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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 

ความสามารถในการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง ตองการกระบวนการยอยสลายของเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันที่อยูรอบกอนมะเร็ง รวมกับการเคลื่อนตัวของเซลลมะเร็งผานบริเวณเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ถูกยอยสลาย 

(Stetler-Stevenson et al., 1993) 

Proteolytic enzymes ที่มีบทบาทอยางมากในการยอยสลายโปรตีนในเมทริกซนอกเซลล 

(Extracellular matrix: ECM) คือเอนไซมในกลุม MMPs ซึ่งเปนกลุมของเอนไซมที่ตองการอะตอมของสังกะสี 

(Zinc atom) ที่ตําแหนง Catalytic domain ในการทํางาน สมาชิกเกือบทุกตัวของเอนไซมในกลุมนี้จะถูก

สรางและหลั่งออกมาเพื่อทํางานภายนอกเซลล โดยจะหลั่งออกมาในลักษณะที่ยังไมพรอมทํางาน (Latent 

form) โดยจะทํางานไดเมื่อสวน Amino-terminal inhibitory domain ถูกตัดออก   

เอนไซมในกลุมนี้ มีความสามารถในการยอยสลาย ECM ไดทุกชนิด รวมท้ังคอลลาเจน    

ความสามารถในการยอยคอลลาเจนนี้เปนสวนที่มีความสําคัญ เนื่องจากคอลลาเจนเปนองคประกอบหลัก

ของเนื้อเยื่อหรือกวารอยละ 80 ของ ECM   ดังนั้น MMP จึงมีบทบาทสําคัญในกระบวนการยอยสลาย ECM 

ทั้งในสภาวะปกติและสภาวะที่มีพยาธิสภาพ (Sternlicht and Werb, 2001) และจากการศึกษาในรอย

โรคมะเร็ง ก็พบการเพิ่มขึ้นของการสรางและการทํางานของเอนไซมหลายตัวในกลุม MMP ที่สัมพันธกับระดับ

ความรุนแรงของรอยโรคในดานความสามารถในการแพรกระจายดวย (Itoh et al., 1998; Kim et al., 1998; 

Kupferman et al., 2000) 

MMP สามารถแยกยอยออกไดเปนหลายกลุมซึ่งแตละกลุมก็จะมีความสัมพันธกับรอยโรคมะเร็งที่

แตกตางกัน โดย MMP-9 พบมีบทบาทอยางมากในการแพรกระจายในเซลลมะเร็งหลายๆ ชนิด รวมท้ังมะเร็ง

ชนิดสแควมัสเซลลของศีรษะและลําคอ (Head and neck squamous cell carcinoma) โดยความสามารถ

จําเพาะในการยอยสลายคอลลาเจนชนิดที่ 4 (Type IV collagen) ซึ่งนําไปสูการทําลายเบสเมนท เมมเบรน 
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(Basement membrane) แลวทําใหเกิดการแพรกระจายของมะเร็งไปจากตําแหนงตนกําเนิด (Primary site) 

ดังที่กลาวไวขางตน 

การศึกษาในชิ้นเนื้อมะเร็ง ที่ตัดไดจากผูปวย พบการเพิ่มขึ้นของ MMP-9 ทั้งในระดับของ อารเอ็นเอ

นํารหัส (mRNA) โปรตีน  รวมทั้งระดับของเอนไซมที่พรอมทํางาน (Enzymatic activity) โดยมีความสัมพันธ

กับระดับการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไปยังตอมนํ้าเหลือง (O-Charoenrat et al., 2001; Wood et al., 

1997) นอกจากนี้ยังมีอีกหลายรายงานที่แสดงใหเห็นวา MMP-9 มีบทบาทในแพรกระจาย และการรุกราน

ของเซลลมะเร็ง โดยบางรายงานสามารถพบ  MMP-9 ไดทั้งในเซลลมะเร็งและ เซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 

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

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

ผลจากการศึกษาโดยใชตัวยับยั้ง (Specific inhibitor; MMI-166) ที่มีความจําเพาะตอ MMP-9 และ 

MMP-2 ซึ่งเปนเอนไซมในกลุมยอยเดียวกัน โดยทําการทดสอบในเซลลไลนจากมะเร็งตับออน (Matsushita 

et al., 2001) และ มะเร็งลําไส (Ohta et al., 2001) พบวาตัวยับยั้ง สามารถลดอัตราการแพรกระจายของ

เซลลมะเร็งได  นอกจากนี้ยังชวยลดอัตราการเจริญ (Tumor growth) ของกอนมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลใน

สัตวทดลองดวย (Katori et al., 2002) ซึ่งผลการทดลองดังกลาว สนับสนุนบทบาทของเอนไซมนี้ใน

กระบวนการแพรกระจายของเซลลมะเร็งไดเปนอยางดี นอกจากนี้ มีรายงานการทดลองในเซลลไลน LICR-

HN-5, 6,15 และ อีก 10 เซลลไลนที่พัฒนาขึ้นมาใหมโดยคณะของ O-Charoenrat พบความสามารถในการ

เคลื่อนของเซลลมะเร็งสัมพันธกับระดับการสราง MMP-9 (O-charoenrat et al., 2000) 

โดยปกติแลวการแสดงออกของ MMP-9 สามารถถูกกระตุนไดดวยสารเหนี่ยวนําหลายๆชนิดใน

ร างกาย เชน ECM บางตัว, ทรานสฟอรมมงิโกรทแฟคเตอรอัลฟา (Transforming growth factor-α; TNF-

α), อินเตอรลิวคิน-1 (Interleukin-1; IL-1), Oncogenes และ TGF-β เปนตน 
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TGF-β เปนสมาชิกในกลุมของ TGF-β superfamily ซึ่งเปนกลุมของโกรทเฟคเตอร (growth 

factors) ที่ควบคุมหลายๆกระบวนการของเซลล เชน การแบงเซลล (Proliferation) การดิฟเฟอเรนชิเอท 

(Differentiation) และการตายแบบ Apoptosis เปนตน (Moustakas et al., 2002)   

โดยปกติ TGF-β ทํางานโดยจับกับรีเซบเตอร (Receptor) บนผิวเซลล ซึ่งประกอบดวย Receptor 2 

ตัวซึ่งจัดเปน Serine/threonine kinase receptors คือ TβR I และ TβR II โดยจะถูกดึงมารวมกันเปน 

Heterodimeric receptor จากนั้นสัญญาณจะถูกถายทอดผานสูนิวเคลียสโดย 2 เสนทาง (Pathway) หลัก

คือ ผานโดยตรงไปกับโมเลกุลกลุมที่มีชื่อวา สแมด (Smads) (Smad dependent pathway) ซึ่งทําหนาที่เปน 

ทรานสคริบชันแฟคเตอร (Transcription factors) ดวย (Ito et al., 2001; ten Dijke et al., 2000; Zhang et 

al., 1997) นอกจากนี้ยังพบวาสัญญาณของ  TGF-β จาก TGF-β receptor สามารถสงผาน Pathway อื่นๆ 

(Smad independent pathway) เชน 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) ไดเชนกัน 

สงผลให TGF-β ควบคมุการแสดงออกของยีนไดหลายชนิด และเกี่ยวของกับพฤติกรรมและการตอบสนองที่

แตกตางกันไปตามชนิดและระยะของเซลล 

จากการที่ TGF-β สามารถยบัยั้งการเจริญเติบโตของเซลลบุผิวปกต ิ ดังที่กลาวไวขางตน ประกอบ

กับวาโดยปกติแลว TGF-β ทาํหนาที่เปน Tumor suppressor ดังนั้นความผิดปกติของ TGF-β หรือโมเลกุลที่

เกี่ยวของกับการถายทอดสัญญาณ (Signal transduction) ของ TGF-β ที่พบอยูภายในเซลล อาจนําไปสู

กระบวนการของการเกิดและการแพรกระจายของมะเร็ง โดยมีรายงานพบวาความผิดปกติในการทํางานของ 

TGF-β สงผลใหเกิดพยาธิสภาพไดหลายชนิด เชน Pulmonary hypertension รวมทั้งรอยโรคมะเร็งดวย 

(Attisano and Wrana, 2002; Derynck et al., 2001) 
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มีรายงานวา TGF-β ยับยั้งการเกิดมะเร็งไดโดยการเพิ่มความเสถียรของสารพันธุกรรม และยับยั้ง

การทํางานของเอนไซมทีโลเมอเรส (Telomerase)  อยางไรก็ตาม การสงสัญญานของ TGF-β มีองคประกอบ

ที่คอนขางซับซอน ประกอบกบัมีงานวจิัยสวนหนึ่งที่แสดงใหเห็นวา TGF-β มีบทบาทที่ตรงกันขามกับที่กลาว

มา (Wakefield and Roberts, 2002) เชนกระตุนการสรางหลอดเลือดใหมในมะเร็งตอมลูกหมาก (Wikstrom 

et al., 1998) ปรับเปล่ียนเมทริกซที่สะสมภายนอกเซลลที่อาจสงเสริมกลไกการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง

ชองปาก (Dang et al., 2004) และกระตุนความสามารถในการแพรกระจายของมะเร็งหลายๆชนิด เชน 

มะเร็งตับออน มะเร็งตับ เปนตน (Friess et al., 1993; Ito et al., 1995; Tian et al., 2003)  ดังนั้น จึงเปนไป

ไดวา TGF-β มีผลตอกระบวนการเกิดมะเร็งในสองลักษณะ คือ เปน Tumor suppressor ในมะเร็งระยะแรก 

และกระตุนการแพรกระจายของเซลลมะเร็งในระยะลุกลาม (Akhurst and Derynck, 2001) โดยมีการศึกษา

ที่แสดงความเปนไปไดของการที่เซลลมะเร็งเปลี่ยนแปลงกลไกการควบคุมการแสดงออกของยีน เชน สราง 

Autocrine TGF-β และ สราง TβR II ลดลง หรือ ลดระดับ Smad2   ทําใหสามารถตานผลของ TGF-β ใน

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

2001) 

มีรายงานการตอบสนองของเซลลปกติตอ TGF-β ในดานการแสดงออกของเอนไซมกลุม MMP วามี

ผลยับยั้งการแสดงออกของ MMP หลายตัว เชน MMP-1, MMP-3 และ MMP-9 ในเซลล Fibroblasts  

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

ทั้งในภาวะปกติหรือเมื่อถูกกระตุนใหมีการแสดงออกของ MMP-9 ดวย Lipopolysaccharides (LPS) หรือ 

TNF-α (Ogawa et al., 2004)   ใน Normal human dermal fibroblasts พบวาไมมีการแสดงออกของ 

MMP-9 เพิ่มขึน้เมื่อกระตุนดวย TGF-β (Han et al., 2001) อยางไรก็ตามพบวา TGF-β สามารถเพิ่มระดับ

การแสดงออกของ MMP-9 โดยผานทาง MAPK pathway ใน Transformed keratinocytes (Santibanez et 

al., 2002) 
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ในทางกลับกัน การศึกษาในเซลลมะเร็งหลายชนิดพบวา TGF-β สามารถเพิ่มระดับการแสดงออก

ของ MMP-9 โดยในมะเร็งชองปากชนิดสแควมัสเซลล (Oral squamous carcinoma cells) ซึ่งเปนเพียง

การศึกษาเดียวที่มีในขณะนี ้ พบวา Latency associated peptide ของ TGF-β สามารถจับกบั Integrin 

αVβ6 แลวเพิ่มระดับการแสดงออกของ MMP-9 ได อยางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงนี้ไมใชรูปแบบการ

ถายทอดสัญญาณปกติของ  TGF-β ที่ผานไปทาง TGF-β receptor (Thomas et al., 2002) สวนการศึกษา

ในเซลลมะเร็งตอมลูกหมากของมนุษยพบวา TGF-β เพิ่มระดับการแสดงออกของ MMP-9 โดยเพิ่มความ

เสถียรของ mRNA ของ MMP-9 แตไมไดเพิ่มระดับของ MMP-9 mRNA Transcription (Sehgal and 

Thompson, 1999) ซึ่งแตกตางจากการกระตุนดวย TNF-α, Oncogene ras, jun และ v-src รวมทั้ง 

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

การแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลมะเร็งตอมลูกหมากของหนูที่มีพฤติกรรมรุนแรง แตไมพบการกระตุนนี้ใน

กลุมเซลลมะเร็งที่ไมมีความสามารถในการแพรกระจาย (Sehgal et al., 1996) นอกจากนี้มีการศึกษาใน

เซลลมะเร็งเตานมพบวา TGF-β เพิ่มการแสดงออกของ MMP-9 ผานทาง p-38 kinase (Kim et al., 2004; 

Kim et al., 2005) งานวิจัยเหลานี้เปนตัวอยางที่แสดงใหเห็นถึงความแตกตางของรูปแบบการตอบสนองของ

เซลลปกติและเซลลมะเร็งที่มีตอ TGF-β    

ดังนั้นอาจเปนไปไดวาในเซลลที่มีความรุนแรงของการเกิดมะเร็งแตกตางกัน เนื่องจากมีการ

เปล่ียนแปลงรูปแบบหรือมีความผิดปกติของโมเลกุลที่เกี่ยวของหรือกลไกการสงสัญญาณภายในเซลล ที่ผาน

ไปกับ Smad pathway หรือ Smad independent pathway ดังที่กลาวขางตน     ซึ่งสงผลใหเกิดการ

ตอบสนองตอสารกระตุนภายนอกแตกตางกัน    รวมถึงการแสดงออกของ MMP-9 ที่แตกตางกันเมื่อถูก

กระตุนดวย TGF-β   

อยางไรก็ตามการศึกษาถึงการสงสัญญาณที่เปล่ียนไปของ TGF-β ตอการแสดงออกของ MMP-9  

ในเซลลมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่ไดจากชองปากยังไมมีความชัดเจน ผลจากการศึกษานํารองในกลุมผูวิจัย
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เอง โดยวิเคราะหดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟพบวา การสงผานสัญญานของ TGF-β ตอการแสดงออกของ 

MMP-9 นั้นมีผลตอเซลลไลนตัวอยางของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่พบในชองปาก แตไมมีผลตอเซลล BT-

549 ซึ่งเปนเซลลไลนของมะเร็งเตานม และการถายทอดสัญญาณที่ควบคุมการแสดงออกของ MMP-9 ใน

เซลลมะเร็งจากชองปาก เมือ่ไดรับการกระตุนดวย TGF-β นั้น อาจจะไมไดสงผานไปทางโปรตีน Smads 

(Smad independent pathway)  ดังนั้น วัตถุประสงคในงานวิจัยในครั้งนี้จึงสนใจที่จะศึกษาเพื่อยืนยันการ

ตอบสนองของเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลที่ไดจากชองปาก เมือ่ไดรับการกระตุนดวย TGF-β ตอ

การแสดงออกของโปรตีน MMP-9 เพื่อยืนยันผลการทดลองนํารองที่ได โดยจะตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงทั้ง

ในระดับโปรตีน ดวยเทคนิค ELISA ควบคูไปกับ Zymography รวมทั้งศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดับ 

mRNA ดวยเทคนิค RT-PCR เพื่อวัดการเปลี่ยนแปลงของระดับของ MMP-9  ที่เกิดขึ้น ตลอดจนจะศึกษา 

Pathway ของการถายทอดสัญญาณที่เกิดขึ้นในสวนของ Smad independent pathway วาจะเปนไปใน

รูปแบบใด  ซึ่งนาจะใหขอมูลสวนหนึ่งที่เปนประโยชนที่จะนําไปสูความเขาใจในกลไกการเกิดและการ

แพรกระจายของมะเร็ง ตลอดจนนําไปสูการพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลตอไปในอนาคตได 
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วิธีดําเนินการวิจัย 

1. การเพาะเลี้ยงเซลลไลนที่เตรียมจากมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของมนุษย (Human squamous carcinoma 

cell lines) 

เซลล 3 ไลน (HSC-2, HSC-5 และ HN-22) ที่เตรียมไดจากชิ้นเนื้อมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของ

ผูปวย ไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Teruo Amagasa, Tokyo Medical and Dental University, 

Tokyo, Japan และเซลลไลนที่ไดจากมะเร็งเตานม (BT-549) ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจาก Professor Erik 

W.Thompson, St. Vincent’s Institute of Medical Research, Victoria, Australiaเซลลถูกเลี้ยงในอาหาร

เล้ียงเซลลชนิด Dulbecco Modified Eagle’s Medium (DMEM) ทีป่ระกอบดวย ซีรัมจากฟตัสของวัว (Fetal 

Bovine Serum) รอยละ10 กลูตามีน (L-Glutamine) 2 มิลลิโมลาร เพนนิซิลลิน (Penicillin) 100 ยูนิตตอ

มิลลิลิตร สเตร็ปโตมัยซินซลัเฟต (Streptomycin sulfate) 100 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร และแอมโฟเทอริซินบี 

(Amphotericin B) 0.25 ไมโครกรัมตอมลิลิลิตร โดยอาหารเลี้ยงเซลลและสารประกอบทั้งหมดจะไดจาก 

GibcoBRL (NY, USA) เซลลจะถูกเลี้ยงในตูอบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส และมรีะดับ

คารบอนไดออกไซดรอยละ 5 การขยายจํานวนเซลลจะทําโดยการถายเซลล (subculture) ที่เจริญเต็มจาน

เล้ียงสัปดาหละ 1 ครั้ง ลงสูจานเลี้ยงเซลลใหมในอัตราสวน 1:5 โดยใชเอนไซมทริปซิน-อีดีทีเอ (Trypsin-

EDTA, GibcoBRL, NY, USA) 

2. การหาความเขมขนที่ไมเปนพิษและการวเิคราะหจํานวนเซลลดวยเทคนิคเอ็มทีที (MTT) 

 การหาความเขมขนที่ไมเปนพษิของ TGF-β เพื่อใชกระตุนเซลล จะวิเคราะหดวยเทคนิคเอ็มทีที 

(Mosmann, 1983) ดังขั้นตอนโดยยอดังนี้ เซลลถูกถายลงในจานเพาะเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความ

หนาแนน 50,000 เซลลตอหลุม และกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขนตางๆกัน กระตุนเซลลเปนเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมจะถูกดูดออกแลวลางดวยฟอสเฟสบัฟเฟอรเซลายด 2 คร้ัง เติม

สารละลาย MTT (Thiazolyl blue, Sigma, MO, USA) ลงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัมและฟนอลเรด ใหได
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ความเขมขนสุดทายเทากับ 0.5 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ใน 4 ชั่วโมงสุดทายของการกระตุน เมื่อครบเวลา 24 

ชั่วโมง ดูดสารละลาย MTT ออก แลวทําละลายผลึกสีมวงเขมของฟอรมาซาน (Formazan) ดวยสารละลาย

ผสมระหวางไกลซีนบัฟเฟอร (Glycine buffer; 0.1M Glycine, 0.1M NaCl, pH10) และ ไดเมทิลซัลฟอกไซด 

(Dimethylsulfoxide; DMSO, Merck, Darmstradt, Germany) ในอัตราสวน 1 ตอ 9 ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

จะไดสารละลายใสสีมวง แลวจึงนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยสเปคโตรโฟโตมิเตอร Spectrophotometer 

ที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร แลวนําคาที่ไดไปเปรียบเทียบหาจํานวนเซลลจากกราฟมาตรฐาน ทาํการ

ทดลองซ้ําอยางนอย 3 ครั้ง และในแตละการทดลองจะทําซ้าํอยางนอย 3 หลุม   

กราฟมาตรฐานทําขึ้นจากการเพาะเลี้ยงเซลลที่ทราบจํานวนลงในจานเลี้ยงเซลลแบบเดียวกับ

ขางตนเปนเวลา 16 ชั่วโมง แลวตรวจวัดจํานวนเซลลโดยวิธีขางตน คาที่ไดจะนํามาใชเปรียบเทียบกับจาํนวน

เซลลที่ทราบเพื่อหาความสมัพนัธระหวางจํานวนเซลลกับคาการดูดกลืนแสง 

3. กระตุนเซลลดวย TGF-β 

เซลลถูกหวานในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุม ที่ความหนาแนน 50,000 เซลลตอหลุม เล้ียงเปนเวลา 

24 ชั่วโมง กอนจะเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีซีรัม กระตุนเซลลดวย TGF-β ที่ความเขมขนตางๆ ที่ไม

เปนพิษ และระยะเวลาตางๆ เพื่อหาความเขมขนและระยะเวลาที่เหมาะสม จากนั้นอาหารเลี้ยงเซลลจะถูก

นําไปวิเคราะหระดับ MMP-9 ดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ และตัวเซลลจะถูกนําไปตรวจวัดจํานวนเซลล

ที่มีชีวิต ดวยเทคนิค MTT และนําไปสกัด RNA เพื่อวิเคราะหระดับการแสดงออกของ mRNA ของ MMP-9 

ตอไป การทดลองทําซ้ําอยางนอย 3 ครั้ง และในแตละการทดลองจะทําซ้าํอยางนอย 3 หลุม   

4. การวิเคราะหระดับของ mRNA MMP-9 ดวยเทคนคิอารที-พีซีอาร (RT-PCR) 

RNA จากเซลลเตรียมโดยใช (Tri-reagent; MRC, OH, USA) ตามวธิีการที่แนะนําโดยบริษัทผูผลิต

แลวนําไปสังเคราะหคอมพลีเม็นทารีดีเอ็นเอ (Complementary DNA; cDNA) ดวยเอนไซม AMV (Avian 
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myeloblastosis virus; Promega, WI, USA) และ Oligo dT primer (Promega, WI, USA) ที่อุณหภูม ิ42 

องศาเซลเซียสเปนเวลา 90 นาที 

จากนั้นนํา cDNA ที่ไดไปเพิ่มจํานวนดวยกระบวนการพซีีอาร (PCR; polymerase chain reaction) 

ซึ่งประกอบดวยขั้นตอนในแตละรอบดังนี้ Initial denaturation, Denaturation, Annealing และ Extension 

โดยการใชสาย Primer ที่จําเพาะตอลําดับนวิคลีโอไทด (Nucleotide sequence) ของ MMP-9 และใชสาย 

primer ที่จําเพาะตอ GAPDH (Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase) ควบคูกันไป เพื่อใชเปน

ตัวควบคุมภายใน (Internal control) ของการทดลอง จํานวนรอบที่ใชในการเพิ่มจํานวนคอมพลีเม็นทารีดี

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

MMP-9   sense   5’ GACTCGGTCTTTGAGGAGCC 3’  

   anti-sense  5’ GAACTCACGCGCCAGTAGAA 3’ 

GAPDH  sense   5’ TGAAGGTCGGAGTCAACGGAT 3’  

   anti-sense  5’ TCACACCCATGACGAACATGG 3’ 

 เมื่อส้ินสุดกระบวนการพีซอีารแลว วิเคราะหสายพันธุกรรมที่ไดโดยการแยกดวยกระแสไฟฟาในอะ

กาโรสเจล (Agarose gel) ที่มคีวามเขมขนของอะกาโรสรอยละ 2 

5. การวิเคราะหระดับโปรตีน MMP-9 ดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ  

อาหารเลี้ยงเซลลจะถูกนํามาวิเคราะหดวยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ ซึง่มีวิธีการโดยยอคือ อาหาร

เล้ียงเซลลจะถูกแยกดวยกระแสไฟฟา (Gel electrophoresis) ในเจลที่มีความเขมขนของอคริลามายด 

(Acrylamide) รอยละ 10 และเจลาติน (Gelatin) ความเขมขนรอยละ 0.1 โดยเจลาตินจะเปนสารตั้งตน 

(Substrate) สําหรับเอนไซม MMP ในกลุมเจลาติเนส เมื่อทําการแยกโปรตีนดวยไฟฟาเรียบรอยแลว เจลจะ

ถูกลางดวยสารละลาย TritonX-100 ความเขมขนรอยละ 2.5 สามรอบ รอบละ 10 นาที กอนนําไปบมใน

สารละลาย Developing buffer (0.15 M NaCl, 10 mM CaCl2, 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.1% Brij35) 
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เปนเวลา 1 คืน ที่อุณหภูม ิ37 องศาเซลเซียส จากนั้นจึงยอมเจลดวยสารละลาย Coomassie Brilliant Blue 

R250 (Sigma, MO, USA) ความเขมขนรอยละ 0.5 ในสารละลายผสมของเมทิลแอลกอฮอลลและกรดอะซิ

ติก (ความเขมขนรอยละ 40 และรอยละ 10 ตามลําดับ) เปนเวลา 1 ชั่วโมง แลวลางสีสวนเกินออกดวย

สารละลายผสมของเมทิลแอลกอฮอลลและกรดอะซิติก (ความเขมขนรอยละ 5 และรอยละ 7.5 ตามลําดับ) 

บริเวณที่มี MMP-9 จะปรากฏเปนแถบใสบนเจลสีน้ําเงิน ตําแหนงของ MMP-9 บนเจลจะตรวจสอบกบัระดับ

ของ MMP-9 ที่หลั่งจากเซลลไลน U2OS ซึ่งเปนเซลลไลนจากมะเร็งของกระดูกของมนุษย (Human 

osteosarcoma cell line) ที่ใชเปนตัวควบคมุแบบบวก (Positive control) สําหรับการวิเคราะหดวยเทคนิคเจ

ลาตินไซโมกราฟฟ  

6. การวิเคราะหระดับการแสดงออกของของโปรตีนดวยเทคนิคอีไลซา (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay; ELISA) 

อิทธิพลของสารหลั่งจากเซลลตอการเปลี่ยนแปลงของปริมาณโปรตีน MMP-9 ถูกวิเคราะหดวย

เทคนิค ELISA (R&D) ดังขั้นตอนโดยยอดังนี้คือ เซลลจะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี Phenol red 

(Phenol red-free DME medium) ตลอดการทดลอง เพื่อกําจัดการรบกวนของสีในขั้นตอนการวัดการ

ดูดกลืนแสงของเทคนิคนี้ ภายหลังจากเซลลถูกกระตุนดวย TGF-β นําอาหารเลี้ยงเซลลในแตละหลุมมา

วิเคราะหดวยเทคนิค ELISA ตามขั้นตอนที่ระบุไวโดยบริษทั โดยอาศัยหลักการที่วา ในหลุมของ ELISA plate 

จะถูกเคลือบผิวไวดวยแอนตบิอดี (Antibody) ที่มีความจําเพาะกับ MMP-9 จากนั้น อาหารเลี้ยงเซลลที่เก็บ

หลังจากเซลลไดรับการกระตุน จะถูกนํามาเติม พรอมๆกบั Antibody ตัวที่ 2 ที่มีความจําเพาะกบั MMP-9 

เชนเดียวกัน แตคนละตําแหนง (Epitope) กับ Antibody ตัวแรก และปลายอีกดานหนึ่งตออยูกบั Biotin ซึ่ง

จะตอกบัตัวแสดงสัญญาณตอไป   ดังนั้น MMP-9 ที่มีอยูในอาหารเลี้ยงเซลลจะจบักับ Antibody ทั้งสองตัว

และถูกดึงมาติดที่กนหลุม จากนั้น  Antibody ตัวที่ 2 และโปรตีนสวนเกินจะถูกลางออก แลวเติม 

Horseradish peroxidase-conjugated streptavidin ซึ่งจะไปจบักับ Biotin จากนั้นเติมสารตั้งตน 
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(Substrate) ของ peroxidase ก็จะทําใหเกิดเปนสารละลายสีขึ้น  แลวนําสารละลายที่มีสีนี้ไปวัดคาการ

ดูดกลืนแสง คาการดูดกลืนแสงที่ไดนําไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตราฐานก็จะคํานวณกลับมาเปนปรมิาณ

โปรตีนตอไป จากนั้นปริมาณโปรตีนที่คํานวณไดจะถูกเปรียบเทียบเปนปริมาณโปรตีนตอ จํานวนเซลลที่

วิเคราะหไดจากเทคนิค MTT แลวจึงนําเสนอเปนกราฟตอไป 

7. การยับยั้งผลของ TGF-β ตอการแสดงออกของเอนไซม MMP-9  ดวยตัวยับยั้งการทํางานของ Signaling 

molecules ชนิดตางๆ 

เซลลถูกถายลงในจานเลี้ยงเซลลแบบ 24 หลุมและกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขนที่ไมเปนพิษตอเซลล

โดยวิธีการดังที่กลาวไวขางตน ในสภาวะทีม่ีและไมมีตวัยบัยั้งการทํางานของ MAPK pathway (ERK; 

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

ทํางานของ PI3K, Akt และ Rho kinase โดยจะมีกลุมควบคุมบวกคือกลุมที่ไดรับเฉพาะ TGF-β และ กลุม

ควบคุมลบคือกลุมที่เติมเฉพาะตัวยับยั้งการทํางานของตัวยับยั้งการทํางานตางๆขางตน และกลุมที่ไมไดรับ

การเติมสารใดๆ แลววิเคราะหการแสดงออกของเอนไซม MMP-9 โดยเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟฟ   
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ผลของการวจิัย 

ผลของ TGF-β ตอการแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลล 

 ผลการทดสอบในเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของมนุษย จํานวน 3 ไลน คือ HSC-2, 

HSC-5 และ HN-22 และผลทดสอบในเซลลไลนของมะเร็งเตานม 1 ไลน คือ BT-549 โดยกระตุนดวย TGF-

β ที่ความเขมขน 0-10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (ไดทดสอบดวยวิธ ี MTT assay แลวพบวาไมมีความเปนพิษตอ

เซลล - ไมไดแสดงผล) และตรวจสอบระดบัการแสดงออกของ MMP-9 โดยวิธีเจลาตินไซโมกราฟฟ พบวาใน

เซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลทุกไลน มีระดับ MMP-9 ที่หลั่งออกมาในอาหารเลี้ยงเซลลเพิ่มขึ้น

หลังจากเซลลถูกกระตุนดวย TGF-β เปนเวลา 48 ชั่วโมง แตกลับพบวาลดลงในเซลลไลนของมะเร็งเตานม 

ตามที่แสดงในรูปที่ 1A โดยระดับการเพิ่มขึน้ของ MMP-9 แปรผันตามความเขมขนของ TGF-β ตามลําดับ 

ซึ่งยืนยันผลการทดสองอีกดวยการวัดระดับ MMP-9 ที่เพิ่มขึ้นนี้ดวยเทคนิค ELISA ดังที่แสดงในรูปที่ 1B 

ผลการทดลองในสวนนี้แสดงใหเห็นวาการตอบสนองของเซลลไลนจากมะเร็งตางชนิดกัน ใหผลใน

การตอบสนองที่ตางกัน จึงมีความเปนไปไดทีก่ารตอบสนองตอ TGF-β มีความจําเพาะตอชนิดของมะเร็ง 

 คณะผูวิจัยจึงทาํการทดสอบในขั้นตอไปโดยเลือก TGF-β มาเพียง 1 ความเขมขน คอื ที่ 1 นาโน

กรัม/มิลลิลิตร โดยตรวจสอบระดับของ mRNA ของ MMP-9 หลังกระตุนดวย TGF-β เปนเวลา 16 ชั่วโมง รูป

ที่ 1C แสดงผลการทดลองในเซลลไลน HSC-5 ที่พบการเพิม่ขึ้นของ mRNA ของ MMP-9 ที่เวลา 48 ชั่วโมง 

แสดงใหเห็นวา TGF-β มีผลควบคุมการแสดงออกของ MMP-9 ในระดบัยีน (ผลการทดลองในเซลลไลนอื่นๆ 

ที่ทดสอบใหผลในลักษณะเดียวกัน) 

ผลการทดลองในสวนนี้ สนับสนุนวา TGF-β นาจะมีบทบาทในรอยโรคของมะเร็งชนิด ชนิด 

สแควมัสเซลลของศีรษะและใบหนา  
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การตรวจสอบกลไกการกระตุน MMP-9 ในเซลลไลนของมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลดวย TGF-β โดยการใชตัว

ยับยั้งตางๆ 

 ในการทดลองตอมา เปนการตรวจสอบกลไกการกระตุน MMP-9 ดวย 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร TGF-β 

โดยการใชตัวยบัยั้งตางๆ ซึ่งผลการทดลองในเซลลไลน HSC 5 แสดงในรูปที่ 2 ซึ่งเปนการใชตัวยบัยั้งตอ 

PI3K และ Akt และรูปที่ 3 แสดงผลของตัวยับยั้งตอ MAPKs ทั้ง 3 กลุม คือ ERK, JNK และ P38 kinase ซึ่ง

ผลการทดสอบพบวา ตัวยับยัง้ทั้ง 5 ไมสามารถยับยั้งผลของ TGF-β ได คงมีเพียง Rho kinase inhibitor 

เทานั้น ที่ยับยั้งการทํางานของ TGF-β ในการกระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ได คณะผูวิจัยไดทําการ

ทดสอบในลักษณะเดียวกันนี้ในเซลลไลน HN-22 พบวาใหผลในลักษณะเดียวกัน คือมีเพียงตัวยับยัง้ของ 

Rho kinase เทานั้น ที่ยับยั้งการทํางานของ TGF-β ในการกระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ได (ไมได

แสดงผล)  

 การเพิ่มขึ้นของ MMP-9 เมื่อเซลลไดรับตัวยับยั้ง ERKI อาจเปนเพราะ ERK เปน inhibitory 

signaling ที่ควบคุมสมดุลของการแสดงออกของปกติของ MMP-9 อยูแลว แตเมื่อถูกยบัยั้งก็จะทําใหสวนที่

ยับยั้งการสงสัญญาณของการสราง MMP-9 หายไป จึงนําไปสูการเพิ่มขึ้นของระดับ MMP-9 ได (รูปที ่3 แถว

ที่4) 

TGF-β กระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ในมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลผานทาง Smads 

เนื่องจากผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวาสัญญาณที่เกิดขึ้นจากการกระตุนดวย TGF-β ในการ

เพิ่มระดับ MMP-9 ผานมาทาง Rho kinase ดวยสวนหนึ่ง อยางไรก็ตามโดยปกติสัญญาณที่เกิดขึ้นจากการ

จับของ TGF-β กับ TGF-β receptor จะผานไปตามเสนทางการสงถายสัญญาณของโมเลกุลในกลุม 

Smads ดังนั้นการทดลองในสวนนี้จะพิสูจนวากลไกการกระตุน MMP-9 ดวย 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร TGF-β 

นั้นอีกสวนหนึ่งที่ไมผานไปทาง Rho kinase นั้นจะผานไปกบั Smads หรือไม โดยการใชตัวยับยั้งตอ Smad-
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2 คือ SB431542 และ SB505124 เนื่องจากมี Smad-2/3 เปน Smads คูแรกที่มารับสัญญาณจาก TGF-β 

receptor กอนจะสงสัญญาณไปยัง Smads อื่นๆ ตอไป การทดลองทําในเซลลไลน HN-22 ผลแสดงในรูปที ่

4 วิเคราะหจากอาหารเลี้ยงเซลลที่ 24 ชั่วโมง โดยใชเทคนิคเจลาตินไซโมกราฟ พบวา ตัวยับยั้งตอ Smad-2 

โดยเฉพาะ SB505124 สามารถลดระดับ MMP-9 ที่เพิ่มขึ้นลงไดอยางชัดเจน ความเขมขนของ SB431542 

และ SB505124 ที่ใชไดทดสอบดวยวิธ ี MTT assay แลวพบวาไมมีความเปนพิษตอเซลล (ไมไดแสดงผล) 

จากผลการทดลองในสวนนี้สรุปไดวา สัญญาณที่เกิดขึ้นผานไปมาตามเสนทางของ Smads ดวยเชนกัน 

ความสามารถในการยับยั้ง Smad-2 ของ SB505124 ยืนยันโดยผลการวิเคราะหระดับ Smad-2 ที่

ทํางาน (phosphorylated Smad-2) โดยใชเทคนิค Western blot ดังแสดงไวในรูปท่ี 5 ซึง่พบวา เมื่อกระตุน

ดวย TGF-β 1 นาโนกรัม/มลิลิลิตร ระดับ phosphorylated Smad-2 เพิ่มขึ้นอยางชัดเจนจากกลุมควบคุม 

และเมื่อกระตุนดวย TGF-β ในสภาวะที่มี SB505124 ระดับ phosphorylated Smad-2 ไมมีความแตกตาง

จากกลุมควบคุม ผลการทดสอบนี้ยืนยันความสามารถของ SB505124 ในการยับยัง้เสนทางการสงถาย

สัญญาณของโมเลกุลในกลุม Smads  

TGF-β กระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ใน HN-22 ผานทาง Rho และ Smads 

เนื่องจากผลการทดลองที่ไดในงานวิจัยนี้แสดงใหเห็นวาสัญญาณที่เกิดขึ้นผานไปไดทั้งทาง 

Smad2/3 และ Rho kinase ผูวิจัยจึงทําการศึกษาตอวาเสนทางการสงถายสัญญาณของ Smad2/3 และ 

Rho kinase เกี่ยวของกันหรือไมอยางไร การทดลองทําในเซลลไลน HN-22 ผลแสดงในรูปที่ 6 วิเคราะหจาก

เซลลที่ถูกกระตุนดวย TGF-β  เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชเทคนิค Western blot พบวา ระดับ 

phosphorylated Smad-2 ที่เพิ่มขึ้นจากการกระตุนดวย TGF-β ลดลงเทากับระดับที่พบในกลุมที่ไมไดรับ

การกระตุน เมื่อใชตัวยับยั้งตอ Rho kinase  
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ผลการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาเสนทางการสงถายสัญญาณการกระตุนดวย TGF-β เพื่อกระตุนการ

สราง MMP-9 นั้นผานไปที่ Rho kinase กอนที่จะผานไปตามการสงถายสัญญาณของโมเลกุลในกลุม 

Smads  

เซลลที่ไดจากเนื้อเยื่อชองปากมีการแสดงออกของ TGF-β  

คณะผูวิจัยไดทําการเก็บเนื้อเยื่อเหงือกจากผูปวยเพื่อทําการตรวจสอบวา เนื้อเยื่อในชองปากมีการ

แสดงออกของ TGF-β หรือไม โดยเก็บจากเนื้อเยื่อเหงือกของผูปวยที่ติดมากับฟนของผูปวยที่มาถอนที่คณะ

ทันตแพทยศาสตร และนําไปตรวจสอบหาการแสดงออกของ TGF-β โดยการสกัด RNA จากชิ้นเนื้อเหงือก 

ดังแสดงผลในรูปที่ 7 ที่พบวา เนื้อเยื่อเหงือกทั้ง 3 ชิ้นจากผูปวย 3 คนที่ตรวจสอบ พบการแสดงออกของ 

TGF-β mRNA ทั้งสามชิ้น ผลการทดลองในสวนนี้สรุปไดวา โดยปกติในธรรมชาต ิ เซลลที่พบในบริเวณชอง

ปากสามารถสราง TGF-β ไดอยูแลวในระดบัหนึ่ง 

ผลของ TGF-β ตอการแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่เพาะเลี้ยงไดจากเนื้อเยื่อเหงือก  

 มีรายงานวาเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันนั้นมีบทบาทสําคัญตอการดําเนินไปของรอยโรคมะเร็งหลายๆ

ชนิด และการทดลองกอนหนานี้ไดแสดงใหเห็นแลววา ในเนื้อเยื่อเหงือกมีการแสดงออกของ TGF-β ในระดับ

หนึ่ง การทดลองในสวนนี้จึงตองการศึกษาการตอบสนองของเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเนื้อเยื่อเหงือกเมื่อ

ไดรับ TGF-β ตอการแสดงออกของ MMP-9 รวมทั้งกลไกการกระตุน ผลการทดลองในรูปที่ 8 ที่วิเคราะหจาก

อาหารเลี้ยงเซลลโดยเทคนิค ELISA แสดงใหเห็นวา เมื่อกระตุนเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือกดวย 

TGF-β ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เปนเวลา 48 ชั่วโมง พบการเพิม่ขึ้นของระดับ MMP-9 และเมื่อใช 

ตัวยับยั้งของ Rho kinase พบวาสามารถลดระดับ MMP-9 ลงไดสวนหนึ่ง แตไมทั้งหมด แสดงวาในเซลล

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก TGF-β สามารถกระตุนการแสดงออกของ MMP-9 โดยสัญญาณที่เกิดขึ้น

สวนหนึ่งถายทอดผานไปทาง Rho kinase สําหรับการทดลองในสวนที่เติมตัวยับยั้งของ Rho kinase อยาง
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เดียว เปนการแสดงใหเห็นวา โดยลําพังของตัวยับยั้ง Rho kinase นั้นไมมีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของ

ระดับ MMP-9 

สารหลั่งจากเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือกกระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลไลนของมะเร็ง

ชนิดสแควมัสเซลล  

มีหลายรายงานที่แสดงใหเห็นวาความสัมพนัธระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันนั้นมีผล

สงเสริมตอการดําเนินไปของรอยโรค การทดลองในสวนนี้จึงไดนําอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเซลล

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือกมาแลวเปนเวลา 24 ชั่วโมงมาใหกบัเซลลไลน HN-22 แลวเลี้ยงเซลล HN-22 

ตอไปอีก 48 ชั่วโมง แลวนําอาหารเลี้ยงเซลลนั้นมาวิเคราะหระดับ MMP-9 ดวยเทคนิค ELISA ตามที่

แสดงผลไวในรูปที่ 9 พบวา ระดับการสราง MMP-9 ของเซลลไลน HN-22 ที่เล้ียงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ได

จากเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของเหงือกนั้นเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมที่ไดรับอาหารเลี้ยงเซลล

ปกติ  

อยางไรก็ตามสารหลั่งจากเซลลเหงือกนั้นประกอบดวยสารตางๆมากมาย เพื่อพิสูจนวา TGF-β 

อาจเปนองคประกอบหนึ่งและมีผลในการกระตุนการสราง MMP-9 ในเซลลไลน HN-22 จึงเติม neutralizing 

antibody ตอ TGF-β ที่ความเขมขนที่ทดสอบแลววาไมเปนพิษตอเซลลดวยเทคนิค MTT (ไมไดแสดงผล) 

พบวา neutralizing antibody ตอ TGF-β สามารถลดกระตุนการสราง MMP-9 ลงไดถึงระดับเดียวกับกลุมที่

ไมไดรับการกระตุน ซึ่งแสดงใหเห็นวา TGF-β เปนองคประกอบหลักที่พบอยูในสารหลัง่จากเซลลเหงือก ที่

กระตุนการสราง MMP-9 สําหรับกลุมทดลองที่ใส neutralizing antibody ตอ TGF-β เพยีงอยางเดียว พบวา

ระดับการสราง MMP-9 ลดลงต่ํากวากลุมที่ไมไดรับการกระตุน ยืนยันผลการศึกษาที่วาเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน

ที่ไดจากเหงือกสามารถสราง  TGF-β ไดเองในสภาวะปกติและ TGF-β ที่สรางไดเองนี้มีผลตอระดับการ

แสดงออกพื้นฐาน (baseline expression) ของ MMP-9 สวนหนึ่ง 
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สารหลั่งจากเซลลไลน HN-22 กระตุนการแสดงออกของ MMP-9 ในเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก  

การทดลองในสวนนี้ทําในลักษณะเดียวกับการทดลองขางตน แตในทางกลับกัน เพื่อแสดงใหเห็นวา

ความสัมพันธระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันนั้นมีผลสงเสริมการดําเนินไปของรอยโรค จึงไดนํา

อาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากการเลี้ยงเซลลไลน HN-22 มาแลวเปนเวลา 24 ชั่วโมงมาใหกบัเซลลเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก 3 ชุด ซึ่งเตรียมขึ้นจากชิ้นเหงือกที่ไดจากผูปวย 3 คน แลวเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั

ที่ไดจากเหงือกตอไปอีก 48 ชัว่โมง แลวนําอาหารเลี้ยงเซลลนั้นมาวิเคราะหระดับ MMP-9 ดวยเทคนิค ELISA 

ตามที่แสดงผลไวในรูปที่ 10 พบวา ระดับการสราง MMP-9 ของเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือกที่เล้ียง

ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ไดจากเซลลไลน HN-22 นั้นเพิ่มขึ้นอยางชัดเจนในทุกๆ ไลนของเซลลเหงือก 

โดยเฉพาะในไลนที่ 3 เมื่อเทียบกับระดับ MMP-9 พื้นฐานของเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของเหงือกในแตละไลน

เอง  ผลการทดลองในสวนนี้สรุปไดวา สารหลั่งจากเซลลมะเร็งสามารถกระตุนการสราง MMP-9 ในเซลล

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันได สนับสนุนรายงานที่แสดงความสัมพันธระหวางเซลลมะเร็งและเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน

สงเสริมการดําเนินไปของรอยโรค 
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การวิเคราะหผลการวิจัย 

 ผลการศึกษาครั้งนี้ สนับสนุนแนวคิดที่วา การแพรกระจายของมะเร็งเกิดขึ้นสวนหนึ่งผานทาง

ปฏิสัมพันธระหวางเซลลมะเร็ง และเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันโดยรอบ (Tisdale, 2004) และโมเลกุลตัวหนึ่งที่

เชื่อมตอปฏิสัมพันธนี้ คือ TGF-β 

ความสัมพันธระหวาง TGF-β กับการเพิ่มขึ้นของ MMP-9 มีรายงานไวในมะเร็งบางชนิด (Kim et 

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

แตยังไมมีรายงานที่กลาวถึงกลไกการกระตุน MMP-9 โดย TGF-β ในระดับอณูชีววิทยามากอน ซึ่งใน

รายงานนี้ นอกจากจะพบความสัมพันธในมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของศีรษะและลําคอแลว ยังไดพยายาม

ทําความเขาใจถึงกลไกการกระตุนที่เกิดขึ้นดวย 

โดยทั่วไปแลว การตอบสนองของเซลลตอ TGF-β จะกระตุนใหเกิด Smad signaling pathway 

และ Smad complex ที่เกิดขึ้นจะผานเขาสูนิวเคลียส เพื่อไปจับกับ promoter region ของยีน  อยางไรก็ดี ที่

บริเวณ promoter region ของ MMP-9 นั้นไมมีรายงานวามีตําแหนงที่จับกับ Smad complex ดังนั้น 

คณะผูวิจัยจึงตั้งสมมติฐานวา กระบวนการกระตุน MMP-9 นาจะเกิดผาน MAPKs ซึ่งเปนสัญญาณที่พบได

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

ที่ตําแหนง promoter ของ MMP-9 ดวย 

อยางไรก็ดี การที่ตัวยับยั้งของ MAPKs ที่ใช ไมสามารถยับยั้งผลของ TGF-β ในการกระตุน MMP-9 

ได นาจะแสดงวา กลไกที่เกิดขึ้นไมไดเกิดผาน MAPKs การที่ TGF-β inhibitor สามารถยับยั้งผลของการ

เหนี่ยวนํา MMP-9 ได ยืนยันวา ผลของ TGF-β ในการเหนี่ยวนํา MMP-9 เกิดจากการสงสัญญาณผาน TGF-

β Receptor และเมื่อตรวจสอบระดับของ Smad phosphorylation พบวาระดับของ phosphorylation 

ลดลง ซึ่งสนับสนุนวาสัญญาณการกระตุน MMP-9 จะเริ่มจากการกระตุนการทํางานของ Smad จากนั้น
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สัญญาณนาจะสงผานตอไปยัง Rho kinase ซึ่งสนับสนุนโดยผลจากการใช Rho inhibitor ที่สามารถยับยั้ง

ผลของ TGF-β ตอ MMP-9 ได 

เมื่อตรวจสอบความสัมพันธระหวาง Smad กับ Rho pathway พบวา Rho นาจะเกี่ยวของกับ 

phosphorylation ของ Smad เนื่องจาก Rho inhibitor สามารถลดระดับ phosphorylation ของ Smad ได 

ซึ่งความชัดเจนในสวนนี้ จะตองมีการศึกษาเพิ่มเติมตอไป 

มีรายงานที่แสดงถึง ปฏิสัมพันธระหวางเซลลมะเร็ง และเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน โดยพบวา การ

เล้ียงเซลลทั้งสองรวมกัน จะมีผลในการกระตุนการทํางานของเอนไซมในกลุม gelatinases ที่สามารถยอย 

basement membrane (McKenna et al., 2002) ในการทดลองครั้งนี้ คณะผูวิจัย ทดสอบปฏิสัมพันธนี้ ผาน

ทางการใช conditioned medium ซึ่งผลการทดลองพบวา ปฏิสัมพันธระหวางเซลลสองชนิดนี้ ไมจําเปนตอง

เกิดผานการสัมผัสระหวางเซลล แตสามารถเกิดผานทาง soluble factor ได ผลการทดลองแสดงวา 

conditioned medium จากจากเซลลเนื่อเยื่อเกี่ยวพัน สามารถเหนี่ยวนําเซลลมะเร็งใหหลั่ง MMP-9 เพิ่มขึ้น 

โดยผานทาง TGF-β ที่สรางจากเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน และในทํานองเดียวกัน conditioned medium จาก

เซลลมะเร็ง สามารถเหนี่ยวนําการหลั่ง MMP-9 จากเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันได  อยางไรก็ดี กลไกการกระตุนยัง

ไมชัดเจน 

อยางไรก็ดี ผลการทดลองครั้งนี้อาจไมสมบูรณ เนื่องจากระหวางทําการวิจยัมีปญหาเรื่องการติดเชื้อ

ในหองปฏิบัติการและพฤติกรรมการแสดงออกของเซลล HSC-5 ในสวนของการแสดงออกของเอนไซม 

MMP-9 ที่ลดลงจนมีปญหาวาไมสามารถตรวจวัดระดับการแสดงออกของเอนไซมไดอยางนาเชื่อถือ ซึ่งผูวิจัย

ไดขอเซลลใหมจากประเทศญี่ปุน ซึ่งเซลลใหมที่ไดรับก็มีปญหาเรื่องระดับการแสดงออกของเอนไซมเชนกัน 

ดังนั้นผลการศึกษาในชวงหลังจึงจําเปนตองศึกษาใน HN-22 ซึ่งใหผลในการตอบสนองตอ TGF-β ใน

ลักษณะเดียวกัน (รูปที่ 1A) โดยในรูปที่ 1A จะเห็นวามีระดบัการแสดงออกของ MMP-9 ที่ชัดเจนกวา HSC-5 
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แตเนื่องจากการทดลองในลําดับตอๆ มาระดับการแสดงออกที่ตรวจวัดไดนอยกวา HSC-5 รูปแบบการ

นําเสนอจึงแสดงการทดลองใน HSC-5 ในชวงแรก และกลับมานําเสนอผลการศึกษาใน HN-22 ในชวงทาย

ดังเหตุผลที่อธิบายไวขางตน 

 

 

สรุป 

ผลการทดลองแสดงวา TGF-β สามารถเหนี่ยวนําใหเซลลมะเร็งชนิดสแควมัสเซลลของศีรษะและ

ลําคอ หลั่ง MMP-9 เพิ่มขึ้น สัญญาณการกระตุนจะเกิดผาน crosstalk ระหวาง Smad และ Rho kinase 

pathway นอกจากนี้ เซลลมะเร็งยังสามารถกระตุนเซลลของเนื้อเยื่อเกี่ยวพันใหหลั่ง MMP-9 เพิ่มขึ้น แต

กลไกการเหนี่ยวนํายังไมมีความชัดเจน 
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รูปที่ 1 A) เจลาตินไซโมกราฟฟแสดงระดับของเอนไซม MMP-9 ที่ไดจากอาหารเลี้ยง
เซลล HSC-2, HSC-5, HN-22 และ BT-549 ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 48 
ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 0.1, 1 
และ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปที่ 1 B) ภาพแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีน MMP-9 ภายหลังทํา
การเลี้ยงเซลล HSC-5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบระหวางเซลลที่ไมไดรับการ
กระตุน และเซลลที่ถูกกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 0.1, 1, 10 นาโนกรัม/
มิลลิลิตร วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA
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รูปที่ 1 C) ภาพแสดงระดับของอารเอ็นเอนํารหัสของ MMP-9 ภายหลังทําการเลี้ยง
เซลล HSC-5 เปนเวลา 16 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-
β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เมื่อเปรียบเทียบตอระดับของ GAPDH ทีเ่ทากนั 
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รูปที่ 2  เจลาตินไซโมกราฟฟแสดงระดับของเอนไซม MMP-9 ที่ไดจากอาหารเลีย้งเซลล HSC-5 
ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน หรือกระตุนดวย 
TGF-β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร รวมกับ ตัวยับยั้งโมเลกุลถายทอดสัญญาณที่มี
ความจําเพาะตอ PI3K และ Akt กราฟแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับ MMP-9 
วิเคราะหโดยโปรแกรม Scion 
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 รูปที่ 3 เจลาตินไซโมกราฟฟแสดงระดับของเอนไซม MMP-9 ที่ไดจากอาหารเลี้ยงเซลล HSC-5 
ภายหลังบมในตูเลี้ยงเซลลเปนเวลา 48 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-β 
ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร รวมกับ ตัวยับยั้งโมเลกุลถายทอดสัญญาณที่มีความจําเพาะตอ 
ERK, JNK, p38 kinase และ Rho kinase กราฟแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับ MMP-9 
วิเคราะหโดยโปรแกรม Scion 



รูปที่ 4 เจลาตินไซโมกราฟฟแสดงระดับของเอนไซม MMP-9 ที่ไดจากอาหารเลี้ยงเซลล  
HN-22  ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับการกระตุน 
หรือกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หรือรวมกับการไดรับตัว
ยับยั้งตอ Smad-2 (SB431542 และ SB505124)
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รูปที่ 5 ภาพแสดงการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของระดับ Smad 2 ที่ทํางาน 
(phospholylated Smad-2; p-Smad 2) ตอ ปริมาณ Smad 2/3 ทั้งหมด (t-Smad 2/3)
ของเซลล  HN-22  ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับ
การกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หรือรวมกับ
การไดรับตัวยับยั้งตอ Smad-2 (SB505124) วิเคราะหโดยเทคนิค Western blot
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รูปที่ 6 ภาพแสดงการเปลี่ยนแปลงสัดสวนของระดับ Smad 2 ที่ทํางาน 
(phospholylated Smad-2; p-Smad 2) ตอ ปริมาณ Smad 2/3 ทั้งหมด (t-Smad 2/3)
ของเซลล  HN-22  ภายหลังบมในตูเล้ียงเซลลเปนเวลา 24 ชั่วโมง ในสภาวะที่ไมไดรับ
การกระตุน หรือกระตุนดวย TGF-β ที่ความเขมขน 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หรือรวมกับ
การไดรับตัวยับยั้งตอ Rho kinase (Rhoi) วิเคราะหโดยเทคนิค Western blot
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รูปที่ 7 ภาพแสดงระดับการแสดงออกในระดับยีน (อารเอ็นเอนํารหัส) ของ TGF-β ที่ไดจาก
เนื้อเยื่อเหงือกปกติของคน 3 คน เมื่อเปรียบเทียบตอระดับของ GAPDH ที่เทากัน



รูปที่ 8 ภาพแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีน MMP-9 ภายหลังทํา
การเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่ไดจากเหงือก เปนเวลา 48 ชั่วโมง เปรียบเทียบระหวาง
เซลลที่ไมไดรับการกระตุน เซลลที่ถูกกระตุนดวย 1 นาโนกรัม/มิลลิลิตร TGF-β เซลลที่
ไดรับเฉพาะตัวยับยั้ง Rho kinase (Rhoi) และเซลลที่ถูกกระตุนดวย 1 นาโนกรัม/
มิลลิลิตร TGF-β รวมกับไดรับตัวยับยั้ง Rho kinase วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA
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รูปที่ 9 ภาพแสดงจํานวนเทาของการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีน MMP-9 ภายหลังทํา
การเลี้ยงเซลลไลน HN-22 เปนเวลา 48 ชั่วโมง ในอาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการเลี้ยงเซลล
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันจากเหงือกมาเปนเวลา 24 ชั่วโมง (GF-CM) เปรียบเทียบกับเซลลที่
ไดรับอาหารเลี้ยงเซลลปกติ เซลลที่ไดรับเฉพาะ neutralizing antibody ตอ TGF-β (n-
TGF-β) เซลลที่ถูกกระตุนดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน
จากเหงือก รวมกับไดรับneutralizing antibody ตอ TGF-β วิเคราะหโดยเทคนคิ ELISA
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รูปที่ 10 ภาพแสดงการเปลี่ยนแปลงระดับโปรตีน MMP-9 ภายหลังทําการเลี้ยงเซลล
เนื้อเยื่อเกี่ยวพันจากเหงือก 3 ไลนจากผูปวย 3 คน (GF-1, 2, 3) เปนเวลา 48 ชั่วโมง ใน
อาหารเลี้ยงเซลลที่ผานการเลี้ยงเซลลไลน HN-22 มาเปนเวลา 24 ชั่วโมง (HN-22-CM) 
โดยเปรียบเทียบกับระดับการแสดงออกพื้นฐานของ MMP-9 ในเซลลเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน
จากเหงือกในแตละไลน วิเคราะหโดยเทคนิค ELISA
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