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บทคดัย่อ 
Pythium insidiosum เป็นเชือ้ราทีเ่ป็นสาเหตุของโรคพธิโิอสสิ (pythiosis) การตดิเชือ้ส่วนใหญ่
เกดิขึน้ในพืน้ทีเ่ขตรอ้นโดยเฉพาะอยา่งยิง่ในประเทศไทย การตดิเชือ้จะเกดิขึน้โดยการสมัผสักบั
น ้าทีม่ ี zoospores ผ่านทางผวิหนงัทีม่บีาดแผลขนาดเลก็หรอืเนื้อเยือ่ทีม่กีารบาดเจบ็ อาการ
ของโรค pythiosis มรีายงานว่ามกัพบอาการอกัเสบตามขอ้และผวิหนงั ซึง่ลกัษณะโรคจะพบได้
ตัง้แต่มอีาการเฉพาะทีท่ีผ่วิหนงัจนถงึแพรก่ระจายไปตามหลอดเลอืด การตอบสนองของระบบ
ภมูคิุม้กนัของรา่งกายมนุษยม์บีทบาทส าคญัในการก าจดัเชือ้ราก่อโรคชนิดต่างๆ โดยการศกึษา
ก่อนหน้านี้พบว่า inflammasome ซึง่ประกอบดว้ยโปรตนีหลายชนิด มบีทบาทในกลไกการ
ตอบสนองต่อการตดิเชือ้ราบางชนิด ในการศกึษาครัง้นี้จงึมวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษาการ
ตอบสนองต่อเชือ้ P. insidiosum โดยการกระตุน้การท างานของ inflammasome โดยใชเ้ซลล ์
THP-1 ซึง่เป็น monocyte cell line ของมนุษย ์แลว้วดัการกระตุน้ใหเ้ซลลม์กีารสรา้ง caspase-
1 และ IL-1 เมือ่ตดิเชือ้ P. insidiosum ซึง่แยกไดจ้ากผูป่้วย pythiosis พบว่า IL-1 ถูกกระตุน้
ใหส้รา้งและหลัง่ออกจากเซลล ์THP-1 ที ่ co-culture กบั P. insidiosum ท าใหเ้กดิการหลัง่ IL-
1 และการกระตุน้ caspase-1 ซึง่จะถูกยบัยัง้โดยสารทีย่บัยัง้การสรา้ง NLRP3 complex 
นอกจากนี้ เมือ่ท าการ knock out ยนี NLRP3 จะพบว่ามกีารสรา้ง IL-1 ในเซลลท์ีต่ดิเชือ้ลดลง
เชน่กนั ผลการศกึษาแสดงใหเ้หน็ว่า NLRP3 inflammasome มบีทบาทส าคญัในการตอบสนอง
ต่อเชือ้ P. insidiosum ซึง่อาจเป็นประโยชน์ในการพฒันาการควบคุมโรคทีเ่กดิจากเชือ้ P. 
insidiosum ในอนาคต 
 
Pythium insidiosum is an etiological agent of an emerging infectious disease, pythiosis. 
The infection occurs mainly in tropical and subtropical areas, especially in Thailand. 
Infection is acquired through small wounds or injured tissue via contact with water that 
contains motile zoospores. The symptoms of pythiosis are normally reported as 
artheritis, keratitis and cutaneous or subcutaneous infections. The disease occurs in 
localize as well as systemic or vascular forms. Human innate immune system plays an 
important role in combating with various fungal pathogens. The inflammasome, a protein 
complex, is one of the most important mechanism of host innate immunity. Therefore, 
the better understanding of the host response mechanism against fungal infection is 
required to develop antifungal action of the immune system. This study is aimed to 
investigate the inflammatory response to P. insidiosum by triggering activation of the 
inflammasome. Human monocytic cell line, THP-1, was used as a model for the 
activation of caspase-1 and IL-1β production upon infection with P. insidiosum isolated 
from Pythiosis patients. IL-1β was secreted from P. insidiosum co-cultivated THP-1 
cells. P. insidiosum induced IL-1β secretion, ASC pyroptosome formation and caspase-1 
activation were inhibited by competitive inhibitor of NLRP3 formation. The result suggest 
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that the NLRP3 inflammasome plays an important role in host defense against P. 
insidiosum, and provide information on the inflammatory response of host cell to P. 
insidiosum that may be useful for future development to control the disease caused by 
P. insidiosum. 
Keywords : Pythium insidiosum, inflammasome, phagocytic cell, innate response 
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บทสรปุผูบ้ริหาร (Executive Summary) 
ท่ีมาและความส าคญัของปัญหา 

Pythium insidiosum is an etiologic agent of pythiosis in mammals.  Pythiosis is a 
rarely occurring and non-transmissible infectious disease which is normally found in 
tropical, subtropical and temperate regions (1-3).  In Thailand, pythiosis is considered to 
be endemic.  Infection in humans is life threatening with high rates of morbidity and 
mortality, especially in regions with a lack of tools for early diagnosis and effective 
treatment.  The zoospores can directly contact to mammalian or plant tissue in wet 
environments and encyst on the surface of the injured tissues.  The encysted zoospores 
secrete a sticky glycoprotein to mediate the adhesion of zoospores before enter the 
tissue (2, 4). Host temperature can stimulate zoospores to develop a germ tube to be 
hypha that extends into the infected tissue and later can also infiltrate blood vessels, 
which make spreading within the body tissues easier.  The disease can also be 
acquired through traumatic lesions and contact with hyphae of P. insidiosum (2).  The 
invasion of blood vessels can lead to thrombosis and invasion of large arteries (5-9).  In 
addition to P. insidiosum host colonization by invasive growth, the secretion of proteases 
and the exertion of mechanical force by the tips of the elongating hyphae have been 
implicated as its putative virulence factors (10).  Pythiosis progresses rapidly and if not 
treated in the early stages can become life threatening in both humans and animals. 

Host innate immune response to microbial pathogens is usually mediated by 
pattern-recognition receptors (PRRs), which are mainly expressed by innate immune 
cells such as monocytes, macrophages and dendritic cells.  This response is initiated 
from cellular recognition of conserved microbial structures, which are pathogen-
associated molecular patterns (PAMPs).  There are at least four families of PRRs have 
been identified, Toll-like receptors (TLRs), C-type lectin receptors (CLRs), RIG-I-like 
receptors (RLRs) and nucleotide-binding domain and leucine-rich-repeat containing  
proteins (NLRs) (11).  The NLRs, including NLRP3 and NLRP1, can respond to PAMPs 
as well as danger-associated molecular patterns (DAMPs) such as uric acid, and form a 
cellular protein complex called inflammasome which contains ASC and pro-caspase-1 
(12).  Assembly of inflammasome leads to activation of caspase-1 and secretion of pro-
inflammatory cytokines IL-1β and IL-18 (13).  Thus, the synthesis and production of IL-
1β involves a two-step process.  The first step is pro-IL-1β transcription and translation 
via NF-B activation.  The second step is pro-IL-1β cleavage by active caspase-1 
largely due to inflammasome activation (14).  IL-1β is an important pro-inflammatory 
cytokine for host defense, which helps to prevent against various invading microbes 
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such as bacteria and fungi.  The production of this cytokine via the NLRP3 
inflammasome has been proved to be essential in host defense against pathogenic 
fungi such as Candida albicans and Aspergillus fumigates (15-17).  However, host 
immune responses to P. insidiosum are not well characterized.  The ongoing study of 
our research group is about the interaction of P. insidiosum to epithelium and 
endothelium as well as the response by these cells after co-cultivation with the fungi to 
demonstrate how response of host cell after the pathogen invading at the entry sites 
into the body.  In this study, we aim to investigate the possibility of P. insidiosum in 
activation of the inflammasome by induction of IL-1β production from human monocytes 
and monocyte-derived macrophages which is the step after the fungi entry into the 
bloodstream and invade the endothelium.  The induction of IL-1 from human 
monocyte and monocyte-derived macrophage (hMDM) by P. insidiosum will be 
determined by co-cultivation of the fungus (live/killed zoospores and hypha) with the 
cells.  The caspase-1 and IL-1in culture supernatant will be detected using ELISA 
technique.  The activation of caspase-1, NLRP3 and expression of ASC will be 
determined using real-time PCR and immunoblotting.  These cell response will be 
confirmed by pretreatment the cells with silence expression shRNA and/or stimuli 
inhibitor before co-cultivation.  The expected outcome of this proposal will be used to 
establish the knowledge about an essential role of the inflammasome in host defense 
against P. insidiosum infection, and suggests that positive manipulation of 
inflammasome signaling may be a novel approach for control of caused by this fungus.  
The outcome of the ongoing study and this proporsal are altogether helpful for more 
understanding the immunopathology of pythiosis and for development of the direction to 
prevent and treatment to P. insidiosum infection 
 
ทบทวนวรรณกรรม 

Pythium insidiosum and Pythiosis 
P. insidiosum is not a true fungus because cell walls of this fungus are 

composed of “cellulose and β-glucans” without chitin.  In wet environment, the organism 
generates biflagellated zoospores (18), which are single nucleated cells without a cell 
wall.  The zoospores can swim with the help of anterior and posterior flagellum.  The 
posterior flagellum is responsible for the movement in water, while the antherior 
flagellum functions as a rudder.  The zoospores are considered to be the infective 
propagules, they show chemotaxis and become encysted once they come in contact 
with either decaying or injured plant or animal tissue.  A glycoprotein secreted on the 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113510003548#bib0005
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surface of the encysted zoospores allows adhesion to the injured tissue (2, 4).  P. 
insidiosum infections can be mostly found in healthy humans and animals (3-4, 19-21) 
whichoccurs mainly in regions of Southeast Asia, especially in Thailand (19, 22-24).  

P. insidiosum is well adapted to the body temperature of mammalian hosts, 
which has an optimum temperature for growth at 34–36C and a maximum temperature 
at 40-45C (1).  The fungus grows well on various artificial media when incubated at 
25C or 37C (1).  On Sabouraud agar, P. insidiosum grows in submerged, white to 
colorless colonies, which show irregular radiate pattern (1-2, 4).  Zoospores are 
developed only in water cultures, which are stimulated by the presence of ions such as 
K+, Ca2+, Mg2+ and chemically attracted by plant material, animal hairs or pieces of 
animal tissue (2, 26). The zoospore formation of P. insidiosum can take 1 h or more.  
There is no susceptible mammalian host for the fungal survival because it is able to 
survive and multiply in natural environment on decaying plants (2). 

Zoospores show a marked chemotaxis towards wounds and other damaged skin 
parts (1-2).  The adhesion of zoospores to the damaged tissues of skin was observed.  
The location of the lesions is related to the parts of the body that were direct contacted 
with water containing zoospores of P. insidiosum (2, 21).  

The encysted zoospores stimulated by the host's body temperature develop a 
germ tube (hypha) that extends from the zoospores into the infected tissue and later 
can also infiltrate blood vessels (humans), which makes spreading within the body 
tissues easier.  The disease can also be acquired through traumatic lesions and contact 
with hyphae of P. insidiosum (4).  The invasion of blood vessels can lead to thrombosis 
and invasion of large arteries (5-9).  In addition to P. insidiosum host colonization by 
invasive growth, the secretion of proteases and the exertion of mechanical force by the 
tips of the elongating hyphae have been implicated as putative virulence factors (10).  A 
significant reduction in tissue strength has to be obtained by the action of proteases, 
before penetration of the tissue by hyphae can take place (10, 26-27).  The protease is 
identified as a serine protease using inhibition experiments (27).  Pythiosis progresses 
rapidly and if not treated in the early stages can become life threatening in both humans 
and animals.  

The serological studies in humans and animals with pythiosis showed that P. 
insidiosum antigens can trigger a humoral immune response upon contact with the host 
(28), however, the presence of this type of immunity cannot clear this infections in 
humans (6).  The cellular immunity provided by activated macrophages and other 
inflammatory cells shows directly involvement in the extensive tissue damage in infected 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113510003548#bib0135
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378113510003548#bib0355
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hosts (3).  Based on data from previous studies, it can be concluded that the humoral 
immunity in infected hosts with pythiosis triggers the production of anti-P. insidiosum 
antibodies related to a T helper 2 (Th2) immune response (5).  These antibodies are not 
protective, but can be used for the diagnosis of the disease.  The cellular immunity 
triggered by P. insidiosum demonstrated the increasing levels of interferon gamma (IFN-
γ) and Interleukin 2 (IL2) which is indicators of a Th1 mediated immunity and decrease 
of Th2 mediated interleukins are present in cured patients (3, 6).  Therefore, the cellular 
immunity may play more important roles in response to protect the host from P. 
insidiosum infection in comparison to the humoral immunity. 
Inflammasome in respond to fungal infection 

The molecules of pathogen that can be recognized by the cell of innate immune 
system are identifed as pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) (29).  
Examples of PAMPs are lipopolysaccharide (LPS) from Gram-negative bacteria, 
peptidoglycan (PGN) from Gram-positive bacteria, and zymosan and mannan from 
fungi.  Receptors that bind these PAMPs are called pattern recognition receptors 
(PRRs).  The PRRs exist that induce various host defense pathways, including the Toll-
like receptors (TLRs) located in the plasma membrane and intracellular organelles and 
the intracellular family of NOD-like receptors (NLRs) (29).  The NLR protein 
Cryopyrin/NALP3 (NLRP3) plays a crucial role in the assembly of a cytosolic protein 
complex termed the “inflammasome” (30-32).  The inflammasome adaptor protein, 
apoptosis-associated speck-like protein containing CARD (ASC), bridges the interaction 
between NLRP3 and caspase-1 in the inflammasome allowing the recruitment of the 
cysteine protease (29). Activated caspase-1 subsequently mediates the maturation and 
secretion of the pro-inflammatory cytokines IL-1β and IL-18 (33-35).  The NLRP3 
inflammasome mediates caspase-1 activation in response to a variety of bacterial 
PAMPs such as LPS and PGN when combined with a second stimulus such as ATP 
(36-39).  

Although the roles of specific inflammasomes in response to bacterial and viral 
PAMPs have been described, the inflammasome complexes that recognize fungal 
PAMPs to induce caspase-1 activation and IL-1β secretion are still limited.  The heat-
killed Saccharomyces cerevisiae and the purified cell wall components zymosan and 
mannan can induce caspase-1 activation and IL-1β secretion from macrophages and 
dendritic cells upon co-stimulation with ATP (40).  Macrophages deficient for the 
inflammasome adaptor ASC or the NLRP3 protein were defective in zymosan- and 
mannan-induced caspase-1 activation and IL-1β secretion.  The study demonstrated 
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that the conserved fungal cell wall components zymosan and mannan require ASC and 
NLRP3 for caspase-1 activation and IL-1β secretion and suggest an important role for 
the NLRP3 inflammasome during fungal infections.  IL-1β is also essential for host 
response against invasive candidiasis (41).  IL-1β-deficient mice had decreased 
granulocyte recruitment upon intraperitoneal challenge with Candida albicans and had a 
higher mortality and an increased risk of disseminated disease compared with wild-type 
mice (41).  Nlrp3 inflammasome is required for caspase-1 mediated IL-1β production in 
response to C. albicans and essential in the transduction of fungal recognition signal to 
the inflammasome adaptor ASC for caspase-1 activation (42).  Hyphal fragments of 
Aspergillus fumigatus spores can upregulate pro-IL-1β synthesis and stimulate caspase-
1 activation (17).  NLRP3 and ASC acts as key regulators of inflammation during A. 
fumigates infection by a two-step activation process, due to TLR and dectin-1 ligation, 
promoting expression and synthesis of pro-IL1β; and involving Syk-induced activation of 
the NLRP3 inflammasome and caspase-1 allowing secretion of mature IL-1β (17).  
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วตัถปุระสงค ์ 
1. To investigate the involvement of the inflammasome in response to P. 
insidiosum infection. 
2. To determine how P. insidiosum activate inflammasome in human phagocytic 
cells. 
 



14 
 

วิธีทดลอง  
Cultivation of THP-1  
THP-1 cells will be maintained in RPMI 1640 media containing 10% FBS, 100 IU/mL 
penicillin, 1 mg/mL streptomycin.  The cells will be cultured in a humidfied 5% CO2 
incubator at 37C.  
Preparation of Human monocyte-derived macrophages (hMDM)  
The whole blood of anonymous donor will be kindly provided by department of 
Transfusion Medicine Siriraj Hospital.  The experiments will be approved by Siriraj 
Institutional Review Board of the Faculty of Medicine Siriraj Hospital, Mahidol University, 
Thailand. 
Mononuclear leukocytes will be separated by density gradient centrifugation using Ficoll-
Isopaque.  Whole blood will be diluted at 1:1 with PBS in 50 ml-centrifuge tube and 
mixed with pipetting.  The 10 ml of diluted blood will be overlaid on 4 ml of Isopaque.  
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) will be separated by centrifugation then 
the ring of PBMCs will be collected.  The PBMCs pellet will be washed and 
resuspended with RPMI 1640 supplemented with 10% AB-serum, 10% FBS, 25 mM 
HEPES, 1X penicillin/streptomycin and 100 U/ml of GM-CSF.  PBMCs will be 
transferred into 25 cm2 culture flask and incubated at 37C in 5% CO2 until adherent 
cell will be observed.  In this condition, monocytes will adhere on tissue culture flask.  
The non-adherent cells will be removed.  The monocytes will be differentiated to 
macrophage by cultured in RPMI 1640 (Life technology) supplemented with 10% FBS, 
25 mM HEPES, 1X penicillin/streptomycin and 100 U/ml of GM-CSF for 7-10 days.  The 
macrophages at day 9 will be used in cell stimulation experiments.   
Preparation of P. insidiosum antigen 
 
Strain and culture of P. insidiosum 
The P. insidiosum strain used in this study will be kindly provided by Assoc. Prof. 
Angkana Chaiprasert from the Deparment of Microbiology, Faculty of Medicine Siriraj 
Hospital, Mahidol University.  This strain will be isolated from patient with P. insidiosum 
systemic distribution.  This isolate will be maintained on Sabouraud’s dextrose agar 
(SDA) (BD, MD, USA) pH 7.0 at 25C until used.  
Preparation of live P. insidiosum zoospore 
The isolate of P. insidiosum on SDA will be inoculated on 2% water agar (BD) plate and 
then incubated at 37C for 2 days.  After 2 days of incubation, the isolate will be 
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inoculated into 150 ml of sterilized water containing grass blades (Axonopus compresus) 
and then incubated at 37C for 2 days.  In this condition, P. insidiosum will be 
developed which attached to grass blades.  After incubation, water will be removed and 
replaced with induction media and then incubated at 37C for 3-4 h or until release of 
zoospore will be observed.  Production of sporangia and zoospore will be evaluated by 
light microscopy.  Zoospore will be washed for 3 times with endotoxin-free phosphate 
buffer saline (PBS) (Life technology, NY, USA) at 4C for 1 h.  The live zoospore will 
be resuspended with RPMI 1640 (Life technology, NY, USA) supplemented with 10% 
heat-inactivated FBS, 25 mM HEPES, 1X penicillin/streptomycin and 100 U/ml of GM-
CSF.  These zoospores will be counted using hemacytometer.  Controlled medium 
without P. insidiosum will be also included in each experiment.   
 
Real-time PCR 
Total RNA will be extracted from the THP-1 cells and hMDM using RNAeasy kit 
(IQIAGEN).  Reverse Transcription of mRNA and synthesis of cDNA will be performed 
using Superscript III first strand synthesis (Invitrogen).  Real-time PCR will be performed 
using the SYBR Green qPCR Master Mix (BIORAD) on real-time PCR machine 
(BIORAD).  Relative quantification of genes will be normalized against GAPDH.  The 
primers for target mRNA; pro-IL-1β, IL-1β, NLRP3, AIM2 and NLRP1, will be used. 
 
Quantification of cytokines by ELISA 
Supernatants of THP-1 cells or hMDM will be harvested.  Human IL-1β and IL-8 (BD 
Biosciences) will be analyzed by ELISA according to the manufacturer’s instructions.  
Generation of THP-1 cells expressing shRNA 
shRNA vectors against human NLRP3, ASC and their scramble vectors will be used.  
Lentiviruses expressing hairpins directed against these target genes will be produced by 
transfecting shRNA vectors and the second-generation packaging into 293T cells.  The 
viral particles will be harvested 24 h later and infected into THP-1 cells.  The positive 
clones will be selected using antibiotics. The silencing efficiency will be analyzed by 
real-time PCR and used for further studies.  
 
Immunoblotting 
THP-1 cells will be pelleted and incubated in lysis buffer containing 50 mmol/L Tris (pH 
7.5), 1% NP-40, 150 mmol/L NaCl, and protease inhibitor cocktail.  After centrifugation, 
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the supernatants will be harvested and mixed with SDS loading buffer. The protein-
loading buffer mixture will be then heated at 100°C for 10 min and separated on SDS-
PAGE. The proteins will be then transferred onto nitrocellulose membranes and will be 
blocked with 5% bovine serum albumin in 1× TBS containing 0.05% Tween-20 and then 
probed with primary antibodies to mature IL-1β, NLRP3, ASC, caspase-1, β-actin.  After 
incubation with appropriate HRP-conjugated secondary antibodies, the immunoreactive 
bands will be visualized using ECL reagent (Amersham).  
 
In vitro P. insidiosum challenge 
The 1 × 105 THP-1 cells scramble or NLRP3/ASC silenced hBMDM cells will be treated 
with P. insidiosum.  The supernatants will be harvested 6 h later for determination of IL-
1β and IL-8 concentration by ELISA (BD Biosciences).  In some cases, supernatants or 
cell extracts will be collected for immunoblot analysis. 1 × 105 hMDM (WT, NLRP3 KO 
and ASC KO) will be treated with PBS or P. insidiosum for 6 h and the culture 
supernatants will be harvested for IL-1β and IL-8 assay by ELISA (eBiosciences).  The 
1 × 106 hMDM (WT, NLRP3 KO and ASC KO) will be treated with P. insidiosum for 6 h 
and the culture supernatants, cell pellets and cell lysates will be harvested to detect IL-
1β and caspase-1 by Western blot.  
 
 
Statistical analysis 
Data will be analyzed for statistical significance by two-tailed student’s t-test.  A P-value 
of ≤ 0.05 will be considered as statistically significant. 
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ผลการทดลอง  
การเพาะเล้ียงและการกระตุ้นให้เช้ือราสร้าง zoospore 
การเลี้ยงเชื้อ P. insidiosum จะเริ่มเลี้ยงในอาหารแข็ง sabouraud’s dextrose agar (SDA) 
จากนัน้น าเชื้อมาเลี้ยงใน 2% water agar ที่อุณหภูม ิ37C เป็นเวลา 2-3 วนั หลงัจากนัน้น า
เชื้อที่โตในวุ้นใส่ลงใน flask ที่มนี ้าและหญ้า Axonopus compresus ที่ปลอดเชือ้ บ่มที่อุณหภูม ิ
37C เป็นเวลา 2 วนั ใช้ pipet ดูดน ้ าออก แล้วเติม induction media ลงไปแทน เพื่อให้เชื้อ
สรา้ง zoospore โดยบ่มทีอุ่ณหภมู ิ37C เป็นเวลา 8-10 ชม. 
 
การหาสภาวะท่ีเหมาสมส าหรบัการกระตุ้นเซลล ์
การทดสอบหา MOI และ ระยะเวลาทีเ่หมาะสม ในการกระตุ้นเซลล์ โดยใช ้MOI ของ zoospore 
ในการกระตุ้นเซลลเ์ท่ากบั 0.1, 0.01 และ 0.001 ในการ co-culture กบั เซลล์ THP-1 เป็นเวลา 
0, 3 และ 6 ชม. แลว้วดัค่า cytotoxicity ดงัรปูที ่1 
 

 
 

รูป ท่ี  1 การเกิด  cytotoxicity ของ เซลล์  THP-1 ต่อ เชื้ อ  P. insidiosum ในรูปแบบของ 
zoospore ที ่MOI= 0.1, 0.01 และ  0.001 หลงัจากการ co-culture เป็นเวลา 0 3 6 ชม. โดยผล
การทดลองทีไ่ดม้าจากการค านวณทางสถติจิากการทดลองซ ้า 3 ครัง้ (** หมายถงึ p<0.01 และ 
*** หมายถึง p<0.001); bkgd = background, LP = low positive control, hp = high positive 
control 
 
ดงันัน้ จากการทดลองนี้ พบว่า ที่ MOI 0.1 หลงัจาก co-culture เป็นเวลา 6 ชม. ม ี%cytotoxicity สูง
ถงึ 80% จงึไมใ่ช ้MOI  0.1 
นอกจากนี้ ได้ท าการทดสอบการตอบสนองของเซลล์จากการวดั gene expression ของ IL8 
โดยใช้ MOI ของ zoospore ในการกระตุ้นเซลล์เท่ากบั 0.01 และ 0.001 ในการ co-culture กบั 
เซลล ์THP-1 เป็นเวลา 0, 3 และ 6 ชม. 
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ดงันัน้ ในการทดลองต่อจากนี้จงึจะเลอืกใช ้MOI = 0.01 
 

 
รูป ท่ี  2 การทดสอบตอบสนองของเซลล์ THP-1 ต่อเชื้อ  P. insidiosum ในรูปแบบของ 
zoospore ที่ MOI= 0.1 และ 0.01 โดยการวดั gene expression ของ il8 ซึง่ผลการทดลองทีไ่ด ้
มาจากการค านวณทางสถิติจากการทดลองซ ้า 3 ครัง้ (**หมายถึง p<0.01 *** หมายถึง 
p<0.001 และ ns (no significant difference) คอื ไม่มคีวามแตกต่างอย่างมนีัยส าคญัเมื่อเทยีบ
กบั negative control)  
 
การตรวจสอบการแสดงออกของ gene โดยใช้เทคนิค quantitative real-time PCR 
เซลลท์ีย่อ่ยสลายดว้ย lysis buffer จะถูกน ามาสกดั RNA จากนัน้จะท าการสรา้ง cDNA โดยใช้
เอนไซม ์reverse transcriptase แลว้ตรวจการแสดงออกของ gene โดยใช ้primer ทีจ่ าเพาะต่อ 
gene IL- ดว้ยเทคนิค real-time PCR ซึง่ผลการแสดงออกของยนี จะค านวณใหอ้ยูใ่นค่าของ 
mean fold change เปรยีบเทยีบกนัในแต่ละสภาวะ โดยใช ้ GAPDH ซึง่เป็น housekeeping 
gene ส าหรบัการท า normalization การแสดงออกของยนีในแต่ละสภาวะ 
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(b) TNF-alpha
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รปูท่ี 3 การทดสอบการตอบสนองของเซลล ์THP-1 ต่อเชือ้ P. insidiosum ในรปูแบบของ 

zoospore ที ่MOI= 0.01 โดยการวดั gene expression ของ IL- 1β (a) และ TNF-(b) ซึง่ผล
การทดลองทีไ่ด ้มาจากการค านวณทางสถติจิากการทดลองซ ้า 3 ครัง้ (**หมายถงึ p<0.01 *** 
หมายถงึ p<0.001 และ ns (no significant difference) คอื ไมม่คีวามแตกต่างอย่างมนียัส าคญั
เมือ่เทยีบกบั negative control) 

 
ผลการศึกษาการตอบสนองของเซลล์ THP-1 ต่อเชื้อ P. insidiosum ในรูปแบบของ 

zoospore เพื่อตรวจสอบว่าเชือ้ P. insidiosum สามารถกระตุ้นการสรา้ง IL- 1β และ TNF- ม ี
gene expression สูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ รวมถึงจากการดู gene expression ของ 
NLRP3, ASC และ AIM2 พบว่าสูงขึน้เมื่อ incubate เป็นเวลา 6 ชม. แมจ้ะในระดบัที่ต ่า โดยม ี
cycle threshold ที่  32.36±1.16, 31.66±1.29 และ 33.09±1.06 ตามล าดับ ซึ่งแตกต่างจาก 
unstimulated cell ทัง้นี้จะท าการทดสอบยนืยนัต่อไปโดยใชเ้ทคนิค immunoblot 
 
การทดสอบเซลล ์THP-1 ท่ีกระตุ้นด้วยเช้ือ P. insidiosum ท าให้เกิดการกระตุ้น 
caspase-1 และ การสร้าง IL-1 
เพื่อทดสอบว่า เชือ้ P. insidiosum สามารถกระตุน้ใหเ้ซลล ์THP-1 สรา้ง IL-1 ได ้จงึไดท้ าการ 
incubate เชือ้ P. insidiosum กบัเซลล ์ THP-1 จ านวน 1x105 เซลล ์ (MOI 0.01) เป็นเวลา 6 
ชัว่โมง แลว้จงึ เกบ็ supernatant มาท าการวดั cytokines IL-1 ซึง่เป็น product จากการถูก
กระตุน้ใหเ้กดิการรวมตวัของ inflammasome complex โดยมcีell ทีไ่มม่กีารกระตุน้เป็น 
negative control และเซลลท์ีก่ระตุน้ดว้ย LPS/ATP เป็น positive control จากนัน้จงึเกบ็ 
supernatant มาท าการวดั IL-1 แลว้น า pellet มาวเิคราะหก์ารกระตุน้ caspase-1 
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จากผลการทดลองพบว่า เซลล ์THP-1 ทีไ่มม่กีารกระตุ้น (negative control) จะสรา้ง IL-1 ใน
ระดบัต ่า ส่วนเซลลท์ีท่ีก่ระตุน้ดว้ย LPS/ATP และ เซลลท์ี ่ incubate เชือ้ P. insidiosum มกีาร
สรา้ง IL-1 ไดใ้นระดบัทีส่งูกว่า negative control อย่างมนียัส าคญัทางสถติ ิ 
ส่วน caspase-1 ใน pellet ซึง่วเิคราะหโ์ดยวธิ ี Western blot กใ็หผ้ลในท านองเดยีวกนั คอื  
negative control จะม ีcaspase-1 ในระดบัทีต่ ่า และการกระตุน้ caspase-1 ใหเ้ป็น activated 
caspase-1 น้อยกว่า เซลลท์ีก่ระตุน้ดว้ย LPS/ATP และ เซลลท์ี ่incubate เชือ้ P. insidiosum 
จงึสรปุไดว้่าเชือ้ P. insidiosum สามารถกระตุน้การหลัง่ IL-1 ได ้ และท าใหม้กีารกระตุ้น 
caspase-1 ในเซลล ์human monocyte cell line THP-1 ได ้
 

 
 
รปูท่ี 4 การทดสอบการกระตุน้ caspase-1 ใหเ้ป็น activated form ของเซลล ์THP-1 โดยเชือ้ 
P. insidiosum ซึง่ไดท้ าการ incubate เชือ้ P. insidiosum กบัเซลล ์THP-1 จ านวน 1x105 เซลล ์
(MOI 0.01) เป็นเวลา 6 ชัว่โมง แลว้จงึน า cell pellet มาวเิคราะหก์ารกระตุน้ caspase-1 โดย
วธิ ีWestern blot โดยมcีell ทีไ่มม่กีารกระตุน้เป็น negative control และเซลลท์ีก่ระตุน้ดว้ย 
LPS เป็น positive control 
 
 

 
 
รปูท่ี 5 การทดสอบการหลัง่ IL-1  ของเซลล ์THP-1 โดยเชือ้ P. insidiosum (PI) ซึง่ไดท้ าการ 
incubate เชือ้ P. insidiosum กบัเซลล ์ THP-1 จ านวน 1x105 เซลล ์ (MOI 0.01) เป็นเวลา 6 
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ชัว่โมง แลว้จงึ เกบ็ supernatant มาท าการวดั cytokines IL-1 ซึง่เป็น product จากการถูก
กระตุน้ใหเ้กดิการรวมตวัของ inflammasome complex โดยมcีell ทีไ่ม่มกีารกระตุน้เป็น 
negative control และเซลลท์ีก่ระตุน้ดว้ย LPS เป็น positive control  
 
การทดสอบการหลัง่ IL-1 ของเซลล ์THP-1 ท่ีกระตุ้นด้วยเช้ือ P. insidiosum ขึ้นกบัการ
กระตุ้นการท างานของ caspase-1 
เพื่อยนืยนัว่าการหลัง่ IL-1 ของเซลล ์THP-1 ทีก่ระตุน้ดว้ยเชือ้ P. insidiosum นัน้ ขึน้กบัการ
กระตุน้การท างานของ caspase-1  
ในการทดลองนี้จงึไดท้ าการ incubate เซลล ์ THP-1 กบั caspase-1 inhibitor (AC-YVAD-
CHO) โดยใชค้วามเขม้ขน้ 0, 0.1 และ 1 umol/L เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนจะ co-culture กบัเชือ้ 
P. insidiosum เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนัน้จงึน า supernatant มาท าการตรวจวดัปรมิาณ IL-1 
และ IL-8 โดยวธิ ีELISA พบว่า เซลลท์ีไ่ม่มกีารใส่ caspase-1 inhibitor และเมือ่ใส่ caspase-1 
inhibitor ในปรมิาณทีส่งูขึน้ พบว่าการสรา้ง IL-1 กล็ดลงตามไปดว้ย ส่วนการหลัง่ IL-8 นัน้ ไม่
มคีวามแตกต่างกนัไมว่่าจะใส่ caspase-1 inhibitor หรอืไมก่ต็าม 
การทดลองนี้จงึสรปุไดว้่า การหลัง่ IL-1 ซึง่กระตุน้โดยเชือ้ P. insidiosum นัน้ เป็นการกระตุน้
ผ่านการกระตุน้ caspase-1 
a. 

 
b. 
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รปูท่ี 6 การทดสอบการหลัง่ IL-1 ของเซลล ์ THP-1 โดยเชือ้ P. insidiosum (PI) เมือ่มกีาร
ยบัยัง้การท างานของ caspase-1 โดยใช ้ caspase-1 inhibitor  ซึง่ไดท้ าการ incubate เซลล ์
THP-1 กบั caspase-1 inhibitor (AC-YVAD-CHO) โดยใชค้วามเขม้ขน้ 0, 0.1 และ 1 umol/L 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนจะ co-culture กบัเชือ้ P. insidiosum เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนัน้จงึน า 
supernatant มาท าการตรวจวดัปรมิาณ IL-1a และ IL-8 (b) โดยวธิ ีELISA โดยมcีell ทีไ่ม่มี
การกระตุน้เป็น negative control  
 
การศึกษาบทบาทของ Lysosomal rupture, ROS production และ K+ efflux ในการ
กระตุ้ นให้มีการท างานของ NLRP3 ในเซลล์ เซลล์  THP-1 ท่ีกระตุ้ น ด้วยเช้ือ  P. 
insidiosum 
เพื่อศกึษาบทบาทของ signal 2 ของ การกระตุน้การท างานของ inflammasome มบีทบาทเมือ่
มกีารตดิเชือ้ P. insidiosum หรอืไม ่ ในการทดลองนี้จงึไดท้ าการ incubate เซลล ์ THP-1 กบั 
inhibitor ต่างๆ ของ signal 2 ไดแ้ก่ CA-074 Me ยบัยัง้ cathepsin B activity ซึง่เกีย่วขอ้งกบั 
lysosomal rupture, Diphenyliodonium (DPI) ยบัยัง้ การสรา้ง reactive oxygen species 
(ROS) และ Potassium chloride (KCl) ซึง่ยบัยัง้การเกดิ K+ efflux โดยเพิม่ความเขม้ขน้ของ 
K+ ภายนอกเซลล ์ โดยใชค้วามเขม้ขน้ 100 umol/L, 100 umol/L และ 50 mmol/L ตามล าดบั 
เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนจะ co-culture กบัเชือ้ P. insidiosum เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนัน้จงึน า 
pellet มาท าการทดสอบการตอบสนองของเซลลจ์ากการวดั gene expression ของ IL1 ส่วน 
supernatant น ามาท าการตรวจวดัปรมิาณ IL-1 โดยวธิ ี ELISA พบว่า เซลลท์ีไ่มม่กีารใส่ 
inhibitor จะถูกกระตุน้ใหม้กีารแสดงออกของยนี IL1 และ สรา้งและหลัง่ IL-1 ได ้ เมือ่ใส ่
inhibitor พบว่าการสรา้ง IL-1 ลดลงอยา่งมนีัยส าคญัทางสถติ ิ 
a. 

 
 
 
 
 
 
 



23 
 

b. 

 
 

รปูท่ี 7 การทดสอบการหลัง่ IL-1 ของเซลล ์THP-1 โดยเชือ้ P. insidiosum (PI) เมือ่มกีาร
ยบัยัง้การท างานของ Lysosomal rupture, ROS production and K+ efflux โดยใช ้inhibitor 
Ca-074-me, DPI และ KCl ตามล าดบั  ซึง่ไดท้ าการ incubate เซลล ์THP-1 กบั inhibitor โดย
ใชค้วามเขม้ขน้ 100 umol/L, 100 umol/L และ  50 mmol/L ตามล าดบั เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อน
จะ co-culture กบัเชือ้ P. insidiosum เป็นเวลา 6 ชัว่โมง จากนัน้จงึน า pellet มาท าการทดสอบ
การตอบสนองของเซลลจ์ากการวดั gene expression ของ IL-1 (a) supernatant มาท าการ
ตรวจวดัปรมิาณ IL-1 โดยวธิ ีELISA (b) โดยมcีell ทีไ่มม่กีารกระตุน้เป็น negative control 
 

ดงันัน้ การทดลองทีผ่่านมาสรุปไดว้่า zoospore ของเชือ้ P. insidiosum สามารถกระตุ้น
การสร้าง IL- 1 และ TNF- และ inflammasome components (NLRP3, AIM2 และ ASC ) 
ใน เซลล์ THP-1 ได้ โดยจะท าการศึกษาในขัน้ตอนต่างๆ ต่อไป โดยที่การกระตุ้นให้ IL- 1 
เป็น active form นัน้ เกดิจากการกระตุ้นการท างานของ caspase-1 ซึง่เป็นการกระตุ้นผ่านการ
ท างานของ inflammasome complex นอกจากนี้  การกระตุ้น signal 2 ของกลไกการกระตุ้น 
inflammasome กม็สี่วนเกีย่วขอ้งในการกระตุน้การท างานดงักล่าว ผ่าน NLRP3  
 
การทดสอบเพ่ือยืนยนัว่าเช้ือ P. insidiosum สามารถกระตุ้น inflammasome NLRP3 ใน
เซลล ์hBMDM ให้มีการสร้าง IL-1 
เพื่อทดสอบ ว่า P. insidiosum สามารถกระตุ้น inflammasome ใน human monocyte derived 
macrophage (hBMDM) ทีท่ าการ knock out ยนี NLRP3, ASC หรอื AIM2 โดยท าการ co-
culture กบัเชือ้ P. insidiosum เป็นเวลา 6 ชัว่โมง แลว้จงึวดัการแสดงออกของยนี IL1 ผลการ
ทดลองพบว่า ส าหรบัเซลล ์hBMDM WT ที ่incubate กบั PBS จะใชเ้ป็นตวัเปรยีบเทยีบอา้งองิ
ในการทดลองนี้ ส่วน WT ทีก่ระตุน้ดว้ยเชือ้ P. insidiosum มกีารแสดงออกของยนี IL-1 
เทา่กบั 25 เท่าเมือ่เทยีบกบั hBMDM WT ที ่incubate กบั PBS ส่วน hBMDM ทีไ่ดท้ า NLRP3 
knock out ที ่incubate กบั PBS มกีารแสดงออกของยนี IL-1 <1 เท่า ส่วนกระตุน้ดว้ยเชือ้ P. 
insidiosum มกีารแสดงออกของยนี IL-1 ลดลงเป็นประมาณ 15 เท่า เมือ่เทยีบกบั hBMDM 



24 
 

WT ที ่incubate กบั PBS ส่วน hBMDM ทีไ่ดท้ า ASC knock out ที ่incubate กบั PBS มกีาร
แสดงออกของยนี IL1 <1 เท่า ส่วนกระตุน้ดว้ยเชือ้ P. insidiosum มกีารแสดงออกของยนี IL-
1 ลดลงเป็นประมาณ 15 เท่า เมือ่เทยีบกบั hBMDM WT ที ่ incubate กบั PBS รวมถงึ 
hBMDM ทีไ่ดท้ า AIM2 knock out ที ่incubate กบั PBS มกีารแสดงออกของยนี IL1 <1 เท่า 
ส่วนกระตุน้ดว้ยเชือ้ P. insidiosum มกีารแสดงออกของยนี IL1 ประมาณ 19 เท่า เมือ่เทยีบ
กบั hBMDM WT ที ่ incubate กบั PBS ซึง่เซลลท์ีท่ าการ knock out ยนี NLRP3, ASC หรอื 
AIM2 สรา้ง IL-1 ลดลงอยา่มนียัส าคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบั hBMDM WT ทีก่ระตุน้ดว้ยเชือ้ 
P. insidiosum 
 
ดงันัน้ เชือ้ P. insidiosum สามารถ กระตุน้ hBMDM ใหส้รา้ง IL-1 ผา่นการกระตุน้ 
inflammasome NLRP3 
 
a. 

 
b. 

 
 
 
รปูท่ี 8 เชือ้ P. insidiosum สามารถ กระตุน้ hBMDM ใหส้รา้ง IL-1 ผ่านการกระตุน้ 
inflammasome NLRP3 โดยท าการ co-culture เชือ้ P. insidiosum กบัเซลล ์hBMDM WT, 
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NLRP3 knock out, ASC knock out และ AIM2 knock out เป็นเวลา 6 ชัว่โมง แลว้วดัการ
แสดงออกของยนี IL-1 (a) และ IL-8 (b) 
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สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง และข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต 
เชือ้ราหลายชนิดสามารถก่อโรคได ้ โดยขึน้กบัภาวะภูมคิุม้กนัของร่างกายของผูต้ดิเชือ้ โดยมี
การวจิยัก่อนหน้านี้รายงานว่าเชือ้ Candida albicans และ Aspergillus funigatus สามารถ
กระตุน้ NLRP3 inflammasome และน าไปสู่การสรา้งและหลัง่ IL-1β ในเซลลข์องหนูและของคน 
ในการศกึษานี้ ไดว้เิคราะหก์ารตอบสนองภูมคิุม้กนัของต่อเชือ้รา P. insidiosum ซึง่พบว่าเชือ้ 
P. insidiosum กระตุน้ใหเ้กดิการท างานของ caspase-1 และ IL-1β ของ monocytes ของคน มี
ผลการวจิยัทีพ่บว่าเชือ้ก่อโรคหลายชนิดทีส่ามารถกระตุน้การท างานของ NLRP3 
inflammasome แต่กลไกในการกระตุน้ภายในเซลลน์ัน้แตกต่างกนัไป เช่น lysosome rupture 
การสรา้ง reactive oxygen species (ROS) และK+ efflux ซึง่ขอ้มลูในการศกึษานี้แสดงใหเ้หน็
ว่าทัง้ การท างานของ Cathepsin B activity ซึง่เกีย่วขอ้งกบั lysosome rupture การสรา้ง ROS 
และ K + efflux มสี่วนเกีย่วขอ้งในการกระตุน้การท างานของ NLRP3 inflammasome โดย P. 
insidiosum เนื่องจากเมือ่ยบัยัง้กระบวนการเหล่านี้ ท าใหก้ารหลัง่ IL-1β ลดลง เช่นเดยีวกบัที่
พบในการศกึษาก่อนหน้านี้ ซึง่พบว่าใน macrophages ของหนูนัน้ NLRP3 inflammasome ถูก
ยบัยัง้โดยสารยบัยัง้การสรา้ง ROS เช่น DPI ท าใหก้ารหลัง่ IL-1β ลดลง เนื่องจากการยบัยัง้
กลไกการท างานของ NLRP3 inflammasome  
NLRP3 inflammasome สามารถถูกกระตุน้ไดโ้ดยตวักระตุน้หลายชนิด ซึง่อาจเป็นไปไดว้่า
ตวักระตุน้เหล่านี้ไมไ่ดก้ระตุ้น inflammasome โดยตรงแต่กระตุน้โมเลกุลทีอ่ยู่ในส่วนทีเ่ป็น 
upstream ภายในเซลล ์เช่น TLR2 TLR4 dectin1 dectin2 และ mincle เป็นตน้ ซึง่มบีทบาทใน
การจดจ าเชือ้ราก่อโรคแลว้จงึส่งสญัญาณต่อมายงั NLRP3 inflammasome แลว้จงึกระตุน้การ
สรา้ง proinflammatory cytokine ซึง่ในเชือ้รา β-glucan นบัเป็นส่วนประกอบส าคญัทีก่ระตุน้ให้
เกดิการตอบสนองของ innate immunity 
ในการศกึษานี้ แสดงใหเ้หน็ว่า การตอบสนองของเซลล ์THP-1 ซึง่เป็น monocyte cell line ต่อ
เชือ้ P. insidiosum ในรปูแบบของ zoospore สามารถกระตุน้การสรา้ง IL-1β ใหม้ ี gene 
expression สงูขึน้ และยงักระตุน้ caspase-1 ไดด้ว้ย ซึง่ caspase-1 จะท าใหเ้กดิการท าให ้IL-
1 เปลีย่นเป็น active form และหลัง่ออกนอกเซลลไ์ด ้ จงึไดท้ าการทดสอบยนืยนัโดยใช้ 
caspase-1 inhibitor และเมื่อใส่ caspase-1 inhibitor ในปรมิาณทีส่งูขึน้ พบว่าการสรา้ง IL-1 
กล็ดลงตามไปดว้ย ส่วนการหลัง่ IL-8 นัน้ ไม่มคีวามแตกต่างกนัไมว่่าจะใส่ caspase-1 inhibitor 
หรอืไมก่ต็าม หมายถงึ การหลัง่ IL-1β ซึง่กระตุน้โดยเชือ้ P. insidiosum นัน้ เป็นการกระตุน้
ผ่านการกระตุน้ caspase-1 นอกจากนี้ยงัไดท้ าการศกึษาความเกีย่วขอ้งของ signal 2 ซึง่ไดท้ า
การ incubate เซลล ์ THP-1 กบั inhibitor ต่างๆ ของ signal 2 ไดแ้ก่ CA-074 Me ยบัยัง้ 
cathepsin B activity ซึง่เกี่ยวขอ้งกบั lysosomal rupture, Diphenyliodonium (DPI) ยบัยัง้ การ
สรา้ง reactive oxygen species (ROS) และ Potassium chloride (KCl) ซึง่ยบัยัง้การเกดิ K+ 
efflux โดยเพิม่ความเขม้ขน้ของ K+ ภายนอกเซลล ์ พบว่าเมือ่ใส่ inhibitor การสรา้ง IL-1 
ลดลงอยา่งมนีัยส าคญัทางสถติ ิ เมือ่ศกึษายนืยนัเพิม่เตมิ โดยใชเ้ซลล ์ human monocyte 
derived macrophage (hBMDCs) ทีท่ าการ knock out ยนี NLRP3, ASC หรอื AIM2 มา co-
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culture กบัเชือ้ P. insidiosum กพ็บว่าเซลลท์ีท่ าการ knock out ยนี NLRP3, ASC หรอื AIM2 
สรา้ง IL-1 ลดลงอยา่งมนีัยส าคญัทางสถติเิมือ่เทยีบกบั hBMDCs WT ทีก่ระตุน้ดว้ยเชือ้ P. 
insidiosum 
ขอ้มลูทัง้หมดในการศกึษานี้ชีใ้หเ้หน็ว่า NLRP3 inflammasome เป็นปัจจยัส าคญัในการควบคุม
การตดิเชือ้ P. insidiosum และการยบัยัง้การกระตุน้ผ่าน NLRP3  inflammasome อาจเป็นหน่ึง
ในวธิกีารควบคุมโรคทีเ่กดิจากเชือ้ราชนิดนี้ 
 
ภาคผนวก 
-ไมม่-ี 
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