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ศภุฤทธ์ิ ภกัดีไทย : ความสมัพนัธ์ระหวา่งการเกิดโปรโมเตอร์เมธิลเลชัน่กบัการแสดง

ออกเป็นโปรตีนของยีนกลตูาไธโอน-เอส-ทรานส์เฟอเรสชนิดพีหนึง่ในมะเร็งเต้านม. 

(RELATIONSHIP BETWEEN PROMOTER METHYLATION AND PROTEIN 

EXPRESSION OF GLUTATHIONE S-TRANSFERASE GENE CLASS P1 IN 

BREAST CANCER) อ. ท่ีปรึกษาวทิยานิพนธ์หลกั : ศ. นพ. พิเชฐ สมัปทานกุลุ, 56 

หน้า.    

 ที่มาและปัญหา: กลธูาไธโอน เอส-ทรานส์เฟอเรส ยีน ชนิดพีหนึง่ (GSTP1) แสดงออกเป็นโปรตีน 

GSTP1 ซึง่ทําหน้าท่ีเร่งกระบวนการกําจดัสารพิษของกลธูาไธโอน การขาดเอ็นไซม์ GSTP1 มีความสมัพนัธ์กบัการ

เกิดมะเร็งและเก่ียวข้องกบัการเกิดโปรโมเตอร์ เมธิลเลชัน่ (promoter methylation) งานวิจยัก่อนหน้านีพ้บผลการ

เกิด GSTP1 hypermethylation ในมะเร็งเต้านมมีความสมัพนัธ์ที่หลากหลายกบัดชันีชีว้ดัทางคลินิกและพยาธิ

วิทยา และสมัพนัธ์กบัการแสดงออกของโปรตีน GSTP1 

วัตถุประสงค์: ศกึษาความสมัพนัธ์ของผลระหว่างการเกิด promoter methylation กบัการแสดงออกเป็นโปรตีน

ของยีน GSTP1 ในมะเร็งเต้านม  

วิธีการทดลอง: ใช้ชิน้เนือ้มะเร็งเต้านมจาก 100 ตวัอย่าง เพ่ือศกึษาการเกิด promoter methylation โดยเทคนิค 

methylation specific assay (MSP) จากชิน้เนือ้สด ในขณะท่ีการแสดงออกเป็นโปรตีนศกึษาโดยเทคนิคอิมมู

โนฮีสโตเคมี (immunohistochemistry) จากชิน้เนือ้ที่ผ่านการรักษาสภาพในฟอร์มาลินและตรึงในพาราฟิน และใช้

สถิติ Chi Square ในการวิเคราะห์เพ่ือดูความสมัพันธ์ระหว่างผลที่ได้จากสองเทคนิคนีแ้ละความสัมพนัธ์กับ 

พารามิเตอร์ทางพยาธิวิทยาคลินิก (clinicopathological parameters)          

ผลการทดลอง: อตัราการเกิด hypermethylation ของ GSTP1 เป็น 28% (28 ราย) ในจํานวนนีมี้ตวัอย่าง 8 ราย

เกิด methylation และ unmethylation (2-band signal) ซึง่อาจมีสาเหตจุากเซลล์มะเร็งมีสองชนิดปนกนั หรือมี

เซลล์มะเร็งไม่ลุกลามหรือเซลล์ต่อมนมปกติปนอยู่   มีตัวอย่าง 1 รายพบชิน้เนือ้ท่ีคู่กันเป็น non-invasive 

carcinoma  ดงันัน้จึงเหลือตวัอย่างท่ีเป็น invasive carcinoma และมี hypermethylation 19 ตวัอย่าง พบมีการ

แสดงออกเป็นโปรตีน 12.5% ความสมัพนัธ์ของผลที่ได้จากเทคนิค MSP และ IHC วิเคราะห์โดย Chi Square ได้ค่า 

p = 0.04 เม่ือดคูวามสมัพนัธ์ระหว่างสองเทคนิคนีก้บั ดชันีทางคลินิกและพยาธิวิทยา แสดงให้เห็นว่า ผลบวกโดย 

MSP มีความสมัพนัธ์กบัตวัรับโปรเจสเตอโรน (p=0.05) และ ผลบวกโดย IHC มีความสมัพนัธ์กบัตวัรับเอสโตรเจน 

(p=0.001) ส่วน ดชันีอ่ืน เช่น ขนาดและเกรดของมะเร็ง, การแพร่ไปต่อมนํา้เหลือง, HER2-IHC score และ Ki67 

index นัน้พบวา่ไมมี่ความสมัพนัธ์กนั           

สรุปผลการทดลอง: ผลท่ีได้ระหว่างการเกิด hypermethylation ของ GSTP1 โดยเทคนิค MSP และการแสดง

ออกเป็นโปรตีนของ GSTP1 โดยเทคนิค IHC นัน้มีความสมัพนัธ์กนั อย่างไรก็ตามอาจมีปัญหาทางเทคนิคในวิธีการ

ของ MSP ท่ีควรต้องมีการศกึษาตอ่ไป      

สาขาวิชา  วิทยาศาสตร์การแพทย์             ลายมือช่ือนิสติ …………...………………………                                           
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Background: Glutathione S-transferase gene class P1 (GSTP1) encodes glutathione S-

transferase P1 (GSTP1) that catalyses detoxifying metabolism of glutathione. The lack of GSTP1 

expression is linked to carcinogenesis and is related to promoter methylation. The previous studies of 

GSTP1 hypermethylation in breast cancer revealed diverse results and suspicious correlation with 

GSTP1 expression.    

Objective: To investigate the correlation between promoter methylation and protein expression of GSTP1 

in breast cancer.  

Methods: One hundred breast cancer samples were used. The study of promoter methylation employed 

methylation specific assay (MSP) on fresh tissues while the assessment of protein expression was done 

with immunohistochemistry (IHC) on formalin fixed paraffin embedded tissues. The results were 

correlated each other and with clinicopathologic parameters using Chi Square statistics.      

Results: The rate of hypermethylation of GSTP1 was 28%. Of which, 8 cases showed double-band 

signals – methylation and unmethylation bands. This might be caused by heterozygous or contaminant 

factors. Another one case was found in a non-invasive carcinoma. Of the left 19 cases with 

hypermethylation status, 12.5% revealed protein expressions. The correlation of the results between MSP 

and IHC methods yielding the Chi Square test, p-value=  0.04. The correlations with clinicopathological 

parameters showed that progesterone receptor correlated with MSP status (p-value= 0.05) and estrogen 

receptor correlated with IHC status (p-value= 0.001). The other parameters – tumor size, tumor grade, 

lymph node status, HER2-IHC score, Ki67 index were not statistically correlated.  

Conclusion: The results between hypermethylation of GSTP1 by MSP and GSTP1 expression by IHC are 

correlated, however, there might be technical problems regarding MSP that needs further investigation. 
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MSP   =  Methylation specific PCR 

PCR   =  Polymerase chain reaction 

IHC   =  Immunohistochemistry 

DNA   =  Deoxyribonucleic acid 

FFPE   =  Formalin-fixed paraffin-embeded 
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บทที่ 1 

บทนํา 

  ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

         มะเร็งถือเป็นสาเหตกุารตายอนัดบัหนึง่ของประเทศไทยและมีแนวโน้มเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ือง

โดยในผู้ชายพบมะเร็งตบัมากท่ีสดุ รองลงมาคือมะเร็งปอด สว่นในผู้หญิงพบมะเร็งเต้านมเป็น

อนัดบัหนึง่รองลงมาคือมะเร็งปากมดลกู [1] อตัราการเกิดโรคมะเร็งเต้านม 20.9 คนตอ่ประชากร

สตรี 100,000 คน [2] 

 โดยทัว่ไปยีนท่ีเก่ียวข้องกบัมะเร็งมี 4 กลุม่ [3] ได้แก่ กลุม่ oncogene เช่น growth factor 

กลุม่ tumor suppressor gene เช่น BRCA1, BRCA2, p53 [4] กลุม่ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิด 

apoptosis และกลุม่ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการซอ่มแซมดีเอ็นเอ กลุม่ยีนอนัหลงัสดุนีเ้ป็นกลุม่ยีนท่ี

ผู้วิจยัสนใจ ความรู้ในปัจจบุนัทราบวา่ธรรมชาตดีิเอ็นเอของคนเรามีความเส่ียงตอ่การรับอนัตราย

จากสารเคมี, รังสี, อาหารท่ีมี carcinogen และอ่ืนๆ ท่ีทําอนัตรายตอ่สารพนัธุกรรมในเซลล์แต่

ไมไ่ด้ทําให้เกิดการกลายพนัธุ์ทกุครัง้เสมอไป ทัง้นีเ้พราะเซลล์มียีนกลุม่นีท่ี้คอยทําหน้าท่ีแก้ไข

ซอ่มแซมสารพนัธกุรรมหรือดีเอ็นเอไมใ่ห้เกิดความผิดปกติ [5] Glutathione S-transferase 

(GSTs) เป็นยีนท่ีสร้างเอนไซม์เก่ียวข้องกบักระบวนการเมตาบอลสิมในสิง่มีชีวติท่ีทําให้สารพิษ

หรือสารท่ีร่างกายไมต้่องการให้กลายเป็นสารท่ีมีพิษน้อยลงและมีความสามารถในการละลายได้ดี

ขึน้จงึขบัออกจากร่างกายได้ [6, 7] 

 GSTs (E.C.2.5.1.18) [8] เป็นกลุม่ยีนท่ีควบคมุการสร้างเอนไซม์ glutathione S- 

transferase ซึง่เป็น phase II metabolic ท่ีมีความสมัพนัธ์ตอ่การลดการเกิดพษิจาก metabolites 

ของสารก่อมะเร็ง (carcinogen) ตลอดจนยาท่ีมีพิษตอ่เซลล์ (cytotoxic drug) โดยคอนจเูกตกบั 

glutathione [9] ในมะเร็งตอ่มลกูหมากมีการศกึษาพบ hypermethylation ของยีนนีส้งูถึง 90% จงึ

อาจเก่ียวข้องในเชิงเป็นสาเหต ุ [3] แตใ่นมะเร็งเต้านมพบ hypermethylation ของยีนนี ้ 13-30% 

และอาจมีความเก่ียวข้องกบั prognosis จากงานวิจยัชิน้หนึง่ท่ีพบวา่ อตัราการมีชีพท่ี 5 ปีหลงัการ

รักษา ในกลุม่ผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมท่ีมี  methylation  แยก่วา่กลุม่ท่ีเป็น unmethylation [9]  

 การทดสอบ hypermethylation ใช้วิธี methylation specific PCR (MSP) ซึง่เม่ือเกิด 

hypermethylation จะทําให้ ยีนทําหน้าท่ีไมไ่ด้ การตรวจโปรตีนของยีนนีโ้ดยวิธี Immuno-

histochemistry (IHC) ควรให้ผลลบ อยา่งไรก็ตาม การศกึษาความสมัพนัธ์ของ สอง วิธีการนี ้พบ



2 

 

ลกัษณะความสมัพนัธ์ท่ีไมโ่ดยตรง เพราะมี hypermethylation ของยีนสว่นหนึง่ (ราวร้อยละ 12) 

ท่ีพบโปรตีน และ unmethylation ของยีนท่ีพบผลบวกและผลลบ ของโปรตีน ในสดัสว่นพอๆกนั 

[9] 

 ในมะเร็งเต้านมพบวา่ GSTP1 มีความเก่ียวข้องกบัความรุนแรงของมะเร็ง (aggressive 

tumor) และการตอบสนองกบัการใช้ยา [10] แตเ่น่ืองจากมีความไมส่อดคล้องของการใช้ผลจาก 

MSP ซึง่ตรวจหา promoter methylation กบัผลจาก IHC ซึง่ตรวจหาโปรตีนของ GSTP1 ผู้วิจยัจงึ

สนใจศกึษาความสมัพนัธ์ของผลของวิธีการทดสอบ ทัง้ 2 วิธีนี ้เพ่ือเป็นข้อมลูของการศกึษาการใช้

ประโยชน์ของการตรวจยีนนีใ้นทางคลนิิกตอ่ไป 

คาํถามงานวจัิย 

          คําถามหลกั: ความสมัพนัธ์ระหวา่งผลทดสอบ promotor methylation และผลทดสอบ

โปรตีน ของยีน GSTP1 เป็นอยา่งไร 

 คําถามรอง: อตัราการเกิด DNA-hypermethylation ของยีน GSTP1 ในผู้ ป่วยมะเร็งเต้านม

มีคา่เทา่ไร 

วัตถุประสงค์ของการวิจยั 

1. ศกึษาเปรียบเทียบความสมัพนัธ์ของผล immunohistochemistry ท่ีด ู protein 

expression ของยีน GSTP1 กบัเทคนิค methylation specific PCR ท่ีดกูารเกิด DNA-

hypermethylation ของยีน GSTP1 

2.  ศกึษาอตัราของการเกิด DNA-hypermethylation ของยีน GSTP1 ในผู้ ป่วยมะเร็งเต้า

นม 

สมมตฐิานของการวจัิย 

 การเกิด methylation ทําให้มีการหยดุการทํางานของยีนหรือทํางานได้น้อยลง การ

แสดงออกของโปรตีนควรให้ผลเป็นลบ สว่นการเกิด unmethylation มีผลให้มีการแสดงออกของ

ยีนปกตคิวรให้ผลเป็นบวก ปัจจยัท่ีมีผลกระทบตอ่ความสมัพนัธ์นี ้คือ วิธีการตรวจและการแปลผล

ของแตล่ะวิธีการ ถ้ามีขัน้ตอนใดไมส่มบรูณ์ อาจมีผลตอ่ความจริงของผลได้  
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กรอบแนวความคดิในการวิจัย (Conceptual framework) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผล Methylation (1-band signal) สอดคล้องกับผลลบ (negative test) ใน IHC 

ผล Unmethylation (1-band signal) สอดคล้องกับผลบวก (positive test) ใน IHC 

ผล Methylation และ Unmethylation (2-band signal) แปลผลได้ไม่ชัดเจน อาจเกิดจาก

ความคลาดเคล่ือนในขัน้ตอนทางห้องปฏิบัตกิาร หรืออาจเป็นธรรมชาตขิองมะเร็ง 

IHC ใช้เกณฑ์ตดัสิน (cut off) คือการตดิสีมากกว่า 10% ของเซลล์มะเร็งลุกลามในเนือ้เยื่อ

ที่ทาํการตรวจ เป็นผล บวก (positive test) 

 

GSTP1 gene 

Immunohistoche 

mistry (IHC) 

Methylation 

specific PCR 

Positive Negative Methylation Unmethylation 

2-band signal  

??? 
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ข้อตกลงเบือ้งต้น 

1. สําหรับชิน้เนือ้ท่ีจะใช้ทํา Immunohistochemistry (IHC) block  ต้องผา่นเลือก

ตําแหนง่ท่ีต้องการศกึษาโดยพยาธิแพทย์ผู้ เช่ียวชาญ 

2. ชิน้เนือ้สดท่ีใช้ทดสอบโดยวธีิ MSP และท่ีเป็นพาราฟินบลอ็กท่ีใช้ทดสอบโดยวิธีการ 

IHC นํามาจากผู้ ป่วยคนเดียวกนัท่ีเป็นมะเร็งเต้านมโดยถือวา่ไมว่า่จะบริเวณไหนท่ี

เป็นมะเร็งควรให้ผลเหมือนกนั 

3. ข้อมลูตวัอยา่งทัง้หมดถกูปิดบงัไว้สําหรับผู้ปฏิบตังิานวิจยัเพ่ือป้องกนัอคตใินการ

วดัผลการทดลอง 

คาํจาํกัดความที่ใช้ในการวิจัย 

Glutathione S- transferase คือเป็นกลุม่ยีนท่ีควบคมุการสร้างเอนไซม์  

  Glutathione S-transferase ซึง่เป็น phase II  

  metabolic ท่ีมีความสมัพนัธ์ตอ่การลดการเกิดพิษจาก  

  metabolites ของสารก่อมะเร็ง (carcinogen) ตลอดจน 

  ยาท่ีมีพษิตอ่เซลล์ (cytotoxic drug) โดยคอนจเูกตกบั  

  glutathione 

Immunohistochemistry    คือเทคนิคท่ีใช้ตรวจสอบแอนตเิจนภายในเนือ้เย่ือ โดย

ใช้แอนตบิอดีท่ีจําเพาะไปจบักบัแอนตเิจนภายในเนือ้ 

เพ่ือให้ทราบวา่มีแอนตเิจนอยูใ่นเนือ้เย่ือหรือไม ่และถ้ามี

อยูใ่นตําแหนง่ใด        

คาํสาํคัญ 

 Glutathione S-transferase P1, Promoter methylation, Breast cancer 
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ขัน้ตอนของการวิจัย 

- การเก็บชิน้เนือ้สด (tissue bank)      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     ชิน้เนือ้สดทําการเก็บไว้ท่ีอณุหภมู ิ-80 องศาเซลเซยีส (oC) หลงัจากการตรวจตามปกติ

ในภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ 

นํามาสกดั DNA โดยใช้ Qiaamp DNA FFPE tissue Kit (Qiagen) 

นํา DNA ท่ีสกดัได้ไปทําปฏิกิริยากบัสาร Sodium bisulfite 

    เพิม่จํานวนนิวคลีโอไทด์เฉพาะตําแหนง่ด้วยปฏิกิริยา Methylation Specific 

Polymerase chain reaction (MSP)  

   นําผลติภณัฑ์ท่ีได้จากกระบวนการ MSP แล้วนําไปแยก DNA ด้วยกระแสไฟฟ้าจากนัน้

ย้อมด้วยสาร Gel star nucleic acid strain เพ่ือดผูลติภณัฑ์ของ PCR ภายใต้แสง

อลัตราไวโอเลต 

   โดยผลติภณัฑ์ PCR ของ methylated มีขนาด 91 bp unmethylated GSTP1 มีขนาด 

97 bp 
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- การคดัเลือกชิน้เนือ้จากพาราฟินบลอ็ก 

 

 

 

      

 

 

       

 

 

  

 

ข้อจาํกัดของการวิจัย 

1. ชิน้เนือ้สดท่ีเก็บไว้หลงัจากการตรวจตามปกตมีิจํากดั 

2. การสกดัดีเอ็นเอจากเนือ้สดนัน้ได้ใช้ Kit จากการสกดัจากพาราฟินบล็อก ผลท่ีได้จาก

การสกดัอาจได้ดีเอ็นเอท่ีไมดี่พอ 

3. การเลือกเนือ้สดมาสกัดดีเอ็นเอจะให้ผลดีกว่าถ้าเทียบกับพาราฟินบล็อกเม่ือใช้

วิธีการ MSP 

 

 

 

 

      คดัเลือกชิน้เนือ้ตวัอยา่งท่ีอยูใ่นรูปแบบพาราฟินบลอ็กท่ีมีการย้อม Hematoxylin-

Eosin (H&E) แล้วนําสไลด์ตวัอยา่งมาทําการคดัเลือกโดยพยาธิแพทย์ 

ย้อมด้วย Anti-GSTP1 antibody, Sigma, USA; ท่ี dilution 1: 800 โดยเคร่ือง Ventana 

automated immunostainer (Ventana, Tucson, AZ, USA) 

  ดกูารแสดงออกของโปรตีน GSTP1 ภายใต้กล้องจลุทรรศน์โดยพยาธิแพทย์ 

     จากนัน้นําสไลด์ท่ีผา่นการคดัเลือกมาหาบลอ็กเพ่ือท่ีจะนํามาตดัด้วย microtome 

ขนาด 2 ไมครอน 
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ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ทราบถึงความชกุการเกิด DNA methylation ของยีน GSTP1 ในมะเร็งเต้านมของผู้ ป่วย

คนไทยโดยเฉพาะอย่างยิ่งความสมัพนัธ์ของผล Methylation กบั Immunohistochemistry เพ่ือ

เป็นข้อมูลสําหรับศึกษาต่อไป ในการใช้เป็นการทดสอบเพ่ือประโยชน์ในทางคลินิก ในการ

พยากรณ์การตอบสนองตอ่ยาและพยากรณ์ความรุนแรงของโรค 



บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

กลไกควบคุมการแสดงออกของยีน (Epigenetic) 

 กลไกควบคมุการแสดงออกของยีน (Epigenetic) โดยไม่มีการเปล่ียนแปลงลําดบัของเบส

ในยีน เช่น การเปล่ียนแปลงรูปของฮีตโตนโปรตีน (Histone modification), การเปล่ียนแปลง

รูปแบบตา่งๆ ของโปรตีนท่ีเก่ียวข้องกบัโครมาตินและดีเอ็นเอเมธิลเลชัน่ (DNA methylation) [11] 

ซึง่การควบคมุการแสดงออกของยีนผ่านกลไกดีเอ็นเอเมธิลเลชัน่นัน้เป็นหนึ่งในกลไกสําคญัอย่าง

หนึ่งท่ีพบบอ่ยทัง้ในเซลล์ท่ีปกติและเซลล์มะเร็ง โดยการเติมหมู่เมธิลลงในตําแหน่งของคาร์บอนท่ี 

5 ของเบสไซโทซีนร่วมพนัธะฟอสโฟไดเอสเตอร์กบัเบสกวานีน (CpG) กลายเป็นหมู่เมธิลไซโทซีน 

(5-methylcytosine) ขึน้ โดยตําแหน่งท่ีอดุมไปด้วย CpG นัน้เรียกว่า CpG island ซึง่พบมากใน

บริเวณสว่นควบคมุการแสดงออกของยีน (regulatory sequence) [11] การท่ีหมู่เมธิลไปจบักบัดี

เอ็นเอ ถ้าตําแหน่งท่ีเกิดเมธิลเลชัน่อยู่บนโปรโมเตอร์ (promoter) ของยีนใด จะยบัยัง้การทํางาน

ของยีนนัน้และทําให้ mRNA ท่ีเป็นผลผลติจากยีนนัน้มีจํานวนน้อยลง 

 

 

ภาพท่ี 1. แสดงกลไกการเกิดมะเร็งในระดบัเหนือพนัธุกรรม (epigenetic events) 
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กลุ่มยีนและสารเคมีที่เก่ียวของกับการเกิดมะเร็ง 

 ยีนท่ีเก่ียวของกบัการเกิดมะเร็งแบง่ออกเป็น 4 กลุม่ [3] ดงันี ้ 

- ยีนมะเร็ง (oncogene) คือการเปล่ียนรูปของยีนปกติท่ีเรียกว่า proto-oncogene 

ซึ่งมกัทําหน้าท่ีเก่ียวกับการเพิ่มจํานวนของเซลล์ ยีนมะเร็งเป็นยีนท่ีส่งเสริม

โดยตรงให้เซลล์ปกตกิลายเป็นเซลล์มะเร็ง [12] 

- ยีนท่ียบัยัง้มะเร็ง (tumor suppressor gene) คือ ยีนท่ียบัยัง้มะเร็งหยดุการ

เจริญเติบโตของเซลล์หรือกดการทํางานของกระบวนการเกิดมะเร็งถ้าเกิดความ

ผิดปกตขิองตวัท่ีจะไปยบัยัง้การเจริญของเซลล์ จะทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงท่ีพบ

ได้ในกระบวนการเกิดมะเร็งได้ (carcinogenesis) 

- ยีนควบคมุการตายของเซลล์ (apoptosis related gene) คือ ขบวนการท่ีเซลล์

ทําลายตวัเองโดยการควบคมุของยีนท่ีเก่ียวข้องเพ่ือควบคมุความสมดลุของเซลล์

ร่างกาย ซึง่การอยู่รอดของเซลล์จะขึน้อยู่กบัยีนท่ีไปกระตุ้นหรือยบัยัง้ apoptosis 

ดงันัน้ การเกิด neoplastic cell ไม่เฉพาะเกิดจากการกระตุ้น oncogene หรือ

ยบัยัง้ tumor suppressor gene แตย่งัเกิดขึน้โดยการเกิด mutation ของยีนท่ีเป็น

ยีนควบคมุ apoptosis 

- ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการซ่อมแซมดีเอ็นเอ (DNA repairing gene) ในธรรมชาติ

อนัตรายท่ีเกิดจากสารเคมี รังสี และอ่ืนๆ ท่ีทําอนัตรายตอ่สารพนัธุกรรมของเซลล์

ไม่ได้ทําให้เกิดการกลายพนัธุ์ทกุครัง้เสมอไป ทัง้นีเ้พราะมียีนกลุม่นีค้อยทําหน้าท่ี

แก้ไขซอ่มแซมสารพนัธุกรรมหรือดีเอ็นเอท่ีสกึหรอ [5] 

 สารเคมีท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็ง (Chemical Carcinogenesis) สารเคมีท่ีก่อให้เกิด

มะเร็งในระยะแรกจดัเป็นสารเคมีอนัตรายท่ีพบได้หลากหลายทัง้ท่ีเป็นสารเคมีตามธรรมชาติและ

สารเคมีท่ีสงัเคราะห์ขึน้มีการจดักลุม่ของสารเคมีท่ีก่อให้เกิดมะเร็งเป็น 2 กลุม่ [3] 

- Direct-acting compounds เป็นสารเคมีท่ีไปมีผลให้เกิดมะเร็งโดยตรงโดยไม่

จําเป็นต้องมีการเปล่ียนแปลงหรือ metabolism ของสารเคมีก็สามารถท่ีจะทําให้

เกิดมะเร็งได้โดยตรง 

- Indirect-acting compounds หรือ procarcinogens ซึง่สารเคมีกลุม่นีจ้ะต้องถกู

เปล่ียนแปลงหรือเข้าสู่กระบวนการ metabolism เพ่ือท่ีจะสร้าง ultimate 
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carcinogens ซึง่พร้อมท่ีจะไปกระตุ้นให้เกิดมะเร็ง ซึง่ยีน GSTP1 เป็นยีนตวัหนึง่ท่ี

มีความสําคญัท่ีเก่ียวกบัเมตาบอลิสมทางด้าน biotransformation ท่ีสร้างเอนไซม์

ท่ีทําให้สารพิษหรือสารท่ีร่างกายไม่ต้องการให้กลายเป็นสารท่ีมีสารพิษน้อยลง 

เช่น glutathione S-transferase ทําหน้าท่ีในการสร้างเอนไซม์ glutathione S-

transferase 

หน้าที่และการทาํงานของ Glutathione S-transferase 

 เอนไซม์ glutathione S-transferase เป็นเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบัเมตาบอลิสมทางด้าน 

biotransformation ซึง่เป็นกระบวนการทางเคมีในสิ่งมีชีวิตท่ีจะเปล่ียนคณุสมบตัิการละลายของ

สารท่ีมีพิษต่อร่างกายหรือสารท่ีร่างกายไม่ต้องการให้กลายเป็นสารท่ีมีพิษน้อยลงและมี

ความสามารถในการละลายได้ดีขึน้จงึสามารถถกูขบัออกจากร่างกายได้  

     

 

 

 

   

 

 

ภาพท่ี 2. แสดงการทํางานของ Glutathione S-transferase 

Glutathione 

DNA 

adduct 
+ Xenobiotic(X) 

Glutathione S-transferase 

Glutathione S-congugate 
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 โดยปกติเอนไซม์ท่ีเก่ียวข้องกบักระบวนการ biotransformation จะแบง่การทํางาน 2 ช่วง 

คือ phase I enzyme ได้แก่ cytochrome P 450 enzyme และ phase II enzyme ได้แก่ 

glutathione S-transferase [6, 7]  จะเก่ียวข้องกบัขบวนการคอนจเูกตของ glutathione กบั

สารประกอบเชิงซ้อนท่ีเป็น electrophilic compound [13] เช่น สารก่อมะเร็ง (carcinogen) 

ผลผลิตจากภาวะ oxidative stress ตลอดจนยาท่ีมีพิษต่อเซลล์ (cytotoxic drug) ท่ีใช้ในเคมี

บําบดัในการรักษามะเร็งหลงัจากคอนจเูกตแล้วจะทําให้สารมีความเป็นพิษน้อยลงและละลายนํา้

ได้ดีขึน้จึงขบัออกจากร่างกายได้ง่าย แตมี่รายงานพบว่า polymorphism ของยีน glutathione S-

transferase (GSTs) มีผลตอ่การทํางานของเอนไซม์และเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็งหลายชนิด [8, 

14] กลุม่ของยีนท่ีควบคมุการสร้างเอนไซม์ Glutathione S-transferase พบว่ามีทัง้สิน้ 16 ยีน ท่ี

ควบคมุการสร้าง Glutathione S-transferase ในสว่นไซโตพลาสซมึของเนือ้เย่ือ และมี  6 ยีน ท่ี

ควบคมุการสร้าง Glutathione S-transferase ในส่วนเมมเบรน ในท่ีนีจ้ะกล่าวถึงเฉพาะยีน

ควบคมุการสร้าง Glutathione S-transferase ในสว่นไซโตพลาสซมึของเนือ้เย่ือ ซึง่ในมนษุย์พบวา่

แบง่เป็น 8 คลาสใหญ่ๆ ได้แก่ 

 

ภาพท่ี 3. แสดง Glutathione S-transferase supergene family 

1. คลาส Alpha อยูบ่น chromosome คูท่ี่ 6 (6p) แบง่เป็น A1-A4 

2. คลาส Mu อยูบ่น chromosome คูท่ี่ 1 (1p) แบง่เป็น M1-M5 

3. คลาส Theta อยูบ่น chromosome คูท่ี่ 22 (22q) แบง่เป็น T1 และ T2 

4. คลาส Pi อยูบ่น chromosome คูท่ี่ 11 (11q) แบง่เป็น P1 

5. คลาส Zeta อยูบ่น chromosome คูท่ี่ 14 (14q) แบง่เป็น Z1 

6. คลาส Sigma อยูบ่น chromosome คูท่ี่ 4 (4q) แบง่เป็น S1 
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7. คลาส Kappa ยงัไม่ทราบตําแหน่งแน่ชดั แตพ่บว่าอาจควบคมุการสร้างเอนไซม์ท่ี

มีอยูใ่นไมโตคอนเดรีย ได้แก่ K1 

8. คลาส Chi หรือ Omega อยู่บน chromosome คูท่ี่ 10 (10q) แบง่เป็น O1 และ 

O2 [15]  

 

ความหลากหลายของยีน (Genetic polymorphism) 

ความหลากหลายของยีน (genetic polymorphism) [16] หมายถึง การเปล่ียนแปลง

ลําดบันิวคลีโอไทด์  ซึง่มีลกัษณะคล้ายกบัการกลายพนัธุ์ของยีน (gene mutation) แตกตา่งกนั

ตรงท่ี polymorphism ต้องพบได้ไม่น้อยกว่าร้อยละหนึ่งในประชากรปกติ ส่วนใหญ่ของ 

polymorphism มกัจะมีลกัษณะเป็น single nucleotide polymorphism (SNPs)  ซึง่ SNPs ท่ีเป็น 

homozygote หรือ biallelic polymorphism คือมี polymorphism เกิดในคูโ่ครโมโซมพบได้บอ่ย 

ประมาณว่าพบได้ในทกุๆ 300 bps ในปัจจบุนัพบว่าการเกิด polymorphism ในยีนท่ีเก่ียวข้องกบั

เมตาบอลิซึม อาจมีผลต่อการกําจัดสารพิษได้ ดังเช่นท่ีพบในยีนท่ีควบคุมการสร้างเอ็นไซม์ 

Glutathione S-transferase 

Glutathione S-transferase ชนิด P1(GSTP1) อยู่บนโครโมโซมคูท่ี่ 11q13, total range 

67,351,066: 67,354,124 (มี 3,059 bases) [17] การศกึษาความสําคญัของยีนนีต้อ่การเกิด

โรคมะเร็งคือการมีความหลากหลายของยีนท่ี codon ท่ี 105 บน exon 5 ของยีนโดยจดุท่ีสําคญั

คือมีการเปล่ียนจากเบส G เป็นเบส A ซึง่เป็นตําแหน่ง active site ของเอนไซม์ ทําให้เกิดการ

เปล่ียนกรดอะมิโนจาก Isolucine เป็น Valine ซึง่มีผลทําให้การเร่งปฏิกิริยาของเอนไซม์ลดลง [7, 

12] ความถ่ีของความหลากหลายของยีน GSTP1 นัน้ พบว่าชาวตะวนัตกมีประมาณ 50% [18] 

และชาวเอเชียประมาณ 30% [13] สําหรับในเมืองไทยความถ่ีของความหลากหลายของยีนใน

ประชากรคิดเป็นประมาณ 40% [14] ผลกระทบของความผิดปกติของยีนนีจ้ากการศกึษาทัว่โลก

พบว่ายีน GSTP1 มีส่วนเก่ียวข้องในการเพิ่มความเส่ียงให้เกิดโรคมะเร็งต่างๆ เช่น มะเร็งลําไส้, 

มะเร็งต่อมลกูหมากและมะเร็งเต้านม [19, 20] แต่ก็มีบางรายงานการวิจยัท่ีพบว่าการมีความ

หลากหลายของยีน GSTP1 ไม่เก่ียวข้องกบัการเกิดโรคมะเร็งเต้านมแต่อย่างใดทัง้ในทวีปเอเชีย

และยโุรป [21] สําหรับการศกึษาผลกระทบของยีนนีก้บัโรคมะเร็งตา่งๆในประเทศไทยยงัมีไม่มาก

นกั เช่น มีการศกึษาผลของความหลากหลายของยีน GSTP1 กบัมะเร็งเม็ดเลือดขาวในเด็กพบว่า

ยีนนีย้งัไม่มีความเก่ียวข้องกบัการเกิดมะเร็งชนิดนี ้ [22] และการศึกษาผลกระทบของความ
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หลากหลายยีนนีก้บัมะเร็งเต้านมในหญิงไทยผลท่ีได้คือความผิดปกตขิองยีนนีไ้มไ่ด้เป็นสาเหตขุอง

มะเร็งเต้านมแตพ่บวา่มีความสมัพนัธ์กบัการสง่เสริมความรุนแรงของโรคมะเร็งเต้านม [23] ตอ่มา

มีการศกึษาถึงการเกิด hypermethylation บริเวณ CpG islands ของยีน GSTP1 ซึง่พบว่ามีผลลด

การแสดงออกของยีน GSTP1 ทําให้ไม่สามารถผลิตเอนไซม์ได้และเก่ียวข้องกบัการเกิดโรคมะเร็ง

หลายชนิด เช่น มะเร็งต่อมลูกหมากพบว่า 70-80% ของผู้ ป่วยชาวยุโรปเกิดภาวะ 

hypermethylation ขณะท่ีเซลล์ปกติกลบัเกิดน้อยมาก [13] แตใ่นผู้ ป่วยเอเชียพบเพียง 30% [24] 

และ 30 % ของผู้ ป่วยมะเร็งผนงัมดลกูในหญิงชาวเอเชียเกิดภาวะ hypermethylation และมีผลลด

การแสดงออกของยีน GSTP1 [25] สําหรับมะเร็งตับพบว่าผู้ ป่วยชาวเอเชียมีภาวะ 

hypermethylation ประมาณ 50% และภาวะนีย้ังสัมพันธ์กับการสัมผัสสารก่อมะเร็งจาก

สิ่งแวดล้อมด้วย [26] สว่นในมะเร็งเต้านมนัน้ จากการทดลองมกัพบว่าในเซลล์ปกติจะมีการเกิด 

hypermethylation ของยีนนีน้้อยแตจ่ะพบมากในเซลล์มะเร็ง [27]  มีรายงานในเอเชียพบมีภาวะ 

hypermethylation เพียงประมาณ 14% และจะพบมากในมะเร็งเต้านมชนิด IDC ประมาณ 40% 

แต่พบว่ามีความสมัพนัธ์ระหว่างการเกิด hypermethylation กับขนาดของก้อนมะเร็ง, การ

แพร่กระจายไปท่ีต่อมนํา้เหลืองและอตัราการอยู่รอดต่ําของผู้ ป่วย [9] ปัจจบุนัการศกึษาผลของ 

hypermethylation บริเวณ CpG islands ของยีน GSTP1 ในมะเร็งเต้านมยงัไม่มีรายงานใน

ประเทศไทย 

ทฤษฎีและหลักการทั่วไปของเทคนิค PCR (Polymerase chain reaction) 

 เทคนิค PCR (Polymerase chain reaction) เป็นวิธีการเพิ่มจํานวนหรือปริมาณของดีเอ็น

เอเป้าหมาย (target DNA) ซึง่เป็นบริเวณเล็กๆ ในสายดีเอ็นเอ โดยจะเลือกบริเวณใดท่ีต้องการก็

ได้ ถ้ารู้ขอบเขตของดีเอ็นเอท่ีจะเพิ่มขยาย การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอเป้าหมายจะเพิ่มได้เป็นจํานวน

มากหลายๆ ล้านชิน้ (copies) ภายในระยะเวลาอนัสัน้จากดีเอ็นเอต้นแบบซึง่อาจเป็น genomic 

DNA ท่ีสลบัซบัซ้อน การท่ีจําเป็นต้องรู้ขอบเขตและทราบลําดบัเบสของดีเอ็นเอบริเวณท่ีต้องการ

เพิ่มจํานวนเน่ืองจากการทําปฏิกิริยาเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอต้องอาศยัไพรเมอร์หรือ oligonucleotides 

สายสัน้ๆ สองเส้นท่ีมีเบสคูส่มกบัดีเอ็นเอท่ีสนใจจะเพิ่มจํานวน โดยแตล่ะไพรเมอร์จะไปจบักบัแต่

ละเส้นของดีเอ็นเอ โดยมีการทําปฏิกิริยาซํา้ๆกนัต่อเน่ืองหลายรอบจนเอนไซม์หมดประสิทธิภาพ

หรือสารตัง้ต้นของปฏิกิริยาหมดลง ซึง่ในแตล่ะปฏิกิริยาจะประกอบด้วยสารละลาย ดงัตอ่ไปนี ้
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1. สารพนัธุกรรมตัง้ต้น (DNA template) 

2. ลําดบันิวคลีโอไทด์ตัง้ต้น (DNA primer) 

3. อนพุนัธ์นิวคลีโอไทด์อิสระ (deoxyribonucleotide triphosphate) ประกอบด้วย 

- deoxyadenosine triphosphate (dATP) 

- deoxycytosine triphosphate (dCTP) 

- deoxythymidine triphosphate (dTTP) 

- deoxyguanosine triphosphate (dGTP) 

4. Magnesium chloride (MgCl2) ทําหน้าท่ีเป็นโคเอนไซม์ของ Taq polymerase 

5. Taq DNA polymerase  

ในปฏิกิริยาของ PCR แตล่ะรอบ จะประกอบไปด้วยขัน้ตอนดงัตอ่ไปนี ้

 

ภาพท่ี 4. แสดงขัน้ตอนยอ่ยในแตล่ะรอบของกระบวนการเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมด้วยเทคนิค 

PCR 
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1. Heat denaturation step ดีเอ็นเอต้นแบบ ซึง่ปกติจะเป็น double helix จะถกูความ

ร้อนจนทําให้จนทําให้สายดีเอ็นเอสองสายแยกออกจากกนัความร้อนท่ีใช้ประมาณ 

90-95 oc 

2. Primer annealing step เม่ือลดอณุหภมูิลง ไพรเมอร์ซึง่เป็น oligonucleotides ขนาด

ประมาณ 20-30 เบส ท่ีมีลําดบัเบสคูส่มกบัลําดบัเบสในดีเอ็นเอต้นแบบ จะเข้ามาจบั

กับดีเอ็นเอท่ีแยกเป็นเส้นเด่ียวทัง้สองเส้น ท่ีตําแหน่งท่ีตรงข้ามกัน (อุณหภูมิท่ี

เหมาะสมในช่วง 40-60 oc) 

3. Extension step/ DNA synthesis การต่อเติมนิวคลีโอไทด์หรือสายดีเอ็นเอไปใน

แนวทาง 5’         3’ โดยอาศยัเอนไซม์ DNA polymerase ทนความร้อนท่ีอณุหภมูิ

ประมาณ 70-75 oc จนกระทัง่ได้ดีเอ็นเอเส้นคูใ่หม ่

เม่ือจบ 1 รอบ หรือ 1 cycle จะได้ดีเอ็นเอเส้นคูใ่หม่จํานวน 2 ชดุ ซึง่จะสามารถใช้เป็น

ต้นแบบในการเพิ่มจํานวนในรอบต่อๆไป โดยเส้นคู่ใหม่จํานวน 2 ชดุจะแยกเป็นดีเอ็นเอเส้นเด่ียว

จํานวน 4 เส้น (denaturation step) เม่ือได้รับความร้อน และเม่ือลดอณุหภมูิลง ไพรเมอร์ซึง่มี

ปริมาณอยู่มากกว่า ก็จะเข้ามาแย่งจบักบัดีเอ็นเอคูเ่ดิม (primer annealing) เม่ือไพรเมอร์จบักบัดี

เอ็นเอสายเด่ียวเอนไซม์ DNA polymerase ก็สามารถท่ีจะเร่งปฏิกิริยาการเพิ่มเบสท่ีปลายข้าง 3’ 

end ของไพรเมอร์ได้ จนเกิดดีเอ็นเอเส้นคูช่ดุใหม่จํานวน 4 ชดุ (extension/ DNA synthesis) เม่ือ

จบรอบท่ี 3 จะได้ดีเอ็นเอเส้นคูช่ดุใหมท่ัง้หมด 8 ชดุ จํานวนการเพิ่มของดีเอ็นเอจะเป็นแบบทวีคณู 

(exponential) และสามารถคํานวณจํานวนเส้นคูใ่หม ่ท่ีเพิ่มขึน้ได้โดยใช้สตูร 2n โดย n มีคา่เท่ากบั

จํานวนรอบของปฏิกิริยา  
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ภาพท่ี 5. แสดงการเพิ่มของดีเอ็นเอแบบทวีคณูในกระบวนการ PCR 

เม่ือสิน้สดุปฏิกิริยาเพิ่มจํานานดีเอ็นเอแล้ว ดีเอ็นเอท่ีสร้างได้ในหลอดทดลองจะถกูนํามาวิเคราะห์

ให้ทราบว่ามีดีเอ็นเอท่ีต้องการหรือไม่ การวิเคราะห์สามารถทําได้หลายวิธี โดยทัว่ไปคือการแยก

ขนาดชิน้ดีเอ็นเอบน agarose gel โดยใช้กระแสไฟฟ้า (agarose gelelectrophoresis) ดีเอ็นเอท่ี

อยู่บนเจล จะถกูย้อมสีโดยใช้ ethidium bromide และปรากฎให้เห็นเป็นแถบดีเอ็นเอ (DNA 

band) ท่ีเรืองแสงเม่ือสอ่งด้วยแสง UV 

ทฤษฎีและหลักการของ Immunohistochemistry 

 ปัจจุบันโรคมะเร็งเป็นโรคท่ีเป็นปัญหาทางการแพทย์ไปทั่วโลกลําดับต้นการเกิดเป็น

โรคมะเร็งนัน้เกิดอย่างเป็นขัน้ตอน (multistep tumorigenesis) โดยมีการเปล่ียนแปลงของยีนท่ี

สําคญั คือ ยีนก่อมะเร็ง (nocogenes) และยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) ซึง่ความ

เปล่ียนแปลงท่ีเกิดขึน้กับยีนทัง้สองชนิดนีส้่วนใหญ่ทําให้เกิดการเปล่ียนแปลงของโปรตีนซึ่งเป็น

ผลผลิตของยีนนัน้ๆ ด้วย Immunohistochemistry (IHC) เป็นเทคนิคทางห้องปฏิบตัิการทางการ

แพทย์ สามารถนํามาใช้ตรวจหา antigen ได้แก่ โปรตีน คาร์โบไฮเดรต ไขมนั เป็นต้น จึงถูก

นํามาใช้ตรวจหาโปรตีนซึ่งเป็นผลผลิตของยีนเหล่านีไ้ด้ และเป็นวิธีท่ีได้รับความนิยมอย่าง

แพร่หลาย  
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เน่ืองจากเทคนิคนีเ้ป็นการตรวจหา Antigen ภายในเซลล์โดยท่ีโครงสร้างของเซลล์

และเน่ือเย่ือไม่ถกูทําลาย จึงเป็นเทคนิคท่ีถกูนํามาใช้อย่างแพร่หลายในการศึกษาโรคมะเร็งและ

ยีนต้านมะเร็งในแตล่ะขัน้ตอนของการเกิดและดําเนินไปของโรคมะเร็ง การพยากรณ์โรคและความ

รุนแรงของโรคมะเร็ง เป็นต้น 

1. ใช้วิเคราะห์มะเร็งท่ีไม่ทราบมะเร็งปฐมภมูิ (unknown primary origin) หรือ

มะเร็งท่ีมีปัญหาในการจดัแบง่ชนิด โดยวิธี IHC ทําให้สามารถศกึษามะเร็งได้

จากการท่ีเซลล์มะเร็งมี antigen ตา่งๆ กนั ตามเนือ้เย่ือต้นกําเนิด เช่น กลุม่ท่ี

มีกําเนิดจาก epithelial, mesenchymal, neural เป็นต้น 

2. ใช้พยากรณ์โรคและความรุนแรงของโรคมะเร็งโดยวิธี IHC การศึกษา 

antigens ของเซลล์มะเร็งต่างๆ สามารถนํามาใช้ในการพยากรณ์โรค เช่น 

การศกึษาโปรตีน p53 โปรตีน HER2 เป็นต้น 

หลกัการ IHC อาศยัปฏิกิริยาการจบักนัระหว่าง antigen ได้แก่ โปรตีน คาร์โบไฮเดรต 

ไขมัน เป็นต้น ซึ่งคือสิ่งท่ีต้องการจะตรวจหานั่นเอง และ antibody ซึ่งคือภูมิคุ้ มกันท่ีมี

ความจําเพาะต่อสิ่งท่ีต้องการจะตรวจหานัน้ แล้วตรวจหาปฏิกิริยาการจบัท่ีเกิดขึน้ ซึง่สามารถทํา

ได้โดยวิธีทางตรง (direct method) และโดยวิธีทางอ้อม (indirect method) 

- วิธีทางตรง (Direct method) ทําโดยการติดฉลากไว้ท่ี antibody (labeled 

antibody) เม่ือ antibody จบักบั antigen โดยตรงแล้วทําการตรวจหา labeled 

antibody วิธีทางตรงนีง้่ายกว่า ใช้เวลาสัน้กว่า มีความจําเพาะสงูกว่า แตมี่ความ

ไวต่ํา และมีข้อจํากัดในการต้องใช้ lebeled antibody ท่ีมีความจําเพาะต่อ 

antigen นัน้ๆ เสมอ [31] 
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ภาพท่ี 6. แสดง method ของ immunohistochemistry ทัง้แบบ direct และ indirect method 

- วิธีทางอ้อม (Indirect method) ใช้ antibody สองชนิด ชนิดแรกคือ Primary 

antibody ท่ีมีความจําเพาะต่อสิ่งท่ีต้องการจะตรวจหานัน้และชนิดท่ีสองคือ 

Secondary antibody ท่ีมีความจําเพาะตอ่ primary antibody นัน้ๆ และทําการ

ติดฉลากไว้ท่ี secondary antibody บางครัง้จึงเรียกว่า labeled antibody แล้ว

ทําการตรวจหา secondary antibody ดงักลา่วนี ้วิธีทางอ้อมนีจ้ะซบัซ้อนมากกว่า 

ใช้เวลานานกว่า มีความจําเพาะต่ํากว่า แต่มีความไวสงูกว่า เม่ือเปรียบเทียบกบั

วิธีทางตรง และไม่มีข้อจํากดัในการต้องใช้ secondary antibody หรือ labeled 

antibody ท่ีมีความจําเพาะต่อ primary antibody นัน้ๆ วิธีการนีทํ้าให้มีความ

สะดวกในการติดฉลากโดยการติดฉลากไว้ท่ี secondary antibody และสามารถ

นํามาใช้กบั primary antibody ต่างๆ ท่ีมีความจําเพาะต่อ antigen ต่างๆ ได้

มากมาย สามารถแบง่ยอ่ยได้เป็น 3 วิธี ได้แก่ 

1. Unlabelled antibody method เป็นการใช้ secondary antibody เป็นสะพานเช่ือม

ระหวา่ง primary antibody กบั teriary antibody ท่ีมี enzyme complex conjugate อยู ่วิธีการนี ้

ได้แก่ Peroxidase antiperoxidase complex (PAP), alkaline phosphatase anti-alkaline 

phosphatase complex (APAAP) เม่ือ enzyme และ substrate ทําปฏิกิริยากนัแล้ว เม่ือหยด 

chomogen ลงไปก็จะสามารถ detect ตําแหนง่ท่ี antibody และ antigen จบักนัอยูไ่ด้ [31] 
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ภาพท่ี 7. แสดงภาพ Peroxidase Anti-Peroxidase (PAP) method 

2.  (Strept) avidin-biotin technology เทคนิคนีเ้ป็นการอาศยัคณุสมบตัิในการจบักนั

ระหว่าง avitin กบั biotin จะมีการจบักนัอย่างหนาแน่นและจําเพาะเจาะจง แบ่งออกเป็น 2 วิธี

ได้แก่  

2.1 avitin-biotin complex (ABC) method เป็นวิธีการท่ีอาศยัคณุสมบตัิในการ

จบัตวักนัของ avidin และ biotin ท่ีจะยดึตวักนัอย่างหนาแน่นและจําเพาะเจาะจง avidin 

เป็นสว่นประกอบของไขด่าว structure เป็นรูปส่ีเหล่ียมมี 4 submit ท่ีจะให้ biotin เกาะได้ 

สว่น biotin เป็น low molecular weight vitamin ท่ีสามารถจะ conjugate กบั antibody 

และ enzyme ได้ง่าย จึงทําให้สามารถท่ีจะใช้ biotin conjugate กับ secondary 

antibody และสร้าง avidin biotin enzyme complex เพ่ือใช้แทน PAP or APAAP 

complex ตวั avidin จะมี oligosaccharide residue ของไข่ขาวติดมาด้วย [32] สารตวันี ้

มกัจะไปจบักบั lecithin บนเนือ้เย่ือได้ ทําให้เกิด non-specific stainingจึงมีการทดแทน 

avidin ด้วยสาร strept avidin ซึ่งได้จากการเพาะเลีย้งเชือ้แบคทีเรียStreptomyces 

avidinii สารตวันีไ้ม่มี oligosaccharide residue และมีคุณสมบตัิในการจบักับbiotin 

เช่นเดียวกบั avidin 
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ภาพท่ี 8. แสดงภาพ Avidin-Biotin Conplex (ABC) method 

2.2 labeled streptavidin-biotin (LSAB) method เน่ืองจาก avidin เป็น

สว่นประกอบของไขข่าวจงึมี oligosaccharide residue ของไขข่าวตดิมาด้วย และสาร

ดงักลา่วมกัจะไปจบักบั non-specific lecitin-like ท่ีอยูบ่นเนือ้เย่ือทําเกิดสีท่ีไมจํ่าเพาะ

หรือ non-specific staining ตอ่มาจงึมีการใช้สาร streptavidin ท่ีได้จากการเพาะเลีย้ง

เชือ้แบคทีเรีย Streptomyces avidinii ซึง่มีคณุสมบตัใินการจบักบั biotin เช่นเดียวกนักบั 

avidin มาใช้ทดแทน avidin ซึง่สารตวันีจ้ะมีสว่นประกอบท่ีเป็น carbohydrate moieties 

น้อยกวา่  ทําให้มีการเกิด non-specific staining น้อยกวา่การใช้ avidin [32] ซึง่ทัง้ ABC 

และ LSAB เป็นเทคนิคท่ีมี sensitivity ท่ีเพิม่สงูขึน้ [32,33] 

 

ภาพท่ี 9. แสดงภาพ Labeled Streptavidin-Biotin Conplex (LSAB) method 
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 3.   Chain polymer-conjugated technology เป็นเทคนิคท่ีใช้เอนไซม์ และ antibody 

(primary, secondary) มาติดบน spine molecule ของ dextran และใน 1 spine molecule ของ 

dextran สามารถติด enzyme ได้ 70 molecules พร้อมกบั antibody อีก 10 molecules ด้วยเหตุ

นี ้เทคนิคนีจ้ึงช่วยเพิ่ม sensitvity ลดเวลาและขัน้ตอนในการทํา IHC ได้ ตวัอย่าง เช่น DAKO 

EPOS, DAKO EnVision เป็นต้น เน่ืองจากเทคนิคนีไ้ม่มีการใช้ avitin, biotin จึงไม่ทําให้เกิด non-

specific staining จาก endogenous biotin [32] 

 

ภาพท่ี 10. แสดงภาพ chain polymer-conjugate method 

 ทัง้วิธีทางตรงและวิธีทางอ้อม ฉลากท่ีนํามาติดไว้ท่ี Labeled antibody ได้แก่ 

fluorescence, enzyme และ colloidal gold เป็นต้น และตรวจสอบได้โดยกล้องจลุทรรศน์ image 

analyzer กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอน อย่างไรก็ตามในปัจจบุนัใช้ enzyme ซึ่งจะทําปฏิกิริยากบั 

substrate ท่ีจําเพาะกบั enzyme นัน้ เกิดเป็นสีตา่งๆให้เห็น และตรวจสอบได้โดยกล้องจลุทรรศน์          

การศกึษาการเกิด hypermethylation ในครัง้นีจ้ะใช้ 2 วิธี คือ MSP และ IHC ซึง่การใช้วิธี 

MSP ก็จะใช้วิธีการเตรียมดีเอ็นเอด้วยสาร sodium bisulfite ซึง่จะเปล่ียน cytosine ปกติไปเป็น 

uracil ได้แต่ไม่สามารถเปล่ียน methylcytosine ได้ หลงัจากนัน้จึงนําดีเอ็นเอท่ีได้มาทําพีซีอาร์

ด้วยไพร์เมอร์สําหรับ cytosine ปกติ และ ไพร์เมอร์สําหรับ methylcytosine แล้วตรวจผลการ

ทดลองด้วย agarose gel electrophoresis [26] : ซึง่ไพร์เมอร์ท่ีใช้ตรงกนัจากการศกึษาก่อนหน้า

นีมี้ 4 รายงานด้วยกนั [9, 10, 26, 30] ท่ีทดสอบโดยวิธี MSP  และวิธี IHC เป็นเทคนิคท่ีใช้
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ตรวจสอบแอนติเจนหรือการแสดงออก (expression) ของโปรตีนในเนือ้เย่ือ โดยใช้แอนติบอดีท่ี

จําเพาะเข้าไปจบักบัแอนตเิจนในเนือ้เย่ือ  วิธีนีจ้ะช่วยวินิจฉยัแยกโรคท่ีมีการแสดงออกของโปรตีน

ท่ีแตกต่างกนัได้ [28] การศกึษาได้ใช้วิธี IHC โดยการใช้ antibody: anti-GST-pi polyclonal 

antibody (sigma) โดยมี 2 clone ท่ีตรงกนักบัการศกึษาก่อนหน้านี ้

 



บทที่ 3 

วธีิดาํเนินการวจิัย 

รูปแบบการวจิัย 

          งานวิจยันีเ้ป็นงานวิจยัเชิงพรรณนา (Descriptive study)  
 

ประชากรศึกษา 

 ตวัอย่างท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้ เป็นตวัอย่างชิน้เนือ้มะเร็งเต้านมซึง่อยู่ในรูปแบบของเนือ้

สดแช่แข็งและรูปแบบของเนือ้เย่ือฝังในพาราฟินบล็อก ของ ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะ

แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (ฝ่ายพยาธิวิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาด

ไทย) ตัง้แตปี่ พ.ศ. 2549-2554 โดยตวัอย่างทัง้หมดจะถกูวินิจฉยัและคดัเลือกเข้าสูก่ารศกึษาโดย

พยาธิแพทย์ 

การคาํนวณขนาดประชากรศึกษา 

จากสตูร          n             =         Zα/2 
2

 PQ 

                                                               2 

       เม่ือ                 n = ขนาดตวัอยา่งท่ีต้องใช้ 

                             α = 0.05; Zα/2 = 1.96 คา่ปกติมาตรฐานท่ีได้จากตารางการแจงแจง 

แบบปกตมิาตรฐานท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 

                              P = prevalence (ร้อยละของการพบ hypermethylation ของยีน   

GSTP1 ซึง่มีรายงานอยูร่ะหวา่ง ร้อยละ 14-30)  

ในท่ีนีใ้ช้ 20 

                               Q = 1-P 

                                  = คา่ความคลาดเคล่ือนท่ียอมรับได้ (acceptable error) = 10% 
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      แทนคา่                n               = 1.962×0.2×0.8 

                                                           (0.1)2 

                                                   = 64.47 

      ดงันัน้ ขนาดตวัอยา่งท่ีต้องการ คือ   65 ราย 

เน่ืองจาก คําถามวิจยัหลกัคือ ศึกษาความสมัพนัธ์ของผลตรวจ methylation ของยีน 

GSTP1 และผลตรวจการแสดงออกของโปรตีน GSTP1 โดย IHC ซึง่งานวิจยัก่อนหน้านีเ้คยศกึษา

โดยใช้ขนาดตวัอยา่งราว 100 ราย 

ดงันัน้ ขนาดตวัอยา่งท่ีจะใช้ในการวิจยันี ้จะใช้ทัง้หมด   100   ราย 

 

ประเดน็ทางจริยธรรม 

การศึกษานีจ้ะไม่มีการเปิดเผยข้อมูลความลบัหรือเช่ือมโยงไปถึงข้อมูลส่วนบุคคลของ

ผู้ ป่วย และไมมี่ผลใดๆ ตอ่การดแูลรักษาของผู้ ป่วย 

โครงการวิจยัเร่ืองนีไ้ด้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรม คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั (Faculty of Medicine, Chulalongkorn University Ethics 

Committee) แล้ว รหสั IRB No.376/ 54 

 

เคร่ืองมือและอุปกรณ์การวิจัย 

          1. Slide superfrost plus (Thermo scientific, USA) 

          2. Metal rack 

          3. Cover slide 

          4. Microtome knife 

          5. Microtome (Thermo electron corporation, USA) 

          6. Cold plate 
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          7. Oven  

          8. Pipette 2.5, 10, 20, 100, 200, 1000 µl (Eppendorf, Germany) 

           9. Pipette tip 10, 20, 100, 200, 1000 µl (Axygen, USA) 

         10. Automated immunostainer (Ventana, USA) 

         11. Centrifuge 

         12. Vortex mixture 

         13. PCR chamber 

         14. Thermal cycler (Applied Biosystem, USA) 

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

         16. Power supply (Biored, USA) 

         17. Strom phosphoimager (Molecular Dynamics, UK) 

         18. Computer (with ImageQuant software, Molecular Dynamics, UK) 

         19. 4oC Refrigerator 

         20. -20 oC Freezer 

         21. -80 oC Freezer 

         22. Autoclave 

 

สารเคมีและชุดทดลองที่ใช้ในงานวิจยั 

1. สารเคมีที่ใช้ในการสกัด DNA 

1. 70% Ethanol 

2. 100% Ethanol 

3. Qiaamp DNA FFPE tissue Kit (Qiagen, USA)  

2. สารเคมีที่ใช้ในการทาํปฏิกิริยากับโซเดยีมไบซัลไฟต์ 

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

  2. Universal methylated DNA (Chemicin International, USA) 

  3. Universal unmethylated DNA (Chemicin International, USA) 
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  4. Water 

 3. สารเคมีที่ใช้ในการทาํปฏิกิริยา PCR 

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

2. MgCl2 solution (Applied Biosystem, USA) 

3. dNTPs (Applied Biosystem, USA) 

4. Unmethylation GSTP1 forward primer (Pacific science, Thailand) 

5. Unmethylation GSTP1 reverse primer (Pacific science, Thailand) 

6. Methylation GSTP1 forward primer (Pacific science, Thailand) 

5. Methylation GSTP1 reverse primer (Pacific science, Thailand) 

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

  7. Water 

 4. สารเคมีที่ใช้ในการทาํ gel electrophoresis 

  1. 5x Tris-EDTA 

  2. 40% Acrylamide-bis acrylamide 

  3. 10% Ammoniumpersulfate 

  4. Tetramethylethelenediammine 

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

  6. Water 

 5. สารเคมีที่ใช้ในขัน้ตอน Immunohistohemistry 

1. Anti-GSTP1 antibody produced in rabbit (Sigma, USA) 

2. Diluents (Dako, Denmark) 

3. Ultraview Universal DAB detection Kit (Ventana, USA) 

4. Absoluted alcohol 

5. Xylene 
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6. Permount 

วิธีดาํเนินการวิจัย 

การเก็บตวัอย่าง 

1. เก็บตวัอยา่งโดยจะเก็บสองรูปแบบด้วยกนัคือรูปแบบของเนือ้สดแช่แข็งและรูปแบบ

ของเนือ้เย่ือฝังในพาราฟินบลอ็ก จากภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ตัง้แต ่พ.ศ. 2549-2554 จํานวน 100 ราย 

2. ตวัอยา่งรูปแบบของเนือ้สดจะนําไปเก็บท่ี -80 oC เพ่ือท่ีจะนําไปสกดัดีเอ็นเอ  

3. ตวัอยา่งรูปแบบของพาราฟินบลอ็กท่ีพยาธิแพทย์คดัเลือกสไลด์ท่ีทําการย้อม H&E 

เรียบร้อยแล้วจะนําพาราฟินบลอ็กไปตดัด้วย microtome ขนาด 2 ไมครอน เพ่ือท่ีจะ

เอาไปย้อมด้วยเทคนิค IHC เพ่ือดกูารแสดงออกเป็นโปรตีนของยีน GSTP1 

การสกัดดเีอน็เอ 

1. การสกดัดีเอ็นเอในงานวิจยันีใ้ช้ชดุสกดั Qiaamp DNA FFPE tissue Kit (Qiagen, 

USA) มีขัน้ตอนดงันี ้

- นําเนือ้สดท่ีเก็บไว้ในตู้ เยน็ท่ีอณุหภมูิ -80 o C มาหัน่เป็นชิน้เลก็ๆ จากนัน้นําใสใ่น

หลอด 1.5 microcentrifuge 

- เตมิ ALT buffer 180 µl, proteinase K 20 µl จากนัน้ mix โดยใช้ vortex 

- Incubate ท่ี 56 o C ข้ามคืน 

- Incubate ท่ี 90 o C 1 ชัว่โมง 

- เตมิ AL buffer 200 µl ลงในตวัอยา่งและผสมรวมกนัโดยใช้ vortex จากนัน้เตมิ 

Absolute alcohol แล้วผสมรวมกนัโดยใช้ vortex แล้วดดูใส ่QIAamp MinElute 

- column (in a 2 ml collection tube) แล้วนําไปป่ันเหว่ียง ท่ีความเร็ว 14000 rpm 

เป็นเวลา 1 นาที 

- เติม AW1 buffer 500 µl แล้วนําไปป่ันเหว่ียง ท่ีความเร็ว 14000 rpm เป็นเวลา 1 

นาที 

- เติม AW2 buffer 500 µl แล้วนําไปป่ันเหว่ียง ท่ีความเร็ว 14000 rpm เป็นเวลา 4 

นาที 
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- เปล่ียนเอาเฉพาะ QIAamp MinElute column มาวางบน หลอด 1.5 

microcentrifuge แล้วเติม ATE buffer 100 µl ตรงกลาง membrane วางทิง้ไว้

ประมาณ 10-20 นาที 

- นํามาป่ันเหว่ียงท่ีความเร็ว 14000 rpm เป็นเวลา 1 นาที ดีเอ็นเอท่ีได้เก็บไว้ท่ี

อณุหภมูิ -20 o C 

2. ดีเอ็นเอท่ีได้จากการสกดั จะถกูแบง่นําไปวดัปริมาณของดีเอ็นเอในสารละลายโดยใช้

เคร่ือง Nanodrop Spectrophotometer ของบริษัท Thermo scientific มีขัน้ตอนดงันี ้

- ตอ่สายไฟและสาย USB ให้เรียบร้อย 

- คลกิโปรแกรม Nano Drop 2000 ท่ี PC หรือ Notebook 

- เลือกวิธี (Method) ท่ีต้องการจะวดั 

- ทําความสะอาดแท่นวดั (Pedestal) ด้วยนํา้กลัน่ 

- หยดสารละลาย Blank ท่ีแท่นวดัและคลกิท่ีปุ๋ ม Blank หรือ F3 เพ่ือวดั Blank 

- เช็ดสารละลาย Blank และหยด sample ท่ีแท่นวดัหรือกด F1 เพ่ือทําการวดั 

- อา่นผลการวดัท่ี Result table 

คําแนะนํา 

- ควรทําการ re blank ทกุ 30 นาที 

- ทําความสะอาดหวัอา่นด้วย PR1 เป็นประจําหรือเม่ือวดัคา่ได้ไมถ่กูต้อง 

- ห้ามนําของแข็งไปขดูท่ีแท่นวดั 

3. ดีเอ็นเอจากตวัอยา่งจะถกูเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 oC 

 

การทาํปฏิกิริยากับโซเดยีมไบซัลไฟต์ 

1. ตวัอย่างดีเอ็นเอ จะถกูนํามาทําปฏิกิริยากบัสารโซเดียมไบซลัไฟต์เพ่ือเปล่ียนเบสไซ

โทซีนในสายดีเอ็นเอให้กลายเป็นยรูาซิล โดยใช้ชดุ EZ DNA methylation gold kit 

ของบริษัท Zymo Research ประเทศสหรัฐอเมริกา มีขัน้ตอนดงันี ้
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การเตรียม CT conversion reagent 

- เติมนํา้ (DW) 900 µl + M-dilution buffer 300 µl  + M-dissolving buffer 50 µl ลงใน

หลอดของ CT conversion reagent 

- Mix โดยการ shake หรือ vortex 10 นาที 

ข้อแนะนํา: 

- 1 หลอดของ CT conversion reagent ใช้กบัตวัอยา่งดีเอ็นเอ 10 ราย 

- ห้ามโดนแสง 

- เก็บท่ีอณุหภมูิห้องได้ 1 คืน, เก็บท่ี 4 o C ได้ 1 สปัดาห์, เก็บท่ี -20 o C ได้ 1 เดือน 

การเตรียม M-wash buffer 

- เตมิ absolute alcohol 24 ml ลงใน M-wash buffer 6 ml 

ขัน้ตอนของ DNA bisulfite 

- เติม CT conversion reagent 130 µl ลงใน ตวัอย่างดีเอ็นเอ 20 µl ใน PCR tube ผสม

โดย pipetting up and down และนํามาป่ันเหว่ียง 

- ตัง้โปรแกรม 

98 o C 10 นาที 

64 o C 2.5 ชัว่โมง 

(เก็บสารท่ี 4 o C ได้ไมเ่กิน 20 ชัว่โมง) 

 

- เติม M-Binding Buffer 600 µl ลงบน Zymo-spin TM IC column และวาง column ลงใน 

Collection Tube 

- ใสต่วัอยา่งลงบน Zymo-spin TM IC column ซึง่ประกอบด้วย M-Binding Buffer หลงัจาก

นัน้ปิดฝาและ กลบัหลอดตวัอยา่งไปมาหลายครัง้ 

- ทําการป่ันตวัอยา่ง ท่ีความเร็ว (≥ 10000×g) 30 วินาที และ เททิง้สว่นท่ีเป็นของเหลว 

- เตมิ M-Wash Buffer 100 µl ลงบน column และทําการป่ัน 30 วินาที 

-  เติม M-desulphonation Buffer 200 µl ลงบน column ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง 15-20 

นาที และป่ัน 30 วินาที 
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- เตมิ M-Wash Buffer 200 µl ลงบน column และป่ัน 30 วินาที 

- เตมิ M-Wash Buffer 200 µl ลงบน column และป่ัน 30 วินาที 

- ใส ่column ลงใน 1.5 ml microcentrifuge tube เตมิ M-Elution Buffer 10 µl  

- ทําการป่ัน 30 วินาที เพ่ือชะดีเอ็นเอลงสู ่microcentrifuge tube 

ตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีได้ จะถกูเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 o C 

การเพิ่มจาํนวนดเีอน็เอด้วยปฏิกิริยา PCR 

1. เตรียมสารละลายสําหรับทําปฏิกิริยา PCR ดงันี ้

ตารางท่ี 1. ปริมาณสารเคมีท่ีใช้ในการทําปฏิกิริยา PCR 

ช่ือสาร ปริมาตรตอ่สาร 1 ตวัอยา่ง (µl) 

Water 15.24 

10x buffer 2 

MgCl2 0.8 

dNTPs 0.4 

Primer F GSTP1 0.2 

Primer R GSTP1 0.2 

TaqGold 0.16 

Total MasterMix volume  19 

DNA template 1 

Final volume 20 
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ไพรเมอร์ท่ีใช้ในการทดลองนีอ้้างอิงลําดบัเบสจากงานวจิยัของ Arai, T., et al. (2006) โดยมีลําดบั

เบสดงันี ้

  ตารางท่ี 2. ลําดบัเบสของไพรเมอร์สําหรับปฏิกิริยา PCR 

Unmethylation GSTP1 forward primer 5’-GATGTTTGGGGTGTAGTGGTTGTT-3’ 

Unmethylation GSTP1 reverse primer 5’-CCACCCCAATACTAAATCACAACA-3’ 

Methylation GSTP1 forward primer 5’-TTCGGGGTGTAGCGGTCGTC-3’ 

Methylation GSTP1 reverse primer 5’-GCCCCAATACTAAATCACGACG-3’ 

 

2. นําสารละลายท่ีเตรียมไว้ไปทําปฏิกิริยาเพิ่มปริมาณลําดบันิวคลีโอไทด์โดยใช้เคร่ือง 

PCR Thermal Cycler ของบริษัท Applied Biosystem ประเทศสหรัฐอเมริกา ซึง่แต่

ละขัน้ตอนมีรายละเอียดดงันี ้
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ตารางท่ี 3. อณุหภมูิท่ีใช้ในแตล่ะขัน้ตอนในปฏิกิริยา PCR 

ขัน้ตอน  อณุหภมูิ (oC) ระยะเวลาตอ่

รอบ (นาที) 

จํานวนรอบ 

(รอบ) 

Initiation step  95 7 1 

 Denaturing step 95 1  

PCR cycle Annealing step 61 1 40 

 Extension step 72 1  

Final extension  72 7 1 

 

3. ผลติภณัฑ์ท่ีได้จากปฏิกิริยา PCR จะถกูเก็บไว้ท่ี 4 oC  

ขัน้ตอนการแยกสายดเีอน็เอผลิตภณัฑ์ด้วยวธีิ polyacrylamide gel electrophoresis 

 การเตรียมสารละลายอะครีลาไมด์ท่ี 8 % สําหรับเป็นวุ้นตวักลางในการแยกสายดีเอ็นเอ

ด้วยกระแสไฟฟ้า (polyacrylamide gel electrophoresis) ดงันี ้

 

 

 

 

 

 



33 

 

 ตารางท่ี 4. ปริมาณสารเคมีท่ีใช้ในการแยกสายดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้าผา่นวุ้นตวักลาง 

ช่ือสาร ปริมาตรตอ่เจล 1 แผน่ (µl) 

Water 4500 

5X Tris buffer 1500 

40% Acrylamide-bis acrylamide 1500 

10% APS 65 

TEMED 6.5 

   

1) นําดีเอ็นเอผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากขัน้ตอน PCR มาหยอดลงวุ้นอะครีลาไมด์ท่ีเตรียมไว้

ปริมาณ 10 ไมโครลติรตอ่หนึง่ตวัอยา่งตอ่หนึง่ช่องหยอด 

2) ใส่วุ้นอะครีลาไมด์ให้เคล่ือนโดยการเหน่ียวนําของกระแสไฟฟ้าท่ีขนาด 140 โวลท์, 

23-25 แอมป์ (ตอ่วุ้น 1 แผน่) เป็นเวลา 70 นาที 

3) นําวุ้นอะครีลาไมด์จากข้อ 2 ไปย้อมด้วยสีย้อมดีเอ็นเอ Gelstar nucleic acid stain 

(Cambrex bioscience, USA) เป็นเวลา 5 นาที แล้วนําไปดภูายใต้แสง

อลัตราไวโอเลต 

4) นําวุ้นอะครีลาไมด์ไปถ่ายรูปดแูถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึน้ คือ 91 bp (methylation) และ 97 

bp (unmethylation) 
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การย้อมอมิมูโนฮีสโตเคมี (Immuohistochemistry) 

1) นําสไลด์ท่ีผา่นการอบแล้วไปย้อมอิมมโูนฮีสโตเคมีด้วยใเคร่ืองย้อมอตัโนมตัิ Ventana 

automated immunostainer จากบริษัท Ventana ประเทศสหรัฐอเมริกา (ปฏิบตัิตาม

คูมื่อการใช้งาน)  โดยใช้ antibody  Anti-GSTP1 antibody produced in rabbit, 

Sigma, USA) ซึง่ dilute กบั diluents (Dako, Denmark) ในอตัราสว่น 1:800 และ 

และใช้ชดุ Ultraview Universal DAB detection Kit (Ventana, USA) ในการ

ตรวจสอบ antigen 

2) นําสไลด์ท่ีย้อมเสร็จแล้วไป จุ่ม ใน absolute alcohol 2 โถ และ xylene 2 โถ โถละ 10 

ครัง้ จากนัน้ mount สไลด์ด้วย permount แล้วปิดทบัด้วย cover slide 

** สําหรับการย้อม immunohistochemistry นัน้ ใช้เนือ้เย่ือของมะเร็งตอ่มลกูหมาก เป็น positive 

control 

 

การบันทกึข้อมูล 

บนัทกึข้อมลูลง data sheet 

 

การตรวจสอบข้อมูลและการวิเคราะห์ค่าทางสถติ ิ

ในการวิเคราะห์ข้อมลู มีการใช้โปรแกรมการวิเคราะห์ข้อมลูดงัตอ่ไปนี ้

1) แถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึน้สามารถเช็คโดยการย้อมดีเอ็นเอ Gelstar nucleic acid stain 

(Cambrex bioscience, USA) แล้วดภูายใต้แสงอลัตราไวโอเลตและถ่ายรูป 

2) SPSS version 17.0 เป็นโปรแกรมท่ีใช้สําหรับคํานวณข้อมลูทางสถิติ 

การวิเคราะห์ค่าทางสถติ ิ

- การศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่าง GSTP1 methylation status กบัการแสดงออกเป็น

โปรตีนของ GSTP1 ใช้ chi-square test  

- การศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่าง GSTP1 methylation status กบั clinicopathological 

parameter ใช้ Chi-square test 
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- การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการแสดงออกเป็นโปรตีนของ GSTP1 กับ 

clinicopathological parameter ใช้ Chi-square test 

 

 

 



บทที่ 4 

ผลการศกึษา 

ก. ประชากรตวัอย่าง 

ได้ศกึษาประชากรตวัอยา่งทัง้สิน้จากผู้ ป่วย จํานวน 100 ราย อายผุู้ ป่วยอยูร่ะหวา่ง 34-94 

ปี อายเุฉล่ีย 58 ปี ผู้ ป่วยเป็นเพศหญิงทัง้หมดตวัอยา่งประกอบด้วย  

ตวัอยา่งเนือ้สดแช่แข็ง  จํานวน  100 และ 

ชิน้เนือ้ฝังในพาราฟิน  จํานวน  100 

จากการตรวจทางกล้องจลุทรรศน์ พบว่า มี ชิน้เนือ้จากพาราฟินบล็อก จํานวน 4 ราย มี

เนือ้งอกเป็นชนิด มะเร็งไม่ลุกลาม หรือ มีองค์ประกอบใหญ่เป็นชนิด มะเร็งไม่ลกุลาม จึงได้คดั

ออกจากการศกึษา (ตวัอย่างท่ีคดัออกแสดงผล เป็น unmethylation 3 ราย และเป็น methylation 

1 ราย) ในการศกึษานี ้จงึมีประชากรตวัอยา่งท่ีเป็นมะเร็งเต้านมชนิดลกุลาม จํานวน 96 ราย 

 

ข. การศึกษาโดยวิธี MSP 

ผลการศกึษาในตวัอย่างทดลองทัง้หมด 96 ราย โดย MSP เป็นดงัตารางท่ี 5 โดยทัง้ 96 

รายพบ band ของดีเอ็นเอ ท่ีตําแหน่ง unmethylation (97 bp) และหรือ methylation (91 bp) 

เม่ือให้ตวัอย่าง ผ่านเจลอะครีลาไมด์ด้วยกระแสไฟฟ้า (polyacrylamide gel electrophoresis-

PAGE) พบ 88 ราย ท่ีมี band เดียว ท่ี unmethylation (97 bp) หรือ methylation (91 bp) ดงั

รูปภาพท่ี 11 และ พบ 8 ราย ท่ีมี band คู ่คือ ทัง้ unmethylation (97 bp) และ methylation (91 

bp) ดงัรูปภาพท่ี 12 

 

  ตารางท่ี 5. ตารางแสดง Methylation status ทัง้หมด 96 ราย  
 

Methylation status n % 

GSTP1 methylated, single band 19 20 

GSTP1 unmethylated, single band 69 72 

GSTP1 methylated and unmethylated, 

double-band 

8 8 
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ภาพท่ี 11. แสดง Methylation-specific PCR assay ของยีน GSTP1 ในมะเร็งเต้านม 3 ราย 

แถบ U และ M แทน unmethylation (97 bp) และ methylation (91 bp) ตามลําดบั ตวัอย่าง 

3M+3U มีแถบเดียวขึน้ท่ีตําแหน่ง methylation (91 bp) ขณะท่ี ตวัอย่าง 2M+2U และ1M+1U  มี

แถบเดียวขึน้ท่ีตําแหน่ง unmethylation (97 bp) 

 

 

 
 

ภาพท่ี 12. แสดง Methylation-specific PCR assay ของยีน GSTP1 ในมะเร็งเต้านม 3 ราย 

แถบ U และ M แทน unmethylation (97 bp) และ methylation (91 bp) ตามลําดบั ตวัอย่าง  

6U+6M มีแถบเดียวขึน้ท่ีตําแหน่ง unmethylation (97 bp) ขณะท่ี ตวัอย่าง 5U+5M และ4U+4M  

มีแถบคูข่ึน้ท่ีตําแหน่ง unmethylation (97 bp) และ methylation (91 bp) 

 

 

80 bp 

100 bp 

80 bp 

100 bp 
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ค. การศึกษาโดยวิธี IHC 

ผลการศกึษาตวัอยา่งท่ีมีมะเร็งเต้านมลกุลามทัง้หมด 96 ราย พบ positive 52 ราย และ  

negative 44 ราย การแปลผลเป็นบวก ใช้ดกูารติดสีท่ีนิวเคลียส และหรือ ไซโตพลาสซมึ มากกว่า

ร้อยละ 10 ของเซลล์มะเร็งลุกลาม ซึ่งเกือบทัง้หมดของผลบวกจะให้การติดสีท่ีสามารถแยกได้

เดน่ชดั พยาธิแพทย์สองคนอ่านผลแยกกนั มีความสอดคล้องของผลทัง้หมด การติดสีพบการติดสี

ท่ีเซลล์มะเร็งทัง้หมด (รูปภาพท่ี 13) และตวัอย่างท่ีเป็นผลลบ เซลล์มะเร็งเกือบทัง้หมดไม่เห็นการ

ตดิสี (รูปภาพท่ี 14)  

 

 

ภาพท่ี 13. แสดงถึงการตดิสีของเซลล์มะเร็งทัง้หมด (กําลงัขยายต้นฉบบั 400X) 

 

ภาพท่ี 14. แสดงถึงการไมต่ดิสีของเซลล์มะเร็งในตวัอยา่งผลลบ (กําลงัขยายต้นฉบบั 400X) 
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ง. ความสัมพันธ์ของผลระหว่างวิธี MSP กับ IHC 

 

ในการศกึษานี ้ผู้วิจยัสนใจปรากฏการณ์ท่ีเกิด double band signal ซึง่มี 8 ราย จงึได้

แยกออกมาวิเคราะห์แยกจากกลุม่ท่ีให้ single band signal ซึง่มี 88 ราย  

ผลการศกึษากลุม่ท่ีให้ double band signal กบัการดกูารตดิสี IHC โดยละเอียด พบ

ความสมัพนัธ์กนั ของ ตวัอยา่งทัง้ 8 ราย ดงันี ้

- มีตวัอยา่ง 4 ราย ท่ีพบเซลล์มะเร็งลกุลาม ทัง้ตดิสีและไมต่ดิสี (Heterozygous 

factor) (รูปภาพท่ี 15) 

- มีตวัอยา่ง 2 ราย ท่ีพบเซลล์มะเร็งลกุลามไมต่ดิสี แตพ่บตดิสีในเซลล์มะเร็งไมล่กุลาม

ท่ีมีปนอยู ่(Contaminant factor from associated DCIS component) 

- มีตวัอยา่ง 2 ราย ท่ีพบเซลล์มะเร็งลกุลามทัง้ไมต่ดิสีและตดิสี แตมี่สดัสว่นของอนัหนึง่

น้อยกวา่ร้อยละ 10 (Minority factor) 

 

 

 

ภาพท่ี 15. แสดงเซลล์มะเร็งลกุลามมีกลุม่ตดิสีอยูต่ดิกบักลุม่ไมต่ดิสี (กําลงัขยายต้นฉบบั 400X) 
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ผลการศกึษาของกลุม่ท่ีให้ single band signal กบัการดกูารตดิสี IHC ของมะเร็งลกุลาม

โดยใช้ ร้อยละ 10 ของการตดิสีเป็นเกณฑ์ตดัสนิ (cut-off) พบความสมัพนัธ์กนั ของ ตวัอยา่งทัง้ 

88 ราย ดงัตารางท่ี 6 

 

ตารางท่ี 6. ตารางแสดงความสมัพนัธ์ระหว่าง Methylation status กบัการแสดงออกเป็นโปรตีน

ของยีน GSTP1 

 

Methylation status 

n 

88 

GSTP1 expression 

Negative (40) 

GSTP1 expression 

Positive (48) 

 

P 

GSTP1 methylated 19 13  6  0.04* 

GSTP1 unmethylated 69 27  42  

 

  ผลจากการหาความสมัพนัธ์ระหวา่ง Methylation status กบัการแสดงออกเป็นโปรตีนของ

ยีน GSTP1 พบว่าเม่ือ GSTP1 methylated แล้วมีการแสดงออกของโปรตีนของยีน GSTP1 ให้

ผลบวก (positive) มี 6 ราย ซึง่การดรูายละเอียดของ IHC อีกครัง้ พบผลดงันี ้ 

- พบ 5 ราย มีมะเร็งลกุลามติดสีจางแตป่ริมาณติดสีมากกว่าร้อยละ 10 (รูปภาพท่ี 16) 

บางรายตดิสีจางกวา่สีท่ีตดิในเซลล์ท่ีไมใ่ช่มะเร็งท่ีอยูใ่กล้เคียง 

- พบ 1 ราย เป็นมะเร็งชนิด mucinous carcinoma และแสดงเซลล์ทัง้ท่ีมีโปรตีนและไม่

มีโปรตีน แตเ่ซลล์ตดิสีดเูดน่กวา่ เซลล์มะเร็งท่ีไม่แสดงโปรตีนถกูบดบงัโดยสารโปรตีน

ท่ีมีจํานวนมาก 
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ภาพท่ี 16. แสดงถึงการตดิสีของเซลล์มะเร็ง บางตวั (กําลงัขยายต้นฉบบั 400X) 

 

 

จ. ความสัมพันธ์ของ MSP-defined Methylation status กับดัชนีต่างๆทางคลินิกและ

พยาธิวิทยา 

การศกึษาปัจจยัท่ีมีความสมัพนัธ์กบั Methylation status ได้แสดงผลในตารางท่ี 7 พบว่า มีเพียง

ปัจจยัเดียว คือ PR (ตวัรับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน) ท่ีมีนยัสําคญัทางสถิตท่ีิ p value 0.05 

ตารางท่ี 7. ตารางแสดงความสมัพนัธ์ของผลระหว่าง Methylation status กบั clinicopathologic 

parameter 

Clinicopathologic 

parameters 

Number of 

patients 

GSTP1 

methylation (%) 

GSTP1 unmethylation 

(%) 

P 

Total 88 19 69  

Tumor size     

≤ 2 cm 22 5 (26%) 17 (25%) 0.54 

› 2 cm 66 14 (74%) 52 (75%)  
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Grade     

I 14 3 (16%) 11 (16%)  

II 27 6 (32%) 21 (30%) 0.95 

III 47 10 (52%) 37 (54%)  

ER     

negative 25 3 (16%) 22 (32%) 0.27 

positive 63 16 (84%) 47 (68%)  

PR     

negative 38 4 (21%) 34 (49%) 0.05* 

positive 50 15 (79%) 35 (51%)  

HER2 IHC-score     

Negative (score 0, 1) 52 13 (68%) 39 (56.5%)  

Equivocal (score 2) 23 4 (21%) 19 (27.5%) 0.64 

Positive (score 3) 13 2 (11%) 11 (16%)  

P53 index     

Negative (<10%) 50 8 (42%) 42 (61%) 0.22 

Positive (10% or more) 38 11 (58%) 27 (39%)  

Ki67 index     

Negative (<20%) 41 11 (58%) 30 (43%) 0.39 

Positive (20% or more) 47 8 (42%) 39 (57%)  
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Lymph node status     

negative 59 11 (58%) 48 (70%) 0.49 

positive 29 8 (42%) 21 (30%)  

 

ฉ. ความสัมพันธ์ของผล IHC กับดชันีต่างๆทางคลินิกและพยาธิวิทยา 

  การศึกษาปัจจัยท่ีมีความสมัพันธ์กับ การแสดงออกของโปรตีน GSTP1 ได้แสดงผลใน

ตารางท่ี 8 พบวา่ มีเพียงปัจจยัเดียว คือ ER (ตวัรับฮอร์โมนเอสโตรเจน) ท่ีมีนยัสําคญัทางสถิติท่ี p 

value 0.001 

 

ตารางท่ี 8. ตารางแสดงความสัมพันธ์ของผลระหว่างการแสดงออกเป็นโปรตีนกับ 

clinicopathologic parameters 

Clinicopathologic 

parameters 

Number of 

patients 

GSTP1 Negative 

(%) 

GSTP1 Positive        

(%) 

P 

Total 88 40 48  

Tumor size     

≤ 2 cm 22 13 (32.5%) 9 (19%) 0.21 

› 2 cm 66 27 (67.5%) 39 (81%)  

Grade     

I 14 6 (15%) 8 (17%)  

II 27 16 (40%) 11 (23%) 0.21 

III 47 18 (45%) 29 (60%)  
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ER     

negative 25 4 (10%) 21 (44%) 0.001* 

positive 63 36 (90%) 27 (56%)  

PR     

negative 38 13 (32.5%) 25 (52%) 0.10 

positive 50 27 (67.5%) 23 (48%)  

HER2 IHC-score     

Negative (score 0, 1) 52 25 (62.5%) 27 (56%)  

Equivocal (score 2) 22 10 (25%) 12 (25%) 0.71 

Positive (score 3) 14 5 (12.5%) 9 (19%)  

P53 index     

Negative (<10%) 50 22 (55%) 28 (58%) 0.92 

Positive (10% or more) 38 18 (45%) 20 (42%)  

Ki67 index     

Negative (<20%) 41 22 (55%) 19 (40%) 0.21 

Positive (20% or more) 47 18 (45%) 29 (60%)  

Lymph node status     

negative 59 24 (60%) 35 (73%) 0.29 

positive 29 16 (40%) 13 (27%)  

 



บทที่ 5 

อภปิรายและสรุปผลการวจิัย 

 มะเร็งเป็นสาเหตกุารตายอนัดบัหนึง่ของประเทศไทยและมีแนวโน้มเพิ่มขึน้อยา่งตอ่เน่ือง ใน

ผู้หญิงพบมะเร็งเต้านมเป็นอนัดบัหนึ่ง [1] ปัจจบุนั เช่ือว่า สาเหตขุองการเกิดมะเร็งมาจากปัจจยั

ทางยีนและปัจจยัทางสิง่แวดล้อมร่วมกนั มียีนหลายตวัท่ีมีความเก่ียวข้อง ยีน GSTP1 เป็นยีนหนึ่ง

ซึง่มีรายงานวา่เม่ือเกิด hypermethylation ทําให้กระทบกบัการแปลรหสัและสง่ผลให้เกิดมะเร็งขึน้ 

ตวัอย่างท่ีพดูถึงบ่อยท่ีสดุคือ มะเร็งต่อมลกูหมาก (prostate cancer) ซึง่มีอตัราการพบ GSTP1 

hypermethylation ถึงร้อยละ 90  สําหรับมะเร็งเต้านม มีรายงานพบ GSTP1 hypermethylation 

อยู่ในช่วง 13-30% [34,35,36,37,38] ซึง่จํานวนการศกึษายงัมีน้อยและผลจากการศกึษายงัไม่

ชดัเจนเพียงพอ ส่วนใหญ่ของการศึกษามุ่งความสําคญัในการพยากรณ์โรค มีรายงานจากคณะ

นกัวิจยัในญ่ีปุ่ นพบว่า GSTP1 hypermethylation ในมะเร็งเต้านมโดยวิธี methylation specific 

PCR (MSP) มีความสมัพนัธ์กบัอตัราการมีชีพท่ี 5 ปีหลงัการรักษา แต่ไม่มีความสําคญัในการ

พยากรณ์การตอบสนองการใช้ยากลุ่ม taxane ตรงกันข้ามกับผลการแสดงออกเป็นโปรตีนโดย

วิธีอิมมโูนฮิสโตเคมี (immunohistochemistry, IHC) พบว่าผลทางการแสดงออกโปรตีน GSTP1 

ไม่สมัพนัธ์กับอตัราการมีชีพท่ี 5 ปีหลงัการรักษา แต่มีความสําคญับ่งชีก้ารตอบสนองการใช้ยา

กลุ่ม taxane ได้ ซึ่งในรายงานของคณะนกัวิจยักลุ่มนี ้พบร้อยละ 12 ของ hypermethylation มี

การแสดงโปรตีนผลบวก [9] ซึง่อาจเป็นสาเหตขุองความสมัพนัธ์ท่ีไม่เหมือนกนักบัตวัชีว้ดัในทาง

คลินิกได้ ผู้ วิจยัมีความสนใจความไม่สอดคล้องของการท่ีพบ hypermethylation แต่พบโปรตีน 

GSTP1 จงึได้ดําเนินการวิจยัท่ีคล้ายคลงึกนั กลา่วคือ ทําการทดลองโดยวิธี methylation specific 

PCR และ immunohistochemistry เพ่ือศกึษาการมี methylation ท่ีตําแหน่ง promoter ของยีน 

และการติดสีท่ีแสดงว่ามีโปรตีน ตามลําดบั ผลการศกึษาของผู้วิจยัในครัง้นี ้พบร้อยละ 12.5 ของ 

hypermethylation มีการแสดงโปรตีนผลบวก ซึง่เป็นตวัเลขเดียวกนักบัการศกึษาของคณะญ่ีปุ่ น

ก่อนหน้านี ้การศกึษารายละเอียดโดยนําสไลด์เนือ้เย่ือท่ีย้อม immunohistochemistry วิเคราะห์

ร่วมกบัลกัษณะของมะเร็งใน  6 รายท่ีมีผล immunohistochemistry และ methylation band 

พบว่า ส่วนใหญ่เซลล์มะเร็งมีการติดสีจาง แต่มีสดัส่วนมากกว่าร้อยละ 10 ของมะเร็งทัง้หมดบน

สไลด์ ในบางราย การติดสีจางสามารถเปรียบเทียบได้กบัการติดสีของเซลล์ต่อมนมปกติท่ีอยู่ใน

บริเวณนัน้ท่ีมีการติดสีท่ีเข้มกว่าชัดเจน มีตวัอย่าง 1 รายท่ีเป็นมะเร็งชนิดพิเศษ คือ mucinous 

carcinoma ท่ีเซลล์มะเร็งมีการแสดงโปรตีนและไม่แสดงโปรตีน แต่กลุ่มไม่แสดงโปรตีนถกูบดบงั
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โดยสารเมือกท่ีมีปริมาณมาก ขณะเดียวกนั ผู้วิจยัพบว่า มีตวัอย่างราวร้อยละ 8 (จํานวนตวัอย่าง 

8 ราย) มีผลแสดง hypermethylation เป็นสองแถบ คือ แถบของ methylation และ แถบของ 

unmethylation ซึ่งการศึกษาต่างๆก่อนหน้านี ้ได้มีรายงานเช่นกันแต่ไม่ได้กล่าวถึงรายละเอียด 

ผู้ วิจัยจึงได้แยกการวิเคราะห์ผลของ 8 รายนี  ้เพ่ือศึกษาการแสดงโปรตีนร่วมกับลักษณะของ

เนือ้เย่ือมะเร็งในสไลด์พบว่า มีตวัอย่าง 4 รายท่ีเป็น heterozygous factor คือเซลล์มะเร็งมีสอง

จําพวก มีทัง้กลุ่มท่ีแสดงและไม่แสดงโปรตีนปนกนั มีตวัอย่าง 2 รายท่ีเป็น contaminant factor 

คือพบเซลล์มะเร็งไม่แสดงโปรตีนแตมี่กลุม่เซลล์มะเร็งไม่ลกุลาม (DCIS) ท่ีแสดงโปรตีนปะปนใน

เนือ้เย่ือ และ มีตวัอย่าง 2 ราย ท่ีพบการแสดงโปรตีนของมะเร็งมีสองจําพวกเช่นกัน แต่จําพวก

หนึ่งมีน้อยกว่ามาก (น้อยกว่าร้อยละ 10) หรืออาจเรียกเป็น minority factor  การอภิปรายผล

การศกึษาแยกตามหวัข้อ จะได้กลา่วตอ่ไป ข้างลา่งนี ้

ประชากรตวัอย่าง 

 ได้ศกึษาประชากรตวัอย่างทัง้สิน้จํานวน 100 ราย ผู้ ป่วยเป็นหญิงทัง้หมดมีอายเุฉล่ีย 58 ปี 

เนือ้เย่ือท่ีใช้ในการศกึษาแยกเป็น 2 กลุม่ คือ เนือ้เย่ือสดท่ีเก็บแช่แข็งไว้ สําหรับใช้ศกึษาโดยวิธีการ 

MSP และเนือ้เย่ือท่ีผ่านการตรึงโดยฟอร์มาลีนและฝังอยู่ในพาราฟิน สําหรับใช้ศึกษาโดย IHC 

ข้อจํากดัหนึ่งของการศึกษานีคื้อ ไม่ได้มีการตรวจลกัษณะทางกล้องจุลทรรศน์ของเนือ้สดแช่แข็ง

เหมือนของเนือ้เย่ือท่ีเก็บอยู่ในบล็อกพาราฟิน ทําให้ไม่สามารถยืนยนัได้ว่า เป็นเนือ้เย่ือของมะเร็ง

ลกุลามทัง้หมดหรือไม่ เน่ืองจากการตรวจทางกล้องจลุทรรศน์ของเนือ้เย่ือท่ีอยู่ในบล็อกพาราฟิน

พบว่า มี 4 รายท่ีเนือ้เย่ือส่วนใหญ่หรือทัง้หมดเป็นมะเร็งระยะไม่ลกุลาม ดงันัน้จึงต้องคดั 4 รายนี ้

ออกไป  

 การคดัเลือกตวัอย่างในการศึกษานีเ้ป็นแบบสุ่ม ตามรายการมะเร็งเต้านมท่ีมีการเก็บเนือ้

สดแช่แข็งไว้ท่ีภาควิชาพยาธิวิทยา ตัง้แต่ปี 2549 จํานวน 100 ซึ่งคือใช้รายการทัง้หมดท่ีมีอยู ่

การศกึษารายละเอียดของมะเร็งจากเวชระเบียนและการรายงานผลทางพยาธิวิทยาพบวา่ มีความ

หลากหลายของขนาด เกรด การกระจายไปต่อมนํา้เหลือง และผล biomarkers เช่น ขนาดของ

ก้อน  ≤ 2 เซนตเิมตร = 21 ราย และขนาดของก้อน > 2 เซนตเิมตร = 67 ราย เป็นต้น 

การศึกษาโดยวิธี MSP 

 MSP เป็นวิธีท่ีใช้ในการศึกษาการเกิด methylation เป็นวิธีการท่ีได้รับความนิยมสําหรับ

การศกึษาและใช้กนัทัว่ไป [39] อยา่งไรก็ตาม ยงัมีวิธีการอ่ืนๆ อีก เช่น Real time PCR [40], Real 
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time Quantitative MSP [41] HPLC, DNA sequencing [39] เป็นต้น ซึง่ข้อดีของการเลือกใช้วิธี 

MSP คือ ทําได้ง่าย, มี sensitivity และ specificity สงู ข้อเสียคือ ไม่สามารถตรวจสอบแบบ base 

by base และ resolution ท่ีต่ํากว่าเม่ือเทียบกบั sequencing สําหรับ primer  ได้เลือกใช้ primer 

ตามการศกึษาก่อนหน้านี ้[9,10,42] ซึง่พบว่ามีการศกึษาในมะเร็งเต้านมและมะเร็งตอ่มลกูหมาก 

คือจะใช้ primer 2 คู ่คือ methylation primer 1 คู ่และ unmethylation primer 1 คู ่ซึง่การใช้ 

primer 2 คู่ ท่ีมีความ specific กบับริเวณการเกิด methylation และ unmethylation บน 

promoter การทดลองได้แยกออกเป็น 2 หลอด เพ่ือลดความผิดพลาดในการจบัระหว่าง primer 

กบั DNA ผลจากการศกึษา MSP ใน 1 รายควรจะให้ผลอย่างใดอย่างหนึ่งคือไม่ methylation ก็ 

unmethylation แตมี่สว่นหนึ่ง (8 ราย) ท่ีขึน้ 2 band ซึง่รายละเอียดของการวิเคราะห์ได้กลา่วไว้

แล้วข้างต้น การทดสอบในการศึกษานี ้ผลของ MSP ขึน้ผลทุกรายเพราะได้ใช้เนือ้สด ซึ่งให้

คุณภาพของสายดีเอ็นเอท่ีดีมาก เม่ือเทียบกับการสกัดดีเอ็นเอจากเนือ้เย่ือท่ีฝังอยู่ใน paraffin 

การศกึษา MSP ในเนือ้สดจะให้ผลดีกวา่ [38] 

การศึกษาโดยวิธี IHC 

 IHC เป็นวิธีท่ี พยาธิแพทย์ มีความคุ้นเคยและนิยมใช้ในการวินิจฉยัโรค ผู้วิจยัได้สัง่ซือ้ ชดุ

ย้อม จากบริษัท ซึง่พบวา่มี 2 clone ของ GSTP1 ท่ีมีการศกึษาก่อนหน้านี ้[43] การศกึษาครัง้นีไ้ด้

เลือก clone ท่ีมีความเหมาะสมมากกวา่สําหรับมะเร็งเต้านม ในการประเมินผลบวกและผลลบ ใช้

เกณฑ์การติดสีมากกว่า 10% ของ tumor cell ทัง้ติด cytoplasmic และหรือ nuclear stain ถือว่า 

positive เหมือนการศกึษาก่อนหน้านี ้[29]  IHC เป็นวิธีการศกึษาท่ีเหมาะสมท่ีจะประเมินผลแบบ 

qualitative หรือ semi-quantitative นอกจากนี ้จดุเดน่ของ IHC คือสามารถดลูกัษณะของเซลล์

และเนือ้เย่ือพร้อมกนัไป ในการศกึษานี ้พบวา่มีตวัอย่างจํานวน 4 ราย ท่ีสว่นใหญ่หรือทัง้หมดเป็น

มะเร็งระยะไมล่กุลาม ซึง่ได้คดัออกไป ขณะเดียวกนั ได้ใช้ในการศกึษารายละเอียดของตวัอย่าง 6 

ราย ท่ีมี  hypermethylation แต่การแสดงโปรตีนให้ผลบวก และ ตวัอย่างอีก 8 ราย ท่ีมี  

methylation และ unmethylation bands ซึง่ได้กลา่วละเอียดแล้วข้างต้น 

ความสัมพันธ์ระหว่างผลของ MSP และ IHC, MSP และ Clinicopathological parameter, 

IHC และ Clinicopathological parameter 

 การศกึษาครัง้นี ้ได้แยกวิเคราะห์กลุม่ท่ีให้ 2 band ออกจากกลุม่ท่ีให้ 1 band โดย MSP 

การวิเคราะห์ผล 2 band ได้กล่าวไว้แล้วข้างต้น สําหรับตวัอย่างมะเร็งเต้านมลกุลามท่ีมี 1 band 

ซึ่งมีทัง้หมด 88 ราย กับผลการแสดงออกเป็นโปรตีนได้ใช้วิเคราะห์โดย chi-square พบว่ามี
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ความสมัพนัธ์กนัท่ี p-value 0.04 แต่ก็พบว่าส่วนหนึ่งของการศกึษาไม่มีความสมัพนัธ์กนัคือเกิด 

methylation แล้วให้ผลบวกและเกิด unmethylation แล้วให้ผลลบ ซึง่การท่ีเกิด methylation แล้ว

ให้ผลบวกสามารถเกิดจากการท่ีมีการผลิตโปรตีนออกมาแต่โปรตีนนัน้ไม่สามารถทํางานได้ หรือ

อาจผลิตในปริมาณท่ีลดลง ซึง่การวิเคราะห์ท่ีกลา่วไว้ข้างต้น สนบัสนนุว่าน่าจะมีการสร้างท่ีลดลง 

สว่นท่ีเกิด unmethylation แล้วไม่มีโปรตีนสามารถอธิบายได้ เพราะการไม่มีผลแสดงโปรตีนของ

เซลล์อาจเกิดจากกลไกอ่ืนๆ นอกจากการเกิด methylation เช่น Gene-gene Interaction และ 

Genetic polymorphisms gene deletions [44] เป็นต้น 

 การศึกษานี ้ไม่ได้วางแผนการศึกษาความสมัพันธ์กับตวัชีว้ัดทางคลินิกท่ีสําคัญเหมือน

การศกึษาก่อนหน้านี ้ท่ีพบว่า GSTP1 methylation มีความเก่ียวข้องกบัการมีชีพท่ี 5 ปีหลงัการ

รักษากลา่วคือ ในกลุม่ผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมท่ีมี  methylation  แย่กว่ากลุม่ท่ีเป็น unmethylation [9] 

และการแสดงออกเป็นโปรตีนของ GSTP1 มีผลตอ่การตอบสนองกบัการใช้ยากลุม่ Taxane [10] 

อย่างไรก็ตาม ผู้วิจยัมีความสนใจท่ีจะดําเนินการศกึษาตอ่ในการใช้ประโยชน์ในทางคลินิก เม่ือได้

เข้าใจกระบวนการของเคร่ืองมือแล้ว การศกึษาครัง้นี ้ได้แสดงผลความสมัพนัธ์กบัตวัชีว้ดัเบือ้งต้น

อันได้แก่ ขนาด เกรด การกระจายไปต่อมนํา้เหลือง และผล biomarkers ซึ่งผลการศึกษา

ความสัมพันธ์ระหว่าง MSP กับ clinicopathological parameters  และ IHC กับ 

clinicopathological parameters ไม่สามารถสรุปผลได้ชดัเจน เน่ืองจากไม่ได้วางแผนอย่างดี 

และได้ผลท่ีเทียบเคียงกบัรายงานอ่ืนๆ ยงัไมไ่ด้ 

ข้อเสนอแนะและสรุปผลการทดลอง   

 การศกึษาความสมัพนัธ์ของผลตรวจ GSTP1 ระหว่างวิธี MSP กบั วิธี IHC ได้พบความไม่

สอดคล้องของการท่ีพบ hypermethylation แต่พบโปรตีน GSTP1 ร้อยละ 12.5 การศึกษา

รายละเอียด พบว่า ส่วนใหญ่เซลล์มะเร็งมีการติดสีจาง จึงอาจเป็นไปได้ว่า การเกิด 

hypermethylation ท่ีตําแหน่ง promoter ทําให้การแสดงโปรตีนลดลง แตไ่ม่หมด นอกจากนี ้พบ 

การแสดงแถบคู ่คือมี methylation และ unmethylation bands ในเนือ้เย่ือเดียวกนัซึง่พบราวร้อย

ละ 8 การศกึษารายละเอียด พบว่า อาจมีปัจจยัของ heterozygous, contaminant และ minority 

เก่ียวข้อง ความเข้าใจในเหตกุารณ์ทัง้สองนี ้จําเป็นต้องมีการศกึษาเพิ่มเตมิ  

 ในสว่นของเทคนิค การตรวจหาเมธิลเลชัน่ ควรมีการรวบรวมข้อมลูท่ีเก่ียวข้องกบัลําดบัเบส

บนดีเอ็นเอ ข้อมลูการแปลรหสัโปรตีน และข้อมลูเก่ียวกบัเมธิลเลชัน่ของยีนนีใ้ห้ได้มากท่ีสดุ เพ่ือ

ออกแบบไพรเมอร์ท่ีครอบคลุมและเก่ียวข้องกับส่วนท่ีต้องการศึกษามากท่ีสุด อีกทัง้การตรวจ
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ลําดบัเบสจะช่วยตอบคําถามท่ียงัไม่เข้าใจเก่ียวกบักลไกทางชีววิทยาได้ เพราะการเกิดเมธิลเลชัน่

ถือเป็นกลไลท่ีไม่เก่ียวข้องกับลําดบัเบส (Epigenetic mechanism) ในส่วนของการตรวจหา

โปรตีนด้วยเทคนิคอิมมโูนฮิสโตเคมี ในระหวา่งปฏิกิริยายงัมีปัจจยัภายนอกมาเก่ียวข้องมาก จึงถือ

เป็นเทคนิคท่ีไม่แม่นยํามากพอ การตรวจโปรตีนโดยการตรวจปริมาณ messenger RNA ด้วยวิธี 

Reverse-transcription PCR จงึเป็นเทคนิคท่ีจะให้ความถกูต้องได้มากกวา่ 

 โดยสรุป ผลจากการศกึษาระหว่าง hypermethylation ของ GSTP1 โดย MSP และการ

แสดงออกเป็นโปรตีนของ GSTP1 โดย IHC มีความสมัพนัธ์กนัท่ี p-value 0.04 และอตัราการเกิด 

hypermethylation พบร้อยละ 28 อย่างไรก็ตามยงัไม่ชดัเจนในปัญหาของวิธีการของ MSP จึง

เสนอแนะวา่ควรมีการพิสจูน์ โดยการใช้เทคนิคอ่ืนมาทําการตรวจสอบด้วย (verify techniques) 
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การเตรียมสารเคมีทีใ่ช้ในการทดลอง  

 

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

Distrill water   9   ลติร 

10X TBE   1   ลติร 

 

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

Distrill water   8   ลติร 

10X TBE   2   ลติร 

 

3. Gel star® for nucleic acid strain 

Distrill water   100   ไมโครลติร 

Gel star®   5   ไมโครลติร 

 

4. 75% ethanol 

Absolute ethanol  75   มิลลลิติร 

Distilled water   25   มิลลลิติร
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ผลงานวิจยั 

- Pongthreerat, T., Pakdeethai, S., Purisa, W., Chariyalertsak, S., and 
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