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บทคัดยอ 

เอนไซม MMP-9 เปนเอนไซมที่มีความเกี่ยวของกับการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังเนื้อเยื่อ

ขางเคียง  TGF-β เปนโกรทเฟคเตอร ซึ่งเกี่ยวของกับกระบวนการตางๆ ของเซลล เชน การเพิ่มจํานวนเซลล 

การดิฟเฟอเรนชิเอท และการตายแบบ Apoptosis เปนตน อยางไรก็ตาม ในรอยโรคมะเร็งมีรายงานวา TGF-

β มีผลตานทานการแพรกระจายของเซลลมะเร็งระยะแรก แตกระตุนการแพรกระจายของเซลลมะเร็งในระยะ

ลุกลาม การทดลองครั้งนี้ ทําการศึกษาผลของ TGF-β ที่มีตอการแสดงออก และการกระตุนการทํางานของ

เอนไซม MMP-9 ในเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่พบในชองปาก และกลไกในระดับอณู ตลอดจน

ความสัมพันธระหวางเซลลมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่พบในชองปาก กับเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก 

ในแงของการเหนี่ยวนําการเปลี่ยนแปลงระดับการสราง TGF-β  ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา TGF-β 

สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งชนิดสแควมัสเซลล หลั่งเอนไซม MMP-9 เพิ่มขึ้น สัญญาณการกระตุนเกิด

ผาน crosstalk ระหวางเสนทางการสงถายสัญญาณของ Smad และ Rho kinase นอกจากนี้ เซลลมะเร็ง

ชนิดสแควมัสเซลลที่พบในชองปาก ยังสามารถกระตุนเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันใหหลั่ง MMP-9 เพิ่มขึ้น แต

กลไกการเหนี่ยวนํายังไมมีความชัดเจน 
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Abstract 

MMP-9 has been considered to be an important enzyme for tumor metastasis.  TGF-β is a 

growth factor which involved in cell physiological processes such as proliferation, differentiation 

and apoptosis. In cancer, several studies were reported the role of TGF-β as a tumor suppressor 

in the early stage of cancer, on the other hand, in the metastasis-stage of cancer TGF-β promoted 

disease progression. In this study, we investigated the effect of TGF-β on the expression and 

activation of MMP-9 in oral squamous carcinoma cell lines and its molecular mechanism. In 

addition, cell-cell interaction between oral squamous carcinoma cell lines and gingival fibroblasts 

in term of TGF-β modulation was investigated. The results indicated that TGF-β could induce the 

level of MMP-9 by signaling through Smad and Rho kinase with evidence of the crosstalk between 

these pathways. The results also showed that oral squamous carcinoma cell lines could induce 

TGF-β secreted by gingival fibroblasts; however, the molecular mechanism of MMP-9 induction 

was still not clear. 
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บทนํา 

ความสามารถในการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง ตองการกระบวนการยอยสลายของเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันที่อยูรอบกอนมะเร็ง รวมกับการเคลื่อนตัวของเซลลมะเร็งผานบริเวณเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ถูกยอยสลาย 

(Stetler-Stevenson et al., 1993) 

Proteolytic enzymes ที่มีบทบาทอยางมากในการยอยสลายโปรตีนในเมทริกซนอกเซลล 

(Extracellular matrix: ECM) คือเอนไซมในกลุม MMPs ซึ่งเปนกลุมของเอนไซมที่ตองการอะตอมของสังกะสี 

(Zinc atom) ที่ตําแหนง Catalytic domain ในการทํางาน สมาชิกเกือบทุกตัวของเอนไซมในกลุมนี้จะถูก

สรางและหลั่งออกมาเพื่อทํางานภายนอกเซลล โดยจะหลั่งออกมาในลักษณะที่ยังไมพรอมทํางาน (Latent 

form) โดยจะทํางานไดเมื่อสวน Amino-terminal inhibitory domain ถูกตัดออก   

เอนไซมในกลุมนี้ มีความสามารถในการยอยสลาย ECM ไดทุกชนิด รวมท้ังคอลลาเจน    

ความสามารถในการยอยคอลลาเจนนี้เปนสวนที่มีความสําคัญ เนื่องจากคอลลาเจนเปนองคประกอบหลัก

ของเนื้อเยื่อหรือกวารอยละ 80 ของ ECM   ดังนั้น MMP จึงมีบทบาทสําคัญในกระบวนการยอยสลาย ECM 

ทั้งในสภาวะปกติและสภาวะที่มีพยาธิสภาพ (Sternlicht and Werb, 2001) และจากการศึกษาในรอย

โรคมะเร็ง ก็พบการเพิ่มขึ้นของการสรางและการทํางานของเอนไซมหลายตัวในกลุม MMP ที่สัมพันธกับระดับ

ความรุนแรงของรอยโรคในดานความสามารถในการแพรกระจายดวย (Itoh et al., 1998; Kim et al., 1998; 

Kupferman et al., 2000) 

MMP สามารถแยกยอยออกไดเปนหลายกลุมซึ่งแตละกลุมก็จะมีความสัมพันธกับรอยโรคมะเร็งที่

แตกตางกัน โดย MMP-9 พบมีบทบาทอยางมากในการแพรกระจายในเซลลมะเร็งหลายๆ ชนิด รวมท้ังมะเร็ง

ชนิดสแควมัสเซลลของศีรษะและลําคอ (Head and neck squamous cell carcinoma) โดยความสามารถ

จําเพาะในการยอยสลายคอลลาเจนชนิดที่ 4 (Type IV collagen) ซึ่งนําไปสูการทําลายเบสเมนท เมมเบรน 
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(Basement membrane) แลวทําใหเกิดการแพรกระจายของมะเร็งไปจากตําแหนงตนกําเนิด (Primary site) 

ดังที่กลาวไวขางตน 

การศึกษาในชิ้นเนื้อมะเร็ง ที่ตัดไดจากผูปวย พบการเพิ่มขึ้นของ MMP-9 ทั้งในระดับของ อารเอ็นเอ

นํารหัส (mRNA) โปรตีน  รวมทั้งระดับของเอนไซมที่พรอมทํางาน (Enzymatic activity) โดยมีความสัมพันธ

กับระดับการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังตอมนํ้าเหลือง (O-Charoenrat et al., 2001; Wood et al., 

1997) นอกจากนี้ยังมีอีกหลายรายงานที่แสดงใหเห็นวา MMP-9 มีบทบาทในแพรกระจาย และการรุกราน

ของเซลลมะเร็ง โดยบางรายงานสามารถพบ  MMP-9 ไดทั้งในเซลลมะเร็งและ เซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 

(Stromal cells) ที่อยูโดยรอบรอยโรค (Charous et al., 1997; Hong et al., 2000; O-charoenrat et al., 

2000; O-charoenrat et al., 1999; Wood et al., 1997)  

ผลจากการศึกษาโดยใชตัวยับยั้ง (Specific inhibitor; MMI-166) ที่มีความจําเพาะตอ MMP-9 และ 

MMP-2 ซึ่งเปนเอนไซมในกลุมยอยเดียวกัน โดยทําการทดสอบในเซลลไลนจากมะเร็งตับออน (Matsushita 

et al., 2001) และ มะเร็งลําไส (Ohta et al., 2001) พบวาตัวยับยั้ง สามารถลดอัตราการแพรกระจายของ

เซลลมะเร็งได  นอกจากนี้ยังชวยลดอัตราการเจริญ (Tumor growth) ของกอนมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลใน

สัตวทดลองดวย (Katori et al., 2002) ซึ่งผลการทดลองดังกลาว สนับสนุนบทบาทของเอนไซมนี้ใน

กระบวนการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไดเปนอยางดี นอกจากนี้ มีรายงานการทดลองในเซลลไลน LICR-

HN-5, 6,15 และ อีก 10 เซลลไลนที่พัฒนาขึ้นมาใหมโดยคณะของ O-Charoenrat พบความสามารถในการ

เคลื่อนของเซลลมะเร็งสัมพันธกับระดับการสราง MMP-9 (O-charoenrat et al., 2000) 

โดยปกติแลวการแสดงออกของ MMP-9 สามารถถูกกระตุนไดดวยสารเหนี่ยวนําหลายๆชนิดใน

ร างกาย เชน ECM บางตัว, ทรานสฟอรมมงิโกรทแฟคเตอรอัลฟา (Transforming growth factor-α; TNF-

α), อินเตอรลิวคิน-1 (Interleukin-1; IL-1), Oncogenes และ TGF-β เปนตน 
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TGF-β เปนสมาชิกในกลุมของ TGF-β superfamily ซึ่งเปนกลุมของโกรทเฟคเตอร (growth 

factors) ที่ควบคุมหลายๆกระบวนการของเซลล เชน การแบงเซลล (Proliferation) การดิฟเฟอเรนชิเอท 

(Differentiation) และการตายแบบ Apoptosis เปนตน (Moustakas et al., 2002)   

โดยปกติ TGF-β ทํางานโดยจับกับรีเซบเตอร (Receptor) บนผิวเซลล ซึ่งประกอบดวย Receptor 2 

ตัวซึ่งจัดเปน Serine/threonine kinase receptors คือ TβR I และ TβR II โดยจะถูกดึงมารวมกันเปน 

Heterodimeric receptor จากนั้นสัญญาณจะถูกถายทอดผานสูนิวเคลียสโดย 2 เสนทาง (Pathway) หลัก

คือ ผานโดยตรงไปกับโมเลกุลกลุมที่มีชื่อวา สแมด (Smads) (Smad dependent pathway) ซึ่งทําหนาที่เปน 

ทรานสคริบชันแฟคเตอร (Transcription factors) ดวย (Ito et al., 2001; ten Dijke et al., 2000; Zhang et 

al., 1997) นอกจากนี้ยังพบวาสัญญาณของ  TGF-β จาก TGF-β receptor สามารถสงผาน Pathway อื่นๆ 

(Smad independent pathway) เชน Mitogen activated protein kinase (MAPK) (Edlund et al., 2003; 

Sanchez-Capelo, 2005; Yoo et al., 2003), Nuclear factor kappa B (NF-kB) (Bachelder et al., 2005; 

Huber et al., 2004; Zhou et al., 2004), Rho kinase (Bhowmick et al., 2001; Kamaraju and Roberts, 

2005) ตลอดจน Phosphatidyl inositol-3-kinase (PI3K) (Bakin et al., 2000; Day et al., 1999) ไดเชนกัน 

สงผลให TGF-β ควบคมุการแสดงออกของยีนไดหลายชนิด และเกี่ยวของกับพฤติกรรมและการตอบสนองที่

แตกตางกันไปตามชนิดและระยะของเซลล 

จากการที่ TGF-β สามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเซลลบุผิวปกต ิ ดังที่กลาวไวขางตน ประกอบ

กับวาโดยปกติแลว TGF-β ทาํหนาที่เปน Tumor suppressor ดังนั้นความผิดปกติของ TGF-β หรือโมเลกุลที่

เกี่ยวของกับการถายทอดสัญญาณ (Signal transduction) ของ TGF-β ที่พบอยูภายในเซลล อาจนําไปสู

กระบวนการของการเกิดและการแพรกระจายของมะเร็ง โดยมีรายงานพบวาความผิดปกติในการทํางานของ 

TGF-β สงผลใหเกิดพยาธิสภาพไดหลายชนิด เชน Pulmonary hypertension รวมทั้งรอยโรคมะเร็งดวย 

(Attisano and Wrana, 2002; Derynck et al., 2001) 
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มีรายงานวา TGF-β ยับยั้งการเกิดมะเร็งไดโดยการเพิ่มความเสถียรของสารพันธุกรรม และยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมทีโลเมอเรส (Telomerase)  อยางไรก็ตาม การสงสัญญานของ TGF-β มีองคประกอบ

ที่คอนขางซับซอน ประกอบกบัมีงานวจิัยสวนหนึ่งที่แสดงใหเห็นวา TGF-β มีบทบาทที่ตรงกันขามกับที่กลาว

มา (Wakefield and Roberts, 2002) เชนกระตุนการสรางหลอดเลือดใหมในมะเร็งตอมลูกหมาก (Wikstrom 

et al., 1998) ปรับเปล่ียนเมทริกซที่สะสมภายนอกเซลลที่อาจสงเสริมกลไกการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง

ชองปาก (Dang et al., 2004) และกระตุนความสามารถในการแพรกระจายของมะเร็งหลายๆชนิด เชน 

มะเร็งตับออน มะเร็งตับ เปนตน (Friess et al., 1993; Ito et al., 1995; Tian et al., 2003)  ดังนั้น จึงเปนไป

ไดวา TGF-β มีผลตอกระบวนการเกิดมะเร็งในสองลักษณะ คือ เปน Tumor suppressor ในมะเร็งระยะแรก 

และกระตุนการแพรกระจายของเซลลมะเร็งในระยะลุกลาม (Akhurst and Derynck, 2001) โดยมีการศึกษา

ที่แสดงความเปนไปไดของการที่เซลลมะเร็งเปลี่ยนแปลงกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน เชน สราง 

Autocrine TGF-β และ สราง TβR II ลดลง หรือ ลดระดับ Smad2   ทําใหสามารถตานผลของ TGF-β ใน

การยับยั้งการดําเนินโรคของมะเร็งได (Fahey et al., 1996; Muro-Cacho et al., 2001; Paterson et al., 

2001) 

มีรายงานการตอบสนองของเซลลปกติตอ TGF-β ในดานการแสดงออกของเอนไซมกลุม MMP วามี

ผลยับยั้งการแสดงออกของ MMP หลายตัว เชน MMP-1, MMP-3 และ MMP-9 ในเซลล Fibroblasts  

(Edwards et al., 1987) และ  TGF-β ยับยั้งการแสดงออกของ MMP-9 ใน Monocytes และ Macrophages 

ทั้งในภาวะปกติหรือเมื่อถูกกระตุนใหมีการแสดงออกของ MMP-9 ดวย Lipopolysaccharides (LPS) หรือ 

TNF-α (Ogawa et al., 2004)   ใน Normal human dermal fibroblasts พบวาไมมีการแสดงออกของ 

MMP-9 เพิ่มขึน้เมื่อกระตุนดวย TGF-β (Han et al., 2001) อยางไรก็ตามพบวา TGF-β สามารถเพิ่มระดับ

การแสดงออกของ MMP-9 โดยผานทาง MAPK pathway ใน Transformed keratinocytes (Santibanez et 

al., 2002) 
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ในทางกลับกัน การศึกษาในเซลลมะเร็งหลายชนิดพบวา TGF-β สามารถเพิ่มระดับการแสดงออก

ของ MMP-9 โดยในมะเร็งชองปากชนิดสแควมัสเซลล (Oral squamous carcinoma cells) ซึ่งเปนเพียง

การศึกษาเดียวที่มีในขณะนี ้ พบวา Latency associated peptide ของ TGF-β สามารถจับกบั Integrin 

αVβ6 แลวเพิ่มระดับการแสดงออกของ MMP-9 ได อยางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงนี้ไมใชรูปแบบการ

ถายทอดสัญญาณปกติของ  TGF-β ที่ผานไปทาง TGF-β receptor (Thomas et al., 2002) สวนการศึกษา

ในเซลลมะเร็งตอมลูกหมากของมนุษยพบวา TGF-β เพิ่มระดับการแสดงออกของ MMP-9 โดยเพิ่มความ

เสถียรของ mRNA ของ MMP-9 แตไมไดเพิ่มระดับของ MMP-9 mRNA Transcription (Sehgal and 

Thompson, 1999) ซึ่งแตกตางจากการกระตุนดวย TNF-α, Oncogene ras, jun และ v-src รวมทั้ง 

Phorbol ester ที่เพิ่มระดับ mRNA ของ MMP-9 (Gum et al., 1996) นอกจากนีม้ีรายงานวา TGF-β เพิ่ม

การแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลมะเร็งตอมลูกหมากของหนูที่มีพฤติกรรมรุนแรง แตไมพบการกระตุนนี้ใน

กลุมเซลลมะเร็งที่ไมมีความสามารถในการแพรกระจาย (Sehgal et al., 1996) นอกจากนี้มีการศึกษาใน

เซลลมะเร็งเตานมพบวา TGF-β เพิ่มการแสดงออกของ MMP-9 ผานทาง p-38 kinase (Kim et al., 2004; 

Kim et al., 2005) งานวิจัยเหลานี้เปนตัวอยางที่แสดงใหเห็นถึงความแตกตางของรูปแบบการตอบสนองของ

เซลลปกติและเซลลมะเร็งที่มีตอ TGF-β    

ดังนั้นอาจเปนไปไดวาในเซลลที่มีความรุนแรงของการเกิดมะเร็งแตกตางกัน เนื่องจากมีการ

เปล่ียนแปลงรูปแบบหรือมีความผิดปกติของโมเลกุลที่เกี่ยวของหรือกลไกการสงสัญญาณภายในเซลล ที่ผาน

ไปกับ Smad pathway หรือ Smad independent pathway ดังที่กลาวขางตน     ซึ่งสงผลใหเกิดการ

ตอบสนองตอสารกระตุนภายนอกแตกตางกัน    รวมถึงการแสดงออกของ MMP-9 ที่แตกตางกันเมื่อถูก

กระตุนดวย TGF-β   

อยางไรก็ตามการศึกษาถึงการสงสัญญาณที่เปล่ียนไปของ TGF-β ตอการแสดงออกของ MMP-9  

ในเซลลมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่ไดจากชองปากยังไมมีความชัดเจน ผลจากการศึกษานํารองในกลุมผูวิจัย
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เอง โดยวิเคราะหดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟพบวา การสงผานสัญญานของ TGF-β ตอการแสดงออกของ 

MMP-9 นั้นมีผลตอเซลลไลนตัวอยางของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่พบในชองปาก แตไมมีผลตอเซลล BT-

549 ซึ่งเปนเซลลไลนของมะเร็งเตานม และการถายทอดสัญญาณที่ควบคุมการแสดงออกของ MMP-9 ใน

เซลลมะเร็งจากชองปาก เมือ่ไดรับการกระตุนดวย TGF-β นั้น อาจจะไมไดสงผานไปทางโปรตีน Smads 

(Smad independent pathway)  ดังนั้น วัตถุประสงคในงานวิจัยในครั้งนี้จึงสนใจที่จะศึกษาเพื่อยืนยันการ

ตอบสนองของเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่ไดจากชองปาก เมือ่ไดรับการกระตุนดวย TGF-β ตอ

การแสดงออกของโปรตีน MMP-9 เพื่อยืนยันผลการทดลองนํารองที่ได โดยจะตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทั้ง

ในระดับโปรตีน ดวยเทคนิค ELISA ควบคูไปกับ Zymography รวมทั้งศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดับ 

mRNA ดวยเทคนิค RT-PCR เพื่อวัดการเปลี่ยนแปลงของระดับของ MMP-9  ที่เกิดขึ้น ตลอดจนจะศึกษา 

Pathway ของการถายทอดสัญญาณที่เกิดขึ้นในสวนของ Smad independent pathway วาจะเปนไปใน

รูปแบบใด  ซึ่งนาจะใหขอมูลสวนหนึ่งที่เปนประโยชนที่จะนําไปสูความเขาใจในกลไกการเกิดและการ

แพรกระจายของมะเร็ง ตลอดจนนําไปสูการพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลตอไปในอนาคตได 



 7

วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การเพาะเลี้ยงเซลลไลนที่เตรียมจากมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของมนุษย (Human squamous carcinoma 

cell lines) 

เซลล 3 ไลน (HSC-2, HSC-5 และ HN-22) ที่เตรียมไดจากชิ้นเนื้อมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของ

ผูปวย ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Teruo Amagasa, Tokyo Medical and Dental University, 

Tokyo, Japan และเซลลไลนที่ไดจากมะเร็งเตานม (BT-549) ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Erik 

W.Thompson, St. Vincent’s Institute of Medical Research, Victoria, Australiaเซลลถูกเลี้ยงในอาหาร

เล้ียงเซลลชนิด Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM) ทีป่ระกอบดวย ซีรัมจากฟตัสของวัว (Fetal 

Bovine Serum) รอยละ10 กลูตามีน (L-Glutamine) 2 มิลลิโมลาร เพนนิซิลลิน (Penicillin) 100 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร สเตร็ปโตมัยซินซลัเฟต (Streptomycin sulfate) 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอมโฟเทอริซินบี 

(Amphotericin B) 0.25 ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร โดยอาหารเลี้ยงเซลลและสารประกอบทั้งหมดจะไดจาก 

GibcoBRL (NY, USA) เซลลจะถูกเลี้ยงในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมรีะดับ

คารบอนไดออกไซดรอยละ 5 การขยายจํานวนเซลลจะทําโดยการถายเซลล (subculture) ที่เจริญเต็มจาน

เล้ียงสัปดาหละ 1 ครั้ง ลงสูจานเลี้ยงเซลลใหมในอัตราสวน 1:5 โดยใชเอนไซมทริปซิน-อีดีทีเอ (Trypsin-

EDTA, GibcoBRL, NY, USA) 

2. การหาความเขมขนที่ไมเปนพิษและการวเิคราะหจํานวนเซลลดวยเทคนิคเอ็มทีที (MTT) 

 การหาความเขมขนที่ไมเปนพษิของ TGF-β เพื่อใชกระตุนเซลล จะวิเคราะหดวยเทคนิคเอ็มทีที 

(Mosmann, 1983) ดังขั้นตอนโดยยอดังนี้ เซลลถูกถายลงในจานเพาะเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความ

หนาแนน 50,000 เซลลตอหลุม และกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขนตางๆกัน กระตุนเซลลเปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมจะถูกดูดออกแลวลางดวยฟอสเฟสบัฟเฟอรเซลายด 2 คร้ัง เติม

สารละลาย MTT (Thiazolyl blue, Sigma, MO, USA) ลงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัมและฟนอลเรด ใหได
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ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน 4 ชั่วโมงสุดทายของการกระตุน เมื่อครบเวลา 24 

ชั่วโมง ดูดสารละลาย MTT ออก แลวทําละลายผลึกสีมวงเขมของฟอรมาซาน (Formazan) ดวยสารละลาย

ผสมระหวางไกลซีนบัฟเฟอร (Glycine buffer; 0.1M Glycine, 0.1M NaCl, pH10) และ ไดเมทิลซัลฟอกไซด 

(Dimethylsulfoxide; DMSO, Merck, Darmstradt, Germany) ในอัตราสวน 1 ตอ 9 ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

จะไดสารละลายใสสีมวง แลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอร Spectrophotometer 

ที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบหาจํานวนเซลลจากกราฟมาตรฐาน ทาํการ

ทดลองซ้ําอยางนอย 3 ครั้ง และในแตละการทดลองจะทําซ้าํอยางนอย 3 หลุม   

กราฟมาตรฐานทําขึ้นจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่ทราบจํานวนลงในจานเลี้ยงเซลลแบบเดียวกับ

ขางตนเปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวตรวจวัดจํานวนเซลลโดยวิธีขางตน คาที่ไดจะนํามาใชเปรียบเทียบกับจาํนวน

เซลลที่ทราบเพื่อหาความสมัพนัธระหวางจํานวนเซลลกับคาการดูดกลืนแสง 

3. กระตุนเซลลดวย TGF-β 

เซลลถูกหวานในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความหนาแนน 50,000 เซลลตอหลุม เล้ียงเปนเวลา 

24 ชั่วโมง กอนจะเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัม กระตุนเซลลดวย TGF-β ที่ความเขมขนตางๆ ที่ไม

เปนพิษ และระยะเวลาตางๆ เพื่อหาความเขมขนและระยะเวลาที่เหมาะสม จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลจะถูก

นําไปวิเคราะหระดับ MMP-9 ดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ และตัวเซลลจะถูกนําไปตรวจวัดจํานวนเซลล

ที่มีชีวิต ดวยเทคนิค MTT และนําไปสกัด RNA เพื่อวิเคราะหระดับการแสดงออกของ mRNA ของ MMP-9 

ตอไป การทดลองทําซ้ําอยางนอย 3 ครั้ง และในแตละการทดลองจะทําซ้าํอยางนอย 3 หลุม   

4. การวิเคราะหระดับของ mRNA MMP-9 ดวยเทคนคิอารที-พีซีอาร (RT-PCR) 

RNA จากเซลลเตรียมโดยใช (Tri-reagent; MRC, OH, USA) ตามวธิีการที่แนะนําโดยบริษัทผูผลิต

แลวนําไปสังเคราะหคอมพลีเม็นทารีดีเอ็นเอ (Complementary DNA; cDNA) ดวยเอนไซม AMV (Avian 
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myeloblastosis virus; Promega, WI, USA) และ Oligo dT primer (Promega, WI, USA) ที่อุณหภูม ิ42 

องศาเซลเซียสเปนเวลา 90 นาที 

จากนั้นนํา cDNA ที่ไดไปเพิ่มจํานวนดวยกระบวนการพซีีอาร (PCR; polymerase chain reaction) 

ซึ่งประกอบดวยขั้นตอนในแตละรอบดังนี้ Initial denaturation, Denaturation, Annealing และ Extension 

โดยการใชสาย Primer ที่จําเพาะตอลําดับนวิคลีโอไทด (Nucleotide sequence) ของ MMP-9 และใชสาย 

primer ที่จําเพาะตอ GAPDH (Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase) ควบคูกันไป เพื่อใชเปน

ตัวควบคุมภายใน (Internal control) ของการทดลอง จํานวนรอบที่ใชในการเพิ่มจํานวนคอมพลีเม็นทารีดี

เอ็นเอของ MMP-9 คือ 35 รอบ และ GAPDH คอื 24 รอบ ลําดับของ Nucleotide ของ Primer ที่ใชคือ 

MMP-9   sense   5’ GACTCGGTCTTTGAGGAGCC 3’  

   anti-sense  5’ GAACTCACGCGCCAGTAGAA 3’ 

GAPDH  sense   5’ TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT 3’  

   anti-sense  5’ TCACACCCATGACGAACATGG 3’ 

 เมื่อส้ินสุดกระบวนการพีซอีารแลว วิเคราะหสายพันธุกรรมที่ไดโดยการแยกดวยกระแสไฟฟาในอะ

กาโรสเจล (Agarose gel) ที่มคีวามเขมขนของอะกาโรสรอยละ 2 

5. การวิเคราะหระดับโปรตีน MMP-9 ดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ  

อาหารเลี้ยงเซลลจะถูกนํามาวิเคราะหดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ ซึง่มีวิธีการโดยยอคือ อาหาร

เล้ียงเซลลจะถูกแยกดวยกระแสไฟฟา (Gel electrophoresis) ในเจลที่มีความเขมขนของอคริลามายด 

(Acrylamide) รอยละ 10 และเจลาติน (Gelatin) ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยเจลาตินจะเปนสารตั้งตน 

(Substrate) สําหรับเอนไซม MMP ในกลุมเจลาติเนส เมื่อทําการแยกโปรตีนดวยไฟฟาเรียบรอยแลว เจลจะ

ถูกลางดวยสารละลาย TritonX-100 ความเขมขนรอยละ 2.5 สามรอบ รอบละ 10 นาที กอนนําไปบมใน

สารละลาย Developing buffer (0.15 M NaCl, 10 mM CaCl2, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% Brij35) 
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เปนเวลา 1 คืน ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส จากนั้นจึงยอมเจลดวยสารละลาย Coomassie Brilliant Blue 

R250 (Sigma, MO, USA) ความเขมขนรอยละ 0.5 ในสารละลายผสมของเมทิลแอลกอฮอลลและกรดอะซิ

ติก (ความเขมขนรอยละ 40 และรอยละ 10 ตามลําดับ) เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางสีสวนเกินออกดวย

สารละลายผสมของเมทิลแอลกอฮอลลและกรดอะซิติก (ความเขมขนรอยละ 5 และรอยละ 7.5 ตามลําดับ) 

บริเวณที่มี MMP-9 จะปรากฏเปนแถบใสบนเจลสีน้ําเงิน ตําแหนงของ MMP-9 บนเจลจะตรวจสอบกบัระดับ

ของ MMP-9 ที่หลั่งจากเซลลไลน U2OS ซึ่งเปนเซลลไลนจากมะเร็งของกระดูกของมนุษย (Human 

osteosarcoma cell line) ที่ใชเปนตัวควบคมุแบบบวก (Positive control) สําหรับการวิเคราะหดวยเทคนิคเจ

ลาตินไซโมกราฟฟ  

6. การวิเคราะหระดับการแสดงออกของของโปรตีนดวยเทคนิคอีไลซา (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay; ELISA) 

อิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณโปรตีน MMP-9 ถูกวิเคราะหดวย

เทคนิค ELISA (R&D) ดังขั้นตอนโดยยอดังนี้คือ เซลลจะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี Phenol red 

(Phenol red-free DME medium) ตลอดการทดลอง เพื่อกําจัดการรบกวนของสีในขั้นตอนการวัดการ

ดูดกลืนแสงของเทคนิคนี้ ภายหลังจากเซลลถูกกระตุนดวย TGF-β นําอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมมา

วิเคราะหดวยเทคนิค ELISA ตามขั้นตอนที่ระบุไวโดยบริษทั โดยอาศัยหลักการที่วา ในหลุมของ ELISA plate 

จะถูกเคลือบผิวไวดวยแอนตบิอดี (Antibody) ที่มีความจําเพาะกับ MMP-9 จากนั้น อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บ

หลังจากเซลลไดรับการกระตุน จะถูกนํามาเติม พรอมๆกบั Antibody ตัวที่ 2 ที่มีความจําเพาะกบั MMP-9 

เชนเดียวกัน แตคนละตําแหนง (Epitope) กับ Antibody ตัวแรก และปลายอีกดานหนึ่งตออยูกบั Biotin ซึ่ง

จะตอกบัตัวแสดงสัญญาณตอไป   ดังนั้น MMP-9 ที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลจะจบักับ Antibody ทั้งสองตัว

และถูกดึงมาติดที่กนหลุม จากนั้น  Antibody ตัวที่ 2 และโปรตีนสวนเกินจะถูกลางออก แลวเติม 

Horseradish peroxidase-conjugated streptavidin ซึ่งจะไปจบักับ Biotin จากนั้นเติมสารตั้งตน 
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(Substrate) ของ peroxidase ก็จะทําใหเกิดเปนสารละลายสีขึ้น  แลวนําสารละลายที่มีสีนี้ไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสง คาการดูดกลืนแสงที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐานก็จะคํานวณกลับมาเปนปรมิาณ

โปรตีนตอไป จากนั้นปริมาณโปรตีนที่คํานวณไดจะถูกเปรียบเทียบเปนปริมาณโปรตีนตอ จํานวนเซลลที่

วิเคราะหไดจากเทคนิค MTT แลวจึงนําเสนอเปนกราฟตอไป 

7. การยับยั้งผลของ TGF-β ตอการแสดงออกของเอนไซม MMP-9  ดวยตัวยับยั้งการทํางานของ Signaling 

molecules ชนิดตางๆ 

เซลลถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุมและกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขนที่ไมเปนพิษตอเซลล

โดยวิธีการดังที่กลาวไวขางตน ในสภาวะทีม่ีและไมมีตวัยบัยั้งการทํางานของ MAPK pathway (ERK; 

extracellular signal-regulated kinase, JNK; c-Jun N-terminal kinase และ P38 kinase) ตัวยับยัง้การ

ทํางานของ PI3K, Akt และ Rho kinase โดยจะมีกลุมควบคุมบวกคือกลุมที่ไดรับเฉพาะ TGF-β และ กลุม

ควบคุมลบคือกลุมที่เติมเฉพาะตัวยับยั้งการทํางานของตัวยับยั้งการทํางานตางๆขางตน และกลุมที่ไมไดรับ

การเติมสารใดๆ แลววิเคราะหการแสดงออกของเอนไซม MMP-9 โดยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ   
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ผลของการวจิัย 

ผลของ TGF-β ตอการแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลล 

 ผลการทดสอบในเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของมนุษย จํานวน 3 ไลน คือ HSC-2, 

HSC-5 และ HN-22 และผลทดสอบในเซลลไลนของมะเร็งเตานม 1 ไลน คือ BT-549 โดยกระตุนดวย TGF-

β ที่ความเขมขน 0-10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (ไดทดสอบดวยวิธ ี MTT assay แลวพบวาไมมีความเปนพิษตอ

เซลล - ไมไดแสดงผล) และตรวจสอบระดบัการแสดงออกของ MMP-9 โดยวิธีเจลาตินไซโมกราฟฟ พบวาใน

เซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลทุกไลน มีระดับ MMP-9 ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลลเพิ่มขึ้น

หลังจากเซลลถูกกระตุนดวย TGF-β เปนเวลา 48 ชั่วโมง แตกลับพบวาลดลงในเซลลไลนของมะเร็งเตานม 

ตามที่แสดงในรูปที่ 1A โดยระดับการเพิ่มขึน้ของ MMP-9 แปรผันตามความเขมขนของ TGF-β ตามลําดับ 

ซึ่งยืนยันผลการทดสองอีกดวยการวัดระดับ MMP-9 ที่เพิ่มขึ้นนี้ดวยเทคนิค ELISA ดังที่แสดงในรูปที่ 1B 

ผลการทดลองในสวนนี้แสดงใหเห็นวาการตอบสนองของเซลลไลนจากมะเร็งตางชนิดกัน ใหผลใน

การตอบสนองที่ตางกัน จึงมีความเปนไปไดทีก่ารตอบสนองตอ TGF-β มีความจําเพาะตอชนิดของมะเร็ง 

 คณะผูวิจัยจึงทาํการทดสอบในขั้นตอไปโดยเลือก TGF-β มาเพียง 1 ความเขมขน คอื ที่ 1 นาโน

กรัม/มิลลิลิตร โดยตรวจสอบระดับของ mRNA ของ MMP-9 หลังกระตุนดวย TGF-β เปนเวลา 16 ชั่วโมง รูป

ที่ 1C แสดงผลการทดลองในเซลลไลน HSC-5 ที่พบการเพิม่ขึ้นของ mRNA ของ MMP-9 ที่เวลา 48 ชั่วโมง 

แสดงใหเห็นวา TGF-β มีผลควบคุมการแสดงออกของ MMP-9 ในระดบัยีน (ผลการทดลองในเซลลไลนอื่นๆ 

ที่ทดสอบใหผลในลักษณะเดียวกัน) 

ผลการทดลองในสวนนี้ สนับสนุนวา TGF-β นาจะมีบทบาทในรอยโรคของมะเร็งชนิด ชนิด 

สแควมัสเซลลของศีรษะและใบหนา  
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การตรวจสอบกลไกการกระตุน MMP-9 ในเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลดวย TGF-β โดยการใชตัว

ยับยั้งตางๆ 

 ในการทดลองตอมา เปนการตรวจสอบกลไกการกระตุน MMP-9 ดวย 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร TGF-β 

โดยการใชตัวยบัยั้งตางๆ ซึ่งผลการทดลองในเซลลไลน HSC 5 แสดงในรูปที่ 2 ซึ่งเปนการใชตัวยบัยั้งตอ 

PI3K และ Akt และรูปที่ 3 แสดงผลของตัวยับยั้งตอ MAPKs ทั้ง 3 กลุม คือ ERK, JNK และ P38 kinase ซึ่ง

ผลการทดสอบพบวา ตัวยับยัง้ทั้ง 5 ไมสามารถยับยั้งผลของ TGF-β ได คงมีเพียง Rho kinase inhibitor 

เทานั้น ที่ยับยั้งการทํางานของ TGF-β ในการกระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ได คณะผูวิจัยไดทําการ

ทดสอบในลักษณะเดียวกันนี้ในเซลลไลน HN-22 พบวาใหผลในลักษณะเดียวกัน คือมีเพียงตัวยับยัง้ของ 

Rho kinase เทานั้น ที่ยับยั้งการทํางานของ TGF-β ในการกระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ได (ไมได

แสดงผล)  

 การเพิ่มขึ้นของ MMP-9 เมื่อเซลลไดรับตัวยับยั้ง ERKI อาจเปนเพราะ ERK เปน inhibitory 

signaling ที่ควบคุมสมดุลของการแสดงออกของปกติของ MMP-9 อยูแลว แตเมื่อถูกยบัยั้งก็จะทําใหสวนที่

ยับยั้งการสงสัญญาณของการสราง MMP-9 หายไป จึงนําไปสูการเพิ่มขึ้นของระดับ MMP-9 ได (รูปที ่3 แถว

ที่4) 

TGF-β กระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ในมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลผานทาง Smads 

เนื่องจากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาสัญญาณที่เกิดขึ้นจากการกระตุนดวย TGF-β ในการ

เพิ่มระดับ MMP-9 ผานมาทาง Rho kinase ดวยสวนหนึ่ง อยางไรก็ตามโดยปกติสัญญาณที่เกิดขึ้นจากการ

จับของ TGF-β กับ TGF-β receptor จะผานไปตามเสนทางการสงถายสัญญาณของโมเลกุลในกลุม 

Smads ดังนั้นการทดลองในสวนนี้จะพิสูจนวากลไกการกระตุน MMP-9 ดวย 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร TGF-β 

นั้นอีกสวนหนึ่งที่ไมผานไปทาง Rho kinase นั้นจะผานไปกบั Smads หรือไม โดยการใชตัวยับยั้งตอ Smad-
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2 คือ SB431542 และ SB505124 เนื่องจากมี Smad-2/3 เปน Smads คูแรกที่มารับสัญญาณจาก TGF-β 

receptor กอนจะสงสัญญาณไปยัง Smads อื่นๆ ตอไป การทดลองทําในเซลลไลน HN-22 ผลแสดงในรูปที ่

4 วิเคราะหจากอาหารเลี้ยงเซลลที่ 24 ชั่วโมง โดยใชเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟ พบวา ตัวยับยั้งตอ Smad-2 

โดยเฉพาะ SB505124 สามารถลดระดับ MMP-9 ที่เพิ่มขึ้นลงไดอยางชัดเจน ความเขมขนของ SB431542 

และ SB505124 ที่ใชไดทดสอบดวยวิธ ี MTT assay แลวพบวาไมมีความเปนพิษตอเซลล (ไมไดแสดงผล) 

จากผลการทดลองในสวนนี้สรุปไดวา สัญญาณที่เกิดขึ้นผานไปมาตามเสนทางของ Smads ดวยเชนกัน 

ความสามารถในการยับยั้ง Smad-2 ของ SB505124 ยืนยันโดยผลการวิเคราะหระดับ Smad-2 ที่

ทํางาน (phosphorylated Smad-2) โดยใชเทคนิค Western blot ดังแสดงไวในรูปท่ี 5 ซึง่พบวา เมื่อกระตุน

ดวย TGF-β 1 นาโนกรัม/มลิลิลิตร ระดับ phosphorylated Smad-2 เพิ่มขึ้นอยางชัดเจนจากกลุมควบคุม 

และเมื่อกระตุนดวย TGF-β ในสภาวะที่มี SB505124 ระดับ phosphorylated Smad-2 ไมมีความแตกตาง

จากกลุมควบคุม ผลการทดสอบนี้ยืนยันความสามารถของ SB505124 ในการยับยัง้เสนทางการสงถาย

สัญญาณของโมเลกุลในกลุม Smads  

TGF-β กระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ใน HN-22 ผานทาง Rho และ Smads 

เนื่องจากผลการทดลองที่ไดในงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาสัญญาณที่เกิดขึ้นผานไปไดทั้งทาง 

Smad2/3 และ Rho kinase ผูวิจัยจึงทําการศึกษาตอวาเสนทางการสงถายสัญญาณของ Smad2/3 และ 

Rho kinase เกี่ยวของกันหรือไมอยางไร การทดลองทําในเซลลไลน HN-22 ผลแสดงในรูปที่ 6 วิเคราะหจาก

เซลลที่ถูกกระตุนดวย TGF-β  เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชเทคนิค Western blot พบวา ระดับ 

phosphorylated Smad-2 ที่เพิ่มขึ้นจากการกระตุนดวย TGF-β ลดลงเทากับระดับที่พบในกลุมที่ไมไดรับ

การกระตุน เมื่อใชตัวยับยั้งตอ Rho kinase  
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ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาเสนทางการสงถายสัญญาณการกระตุนดวย TGF-β เพื่อกระตุนการ

สราง MMP-9 นั้นผานไปที่ Rho kinase กอนที่จะผานไปตามการสงถายสัญญาณของโมเลกุลในกลุม 

Smads  

เซลลที่ไดจากเนื้อเยื่อชองปากมีการแสดงออกของ TGF-β  

คณะผูวิจัยไดทําการเก็บเนื้อเยื่อเหงือกจากผูปวยเพื่อทําการตรวจสอบวา เนื้อเยื่อในชองปากมีการ

แสดงออกของ TGF-β หรือไม โดยเก็บจากเนื้อเยื่อเหงือกของผูปวยที่ติดมากับฟนของผูปวยที่มาถอนที่คณะ

ทันตแพทยศาสตร และนําไปตรวจสอบหาการแสดงออกของ TGF-β โดยการสกัด RNA จากชิ้นเนื้อเหงือก 

ดังแสดงผลในรูปที่ 7 ที่พบวา เนื้อเยื่อเหงือกทั้ง 3 ชิ้นจากผูปวย 3 คนที่ตรวจสอบ พบการแสดงออกของ 

TGF-β mRNA ทั้งสามชิ้น ผลการทดลองในสวนนี้สรุปไดวา โดยปกติในธรรมชาต ิ เซลลที่พบในบริเวณชอง

ปากสามารถสราง TGF-β ไดอยูแลวในระดบัหนึ่ง 

ผลของ TGF-β ตอการแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่เพาะเลี้ยงไดจากเนื้อเยื่อเหงือก  

 มีรายงานวาเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันนั้นมีบทบาทสําคัญตอการดําเนินไปของรอยโรคมะเร็งหลายๆ

ชนิด และการทดลองกอนหนานี้ไดแสดงใหเห็นแลววา ในเนื้อเยื่อเหงือกมีการแสดงออกของ TGF-β ในระดับ

หนึ่ง การทดลองในสวนนี้จึงตองการศึกษาการตอบสนองของเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเนื้อเยื่อเหงือกเมื่อ

ไดรับ TGF-β ตอการแสดงออกของ MMP-9 รวมทั้งกลไกการกระตุน ผลการทดลองในรูปที่ 8 ที่วิเคราะหจาก

อาหารเลี้ยงเซลลโดยเทคนิค ELISA แสดงใหเห็นวา เมื่อกระตุนเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือกดวย 

TGF-β ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบการเพิม่ขึ้นของระดับ MMP-9 และเมื่อใช 

ตัวยับยั้งของ Rho kinase พบวาสามารถลดระดับ MMP-9 ลงไดสวนหนึ่ง แตไมทั้งหมด แสดงวาในเซลล

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก TGF-β สามารถกระตุนการแสดงออกของ MMP-9 โดยสัญญาณที่เกิดขึ้น

สวนหนึ่งถายทอดผานไปทาง Rho kinase สําหรับการทดลองในสวนที่เติมตัวยับยั้งของ Rho kinase อยาง
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เดียว เปนการแสดงใหเห็นวา โดยลําพังของตัวยับยั้ง Rho kinase นั้นไมมีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ

ระดับ MMP-9 

สารหลั่งจากเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือกกระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลไลนของมะเร็ง

ชนิดสแควมัสเซลล  

มีหลายรายงานที่แสดงใหเห็นวาความสัมพนัธระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันนั้นมีผล

สงเสริมตอการดําเนินไปของรอยโรค การทดลองในสวนนี้จึงไดนําอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเซลล

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือกมาแลวเปนเวลา 24 ชั่วโมงมาใหกบัเซลลไลน HN-22 แลวเลี้ยงเซลล HN-22 

ตอไปอีก 48 ชั่วโมง แลวนําอาหารเลี้ยงเซลลนั้นมาวิเคราะหระดับ MMP-9 ดวยเทคนิค ELISA ตามที่

แสดงผลไวในรูปที่ 9 พบวา ระดับการสราง MMP-9 ของเซลลไลน HN-22 ที่เล้ียงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ได

จากเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของเหงือกนั้นเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับอาหารเลี้ยงเซลล

ปกติ  

อยางไรก็ตามสารหลั่งจากเซลลเหงือกนั้นประกอบดวยสารตางๆมากมาย เพื่อพิสูจนวา TGF-β 

อาจเปนองคประกอบหนึ่งและมีผลในการกระตุนการสราง MMP-9 ในเซลลไลน HN-22 จึงเติม neutralizing 

antibody ตอ TGF-β ที่ความเขมขนที่ทดสอบแลววาไมเปนพิษตอเซลลดวยเทคนิค MTT (ไมไดแสดงผล) 

พบวา neutralizing antibody ตอ TGF-β สามารถลดกระตุนการสราง MMP-9 ลงไดถึงระดับเดียวกับกลุมที่

ไมไดรับการกระตุน ซึ่งแสดงใหเห็นวา TGF-β เปนองคประกอบหลักที่พบอยูในสารหลัง่จากเซลลเหงือก ที่

กระตุนการสราง MMP-9 สําหรับกลุมทดลองที่ใส neutralizing antibody ตอ TGF-β เพยีงอยางเดียว พบวา

ระดับการสราง MMP-9 ลดลงต่ํากวากลุมที่ไมไดรับการกระตุน ยืนยันผลการศึกษาที่วาเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน

ที่ไดจากเหงือกสามารถสราง  TGF-β ไดเองในสภาวะปกติและ TGF-β ที่สรางไดเองนี้มีผลตอระดับการ

แสดงออกพื้นฐาน (baseline expression) ของ MMP-9 สวนหนึ่ง 
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สารหลั่งจากเซลลไลน HN-22 กระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก  

การทดลองในสวนนี้ทําในลักษณะเดียวกับการทดลองขางตน แตในทางกลับกัน เพื่อแสดงใหเห็นวา

ความสัมพันธระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันนั้นมีผลสงเสริมการดําเนินไปของรอยโรค จึงไดนํา

อาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไลน HN-22 มาแลวเปนเวลา 24 ชั่วโมงมาใหกบัเซลลเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก 3 ชุด ซึ่งเตรียมขึ้นจากชิ้นเหงือกที่ไดจากผูปวย 3 คน แลวเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั

ที่ไดจากเหงือกตอไปอีก 48 ชัว่โมง แลวนําอาหารเลี้ยงเซลลนั้นมาวิเคราะหระดับ MMP-9 ดวยเทคนิค ELISA 

ตามที่แสดงผลไวในรูปที่ 10 พบวา ระดับการสราง MMP-9 ของเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือกที่เล้ียง

ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากเซลลไลน HN-22 นั้นเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนในทุกๆ ไลนของเซลลเหงือก 

โดยเฉพาะในไลนที่ 3 เมื่อเทียบกับระดับ MMP-9 พื้นฐานของเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของเหงือกในแตละไลน

เอง  ผลการทดลองในสวนนี้สรุปไดวา สารหลั่งจากเซลลมะเร็งสามารถกระตุนการสราง MMP-9 ในเซลล

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันได สนับสนุนรายงานที่แสดงความสัมพันธระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน

สงเสริมการดําเนินไปของรอยโรค 
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การวิเคราะหผลการวิจัย 

 ผลการศึกษาครั้งนี้ สนับสนุนแนวคิดที่วา การแพรกระจายของมะเร็งเกิดขึ้นสวนหนึ่งผานทาง

ปฏิสัมพันธระหวางเซลลมะเร็ง และเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันโดยรอบ (Tisdale, 2004) และโมเลกุลตัวหนึ่งที่

เชื่อมตอปฏิสัมพันธนี้ คือ TGF-β 

ความสัมพันธระหวาง TGF-β กับการเพิ่มขึ้นของ MMP-9 มีรายงานไวในมะเร็งบางชนิด (Kim et 

al., 2004; Kim et al., 2005; Sehgal et al., 1996; Sehgal and Thompson, 1999; Thomas et al., 2002) 

แตยังไมมีรายงานที่กลาวถึงกลไกการกระตุน MMP-9 โดย TGF-β ในระดับอณูชีววิทยามากอน ซึ่งใน

รายงานนี้ นอกจากจะพบความสัมพันธในมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของศีรษะและลําคอแลว ยังไดพยายาม

ทําความเขาใจถึงกลไกการกระตุนที่เกิดขึ้นดวย 

โดยทั่วไปแลว การตอบสนองของเซลลตอ TGF-β จะกระตุนใหเกิด Smad signaling pathway 

และ Smad complex ที่เกิดขึ้นจะผานเขาสูนิวเคลียส เพื่อไปจับกับ promoter region ของยีน  อยางไรก็ดี ที่

บริเวณ promoter region ของ MMP-9 นั้นไมมีรายงานวามีตําแหนงที่จับกับ Smad complex ดังนั้น 

คณะผูวิจัยจึงตั้งสมมติฐานวา กระบวนการกระตุน MMP-9 นาจะเกิดผาน MAPKs ซึ่งเปนสัญญาณที่พบได

ใน non-Smad signaling pathway  นอกจากนี้ ยังพบบริเวณที่จับของ AP-1 ที่เกิดจากผลิตผลของ MAPKs 

ที่ตําแหนง promoter ของ MMP-9 ดวย 

อยางไรก็ดี การที่ตัวยับยั้งของ MAPKs ที่ใช ไมสามารถยับยั้งผลของ TGF-β ในการกระตุน MMP-9 

ได นาจะแสดงวา กลไกที่เกิดขึ้นไมไดเกิดผาน MAPKs การที่ TGF-β inhibitor สามารถยับยั้งผลของการ

เหนี่ยวนํา MMP-9 ได ยืนยันวา ผลของ TGF-β ในการเหนี่ยวนํา MMP-9 เกิดจากการสงสัญญาณผาน TGF-

β Receptor และเมื่อตรวจสอบระดับของ Smad phosphorylation พบวาระดับของ phosphorylation 

ลดลง ซึ่งสนับสนุนวาสัญญาณการกระตุน MMP-9 จะเริ่มจากการกระตุนการทํางานของ Smad จากนั้น
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สัญญาณนาจะสงผานตอไปยัง Rho kinase ซึ่งสนับสนุนโดยผลจากการใช Rho inhibitor ที่สามารถยับยั้ง

ผลของ TGF-β ตอ MMP-9 ได 

เมื่อตรวจสอบความสัมพันธระหวาง Smad กับ Rho pathway พบวา Rho นาจะเกี่ยวของกับ 

phosphorylation ของ Smad เนื่องจาก Rho inhibitor สามารถลดระดับ phosphorylation ของ Smad ได 

ซึ่งความชัดเจนในสวนนี้ จะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

มีรายงานที่แสดงถึง ปฏิสัมพันธระหวางเซลลมะเร็ง และเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน โดยพบวา การ

เล้ียงเซลลทั้งสองรวมกัน จะมีผลในการกระตุนการทํางานของเอนไซมในกลุม gelatinases ที่สามารถยอย 

basement membrane (McKenna et al., 2002) ในการทดลองครั้งนี้ คณะผูวิจัย ทดสอบปฏิสัมพันธนี้ ผาน

ทางการใช conditioned medium ซึ่งผลการทดลองพบวา ปฏิสัมพันธระหวางเซลลสองชนิดนี้ ไมจําเปนตอง

เกิดผานการสัมผัสระหวางเซลล แตสามารถเกิดผานทาง soluble factor ได ผลการทดลองแสดงวา 

conditioned medium จากจากเซลลเนื่อเยื่อเกี่ยวพัน สามารถเหนี่ยวนําเซลลมะเร็งใหหลั่ง MMP-9 เพิ่มขึ้น 

โดยผานทาง TGF-β ที่สรางจากเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน และในทํานองเดียวกัน conditioned medium จาก

เซลลมะเร็ง สามารถเหนี่ยวนําการหลั่ง MMP-9 จากเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันได  อยางไรก็ดี กลไกการกระตุนยัง

ไมชัดเจน 

อยางไรก็ดี ผลการทดลองครั้งนี้อาจไมสมบูรณ เนื่องจากระหวางทําการวิจยัมีปญหาเรื่องการติดเชื้อ

ในหองปฏิบัติการและพฤติกรรมการแสดงออกของเซลล HSC-5 ในสวนของการแสดงออกของเอนไซม 

MMP-9 ที่ลดลงจนมีปญหาวาไมสามารถตรวจวัดระดับการแสดงออกของเอนไซมไดอยางนาเชื่อถือ ซึ่งผูวิจัย

ไดขอเซลลใหมจากประเทศญี่ปุน ซึ่งเซลลใหมที่ไดรับก็มีปญหาเรื่องระดับการแสดงออกของเอนไซมเชนกัน 

ดังนั้นผลการศึกษาในชวงหลังจึงจําเปนตองศึกษาใน HN-22 ซึ่งใหผลในการตอบสนองตอ TGF-β ใน

ลักษณะเดียวกัน (รูปที่ 1A) โดยในรูปที่ 1A จะเห็นวามีระดบัการแสดงออกของ MMP-9 ที่ชัดเจนกวา HSC-5 
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แตเนื่องจากการทดลองในลําดับตอๆ มาระดับการแสดงออกที่ตรวจวัดไดนอยกวา HSC-5 รูปแบบการ

นําเสนอจึงแสดงการทดลองใน HSC-5 ในชวงแรก และกลับมานําเสนอผลการศึกษาใน HN-22 ในชวงทาย

ดังเหตุผลที่อธิบายไวขางตน 

 

 

สรุป 

ผลการทดลองแสดงวา TGF-β สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของศีรษะและ

ลําคอ หลั่ง MMP-9 เพิ่มขึ้น สัญญาณการกระตุนจะเกิดผาน crosstalk ระหวาง Smad และ Rho kinase 

pathway นอกจากนี้ เซลลมะเร็งยังสามารถกระตุนเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันใหหลั่ง MMP-9 เพิ่มขึ้น แต

กลไกการเหนี่ยวนํายังไมมีความชัดเจน 
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รูปที่ 1 A) เจลาตินไซโมกราฟฟแสดงระดับของเอนไซม MMP-9 ที่ไดจากอาหารเลี้ยง
เซลล HSC-2, HSC-5, HN-22 และ BT-549 ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 48 
ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 0.1, 1 
และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปที่ 1 B) ภาพแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีน MMP-9 ภายหลังทํา
การเลี้ยงเซลล HSC-5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบระหวางเซลลที่ไมไดรับการ
กระตุน และเซลลที่ถูกกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 0.1, 1, 10 นาโนกรัม/
มิลลิลิตร วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA
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รูปที่ 1 C) ภาพแสดงระดับของอารเอ็นเอนํารหัสของ MMP-9 ภายหลังทําการเลี้ยง
เซลล HSC-5 เปนเวลา 16 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-
β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบตอระดับของ GAPDH ทีเ่ทากนั 
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รูปที่ 2  เจลาตินไซโมกราฟฟแสดงระดับของเอนไซม MMP-9 ที่ไดจากอาหารเลีย้งเซลล HSC-5 
ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน หรือกระตุนดวย 
TGF-β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร รวมกับ ตัวยับยั้งโมเลกุลถายทอดสัญญาณที่มี
ความจําเพาะตอ PI3K และ Akt กราฟแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับ MMP-9 
วิเคราะหโดยโปรแกรม Scion 
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 รูปที่ 3 เจลาตินไซโมกราฟฟแสดงระดับของเอนไซม MMP-9 ที่ไดจากอาหารเลี้ยงเซลล HSC-5 
ภายหลังบมในตูเลี้ยงเซลลเปนเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-β 
ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร รวมกับ ตัวยับยั้งโมเลกุลถายทอดสัญญาณที่มีความจําเพาะตอ 
ERK, JNK, p38 kinase และ Rho kinase กราฟแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับ MMP-9 
วิเคราะหโดยโปรแกรม Scion 



รูปที่ 4 เจลาตินไซโมกราฟฟแสดงระดับของเอนไซม MMP-9 ที่ไดจากอาหารเลี้ยงเซลล  
HN-22  ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน 
หรือกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หรือรวมกับการไดรับตัว
ยับยั้งตอ Smad-2 (SB431542 และ SB505124)
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รูปที่ 5 ภาพแสดงการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของระดับ Smad 2 ที่ทํางาน 
(phospholylated Smad-2; p-Smad 2) ตอ ปริมาณ Smad 2/3 ทั้งหมด (t-Smad 2/3)
ของเซลล  HN-22  ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับ
การกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หรือรวมกับ
การไดรับตัวยับยั้งตอ Smad-2 (SB505124) วิเคราะหโดยเทคนิค Western blot
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รูปที่ 6 ภาพแสดงการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของระดับ Smad 2 ที่ทํางาน 
(phospholylated Smad-2; p-Smad 2) ตอ ปริมาณ Smad 2/3 ทั้งหมด (t-Smad 2/3)
ของเซลล  HN-22  ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับ
การกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หรือรวมกับ
การไดรับตัวยับยั้งตอ Rho kinase (Rhoi) วิเคราะหโดยเทคนิค Western blot
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รูปที่ 7 ภาพแสดงระดับการแสดงออกในระดับยีน (อารเอ็นเอนํารหัส) ของ TGF-β ที่ไดจาก
เนื้อเยื่อเหงือกปกติของคน 3 คน เมื่อเปรียบเทียบตอระดับของ GAPDH ที่เทากัน



รูปที่ 8 ภาพแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีน MMP-9 ภายหลังทํา
การเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก เปนเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบระหวาง
เซลลที่ไมไดรับการกระตุน เซลลที่ถูกกระตุนดวย 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร TGF-β เซลลที่
ไดรับเฉพาะตัวยับยั้ง Rho kinase (Rhoi) และเซลลที่ถูกกระตุนดวย 1 นาโนกรัม/
มิลลิลิตร TGF-β รวมกับไดรับตัวยับยั้ง Rho kinase วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA
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รูปที่ 9 ภาพแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีน MMP-9 ภายหลังทํา
การเลี้ยงเซลลไลน HN-22 เปนเวลา 48 ชั่วโมง ในอาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการเลี้ยงเซลล
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันจากเหงือกมาเปนเวลา 24 ชั่วโมง (GF-CM) เปรียบเทียบกับเซลลที่
ไดรับอาหารเลี้ยงเซลลปกติ เซลลที่ไดรับเฉพาะ neutralizing antibody ตอ TGF-β (n-
TGF-β) เซลลที่ถูกกระตุนดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน
จากเหงือก รวมกับไดรับneutralizing antibody ตอ TGF-β วิเคราะหโดยเทคนคิ ELISA
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รูปที่ 10 ภาพแสดงการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีน MMP-9 ภายหลังทําการเลี้ยงเซลล
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันจากเหงือก 3 ไลนจากผูปวย 3 คน (GF-1, 2, 3) เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน
อาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการเลี้ยงเซลลไลน HN-22 มาเปนเวลา 24 ชั่วโมง (HN-22-CM) 
โดยเปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกพื้นฐานของ MMP-9 ในเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน
จากเหงือกในแตละไลน วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA
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