
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครงการ 
การเรียนการสอนเพื่อประสบการณ1 

 
ช่ือโครงการ  บทบาทของ Histone methyltransferase ต7อเซลล;ไฟโบรบลาสต;จาก

 ดวงตาท่ีถูกระตุKนดKวย IGF-1 จากผูKปUวยโรคตาโปนจากไทรอยด;  
 Role of Histone methyltransferase in IGF-1 induced orbital 

fibroblast activation in Graves’ ophthalmopathy patients 
 

 
ช่ือนิสิต นางสาวพิมพ;ชนก พันธุ;แกKว  เลขประจำตัว 5932336423 
 
 
ภาควิชา จุลชีววิทยา 
ป3การศึกษา 2562  
 
 
 
 
 
 
 
 

คณะวิทยาศาสตร; จุฬาลงกรณ;มหาวิทยาลัย 
 

 





 

โครงการการเรียนการสอนเพ่ือประสบการณ; 
 
 
 

เร่ือง 
บทบาทของ Histone methyltransferase ต7อเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท่ีถูกระตุKนดKวย IGF-1 จาก

ผูKปUวยโรคตาโปนจากไทรอยด; 
(Role of Histone methyltransferase in IGF-1 induced orbital fibroblast activation in Graves’ 

ophthalmopathy patients) 
 
 

 
 
 

อาจารย;ท่ีปรึกษาในโครงการ 
อาจารย; ดร. ศิตา วีรกุล 

 
 
 
 
 

นิสิตหัวหนKาโครงการ 
นางสาวพิมพ;ชนก พันธุ;แกKว 

รหัสประจำตัวนิสิต 5932336423 
 
 
 
 
 

โครงการน้ีเปwนส7วนหน่ึงของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตร;บัณฑิต 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร; จุฬาลงกรณ;มหาวิทยาลัย 

ป}การศึกษา 2562 



ก 
 
 

โครงการการเรียนการสอนเพ่ือประสบการณ; 
ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร; จุฬาลงกรณ;มหาวิทยาลัย 
ช่ือโครงการ    บทบาทของ Histone methyltransferase ต7อเซลล;ไฟโบรบลาสต;จาก
    ดวงตาท่ีถูกระตุKนดKวย IGF-1 จากผูKปUวยโรคตาโปนจากไทรอยด; 
ช่ือนิสิต    นางสาวพิมพ;ชนก พันธุ;แกKว 
อาจารย;ท่ีปรึกษาโครงการ อ.ดร.ศิตา วีรกุล 
________________________________________________________________________________ 
 

บทคัดยHอ 
 โรคตาโปนจากไทรอยด; (Graves’ ophthalmopathy; GO) เปwนโรคภูมิตKานเน้ือเย่ือตนเอง
ชนิดหน่ึง ท่ีมีสาเหตุมาจากออโตแอนติบอดีไปกระตุKนการทำงานของ Thyroid-stimulating hormone 
receptor (TSHR) บนผิวเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ส7งผลใหKเซลล;มีการเพ่ิมจำนวน การผลิต 
hyaluronan และการเกิดกระบวนการ adipogenesis นอกจากน้ียังพบ Insulin-like growth factor 1 
(IGF-1) ในปริมาณมากใน serum ของผูKปUวย โดยจับอย7างจำเพาะกับ IGF-1 receptor (IGF-1R) ท่ีแสดงออก
บนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา งานวิจัยน้ีศึกษาบทบาทของเอนไซม; Histone methyltransferase ต7อการ
กระตุKนการทำงานของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท่ีถูกกระตุKนดKวย IGF-1 โดยเม่ือทำการทดลองกระตุKน
เซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท่ีไดKรับจากผูKปUวยโรคตาโปนจากไทรอยด; 3 คนดKวย IGF-1 (100ng/ml) เปwน
ระยะเวลา 0, 1, 2, 4 และ 6 ช่ัวโมง พบว7ามีการแสดงออกของยีน Histone methyltransferase ท่ีเพ่ิมข้ึน 
โดยยีน G9a มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนท่ี 2 ช่ัวโมง (p<0.001) และ 6 ช่ัวโมง (p<0.05) ยีน DOT1L มีการ
แสดงออกเพ่ิมข้ึนท่ี 2 ช่ัวโมง (p<0.05) และ 6 ช่ัวโมง (p<0.001) และยีน EZH2 มีการแสดงออกท่ีเพ่ิมข้ึนท่ี 
6 ช่ัวโมง (p<0.01) ในการศึกษาผลของ IGF-1 ต7อการกระตุKนการทำงานของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา 
พบว7า IGF-1 กระตุKนการเพ่ิมจำนวนเซลล;(p) และการผลิต hyaluronan(p) จึงนำไปสู7การใชKสารยับย้ัง 
DZNeP ต7อการยับย้ังเอนไซม; EZH2 พบว7ามีแนวโนKมลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; (p=0.1183) นอกจากน้ีการใชK
สารยับย้ัง BIX01294 ต7อการยับย้ังเอนไซม; G9a พบว7าสามารถลดค7าดูดกลืนแสงของ hyaluronan ไดKอย7างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) จากผลการทดลองคาดว7ายีน EZH2 เก่ียวขKองกับการเพ่ิมจำนวนเซลล; และยีน 
G9a เก่ียวขKองกับการผลิต hyaluronan ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา อย7างไรก็ตามผลจากการใชKสาร
ยับย้ังต7อการเพ่ิมจำนวนเซลล;และการผลิต hyaluronan ยังตKองมีการทดลองซ้ำเพ่ือใหKไดKค7าท่ีมีความ
น7าเช่ือถือ นอกจากน้ีคงตKองมีการศึกษากลไกการเกิดโรคในเชิงลึกต7อไปเพ่ือการพัฒนายาท่ีมีประสิทธิภาพ
สำหรับการรักษาโรคตาโปนจากไทรอยด;ในอนาคต 
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ABSTRACT 
 Graves’ ophthalmopathy (GO) is an autoimmune disease caused by Thyroid-
stimulating hormone receptor (TSHR) autoantibody which specifically bind to TSH receptor 
expressed on orbital fibroblasts. These processes result in orbital fibroblast proliferation, 
hyaluronan production and adipocyte differentiation. Moreover, previous study showed that 
insulin-like growth factor 1 (IGF-1) increased in serum of GO patients. IGF-1 bind to IGF-1 
receptor which presented on orbital fibroblasts. This study aims to investigate role of 
histone methyltransferase in IGF-1-induced orbital fibroblast activation. Orbital fibroblasts 
were obtained from 3 GO patient and stimulated by IGF-1 (100 ng/ml) for 0, 2, 4 and 6 
hours. The results showed that IGF-1 induces histone methyltransferase expression which 
are G9a upregulation at 2 hours (p<0.001) and 6 hours (p<0.05), DOT1L upregulation at 2 
hours (p<0.05) and 6 hours (p<0.001) and EZH2 upregulation at 6 hours (p<0.01). Moreover, 
IGF-1 can induce cell proliferation (p<. To investigate the effect of Histone methyltransferase 
inhibitor in controlling cell proliferation, DZNeP (EZH2 inhibitor) likely decreased cell 
proliferation (p=0.1183). Not only IGF-1 induces cell proliferation, but also induces 
hyaluronan production (p). The results showed that BIX01294 (G9a inhibitor) significantly 
reduces absorbance of hyaluronan measurement (p<0.05). Our study showed that EZH2 may 
control cell proliferation and G9a may involve hyaluronan production. However, results of 
inhibitor in controlling orbital fibroblast proliferation and hyaluronan production still need to 
be confirmed in order to understand the mechanism of epigenetics involved in GO which is 
the new approach of GO treatment. 
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บทท่ี 1 
บทนำ 

โรคคอพอกแบบเปnนพิษ (Graves’ hyperthyroidism) และโรคตาโปนจากไทรอยด; (Graves’ 
ophthalmopathy)  

โรคคอพอกแบบเปwนพิษ (Graves’ hyperthyroidism) เปwนโรคภูมิตKานเน้ือเย่ือตนเอง 
(Autoimmune disease) ชนิดหน่ึง ซ่ึงมีสาเหตุมาจากออโตแอนติบอดีท่ีผลิตในร7างกายผูKปUวย กระตุKน 
thyroid-stimulating hormone receptor (TSHR) ของต7อมไทรอยด;ใหKผลิตฮอร;โมนไทรอยด;ออกมามาก
ผิดปกติ คลKายกับการทำงานของ thyroid-stimulating hormone (TSH) ท่ีหล่ังออกมาจากต7อมใตKสมอง 
[1,2] ผูKปUวยโรคคอพอกแบบเปwนพิษมากกว7า 30% จะเปwนโรคตาโปนจากไทรอยด; (Graves’ 
ophthalmopathy; GO) ซ่ึงจะมีอาการตาโปน เปลือกตาเลิกข้ึน ผิวหนังรอบดวงตาอักเสบ เปwนตKน (รูปท่ี 1) 
[2] โดยมีสาเหตุมาจากออโตแอนติบอดีชนิดเดียวกัน ไปกระตุKนการทำงานของ TSHR บนผิวเซลล;ไฟโบรบ
ลาสต;จากดวงตา (orbital fibroblast) [3,4] ซ่ึงเปwนเซลล;ท่ีมีบทบาทสำคัญในการเกิดโรคตาโปนจากไทรอยด; 
อีกท้ังยังสามารถถูกกระตุKนไดKโดยเซลล;ในระบบภูมิคุKมกันผ7านการหล่ัง cytokine ท่ีเก่ียวขKองกับการอักเสบ 
เช7น TNF-a IL-6 เปwนตKน รวมถึงgrowth factor เช7น Platelet derived Growth Factor (PDGF) 
Transforming growth factor beta (TGF-!) Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) ท่ีถูกผลิตจากเซลล;ใน
ระบบภูมิคุKมกันไดKอีกดKวย [5]  

IGF-1 คือ growth factor ท่ีอยู7ในกลุ7มฮอร;โมนอินซูลิน โดยเปwนตัวสำคัญในการควบคุมเมตาบอลิซึม 
การอยู7รอด และการเจริญของเซลล; [6] ซ่ึงจะทำงานผ7าน Insulin-like growth factor (IGF) signaling 
pathway เปwนวิถีการส7งสัญญาณท่ีรักษาสมดุลภายในเซลล;และควบคุมการเพ่ิมจำนวนเซลล; โดยจะประกอบ
ไปดKวย receptor 3 ชนิดไดKแก7 Insulin-like growth factor-1 (IGF-1R) receptor Insulin-like growth 
factor-2 receptor (IGF-2R) และ Insulin receptor (INSR) ในการควบคุมการเพ่ิมจำนวนเซลล;จะมีการส7ง
สัญญาณผ7านวิถี RAF/MEK/ERK [7] นอกจากน้ีสามารถควบคุมการทำงานของระบบภูมิคุKมกันไดK มีงานวิจัย
พบว7า IGF-1 มีมากใน serum ของผูKปUวย [8] จึงนำไปสู7การศึกษาเพ่ือยับย้ังการส7งสัญญาณของ IGF-1 เพ่ือ
เปwนการรักษาท่ีเฉพาะจุด (targeted therapy) สำหรับโรคภูมิตKานเน้ือเย่ือตนเองหลายๆโรค เช7น โรคเน้ืองอก 
(Neoplastic disease) โรคภูมิตKานเน้ือเย่ือตนเอง ไดKแก7 Graves’ disease rheumatoid arthritis EAE และ 
inflammatory bowel disease เปwนตKน [9] โดยในโรคตาโปนจากไทรอยด; IGF-1 จะจับอย7างจำเพาะกับ 
IGF-1 receptor (IGF-1R) ท่ีอยู7บนผิวเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาไดKและส7งผลในการกระตุKนการสรKาง
สารประกอบประเภท glycosaminoglycan ชนิดไฮยาลูรอนแนน (hyaluronan ; HA) [10] ในลักษณะ
เดียวกันกับออโตแอนติบอดีต7อ TSHR ต7อการเพ่ิมจำนวนเซลล; (cell proliferation) และการสังเคราะห; 
hyaluronan นอกจากน้ี ยังมีรายงานพบว7า IGF-1 สามารถเพ่ิมการแสดงออกของ TSH receptor ในเซลล;ไฟ
โบรบลาสต;จากดวงตาของผูKปUวยโรคตาโปนจากไทรอยด;ไดK และ IGF-1R มีการทำงานร7วมกับ TSHR แบบเสริม
กัน (synergistic effect) [11] ทำใหKเกิดกระบวนการ Adipogenesis เปล่ียนเซลล;ไฟโบรบลาสต;ไปเปwนเซลล;
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ไขมัน และการสะสม hyaluronan (รูปท่ี 2) [12] ซ่ึงเปwนสาเหตุใหKมีการขยายขนาดของเน้ือเย่ือในพ้ืนท่ีจำกัด 
ทำใหKตามีลักษณะโปน ตามท่ีกล7าวไวKขKางตKน ซ่ึงงานวิจัยน้ีจะมุ7งเนKนศึกษาบทบาทของ IGF-1 ในการกระตุKน
เซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา 

ในปßจจุบันมีการใชKรังสีรักษา การใหKยากดภูมิ และการผ7าตัดเน้ือเย่ือรอบดวงตา ซ่ึงเปwนการรักษาท่ีมี
ความเส่ียงสูง และมีผลขKางเคียง [13] โดยมีตัวอย7างการใชKยาในกลุ7ม targeted therapy เพ่ือรักษาโรคตาโปน
จากไทรอยด; เช7น  infliximab และ adalimumab ท่ีจับกับ TNF-a เปwนตKน อย7างไรก็ตามยาเหล7าน้ียังไม7ใช7
ยาท่ีรักษาท่ีพยาธิกำเนิดของโรคท้ังหมด [14] โดยในงานวิจัยน้ีไดKสนใจศึกษากลไกการควบคุมเหนือยีน 
(Epigenetics) ของ IGF-1 ต7อการกระตุKนการเพ่ิมจำนวนและการสรKาง hyaluronan ของเซลล;ไฟโบรบลาส
จากดวงตา เพ่ือนำไปสู7การพัฒนาวิธีการรักษาโรคใหม7ท่ีจำเพาะมากย่ิงข้ึน 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

รูปท่ี 1 (A) และ (B) อาการตาโปนของผู5ป6วยโรคGraves' ophthalmopathy (Rebecca S. Bahn,2010 [3]) 
 

รูปที& 2  บทบาทของออโตแอนติเจนบนผวิเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากดวงตา ชนิด TSH receptor และ IGF-1 receptor ต่อการเกิดโรคตาโปนจาก
ไทรอยด ์(Rebecca S. Bahn,2015 [4])  
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การควบคุมเหนือยีน (Epigenetics) 
การควบคุมเหนือยีนเปwนกระบวนการการเปล่ียนแปลงของฟ}โนไทป®ท่ีไม7ไดKเกิดจากการเปล่ียนแปลง

ลำดับเบสบนสายดีเอ็นเอ โดยการควบคุมการแสดงออกของยีนแบบเหนือยีนสามารถควบคุมผ7าน 3 
กระบวนการคือ 1.กระบวนการเติมหมู7เมทิลบนสายดีเอ็นเอ (DNA methylation) 2.กระบวนการ
เปล่ียนแปลงหมู7ฟßงก;ชันของกรดอะมิโนบนหางโปรตีนฮิสโตน (Histone modification) 3.กระบวนการ
ควบคุมการแปลรหัสโดย RNA interference (non-coding RNA) (รูปท่ี 3) 

กระบวนการ Histone modification เปwนกระบวนการเปล่ียนแปลงหมู7ฟßงก;ชันบริเวณหางของโปรตีน
ฮิสโตนโดยการเติมหรือการลบหมู7เมทิล อะซิทิล ฟอสเฟต และอ่ืนๆ [15] ในงานวิจัยน้ีไดKมุ7งเนKนการศึกษา
กลไกท่ีเก่ียวขKองกับหมู7เมทิล โดยแบ7งออกไดKเปwน 2 กระบวนการคือ กระบวนการเติมหมู7เมทิล (Histone 
methylation) และกระบวนการดึงหมู7เมทิล (Histone demethylation) [16] โดยในการศึกษาน้ีจะ
มุ7งเนKนไปท่ีกระบวนการเติมหมู7เมทิลท่ีกรดอะมิโนไลซีนและอาร;จีนินของโปรตีนฮิสโตน H3 และ H4 ผ7าน
เอนไซม; Histone methyltransferase (รูปท่ี 4) โดยผลของการเติมหมู7เมทิลท่ีชนิดของกรดอะมิโน 
ตำแหน7ง และจำนวนหมู7เมทิลท่ีเติม จะส7งผลต7อการควบคุมการแสดงออกของยีน (กระตุKนหรือยับย้ัง) ท่ี
แตกต7างกันออกไป [16,17] ในงานวิจัยน้ีไดKศึกษาเอนไซม;ท้ังหมด 6 ชนิดคือเอนไซม; Enhancer of zeste 
homolog 2 (EZH2) และเอนไซม; Enhancer of zeste homolog 1 (EZH1) ทำหนKาท่ีเติมหมู7เมทิลบน
ตำแหน7งกรดอะมิโนไลซีนท่ี 27 ของหางโปรตีนฮิสโตน 3 และเอนไซม; Euchromatic histone-lysine N-
methyltransferase (EHMT2) หรือ G9a ทำหนKาท่ีเติมหมู7เมทิลท่ีกรดอะมิโนไลซีนท่ี 9 ท่ีหางโปรตีนฮิส
โตน 3 โดยเอนไซม;ท้ัง 3 ชนิดน้ีควบคุมการแสดงออกในทำนองเดียวกัน คือกระตุKนการแสดงออกของยีน
เม่ือเติมหมู7เมทิล 1 หมู7 ในทางกลับกัน เม่ือเติมหมู7เมทิล 2 หรือ 3 หมู7บนตำแหน7งดังกล7าว จะยับย้ังการ
แสดงออกของยีน เอนไซม;อีก 3 ชนิดไดKแก7เอนไซม; DOT1 Like HistoneLysine Methyltransferase 
เติมหมู7เมทิล 3 หมู7ท่ีตำแหน7งกรดอะมิโนไลซีนท่ี 79 หางโปรตีนฮิสโตน 3 สามารถกระตุKนและยับย้ังการ
แสดงออกของเอนไซม; SET Domain Containing 7 (SETD7) เติมหมู7เมทิลท่ีกรดอะมิโนไลซีนท่ี 20 หาง
โปรตีนฮิสโตน 4 จะกระตุKนการแสดงออกของยีนเม่ือเติมหมู7เมทิล 1 หมู7 และยับย้ังการแสดงออกของยีน
เม่ือเติมหมู7เมทิล 3 หมู7 และเอนไซม; Protein Arginine Methyltransferase 5 (PRMT5) เติมหมู7เมทิลท่ีก
รดอะมิโนอาร;จินีนท่ี 8 หางโปรตีนฮิสโตน 3 [17] 

มีงานวิจัยท่ีศึกษาถึงการแสดงของออกยีน EZH2 ต7อการเกิดโรคหนังแข็ง (Sclerosis) เม่ือมีการยับย้ัง
การแสดงออกของยีน EZH2 ในเซลล;ไฟโบรบลาสจากผิวหนังของผูKปUวยโดยการใชKสารยับย้ัง DZNeP 
ส7งผลใหKคอลลาเจน การแสดงออกของยีน TGF-! ท่ีถอดรหัสไดKเปwน growth factor ท่ีเก่ียวขKองกับการ
เกิดพังผืดของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากผิวหนัง รวมถึงยีนอ่ืนๆท่ีเก่ียวขKองกับเกิดโรคหนังแข็งลดลง [18] อีก
ท้ังยังมีงานวิจัยท่ีศึกษาบทบาทของเอนไซม; G9a ต7อการควบคุมการเกิดโรคพังผืดในปอด (Pulmonary 
fibrosis) ผ7านวิถี TGF-! [19] ในส7วนของงานวิจัยท่ีศึกษาการยับย้ังเอนไซม; DOT1L ส7งผลต7อการลดการ
ทำงานของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากไต ท่ีกระตุKนดKวย TGF-β โดยจะลดการแสดงออกและ 
phosphorylation ของ Epidermal growth factor receptor (EGFR) และ Platelet-derived growth 
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factor receptor (PDGFR) และเพ่ิมการแสดงออกของ Notch1 ซ่ึงท้ัง 3 ปßจจัยท่ีไดKกล7าวมาเก่ียวขKองกับ
การเกิด fibrosis ในไต [20] นอกจากน้ีมีงานวิจัยท่ีศึกษาการยับย้ังเอนไซม; SET7/9 ต7อการรักษาโรค 
peritoneal fibrosis โดยลดการผลิตคอลลาเจนและ extracellular matrix [21] จะเห็นไดKว7า ยีน HMT 
เก่ียวขKองกับการเกิดพังผืด (fibrosis) ในส7วนของเอนไซม; EZH1 และ PRMT5 ยังไม7มีการศึกษาในโรค 
fibrosis อย7างไรก็ตามในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาในโรคตาโปนจากไทรอยด;ยังไม7มีรายงานของ
กระบวนการน้ี   

จากการคKนควKาขKอมูลดังกล7าว จึงนำมาสู7การศึกษาบทบาทของ IGF-1 ในการเพ่ิมจำนวนเซลล;ไฟโบรบ
ลาสต;จากดวงตาและการผลิต HA ผ7านกระบวนการเติมหมู7เมทิลบนหางโปรตีนฮิสโตน (Histone 
methylation) โดยการศึกษาการแสดงออกของยีน HMT ในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท่ีถูกกระตุKน
ดKวย IGF-1 และมีการใชK Histone methyltransferase inhibitors (HMTi)  8 ชนิดต7อการยังย้ังการ
แสดงออกของเอนไซม;แสดงในตารางท่ี 4 การศึกษาการยับย้ังการควบคุมเหนือยีนดังกล7าว อาจนำไปสู7
การคKนพบแนวทางใหม7ของการรักษาโรคตาโปนจากไทรอยด;ต7อไปไดK 

 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 รูปที& 3 กลไกการควบคุมการแสดงออกของยนีแบบเหนือยนี (American Society of Hematology, 2017) 
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รูปท่ี 4 โครงสร5างโปรตีนฮิสโตนและการควบคุมการแสดงออกแบบเหนือยีนของตำแหนaงกรดอะมิโนตaางๆและจำนวนหมูaเมทิล (Me) ท่ีแตกตaางกันบนกรดอะมิโน
บนหางโปรตีนฮิสโตน H3 และ H4 (Christina Y. Lee, Patrick Grant, 2019) [15] 

 

 

 
A หมายถึงมีการถอดรหัสของยีนได4 และ R หมายถึงยับยั้งการแสดงออกของยีน 

 

 

 

Histone 
and resides 

States of methylation HMTs 

Lysine me1 me2 me3  

H3K4 A A A SET7/9 

H3K9 A R R G9a 

H3K27 A R R EZH1, EZH2 

H3K79 - - A or R DOT1L 

Arginine me1 me2a me2s  

H4R3 - A - PRMT5 

                                    

ตารางที่ 1 กลไกของเอนไซม= Histone methyltransferase ชนิดตOางๆที่ทำหน4าที่เติมหมูOเมทิลตามจำนวนหมูOเมทิล และตำแหนOงบนหางโปรตีนฮิสโตน  (Araki 
Y,Mimura T1,2017) [16] 
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วัตถุประสงค1ของโครงการ 

ก. เพ่ือศึกษาการแสดงออกของ Histone methyltransferase ในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท่ีถูก
กระตุKนดKวย IGF-1 

ข. เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของสารยับย้ัง Histone methyltransferase ต7อการลดการเพ่ิมจำนวน
ของเซลล; การผลิต IL-6 และ hyaluronan ในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา 

 
ประโยชน1ที่คาดวBาจะไดEรับ 

 
ก. ไดKฝ̈กฝนการเพาะเล้ียงเซลล; 
ข. พัฒนากระบวนการคิดวิเคราะห;ผลการทดลองแบบวิทยาศาสตร; 
ค. สามารถนำผลการทดลองต7อยอดสำหรับการรักษาโรคตาโปนจากไทรอยด; 
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บทที่ 2 
เครื่องมือ วัสดุ เคมีภัณฑ1 

2.1 อุปกรณ; 

	 -ตKูบ7มเซลล;ควบคุมอุณภูมิ 37 °C และปริมาณคาร;บอนไดออกไซด; 5% ร7ุน New Brunswick Galaxy 
170s incubator ของบริษัท eppendorf ประเทศเยอรมัน  

-ตูKปลอดเช้ือ biological safety cabinets ของบริษัท แล็บ ไมโคร จากัด ประเทศไทย  

-กลKองจุลทรรศน; รุ7น OLYMPUS CKX3-SLP ของบริษัท OLYMPUS ประเทศญ7ีปุUน  

-อ7างควบคุมอุณหภูมิ ของบริษัท Memmert ประเทศเยอรมัน  

-เคร่ืองปß°นเหว่ียงสารแบบควบคุมอุณหภูมิ รุ7น 5804 R ของบริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมัน  

-เคร7ืองปß°นเหว7ียงสาร ร7ุน 5424 ของบริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมัน  

-เคร7ืองอ7านไมโครเพลท รุ7น Anthos 2010 ของบริษัท Biochrom Ltd. ประเทศอังกฤษ  

-เคร่ืองผสมสาร ร7ุน G560E Vortex Mixer Genie 2 ของบริษัท Scientific Industries Inc. ประเทศ 
สหรัฐอเมริกา 

-ฮีมาไซโตมิเตอร; ของบริษัท ISOLAB Laborgeräte GmbH ประเทศเยอรมัน 

-ขวดดูแรน ขนาด 100, 250, 500 และ 1000 มิลลิลิตร SCHOTT DURAN® ของบริษัท Duran 
group ประเทศเยอรมัน 

-ฟลาสก;เล้ียงเซลล;ท่ีมีฝาป³ดตัวกรอง NuncTM EasYFlask ขนาด 75 และ 175 ตารางเซนติเมตร ของ
บริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศจีน 

-ไมโครเพลท 6 หลุม 12 หลุม และ 96 หลุม cell culture plate NunclonTM Delta Surface ของ
บริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศจีน  

-หลอดเซนติฟ³วจ;พลาสติก ขนาด 15 และ 50 มิลลิลิตร ของบริษัท Thermo Fisher Scientific 
ประเทศเกาหลี  
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-หลอดไมโครเซนติฟ³วจ;พลาสติก ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ของบริษัท Axygen, Inc. ประเทศ 
สหรัฐอเมริกา  

-หลอด cryovial ของบริษัท SPL Life Sciences ประเทศเกาหลี 

-เซอโรโลจิคัลป³เปตต; ขนาด 10 มิลลิลิตร ของบริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศเกาหลี 

-ไมโครป³เปตต; ขนาด P10, P100, P200, P1000 ของบริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมัน  

-ไมโครป³เปตต; ทิป แบบมีตัวกรองและไม7มีตัวกรอง ขนาด 10 μl, 200 μl, 300 μl, 1000 μl ของ
บริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

-เคร7ือง Thermo ScientificTM NanoDropTM 2000 Spectrophotometers ของบริษัท Thermo 
Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

-Eppendorf ThermoMixer C ของบริษัท Eppendorf ประเทศเยอรมัน  

2.2 เคมีภัณฑ; 

-อาหารเลKียงเซลล; Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) / High Glucose ของ 

บริษัทHycloneTM ประเทศสหรัฐอเมริกา  

-ฟ}ตัลโบไวน;ซีรัม (Fetal Bovine serum; FBS) ของบริษัท GibcoTM Laboratories ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

-ยาปฏิชีวนะเจนตามัยซิน (Gentamicin) ของบริษัท GibcoTM Laboratories ประเทศสหรัฐอเมริกา  

-0.25% ทริปซิน/อีดีทีเอ (Trypsin/EDTA) ของบริษัท GibcoTM Laboratories ประเทศ
สหรัฐอเมริกา -tri-Potassium citrate monohydrate; K3(C6H5O7) • H2O ของบริษัท Sigma-Aldrich® 
ประเทศสหรัฐอเมริกา 

-สียKอมทริปแพนบลู 0.4% (Trypan blue) ของบริษัท GibcoTM Laboratories ประเทศ
สหรัฐอเมริกา  

-โปรตีนรีคอมบิแนนท;อินซูลินไลค;โกรทแฟคเตอร;-1 ของมนุษย; (Insulin-like growth factor 1; IGF-
1) ของบริษัท BioLegend ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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-HMT inhibitor ของบริษัท Selleck chemicals ประเทศสหรัฐอเมริกา 

-HMT probe และ primer ของบริษัท Thermo Fisher Scientific ประเทศสหรัฐอเมริกา 

-Phosphate-buffered saline (PBS) ของบริษัท Life technologies ประเทศเยอรมัน 

2.3 Molecular reagent 

 -TaqmanTM Reverse Transcription reagent ของบริษัท Applied biosystem ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

 -SSoAdvanceTM Universal Probes super mix ของบริษัท Sigma-Aldrich ประเทศสหรัฐอเมริกา 

2.4 ชุด ELISA   

 - Hyaluronan DuoSet ELISA ของบริษัท R&D system Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา 

 - IL-6 ELISA MAX Deluxe ของบริษัท Biolegend ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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บทที่ 3 

วิธีดำเนินการทดลอง 

1. เพาะเล้ียงเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา 
เพาะเล้ียงเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาในฟลาสก;เล้ียงเซลล;ขนาด 175 ตารางเซนติเมตร ท่ีมีอาหาร

เล้ียงเซลล; complete growth media Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ผสมกับ FBS 
[10%(vol/vol)] และยาปฏิชีวนะ Gentamicin แลKวบ7มในสภาวะ 5% คาร;บอนไดออกไซด; ท่ีอุณหภูมิ 37°C 
จากน้ันทำการเปล่ียนถ7ายเซลล;เพ่ือเพ่ิมจำนวนเซลล;โดยใชK 0.25% trypsin/EDTA  

  
ตารางท่ี 2 ระบุขKอมูลของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท่ีแยกออกมาจากเน้ือเย่ือบริเวณรอบดวงตา (orbital 
tissue) ของผูKปUวยโรคตาโปนจากไทรอยด; 

Orbital fibroblast CAS score Gender Passage 
I_GO_TH8 1/7 Male 5-12 
I_GO_TH12 0/7 Female 4-12 
I_GO_TH27 0/7 Male 4-12 

 
2. การศึกษาการแสดงออกของยีนในกลุ7ม HMT ในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาเมื่อกระตุKนดKวย IGF-

1 
 

2.1 การกระตุKนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา 
ใชKไมโครเพลต 6 หลุม โดยใหKแต7ละหลุมมีจำนวนเซลล;ประมาณ 400,000 เซลล; จากน้ันทำการกระตุKน

เซลล;ดKวย IGF-1 (BioLegend, San Diego, California, USA) ความเขKมขKน 100ng/mL เปwนระยะเวลา 1, 2, 
4, 6 และ 24 ช่ัวโมง 
 

2.2 การสกัด RNA และการเปล่ียนเปwน cDNA จากเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา  
Rneasy MiniKit (QIAGEN, Austin,Texas,USA) จากน้ันจะใชK RNA ปริมาณ 1 ไมโครกรัม เพ่ือทำ

การเปล่ียนเปwน cDNA ดKวย TaqmanTM Reverse Transcription Reagents (Applied biosystems, 
Califonia, USA)  
 

2.3 การตรวจวัดการแสดงออกของยีน Histone methyltransferase  
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ดKวยวิธี real-time PCR (CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System; Bio-Rad, 
Hercules, California, USA) โดยใชK SSoAdvanceTM Universal Probes super mix, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) และยีนควบคุม ABL โดยใชK primer-probe ดังตารางท่ี 3 

 
ตารางท่ี 3 primer และ probe ท่ีใชKใน real-time PCR 

Gene Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) Probes (5’-3’) 
ABL TGGAGATAACATCTAAGC 

ATAACTAAAGGT    
GATGTAGTTGCTTGGGA 
CCCA      

CCATTTTTGGTTTGGGCTTC 
ACACCATT 

G9a hs01053846_m1 (Thermo Fisher Scientific) 
DOT1L hs01579928_m1 (Thermo Fisher Scientific) 
EZH1 hs00157470_m1 (Thermo Fisher Scientific) 
EZH2 hs00544830_m1 (Thermo Fisher Scientific) 
SETD7 hs00363902_m1 (Thermo Fisher Scientific) 
PRMT5 hs01047356_m1 (Thermo Fisher Scientific) 

 
3. การทดสอบสภาวะป̧องกันโรคของสารยับย้ัง HMTi ในการเพ่ิมจำนวนของเซลล;  
ใชKไมโครเพลต 96 หลุม โดยใหKแต7ละหลุมมีเซลล; 6,000 เซลล; ในการทดสอบสภาวะป̧องกันโรคจะ

ทดสอบประสิทธิภาพของตัวยับย้ัง HMTi ท้ัง 8 ชนิด โดยใชKความเขKมขKน 2 เท7าและไม7เปwนพิษต7อเซลล; จาก
งานวิจัยก7อนหนKา [22] บ7มรวมกับเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา เปwนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง แลKวกระตุKนเซลล;
ดKวย IGF-1 (BioLegend, San Diego, California, USA) ความเขKมขKน 100mg/mL เปwนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 
ทำการยKอมเซลล;โดยใชK 1% methylene blue (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) และวัด absorbance 
ท่ี 620 nm โดยใชK microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) 

 
ตารางท่ี 4 แสดงตัวยับย้ังเหนือยีน HMTi ท้ัง 8 ชนิดกับยีนเป̧าหมายและตำแหน7งกรดอะมิโนบนหาง

โปรตีนฮิสโตน [22] 

HMT inhibitors Target gene Target location Concentration 
(uM) 

DZNeP EZH2 H3K27 12 
BIX01294 G9a H3K9 10.8 

Pinometostat DOT1L H3K79 9 
SGC707 PRMT3 H4R3 6.4 
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4. ทดสอบการผลิตไฮยาลูรอนแนนและ IL-6 ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาในสภาวะรักษาโรค 
ใชKไมโครเพลต 12 หลุม โดยใหKแต7ละหลุมมีเซลล;ประมาณ 100,000 เซลล; มาบ7มรวมกับตัวกระตุKนเซลล; 

IGF-1 และ HMTi เปwนระยะเวลา 24 ช่ัวโมง นำน้ำเล้ียงเซลล;มาทำ ELISA  เพ่ือทดสอบการผลิตไฮยาลูรอนแนน 
โดย Hyaluronan DuoSet ELISA (R&D system Inc., MN, USA) และทดสอบการผลิต IL-6 โดย Human 
IL-6 ELISA MAX Deluxe (Biolegend, San Diego, CA, USA) แลKววัดค7า optical density ท่ี 450 nm โดย
ใชK microplate reader (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) 

 
5. วิเคราะห;ผลการทดลองดKวยวิธีทางสถิติ paired t-test โดยมี p<0.05 

 ใชKวิธีวิเคราะห;แบบ paired t-test เม่ือเปรียบเทียบผลการทดลองกับชุดควบคุมผลลบ วิเคราะห;ทาง
สถิติแบบ Spearman’s correlation การแสดงผลการทดลอง ใหKแต7ละจุดแทนแต7ละเซลล;ของคนไขK และ
พิจารณาผลการทดลองมีความแตกต7างอย7างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยท่ี * แทน p<0.05 ** แทน p<0.01 และ 
*** แทน p<0.001 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

UNC0379 SETD8 H4K20 31.6 
CPI360 EZH1 H3K27 6 

PFI-2HCl SETD7 H3K4 8 
GSK591 PRMT5 H3R8/H4R3 10 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1. ผลของการกระตุåน IGF-1 ตHอการแสดงออกของยีน Histone methyltransferase ในเซลล;ไฟโบ
รบลาสต;จากดวงตา 

 จากการทดลองการวัดระดับการแสดงออกของยีน Histone methyltransferase เม่ือใชK IGF-1 ใน
การกระตุKนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาจำนวนท้ังหมด 3 คนไขK เปwนระยะเวลา 1, 2, 4, 6, 24 ช่ัวโมง 
วิเคราะห;ดKวยวิธี real-time PCR พบว7า  

ยีน DOT1L สามารถแสดงออกไดKเพ่ิมข้ึน เม่ือถูกกระตุKนดKวย IGF-1 ท่ีเวลา 2 ช่ัวโมง (p<0.05) และ 
6 ช่ัวโมง (p<0.001) อย7างมีนัยสำคัญทางสถิติ (รูป 1A) ยีน EZH2 สามารถแสดงออกไดKเพ่ิมข้ึน เม่ือถูก
กระตุKนดKวย IGF-1 ท่ีเวลา 6 ช่ัวโมง (p<0.01) อย7างมีนัยสำคัญทางสถิติ (รูป 1B) ยีน G9a สามารถแสดงออก
ไดKเพ่ิมข้ึน เม่ือถูกกระตุKนดKวย IGF-1 ท่ีเวลา 2 ช่ัวโมง (p<0.001) และ 6 ช่ัวโมง (p<0.05) อย7างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ (รูป 1C) ในขณะท่ียีน EZH1 PRMT5 และ SETD7 ไม7มีการเปล่ียนแปลงการแสดงออกเม่ือถูก
กระตุKนดKวย IGF-1 (รูป 1D-1F)   

 

  

A B 

C D 
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รูปท่ี 1 ระดับการแสดงออกของยีน Histone methyltransferase (n=3) เม่ือถูกกระตุKนดKวย IGF-1 (100 
ng/ml) เปwนระยะเวลา 1, 2, 4, 6, 24 ช่ัวโมง (A) กราฟแสดงการแสดงออกของยีน DOT1L (B) EZH2 (C)  
G9a (D) EZH1 (E) PRMT5 (F) SETD7 
 
 
 

2. ผลของสารยับย้ัง Histone methyltransferase ตHอการเพ่ิมจำนวนของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จาก
ดวงตา 

จากผลการทดลองการวัดการเพ่ิมจำนวนของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาจำนวนท้ังหมด 3 
คนไขK (n=3) พบว7าการกระตุKนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาดKวย IGF-1 ทำใหKมีเซลล;มีจำนวนมากข้ึน 
อย7างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 2A-2D)  

การใชKสารยับย้ัง DZNeP BIX01294 (รูป 2A) CPI360 PFI-2HCl (รูป 2C) UNC0379 และ 
GSK591 (รูป 2D) ไม7ร7วมกับการกระตุKนดKวย IGF-1 มีแนวโนKมเพ่ิมจำนวนเซลล; ในขณะท่ีการใชKสาร
ยับย้ัง Pinometostat และ SGC707 ไม7เพ่ิมจำนวนเซลล; เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล;ท่ีไม7ถูกกระตุKน 

เม่ือใชKสารยับย้ัง DZNeP ร7วมกับการกระตุKนเซลล;ดKวย IGF-1 (รูป 2A) มีแนวโนKมในการลด
จำนวนเซลล; (p=0.1183) ในทางกลับกัน การใชKสารยับย้ัง BIX01294 (รูป 2A) Pinometostat 
SGC707 (รูป 2B) CPI-360 PFI-2HCl (รูป 2C) UNC0379 และ GSK591 (รูป 2D) ไม7สามารถลด
การเพ่ิมจำนวนเซลล; เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท่ีถูกกระตุKนดKวย IGF-1  

 
 

 
 
 

E F 
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รูปท่ี 2 ผลของสารยับย้ัง (Histone methyltransferase inhibitor; HMTi) ต7อการเพ่ิมจำนวนเซลล;เม่ือมีการ
กระตุKนกระตุKนดKวย IGF-1 (100 ng/ml) ทำการยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue (A) ระดับการเพ่ิม
จำนวนของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาเม่ือใชK DZNeP ท่ียับย้ังการแสดงออกของเอนไซม; EZH2 และ 
BIX01294 ท่ียับย้ังการแสดงออกของเอนไซม; G9a (B) ระดับการเพ่ิมจำนวนของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จาก
ดวงตาเม่ือใชK pinometostat ท่ียับย้ังการแสดงออกของเอนไซม; DOT1L และ SGC707 ท่ียับย้ังการ
แสดงออกของเอนไซม; PRMT3 (C) ระดับการเพ่ิมจำนวนของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาเม่ือใชK CPI-360 
ท่ียับย้ังการแสดงออกของเอนไซม; EZH1 และ PFI-2HCl ท่ียับย้ังการแสดงออกของเอนไซม; SETD7 (D) 

A B 

C D 
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ระดับการเพ่ิมจำนวนของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาเม่ือใชK UNC0379 ท่ียับย้ังการแสดงออกของเอนไซม; 
SETD8 และ GSK591 ท่ียับย้ังการแสดงออกของเอนไซม; PRMT 

3. ผลของสารยับย้ัง Histone Methyltransferase ตHอการผลิต IL-6 และ hyaluronan (HA) 
เม่ือกระตุKนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท้ัง 3 คนไขK (n=3) ดKวย IGF-1 ไม7ส7งผลต7อการกระตุKนการ

ผลิต IL-6 จึงไม7สามารถแปลผลของการใชKสารยับย้ังไดK (รูป 3A) 
จากผลการทดลองเบ้ืองตKน ค7าดูดกลืนแสงแสดงใหKเห็นว7า IGF-1 กระตุKนการสรKาง hyaluronan 

อย7างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.01) (รูป 3B) โดยผลของสารยับย้ัง (HMTi) ท้ัง 5 ชนิดไดKแก7 DZNeP 
BIX01294 Pinometostat SCG707 และ GSK591 ลดการผลิต hyaluronan เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล;ไฟโบ
รบลาสต;จากดวงตาท่ีไม7ไดKกระตุKนดKวย IGF-1 เม่ือใชKสารยับย้ังท้ัง 5 ชนิดร7วมกับการกระตุKนดKวย IGF-1 ส7งผล
ต7อการลดการผลิต hyaluronan ทุกชนิด โดยเฉพาะ สารยับย้ัง BIX01294 และ GSK591 ท่ีลดการสรKาง 
hyaluronan ไดKอย7างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (รูป 3B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

A 

B 
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B 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 3 ผลของ IL-6 และการสรKาง hyaluronan เม่ือกระตุKนดKวย IGF-1 (100 ng/mg) และการใชKสารยับย้ัง 
(HMTi) (A) ปริมาณ IL-6 ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา (B) ค7า OD ของ hyaluronan ของเซลล;ไฟโบรบ
ลาสต;จากดวงตา   
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บทที่ 5 

สรุปและอภิปรายผลการทดลอง 
อภิปรายผลการทดลอง 
 IGF-1 กระตุKนการทำงานของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา โดยกระตุKนการเพ่ิมจำนวนเซลล; และการ
ผลิต hyaluronan ซ่ึงเปwนปßจจัยท่ีส7งผลต7อการเกิดโรคตาโปนจากไทรอยด; (GO) ในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค;
ท่ีจะศึกษาเอนไซม; histone methyltransferase มีความเก่ียวขKองกับผลจากการกระตุKนเซลล;ไฟโบรบลาสต;
จากดวงตาดKวย IGF-1 ในการเพ่ิมจำนวนเซลล; และการการผลิต hyaluronan ซ่ึงสอดคลKองกับงานวิจัยท่ี
ศึกษาผลของ IGF-1 ต7อการกระตุKนการเพ่ิมจำนวนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาและการผลิต hyaluronan 
[10] นอกจากน้ีมีงานวิจัยท่ีศึกษาผลของ IGF-1 ต7อการกระตุKนการแสดงออกของ #-SMA การผลิตคอลลาเจน 
และการแสดงออกของ TGF-! ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากปอด [23] และ IGF-1 สามารถกระตุKนการเพ่ิม
จำนวนเซลล; และช7วยรักษาสมดุลของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากผิวหนังต7อการควบคุมความชราของผิวหนัง [24] 

ในการศึกษาน้ีไดKศึกษาถึงผลของ IGF-1 ต7อการควบคุมเหนือยีน (Epigenetics) โดยมุ7งเป̧าไปท่ี
กระบวนการ histone methyltransferase ต7อการกระตุKนการทำงานของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ซ่ึง
ผลการทดลองแสดงใหKเห็นว7าการทำงานของ EZH2, DOT1L และ G9a เก่ียวขKองกับผลของ IGF-1 ในการ
กระตุKนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา โดยท่ี DOT1L และ G9a มีการแสดงออกเพ่ิมข้ึนเม่ือกระตุKนดKวย IGF-1 
ท่ีระยะเวลา 2 ช่ัวโมง และ 6 ช่ัวโมง ในขณะท่ี EZH2 มีการแสดงออกท่ีระยะเวลา 6 ช่ัวโมง อย7างไรก็ตาม
ผูKวิจัยตรวจวัดการแสดงออกของยีนดKวยวิธี real-time PCR ซ่ึงศึกษาในระดับ mRNA เพียงเท7าน้ัน ควรศึกษา
การแสดงออกในระดับโปรตีนควบคู7ไปกับการศึกษาในระดับยีน เน่ืองจากในการแสดงออกระดับโปรตีน 
อาจจะมีการควบคุมการแสดงออกผ7านกระบวนการอ่ืน เช7น DNA methylation และ RNA interference  

ผลการใชKสารยับย้ังต7อเอนไซม; พบว7าการยับย้ังเอนไซม; EZH2 โดยสารยับย้ัง DZNeP มีแนวโนKมลด
การเพ่ิมจำนวนของเซลล; ซ่ึงตรงกับผลจากงานวิจัยท่ีไดKศึกษาถึงผลของสารยับย้ัง DZNeP ต7อการลดการเติม
หมู7เมทิลท่ีตำแหน7ง H3K27 และยับย้ังเอนไซม; EZH2 ในการลดจำนวนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากไตและลด
อาการ renal fibrosis [25] ในขณะท่ีการยับย้ัง G9a โดยใชKสารยับย้ัง BIX01294 ไม7สามารถลดการเพ่ิม
จำนวนเซลล;ในงานวิจัยน้ี ซ่ึงไดKผลไม7ตรงกับงานวิจัยท่ีใชKสารยับย้ัง BIX01294 ในการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล;
ไฟโบรบลาสต;จากไตและการแสดงออกของ	#-SMA [26] นอกจากน้ีการใชKเอนไซม; pinometostat ต7อการ
ยับย้ังเอนไซม; DOT1Lในงานวิจัยน้ี ไม7ส7งผลต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา โดยผลท่ี
ไดKไม7ตรงกับงานวิจัยท่ีศึกษาการยับย้ังเอนไซม; DOT1L ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล;ไฟโบรบลาสต;ในไต 
และอาการ kidney fibrosis [27] อย7างไรก็ตาม เซลล;ไฟโบรบลาสต;จากเน้ือเย่ือท่ีแตกต7างกัน และชนิดของ
เซลล;ท่ีแตกต7างกัน มีลักษณะและคุณสมบัติท่ีแตกต7างกัน นำไปสู7ผลการยับย้ังท่ีไม7ตรงกัน จากผลการทดลอง
จึงอาจกล7าวไดKว7าเอนไซม; EZH2 เก่ียวขKองกับการเพ่ิมจำนวนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา โดยบทบาทของ
เอนไซม; EZH2 ในการควบคุมการเพ่ิมจำนวนของเซลล; จะเปwน co-activator สำหรับ transcription factor 
TCF/!-catenin และ Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) complex ในการกระตุKนการเกิด
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transcription [28] ท้ังน้ีการใชKสารยับย้ังเอนไซม;มีโอกาสเกิดการยับย้ังแบบ off-target จึงควรศึกษาบทบาท
ของเอนไซม;ในการยืนยันผลของเอนไซม;โดยลดการทำงานของเอนไซม; (knockdown) เช7น การใชK siRNA 
เปรียบเทียบกับผลของสารยับย้ัง  

จากผลการทดลองในรูปท่ี 3A ศึกษาการผลิต IL-6 จากเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาท่ีถูกกระตุKน
ดKวย IGF-1 พบว7า IGF-1 ไม7กระตุKนการผลิต IL-6 ซ่ึงไม7พบรายงานก7อนหนKาน้ีท่ีศึกษาการกระตุKนของ IGF-1 
ต7อปริมาณของ IL-6 ในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ดังน้ันในการศึกษาผลของสารยับย้ังต7อการผลิต 
cytokine จึงควรศึกษา cytokine ชนิดอ่ืน เช7น IL-16 และ RANTES โดยมีรายงานศึกษาบทบาทของ IGF-1 
receptor (IGF-1R) บนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาจากผูKปUวยโรคตาโปนจากไทรอยด; พบว7าเม่ือกระตุKน
เซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาดKวย IGF-1 และ autoantibody ต7อ IGF-1R จะกระตุKนการผลิต IL-16 และ 
Chemokine ligand 5 (CCL5 หรือ RANTES) [29] 

จากผลการทดลองในรูป 3B ศึกษาผลของ IGF-1 ต7อการกระตุKนการผลิต hyaluronan พบว7า IGF-1 
สามารถกระตุKนการผลิต hyaluronan ไดKอย7างมีนัยสำคัญทางสถิติ ซ่ึงสอดคลKองกับผลการทดลองจากงานวิจัย
ท่ีศึกษาการผลิต hyaluronan จากการกระตุKนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาดKวย IGF-1 และ PDGF-BB [30] 
จึงนำไปสู7การใชKสารยับย้ัง (HMTi) ต7อการผลิต hyaluronan ในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา พบว7าจากผล
การทดลองเบ้ืองตKน สารยับย้ังท่ีสามารถลดค7าดูดกลืนแสงไดKอย7างมีนัยสำคัญทางสถิติ คือ BIX01294 (สาร
ยับย้ังเอนไซม; G9a) ซ่ึงสอดคลKองกับงานวิจัยท่ีศึกษาผลของสารยับย้ัง BIX01294 ในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จาก
ดวงตาท่ีกระตุKนดKวย PDGF-BB ต7อการยับย้ังการผลิต hyaluronan [22] ซ่ึงกล7าวไดKว7ามีเพียงเอนไซม; G9a 
เก่ียวขKองกับการผลิต hyaluronan ในเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา เน่ืองจากสารยับย้ัง GSK591 (ยับย้ัง
เอนไซม; PRMT5) ท่ีสามารถลดค7าดูดกลืนแสงไดK แต7 IGF-1 ไม7กระตุKนการแสดงออกของยีน PRMT5 อย7างไรก็
ตามผลการวัดการผลิต hyaluronan ในงานวิจัยน้ีแสดงผลของการวัดค7าดูดกลืนแสง hyaluronan เปwนผลท่ี
บอกเพียงแนวโนKมของ hyaluronan จึงควรมีการทำการทดลองซ้ำเพ่ือยืนยันผลของปริมาณ hyaluronan 
ดKวยค7าทางสถิติ 

จากผลการทดลองท่ีพบว7า IGF-1 สามารถกระตุKนการเพ่ิมจำนวนของเซลล;และการผลิต hyaluronan 
ในงานวิจัยน้ีมีความสำคัญอย7างมาก เน่ืองจากสามารถนำไปสู7การรักษาโรคตาโปนจากไทรอยด;โดยมุ7งเนKนไปท่ี
การรักษาท่ีพยาธิกำเนิดโดยตรง เช7นการใชK Teprotumumab ซ่ึงเปwนแอนติบอดีต7อ IGF-1R และอยู7ใน 
clinical trial phase 3 [31] อย7างไรก็ตามการใชKสารยับย้ัง (HMTi) เพ่ือหาปßจจัยทาง epigenetics ท่ี
เก่ียวขKองกับการการกำเนิดโรค ท้ังน้ีควรมีการศึกษากระบวนการอ่ืนควบคู7ไปดKวย เช7น Histone acetylation 
และ Histone deacetylation เปwนตKน นอกจากน้ีในงานวิจัยน้ีใชKเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาเพียง 3 คนไขK 
จึงมีความจำเปwนตKองทำการทดลองซ้ำ และเพ่ิมตัวอย7างเซลล;เพ่ือยืนยันผลดKวยค7าทางสถิติท่ีมีความน7าเช่ือถือ 
 
 
 
สรุปผลการทดลอง 
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การกระตุKนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตาดKวย IGF-1 ส7งผลต7อการเพ่ิมจำนวนเซลล;ไฟโบรบลาสต;จาก
ดวงตา และการผลิต hyaluronan แต7ไม7กระตุKนการผลิต IL-6 นอกจากน้ี IGF-1 กระตุKนการเพ่ิมการ
แสดงออกของยีน Histone methyltransferase (HMT) ไดKแก7 EZH2 G9a และ DOT1L เม่ือใชKสารยับย้ัง 
DZNeP มีแนวโนKมท่ีจะสามารถลดการเพ่ิมจำนวนเซลล;ไดK สามารถกล7าวไดKว7ายีน EZH2 เก่ียวขKองกับการเพ่ิม
จำนวนเซลล; การใชKสารยับย้ัง BIX01294 สามารถลดการผลิต hyaluronan ไดK ซ่ึงกล7าวไดKว7ายีน G9a 
เก่ียวขKองกับการผลิต hyaluronan 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก  
อาหารเล้ียงเช้ือและสารเคมี 

 
1. อาหารเล้ียงเซลล; 10% FBS DMEM 

DMEM        90 มิลลิลิตร 
Fetal Bovine Serum      10 มิลลิลิตร 
Gentamicin       1   มิลลิลิตร 

 
2. อาหารเล้ียงเซลล; 1% FBS DMEM 

DMEM        49.45 มิลลิลิตร 
Fetal Bovine Serum      0.50 มิลลิลิตร 
Gentamicin       0.05 มิลลิลิตร 

 
3. Phosphate Buffer Saline (PBS) ความเปwนกรด-ด7าง 7.4  

โซเดีมคลอไรด; (NaCl)      8 กรัม 
โพแทสเซียมคลอไรด; (KCl)     0.2 กรัม 
ไดโซไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4 ∙ 2H2O)   1.44 กรัม 
โพแทสเซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4)   0.24 กรัม 
น้ำกล่ัน        1 ลิตร 
*ปรับค7าความเปwนกรด-ด7างเปwน 7.4 ดKวยกรดไฮโดรคลอริก ความเขKมขKน 1 โมลาร; หรือ
โซเดียมไฮดรอกไซด; นำไปน่ึงฆ7าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดันไอ 15 ปอนด;ต7อ
ตารางน้ิว เปwนเวลา 15 นาที 

 
4. Freezing media 1  

DMEM        60 มิลลิลิตร 
FBS        40 มิลลิลิตร 

 
5. Freezing media 2 

DMEM        60 มิลลิลิตร 
FBS         20 มิลลิลิตร 
DMSO        20 มิลลิลิตร 

6. สารละลาย IGF-1 ความเขKมขKน 100 ไมโครกรัมต7อมิลลิลิตร 
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IGF-1         2.09 มิลลิลิตร 
สารละลาย 1% BSA      7.942 มิลลิลิตร 
*ละลายสาร IGF-1 100 ไมโครกรัมต7อมิลลิลิตรของ 1% BSA จากน้ันกรองดKวยตัวกรอง
ขนาด 0.2 ไมโครเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาคผนวก ข 
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ขåอมูลจากการทดลอง 
ตารางท่ี 5 ขKอมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของ G9a ดKวยวิธี real-time 
PCR ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ท่ีไม7ถูกกระตุKนและถูกกระตุKนดKวย IGF-1 (100ng/ml) เปwนระยะเวลา 
0, 1, 2, 4, 6 และ 24 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 6 ขKอมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของ EZH2 ดKวยวิธี real-time 
PCR ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ท่ีไม7ถูกกระตุKนและถูกกระตุKนดKวย IGF-1 (100ng/ml) เปwนระยะเวลา 
0, 1, 2, 4, 6 และ 24 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 7 ขKอมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของ EZH1 ดKวยวิธี real-time 
PCR ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ท่ีไม7ถูกกระตุKนและถูกกระตุKนดKวย IGF-1 (100ng/ml) เปwนระยะเวลา 
0, 1, 2, 4, 6 และ 24 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 8 ขKอมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของ DOT1L ดKวยวิธี real-time 
PCR ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ท่ีไม7ถูกกระตุKนและถูกกระตุKนดKวย IGF-1 (100ng/ml) เปwนระยะเวลา 
0, 1, 2, 4, 6 และ 24 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 9 ขKอมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของ PRMT5 ดKวยวิธี real-time 
PCR ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ท่ีไม7ถูกกระตุKนและถูกกระตุKนดKวย IGF-1 (100ng/ml) เปwนระยะเวลา 
0, 1, 2, 4, 6 และ 24 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 10 ขKอมูล quantitation cycle (Cq) จากการตรวจวัดการแสดงออกของ SETD7 ดKวยวิธี real-time 
PCR ของเซลล;ไฟโบรบลาสต;จากดวงตา ท่ีไม7ถูกกระตุKนและถูกกระตุKนดKวย IGF-1 (100ng/ml) เปwนระยะเวลา 
0, 1, 2, 4, 6 และ 24 ช่ัวโมง 
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ตารางท่ี 11 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH8 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
DZNeP และ BIX01294 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัดท่ี
ความเขKมแสง 620 nm 

 
ตารางท่ี 12 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH9 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
DZNeP และ BIX01294 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัดท่ี
ความเขKมแสง 620 nm 

 
 
 

TH8
unstim IGF-1 12 uM DZNeP DZ+IGF-1 10 uM BIX BIX+IGF-1 10% FBS

0.0372 0.0382 0.0362 0.0393 0.0459 0.0478 0.0448
0.3228 0.4309 0.3007 0.4412 0.3834 0.5252 0.5753
0.2721 0.4847 0.3961 0.2947 0.4181 0.5843 0.5793
0.4281 0.5252 0.3346 0.4488 0.4497 0.6353 0.6985
0.3612 0.5231 0.4379 0.5955 0.5594 0.6581 0.6128
0.3900 0.4965 0.4598 0.4342 0.4718 0.6111 0.6211
0.3783 0.5666 0.3860 0.4264 0.4952 0.6144 0.6270
0.0366 0.0353 0.0442 0.0350 0.0459 0.0450 0.0480

mean 0.3019 0.4164 0.3276 0.3756 0.3881 0.5103 0.5220
sd 0.1404247 0.18844029 0.15493336 0.19031241 0.17785773 0.23118596 0.23793348
%proliferation 100 137.937507 108.496191 124.417578 128.535939 169.02948 172.893894

TH9
unstim IGF-1 12 uM DZNeP DZ+IGF-1 10 uM BIX BIX+IGF-1 10% FBS

0.0367 0.0359 0.0354 0.0365 0.0385 0.0481 0.0343
0.5534 0.6931 0.6338 0.5288 0.636 0.8037 0.6198
0.5509 0.7858 0.5598 0.6288 0.7288 0.8016 0.6247
0.6522 0.8103 0.8052 0.6923 0.6864 0.8618 0.6758
0.4505 0.7918 0.6742 0.7375 0.7357 0.8801 0.6389
0.4717 0.7829 0.7529 0.5834 0.651 0.9302 0.6923
0.4717 0.6859 0.7473 0.5329 0.7403 0.7621 0.6537
0.0360 0.0446 0.0360 0.0397 0.044 0.0518 0.0443

mean 0.5251 0.7583 0.6955 0.6173 0.6964 0.8399 0.6509
SD 0.07601212 0.05418572 0.090207708 0.0852175 0.04545 0.06177 0.02877
%Proliferation69.2426041 100 91.72271309 81.4035782 125.313 151.146 123.959
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ตารางท่ี 13 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH12 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
DZNeP และ BIX01294 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัดท่ี
ความเขKมแสง 620 nm 

ตารางท่ี 14 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH8 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
Pinometostat และ SGC707 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue 
และวัดท่ีความเขKมแสง 620 nm 

 
 

TH12
unstim IGF-1 12 uM DZNeP DZ+IGF-1 10 uM BIX BIX+IGF-1 10% FBS

0.0452 0.0451 0.0455 0.0491 0.0402 0.0451 0.0449
0.4583 0.5466 0.4531 0.4527 0.3810 0.5918 0.5321
0.4507 0.6458 0.4727 0.4888 0.4349 0.5696 0.6138
0.4598 0.7271 0.4564 0.5413 0.5185 0.5973 0.5692
0.4797 0.6608 0.4905 0.5406 0.4918 0.7294 0.6765
0.5066 0.6049 0.5116 0.5525 0.4966 0.6550 0.5731
0.5099 0.5753 0.4875 0.5340 0.4324 0.6055 0.7422
0.0353 0.0389 0.0423 0.0386 0.0453 0.0448 0.045

mean 0.4775 0.6268 0.4786 0.5183 0.4592 0.6248 0.6178
SD 0.02569661 0.06502457 0.022305664 0.03902827 0.05177254 0.05851149 0.07828
%Proliferation76.1866773 100 76.36750432 82.6991092 73.2668528 99.6835527 132.883
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ตารางท่ี 15 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH12 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
Pinometostat และ SGC707 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue 
และวัดท่ีความเขKมแสง 620 nm 

 
ตารางท่ี 16 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH27 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
Pinometostat และ SGC707 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue 
และวัดท่ีความเขKมแสง 620 nm 
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ตารางท่ี 17 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH8 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
UNC0379 และ GSK591 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัด
ท่ีความเขKมแสง 620 nm 

 
ตารางท่ี 18 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH12 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
UNC0379 และ GSK591 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัด
ท่ีความเขKมแสง 620 nm 

 
 
 



33 
 

ตารางท่ี 19 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH27 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
UNC0379 และ GSK591 ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัด
ท่ีความเขKมแสง 620 nm 

 
ตารางท่ี 20 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH8 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
CPI360 และ PFI-2HCl ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัดท่ี
ความเขKมแสง 620 nm 
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ตารางท่ี 21 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH12 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
CPI360 และ PFI-2HCl ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัดท่ี
ความเขKมแสง 620 nm 

 
ตารางท่ี 22 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH27 ท่ีกระตุKนและไม7กระตุKนดKวย IGF-1 และผลของสารยับย้ัง 
CPI360 และ PFI-2HCl ต7อการลดการเพ่ิมจำนวนเซลล; แลKวยKอมเซลล;ดKวย 1% methylene blue และวัดท่ี
ความเขKมแสง 620 nm 
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ตารางท่ี 23 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH8 I_GO_TH12 และ I_GO_TH27 ท่ีกระตุKนดKวย IGF-1 ต7อ
การผลิต IL-6 จากการตรวจวัดดKวยวิธี ELISA  

 
ตารางท่ี 23 ค7าปริมาณ IL-6 ของเซลล; I_GO_TH8 I_GO_TH12 และ I_GO_TH27 ท่ีกระตุKนดKวย IGF-1 ท่ีไดK
จากคำนวณและตรวจวัดดKวยวิธี ELISA 
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ตารางท่ี 24 ค7าดูดกลืนแสงของเซลล; I_GO_TH8 I_GO_TH12 และ I_GO_TH27 ท่ีกระตุKนดKวย IGF-1 ต7อ
การผลิต hyaluronan จากการตรวจวัดดKวยวิธี ELISA  
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