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บทคัดยอ

ยีน matrix matelloprotienase-3 (MMP-3) ถอดรหัสไดเอนไซม MMP-3 ที่มีบทบาทสําคัญ
ตอการเปลี่ยนแปลงของ extracellular matrix (ECM) การแสดงออกของยีน MMP-3 น้ันจะมีผลตอ
ระบบสรีรวิทยาของเซลลในสภาวะปกติและการเกิดพยาธิสภาพของโรคตางๆ เชน มะเร็ง โรค
หลอดเลือดอุดตัน รวมถึงรูมาตอยตและขอเสื่อม ดังน้ันการศึกษาคร้ังน้ีจึงพัฒนาวิธีการตรวจสอบ
การแสดงของยีน MMP-3 ในเซลล human chondrosarcoma (SW1353) ดวย reporter gene
technology โดยใช secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP) เปน reporter gene เพื่อคนหา
สารเคมีหรือสารสกัดที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีน MMP-3 สวนควบคุมการ
แสดงออกของยีน MMP-3 จะถูกเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวยวิธี PCR แลวนํามาเชื่อมตอกับเวคเตอร
pSEAP2-control ที่กําจัดสวนโปรโมเตอร SV40 ออกแลวแทนที่ดวยสวนควบคุมการแสดงออก
(promoter) ของยีน MMP-3 เพื่อใหการแสดงออกของยีน SEAP อยูภายใตการควบคุมของสวน
ควบคุมการแสดงออก (promoter) ของยีน MMP-3 เรียกเวคเตอรน้ีวา pMMP3-SEAP จากน้ันทําการ
สงถายเวคเตอร pMMP3-SEAP เขาสูเซลล SW1353 แบบชั่วคราว และทดสอบการทํางานของระบบ
เซลลรายงานผลดวยสาร inflammatory agents 2 ชนิด คือ interleukin-1β (IL-1β) และ
lippolysaccharide (LPS) พบวา สารทั้งสองน้ีสามารถกระตุนการแสดงออกของยีน MMP-3 ไดดวย
วิธีเซลลรายงานผลของเวคเตอร pMMP3-SEAP และหาความสัมพันธของการตรวจสอบการ
แสดงออกของยีน MMP-3 ระหวางวิธี real-time PCR และเซลลรายงานผลที่ถูกกระตุนของสาร
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IL-1β พบวาการตรวจสอบดวยทั้งสองวิธีมีความสัมพันธเชิงเสนตรง (R2 = 0.723) โดยคาการ
แสดงออกของยีน MMP-3 ดวยวิธี real-time PCR จะอยูในเทอมของ logarithm นอกจากน้ียัง
ทดสอบการยับยั้งการแสดงออกของยีน MMP-3 ที่ถูกกระตุนดวยสาร IL-1β ดวยสาร doxycycline
และสารสกัดสมุนไพรไทยบางชนิดดวยวิธีเซลลรายงานผล พบวา doxycycline สารสกัดดวยเอทา
นอลของลูกใตใบ สารสกัดดวยนํ้าของหญาดอกขาว และสารสกัดดวยเอทานอลของไพลน้ันมี
แนวโนมสามารถยับยั้งการแสดงออกของยีน MMP-3 ที่ถูกกระตุนดวย IL-1β ได จากผลการทดลอง
ทั้งหมดน้ันแสดงใหเห็นเวคเตอร pMMP3-SEAP สามารถนําใชเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน
MMP-3 ในเซลล SW1353 ดวยวิธีเซลลรายงานผลได
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ABSTRACT

Matrix matelloproteinase-3 plays crucial roles in extracellular matrix remodeling that
respond in physiological and pathological condition such as cancer, atherosclerosis, rheumatoid
arthritis and osteoarthritis. Thus, its promoter was constructed to determine MMP-3 expression at
mRNA level using a secreted embryonic alkaline phosphatase (SEAP) as a reporter gene, namely
pMMP3-SEAP. To examine this construct, pMMP3-SEAP plasmid transfected human
chondrosarcoma (SW1353) cells, were exposed with interleukine (IL)-1β or lipopolysaccharide
(LPS) at different concentrations resulting in raising SEAP activity in dose-dependent manner on
concentrations of IL-1β and LPS. These results implied that MMP-3 expression was also up-
regulated after IL-1β and LPS stimulation. Besides, MMP-3 expression determination by SEAP
assay was correlated to real-time PCR method in term of logarithm (normalized value). Inhibitory
IL-1β-induced MMP-3 assay with this construct, the transfactant cells were treated with various
concentrations of doxycycline and six Thai herb extracts with 10 ng/ml IL-1β. These results
indicated that doxycycline, ethanolic extract of Phyllanthus niruri, aqueous extract of Vernonia
cinerea and ethanolic extract of Zingiber cassumunar were able to reduce the expression of
MMP-3 induced by IL-1β. Therefore, this research suggested the SEAP reporter plasmid
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(pMMP3-SEAP) provide a new ideal system for screening numerous pharmacological agents on
MMP-3 expression at transcription level for high throughput screening.
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