
 
ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งตา่งๆด้วยวิธีการตรวจล าดบัเบสและ
การแสดงออกเป็นโปรตีนด้วยวิธีอิมมโูนฮิสโตเคมีในยีนกลตู้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรส

ชนิดพ1ี ในมะเร็งเต้านม 
 
 
 

 
 
 
 
 

นางสาววลัลา ฟองชยัญา 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
วิทยานิพนธ์นีเ้ป็นสว่นหนึง่ของการศกึษาตามหลกัสตูรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต 

สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

ปีการศกึษา 2555 
ลขิสทิธ์ิของจฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

บทคัดย่อและแฟ้มข้อมูลฉบับเต็มของวิทยานิพนธ์ตั้งแต่ปีการศึกษา 2554 ที่ให้บริการในคลังปัญญาจุฬาฯ (CUIR) 
เป็นแฟ้มข้อมูลของนิสิตเจ้าของวิทยานิพนธ์ที่ส่งผ่านทางบัณฑิตวิทยาลัย 

The abstract and full text of theses from the academic year 2011 in Chulalongkorn University Intellectual Repository(CUIR) 
are the thesis authors' files submitted through the Graduate School.



IMPACT OF THE LOCATION OF CpG METHYLATION WITHIN THE GSTP1 GENE ON PROTEIN 
EXPRESSION OF BREAST CANCER 

 

 

 

 

 

 

MISS VALLA FONGCHAIYA 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 
for the Degree of Master of Science Program in Medical Science 

Faculty of Medicine 
Chulalongkorn University 

Academic Year 2012 
Copyright of Chulalongkorn University 



หวัข้อวิทยานิพนธ์ ความสมัพนัธ์ระหว่างการเกิดเมทิลเลชั่นท่ีต าแหน่งต่างๆด้วยวิธีการตรวจ
ล าดบัเบสและการแสดงออกเป็นโปรตีนด้วยวิธีอิมมโูนฮิสโตเคมีในยีนกลตู้า
ไธโอนเอสทรานเฟอร์เรสชนิดพี1 ในมะเร็งเต้านม 

โดย นางสาววลัลา ฟองชยัญา 
สาขาวิชา   วิทยาศาสตร์การแพทย์ 
อาจารย์ท่ีปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกัศาสตราจารย์นายแพทย์พิเชฐสมัปทานกุลุ 

 

คณะแพทยศาสตร์จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยัอนมุตัิให้นบัวิทยานิพนธ์ฉบบันีเ้ป็นสว่นหนึง่ของ

การศกึษาตามหลกัสตูรปริญญามหาบณัฑิต 

..................................................................คณบดีคณะแพทยศาสตร์ 
(รองศาสตราจารย์ นายแพทย์ โศภณ นภาธร) 

 
คณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ 

 
.................................................................ประธานกรรมการ 
(ศาสตราจารย์ แพทย์หญิง ดร. วิไล ชินธเนศ) 

.................................................................อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั 

(ศาสตราจารย์ นายแพทย์ พิเชฐ สมัปทานกุลุ) 

.................................................................กรรมการ 

(ศาสตราจารย์ นายแพทย์ ชนพ ช่วงโชต)ิ 

.................................................................กรรมการภายนอกมหาวทิยาลยั 

(รองศาสตราจารย์ แพทย์หญิง ศนัสนีย์ วงศ์ไวศยวรรณ) 

 



ง 
 

วลัลา ฟองชยัญา : ความสมัพนัธ์ระหว่างการเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งตา่งๆด้วยวิธีการ
ตรวจล าดบัเบสและการแสดงออกเป็นโปรตีนด้วยวิธีอิมมโูนฮิสโตเคมีในยีนกลตู้าไธโอน
เอสทรานเฟอร์เรสชนิด พี1 ในมะเร็งเต้านม (IMPACT OF THE LOCATION OF CpG 
METHYLATION WITHIN THE GSTP1 GENE ON PROTEIN EXPRESSION OF 
BREAST CANCER) อ. ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั :ศ. นพ. พิเชฐสมัปทานกุลุ, 78 หน้า. 
 
ที่มาและปัญหา: ยีนGSTP1  ผลติเอนไซม์ซึง่ท าหน้าท่ีเป็นสารคะตะลิสส์ในกระบวนการก าจดัสารพิษ

ออกจากเซลล์ การเกิดเมทิลเลชัน่และไม่แสดงโปรตีนของยีนนีพ้บว่ามีความสมัพนัธ์กบัการตอบสนองการใช้ยา
กลุม่แทกเซนในมะเร็งเต้านม แต่ผลการตรวจเมทิลเลชัน่ด้วยเทคนิค Methylation Specific PCR ของงานวิจยั
ก่อนหน้านี ้พบวา่มีตวัอยา่งบางรายที่ให้ผลไมส่อดคล้องกบัผลการแสดงออกเป็นโปรตีนของเซลล์มะเร็ง 
วัตถุประสงค์: เพ่ือใช้เทคนิคการตรวจล าดบัเบสหาความสมัพนัธ์ระหว่างการเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งต่างๆกบั
การแสดงหรือไมแ่สดงออกเป็นโปรตีนของยีน GSTP1 ในมะเร็งเต้านม  
วธีิการทดลอง: ใช้เทคนิคการตรวจล าดบัเบส (Bisulfite sequencing technique) ศกึษาภาวะเมทิลเลชัน่ในชิน้
เนือ้มะเร็งเต้านมจ านวน 46 รายท่ีมีผลการย้อมอิมมูโนฮิสโตเคมีด้วยแอนติบอดี GSTP1 และวิเคราะห์
ความสมัพนัธ์ของการเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งตา่งๆกบัผลของโปรตีน 
ผลการทดลอง: การพบเมทิลเลชั่นซึ่งควรสอดคล้องกับการไม่มีโปรตีน ท าให้จ าแนกผลการทดสอบได้เป็น 3 
กลุ่ม คือ 1) กลุ่มท่ีไม่พบเมทิลเลชั่นท่ีต าแหน่งใด 17 รายซึ่งควรสอดคล้องกับการมีโปรตีน พบว่ามี 13 ราย
สอดคล้องและ4 รายไม่สอดคล้อง 2) กลุ่มท่ีพบซีพีจีท่ีเกิดเมทิลเลชัน่จ านวน 1-4 ต าแหน่ง มี 14 ราย ซึ่งควร
สอดคล้องกบัการไม่มีโปรตีน พบว่ามี  5 รายให้ผลสอดคล้อง และ 9 รายไม่สอดคล้อง และ 3) กลุม่ท่ีพบซีพีจีท่ี
เกิดเมทิลเลชั่นจ านวนมากกว่า 4 ต าแหน่ง มี 15 ราย ซึ่งควรสอดคล้องกับการไม่มีโปรตีน พบว่า 13 ราย
สอดคล้อง และ 2 รายไม่สอดคล้อง การวิเคราะห์ผลพบความสมัพนัธ์ของจ านวนซีพีจีท่ีเกิดเมทิลเลชัน่กบัการไม่
แสดงออกเป็นโปรตีนมีนัยส าคญั (p <0.01) และการวิเคราะห์ต าแหน่งของซีพีจีท่ีเกิดเมทิลเลชั่น พบ 12 
ต าแหน่งท่ีมีผลต่อการไม่แสดงออกเป็นโปรตีน ได้แก่ ต าแหน่งท่ี 3, 6, 10-13, 19-22, 25 และ 28 ในทางกลบักนั  
พบ 6 ต าแหน่ง ท่ีไมมี่ผลตอ่การไมแ่สดงออกเป็นโปรตีน ได้แก่ ต าแหน่งที่ 8, 16, 24, 26, 30 และ 33 
สรุปผลการทดลอง: การไม่แสดงออกเป็นโปรตีนของยีน GSTP1 ส่วนใหญ่สมัพนัธ์กับการเกิดดีเอ็นเอเมทิล
เลชั่นบนโปรโมเตอร์ของยีน อย่างไรก็ตาม การไม่แสดงออกของโปรตีนท่ีเกิดเมทิลเลชั่นยังมีปัจจัยท่ีมีผลคือ
จ านวนซีพีจีและต าแหน่งซีพีจีท่ีเกิดเมทิลเลชัน่นัน้ การออกแบบไพรเมอร์เพ่ือใช้ตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชั่ นจึงควร
ค านงึถงึปัจจยัดงักลา่ว  
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VALLA FONGCHAIYA: IMPACT OF THE LOCATION OF CpG METHYLATION WITHIN THE 

GSTP1 GENE ON PROTEIN EXPRESSION OF BREAST CANCER. ADVISOR: PROF. PICHET 

SAMPATANUKUL, M.D., 78 pp.  

Background: GSTP1 gene encodes a catalyst enzyme helping conjugating and getting rid 

of cellular toxic substances. DNA methylation resulting in absence of the protein is associated with 

response to Taxane treatment of breast cancers. However, some discordant cases occurred in the 

previous study using Methylation Specific PCR technique. 

Objective:  To use genomic sequencing method investigated the impact of location specific of CpG 

methylation on the expression of protein. 

Material and methods: Bisulfite sequencing technique was employed for the 46 breast cancer 

specimens with known GSTP1 results by immunohistochemistry.  Analyses were made between CpG 

location specific methylations and the protein results.  

Results:  The methylations should correlate with non-expression of protein; three groups were classified 

accordingly.  There were 1) the group of 17 cases with no methylcytosine in all CpG sites (13 concordant 

cases were positive while 4 discordant cases negative for proteins), 2) the group of 14 cases with 1-4 

methylcytosines (5 concordant cases and 9 discordant cases were negative and positive for protein 

respectively), and 3) the group of 15 samples with methylcytosines more than 4 sites (13 concordant for 

negative protein and 2 cases of discordance). The three categories were statistically different (p <0.01). 

Regarding location impact, the methylation at CpG sites no. 3, 6, 10-13, 19-22, 25, and 28 had negative 

immunohistochemistry. On contrary, the methylation at CpG sites no. 8, 16, 24, 26, 30 and 33 showed no 

effect on protein expression. 

Conclusion:   Most cases of non-expression of protein are related to DNA methylation on the promoter 

region of the GSTP1 gene. However, the impacts of number and location specific of methylated CpG 

exist. Therefore, these two factors should be considered in primer design for detection of DNA 

methylation of this gene. 
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บทที่ 1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
มะเร็งเต้านมเป็นมะเร็งท่ีพบมากท่ีสดุในสตรีไทยและในหลายประเทศ  [1] ประกอบด้วย

ชนิดย่อยต่างๆซึ่งมีพยากรณ์โรคและการรักษาท่ีแตกต่างกัน การจ าแนกชนิดย่อยท่ีใช้กันใน

ปัจจุบนัจะอ้างอิงจากการตรวจลกัษณะทางอิมมโูนฮิสโตเคมีและ/หรือการตรวจทางอณูเป็นหลกั  

นอกจากการบง่ชีพ้ยากรณ์โรคยงัช่วยให้ข้อมลูการตอบสนองตอ่ยาจ าเพาะเพื่อเป็นแนวทางในการ

ใช้ยาหรือไม่ใช้ยาจ าเพาะนัน้ๆ ในการดแูลรักษาผู้ ป่วยด้วยยาจ าเพาะท่ีเป็นท่ียอมรับในปัจจุบนั

ได้แก่ การใช้ยาต้านฮอร์โมนส าหรับมะเร็งเต้านมชนิดยอ่ยท่ีให้ผลบวก ER และ PgR ขณะท่ีการใช้

ยา antiHER-2 จะได้ผลส าหรับมะเร็งเต้านมชนิดย่อยท่ีมีโปรตีน HER-2 จ านวนมากเน่ืองจากการ

แอมฟลิฟิเคชัน่ของยีน HER-2 

ผู้วิจยัสนใจยีนกลตู้าไธโอนเอสทรานส์เฟอร์เรส ชนิดพี1 ท่ีมีการศกึษาพบวา่มีผลให้การบง่

บอกการตอบสนองกบัยา docitaxel and paclitaxel ซึง่ยากลุม่ Taxane เป็นยาท่ีจ าเป็นส าหรับ

การรักษามะเร็งชนิดยอ่ยท่ีเป็น Triple negative เพราะช่วยเสริมการรักษาเมื่อไม่ได้ผลกบัท่ีใช้ปกติ 

[2] 

แตเ่น่ืองจากยงัมีความไม่ตรงกนัของการย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมีและการศกึษาโดยวิธี MSP 

เพื่อดภูาวะเมทิลเลชัน่ [3] ผู้ วิจยัจึงสนใจจะศึกษาปัจจยัท่ีท าให้เกิดความไม่ตรงกนั โดยเช่ือว่า 

Bisulfite sequencingเป็นเทคนิคท่ีศึกษาภาวะเมทิลเลชัน่ได้ทุกต าแหน่งซีพีจีบนล าดบัเบสจะ

สามารถหาค าตอบของความไม่ตรงกนัดงักลา่วได้ [4] 

การวิจัยนี จ้ึง เ ป็นการพัฒนาเทคนิคการตรวจภาวะเมทิลเลชั่นด้วยวิ ธี  Bisulfite 

sequencing เพื่อเป็นการรวบรวมข้อมลูเมทิลเลชัน่ท่ีมีผลตอ่การแสดงออกเป็นโปรตีนของยีน 
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ค าถามงานวจิัย  
ค าถามหลกั การศกึษาเมทิลเลชัน่บนโปรโมเตอร์ของยีน GSTP1 ด้วยเทคนิค 

Bisulfite sequencing จะให้ผลสอดคล้องกบัการแสดงออกเป็นโปรตนี

โดยวิธีอิมมโูนฮิสโตเคมี ได้ในชิน้เนือ้มะเร็งเต้านมหรือไม่ 

ค าถามรอง ผลการศกึษาเมทิลเลชัน่บนโปรโมเตอร์ของยีน GSTP1 ด้วยเทคนิค 

Bisulfite sequencing ให้ผลสอดคล้องกบัการแสดงออกเป็นโปรตนีใน

ชิน้เนือ้มะเร็งเต้านมในด้านใด 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย  
1. เพื่อศกึษาภาวะการเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งตา่งๆบน CpG islands ของโปรโมเตอร์

ยีน GSTP1  

2. เพื่อศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งการเกิดเมทิลเลชัน่บน CpG islands ของโปรโมเตอร์

ยีน GSTP1 กบัการแสดงออกเป็นโปรตนีของยีน 

สมมตฐิานของการวจิัย  
การเกิดเมทิลเลชัน่ในแตล่ะต าแหน่งของ CpG islands บนโปรโมเตอร์ยีน GSTP1 มีผล

ตอ่การแสดงออกของโปรตีน 
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กรอบแนวความคดิในการวิจัย (Conceptual framework)  
 

 

 

 

  

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
ข้อตกลงเบือ้งต้น 

ไม่มี 
 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย  
ซีพีจี (CpG site) หมายถึง ต าแหน่งบนดีเอ็นเอท่ีมีเบสไซโตซีนอยู่ติดกบัเบสกวานีนโดยท่ี 

ซี (C) หมายถึง เบสไซโตซีน จี (G) หมายถึงเบสกวานีน และพี (p) หมายถึง ฟอสเฟต หรือ
พนัธะฟอตโฟไดเอสเตอร์(Phosphodiester bond) ซึ่งเป็นพนัธะท่ีเช่ือมระหว่าง ไซโตซีนและ
กวานีน  

ตรวจล ำดบัเบสด้วยวิธี Bisulfite sequencing 

- จ ำนวน CpG site ทีเ่กดิเมทลิเลช่ัน 

- ต ำแหน่ง CpG site ทีเ่กดิเมทลิเลช่ัน 

CpG -1 CpG -2 CpG -3 CpG -38 CpG… CpG… CpG… 

Correlated with 

IHC 

GSTP1 

IHC 

GSTP1 

IHC 

GSTP1 
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ต าแหน่งซีพีจี หมายถึง แตล่ะต าแหน่งของ CpG บนโปรโมเตอร์โดยท่ีก าหนดต าแหน่งท่ี1 
คือ ต าแหน่งแรกจากปลายด้าน 5’ ของผลิตภณัฑ์พีซีอาร์ แล้วถัดไปจนถึงปลายด้าน 3’ เป็น
ต าแหน่งท่ี 38 

การเกิดเมทิลชัน่ หมายถึง การเติมหมู่เมทิล (-CH3) ท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี5 ของเบสไซโต
ซีน (cytosine; C) 

  
ค าส าคัญ  

Hypermethylation, Unmethylation, Protein expression, Bisulfite sequencing, 

Breast cancer 
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ขัน้ตอนของการวิจัย  
ขัน้ตอนการศกึษาล าดบัเบส  
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ขัน้ตอนการศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งผลการย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมีและการหาล าดบัเบส 
 

 
 
ข้อจ ากัดของการวิจัย  

1. ตวัอย่างชิน้เนือ้ท่ีน ามาสกดัดีเอ็นเอเพื่อน าไปท า Bisulfite sequencing เป็นชิน้เนือ้

สดท่ีไม่มีการตรวจทางMorphology  แต่ก็เป็นเนือ้เยื่อจากก้อนเดียวกับชิน้เนือ้จาก

พาราฟินบลอ็กท่ีย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมี 

2. ไพรเมอร์ท่ีใช้ในงานนีเ้ป็นไพรเมอร์ท่ีถกูออกแบบเป็นครัง้แรก จึงไม่มีรายงานท่ีอ้างอิง

ได้ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1. เพื่อทราบถึงความสมัพนัธ์ของการเกิดเมทิลเลชัน่ในยีน GSTP1(ต าแหน่งและจ านวน

ซีพีจีท่ีเกิดเมทิลเลชัน่)กบัการแสดงออกเป็นโปรตีน 

 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

กระบวนการเหนือพันธุกรรม (Epigenetic) 

อีพีเจเนติกส์หรือกระบวนการเหนือพนัธุกรรม คือการศกึษาเก่ียวกบัการแสดงออกของยีน ท่ี
เกิดจากกระบวนการอ่ืนนอกเหนือจากการเปลี่ยนแปลงล าดับดีเอ็นเอ ตัวอย่างของการ
เปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนแบบนีเ้ช่นการเติมหมู่เมธิลบนดีเอ็นเอหรือการถอนหมู่อะเซทิล
ออกจากฮิสโตน เป็นการยบัยัง้การแสดงออกของยีนนัน้ๆ โดยไมมี่การเปลี่ยนแปลงของล าดบัดีเอ็น
เอในยีนนัน้ๆ[5] 

การควบคมุการแสดงออกในลกัษณะนีอ้าจสามารถคงอยู่ได้หลงัการแบ่งเซลล์ และอาจคง
อยู่ข้ามไปสู่สิ่งมีชีวิตรุ่นลูกและรุ่นต่อๆ ไปได้ แต่จะไม่มีการเปลี่ยนแปลงและไม่ท าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงของล าดบัดีเอ็นเอของสิ่งมีชีวิตนัน้ๆ โดยมีปัจจยัท่ีนอกเหนือจากพนัธุกรรมท่ีท าให้ยีน
แตล่ะยีนแสดงออก เปลี่ยนแปลงไปจากท่ีควรเป็น[5] 

 

ภาพท่ี 1 แสดงชนิดและกลไกการควบคมุแบบเหนือพนัธุกรรม 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A5%E0%B8%B3%E0%B8%94%E0%B8%B1%E0%B8%9A%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%A1%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%98%E0%B8%B4%E0%B8%A5&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B9%87%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%AD
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%96%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%A5&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%96%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%97%E0%B8%B4%E0%B8%A5&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AE%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%A5%E0%B9%8C&action=edit&redlink=1
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ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่เป็นกระบวนการหนึง่ในการควบคมุแบบเหนือพนัธุกรรมท่ีถกูพดูถึงกนั
มากดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่คือการเติมหมูเ่มทิล (-CH3) เข้าไปท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 5 ของเบสไซโตซีน
ท่ีอยูล่ าดบัติดกบัเบสกวานีนในดีเอ็นเอ เรียกต าแหน่งนัน้วา่ CpG [5]จ านวนของการเกิดเมทิล
เลชัน่ ในดีเอ็นเอนัน้ไมเ่ท่ากนัในแตล่ะยีนการกระจายของเมทิลเลชัน่(5 mC)ในยีนนัน้เป็นแบบ 
non random โดยท่ีมากกวา่ 90% ของ 5 mC จะพบในล าดบัเบส CG  และพบวา่ยีนท่ีมีขบวนการ 
transcription เกิดอยา่ง active นัน้จะมีจ านวนของ 5 mC น้อยกวา่ยีนท่ีไม่มีขบวนการ 
transcription เกิดขึน้[5] ช่วงหลายปีท่ีผา่นมามีการศกึษาการเกิดเมทิลเลชัน่และเช่ือวา่การเกิด
เมทิลเลชัน่มีความส าคญัตอ่การยบัยัง้การแสดงออกของยีนโดยการขดัขวางการท างานของเหลา่
โปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัการ transcription ท่ีบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน  

 

ภาพท่ี 2 แสดงปฏิกิริยาการเกิดเมทิลเลชัน่โดยการเติมหมูเ่มทิล (-CH3) เข้าไปท่ีคาร์บอน
ต าแหน่งท่ี 5 ของเบสไซโตซีน (ภาพจาก http://michaeldomingos.hubpages.com) 

 

ดีเอ็นเอเมทลิเลช่ันกับการเกิดมะเร็ง  

ซึง่เป็นท่ีทราบแล้ววา่เมทิลเลชัน่จะเก่ียวข้องกบัการท าให้ดีเอ็นเออยูใ่นภาพ Inactive 
ดงันัน้ ในการเกิดมะเร็งจะพบการเกิดเมทิลเลชัน่ใน 2 ลกัษณะ คือ 1) Hypermethylation เป็นการ
ท่ีมีหมูเ่มทิลมาเติมท่ีต าแหน่ง CpG มกัพบบริเวณโปรโมเตอร์ของยีน ท าให้ยีนอยูใ่นสภาพ 
Inactive ไม่สามารถเข้าสูก่ระบวนการถอดรหสัได้หรือแสดงออกได้น้อย หากเกิดกบัยีนชนิดยบัยัง้
มะเร็ง (Tumor suppressor gene) ก็จะสง่ผลตอ่กระบวนการเกิดมะเร็ง 2) Hypomethylation คือ



9 
 

การหายไปของเมทิลเลชัน่ท าให้ยีนมีการแสดงออกท่ีมากเกินไป มกัเกิดในจีโนม ถ้าเกิดในยีน
มะเร็ง (Proto-onco gene) ก็จะสง่ผลตอ่การเกิดมะเร็ง [6,7] 

 

ภาพท่ี 3 แสดงความสมัพนัธ์ของการเกิดเมทิลเลชัน่และการเกิดมะเร็ง (ภาพจาก 

http://www.nature.com/nrg/journal/v6/n8/fig_tab/nrg1655_F1.html) 

 

หน้าที่และการท างานของยีนกลูต้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรส 

GSTs. หรือเอนไซม์กลตู้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรส เป็นกลุม่เอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัเมตา

บอลิซมึทางด้าน Biotransformation ซึง่เป็นกระบวนการทางเคมีในสิ่งมีชีวิตท่ีจะเปลี่ยนคณุสมบตัิ

การละลายของสารท่ีมีพิษตอ่ร่างกายหรือสารท่ีร่างกายไม่ต้องการให้กลายเป็นสารท่ีมีพิษน้อยลง

และมีความสามารถในการละลายได้ดีขึน้จึงสามารถถกูขบัออกจากร่างกายได้ โดยปกติเอนไซม์ท่ี

เก่ียวข้องกบักระบวนการ Biotransformation จะแบง่การท างาน 2 ช่วง คือ Phase I enzyme 

ได้แก่ Cytochrome P450 และ Phase II enzyme ได้แก่ กลตู้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรสจะ

เก่ียวข้องกบักระบวนการคอนจเูกตของกลตู้าไธโอนกบัสารประกอบเชิงซ้อนท่ีเป็น electrophilic 

compound ได้แก่ พวกสารก่อมะเร็งตา่งๆ (carcinogen) ผลผลิตจากภาวะ oxidative stress 

ตลอดจนยาท่ีมีพิษตอ่เซลล์ (Cytotoxic drug) ท่ีใช้ในเคมีบ าบดัของการรักษามะเร็ง เพื่อลดความ

เป็นพษิของสารดงักลา่ว (ภาพท่ี4) [8] 
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ภาพท่ี 4 แสดงการท างานของยีนกลตู้าไธโอนเอสทรานเฟอเรส 

 

กลตู้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรสประกอบด้วยกลุม่ยีนหลายคลาส ได้แก่ แอลฟา(alpha) มิว

(mu) ธีต้า(theta) ไพ(pi) ซีต้า(zeta) ซกิมา่(sigma) แคปป้า(Kappa) โอเมก้า(omega) เป็นต้น [8] 

ยีนกลตู้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรส ชนิด pi1 หรือ ยีน GSTP1 เป็นยีนหนึง่ในตระกลูกลตู้า

ไธโอนเอสทรานเฟอร์เรส ท าหน้าท่ีเป็นตวัคะตะลสิต์ในการกระบวนการคอนจเูกตของกลตู้าไธโอน

กบัสารประกอบเชิงซ้อนท่ีเป็นพิษตอ่เซลล์ เช่น พวกสารประกอบ electrophilic ตลอดจนสารก่อ

มะเร็ง (carcinogen) ช่วยให้ความเป็นพษิในเซลล์น้อยลง เช่ือวา่ยีน GSTP1 มีความส าคญัตอ่การ

ปกป้องเซลล์ระหวา่งกระบวนการเกิดมะเร็ง [9,10,11] 

มีการพดูถึงยีนกลตู้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรส ชนิด pi1(GSTP1) วา่มีความเก่ียวข้องกบั

มะเร็งชนิดตา่งๆ เชน่ มะเร็งตอ่มลกูหมาก มะเร็งกระเพาะอาหาร มะเร็งตบั มะเร็งคอและทางเดิน

อาหาร และมะเร็งเต้านม[4,8] โดยปกติในเซลล์เยื่อบบุริเวณเต้านม (normal epithelium breast 

cell)จะมีการแสดงออกของยีน GSTP1 และจากการศกึษาพบวา่ร้อยละ 53 ของมะเร็งเต้านมไม่มี

การแสดงออกของยีนดงักลา่วเม่ือมีสารพิษเกิดขึน้ในเซลล์ดีเอ็นเอของเซลล์เหลา่นัน้จงึถกูท าลาย

ได้ง่ายขึน้ สง่ผลตอ่กระบวนการเกิดมะเร็ง [9] อยา่งไรก็ดีมีรายงานความเก่ียวข้องระหวา่งการ

แสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็งกบัการตอ่ต้านการตอบสนองของยาเน่ืองจากยีน GSTP1 ท า
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หน้าท่ีชว่ยในการก าจดัสารพิษออกจากเซลล์ การใช้ยาบางชนิดอาจถกูก าจดัออกเหมือนสารพษิ 

จงึไมไ่ด้ผลกบัมะเร็งในกลุม่นี ้[2] 

การศกึษาการเกิดเมทิลเลชัน่บริเวณโปรโมเตอร์ของยีน GSTP1 ในมะเร็งเต้านมไมพ่บ

ความสมัพนัธ์กบัการพยากรณ์โรคและการตอบสนองตอ่ยาในกลุม่ Taxane โดยท่ีรายงานดงักลา่ว

ใช้เทคนิค Methylation Specific PCR (MSP) [9] ในการศกึษาภาวะเมทิลเลชัน่ ในขณะท่ีมี

งานวิจยัท่ีศกึษาการแสดงออกเป็นโปรตนีด้วยวิธีอมิมโูนฮิสโตเคมี (Immunohistochemistry;IHC) 

ของยีนนีใ้นมะเร็งเต้านมเชน่กนักลบัพบความสมัพนัธ์กบัการพยากรณ์โรคและการใช้ยากลุม่ 

Taxane [2] จากความไมต่รงกนัของผลการศกึษาดงักลา่ว ในปี2007 จงึมีผู้วิจยัสนใจศกึษา

ความสมัพนัธ์ระหวา่งภาวะเมทิลเลชัน่และการแสดงออกเป็นโปรตีน พบวา่ร้อยละ 12  ของ

ตวัอยา่ง พบ hypermethylation และมีการแสดงออกเป็นโปรตนี ซึง่เป็นความไม่ตรงกนัเชิง

ชีววิทยา [12] ในการศกึษาก่อนหน้าของกลุม่ผู้วิจยัจงึท าการศกึษาในท านองเดียวกนัโดยใช้

เทคนิค MSP ในการศกึษาภาวะเมทิลเลชัน่ และ IHC ในการตรวจการแสดงออกของยีน GSTP1 ก็

พบความไม่สอดคล้องกนัในจ านวนท่ีใกล้เคียงกนัคือ ร้อยละ12.5 [3] นอกจากนีก็้มีการศกึษา

ท านองนีใ้นยีนชนิดอ่ืนๆก็พบกลุม่ตวัอยา่งท่ีมีความไมส่อดคล้องในท านองเดียวกนั [13] และยงั

เป็นปัญหาท่ีนกัวิจยัพยายามหาค าตอบในปี 2012 มีการใช้เทคนิคการหาล าดบัเบส หรือ Bisulfite 

sequencing เพื่อศกึษาลกัษณะการเกิดเมทิลเลชัน่ของยีน GSTP1 ในมะเร็งตบั พบวา่ในแตล่ะ

ชนิดยอ่ยของมะเร็งตบัตลอดจนเนือ้เยื่อปกตขิองตบั มีลกัษณะการเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีแตล่ะต าแหน่ง

CpG แตกตา่งกนัในแตล่ะชนิดยอ่ยอยา่งชดัเจน [4] ผู้วิจยัจงึให้ความสนใจกบัต าแหนง่CpG ท่ีจะ

เกิดเมทิลเลชัน่ 

เทคนิคท่ีใช้ในการศกึษาเมทิลเลชัน่มีหลากหลาย เช่น เทคนิคท่ีอาศยัการตดัด้วยเอนไซม์ท่ี

จ าเพาะซึง่เป็นเทคนิคท่ีไมต้่องอาศยัการท าปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ [14,15,16] เทคนิค Methylation 

Specific-PCR ซึง่เป็นเทคนิคท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลาย โดยอาศยัการท าปฏิกิริยากบัโซเดยีมไบ

ซลัไฟต์เพื่อเปล่ียนเบสไซโตซีนให้กลายเป็นยรูาซลิ สว่นเบสไซโตซนีท่ีมีหมูเ่มทิลเกาะอยูจ่ะไมถ่กู

เปลี่ยน หลงัจากท่ีดีเอน็เอผา่นปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ไซโตซีนในล าดบัเบสจะถกูเปลีย่นจนกลายเป็น

ไทมีน ในขณะท่ีเบสไซโตซีนท่ีมีหมูเ่มทิลเกาะอยูจ่ะยงัคงเป็นไซโตซีนในล าดบัเบส [16-21] 

หลกัการของเทคนิค MSP จะใช้ไพรเมอร์ 2 คู ่ ในการออกแบบไพรเมอร์จะออกแบบไพรเมอร์ท่ี
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ครอบคลมุต าแหน่งซีพีจีท่ีต้องการศกึษา โดยท่ีหนึง่คูจ่ะจบักบัดีเอน็เอต้นแบบในกรณีท่ีไม่มีเมทิล

เลชัน่ และอีกคูจ่ าเพาะกบัการเกิดเมทิลเลชัน่ในต าแหน่งเดียวกนั การตรวจภาวะเมทิลเลชัน่ด้วย

เทคนิคนีจ้งึถกูจ ากดัด้วยต าแหน่งซีพีจีท่ีไพรเมอร์มาจบัเท่านัน้ซึง่ความยาวของไพรเมอร์ประมาณ 

20 คูเ่บส ก็จะครอบคลมุซีพีจีได้ประมาณ 3 ถึง 4 ต าแหน่งเท่านัน้ และเป็นท่ีน่าสงัเกตวา่ใน

งานวิจยัท่ีผา่นมาก็มกัจะใช้ไพรเมอร์ท่ีอ้างอิงจากแหลง่เดียวกนัมาศกึษา [3,19,21] เทคนิค 

Bisulfite sequencing เป็นเทคนิคท่ีอาศยัการหาล าดบัเบสของดีเอ็นเอท่ีผา่นการท าปฏิกิริยาไบ

ซลัไฟต์(รายละเอียดจะกลา่วในหวัข้อถดัไป) จงึนบัวา่เป็นเทคนิคท่ีให้ความละเอียดสงูคือสามารถ

ดกูารเกิดเมทิลเลชัน่ได้ทกุๆต าแหน่งของซพีีจี อีกทัง้ยงัสามารถก าหนดจ านวนต าแหนง่ซีพีจีท่ี

ต้องการศกึษาจากการออกแบบไพรเมอร์ให้มีความยาวของล าดบัเบสสงูๆได้ ดงันัน้ข้อมลูท่ีได้จาก

เทคนิค Bisulfite sequencing จงึสามารถให้รายละเอียดได้ระดบัเบสตอ่เบส [4] สามารถดกูาร

เกิดเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งตา่งๆได้อยา่งตอ่เน่ือง ซึง่ถือเป็นการลดข้อจ ากดัของวิธีอ่ืนๆ และข้อมลูใน

ระดบัเบสนีน้่าจะมีประโยชน์ตอ่การศกึษาได้มากขึน้ 

 

การคัดเลือกและการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับการท าพีซีอาร์ 

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอในหลอดทดลองโดยวิธีพีซีอาร์อย่างมีประสิทธิภาพต้องอาศยัปัจจยัท่ี

เก่ียวข้องท่ีส าคญัปัจจยัหนึ่งคือการคดัเลือกออกแบบไพรเมอร์ท่ีใช้ในปฏิกริยา หลกัการส าคญัท่ี

ต้องค านึงถึงสองประการคือ ความจ าเพาะของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (  specificity of 

amplification)และประสิทธิภาพของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (efficiency of amplification) 

ความจ าเพาะของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอค านึงถึงปรากฏการณ์ mispriming คือการท่ีมีความ

คลาดเคลื่อนของการจบัเบสคู่สมระหว่างไพรเมอร์กับดีเอ็นเอต้นแบบ (template DNA)ท าให้

ผลิตผลของดีเอ็นเอท่ีได้ไม่จ าเพาะ และในบางครัง้ท าให้ยากแก่การวิเคราะห์ผล สว่นประสิทธิภาพ

ของการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอขึน้อยู่กบัการท าให้ปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนมีประสิทธิผลสงูสดุเพื่อให้

ได้ผลิตผลของพีซีอาร์ตามท่ีคาดไว้ ดงันัน้การออกแบบไพรเมอร์จงึมีความส าคญัเป็นอยา่งมากโดย

สิง่ส าคญัท่ีควรค านงึถึงในการออกแบบไพรเมอร์มีดงัตอ่ไปนี ้
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1. การเลือกต าแหนง่ของไพรเมอร์ ควรเลือกต าแหน่งของล าดบั nucleotide ท่ีอยูข่นาบข้าง 

(flanking) ดีเอ็นเอบริเวณท่ีต้องการท าการเพิ่มปริมาณโดยท่ีไพรเมอร์ท่ีออกแบบนีมี้จะมี

ล าดบัของ nucleotide ท่ีป็นคูส่มกบัดีเอ็นเอต้นแบบเพื่อให้ได้ไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะสงู

จงึควรหลีกเลีย่งล าดบั nucleotide ท่ีสามารถจบักบัเบสคูส่มภายในต าแหน่งท่ี

นอกเหนือจากต าแหนง่ท่ีจบักบัไพรเมอร์ (primer binding site) ของดีเอ็นเอต้นแบบ 

2. ควรเลือกต าแหนง่ท่ีล าดบั nucleotide มีการกระจายแบบ random โดยหลีกเลีย่งล าดบั 

nucleotide ท่ีมีการเรียงล าดบั nucleotide ท่ีมีการเรียงตวัซ า้ๆกนั เช่นการหลีกเลี่ยงการ

เรียงล าดบัท่ีซ า้กนัของนิวคลีโอไทด์ในกลุม่พิวรีน (polypurines) เช่นการมีล าดบั G หรือ A 

ท่ีซ า้กนั หรือในกลุม่ไพริมีดนี (polypyrimidines) คือการมีล าดบัของ CหรือTท่ีซ า้กนั ทัง้นี ้

เน่ืองจากการมีเบสซ า้กนัเช่นนีอ้าจท าให้ไพรเมอร์มีการจบักบัเบสคูส่มบนดีเอ็นเอต้นแบบ

ท่ีคลาดเคล่ือนได้ 

3. ล าดบั nucleotide ของไพรเมอร์ท่ีมีปลายทางด้าน 3’ ควรเลือก nucleotide ท่ีมี G หรือ C 

ทัง้นีเ้น่ืองจากการจบักบัเบสคูส่มของ G/C มีพนัธะไฮโดรเจน (hydrogen bond) ท่ี

แข็งแรงกวา่การจบักนัของ A/T ซึง่จะท าให้การจบักนัระหวา่งไพรเมอร์ท่ีต าแหน่ง primer 

binding site ของดีเอ็นเอต้นแบบในกระบวณการannealing มีความจ าเพาะและถกูต้อง

มากยิง่ขึน้ 

4. ขนาดของไพรเมอร์ควรมีความยาวประมาณ 18 ถึง 30 nucleotide และมีปริมาณและ

สดัสว่นของ G และ C (GC content) อยูร่ะหวา่งร้อยละ 35 ถึง 65  โดยสว่นใหญ่นิยมให้มี

ปริมาณ GC ท่ีใกล้เคียงร้อยละ 50 

5. ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมควรมี melting temperature (Tm) ของแตล่ะไพรเมอร์ท่ีใกล้เคียงกนั

กบั 50 องศาเซลเซยีส (โดยเฉลี่ยประมาณ40ถึง60องศาเซลเซียส) โดยเฉลี่ยแล้ว 

oligonucleotide ท่ีมีขนาดความยาว 23 nucleotide และมีปริมาณ GC  ร้อยละ 50 จะมี

คา่  Tm อยูใ่นช่วง  52-62 องศาเซลเซียสซึง่เป็นคา่ท่ีท าปฏิกริยาได้ดีในกระบวนการ 

annealing นอกจากนีค้า่ GC content และคา่ Tm ของแตล่ะไพรเมอร์ท่ีใช้ท าปฏกิิริยาพีซี

อาร์ ควรมีคา่ท่ีใกล้เคียงกนั โดยคา่ Tm ของแตล่ะไพรเมอร์จะมีผลตอ่การจบักนัของเบสคู่

สมระหวา่งไพรเมอร์กบัดีอ็นเอต้นแบบในกระบวนการ annealing ของปฏิกิริยาพีซีอาร์ คา่ 
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Tm ของไพรเมอร์แตล่ะคูใ่นปฏิกริยาไมค่วรตา่งกนัเกิน 2-3 องศาเซลเซียสในกรณีท่ีมีคา่ 

Tm ท่ีตา่งกนัมากเกินจะท าให้ไพรเมอร์ท่ีมีคา่ Tm สงูกวา่มีความจ าเพาะต า่ในปฏกิิริยาพีซี

อาร์ท่ีมีอณุหภมูิในกระบวนการ annealing ต ่า ส าหรับไพรเมอร์ท่ีมีคา่ Tm ต ่ากวา่จะไม่

สามารถจบักบัดีเอ็นเอต้นแบบได้อยา่งมีประสิทธิภาพในการท าปฏิกิริยาพีซีอาร์ท่ีมี

อณุหภมูิในกระบวนการ annealing สงู คา่ Tm ค านวณได้จากการนบัจ านวนนิวคลีโอไทด์

ท่ีเป็น A และ T รวมกนัแล้วคณูด้วย 2 และจ านวน G และ C รวมกนัคณูด้วย 4 จากนัน้น า

ผลลพัธ์ท่ีได้ทัง้สองมารวมกนัได้เป็นคา่  Tm (Tm=2(A+T)+4(C+G)) 

6. ควรหลีกเลีย่งการออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีล าดบันิวคลีโอไทด์บริเวณปลายด้าน 3’ หรือ

บริเวณใดๆของแตล่ะไพรเมอร์ท่ีเป็นเบสคูส่มกนั เพื่อหลีกเลี่ยงการเกิด primer dimer ซึง่

เกิดจากล าดบัเบสท่ีเป็นเบสคูส่มกนัของภายในแตล่ะไพรเมอร์มาจบักนัเอง หรือการจบักนั

ระหวา่งไพรเมอร์  (cross dimer) ซึง่การเกิด dimer จะท าให้มีการเพิ่มปริมาณของ 

primer ทัง้คูจ่บักนัเองแทนท่ีจะจบักบัดีเอ็นเอต้นแบบ นอกจากนีใ้นการออกแบบไพรเมอร์

ยงัควรหลีกเลี่ยงล าดบันิวคลีโอไทด์ท่ีเป็นคูส่มกนัภายในไพรเมอร์เดียวกนั   (palindromic 

sequence) เพราะจะท าให้เกิดการจบักนัเองของเบสคูส่มภายในไพรเมอร์ 

การออกแบบไพรเมอร์โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

การออกแบบไพรเมอร์จ าเป็นต้องใช้เวลาในการวิเคราะห์ข้อมลูต่างๆตามหลกัเกณฑ์การ

เลือกและการออกแบบไพรเมอร์ดงัท่ีได้กล่าวมาแล้ว ปัจจุบนันีจ้ึงนิยมออกแบบไพรเมอร์โดยใช้

โปรแกรมการออกแบบไพรเมอร์ทางคอมพิวเตอร์กันมาก โปรแกรมเหล่านีส้ามารถช่วยอ านวย

ความสะดวกและลดเวลาในการออกแบบและคดัเลือกไพรเมอร์ได้อย่างมาก นอกจากนีย้งัเพิ่ม

ความถกูต้องและแม่นย ามากยิ่งขึน้ 
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หลักการของเทคนิค Bisulfite direct sequencing 

การท าปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ 

เทคนิคไบซลัไฟต์เป็นเทคนิคท่ีอาศยัการท าปฏิกิริยาด้วยโซเดียมไบซลัไฟต์เป็นตวับ่งบอกการเกิด
เมทิลเลชัน่ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่เป็นการเติมหมูเ่มทิลลงไปท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี5 ของไซโตซีนการท า
ปฏิกิริยากับดีเอ็นเอด้วยโซเดียมไบซัลไฟต์เป็นการเปลี่ยนไซโตซีน(cytosine) ไปเป็นยูราซิล
(uracil), ในขณะท่ี5-methylcytosine จะไม่ถกูเปลี่ยนจะยงัคงเป็นไซโตซีน (cytosine)ปฏิกริยาไบ
ซลัไฟต์จงึเป็นปฏิกิริยาท่ีใช้ศกึษาการเกิดเมทิลเลชัน่ (methylation status)  

 

ภาพท่ี 5แสดงการท าปฏิกิริยาไบซลัไฟต์บนล าดบัเบสของดีเอ็นเอ (ภาพจาก 
http://alphabiolab.com/page2/page2.html) 

DNA sequencing 
 ในการศึกษายีนนัน้ การหาล าดบัเบสของสาย DNA นัน้ๆ มีความส าคญัและเป็น
ประโยชน์มาก เช่น ท าให้รู้ว่า ยีนนัน้เป็นยีนอะไร  หรือมีความผิดปกติอย่างไร หรือเพื่อท่ีจะ
เปรียบเทียบล าดบัของเบสของ DNA สายนัน้ในสิง่มีชีวิตชนิดเดียวกนัและตา่งชนิดกนั เป็นต้น  
 เทคนิคในการหา DNA sequence นัน้มีการพฒันาขึน้ตัง้แตปี่ 1970 โดยมี 2 วิธี ด้วยกนั 
คือ 
 วิธีท่ีหนึ่งพฒันาขึน้โดย Allan Maxam และ Walter Gilbert โดยใช้สารเคมีตดัสาย DNA 

ท่ีต าแหน่งต่างๆกันวิธีนีเ้รียกว่า Maxam-Gilbert sequencing ส่วนอีกวิธีหนึ่งนัน้เรียกว่า   
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dideoxy sequencing หรือ Sanger sequencing ซึง่พฒันาขึน้มาโดย Fred Sanger  โดย

วิธีการใช้ enzyme มาตอ่สาย DNA จาก primer    ในปัจจบุนัวิธี dideoxy เป็นวิธีท่ีนิยมใช้มาก

ท่ีสุด และในงานวิจัยนีใ้ช้วิธีนีว้ิธีการหาล าดับเบสนัน้ได้รับการพัฒนามาตลอดจนปัจจุบันนี ้

สามารถท าได้ง่ายและไม่ซบัซ้อนยุง่ยากนกัการหาล าดบัเบสนีเ้ป็นประโยชน์อยา่งมากในการศกึษา

ยีนตา่งๆทัง้ในคนสตัว์และพืชโดยในคน human genome project เป็นโครงการท่ีจะศกึษาล าดบั

เบสทัง้หมดของคนซึง่ได้เร่ิมและด าเนินการติดตอ่กนัมาหลายปีแล้ว 

วิธีการหาล าดบัเบสแบบ Maxam-Gilbert DNA Sequencing  

  เป็นวิธีการท่ีใช้ปฏิกิริยาทางเคมีท่ีจะตดัสาย DNA ท่ีต าแหน่งจ าเพาะโดยท่ีส าคญั 

DNA ท่ีเราจะน ามาท าการหาล าดบัเบสนัน้จะต้องเป็น DNA ชนิดเดียวกนัและมีขนาดประมาณ 

200-1000 bp   ในตวัอยา่งนีจ้ะท าการหาล าดบัเบสของสาย  DNA ขนาด 10 bp 

  ขัน้ตอนตา่งๆ ในการหาล าดบั nucleotide โดยวิธี Maxam-Gilbert  มีดงันี ้คือ  
  ขัน้ท่ี 1   ติดฉลากสาย DNA ด้วยสารกมัมนัตภาพรังสี (P32) โดยแตล่ะ strand 

ของ double-stranded DNA จะถกูติดฉลากท่ีปลาย 5’ หรือ 3’ จากนัน้ DNA นัน้จะถกูน ามา 

denature ให้เป็น single strand  โดยท่ีในแตล่ะ strand จะถกูติดฉลากท่ีปลายข้างหนึ่งข้างใด

เท่านัน้ 

  ขัน้ท่ี 2   การตดัสาย DNA 

โดยในขณะนีส้าย DNA จะมีลกัษณะเป็น 32P5’ _  _  _  _  _   _  _  _  _  _  3’  

        1 2 3 4 5   6 7 8 9 10 

  DNA จะถกูแบง่เป็น 4 สว่นแตล่ะสว่นจะถกูน ามาท าปฏิกิริยาเคมีท่ีตา่งกนัโดยจะ

ท าการตดัสาย DNA นัน้ท่ีต าแหน่งของ base 1 ใน 4 นัน้ๆเช่นในสว่นท่ี 1 จะถกูน าไปท าปฏิกิริยา

ทางเคมีโดยจะตดัท่ีต าแหน่งท่ีมี base เป็น T หรือ  C เท่านัน้ส าหรับสว่นท่ีก าหนดให้ตดัท่ีต าแหน่ง 

G นัน้จะตดัท่ีต าแหน่ง A ด้วยแตจ่ะตดัท่ีต าแหน่งท่ีเป็น G มากกว่าในท านองเดียวกนัสว่นท่ีถกู

ก าหนดให้ตดัท่ีต าแหน่ง A จะตดัท่ี G ด้วยแตจ่ะตดัท่ีต าแหน่ง  A มากกวา่ 
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  ขัน้ท่ี 3 เป็นการแยกขนาดของ DNA ท่ีได้จากการท าปฏิกิริยาทางเคมีตามขัน้ตอน

ท่ี 2  DNA ท่ีได้จะถกูน ามาแยกขนาดตามความยาวของเบสโดยใช้วิธี polyacrylamide gel 

electrophoresis (เหมือนกบั agarose gel electrophoresis เพียงแตว่่า polyacrylamide gel 

สามารถท่ีจะใช้แยกขนาดของ  DNA ท่ีตา่งกนัเพียงแค ่1 bp ได้) 

วิธีการหาล าดบัเบสแบบ Dideoxy (Sanger DNA sequencing) 

  เช่นเดียวกบั Maxam-Gilbert sequencing โดยท่ีการหาล าดบัเบสด้วยวิธีนี ้

ต้องการ DNA ท่ีเป็นชนิดเดียวกนัซึง่เป็น DNA สายคูท่ี่จะถกู denature ให้เป็นสายเดี่ยวโดยใช้

ความร้อนและ oligonucleotide สายสัน้ๆซึง่ complementary กบั DNA สว่นท่ีใกล้เคียงกบัล าดบั

เบสท่ีเราต้องการทราบ (sequencing primer)   โดยท่ีจะ anneal กบัสาย DNA สายเดียวเท่านัน้ 

  Oligonucleotide primer จะถกูออกแบบให้ด้าน 3’ อยู่ใกล้กบัสว่นของ DNA ท่ี

เราต้องการทราบล าดบัของเบสโดย oligonucleotide นีจ้ะท าหน้าท่ีเป็น primer เพื่อให้มีการ

สงัเคราะห์ DNA สายท่ี complementary กบั DNA template ตอ่ไป 

จากนัน้ DNA ท่ี anneal กบั oligonucleotide primer แล้ว (เราเรียก DNA ท่ีต้องการจะ

หาล าดบัเบสนีว้่าเป็น template หรือ DNA template) จะถกูแบ่งเป็น 4 ส่วนแตล่ะสว่นจะมี 

normal precursors ของ DNA เช่น dATP, dTTP, dCTP, dGTP และ DNA polymerase และตวั 

precursor นีจ้ะถกูติดฉลากด้วยสารกมัมนัตภาพรังสี (32P)หรือสารเรืองแสงเพื่อท่ีจะสามารถ

ตรวจสอบสาย DNA ท่ีสร้างใหม่ใน DNA แตล่ะสว่นนัน้จะตา่งกนัท่ีจะใช้ modified nucleotide 

คือ dideoxy nucleotide ตา่งชนิดกนั    dideoxy nucleotide กบั deoxynucleotide นัน้จะตา่งกนั

ท่ี dideoxy nucleotide มี 3’-H ท่ี deoxyribose sugar แทนท่ี 3’-OH   ถ้าเราใช้ dideoxy 

nucleotide ในขบวนการสงัเคราะห์ DNA    dideoxy จะเข้าไปในสาย DNA ท่ีก าลงัสงัเคราะห์อยู่

ได้แตส่าย DNA นัน้จะไม่สามารถท่ีจะสงัเคราะห์ให้มีความยาวตอ่ไปได้อีกการสงัเคราะห์  DNA 

สายนัน้ก็จะหยดุเพราะเหตวุา่การท่ีไม่มี 3’-OH จะป้องกนัการเกิด phosphodiester bond กบั 5’P 

ของ DNA precursor ตวัท่ีจะเข้ามาใหม่    sequencing reaction แตล่ะสว่นจะมี ddATP หรือ 

ddCTP หรือ ddTTP หรือ ddGTP อย่างใดอย่างหนึ่งร่วมกบัมี normal precursor ทัง้ 4 ชนิดคือ 
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dATP    dTTP    dCTP และ dGTP   ในการสงัเคราะห์ DNA สายใหมจ่ะมีการใช้ทัง้ dd NTP และ 

d NTP แบบสุม่ตวัอย่างแตโ่ดยทัว่ไป dideoxy จะมีปริมาณ 1 ใน 100 ของ normal precursors 

ดงันัน้ส่วนใหญ่ก็จะมีการใช้ deoxynucleotide เหมือนเช่นการสงัเคราะห์ DNA ตามปกติซึง่ 

primer ก็จะถกูตอ่โดย DNA polymerase โดยมีล าดบัเบสท่ี complementary กบั template   ถ้า 

dideoxynucleotide ถกู incorporate เข้าไปในสาย DNA ท่ีก าลงัสร้างอยูก่ารสร้าง DNA สายนัน้ก็

จะหยดุลงไม่สามารถสร้างต่อไปได้อีกส่วนสายท่ีมี deoxynucleotide incorporate เข้าไปก็

สามารถสงัเคราะห์ไปได้เร่ือยๆจนกวา่จะ incorporate dideoxynucleotide เข้าไป 

 

ภาพท่ี 6 แสดงโครงสร้างทางเคมีของ dNTP และ ddNTP (ภาพจาก

http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/techniques.htm) 

 ดงันัน้ DNA สายใหม่ท่ีก าลงัสร้างอาจจะหยดุได้ทุกต าแหน่งท่ีมีการ incorporate  

dideoxynucleotide เข้าไปเช่นใน ddA reaction สายใหม่ขนาดตา่งๆท่ีถกูสร้างเหลา่นีจ้ะมีปลาย

สดุท้ายเป็น ddA เสมอในขณะเดียวกนั ddG    ddC    ddT  reaction ก็จะมี DNA สายใหม่ท่ีมี

เบสสดุท้ายเป็น ddG, ddC และ ddT ทัง้สิน้จากนัน้สาย DNA จะถกูน ามาแยกขนาดโดย 

polyacrylamide gel elctrophoresis แล้วไปวิเคราะห์ตามแตล่ะเทคนิค 



19 
 

 

ภาพท่ี 7 แสดงการเกิดปฏิกิริยาการหาล าดบัเบส แบบ dideoxy (ภาพจาก 

http://www.nfstc.org/pdi/Subject09/pdi_s09_m02_01_f.htm) 

 



บทที่ 3 

วธีิด าเนินการวจิัย 

รูปแบบการวจิัย 

 งานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัเชิงพรรณนา (Descriptive study) 

 

ประชากรศกึษา 

ประชากรศกึษาครัง้นีเ้ป็นการคดัเลือกกลุ่มตวัอย่างชิน้เนือ้มะเร็งเต้านมท่ีเก็บไว้ในรูปเนือ้
สดแช่แข็งท่ีมีผลการย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมีด้วยแอนตบิอดี GST-pi1 จากการศกึษาก่อนหน้า [3] ซึง่
ชิน้เนือ้ทัง้หมดถกูเก็บไว้ท่ีภาควิชาพยาธิวิทยาคณะแพทยศาสตร์จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  (ฝ่าย
พยาธิวิทยาโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์สภากาชาดไทย) ตัง้แตปี่พ.ศ. 2553-2554 ตวัอยา่งทัง้หมดถกู
วินิจฉยัและคดัเลือกเข้าสูก่ารศกึษาโดยพยาธิแพทย์ 

โดยท่ีตวัอยา่งจะถกูแบง่ออกเป็น 3 กลุม่ ตามลกัษณะการตดิสีย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมี 

- กลุม่ท่ี 1 อิมมโูนฮิสโตเคมีให้ผลบวก คือ ติดสีเข้มชดัเจนทัง้ในนิวเคลียสและไซโตพลาสซมึ
ของเซลล์ 

- กลุม่ท่ี 2อิมมโูนฮิสโตเคมีให้ผลลบ คือทัง้ในสว่นนิวเคลียสและไซโตพลาสซมึไม่ติดสีอย่าง
ชดัเจน 

- กลุม่ท่ี 3อิมมโูนฮิสโตเคมีให้ผลไม่ชดัเจน  

ประเดน็ทางจริยธรรม 

การศึกษาครัง้นีเ้ป็นการศึกษาจากชิน้เนือ้มะเร็งเต้านม โดยท่ีจะไม่มีการเปิดเผยข้อมูล
ความลบัหรือเช่ือมโยงไปถึงข้อมูลส่วนบุคคลของผู้ ป่วย และไม่มีผลใดๆ ต่อการดูแลรักษาของ
ผู้ ป่วย 

โครงการวิจัยเร่ืองนีไ้ด้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Faculty of Medicine, Chulalongkorn University Ethics 
Committee) แล้ว รหสั IRB No.436/55 
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เคร่ืองมือและอุปกรณ์การวิจัย 

1. Pipette 2.5, 10, 20, 100, 200, 1000 µl (Eppendorf, Germany) 
2. Pipette tip 10, 20, 100, 200, 1000 µl (Axygen, USA) 
3. Centrifuge 
4. Vortex mixture 
5. PCR chamber 
6. Thermal cycler (Applied Biosystem, USA) 
7. Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo scientific, USA) 
8. Power supply (Biored, USA) 
9. Strom phosphoimager (Molecular Dynamics, UK) 
10. Computer (with ImageQuant software, Molecular Dynamics, UK) 
11. 4 ⁰C Refrigerator 
12. -20 ⁰C Freezer 
13. -80 ⁰C Freezer 
14. Autoclave 
15. Septa 96-well plate 
16. Automate Genetic Analyzer 3130 (ABI, USA) 

 

สารเคมีและชุดทดลองที่ใช้ในงานวิจยั 

แบ่งเป็นหมวดหมู่ตามขัน้ตอนดงัต่อนี ้

1. สารเคมีท่ีใช้ในการสกดั DNA  

1.  Lysis buffer 

2.  10% SDS 

3.  Prteinase K 
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4.  Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol mixture 25:24:1 

5.  Chloroform – isoamyl alcohol mixture 49:1 

6.  2-Propanol 

7.  3M Sodium acetate buffer solution pH 5.2 

8.  70% ethanol 

9.  Tris-EDTA buffer solution pH 8.0 

 
2. สารเคมีท่ีใช้ในการท าปฏกิิริยากบัโซเดยีมไบซลัไฟต์ 

1.EZ DNA methylation gold kit (Zymo Research, USA) 

2. Deionized water 

 
3. สารเคมีท่ีใช้ในการท าปฏกิิริยา PCR  

1. 10X buffer gold (Applied Biosystem, USA)  
2. MgCl

2 
solution (Applied Biosystem, USA)  

3. dNTPs (Applied Biosystem, USA)  
4. GSTP1 forward primer (Pacific science, Thailand)  
5. GSTP1 reverse primer (Pacific science, Thailand)  
6. AmpliTaq gold DNA polymerase (Applied Biosystem, USA)  
7. Water 

 
4. สารเคมีท่ีใช้ในการท า gel electrophoresis  

1. 5x Tris-EDTA  

2. 40% Acrylamide-bis acrylamide 
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3. 10% Ammoniumpersulfate  

4. Tetramethylethelenediammine  

5. Gel star nucleic acid strain (Cambrex bioscience, USA) 

6. Water 

 
5. สารเคมีท่ีใช้ในการท า sequencing reaction และ capillary electrophoresis 

1.  BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits (Applied Biosystems, USA) 
2.  5x Sequencing buffer (Applied Biosystems, USA) 
3.  Primer 0.8 pmol/µl 
4.  ExoSAP™(GE Healthcare, UK) 
5.  3 M NaOAc, pH4.6 
6.  95% Ethanol 
7.  70% Ethanol 
8.  HiDi formamide (Applied Biosystems, USA) 
9.  POP™ Polymer (Applied Biosystems, USA) 

 

วิธีด าเนินงานวิจัย 

วิธีการด าเนินงานวิจยัจะถกูแบ่งออกเป็นขัน้ตอนของการเก็บตวัอย่างและขัน้ตอนของการศึกษา
ทางโมเลกลุ (การหาล าดบัเบส) มีรายละเอียดดงัตอ่ไปนี ้

ขัน้ตอนการเก็บตวัอย่าง 

1. เก็บตวัอย่างโดยจะเก็บสองรูปแบบด้วยกนัคือรูปแบบของเนือ้สดแช่แข็งและรูปแบบของ
เนือ้เยื่อฝังในพาราฟินบล็อกจากภาควิชาพยาธิวิทยาคณะแพทยศาสตร์จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยัตัง้แตพ่.ศ. 2553-2554 จ านวน 52ราย 

2. ตวัอยา่งรูปแบบของเนือ้สดจะถกูเก็บท่ี -80 
o
C เพื่อท่ีจะน าไปสกดัดีเอ็นเอ 
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3. ตัวอย่างรูปแบบของพาราฟินบล็อกท่ีพยาธิแพทย์คัดเลือกสไลด์ท่ีท าการย้อมH&E
เรียบร้อยแล้วจะน าพาราฟินบล็อกไปตดัด้วย microtome ขนาด 2 ไมครอนเพื่อท่ีจะน าไป
ย้อมด้วยเทคนิค IHC เพื่อดกูารแสดงออกเป็นโปรตีนของยีน GSTP1 [3] 

ขัน้ตอนของการศึกษาทางโมเลกุลหรือการหาล าดบัเบสแบง่ออกเป็นขัน้ยอ่ยๆดงัตอ่ไปนี ้

1. การสืบค้นล าดบัเบสของดเีอ็นเอ 

ท าการสืบค้นล าดบัดีเอ็นเอของยีนกลูต้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรส(Glutathione S-

transferase; GSTP1) ของมนุษย์ ซึง่ตัง้อยู่บนโครโมโซมคู่ท่ี 11 (11q13) จากเวปไซต์ 

www.ncbi.nlm.nih.govพบว่าล าดบัเบสมีความยาว10059 คูเ่บส ประกอบด้วย 7 exon 

เร่ิมตัง้แตต่ าแหน่งท่ี 5001-8059 สว่นต าแหน่งท่ีผู้วิจยัสนใจคือ ต าแหน่งโปรโมเตอร์ตัง้อยู่

ล าดบัเบสท่ี 1-5000 รายละเอียดแสดงดงัภาพ 

 
ภาพท่ี 8 แสดงข้อมลูของยีนกลตู้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรสชนิด พี1 จาก 

www.ncbi.nlm.nih.gov 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2. การออกแบบไพรเมอร์ 

ใช้โปรแกรม  Methyl Primer Express Software™ (Applied Biosystem, USA) โดย

ขัน้ตอนในการออกแบบเร่ิมจาก 

1. ใสล่ าดบัเบสของยีน GSTP1 ท่ีได้จากการสืบค้นลงในโปรแกรม 

2. เลือกบริ เวณของยีน ท่ีสนใจ ก าหนดข้อมูล ท่ีส าคัญของยีน  เช่น  ต าแหน่ ง

Transcription Start Site 

3. เลือกชนิดของเทคนิคท่ีจะน าไพรเมอร์ไปใช้งาน 

4. โปรแกรมจะท าการค้นหาต าแหน่ง CpG จากล าดบัเบสท่ีใส่ลงไป แล้วท าการ

ประมวลผลให้ไพรเมอร์ท่ีครอบคลมุต าแหน่งท่ีเราสนใจ 

จากโปรแกรมจะได้ไพรเมอร์จ านวน10 คู่ ท่ีครอบคลุมต าแหน่งโปรโมเตอร์แสดงใน

ภาคผนวกและแนะน าไพรเมอร์คู่ท่ีดีท่ีสดุส าหรับยีนท่ีเราศึกษาพร้อมทัง้แสดงผลิตภณัฑ์พีซีอาร์

จากไพรเมอร์ในแตล่ะคูส่ว่นไพรเมอร์คูท่ี่เลือกใช้ในงานวิจยันีไ้ด้แสดงดงัตาราง 

ตารางท่ี 1 แสดงไพรเมอร์และคณุลกัษณะของไพรเมอร์ท่ีใช้ส าหรับงานวิจยันี ้

Primer Sequence Length(bp) Tm 
(⁰C) 

Genomic 
position 

Forward 
primer 

5' 
ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGT 
3' 

21 63.43 4998 - 
5019 

Reverse 
primer 

5' AAACTCTAAACCCCATCCCC 
3' 

20 62.65 5276 - 
5296 

 

ดีเอ็นเอท่ีผา่นปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยไพรเมอร์คูด่งักลา่วแล้วจะได้ผลิตภณัฑ์

ท่ีมีความยาว 298 คูเ่บส และประกอบด้วยต าแหน่งซีพีจี 38 ต าแหน่ง ดงัแสดงในภาพท่ี 9 



26 

 

 

 

ภาพท่ี 9 แสดงผลติภณัท์พีซีอาร์ท่ีได้ไพรเมอร์หลงัการท าปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ โดยท่ี A แทน เบสอะ

ดีนีนในล าดบัดีเอ็นเอ T แทน เบสไทมีนในล าดบัดีเอ็นเอ G แทน เบสกวานีนในล าดบัดีเอ็นเอ และ 

Y แทนเบสไซโตซีนท่ีอยูใ่นต าแหนง่ซีพีจีซึง่ก็คือต าแหนง่ซีพีจีท่ีเราศกึษานัน่เอง 

3. การทดสอบไพรเมอร์ 

เน่ืองจากไพรเมอร์ท่ีใช้ในงานวิจยันีถ้กูสร้างขึน้เป็นครัง้แรก ดงันัน้จ าเป็นต้องมีขัน้ตอนการ

ทดสอบเพื่อหาอณุหภมูิและเวลาท่ีเหมาะสมในการท าปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ โดยการ

ปรับอณุหภมูิ annealing ตาม Tm ของไพรเมอร์ เลือกทดสอบท่ี 6263 64 และ 65 องศาเซลเซียส

พบว่าปฏิกิริยาเกิดขึน้ได้ท่ีอุณหภูมิท่ี 64 และ 65 องศาเซลเซียสเท่านัน้ ในขณะท่ีอุณหภูมิ 

annealing อ่ืนๆไม่เกิดปฏิกิริยา จากผลการแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel electrophoresis) 

ท่ีอณุหภมูิ 64 และ 65 องศาเซลเซียสให้ลกัษณะของแบน (Band) ท่ีเกิดขึน้ทัง้ความเข้มและความ

คมชดัไม่ตา่งกนั  งานวิจยันีจ้งึเลือกใช้อณุหภมูิ annealing ท่ี 64 องศาเซลเซียส 

 ดงันัน้ อณุหภมูิและเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยาการเพิม่จ านวนดีเอ็นเอส าหรับ

ไพรเมอร์คูนี่ ้แสดงดงัตารางท่ี 2 
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ตารางท่ี 2 แสดงอณุหภมูิและเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยาการเพิม่จ านวนดีเอ็นเอ 

ขัน้ตอน อุณหภมิู 
(องศาเซลเซยีส) 

เวลา 
)นาที(  

Stage I   
 95 15 

Stage II   
Denaturation 95 1 
Annealing 64 1 
Extension 72 1 
Stage III   
Elongation 72 4 

  X45 cycle 

 

4. การสกัดดีเอน็เอด้วยวธีิมาตรฐานฟีนอลคลอโรฟอร์ม 
1. น าชิน้เนือ้ออกจากหลอด (ชิน้เนือ้ท่ีถกูเก็บไว้จะมีขนาด 1X0.5x0.5 เซนตเิมตร ) 
2. ใช้มีดฆ่าเชือ้ตดัชิน้เนือ้ให้มีขนาดเลก็ๆ แล้วใสล่งในหลอดขนาด 1.5 มิลลลิติร 
3. เติม Lysis buffer ปริมาณ 400 ไมโครลิตร 10%SDS ปริมาณ 25ไมโครลิตรและ 

ProteinaseK ปริมาณ 20 ไมโครลิตร แล้วตัง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ 50องศาเซลเซียสนาน 16-
18 ชัว่โมง 

4. เติม Phenol-Chloroform-Isoamyl alcohol ปริมาณ 500 ไมโครลิตรน าไปเขย่าด้วย

เคร่ืองเขย่า (vortex) แล้วป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที หลังจากนัน้ดูด

สารละลายใสด้านบน (upper phase)ใส่ในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร (ท าซ า้อีก 1 

รอบ) 

5. เติมสารละลาย Chloroform ปริมาณ 500 ไมโครลิตร น าไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า 

(vortex) แล้วป่ันท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที หลงัจากนัน้ดดูสารละลายใส

ด้านบน (upper phase) ใสใ่นหลอดขนาด 1.5 มิลลลิติร 
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6. เติม 2-Propanol ปริมาณ 320 ไมโครลิตร และ Sodium acetate ปริมาณ 80 

ไมโครลิตร น าไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า (vortex) แล้วป่ันท่ีความเร็ว 15,000 รอบต่อ

นาทีท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที แล้วเทสารละลายใสท่ีอยูด้่านบนทิง้ 

7. เติม 70% เอทานอล ปริมาณ 1,000 ไมโครลิตร น าไปเขย่าด้วยเคร่ืองเขย่า (vortex) 

แล้วป่ันท่ีความเร็ว 15,000 รอบต่อนาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที 

แล้วเทสารละลายใสท่ีอยู่ด้านบนทิง้เปิดฝาทิง้ไว้ประมาณ 15-20 นาทีเพื่อให้เอทา

นอลระเหย 

8. เติม Tris-EDTA buffer solution ปริมาณ 30 ไมโครลติร 

 
5. การท าปฏิกิริยากับโซเดยีมไบซัลไฟต์ 
ตวัอย่างดีเอ็นเอจะถูกน ามาท าปฏิกิริยากับสารโซเดียมไบซลัไฟต์เพื่อเปลี่ยนเบสไซโทซีนใน

สายดีเอ็นเอให้กลายเป็นยรูาซิลโดยใช้ชดุ EZ DNA methylation gold kit ของบริษัท Zymo 
Research ประเทศสหรัฐอเมริกามีขัน้ตอนดงันี ้

การเตรียม CT conversion reagent 

1. เติมน า้ (DW) 900 ไมโครลิตร + M-dilution buffer 300 ไมโครลิตร+ M-dissolving 
buffer 50 ไมโครลติรลงในหลอดของ CT conversion reagent  

2. Mix โดยการ shake หรือ vortex 10 นาที 

ข้อแนะน า:  

1. 1 หลอดของ CT conversion reagent ใช้กบัตวัอยา่งดีเอ็นเอ 10 ราย 
2. ห้ามโดนแสง 

3. เก็บท่ีอณุหภมูห้ิองได้ 1 คืน, เก็บท่ี 4 
o 
C ได้ 1 สปัดาห์, เก็บท่ี -20 

o 
C ได้ 1 เดือน 

การเตรียม M-wash buffer  

เติม absolute alcohol 24 ml ลงใน M-wash buffer 6 ml  
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ขัน้ตอนของ DNA bisulfite  

1. เติม CT conversion reagent 130 ไมโครลิตรลงในตวัอย่างดีเอ็นเอ 20 ไมโครลิตรใน 
PCR tube ผสมโดย pipetting up and down และน ามาป่ันเหวี่ยง 

ตัง้โปรแกรม 98 
o 
C 10 นาที แล้ว 64 

o 
C 2.5 ชัว่โมง 

(เก็บสารท่ี 4 
o 
C ได้ไม่เกิน 20 ชัว่โมง)  

2. เติม M-Binding Buffer 600 ไมโครลิตรลงบน Zymo-spin 
TM 

IC column และวาง 
column ลงใน Collection Tube  

3. ใสต่วัอย่างลงบน Zymo-spin 
TM 

IC column ซึง่ประกอบด้วย M-Binding Buffer หลงัจาก
นัน้ปิดฝาและกลบัหลอดตวัอยา่งไปมาหลายครัง้ 

4. ท าการป่ันตวัอยา่งที่ความเร็ว (≥ 10000×g) 30 วินาทีและเททิง้สว่นท่ีเป็นของเหลว 
5. เติม M-Wash Buffer 100 ไมโครลติรลงบน column และท าการป่ัน 30 วินาที 
6. เติม M-desulphonation Buffer 200 ไมโครลิตรลงบน column ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 

15-20 นาทีและป่ัน 30 วินาที 
7. เติม M-Wash Buffer 200 ไมโครลติรลงบน column และป่ัน 30 วินาที 
8. เติม M-Wash Buffer 200 ไมโครลติรลงบน column และป่ัน 30 วินาที 
9. ใส ่column ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube เติม M-Elution Buffer 10 ไมโครลิตร 
10. ท าการป่ัน 30 วินาทีเพื่อล้างดีเอ็นเอลงสู ่microcentrifuge tube  

11. ตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีได้จะถกูเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 
o 
C 
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6. การเพิ่มจ านวนดเีอ็นเอ 
1. เตรียมสารละลายส าหรับปฏิกิริยาดงัตารางท่ี 3 

ตารางท่ี 3 แสดงชนิดและปริมาณของสารเคมีท่ีใช้ปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ 
สาร ปริมาณสารตอ่หนึง่ตวัอยา่ง (µl) 

10x buffer solution 3 
MgCl225 mM 2.4 
dNTPs 0.6 
Forward primer 0.3 
Reverse primer 0.3 
AmpliTaq Gold 5U/µl 0.3 
Deionized water 21.1 
DNA template (5ng/µl) 2 
Final volume 30 

2. น าสารละลายท่ีเตรียมไว้ไปท าปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณล าดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้เคร่ือง PCR 
Thermal Cycler(Applied Biosystem, USA) ซึง่แตล่ะขัน้ตอนมีรายละเอียดดงันี ้  

ตารางท่ี 4 แสดงอณุหภมูิและเวลาท่ีใช้ในแตล่ะขัน้ตอนในปฏิกิริยาการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ  

ขัน้ตอน อุณหภมิู 
(องสาเซลเซยีส) 

เวลา 
(นาท)ี 

Step I   
 95 15 

Step II   
Denaturation 95 1 
Annealing 64 1 
Extension 72 1 
Step III 
Elongation 

 
72 

 
4 

  X45 cycles 
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3. หลงัจากท าปฏิกิริยาเพิม่จ านวนดีเอ็นเอเรียบร้อยแล้ว จ าเป็นต้องยืนยนัผลการเพิม่จ านวน
ดีเอ็นเอด้วยวิธีการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel electrophoresis)ในทกุรายผลิตภณัฑ์ท่ีได้
จะต้องมีความยาว 298 คูเ่บส ยืนยนัผลโดยใช้ DNA Ladder เป็นตวัเปรียบเทียบ 
 

7. การท าปฏิกิริยาการหาล าดบัเบส 

การท าปฏิกิริยาการหาล าดบัเบสประกอบด้วยขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

7.1 การ purified PCR product 

ก่อนท่ีดีเอ็นเอจะเข้าสู่ปฏิกิริยาการหาล าดบัเบส จะต้องผ่านขัน้ตอนการ purified PCR 
product ด้วยเอนไซม์ Exonuclease ด้วยชดุน า้ยา ExoSAP™ โดยการ 

1. เติม ExoSAP™2 ไมโครลติรและ ดีเอ็นเอ 5 ไมโครลติรลงในหลอดพีซีอาร์ 
2. วางในเคร่ือง Thermo Cycler โดยตัง้อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส นาน15นาที และ 80 

องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  
3. เก็บตวัอยา่งที่ 4 องศาเซลเซียส 

7.2 การท าปฏิกิริยาการหาล าดบัเบส 

1. วดัปริมาณดีเอ็นเอหลงัจากขัน้ตอนการ purifiedดีเอ็นเอ ด้วยเคร่ืองวดัปริมาณดีเอ็นเอ 
NanoDrop 2000c Thermoscientific แล้วปรับความเข้มข้นจนได้ความเข้มข้นสดุท้าย
เท่ากบั 40 ng/µl 

2. เตรียมสารเคมีส าหรับปฏิกิริยาการหาล าดับเบสลงในหลอดพีซีอาร์ ปริมานต่อหนึ่ง
ตวัอยา่งแสดงดงัตารางท่ี 5 
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ตารางท่ี 5 แสดงชนิดและปริมาณของสารเคมีท่ีใช้ในปฏกิิริยาการหาล าดบัเบส 
สาร ปริมาณสารตอ่หนึง่ตวัอยา่ง (µl) 

BigDye® Terminater v3.1 Sequencing 
Cycle kit 

1 

Reverse primer (0.8 pmol/µl) 4 
DNA Template (40ng/µl) 2 
5X Sequencing buffer 2 
Deionized water 1 
Final volume 10 

3. หลงัจากเตรียมสารเคมีเรียบร้อยแล้ว น าหลอดพีซีอาร์เข้าเคร่ือง Thermo cycler โดย
ก าหนดโปรแกรม ดงัตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 6 แสดงแสดงอณุหภมูิและเวลาท่ีใช้ในแตล่ะขัน้ตอนในปฏิกิริยาการหาล าดบัเบส 

ขัน้ตอน อณุหภมูิ (องศาเซียลเซยีส) เวลา(วินาที) 
ขัน้ท่ี 1 95 60 
ขัน้ท่ี 2 (x25 รอบ ) 
 

 
96 
50 
60 

 
10 
5 

240 
ขัน้ท่ี 3 60 240 
หลงัจากท าปฏิกิริยาเสร็จ ควรเก็บท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส และควรระวงัไมใ่ห้โดน
แสงแดด 
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8. การตรวจล าดับเบสด้วยวธีิ Capillary electrophoresis 

8.1 ขัน้ตอนการ Purified sequencing product 

1. น าสารผลิตภณัฑ์จากปฏิกิริยาการหาล าดบัเบสจากหลอดพีซีอาร์ ลงในหลอดขนาด 1.5 
มิลลลิติร 

2. เติมน า้ 7.25 ไมโครลิตรเอทานอล 31.25 ไมโครลิตรและ 3M Sodium acetate, pH 4.6 
1.5 ไมโครลติรปิดฝา แล้วเขยา่ด้วยเคร่ือง vortex  

3. ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 15 นาที 
4. น าไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอ่วินาที นาน 20  นาที 
5. คอ่ยๆใช้ปิเปตดดูสว่นท่ีเป็นสารละลายทิง้ 
6. เติม 70% เอทานอล 250 ไมโครลติร ปิดฝาแล้วเขยา่ด้วยเคร่ือง vortex 
7. น าไปป่ันท่ีความเร็ว 14,000 รอบตอ่วินาที นาน 10  นาที 
8. ค่อยๆใช้ปิเปตดดูส่วนท่ีเป็นสารละลายทิง้ ส่วนท่ีเหลือน าหลอดไปวางท่ี อณุหภมูิ 90⁰C 

นาน 1 นาที 
9. เติมสารละลาย HiDi Formamide 10 ไมโครลิตรลงในหลอด ดดูสารละลายขึน้-ลงเพื่อให้

ดีเอ็นเอละลายลงไปในสารละลาย  
10. ดดูสารละลายลงใน 96 well-plate เพื่อเตรียมน าเข้าเคร่ืองวิเคราะห์ล าดบัดีเอ็นเอตอ่ไป 

 

8.2 ขัน้ตอนการวิเคราะห์ล าดบัเบสด้วยเคร่ือง Automated sequencer ABI 3130 

1. ท าการติดตัง้ POP-7 polymer ลงในเคร่ือง Automate Genetic analyzer ABI 3130 
2. เปิดโปรแกรม    ท่ีคอมพิวเตอร์ ท าการก าหนดจ านวนตวัอย่าง เลือกโปรแกรมท่ีจะท า

การตวรจวิเคราะห์ โดยท่ี เคร่ืองจะท าการวิเคราะห์ได้ครัง้ละ 4 ตวัอย่าง ดงันัน้จึงควรใส่
ตวัอยา่งจ านวนท่ีเป็นเลขชดุของ 4 (8,12,16 เป็นต้น) 
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การบันทกึข้อมูล 

ส าหรับวิธีอิมมโูนฮิสโตเคมี 

สไลด์อิมมูโนฮิสโตเคมีน ามาท าการถ่ายภาพเซลล์ด้วยโปรแกรม Imagescope เลือก
บริเวณท่ีเป็นเซลล์มะเร็ง จ านวน 400 เซลล์ นบัจ านวนเซลล์มะเร็งท่ีให้ผลอิมมโูนฮิสโตเคมีเป็น
บวก แล้วบนัทกึเป็นร้อยละของเซลล์มะเร็งเต้านมท่ีให้ผลบวก  

ส าหรับวิธีการหาล าดบัเบส 

 ผลการหาล าดบัเบสจะแสดงเป็นภาพ electrophorogram โดยท่ีเบสไซโตซีน

แสดงด้วยรูปกราฟสีน า้เงินเบสกวานีนแสดงด้วยรูปกราฟสีด าเบสไทมีนแสดงด้วยรูปกราฟสีแดง

และเบสอะดีนีนแสดงด้วยรูปกราฟสีเขียว ดงัภาพท่ี 10 

 

ภาพท่ี 10 แสดงรูป Electrophorogram ของล าดบัเบสท่ีได้จากการตรวจด้วยเคร่ืองอตัโนมตัิ 

การตรวจสอบข้อมูลและการวิเคราะห์ค่าทางสถติ ิ

การวิเคราะห์ล าดบัเบสด้วยโปรแกรม Bioedit 

ท าการวิเคราะห์ล าดบัเบสท่ีได้จากปฏิกริยาการหาล าดบัเบส โดยการน าล าดบัเบสท่ีได้มา

ท าการวิเคราะห์ด้วยค าสัง่ CustalW Multiple alignment เพื่อเปรียบเทียบข้อมลูกบัข้อมลูของ

ล าดบัเบสเร่ิมต้นของยีน GSTP1  
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จากภาพท่ี 11แสดงการวิเคราะห์ผลการหาล าดบัเบสจ านวน 1 ตวัอยา่ง บรรทดับนของแต่

ละแถวแสดงล าดบัเบสปกติท่ีได้จากปฏิกิริยาไบซลัไฟต์และปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยท่ีตวัอักษร Y 

แสดงต าแหน่งของไซโตซีนในต าแหน่งซีพีจีท่ีจะสามารถเกิดเมทิลเลชัน่ได้ บรรทดัล่างแทนล าดบั

เบสของดีเอ็นเอท่ีจากการท าปฏิกริยาการหาล าดบัเบส ถ้าหากในต าแหน่งซีพีจีล าดบัเบสพบเป็น

ไซโตซีน(C) นัน่คือเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งนัน้ สว่นกรณีท่ีพบไทมีน(T) นัน่คือไม่เกิดเมทิลเลชัน่ท่ี

ต าแหน่งนัน้ แสดงดงัภาพ โดยสีเหลืองแสดงการเกิดเมทิลเลชัน่ สีเขียวไม่เกิดการเมทิลเลชัน่ สว่น

สีแดงพบทัง้เบสไซโตซีนและไทมีนในต าแหน่งนัน้ 

 

 

ภาพท่ี 11 แสดงผลการวิเคราะห์ล าดบัเบสด้วยโปรแกรม Bioeditโดยท่ี Y ในบรรทดับนแทนเบสไซ

โตซีนในต าแหน่งซีพีจี สว่นบรรทดัลา่งแสดงเบสท่ีเกิดขัน้ในผลิตภณัฑ์ C แทนเบสไซโตซีน T แทน 

เบสไทมีน และ Y แทนต าแหนง่ท่ีพบทัง้เบสไซโตซีนและไทมีน 

 



บทที่ 4 

ผลการศกึษา 

ก. ประชากรตัวอย่าง 

 ได้ศึกษาประชากรตวัอย่างจากผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดลกุลามและมีผลการย้อมอิมมโูน

ฮิสโตเคมีด้วย GST-pi 1 antibody จํานวน 52รายโดยท่ี 6 ราย ไม่สามารถทําปฏิกิริยาเพิ่มจํานวน

ดีเอ็นเอได้  

 ดงันัน้ ตวัอยา่งที่ใช้ในการศกึษาทัง้หมด จํานวน 46 ราย 

ข. การศึกษาโดยวิธีการหาล าดบัเบส 

ผลการหาลําดบัเบสด้วยไพรเมอร์ท่ีออกแบบในครัง้นีส้ามารถทําการหาลําดบัเบสได้สูงสุด

จํานวน 32 ตําแหน่ง จาก 38 ตําแหน่ง ตามท่ีได้ออกแบบไว้ จากภาพท่ี 12 จะเห็นว่ามีการสญูเสีย

ลําดบัเบสส่วนท้ายท่ีไม่สามารถวิเคราะห์ได้ประมาณ 100 คู่เบส ซึ่งครอบคลุมตําแหน่งซีพีจี

ประมาณ 5 ถึง 8 ตําแหน่ง 
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ภาพท่ี 12 แสดงตําแหน่งการเกิดเมทิลเลชัน่จากการหาลาํดบัเบสโดยท่ี T หมายถึง 

unmethylated cytosine ท่ีผา่นปฏิกิริยาไบซลัไฟต์จนกลายเป็นไทมีนสว่น C แสดง methylated 

cytosine ท่ีไม่ถกูเปลี่ยนเป็นไทมีนเม่ือผ่านปฏิกิริยาไบซลัไฟต์ Y หมายถึงตําแหนง่ท่ีพบทัง้เบสC

และT และช่องวา่งเป็นตําแหนง่ท่ีไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ 
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ตวัอยา่งทัง้ 46 รายจะถกูแบง่ออกเป็น 3 กลุม่ ตามการติดสีย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมี 

กลุ่มที่1 อิมมโูนฮิสโตเคมีให้ผลบวก คือติดสีเข้มทัง้ในนิวเคลียสและไซโตพลาสซมึของเซลล์ 

มี 14 ราย พบวา่ 

- มี 8 ราย คดิเป็นร้อยละ 57.14 ท่ีไม่พบการเมทิลเลชัน่ท่ีตําแหน่งซีพีจีใดๆเลย 

- มี 4 รายคดิเป็นร้อยละ 28.57 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 1 ตําแหน่ง 

- มี 2 รายคดิเป็นร้อยละ 14.28 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 2 ตําแหน่ง 

กลุ่มที่2 อิมมโูนฮิสโตเคมีให้ผลลบ คอืทัง้ในสว่นนิวเคลียสและไซโตพลาสซมึไมต่ิดสีอยา่ง

ชดัเจน มี 13 ราย พบวา่ 

- มี 1 รายคดิเป็นร้อยละ 7.69 ท่ีไมพ่บการเมทิลเลชัน่ท่ีตาํแหนง่ซีพีจีใดๆเลย 

- มี 2 รายคดิเป็นร้อยละ 15.38 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 2 ตําแหน่ง 

- มี 1รายคดิเป็นร้อยละ 7.69 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 3 ตําแหนง่ 

- มี 1รายคดิเป็นร้อยละ 7.69 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 4 ตําแหนง่ 

- มี 8 ราย คดิเปนร้อยละ 61.54 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่มากกวา่ 10 ตําแหน่ง และสงูสดุ 

27 ตําแหน่ง 

กลุ่มที่3 อิมมโูนฮิสโตเคมีให้ผลไม่ชดัเจน การอ่านผลทําได้ยาก มี 19 ราย พบวา่ 

- มี 6 รายคิดเป็นร้อยละ 31.58 ท่ีไม่พบการเมทิลเลชัน่ท่ีตาํแหนง่ซีพีจีใดๆเลย 

- มี 2 รายคดิเป็นร้อยละ10.53 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่1 ตําแหน่ง 

- มี 2 รายคดิเป็นร้อยละ10.53 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 2 ตําแหน่ง 

- มี 2 รายคดิเป็นร้อยละ10.53 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 4 ตําแหน่ง 

- มี 1รายคดิเป็นร้อยละ5.26 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 5 ตําแหนง่ 

- มี 1รายคดิเป็นร้อยละ5.26 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 6 ตําแหนง่ 

- มี 1รายคดิเป็นร้อยละ5.26 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 8 ตําแหนง่ 

- มี 4รายคดิเป็นร้อยละ21.05 ท่ีพบการเมทิลเลชัน่มากกว่า 10 ตําแหน่ง และสงูสดุ 26 

ตําแหน่ง 
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เม่ือพจิารณาตามกลุ่มลักษณะการตดิสีย้อมอมิมูโนฮสิโตเคมี 

กลุ่มแรกการติดสีย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมีจะตดิสีเข้มทัง้ในนิวเคลียสและไซโตพลาสซมึของเซลล์ 

(14/46 ราย) แสดงดงัภาพท่ี 13 

 

ภาพท่ี13 แสดงการติดสีท่ีให้ผลบวกของเซลล์มะเร็งจากการย้อมอิมมโูนฮิสเคมี 

ในกลุ่มนีผ้ลการตรวจลําดบัเบสพบ “T” ในตําแหน่งซีพีจีเกือบทุกตําแหน่งในลําดบัเบส

พบวา่มี “C”เพียง 1 ถึง 2 ตําแหน่งในลําดบัเบสเท่านัน้ (ภาพท่ี 14) 

 

ภาพท่ี14 แสดงตําแหน่งการเกิดเมทิลเลชัน่(C)ของตวัอยา่งในกลุม่ท่ีให้ผลอิมมโูนฮิสโตเคมีเป็น

บวก 
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ลกัษณะภาพelectrophorogram ของกลุ่มนีใ้ห้ผลท่ีชดัเจน ไม่มีสญัญาณรบกวน และ

สามารถตรวจลําดบัเบสได้ครบทกุตําแหน่ง แสดงดงัภาพท่ี 15 

 

ภาพท่ี15 แสดงภาพelectrophorogram ของลําดบัเบส ในตวัอยา่งท่ีให้ผลอิมมโูนฮิสโตเคมีเป็น

บวกโดยท่ี กราพสีเขียวแทนเบสอะดีนีน(A) กราฟสีแดงแทนเบสไทมีน(T) และกราฟสีดําแทนเบส

กวานีน(G) 
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กลุ่มที่สอง การติดสีย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมีทัง้ในสว่นนิวเคลียสและไซโตพลาสซมึไมต่ิดสีอยา่ง

ชดัเจน (13/46 ราย) (ภาพท่ี 16) 

 

ภาพท่ี16 แสดงการติดสีท่ีให้ผลลบของเซลล์มะเร็งจากการย้อมอิมมโูนฮิสเคมี 

ผลการตรวจลําดบัเบสพบทัง้ “C” และ “T” ท่ีตําแหน่งซีพีจีพบการเมทิลเลชัน่สงูถึง 13 

ราย จากจํานวน 13 ราย มีรายท่ีพบจํานวนตําแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่ตํ่ากว่า 3 ตําแหน่ง เพียง 2 

ราย มีเพียง 1 รายเท่านัน้ท่ีไม่พบการเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีตําแหน่งใดเลย 

 

ภาพท่ี17 แสดงตําแหน่งการเกิดเมทิลเลชัน่(C)ของตวัอยา่งในกลุม่ท่ีให้ผลอิมมโูนฮิสโตเคมีเป็นลบ 
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สญัญาณภาพ electrophorogram อยู่ในเกณฑ์ท่ีดีแต่ไม่ชัดเจนเท่ากลุ่มแรกคือพบ

สญัญาณรบกวนอยูบ้่างแสดงดงัภาพท่ี 18 

 

ภาพท่ี18 แสดงภาพelectrophorogram ของลําดบัเบส ในตวัอยา่งท่ีให้ผลอิมมโูนฮิสโตเคมีเป็นลบ 
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กลุ่มที่สามการติดสีย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมีไม่ชดัเจน การอ่านผลทําได้ยาก (19/46 ราย) (ภาพท่ี 

19)

 

ภาพท่ี19 แสดงการติดสีของเซลล์มะเร็งจากการย้อมอมิมโูนฮิสเคมี 

ผลการตรวจลาํดบัเบสพบทัง้ “C” และ “T” ในสายดีเอ็นเอคล้ายกบักลุม่ท่ีให้ผลอิมมโูน

เป็นลบ พบ 6 รายท่ีไมพ่บการเมทิลเลชัน่ท่ีตําแหน่งใดเลย พบ 13 รายท่ีมีการเมทิลเลชัน่ จํานวน

ตําแหน่งซีพีจีท่ีเกิดเมทิลเลชัน่เมื่อเทียบกบักลุม่ท่ีให้ผลอิมมโูนลบมีจํานวนตํ่ากวา่ 
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ภาพท่ี20 แสดงตําแหน่งการเกิดเมทิลเลชัน่(C)ของตวัอยา่งในกลุม่ท่ีให้ผลอิมมโูนฮิสโตเคมีไม่

ชดัเจน 
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แตส่ญัญาณภาพ electrophorogram มีสญัญาณท่ีรบกวนอยูม่าก  

 

ภาพท่ี21 แสดงภาพelectrophorogram ของลําดบัเบส ในตวัอยา่งท่ีให้ผลอิมมโูนฮิสโตเคมีไม่

ชดัเจน 
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ค. ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดเมทลิเลช่ันและการแสดงออกเป็นโปรตนี 

ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างจ านวนต าแหน่งที่เกิดเมทลิเลช่ันและการแสดง

ออกเป็นโปรตีน 

การแปลผลอิมมโูนฮิสโตเคมี 

ทําการนบัจํานวนเซลล์มะเร็งจํานวน 400 เซลล์จากสไลด์ชิน้เนือ้จากการย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมีนบั

จํานวนเซลล์ท่ีให้ผลบวกแล้วคํานวณเป็นร้อยละ 

พบวา่มีจํานวน 15 รายท่ีร้อยละของเซลล์ท่ีให้ผลบวกเข้าใกล้ 100 (มากกวา่ร้อยละ 90) 

จํานวน 22 รายท่ีร้อยละของเซลล์ท่ีให้ผลบวกเข้าใกล้ 0 (น้อยกว่าร้อยละ10) 

จํานวน 9 รายท่ีร้อยละของเซลล์ท่ีให้ผลบวกเข้าใกล้อยูร่ะหวา่งร้อยละ 10-89 

จากผลการหาลําดบัเบสและการย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมี พบแนวโน้มความสอดคล้องของทัง้ 2 วิธี 

โดยถ้าดูท่ีกราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหว่างจํานวนตําแหน่งซีพีจีท่ีมีเมทิลเลชั่นและร้อยละของ

เซลล์มะเร็งท่ีมีการแสดงโปรตีน จากภาพท่ี 22 จะเห็นได้ว่ากราฟจะหนาแน่นในช่วงแรกๆของการ

ท่ีตําแหน่งเมทิลเลชัน่ตํ่ากว่า 5 ตําแหน่งซีพีจี และท่ีตําแหน่งการเกิดเมทิลเลชัน่เป็นศนูย์ร้อยละ

ของการแสดงออกเป็นโปรตีนก็เข้าใกล้ 100% ในช่วงกลางถึงปลายของกราฟท่ีจํานวนตําแหน่งซีพี

จีเมทิลเลชัน่มากขึน้ร้อยละของจํานวนเซลล์ท่ีแสดงโปรตีนก็เข้าใกล้ศนูย์มากท่ีสดุ 
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 ภาพท่ี22 ความสมัพนัธ์ระหวา่งจํานวนตําแหนง่ซีพีจีท่ีมีเมทิลเลชัน่และร้อยละของ

เซลล์มะเร็งท่ีมีการแสดงโปรตีน 

จากความสมัพนัธ์ดงักลา่ว เม่ือทําการแบง่กลุม่ตามจํานวนตําแหนง่ซีพีจีท่ีเกิดเมทิลเลชัน่เป็นสาม

กลุม่คือ  

- กลุม่ท่ีไมพ่บการเมทิลเลชัน่เลย )ตําแหน่งเมทิลไซโตซีนเป็นศนูย์(  

- กลุม่ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ 1 ถึง 4 ตําแหน่ง 

- กลุม่ท่ีพบการเมทิลเลชัน่ตัง้แต ่5 ตําแหน่งขึน้ไป 

พบความสมัพนัธ์กนัอยา่งมีนยัสําคญั แสดงดงัตารางท่ี 7 

ตารางท่ี7 แสดงการเปรียบเทียบจํานวนการเกิดเมทิลเลชัน่ตามกลุม่กบัผลของอิมมโูนฮิสโตเคมี 

The number of 
methylated cytosine 

IHC p-value 
Positive (> 10%) Negative (<10%) 

0 13 (76.47%) 4 (23.53%)  
< 0.01 1-4 9 (64.29%) 5 (35.71%) 

>4 2 (13.33%) 13 (86.67%) 
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ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างต าแหน่งที่เกิดเมทลิเลช่ันและการแสดงออกเป็น

โปรตนี 

เปรียบเทียบความตรงกนัของผลการศึกษาเมทิลเลชัน่ด้วยวิธี MSP[3]และ วิธี Bisulfite 

sequencingท่ีให้ความสอดคล้องกบัการแสดงออกเป็นโปรตีนด้วยวิธีอิมมโูนฮิสโตเคมี 

โดยท่ีวิธี MSP จากการศกึษาท่ีผ่านมา พบว่าไพรเมอร์ท่ีใช้ครอบคลมุตําแหน่งท่ี 10-13 

และ 20-22 ของการศกึษาในครัง้นีท่ี้ใช้วิธี BS ซึง่สามารถตรวจซีพีจีได้จํานวน 32 ตําแหน่ง 

โดยแบง่พิจารณาตามการตดิสีจากการย้อมอิมมโูนฮิสโตเคมีท่ีได้แบง่ไว้ 3 กลุม่ กําหนดให้

กลุ่มท่ีติดสีชดัเจนเป็นกลุ่มควบคมุบวก กลุ่มท่ีไม่มีการติดสีอย่างชดัเจนเป็นกลุ่มควบคมุลบ และ

กลุม่ท่ีมีการตดิสีไมช่ดัเจนเป็นกลุม่เปรียบเทียบ 
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กลุ่มที่ 1 กลุม่ท่ีมีการแสดงออกเป็นโปรตีนอย่างชดัเจนด้วยวิธีอิมมโูนฮิสโตเคมี หรือกลุม่ควบคมุ

บวก แสดงดงัตารางท่ี 8 

ตารางท่ี8แสดงการเปรียบเทียบความสอดคล้องของการแสดงออกเป็นโปรตีนในกลุม่ท่ีมีการแสดง

ออกเป็นโปรตนีชดัเจนด้วยวธีิ IHC ระหวา่งการเกิดเมทิลเลชัน่ด้วยวิธี MSP และ วิธี Bisulfite 

sequencing  

No. IHC MSP Number of C 
from BS 

Site of CpG Concordance with IHC 
MSP BS 

1 + u 1 33 /  
2 + u 1 24 /  
3 + u 0  / / 
4 + u 0  / / 
5 + u 2 16, 26 /  
6 + u 0  / / 
7 + u 2 8, 26 /  
8 + u 1 30 /  
9 + u 0  / / 

10 + u 1 24 /  
11 + u 0  / / 
12 + u 0  / / 
13 + u 0  / / 
14 + u 0  / / 

 

- วิธี MSP ให้ผลสอดคล้องกบัการแสดงออกเป็นโปรตนีด้วยวธีิ IHC ในทกุราย แตใ่นวิธี BS 

มี 6 รายท่ีพบการเมทิลเลชัน่อยูพ่บมากท่ีสดุมากท่ีสดุ 2 ตําแหน่ง นัน่หมายความวา่

ตําแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่นัน้จะไมมี่ผลตอ่การแสดงออกของโปรตีน คอื ตําแหน่งท่ี8, 16, 

24, 26, 30, 33 
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- การท่ีวิธี MSP ให้ผลสอดคล้องกบัการแสดงออกเป็นโปรตีนด้วยวิธี IHC ในทกุราย นัน่คือ 

ตําแหน่งท่ีครอบคลมุไพรเมอร์ของวิธี MSP มีผลตอ่การแสดงออกเป็นโปรตีน นัน่คือ 

ตําแหน่งท่ี10-13 และ 20-22 

- จากข้อมลูข้างต้นเป็นการยืนยนัความไว (sensitivity) ของวิธี BS ท่ีสงูกวา่วิธี MSP 
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กลุ่มที่ 2 กลุม่ท่ีไม่มีการแสดงออกเป็นโปรตีนอย่างชดัเจนด้วยวิธีอิมมโูนฮิสโตเคมี หรือกลุม่

ควบคมุลบ แสดงดงัตารางท่ี 9 

ตารางท่ี 9แสดงการเปรียบเทียบความสอดคล้องของการแสดงออกเป็นโปรตีนในกลุม่ท่ีไม่มีการ

แสดงออกเป็นโปรตีนชดัเจนด้วยวิธี IHC ระหวา่งการเกิดเมทิลเลชัน่ด้วยวธีิ MSP และ วิธี Bisulfite 

sequencing 

No. IHC MSP Number of 
C from BS 

Site of CpG Concordance with 
IHC 

MSP BS 
15 - u 4 3, 8, 25, 26  / 
16 - m 15 11, 14,16-28 / / 
17 - u 0    
18 - m 27 1-27 / / 
19 - u 1 28  / 
20 - u 20 1-6,10,12,16,18,22-31  / 
21 - u 

 
16 

 
2,3,5,10,13,14,16,17,18, 
21-23,25-27,31 

 / 

22 - u 3 19, 24, 25  / 
23 - u 

 
21 

 
2-11,13,16,17,18, 
20,22,23,25-27,30 

 / 

24 - u 10 1,3,5,11,18,21,22,24,26,27  / 
25 - u 

 
21 

 
2,3,7,11,13,14,16-18, 
21-32 

 / 

26 - m 
 

19 
 

3-6,11,14,16,17,19,21-26, 
28,30-32 

/ / 

27 - u 1 6  / 
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- พบวา่ MSP ให้ผลสอดคล้องกบัผลของ IHC ในรายท่ีมีจํานวนการเกิดเมทิลเลชัน่สงูๆ คือ 

15 19 27 ตําแหน่ง 

- มี 4 รายท่ีพบเมทิลเลชัน่เพียงบางตําแหน่งก็ไม่แสดงโปรตีน คือ ในรายท่ี 15 พบเมทิล

เลชัน่ 4 ตําแหน่ง รายท่ี 19 พบเมทิลเลชัน่ 1 ตําแหน่ง รายท่ี 22 พบเมทิลเลชัน่ 3 ตําแหน่ง 

และรายท่ี 27 พบเมทิลเลชัน่ 1 ตําแหน่ง นัน่คือตําแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่เหล่านีน้่าจะมี

อิทธิพลตอ่การแสดงโปรตีน ได้แก่ตําแหน่งท่ี 3, 6, 19, 25, 28 

- มี 1 ราย คือรายท่ี 17ไม่พบความสอดคล้องจากทัง้สองวิธี คือไม่มีการแสดงโปรตีนและไม่

พบการเกิดเมทิลเลชั่นท่ีตําแหน่งใดๆ จากการศึกษาทัง้วิธี MSP และ Bisulfite 

sequencing สาเหตขุองการไม่แสดงโปรตีนในรายนีน้่าจะมาจากกลไกอ่ืนๆท่ีวิธีท่ีได้ใช้ยงั

ไม่มีคําตอบ 

- มี 4 ราย คือในรายท่ี 20,23,24 และ 25 พบว่าเกิดเมทิลเลชัน่ท่ีตําแหน่งท่ีเป็น binding 

primer ในวิธี MSP แตว่ิธี MSP ให้ผลเป็น unmethylation สาเหตท่ีุเป็นเช่นนีน้่าจะมาจาก

เหตผุลทางเทคนิคและความจําเพาะเจาะจงในการทําปฏิกิริยาของไพรเมอร์ 
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กลุ่มที่ 3 กลุม่ท่ีให้ผลอิมมโูนฮิสโตเคมีท่ีไม่ชดัเจนหรือกลุม่เปรียบเทียบ แสดงดงัตารางท่ี 10 

ตารางท่ี 10แสดงการเปรียบเทียบความสอดคล้องของการแสดงออกเป็นโปรตีนในกลุม่ท่ีการแสดง

ออกเป็นโปรตนีไมช่ดัเจนด้วยวิธี IHC ระหว่างการเกิดเมทิลเลชัน่ด้วยวธีิ MSP และ วิธี Bisulfite 

sequencing 

No. IHC MSP Number of C 
from BS 

Site of CpG Concordance with IHC 
MSP BS 

28 - m 17 6,11-16,18-27 / / 
29 + u 4 3, 25, 26, 27 /  
30 - u 0    
31 - m 2 8,24 / / 
32 

+ m 12 
3,7,11,16,17,19, 
22-27 

  

33 + m 6 12-14, 21-23   
34 + u 0  / / 
35 - m 26 1-7,9-27 / / 
36 - u 0    
37 + u 0  / / 
38 + u 0  / / 
39 - u 0    
40 + u 0  / / 
41 - u 2 24, 27  / 
42 

- m 14 
3-5, 14,18,19,23, 
26-32 

/ / 

43 + u 0  / / 
44 - u 5 16, 18, 23, 26, 27  / 
45 - m 8 1-4,6,8-10 / / 
46  + u 4 13, 14, 25, 26 /  
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- มี 4 ราย ท่ีผลจาก MSP และ BS ให้ผลไม่สอดคล้องกนั โดยรายท่ี 29 และ 46 ผลจากวิธี 

IHC ให้ผลบวกคือแสดงโปรตีนซึง่ตรงกบัวิธี MSP ท่ีให้ผล unmethylation แตพ่บตําแหน่ง

เมทิลเลชัน่จากวิธี BS นัน่คือ ตําแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่ในรายเหลา่นีไ้ม่มีผลตอ่การแสดง

โปรตีน คือ ตําแหน่งท่ี 3, 13, 14, 25, 26, 27 สว่นอีก 2 รายคือรายท่ี 41 และ 44 ท่ีไม่มี

การแสดงโปรตีนจากวิธี IHC และวิธี MSP ให้ผล unmethylation ซึง่ไม่สอดคล้องกนั แต่

จากวิธี BS พบว่ามีตําแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่ คือ ตําแหน่งท่ี 16, 18, 23, 24, 26, 27 นัน่

คือ ตําแหน่งเหลา่นีน้่าจะมีผลตอ่การแสดงออกเป็นโปรตีนของยีนนี ้ 

- มี 3 ราย คือรายท่ี 30,36 และ 39 ไม่พบความสอดคล้องจากทัง้สองวิธี คือไม่มีการแสดง

โปรตีนและไม่พบการเกิดเมทิลเลชั่นท่ีตําแหน่งใดๆ จากการศึกษาทัง้วิธี MSP และ 

Bisulfite sequencing โดยในรายท่ี39 ปัญหาน่าจะมาจากการแปลผลอิมมโูนฮิสโตเคมี 

สว่นรายท่ี 30 และ 36 สาเหตขุองการไม่แสดงโปรตีนในรายนีน้่าจะมาจากกลไกอ่ืนๆท่ีวิธี

ท่ีได้ใช้ยงัไมมี่คําตอบ 

โดยสรุป ในรายท่ีมีการแสดงออกเป็นโปรตีน ซึ่งการตรวจเมทิลเลชั่นควรให้ผลเป็น 

unmethylation จากการตรวจด้วยวิธี Bisulfite sequencing พบว่ามี 13 ราย ท่ีให้ผลสอดคล้อง 

และ 10 รายท่ียงัพบวา่มีตําแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่ นัน่คือตําแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่ในกรณีนีจ้ะเป็น

ตําแหน่งท่ีไม่มีอิทธิพลตอ่การแสดงออกเป็นโปรตีน ได้แก่ตําแหน่งท่ี8, 16, 24, 26, 30, 33 สว่นใน

กรณีท่ีไม่มีการแสดงโปรตีน การตรวจเมทิลเลชัน่ควรให้ผลเป็น methylation พบว่า มี19 รายท่ี

ให้ผลสอดคล้อง ส่วนใน 4 รายท่ีให้ผลไม่สอดคล้องยงัเป็นกรณีท่ีต้องศกึษาต่อไป ส่วนตําแหน่งท่ี

พบวา่มีอิทธิพลตอ่การไม่แสดงออกเป็นโปรตีน ได้แก่ ตําแหน่งท่ี 3, 6, 10-13, 19-22, 25, 28 

 



บทที่ 5 

อภปิรายและสรุปผลการวจิัย 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่ (DNA methylation) เป็นหนึ่งในกลไกเหนือพนัธุกรรม (epigenetic) ท่ี

ควบคมุการแสดงออกของยีน มีการศึกษามาเป็นเวลานานในแง่ของความสมัพนัธ์กบัมะเร็งชนิด

ต่างๆ [4-8,15,18-20] และมีการพฒันาวิธีการตรวจอย่างต่อเน่ือง [2,6,7,9 -10,12,14,18 - 21]  

เพื่อให้สามารถใช้ในงานบริการทางการแพทย์ท่ีเร่ิมมีการใช้แล้วในปัจจบุนั [20 , 22] วิธีการตรวจ

เมทิลเลชั่นแบ่งได้เป็นสองกลุ่มใหญ่ๆ คือ แบบท่ีอาศยัการท าปฏิกิริยากับไบซลัไฟต์ และไม่ท า

ปฏิกิริยากับไบซัลไฟต์ [14-17] โดยเทคนิคท่ีอาศัยการท าปฏิกิริยากับไบซัลไฟต์ เช่น MSP 

Bisulfite sequencing และ Pyrosequencing  เป็นเทคนิคท่ีถกูน ามาใช้มากกว่า เพราะเป็น

เทคนิคท่ีได้ผลดี มีความน่าเช่ือถือและมีประสิทธิภาพ (reliability and robust) โดยมีการพฒันา

เพื่อให้ลดข้อจ ากดัของเทคนิคเหลา่นีเ้พื่อให้ได้ประสิทธิภาพสงูสดุ [20,23] อย่างไรก็ตามการท่ีจะ

น าเทคนิคมาใช้ในการบริการจะต้องมีความเป็นไปได้ คือ มีความน่าเช่ือถือ (reliability) ราคาท่ี

เหมาะสม (cost) และท าได้ง่าย [22] 

การตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่มีข้อส าคญัท่ีจะได้ผลดีคือ ตวัอย่างต้องเหมาะสม คณุภาพ

ของดีเอ็นเอท่ีดีจะต้องมีสายล าดบัเบสท่ียาวเหมาะสมกบัเทคนิคและ probe ท่ีถกูออกแบบไว้ [3] 

การเลือกเทคนิคท่ีน ามาใช้ก็จ าเป็นต้องเลือกท่ีเหมาะกับการศึกษายีน การศึกษาในปี 2012  

Surbhi et al. ใช้เทคนิค Bisulfite sequencing ในการศกึษาเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งตา่งๆของยีน 

GSTP1 พบว่า Bisulfite sequencing ให้ผลท่ีมีความจ าเพาะมากกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัเทคนิค 

Pyrosequencing และ MSP [4,20]  และความสอดคล้องกบัการพยากรณ์ของโรคในแง่ตา่งๆ ไม่

ว่าจะเป็นอตัราการรอดชีวิต (survival rate) การกลบัมาเป็นซ า้ (recurrence) ตลอดจนการ

ตอบสนองต่อยา [2,3,9] ต าแหน่ งซีพี จี ท่ี เ กิดเมทิลเลชั่นก็มีความส าคัญในการก าหนด 

specification ของการตรวจ และอาจเป็นสาเหตขุองผลท่ีไม่ตรงกับการแสดงออกเป็นโปรตีน 

[2,3,9,15] มีรายงานในมะเร็งตบั พบว่าต าแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่มีความจ าเพาะต่อการแบ่งชนิด
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ย่อย [4] ในมะเร็งต่อมลกูหมากมีรายงานความเก่ียวข้องระหว่างระดบัเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งซีพีจี

ตา่งๆบนโปรโมเตอร์กบัความรุนแรงของโรค [24]  

การตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นในมะเร็งเต้านม มีงานวิจัยท าการศึกษาในแง่ของการช่วย

วินิจฉยั การบอกการพยากรณ์โรค และการใช้ยา มีงานวิจยัท่ีพดูถึงการใช้ยาในกลุม่ Taxane และ

มีความแตกต่างกนัระหว่างผลของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน่กบัผลของอิมมโูนฮิโตเคมีต่อการพยากรณ์

ของโรคและการตอบสนองตอ่ยา [2,3,9] และท าให้ผู้วิจยัศกึษาถึงสาเหตขุองความแตกต่างท่ีเกิด

นัน้และ [3] 

งานวิจยันีท้ าการศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่าง DNA methylation โดยเทคนิค Bisulfite 

sequencing (BS) บนโปรโมเตอร์ของยีน GSTP1 และการแสดงออกเป็นโปรตีนของยีนโดยเทคนิค

อิมมโูนเคมี (immunohistochemistry, IHC) จากการตรวจสอบรายละเอียดของยีน ผู้วิจยัพบว่านิ

วคลีโอไทด์ในช่วงโปรโมเตอร์ของยีน GSTP1 ท่ีท าการศกึษามีซีพีจีจ านวนทัง้สิน้ 32 ต าแหน่ง ได้

พบซีพีจี 7 ต าแหน่งตรงกบั primer ท่ีใช้ในการตรวจด้วยวิธี methylation specific PCR (MSP) ท่ี

ได้ด าเนินการวิจยัก่อนหน้านี ้[3] จึงมีความสนใจว่า การออกแบบ primer ท่ีคมุจ านวนต าแหน่ง

ของซีพีจีมากขึน้ และหรือคมุต าแหน่งท่ีส าคญับางต าแหน่งเพิ่มเติม อาจสามารถอธิบายกรณีท่ี

ตวัอยา่งมะเร็งเต้านมบางรายตรวจไม่พบโปรตีนโดยท่ีการตรวจด้วยวิธี MSP ให้ผลลบ  

ผู้วิจยัได้ใช้ตวัอย่างจ านวนประมาณกึ่งหนึ่งของงานวิจยัครัง้ท่ีแล้วมาท าการศกึษาโดยวิธี 

BS เพื่อตอบค าถามวิจยัว่า จ านวนต าแหน่งซีพีจีท่ีเกิด methylation มีผลต่อการยบัยัง้การ

แสดงออกของโปรตีน GSTP1 หรือไม่ และ มีซีพีจีท่ีต าแหน่งใดท่ีมีผลต่อการยบัยัง้การแสดงออก

ของโปรตีน GSTP1 ท่ียงัไมค่รอบคลมุโดย primer ก่อนหน้านีห้รือไม่ 

การเลือกใช้วิธี BS เพื่อศกึษาการเกิดเมทิลเลชัน่ ส าหรับอธิบายความสมัพนัธ์กบัการไม่

แสดงออกเป็นโปรตีน ในการวิจยันี ้เน่ืองจากเทคนิค BS ให้ resolution ของเทคนิคสงูถึงระดบัเบส

ต่อเบส [4,15-17] ซึ่งตรงกับวัตถุประสงค์ของการวิจัย อย่างไรก็ตาม จากการศึกษา ได้พบ

ข้อจ ากดัของ BS ท่ีไม่สามารถบอกระดบัการเมทิลเลชัน่ในแต่ละต าแหน่งได้ ท าให้มี ซีพีจี บาง
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ต าแหน่งไม่สามารถระบผุลเมทิลเลชัน่ได้ การศกึษาโดยเทคนิค Pyrosequencing ท่ีบอกข้อมลูได้

ทัง้เชิงคณุภาพและปริมาณ [25] อาจสามารถให้ความกระจ่างเพิ่มเติมส าหรับต าแหน่งตา่งๆ ท่ียงั

ไม่มีผล ข้อจ ากดัอีกประการหนึ่งได้แก่ การศกึษานีใ้ช้ตวัอย่างมะเร็งเต้านมจากเนือ้เยื่อสดแช่แข็ง 

อาจมีเซลล์และเนือ้เย่ืออ่ืนท่ีนอกเหนือจากเซลล์ของมะเร็งลกุลามปนอยู่ด้วยกนัซึง่เป็นสิ่งปนเปือ้น 

(contaminant) ของการวิจยั [3,25] แต่คิดว่า การปนเปือ้นในการวิจยันี ้น่าจะไม่มาก จากการท่ี

ผู้วิจยัมุง่เก็บเนือ้เย่ือมะเร็งท่ีอยูใ่นก้อนท่ีมองเห็นชดั และลกัษณะกราฟที่ได้มีคณุภาพดี  

 จากรายงานท่ีผา่นมา การพบความไมส่อดคล้องกนัของการตรวจโปรตีน และการตรวจยีน 

มียีนหลายยีนท่ีเป็นปัญหาได้แก่ MGMT GSTP1เป็นต้น [3,13,25] แตเ่ป็นความไม่สอดคล้องนัน้

มาจากวิธีการท่ีใช้ตรวจนัน้ยงัมีข้อจ ากัด MSP เป็นการตรวจเมทิลเลชัน่ท่ีต าแหน่งซีพีจีท่ีเป็น 

binding primer เท่านัน้ การท่ีไม่พบความสอดคล้องของการตรวจเมทิลเลชัน่กบัการแสดงโปรตีน

ด้วยวิธี MSP เป็นไปได้ว่า ต าแหน่ง binding primer ท่ีเลือกใช้ยงัไม่ใช่ต าแหน่งท่ีมีความส าคญั

หรือเก่ียวข้องกบักระบวนการแสดงออกของยีน  การเลือกใช้เทคนิคท่ีมี high resolution ในระดบั

โมเลกลุท าให้สามารถอธิบายถึงกลไกของความไมต่รงกนัดงักลา่วได้         

โดยปกติระดบัเมทิลเลชัน่ในยีนจะเป็นกลไกในการควบคมุการแสดงออกของยีน [5] เม่ือมี

ความผิดปกติของยีนท่ีแสดงออกมา ระดบัเมทิลเลชัน่จึงเป็นอีกหนึ่งปัจจยัท่ีนกัวิจยัให้ความสนใจ 

มีรายงานความผิดปกติของการเกิดเมทิลเลชั่นในกลุ่มโรคท่ีหลากหลาย [4,5,6,15,22,24] ใน

มะเร็งตบัพบว่าระดบัเมทิลเลชัน่ (methylation pattern) สามารถบอกความแตกตา่งในชนิดย่อย

ได้ ในมะเร็งตอ่มลกูหมากซึง่พบการเมทิลเลชัน่สงูในผู้ ป่วยถึงร้อยละ 90 ยงัมีรายงานความรุนแรง

ของโรคและการลกุลามของโรคสมัพนัธ์กบัระดบัการเมทิลเลชัน่ (methylation pattern) ท่ีเกิดขึน้

ด้วย [24] 

ผลการศกึษาในงานวิจยันีเ้ม่ือพิจารณาจากจ านวนของเมทิลไซโตซีนท่ีพบในล าดบัเบส จะ

เห็นว่าเม่ือแบ่งกลุ่มจ านวนเมทิลไซโตซีนเป็น 3 กลุ่ม ท่ีจ านวนเมทิลไซโตซีนเป็นศนูย์การแสดง

ออกเป็นโปรตีนเข้าใกล้100%  ท่ีจ านวนเมทิลไซโตซีน 1 ถึง 4 ต าแหน่ง มีความแตกต่างของการ
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แสดงโปรตีน และร้อยละการแสดงโปรตีนเข้าใกล้ศนูย์เม่ือจ านวนของเมทิลไซโตซีนมากกว่า 10 

ต าแหน่ง การแบ่งกลุ่มจ านวนเมทิลไซโตซีนเป็น  3 กลุ่มดงักล่าวให้ความสมัพนัธ์กบัร้อยละการ

แสดงออกเป็นโปรตีนอยา่งมีนยัส าคญั (p-value <0.01)  

ผลการศึกษาต าแหน่งของเมทิลไซโตซีนท่ีมีผลต่อการไม่แสดงโปรตีนนัน้ ท าการแบ่งการ

พิจารณาออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มแรก กลุ่มท่ีมีการแสดงโปรตีนชดัเจน ผลการแสดงโปรตีนจากวิธี 

IHC ในทกุรายให้ผลตรงกบัวิธี MSP นัน่คือทกุต าแหน่งซีพีจีท่ีไพรเมอร์ของวิธี MSP มาจบัมีผล

อิทธิพลต่อการไม่แสดงโปรตีนในขณะท่ี6 รายท่ีพบว่ามีเมทิลไซโตซีนอยู่(โดยท่ี 4 รายพบเพียง 1 

ต าแหน่งและ 2 รายพบ 2 ต าแหน่ง) สามารถอธิบายได้ว่าต าแหน่งท่ีเกิดเมทิลเลชัน่ดงักล่าวไม่มี

อิทธิพลตอ่การเกิดเมทิลเลชัน่ คือ ต าแหน่งท่ี 8, 16, 24, 26, 30, 33 กลุม่ท่ีสอง กลุม่ท่ีไม่มีการ

แสดงโปรตีนชดัเจน มี 12 ราย จาก 13 ราย มีพบต าแหน่งเมทิลไซโตซีน 8 รายท่ี พบมากกว่า 10 

ต าแหน่ง สว่นอีก 4 รายท่ีพบเมทิลไซโตซีนเพียง 1, 3,และ 4 ต าแหน่ง นัน่คือ ต าแหน่งเหลา่นีน้่าจะ

มีอิทธิพลท าให้ไม่มีการแสดงโปรตีนออกมา ได้แก่ ต าแหน่งท่ี 3, 6, 19, 25, 28  

เม่ือเปรียบเทียบผลการศกึษาจากวิธี BS กบั วิธี MSP [3] พบว่า ทัง้ 2 เทคนิคจะให้ผล

ตรงกนัก็ตอ่เม่ือมีจ านวนเมทิลไซโตชีนมากกว่า 10 ขึน้ไปในกรณีของ methylation และ มีจ านวน

เมทิลไซโตซีนเป็นศนูย์ในกรณีท่ี unmethylation ส าหรับรายท่ีมีการแสดงโปรตีนชดัเจน การท่ีพบ

เมทิลไซโตซีนในบางต าแหน่งจากวิธี BS ในขณะท่ีวิธี MSP ให้ผลเป็น unmethylation นัน้ ท าให้

สามารถวิเคราะห์ได้ว่าต าแหน่งท่ีพบเมทิลไซโตซีนนัน้ไม่มีผลต่อการแสดงโปรตีน ข้อมลูดงักล่าว

เป็นการแสดง sensitivity ของวิธี Bisulfite sequencing 

ผลการศึกษาสามารถน าไปสู่การพฒันาวิธีการตรวจเมทิลเลชัน่ด้วยวิ ธี MSP โดยการ

ออกแบบไพรเมอร์ให้ขยายออกไปเพื่อครอบคลมุต าแหน่งซีพีจีท่ี 8 และ 9 รวมเข้าไปอย่างไรก็ดี

เพื่อให้เทคนิค MSP ให้ผลท่ีมีความถกูต้อง ความจ าเพาะ (specificity) ของไพรเมอร์ท่ีใช้ถือเป็น

เร่ืองส าคญัส าหรับเทคนิคนีแ้ละจ าเป็นต้องมีการศกึษาเพื่อยืนยนัผลการศกึษาตอ่ไป 
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ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีนกลูต้าไธโอนเอสทรานเฟอร์เรส 
BISULFITE SEQUENCING - GSTP1 
INITIAL NUCLEOTIDE SEQUENCE 
CCTGGAACCCTCCTGTGCTGCCGAGATATCAGGGAGGCGCTGGGTACTGCAAGGGG
AAGATGGCATTGCTATGGAGCCACTCTTGGTGAAGGTCGAATGGGTGACATTGGAAG
TCTAGCTTTTCCTGAGGCTGGGGTCTGGACCTTGGTCTAGATCAGGGGTCAGCAAATT
TTTCTTGAAAATGTAGACAGAAAATATCTTAAGCTGGCCGGGCACGGTGGCTCACACC
TGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCAGGCGGATCACAAGGTCAGGAGATCG
AGACCATCCTGGCTAACACAGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAAATTAGC
CGGGTGTGGTGGCGGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTCTGGAGGCTGAGGAAGGAG
AATGGCGTGAACCCGGGAGGTGGAGCTTGCAGTGAGCCAAGATCGTGCCACTGCAC
TCCAGCCTGGGCGACAGAGCCAGACTCCATCTCAAAAAAAAAAAAAGAAAAAAGAAA
ATATCTTAAGCTTTGAGGACCACATAGTCTCTGTTGCAATCACTCATTTGGGCCACTGT
AGCACAAAAACAAACATAGATAACACACACATGAGTGAGCATGGCTGGGGCCCAATA
AAACTTTATTTACACAAGCAGGTGATGAACCACGGTCCATAGTGTCCCAATCCTTGATT
TAGATGGTGAACTATCATGAGCTTTCGTTGCCCTCTCCGGTAGAAATATGGGAGAAAC
CACAGAGAGAAACAGAGATTTCAGGAAAACAGTAAAATTAAACAAATAAAGTGAGACG
TCGCCCCTCCTGGAGGCTGCAGGCTGTGTTGAACCTGTGTGTGTCTGGGTGTACAGG
GATGTGAGTAGATGCGCGTGGAGATGTGTGTGTGGGTGGAGACTGAGCGTGGCTGG
AGGTGGCTGTGGTAGGATGCCAGAAGGAAGGAGTTTGCATTCAGTTCCTTTATTAGTA
CTCTCTGGAGTTGTTGAGGGGATGTCACTGCTGAACACTGACCCTGGTGCAGGCTAA
ACCGAAGTTAGCCTCTGCTACCCTCTGCTGGGTGAGGCACTGGGGAGAACAGTGGG
ACTGAATGGGGCGGGCTTTCTCCCTCCCACACTTCCCCTGGAAACACCCAGCACCAG
CACATTAGAACATGGGGAGCCACCTTCCCCAGCGCTGCTTCCCAAGGTTCGGAAGG
GGAAACTCTGACCTCAAGCTCTGTTTGAAGAGCGATAGCAAAGGGGAGAGGTTGGCT
GTGGTTTGGTGGTGCTTATCTCCTTCCTTTGCTTTGAAACCACAGGCTGGCATACTACC
CGAGAGAATGACCAGTGCCACCAAGGGAAGGGCACAAGCTCACTGGTTCCAGGGGA
GACATCTCAGGGGACAGGAACATCCCCTGACGCTGAATGAGTGCAGCACACAGACG
GAGAATACACACAAGAGAAATCATGAGGACATGAGAGAAGGCACTGGCAATAGGAA
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GTTACAAAAAGCAACAAAAAGAAAGAGTAGATATAAAAACAATAATCGAAGAAAGCCA
ACAACAGATGGGATGAATCATACGAGGTATGCGACTCATGGATGAAGAGGTGAGTGA
TGAGATCAGCTGGGGAACTCTCTCCCAGGAAAGACAAACCAGAAGAAACACAAATGA
CATCGAAGTGGCCAGGCGCAGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGCC
CGAGGCAGGTGGATCACTTGAGGTCAGGAGTTTGAGACCAGCCTGGCCAACATGAT
GAAACCCTGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCAGGTGTGGTGGCAGGCACCTGT
GATCCCAGCTACTCAGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCACTTGAACCAGGAAGCAGAG
ATTGCAGTGAGCTGAGATGGTGCCAGTGCACTCCAGCCTGGGCAGTAGAGTGACAG
CCTGTCTAAAAAAAAAAAAAGGCAGTAAAGTGATAGGAGGATAGATTAGAAGGGCCAT
TTTCCAGATAGTGCAAGGAAGAAAGAAGAAGAAGAAGAGGAGGAGGAGGAGGAAGA
GGAAGAAGACGGAGAAGAGGGCATCTCAGAAGAAACAATGGAGATACATTTCTCAAA
ACTGAAGAAAGATGACCAACCTCAGACCGAAGGGCCAAGAGGCCAAACCAGAGAGA
CAGCTTGGCAAGCCAGGAAGAGCACCAAAGCTAGACAATTAGAGTGAAATTAAAGAA
AACCCAAGGTGACAAAAATTTAAAAAGCTTCCTTGTGACCTCAGTCCATTGGTGAAAAT
TTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGACAGCCTGGGCAACATGGTGAAACCCCATCTC
TACAAAAAATACAAAAATTAGCTGGGTGTGGTGGCACATGCCTGTAGTCCCAGCTATT
CGAGAGGCTAAGTAAGGCAGGAGGATCACTTGGGGCCAAGAGTTCCAGACCAGCTG
CGGCAACATACATGTTGTGGGAAGTCAGGCACCCCGAACGGAGGGACTGGCTGAAG
CCATGGCAGAAGAACATAAATTGTGAAGATTTCATGGACATTTATCACTTCCCCAATCA
ATACTCTTGTGATTTCCTATGCCTGTCTTTAATCTCTTAATCCTGTCATCTTCGTAAACTG
AGGATGTATGTCGCCTTAGGACCCTGTGATGACTGCGTTAACTGCACAAATTGTTTGTA
GAGGACAATTGTTGTGTGTTTGAGCAATGTGAAATCTGGGCATCTTAAGAACAGGATA
ACAGCAATTTTCAGGGAACAAGGGAGATAACCTTAAAGTCTGGCTGCCTGTGGGCTG
GGCAGGACAGAGCCATACTTCTCTTATTACCGCAAACAGGTAAGAGAAATATCGCTGA
ATTCTTTCCCCAGTAAGGAATATTAATAATTAACAGCCCTGAGAAAAGAATGCATTCCC
AGGGCCGGGCCACTGAAATGGCCTCCCTGAGAGTGCCTGCCTTTATTCAGAAGTAGA
AAGGGATGAAACACGCCCTAGTCTCCTGCAGCACCCCCAGACTTGATAGGATTAGGA
AATTCCAGCCTGGCAAATTCTAGTCAGACCGGTTCTCTGCTCTTGAACCCTGACAGTG
CGTGCACAGTGGGACCTGGAAGTTCATTAGTGATTCTAGTTTCGCCGTGACCTTCTGC
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CCTGTGATCTTTTGTCGCCCTTGAAGTATGTGATCTCTGTGACCCACACCCTGTTCGTG
CACTCCCTCCTCTTTGAAAATTGCTAATAAAAACTCGCTGGTTTTACGGCTCAGGGGG
CATCACGGAACCTGCGGACATGTGATGTCTCCCCTGGACACCCGGCTTTAAAATGTCT
CTCTTTTGTACTCTTTCCCTTTATTTCTCAGGCCAGCCGACACTTAGGGAAAATAGGAA
AGGACCCACGTGAAATATTGGGGGCTGAATTTCCCCCGATAATAAGTCTCTTAAAAAA
GACTTTTAAATGAAATTTCTTTGTTTTTTAACTTTTATTTCTGTTTTGGGGGTACATGTGAA
GGTTTGTTACATAAGTAAACTCGTGTCTTCGGTGTTTGTTGTACAGAATATTTCATCACC
CAGGTATTATGCCGAGTACCCAATAGTTCTCTTTTCTGCTCCTCTCCTTCCTCCCATCCT
GCACCCTGGAGTCAACCACAGTGTCTGTTGTTTCCTTGTTTGTGTTATAAGTTCTCATCA
TTTAGCTCCCACTTACAAGTGAGAACATCCAGTATTTGGATTTCTGTTCCTGCATTAGTT
TGCTAAGGATAATAGCCTCTAGCTCCATCCATGTTCCCACAAAAGACATGATCTAGTTC
TTTTTAATGGCTGCATTAAATGAAGTTTTAAAGATACAACATAAACACCAACCTCTTCCC
CACCACAAAAATCCCTTGCTGAATTTGATTACACTTAAATTAACGAGTTTTGTTTCATGA
AAGACTCCTTGGACAAACTTGACAGTTGATGGAATAGGAGAAGCTGTCTGTCATGTCT
AAAGCCAACAAGAGATCAATATCTAGAATAAATGGAGATCTGCAAATCAACAGAAAGT
AGGCAGCAAAGCCAAAGAAAATAGCCTAAGGCACAGCCACTAAAAGGAACGTGATC
ATGTCCTTTGCAGGGACATGGGTGGAGCTGGAAGCCGTTAGCCTCAGCAAACTCACA
CAGGAACAGAAAACCAGCGAGACCGCATGGTCTCACTTATAAGTGGGAGCTGAACAA
TGAGAACACATGGTCACATGGCGGCGATCAACACACACTGGTGCCTGTTGAGCGGG
GTGCTGGGGAGGGAGAGTACCAGGAAGAATAGCTAAGGGATACTGGGCTTAATACCT
GGGTGATGGGATGATCTGTACAGCAAACCATCATGGCGCACACACCTATGTAACAAA
CCTGCACATCCTCTACATGTACCCCAGAACTTCAAATAAAAGTTGGACGGCCAGGCGT
GGTGGCTCACGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAAGCCGAGGCGTGCAGATCACCT
AAGGTCAGGAGTTCGAGACCAGCCCGGCCAACATGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAA
AATACAAAAATCAGCCAGATGTGGCACGCACCTATAATTCCACCTACTCGGGAGGCT
GAAGCAGAATTGCTTGAACCCGAGAGGCGGAGGTTGCAGTGAGCCGCCGAGATCGC
GCCACTGCACTCCAGCCTGGGCCACAGCGTGAGACTACGTCATAAAATAAAATAAAA
TAACACAAAATAAAATAAAATAAAATAAAATAAAATAAAATAAAATAAAATAAAATAAAAT
AAAAAAATAAAATAAAATAAAATAAAATAAAGCAATTTCCTTTCCTCTAAGCGGCCTCCA
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CCCCTCTCCCCTGCCCTGTGAAGCGGGTGTGCAAGCTCCGGGATCGCAGCGGTCTT
AGGGAATTTCCCCCCGCGATGTCCCGGCGCGCCAGTTCGCTGCGCACACTTCGCTG
CGGTCCTCTTCCTGCTGTCTGTTTACTCCCTAGGCCCCGCTGGGGACCTGGGAAAG
AGGGAAAGGCTTCCCCGGCCAGCTGCGCGGCGACTCCGGGGACTCCAGGGCGCC
CCTCTGCGGCCGACGCCCGGGGTGCAGCGGCCGCCGGGGCTGGGGCCGGCGGG
AGTCCGCGGGACCCTCCAGAAGAGCGGCCGGCGCCGTGACTCAGCACTGGGGCG
GAGCGGGGCGGGACCACCCTTATAAGGCTCGGAGGCCGCGAGGCCTTCGCTGGA
GTTTCGCCGCCGCAGTCTTCGCCACCAGTGAGTACGCGCGGCCCGCGTCCCCGGG
GATGGGGCTCAGAGCTCCCAGCATGGGGCCAACCCGCAGCATCAGGCCCGGGCTC
CCGGCAGGGCTCCTCGCCCACCTCGAGACCCGGGACGGGGGCCTAGGGGACCCA
GGACGTCCCCAGTGCCGTTAGCGGCTTTCAGGGGGCCCGGAGCGCCTCGGGGAGG
GATGGGACCCCGGGGGCGGGGAGGGGGGGCAGACTGCGCTCACCGCGCCTTGGC
ATCCTCCCCCGGGCTCCAGCAAACTTTTCTTTGTTCGCTGCAGTGCCGCCCTACACCG
TGGTCTATTTCCCAGTTCGAGGTAGGAGCATGTGTCTGGCAGGGAAGGGAGGCAGG
GGCTGGGGCTGCAGCCCACAGCCCCTCGCCCACCCGGAGAGATCCGAACCCCCTT
ATCCCTCCGTCGTGTGGCTTTTACCCCGGGCCTCCTTCCTGTTCCCCGCCTCTCCCGC
CATGCCTGCTCCCCGCCCCAGTGTTGTGTGAAATCTTCGGAGGAACCTGTTTCCCTGT
TCCCTCCCTGCACTCCTGACCCCTCCCCGGGTTGCTGCGAGGCGGAGTCGGCCCGG
TCCCCACATCTCGTACTTCTCCCTCCCCGCAGGCCGCTGCGCGGCCCTGCGCATGCT
GCTGGCAGATCAGGGCCAGAGCTGGAAGGAGGAGGTGGTGACCGTGGAGACGTGG
CAGGAGGGCTCACTCAAAGCCTCCTGCGTAAGTGACCATGCCCGGGCAAGGGGAG
GGGGTGCTGGGCCTTAGGGGGCTGTGACTAGGATCGGGGGACGCCCAAGCTCAGT
GCCCCTCCCTGAGCCATGCCTCCCCCAACAGCTATACGGGCAGCTCCCCAAGTTCC
AGGACGGAGACCTCACCCTGTACCAGTCCAATACCATCCTGCGTCACCTGGGCCGC
ACCCTTGGTGAGTCTTGAACCTCCAAGTCCAGGGCAGGCATGGGCAAGCCTCTGCC
CCCGGAGCCCTTTTGTTTAAATCAGCTGCCCCGCAGCCCTCTGGAGTGGAGGAAACT
GAGACCCACTGAGGTTACGTAGTTTGCCCAAGGTCAAGCCTGGGTGCCTGCAATCCT
TGCCCTGTGCCAGGCTGCCTCCCAGGTGTCAGGTGAGCTCTGAGCACCTGCTGTGTG
GCAGTCTCTCATCCTTCCACGCACATCCTCTTCCCCTCCTCCCAGGCTGGGGCTCAC
AGACAGCCCCCTGGTTGGCCCATCCCCAGTGACTGTGTGTTGATCAGGCGCCCAGTC
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ACGCGGCCTGCTCCCCTCCACCCAACCCCAGGGCTCTATGGGAAGGACCAGCAGG
AGGCAGCCCTGGTGGACATGGTGAATGACGGCGTGGAGGACCTCCGCTGCAAATAC
ATCTCCCTCATCTACACCAACTATGTGAGCATCTGCACCAGGGTTGGGCACTGGGGG
CTGAACAAAGAAAGGGGCTTCTTGTGCCCTCACCCCCCTTACCCCTCAGGTGGCTTG
GGCTGACCCCTTCTTGGGTCAGGGTGCAGGGGCTGGGTCAGCTCTGGGCCAGGGG
CCCAGGGGCCTGGGACAAGACACAACCTGCACCCTTATTGCCTGGGACATCAACCA
GCCAAGTAACGGGTCATGGGGGCGAGTGCAAGGACAGAGACCTCCAGCAACTGGT
GGTTTCTGATCTCCTGGGGTGGCGAGGGCTTCCTGGAGTAGCCAGAGGTGGAGGAG
GATTTGTCGCCAGTTTCTGGATGGAGGTGCTGGCACTTTTAGCTGAGGAAAATATGCA
GACACAGAGCACATTTGGGGACCTGGGACCAGTTCAGCAGAGGCAGCGTGTGTGCG
CGTGCGTGTGCATGTGTGTGCGTGTGTGTGTGTACGCTTGCATTTGTGTCGGGTGGGT
AAGGAGATAGAGATGGGCGGGCAGTAGGCCCAGGTCCCGAAGGCCTTGAACCCACT
GGTTTGGAGTCTCCTAAGGGCAATGGGGGCCATTGAGAAGTCTGAACAGGGCTGTGT
CTGAATGTGAGGTCTAGAAGGATCCTCCAGAGAAGCCAGCTCTAAAGCTTTTGCAATC
ATCTGGTGAGAGAACCCAGCAAGGATGGACAGGCAGAATGGAATAGAGATGAGTTG
GCAGCTGAAGTGGACAGGATTTGGTACTAGCCTGGTTGTGGGGAGCAAGCAGAGGA
GAATCTGGGACTCTGGTGTCTGGCCTGGGGCAGACGGGGGTGTCTCAGGGGCTGG
GAGGGATGAGAGTAGGATGATACATGGTGGTGTCTGGCAGGAGGCGGGCAAGGATG
ACTATGTGAAGGCACTGCCCGGGCAACTGAAGCCTTTTGAGACCCTGCTGTCCCAGA
ACCAGGGAGGCAAGACCTTCATTGTGGGAGACCAGGTGAGCATCTGGCCCCATGCT
GTTCCTTCCTCGCCACCCTCTGCTTCCAGATGGACACAGGTGTGAGCCATTTGTTTAG
CAAAGCAGAGCAGACCTAGGGGATGGGCTTAGGCCCTCTGCCCCCAATTCCTCCAG
CCTGCTCCCGCTGGCTGAGTCCCTGGCCCCCCTGCCCTGCAGATCTCCTTCGCTGAC
TACAACCTGCTGGACTTGCTGCTGATCCATGAGGTCCTAGCCCCTGGCTGCCTGGAT
GCGTTCCCCCTGCTCTCAGCATATGTGGGGCGCCTCAGTGCCCGGCCCAAGCTCAA
GGCCTTCCTGGCCTCCCCTGAGTACGTGAACCTCCCCATCAATGGCAACGGGAAACA
GTGAGGGTTGGGGGGACTCTGAGCGGGAGGCAGAGTTTGCCTTCCTTTCTCCAGGA
CCAATAAAATTTCTAAGAGAGCTACTATGAGCACTGTGTTTCCTGGGACGGGGCTTAG
GGGTTCTCAGCCTCGAGGTCGGTGGGAGGGCAGAGCAGAGGACTAGAAAACAGCTC
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CTCCAGCACAGTCAGTGGCTTCCTGGAGCCCTCAGCCTGGCTGTGTTTACTGAACCT
CACAAACTAGAAGAGGAAGAAAAAAAAAGAGAGAGAGAAACAAAGAGAAATAACCAT
GGTCACTGTCCTGGAGCACCACACAGTGTATATAGAAGGAGAAAAGTCTCATAGAAA
CATGCTTTCTAGGCACAGCACGTGCCTGTCAGATGGACAGACTCCAGGATGGAGGGA
AATGAGGGATTCTGGGAAGGAGGGATGTGAGGAGTTCCCTGTCCTGGGGGATTAGCT
GAGTAGCTCTGAGCAGCCCAGGTTGGTGGGAGGGTCATTCTGCTTGGATGGGGGCTT
TCCTGGCTTCCTGCTGACTTGTGAGTTTTGGTGCATCCTAGGCAAGCAATGACACTAC
TGTATTAGGATTCTCCAGAGAAGCTAAGCCAGTAAGATGCTGTAGGGCAGGCAAAATT
TTATCTCTGTCCTTTTAGGGTTTTTTGGCTGGGCCTGAGAACTAAAGACATGAGCAAGA
GAAAAGCATTCAAATTTATCTAGGCTGGGCATAGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCA
CTTTGGGAGGCTGAGGCAGGTGAATCACTTGAGGTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGA
CCAACATGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCAGGTGTGGTGGC
GGTTACCTGTAGTCCCTGCTACTTGGGAGGCTGAGGCATGAGAATCGCTCTCTCTCTC
CTGCCACCTTGTAAAGATGTGCCTGCTTCCCCTTCACCTTCCACCCTGATTGTAAGTTT
CCTGAGGCTTCCCAGTCATGCTTCCTGTTAAGCCTGCAAAACTGTGAGTCAATTAAAC
CTCTTTTCTTCATAAATTACTCAGTCTCTGATAGGTCTTTGTAGCAGTGTGAGAATGGAC
TAATACACTGTTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTGTTTTTGAGATGGAGTCTCACTCTGGT
GCCTAGGCTGGAGTATAGTGGTGTAATCTCTGCTCACTGTAACCTCTGCCTCTCAGAC
TCAAGCAATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAGGTGCCCACCAC
CGCGCCTGGCTAATTTTTGTATTTTTAGTAGAGATGGGCTTTCATCATGTTGGCCAGGC
TGGTTTCGGACTTTTAACCTCACGTGATCCACTCGCCTTGGGCTCCCAAAGTGCTGGG
ATTACAGGCGTGAGCCACCGCACCCAGCCTAATACGCTATATTAATCAGAAACTGCCA
ACTAACCTCTAACTTGGGACTTTTCACTCTAACCAGTCAAAATTGTTTTCTTTGTCTGGC
TTCTGCAAAATGATTAAGTTTCACTTCCCCTCTAATAGAAGCACTAGCTGCTTTGGTCTT
GTGCTATCTTAATTTATGTGTCACTGAATGCTCAAATAAACTCTTTAGAATGTAAATGGG
CTTAAGTTTATCTTCTAGCAGATCTGATGTCAGAGGTAGGATCCTTCAGAAGGACATCA
GAAGGATCTGAAGGATTTCTCCCCATCCTGGGCCCAGTGATGGTCTCCAGGAGCAAT
GAGCAAACAGGTGTAGGCATTTCACTGAGCCCCCTGCACGCTGCTTCCTGCAGCATA
TTTGAAGGTCATCACTGGTAAGTCCCACTCAGATACTGTATTAGTCCCTTCTCACACTG
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CTATAAAGAACTACCTGAGACTGGGTAATTTATAAAGAAAAGAGGCTAAGCCAGGTGT
GGTGGCTCATACCTGTAATCCCAACACTTTGGTTTTTTTTCTGGTTGTTGTTGTTGTTGTT
TTTTGAGTCAGAGTCTCACTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGGCACAATCTCAG
CTCACTGCAACCTCCACTTTCTGGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCT 
BISULFITE MODIFICATION OF DNA 
TTGTTTATTTTTTAGGTTTCGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTCGGTTAG
TTGCGCGGCGATTTCGGGGATTTTAGGGCGTTTTTTTGCGGTCGACGTTCGGGGTGTA
GCGGTCGTCGGGGTTGGGGTCGGCGGGAGTTCGCGGGATTTTTTAGAAGAGCGGTC
GGCGTCGTGATTTAGTATTGGGGCGGAGCGGGGCGGGATTATTTTTATAAGGTTCGG
AGGTCGCGAGGTTTTCGTTGGAGTTTCGTCGTCGTAGTTTTCGTTATTAGTGAGTACG
CGCGGTTCGCGTTTTCGGGGATGGGGTTTAGAGTTTTTAGTATGGGGTTAATTCGTAG
TATTAGGTTCGGGTTTTCGGTAGGGTTTTTCGTTTATTTCGAGATTCGGGACGGGGGTT
TAGGGGATTTAGGACGTTTTTAGTGTCGTTAGCGGTTTTTAGGGGGTTCGGAGCGTTTC
GGGGAGGGATGGGATTTCGGGGGCGGGGAGGGGGGGTAGATTGCGTTTATCGCGT
TTTGGTATT 
FORWARD 
Length: 21bp. 
5' ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGT 3' 
Tm=63.43; CpG=0; C=3 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTG 3' 
REVERSE 
Length: 20 bp. 
5' AAACTCTAAACCCCATCCCC 3' 
Tm=62.65; CpG=0; C=4 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCRC 3' 
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PCR PRODUCT 
Length: 298 bp. 
5' 
ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGGATTTTAG
GGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGTYGGYGG
GAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGGGYGGAG
YGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAGTTTYGTY
GTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGGGTTTAGA
GTTT 3' 
%CGs=53.02 
ADDITIONAL PRIMERS 
NUMBER 2(4998,5018)  --  (5277,5298) 
FORWARD 
Length:21 bp. 
5' ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGT 3' 
Tm=63.43; CpG=0; C=3 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTG 3' 
REVERSE 
Length:22 bp. 
5' TAAAAACTCTAAACCCCATCCC 3'   Tm=61.48; CpG=0; C=6 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' RAATTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCR 3' 
PCR PRODUCT 
Length: 301 bp. 
5' 
ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGGATTTTAG
GGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGTYGGYGG
GAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGGGYGGAG
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YGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAGTTTYGTY
GTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGGGTTTAGA
GTTTTTA 3' 
%CGs=52.49 
NUMBER 3(4998,5018)  --  (5277,5301) 
FORWARD 
Length:21 bp. 
5' ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGT 3' 
Tm=63.43; CpG=0; C=3 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTG 3' 
REVERSE 
Length:25 bp. 
5' TACTAAAAACTCTAAACCCCATCCC 3'   Tm=62.55; CpG=0; C=7 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TACRAATTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCR 3' 
PCR PRODUCT 
Length: 304 bp. 
5' 
ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGGATTTTAG
GGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGTYGGYGG
GAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGGGYGGAG
YGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAGTTTYGTY
GTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGGGTTTAGA
GTTTTTAGTA 3' 
%CGs=52.30 
NUMBER 4(4992,5009)  --  (5276,5295) 
FORWARD 
Length:18 bp. 
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5' TTGGGGATTTGGGAAAGA 3' 
Tm=63.01; CpG=0; C=3 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' ATTTTTTAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTY 3' 
REVERSE 
Length:20 bp. 
5' AAACTCTAAACCCCATCCCC 3'   Tm=62.65; CpG=0; C=4 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCRC 3' 
PCR PRODUCT 
Length: 304 bp. 
5' 
TTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGG
ATTTTAGGGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGT
YGGYGGGAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGG
GYGGAGYGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAG
TTTYGTYGTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGG
GTTTAGAGTTT 3' 
%CGs=53.29 
NUMBER 5(4992,5009)  --  (5277,5298) 
FORWARD 
Length:18 bp. 
5' TTGGGGATTTGGGAAAGA 3' 
Tm=63.01; CpG=0; C=3 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' ATTTTTTAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTY 3' 
REVERSE 
Length:22 bp. 
5' TAAAAACTCTAAACCCCATCCC 3'   Tm=61.48; CpG=0; C=6 
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You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' RAATTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCR 3' 
PCR PRODUCT 
Length: 307 bp. 
5' 
TTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGG
ATTTTAGGGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGT
YGGYGGGAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGG
GYGGAGYGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAG
TTTYGTYGTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGG
GTTTAGAGTTTTTA 3' 
%CGs=52.77 
NUMBER 6(4992,5010)  --  (5276,5295) 
FORWARD 
Length:19 bp. 
5' TTGGGGATTTGGGAAAGAG 3' 
Tm=63.74; CpG=0; C=3 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' ATTTTTTAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYG 3' 
REVERSE 
Length:20 bp. 
5' AAACTCTAAACCCCATCCCC 3'   Tm=62.65; CpG=0; C=4 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCRC 3' 
PCR PRODUCT 
Length: 304 bp. 
5' 
TTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGG
ATTTTAGGGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGT
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YGGYGGGAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGG
GYGGAGYGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAG
TTTYGTYGTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGG
GTTTAGAGTTT 3' 
%CGs=53.29 
NUMBER 7(4992,5010)  --  (5277,5298) 
FORWARD 
Length:19 bp. 
5' TTGGGGATTTGGGAAAGAG 3' 
Tm=63.74; CpG=0; C=3 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' ATTTTTTAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYG 3' 
REVERSE 
Length:22 bp. 
5' TAAAAACTCTAAACCCCATCCC 3'   Tm=61.48; CpG=0; C=6 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' RAATTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCR 3' 
PCR PRODUCT 
Length: 307 bp. 
5' 
TTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGG
ATTTTAGGGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGT
YGGYGGGAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGG
GYGGAGYGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAG
TTTYGTYGTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGG
GTTTAGAGTTTTTA 3' 
%CGs=52.77 
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NUMBER 8(4992,5009)  --  (5277,5301) 
FORWARD 
Length:18 bp. 
5' TTGGGGATTTGGGAAAGA 3' 
Tm=63.01; CpG=0; C=3 
 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' ATTTTTTAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTY 3' 
REVERSE 
Length:25 bp. 
5' TACTAAAAACTCTAAACCCCATCCC 3'   Tm=62.55; CpG=0; C=7 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TACRAATTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCR 3' 
PCR PRODUCT 
Length: 310 bp. 
5' 
TTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGG
ATTTTAGGGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGT
YGGYGGGAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGG
GYGGAGYGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAG
TTTYGTYGTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGG
GTTTAGAGTTTTTAGTA 3' 
%CGs=52.58 
NUMBER 9(4992,5010)  --  (5277,5301) 
FORWARD 
Length:19 bp. 
5' TTGGGGATTTGGGAAAGAG 3' 
Tm=63.74; CpG=0; C=3 
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You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' ATTTTTTAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYG 3' 
REVERSE 
Length:25 bp. 
5' TACTAAAAACTCTAAACCCCATCCC 3'   Tm=62.55; CpG=0; C=7 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TACRAATTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRAACCR 3' 
PCR PRODUCT 
Length: 310 bp. 
5' 
TTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGG
ATTTTAGGGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGT
YGGYGGGAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGG
GYGGAGYGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAG
TTTYGTYGTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGG
GTTTAGAGTTTTTAGTA 3' 
%CGs=52.58 
NUMBER 10(4998,5018)  --  (5281,5304) 
FORWARD 
Length:21 bp. 
5' ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGT 3' 
Tm=63.43; CpG=0; C=3 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TAGGTTTYGTTGGGGATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTG 3' 
REVERSE 
Length:24 bp. 
5' CCATACTAAAAACTCTAAACCCCA 3'   Tm=60.58; CpG=0; C=7 
You may modify the primer sequence if necessary, within this region: 
5' TACTACRAATTAACCCCATACTAAAAACTCTAAACCCCATCCCCRAAAACRCRA 3' 
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PCR PRODUCT 
Length: 307 bp. 
5' 
ATTTGGGAAAGAGGGAAAGGTTTTTTYGGTTAGTTGYGYGGYGATTTYGGGGATTTTAG
GGYGTTTTTTTGYGGTYGAYGTTYGGGGTGTAGYGGTYGTYGGGGTTGGGGTYGGYGG
GAGTTYGYGGGATTTTTTAGAAGAGYGGTYGGYGTYGTGATTTAGTATTGGGGYGGAG
YGGGGYGGGATTATTTTTATAAGGTTYGGAGGTYGYGAGGTTTTYGTTGGAGTTTYGTY
GTYGTAGTTTTYGTTATTAGTGAGTAYGYGYGGTTYGYGTTTTYGGGGATGGGGTTTAGA
GTTTTTAGTATGG 3' 
%CGs=52.44 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 
 

นางสาววลัลา ฟองชยัญาเกิดเม่ือวนัท่ี 23 พฤศจิกายน พ.ศ. 2528 มีภมูิล าเนาอยูท่ี่
จงัหวดัระยองประเทศไทย 
 
ประวตัิการศกึษา 

 ปีพ.ศ. 2546 ส าเร็จการศกึษาระดบัมธัยมจากโรงเรียนระยองวิทยาคม จงัหวดัระยอง 

 ปีพ.ศ.2550  ส าเร็จการศกึษาระดบัปริญญาบณัฑิตภาควิชาวสัดศุาสตร์คณะ
วิทยาศาสตร์            จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

 ปีพ.ศ. 2552  เข้ารับการศกึษาระดบัปริญญามหาบณัฑิตแขนงวิชาพยาธิวิทยา
สาขาวิชาวิทยาศาสตร์การแพทย์คณะแพทยศาสตร์จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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