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 โรคตาโปนจากไทรอยด์ (Graves’ Ophthalmopathy, GO) เป็นโรคที่มีการพัฒนามาจากโรคคอพอกแบบ
เป็นพิษ (Graves’ hyperthyroidism) ถูกจัดเป็นโรคภูมิคุ้มกันต้านเน้ือเย่ือตนเองชนิดหน่ึง โดยมีสาเหตุการเกิดมาจาก
การที ่ร ่างกายผลิต autoantibody ที่สามารถจับกับ Thyroid Stimulating Hormone Receptor (TSHR) ซึ ่งถูก
แสดงออกบนผิวเซลล์ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา ส่งผลให้เซลล์ดังกล่าวสามารถเพิ่มจำนวนและเปลี่ยนแปลงไป
เป็นเซลล์ myofibroblast หรือ เซลล์ adipocyte และเกิดการสะสมของไขมันและขยายขนาดของเน้ือเย่ือรอบดวงตา 
(tissue expansion) อีกทั้งยังสามารถถูกกระตุ้นได้จาก growth factor ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกัน
บริเวณรอบดวงตา อาทิเช่น PDGF-BB และ IGF-1 ได้ ส่งผลให้ผู้ป่วยมีอาการต่าง ๆ เช่น ลูกตาถูกดันออกมา จนไม่
สามารถปิดตาได้สนิท และอาจเกิดอาการตาบอดในผูป้่วยที่มีอาการรุนแรง โดยแนวทางการรักษาในปัจจุบัน ได้แก่ การ
ใช้ยาสเตียรอยด์และการผ่าตัด ซึ่งมีผลข้างเคียงและยังไม่จำเพาะกับสาเหตุการเกิดโรค ในงานวิจัยน้ีจึงมุ่งเน้นศึกษาไปที่
บทบาทของ PDGF-BB และ IGF-1 ที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการทาง epigenetics ประเภท Histone acetylation และ 
Histone deacetylation ในกระบวนการพัฒนาของเซลลไ์ขมัน (Adipocyte differentiation) โดยทำการทดลองเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาในสภาวะต่าง ๆ  เป็นระยะเวลา 14 วัน จากน้ันย้อมไขมันภายในเซลล์ด้วยวิธี Oil Red O 
staining และสกัด RNA เพื่อวัดระดับการแสดงออกของ PPAR-γ CD90 และ HDAC mRNA ด้วยเทคนิค real-time 
PCR พบว่า เซลล์ที่ถูกเลี ้ยงในสภาวะ Non-differentiation ที่มี PDGF-BB มีการแสดงออกของ PPAR-γ ซึ ่งเป็น 
Adipogenic marker (p=0.1865) และ HDAC5 mRNA เพิ่มมากข้ึน (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ถูกเลี้ยงใน
สภาวะ Non-differentiation อีกทั้งการแสดงออกของยีน PPAR-γ ยังมีแนวโน้มในการมีความสัมพันธ์แบบบวกกับ
การแสดงออกของยีน HDAC5 (p=0.1875) จึงสรุปได้ว่า PDGF-BB สามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ Adipocyte 
differentiation ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา โดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์ HDAC5 โดยในการทดลองต่อไป
ควรทดลองเพิ่มเติมโดยใช้ HDAC inhibitor (HDACi) เพื่อยับย้ังการเกิดกระบวนการดังกล่าว เพื่อหาหนทางการรักษา
ที่จำเพาะต่อกระบวนการ Adipocyte differentiation ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาในผู้ป่วยตาโปนจากไทรอยด์
ต่อไป 
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 Graves’ Ophthalmopathy (GO), also referred to as thyroid eye disease, is an autoimmune 
disease developed from Graves’ hyperthyroidism. Pathophysiology of GO is causes by the 
autoantibodies released from autoreactive B cells which can bind Thyroid Stimulating Hormone 
Receptor (TSHR) expressed on orbital fibroblasts. Orbital fibroblasts also were stimulated by growth 
factors such as Platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) and Insulin-like growth factor-1 (IGF-1) 
released from immune cells. This leads to activation of the orbital fibroblasts which increase 
proliferative activity and differentiate into myofibroblasts or adipocytes. Altogether these processes 
cause orbital tissue expansion and fat accumulation in adipocyte which contributes to the clinical 
features of GO, such as edema, proptosis, and blindness in severe cases. Recently therapeutic 
implications are decompression surgery and use of steroid but there are some side effects which are 
not specific to the cause of the disease. In this study, focus on the role of PDGF-BB and IGF-1 on 
Histone acetylation and Histone deacetylation to study in Adipocyte differentiation of Orbital 
fibroblasts from Graves’ Ophthalmopathy patients. So, orbital fibroblasts were cultured in various 
conditions for 14 days. Adipocyte differentiation was determined by Oil Red O staining and gene 
expression measurement was done by real-time PCR. PDGF-BB tended to increase PPAR-γ mRNA 
expression (p=0.1865) and significantly increased HDAC5 mRNA expression (p<0.05). Moreover, levels 
of PPAR-γ mRNA tended to positively correlate with the HDAC5 mRNA expression (p=0.1875). These 
results suggest that PDGF-BB promotes adipocyte differentiation in orbital fibroblasts which drive 
through HDAC5 activity. Therefore, the HDAC5 and PDGF-BB signaling cascade may represent a target 
of therapy to interfere with adipocyte differentiation in GO. 
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บทที ่1 
 

บทนำ 
 

โรคคอพอกแบบเปน็พษิ (Graves’ hyperthyroidism) และโรคตาโปนจากไทรอยด ์(Graves’ Ophthalmopathy) 
 โรคคอพอกแบบเป็นพิษ (Graves’ hyperthyroidism) เป็นโรคภูมิคุ้มกันต้านเนื้อเยื่อตนเองชนิดหนึ่ง โดยมี
สาเหตุการเกิดมาจากการที ่ร่างกายผลิต autoantibody ที่สามารถจับกับ Thyroid follicular cell ผ่านทาง TSH 
receptor (TSHR) ซึ่งเลียนแบบการทำงานของ Thyroid Stimulating Hormone (TSH) เพื่อกระตุ้นการผลิตฮอร์โมน
ไทรอยด์  ส่งผลให้มีการผลิตฮอร์โมนไทรอยด์ในปริมาณมากผิดปกติ จนไม่สามารถยับยั ้งการผลิตได้ด้วยกลไก 
negative feedback inhibition และทำให้เกิดอาการของผู้ป่วย น่ันคือ คอพอกเน่ืองจากต่อมไทรอยด์ที่โตข้ึน น้ำหนัก
ลด หัวใจเต้นเร็วไม่สม่ำเสมอ อ่อนเพลีย สั่น วิตกกังวล นอนไม่หลับ เป็นต้น [1] โดยประมาณ 25-50% ของผู้ป่วยโรค
น้ีจะปรากฎอาการทางตาร่วมด้วย เรียกว่า โรคตาโปนจากไทรอยด์ (Graves’ Ophthalmopathy, GO)  โดยผู้ป่วยจะ
แสดงอาการต่าง ๆ ได้แก่ เน้ือเย่ือบริเวณรอบดวงตาและกล้ามเน้ือตาขยายขนาด ส่งผลให้ลูกตาถูกดันออกมา และอาจ
ทำให้หนังตาช้ันบนร่นข้ึน จนไม่สามารถปิดตาได้สนิท รวมถึงมีน้ำตาไหลตลอดเวลาเน่ืองจากตาแห้ง  และเมื่อกล้ามเน้ือ
ตารวมถึงเน้ือเย่ือไขมันรอบดวงตาขยายขนาดมากเกินไปจนทับเส้นประสาทบริเวณรอบดวงตา อาจทำให้การส่งกระแส
ประสาทและการควบคุมลูกตาผิดปกติจนเกิดอาการตาเข และอาจร้ายแรงถึงข้ันทำให้สูญเสียการมองเห็นหรือตาบอด
ได้ [2, 3] ดังแสดงในรูปที่ 1.1 [3] โรคตาโปนจากไทรอยด์สามารถแบ่งได้เป็น 2 ระยะตามลักษณะทางพยาธิสรีรวิทยา 
(Pathophysiology) ของโรค ได้แก่ ระยะ early/active GO คือระยะที่มีการอักเสบของเน้ือเย่ือตาจนทำให้เกดิอาการ
บวม และระยะ late/burnt-out GO ซึ่งเป็นระยะที่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของเนื้อเยื่อ (tissue remodeling) 
และเกิดพังผืด (fibrosis) [4] 
 

   

รูปที่ 1.1 (A) และ (B) แสดงอาการตาโปนจากโรคไทรอยด์ (Rebecca S. Bahn, 2010) 
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 ในปัจจุบันการรักษาอาการตาโปนจากไทรอยด์จะข้ึนอยู่กับระยะของโรคดังที่กลา่วไว้ข้างต้น กล่าวคือ มีการใช้
ยา steroid ในระยะแรกที่มีอาการ (early GO) โดยการรักษาน้ีผู้ป่วยมีการตอบสนองต่อการรักษาประมาณ 50-70% 
[4] แสดงให้เห็นว่าอาการของโรคมีโอกาสกลับมาแสดงได้อีก และเน่ืองจากยา steroid มีผลในการกดภูมิคุ้มกัน จึงอาจ
ทำให้ผู ้ป่วยมีความเสี่ยงในการติดเชื ้อต่าง ๆ ได้ง ่ายขึ ้น ในขณะที่ระยะที่โรคสงบลง (late GO) เนื ้อเยื่อจะมีการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างและเกิดพังผืด จึงมีการรักษาโดยการผ่าตัด (Decompression surgery) เพื่อนำเนื้อเยื่อไขมัน
ส่วนเกินบริเวณหลังดวงตาออก [5-7] อย่างไรก็ตามการรักษาทั้งสองวิธีนี้อาจมีผลข้างเคียงต่อคนไข้และนับเป็นการ
รักษาที่ปลายเหตุ เพราะ เซลล์ที่มีบทบาทหลักที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคไม่ถูกยับย้ังการทำงานอย่างมีประสิทธิภาพ
เพียงพอ โดยโรคตาโปนจากไทรอยด์น้ัน เกิดลักษณะทางพยาธิสรีรวิทยาจากเซลล์สำคัญที่เรียกว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์
จากดวงตา (orbital fibroblast) ซึ่งมีการแสดงออกของ TSHR เช่นเดียวกับที่ Thyroid follicular cell จึงสามารถถูก
กระตุ้นได้ด้วย autoantibody เช่นเดียวกับที่ Thyroid follicular cell [8] นอกจากนี้ยังสามารถถูกกระตุ้นได้จาก 
cytokines และ growth factor ที่หลั่งออกมาจากเซลล์ในระบบภูมิคุ้มกันบริเวณรอบดวงตา อาทิเช่น PDGF-BB [4]  
และ IGF-1 [36] ส่งผลให้เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตามีการผลิต cytokines และ chemokines ต่าง ๆ ออกมามาก
ขึ้นจนทำให้เกิดการอักเสบของเนื้อเยื่อ อีกทั้งยังสามารถเพิ่มจำนวนและเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ myofibroblast ที่
สามารถหลั ่ ง extracellular matrix จำพวก hyaluronic acid (HA) ออกมา หร ือ เปล ี ่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ 
adipocyte ส่งผลให้เก ิดการสะสมของไขมันและขยายขนาดของเนื ้อเยื ่อรอบดวงตา (tissue expansion) การ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้าง (remodeling) และ พังผืด (fibrosis) ดังแสดงในรูปที่ 1.2 [10] โดยในงานวิจัยน้ีผู้วิจัยได้สนใจ
ศึกษากลไกการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ไขมัน (adipocyte) ผ่านกระบวนการที่เรียกว่า การพัฒนาของเซลล์ไขมัน 
(Adipocyte differentiation)  เนื่องจากมีรายงานว่าระดับการเกิดอาการตาโปนนั้นสัมพันธ์กับปริมาตรของเนื้อเย่ือ
ไขมันรอบดวงตา [11] จึงกล่าวได้ว่าเนื้อเยื่อไขมันเป็นหนึ่งในองค์ประกอบหลักสำคัญที่ทำให้เกิดอาการของโรค โดย
การศึกษาถึงกลไกดังกล่าวสามารถนำไปสู่การคิดค้นวิธีการรักษาที่จำเพาะกับสาเหตุการเกิดโรคตาโปนจากไทรอยด์
และได้ผลการรักษาที่มีประสิทธิภาพมากย่ิงข้ึน  

    

รูปที ่1.2 Pathophysiology ของการเกิดโรคตาโปนจากโรคไทรอยด์ 
(Dik, W.A., S. Virakul และ L. van Steensel, 2016) 
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การพฒันาของเซลลไ์ขมนั (Adipocyte differentiation) 
 การพัฒนาของเซลล์ไขมัน (Adipocyte differentiation หรือ Adipogenesis) เป็นกระบวนการเปลี่ยนแปลง
ไปเป ็นเซลล ์ ไขม ัน  (mature adipocyte) ของ  fibroblast-like progenitor cells [12]  ผ ่านการทำงานของ 
transcription factors หลายชนิด เช่น peroxisome proliferator-activated receptor-γ (PPAR-γ) [13, 14] และ 
CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP-α, -β, -δ) [15, 16] เป็นต้น โดยในระยะแรกเซลล์จะมีการแสดงออก
ของ PPAR-γ เพื่อกระตุ้นการแสดงออกของ C/EBP-α โดยจะทำงานร่วมกันเพื่อกระตุ้นการแสดงออกของ adipocyte 
specific genes ต่าง ๆ และทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล ์mature adipocyte ดังแสดงในรูปที่ 1.3 [13, 14, 
17, 18]  ซึ่งจะส่งผลให้เซลล์มีลักษณะกลมและมีเม็ดไขมัน (fat droplets) สะสมภายใน cytoplasm [12, 14] โดย
เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา จากผู้ป่วยโรคตาโปนจากไทรอยด์น้ันมีความสามารถในการแสดงออกของยีน PPAR-γ 
จากการถูกกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นต่าง ๆ  เช่น rosiglitazone [17, 18] รวมถึง Platelet-derived growth factor-BB 
(PDGF-BB) [19] ซึ่งเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาแต่ละเซลลน้ั์นมีหน้าที่และลกัษณะที่ไม่เหมือนกัน โดยจะมีประชากร
ที่แสดงออกของแอนติเจนชนิด Thy1 (CD90) บนผิวเซลล์ หรือเรียกว่า Thy1+ และประชากรที่ไม่มีการแสดงออกของ 
Thy1 หรือ Thy1- โดยประชากร Thy1+ นั้นจะมีความสามารถในการพัฒนาไปเป็นเซลล์ myofibroblast ส่วน
ประชากร Thy1- จะมีความสามารถในการพัฒนาไปเป็นเซลล์ adipocyte ได้ [20] จึงอาจกล่าวได้ว่าเซลล์ orbital 
fibroblast จากผู้ป่วยโรคตาโปนที่สามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์ไขมันได้นั้นเป็นประชากร Thy1- และจากรายงานก่อน
หน้าพบว่ายังมีกระบวนการทาง epigenetics หรือกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยีนโดยไม่มีการเปลี่ยนแปลง
ลำดับนิวคลีโอไทด ์ที่สามารถควบคุมกระบวนการAdipocyte differentiation ได้อีกด้วย [21] แต่ยังไม่มีรายงานถึง
ความเกี่ยวข้องระหว่างกระบวนการทาง epigenetics กับกระบวนการ adipocyte differentiation จากผู้ป่วยโรคตา
โปนจากไทรอยด์ 
 

 
 

รูปที่ 1.3 Molecular mechanisms ของการเกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation 
(Alexandra L. Ghaben และ Philipp E. Scherer, 2019) 
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Epigenetics 
 สารพันธุกรรมทั้งหมดของสิ่งมีชีวิต eukaryotic จะหดสั้นและพันกันแน่นเป็นโครมาติน (heterochromatin) 
ซึ่งมี nucleosome เป็นหน่วยย่อย โดยแต่ละ nucleosome จะประกอบไปด้วย histone octamer ซึ่งเป็นโปรตีนทีม่ี 
core histone 4 ชนิด ได้แก่ H2A H2B  H3 และ H4 อย่างละ 2 หน่วยถูกพันด้วยสาย DNA และมีหางของโปรตีนฮิส
โตน ด้านปลายอะมิโน (N-terminal histone tail) ยื่นออกมาจากบริเวณ core histone ดังแสดงในรูปที่ 1.4 โดย
โครงสร้างบริเวณปลายของโปรตีนฮิสโตนน้ันเป็นส่วนที่สามารถถูกปรับแต่งพันธะ covalent [22] ได้ด้วยกระบวนการ
ทาง epigenetics ต่าง ๆ เช่น Histone acetylation Histone methylation หรือ Histone Phosphorylation เป็น
ต้น [21] ซึ่งจะส่งผลต่อโครงสร้างของ chromatin และการแสดงออกของยีน [23] ส่งผลให้ยีนมีการแสดงออกเพิ่มมาก
ข้ึนหรือถูกยับย้ังการแสดงออกก็ได้ ข้ึนอยู่กับชนิดของกระบวนการทาง epigenetics [24] อาทิเช่น การเติมหมู่ acetyl 
บริเวณหางของโปรตีนฮิสโตน จะทำให้ยีนคลายตัวออกจาก histone octamer ส่งผลให้ transcription factor ต่างๆ 
สามารถเข้ามาจับและเกิดกระบวนการ transcription ของยีนน้ันๆได้ [23, 24] 
 

   

รูปที่ 1.4 โครงสร้างของโปรตีนฮิสโตน 
(Christina Y. Lee และ Patrick A. Grant, 2019) 

 

 กระบวนการ histone acetylation เป็นหน่ึงในกระบวนการทาง epigenetics และเป็นกระบวนการสำคัญใน
การควบคุมการแสดงออกของยีนภายในเซลล์ [25, 26] ซึ ่งจะประกอบไปด้วยการทำงานของเอนไซม์ 2 ชนิดคือ 
Histone acetyltransferase (HATs) และ Histone deacetylase (HDACs) [27, 28] โดยเอนไซม์ HAT จะทำหน้าที่
เติมหมู่ acetyl บริเวณปลายของโปรตีนฮิสโตน [29] ทำให้ chromatin คลายตัวหลวมขึ้น ส่งผลให้ transcription 
factor ต่าง ๆ สามารถเข้ามาจับและเกิดกระบวนการ transcription ได้ [30] แต่เอนไซม ์HDAC จะทำหน้าที่ตรงกัน
ข้าม นั่นคือ ทำหน้าที่ลบหมู ่acetyl ออกจากปลายของโปรตีนฮิสโตน [29, 31] ทำให้ chromatin หดตัวพันกันแน่น
รอบโปรตีนฮิสโตน และเกิดกระบวนการ transcription ได้ลดลง ดังแสดงในรูปที่ 1.5 
  



5 
 

 
 

รูปที่ 1.5 การทำงานของ HATs และ HDACs (Luan Y. et al, 2016) 
 

 งานวิจ ัยของ Eiko Ishikawa-Kobayashi และคณะได้ศึกษาบทบาทของ Histone acetylation ของยีน 
Bmal1 และ D-box binding PAR BZIP transcription factor (Dbp) ต่อกระบวนการ Adipocyte differentiation 
ในเน ื ้อเยื ่อไขมันของหนูทดลอง โดยใช ้ inhibitor ต่อ Histone deacetylase (HDACi) ชนิด Suberoylanilid 
Hydroxamic Acid (SAHA) และ valproic acid ผลการทดลองพบว่าการเพิ ่มระดับการเกิด Acetylation บริเวณ
ปลายของโปรตีนฮิสโตนชนิด H3 ที่ตำแหน่ง lysine ที่ 9 (H3K9) บริเวณโปรโมเตอรข์องยีน Bmal1 และ Dbp สามารถ
ลดการเกิดเน้ือเย่ือไขมันได้ [32] จึงสามารถสรุปได้ว่าบทบาทของกระบวนการ Adipocyte differentiation สามารถ
ถูกควบคุมได้ผ่านการทำงานของเอนไซม์ Histone deacetylase อีกทั้งงานวิจัยของ Chisato Suzuki และคณะ ได้
เหนี ่ยวนำให้เก ิดการแสดงออกของยีน Dbp โดยการใช้ HDACi ชนิด MS275 ผ่านกระบวนการ Adipocyte 
differentiation พบว่าเมื่อใช้ MS275 จะส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีน Dbp มากข้ึน และทำให้การแสดงออกของ
ยีน PPAR-γ ซึ ่งเป็น marker ของเซลล์ adipocyte เพิ ่มมากข้ึน จากข้อมูลดังกล่าวแสดงให้เห็นว่ากระบวนการ 
Adipocyte differentiation สามารถถูกควบคุมได้ผ่านการทำงานของเอนไซม์ Histone acetyltransferase [33]  
 
 การศึกษาก่อนหน้าได้แสดงให้เห็นว่าทั้งกระบวนการ histone acetylation และ histone deacetylase มี
ความเกี่ยวข้องกับการเกิดกระบวนการ adipocyte differentiation ในสิ่งมีชีวิต ด้วยเหตุน้ีผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาบทบาท
ของกระบวนการ Histone acetylation ซึ่งคาดว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการเกดิกระบวนการ adipocyte differentiation 
ในเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาจากผู้ป่วยที่มีอาการตาโปนจากโรคไทรอยด์ โดยใช้ Histone acetyltransferase 
inhibitor (HATi) และ Histone deacetylase inhibitor (HDACi) เพื่อที่จะศึกษาผลของกระบวนการดังกล่าวได้อย่าง
จำเพาะ และสามารถยับยั้งที่สาเหตุการเกิดโรคได้โดยตรง เพื่อนำไปสู่แนวทางใหม่ในการรักษาอาการตาโปนจากโรค
ไทรอยด์ในอนาคต 
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วตัถปุระสงคข์องโครงการ 
 เพื่อศึกษาบทบาทของ PDGF-BB IGF-1 และกระบวนการ histone acetylation ต่อกระบวนการพฒันาของ
เซลลส์ะสมไขมัน (Adipocyte differentiation) ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาจากผู้ป่วยตาโปนจากโรคไทรอยด์ 
 
สมมตฐิาน 
 PDGF-BB และ IGF-1 สามารถกระตุ้นการเกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation ของเซลล์ไฟโบรบ
ลาสต์จากดวงตาจากผู ้ป่วยตาโปนจากโรคไทรอยด์ ผ่านการทำงานของเอนไซม์ของ Histone deacetylase หรือ 
Histone acetyltransferase 
 
ประโยชนท์ีค่าดวา่จะไดร้บั 
 1. มีทกัษะในการทำการทดลองในห้องปฏิบัติการเพิ่มข้ึน รวมถึงมีทักษะในด้านการเลี้ยงเซลล์ การทำเทคนิค 
Real-Time PCR และ เทคนิค ELISA 
 2. ทราบบทบาทของกระบวนการ Histone acetylation ต่อกระบวนการพัฒนาของเซลล์สะสมไขมัน 
(Adipocyte differentiation) ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาจากผู้ป่วยตาโปนจากไทรอยด์ เพื่อนำไปสู่การหา
แนวทางใหม่ในการรักษาผู้ป่วยตาโปนจากไทรอยด์ 
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บทที ่2 
 

เครือ่งมอื วสัด ุเคมีภณัฑ ์
 

2.1 เครือ่งมอืและวสัด ุ
 1. ตู้บ่มเซลล์ควบคุมอุณหภูมิและปริมาณคารบ์อนไดออกไซด์ รุ่น New Brunswick Galaxy 170s     
     incubator (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
 2. ตู้ปลอดเช้ือ biological safety cabinets (Lab micro, Thailand) 
 3. กล้องจุลทรรศน์ รุ่น OLYMPUS CKX3-SLP (Olympus, Tokyo, Japan) 
 4. อ่างควบคุมอุณหภูมิ (Memmert, Germany) 
 5. เครือ่งปั่นเหว่ียงสารแบบควบคุมอุณหภูมิ รุ่น 5804 R (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
 6. เครือ่งปั่นเหวี่ยงสาร รุ่น 5424 (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
 7. เคร่อืงอ่านไมโครเพลท รุ่น Anthos 2010 (Biochrom Ltd., Cambridge, United Kingdom) 
 8. เครือ่งช่ังแบบหยาบ 2 ตำแหน่ง รุ่น PG6002-S (Mettler, Greifensee, Switzerland) 
 9. เครือ่งช่ังแบบละเอียด 4 ตำแหน่ง รุ่น AG285 (Mettler, Greifensee, Switzerland) 
 10. เครือ่งผลิตน้ำบรสิุทธิ์ Type 1 และ 2 (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 11. เครือ่งผสมสาร รุ่น G560E Vortex Mixer Genie 2 (Scientific Industries lnc., NY, USA) 
 12. ฮีมาไซโตมิเตอร์ (ISOLAB Laborgeräte GmbH, Eschau, Germany) 
 13. ฟลาสกเ์ลี้ยงเซลล์ที่มฝีาปิดตัวกรอง NunclonTM EasYFlask ขนาด 75 และ 175 ตารางเซนติเมตร     
      (Thermo Fisher Scientific, China) 
 14. ไมโครเพลท 6 หลุม cell culture plate NunclonTM Delta Surface (Thermo Fisher Scientific, 
      China) 
 15. หลอดเซนติฟิวจ์พลาสติก ขนาด 15 และ 50 มิลลลิิตร (Thermo Fisher Scientific, Korea) 
 16. หลอดไมโครเซนติฟิวจ์พลาสติก ขนาด 1.5 มลิลลิิตร (Axygen, Inc., USA) 
 17. หลอด cryovial (SPL Life Sciences Co., Ltd., Gyeonggi-do, Korea) 
 18. เซอโรโลจคัิลปิเปตต์ ขนาด 10 มิลลลิิตร (Thermo Fisher Scientific, Korea) 
 19. ออโตปิเปตต์ EasYPET3 (Eppendorf, Hamburg, Germany) 
 20. ไมโครปิเปตต์ ขนาด P10, P100, P200, P1000 (Eppendoff, Hamburg, Germany) 
 21. ไมโครปิเปตต์ทิป แบบมีตัวกรองและไม่มีตัวกรอง ขนาด 10 ul, 200 ul, 300 ul และ 1000 ul  
      (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 22. เครือ่ง Thermo ScientificTM NanoDropTM 2000 Spectrophotometers  
      (Thermo Fisher Scientific, USA) 
 23. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
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 24. ตู้แช่แข็งจุดเยือกแข็งตํ่า (deep freezer) อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
 25. เครือ่ง RT-PCR รุ่น TouchTM Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad lnc., California, USA)   
 26. เครือ่ง PowerPacTM HC High-Current Power Supply (Bio-Rad lnc., California, USA)   
 

2.2 เคมภีณัฑ ์
 2.2.1 ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล ์
  1. Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Hyclone, Logan, UT, USA) 
  2. Fetal bovine serum (FBS) (GibcoTM Laboratories, USA) 
  3. Gentamicin (GibcoTM Laboratories, USA) 
 2.2.2 ส่วนประกอบของ Non-differentiation medium 
  1. Serum-free DMEM/Ham’s F12 (Hyclone, Logan, UT, USA) 
  2. Biotin (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 
  3. Pantothenic acid (Sigma-Aldrich Corp.) 
  4. Insulin (Sigma-Aldrich Corp.) 
  5. Transferrin (Merck, Darmstadt, Germany) 
  6. Triiodothyronine (T3: Sigma-Aldrich Corp.)  
 2.2.3 ส่วนประกอบของ Maintenance medium 
  1. Serum-free DMEM/Ham’s F12 (Hyclone, Logan, UT, USA) 
  2. Biotin (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 
  3. Pantothenic acid (Sigma-Aldrich Corp.) 
  4. Insulin (Sigma-Aldrich Corp.) 
  5. Transferrin (Merck, Darmstadt, Germany) 
  6. Triiodothyronine (T3: Sigma-Aldrich Corp.)  
  7. Carbaprostaglandin (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) 
  8. Rosiglitazone (Sigma-Aldrich Corp.) 
 2.2.4 ส่วนประกอบของ Differentiation medium 
  1. Serum-free DMEM/Ham’s F12 (Hyclone, Logan, UT, USA) 
  2. Biotin (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 
  3. Pantothenic acid (Sigma-Aldrich Corp.) 
  4. Insulin (Sigma-Aldrich Corp.) 
  5. Transferrin (Merck, Darmstadt, Germany) 
  6. Triiodothyronine (T3: Sigma-Aldrich Corp.)  
  7. Carbaprostaglandin (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA) 
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  8. Rosiglitazone (Sigma-Aldrich Corp.) 
  9. Dexamethasone (Sigma-Aldrich Corp.) 
  10. Isobutylmethylxantine (Sigma-Aldrich Corp.)  
 

 2.2.5 สารเคมทีี่ใช้ในข้ันตอน Oil Red O staining  
  1. Oil Red O powder (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA) 
  2. PBS (Life technologies, Germany) 
  3. Isopropanol (Honeywell, Germany) 
 

 2.2.6 อื่นๆ 
  1. RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Austin, Texas, USA) 
  2. iScript Reverse Transcription Supermix for RT-qPCR (Bio-Rad, Hercules,  

  California, USA)   
  3. Human Total Adiponectin/Acrp30 Quantikine ELISA kit (Bio-Techne/R&D  
               Systems Inc., U.S.A.) 
  4. 0.25% Trypsin/EDTA (GibcoTM Laboratories, USA) 
  5. Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) (BioLegend, California, USA)   
  6. PDGF–BB (220–BB) (Bio-Techne/R&D Systems Inc., U.S.A.) 
  7. Trypan blue (GibcoTM Laboratories, USA) 
  8. HDAC inhibitor (Selleck chemicals, Houston, USA) 
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บทที ่3 
 

วธิีดำเนนิการทดลอง 
 

1. การเพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากดวงตา 
 แยกเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาจากเนื้อเยื่อบริเวณรอบดวงตาของผู้ป่วยตาโปรจากโรคไทรอยด์ ซึ่งอยู่ใน
ระยะ inactive และเข้ารับการรักษาที ่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ โดยเนื ้อเยื ่อจะถูกตัดเป็นชิ้นเล็ก เลี้ยงในอาหาร 
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ที่เติม 20% fetal bovine serum (FBS) และ 1% gentamicin 
จากน้ันบ่ม ในตู้บ่มควบคุมความช้ืนที่อุณหภูมิ 37 °C และปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลท์ุก 
3 วัน จนกระทั่งเซลล์เต็มหลุม จากน้ันย้ายเซลล์ใส่ฟลาสก์เลี้ยงเซลล์ โดยใช้ 0.25% trypsin/EDTA และเลี้ยงต่อด้วย
อาหาร DMEM ที่เติม 10% FBS ตามวิธีที่ได้รายงานจากงานวิจัยก่อนหน้า [19] โดยเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาที่ใช้
ถูกแยกมาจากคนไข้ 3 คน และใช้ในงานทดลองในช่วง passage อยู่ระหว่าง 4-10 
 

ตารางที่ 3.1 ข้อมูลเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาจากคนไข้ 
Orbital fibroblast CAS score Gender 

I_GO_TH4 0/7 Male 
I_GO_TH12 0/7 Female 
I_GO_TH27 0/7 Male 

 
2. ศกึษาผล PDGF-BB และ IGF-1 ตอ่กระบวนการ Adipocyte differentiation 
  นำเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา จำนวน 4.0 x 105 เซลล์ใส่ลงในเพลท 6 หลุมที่มีอาหาร DMEM ที่
เต ิม 10% FBS หลุมละ 1 มิลลิลิตร จากนั ้นนำไปบ่มในตู ้บ่มควบคุมความชื ้นที ่อ ุณหภูม ิ 37 °C และปริมาณ
คาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อให้เซลล์ยึดเกาะกับผิวของเพลท จากน้ันกระตุ้นเซลล์ โดยแบ่งเป็น 4
สภาวะการทดลอง ได้แก ่
  2.1 กลุ่มการทดลองควบคุมที่ไม่มีการกระตุ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาโดยจะเลี้ยงในอาหาร 
       non-differentiation medium 
  2.2 กลุ่มการทดลองที่มีการกระตุ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา ให้เกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์
       ไขมัน โดยเลี้ยงเซลล์ในอาหาร Differentiation medium และ Maintenance medium 
       (3 วันแรกจะเลี้ยงในอาหาร Differentiation medium และอีก 7 วันจะเลี้ยงในอาหาร  
        Maintenance medium) 
  2.3 กลุ่มการทดลองเพื่อทดสอบความสามารถในการกระตุ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา ให้เกิด
       การเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ไขมัน โดยเลี้ยงเซลล์ในอาหาร non-differentiation medium  
       ร่วมกับการเติม PDGF-BB 
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  2.4 กลุ่มการทดลองเพื่อทดสอบความสามารถในการกระตุ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา ให้เกิด
       การเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์ไขมัน โดยเลี้ยงเซลล์ในอาหาร non-differentiation medium  
       ร่วมกับการเติม IGF-1 
   

 โดยจะเลี้ยงเซลล์เป็นระยะเวลาทั้งหมด 14 วัน โดยมีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุก 3 วัน โดยเก็บน้ำเลี้ยง
เซลล์ทุกวันที่ 4, 7, 10 และ 14 เพื่อนำไปวิเคราะห์ ELISA เพื่อดูปริมาณของ Adiponectin จากนั้นเมื่อครบ 14 วัน 
นำเซลล์ไปย้อม Oil Red O staining เพื่อดูการสะสมไขมันภายในเซลล์ และสกัด RNA เพื่อนำไปทำ RT-PCR ของยีนที่
สนใจต่อไป 
 

3. ศกึษาผลของ Histone acetyltransferase inhibitor (HATi) และ Histone deacetylase inhibitor (HDACi) ตอ่
กระบวนการ Adipocyte differentiation 
 ในกลุ่มการทดลองที่ 2.3 และ 2.4 จากข้อ 2 จะมีการทดลองโดยใช้ HATi และ HDACi ตามความเข้มข้นที่
แสดงในตารางที ่3.2 และตารางที่ 3.3 ตามลำดับ (Selleck chemicals, Houston, USA) โดยจะเติมลงไปในอาหาร
เลี้ยงเซลล์ในแต่ละสภาวะ ในทุกครั้งที่มีการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ 
 

ตารางที่ 3.2 Histone acetyltransferase inhibitor (HATi) 
HATi HAT specificity 
C646 p300 

MG149 Tip60, MOF 
Anacardic acid p300, p300-CBP 

Remodelin NAT10 
 
ตารางที่ 3.3 Histone deacetylase inhibitor (HDACi) 

HDACi HDAC specificity Concentration (uM) 
Quisinostat HDAC1 0.08 
CAY10683 HDAC2 10 
RGFP966 HDAC3 20 
PCI-34051 HDAC8 1 

Tasquinimod HDAC 4 20 
LMK-235 HDAC4/5 1 

Tubastatin HDAC6 3 
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3. วดัการสะสมไขมนัของเซลลไ์ขมนัโดยวธิ ีOil Red O staining 
 เมื่อทำการเลี้ยงเซลลค์รบ 14 วัน ล้างเซลล์ด้วยสารละลาย 1% PBS (pH 7.4) ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร หลุมละ 2 
ครั้ง และย้อมโดยใช้สารละลาย Oil Red O ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่เตรียมได้โดยการผสมสารละลาย 1% Oil red O  
กับน้ำ milli-Q ในอัตราส่วน 3:2 แล้วกรองผ่านกระดาษกรองที ่มีเส้นผ่านศูนย์กลางขนาด 0.45 uM ทิ้งไว้เป็น
ระยะเวลา 10 นาทีที่อุณหภูมิห้อง จากน้ันล้างด้วยน้ำกลั่นทั้งหมด 4 ครั้งเพื่อกำจัด Oil Red O ส่วนเกินออก ตามวิธีที่
ได้รายงานจากงานวิจัยก่อนหน้า [19] และนำไปส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์  
 ในการวัดปริมาณสีที ่ถูกย้อมติดภายในเซลล์ ทำได้โดยล้าง Oil Red O ที่ติดอยู ่กับเซลล์ด้วย absolute 
isopropanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากน้ันนำสารละลายที่ล้างได้ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใส่ใน 96-well plate และ
วัดค่า optical density (OD) ด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 450 nm 
   
4. วัดการแสดงออกของยีน PPAR- γ CD90 และ HDAC โดยวิธี Real-Time PCR 
 เมื่อทำการเลี้ยงเซลลค์รบ 14 วัน สกัด RNA ทั้งหมดโดยใช้ RNeasy Mini Kit (QIAGEN, Austin,Texas,USA) 
และเปลี ่ยนเป็น cDNA โดยใช้ TaqmanTM Reverse Transcription Reagents (Applied biosystems, Califonia, 
USA) จากนั ้นตรวจสอบการแสดงออกของยีนต่าง ๆ ด้วย Real-Time Quantitative (RQ)-PCR (CFX96 Touch 
Real-Time PCR Detection System; Bio-Rad, Hercules, California, USA) โ ดย ใ ช้  SsoAdvanceTM Universal 
Probes super mix (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) และมียีน ABL เป็นยีนอ้างอิง โดยใช้ primer-probe ดัง
ตารางที่ 3.4 
 

ตารางที่ 3.4 ลำดับนิวคลีโอไทด์ของ primer และ probe ของยีน ABL, PPAR-γ CD90 และ HDAC 
gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Probe (5’FAM-3’TAMRA) 
ABL TGGAGATAACATCTAAGCATAACTAAAGGT GATGTAGTTGCTTGGGACCCA CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATT 

PPAR- γ TGACAGCGACTTGGCAATATT TCTTCAATGGGCTTCACATTCA CAAACCTGGGCGGTCTCCACTGAG 
CD90 TaqMan Gene Expression Assay (Hs00174816_m1), Life Technologies Inc., NY, USA  

HDAC1 TaqMan Gene Expression Assay (Hs00606262 _g1), Life Technologies Inc., NY, USA 
HDAC2 TaqMan Gene Expression Assay (Hs00231032_m1), Life Technologies Inc., NY, USA 
HDAC3 TaqMan Gene Expression Assay (Hs00187320_m1), Life Technologies Inc., NY, USA 
HDAC4 TaqMan Gene Expression Assay (Hs01041648_m1), Life Technologies Inc., NY, USA 
HDAC5 TaqMan Gene Expression Assay (Hs00608351_m1), Life Technologies Inc., NY, USA 
HDAC6 TaqMan Gene Expression Assay (Hs00997427_m1), Life Technologies Inc., NY, USA 
HDAC8 TaqMan Gene Expression Assay (Hs00218503_m1), Life Technologies Inc,, NY, USA 
 
5. วดัปรมิาณของ Adiponectin ทีถ่กูหลัง่ออกมาภายนอกเซลล ์Adipocyte โดยวธิ ีELISA 
 เก ็บอาหารเล ี ้ยงเซลล ์ในว ันท ี ่ 3 7 10 และ 14 เพ ื ่อนำมาทดสอบ  ELISA โดยใช ้ Human Total 
Adiponectin/Acrp30 Quantikine ELISA kit (Bio-Techne/R&D Systems Inc., U.S.A.)   
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6. วเิคราะหผ์ลการทดลอง 
 ในการวิเคราะห์ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มใช้การวิเคราะห์แบบ paired Student’s 
t-test และในการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ภายในกลุ่มใช้การวิเคราะห์ทางสถิติแบบ Spearman’s correlation โดยจะ
พิจารณาให้มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อค่า P < 0.05  
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บทที ่4 
 

ผลการทดลอง 
 

1. ผลของ PDGF-BB และ IGF-1 ตอ่การแสดงออกของยนี PPAR- γ โดยเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากดวงตา 
  จากรูปที่ 4.1 จะเห็นว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาที่ถูกเลี้ยงในอาหาร Differentiation มีการแสดงออก
ของยีน PPAR-γ เพิ่มมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่เลี้ยงในอาหาร Non-differentiation (p=0.0905) ส่วนใน
สภาวะที่เลี้ยงในอาหาร Non-differentiation ที่มีการเติม PDGF-BB พบว่ามีการแสดงออกของยีน PPAR-Y เพิ่มมาก
ข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่เลี้ยงในอาหาร Non-differentiation (p=0.1865) และ Differentiation (p=0.4355)
ส่วนสภาวะที่เติม IGF-1 มีการแสดงออกของยีนดังกล่าวที่ไม่แตกต่างกับสภาวะที่เลี้ยงในอาหาร Non-differentiation  
 

 

 
 

รูปที่ 4.1 ระดับการแสดงออกของยีน PPAR-γ โดยเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา (N=2-3) จากการวัดด้วยเทคนิค 
RT-PCR หลังจากถูกเลี้ยงในสภาวะ Non-differentiation, Differentiation, Non-differentiation+PDGF-BB และ 
Non-differentiation+IGF-1 เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยให ้   แทนเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาของ

คนไข้แต่ละคน และ             แทนค่าเฉลี่ยของกลุ่มประชากร 
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2. ผลของ PDGF-BB ตอ่การสะสมไขมนัภายในเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากดวงตา  
 จากรูปที ่4.2 จะเห็นว่าเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาที่ถูกเลี้ยงในอาหาร Non-differentiation ที่มีการเติม 
PDGF-BB มีแนวโน้มการสะสมไขมันภายในเซลล์ที่ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่เลี้ยงในอาหาร Differentiation 
และ Non-differentiation เพียงอย่างเดียว 
 

 

 
 

รูปที่ 4.2 ปริมาณการสะสมไขมันภายในเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา (N=2) จากการย้อมด้วยสี Oil Red O และวัด
ค่า Absorbance ที่ 450 nm หลังจากถูกเลี้ยงในสภาวะ Non-differentiation, Differentiation และ 

 Non-differentiation+PDGF-BB เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยให้        แทนเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา
ของคนไข้แต่ละคน และ             แทนค่าเฉลี่ยของกลุ่มประชากร 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 



16 
 
3. ผลของ PDGF-BB และ IGF-1 ตอ่การแสดงออกของยนี CD90 โดยเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากดวงตา 
 จากรูปที่ 4.3 จะเห็นว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาที่ถูกเลี้ยงในอาหาร Non-differentiation ที่มีการเติม 
PDGF-BB มีแนวโน้มการแสดงออกของยีน CD90  เพิ ่มมากขึ ้นเมื ่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่เลี ้ยงในอาหาร Non-
differentiation (p=0.2539) แล ะ  Differentiation (p=0.2197) ใ นขณะท ี ่ ส ภา วะท ี ่ เ ล ี ้ ย ง ใ นอ าห า ร  Non-
differentiation ที่มีการเติม IGF-1 มีการแสดงออกของยีนดังกล่าวที ่ไม่แตกต่างกับสภาวะที่เลี ้ยงในอาหาร Non-
differentiation  

 

 
 

รูปที่ 4.3 ระดับการแสดงออกของยีน CD90  โดยเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา (N=2-3) จากการวัดด้วยเทคนิค  
RT-PCR หลังจากถูกเลี้ยงในสภาวะ Non-differentiation, Differentiation, Non-differentiation+PDGF-BB และ 
Non-differentiation+IGF-1 เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยให ้            แทนเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาของ

คนไข้แต่ละคน และ             แทนค่าเฉลี่ยของกลุ่มประชากร 
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4. ระดบัการแสดงออกของเอนไซม ์Histone deacetylase ในระหวา่งกระบวนการ Adipocyte differentiation 
 จากรูปที่ 4.4 จะเห็นว่า เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาที่ถูกเลี้ยงในอาหาร Non-differentiation ที่มีการเติม 
PDGF-BB มีการแสดงออกของยีน HDAC5 เพิ่มมากข้ึน (p<0.05) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทยีบกับสภาวะ
ที่เลี้ยงในอาหาร Non-differentiation และมีแนวโน้มการแสดงออกที่เพิ่มมากข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่เลี้ยงใน
อาหาร Differentiation (p=0.0841) 
 

       

 
 

รูปที่ 4.4 ระดับการแสดงออกของยีน HDAC  โดยเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา (N=2-3) จากการวัดด้วยเทคนิค  
RT-PCR หลังจากถูกเลี้ยงในสภาวะ Non-differentiation, Differentiation, Non-differentiation+PDGF-BB และ 
Non-differentiation+IGF-1 เป็นระยะเวลา 14 วัน โดยให ้            แทนเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาของ
คนไข้แต่ละคน              แทนค่าเฉลี่ยของกลุม่ประชากร และ * แทน p < 0.05 เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะ  

Non-differentiation (ก) ยีน HDAC3  (ข) ยีน HDAC4  (ค) ยีน HDAC5 และ (ง) ยีน HDAC8   
 
 
 

ก ข 

ค ง 
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5. ความสมัพนัธร์ะหวา่งการแสดงออกของยนี PPAR-γ และยนี wHDAC5 โดยเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากดวงตา 
 จากรูปที่ 4.5 จะเห็นว่าการแสดงออกของยีน PPAR-γ และยีน HDAC5 โดยเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตามี
แนวโน้มในการมีความสัมพันธ์แบบบวก (p=0.1875) แต่ยังไม่สัมพันธ์กันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  
 

 
 

รูปที่ 4.5 ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน PPAR-γ และยีน HDAC5 โดยเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา  
ที่ถูกเลี้ยงในสภาวะ Non-differentiation, Differentiation และ Non-differentiation+PDGF-BB  

เป็นระยะเวลา 14 วัน จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี Spearman’s correlation analysis  
โดยให้                แทนเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาที่ถูกเลี้ยงในอาหาร  

Non-differentiation Differentiation และ Non-differentiation+PDGF-BB ตามลำดับ 
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บทที ่5 
 

อภปิรายและสรปุผลการทดลอง 
 

 ในงานวิจัยก่อนหน้า ซึ่งทดลองเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาในสภาวะ Differentiation ที่มีการเติม 
PDGF-BB พบว่ามีระดับการแสดงออกของยีน PPAR-γ ที่เพิ่มมากขึ้น รวมถึงมีปริมาณการสะสม Triglyceride เพิ่ม
มากข้ึนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกบัเซลล์ทีถู่กเลี้ยงในสภาวะ Differentiation เพียงอย่างเดียว จึงสรปุ
ได้ว่า PDGF-BB สามารถส่งเสริมการเกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา 
[19] ในการทดลองนี ้ เป ็นการทดสอบบทบาทของ PDGF-BB ในสภาวะ Non-differentiation ในการกระตุ้น
กระบวนการ Adipocyte differentiation โดยตรง ผลการทดลองพบว่า เซลล์ที่ถูกเลี้ยงในสภาวะดังกล่าวมีระดับการ
แสดงออกของยีน PPAR-γ เพิ่มมากข้ึนเมื่อเปรียบเทยีบกับเซลลท์ี่ถูกเลีย้งในสภาวะ Non-differentiation และสภาวะ 
Differentiation (ร ูปท ี ่ 4.1) จ ึงทำให ้สร ุปได ้ว ่า PDGF-BB สามารถกระต ุ ้นให ้ เก ิดกระบวนการ  Adipocyte 
differentiation ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาได้ แต่จากผลการทดลองที่ได้ต้องทำการทดลองโดยการเพิ่มจำนวน
ของคนไข้ รวมถึงอาจวัดระดับการแสดงออกของ Adipogenic genes อื ่น ๆ ด้วยวิธี real-time PCR (RT-PCR) 
เพิ่มเติมเช่นยีน C/EBPα และ FABP4  วัดระดับการแสดงออกของโปรตีน PPAR-γ C-EBPα และ FABP4 ด้วยวิธี 
Western blot analysis [34] และวัดปริมาณของ Adipokines ที่เซลล์ไขมันหลั่งออกมาด้วยเทคนิค ELISA [35] เพื่อ
ให้ผลการทดลองที่ได้มีความชัดเจนและน่าเช่ือถือมากย่ิงข้ึน  
 ในงานวิจัยก่อนหน้าได้ทดลองเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาของผู้ป่วยตาโปนจากโรคไทรอยด์ในอาหาร 
adipogenic culture medium ที่มีการเติม Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) และพบว่า IGF-1 เป็นตัวกระตุ้น
ให้เกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation ในเซลล์ดังกล่าวได้ [36] และเมื่อใช้ Teprotumumab เพื่อยับย้ัง
การทำงานของ IGF-1 receptor (IGF-1R) สามารถยับยั้งกระบวนการ Adipocyte differentiation ได้ [37] ในการ
ทดลองนี ้จ ึงเป ็นการทดสอบบทบาทของ IGF-1 ในสภาวะ Non-differentiation ในการกระตุ ้นกระบวนการ 
Adipocyte differentiation โดยตรง อย่างไรก็ตามระดับการแสดงออกของยีน PPAR-γ ในสภาวะดังกล่าวนั้นไม่ได้
แตกต่างกับเซลล์ที่ถูกเลี้ยงในสภาวะ Non-differentiation และสภาวะ Differentiation (รูปที่ 4.1) จึงสรุปได้ว่า IGF-
1 ไม่มีแนวโน้มในการกระตุ ้นให้เกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา 
อย่างไรก็ตามต้องทำการทดลองต่อไปเพื่อทดสอบบทบาทที่แน่ชัดของ IGF-1 อาทิเช่น การจำนวนของคนไข้ และ
เปลี่ยนสภาวะที่ใช้ในการทดลอง เป็นต้น 
 เมื่อสังเกตผลการสะสมไขมันภายในเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา พบว่าเซลล์ที่ถูกเลี้ยงในสภาวะ Non-
differentiation ที่มีการเติม PDGF-BB มีการสะสมไขมันที่ลดลง (รูปที่ 4.2) อย่างไรก็ตามผลการทดลองในสภาวะ 
Differentiation ซ ึ ่ ง เ ป ็ น ช ุ ด  positive control ควรม ี ก า ร ส ะสมไขม ั นภาย ใน เซ ลล ์ ท ี ่ ม า กกว ่ า สภาวะ                             
Non-differentiation ทำให้ไม่สามารถแปรผลการทดลองนี้ได้ จึงควรทำการทดลองซ้ำเพื่อยืนยันผลการทดลอง และ
ควรเพิ่มจำนวนของคนไข้เพื่อให้ผลการทดลองมีความน่าเช่ือถือเพิ่มข้ึน 
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 จากระด ับการแสดงออกของยีน CD90 พบว่าเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาที ่ถ ูกเล ี ้ยงในสภาวะ                  
Non-differentiation ที่มีการเติม PDGF-BB มีระดับการแสดงออกของยีนดังกล่าวเพิ่มมากขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับ
สภาวะ Non-differentiation และ Differentiation (ร ูปที ่ 4.3) จึงอาจกล่าวได้ว ่า PDGF-BB สามารถเพิ ่มการ
แสดงออกของยีนดังกล่าวได้ แต่อย่างไรก็ตามควรมีการทดลองเพิ่มเติมเพื่อยืนยันผลการทดลองดังกล่าว อาทิเช่น การ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิค Western blot analysis เพื ่อวัดระดับการแสดงออกของโปรตีน CD90 หรืออาจใช้เทคนิค 
Immunofluorescence โดยใช้ antibody ที่จำเพาะกับ CD90 หรือเทคนิค Flow cytometry เพื่อดูโปรตีน CD90 ที่
มีการแสดงออกบนผิวเซลล์โดยตรง อีกทั้งวิธีการทดลองในงานวิจัยครั้งน้ี เลือกวิเคราะห์ยีนดังกล่าวที่เวลา 14 วัน จึง
เป็นไปได้ว่ายีนดังกล่าวอาจถูกกระตุ้นให้มีการแสดงออกหลังจากที่เซลล์เจริญเป็นเซลล์ไขมันที่เจริญเต็มที่แล้ว จึงควร
วัดระดับการแสดงออกของยีน CD90 ในระยะที่เซลล์เป็น preadipocyte และเจริญเต็มที่เป็น mature adipocyte 
เพื่อดูรูปแบบการแสดงออกของยีนดังกล่าวในระหว่างกระบวนการ Adipocyte differentiation เนื่องจากมีรายงาน
การศึกษาในเซลล์ 3T3-L1 preadipocytes และ mesenchymal stem cells ของหนู ว่าการแสดงออกของยีน 
CD90 ถูกควบคุมด้วยกระบวนการ DNA methylation และจะถูกยับยั้งในระหว่างการเกิดกระบวนการ Adipocyte 
differentiation [38] อีกทั้งกระบวนการ DNA methylation ดังกล่าวยังเป็นกระบวนการสำคัญในการพัฒนาของ
เซลล ์preadipocyte ไปเป็นเซลล์ไขมันอีกด้วย [39, 40] จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงบทบาทรว่มกันของกระบวนการ 
Histone acetylation และ DNA methylation ในการควบคุมการแสดงออกของยีน CD90 ซึ่งอาจส่งผลต่อการพฒันา
ไปเป็นเซลล์ไขมันของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา  
 งานวิจ ัยก่อนหน้าพบว่า Bone marrow mesenchymal stem cells (BMSCs) มีการแสดงออกของยีน 
HDAC4 HDAC5 และ HDAC6 เพิ่มมากข้ึน ในระหว่างการเกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation [41] ซึ่งตรง
กับผลการแสดงออกของยีน HDAC5  ในการทดลองน้ี (รูปที่ 4.4) โดยพบว่าเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาที่ถูกเลี้ยงใน
สภาวะ Non-differentiation ที่มีการเติม PDGF-BB น้ันมีการแสดงออกของยีน HDAC5  เพิ่มมากข้ึน (p<0.05) อย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับสภาวะที่เลี้ยงในอาหาร Non-differentiation แต่มีการแสดงออกของยีน 
HDAC4 ที่ไม่แตกต่างกับสภาวะที่เลี้ยงในอาหาร Non-differentiation และ Differentiation ซึ่งอาจเป็นเพราะชนิด
ของเซลล์ที่ใช้ในการทดลองแตกต่างกัน จึงมีรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนแตกต่างกัน จากผลการทดลองที่ไดจ้ึง
สรุปได้ว่า HDAC5 น่าจะกระตุ้นการเกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation ผ่านการทำงานของกระบวนการ 
Histone deacetylation โดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์ดังกลา่ว ซึ่งน่าจะทำหน้าที่ในการลบหมู ่acetyl บริเวณหาง
ของโปรต ีนฮ ิสโตนของ  adipogenic-suppressor genes ซ ึ ่ งจะแปลรห ัสไปเป ็น  Negative regulators ของ
กระบวนการ adipocyte differentiation ต่อไป ส่งผลให้กระบวนการ transcription ของยีนดังกล่าวเกิดได้น้อยลง 
และเกิดกระบวนการ adipocyte differentiation ได้มากขึ้น อาทิเช่นยีน Kruppel-like factor 2 (KLF2) [42] ซึ่งมี
รายงานการศึกษาในเซลล์ human umbilical cord vein endothelial cells (HUVECs) ว่า HDAC5 สามารถยับย้ัง
กระบวนการ transcription ของยีน KLF2 ได้ โดยเกิดจากการมีอันตกิริยาร่วมกันระหว่าง N-terminal domain 
(กรดอะมิโนลำดับที ่ 201-260) ของ HDAC5 กับบริเวณ zinc-finger DNA-binding region ของยีน KLF2  โดย
ปฏิกิริยาน้ีสามารถถูกยับย้ังได้ด้วยการเกิดกระบวนการ phosphorylation บริเวณกรดอะมิโน serine ตำแหน่งที่ 259 
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และ 498 ของ HDAC5 เนื่องจากสถานะการถูกเติมหมู่ฟอสเฟตของเอนไซม ์HDAC5 จะเป็นตัวกำหนดความสามารถ
ในการยับย้ังกระบวนการ transcription ของยีน KLF2  [43] อย่างไรก็ตามยังเป็นที่น่าสนใจที่จะศึกษาสารต้ังต้นหรือ
โปรตีนชนิดอื่น ๆ  ที่ถูกควบคุมโดยเอนไซม์ HDAC5 อีกทั้งควรทำการทดลองเพิ่มเติมเพื่อยืนยันบทบาทของเอนไซม์ 
HDAC5 ต่อการเกิดกระบวนการ adipocyte differentiation โดยทดลองเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาในอาหาร 
Non-differentiation+PDGF-BB ร ่วมกับการลดการแสดงออกของยีน HDAC5  โดยใช้ small interfering RNA 
(siRNA) หรือ short hairpin RNA (shRNA) [34] อีกทั ้งควรทำการทดลองเพื ่อศึกษาบทบาทที่แน่ชัดของเอนไซม์ 
HDAC4 ต่อกระบวนการ Adipocyte differentiation เนื่องจากมีรายงานว่าเอนไซม์ HDAC4 มีบทบาทสำคัญในการ
กระต ุ ้นเซลล์ไฟโบรบลาสต ์จากดวงตาด้วย PDGF-BB [44] โดยทดลองเล ี ้ยงเซลล์ดังกล่าวในอาหาร Non-
differentiation+PDGF-BB ร่วมกับการเพิ่มการแสดงออกของยีน HDAC4 โดยวิธี Lentivirus infection [34] จากน้ัน
วัดระดับการแสดงออกของยีน PPAR-γ C-EBPα และ FABP4 ด้วยวิธี RT-PCR รวมถึงวัดระดับการแสดงออกของ
โปรตีน PPAR-γ C-EBPα และ FABP4 ด้วยวิธี Western blot analysis และวัดปริมาณของ Adipokines ที่เซลล์
ไขมันหลั่งออกมาด้วยเทคนิค ELISA เพื่อยืนยันบทบาทของเอนไซม์ทั้ง 2 ชนิดจากผลการทดลองที่ได้ อย่างไรก็ตามผล
การทดลองในครั้งนี้เป็นการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในวันที่ 14 จึงควรทำการวิเคราะห์เพิ่มเติมในระหว่างการ
เกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation โดยทำการวัดการแสดงออกของยีนในระยะที่เซลล์เป็น preadipocyte 
และเจริญเต็มที่เป็น mature adipocyte เพื่อดูรูปแบบการแสดงออกของยีนในระหว่างกระบวนการดังกล่าว อีกทั้ง
ควรวัดระดับการแสดงออกของยีน HDAC ชนิดอื่น ๆ เพิ่มเติม เช่น HDAC1 HDAC2 และ HDAC9 เน่ืองจากมีรายงาน
ว่าเอนไซม์ HDAC1 และ HDAC2 น่าจะทำงานร่วมกันในการกระตุ้นการเกิดกระบวนการ Adipocyte differentiation 
ในเซลล์ 3T3-L1 และเซลล์ embryonic fibroblasts ของหนูทดลอง [45]  
 ในการศึกษาก่อนหน้ายังไม่มีการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของ ยีน PPAR-γ และยีน 
HDAC แต่มีการค้นพบว่าเอนไซม์ HDAC3 และ HDAC4 สามารถยับย้ังการแสดงออกของ PPAR-γ ในหนูทดลอง [46] 
และ cortical neurons [47] ได้ตามลำดับ ในงานวิจัยน้ีจึงวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน PPAR-
γ และยีน HDAC5  โดยเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาด้วยวิธ ี Spearman’s correlation analysis พบว่า การ
แสดงออกของยีนดังกล่าวมีแนวโน้มในการมีความสัมพันธ์แบบบวก แต่ยังไม่สัมพันธ์กันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ อาจ
กล่าวได้ว่าเมื่อมีการแสดงออกของยีน HDAC5 เพิ่มมากข้ึน มีแนวโน้มจะทำให้การแสดงออกของยีน PPAR-γ เพิ่มมาก
ข้ึนด้วยเช่นกัน จึงควรทำการทดลองเพิม่เติม โดยการเพิ่มจำนวนของคนไข้ เพื่อให้แนวโน้มของความสัมพันธ์ชัดเจนมาก
ข้ึน อีกทั้งควรเพิ่มรูปแบบการทดลองเพื่อศึกษารูปแบบความสัมพันธ์ระหว่าง PPAR-γ และเอนไซม ์HDAC5 โดยเลี้ยง
เซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาในสภาวะเดิม ร่วมกับการลดการแสดงออกของยีน HDAC5 โดยใช้ small interfering 
RNA (siRNA) หรือ short hairpin RNA (shRNA) จากนั้นทำการวัดระดับการแสดงออกของยีน PPAR-γ ด้วยวิธี RT-
PCR และวัดระดับการแสดงออกของโปรตีน PPAR-γ ด้วยวิธี Western blot analysis  
 งานวิจัยน้ีควรมีการต่อยอด โดยเพิ่มการวัดระดับการแสดงออกของยีน HAT ชนิดต่าง ๆ เช่น p300 Tip60 
MOF และ NAT10 เป็นต้น โดยผลการทดลองอาจพบการแสดงออกที่เพิ ่มมากขึ้นของ p300 mRNA เนื ่องจากมี
รายงานว่าเอนไซม์ Histone acetyltransferase ชนิด p300 มีส่วนส่งเสริมให้เกดิการแสดงออกของยีน C/EBPα ซึ่งมี
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ความสำคัญต่อการพัฒนาเป็นเซลล์ไขมัน [48] และหากมีการทดลองใช้ตัวยับย้ังการทำงานเอนไซม์ HAT และ HDAC 
ชนิดต่าง ๆ คาดว่าการใช้ตัวยับยั้งชนิด C646 เพื่อยับยั้งการทำงานของ p300 และการใช้ LMK-235 เพื่อยับยั้งการ
ทำงานของ HDAC5 จะสามารถลดการเกิดกระบวนการพัฒนาของเซลล์ไขมันของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาได้ 
เน ื ่องจากม ีรายงานว ่า C646 สามารถย ับย ั ้ งการทำงานของ p300 ที ่จะกระต ุ ้นกระบวนการ  Adipocyte 
differentiation ได้ [49] และควรมีการทดลองใช้ตัวยับยั ้งการทำงานของเอนไซม์ชนิดต่าง ๆ เพิ่มเติม อีกทั้งอาจ
ทดลองใช้ตัวยับยั ้งการทำงานเอนไซม์ HAT และ HDAC ร่วมกันเพื ่อศึกษาถึงประสิทธิภาพในการยับยั ้งการเกิด
กระบวนการ adipocyte differentiation  
 จากผลการทดลองทั ้งหมดสามารถสรุปได้ว่า PDGF-BB สามารถกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ Adipocyte 
differentiation ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาของผู้ป่วยตาโปนจากโรคไทรอยด์ โดยน่าจะอาศัยการทำงานของ
เอนไซม์ Histone deacetylase 5 และสามารถทำงานวิจัยเพิ่มเติมต่อไป เพื่อหาหนทางรักษาทีจ่ำเพาะต่อกระบวนการ 
Adipocyte differentiation ของเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตาของผู้ป่วยตาโปนจากโรคไทรอยด์ต่อไป 
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ภาคผนวก 
 

ภาคผนวก ก 
อาหารเลี้ยงเซลล์ และสารเคมี 

 

1. อาหารเลีย้งเซลล ์DMEM+10% FBS 
 DMEM          90 มิลลิลิตร 
 Fetal Bovine Serum         10 มิลลิลิตร 
 Gentamycin          1 มลิลิลิตร 
 
2. อาหารเลีย้งเซลล ์Non-differentiation 
 1:1 serum-free DMEM/Ham's F12              1000 มิลลลิิตร 
 Gentamicin             100 ไมโครลิตร/100 มิลลิลิตร 
 Biotin                 33 ไมโครโมลาร์
 Pantothenic acid               17 ไมโครโมลาร ์
 Insulin                  1 ไมโครโมลาร์
 Transferrin            10 ไมโครกรมั/มิลลลิิตร 
 Triiodothyronine (T3)                 0.2 นาโนโมลาร ์
 
3. อาหารเลีย้งเซลล ์Maintenance medium 
 Non-differentiation medium    
 carbaprostaglandin (PGI2)              0.2 ไมโครโมลาร ์
 Rosiglitazone                10 ไมโครโมลาร ์
 
4. อาหารเลีย้งเซลล ์Differentiation medium 
 Maintenance medium 
 Dexamethasone               10 ไมโครโมลาร ์
 Isobutylmethylxantine (IBMX)              0.1 มิลลิโมลาร ์
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5. สารละลาย PDGF-BB  
 PDGF-BB                10 ไมโครกรัม 
 กรดไฮโดรคลอริก 4 มิลลโิมลาร ์            ละลายในน้ำกลั่น 100 ไมโครลิตร 
  

 *ละลายสาร PDGF-BB ด้วยกรดไฮโดคลอริก 4 มลิลิโมลารจ์ากน้ันกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
6. สารละลาย IGF-1 ความเขม้ขน้ 100 ไมโครกรมัตอ่มลิลติร 
 IGF-1                 2.09 มิลลิลิตร 
 สารละลาย 1% BSA              7.942 มิลลลิิตร 
 

 *ละลายสาร IGF-1 ด้วย 1 % BSA จากน้ันกรองด้วยตัวกรองขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
7. อาหารเลีย้งเซลล ์Non-differentiation medium+PDGF-BB 
 Non-differentiation medium 
 PDGF-BB        50 ไมโครกรัม/มลิลิลิตร 
 
8. อาหารเลีย้งเซลล ์Non-differentiation medium+IGF-1 
 Non-differentiation medium 
 IGF-1         100 ไมโครกรัม/มลิลิลิตร 
 
9. Oil Red O solution 
 1% Oil-Red-O stock solution             6 มิลลิลิตร 
 Milli-Q water               4 มิลลลิิตร 
 
10. Phosphate Buffer Saline (PBS) ความเปน็กรด–ดา่ง 7.4 
 โซเดียมคลอไรด์ (NaCl)                8 กรัม 
 โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)              0.2 กรัม 
 ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟส (Na2HPO4 · 2H2O)           1.44 กรัม 
 โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (K2HPO4)           0.24 กรัม 
 น้ำกลั่น                 1 ลิตร 
 

 *ปรับค่าความเป็นกรด–ด่างเป็น 7.4 ด้วยกรดไฮโดรคลอริก ความเข้มข้น 1 โมลาร์ หรือโซเดียมไฮดรอกไซด์  
 นำไปน่ึงฆ่าเชื้อท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว เป็นเวลา 15 นาท ี
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11. Freezing media 1 
 DMEM               60 มิลลิลิตร 
 FBS               40 มิลลิลิตร 
 
12. Freezing media 2 
 DMEM               60 มิลลิลิตร 
 FBS               20 มิลลิลิตร 
 DMSO               20 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 
ข้อมูลดิบจากการทดลอง 

 

ตารางที่ ข.1 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน PPAR-γ ด้วยวิธี real-time 
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH12 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

PPARY 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH12 ND ABL 24.74 24.74 

  

TH12 ND ABL 24.76 24.75 
  

TH12 ND PPARY 31.01 31.00 
  

TH12 ND PPARY 31.00 31.00 -6.2545729427431 0.0130974254205981 
TH12 D ABL 24.13 24.18 

  

TH12 D ABL 24.22 24.18 
  

TH12 D PPARY 29.31 29.29 
  

TH12 D PPARY 29.28 29.29 -5.1163675647156 0.0288283571733194 
TH12 ND+PD ABL 25.31 25.28 

  

TH12 ND+PD ABL 25.26 25.28 
  

TH12 ND+PD PPARY 29.35 29.37 
  

TH12 ND+PD PPARY 29.40 29.37 -4.0918851244570 0.0586434941222405 
TH12 ND+IGF ABL 24.59 24.64 

  

TH12 ND+IGF ABL 24.69 24.64 
  

TH12 ND+IGF PPARY 30.97 31.00 
  

TH12 ND+IGF PPARY 31.03 31.00 -6.3613414331725 0.0121631318885412 
Neg Ctrl-05 ABL 38.43 38.43   
Neg Ctrl-05 ABL 0.00 0.00   
Neg Ctrl-17 PPARY 0.00 0.00   
Neg Ctrl-17 PPARY 0.00 0.00   
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ตารางที่ ข.2 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน CD90 ด้วยวิธี real-time        
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH12 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

Thy1 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH12 ND ABL 24.74 24.74 

  

TH12 ND ABL 24.76 24.75 
  

TH12 ND Thy1 25.41 25.44 
  

TH12 ND Thy1 25.48 25.44 -0.697025564038 0.616842654577599 
TH12 D ABL 24.13 24.18 

  

TH12 D ABL 24.22 24.18 
  

TH12 D Thy1 25.66 25.66 
  

TH12 D Thy1 25.66 25.66 -1.483052258904 0.357731171634874 
TH12 ND+PD ABL 25.31 25.28 

  

TH12 ND+PD ABL 25.26 25.28 
  

TH12 ND+PD Thy1 25.06 25.06 
  

TH12 ND+PD Thy1 25.06 25.06 0.218220727231 1.163298008408220 
TH12 ND+IGF ABL 24.59 24.64 

  

TH12 ND+IGF ABL 24.69 24.64 
  

TH12 ND+IGF Thy1 25.51 25.50 
  

TH12 ND+IGF Thy1 25.49 25.50 -0.862315036700 0.550069174721602 
Neg Ctrl-17 Thy1 0.00 0.00   
Neg Ctrl-17 Thy1 0.00 0.00   

 
ตารางที่ ข.3 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC4 ด้วยวิธี real-time 
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH12 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC4 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH12 ND ABL 24.74 24.74 

  

TH12 ND ABL 24.76 24.75 
  

TH12 ND HDAC4 30.82 30.83 
  

TH12 ND HDAC4 30.84 30.83 -6.0844823287493 0.0147362951374762 
TH12 D ABL 24.13 24.18 

  

TH12 D ABL 24.22 24.18 
  

TH12 D HDAC4 30.77 30.65 
  

TH12 D HDAC4 30.54 30.65 -6.4788533088764 0.0112116831687221 
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TH12 ND+PD ABL 25.31 25.28 
  

TH12 ND+PD ABL 25.26 25.28 
  

TH12 ND+PD HDAC4 33.17 33.11 
  

TH12 ND+PD HDAC4 33.05 33.11 -7.8267779148157 0.0044045858396572 
TH12 ND+IGF ABL 24.59 24.64 

  

TH12 ND+IGF ABL 24.69 24.64 
  

TH12 ND+IGF HDAC4 31.22 31.23 
  

TH12 ND+IGF HDAC4 31.23 31.23 -6.5851694634276 0.0104151724445085 
Neg Ctrl-17 HDAC4 38.54 38.54   
Neg Ctrl-17 HDAC4 0.00 0.00   

 
ตารางที่ ข.4 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC5 ด้วยวิธี real-time 
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH12 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC5 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH12 ND ABL 24.74 24.74 

  

TH12 ND ABL 24.76 24.75 
  

TH12 ND HDAC5 27.25 27.28 
  

TH12 ND HDAC5 27.31 27.28 -2.5310549118873 0.17301212919001 
TH12 D ABL 24.13 24.18 

  

TH12 D ABL 24.22 24.18 
  

TH12 D HDAC5 27.12 27.13 
  

TH12 D HDAC5 27.15 27.13 -2.9573285200295 0.12875242229829 
TH12 ND+PD ABL 25.31 25.28 

  

TH12 ND+PD ABL 25.26 25.28 
  

TH12 ND+PD HDAC5 27.31 27.34 
  

TH12 ND+PD HDAC5 27.37 27.34 -2.0571818205840 0.24028494745535 
TH12 ND+IGF ABL 24.59 24.64 

  

TH12 ND+IGF ABL 24.69 24.64 
  

TH12 ND+IGF HDAC5 27.52 27.52 
  

TH12 ND+IGF HDAC5 27.52 27.52 -2.8785974532811 0.13597398358582 
Neg Ctrl HDAC5 0.00 0.00   
Neg Ctrl HDAC5 0.00 0.00   
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ตารางที่ ข.5 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC3 ด้วยวิธี real-time 
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH12 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC3 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH12 ND ABL 24.74 24.74 

  

TH12 ND ABL 24.76 24.75 
  

TH12 ND HDAC3 28.94 29.12 
  

TH12 ND HDAC3 29.29 29.12 -4.368775617 0.048402467 
TH12 D ABL 24.13 24.18 

  

TH12 D ABL 24.22 24.18 
  

TH12 D HDAC3 29.33 29.26 
  

TH12 D HDAC3 29.20 29.26 -5.09 0.029410167 
TH12 ND+PD ABL 25.31 25.28 

  

TH12 ND+PD ABL 25.26 25.28 
  

TH12 ND+PD HDAC3 30.40 30.42 
  

TH12 ND+PD HDAC3 30.43 30.42 -5.13 0.028499136 
TH12 ND+IGF ABL 24.59 24.64 

  

TH12 ND+IGF ABL 24.69 24.64 
  

TH12 ND+IGF HDAC3 29.29 29.26 
  

TH12 ND+IGF HDAC3 29.24 29.26 -4.62 0.040553096 
Neg Ctrl-17 HDAC3 0.00 0.00   
Neg Ctrl-17 HDAC3 0.00 0.00   

 
ตารางที่ ข.6 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC8 ด้วยวิธี real-time 
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH12 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC8 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH12 ND ABL 24.74 24.74 

  

TH12 ND ABL 24.76 24.75 
  

TH12 ND HDAC8 29.08 29.28 
  

TH12 ND HDAC8 29.48 29.28 -4.533387597 0.043183153 
TH12 D ABL 24.13 24.18 

  

TH12 D ABL 24.22 24.18 
  

TH12 D HDAC8 29.11 29.42 
  

TH12 D HDAC8 29.74 29.42 -5.245840031 0.026353894 
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TH12 ND+PD ABL 25.31 25.28 
  

TH12 ND+PD ABL 25.26 25.28 
  

TH12 ND+PD HDAC8 30.61 30.53 
  

TH12 ND+PD HDAC8 30.44 30.53 -5.244659324 0.026375471 
TH12 ND+IGF ABL 24.59 24.64 

  

TH12 ND+IGF ABL 24.69 24.64 
  

TH12 ND+IGF HDAC8 29.24 29.22 
  

TH12 ND+IGF HDAC8 29.20 29.22 -4.576457565 0.041913024 
Neg Ctrl-05 HDAC8 19.26 19.26   
Neg Ctrl-05 HDAC8 0.00 0.00   

 
ตารางที่ ข.7 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน PPAR-γ ด้วยวิธี real-time 
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH27 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

PPARY 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH27 ND ABL 24.74 24.71 

  

TH27 ND ABL 24.69 24.71 
  

TH27 ND PPARY 31.00 31.00 
  

TH27 ND PPARY 30.98 30.97 -6.257183706 0.013073745 
TH27 D ABL 27.14 27.21 

  

TH27 D ABL 27.28 27.21 
  

TH27 D PPARY 32.02 32.22 
  

TH27 D PPARY 32.42 32.22 -5.008680479 0.031062538 
TH27 ND+PD ABL 25.34 25.34 

  

TH27 ND+PD ABL 25.35 25.34 
  

TH27 ND+PD PPARY 31.31 31.37 
  

TH27 ND+PD PPARY 31.43 31.37 -6.022111843 0.015387345 
TH27 ND+IGF ABL 24.43 24.52 

  

TH27 ND+IGF ABL 24.62 24.52 
  

TH27 ND+IGF PPARY 32.04 32.01 
  

TH27 ND+IGF PPARY 31.98 32.01 -7.484389267 0.005584372 
Neg Ctrl-05 ABL 38.43 38.43 

  

Neg Ctrl-05 ABL 0.00 0.00 
  

Neg Ctrl-17 PPARY 0.00 0.00 
  

Neg Ctrl-17 PPARY 0.00 0.00 
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ตารางที่ ข.8 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน CD90 ด้วยวิธี real-time        
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH27 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

Thy1 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH27 ND ABL 24.73739 24.71297 

  

TH27 ND ABL 24.68855 24.71297 
  

TH27 ND Thy1 26.174 26.20235 
  

TH27 ND Thy1 26.23069 26.20235 -1.489374514 0.356166933 
TH27 D ABL 27.14494 27.21064 

  

TH27 D ABL 27.27633 27.21064 
  

TH27 D Thy1 28.59946 28.71077 
  

TH27 D Thy1 28.82208 28.71077 -1.500132618 0.353520892 
TH27 ND+PD ABL 25.34006 25.3444 

  

TH27 ND+PD ABL 25.34874 25.3444 
  

TH27 ND+PD Thy1 25.59223 25.60427 
  

TH27 ND+PD Thy1 25.61632 25.60427 -0.259871664 0.835162209 
TH27 ND+IGF ABL 24.42637 24.52463 

  

TH27 ND+IGF ABL 24.6229 24.52463 
  

TH27 ND+IGF Thy1 25.0095 25.10487 
  

TH27 ND+IGF Thy1 25.20023 25.10487 -0.580234386 0.668855104 
Neg Ctrl-17 Thy1 0.00 0.00 

  

Neg Ctrl-17 Thy1 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.9 ข้อมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC4 ด้วยวิธี real-time 
       PCR ของเซลล์ I_GO_TH27 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC4 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH27 ND ABL 24.73739 24.71297 

  

TH27 ND ABL 24.68855 24.71297 
  

TH27 ND HDAC4 34.21693 34.20466 
  

TH27 ND HDAC4 34.19238 34.20466 -9.491686394 0.001389049 
TH27 D ABL 27.14494 27.21064 

  

TH27 D ABL 27.27633 27.21064 
  

TH27 D HDAC4 
    

TH27 D HDAC4 
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TH27 ND+PD ABL 25.34006 25.3444 
  

TH27 ND+PD ABL 25.34874 25.3444 
  

TH27 ND+PD HDAC4 33.7435 33.72501 
  

TH27 ND+PD HDAC4 33.70652 33.72501 -8.380609369 0.003000442 
TH27 ND+IGF ABL 24.42637 24.52463 

  

TH27 ND+IGF ABL 24.6229 24.52463 
  

TH27 ND+IGF HDAC4 31.51392 31.51457 
  

TH27 ND+IGF HDAC4 31.51521 31.51457 -6.989933612 0.007867202 
Neg Ctrl-17 HDAC4 38.54 38.54 

  

Neg Ctrl-17 HDAC4 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.10 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC5 ด้วยวิธี real-time 
        PCR ของเซลล์ I_GO_TH27 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC5 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH27 ND ABL 24.73739 24.71297 

  

TH27 ND ABL 24.68855 24.71297 
  

TH27 ND HDAC5 28.60634 28.64862 
  

TH27 ND HDAC5 28.69091 28.64862 -3.935653381 0.065350705 
TH27 D ABL 27.14494 27.21064 

  

TH27 D ABL 27.27633 27.21064 
  

TH27 D HDAC5 30.54944 30.54383 
  

TH27 D HDAC5 30.53821 30.54383 -3.333189789 0.099222438 
TH27 ND+PD ABL 25.34006 25.3444 

  

TH27 ND+PD ABL 25.34874 25.3444 
  

TH27 ND+PD HDAC5 28.12269 27.96249 
  

TH27 ND+PD HDAC5 27.80228 27.96249 -2.618085696 0.162883718 
TH27 ND+IGF ABL 24.42637 24.52463 

  

TH27 ND+IGF ABL 24.6229 24.52463 
  

TH27 ND+IGF HDAC5 27.32749 27.31352 
  

TH27 ND+IGF HDAC5 27.29955 27.31352 -2.788885683 0.144697742 
Neg Ctrl HDAC5 0.00 0.00 

  

Neg Ctrl HDAC5 0.00 0.00 
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ตารางที่ ข.11 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC3 ด้วยวิธี real-time 
        PCR ของเซลล์ I_GO_TH27 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC3 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH27 ND ABL 24.74 24.71 

  

TH27 ND ABL 24.69 24.71 
  

TH27 ND HDAC3 31.25 31.18 
  

TH27 ND HDAC3 31.12 31.18 -6.470458607 0.011277111 
TH27 D ABL 27.14 27.21 

  

TH27 D ABL 27.28 27.21 
  

TH27 D HDAC3 32.29 32.42 
  

TH27 D HDAC3 32.54 32.42 -5.20733957 0.027066655 
TH27 ND+PD ABL 25.34 25.34 

  

TH27 ND+PD ABL 25.35 25.34 
  

TH27 ND+PD HDAC3 30.81 30.86 
  

TH27 ND+PD HDAC3 30.90 30.86 -5.510794573 0.021932368 
TH27 ND+IGF ABL 24.43 24.52 

  

TH27 ND+IGF ABL 24.62 24.52 
  

TH27 ND+IGF HDAC3 29.69 29.64 
  

TH27 ND+IGF HDAC3 29.60 29.64 -5.120203759 0.028751803 
Neg Ctrl-17 HDAC3 0.00 0.00 

  

Neg Ctrl-17 HDAC3 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.12 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC8 ด้วยวิธี real-time 
        PCR ของเซลล์ I_GO_TH27 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC8 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH27 ND ABL 24.74 24.71 

  

TH27 ND ABL 24.69 24.71 
  

TH27 ND HDAC8 31.35 31.73 
  

TH27 ND HDAC8 32.10 31.73 -7.01375482 0.007738369 
TH27 D ABL 27.14 27.21 

  

TH27 D ABL 27.28 27.21 
  

TH27 D HDAC8 34.72 34.72 
  

TH27 D HDAC8 34.72 34.72 -7.511566065 0.005480161 
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TH27 ND+PD ABL 25.34 25.34 
  

TH27 ND+PD ABL 25.35 25.34 
  

TH27 ND+PD HDAC8 33.30 33.24 
  

TH27 ND+PD HDAC8 33.18 33.24 -7.896232413 0.004197563 
TH27 ND+IGF ABL 24.43 24.52 

  

TH27 ND+IGF ABL 24.62 24.52 
  

TH27 ND+IGF HDAC8 29.36 29.44 
  

TH27 ND+IGF HDAC8 29.53 29.44 -4.919956083 0.033032819 
Neg Ctrl-05 HDAC8 19.26 19.26 

  

Neg Ctrl-05 HDAC8 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.13 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน PPAR-γ ด้วยวิธี real-time 
        PCR ของเซลล์ I_GO_TH4 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

PPARY 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH4 ND ABL 24.31 24.30 

  

TH4 ND ABL 24.29 24.30 
  

TH4 ND PPARY 30.33 30.34 
  

TH4 ND PPARY 30.36 30.34 -6.0452399882308 0.0151426342458043 
TH4 D ABL 26.99 27.02 

  

TH4 D ABL 27.06 27.02 
  

TH4 D PPARY 31.18 31.18 
  

TH4 D PPARY 31.18 31.18 -4.1579736822199 0.0560176905938049 
TH4 ND+PD ABL 24.65 25.56 

  

TH4 ND+PD ABL 26.48 25.56 
  

TH4 ND+PD PPARY 29.14 29.10 
  

TH4 ND+PD PPARY 29.07 29.10 -3.5405902178506 0.0859361992684360 
Neg Ctrl-05 ABL 38.43 38.43 

  

Neg Ctrl-05 ABL 0.00 0.00 
  

Neg Ctrl-17 PPARY 0.00 0.00 
  

Neg Ctrl-17 PPARY 0.00 0.00 
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ตารางที่ ข.14 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน CD90 ด้วยวิธี real-time        
        PCR ของเซลล์ I_GO_TH4 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

Thy1 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH4 ND ABL 24.31 24.30 

  

TH4 ND ABL 24.29 24.30 
  

TH4 ND Thy1 23.80 23.81 
  

TH4 ND Thy1 23.82 23.81 0.4854796816321 1.40005129122925 
TH4 D ABL 26.99 27.02 

  

TH4 D ABL 27.06 27.02 
  

TH4 D Thy1 26.51 26.53 
  

TH4 D Thy1 26.55 26.53 0.4947528364081 1.40907932993884 
TH4 ND+PD ABL 24.65 25.56 

  

TH4 ND+PD ABL 26.48 25.56 
  

TH4 ND+PD Thy1 23.39 23.38 
  

TH4 ND+PD Thy1 23.37 23.38 2.1832698474378 4.54181784887589 
Neg Ctrl-17 Thy1 0.00 0.00 

  

Neg Ctrl-17 Thy1 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.15 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC4 ด้วยวิธี real-time 
         PCR ของเซลล์ I_GO_TH4 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC4 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH4 ND ABL 24.31 24.30 

  

TH4 ND ABL 24.29 24.30 
  

TH4 ND HDAC4 31.18 31.12 
  

TH4 ND HDAC4 31.06 31.12 -6.8243393415188 0.0088240743272728 
TH4 D ABL 26.99 27.02 

  

TH4 D ABL 27.06 27.02 
  

TH4 D HDAC4 35.43 35.49 
  

TH4 D HDAC4 35.55 35.49 -8.4662245399046 0.0028275641288562 
TH4 ND+PD ABL 24.65 25.56 

  

TH4 ND+PD ABL 26.48 25.56 
  

TH4 ND+PD HDAC4 32.80 32.52 
  

TH4 ND+PD HDAC4 32.23 32.52 -6.9537585379537 0.0080669636029886 
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Neg Ctrl-17 HDAC4 38.54 38.54 
  

Neg Ctrl-17 HDAC4 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.16 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC5 ด้วยวิธี real-time 
         PCR ของเซลล์ I_GO_TH4 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC5 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH4 ND ABL 24.31 24.30 

  

TH4 ND ABL 24.29 24.30 
  

TH4 ND HDAC5 26.59 26.50 
  

TH4 ND HDAC5 26.42 26.50 -2.2052579717092 0.216845893594492 
TH4 D ABL 26.99 27.02 

  

TH4 D ABL 27.06 27.02 
  

TH4 D HDAC5 29.96 29.93 
  

TH4 D HDAC5 29.91 29.93 -2.9078260362239 0.133246908285259 
TH4 ND+PD ABL 24.65 25.56 

  

TH4 ND+PD ABL 26.48 25.56 
  

TH4 ND+PD HDAC5 27.12 27.17 
  

TH4 ND+PD HDAC5 27.23 27.17 -1.6100445389766 0.327588237482773 
Neg Ctrl HDAC5 0.00 0.00 

  

Neg Ctrl HDAC5 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.17 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC3 ด้วยวิธี real-time 
         PCR ของเซลล์ I_GO_TH4 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC3 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH4 ND ABL 24.31 24.30 

  

TH4 ND ABL 24.29 24.30 
  

TH4 ND HDAC3 28.25 28.29 
  

TH4 ND HDAC3 28.33 28.29 -3.989967402 0.062936144 
TH4 D ABL 26.99 27.02 

  

TH4 D ABL 27.06 27.02 
  

TH4 D HDAC3 30.93 30.87 
  

TH4 D HDAC3 30.80 30.87 -3.842433975 0.069712734 
TH4 ND+PD ABL 24.65 25.56 
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TH4 ND+PD ABL 26.48 25.56 
  

TH4 ND+PD HDAC3 29.48 29.40 
  

TH4 ND+PD HDAC3 29.31 29.40 -3.831341117 0.07025082 
Neg Ctrl-17 HDAC3 0.00 0.00 

  

Neg Ctrl-17 HDAC3 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.18 ข้อมลู quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของยีน HDAC8 ด้วยวิธี real-time 
         PCR ของเซลล์ I_GO_TH4 ท่ีถูกเลี้ยงในแต่ละสภาวะเป็นระยะเวลา 14 วัน 
 

HDAC8 
Sample target Cq Cq mean ∆Cq 2^∆Cq 
TH4 ND ABL 24.31 24.30 

  

TH4 ND ABL 24.29 24.30 
  

TH4 ND HDAC8 28.68 28.61 
  

TH4 ND HDAC8 28.55 28.61 -4.316561673 0.050186332 
TH4 D ABL 26.99 27.02 

  

TH4 D ABL 27.06 27.02 
  

TH4 D HDAC8 31.48 31.56 
  

TH4 D HDAC8 31.65 31.56 -4.538364025 0.043034454 
TH4 ND+PD ABL 24.65 25.56 

  

TH4 ND+PD ABL 26.48 25.56 
  

TH4 ND+PD HDAC8 30.05 30.01 
  

TH4 ND+PD HDAC8 29.96 30.01 -4.441953599 0.046008569 
Neg Ctrl-05 HDAC8 19.26 19.26 

  

Neg Ctrl-05 HDAC8 0.00 0.00 
  

 
ตารางที่ ข.19 ค่า Optical Density (OD) ที่ความยาวคลื่น 450 nm จากการย้อมเซลล์ไฟโบรบลาสต์จากดวงตา 
        ที่ถูกเลี้ยงในสภาวะต่าง ๆ เป็นระยะเวลา 14 วัน ด้วยเทคนิค Oil Red O staining 
 

 Condition Rep1 Rep2 Mean 

TH12 
Non-diff 0.4866 0.5628 0.5247 

Diff 0.5861 0.5366 0.56135 
Non-diff+PDGF-BB 0.4862 0.4681 0.47715 

TH27 
Non-diff 0.7047 0.7036 0.70415 

Diff 0.6273 0.6152 0.62125 
Non-diff+PDGF-BB 0.4958 0.4723 0.48405 
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