
บทคดัย่อ 

มะเรง็เยื่อบุผวิช่องปากชนิดสควอมสัเซลล์ (OSCC) เป็นโรคทีร่า้ยแรงซึ่งพบไดใ้นช่องปากและ

คอหอยส่วนปาก มีอตัราการตายและทุพพลภาพสูง พบการแสดงออกที่เพิ่มขึ้นของเอดิสอินเทกรนิ

แอนด์เมทลัโลโปรทเีนสไนน์หรอื ADAM9 ซึ่งเป็นไกลโคโปรตนีบนเยื่อหุ้มเซลล์ชนิดที่ 1 ในโรคมะเรง็

หลากหลายชนิดรวมถงึ OSCC และในเซลลไ์ลน์บางชนิดทีส่กดัแยกไดจ้าก OSCC แต่กย็งัไม่มขีอ้สรุปที่

ชดัเจนเกี่ยวกบัความผดิปกตขิองโครโมโซมตรงตําแหน่งที่พบยนีสําหรบั ADAM9 หรอืยงัมกีารศกึษา

เฉพาะการแสดงออกของอาร์เอ็นเอนํารหสัของ ADAM9 ในมะเร็งช่องปากเท่านัน้ นอกจากนัน้ยงัไม่

พบว่ามกีารศกึษาใดศกึษาถงึความเกี่ยวขอ้งของ ADAM9 ต่อพยาธกิําเนิดของ OSCC โดยเฉพาะอย่าง

ยิง่การกระตุ้นวถิใีห้สญัญาณของเอพเิดอรม์ลัโกรธแฟกเตอรร์เีซ็พเตอร ์(EGFR) และเอเคท ี(Akt) และ

ต่อการที่เซลล์มะเรง็มคีวามก้าวร้าวเพิม่มากขึ้น วตัถปุระสงค์: ดงันัน้การศึกษาน้ีมวีตัถุประสงค์ที่จะ

ศกึษาถงึระดบัการแสดงออกของโปรตนี ADAM9 ในเน้ือเยื่อมะเรง็ช่องปากเปรยีบเทยีบกบัเยื่อบุผวิช่อง

ปากปกตแิละในเซลลม์ะเรง็เปรยีบเทยีบกบัเซลลเ์ยื่อบุผวิช่องปากปกตซิึง่ถูกเพาะเลีย้งในหอ้งปฏบิตักิาร 

นอกจากนัน้ ยังศึกษาบทบาทหน้าที่ของ ADAM9 ในการกระตุ้นกระบวนการเติมหมู่ฟอสเฟตของ 

EGFR และ Akt และความก้าวร้าวของเซลล์มะเรง็ช่องปากนอกกาย วสัดุและวิธีการทดลอง: ศกึษา

การแสดงออกของโปรตนี ADAM9 โดยวธิอีมิมูโนฮสิโตเคมสิตรใีนเน้ือเยื่อมะเรง็ช่องปากชนิด OSCC 

34 ชิ้น และเยื่อบุผวิช่องปากปกติ 10 ชิ้น คํานวณคะแนนอมิมูโนฮสิโตเคมสิตรโีดยการนําคะแนนของ

รอ้ยละของเซลล์ทีใ่หผ้ลบวกรวมกบัคะแนนของความเขม้ของการตดิส ีทาํการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเรง็ช่อง

ปากทีแ่ตกต่างกนั 4 ชนิด ไดแ้ก่ HN5, HN6, HN15 และ HN008 และเซลล์เยื่อบุผวิปฐมภูมจิากเน้ือเยื่อ

ช่องปากปกตทิี่ไม่อกัเสบซึ่งปกคลุมฟันกรามคุดซี่ที่สามของผู้บรจิาคที่แตกต่างกนัจํานวน 8 ราย ซึ่งมี

สุขภาพแขง็แรงและไม่มปีระวตัสิูบบุหรีท่ีใ่หค้วามยนิยอมเขา้ร่วมโครงการวจิยั ทาํการเพาะเลีย้งเซลลทุ์ก

ชนิดในอาหารเลี้ยงเซลล์ keratinocyte growth medium ซึ่งไม่มีซีรมัที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ปรมิาณคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ทําการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุกวนัเว้นวนัจนเซลล์มีความ

หนาแน่นรอ้ยละ 80 จากนัน้ตรวจหาการแสดงออกของโปรตนี ADAM9 ทีเ่ยื่อหุม้เซลล์ดว้ยวธิโีฟลไซโท

เมตร ีและเปรยีบเทยีบระดบัการแสดงออกของโปรตนี ADAM9 ขนาดที่ทํางานไดท้ี่ 84 กโิลดาลตนั ใน

เซลล์มะเรง็ช่องปากกบัเซลล์เยื่อบุผวิช่องปากปกติด้วยวธิเีวสเทรน์ิบลอทไฮบรไิดเซชนั นอกจากนัน้ 

ดําเนินการถ่าย siRNA ทีจ่ําเพาะต่อ ADAM9 เพื่อยบัยัง้การแสดงออกของ ADAM9 ในเซลล์มะเรง็ช่อง

ปากบางชนิดด้วยวิธี cell transfection และศึกษาการแสดงออกของ EGFR ที่ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตที ่

tyrosine1173 และ Akt ที่ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตที่ serine473 ในเซลล์ที่ถูกยับยัง้การแสดงออกของ 

ADAM9 พรอ้มกบันําเซลล์ดงักล่าวไปใชศ้กึษาการแบ่งตวัเพิม่จํานวนเซลลแ์ละการรุกรานของเซลล ์ผล

การทดลอง: ค่ามธัยฐานของการแสดงออกของ ADAM9 ในเน้ือเยื่อมะเรง็ช่องปากมากกว่าในเน้ือเยื่อ

ปกตอิย่างมนีัยสาํคญัทางสถติ ิ(p<0.001) และพบว่าการแสดงออกของ ADAM9 สมัพนัธก์บัลกัษณะทาง

จุลพยาธวิทิยาของมะเรง็โดยมกีารแสดงออกของ ADAM9 โปรตนีใน OSCC ชนิดที่เซลล์มะเรง็เปลี่ยน

สภาพเป็นอย่างดแีละใน OSCC ชนิดทีเ่ซลลม์ะเรง็เปลีย่นสภาพอย่างปานกลางมากกว่าใน OSCC ชนิด

ที่เซลล์มะเรง็เปลี่ยนสภาพอย่างไม่ดอีย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิ(r=0.557; p=0.001) ผลการทดลองจาก



โฟลไซโทเมตรพีบว่าเซลล์มะเรง็ช่องปาก 3 ใน 4 ชนิดไดแ้ก่ HN6, HN15 และ HN008 มกีารแสดงออก

ของ ADAM9 โปรตีนบนเยื่อหุ้มเซลล์ และพบว่ามีการแสดงออกของ ADAM9 โปรตีนที่ทํางานได้

แตกต่างกันไปในแต่ละเซลล์ แต่พบว่ามีการแสดงออกของ ADAM9 โปรตีนเพิ่มสูงขึ้นใน HN6 และ 

HN15 อย่างมนีัยสําคญัทางสถติเิมื่อเปรยีบเทยีบกบัเซลล์เยื่อบุผวิช่องปากปกต ิ(p<0.05) นอกจากการ

แสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ของ ADAM9 ในเซลล์มะเรง็ HN6 และ HN15 แลว้ยงัพบการแสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ของ 

EGFR และ Akt ที่ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตมากกว่าเซลล์ชนิดอื่นๆ อกีด้วย ซึ่งการแสดงออกที่เพิม่ขึ้นของ 

ADAM9 ดงักล่าวน้ีสามารถถูกยบัยัง้ด้วย siRNA ที่จําเพาะต่อ ADAM9 อย่างมนีัยสําคญัทางสถติิเมื่อ

เปรียบเทียบกับตัวอย่างที่ใช้ siRNA ซึ่งมีลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่เกี่ยวข้อง (p<0.05) พบว่าการ

แสดงออกของ Akt ที่ถูกเติมหมู่ฟอสเฟตเท่านัน้ แต่ไม่ใช่การแสดงออกของ EGFR ที่ถูกเติมหมู่

ฟอสเฟต ทีส่ามารถถูกยบัยัง้อย่างมนีัยสําคญัทางสถติดิว้ย siRNA ทีจ่ําเพาะต่อ ADAM9 ในเซลล์ HN6 

และ HN15 (p<0.05) ถงึแมว้่าอตัราการแบ่งเซลล์มะเรง็ HN6 และ HN15 ทีถู่กยบัยัง้การแสดงออกของ 

ADAM9 ดว้ย siRNA ไม่แตกต่างไปจากกลุ่มควบคุม แต่พบว่าอตัราการรุกรานของเซลล์มะเรง็ช่องปาก

ทัง้สองชนิดลดลงอย่างมนีัยสําคญัทางสถติ ิเมื่อเซลล์มะเรง็ช่องปากทัง้สองชนิดถูกยบัยัง้การแสดงออก

ของ ADAM9 ด้วย siRNA ที่จําเพาะต่อ ADAM9 (p<0.05) สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ

สําหรบัการศึกษาในอนาคต: การแสดงออกของ ADAM9 เพิ่มขึ้นในเน้ือเยื่อมะเร็ง OSCC และใน

เซลล์มะเรง็ช่องปากบางชนิด แสดงให้เห็นถงึบทบาทของ ADAM9 ต่อพยาธกิําเนิดของโรคมะเรง็ช่อง

ปาก รวมไปถงึการแสดงออกที่เพิม่ขึ้นของ ADAM9 น้ียงัสมัพนัธ์กบัการเปลี่ยนสภาพของเซลล์มะเรง็ 

OSCC ชนิดทีเ่ปลีย่นสภาพเป็นอย่างดซีึ่งสอดคลอ้งกบัมะเรง็ของต่อมลูกหมาก ผลการศกึษาน้ีแสดงให้

เห็นถึงบทบาทหน้าที่ของวถิีให้สญัญาณ ADAM9 และ Akt ต่อการรุกรานของเซลล์มะเรง็ช่องปากซึ่ง

อาจจะเป็นประโยชน์ต่อการรกัษามะเรง็ช่องปากแบบมุ่งเป้า 

คาํสาํคญั: 5-โบรโม-2'-ดอีอกซยีรูดินี; เอดสิอนิเทกรนิแอนดเ์มทลัโลโปรทเีนสไนน์; เอเคท;ี เอพเิดอรม์ลั

โกรธแฟกเตอรร์เีซพ็เตอร;์ มะเรง็เยื่อบุผวิช่องปากชนิดสควอมสัเซลล;์ สมอลอนิเทอรเ์ฟียรงิอารเ์อน็เอ  

 



ABSTRACT 

 Oral squamous cell carcinoma (OSCC), a devastating disease with high morbidity and 

mortality rates, is commonly found in the oral cavity and the oropharynx. A Disintegrin and 

Metalloproteinase 9 (ADAM9), a type I transmembrane glycoprotein, is overexpressed in 

various types of cancer, including OSCC tissues and certain oral cancer cell lines, but some 

studies have reported inconclusive findings regarding chromosomal aberrations in the ADAM9-

containing region or only ADAM9 mRNA expression has been reported in oral cancer. 

Moreover, ADAM9 involvement in the pathogenesis of OSCC, especially for the activation of 

the epidermal growth factor receptor (EGFR)/Akt signaling pathway and cancer cell 

aggressiveness, has not yet been addressed. Objectives: Therefore, this study aimed to 

determine and compare ADAM9 protein expression in OSCC and normal oral tissues in vivo 

and in cultured oral cancer cell lines and human oral keratinocytes (HOKs) and to examine the 

functional role of ADAM9 in phosphorylation of EGFR and Akt and in oral cancer cell 

aggressiveness in vitro. Materials and Methods: Thirty-four OSCC and ten healthy paraffin-

embedded sections were probed with the anti-ADAM9 antibody, and the immunohistochemical 

score was determined by combining the score of the percentage of positively-stained cells with 

the intensity score. Four oral cancer cell lines, including HN5, HN6, HN15 and HN008, and 

primary HOKs that were isolated from non-inflamed oral tissues overlying the impacted third 

molars of healthy and non-smoking donors (n=8) with their informed consent were cultured in 

serum-free keratinocyte growth medium at 37°C in a humidified chamber with 5% CO2. The 

culture medium was replenished every other day until 80% cell confluence. Expression of 

membrane ADAM9 and active ADAM9 at 84 kDa in these cell lines was assayed by flow 

cytometry and western blot hybridization, respectively. Cell transfection with small interfering 

RNA (siRNA) was performed to inhibit ADAM9 expression in some oral cancer cells. ADAM9-

knockdown cells were examined for expressions of phosphorylated-EGFRtyrosine1173 (p-

EGFRtyr1173) and phosphorylated-Aktserine473 (p-Aktser473) and used in cell proliferation and 

invasion assays. Results: The median immunohistochemical score of ADAM9 expression in 

OSCC tissues was significantly greater than that in normal tissues (p<0.001). Moreover, among 

OSCC cases, intense staining of ADAM9 expression was detected in well-differentiated and 

moderately-differentiated OSCC, and ADAM9 expression was correlated with an increasing 

degree of cell differentiation (r=0.557; p=0.001). Expression of membrane ADAM9 was found in 

three of four cancer cell lines, including HN6, HN15 and HN008. Expression of active ADAM9 

varied among all tested cell lines, but significantly higher ADAM9 expression was found in HN6 

and HN15 than that in HOKs (p<0.05). Enhanced expressions of p-EGFRtyr1173 and p-Aktser473 



were also found in HN6 and HN15. ADAM9 expressions in both cells were significantly inhibited 

by ADAM9 siRNA compared to scramble (p<0.05). Expression of p-Aktser473, but not that of p-

EGFRtyr1173, was significantly blocked by ADAM9 siRNA in HN6 and HN15 (p<0.05). Although 

the cell proliferation rate of ADAM9-knockdown cells did not differ from that of scramble, a 

significant decrease in cell invasion was found in ADAM9-knockdown HN6 and HN15 (p<0.05). 

Conclusions and suggestions for future studies: ADAM9 is overexpressed in OSCC and 

certain oral cancer cell lines, suggesting its role in the pathogenesis of oral cancer. Similar to 

the overexpression of ADAM9 in well-differentiated prostate cancer, high degrees of ADAM9 

expression are also observed in the well-differentiated OSCC. Moreover, the findings from the 

functional studies suggest the involvement of the ADAM9/Akt signaling pathway in oral cancer 

cell invasion, which may be beneficial for a therapeutic target of oral cancer. 

KEYWORDS: 5-Bromo-2'-Deoxyuridine; A Disintegrin and Metalloproteinase 9; Akt; Epidermal 

Growth Factor Receptor; Oral Squamous Cell Carcinoma; Small Interfering RNA 
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