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บทคัดยอ 
การแพรกระจายของเซลลมะเร็งถือเปนสาเหตุสําคัญในการเสียชีวตของผูปวย ความรู

ทางวิทยาศาสตรพ้ืนฐาน เกีย่วกับการควบคุมการเจรญิเติบโตของเซลลและการแพรกระจาย
ของเซลลมะเร็ง จะทําใหเขาใจถึงกระบวนการดําเนินไปของมะเร็งมากขึ้น ซ่ึงจะนําไปสูการ
พัฒนาในการวินิจฉัย และรกัษาโรคมะเรง็ 

Ras/MAP kinase และ PI3 kinase Signaling pathways มีบทบาทสาํคัญในการ
ควบคุมการแบงตัว การเคลื่อนที่และการบุกรุกของเซลล (ซ่ึงเปนคุณสมบัติพ้ืนฐานของ
เซลลมะเร็งทีแ่พรกระจาย) จากผลการทดลองที่ผานมาเราไดแสดงวา MAP kinase มีบทบาท
สําคัญในการ การเคลื่อนที่และการบุกรุกของเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก ดังน้ันในโครงการนี้ เรา
จึงตองการศึกษาถึงกลไกของในการควบคุมการเคลื่อนที่ของ MAP kinase โดย ศกึษาผลของ 
MEK1 inhibitor, PD98059 ตอโปรตีนตางๆที่ควบคุมการเคลื่อนที่ นอกจากนี้ เรายังจะศึกษาถึง
ความเกี่ยวของของ PI3 kinase ตอการบกุรุกของเซลล  

 การยับยั้งการ PI3 kinase ดวย LY294002 มีผลลดการบุกรุกของเซลลมะเร็ง
ตอมลูกหมากหนูชนิดแพรกระจาย (MLL) ซ่ึงสอดคลองกับการลดการกระตุน Akt สารยับยั้งน้ียัง
สามารถลดการเคลื่อนที่และการสราง uPA โดยไมมีผลตอการมีชีวติและปริมาณ MMP-2 ที่หลั่ง
ออกมา ผลการทดลองนี้ชี้แนะวา PI3 kinase มีความสาํคัญตอการบกุรุกของเซลล MLL และ 
LY294002 ไปยับยั้งการบกุรุกของเซลลโดยไปยับยั้งการเคลื่อนที่และการสราง uPA แตไมมีผล
ตอ MMP-2  

การยับยั้งการ MAP kinase ดวย PD98059 มีผลลดการเติมหมูฟอสเฟตใหกับโปรตีน 
paxillin โดยไมมีผลตอการเติมหมูฟอสเฟตของโปรตีน myosin regulatory light chain และ 
focal adhesion kinase เลย ผลการทดลองนี้แนะวาการยับยั้งการเคลื่อนที่ของ PD98059 อาจ
เปนผลมาจากการกดการเตมิหมูฟอสเฟตใหกับโปรตีน paxillin 
 ทั้ง MAP kinase and PI3 kinase มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการบุกรุกของเซลล 
มะเร็งที่มีการแพรกระจายสูง ดังน้ันโปรตีนทั้งสองนี้จึงนาจะเปนจุดเปาหมายของยาที่ใช ยับยั้ง
การแพรกระจายของเซลลมะเร็งได
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Abstract 
 Metastasis is the major course of death in cancer patients.  Thus, it has become 
one of the primary concerns in cancer therapy.   
 Ras/MEK/ERK and PI3 kinase are the two most important mediators implicated 
in diverse biological activities including cell survival, invasion and migration, the 
characteristic of cancer metastasis.  We have previously shown that MAP kinase plays 
an important role in invasion and motility of Dunning rat prostatic adenocarcinoma cells.  
In this project we study the mechanism by which MAP kinase controls cell motility by 
investigating the effect of PD98059, MEK1 inhibitor, on various proteins regulating 
migration in high metastatic Dunning cell line, MLL.  Besides we also examined the role 
of PI3 kinase, another important signaling pathway, in the invasiveness of this cell. 
 Inhibition of PI3 kinase with LY294002 resulted in a dose-dependent reduction 
in the in vitro invasiveness which correlated with the decrease in the level of 
phosphorylated or activated Akt, its major downstream effector.  This specific PI3 kinase 
inhibitor also suppressed cell motility, and urokinase plasmniogen activator (uPA) 
without any significant effects on cell survival, and matrix metalloproteinase (MMP)-2 
secretion.  These results suggested that PI3 kinase is necessary for MLL cell 
invasiveness and the suppression of cell invasiveness upon LY294002 treatment may 
be due to the impairment of cell motility and uPA secretion but not MMP-2 secretion. 
 Inhibition of MAP kinase pathway by PD98059 reduced paxillin phosphorylation 
without significant effect on myosin regulatory light chain and FAK phosphorylation.  
This implied that the inhibitory effect of PD98059 on MLL cells motility may be due to 
suppression of paxillin phosphorylation. 
 Both MAP kinase and PI3 kinase play an important role in regulation of cell 
invasiveness of high metastatic prostate cancer cell line, thus becoming the potential 
targets for inhibition of cancer metastasis. 
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บทนํา 
มะเร็งเกิดจากการที่เซลลปกติมีการเปลี่ยนแปลงไป ทําใหระบบการควบคุมการเจรญิเติบโต การ

แบงเซลลผิดปกติ  เซลลจะแบงตวัมากผิดปกติและไมสามารถควบคุมไดอยางถูกตอง  สาเหตุสําคัญคือมี
การเปลี่ยนแปลงของยีน (genetic alteration)  โดยเฉพาะยีนที่เกีย่วของกับการเจริญเติบโต  การแบงเซลล  
การตายของเซลล และการสงสัญญาณควบคุมขบวนการดังกลาว นอกจากนี้เซลลมะเร็งยังสามารถ
แพรกระจายไปยังสวนอ่ืนๆ ของรางกายได (metastasis) การแพรกระจายของเซลลมะเร็งน้ีถือเปนสาเหตุ
สําคัญในการเสียชีวติของผูปวย ความรูทางวิทยาศาสตรพ้ืนฐาน  โดยเฉพาะความรูเกี่ยวกบัการควบคุม
การเจริญเติบโตของเซลลและการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง จะทําใหเขาใจถึงกระบวนการเกิดมะเร็งมาก
ขึ้น ซ่ึงจะนําไปสูการพัฒนาในการวินิจฉัย ปองกัน และรักษาโรคมะเร็ง 

การแพรกระจายของเซลลมะเร็ง (metastasis) เปนขบวนการที่ซับซอน เกิดจากการเปลี่ยนแปลง
หลายอยาง  โดยเริ่มจากการที่ เซลลมะเร็งจะหลุดจากเซลลขางเคียง, ปลอยเอ็นไซม protease มายอย 
basement membrane จากนั้นเซลลจะเคลื่อนที่ออกจากที่อยูเดิม invade เขาสู stroma และ เกาะกับ 
ECM ในที่ใหมได ขบวนการเหลานี้ (ไดแก การหลุดจากเซลลขางเคียง, ยอย ECM, เคลื่อนที่ออกมา และ 
เกาะกับที่ใหม) จะเกิดเปนวงจร ทําใหเซลลบุกรุก (invade) เน้ือเยื่อขางเคียง และ stroma ได จากนั้น
เซลลจะ invade ผนังเสนเลือดเขาสูกระแสเลือด ซ่ึงจะนําเซลลมะเร็งไปสูเน้ือเยื่ออ่ืนที่หางไกลออกไป [1]  

ปกติเซลลในเนื้อเยื่อหน่ึงๆจะอยูรวมกันโดยมี basement membrane เปนตัวหอหุมและเปน
ขอบเขตของเนื้อเยื่อน้ันๆ  การที่เซลลจะแพรกระจายออกจากแหลงที่อยูของมันไดจะตองมีการทําลาย 
basement membrane และ extracellular matrix ที่หอหุมอยู ฉะน้ันการทําลาย extracellular matrix จึง
ถือเปนคุณสมบัติสําคัญสาํหรับการบุกรุกของเซลล มีรายงานวาเซลลมะเร็งหลายชนิดมีความสามารถใน
การสรางและหลั่งเอ็นไซมที่ทําลาย extracellular matrix (matrix-degrading enzymes) เชน 
collagenase I, IV, matrix metalloproteinases (MMPs) มากขึ้น และ ปริมาณ matrix-degrading 
enzymes มีความสัมพันธกับความสามารถในการบุกรุก matrigel (artificial extracellular matrix) และ
การแพรกระจายของเซลลมะเร็ง [2]  นอกจาก MMPs แลว เอ็นไซมอีกตัวหน่ึงที่เกี่ยวของกับการทาํลาย 
extracellular matrix และ พบ overexpress ในเซลลมะเร็งหลากหลายชนิด คือ urokinase plasminogen 
activator (uPA)  เอ็นไซมน้ีจะเรงการทาํลาย extracellular matrix โดยไปกระตุน plasminogen 
activator ใหเปน plasmin ซ่ึงเปน protease ที่ไมคอยมีความจําเพาะตอ substrate มากนัก  plasmin 
นอกจากจะสามารถยอย extracellular matrix ไดเองแลว ยังสามารถกระตุนการทํางานของ MMPs หลาย
ชนิด โดยการยอย pro-MMPs ใหเปน active MMPs  ไดอีก [3] นอกจากการทาํหนาที่เปน protease 
แลว uPA ยังสามารถทาํหนาที่สงสัญญาณกระตุนขบวนการตางๆของเซลลไดอีก ในการนี้ uPA จะมาจับ 
uPA receptor บนผิวเซลลมะเร็ง ซ่ึงการจับกันระหวาง uPA และ uPA receptor สามารถสงสัญญาณ
กระตุนการเคลื่อนที่และการแบงเซลล ผานทาง integrin [4] 

คุณสมบัติที่สาํคัญอีกประการหนึ่ง คือ การเคลื่อนที่ของเซลล ซ่ึงเกิดจากการเปลี่ยนแปลงการ
จัดเรียงตัวของ cytoskeleton โดยเฉพาะ actin polymerization ในขั้นแรกเซลลยื่น membrane สวน
ดานหนาเซลลออกไป ซ่ึงเกิดจากการ polymerization ของ actin ที่ บริเวณ leading edge ซ่ึงจะดันให 
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membrane ยื่นออกไปเปนโครงสรางแบบแผน (lamellipodium) หรือ แบบเสน (filopodium) ตอมา 
membrane ที่ยื่นออกมาจะเกาะติดกับพ้ืนผิว หรือ extracellular matrix ในตําแหนงใหม ตามดวยการที่
สวนทายของเซลลจะหลุดจากพื้นผิว พรอมกับการหดตัวของตัวเซลล ดึงตัวเซลลคืบไปขางหนา ซ่ึงการหด
ตัวของเซลลน้ันเกิดจากการทํางานของ actin polymer ประเภท stress fiber (ซ่ึงเปนสายใยของ actin ที่
ยึดระหวาง focal adhesion (จุดที่เซลลเกาะติดอยางแนนหนากับ extracellular matrix)) กับ myosin ใน
ทํานองเดียวกบัการหดตัวของกลามเนื้อ ขบวนการนี้จะเกิดเปนวงจร ทําใหเซลลเคลื่อนที่ออกมาจากที่เดิม
ได ฉะนั้นการหดตัวของเซลล การเกาะตดิ และการหลดุออกจากพื้นผิว หรือการเกิดและสลาย focal 
adhesion จะเกิดขึ้นสลับกันอยูตลอดเวลาในระหวางที่เซลลเคลื่อนทีอ่อกไป และเปนขบวนการสําคัญใน
การเคลื่อนที่ของเซลล 

การบุกรุกและการเคลื่อนที่ของเซลลน้ันเกดิขึ้นภายใตการกระตุนของสัญญาณจากภายนอก มี
รายงานวา MAP kinase (ERK1/2) มีผลไปกระตุน myosin light chain kinase (MLCK) ทําใหมีการ
กระตุนการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ myosin regulatory light chain (MRLC) ซ่ึงจะไปควบคุมสวนหัวของ 
myosin เปนผลไปกระตุน actomyosin contraction โดย myosin จะคืบไปตามสาย actin stress fiber ทํา
ใหเกิดการหดตัวของเซลลใน MCF-7 และ cos-7 cell lines [5] นอกจากนี้ ยังมีรายงานวา MAP kinase 
มีผลไปเติมหมูฟอสเฟตแกโปรตีนที่ควบคุมการเกิดและสลาย focal adhesion ไดแก FAK และ paxillin 
ในเซลล HEK293 ดวย [6]  นอกจากผลตอการเคลื่อนที่ MAP kinase ยังมีผลเพ่ิมปริมาณเอ็นไซมในการ
ยอยสลาย extracellular matrix ไดแก matrix metalloproteinase (MMP 9)  และ urokinase 
plasminogen  activator (uPA) ในเซลลบางชนิดอีก [7]. 

PI3 kinase signaling pathway เปนอีกสญัญาณหนึ่งที่มีบทบาทในการควบคุมพฤติกรรมทาง
ชีววิทยาหลากหลายอยาง ไดแก การมีชีวิตอยู การแบงเซลล และ การเคลื่อนที่ของเซลล PI3 kinase ถูก
กระตุนไดโดยสัญญาณจากภายนอกหลากหลายชนิด เชน growth factor  ผานทาง receptor บนผิวเซลล 
และ extracellular matrix ผานทาง integrin บนผิวเซลล เม่ือเซลลถกูกระตุน PI3 kinase จะถูกดึงมายังผิว
เซลล และไปกระตุนการเตมิหมูฟอสเฟตที่ตําแหนงที่ 3 ใหกับ phosphatidylinositol bisphosphate (PIP2) 
บนเมมเบรนใหเปน phosphatidylinositol triphosphate (PIP3) PIP3 ที่เกิดขึ้นน้ีจะเปนตวัดึงใหโปรตีนที่มี 
PH domain เชน Akt, PDK1 และอ่ืนๆ มาจับ ซ่ึงเปนการสงสัญญาณเพื่อใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
ชีววิทยาตางๆ ตอไป เชนในกรณีของ Akt เม่ือถูกดึงมาที่เมมเบรนจะถูกเติมหมูฟอสเฟต และ ถูกกระตุน 
โดย PDK1 ซ่ึงก็ถูกดึงมาที่เมมเบรนโดย PIP3 เชนเดียวกัน จากนั้น Akt ซ่ึงเปน protein kinase จะไปเติม
หมูฟอสเฟตใหโปรตีนตวัอ่ืนๆตอ เชน Bad ทําใหมีผลตานการตายของเซลล ทําใหเซลลมีชีวติอยูได [8]  
 PI3 kinase มีบทบาทตอการเกิดมะเร็ง การบุกรุกและการแพรกระจายของเซลลมะเร็งหลากหลาย
ชนิด มีการรายงานวา พบการเพิ่มขึ้นของสัญญาณในวถิีน้ี เชนการเพิ่ม หรือการกลายพันธของ catalytic 
subunit ของ PI3 kinase, Akt (downstream effector ของ PI3 kinase) ในมะเร็งชนิดตางๆ เชน มะเร็งรัง
ไข เตานม ปอด ลําไส และ อ่ืนๆ [9, 10] การยับยั้ง PI3 kinase pathway มีผลยบัยั้งความสามารถในการ
บุกรุกของเซลลมะเร็งตบัที่ถกูกระตุนโดยอินซูลิน [11] 
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สัญญาณทั้งสองนี้มีความสําคัญในการควบคุมพฤติกรรมทางชีววทิยาหลากหลายอยางรวมทั้งการ
เจริญเติบโต การเคลื่อนที่ และ การบุกรกุของเซลล และ มีปริมาณเพิ่มขึ้นในเซลลมะเร็งบางชนิด สัญญาณ
เหลานี้จะมีบทบาทในการบุกรุกของเซลลมะเร็งตอมลกูหมากอยางไร และมีกลไกอยางไร 
 
วัตถุประสงค 
 จากที่ไดกลาวมาแลวจะเห็นวา ขบวนการทางชีววิทยาหลายอยางเหลานี้เกิดขึ้นภายใตการควบคุม
ของสัญญาณจากภายนอก ซ่ึงจะสงสัญญาณผานทาง signal transduction pathway ตางๆ  Signaling 
pathway ที่มีบทบาทสําคญัในการควบคุมการแบงตวั และการเคลือ่นที่ของเซลล (ซ่ึงเปนคุณสมบัติพ้ืนฐาน
ของเซลลมะเร็งที่แพรกระจาย) ไดแก PI3 kinase, Ras/MAP kinase และ Rho pathways จากการทดลอง
ในหองปฏิบัตกิาร เราพบวา ระดับ MAP kinase ที่ active มีความสัมพันธสอดคลองกับความสามารถใน
การแพรกระจาย (metastatic potential) ของเซลลมะเร็งตอมลูกหมากของหนู  นอกจากนี้ ยังพบวา MAP 
kinase มีบทบาทสําคัญในการ invasion และ อาจเปนสาเหตุที่ทําใหเซลลมีความสามารถในการ
แพรกระจายสูงดวย 

ในโครงการนี้ เราตองการศกึษาถึงกลไกการควบคุมการเคลื่อนที่ของ MAP kinase ในเซลลมะเร็ง
ตอมลูกหมาก นอกจากนี้ เรายังจะศึกษาถึงความเกี่ยวของของ PI3 kinase ตอการบุกรุกของเซลล และ 
การถายทอดสัญญาณ ผานทาง PI3 kinase ซ่ึง PI3 kinase อาจสงสัญญาณผานทาง MAP kinase 

1.1. ศึกษาความสาํคัญของ PI3 kinase ตอความสามารถในการ invade ของเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก 
โดยใช specific inhibitor (LY294002)  

1.2. ศึกษากลไกในการยับย ั้งการบุกรุกของเซลลโดย PI3 kinase inhibitors โดยตรวจสอบผลของ 
inhibitor ตอปจจัยตางๆ ที่เกี่ยวของกับการแพรกระจายและการบุกรกุของเซลล ไดแก  

- การเคลื่อนที่โดย Transwell assay 
- เอ็นไซมที่ยอย extracellular matrix เชน MMP2, uPA ทั้งในระดับเอ็นไซมที่หลั่งออกมา 

และระดับ mRNA  
- การจัดเรียงตัวของ actin ซ่ึงสําคัญในตอการเคลื่อนที่ของเซลล 

1.3. ศึกษาการสงสัญญาณระหวาง PI3 kinase และ MAP kinase  
1.4. ศึกษากลไกของ MAPK ในการควบคุมความสามารถในการ invade ในเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก 

ที่มี metastatic potential สูงเพ่ิมเติม โดยศึกษาผลของสารยับยั้งตอการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ 
myosin regulatory light chain (MRLC) และ focal adhesion kinase (FAK) ซ่ึงสําคัญในตอการ
เคลื่อนที่ของเซลล 

1.5. ศึกษาการทํางานรวมกันของ MAP kinase และ PI3 kinase ในการควบคุมการเคลื่อนที่ และ การ
บุกรุกของเซลล 
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วิธีการทดลอง 

2.1)  cell lines ที่ใชในการทดลอง 
 เซลลมะเร็งตอมลูกหมาก Dunning rat prostrate tumor sublines ที่มีความสามารถในการ
แพรกระจายสูง (MLL) จะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล RPMI ที่มี 10% FBS ในตูอบ 37oC, 5% carbon 
dioxide 

2.2) การวัดความสามารถในการแบงตัวของเซลล (Proliferation assay) โดยวิธี MTT assay 
 Trypsinized เซลลจากจานเลี้ยงเซลล เจือจางในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10% FBS ใหได 
ปริมาณเซลล 2500 เซลล ตอ 100µl ใสเซลลลงใน 96 well plate หลุมละ 2500 เซลล เลีย้งไวขามคืน 
วันรุงขึ้น เปลีย่นเปน media ที่มี DMSO หรือ LY294002 (PI3 kinase inhibitor)  ที่ความเขมขนตางๆ 
incubate ไวในตูอบ carbon dioxide 37°C นาน 48 ชม. เซลลที่มีชีวติอยูจะ ถูกยอมดวย MTT โดยการ
เติม 5 mg/ml MTT ลงใน media ในอัตราสวน 1:10  incubate ตออีก 3-4 ชม. เซลลที่มีชวีติจะเปลี่ยน 
MTT ใหเปนผลึก Formazan dye ซ่ึงมีสีมวง หลังจากนั้นเอา media ออกและละลายผลึกโดยการเติม 
DMSO 200 µl อานคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm โดยใช microtiter plate reader  จํานวนเซลลที่มีชวีิตอยู
จะบอกเปนคาการดูดกลืนแสงที่ 540 nm  

2.3) การตรวจวัดความสามารถในการบกุรุกผาน Matrigel (Invasion assay) โดยใช Transwell 
 ความสามารถของเซลล ในการบุกรุกผาน Matrigel (synthetic extracellular matrix) และ 8 µm 
เมมเบรน (หรือ ที่เรียกวา invasive ability) จะถูกตรวจวัด โดยใชวธิี Transwell in vitro invasion assay 
โดยดูจากจํานวนเซลลที่สามารถบุกรุก ลงไปอยูดานลางของเมมเบรน 
กอนทําการทดลองจะตองทําการเคลือบเมมเบรนของ upper chamber ของ transwell ดวย 30 µg 
matrigel (Collaborative Research, Becton Dickinson, U.K.) ในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมี serum ทิ้งไว 1 
คืน ในตูอบ 37°C  Trypsinize เซลลที่เตรียมไว และเจือจางในอาหารเลี้ยงเซลลทีไ่มมี FBS แตมี DMSO 
หรือ LY294002 (PI3 kinase inhibitor) ความเขมขนตางๆ นําเซลล 2 ×105 เซลลใสใน upper chamber 
ที่เคลือบดวย Matrigel ไวแลว สวนใน lower chamber  ใสอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10% FBS 600µl 
incubate ในตูอบ CO2 37°C 6 ชม. เม่ือครบกําหนดเช็ดเซลลบน upper chamber ออก และยอมเซลลที่
บุกรุกเขาไปใตเมมเบรนดวย 0.5% crystal violet ใน 25% Methanol 20 นาที ลางสีสวนเกินออกดวยน้ํา
กลั่น และนับจํานวนเซลลใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 10x ไดคาเปน จํานวนเซลล/ field 

2.4)  การตรวจหาปริมาณ matrix metalloproteinases (MMPs) ที่หลั่งออกมาโดย Gelatin zymography 
 เลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงเซลลที่มี 10% FBS จนได 80% confluent จากนั้นเปลี่ยนเปนอาหารเลี้ยง
เซลลที่ไมมี serum แตมี LY294002 ในความเขมขนตางๆ incubate เปนเวลา 6 ช.ม. แลวจึงเก็บ 
conditioned media มาตรวจสอบ gelatinase activity โดย gelatin zymography  ผสมสารตัวอยาง 
(conditioned media) กับ SDS sample buffer ที่ไมมี reducing agent และแยกดวยกระแสไฟฟาบน 7.5% 
SDS-PAGE ที่มี gelatin 1 mg/ml หลังจากนํา gel มาลางดวย 2.5% tritron X-100 และ incubate gel ใน 
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reaction buffer (500mM Tris-Cl pH7.5, 100mM CaCl2, 1mM ZnCl2, 10% triton X-100, 2% NaN3 ) 17 
ช.ม. ที่ 37oC ยอม gel ดวย Coomassie blue บริเวณที่มี gelatinase activity จะปรากฎเปนแถบใส 

2.5) การตรวจหาปริมาณ urokinase plasminogen activator (uPA) ที่หลั่งออกมา และที่อยูที่ผวิเซลลโดย 
Plasminogen gelatin zymography 
 เลี้ยงเซลลและใสยาในทํานองเดียวกับการหา MMP เก็บ conditioned media มาทําใหเขมขน และ 
ตรวจสอบ uPA ที่หลั่งออกมา สวน uPA บนผิวเซลล เตรียมโดย elute uPA ที่จับกับ uPA receptor บน
เซลลดวย glycine pH3 uPA activity ใน conditioned media และทีส่กัดจากผิวเซลล ถูกตรวจวดั โดย 
Plasminogen gelatin zymography ใน 10% SDS-PAGE ที่มี gelatin 1 mg/ml และ Plasminogen 10 
µg/ml หลังจากนํา gel มาลางดวย 2.5% tritron X-100 และ incubate gel ใน reaction buffer (100 mM 
Tris-HCl pH 7.8, 0.15 M NaCl, and 1% triton X-100) 17 ช.ม. ที่ 37oC ยอม gel ดวย Coomassie blue 
บริเวณที่มี uPA activity จะปรากฎเปนแถบใส 

2.6)  การศึกษาการเปลีย่นแปลงปริมาณ mRNA ของยีน uPA และ MMP2  
 ลงเซลลจํานวน 5 x 105 เซลลใน plate ขนาด 60 มม แลวนําไป incubate ในตู CO2 incubator 
อุณหภูมิ 37 oC เปนเวลา 48 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนด เซลลจะถูก treated ดวย LY294002 ที่ความเขมขน 
25, 50 และ 100 µM โดยใช DMSO เปน control แลว incubate ตอเปนเวลา 6 ชั่วโมง เม่ือครบกําหนดจึง
ทําการ trypsinize เซลลเพ่ือนําเซลลมาสกัด RNA ดวยชุดสกัด RNA, RNeasy mini kits (Qiagen), วัด
ปริมาณ RNA ที่ OD260 แลวคํานวณปรมิาณ RNA จากสูตร (RNA (ng/µl) = 40 x dilution factor x 
OD260) 
 ทําการเปลี่ยน RNA ที่สกัดได จํานวน 2 µg ไปเปน cDNA ดวย Superscript III-Reverse 
transcription (Invitrogen) แลวนํา cDNA ที่ได ไปทําการหาปริมาณของการแสดงออกของยีนที่สนใจดวย
วิธี realtime PCR ดวยเครือ่ง Rotor gene 3000 (Corbett) และทําการวิเคราะหผลดวยโปรแกรม Rotor-
gene 5.0 โดยใช Primers ดังตารางที่แสดงไวขางลาง 

ตารางที่ 1 แสดง primers ในการทํา Realtime-PCR 

 F-Primer ( 5’—>3’) R-Primer ( 5’—> 3’) 
Actin GCCCTGGCTCCTAGCACC CCACCAATCCACACAGAGTACTTG 

MMP2 TGACCTTGACCAGAACACCA CCCATACTTTACGCGGACCA 

uPA GTGGAGAACCAGCCCTGGT GGCAGGCAGATGGTCTGTAT 
 
 สวนประกอบในการทํา PCR reaction 

10X buffer   2.0 µl 
dNTP    0.4 µl 
F-primer   0.4 µl 
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R-primer   0.4 µl 
HotstarTaq-Polymerase 0.1 µl 
SyBr-Green   0.5 µl  
Template   1.0 µl 
DW    15.2 µl 

 โดยจํานวนของ Template ที่ใชในการทาํ Realtime-PCR ของยีน Actin และยีน uPA เทากับ 5 ng 
และ สําหรับยนี MMP2 เทากับ 50 ng 
 อุณหภูมิที่ใชในการทํา Realtime PCR 
 Initiation  95 oC  15 นาที 
 Denaturation  94 oC  30 วินาท ี
 Annealing  56 oC  30 วินาท ี
 Extension  72 oC  30 วินาท ี

2.7)  Western blot เพ่ือหาปริมาณ MAP kinase, MLCK, Akt, FAK และ Paxillin ทั้งหมด และ ที่ถูกเติม
หมูฟอสเฟต 
 เน่ืองจาก MAP kinase ถูกกระตุนโดยการเติมหมูฟอสเฟต เราจึงใชระดับของ MAP kinase ที่มีหมู
ฟอสเฟต (phospho-MAP kinase) เปนตัวบงถึง MAP kinase ที่ถกูกระตุน ปริมาณ MAP kinase ทั้งหมด 
และ MAP kinase ที่ถูกกระตุน ในเซลล หาไดโดย western blotting โดยใช anti-MAP kinase และ anti-
phospho-MAP kinase antibodies เปน primary antibodies  
 ในทํานองเดียวกัน Akt, phospho-Atk, FAK, phospho-FAK, paxillin และ phospho-paxillin ไดถูก
ตรวจหาโดย western bloting โดยใช anti-Akt, anti-phospho-Akt, anti-FAK, anti-phospho-FAK, anti 
paxillin และanti-phospho-paxillin (ไดรับความอนุเคราะหจาก Prof. Ishibe S) เปน primary antibodies 
 เลี้ยงเซลลในอาหารเลี้ยงที่มี 10% FBS จนกระทั่งมีปริมาณประมาณ 80 % confluent Treat เซลล
ดวย inhibitor 1 หรือ 6 ชั่วโมง หรือ DMSO เพ่ือเปน control  Harvest cell lyse และแยกโปรตนีในเซลล 
lysate ดวยกระแสไฟฟาโดย SDS-PAGE โปรตีนในเจลจะถูก transfer ลงบน nitrocellulose membrane 
ดวยกระแสไฟฟา ตรวจหาโปรตีนและฟอสโฟโปรตีนที่ตองการดวยวิธี western bloting โดยใช antibodies 
ตอโปรตีนนั้นๆ  เปน primary antibodies ตามดวย secondary antibodies ที่ตอกับ horse raddish 
peroxidase และตรวจหาแถบโปรตีนดวยการทําปฏิกิริยากับ ECL plus (GE Health Care) 

2.8) การสราง cell line ที่มี active MAP kinase สูง 
 เซลล ที่มี active MAP kinase สูงจะถูกสรางโดยการ transfect AT-01 cell ที่มี metastatic 
potential และ active MAP kinase ต่ํา ดวย MEK-EE plasmid โดยใช Lipid Fugene6 (Roche)  
 MEK-EE pcDNA3 ไดจากการตัดตอจากMEK-EE gene ของกระตาย จาก MEK-EE pGEX3X ซ่ึง
ไดจาก Prof C Marshall ตอเขากับ pcDNA3 vector  MEK-EE pcDNA3 เปน plasmid ที่คาดวาจะผลติ 
MEK mutant ที่ active  ซ่ึง MEK เปนโปรตีน kinase ที่เติมหมู phosphate ให และ กระตุน MAP kinase 
plasmid น้ีมี neomycin เปน selectable marker 

40 Cycles 
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 ขั่นแรกศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ transfection โดยใช plasmid ที่สราง beta-galactosidase 
(pCH110) เปนตัวบงชี้สถานภาพของการ transfection  เติม 2-12 ul FuGENE 6 ลงใน media  ตั้งไวที่
อุณหภูมิหอง 5 นาที แลว หยดลงในหลอดที่มี 1-2 ug DNA (pCH110 plasmid) ตั้งไวอีก 15 นาที จึงใสลง
ในจานเลี้ยงเซลลที่มีเซลล 70-80% confluent และหลงัการ transfection 48 ชั่วโมงยอมเซลล ดวย X-gal  
เซลลที่มี pCH110 จะผลิต beta-galactosidase ซ่ึงจะ hydrolyze X-gal ใหไดสีนํ้าเงิน  
 Transfect AT-01 cell ดวย MEK-EE plasmid โดยใช condition ที่เหมาะสม ที่ทําใหความสามารถ
ในการ transfect สูงสุด และทําการคัดเลอืก โดยเลี้ยงใน media ที่มี 0.5 mg/ml G418 สองสัปดาห เก็บ
เซลลที่เจริญเติบโตไดในสภาวะนี้มาตรวจสอบปริมาณ MAP kinase ทั้งหมด และ active (phospho) MAP 
kinase โดย western bloting ตามขอ 2.7 

2.9) การศึกษาการจัดเรียงตัวของ actin ในเซลล 
 เลี้ยงเซลลบน coverslip ปลอดเชื้อ 2 วัน และนําเซลลที่ตองการยอม actin cytoskeleton มาลาง
เซลล 2 รอบดวย PBS แลว Fix เซลลใน Fixative solution ซ่ึงประกอบดวย 3% Paraformaldehyde, 2% 
sucrose 10 นาที ลางดวย PBS อีก 2 รอบ แลว Permeabilize เซลลดวย 0.5 % TritonX-100 ที่ละลายใน 
PBS 5 นาที  แลวลางเซลล ดวย PBS อีกครั้ง จากนั้นยอมเซลลดวย 0.4 µg/ml phalloidin-TRITC 
(Sigma) 5 นาที (ซ่ึง phalloidin จะจับกับ F-actin) และลางดวย PBS 10  รอบ ตามดวยการ mount 
coversilp บน slide โดยใช 75 % glycerol เปน permount  แลวจึงนําไปศึกษาภายใตกลอง Fluorescence 
microscope 

2.10) การศึกษาผลของ PD98059 ตอการจับกันระหวาง paxillin และ FAK โดย immunoprecipitation 
 เลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงขนาด 100 มม. จนได 80% confluent แลวจึง Incubate เซลลใน media ที่มี
และไมมี 100 µM PD98059 6 ชม. Harvest และ Lyse เซลลดวย EBC lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH 
8.0, 120 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 0.2 mM sodium orthovanadate, 100 mM sodium fluoride, 
1x protease inhibitor cocktail) นํา cell lysate ที่มีโปรตีน 1500 มก. มา immunoprecipitate โดยการ
เขยากับ antibody ตอ FAK ตามดวย protein A-sepharose bead โปรตีน FAK และโปรตีนทีเ่กาะอยูกับ 
FAK จะถูกดึงลงมาดวย anti-FAK ซ่ึงไปจับกับ protein A-sepharose bead และตกตะกอนลงมา หลังจาก
ลาง bead โปรตีนที่จับอยูกบั bead จะถูกปลอยออกมาโดยการเติม SDS-loading buffer แลวจึงแยก
โปรตีนในสารตัวอยางกระแสไฟฟาโดย 7% SDS-PAGE และ blot ดวย antibody ตอ paxillin 

2.11) การศึกษาตําแหนงทีอ่ยูของ FAK, paxillin และ vinculin โดย immunofluorescence 
 เลี้ยงเซลลบน coverslip ปลอดเชื้อ 2 วัน Fix เซลล และ permeabilize เชนเดียวกับการยอม actin 
จากนั้นยอมเซลลโดย incubate กับ primary antibody ที่จําเพาะตอโปรตีนน้ันๆ หลังจากลาง antibody 
สวนเกินออก แลว incubate กับ secondary antibody ที่ตอกับสารเรอืงแสง mount coversilp แลวจึงนําไป
ศึกษาภายใตกลอง confocal microscope 
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ผลการทดลอง 
การศึกษาบทบาทของ PI3 kinase ในขบวนการบกุรุกของเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก 
3.1)  ศึกษาผลของ PI3 kinase inhibitor (LY294002) ในการยับยั้งขบวนการ invasion 

เราไดทําการศึกษาความสาํคัญของ PI3 kinase ในการบุกรุกของเซลลมะเร็งโดยใช PI3 kinase 
inhibitor (LY294002) และพบวา inhibitor  น้ีสามารถยับยั้งการบุกรุกผาน Matrigel และ เมมเบรน 
(invasion) ของเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก rat prostatic adenocarcinoma, Dunning subline ชนิด
แพรกระจายสูง (MLL) ได  (รูปที่ 1)  โดยมี คา IC50 (50 % inhibition concentration) ประมาณ 40 µM 

เพ่ือเปนการยืนยันวา การยบัยั้งการบุกรกุ Matrigel ของ inhibitor น้ี ไมไดเปนผลเนื่องมาจากการ
ฆาเซลลหรือความเปนพิษของ inhibitor จึงไดทําการศึกษาผลของ inhibitor ตอการมีชีวิตอยูของเซลล (cell 
survival) และพบวา LY294002 (ในสภาวะที่ทําการศึกษาการยับยั้ง invasion) มีผลตอ cell survival นอย
มาก โดยที่ความเขมขนสูงสดุ (500 µM) (ที่ยับยั้ง invasive ability ของ MLL ไดเกือบสมบูรณ) สามารถ
ยับยั้ง cell survival ไดเพียงไมถึง 20% เทานั้น (รูปที่ 1) 
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รูปที่ 1 ผลของ PI3 kinase inhibitor ในการยับยั้งการบุกรุกและการอยูรอดของเซลล MLL Resuspend 
เซลลในอาหารที่มี และไมมี LY294002 แลวนํามาวัดความสามารถในการบุกรุกดวย Transwell ที่เคลือบ
ดวย matrigel และ incubate เปนเวลา 6 ชม.  ในการวดัความอยูรอดของเซลล treat adherence cells 
ดวยอาหารที่มี และไมมี LY294002 ใน 96 well plate เปนเวลา 6 ชม. และวัดความอยูรอดของเซลลโดย 
MTT assay ขอมูลที่แสดงคือ mean ± SEM จากการทดลอง 3 ครั้งที่อิสระ 
 
3.2)  ศึกษาผลของ PI3 kinase inhibitor (LY294002) ในการยับยั้งขบวนการเคลื่อนที่ของเซลล 

จากการทดลองที่ผานมาพบวา PI3 kinase มีความสําคัญตอการบุกรุกของเซลล เพ่ือศึกษาถึง
กลไกในการควบคุมการบุกรุก เราจึงศึกษาถึงผลของ inhibitor ตอคณุสมบัติตางๆที่เกี่ยวของกับการ
สงเสริมความสามารถในการบุกรุกของเซลล ไดแก การเคลื่อนที่ของเซลล และ การสลาย extracellular 
matrix  จากการทดลองพบวา PI3 kinase inhibitor (LY294002) ยบัยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล MLL โดยที่
มีรูปแบบของ dose response curve และ IC50 ที่เหมือนกับ การยับยั้งการบุกรุกของเซลล (รูปที่ 2)  
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รูปที่ 2 ผลของ PI3 kinase inhibitor ในการยับยั้งการเคลื่อนที่และการบุกรุกของเซลล Resuspend 

เซลลในอาหารที่มี และไมมี LY294002 แลวนํามาวัดความสามารถในการเคลื่อนที่และการบุกรุกดวย 
Transwell ที่ไมเคลือบ และ เคลือบดวย matrigel ตามลําดับ และ incubate เปนเวลา 6 ชม. ขอมูลที่แสดง
คือ mean ± SEM จากการทดลอง 3 ครั้งที่อิสระ 

3.3)  ศึกษาผลของ PI3 kinase inhibitor (LY294002) ตอปริมาณการหลั่ง MMP2 
การหลั่ง matrix metalloproteinases (MMPs) เปนปจจัยสําคัญอยางหนึ่ง ในการสลาย 

extracellular matrix และทาํใหเซลลบุกรกุ basement membrane และ stroma และเคลื่อนที่ออกจากแหลง
ที่อยูเดิมได จากการศึกษาผลของ inhibitor ตอการหลั่ง MMP โดย gelatin zymography พบวา LY294002 
ไมมีผลลดปรมิาณ MMP2 ที่หลั่งจากเซลลอยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 3) 
LY294002                    0        10        25       50     100     150   µM 

 
 
รูปที่ 3 Gelatin zymogram แสดงผลของ PI3 kinase inhibitor ตอการหลั่ง MMP2 Treat adherence cells 
ดวยอาหารที่ไมมี serum ทีมี่ และไมมี LY294002 เปนเวลา 6 ชม. แลวนํา conditioned media มาตรวจหา 
MMP-2 และ 9 โดย gelatin zymography 

MMP-2- 
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3.4)  ศึกษาผลของ PI3 kinase inhibitor (LY294002) ตอ urolkinase plasminogen activator (ทั้งที่หลั่ง
ออกสู media และ ที่เกาะทีผ่ิวเซลล) 
 urokinase plasminogen activator (uPA) คือ serine protease ที่ไปกระตุน เอ็นไซม plaminogen 
ใหเปน plasmin ซ่ึงเปน protease ที่ไมจําเพาะ สามารถยอย extracellular matrix หรือ กระตุน MMPs ให
ไปยอย extracellular matrix ฉะน้ัน uPA จึงเปนเอ็นไซมที่มีความสาํคัญในกระบวนการบุกรุกของ
เซลลมะเร็ง นอกจากนี้ MLL cell ที่มีความสามารถในการแพรกระจายสูง ยังมีการแสดงออกของ uPA สูง 
เม่ือเทียบกับเซลลตนกําเนดิที่มีความสามารถในการแพรกระจายต่ําอยาง AT-01 แมจะมีการเพิ่มขึ้นของ 
uPA ใน MLL cell ปริมาณ uPA ที่หลั่งออกจากเซลลยงัคงนอยมาก จึงจําเปนตองทําใหเขมขนถึง 100 เทา
กอนนํามาวิเคราะหดวย plasminogen-gelatin zymography  
 จากการเลี้ยงเซลลในอาหารที่มี PI3 kinase inhibitor พบวา ปริมาณ uPAทั้ง ทีห่ลั่งออกสู media 
และ ที่เกาะทีผ่ิวเซลล ลดลงอยางมีนัยสําคัญและเปนไปตามขนาดของยาที่เพ่ิมขึ้น (รูปที่ 4ก, ข) โดยที่
ความเขมขนน้ียามีความเปนพิษตอเซลลนอยมาก (จาก survival) 
          LY294002      0         10        25        50       100       150    µM 

  ก  

  ข  
รูปที่ 4 Plaminogen gelatin zymogram แสดงผลของ PI3 kinase inhibitor ตอปริมาณ uPA ที่หลั่งสู 
media (ก) และ uPA ที่เกาะที่ผิวเซลล (ข) Treat adherence cells ดวยอาหารที่ไมมี serum ทีมี่ และไมมี 
LY294002 เปนเวลา 6 ชม. แลวนํา conditioned media (ก) และโปรตีนที่ elute จากผิวเซลล (ข) มา
ตรวจหา uPA โดย Plasminogen-gelatin zymography 

3.5) ศึกษาผลของ PI3 kinase inhibitor (LY294002) ตอ ระดับ MMP2 และ uPA mRNA ในเซลล 
 จากการทดลองที่ผานมาพบวา PI3 kinase inhibitor ลดปริมาณ matrix degrading enzyme ที่
หลั่งออกจากเซลล เราจึงทําการศึกษาตอวา การยับยั้งน้ีเกิดขึ้นเนื่องจากการลดระดับ mRNA ของเอ็นไซม
หรือไม  เม่ือ treat เซลล ดวย LY294002 ที่ความเขมขมตางๆ สกัด RNA และนํามาหาการแสดงออกของ
ยีนที่สนใจดวย realtime RT-PCR และ ทําการวิเคราะหผลดวยวิธี Comparative quantification (เปนการ
เทียบปริมาณ mRNA ของยีนที่สนใจ (uPA และ MMP2) กับปริมาณ mRNA ของ actin ที่ใชเปนตัว 
normalize) โดยใชโปรแกรม Rotor-gene 5.0 พบวา ปริมาณ mRNA ของ uPA ลดลงตามความเขนขน
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ของ LY294002 ที่เพ่ิมขึ้น (รูปที ่5)  ในขณะที่ mRNA ของ MMP2 ที่ความเขมขนตางๆของ LY294002 
น้ัน มีปริมาณไมแตกตางกนัอยางมีนัยสําคัญ (รูปที่ 6) ผลการทดลองในกราฟเปนคา mean ± SD จากการ
ทดลอง 3 ครั้ง  จากผลการทดลองสรุปไดวาการยับยั้ง PI3 kinase ดวย LY294002 ทําใหระดับ mRNA 
ของ uPA ลดลงซึ่งนาจะเปนสาเหตุหน่ึงที่ทําใหปริมาณการหลั่งเอ็นไซมชนิดนี้นอยลง แตไมมีผลตอระดับ 
mRNA ของ MMP2 แตอยางไร  
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รูปที่ 5 ผลของ LY294002 ตอระดับ mRNA ของยีน uPA ภายในเซลล  Treat เซลลดวย LY294002 เปน
เวลา 6 ชม. Lyse เซลล และ สะกัด RNA แลวนํามาหาการแสดงออกของยีน uPA โดย realtime RT-PCR 
เทียบกบัยีน actin  คาที่ไดเปนคา mean  ± SD ของ 3 independent experiments หลังจาก normalize 
ดวย actin 
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รูปที ่6 ผลของ LY294002 ตอระดับ mRNA ของยีน MMP2 Treat เซลลดวย LY294002 เปนเวลา 6 ชม. 
Lyse เซลล และ สะกัด RNA แลวนํามาหาการแสดงออกของยีน MMP2 โดย realtime RT-PCR เทียบกบั
ยีน actin  คาที่ไดเปนคา mean ± SD ของ 3 independent experiments หลังจาก normalize ดวย actin 
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3.6) ศึกษาผลของ PI3 kinase inhibitor (LY294002) ตอ การจัดเรียงตัวของ actin ในเซลล 
 เน่ืองจากการยับยั้ง PI3 kinase สงผลใหเซลลมีการเคลื่อนที่นอยลง จึงไดศึกษาตอวามีการ
เปลี่ยนแปลงรูปแบบการจัดเรียงตัวของ actin ซ่ึงเปนปจจัยสําคัญในการเคลื่อนที่ของเซลลหรือไม เราจึงได
ศึกษาผลกระทบของ PI3 Kinase inhibitor (LY294002) ตอการจัดเรียงตัวของ actin cytoskeleton ดวยวิธี 
Fluorescence staining  เซลลปกติที่ไมได treat ยาจะมีลักษณะแผ และมีสวนของเมมเบรนยื่นเปนแผน 
(lamellipodia)และ สวนของเมมเบรนยื่นเปนเสนเล็กๆ เรียก filopodia โดยเฉพาะบริเวณปลายรยางครวม
ดวย บริเวณเหลานี้จะมีการสะสมของ F-actin ซ่ึงจะเห็นไดจากการยอมเซลลดวย Phalloidin-TRICT (รูปที่ 
7) เม่ือ treat ดวย LY294002 ที่ความเขมขน 100 µM เปนเวลา 6 ชั่วโมง (เทากบัเวลาที่ใชในการวิเคราะห
การบุกรุกของเซลล) ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของรูปรางของเซลลและการจัดเรียงตวของ F-actin  โดย
ผลการทดลองแสดงเปนภาพถายเซลลทีก่ําลังขยาย 40X Fluorescence Light LY294002 มีผลตอรูปราง
ของเซลล และ การจัดเรียงตัวของ actin cytoskeleton โดยเซลลมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางจากรูปรางแผ
แบนไปเปนลกัษณะคลายกระสวยและมีรยางคที่ผอมยาวเปนสวนใหญ และมีการลดลงของ F-actin ใน
รูปแบบ lamellipodia และ filopodia (รูปที่ 7) 
   Control     100 M LY294002 6 hr 

  

  
รูปที ่7 รูปรางเซลลในกลองจุลทรรศน แสดงรูปรางและการจัดเรียงตัวของ F-actin โดยกลองจุลทรรศน fluorescence 
ในเซลลที่ยอมดวย Phalloidin-TRICT ในเซลลกลุมที่ treat ดวย 100 µM LY294002 (ขวา) และ กลุม control (ซาย) 
(ดวย objective lens กําลังขยาย 40x) 
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3.7)  ผลของ PI3 kinase inhibitor (LY294002) ตอ การกระตุน MAP kinase 
 จากการทดลองที่ผานมา เราพบวา ทั้ง MAP kinase และ PI3 kinase มีความสําคัญตอ
ความสามารถในการบุกรุกของเซลลมะเร็งตอมลูกหมากหนูชนิดแพรกระจาย (Dunning MLL cell line)  
โดย MAP kinase inhibitor (PD98059) มีผลตอการบุกรุกและการเคลื่อนที่ของเซลล สวน PI3 kinase 
inhibitor (LY294002) มีผลตอการบุกรกุการเคลื่อนทีแ่ละการแสดงออกของเอ็นไซมที่ยอย extracellular 
matrix ทั้งสองสัญญาณจะมีความสัมพันธเกี่ยวของเช่ือมโยงกันในการทําใหเกิดผลตอการเปลี่ยนแปลงทาง
ชีววิทยาเหลานี้หรือไม PI3 kinase อาจสงสัญญาณผานทาง MAP kinase เราจึงไดศึกษาการสงสัญญาณ
ระหวาง PI3 kinase และ MAP kinase จากรูปที่ 8 การยับยั้ง PI3 Kinase มีผลยับยั้งการเติมหมูฟอสเฟต
ให MAP kinase ในชวงเวลาหนึ่ง (ใน15 นาทีแรก) (Transient effect) ขณะที่การยับยั้งการเติมหมู
ฟอสเฟตของ Akt ซ่ึงเปนโปรตีนหลักตัวหน่ึงที่ตอบสนองตอ PI3 kinase ยังคงดํารงอยูตอไปอีก 6 ชั่วโมง 
ซ่ึงเปนตัวชี้วา PI3 kinase นาจะยังคงถูกยับยั้งอยู  
Time (min)  0     15    30    60    360            0     15    30    60    360   

    
รูปที่ 8 ผลของ PI3 kinase inhibitor (LY294002) ตอการกระตุน (เติมหมูฟอสเฟต) MAP kinase และ Akt 
Treat adherence cells ในอาหารที่มี และ ไมมี LY294002 เปนเวลา 6 ชม. และนํา cell lysate มาหา
ปริมาณโปรตีนที่ตองการดวย western blot ตอ antibody ของโปรตีนนั้นๆ  

ศึกษากลไกของ MAP kinase inhibitor (PD98059) ในการยับยั้งขบวนการ migration  
 จากการทดลองที่ผานมาเราพบวา MAP kinase มีความสําคัญตอความสามารถในการบุกรุกของ
เซลลมะเร็งตอมลูกหมาก Dunning MLL cell line โดย MAP kinase inhibitor (PD98059) ยับยั้งการบุกรุก
และการเคลื่อนที่ของเซลล แตไมมีผลตอการหลั่งเอ็นไซม MMP2 และ uPA มายอย extracellular matrix 
ในโครงการนี้ จึงไดศึกษากลไกในการยบัยั้งการเตลื่อนที่ของเซลล โดย PD98059 นอกจากนี้ ยังได
พยายามสรางเซลล ที่มี constitutively active MAP kinase เพ่ือศึกษาผลในทางการเพิ่ม activity ของ 
MAP kinase 

3.8)  การสรางเซลล ที่มี constitutively active MAP kinase 
 สรางเซลล ทีมี่ constitutively active MAP kinase โดย transfect AT-01 cell ที่มี metastatic 
potential และ active MAP kinase ต่ํา ดวย MEK-EE plasmid ซ่ีงผลิต MEK ที่ active จึงไปเตมิหมู 
phosphate และ กระตุน MAP kinase ให active  
 ขั่นแรกศึกษาสภาวะที่เหมาะสมในการ transfection โดยใช plasmid ที่สราง beta-galactosidase 
(pCH110) เปนตัวบงชี้สถานภาพของการ transfection  และยอมเซลลดวย X-gal หลังการ transfection  

P-AKT 
 
 
P-MAPK 

AKT 
 

MAP
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จากการ vary ปริมาณ lipid (Fugene6) และ DNA (pCH110 plasmid) พบวา อัตราสวนที่เหมาะสมคือ 
(lipid (ul): DNA (ug)) =12:1 
 Transfect AT-01 cell ดวย MEK-EE plasmid โดยใช condition ดังกลาว และทําการคัดเลือก โดย
เลี้ยงใน media ที่มี 0.5 mg/ml G418 สองสัปดาห เซลลที่มีชวีิตรอด นาจะเปนเซลล ที่มี MEKEE plasmid 
เก็บเซลล  หลงัจากตรวจสอบปริมาณ MAP kinase ทั้งหมด และ MAP kinase ที่ถูกกระตุน ในเซลลที่ 
transfect ดวย MAP kinase เทียบกบัเซลลที่ไมได transfect และ ที ่transfect ดวย vactor  พบวาปริมาณ 
MAP kinase ที่ถูกกระตุนไมเพ่ิมขึ้นในเซลลที่ transfect ดวย MEK-EE plasmid (รูปที่ 9)  อาจเนื่องจาก
การ transfect ไมประสบผลสําเร็จ และ เซลลพัฒนาตวัเองใหด้ือตอ G418 ไดมากขึ้น จึงเจริญในสภาวะที่มี 
G418 ได ไมประสบผลสําเร็จในการสราง cell line ที่มี active MEK สูง 
            1            2             3 

  ก.  

  ข.  
รูปที่ 9 ปริมาณ MAP kinase ที่ถูกกระตุน (ก) และ MAP kinase ทั้งหมด (ข) ในเซลลที่ไมไดถกู transfect 
(lane 1) transfect ดวย pcDNA3 vector (lane 2) และ transfect ดวย MEK-EE pcDNA3 (lane 3) นํา 
cell lysate มาหาปริมาณ MAP kinase และ phospho-MAP kinase ดวย western blot  
 นําเซลลมาสกดั DNA และตรวจหา MEK-EE โดยวิธี PCR โดยใช specific primer ที่ amplify 
MEK ของกระตาย (จาก MEK-EE plasmid) แตไม amplify MEK ของหนู (endogenous MEK ในเซลล) 
พบวา เฉพาะDNA extract จากเซลลที่ transfect ดวย MEK-EE (แตไมใชเซลลไมไดถูก transfect หรือ ที่ 
transfect ดวย pcDNA3 vector) มีผลิตภัณฑของ PCR (รูปที่ 10ก) และ ผลิตภัณฑของ PCR ที่ถูกยอย
ดวย HindIII  แสดงวา plasmid เขาไปในเซลล แตอาจไม express หรือ express แตไมมี activity  สําหรับ
ความแตกตางในดาน species (เน่ืองจาก MEKEE เปนของกระตาย สวนเซลล AT-01 เปนเซลลหนู) 
เปนไปไดนอย เน่ืองจาก การใช overexpress ยีนน้ี ในเซลลหนู NIH 3T3 ทําไดสําเร็จ และทําใหมี MAPK 
activation สูง  (เน่ืองจากเวลาและทุนมีจํากัด งานสวนนี้จึงถูกยกเลกิไป และไปเพิ่มเติมในสวนอ่ืนแทน) 

-p44MAPK 
-p42MAPK 

-P-p44MAPK 

-P-p42MAPK 
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     M  1  2   3   4  5       M  1  2 

  ก   ข  
รูปที่ 10 ผลิตภัณฑ PCR ของ DNA extract (ก) จากเซลลที่ transfect AT-01 (lane 2) AT-01 ที่ transfect 
ดวย pcDNA3 vector (lane 3) และ ที่ถกู transfect ดวย MEK-EE (lane 4), negative control ที่ไมมี 
DNA (lane 5) และ positive control PCR MEKEE plasmid (lane 6);  ผลติภัณฑของ PCR ที่ถูกยอยดวย 
HindIII (ข) DNA extract จาก AT-01 ทีถู่ก transfect ดวย MEK-EE (lane 2), จาก MEKEE plasmid 
(lane 3) M = 100 bp marker 

3.9)  ศึกษาผลของ MAP kinase inhibitor (PD98059) ในการเติมหมูฟอสเฟตของ MLCK, FAK และ 
Paxillin 

 เน่ืองจาก MAP kinase มีความสําคัญในการบุกรุกและการเคลื่อนที่ของเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก
หนูในตระกลู Dunning subline ในรายงานนี้เราไดศึกษากลไกการควบคุมการเคลื่อนที่โดย MAP kinase 
โดยตรวจสอบผลของ PD98059 ตอ downstream effectors ของ MAP kinase ที่มีเกี่ยวของกับการ
เคลื่อนที่ ที่ไดเคยมีรายงานมา ไดแก Myosin light chain kinase (MLCK) /Myosin regulatory light chain 
(MRLC) Focal adhesion kinase (FAK) และ Paxillin ในเซลลมะเร็งตอมลูกหมาก  Dunning subline 
ชนิดแพรกระจายสูง (MLL)  เราตั้งสมมุติฐานวา MAP kinase ควบคมุการเคลื่อนที่โดยผานทาง การเติม
หมูฟอสเฟตและกระตุน MLCK FAK และ/หรือ Paxillin โดย MLCK จะไปเติมหมูฟอสเฟตใหแก MRLC ซ่ึง
จะทําใหเกิด actomyosin contraction เปน contractile force ในการเคลื่อนที่ของเซลล แตจากผลการ
ทดลองของเราจะเห็นวา PD98059 ในความเขมขนทีส่ามารถยับยัง้การเคลื่อนทีไ่ดเกือบ 100 % ไมมีผล
ยับยั้งการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ MRLC (รูปที่ 11) ในขณะที่ ML-7 ซ่ึงเปน MLCK inhibitor สามารถยับยั้ง
การเติมหมูฟอสเฟตใหกับ MRLCได โดยเห็นไดจากความเขมของ band phospho-MRLC ที่ลดลงเม่ือtreat 
เซลลดวย ML-7  ในทํานองเดียวกันการเติมหมูฟอสเฟตที่ Ser910 ของ FAK ก็ไมมีการเปลี่ยนแปลง
หลังจาก treat เซลลดวย PD98059 (รูปที่ 12) ทั้งน้ีไดทําการทดลองโดยการแปรผันทั้งขนาดของสารยับยั้ง
และเวลาในการ treat โดยที่สภาวะนี้สารยับยั้งสามารถยับยั้งการเตมิหมูฟอสเฟตใหแก MAP kinase ถึง
ระดับที่ไมสามารถตรวจสอบไดใน western blot  ในทางตรงกันขามการยับยั้ง MAP kinase มีผลลดการ
เติมหมูฟอสเฟตทีต่ําแหนง Ser83 ของ Paxillin ซ่ึงเปนโปรตีนที่สําคัญในการเกิดและสลาย Focal 
adhesion complex   
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3.10 ศึกษาผลของ MAP kinase inhibitor (PD98059) ตอการจับกันของ FAK และ paxillin และ 
localization ของ FAK และ Paxillin ที่ Focal adhesion โดย immunofluorescence 

 จากการที่ PD98059 สามารถยับยั้งการเติมหมูฟอสเฟตใหกับ paxillin ซ่ึงเปนโปรตีนที่มีรายงาน
วาเมื่อถูกเติมหมูฟอสเฟต จะถูกดึงเขามาบริเวณ focal adhesion จับกับ FAK และมีผลตอวงจรการเกิด
และสลาย focal adhesion complex เราจึงไดศึกษาผลของ PD98059 ตอการจับกันของ FAK และ paxillin 
โดย immunoprecipitation  รูปที่ 14 แสดงใหเห็นวา PD98059 ไมมีผลตอการจับกันระหวาง FAK และ 
paxillin  นอกจากนี้ยังศึกษาผลตอ focal adhesion complex และการ localize ของ paxillin และ FAK ที่ 
focal adhesion site โดยดูจากการ colocalize กับ vinculin ซ่ึงเปนโปรตีนใน focal adhesion complex  
vinculin ยอมดวยสี fluorescence ใหเปนสีแดง จากรูปที่ 15 และ 16 จะเห็นวา vinculin อยูเปนจุดๆ บน
ผิวเมมเบรน ซ่ึงแสดงถึงตําแหนงของ Focal adhesion จากผลการทดลอง ไมพบความแตกตางของการ 
localize ของ vinculin ระหวางเซลลที่ treat ดวย PD98059 และเซลลกลุม control  สวน paxillin และ FAK 
แสดงดวยสีเขยีว จากรูปที่ 15 และ 16 พบวา paxillin และ FAK colocalize อยูกับ vinculin เปนจุดๆ บน
เมมเบรน ซ่ึงแสดงเปนสีเหลืองในภาพ Merge ซ่ึงเปนการซอนทับระหวางภาพสีแดงและเขียว อยางไรก็
ตาม ไมพบความแตกตางของเซลลที่ treat และ ไม treat ดวย PD98059 
 
 
 
 
 

                          

                           
รูปที่ 11 ผลของ PD98059 ตอการเติมหมูฟอสเฟตให myosin regulatory light chain (MRLC)incubate 
เซลลกบัยา (PD98059 หรือ ML-7) เปนเวลา 1 และ 6 ชม. Lyse เซลล แลวนํา cell lysate มาทํา western 
blotting ดวย antibody ตอ MRLC และ phospho-MRLC.  

PD98059 (µM)            ML-7 (µM) 

-       25     50   100 100      -     40    

6h              1h         6h          Time 

- P-MRLC

- MRLC 
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            ข               
รูปที่ 12 ผลของ PD98059 ตอการเติมหมูฟอสเฟตให focal adhesion kinase (FAK) (ก) incubate เซลล
กับยา (PD98059) เปนเวลา 6 ชม. Lyse เซลล แลวนําเซลล lysate มาทํา western blotting ดวย 
antibody ตอ FAK และ phospho-FAK (Ser910). (ข) incubate เซลลกับยา 100 µM PD98059 ที่เวลา
ตางๆ (สําหรับ control (C) ใช DMSO แทนยา) นํา cell lysate มาทํา western blot ดังรูป (ก) 

 PD98059 (µM)         0          25        50        100   
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 13 ผลของ PD98059 ตอการเติมหมูฟอสเฟตให Paxillin  Incubate เซลลกบัยา (PD98059) เปน
เวลา 6 ชม. Lyse เซลล แลวนํา cell lysate มาทํา western blotting ดวย antibody ตอ Paxillin และ 
phospho-paxillin (Ser83). 

    C     PD    C   PD   C   PD

-FAK 

Time    15min        1 h         6 h

- P-FAK 

- FAK 

 PD98059 (µM)    0     25   50  100

ก 

-P-FAK 

P-Paxillin 

Paxillin 
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         PD98059 (µM)    0     100 

 
IP anti-FAK 

รูปที่ 14 ผลของ PD98059 ตอการจับกันระหวาง paxillin และ FAK โดย immunoprecipitation Incubate
เซลลใน media ที่มีและไมมี PD98059 6 ชม. Lyse เซลล และ immunoprecipitate ดวย anti-FAK และ 
western blot ดวย anti-paxillin และ anti-FAK 

 
รูปที่ 15 ผลของ PD98059 ตอ focal adhesion (localization ของ vinculin) และ FAK โดย 
immunofluorecence culture เซลลบน coverslip fix เซลล และยอมดวย antibody ตอ vinculin และ FAK 
ตามดวย secondary antibodies ที่ติดสี fluorescence ที่ตางกัน คือ fluorescence ที่ใหสีแดง (vinculin) 
และ สีเขียว (FAK) และตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน confocal ที่ objective lens กําลังขยาย 40X สวน
จุดสีเหลืองเปนการซอนกันระหวางภาพสีเขียวและแดง 

IB: anti-paxillin 

IB: anti-FAK 
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รูปที่ 16 ผลของ PD98059 ตอ focal adhesion (localization ของ vinculin) และ paxillin โดย 
immunofluorecence culture เซลลบน coverslip fix เซลล และยอมดวย antibody ตอ vinculin และ 
paxillin ตามดวย secondary antibodies ที่ติดสี fluorescence ที่ตางกัน คือ fluorescence ที่ใหสีแดง 
(vinculin) และ สีเขียว (paxillin) และตรวจสอบภายใตกลองจุลทรรศน confocal ที่ objective lens 
กําลังขยาย 40X สวนจุดสีเหลืองเปนการซอนกันระหวางภาพสีเขียวและแดง 
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วิจารณและสรุปผลการทดลอง  
 PI3 kinase และ MAP kinase signaling pathway นับเปนสัญญาณ ที่มีบทบาทสําคัญทางชีววิทยา
หลากหลายอยาง รวมทั้ง การแบงเซลล การดํารงชีวิต การเคลื่อนที่ และ การบุกรุกของเซลล ซ่ึงสิ่งเหลานี้
เปนคุณสมบตัิพ้ืนฐานของเซลลมะเร็ง นอกจากนี้ยังพบการเพิ่มขึ้นของสัญญาณในวิถีทั้งสองนีใ้นมะเร็ง
หลายชนิด และมีความสัมพันธกับความรุนแรงและการแพรกระจายของมะเร็ง [12] โดยเซลลมะเร็งมีการ
เพ่ิมสัญญาณทั้งสองนี้ดวยวิธีการตางๆ  ดังเชน สําหรับ PI3 kinase pathway มะเร็งหลายชนิดจะพบการ 
overexpress โปรตีนที่เปน catalytic subunit ของ PI3 kinase (p110α, PIK3CA) [13] โปรตีนที่เปน 
downstream effector ของ PI3 kinase เชน Akt หรือ การลดลงของโปรตีนที่ทําหนาที่ปดสัญญาณ PI3 
kinase เชน PTEN (phosphatase ที่ดึงหมูฟอสเฟตออกจาก PIP3) [14] สําหรับ MAP kinase pathway 
มะเร็งหลายชนิดมีการเพิ่ม หรือ กลายพันธของ upstream regulator ของ MAP kinase เชน Ras หรือ 
การเพิ่มของ MAP kinase เอง [15, 16] ในโครงการนี้เราจึงไดศึกษาบทบาทของวถิีทั้งสองนี้ในการบุกรุก
ของเซลลมะเร็งตอมลูกหมากหนูที่มีความสามารถในการแพรกระจายสูงโดยศึกษาผลกระทบของสารยับยั้ง
โปรตีนทั้งสองนี ้

บทบาทของ PI3 kinase ในการบุกรุกของเซลลมะเร็งตอมลูกหมากหนูชนิดแพรกระจายสูง 
 การยับยั้ง PI3 kinase โดยการ treat เซลลดวย PI3 kinase inhibitor ที่จําเพาะ (LY294002) มีผล
ยับยั้งการบุกรุกของเซลล อยางเปนไปตามขนาดของยาที่เพ่ิมขึ้น โดยมี IC50 (ความเขมขนของยาที่มีฤทธิ์
ยั้บยั้งการบุกรุกลงครึ่งหน่ึง) ประมาณ 40 µM ซ่ึงรูปแบบและ IC50 ในการยับยั้งการบุกรุก มีความ
สอดคลองกับการยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล (รูปที่ 2) ผลการทดลองนี้สอดคลองกับรายงานกอนหนานี้วา 
PI3 kinase inhibitor ยับยั้งการเคลื่อนที่และการบุกรุกของเซลลมะเร็งหลายชนิด และจากการศึกษารูปราง
และการจัดเรยีงตัวของสาย actin พบวา เซลลที่ถูก treat ดวย LY294002 มีรูปรางที่เปลี่ยนแปลงไปเปนรูป
กระสวย และมีการจัดเรียงตัวของ actin ในลักษณะ filopodia ที่ลดลงดวย การยบัยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล
อาจเกิดเนื่องจาก LY294002 ไปการยับยั้งการเกิด filopodia และ/หรือ ไปยับยั้งการสลายการเกาะติดที่
ดานทายของเซลลทําใหเซลลยืดยาวขึ้นเปนรูปกระสวยก็เปนได  
 การยอยสลาย extracellular matrix เปนคุณสมบัติอีกประการหนึ่งที่สําคัญตอความสามารถในการ
บุกรุกของเซลล เซลลมะเร็งมักมีการสรางและหลั่งเอ็นไซมที่มายอย extracellular matrix และ basement 
membrane เพ่ิมขึ้น และปริมาณเอ็นไซมเหลานี้ยังมีความสัมพันธกับการแพรกระจายของเซลลมะเร็งอีดวย 
[2] เอ็นไซมที่ยอย extracellular matrix ที่พบใน MLL cell คือ MMP-2 และ uPA และปริมาณของเอ็นไซม
ทั้งสองนี้ยังเพ่ิมขึ้นใน MLL cell ซ่ึงมีความสามารถในการแพรกระจายสูง เม่ือเทียบกับเซลลตนกําเนิดของ
มันที่มีความสามารถในการแพรกระจายต่าํ (AT-01) [17] ดังน้ันปริมาณเอ็นไซมที่เพ่ิมขึ้นน้ีอาจเปนสาเหตุ
หน่ึงที่ทําใหเซลล MLL มีความสามารถในการแพรกระจายสูงกวาเซลลพอ-แมของมัน (AT-01) จาก
การศึกษาบทบาทของ PI3 kinase ตอการหลั่งของเอ็นไซมทั้งสองนี้ทั้งในระดับเอ็นไซมแอกติวติี และ 
mRNA โดยใชสารยับยั้ง PI3 kinase พบวา การยับยั้ง PI3 kinase ดวย LY294002 มีผลลดปรมิาณ uPA 
ทั้งที่หลั่งออกสู conditioned medium และ บนผิวเซลล โดยการลดลงนี้นาจะเกิดเนื่องจากการยับยั้งการ
แสดงออกของ uPA ในระดบั mRNA  เน่ืองจาก LY294002 มีผลลดปริมาณ uPA mRNA สอดคลองกับผล
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ของ plasminogen-gelatin zymogram อยางไรก็ตาม ไมพบวา LY294002 มีผลตอ MMP-2 ทั้งในระดับ
เอ็นไซม และ ระดับ mRNA   
 โดยสรุป PI3 kinase มีบทบาทสําคัญในการควบคุมการบุกรุกของเซลล PI3 kinase inhibitor 
ยับยั้งการบุกรุกของเซลลมะเร็งตอมลูกหมากหนูโดยการไปยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลล และการยับยั้งการ
สรางเอ็นไซม uPA แตไมมีผลตอการสรางและหลั่ง MMP-2   

บทบาทของ MAP kinase ในการบุกรุกของเซลลมะเร็งตอมลูกหมากหนูชนิดแพรกระจายสูง 
 ในโครงการกอนหนานี้เราไดแสดงวา MAP kinase มีความสําคัญตอกระบวนการบุกรุกของ cell 
line หลากหลาย sublines ในตระกลู Dunning rat prostatic cancer และระดับ MAP kinase ที่ active 
(phospho-MAP kinase) มีความสัมพันธสอดคลองกับ ความสามารถในการแพรกระจายของเซลล [18] 
โดยเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลในตระกลู Dunning ที่ความสามารถในการแพรกระจายต่ําดังเชน AT-01 MLL 
ที่มีระดับ active MAP kinase สูง มีความสามารถในการแพรกระจายสูง และมีคุณสมบัตติางๆของเซลลที่
แพรกระจายไดดี ไดแก มีการเพิ่มขึ้นของการเคลื่อนที่ การเกาะติดกบั extracellular matrix และระดับ
เอ็นไซมที่ใชในการยอย extracellular matrix (MMP-2 และ uPA) [17, 19] ซ่ึงสนับสนุนวา ระดับของ 
active MAP kinase ที่มีมากใน MLL อาจเปนเหตุหน่ึงที่ทําใหเซลล MLL มีพัฒนาการจนมีความสามารถใน
การแพรกระจายสูง นอกจากนี้เรายังไดแสดงวา MEK1 inhibitor PD98059 ยับยั้งการเคลื่อนทีข่อง MLL 
โดยมี IC50 และรูปลักษณะของกราฟระหวางขนาดของยาตอการยับยั้งที่ใกลเคียงกับของการยับยั้งการบุก
รุกของเซลล โดย inhibitor น้ีไมมีผลตอการแบงเซลล การเกาะติด และปริมาณการหลั่ง MMP (gelatinase) 
และ uPA ฉะนั้นจึงชี้วา การยับยั้งการกระตุน MAP kinase ดวย PD98059 ยับยัง้การบุกรุกของเซลล โดย
ไปมีผลหลักตอการเคลื่อนทีข่องเซลล ในโครงการนี้เราจึงไดศึกษาลกึลงไปถึงผลของ PD98059 ตอโปรตีน
ตางๆที่ทําหนาที่ในการควบคุมการเคลื่อนที่ของเซลล โดยเฉพาะโปรตีนที่เคยมีรายงานวาถูกควบคุมโดย 
MAP kinase 
 ในเซลล cos-7 และ MCF-7 มีรายงานวา MEK1 กระตุนการเคลื่อนที่ของเซลลโดยการเติมหมู
ฟอสเฟตให MLCK ซ่ึงจะไปเติมหมูฟอสเฟตใหและกระตุน MRLC จึงทําใหเซลลหดตัวและเคลือ่นที่ [5, 20] 
นอกจากนี้ MLCK ยังมีความสําคัญตอการเคลื่อนที่ของเซลล MLL จึงเปนไปไดวา MLCK อาจจะเปนตวั
จักรสําคัญในการควบคุมการเคลื่อนที่ของเซลล MLL โดย MAP kinase อยางไรก็ตาม ผลการทดลองกลับ
แสดงวา PD98059 ไมมีผลเปลี่ยนแปลงระดับ phospho-MRLC ของ MLL แตอยางไร แมความเขมขนที่ใช
จะสามารถยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลลไดเกือบสมบูรณ เราจึงไดทําการทดสอบในโปรตีนอ่ืนที่ควบคุมการ
เคลื่อน และ มีรายงานวาเปนสารตั้งตนของ (ถูกเติมหมูฟอสเฟตโดย) MAP kinase ไดแก FAK และ 
paxillin [21] และพบวา การยับยั้งการกระตุน MAP kinase ไมมีผลตอการเติมหมูฟอสเฟตใหกับให FAK ที่
เวลาตางๆเลย แตมีผลลดการเติมหมูฟอสเฟตใหทีต่าํแหนง Ser83 ของ paxillin ในเซลล HEK293 การเติม
หมูฟอสเฟตใหกับ paxillin โดย MAP kinase จะสงเสริมการจับกันระหวาง paxillin กับ FAK ซ่ึงเกี่ยวของ
กับการควบคมุการเกิดและสลาย focal adhesion ซ่ึงสําคัญในการเคลื่อนที่ [22, 23] อยางไรก็ตาม เรา
พบวา PD98059 ไมมีผลตอการจับกันระหวาง FAK และ paxillin (แสดงโดย immunoprecipitation) และ 
ไมมีผลตอ Focal adhesion ซ่ึงดูจาก colocalization ของ vinculin (โปรตีนที่พบใน Focal adhesion 
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complex) กับ FAK หรือ paxillin โดย immunofluorescence แตอยางใด ดังน้ัน การยับยั้งการเติมหมู
ฟอสเฟตใหกบั paxillin โดย MAP kinase inhibitor อาจมีกลไกอื่นในการรบกวนควบคุมการเคลื่อนที่ของ
เซลล 
 MAP kinase และ PI3 kinase signaling pathway เปนสัญญาณที่มีความสําคัญในการบุกรุกของ
เซลลมะเร็งชนิดแพรกระจาย โดยทั้งสองสัญญาณจะไปมีผลตอการเคลื่อนที่ของเซลลเปนหลัก สําหรับ PI3 
kinase ยังมีผลตอการสราง uPA ซ่ึงมีบทบาทสําคัญในการยอย extracellular matrix อีกดวย นอกจากนี้
การยับยั้ง PI3 kinase ดวย LY294002 ยังมีผลยับยั้งการกระตุน MAP kinase ในชวงเวลาหนึง่ อยางไรก็
ตามผลการทดลองไมไดยืนยันวา LY294002 การยับยั้งการเคลื่อนที่ของเซลลโดยไปยับยั้งการกระตุน 
MAP kinase การที่ทั้ง MAP kinase และ PI3 kinase มีความสําคญัตอการบุกรกุของเซลลมะเร็งตอม
ลูกหมากชนิดแพรกระจายสูง โปรตีนทั้งสองนี้จึงนาจะเปนจุดเปาหมายของยาที่ใช ยับยั้งการแพรกระจาย
ของเซลลมะเร็งได 
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