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HMGB1 Expression in Human Gingival and PDL Fibroblast Activated  by 
Periodontopathic Bacteria. 
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Rungtiwa Punpa. (2009). HMGB1 Expression in Human Gingival and PDL Fibroblast  
         Activated  by Periodontopathic Bacteria.  Master  thesis,  M.S.  (Periodontology).    
           Bangkok: Graduate School, Srinakharinwirot University. Advisor Committee: Assoc.       
           Prof.  Dr. Narongsak  Laosrisin, Dr. Nirada Dhanesuan . 
 

High mobility group box1 (HMGB1) protein is nuclear protein which is recognized as 
late inflammatory cytokine but plays important roles in many inflammatory diseases. Our 
previous study showed highly expression of HMGB1 in both human gingival and PDL 
fibroblast after activated by E. coli vs lipopolysaccharide (LPS). 
 Objectives: To investigate the expression of HMGB1 in both human gingival and PDL 
fibroblasts after the activation of periodontopathic bacteria  in mRNA and protein levels. 
 Materials and Methods: Human gingival and PDL fibroblasts were cultured and 
activated by purified LPS of Porphyromonas gingivalis (Pg.) or culture supernatant of 
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa.) or sonicated extract of Pg . The expression of 
HMGB1 ,mRNA and protein levels, were determined by RT-PCR and Western blot 
respectively.   
 Results: Both HMGB1 mRNA and protein expression were upregulated in human 
gingival fibroblast when activated by LPS of Pg, while only HMGB1 protein level was 
upregulated in PDL fibroblast. While limited change of HMGB1 mRNA and protein level in 
both cells were found when activated by culture supernatant of Aa. or sonicated extract of 
Pg. 
 Conclusions : The results showed that only the purified LPS of Pg. can activate the 
expression of HMGB1 in gingival and PDL fibroblasts.   
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��
���� 
  �����������-1 ( High mobility group box 1 , HMGB1) � !"# $%�"&"'(�)�*+,*-."/�
�' $0�'1 30  45�67).8 #-$9:$.'9 $0*��(.8; ������������*<= (HMG boxes) <@69� !":A8"�B�
&�9  (����"�� (DNA binding domains) 7)0 :A8" )';5�6� !"*$( (acidic tail) 7%A�(J����������
��-1 +,*-."/�� !":A8" $0*��K"@69&�9"J8�-)�;:(1)  �����������-1 �A8;*'$5L'K".'5�6K)';�;A'9
&�9"J8�-)�;:7)0���5�'5%A�*'$7:(9��*&�9(����"�� �B"M(.7*A 5$'":-$J �B6" (transcription) 
*'$+�(7�� (replication) 7)0 8�((�)�� $�-���J�"�B6"  (V(D)J recombination) P"*'$Q@*R'$0;0
%A��'/�8A'�����������-1 M�AM(.�L'*B(�;,AK$S����5�'5�T/'0U';P"�<))= 7%A/����5�'5
U';"�*�<))=(.8;(2)   

  �����������-1 :'�'$+/�M(.P"�"SW��;S6�%A'9X 7)0:'�'$++,*K)B69��*�'*�<))=M(.K)';
�"J( ��A" �<))=#�#"M<%= (monocyte) 7�*#-$7Y� (macrophage) �<))=�Z["B9K)�(�)S�( 
(endothelial cell) �<))=�("M($%J* (dendritic cell) 7)0�<))=*).'��"SW��$�;� (smooth muscles 
cell) 5�6+,**$0%Z." ��*'$Q@*R'/�8A'�<))=#�#"M<%=7)07�*#-$7Y� �0:'�'$+K)B69  �����������-1 
��S6�+,**$0%Z."#(;:'$/JRU';P"&�97�-5��$�; (exogenous bacterial endotoxin) ��A" M)#/# )�
7<--'M$(= (lipopolysaccharide: LPS) � !"%." K$S� ��S6�+,**$0%Z."#(;M<#%M-"=�B*�:� 
(proinflammatory cytokine) ��A" 5,���$=�"-#-$<J:7Y-�%�$= (tumor necrosis factor: TNF)  
� !"%."(3-5)   #(;*'$K)B69�����������-1 &@W"*B��8)'7)0 $J�'15�6*$0%Z." "�*�'*"BW";B9:'�'$+
K)B69�'*�<))=5�6+,*5L')'; (damage cell) K$S��*J(*'$%'; (necrotic cell)   7%AM�AK)B69�'**'$
&�B(%B8��9&�9�<))= (apoptotic cell) 

 *'$K)B69&�9�����������-1 �0��[)%A�*'$*$0%Z."*$0�8"*'$�B*�:�K)';(.'" #(;
:'�'$+*$0%Z."*'$�/J6� $J�'15,���$=�"-#-$<J:7Y-�%�$=P"�<))=���(�)S�(&'8�"J(#�#"
"J8�-)�;$=5�6�)�W;9P"K.�9 eJ�B%J*'$ (primary blood mononuclear culture)  7)0*'$�/J6��BW"&�9
#��)*Z)5�6P�.P"*'$;@(�*'0 (adhesion molecule) $8�5BW9;B9*$0%Z."*'$K)B69M<#%M-"=5�6*A�PK.�*J(
*'$�B*�:�M(.7*A 5,���$=�"-#-$<J:7Y-�%�$= 7)0 �J"�5�$=)J8-J"-8 (interleukin-8: IL-8) P"�<))=       
�Z["B9K)�(�)S�((.8;(6)       
   �����������-1 ;B9���5�'5%A�*'$�*J(#$-%A'9 X 5�6�*�6;8&.�9*B�*'$�B*�:�M�A8A'�0� !"
*'$�B*�:�7���T�;�/)B"K$S�7���$SW�$B9  ��A" #$-M&&.��B*�:� (arthritis)(7,8)  #(;/�8A' �������  
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 2 

����-1 ��*'$�/J6�$0(B�P"�;S6��Z&.�%A�5�6�B*�:� (inflammatory synovial tissue) 7)0 &�9�K)85�6
K)B69�'*�;S6��Z&.�%A� (synovial fluid) �'*[,. k8;#$-M&&.��B*�:� $8�M +@9:U'80�S6" X M(.7*A 
:U'80%J(��SW�P"*$07:�)S�( (sepsis)(9)     #(;�����������-1 +,*�B(8A'� !"M<#%M-"=5�6K)B69��*�'
-A�"&.'9�.'*8A'M<#%M-"=�"J(�S6" X (late mediator) P"*$0�8"*'$&�9*'$�B*�:� 7)0 m��Z�B"
M(.��-8'�/;';'�P"*'$;B�;BW9�����������-1P"[,. k8;P"K.�9TZ*�TJ"�/S6�)(�B%$'*'$�:�;��8J%&�9
[,. k8;)9  7%A�;A'9M$*�%'�;B9/�8A'��*'$Q@*R'5�67:(9+@9�5�'5&�9�����������-1 *B�#$-P"�A�9
 '*�;,A".�;�'*  

 #$- $J5B"%=�B*�:� (periodontitis) � !"#$-%J(��SW�5�6��*'$�B*�:�7���$SW�$B9 #(;/�8A'��
*'$5L')';&�9�"SW��;S6��*�6;8/B" (connective tissue) 7)0*$0(,*��.'Ym" (alveolar bone)  *'$
�*J(#$- $J5B"%=�B*�:�"BW"��-8'�:B�/B"n=*B���SW�*A�#$-5�6:L'-Bo(10)      -S� 7�-*$J�*%J7�-�%�$=   
7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= (Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Aa) /�$=MY#$#�7":  
�J9�J8')J: (Porphyromonas gingivalis; Pg) 75"�"��$))' Y�$=<B;�n�;<J: (Tannerella 
forsythensis; Tf) /;'nJ*L'�"J(&�9#$- $J5B"%=�B*�:� (pathogenesis of periodontitis) &@W"�;,A*B�
-8'�:�(Z)$0K8A'9 m��B;%A'9 X 5BW9 m��B;5'9(.'"�"J(&�97�-5��$�;*A�#$-7)0 m��B;5�6��-8'�
$Z"7$9&�97�-5��$�; (virulent factors) "BW" X $A8�*B� m��B;5'9$0��U,�J-Z.�*B"&�9$A'9*'; #(;
*$0�8"*'$&�9*'$�*J(/;'nJ:U'/&�9#$- $J5B"%=�B*�:�:A8"PKoA7).8� !"[)�'�'**'$
%��:"�9&�9$0��U,�J-Z.�*B"&�9$A'9*';%A�7�-5��$�;*A�#$-K$S�%A� m��B;5�6��-8'�$Z"7$9&�9
7�-5��$�; <@69�K"�6;8"L'PK.�*J(*'$5L')';&�9�"SW��;S6�%'��'M(.   
   �'*5�6M(.*)A'8�'&.'9%."7).88A'�����������-1 ��*'$7:(9��*P"�<))=K)';�"J(  7)0��
�5�'5%A�#$-5�6�*J(*'$�B*�:�  �;A'9M$*�%'�5�6[A'"�';B9��*'$Q@*R'+@9*'$7:(9��*&�9      
�����������-1 P"�<))=K$S��"SW��;S6��A�9 '*".�;  ��*'$Q@*R'&�9 *"JRp= "B"5�:"�;=7)0-10(11)  M(.
Q@*R'*'$7:(9��*&�9�����������-1 P"�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=&�9�"ZR;=5BW9P"
$0(B��'$=���"��7)0$0(B�# $%�"U';P"�<))=   $8�5BW9;B9Q@*R'*'$7:(9��*&�9�����������-1P"
�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=&�9�"ZR;=P":U'805�6��*'$*$0%Z."(.8;M)#/# )�7<--'M$-=
&�9��SW���#-M) (Escherichia coli; E coli. ) (.8; -10[,.8J�B;�@9:"P�Q@*R'%A�;�(+@9*'$
7:(9��*&�9 �����������-1&�9�<))=MY#�$�)':%=&�9�K9S�*7)0�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@(
 $J5B"%=�"ZR;=��S6�+,**$0%Z."(.8;:A8"&�9��SW�*A�#$- $J5B"%= <@69[)&�9*'$7:(9��*&�9�������  
����-1 P"�<))=�K)A'"BW"�0�A8;�nJ�';+@9*)M**'$�*J(/;'nJ:U'/&�9#$- $J5B"%=$8�M +@9*'$P�.
 $0#;�"=�'**'$� )�6;"7 )9$0(B�&�9*'$7:(9��*&�9#��)*Z)�"J("�WP"*'$� !"�-$S6�9K�';5�6
�A9��W+@9:U'80&�9*'$� !"#$-%A�M M(.    
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��	�������	�����	��
��� 
 *'$8J�B;-$BW9"�W��-8'��ZA9K�';�/S6�Q@*R'+@9*'$7:(9��*&�9�����������-1 P"�<))=      
MY#�$�)':%=&�9�K9S�*7)0�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=�"ZR;=��S6�M(.$B�*'$*$0%Z."
(.8;M)#/# )�7<--'M$-=&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: (lipopolysaccharide of  Pg.) :A8":*B(
�<))=7%*(.8;-)S6"�:�;9&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: (Sonicated extract of Pg.) 7)0:A8")�;
&�9�'K'$�)�W;97�-*$J�*%J7�-�%�$= 7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= ( Aa. culture supernatant) 
 
 
��	���	�������	��
��� 
 #$- $J5B"%=� !"#$-%J(��SW��"J(K"@69<@69*A�PK.�*J(/;'nJ:U'/%A��8B;80 $J5B"%=P"$, 7��
&�9*'$�B*�:�7���$SW�$B9�B"� !"[)�'�'**'$%��:"�9&�9$0��U,�J-Z.�*B"&�9$A'9*';5L'PK.
�*J(�'*'$7:(95'9-)J"J*M(.  #$- $J5B"%=�0�*J(/;'nJ:U'/*B��K9S�* ���";@( $J5B"%= 7)0*$0(,*
��.'Ym" 7)0"L'M :,A*'$:,o�:�;Ym"P"5�6:Z(  m��B;5�6:L'-Bo5�65L'PK.�*J(#$- $J5B"%= -S� 7�-5��$�;*A�
#$- M(.7*A /�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: 7)07�-*$J�*%J7�-�%�$= 7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= 
$8�5BW9 m��B;5�6��-8'�$Z"7$9&�97�-5��$�;(B9*)A'8(.8;    �;A'9M$*�%'�*'$5L')';�8B;80 $J5B"%=
;B9�*�6;8&.�9*B�-8'�:�(Z)$0K8A'9$0��U,�J-Z.�*B"&�9$A'9*';7)07�-5��$�;*A�#$- #(;��S6���*'$
$Z*$'"&�97�-5��$�;<@69:A9[)PK.��*'$%��:"�9&�9$0��U,�J-Z.�*B"&�9$A'9*';%A�7�-5��$�;     
5L'PK.��*'$[)J%M<#%M-"=7)0K)B69:'$�B*�:�%A'9X ��*�'�'*�<))=&�9$0��U,�J-Z.�*B"&�9
$A'9*'; ��A" #�#"M<"= 7�*#-$7Y�  � !"%." "�*�'*"BW"�<))=&�9$A'9*';5�6�;,A�$J�815�6�*J(*'$
�B*�:� ��A" �<))=:$.'9�:."P;K$S�MY#�$�)':%= (fibroblast) ;B9:'�'$++,*�K"�6;8"L'PK.K)B69:'$
M<#%M-"=�'**'$%��:"�9&�9$0��U,�J-Z.�*B"��A"*B" <@69:'$M<#%M-"=�K)A'"�W:A9[)*$05�%A�
�<))=� s'K�';  5L'PK.�*J(*'$�B*�:� 7)0*'$5L')';�8B;80 $J5B"%=%'��'M(. 
   �����������-1 �B(� !"#-$�'%J"# $%�"<@69�0�;,AU';P""J8�-)�;:7%A*�:'�'$+/�P"M<#% 
/)':<@�M(.P"�'9�<))= P"*'$Q@*R'$0;0%A��'/�8A'�����������-1 M�AM(.�L'*B(�;,AK$S����5�'5
�T/'0P"�<))=(1)     ;B9/�8A'�����������-1 :'�'$++,*&B���*"�*�<))=#(;�<))=�'9 $0�U5<@69
5L'K".'5�6� !"�K�S�"M<#%M-"= #(;� !"M<#%M-�=5�6+,*K)B69��*�'�A89K)B9��S6��5�;�*B�M<#%M-"=5�6
�"J(�S6"X     �<))=K)';�"J(:'�'$+K)B69�����������-1 ��*�'"�*�<))=  ��A" #�#"M<"=          
7�*#-$7Y�  �<))=�Z["B9K)�(�)S�( �<))=�("M($=%J* 7)0�<))=*).'��"SW��$�;� $8�5BW9;B9:'�'$+
K)B69�'*�<))=5�6+,*5L')';K$S��*J(*'$%';   ��*'$Q@*R'&�9 *"JRp= "B"5�:"�;= /.Q.2549(11)   
/�8A'P":U'80 *%J��*'$7:(9��*&�9�����������-1 �;,AP"$0(B�K"@69�;,A7).8 P"�<))=MY#�$  
�)':%=&�9���";@( $J5B"%=&�9�"ZR;=P":U'80 *%J5�6�)�W;9#(;M�AM(.$B�*'$*$0%Z."P(X5BW9P"$0(B�

สำ
นกั

หอ
สม

ดุก
ลา

ง ม
หา

วทิ
ยา

ลยั
ศร

นีค
รนิ

ทร
วโิร

ฒ 

 
Cen

tra
l L

ibr
ary

 Sr
ina

kh
ari

nw
iro

t U
niv

ers
ity



 4 

�'$=���"��7)0$0(B�# $%�"U';P"�<))= 7%AM�A/�8A'��# $%�"�����������-1K)B69��*�'P"�'K'$
�)�W;9�<))= "�*�'*"BW";B9Q@*R'*'$7:(9��*&�9�����������-1 P"�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@(
 $J5B"%=&�9�"ZR;=P":U'805�6+,**$0%Z."(.8;M)#/# )�7<--'M$-=&�9��SW���#-M) /�8A'��*'$
7:(9��*5�6�/J6�&@W"&�9�����������-1 P"$0(B���:�<"���$= �'$=���"�� �T/'0:U'805�6�)�W;9P"
�'K'$�)�W;9�<))=5�6��<�$B6�� !":A8" $0*��(.8;�5A'"BW" 7%A;B9-9M�A/�*'$�/J6�&@W"&�9# $%�"      
�����������-1 5BW9P"7)0"�*�<))=��A"�(�;8*B�U'805�6M�AM(.��*'$*$0%Z."P(X  �'*[)*'$8J�B;
(B9*)A'8 �@95L'PK.-10[,.8J�B;:"P�5�6�05L'*'$Q@*R'�/J6��%J�+@9�5�'5&�9��SW�*A�#$- $J5B"%=
�B*�:�5�6��%A�*'$7:(9��*&�9�����������-1 P"�"SW��;S6� $J5B"%=5BW9:�9�"J(  
 
 
����������	��
��� 
 *'$8J�B;-$BW9"�W� !"*'$Q@*R'U';P"K.�9 eJ�B%J*'$�)�W;9�<))=�/S6�Q@*R'*'$7:(9��*&�9
�����������-1 P"$0(B��'$=���"��7)0$0(B�# $%�"P"�<))=MY#�$�)':%=&�9�K9S�*7)0�<))=      
MY  #�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=�"ZR;=5�6�/'0�)�W;97)0+,**$0%Z."(.8;M)#/# )�7<--'M$-=&�9
/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: :A8":*B(�<))=7%*(.8;-)S6"�:�;9&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: 7)0
:A8")�;&�9�'K'$�)�W;97�-*$J�*%J7�-�%�$= 7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= � $�;��5�;�*B��<))=  
MY#�$�)':%=&�9�K9S�*7)0�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=�"ZR;=5�6�/'0�)�W;9#(;M�A+,*
*$0%Z."P(X 
  
     �
�	� �!�"�#!	$ 

− Periodontitis : #$- $J5B"%=�B*�:� 

− High mobility group box 1 :  �����������-1  

− Human periodontal ligament fibroblast : �<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( 
          $J5B"%=�"ZR;=    

− Human gingival fibroblast : �<))=MY#�$�)':%=&�9�K9S�*�"ZR;= 

− Periodontopathic bacteria : ��SW�*A�#$- $J5B"%= 
 
 
����%���
&'��	���	�
��� 
 �"S6�9�'*#$- $J5B"%=�B*�:�� !"#$-%J(��SW��$SW�$B9<@69:A9[)5L'PK.��*'$5L')';�8B;80      
 $J5B"%= *'$�*J(#$- $J5B"%=�B*�:�"BW"%.�9�'QB; m��B;K)';�;A'9$A8�*B"  m��B;5�6:L'-Bo-S���SW�*A�
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#$-  /�$=MY#$#�7":�J9�J8')J: 7)0 7�-*$J�*%J7�-�%�$= 7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":=� !"
7�-5��$�;7*$�)�5�6M�A%.�9P�.��*<J��"P"*'$��$Jo�%J�#% <@69��-8'�:B�/B"n=*B�*'$�*J(#$-      
 $J5B"%=�B*�:� 5L'PK.��*'$5L')';�8B;80 $J5B"%=�;A'9$8(�$�87)0$Z"7$9 ��S6���*'$$Z*$'"&�9
7�-5��$�;(B9*)A'8 5BW9%B8��SW���97)0 m��B;5�6��-8'�$Z"7$9&�97�-5��$�; 5L'PK.��*'$%��:"�9&�9
$0��U,�J-Z.�*B"&�9$A'9*'; :A9[)PK.�<))=U,�J-Z.�*B" (immune cell) K)B69:'$�B*�:�%A'9 X #(;
"�*�'*�<))=U,�J-Z.�*B"7).8/�8A'�<))=&�9$A'9*';��9*����5�'5�;A'9�'*P"*'$�*J(/;'nJ
:U'/&�9#$- $J5B"%=��A"*B" /�8A'�<))=&�9$A'9*'; ��A" �<))=MY#�$�)':%=&�9�K9S�*7)0   
���";@( $J5B"%= � !"%." :'�'$++,**$0%Z."7)0��*'$7:(9��*7)0K)B69:'$�B*�:���A"*B"(12,13)  <@69
�<))=5BW9 2 �"J("�W � !"�<))=P"�"SW��;S6��*�6;8/B"&�9$A'9*';5�6�;,A�$J�815�6M(.$B�*'$$Z*$'"�'*
7�-5��$�;*A�#$- $J5B"%=7)0 m��B;5�6��-8'�$Z"7$9&�97�-5��$�;#(;%$9 �<))=MY#�$�)':%=&�9
���";@( $J5B"%=�"ZR;="BW"M�A�/�;97%A�A8;-9:U'/���";@( $J5B"%=�5A'"BW"  ;B9�A8;<A��7<� (repair) 
 $B�� )�6;" (remodel) 7)0*'$:$.'9PK�A (regeneration) &�9*$0(,*��.'Ym"7)0�-)S��$'*Ym"
M(.(14)     �����������-1 /�� !"#-$�'%J"# $%�"5�6/�P""J8�-)�;:7)0;B9/�8A'�����������-1
:'�'$++,*&B���*"�*�<))=#(;�<))=�'9 $0�U5    <@69����������� -1 ��-Z1:��B%J 
� !"M<#%M-"=5�65L'K".'5�6P"�A89�8)'K)B9  "�*�'*"BW"�����������-1 ;B9:'�'$+*$0%Z."PK.�*J(*'$
K)B69&�9:'$M<#%M-�=5�6��[)%A�*'$�*J(*'$�B*�:�7)0���5�'5:L'-Bo%A�*'$�*J(#$-5�6�*�6;8&.�9
*B�*'$�B*�:�K)';#$-(6)   

 (B9"BW" [,.8J�B;�@9:"P�5�6�05L'*'$Q@*R'*'$7:(9��*&�9�����������-1P"�<))=MY#�$ 
�)':%=&�9�K9S�*7)0�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=�"ZR;=��S6�M(.$B�*'$*$0%Z."(.8;
 m��B;5�6��-8'�$Z"7$9&�97�-5��$�;&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J:7)07�-*$J�*%J7�-�%�$=      
7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= <@69M(.7*A M)#/# )�7<--'M$-=&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: :A8":*B(
�<))=7%*(.8;-)S6"�:�;9&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: 7)0:A8")�;&�9�'K'$�)�W;97�-*$J�*%J
7�-�%�$= 7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= <@69/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J:7)07�-*$J�*%J7�-�%�$=    
7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= �� m��B;5�6��-8'�$Z"7$9&�9��SW��;,AK)';�"J( 5�6�A8;PK.��SW���
-8'�:'�'$+P"*'$$Z*$'"�8B;80 $J5B"%=7)0:A9[)PK.)B*R10&�9$�;#$-��-8'�$Z"7$9&@W"  

 M)#/#/)�7<--'$=M$(=� !":A8"["B9�<))=�BW""�*&�9��SW�7�-5��$�;�"J(7*$�)� �'*
*'$Q@*R' M)#/#/)�7<--'$=M$(=&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: :'�'$+�K"�6;8"L'PK.�<))=$A'9*'; 
��A" �<))=MY#�$�)':%= K)B69M<#%M-"=M(.   ��A"  �J"�5�$=)J8-J" 1 ��%.'7)0 5,���$=�"-#-$<J:  
7Y-�%�$= (15)  :A9[)PK.�*J(*'$5L')';�"SW��;S6� $J5B"%=7)0*'$)0)';&�9*$0(,*   

 :A8":*B(�<))=7%*(.8;-)S6"�:�;9&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J:7)0:A8")�;&�9
�'K'$�)�W;97�-*$J�*%J7�-�%�$= 7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= *��� m��B;5�6��-8'�$Z"7$9&�9��SW��;,A
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K)';�"J(��A"*B" #(;/� m��B;*A�#$-5�6:*B(M(.�'*:A8")�;�'*7�-*$J�*%J7�-�%�$=  7�-%J#"
�B;<J�5�#-�J75":= ��A" )J8#-5�*<J" M<#%5�*<J" ���"M<�=;A�;:)';# $%�"5�6��SW� )( )A�;��*
"�*�<))= :L'K$B�/�$=MY#$#�7":�J9�J8')J:"BW"/�8A' m��B;*A�#$-5�6:*B(M(.�'*:A8":*B(�<))=7%*
&�9/�$=MY#$#�7":�J9�J8')J:5�6/�8A'��-8'��*�6;8&.�9*B�*'$5L')';&�9�8B;80 $J5B"%=7)0
*$0(,*��.'Ym"M(.7*A M)# #/)�7<--'M$(= Yu���$�; v�7�**),%J"J" 7)0# $%�"7�"%J��" 

 [,.8J�B;�@9�)�9�K�"8A' m��B;5�6��-8'�$Z"7$9&�97�-5��$�;5BW9:�9�"J((B9*)A'8:'�'$+
*$0%Z."PK.�<))=MY#�$�)':%=&�9�K9S�*7)0�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=�"ZR;=
7:(9��*�����������-1P" $J�'15�6:,9&@W"��S6��5�;�*B�:U'805�6M�AM(.$B�*'$*$0%Z." *'$5�6�<))=   
MY#�$�)':%=&�9�K9S�*7)0�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=�"ZR;=:'�'$+K)B69�������    
����-1P" $J�'15�6:,9&@W""BW" �'�5L'PK.5$'�+@9�5�'5&�9�����������-1 %A�/;'nJ*L'�"J(7)0*'$
(L'�"J"M &�9#$- $J5B"%=�B*�:� �/S6�� !"7"85'9P"*'$$B*R'#$- $J5B"%=%A�M  
 
 
����
(	�'��	��
��� 

5BW9�<))=MY#�$�)':%=&�9�K9S�*7)0�<))=MY#�$�)':%=&�9���";@( $J5B"%=�"ZR;=�0/�
*'$7:(9��*&�9�����������-15�6:,9&@W"��S6�M(.$B�*'$*$0%Z."(.8;M)#/# )�7<--'M$-=&�9/�$=MY#$
#�7": �J9�J8')J:  K$S� :A8":*B(�<))=7%*(.8;-)S6"�:�;9&�9/�$=MY#$#�7": �J9�J8')J: K$S�:A8"
)�;&�9�'K'$�)�W;97�-*$J�*%J7�-�%�$= 7�-%J#"�B;<J�5�#-�J75":= 
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����� 2 
��	
��
��������������	�������� 

 
 
 �������	
���

���
 �����	
��������������������	
������������������ ��!�����"�#$
���� 

"%��&��
 
1. )��&���
�"*�
���+ 
2. -��*�.)�)#��� 	��	�������
+)��&���
�"*�
���+  
3. ��������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����*�
+)��&���
�"*�
���+  
4. ��2��3#	�+�-1 
5. +�+���0)"���*�����2��3#	�+�-1 

 
 

�������������	�
� 
)��&���
�"*�
���+�&6�)��"� �27
����#�����
���+��7
��
� #�����!���������7
���7��������-
�

������ ���+��.8� �!��&��%�����9���������
����������
+.8������9����.8�������:  -��;��!���� 
���)��&���
�"*�
���+ (pathogenesis of periodontitis) �&6��

�"�����#����#0
+0������
�����������
+&8		
�$�����%������!��
9  ���$":$�
����)��&���
�"*�
���+ �7� �+��������%�)�� 
(periodontopathic bacteria) ����%����+	:�������*������#���%+�"
�.8�(16)    0����+��������%�)��
�$�%���
�&6�"
�����#"������!��$���� ��� !��������)��&���
�"*�
���+�

����"�����������# 
�+��������%�)��&���
�"*�
���+����!��
9�&6��+�������2�� ���#�+����#%"���������0��	������
�	��9�"�+)" (gram-negative anaerobic bacteria) (10) �2%� ��������"��+��"��* ���"�)�#
�0�
��#)�#�����* -��*�.)�)#��� 	��	��������� ����������� .��*0
��;��0�� �&6�"�� �+��������%�
)���$�%���
#
�	�#�&8		
����#����#�:����"%��Q �2%� ��)-)&���0����*�� *�����3��0#*"%��Q 0���	�
����0�#�����&�
���
���&���
�"*���":������R�#��:�#�
�����%�����  #���������������"%�#�
#��#��+%�2�
S�����#�
#-
�;*��$�%��-��;��!���� ���)��&���
�"*�
���+�
+&8		
������++
R�#��:�#�
�����%����� (host immune response) ���+�������������� -��;��R�-���)��  
&���
�"*�
���+�%���$9%�����&6���#�	�����"�+���������++R�#��:�#�
�����%�����"%�
�+��������%�)�����&8		
����#����#�:��������+������� ) ����"�+���������++R�#��:�#�
�
�

�#����!��$���� ������"���$�
������0)"���* �2%� )-��"����� �� (prostaglandin) �������*
������ ���#��*���)��0���.��"��*(17) 	���0��*�����++R�#��:�#�
�����%����� �2%� )#)��0�*  
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�#�)���.	 �&6�"�� ���	���

� �0��*����%�����������%+����X������ ����
���+ �2%�  �0��*�����
������$�7��.)+�+���"* (fibroblast) �
���#��SS���$������!��$�$�
������0)"���*	�����
"�+���������++R�#��:�#�
��2%��
� 0�������0)"���*�$�%���
	��%�������+"%��0��*�&Y�$#��  
�!��$���� ����
���+ ����!������
���&���
�"* ��#S������!������� ���+��.8�"�##�� �(18,19)        

 
  

����� ���!
�
 ���������
	���������������	�
�  

-��*�.)�)#��� 	��	������ �&6��+�������2�� ���#�+����#%"���������0��	������
�	��9�"�+)"���#����#�
#-
�;*�
+)��&���
�"*�
���+ 0���#���������-+�%�#����#�!��
9����������
�
+������ -��;��R�-���)��&���
�"*) ��!��$�)��#����#�:��������!��&��%����!�������
��7
���7��&���
�"*������ ���+��.8�  ��#��S"��	-+�27
�-��*�.)�)#��� 	��	�����������&\������&6�
)��&���
�"*�
���+(20) ) ��]-��+����X���#���� !�����)��(21) -+#����"� �27
�-��*�.)�)#���     
	��	�����������
��#7�����&\��#����:�-��#��
� ����
�-+���#�
#-
�;*��$�%��-��*�.)�)#��� 	��	���
����
+)��&���
�"*�
���+�����&\������&6�)�������++ �2%� )���+�$���(22)    -��*�.)�)#���     
	��	������ #�&8		
����#����#�:����$���2��  ("���� 1) ���2%���$��27
�#����#��#��S������:����
��7
���7��&���
�"*����%����$��
��X�������)��#����#�:������
�(23) &8		
����#����#�:����
�$�%��

� � ���% 


��"#� (Capsule) 
 ��&0�����-��*�.)�)#��� 	��	������ �&6�����$������� (dense and amorphous 
capsule) 0���S7�� ��%��&6����"��	�����!��
92�� $����0������%+�-7
�����0��*����27
�2�� ��
 ) �
&����+�& ���)-���0����*�� *�^����)�)-���#��* (polysaccharide heteropolymer) ���#����#
$��S�� 15 ��)��#"� ��&0����
	�$:�#���%��+Q��7��+:���R�����  ���������������
+��&0���

�
���
�����������$*)-���0����*�� * �� ���"��	� ) ��27
����-
�;:*���"��	-+ �� ���"��	��

�
-+�%�#����#��#��S������:����������%��7
���7��� ����(24)    ���	���

���&0���
��!�$��������#7��
�&6������&Y���
��!�$�
+�27
��-7��&Y���
�����!����	����++R�#��:�#�
�����%����� �
�#�
��������-+�%� ��&0����� -��*�.)�)#��� 	��	������ �
 ��������� ���������3��� &���
�"*
�
+-7
�������.8�(25)       
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"���� 1   �� �&8		
����#����#�:����������") �-��*�.)�)#��� 	��	������(26)     
   
Tissue destruction Host invasion 
Collagenase 
Trypsin-like protease 
Gelatinase 
Aminopeptidase 
Phospholipase A 
Alkaline phosphatase 
Acid phosphatase 
 
Chondroitin sulfatase 
Hyaluronidase 
Keratinase 
Heparinase 
Nuclease 
Epitheliotoxin 
Fibroblast growth inhibitors 
Endotoxicity 
LPS-induced bone resorption 
Volatile sulfur compounds 
Short-chain acid end products  
Indole 
Ammonia 
H2S 

Degradation of plasma protease inhibitors 
 
Degradation of iron transport proteins 
 
Inhibition of polymorpho- 
Nuclear leukocytes 
Chemotaxis inhibitors 
Decrease phagocytosis 
Lysis and intracellular killing 
 
 
Resistance to Cs killing 
Cs-3/Cs-5 degradation 
Immunoglobin protease 
 
 
 
Fibrinolysin 
 
Superoxide dismutase 
NADH oxidase 
Free-radical formation 

  
 

��������
"�������-� .�/� 
������
 (Lipopolysaccharide; LPS) 
��)-)&���0����*�� *�&6��%����
��0��*2

��������27
��+�������2�� ���#�+�&6�&8		
�

���#����#�:��������+��������%�)��&���
�"*$���2��  )#���:������)-)&���0����*�� *
&����+ ��� 3 �%�� �7� ��&u �� (Lipid A) ���*)-���0����*�� * (core polysaccharide) ���   
)����"��	� (O antigen) �#7���+��������%�)��&���
�"*�	��9�"�+)"���%�����&���
�"* (periodontal 
pocket) �+�������	�&�%����)-)&���0����*�� *  0�����)-)&���0����*�� *�&6����"��	����#�
���#�!��
9�����������
+���"�+���������++R�#��:�#�
���)��&���
�"*�
���+  ��)-)&���0�
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���*�� *���-��*�.)�)#��� 	��	������ ��#��S�$������!��$��0��*�%����� �2%� �0��*����������� 
$�
���0)"���*� � �2%�  �������*������ 1 �+"��, �������*������ 6 ������#��*���)��0���.��"��*  
�%����$���� ����!������7
���7��&���
�"*����������������� ��(27,28) ��#�

��
����":���$��0��*
������������������ �	�����&\��)��&���
�"*�
���+$�
���������*������ 6 0���#�&��#�X�����%�������� �
	�����&\�����#��R�-�$�7��&�"�(29)       

   ;!����� (Frimbriae) 
 .u#�+����&6�)��������������%+����X-7
�����0��*���-��*�.)�)#��� 	��	������ �&6��%�����
�7������&	��-7
�����0��* ) �.u#�+���2%��������� ��������27
��
+-7
���������7
���7���$�7��(30)      
.u#�+������-��*�.)�)#���	��	��������#��S�+%�� ��&6� 5 2�� (31)  -��*�.)�)#��� 	��	������ 
���-
�;:*���-+.u#�+����&6�2�� ��� 2 	�#����#��#��S������:�����0��*��7��+:���� �#����%����
-
�;:*���-+#�.u#�+���2�� �7��(32)  ���	���

�����.u#�+����
�#��:X�#+
"����":���$�#����"�+����
�����++R�#��:�#�
�����%�����(33)       
 ?�
!		�#����� (hemagglutinin) 

  ^��#����"���� �&6���:%#���)&�"��������%+����X��7��$:�#�0��*2

�������-��*�.)�)#��� 
	��	������ 0���	
 �%��&6�)#���:�����2����������"�  (adhesin molecules) �2%�� ����
+.u#�+��� 
�&6����"��	�����2��!�$�
+"��	��+���-
�;:*���-��*�.)�)#��� 	��	�������2%��
�(34)  ^��#����"�
���#����#��#��S�����	
+�
+�#3 ��7� � � (erythrocyte) ��7���	��+�����0��*����#3 ��7� 
� �#�"
�	
++�����0��*�����#��S	
+�
+^��#����"�������-��*�.)�)#��� 	��	������ ) �#�
��������-+�%�^��#����"�������-��*�.)�)#��� 	��	������ ���-
�;:* ATCC 33277 ��#��S�!�
�$���� ���	
+��:%#���#����"�"��������#3 ��7� � �(35)  
��

�^��#����"�������-��*�.)�
)#��� 	��	������ 	���&6�&8		
����#����#�:��������%�����#�$��27
���#��S���%+����X�"��$�7��� �    

��C��"!��D��
����������!���	"�E����	�"��� (Extracellular proteolytic 
enzyme) 

-��*�.)�)#��� 	��	������ ��#��S���"��3��0#*)&�"���� (proteinase) � �$���2��  0���
��3��0#*�$�%���
S7��%��&6���3��0#*���#����#	!��-�����-��*�.)�)#���	��	������ ��3��0#*��

��#��S�%������)&�"������%�����������":�����"�+���������++R�#��:�#�
�����%����� 
��3��0#* �$�%���
   � ���%   ���&0��-(trypsin-) �����-(thiol-) �����0�)���"��)&�"����  
(caseinolytic proteinase) ���#���3��0#*�&&"�� � 2 2��  � ���% ���0��)-�-��� �&+"� ��       
��#�)��&+"�� � (glycylpropyldipeptidylaminopeptidase) ��� ���0��)-�-���&+"�� �
(glycylpropylpeptidase) 0�����3��0#*�$�%���
	�#�+�+���!��
9����!��$�)��&���
�"*#�����:����
#����
� ��#S���!��$�-��*�.)�)#��� 	��	������ ����+�������2�� �7���-�%���	�������&��%��7
���7��
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&���
�"*� ������
�(36,37)     ) �-+�%�)&�"�������-��*�.)�)#���	��	������ ��#��S���� �	��
�0��*�

��0��* (whole cell) ���� �	�������
 �0��* (cell extracts) ���� �	������!��$��0��*
�"�) ��2���7������� (cell sonicates) ���� �	����7��+:���R���������������27
����"���#� 

������
������� (Protein antigens) (38)       

 �&6�)&�"�����-+�����7��$:�#�0��*�%��������-��*�.)�)#���	��	������ 0�����#��S���":��
�$��%�������������"�+� ����#� �����#��S"��	-+� �	��0��
#������&\��)��&���
�"*�
���+  
 
 

��	���	��
������� 
������!��"���!��!�
��
�	���������������	�
�  
 

��������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* �
��X���&�%���&6���%� 2�� ���#�+���
�#%�2����0��	�������	��9�"�+)" #����#�
#-
�;*�
+)��&���
�"*�
���+�:���� (aggressive 
periodontitis) (39)  ) �-+��������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* S�������� 40-100 
������&\������&6�)��&���
�"*�
���+�:����(40)  &8		
����#����#�:���������������"��+��"��* ���"�
)�#
�0���#)�#�����* �2%� ���)����0�� (leukotoxin) )-��#��*).���������*���)��0"* ��)#���0��
���^�+�"���.��"��* (polymorphonuclear leukocyte chemotaxis-inhibiting factor) ��#).�0"*
0
&�-��0���.��"��* (lymphocyte-suppressing factor) �����)-)&���0����� * 0���2%���$��27
�
��#��S�	��9�"�+)"��� !���2���"���%� ���2%��&�� 2%���!��$��27
���#��S$�+$������&Y���
�
����%������ �  ("���� 2) 
 
 
��������"�� (Bacteriocin) 
 �&6�)&�"��������") ��+��� �������#�w�;�x ������
+�

 ��+��� ����2�� �7��� �  ) �            
�+�����)�0�������������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* ���"��
�#� ������%� ���"�)��+  
0���� (actinobacillin)  #�+�+��������
 ��������	��9�"�+)"�����"�&)"����
� �0������� 
(Streptococcus sanquis) ������"�)��+0��
� ���)�0
� (Actinobacillus viscosus) ) ��!��$�
��7��$:�#�0��* (cell membrane) #�����&������&���:X�#+
"�����$�����%����������0��*�!��$�
���)#���:���3�Q $�7���������#�&��	:������%R������0��*��#��S0�#������%R�����0��*� �#����
�
�%����$�  ���3��� (DNA) ���*��3��� (RNA) ���)#���:���������������
+����	��9�"�+)"���
�+��������

�S���!����  
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"���� 2 �� �&8		
��%�)�������������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* (41)       
 

Factors that promote colonization and persistence in the oral cavity 
- Adhesions 
- Invasins 
- Bacteriocins 
- Antibiotic resistance 
Factors that interfere with the hostNs defenses 
- Leukotoxin 
- Chemotactic inhibitors 
- Immunosuppressive proteins  
- Fc-binding protein 
Factors that destroy host tissue 
- Cytotoxins 
-  Collagenase 
-  Bone resorption agents 
-  Stimulators of inflammatory mediators 
Factors that inhibit host repair of tissue   
-  Inhibitors of fibroblast proliferation 
-  Inhibitors of bone formation 

 
 ���������
 (collagenase) 
 ���&����+������%R������0��*�����7
���7��"%��Q�%���$9%	�#�������	��&6�
�%��&����+ �#7�������� )��&���
�"*#
�	�-+�%�&��#�X���������������	�#�	!����������  
������������	�S���!�����

������������
+�������+�������������%+����X��7
���7�������� -��;��R�-
&�%�������	�������#�����#���) �"��������!����������	�������%����7
���7��&���
�"*	�  
�!��$���� )��&���
�"* �"%��&8		:+
���
�&6������#�
+�
������%����$":�!��
9���������������	�S��
�!�����

�#�	���������0��*����7
���7��+����X���#�����
���+ � ���% )-��#��*).���������*�0��*  
����.)+�+���"* "�+����"%��27
�$�7����$�
��	���27
��!��$�&�%�������	�������#� (42)       
 �"����	"�� (cytotoxin) 

#����������������
+ ^��-���+�* �0)"���0��  (heat-labile cytotoxin) ������") �    
��������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* �&6��0)"���0�� ���#����#	!��-�� ����&6�
&8		
����#����#�:����2�� $�������#���"%��.)+�+��� � ���% �0)"���0�� ���&�%�����#������
$�
��	���27
� #��
!�$�
�)#���:� 50 ��)� ��"
�  0�����#��S�
+�

�������" ���3�������.)+� 
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+���"* (43) ���	����
�
�-+�%�#��0)"���0��������%+�����0��*#��
!�$�
�)#���:� 8 ��)� ��"
� 
-+�%���#��S�
+�

�����-��#	!��������.)+�+���"*� �(44)       

�������	"�� (Leukotoxin) 
��������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* ���")&�"�����"��	� �
!�$�
�)#���:� 

116 ��)� ��"
� (116 kDa immunomodulating protein antigen)  ����� ���%+����X��7��$:�#�0��*
2

����(45)       ���������%� ���)����0��  0����&6�-��*-.��*##���)&�"�� (pore-forming protein)     0���
��#��S�!�������)��.u��* )-��#��*).���������* ���)��0"* ����0��*����++R�#��:�#�
��7��Q � ���% 
���0��* ) �����!��$���7��$:�#�0��*��� �����9�������#�# :�����������%����������0��*����!�
�$��0��*"�� (necrosis) ������:  ���������)����0����#��S�!�����0��*����++R�#��:�#�
�� ��&6�
���$��%������#%��#��S��+�:#���"�+���������++R�#��:�#�
�����%����� �!��$�#����&�%��
��3��0#*$���2��  �%����$�#�����
���+����!��&��%����!���������7
���7�� ��� ���)����0��	��
��������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* 0�)���-*+���#��S�$������!��$���� "���++�	
 
"
���� ���0��*)&��#�*��)��0"* (promyelocytic cell)  ���   

��C��"!��D��
����������!���	"�E����	�"��� (Extracellular proteolytic 
enzyme) 

��3��0#*�%������)&�"�������������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* �2%�      
���&0��-���* )&�"�)����*"�� ��3��0#* (trypsin-like proteolytic enzyme) 0���-+�%�#����#�
#-
�;*
�
+�R������������������)��&���
�"*�
���+(46) ����
�-+�%���3��0#*����:%#��
��#��S� �
"��
����-��#	!��������0��*��7��+:�������$�7��������-�����
�� (47)   ��#�

��
�#���������%������ 
��	�	� (IgG) ��	��� (IgA) ��	���3# (IgM) (48)       

��������
"�������-�   
��)-)&���0����*�� *  �&6�&8		
��%�)������!��
9#������%��$���� ����!�����0��*���

��7
���7��&���
�"* ������������ )��&���
�"*�
���+ ��)-)&���0����*�� *�����������"��+��"��* 
���"�)�#
�0���#)�#�����* ��#��S���":���0��*�%�����) ��]-����%������ �7� )#)��0"* ���
�#�)���.	 �$�#�������"�0)"���*�������
���+ �2%� �������*�������
���� ���#��*���)��0��
�.��"��* �!��$���� ����
���+������ �������������� ��(49)       

�P������������Q�����E#!��R�!	�� (Immunosuppressive factors) 
��������"��+��"��* ���"�)�#
�0���#)�#�����* 	�#�&8		
����#����#�:����$�����%��

�����#��S�
+�

�$�7��+����������&Y���
�����%����� 0���� ���% �������27
���#��S���"��3��0#*���
��#��S�
+�

���������  ���3��� ���*��3��� ���)&�"�������0��*  (50)       

 

 

สำ
นกั

หอ
สม

ดุก
ลา

ง ม
หา

วทิ
ยา

ลยั
ศร

นีค
รนิ

ทร
วโิร

ฒ 

 
Cen

tra
l L

ibr
ary

 Sr
ina

kh
ari

nw
iro

t U
niv

ers
ity



 14 

��T��C!����-1 (HMGB1) 
 
         ����
������� ��T��C!����-1 

��2��3#	�+�-1 (High molecular group box protein : HMGB1) �&6�)&�"��������%��
���������0������-+#�&��#�X 30 &}  �&6��#�2������:%#��2��3#	�)&�"�� (high-mobility group 
protein super family)  0���&����+ ��� ��2��3#	�+� (HMGB) ��2��3#	���3� (HMGN)  �����2��3#
	��� (HMGA) �"%����:%#�#�2��"%���
�����%���!� 
+����!�$������ (functional sequence motif) 
�%���!� 
+����!�$�����������2��3#	�+� ������%� ��2��3#	�+3��0* (HMG boxes) �%���!� 
+����!�$������
�����2��3#	���3� ������%� �%��	
+���������)�)0# (nucleosomal binding domain) �%���!� 
+���
�!�$�����������2��3#	��� ������%� ����^:� (AT-hook) 

 
"���� 3 �
��X������2��3#	�)��#�"��)&�"�� (Revised nomenclature for the HMG     
      chromosomal proteins)(51)    

 
HMG proteins  

HMG motif 
protein 

 
   Functional motif Root symbol New name     

(canonical HMGs) 
Old name      
(canonical HMGs) 

HMG-box proteins 
NBD proteins 
ATH proteins 

HMG-box 
NBD 
ATH 

HMGB 
HMGN 
HMGA 

HMGB1,2,�n 
HMGN1,2,�n 
HMGA1,2,�n 

HMG-1/HMG-2 
HMG-14/HMG-17 
HMG-I/HMG-
Y/HMG-C 

ATH; AT-hook, HMG; high mobility group, NBD; nucleosome binding domain 

 
  )�������������2��3#	�+� (HMGBs) &����+ ��� 3 �%�� (domains) � ���% ��2��3#	� 

+��0* (HMG boxes) 0����&6��%��	
+��� ���3��� (DNA binding domains) ����%��&�������&6�
��  (acidic tail) 0�����2��3#	�+3��0* �+%��&6� ��2��3#	�+��0*�� (HMG box A) �����2��3#	� 
+��0*+� (HMG box B)(52)   (R�-&����+ 1) 
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R�-&����+ 1 �� �)�������������2��3#	�+� (HMGBs) (6)      

 
            ���#� :Yang H.,et al.(2005) The cytokine activity of HMGB1. J of  Leuko Bio;78:1-8. 

 
�����2��3#	�+�-1 ��#�:��*-++�)��)#)0# 13q12 ��2��3#	�+�-1 ��#��S	
+�
+ ���3��� 

(DNA binding domains) ���#�+�+��"%������ ������� ���3���    �!�$������2%�����R�-
������)�)0# (nucleosomes) �����+�:#�� ���������� (gene transcription) (6,53)       

 
 
������"�����������T��C!����-1 
 ��2��3#	�+�-1 �%���$9%-+�&6�)��#�"��)&�"������������� ���	���

��
�-+���0
)"-���0�#��+���0��* ��2��3#	�+�-1 �
���#��S���7�����$�%���������������0)"-���0�#
��2%����	��0��* (cell cycle)  ��������������"%�#� -+�%���2��3#	�+�-1 �#%� �	!��
 ���%$�7�#�
+�+���]-�����0��*  �
�-+�%���2��3#	�+�-1��#��SS���
+�������0��*) ��0��*+��&���R�
0���#��:X�#+
"��&6��0)"���*(54-55)   ) ���2��3#	�+�-1 ��#��S���":���$���� ���$�
������0)"���*���
#���"%�����
���+���#�+�+���!��
9"%������� )����������������
+����
���+$���)�� �2%�  
�R���"� �27
����������7� (sepsis)(9)   �R������#����$�����&� �]��+-�
�(acute lung 
injury)(56)   )��������
���+ (arthritis)(7,8)   ) ���2��3#	�+�-1 �&6��0)"���*���$�
�����#��%������
2����%��0)"���*2�� �7�� Q (late acting cytokine) �����+������������
���+(57)    ) �	��
��������-+��2��3#	�+�-1 R��$�
����":���#�)���.	�&6����� 8-12 2
��)#�    ��2��3#	�+�-1
�%��
X9���%�����"
��
+�
9X���7� "
��
+�
9X���!�$�
+�� ���0*�����2
�����)-� 
�0* 
(receptor for advanced glycation end product :RAGE) ���"
��
+)��-���* (toll-like 
receptor 2,4 :TLR2,4)(54,58)      
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           R�-&����+ 2  �� ��������$�
����2��3#	�+�-1 (Pathways of HMGB1 secretion) 
 
           ���#� :Yang H.,et al.(2005) The cytokine activity of HMGB1. J of  Leuko Bio;78:1-8. 

 
 
  �0��*$���2�� ��#��S$�
����2��3#	�+�-1 ���#�����0��* (R�-&����+ 2) �2%� )#)�

�0�* �#�)���.	 �0��*+:��
�$�� ��7�  �0��*� �� �*"������0��*����#��7
�����+    �&6�"�� 
��#�

��
���#��S$�
��	���0��*���S���!����$�7���� ���"��(59-61)  ) �-+�%��0��*��#��S$�
��
��2��3#	�+�-1 	��R������S�����":�� (actively) ����0��*$�
��) �"�� (passively)  	����������
-+#�$�
����2��3#	�+�-1 	�� )#)��0�*����#�)���.	���S�����":��) ����-��R�������
�+������� (exogenous bacterial endotoxin :LPS) $�7��0)"���*�
���+ (proinflammatory 
cytokine :TNF,IL-1,IFN) ��� $�
��) �"��	���0��*���S���!����$�7���� ���"��(6)   ) ���2��3#
	�+�-1��#��S���":�����"�+��������
���+����%��%���
X9�����#����$�� (injury signal) 
"%��0��*R�#��:�#�
�������%���������� �   
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"���� 4  +�+�������2��3#	�+�-1"%��0��*�����7
���7��"%��Q(6)    
  
Cells HMGB1 Effects 
Macrophages/monocytes 
 
 
 
Endothelial cells 
 
 
Neutrophils 
Epithelial cells 
 
Dendritic cells 
 
 
 
Smooth muscle cells 
 

1) Increase TNF mRNA and protein release; increase 

IL-1α,β, IL-1RA, IL-6, IL-8, MIP-1α and β 
release. 

2) Release after LPS stimulation. 
Induces expression of adhesion molecules (ICAM-1, 
VCAM-1) and RAGE; induces cytokine release (TNF 
and IL-8) and expression of MCP-1, tPA, and PAI-1. 
Increase TNF, IL-1β and IL-8 gene expression. 
Increase enterocyte permeability. 
 
1) Increase TNF, IL-1α, IL-6, IL-8, and IL-12 

release. 
2) Increase CD40, CD54, CD58, CD80, and CD83 

expression. 
Cause cell migration and cytoskeleton reorganization. 
 

Inflammation 
 
 
 
Increase neutrophil   
   adhesion, inflammation,    
   regulation of fibronolysis 
Inflammation 
Increase bacterial    
    translocation 
Dendritic cell maturation 
 
 
 
Chemotaxis 

Tissue Effects  

Brain 
 
 
Lung 
 
 
Intestine 
 
Joints 
Heart 
Others 

Induces fever, anorexia, taste aversion, and weight 
loss; induces brain cytokine expression (TNF, IL-1, 
and IL-6). 
Cause acute lung injury, increased pulmonary levels 
of TNF, IL-1β  and MIP-2, lung edema, and 
neutrophil accumulation. 
Cause intestinal barrier of dysfunction and bacterial 
translocation. 
Induces arthritis and inflammation 
Arrhythmia 
Bactericidal activity 
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        #�����������2��3#	�+�-1 ���$�
��) ��0��*�����++R�#��:�#�
���#�

��0��*����%�����
�7��Q   �2%� �����������  El Gazzar M. (2006) (62)    � ���������"�+��������
���+�����2
��3#	�+�-1 ) ����":���#�)���.	 �����)-)&���0������* -+#����$�
����2��3#	�+�-1 ���%��
��������$�����
���0��* ������ 8 2
��)#����$�
��#������: ������ 48 2
��)#�  Wang H ���
�X� (1999) (3)  ��������$�
����2��3#	�+�-1 �#7�����":���#�)���.	 �����)-)&���0������*      
�������*������-1 (IL-1) ������#��*���)��0���.��"��*  -+#����$�
����2��3#	�+�-1 ���%�����
�����$�����
���0��* (culture supernatant) ������ 8 2
��)#����$�
��#������: ������ 18 
2
��)#� ���	���

��
���������$�
����2��3#	�+�-1 ��0��
�# (serum) -+#����$�
����2��3#	�+�-1 
$�
�	�����":�������� 8-32 2
��)#� 
  ���0��*2%��&���
�#�	!�������������������
+��2��3#	�+�-1��������
��&6�������
��
�
�%� ��2��3#	�+�-1	�#����#�
#-
�;*�
+����
���+��)��&���
�"*�
���+$�7��#% 0���#������������ 
Morimoto Y. (2006)(63)   -+����� ���������2��3#	�+�-1 ���0��*+:����$�7�� ���	��
���������%��$�����
��� �����* ����X�(11)  -+�%����R���&�"�#������ ���������2��3#	�
+�-1 ���0��*�.)+�+���"*�����3��� &���
�"*���#�:��*�

����� 
+���*��3�������� 
+)&�"��
R�����0��* �"%�#%-+)&�"����2��3#	�+�-1 $�
�����#�����$�����
���0��* ���	���

��
������
����� ���������2��3#	�+�-1 ���0��*�.)+�+���"*�����3��� &���
�"*���#�:��*���R������
#���)-)&���0������*����27
���)���  -+�%�#������ ��������-��#��
������2��3#	�+�-1���� 
+  
���*��3��� �]-���R�������2���$�����
���0��*���#��%��&����+���0��
�#��%��

� �"%�
����#%-+���
�-��#��
����)&�"����2��3#	�+�-1 �

����������0��*    
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����� 3 
��	�
��
����������� 

 
 

 �������	
���

���
 �����	
������������������

�����
���
 
  1. ������������ ��
��� �� 

 2. ���"�������#$���#�%�$�&��������	
� 

2.1 ����'�(���
���)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*�+,-�-��"�*���   
��/��0�1��%
��* 

    2.2 ���������"��%�$�&���(���� 
2.2.1  ��������,',1��.)������*���'��*�+,�,�.�" 	��	�����"  
2.2.2  ������" ����������������
��.���������.-�����* .����,��
�
)��%�,���.%�"* 
2.2.3 ������" ��"�
��)��*.��������#$��"������ '��*�+,�,�.�"      
	��	�����" 
2.2.4  �������'�����*"����
-��&��/�	�-�-1 

         3. ��5������	
� 
3.1  ��(�����)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*������6�*.�(�)��*�+,-� 
-��"�*������#��������,',1��.)������*���'��*�+,�,�.�" 	��	�����"   
" �����	��.���������.-�����* .����,��
�)��%�,���.%�"*.%�"*.�(    
" ��"�
��)��*.�����'��*�+,�,�.�"	��	�����"  ,��%�����%����)
�� 3 ��

� 
3.2  ������(�*���."����������&��/�	�-�-1���(�
-��"�)��	��* ���*��/���
�� ���� 5� �� � ���* "%���"*���' �%" -,'�� ���� �"  �&�  �� .��&
$ �  (reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR) 
3.3 ������(�*���."����������&��/�	�-�-1 ���(�
-,1����������5�             
��"�%��*�-��% (Western blot analysis) 

  4. ������(�*������ 
  
 )0$�������(������
�� ��1��
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��������
������������� 
        ��� ��
��� ��%�$�&��������	
���

���
 	(1�(��-�����)��*�+,-�-��"�*������#��.�(
�)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*	��+P�������1Q��%�$����R����#$��	���1S�+P������#��'��(
�������	
�+P� ,��+P��

�	(������ ��'��5�"T�'�����#
���#$�1��%
��* .�(����
-����������	��
���1Q�� ,���������)��*�+,-�-��"�*������#��	��&�
����#����-U�
�+P� " ������������)��*  
�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*	(������	��������+P�-����V������� (Middle third)   
 
 

��������
������������ !� ��������� 
  ���
"�#
��$��
%��&'()�������&*��
�����+�#
%��&'()�������&*��
�,��-

.������& 
 ����������)��*�+,-�-��"�*������#�� ����5���� �#� ����+P�����+�"�+�-
+�+��*     
)�����* (Phosphate buffer saline :PBS) ����U ��

�  	���

�	0��&����� ��
��
�&�
����#��-����
���+P�.�(�
�&�
����#������1S�&�
���/�U " ������������)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*��
��5���� �#�   �&����� ��
������#
���#$����	�����+P�-����V�������������+P��'#$��������$��
��#
���#$����#��.�(��#
���#$�	��1������+P� 
 ��#
���#$�%�$���	(R�����
����	�����
���)��*���� 60 ��������� ����������
���)��*&���
����/�����/� (Dulbecco Modified Eaglebs Medium : DMEM)  %�$����"��1�(��-�
�� ��1��
 �#� 
)��
�	������ ���
������( 10 (10% Fetal calf serum,FCS)  �������� (L-Glutamine) �'���)����  
(Penicillin) "���1,��
�)�� (Streptomysin) ���
��������-%�$����V�T��� 37 ��h��)��)��" .�(��
1����V�i�)���*-��������)�*�����( 5 ��	��)��*���	��&�
���#
������ -�	�����
�� 	���

�
�1��$����������
��  	��)��*�	��k��/�	�����
�� �������	������)��*	(%��,�����R �� 
(Subculture) �)��*%�$�	��k��/�	�����
����"� 	�����
���)��*���  ���
���" �� 1:3 (�� ���)��* 1 
�� 3 ����)��*%

����� �	�����
���)��*���  1 	��) ,���&���/��)�*%��1)��-����%��� (Trypsin-
EDTA)   �)��*%�$�&������%������

���
	(�1S��)��*�� �%�$ 3-8 
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  ���
����������� !���#���� 
 

 1. ���
�����'�)").��+%���'��& *��"��&'()�)�+�� ���������� 
 �&�"��-��"�%5�n��,',1��.)������*���'��*�+,�,�.�" 	��	�����" (Invivogen®, San 

Diego, USA) ,������������������� (stock solution) %�$ 1 �������
�� �������������
��1��h	��
�&#
� (distilled water) .�(��/-���%�$��V�T��� -20 ��h��)��)��" 	��� �	(������&������%���� 

 
  2. ���
������������*�������
��$��+�����
���+��
���& +����)����%�
��

)���+���& 
            ����'�(���
���&#
�	(%����5�������
-�����	
���� ���V5����� .�(�V((64) )0$�����5��
���

�'�(���
��.���������.-�����* .����,��
�)��%�,���.%�"* (ATCC 43718) ����������
���&#
� 
����%��1,��)�� (tryptone soya broth : TSB) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) 
%�$��"��"�
�	����"�* �����( 1 (yeast extract 1%) %�$��V�T��� 37 ��h��)��)��" ,�����
��������- 
(Candle jar) 

�����������
���&#
��1�
�� ���������#�."�%�$���������#$�."� 660 ��,����� 	����� �
��������#�."��% ��
- 0.6 R0� 0.7  	���

������������
���&#
��1����$���������#$������$�����
h���*����%�$�(�
-������/� 10,000g �1S����� 15 ��%� %�$��V�T��� 4 ��h��)��)��" �'#$�.��" ��
����&#
����	��" �������������
���&#
� ��������
���&#
�%�$��/-���	(R������1��������.� �����%�$
����'������� 0.2 ��,������  �'#$����	
����" ������&#
�%�$�
�������#���� ��������� ��������
��
�&#
�%�$�����
	(1�(��-����"����
$�	��.���������.-�����* .����,��
�)��%�,���.%�"* .�(� ��1
	(������ � " ����������������
��.���������.-�����* .����,��
�)��%�,���.%�"* ��/-" ��
��������������
��.���������.-�����* .����,��
�)��%�,���.%�"* %�$�����
���%�$��V�T��� -80 
��h��)��)��" 	��� �	(������&������%���� 

 
 3. ���
������������

%��&+��
��������
����*��"��&'()�)�+�� ���������� 
" ��"�
��)��*.��������#$��"������'��*�+,�,�.�" 	��	�����" "��'
�5�* ATCC 33277  

(����
-�����������(�*,��%
��.'%�* ���� &�"��T* ��"��1��kk������
�"���&����%��& ��1�� 
T����&�"�����%��.�(&������ �V(%
��.'%�h�"��*�����%���
������) R��������&� )0$���
�

�������"�
�,��� � �#� .-�%���������
-������
������������
���&#
��&�����*-��% (Schaedler 
broth) %�$��V�T��� 37 ��h��)��)��" ������-%�$�� �����)��	� 	���

������������
���&#
��
��� ���1
�
�� ���������#�."� ������� ��% ��
- 1 %�$���������#$� 600 ��,�����  �����������
���&#
��1
����$���������#$������$�����h���*���� �'#$�.��" ������&#
����	��" �������������
���&#
� ,��
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" ������&#
�	(���(������ %�$�������%���� 	���

������������
���&#
���� .���&(����" ��
����&#
�����+�"�+�-
+�+��*)�����* .�������1����$���������#$������$�����h���*���� 	���

���� 
+�"�+�-
+�+��*)�����*��� .���%�����&(��������+�"�+�-
+�+��*)�����*�����

� 	���

�
����+�"�+�-
+�+��*)�����* 1����V 300 ��,������ ����1� ����#$��"����'#$�%������)��*.�� 
	���

�	0�����1�������&#
�.-�%������'#$����	"�-���.������)��* .�������1����$���������#$��
����$�����h���*����  �'#$��1S�������	
��h6�)��*%�$���#���� ���" �����%�$�1S���������"���&� 
,���
������������,1�������.-�%����� (Protein assay) " �����%�$��/-���	(R������1��������
.� ����� ��/-" ��"�
����'��*�+,�,�.�" 	��	�����"%�$�����
���%�$��V�T��� -20 ��h��)��)��" 
	��� �	(������&������%���� 
 

4. ���
�����
�!
�,�����-1 '"�
���& (HMGB1 primer ) 
��&��/�	�-�-1 �'�����* R��"
�����(�*,��,��1��*��� (OPERON) (A Qiagen company)  

���	�
�����
-�'�����* ,���&���
"�����/�) 1.6--� (clustalx 1.6b)  ��������'�����*��� 
�(�� �� 18 R0� 25 �-" 

HMGB1;  forward-CTCTTCTGCTCTGAGTATCGC  
   reverse-CAACTGAAGATGAAAAAACTACC   

 
 

����
�������
.?�"�@
���
�����
�,����� (MTT assay) 
 �����%�"�-�����1S�'�6�����,',1��.)������*���'��*�+,�,�.�" 	��	�����".�(
" ��"�
��)��*.�����'��*�+,�,�.�" 	��	�����" %��,����5���/�%�%��
�.1��	����5���� 
Mossman T. (1983) (65)  ����5�����
���
   
 �)��*R��R ������	�����
���)��*.-- 96 ���� .�(��(����������,',1��.)������*���
'��*�+,�,�.�" 	��	�����" %�$����������� �% ��
- 0, 1, 5,10, 50 .�( 100 ��,����
�/��������� 
.�(" ��"�
��)��*.�����'��*�+,�,�.�" 	��	�����"%�$����������� �% ��
- 0, 0.1, 0.5, 1 .�( 5 
��,����
�/��������� ,����(�����1S����� 24 &
$�,�� ���
������������
���)��*%�$����)��
�	�����
� ���
������( 2.5 (2.5% FCS-DMEM) 	���

���������
���)��*	(R���1��$���1S�&����� ��)��
� 
(serum free-DMEM)  .�(������/�%�%�%�$��������������% ��
- 5 �������
�� ����������  ��#$���-
���� 30 ��%� �����������
���)��*��� .�����������%��)
�+���)�* (dimethyl sulfoxide, 
DMSO) 100 ��,����������.� �(�������	�����
���)��* 	���

�	0�����1� ��� ���������#�
."�%�$���������#$�."� 550 ��,�����  
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��	��������� 
 R ���)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*%�$���
������
	�����
��.-- 6 ���� %�$���������.� � 200,000 �)��*/���� ����������
���)��*&�������/�����/�    
%�$����)��
�	������ ���
������( 10 (10% fetal calf serum,FCS) 1� ������)��*���0�%�$	�����
��
�1S����� 1 �#�     
 
 �����#����
%��&
�,��-
.������&���
"�#
��$��
���
!�$����)��.������& 
 .- ��1S� 3 ��� � ���.�  

1. ��(�����)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*%�$���
����
��������
���)��*%�$��)��
�	������ ���
������( 2.5 (2.5% fetal calf serum-DMEM) 
������,',1��.)������* ���'��*�+,�,�.�" 	��	�����"%�$����������� 25 .�( 50 
��,����
�� ���������� ,������� ���-����1S��)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*   
�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*%�$���
������������
���)��*� ���
-�
��1��h	���&#
�   

2. ��(�����)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*%�$���
����
��������
���)��*%�$�� ��)��
� (serum free } DMEM) ����" ����������������
��     
.���������.-�����* .����,��
�)��%�,���.%�"* ���
���" �� " �����	��.���������
.-�����* .����,��
�)��%�,���.%�"* /��������
���)��* �% ��
- 1:10, 1:5  ,������� �
��-����1S��)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*%�$
���
������������
���)��*%�$1��h	��)��
�� ���
-��������
���&#
�����%��1,��)�� 

3. ��(�����)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*%�$���
����
��������
���)��*%�$1��h	��)��
� ����" ��"�
��)��*.��������#$��"������'��*�+,�
,�.�" 	��	�����"%�$����������� 0.25 .�( 0.5 ��,����
�� ����������   ,������� �
��-����1S��)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*�+,-�-��"�*�����/��0�1��%
��*%�$
���
������������
���)��*%�$1��h	��)��
�� ���
-�
��1��h	���&#
�  
 
.���	0�����1���	�����."����������&��/�	�-�-1 ���(�
-��"�)��	��* ���*��/�����#$�

���
���1S����� 24  &
$�,�� .�(���	�����."����������&��/�	�-�-1 ���(�
-,1������#$����
��
�1S����� 48  &
$�,�� ,��%�����%����)
�� 2 ��

� 
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�����
���#�&���+�
����*��
�!
�,�����-1 ��#
��
��
%�
���& ���&
�,�
�

�����	� �� 
 ���&������&���"
��-)"�� 
��
�� 
!� ��+��!���  (reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction, RT-PCR) 

1.  ������
���&
�,�
� (total RNA extraction)    �����������
���)��*���.�(����
���� PBS .������%�
� ���*��/���	���)��*�'�(���
��	(R��������,���&����)�� (Trizol, Gibco, 
USA) �����5����.�(���,��-��6
%������� ���

����,��� � �#� �" ���)�� 1����V 1 ���������/
���� %�
���� 5 ��%�  �������,�+��*�1����V 200 ��,������ 	���

���� �����'��"���.��U 15 
����%� .���%�
���� 3 ��%� 	���

�����1����$���������#$������$�����h���*����%�$�(�
-������/� 
10,000 ��-� ���%� �1S����� 15 ��%� %�$��V�T��� 4 ��h��)��)��" %����������������"%�$��� &

�
-�"��)0$��1S�&

�%�$�����*��/���1����    	���

�������,) ,'�'���� 1����V 500 ��,������  ����1
����$���������#$������$�����h���*����%�$�(�
-������/� 10,000 ��-� ���%� �1S����� 10 ��%� %�$
��V�T��� 4 ��h��)��)��" .����%" ����������"���������#�.� �(���%�$�������'��"��� 
	���

��������� ��%���� ����������������( 75  1����V 1 ��������� ���(%�$���������-�U 
.�������1����$���������#$������$�����h���*����%�$�(�
-������/� 7,500 ��-� ���%� �1S����� 5 
��%� %�$��V�T��� 4 ��h��)��)��" 	���

��%��������"���.�����$������'��"���%�
�������.���
1�(��V 10 ��%� .����(����(���%�$��� �������)0$��1S����*��/��������
��%�$1��h	����/��)�*
���*��/���" (RNase-free water) 1����V 15 ��,������ .�������1�� �%�$� ���
�� (water bath) %�$
��V�T��� 55 ��h��)��)��" �1S����� 10 ��%� ���*��/���%�$���	(��/-���%�$ ��V�T��� -20 ��h�
�)��)��" 

 
2. ������
���#�&���"��
��+���
�
�,�
��+��
& (First strand cDNA synthesis) 

   ���"
�����(�*����/������.--%��,���&�&��"�
�������*"��� (RevertAidTM first strand 
cDNA synthesis kit) (Fermentas, Life sciences, USA) ,���&�1����V���*��/��� 1 ��,����
� 
.�( ,���,� (Oligo (dt) 18) ��1����V 0.5 ��,����
�/��,������ 1�
-1����V��������� 12 
��,������ ,���&����'�������* (DPEC-water) ����1�� �%�$� ���
��%�$��V�T��� 70 ��h��)��)��" 
�1S����� 5 ��%� 	���

�����1������-��
��.�/��1S����� 5 ��%� �V(�

�����-
+�+��*%�$& ���'�$�
1�������� (5x reaction buffer) 1����V 4 ��,������ �����
��
-�

���/��)�*��,-��������" 
(ribonuclease inhibitor) 1����V 1 ��,������ .�( �����)���,-������,��%�* ���+�"�+" 
(deoxyribonucleotide triphosphate: dNTPs) 1����V 2 ��,������ �"���������
�.�(����11P�� 
(mix and quick spin) .�������1�-%�$��V�T��� 37 ��h��)��)��" �1S����� 5 ��%� 	���

�%�����
������/��)�*������*"%���"*���'�%" (RevertAidTM M-MuLV reverse transcriptase) 1����V 1 
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��,������ �"���������
�.�(1P�������

� 	���

�����1�-%�$��V�T��� 42 ��h��)��)��" ��� 1 
&
$�,�� 	���(%

�1��������"�-��V* .�������1��/-���%�$ -20 ��h��)��)��" � ��%�$	(%���1�&���� 
 

3. ���
"���*���������
�
�,�
�)
� !��������)"��
��
��
!���+��!�������

�������"�%����& (Polymerase Chain reaction: PCR) 

���."�������'�)����*	(�&���/��)�*.%�����/���,'�������" (Taq DNA polymerase) 
,���&�1����V������'�)����*%

���� 25 ��,������ )0$�1�(��-���� ����/���"����
-�&��1S�
���.-- 1 ��,����
� (1 µg of cDNA template) �����)���,-������,��%�* ���+�"�+" %

� 4 
&��� �#� ����%�'� (dATP) ��)�%�'� (dCTP) ��	�%�'� (dGTP) .�( ��%�%�'� (dTTP) �� ���( 2.5      
�����,����* (2.5 mM of each dNTPs) )0$��&�"��������/���"�����  ���	����
�
���" ��1�(��-
�#$�U ���.�   �
����
$� -
+�+��* (10x PCR buffer) .�����)���������* (MgCl2 concentration 
between 1-5 mM) ��/��)�*.%�����/���,'�������" (0.6 U of Taq DNA polymerase) ,���,�    
������,��%�*�'�����* )0$����.�  .�1����&  (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
,GAPDH)  .�( ��&��/�	�-�-1 �'�����*  

HMGB1; forward-CTCTTCTGCTCTGAGTATCGC  
   reverse-CAACTGAAGATGAAAAAACTACC  

GAPDH;  forward; 5b-TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT-3b  
                reverse 5b-TCACACCCATGACGAACATGG-3b.  
 

 ���%�����������#$��'�)����*�

�	(�

�"T��(1�����������$����"����
- .�1����&.�(    
��&��/�	�-�-1 ���%�$��V�T��� 95 ��h��)��)��" �1S����� 5 ��%� 1��������"
�����(�*����/���	(
�����0
���#$�%�������������1��$��.1����V�T���������������  V ��V�T��� 3 �(�
- �&���V�T��� 94 
��h��)��)��" �1S����� 15 ����%� �'#$�%������������.��"���������/������.--�1S�����/���"��
���$�� (denaturation) ��V�T��� 53 ��h��)��)��" �1S����� 1 ��%� �'#$����	
-�(�� ��"��      
�'�����*�
-����/������.--%�$�1S�"�����$�� (annealing) ��V�T��� 72 ��h��)��)��" �1S����� 1 
��%� "����
-���"
�����(�*����/���"�����    .�(��-"��%���%������ �1�������'�*����* (final 
extension) ,���&���V�T��� 72 ��h��)��)��" �1S����� 10 ��%�  	���

����	���������
����T
V�*'�)����*,����5� ����/�,��,+��)�" (electrophoresis) �����(��,�"�	� %�$�������������
����(��,�"�����( 1.6 (1.6 %  agarose gel) .�(����	��1�������� ��/%5������,-����* 
(ethidium bromide) %�$����������� 0.5 �������
�� ���������� 1�(��V 10 ��%� ����	��1����
��/%5������,-����*" ��������������
����
$� R ��T�'���������+��*� -����#$���������

สำ
นกั

หอ
สม

ดุก
ลา

ง ม
หา

วทิ
ยา

ลยั
ศร

นีค
รนิ

ทร
วโิร

ฒ 

 
Cen

tra
l L

ibr
ary

 Sr
ina

kh
ari

nw
iro

t U
niv

ers
ity



 26 

."��
������,���/� (ULTRA LUM, Electonic U.V. Transilluminator)   ���������(�� ��         
����/���%�$"��	.�(����/�����-���	(�����������(�*����,1�.��� (sionimage) �'#$����	�
�
�����������T�'  
 
 

����� 
���#�&���+�
����*��
�!
�,����� -1 ��#
��).����
�����	�           

��
���&����� (Western blot analysis) 

  ��#$���-����������%�$�)��*�+,-�-��"�*������#��.�(�)��*�+,-�-��"�*���      
��/��0�1��%
��*����
-�����(������"T��(������� �)��*	(R��%�����.�� (cell lysate) ���$�	�����
��������
���)��*%�
�.�����������+�"�+�-
+�+��*)�����* .����" ,)�����,����)��)
��+� 
(sodium dodecyl sulphate, SDS) ����������������( 1 (1% SDS) )0$�	(�1%�����"�����
,1�����#����������,���� ������
-�����1��� �&�,)�����,����)��)
��+�����������������( 1 
1����V 100 ��,������  %��������	���'�(���
���)��*.� �(�������%
$����� .�����/-" ��
��������"�" ����'��"������� 1.5 ��,������ 	���

������������"" ����0$��1�
�1����V
,1���� ,����5����.-��+��� (Bradford method) %�$� ���������#�."�%�$ 595 ��,�����    1�
-
"���(����)��*.�������1����V,1����%�$�% ��
�	��.� �(��� �%����  ���,1�����1.������
�-����������,��,+��"�" (SDS-polyacrylamide gel electrophoresis) %�$����������������
�(���������*�����( 10  1�
-��(."�++��������(�
-%�$����("� 1�(��V 20 �����.��.1�* 
��
�	��,1����R��.��.���	(R��R ����-�.� �'�������+ (poly) vinylidene difluoride 
immunoblot membrane (PVDF) (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). 	���

�.& .� ���
-�/����
�,)��&
$� (blocking solution,    5% skim milk in TBS-T) �1S����� 1 &
$�,��.���-��%
����.����-���� ���&��/�	�-�-1 (HMGB1 antibodies ,Monoclonal Anti-HMG-1 Clone 
HAP46.5, Sigma, USA) ���
���" �� 1:1000 �1S����� 1 �#�   	���

�����.� ����� washing 
solution 5 ��

� ��

��( 10 ��%� � ���-��%� �����.����-���%����T��� (secondary antibody) %�$
� ��
-����)�*�1��*���)���"  (ECL Anti-Mouse IgG, Horseradish Peroxidase-Linked 
Species-Specific whole Antibody (from sheep) (Amersham Bioscience, UK)) ���
���" �� 
1:50,000  �1S����� 1 &
$�,�� 	���

�	0�- �.� �����)�.��'�
" (ECL plus reagent) �����5����
���������� .�(���		
-"
kk�V�����&��/�	�-�-1 ����.� �+��*����)*���* (standard 
HyperfilmTM ECL, Amersham Bioscience, UK) 
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��
���#�&*���Y� 
 �����	
���
."���������	
���.--�������&��'��V�� 
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����� 4 

��	
��
��� 

 

 
��	
��������
������
��������������� !��
���"������"�#���� �� 
�
��
�
�
� �$������
���%����� (MTT assay) 

�������	
���
�	�
��	����	�����������
��
����������� �������	����������� �� �
��!��"# 25 �	& 50 �������"�/��		�	�)�  ��*
 ��
�����������"*�
����+,��	&�-&(11)  
*!�����1
)���� �2�������
#������3���+�
��	����	�����������
��
����������� �������	��)!

��		���*��4��
1����� ��5!�������� �� ������
#�	6������� �� �����	�
���
  �#�!���!����������3�
��+)!
��		� (�"�������7����&�
# 3)    

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

cont 1 5 10 50 100

LPS P.g.

O
D

 5
5

0
 n

m

 
7����&�
# 3  ������!�����9	������
#�&�"#������3���+�
��	����	�����������
�     
       �
����������� �������	�������9	)!
��		� 
 
 
��	
� �����	�����-��%�����-1  0��1�������!�����" �
�"��%��� �1�1���
���2����3��	�124$��!��"�#�����
�2"����5�3�	 �1�!��"�#�����
�2"���
��%��6���
���2"��4��"�$���������� !��
���"������"�#���� �� �
��
�
�
�   
 

 ��������	
��#�!� �	����	�����������
��
����������� �������	����������� �� � 
25 �	& 50 �������"�/��		�	�)� �����:��&)6 ���		����#�#	��)��
��;��
��; ���������

�

µg/ml 
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 µg/ml 
 µg/ml 

�
��
5�
1���#�-1 ������A
���!��	6!���#�6� �"
����&�"#��������
�� 
����
1��
�	&�&�"#���)��   
�"
���
*"��#�!��������

��
��
5�
1���#�-1 �����������A
�
*!��5"��������
������ �� ��
�       
�	����	�����������
��
����������� �������	��������A
���� 25 ��3� 50 �������"�/��		�	�)� 
(�"�������7����&�
# 4) 

 ����
�2������&)6 ���		��
1�*A�����"�)���6+*�� �*�	����	�����������
��
������
����� �������	����������� �� � 25 �	& 50 �������"�/��		�	�)� ��!�#�!����������

����
������A
��
��
5�
1���#�-1  ���&�"#��������
�� 
����
1��
 ����
���*#�"#�	6!���#�6�  �)!�&�"#   
�
5�
1���#�-1 ���)���"
��������-������A
���!��	6!���#�6�
*!��5"���� (�"�������7����&�
# 
5)    
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7����&�
# 4 �������

��
��
5�
1���#�-1   ���&�"#��������
�� 
����
1��
 (����
��� �2���� 20    
       �
# �	&��������
5��3�)"���#�6�) (4A)  �	&�&�"#���)�� (4B) ����
��&)6 ���		����#�#	��)�   
       �
��;��
�� �*�	����	�����������
��
����������� �������	��   �	&���������� �����     
       ������ ��
��:#9	�)7"-E�����
���(4C)   �	&������ ��
��:#���)�� (4D)  (���������9	 
       � �*�������scionImage) 

     Control          25               50       µg/ml 
                              P.g. LPS 

      Control              25              50    µg/ml     
                                     P.g. LPS 
  

 390 bp    GAPDH 

30 kDa HMGB1   680 bp    HMGB1 
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     Control           25              50       µg/ml 
                                P.g. LPS 

     Control           25              50       µg/ml 
                          P.g. LPS 
 

 390 bp    GAPDH 

30 kDa HMGB1 

680 bp    HMGB1 
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 µg/ml 
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7����&�
# 5 �������

��
��
5�
1���#�-1 ���&�"#��������
�� 
����
1��
 (����
��� �2����  
       24 �
# �	&��������
5��3�)"���#�6�) (5A)  �	&�&�"#���)�� (5B) ����
��&)6 ���		����#�  
       #	��)��
��
1�*A�����"�)���6+*�� �*�	����	�����������
��
����������� �������	��  
       �	&���������� ����������� ��
��:#9	�)7"-E�����
��� (5C)  �	&������ ��
��:# 
       ���)�� (5D)  (���������9	� �*�������  ScionImage) 
 
  

  
 

��	
��������
������
�����<���	���!��" 2	������"�#���� ��      
�
��
�
�
� �$������
���%����� (MTT assay) 
 

�������	
���
�	�
��!����"���		��)��
��
����������� �������	��  ��������� �� �
��!��"# 0.25 �	& 0.5 �������"�/��		�	�)�  ��*
 ��
�����������"*�
�_������*��	&�-&(66) 

*!�����1)���� �2�������
#������3���+�
��!����"���		��)��
��
�����������            
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 ��������	
� ���&�"#��������
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����
1��
 ����
��&)6 ���		����#�#	��)��
�
�;��
�� �*�!����"���		��)�� �*�	������*��
��
����������� �������	����������� �� � 0.25 
�������"�/��		�	�)� ���������

���!�)�)!������	6!���#�6� �)!���	6!������&)6 �� �*����
�� �� � 0.5 �������"�/��		�	�)����������

����������A
���!��	6!���#�6��	&�	6!������&)6 �� �*
������ �� � 0.25 �������"�/��		�	�)��	1�� 
* (�"�������7����&�
# 7A,8A)  �!������		�
�
1�*A�����"�)���6+*��"
��#�!����������

���!�)�)!������	6!���#�6�����"� (�"�������
7����&�
# 7C,8A)   

���&�"#���)��   �#�!��!����"���		��)�� �*�	������*��
��
����������� �������	��
��!�����:��&)6 ���		����#�#	��)��
��;��
��	&��		��
1�*A�����"�)���6+*��; ���������

�
�
��
5�
1���#�-1 ���������A
�����
����*#���*#�"#�	6!���#�6��)!
*!���� �)!�	"#�#���������

�
�
5�
1���#�-1 ���)�����	�	��	1�� 
*���	6!������&)6 ���		��
1�*A�����"�)���6+*� (�"�������
7����&�
# 7B, 7D, 8B)   
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HPDL 

 7D 

  Control         0.25        Control         0.5       µg/ml 
                                Sonicated extract of P.g. 

   30 kDa HMGB1 

7B 

HGF 

7C 7A 
 
 
 
 
 
 
 
 
          
                 

       

      
 
                               

      
 
 
7����&�
# 7 �������

��
��
5�
1���#�-1  ���&�"#��������
�� 
����
1��
 (����
��� �2����   
       20 �
# �	&��������
5��3�)"���#�6�) (7A,7C) �	&�&�"#���)�� (7B,7D) ����
��&)6 ���		�     
      ���#�#	��)��
��;��
��	&��		����#�#	��)��
��
1�*A�����"�)���6+*�� �*�!����"���		� 
      �)�� �*�	������*��
��
����������� �������	��   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    Control         0.25            0.5   µg/ml 
               Sonicated extract of P.g. 

         Control           0.25            0.5   µg/ml 
                       Sonicated extract of P.g. 

680 bp    HMGB1 

  Control         0.25            0.5   µg/ml 
                  Sonicated extract of P.g. 

 390 bp    GAPDH 
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       (����
��� �2���� 20 �
# �	&��������
5��3�)"���#�6�) �	&������ ��
��:#���)���
5  
       �
1���#�-1 (8B)    (���������9	� �*������� scionimage)   ����
��&)6 ���		����#� 
       #	��)��
��;��
��	&��		����#�#	��)��
��
1�*A�����"�)���6+*�� �*�!����"���		��)�   
       � �*�	������*��
��
����������� �������	��   
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���2����3��	�124$��!��"�#�����
�2"����5�3�	 �1�!��"�#�����
�2"���
��%��6���
���2"��4��"�$���<������
	 ��	�
�	2
 ���2��"  ��2
�����!
���
���
 ���" ���"  
 

������
#������3���+�
��!��	
*����
������)��#��)
�� �
�)����"*�������       
������� �� �5 �!��
1��������������"*�
�_������*��	&�-&(66) �A��
")���!������2����5 �����_A�+� 
��
 
")���!���!��	
*����
������)��#��)
�� �
�)����"*��������������/
�;���	�
*���		� 
��!��"# 1:10, 1:5  ��!�#��3���+)!
��		� 

 
��������	
��#�!����&�"#��������
�� 
����
1��
 �!��	
*����
������)��#��)
�� 

�
�)����"*��������������������"
�
")���!�� 1:10 �	& 1:5  ��!�����:��&)6 ���		����#� 
#	��)��
��;��
��; ���������

��
��
5�
1���#�-1  ���������A
�����
����*#���*#�"#�	6!���#�6�
�)!
*!����    �)!�	"#���������

����	�	��	1�� 
*��*���9"�)��
")���!������5 �������&)6 � 
(�"�������7����&�
# 9A,10A)   �!������		����#�#	��)��
��
1�*A�����"�)���6+*��"
� 
�#�!��	6!������&)6 �� �*
")���!�� 1:10  ���������

���!�)�)!������	6!���#�6�����"� �!�� 
�	6!������&)6 �� �*
")���!��1:5 ���������

����������A
���!��	6!���#�6��	&�	6!������&)6 �� �*

")���!�� 1:10   (�"�������7����&�
# 9C,10A)    

���&�"#���)��   �#�!��	6!������&)6 ���		����#�#	��)��
��;��
�� �*
")���!�� 1:10   
���������

���!�)�)!������	6!���#�6�����"��)!�	6!������ �"#�����&)6 ����
")���!�� 1:5 ��
�������

����������A
���!��	6!���#�6��	&�	6!������&)6 �� �*
")���!�� 1:10 (�"�������
7����&�
# 9B,10B)  �!������		����#�#	��)��
��
1�*A�����"�)���6+*��"
��"
�
")���!�� 1:10 
�	& 1:5 ���&�"#�
5�
1���#�-1 ���)��������A
���!��	6!���#�6����*��	1�� 
* (�"�������
7����&�
# 9D,10B)   
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HGF 

  390 bp    GAPDH 

  Control        1:10              1:5    
               culture supernatant of A.a.   
 

  680 bp    HMGB1 

     Control       1:10           1:5    
                culture  supernatant of A.a. 

 

30 kDa HMGB1 

   Control          1:10              1:5    
            culture  supernatant of A.a. 

   Control          1:10            1:5    
        culture supernatant of A.a. 

HPDL  

9A   
          

9C 

        
 
 

 
 
       

 
 

 

 
9B          

 
    
   
 
 
 

   
9D 
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 (����
��� �2����  
       24 �
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5��3�)"���#�6�) (9A,9C) �	&�&�"#���)�� (9B,9D) ����
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       ���#�#	��)��
��;��
��	&��		����#�#	��)��
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��:#���)���
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��������	
���
������	���
����������������������������
 ��! � "�#�"#$�����	
� %" &�
! �	��
'����������	
���
���	��	�
��"#'���
���())�"�� "�"� �(67)  .��/
� /�������"�	�� �)0��	���"�   
�())�"� ��$��12���0��
�	'���� �
 " ��#�
���())�"����"�� �%�	&0
��� (Genetic  risk  factors) 
/�$�())�"����"�� ��� 	����/#����� (Environment risk factor)  ������! �����
 ��! � "
�$�2

��� B(	/�$�	����"����
��"#%�	�	�#�"#$�����	
�/�$��/�����
� ����	�
.�� (1 %��$
�� 11)   
��"�����
����������	
���
�������! ��D (10)  ��� /��
���

�/���
��� /��
��	��"F��������/�	�� 
/�$%���.B����/	�  )��)�# ���  ��"%���.B����/	� )��)�# ��� �
��"#'���
��
 ��
����������	
�
��
���/���������� (chronic periodontitis)  ��#	/��
���

�/���
��� /��
��	��"F��������/�	�� 
���	/�������"������# ��! ��D
��  
 ��
����������	
���
���/���0
� 	      (aggressive 
periodontitis) (68)    

 

 

 

 

    
 

 
 

1 %��$
�� 11   /���%" &�
! �	��'����������	
���
���/�$�())�"����
��"#'���(67) 
     
    ����  : Page RC and Kornman KS The pathogenesis of human periodontitis.  
              Periodontol 2000.1997;14:9-11. 
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�())0��	���	���"�����
�	#�  ��������	
���
�����#	��D�/��#���	��� ) 

 �
���	��
'���$��12���0��
�	'���� �
 "
��/�������"
���������
���())�"������# ��0	/��'��/�������"
���
�� # F\��
 �
���	��'���$��12���0��
�	'���� �
 "���.�����0�����������������	
���
�����
�# ��0	/��� 
'\�	 
�]������
 �
���	��12���0��
�	'���� �
 "� 
�
�	.��! ���� �����F��������
��
� ����������"
#� .F�
.�	� 	�
) 
)$�! � "����/��
����/��#"��������! � "�F���'��
�� �
 "���  /�$
 � \̂
_ �����	��.������
�F���.B����� �
�'�������
/�$�F���.B����� �
�
'����̀	"\������	
��	����) 
���	�F����������� ��! ��D����
��"#'���
��%" &�
! �	��'����������	
�
��
���   F\���	� ������	
#��" �F�����������	��	��   �
��"#'����	
�$�#	
 ���� �/�$���1 %
'���#�"#$"\������	
�  (14)   �#�����"����#"F���/F�/�$��#"��� �
�$�2
��� B(	'\�	� ����  F\���F���
���� 	��)$��������"
��
�������
�����/�$�())�"������# ��0	/��'�������/�$"�����	�F������

���	��
���$��12���0��
�	 (18,19)  ��"��
 ������.F�
.�	���#"   

�����̀�)���-1 ������
�����	\��#� /���B�����	  �����/�
���	����2�)�

�	#� ���	���� 
�	
���
�	����"2��		�#����"� (1)   /
�
��� �� �#� � � �b�������
� 1 "	�
�F���.���	�F����� "
�	��  ��"������������
� 1 "	�
/��#�����̀�)���-1 )$�! �	� ������	.F�
.�	�  ��"�����̀�)���-1 
b2
)��#� ���	.F�
.�	�����������
� ���	'� ��� 
#� .F�
.�	��	�����	c�	
�$�#	
 �'��
 �
��
��� (2)     �#����������̀�)���-1��� "��� � �b
�$
0�	����
��
 ������'��� �.F�
.�	��������
��

 ��
��
 ���
���/�$����� ��! ��D
��
 ��
���������
��"#'���
��
 ���
����� "��� ���	 ���
.''����
���   �1 #$
��������	
�$/������(7-9)   ��"�����̀�)���-1� � �b
�$
0�	
 �
���	��

 ���
���/�$����� 	��]D 	�# ����"� " (injury signal) 
���F���/�$�	����"���
� �c���/���
�	 
 � � 4 (6)   
 �#�)�"�����	��)\��	�) \̂
_ ��� �'�������̀�)���-1
����������	
�F\�����	���  
�����	
�
̀)�����	�������
��"#'���
��
 ���
������	
�	  

�"� �.�
̀
 � ��� �'�������̀�)���-1 
������	����� 
	��	"��)! 
���"2� ��
 � \̂
_ �����
.��	 	� 	��� "� 	#� � � �b%�
 �/�����
'�������̀�)���-1 �	�F���.B����� �
�'���F���
�	����� 
  .��/
� �F���.B����� �
�'����̀	"\������	
�  �%����$� �B(	  /�$�����
(11)    
�#������	�F����0��#�����

̀��
 �� "� 	���	���"#
�	#� %�
 �/�����
'�������̀�)���-1 �	
	�#����"�'�������2��f#"��������	
���
���/�$�2��f#"���.�����	��������	
���
���  /
��	�2��f#"������	
��������	
���
���	��	"��%�
 �/�����
'�������̀�)���-1 �	.F�
%� �F\� (cytoplasm) ��#"  
�#����� Morimoto Y. (2008)(63)  "��%�
 �/�����
'�����
�	�����̀�)���-1 �		�! �����������
 
(gingival crevicular fluid) '���2��f#"��������	
���
���/
�.��%��		�! �����������
'���2��f#"���
.�����	��������	
���
���/�$�	
 � \̂
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.��%����/F�� ��.���'�����������.� �����.��%�#� ��
 �/�����
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��"�� ��"	! .��%����/F�� ��.���'��%���.B����/	�            
)��)�# ���  � 
�$
0�	�F���.B����� �
�'����̀	"\������	
��	0_"�/�$�F���.B����� �
�'��
�����
  ) 
��
 �#�)�" %�#� .��%����/F�� ��.���'��%���.B����/	� )��)�# ��� � � �b

�$
0�	����F���.B����� �
�'�������
 /�����
�����̀�)���-1�	���� ]����2�'\�	�����	�$���    
����F	�)��� � ����̀	��/�$���
�	��������"�
���1 #$���.��.�����
 �
�$
0�	  /
������
�$
0�	�F���
��̀	"\������	
��	0_"�
���.��%�/�����
����%���'\�	'�������̀�)���-1�	�$�������F	�)���        
� ����̀	��  /
�%�
 �/�����
����%���'\�	'�����
�	�����̀�)���-1  F\�������.��/


� �) 


 � \̂
_ 
��	�	� 	��"��.���� �/	���� /
�� )�	����) 
 .��%����/F�� ��.���'��%���.B����/	� 
)��)�# ���/�$���������.�	��	���# �/


� �� �����/�$� ���##��"  (69,70)   ��".��%����/F�  
� ��.���'��%���.B����/	� )��)�# ���	��	)$.��%�� �� ��	��F\��.��/
� j���
� (heptose)   
��
� .j���
F���� �	���/�F�� (β-hydroxydecanoic acid) /�$%�.����
.
�����
F���
�
�	� 
(2-keto-3-deoxyoctonate) F\����#"�	
 �"\�
���%��/F�� ��.��� �#�����.��%����/F�� ��.���'��
%���.B����/	� )��)�# �����
��.'��	 (fatty acid) �	��������	
��� (branched) /�$���# �" #
� 

#�  /�$"����
 � \̂
_ %�#� ��
 �/�����
"�	��	�������#��	 8 �	�F���.B����� �
�'��
�����
���
�$
0�	��#"  .��%����/F�� ��.���'��%���.B����/	� )��)�# ���/
�.��%�
 �/�����

�����
�$
0�	��#".��%����/F�� ��.���'������.�(71)   ���	��	)\����	.�.��#� .��%����/F�� ��.���
) 
/�������"����������# �/


� �
�	)\����# �� � �b�	
 �
�$
0�	�F���.B����� �
�.��

� �
�	 /�$	�
) 
	��	���������.�.��%����	�����
����������	
���
���  .��%����/F�� ��.���'��
%���.B����/	� )��)�# ���	� )$���	
�#
�$
0�	����
�����"�
��%" &�
! �	��'����������	
���
���
� 

#�    

��#	�����.�������
�$
0�	�F�����̀	"\������	
��	0_"���#".��%����/F�� ��.���'��%���.B��
��/	� )��)�# ��� %��%�"�
 �/�����
����%���'\�	'�����
�	�����̀�)���-1 /
�
���.��%�
 �
/�����
����%���'\�	�	�$�������F	�)��� � ����̀	��  � )�	����� ) 
#� .��%����/F�� ��.���'��
%���.B����/	� )��)�# �������
�$
0�	
 �/�����
����%���'\�	'�������̀�)���-1 �	�$������
�	
1 "����
 ������� $�� (post-translational level) ��������
��
 � \̂
_ �	1 #$                    
�B������$/�`
�F�" (Friedreichns ataxia) F\�����	���%�	&0
����	
�0���$/�`
�F�" (ataxia) ��"
%��# �����

���� gene ����#��0�
 ���� ����
�	B� � F�	 (frataxin protein) ��") 


 � \̂
_ ���
�� #%�#� " �����#"�%������
�	B� � F�	 ��� �������%�"����	 (recombinant 
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human erythropoietin (rhu-EPO)) 	��	� � �b
�$
0�	�F���.B����� �
������
 �/�����
���
�%���'\�	'�����
�	B� � F�	 /
�.��%�
 �/�����
����%���'\�	'��B� � F�	�	�$�������F	�)��� 
� ����̀	��(72) ���	
�	  

) 
��
 �/�����
���/


� �
�	'���F���.B����� �
�'�������
/�$�F���.B��� 
�� �
�'����̀	"\������	
��	0_"�	��	� )�	����) 
�F�����������	�����# �/


� �
�	)\���������

 �/�����
/


� �
�	��#" ��� "� 	b\��# �/


� �'��
 �/�����
'���F���.B��� 
�� �
�'�������
/�$�F���.B����� �
�'����̀	"\������	
� %�#� �F���������� ��
 �/�����
 
���
���%�	��	 (osteopontin) ���
���/��F�	 (osteocalcin) ��	.F�������
�	 (bone 
sialoprotein) /�$���� .�	�B��B �
� (alkaline phosphatase)  /


� �
�	(73)   ��"�F���.B
����� �
�'����̀	"\������	
���
 �/�����
���� .�	�B��B �
��	���� ]����2� ��
 ����
� �
��� "���
�	�����
F�'��
�$�2
 (bone-like matrix proteins) /�$� � �b��� ��	����"���/'`� 
(mineralized nodules) .��(74)  �#�����"����
 �/�����
'��
�#����	��#�F���.��/
� 
�#���  F��� 14 
(CD14 receptor) /�$ 
�#������-.��� (Toll-like receptor) /


� �
�	��#" ��"�F���.B��� 
�� �
�'�������
��
 �/�����

�#���F��� 14 /�$F��� 14 � ����̀	���	�$�������2�   ��#	�F���.B
����� �
�'����̀	"\������	
�%���
 �/�����
'������
�#���F��� 14 /�$F��� 14 � ����̀	���	
�$���
�!  /
�%���
 �/�����

�#������-.���2 (Toll-like receptor 2) �	���� ]����2�
#� �F���
.B����� �
�'�������
(75)  F\��
 �)��'��.��%����/F�� ��.���
����#�F���%�#� .��%����/F�
� ��.���)$� �̂"����
�#���F��� 14  
�#������-.��� /�$ .��%����/F�� ��.���� "�������
�	 (LPS-
binding protein) (76)  �"� �.�
̀
 � .��%����/F�� ��.���'��%���.B����/	�  )��)�# ���� � �b
�%���
 �/�����
�����̀�)���-1 �	�$������
�	.�������F���.B����� �
�'�������
/�$�F���.B 
����� �
�'����̀	"\������	
� F\��)$/���b\�
 �
���	��'���F����������
���())�"������# �
�0	/��'����������	
� F\��� )/���b\���� �'�������̀�)���-1��������! ������   �����	
����# �
�0	/��� 
'\�	.�� /
�
�.

 �
���	��'���F���
�������̀�)���-1 �#�������� �'�������̀�)���-
1
����������	
�	��	"����
��� \̂
_ 
��.� 

�	
 � \̂
_ 	��"��.��	! ��#	�
���F���/

��#"����	���"�'��%���.B����/	� )��)�# ���
/�$��#	��"'��� � �����"�/��
���

�/���
��� /��
��	��"F��������/�	�� � ���
�$
0�	�F���
.B����� �
�'�������
/�$�F���.B����� �
�'����̀	"\������	
� �	����) 
��#	�
���F���/


��#"����	���"�'��%���.B����/	� )��)�# ���/�$��#	��"'��� � �����"�/��
���

�/���
��� 
/��
��	��"F��������/�	�� ���())�"������# ��0	/��'��������"2��� "�	��F\��� )� ) 
/�������"

������������� )���	� ����/�������"
�����	��	�������
�  �())�"
���������
��.��) 
��#	��"
) 
/��
��	/�F����/��
��	��"F��������/�	�� ���	 ��#���t�
F�	 .F�
�t�
F�	 ��̀	.F��"��"
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�� "���
�	���������������"��
	�
�F���  ��#	�())�"
���������
��.��) 
��#	�
���F���/


'��%���.B����/	�)��)�# ������%�#� ���# ��
��"#'���
��
 ��! � "'���#�"#$�����	
�/�$

�$�2
��� B(	.��/
� .����%��/F�� .��� Bu�����" j�/�

�2
�	�	 /�$���
�	/�	
��)	  F\���())�"

��������� 	��)$���	
�#
�$
0�	�F���
� �c����"2�����#]�����
 ���
��������F���'���$��12���0��
�	
�����F���'���� �
 "���	 ���	.F	� /�
���/B) /�$�F���.B����� �
� ���	
�	 ��������.F�
.�	�
� �! � "�#�"#$�����	
�
 �� .��    

/
��	
 � \̂
_ �����	��.��%�
 ������"	/����������)	'��
 �/�����
'�������̀�)���-1 
�����	�$�������F	�)��� � ����̀	��/�$�$������
�	   F\��� )�	����� ) 
��#	�
���F���/

��#"
����	���"�'��%���.B����/	� )��)�# ���/�$��#	��"'��� � �����"�/��
���

�/���
���       
/��
��	��"F��������/�	�� 	� )$���())�"
�������������
0�� 

#�  1 �	���������
��
 �
/�����
'�������̀�)���-1 
�� #��� ���())�"
�������������
0�� ��"� �� � �b
�$
0�	�����
 �
/�����
'�������̀�)���-1 ����2�'\�	F\��� )���	.�.��#� ���	.��%����/F�� ��.��� �	']$���"#
�	
̀
)$���())�"
�������������
0���
�	���	\�������� "�	�� F\�������	�� 	
 �"��"���
 �/�����

'�������̀�)���-1 ���	��"�� F\��� ))$���	%#
��̀	.F�����
�	�	� ������������
��
 ��! � "     
�����̀�)���-1 ���	��"��  /�$
 ����.��.�����
�#
�$
0�	������	� �����0�&�v�%�"��	�����	���	\������
��
��
� ) 
������ �! 
 � \̂
_  �����.��)\�.��.��/�����
�$
0�	� ���� ��	\���������)	��.� F\��
���������"����"�
��
 ����� �����0�&�v�%�"��	�����	���	\������
����
� ) 
�����F\��
 � \̂
_ 	��
���.��%����/F�� ��.���'��%���.B����/	� )��)�# ��� �2)$������������)	
#�  /
�
̀��
 � \̂
_ 
'��^��	��%"�/�$�]$(66)  ���.��	! ��#	�
���F���/

��#"����	���"�'��%���.B����/	� )��)�# ���
/�$��#	��"'��� � �����"�/��
���

�/���
��� /��
��	��"F��������/�	�� � 
�$
0�	�F���   
.B����� �
�'�������
/�$�F���.B����� �
�'����̀	"\������	
����	���"#
�	  ) 
��
 �
�����%�#� ��#	��") 
/��
���

�/���
��� /��
��	��"F��������/�	��� � �b
�$
0�	�F���
��̀	"\������	
������
 �/�����
�%���'\�	'��"�	% ��-2 �	�$�����F�F	�)���� ����̀	��/�$�$���
���
�	  /
���#	�
���F���/

%���.B����/	�)��)�# ���	��	%�
 �/�����
'��% ��-2 ���$���
����  F\�������
��
�	'� �
�	'����#	��") 
/��
���

�/���
��� /��
��	��"F��������/�	��
/�$��#	�
���F���/

'��%���.B����/	� )��)�# ���) 
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 � \̂
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���
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 �#�)� "	��  /���#�   � �����0�&�v .� �%����/F�� .���'��                 
%���.B����/	� )��)�# ������ 	��	���� � �b
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