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Background: Significantly lower LINE-1 methylation level has been observed in several cancers, 

compared to their normal cell counterparts. It is of interest to note that this epigenetic 
phenomenon is rather common to cancers with multistage oncogenesis. 

Objective: To compare LINE-1 methytlation level of cancer cells between the primary and 
matched metastatic sites. 

Methods: COBRA method was used to determine LINE-1 methylation level of tumor cells at the 
primary and matched metastatic sites in 5 malignancies (10 cases each of head and 
neck squamous carcinoma, papillary thyroid carcinoma, non-small cell lung cancer, 
invasive mammary ductal carcinoma, and colorectal adenocarcinoma). LINE-1 
methylation level between the primary and matched metastatic site was compared.  

Results: In head and neck cancer and lung cancer, significantly lower LINE-1 methylation level 
was noted in the metastatic site, compared to the primary site (p < 0.01). Significant 
changes in direction of LINE-1 methylation in many loci were found in breast cancer (p 
< 0.05) but not in LINE-1 methylation levels. No significant changes in LINE-1 
methylation level, between the primary and matched metastatic site, were found in the 
remaining cancers tested. 

Conclusion: Significantly lower LINE-1 methylation level was found at the metastatic site of head 
and neck cancer and lung cancer, as compared to the matched primary tumor. Further 
studies are warranted to determine whether this altered methylation is the result or the 
cause of cancer metastasis. 
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11 ผลการค านวณทางสถิตขิองการเปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่ผสมของ LINE-1  เปรียบเทียบ

ระหวา่งเซลล์มะเร็งปฐมภมูิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ    47 

12 ผลการค านวณทางสถิตขิองทิศทางการเปล่ียนแปลงการลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบ

ระหวา่งเซลล์มะเร็งปฐมภมูิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ    49
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สารบัญภาพ 

รูป หน้า 

1 ขัน้ตอนย่อยในแตล่ะรอบของกระบวนการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมด้วยเทคนิค PCR  10 
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3 การเปล่ียนแปลงล าดบัเบสจากการท าปฎิกิริยากบัสารโซเดียมไบซลัไฟต์  14 
4 ดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์จาก COBRA PCR และต าแหนง่ตดัของเอนไซม์ท่ีแตกตา่งกนัท่ีอยู่บนสายดีเอ็นเอ

ผลิตภณัฑ์  15 
5 โครงสร้างของล าดบัซ า้ LINE-1 ในสภาพสมบรูณ์  17 
6 แผนภาพแสดงการท างานของล าดบัซ า้ LINE-1 ในการเคล่ือนย้ายตวัเองเข้าไปแทรกในต าแหนง่

ตา่งๆของจีโนม  18 
7 การพฒันาอยา่งเป็นล าดบัขัน้ของมะเร็งศีรษะและล าคอ  23 
8 รูปตวัอย่างของการแยกสายดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์จากปฎิกิริยา COBRA PCR  41 
9 การกระจายตวัของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็งปฐมภมูิและมะเร็ง

แพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ        44 
10 การกระจายตวัของการเพิ่มระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหวา่งเซลล์มะเร็งปฐมภมูิและ

มะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ       46 
11 การกระจายตวัของระดบัเมธิลเลชัน่ผสมของ LINE-1 เปรียบเทียบระหวา่งเซลล์มะเร็งปฐมภมูิและ

มะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ       48 
12 การกระจายตวัของทิศทางการลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหวา่งเซลล์มะเร็งปฐม

ภมูิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ      50 
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สารบัญค าย่อ 

 ค าย่อ  ค าเตม็ 

LINE-1 = Long intersperse nuclear element - 1 

HNSC = Head and neck squamous cell carcinoma 

PTC = Papillary thyroid carcinoma 

NSCLC = Non-small cell lung carcinoma 

IDC = Invasive ductal carcinoma 

CRC = Colorectal adenocarcinoma 

COBRA = Combine bisulfite restriction analysis 

PCR = Polymerase chain reaction 

FFPE = Formalin-fixed paraffin-embeded 

ORF = Open reading frame 

LTR = Long terminal repeat 

LOH = Loss of heterozygosity 

OSCC = Oral squamous cell carcinoma 

EGFR = Epidermal growth factor receptor 

TGF-α = Transforming growth factor alpha 

KRAS = v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog 

RET/PTC = rearranged in transformation/papillary thyroid carcinoma 
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 ค าย่อ  ค าเตม็ 

BRAF = v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B 

MSS = Microsatellite stability 

MSI = Microsatellite instability 

CIMP = CpG island methylator phenotype 

HER-2 = Human epidermal growth factor receptor - 2 

 

 



 
 

บทที่ 1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 การเกิดภาวะสูญเสียระดบัเมธิลเลชั่นของจีโนมนัน้ถือเป็นอุบัติการณ์ท่ีพบได้บ่อยของการเกิด

มะเร็ง [1,2] โดยการเกิดภาวะสูญเสียระดบัเมธิลเลชัน่นัน้อาจเกิดได้กับหลายต าแหน่งบนสายดีเอ็นดีในจี

โนม โดยเฉพาะกับล าดบัซ า้เช่น LINE และ Alu [3] โดยล าดบัซ า้ LINE-1 (long intersperse nuclear 

element 1) นัน้คาดวา่มีอยู่ถึงประมาณ 600,000 ซ า้ หรือคิดเป็น 17% ของล าดบัเบสทัง้หมดและแทรกอยู่

ทัว่ไปในจีโนมของมนษุย์ โดยมีประมาณ 5,000 ชดุอยู่ในรูปร่างสมบรูณ์ และคาดว่ายงัมีล าดบัซ า้ LINE-1 

ท่ียงัสามารถแสดงออกได้อยู่ประมาณ 100 ซ า้ [4-6] โดยทัว่ไปแล้วการเกิดการสญูเสียระดบัเมธิลเลชัน่ของ 

LINE-1 นัน้อาจส่งผลให้ล าดบัซ า้ LINE-1 สามารถแสดงออกและท าให้เกิดความผิดปกติของจีโนมได้ 

ยกตวัอย่างเช่น การเกิดการสญูเสียความสามารถในการถอดรหสัของยีน  (transcriptional deregulation), 

การเกิดการกลายพนัธุ์ชนิดสอดแทรก (insertion mutation), การแตกหกัของสายดีเอ็นเอ (DNA breaks), 

หรือแม้แต่การเกิดการรวมตวัของสายดีเอ็นเอท่ีผิดปกติ (abnormal recombination) [6-8]  ซึ่งเหตกุารณ์

ทัง้หมดเหล่านีอ้าจส่งผลให้จีโนมสูญเสียความสามารถในการท างาน และอาจท าให้เกิดการแสดงออกท่ี

ผิดปกติของยีนและการสูญเสียเสถียรภาพของโครโมโซม (Chromosomal instability) ซึ่งความผิดปกติ

เหลา่นีส้ามารถชกัน าให้เกิดการกลายพนัธุ์ของเซลล์ปกติกลายไปเป็นเซลล์มะเร็งได้ [1]   

 มีการศกึษาหลายชิน้ก่อนหน้านีแ้สดงให้เห็นว่าการมีการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของล าดบัซ า้ 

LINE-1 ในมะเร็งเม่ือท าการเปรียบเทียบกับเซลล์ปกติ [6,9-13] ซึ่งเป็นสิ่งท่ีน่าสนใจท่ีว่าการลดลงของระดบั

เมธิลเลชั่นของ LINE-1 นัน้มักพบในมะเร็งท่ีมีลักษณะการพัฒนาของเซลล์มะเร็งอย่างเป็นล าดบัขัน้ 

(multi-stage oncogenesis) โดยมีการพบการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในมะเร็งศีรษะและ

ล าคอ (head and neck cancer), มะเร็งหลอดอาหาร (esophageal cancer), มะเร็งเต้านม (breast 

cancer), มะเร็งตบั (liver cancer), มะเร็งของกระเพาะปัสสาวะ (urinary bladder cancer), มะเร็งตอ่ม

ลกูหมาก (prostate cancer), และมะเร็งปากมดลกู (uterine cervix cancer) [10,14] ซึ่งมะเร็งทัง้หมดท่ีได้

กล่าวมานีมี้ลกัษณะการพฒันาของเซลล์มะเร็งอย่างเป็นล าดบัขัน้ โดยมกัพบรอยโรคก่อนการเกิดมะเร็ง 

(pre- cancerous lesion หรือ dysplastic lesion) ในบริเวณเดียวกนักับอวยัวะท่ีเกิดมะเร็ง แตใ่นทาง
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ตรงกนัข้ามนัน้ไม่พบการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของล าดบัซ า้ LINE-1 ในมะเร็งของตอ่มธัยรอยด์ (ชนิด 

papillary thyroid carcinoma), มะเร็งของไต (ชนิด renal cell carcinoma), และมะเร็งของตอ่มน า้เหลือง 

(malignant lymphoma) ซึ่งมะเร็งทัง้สามชนิดท่ีได้กล่าวมานัน้เป็นมะเร็งท่ีไม่มีรอยโรคก่อนมะเร็ง [10] ซึ่ง

จากข้อมลูท่ีได้กล่าวมานี ้จึงเป็นท่ีน่าสงัเกตว่าภาวะท่ีเกิดการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 นัน้

อาจมีความเก่ียวข้องกบัมะเร็งชนิดท่ีมีการพฒันาของเซลล์มะเร็งอย่างเป็นล าดบัขัน้เทา่นัน้ 

 การลกุลาม (invasiveness) และการแพร่กระจาย (metastasis) นัน้ถือเป็นพฤติกรรมหนึ่งท่ีส าคญั

ของเซลล์มะเร็ง โดยเป็นสาเหตหุลกัท่ีท าให้เกิดพยาธิสภาพและเป็นอนัตรายท่ีอาจส่งผลตอ่ชีวิตของผู้ ป่วย 

โดยมักเกิดการเปล่ียนแปลงและความผิดปกติทางพันธุกรรม  และกลไกควบคุมการแสดงออกทาง

พนัธุกรรมของเซลล์มะเร็งควบคูไ่ปในระหวา่งท่ีมีการแพร่กระจาย [15,16] ซึ่งด้วยเหตผุลท่ีว่าการแพร่กระจาย

ของเซลล์มะเร็งนัน้เป็นขัน้ตอนสุดท้ายของการเกิดมะเร็ง คณะผู้ วิจัยจึงได้ตัง้สมมติฐานว่ามะเร็งท่ีมี

ลกัษณะการพฒันาอยา่งเป็นล าดบัขัน้ (รวมถึงมีภาวการณ์ลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1) น่าจะมี

การเกิดการสญูเสียระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 อย่างเป็นล าดบัควบคูไ่ปในระหว่างท่ีมีการแพร่กระจาย

ของเซลล์มะเร็ง ด้วยเหตนีุ ้คณะผู้วิจยัจงึได้ท าการวดัระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในมะเร็งชนิดตา่งๆ โดย

ท าการเปรียบเทียบระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ระหว่างเซลล์มะเร็งในต าแหน่งเร่ิมต้น (primary tumor) 

กบัมะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจาย (metastasis tumor) เพ่ือพิสจูน์สมมติฐานดงักล่าว องค์ความรู้ท่ีได้จาก

การศึกษาครัง้นีอ้าจสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการรักษาป้องกันการแพร่กระจายของมะเร็ง อนัจะเป็น

ประโยชน์ในการรักษาผู้ ป่วยโรคมะเร็งในอนาคต 

 

ค าถามงานวิจัย 

 เซลล์มะเร็งมีการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของล าดบัซ า้ LINE-1 ในระหว่างท่ีมีการแพร่กระจาย

หรือไม ่

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 เพ่ือศกึษาระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีลดลงของล าดบัซ า้ LINE-1 ระหว่างการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง

แตล่ะชนิด 
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สมมตฐิานของการวิจัย 

 ในระหว่างการแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ เซลล์มะเร็งท่ีอยู่ในระยะแพร่กระจายควรมีระดบั

เมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ท่ีลดลงจากเซลล์มะเร็งในระยะเร่ิมต้น 

ข้อตกลงเบือ้งต้น 

1) ตวัอยา่งชิน้เนือ้ทกุรายผา่นการวินิจฉัยและตรวจทานจากพยาธิแพทย์ 

2) ข้อมูลของตัวอย่างทัง้หมดถูกปิดบังไว้ส าหรับผู้ ปฏิบัติงานวิจัยเพ่ือป้องกันอคติในการ

วดัผลการทดลอง  

3) เก็บตวัอย่างโดยใช้วิธี laser-captured microdissection เพ่ือป้องกันการปนเปือ้นของ

เซลล์ปกตท่ีิอยูข้่างเคียงเซลล์มะเร็ง 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

Primary tumor คือ เนือ้งอกท่ีเกิดขึน้จากการแบ่งตวัของเซลล์ต้นก าเนิดท่ี

เกิดความผิดปกตขิึน้ในต าแหนง่ดัง้เดมิของเนือ้เย่ือชนิดนัน้ๆ 

Metastatic tumor คือ เนือ้งอกท่ีเกิดขึน้จากการกระจายตัวของ primary 

tumor ในต าแหน่งท่ีห่างไกลออกไปจากต าแหน่งดัง้เดิมของ

เนือ้เย่ือชนิดนัน้ๆ 

COBRA technique   คือ เทคนิคท่ีใช้ในการวดัระดบัเมธิลเลชัน่ของสายดีเอ็นเอ

โดยอาศยัการออกแบบ primer และเอนไซม์ตดัจ าเพาะท่ีกบัล าดบั

เบสท่ีเปล่ียนแปลงไปหลังการท าปฏิกิริยากับสารโซเดียมไบ

ซลัไฟต์ 

Phosphorimager quantitation คือ การวดัปริมาณความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอในแผ่นเจล

โดยใช้หลักการตรวจวัดปริมาณความเข้มข้นของสารย้อมสีท่ีติด

กบัดีเอ็นเอภายใต้แสงในความยาวคล่ืนตา่งๆเป็นคา่อ้างอิง 

 

ค าส าคัญ 

LINE-1 methylation, multi-step oncogenesis, primary tumor, metastasis, tumor progression 
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ขัน้ตอนของการวิจัย 

 

ท าการเก็บตวัอยา่งเซลล์มะเร็งในระยะตา่งๆ ด้วยเคร่ือง Laser-captured microdissection 

พยาธิแพทย์ตรวจสอบสไลด์ตวัอยา่งท่ีคดัเลือกได้ เพ่ือจ าแนกชนิดของมะเร็ง เป็นมะเร็งในระยะเร่ิมต้น 

(primary tumor) หรือ มะเร็งในระยะแพร่กระจาย (metastatic tumor) 

 

 

สกดัดีเอ็นเอจากเซลล์มะเร็งท่ีเก็บได้ 

วดัความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอในวุ้นตวักลาง ด้วยวิธี Phosphorimaging quantitation 

น าดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ไปท าปฎิกิริยากบัสาร Sodium 

bisulfite  

เพิ่มจ านวนนิวคลีโอไทด์เฉพาะต าแหนง่ด้วยปฎิกิริยา PCR 

น าผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากกระบวนการ PCR ไปบม่กบัเอนไซม์ตดัจ าเพาะ (restriction enzyme) 

แยกสายดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าผา่นวุ้นด้วยเทคนิค Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 

วิเคราะห์ข้อมลูและสรุปผลการทดลอง 

พยาธิแพทย์สืบค้นชิน้เนือ้ตวัอยา่งทางพยาธิวิทยา และคดัเลือกชิน้เนือ้ตวัอยา่งมะเร็ง 5 ชนิด ดงันี ้

- มะเร็งศีรษะและล าคอ (Head and Neck Cancer)  - มะเร็งปอด (Lung Cancer) 

- มะเร็งเต้านม (Breast Cancer)   - มะเร็งตอ่มธยัรอยด์ (Thyroid Cancer) 

- มะเร็งล าไส้ (Colon Cancer) 
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ข้อจ ากัดของการวิจัย 

1.   ชิน้เนือ้ตวัอยา่งมีปริมาณจ ากดั จึงไม่สามารถท าการทดลองซ า้หรือท าการทดลองเพิ่มเติม

ในสว่นท่ีสนใจศกึษาเพิ่มเตมิได้ 

2. เน่ืองจากสารเคมีและวสัด ุรวมถึงครุภัณฑ์มีปริมาณจ ากัด จึงไม่สามารถท าการทดลอง

เพ่ือจ าแนกชนิดยอ่ยทางพนัธุศาสตร์ในมะเร็งแตล่ะชนิดได้ 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบถึงระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ของเซลล์มะเร็งในระยะเร่ิมต้นและระยะแพร่กระจาย  

2. สามารถประยุกต์ใช้องค์ความรู้ท่ีได้รับในการพยากรณ์การเกิดการแพร่กระจายของ

โรคมะเร็งในผู้ ป่วยได้ในอนาคต 

3. สามารถน าเสนอผลงานในระดบันานาชาติ รวมถึงตีพิมพ์ผลงานวิจยัในวารสารท่ีเก่ียวข้อง

ในด้านมะเร็ง หรือพยาธิวิทยาได้ 

วิธีด าเนินการวิจัย 

1. Sample Collection (การเก็บตวัอยา่ง) 

1.1) เก็บเซลล์ตวัอย่างจากสไลด์ท่ีตดัจาก Formalin-fixed paraffin-embeded tissue โดยวิธี 

laser-captured microdissection ซึง่ได้รับการวินิจฉยัจากพยาธิแพทย์ 

2. Method (วิธีการทดลอง) 

2.1) ขัน้ตอนการเตรียมตวัอยา่ง 

 หลงัจากได้ตวัอย่างเนือ้เย่ือมะเร็งชนิดตา่งๆในรูป Formalin-fixed paraffin-embeded จากพยาธิ

แพทย์แล้ว น ามาตดั section หนา 6 ไมครอน จ านวน 1-2 สไลด์ จากนัน้น าไปเก็บตวัอย่างเซลล์จากสไลด์

โดยใช้เคร่ือง laser-captured microdissection โดยใช้สไลด์ Hematoxylin-Eosin ท่ีพยาธิแพทย์ได้ก าหนด

ต าแหนง่ไว้แล้วเป็นแมแ่บบ   

2.2) ขัน้ตอนสกดัดีเอ็นเอ 
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เม่ือได้เซลล์ตัวอย่างท่ีต้องการแล้ว น าเซลล์ตัวอย่างมาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด MagneSil 

Genomic, Fixed Tissue System Kits (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA). 

2.3) ขัน้ตอนการท า Combined bisulfate restriction analysis 

น าดีเอ็นเอตวัอยา่งท่ีสกดัได้มาท าปฏิกิริยากบัโซเดียมไบซลัไฟต์เพ่ือเปล่ียนเบสไซโทซีน (cytosine) 

ท่ีไม่มีหมู่เมธิลทัง้หมดให้กลายเป็นเบสยูราซิล (urasil) โดยใช้ชุด EZ DNA methylation kit (Zymo 

Research, Orange, CA, USA) จากนัน้น าผลิตภัณฑ์ท่ีได้มาท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอโดยใช้เทคนิค 

polymerase chain reaction (PCR) โดยใช้คู ่primer ท่ีจ าเพาะกบัล าดบั LINE-1 [10] และน าผลิตภณัฑ์ท่ี

ได้จากขัน้ตอน PCR มาท าการบม่ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ TaqI และ TasI เป็นเวลาอยา่งน้อย 4 ชัว่โมง 

2.4) ขัน้ตอนการท า gel electrophoresis  

น าผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากการบ่มด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะมาท าการแยกด้วยกระแสไฟฟ้าโดยใช้ 

polyacrylamide gel electrophoresis ความเข้มข้น 8% จากนัน้ย้อมด้วยสีย้อมสารพนัธุกรรม GelStar® 

Nucleic Acid Stains (Lonza Rockland Inc., Rockland, ME) 

2.5) ขัน้ตอนการวดัปริมาณความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอ 

น าแผ่นเจลท่ีได้จากขัน้ตอนท่ี 2.4 ไปวดัความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอด้วยวิธี Phosphorimager 

quantitation โดยใช้เคร่ือง ImageQuant software (Molecular Dynamics, GE Healthcare, Slough, 

UK) 

2.6) ขัน้ตอนการวิเคราะห์ข้อมลู 

บนัทึกผลการทดลองท่ีได้จากข้อ 2.5 และน าข้อมูลท่ีได้ไปค านวณระดับเมธิลเลชั่นของแต่ละ

ตวัอยา่ง จากนัน้น าผลการทดลองไปค านวณทางสถิต ิก่อนน าข้อมลูท่ีได้มาท าการวิเคราะห์ 
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ล าดับขัน้ตอนในการเสนอผลการวิจัย 

1. เปรียบเทียบร้อยละของระดบัเมธิลเลชัน่ระหวา่งมะเร็งระยะเร่ิมต้น และระยะแพร่กระจายใน

มะเร็งชนิดต่างๆ ค านวนค่าเฉล่ียและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน รวมทัง้ค านวณค่าทางสถิติโดยการ

เปรียบเทียบคา่เฉล่ียชนิด pair sample student t-test one-tailed analysis 

2. ตรวจสอบและวิเคราะห์ข้อมูลงานศึกษาก่อนหน้าท่ีเก่ียวข้องกบักลไกทางพนัธุศาสตร์และ

การควบคุมการแสดงออกของมะเร็งชนิดต่างๆ  รวบรวมผลและเช่ือมโยงกับข้อมูลท่ีได้จากการ

ทดลอง 

3. วิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 และกลไกทางพนัธุศาสตร์ของ

มะเร็งชนิดตา่งๆในระหว่างท่ีมีการแพร่กระจาย เพ่ือใช้เป็นข้อมลูในการพยากรณ์โรคมะเร็งในผู้ ป่วย

ตอ่ไปในอนาคต 

4. สรุปผลท่ีได้จากการวิเคราะห์ข้อมลู และน าเสนอผลงานวิจยัในระดบันานาชาติ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

แนวคิดและทฤษฎี 

ในเซลล์เนือ้งอก (benign) หรือ มะเร็ง (malignant) หลายชนิดนัน้มกัพบภาวะถดถอยของระดบั

เมธิลเลชั่นของจีโนม (global hypomethylation) ท่ีสูงขึน้ในมะเร็งท่ีมีการลุกลามมากขึน้ (invasive 

cancer) เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ปกติหรือเซลล์เนือ้งอกท่ีการแบง่ตวั (proliferative benign cell) [17] โดย

การลดลงของระดบัเมธิลเลชั่นของจีโนมนัน้มักมีความเก่ียวข้องกับการลดลงของระดบัเมธิลเลชั่นของ

ล าดบัซ า้ตา่งๆท่ีแทรกกระจายทัว่ไปในจีโนม (intragenomic endoparasitic DNA) [18] โดยล าดบัซ า้ท่ีมีการ

เปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีพบได้บอ่ย ได้แก่  LINE-1 (Long Interspersed nuclear elements) 

และ Alu [19] เป็นต้น 

 เป็นท่ีนา่สงัเกตว่าการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 มกัพบในมะเร็งชนิดท่ีมีรอยโรคก่อน

การเกิดมะเร็ง (premalignant lesion) ให้ตรวจพบ เช่น ในมะเร็งศีรษะและล าคอ (head and neck 

cancer), มะเร็งหลอดอาหาร (esophageal cancer), มะเร็งเต้านม (breast cancer), มะเร็งตบั (liver 

cancer), มะเร็งของกระเพาะปัสสาวะ (urinary bladder cancer), มะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate 

cancer), และมะเร็งภายในช่องคลอด (uterine cervix cancer) เป็นต้น    แตก่ารลดลงของระดบัเมธิล

เลชัน่ดงักล่าว ตรวจไม่พบในมะเร็งท่ีไม่มีรอยโรคก่อนเกิดมะเร็งให้เห็น [10] จากข้อมลูดงักล่าวท าให้ได้ข้อ

สนันิษฐานว่า การลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 น่าจะมีความเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็งชนิดท่ีมี

กระบวนการเกิดแบบหลายขัน้ตอน (multi-step carcinogenesis) ซึ่งการแพร่กระจายหรือลุกลาม 

(metastasis) นัน้ถือเป็นคณุลกัษณะส าคญัอย่างหนึ่งของเซลล์มะเร็ง และเป็นส่วนหนึ่งของกระบวนการ

เกิดแบบหลายขัน้ตอนของการเกิดมะเร็ง 

 ในปัจจุบนั เทคนิคท่ีใช้ในการวัดระดบัเมธิลเลชัน่ของสายดีเอ็นเอนัน้ท าได้หลายวิธี โดยเทคนิค

ใหม่ๆได้ถูกพฒันาขึน้เพ่ือหาระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีเปล่ียนแปลงไปของล าดบัเบสท่ีสนใจตามการพฒันาของ

เทคโนโลยีชีวภาพท่ีรุดหน้าไปอยา่งรวดเร็วในปัจจบุนั ไม่ว่าจะเป็นการใช้เทคนิค quantitative polymerase 

chain reaction (qPCR) หรือการตรวจสอบล าดบัเบสด้วยวิธี pyrosequencing เป็นต้น แตท่ัง้นี ้ทัง้สองวิธี 
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ท่ีได้ยกตวัอย่างมานัน้ต้องอาศยัเคร่ืองมือวิเคราะห์ระดบัสงูท่ีมีราคาแพง ซึ่งอาจเป็นอปุสรรคตอ่งานวิจยัท่ี

ขาดแคลนเคร่ืองมือวิเคราะห์ระดบัสูงได้ นอกจากนี ้ยังไม่สามารถจ าแนกรายละเอียดและทิศทางการ

เปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของล าดบัซ า้ LINE-1 ได้ เน่ืองจากเคร่ืองมือเหลา่นีจ้ะให้ผลการทดลองใน

ลกัษณะเป็นการสรุปผลรวมของค่าทัง้หมด  โดยทัว่ไปแล้วยงัมีอีกเทคนิคท่ีนิยมใช้ในการตรวจวดัระดบั

เมธิลเลชัน่ท่ีเปล่ียนไปของล าดบัเบส นัน่คือเทคนิคการวิเคราะห์ร่วมกบัการตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ หรือ 

Combine bisulfite restriction analysis (COBRA) ซึ่งเทคนิคนีไ้ม่มีความจ าเป็นต้องใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์

ระดบัสงู หากแตเ่พียงใช้เคร่ืองเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรม (PCR cycler) ชนิดธรรมดา ร่วมกบัการบม่ด้วย

เอนไซม์ตดัจ าเพาะเท่านัน้ โดยเทคนิคนีเ้ป็นเทคนิคท่ีนิยมใช้มากในปัจจุบนัในการวัดระดบัเมธิลเลชัน่ท่ี

เปล่ียนแปลงไปของล าดบัซ า้ LINE-1 ในห้องปฏิบตัิการวิจยัทางการแพทย์ นอกจากนี ้เทคนิคนีย้งัได้มีการ

ปรับปรุงความสามารถในการวิเคราะห์ผลการทดลองท าให้ได้ข้อมูลท่ีละเอียดและจ าเพาะเจาะจ งท่ี

สามารถระบแุละพยากรณ์ทิศทางการเปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่ได้ในปัจจบุนั 

 

ทฤษฏีและหลักการทั่วไปของเทคนิค PCR (Polymerase chain reaction) 

 เทคนิค polymerase chain reaction (PCR) นัน้ถกูพฒันาขึน้ในปี 1983 โดย Kary Mullis และ

คณะ โดยเป็นเทคนิคท่ีมีจุดเด่นท่ีสามารถเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมได้อย่างจ าเพาะโดยอาศัยการ

ออกแบบไพร์เมอร์ (primer) ซึ่งเป็นล าดบันิวคลีโอไทด์ตัง้ต้นท่ีความจ าเพาะกับล าดบัเบสท่ีต้องการ

วิเคราะห์ และอาศยักระบวนการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมจ าลองในหลอดทดลอง (in vitro gene 

amplification) โดยใช้เอนไซม์ Taq DNA polymerase ส าหรับเป็นเอนไซม์ต่อสายนิวคลีโอไทด์ 

(polymerase enzyme) ในต่อสาย DNA ท่ีสงัเคราะห์ขึน้มาให้ยาวออกไปจากไพร์เมอร์ โดยเลือกจบักับ

สารนิวคลีโอไทด์อิสระ (dNTP) ท่ีเป็นคูส่ม (complementary) กบัสายดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) 

ภายใต้สารละลายบฟัเฟอร์ท่ีมีความเหมาะสมและอ านวยตอ่การท างานของเอนไซม์ โดยมีการท าปฏิกิริยา

ซ า้ๆกันต่อเน่ืองหลายรอบจนเอนไซม์หมดประสิทธิภาพหรือสารตัง้ต้นของปฏิ กิริยาหมดลง ซึ่งในแต่ละ

ปฏิกิริยาจะประกอบไปด้วยสารละลายดงัตอ่ไปนี ้

1) สารพนัธุกรรมตัง้ต้น (DNA template) 

2) ล าดบันิวคลีโอไทด์ตัง้ต้น (DNA primer) 

3) อนพุนัธ์นิวคลีโอไทด์อิสระ (deoxyribonucleotide triphosphate) ประกอบไปด้วย 
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a. deoxyadenosine triphosphate (dATP) 

b. deoxythymidine triphosphate (dTTP) 

c. deoxyguanosine triphosphate (dGTP) 

d. deoxycytosine triphosphate (dCTP) 

4) เกลือ Magnesium chloride (MgCl2) ท าหน้าท่ีเป็นโคเอนไซม์ของ Taq polymerase 

5) Taq DNA polymerase 

 ในปฏิกิริยาของ PCR แตล่ะรอบ จะประกอบไปด้วยขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

 

 

 รูปท่ี 1. แสดงขัน้ตอนย่อยในแต่ละรอบของกระบวนการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมด้วยเทคนิค 

PCR (อ้างอิงจาก เอกสาร PCR-based technologies: PCR basic. IPGRI and Cormell university. 

2003. http://irc.igd.cornell.edu/MolecularMarkers/PCR%20basics.pdf) 

1) ขัน้ตอนการแยกสายดีเอ็นเอ (denaturing) เป็นขัน้ตอนท่ีแยกสายของดีเอ็นเอต้นแบบจากสายคู ่

(double strand DNA) ให้กลายเป็นสายเด่ียว (single strand DNA) ด้วยการให้ความร้อนท่ี

http://irc.igd.cornell.edu/MolecularMarkers/PCR%20basics.pdf
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อณุหภมูิท่ีสงูพอท่ีจะท าลายพนัธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่เบสของสายดีเอ็นเอทัง้สองสาย (อณุหภูมิ

ท่ีใช้ในขัน้ตอนนีอ้ยูท่ี่ประมาณ 90-95 องศาเซลเซียส) 

2) ขัน้ตอนการจบัของไพร์เมอร์ (primer annealing) เป็นขัน้ตอนท่ีมีการลดอณุหภูมิของปฏิกิริยาลง

เพ่ือให้เกิดพนัธะไฮโดรเจนระหวา่งไพรเมอร์และสายดีเอ็นเอต้นแบบในบริเวณต าแหนง่จ าเพาะ 

3) ขัน้ตอนการสร้างสายดีเอ็นเอสายใหม่ (extension) เป็นขัน้ตอนท่ี Taq DNA polymerase จะเข้า

มาจบักบัไพรเมอร์ด้านปลาย OH (ด้านปลาย 3’) และจากนัน้จะมีการเกิด polymerization สร้าง

สายดีเอ็นเอสายใหมข่ึน้มาจากอนพุนัธ์ดีเอ็นเออิสระ (dNTP) ท่ีอยูใ่นสารละลาย 

 ปริมาณดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR นัน้จะเป็นทวีคณูของสายดีเอ็นเอตัง้ต้นทกุครัง้

ในแต่ละรอบ โดยอาจคิดปริมาณได้เป็น 2n เท่าของสารตัง้ต้น เม่ือ n แทนจ านวนรอบของปฏิกิริยา เช่น 

เม่ือท าปฏิกิริยาไปจ านวน 30 รอบ จะได้ดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์เป็น 230 เทา่ของปริมาณดีเอ็นเอตัง้ต้น 

การตัง้คา่ความเข้มข้นของสารตัง้ต้นในปฏิกิริยา PCR (PCR optimization) 

 ในการออกแบบปฏิกิริยา PCR ให้มีประสิทธิภาพดีท่ีสดุนัน้ มีปัจจยัหลายอย่างท่ีต้องค านึงถึง ซึ่ง

จะกลา่วถึงโดยสงัเขป ดงันี ้

1. การออกแบบคูไ่พร์เมอร์ และการก าหนดอณุหภมูิส าหรับขัน้ตอนการจบัของไพร์เมอร์ 
a. การออกแบบไพรเมอร์นัน้เร่ิมต้นท่ีการสืบค้นข้อมลูของล าดบัเบสท่ีเราสนใจก่อนเป็นอนัดบั

แรก โดยสามารถสืบค้นข้อมูลและรายละเอียดของล าดับเบสท่ีสนใจได้ท่ีฐานข้อมูล

ออนไลน์ท่ี www.ensembl.org หรือ http://www.ncbi.nlm.nih.gov/  

b. การออกแบบไพรเมอร์นัน้ ควรมีอตัราส่วนของเบสชนิด Guanine และ cytosine (GC 

content) ท่ี ประมาณร้อยละ 40-60 และควรมีจ านวนเบสทัง้หมดท่ีประมาณ 20-25 คูเ่บส 

และท่ีบริเวณ 5 ล าดบัเบสสดุท้ายด้านปลาย 3’ ควรมีเบส G หรือ C อยู่อย่างน้อย 1-2 ตวั 

เพ่ือเพิ่มความจ าเพาะ แตไ่ม่ควรมี G หรือ C เกิน 3 ตวั ในบริเวณ 5 เบสสดุท้ายทางปลาย 

3’  

c. คา่ Tm ของไพรเมอร์ (melting temperature) นัน้เป็นคา่ท่ีมีผลตอ่การก าหนดอณุหภูมิท่ีใช้

ในขัน้ตอน annealing (Ta) คา่ Tm ของไพรเมอร์ทัง้ล าดบัหน้า (forward primer) และ

ล าดบัหลงั (reverse primer) ควรจะมีคา่ใกล้เคียงกนัโดยสามารถค านวณได้จากสตูร Tm  

http://www.ensembl.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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= 4(G+C)+2(A+T)   โดย Tm ควรมีคา่อยูใ่นชว่ง 53-75 องศาเซลเซียส และจะคิดคา่ Ta 

จากคา่ Tm โดยคา่ Ta จะอยู่ในชว่ง +5 หรือ -5 องศาเซลเซียสจากคา่ Tm คา่ Ta ท่ีสงู

เกินไปอาจท าให้ประสิทธิภาพของปฏิกิริยาลดลงจากการท่ีคูไ่พรเมอร์ไมส่ามารถจบักบั

สายดีเอ็นเอต้นแบบได้ ในทางกลบักนัคา่ Ta ท่ีต ่าเกินไปอาจสง่ผลให้ไพรเมอร์เกิดการจบั

กบัสายดีเอ็นเอต้นแบบท่ีผิดพลาดได้ไมต่รงตามต าแหนง่ท่ีต้องการ ท าให้เกิดสายดีเอ็นเอ

ผลิตภณัฑ์ท่ีไมจ่ าเพาะ (non-specific product) ได้ นอกจากนี ้ความเข้มข้นของไพรเมอร์

ไมค่วรเกิน 3 ไมโครโมลาร์ตอ่หนึง่ปฎิกิริยา โดยความเข้มข้นของไพรเมอร์ท่ีสงูเกินไปอาจ

ท าให้คูไ่พรเมอร์จบักนัเป็นไดเมอร์ (primer dimer) หรือเกิดผลิตภณัฑ์ท่ีไมจ่ าเพาะได้ [20] 

2. การก าหนดคา่ความเข้มข้นของเกลือ MgCl2  

 คา่ความเข้มข้นของเกลือ MgCl2 นัน้สามารถเลือกก าหนดได้หลากหลายและแตกตา่งกนั

ออกไปในแตล่ะปฏิกิริยา และควรท าการหาคา่ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมส าหรับทกุครัง้ ส าหรับ

การก าหนดคา่ความเข้มข้นของสารละลายในแตล่ะการทดลอง มีข้อพงึระวงั คือ 

a. ความเข้มข้นของ dNTP จะสง่ผลให้คา่ความเข้มข้นของเกลือ MgCl2 นัน้ลดลง เน่ืองจาก 

dNTP จะสามารถสร้างพนัธะระหวา่งโมเลกลุกบัไอออน Mg+ 

b. คา่ความเข้มข้นของเกลือ MgCl2 ท่ีสงูเกินไป อาจท าให้เกิด non-specific product ได้ 

ในขณะท่ีความเข้มข้นท่ีน้อยเกินไปจะท าให้ Taq polymerase ท างานได้ไมเ่ตม็

ประสิทธิภาพ 

3. การก าหนดคา่ความเข้มข้นของสายดีเอ็นเอตัง้ต้น 

 สายดีเอ็นเอตัง้ต้นนัน้เป็นตวัแปรท่ีมีความส าคญัท่ีมีผลตอ่ปริมาณดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์

โดยตรง เน่ืองจากความเข้มข้นของสายดีเอ็นเอท่ีน้อยเกินไปอาจสง่ผลให้ได้ดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์

น้อย แตใ่นทางตรงกนัข้ามหากความเข้มข้นของดีเอ็นเอตัง้ต้นมากเกินไปอาจท าให้ต้องใช้

ปริมาณของสารตัง้ต้นมากในรอบแรกๆ ท าให้สารตัง้ต้นของปฏิกิริยาหมดก่อนท่ีจะครบจ านวน

รอบของปฏิกิริยาท่ีก าหนดไว้ ซึง่สง่ผลให้ได้ดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์น้อยเกินไปเชน่กนั ดงันัน้ควรมี

การหาคา่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอตัง้ต้นท่ีเหมาะสมส าหรับทกุครัง้ส าหรับการก าหนดคา่ความ

เข้มข้นของสารละลายในปฏิกิริยา PCR ในแตล่ะการทดลอง 
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ทฤษฏีและหลักการทั่วไปของเทคนิค Combine bisulfite restriction analysis (COBRA) 

 เทคนิค COBRA นัน้เป็นวิธีท่ีใช้ในการตรวจวัดระดับเมธิลเลชั่นของล าดบัเบสท่ีสนใจ โดยมี

หลกัการโดยสงัเขปดงันี ้

1. การเปล่ียนเบสไซโทซีน (cytosine) ไปเป็นเบสยูราซิล (urasil) โดยการบ่มด้วยสารโซเดียมไบ

ซลัไฟท์ (sodium bisulfite) 

 เบสไซโทซีนในสายดีเอ็นเอท่ีไมมี่หมูเ่มธิลเลชัน่นัน้จะเกิดปฎิกิริยาซลัโฟเนชัน่ 

(sulfonation) กบัสารโซเดียมไบซลัไฟท์ เกิดการเตมิหมูซ่ลัไฟท์เข้าไปในต าแหนง่คาร์บอนท่ี 6 

ของวง จากนัน้น า้จะเข้ามาท าปฏิกิริยาไฮโดรไลติกดีแอมิเนชัน่ (hydrolytic deamination) 

เกิดการแทนท่ีหมูอ่ะมิโน (amino group) บนคาร์บอนต าแหนง่ท่ี 4 ด้วยหมู่ออกซี (oxy 

group) เปล่ียนแปลงเบสไซโทซีนซลัโฟเนท (cytosinesulfonate) ไปเป็นยรูาซิลซลัโฟเนท 

(uracilsulfonate) และสดุท้ายไอออนของโลหะจะเข้ามาปฏิกิริยาดีซลัโฟเนชัน่ (alkali 

desulfonation) ดงึหมูซ่ลัไฟท์ออก ในขณะท่ีเบสไซโทซีนท่ีมีหมูเ่มธิลเกาะอยูจ่ะไมท่ า

ปฏิกิริยากบัสารโซเดียมไบซลัไฟท์เน่ืองจากหมูเ่มธิลบนต าแหนง่คาร์บอนท่ี 5 ของเบสไซโทซีน

จะขดัขวางปฏิกิริยาซลัโฟเนชัน่ 

 

รูปท่ี 2. แสดงปฏิกิริยาเคมีอินทรีย์ในการเปล่ียนเบสไซโทซีนไปเป็นยรูาซิล (อ้างอิงรูปจาก 

http://www.ous-research.no/home/lothe/methods/1382) 

http://www.ous-research.no/home/lothe/methods/1382
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2. การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับ COBRA PCR 

 ดงัหลกัการท่ีได้กล่าวมาข้างต้นในข้อ 1 จะเห็นว่ามีการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสเกิดขึน้ใน

สายดีเอ็นเอตัง้ตัน้จากการท าปฏิกิริยากับสารโซเดียมไบซลัไฟท์ โดยเบสไซโทซีนท่ีไม่มีหมู่

เมธิลเลชัน่ทัง้หมดในดีเอ็นเอตัง้ต้นจะเปล่ียนไปเป็นเบสยรูาซิล (ก่อนท่ีกลายไปเป็นเบสไทมีน 

(thymine) ในขัน้ตอน PCR) ในขณะท่ีเบสเมธิลไซโทซีนจะยงัคงอยู่ในรูปเดิมไม่เปล่ียนแปลง 

ดังนัน้การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา PCR จึงต้องค านึงถึงล าดับเบสท่ีมีการ

เปล่ียนแปลงไปด้วย โดยจะมีการออกแบบไพรเมอร์ให้ครอบคลมุต าแหน่งตดัของเอนไซม์ตดั

จ าเพาะภายในสายดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ เพ่ือให้เอนไซม์ตดัจ าเพาะสามารถสร้างสายดีเอ็นเอ

ผลิตภณัฑ์ท่ีแตกตา่งระหวา่งสายดีเอ็นเอตัง้ต้นท่ีมีเมธิลเลชัน่และไมมี่เมธิลเลชัน่  

 

    

รูปท่ี 3. แสดงการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสจากการท าปฎิกิริยากบัสารโซเดียมไบซลัไฟต์ [21] 
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รูปท่ี 4. ดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์จาก COBRA PCR และต าแหน่งตดัของเอนไซม์ท่ีแตกตา่งกนัท่ี

อยูบ่นสายดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์[10] 

การวัดระดับเมธิลเลช่ันของ LINE-1 ด้วยวิธีใหม่ 

 เทคนิคการวดัระดบัเมธิลเลชัน่แบบใหม่นัน้พฒันาขึน้โดย Poobsook และคณะในปี 2011 โดยถือ

หลกัการท่ีว่าระดบัเมธิลเลชัน่ท่ี CpG สองต าแหน่งภายในสายดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ท่ีได้นัน้มีความแตกตา่ง

กนัออกไปในเซลล์แต่ละชนิด รวมถึงระหว่างเซลล์ปกติและเซลล์มะเร็ง โดยเทคนิคการวดัแบบใหม่นี ้จะ

สามารถให้ข้อมลูท่ีแสดงถึง 

1. ระดบัเมธิลเลชัน่โดยรวมของ LINE-1 (LINE-1 methylation levels) 

2. ทิศทางการเปล่ียนแปลงการเพิ่มระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 (percent number of LINE-1 

hypermethylated loci) 

3. ทิศทางการเปล่ียนแปลงการลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 (percent number of LINE-1 

hypomethylated loci) 

4. ระดบัเมธิลเลชัน่ผสมของ LINE-1 (percent number of partial methylation of LINE-1)  

ซึ่งคา่เมธิลเลชัน่ท่ีได้จากการค านวณทัง้ 4 คา่ จะสามารถใช้เป็นข้อมลูท่ีสามารถแสดงถึงรายละเอียดและ

ทิศทางการเปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่ในส่วนตา่งๆ ได้อย่างแม่นย าและน่าสนใจ รวมถึงพยากรณ์

แนวโน้มการเปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในเซลล์ได้ ซึ่งแตกตา่งจากวิธีดัง้เดิมท่ีบอกได้
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เพียงแค่ระดบัเมธิลเลชัน่โดยรวมของ LINE-1 เท่านัน้ (รายละเอียดการค านวณค่าจะแสดงต่อไปในบทท่ี 

3)[22] 

 

 กลไกควบคุมการแสดงออกของยีน (Epigenetics) 

 กลไกควบคมุการแสดงออกของยีน (Epigenetics) โดยท่ีไม่มีการเปล่ียนแปลงล าดบัของเบสในยีน 

เช่น การเปล่ียนแปลงระดบัเมธิลเลชัน่ของสายดีเอ็นเอ (DNA methylation), การเปล่ียนแปลงรูปของฮิส

โตนโปรตีน (Histone modification), การท างานของไมโครอาร์เอนเอ (miRNAs) และการเปล่ียนแปลง

รูปแบบตา่ง ๆ ของโปรตีนท่ีท างานเก่ียวข้องกบัโครมาติน  [23-27] โดยการควบคมุการแสดงออกของยีนผ่าน

กลไกการเปล่ียนแปลงระดบัเมธิลเลชัน่ของดีเอ็นเอนัน้เป็นกลไกส าคญัท่ีพบได้บ่อยมากทัง้ในเซลล์ปกติ

และเซลล์ท่ีผิดปกติ โดยกลไกการเกิดดีเอ็นเอเมธิลเลชั่นนัน้เกิดขึน้ได้โดยมีการเติมหมู่เมธิลเลชั่นลงใน

ต าแหน่งคาร์บอนท่ี 5 ของเบสไซโทซีน (cytosine) ท่ีมีการร่วมพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอร์ (phosphodiester 

bond) กบัเบสกวานีน (guanine) หรือท่ีเรียกว่าซีพีจี (CpG) โดยต าแหน่งท่ีอดุมไปด้วย CpG ในสายดีเอ็น

เอนัน้เรียกว่า CpG island ซึ่งพบมากในบริเวณส่วนควบคุมการแสดงออกของยีน (regulartory 

sequence) โดยเฉพาะในบริเวณท่ีเรียกว่า โปรโมเตอร์ (promoter) ซึ่งเป็นต าแหน่งส าคัญท่ีมีความ

เก่ียวข้องกบัการถอดรหสั (transcription) ของยีน โดยในเซลล์ปกติมกัพบกลไกการเกิดดีเอ็นเอเมธิลเลชัน่

ในสองลกัษณะ คือ 1) การเกิดเมธิลเลชัน่ท่ีต าแหน่ง promoter ของยีนบางชนิด เช่น ยีนตัง้แบบของยีน

มะเร็ง (proto-oncogene) หรือยีนจากการถ่ายทอด (imprinted gene) [28] เป็นต้น และ 2) การเกิดดีเอ็นเอ

เมธิลเลชั่นเพ่ือควบคุมการแสดงออกของล าดบัท่ีไม่ใช่ยีน  (non-coding sequence) เช่น อินทรอน 

(introns), ล าดบัซ า้ (repetitive sequence), และล าดบัเบสท่ีเคล่ือนย้ายตวัเองในจีโนมได้ (transposable 

element) [29] นอกจากนี ้การเกิดการเปล่ียนแปลงระดบัเมธิลเลชัน่ของสายดีเอ็นเอนัน้สามารถพบได้บอ่ย

ในเซลล์มะเร็งชนิดตา่งๆ ซึ่งการเปล่ียนแปลงระดบัเมธิลเลชัน่ของเซลล์มะเร็งนัน้สามารถแบง่ได้ออกเป็น

สองลกัษณะ คือ 1) การลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของทัง้จีโนม (global hypomethylation) และ 2) การ

เพิ่มขึน้ของระดบัเมธิลเลชัน่บนต าแหน่งจ าเพาะของยีน (site-specific hypermethylation) โดยการเพิ่มขึน้

ของระดับเมธิลเลชั่นนัน้คาดการณ์ว่ามีความเก่ียวข้องกับการท างานของเอนไซม์ในกลุ่มดีเอ็นเอ

เมธิลทรานเฟอร์เรส (DNA methyltransferase) และการเปล่ียนแปลงรูปแบบของฮิสโตนโปรตีน (histone 

modification) โดยมกัพบการเพิ่มขึน้ของระดบัเมธิลเลชัน่นีใ้นบริเวณ CpG island ท่ีอยู่ในบริเวณส่วน
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ควบคุมการแสดงออกของยีน โดยยีนท่ีพบการเกิดการเพิ่มขึน้ของระดบัเมธิลเลชัน่มกัเป็นยีนในกลุ่มยีน

ต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) เช่น VHL, p16INK4a หรือ BRCA1 เป็นต้น และ/หรือยีนท่ีท า

หน้าท่ีเก่ียวกบัการซอ่มแซมสายดีเอ็นเอ เช่น MGMT, hMLH1 หรือ Werner’s syndrome gene เป็นต้น ซึ่ง

ระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีเพิ่มขึน้ในบริเวณ CpG island ในต าแหนง่ควบคมุการแสดงออกของยีนเหล่านี ้มกัส่งผล

ให้ยีนไมเ่กิดการแสดงออกหรือแสดงออกได้น้อยลง และมกัสง่ผลกระทบตอ่กลไกหลายอย่างของเซลล์ อาทิ

เช่น Cell cycle, DNA repair, toxic catabolism, cell adherence, apoptosis และ angiogenesis เป็น

ต้น [30-36]  

 ในกรณีของการเปล่ียนแปลงระดบัเมธิลเลชัน่ของทัง้จีโนม (global hypomethylation) นัน้ มกัเกิด

จากการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของล าดบัซ า้ชนิดตา่งๆ เช่น LINE หรือ Alu เป็นต้น เน่ืองจากล าดบัซ า้

เหล่านีมี้อยู่จ านวนมากและกระจายอยู่ทัว่ไปในจีโนมจึงสามารถใช้เป็นตวัแทนในการวดัระดบัเมธิลเลชัน่  

ของทัง้จีโนมได้ [18] โดยล าดบัซ า้ LINE-1 (long intersperse nuclear element 1) นัน้เป็นล าดบัซ า้ชนิดท่ี

สามารถเคล่ือนย้ายตวัเองได้ผ่านการท างานของ RNA (RNA intermediate retrotransposons) ชนิดท่ีไม่มี

การซ า้ท่ีปลายสาย (non-long terminal repeats-non LTR) และคาดการณ์ว่ามีล าดบัซ า้ LINE-1 จ านวน

ถึงประมาณ 600,000 ซ า้แทรกตวัอยู่ทัว่ไปในจีโนม หรือคิดเป็น 17% ของจ านวนเบสทัง้หมดในจีโนม โดย

ขนาดสมบรูณ์ของ LINE-1 มีจ านวนเบสประมาณ 6 กิโลเบส ซึ่งประกอบไปด้วย 1) 5’untranslated region 

(5’UTR), 2) open reading frames (ORF) จ านวน 2 ต าแหน่ง  และ 3) 3’ UTR ซึ่งตอ่กบับริเวณท่ีอดุมไป

ด้วยเบสอะดีนีน (polyA tail) [1,9,10,37-40] 

 

รูปท่ี 5. โครงสร้างของล าดบัซ า้ LINE-1 ในสภาพสมบรูณ์ [40] 

 LINE-1 ท่ีอยู่ในสภาพสมบูรณ์จะมีความสามารถในการเพิ่มจ านวนและแทรกตวัเองเข้าไปใน

ต าแหน่งตา่งๆของจีโนมได้ โดยการแสดงออกของล าดบัซ า้ LINE-1 นัน้เกิดขึน้ผ่านกลไกการถอดรหสัของ

โปรโมเตอร์ของมนัเอง (internal promoter) ท่ีอยู่ในบริเวณ 5’UTR โดยการถอดรหสันีค้าดว่าเกิดขึน้ด้วย

การท างานของเอนไซม์ RNA polymerase II และกลุ่มโปรตีนชนิดตา่งๆและจะถกูส่งออกมาสู่ไซโทพลาส

ซมึ โดยหลงัจากการถอดรหสัแล้วนัน้ การเกิดการแปลรหสัและการเข้าแทรกตวัของล าดบัซ า้ LINE-1 นัน้จะ
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เกิดขึน้ในสองส่วน คือ 1) ส่วน ORF1 ซึ่งจะถกูถอดรหสัออกมาเป็นโปรตีน p40 ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ี

เก่ียวกับการเคล่ือนย้ายตวัเองของ LINE-1 ซึ่งโปรตีน p40 นีจ้ะท างานเป็น sequence-specific RNA-

binding protein เข้าไปจบักบัสาย mRNA ของ LINE-1 ในบริเวณใกล้เคียงกบัปลาย 5’ ของ ORF2 ซึ่ง

ทัง้หมดนีจ้ะรวมเรียกว่า ribonucleoprotein particles (RNPs) โดย RNPs นีจ้ะบรรทกุ RNA ของล าดบัซ า้ 

LINE-1 ท่ีสมบูรณ์และท างานได้ซึ่งจะถกูเคล่ือนย้ายและเข้าแทรกในจีโนมในต าแหน่งอ่ืนๆต่อไป และ 2) 

สว่นของ ORF 2 นัน้จะถกูแปลรหสัออกมาเป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีร่วมกบั p40 ในการเคล่ือนย้ายตวัเองกลบั

เข้าสู่นิวเคลียสอีกครัง้ โดย ORF2 ของ LINE-1 นีจ้ะมีส่วนหนึ่งท าหน้าท่ีเป็น N-terminal endonuclease 

(EN) domain ในการท าหน้าท่ีตดัสายเด่ียวของ DNA (single-strand nick leaving) ท่ีระหว่างต าแหน่ง 5’-

phosphate และ 3’-hydroxyl และเข้าแทรกในสายดีเอ็นเอ จากนัน้ ORF2 ซึ่งมีด้านหนึ่งท าหน้าท่ีเป็น 

reverse transcriptase domain จะท าการสร้างสายดีเอ็นเอคูส่มของมนัขึน้มาบนสายดีเอ็นเอตรงข้าม [9] 

 

 รูปท่ี 6. แผนภาพแสดงการท างานของล าดบัซ า้ LINE-1 ในการเคล่ือนย้ายตวัเองเข้าไปแทรกใน

ต าแหนง่ตา่งๆของจีโนม [9] 
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 โดยปกติแล้ว การแสดงออกของ LINE-1 นัน้มักเกิดในระหว่างท่ีเซลล์สืบพันธุ์ในระยะเร่ิมต้น 

(early germ cell) หรือในเซลล์ท่ียงัไม่มีการเปล่ียนแปลงรูป (undifferentiated cell) [9] โดยในเซลล์ปกต ิ

ระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 นัน้จะแตกต่างกนัไปในเซลล์แต่ละชนิด [38-40] แตใ่นเซลล์มะเร็งต้นก าเนิด 

(undifferentiated tumor cell) หรือเซลล์มะเร็ง (cancer cell) นัน้มกัพบการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ

ล าดบัซ า้ LINE-1 ท่ีต ่าลงกว่าในเซลล์ปกติ (normal cell) ซึ่งปรากฏการณ์นีม้กัเกิดควบคูก่บัการแสดงออก

ของล าดับซ า้ LINE-1 และส่งผลให้เกิดความผิดปกติในรูปแบบต่างๆ เช่น การเกิดการสูญเสีย

ความสามารถในการถอดรหัสของยีน (transcriptional deregulation), การเกิดการกลายพันธุ์ชนิด

สอดแทรก (insertion mutation), การแตกหกัของสายดีเอ็นเอ (DNA breaks), หรือแม้แต่การเกิดการ

รวมตวัของสายดีเอ็นเอท่ีผิดปกติ (abnormal recombination) ซึ่งปรากฏการณ์เหล่านี ้อาจส่งผลให้เกิด

การเกิดการท างานท่ีผิดปกติของจีโนม (genome disorganization) และการแสดงออกท่ีผิดปกติของยีน  

รวมไปถึงการสญูเสียเสถียรภาพของโครโมโซม (chromosomal instability) ได้ [5,7,8]     ซึ่งลกัษณะเหล่านี ้

สอดคล้องกบัการสญูเสียคณุลกัษณะของเซลล์ปกตแิละพฒันาไปสูก่ารเป็นเซลล์มะเร็งได้ตามล าดบั 

 อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่า LINE-1 ท่ีแทรกอยู่ในจีโนมจะมีอยู่เป็นจ านวนมาก แตมี่จ านวนเพียง 80-

100 เทา่นัน้ท่ีอยูใ่นรูปสมบรูณ์ แตถ่ึงอยา่งไรก็ตาม คาดว่ามี LINE-1 ในรูปสมบรูณ์เพียง 6 ซ า้เท่านัน้ท่ีคาด

ว่าเกิดการแสดงออกในการเคล่ือนย้ายต าแหน่งได้ หรืออีกนยัหนึ่ง การแสดงออกของ LINE-1 ในสภาพ

สมบรูณ์เพียงอยา่งเดียวอาจไมใ่ชส่าเหตหุลกัท่ีท าให้จีโนมเกิดความไมเ่สถียร จงึมีข้อสงัเกตว่าน่าจะมีกลไก

บางอย่างในการเกิดการลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ท่ีมีความเก่ียวข้องความผิดปกติของจีโนม ด้วย

สมมุติฐานนี ้Aporntewan และคณะ จึงได้ท าการศึกษาเก่ียวกับความสมัพนัธ์ระหว่างการเปล่ียนแปลง

ระดบัเมธิลเลชั่นของ LINE-1 กับการแสดงออกของยีน ซึ่งผลการทดลอง LINE-1 ท่ีอยู่แทรกอยู่ในยีน 

(Intragenic LINE-1) นัน้มีส่วนท าให้เกิดการลดระดบัการแสดงออกของยีนนัน้ๆได้ โดยในเซลล์ปกติท่ีถูก

ลดระดบัเมธิลเลชัน่ด้วยสาร 5-aza-2’deoxycytidine นัน้ พบการลดระดบัการแสดงออกของยีนท่ีมี LINE-

1 แทรกตวัอยู่ นอกจากนีย้งัพบว่าเม่ือจีโนมของเซลล์มะเร็งเกิดการลดระดบัเมธิลเลชัน่ลง จะส่งผลให้ 

LINE-1 สามารถเกิดการถอดรหสัออกมาเป็น RNA ได้ และจากนัน้จะเหน่ียวน าให้เกิดการท างานของ

โปรตีน AGO2 มาจบักบั RNA ของ LINE-1 เกิดเป็นโครงสร้างโมเลกลุท่ีมีความซบัซ้อนเพ่ือป้องกนัมิให้เกิด

การเคล่ือนย้ายต าแหน่งของ LINE-1 และจากนัน้จะเกิดยบัยัง้การถอดรหสัของยีนท่ีมี LINE-1 แทรกอยู ่

สง่ผลให้ยีนท่ีมี LINE-1 แทรกอยูน่ัน้ถกูลดระดบัการแสดงออกได้  
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 อาจกลา่วโดยสรุปได้วา่ การเกิดการลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 สามารถส่งผลให้ยีนตา่งๆเกิด

การลดระดบัการแสดงออกได้ผา่นการท างานร่วมกนักบัโปรตีน AGO2 อย่างไรก็ตาม LINE-1 ท่ีแทรกตวัอยู่

ในยีนนัน้มีเพียงบางส่วนเท่านัน้ท่ีได้รับอิทธิพลจากการลดระดบัเมธิลเลชัน้ของทัง้จีโนมในเซลล์มะเร็งและ

สามารถให้เกิดปรากฏการณ์เช่นนี ้เน่ืองจากในบางกลไก LINE-1 อาจเสริมให้เกิดการแสดงออกของยีนได้

เชน่กนั ซึง่การอธิบายการท างานของ LINE-1 และกลไกท่ีเก่ียวข้องกบัการแสดงออกและความผิดปกติของ

จีโนมท่ีเกิดขึน้จากตวัมนันัน้ยงัต้องอาศยัการศกึษาตอ่ไปในอนาคต [41] 

มะเร็ง (cancers) 

 มะเร็ง (cancer) เป็นสาเหตขุองการตายท่ีพบได้บอ่ยมากอย่างหนึ่งในปัจจบุนั โดยในร่างกายของ

มนษุย์นัน้ซึ่งเป็นสิ่งมีชีวิตท่ีประกอบด้วยเซลล์จ านวนมหาศาลนัน้จะมีการเกิดการแบง่เซลล์อยู่ตลอดเวลา 

ซึ่งหากมีเซลล์ใดเซลล์หนึ่งเกิดจากความผิดปกติในระดบัพนัธุกรรม และไม่อาจถกูก าจดัไปตามกลไกทาง

ธรรมชาติของร่างกาย เซลล์ท่ีมีความผิดปกติเพียงเซลล์เดียวนัน้อาจมีความสามารถในการด ารงอยู่และ

แบ่งเซลล์ต่อไปได้ในลักษณะของการเพิ่มจ านวนของตัวมัน เอง (proliferates) และการขยายขนาด 

(grows) ลกัษณะของกลุ่มของเซลล์ท่ีมีความผิดปกตินีเ้รียกได้ว่าเป็นเนือ้งอก (neoplasm หรือ tumor)  

โดยเซลล์ของเนือ้เย่ือท่ีมีความผิดปกติ (neoplastic cells) นัน้มกัประกอบไปด้วยคณุลกัษณะท่ีส าคญัสอง

ลกัษณะ คือ 

1) สามารถแบง่เซลล์ท่ีมีความผิดปกติได้โดยท่ีกลไกป้องกนัของร่างกายไม่สามารถก าจดัหรือควบคมุ
เอาไว้ได้ 

2) มีความสามารถในการลกุลามเข้าสูเ่นือ้เย่ือข้างเคียงหรืออวยัวะได้ (invasiveness) 

 โดยหากว่าเซลล์ท่ีมีความผิดปกตินัน้มีคุณสมบัติในการแบ่งเซลล์ได้โดยท่ีร่างกายไม่สามารถ

ควบคมุได้ แตป่ราศจากการลกุลามเข้าสู่เนือ้เย่ือข้างเคียง อาจเรียกเนือ้เย่ือท่ีมีความผิดปกตินัน้ได้ว่าเป็น

เนือ้งอกท่ีชนิดท่ีไม่ใช่มะเร็ง (benign tumor) แตห่ากว่าเซลล์ของเนือ้เย่ือท่ีมีความผิดปกตินัน้มีคณุสมบตัิ

ในการแบง่เซลล์และมีความสามารถในการลกุลามเข้าสูเ่ซลล์ข้างเคียง จะเรียกเนือ้เย่ือท่ีมีความผิดปกตินัน้

วา่เนือ้ร้าย หรือมะเร็ง (malignant tumor)  

 โดยปกติแล้วมะเร็งนัน้สามารถแบง่ประเภทได้ตามชนิดของเนือ้เย่ือหรือเซลล์ท่ีเป็นต้นก าเนิดของ

เซลล์มะเร็ง โดยสามารถแบง่ได้ดงันี ้
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1. Carcinomas เป็นมะเร็งท่ีเกิดขึน้จากเซลล์เย่ือบ ุ(epithelial cells) จดัเป็นมะเร็งท่ีพบได้มากท่ีสดุ

ในมนษุย์ 

2. Sarcomas เป็นมะเร็งท่ีเกิดขึน้จากเซลล์จากเนือ้เย่ือเก่ียวพนั (connective tissues) หรือจากเซลล์

กล้ามเนือ้ (muscle cells) 

3. มะเร็งท่ีไมไ่ด้เกิดจากสองลกัษณะท่ีได้กลา่วไว้ข้างต้น ซึง่อาจยกตวัอยา่งได้ดงัตอ่ไปนี ้

3.1. Lymphomas เป็นมะเร็งท่ีเกิดจากเซลล์ระบบน า้เหลือง (lymphatic sustem) 

3.2. Leukemias เป็นมะเร็งท่ีเกิดจากเซลล์เลือด (blood cells) หรือจากเซลล์ตัง้ต้นในระบบเลือด 

(hematopoiectic cells) 

3.3. มะเร็งชนิดท่ีเกิดจากเซลล์ระบบประสาท (nervous system) ซึง่ชนิดของมะเร็งขึน้กบัเซลล์ต้น

ก าเนิดของมะเร็ง เช่นมะเร็งชนิด astrocytomas เกิดจากเซลล์ประสาทชนิด astrocytes เป็น

ต้น 

ดงัท่ีได้กล่าวไว้ข้างต้น มะเร็งนัน้เกิดจากความผิดปกติทางพนัธุกรรมของเซลล์เพียงเซลล์หนึ่ง ซึ่ง

ร่างกายไม่สามารถก าจัดหรือควบคุมเอาไว้ได้ และเซลล์ท่ีมีความผิดปกตินัน้เกิดการแบ่งตวัและขยาย

ขนาดขึน้มาเป็นเนือ้งอก และอาจกลายเป็นมะเร็งท่ีมีความสามารถในการลกุลามเข้าสู่เนือ้เย่ือหรืออวยัวะ

ข้างเคียงได้ โดยการเกิดการพฒันาของเซลล์มะเร็ง (carcinogenesis หรือ tumor progression) นัน้อาจ

เกิดขึน้ได้ในสองส่วน คือ 1) การเกิดความผิดปกติของสารพนัธุกรรม (genetic change) ซึ่งเป็นการเกิด

การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสในจีโนม ยกตวัอย่างเช่น การเกิดการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสในสายดี

เอ็นเอ (point mutation), การเกิดการแทรกสอดของล าดบัเบส (insertion), หรือการหายไปของล าดบัเบส 

(deletion) เป็นต้น และ 2) การเกิดความผิดปกติของกลไกการควบคมุการแสดงออกของยีน (epigenetic 

change) โดยไมมี่การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบส แตมี่ความผิดปกติของกลไกควบคมุการแสดงออกตา่งๆ 

ดงัท่ีได้กลา่วเอาไว้แล้วข้างต้น [42] 

กลไกการพัฒนาของเซลล์มะเร็งนัน้เป็นกลไกท่ียังมีความซับซ้อนประกอบไปด้วยการเกิดการ

เปล่ียนแปลงและความผิดปกติทางพันธุกรรมท่ีหลากหลายและยังไม่สามารถอธิบายได้อย่างชัดเจนใน

ปัจจบุนั โดยมะเร็งแตล่ะชนิดนัน้ก็จะมีกลไกการพฒันาของเซลล์มะเร็งท่ีแตกต่างกนัออกไป แตอ่าจกล่าว

ได้ว่า มะเร็งหลายชนิดนัน้เกิดขึน้จากเซลล์ท่ีมีการสะสมความผิดปกติท่ีเพิ่มมากขึน้ตามความรุนแรงของ

โรคท่ีเพิ่มขึน้ ซึ่งเรียกได้ว่าเป็นการพฒันาของเซลล์มะเร็ง (tumor progression) ตวัอย่างท่ีแสดงให้เห็นถึง

การพัฒนาของเซลล์มะเร็งในท่ีนีเ้ป็นการพฒันาของเซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอชนิด squamous cell 
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carcinoma (head and neck squamous cell carcinoma) ซึ่งเป็นมะเร็งท่ีมีการพฒันาของเซลล์มะเร็ง

อย่างเป็นล าดบัขัน้ (multi-step progression) โดยในช่วงก่อนการเกิดมะเร็งนัน้ ผู้ ป่วยมกัมีรอยโรคในช่อง

ปากเป็นลกัษณะเป็นแผลสีขาว และมีการเกิดการสะสมของสารเคราติน (hyperkeratosis) ซึ่งเรียกรอยโรค

ชนิดนีว้า่ลิวโคพลาเคีย (leukoplakia) ซึ่งเซลล์ชนิดนีน้ัน้ได้เกิดความผิดปกติในระดบัพนัธุกรรมท่ีท าให้เกิด

การกลายพนัธุ์จากเซลล์ปกติไปเป็นเซลล์ท่ีมีรูปร่างลกัษณะท่ีผิดแปลกออกไป โดยตวัอย่างการเกิดความ

ผิดปกตินัน้ได้แก่ การเกิดการหายไปของโครโมโซมในต าแหน่ง 3p และ 9p21 (loss of chromosome 3p 

และ 9p21) นอกจากนีย้งัพบการเกิด loss of heterozygosity (LOH) ร่วมกนักบัการเกิดภาวะระดบัเมธิล

เลชั่นท่ีเพิ่มขึน้ของโปรโมเตอร์ (promoter hypermethylation) ซึ่งส่งผลให้ยีนต้านมะเร็ง (tumor 

suppressor gene) p16 ไม่ท างาน จากนัน้เม่ือเซลล์ท่ีมีความผิดปกติเกิดความผิดปกติท่ีมากขึน้ เช่น เกิด 

LOH ท่ีต าแหน่งโครโมโซม 17p และการเกิด mutation ท่ียีนต้านมะเร็ง p53 จะท าให้เซลล์ลิวโคพลาเคีย

เกิดการเปล่ียนแปลงรูปไปสู่เซลล์ท่ีมีความผิดปกติท่ีมากขึน้ท่ีเรียกว่าเซลล์ dysplasia และเซลล์ท่ีมีความ

ผิดปกตเิหลา่นีจ้ะทวีความรุนแรงมากขึน้เร่ือยๆ และสะสมความผิดปกติท่ีมากขึน้ ยกตวัอย่างได้แก่การเกิด

การหายไปของล าดบัเบส (deletion) ท่ีต าแหน่ง 4q, 6p, 8p, 11q, 13q, และ 14q บนโครโมโซม รวมไปถึง

การเกิดการเพิ่มจ านวน (amplification) และการแสดงออกท่ีมากผิดปกติ (overexpression) ของยีน 

cyclinD1 ซึ่งอยู่บนโครโมโซม 11q13 ซึ่งเป็นยีนท่ีมีความเก่ียวข้องกับการแบง่เซลล์และวฏัจกัรของเซลล์ 

(cell cycle progression)  ความผิดปกติเหล่านีจ้ะส่งผลให้เซลล์ dyplasia กลายไปเป็นเซลล์มะเร็ง 

(malignant cell) ท่ีมีความสามารถในการลกุลามเข้าสู่เนือ้เย่ือปกติข้างเคียงได้ โดยอาจพบลกัษณะผสม

ของเซลล์มะเร็งในแตล่ะระยะอยูภ่ายในก้อนมะเร็งเดียวกนัได้ [42,43] 
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รูปท่ี 7. แสดงการพฒันาอย่างเป็นล าดบัขัน้ (multi-step progression) ของมะเร็งศีรษะและล าคอชนิด 

squamous cell carcinoma [43] 

 ในทางตรงกันข้าม มะเร็งบางชนิดอาจไม่มีการพัฒนาของเซลล์มะเร็งอย่างเป็นล าดับขัน้ 

ยกตวัอย่างเช่นมะเร็งตอ่มธัยรอยด์ชนิด papillary thyroid carcinoma (PTC) ซึ่งเป็นมะเร็งท่ีพบได้มาก

ท่ีสุดของมะเร็งต่อมธัยรอยด์ โดยเป็นมะเร็งท่ีมีลกัษณะเป็นก้อนทรงกลม (circumscribe) หรือเป็นก้อน

หลายก้อนประกอบ (multifocal) กันภายใต้การเกิดเย่ือหุ้มก้อนไว้ (encapsulated) โดย PTC นัน้เป็น

มะเร็งท่ีไมมี่ความหลากหลายทางพนัธุกรรม มกัเกิดจากความผิดปกติของสารพนัธุกรรมเพียงชนิดใดชนิด

หนึง่ดงัตอ่ไปนี ้1) หนึ่งในสามของ PTC นัน้มกัพบการกลายพนัธุ์เฉพาะต าแหน่ง (point mutation) ของยีน

มะเร็ง (oncogene) BRAF ซึ่งส่งผลให้เกิดการกระตุ้นการส่งสัญญานท่ีผิดปกติของกลไก Mitogen-

activating protein (MAP) kinase 2) อาจเกิดจากการย้ายต าแหน่ง (rearrangement) ของยีน RET ซึ่ง

เป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกบั tyrosine kinase receptor บนโครโมโซม 10q11 ซึ่งส่งผลให้เกิดยีนลกูผสม (fusion 

gene) ท่ีเรียกว่า ret/PTC ซึ่งจะส่งผลให้เกิดการท างานท่ีมากขึน้อย่างผิดปกติของยีน RET และส่งผลต่อ

การท างานท่ีเพิ่มขึน้ของกลไก MAP kinase เช่นเดียวกนักบัการเกิดความผิดปกติของ BRAF และ 3) การ

เคล่ือนย้ายต าแหน่งของยีน NTRK1 (neurotrophic tyrosine kinase receptor 1) บนโครโมโซม 1q ซึ่งจะ

เห็นได้ว่ามะเร็งตอ่มธัยรอยด์ชนิด PTC นัน้เกิดจากความผิดปกติท่ีส าคญัเพียงอย่างใดอย่างหนึ่ง จึงท าให้

มะเร็งชนิดนีไ้มมี่ลกัษณะการพฒันาของเซลล์มะเร็งอยา่งเป็นล าดบัขัน้ [44] 
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 การลกุลาม (invasiveness) นัน้เป็นคณุสมบตัิท่ีส าคญัของมะเร็ง (malignant) ท่ีแตกตา่งไปจาก

เนือ้งอก (benign) เซลล์มะเร็งนัน้มกัมีการลกุลามของเข้าสู่เนือ้เย่ือข้างเคียงและอวยัวะข้างเคียง หรืออาจ

เกิดการแพร่กระจาย (metastasis) ของเซลล์มะเร็งไปสู่อวยัวะท่ีอยู่ห่างออกไปจากต าแหน่งของรอยโรค

แรก ซึ่งการเกิดการแพร่กระจายนีน้ัน้ท าให้การบ าบดัรักษาผู้ ป่วยยากล าบากมากขึน้ และมักเป็นสาเหตุ

หลกัท่ีท าให้ผู้ ป่วยมะเร็งเสียชีวิต โดยการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งนัน้อาจอธิบายได้ว่าเกิดจากการท่ี

เซลล์มะเร็งนัน้มีการแบง่ตวัและแทรกเข้าสู่ระบบน า้เหลือง (lymphatic system) หรือเข้าสู่ระบบหลอด

เลือด (blood vessels) ไปสู่เนือ้เย่ือหรืออวยัวะท่ีอยู่ห่างไกลออกไปในร่างกาย หรือแม้กระทัง่การลกุลาม

โดยตรงไปสู่อวยัวะข้างเคียง (direct invasion or seeding within body cavities) ยกตวัอย่างเช่น มะเร็ง

ตบัอ่อน (pancreatic carcinoma) นัน้มีความสามารถในการลุกลามเข้าสู่ช่องท้อง (peritoneal cavity) 

และกระเพาะอาหาร (stomach) ได้โดยตรง เช่นเดียวกนักับมะเร็งปอด (lung carcinoma) นัน้สามารถ

ลุกลามเข้าสู่ช่องปอด (plural cavity) หรือเข้าสู่ช่องท้องโดยทะลุผ่าน diaphragm ได้โดยตรง หรือ

แพร่กระจายเข้าสู่ตอ่มน า้เหลืองท่ีติดกับระบบหายใจ เช่น bronchial lymph node, tracheobronchial 

lymph node, หรือ hilar lymph node เป็นต้น หรืออย่างในมะเร็งเต้านม (breast carcinoma) นัน้จะมี

ความซับซ้อนยิ่งกว่า ยกตัวอย่างเช่น หากว่ามะเร็งได้เกิดขัน้ในต าแหน่งด้านนอกบน (upper outer 

quadrant) นัน้มกัจะมีการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งเข้าสู่ตอ่มน า้เหลืองบริเวณรักแร้ (axillary lymph 

node) แตห่ากว่ามะเร็งนัน้ได้เกิดขึน้ในต าแหน่งใกล้เคียงกบัตรงกลางของเต้านม (medial region) นัน้

เซลล์มะเร็งมกัจะมีการลกุลามผ่านแผ่นอก (chest wall) เข้าสู่ตอ่มน า้เหลืองในบริเวณใกล้เคียงกบัหลอด

เลือดของระบบท่อน า้นม (internal mammary artery) เป็นต้น ในขณะท่ีมะเร็งรังไข่ (ovarian carcinoma) 

นัน้ไมมี่ความสามารถในการแพร่กระจายตวัไปสู่เนือ้เย่ืออ่ืน แตจ่ะมีการเกิดขึน้ในต าแหน่งใหม่ในเนือ้เย่ือบุ

ชอ่งท้องแทน [45] โดยเม่ือมะเร็งมีการแพร่กระจายออกไปแล้ว เราจะเรียกเซลล์มะเร็งท่ีเป็นต้นก าเนิด หรือ

เรียกต าแหนง่แรกบนอวยัวะท่ีเซลล์มะเร็งนัน้ได้อบุตัิขึน้ว่าเป็นมะเร็งจากต าแหน่งเร่ิมต้นหรือมะเร็งปฐมภูมิ 

(primary tumor) และเรียกมะเร็งท่ีแพร่กระจายไปสู่ต าแหน่งอ่ืนท่ีไกลออกไปจากต าแหน่งเร่ิมต้นว่ามะเร็ง

แพร่กระจาย (metastasis tumor) อย่างไรก็ตาม กลไกการเกิดการแพร่กระจายนัน้ยงัไม่เป็นท่ีทราบอย่าง

แน่ชดั แตเ่ช่ือว่าการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งยงัต้องอาศยัการท างานของโปรตีนและโมเลกลุ ท่ีมีความ

เก่ียวข้องกับกลไกหลายชนิด โดยเฉพาะโมเลกุลท่ีเก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตและการเอาตวัรอดของ

เซลล์มะเร็ง (survival), โมเลกลุท่ีเก่ียวข้องกบัการเช่ือมตอ่ระหว่างเซลล์ (adhesion and deadhesion 

molecules), การหลบเล่ียงระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย (immune escape), การสร้างหลอดเลือดและ
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ระบบน า้เหลือง (lymph-/angiogenesis), การย้ายต าแหน่งของเซลล์และการก าหนดเป้าหมายของการ

ย้ายต าแหนง่ (migration and homing on target organs) เป็นต้น [46] 

ตารางท่ี 1. ตวัอยา่งของโมเลกลุและกลไกท่ีเก่ียวข้องกบัการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง [46] 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่  3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 

รูปแบบการวิจัย 

การวิจยันีเ้ป็นการวิจยัเชิงพรรณนา (descriptive study) ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการ

จริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (Faculty of Medicine, Chulalongkorn 

University Ethics Committee) แล้ว 

 

ประชากรศึกษา 

 ตวัอย่างท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้เป็นตวัอย่างชิน้เนือ้มะเร็งท่ีถูกรักษาสภาพของชิน้เนือ้ด้วยการแช ่

formalin และถูกเก็บรักษาในรูปแบบของบล็อกพาราฟินทางพยาธิวิทยา (Formalin-fixed paraffin-

embeded specimen) โดยกลุ่มตวัอย่างส าหรับการศึกษา เป็นตวัอย่างท่ีได้คดัเลือกมาจากตวัอย่างชิน้

เนือ้สง่ตรวจทางพยาธิวิทยา ของภาควิชาพยาธิวิยา โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ ตัง้แตปี่ พศ.2549-2553 โดย

ตวัอยา่งทัง้หมดจะถกูวินิจฉัยและคดัเลือกเข้าสู่การศกึษาโดยพยาธิแพทย์ โดยจ าแนกชนิดของตวัอย่างได้

ตามชนิดของมะเร็งดงันี ้

1. มะเร็งห ูคอ จมกู ชนิด Head and neck squamous cell carcinoma (HNSC) 

2. มะเร็งตอ่มธยัรอยด์ ชนิด Papillary thyroid carcinoma (PTC) 

3. มะเร็งปอด ชนิด Non-small cell lung carcinoma (NSCLC) ประเภท Adenocarcinoma 

4. มะเร็งเต้านม ชนิด Invasive ductal carcinoma (IDC) 

5. มะเร็งล าไส้ ประเภท Adenocarcinoma (CRC) 
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 โดยตวัอย่างแต่ละชนิด จะถูกเก็บในสองส่วน คือ ชิน้เนือ้จากส่วนท่ีเป็นมะเร็งปฐมภูมิ (primary 

tumor) และจากส่วนท่ีเป็นมะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจาย (metastasis tumor) ท่ีบริเวณตอ่มน า้เหลือง

ข้างเคียง โดยทัง้สองสว่นจะถกูเก็บมาจากผู้ ป่วยรายเดียวกนัเทา่นัน้ในแตล่ะตวัอย่าง (ภาคผนวก ข.) 

 ข้อบง่ชีใ้นการคดัเลือกตวัอยา่งออกจากการศกึษา มีเกณฑ์และคณุลกัษณะดงัตอ่ไปนี ้

1. ชิน้เนือ้ในบล็อกพาราฟฟินมีขนาดต ่ากวา่ 1 ลกูบาศก์เซนตเิมตร โดยประมาณ 

2. บล็อกพาราฟฟินมีสภาพช ารุด หรือไมส่มบรูณ์ 

 

การค านวณขนาดประชากรศึกษา 

 การศกึษานีก้ระท าการวดัระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ท่ีเปล่ียนแปลงไปของมะเร็ง 2 ชนิดคือ 

มะเร็งปฐมภูมิ (primary tumor) และมะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจาย (metastatic tumor) โดยทัง้สองชนิด

ไม่เป็นอิสระตอ่กนั (Two dependent group) ซึ่งได้ข้อมลูจากการท า Pilot Study ในมะเร็งศีรษะและคอ 

โดยข้อมลูท่ีได้จากการท า Pilot Study ทัง้หมด 9 ตวัอยา่ง มีดงันี ้
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ตารางท่ี 2. แสดงคา่เมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ท่ีวดัได้ในการทดลองน าร่องในตวัอยา่ง เซลล์มะเร็งศีรษะและ

ล าคอจากต าแหนง่ปฐมภมูิเปรียบเทียบกบัต าแหนง่แพร่กระจายเพ่ือใช้ ในการค านวนขนาดประชากร 

     

ก าหนดให้ n   = ขนาดตวัอยา่งของมะเร็งในแตล่ะกลุม่ 

 d   = ความแตกตา่งของระดบัเมธิลเลชัน่ในแตล่ะชนิด 

   d = คา่เฉล่ียของความแตกตา่งของระดบัเมธิลเลชัน่ในแตล่ะชนิด 

 2  d         = คา่แปรปรวนของความแตกตา่งของระดบัเมธิลเลชัน่ในแตล่ะชนิด 

 Z              = คา่ปกตมิาตรฐานท่ีได้จากตารางการแจกแจงแบบปกติมาตรฐาน  

 โดยท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% ท่ี  α = 0.05   

     ให้   Zα/2 = 1.96  

 และ power 90% โดยท่ี  β = 0.1 

     ให้  Zβ = 1.28 
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จากสตูร   n = [(Zα/2 + Zβ)2 2 d] / X  d 2 

แทนคา่ตวัแปรด้วย   

   Zα/2  =  1.96 

   Zβ = 1.28 

   SDd = 5.45 

   X d = 6.58 

แทนคา่ลงในสมการ จะได้ n = [(Zα/2  + Zβ)2 2 d] / X  d 2 

    n = [(1.96 + 1.28)2 *5.452] / 6.58 2 

    n = 7.2 

 ดงันัน้ การทดลองนีค้วรเลือกใช้ขนาดของตวัอยา่งในแตล่ะกลุม่ อยา่งน้อยกลุม่ละ 7 ตวัอยา่ง 

ในการทดลองนี ้มีตวัอยา่งชิน้เนือ้พาราฟิน กลุม่ละ 10 ตวัอยา่ง รวมตวัอยา่งในแตล่ะกลุ่มมะเร็งทัง้หมด 20 

ตวัอย่าง ทัง้หมด 5 กลุ่ม รวมทัง้สิน้ 100 ตวัอย่าง จึงสรุปได้ว่าจากจ านวนตวัอย่างท่ีมีนัน้ สามารถใช้เป็น

ตวัแทนของการศกึษาระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีเปล่ียนแปลงไปในมะเร็งชนิดต่างๆในระหว่างท่ีมีการแพร่กระจาย

ได้ ซึง่จะให้ผลการศกึษาเป็นท่ีนา่เช่ือถือได้ 

 

การค านวณขนาดประชากรศึกษาซ า้จากระดับเมธิลเลช่ันท่ีได้จากการทดลอง 

 เม่ือท าการศึกษาแล้ว ได้ท าการค านวณจ านวนตัวอย่างท่ีต้องใช้ในการทดลองในอนาคต

เพ่ือให้ผลการทดลองมีความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัอีกครัง้ ซึง่ผลการค านวณท่ีได้ ดงัตารางตอ่ไปนี ้
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ตารางท่ี 3. การค านวณจ านวนตวัอยา่งท่ีต้องใช้ในการทดลองซ า้ 

 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการวิจัย 

1) Pipette 2.5, 10, 20, 100, 200, 1000 µL (Eppendorf, Germany) 

2) Pipette tip 10, 20, 100, 200, 1000 µL (AxyGEN, USA) 

3) Microcentrifuge tube: 0.2 ml, 0.5 ml, 1.5 ml (AxyGEN, USA) 

4) Pipette rack (Eppendorf, Germany) 

5) Glass slide 

6) Metal rack 

7) Glass bowl 

8) Centrifuge 

9) 0.2 mL Microcentrifuge tube 

10) 1.5 mL Microcentrifuge tube 

11) Vortex mixture 

12) Heat box 

13) PCR chamber 

14) Thermal cycler (Applied Biosystem, USA) 

15) Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo scientific, USA) 

16) Palm microbeam’ laser-captured microdissection machine (Zeiss, Germany) 
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17) Vertical gel electrophoresis kit (Biorad, USA) 

18) Power supply (Biorad, USA) 

19) Gel doc 

20) Strom phosphoimager (Molecular Dynamics,UK) 

21) Computer (with ImageQuant software, Molecular Dynamics,UK)  

22) 4◦C Refrigerator  

23) -20 ◦C Freezer  

24) -80 ◦C Freezer  

25) Autoclave 

สารเคมีและชุดการทดลองที่ใช้ในงานวิจัย 

1. สารเคมีที่ใช้ในการเก็บตัวอย่างและสกัด DNA 

1) Hematoxillin - Eosin dye 

2) Nuclear fast red dye 

3) Xylene 

4) 70% Ethanol 

5) 100% Ethanol 

6) Water 

7) 100% Propanol 

8) MagneSil Genomic, Fixed Tissue System Kits (Promega Corporation, USA) 
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2. สารเคมีที่ใช้ในการท าปฎิกิริยากับโซเดียมไบซัลไฟต์ 

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

2)  Universal methylated DNA (Chemicin International,  USA) 

3) Universal unmethylated DNA (Chemicin International, USA) 

4) 100% Ethanol 

5) 100% Propanol 

6) Water 

 

3. สารเคมีที่ใช้ในการท าปฎิกิริยา Polymerase chain reaction (PCR) 

1) 10x buffer gold (Applied Biosystem, USA) 

2) MgCl2 solution (Applied Biosystem, USA) 

3) dNTP (Applied Biosystem, USA) 

4) LINE-1 forward primer (Bio-active, Thailand) 

5) LINE-1 reverese primer (Bio-active, Thailand) 

6) AmpliTaq gold DNA polymerase (Applied Biosystem, USA) 

7) Water 
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4. สารเคมีที่ใช้ในการบ่มกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

1) BSA (MBI Fermentas, USA) 

2)  NEB3 buffer (MBI Fermentas, USA) 

3)  TaqI restriction enzyme (MBI Fermentas, USA) 

4)  TasI restriction enzyme (MBI Fermentas, USA) 

5) Water 

5. สารเคมีที่ใช้ในการท า gel electrophoresis 

1) 5x Tris-EDTA 

2)  40% acrylamide (19:1) 

3)  10% Ammoniumpersulfate 

4)  Tetramethylethelenediammine 

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

6) Water 
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ขัน้ตอนการด าเนินการวิจัย 

การเก็บตัวอย่าง 

1. คัดเลือกตัวอย่างและค้นหาตัวอย่างชิน้เนือ้มะเร็งในท่ีอยู่ในรูปแบบของ Formalin-fixed 

paraffin-embeded block (FFPE) จากภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์

มหาวิทยาลยั โดยคดัเลือกตวัอย่างท่ีมีรหสัปีท่ีรับตวัอย่างตัง้แต่ปี พ.ศ. 2549-2553 จ านวน

ทัง้หมด 5 กลุ่มตวัอย่างมะเร็งดงัท่ีได้กล่าวไว้ข้างต้น โดยแบ่งกลุ่มตวัอย่างออกเป็น 2 กลุ่ม

ย่อย คือ กลุ่มตวัอย่างมะเร็งปฐมภูมิ (Primary tumor) และกลุ่มตวัอย่างมะเร็งในต าแหน่ง

แพร่กระจาย (Metastasis tumor) รวมทัง้สิน้ 100 ตวัอยา่ง 

2. ตวัอย่างทัง้หมดในรูปแบบของ FFPE จะถกูน ามาท าเป็นสไลด์และย้อมด้วยสี Hematoxillin-

Eosin เพ่ือให้พยาธิแพทย์ระบุต าแหน่งของเนือ้เย่ือมะเร็งท่ีต้องการน ามาทดลอง จากนัน้

ตวัอย่าง FFPE จะถูกน ามาท าสไลด์อีกครัง้และย้อมด้วยสี nuclear-fast red เพ่ือใช้ส าหรับ

ระบรูุปร่างของเนือ้เย่ือในเคร่ือง laser-captured microdissection  

3. ตวัอย่างสไลด์ท่ีถกูย้อมด้วยสี nuclear-fast red จะถกูน ามาเก็บตวัอย่างโดยใช้เคร่ือง laser-

captured microdissection โดยก าหนดพืน้ท่ีเก็บเซลล์โดยประมาณ 700,000-1,000,000 

พิกเซลล์ (ปฏิบตัิตามคู่มือการใช้เคร่ือง Palm’s laser-captured microbeam ของบริษัท 

Zeiss ประเทศเยอรมนั 

4. ตวัอย่างท่ีได้ จะถกูเก็บไว้ใน microcentrifuge tube ขนาด 200 ไมโครลิตร และถกูเก็บรักษา

ไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 

การสกัดดีเอ็นเอ 

1. การสกดัดีเอ็นเอในงานวิจยันี ้ใช้ชดุสกดั MagneSil Genomic, Fixed Tissue System Kits 

ซึ่งเป็นชุดสกัดส าหรับตวัอย่างชนิด FFPE โดยเฉพาะ ของบริษัท Promega Corporation 

ประเทศสหรัฐอเมริกา (ปฏิบตัติามคูมื่อการใช้งาน) 
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2. ดีเอ็นเอท่ีได้จากการสกัด จะถกูแบ่งน าไปวดัปริมาณของดีเอ็นเอในสารละลายโดยใช้เคร่ือง 

nanodrop spectrophotometer ของบริษัท Thermo scientific (ปฏิบตัติามคูมื่อการใช้งาน) 

3. ดีเอ็นเอจากตวัอยา่งจะถกูเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

 

การหาระดับเมธิลเลช่ันของดีเอ็นเอด้วยเทคนิค Combine Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) 

1. การท าปฏิกิริยากับโซเดียมไบซัลไฟต์ 

1.1. ดีเอ็นเอตวัอย่างจะถูกน ามาท าปฏิกิริยากับสารโซเดียมไบซลัไฟต์เพ่ือเปล่ียนเบสไซ

โทซีนในสายดีเอ็นเอให้กลายเป็น Uracil โดยใช้ชดุ EZ DNA methylation gold kit 

ของบริษัท Zymo Research ประเทศสหรัฐอเมริกา (ปฏิบตัติามคูมื่อการใช้งาน) 

1.2. ตวัอยา่งดีเอ็นเอจากขัน้ตอนนีจ้ะถกูเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

2. การเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) 

2.1. เตรียมสารละลายส าหรับท าปฏิกิริยา PCR ดงันี ้

ตารางท่ี 4.  ปริมาณสารเคมีท่ีใช้ในการท าปฎิกิริยา PCR 
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ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลองนีอ้้างอิงล าดบัเบสจากงานวิจยัของ Chalichakorn K, et al. (2004) โดย

มีล าดบัเบสดงันี ้

 ตารางท่ี 5. ล าดบัเบสของไพร์เมอร์ส าหรับปฎิกิริยา PCR 

COBRA L1 forward primer 5’-CCGTAAGGGGTTAGGGAGTTTTT-3’ 

COBRA L1 reverse primer 5’-RTAAAACCCTCCRAACCAAATATAAA-3’  

   

2.2. น าสารละลายท่ีเตรียมไว้ไปท าปฎิกิริยาเพิ่มปริมาณล าดบันิวคลีโอไทด์ (polymerase 

chain reaction) โดยใช้เคร่ือง PCR thermal cycler ของบริษัท Applied Biosystem 

ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยแตล่ะขัน้ตอนมีรายละเอียดดงันี ้

 

ตารางท่ี 6. อณุหภมูิท่ีใช้ในแตล่ะขัน้ตอนในปฎิกิริยา PCR 

 

  

2.3. ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR จะถกูเก็บรักษาท่ี 4 องศาเซลเซียส 
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3. ขัน้ตอนการบ่มด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 

เตรียมสารละลายส าหรับท าปฏิกิริยากบัเอนไซม์ตดัจ าเพาะ ดงันี ้

ตารางท่ี 7. ปริมาณสารเคมีท่ีใช้ในท าปฎิกิริยาบม่กบัเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 

 

3.1. น าสารละลายท่ีเตรียมไว้ผสมกบัดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์จากขัน้ตอนการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอ

ดงัสดัสว่นท่ีได้กลา่วไว้ข้างต้น 

3.2. น าไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลาไมต่ ่ากวา่ 4 ชัว่โมง 
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ขัน้ตอนการแยกสายดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ด้วยวิธี polyacrylamide gel electrophoresis และการวัด

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์phosphorimager quantification 

เตรียมสารละลายอะครีลาไมด์ส าหรับเป็นวุ้นตวักลางในการแยกสายดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า( 

polyacrylamide gel electrophoresis) ดงันี ้  

ตารางท่ี 8. ปริมาณสารเคมีท่ีใช้ในการแยกสายดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าผา่นวุ้นตวักลาง 

 

1. น าดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ท่ีได้จากขัน้ตอนการบม่ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะมาหยอดลงวุ้นอะครีลา

ไมด์ท่ีเตรียมไว้ ปริมาณ 15 ไมโครลิตรตอ่หนึง่ตวัอยา่งตอ่หนึง่ชอ่งหยอด  

2. รันวุ้นอะครีลาไมด์ด้วยกระแสไฟฟ้าท่ีขนาด 150 โวลท์, 23-25 แอมป์ (ตอ่วุ้น 1 แผ่น) เป็น

เวลา 65 นาที 

3. น าวุ้นอะครีลาไมด์จากข้อ 3 ไปย้อมด้วยสีย้อมดีเอ็นเอ Gelstar® nucleic acid strain 

(Cambrex bioscience, USA) เป็นเวลา 20 นาที 

4. น าวุ้นอะครีลาไมด์ไปแปลผลคา่ความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอท่ี 63, 80, และ 97 คูเ่บสด้วย

เคร่ือง Storm phosphoimager  

 

การบันทกึข้อมุล 

บนัทกึข้อมลูลง data sheet 
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การตรวจสอบข้อมูลและการวิเคราะห์ค่าทางสถิติ 

ในการวิเคราะห์ข้อมลู มีการใช้โปรแกรมทางวิเคราะห์ข้อมลูดงัตอ่ไปนี ้

1. Image Quant software เป็นโปรแกรมท่ีใช้วดัและวิเคราะห์ขนาดความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอ 

2. SPSS version 17.0 เป็นโปรแกรมท่ีใช้ส าหรับค านวณข้อมลูทางสถิติ 

 

การค านวณค่าความเมธิลเลช่ัน 

1. บนัทึกค่าความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอท่ี 63, 80 และ 97 คูเ่บส โดยใช้โปรแกรม ImageQuant 

software 

2. น าข้อมูลท่ีได้มาค านวณระดับเมธิลเลชั่นของตัวอย่างดีเอ็นเอ  โดยอ้างอิงการค านวณจาก 

Pobsook, T, et al. Clin Chem Acta. 2011. ดงันี ้

2.1. หารความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอแต่ละแถบด้วยค่าคงตวัจ าเพาะของความยาวของตวัมนั 
โดยก าหนดให้  
 %160/160 = A, %97/94= B, %80/79= C, %63/62 =D 
2.2. คา่ความเข้มข้นของแถบ 18bp ให้มีคา่ =E  

โดยคดิจาก E = D-B 
2.3. จ าแนกคา่ C เป็น C1 จากคา่ของ C โดยมาจาก uCmC และคา่ C2 โดยมาจาก 2 แถบซ า้ของ 

mCmC 
 โดยก าหนดให้ C1=E และ C2=C-C1 
2.4. ค านวณระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 จากสมการ 
  mC/(mC+uC)% = 100X(C+A)/(C+A+A+B+D) 
2.4. ค านวณคา่ LINE-1 hypermethylation จากต าแหนง่ mCmC จากสมการ 

%mCmC/(mCmC+uCmC+mCuC+uCuC = 100X((C-E)/2)/(((C-E)/2)+E+A+B) 
2.6. ค านวณค่าการเกิดเมธิลเลชัน่ในต าแหน่งใดต าแหน่งหนึ่งของ  LINE-1 (partial LINE-1 

methylation) (uCmC+mCuC) จากสมการ 
  uCmC+mCuC = 100X(A+E)/((C-E)/2)+A+E+B) 
2.7. ค านวณคา่การเกิดเมธิลเลชัน่ในบางต าแหนง่ของ LINE-1 (mCuC) จากสมการ 
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  partial LINE-1 methylation (mCuC)  = 100X(A)/((C-E)/2)+A+E+B) 
2.8. ค านวณคา่ LINE-1 hypomethylation (uCuC) จากสมการ 
  uCuC = 100XB/((C-E)/2)+A+E+B) 
 

การวิเคราะห์ค่าทางสถติ ิ

  ความแตกต่างของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ระหว่างมะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งในต าแหน่ง

แพร่กระจายนัน้ ถูกค านวณหาค่าความสัมพนัธ์ทางสถิติต่างๆ ด้วยโปรแกรม SPSS ค่าท่ีใช้เพ่ือการ

ทดสอบค่าเฉล่ียระหว่างชุดข้อมูล ได้แก่ pair sample t-test one-tailed analysis ค่าท่ียอมรับได้

ก าหนดให้มีคา่ P-value (p) ต ่ากวา่ 0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 4 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอในสารละลายด้วยเคร่ือง nanodrop spectrophotometer 

 จากการวัดความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีสกัดได้จากตวัอย่างท่ีเก็บได้จากเคร่ือง Laser-captured 

microdissection ด้วยเคร่ือง nanodrop spectrophotometer นัน้ พบว่าคา่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีวดั

คา่การดดูกลืนแสงท่ีช่วงคล่ืนความถ่ี 260นาโนเมตร วดัได้เฉล่ียอยู่ระหว่าง 5-20 นาโนกรัมตอ่สารละลาย 

1 ไมโครลิตร  

 

การแยกสายดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ผ่านเจลอะคริลาไมด์ด้วยกระแสไฟฟ้า (polyacrylamide gel 

electrophoresis-PAGE) 

 การทดลองนีมี้ขัน้ตอนการแยกสายดีเอ็นเอผลิตภัณฑ์ด้วยวิธี PAGE ก่อนน าไปวดัความเข้มข้น

ของแถบดีเอ็นเอ แสดงตวัอยา่งของผลท่ีได้ดงัตอ่ไปนี ้

  

 รูปท่ี 8. รูปตวัอย่างของการแยกสายดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์จากปฎิกิริยา COBRA PCR โดย HNSC 1 

ถึง HNSC 6 แทนตวัอย่างจากเซลล์มะเร็งจากมะเร็งศีรษะและล าคอ (head and neck cancer), U คือ

ตวัอยา่งควบคมุชนิด universal unmethylated, M คือตวัอยา่งควบคมุชนิด universal methylated 
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ผลการวัดระดับเมธิลเลช่ันของ LINE-1 และผลการวิเคราะห์ทิศทางการเปล่ียนแปลงของระดับ

เมธิลเลช่ันของ LINE-1 รูปแบบต่างๆ 

 ในการศึกษาครัง้นี ้ได้ท าการทดลองในกลุ่มตวัอย่าง 5 กลุ่ม คือ มะเร็งศีรษะและล าคอ, มะเร็ง

ปอด, มะเร็งตอ่มธัยรอยด์, มะเร็งเต้านม, และมะเร็งล าไส้ โดยแตล่ะกลุ่มได้ท าการเปรียบเทียบระดบัเมธิล

เลชัน่ของ LINE-1 ระหวา่งตวัอยา่งเซลล์มะเร็งสองชนิด คือ เซลล์มะเร็งปฐมภมูิ และเซลล์มะเร็งในต าแหน่ง

แพร่กระจาย โดยแตล่ะชนิดมาจากผู้ ป่วยรายเดียวกนั ได้ผลการทดลองดงันี ้

1. มะเร็งศีรษะและล าคอ ต าแหน่งปฐมภูมิมีคา่เฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 43.70 ± 

5.99 

2. มะเร็งศีรษะและล าคอ ต าแหน่งแพร่กระจายมีค่าเฉล่ียของระดับเมธิลเลชั่นท่ีร้อยละ 
35.62 ± 4.88 

3. มะเร็งต่อมธัยรอยด์ ต าแหน่งปฐมภูมิมีค่าเฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 48.90 ± 

10.88 

4. มะเร็งตอ่มธยัรอยด์ ต าแหนง่แพร่กระจายมีคา่เฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 46.72 ± 

8.94 

5. มะเร็งปอด ต าแหนง่ปฐมภมูิมีคา่เฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 43.37 ± 3.67 

6. มะเร็งปอด ต าแหนง่แพร่กระจายมีคา่เฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 40.81 ± 4.08 

7. มะเร็งล าไส้ ต าแหนง่ปฐมภมูิมีคา่เฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 34.76 ± 4.27 

8. มะเร็งล าไส้ ต าแหนง่แพร่กระจายมีคา่เฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 34.63 ± 5.61 

9. มะเร็งเต้านม ต าแหนง่ปฐมภมูิมีคา่เฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 42.48 ± 3.39 

10. มะเร็งเต้านม ต าแหนง่แพร่กระจายมีคา่เฉล่ียของระดบัเมธิลเลชัน่ท่ีร้อยละ 39.08 ± 7.04 
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1. ผลการวิเคราะห์ทางสถิติของระดับเมธิลเลช่ันของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่าง

เซลล์มะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดต่างๆ 

 ตารางท่ี 9. ผลการค านวณทางสถิตขิองระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่าง

เซลล์มะเร็งปฐมภมูิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ โดย HNSC แทน มะเร็งศีรษะและ

คอ, PTC แทนมะเร็งตอ่มธยัรอยด์, NSCLC แทนมะเร็งปอด, CRC แทนมะเร็งล าไส้ และIDC แทน

มะเร็งเต้านม 

 

  

 ผลการวดัระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่างมะเร็งในต าแหน่งปฐมภูมิเปรียบเทียบ

กับมะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจาย พบการลดลงของระดับเมธิลเลชั่นของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็ง

แพร่กระจายจากมะเร็งศีรษะและคอ และมะเร็งปอดอย่างมีนยัส าคญั (p = 0.002 และ p = 0.012 

ตามล าดบั) เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์มะเร็งปฐมภูมิคูส่ม แตไ่ม่พบความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัในมะเร็ง

ชนิดอ่ืนๆท่ีร่วมการทดลอง 
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 รูปท่ี 9. การกระจายตวัของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็งปฐมภูมิ

และมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ โดย HNSC, PTC, NSCLC, CRC, และ IDC แทน มะเร็งศีรษะ

และคอ, มะเร็งตอ่มธัยรอยด์, มะเร็งปอด, มะเร็งล าไส้, และมะเร็งเต้านม ตามล าดบั, เคร่ืองหมายดอก

จนัทร์ 3 ดอกเหนือกลุม่ตวัอยา่งแสดงถึงความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิ p-value < 0.01  
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2. ผลการวิเคราะห์ทางสถิติของทิศทางการเปล่ียนแปลงของการเพิ่มระดับเมธิลเลช่ัน 
(percent number of hypermethylated loci) ของ LINE-1 (mCmC) เปรียบเทียบระหว่าง
เซลล์มะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดต่างๆ 

 ตารางท่ี 10. แสดงผลการค านวณทางสถิติของการเปล่ียนแปลงทิศทางของการเพิ่มระดบั
เมธิลเลชัน่ของ LINE-1  เปรียบเทียบระหวา่งเซลล์มะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็ง
ชนิดตา่งๆ โดย HNSC แทน มะเร็งศีรษะและคอ, PTC แทนมะเร็งตอ่มธัยรอยด์, NSCLC แทน
มะเร็งปอด, CRC แทนมะเร็งล าไส้ และIDC แทนมะเร็งเต้านม 

 

  
 ผลการวิเคราะห์ทิศทางการเปล่ียนแปลงของการเพิ่มระดับเมธิลเลชั่นของ LINE-1 เม่ือ
เปรียบเทียบระหวา่งมะเร็งในต าแหนง่ปฐมภมูิเปรียบเทียบกบัมะเร็งในต าแหนง่แพร่กระจาย พบว่าการเพิ่ม
ระดบัเมธิลเลชั่นของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งแพร่กระจายจากมะเร็งศีรษะและคอและมะเร็งเต้านมนัน้มี
ทิศทางลดลงอยา่งมีนยัส าคญั (p = 0.003 และ p = 0.03 ตามล าดบั) เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์มะเร็งปฐม
ภมูิคูส่ม แตไ่มพ่บการลดลงอยา่งมีนยัส าคญัในมะเร็งชนิดอ่ืนๆท่ีร่วมการทดลอง 
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 รูปท่ี 10. การกระจายตวัของการเพิ่มระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็ง

ปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ โดย HNSC, PTC, NSCLC, CRC, และ IDC แทน 

มะเร็งศีรษะและคอ, มะเร็งต่อมธัยรอยด์, มะเร็งปอด, มะเร็งล าไส้, และมะเร็งเต้านม ตามล าดบั, 

เคร่ืองหมายดอกจนัทร์ 3 ดอกเหนือกลุ่มตวัอย่าง และ 1 ดอกเหนือกลุ่มตวัอย่างแสดงทิศทางการลดลง

อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิตท่ีิ p-value < 0.01 และ 0.05 ตามล าดบั 
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3. ผลการวิเคราะห์ทางสถิติของทิศทางการเปล่ียนแปลงของระดับเมธิลเลช่ันผสม (percent 
number of partial methylated loci) ของ LINE-1 (mCuC) เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็ง
ปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดต่างๆ 

 ตารางท่ี 11. ผลการค านวณทางสถิติของการเปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่ผสมของ 
LINE-1  เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ  โดย 
HNSC แทน มะเร็งศีรษะและคอ, PTC แทนมะเร็งตอ่มธัยรอยด์, NSCLC แทนมะเร็งปอด, CRC 
แทนมะเร็งล าไส้ และIDC แทนมะเร็งเต้านม 

 

  
 ผลการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่ผสม LINE-1 เปรียบเทียบระหว่างมะเร็งใน
ต าแหน่งปฐมภูมิเปรียบเทียบกบัมะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจาย พบการเปล่ียนแปลงของระดบัเมธิลเลชัน่
ผสมของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งแพร่กระจายจากมะเร็งเต้านมอย่างมีนัยส าคญั (p = 0.04) เม่ือ
เปรียบเทียบกบัเซลล์มะเร็งปฐมภูมิคูส่ม แตไ่ม่พบความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญัในมะเร็งชนิดอ่ืนๆท่ีร่วม
การทดลอง 
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 รูปท่ี 11. การกระจายตวัของระดบัเมธิลเลชัน่ผสมของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็ง

ปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ โดย HNSC, PTC, NSCLC, CRC, และ IDC แทน 

มะเร็งศีรษะและคอ, มะเร็งต่อมธัยรอยด์, มะเร็งปอด, มะเร็งล าไส้, และมะเร็งเต้านม ตามล าดบั, 

เคร่ืองหมายดอกจนัทร์ 1 ดอกเหนือกลุ่มตวัอย่างแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-

value <  0.05  
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ผลการวิเคราะห์ทางสถิติของทิศทางการเปล่ียนแปลงของการลดระดับเมธิลเลช่ัน  (percent 
number of hypomethylated loci) ของ LINE-1 (uCuC) เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็งปฐมภูมิ
และมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดต่างๆ  

 ตารางท่ี 12 ผลการค านวณทางสถิติของทิศทางการเปล่ียนแปลงการลดระดบัเมธิลเลชั่นของ 
LINE-1 เปรียบเทียบระหว่างเซลล์มะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ  โดย HNSC 
แทน มะเร็งศีรษะและคอ, PTC แทนมะเร็งตอ่มธัยรอยด์, NSCLC แทนมะเร็งปอด, CRC แทนมะเร็งล าไส้ 
และIDC แทนมะเร็งเต้านม 

 

 
 
 ผลการวิเคราห์ทิศทางการลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่างมะเร็งในต าแหน่ง
ปฐมภมูิเปรียบเทียบกบัมะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจาย พบทิศทางการเพิ่มขึน้ของการลดระดบัเมธิลเลชัน่ข
อง LINE-1 ในเซลล์มะเร็งแพร่กระจายจากมะเร็งปอดอย่างมีนยัส าคญั (p = 0.02) เม่ือเปรียบเทียบกับ
เซลล์มะเร็งปฐมภมูิคูส่ม แตไ่มพ่บความแตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัในมะเร็งชนิดอ่ืนๆท่ีร่วมการทดลอง 
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 รูปท่ี 12. การกระจายตวัของทิศทางการลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 เปรียบเทียบระหว่าง

เซลล์มะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งแพร่กระจายของมะเร็งชนิดตา่งๆ  โดย HNSC, PTC, NSCLC, CRC, และ 

IDC แทน มะเร็งศีรษะและคอ, มะเร็งตอ่มธยัรอยด์, มะเร็งปอด, มะเร็งล าไส้, และมะเร็งเต้านม ตามล าดบั, 

เคร่ืองหมายดอกจนัทร์ 1 ดอกเหนือกลุ่มตวัอย่างแสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ี p-

value < 0.05 

 

 

 

 



 
 

บทที่ 5 

สรุปและอภปิรายผลการวิจัย 

 ในปัจจุบันเป็นท่ีเช่ือกันว่ามะเร็งหลายชนิดมักเกิดการเปล่ียนแปลงของกลไกการควบคุมการ

แสดงออกของยีนชนิดดีเอ็นเอเมธิลเลชัน่ (DNA methylation) ซึ่งงานวิจยัหลายชิน้นัน้ได้มีการพิสจูน์พบ

การลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของล าดบัซ า้ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ปกติในเนือ้เย่ือ

ของอวัยว ะชนิ ด เ ดีย วกัน  โดย เฉพาะ ในมะ เ ร็ ง ท่ี มักพบรอย โ รคก่ อนกา ร เ กิดมะ เ ร็ ง  (pre-

cancerous/dysplastic lesion) หรือมีในมะเร็งท่ีมีการพัฒนาอย่างเป็นล าดับขัน้ (multistage 

oncogenesis) [10,14] ในงานวิจยัชิน้นี ้ผู้วิจยัได้ใช้เทคนิค COBRA เพ่ือตรวจวดัและเปรียบเทียบระดบัเมธิล

เลชัน่ระหว่างเซลล์มะเร็งปฐมภูมิ (primary tumor) และเซลล์มะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจาย (metastasis 

tumor) ในเนือ้เย่ือมะเร็ง 5 ชนิด ได้แก่ มะเร็งศีรษะและล าคอ, มะเร็งปอด, มะเร็งของตอ่มธัยรอยด์, มะเร็ง

เต้านม และมะเร็งล าไส้ โดยมีสมมติฐานว่าในมะเร็งชนิดท่ีมีการพฒันาของมะเร็งอย่างเป็นล าดบัขัน้นัน้

ควรจะมีระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งจากต าแหน่งแพร่กระจายต ่ากว่าในเซลล์มะเร็งปฐม

ภูมิ หรืออีกนัยหนึ่ง มะเร็งท่ีมีการพัฒนาอย่างเป็นล าดบัขัน้ควรจะมีการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ 

LINE-1 ควบคูไ่ปกบัการพฒันาและการแพร่กระจายของมะเร็ง 

 มะเร็งศีรษะและล าคอ (head and neck cancer) เป็นมะเร็งท่ีมีการพฒันาอย่างเป็นล าดบัขัน้จาก

เนือ้เย่ือบชุนิด squamous epithelial ไปสูเ่นือ้เย่ือท่ีมีความผิดปกติ (squamous dysplasia) และกลายเป็น

เซลล์มะเร็งท่ีมีความผิดปกติรุนแรงและสามารถลกุลามเข้าสู่เนือ้เย่ือท่ีอยู่ข้างเคียง (invasive squamous 

carcinoma) ตามล าดบั [47] การเปล่ียนแปลงทางพยาธิวิทยาเหล่านีน้ัน้เกิดควบคู่ไปกบัการเกิดความ

ผิดปกติท่ีเพิ่มมากขึน้อย่างเป็นล าดบัขัน้ของยีนและกลไกควบคมุการแสดงออกตา่งๆ ยกตวัอย่างเช่น ใน

เซลล์มะเร็งหรือเซลล์ในบริเวณรอยโรคท่ีมีความผิดปกติมกัตรวจพบการเพิ่มจ านวนของยีน EGFR และ 

TGF-α หรือการแสดงออกท่ีมากอย่างผิดปกติของ Telomerase หรือแม้แต่การแสดงออกของยีนต้าน

มะเร็ง (tumor suppressor gene) ท่ีเพิ่มมากขึน้ในวงศ์ p53 (เช่นยีน p53, p63, p73) และ 

retinoblastoma (Rb) (เช่นยีน p16) ซึ่งความผิดปกติทัง้หมดเหล่านีเ้กิดขึน้อย่างเป็นล าดบัขัน้ตามการ

พฒันาของเซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอ โดยมีอตัราส่วนของความผิดปกติท่ีเพิ่มมากขึน้เม่ือเปรียบเทียบกบั

เซลล์เย่ือบุปกติ [48-51] โดยผลการทดลองท่ีได้จากการทดลองพบว่าการเพิ่มระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 

(hypermethylation loci of LINE-1) มีทิศทางท่ีลดลงอย่างมีนยัส าคญัในตวัอย่างเซลล์มะเร็งในระยะ
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แพร่กระจายเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์มะเร็งปฐมภมูิท่ีเป็นคูส่ม โดยคาดวา่การเพิ่มระดบัของเมธิลเลชัน่ของ 

LINE-1 ท่ีมีทิศทางท่ีลดลงอาจส่งผลท าให้ระดบัเมธิลเลชัน่โดยรวมของ LINE-1 นัน้เกิดการลดลงได้ โดย

ผลการทดลองท่ีได้นีมี้ความสอดคล้องกบัสมมติฐานท่ีคาดว่าระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็ง

ในต าแหนง่แพร่กระจายควรจะลดต ่าอย่างมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัมะเร็งในชนิดปฐมภูมิในมะเร็งท่ี

มีการพฒันาอยา่งเป็นล าดบัขัน้ ซึง่ผลการทดลองท่ีได้สามารถบง่ชีไ้ด้ว่าการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ 

LINE-1 นัน้อาจมีความสมัพนัธ์กบัการเกิดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง 

 อยา่งไรก็ตาม ผลการทดลองนีข้ดัแย้งกบัผลการทดลองจากงานวิจยัของ Subbaalekha และคณะ 
[52] โดยงานวิจยัของ Subbalekha และคณะซึ่งได้ใช้เทคนิค COBRA LINE-1 ท าการทดลองหาระดบัเมธิล

เลชัน่ของ LINE-1 ในตวัอย่างน า้บ้วนปากจากผู้ ป่วยมะเร็ง โดย Subbaalekha และคณะ ได้รายงานว่าพบ

การลดลงของระดับเมธิลเลชั่นของ LINE-1 ในน า้บ้วนปากของผู้ ป่วยท่ีเป็นมะเร็งในช่องปาก (oral 

squamous cell carcinoma: OSCC) เม่ือเปรียบเทียบกบัน า้บ้วนปากกบัคนปกติ แตไ่ม่พบความแตกตา่ง

อย่างมีนยัส าคญัของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ระหว่างตวัอย่างน า้บ้วนปากและตวัอย่างเนือ้เย่ือท่ีได้

จากเก็บชิน้เนือ้จากการผา่ตดั (biopsy) ท่ีได้จากผู้ ป่วยท่ีมีระยะของมะเร็ง (tumor stage) ท่ีแตกตา่งกนั [52] 

ซึ่งเม่ือพิจารณาแล้วการท่ีไม่พบความแตกตา่งของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ระหว่างมะเร็งแตล่ะระยะ

นัน้อาจเกิดจากการท่ีตวัอย่างน า้บ้วนปากสามารถเก็บตวัอย่างเซลล์มะเร็งได้จากผิวด้านนอกของรอยโรค

ภายในช่องปาก หรืออาจเป็นเพราะการทดลองของ Subbalekha และคณะนัน้ได้ท าการทดลองโดยใช้

เนือ้เย่ือท่ีได้จากการเก็บตวัอย่างจากมะเร็งในระยะตา่งๆทัง้หมดจากมะเร็งท่ีอยู่ในต าแหน่งปฐมภูมิเท่านัน้ 

ซึ่งแตกต่างจากการทดลองนีท่ี้ผู้ วิจยัได้เก็บตวัอย่างเซลล์จากมะเร็งปฐมภูมิ เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีได้จาก

มะเร็งท่ีลกุลามไปยงัตอ่มน า้เหลือง ซึ่งอาจเป็นสาเหตท่ีุส่งผลให้ผลการทดลองระหว่างทัง้สองงานวิจยันีมี้

ความแตกตา่งกนัได้ อย่างไรก็ตาม ในงานวิจยันีไ้ด้พบการลดลงอย่างมีนยัส าคญัของระดบัเมธิลเลชัน่ของ 

LINE-1 ในตวัอยา่งเซลล์มะเร็งศีรษะและล าคอท่ีเก็บจากต าแหน่งแพร่กระจายเม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอย่าง

จากท่ีเก็บได้จากมะเร็งในต าแหน่งปฐมภูมินัน้ สามารถเป็นสิ่งยืนยนัว่าการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ 

LINE-1 นัน้มีความสมัพนัธ์กบัพฒันาของมะเร็งประเภทนี ้

 มะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma นัน้มกัพบความผิดปกติทางพนัธุกรรมท่ีมีความหลากหลาย

และคาดว่าเกิดการพัฒนาอย่างเป็นล าดบัขัน้เช่นกัน ยกตวัอย่างเช่น การกลายพันธุ์ของยีน Epidermal 

growth factor receptor (EGFR) และ KRAS โดยมกัพบการกลายพนัธุ์ของยีน KRAS ในผู้ ป่วยมะเร็งปอด
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ท่ีพบประวตัิการสูบบหุร่ีเป็นระยะเวลานาน ในขณะท่ีการกลายพนัธุ์ของยีน EGFR มกัพบในผู้ ป่วยมะเร็ง

ปอดท่ีไม่มีประวตัิการสบูบหุร่ี เป็นต้น [53] โดยในการทดลองนี ้พบว่าการลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ( 

hypomethylation loci of LINE-1) นัน้มีทิศทางท่ีเพิ่มขึน้อย่างมีนยัส าคญัในเซลล์มะเร็งท่ีอยู่ในระยะ

แพร่กระจาย ในขณะท่ีการเพิ่มระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 นัน้ไม่พบการเปล่ียนแปลง ซึ่งการลดระดบั

เมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ท่ีมีทิศทางท่ีเพิ่มขึน้นัน้อาจเป็นสาเหตท่ีุท าให้ระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 นัน้มี

การลดลงได้ โดยแตกตา่งจากในมะเร็งศีรษะและคอท่ีคาดวา่อาจเกิดจากการเพิ่มขึน้ของระดบัเมธิลเลชัน่ข

อง LINE-1 ท่ีมีทิศทางลดลง 

 มะเร็งของตอ่มธัยรอยด์ชนิด papillary (papillary thyroid carcinoma) นัน้มีความถ่ีคิดเป็น 70-

80% ของมะเร็งต่อมธัยรอยด์ทัง้หมด [54] ซึ่งโดยส่วนมากแล้วมะเร็งตอ่มธัยรอยด์ชนิดนีม้กัพบการเคล่ีอน

ย้ายต าแหน่ง (rearrangement) ของยีน RET/PTC หรือการกลายพนัธุ์ (mutation) ของยีน BRAF เพียง

อย่างใดอย่างหนึ่ง [55-61] โดยมะเร็งของตอ่มธัยรอยด์ชนิดนีไ้ม่มีการปรากฏของรอยโรคท่ีผิดปกติก่อนการ

เกิดมะเร็ง ซึ่งตรงกันข้ามกบัมะเร็งศีรษะและล าคอท่ีมกัพบการปรากฏของรอยโรคก่อนการเกิดมะเร็งดงัท่ี

ได้กลา่วไว้ข้างต้น ซึง่ผลการทดลองในสว่นของมะเร็งต่อมธยัรอยด์ในงานวิจยันีไ้ม่พบความแตกตา่งอย่างมี

นยัส าคญัของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 รวมถึงไม่พบการเปล่ียนแปลงทิศทางของการเพิ่มหรือการลด

ของระดับเมธิลเลชั่นของ LINE-1 อย่างมีนัยส าคัญระหว่างมะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งในต าแหน่ง

แพร่กระจาย ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองจากงานวิจัยของ Chalitchakorn และคณะท่ีไม่พบความ

แตกตา่งของระดบัเมธิลเลชัน่ของมะเร็งชนิดนีร้ะหวา่งเซลล์มะเร็งและเซลล์จากเนือ้เย่ือปกต ิ [10] 

 อย่างไรก็ตาม ผลการศกึษาครัง้นีไ้ม่พบความแตกตา่งของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ระหว่าง

มะเร็งปฐมภูมิและมะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจายของมะเร็งล าไส้และมะเร็งเต้านม โดยผลการทดลองใน

ส่วนของมะเร็งเต้านมนัน้ พบการเพิ่มขึน้ของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 นัน้มีทิศทางท่ีลดลง เช่นกันกับ

อตัราการเกิดเมธิลเลชัน่แบบผสมของ LINE-1 (percent partial methylation of LINE-1) นัน้พบว่ามี

ทิศทางท่ีลดลงเชน่กนั แตอ่ยา่งไรก็ตาม ไมพ่บการลดลงของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 อย่างมีนยัส าคญั

ในเซลล์มะเร็งในระยะแพร่กระจายเม่ือท าการเปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งชนิดปฐมภูมิ ซึ่งคาดว่าการ

แพร่กระจายของมะเร็งเต้านมนัน้อาจเกิดการท่ีการเพิ่มของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 และการเกิดเมธิล

เลชัน่แบบผสมนัน้มีทิศทางท่ีลดลง แตไ่ม่มากพอท่ีจะส่งผลให้ระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 นัน้มีการลดลง

ได้ ซึ่งอาจเกิดได้จากจ านวนตวัอย่างท่ีน ามาทดลองมีจ านวนน้อยเกินไป หรืออาจเกิดจากการท่ีมะเร็งเต้า
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นมนัน้สามารถจ าแนกชนิดยอ่ยตามลกัษณะทางพนัธุกรรมท่ีผิดปกติได้ถึง 5 ชนิด โดยอาศยัความแตกตา่ง

ของการแสดงออกของยีน (สามารถแบง่ได้เป็นชนิด lumina A, lumina B, basal-like, normal breast-like, 

และ HER2 overexpression) [62-64] ซึ่งสามารถเป็นไปได้ว่ารูปแบบของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 นัน้

อาจมีความแตกตา่งกนัในแตล่ะชนิดยอ่ยๆของมะเร็งเต้านม 

 ผลการทดลองในส่วนของมะเร็งล าไส้นัน้ ไม่พบการเปล่ียนแปลงใดๆของระดบัเมธิลเลชั่นของ 

LINE-1 รวมถึงไมพ่บการเปล่ียนแปลงทิศทางของระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในรูปแบบตา่งๆด้วยเช่นกนั 

โดยอาจสรุปได้ว่ามะเร็งล าไส้นัน้ไม่มีการลดลงของระดบัเมธิลเลชั่นของ LINE-1 ในระหว่างท่ีเกิดการ

แพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง อย่างไรก็ตาม เน่ืองจากมะเร็งล าไส้นัน้สามารถพบความผิดปกติทาง

พนัธุกรรมและกลไกควบคุมการแสดงออกของยีนท่ีหลากหลาย เช่นmicrosatellite instability (MSI), 

Microsatellite stability (MSS), CpG island methylator phenotype High (CIMP-H) และ CpG island 

methylator phenotype low (CIMP-L) เป็นต้น ซึ่งระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งล าไส้ชนิดท่ี

มี MSI และ CIMP-H มกัสงูกว่ามะเร็งล าไส้ชนิดท่ีมี MSS หรือ CIMP-L เสมอ [65-68] ซึ่งจากเหตนีุ ้อาจ

เป็นไปได้ว่าการเปล่ียนแปลงระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในเซลล์มะเร็งระหว่างท่ีมีการแพร่กระจายนัน้

อาจมีความแตกตา่งกนัในแตล่ะชนิดยอ่ยของมะเร็งล าไส้ก็เป็นได้ 

 ด้วยเหตนีุ ้ถึงแม้วา่มะเร็งเต้านมและมะเร็งล าไส้นัน้จะเป็นท่ีทราบว่าเป็นมะเร็งท่ีมีรอยโรคก่อนการ

เกิดมะเร็งเช่นเดียวกับมะเร็งปอดและมะเร็งศีรษะและล าคอ การท่ีไม่พบการเปล่ียนแปลงของระดบัเมธิล

เลชัน่ใดๆของ LINE-1 ในมะเร็งทัง้สองชนิดนัน้อาจอธิบายได้ว่าเกิดจากเหตท่ีุมะเร็งทัง้สองประเภทนีน้ัน้มี

ความซบัซ้อนและหลากหลายทางพนัธุกรรมหรืออาจเป็นได้ว่าเกิดจากจ านวนประชากรตวัอย่างมีจ านวน

ไม่เพียงพอ ดงันัน้การเพิ่มจ านวนประชากรตวัอย่างหรือการจ าแนกชนิดย่อยทางพนัธุกรรมของมะเร็งทัง้

สองชนิดนีก้่อนการท าการวดัระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 อาจให้ผลการทดลองท่ีแตกต่างออกไปได้ ซึ่ง

ต้องท าการทดลองเพิ่มเตมิตอ่ไป 

 โดยสรุปแล้ว งานวิจยันีผู้้วิจยัได้พบการลดลงของระดบัเมธิลเลชั่นของ LINE-1 อย่างมีนยัส าคญั

ระหว่างเซลล์มะเร็งปฐมภูมิและเซลล์มะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจายของมะเร็งศีรษะและล าคอและมะเร็ง

ปอด รวมถึงพบการเปล่ียนแปลงของทิศทางการเพิ่มหรือลดระดบัเมธิลเลชัน่ของ LINE-1 ในมะเร็งศีรษะ

และคอ, มะเร็งปอด, และมะเร็งเต้านมด้วยเช่นกนั อย่างไรก็ตาม การเปล่ียนแปลงระดบัเมธิลเลชัน่ของ 
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LINE-1 ในรูปแบบต่างๆนัน้มีความเก่ียวข้องนัน้เป็นสาเหตุหรือเป็นผลท่ีเกิดจากการแพร่กระจายของ

เซลล์มะเร็งนัน้ยงัไมเ่ป็นท่ีทราบได้แนช่ดั ซึง่ต้องอาศยัการศกึษาเพิ่มเตมิตอ่ไปในอนาคต 
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ภาคผนวก 

การเตรียมสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

1. 1X Tris/Borate/EDTA (TBE) 

Distrill water 9 ลิตร 
10X TBE 1 ลิตร 
 

2. 5X Tris/Borate/EDTA (TBE) 

Distrill water 8 ลิตร 
10X TBE 2 ลิตร 
 

3. Gel star® for nucleic acid strain 

Distrill water 100 ไมโครลิตร 
Gel star® 5 ไมโครลิตร 
 

4. 75% ethanol 

Absolute ethanol   75 มิลลิลิตร 
Diltrill water     25 มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข. 

ตัวอย่างรูปทางจุลกายวิภาคของเนือ้เย่ือมะเร็งชนิดต่างๆ 

1. มะเร็งศีรษะและคอชนิด Head and neck squamous cell carcinoma 
1) มะเร็งปฐมภูมิ 

 
 
2) มะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจายไปยังต่อมน า้เหลือง 

 



66 
 

 
2. มะเร็งปอดชนิด non-squamous cell carcinoma ประเภท adenocarcinoma 

1) มะเร็งปฐมภูมิ 

 
 
2) มะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจายไปยังต่อมน า้เหลือง 
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3. มะเร็งต่อมธัยรอยด์ชนิด Papillary thyroid carcinoma 

1) มะเร็งปฐมภูมิ 

 
 
2) มะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจายไปยังต่อมน า้เหลือง 
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4. มะเร็งเต้านมชนิด invasive ductal carcinoma 

1) มะเร็งปฐมภูมิ 

 
 
2) มะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจายไปยังต่อมน า้เหลือง 
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5. มะเร็งล าไส้ชนิด adenocarcinoma 
1) มะเร็งปฐมภูมิ 

 
 
2) มะเร็งในต าแหน่งแพร่กระจายไปยังต่อมน า้เหลือง 
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