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บทคัดย่อ 

 ēรคมะđรĘงตับǰđปŨนēรคมะđรĘงทĊęมĊควćมสĈคัญĒละพบĕดšĔนประชćกรทัęวēลกǰซċęงĒนวทćงĔนกćรรักษć

ēรคมะđรĘงตับĔนปŦจจčบันดšวยกćรผŠćตัดǰกćรฉćยรังสĊǰĒละđคมĊบĈบัดǰยังมĊประสĉทธĉภćพĕมŠดĊđทŠćทĊęควรǰĔนปŦจจčบัน

จċงมĊกćรพัฒนćกćรรักษćĒบบมčŠงđปŜćǰ(targeted therapy) ēดยĔชšสćรทĊęสćมćรถยับยัĚงกระบวนกćรสŠงสัญญćณ

ระหวŠćงđซลลŤอยŠćงจĈđพćะǰđพČęอขัดขวćงกćรđจรĉญĒละกćรรčกลćมของđซลลŤมะđรĘงǰซċęงĕดšมĊกćรศċกษćพบวŠćกćรสŠง

สัญญćณĔนวĉถĊสัญญćณ NotchǰทĊęมćกผĉดปกตĉมĊควćมđกĊęยวขšองกับกćรđกĉดมะđรĘงหลćยชนĉดรวมถċงมะđรĘงตับดšวยǰ

วĉถĊสัญญćณ Notch มĊควćมđกĊęยวขšองกับกćรđพĉęมจĈนวนǰคčณสมบัตĉควćมđปŨนđซลลŤตšนกĈđนĉดมะđรĘงǰĒละกćร

ĒพรŠกระจćยของđซลลŤมะđรĘงǰēดยมĊđอนĕซมŤสĈคัญĔนกćรกระตčšนกćรสŠงสัญญćณǰคČอǰĒกมมćซĊครĊđตสǰ (γ-

secretase) ซċęงĔนปŦจจčบันĕดšมĊกćรคĉดคšนสćรยับยัĚงĒกมมćซĊครĊđตสǰ(γ-secretase inhibitor; GSI)ǰđพČęอยับยัĚง

กćรสŠงสัญญćณĔนวĉถĊสัญญćณǰNotchǰงćนวĉจัยนċĚจċงศċกษćผลของ GSIǰ3ǰชนĉดĔนđชĉงđปรĊยบđทĊยบǰคČอ GSI-XVI, 

GSI-IX ĒละǰCrenigacestatǰตŠอกćรอยĎŠรอดĒละสมบัตĉกćรđปŨนđซลลŤตšนกĈđนĉดของđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ HepG2ǰ

พบวŠćǰGSI-XVIǰĒละǰGSI-IXǰทĊęควćมđขšมขšน 50ǰĕมēครēมลćรŤǰทĈĔหšđซลลŤมะđรĘงตับมĊชĊวĉตรอดđฉลĊęยทĊęǰ57.41ǰ%ǰ

Ēละǰ63.49ǰ%ǰตćมลĈดับǰĒละǰCrenigacestatǰควćมđขšมขšน 1ǰĕมēครēมลćรŤǰทĈĔหšđซลลŤมะđรĘงตับมĊชĊวĉตรอด

đฉลĊęยทĊęǰ72.93ǰ%ǰĔนกćรđลĊĚยงđซลลŤĒบบสองมĉตĉǰēดยǰGSI-XVIǰสćมćรถลดกćรĒสดงออกของēปรตĊน Notch1, 2 

Ēละǰ3ǰอยŠćงมĊนัยสĈคัญǰGSI-IXǰลดกćรĒสดงออกĕดšđพĊยงēปรตĊนǰNotch3ǰĒละ Crenigacestatǰลดกćร

ĒสดงออกēปรตĊน Notch1ǰĕดšǰนอกจćกนĊĚǰมĊđพĊยงǰGSI-XVIǰĒละ CrenigacestatǰทĊęลดกćรอยĎŠรอดของđซลลŤĔน

กćรđลĊĚยงĒบบ spheroidǰĕดšǰĒละ GSI-XVIǰĒละǰGSI-IXǰสćมćรถลดระดับกćรĒสดงออกของยĊน hes1 Ēละ 

hey1 ซċęงđปŨนยĊนđปŜćหมćยของวĉถĊสัญญćณ Notch ĒละลดระดับกćรĒสดงออกของยĊน Oct4 ซċęงđปŨนยĊนทĊę

đกĊęยวขšองกับคčณสมบัตĉควćมđปŨนđซลลŤตšนกĈđนĉดมะđรĘงĕดšǰซċęงกćรศċกษćđพĉęมđตĉมēดยĔชšđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับชนĉดอČęน

ēดยกćรđลĊĚยงđซลลŤĒบบสćมมĉตĉǰหรČอกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ NotchǰดšวยวĉธĊอČęนอćจนĈĕปสĎŠกćรพัฒนćĒนวทćงกćร

รักษćēรคมะđรĘงตับทĊęมĊประสĉทธĉภćพมćกขċĚน 
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Abstract 

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common cancers worldwide.ǰBecause of 

the ineffectiveness of the current treatments for HCC such as surgery, radiotherapy and 

chemotherapy, targeted therapy is currently development using compounds to inhibit cellular 

signaling that is involved in HCC development and metastasis. Previous studies showed that 

aberrant signaling in Notch signaling pathway is involved in the development of several 

cancers, including HCC. Notch signaling pathway regulates proliferation, cancer stemness and 

invasiveness of cancer cells. It has a key enzyme to activate the signaling pathway called γ-

secretase. Currently, many γ-secretase inhibitors (GSIs) have been developed to inhibit Notch 

signaling via inhibiting γ-secretase. The objectives of this study are to compare the effect of 3 

GSIs, including GSI-XVI, GSI-IX, and Crenigacestat, on viability and cancer stemness using liver 

cancer cell lines, HepG2. In 2D culture, 50 µM GSI-XVI and GSI-IX inhibit HepG2 viability to 

57.41 % and 63.49 % respectively, and 1 µM Crenigacestat inhibited HepG2 viability to 72.93%. 

GSI-XVI also significantly inhibited Notch1, Notch2, and Notch3 protein expression, while GSI-

IX inhibited Notch3 expression and Crenigacestat inhibited Notch1 expression. GSI-XVI and 

Crenigacestat inhibited viability of HepG2 in spheroid culture. GSI-XVI and GSI-IX inhibited hes1 

and hey1, which are the Notch target genes, and Oct4, a cancer stemness-related gene. Further 

study using other liver cancer cell lines with 3D culturing technique or inhibiting Notch signaling 

pathway using other methods may provide the evidence for the novel effective therapeutic 

options for the treatment of hepatocellular carcinoma. 
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บทที่ǰ1 

บทนำ 

อุบัติการณŤและการรักษามะเร็งตับในปŦจจุบัน 

 ēรคมะđรĘงตับǰđปŨนēรคทĊęมĊควćมสĈคัญĒละพบĕดšĔนประชćกรทัęวēลกǰēดยจćกสถĉตĉของสĈนักงćนกองทčน

วĉจัยมะđรĘงēลกǰ(The World Cancer Research Fund : WCRF)ǰพบวŠćมะđรĘงตับđปŨนมะđรĘงทĊęพบมćกđปŨน

อันดับทĊęǰ5ǰĔนđพศชćยĒละอันดับทĊęǰ9ǰĔนđพศหญĉงǰēดยĔนพ.ศ.ǰ2561ǰพบวŠćมĊจĈนวนผĎšปśวยมะđรĘงตับรćยĔหมŠ

đพĉęมขċĚนกวŠćǰ840,000ǰรćยทัęวēลกǰ(1)ǰĒละประđทศĕทยđปŨนประđทศทĊęพบผĎšปśวยมะđรĘงตับมćกทĊęสčดđปŨนอันดับทĊęǰ

8ǰของēลกǰซċęงĔนพ.ศ.ǰ2560ǰพบēรคมะđรĘงตับĔนประđทศĕทยมćกทĊęสčดđปŨนอันดับǰ2ǰรองจćกมะđรĘงđตšćนม ǰ(2)ǰ

(ภćพทĊ ę ǰ1.1)ǰĒละจćกสถĉต ĉของǰAmerican Cancer Society (ACS) ทĊ ęĔช šข šอม Ďลจćกฐćนข šอม Ďลǰ SEER 

(Surveillance, Epidemiology, and End Results) ตัĚงĒตŠพ.ศ.ǰ2551ǰถċงǰ2557ǰซċęงĒบŠงกลčŠมผĎšปśวยมะđรĘงđปŨนǰ

3ǰระยะคČอǰđฉพćะทĊę (ĕมŠมĊกćรĒพรŠกระจćยของมะđรĘงออกจćกตับ) ĔนบรĉđวณĔกลšđคĊยง (มĊกćรĒพรŠกระจćยของ

มะđรĘงĕปยังบรĉđวณหรČอตŠอมนĚĈđหลČองĔกลšǰė)ǰĒละǰบรĉđวณหŠćงĕกล (มĊกćรĒพรŠกระจćยของมะđรĘงĕปสĎŠอวัยวะอČęน

ทĊęอยĎŠĕกลจćกตับǰđชŠนǰปอด)ǰพบวŠćอัตรćกćรมĊชĊวĉตรอดภćยĔนǰ5ǰปŘของผĎšปśวยมะđรĘงตับคĉดđปŨนǰ18%ǰของผĎšปśวย

มะđรĘงตับทัĚงหมดǰđมČęอพĉจćรณćผĎšปśวยĔนĒตŠละระยะǰพบวŠćอัตรćกćรมĊชĊวĉตรอดภćยĔนǰ 5ǰปŘของผĎšปśวยคĉดđปŨนǰ

31%ǰĔนระยะđฉพćะทĊę (localized), 11%ǰĔนบรĉđวณĔกลšđคĊยง (regional)ǰĒละǰ2%ǰĔนบรĉđวณหŠćงĕกล 

(distant) (3) (ตćรćงทĊęǰ1.1) ซċęงēดยปกตĉĒลšวǰหćกผĎšปśวยđขšćรับกćรผŠćตัดđพČęอกĈจัดกšอนมะđรĘงออกĒลšวǰอัตรć

กćรมĊชĊวĉตรอดภćยĔนǰ5ǰปŘของผĎšปśวยกĘจะđพĉęมสĎงขċĚน 

ēรคมะđรĘงตับสćมćรถđกĉดĕดšจćกหลćยสćđหตčǰđชŠนǰกćรตĉดđชČĚอĕวรัสตับอักđสบชนĉดบĊĒละซĊĒบบđรČĚอรังǰ

ภćวะตับĒขĘงทัĚงทĊęđกĉดจćกกćรดČęมĒอลกอฮอลŤหรČอกćรตĉดđชČĚอĕวรัสตับอักđสบǰกćรĕดšรับสćรพĉษอะฟลćทĘอกซĉนǰ

ēรคทćงพันธčกรรมĒละđมตćบอลĉกตŠćงǰėǰđชŠนǰēรคđบćหวćนǰทĈĔหšมĊĕขมันđกćะทĊęตับĒละđกĉดđปŨนภćวะตับĒขĘง

ĒละกลćยđปŨนมะđรĘงตับĔนทĊęสčดǰสĈหรับĒนวทćงกćรรักษćมะđรĘงตับมĊหลćยทćงขċĚนกับสภćวะควćมรčนĒรงของ

ēรคǰระยะของēรคǰĒละกćรĒพรŠกระจćยของมะđรĘงǰēดยวĉธĊกćรรักษćอćจประกอบดšวยกćรĔหšยćǰกćรผŠćตัดǰกćร

ปลĎกถŠćยตับǰกćรรักษćดšวยđคมĊบĈบัดǰกćรรักษćดšวยภĎมĉคčšมกันบĈบัดĒละกćรĔชšรังสĊรักษćǰซċęงĔนผĎšปśวยĒตŠละรćย

จะมĊลักษณะของมะđรĘงĒละสภćพรŠćงกćยĒตกตŠćงกันĕปǰทĈĔหšกćรรักษćĔนผĎšปśวยĒตŠละรćยĕมŠđหมČอนกันǰĒพทยŤ

จċงตšองพĉจćรณćวĉธĊกćรรักษćทĊęđหมćะสมทĊęสčดĔหšกับผĎšปśวยǰēดยยćทĊęĔชšĔนกćรรักษćēรคมะđรĘงตับĔนปŦจจčบันทĊę

ĕดšรับกćรยอมรับจćกองคŤกćรอćหćรĒละยćǰ(Food and Drug Administration : FDA)ǰมĊหลćยชนĉด đชŠนǰ

sorafenib (Nexavar), lenvatinib (Lenvima), regorafenib (Stivarga),ǰcabozantinib (Cabometyx) หรČอ

ยćทĊęĔชšĔนกćรรักษćดšวยภĎมĉคčšมกันบĈบัดǰđชŠนǰnivolumab (Opdivo) Ēละ pembrolizumab (Keytruda)ǰđปŨน

ตšนǰซċęงĔนปŦจจčบันมĊกćรพัฒนćยćĔหมŠǰėǰทĊęมĊđปŜćหมćยĔนกćรออกฤทธĉĝĒตกตŠćงกันǰđพČęอĔหšกćรรักษćēรคมะđรĘงตับ

มĊประสĉทธĉภćพมćกขċĚน 
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ภาพที่ǰ1.1ǰสถĉตĉจĈนวนผĎšปśวยรćยมะđรĘงรćยĔหมŠĔนประđทศĕทยǰพ.ศ.ǰ2560 (2) 

 

การแพร่กระจาย อัตราการมีชีวิตรอดภายในǰ5ǰปี 

đฉพćะทĊę (localized) 31% 

บรĉđวณĔกลšđคĊยง (regional) 11% 

บรĉđวณหŠćงĕกล (distant) 2% 

ทčกระยะ 18% 

 

ตารางที่ǰ1.1ǰอัตรćกćรมĊชĊวĉตรอดภćยĔนǰ5ǰปŘของผĎšปśวยมะđรĘงตับระยะตŠćงǰėǰระหวŠćงค.ศ.ǰ2008ǰ-ǰ2014ǰ(3) 

 

วิถีสัญญาณ Notch 

 วĉถĊสัญญćณǰNotchǰđปŨนวĉถĊสัญญćณสĈคัญทĊęควบคčมกćรđพĉęมจĈนวนǰ (proliferation)ǰกćรđปลĊęยน

สภćพđพČ ęอทĈหนšćทĊ ę đฉพćะǰ(differentiation) ĒละกćรตćยของđซลลŤ ǰ(cell death) Ĕนสัตว ŤหลćยđซลลŤ 

(metazoan) ทčกชนĉดǰ(4) NotchǰคČอกลčŠมēปรตĊนทĊęđปŨนตัวรับสัญญćณทĊęĒสดงออกอยĎŠบนผĉวđซลลŤซċęงĔนสัตวŤđลĊĚยง

ลĎกดšวยนมจะมĊǰ4ǰชนĉดǰคČอ Notch1, Notch2, Notch3,ǰĒละ Notch4 (5)ǰēดยēปรตĊน Notchǰจะสćมćรถจับ

กับลĉĒกนดŤǰ(ligand) 5ǰชนĉดประกอบดšวยǰJagged-1, 2ǰĒละ Delta-like (DLL) 1, 3, 4ǰēดยวĉถĊสัญญćณ 

Notchǰจะđรĉ ęมตšนขċĚนđมČęอ NotchǰจับกับลĉĒกนดŤซċ ęงĒสดงออกอยĎŠบนđซลลŤขšćงđคĊยงǰจćกนัĚนตัวรับสัญญćณ 

Notch จะถĎกยŠอยดšวยđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตสǰ (γ-secretase) กćรยŠอยēปรตĊนจะยŠอยēดยĔชšตĈĒหนŠงǰS2, S3ǰ
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ĒละǰS4 ของđอนĕซมŤ (6, 7)ǰทĈĔหš Notch intracellular domain (NICD) หลčดออกจćกบรĉđวณผĉวđซลลŤĒละ

ถĎกสŠงตŠอĕปยังนĉวđคลĊยสĒละđกĉดđปŨน Notch transcriptional complexǰ(ภćพทĊęǰ1.2) ทĈĔหšđกĉดกćรĒสดงออก

ของยĊนđปŜćหมćยǰđชŠน hairy/enhancer of split-1 (hes1) (8) ซċ ęงđปŨนǰbasic helix-loop-helix (bHLH) 

transcriptional regulator ĔหšมĊกćรถอดรหัสĒละĒปลรหัสĔนยĊนđปŜćหมćยǰสŠงผลĔหšđซลลŤมĊกćรĒบŠงตัวđพČęอđพĉęม

จĈนวนตŠอĕปǰ(9)ǰซċęงĔนมะđรĘงหลćยชนĉดรวมถċงมะđรĘงตับǰพบกćรกระตčšนĔหšมĊกćรสŠงสัญญćณĔนวĉถĊสัญญćณ 

Notch ทĊęมćกผĉดปกตĉǰนอกจćกนĊĚǰวĉถĊสัญญćณ NotchǰยังมĊควćมđกĊęยวขšองกับคčณสมบัตĉควćมđปŨนđซลลŤตšน

กĈđนĉดมะđรĘงǰ(cancer stem cell, CSC)ǰ(10)ǰซċęง CSC มĊคčณสมบัตĉทĊęสĈคัญคČอสćมćรถĒบŠงตัวđพČęอđพĉęมจĈนวน

ĕดšอยŠćงตŠอđนČ ęองǰ(11)ǰซċ ęงจะนĈĕปสĎŠกćรรčกรćนǰ(invasiveness)ǰĒละกćรĒพรŠกระจćยของđซลลŤมะđรĘงǰ

(metastasis) กćรดČĚอยćของđซลลŤมะđรĘง ĒละกćรกลับมćđปŨนซĚĈ (recurrence)ǰ(12)ǰทĈĔหšกćรรักษćมะđรĘงĔน

ปŦจจčบันดšวยวĉธĊđคมĊบĈบัดยังĕมŠĕดšผลดĊđทŠćทĊęควรǰดังนัĚนǰวĉถĊสัญญćณǰNotchǰจċงđปŨนđปŜćหมćยทĊęดĊสĈหรับกćรĔชš

ĔนกćรรักษćēรคมะđรĘงตับĒละมะđรĘงอČęนǰėǰอĊกหลćยชนĉดǰ(13) 

 

 

ภาพที่ǰ1.2 วิถีวัญญาณ Notch 

กćรยŠอยēปรตĊนǰNotch ดšวยđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตสđพČęอđหนĊęยวนĈกćรสŠงสัญญćณของวĉถĊสัญญćณǰNotchǰ(14) 
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สารยับยั้งแกมมาซีครีเตสǰ(γ-secretaseǰinhibitor; GSI) 

 ĒกมมćซĊครĊđตสǰ(γ-secretase)ǰđปŨนđอนĕซมŤประđภท proteaseǰทĊęĒทรกตัวอยĎ ŠĔนđยČ ęอหč šมđซลลŤ ǰ

ประกอบขċ Ěนจćกǰ4ǰหนŠวยยŠอยĕดšĒกŠǰpresenilins (PSEN1 Ēละ PSEN2), nicastrin, anterior, pharynx 

defective homolog 1ǰ(aph-1) Ēละ presenilin enhancer 2ǰ(pen-2) มĊหนšćทĊ ęหลักĔนกćรยŠอยēปรตĊน

หลćกหลćยชนĉดǰđชŠนǰAPP, APP-like proteins (APLPs), E-CadherinǰĒละ Notch đปŨนตšนǰซċęงĔนกćรđกĉด

ēรคอัลĕซđมอรŤǰ(Al[heiNeSĴTǰdiTeaTe)ǰǰพบวŠćกćรทĈงćนทĊęผĉดปกตĉของđอนĕซมŤชนĉดนĊĚĔนกćรยŠอยēปรตĊน APP 

ทĈĔหšđกĉดกćรสะสมของ Amyloid-β-peptideǰĔนđนČĚอđยČęอสมองǰทĈĔหšđกĉดđปŨนēรคอัลĕซđมอรŤĔนทĊęสčดǰ(15)ǰจċง

ĕดšมĊกćรคĉดคšน GSIǰđพČęอยับยัĚงกćรทĈงćนของđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตสǰซċęงนอกจćกจะĔชšĔนกćรรักษćēรคอัลĕซ

đมอรŤĒลšวǰGSIǰบćงชนĉดสćมćรถกดกćรสŠงสัญญćณĔนวĉถĊสัญญćณ Notch ĕดšđชŠนกันǰทĈĔหšĔนปŦจจčบันđรĉęมมĊกćร

นĈǰGSIǰมćศċกษćĔนกćรรักษćēรคมะđรĘงตŠćงǰėǰรวมถċงมะđรĘงตับมćกขċĚนǰ(16-18)ǰēดยกระบวนกćรยับยัĚงอćจđกĉด

จćกกćรทĊęǰGSIǰĕปจับกับหนŠวยยŠอยตŠćงǰėǰของđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตสǰēดยจćกกćรศċกษćพบวŠćหนŠวยยŠอยทĊę

đปŨนđปŜćหมćยĔนกćรทĈงćนของǰGSIǰสŠวนĔหญŠǰคČอǰPSEN1ǰĒละǰPSEN2 (19)ǰĒตŠมĊรćยงćนวŠćǰGSIǰĒตŠละชนĉดมĊ

ฤทธĉĝตŠอēปรตĊนซับสđตรตทĊęตŠćงกันǰ (20)ǰซċęงĔนงćนวĉจัยนĊĚจะĔชšǰGSI 3 ชนĉดĕดšĒกŠǰGSI-XVI  (DAPM, N-[N-3,5-

Difluorophenacetyl]-L-alanyl-S-phenylglycine Methyl Ester) ซċęงสćมćรถยับยัĚงđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตส

Ĕนกćรผล ĉ ต ǰAβ40 (21) (ภćพท Ċ ę ǰ 1 . 3 ), GSI-IX (DAPT, N-[N-(3,5-Difluorophenacetyl)- L -alanyl]-S-

phenylglycine t-butyl ester) ซċęงจะยับยัĚงđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตสĔนกćรผลĉตēปรตĊน Aβ (22)ǰ(ภćพทĊęǰ1.4) 

Ēละ Crenigacestatǰ(LY3039478)ǰซċ ęงสćมćรถยับยั ĚงกćรยŠอย Notch-1 intracellular domain (N1ICD) 

(23)ǰ(ภćพทĊęǰ1.5)ǰēดยขšอมĎลจćก clinicaltrials.gov ยังĕมŠพบกćรทดลองทćงคลĉนĉกĔนผĎšปśวยēรคมะđรĘงของǰGSI-

IXǰĒละ GSI-XVIǰĒตŠพบกćรทดลองทćงคลĉนĉกĔนระยะทĊęǰ1ǰ(Phase 1) ของ CrenigacestatǰกับēรคมะđรĘงหลćย

ชนĉดǰđชŠนǰT-cell Acute Lymphoblastic Leukemia (T-ALL), มะđรĘงđตšćนม, มะđรĘงลĈĕสšĔหญŠǰđปŨนตšนǰĒตŠยัง

ĕมŠมĊกćรทดลองĔนผĎšปśวยēรคมะđรĘงตับǰ 

  

ภาพที่ǰ1.3ǰสูตรโครงสรšางของǰGSI-XVI (สูตรโมเลกุล C20H20F2N2O4ǰMW = 390.4) 
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ภาพที่ǰ1.4ǰสูตรโครงสรšางของǰGSI-IX (สูตรโมเลกุล C23H26F2N2O4ǰMW = 432.46) 

 

 

ภาพที่ǰ1.5ǰสูตรโครงสรšางของǰCrenigacestat (สูตรโมเลกุล C22H23F3N4O4ǰMW = 464.44) 

 

ปŦญหาที่พบในการใชš GSI เพื่อรักษามะเร็ง 

ĔนปŦจจčบันกćรĔชšǰGSIǰđพČęอรักษćมะđรĘงยังĕมŠสćมćรถนĈĕปĔชšĕดšจรĉงđนČęองจćกĒกมมćซĊครĊđตสđปŨน

đอนĕซมŤทĊęมĊซับสđตรตหลćยชนĉดทĊęมĊกćรĒสดงออกĔนđซลลŤปกตĉǰ(24)ǰทĈĔหšđมČęอถĎกยับยัĚงĕปอćจđกĉดกćรทĈงćนทĊę

ผĉดปกตĉของđซลลŤปกตĉทĊęĕมŠĔชŠđซลลŤมะđรĘงĕดšǰนอกจćกนĊĚǰกćรĔชš GSI จะยับยัĚงĒกมมćซĊครĊđตสēดยĕมŠĕดšออกฤทธĉĝ

อยŠćงจĈđพćะกับđซลลŤมะđรĘงđทŠćนัĚนǰจċงอćจđกĉดควćมđปŨนพĉษตŠอđซลลŤอČęนǰėǰĔนรŠćงกćยĕดšǰ(18)ǰนอกจćกนĊĚǰกลĕก

กćรทĈงćนทัĚงหมดของǰGSIǰĒละผลของǰGSIǰตŠอกćรสรšćงđสšนđลČอดĔหมŠđพČęอหลŠอđลĊĚยงมะđรĘงทĊęยังคงĕมŠทรćบĒนŠ

ชัด รวมĕปถċงผลของกćรยับยัĚงǰNotch ดšวยǰGSIǰทĊęอćจทĈĔหšđกĉดกćรđปลĊęยนĒปลงของđซลลŤบćงชนĉดǰđชŠนǰđซลลŤ

ผĉวหนังǰทĈĔหšđกĉดđปŨนมะđรĘงชนĉดอČęนǰėǰĕดšǰ(19)ǰทĈĔหšยังĕมŠสćมćรถนĈǰGSI มćĔชšĔนกćรรักษćมะđรĘงĕดšจรĉงǰจċง

ยังตšองมĊกćรศċกษćđพĉęมđตĉมđพČęอĒกšĕขขšอจĈกัดđหลŠćนĊĚ 
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การเลี้ยงเซลลŤมะเร็งตับแบบสองมิติและสามมิติ 

 กćรđพćะđลĊĚยงđซลลŤđปŨนหนċęงĔนสŠวนสĈคัญทĊęทĈĔหšงćนวĉจัยสćมćรถดĈđนĉนตŠอĕปĕดšǰซċęงกćรศċกษćēดยĔชš

đซลลŤĕลนŤมะđรĘงĔนหลอดทดลอง (in vitro) สŠวนมćกจะĔชšกćรđพćะđลĊĚยงĒบบสองมĉตĉđปŨนหลักǰēดยสĈหรับđซลลŤ

ĕลนŤมะđรĘงทĊęสćมćรถยċดđกćะĕดšǰđซลลŤจะđจรĉญđปŨนชัĚนđดĊยวǰ (monolayer)ǰĒละĒผŠขยćยออกจนđตĘมพČĚนทĊęของ

ภćชนะทĊęĔชšĔนกćรđพćะđลĊĚยงǰđชŠนǰจćนđลĊĚยงǰหรČอขวดđพćะđลĊĚยงđซลลŤǰđปŨนตšนǰ(25)ǰกćรđลĊĚยงđซลลŤมะđรĘงดšวยวĉธĊ

นĊĚมĊขšอดĊคČอĕมŠซับซšอนǰĒละมĊคŠćĔชšจŠćยนšอยǰĒตŠกćรđพćะđลĊĚยงđซลลŤมะđรĘงĒบบǰ2ǰมĉตĉยังคงมĊขšอจĈกัดĔนหลćยǰėǰ

ดšćนǰทัĚงกćรĕมŠสćมćรถđลĊยนĒบบēครงสรšćงĒละสภćวะธรรมชćตĉของกšอนมะđรĘงǰรวมĕปถċงปฏĉสัมพันธŤระหวŠćง

đซลลŤǰĒละปฏĉสัมพันธŤระหวŠćงđซลลŤกับสĉęงĒวดลšอมǰซċęงจะสŠงผลĔหšกćรทĈงćนของđซลลŤǰกćรđปลĊęยนสภćพđพČęอทĈ

หนšćทĊęđฉพćะǰกćรđพĉęมจĈนวนǰกćรĒสดงออกของยĊนĒละēปรตĊนǰรวมĕปถċงกćรตอบสนองตŠอสĉęงกระตčšนหรČอยć

ตŠćงǰėǰđปลĊęยนĒปลงĕปǰ(26)ǰดังนัĚนǰจċงมĊกćรคĉดคšนวĉธĊđพćะđลĊĚยงđซลลŤมะđรĘงทĊęสćมćรถđลĊยนĒบบสภćวะกćร

đจรĉญĔนรŠćงกćยของกšอนมะđรĘงĕดšǰđชŠนǰกćรđพćะđลĊĚยงđซลลŤสćมมĉตĉǰđปŨนตšนǰซċęงกćรđพćะđลĊĚยงđซลลŤมะđรĘงĒบบ

สćมมĉตĉĔนอดĊตนัĚนǰđรĉęมตšนจćกđลĊĚยงĔนวčšนอŠอน (soft agar)ǰĒละมĊกćรพัฒนćตŠอมćจนĔนปŦจจčบันสćมćรถĒบŠงĕดš

đปŨนǰ3ǰรĎปĒบบคČอǰ1.)ǰđลĊĚยงĔนจćนđลĊĚยงทĊęđคลČอบสćรปŜองกันกćรยċดđกćะǰ2.)ǰđลĊĚยงĔนอćหćรทĊęมĊลักษณะคลšćย

đจลǰĒละǰ3.)ǰđลĊĚยงēดยมĊēครงǰ(scaffold)ǰชŠวยพยčงǰ(26)ǰēดยĔนงćนวĉจัยนĊĚจะĔชšกćรđลĊĚยงĔนจćนทĊęđคลČอบสćร

ปŜองกันกćรยċดđกćะǰđนČęองจćกมĊขšอดĊคČอĕมŠซับซšอนǰĔชšđวลćนšอยǰĒละสćมćรถĒยกđซลลŤออกจćกอćหćรมćทĈกćร

ทดลองตŠอĕปĕดšงŠćย 

 

วัตถุประสงคŤของโครงการ 

1. đพČęอđปรĊยบđทĊยบผลของ GSI ชนĉดตŠćงǰėǰตŠอกćรอยĎŠรอดของđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ 

2. đพČęอศċกษćผลของ GSI ชนĉดตŠćงǰėǰตŠอกćรĒสดงออกของēปรตĊนĒละยĊนทĊęđกĊęยวขšองกับวĉถĊสัญญćณǰ

Notch ĒละสมบัตĉกćรđปŨนđซลลŤมะđรĘงตšนกĈđนĉดของđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ 

 

ประโยชนŤที่คาดว่าจะไดšรับ 

 รĎšควćมĒตกตŠćงของฤทธĉĝของǰGSI ตŠอกćรอยĎŠรอดของđซลลŤมะđรĘงตับĒละกćรĒสดงออกของēปรตĊนĒละ

ยĊนทĊęđกĊęยวขšองกับวĉถĊสัญญćณǰNotch ĒละคčณสมบัตĉควćมđปŨนđซลลŤตšนกĈđนĉดมะđรĘงของđซลลŤมะđรĘงตับ 

 

 



7 
 

บททีǰ่2 

อุปกรณŤǰเคมีภัณฑŤและวิธีดำเนินการทดลอง 

อุปกรณŤที่ใชšในการทดลอง 

1. หลอดĕมēครđซĘนทรĉฟŗวจŤǰทĉวปşǰ(Microcentrifuge tube) ขนćด 1.5ǰมĉลลลĉĉตร (Axygen, USA) 

2. หลอด falcon ขนćดǰ15, 50 มĉลลĉลĉตร 

3. ถćดđลĊĚยงđซลลŤǰ96ǰĒละǰ24ǰหลčม 

4. Ultra-Low Attachment 96-, 6-well plate (Corning Inc., USA) 

5. ปŗđปตทĉปǰ(pipette tips) ขนćดǰ0.5-10, 200, 1,000ǰĕมēครลĉตร 

6. ĕมēครปŗđปตǰขนćดǰ2, 20, 200, 1,000ǰĕมēครลĉตร 

7. จćนđพćะđชČĚอ 

8. đครČęองชัęงสćรǰรčŠนǰL2220 P (Scientific promotion) 

9. đครČęองนċęงอบฆŠćđชČĚอǰ(autoclave) รčŠนǰSS-325ǰ(Tomy, Japan) 

10. ตĎšปลอดđชČĚอǰ(laminar flow) รčŠนǰBV-124ǰ(ISSCO) 

11. ตĎšđยĘนǰ(refrigerator) อčณหภĎมĉǰ4ǰองศćđซลđซĊยสǰ(MITSUBISHI, Japan) 

12. ตĎšĒชŠจčดđยČอกĒขĘงตęĈǰ(deep freezer) อčณหภĎมĉǰ-20ǰองศćđซลđซĊยสǰ(SHARP, Japan) 

13. ตĎšĒชŠจčดđยČอกĒขĘงตęĈǰ(deep freezer) อčณหภĎมĉǰ-80ǰองศćđซลđซĊยส 

14. đครČęองทĈนĚĈĒขĘงǰรčŠนǰOF 146ǰ(Newton, Thailand) 

15. đครČęองปŦũนผสมǰ(vortex mixer) รčŠนǰG560E (Scientific industries, USA) 

16. หลอดǰcryovial (SPL Life Sciences, Korea) 

17. ฮĊēมĕซēตมĉđตอรŤǰบรĉษัทǰISOLAB Laborgerate GmbH, Germany 

18. ทĊęวćงหลอดทดลองǰ(test tube rack) 

19. đครČęองอŠćนĕมēครđพลทǰรčŠนǰAnthos 2010ǰ(Biochrom Ltd, England) 

20. đครČęองอŠćนĕมēครđพลทǰรčŠน Varioskan Flash Multimode (Thermo Fisher Scientific, USA) 
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21. đครČęองชัęงรčŠนǰPG6002ıS ĒละǰAG285ǰ(Mettler Toledo, Switzerland) 

22. อŠćงควบคčมอčณหภĎมĉǰ(Memmert, Germany) 

23. กลšองจčลทรรศนŤ บรĉษัทǰOLYMPUS CKX3ıSLP (OLYMPUS, Japan) 

24. ขวดđลĊĚยงđซลลŤทĊęมĊฝćปŗดตัวกรองขนćดǰ25ǰซม²ǰ(Nunc Thermo Fisher Scientific, USA) 

25. ตĎšบŠมđซลลŤทĊęมĊกćรĔหšĒกŢสคćรŤบอนĕดออกĕซดŤǰ(Carbon dioxide incubator) รčŠนǰ311 (Thermo 

Electron Corporation, USA) 

26. ชčดđครČęองมČอทĈ agarose gel electrophoresis 

27. ชčดđครČęองมČอทĈ SDS-PAGE 

28. ชčดđครČęองมČอทĈ semi-dry electrophoretic transfer 

29. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane  

30. đครČęองđพĉęมปรĉมćณǰDNA 

31. อčปกรณŤถŠćยภćพ Chemiluminescence (Uvitec Ltd, UK) 

32. อčปกรณŤถŠćยภćพ Gel documentation (Uvitec Ltd, UK) 

33. ทĉปปลอด RNase (RNase-free tip)ǰปรĉมćตรǰ2, 20, 200 ĕมēครลĉตร 

34. หลอด PCR (PCR tube) 

35. đครČęองđขยŠćǰ(shaker) 

36. Heat block 

 

เคมีภัณฑŤ 

1. Dulbecco's Modified Eagle's Medium-High glucose medium (DMEM)ǰ(Hyclone, USA) 

2. Fetal Bovine Serum (FBS)ǰ(Gibco, USA)ǰ 

3. TrypsinıEDTA (Gibco, USA) 

4. Gentamycin (Gibco, USA) 
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5. Sodium pyruvate (Hyclone, USA) 

6. HEPES (Hyclone, USA) 

7. Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, USA) 

8. MTT reagent (Sigma-Aldrich, USA) 

9. ATPlite 1 step substrate solution (PerkinElmer Inc., USA) 

10. Ethanol 

11. GSI-IX (Merck, Germany) 

12. GSI-XVI (Merck, Germany) 

13. Crenigacestat 

14. Trizol reagent (Life Technologies, USA) 

15. DEPC 

16. Hypure water 

17. Random hexamer 

18. 5x Reverse transcriptase buffer (Thermo Fisher Scientific, USA) 

19. dNTP mix  (Thermo Fisher Scientific, USA) 

20. Reverse transcriptase  

21. RNase inhibitor 

22. Chloroform 

23. Isopropanol (Merck, Germany) 

24. Agarose 

25. RIPA buffer 

26. Protease inhibitor (Cell Signaling Technology, USA) 
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27. Phosphatase inhibitor (Cell Signaling Technology, USA) 

28. Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

29. Tris buffer 

30. Acrylamide (Bio-Rad Laboratories, USA) 

31. TEMED (Bio-Rad Laboratories, USA) 

32. Ammonium persulfate 

33. β-mercapto-ethanol (Sigma-Aldrich, USA) 

34. Absolute methanol (Merck, Germany) 

35. BCA protein assay 

36. Trypan blue (Gibco, USA) 

37. Rabbit anti-Notch1 (Cell Signaling Technology, USA) 

38. Rabbit anti-Notch2 (Cell Signaling Technology, USA) 

39. Rabbit anti-Notch3 (Cell Signaling Technology, USA) 

40. Anti-rabbit IgG-HRP (Cell Signaling Technology, USA) 

41. Mouse anti-actin (Merck, Germany) 

42. Sheep anti-mouse IgG-HRP (GE Healthcare, USA) 
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วิธีดำเนินการทดลอง 

1.ǰGSIǰและเซลลŤมะเร็งตับ 

GSI ทĊę Ĕชš Ĕนกćรศ ċกษćประกอบด šวยǰ3ǰชน ĉดค ČอǰGSI-XVI (Merck, Germany), GSI-IX (Merck, 

Germany)ǰĒละǰCrenigacestat ()ǰđพČęอศċกษćกćรยับยัĚงกćรทĈงćนของĒกมมćซĊครĊđตสǰēดยĔชšđซลลŤĕลนŤมะđรĘง

ตับǰHepG2ǰǰ(ATCC® HB-8065Ņ)ǰซċęงđปŨนđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับชนĉดǰHepatocellular carcinoma ทĊęĕมŠมĊจĊēนม

ของĕวรัสตับอักđสบชนĉดบĊǰ(HBV) 

 

2. การเลี้ยงเซลลŤมะเร็งตับ 

2.1 การเลี้ยงเซลลŤมะเร็งตับแบบ 2 มิติ (monolayer) 

đลĊ ĚยงđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ HepG2  (ATCC® HB-8065Ņ)ǰĔนอćหćร Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM)ǰทĊęมĊǰ10% Fetal Bovine Serum(FBS), 1% Gentamycin, 1% HEPES Ēละǰ1% Sodium 

pyruvateǰǰĔนภćชนะǰT25 Flask ทĊ ęอčณหภĎมĉǰ37ǰองศćđซลđซĊยสǰĔนสภćวะทĊ ęมĊคćรŤบอนĕดออกĕซดŤǰ5ǰ

đปอรŤđซĘนตŤ 

2.2ǰการเลี้ยงเซลลŤมะเร็งตับแบบสามมิติในรูปǰspheroid 

 đลĊĚยงđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ HepG2  (ATCC® HB-8065Ņ)ǰจĈนวน 2 x 105ǰđซลลŤตŠออćหćรǰ2ǰมĉลลĉลĉตรǰ

(27)ǰĔนอćหćร Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)ǰทĊ ęม Ċǰ10% Fetal Bovine Serum(FBS), 

1% Gentamycin, 1% HEPES Ēละǰ1% Sodium pyruvateǰĔนภćชนะǰ6-well Ultra-low attachment 

plate (Corning Inc., USA) ทĊęอčณหภĎมĉǰ37ǰองศćđซลđซĊยสǰĔนสภćวะทĊęมĊคćรŤบอนĕดออกĕซดŤǰ5ǰđปอรŤđซĘนตŤđปŨน

đวลćǰ72ǰชัęวēมง 

 

3. ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลลŤมะเร็งตับดšวยǰMTT assay 

วัดกćรมĊชĊวĉตรอดของđซลลŤมะđรĘงตับǰHepG2 ทĊęđลĊ ĚยงĒบบ monolayer ดšวยǰMTT assay ēดยนับ

จĈนวนđซลลŤǰHepG2ǰ104ǰđซลลŤตŠออćหćรปรĉมćตรǰ100ǰĕมēครลĉตรǰลงĔนǰ96-well plateǰนĈĕปบŠมทĊęอčณหภĎมĉǰ

37ǰองศćđซลđซĊยสǰĔนสภćวะทĊęมĊคćรŤบอนĕดออกĕซดŤǰ5ǰđปอรŤđซĘนตŤǰđปŨนđวลćǰ24ǰชัęวēมงǰđตĉมǰGSIǰĒตŠละชนĉดทĊę

ควćมđขšมขšนตŠćงǰėǰ(0.5, 1.58, 5, 15.8ǰĒละǰ50ǰµM สĈหรับǰGSI-IX, GSI-XVIǰĒละǰ0.01, 0.032, 0.1, 0.32ǰ

Ēละǰ1ǰสĈหรับǰCrenigacestat)ǰēดยĔชšđซลลŤทĊęĔหš DMSOǰđปŨนชčดควบคčมǰบŠมĔนสภćวะđดĉมđปŨนđวลćǰ24ǰĒละǰ

72ǰชัęวēมงǰđตĉมǰ3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (5 mg/ml) ลง



12 
 

ĕปǰ10 µl ตŠอหลčมǰĒละบŠมอĊกǰ4ǰชัęวēมงǰละลćยตะกอนǰ formazanǰทĊęđกĉดขċĚนĔนǰDMSO 200 ĕมēครลĉตรǰĒละ

นĈĕปวัดกćรดĎดกลČนĒสงดšวยǰMULTISKAN FC microplate reader (Thermo Fisher scientific, Waltham, 

Massachusetts, USA) ǰทĊ ęควćมยćวคลČ ęนǰ540ǰnm ēดยĔชšอćหćร DMEMǰđปลŠćđปŨน blankǰĒละนĈĕป

คĈนวณหć % cell viabilityǰดšวยสĎตร 

% cell viability = ((Asample ı Ablank) / (Acontrol ı Ablank)) x 100 

ēดยǰAǰคČอคŠćกćรดĎดกลČนĒสงǰ(absorbance)ǰทĊęควćมยćวคลČęนǰ540ǰnm 

 

4. ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลลŤมะเร็งตับท่ีเลี้ยงแบบสามมิติดšวยǰATP assay 

วัดกćรมĊชĊวĉตรอดของđซลลŤมะđรĘงตับǰHepG2 ทĊęđลĊ ĚยงĒบบสćมมĉตĉǰēดยนับจĈนวนđซลลŤǰHepG2ǰ

200,000ǰđซลลŤตŠออćหćรทĊęผสมกับ GSI-IX 50 µM , GSI-XVI 50 µM หรČอǰCrenigacestat 1 µM ปรĉมćตรǰ2ǰ

มĉลลĉลĉตรǰลงĔนǰ6-well ultra-low attachment plateǰēดยĔชšđซลลŤทĊęĔหš DMSOǰđปŨนชčดควบคčมǰนĈĕปบŠมทĊę

อčณหภĎมĉǰ37ǰองศćđซลđซĊยสǰĔนสภćวะทĊęมĊคćรŤบอนĕดออกĕซดŤǰ5ǰđปอรŤđซĘนตŤǰđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงǰđกĘบđซลลŤĔสŠ

หลอดǰĕมēครđซนตรĉฟŗวจŤขนćดǰ1.5ǰมĉลลĉลĉตรǰēดยคงđหลČออćหćรĕวšǰ100ǰĕมēครลĉตรǰจćกนัĚนđตĉมสćรละลćยǰ  

ซับสđตรตǰ100ǰĕมēครลĉตร ผสมĔหšđขšćกันĒละบŠมทĊęอčณหภĎมĉหšองđปŨนđวลćǰ20ǰนćทĊǰจćกนัĚนนĈสćรละลćย

ปรĉมćตรǰ50ǰĕมēครลĉตรǰĔสŠĔนđพลทสĈหรับวัดกćรđรČองĒสงĒละวัดกćรđรČองĒสงดšวยđครČęองวัดกćรđรČองĒสงēดย

Ĕชšอćหćร DMEMǰđปลŠćđปŨน blankǰĒละนĈĕปคĈนวณหć % cell viabilityǰดšวยสĎตรǰ 

% cell viability = ((RLUsample ı RLUblank) / (RLUcontrol ı RLUblank)) x 100 

ēดยǰRLUǰ(Relative light unit)ǰคČอปรĉมćณĒสงทĊ ęถĎกปลดปลŠอยจćกกćรทĈปฏĉกĉร ĉยćระหวŠćง  ATPǰกับ

สćรละลćยซับสđตรตทĊęอŠćนĕดšจćกđครČęองวัดกćรđรČองĒสง 

 

5.ǰศึกษาการแสดงออกของ Notch1, Notch2ǰและǰNotch3 หลังจากไดšรับǰGSIǰของเซลลŤไลนŤมะเร็งตับ

ดšวยวิธีǰWestern blot 

นับจĈนวนđซลลŤมะđรĘงตับ HepG2ǰ50,000 đซลลŤĔนอćหćร DMEM 1ǰมĉลลĉลĉตรตŠอหลčมĔนǰ12-well 

plateǰทĉĚงĕวšขšćมคČน ĔหšǰGSI ĒตŠละชนĉดǰ(GSI-IX 50 µM , GSI-XVI 50 µM หรČอǰCrenigacestat 1 µM) đปŨน

đวลćǰ72ǰชั ęวēมงǰจćกนั ĚนสกัดēปรตĊนด šวย  RIPA buffer ทĊ ęผสมกับสćรยับย ั ĚงđอนĕซมŤ  proteaseǰĒละ 

phosphatase นĈĕปปŦũนทĊęควćมđรĘวǰ12,000 g อčณหภĎมĉǰ4°ǰđซลđซĊยสđปŨนđวลćǰ5ǰนćทĊǰนĈสŠวนĔสĔสŠหลอดǰǰǰǰǰ

ĕมēครđซนตรĉฟŗวจŤĔหมŠǰจćกนัĚนวĉđครćะหŤปรĉมćณēปรตĊนดšวย BCAǰassayǰĒละนĈมćĒยกēปรตĊนดšวย SDS-PAGE 
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ēดยĔช š ǰSDS-Polyacrylamide gel ทĊ ęม Ċควćมđข šมข šนของ  acrylamide Ĕน separating gel 10% ēดยĔชš

กระĒสĕฟฟŜćคงทĊ ęǰ100ǰēวลตŤǰđปŨนđวลćǰ90ǰนćทĊǰจćกนั ĚนēอนถŠćยēปรตĊนจćกđจลĕปยังǰpolyvinylidene 

fluoride (PVDF) membrane ēดยĔชšกระĒสĕฟฟŜćคงทĊęǰ80ǰมĉลลĉĒอมĒปรŤǰđปŨนđวลćǰ90ǰนćทĊǰตŠอǰ1ǰđจลǰละนĈ 

PVDF membraneǰมćĒชŠĔน clocking solution (3% skim milkǰĔนǰPBST) đปŨนđวลćǰ15ǰนćทĊǰนĈมćĒชŠĔน

ĒอนตĉบอดĊปฐมภĎมĉǰ(primary antibody) ทĊ ęจĈđพćะตŠอǰNotch1, Notch2 ĒละǰNotch3 ตćมตćรćงทĊ ęǰ1ǰ

ปรĉมćตรǰ4ǰมĉลลĉลĉตรǰวćงบนđครČęองđขยŠćđปŨนđวลćǰ1ǰชัęวēมงǰđกĘบĔสŠตĎšđยĘน  4°ǰđซลđซĊยสทĉĚงĕวšขšćมคČนǰจćกนัĚนลšćง

ดšวย PBSTǰđปŨนđวลćǰ5ǰนćทĊǰ2ǰครัĚงǰ15ǰนćทĊǰ3ǰครัĚงǰĒลšวđตĉมĒอนตĉบอดĊทčตĉยภĎมĉ (secondary antibody) ทĊęมĊ 

Horse-radish peroxidaseǰตĉดฉลćกอยĎŠปรĉมćตรǰ4ǰมĉลลĉลĉตรǰวćงบนđครČęองđขยŠćđปŨนđวลćǰ60ǰนćทĊǰĒละลšćง

ดšวย PBSTǰđปŨนđวลćǰ5ǰนćทĊǰ2ǰครัĚงǰ15ǰนćทĊǰ3ǰครัĚงĒละđตĉมสćรละลćยซับสđตรตทĊęประกอบดšวยǰ100ǰmM 

Tris pH 8.5, Coumaric acid, Luminol ĒละĕฮēดรđจนđปอรŤออกĕซดŤǰทĉĚงĕวšđปŨนđวลćǰ1ǰนćทĊĒละนĈĕปตรวจ

สัญญćณดšวย Chemiluminescence ēดยĔชšđซลลŤทĊęĕดšรับǰDimethyl sulfoxide (DMSO)ǰĒทน GSIǰđปŨนชčด

ควบคčมǰĒละตรวจสอบกćรĒสดงออกēปรตĊน β-actin đพČęอĔชšđปŨน loading controlǰ 

 

ตารางท่ีǰ2.1ǰแสดงแอนติบอดีที่ใชšในการทำ Western blot 

ēปรตĊน 
อัตรćสŠวนĒอนตĉบอดĊปฐมภĎมĉตŠอ blocking 

solution (บรĉษัทสังđครćะหŤ) 

อัตรćสŠวนĒอนตĉบอดĊทčตĉยภĎมĉตŠอ blocking 

solution (บรĉษัทสังđครćะหŤ) 

Notch1 
Rabbit anti-Notch1 1:1,000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Anti-Rabbit IgG-HRP 1:4000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Notch2 
Rabbit anti-Notch2 1:2,000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Anti-Rabbit IgG-HRP 1:4000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Notch3 
Rabbit anti-Notch3 1:2,000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Anti-Rabbit IgG-HRP 1:4000 

(Cell Signaling Technology, USA) 

Actin 
Mouse anti-actin 1:10,000 

(Merck, Germany) 

Sheep anti-mouse IgG-HRP 1:4000 

(GE Healthcare, USA) 
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6.ǰศึกษาผลของǰGSI ต่อการแสดงออกยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณǰNotch และยีนที ่เกี ่ยวขšองกับ

คุณสมบัติความเปŨนเซลลŤตšนกำเนิดมะเร็งดšวยวิธี PCR 

ตรวจกćรĒสดงออกของยĊนđปŜćหมćยของวĉถĊส ัญญćณǰNotch คČอǰHES1ǰĒละ HEY1ǰĒละยĊนทĊę

đกĊęยวขšองกับคčณสมบัตĉควćมđปŨนđซลลŤตšนกĈđนĉดมะđรĘงคČอ OCT4ǰดšวยวĉธĊ PCR ēดยนับจĈนวนđซลลŤǰHepG2ǰ

200,000ǰđซลลŤตŠออćหćรทĊęผสมกับ GSI-IX 50 µM , GSI-XVI 50 µM หรČอǰCrenigacestat 1 µM ปรĉมćตรǰ2ǰ

มĉลลĉลĉตรǰลงĔนǰ6-well ultra-low attachment plateǰēดยĔชšđซลลŤทĊęĔหš DMSOǰđปŨนชčดควบคčมǰนĈĕปบŠมทĊę

อčณหภĎมĉǰ37ǰองศćđซลđซĊยสǰĔนสภćวะทĊęมĊคćรŤบอนĕดออกĕซดŤǰ5ǰđปอรŤđซĘนตŤǰđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงǰđกĘบđซลลŤĔสŠ

หลอดĕมēครđซนตรĉฟŗวจŤขนćดǰ1.5ǰมĉลลĉลĉตรǰนĈđซลลŤมćสกัดอćรŤđอĘนđอēดยĔชšǰTrizol reagent ปรĉมćตรǰ300ǰ

ĕมēครลĉตรตŠอหลčมǰđตĉมǰChloroformǰปรĉมćตรǰ60ǰĕมēครลĉตรǰđขยŠćĒละนĈĕปปŦũนทĊęǰ13,000 rpm อčณหภĎมĉǰ4°

đซลđซĊยสǰ10ǰนćทĊǰถŠćยสŠวนĔสĕปยังหลอดĕมēครđซนตรĉฟŗวจŤĔหมŠทĊęมĊ  Chloroform 60ǰĕมēครลĉตรǰนĈĕปปŦũนทĊęǰ

13,000 rpm อčณหภĎมĉǰ4°đซลđซĊยสǰ10ǰนćทĊǰจćกนั ĚนถŠćยสŠวนบนĕปยังหลอดĕมēครđซนตรĉฟŗวจŤĔหมŠทĊ ęมĊ  

isopropanol 150ǰĕมēครลĉตรǰทĉĚงĔหšตกตะกอนทĊęǰ-20°ǰđซลđซĊยสขšćมคČนǰนĈĕปปŦũนทĊęǰ13,000 rpm อčณหภĎมĉǰ4°

đซลđซĊยสǰ30ǰนćทĊǰนĈ supernatantǰออกĒละลšćงตะกอนดšวยǰ75% đอทćนอลǰ900ǰĕมēครลĉตรĒละปŦũนทĊę

13,000 rpm อčณหภĎมĉǰ4°đซลđซĊยสǰ5ǰนćทĊǰ2ǰครัĚงǰĒละลšćงดšวย 100%ǰđอทćนอลǰ200ǰĕมēครลĉตรĒละปŦũนทĊę

13,000 rpm อčณหภĎมĉǰ4°đซลđซĊยสǰ5ǰนćทĊǰนĈ supernatantǰออกĒละปลŠอยĔหšตะกอนĒหšงǰจćกนัĚนละลćย

ตะกอนดšวยนĚĈ DEPC 20 ĕมēครลĉตรĒละนĈĕปตšมทĊęǰ80°ǰđซลđซĊยสǰ10ǰนćทĊǰđกĘบอćรŤđอĘนđอทĊęอčณหภĎมĉǰ -80ǰ

องศćđซลđซĊยสǰนĈอćรŤđอĘนđอĕปทĈปฏĉกĉรĉยćǰ reverse transcription đพČęอđปลĊęยนđปŨนǰcDNA ēดยนĈ RNAǰมć

วัดควćมđขšมขšนĒละคĈนวณđพČ ęอĔหšĕดšปรĉมćตรสĈหรับ  RNA 500 นćēนกรัมǰจćกนั Ěนผสมกับ random 

hexamer 0.5 ĕมēครลĉตรǰĒละđตĉมนĚĈǰDEPCǰĔหšĕดšปรĉมćตรรวมǰ12.5ǰĕมēครลĉตรǰนĈĕปตšมมทĊęǰ65ǰ°ǰđซลđซĊยสǰ

5นćทĊǰจćกนัĚนđตĉม 5x Reverse Transcriptase buffer,ǰ10ǰmM dNTP, đอนĕซมŤ Reverse transcriptase 

(RTase)ǰĒละสćรยับยัĚงđอนĕซมŤ RNase ตćมตćรćงทĊęǰ2ǰจćกนัĚนดĈนĉนปฏĉกĉรĉยć reverse transcription Ēละ

นĈ cDNAǰทĊęĕดšĕปทĈปฏĉกĉรĉยćǰPCR ēดยĔชšสćรละลćยทĊęĔชšđปŨนสŠวนผสมĔนตćรćงทĊęǰ3ǰĒละĕพรđมอรŤตŠอยĊน hes1 

Ēละ hey1 ซċ ęงđปŨนยĊนđปŜćหมćยของวĉถĊสัญญćณ NotchǰĒละ oct4 ซċ ęงđปŨนยĊนทĊ ęđกĊ ęยวขšองกับคčณสมบัตĉǰǰǰǰǰǰ

ควćมđปŨนđซลลŤต šนกĈđนĉดมะđร ĘงตćมทĊ ęĒสดงĔนตćรćงทĊ ęǰ4ǰจćกนั ĚนนĈ cDNA ทĊ ęĕดšมćทĈ agarose gel 

electrophoresis ēดยนĈ cDNAǰ5ǰĕมēครลĉตรมćผสมกับ Gel red 1ǰĕมēครลĉตรǰĒละหยอดลงĔน 2% agarose 

gelǰĒละĒยก DNAǰดšวยกระĒสĕฟฟŜćคงทĊęǰ100ǰมĉลลĉēวลตŤǰ30ǰนćทĊǰĒละนĈĕปตรวจสอบผลดšวยกćรสŠองกับǰUV 
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ตารางท่ีǰ2.2ǰสารละลายท่ีใชšเปŨนส่วนผสมในการทำปฏิกิริยา Reverse transcription 

สŠวนประกอบ ปรĉมćตรตŠอǰ1ǰปฏĉกĉรĉยćǰ(ĕมēครลĉตร) 

5x Reverse transcriptase buffer 4 

10 mM dNTP mix 2 

Reverse transcriptase 1 

RNase inhibitor 0.5 

 

ตารางท่ีǰ2.3ǰสารละลายท่ีใชšเปŨนส่วนผสมในการทำปฏิกิริยา PCR 

สŠวนประกอบ ปรĉมćตรตŠอǰ1ǰปฏĉกĉรĉยćǰ(ĕมēครลĉตร) 

Emerald Green 12.5 

10 mM Forward primer 0.5 

10 mM Reverse primer 0.5 

Hypure water 9 

cDNA 7.5 

 

ตารางท่ีǰ2.4ǰไพรเมอรŤที่ใชšในการทำปฏิกิริยาǰPCR 

ยĊน 

ลĈดับนĉวคลĊēอĕทดŤǰ(5Ĵ-3Ĵ)ǰ 

F: Forward, R: Reverse 

(บรĉษัทสังđครćะหŤ) 

Annealing 

temperature 

(องศćđซลđซĊยส) 

ขนćดของผลĉตภัณฑŤ 

PCRǰ(bp) 

hes1 

F: ACGACACCGGATAAACCAAA 

R: CGGAGGTGCTTCACTGTCAT 

(Integrated DNA Technologies, USA) 

55 200 

hey1 

F: AACTGTTGGTGGCCTGAATC 

R: GCGGTAAATGCAGGCGTAT 

(Integrated DNA Technologies, USA) 

55 160 

oct4 

F: CTTGCTGCAGAAGTGGGTGGAGGAA 

R: CTGCAGTGTGGGTTTCGGGCA 

(Macrogen, Korea) 

68 169 
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การคำนวณความเขšมของแถบโปรตีน หรือแถบผลิตภัณฑŤǰPCR 

 ควćมđขšมของĒถบēปรตĊนจćกกćรทĈǰWestern blot หรČอĒถบผลĉตภัณฑŤǰPCR จćกกćรทĈǰPCR Ēละǰ

Gel electrophoresisǰจะถĎกว ัดēดยĔช šēปรĒกรม  ImageJ (NIH, USA) ตćมว ĉธ Ċอ šćงอĉงจćกǰDiamantina 

Institute ของǰThe University of Queenslandǰ(28)ǰēดยสรšćงพČĚนทĊęปŗดรอบĒถบēปรตĊนǰหรČอĒถบผลĉตภัณฑŤǰ

PCR ทĊęสนĔจǰจćกนัĚนวัดควćมđขšมของĒถบēดยēปรĒกรมจะĒสดงผลĔนรĎปฮĉสēตĒกรมǰ (Histogram)ǰēดยอĉงจćก

จĈนวนพĉกđซล (pixel) ทĊęอยĎŠภćยĔนพČĚนทĊęปŗดลšอมทĊęสรšćงขċĚนǰคĈนวณพČĚนทĊęĔตšกรćฟของฮĉสēตĒกรมǰĒละนĈพČĚ นทĊę

ĔตšกรćฟของĒถบēปรตĊนǰหรČอĒถบผลĉตภัณฑŤǰPCRǰทĊęสนĔจǰหćรดšวยพČĚนทĊęĔตšกรćฟของĒถบēปรตĊนǰหรČอĒถบ

ผลĉตภัณฑŤǰPCRǰควบคčมของชčดกćรทดลองđดĊยวกันǰจะĕดšสัดสŠวนควćมđขšมของĒถบēปรตĊนǰหรČอĒถบผลĉตภัณฑŤǰ

PCRǰĔนชčดกćรทดลองđดĊยวกันǰจćกนัĚนนĈสัดสŠวนทĊęĕดšจćกĒตŠละชčดกćรทดลองǰหćรดšวยสัดสŠวนควćมđขšมของ

ĒถบēปรตĊนǰหรČอĒถบผลĉตภัณฑŤǰPCRǰของชčดกćรทดลองควบคčมǰ(ชčดกćรทดลองทĊęĕดšรับ DMSO ĒทนǰGSI) 

 

การวิเคราะหŤทางสถิติ 

 ผลกćรทดลองถĎกĒสดงĔนรĎปของคŠćđฉลĊęยĒละสŠวนđบĊęยงđบนมćตรฐćนǰđปรĊยบđทĊยบผลกćรทดลองของ

ชčดทดลองทĊęĕดšรับ GSI ĒตŠละชนĉดกับชčดควบคčมทĊęĕดšรับǰDMSOǰนĈขšอมĎลมćวĉđครćะหŤทćงสถĉตĉēดยĔชšǰunpaired 

t-testǰดšวยēปรĒกรม Graphpad Prism 8.0.1 (GraphPad Software, USA)ǰēดยǰ* หมćยถċง ขšอมĎลของชčด

ทดลองมĊควćมĒตกตŠćงอยŠćงมĊนัยสĈคัญ (p < 0.05), ** หมćยถċง p < 0.01 Ēละ *** หมćยถċง p < 0.001ǰđมČęอ

đปรĊยบđทĊยบกับชčดควบคčม 
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บทที่ǰ3 

ผลการทดลอง 

3.1ǰผลการทดสอบผลของǰGSI ต่อการมีชีวิตรอดของเซลลŤมะเร็งตับ HepG2  

ผลกćรทĈ MTT assayǰของđซลลŤมะđรĘงตับทĊęĕดšรับǰGSI-XVIǰพบวŠć GSI-XVIǰĕมŠมĊผลทĈĔหšđซลลŤมะđรĘง

ตับǰHepG2 มĊชĊวĉตรอดนšอยลงĔนทčกควćมđขšมขšนทĊęđวลćǰ24ǰชัęวēมงǰĒตŠมĊผลทĈĔหšđซลลŤมะđรĘงตับมĊชĊวĉตรอดลดลง

ทĊęđวลćǰ72ǰชัęวēมงǰēดยĔหšผลกćรยับยัĚงมćกทĊęสčดทĊęควćมđขšมขšนǰ50ǰĕมēครēมลćรŤǰทĈĔหšđซลลŤมะđรĘงตับมĊชĊวĉตรอด

đฉลĊęยทĊęǰ57.41ǰ% (ภćพทĊęǰ3.1A) กćรมĊชĊวĉตรอดของđซลลŤมะđรĘงตับทĊęĕดšรับǰGSI-IXǰพบวŠćทĊęควćมđขšมขšนตęĈǰ(0.5, 

1.58, 5 ĕมēครēมลćรŤ) GSI-IX สćมćรถยับยัĚงกćรมĊชĊวĉตรอดของđซลลŤมะđรĘงตับĕดšมćกทĊęสčดทĊęควćมđขšมขšนǰ50ǰĕม

ēครēมลćรŤทัĚงđวลćǰ24ǰชัęงēมงǰĒละǰ72ǰชัęวēมงǰēดยกćรมĊชĊวĉตรอดđฉลĊęยมĊคŠćĔกลšđคĊยงกันคČอǰ61.79ǰĒละǰ63.49ǰ

% ทĊęđวลćǰ24ǰĒละǰ72ǰชัęวēมงตćมลĈดับǰทัĚงนĊĚđมČęอđซลลŤมะđรĘงตับĕดšรับ GSI-IXǰทĊęควćมđขšมขšนตęĈǰกลับทĈĔหšกćร

มĊชĊว ĉตรอดสĎงขċ Ěน (ภćพทĊ ęǰ3.1B) ĒละกćรมĊชĊว ĉตรอดของđซลลŤมะđรĘงตับทĊ ęĕดš ร ับ CrenigacestatǰพบวŠć 

CrenigacestatǰĕมŠมĊผลทĈĔหšđซลลŤมะđรĘงตับมĊชĊวĉตรอดนšอยลงĔนทčกควćมđขšมขšนทĊęđวลćǰ24ǰชัęวēมงǰĒละĔหšผล

กćรยับยัĚงมćกทĊęสčดทĊęควćมđขšมขšนǰ1ǰĕมēครēมลćรŤĔนđวลćǰ72ǰชัęวēมงǰēดยđซลลŤมะđรĘงตับมĊชĊวĉตรอดđฉลĊęยทĊęǰ

72.93ǰ% (ภćพทĊęǰ3.1C) 

 

 

A 
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ภาพที่ǰ3.1ǰเปอรŤเซ็นตŤการอยู่รอดของเซลลŤไลนŤมะเร็งตับǰHepG2ǰเมื่อไดšรับ GSIǰแต่ละชนิด 

วัดกćรอยĎŠรอดของđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับǰHepG2 ทĊęĕดšรับǰGSI-XVI (A), GSI-IX (B)ǰĒละǰCrenigacestat (C) đปŨน

đวลćǰ24ǰĒละǰ72ǰชัęวēมงđมČęอđทĊยบกับชčดควบคčมทĊęĕดšรับǰDMSOǰดšวยวĉธĊ MTT assayǰēดยĒสดงคŠćđฉลĊęยĒละสŠวน

đบĊęยงđบนมćตรฐćนจćกกćรทดลองǰ2ǰซĚĈ 

 

3.2ǰผลของ GSIǰต่อการแสดงออกโปรตีน Notch ในเซลลŤ HepG2 

 ผลกćรĒสดงออกēปรตĊน Notch1ǰ พบวŠć GSI-XVIǰ 50ǰ ĕมēครēมลćรŤǰ สćมćรถลดกćรĒสดงออกของ

ēปรตĊนǰNotch1ǰมćกทĊęสčด ēดยǰCrenigacestat 1ǰĕมēครēมลćรŤǰสćมćรถลดกćรĒสดงออกของ Notch1ǰĕดšđพĊยง

đลĘกนšอยǰ ĒละĕมŠพบควćมĒตกตŠćงของกćรĒสดงออกของēปรตĊน Notch1 ĔนชčดทดลองทĊęĕดšรับ GSI-IXǰ 50ǰ ĕม

ēครēมลćรŤกับชčดควบคčมđลย (ภćพทĊęǰ3.2.1)ǰผลกćรĒสดงออกēปรตĊน Notch2ǰพบวŠć GSI-XVIǰ50ǰĕมēครēมลćรŤǰ

B 

C 
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สćมćรถลดกćรĒสดงออกของēปรตĊนǰNotch2ǰมćกทĊęสčด ĒตŠǰCrenigacestat 1ǰĕมēครēมลćรŤǰĒละǰGSI-IXǰ50ǰ

ĕมēครēมลćรŤĕมŠสćมćรถลดกćรĒสดงออกของēปรตĊน Notch2ǰ ĕดšđลยǰ (ภćพทĊęǰ 3.2.2)ǰ ĒละผลกćรĒสดงออก

ēปรตĊน Notch3ǰพบวŠć GSI-XVIǰ50ǰĕมēครēมลćรŤǰสćมćรถลดกćรĒสดงออกของēปรตĊนǰNotch3ǰĕดšมćกทĊęสčดǰ

ซċęงมćกกวŠć GSI-IX 50ǰ ĕมēครēมลćรŤđลĘกนšอยǰ ĒละĕมŠพบควćมĒตกตŠćงของกćรĒสดงออกของēปรตĊน Notch3 

ĔนชčดทดลองทĊęĕดšรับ Crenigacestat 1ǰĕมēครēมลćรŤกับชčดควบคčมđลย (ภćพทĊęǰ3.2.3) 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ǰ3.2.1ǰระดับการแสดงออกโปรตีน Notch1ǰโดยวิธี Western blotǰ 

(A)ǰวัดระดับกćรĒสดงออกของēปรตĊน Notch1ǰĔนǰHepG2 ทĊęĕดšรับǰGSI ĒตŠละชนĉดđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงดšวยวĉธĊǰ

Western blot ēดยĒสดงสัดสŠวนควćมđขšมของĒถบēปรตĊนđฉลĊęยตŠอēปรตĊนǰβ-actinǰĔนชčดกćรทดลองđดĊยวกัน

đทĊยบกับชčดควมคčมทĊęĕดšรับ DMSOǰēดยǰ(B)ǰĒสดงคŠćđฉลĊęยĒละสŠวนđบĊęยงđบนมćตรฐćนจćกกćรทดลองǰ2ǰซĚĈ (* 

หมćยถċงǰขšอมĎลของชčดทดลองมĊควćมĒตกตŠćงอยŠćงมĊนัยสĈคัญ (p < 0.05)ǰđมČęอđปรĊยบđทĊยบกับชčดควบคčมทĊę

ĕดšรับ DMSO ดšวยǰunpaired t-test) 

 

 

 

 

 

 

 

NPUch1ǰ120ǰkDa 

CSeOigacestat GSI-IX GSI-XVI DMSO 

AcUiOǰǰ42ǰkDa 

NPUch2ǰ110ǰkDa 

CSeOigacestat GSI-IX GSI-XVI DMSO 

AcUiOǰǰ42ǰkDa 

B A 

B A 
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ภาพที่ǰ3.2.2ǰระดับการแสดงออกโปรตีน Notch2ǰโดยวิธี Western blot 

(A)ǰวัดระดับกćรĒสดงออกของēปรตĊน Notch2ǰĔนǰHepG2 ทĊęĕดšรับǰGSI ĒตŠละชนĉดđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงดšวยวĉธĊǰ

Western blot ēดยĒสดงสัดสŠวนควćมđขšมของĒถบēปรตĊนđฉลĊęยตŠอēปรตĊนǰβ-actinǰĔนชčดกćรทดลองđดĊยวกัน

đทĊยบกับชčดควมคčมทĊęĕดšรับ DMSOǰēดยǰ(B)ǰĒสดงคŠćđฉลĊęยĒละสŠวนđบĊęยงđบนมćตรฐćนจćกกćรทดลองǰ2ǰซĚĈ (* 

หมćยถċงǰขšอมĎลของชčดทดลองมĊควćมĒตกตŠćงอยŠćงมĊนัยสĈคัญ (p < 0.05)ǰđมČęอđปรĊยบđทĊยบกับชčดควบคčมทĊę

ĕดšรับ DMSO ดšวยǰunpaired t-test) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ǰ3.2.3ǰระดับการแสดงออกโปรตีน Notch3ǰโดยวิธี Western blot 

(A) วัดระดับกćรĒสดงออกของēปรตĊน Notch3ǰĔนǰHepG2 ทĊęĕดšรับǰGSI ĒตŠละชนĉดđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงดšวยวĉธĊǰ

Western blot ēดยĒสดงสัดสŠวนควćมđขšมของĒถบēปรตĊนđฉลĊęยตŠอēปรตĊนǰβ-actinǰĔนชčดกćรทดลองđดĊยวกัน

đทĊยบกับชčดควมคčมทĊęĕดšรับ DMSOǰēดยǰ(B)ǰĒสดงคŠćđฉลĊęยĒละสŠวนđบĊęยงđบนมćตรฐćนจćกกćรทดลองǰ2ǰซĚĈǰ(* 

หมćยถċงǰขšอมĎลของชčดทดลองมĊควćมĒตกตŠćงอยŠćงมĊนัยสĈคัญ (p < 0.05)ǰđมČęอđปรĊยบđทĊยบกับชčดควบคčมทĊę

ĕดšรับ DMSO ดšวยǰunpaired t-test) 

 

3.3ǰการเปรียบเทียบการแสดงออกของโปรตีนตัวรับสัญญาณ Notchǰในการเลี้ยงเซลลŤไลนŤ HepG2 แบบ

สองมิติǰ(monolayer) และสามมิติǰ(spheroid)  

 ผลกćรทĈǰWestern blot đพČęอđปรĊยบđทĊยบกćรĒสดงออกของēปรตĊนǰNotch ดšวยēปรตĊนทĊęสกัดจćก

đซลลŤ HepG2ǰทĊęđลĊĚยงดšวยจĈนวนđซลลŤđรĉęมตšนđทŠćกันทĊęǰ6,000 đซลลŤตŠอหลčมđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงĔนǰ96-well 

plateǰสĈหรับกćรđลĊĚยงĒบบสองมĉตĉǰ(ภćพทĊęǰ3.3.1A)ǰหรČอ 96-well ultra-low attachment plate สĈหรับ

CSeOigacestat GSI-IX GSI-XVI DMSO 

AcUiOǰǰ42ǰkDa 

NPUch3ǰ90ǰkDa 

B A 
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กćรđลĊĚยงĒบบสćมมĉตĉǰ (ภćพทĊęǰ3.3.1B)ǰพบวŠćĔนกćรđลĊĚยงĒบบสćมมĉตĉǰHepG2ǰมĊกćรĒสดงออกของēปรตĊน 

Notch1 (ภćพทĊęǰ3.3.2A)ǰĒละǰNotch2 (ภćพทĊęǰ3.3.2B) ǰมćกกวŠćđซลลŤทĊęđลĊ ĚยงĒบบสองมĉตĉǰดังนัĚนĔนกćร

ทดลองตŠอĕปจċงđลČอกศċกษćดšวยกćรđลĊĚยงĒบบสćมมĉตĉĒทนกćรđลĊĚยงĒบบสองมĉตĉ 

 

 

 

 

ภาพที่ǰ3.3.1ǰสัณฐานวิทยาของเซลลŤไลนŤ HepG2ǰที่เลี้ยงแบบสองมิติและสามมิติภายใตšกลšองจุลทรรศนŤ 

đซลลŤĕลนŤ HepG2 Ēบบ monolayerǰทĊęđลĊĚยงĔนǰ96-well plate (A)ǰĒละ spheroid ทĊęđลĊĚยงĔน 96 well ultra-

low attachment plate (B)ǰđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมง 

 

 

A 

B 
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ภาพที่ǰ3.3.2ǰระดับการแสดงออกโปรตีน Notch1ǰและ Notch2ǰ 

วัดระดับกćรĒสดงออกของēปรตĊน Notch1 (A)ǰĒละ Notch2 (B)ǰĔนǰHepG2 ทĊęđลĊĚยงĒบบสองมĉตĉǰ(2D) Ēละ

สćมมĉตĉĒบบ spheroid (3D) đปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงดšวยวĉธĊǰWestern blot ēดยĒสดงสัดสŠวนควćมđขšมของĒถบ

ēปรตĊนđฉลĊęยตŠอēปรตĊนǰβ-actinǰĔนชčดกćรทดลองđดĊยวกันǰēดยĒสดงคŠćจćกกćรทดลองǰ1ǰซĚĈ 

 

3.4ǰการตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลลŤมะเร็งตับที่ไดšรับǰGSI เปŨนเวลาǰ72ǰชั่วโมงในการเลี้ยงแบบสาม

มิติǰ(spheroid) 

 จćกกćรทดลองพบวŠćลักษณะภćยนอกของǰspheroidǰของ HepG2 ทĊęđกĉดขċĚนหลังĕดšรับǰGSI ĒตŠละชนĉด

ĕมŠĒตกตŠćงกันǰ(ภćพทĊęǰ3.4.1)ǰēดยผลกćรทĈǰATPǰassayǰพบวŠćǰGSI-XVIǰĒละǰCrenigacestatǰสćมćรถทĈĔหš

กćรมĊชĊวĉตรอดđฉลĊęยลงลงđหลČอǰ83.87ǰĒละǰ87.95ǰ%ǰตćมลĈดับǰซċęงจะสังđกตĕดšวŠć GSIǰทัĚงสองชนĉดทĈĔหšกćรมĊ

ชĊวĉตรอดลดลงนšอยกวŠćđซลลŤทĊęđลĊĚยงĒบบสองมĉตĉǰสŠวน GSI-IXǰทĈĔหšกćรมĊชĊวĉตรอดđฉลĊęยđพĉęมสĎงขċĚนđปŨนǰ117.95 %ǰ

đมČęอđทĊยบกับชčดควบคčมทĊęĕดšรับǰDMSO (ภćพทĊęǰ3.4.2) 

 

3D 2D 

NPUch2ǰ110ǰkDa 

AcUiOǰǰ42ǰkDa 

AcUiOǰǰ42ǰkDa 

NPUch1ǰ120ǰkDa 

A 

B 
3D 2D 
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ภาพที่ǰ3.4.1ǰลักษณะสัณฐานวิทยาของǰSpheroidǰของ HepG2ǰที่ไดšรับǰGSI แต่ละชนิด 

ลักษณะของđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ HepG2ǰทĊęđลĊ ĚยงĒบบสćมมĉตĉǰ (spheroid) Ēละĕดšรับ GSI-XVI, GSI-IXǰĒละǰ

CrenigacestatǰđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงǰđทĊยบกับชčดควบคčมทĊęĕดšรับǰDMSO 

 

 

Crenigacestat 1 µM 

 

DMSO 

GSI-IX 50 µM 

 

GSI-XVI 50 µM 
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ภาพที่ǰ3.4.2ǰเปอรŤเซ็นตŤการอยู่รอดของǰHepG2ǰที่เลี้ยงแบบสามมิติในรูปǰspheroid เมื่อไดšรับ GSI  

วัดกćรอยĎŠรอดของđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับǰ HepG2 ทĊęđลĊĚยงĒบบสćมมĉตĉ (spheroid) ĕดšรับǰ GSI-XVI, GSI-IX Ēละǰ

Crenigacestat đปŨนđวลćǰ 72ǰ ชัęวēมงđมČęอđทĊยบกับชčดควบคčมทĊęĕดšรับǰ DMSOǰ ดšวยวĉธĊ ATP assayǰ ēดยĒสดง

คŠćđฉลĊęยĒละสŠวนđบĊęยงđบนมćตรฐćนจćกกćรทดลองǰ2ǰซĚĈǰ 

 

3.5ǰผลของǰGSI ต่อการแสดงออกยีนเป้าหมายของวิถีสัญญาณǰNotch และยีนที่เกี่ยวขšองกับคุณสมบัติ

ความเปŨนเซลลŤตšนกำเนิดมะเร็งดšวยวิธี PCR 

 จćกกćรนĈ spheroidǰทĊ ęĕด šร ับǰGSIǰĒตŠละชนĉดมćสกัด RNAǰนĈĕปผŠćนกระบวนกćร reverse 

transcription Ēละ PCRǰēดยĔชšĕพรđมอรŤตŠอยĊน hes1 Ēละ hey1 ซċęงđปŨนยĊนđปŜćหมćยของวĉถĊสัญญćณ Notchǰ

Ēละ oct4 ซċęงđปŨนยĊนทĊęđกĊęยวขšองกับคčณสมบัตĉควćมđปŨนđซลลŤตšนกĈđนĉดมะđรĘงǰพบวŠćยĊน  hes1ǰĒละ hey1ǰมĊ

กćรĒสดงออกทĊęลดลงĔน spheroidǰทĊęĕดšรับ GSI-XVIǰĒละ GSI-IX 50 ĕมēครēมลćรŤǰĒตŠมĊกćรĒสดงออกของยĊน 

hes1 ลดลงǰĒละมĊกćรĒสดงออกของยĊน hey1 đพĉęมขċĚนđมČęอĕดšรับ Crenigacestatǰ1ǰĕมēคร-ǰǰēมลćรŤǰสŠวนระดับ

กćรĒสดงออกของยĊน oct4 đมČęอĕดšรับ GSI-XVIǰĒละ GSI-IX 50 ĕมēครēมลćรŤ มĊระดับกćรĒสดงออกลดลงđพĊยง

đลĘกนšอยǰĒละđพĉęมขċĚนđลĘกนšอยđมČęอĕดšรับ Crenigacestatǰ1ǰĕมēครēมลćรŤ 
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ภาพที่ǰ3.5ǰผลของǰGSI ต่อระดับการแสดงออกของยีน hes1, hey1 และǰoct4 ในเซลลŤไลนŤ HepG2 

(A) วัดระดับกćรĒสดงออกของยĊนǰhes1, hey1ǰĒละǰoct4 ĔนǰHepG2 ทĊęĕดšรับǰGSI ĒตŠละชนĉดđปŨนđวลćǰ72ǰ

ชัęวēมงดšวยวĉธĊǰPCR đทĊยบกับชčดควมคčมทĊęĕดšรับ DMSOǰēดยĒสดงคŠćđฉลĊęยĒละสŠวนđบĊęยงđบนมćตรฐćนของ

สัดสŠวนควćมđขšมของĒถบผลĉตภัณฑŤǰPCR đฉลĊęยของยĊนǰhes1 (B), hey1 (C)ǰĒละ oct4 (D) ตŠอยĊนǰβ-actin 

จćกกćรทดลองǰ2ǰซĚĈ (* หมćยถċงǰขšอมĎลของชčดทดลองมĊควćมĒตกตŠćงอยŠćงมĊนัยสĈคัญ  (p < 0.05), ** 

หมćยถċง p < 0.01 Ēละ *** หมćยถċง p < 0.001ǰđมČ ęอđปรĊยบđทĊยบกับชčดควบคčมทĊ ęĕดšร ับ  DMSO ดšวยǰ

unpaired t-test) 

 

 

heT1 

acUin 

PcU4 

heZ1 

A B 

C D 
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บทที่ǰ4 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 

 đนČęองจćกกลĕกกćรทĈงćนทĊęĒตกตŠćงกันของǰGSIǰĒตŠละชนĉดǰēดย GSI-XVI ยับยัĚงđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊ

đตสĔนกćรผลĉตǰAβ40 đปŨนหลักǰ(21), GSI-IX จะยับยัĚงđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตสĔนกćรผลĉตēปรตĊน Aβ đปŨนหลัก

(22)ǰĒละ CrenigacestatǰซċęงยับยัĚงกćรยŠอย Notch-1 intracellular domain (N1ICD) ดšวยđอนĕซมŤĒกมมć

ซĊครĊđตสđปŨนหลัก (23)ǰสŠงผลĔหšประสĉทธภćพĔนกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ NotchǰĔนđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับǰHepG2ǰ

ĒตกตŠćงกันĕปǰนอกจćกนĊĚǰยังอćจđกĉดจćกควćมđขšมขšนทĊęĔชšĔนกćรทดลองǰอćจยังĕมŠĔชŠควćมđขšมขšนทĊęđหมćะสม

ĔนกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ NotchǰĔนđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับǰHepG2ǰēดยมĊรćยงćนวŠćกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ Notchǰ

ดšวย GSI đปŨนกćรยับยัĚงēดยขċĚนกับควćมđขšมขšน (dose-dependent) (29), (30)ǰดังนัĚนǰđพČęอĔหšĕดšควćมđขšมขšน

ของ GSIǰทĊęสćมćรถออกฤทธĉĝตŠอđซลลŤมะđรĘงตับทĊęđหมćะสมǰจċงควรทĈกćรทดลองēดยĔชš GSIǰĔนชŠวงควćมđขšมขšน

หลćกหลćยขċĚนđพČęอหćควćมđขšมขšนทĊęđหมćะสมĔนกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ  NotchǰทĊęมĊประสĉทธĉภćพสĈหรับ GSIǰ

ĒตŠละชนĉดđพČęอนĈมćĔชšĔนกćรทดลองตŠอĕป 

งćนวĉจัยกŠอนหนšćĕดšมĊรćยงćนวŠć GSI-IX (DAPT)ǰควćมđขšมขšนตัĚงĒตŠǰ0.016ǰถċงǰ10ǰĕมēครēมลćรŤ ĕมŠ

สćมćรถลดกćรมĊชĊวĉตรอดของ HepG2 ĕดšǰĒละสćมćรถลดกćรมĊชĊวĉตรอดǰHepG2ǰĕดšทĊęควćมđขšมขšน 50ǰĕมēคร

ēมลćรŤđทŠćนัĚนǰ(31)ǰซċęงสอดคลšองกับผลกćรทดลองĔนงćนวĉจัยนĊĚǰĒละđนČęองจćกยังĕมŠพบงćนวĉจัยđกĊęยวกับกćรĔชš 

GSI-XVIǰĒละ CrenigacestatǰĔนđซลลŤĕลนŤǰHepG2 จċงสรčปวŠć GSI-XVI, GSI-IXǰทĊęควćมđขšมขšนǰ50ǰĕมēครēม

ลćรŤǰĒละ Crenigacestatǰควćมđขšมขšนǰ1ǰĕมēครēมลćรŤǰđปŨนđวลćǰ72ǰชัęวēมงǰสćมćรถยับยัĚงกćรอยĎŠรอดของ

đซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ HepG2 ĔนกćรđลĊĚยงĒบบสองมĉตĉĕดšǰĒตŠđมČęอđปรĊยบđทĊยบผลของ GSIǰĒตŠละชนĉดทĊęควćม

đขšมขšนดังกลŠćวĔนกćรđลĊĚยงđซลลŤĒบบสćมมĉตĉǰพบวŠćĔหšผลกćรยับยัĚงĕดšนšอยกวŠćกćรđลĊĚยงĒบบสองมĉตĉǰซċęงงćนวĉจัย

กŠอนหนšćกĘĕดšรćยงćนวŠćกćรđลĊĚยงđซลลŤสćมมĉตĉĒบบ  spheroidǰทĈĔหšđซลลŤมĊกćรดČĚอยćหรČอสćรทĊęĔชšĔนกćร

ทดลองมćกขċĚนǰ(32, 33)ǰēดยอćจมĊสćđหตčจćกกćรđลĊĚยงđซลลŤĒบบสćมมĉตĉĔนรĎป spheroid ทĈĔหšกćรสŠงสัญญćณ

ĒละปฏĉสัมพันธŤระหวŠćงđซลลŤǰกćรสรšćง extracellular matrixǰ(ECM) ĒตกตŠćงจćกกćรđลĊĚยงđซลลŤĒบบสองมĉตĉǰ

(34)ǰรวมถċงกćรทĊęยćĕมŠสćมćรถĒพรŠผŠćนēครงสรšćงของ spheroidǰđขšćĕปยังđซลลŤทĊęอยĎŠดšćนĔนǰĒละสภćวะĕมŠมĊ

ออกซĉđจน (hypoxia)ǰĔนǰspheroid ǰสćมćรถกระตčšนĔหšđกĉดกćรĒสดงออกของยĊนทĊęđกĊęยวขšองกับกćรอยĎŠรอด

ของđซลลŤĒละกćรดČĚอยćĕดšǰ(35) จċงอćจสŠงผลĔหšผลของǰGSIǰตŠอกćรอยĎŠรอดของđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ HepG2 Ĕน

กćรđลĊĚยงĒบบสองมĉตĉĒตกตŠćงจćกกćรđลĊĚยงĒบบสćมมĉตĉĔนรĎป  spheroid ซċęงหćกđปรĊยบđทĊยบกćรđลĊĚยงđซลลŤ

ĒบบสองมĉตĉĒละสćมมĉตĉǰจะđหĘนĕดšวŠćกćรđลĊĚยงđซลลŤĒบบสćมมĉตĉǰสćมćรถđลĊยนĒบบēครงสรšćงĒละสภćวะ

ธรรมชćตĉของกšอนมะđรĘงǰรวมĕปถċงปฏĉสัมพันธŤระหวŠćงđซลลŤǰĒละปฏĉสัมพันธŤระหวŠćงđซลลŤกับสĉęงĒวดลšอมǰĕดš

มćกกวŠćกćรđลĊĚยงđซลลŤĒบบสองมĉตĉǰกćรđลĊĚยงđซลลŤĒบบสćมมĉตĉจċงđปŨนตัวđลČอกทĊęดĊสĈหรับกćรศċกษćผลของǰGSI 

ตŠอđซลลŤมะđรĘงตŠอĕปĔนอนćคต 
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 จćกผลกćรđปรĊยบđทĊยบระดับกćรĒสดงออกของēปรตĊนตัวรับสัญญćณ Notchǰทั Ěงǰ3ǰชนĉดǰคČอ 

Notch1, Notch2ǰĒละ Notch3 ĒละกćรĒสดงออกของยĊนđปŜćหมćยของวĉถĊสัญญćณ Notch คČอ hes1 Ēละ 

hey1 พบวŠćกćรทĊęēปรตĊน NotchǰบćงชนĉดทĊęมĊระดับกćรĒสดงออกลดลงđพĊยงđลĘกนšอยหรČอĕมŠลดลงđมČęอĕดšรับ 

GSIǰอćจđกĉดจćกกćรสะสมของēปรตĊนđหลŠćนัĚนบนผĉวđซลลŤǰđนČęองจćกกćรยับยัĚงกćรทĈงćนของđอนĕซมŤĒกมมć

ซĊครĊđตสēดย GSIǰทĈĔหšĕมŠđกĉดกćรยŠอยēปรตĊน Notch đหลŠćนัĚนĒละยังคงมĊกćรสะสมบนผĉวđซลลŤǰ(31)ǰดังนัĚน

หćกทĈกćรทดลองēดยđพĉęมระยะđวลćĔหšมćกกวŠćǰ72ǰชัęวēมงđพČęอĔหšēปรตĊนđหลŠćนัĚนทĊęสะสมอยĎŠบนผĉวđซลลŤถĎก

ยŠอยสลćยĕปอćจทĈĔหšđหĘนควćมĒตกตŠćงĔนกćรĒสดงออกของēปรตĊน NotchǰมćกขċĚนǰēดยยČนยันกćรยับยัĚงกćร

ทĈงćนของđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตสĕดšจćกระดับกćรĒสดงออกของยĊน hes1 Ēละǰhey1 ทĊęลดลงđมČęอĕดšรับ GSI-

XVIǰĒละǰGSI-IXǰĒตŠĔนกรณĊของđซลลŤทĊęĕดšรับ CrenigacestatǰจะđหĘนวŠćระดับกćรĒสดงออกทัĚงของēปรตĊน 

Notch ĒละยĊน hes1 Ēละǰhey1 ลดลงđพĊยงđลĘกนšอยหรČอĕมŠลดลงđลย อćจđกĉดจćกกćรĔชšควćมđขšมขšนทĊę ĕมŠ

đหมćะสมĔนกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ Notch Ĕน HepG2 ĕดšǰดังนัĚนǰđพČęอĔหšĕดšผลกćรทดลองทĊęชัดđจนขċĚนอćจทĈ

กćรทดลองēดยđปรĊยบđทĊยบกćรĔชš Crenigacestat ทĊęควćมđขšมขšนทĊęหลćกหลćยđพČęอหćควćมđขšมขšนทĊęđหมćะสม

ĔนกćรทดลองตŠอĕปǰĒละđมČęอđปรĊยบทĊยบระดับกćรĒสดงออกของยĊนทĊęđกĊęยวขšองกับควćมđปŨนđซลลŤตšนกĈđนĉด

มะđรĘงǰคČอǰoct4 พบวŠć GSI-XVIǰĒละ GSI-IXǰลดระดับกćรĒสดงออกของยĊน oct4 ĕดšǰซċęงสอดคลšองกับกćร

ĒสดงออกทĊęลดลงของยĊนđปŜćหมćยĔนวĉถĊสัญญćณ NotchǰĒละĔหšผลĕปĔนทĉศทćงđดĊยวกับงćนวĉจัยกŠอนหนšćǰĔน

กćรลดระดับกćรĒสดงออกของยĊนđปŜćหมćยของ Notch ĔนđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับ HepG2ǰēดยĔชš GSI-IX (31)ǰ

ĒละกćรลดระดับกćรĒสดงออกของ oct4 ēดยĔชšǰGSI-IX (36)ǰทĈĔหšสćมćรถยČนยันĕดšวŠćกćรĔชš GSIǰĔนกćร

ยับยัĚงกćรสŠงสัญญćณĔนวĉถĊสัญญćณ NotchǰสćมćรถยับยัĚงกćรĒสดงออกของยĊนทĊęđกĊęยวขšองกับควćมđปŨนđซลลŤ

ตšนกĈđนĉดมะđรĘงĕดšǰ 

อยŠćงĕรกĘตćมǰขšอจĈกัดของงćนวĉจัยคČอǰกćรทดลองนĊĚĕดšĔชšđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับđพĊยงชนĉดđดĊยวǰดังนัĚนจċง

ควรมĊกćรศċกษćđพĉ ęมđตĉมēดยĔชšđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับชนĉดอČ ęนǰėǰ đชŠนǰHuh7, BEL-7402, BEL-7404, 97L, 

PLC/PRF/5, QGY-7701ǰĒละ SMMC-7721ǰđปŨนตšนǰ(37, 38) đนČęองจćกđซลลŤĕลนŤมะđรĘงตับĒตŠละชนĉดมĊกćร

ĒสดงออกของēปรตĊนทĊęđกĊęยวขšองวĉถĊสัญญćณ NotchǰหรČอยĊนđปŜćหมćยของวĉถĊสัญญćณ NotchǰทĊęĒตกตŠćงกันǰ

(38)ǰรวมĕปถċงกćรปรับควćมđขšมขšนของ GSI ĔหšđหมćะสมĔนกćรทดลองđพČęอĔหšđหĘนผลชัดđจนยĉęงขċĚนǰĒละยังตšอง

มĊกćรศċกษćผลของ GSIǰตŠอระดับกćรĒสดงออกของยĊนทĊęđกĊęยวขšองกับควćมđปŨนđซลลŤตšนกĈđนĉดมะđรĘงđพĉęมđตĉม ǰ

นอกจćกนĊĚǰจćกงćนวĉจัยกŠอนหนšćทĊęรćยงćนđกĊęยวกับกćรดČĚอยćของđซลลŤมะđรĘงตับตŠอยćทĊęĔชšรักษćมะđรĘงตับĔน

ปŦจจčบันหลćยชนĉดǰđชŠนǰSorafenib (39-41) , 5-fluorouracil Ēละ Vincristineǰ(42-44)ǰซċęงกćรดČĚอยćđหลŠćนĊĚ

đกĉดจćกกćรสŠงสัญญćณĔนวĉถĊสัญญćณ NotchǰทĊęมćกผĉดปกตĉĔนđซลลŤมะđรĘงตับǰทĈĔหšđซลลŤมะđรĘงđหลŠćนัĚนมĊ

คčณสมบัตĉของđซลลŤตšนกĈđนĉดมะđรĘงǰ(cancer stem cell, CSC)ǰ(10)ǰซċęง CSC มĊคčณสมบัตĉทĊęสĈคัญคČอสćมćรถ

ĒบŠงตัวđพČęอđพĉęมจĈนวนēดยยังคงควćมđปŨน CSC ĕวšĕดšǰ(11)ǰซċęงđปŨนปŦจจัยหลักทĊęสนับสนčนĔหšđกĉดกćรรčกรćนǰ
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(invasiveness)ǰĒละกćรĒพรŠกระจćยของđซลลŤมะđรĘงǰ (metastasis), กćรดČĚอยćของđซลลŤมะđรĘง, Ēละกćร

กลับมćđปŨนซĚĈ (recurrence)ǰ(12)ǰซċęงĕดšมĊรćยงćนวŠćǰกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ Notch ดšวยǰGSI PF-03084014ǰ

ทĈĔหšđซลลŤมะđรĘงตับมĊควćมĕวตŠอยć SorafenibǰมćกขċĚนǰ(10)ǰนอกจćกนĊĚǰกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ Notchǰดšวยǰ

DAPTǰสćมćรถกระตčšนĔหšđซลลŤมะđรĘงตับมĊควćมĕวตŠอยć 5-fluorouracil ĒละǰVincristine ĕดšǰ(37)ǰดังนัĚนǰ

กćรศċกษćđพĉęมđตĉมđกĊęยวกับกćรĔชšǰGSI รŠวมกับยćอČęนǰėǰทĊęĔชšĔนปŦจจčบันอćจนĈĕปสĎŠĒนวทćงĔหมŠกćรรักษć

ēรคมะđรĘงตับทĊęมĊประสĉทธĉภćพĕดš 

จćกกćรศċกษćđกĊęยวกับวĉถĊสัญญćณǰNotch จะđหĘนĕดšวŠćกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ Notch สćมćรถยับยัĚงĕดš

หลćกหลćยวĉธĊǰĕมŠđพĊยงĒตŠกćรยับยั ĚงกćรทĈงćนของđอนĕซมŤĒกมมćซĊครĊđตสđทŠćนั ĚนǰđชŠนǰกćรยับยัĚ งกćร

ĒสดงออกของลĉĒกนดŤĒละตัวรับสัญญćณǰNotch,ǰกćรขัดขวćงกćรจับกับระหวŠćงลĉĒกนดŤĒละตัวรับสัญญćณ 

Notch Ēละกćรขัดขวćงกระบวนกćรสรšćง Notch transcriptional complexǰđปŨนตšนǰซċęงĔนปŦจจčบันกćร

ยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ NotchǰēดยกระบวนกćรđหลŠćนĊĚยังคงอยĎŠĔนระหวŠćงกćรพัฒนćǰ(45)ǰēดยตัวอยŠćงทĊęđหĘนĕดšชัด

ĕดšĒกŠēมēนēคลนอลĒอนตĉบอดĊǰ(mAb)ǰตŠอēปรตĊนǰNotchǰēดยสćมćรถĒบŠงĕดšđปŨนǰ2ǰรĎปĒบบǰคČอĒอบตĉบอดĊทĊę

จับกับ negative regulator region (NRR)ǰทĊęอยĎŠนอกđซลลŤของēปรตĊนǰNotchǰซċęงจะขัดขวćงกćรđปลĊęยนēครง

รĎปǰ(conformational change) กŠอนทĊęจะถĎกยŠอยēดยđอนĕซมŤĔนวĉถĊสัญญćณตŠอĕปǰสŠวนอĊกรĎปĒบบหนċęงคČอ

ĒอนตĉบอดĊตŠอ ligand binding domain (LBD) ของēปรตĊนตัวรับสัญญćณǰNotch ซċęงจะจับกับตัวรับสัญญćณ

ĒบบĒขŠงขันกับลĉĒกนดŤǰ(46)ǰนอกจćกนĊĚยังมĊกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ NotchǰดšวยรĎปĒบบอČęนǰđชŠนกćรĔชšǰNotch 

decoyǰประกอบดšวยสŠวนทĊęอยĎŠนอกđซลลŤǰ (extracellular domain) ของลĉĒกนดŤหรČอตัวรับสัญญćณ Notchǰ

ēดยĕมŠมĊสŠวนทĊęĒทรกอยĎŠระหวŠćงđยČęอหčšมđซลลŤǰ(transmembrane domain)ǰทĈĔหšĕมŠสćมćรถกระตčšนตัวรับ

สัญญćณĕดšǰ(45)ǰจะđหĘนĕดšวŠćǰหćกมĊกćรศċกษćđพĉęมđตĉมđกĊęยวกับกćรĔชšǰGSIǰหรČอกćรยับยัĚงวĉถĊสัญญćณ Notchǰ

ดšวยวĉธĊอČęนǰėǰรŠวมกับกćรรักษćรĎปĒบบอČęนǰėǰĔนปŦจจčบันǰอćจนĈĕปสĎŠกćรพัฒนćรĎปĒบบกćรรักษćēรคมะđรĘงตับ

ĒบบĔหมŠทĊęมĊประสĉทธĉภćพมćกขċĚนǰ 
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ภาคผนวก 

1.ǰอćหćรđลĊĚยงđซลลŤǰ10%ǰFBSǰDMEMǰ(ทัĚงหมดǰ40ǰml) 

ดĊđมมǰ(DMEM)ǰǰǰǰǰǰǰǰǰǰ       43.8 ml 

ฟŘตัลǰēบĕวนŤǰซĊรัมǰ(Fetal Bovine Serum)ǰǰǰǰǰǰǰǰ    5ǰ ml 

ǰ ยćปฏĉชĊวนะǰGentamycin      0.5 ml 

 hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acidǰ(HEPES)   0.5 ml 

 ēซđดĊยมǰĕพรĎđวทǰ(Sodium pyruvate)     0.5 ml 

 

2. ฟอสđฟสǰบัฟđฟอรŤǰซćลĊนǰ(phosphate buffer saline; PBS ควćมđปŨนกรดıดŠćงǰ7.4)  

ēซđดĊยมคลอĕรดŤǰ(NaCl)              8ǰǰǰ gǰ 

ēพĒทสđซĊยมคลอĕรดŤǰ(KCl)            0.2ǰ gǰ 

ĕดēซđดĊยมĕฮēดรđจนฟอสđฟสǰ(Na2HPO4)         3.63ǰ g 

ēพĒทสđซĊยมĕดĕฮēดรđจนฟอสđฟตǰ(KH2PO4)         0.24  g 

นĚĈกลัęนǰ         1 L 

3) Freezing media (ทัĚงหมด 1000ǰµl) 

10%ǰFBSǰDMEMǰǰǰǰǰǰǰǰ        900  µl  

DMSO          100  µl 

4) 95% Ethanol (ทัĚงหมด 100 ml) 

Absolute ethanol        95  ml 

นĚĈกลัęน          5  ml 

 

 

 



30 
 

เอกสารอšางอิง 

1. Fund WCR. Worldwide cancer data n.d. [Available from: 

https://www.wcrf.org/dietandcancer/cancer-trends/worldwide-cancer-data. 

2. Thailand NCI. Cancer Registry 2002-2018 n.d. [Available from: 

http://www.nci.go.th/th/cancer_record/cancer_rec1.html. 

3. team TACSmaec. Liver Cancer Survival Rates 2019ǰ[Available from: 

https://www.cancer.org/cancer/liver-cancer/detection-diagnosis-staging/survival-rates.html. 

4. Kopan R. Notch signaling. Cold Spring Harb Perspect Biol. 2012;4(10). 

5. Kumar R, Juillerat-Jeanneret L, Golshayan D. Notch Antagonists: Potential Modulators 

of Cancer and Inflammatory Diseases. J Med Chem. 2016;59(17):7719-37. 

6. Krishnaswamy S, Verdile G, Groth D, Kanyenda L, Martins RN. The structure and 

function of Alzheimer's gamma secretase enzyme complex. Crit Rev Clin Lab Sci. 2009;46(5-

6):282-301. 

7. Zhang X, Li Y, Xu H, Zhang YW. The gamma-secretase complex: from structure to 

function. Front Cell Neurosci. 2014;8:427. 

8. Borggrefe T, Oswald F. The Notch signaling pathway: transcriptional regulation at 

Notch target genes. Cell Mol Life Sci. 2009;66(10):1631-46. 

9. Murata K, Hattori M, Hirai N, Shinozuka Y, Hirata H, Kageyama R, et al. Hes1 directly 

controls cell proliferation through the transcriptional repression of p27Kip1.ǰMol Cell Biol. 

2005;25(10):4262-71. 

10. Yang X, Xia W, Chen L, Wu CX, Zhang CC, Olson P, et al. Synergistic antitumor effect 

of a γ-secretase inhibitor PF-03084014 and sorafenib in hepatocellular carcinoma. 

Oncotarget. 2018;9(79). 

11. Singh A, Settleman J. EMT, cancer stem cells and drug resistance: an emerging axis of 

evil in the war on cancer. Oncogene. 2010;29(34):4741-51. 

12. Kreso A, Dick JE. Evolution of the cancer stem cell model. Cell Stem Cell. 

2014;14(3):275-91. 

13. Guo H, Lu Y, Wang J, Liu X, Keller ET, Liu Q, et al. Targeting the Notch signaling 

pathway in cancer therapeutics. Thorac Cancer. 2014;5(6):473-86. 

14. Okochi M, Fukumori A, Jiang J, Itoh N, Kimura R, Steiner H, et al. Secretion of the 

Notch-1 Abeta-like peptide during Notch signaling. J Biol Chem.ǰ2006;281(12):7890-8. 

15. Wolfe MS. gamma-Secretase as a target for Alzheimer's disease. Adv Pharmacol. 

2012;64:127-53. 



31 
 

16. Dai G, Deng S, Guo W, Yu L, Yang J, Zhou S, et al. Notch pathway inhibition using 

DAPT, a gamma-secretase inhibitor (GSI), enhances the antitumor effect of cisplatin in 

resistant osteosarcoma. Mol Carcinog. 2019;58(1):3-18. 

17. Rao SS, O'Neil J, Liberator CD, Hardwick JS, Dai X, Zhang T, et al. Inhibition of NOTCH 

signaling by gamma secretase inhibitor engages the RB pathway and elicits cell cycle exit in 

T-cell acute lymphoblastic leukemia cells. Cancer Res. 2009;69(7):3060-8. 

18. Wu CX, Xu A, Zhang CC, Olson P, Chen L, Lee TK, et al. Notch Inhibitor PF-03084014 

Inhibits Hepatocellular Carcinoma Growth and Metastasis via Suppression of Cancer 

Stemness due to Reduced Activation of Notch1-Stat3.ǰMol Cancer Ther. 2017;16(8):1531-43. 

19. Golde TE, Koo EH, Felsenstein KM, Osborne BA, Miele L. gamma-Secretase inhibitors 

and modulators. Biochim Biophys Acta. 2013;1828(12):2898-907. 

20. Ran Y, Hossain F, Pannuti A, Lessard CB, Ladd GZ, Jung JI, et al. gamma-Secretase 

inhibitors in cancer clinical trials are pharmacologically and functionally distinct. EMBO Mol 

Med. 2017;9(7):950-66. 

21. Walsh DM, Klyubin I, Fadeeva JV, Cullen WK, Anwyl R, Wolfe MS, et al. Naturally 

secreted oligomers of amyloid β protein potently inhibit hippocampal long-term 

potentiation in vivo. Nature. 2002;416(6880):535-9. 

22. H. F. Dovey VJ, J. P. Anderson, L. Z. Chen, P. de Saint Andrieu, L. Y. Fang, et al. 

Functional gamma‐secretase inhibitors reduce beta‐amyloid peptide levels in brain. Journal 

of Neurochemistry. 2001;76:9. 

23. Abdel-Magid AF. Inhibition of notch pathway signaling: a one compound mission to 

treat cancer. ACS Med Chem Lett. 2013;4(4):373-4. 

24. Haapasalo A, Kovacs DM. The many substrates of presenilin/gamma-secretase. J 

Alzheimers Dis. 2011;25(1):3-28. 

25. Breslin S, O'Driscoll L. Three-dimensional cell culture: the missing link in drug 

discovery. Drug Discov Today. 2013;18(5-6):240-9. 

26. Kapalczynska M, Kolenda T, Przybyla W, Zajaczkowska M, Teresiak A, Filas V, et al. 2D 

and 3D cell cultures - a comparison of different types of cancer cell cultures. Arch Med Sci. 

2018;14(4):910-9. 

27. Le AP, Zhang LL, Liu W, Shi YF. Cantharidin inhibits cell proliferation and induces 

apoptosis through G2/M phase cell cycle arrest in hepatocellular carcinoma stem cells. 

Oncol Rep. 2016;35(5):2970-6. 



32 
 

28. Queensland TUo. Using ImageJ to quantify blots 2017ǰ[updated Apr 27, 2017.ǰ

Available from: https://di.uq.edu.au/community-and-alumni/sparq-ed/sparq-ed-

services/using-imagej-quantify-blots. 

29. Zhou L, Wang DS, Li QJ, Sun W, Zhang Y, Dou KF. Downregulation of the Notch 

signaling pathway inhibits hepatocellular carcinoma cell invasion by inactivation of matrix 

metalloproteinase-2 and -9 and vascular endothelial growth factor. Oncol Rep. 

2012;28(3):874-82. 

30. Mancarella S, Serino G, Dituri F, Cigliano A, Ribback S, Wang J, et al. Crenigacestat, a 

selective NOTCH1 inhibitor, reduces intrahepatic cholangiocarcinoma progression by blocking 

VEGFA/DLL4/MMP13 axis. Cell Death & Differentiation. 2020. 

31. Suwanjunee S, Wongchana W, Palaga T. Inhibition of gamma-secretase affects 

proliferation of leukemia and hepatoma cell lines through Notch signaling. Anti-Cancer Drugs. 

2008;19(5):477-86. 

32. Karlsson H, Fryknas M, Larsson R, Nygren P. Loss of cancer drug activity in colon 

cancer HCT-116 cells during spheroid formation in a new 3-D spheroid cell culture system. 

Exp Cell Res. 2012;318(13):1577-85. 

33. Loessner D, Stok KS, Lutolf MP, Hutmacher DW, Clements JA, Rizzi SC. Bioengineered 

3D platform to explore cell-ECM interactions and drug resistance of epithelial ovarian cancer 

cells. Biomaterials. 2010;31(32):8494-506. 

34. Speight PM, Farthing PM. The pathology of oral cancer. British Dental Journal. 

2018;225(9):841-7. 

35. Trédan O, Galmarini CM, Patel K, Tannock IF. Drug Resistance and the Solid Tumor 

Microenvironment. JNCI: Journal of the National Cancer Institute. 2007;99(19):1441-54. 

36. Jiang L-Y, Zhang X-L, Du P, Zheng J-H. γ-Secretase Inhibitor, DAPT Inhibits Self-

renewal and Stemness Maintenance of Ovarian Cancer Stem-like Cells In Vitro. Chin J Cancer 

Res. 2011;23(2):140-6. 

37. Hemati H, Kaur J, Sobti RC, Trehanpati N. Inhibition of NOTCH signaling pathway 

chemosensitizes HCC CD133(+)ǰcells to vincristine and 5-fluorouracil through upregulation of 

BBC3.ǰBiochem Biophys Res Commun. 2020;525(4):941-7. 

38. Shen Y, Lv D, Wang J, Yin Y, Miao F, Dou F, et al. GSI-I has a better effect in inhibiting 

hepatocellular carcinoma cell growth than GSI-IX, GSI-X, or GSI-XXI. Anticancer Drugs. 

2012;23(7):683-90. 



33 
 

39. Chen J, Jin R, Zhao J, Liu J, Ying H, Yan H, et al. Potential molecular, cellular and 

microenvironmental mechanism of sorafenib resistance in hepatocellular carcinoma. Cancer 

Letters. 2015;367(1):1-11. 

40. Cheng A-L, Kang Y-K, Chen Z, Tsao C-J, Qin S, Kim JS, et al. Efficacy and safety of 

sorafenib in patients in the Asia-Pacific region with advanced hepatocellular carcinoma: a 

phase III randomised, double-blind, placebo-controlled trial. The Lancet Oncology. 

2009;10(1):25-34. 

41. Llovet JM, Ricci S, Mazzaferro V, Hilgard P, Gane E, Blanc J-F, et al. Sorafenib in 

Advanced Hepatocellular Carcinoma. New England Journal of Medicine. 2008;359(4):378-90. 

42. Jiang X, Gwye Y, Russell D, Cao C, Douglas D, Hung L, et al. CD133 expression in 

chemo-resistant Ewing sarcoma cells. BMC Cancer. 2010;10(1):116. 

43. Ma S, Lee TK, Zheng BJ, Chan KW, Guan XY. CD133+ǰHCC cancer stem cells confer 

chemoresistance by preferential expression of the Akt/PKB survival pathway. Oncogene. 

2008;27(12):1749-58. 

44. Pressey JG, Haas MC, Pressey CS, Kelly VM, Parker JN, Gillespie GY, et al. CD133 marks 

a myogenically primitive subpopulation in rhabdomyosarcoma cell lines that are relatively 

chemoresistant but sensitive to mutant HSV. Pediatric Blood & Cancer. 2013;60(1):45-52. 

45. Espinoza I, Miele L. Notch inhibitors for cancer treatment. Pharmacol Ther. 

2013;139(2):95-110. 

46. Aste-Amezaga M, Zhang N, Lineberger JE, Arnold BA, Toner TJ, Gu M, et al. 

Characterization of Notch1 antibodies that inhibit signaling of both normal and mutated 

Notch1 receptors. PLoS One. 2010;5(2):e9094. 

 

 

 


	ปกภาษาไทย
	หน้าอนุมัติ
	บทคัดย่อภาษาไทย
	บทคัดย่อภาษาอังกฤษ
	กิตติกรรมประกาศ
	สารบัญ
	บทที่ 1 บทนำ
	บทที่ 2 อุปกรณ์ เคมีภัณฑ์และวิธีดำเนินการทดลอง
	บทที่ 3 ผลการทดลอง
	บทที่ 4 สรุปและอภิปรายผลการทดลอง
	ภาคผนวก
	รายการอ้างอิง



