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บทนํา 

 

มะเร็งทอน้ําดีเปนมะเร็งตับท่ีพบไดสูงในอันดับตนและยังคงเปนปญหาสําคัญในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ
โดยมีสาเหตุมาจากการติดเชื้อพยาธิใบไมตับชนิด Opisthorchis viverrini 1,2 ปจจุบันพบวาแนวโนมอุบัติการณ
ของมะเร็งทอน้ําดีท่ัวโลกมีอัตราเพ่ิมสูงข้ึนรวมท้ังอัตราการเสียชีวิตท่ีเพ่ิมข้ึนดวย3,4 ผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมักมาพบ
แพทยหรือไดรับการวินิจฉัยในระยะทาย ในปจจุบันยังไมมีวิธีท่ีจะวินิจฉัยมะเร็งทอน้ําดีอยางจําเพาะรวมท้ังวิธีการ
รักษาท่ีใหผลการรักษาท่ีมีประสิทธิภาพทําใหผูปวยมะเร็งทอน้ําดีมีอัตราการรอดชีวิตคอนขางต่ํา โดยแนวทางท่ีใช
ในการรักษามะเร็งทอน้ําดีไดแก การผาตัดตับเพ่ือเอากอนมะเร็งออก การใหเคมีบําบัดรวมกับการผาตัด หรือการ
ใหเฉพาะเคมีบําบัดในรายท่ีไมสามารถผาตัดไดซ่ึงพบราว 2 ใน 3 ของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี5 สําหรับรายท่ีไดรับการ
ผาตัดมีโอกาสในการกลับเปนซํ้า (recurrence)  ในอัตราท่ีสูงโดยมีอัตราการรอดชีวิตภายในระยะเวลา 5 ป
ประมาณรอยละ 9-18 สําหรับ proximal biliary lesion  และรอยละ 20-30 สําหรับ distal tumor6 การใหเคมี
บําบัดหลังการผาตัดในผูปวยมะเร็งทอน้ําดียังไมเห็นผลชัดเจนเม่ือเทียบกับผูปวยมะเร็งถุงน้ําดี7,8 วัตถุประสงคของ
การใหเคมีบําบัดเพ่ือควบคุมมะเร็งและเพ่ิมอัตราการรอดชีวิตและคุณภาพชีวิตของผูปวย9 ปจจุบันเคมีบําบัดท่ีนิยม
ใชสําหรับการรักษาผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ไดแก 5-fluorouracil (5-FU) โดยอาจใหแบบเดี่ยว (single agent) หรือ
รวมกับยาเคมีบําบัดชนิดอ่ืน เชน leucovorin, doxorubicin, mitomycin C, cisplatin, epirubicin และ 
gemcitabine เปนตน10 ยาเคมีบําบัดออกฤทธิ์ในการกําจัดมะเร็งโดยเหนี่ยวนําใหเกิดการทําลายดีเอ็นเอ (DNA 
damage) สงผลใหมีการหยุดวงจรเซลล (cell cycle arrest)  และการตายของเซลลมะเร็งแบบอะพอพโตสิส 
(apoptosis) ปจจัยสําคัญท่ีทําใหผูปวยมะเร็งดื้อตอยาเคมีบําบัด (acquired anti-cancer drug resistance) หรือ
ตอบสนองตอการรักษาแตกตางกันมาจากความบกพรองหรือมีการยับยั้งหรือลดการแสดงออกของยีนท่ีทําหนาท่ี
เก่ียวของกับกระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอ (DNA repair) การหยุดวงจรเซลลและการตายของเซลลแบบอะพอพโต
สิส11  

ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) เปนการดัดแปลงจีโนมท่ีไมทําใหลําดับเบสมีการเปลี่ยนแปลงและ
สามารถถายทอดไปยังรุนลูกได โดยเปนการเติมหมูเมทิลท่ีไดจาก S-adenosylmethionine (SAM) ท่ีคารบอน
ตําแหนงท่ี 5 ของเบสไซโตซีนท่ีเปน CpG dinucleotides โดยเอนไซม DNA methyltransferase (DNMT) CpG 
กระจายตัวอยูท่ัวจีโนมโดยเรียกบริเวณท่ีมี CpG อยูหนาแนนวา CpG island ซ่ึงพบมากบริเวณโปรโมเตอรของยีน 
ในเซลลปกติจะไมพบเมทิลเลชันของ CpG island บริเวณโปรโมเตอร แตในเซลลมะเร็งกลับพบเมทิลเลชันท่ี
บริเวณโปรโมเตอร (promoter hypermethylation) และพบภาวะเมทิลเลชันท่ีกระจายอยูท่ัวจีโนมในระดับต่ํา 
(global hypomethylation) กระบวนการเมทิลเลชันในภาวะปกติเพ่ือควบคุมการแสดงออกของโครโมโซมเอกซ
ในเพศหญิง (X-chromosome inactivation) ควบคุมการแสดงออกของยีนในแตละอัลลีลท่ีมาจากพอและแมใหมี
การแสดงออกในระดับท่ีตางกัน (gene imprinting) และรักษาเสถียรภาพของจีโนม (genome stability) การพบ
ดีเอ็นเอเมทิลเลชันท่ีบริเวณโปรโมเตอรในเซลลมะเร็งทําใหลดการแสดงออกของยีนตานมะเร็ง ยีนซอมแซมดีเอ็น
เอ ยีนท่ีเก่ียวของกับอะพอพโตสิส (apoptosis related genes) ยีนท่ีควบคุมการรุกรานและแพรกระจาย ยีนท่ี
ควบคุมการสรางหลอดเลือดใหม (anti-angiogenesis) และสงผลใหเกิด Loss of imprinting (LOI) ความไม
เสถียรของจีโนม (genome instability) และการเพ่ิมการแสดงออกของยีนมะเร็ง (oncogenes)12,13 ความ
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ผิดปกติท่ีเกิดข้ึนกับยีนดังกลาวเปนผลใหเซลลมีการพัฒนาไปเปนมะเร็งและสงเสริมการดําเนินของโรคมะเร็ง 
รวมท้ังเปนสาเหตุสําคัญท่ีทําใหผูปวยมะเร็งดื้อตอยาเคมีบําบัด 

Sriraksa และ คณะ14 ทําการศึกษาดีเอ็นเอเมทิลเลชันใน 26 ยีนดวยวิธี methylation specific PCR 
(MSP) ในชิ้นเนื้อตับผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจํานวน 102 รายเปรียบเทียบกับชิ้นเนื้อตับบริเวณปกติ (normal 
adjacent) จํานวน 29 รายโดยศึกษาในยีนท่ีเก่ียวของกับอะพอพโตสิส ยีนท่ีควบคุมวงจรเซลลและการ
เจริญเติบโตของเซลล ยีนซอมแซมดีเอ็นเอ และยีนท่ีควบคุมการรุกรานและแพรกระจาย ตรวจสอบยืนยันผลดีเอ็น
เอเมทิลเลชันของ selected candidate genes ดวยวิธี COBRA (Combine bisulfite restriction analysis) 
และ Pyrosequencing หลังจากนั้นวิเคราะหความสัมพันธทางสถิติระหวางดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีนกับลักษณะ
ทางคลินิกของผูปวย ผลการวิเคราะหขอมูลพบยีนท่ีนาจะนํามาเพ่ือประเมินในการทําหนาท่ีเปนตัวบงชี้ดังนี้คือ 
OPCML, SFRP-1, HIC1, PTEN และ DcR1 โดยพบความถ่ีของดีเอ็นเอเมทิลเลชันในตัวอยางชิ้นเนื้อมะเร็ง
คอนขางสูงและแตกตางจาก normal adjacent อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ดังนั้นคณะผูวิจัยจึงทําการศึกษา
ความสามารถของดีเอ็นเอเมทิลเลชันในการเปนตัวบงชี้สําหรับทํานายการตอบสนองตอการรักษาผูปวยมะเร็งทอ
น้ําดีดวยเคมีบําบัดซ่ึงจะชวยใหแพทยวางแผนในการรักษาผูปวยอยางมีประสิทธิภาพ อันจะชวยเพ่ิมอัตราการรอด
ชีวิตและคุณภาพชีวิตของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 
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ทบทวนวรรณกรรม 
 
ยีนOPCML (Opioid binding protein/cell adhesion molecule-like gene) จัดอยูใน IgLON 

family of immunoglobulin (Ig) domain ท่ีมี glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored cell 
adhesion molecules โดยทําหนาท่ีในการยึดเกาะเซลลไวดวยกัน15 นอกจากนี้ OPCML ยังเกี่ยวของในการ
เปน responsive gene ของ p53 ซึ่งการตอบสนองลดลงเมื่อมีเมทิลเลชันของยีน OPCML และยังพบวาเมื่อ
ทําใหมีการแสดงออกของโปรตีน OPCML ในเซลลมะเร็งที่ไมมีการแสดงออกของโปรตีนนี ้ (ectopic 
expression) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลลมะเร็งแสดงใหเห็นวา OPCML ทําหนาที่เปนยีนตาน
มะเร็ง16 ความผิดปกติของยีน OPCML เนื่องจากดีเอ็นเอเมทิลเลชันพบในมะเร็งหลายชนิดเชน มะเร็งรังไข
ระยะสุดทาย17 มะเร็งเซลลตับ18 มะเร็งปากมดลูก19 และมะเร็งตอมน้ําเหลือง16 แตไมพบรายงานในมะเร็งทอ
น้ําดี 

Secreted frizzled-related protein 1 (SFRP1) เปน soluble Wnt antagonist ที่มี cysteine-rich 
domain ท่ีคลายกับ Frizzled receptor20,21 จึงทําให SFRP1 สามารถแยง Frizzled ในการจับกับ Wnt หรือ

จับกับ Frizzled receptor ไดโดยตรงเปนผลใหวิถีสัญญาณ Wnt/β-catenin ลดลง22 ซึ่งวิถีสัญญาณ 

Wnt/β-catenin เกี่ยวของกับการแบงตัวและเจริญเติบโตของเซลล ดังนั้น SFRP1 จึงเปนยีนตานมะเร็งที่ทํา
หนาท่ียับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล ความผิดปกติของ SFRP1 สวนมากเปนแบบเมทิลเลชันโดยพบในมะเร็ง
ทอน้ําดี23 มะเร็งหลอดอาหาร24 มะเร็งเตานม25 และมะเร็งตับ26 

ยีน Hypermethylated in cancer 1 (HIC1) อยูบนโครโมโซม 17p13.3 ซึ่งถัดจากยีน p53 มา
ทางดานปลาย27 ยีน HIC1 แปลรหัสไดโปรตีนทําหนาที่ในการยับยั ้งการถอดรหัส (transcriptional 
repressor) ของ histone deacetylase SIRT1 ซึ่ง SIRT1 ทําหนาที่ในการ deacetylation p53 โดย 
deacetylated p53 จะไมสามารถจับกับ responsive element ของยีนเปาหมายทําใหไมเกิดการถอดรหัส
ของยีนดังกลาวซึ่งรวมทั้ง HIC128 ดังนั้นการควบคุมการแสดงออกจึงเปน HIC1-SIRT1-p53 circular 
regulatory loop โดย HIC1 ยับยั้ง SIRT1 ทําให p53อยูในภาวะ acetylation และสามารถกระตุนการ
ถอดรหัสของยีนเปาหมายรวมทั้ง HIC1 จึงเปนการควบคุมระดับของโปรตีนตางๆ หาก HIC1 มีความผิดปกติ
แบบดีเอ็นเอเมทิลเลชันทําใหไมสามารถแสดงออกไดสงผลให p53 ไมสามารถทําหนาท่ีไดเชนกัน29 ทําใหเซลล
ไมเกิดอะพอพโตสิสเมื่อมีการทําลายดีเอ็นเอพบดีเอ็นเอเมทิลเลชันของ HIC1 ในมะเร็งหลายชนิดเชน มะเร็ง
เตานม30 มะเร็งลําไสใหญและทวารหนัก31 มะเร็งเซลลตับ32 และมะเร็งรังไข33 การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันและ
ลดการแสดงออกของ HIC1 เกี่ยวของกับความรุนแรงของมะเร็งและอัตราการรอดชีวิตที่ต่ําในผูปวยมะเร็ง
หลายชนิดซ่ึงหากผูปวยมีการแสดงออกของ HIC1 จะสงผลใหผูปวยมีการพยากรณโรคท่ีดี34,35 

Phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome 10 (PTEN) มีคุณสมบัติเปน
ฟอสฟาเตสท่ีจําเพาะตอการกําจัดหมูฟอสเฟตตําแหนงที่ 3 ของ inositol ring ใน phophatidylinositol-3, 4, 
5 triphosphate (PIP3) โดย PIP3 เกิดจากการเติมหมูฟอสเฟตที่ตําแหนงที่ 3 โดย phosphatidylinositide 
3-kinase (PI3K)36,37 การสูญเสียหนาที่ของ PTEN เนื่องจากการกลายพันธุ การขาดหายไปของยีน หรือการ
เกิดเมทิลเลชันจะทําใหมีการสะสมของ PIP3 และกระตุน Akt/PKB และ mTOR เปนผลใหเซลลมีการ
เจริญเติบโต การรอดชีวิตและมีการเคลื่อนท่ีของเซลล การศึกษาของ Lee และคณะ38 ในมะเร็งทอน้ําดีในชาว



4 

 

เกาหลีไมพบเมทิลเลชันของ PTEN ซึ่งแตกตางจากการศึกษาของคณะผูวิจัยแสดงใหเห็นวามะเร็งทอน้ําดีที่มี
สาเหตุตางกันมีการเปลี่ยนแปลงของยีนท่ีแตกตางกัน 

DcR1 เปน decoy receptor ของ TRAIL ปองกันเซลลมะเร็งไมใหเกิดอะพอพโตสิสเนื่องจากแยง 
TRAILR1 (DR4) และ TRAILR2 (DR5)39 ในการจับกับ TRAIL ดังนั้นการเกิดเมทิลเลชันของ DcR1 ในมะเร็ง
ทอน้ําดีจึงเปนผลดีตอผูปวยเนื่องจากไมมี DcR1 มาแยงจับซึ่งจากการศึกษาของคณะผูวิจัยพบวาผูปวยมะเร็ง
ทอน้ําดีที่มีเมทิลเลชันของ DcR1 มีอัตราการรอดชีวิตที่มากกวาผูปวยที่ไมมีเมทิลเลชันของ DcR1 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.027) ซ่ึงคลายกับมะเร็ง mesothelioma และตอมลูกหมาก40,41 
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วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 
 

1. 3ศึกษาดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน 3 OPCML, SFRP-1, HIC1, PTEN และ DcR1 ในชิ้นเนื้อตับของ 3ผูปวย
มะเร็งทอน้ําดีท่ีตอบสนองตอการรักษา และไมตอบสนองตอการรักษา  

2. วิเคราะหเปรียบเทียบผลของดีเอ็นเอเมทิลเลชันระหวางผูปวยท้ังสองกลุมเพ่ือประเมินวาเมทิลเลชันของ
ยีนใดเหมาะสําหรับนํามาใชเปนตัวบงชี้ทํานายการตอบสนองตอการรักษาของผูปวย 
 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย 
 

ผลท่ีไดจากการศึกษาวิจัยครั้งนี้จะทําใหไดตัวบงชี้ชีวภาพท่ีสามารถใชในการทํานายการตอบสนองตอการ
รักษาและการดําเนินโรคซ่ึงจะเปนประโยชนสําหรับแพทยในการท่ีจะประเมินการรักษาผูปวยและปรับเปลี่ยนการ
รักษาเพ่ือใหเหมาะกับผูปวยแตละราย 
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วัสดุและวิธีการ 
 
กลุมตัวอยาง 

ตัวอยางชิ้นเนื้อมะเร็งจํานวน 73 รายรวมท้ังลักษณะทางคลินิกของผูปวย และตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณ
ใกลเคียง (normal adjacent tissue) จํานวน 10 รายไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยพยาธิใบไมตับและ
มะเร็งทอน้ําดี โดยผานความเห็นชอบของกรรมการจริยธรรมการทําวิจัยในมนุษย มหาวิทยาลัยขอนแกน ใหใช
ตัวอยางชีวภาพท่ีเหลือ (HE541019) ผูปวยท้ัง 73 รายเปนผูปวยท่ีไดรับการรักษาดวยเคมีบําบัดนอกเหนือจาก
การผาตัด โดยแบงผูปวยออกเปน 2 กลุมไดแก กลุมท่ีตอบสนองตอการรักษา (มีอัตราการรอดชีวิตมากกวา
คามัธยฐาน 29.5 สัปดาห) จํานวน 35 ราย และกลุมท่ีไมตอบสนองตอการรักษา (มีอัตราการรอดชีวิตนอยกวา
คามัธยฐาน 29.5 สัปดาห) จํานวน 38 ราย รายละเอียดของลักษณะทางคลินิกของผูปวยสรุปไวในตารางท่ี 1 

 

ตารางท่ี 1 ลักษณะทางคลินิกของผูปวยมะเร็งทอน้ําดีจํานวน 73 ราย 

Clinicopathological data 
Chemotherapy group 

P-value 
Non-response (n=38) Response (n=35) 

Age (year) 

 ≤ 55 

> 55 

 

19 (50%) 

19 (50%) 

 

18 (51.4%) 

17 (48.6%) 

0.903a 

Gender 

Male 

Female 

 

27 (71.1%) 

11 (28.9%) 

 

20 (57.1%) 

15 (42.9%) 

0.215a 

Gross type 

Mass forming 

Others 

 

24 (88.9%) 

3 (11.1%) 

 

18 (75%) 

6 (25%) 

0.276b 

Differentiated type 

Well 

Less 

 

23 (65.7%) 

12 (34.3%) 

 

23 (67.6%) 

11 (32.4%) 

0.865a 

Staging 

III (a and b) 

IV (a and b) 

 

3 (13%) 

20 (87%) 

 

4 (18.2%) 

18 (81.8%) 

0.699b 

Survival time (week) Mean= 17.8 Mean= 94.5 <0.001c 

aChi-square, bFisher’s Exact test, cT-test 
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การสกัดดีเอ็นเอและการดัดแปลงดีเอ็นเอดวยไบซัลไฟต 
 ตัวอยางชิ้นเนื้อถูกนํามาสกัดดีเอ็นเอโดยใช DNeasy Tissue Kit (Qiagen, Hercules, CA) หลังจากนั้น
นําดีเอ็นเอ 1 ไมโครกรัมมาดัดแปลงดวยไบซัลไฟตโดยใช EZ DNA Methylation GoldTM Kit (Zymo Research, 
Orange, CA) ซ่ึงมีหลักการดังนี้ โซเดียมไบซัลไฟตจะเปลี่ยนไซโทซีนท่ีไมถูกเมทิลเลต (unmethylated 
cytosine) ใหเปนยูเรซิล โดยเมทิลเลตไซโทซีน (methylated cytosine) ไมมีการเปลี่ยนแปลง ตรวจสอบดีเอ็นเอ
ท่ีถูกดัดแปลงดวยไบซัลไฟตวามีความสมบูรณหรือไม (complete bisulfite modification) โดยใช calponin-
specific primer sets เนื่องจากหากการดัดแปลงดีเอ็นเอดวยไบซัลไฟตไมมีความสมบูรณจะทําใหเกิดผลบวก
ปลอม หรือประเมินผลของเมทิลเลชันสูงเกินจริง42  
 
สารควบคุมดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 
 positive control สําหรับ methylated ใชดีเอ็นเอท่ีไดจากเม็ดเลือดขาวนํามา treat ดวย SssI 
methyltransferase  ซ่ึงมีคุณสมบัติในการเติมหมูเมทิลท่ีคารบอนตําแหนงท่ี 5 ของไซโทซีนเฉพาะ CpG site 
เทานั้น (in vitro methylation; IVM) ปฏิกิริยาประกอบดวย 10 µg DNA, 10 units SssI methyltransferase 
(New England Biolabs, Ipswich, MA) และ 160 µM S-adenosylmethionine (New England Biolabs) ทํา
การ incubate ท่ี 37 oซ นาน 1 ชม. หลังจากนั้น incubate ท่ี 65 oซ นาน 20 นาทีเพ่ือหยุดปฏิกิริยา ตกตะกอน
ดวย ethanol และละลายดีเอ็นเอในน้ํา สวน negative control จะใชดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดขาวท่ีไมได treat 
ดวย SssI methyltransferase 
 
Methyaltion-sensitive high resolution melting (MS-HRM) 
 ตรวจหาระดับของดีเอ็นเอเมทิลเลชันโดยวิธี MS-HRM ซ่ึงมีหลักการดังนี้ bisulfite modified DNA ท่ีมี 
methylated cytosine ท่ี CpG site ยอมมี melting temperature สูงกวา unmethylated cytosine ดวย
เหตุนี้จึงสามารถแยก methylated ออกจาก unmethylated DNA ได โดยสามารถหาปริมาณของ methylated 
DNA ไดจากการเปรียบเทียบกับ standard curve ท่ีมี in vitro methylation (IVM) เทากับ 0, 1, 2.5, 5, 10, 
25, 50, 75 และ 100% ซ่ึงทําไดโดยผสมดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากเม็ดเลือดขาวท่ี treat ดวย SssI 
methytransferase เขากับดีเอ็นเอท่ีไมได treat ในอัตราสวนเพ่ือใหไดเปอรเซ็นตของเมทิลเลชันตามท่ีกําหนด  
 ลําดับเบสบริเวณ CpG island ของยีนไดจาก UCSC human genome (http://genome.ucsc.edu) 
ไพรเมอรสําหรับ MS-HRM ถูกออกแบบโดย MethPrimer (http://www.urogene.org/methprimer) ดังแสดง
ไวในตารางท่ี 2 
 
 
 
 
 
  
 

http://genome.ucsc.edu/
http://www.urogene.org/methprimer


8 

 

 

 PCR amplification และ HRM assay วิเคราะหโดยใชเครื่อง ABI 7500 Fast Real Time PCR 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) ปฏิกิริยา 20 ไมโครลิตรประกอบดวย 1x PCR buffer (67 mM Tris, 

pH 8.4, 16.6 mM ammonium sulfate และ 0.1% Tween 20), dNTP อยางละ 200 µM, ไพรเมอรอยางละ 

300 nM, 1.5 µM SYTO®9 (Invitrogen, Carlsbad, CA), Platinum Taq DNA polymerase จํานวน 0.5 
unit (Invitrogen), bisulfite modified DNA จํานวน 20 ng และ MgCl2 ความเขมขนตามท่ีระบุไวในตารางท่ี 1 
ข้ันตอนของ PCR ประกอบดวย 95 °ซ นาน 10 นาทีเพ่ือกระตุนเอนไซม และ 40 รอบของ denaturation ท่ี 95 °
ซ นาน 15 วินาที annealing และ extension ตามท่ีระบุไวในตารางท่ี 1 เปนเวลา 1 นาที ข้ันตอน HRM 
ประกอบดวย denaturation ท่ี 95 °ซ นาน 10 วินาที และ reannealing ท่ี 60 °ซ นาน 1 นาที จากนั้นคอยๆ 
เพ่ิมอุณหภูมิดวยอัตรา 1% ramp rate จนอุณหภูมิเพ่ิมข้ึนถึง 95 °ซ โดยทําแบบ triplicate ในแตละปฏิกิริยา 
และใช 40% IVM เปนสารควบคุมคุณภาพภายใน (internal quality control) และใช 7500 software version 
2.0.5 (Applied Biosystems) สําหรับ amplification plot และขอมูลดิบของ MS-HRM สวนการวิเคราะห MS-
HRM ใช High resolution melting software version 2.0.1 (Applied Biosystems) และคํานวณโดยใช 
Microsoft Excel 2007 
 
การวิเคราะหทางสถิติ 
 วิเคราะหขอมูลทางสถิติโดยใชโปรแกรม SPSS version 15.0 (Chicago, IL) การเปรียบเทียบระดับของ
เมทิลเลชันของ 2 กลุมท่ีเปนอิสระตอกันใชสถิติ T-test หรือ Mann-Whitney test การวิเคราะหความสัมพันธ
ระหวางเมทิลเลชันและลักษณะทางคลินิกใชสถิติ Mann-Whitney test, Fisher’s exact test และ Odds ratio 
การวิเคราะหความสัมพันธระหวางเมทิลเลชันและอัตราการรอดชีวิตใชสถิติ Kaplan Meier และ Cox regression 

ตารางท่ี 2  ลําดับเบสของไพรเมอรสําหรับ MS-HRM และสภาวะสําหรับ PCR 

CpG island Location 
                          Primer PCR product 

Sequence (5’→3’) Ta (°C) MgCl2 (mM) CpG sites Size (bp) 

OPCML 11q25 
F TTGAGATTTGTTATTTTGGGGATA 

60 2 10 134 
R CCAACCAAATCCAACCCTAAC 

SFRP1 8p12-p11.1 
F AAGTTTTAAGGTAAGGTTGTTTTT 

60 2 13 132 
R AACCCTCAATCCCCAACAC 

HIC1 17p13.3 
F GGGTAGGGGAGTTTAGGGTT 

63 3 11 128 
R AAAAAATTTTCCAACTACAAACAA 

PTEN 10q23 
F GGGGGAATTTTTAGGTAAAGGTT 

60 2 8 142 
R CAAAAAAAATACCCTCCCCC 

DcR1 8p22-p21 
F AGGTGTTAGGGGAGGTTATGTTT 

63 3 6 136 
R TCCCACAACTACACTACCAAAATC 

F = forward; R = reverse; Ta = annealing temperature (According to recommendation of 
Applied Biosystems, this temperature was also used for extension step) 
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การประเมินความสามารถของเมทิลเลชันในการจําแนกความแตกตางระหวางผูปวยมะเร็งและภาวะปกติวิเคราะห
โดย Receiver operating characteristic (ROC) curve โดยคา p value < 0.05 จัดวามีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ 
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ผลการศึกษา 
 
การประเมินวิธี Methylation-sensitive high resolution melting (MS-HRM) สําหรับตรวจวัดระดับดี-
เอ็นเอเมทิลเลชัน 
 เนื่องจากการศึกษาครั้งนี้ไดทดลองนําเอาวิธี MS-HRM มาเพ่ือใชตรวจวัดระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันเปนครั้ง
แรก จึงตองทําการประเมินวิธี MS-HRM ในการวัดระดับเมทิลเลชันในยีน OPCML, SFRP1, HIC, PTEN และ 
DcR1 โดยใช in vitro methylation (IVM) ท่ีระดับ 100, 75, 50, 25, 10, 5, 2.5, 1 และ 0% เปนสารมาตรฐาน 
ตัวอยางของการหาระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน OPCML โดยวิธี MS-HRM แสดงไวในรูปท่ี 1 ซ่ึง 
amplification plot ของเมทิลเลชันท่ีระดับตางๆ (0-100%) ท่ีความเขมขนของดีเอ็นเอเริ่มตนเทากัน (20 นาโน
กรัม) พบวามีคา Ct ใกลเคียงกัน (mean = 25.54, SD = 0.23) (รูปท่ี 1A) คา derivative melt curve (รูปท่ี 
1B) แสดงใหเห็นความแตกตางระหวาง 0% methylation (Tm ต่ํา) และ 100% methylation (Tm สูง) ท่ีแยก
ออกจากกันอยางชัดเจน โดยมี peak ของระดับอ่ืนๆ อยูระหวาง 2 peak นี้ ขอมูลดิบของ HRM profile ของ 
PCR product (รูปท่ี 1C)  เม่ือเพ่ิมอุณหภูมิคาการเรืองแสงลดลง โดย IVM ท่ีมีเปอรเซนตเมทิลเลชันสูงมีระดับ
การเรืองแสงท่ีมากกวา IVM ท่ีมีเปอรเซนตเมทิลเลชันต่ํา ณ จุดท่ีมีอุณหภูมิเทากัน เม่ือนํา PCR product มาแยก
โดย agarose gel electrophoresis พบวาความเขมของแถบดีเอ็นเอใกลเคียงกัน และไมพบ non-specific 
product (รูปท่ี 1D) เม่ือนําขอมูลดิบของ HRM profile มา normalize โดยใช High resolution melting 
software version 2.0.1 จะแสดงผลในรูปของ aligned melt curve (รูปท่ี 1E)  หลั งจากนั้ นวิ เ คราะห 
difference plot โดยเปรียบเทียบกับ 0% methylation (รูปท่ี 1F) และนําคา differential fluorescence มา 
plot กับเมทิลเลชันแตละระดับจะไดกราฟมาตรฐาน (รูปท่ี 1G) ท่ีสามารถนํามาหาระดับของดีเอ็นเอเมทิลเลชันใน
ตัวอยางมะเร็งทอน้ําดี  
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รูปท่ี 1 การหาระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน OPCML ดวยวิธี MS-HRM โดยใช IVM 0-100% เปนสาร
มาตรฐาน (A) The amplification plots (B) Derivative melt curve (C) Raw melt curve of HRM (D) 
Electrophoresis of MS-HRM product; M, HyperLadder™ V DNA marker (E) Aligned melt curve plots 
(F) The difference plots against unmethylated control (G) A linear calibration curve of OPCML 
MS-HRM 
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การศึกษาความแมนยําของวิธี MS-HRM  
 การหา Precision ของวิธี MS-HRM ท้ัง with-in run และ between run โดยใช 40% IVM เปน 
internal control พบวาอยูในเกณฑดี และมีความนาเชื่อถือ (ตารางท่ี 3) 
 

 

 
ความผิดปกติของดีเอ็นเอเมทิลเลชันในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 
 ระดับของดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน OPCML, SFRP1, HIC, PTEN และ DcR1 ในตัวอยางชิ้นเนื้อผูปวย
มะเร็งทอน้ําดี 73 ราย และในตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณใกลเคียง 10 รายแสดงไวในรูปท่ี 2 ในการคํานวณความถ่ี
ของความผิดปกติของดีเอ็นเอเมทิลเลชันในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี จะคํานวณจากการใชคา cut-off ของระดับของดี
เอ็นเอเมทิลเลชันท่ีไดจากตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณใกลเคียง 10 ราย พบวารอยละความถ่ีของผูปวยมะเร็งทอ
น้ําดีท่ีพบ hypermethylation ในยีน OPCML, SFRP1 และ HIC เทากับ 89.0, 83.6 และ 28.8 ตามลําดับ และ
รอยละความถ่ีท่ีพบ hypomethylation ในยีน DcR1 เทากับ 68.5 โดยไมพบความผิดปกติของดีเอ็นเอเมทิลเลชัน
ในยีน PTEN (ตารางท่ี 4) เม่ือเปรียบเทียบความถ่ีของการพบความผิดปกติของดีเอ็นเอเมทิลเลชันในผูปวยมะเร็ง
ทอน้ําดีกับตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณใกลเคียง พบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในยีน OPCML, 
SFRP1 และ DcR1 โดยท่ีระดับเมทิลเลชันของ OPCML และ SFRP1 ในมะเร็งทอน้ําดีมีคาสูงกวา ขณะท่ีระดับ
เมทิลเลชันของ DcR1 ในมะเร็งทอน้ําดีมีคาต่ํากวาในตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณใกลเคียง (รูปท่ี 3) 
  

ตารางท่ี 3 การศึกษาความแมนยําของวิธี MS-HRM 

CpG island 
Number of 

experiment 

With-in run Between run 

Mean SD %CV Mean SD %CV 

OPCML 6 41.69- 46.09 0.47- 1.36 1.02- 3.09 43.93 1.73 3.94 

SFRP1 5 42.48- 45.61 0.71- 1.28 0.41- 2.30 43.95 1.22 2.78 

HIC1 4 44.27- 45.16 0.51- 1.55 1.13-3.50 44.91 0.85 1.90 

PTEN 3 39.97- 43.33 0.27-1.19 0.69-2.75 41.82 1.72 4.12 

DcR1 4 42.68- 45.30 0.24- 1.03 0.57- 2.34 44.09 1.14 2.59 
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 Sample Code OPCML SFRP1 HIC1 DcR1 PTEN 

Ch
ol

an
gi

oc
ar

ci
no

m
a 

(n
= 

73
)  

N135-T 82.15 81.54 49.87 55.3 0 

W093-T 76.67 59.25 38.26 63.01 0 

N013-T 72.6 86.22 66.59 3.43 0 

M043-T 67.32 54.32 37.87 0 0 

X189-T 66.12 56.19 0 3.98 0 

M117-T 64.84 76.45 0 0 0 

R078-T 62.97 65.87 0 18.12 0 

N136-T 61.15 67.08 7.33 51.31 0 

X056-T 58.75 23.77 2.81 5.02 0 

P077-T 57.26 67.21 54.68 7.79 0 

X028-T 57.13 56.23 4.44 2.42 0 

M157-T 56.84 84.38 0 0 0 

Q066-T 55.38 39.12 0 0 0 

W008-T 55.31 50.62 0 8.6 0 

X064-T 52.5 70.3 17.83 5.1 0 

M012-T 51.97 66.55 0 1.96 0 

Q045-T 51.22 81.5 0 2.82 0 

W080-T 51.14 50.39 23.03 54.13 0 

N110-T 50.41 56.43 0 0 0 

W060-T 48.14 25.83 0 0 0 

W046-T 48.03 68.18 45.14 97.89 0 

W036-T 47.98 45.72 0 20.49 0 

X134-T 47.91 36.49 0 5.5 0 

N021-T 45.44 0 0 0 0 

N082-T 45.18 39.94 3.88 4.39 0 

N069-T 45.01 48.78 0 0 0 

M273-T 44.07 43.01 4.83 0 0 

U021-T 44.02 44.29 28.92 25.98 0 

T131-T 41.51 39.45 31.62 6.18 0 

N152-T 40.89 54.65 0 6.34 0 

X030-T 40.32 18.5 0 3.49 0 

R081-T 40.15 36.78 0 4.73 0 

M311-T 39.9 31.48 26.26 0 0 

W027-T 39.59 27.69 0 8.77 0 

P152-T 39.29 49.52 0 33.38 0 

N154-T 38.87 18.12 3.95 8.21 0 

N128-T 38.73 46.19 28.57 31.17 0 

U041-T 38.63 29.12 6.22 9.05 0 

W040-T 38.57 40.72 11.81 5.6 0 

R156-T 37.45 35.54 8.51 15.28 0 

T049-T 36.73 12.99 22.27 25.97 0 

N114-T 35.25 65.97 3.36 0 0 

U034-T 34.35 44.82 35.62 50 0 

Q071-T 30.81 12.17 0 8.52 0 

W025-T 30.26 54.03 0 32.04 0 

N121-T 29.09 14.36 0 0 0 

W095-T 27.76 24.92 0 15.69 0 

N088-T 27.71 29.2 2.81 0 0 

M156-T 26.78 31.24 8.25 29.17 0 

W022-T 23.35 26.07 0 4.37 0 

W068-T 23.14 26.56 0 35.54 0 

X116-T 22.86 15.83 0 5.55 0 

M319-T 22.67 18.62 9.43 18.58 0 

P078-T 22.04 10.34 7.72 3.7 0 

X078-T 21.77 22.59 23.12 6.27 0 

N004-T 21.05 20.59 0 0 0 

M137-T 20.75 33.08 0 2.74 0 

P091-T 16.7 22.53 0 0 0 

W149-T 16.69 21.44 0 2.66 0 

Q013-T 14.09 25.1 9.54 0 0 

P086-T 13.51 13.73 0 0 0 

Q044-T 11.7 14.88 9.5 6.05 0 

Q095-T 9.85 13.89 0 25.73 0 

X196-T 8.42 8.57 0 7.09 0 

N075-T 7.45 7.66 0 3.49 0 

P128-T 5.64 6.36 6.43 5.09 0 

X157-T 4.34 5.3 0 11.07 0 

N127-T 3.24 6.19 0 3.97 0 

P112-T 2.81 7.39 14.73 0 0 

P126-T 0 5.75 0 13.33 0 

M214-T 0 0 55.79 47.79 0 

N142-T 0 0 4.29 0 0 

P055-T 0 0 2.42 24.88 0 

Ad
ja

ce
nt

 n
or

m
al

 
(n

= 
10

) 

W060-N 5.87 0 9.31 33.56 0 

W022-N 4.83 0 2.94 9.84 0 

N069-N 4.41 6.03 1.92 20.97 0 

P078-N 3.18 0 0 23.83 0 

N082-N 2.81 5.57 0 26.08 0 

P091-N 2.4 0 3.61 24.55 0 

P077-N 2.39 0 1.98 41 0 

W027-N 2.19 0 0 24.95 0 

P126-N 1.78 0 3.79 31.43 0 

N110-N 0 9.47 5.3 33.14 0 

 

รูปท่ี 2 ระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีนในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 73 ราย และในตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณ
ใกลเคียง 10 ราย กลองสีสม และกลองสีขาวแสดงภาวะ hypermethylation และlow methylation ของยีน 

OPCML, SFRP1 และ HIC1 ตามลําดับ กลองสีเขียว และกลองสีขาวแสดงภาวะ hypomethylation และ 
normal หรือ high methylation ของยีน DcR1 ตามลําดับ ตัวเลขภายในกลองแสดงเปอรเซนตของเมทิลเลชัน  
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ตารางท่ี 4 คา cut-off และความถี่ของความผิดปกติของดีเอ็นเอเมทิลเลชันในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 

Aberrant 
methylation 

Gene 
Methylation 
cut-off (%) 

Frequency of 
methylation % 

(npos/ntest) P-value* 

CCA 
Adjacent 
normal 

Hypermethylation 

OPCML 6.90a 89.0 (65/73) 0 (0/10) <0.001 

SFRP1 10.44a 83.6 (61/73) 0 (0/10) <0.001 

HIC1 8.64a 28.8 (21/73) 10  (1/10) NS 

PTEN - 0 (0/73) 0 (0/10) ND 

Hypomethylation DcR1 10.96b 68.5 (50/73)  10 (1/10) 0.001 
aCut-off> 1.5(IQR)+Q3, 

bCut-off< Q1-1.5(IQR), IQR=interquartile range (Q3-Q1), Q3=75 
percentile, Q1=25 percentile 
*Fisher’s Exact test;  NS= no statistical significance; ND= not done 
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รูปท่ี 3  Scatter plot ของระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน OPCML, SFRP1, HIC และ DcR1 ในตัวอยางชิ้นเนื้อ
ผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 73 ราย เปรียบเทียบกับตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณใกลเคียง 10 ราย ความแตกตางของ
คามัธยฐานระหวาง 2 กลุมวิเคราะหโดย Mann-Whitney test 
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การใชดีเอ็นเอเมทิลเลชันของ OPCML และ SFRP1 ในการเปนตัวบงช้ีวินิจฉัยมะเร็งทอน้ําดี 
 จากผลการศึกษาขางตนชี้ใหเห็นวาดีเอ็นเอเมทิลเลชันของ OPCML และ SFRP1 ท่ีพบในผูปวยมะเร็งทอ
น้ําดีมีระดับสูงกวาตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณใกลเคียง ดังนั้นจึงทําการประเมินความสามารถของดีเอ็นเอเมทิลเล-

ชันของ OPCML และ SFRP1 ในการเปนตัวบงชี้วินิจฉัยมะเร็งทอน้ําดี โดยประเมินจาก receiver operating 
characteristic (ROC) curve ความไว (sensitivity) ความจําเพาะ (specificity) คาทํานายบวก (positive 
predictive value, PPV) คาทํานายลบ (negative predictive value, NPV) และความถูกตอง (accuracy) (รูป
ท่ี 4 และตารางท่ี 5) ผลการวิเคราะหชี้ใหเห็นวาดีเอ็นเอเมทิลเลชันของ OPCML และ SFRP1 มีความเหมาะสมใน
การเปนตัวบงชี้ท่ีในการวินิจฉัยมะเร็งทอน้ําดี 
 
 

 
 
รูปท่ี 4  Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis ของเมทิลเลชันของยีน OPCML และ 
SFRP1 ในการแยกมะเร็งทอน้ําดีจากตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณใกลเคียง (AUC = area under the ROC curve) 
 
 

ตารางท่ี 5 การประเมินเมทิลเลชันของยีน OPCML และ SFRP1 ในการเปนตัวบงชี้วินิจฉัย 

Gene 
AUC  

(95% CI) 
Cut-off 

value (%)* 
Sensitivity 

(%) 
Specificity 

(%) 
PPV (%) NPV (%) 

Accuracy 
(%) 

OPCML 
0.932 

(0.878- 0.986) 
6.90 89.04 100 100 55.56 90.36 

SFRP1 
0.951 

(0.905- 0.996) 
10.44 83.56 100 100 45.46 85.54 

OPCML or SFRP1 ND ND 89.04 100 100 55.56 90.36 

AUC= area under ROC curve; CI= confidence interval; PPV= positive predictive value; NPV= negative predictive 
value; * percentage of methylation; ND= not done 
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ดีเอ็นเอเมทิลเลชันและการตอบสนองตอการรักษาในผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 
 เม่ือทําการวิเคราะหเปรียบเทียบระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน OPCML, SFRP1, HIC และ DcR1 
ระหวางกลุมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีท่ีตอบสนองและไมตอบสนองตอการรักษา พบวาไมมีความแตกตางระหวางผูปวย
ท้ัง 2 กลุมอยางมีนัยสําคัญ (รูปท่ี 5) และเม่ือเปรียบเทียบความถ่ีของความผิดปกติของดีเอ็นเอเมทิลเลชันในผูปวย
มะเร็งทอน้ําดีท่ีตอบสนองและไมตอบสนองตอการรักษา ก็ไมพบความแตกตางระหวางผูปวยท้ัง 2 กลุมอยางมี
นัยสําคัญเชนกัน (ตารางท่ี 6) นอกจากนี้ไมพบความสัมพันธระหวางดีเอ็นเอเมทิลเลชันและอัตราการรอดชีวิตของ
ผูปวยเม่ือวิเคราะหดวย Kaplan Meier และ log rank test (รูปท่ี 6) 
 

 
 
รูปท่ี 5  ระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน OPCML, SFRP1, HIC และ DcR1 ระหวางกลุมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีท่ี
ตอบสนองและไมตอบสนองตอการรักษา พบวาไมมีความแตกตางระหวางผูปวยท้ัง 2 กลุมอยางมีนัยสําคัญ 
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ตารางท่ี 6  ความถ่ีของความผิดปกติของดีเอ็นเอเมทิลเลชันในกลุมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีท่ีตอบสนอง
และไมตอบสนองตอการรักษา 

Aberrant 
methylation 

Gene 

Frequency of methylation, % 

P-value OR 
(95%CI) Non-response 

(n=38) 
Response  

(n=35) 

Hypermethylation 

OPCML 92.1 (35) 85.7 (30) 0.468a 
1.944 

(0.429-8.821) 

SFRP1 84.2 (32) 82.9 (29) 0.876b 
1.103 

(0.320-3.806) 

HIC1 21.1 (8) 37.1 (13) 0.129b 
0.451 

(0.160-1.275) 

Hypomethylation DcR1 73.7 (28) 62.9 (22) 0.320b 
1.655 

(0.611-4.478) 

 aFisher’s Exact test, bChi-square 
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รูปท่ี 6 ความสัมพันธของดีเอ็นเอเมทิลเลชันและอัตราการรอดชีวิต ดีเอ็นเอเมทิลเลชันไมมีผลตออัตราการรอด
ชีวิตของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 
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วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
 
 การศึกษาในครั้งนี้ คณะผูวิจัยไดนําวิธี MS-HRM มาใชเพ่ือหาระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน OPCML, 
SFRP1, HIC, PTEN และ DcR1 ในตัวอยางชิ้นเนื้อผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 73 ราย และในตัวอยางชิ้นเนื้อปกติบริเวณ
ใกลเคียง 10 ราย โดยปกติวิธีท่ีนิยมใชกันในปจจุบันเพ่ือหาระดับของดีเอ็นเอเมทิลเลชันคือ pyrosequencing 
เนื่องจากมีขอดีคือสามารถหาเปอรเซนตเมทิลเลชันของแตละ CpG site ในโปรโมเตอรของยีนได แตมีขอเสียคือ
เครื่องมือมีราคาแพง เม่ือเทียบกับวิธี MS-HRM ท่ีใชเครื่อง real-time PCR โดยอาศัยความแตกตางของ Tm 
ระหวาง unmethylated และ methylated ดังนั้นคาใชจายจึงมีราคาถูกกวา แต MS-HRM มีขอเสียคือไม
สามารถหาเปอรเซนตเมทิลเลชันของแตละ CpG site ในโปรโมเตอรของยีนได ซ่ึงเปอรเซนตเมทิลเลชันท่ีคํานวณ
ไดโดยวิธี MS-HRM เปนคาเมทิลเลชันรวมของทุก CpG site ในโปรโมเตอรของยีน การศึกษาของ Amornpisutt 
และคณะ43 พบวาระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันท่ีตรวจวัดโดยวิธี MS-HRM มีความสัมพันธกับระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชัน
ท่ีตรวจวัดโดยวิธี pyrosequencing ดังนั้นระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันท่ีตรวจวัดโดย MS-HRM ในการศึกษาครั้งนี้จึง
มีความนาเชื่อถือ คา lower detection limit ของวิธี MS-HRM สําหรับ OPCML, SFRP1 และ HIC เทากับ 5% 
สวนยีน PTEN และ DcR1มีคาเทากับ 10% methylation 
 การศึกษาครั้งนี้พบความถ่ีของเมทิลเลชันสูงในยีน OPCML (89%) และ SFRP1 (83.6%) ในมะเร็งทอ
น้ําดีเม่ือเทียบกับชิ้นเนื้อปกติ ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Sriraksa และคณะ14 ท่ีตรวจพบเมทิลเลชันของยีนท้ัง
สองสูงในมะเร็งทอน้ําดีโดยวิธี methylation-specific PCR (MSP) ผลการศึกษานี้ชี้ใหเห็นถึงความสามารถของ
เมทิลเลชันของ OPCML และ SFRP1 ในการเปนตัวบงชี้วินิจฉัยสําหรับมะเร็งทอน้ําดี สวนการพบระดับเมทิล
เลชันของ DcR1 สูงในเนื้อเยื่อปกติบริเวณใกลเคียงในการศึกษาครั้งนี้อาจเนื่องมาจากการตอบสนองตอ
กระบวนการอักเสบจึงทําใหคา cut-off สูง ดังนั้นจึงพบภาวะ hypomethylation ของ DcR1 ในมะเร็งทอน้ําดี  

วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือหาตัวบงชี้ทํานายการตอบสนองตอการรักษาของผูปวยมะเร็งทอน้ําดี 
แตไมพบเมทิลเลชันของยีนใดท่ีแตกตางระหวางกลุมผูปวยท่ีตอบสนองและไมตอบสนองตอการรักษา จึงทําให
การศึกษาไมบรรลุวัตถุประสงคในการหาตัวบงชี้ทํานายการตอบสนองตอการรักษา สาเหตุอาจเนื่องมาจากการ
คัดเลือกกลุมผูปวยท่ีตอบสนองและไมตอบสนองตอการรักษา ซ่ึงใชคามัธยฐานของอัตราการรอดชีวิตของผูปวยใน
การแบงกลุมผูปวยมะเร็งทอน้ําดีท่ีเขารับการผาตัดและไดรับเคมีบําบัด 5-fluorouracil (5-FU) โดยอาจไดรับแบบ
เดี่ยว หรือรวมกับเคมีบําบัดชนิดอ่ืน ซ่ึงการรักษาดวยเคมีบําบัดท่ีหลากหลายนี้อาจมีผลตออัตราการรอดชีวิตของ
ผูปวย ปจจัยท่ีมีผลตอการตอบสนองตอการรักษานอกเหนือจากการตอบสนองตอเคมีบําบัดแลว การผาตัดเพ่ือเอา
กอนมะเร็งออกก็มีความสําคัญเปนอยางมาก หากทําไดไมสมบูรณจะสงผลใหมีเซลลมะเร็งหลงเหลืออยูบริเวณ
เนื้อเยื่อปกติใกลเคียงและมีโอกาสการกลับเปนซํ้า (recurrence) หรือมีการกระจายของเซลลมะเร็งไปสูอวัยวะอ่ืน 
ซ่ึงปนสาเหตุท่ีทําใหผูปวยเสียชีวิตและมีอัตราการรอดชีวิตท่ีสั้น 

โดยสรุปการศึกษาครั้งนี้เปนการนําเทคนิค MS-HRM มาใชในการหาระดับดีเอ็นเอเมทิลชันในยีน 
OPCML, SFRP1, HIC, PTEN และ DcR1 ในตัวอยางชิ้นเนื้อผูปวยมะเร็งทอน้ําดี ซ่ึง MS-HRM เปนเทคนิคใหมท่ีมี
ความนาเชื่อถือ ทําไดงายไมตองอาศัยเครื่องมือราคาแพง จึงทําใหประหยัดคาใชจาย และสามารถทําในตัวอยาง
คราวละจํานวนมาก จึงเหมาะท่ีจะนํามาเพ่ือหาระดับดีเอ็นเอเมทิลชันในยีนชนิดอ่ืนๆ ท่ีสนใจ นอกจากนี้สามารถ
นําดีเอ็นเอเมทิลเลชันของ OPCML และ SFRP1 มาใชสําหรับเปนตัวบงชี้วินิจฉัยสําหรับมะเร็งทอน้ําดี เนื่องจากไม
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พบเมทิลเลชันในเนื้อเยื่อปกติ โดยประยุกตการตรวจวัดในดีเอ็นเอท่ีสกัดจากซีรัมของผูปวย ซ่ึงการตรวจวัดดีเอ็น
เอเมทิลชันในซีรัมเปนวิธีท่ีนาสนใจ เนื่องจากเปนวิธี invasive สามารถใชติดตามการรักษาผูปวย หรือใชสําหรับ
ประเมินประสิทธิภาพการรักษา 
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