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บทคัดย่อ 
Serine-arginine protein kinases (SRPK) เป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีเติมหมู่ฟอสเฟตให้ Serine-arginine 

splicing factors (SRSF) เพื่อท าหน้าท่ีควบคุมกระบวนการตัดแต่งช้ินส่วน mRNA (Alternative splicing) จาก
การรายงานก่อนหน้านี้มีการศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน SRPK และมะเร็ง พบว่าเมื่อลดการแสดงออก
ของโปรตีน SRPK จะส่งผลท าให้เซลล์มะเร็งชนิดต่าง ๆ เช่น มะเร็งเม็ดเลือดขาว มีการเจริญเติบโตท่ีลดลง 
การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการศึกษาผลของสารยับยั้ง SRPK ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ใน
เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 โดยศึกษาอัตราการรอดชีวิตเซลล์ด้วยเทคนิค MTT assay พบว่า SRPK 
inhibitors ท้ังสองชนิดส่งผลให้เซลล์มีอัตราการรอดชีวิตลดลงสัมพันธ์กับความเข้มข้นของสารและเวลาท่ีท าการ
ทดลอง เมื่อน ามาศึกษาการตายของเซลล์ด้วยเทคนิค Live/Dead staining (โดยการย้อมสี Calcein-AM และ 
Propidium iodide) เมื่อทดสอบด้วยสารท้ัง 2 ชนิด มีจ านวนเซลล์ A375 ท่ีเกิดการตายเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้น
ของสาร และการศึกษาการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส ด้วยเทคนิค Flow cytometry (โดยการย้อมสี 
Anexin V และ 7AAD) พบว่า SRPK inhibitors สามารถเหนี่ยวน าให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสได้ โดยผล
การทดลองครั้งนี้อาจใช้เป็นข้อมูลเบื้องต้นในการต่อยอดการศึกษาผลของสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK 
ต่อคุณสมบัติต่างๆ ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาต่อไป เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนากลยุทธ์การรักษา
ต่อไปในอนาคต 
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ABSTRACT 
 Serine-Arginine protein kinases (SRPKs) have a crucial function to phosphorylate Serine-
Arginine rich splicing factors (SRSFs) for regulating alternative splicing process. Several studies 
presented the association between SRPK protein and cancer by once the expression of SRPK 
protein was reduced, the growth of cancer cells such as leukemia was decreased. Therefore, this 
study aimed to investigate the effect of SRPK inhibitors (SRPIN340 and SPHINX31) on A375 
cutaneous melanoma cell proliferation by MTT assay. The result demonstrated both SRPK 
inhibitors can suppressed the proliferation of A375 cell as dose dependent-manner and time 
dependent-manner. Next, live/dead staining (by Calcein-AM and Propidium iodide Staining) also 
showed both SRPK inhibitors induce a higher number of dead A375 cells as dose dependent-
manner. Moreover, study of apoptosis by flow cytometry (by Anexin V and 7AAD staining), SRPK 
inhibitors have were found to induce cell apoptosis. The results of this trial may serve as 
preliminary data to study the effects of SRPK inhibitors on various properties in melanoma cells. 
to be used as a basis for further development of treatment guidelines in the future. 
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บทที่ 1 

บทน า 
 

ความเป็นมาและความส าคัญ 
มะเร็งเมลาโนมา (Melanoma) เป็นมะเร็งท่ีเกิดจากความผิดปกติของเซลล์เมลาโนไซต์ แบ่งออกเป็น

หลายชนิด เช่น มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (Cutaneous Melanoma) มะเร็งเยื่อบุผิว (Mucosal melanoma) 
มะเร็งท่ีดวงตา (Uveal melanoma) และมะเร็งท่ีฝ่ามือฝ่าเท้า (Acral melanoma) เป็นต้น โดยมะเร็งผิวหนังเม
ลาโนมา เป็นมะเร็งผิวหนังชนิดท่ีมีอุบัติการณ์เกิดต่ า แต่มีอัตราการเสียชีวิตสูง ซึ่งในประเทศไทยมีรายงาน
อุบัติการณ์เกิดอยู่ท่ี 0.72-1.7 ต่อประชาการแสนคน หรือประมาณ 12,000 คนต่อปี และอัตราการเสียชีวิตอยู่ท่ี 
0.18-0.42 ต่อประชาการแสนคน หรือประมาณ 3,000 คนต่อปี (Khazaei Z. et al., 2018) โดยมีปัจจัยเส่ียง
หลายประการ เช่น แสงแดด สีผิว และครอบครัวมีประวัติเป็นมะเร็งผิวหนังเมลาโนมามาก่อน เป็นต้น ถึงแม้การ
รักษาโรคมะเร็งในปัจจุบันจะมีหลายวิธี เช่น การผ่าตัด การฉายรังสีหรือการให้ยาเคมีบ าบัด แต่การรักษาดังกล่าว
ยังมีประสิทธิภาพไม่เพียงพอ ท าให้เซลล์มะเร็งยังสามารถต้านทานการรักษาและพัฒนาต่อไปได้ ในปัจจุบันจึงมี
การศึกษาหาโมเลกุลเป้าหมายเพื่อพัฒนาการรักษาโรมะเร็งให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น 

Serine Arginine Protein Kinases (SRPKs) เป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีควบคุมกระบวนการตัดแต่งช้ินส่วน 
mRNA (mRNA splicing) โดยจะท าการเติมหมู่ฟอสเฟต (Phosphorylation) ให้กับ Splicing factors คือ 
Serine Arginine rich splicing factors (SRSFs) ซึ่งการเติมหมู่ฟอสเฟตนี้จะท าให้ SRSFs อยู่ในรูปท่ีท างานได้ 
(Active form) (Da Silva MR. et al., 2015)  ดังนั้นหากเกิดการตัดแต่งช้ินส่วน mRNA ท่ีผิดปกติ อาจน าไปสู่
การสังเคราะห์โปรตีนท่ีส่งเสริมการพัฒนาของมะเร็งได้ จากการรายงานก่อนหน้านี้มีการศึกษาถึงความสัมพันธ์
ระหว่างโปรตีน SRPK และมะเร็งชนิดต่างๆ เช่น มะเร็งมะเร็งเมลาโนมา และจากการศึกษาพบว่ามะเร็งเมลาโนมา
นั้นเมื่อลดการแสดงออกของโปรตีน SRPK จะส่งผลท าให้เซลล์มะเร็งมีการเจริญเติบโตท่ีลดลง นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาเพิ่มเติม โดยพบว่ามะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 มีการแสดงออกของ SRPK ท่ีสูง แต่เมื่อท าการ
ยับย้ังการแสดงออกด้วย shRNA-SRPK1 พบว่าก้อนเนื้อมะเร็งมีขนาดท่ีเล็กลง (Gammons MV. et al., 2014) 

ปัจจุบันได้มีการคิดค้นสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK (SRPK inhibitors) หลายชนิด แต่ชนิดท่ีมี
รายงานก่อนหน้านี้ถึงการศึกษาผลของสาร SRPK inhibitors ในมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา คือ สาร SRPIN340  โดย
จากผลการศึกษาพบว่า เมื่อท าการใส่สารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ก้อนเนื้อมะเร็งมีขนาดท่ีเล็กลงอย่าง
เห็นได้ชัดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้ใส่สารยับย้ัง (Gammons MV. et al., 2014) ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาผลของ
สารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK คือ SRPIN340 และ SPHINX31 ต่ออัตราการรอดชีวิตและอัตราการตาย
ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 ดูการตายของเซลล์และโปรตีนท่ีเกี่ยวกับการตายแบบอะพอพโทซิส 
ซึ่งผลการศึกษาท่ีได้อาจน าไปสู่การพัฒนาและต่อยอดการศึกษาผลของสารยับย้ังการท างานของโปรตีน SRPK ต่อ
คุณสมบัติต่างๆ ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาต่อไปในอนาคต 
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จุดมุ่งหมายของการวิจัย 
1. ศึกษาผลของสาร SRPK inhibitors ต่อการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาด้วยวิธี Live/Dead 

cell staining และนับจ านวนเซลล์ตายภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 
2. ศึกษาผลของสาร SRPK inhibitors ต่อการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา

ด้วยวิธี Flow cytometry  
 
 
ความส าคัญของการวิจัย 
 มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (Cutaneous Melanoma) เป็นมะเร็งท่ีมีอุบัติการณ์เกิดน้อยในประเทศไทย แต่
มีอัตราการเสียชีวิตท่ีสูง โดยในประเทศไทยมีอัตราการเสียชีวิตท่ีร้อยละ 48.08 แต่ประเทศท่ีมีอุบัติการณ์เกิดโรค
มากท่ีสุดในโลกคือประเทศออสเตรเลีย มีอัตราการเสียชีวิตอยู่ท่ีร้อยละ 6.56 ซึ่งต่ ากว่าประเทศไทย (World 
health organization, 2020) เนื่องจากปัจจัยส าคัญท่ีท าให้เกิดมะเร็งผิวหนังเมลาโนมาคือรังสีอัลตราไวโอเลต
หรือรังสียูวีท่ีส่งผลให้เกิดความเสียหายในระดับดีเอ็นเอ (DNA damage) (Sample A. et al., 2018) และมะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมาโดยส่วนใหญ่มักเกิดจากไฝท่ีมีอยู่ก่อนเกิดการเปล่ียนแปลง มีลักษณะเฉพาะคือมีขอบเขต 
(Notching) หรือมีรอยบุ๋ม (Indentation) ท าให้ผู้ป่วยมองข้ามความเปล่ียนแปลงนี้ไป และมักมาพบแพทย์ใน
ระยะท่ีมีความรุนแรงหรือมีการแพร่กระจายไปอวัยวะอื่นแล้ว 
 จากการศึกษาก่อนหน้ามีการรายงานผลของการใช้สารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK (SRPK 
inhibitors) ได้แก่ SRPIN340 จากการศึกษาด้วยการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วย
เทคนิค MTT assay พบว่าเซลล์มะเร็งมีขนาดท่ีเล็กลงอย่างเห็นได้ชัดเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้ท าการยับยั้ง
การเจริญเติบโตและเมื่อน ามาศึกษาผลการตายของเซลล์ด้วยเทคนิค flow cytometry ด้วยการย้อมสี annexin 
V-FITC and PI พบว่าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด Jurkat  เกิดการตายแบบอะพอพโทซิสเพิ่มมากขึ้น ( 
Siqueira R. P. et al., 2015) ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้ผู้วิจัยจะใช้สารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK (SRPK 
inhibitors) 2 ชนิดคือ SRPIN340 และ SPHINX31 เพื่อศึกษาผลต่อการเจริญเติบโตและการตายของเซลล์มะเร็ง
เมลาโนมา ซึ่งผลท่ีได้อาจน าไปสู่องค์ความรู้ใหม่ในการศึกษาโมเลกุลเป้าหมายเพื่อการพัฒนายาหรือสารยับย้ังเพื่อ
ใช้ในการรักษาโรคมะเร็งเมลาโนมาในอนาคต 
 
สมมุติฐาน 

1. เมื่อใช้สาร SRPK inhibitors ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา เซลล์มีการตายท่ีเพิ่มขึ้นอย่างเห็นได้
ชัดเมื่อใช้สารท่ีมีความเข้มข้นสูงขึ้น เมื่อนับจ านวนเซลล์ตายภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ 

2. เมื่อใช้สาร SRPK inhibitors ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา เซลล์มีการตายแบบอะพอพโทซิสท่ี
เพิ่มขึ้นอย่างเห็นได้ชัดเมื่อใช้สารท่ีมีความเข้มข้นสูงขึ้นทั้งในการตายแบบ Early Apoptosis และ 
Rate Apoptosis เมื่อเก็บผลด้วยเครื่อง Muse 
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ขอบเขตการวิจัย 

1. การศึกษาผลของสารยับยั้งการท างานของ SRPK ท่ีส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผิวหนัง
เมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค MTT assay 

2. การศึกษาผลของสารยับยั้งการท างานของ SRPK ท่ีส่งผลต่อการรอดชีวิตและการตายของ
เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 ด้วยเทคนิค Live/Dead Staining 

3. การศึกษาผลของสารยับย้ังการท างานของ SRPK ต่อการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด 
A375 ด้วยเทคนิค Flow cytometry 

 

 
ภาพที ่1 แสดงขอบเขตการวิจัย 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 
มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (Cutaneous Melanoma) 

มะเร็งเมลาโนมาเป็นมะเร็งผิวหนังท่ีเกิดจากเมลาโนไซด์ ซึ่งเป็นตัวผลิตเม็ดสีของผิวหนัง เริ่มเกิดเป็น
อนุภาคเล็กๆและลามไปสู่บริเวณใกล้เคียงและลึกลงสู่ช้ันผิวหนังด้านล่าง ไปถึงต่อมน้ าเหลืองและเส้นเลือดด าจน
สุดท้ายกระจายเข้าสู่ตับ สมอง ปอด กระดูก สาเหตุเกิดจากการท่ีได้รับรังสี ultraviolet จากแสงแดดมากเกินไป
สามารถท าลายช้ันผิวหนังได้ กลุ่มคนความเส่ียงสูงคือกลุ่มคนท่ีถูกแดดเผาเป็นเวลานาน คนผิวขาว ตาสีฟ้า ผมบ
ลอนด์ คนท่ีเป็นกระท ากิจกรรมอาบแดดเพื่อเปล่ียนสีผิวให้เป็นสีแทน หรือคนท่ีมีความผิดปกติของสีผิวมากๆหรือ
ครอบครัวมีคนเป็นโรคนี้ รวมถึงคนผิวด าก็สามารถเป็นได้เช่นกัน 
  อาการแสดงของมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาเกิดได้ทุกต าแหน่งของร่างกาย ส่วนใหญ่
เกิดท่ีบริเวณขาในผู้หญิงและเกิดท่ีบริเวณหลังระหว่างสะบักในผู้ชาย โดยมีลักษณะเฉพาะของมะเร็งเมลาโนมามี
ดังนี้ 
  1. สีแตกต่าง 
    2. ขอบเขตไม่เรียบและขรุขระ 
    3. ผิวยกขึ้นไม่สม่ าเสมอ 
    4. เย่ือบุผิวแตกเป็นแผล 

โดยท่ัวไปเมลาโนมามีลักษณะทางคลินิกได้หลายแบบ แต่มีลักษณะท่ีบ่งบอกส าคัญคือจุดสีท่ีผิวหนังใดๆก็
ตามถ้ามีการเปล่ียนแปลงในรูปร่าง ขนาด หรือสี ต้องสงสัยว่าอาจจะเป็นมะเร็งเมลาโนมาได้ เพราะฉะนั้นควรจะ
ท าการตัดช้ินเนื้อเพื่อพิสูจน์ดู เนื่องจากมะเร็งเมลาโนมาถ้าอยู่ในระยะท่ีเรียกว่า “ชนิดบาง” จะเป็นระยะท่ีมี
โอกาสหายขาดได้ด้วยการตัดออก เพราะฉะนั้นการตรวจคัดกรองผู้ท่ีมีโอกาสเส่ียงต่อโรคนี้เพื่อจะได้วินิจฉัยโรคนี้
ได้ต้ังแต่ระยะแรกคือมะเร็งเมลาโนมาชนิดบาง (Sitawarin S. et al., 1998) (ภาพท่ี 2) 

 

 
ภาพที่ 2 มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา 

ที่มา: ดัดแปลงจาก McGrath และคณะ 2010 
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อุบัติการณ์เกิดมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา พบว่ามะเร็งผิวหนังเมลาโนมาสามารถพบได้ทุกภูมิภาคท่ัวโลก ซึ่ง
มีอุบัติการณ์เกิดท่ีต่ า (ภาพท่ี 3) แต่มีอัตราการตายท่ีสูง (ภาพท่ี 4) ในประเทศไทยมีรายงานอุบัติการณ์เกิดอยู่ท่ี 
0.72-1.7 ต่อประชาการแสนคน หรือประมาณ 12,000 คนต่อปี และอัตราการเสียชีวิตอยู่ท่ี 0.18-0.42 ต่อประชา
การแสนคน หรือประมาณ 3,000 คนต่อปี (Khazaei Z. et al., 2018)  

 

 
ภาพที่ 3 อุบัติการณ์เกิดมะเร็งผิวหนังเมลาโนมาท่ัวโลก 

ที่มา: Khazaei Z. et al., 2018 
 
 

 
ภาพที่ 4 อัตราการตายของมะเร็งผิวหนังเมลาโนมาท่ัวโลก 

ที่มา: Khazaei Z. et al., 2018 
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ลักษณะทั่วไปในการบ่งช้ีมะเร็ง  
 ในป ี2000 พบลักษณะท่ัวไปในการบ่งชีเซลล์มะเร็ง (Hallmark of cancer) ท้ังหมด 6 ลักษณะ คือ การ

ไวต่อสัญญาณในการเร่งการเจริญเติบโต, การต้านทานต่อสัญญาณยับยั้งการเจริญเติบโต, การต่อต้านการตายของ
เซลล์, แบ่งตัวได้แบบไม่มีขีดจ ากัด, การกระตุ้นกระบวนการสร้างหลอดเลือดใหม่และการบุกรุกและการ
แพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ล าดับต่อมาในปี 2011 มีการรายงานเพิ่มอีก 4 ลักษณะคือ การอักเสบ ความไม่
เสถียรของระบบจีโนม การหลบหลีกระบบภูมิคุ้มกัน และความผิดปกติของระบบ Metabolism และในปี 2013 
รายงานเพิ่มมาอีก 1 ลักษณะคือ กระบวนการตัดแต่งช้ินส่วน mRNA ผิดปกติ (aberrant alternative splicing) 
(Ladomery M. et al., 2013) (ภาพท่ี 5) 

 

 
ภาพที่ 5 ลักษณะทั่วไปในการบ่งชี้เซลล์มะเร็ง 

ที่มา: Ladomery M. et al., 2013  
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กระบวนการ Alternative Splicing  
Alternative Splicing เป็นกระบวนการท่ีเกิดขึ้นใน Central dogma จะมีกระบวนการ Transcription 

เป็นการถอดรหัส DNA ให้กลายเป็น pre-mRNA จากนั้นจะเข้าสู่ Post transcriptional modification โดยจะมี
กระบวนการตัดแต่งช้ินส่วน mRNA หรือ Alternative splicing เป็นกระบวนการท่ีจะท าให้ pre-mRNA ไปเป็น 
mRNA ท่ีสมบูรณ์โดยจะเกิดการตัดส่วน introns ออกและเช่ือมส่วน exons เข้าด้วยกันท าให้ได้เป็น mRNA ท่ี
สมบูรณ์หลายรูปแบบต่างกัน เมื่อถูก Translation เป็นโปรตีนก็จะท าให้ได้โปรตีนท่ีมี isoform ต่างกันออกไป 
โดยกระบวนการเหล่านี้ถูกควบคุมโดย Splicing Factors (Grigoryev. et al., 2011) (ภาพท่ี 6) 

 

 
ภาพที่ 6 กระบวนการเกิด Alternative splicing 

ที่มา: Grigoryev. et al., 2011 
 
 
Serine Arginine rich splicing (SRSFs)  

Serine Arginine rich splicing factor ( SRSF)  ห รื อ  SR proteins family ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  SRSF1 – 
SRSF12 มี 2 โดเมนส าคัญ ได้แก่ โดเมนส าหรับการจดจ า mRNA เป้าหมาย (RNA recognition motif หรือ 
RRM) และโดเมนส าหรับถูกกระตุ้นการท างานโดยการเติมหมู่ฟอสเฟตซึ่งมีการเรียงตัวซ้ าของกรดอะมิโนชนิดเซอ
รีนและอาร์จินีน (Serine/Arginine rich domain หรือ RS) (Änkö ML. et al, 2014) (ภาพท่ี 7)  
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ภาพที่ 7 ส่วนประกอบของ SR proteins family 

ที่มา: Änkö ML. et al., 2014 
 
 
Serine Arginine Protein Kinase (SRPKs) 

Serine Arginine Protein Kinase (SRPKs) มีความสัมพันธ์กับการท างานของ mRNA ในกระบวนการตัด
แต่งช้ินส่วน mRNA โดยในไซโตพลาสซึม SRPKs มีหน้าท่ีเติมหมู่ฟอสเฟตหรือ Phosphorylation ให้กับกลุ่ม
โปรตีน SR เพื่อท าให้โปรตีน SR สามารถเข้าไปในนิวเคลียสได้ และในนิวเคลียส SRPK จะท างานร่วมกับโปรตีน
ไคเนสอื่นๆ เช่น CLK ท าให้โปรตีน SRSF สามารถเข้าไปจับกับ mRNA และเกิดกระบวนการ Alternative 
Splicing แต่อย่างไรก็ตามหาก SRSF ท าหน้าท่ีผิดปกติจะส่งผลให้เกิดกระบวนการตัดแต่งช้ินส่วน mRNA ผิดปกติ 
จนอาจน าไปสู่การเกิดไอโซฟอร์มท่ีส่งเสริมการเกิดมะเร็งได้ (Da Silva MR. et al., 2015) (ภาพท่ี 8) 

 

 
ภาพที่ 8 การท างานของโปรตีน SRPK 

ที่มา: Da Silva MR. et al., 2015 
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จากการศึกษาก่อนหน้า มีการศึกษาการแสดงออกของโปรตีน SRPK1 ในเซลล์เมลาโนมาชนิดต่างๆ ได้แก่ 
มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 มะเร็งดวงตาเมลาโนมา ชนิด Omm2.5, Mel270, 92.1 และเซลล์เยื่อบุจอ
ประสาทตา ชนิด RPE พบว่ามะเร็งเมลาโนมามีการแสดงออกของโปรตีน SRPK1 สูง โดยเฉพาะเซลล์มะเร็งผิวหนัง
เมลาโนมาชนิด A375 (ภาพท่ี 9) และการศึกษานี้ได้ท าการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน SRPK1 ในก้อนเนื้อ
มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา พบว่าก้อนเนื้อมีขนาดท่ีลดลง จึงสรุปได้ว่าโปรตีน SRPK ส่งผลต่อการเจริญเติบโตของ
ก้อนเนื้อมะเร็งผิวหนังเมลาโนมา (Gammons MV. et al., 2014) (ภาพท่ี 10) 

 

 
ภาพที่ 9 ผลการแสดงออกของโปรตีน SRPK1 ในเซลล์เมลาโนมา 

ที่มา: Gammons MV. et al., 2014 
 
 

 
ภาพที่ 10 ผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของก้อนเน้ือมะเร็งผิวหนังเมลาโนมาด้วย shRNA-SRPK1 

ที่มา: Gammons MV. et al., 2014 
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SRPK inhibitors 
สารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ได้แก่ SRPIN340 ซึ่งสามารถยับยั้งการท างานของ SRPK1 และ 

SRPK2 ได้และ SPHINX31 ซึ่งเป็นสารท่ีพัฒนามาจาก SRPIN340 โดยมีความจ าเพาะต่อการยับย้ังการท างานของ 
SRPK1 โดยโมเลกุลเหล่านี้เป็น ATP-competitive inhibitor ซึ่งจะท าหน้าท่ีแย่งจับ ATP บริเวณ ATP binding 
site ท าให้ SRPK ไม่สามารถท าหน้าท่ีในการเติมหมู่ฟอสเฟตให้กับ SRSFs ได้ ท าให้ SRSFs อยู่ในรูปท่ีไม่ท างาน 
(Inactive form) และไม่สามารถท าหน้าท่ีในการควบคุมกระบวนการ Alternative splicing (Siqueira R. P. et 
al., 2018) (ภาพท่ี 11) 

 

 
ภาพที่ 11 โครงสร้างสารยับยั้ง SRPK 

ที่มา: Siqueira RP. et al., 2018 
 

จากการศึกษาก่อนหน้า มีการศึกษาผลของสารยั้งยั้งการท างานของโปรตีน SRPK คือ SRPIN340 (กราฟ
ท่ี 1) ในมะเร็งเม็ดเลือดขาว หรือ leukemia cells พบว่าสาร340 สามารถท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว ชนิด 
Jurkat มีอัตราการรอดชีวิตท่ีลดลงและท าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีการตายแบบอะพอพโตสิสท่ีสูงขึ้น 
(Siqueira R. P. et al., 2015) (ภาพท่ี 12) 

 

 
กราฟที่ 1 ผลการศึกษาการยับยั้งการการท างานของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวด้วยสาร SRPIN340 

ที่มา: Siqueira R. P. et al., 2015 
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ภาพที ่12 ผลการศึกษา SRPK inhibitor ต่อการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว  

ที่มา: Siqueira R. P. et al., 2015 
 
 
กระบวนการตายแบบอะพอพโทซิส 

อะพอพโทซิส (apoptosis) เป็นแบบแผนการตายของเซลล์ (programmed cell death)  ตามสภาวะ
การท างานปกติของร่างกาย ถูกควบคุมโดยการท างานของยีนและโปรตีนท่ีเกี่ยวข้องเป็นล าดับขั้นตอนส าหรับ
ก าจัดส่ิงแปลกปลอมต่อไปนี้ได้แก่ เซลล์ท่ีท างานผิดปกติและอาจก่อให้เกิดอันตรายต่อร่างกายหรอเซลล์ท่ีร่างการ
ไม่ต้องการอีกต่อไป ท าให้มีบทบาทส าคัญในการพัฒนาและรักษาสมดุลของส่ิงมีชีวิต หลายเซลล์มีลักษณะแสดง
คือเซลล์เกิดการสูญเสียปริมาตรของเซลล์ (loss of cell volume) เย่ือหุ้มเซลล์เสียสภาพ (plasma membrane 
blebbing) นิวเคลียสรวมตัวกันแน่น (nuclear condensation) โครมาตินเกาะกลุ่ม (chromatin aggregation) 
และ ดีเอ็นเอถูกย่อยเป็นช้ินเล็ก (endonucleocytic degradation of DNA into nucleosomal fragments) 
(ภาพท่ี 13) เกิดได้จากการควบคุมของโปรตีนท่ีท าให้เกิดการตาย (proapoptotic proteins เช่น BAX และ 
Cleavage-caspase 3 ) และ โปรตีนยับยั้งไม่ให้เกิดการตาย (antiapoptotic proteins เช่น Bcl-2)  
 

 
ภาพที ่13 รูปแบบการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิส 
ที่มา: https://www.cusabio.com/c-20458.html 
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กระบวนการอะพอพโทซิสถูกควบคุมโดยโมเลกุลหลายกลุ่มเช่น กลุ่ม anti-apoptotic proteins (Bcl-2 
และ Bcl-XBLB) และ กลุ่ม pro apoptotic proteins (Cleavage-caspase 3 และ BAX) รวมท้ังไมโตคอนเดรีย
ท่ีมีบทบาทส าคัญในการหล่ังสารท่ีจะเหนี่ยวนน าให้เกิดอะพอพโทซิส เช่น cytochrome C และ apoptosis 
inducing factor (AIF) อะพอพโทซิสเกิดเมื่อมีการเช่ือมโยง สัญญาณภายในเซลล์ (cascade of cell signaling) 
โดย อาศัยเอนไซม์ caspase เป็นตัวกลาง (caspase-mediated events) และ pro- apoptotic proteins เป็น
ตัวชักน าการตาย โดยมี anti-apoptotic proteins เป็นตัวยับยั้งการตาย การ เหนี่ยวน าอะพอพโทซิสเกิดได้ 2 วิถี 
ท้ังสองวิถีจะสัมพันธ์โดยกระตุ้นการท างานของ เอ็นไซม์ effector caspases ท่ีย่อยโปรตีนองค์ประกอบใน เซลล์
ต่างๆ เช่น actin lamin A ช่ึงจะน าไปสู่วิถอีะพอพโทซิส (Guerin M. B. et al., 2006) (ภาพท่ี 14) 
 

 
ภาพที่ 14 วิถีอะพอพโทซิส (Apoptosis pathway) 

ที่มา: Guerin M. B. et al., 2006 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

 
เซลล์เพาะเลี้ยงและสารยบัยั้ง  

1.  เซลล์เพาะเล้ียง 
Cutaneous Melanoma cell (A375) เป็นเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาท่ีได้มาจากผู้ป่วย

โรคมะเร็งผิวหนัง (ชนิด malignant melanoma พบในผู้ป่วยเพศหญิงอายุ 54 ปี) เซลล์มีลักษณะ
เกาะติดพื้นผิว (adherent) โดยอาหารท่ีเหมาะสมส าหรับการเจริญเติบโตของเซลล์คือ Dulbecco’s 
Modified Eagle’s Medium (DMEM) ท่ีมี 10% fetal bovine serum (FBS) สภาวะท่ีเหมาะสมคือ 
อุณหภูมิ 37 ˚c, 5% CO2 (ภาพท่ี 15) 

 

 
ภาพที่ 15 เซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 

 
2.  สารยับย้ัง 

 -  SRPIN340 เปน็สารยับย้ังท่ีจ าเพาะต่อการท างานของ SRPK1 และ SRPK2 (Sigma-Aldrich) 
 -  SPHINX31 เปน็สารยับย้ังท่ีจ าเพาะต่อการท างานของ SRPK1 (Sigma-Aldrich) 
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การยับยั้งการท างานของ SRPK ด้วย inhibitors ที่จ าเพาะ ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 เพื่อหาค่า 
IC50 ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ด้วยเทคนิค MTT assay 

1. ท าการ seed เซลล์มะเร็งผิวหนัง (A375) จ านวน 2,000 cell ต่อ well ใน 96 well plate จ านวน 4 
plate เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

2. นับเซลล์เพื่อค านวณเซลล์ด้วยเทคนิค trypan blue dry exclusion assay โดยผสม trypan blue 20 
µl กับเซลล์ 20 µl ท าการ mix ให้เข้ากัน 

3. ฉีดสารปริมาณ 10 µl ใส่ hemocytometer ท าการนับเซลล์และน ามาค านวณปริมาณเซลล์ 
4. น าสาร SRPIN340 และ SPHINX31 มาเจือจาง โดยแต่ละ well ใส่ inhibitors ท่ีเจือจางใน Complete 

DMEM medium 100 µl ตามความเข้มข้นอย่างละ 0, 20, 40, 60 และ 80 µM และท าการบ่มในตู้ 
Incubator ท่ีอุณหภูมิ 37 ˚c, 5 % CO2 เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

5. เมื่อครบก าหนดเวลา 24, 48, และ 72 ช่ัวโมง ท าการใส่สาร MTT และท้ิงไว้เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง 
6. เมื่อครบเวลาจะพบผลึก formazan จากนั้นละลายด้วย DMSO และน าไปวัดค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 

540 nm 
7. น าไปหาค่า IC50 ในโปรแกรม Graphpad Prism 

 
การยับยั้งการท างานของ SRPK ด้วย inhibitors ที่จ าเพาะ ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 เพื่อศึกษาการ
มีชีวิตและการตายของเซลล์มะเร็งเมลาโนมา ด้วยเทคนิค Live/Dead Staining  
 ซึ่งประกอบด้วยสี Cyto-dye และ Propidium iodide(PI) โดย Cyto-dye จะติดสีเขียวบริเวณออแกเนล
ท้ังหมดของเซลล์ และ PI จะติดสีแดงบริเวณ DNA 

1. ท าการ seed เซลล์มะเร็งผิวหนัง (A375) จ านวน 16,000 cell ต่อ well ใน 96 well black plate เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง 

2. นับเซลล์เพื่อค านวณเซลล์ด้วยเทคนิค trypan blue dry exclusion assay โดยผสม trypan blue 20 
µl กับเซลล์ 20 µl ท าการ mix ให้เข้ากัน 

3. ฉีดสารปริมาณ 10 µl ใส่ hemocytometer ท าการนับเซลล์และน ามาค านวณปริมาณเซลล์ 
4. น าสาร SRPIN340 และ SPHINX31 มาเจือจาง โดยแต่ละ well ใส่ inhibitors ท่ีเจือจางใน Complete 

DMEM medium 100 µl ตามความเข้มข้นอย่างละ 0, 20 และ 40 µM และท าการบ่มในตู้ Incubator 
ท่ีอุณหภูมิ 37 ˚c, 5 % CO2 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

5. เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง ท าการ centrifuge โดยใช้ความเร็วรอบในการหมุน 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
เปล่ียนอาหารเล้ียงเซลล์เป็นสารละลายท่ีใช้ย้อมเซลล์ 50 µl และท าการบ่มในตู้ Incubator ท่ีอุณหภูมิ 
37 ˚c, 5 % CO2 เป็นเวลา 15 นาที 

6. น าไปถ่ายภาพใต้กล้อง Fluorescence 
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การยับยั้งการท างานของ SRPK ด้วย inhibitors ที่จ าเพาะ ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 เพื่อศึกษาการ
ตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งเมลาโนมา ด้วยเทคนิค Flow cytometry 

1. ท าการ seed เซลล์มะเร็งผิวหนัง (A375) จ านวน 16,000 cell ต่อ well ใน 96 well black plate เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง 

2. นับเซลล์เพื่อค านวณเซลล์ด้วยเทคนิค trypan blue dry exclusion assay โดยผสม trypan blue 20 
µl กับเซลล์ 20 µl ท าการ mix ให้เข้ากัน 

3. ฉีดสารปริมาณ 10 µl ใส่ hemocytometer ท าการนับเซลล์และน ามาค านวณปริมาณเซลล์ 
4. น าสาร SRPIN340 และ SPHINX31 มาเจือจาง โดยแต่ละ well ใส่ inhibitors ท่ีเจือจางใน Complete 

DMEM medium 100 µl ตามความเข้มข้นอย่างละ 0 และ 40 µM และท าการบ่มในตู้ Incubator ท่ี
อุณหภูมิ 37 ˚c, 5 % CO2 เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

5. เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง ท าการดูดอาหารเล้ียงเซลล์ท้ังหมดใส่ในหลอดขนาด 1.5 ml  
6. Trypsinization โดยใช้ Trypsin 200 µl บ่มในตู้ Incubator เป็นเวลา 2 นาที จากนั้น ดูดสารท้ังหมดใส่

ในหลอดขนาด 1.5 ml หลอดเดิม 
7. ท าการ centrifuge โดยใช้ความเร็วรอบในการหมุน 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที และลดปริมาณอาหาร

เล้ียงเซลล์ให้เหลือเพียง 200 µM ท าการนับเซลล์ 
8. ท าการผสม cell 75 µl (45,000 cell) และ Solution Muse(R) Annexin V& Dead cell kit 75 µl 

(Luminex) ในหลอดขนาด 1.5 ml ท่ีไม่มีฝา และบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 นาที 
9. วิเคราะห์ผลด้วยเครื่อง Muse (Luminex) 

 
การวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 
 ข้อมูลท่ีได้ถูกน ามาวิเคราะห์ทางสถิติโดยหาค่าเฉล่ีย (Mean) และความน่าเช่ือถือของค่าเฉล่ียแสดงโดยใช้
ค่า standard deviation (SD) การเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียระหว่างเซลล์กลุ่มท่ีได้รับสารยับยั้งการ
ท างานของโปรตีน SRPK กับเซลล์กลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้รับสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK โดยใช้วิธี one-
way ANOVA โดยต้ังค่านัยส าคัญทางสถิติท่ี * = p<0.05 และ ** = p<0.01  
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
ผลการทดลองการหาค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 จากการยับยั้งการท างานของ 
SRPK ด้วย inhibitors ที่จ าเพาะ ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ด้วยเทคนิค MTT assay 

จากผลการศึกษาการหาค่า IC50 เพื่อตรวจสอบความเป็นพิษของ SRPK inhibitors ได้แก่ SRPIN340 
และ SPHINX31 ในเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ด้วยเทคนิค MTT assay ใน 96 well plate โดยในแต่ละ well 
ท าการผสม SRPK inhibitors ใน Complete DMEM medium และเจือจางให้มีความเข้มข้นตามท่ีต้องการ คือ 
0, 20, 40, 60 และ 80 µM และท าการบ่มในตู้ Incubator เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง 

จากผลการศึกษาพบว่าสาร SRPIN340 มีความเป็นพิษมากกว่าสาร SPHINX31 ซึ่งจะเห็นได้จากค่า IC50 
โดยสาร SRPIN340 พบว่าความเข้มข้นท่ี 0, 20, 40, 60 และ 80 µM ท่ี 24 ช่ัวโมง เซลล์มีอัตราการรอดชีวิต คือ 
100, 106.02, 102.42, 86.24, และ 73.6 ตามล าดับ ท่ี 48 ช่ัวโมง เซลล์มีอัตราการรอดชีวิต คือ 100, 116.54, 
111.75, 85.6 และ 54.41 ตามล าดับ และท่ี 72 ช่ัวโมง เซลล์มีอัตราการรอดชีวิต คือ 100, 108.65, 107.72, 
69.3 และ 28.48 ตามล าดับ และเมื่อน าไปค านวณค่า IC50 ด้วยโปรแกรม Graphpad prism ได้ค่า IC50 ท่ี
ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง คือ >80, >80 และ 68.71 µM ตามล าดับ  

ผลการศึกษาโดยสาร SPHINX31 พบว่าความเข้มข้นท่ี 0, 20, 40, 60 และ 80 µM ท่ี 24 ช่ัวโมง เซลล์มี
อัตราการรอดชีวิต คือ 100, 103.86, 104.78, 99.8 และ 77.34 ตามล าดับ ท่ี 48 ช่ัวโมง เซลล์มีอัตราการรอด
ชีวิต คือ 100, 112.68, 112.27, 96.03 และ 61.9 ตามล าดับ และท่ี 72 ช่ัวโมง เซลล์มีอัตราการรอดชีวิต คือ 
100, 112.94, 98.84, 89.05 และ 43.18 ตามล าดับ และเมื่อน าไปค านวณค่า IC50 ด้วยโปรแกรม Graphpad 
prism ได้ค่า IC50 ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง คือ >80, >80 และ 78.68 µM ตามล าดับ  

 

 
กราฟที่ 2 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375  

หลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 
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กราฟที่ 3 แสดงค่า Log ของความเข้มข้นหลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 

 
 

Time IC50 (µM) 
24 h. 
48 h. 
72 h. 

>80 
>80 

68.71 
ตารางที่ 1 แสดงค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375  

หลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 ท่ีระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
 
 

 
กราฟที่ 4 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 

 หลังท าการ Treated ด้วย SPHINX31 
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กราฟที่ 5 แสดงค่า Log ของความเข้มข้นหลังท าการ Treated ด้วย SPHINX31 

 
 

Time IC50 (µM) 
24 h. 
48 h. 
72 h. 

>80 
>80 

78.68 
ตารางที่ 2 แสดงค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375  

หลังท าการ Treated ด้วย SPHINX31 ที่ระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง 
 
 
ผลการทดลองการมีชีวิตและการตายของเซลล์มะเร็งเมลาโนมา ชนิด A375 จากการยับยั้งการท างานของ 
SRPK ด้วย inhibitors ที่จ าเพาะ ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ด้วยเทคนิค Live/Dead Staining 

จากผลการศึกษาการตายของเซลล์ หลังจากท่ีท าการยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ในเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมาด้วย SRPK inhibitors ท้ัง 2 ชนิด ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ด้วยเทคนิค Live/Dead 
Staining ใน 96 well Black plate โดยในแต่ละ well ท าการผสม SRPK inhibitors ใน Complete DMEM 
medium และเจือจางให้มีความเข้มข้นตามท่ีต้องการ คือ 0, 10, 20 และ 40 µM และท าการบ่มในตู้ Incubator 
เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

จากการศึกษาพบว่าสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ท้ังสองชนิด ท าให้เซลล์มีการตายท่ีเพิ่มขึ้น
ตามความเข้มข้นของสาร โดยในสาร SRPIN340 ท่ีความเข้มข้น 0, 10, 20 และ 40 µM มีจ านวนเซลล์ตายเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้ท าการใส่สารยับยั้ง คือ 1.00, 1.64, 2.30 และ 2.80 ตามล าดับ และสาร SPHINX31 
ท่ีความเข้มข้น 0, 10, 20 และ 40 µM มีจ านวนเซลล์ตายเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้ท าการใส่สารยับยั้ง คือ 
1.00, 3.48, 4.75 และ 4.91 ตามล าดับ 
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ภาพที่ 16 แสดงการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375  

หลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 ที่เวลา 24 ชั่วโมง 
 
 

 
ภาพที่ 17 แสดงการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375  

หลังท าการ Treated ด้วย SPHINX31 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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กราฟที่ 6 แสดงจ านวนการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 
หลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 และ SPHINX31 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

 
ผลการทดลองการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์มะเร็งเมลาโนมา ชนิด A375 จากการยับยั้งการท างานของ 
SRPK ด้วย inhibitors ที่จ าเพาะ ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ด้วยเทคนิค Flow cytometry  

จากผลการศึกษาการตายของเซลล์ หลังจากท่ีท าการยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ในเซลล์มะเร็ง
ผิวหนังเมลาโนมาด้วย SRPK inhibitors ท้ัง 2 ชนิด ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ด้วยเทคนิค Flow 
cytometry ใน 24 well plate โดยในแ ต่ละ well ท าการผสม SRPK inhibitors ใน Complete DMEM 
medium และเจือจางให้มีความเข้มข้นตามท่ีต้องการ คือ 0 และ 40 µM และท าการบ่มในตู้ Incubator เป็น
เวลา 24 ช่ัวโมง 

จากการศึกษาพบว่าสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ท้ังสองชนิด ท าให้เซลล์มีการตายท่ีเพิ่มขึ้น
ตามความเข้มข้นของสาร โดยในสาร SRPIN340 ท่ีความเข้มข้น 0 และ 40 µM มีจ านวนเซลล์ตาย คือ 4.59 และ 
37.21 % ตามล าดับ และสาร SPHINX31 ท่ีความเข้มข้น 0 และ 40 µM มีจ านวนเซลล์ตาย คือ 4.59 และ 18.93 
% ตามล าดับ 

 

 
ภาพที่ 18 แสดงการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375  

หลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 และ SPHINX31 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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กราฟที่ 7 แสดงอัตราส่วนการตายของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาชนิด A375 
หลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 และ SPHINX31 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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บทที่ 5 
อภิปรายผลการศึกษา 

ผลการทดลองการหาค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมา ชนิด A375 จากยับยั้งการท างานของ SRPK 
ด้วย inhibitors ที่จ าเพาะ ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ด้วยเทคนิค MTT assay 
 จากผลการศึกษาพบว่าสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ท้ังสองชนิด ได้แก่ SRPIN340 และ 
SPHINX31 สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งผิวหนังเมลาโนมาได้ โดยเซลล์มีการเจริญเติบโตท่ีลดลง
เมื่อใช้สารท่ีความเข้มข้นสูงขึ้น และจากการศึกษาสาร SRPIN340 มีความเป็นพิษต่อเซลล์มากกว่าสาร SPHINX31 
ซึ่งผลการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งเมลาโนมานี้ สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้าท่ีศึกษาการรอดชีวิต
ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยพบว่าหลังท าการใส่สารยับย้ัง SRPIN340 ส่งผลให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีการ
รอดชีวิตท่ีลดลงและค่า IC50  ของ SRPIN340 ในงานวิจัยดังกล่าวใกล้เคียงกับการทดลองในเซลล์มะเร็งเมลาโนมา 
(Siqueira R. P. et al., 2015) และมีการศึกษาก่อนหน้าท่ีศึกษาผลการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเมื่อ
ท าการยับยั้งด้วยสาร SPHINX31 พบว่าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีการรอดชีวิตและการเจริญเติบโตท่ีลดลงเมื่อใส่
สารท่ีความเข้มข้นสูงขึ้น (Tzelepis K. et al., 2018) เช่นเดียวกับการศึกษาในมะเร็งเมลาโนมา 
 

 
กราฟที่ 8 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลอืดขาว หลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 

ที่มา: Siqueira R. P. et al., 2015 
 
 

 
ตารางที่ 3 แสดงค่า IC50 ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวหลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 

ที่มา: Siqueira R. P. et al., 2015 
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กราฟที่ 9 แสดงอัตราการรอดชีวิตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว หลังท าการ Treated ด้วย SPHINX31 

ที่มา: Tzelepis K. et al., 2018 
 
 
การยับยั้งการท างานของ SRPK ด้วย inhibitors ที่จ าเพาะ ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 เพื่อศึกษาการ
มีชีวิตและการตายของเซลล์มะเร็งเมลาโนมา ด้วยเทคนิค Live/Dead Staining (Calbiochem)  
 จากผลการศึกษาการมีชีวิตและการตายของเซลล์มะเร็ง เมลานา พบว่า เมื่อ treated สาร SRPK 
inhibitors ท้ังสองชนิด คือ SRPIN340 และ SPHINX31 ท่ีความเข้มข้นต่าง ๆ เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เซลล์มะเร็งเม
ลาโนมามีการรอดชีวิตลดลงและมีการตายเพิ่มข้ึนตามความเข้มข้นสารอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาในมะเร็งท่อน้ าดี ชนิด KKU-213A พบว่าสาร SRPIN340 และสาร SPHINX31 สามารถท าให้เซลล์เกิด
การตายท่ีเพิ่มขึ้นเมื่อใช้สารท่ีความเข้มข้นสูงขึ้น (Preenapan Changphasuk, Unpublished data) 
 

 
ภาพที่ 19 แสดงการตายของเซลล์มะเร็งท่อน้ าดี หลังท าการ Treated ด้วย SRPIN340 และ SPHINX31 

ที่มา: Preenapan Changphasuk, Unpublished data 
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บทที่ 6  
สรุปผลการวิจัย 

 
 ในการด าเนินงานวิจัยในรายวิชาวิทยานิพนธ์ระดับปริญญาตรีครั้งนี้ จากวัตถุประสงค์ในการศึกษาความ
เป็นพิษของสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ต่อเซลล์มะเร็งเมลาโนมา พบว่าสาร SRPK inhibitors ท้ัง 2 
ชนิด ได้แก่ SRPIN340 และ SPHINX31 ท่ีความเข้มข้น 0, 20, 40, 60 และ 80 µM มีความเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็ง
เมลาโนมา โดยสาร SRPIN340 มีความเป็นพิษมากกว่าสาร SPHINX31 

จากวัตถุประสงค์การศึกษาการรอดชีวิตและการตายของเซลล์พบว่าสาร SRPK inhibitors ท้ัง 2 ชนิด 
ส่งผลให้เซลล์มะเร็งเมลาโนมาเกิดการตายเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติตามความเข้มข้นท่ีเพิ่มขึ้น 

และในวัตถุประสงค์การศึกษาการตายแบบอะพอพโทซิสในเซลล์มะเร็งเมลาโนมา โดยหลังจาก treated 
สาร SRPK inhibitors ท้ัง 2 ชนิด พบว่ามีการตายแบบอะพอพโทซิสเพิ่มขึ้น ท้ังแบบ Early Apoptosis และ Rate 
Apoptosis 
 ข้อเสนอแนะส าหรับการวางแผนการทดลองต่อไป คือ ควรเพิ่มความเข้มข้นของสารในการทดลองเพื่อหา
ค่า IC50 ท่ีสามารถรายงานได้อย่างชัดเจน นอกจากนี้ควรท าการทดลองเพิ่มในส่วนของการศึกษาผลของสาร 
SRPK inhibitors ในเซลล์ผิวหนังปกติ เช่น HaCaT เพื่อศึกษาความเข้มข้นท่ีเป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งแต่ไม่เป็นพิษ
ต่อเซลล์ปกติ ในส่วนของการศึกษาการตายของเซลล์ควรยืนยันการตายแบบอะพอพโทซิสของเซลล์ในระดับ
โปรตีน เพื่อพิสูจน์ว่าสารยับยั้งการท างานของโปรตีน SRPK ท้ังสองชนิด สามารถเหนี่ยวน าให้เซลล์เข้าสู่
กระบวนการตายแบบอะพอพโทซิสโดยผ่านการส่งสัญญาณของ caspase คือดูการแสดงออกของโปรตีน caspase 
ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีส่งเสริมให้เกิดกระบวนการตายแบบอะพอพโทซิส ด้วยเทคนิค Western blot เช่น caspase-3, 
caspase-8 และ caspase-9 เป็นต้น 
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ความคาดหวังและข้อจ ากัดในการท าวิทยานิพนธ์ 
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ความคาดหวังในการท าวิทยานิพนธ ์
ในการสอบโครงร่างวิทยานิพนธ์ แผนงานเดิมของวิทยานิพนธ์ฉบับนี้มีการทดลองอีกส่วนซึ่งจะท าให้

วิทยานิพนธ์ฉบับนี้สมบูรณ์มากยิ่งขึ้น คือ การศึกษาผลของสาร SRPK inhibitors ท้ัง 2 ชนิด คือ SRPIN340 และ 
SPHINX31 ต่อการแสดงออกของโปรตีนบ่งช้ีการตายแบบ Apoptosis ได้แก่ BAX, Cleavage-caspase 3 (pro-
apoptotic protein) และ Bcl-2 (anti-apoptotic protein) แต่เนื่องด้วยสถานการณ์ COVID-19 ท าให้การ
ทดลองในหัวข้อนี้ไม่สามารถท าได้ แต่ผู้วิจัยได้เรียนรู้เทคนิค Flow cytometry เพิ่มเติมจากขอบเขตท่ีก าหนดไว้
จึงมีผลการดูการตายแบบอะพอพโทซิสจากการเหนี่ยวน าของ SRPK inhibitors ท้ังสองชนิด คือ SRPIN340 และ 
SPHINX31 มาแทนในส่วนของการดูการแสดงออกของโปรตีนบ่งช้ีการตายแบบ Apoptosis 

 

 
ภาพแสดงขอบเขตการวิจัยเดิมของวิทยานิพนธ์ 
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Abstract  
Melanoma is a tumor resulting from the malignant transformation of skin or ocular melanocytes, and a serious 

health problem in countries with high UV exposure.  The late detection, high invasive and metastatic potential of 

melanoma cells, and lack of effective treatments have led to poor prognosis and a high mortality rate among melanoma 

patients.  The aberrant mRNA transcripts derived from alternative splicing have contributed to the progression of various 

types of cancer.  Serine/Arginine-rich Splicing Factors (SRSFs) are responsible for mRNA splicing under the specific 

regulation of Serine-Arginine Protein Kinases (SRPKs).  This study investigates the effects of the SRPK1-specific 

inhibitor SPHINX31.  Cell viability was determined in A375 (cutaneous melanoma cell) in comparison to 92-1 (ocular 

melanoma cell) by MTT viability assays.  The inhibitory effect of SPHINX31 on melanoma cell viability is presented in 

a dose- and time-dependent manner, with western blot analysis then performed to observe the suppression of kinase 

activity by SPHINX31.  A decrease in phosphorylated SRSFs (pSRSFs) was demonstrated by both cells.  The growth 

inhibition of SPHINX31 was examined by clonogenic assay, with the size and number of both A375 and 92-1 cell colonies 

decreasing.  Remarkably, the results of SPHINX31 in other cancer phenotypes studies on A375 cells showed a significant 

effect on growth inhibition.  The findings of this study reveal that SPHINX31 reduces the dead-evasion and migration 

abilities of the A375 cell.  The collected data should serve as a strong foundation for developing new alternative 

therapeutic strategies for melanoma treatment by targeting SRPK1 activation. 

 

Keywords: alternative splicing; cancer phenotype; melanoma; phosphorylation; splicing factor; SRPK1 

 

 

1.  Introduction 

Melanoma is a tumor resulting from the 

malignant transformation of melanocytes in various 

anatomic locations.  Classification of melanoma is 

based on the tissue origins and two common types 

are cutaneous melanoma and ocular melanoma.  

The incidence of melanoma is high in Australasian, 

North American, and European populations 

(Laikova et al., 2019).  However, the risk factors of 

melanoma are exposure to ultraviolet (UV) 

radiation and genetic defects, leading to the 

promotion of melanoma development (Nasti & 

Timares, 2015; Laikova et al., 2019).  In high UV 

exposure counties, including Thailand, melanoma is 

the most common cause of mortality 

(Suwanrungraung & Kamsa-ard, 2007).  Although 

there are several therapeutic strategies for 

melanoma treatment, they remain ineffective on 

highly toxic or resistant-presenting phenomena 

(Menaa, 2013; White, Knight, Butler, & Burnstock, 

2009; Megahed, Schön, Selimovic, & Schön, 2002).  

Moreover, metastatic melanoma is one of the most 

highly mutated, heterogenous, and lethal types of 
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this cancer (Kozar, Margue, Rothengatter, Haan, & 

Kreis, 2019). 

Many recent studies represent the 

translational impact of aberrant alternative splicing, 

including the upregulation and dysregulation of 

various cancer models.  Alternative splicing is the 

post-transcriptional modifications process of RNA 

synthesis, resulting in a single gene (multi-exon 

gene) being coded for multiple mRNA transcripts, 

for potential translation into various protein 

isoforms (Bonomi et al., 2013).  Aberrant 

alternative splicing contributes to the development 

and progression of various types of human cancer 

including lung, liver, and breast cancer (Pio & 

Montuenga, 2009; Liu et al, 2014; Xiping, 

Qingshan, Shuai, Hongjian, & Xiaowen, 2017), and 

recently, a high incidence of cholangiocarcinoma 

and mortality have been reported among the Thai 

population (Yosudjai, Wongkham, Jirawatnotai, & 

Kaewkong, 2019).  Therefore, aberrant alternative 

splicing is already recognized as another hallmark 

of cancer (Ladomery, 2013).  

The mechanism of alternative splicing is 

regulated by the nucleic acid binding proteins, 

Serine/Arginine-rich (SR) family.  Serine/Arginine-

rich Splicing Factor or SRSFs play an essential role 

in the spliceosome function for processing pre-

mRNA into mature mRNA.  There are 12 SRSFs 

(SRSF1-SRSF12), containing different numbers of 

RNA recognition motifs (RRMs) and arginine-

serine rich (RS) domains.  Each SRSF presents 

specific 6–10 nucleotide sequences for the RRM 

target region (Änkö et al., 2014), binding to their 

mRNA targets.  Dysregulation or overexpression of 

SRSFs can facilitate abnormal mRNA splicing 

which might be generated by the aberrant transcript 

variants.  The derived cancer related-protein 

isoforms then present their oncogenic properties 

and potentially contribute to cancer aggression (da 

Silva et al., 2015).  

Serine-Arginine Protein Kinase (SRPK) 

phosphorylates protein into the RS domain of 

SRSF.  Several studies have demonstrated the 

oncogenic functions of SRPK in regulating the 

alternative splicing of various tumor suppressor 

genes to present the opposite function, or oncogenes 

to enhance the aggressiveness of cancer phenotypes 

(Gammons et al., 2014; Siqueira et al., 2015; 

Moreira et al., 2018).  Interestingly, SRPK can serve 

as a target protein for cancer treatment, leading to 

the development of specific chemical substances to 

act as SRPK inhibitors.  Recently, an SRPK1-

specific inhibitor, namely SPHINX31, has been 

developed by structurally modifying SRPIN340, a 

pan-SRPK inhibitor (Batson et al., 2017).  Although 

a previous report showed the upregulation of 

SRSF1 and SRPK1 in melanoma cell lines, the 

researchers used SRPIN340, which is a pan-

inhibitor targeting both SRPK1 and SRPK2, thus 

identifying a research gap and the consequent 

availability of the SRPK1-specific inhibitor 

(SPHINX31).  Therefore, this study aims to 

investigate the effect of SPHINX31 on cell viability 

in cutaneous and ocular melanoma cells, 

subsequently examining its inhibitory effects on 

SRSF phosphorylation, growth, death evasion, and 

the migration abilities of melanoma cells.  

 

2.  Objectives 

To determine the effect of SPHINX31 on 

splicing factor phosphorylation and the 

aggressiveness of phenotypes in cutaneous and 

ocular melanoma cells including in vitro growth, 

death evasion, and migration abilities. 

 

3.  Materials and methods 

3.1  Cell culture 

The A375 (cutaneous melanoma) cells 

were provided for this study by the National Center 

for Genetic Engineering and Biotechnology 

(BIOTEC), Thailand, while 92-1 (ocular melanoma 

cells) were purchased from Merck Millipore, MA, 

USA.  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) and RPMI 1640 were used to sub-passage 

and culture A375 and 92-1, respectively.  The 

culture media were supplemented with 10% (v/v) 

fetal bovine serum (FBS) with 100 units/ml of 

penicillin and 100 μg/ml of streptomycin (Thermo 

Fisher Scientific, MA, USA), maintained at 37 °C 

and 5% CO2.  The cells were sub-cultured twice a 

week using 0.025% w/v trypsin/EDTA. 

 

3.2  SRPK inhibitor 

The SPHINX31 was purchased from the 

Cayman Chemical Company, MI, USA. Cells at 

∼70% confluence were serum starved for at least 12 

h and treated with different concentrations of 

SPHINX31 (0-80 μM, depending on the 

experimental design), with 0.5% (v/v) DMSO 

added for vehicle control. 

 

3.3  Cell proliferation assay 

The effect of SPHINX31 on cell 

proliferation was determined by measuring cell 
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viability using an assay of 3-[4,5-dimethylthiazole]-

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT).  The 

A375 and 92-1 cells were seeded in 96-well plates 

at 2×103 cells/well and then treated with different 

concentrations of SPHINX31 (0, 20, 40, 60, and 80 

µM), incubated for 24, 48, and 72 h.  Subsequently, 

100 µl of MTT was added to a final concentration 

of 0.5 µg/ml and incubated at 37 °C for 4 h.  The 

medium containing MTT was then removed, and 

the formazan crystals dissolved by DMSO (Sigma-

Aldrich, MO, USA).  Absorbances at 540 nm were 

observed by a microplate spectrophotometer, with 

the OD used for calculating. 

 

3.4  Protein extraction and concentration 

measurement 

Whole cell proteins from each treatment 

(different concentrations of SPHINX31) in A375 

and 92-1 cells were isolated using a 

radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (50 

mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl, 1% TritonX-

100, 0.5% sodium deoxycholate, 2 mM EDTA, 

0.1% sodium dodecyl sulphate, 50 mM Sodium 

fluoride) with a phosphatase inhibitor (Merck 

Millipore, MA, USA).  The protein concentrations 

were determined by the Bradford assay.  Briefly, 0.5 

mg/ml of BSA was diluted into 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 

and 0.5 mg/μl in 96-well plates as standard proteins, 

and 1 μl of extracted proteins (10-folds dilution) 

then used as the protein sample.  They were mixed 

with 200 μl of Bradford solution.  After a 4 h 

incubation period, the absorbance was measured at 

595 nm to calculate the protein concentration. 

 

3.5  Western blot analysis 

Equal amounts of proteins from each 

treatment (different concentrations of SPHINX31) 

in A375 and 92-1 cells were loaded and separated 

using SDS-PAGE gel (5% stacking gel and 15% 

separating gel), and then transferred to PVDF 

membranes (Bio-Rad Laboratories, WA, USA).  

The membranes were blocked using a 5% 

chemiluminescent blocker (Merck Millipore, MA, 

USA), and subsequently probed with primary 

antibodies: 1:1,000 of mouse anti-human phospho-

epitope SRSFs (Merck Millipore, MA, USA) at 4 

°C and left overnight and probed with secondary 

antibodies: 1:5,000 of HRP-conjugated goat-anti-

mouse IgG (Thermo Fisher Scientific, Bremen, 

Germany) for 1 h.  The protein bands were detected 

with Immobilon® ECL Ultra Western HRP 

Substrate (Merck Millipore, MA, USA), imaged by 

ImageQuantTM LAS 500 (GE Healthcare Life 

Sciences, Buckinghamshire, UK).  The signal 

intensity of each band was quantitated using ImageJ 

software as a semi-quantitative expression, 

normalized by the intensity of the GAPDH protein. 

 

3.6  Clonogenic assay 

The A375 and 92-1 cells were plated at 

500 and 2,000 cells/well, respectively, in a 6-well 

plate.  After 24 h, the cells were treated with 

SPHINX31 at 20 and 40 µM for 72 h.  The medium 

was changed every three days over a period of 10 

days for the A375 cells, and 20 days for 92-1 cell.  

Cancer cell colonies were fixed in 4% (v/v) 

paraformaldehyde, stained by crystal violet, and 

then imaged and counted under the microscope.  

The colonies were counted using ImageJ software 

and the results expressed as a percentage of the 

untreated control cultures. 

 

3.7  Live and dead staining assay 

The A375 cells were plated at 16,000 

cells/well in a 96-well black plate (SPL Life 

Sciences, Seoul, South Korea) for 24 h.  The cells 

were treated with SPHINX31 at 0, 10, and 20 µM 

for 24 h.  The cells were collected by centrifugation 

at 1,500 rpm for 5 min and the supernatant 

discarded.  The cells were subsequently incubated 

using a staining solution (mix 1 µM Cyto-Dye, 1 

mg/ml PI and 1,000 µl staining buffer) and 

live/dead cell dual staining kit (Merck Millipore, 

MA, USA) for 15 min before imaging and analyzing 

under a fluorescence microscope.  Live cells were 

stained only with the cell-permeable Cyto-Dye to 

represent green fluorescence, whereas dead cells 

were stained with both the cell-permeable Cyto-Dye 

and non-permeable propidium iodide to represent 

orange-to-red fluorescence.  The dead (orange-to-

red) cells were counted and interpreted as the 

relative count of dead cells compared to control (0 

µM of SPHINX31). 

 

3.8  Migration assay 

The A375 cells were plated at 400,000 

cells/well into 12-well plates and cultured in 0, 10, 

and 20 µM of SPHINX31 for 24 h before creating a 

scratch wound on the monolayer of the cells using a 

200 μl-pipette tip.  The cells were then incubated in 

1% FBS-media at 37 °C with 5% CO2.  Phase-

contrast images were captured at 0, 24, and 48 h.  

The wound distance was observed at 24 and 48 h 

and compared with the wound distance at 0 h, 
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interpreted as the relative wound distance compared 

to control (0 µM of SPHINX31). 

 

3.9  Statistical analysis 

All data was expressed as the mean ± 

standard deviation (SD) from biological triplicate 

experiments.  The different statistical significances 

between at least three different groups were 

determined with ANOVA.  P<0.05 was considered 

to indicate a statistically significant difference, with 

the significant indicators being * P<0.05, ** 

P<0.01, and ***P<0.001. 

 

4.  Results and discussion  

4.1  Effect of SPHINX31 on cell viability in A375 

and 92-1 cells. 

The cytotoxic potential of SPHINX31 was 

evaluated in A375 and 92-1 cells.  Cell viability was 

determined, with the 92-1 cell demonstrating higher 

sensitivity to SPHINX31, even in a low 

concentration of 20 µM and showing just a slight 

decrease in viability until 80 µM-treatment.  It 

should be noted that even though the A375 cell did 

not respond to SPHINX31 in low concentrations 

(20 and 40 µM) it was significantly sensitive to 

SPHINX31 in 60 and 80 µM in a dose- and time-

dependent manner.  Interestingly, the viability of 

A375 decreased to less than 50% with the 80 µM-

treatment at 48 and 72 h (Figure 1).  Therefore, the 

effect of SPHINX31 on cell viability can be 

summarized as being dose- and time-dependent, 

particularly in the A375 cells.

 

 

 
 

Figure 1  The effect of SPHINX31 treatments (in varying concentrations) on the viability of A375 and 92-1 cells in 24-

hour intervals for three days. * P<0.05, ** P<0.01, and ***P<0.001. 

 

4.2  Suppression of SRSF phosphorylation using 

SPHINX31 

Regarding cell viability, 20 and 40 µM of 

SPHINX31 were selected to study the molecular 

function of SPHINX31 in melanoma cells.  

Following SPHINX31 treatment in A375 and 92-1 

cells and the collection of whole cell proteins, 

western blot analysis was performed to evaluate the 

kinase activity of SPHINX31.  The phosphorylation 

of SRSFs was evaluated using anti-phospho-epitope 

SR protein and represented in various molecular 

weights (MW) of phosphorylated SRSFs (pSRSFs).  

The band intensities of predominant pSRSFs are 

shown in Figures 2a and 2b.  After semi-

quantification of the band intensities normalized by 

the GAPDH protein band from experiments 

performed in triplicate, the band intensities of 

pSRSF1, pSRSF2, and pSRSF9 decreased in 

SPHINX31 treated cells, especially in 40 µM of 

SPHINX31 treatment (Figures 2c and 2d).
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Figure 2  The effect of SPHINX31 treatment on SRSF phosphorylation (pSRSFs) in A375 cells (a) and 92-1 cells (b), 

with the semi-quantitative analysis of pSRSF1, pSRSF2, and pSRSF9 band intensities from triplicate experiments on 

A375 (c) and 92-1 (d). * P<0.05 and ** P<0.01. 

 

4.3  The effect of SPHINX31 on the ability of 

cancer cell colony formation in melanoma cells 

After the cells had been treated with 

SPHINX31, colony formation was determined by 

clonogenic assay and monitored over 10 days for 

A375, and 20 days for 92-1.  The formation of 

cancer cell colonies was measured by ImageJ 

software, with the results revealing that SPHINX31 

significantly decreased the size and number of A375 

cell colonies in comparison to the 92-1 cell colonies 

(Figure 3a).  This decreasing trend demonstrates 

dose-dependency, especially in the A375 cell 

treated in 40 µM SPHINX31 (Figure 3b).  

Therefore, the suppression of SRSF 

phosphorylation by SPHINX31 decreases the 

growth ability of A375 cells.  According to the 

results for growth inhibition between the two cells, 

A375 was selected for subsequent experiments to 

evaluate its death evasion and migration abilities.

 

 
 

Figure 3  Suppression of SRSF phosphorylation by SPHINX31 and its effect on the cancer cell colony formation 

ability of A375 and 92-1 cells (a), trending in a dose-dependent manner after quantitative analysis of the percentage 

colony formation (b). **P<0.01. 
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4.4  The effect of SPHINX31 on death evasion and 

the migration abilities of the A375 cell 

After the A375 cells had been treated using 

SPHINX31 at 10 and 20 µM, the live and dead cells 

were determined by live and dead staining and 

monitored for 24 h in triplicate experiments.  The 

results revealed that SPHINX31 induced A375 cell 

death by decreasing the confluency of living cells 

(green fluorescent cells), while significantly 

increasing the number of dead cells (orange-to-red 

fluorescent cells) in a dose-dependent manner 

(Figures 4a and 4b).  In addition, to evaluate the 

aggressiveness of other cancer phenotypes, their 

metastasis-associated migration ability was 

investigated using scratch wound assay with the 

closure gap monitored for 24 and 48 h using 

triplicate experiments.  After observing the 

migration rate, the SPHINX31 treated cells 

presented a significantly slower rate of migration 

with the wound remaining open until 48 h of 

monitoring, while the wound of the control cells 

was entirely closed (Figures 4c and 4d).  Therefore, 

the suppression of SRSF phosphorylation can 

decrease the survivability and migration activity of 

A375 cells.

 

 

 
 
Figure 4  Suppression of SRSF phosphorylation by SPHINX31 and its effect on death evasion and the migration 

abilities of the A375 cell.  Live and dead staining of SPHINX31 treated A375 cells (a) with the relative count of dead 

cells (orange-to-red fluorescence) (b).  Migration ability of the SPHINX31 treated A375 cell was accessed using the 

scratch wound method for 48 h (c) with the relative wound distance compared to the distance at 0 h (d). * P<0.05, ** 

P<0.01, and ***P<0.001. 

 

5.  Discussion 

Melanoma is one of the most aggressive 

cancers and a serious health problem in countries 

with high UV exposure, including Thailand.  
Although it is a rare disease, mortality is often 

caused by the cancer cells metastasizing to 

secondary sites, including the lungs, liver, brain, 

bones, and lymph nodes (Braeuer et al., 2014), 
resulting in high severity with poor prognosis and 

ineffective treatment.  The results of this study 

reveal the contribution of aberrant gene splicing to 

the development and progression of cancer.  It 

should be noted that the expression and activation 

of SRPKs may lead to aberrant alternative splicing, 

potentially contributing to various diseases, and the 

development of cancer (da Silva et al., 2015), and 
crucially, to cancer cell aggressiveness (David & 

Manley, 2010; Kim & Kim, 2012).  This study 

attempts to demonstrate an association between the 

specific SRPK1 function with the downstream 
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activation of phosphorylate splicing factors 

(pSRSFs), and the effect on the basic aggressive 

behavior of cancer cells, such as the promotion of 

melanoma cell growth, a reduction in death evasion 

ability, and migration ability.  
In a previous study in 2018, the researcher 

presented the effect of the SRPK1-specific 

inhibitor, SPHINX31, on the viability of acute 

myeloid leukemia cells, finding that it decreased 

leukemia cell viability through direct association 

with the reduced SRPK1 function (Tzelepis et al., 

2018).  The results of this current study show that 

SPHINX31 can decrease melanoma cell viability in 

both cutaneous melanoma (A375) and ocular 

melanoma (92-1) cells, particularly regarding the 

dose- and time-dependency of the A375 cell (Figure 

1).  Remarkably, even the A375 cell did not respond 

to SPHINX31 in low concentrations but was 

significantly sensitive to SPHINX31 in high 

concentrations when it exhibited dose- and time-

dependency.  To obtain molecular insight, a 

previous study reported a decrease in the 

phosphorylation of SRSFs when applying the 

SRPK1/2-specific inhibitor (SRPIN340) to the 

treatment of leukemia cells (Siqueira et al., 2015).  

Furthermore, a report on prostate cancer also 

verified the dose response of SPHINX31 in PC3 

cells which specifically inhibits the phosphorylation 

of SRSF1 (Batson et al., 2017).  Therefore, in this 

current study an experiment was performed to 

validate phosphorylation inhibition efficiency; the 

results of which indicate that SPHINX31 can 

decrease the kinase activity of SRPK1 by reducing 

the phosphorylation form of SRSFs in both A375 

and 92-1 cells (Figure 2).  Therefore, SPHINX31 

might reduce the proliferation ability of cancer cells 

through the inhibition of SRSF phosphorylation. 

Moreover, a previous study undertaken in 

2014 revealed the functional involvement of 

SRPK1 in the tumor angiogenesis of metastatic 

melanoma.  The findings revealed that tumor 

growth was attenuated after SRPIN340 treatment 

(Gammons et al., 2014).  In another study, the effect 

of SRPK inhibitors on colony formation in B16F10 

murine melanoma cells were examined, with the 

results revealing that SRPK inhibitors can reduce 

colony formation in murine melanoma cells in a 

dose-dependent manner (Moreira et al., 2018).  In 

this current study, the effect of SPHINX31 in A375 

and 92-1 melanoma cells has been confirmed and a 

reduction in the size and number of melanoma cell 

colonies demonstrated after SPHINX31 treatment.  

Specifically, a significant decrease was obtained 

when A375 cells were treated in high concentrations 

of SPHINX31 (Figure 3).  In the subsequent 

experiment, we selected A375 cells to explore the 

activity of SPHINX31 on death evasion and 

migration ability.  The aggressive behaviors of 

cancer cells were tracked by two assays, 

representing other cancer hallmarks, as well as 

death-evading and metastasis-associated 

phenotypes.  The death evasion ability of 

SPHINX31-treated A375 cells was found to 

decrease in comparison to the control group 

(Figures 4a and 4b), while the migration was also 

significantly slower, especially in the 48 h 

SPHINX31 treatment (Figures 4c and 4d).  

Furthermore, the effect of SPHINX31 can decrease 

the death evasion and migration ability of A375 

cells.  

The role of SRPKs in tumor metastasis has 

been accredited to their expression of pro-metastatic 

spliced isoform benefits, such as Rac1b (Gonçalves 

et al., 2014), RONΔ165 (Moon et al., 2014), and the 

pro-angiogenic VEGF165, which have been related 

to metastatic melanoma (Gammons et al., 2014).  

Therefore, this data collectively suggests that SRPK 

is a potential target for the development of 

antimetastatic drugs.  Therefore, this study attempts 

to demonstrate the effect of the SRPK1-specific 

inhibitor SPHINX31 on the growth, death evasion, 

and migration ability of melanoma cells through the 

inhibiting phosphorylation of SRSFs.  The results of 

this study will serve as a basis for targeting SRPKs 

as an alternative therapeutic strategy in melanoma 

treatment.  It should be noted that the molecular 

insight of SRPK targeting in melanoma cells could 

be further designed to reveal the specific activation 

of a signaling pathway, derived from an SRPK 

inhibitor, such as SPHINX31 or combined with 

chemotherapeutic cancer drugs to gain synergistic 

treatment outcomes. 

 

6.  Conclusion 

Serine-Arginine Protein Kinase 1 or 

SRPK1 regulates alternative splicing through the 

phosphorylation of SRSFs.  Several studies present 

the overexpression of SRPK1 associated with the 

aberrant alternative splicing of many oncogenic 

genes and proteins.  To study the specific SRPK1 

function in melanoma, the SRPK1-specific 

inhibitor, SPHINX31, is demonstrated in this study 

to decrease the viability of cutaneous and ocular 

melanoma cells through the inhibition of SRSF 
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phosphorylation.  The suppression of SRSF 

phosphorylation is shown to affect the cancer cell 

colony formation of melanoma as demonstrated by 

its smaller size and lower number of A375 and 92-

1 melanoma cell colonies following treatment with 

SPHINX31, especially the A375 cutaneous 

melanoma cell.  Furthermore, other aggressive 

behaviors exhibited by cancer cells were explored 

in the A375 cell.  Suppression of SRSF 

phosphorylation by SPHINX31 was found to 

promote cell death and suppress the migration 

ability of A375 cells.  This study will serve as the 

basis for targeting SRPKs as an alternative 

therapeutic strategy for melanoma treatment.  
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