
 iv 

Thesis Title             Effects of Pinocembrin on the Expression of Matrix  

    Metalloproteinases and Involved Signaling Pathway in 

 Synovial Fibroblasts 

Author Ms. Nawarat Viriyakhasem 

Degree   Master of Science (Biochemistry) 

Thesis Advisory Committee 

   Asst. Prof. Dr. Siriwan     Ongchai  Chairperson 

   Assoc. Prof. Dr. Prachya   Kongtawelert Member 

                                          

ABSTRACT 

 
Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory disease characterized by a 

chronic inflammation of synovial joints that leads to a progressive destruction of 

articular structure, causing severe morbidity and disability. Pinocembrin, the 

flavonoid that extracted from Boesenbergia pandurata Roxb., possesses in vitro 

chondroprotective activities. Aim of this study was to investigate the effect of 

pinocembrin on lipopolysaccharide (LPS)-induced cartilage matrix metalloproteinases 

(MMPs) expression and involved signaling pathway in human synovial fibroblasts.  

Primary human synovial fibroblasts (SF) were cultured in serum free-

DMEM. The cells were treated with an inflammatory stimulator named 

lipopolysaccharide (LPS), a component of cell walls of gram-negative bacteria, or 

inflammatory cytokine (interleukin-1β; IL-1β)  with or without of pinocembrin     

12.5-100 µM for 24 hours. The culture medium was collected to analyzed 

gelatinolytic and caseinolytic activity by zymographic technique. The total RNA were 
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extracted from cells, then expression of interesting genes were measured by reverse 

transcriptase-polymerase chain reaction technique (RT-PCR). Cytotoxicity was also 

determined using MTT assay. 

LPS (25-400 ng/ml) and IL-1β (1-10 ng/ml) dramatically increased the 

expression of MMP-1, MMP-3, MMP-13, IL-1β and interleukin-1 converting enzyme 

(ICE) genes. Co-incubation of LPS or IL-1β with pinocembrin (12.5-100 µM) 

decreased ICE and MMPs mRNA levels, which were consistent with the reduction of 

enzyme activities in the culture medium. LPS was found to up-regulate the mRNA 

expression of only Toll-like receptor 4, but not MyD88. Pinocembrin, in                  

co-incubation with LPS, was not able to decrease Toll-like receptor 4 mRNA. 

Regarding to cytotoxicity test, pinocembrin, in range 12.5-100 µM, was not toxic to 

SF. 

These results indicated that LPS stimulated IL-1β expression via Myd88-

independent pathway, resulted in up-regulation of MMPs expression. Pinocembrin 

has ability to decrease the effect of both LPS and IL-1β on expression of MMPs, 

which may not involved in Toll-like receptor 4 and MyD88 pathway. Hypothetically, 

pinocembrin may reduce MMPs expression via reduction of ICE expression, resulted 

in the decrease in activity of IL-1β-induced MMPs expression. Therefore, 

pinocembrin has high potential to be developed for therapeutic purpose in 

management of osteoarthritis and inflammatory joint diseases.      
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บทคัดยอ 

 
ขออักเสบรูมาตอยด เปนโรคท่ีมีภาวะการอักเสบเร้ือรังของขอซ่ึงนําไปสูการทําลายเนื้อเยื่อ

กระดูกออนขอตอตางๆในรางกาย สงผลใหเคล่ือนไหวลําบาก จนอาจทําใหเกิดความพิการ            

พิโนเซมบริม (pinocembrin) เปนสารกลุมฟลาโวนอยดสกัดไดจากกระชาย ซ่ึงมีรายงานวามีฤทธ์ิ

ตานการสลายกระดูกออนในหลอดทดลอง จุดประสงคของการวิจัยคร้ังนี้เพื่อศึกษาผลของ 

สารพิโนเซมบรินตอเซลลสรางเสนใยในไขขอของมนุษยท่ีถูกกระตุนดวยไลโปโพลีแซคคาไรด 

(lipopolysaccharide; LPS) ในการแสดงออกของยีนเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการสลายกระดูกออน 

(matrix metalloproteinases; MMPs) รวมท้ังวิถีการสงสัญญาณท่ีเกี่ยวของ 

เซลลสรางเสนใยในไขขอของมนุษยถูกเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล serum-free DMEM ใน

ภาวะท่ีมีสารกระตุนการอักเสบ LPS ซ่ึงเปนองคประกอบของผนังเซลลของแบคทีเรียแกรมลบหรือ

สารกออักเสบอินเตอลิวคิน-1เบตา (IL-1β) ในภาวะที่มีและไมมีสารพิโนเซมบรินท่ีความเขมขน 

12.5-100 μM เปนเวลา 24 ช่ัวโมง เก็บน้ําเล้ียงเซลลมาวิเคราะหการทํางานของเอนไซม   เมทริกซ
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เมทัลโลโปรตีเนส (MMPs) กลุมท่ีสลายเจลาติน (gelatinolytic activity)   และกลุมท่ีสลายเคซีน 

(caseinolytic activity) โดยเทคนิคไซโมกราฟฟค (zymographic technique) เซลลถูกนํามาสกัดอาร

เอนเอ (RNA) เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนท่ีสนใจดวยวิธี reverse transcriptase-polymerase 

chain reaction (RT-PCR) และทดสอบความเปนพิษของสารพิโนเซมบรินตอเซลลสรางเสนใยใน

ไขขอดวยวิธี MTT assay 

เม่ือกระตุนเซลลดวย LPS ท่ีความเขมขน 25-400 ng/ml หรือ IL-1β ท่ีความเขมขน 1-10 

ng/ml เพิ่มการแสดงออกของยีน MMP-1, MMP-3, MMP-13 รวมท้ัง IL-1β และ interleukin-1 

converting enzyme (ICE) แตเม่ือบมเซลลท่ีมี LPS หรือ IL-1β รวมกับสารพิโนเซมบรินท่ีความ

เขมขน 12.5-100 μM พบวาระดับเอ็มอารเอนเอของ ICE และ MMPs ลดลงสอดคลองกับการ

ทํางานท่ีลดลงของเอนไซมในน้ําเล้ียงเซลล พบวา LPS เพิ่มปริมาณเอ็มอารเอนเอของ Toll-like 

receptor 4 แตไมมีผลตอการเปล่ียนแปลงปริมาณเอ็มอารเอนเอของ MyD88 และแมจะบม LPS 

รวมกับสารพิโนเซมบรินก็ไมลดปริมาณเอ็มอารเอนเอของ Toll-like receptor 4 ผลการทดสอบ

ความเปนพิษของสารพิโนเซมบรินท่ีความเขมขน 12.5-100 μM ไมพบวามีความเปนพิษตอเซลล

สรางเสนใยในไขขอของมนุษย 

ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา LPS กระตุนการแสดงออกของ IL-1β โดยไมผานวิถีของ 

MyD88 สงผลใหมีการแสดงออกของ MMPs เพิ่มข้ึน สารพิโนเซมบรินสามารถลดฤทธ์ิของทั้ง 

LPS และ IL-1β ในการเหนี่ยวนําการแสดงออกของ MMPs โดยมีขอสมมุติฐานวาไมนาจะเกีย่วของ

กับ Toll-like receptor และ MyD88 แตนาจะผานวิถีท่ีเกี่ยวของกับการลดการแสดงออกของ ICE 

สงผลใหการทํางานของ IL-1β ลดลง จึงทําใหการแสดงออกของ MMPs ลดลงในท่ีสุด                 

สารพิโนเซมบรินจึง มี ศักยภาพท่ีจะพัฒนาเปนยารักษาโรคขอเ ส่ือมหรือขออักเสบได


