัวแปรสําคัญท่ีทําใหเกิดความรุนแรงของโรคในผูปวยได แตอยางไรก็ตามยังไมเปนท่ีทราบแนชัดวา 

chondrocyte มีกลไก ในการกระตุนระบบภูมิคุมกันไดอยางไร ในงานวิจัยนี้จึงสนใจท่ีจะศึกษาหาปจจัยท่ีทํา

ให chondrocyte ในผูปวยขอเขาเสื่อมเปลี่ยนคุณสมบัติไป รวมท้ังตองการท่ีจะศึกษากลไกท่ี chondrocyte 

ใชกระตุน T cell ดวย โดยจากการศึกษาพบวา chondrocyte ของผูปวยขอเขาเสื่อมจะมีการแสดงออกของ 

MHC class I และ II บนผิวเซลลมากข้ึนเม่ือกระตุนดวย Interferon gamma (IFNγ) รวมท้ังเม่ือกระตุน

เซลลรวมกับ proteoglycan aggrecan peptide พบวา p263-280 สามารถเหนี่ยวนําให chondrocyte มี

การแสดงออกของ CD86 บนผิวเซลลมากข้ึนเชนกัน ซ่ึงชี้ใหเห็นวา p263-280 อาจจะเปนปจจัยหนึ่งท่ีทําให 

chondrocyte เปลี่ยนคุณสมบัติไปเปน antigen presenting cell ได แตอยางไรก็ตามการศึกษานี้ยังคงตอง

ดําเนินตอไปเพ่ือดูวา chondrocyte จะสามารถ นําเสนอ p263-280 ใหแก T cell ไดหรือไมและมีกลไกการ

กระตุน T cell อยางไร และผลการศึกษาท่ีไดจะเปนความรูท่ีสําคัญท่ีจะนําไปพัฒนาการรักษาโรคขอเขาเสื่อม

ไดมากยิ่งข้ึน 
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Abstract 
 

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

โรคขอเขาเสื่อม (osteoarthritis) เปนโรคท่ีมีสาเหตุมาจากการเสื่อมสภาพของขอเขา ซ่ึงอาจเกิดจาก

ปจจัยหลากหลาย เชน อายุ เพศ น้ําหนักตัวท่ีมากเกินไป พันธุกรรม อุบัติเหตุ การหกลมหรือการกระแทก จน

ทําใหเกิดการสึกกรอนของกระดูกออนผิวขอ (articular cartilage) ซ่ึงเปนสวนสําคัญท่ีชวยในการเคลื่อนไหว 

หากเปนมากและยังไมไดรับการรักษาอาจลุกลามไปยังกระดูกใตชั้นกระดูกออน (subchondral bone) และ

อาจเปนสาเหตุใหเกิดการอักเสบของผิวขอ (synovial membrane) หากเศษกระดูกออนเหลานี้หลุดเขาไปใน

น้ําไขขอ (synovial fluid) ก็อาจไปท่ิมแทงสวนของเนื้อเยื่อในบริเวณรอบๆขอเขา สงผลใหเกิดอาการ

เจ็บปวด ขอบวม เคลื่อนไหวติดขัด บางรายอาจมีการผิดรูปของขอรวมดวย ซ่ึงจะสงผลใหเกิดความยากลําบาก

ในการดําเนินชีวิตของผูปวย (1) 

 ในปจจุบันพบวาผูปวยท่ีเปนโรคขอเสื่อมนั้นมีเปนจํานวนมาก และมากกวา 70% ของผูปวยเหลานี้มี

อาการเสื่อมท่ีบริเวณขอเขา ซ่ึงโรคเหลานี้เปนโรคท่ีสรางความเจ็บปวดทรมานแกผูปวยและยังไมสามารถหาวิธี

รักษาใหหายไดแมในผูปวยท่ียังมีอาการไมรุนแรงก็ตาม นอกเสียจากจะทําการผาตัดเปลี่ยนเขา ซ่ึงก็ตองเสีย

คาใชจายสูง และอันตราย (2) ท้ังนี้มีงานวิจัยจํานวนมากท่ีพยายามจะศึกษาถึงกลไกของโรคขอเขาเสื่อม

ตลอดจนสาเหตุของการเกิดอาการเจ็บปวดในผูปวย เพ่ือใชเปนแนวทางในการพัฒนาการรักษาตอไป  

ระบบภูมิคุมกันเปนกระบวนการหนึ่งท่ีมีบทบาทสําคัญตออาการเจ็บปวดของผูปวยเปนอยางมาก โดย

สาเหตุหลักเกิดจากการสูญเสียการทํางานของ chondrocyte ซ่ึงเปนเซลลท่ีสําคัญในกระดูกออนผิวขอ ทํา

หนาท่ีในการสรางและสลายกระดูกออนและทําใหกระดูกออนนั้นคงสภาพอยูได เม่ือ chondrocyte ถูกทําลาย

หรือสูญเสียการทํางานก็จะทําใหรางกายไมสามารถสรางหรือซอมแซมกระดูกออนท่ีชํารุดบริเวณขอได (3, 4) 

รวมท้ังเม่ือเศษกระดูกออนท่ีหลุดออกมาไปสัมผัสกับเนื้อเยื่อท่ีผิวขอจะเปรียบเสมือนสิ่งแปลกปลอมของ

รางกายท่ีกระตุนใหเซลลบริเวณนั้นๆ ไดแก synovial cell, fibroblast และ macrophage หลั่งสารตางๆ 

เชน cytokines หรือ prostaglandin ไปกระตุนเซลลอ่ืนๆในระบบภูมิคุมกัน อาทิ เชน T cell, B cell, 

macrophage และ NK cell โดยปริมาณเซลลเหลานี้จะแปรผันตามระดับความรุนแรงของโรค (5-7) จึงทําให

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

granzyme และ fas ligand (10)ในผิวขอและน้ําไขขอของผูปวยเปนจํานวนมากเม่ือเทียบกับคนปกติ ซ่ึง

โมเลกุลเหลานี้จะชวยกระตุนกระบวนการตายของเซลล (apoptosis) (11) ทําใหเกิดความเสียหายแกเนื้อเยื่อ

เพ่ิม ข้ึน รวมถึงกระตุน chondrocyte ใหหลั่ งเอนไซม  matrix metalloproteinases (MMPs) ซ่ึงเปน

เอนไซมสําคัญในการสลายกระดูกออนดวย (12 ) นอกจากนี้แลวในน้ํ าไขขอของผูป วยยังพบวามี 
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proteoglycan และ aggrecan peptide ซ่ึงเกิดจากการสลายของเนื้อกระดูกออน (13) ท่ีสามารถกระตุน

เซลล ในระบบภู มิ คุม กันโดยเฉพาะอยางยิ่ ง T cell ได เชน เดียวกัน โดยงานวิจัยกอนหนานี้พบวา 

proteoglycan aggrecan peptide p263-280 และ p16-30 สามารถกระตุน T cell ของผูปวยขอเสื่อมให

สราง cytokine IFNϒ ไดมากกวาในคนปกติ (14) แตอยางไรก็ตามการท่ี peptide จะกระตุน T cell ไดนั้น

จําเปนอยางยิ่งท่ีจะ peptide นั้นจะตองถูกนําเสนอผาน antigen presenting cell  

Chondrocyte นอกจากจะเปนเซลลท่ีทําหนาท่ีสําคัญในการควบคุมเมตาบอลิซึมของกระดูกออน

บริเวณขอเขาแลว มันยังมีบทบาทสําคัญในระบภูมิคุมกันอีกดวย โดยในการศึกษากอนหนานี้ พบวา 

chondrocyte ของผูปวยขอเขาเสื่อมสามารถตอบสนองตอการการกระตุนดวย IL1β โดยการผลิต cytokine 

จํานวนมาก เชน IL1α, IL2, IL3, IL4, IL5 และโดยเฉพาะอยางยิ่ง IL1β, IL6 และ IL7 (15) รวมท้ังยัง

พบวา chondrocyte สามารถกระตุน T cell ในเลือดใหมีการเพ่ิมจํานวนข้ึนได และในทางกลับกัน T cell 

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

metalloproteinases (MMPs) เพ่ื อย อยผิ วกระดูกออนมาก ข้ึน (16 ) รวม ท้ั งผลิต  chemokine เช น 

RANTES หรือ CCL5 ซ่ึงเปน chemokine สําคัญในการเรียกให T cell มายังบริเวณนั้นมากข้ึนดวย (17) 

นอกจากนี้ยังพบวา chondrocyte ของผูปวยขอเขาเสื่อม มีการแสดงออกของ major histocompatibility 

complex (MHC) class I และ class II บนผิวเซลลมากกวาในคนปกติดวย (18) ซ่ึงการแสดงออกของ

โมเลกุล MHC นั้นเปนลักษณะสําคัญของ antigen presenting cell จึงชี้ใหเห็นวา chondrocyte สามารถ

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

spondylitis มีการแสดงออกของ MHC class I HLA-B27 ไดมากข้ึนเม่ือถูกกระตุนดวย IFN-γ และเม่ือ

นํา chondrocyte ท่ีถูกกระตุนนี้ มากระตุนดวย Epsteine Barr viral peptide EBNA258-266 แลวนําไป 

co-culture กับ autologous T cell พบวา สามารถกระตุนให T cell มีการหลั่ง IFN-γ เพ่ิมข้ึน และใน

ขณะเดียวกันก็มีการสราง perforin และ granzyme B มากข้ึนดวย เม่ือเทียบกับสภาวะท่ีไมมี peptide มา

กระตุน (19) จากงานวิจัยนี้ แสดงใหเห็นวา chondrocyte สามารถนําเสนอ antigen ใหแก T cell ซ่ึงเม่ือ

เทียบกับคนปกติแลว chondrocyte ของคนปกติไมสามารถเกิดเหตุการณเชนนี้ได  

จากการศึกษาท้ังหมดนี้แสดงใหเห็นวา chondrocyte มีบทบาทสําคัญอยางมากในการขับเคลื่อนให

เกิดความรุนแรงของโรคไดในผูปวย แตอยางไรก็ตาม ยังไมมีการศึกษาใดท่ีจะระบุ ถึงปจจัยท่ีทําให 

chondrocyte นั้นสูญเสียความสามารถในการสรางกระดูกออน และเปลี่ยนไปเปน antigen presenting cell 

ได รวมท้ังยังไมทราบแนชัดวา chondrocyte นั้นมีกลไกท่ีสามารถกระตุนเซลลในระบบภูมิคุมกันในผูปวยขอ

เขาเสื่อมไดอยางไร ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงมุงเนนท่ีจะหาโมเลกุล หรือปจจัยท่ีสามารถเปลี่ยนคุณสมบัติ
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ของ chondrocyte จากกระดูกออนผิวขอของผูปวยใหสามารถกระตุนภูมิคุมกันได รวมท้ังจะศึกษากลไก 

(mechanism) ของ chondrocyte ในการกระตุน T cell ตลอดจนกลไกของ T cell ท่ีตอบสนองตอการ

กระตุนนั้นวาผานกลไกใดบาง ซ่ึงหากสามารถหากลไก หรือ pathway ในการกระตุนระบบภูมิคุมกันได หรือ

หากทราบไดวาโมเลกุลใดเปนปจจัยท่ีทําใหเกิดการเสื่อมสภาพของ chondrocyte ก็จะสามารถนําความรูท่ีได

ไปพัฒนาเพ่ือผลิตยามาตานการเกิดโรคในผูปวยขอเขาเสื่อมไดโดยตรงดวย 

เนื้อเรื่อง (Main Body) 

วิธีการทดลอง (Materials and methods) 

1. วิธีการเล้ียงchondrocyte cell line  

 นํา chondrocyte cell line passage ท่ี 7 ซ่ึงไดจากหองแลปของทางอาจารยสุพรรษามาเลี้ยงใน T-

75 flask ท่ีมีอาหาร DMEM อยู 20 ml จากนั้นนําไปเลี้ยงท่ี 37 °C, 5% CO2เปนเวลา 5 วัน จนเม่ือสองดู

ภายใตกลองแลวเซลลมีจํานวนเพ่ิมข้ึนเปน 80% จากนั้นทําการ passage เซลล โดยดูดอาหารออกจาก flask 

แลวใส 0.05% Trypsin/EDTA solution ลงใน flask บมท่ี 37 °C ประมาณ 3-5 นาที จนมองเห็นวาเซลล

หลุดจาก flask หมดแลวจึงเติมอาหารปริมาตร 10 ml ลงไปเพ่ือหยุดปฏิกิริยาของเอนไซม จากนั้นลางเซลล

โดยการนําเซลลมาปนเหวี่ยงท่ี 1500 rpm นาน 10 นาที แลวนําเซลลท่ีไดมาเติมดวยอาหาร 15 ml เพ่ือปรับ

ความเขมขนเปน 20,000 cell/ml แลวดูดเซลล 5 ml ใสลงใน flask T-175 อันใหมท่ีมีอาหารอยู 30 ml 

จากนั้นก็เลี้ยงเซลลตอเพ่ือใชสําหรับการทดลองตอไป เซลลสวนหนึ่งจะถูกแบงเก็บเปน stock โดยใสใน 10% 

DMSO และ 90% FBS จากนั้นเก็บลงใน liquid nitrogen 

2. กระตุน chondrocyte cell line ดวย recombinant granulysin 

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

อยูปริมาตร 500 µl เลี้ยงเซลลท่ี 37 °C เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหเซลลเกาะกับ plate โดยสมบูรณ จากนั้น

ใส recombinant granulysin ลงในแตละ well เปนความเขมขนท่ีแตกตางกัน ไดแก 0, 1, 10 และ 25 

ng/ml อีก 1 ชั่วโมงตอมา ใส brefeldin เขมขน 20 µg/ml จากนั้นเลี้ยงเซลลเปนเวลา 24 หรือ 48 ชั่วโมง 

จึงทําการ trypsinize เซลล แลวนําไปยอมดวย antibody เพ่ือดู marker ตางๆ 
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3. การยอมผิวเซลลของ chondrocyte cell line 

 หลังจาก trypsinize เซลลใหหลุดออกจาก flask แลว เซลลจะถูกนําไปใสใน 96 well-V bottom 

plate จากนั้นปนเหวี่ยงเซลลท่ี1500 rpm นาน 5นาทีเพ่ือกําจัดอาหารท้ิงไป เซลลท่ีอยูกน plate จะถูกนํามา

ยอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ CD40, CD80, CD86, HLA-ABC และ HLA-DR ซ่ึงท่ีแอนติบอดีจะมี

สี fluorescence ติดอยู จากนั้นบมท่ี 4°C นาน 30 นาทีโดย ในข้ันตอนนี้หามโดนแสง แลวจึงทําการลางเซลล

และ resuspend เซลล ใน FACS wash buffer (PBS ท่ีมี 2% FBS)และนําเซลลท่ีไดไปตรวจสอบดวย 

flow cytometer 

4. การยอม cytokine ภายในเซลล 

หลังจากกระตุนเซลลดวย granulysin ความเขมขนและเวลาตางๆ เพ่ือศึกษา cytokine ท่ีถูกสราง

ข้ึนจึงนํา chondocyte cell line มายอมผิวเซลลดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ HLA-ABC, CD40 และ 

CD80 โดยบมในน้ําแข็งนาน 30 นาที ในท่ีมืด จากนั้นลางเซลล 2 ครั้ง ดวย FACS wash buffer หลุมละ 

200 µl และปนเหวี่ยงท่ี 4 ºC ความเร็วรอบ 1,500 rpm นาน 5 นาที จากนั้นใส 1% formaldehyde หลุม

ละ 200 µl เพ่ือรักษาสภาพของเซลล โดยบมท่ี 4ºC นาน 30 นาที จากนั้นปนลางเซลลและทําการเจาะรูเซลล

ดวย 0.3% saponin พรอมกับทําการยอม cytokine ภายในเซลลดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ cytokine 

IL1β และ TNFα โดยบมในน้ําแข็งนาน 45 นาที แลวจึงลางเซลล 2 ครั้งและ resuspend เซลลดวย FACS 

wash แลวจึงนําไปตรวจสอบดวย flow cytometer 

5. วิธีแยก primary chondrocyte จาก cartilage ของผูปวยขอเขาเส่ือม 

นํากระดูกออนของผูปวยขอเขาเสื่อมท่ีไดจากหองผาตัดมาแชใน PBS นาน 15 นาที เพ่ือกําจัดเซลล

เม็ดเลือดแดงท่ีอาจปนเปอนมาจ จากนั้นตัดกระดูกออนเปนชั้นเล็กๆประมาณ 2-3 มิลลิเมตร แลวจึงนําชั้น

กระดูกออนท่ีตัดแลวไปยอยดวย 0.15 mg pronase ใน อาหาร  DMEM 15 ml  แลวนําไปบมท่ี 37°C เปน

เวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนํา ชิ้นสวนกระดูกออนมาลางดวย อาหาร DMEM 20 ml 2 ครั้ง แลวนําไปใสใน

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

plate ไปบมท่ีตูเลี้ยงเซลล 37°C เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นทําการเก็บเซลลโดยการกรองเซลลผาน cell 

strainer ขนาด 40 µm แลวลางเซลลดวย DMEM 20 ml อีก 2 ครั้ง จากนั้นทําการเลี้ยงเซลลใน 12 well 

plate โดยใสเซลลท่ีมีความเขมขน 5x105 cells/ml/well และเลี้ยงเซลลเปนเวลานาน 5-6 วัน จึงเริ่มทําการ

ทดลอง 
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6. การยอม collagen type II ใน primary cell 

Primary chondrocyte ท่ีแยกได และเลี้ยงเปนระยะเวลา 6 วัน 9 วัน และเซลลใน passage 1 จะ

ถูกนํามาตรวจสอบการผลิต collagen type II ภายในเซลล โดยเริ่มจากลางเซลลใน plate ดวย 500 µl PBS 

3 ครั้ง จากนั้น Fix cell ดวย 4% formaldehyde ใน PBS 500 µlนาน 15 นาที ท่ี 37°C แลวลางเซลลดวย 

500 µl PBS 3 ครั้ง แลวทําการเจาะรูเซลลดวย 0.1% triton X-100 ใน PBS 500 µlนาน 10 นาที ท่ี4°C 

แลวลางเซลลดวย 500 µl PBS 3 ครั้งจากนัน้ block cell ดว้ย 2% BSA ใน PBS 500 µlที่

อุณหภูมหิอ้ง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางเซลลดวย 500 µl จากนั้นยอมเซลลดวย 1 µg/ml 

primary antibody ท่ีจําเพาะตอ collagen type II แลวบมท่ี อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชั่วโมง แลวลางเซลล

ดวย 500 µl PBS 3 ครั้ง จากนั้นยอมเซลลอีกครั้งดวย secondary antibody ท่ีติดสี fluorescence AF-

488 ความเขมขน 1/1000 นาน 1 ชั่วโมง โดยบมท่ีอุณหภูมิหอง หามโดนแสง แลวลางเซลลดวย 500 µl 

PBS 3 ครัง้ จากนั้นไปตรวจวัด collagen type II ไดโดยใช flow cytometer หรือ fluorescence 

microscope  

7. กระตุน primary chondrocyte ดวย IFNϒ และ proteoglycan aggrecan peptide 

หลังจากท่ีแยก primary chondrocyte ไดแลว นําเซลล 5x105 cells มาเลี้ยงใน 12 well ซ่ึงมี

อาหาร DMEM อยู 1 ml เปนระยะเวลา 6 วัน ท่ี 37 °C เพ่ือใหเซลลเกาะกับ plate โดยสมบูรณ จากนั้น

กระตุนเซลลดวย proteoglycan aggrecan peptide P263-280, P16-31 หรือ P237-2394 (ความเขมขน 

10 µg/ml) ในสภาวะท่ีมีและไมมี recombinant IFNϒ (ความเขมขน 10 ng/ml) จากนั้นเลี้ยงเซลลตอเปน

เวลา 48 ชั่วโมง จึงทําการ trypsinize เซลล แลวนําไปยอมดวย antibody เพ่ือดกูารแสดงออกของ marker 

ตางๆ 

8. การยอมผิวเซลลของ primary chondrocyte 

หลังจากกระบวนการ trypsinization แลว primary chondrocyte (5x105 cells/well) จะถูก

นําไปใสใน 96 well-V bottom plate จากนั้นปนเหวี่ยงเซลลท่ี 1500 rpm นาน 5 นาที เพ่ือกําจัดอาหารท้ิง

ไป เซลลท่ีอยูกน plate จะถูกนํามายอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ CD40, CD80, CD86, HLA-ABC 

และ HLA-DR ซ่ึงท่ีแอนติบอดีจะมีสี fluorescence ติดอยู จากนั้นบมท่ี 4°C นาน 30 นาทีโดยในข้ันตอนนี้

หามโดนแสง หลังจากนั้นจึงทําการลางเซลล และ resuspendเซลล ใน Fixation buffer (PBS ท่ีมี 2% 

FBSและ 1% formaldehyde) และนําเซลลท่ีไดไปตรวจสอบดวย flow cytometer 
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ผลการทดลอง (Results) 

การศึกษาใน chondrocyte cell line 

 Chondrocyte cell line ท่ีไดมาจากแลปอ่ืนเปนเซลลท่ีอยูใน passage ท่ี 7 ซ่ึงจําเปนตองนํามาเลี้ยง

เพ่ือปรับสภาพเซลล ใหเซลลไมแกเกินไปและพรอมท่ีจะใชในการทําการทดลองตอไป โดยในสวนนี้ เซลลจะถูก

นาํมา passage เพ่ือสวนหนึง่จะถูกเก็บไวเปน cell stock และสวนหนึง่จะถูกเลีย้งเพ่ือเพ่ิมจาํนวน และเซลลท่ี

เลี้ยงไดและนํามาใชในการทดลองคือเซลลใน passage ท่ี 9 แตสิ่งท่ีตองระวังสําหรับเซลลชนิดนี้คือเซลลจะ

สามารถเปลี่ยนเปน fibroblast ได หากเลี้ยงไปใน passage ท่ีมากข้ึน ซ่ึงอาจจะมีผลตอ metabolic ภายใน

เซลลได ดังนั้นจึงตองตรวจสอบลักษณะของเซลลอยูเสมอ อยางไรก็ตามเม่ือนํามาสองดูภายใตกลองพบวา 

chondrocyte cell line ใน passage ท่ี 9 นี้ เซลลยังมีลักษณะเปน dendrite ยังไมเปลี่ยนแปลงสภาพไปเปน 

fibroblast จึงยังสามารถใชในการลองไดอยู ดังแสดงในรูปท่ี 1  

 

รูปท่ี 1 แสดงChondrocyte cell line (passage ท่ี 9) 

 เนื่องจากมีการศึกษากอนหนานี้พบวา chondrocyte ในคนไขขอเขาเสื่อมสามารถ ทําหนาท่ีเปน 

antigen presenting cellใหกับ  T cell ในระบบภูมิคุมกันได แตกลไกเปนอยางไรนั้นยังไมเปนท่ีทราบแนชัด 

ประกอบกับการวิจัยกอนหนานี้พบวาใน synovial fluid ของผูปวยมี cytotoxic molecule ซ่ึงไดแก 

granulysinและ granzyme B ดังนั้นเพ่ือตรวจสอบวา cytotoxic molecule มีผลตอการทํางานของ 

chondrocyte ในการทําหนาท่ีเปน antigen presenting cell ไดจึงไดลองนํา chondocyte cell line มา

กระตุนดวย recombinant granulysinแลวดูการแสดงออดของ antigen presenting cell marker บนผิว

เซลล ซ่ึงไดแก CD40, CD80, CD86, HLA-ABC และ HLA-DR โดยในการทดลองนี้จะทํากระตุน 
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chondrocyte cell line ดวย granulysinท่ีความเขมขนตางๆ ไดแก 1, 10 และ 25 ng/ml โดยทําการ

กระตุนนาน 24 และ 48 ชั่วโมง และตรวจสอบการแสดงออกของ surface marker ดวย flow cytometer 

ผลการทดลองท่ี 24 ชั่วโมง พบวา การแสดงออกของ HLA-DR, CD40, CD80 และ CD86 บน

ผิวของ chondrocyte cell line ท่ีถูกกระตุนดวย recombinant granulysin ความเขมขนตางๆไมมีความ

แตกตางกัน มีเพียง HLA-ABC ท่ีถูกกระตุนดวย 1 ng/ml granulysin เทานั้นท่ีมีการแสดงออกมากกวา 

เม่ือทียบกับในสภาวะท่ีไมถูกกระตุน ดังแสดงในรูปท่ี 2 และท่ีความเขมขน 25 ng/ml granulysin พบวา

surface marker ทุกตัวมีการแสดงออกท่ีลดลง เม่ือเทียบกับเซลลท่ีไมถูกกระตุนดวย 

 

รูปท่ี 2 แสดงการกระตุน chondrocyte cell line ดวย granulysin เปนเวลา 24 ชั่วมง และเปรียบเทียบการ

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

cell line ในสภาวะปกติ (histogram สีแดง) และในสภาวะท่ีถูกกระตุนดวย recombinant 

granulysin ท่ีมีความเขมขน 1, 10 และ 25 ng/ml (histogram สีฟา)  
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ในขณะท่ีผลการทดลองท่ี 48 ชั่วโมงหลังการกระตุนพบวา chondrocyte cell line มีการแสดงออก

ของ HLA-ABC, HLA-DR, CD40, CD80 และ CD86 ในระดับท่ีไมแตกตางกันเลยท้ังในสภาวะท่ีถูก

กระตุนและไมถูกกระตุนดวย recombinant granulysin และ ยิ่งใช granulysin ในความเขมขนท่ีสูงในการ

กระตุน ก็ยิ่งทําให chondrocyte cell line มีการแสดงออกของ surface marker ตางๆ ลดลงดวย ดังแสดง

ในรูปท่ี 3  

 

 

รูปท่ี 3 แสดงการกระตุน chondrocyte cell line ดวย granulysin เปนเวลา 48 ชั่วมง และเปรียบเทียบการ

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

cell line ในสภาวะปกติ (histogram สีแดง) และในสภาวะท่ีถูกกระตุนดวย recombinant 

granulysin ท่ีมีความเขมขน 1, 10 และ 25 ng/ml (histogram สีฟา)  

 

จากการทดลองพบวา ท่ี 24 และ 48 ชั่วโมงหลังจากการะตุน chondrocyte cell line ดวย 

recombinant granulysin แลวมี marker เพียงตัวเดียวท่ีมีการเปลี่ยนแปลงเม่ือเทียบกับสภาวะท่ีเซลลไมได
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ถูกกระตุน นั่นคือ HLA-ABC และเม่ือนําผลการทดลองจากท่ี 24 และ 48 ชั่วโมงมาเทียบกันดังรูปท่ี 4 

พบวา ท่ีสภาวะท่ีเซลลถูกกระตุนดวย 1 และ 10 ng/ml ของ granulysinท่ี 24 ชั่วโมงนั้น HLA-ABC จะมี

การแสดงออกในปริมาณท่ีมากกวาท่ี 48 ชั่วโมง  ซ่ึงจากการทดลองนี้ แสดงใหเห็นวา chondrocyte อาจทํา

หนาท่ีเปน antigen presenting cell ได เนื่องจากมีการแสดงออกของ MHC class I ซ่ึงก็คือ HLA-ABC 

บนผิวเซลล และคุณลักษณะนี้สามารถถูกกระตุนไดโดย cytotoxic molecule อยาง granulysinโดยสภาวะ

ท่ีเหมาะสมท่ีจะใชในการทดลองตอๆไป คือ 1 ng/ml และกระตุนนาน 24 ชั่วโมง 
 

 

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

chondrocyte cell line เม่ือถูกกระตุนดวย recombinant granulysin ท่ีความเขมขน 1, 10 และ 

25 ng/ml เปนระยะเวลา 24 (histogram สีสม) และ 48 ชั่วโมง (histogram สี ฟา) เทียบกับ 

chondrocyte cell line ในสภาวะปกต ิ(histogram สีแดง)  

 
 จากนั้นจะดูความสามารถในการตอบสนองของ chondrocyte ตอการกระตุนดวย cytotoxic 

molecule จึงไดทําการตรวจวัดการหลั่ง cytokine ซ่ึงไดแก IL1β และ TNFα ภายใน chondrocyte cell 

line ซ่ึงจากผลการทดลองพบวา เม่ือกระตุนเซลลดวย recombinant granulysinความเขมขน 1 ng/ml นาน 

24 ชั่วโมง สามารถกระตุนให chondrocyte หลั่ง cytokine ไดมากท่ีสุดเม่ือเทียบกับสภาวะท่ีไมไดกระตุน
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และสภาวะท่ีถูกกระตุนดวยความเขมขนอ่ืนๆ โดยหลั่งIL-1β ได 1.36% หลั่ง TNFα ได 2.57% และ หลั่ง

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

 
 
 
รูปท่ี 5 แสดงผลการหลั่ง cytokine IL1β และ TNFα ภายใน chondrocyte cell line หลังจากท่ีถูกกระตุน

ดวย granulysin ความเขมขน 1, 10 และ 25 ng/ml เปนระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แกน X 

และ แกน Y แสดงเปอรเซ็นตของเซลลท่ีหลั่ง IL1β และ TNFα ตามลําดับ 

  
  
จากการทดลองท้ังหมดแสดงใหเห็นวา chondrocyte สามารถแสดงออก MHC โดยเฉพาะ HLA-ABC บน

ผิวเซลล จึงนาจะทําหนาท่ีเปน antigen presenting cell ใหแก immune cell ได และ คุณสมบัตินี้สามารถ

ถูกกระตุนดวย recombinant granulysin ซ่ึงสามารถใชเปนขอบงชี้ไดวา cytotoxic molecule สามารถ

กระตุน chondrocyte ไดและความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีจะใชในการทดลองตอๆไปคือ 1 ng/ml granulysin 

และกระตุนนาน 24 ชั่วโมง แตอยางไรก็ตามผลการทดลองยังไมคอยชัดเจน จึงยังตองมีการปรบัตอไปเพ่ือให

ไดผลท่ีชัดเจนและนาเชื่อถือมากยิ่งข้ึน 
 
การศึกษาใน primary chondrocyte  

 เนื่องจาก chondrocyte cell line ท่ีใชในการทดลองนั้นเปน passage ท่ี 9 ซ่ึงเซลลสวนใหญอาจจะ

เปลี่ยนเปน fibroblast และสูญเสียคุณสมบัติบางประการไปแลว ดังนั้นจึงไดเปลี่ยนการทดลองมาทําใน 



รายงานฉบบัสมบูรณ์ โครงการวจิยั บทบาทของ cytotoxic molecule ในการเกดิพยาธสิภาพของโรคขอ้เสือ่ม   
อ.พญ.ดร. รงัสมิา เหรียญตระกูล ทุนงบประมาณแผน่ดนิ ปี 2561                                           Page 18 of 31 
 

primary chondrocyte จากกระดูกออนบริเวณเขาของผูปวยโรคขอเขาเสื่อมท่ีมารับการผาตัดท่ีโรงพยาบาล

จุฬาลงกรณแทน โดยหลังจากท่ีไดรับกระดูกออนของผูปวยมานั้นก็จะนํามาแยกเซลล chondrocyte โดยใช

เอนไซม pronase และ collagenase type II เปนเวลา 24 ชั่วโมง หลังจากนั้นก็จะนําเซลลท่ีแยกไดมาเลี้ยง

ในอาหารเลี้ยงเซลลท่ีเหมาะสมโดยเลี้ยงท่ี 37°C เนื่องจาก human chondrocyte มีคุณสมบัติท่ีสามารถผลิต 

collagen type II ได จึงใชคุณลักษณะนี้เปนตัวชี้วัดความบริสุทธิ์ของเซลลท่ีแยกออกมาได โดยการนําเซลลท่ี

เพาะเลี้ยงมาได 5-6 วันมายอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ collagen type II แลวตรวจวัดดวย flow 

cytometer พบวาเซลลท่ีแยกออกมาไดนั้นเปนเซลลท่ีสามารถผลิต collagen type II มากถึง 99.5% (รูปท่ี 

6)ดังนั้นการแยก primary chondrocyte ดวยวิธีนี้จึงเหมาะสม และได primary chondrocyte ท่ีบริสุทธิ์

มาก 
 

 
 
 
รูปท่ี 6 แสดงผลการแยก chondrocyte primary cell จากกระดูกออนของผูปวยโรคขอเขาเสื่อม และ

ตรวจสอบความสามารถในการผลิตโปรตีน collagen type II ของเซลลดวยเทคนิค flow 

cytometry โดยการยอมดวย fluorescence conjugated antibody ท่ีจําเพาะตอ collagen type 

II (histogram สีชมพู) เทียบกับเซลลท่ีไมไดยอม antibody (histogram สีฟา) 

 
 อยางไรก็ตาม primary chondrocyte ท่ีแยกออกมาไดนั้นเม่ือลี้ยงไปเปนระยะเวลานานก็จะ

เปลี่ยนเปน fibroblast ไดเชนเดียวกับ chondrocyte cell line ดังนั้นจึงตองทําการตรวจสอบคุณสมบัติของ 

primary chondrocyte ตามระยะเวลาในการเลี้ยงเซลล เพ่ือหาเวลาเพาะเลี้ยงท่ีเหมาะสมเพ่ือใชในการ

ทดลองตอๆไปเนื่องจากถาเซลลเปลี่ยนไปเปนเปน fibroblast อาจจะทําใหผลการทดลองในข้ันตอๆไปนั้นไม

ถูกตองได โดยในข้ันนี้จะทําการแยกเซลลออกมาจากกระดูกออน จากนั้นทําการเลี้ยงเซลลเปนระยะเวลา 6 

วัน 9 วันและเลี้ยงจนกระท่ังเซลลนั้นมี confluence มากกวา 80% แลวทําการ passage เม่ือไดเซลลตาม

ระยะเวลาท่ีตองการแลว ก็จะนํามายอมดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ collagen type II อีกครั้ง แลวตรวจสอบ

ดวย Fluorescence microscope พบวา  primary chondrocyte ท่ีเลี้ยงมาได 6 วัน และ 9 วันหลังจากการ

แยกนั้นสามารถผลิต collagen type II ไดคอนขางมากเนื่องจากยอมติดสีเขียวของ collagen type II 

antibody แตเม่ือทําการ passage เซลลไปแลว 1 ครั้ง พบวาเซลลนั้นยอมติดสีเขียวของ collagen type II 
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antibody ไดนอยลงมาก และเม่ือตรวจสอบดวย flow cytometry ก็ใหผลท่ีสอดคลอองกันโดยพบวาเซลลท่ี

เพาะเลี้ยงท่ี 6 และ 9 หลังจากแยกออกมาจากกระดูกออนนั้นเปนเซลลท่ีสามารถผลิต collagentype II ได 

มากถึง 96.5% และ 81.2% ตามลําดับ แตเซลลหลัง passage 1 นั้น สามารถผลิต collagen type II ได

ลดลง เหลือเพียง 10.9% เทานั้น ดังแสดงในรูปท่ี 7  
 
 จากผลการทดลองในข้ันนี้แสดงใหเห็นวาเม่ือเพาะเลี้ยง primary chondrocyte เปนระยะเวลาท่ีนาน

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

chondrocyte เปลี่ยนไปเปน fibroblast จึงไมสามารถผลิต collagen type II ไดเหมือนเดิม ซ่ึงอาจจะมีผล

ตอคุณสมบัติดานอ่ืนๆดวย ดังนั้นระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีจะนํา primary chondrocyte ไปทําการทดลองนั้น

ควรเปน primary cell ท่ีเลี้ยงไวมีระยะเวลาไมเกิน 9-10 วัน นับจากวันท่ีทําการแยกเซลล 

 

 
 
รูปท่ี 7 แสดงผลการตรวจสอบคุณสมบัติของ primary chondrocyte โดยการตรวจวัดการผลิต collagen 

type II ภายในเซลล ตามเวลาเพาะเลี้ยงท่ี 6 วัน,9 วัน และท่ี passage 1 โดยทําการยอมภายใน

เซลลดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะตอ collagen type II ภาพบนแสดงผลตรวจวัดคาการปลอยแสง 

Fluorescence ดวยเทคนิค Fluorescence microscope โดยสวนของนิวเคลียสยอมดวย DAPI ติด

สีน้ําเงิน สวนของ collagen type II ติดสีเขียว ภาพลางแสดงผลการตรวจวัดคาการปลอยแสง 

Fluorescence ดวยเทคนิค Flow cytometry  โดย histogram สีชมพูแสดงเซลลท่ีผลิต collagen 

type II ในเซลล สวน histogram สีฟาแทนเซลลท่ีไมไดยอมแอนติบอดี 

 
หลังจากท่ีทําการแยกและเลี้ยง primary chondrocyte ใหอยูในชวงเวลาท่ีเหมาะสมแลวก็จะทําการ

ทดลองเชนเดียวกับใน chondrocyte cell line แตเนื่องจาก ผลการลองของ cell line ท่ีถูกกระตุนดวย 
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granulysinนั้นไมพบการเปลี่ยนแปลงใดๆเลย จึงเปลี่ยนตัวกระตุนจาก recombinant granulysin มาเปน 

recombinant IFNϒ แทน ประกอบกับการทดลองกอนหนานี้พบวามี proteoglycan aggrecan peptide 

บางตัวท่ีพบมากในบริเวณขอไดแก P263-280, P16-31 และ P2379-2394 สามารถกระตุน T cell ในเลือด

ของผูปวยขอเขาเสื่อมไดดวย แตยังไมพบขอมูลท่ีแนชัดในสวนของ T cell ในเนื้อเยื่อบริเวณขอเขา ซ่ึง 

peptide เหลานี้อาจจะมีผลตอ primary chondrocyte ดวย ดังนั้นจึงไดทําการกระตุน primary cell ดวย 

peptide P263-280, P16-31 และ P2379-2394 รวมกับ IFNϒ ดวย จากนั้นดูการแสดงออกของ MHC-

class I, MHC-class II, CD40, CD80 และ CD86 บนผิวเซลลดวย flow cytometry  
 

 ผลการทดลองพบวาเม่ือ primary chondrocyte ท่ีไดจากคนไขนั้นมีการแสดงออกของ MHC class 

I บนผิวเซลลอยูแลว ในขณท่ี MHC class II นั้นมีการแสดงออกเพียงเล็กนอย แตเม่ือเซลลถูกกระตุนดวย 

IFNϒ การแสดงออกของ MHC class I และ II จะสูงมากข้ึน อยางไรก็ตามในสภาวะท่ีมี peptide P263-

280, P16-31 และ P2379-2394 กระตุนรวมกับ IFNϒ นั้น MHC ท่ีอยูบนผิวเซลลไมไดแตกตางไปจาก

สภาวะท่ีถูกกระตุนดวย IFNϒ เพียงอยางเดียว และ การกระตุนดวย peptide เพียงอยางเดียวก็ไมสามารถ

เพ่ิมการแสดงออกของ MHC ไดเหมือน IFNϒ (รูปท่ี 8 และ 9) แสดงใหเห็นวา primary chondrocyte 

สามารถเพ่ิมความสามารถในการเปน antigen presenting เซลลไดมากข้ึนเม่ือถูกกระตุนดวย IFNϒ 

 

 
 

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

chondrocyte primary cell เม่ือกระตุนดวย recombinant IFNϒ (20 ng/ml) รวมกับ 
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proteoglycan aggrecan peptide (P263-280, P16-31 และ P2379-2394) ท่ีความเขมขน 10 

ng/ml เปนเวลา 48 ชั่ว ตัวเลขทายตารางแสดงคา Mean fluorescence intensity    

 

 
 

รูปท่ี 9 แสดง Fold change ของ mean fluorescence intensity เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของ 

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

primary cell เม่ือกระตุนดวย recombinant IFNϒ (20 ng/ml) รวมกับ proteoglycan 

aggrecan peptide (P263-280, P16-31 และ P2379-2394) ท่ีความเขมขน 10 ng/ml เปนเวลา 

48 ชั่วโมงในคนไขโรคขอเขาเสื่อมจํานวน10 คน 

 
 เม่ือศึกษาการแสดงออกของ costimulatory protein ไดแก CD40, CD80 และ CD86 บนผิว

เซลล พบวา primary chondrocyte จากขอเขาของคนไขขอเขาเสื่อมมีการแสดงออกของ CD86 เล็กนอยบน

ผิวเซลล แตเม่ือ cell ถูกกระตุนดวย IFNϒ เพียงอยางเดียวจะมีการนแสดงออกของ CD40 สูงถึงเกือบ 3 เทา

เม่ือเทียบกับกับเซลลท่ีไมไดถูกกระตุน และในสภาวะท่ีเซลลถูกกระตุนดวย P263-280, P16-31หรือP2379-

2394 เพียงอยางเดียว พบวา P263-280 สามารถกระตุนให CD80 และ CD86 มีการแสดงออกท่ีสูงข้ึนดวย 

แตเม่ือกระตุนดวย IFNϒ รวมกับ peptide มีเพียง IFNϒ-P263 สามารถกระตุนให CD86 มีการแสดงออกท่ี
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สูงข้ึนเปน 2 เทา เม่ือเทียบกับสภาวะท่ีไมไดกระตุนหรือกระตุนดวย IFNϒ เพียงอยางเดียว ดังแสดงในรูปท่ี 10 

และ 11 

 
 

 
 

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

chondrocyte primary cell เม่ือกระตุนดวย recombinant IFNϒ (20 ng/ml) รวมกับ 

proteoglycan aggrecan peptide (P263-280, P16-31 และ P2379-2394) ท่ีความเขมขน 10 

ng/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงตัวเลขทายตารางแสดงคา Mean fluorescence intensity      
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รูปท่ี 11  แสดง Fold change ของ mean fluorescence intensity เพ่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของ 

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

เม่ือกระตุนดวย recombinant IFNϒ (20 ng/ml) รวมกับ proteoglycan aggrecan peptide 

(P263-280, P16-31 และ P2379-2394) ท่ีความเขมขน 10 ng/ml เปนเวลา 48 ชั่วโมงในคนไข

โรคขอเขาเสื่อมจํานวน10 คน  

 
 จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการกระตุนprimary chondrocyte ดวย IFNϒ รวมกับ P263-

280 สามารถทําใหเซลลมีคุณสมบัติของ antigen presenting cell มากข้ึน และมีการแสดงออกของ CD80 

และ CD86 มากข้ึนดวย ซ่ึง costimulatory molecule ท้ัง 2 ตัวนี้ เปนตัวสําคัญท่ีทําใหเกิดการกระตุน T 

cell ได ดังนั้นอาจเปนไปไดวา peptide P263-280 อาจเปนปจจัยหนึ่งท่ีทําใหเกิดกระบวนการ T cell 

stimulation และ immune response โดยมี chondrocyte เปน antigen presenting cell ท่ีสําคัญในโรค

ขอเขาเสื่อม แตอยางไรก็ตามยังคงตองมีการศึกษาถึงกระบวนการนําเสนอ antigen ให T cell และกลไก

กระตุน T cell โดย chondrocyte ตอไป 
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อภิปราย/วิจารณ(Discussion) 

 การวิจัยในครั้งนี้ใหผลการทดลองท่ีสอดคลองกับการทดลองของนักวิจัยทานอ่ืน โดยพบวา primary 

chondrocyte เม่ือถูกกระตุนดวย IFNϒ จะทําใหมี Immunogeneic characteristic ท่ีเพ่ิมมากข้ึน คือมีการ

แสดงออกของ MHC บนผิวเซลลมากข้ึนเชนเดียวกับในผูปวย ankylosing spondylitis และเม่ือถูกกระตุน

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

แสดงออกของ CD86 มากข้ึน ซ่ึงเปนสวนสําคัญตอการกระตุน T cell และการทดลองนี้ก็สอดคลองdy[

การศึกษากอนหนานี้ ท่ีพบวา P263-380 สามารถกระตุนให T cell ในเลือดของผูปวยขอเขาเสื่อมใหมีการ 

proliperationท่ีมากข้ึน เม่ือเทียบกับคนปกติ จึงแสดงใหเห็นวา P263-280 นาจะเปนปจจัยสําคัญท่ีอาจทํา

ใหเกิด immune response ในขอเขาของผูปวยขอเขาเสื่อมได  

ขอสรุปและขอเสนอแนะ เกี่ยวกับการวิจัยในข้ันตอไป(Conclusion and Further Directions) 

เพ่ือใหทราบถึงบทบาทและกลไกการทํางานของ primary chondrocyte ในผูปวยขอเขาเสื่อมมาก

ข้ึน จะตองนํา chondrocyte ท่ีถูกกระตุนดวย IFNϒและ Peptide P263-280 แลว มาเลี้ยงรวมกับ T cell 

ท่ีแยกจากเนื้อเยื่อบริเวณเขา ไดแก  infrapatellar fat pad แลวศึกษา T cell function ในการผลิต 

cytokine หรือ cytotoxic molecule หาก peptide ตัวนี้สามารถกระตุน T cell ผานการจับกับ MHC บน 

primary chondrocyte ไดจริง ก็จะทําการระบุ MHC ตอไปวาเปนตัวใด จากนั้นจะทําการ block CD80 

หรือ CD86 ตอไปเพ่ือศึกษา chondrocyte –T cell signaling ตอไป  
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