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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 

อภิวัฒน์ ภูกองไชย : อัตราการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นของยีน Sex-Determining Region Y (SRY)-Box 
ชนิดที่ 11 (SOX11) ในเน้ือเยื่อต่อมลูกหมาก (Methylation status of Sex-Determining Region Y 
(SRY)-Box 11 (SOX11) in Human Prostate Tissue) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. นพ. สมบูรณ์ 
คีลาวัฒน์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. นพ. พิเชฐ สัมปทานุกุล{, 73 หน้า. 

ที่มาและปัญหา : SOX11 ในมะเร็งต่อมลูกหมากมีบทบาทเป็น  tumor suppressor gene และการ
ทดลองในเซลล์ที่เพาะเลี้ยงพบว่ามีการแสดงออกของยีนลดลง ส าหรับการศึกษาในมะเร็งหลายอวัยวะ รายงานว่า
การเ กิด  DNA methylation ของยีน  SOX11 ส่งผลต่อการแสดงออกของยีน  อย่างไร ก็ตาม การเกิด  DNA 
methylation ของยีน SOX11 ยังไม่มีรายงานในมะเร็งต่อมลูกหมาก 

จุดประสงค์: ศึกษาอัตราการเกิด DNA methylation ของ SOX11 ในเน้ือเยื่อของผู้ป่วยมะเร็งต่อม
ลูกหมากเปรียบเทียบกับในเน้ือเยื่อของผู้ป่วยต่อมลูกหมากโตที่ไม่ได้เป็นมะเร็ง และศึกษาความสัมพันธ์ของการเกิด 
DNA methylation ของ SOX11 กับลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 

วิธีการทดลอง: เลือกตัดชิ้นเน้ือต่อมลูกหมากที่รักษาสภาพในบล็อกพาราฟิน เป็นบล็อกชิ้นเน้ือจากผู้ป่วย
มะเร็งต่อมลูกหมาก 62 รายและบล็อกชิ้นเน้ือจากผู้ป่วยต่อมลูกหมากโตไม่เป็นมะเร็ง 81 ราย น ามาศึกษาการเกิด 
DNA methylation ของ SOX11 โดยใช้เทคนิค methylation-specific PCR (MSP) ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง
กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่มี และ ไม่มี DNA methylation ของ SOX11  กับลักษณะทางคลินิกต่างๆ ได้แก่ 
อายุ, Gleason score, ระดับ PSA, lymph node metastasis, seminal vesicle invasion, perineural invasion, 
extraprostatic invasion, pT stage, surgical margin และ  biochemical recurrence status (BCR)  โ ด ย ใ ช้
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

ผลการทดลอง: พบร้อยละของการเกิด methylation ของ SOX11 ในกลุ่มมะเร็งต่อมลูกหมาก 80.6% 
และในกลุ่มต่อมลูกหมากโตไม่เป็นมะเร็ง 35.8 % มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.001) ในการ
วิเคราะห์ความสัมพันธ์กับดัชนีพยากรณ์โรคระหว่างกลุ่มที่มีและไม่มีการเกิด methylation ของ SOX11 ของผู้ป่วย
มะเร็งต่อมลูกหมากพบความสัมพันธ์ที่มีนัยส าคัญทางสถิติ ได้แก่ ระดับ PSA ที่สูง (p=0.01), Gleason score ที่สูง
(≥ 7) (p<0.01) และการลุกลามโดยรอบเส้นประสาท (p=0.03) นอกจากน้ีในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่
เกิด methylation ของ SOX11 พบระยะปลอด biochemical recurrence (BCR-free survival) มีระยะเวลา
เฉลี่ยที่ 19.8  ซ่ึงสั้นกว่ากลุ่มผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่ไม่เกิด methylation ของ SOX11 มีระยะเวลาเฉลี่ยที่ 
44.8 เดือน  (p<0.01) 

สรุปผลการทดลอง: มีการเกิด methylation ของ SOX11 ในอัตราที่สูงในเน้ือเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมาก 
ซ่ึงมีความสัมพันธ์กับระดับ PSA ที่สูง, Gleason score ที่สูง, perineural invasion และ การเกิด BCR เร็ว ในทาง
คลินิกการตรวจ methylation ของ SOX11 ในเน้ือเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมากอาจมีประโยชน์ในการใช้เป็นดัชนีร่วมที่
จะพยากรณ์พฤติกรรมที่รุนแรงของเซลล์มะเร็งได้ 
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บทค ัดย ่อ ภาษาอ ังกฤษ 

# # 5774111230 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
KEYWORDS: DNA METHYLATION / SOX11 / PROSTATE CANCER / BENIGN PROSTATIC HYPERPLASIA 

APIWAT PUGONGCHAI: Methylation status of Sex-Determining Region Y (SRY)-Box 11 
(SOX11) in Human Prostate Tissue. ADVISOR: ASSOC. PROF. SOMBOON KEELAWAT, M.D., 
CO-ADVISOR: PROF. PICHET SAMPATANUKUL, M.D. {, 73 pp. 

Background: SOX11 has been recently recognized as a potential tumor suppressor and 
the experiment on prostatic cancer cell line revealed that it was downregulated of this gene 
expression. DNA methylation of SOX11 were reported in several human cancers and it’s affecting 
to the gene expression. However, the methylation status of SOX11 in prostate cancer has never 
been reported. 

Objective: To figure out the rate of DNA methylation status of SOX11 in prostate cancer 
tissue comparing with benign prostatic hyperplasia (BPH) tissue, and to find out correlation of DNA 
methylation with clinicopathological features of the prostatic cancer patients. 

Methods: Samples were formalin fixed paraffin embedded (FFPE) tissue obtained from 
62 patients with prostate cancer and from 81 patients with BPH. The methylation of SOX11 were 
examined using methylation-specific PCR (MSP). Associations between SOX11 methylation and 
clinicopathological features such as age, Gleason score, PSA level, lymph node metastasis, seminal 
vesicle invasion, perineural invasion, extraprostatic invasion, pT stage, surgical margin and 
biochemical recurrence status (BCR) were assessed by univariate statistics. 

Results:  The detection rate of SOX11 methylation in prostate cancer was 80.6% 
comparing with 35.8% in BPH. The difference of SOX11 methylation between prostate cancer and 
BPH was statistically significant (p<0.001). The SOX11 methylation was significantly correlated with 
higher prostate-specific antigen level (p=0.01), higher Gleason score (≥7)(p<0.01), perineural 
invasion (p=0.03). Furthermore, the patients with SOX11 methylation has mean BCR-free survival 
time shorter, 19.8 months vs. 44.8 months. (p<0.01). 

Conclusions: The SOX11 methylation occurred frequently in prostate cancer and 
correlated with higher PSA level, higher Gleason score, perineural invasion and association shorter 
worse BCR-free survival. The SOX11 methylation may be used as predict aggressive behavior in 
prostate cancer. 
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บทที่ 1  
บทน ำ 

 

ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 

มะเร็งต่อมลูกหมาก (Prostate cancer; PCa) เป็นมะเร็งในเพศชายที่พบมากเป็นอันดับต้นๆ

ของโลก โดยมีอุบัติการณ์การเกิดโรคและการเสียชีวิตจากโรคแตกต่างกันในแต่ละภูมิภาคของโลก 

สาเหตุของการเกิดโรคยังไม่ชัดเจน แต่พบว่ามีปัจจัยเสี่ยงที่เกี่ยวข้องในการเกิดโรคอันได้แก่ อายุ 

ประวัติการเป็นโรคในครอบครัว เช้ือชาติ ฮอร์โมน อาหาร การใช้ชีวิต การสูบบุหรี่ และอาชีพ(1) การ

รักษาโรคในผู้ที่ เป็นมะเร็งและไม่มีการแพร่กระจายจะรักษาด้วยการตัดต่อมลูกหมากออก 

(prostatectomy) และมีประมาณ 20% ของผู้ป่วยที่พบว่ามี biochemical recurrence (BCR) 

ภายใน 5 ปีหลังการตัดต่อมลูกหมาก โดยส่วนใหญ่ของผู้ป่วยที่มี BCR จะเกิดการแพร่การกระจาย

ของโรค (metastatic diseases)(2, 3) การพยากรณ์โรคในปัจจุบันจะอาศัยลักษณะทางคลินิก เช่น 

ระดับของ prostate specific antigen (PSA) เกรด Gleason score  มาช่วยในการพยากรณ์ แต่

ข้อมูลดังกล่าวก็ยังไม่มีความแม่นย าในการพยากรณ์มากเท่าที่ควร(3, 4) ดังนั้นการหาตัวบ่งช้ีทางชีวภาพ 

(biomarker) ตัวใหม่ๆจึงเป็นสิ่งจ าเป็นที่จะน ามาใช้ในการพยากรณ์โรค เพื่อที่จะวางแผนการรักษา

อย่างมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึ้น 

ปัจจุบันน้ี การศึกษาในระดับโมเลกุลที่เกี่ยวกับกลไกการเกิดโรคมะเร็ง พบว่าการเกิดโรคนั้น

มีความเกี่ยวข้องกับการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลช่ัน (DNA methylation) และส่งผลต่อการแสดงผลที่

ลดลงของยีน โดยเฉพาะกลุ่มของยีนที่มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการต้านเป็นเนื้องอก (tumor 

suppressor gene ซึ่งการลดลงของการแสดงออกของยีนเหล่านี้มีความเกี่ยวข้องกับการเกิดของ

มะเร็ง (cancer initiation) และการด าเนินของโรคมะเร็ง (cancer progression)(5, 6) ดังนั้นการศึกษา

การเกิด DNA methylation ของยีนกลุ่ม tumor suppressor gene อาจจะช่วยให้ทราบถึง

กระบวนการของโรคมะเร็ง รวมทั้งน ามาศึกษากับลักษณะทางคลินิกเพื่อประยุกต์ใช้ในการคัดกรอง

โรค (screening) การตรวจวินิจฉัย (diagnosis) การติดตามผล และการใช้ประเมินหรือพยากรณ์โรค

ภายหลังการรักษาได้ 
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ผู้วิจัยสนใจยีน Sex-Determining Region Y (SRY)-box ชนิดที่ 11 (SOX11) ซึ่งยีนนี้จัดอยู่

ในกลุ่มของ SOX family ปัจจุบันพบว่ามี 20 ชนิด มีบทบาทเป็น transcription factor เกี่ยวข้องกับ

การพัฒนาของตั วอ่อน ( embryonic development)  การพัฒนาระบบประสาท (neural 

development) และการพัฒนาการของมะเร็ง (cancer development)(7-9)  ในส่วนของ SOX11 

นั้นพบว่ามีบทบาทเกี่ยวข้องกับ embryonic และ neural development(10-12) รวมทั้งเป็น tumor 

suppressor gene ในมะเร็งในหลายอวัยวะ (13-18) แต่ในด้านบทบาทของ SOX11 ในมะเร็งต่อม

ลูกหมากนั้นได้มีรายงานการศึกษาของ Zhiyong Yao และคณะ ในปี ค.ศ.2015 ซึ่งเป็นการศึกษา

บทบาทหน้าที่ของ SOX11 ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก โดยพบว่า SOX11 มีคุณสมบัติเป็น tumor 

suppressor gene โดย SOX11 จะไปยับยั้งการ proliferation ของเซลล์  การ migration ของเซลล์ 

และการ invasion ของเซลล์ และนอกจากนั้นผลของการศึกษาการแสดงออกพบว่า ในกลุ่มที่เป็น

มะเร็ง (PCa) จะมีการแสดงออกของยีนและโปรตีนที่ลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ เป็นเนื้อเยื่อต่อม

ลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง (benign prostatic hyperplasia; BPH) (19) แต่กลไกที่ส่งผลต่อการ

แสดงออกดังกล่าวนั้นยังไม่ชัดเจน 

ในปัจจุบันมีการศึกษามากมายทางด้านพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุล และพบว่ามีกลไก

กระบวนการเหนือพันธุกรรม  (epigenetics) ที่ประกอบไปด้วย DNA methylation, Histone 

modification และ microRNA ซึ่งเป็นปัจจัยที่ส าคัญและมีบทบาทส าคัญในการเกิดและการด าเนิน

ของโรคมะเร็ง(6, 20) การเกิด DNA methylation เป็นขบวนการหนึ่งใน epigenetics ที่มีการศึกษา

กันมากกับบทบาทส าคัญในการเกิดมะเร็งในมนุษย์ เนื่องจากการเกิด DNA methylation อาจส่งผล

กระทบต่อการแสดงออกของยีน (gene expression) และเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งในหลายอวัยวะ
(5, 6) รวมทั้งในมะเร็งต่อมลูกหมาก(21-23) ในส่วนของยีน SOX11 ได้มีรายงานการศึกษาการเกิด DNA 

methylation ของยีน SOX11 ในมะเร็งโพรงจมูก (nasopharyngeal carcinoma)(14)  มะเร็งเม็ด

เลือด (hematopoietic malignancies)(15) มะเร็งเยื่อบุรังไข่ (epithelial ovarian cancer)(17) มะเร็ง

กระเพาะอาหาร (gastric cancer)(18) รวมทั้งศึกษาในเซลล์ในระบบน้ าเหลือง และในเซลล์มะเร็ง

หลายชนิด (lymphoid and several cancer cells)(24) แต่การเกิด DNA methylation ของยีน 

SOX11 ในมะเร็งต่อมลูกหมากยังไม่มีรายงานมาก่อน 
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และเนื่องจากยังไม่มีการรายงานการเกิด DNA methylation ของยีน SOX11 ในมะเร็งต่อม

ลูกหมาก ทางผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาอัตราการเกิด DNA methylation โดยอาศัยเทคนิค methylation-

specific PCR (MSP) โดยจะใช้ช้ินเนื้อมะเร็งต่อมลูกหมาก (PCa) และช้ินเนื้อต่อมลูกหมากโตไม่เป็น

มะเร็ง (BPH) ที่ผ่านการรักษาสภาพโดยการแช่ในฟอร์มาลีนและถูกฝังในบล็อกพาราฟินมาใช้ใน

การศึกษา เพื่อทราบอัตราการเกิด DNA methylation เพื่อจะไปใช้ศึกษาความสัมพันธ์กับปัจจัยอื่นๆ

ต่อไป 

 

ค าถามงานวิจัย 

อัตราการเกิด DNA methylation ของ SOX11 ในเนื้อเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมากและใน

เนื้อเยื่อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็งมีค่าเท่าใด 

 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

จุดประสงค์หลัก:   

เพื่อศึกษาร้อยละของการเกิด DNA methylation ของ SOX11 ในเนื้อเยื่อมะเร็งต่อม

ลูกหมากและในเนื้อเยื่อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง 

 

จุดประสงค์รอง: 

เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด DNA methylation ของ SOX11 กับลักษณะทาง

คลินิกของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 

 

สมมติฐานของการวิจัย 

ในกลุ่มเนื้อเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมากจะมีร้อยละของการเกิด DNA methylation ของ SOX11 

ที่สูงกว่าในกลุ่มเนื้อเยื่อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง 
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กรอบแนวความคิดในการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Correlated with 

Prostate cancer 

tissues 

BPH  

tissues 

Methylation study of 

SOX11 

SOX11 unmethylation SOX11 unmethylation 

clinicopathological 

features 

SOX11 methylation SOX11 methylation 
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ข้อตกลงเบื้องต้น 

1. เนื้อเยื่อมะเร็งที่ตัดออกมาท าการศึกษาเป็นตัวแทนของมะเร็งทั้งหมดได้ในเรื่องของ 

การศึกษา DNA methylation 

2. เนื้อเยื่อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็งที่ตัดออกมาท าการศึกษาเป็นตัวแทนของเนื้อเยื่อ

ต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็งทั้งหมดได้ในเรื่องของการศึกษา DNA methylation 

 

ค าจ ากัดความท่ีใช้ในการวิจัย 

- Sex-Determining Region Y (SRY)-box (SOX) 

หมายถึง กลุ่มยีนที่ท าหน้าที่เป็น transcription factor โดยไปจับกับ DNA บริเวณ

ต าแหน่ ง  minor groove ในปั จจุ บันพบว่ามี  20 ชนิด มีบทบาทส า คัญใน

กระบวนการ embryonic development และ carcinogenesis 

- DNA methylation 

หมายถึง การเติมหมู่ methyl (-CH3) ที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 5 ของเบส cytosine ที่

อยู่ติดกับเบส guanine บนสายของ DNA 

- Methylation-specific PCR (MSP) 

หมายถึง เทคนิคในการตรวจสอบการเกิด methylation โดยใช้หลักการ PCR มีการ

ใช้ primer ที่จ าเพาะต่อล าดับ nucleotide ที่มีการเกิด methylation 

 

ค าส าคัญ 

DNA Methylation, SOX11, Prostate cancer, Benign prostatic hyperplasia 
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ขั้นตอนของการวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prostate cancer and BPH tissue 

Primer design DNA extraction 

Bisulfite treatment 

Methylation-specific PCR 

Gel electrophoresis 

Data collection 

Clinicopathological features 
 

 Age           

 Seminal vesicle invasion 

 Gleason score       

 Perineural invasion 

 Surgical margin         

 Extraprostatic invasion 

 Lymph node metastasis    

 pT stage 

 Pre-operative PSA            

 Biochemical recurrence  

 

Data analysis 
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ข้อจ ากัดของการวิจัย 

การสกัด DNA จากช้ินเนื้อที่ถูกรักษาสภาพโดยการแช่ในฟอร์มาลีนและถูกฝังในบล็อก

พาราฟิน อาจจะท าให้ผลการสกัด DNA นั้นไม่ดีพอ 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รบั 

ประโยชน์ของการศึกษาน้ี จะช่วยให้ทราบถึงอัตราการเกิด DNA methylation ของ SOX11 

และความสัมพันธ์กับลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยซึ่งจะเป็นองค์ความรู้ในการศึกษาต่อยอดศึกษาใน

ตัวอย่างรูปแบบอื่นเพื่อน าไปประยุกต์ในการพยากรณ์ (prognosis) โรคมะเร็งต่อมลูกหมากต่อไปใน

อนาคต 
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บทที่ 2  

เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

มะเร็งต่อมลูกหมำก (Prostate cancer) 

มะเร็งต่อมลูกหมาก เป็นมะเร็งในเพศชายที่พบมากเป็นอันดับต้นๆของโลก โดยมีอุบัติการณ์

การเกิดโรคและการเสียชีวิตจากโรคแตกต่างกันในแต่ละภูมิภาคของโลก สาเหตุของการเกิดโรคยังไม่

ชัดเจน แต่พบว่ามีปัจจัยเสี่ยงที่เกี่ยวข้องในการเกิดโรคอันได้แก่ อายุ ประวัติการเป็นโรคในครอบครัว 

เช้ือชาติ ฮอร์โมน อาหาร การใช้ชีวิต การสูบบุหรี่ และอาชีพ(1) ส าหรับผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งและยังไม่มี

การแพร่กระจายไปยังส่วนอื่นๆจะรักษาด้วยการตัดต่อมลูกหมากออก (prostatectomy) แต่ภายหลัง

การรักษาพบว่ามีประมาณ 20-30% จะมีการเกิดการเกิดซ้ าของโรค(2, 3) ในปัจจุบันจะมีการใช้ระดับ

ของ PSA และการตรวจทางทวารหนัก (digital rectal exam, DRE) มาช่วยในการตรวจคัดกรอง

เบื้องต้น ซึ่งค่าปกติของ PSA จะแตกต่างกันตามช่วงอายุและเช้ือชาติ ดังตารางที่ 1(25) โดยพบว่าใน

กลุ่มของผู้ป่วยที่มีระดับของ PSA ที่สูงมากกว่า 4 ng/ml จะมีความเสี่ยงที่จะเป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก 

อย่างไรก็ตาม ในผู้ป่วยที่เป็น BPH ประมาณ 30-50% จะมีระดับของ PSA ที่สูงมากกว่า 4 ng/ml(4) 

ดังนั้นจึงท าเป็นต้องใช้การตัดช้ินเนื้อ (biopsy) มาดูลักษณะของเซลล์เพื่อช่วยในการวินิจฉัย (4, 26) 

นอกเหนือจากการคัดกรองโรค ระดับ PSA ยังสามารถใช้ในติดตามผลการรักษาของผู้ป่วยที่ผ่านการ 

prostatectomy โดยมีรายงานของสมาคมระบบทางเดินปัสสาวะแห่งสหรัฐอเมริกา (American 

Urological Association, AUA) ก าหนดว่าหากภายหลังการรักษามีระดับของ PSA เพิ่มข้ึน 0.2 

ng/ml จะมีความเสี่ยงในการเกิดซ้ าของโรค และถ้าหากมีเพิ่มข้ึนมากกว่า 0.4 ng/ml จะใช้ในการ

ท านายการเกิดซ้ าของโรคที่มีการแพร่กระจาย (metastatic recurrence)(25) 
 

ตารางที่ 1 ค่าปกติของ PSA แบ่งตามช่วงอายุและเช้ือชาติ(25) 
Age Range (years) Asian-Americans African-Americans Whites 

40-49 0-2.0 ng/ml 0-2.0 ng/ml 0-2.5 ng/ml 
50-59 0-3.0 ng/ml 0-4.0 ng/ml 0-3.5 ng/ml 
60-69 0-4.0 ng/ml 0-4.5 ng/ml 0-4.5 ng/ml 
70-79 0-5.0 ng/ml 0-5.5 ng/ml 0-6.5 ng/ml 
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การตรวจวินิจฉัยมะเร็งต่อมลูกหมากโดยใช้ช้ินเนื้อ (biopsy) เพื่อดูลักษณะของเซลล์จะมีการ

ให้เกรดของเซลล์โดยจะแบ่งเกรดเป็น 1-5 เรียกว่า Gleason grade (ภาพที่ 1) โดยผู้วินิจฉัยจะ

รายงานปริมาณเกรดที่ตรวจพบมากที่สุดสองอันดับแรกแล้วน าผลเกรดมารวมกัน มีค่าตั้งแต่ 2-10 

ผลรวมของ Gleason grade จะเรียกว่า Gleason score ซึ่งหากมีค่ามาก ความรุนแรงของมะเร็งก็

จะสูงตามไปด้วย(27) โดยสามารถแบ่งค่า Gleason score ตาม histopathologic grade ออกได้เป็น 

3 เกรดดังตารางที่ 2(28) 

 

 

ภาพที่ 1 Gleason grade(27) 
 

ตารางที่ 2 Histopathologic grade(28) 
Histopathologic grade  

Gleason ≤6 Well differentiated 
Gleason 7 Moderately differentiated 

Gleason 8-10 Poorly differentiated or undifferentiated 
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การแบ่งระยะของมะเร็งต่อมลูกหมากในปัจจุบันสามารถแบ่งระยะของโรคตามแนวทางของ 

The National Comprehensive Cancer Network (NCCN)(28) และ American Joint Committee 

on Cancer (AJCC)(29) โดยมีการจัดแบ่งระยะที่เรียกว่า TNM staging system และ pathologic T 

stage (pT stage)  ในการจัดแบ่งระยะแบบ TNM staging system จะอาศัยข้อมูลที่ประกอบไปด้วย 

T (Tumor); เป็นการตรวจขนาดก้อนเซลล์มะเร็งและต าแหน่งของเซลล์มะเร็ง , N (Lymph nodes); 

เป็นการตรวจการแพร่กระจายไปยัง lymph nodes และ M (Metastasis); เป็นการตรวจการ

แพร่กระจายไปยังอวัยวะอื่นๆ แต่ในส่วนการจัดแบบ pT stage จะดูลักษณะของมะเร็งที่อยู่ในต่อม

ลูกหมาก รวมทั้งการกระจายตัวและการลุกลามของมะเร็ง โดยสามารถแบ่งได้เป็น pT1-pT4(28, 29) 

(รายละเอียดเพิ่มเติมดังภาพที่ 2) 
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ภาพที่ 2 ระยะของโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก(29) 
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สภาวะเหนือพันธุกรรม (Epigenetics) 

Epigenetics เป็นกลไกที่ควบคุมการแสดงออกของยีนโดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลี-

โอไทด์บน DNA การเกิด epigenetics จะมีบทบาทส าคัญในกระบวนการท างานของเซลล์ไม่ว่าจะเป็น

การควบคุม การพัฒนาตัวอ่อน (embryonic development) การประทับตราทางพันธุกรรม 

(genetic imprinting) และการหยุดการท างานของโครโมโซม X (X-chromosome inactivation) 

การท างานผิดปกติของสิ่งเหล่านี้ก็ส่งผลต่อการเกิดโรคหลายโรครวมทั้งการเกิดโรคมะเร็ง 

กระบวนการส าคัญของ epigenetics ประกอบด้วย DNA methylation, Histone modification 

และ microRNA ซึ่งท าให้ยีนที่ส าคัญสูญเสียการท างาน ส่งผลต่อการเกิด การพัฒนาการและการ

ด าเนินการของมะเร็ง(6, 20) 

 

 

 

ภาพที่ 3 กระบวนการส าคัญของ epigenetics(20) 
 

 

 



 

 

13 

ในที่นี้ จะขอกล่าวเฉพาะในส่วนของ DNA methylation ซึ่ ง เป็นกระบวนการทาง 

epigenetics ที่นิยมศึกษากันมากในบทบาทต่อ gene expression และโครงสร้างของโครมาทิน 

(chromatin) การเกิด DNA methylation เป็นการเติมหมู่เมทิล (methyl; -CH3) บริเวณคาร์บอน

ต าแหน่งที่ 5 ของเบส cytosine ที่อยู่ติดกับเบส guanine เรียกต าแหน่งนี้ว่า CpG islands จะพบ

มากบริ เ วณโปรโม เตอร์  (promoter)  การ เติ มหมู่  methyl จะท าง านโดยเอนไซม์  DNA 

methyltransferase (DNMT) ซึ่งมีสาร S-adenosyl methionine เป็นสารให้หมู่ methyl (ภาพที่ 

4) โดยหมู่ methyl จะไปการขัดขวางการจับของ transcription factor บนต าแหน่งของ promoter 

ท าให้การแสดงออกออกยีนนั้นลดลง นอกจากนั้น หมู่ methyl ที่ถูกเติมไปจะกลายเป็นต าแหน่งจดจ า

ของโปรตีนจ าพวก methyl-CpG-binding domain proteins (MBDs) ซึ่ง MBDs จะท าให้โปรตีนที่

หน้าที่เกี่ยวข้องกับการขดของสาย DNA กับ histone ท างานได้ดีข้ึน ซึ่งโดยปกติแล้ว chromatin ที่มี

การแสดงออกของยีนจะอยู่ในรูป euchromatin หากมีการขดสาย DNA กับ histone อย่างหนาแน่น

ท าให้เปลี่ยนรูปแบบเป็น heterochromatin การเข้าไปจับของ transcription factor ลดลง การ

แสดงออกของยีนในบริเวณนั้นจึงลดลง(5, 6) (ภาพที่ 5)   

รูปแบบการเกิด methylation สามารถแบ่งได้ เป็น 2 แบบ คือการเกิดที่มีการเกิด 

methylation มาก  (hypermethylation) และการขาดหายไปของการ เกิ ด  methylation 

(hypomethylation) ในส่วนของการเกิด hypermethylation จะเกี่ยวข้องกับยีนที่มีบทบาทในการ

ต้านเนื้องอก (tumor suppressor gene) ที่อยู่ในกระบวนการต่างๆภายในเซลล์ ได้แก่ การ

ตอบสนองต่อฮอร์โมน (hormonal responses) การบุกรุกของเซลล์เนื้องอก (tumor-cell invasion) 

การควบคุมวัฏจักรของเซลล์ (cell cycle control) และการซ่อมแซม DNA (DNA damage repair) 

ซึ่งในการศึกษาในมะเร็งก็พบว่ายีนเหล่าน้ีมีการ hypermethylation ท าให้ยีนอยู่ในสภาวะไม่ท างาน 

( inactive) มีการแสดงออกที่ ลดลง และสูญเสียการท างาน ในทางตรงกันข้าม การ เกิด 

hypomethylation จะเกิดมากในยีนมะเร็ง (oncogene) การเกิด hypomethylation ในยีนเหล่าน้ี

ท าให้มีการแสดงออกของยีนที่มากเกินไป และไปมีผลต่อการเกิดและการด าเนินของโรคมะเร็ง (5, 6) 

(ภาพที่ 6)  
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ภาพที่ 4 การเกิด DNA methylation โดยการเติมหมู่ methyl บริเวณคารบ์อนต าแหน่งที่ 5 ของ
เบส cytosine 

(ที่มา : http://pubs.niaaa.nih.gov/publications/arcr351/images/zakhari01.png) 

 

 

 

ภาพที่ 5 การเกิด methylation กับการเปลี่ยนแปลงของ chromatin(5) 
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ภาพที่ 6 ความสัมพันธ์ของการเกิด methylation กับการเกิดมะเร็ง 
(ที่มา : http://www.nature.com/scitable/content/24705/nelson_figure1_CMH_FULL.jpg ) 

 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นในมะเร็งต่อมลูกหมาก (DNA methylation in prostate cancer) 

การเกิด DNA methylation ในมะเร็งพบว่ามีความเกี่ยวข้องกับการหยุดการท างานของ 

promoter ท าให้มีการลดหรือการขาดหายไปของการแสดงออกของยีน ซึ่งเป็นยีนที่ท างานใน

กระบวนการต่างๆของเซลล์ (cellular processes) ไม่ว่าจะเป็น DNA damage repair, hormonal 

responses, tumor-cell invasion หรือ metastasis, cell cycle control และ tumor suppressor 

จากรายงานการเกิด DNA methylation ในมะเร็งต่อมลูกหมาก พบว่าการเกิด DNA methylation 

ในแต่ละยีนน้ันจะเกี่ยวข้องกับกระบวนการต่างๆในโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก ตั้งแต่ cancer initiation, 

progression และ metastasis (ภาพที่  7) และยังมีความสัมพันธ์กับ histopathological grade, 

clinical stage, invasion, metastasis, androgen independence และ recurrence ของโรค(21-

23) นอกจากนั้นมีการรายงานการเกิด DNA methylation ในหลายยีนของ Tawnya C. McKee and 

James V. Tricoli ในปี ค.ศ. 2015 โดยพบว่าในมะเร็งต่อมลูกหมากมีการเกิด DNA methylation 

ในหลายยีน ซึ่งในแต่ละยีนจะมีบทบาทหน้าหน้าที่ที่แตกต่างกันไป(21) (ตารางที่ 3) โดยในปัจจุบันก็ได้

มีการศึกษายีนที่หลากหลายเพิ่มมากข้ึน อัตราการเกิด DNA methylation ในแต่ละยีนก็แตกต่างกัน 

(ตารางที่ 4)  ซึ่งการเกิด DNA methylation ในบางยีนอาจจะช่วยในการเพิ่มความไวและความ
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ความจ าเพาะในการวินิจฉัยและการพยากรณ์ของโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก (22) อย่างไรก็ตามการเกิด 

DNA methylation ขอ SOX11 ในมะเร็งต่อมลูกหมากยังไม่มีรายงานมาก่อน 

 

 

ภาพที่ 7 การเกิด DNA methylation กับการด าเนินของโรคมะเรง็ต่อมลูกหมาก(23) 
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ตารางที่ 3 ยีนที่มีการเกิด DNA methylation ในเนื้อเยื่อและ cell line มะเร็งต่อมลูกหมาก(21) 
ยีน บทบำทส ำคัญ 

ABCB1 ATP-dependent transporter 
AMT Glycine cleavage pathway 
AOX1 Superoxide formation 
APC Tumor suppressor 
BNC1 Transcription factor 

C14orf159 Unknown 
CALM3 Ion channel control 
CAV1 Scaffolding protein 

CCDC181 Unknown 
CDH1 Cell-cell adhesion 

CDKN2A Cell cycle control 
CHMP4A Endosomal protein sorting / transport 

CRIP1 Zinc transport 
CXXC5 NF-kappa-B / MAPK pathways 
CYB5R2 Drug metabolism / elongation of fatty acids 
DAPK1 Apoptosis 
FGFR2 FGF pathway signaling 
FLNC Membrane-anchoring protein 
FZD1 Wnt pathway signaling 

GPRC5B Unknown 
GSTP1 Detoxification 
HAAO Quinolinic acid synthesis 

HAPLN3 Cell adhesion 
HIF3A Transcription factor 

HS3ST2 Glucosamine sulfonation 
KCTD1 Transcriptional repressor 
KDM1A Histone deacetylation 

มีต่อหน้าถัดไป 
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ตารางที่ 3 (ต่อ) 
ยีน บทบำทส ำคัญ 

KDM4C Histone demethylase 
LAMC2 Cell adhesion 
LMX1B Transcription factor 
MAGI2 Interacts with atrophin 1 
MEIS2 Transcription factor 
MGMT DNA repair of alkylated guanine 
NTN4 Unknown 
PITX2 Transcription factor 

PPARGC1A Energy metabolism 
PPP1P3C Regulates protein phosphatase activity 
PTGS2 Deoxygenase / peroxidase 

PYCARD Apoptosis 
RARB Transcriptional regulator 

RASSF1A Tumor suppressor 
RASGRF2 Calcium-regulated nucleotide exchange factor 
RPL39L Ribosomal protein 
RUNX3 Transcription factor 

S100A16 Calcium binding 
SHC1 Signaling adapter protein 

SPON2 Cell adhesion 
SYN2 Regulates neurotransmitter release 

TINAGL1 Adrenocortical zonation 
THBS1 Cell cell/cell matrix adhesion 

TMEM 246 Unknown 
TSPAN1 Mediates signal transduction 
VAMP5 Vesicle and cell membrane fusion 
WFDC2 Protease inhibitor 
ZNF783 Transcriptional regulation 
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ตารางที่ 4 อัตราการเกิด DNA methylation ในเนื้อเยื่อมะเร็งตอ่มลกูหมากด้วยเทคนิค MSP(22) 
ยีน ต ำแหน่งบนโครโมโซม ร้อยละกำรเกิด methylation 
APC 5p21 27 – 78  
AR Xq12 8 – 25 

CD44 11p13 22 – 72  
CDH1 16q22.1 4 – 61 

CDKN2A 
(p16INK4a) 

9p21 0 – 69  

CDKN2A 
(p14ARF) 

9p21 3 – 36  

GSTP1 11q13 36 – 100  
MGMT 10q26 2 – 76  
RARB 3p24.2 40 – 84  

RASSF1A 3p21.3 34 – 100  
 

 

ยีน Sex-determining region Y (SRY)-box (SOX) 

 Sex-Determining Region Y (SRY)-Box (SOX) เป็นยีนที่แสดงออกเป็นโปรตีน SOX มี

บทบาทเป็น transcription factor ท างานเป็นตัวกระตุ้นการท างาน (activator) และตัวกดการ

ท างาน (repressor) ในกระบวนการ transcription ปัจจุบันพบว่ามี 20 ชนิด จัดออกเป็นกลุ่มย่อย 

A-H โดยอาศัยลักษณะความคล้ายคลึงของโครงสร้างของโปรตีน ได้แก่ต าแหน่งที่จับกับ DNA (High 

Mobility Group box DNA-binding domain; HMG-box)  ต าแหน่งในการกระตุ้นการแสดงออก 

(Transactivation domain; TAD)  และ   ต าแหน่งการกดการแสดงออก  (Transrepression 

domain; TRD) เป็นต้น (ดังภาพที่ 8)  นอกจากนั้น SOX ยังมีบทบาทที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของ

ตัวอ่อน (embryonic development) ซึ่งกระบวนการหลักของ SOX จะเกี่ยวข้องกับการก าหนด

เพศ (sex determination) การสร้างเซลล์ประสาท (neurogenesis) การพัฒนาการของ neural 

crest cell (neural crest development) การสร้างเม็ดเลือด (hematopoiesis) และการสร้าง

กระดูก (skeletogenesis)(7, 9-11)  (ตารางที่ 5)  
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ภาพที่ 8 โครงสร้างของโปรตีน SOX(7) 
(HMG: high mobility group DNA-binding domain, 

TAD: Transactivation domain, TRD: Transrepression domain) 
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ตารางที่ 5 แสดงรายละเอียด SOX family ในกระบวนการ embryonic development(9) 
กลุ่ม SOX ยีน SOX บทบำทส ำคัญในกำรพัฒนำ 

ของตัวอ่อน (ได้ข้อสรุปแลว้) 
ต ำแหน่ง 
บนโครโมโซม 

SOXA Sry Testis determination Yp11.3 
SOXB1 SOX1 Lens development, 

(neural determination) 
13q34 

SOX2 Neural induction, 
(lens induction, pluripotency) 

3q26.3 

SOX3 (Neural determination, lens 
induction) 

Xq27 

SOXB2 SOX14 (Interneuron specification, 
limb development) 

3q22 

SOX21 (CNS patterning) 13q32 
SOXC SOX4 Heart, lymphocyte, 

thymocyte development 
6q22.3 

SOX11 (Neuronal, glial maturation) 2p25 
SOX12 (Development of many tissues) 20p13 

SOXD SOX5 Chondrogenesis 12p11.1 
SOX6 Chondrogenesis, (cardiac 

myogenesis) 
11p15.3 

SOX13 (Development of arterial walls,  
pancreatic islets) 

1q31 

SOXE SOX8 (Development of many tissues) 16p13.3 
SOX9 Chondrogenesis, sex determination 17q25 
SOX10 Neural crest specification 22q13 

SOXF SOX7 (Development of vascular 
and many other tissues) 

8p22 

SOX17 Endoderm specification 8q11.2 
SOX18 Vascular and hair follicle 

development 
20p13.3 

SOXG SOX15 (Myogenesis) 17p13 
SOXH SOX30 (Male germ cell maturation) 5q35 
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ภาพที่ 9 ภาพแสดงความเกี่ยวข้องของ SOX gene กับมะเรง็ในอวัยวะต่างๆ(7) 
 

นอกจากนั้น SOX gene แต่ละชนิดจะมีความความเกี่ยวข้องกับมะเร็งในหลายอวัยวะ ดัง

ภาพที่ 9  โดยในส่วนน้ีจะขอกล่าวถึงการศึกษา SOX gene ที่เกี่ยวข้องกับมะเร็งต่อมลูกหมาก ซึ่งได้มี

รายงานการศึกษาใน SOX หลายชนิด, SOX2 มีรายงานว่าเป็นตัวกระตุ้นและเพิ่ม cell proliferation, 

cell survival, cell metastasis, cell migration และยังไปลด cell apoptosis ของเซลล์มะเร็ง(30) 

SOX4 นั้นเกี่ยวข้องกับ tumorigenesis ของต่อมลูกหมาก และการแสดงออกที่มากเกินไปมีความ

เกี่ยวข้องกับ progression ของมะเร็ง.(31, 32) SOX9 และ SOX10 พบว่ามีการแสดงออกที่ผิดปกติใน

มะเร็ง โดยทั้งการแสดงออกที่มากเกินไปของ SOX9 และการแสดงออกที่น้อยเกินไปของ SOX10 นั้น

มีความเกี่ยวข้องกับ aggressive progression ของโรค(33) SOX15 พบว่ามีการแสดงออกที่ลดลงใน

กลุ่มมะเร็งต่อมลูกหมาก แต่กลไกในมะเร็งต่อมลูกหมากยังไม่มีรายงาน อย่างไรก็ตาม ได้มีรายงานใน 

testicular embryonic carcinoma พบว่า SOX15 จะไปยับยั้ง proliferation ของ cancer cells.(34) 

SOX7 ได้มีรายงานว่ามีคุณสมบัติเป็น tumor suppressor gene โดยการแสดงออกที่มากเกินไปของ 

SOX7 จะไปยับยั้ง cell proliferation และ colony formation ซึ่งการแสดงออกที่ลดลงของ SOX7 
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นั้นมีความเกี่ยวข้องกับ aggressive progression ของมะเร็ง และนอกจากนั้นการแสดงออกที่ลดลง

ของ SOX7 เป็นผลมาจากการเกิด promoter methylation(33, 35) 

ในส่วนของยีน SOX11 มีรายงานว่า SOX11 มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการพัฒนาของระบบ

ประสาทและกระบวนการสร้างเซลล์ประสาทใหม่ (Adult neurogenesis)(7, 9-12) รวมทั้งมีบทบาท

เป็น oncogene(36) และ tumor suppressor gene(13-19) ในเนื้องอกและมะเร็งในหลายอวัยวะ มี

รายงานบทบาทในมะเร็งต่อมลูกหมากของ  Zhiyong Yao และคณะ ในปี ค.ศ.2015 โดยศึกษา

คุณสมบัติของ SOX11 พบว่ามี คุณสมบัติ เป็น tumor suppressor gene โดยการยับยั้ งการ 

proliferation ของเซลล์  การ migration ของเซลล์ และการ invasion ของเซลล์(19) ในปัจจุบันมี

การศึกษาการเกิด methylation ของ tumor suppressor gene ในหลายมะเร็ง ซึ่งการเกิด 

methylation อาจจะเกี่ยวข้องกับด าเนินการของโรคหรือเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีน ซึ่งในยีน 

SOX11 ได้มีการศึกษาและรายงานการเกิด methylation  ในหลายมะเร็ง ได้แก่ nasopharyngeal 

carcinoma พบว่ามีการเกิด methylation 67.4% ในกลุ่มมะเร็ง และไม่พบการ methylation ใน

กลุ่มที่ไม่ใช่มะเร็ง ซึ่งการเกิด DNA methylation ของ SOX11 อาจจะมีบทบาทในการเจริญและการ

บุกรุกของเซลล์มะเร็ง(14) รายงานใน hematopoietic malignancies พบว่าการเกิด methylation 

นั้นผกผันกับการแสดงออกของ SOX11(15) ส าหรับใน epithelial ovarian cancer มีรายงานว่าการ

เกิด methylation มีความสัมพันธ์กับการลดลงของ mRNA และโปรตีน นอกจากนั้นในกลุ่มที่มีการ

แสดงออกโปรตีนที่ลดลงน้อยกว่า 10% จะมีอัตราการอยู่รอดต่ ากว่ากลุ่มที่มีการแสดงออกมากกว่า 

10%(17)   ใน gastric cancer มีรายงานพบว่าในกลุ่มมะเร็งมีการเกิด methylation ถึง 55.1% และ 

7.9% ในกลุ่มที่ไม่ใช่มะเร็ง โดยการเกิด methylation มีความสัมพันธ์กับการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี โดย

ในกลุ่มที่มีการเกิด methylation จะมีอัตราการอยู่รอดต่ ากว่ากลุ่มที่ เกิด unmethylation(18) 

นอกจากนั้นยังมีการศึกษาของ Lena Nordström และคณะ โดยได้ศึกษาใน cancer cell lines 

หลายชนิด ซึ่งผลจากการศึกษาพบว่ามีการเกิด methylation ของ SOX11      ในกลุ่มของเซลล์ 

Burkitt's lymphomas, follicular lymphomas และ diffuse large B-cell lymphomas และไม่

พบก า ร เ กิ ด  methylation ใ นกลุ่ ม เ ซ ล ล์  mantle cell lymphomas, brain cancer แล ะ 

neuroblastoma แต่ในกลุ่มเซลล์ ovarian cancer, breast cancer และ lung cancer พบว่ามีการ

เกิด methylation ของ SOX11 ในเซลล์บางชนิดของ cancer cell(24) แต่ในปัจจุบันการศึกษาการ

เกิด methylation ของ SOX11 ในมะเร็งต่อมลูกหมากนั้นยังไม่มีรายงาน 
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ทฤษฎีและหลักการเทคนิค Methylation-specific PCR (MSP) 

เ ทคนิค  Methylation-specific PCR (MSP) ถู กพัฒ นา โ ดย  Herman แล ะคณะในปี  

ค.ศ.1996 โดยอาศัยหลักการเพิ่มจ านวน DNA ด้วยเทคนิค polymerase chain reaction (PCR)(37, 

38) ในส่วนของเทคนิค MSP นั้นจะใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ คือคู่ที่จ าเพาะต่อล าดับนิวคลีโอไทด์ที่เกิด 

methylation (methylated sequence) แล ะ ล า ดั บ นิ ว ค ลี โ อ ไท ด์ ที่ ไ ม่ เ กิ ด  methylation 

(unmethylated sequence) การเตรียม DNA เพื่อท าปฏิกิริยา MSP ต้องมีการท า bisulfite 

modification เพื่อท าให้ เกิดความแตกต่างระหว่าง sequence ที่มี เบส cytosine มีการเกิด 

methylation กับไม่เกิด methylation โดยภายหลังการท า bisulfite modification จะเปลี่ยนเบส 

cytosine ที่ไม่เกิด methylation เป็นเบส uracil และจากนั้นจะเปลี่ยนเป็นเบส thymine ภายหลัง

การท าปฏิกิริยา PCR แต่ในบริเวณเบส cytosine ที่มีการเกิด methylation นั้นเมื่อผ่านปฏิกิริยา 

bisulfite modification ไปแล้วจะยังคงเป็น cytosine เช่นเดิม(38) ดังภาพที่ 10 และภาพที่ 11 

 

 
 

ภาพที่ 10 แสดงกระบวนการ methylation, bisulfite modification และ PCR(38) 
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ภาพที่ 11 เทคนิค methylation-specific PCR 
(ที่มา : http://pubs.rsc.org/services/images/RSCpubs.ePlatform.Service.FreeContent. 

ImageService.svc/ImageService/Articleimage/2009/LC/b821780g/b821780g-f1.gif) 

 

Polymerase chain reaction (PCR) เป็นหลักการที่ใช้ในข้ันตอนของการศึกษา MSP โดย

เทคนิค PCR นี้เป็นเทคนิคที่ใช้ในการเพิ่มจ านวน DNA ให้ได้ DNA ที่มีปริมาณมากขึ้น ถูกพัฒนาในปี 

ค.ศ.1984 โดย Kary Mullis นักชีวเคมีชาวอเมริกัน(39) 

หลักการของ PCR คือการเพิ่มจ านวนของ DNA เป็นการสังเคราะห์ DNA สายใหม่จาก DNA 

ต้นแบบ (template) ที่มีอยู่ด้วยเอนไซม์ DNA polymerase การสังเคราะห์จะใช้ไพรเมอร์ (primer) 

1 คู่ในการท าปฏิกิริยา และมีสารในปฏิกิริยาดังตารางที่ 6 โดยข้ันตอนของ PCR นั้นมีอยู่ 3 ข้ันตอนใน

แต่ละรอบคือ denaturation, annealing และ extension โดยมีรายละเอียดดังนี้(40) (ภาพที่ 11) 

- Denaturation เป็นข้ันตอนการใช้ความร้อนในการแยก DNA สายคู่ให้แยก

ออกเป็นสายเดี่ยว เพื่อเหมาะแก่การเข้ามาจับของ primer 

- Annealing เป็นข้ันตอนที่คู่ของ primer จะมาจับกับ DNA template ที่แยก

เป็นสายเดี่ยวทั้ ง  2 เส้น โดยจะไปจับในต าแหน่งที่ตรงข้ามกัน และมี

ความจ าเพาะกับต าแหน่งของ nucleotide บริเวณนั้น 

- Extension เป็นข้ันตอนต่อเติม nucleotide เพื่อสังเคราะห์ DNA สายใหม่ โดย

เริ่ มสั ง เคราะห์จากปลาย 5’ ไปยั งปลาย 3’ โดยอาศัยเอนไซม์  DNA 

polymerase ที่ทนความร้อน 
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ตารางที่ 6 แสดงสารในปฏิกริิยา PCR 
สำรในปฏิกิริยำ PCR ค ำอธิบำย 

สำรพันธุกรรมต้นแบบ (DNA template) เป็น DNA template ในปฏิกิริยา 
ไพรเมอร์ (Primer) 
      - Forward primer 
      - Reverse primer 

จับกบั DNA template เพื่อเริ่ม 
การสงัเคราะห์ DNA สายใหม ่

อนุพันธ์นิวคลีโอไทด์อิสระ  
(deoxynucleotide triphosphates; dNTP) 
          -  deoxyadenosine triphosphates (dATP) 
          -  deoxycytidine triphosphates (dCTP) 
          -  deoxythymidine triphosphates (dTTP) 
          -  deoxyguanosine triphosphates (dGTP) 

เป็นเบสเพื่อใช้ในการสงัเคราะห์ DNA 
สายใหม ่

Magnesium chloride (MgCl2) เป็นโคเอนไซม์ของ Taq DNA 
polymerase 

Taq DNA polymerase เป็นเอนไซม์ในการต่อเตมิ dNTP 
เพื่อสงัเคราะห์ DNA สายใหม ่
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ภาพที่ 12 แสดงข้ันตอนในปฏิกิริยา PCR 
(ที่มา : https://www.neb.com/~/media/NebUs/Page%20Images/Applications/ 

DNA%20Amplification%20and%20PCR/pcr.jpg) 

 

ปฏิกิริยาจะหมุนเวียนต่อเนื่องกันไปจนครบปฏิกิริยาที่ได้ก าหนดไว้ ซึ่งในทุกๆรอบจะมี DNA 

เพิ่มข้ึนเป็นลักษณะ exponential ดังภาพที่ 13 กล่าวคือจาก DNA ต้นแบบ 1 คู่ เมื่อครบปฏิกิริยา 1 

รอบ จะได้เป็น 2 คู่ จากนั้นเป็น 4 คู่ และ 8 คู่ และเพิ่มข้ึนข้ึนเรื่อยๆเป็นแบบทวีคูณ โดยสามารถ

ค านวณจ านวนเส้นคู่ใหม่ที่เพิ่มข้ึนด้วยสูตร 2n ก าหนดให้ n คือจ านวนรอบของปฏิกิริยา (cycle) 
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ภาพที่ 13 แสดงลักษณะการเพิ่มข้ึนของ DNA ในปฏิกิริยา PCR 
(ที่มา : http://missinglink.ucsf.edu/lm/molecularmethods/images/clip_image003.gif) 

 

เมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยาเพิ่มจ านวนด้วยเทคนิค PCR แล้ว ผลผลิตที่ได้จากปฏิกิริยา PCR (PCR 

product) จะไม่สามารถมองเห็นด้วยตาเปล่า ดังนั้นการวิเคราะห์ผล PCR product จะต้องมา

วิเคราะห์ โดยการใ ช้การแยกขนาดของ DNA บน วุ้น  โดยใ ช้กระแส ไฟฟ้ า เรี ยก ว่า  gel 

electrophoresis โดย DNA จะเคลื่อนที่บนวุ้น ซึ่งการเคลื่อนที่จะข้ึนอยู่กับขนาดของ  DNA จึง

สามารถแยก DNA ในแต่ละขนาดได้ หลังจากนั้นน าไปย้อมด้วย Gelstar nucleic acid stain หรือ 

ethidium bromide แล้วจึงน าไปดูภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต (UV) หรือน าไปดูโดยเครื่องถ่ายและ

วิเคราะห์ภาพเจล (Gel Documentation System) ซึ่งเมื่อน าหลักการทาง PCR มาใช้ในเทคนิค 

MSP แล้วสามารถสรุปข้ันตอนของ MSP ได้ดังภาพที่ 14 
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ภาพที่ 14 ข้ันตอนการศึกษาการเกิด methylation ด้วยเทคนิค MSP 
(ที่มา : http://www.komabiotech.com/product/pImages/methylation_principle.gif) 
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บทที่ 3  

วิธีด าเนินการวิจัย 

 

รูปแบบการวิจัย 

งานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยเชิงพรรณนา ณ ช่วงเวลาใดเวลาหนึง่ 

(Cross-sectional descriptive study)  

 

ประชากรศึกษา 

ชิ้นเนื้อกลุ่มตัวอย่าง 

การศึกษาน้ีจะใช้จ านวนช้ินเนื้อตัวอย่างที่เป็นมะเร็ง (PCa) จ านวน 62 ตัวอย่าง โดยมาจาก

การตัดช้ินเนื้อด้วยวิธี prostatectomy และช้ินเนื้อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง (BPH) จ านวน  81  

ตัวอย่าง โดยมาจากการตัดช้ินเนื้อด้วยวิธี transurethral resection (TUR) ซึ่งช้ินเนื้อจะถูกรักษา

สภาพโดยการแช่ฟอร์มาลีนและถูกฝังในพาราฟินบล็อก (paraffin block) ในรูปแบบของ Formalin-

fixed paraffin-embedded (FFPE) block จากฝ่ายพยาธิวิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาด

ไทย ตั้งแต่ปี พ.ศ.2549 - พ.ศ.2556 ช้ินเนื้อทั้งหมดจะต้องผ่านการวินิจฉัยโดยพยาธิแพทย์ 

 

เกณฑ์ในการคัดเลือกชิน้เนื้อเพ่ือใช้ในการศึกษา 

เกณฑ์กำรคัดเลือกชิ้นเน้ือเข้ำร่วมโครงกำรวิจัย (Inclusion criteria) 

1. เป็นช้ินเนื้อมะเร็งต่อมลกูหมากที่ได้รบัการวินจิฉัยยืนยันจากพยาธิแพทย์ 

2. เป็นช้ินเนื้อต่อมลกูหมากที่ได้รบัการวินิจฉัยเป็น BPH โดยการยืนยันจากพยาธิแพทย ์

3. เป็นช้ินเนื้อที่อยู่ในรปูแบบของ paraffin block จากภาคพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (ฝ่ายพยาธิวิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย) 

4. เป็นช้ินเนื้อที่ได้รับการวินิจฉัยในปี พ.ศ.2549 - พ.ศ.2556 

5. ช้ินเนื้อ paraffin block ที่ใช้ในการศึกษา จะต้องมสีภาพทีส่มบรูณ์ไม่ช ารุดเสียหาย 
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เกณฑ์กำรคัดเลือกชิ้นเน้ือออกจำกโครงกำรวิจัย (Exclusion criteria) 

1. เป็นช้ินเนื้อของผูป้่วยที่มปีระวัติเป็นโรคมะเร็งชนิดอื่นๆร่วมด้วย 

2. เป็นช้ินเนื้อของผูป้่วยที่มปีระวัติการรกัษาด้วยรังสี (radiation therapy) 

3. เป็นช้ินเนื้อของผูป้่วยที่มปีระวัติการรกัษาด้วยฮอร์โมน (hormonal therapy) 

4. เป็นช้ินเนื้อของผูป้่วยที่มเีซลลม์ะเร็งน้อยกว่า 5% บนสไลด์เนื้อเยื่อ 

5. ข้อมูลลักษณะทางคลินิกที่ใช้ในการศึกษาไม่ครบถ้วน 

 

การค านวณขนาดประชากรศึกษา 

ในการค านวณหาขนาดกลุ่มตัวอย่างจะใช้วิธีค านวณจากสูตรหาขนาดตัวอย่างส าหรับการ

ประมาณค่าสัดส่วนหรือร้อยละของกลุ่มเมื่อไม่ทราบจ านวนประชากรหรือประชากรมีขนาดใหญ่  

จากสูตร 

  

ค ำนวณหำขนำดกลุ่มตัวอย่ำงในกลุ่มชิ้นเน้ือท่ีเป็นมะเร็ง 

n = จ านวนตัวอย่างที่ค านวณได้  

Zα = Z0.05  = 1.96 (two tail) ที่ความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์ (95% confidence interval)  

      P = อัตราการเกิด DNA methylation ของ SOX11 ในช้ืนเนื้อ PCa = 0.8  

     (ค่าที่ได้มาจาก pilot study ที่ท าการศึกษาในเน้ือเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมาก จ านวน 10 ราย  

      พบว่ามีการเกิด methylation ของ SOX11 จ านวน 8 ราย) 

Q = 1-P = 0.2 

d = ค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรบัได้ 10% = 0.1 

ดังนั้น จ านวนตัวอย่างในกลุ่มช้ินเนื้อทีเ่ป็นมะเร็งจะได้เท่ากบั 

      n =  (1.96)2 (0.8)(0.2)   = 62 ตัวอย่าง 

                        (0.1)2 
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ค ำนวณหำขนำดกลุ่มตัวอย่ำงในกลุ่มชิ้นเน้ือต่อมลูกหมำกโตท่ีไม่เป็นมะเร็ง (BPH) 

n = จ านวนตัวอย่างที่ค านวณได้  

Zα = Z0.05  = 1.96 (two tail) ที่ความเช่ือมั่น 95 เปอรเ์ซ็นต์ (95% confidence interval)  

P = อัตราการเกิด DNA methylation ของ SOX11 ในช้ืนเนื้อที่ BPH = 0.3 

      (ค่าที่ได้มาจาก pilot study ที่ท าการศึกษาในเน้ือเยื่อที่ไม่เป็นมะเร็ง (BPH) จ านวน 10 ราย  

      พบว่ามีการเกิด methylation ของ SOX11 จ านวน  3 ราย) 

Q = 1-P = 0.7 

d = ค่าความคลาดเคลื่อนที่ยอมรบัได้ 10% = 0.1 

ดังนั้น จ านวนตัวอย่างในกลุ่มช้ินเนื้อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเรง็จะได้เท่ากับ 

      n =  (1.96)2 (0.3)(0.7)   =  81  ตัวอย่าง 

                          (0.1)2 

 

ในการศึกษาน้ีกลุ่มตัวอย่างที่เป็นมะเร็ง (PCa) จ านวน 62 ตัวอย่าง และช้ินเนื้อต่อมลูกหมาก

โตที่ไม่เป็นมะเร็ง (BPH) จ านวน 81 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 143 ตัวอย่าง 

 

ประเด็นจริยธรรม 

1. หลักความเคารพในบุคคล (Respect for person) โดยการขอความยินยอมผู้เข้าร่วมใน

การวิจัย   แต่การวิจัยนี้เป็นการศึกษาจากช้ินเนื้อและข้อมูลจากเวชระเบียนของผู้ป่วย ซึ่งมีอยู่แล้ว

ตั้งแต่ได้รับการวินิจฉัย โดยไม่มีการติดต่อเพื่อเก็บข้อมูลโดยตรงจากผู้เข้าร่วมในการวิจัย ผู้วิจัยจะเก็บ

รักษาความลับจากผู้เข้าร่วมในการวิจัย โดยในแบบบันทึกข้อมูลจะไม่มี identifier ที่จะระบุถึงตัว

ผู้เข้าร่วมในการวิจัย   

2. หลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) ผู้เข้าร่วม

ในการวิจัยจะไม่ได้รับประโยชน์ใดๆ อาจเกิดความเสี่ยงต่อตัวผู้เข้าร่วมในการวิจัยเพียงเล็กน้อย คือ

ความลับของผู้เข้าร่วมในการวิจัยอาจถูกเปิดเผย ผู้วิจัยจะเก็บรักษาความลับของผู้เข้าร่วมในการวิจัย 
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3. หลักความยุติธรรม (Justice) คือมีเกณฑ์การคัดเข้าและออกชัดเจน เมื่อพิจารณาถึงความ

เสี่ยงประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ ผู้วิจัยจึงจะขอยกเว้นการขอความยินยอมจากผู้เข้าร่วมในการวิจัย 

ทั้งนี้ผู้วิจัยจะขออนุญาตจากผู้อ านวยการโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

  4. โครงการวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณาจริยธรรมการวิจัย จากส านักงานจริยธรรมวิจัย คณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย รหัส IRB No.440/59 

 

เครื่องมือและอุปกรณ์การวิจัย 

1. Microtome (Thermo electron corporation, USA)  

2. Microtome knife 

3. Cold plate 

4. Surgical Blade (Swann-Morton, England) 

5. 1.5 ml microcentrifuge tube (Axygen, USA) และ Microtube Rack 

6. 0.2 ml PCR tube (Axygen, USA) และ PCR tube Rack 

7. Dry Bath Incubator EL-02 (Major Science, Taiwan) 

8. Microcentrifuge GMC-260 (Daihan Labtech, Korea) 

9. Analytical Balance SI-4002 (Denver Instrument, USA) 

10. Centrifuge Mikro 200 (Hettich, Germany) 

11. Vortex mixture VM-300 (Gemmy, Taiwan) 

12. Cryotube Box 

13. 4°C Refrigerator (Sanden Intercool) 

14. -20°C Freezer (Sanyo) 

15. Transferpette S Pipette 1, 10, 20, 100, 200, 1000 µl (BRAND, Germany) 

16. Pipette tip 10, 200, 1000 µl (Axygen, USA) และ Pipette tip box 

17. Nanodrop 2000c spectrophotometer (Thermo scientific, USA) 

18. Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystem, USA) 

19. PowerPac HC Power Supply (Bio-Rad, USA) 

20. Electrophoresis Cell DYCP-31DN (Beijing Liuyi Biotechnology, China) 
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21. Barnstead MicroPure Water Purification System (Thermo scientific, USA) 

22. 70°C Incubator (Memmert, Germany) 

23. Gel Doc XR+ Imaging System (Bio-Rad, USA) 

24. Computer with Quantity One 4.6.9 Software (Bio-Rad, USA) 

25. Sterilizer Autoclave HVA-85 (Hirayama, Japan) 

26. 70°C Incubator (Memmert, Germany) 

27. Microwave R-250 (Sharp) 

 28. Examination glove (Megaglove) 

 29. Face Mask (Welcare) 

30. Barnstead MicroPure Water Purification System (Thermo scientific, USA) 

31. 10 ml Serological Pipets (Falcon, USA) 

32. Pipette controller (Eppendorf) 

 33. 100, 500 ml Cylinder (Pyrex, USA) 

 

สารเคมีและชุดทดลองท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. สำรเคมีท่ีใช้ในกำรสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

1) Absolute Ethanol (EMSURE, Germany) 

2) 70% ethanol 

3) Xylene (DaeJung Chmicals & Metals, Korea) 

4) Qiaamp DNA FFPE tissue Kit (Qiagen, USA) 

 

 2. สำรเคมีท่ีใช้ในปฏิกิริยำ bisulfite treatment 

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

2) Absolute Ethanol (EMSURE, Germany) 

3) Deionized Water 
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 3. สำรเคมีท่ีใช้ในปฏิกิริยำ methylation-specific PCR (MSP) 

1) EpiTect® PCR Control DNA Set (Qiagen, USA) 

2) Taq PCR Master Mix (Qiagen, USA) 

3) Methylation SOX11 forward primer (Pacific science, Thailand) 

4) Methylation SOX11 reverse primer (Pacific science, Thailand) 

5) Unmethylation SOX11 forward primer (Pacific science, Thailand) 

6) Unmethylation SOX11 reverse primer (Pacific science, Thailand) 

7) Deionized Water 

  

4. สำรเคมีท่ีใช้ในปฏิกิริยำ gel electrophoresis 

1) Tris base (Vivantis, USA) 

2) EDTA, Disodium Salt, Dihydrate (OmniPur, Germany) 

3) Acetic acid (glacial) (EMSURE, Germany) 

4) 50 bp DNA Step Ladder (Sigma, USA) 

5) DNA Loading Dye, 6x (Biotechrabbit, Germany) 

6) Agarose Powder (Axygen, USA) 

7) Ethidium Bromide (BioExcellence) 

8) Deionized Water 

 

วิธีด าเนินการวิจัย 

การเก็บตัวอย่าง 

1. เก็บตัวอย่างช้ินเนื้อที่อยู่ในรูปแบบของพาราฟินบล็อก (FFPE) จากภาควิชาพยาธิวิทยา 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (ฝ่ายพยาธิวิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาด

ไทย) ตั้งแต่ปี พ.ศ.2549 - พ.ศ.2556 จ านวน 143 ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็นช้ินเนื้อมะเร็งต่อมลูกหมาก 

จ านวน 62 ตัวอย่าง และช้ินเนื้อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง (BPH) จ านวน 81 ตัวอย่าง 
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2. ผู้วิจัยน าสไลด์เนื้อเยื่อที่ผ่านการย้อม hematoxylin และ eosin (H&E) มาคัดเลือก

ต าแหน่งบนเนื้อเยื่อที่ใช้ศึกษาร่วมกับอาจารย์ที่ปรึกษา 

3. น าสไลด์ตัวอย่างช้ินเนื้อไปตัดด้วยเครื่อง  microtome ขนาด 10 µm จ านวน 5-10 

sections ใส่ในหลอด 1.5 microcentrifuge เพื่อน าไปสกัด DNA 

 

การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction) 

1. การสกัด DNA โดยใช้ชุดส าเร็จรูป Qiaamp DNA FFPE tissue Kit (Qiagen, USA) 

 การเตรียมสารละลายก่อนการใช้งาน 

- เติม Absolute ethanol 25 ml ใน AW1 buffer 19 ml 

- เติม Absolute ethanol 30 ml ใน AW2 buffer 13 ml 

ข้ันตอนการสกัด DNA 

- น าเนื้อเยื่อที่ตัดด้วยเครื่อง microtome ขนาด 10 ไมครอน จ านวน 10 

sections ใส่ในหลอด 1.5 microcentrifuge 

- เติม xylene 1 ml ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixture เป็นเวลา 10 

วินาที และน าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที จากนั้น

ดูดส่วนใสทิ้ง 

- เติม Absolute ethanol 1 ml ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixture และ

น าไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นดูดส่วนใสทิ้ง 

- เปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นระยะเวลา 20 นาที 

- เติม ALT buffer 180 µl และ proteinase K 20 µl ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง 

vortex mixture 

- Incubate ด้วยเครื่อง heat block ที่ 54°C เป็นเวลาข้ามคืน (16 ช่ัวโมง) 

- Incubate ด้วยเครื่อง heat block ที่ 90°C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 

- เติม AL buffer 200 µl ลงในหลอด ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง vortex mixture 

หลังจากนั้นเติม Absolute ethanol 200 µl และผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง 

vortex mixture 
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- ดูดสารละลายที่อยู่ในหลอดตัวอย่าง มาใส่ใน QIAamp MinElute column (ที่

อยู่ในหลอด 2 ml collection tube) แล้วน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 8,000 

rpm เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นทิ้งหลอด collection tube ที่มีส่วนใสอยู่ 

- เติม AW1 buffer 500 µl ใส่ใน QIAamp MinElute column (ใส่ในหลอด 2 

ml collection tube หลอดใหม่) แล้วน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 8,000 rpm 

เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นทิ้งหลอด collection tube ที่มีส่วนใสอยู่ 

- เติม AW2 buffer 500 µl ใส่ใน QIAamp MinElute column (ใส่ในหลอด 2 

ml collection tube หลอดใหม่) แล้วน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 8,000 rpm 

เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นทิ้งหลอด collection tube ที่มีส่วนใสอยู่ 

- น า QIAamp MinElute column (ใส่ในหลอด 2 ml collection tube หลอด

ใหม่) ไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 3 นาที จากนั้นทิ้งหลอด 

2 ml collection tube  

- น า QIAamp MinElute column มาใส่ในหลอด 1.5 microcentrifuge แล้ว

เติม ATE buffer 50 µl จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็น

เวลา 1 นาที 

- DNA ที่สกัดได้จะน าไปเก็บที่อุณหภูมิ -20°C 

 

2. วัดปริมาณของ DNA โดยใช้เครื่อง Nanodrop Spectrophotometer  

- เข้าโปรแกรม NanoDrop 2000 ในคอมพิวเตอร์ 

- เลือกการวัด Nucleic Acid หลังจากนั้นสังเกตว่าเป็นการวัด DNA ในหน้าจอ 

- หยดสารละลาย ATE buffer เพื่อใช้ในการวัด blank แล้วคลิกปุ่ม Blank ใน

โปรแกรม 

- หยด DNA แล้วคลิกปุ่ม Measure 

- อ่านผลปริมาณของ DNA ได้ที ่Result table 
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ค าแนะน าในการวัดปริมาณ DNA 

- ท าความสะอาดหัวอ่านด้วย deionized water ก่อนการใช้งาน 

- หากมีการวัดค่าไม่ถูกต้องให้ท าความสะอาดหัวอ่านด้วย deionized water 

และท าการวัด blank ใหม่ 

 

3. การเจือจางปริมาณ DNA ให้เท่ากันทุกตัวอย่าง (DNA dilution) 

- เจือจาง DNA ให้ได้ความเข้มข้น 25 ng/µl โดยใช้สูตร C1V1 = C2V2 

C1= ความเข้มข้นเริม่ต้นของ DNA ที่วัดได้ 

V1=ปริมาตรของ DNA ที่ใช้ในการเจือจาง 

C2=ความเข้มข้นสุดท้ายคือ 25 ng/ul 

V2=ปริมาตรสุดท้าย 

- ท าการเจือจาง DNA ด้วย deionized water 

 

การท าปฏิกิริยาโซเดียมไบซัลไฟต์ (bisulfite treatment) 

1. ท าปฏิกิริยาโซเดียมไบซลัไฟต์โดยใช้ชุดส าเรจ็รูป EZ DNA Methylation-Gold Kit (Zymo 

Research, USA) 

การเตรียมสารละลายก่อนการใช้งาน 

- เติม Absolute ethanol 96 ml ใน M-Wash Buffer 24 ml 

- เตรียม CT Conversion Reagent โดยการเติม DW 900 µl เติม M-Dilution 

Buffer 300 µl และเติม M-Dissolving Buffer 50 µl จากนั้นน าไปผสมใหเ้ข้า

กันด้วยเครื่อง vortex mixture เป็นเวลา 10 นาที 

ข้ันตอนการท าปฏิกริิยาโซเดียมไบซัลไฟต ์

- เติม CT conversion reagent 130 µl และ DNA ที่สกัดได ้20 µl มาใส่ใน

หลอด PCR และผสมโดยการดูด pipet ข้ึน-ลง จากนั้นน ามาปั่นเหว่ียง 
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- น าหลอด PCR มาใส่ในเครือ่ง Thermal Cyclers (Applied Biosystems, 

USA) โดยมีสภาวะอุณหภูมิ และเวลา ดังนี ้

98°C เป็นเวลา 10 นาที 

64°C เป็นเวลา 2.5 ช่ัวโมง 

- Incubate ที่ 4°C เป็นเวลาข้ามคืน (ประมาณ 20 ช่ัวโมง) 

- เติม M-Binding Buffer 600 µl ใส่ใน Zymo-Spin™ IC Column (ที่อยู่ใน

หลอด collection tube) จากนั้นน าสารละลายที่อยู่ในหลอด PCR (ที่น า

ออกมาจากเครื่อง Thermal Cyclers) มาใส่ใน Zymo-Spin™ IC Column ที่

มี M-Binding Buffer บรรจุอยู่ และผสมโดยพลิกหลอด ข้ึน-ลง 

- น าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นเทส่วนใส

ที่อยู่ในหลอด collection tube ทิ้ง 

- เติม M-Wash Buffer 100 µl แล้วน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 14,000 rpm 

เป็นเวลา 30 วินาที 

- เติม M-Desulphonation Buffer 200 µl ปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

เป็นระยะเวลา 20 นาที แล้วน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 

30 วินาที 

- เติม M-Wash Buffer 200 µl แล้วน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเร็ว 14,000 rpm 

เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นเตมิ M-Wash Buffer 200 µl แล้วน าไปปั่นเหว่ียง 

ที่ความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นทิง้หลอด collection 

tube 

- น า Zymo-Spin™ IC Column มาใส่ในหลอด 1.5 microcentrifuge แล้วเติม 

M-Elution Buffer 10 µl จากนั้นน าไปปั่นเหว่ียง ที่ความเรว็ 14,000 rpm 

เป็นเวลา 30 วินาที 

- DNA ที่ผ่านการท าปฏิกริิยาโซเดียมไบซัลไฟตจ์ะน าไปเก็บทีอุ่ณหภูมิ -20°C 
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ค าแนะน าในการใช้ CT conversion reagent 

- CT conversion reagent 1 หลอด สามารถใช้ในการท าปฏิกิริยาได้ 10 

ปฏิกิริยา 

- CT conversion reagent เป็นสารที่ไวต่อแสง 

- CT conversion reagent สามารถเก็บที่อุณหภูมหิ้องได้ 1 คืน เกบ็ที่อุณหภูมิ 

4°C ได้ 1 สัปดาห ์และเก็บทีอุ่ณหภูมิ -20°C ได้ 1 เดอืน 

- ภายหลังการเก็บ สามารถน ามาอุ่นได้ทีอุ่ณหภูมิ 37°C และน าไปผสมใหเ้ข้ากัน

ด้วยเครื่อง vortex mixture ก่อนการใช้งาน 

 

การออกแบบไพรเมอร์ท่ีใช้ในปฏิกิริยา methylation-specific PCR (Primer design) 

1.  การสืบค้นล าดับนิวคลีโอไทด์ 

ค้นห าล า ดั บ นิ วคลี โ อ ไทด์ ขอ ง  SOX11 ใ นฐ าน ข้อมู ล เ ว็ บ ไซต์  National Center for 

Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)(41) พบว่ายีน SOX11 ตั้งอยู่

บนโครโมโซมคู่ที่ 2 (2p25) ประกอบด้วย 1 exon ล าดับนิวคลีโอไทด์มีความยาว 8,719 คู่เบส 

จากนั้นดูข้อมูลยีนในรูปแบบของ FASTA จะพบว่าต าแหน่งยีนของ SOX11 เริ่มตั้งแต่ล าดับที่  

5692667 – 5701385 ดังภาพที่ 15 แต่ผู้ วิจัยสนใจต าแหน่งของโปรโมเตอร์ซึ่งอยู่ในส่วนของ 

upstream ประมาณ 2,000-3,000 คู่เบสก่อนนิวคลีโอไทด์ของยีน(13, 15) ทางผู้วิจัยจึงน าล าดับนิวคลี

โอไทด์ในส่วนของ upstream 2,000 คู่เบสมาใช้ในการออกแบบไพรเมอร์ โดยเริ่มตั้งแต่ล าดับที่ 

5690667 – 5692666  ดังภาพที่ 16 
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ภาพที่ 15 แสดงข้อมูลของยีน SOX11 จากเว็บไซต์ NCBI(41) 
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ภาพที่ 16 แสดงข้อมูลล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ upstream ความยาว 2,000 คู่เบสจากเว็บไซต์ NCBI(41) 
 

2. การออกแบบไพรเมอร์ 

ในการออกแบบไพรเมอร์จะน าล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ upstream ที่ค้นหาในข้ันตอน

ข้างต้นจ านวน 2,000 คู่เบส มาใช้ในการวิเคราะห์ผล โดยใช้โปรแกรมออนไลน์ MethPrimer 

(http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi)(42) ผลที่ได้จากการวิเคราะห์

พบว่ามี CpG islands ทั้งหมด 4 ต าแหน่ง ดังภาพที่ 17 และจากงานวิจัยก่อนหน้าน้ีมีการศึกษาใน

มะเร็งอื่นได้เลือก CpG islands ต าแหน่งที่ 1 มาใช้ในการศึกษาเนื่องจากมีรายงานว่า CpG islands 

ต าแหน่งที่ 1 มีความเกี่ยวข้องกับการแสดงออก(15) ทางผู้วิจัยจึงเลือก CpG islands ต าแหน่งที่ 1 มา

ใช้ในการออกแบบและได้ไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษารายละเอียดดังตารางที่ 7 โดยไพรเมอร์นี้จะเพิ่ม

จ านวนดีเอ็นเอ (amplify) ในช่วงล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ -302 ถึง -169 ครอบคลุม CpG site ทั้งหมด 

16 ต าแหน่ง 
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ภาพที่ 17 แสดงต าแหน่ง CpG islands ของ upstream ของยีน SOX11 จากการออกแบบไพรเมอร(์42) 
 

 

ตารางที่ 7 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ที่ใช้ในการศึกษา(42) 
Primer Sequence (5’-3’) Tm 

(°C) 
Product 
size (bp) 

Methylated sequence 
          -  Forward primer 
          -  Reverse primer 

 
ATTTTAATTTTTTGTAGAAGGAGCG 

AAAAACGATAACGACGACGAT 

 
58.52 
58.64 

124 

Unmethylated sequence 
          -  Forward primer 
          -  Reverse primer 

 
GAGAGATTTTAATTTTTTGTAGAAGGAGT 

CAAAAAAAACAATAACAACAACAAT 

 
58.58 
56.61 

133 

 bp: base pairs 
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3. การทดสอบไพรเมอร์ 

เนื่องจากไพรเมอร์ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ถูกออกแบบมาเป็นครั้งแรกจึงจ าเป็นต้องท าการทดสอบเพื่อ

หาอุณหภูมิในการจับกับ DNA ที่เหมาะสมในปฏิกิริยา (annealing temperature) โดยการอ้างอิง

อุณหภูมิของ Step I, Step II (ยกเว้น annealing) และ Step III จากการศึกษาก่อน(รายละเอียดดัง

ตารางที่ 8)(18) โดยมีการทดสอบ annealing temperature ที่ 50°C, 52°C, 54°C และ 56°C  ในการ

ทดลองได้ใช้ชุดสารละลายส าเร็จรูป Taq PCR Master Mix Kit (Qiagen, USA) ในการทดลองโดยมี

สารในปฏิกิริยาดังตารางที่ 9 และใช้ชุด methylated, unmethylated DNA control เป็น DNA 

template (EpiTect Control DNA and Control DNA Set, Qiagen, USA) ตรวจสอบผลโดยการ

แยก DNA ด้วยกระแสไฟฟ้า (gel electrophoresis) ผลการทดลองพบว่ามีลักษณะของแบน (Band) 

ของการเกิด methylation และ unmethylation เกิดข้ึนอย่างชัดเจนที่อุณหภูมิ 54°C(ดังภาพที่ 18) 

งานวิจัยน้ีจึงเลือกใช้ annealing temperature ที่ 54°C 

 

 

ภาพที่ 18 การทดสอบไพรเมอร ์โดยใช้ annealing temperature ที่ 50°C, 52°C, 54°C และ 56°C 
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ตารางที่ 8 แสดงสภาวะอุณหภูมิ เวลา และจ านวนรอบที่ใช้ในการท าปฏิกริิยา MSP(18) 
ขั้นตอน อุณหภูมิ 

(องศำเซลเซยีส, °C) 
เวลำ 

 
Step I  

94 
 

5 นาท ี
Step II 

Denaturation 
Annealing 
Extension 

 
94 
54 
72 

 
30 วินาที 
30 วินาที 
45 วินาที 

Step III 
Elongation 

 
72 

 
10 นาท ี

  X40 cycles 
 

ตารางที่ 9 สารที่ใช้ในการท าปฏิกริิยา MSP 
สำรในปฏิกิริยำ ปริมำณ ต่อ 1 ปฏิกิริยำ (µl) 

Taq PCR Master Mix 10 
Forward primer 0.4 
Reverse primer 0.4 
DNA template 1 
Distilled Water 8.2 
Total volume 20 

 

การเพ่ิมจ านวนดีเอ็นด้วยด้วยเทคนิค methylation-specific PCR (MSP) 

เตรียมสารละลายดังตารางที่ 9 โดยรายละเอียดของ primer อยู่ในตารางที่ 7 จากนั้นน า

สารละลายที่เตรียมเรียบร้อยแล้ว มาท าการเพิ่มจ านวน DNA โดยใช้เครื่อง PCR Thermal Cyclers 

(Applied Biosystems, USA) โดยมีสภาวะอุณหภูมิ เวลา และจ านวนรอบที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา 

MSP ดังตารางที่ 8 ภายหลังการท าปฏิกิริยาเสร็จแล้ว ให้น า DNA ที่ผ่านการเพิ่มจ านวนเรียบร้อยแล้ว 

(MSP product) ไปตรวจสอบ DNA ด้วยวิธีการแยกด้วยกระแสไฟฟ้า (gel electrophoresis) 
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การแยกสายดีเอ็นเอด้วยวิธี gel electrophoresis 

เตรียม 2% agarose gel ใน 1X TAE buffer โดยใช้อัตราส่วนผง agarose ปริมาตร 2 g. 

ต่อ 1X TAE buffer ปริมาตร 100 ml จากนั้นท าการละลายโดยให้ความร้อนโดยเครื่องไมโครเวฟ 

และน ามาเทลงใน gel chamber ที่เตรียมไว้ รอให้ gel แข็งตัวมีลักษณะเป็นวุ้น และเมื่อ gel มี

ลักษณะเป็นวุ้นแล้ว ให้น ามาวางไว้ในเครื่อง run gel จากนั้นน า DNA ที่ผ่านการเพิ่มจ านวนมาแล้ว 

มาโหลดลงใน agarose gel ปริมาตร 8 µl โดยผสมกับ DNA Loading Dye, 6x (Biotechrabbit, 

Germany) และโหลด 50 bp DNA Step Ladder (Sigma, USA) ปริมาตร 5 µl เปิดเครื่อง power 

supply ให้กระแสไฟฟ้าที่  150 V เป็นเวลา 30 นาที เมื่อเสร็จแล้วให้น ามาย้อมด้วย ethidium 

bromide เป็นเวลา 15 นาที แล้วน าไปดูผลและถ่ายรูปเจลโดยเครื่องถ่ายและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel 

Documentation System) 

 

ค าแนะน าการเตรียม 1X TAE buffer (ภาคผนวก ข) 

- เตรียม 10X TAE buffer ปริมาตร 1000 ml 

- เตรียม 1X TAE buffer ปริมาตร 1000 ml โดยการเติม 10X TAE buffer 100 

ml ผสมกับ deionized water 900 ml 

 

การดูผลและถ่ายรูปเจลโดยเครื่องถา่ยและวิเคราะห์ภาพเจล (Gel Documentation System) 

วางแผ่น เจล เ ข้า ไป ในเครื่ อ ง  Gel Doc XR+ แล้ว เ ข้า โปรแกรม  Quantity One ใน

คอมพิวเตอร์ จากนั้นกดเลือกเครื่อง Gel Doc XR+ เพื่อต้องการดูผล จากนั้นคลิกปุ่ม Epi White 

เพื่อให้มองเห็นแผ่นเจลในโปรแกรม และปรับต าแหน่งเจลให้พอดีกับมุมมองในจอคอมพิวเตอร์  

หลังจากนั้นคลิกปุ่ม Trans UV และ Auto Expose ตามล าดับเพื่อวิเคราะห์ผล และกดบันทึกไฟล์

ภาพเจล 

 

การบันทึกข้อมลู 

ดูผลการเกิด methylation จากไฟล์ภาพเจลที่ถ่ายด้วยเครื่อง Gel Doc XR+ ด้วยโปรแกรม 

Quantity One โดยบันทึกข้อมูลลง data sheet 
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การตรวจสอบข้อมลู 

1. ข้อมูลการเกิด methylation ของ SOX11 จะเก็บข้อมูลโดยการนับตัวอย่างช้ินเนื้อที่มีการ

เกิด methylation หรือ unmethylation หรือ partial methylation จากการทดลองด้วย

เทคนิค MSP และตรวจสอบผลด้วยวิธี gel electrophoresis  

2. ลักษณะทางคลินิกจะเก็บข้อมูลมาจากผลการตรวจจากพยาธิแพทย์ 

 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

1. คุณลักษณะพื้นฐานของผู้ป่วยที่น ามาศึกษา จะน าเสนอข้อมูลในรูปแบบค่าเฉลี่ย ส่วน

เบี่ยงเบนมาตรฐาน ค่าพิสัย และข้อมูลร้อยละ(%) 

2. ข้อมูลอัตราการเกิด SOX11 methylation จะน าเสนอข้อมูลในรูปแบบร้อยละ(%) 

3. ข้อมูลลักษณะทางคลินิก จะน าเสนอข้อมูลในรูปแบบร้อยละ(%) 

4. การศึกษาเปรียบเทียบอัตราการเกิด SOX11 methylation ระหว่างช้ินเนื้อมะเร็งต่อม

ลูกหมากกับช้ินเนื้อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง จะใช้ Pearson's Chi-square Test ใน

การวิเคราะห์ข้อมูล 

5. ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับลักษณะทางคลินิก (ข้อมูลเชิงกลุ่ม) 

จะใช้ Fisher's Exact Test ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

6. ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับอายุ หรือ ระดับ PSA (ข้อมูลเชิง

ปริมาณ) จะใช้สถิติ Student’s t-test หรือ Mann-Whitney U-test ในการวิเคราะห์ข้อมูล  

7. ความสัมพันธ์ระหว่าง ข้อมูลเ ชิงกลุ่มอื่นๆ  จะใช้ Pearson's Chi-square Test ในการ

วิเคราะห์ข้อมูล 

8. การศึกษาระยะปลอด BCR (BCR-free survival) จะใช้ Kaplan-Meier Survival Analysis 

และ Log-Rank Test ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

9. ข้อมูลที่น ามาศึกษาจะวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม SPSS เวอร์ชัน 23.0 โดยค่าที่ยอมรับได้จะมี

ระดับนัยส าคัญทางสถิติที่ p value < .05 

 
 



 

 

48 

บทที่ 4  

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 

ประชากรตัวอย่าง 

ได้ศึกษาประชากรตัวอย่างจากช้ินเนื้อต่อมลูกหมากของผู้ป่วยจ านวน 143 ราย ที่อยู่ใน

รูปแบบของ paraffin block ที่ผ่านการวินิจฉัยและรักษามาแล้ว ประกอบไปด้วย กลุ่มผู้ป่วยที่เป็น

มะเร็งต่อมลูกหมากจ านวน 62 ราย มีอายุเฉลี่ย 66 ปี มีระดับ PSA เฉลี่ย 17.4 ng/ml ช้ินเนื้อที่ใช้

ศึกษาเก็บโดยวิธี prostatectomy ในส่วนของกลุ่มผู้ป่วยต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง จะผ่านการ

วินิจฉัยเป็น BPH มีจ านวน 81 ราย มีอายุเฉลี่ย 70 ป ีมีระดับ PSA เฉลี่ย 7.7 ng/ml ช้ินเนื้อที่ใช้ศึกษา

จะเก็บโดยวิธี transurethral resection (TUR) (รายละเอียดเพิ่มเติมดังตารางที่ 10) การคัดเลือก

ต าแหน่งบนสไลด์ที่ใช้ในการศึกษา จะดูเนื้อเยื่อที่ผ่านการย้อมด้วย H&E ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ 

 

ตารางที่ 10 คุณลักษณะพื้นฐานของผู้ป่วยที่น ามาศึกษา 
Variables Prostate cancer BPH 

Age at surgery, years 
          -  Mean ±SD 
          -  Range 

 
66.2±5.7 
52–76 

 
70.2±7.5 
56–86 

PSA level, ng/ml 
          -  Mean ±SD 
          -  Median 
          -  Range 

 
17.4±18.2 

10.3 
3.6–75.4 

 
7.7±6.5 

6.2 
1.0–50.6 

Weight of prostate specimen, g           
          -  Mean ±SD 
          -  Median 
          -  Range  

 
43.0±15.6 

40 
13-103 

 
20.2±14.1 

17 
2-63 

  

Source of tissue, % 
          -  TUR 
          -  Prostatectomy 

 
- 

62 (100%) 

 
81 (100%) 

- 
TUR: Transurethral resection 
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ผลการศึกษาการเกิด methylation ของ SOX11 

การศึกษานี้มีจุดประสงค์หลักในการศึกษาอัตราการเกิด  SOX11 methylation โดยผล

การศึกษาจากตัวอย่างช้ินเนื้อต่อมลูกหมากทั้งหมดจ านวน 143 ราย  ที่ผ่านการศึกษาโดยวิธี MSP 

และดูผลโดยวิธี  gel electrophoresis เทียบกับ DNA Ladder ซึ่ ง  DNA ที่มี การเกิด SOX11 

methylation หรือมีการเกิด SOX11 unmethylation จะมี band เกิดข้ึนที่ต าแหน่ง 124 หรือ 133 

bp ตามล าดับ (ภาพที่ 19) จากผลการทดลองพบว่าในเนื้อเยื่อที่เป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก จะมีอัตรา

การเกิด complete methylation 72.6% โดยพบจ านวน 45 รายใน 62 ราย มีการเกิด partial 

methylation 5 ราย คิดเป็น 8.1% และมีการเกิด unmethylation 19.4% แต่ในส่วนของเนื้อเยื่อ 

BPH มีอัตราการเกิด complete methylation 25.9%  โดยพบจ านวน 21 รายใน 81 ราย มีการ

เกิด partial methylation 8 ราย คิดเป็น 9.9% และมีการเกิด unmethylation 64.2% (ตารางที่ 

11)  

 

ตารางที่ 11 ผลการศึกษาการเกิด SOX11 methylation 
Methylation status No. of PCa (%) No. of BPH (%) 
Methylation 
          -  Complete 
          -  Partial 
Unmethylation 

50 (80.6) 
45 (72.6) 
5 (8.1) 

12 (19.4) 

29 (35.8) 
21 (25.9) 
8 (9.9) 

52 (64.2) 

 

จากนั้นท าการศึกษาเปรียบเทียบความแตกต่างของการเกิด SOX11 methylation ในกลุ่ม

เนื้อเยื่อที่เป็นมะเร็งและในกลุ่มเนื้อเยื่อ BPH โดยจากการศึกษา SOX11 methylation จะพบว่ามี

การเกิด partial methylation ทางผู้วิจัยจึงแบ่งศึกษาเป็น 2 รูปแบบ คือ 1.คัดแยกกลุ่ม partial 

methylation ออกไปและน าผลที่เกิดเฉพาะ complete methylation หรือ unmethylation มาใช้

ในศึกษา ซึ่งพบว่าการเกิด methylation ในกลุ่มของเนื้อเยื่อที่เป็นมะเร็งมีความแตกต่างกับการเกิด 

methylation ของกลุ่มเนื้อเยื่อ BPH อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.001 และในส่วนรูปแบบที่ 2 

เนื่องจาก partial methylation เป็นการเกิด methylation บางส่วน และเมื่อตรวจสอบผลด้วย

เทคนิค MSP จะมีลักษณะเกิดข้ึน 2 band จึงได้น ากลุ่ม partial methylation มารวมกับกลุ่ม 

complete methylation แล้วน ามาศึกษา ผลที่ได้พบกว่าเนื้อเยื่อที่เป็นมะเร็งมีความแตกต่างกับการ
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เกิด methylation ของกลุ่มเนื้อเยื่อ BPH อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.001 (ตารางที่ 12) ซึ่งผล

จากการวิเคราะห์ทั้ ง  2 รูปแบบไม่แตกต่างกัน ทางผู้ วิจัยจึงได้จัดกลุ่มที่มีการเกิด partial 

methylation เป็นกลุ่ม methylation และน าข้อมูลไปวิเคราะห์ความสัมพันธ์กับลักษณะทางคลินิก 

 

ตารางที่ 12 ความแตกต่างของการเกิด SOX11 methylation ระหว่างกลุม่มะเรง็และ BPH 
Methylation status No. of PCa (%) No. of BPH (%) p value 
Complete Methylation 
Unmethylation 

45 (78.9) 
12 (21.1) 

21 (28.8) 
52 (71.2) 

<0.001 

Complete Methylation+partial methylation 
Unmethylation 

50 (80.6) 
12 (19.4) 

29 (35.8) 
52 (64.2) 

<0.001 

ใช้ Pearson's Chi-square Test ในการวิเคราะห์ 

 

 

 
ภาพที่ 19 ผลการศึกษา SOX11 methylation ในเนื้อเยื่อต่อมลูกหมาก ด้วยเทคนิค MSP 
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จากภาพที่ 19 แสดงการเกิด SOX11 methylation ในเนื้อเยื่อต่อมลูกหมาก 18 ตัวอย่าง 

ประกอบไปด้วยเนื้อเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมาก 9 ตัวอย่าง และเนื้อเยื่อ BPH  9 ตัวอย่าง ตามล าดับ, 

แถบ M แทนปฏิกิริยา methylation และแถบ U แทนปฏิกิริยา unmethylation เปรียบเทียบกับ 

50 bp DNA Ladder ผลการศึกษาการเกิด SOX11 methylation จะมี band เกิดข้ึนขนาด 124 bp 

และ SOX11 unmethylation จะมี band เกิดข้ึนขนาด 133 bp โดยตรวจสอบผลร่วมกับ positive 

control (P) และ negative control (N) 

ในกลุ่มเนื้อเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมาก มีการเกิด SOX11 methylation ที่ตัวอย่าง  PCa1-3, 

PCa5-8 และมีการเกิด SOX11 unmethylation ที่ตัวอย่าง PCa4, PCa9 ในส่วนของกลุ่มเนื้อเยื่อ 

BPH มีการเกิด SOX11 methylation ที่ตัวอย่าง BPH5-6 มีการเกิด SOX11 partial methylation  

ที่ตัวอย่าง BPH7 และมีการเกิด SOX11 unmethylation ที่ตัวอย่าง BPH1-4, BPH8-9  

 

ความสัมพันธร์ะหว่างการเกิด SOX11 methylation กับลักษณะทางคลินิกในผู้ป่วยท่ีเป็นมะเร็ง

ต่อมลูกหมาก 

 ในการศึกษาน้ี ผู้วิจัยมีความสนใจศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation 

กับลักษณะทางคลินิก เพื่อดูความสัมพันธ์ของการเกิด SOX11 methylation กับดัชนีความรุนแรง

ต่างๆของโรคในผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก โดยลักษณะทางคลินิกจะประกอบไปด้วย Gleason 

score, ร ะดั บ  PSA ก่ อน  prostatectomy (Pre-operative PSA), lymph node metastasis, 

seminal vesicle invasion, perineural invasion, extraprostatic invasion, pT stage, surgical 

margin และ biochemical recurrence status (BCR) 

 

ความสัมพันธร์ะหว่างการเกิด SOX11 methylation กับ Gleason score 

ค่า Gleason score เป็นค่าที่ เป็นผลรวมของ Gleason grade ที่พบมากที่สุดและที่พบ

รองลงมาบนสไลด์เนื้อเยื่อที่ผ่านการย้อม H&E โดยค่า Gleason score จะบ่งบอกถึงความรุนแรงของ

เซลล์มะเร็งและความรุนแรงของโรค โดยเมื่อถ้าหากมีค่าที่สูง ความรุนแรงก็จะสูงตามไปด้วย ผู้วิจัยได้

ศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับค่า Gleason score  จากผลการ

วิเคราะห์พบว่าการเกิด SOX11 methylation มีความสัมพันธ์กับค่า Gleason score ในกลุ่มที่มีค่า 

≥7 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.01 โดยผลการศึกษานี้บ่งบอกถึงความเกี่ยวข้องระหว่างการเกิด 
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methylation กับลักษณะของเซลล์ที่ความรุนแรง (ตารางที่ 13) นอกจากนั้นทางผู้วิจัยสนใจที่จะ

ศึกษาเปรียบเทียบการเกิด SOX11 methylation ในกลุ่มที่ค่ามี Gleason score <7, ≥7 และใน

กลุ่มที่เป็น BPH โดยผลการศึกษาแสดงถึงว่าการเกิด SOX11 methylation นั้นมีความแตกต่างกัน

ทั้ง 3 กลุ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.001 (ภาพที่ 20) 

 

ตารางที่ 13 ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับค่า Gleason score 
 No. of Methylation No. of Unmethylation p value 
Gleason score (%) 
          -  < 7 
          -  ≥ 7 

 
15 (60) 

35 (94.6) 

 
10 (40) 
2 (5.4) 

<0.01 
 

ใช้ Fisher's Exact Test ในการวิเคราะห์ 

 

 

ภาพที่ 20 ภาพกราฟความแตกต่างของการเกิด SOX11 methylation ในกลุ่มที่มี Gleason score 
<7, ≥7 และในกลุ่มทีเ่ป็น BPH 

(ใช้ Pearson's Chi-square Test ในการวิเคราะห)์ 
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ความสัมพันธร์ะหว่างการเกิด SOX11 methylation กับระดับ PSA 

ระดับของ PSA เป็นดัชนีค่าหนึ่งที่ใช้มาช่วยในการตรวจคัดกรองมะเร็งต่อมลูกหมากเบื้องต้น 

โดยพบว่าในกลุ่มของผู้ป่วยที่มีระดับของ PSA ที่สูง ทางผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่าง

การเกิด methylation กับระดับ PSA ในกลุ่มผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก ซึ่งผลการศึกษาพบว่า

การเกิด methylation มีความสัมพันธ์กับระดับ PSA ที่สูง อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p=0.01 (ภาพ

ที่ 21A) นอกจากนั้นทางผู้วิจัยสนใจศึกษาระดับของ PSA กับการเกิด SOX11 methylation โดยรวม

ทั้งในกลุ่มที่เป็นมะเร็งและในกลุ่มที่เป็น BPH เพื่อศึกษาดูความสัมพันธ์ ซึ่งผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าการ

เกิด SOX11 methylation นั้นมีความสัมพันธ์กับระดับ PSA ที่สูงเช่นเดียวกัน โดยมีความสัมพันธ์

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.001  (ภาพที่ 21B) 
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(A) 

 

 

 

 

 

 

 

(B) 

 
 

 

 

  

 
 
 

 
ภาพที่ 21 ภาพกราฟความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับระดับ PSA 

(A) ภาพกราฟความสัมพันธ์ในกลุ่มผูป้่วยที่เป็นมะเร็งตอ่มลกูหมาก 
โดยค่ามัธยฐานในกลุ่ม unmethylation และ methylation เท่ากับ 6.7 ng/ml 

และ 12.1 ng/ml ตามล าดับ 

(B) ภาพกราฟความสัมพันธ์ในกลุ่มผูป้่วยที่เป็นมะเร็งตอ่มลกูหมากรวมกับผูป้่วย BPH 
โดยค่ามัธยฐานในกลุ่ม unmethylation และ methylation เท่ากับ 6.1 ng/ml  
และ 10.2 ng/ml ตามล าดับ 

(ใช้ Mann-Whitney U-test ในการวิเคราะห์) 
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ความสัมพันธร์ะหว่างการเกิด SOX11 methylation กับการแพร่กระจาย การลุกลาม 

ระยะของโรค และสถำนะ surgical margin 

การแพร่กระจายและการลุกลามของเซลล์มะเร็งเป็นความรุนแรงหนึ่งของมะเร็งต่อม

ลูกหมาก โดยจะมีการแพร่กระจายหรือลุกลามไปยังหลายส่วน ไม่ว่าจะเป็นเส้นประสาท (perineural 

invasion) หรือไปยัง lymph node หรือแพร่กระจายไปยังอวัยวะอื่นๆ เช่น ต่อมสร้างน้ าเลี้ยงอสุจิ 

(seminal vesicle) เป็นต้น ผู้วิจัยจึงได้ศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation 

กับการแพร่กระจายและการลุกลาม ผลการศึกษาพบว่าการเกิด SOX11 methylation ไม่มี

ความสัมพันธ์กับ  lymph node metastasis, seminal vesicle invasion และ extraprostatic 

invasion แต่พบว่ามีความสัมพันธ์กับ perineural invasion อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p=0.03 

(ตารางที่ 14) 

นอกจากนั้น ผู้วิจัยได้ศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับระยะ

ของโรค และสถานะ surgical margin ผลการศึกษาพบว่าการเกิด SOX11 methylation ไม่มี

ความสัมพันธ์กับดัชนีดังกล่าว 
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ตารางที่ 14 ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับการแพร่กระจาย การลกุลาม 
ระยะของโรค และสถานะ surgical margin 
 No. of Methylation No. of Unmethylation p value 
Lymph node metastasis (%) 
          -  Positive 
          -  Negative 

 
3 (75) 
47 (81) 

 
1 (25) 
11 (19) 

0.59 

Seminal vesicle invasion (%) 
          -  Positive 
          -  Negative 

 
15 (93.8) 
35 (76.1) 

 
1 (6.3) 

11 (29.9) 

0.12 

Perineural invasion (%) 
          -  Positive 
          -  Negative 

 
38 (88.4) 
12 (63.2) 

 
5 (11.6) 
7 (36.8) 

0.03 

Extraprostatic invasion (%) 
          -  Positive 
          -  Negative 

 
25 (86.2) 
25 (75.8) 

 
4 (13.8) 
8 (24.2) 

0.35 

pT stage (%) 
          -  pT2 
          -  pT3+pT4 

 
 21 (72.4)  

29 (87.9) 

 
8 (17.6) 
4 (12.1) 

0.11 

Surgical margin (%) 
          -  Positive 
          -  Negative 

 
16 (80) 
34 (81) 

 
4 (20) 
8 (19) 

0.62 

ใช้ Fisher's Exact Test ในการวิเคราะห์ 

 

ความสัมพันธ์ระหว่ำงกำรเกิด  SOX11 methylation กับสถำนะ biochemical 

recurrence (BCR) 

Biochemical recurrence (BCR) เป็นการตรวจระดับของ PSA ภายหลังการรักษาด้วยวิธี 

prostatectomy ซึ่งหากภายหลังการรักษามีระดับของ PSA เพิ่มข้ึน 0.2 ng/ml จะมีความเสี่ยงใน

การเกิดซ้ าของโรคได้ ผู้วิจัยได้ศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับ BCR 

status พบว่าการเกิด SOX11 methylation ไม่มีความสัมพันธ์กับ BCR status (ตารางที่ 15) แต่

เนื่องจากมีผู้ป่วยที่มี BCR จ านวน 19 ราย แบ่งเป็นกลุ่มที่มีการเกิด SOX11 methylation จ านวน 

14 ราย และในกลุ่ม SOX11 unmethylation จ านวน 5 ราย ทางผู้วิจัยจึงได้น าผู้ป่วยทั้ง 19 รายมา

ศึกษาระยะปลอด BCR (BCR-free survival) โดยติดตามผลภายในระยะเวลา 5 ปี (60 เดือน) ผลที่ได้
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พบว่าในกลุ่มผู้ ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่เกิด methylation ของ SOX11 พบระยะปลอด BCR-free 

survival มีระยะเวลาเฉลี่ยที่ 19.8  ซึ่งสั้นกว่ากลุ่มผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่ไม่เกิด methylation 

ของ SOX11 โดยมีระยะเวลาเฉลี่ยที่  44.8 เดือน และ BCR-free survival ในทั้ง 2 กลุ่มมีความ

แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p<0.01 (ภาพที่ 22) 

 

ตารางที่ 15 ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับ biochemical recurrence 
 No. of Methylation No. of Unmethylation p value 
Biochemical recurrence (%) 
          -  Yes 
          -  No 

 
14 (73.7) 
36 (83.7) 

 
5 (26.3) 
7 (16.3) 

0.28 

 ใช้ Fisher's Exact Test ในการวิเคราะห์ 

 

 

ภาพที่ 22 ภาพกราฟความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับระดับ BCR-free 
survival 

(ใช้ Kaplan-Meier Survival Analysis และ Log-Rank Test ในการวิเคราะห์) 
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ตารางที่ 16 สรปุความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับลกัษณะทางคลินกิ 
Clinicopathological 

pamameters 
No. of 

patients 
SOX11 methylation p value 

Methylation Unmethylation  
Mean age ±SD, years  66.2±5.8 66.3±5.8 0.94S 
Gleason score (%) 
 < 7 
 ≥ 7 

 
25 
37 

 
15 (60) 

35 (94.6) 

 
10 (40) 
2 (5.4) 

<0.01 
 

Surgical margin (%) 
 Positive 
 Negative 

 
20 
42 

 
16 (80) 
34 (81) 

 
4 (20) 
8 (19) 

0.62 

Lymph node metastasis (%) 
 Positive 
 Negative 

 
4 
58 

 
3 (75) 
47 (81) 

 
1 (25) 
11 (19) 

0.59 
 

PSA level (%) 
 < 20 ng/ml 
 ≥ 20 ng/ml 

 
48 
14 

 
36 (75) 
14 (100) 

 
12 (25) 
0 (0) 

0.03 

Seminal vesicle invasion (%) 
 Positive  
 Negative 

 
16 
46 

 
15 (93.8) 
35 (76.1) 

 
1 (6.3) 

11 (29.9) 

0.12 

 

Perineural invasion (%) 
 Positive 
 Negative 

 
43 
19 

 
38 (88.4) 
12 (63.2) 

 
5 (11.6) 
7 (36.8) 

0.03 

 

Extraprostatic invasion (%) 
 Positive 
 Negative 

 
29 
33 

 
25 (86.2) 
25 (75.8) 

 
4 (13.8) 
8 (24.2) 

0.35 

pT stage (%) 
 pT2 
 pT3 + pT4 

 
29 
33 

 
21 (72.4) 
29 (87.9) 

 
8 (17.6) 
4 (12.1) 

0.11 

Biochemical recurrence (%) 
 Yes 
 No 

 
19 
43 

 
14 (73.7) 
36 (83.7) 

 
5 (26.3) 
7 (16.3) 

0.28 

ใช้ Fisher's Exact Test ในการวิเคราะห์ 
S ใช้ Student's t-test ในการวิเคราะห์ 
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ความสัมพันธร์ะหว่างการเกิด SOX11 methylation กับระดับ PSA ในกลุ่มผูป้่วย BPH 

เนื่องจากพบว่าในเนื้อเยื่อต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง มีการเกิด SOX11 methylation 

อยู่ 35.8% โดยจากการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับระดับ PSA ใน

กลุ่มผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งต่อมลูกหมากพบว่าการเกิด SOX11 methylation อาจจะเกี่ยวข้องกับระดับ 

PSA ที่สูง ทางผู้วิจัยจึงสนใจความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับระดับ PSA ใน

กลุ่มผู้ป่วยที่เป็น BPH  ผลการศึกษาพบว่าการเกิด SOX11 methylation มีความสัมพันธ์กับระดับ 

PSA ที่สูง อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p=0.03 (ภาพที่ 23) 

 

 

 

  

 

  

 

 
 
 
 

ภาพที่ 23 ภาพกราฟความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด SOX11 methylation กับระดับ PSA ในกลุ่มผู้ป่วย
ต่อมลูกหมากโตที่ไม่เป็นมะเร็ง (BPH) 

โดยค่ามัธยฐานในกลุ่ม unmethylation และ methylation เท่ากับ 5.6 ng/ml และ 7.3 ng/ml ตามล าดับ 
(ใช้ Mann-Whitney U-test ในการวิเคราะห์) 
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บทที่ 5  
สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

 

มะเร็งต่อมลูกหมากเป็นมะเร็งที่พบในเพศชาย มีอุบัติการณ์การเกิดโรคสูงเป็นล าดับต้นๆของ

โลก สาเหตุของการเกิดโรคนั้นยังไม่ชัดเจน ซึ่งมีทั้งปัจจัยทางสิ่งแวดล้อมและปัจจัยทางยีนที่มีผลต่อ

การเกิดโรคร่วมด้วย(1) โดยการเกิด DNA methylation เป็นหนึ่งปัจจัยทางยีนที่มีส่วนในการเกิดโรค 

โดยการเกิด DNA methylation จะมีผลกับการแสดงออกของยีนและเกี่ยวข้องกับการหยุดการ

ท างานของ promoter ท าให้มีการลดหรือการขาดหายไปของการแสดงออกของยีน  จึงมีผลไปสู่

กระบวนการการเกิดโรค(21-23) เทคนิคในการตรวจสอบการเกิด DNA methylation ที่ใช้ในปัจจุบันมี

หลากหลายเทคนิคได้แก่  MSP, Real-time PCR, Real-time Quantitative MSP, HPLC, DNA 

sequencing  ซึ่ง MSP เป็นเทคนิคที่สามารถท าได้ง่าย มีความจ าเพาะ ใช้งบประมาณไม่สูง และเป็น

เทคนิคที่ได้รับความนิยมส าหรับในการศึกษาและใช้งานทั่วไป(43, 44)  

ในการศึกษานี้ ทางผู้วิจัยสนใจศึกษา ยีน SOX11 โดย SOX11 มีต าแหน่งอยู่บนโครโมโซม 

2p25 มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการพัฒนาของตัวอ่อนและการพัฒนาของระบบประสาท (7, 9-12) โดยใน

ส่วนการพัฒนาของตัวอ่อนพบว่า SOX11 จะไปกระตุ้นการส่ งต่อสัญญาณต่างๆ  (signal 

transduction) ในหลาย pathway เช่น NLK, Wnt/β-catenin, TGF-β, and FGF (10, 19, 45) และใน

ส่วนการพัฒนาของระบบประสาท SOX11 มีบทบาทเป็นตัวเร่งกระบวนการ nerve regeneration 

ผ่านทางการควบคุมการ transcription ของยีน Sprr1a(12) แต่อย่างไรก็ตาม จากรายงานก่อนหน้านี้

รายงานว่า SOX11 เป็น tumor suppressor gene และมีการแสดงออกที่ลดลง ในมะเร็งต่อม

ลูกหมาก แต่กลไกการกดการแสดงออกยังไม่ชัดเจน(19) ซึ่งได้มีรายงานใน tumor suppressor gene 

หลายยีนที่พบว่าการเกิด DNA methylation มีความสัมพันธ์กับการแสดงออกที่ลดลง โดยการเกิด 

DNA methylation ของ SOX11 เนื้อเยื่อต่อมลูกหมากนั้นยังไม่มีรายงาน 

การศึกษาการเกิด DNA methylation ของ SOX11 โดยใช้เทคนิค MSP ได้มีรายงานใน

มะเร็งอื่นๆ ได้แก่ nasopharyngeal carcinoma พบว่ามีการเกิด methylation 67.4% ในกลุ่ม

มะเร็ง และไม่พบการ methylation ในกลุ่มที่ไม่ใช่มะเร็ง(14) ใน gastric cancer มีรายงานพบว่าใน

กลุ่มมะเร็งมีการเกิด methylation ถึง 55.1% และ 7.9% ในกลุ่มที่ไม่ใช่มะเร็ง(18)  นอกจากนั้นยังมี

การศึกษาของ Lena Nordström และคณะ ซึ่งผลจากการศึกษาพบว่ามีการเกิด methylation ของ 
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SOX11 ในกลุ่มของเซลล์ Burkitt's lymphomas, follicular lymphomas และ diffuse large B-

cell lymphomas และพบการเกิด methylation ในเซลล์บางชนิดของเซลล์มะเร็ง  ovarian 

cancer, breast cancer และ lung cancer(24) 

การศึกษาในมะเร็งต่อมลูกหมาก โดยผลจากการศึกษาครั้งนี้พบว่ามีการเกิด methylation 

(รวม partial methylation) ในกลุ่มที่เป็นมะเร็ง 80.6% และ 35.8% ในกลุ่มที่เป็น BPH โดยทั้งสอง

กลุ่มมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนั้นในการศึกษาในหลายมะเร็งพบว่าการเกิด 

methylation จะมีความสัมพันธ์กับการแสดงออกทั้งในระดับของ mRNA และโปรตีน(14, 15, 17, 18) 

โดยจากการศึกษาของ Zhiyong Yao และคณะ พบว่าในกลุ่มทั้งเป็นมะเร็งจะมีการแสดงออกที่ลดลง

เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่ใช่มะเร็ง(19) ซึ่งในมะเร็งต่อมลูกหมากนั้นยังไม่มีรายงานความสัมพันธ์ระหว่าง

การเกิด methylation กับการแสดงออกทั้งในระดับของ mRNA และโปรตีน อย่างไรก็ตาม การศึกษา

นี้เป็นการศึกษาแรกที่ได้อธิบายอัตราการเกิด methylation ในเนื้อเยื่อของต่อมลูกหมากทั้งในกลุ่มที่

เป็นมะเร็งและในกลุ่มที่ เป็น BPH ซึ่งการเกิด methylation อาจจะมีความสอดคล้องกับการ

แสดงออก ทางผู้วิจัยจึงแนะน าควรศึกษาเพิ่มเติม โดยศึกษาดูลักษณะความสัมพันธ์ของการ เกิด 

methylation กับการแสดงออกทั้งในระดับของ mRNA และโปรตีน 

ในการศึกษาครั้งนี้ ทางผู้วิจัยได้พบว่ามีการเกิด partial methylation ในกลุ่มที่เป็นมะเร็ง 

8.1%  และ 9.9% ในกลุ่มที่เป็น BPH ซึ่งผลที่ได้อาจเกิดจากการที่มีเซลล์ปกติปะปนอยู่หรืออาจเกิด

จากธรรมชาติของเซลล์มะเร็ง โดยอ้างถึงการศึกษาของ Xiaoyang Xu และคณะ ซึ่งได้ศึกษาการเกิด 

methylation ของ SOX11 ในเนื้อเยื่อ gastric cancer ซึ่งพบว่ามีการเกิด partial methylation ใน

กลุ่มที่เป็นมะเร็งและในกลุ่มที่ไม่ใช่มะเร็งอยู่ 24.7% และ 11.2% ตามล าดับ อย่างไรก็ตามรายงาน

ของ Xiaoyang Xu และคณะ ยังไม่มีค าอธิบายรายละเอียดของการเกิด partial methylation ที่

ชัดเจน(18) ซึ่งความส าคัญของการเกิด partial methylation ของ SOX11 ในมะเร็งต่อมลูกหมากนั้น

ยังจ าเป็นต้องศึกษาเพิ่มเติม 

ในปัจจุบันการพยากรณ์โรคในปัจจุบันจะอาศัยข้อมูลลักษณะทางคลินิกที่ประกอบไปด้วย 

ระดับของ PSA และ Gleason score  มาช่วยในการพยากรณ์โรค ทางผู้ วิจัยจึงสนใจศึกษาดู

ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ของ SOX11 กับลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งต่อม

ลูกหมาก และจากผลการศึกษา ทางผู้วิจัยสังเกตเห็นว่าการเกิด methylation ของ SOX11 มี
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ความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับระดับที่สูงข้ึนของ PSA และสัมพันธ์กับ Gleason score ที่

สูง ซึ่งโดยทั่วไปปัจจัยเหล่านี้จะเกี่ยวข้องกับพฤติกรรมและความรุนแรงของมะเร็งต่อมลูกหมาก 

นอกจากนั้นในกลุ่ม BPH การเกิด methylation ยังมีความสัมพันธ์กับระดับ PSA ที่สูงอย่างมี

นัยส าคัญ ซึ่งการเกิด methylation ของ SOX11 อาจจะเกี่ยวข้องกับระดับ PSA ที่สูงข้ึนในผู้ป่วย  

และจากการศึกษาครั้งนี้ยังพบว่าการเกิด methylation มีความสัมพันธ์กับ perineural invasion ซึ่ง

สอดคล้องกับการศึกษา Zhiyong Yao และคณะ ถึงบทบาทของ SOX11 ที่ เกี่ยวข้องกับการ 

invasion ของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก (19) และจากรายงานของ DeLancey JO และคณะ พบว่า 

perineural invasion นั้นมีความเกี่ยวข้องกับการลดลงของอัตราการอยู่รอดของผู้ป่วยภายหลังการ

ตัดต่อมลูกหมากออก(46) ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการเกิด methylation ของ SOX11 ใน

เนื้อเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมากอาจจะเป็นข้อมูลหนึ่งที่จะใช้พิจารณาในการใช้ในการพยากรณ์โรคได้  

นอกจากนั้นได้ศึกษาความเกี่ยวข้องของการเกิด methylation ของ SOX11 กับระยะปลอด BCR 

(BCR-free survival) ซึ่งผลพบว่าในกลุ่มผู้ป่วยที่มีการเกิด methylation จะมี BCR-free survival ที่

สั้นกว่ากลุ่มผู้ป่วยที่มีการเกิด unmethylation ซึ่งการเกิด methylation ของ SOX11 อาจจะเป็นใช้

เป็นค่าบ่งช้ีของการเกิด biochemical recurrence ในผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากได้ อย่างไรก็ตาม

จากผลการศึกษาความสัมพันธ์พบว่าการเกิด methylation ของ SOX11 นั้นไม่มีความสัมพันธ์กับ 

BCR status ซึ่งอาจเกิดกลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา (sample size) ที่มีขนาดเล็ก ผู้วิจัยจึงแนะน า

ให้ศึกษาเพิ่มเติมในกลุ่มประชากรผู้ป่วยที่มีขนาดใหญ่มากขึ้น 

 

ข้อเสนอแนะและสรุปผลการทดลอง 

 ในการศึกษาการเกิด methylation ของ SOX11 จากการทดลองพบว่ามีการเกิดทั้งที่เกิด 

methylation, unmethylation และ partial methylation ทั้งในกลุ่มเนื้อเยื่อที่ เป็นมะเร็งต่อม

ลูกหมากและกลุ่มที่เป็น BPH ซึ่งผลที่เกิดข้ึนอาจจะมีปัจจัยอื่นๆที่เกี่ยวข้อง ซึ่งอาจเกิดจากมีเซลล์

ปกติเข้าไปรวมกับเซลล์ที่เป็นมะเร็ง และนอกจากนั้น เนื้อเยื่อที่น ามาศึกษาเป็นเนื้อเยื่อที่ถูกเก็บรักษา

สภาพโดยการแช่ฟอร์มาลีนและถูกฝังในพาราฟินบล็อก มีอายุการเก็บเป็นระยะเวลานาน ซึ่งอาจมีผล

ต่อการสกัด DNA มาใช้ในการศึกษา จึงจ าเป็นต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมในตัวอย่างอื่น ไม่ว่าจะเป็น 

cell line มะเร็งต่อมลูกหมาก หรือ ช้ินเนื้อสด หรือ ซีรั่ม เพื่อดูลักษณะของการเกิด methylation 
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 โดยสรุป ผลการศึกษาพบว่าใน ช้ินเนื้ อที่ เป็นมะเร็งต่อมลูกหมากมีอัตราการเกิด 

methylation ที่ สู ง  โดยคิดเป็น 80.6% และในเนื้ อ เยื่ อที่ เป็น BPH พบว่ามีอัตราการ เกิ ด 

methylation คิดเป็น 35.8% โดยทั้งสองกลุ่มมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่  

p<0.001 และเมื่อน าการเกิด methylation ในกลุ่มที่เป็นที่เป็นมะเร็งไปศึกษาความสัมพันธ์กับ

ลักษณะทางคลินิกพบว่ามีความสัมพันธ์กับระดับ PSA, Gleason score และ perineural invasion 

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p value = 0.01, <0.01, 0.03 ตามล าดับ ซึ่งการเกิด methylation ของ 

SOX11 ในเนื้อเยื่อมะเร็งต่อมลูกหมากอาจจะใช้พิจารณาในการใช้ในการพยากรณ์โรคได้ อย่างไรก็

ตามวิธี MSP ยังมีบางผลการทดลองที่ยังไม่ชัดเจน จึงเสนอแนะให้ใช้เทคนิคอื่นมาท าการตรวจสอบ

เพื่อยืนยันผล และศึกษาในกลุ่มผู้ป่วยที่มีขนาดตัวอย่างที่ใหญ่ข้ึน 
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ภำคผนวก ก  

รำยละเอียด 2,000 คู่เบสของ upstream region (promoter) ของยีน SOX11 

 

CGGGGAAGTGGGGGACGGGGGCGGGAATGGCTTATCGCAATGGCGGTAATTTTTTCAAATCAT

GATCTGTGTAAAACACGGTATTATTTTATGATATTAGAATCCTCAGAGAAGATCCAATACTTAAG

AAATGTAGTATTAATTGCAGGAGGGCACCTGAAAGGAAGCAGATTCGGATAATTTTCCCAGTCC

TACACGGCTGATTTCTCTGGTGAAGGGATCCGGGCAGTGTCTTAGGAACTGCTCAAAGTTCCCA

GATACCCAGTGCTGGGGGGTGTGGAGAAGGCGAGGGTGGCGACAGACCATACCTATGAAGCGG

TGATTTTCTTTAATTGCCCCCAGAATATCCGTAGAGGTAGTAGGGACTCAATAAAGAAACACAA

AGGAGACGAACACGGCACGATCGCCGGGGTCCGCGGCTGCTCTGCGAGGCCCAGCGCGCCCCA

GGTCGCGGCTCCCCGGCCGCCAGCGCACCTTTCCATCTCCAGGGAAAATATTTAGACGGGAAAC

TCGAGTGCACCTTATTTTCTCTTTGGTTTATGAGTGACCCAGAAGGCTTCTAGCTCACAATCGCA

CGATTTCAGGACGAGGCTGCCGGAGAAGCGCTGGCGACCGAGGATGGGGGAAGGACAAAGAGG

AAGAGGAGGCCTGGGAAGGAGAAAGGAGCGGCGGAGGGGCGGGGAGAGGACGGGGCGGGGAG

AGGAGGGGCGGGGAGCAGAGGGAGAAGGGAAGGAGGGCGCCGGGCCCCTCGCAGGGACGCCG

GGCGGGGCGCGGGCTTGCTGGAGCCTGCGGGACCCAGAGCCCGCTCCGGAGCCAGCCCTGGGA

GTGGCCAGCTTGAACCCGAGGGCCCCGCAGACCGTTACTCCGGCCCCCGCCCGGGGCGGGGCG

CGCGGGGGCGCGGCGCAGCCCAACCCGCACAGCCGCGTCCCCAAACACCACCGAGGAGGGAAA

ACAGACGGAGAAAAAGGACAAAACAGAAAAATGCAAAACGGGGGAGGGAGCTCACCGCCTCTC

GAGCTTTAAATTGATTTCTTTGCCTTACAAAAAGGGAGAAAGGGAAAAGGAGAGCAGAGCCCAC

GTGCCGGGAAGGTTGCTGTCTTCAAGCGCCACCTTCCGTCGGCCAGGGCCGCCGCGGGGCTAC

CGGGCGGGCTCGGGGCGGCGACCCGGGGGAGCGGCCGAGCCCCGCGAGGGGCTCGCCGGGGA

GCAGCTGCGCCCACCCCGGGGCAGGCCGGGCGCGGCTGACCGCGAGCCGGGCGGAGGCCGCC

GTCTCAGGCTGGGCGCGTGCCCGAGTGTGTGCACCCGGGGAGTGAGCGCGCGCCGTCCGCTGT

CGCCGTCGGGCCTCCCGGGGACTGGGCACAAAGGCGCGCGGGGCCTCTCCCGGGACCCGGTCC

TCGGTTAGCGCCGGCGCCCGAACCATCCCGGTTCGCCCCGGGCCGCCCGCTCCCCGTGGTGCC

GCGCGCCGCTTCCGAGCATCCCGGGAACAGGCGCATCTGTGCACACACGCGGATTTTTTAAAAA
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TAACATATTTCTAGACATGCCTCCTCTCCCCCCACCCCCATCTTTGCAAAGCAGCCCGGAGGGC

GGGGTGGAGGGGCGGGGCCTCCGAGTTAATAAAGGAAGATGGGCGGAGCCGGCCCCCAGCCAT

TGGCTAGCTGGGGGAGTGATGTCACCCATATGACACCCTGATAACTAGTTGAGAGAGAGACCTC

AACTTTTTGCAGAAGGAGCGCGCGCGCCTGGGAGAGCTCGGGGTCCGGCGCTTGCGGTAGGAG

CCACGAGCCGGAGAGAGGGGTCCCGGGCTGCCTCGACCGCCGTCGCCACCGCCTCTCCTGTCG

CGACCGCAGCTCCCACCGCGCCGGCGGCCGTCGTCGCCGAAGCCACCACAGCCGCTGTGTGCA

GCCTGGAAGGGGGGGCGGGGGGGAGGGGGGGAGCCGCGAAAGCGGGGTGCCGAGGACTTTGC

AACTTGCCCAGGAAGGTGGAGGGGTGGGAGGGGGAGGGGG 

 

 

หมำยเหต ุ

ล าดับเบสที่คลมุแถบ หมายถึงต าแหน่ง -302 ถึง -169 ทีใช้ในการศึกษาการเพิ่มจ านวนของ DNA 
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ภำคผนวก ข  

กำรเตรียมสำรละลำยท่ีใช้ในงำนวิจัย 

 

1. 10X TAE buffer ปริมำตร 1 ลิตร 

Tris base  48.4 กรัม 

EDTA, Disodium Salt 3.7 กรัม 

  Acetic acid (glacial) 11.4 มิลลิลิตร 

 เติม Distilled Water ให้ได้ปริมาตร  1 ลิตร 

 

2. 1X TAE buffer ปริมำตร 1 ลิตร 

10X TAE buffer 100 มิลลิลิตร 

Distilled Water  900 มิลลิลิตร 

 

3. เตรียม 70% ethanol ปริมำตร 1 ลิตร 

Absolute ethanol 700 มิลลิลิตร 

Distilled Water  300 มิลลิลิตร 
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