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บทคัดย่อ 

 มะเร็งรังไขจ่ดัเป็นโรคมะเร็งท่ีพบได้เป็นอนัดบัท่ี 6 ในผู้หญิง โดยระยะแรกของโรคนัน้ไม่มี
อาการแสดงออกอย่างชัดเจน ท าให้ยากต่อการตรวจสอบ รวมถึงยากต่อการรักษา ดงันัน้ การ
วินิจฉัยโรคในระยะแรกจะช่วยเพิ่มโอกาสในการรักษาท่ีประสบความส าเ ร็จได้มากขึน้ 
วตัถุประสงค์ของงานวิจยันี ้คือ เพ่ือตรวจสอบระดบัการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนับนยีน STK38 ซึ่ง
เป็นยีนท่ีมีความเก่ียวข้องกบักระบวนการแบง่เซลล์ และการตายของเซลล์ โดยจากการศกึษาก่อน
หน้าพบว่าการเกิดไฮโปเมทิลเลชันท่ียีน STK38 มีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็งรังไข่ ในการ
ทดลองครัง้นีไ้ด้รวมรวบตวัอย่าง คือ ชิน้เนือ้รังไข่ของผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ 30 ตวัอย่าง และชิน้เนือ้รัง
ไข่ของบุคคลปกติ 20 ตวัอย่าง โดยแบ่งบางส่วนเพ่ือน าไปตรวจสอบทางจุลพยาธิวิทยาด้วยการ
ย้อมสี Hematoxylin and eosin stain และอีกสว่นน าไปสกดัดีเอ็นเอเพ่ือตรวจสอบการเกิดดีเอ็นเอ
เมทิลเลชัน โดยผ่านกระบวนการ bisulfite conversion และตรวจสอบด้วยวิธี Methylation-
specific PCR (MSP) ร่วมกบัการท า real-time PCR ผลการทดลองท่ีได้จากการตรวจสอบด้วยวิธี 
MSP พบวา่การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ียีน STK38 ไม่ได้มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั แตเ่ม่ือ
วิเคราะห์ผลร่วมกบัการตรวจสอบทางจลุพยาธิวิทยา พบวา่การเกิดไฮโปเมทิลเลชนัท่ียีน STK38 มี
ความสมัพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งรังไขอ่ย่างมีนยัส าคญั คา่ p คือ 0.0001 จึงสรุปได้ว่าการตรวจสอบ
ระดบัเมทิลเลชันด้วยวิธี MSP เพียงอย่างเดียวไม่มีความสัมพันธ์ต่อการเกิดโรค ดงันัน้ ควร
ตรวจสอบทางจลุพยาธิวิทยาร่วมด้วยซึง่พบความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรค 
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ABSTRACT 

 Ovarian cancer is the sixth most common cancer in women. This cancer no 
specific symptoms are presented in the early stages, making it difficult to detect and 
treat. Therefore diagnosis in the early stages will increase the chances of successful 
treatment. The objective of this study is to analyze the level of DNA methylation in the 
STK38 gene, which has been reported to be associated with cell cycle and apoptosis. A 
previous study indicated that hypomethylation in the STK38 gene was associated with 
ovarian cancer. In the present study, ovarian tissue samples from 30 ovarian cancer 
patients and 20 normal women were collected. Parts of the tissues were analyzed by 
histopathology stains and the other were processed for DNA extraction. The DNA 
methylation level was analyzed by Methylation-specific PCR (MSP) and real-time PCR. 
No significant difference between DNA methylation levels in the STK38 gene between 
ovarian cancer patients and normal controls was observed. But if analyzed together with 
results from histopathology, the STK38 DNA methylation level was associated with 
ovarian cancer (p=0.0001). Therefore, results from this study indicated that DNA 
methylation level alone was not associated with the disease occurrence, but should be 
analyzed together with histopathology analysis. 
 

Keywords: ovarian cancer, DNA methylation, Methylation-specific PCR, STK38 gene  
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บทที่ 1 

บทน า 

มะเร็งรังไข่เป็นโรคมะเร็งท่ีพบได้เป็นอันดบัท่ี 6 ของมะเร็งในผู้หญิง ซึ่งมะเร็งรังไข่แบ่ง
ออกเป็น 3 กลุม่ คือ มะเร็งเย่ือบผุิวรังไข่ มะเร็งฟองไข่ และมะเร็งเนือ้รังไข่ โดยมะเร็งเย่ือบผุิวรังไข่
จดัเป็นกลุม่มะเร็งท่ีพบได้บอ่ยท่ีสดุ (Corrigan, 2017) โดยในระยะแรกจะไม่มีการแสดงอาการ ท า
ให้วินิจฉัยโรคได้ยาก ส่วนใหญ่จะตรวจพบโรคในระยะท่ีมะเร็งลุกลามไปมากแล้ว (Ozdemir et 
al., 2012) ซึ่งจะมีอาการเบื่ออาหาร ปวดท้องน้อย เจ็บในขณะมีเพศสัมพนัธ์ คล าพบก้อนเนือ้
บริเวณท้องน้อย และอาจมีอาการแทรกซ้อนอ่ืน ๆ เน่ืองจากการลุกลามของมะเร็งไปยงับริเวณ
ข้างเคียง (Braun, 2015) ดงันัน้การวินิจฉัยโรคได้ในระยะแรกจะเป็นประโยชน์ต่อการรักษาเป็น
อยา่งมาก  

ปัจจยัเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งรังไข่ ได้แก่ อายุ ยากระตุ้นการตกไข่ การใช้ฮอร์โมนเอสโตร
เจนทดแทนนานกว่า 5 ปี การมีประจ าเดือนก่อนอายุ 12 ปี และพนัธุกรรม (Braun, 2015) จาก
การศกึษาพบว่าการกลายพนัธุ์ของยีน AT-Rich Interaction Domain 1A (ARID1A) จะท าให้ยีน
สญูเสียการท างาน และส่งผลตอ่การเกิดมะเร็งรังไข่ได้ (Fukumoto et al., 2018) ซึ่งนอกจากการ
เกิดการกลายพันธุ์บนยีนท่ีเก่ียวข้องกับการเกิดมะเร็งรังไข่แล้ว ยังมีสาเหตุมาจากเอพิเจเนติกส์ 
(epigenetics) อีกด้วย โดยเป็นกระบวนการท่ีท าให้ยีนมีการแสดงออกท่ีแตกตา่งไปจากเดิม โดยท่ี
ไมมี่การเปล่ียนแปลงล าดบัเบสบนดีเอ็นเอ และสามารถถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่นได้ เช่น การดดัแปลง
ท่ีบริเวณหางของฮีสโตน การปรับเปล่ียนโครงสร้างของโครมาติน และกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเล
ชนั (โชติกา หยกทองวัฒนา, 2554) พบว่าการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนับน Breast Cancer 1 
(BRCA1) ท าให้ยีนมีการแสดงออกท่ีลดลง และมีผลตอ่การเกิดมะเร็งรังไข่ (Baldwin et al., 2000) 
นอกจากนีย้งัมีการศึกษายีนท่ีมีผลตอ่การเกิดมะเร็งรังไข่ เช่น  mutL Homolog 1 (MLH1) ยีน 
Homeobox A9 (HOXA9) และ Claudin 4 (CLDN4) เป็นต้น โดยการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ียีน
ดังกล่าวจะท าให้ยีนมีการแสดงออกท่ีผิดปกติไปจากเดิม และส่งผลต่อการเกิดมะเร็งรังไข ่
(Koukoura et al., 2014) 

กระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชนั คือ การเตมิหมูเ่มทิลลงไปท่ีคาร์บอนต าแหน่งท่ี 5 ของเบส
ไซโตซีน ท่ีอยูต่ดิกบัเบสกวานีน โดยดีเอ็นเอเมทิลเลชนัมกัพบได้มากท่ีบริเวณ CpG island ซึ่งเป็น
บริเวณท่ีมีเบสไซโตซีน (cytosine) อยู่ติดกบัเบสกวานีน (guanine) เป็นจ านวนมาก (Ozdemir et 
al., 2012) แบง่ออกเป็น 2 ประเภท คือ ไฮโปเมทิลเลชนั และไฮเปอร์เมทิลเลชนั (Plass, 2011) 
โดยไฮโปเมทิลเลชนั คือ การเตมิหมูเ่มทิลท่ีน้อยกวา่ปกต ิสง่ผลให้ยีนมีการแสดงออกมากกว่าปกต ิ
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โดยในโรคมะเร็งการเกิดไฮโปเมทิลเลชนัท่ียีนก่อมะเร็งจะชกัน าให้มีการแสดงออกของโรคมะเร็ง 
(Earp and Cunningham, 2015) เช่น การเกิดไฮโปเมทิลเลชนัท่ียีน CLDN4 ซึ่งเป็นหนึ่งในยีนก่อ
มะเร็ง (Koukoura et al., 2014) ในขณะท่ีไฮเปอร์เมทิลเลชนั คือ การเติมหมู่เมทิลท่ีมากกว่าปกติ
ส่งผลให้ยีนมีการแสดงออกลดลง ซึ่งอาจชกัน าให้เกิดโรคมะเร็งได้ รวมถึงการเกิดไฮเปอร์เมทิลเล
ชนัท่ียีนต้านมะเร็งก็มีผลต่อการเกิดมะเร็งด้วยเช่นกัน (Ozdemir et al., 2012) เช่น การเกิด
ไฮเปอร์เมทิลเลชนัท่ียีน MLH1 และ HOXA9 จะท าให้ยีนมีการแสดงออกลดลง และมีผลต่อการ
เกิดมะเร็งรังไข ่(Widschwendter et al., 2009) 

ในโครงงานนีจ้ะศกึษายีน Serine/Threonine Kinase 38 (STK38) ซึ่งอยู่บนโครโมโซมคูท่ี่ 
6 บริเวณ p21.31 โดยยีนนีมี้ความเก่ียวข้องกบักระบวนการแบง่เซลล์ การตายของเซลล์ และยีนนี ้
มีความเป็นไปได้ท่ีจะเป็นยีนก่อมะเร็ง การเกิดไฮโปเมทิลเลชนัท่ียีน STK38 จะไปมีผลท าให้เซลล์มี
การแบง่ตวัมากเกินไปซึ่งจะชกัน าไปสู่การเกิดโรคมะเร็งได้ ทัง้นีก้ารเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนับนยีน 
STK38 พบว่ามีความเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคมะเร็งรังไข่ มะเร็งล าไส้ใหญ่ เป็นต้น (Joffre et al., 
2015)  

จากการศกึษานีใ้ช้วิธีทางชีวสารสนเทศในการตรวจสอบพบว่าการเกิดไฮโปเมทิลเลชนัท่ี
ยีน STK38 สง่ผลตอ่การเกิดมะเร็งรังไข ่(ฟาตมิา ติบ๊ทา, 2560) และตรวจสอบต าแหน่งท่ีเกิดดีเอ็น
เอเมทิลเลชนัด้วยการท า Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) (Xiong and 
Laird, 1997) ดงันัน้ในงานวิจัยนีจ้ึงท าการศึกษาอีกครัง้ด้วยวิธี Methylation-Specific PCR 
(MSP) ร่วมกบัการท า real-time PCR ซึ่งสามารถตรวจสอบผลได้ทนัทีรวมถึงในการออกแบบไพร
เมอร์จะมีความจ าเพาะกบัยีนท่ีต้องการศกึษา (Ku, Jeon and Park, 2009) และน ามาประเมินผล
ร่วมกบัการวิเคราะห์ชิน้เนือ้ท่ีผ่านการย้อม Hematoxylin and eosin stain (H&E) ซึ่งงานวิจยันี ้
อาจก่อให้เกิดประโยชน์ทางการแพทย์ เช่น การวินิจฉัยโรคท่ีจ าเพาะเจาะจงมากขึน้ และสามารถ
น าผลท่ีได้มาพฒันาส าหรับการตรวจมะเร็งในระยะแรกตอ่ไป 

 

วัตถุประสงค์  

 เพ่ือวิเคราะห์การเกิดเมทิลเลชนัของยีน STK38 ในเนือ้เย่ือมะเร็งรังไข ่  
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสารของงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

มะเร็งรังไข่ (ovarian cancer) 

มะเร็งรังไข่เป็นโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติท่ีบริเวณรังไข่ โดยรังไข่เป็นหนึ่งในอวยัวะของ
ระบบสืบพนัธุ์ในเพศหญิง ปกตแิล้วหากเซลล์บริเวณรังไขเ่กิดความเสียหายหรือตาย ร่างกายจะท า
การสร้างเซลล์ใหม่ขึน้เพ่ือน าไปทดแทนเซลล์ท่ีได้รับความเสียหายดงักล่าว แตเ่ม่ือร่างกายมีการ
ท างานท่ีผิดปกตจิะสง่ผลให้มีการสร้างเซลล์ท่ีผิดปกตขิึน้มามาก และการท างานท่ีผิดปกติดงักล่าว
ก็จะน าไปสูก่ารเกิดโรคมะเร็งรังไขไ่ด้ (Corrigan, 2017)  

ในประเทศไทย โรคมะเร็งรังไข่จดัเป็นมะเร็งท่ีพบได้มากในผู้หญิงไทย โดยการตรวจพบ
มะเร็งนีม้กัตรวจพบได้ในระยะท้ายของโรคแล้ว ซึ่งมะเร็งนัน้ได้ลกุลามไปสู่อวยัวะอ่ืนๆในร่างกาย 
ท าให้ผู้ ป่วยมีอตัราการรอดชีวิตต ่า (รักชาติ บุหงาชาติ, 2550) การวินิจฉัยโรคนัน้มีหลายวิธี ส่วน
ใหญ่จะใช้วิธีการสอบถามอาการร่วมกับการตรวจสอบภายใน เช่น การตรวจสอบด้วยคล่ืนเสียง
ความถ่ีสงูแบบดัง้เดมิ หรือการใช้คา่ดชันี Risk of malignancy index (RMI) เป็นต้น (พิสมยั เจริญ
ปัณญวิทย์ และคณะ, 2559) เน่ืองจากมะเร็งรังไข่ยงัไม่มีอาการท่ีเฉพาะเจาะจงจึงจ าเป็นต้องมี
การตรวจสอบเพิ่มเตมิเพ่ือการวินิจฉยัท่ีถกูต้อง และมีความแมน่ย า 

ชนิดของมะเร็งรังไข ่

  มะเร็งรังไข่แบง่ออกเป็น 3 กลุ่ม คือ มะเร็งฟองไข่ มะเร็งเนือ้รังไข่ และมะเร็งเย่ือบผุิวรังไข ่
โดยมะเร็งฟองไข่ (germ cell ovarian cancer) มีความผิดปกติมาจากเซลล์สืบพนัธุ์ มะเร็งเนือ้รัง
ไข่ (stromal cell ovarian cancer) จะมีความผิดปกติท่ีเซลล์เนือ้เย่ือเก่ียวพนัท่ีเก่ียวข้องกบัการ
ผลิตฮอร์โมนเพศหญิง โดยมะเร็งทัง้ 2 กลุม่ จดัเป็นมะเร็งท่ีพบได้น้อยมาก ในขณะท่ีมะเร็งเย่ือบผุิว
รังไข่ (epithelial ovarian cancer) จดัเป็นมะเร็งท่ีพบได้มาก โดยจะมีความผิดปกติท่ีเซลล์เย่ือบุ
ผิวรังไข่ นอกจากนีม้ะเร็งรังไข่ยงัแบง่ออกเป็น 4 ระยะ โดยในระยะท่ี 1 เซลล์มะเร็งจะลกุลามอยู่
ภายในรังไข่ข้างเดียวหรืออาจทัง้สองข้าง ถดัมาในระยะท่ี 2 เซลล์มะเร็งจะมีการลกุลามจากรังไข่
ไปยงัอวยัวะข้างเคียง เชน่ มดลกู หรือเย่ือบอุุ้ งเชิงกราน เป็นต้น ระยะท่ี 3 เซลล์มะเร็งแพร่กระจาย
ไปยงัตอ่มน า้เหลือง และโอเมนตมั (omentum) และระยะสดุท้าย เซลล์มะเร็งจะแพร่กระจายไปยงั
สว่นอ่ืนๆของร่างกาย เชน่ ปอด ตบั เป็นต้น (Braun, 2015) 
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ปัจจยัเส่ียงตอ่การเกิดมะเร็งรังไข่ 

 ปัจจยัเส่ียงท่ีท าให้เกิดโรคมะเร็งรังไข่นัน้มีหลายปัจจยั โดยอายถืุอเป็นหนึ่งในปัจจยัท่ีท า
ให้เกิดโรคได้ เม่ืออายมุากขึน้ผู้หญิงจะเข้าสู่วยัหมดประจ าเดือน ซึ่งสภาวะดงักล่าวจะส่งผลให้รัง
ไขเ่ส่ือมสภาพลง และสง่ผลตอ่การเกิดโรคได้ นอกจากอายแุล้วการใช้ยาหรือสารทดแทนบางชนิด
ก็ส่งผลต่อการเกิดมะเร็งรังไข่ได้เช่นกัน เช่น การใช้ฮอร์โมนทดแทนเป็นเวลานาน หรือ การ
รับประทานยาคมุก าเนิด เป็นต้น นอกจากนีพ้นัธุกรรมก็ถือเป็นอีกหนึ่งปัจจยัเส่ียงตอ่การเกิดโรคได้ 
โดยความผิดปกตขิองยีนบางยีนสามารถชกัน าให้เกิดมะเร็งรังไขไ่ด้ ไมว่า่จะเป็นการกลายพนัธุ์ของ
ยีน เชน่ การกลายพนัธุ์ของยีน ARID1A หรือการเกิดเอพิเจเนติกส์ เช่น การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั 
(DNA methylation) ล้วนส่งผลให้ยีนมีการท างานท่ีผิดปกติไปจากเดิม และน าไปสู่การเกิด
โรคมะเร็งรังไขไ่ด้ (Salehi et al., 2008) 

อาการของมะเร็งรังไข ่

 มะเร็งรังไข่เป็นโรคท่ีไม่มีอาการเฉพาะเจาะจงมากจึงท าให้ยากต่อการวินิจฉัย รวมถึงยงั
ท าให้ผู้ ป่วยบางคนไม่คิดว่าอาการท่ีเกิดขึน้เป็นสญัญาณของโรคมะเร็งรังไข่ ดงันัน้กว่าผู้ ป่วยจะ
รู้ตวัก็พบวา่มะเร็งได้ลกุลามไปมากแล้ว ในระยะแรกจะไม่มีการแสดงอาการ ตอ่มาจึงเร่ิมมีอาการ
แสดงออกมา โดยลกัษณะอาการท่ีมกัพบ คือ ท้องอืด เจ็บปวดบริเวณเชิงกรานหรือท้อง ปัสสาวะ
บอ่ย (Corrigan, 2017) รวมถึงยงัมีอาการร่วมอ่ืนๆ เช่น เจ็บขณะมีเพศสมัพนัธ์ เลือดออกทางช่อง
คลอด (vaginal bleeding) คล าพบก้อนเนือ้บริเวณท้องน้อย ประจ าเดือนมาไม่ปกติ เป็นต้น 
(Braun, 2015) 

การรักษามะเร็งรังไข ่

 การรักษาผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่จะมีวิธีการรักษาท่ีแตกตา่งกนั ขึน้อยู่กบัชนิดของมะเร็งรังไข่ท่ี
ผู้ ป่วยแต่ละคนประสบ อาการของผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ รวมถึงระยะของมะเร็งรังไข่ท่ีตรวจพบ โดย
หลังจากได้รับการรักษาแล้วจ าเป็นต้องมีการติดตามผลอย่างสม ่าเสมอ เน่ืองจากมะเร็งรังไข่
สามารถกลบัมาเป็นซ า้ได้อีกครัง้ (พิสมยั เจริญปัณญวิทย์ และคณะ, 2559) 

มะเร็งเนือ้รังไข ่เป็นกลุม่มะเร็งรังไขท่ี่พบได้น้อยมาก โดยปกติแล้วในผู้ ป่วยมะเร็งชนิดนีจ้ะ
พบเนือ้งอกท่ีมีความเป็นมะเร็งต ่า มักจะเป็นเพียงข้างเดียว และสามารถตรวจสอบได้ในระยะ
เร่ิมต้น แต่หากเนือ้งอกดงักล่าวพัฒนาเป็นมะเร็ง จ าเป็นต้องเข้ารับการผ่าตดัเพ่ือท าการรักษา 
เช่นเดียวกับผู้ ป่วยมะเร็งฟองไข่ ซึ่งเม่ือตรวจพบความผิดปกติจะต้องรับการรักษาด้วยการผ่าตดั 
และต้องมีการติดตามผลหลงัการผ่าตดั โดยในผู้ ป่วยบางรายอาจมีความจ าเป็นท่ีจะต้องได้รับยา
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เคมีบ าบดัในภายหลงั หรือหากผู้ ป่วยไมต่อบสนองตอ่ยาเคมีบ าบดัอาจพิจารณาการรักษาด้วยรังสี
ต่อไป และสุดท้ายในผู้ ป่วยมะเร็งเย่ือบุผิวรังไข่  เป็นกลุ่มมะเร็งท่ีพบมากท่ีสุด และมีการรักษา
หลากหลายรูปแบบ เน่ืองจากการรักษาจะแบง่ออกตามระยะของมะเร็งท่ีตรวจพบรวมถึงแบง่ตาม
ระยะเวลาในการรักษา คือ การรักษาก่อนได้รับการผ่าตดั การรักษาหลงัการผ่าตดั และการรักษา
ในกรณีท่ีกลับมาเป็นซ า้อีกครัง้ โดยมกัใช้การรักษาด้วยการผ่าตดัร่วมกับยาเคมีบ าบดัเป็นหลัก 
(พิสมยั เจริญปัณญวิทย์ และคณะ, 2559) 

ดีเอ็นเอเมทลิเลชัน 

ปัจจุบนัมีการศึกษาปัจจยัต่างๆท่ีส่งผลต่อการเกิดมะเร็งรังไข่ ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัจดัเป็น
หนึง่ปัจจยัท่ีสง่ผลตอ่การเกิดโรคมะเร็งรังไขไ่ด้เชน่กนั ซึง่จากการศกึษาพบว่าการเกิดดีเอ็นเอเมทิล
เลชนับนยีนบางยีนสามารถชกัน าไปสูก่ารเกิดโรคมะเร็งรังไข่ได้ เช่น BRCA1 และ CLDN4 เป็นต้น 
(Baldwin et al., 2000) 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัจดัเป็นหนึ่งในเอพิเจเนติกส์ โดยเอพิเจเนติกส์ คือ กระบวนการท่ีท าให้
ยีนมีการแสดงออกท่ีแตกต่างไปจากเดิม โดยท่ีไม่มีการเปล่ียนแปลงล าดบัเบสบนดีเอ็นเอ และ
สามารถถ่ายทอดจากรุ่นสูรุ่่นได้ (โชตกิา หยกทองวฒันา, 2554)  

ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัเป็นกระบวนการท่ีมีความสมัพนัธ์กบัการแสดงออก โดยดีเอ็นเอเมทิล
เลชนัเป็นการเติมหมู่เมทิลไปยงัคาร์บอนต าแหน่งท่ี 5 ของเบสไซโตซีน โดยอาศยัการท างานของ
เอนไซม์ DNA methyltransferases (DNMTs) ซึ่งจะย้ายหมู่เมทิลจาก S-adenosylmethionine 
(SAM) มาเติมยังเบสไซโตซีน ส่งผลให้โครงสร้างของ SAM มีการเปล่ียนแปลงมาอยู่ในรูป S-
adenosylhomosteine (SAH) (รูปท่ี 2.1) (Koukoura et al., 2014) 

 

รูปท่ี 2.1 การท างานของเอนไซม์ DNMTs ท าหน้าท่ีย้ายหมูเ่มทิลจาก SAM แล้วน ามาเติมท่ีเบสไซ
โตซีนท่ีอยูต่ดิกบัเบสกวานีน ท าให้ SAM เปล่ียนเป็น SAH 
(ท่ีมา:https://openi.nlm.nih.gov/imgs/512/335/4262965/PMC4262965_ACAMC-14-1121_F 
1.png) 
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สตัว์เลีย้งลกูด้วยนมมกัเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ีเบสไซโตซีนท่ีอยู่ติดกบัเบสกวานีน โดยจะ
เรียกบริเวณดงักล่าวว่า CpG island ซึ่ง CpG island มกัจะอยู่บริเวณโพรโมเตอร์ (รูปท่ี 2.2) โดย
การเติมหมู่เมทิลจะแบง่ออกเป็น 2 แบบ คือ ไฮเปอร์เมทิลเลชนั และไฮโปเมทิลเลชนั โดยไฮเปอร์
เมทิลเลชนัจะเป็นการเติมหมู่เมทิลมากกว่าปกติส่งผลให้มีการแสดงออกของยีนน้อยลง เน่ืองจาก 
Methyl-CpG-binding protein (MBD1, MBD2, MBD3, MeCP2 และ KAISO) จะเข้ามาจบั
บริเวณ 5-methyl cytosine ท าให้ transcription factor ไม่สามารถเข้ามาจบัในบริเวณดงักล่าวได้ 
ท าให้บริเวณดงักล่าวไม่เข้าสู่กระบวนการถอดรหสั โดยจะตรงข้ามกับไฮโปเมทิลเลชนัซึ่งเป็นการ
เติมหมู่เมทิลท่ีน้อยกว่าปกติส่งผลให้มีการแสดงออกของยีนมากกว่าปกติ (Koukoura et al., 
2014)  

 

รูปท่ี 2.2 การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ีบริเวณ CpG island มากกว่าปกติส่งผลให้ยีนไม่มีการ
แสดงออก โดยวงกลมสีขาวแทนต าแหน่ง CpG ท่ีไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั ในขณะวงกลมสีเทา
แทนต าแหนง่ CpG ท่ีเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั 
(ท่ีมา:http://missinglink.ucsf.edu/lm/genes_and_genomes/images/methylation1.png) 

Methylation-Specific PCR (MSP) 

 การตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชนับนยีนมีหลากหลายวิธีการ หนึ่งในวิธีการตรวจสอบการ
เกิดเมทิลเลชนับนยีนท่ีต้องการศกึษา คือ วิธี MSP โดยนิยมใช้วิธีดงักล่าว เม่ือต้องการตรวจสอบ
การเกิดเมทิลเลชนัท่ีบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนแตล่ะยีน (Davidović et al., 2014) 

 การตรวจสอบด้วยวิธี MSP ต้องอาศยัการออกแบบไพรเมอร์ (primer) ส าหรับการท า
ปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR) จ านวนสองคู ่คือ ไพรเมอร์ท่ีจบักบัต าแหน่ง CpG 
ท่ีเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัจ านวน 1 คู ่และไพรเมอร์ท่ีจบักบัต าแหน่ง CpG ท่ีไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเล
ชนัจ านวน 1 คู ่(Davidović et al., 2014) ซึ่งการตรวจสอบด้วยวิธีการดงักล่าวจะต้องน าดีเอ็นเอ
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ตวัอย่างท่ีต้องการศึกษามาท า bisulfite conversion ก่อน จากนัน้จึงน าดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีผ่าน
กระบวนการ bisulfite conversion มาท า PCR กบัไพรเมอร์ท่ีได้ออกแบบไว้เพ่ือเพิ่มปริมาณดีเอ็น
เอ จากนัน้จงึน าความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้มาท าการวิเคราะห์ตอ่ไป (Ku et al, 2009) 

 bisulfite conversion เป็นการเติมโซเดียมไบซลัไฟท์ (sodium bisulfite) ลงในดีเอ็นเอ
ตวัอย่าง ซึ่งส่งผลให้เบสไซโตซีนท่ีไม่มีการเติมหมู่เมทิลเปล่ียนเป็นเบสยูราซิล ในขณะท่ีเบส ไซ
โตซีนท่ีมีการเตมิหมูเ่มทิลจะไม่เกิดปฏิกิริยากบัโซเดียมไบซลัไฟท์ ท าให้เบสไซโตซีนดงักล่าวยงัคง
เป็นเบสไซโตซีนอยูเ่ชน่เดมิ (Patterson et al., 2011) 

 โซเดียมไบซัลไฟท์จะท าปฏิกิริยากับดีเอ็นเอ โดยจะแบ่งออกเป็น 3 ขัน้ตอน คือ 
sulfonation, hydrolytic deamination และ alkali desulfonation โดย sulfonation จะเป็นขัน้ตอน
ท่ีไบซลัไฟท์เข้าไปท าปฏิกิริยากับพนัธะคู่ของเบสไซโตซีนได้ผลิตภัณฑ์เป็น cytosine sulfonate 
ต่อมาจึงเกิด hydrolytic deamination ท าให้ cytosine sulfonate กลายเป็น uracil sulfonate 
แล้วจากนัน้จะมีการน าหมู่ sulfonate ออกด้วย alkali conversion ท าให้ได้เป็นเบสยรูาซิล ซึ่งจะ
เรียกขัน้ตอนนีว้า่ alkali Desulfonation (รูปท่ี 2.3) (Patterson et al., 2011)   

 

รูปท่ี 2.3 ขัน้ตอนการเกิดปฏิกิริยาของกระบวนการ bisulfite conversion โดยโซเดียมไบซลัไฟท์
จะเข้าไปท าปฏิกิริยากบัพนัธะคูข่องเบสไซโตซีน สง่ผลให้เบสไซโตซีนดงักลา่วเกิดการเปล่ียนแปลง
เป็นเบสยรูาซิล 
(ท่ีมา: http://clinchem.aaccjnls.org/content/55/8/1471.long) 

การออกแบบไพรเมอร์  

 วิธี MSP จะใช้ไพรเมอร์ทัง้หมดจ านวนสองคู ่ซึ่งไพรเมอร์ทัง้สองคูจ่ะจบักบัโพรโมเตอร์ใน
ต าแหน่งเดียวกัน โดยไพรเมอร์คู่แรกจะจับกับดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันใน
ต าแหน่งท่ีต้องการจะตรวจสอบ ในขณะท่ีไพรเมอร์อีกคู่จะจับกับดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีเกิดดีเอ็นเอ
เมทิลเลชนัในต าแหนง่ท่ีต้องการจะตรวจสอบ (Davidović et al., 2014) 
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การออกแบบไพรเมอร์ท่ีมีความจ าเพาะกับดีเอ็นเอท่ีเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั จะออกแบบ
โดยใช้ล าดบันิวคลีโอไทด์ ของยีนท่ีต้องการจะศึกษามาเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ โดยล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ดงักล่าวจะต้องค านึงว่าเป็นดีเอ็นเอท่ีผ่านกระบวนการ bisulfite conversion มาแล้วหรือไม ่
จากนัน้เลือกออกแบบไพรเมอร์ในบริเวณท่ีสนใจ และมี CpG มาก โดยมีเง่ือนไขว่าภายในไพร
เมอร์ท่ีออกแบบจะต้องมีเบสกวานีนอย่างน้อย 1 ต าแหน่งท่ีปลาย 3’ ของไพรเมอร์ เพ่ือให้เกิดการ
จบักบัเบสไซโตซีนท่ีอยูต่ดิกบัเบสกวานีน (CG) ได้ และในการออกแบบไพรเมอร์อีกคูซ่ึ่งจ าเพาะกบั
ดีเอ็นเอท่ีไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั ต าแหน่งของไพรเมอร์ท่ีจบักับดีเอ็นเอต้นแบบจะอยู่ต าแหน่ง
เดียวกบัไพรเมอร์คูแ่รก แตแ่ตกตา่งกนัท่ีภายในไพรเมอร์จะไม่มีเบสกวานีน เน่ืองจากเบสไซโตซีน
ทัง้หมดจะถูกเปล่ียนเป็นเบสไทมีนตามเง่ือนไขของการท า bisulfite conversion (รูปท่ี 2.4) (Li 
and Dahiya, 2002)  

  

 

รูปท่ี 2.4 ดีเอ็นเอท่ีเกิดกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชนัและไม่เกิดกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชนั 
เม่ือน าไปผ่านกระบวนการ bisulfite conversion แล้วตรวจสอบด้วยไพรเมอร์ท่ีออกแบบตามวิธี 
MSP จะให้ผลท่ีแตกต่างกัน คือ ดีเอ็นเอท่ีเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันจะจ าเพาะกับ methylation 
primer ในขณะท่ีดีเอ็นเอท่ีไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัจะจ าเพาะกบั unmethylation primer โดย M 
ยอ่มาจาก methylation primer และ U  ยอ่มาจาก unmethylation primer 
(ท่ีมา: https://pubs.rsc.org/en/Content/ArticleHtml/2009/LC/b821780g) 

การตรวจสอบด้วย real-time PCR 

 real-time PCR เป็นเทคนิคท่ีพฒันามาจากเทคนิค PCR โดยการท างานของ real-time 
PCR จะมีความคล้ายคลึงกบัเทคนิค PCR แตกตา่งเพียงแคก่ารท า PCR จะต้องน าผลิตภณัฑ์ท่ี
ได้มาตรวจสอบด้วยวิธีเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส ในขณะท่ี real-time PCR สามารถดปูริมาณผลิตภณัฑ์
ท่ีเกิดขึน้ได้ทนัทีโดยไม่จ าเป็นต้องน าไปตรวจสอบด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดยเทคนิค real-time 
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PCR จะแสดงผลในรูปแบบของ Cycler time (Ct) ซึ่งเป็นจ านวนรอบในการท า PCR ท่ีต ่าท่ีสดุท่ี
เคร่ือง real-time สามารถตรวจจบัปริมาณสารเรืองแสงท่ีเพิ่มขึน้ และผ่านคา่ threshold การหา
ปริมาณความเข้มข้นของดีเอ็นเอตวัอย่างจะตรวจสอบโดยการสร้างกราฟ standard curve ขึน้ ซึ่ง
ใช้ข้อมลูผลการทดลองระหวา่งดีเอ็นเอท่ีทราบความเข้มข้นกบัไพรเมอร์ท่ีต้องการทดสอบ หลงัจาก
ได้ผลการทดลองจะสร้างกราฟระหว่างคา่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ กับคา่ Ct ท่ีได้จากการทดลอง 
แล้วจึงน ามาสร้างสมการท่ีเหมาะสมเพ่ือใช้ในการหาค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอ (Loftis and 
Reeves, 2012) 

SYBR® Green 

 เทคนิค real-time PCR จะต้องมีการใส่สารเรืองแสงลงไป เพ่ือให้เคร่ือง  real-time 
สามารถตรวจจบัปริมาณของดีเอ็นเอท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงได้ ซึ่ง  SYBR® Green จดัเป็นหนึ่งใน
สารเรืองแสงท่ีใช้ในการตรวจสอบ โดย SYBR® Green จะเข้าไปจบัท่ีพนัธะไฮโดรเจนของดีเอ็นเอ
สายคู ่และตรวจสอบได้จากการเรืองแสงของ SYBR® Green ท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร (รูป
ท่ี 2.5) ท าให้ มีการเรืองแสง เคร่ือง real-time จึงตรวจจบัปริมาณของดีเอ็นเอสายคู่ท่ีเพิ่มขึน้ได้ 
และแสดงผลในรูปแบบของ Cycler time (Ct) (Loftis and Reeves, 2012)  

 

รูปท่ี 2.5 ขัน้ตอนการท างานของ SYBR® Green ซึ่งจะเข้าไปท าปฏิกิริยากบัพนัธะไฮโดรเจนของดี
เอ็นเอสายคู ่และเรืองแสงท่ีความยาวคล่ืน 420 นาโนเมตร 
(ท่ีมา:http://www.afrivip.org/sites/default/files/images%20for%20fact%20sheets/molbiol-
img02.jpg) 
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การตรวจสอบทางจุลพยาธิวิทยา (Histopathology)  

 การตรวจสอบทางจุลพยาธิวิทยามีหลายวิ ธี  โดยหนึ่ งในวิ ธีการตรวจสอบ คือ 
Hematoxylin and eosin stain (H&E) จดัเป็นวิธีการย้อมสีท่ีนิยมมากในการทดสอบทางจลุพยาธิ
วิทยา ซึ่งเป็นการย้อมโดยใช้สีย้อม 2 สี คือ hematoxylin และ eosin โดยสีย้อม hematoxylin จะ
ย้อมนิวเคลียสติดสีน า้เงิน ในขณะท่ีสีย้อม eosin จะย้อมไซโทพลาสซึมติดสีชมพู โดยการย้อมสี
ชิน้เนือ้ด้วยวิธี H&E นิยมใช้มากในการตรวจสอบชิน้เนือ้เพ่ือแยกความแตกต่างระหว่างเนือ้เย่ือ
ปกติ และเนือ้เย่ือมะเร็ง (Chan, 2014) ซึ่งจะใช้ในการประเมินร่วมกบัการตรวจสอบการเกิดดีเอ็น
เอเมทิลเลชนัด้วยวิธี MSP 
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บทที่ 3 

วัสดุอุปกรณ์ และวิธีการด าเนินการ 

กลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา 

 ตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษานีเ้ป็นตวัอย่างชิน้เนือ้รังไข่ท่ีถูกแช่ในฟอร์มาลีนจากกลุ่มผู้ ป่วย
โรคมะเร็งรังไข่ และกลุ่มบุคคลท่ีมีรังไข่ปกติ โดยเป็นตัวอย่างจากกลุ่มผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ 30 
ตวัอย่าง แต่มีเพียง 26 ตวัอย่างท่ีเป็นตวัอย่างจากกลุ่มผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ประเภทเย่ือบุผิวรังไข ่
(epithelial ovarian cancer) และกลุ่มบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติ 20 ตวัอย่าง โดยตวัอย่างทัง้หมดได้
รับมาจากภาควิชาสูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ซึ่งได้รับ
การอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั เอกสารรับรองโครงการวิจยัเลขท่ี IRB no. 396/59 

วัสดุอุปกรณ์ 

- DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer, USA) 
- Mastercycler pro S (Eppendorf, Germany) 
- QuantiStudio 6 Flex (Life technologies, USA) 
- Mini Plate Spinner MPS 1000 (Labnet, USA) 

- Molecular Imager Gel DocTM XR+ (Bio-Rad, USA) 
- Image LabTM Softwar (Bio-Rad, USA) 
- Universal 320 R (Hettich Zentrifugen, Germany) 
- EnduroTM Power Supplies 300V (Labnet, USA) 
- Vortex Genie 2 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 
- NanoDropTM (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) 
- Micropipette (Gilson, France) 
- Pipette tip 
- 96 well-plate 

- CO2 incubators (Shel lab, USA) 
- Laminar flow cabinet (Gelman sciences, Singapore)  
- ขวดเลีย้งเซลล์ขนาด 25 มิลลิลิตร (Corning, USA) 
- ถงุมือส าหรับการตรวจวินิจฉยัทางการแพทย์ (Sri Trang Gloves, Thailand)  
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สารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 

1. สารเคมีท่ีใช้ในการเลีย้งเซลล์มะเร็ง 
- Roswell Park Memorial Institute (RPMI) (Sigma-Aldrich, Germany)  
- Phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, USA) 
- Trypsin-EDTA (Gibco, USA) 

2. สารเคมีท่ีใช้ในการสกดัดีเอ็นเอ 
- Lysis buffer ประกอบด้วย 

- 5M NaCl 
- 0.5M EDTA pH 8.0 
- Distilled water 

- 10% sodium dodecyl sulfate (SDS) (Calbiochem, Japan)  
- Proteinase K (Gproan Protein Engineering, Inc., China) 
- Phenol-Chloroform : Isoamyl Alcohol (Sigma-Aldrich, Germany) 
- 10M NH4COOCH3 (Merck, Germany) 
- Glycogen (Sigma-Aldrich, Germany) 
- 70% และ 100% Ethanol (Merck, Germany) 

3. สารเคมีท่ีใช้ในการท า bisulfite conversion 
- ชดุคทิ EZ DNA Methylation-GoldTM Kit (Zymo Research Corp., USA) 

4. สารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR 
- 2x SensiFASTTM SYBR Lo-ROX Mix (Bioline, UK) 
- 20uM Forward primer และ 20uM Reverse primer  
- Distilled water 
- Epitect® PCR Control DNA Set (Qiagen, Germany) 

5. สารเคมีท่ีใช้ในการท า เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 
- 40% Acrylamide/Bis Solution 19:1 (Bio-Rad, USA) 
- OmniPur TEMED (Merck, Germany) 
- 1X และ 10X TBE ประกอบด้วย  

- Tris (Affymetrix, USA) 
- Boric acid (Affymetrix, USA) 
- 0.5M EDTA (Affymetrix, USA) 

- 10% Ammonium persulfate (APS) (Merck, German) 
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- 6X bromophenol blue loading dye (Fermentas International Inc., Canada) 
- 25 bp DNA ladder (New England Biolab, USA) 
- SYBR® Green (Bio-Rad, USA)   
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วิธีด าเนินการ 

การออกแบบไพรเมอร์ตามวิธีการ MSP 

 ในงานวิจยันี ้จะศกึษาการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนับริเวณโพรโมเตอร์และเอ็กซอนท่ี 1 ของ
ยีน STK38 ด้วยวิธี MSP (Davidović et al., 2014) โดยจะออกแบบไพรเมอร์ในบริเวณท่ีมี CpG 
มาก และเป็นบริเวณข้างเคียงกับต าแหน่ง cg02964385 (ฟาติมา ติ๊บทา, 2560) ส าหรับ 
Methylation beta-actin primer (ตารางท่ี 3.1) ได้รับความอนุเคราะห์จากห้องปฏิบตัิการ 713 
ห้องปฏิบตัิการอณูพันธุศาสตร์ของมะเร็ง และโรคของมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั (Angsuwatcharakon et al., 2016) 

ตารางท่ี 3.1 ล าดบัเบส และ PCR product ของ Methylation beta-actin primer 

primer primer sequence (5’-3’) 
PCR product 

size (bp) 
Tm 
(°C) 

Forward methylation 
beta-actin 

5’ GTGTATTTGATTTTTGAGGAGA 3’ 

102 

54.7 

Reverse methylation 
beta-actin 

5’ CCTTAATACCAACCTACCCAA 3’ 57.5 

 

ขัน้ตอนการออกแบบไพรเมอร์ 

ค้นหาล าดบัเบสบริเวณท่ีมีต าแหน่ง CpG ท่ีใช้ในการศกึษา โดยเปรียบเทียบจากงานวิจยั
ของนายฟาติมา ติ๊บทา (2560) ออกแบบไพรเมอร์เป็นไปตามเง่ือนไขของวิธี MSP (Li and 
Dahiya, 2002) ตรวจสอบขนาดความยาวของไพรเมอร์ ค่า melting temperature (Tm) และ
ปริมาณสัดส่วนเบสไซโตซีน กับเบสกวานีน (GC content) ของไพรเมอร์ผ่าน 
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html 
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การตรวจสอบทางจุลพยาธิวิทยา (Histopathology) 

 น าชิน้เนือ้ท่ีผ่านกระบวนการ paraffin-embedded tissue  ซึ่งจะอยู่ในรูปของ paraffin 
block  ส่งไปยังฝ่ายพยาธิวิทยาเพ่ือย้อมสี H&E ตามวิธีการของ Assanasan et al. (2004) 
จากนัน้น า มาประเมินสดัส่วนของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ ซึ่งใช้ผู้ประเมินทัง้หมดจ านวน 
3 คนท่ีผ่านการอบรมแล้วท าการประเมินผลร่วมกัน จากนัน้น าค่าท่ีได้มาค านวณร่วมกับความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีได้จากการค านวณจากสมการท่ีถูกสร้างจาก unmethylation 
standard curve แล้วน าข้อมลูท่ีได้มาวิเคราะห์ทางสถิติด้วยวิธี unpaired t-test โดยหากคา่ p มี
ค่าน้อยกว่า 0.05 แสดงให้เห็นว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัต่อกัน (George and 
Mallery, 2016) 

การเลีย้งเซลล์มะเร็ง 

 การเลีย้งเซลล์ไลน์มะเร็งรังไขช่นิด OVISE จะเป็นตามวิธีการเลีย้งเซลล์ของห้องปฏิบตัิการ
อณูพนัธุศาสตร์ของมะเร็ง และโรคของมนุษย์ โดยเลีย้งเซลล์ในฟลาสค์ขนาด 25 มิลลิลิตรใน
อาหารเลีย้งเซลล์ Roswell Park Memorial Institute (RPMI) ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ท่ีอณุหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 5 เปอร์เซ็นต์จนเซลล์มีการเจริญเติบโต
ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต์ของพืน้ท่ีทัง้หมด ปิเปตต์อาหารเลีย้งเซลล์ออกจากฟลาสค์แล้วจึงเติม
สารละลาย Phosphate  buffered saline (PBS) ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ปิเปตต์สารละลาย PBS ให้
ทั่วฟลาสค์จากนัน้จึงปิเปตต์สารละลายออก ใส่สารละลาย Trypsin-EDTA ปริมาณ 500 
ไมโครลิตร แล้วบม่ในตู้ เพาะเลีย้งเซลล์ท่ีอณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เติมอาหาร
เลีย้งเซลล์ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร จากนัน้ปิเปตต์สารละลายภายในฟลาสค์ปริมาณ 1 มิลลิลิตรลง
ในหลอดทดลองใหม่เพ่ือน ามาใช้ในการสกัดดีเอ็นเอ ในขณะท่ีสารละลายท่ีเหลือภายในฟลาสค์
ปริมาณ 0.5 มิลลิลิตรจะเตมิอาหารเลีย้งเซลล์ลงไปปริมาณ 5 มิลลิลิตรเพ่ือน ามาเลีย้งเซลล์ตอ่ไป   

การสกัดดีเอ็นเอ 

 น าชิน้เนือ้ขนาดประมาณ 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร มาสกัดดีเอ็นเอด้วยวิธีฟีนอล – 
คลอโรฟอร์มแบบมาตรฐาน (Butler, 2012) โดยในขัน้ตอนสดุท้ายจะละลายดีเอ็นเอด้วยน า้กลัน่
ฆา่เชือ้ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ใสล่งในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ 1.5 มิลลิลิตร จากนัน้จะน าดีเอ็นเอ
ท่ีได้มาวดัความเข้มข้นของดีเอ็นเอ และตรวจสอบคณุภาพดีเอ็นเอด้วยวิธีการวดัค่าการดดูกลืน
แสงของดีเอ็นเอท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร และ 280 นาโนเมตรด้วยเคร่ือง NanoDrop TM 
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA) โดยคา่สดัส่วน OD260/OD280 ท่ีประมาณ 1.8 
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จะแสดงถึงความบริสทุธ์ิของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้ (Desjardins and Conklin, 2010) และเก็บตวัอย่าง
ไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือรอท าการทดลองขัน้ตอ่ไป 

การท า bisulfite conversion 

 เจือจางดีเอ็นเอตวัอย่างให้มีความเข้มข้น 500 นาโนกรัมตอ่ 20 ไมโครลิตร จากนัน้น าไป
ผ่านกระบวนการ bisulfite conversion โดยใช้ชดุคิท EZ DNA Methylation-GoldTM Kit (Zymo 
Research Corp., USA) ร่วมกบั DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer, USA) ตามวิธีของบริษัท 
และเก็บตวัอยา่งไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียสเพ่ือรอท าการทดลองขัน้ตอ่ไป  

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยกระบวนการ PCR 

ท า gradient PCR เพ่ือหาความเหมาะสมส าหรับการทดลอง โดย PCR ประกอบด้วย ขัน้ 
pre-denature ท่ีอณุหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที ขัน้ denature ท่ีอณุหภูมิ 95 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 5 วินาที ขัน้ annealing ท่ีอณุหภูมิตา่ง ๆ เป็นเวลา 10 วินาที  ขัน้ extension ท่ี
อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที และขัน้ post-extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที โดยในขัน้ denature annealing และ extension จะมีจ านวน 40 รอบ  

ก าหนดให้ความเข้มข้นของ forward primer และ reverse primer ท่ีต้องการทดสอบคือ 
10 ไมโครโมลาร์ และ 20 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 0.8 ไมโครลิตร และ 0.4 ไมโครลิตร ตามล าดบั 
ก าหนดชว่งของอณุหภูมิส าหรับขัน้ตอน annealing ของ unmethylation primer และ methylation 
primer อยู่ในช่วง 54-62 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีช่วงของอุณหภูมิส าหรับ methylation beta-
actin primer คือ 59-62 องศาเซลเซียส ส าหรับ bisulfite DNA ท่ีจะน ามาใช้ในขัน้ตอน gradient 
PCR คือดีเอ็นเอท่ีสกัดจากเซลล์ OVISE โดยมี unmethylation Human DNA 100% (Unmet 
100%) จาก Epitect® PCR Control DNA Set (Qiagen, Germany) เป็น Positive control ส าหรับ
การทดสอบ unmethylation primer และ methylation beta-actin primer ในขณะท่ีใช้ 
methylation Human DNA 100% (Met 100%) จาก Epitect® PCR Control DNA Set (Qiagen) 
เป็น Positive control ส าหรับการทดสอบ methylation primer ส่วน blank จะเป็น master mix 
ของแตล่ะไพรเมอร์ท่ีไม่ใสดี่เอ็นเอ  
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การตรวจสอบ PCR products ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

 น า PCR product ผสม 6X bromophenol blue loading dye (Fermentas International 
Inc., Canada) ปริมาณ 3  ไมโครลิตร และใช้ 25 bp DNA ladder (New England Biolabs Inc., 
USA)  เจลท่ีใช้ คือ polyacrylamide gel ความเข้มข้น 8% (w/v) ใน 1X TBE  ท่ีกระแสไฟฟ้า 120 
โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที จากนัน้ย้อมเจลด้วยสาร SYBR® Green (Bio-Rad, USA) เป็นเวลา 30 
นาที บนัทกึผลด้วย gel documentation  

การสร้าง unmethylation standard curve  

 ใส่ master mix ท่ีความเข้มข้นของไพรเมอร์เหมาะสมกบัการทดลอง ลงใน 96 well-plate 
หลุมละ 19 ไมโครลิตร ใส่ดีเอ็นเอท่ีจะใช้ทดลอง คือ Unmet 100% ท่ีผ่านกระบวนการ bisulfite 
conversion แล้ว มาเจือจาง 10 เท่า เพ่ือให้ได้ดีเอ็นเอท่ีมีความเข้มข้นตา่งกนั 5 ระดบั คือ 10 1 
0.1 0.01 และ 0.001 ไมโครโมลาร์ แล้วไปทดสอบด้วยวิธี real-time PCR โดยใช้เคร่ือง 
QuantiStudio 6 Flex (Life technologies, USA) ในการทดสอบ ซึ่งจะท าทัง้หมดจ านวน 2 ซ า้ 
โดยจะน า หลงัจากนัน้น าผลท่ีได้มาวิเคราะห์เพ่ือสร้าง standard curve ระหว่างค่า Ct กับ log 
ของความเข้มข้นดีเอ็นเอ และค านวณหาสมการเพ่ือใช้ในการค านวณหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอ
ตวัอยา่ง (Ponchel et al., 2003) 

การท า real-time PCR 

เตรียม master mix ท่ีเหมาะสมกบัการทดลอง โดยใส่ master mix ลงใน 96 well-plate 
หลมุละ 19 ไมโครลิตร จากนัน้ใช้ดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีผ่านกระบวนการ bisulfite conversion ในการ
ทดสอบกบัไพรเมอร์ทัง้  3 คู ่ทัง้หมด 2 ซ า้ จากนัน้จะน าผลการทดลองดงักล่าวมาท าการวิเคราะห์ 
และหาความเข้มข้นของดีเอ็นเอตวัอย่างจากสมการท่ีสร้างจาก standard curve (Ponchel et al., 
2003) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

ไพรเมอร์ที่ใช้ในการทดลอง 

 ล าดบัเบสของยีน STK38 ท่ีผา่นกระบวนการ bisulfite conversion (รูปท่ี 4.1)  

 

รูปท่ี 4.1 ล าดบัเบสท่ีผ่านกระบวนการ bisulfite conversion และบริเวณต าแหน่ง cg02964385 
ท่ีโพรโมเตอร์บนยีน STK38 โดยตวัอกัษรสีเทาแสดงถึงบริเวณโพรโมเตอร์ ตวัอกัษรสีแดงแสดงถึง
บริเวณเอ็กซอนท่ี 1 สีเหลืองแสดงถึงต าแหน่งของ cg02964385 และกรอบสีม่วงแสดงถึงบริเวณ
อินทรอนท่ี 1  
(ท่ีมา: https://asia.ensembl.org/Homo_sapiens/Gene/Sequence?db=core;g=ENSG00000 
112079;r=6:36493892-36547479;t=ENST00000229812) 

 ค้นหาต าแหน่ง CpG ทัง้หมดท่ีอยู่บริเวณต าแหน่ง cg02964385 (รูปท่ี 4.2ก) จากนัน้จึง
ออกแบบ methylation primer (รูปท่ี 4.2ข) ในขณะท่ี unmethylation primers จะถูกออกแบบท่ี
ต าแหน่งเดียวกบั methylation primers แตจ่ะออกแบบไพรเมอร์จากดีเอ็นเอไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิล
เลชนั (รูปท่ี 4.2ค) หลงัการออกแบบไพรเมอร์ตามขัน้ตอนดงักล่าวจะได้ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมต่อ
การทดลองจ านวน 2 คู ่(ตารางท่ี 4.1)  
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(ก) 

 

(ข) 

 

รูปท่ี 4.2 การวิเคราะห์ข้อมลูทางชีวสารสนเทศเพ่ือออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน STK38 บริเวณ
โพรโมเตอร์และเอ็กซอนท่ี 1 (ก) บริเวณต าแหน่ง cg02964385 และต าแหน่ง CpG บริเวณ
ใกล้เคียงบนยีน STK38 ท่ีเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัและผ่านกระบวนการ bisulfite conversion โดย
บริเวณสีเหลืองจะแสดงถึงต าแหน่งของ cg02964385 และสีฟ้าแสดงถึงต าแหน่ง CpG ทัง้หมดท่ี
พบ (ข) methylation primer ของยีน STK38 ท่ีเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัและผ่านกระบวนการ 
bisulfite conversion โดยสีเขียวแสดงบริเวณท่ีไพรเมอร์จะไปจบั   
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(ค) 

 

รูปท่ี 4.2 (ต่อ) การวิเคราะห์ข้อมูลทางชีวสารสนเทศเพ่ือออกแบบไพรเมอร์ส าหรับยีน STK38 
บริเวณโพรโมเตอร์และเอ็กซอนท่ี 1 (ค) unmethylation primer ของยีน STK38 ท่ีไม่เกิดดีเอ็นเอ
เมทิลเลชนัและผา่นกระบวนการ bisulfite conversion โดยล าดบัเบสท่ีขีดเส้นใต้สีด าแสดงบริเวณ
ท่ีไพรเมอร์จะไปจบั และสีเขียวคือบริเวณท่ี methylation primer จะเข้าไปจบั 

ตารางที่  4.1 ล าดับเบส และ PCR product ของ methylation STK38 primer และ 
unmethylation STK38 primer 

primer primer sequence (5’-3’) 
PCR product 

size (bp) 
Tm 
(°C) 

forward methylation 
STK38 

5’ TAAGCGTAGTTTCGTAATTTC 3’ 

117 

53.4 

reverse methylation 
STK38 

5’ YTAAAAAACCAAAACAACCCG 3’ 53.4 

forward 
unmethylation STK38 

5’ RGTAAGTGTAGTTTTGTAATTTT 3’ 

121 

53.9 

reverse 
unmethylation STK38 

5’ RARTAAAAAACCAAAACAACCCA 3’ 53.9 
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ผลการตรวจสอบทางจุลพยาธิวิทยา (Histopathology) 

 ตวัอย่างชิน้เนือ้ท่ีอยู่ในรูปของ paraffin block ของบุคคลท่ีมีรังไข่ปกติมีทัง้หมด 15 
ตวัอย่าง และตวัอย่างของผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่จากทัง้หมด 26 ตวัอย่าง พบเพียง 13 ตวัอย่างเท่านัน้ 
เน่ืองจากตวัอย่างชิน้เนือ้ในรูป paraffin block บางตวัอย่างเกิดการสูญหายไประหว่างการ
เคล่ือนย้ายจากท่ีจบัเก็บเดิมไปสู่ท่ีจดัเก็บใหม่ โดยจะน าตวัอย่างทัง้หมดมาประเมินสดัส่วนของ
มะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ (ตารางท่ี 4.2)  

ตารางท่ี 4.2 ผลการประเมินสดัสว่นของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ 

samples 
บริเวณที่เป็นมะเร็งต่อพืน้ที่ชิน้เนือ้

ทัง้หมด (เปอร์เซ็นต์) 
อัตราส่วน 

OC12 60 0.60 
OC13 50 0.50 
OC14 45 0.45 
OC20 15 0.15 
OC21 80 0.80 
OC22 20 0.20 
OC25 35 0.35 
OC71 45 0.45 
OC72 70 0.70 
OC73 90 0.90 
OC75 85 0.85 
OC76 85 0.85 
OC77 15 0.15 

 

ผลการสกัดดีเอ็นเอ 

 หลงัจากการสกดัดีเอ็นเอจะตรวจสอบคณุภาพของดีเอ็นเอดงักล่าวด้วยเคร่ือง NanoDrop  
พบว่าดีเอ็นเอทุกตวัอย่างมีคา่การดดูกลืนแสง OD260/OD280 อยู่ในช่วง 1.7-1.9 และความเข้มข้น
อยูใ่นชว่ง 200-900 นาโนกรัมตอ่ 1 ไมโครลิตร  
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ผลกระบวนการ gradient PCR  

การตรวจสอบด้วยเทคนิค real-time PCR นัน้ ตวัอย่างทัง้หมดจะถูกน าไปตรวจสอบ
พร้อมกนัด้วย 96 well-plate เพ่ือลดความผิดพลาดทางเทคนิค ดงันัน้จึงมีความจ าเป็นท่ีไพรเมอร์
ทัง้ 3 คูค่วรมีอณุหภูมิส าหรับขัน้ตอน annealing เท่ากนั เม่ือน าไปตรวจสอบด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรี
ซิส โดยจะพิจารณาจาก PCR product ท่ีได้ต้องมีขนาดถกูต้อง และแถบดีเอ็นเอขึน้สีเข้ม ซึ่งจาก
ผลการทดลองจะพบว่าความเข้นข้นของไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมคือ 20 ไมโครโมลาร์ โดย 
unmethylation primer มีอณุหภูมิท่ีเหมาะสมกบัขัน้ตอน annealing คือ 62 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 
4.3ก) ในขณะท่ี methylation primer มีอณุหภูมิท่ีเหมาะสมกบัขัน้ตอน annealing คือ 60 และ 62 
องศาเซลเซียส (รูปท่ี 4.3ข) ส่วน methylation beta-actin primer จะมีอณุหภูมิท่ีเหมาะสมกับ
ขัน้ตอน annealing คือ 59 ถึง 62 องศาเซลเซียส (รูปท่ี 4.3ค) ซึ่งเม่ือพิจารณาจากผลการทดลองท่ี
ได้ พบวา่ในการท าการทดลองครัง้นีจ้ะใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ 20 ไมโครโมลาร์ และอณุหภูมิ
ท่ีเหมาะสมส าหรับขัน้ตอน annealing คือ 62 องศาเซลเซียส เน่ืองจากเป็นอุณหภูมิท่ีมีความ
เหมาะสมกบัทัง้ 3 ไพรเมอร์  

(ก)   

 

รูปท่ี 4.3 ผลการหาอณุหภูมิท่ีเหมาะสมในขัน้ตอน annealing ของยีน STK38 และ beta-actin 
ด้วยกระบวนการ gradient PCR (ก) ผลการท า gradient PCR ของ unmethylation primer ท่ี
ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ และ 20 ไมโครโมลาร์ ชว่งอณุหภมูิ 54-62 องศาเซลเซียส   

blank 
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(ข)  

 

 (ค)  

 

รูปท่ี 4.3 (ต่อ) ผลการหาอณุหภูมิท่ีเหมาะสมในขัน้ตอน annealing ของ STK38 และ beta-actin 
ด้วยกระบวนการ gradient PCR (ข) ผลการท า gradient PCR ของ methylation primer ท่ีความ
เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ และ 20 ไมโครโมลาร์ ช่วงอณุหภูมิ 54-62 องศาเซลเซียส (ค) ผลการท า 
gradient PCR ของ methylation beta-actin primer ท่ีชว่งอณุหภมูิ 59-62 องศาเซลเซียส 

  

blank 

blank 
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ผลการสร้าง unmethylation standard curve 

 หลงัจากได้ผลการทดลองจะสร้างกราฟระหว่าง Cycler time (Ct) กับ Log ของความ
เข้มข้นของ Unmethylation Human DNA 100% จากนัน้จึงสร้างสมการท่ีมีความสอดคล้องกับ
ลกัษณะของกราฟท่ีสร้างได้ (รูปท่ี 4.4)  

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 4.4 unmethylation standard curve และสมการความเข้มข้นของดีเอ็นเอ โดย Y คือ Log 
ของความเข้มข้นของดีเอ็นเอ และ X คือคา่ Ct 

 สมการท่ีได้จาก unmethylation standard curve จะถกูน ามาใช้เพ่ือค านวณหาคา่ความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอตวัอยา่ง ซึง่จากการสร้างกราฟระหว่าง Log ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ กบัคา่ Ct 
จะได้สมการเส้นตรง คือ Y= -0.3767X+11.99 ซึ่งมีคา่ R= 0.9617 โดย Y คือ Log ของความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอ และ X คือคา่ Ct โดยในการค านวณ X จะถกูแทนคา่ด้วยผลตา่งระหว่างคา่ Ct 
จาก unmethylation primer กบัค่า Ct จาก methylation beta-actin primer เพ่ือให้ได้เฉพาะค่า 
Ct ของยีน STK38 เพียงอยา่งเดียว   

Y = -0.3767X+11.99 

 

𝑅2 = 0.9617 
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ผลการทดสอบด้วย real-time PCR 

 จากการทดสอบด้วย unmethylation primer ดีเอ็นเอตวัอย่างของผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ (OC) 
ท่ีตรวจสอบคา่ Ct ได้จ านวน 23 ตวัอย่าง และท่ีไม่สามารถตรวจสอบค่า Ct ได้ (undetermined) 
จ านวน 3 ตวัอยา่ง พบวา่คา่เฉล่ีย Ct ของ OC คือ 32.94 คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานคือ 4.32 ในขณะท่ี
ดีเอ็นเอตวัอย่างของบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติ (NO) ท่ีตรวจสอบคา่ Ct ได้จ านวน 15 ตวัอย่าง และท่ีไม่
สามารถตรวจสอบคา่ Ct ได้จ านวน 5 ตวัอย่าง พบว่าคา่เฉล่ีย Ct ของ NO คือ 32.65 คา่เบี่ยงเบน
มาตรฐานคือ 2.51 รวมทัง้ไมพ่บการปนเปือ้นของ master mix ใน blank (ตารางท่ี 4.3) 

จากการทดสอบด้วย methylation primer ดีเอ็นเอตวัอย่างของ OC ท่ีตรวจสอบคา่ Ct ได้
จ านวน 6 ตัวอย่าง และท่ีไม่สามารถตรวจสอบค่า Ct ได้ (undetermined) จ านวน 5 ตัวอย่าง 
พบว่าคา่เฉล่ีย Ct ของ OC คือ 32.18 คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานคือ 1.06 ในขณะท่ีดีเอ็นเอตวัอย่าง
ของ NO ท่ีตรวจสอบค่า Ct ได้จ านวน 4 ตวัอย่าง และท่ีไม่สามารถตรวจสอบค่า Ct ได้จ านวน 6 
ตวัอย่าง พบว่าค่าเฉล่ีย Ct ของ NO คือ 31.74 คา่เบี่ยงเบนมาตรฐานคือ 1.59 รวมทัง้ไม่พบการ
ปนเปือ้นของ master mix ใน blank (ตารางท่ี 4.3) 

 จากการทดสอบด้วย methylation beta-actin primer พบว่าค่าเฉล่ีย Ct ของ OC คือ 
33.74 ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานคือ 4.28 ในขณะท่ีค่าเฉล่ีย Ct ของ NO คือ 31.80 ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐานคือ 3.26 รวมทัง้ไมพ่บการปนเปือ้นของ master mix ใน blank (ตารางท่ี 4.3) 

 น าค่า Ct ท่ีได้จาก unmethylation primer มาแทนค่าในสมการท่ี (รูปท่ี 4.4) เพ่ือ
ค านวณหาค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอ และวิเคราะห์ผลร่วมกับอัตราส่วนท่ีได้จากการประเมิน
สดัสว่นของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ (ตารางท่ี 4.4) โดยตวัอย่างท่ีใช้ในการวิเคราะห์ผลจะ
เป็นตวัอย่างท่ีผ่านการย้อมด้วย H&E เท่านัน้ จากนัน้จึงน ามาสร้างกราฟเปรียบเทียบระหว่าง
ผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ และบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติซึ่งจะสร้างทัง้หมด 2 กราฟ โดยกราฟแรกจะเป็นดีเอ็นเอ
ตวัอย่างทัง้หมดท่ีใช้ในการทดสอบ คือ OC ทัง้หมด 26 ต้วอย่าง และ NO ทัง้หมด 20 ตวัอย่าง 
โดยจะใช้ค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอในการเปรียบเทียบ (รูปท่ี 4.5ก) และวิเคราะห์ทางสถิติด้วย 
unpaired t-test พบว่า p มีคา่ 0.1932 ในขณะท่ีอีกกราฟจะใช้ค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอมา
วิเคราะห์ผลร่วมกับอัตราส่วนท่ีได้จากการประเมินสัดส่วนของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ 
ดงันัน้จึงมี OC ทัง้หมด 13 ตวัอย่าง และ NO ทัง้หมด 15 ตวัอย่างท่ีใช้ในการวิเคราะห์ผล (รูปท่ี 
4.5ข) วิเคราะห์ทางสถิตด้ิวย unpaired t-test พบวา่ p มีคา่ 0.0001 
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ตารางที่ 4.3 คา่เฉล่ีย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของคา่ Ct จากดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีถกูตรวจสอบ
ด้วยไพรเมอร์ทัง้ 3 คู ่

primer samples mean ± s.d. 

unmethylation primer 
OC 32.94 ± 4.32 
NO 32.65 ± 2.51 

methylation primer 
OC 32.18 ± 1.06 
NO 31.74 ± 1.59 

Methylation beta-actin primer 
OC 33.74 ± 4.28 
NO 31.80 ± 3.26 

 

ตารางที่  4.4 ค่าเฉล่ีย และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของผลต่างระหว่างค่า Ct เฉล่ียของ 
unmethylation primer กับ  methylation beta-actin primer ความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้จาก
การค านวณ และอตัราส่วนท่ีได้จากการประเมินสดัส่วนของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ด้วย
วิธีการย้อม H&E  

samples 

ผลต่างระหว่างค่า Ct 
เฉล่ียของ unmethylation 
primer กับ  methylation 

beta-actin primer 

ความเข้มข้น
ของดีเอ็นเอ 

(ng/µl) 
อัตราส่วน 

ผลคูณระหว่าง
ความเข้มข้นของ
ดีเอ็นเอ กับ
อัตราส่วน 

OC 0.26 ± 2.16 11.89 ± 0.81 0.53 ± 0.27 5.82 ± 3.14 
NO 0.87 ± 1.50 11.66 ± 0.57 0.01 ± 0.00 0.11 ± 0.01 
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(ก)       (ข)  

 

รูปท่ี 4.5 กราฟคา่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอเปรียบเทียบระหว่างดีเอ็นเอตวัอย่างของผู้ ป่วยมะเร็ง
รังไข่ และบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติ โดยสญัลกัษณ์วงกลมคือผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ และสญัลกัษณ์ส่ีเหล่ียม
คือบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติ (ก) คา่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้จากสมการ (ข) ค่าความเข้มข้นของดี
เอ็นเอท่ีได้มาจากสมการร่วมกบัสดัสว่นของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ โดยสญัลกัษณ์วงกลม
คือผู้ ป่วยมะเร็งรังไข ่และสญัลกัษณ์ส่ีเหล่ียมคือบคุคลท่ีมีรังไขป่กติ   
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บทที่ 5 

อภปิราย และสรุปผล 

อภปิรายผลการทดลอง 

โครงงานวิทยาศาสตร์นีเ้ป็นการน าโครงงานวิทยาศาสตร์ของ นายฟาติมา ติ๊บทา (2560) 
มาศึกษาต่อ พบว่าการเกิดไฮโปเมทิลเลชนัท่ียีน STK38 บริเวณ CpG ท่ีต าแหน่ง cg02964385 
ส่งผลต่อการเกิดมะเร็งรังไข่ (ฟาติมา ติ๊บทา, 2560) และตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันของยีน
ดงักล่าวด้วยวิธี COBRA แต่โครงงานวิทยาศาสตร์นีจ้ะตรวจสอบด้วยวิธี MSP ร่วมกับการ
ตรวจสอบด้วย real-time PCR ซึง่สามารถตรวจสอบผลการท า PCR ได้ทนัที 

การออกแบบไพรเมอร์ในการทดลองจะเลือกออกแบบบริเวณท่ีมี CpG เป็นจ านวนมาก 
โดยสาเหตุท่ีไม่สามารถเลือกต าแหน่ง cg02964385 มาเป็นส่วนหนึ่งของไพรเมอร์ได้ เน่ืองจาก
ต าแหน่งดงักล่าวมี CpG อยู่น้อย และ CpG ท่ีใกล้ท่ีสุดอยู่ค่อนข้างไกลซึ่งไม่เหมาะสมต่อการ
ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับวิธี MSP เท่าท่ีควร ดงันัน้จึงเลือกออกแบบไพรเมอร์ในบริเวณท่ีอยู่ถัด
ออกมาจากต าแหน่งดงักล่าว คือ บริเวณระหว่างโพรโมเตอร์ และเอ็กซอนท่ี  1 ซึ่งเป็นบริเวณท่ีมี 
CpG จ านวนมาก หลงัจากท าการออกแบบ unmethylation primers และ methylation primers 
โดยค านึงว่า melting point (Tm) ของไพรเมอร์ทัง้สองคูค่วรมีคา่เท่ากนั หรือใกล้เคียงกนัมากท่ีสดุ 
จงึได้ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมตอ่การทดลอง (ตารางท่ี 4.1)   

การทดสอบด้วย real-time PCR จะได้ผลการทดลองเป็นคา่ Ct ของดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีถกู
น ามาตรวจสอบกับไพรเมอร์แต่ละคู่ อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าดีเอ็นเอตวัอย่างบางตวัอย่าง เม่ือ
น าไปทดสอบด้วย real-time PCR จะพบว่าค่า Ct ท่ีได้ถูกรายงานว่า undetermined จากการ
วิเคราะห์ผลของเคร่ือง QuantiStudio 6 Flex (Life technologies, USA) ซึ่งค่า Ct ท่ีผลเป็น 
undetermined นัน้อาจเป็นผลมาจากการท่ีเคร่ืองไม่สามารถตรวจจบัปริมาณดีเอ็นเอหลงัจาก
ครบจ านวนรอบของ PCR แล้ว (Goni, Garcia and Fosisac, 2009) จากผลการทดลองระหว่างดี
เอ็นเอตวัอย่าง และ unmethylation primer พบว่าดีเอ็นเอตวัอย่างของผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่จาก
ทัง้หมด 26 ตวัอย่าง มี 23 ตวัอย่างท่ีมีการตรวจพบปริมาณการเรืองแสงของ SYBR® Green และ
ดีเอ็นเอตวัอย่างของบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติจากทัง้หมด 20 ตวัอย่าง มี 15 ตวัอย่างท่ีมีการตรวจพบ
ปริมาณการเรืองแสงของ SYBR® Green ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการตรวจสอบด้วย real-time PCR มี
ความรวดเร็วมากกว่าการตรวจสอบด้วยการท าเจลอิเล็คโทรโฟริสิส เน่ืองจากสามารถดูผลการ
ทดลองได้ในทนัที 
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หลงัจากการทดสอบด้วยเทคนิค real-time PCR จะน าคา่ Ct ท่ีได้จากการทดลองมาใช้ใน
การวิเคราะห์ผล โดยในการทดสอบระหว่างดีเอ็นเอตวัอย่าง และ methylation beta-actin primer 
จะเป็นการทดสอบเพ่ือตรวจสอบว่าดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีใช้ในการทดสอบมีความเข้มข้นมากพอ
ส าหรับการทดสอบ และให้ความสนใจกับผลการทดลองระหว่างดีเอ็นเอตัวอย่าง และ 
unmethylation primer มากกว่า เน่ืองจากเป็นไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัการเกิดไฮโปเมทิลเลชนัของ
ยีน STK38 ในผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ จากการวิเคราะห์ผลความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้จากการแทนคา่ 
Ct ในสมการ และน ามาสร้างกราฟ (รูปท่ี 4.5ก) พบว่าความเข้มข้นดีเอ็นเอตวัอย่างของผู้ ป่วย
มะเร็งรังไข ่และดีเอ็นเอตวัอย่างของบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติไม่ได้แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญั จากผล
การวิเคราะห์ดงักล่าวควรมีการเพิ่มจ านวนตวัอย่างให้มากขึน้เพ่ือดวู่ามีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัหรือไม่ หรืออาจออกแบบไพรเมอร์ท่ีต าแหน่ง cg02964385 ซึ่งเป็นต าแหน่งท่ีส่งผลต่อ
การเกิดมะเร็งรังไข ่(ฟาตมิา ติบ๊ทา, 2560)     

 การวิเคราะห์ผลความเข้มข้นของดีเอ็นเอตวัอย่างร่วมกบัการประเมินสดัส่วนของมะเร็งใน
ชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ และน ามาสร้างกราฟ (รูปท่ี 4.5ข) โดยดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีเหมาะสมตอ่การ
น ามาวิเคราะห์ผลนัน้จะเป็นดีเอ็นเอตวัอย่างท่ีมีสไลด์ท่ีผ่านการย้อมสีด้วยวิธีการย้อม H&E ซึ่ง
จากผลการทดลองพบว่าการทดสอบระหว่างดีเอ็นเอตัวอย่าง และ methylation primer ไม่
สามารถใช้ในการวิเคราะห์ผลร่วมกับการประเมินสดัส่วนของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ได้ 
เน่ืองจากไม่มีตวัอย่างท่ีผ่านการย้อม H&E ดงันัน้จึงวิเคราะห์ผลความเข้มข้นของดีเอ็นเอตวัอย่าง
ท่ีได้จากการทดสอบด้วย unmethylation primer เท่านัน้ โดยเป็นดีเอ็นเอตวัอย่างของผู้ ป่วยมะเร็ง
รังไข่จ านวน 13 ตวัอย่าง มี 8 ตวัอย่างท่ีมีการตรวจพบปริมาณการเรืองแสงของ SYBR® Green 
และดีเอ็นเอตวัอย่างของบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติจ านวน 15 ตวัอย่าง จากการวิเคราะห์ผลพบว่าความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอระหว่างผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ และบุคคลท่ีมีรังไข่ปกติมีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญั ซึง่จากผลการทดลองท่ีได้แสดงให้เห็นวา่การตรวจสอบการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนับนยีน 
STK38 ด้วยไพรเมอร์ดงักลา่วจะให้ผลลพัธ์ท่ีมีความแมน่ย ามากขึน้เม่ือน าไปตรวจสอบร่วมกบัการ
ประเมินสดัส่วนของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ ปัจจุบนัมีตรวจสอบทางจุลพยาธิวิทยาโดย
การน าชิน้เนือ้ตวัอย่างท่ีผ่านการย้อม H&E มาใช้ในการตรวจสอบบริเวณท่ีเป็นมะเร็ง หรือพืน้ท่ีท่ี
เซลล์เกิดความผิดปกติ เพ่ือน ามาเปรียบเทียบระหว่างบริเวณท่ีผิดปกติ กับบริเวณท่ีน ามา
ตรวจสอบทัง้หมด และจะแสดงผลออกมาในรูปแบบของเปอร์เซ็นต์แล้วน าค่าท่ีได้มาวิเคราะห์ผล
ตอ่ไปในอนาคต (Grounds, 2014) รวมทัง้การท่ีต้องอาศยัการประเมินสดัส่วนของมะเร็งในชิน้เนือ้
ทัง้หมดในสไลด์มีความจ าเป็นต้องใช้สไลด์ท่ีผ่านการย้อมสีด้วยวิธีการย้อม H&E ซึ่งมีต้นทุน
ค่อนข้างสูง และอาจใช้เวลานาน เน่ืองจากจ าเป็นต้องผ่าตดัเพ่ือน าเนือ้เย่ือรังไข่มาท าเป็นสไลด์
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แล้วน าไปย้อม H&E เพ่ือตรวจสอบ ต่างจากการตรวจสอบด้วยวิธี COBRA ท่ีทราบผลได้ทนัที 
และไมจ่ าเป็นต้องตรวจสอบร่วมกบัสไลด์ท่ีย้อม H&E (ฟาตมิา ติบ๊ทา, 2560)  

 การวิเคราะห์ผลเพ่ือน ายีน STK38 มาเป็นหนึ่งในตวัชีว้ดัทางชีวภาพ (biomarkers) ถือว่า
ยงัไม่เหมาะสม เน่ืองจากผลการทดลองท่ีได้จากการตรวจสอบด้วยวิธี MSP เพียงอย่างเดียวนัน้
พบวา่ระดบัการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ียีน STK38 ไมไ่ด้มีความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคมะเร็งรังไข ่
(p=0.1932) ถึงแม้ว่าการวิเคราะห์ผลการทดลองร่วมกนัระหว่างการตรวจสอบด้วยวิธี MSP และ
การตรวสอบด้วยวิธีทางจุลพยาธิวิทยาจะพบว่าระดบัการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ียีน STK38 มี
ความสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคมะเร็งรังไข ่(p=0.0001) แตเ่ม่ือเปรียบเทียบกบังานวิจยัท่ีเก่ียวข้องกบั
การหาตวัชีว้ดัทางชีวภาพของโรคมะเร็งรังไข่ เช่น ยีน Human epididymal secretory protein E4 
(HE4) (Moore et al., 2019) เป็นต้น ถึงแม้ว่าค่าท่ีได้จากการค านวณทางสถิติจะถือว่ามีความ
เหมาะสมตอ่การน ายีน STK38 มาเป็นตวัชีว้ดัทางชีวภาพของโรคมะเร็งรังไข่ แตว่่าจ านวนตวัอย่าง
ท่ีใช้ในการทดลองครัง้นีเ้ม่ือเปรียบเทียบกับจ านวนตวัอย่างท่ีงานวิจยันิยมใช้ในการตรวจสอบนัน้
ถือว่าน้อยมาก (Moore et al., 2019) ดงันัน้ในการทดลองครัง้หน้าควรเพิ่มจ านวนตวัอย่างท่ีใช้ใน
การศกึษาเพ่ือวิเคราะห์ระดบัการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัของยีน STK38 ว่ามีความสมัพนัธ์ตอ่การ
เกิดโรคมะเร็งรังไข่หรือไม่ รวมทัง้ในการคดัเลือกชิน้เนือ้รังไข่ของกลุ่มผู้ ป่วยโรคมะเร็งรังไข่ควรมี
การตรวจสอบแล้วสกัดดีเอ็นเอเฉพาะบริเวณท่ีเป็นชิน้ส่วนมะเร็งเท่านัน้เพ่ือลดความผิดพลาดใน
การวิเคราะห์ผล เน่ืองจากมีการปนเปือ้นของดีเอ็นเอท่ีสกดัได้จากชิน้เนือ้ปกต ิ   
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สรุปผลการทดลอง 

 จากการวิเคราะห์ผลการทดลองระหว่างดีเอ็นเอตวัอย่าง และ unmethylation primer 
พบว่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอตวัอย่างระหว่างผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ และบุคคลท่ีมีรังไข่ปกติไม่ได้
แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั (รูปท่ี 4.5ก)  

จากการวิเคราะห์ค่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอตัวอย่างร่วมกับการประเมินสัดส่วนของ
มะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ พบว่าความเข้มข้นของดีเอ็นเอตวัอย่างระหว่างผู้ ป่วยมะเร็งรังไข ่
และบคุคลท่ีมีรังไข่ปกติแตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญั (รูปท่ี 4.5ข) ดงันัน้จึงสามารถสรุปได้ว่าการ
ตรวจสอบการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนับนยีน STK38 โดยวิธี MSP ด้วย unmethylation primer จะ
มีความแม่นย ามากขึน้เม่ือมีการตรวจสอบร่วมกบัการประเมินสดัส่วนของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมด
ในสไลด ์
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ตารางท่ี 1 คา่ Ct เฉล่ียของดีเอ็นเอตวัอยา่งท่ีถกูตรวจสอบด้วย unmethylation STK38 primer 

primer samples Ct average 

Unmethylation STK38 
primer 

Unmet 100% 22.46 
OVISE 27.24 
OC3 27.01 
OC7 29.3 
OC8 35.85 
OC9 29.85 
OC12 34.68 
OC13 35.96 
OC14 35.66 
OC20 24.23 
OC21 36.63 
OC22 34.10 
OC25 35.76 
OC71 35.27 
OC72 39.24 
OC73 38.13 
OC75 31.96 
OC76 26.41 
OC77 39.94 
OC83 26.39 
OC85 32.78 
OC87 33.22 
OC88 34.24 
OC89 undetermined 
OC90 28.97 
OC91 undetermined 
OC92 undetermined 
OC93 32.14 
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ตารางที่  1 (ต่อ) ค่า Ct เฉล่ียของดีเอ็นเอตัวอย่างท่ีถูกตรวจสอบด้วย unmethylation STK38 
primer 

primer samples Ct average 

Unmethylation STK38 
primer 

NO16 29.37 
NO18 28.34 
NO28 29.24 
NO29 29.98 
NO41 undetermined 
NO42 33.88 
NO43 undetermined 
NO44 undetermined 
NO45 35.81 
NO46 undetermined 
NO47 undetermined 
NO49 33.61 
NO51 31.16 
NO55 29.95 
NO56 33.00 
NO57 35.31 
NO58 34.77 
NO59 34.02 
NO60 34.26 
NO61 31.76 

negative control ไมพ่บการปนเปือ้นของ master mix 
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ตารางท่ี 2 คา่ Ct เฉล่ียของดีเอ็นเอตวัอยา่งท่ีถกูตรวจสอบด้วย methylation STK38 primer 

primer samples Ct average 

Methylation STK38 primer 

Met 100% 21.78 
OVISE 33.12 
OC3 30.64 
OC7 35.54 
OC14 32.94 
OC83 33.61 
OC85 31.87 
OC87 undetermined 
OC88 undetermined 
OC89 undetermined 
OC90 31.52 
OC91 undetermined 
OC92 undetermined 
NO41 30.81 
NO42 undetermined 
NO43 33.59 
NO51 undetermined 
NO55 31.60 
NO56 28.34 
NO57 undetermined 
NO58 undetermined 
NO59 undetermined 
NO60 undetermined 

negative control ไมพ่บการปนเปือ้นของ master mix 
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ตารางท่ี 3 คา่ Ct เฉล่ียของดีเอ็นเอตวัอยา่งท่ีถกูตรวจสอบด้วย methylation beta-actin primer  

primer samples Ct average 

methylation beta-actin  
primer 

Unmet 100% 23.45 
OVISE 27.66 
OC3 27.18 
OC7 29.84 
OC8 29.93 
OC9 26.71 
OC12 35.95 
OC13 31.03 
OC14 34.76 
OC20 35.09 
OC21 38.97 
OC22 36.40 
OC25 35.67 
OC71 34.38 
OC72 36.76 
OC73 38.60 
OC75 31.98 
OC76 25.77 
OC77 35.34 
OC83 23.58 
OC85 34.90 
OC87 33.59 
OC88 33.99 
OC89 37.91 
OC90 37.10 
OC91 38.88 
OC92 34.79 
OC93 38.13 
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ตารางท่ี 3 (ต่อ) คา่ Ct เฉล่ียของดีเอ็นเอตวัอยา่งท่ีถกูตรวจสอบด้วย methylation beta-actin primer 

primer samples Ct average 

methylation beta-actin  
primer 

NO16 27.12 
NO18 25.93 
NO28 27.01 
NO29 26.98 
NO41 35.95 
NO42 34.65 
NO43 30.65 
NO44 34.68 
NO45 33.51 
NO46 29.90 
NO47 33.39 
NO49 33.17 
NO51 29.74 
NO55 30.64 
NO56 33.67 
NO57 35.32 
NO58 36.21 
NO59 34.91 
NO60 32.31 
NO61 30.23 

negative control ไมพ่บการปนเปือ้นของ master mix 
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ตารางท่ี 4 ผลตา่งระหวา่งคา่ Ct เฉล่ียของ unmethylation primer กบั  methylation beta-actin primer 
และความเข้มข้นดีเอ็นเอท่ีได้จากการค านวณ 

samples 
ผลต่างระหว่างค่า Ct เฉล่ียของ unmethylation 

primer กับ  methylation beta-actin primer 
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 

(ng/µl) 
OC3 -0.17 12.05 
OC7 -0.54 12.19 
OC8 5.92 9.76 
OC9 3.14 10.81 
OC12 -1.27 12.47 
OC13 4.93 10.13 
OC14 0.90 11.65 
OC20 -0.85 16.08 
OC21 -2.34 12.87 
OC22 -2.30 12.86 
OC25 0.09 11.96 
OC71 0.89 11.65 
OC72 2.48 11.06 
OC73 -0.47 12.17 
OC75 -0.02 12.00 
OC76 0.64 11.75 
OC77 4.60 10.26 
OC83 2.81 10.93 
OC85 -2.12 12.79 
OC87 -0.37 12.13 
OC88 0.25 11.90 
OC89 undetermined undetermined 
OC90 -8.13 15.05 
OC91 undetermined undetermined 
OC92 undetermined undetermined 
OC93 -5.99 14.25 
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  ตารางที่  4 (ต่อ) ผลต่างระหว่างค่า Ct เฉล่ียของ unmethylation primer กับ methylation beta-actin  
primer ความเข้มข้นดีเอ็นเอท่ีได้จากการค านวณ 

samples 
ผลต่างระหว่างค่า Ct เฉล่ียของ unmethylation 

primer กับ  methylation beta-actin primer 
ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ 

(ng/µl) 
NO16 2.25 11.14 
NO18 2.41 11.08 
NO28 2.23 11.15 
NO29 3.00 10.86 
NO41 undetermined undetermined 
NO42 -0.77 12.28 
NO43 undetermined undetermined 
NO44 undetermined undetermined 
NO45 2.30 11.12 
NO46 undetermined undetermined 
NO47 undetermined undetermined 
NO49 0.44 11.82 
NO51 1.42 11.46 
NO55 -0.69 12.25 
NO56 -0.67 12.24 
NO57 -0.01 11.99 
NO58 -1.44 12.53 
NO59 -0.89 12.33 
NO60 1.95 11.26 
NO61 1.53 11.41 
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ตารางที่ 5 ผลตา่งระหว่างคา่ Ct เฉล่ียของ unmethylation primer กบั  methylation beta-actin primer 
ของแต่ละตัวอย่าง ความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้จากการค านวณ และอัตราส่วนท่ีได้จากการประเมิน
สดัสว่นของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ของโรคด้วยวิธีการย้อม H&E 

samples 
ผลต่างระหว่างค่า Ct เฉล่ียของ 

unmethylation primer กับ  
methylation beta-actin primer 

ความเข้มข้น
ของดีเอ็นเอ 

(ng/µl) 
อัตราส่วน 

ผลคูณระหว่างความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอ 

กับอัตราส่วน 
OC12 -1.27 12.47 0.6 7.48 
OC13 4.93 10.13 0.5 5.07 
OC14 undetermined undetermined 0.45 undetermined 
OC20 -0.85 12.31 0.15 1.85 
OC21 undetermined undetermined 0.8 undetermined 
OC22 -2.30 12.86 0.2 2.57 
OC25 0.09 11.96 0.35 4.19 
OC71 0.89 11.65 0.45 5.24 
OC72 undetermined undetermined 0.7 undetermined 
OC73 undetermined undetermined 0.9 undetermined 
OC75 -0.02 12.00 0.85 10.20 
OC76 0.64 11.75 0.85 9.99 
OC77 undetermined undetermined 0.15 undetermined 
NO16 2.26 11.14 0.01 0.11 
NO18 2.41 11.08 0.01 0.11 
NO28 2.23 11.15 0.01 0.11 
NO29 3.00 10.86 0.01 0.11 
NO42 -0.77 12.28 0.01 0.12 
NO45 2.30 11.12 0.01 0.11 
NO49 0.44 11.83 0.01 0.12 
NO51 1.42 11.46 0.01 0.11 
NO55 -0.69 12.25 0.01 0.12 
NO56 -0.68 12.24 0.01 0.12 
NO57 -0.02 12.00 0.01 0.12 
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ตารางที่  5 (ต่อ) ผลต่างระหว่างคา่ Ct เฉล่ียของ unmethylation primer กบั  methylation beta-actin 
primer ของแต่ละตวัอย่าง ความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีได้จากการค านวณ และอัตราส่วนท่ีได้จากการ
ประเมินสดัสว่นของมะเร็งในชิน้เนือ้ทัง้หมดในสไลด์ของโรคด้วยวิธีการย้อม H&E 

samples 
ผลต่างระหว่างค่า Ct เฉล่ียของ 

unmethylation primer กับ  
methylation beta-actin primer 

ความเข้มข้น
ของดีเอ็นเอ 

(ng/µl) 
อัตราส่วน 

ผลคูณระหว่างความ
เข้มข้นของดีเอ็นเอ 

กับอัตราส่วน 
NO58 -1.44 12.53 0.01 0.12 
NO59 -0.89 12.33 0.01 0.12 
NO60 1.95 11.25 0.01 0.11 
NO61 1.53 11.41 0.01 0.11 
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