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เซลล์มะเร็งกับเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง และศึกษาดัชนีพยากรณ์โรคต่างๆ ได้แก่ PSA, Gleason 
score, Surgical margin, Lymph node metastasis, Seminal vesicle invasion, Perineural invasion, 
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# # 5774006030 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
KEYWORDS:  
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PAQR3 GENE IN BPH AND PROSTATE CANCER TISSUES. ADVISOR: ASSOC. PROF. 
SOMBOON KEELAWAT, M.D., CO-ADVISOR: PROF. PICHET SAMPATANUKUL, M.D. {, 59 pp. 

Background : DNA Methylation in promoter regions of PAQR3 was found in various 
cancers and had correlation with clinical prognostications. However, study with prostate cancer 
was not inspected. 

Objective : To investigate the prevalence of promoter methylation of PAQR3 comparing 
between BPH and prostate cancer tissues by methylation-specific PCR method and to analyze 
the association of methylation of this gene with prognostication in cancer patients. 

Material and methods : Microdissections on tissues embedded in paraffin blocks were 
made to investigate promoter methylation of PAQR3  by methylation-specific PCR method. The 
studied samples included 62 BPH and 92 prostate cancer tissues. Of the latter, 12 blocks were 
specifically dissected at area with cancer cells and area without. Univariate testing for prognostic 
parameters - PSA, Gleason score, Surgical margin, Lymph node metastasis, Seminal vesicle 
invasion, Perineural invasion, Extraprostatic invasion, pT stage and Biochemical recurrence was 
performed between methylation group and unmethylation group of the cancer patients. 

Results : The promoter methylation of PAQR3 was observed in 68 (73.9%) prostate 
cancers and in 16 (25.8%) BPHs. Of the 12 prostate cancers, 6 out of 7 cases that with aberrant 
methylation was observed in areas of cancer cells only. The index of perineural invasion was the 
single parameter that correlated with promoter methylation in prostate cancer patients (p=0.03). 

Conclusion : Promoter methylation of PAQR3 was prevalent in prostate cancer and 
observed specifically in cancer cell areas. Its occurrence may correlate with perineural invasion. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ที่มาและความส าคัญของปัญหา (Background and rationale) 

มะเร็งต่อมลูกหมากเป็นมะเร็งที่มีอุบัติการณ์เกิดสูงเป็นอันดับสองและเป็นสาเหตุการเสียชีวิต
ของผู้ชายทั่วโลก(1) ปัจจุบันยังไม่ทราบถึงสาเหตุของการก่อให้เกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก แต่มี
รายงานว่า อายุที่สูงขึ้น เชื้อชาติ พันธุกรรมจากคนในครอบครัวเคยมีประวัติการเป็นมะเร็งต่อม
ลูกหมาก พบว่าเป็นปัจจัยเสี่ยง(2) ปัจจุบันมีรายงานว่า การเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรมพบว่ามี
ความเกี่ยวข้องกับกระบวนการก่อโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก (2) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเกิด DNA 
methylation ที่พบว่ามีความเก่ียวข้องกับการแสดงออกของยีน(3) และอาจน าไปสู่การก่อโรคมะเร็ง(4-

7) ปัจจุบันวิธีการรักษามะเร็งต่อมลูกหมากนั้นเป็นการรักษาด้วยการผ่าตัดออกทั้งต่อม (8) หรือให้รังสี
บ าบัดแก่ผู้ป่วย (9) แต่หลังจากการรักษาพบว่าผู้ป่วยมีข้อบ่งชี้ของการกลับมาเกิดซ้ าของโรค 
(biochemical recurrence) รวมทั้งมีผลทางคลินิกที่ไม่ดีภายในระยะเวลาเฉลี่ยที่ 10 ปี(10) โดยข้อ
บ่งชี้ทีน่ิยมน ามาใช้ในการพยากรณเ์พ่ือเป็นแนวทางในการรักษาโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก คือระดับการ
แสดงออกของ Prostate-specific antigen (PSA) ในซีรั่มผู้ป่วย แต่พบว่าข้อบ่งชี้นี้ยังขาดความ
แม่นย าและความจ าเพาะต่อโรค(11) ดังนั้นจึงท าให้การรักษาและการพยากรณ์โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก
นั้นท าได้ยาก   

 ปัจจุบันมีการศึกษาหาตัวบ่งชี้ทางชีวภาพชนิดใหม่เพ่ือใช้ศึกษาหาสาเหตุของการก่อโรค 
รวมทั้งใช้เป็นเครื่องมือในการติดตามการรักษาและการพยากรณ์โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก โดยตัวบ่งชี้ที่
ได้รับความนิยมน ามาศึกษาคือ การเกิดสภาวะเหนือพันธุกรรม อาทิ DNA methylation ซึ่งเป็นกลไก
ทีเ่กี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีน การซ่อมแซมดีเอ็นเอ รวมทั้งกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล์ 
กลไกการเกิด DNA methylation มักพบได้ที่บริเวณโปรโมเตอร์ของยีนหากเกิดกับยีนต้านมะเร็ง
พบว่ามีส่วนเกี่ยวข้องกับการก่อและด าเนินการของโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก(4) และมีความสัมพันธ์กับ
ผลทางคลินิกที่ไม่ดีของผู้ป่วยมะเร็ง(12-15) ดังนั้นจึงท าให้กลไกการเกิด DNA methylation เป็นหนึ่ง
ในเป้าหมายหลักส าหรับการน ามาศึกษาถึงสาเหตุของการก่อโรคมะเร็งและน ามาพยากรณ์โรค แต่
พบว่ายังมีข้อจ ากัดและยังไม่สามารถน ามาใช้ในทางคลินิกได้   

ยีนโปรเจสตินแอนอดิโพคิวรีเซบเตอร์แฟมมิลี่ 3 หรือ PAQR3 เป็นยีนที่พ่ึงค้นพบและมี
รายงานล่าสุดว่ามีบทบาทเป็นยีนต้านมะเร็ง โดยยีนนี้จะถอดรหัสเป็นโปรตีน PAQR3 โดยโปรตีนนี้จะ
จับกับโปรตีน Raf ซึ่งเป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกลไกที่ควบคุมการเจริญ เพ่ิมจ านวน การมีชีวิตรอด
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และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง จากกลไก Ras/Raf/MEK/ERK signaling pathway ส่งผลท า
ให้กลไกเหล่านี้ไม่สามารถด าเนินการต่อไปได้ (16) ทั้งนี้โปรตีน PAQR3 มักมีการแสดงออกที่ลดลงใน
หลายชนิดมะเร็งรวมทั้งในมะเร็งต่อมลูกหมาก การลดลงของโปรตีนนี้ส่งผลท าให้มีการเพ่ิมจ านวน
และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากมากขึ้น (17) และสัมพันธ์กับผลทางคลินิกที่ไม่ดีใน
ผู้ป่วยมะเร็งบางชนิด(18-20) การแสดงออกที่ลดลงของยีนนี้ยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด แต่จากการศึกษา
ก่อนได้รายงานว่า พบการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย
มะเร็ง และสัมพันธ์กับการลดลงของโปรตีนและผลทางคลินิกของผู้ป่วย(21, 22) แต่ในตัวอย่างมะเร็ง
ต่อมลูกหมากยังไม่เคยมีรายงาน   

ผู้วิจัยมีความประสงค์ที่จะศึกษาหาความชุกของการเกิด DNA methylation ที่ต าแหน่งโปร
โมเตอร์ของยีนต้านมะเร็ง PAQR3 ด้วยวิธี  Methylation-specific PCR ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH และ
ชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก และศึกษาความสัมพันธ์กับผลทางคลินิกเพ่ือประกอบใช้ในการตรวจ
ติดตามและรักษาผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากต่อไป   

 
ค าถามงานวิจัย (Research Questions) 

ค าถามหลัก : ความชุกของการเกิด DNA methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 ในชิ้นเนื้อ BPH และชิ้นเนื้อมะเร็งต่อมลูกหมากเป็นเท่าใด ?  

ค าถามรอง : การเกิด DNA methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
ความสัมพันธ์กับผลทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากหรือไม่ ? 

 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย (Research Objective) 

วัตถุประสงค์หลัก : เพ่ือศึกษาหาความชุกของการเกิด DNA methylation ที่ต าแหน่งโปรโม
เตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อ BPH และชิ้นเนื้อมะเร็งต่อมลูกหมาก ด้วยวิธี Methylation-specific 
PCR      

วัตถุประสงค์รอง : เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด DNA methylation ที่ต าแหน่ง
โปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 กับผลทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 

 
สมมติฐานของงานวิจัย (Research hypothesis)  

การเกิด DNA methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อมะเร็งต่อม
ลูกหมากมีมากกว่าในชิ้นเนื้อ BPH 
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กรอบแนวความคิดในงานวิจัย (Conceptual Framework)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Promoter of PAQR3 
without DNA methylation 

Promoter of PAQR3 with 
DNA methylation 

  

Prostate cancer 
tissues 

 

 Methylation ? 

 Unmethylation ? 

 Methylation ? 

 Unmethylation ? 

BPH tissues 
 

PAQR3 promoter methylation 

- Gleason score, - Surgical margin, - Lymph node metastasis,  
- Seminal vesicle invasion, - Perineural invasion,-  Extraprostatic 
invasion, - pT stage, - Biochemical recurrence 
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ข้อตกลงเบื้องต้น (Assumption) 

8.1 ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากต้องได้รับการวินิจฉัยจากพยาธิแพทย์ผู้เชี่ยวชาญ โดยอ้างอิงผลการ
ตรวจลักษณะทางจุลพยาธิที่ผ่านการย้อมชิ้นเนื้อด้วย Hematoxylin & Eosin (H&E) 

8.2 ประวัติและข้อมูลของผู้ป่วยทั้งหมดจะต้องถูกปิดเป็นความลับห้ามเผยแพร่ 
 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

CpG island คือ บริเวณท่ีมีเบสคู่ของเบสไซโตซีน (C) และเบสกวานีน (G) อยู่ติดกัน ซึ่งเชื่อม
กันด้วยพันธะ Phosphodiester bond (p) โดยบนสายดีเอ็นเอที่มี CpG อยู่มากกว่าบริเวณอ่ืน
เรียกว่า CpG island ซึ่งมักพบที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 

Methylation คือ ภาวะที่มีการเติมหมู่เมทิล (-CH3) บนคาร์บอนต าแหน่งที่ 5 ของเบสไซ
โตซีนมากกว่าปกติ ซึ่งมีผลต่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน 
          Benign prostatic hyperplasia (BPH) คือ ภาวะที่ต่อมลูกหมากมีขนาดใหญ่ผิดปกติ หรือ
เรียกว่า โรคต่อมลูกหมากโต 
  
ค าส าคัญ (Key words) 

PAQR3, MSP, methylation, partial methylation, BPH, prostate cancer 
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ขั้นตอนของการวิจัย 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ข้อจ ากัดของงานวิจัย 
 

น าหมายเลขของแผ่นสไลด์ที่ผ่านการคัดเลือกจากจุลพยาธิแพทย์และนักวิจัย มาค้นบล็อกชิ้นเนื้อที่ถูก
เก็บรักษาในรูป FFPE โดยหมายเลขบล็อกต้องมีหมายเลขตรงกับแผ่นสไลด์ 

คัดเลือกแผ่นสไลด์ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากทีผ่่านการย้อม H&E และได้รับการวินิจฉัยจากจุลพยาธิแพทย์
ว่ามีผลเป็นมะเร็งต่อมลูกหมากและ BPH มาส่องภายใต้กล้องจุลทรรศน์เพ่ือท าเครื่องหมาย ณ 

ต าแหน่งรอยโรค   
 

น าแผ่นสไลด์ที่ผ่านการท าเครื่องหมาย ณ ต าแหน่งรอยโรคมาทาบกับบล็อกชิ้นเนื้อและใช้ใบมีดท่ีผ่าน
การฆ่าเชื้อกรีดลงบนบล็อกชิ้นเนื้อและตัดชิ้นเนื้อด้วยเครื่อง microtome ขนาด 10 ไมครอนจ านวน 

10  ชิ้นลงในหลอดทดลอง 

น าชิ้นเนื้อที่ผ่านการตัดมาท าการสกัด DNA โดยใช้ชุดน้ ายา Qiaamp DNA FFPE tissue Kit 
(Qiagen) 

 

น า DNA ที่ได้ไปท าปฏิกิริยากับสาร Sodium bisulfite และท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 
Methylation-Specific PCR 

แยกขนาด DNA ด้วยกระแสไฟฟ้าและน าไปย้อมด้วยสาร Ethidium bromide น าแผ่นเจลเข้าเครื่อง
ฉายรังสียูวีเพ่ืออ่านแถบเจลที่ปรากฏและเทียบขนาดแถบแบนด้วย DNA marker 

น าผลที่ได้มาค านวณหาร้อยละและน ามาศึกษาหาความสัมพันธ์กับผลทางคลินิกของผู้ป่วย  
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ข้อจ ากัดของงานวิจัย (Limitation )  

ตัวอย่างชิ้นเนื้อที่น ามาสกัด DNA เป็นตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ผ่านกระบวนการรักษาสภาพด้วย
ฟอร์มาลีนและถูกตรึงในพาราฟิน และมีอายุของการเก็บตัวอย่างที่แตกต่างกัน ซึ่งวิธีการเก็บรักษา
ตัวอย่างด้วยวิธีนี้ยากต่อการควบคุม ซึ่งอาจส่งผลต่อคุณภาพและระดับปริมาณของ DNA ในตัวอย่าง
ชิ้นเนื้อได้  
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากงานวิจัย (Benefits of study) 

1. ทราบถึงความชุกของการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้น
เนื้อ BPH และชิ้นเนื้อมะเร็งต่อมลูกหมาก และระหว่างเนื้อเยื่อท่ีมีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกัน
ที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง  

2. ทราบถึงความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 กับผลทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 

3. สามารถใช้เป็นข้อมูลส าหรับน ามาศึกษาต่อไปในอนาคต ถึงความส าคัญของการเกิด 
methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อมะเร็งต่อมลูกหมาก และอาจใช้เป็น
ข้อมูลพ้ืนฐานส าหรับการวิเคราะห์ผลเพ่ือน ามาประกอบใช้เป็น Biomarker และเป็นแนวทางในการ
ประเมินผลการรักษา ตลอดทั้งน ามาใช้ในการพยากรณ์โรคมะเร็งต่อมลูกหมากในอนาคต 
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บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (Review literature) 

 
มะเร็งต่อมลูกหมาก 

มะเร็งต่อมลูกหมากเป็นมะเร็งที่มีอุบัติการณ์เกิดที่สูงเป็นอันดับสอง และเป็นอีกสาเหตุของ
การเสียชีวิตของผู้ชายทั่วโลก(1) ปัจจุบันยังไม่ทราบถึงสาเหตุของการก่อให้เกิดโรคมะเร็ง แต่มีรายงาน
ว่า อายุที่สูงขึ้น, เชื้อชาติ, พันธุกรรมจากคนในครอบครัวเคยมีประวัติการเป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก, 
การอักเสบ รวมถึงอาหารและความอ้วน ล้วนเป็นปัจจัยเสี่ยงที่มีความเกี่ยวข้องกับการก่อให้เกิด
โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก(2) ถึงอย่างไรก็ตามพบว่าร้อยละ 42 ของการเกิดมะเร็งต่อมลูกหมาก มีความ
เกี่ยวข้องกับการเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรม (2) ปัจจุบันวิธีการรักษาโรคมะเร็งต่อมลูกหมากนั้น
เป็นการรักษาด้วยการผ่าตัดออกท้ังต่อม(8) หรอืเป็นการให้รังสีบ าบัดแก่ผู้ป่วย(9) แต่หลังจากการรักษา
พบว่าผู้ป่วยมีข้อบ่งชี้ของการกลับมาเกิดซ้ าของโรค รวมทั้งมีผลทางคลินิกที่ไม่ดีภายในระยะเวลา
เฉลี่ยที่ 10 ปี(10) ดังนั้นการหา biomarker ที่มีความถูกต้องและแม่นย าต่อการน ามาวินิจฉัยและ
พยากรณ์โรคมะเร็งต่อมลูกหมากจึงมีความส าคัญ โดย biomarker ที่เป็นที่ยอมรับในการน ามาใช้
วินิจฉัยและพยากรณ์การกลับมาเกิดซ้ าของโรค ได้แก่  

 
- Prostate-specific antigen (PSA)    

   PSA เป็น androgen-regulated serine protease ที่สร้างจาก prostate epithelium 
โดยระดับการแสดงออกของ PSA ใน serum เป็นเกณฑ์ที่ดีที่สุดในการน ามาใช้วินิจฉัยรวมทั้ง
พยากรณ์โรคมะเร็งต่อมลูกหมากในปัจจุบัน โดยในเพศชายปกติจะมีการแสดงออกของ PSA ที่
ค่อนข้างต่ า แต่สามารถเพ่ิมขึ้นได้ในกรณีที่เกิดการอักเสบหรือมีภาวะของ BPH หรือเป็นมะเร็งต่อม
ลูกหมาก โดยค่ามาตรฐานของการแสดงออกของ PSA ใน serum ที่ยอมรับได้คือต้องไม่เกิน 4 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร ในเพศชายปกติ และหากมากกว่าหมายถึงมีความเสี่ยงที่จะได้รับการวินิจฉัยเป็น
มะเร็งต่อมลูกหมาก Ankerst DP และคณะ ในปี 2006(11) ได้รายงานว่าการใช้ระดับ PSA ใน serum 
มาเป็นเกณฑ์มาตรฐานในการวินิจฉัยนั้นพบว่ามี sensitivity ต่อโรคที่ค่อนข้างน้อย โดยพบว่ามีความ
ถูกต้องในการน ามาวินิจฉัยผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากเพียงร้อยละ 20.5 เท่านั้น ในขณะที่ร้อยละ 80 
พบว่าไม่สามารถใช้เกณฑ์ดังกล่าวในการน ามาวินิจฉัยผู้ป่วยได้ นอกจากนั้นเกณฑ์ดังกล่าวยังมีความ
specificity ต่อโรคที่ค่อนข้างต่ ากล่าวคือ ในร้อยละ 93.6 ของผู้ที่ถูกสงสัยว่าเป็นมะเร็งต่อมลูกหมาก
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ปรากฏว่าไม่เป็น ให้ผลเป็น False positive แต่ในขณะเดียวกันผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากบางรายจะ
ไม่มีการหลั่ง PSA ออกมาใน serum แต่กลับพบว่าผู้ป่วยนั้นมีการแสดงออกของมะเร็งต่อมลูกหมาก
ในระยะเริ่มต้น และมักมีผลทางพยาธิของเซลล์มะเร็งที่ไม่ดี(11) โดยค่าของ PSA ใน serum ยัง
สามารถใช้พยากรณ์การกลับมาเกิดซ้ าของโรคมะเร็งต่อมลูกหมากได้ โดยหลังการผ่าตัดหากพบว่า
ผู้ป่วยมีระดับของ PSA เท่ากับหรือมากกว่า 0.2 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร หมายถึงผู้ป่วยมีความเสี่ยง
ของการกลับมาเกิดซ้ าของโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก(23) แตถ่ึงอย่างไรก็ตามค่า PSA ยังมีข้อจ ากัดและยัง
ขาดความแม่นย าต่อโรค จึงท าให้ยังไม่เพียงพอส าหรับน ามาวินิจฉัยและพยากรณ์โรคมะเร็งต่อม
ลูกหมาก  

 
ตารางที่ 1 ระดับค่า PSA ปกติในชายของแต่ละเชื้อชาติ 

 

 
 

ที่มา : http://sperlingprostatecenter.com/prostate-cancer-detection/ 
 

- Grading  

Gleason grade เป็นหนึ่งในข้อมูลส าหรับน ามาใช้ในการพยากรณ์โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก 
โดยค่า grading system จะประเมินจากผลการตรวจทางพยาธิจากชิ้นเนื้อที่ผ่านการย้อมด้วย H&E 
โดยมีเกณฑ์ประเมินจาก Gleason grade 1 ถึง Gleason grade 5 โดยน าค่า Gleason grade ที่พบ
มากที่สุดรวมกับค่า Gleason grade ที่พบเป็นอันดับสอง โดยรายงานเป็นค่า Gleason score ซ่ึงมี
ค่ารวมกันตั้งแต่ 2 ถึง 10 โดยพบว่า Gleason score ที่มากขึ้นมีความสัมพันธ์กับผลทางพยาธิคลินิก 
ที่ไม่ดีในผู้ป่วย เช่น tumor size, margin status และ pathologic stage เป็นต้น Gleason grade 
ยังอาจสัมพันธ์กับค่า clinical stage, progression to metastatic disease, and survival(24)  
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ภาพที่ 1 แสดงรายละเอียดของ Gleason grade ของมะเร็งต่อมลูกหมาก 
 

 
ภาพที่ 2 แสดงระยะของมะเร็งต่อมลูกหมาก 

ที่มา : https://comprehensive-urology.com/how-prostate-cancer-diagnosed/ 
 
 

https://comprehensive-urology.com/how-prostate-cancer-diagnosed/
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ตารางที่ 2 เกณฑ์การจ าแนกผลทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 
 

 
ที่มา : https://cancerstaging.org 

 
ยีนโปรเจสตินแอนอดิโพคิวรีเซบเตอร์แฟมมิลี่ 3   

โปรเจสตินแอนอดิโพคิวรีเซบเตอร์ (Progestin and adipoQ receptor) หรือ PAQR ถูก
ค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ 2005 โดย Tang YT และคณะ(25) โปตีนกลุ่มนี้มีโครงสร้างบางส่วนขดตัวไป
มาแทรกอยู่ที่เยื่อหุ้มเซลล์ (transmembrane proteins) มีลักษณะโครงสร้างเป็น 7 
Transmembrane (7TM) หรือเรียกว่า PFAM motif (UPF0073 domain) โดยสามารถพบโปรตีน
เหล่านี้ได้ในสิ่งมีชีวิตทั่วไป เช่น แบคทีเรีย (Eubacteria), หนอนตัวกลม (Caenorhabditis elegans)  
และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Mammals) เป็นต้น  

 

 
 

ภาพที่ 3 แสดงลักษณะโครงสร้างของโปรตีน PAQR 

https://cancerstaging.org/
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สมาชิกของโปรตีนกลุ่มนี้ในจีโนมของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมพบถึง 11 สมาชิก โดยมีชื่อเรียก
ตั้งแตโ่ปรตีน PAQR1 ถึงโปรตีน PAQR11(25) โดยพบว่าในแต่ละสมาชิกนั้นมีโครงสร้างคล้ายกัน แต่มี
ขนาดและหน้าที่ที่แตกต่างกัน อาทิ PAQR1 และ PAQR2 (or AdipoR1 and AdipoR2) มีบทบาท
เป็น receptors ของ adiponectin และเกี่ยวข้องกับกระบวนการ metabolism ของกลูโคส(26) 
PAQR5, PAQR7 และ PAQR8 ท าหน้าที่เป็น receptors ของ progestin(27, 28) และ PAQR10 เป็น 
receptor ของสารในกลุ่ม steroid(29) ส่วนโปรตีน PAQR3 นั้นถูกสร้างจากยีน PAQR3 ที่ตั้งอยู่บน
โครโมโซมคู่ที่ 4 ต าแหน่ง q21.21 ประกอบด้วย 13 exon มีความยาวประมาณ 52204 คู่เบส 
โปรตีน PAQR3 เป็นโปรตีนที่พบที่เยื่อหุ้ม Golgi apparatus โดยมีชื่อเรียกอีกอย่างว่า Raf kinase 
trapping to Golgi หรือ RKTG ซึ่งประกอบไปด้วยต าแหน่ง N-terminus ในส่วนของ intracellular 
หรือ cytosolic และต าแหน่ง C-terminus ในส่วนของ extracellula ของเซลล์(30)  
 
 

 
 

ภาพที่ 4 แสดงรายละเอียดสมาชิกของโปรตีน PAQR 
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บทบาทการท างานของโปรตีน PAQR3  
การท างานของโปรตีน PAQR3 พบว่ามีความเกี่ยวข้องกับกลไกที่ส าคัญหลายอย่างภายใน

เซลล์ เช่น การรักษาภาวะสมดุลของระดับคอเลสเตอรอล (cholesterol homeostasis) ในตับ โดย
พบว่าโปรตีน PAQR3 สามารถเข้าจับกับ transcription factors คือ sterol regulatory element-
binding proteins (SREBPs) และโปรตีนที่ท างานร่วมคือ SREBP cleavage-activating protein 
(Scap) เกิดเป็นสารประกอบ Scap/SREBP complex และหลั่งสาร peptide ออกมาเพ่ือยับยั้งการ
ท างานของ SREBP ซึ่งส่งผลท าให้เกิดการลดระดับการสร้างคอเลสเตอรอลได้ (cholesterol 
biosynthesis) (31) โดยผลการวิจัยดังกล่าวสอดคล้องกับงานวิจัยของ Wang L และคณะในปี 2013 
(32) และนอกจากนั้นยังพบว่าโปรตีน PAQR3 ยังมีบทบาทเป็นตัวกลางในการต้านอนุมูลอิสระ
(Antioxidant) ในเซลล์ โดยจะอาศัยการท างานร่วมกันกับยีน nuclear factor E2-related factor 2 
(Nrf2) ในการปกป้องเซลล์จากอนุมูลอิสระ(33) 
 

ยีนโปรเจสตินแอนอดิโพคิวรีเซบเตอร์แฟมมิลี่ 3 กับมะเร็ง  

การแสดงออกของยีน PAQR3 นั้นมีบทบาทที่ส าคัญต่อการกดการเจริญของเซลล์มะเร็งเป็น
อย่างมาก โดยโปรตีน PAQR3 จะเข้าไปควบคุมกลไกการท างานของตัวกลางที่เกี่ยวข้องกับการเจริญ
ของเซลล์มะเร็งผ่านทางกลไก Ras/Raf/MEK/ERK signaling cascade (16) ซึ่งกลไกดังกล่าวมีความ
เกี่ยวข้องกับการเจริญ, การเพ่ิมจ านวน (proliferation), การเปลี่ยนแปลงรูปร่าง (cell 
differentiation), การรอดชีวิต และการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง(34)  

 
 

 
 

ภาพที ่5 แสดงการท างานของโปรตีน PAQR3 
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ยีน PAQR3 มักแสดงบทบาทเป็นยีนต้านมะเร็งในหลายชนิด เริ่มจากการศึกษาของ Wang X 
และคณะในปี ค.ศ. 2012(18) ที่ได้ท าการศึกษาบทบาทการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 กับการ
เจริญของเซลล์มะเร็งล าไส้ในหนูทดลอง โดยเปรียบเทียบหนู 2 กลุ่ม คือกลุ่มหนูที่ขาดการแสดงออก
ของโปรตีน PAQR3 และกลุ่มหนูที่มีการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 โดยผลจากการทดลองพบว่า 
ในกลุ่มหนูที่ขาดการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 พบว่าเซลล์มะเร็งล าไส้มีการแพร่กระจายที่มากขึ้น
และเซลล์มักแสดงลักษณะที่ไม่ดี (aggravated) ทั้งยังพบว่าหนูในกลุ่มนี้มีช่วงชีวิตที่สั้นกว่าเมื่อเทียบ
กับหนูกลุ่มที่มีการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ทางคณะวิจัยจึงได้สรุป
การศึกษาว่า การแสดงออกของโปรตีน PAQR3 สามารถยับยั้งการเจริญและการเพ่ิมจ านวนของ
เซลล์มะเร็งล าไส้ได้(18) ต่อมาในปี 2014  Wu HG และคณะ(20) ได้ศึกษาบทบาทของโปรตีน PAQR3 
ในเซลล์มะเร็งตับพบว่า การเพ่ิมขึ้นของโปรตีน PAQR3 สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนและการฟอร์ม
ตัวของเซลล์มะเร็งตับชนิด Hep3B cell ได้ โดยในทางกลับกันเมื่อท าการหยุดการแสดงออกของ
โปรตีน PAQR3 พบว่า เซลล์มะเร็งตับมีการเพ่ิมจ านวนขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (20) สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Wu Q และคณะ ในปี 2016(35) ที่รายงานว่าการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 
สามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนรวมทั้งการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งกล่องเสียงได้(35) โดยนอกจาก
บทบาทของการเป็นยีนกดการเจริญของเซลล์มะเร็งดังที่กล่าวมาแล้ว ยังพบอีกว่าการแสดงออกของ
โปรตีน PAQR3 ยังสามารถยับยั้งการแพร่กระจาย(metastasis) ของเซลล์มะเร็งได้ โดยโปรตีน 
PAQR3 เข้าไปควบคุมโปรตีน twist family bHLH transcription factor 1 หรือTwist1 ให้ไม่
สามารถท างานได้ โดยโปรตีน Twist1 นั้นเป็น transcription factor ของ epithelial-
mesenchymal transition ซึ่งเกี่ยวข้องกับการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง การเพ่ิมขึ้นของโปรตีน 
PAQR3 มีผลท าให้โปรตีน Twist1 ลดลงท าให้ลดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งกระเพาะอาหารได้ 
(36) นอกจากนั้นการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 ยังสามารถยับยั้งการเพ่ิมจ านวนของเซลล์มะเร็ง

เต้านมชนิด MCF‑7 cells ได้(21)  
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากที่พบว่าการเพ่ิมขึ้นของ โปรตีน PAQR3 

สามารถกดการเจริญและการเพ่ิมจ านวน และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากได้ จาก
การรายงานของ Huang W และคณะในปี 2016(17) ที่ได้ศึกษาการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 ทั้ง
ในเซลล์ (in vitro) และสัตว์ทดลอง (in vivo) โดยทางคณะได้รายงานว่า ในส่วนของเซลล์มะเร็งต่อม
ลุกหมากพบว่าการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 นั้นสามารถยับยั้งการเจริญ การเพ่ิมจ านวน และ
การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากชนิด PC3 และ DU145 ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
เมื่อเทียบกับกลุ่มเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากที่ขาดการแสดงออกโปรตีนนี้ นอกจากนั้นยังพบว่าในกลุ่ม
เซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากที่ผ่านการน็อคดาวน์ (knockdown) ยีน PAQR3 ออกจากเซลล์ พบว่า
เซลล์มะเร็งมีการเจริญและเพ่ิมจ านวนขึ้นนัยส าคัญทางสถิติ สอดคล้องกับการศึกษาในหนูทดลอง ที่
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พบว่าการแสดงออกของโปรตีนนี้ สามารถกดการเจริญของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากได้ ซึ่งทางคณะได้
อธิบายว่าในกลุ่มหนูทดลองที่มีการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 พบว่าขนาดของก้อนเนื้อมะเร็งมี
ขนาดเล็ก แต่ในขณะที่กลุ่มหนูทดลองที่ขาดการแสดงออกของโปรตีนนี้ก้อนเนื้อมะเร็งมีขนาดโตกว่า
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ(17) จากความสอดคล้องของรายงานดงกล่าวแสดงให้เห็นว่า การแสดงออก
ของโปรตีน PAQR3 มีบทบาทที่ส าคัญและเกี่ยวข้องกับการเจริญในหลายชนิดมะเร็ง นอกจากนั้นยัง
พบว่าโปรตีนและ mRNA ของยีน PAQR3 มักมีการแสดงออกที่ลดลงในหลายชนิดมะเร็ง (17, 18, 20, 21, 

35, 36) และมักพบว่าผู้ป่วยที่ขาดการแสดงออกของโปรตีนนี้มีความสัมพันธ์กับผลทางคลินิกที่ไม่ดี(18-21)  
          

ตารางที่ 3 บทบาทและการแสดงออกของโปรตีน PAQR3 ในมะเร็งแต่ละชนิด 
 

Cancer type Expression Role/Function References 

Colorectal cancers Decreased Tumor suppressor (18) 

Hepatocellular carcinoma Decreased Tumor suppressor (20) 

Laryngeal squamous cell carcinoma Decreased Tumor suppressor (35) 
Gastric cancer Decreased Tumor suppressor (19) 

Breast cancer Decreased Tumor suppressor (21) 
Prostate cancer Decreased Tumor suppressor (17) 

Renal cell carcinomas Decreased Tumor suppressor (30) 

Osteosarcoma Decreased Tumor suppressor (37) 
  
 
สภาวะเหนือพันธุกรรม 

สภาวะเหนือพันธุกรรมหรือ (Epigenetics) เป็นกลไกในการควบคุมการแสดงออกของยีน
โดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงล าดับนิวคลีโอไทด์ โดยการเกิดสภาวะเหนือพันธุกรรม (Epigenetics) มี
บทบาทที่ ส าคัญต่อกระบวนการท างานของเซลล์  เช่น  การพัฒนาตั ว อ่อน (embryonic 
development) การประทับตราทางพันธุกรรม (epigenetic imprinting) เป็นต้น(6) ซึ่งหากมีความ
ผิดปกติเกิดขึ้นจะเป็นสาเหตุหนึ่งของการเกิดมะเร็งและสามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นต่อไปได้ โดยสภาวะ
เหนือพันธุกรรมที่ส าคัญของเซลล์ ได้แก่ ดีเอนเอเมทิลเลชั่น (DNA methylation) การดัดแปลง
โปรตีนฮิสโทน (Histone modification) และไมโครอาร์เอ็นเอ (miRNA)(7) โดยเฉพาะการเกิด DNA 



 

 

15 

methylation เป็นการเติมหมู่เมทิล(-CH3) ที่คาร์บอนต าแหน่งที่ 5 ของเบสไซโตซีน (C) ซึ่งอยู่ติดกับ
เบสกวานีน (G) โดยอาศัยการท างานของเอนไซม์ DNA methyltransferase (DNMT)(6, 38) ซึ่งมักเกิด
ที่บริเวณ CpG island คือบริเวณท่ีเบสไซโตซีน (C) อยู่ติดกับกวานีน (G) โดยมักมีความยาวประมาณ 
200 คูเบส และมักตั้งอยู่ใกล้หรืออยู่บนโปรโมเตอร์ของยีน(39) โดยผลจากการเกิด DNA methylation 
พบว่าหมู่เมททิลที่ถูกเติมให้กับเบสไซโตซีน (C) จะขัดขวางการท างานของ Transcription factor 
ต่างๆ ซึ่งส่งผลท าให้ยีนไม่สามารถถอดรหัสเป็นโปรตีนได้ ซึ่งถ้าหากเกิดกับยีนที่ท าหน้าที่ต้านมะเร็ง 
พบว่ามีส่วนส าคัญต่อการลดการแสดงออกของยีนต้านมะเร็ง และมีผลต่อกระบวนการเจริญและ
พัฒนาไปสู่ความผิดปกติและกลายเป็นเซลล์มะเร็งได้ในที่สุด(4)  

 

 
 

ภาพที่ 6 แสดงการท างานของเอนไซม์ DNMT 
 

 
 

ภาพที่ 7 แสดงกลไกการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นกับการแสดงออกของยีน 
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ดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นกับโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก 

DNA methylation เป็นในกลไกทาง Epigenetic mechanisms ที่มีความเกี่ยวข้องกับการ
ก่อให้เกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก ซึ่งหากเกิดที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีนต้านมะเร็งหรือยีนที่
เกี่ยวข้องกับมะเร็ง มีผลท าให้ยีนมีการแสดงออกที่ลดลงและอาจน าไปสู่การก่อโรคมะเร็งต่อม
ลูกหมากได้(4-7) มีหลายรายงานพบการเกิด  DNA methylation บนโปรโมเตอร์ของยีนต้านมะเร็ง
ชนิดต่างๆ อาทิ 

ยีนต้านมะเร็ง Caveolin-1 หรือ CAV1 เป็นหนึ่งในยีนนี้มีบทบาทต้านมะเร็งและเกี่ยวข้อง
กับกระบวนการยับยั้งการเจริญของเนื้องอก และหยุดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง(41, 42) โดยมี
รายงานว่า พบการเกิด hypermethylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน CAV1 มากถึงร้อยละ 91 
ในมะเร็งต่อมลูกหมาก(42) และสัมพันธ์กับการลดลงของโปรตีน CAV1 ในมะเร็งต่อมลูกหมาก(43) 

ยีนต้านมะเร็ง Death-Associated Protein Kinase หรือ DAPK ยีนนี้มีบทบาทเกี่ยวข้อง
กับกระบวนการตายแบบ apoptosis ของเซลล์(44) การเพ่ิมขึ้นของโปรตีน DAPK จะช่วยส่งเสริมให้
เซลล์มีการตายแบบ apoptosis อย่างปกติ(45) โดยมีการศึกษาของ Yamanaka และคณะในปี 2003 
ที่รายงานว่า พบการเกิด hypermethylation บนต าแหน่ง promoter ของยีน DAPK ในมะเร็งต่อม
ลูกหมากประมาณร้อยละ 15 (5) แต่อย่างไรก็ตามทางคณะได้อธิบายว่าการเกิด hypermethylation 
ยีนเหล่านี้อาจมีความเก่ียวข้องต่อการก่อโรคมะเร็งต่อมลูกหมากได้ 

ยีนต้านมะเร็ง RAS Association Domain Family Protein 1 Isoform A หรือ RASSF1A 
นอกจากจะมีบทบาทเป็นยีนต้านการเจริญของมะเร็งแล้วยังพบว่า โปรตีน RASSF1A ยังมีหน้าที่ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการซ่อมแซมดีเอ็นเอและเกี่ยวข้องกับกระบวนการตายแบบ apoptotic ของ
เซลล์(46) โดยพบว่ามีรายว่าพบการเกิด hypermethylation บน promoter ของยีน RASSF1A ใน
มะเร็งต่อมลูกหมากมากถึงร้อยละ 63 ถึงร้อยละ 99 (14, 46) เป็นต้น 
 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นกับการพยากรณ์โรคมะเร็งต่อมลูกหมาก 

จากความส าคัญดังกล่าวจึงมีการน ากลไกการเกิด DNA methylation ของยีนต้านมะเร็ง
ชนิดต่างๆมาใช้ในการพยากรณ์โรค (47-50) โดยเฉพาะอย่างยิ่งในมะเร็งต่อมลูกหมาก เช่น การศึกษา
ของ Nakayama M และคณะในปี  2004 ที่ศึกษาการเกิด DNA methylation ของยีน glutathione 
S-transferase pi 1 (GSTP1)  ซึ่งเป็นยีนที่ท าหน้าที่ในการก าจัดสารพิษออกจากเซลล์ โดยทางคณะ
พบว่ามีระดับการเกิด hypermethylation ที่ต าแหน่งดปรโมเตอร์ของยีน GSTP1 สูงถึงร้อยละ 90 
ในชิ้นเนื้อมะเร็งต่อมลูกหมาก ในขณะที่ชิ้นเนื้อปกติและชิ้นเนื้อ benign prostatic hyperplasia 
(BPH) ปรากฏว่าไม่พบการเกิด hypermethylation ทางคณะวิจัยได้สรุปว่า สามารถน าการเกิด 
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DNA methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน GSTP1 มาใช้ในการวินิจฉัยและน ามาคัดกรอง
ผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากได้(51) สอดคล้องกับการรายงานของ Maldonado L และคณะในปี 2014 ที่
พบว่าผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากมีระดับการเกิด DNA methylation ของยีน GSTP1 ในระดับที่สูง
และสัมพันธ์กับการกลับมาเกิดซ้ าของโรคในผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก(12) นอกจากนั้น ยังมีการศึกษา
ของ Goltz D และคณะ ที่พบว่าสามารถน าการเกิด DNA methylation ของยีน C-X-C motif 
chemokine ligand 12 หรือ CXCL12 มาใช้เป็น biomarkers ในการพยากรณ์การกลับมาเกิดซ้ า
ของโรคได้(13) นอกจากนั้นการเกิด DNA methylation ของยีน protocadherin8 พบว่ามี
ความสัมพันธ์กับผลทางคลินิกที่ไม่ดี อาทิเช่น stage และระดับการแสดงออกของ PSA ของโรค 
รวมทั้งสัมพันธ์กับการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งไปยังต่อมน้ าเหลืองและการกลับมาเกิดซ้ าของโรค
ที่เร็วขึ้น(15)  

 
เทคนิคเมทิเลชั่นสเปคซิฟิคพีซีอาร์ 

วิธีศึกษาการเกิด DNA methylation ของยีนพบว่า มีหลายวิธีที่สามารถน ามาตรวจสอบการ
เกิด methylation ของยีนได้ อาทิเช่น วิธี Real-time quantitative MSP (RT-MSP)(52), 
methylation-specific multiplex ligationdependent probe amplification (MS-MLPA)(53), 
bisulfite sequencing(54), combined bisulfite restriction analysis (COBRA)(55), 
pyrosequencing (PSQ)(56) และ วิธี Methylation-specific PCR หรือ MS-PCR โดยวิธี MS-PCR 
เป็นเทคนิคพ้ืนฐานและได้รับความนิยมส าหรับการน ามาตรวจสอบการเกิด methylation ของยีน 
โดยเทคนิคนี้ถูกพัฒนาขึ้นในปี ค.ศ 1996(57) เทคนิคดังกล่าวสามารถน ามาศึกษาและอธิบายการเกิด 
DNA methylation บนต าแหน่ง CpG island ของยีนได้ โดยตัวอย่างดีเอนเอที่จะน ามาศึกษาต้อง
ผ่านการเปลี่ยนเบสด้วยวิธี  Bisulfite conversion โดยมีไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อปฏิกิริยา 
methylation และ unmethylation ซึ่งใช้หลักการเปลี่ยนเบส Cytosine ที่ไม่มีการเติมหมู่เมททิล
เปลี่ยนเป็นเบส Urasil ในขณะที่เบส Cytosine ทีถู่กเติมหมูเมททิลจะไม่ถูกเปลี่ยนแปลง ดังนั้นจึงท า
ให้สามารถตรวจสอบการเกิด methylation ของยีนได้ นอกจากนั้นเทคนิคดังกล่าวยังพบว่า มีความ
ไวและจ าเพาะต่อการตรวจสอบการเกิด methylation จากตัวอย่างที่มีดีเอนเอปริมาณน้อยได้ ซึ่งถือ
ว่าเทคนิคนี้มีความเหมาะสมต่อการน ามาศึกษาการเกิด methylation จากตัวอย่างที่ถูกสกัดดีเอ็นเอ
จาก paraffin-embedded นอกจากนั้นเทคนิคดังกล่าวยังพบว่ามีราคาของน้ ายาทดสอบไม่แพงเมื่อ
เทียบกับเทคนิคอ่ืนๆซึ่งเหมาะส าหรับน ามาศึกษาตัวอย่างที่มีจ านวนมาก โดยข้อดีของเทคนิค 
Methylation-specific PCR ดังกล่าวทีย่ังสะดวกและง่ายต่อการตรวจสอบการเกิด methylation จึง



 

 

18 

มักถูกนิยมน ามาใช้ศึกษาการเกิด methylation ของยีนชนิดต่างๆ(57) ถึงอย่างไรก็ตามเทคนิคนี้ก็อาจ
แสดงผลเป็น false-positive ได้เช่นกัน(58) 

 
 

 
 

ภาพที่ 8 แสดงปฏิกิริยา Bisulfite conversion 
ที่มา : https://www.neb.com 

 
 

 
 

ภาพที่ 9 แสดงการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอจากเทคนิค MSP 
ที่มา : http://www.alphabiolab.com/page2/page2.html 
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บทที่ 3 
ระเบียบวิธีวิจัย (Research methodology) 

รูปแบบการวิจัย (Research design)  

การวิจัยนี้เป็นงานวิจัยเชิงพรรณนา (Descriptive analytic study) 

การเก็บตัวอย่าง (Sample collection) 

          ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้เป็นชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่ถูกเก็บรักษาสภาพด้วยน้ ายา
ฟอร์มาลีนและตรึงในพาราฟิน (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) โดยชิ้นเนื้อต่อมลูกหมาก
ทั้งหมด ผ่านการย้อมด้วยวิธี Hematoxylin & Eosin (H&E) และได้รับการวินิจฉัยทางจุลพยาธิวิทยา
และยืนยันผลโดยพยาธิแพทย์ และถูกเก็บรักษาไว้ยังภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (ฝ่ายพยาธิวิทยาโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์สภากาชาดไทย) ตั้งแต่ปี พ.ศ.  
2549-2557 
 
เกณฑ์การคัดเลือกตัวอย่างเข้าร่วมโครงการวิจัย (Inclusion criteria) 

1. ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากต้องผ่านการวินิจฉัยและยืนยันผลจากพยาธิแพทย์ผู้เชี่ยวชาญ 
2. ชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากต้องถูกตัดมาทั้งต่อมลูกหมาก ด้วยวิธี Prostatectomy 
3. ชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH ถูกตัดด้วยวิธี Transurethral resection 
4. ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่ถูกเก็บรักษาในพาราฟินจะต้องมีสภาพที่สมบูรณ์ไม่ช ารุดเสียหาย 
5. ชิ้นเนื้อมะเร็งต่อมลูกหมากต้องมีผลรายงานทางคลินิกครบ 
 
เกณฑ์การคัดเลือกตัวอย่างออกจากโครงการวิจัย (Exclusion criteria) 

1. ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่เคยผ่านการรักษาด้วยยา, เคมี หรือได้รับการฉายรังสีก่อนการผ่าตัด  
2. ผู้ป่วยเคยมีประวัติของการเป็นโรคมะเร็งชนิดอ่ืน หรือมีประวัติการแพร่กระจายของมะเร็งชนิด
อ่ืนๆมายังต่อมลูกหมาก 
3. ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่มีการแสดงออกของการอักเสบร่วม 
4. ชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่มีพ้ืนที่ที่เป็นมะเร็งน้อยกว่าร้อยละ 5 ของต่อมลูกหมากทั้งหมด 
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ข้อพิจารณาด้านจริยธรรม (Ethical consideration) 

การศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาในเนื้อของผู้ป่วยต่อมลูกหมาก โดยผู้วิจัยได้รับอนุมัติจาก
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมวิจัยโดยมีหมายเลข IRB No.623/59 ก่อนการศึกษา โดยวิเคราะห์
ตามหลักจริยธรรมการวิจัยในคน 3 ข้อ ได้แก่ หลักความเคารพในบุคคล (Respect for person) คือ
การไม่เปิดเผยข้อมูลผู้ป่วยโดยไม่ใช้ชื่อผู้ป่วยในการลงทะเบียนสิ่งส่งตรวจแต่จะใช้รหัสหมายเลขแทน   
หลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) คือการรักษา
ความลับของผู้ป่วยโดยในแบบบันทึกข้อมูลจะไม่มี identifier ที่จะระบุถึงตัวผู้ป่วย  และหลักความ
ยุติธรรม (Justice) คือ มีการกระจายความเสี่ยงและผลประโยชน์อย่างเท่าเทียมกันโดยวิธีสุ่มเข้ากลุ่ม
ศึกษา   

 
เครื่องมือและอุปกรณ์การวิจัย 

1. Microtome (Thermo electron corporation, USA) 

2. Microtome knife 

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

4. Pipette tip 10,200, 1000 μl (Axygen, USA) 

5. 1.5 ml microcentrifuge tube (Axygen, USA) 

6. 0.2 ml PCR tube (Axygen, USA) 

7. Centrifuge Mikro 200 (Hettich, Germany) 

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

9. Vortex mixture 

10. PCR chamber 

11. Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystem, USA) 

12. Power supply (Biored, USA) 

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

14. -20°C Freezer  

15. Autoclave 

16. Electrophoresis Cell DYCP-31DN (Beijing Liuyi Biotechnology, China) 

17. PowerPac HC Power Supply (Bio-Rad, USA) 
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18. Gel Doc XR+ Imaging System (Bio-Rad, USA) 

19. Microwave 

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

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

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

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

 
สารเคมีและชุดทดลองท่ีใช้ในงานวิจัย 
 

สารเคมีที่ใช้ในการสกัด DNA 
- 70% Ethanol 

- Absolute Ethanol  

- Xylene 

- QIAamp®DNA FFPE Tissue Kit 

สารเคมีที่ใช้ในการท าปฏิกิริยากับโซเดียมไบซัลไฟต์ 
- EZ DNA methylation gold kit (Zymo Research, USA) 

- Deionized Water 

- Absolute Ethanol (EMSURE, Germany) 

สารเคมีที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR 
- EpiTect®PCR Control DNA Set (Qiagen, USA) 

- Taq PCR Master Mix (Qiagen, USA) 

- Methylation PAQR3 forward primer (Pacific science, Thailand) 

- Methylation PAQR3 reverse primer (Pacific science, Thailand) 

- Unmethylation PAQR3 forward primer (Pacific science, Thailand) 

- Unmethylation PAQR3 reverse primer (Pacific science, Thailand) 

- Deionized Water  
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สารเคมีที่ใช้ในการท า gel electrophoresis 
- Tris base (Vivantis, USA) 

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

- Acetic acid (glacial) (EMSURE, Germany) 

- Agarose Powder (Axygen, USA) 

- 50 bp DNA Step Ladder (Sigma, USA) 

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

- Ethidium Bromide (BioExcellence) 

- Deionized Water 

 
วิธีวิจัย/วิธีด าเนินการวิจัย 

 
1. ศึกษาการเกิด  Methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 

    ขั้นตอนที่ 1 การสืบค้นข้อมูลสารสนเทศของยีน PAQR3  
 ท าการสืบค้นข้อมูลสารสนเทศของยีน Progestin and adipoQ receptor family 
member 3 (PAQR3) ของมนุษย์ โดยอ้างอิงจากเวปไซต์ www.ncbi.nlm.nih.gov  โดยพบว่ายีนนี้
ตั้งอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 4 ต าแหน่งที่ q21.21 (78887225-78939428)  ซึ่งมีความยาวประมาณ 
52204 คู่เบส ประกอบด้วย 13 exon โดยในการศึกษานี้ผู้วิจัยสนใจต าแหน่ง CpG island ที่ตั้งอยู่
บนโปรโมเตอร์ของยีนในช่วงต าแหน่งที่ 78938428 -78940000  โดยอ้างอิงผลการศึกษาของ Chen 
J และคณะ(21)  
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ภาพที่ 10 แสดงรายละเอียดข้อมูลสารสนเทศของยีน  PAQR3 
ที่มา : www.ncbi.nlm.nih.gov 

 

 
 

ภาพที่ 11 แสดงล าดับนิวคลีโอไทด์ทีต่ าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
 
    ขั้นตอนที่ 2 ศึกษาต าแหน่งของการเกิด methylation 
 

การศึกษานี้ได้ท าการอ้างอิงไพรเมอร์จากการศึกษาของ Li และ chen J ในปี 2016(21, 22) 
โดยมีรายละเอียดของไพรเมอร์ แสดงตามตารางที่ 4 และเมื่อท าการค้นหาต าแหน่งปฏิกิริยาของไพร
เมอร์ด้วยโปรแกรม MethPrimer(59) เริ่มจากการน าล าดับเบสของยีน PAQR3 ที่ผู้วิจัยท าการคัดเลือก
จากข้ันตอนที่แล้วน ามาใส่ในช่องใส่ sequence และกดค้นหา โดยโปรแกรมจะท าการค้นหาต าแหน่ง 
CpG island และแสดงต าแหน่งทีไ่พรเมอร์ท าปฏิกิริยาจากล าดับเบสดังกล่าว  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ภาพที่ 12 แสดงรายละเอียดโปรแกรม MethPrimer 
ที่มา : http://www.urogene.org 

 
ผลจากการท านายด้วยโปรแกรม MethPrimer จะพบต าแหน่ง CpG island ทั้งหมด 2 

island และพบว่าการท าปฏิกิริยาของคู่ไพรเมอร์ทั้งปฏิกิริยา Methylation และ Unmethylation 
เกิดข้ึนที่ต าแหน่ง CpG island ที่ 1 แสดงดังภาพที่ 13 

 
 
 

 
 

ภาพที่ 13  แสดงบริเวณเกิดปฏิกิริยาของไพรเมอร์ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
 
 
 

Island 1           Island 2 

http://www.urogene.org/
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โดยพบว่าต าแหน่ง CpG island ที่ 1 มีจ านวน CpG sites ทั้งหมด 68 ต าแหน่ง โดยไพรเมอร์ที่น ามา
ศึกษานั้นมีบริเวณครอบคลุมต าแหน่ง CpG sites ทั้งหมด 8 ต าแหน่ง แสดงดังภาพที่ 14-15 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 14 แสดง CpG sites ทั้งหมดบน CpG island 1 ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 15 แสดงบริเวณไพรเมอร์ที่ครอบคลุมต าแหน่ง CpG sites บน CpG island 1  

GCTCTTCTCATATGCAAACGAAGACCCCAGGCGCCGCCAAAACACAGCGTGAGAGACGCCCGGGAGCCCGGGCCGCCGCCAGCGCA
CGCTCGAGCACACCCGGGCGCGCCCCAGCACCCTGCCCCTCCCAGCTAGGGCTGAGGGGCGGGGCCGCCGCGGCGCGCTGACGTCA
GAGGAGGCTGCGACGCTGCCGGGTCCGCCGCGGCGCTGGCGGCAGTGGCCGGTGTGAGCGCAGAGCCGGGCCCTGGGCAGCAGCG
GCAGCGCGGTAGGACCTCGCGCAGCGTCCGCGGGCTCCGGGGCGGGGGCGCCAGCGGCGAAGCCCCCTCCCCGGGGAGGCGGGAC
CTGGGGGAGCTCCCGAGCCGGGGAGCGGCGGCGGCCGGGAACGATGCATCAGAAGCTGCTGAAGAGCGCGCATTACATCGAGCTGG
GCAGCTACCAGTACTGGCCGGTCCTGGTGCCCCGTGGCATCCGCCTGTACACCTACGAGCAGATCCCCGGGTCCCTCAAGGACAACCC

GTACATCACCGACGGCTACCGGGCCTACCTGCCGTCCAGGCTGTGTATCAAAAGGTACGGTCTG 

GCTCTTCTCATATGCAAACGAAGACCCCAGGCGCCGCCAAAACACAGCGTGAGAGACGCCCGGGAGCCCGGGCCGCCGCCAGCGCA
CGCTCGAGCACACCCGGGCGCGCCCCAGCACCCTGCCCCTCCCAGCTAGGGCTGAGGGGCGGGGCCGCCGCGGCGCGCTGACGTCA
GAGGAGGCTGCGACGCTGCCGGGTCCGCCGCGGCGCTGGCGGCAGTGGCCGGTGTGAGCGCAGAGCCGGGCCCTGGGCAGCAGCG
GCAGCGCGGTAGGACCTCGCGCAGCGTCCGCGGGCTCCGGGGCGGGGGCGCCAGCGGCGAAGCCCCCTCCCCGGGGAGGCGGGAC
CTGGGGGAGCTCCCGAGCCGGGGAGCGGCGGCGGCCGGGAACGATGCATCAGAAGCTGCTGAAGAGCGCGCATTACATCGAGCTGG
GCAGCTACCAGTACTGGCCGGTCCTGGTGCCCCGTGGCATCCGCCTGTACACCTACGAGCAGATCCCCGGGTCCCTCAAGGACAACC 

CGTACATCACCGACGGCTACCGGGCCTACCTGCCGTCCAGGCTGTGTATCAAAAGGTACGGTCTG 

Island 1          

Island 1          
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ตารางที่ 4 แสดงรายละเอียดของไพรเมอร์ 
 

1. Methylation primer Length(bp) GC% Tm(°C) Size(bp) 

Forward  M primer    
5’-TTGTTGAAGAGCGCGTATTATATC-3’ 

24 54.1 59.7  
109 

Reverse M primer     
5’-TAAAAAACCCGAAAATCTACTCGTA-3’ 

25 64.0 59.5 

2. Unmethylation primer 

Forward  U primer  
5’-TTGTTGAAGAGTGTGTATTATATTGA-3’ 

26 53.8 55.0  
110 

Reverse U primer   
5’-TTAAAAAACCCAAAAATCTACTCATA-3’ 

26 61.5 56.8 

 
 
    ขั้นตอนที่ 3. หาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท างานของไพรเมอร์ 

จากนั้นท าการทดสอบหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการท าปฏิกิริยาของไพรเมอร์ 
โดยเริ่มจากการตั้งค่าอุณหภูมิในช่วงปฏิกิริยา Annealing โดยเริ่มจากอุณหภูมิ 52,54,56,58,60 และ 
62 องศาเซลเซียสตามล าดับ เป็นเวลา 30 วินาที และท าการแยกดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า ผลปรากฏ
ว่าช่วงอุณหภูมิที่ 52,54,56 และ 58 องศาเซลเซียสเป็นช่วงที่มีปฏิกิริยาเกิดขึ้น โดยอ้างอิงผลจาก
แถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ ตามภาคผนวก แต่พบว่าที่อุณหภูมิ 52,56 และ 58 องศาเซลเซียสเป็นช่วงที่
แถบดีเอ็นเอของ Unmethylation primer เกิดขึ้นไม่ชัดเจน ในขณะที่ช่วงอุณหภูมิ 54 องศา
เซลเซียสปรากฏว่ามีแถบดีเอ็นเอ เกิดขึ้นชัดมากที่สุดทั้ง Methylation และ Unmethylation 
primer ดังนั้นการศึกษานี้ผู้วิจัยจึงเลือกช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับปฏิกิริยา Annealing ที่
อุณหภูมิ 54 องศาเซลเซียสเวลา 30 วินาที ที่จ านวน 40 รอบ  
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2. การสกัดดีเอ็นเอจากชิ้นเนื้อต่อมลูกหมาก 

    ขั้นตอนที่ 1 การตัดชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่ถูกรักษา สภาพด้วย Formal in-Fixed Paraffin-
Embedded  

- น าสไลด์ชิ้นเนื้อทั้งหมดที่ผ่านการย้อมด้วย H&E มาศึกษาภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 

โดยพยาธิแพทย์และนักวิจัยจะท าการคัดเลือกและท าเครื่องหมายบนสไลด์ให้ตรงกับต าแหน่ง

ของรอยโรค  

- หลังจากนั้นน าสไลด์ที่ผ่านการท าเครื่องหมายจากพยาธิแพทย์ น าไปทาบลงบนบล็อกชิ้นเนื้อ

ที่เป็นรายเดียวกัน โดยหมายเลขบล็อกต้องเป็นหมายเลขเดียวกันกับสไลด์ และน าใบมีดที่

สะอาดปราศจากเชื้อ (sterile) กรีดลงบนบล็อกพาราฟินที่ต าแหน่งเดียวกันกับสไลด์ที่มี

เครื่องหมายก าหนดไว้ และท าการตัดด้วยเครื่อง microtome ที่ขนาดความหนา 10 

ไมครอน จ านวน 10 ชิ้น ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml และท าการปิดฝาเพ่ือน าเข้าสู่

ขัน้ตอนต่อไป 

 
    ขั้นตอนที่ 2. การสกัด DNA จากตัวอย่างช้ินเนื้อต่อมลูกหมาก 

- การสกัด DNA จากชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่ถูกเก็บรักษาสภาพในพาราฟิน ใช้ชุดน้ ายาสกัด

ส าเร็จรูป QIAamp®DNA FFPE Tissue Kit โดยเริ่มด้วยการน าหลอดทดลองที่มีชิ้นเนื้อ

ตัวอย่างที่ผ่านการตัด มาท าการ Deparaffinization โดยใช้ไมโครปิเปตขนาด 1000 µl ดูด 

Xylene ปริมาตร 1 ml ลงในทุกๆหลอด ปั่นหยาบด้วยเครื่อง Vortex เป็นเวลา 10 วินาที  

- จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอนด้วยเครื่อง Microcentrifuge ที่ ความเร็ว 14000 รอบต่อวินาที 

ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที และดูดสารละลายใส่ส่วนบนทิ้ง (ระวังอย่าโดนชิ้นเนื้อ)  

- เติม Absolute ethanol ปริมาตร 1 ml ลงในหลอดตัวอย่าง และน าไปปั่นตกตะกอนด้วย

เครื่อง Microcentrifuge ที่ความเร็ว 14000 รอบต่อวินาที ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 นาที  

- ดูดสารละลายใส่ส่วนบนทิ้ง (ระวังอย่าโดนชิ้นเนื้อ) และเปิดฝาปล่อยทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็น

เวลา 20 นาที  

- เติมน้ ายาบับเฟอร์ ATL ปริมาตร 180 µl และเติม Proteinase K ปริมาตร 20 µl ลงในทุกๆ

หลอด แล้วน าหลอดตัวอย่างทั้งหมดเข้าเครื่อง Heatbox ที่อุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียสเป็น
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เวลาประมาณ 16 ชั่วโมง และเพ่ิมอุณหภูมิเป็น 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

ตามล าดับ  

- เติมสารละลายบับเฟอร์ AL ปริมาตร 200 ml และปั่นหยาบด้วย vortex ประมาณ 10 

วินาที แล้วเติม Absolute ethanol ปริมาตร 200 µl และปั่นหยาบด้วย vortex เป็นเวลา 

10 วินาที  

- จากนั้นใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลายทั้งหมดน ามาใส่ใน QIAamp MinElute column และ

ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Microcentrifuge ที่ความเร็ว 8000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที 

และน าหลอด collection tube ที่มสี่วนใสด้านล่างทิ้ง 

- น าหลอด collection tube หลอดใหม่ใส่ใน QIAamp MinElute column และเติม

สารละลายบับเฟอร์ AW1 ปริมาตร 500 μl จากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Microcentrifuge 

ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที และน าหลอด collection tube ที่มีส่วน

ใสด้านล่างทิ้ง 

- น าหลอด collection tube หลอดใหม่ใส่ใน QIAamp MinElute column และเติม

สารละลายบับเฟอร์ AW2 ปริมาตร 500 μl และน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง 

Microcentrifuge ที่ความเร็ว 8,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 1 นาที และน าหลอด 

collection tube ที่มีส่วนใส่ด้านล่างทิ้ง  

- น า QIAamp MinElute column ใส่ในหลอด collection tube หลอดใหม่และน าไปปั่น

เหวี่ยงด้วยเครื่อง Microcentrifuge ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 3 นาที 

จากนั้นทิ้งหลอด collection tube 

- น า QIAamp MinElute column มาใส่ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml แล้วเติม

สารละลายบับเฟอร์ ATE ปริมาตร 50 μl และไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อวินาที 

เป็นเวลา 1 นาที   

- น า DNA ที่สกัดได้มาตรวจสอบปริมาณความเข้มข้นและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ ด้วย

เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (Nano Drop) และเจือจางสารละลายดีเอ็นเอให้มีความ

เข้มข้นที่ 25 ng/µl ด้วยน้ ากลั่นที่ปราศจากเชื้อ ด้วยสมการ 
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C1V1 = C2V2 
      C1 = ความเข้มข้นเริ่มต้นของ DNA                     V1 = ปริมาตรของ DNA ทีจ่ะใช้เจือจาง 
      C2 = ความเข้มข้นสุดท้ายของ DNA คือ 25 ng/ul   V2 = ปริมาตรสุดท้าย 
 

- จากนั้นท าการปิดฝาและเก็บใว้ที่อุณหภูมิ -20°C จนกว่าจะน ามาใช้ 

3. การท าปฏิกิริยา Bisulfite conversion  

- ดูดสารละลาย CT conversion reagent ด้วยเครื่องมือทดลองไมโครปิเปต ลงในหลอด PCR 

ปริมาตร 130 µl และเติมสารละลายดีเอ็นเอที่ผ่านการเจือจาง ปริมาตร 20 µl ลงในหลอด

ทดลอง 

- น าเข้าเครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยตั้งอุณหภูมิที่ 94 องศาเซลเซียส 10 นาที และ 

64 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2.5 ชั่วโมง จากนั้นน าไปบ่มไว้ที่ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 30 

ชั่วโมง 

- จากนั้นเติม M-Binding Buffer ปริมาตร 600 μl ลงในหลอด Zymo-Spin™ IC Column 

และดูดสารละลายดีเอ็นเอทั้งหมดที่ผ่านการบ่ม น ามาใส่ลงใน Zymo-Spin™ IC Column 

ใช้เครื่องมือไมโครปิดเปตดูดขึ้นลง ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Microcentrifuge ที่ความเร็ว 

14000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 30 วินาที ถอดหลอด collection tube ที่มีส่วนใสทิ้ง 

- เติม M-Wash Buffer ปริมาตร 100 μl และปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อวินาที 

เป็นเวลา 30 วินาท ี

- เติม M-Desulphonation Buffer ปริมาตร 200 μl บ่มทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 20 

นาที และน าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 30 วินาที 

- เติม M-Wash Buffer ปริมาตร 200 μl และปั่นเหวี่ยง ที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อวินาที 

เป็นเวลา 30 วินาที (ท าซ้ าอีกครั้ง) จากนั้นทิ้งหลอด collection tube ที่มีส่วนใสทิ้ง 

- น า Zymo-Spin™ IC Column มาใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml แล้วเติม M-Elution 

Buffer ปริมาตร 10 μl และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 14,000 รอบต่อวินาที เป็นเวลา 30 วินาที 

จากนั้นน าสารตัวอย่างไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20°C จนกว่าจะน ามาใช้ 
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4. การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (PCR) 

 
    ขั้นตอนที่ 1. เตรียมสารละลายส าหรับเพิ่มการปริมาณดีเอ็นเอ  
 

สารละลาย ปริมาณสารต่อ 1 ตัวอย่าง (µl) 

Deionized water  8.2 
Master mix reagent 10 

Forward primer (10x) 0.4 

Reverse primer (10x) 0.4 
DNA template (25ng/ µl) 1 

Total volume 20 
 
    ขั้นตอนที่ 2. เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง PCR Thermal Cycler รุ่น veriti  

น าสารที่ถูกเตรียมไว้จากข้อข้างต้นมาท าการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่อง PCR Thermal 
Cycler เป็นจ านวน 40 รอบ เป็นเวลาประมาณ 2 ชั่วโมง โดยมีขั้นตอนดังตามตามตารางท่ี 5 
 
ตารางที่ 5 แสดงรายละเอียดของสภาวะอุณหภูมิในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ  
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (องศาเซลเซียส) เวลา (นาท)ี 

Step 1 
- Initial denaturation 

 
94 

 
5 

Step 2 
- Denature 

- Annealing 

- Extension 

 
94 
54 
72 

 
0.30 
0.30 
0.45 

Step 3 
- Elongation 

 
72 

 
10 
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5. การแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยกระแสไฟฟ้า (Gel electrophoresis) 

- น าแผ่นเจลมาวางไว้บนเครื่องอิเลคโตรโฟริซิส และเติม 1xTAE buffer ให้ท่วมแผ่นเจล 

- ใช้ไมโครปิเปตดูดสีย้อมดีเอ็นเอ ปริมาตร 1 ไมโครลิตรลงบนแผ่นพาราฟิมล์ให้เท่ากับจ านวน

ตัวอย่างที่ใช้ จากนั้นท าการดูดดีเอ็นเอที่ผ่านการเพ่ิมปริมาณจากข้อข้างต้น ปริมาตร 7 

ไมโครลิตร และท าการผสมกับสีย้อมดีเอ็นเอที่เตรียมไว้โดยใช้ไมโครปิเปตดูดขึ้นลงประมาณ 

1-2 ครั้ง ท าการโหลดลงในช่องเจลทุกๆช่องจนครบ โดยในช่องแรกนั้นเตรียมไว้ส าหรับ DNA 

Ladder ขนาด 50 คู่เบส และท าการปล่อยกระแสไฟฟ้า โดยการตั้งค่าที่ 120 โวลล์ 

ประมาณ 30 นาที 

- น าแผ่นเจลออกจากเครื่องอิเลคโตรโฟริซิส ย้อมด้วยสาร Ethidium bromide เป็นเวลา 10 

นาท ีจากนั้นน าเข้าเครื่องฉายรังสียูวีเพ่ืออ่านแถบเจล ด้วยโปรแกรม Quantity one 

 

วิธีการค านวณหาขนาดตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษา  

 

 
                 Z2

α/2 p (1-p) 
                d2 

 
n    =   ขนาดของกลุ่มตัวอย่างชิ้นเนื้อต่อมลูกหมาก  
Z    =   ค่าสถิติมาตรฐาน โดยมีค่าความคลาดเคลื่อนไม่เกินร้อยละ 5 ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

ดังนั้นค่า Zα/2 = 1.96 
p    =   สัดส่วนของประชากรที่จะท าการศึกษา โดยการวิจัย โดยใช้ค่าความชุกของการเกิดดีเอ็นเอ
เมทิลเลชั่นที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อต่อมลูกหมาก 
d    =   ค่าความคาดเคลื่อนที่ยอมรับได้คือ 10% = 0.1 
 
 
 
 
 

n  =  
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ชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 
 

จากการทดลองศึกษาการเกิด  methylation ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากทั้งหมด 
10 ราย พบการเกิด methylation ทั้งหมด 6 ราย จากจ านวนตัวอย่างทั้งหมด ดังนั้น  p  จึงมีค่า
เท่ากับ  0.6 และแทนค่าลงในสมการได้ดังนี้  

        
           

                                              n   =      (1.96)2(0.6)(1-0.6) 
                                                                 (0.1)2 
                                              n   =            92.2 
 

ดังนั้นการศึกษาในนี้ใช้จ านวนชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากทั้งหมดเท่ากับ 92 ราย 
 

 
ชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH 
 

จากการทดลองศึกษาการเกิด methylation ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH ทั้งหมด 10 รายพบการ
เกิด methylation จ านวนทั้งหมด 2 ราย ดังนั้น p  จึงมีค่าเท่ากับ  0.2 และแทนค่าลงในสมการได้
ดังนี้          

 
 

                                              n   =     (1.96)2(0.2)(1-0.2) 
                                                                 (0.1)2 
                                              n   =             61.5 
 

ดังนั้นการศึกษาในนี้ใช้จ านวนชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH ทั้งหมดเท่ากับ 62 ราย  
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การวิเคราะห์ข้อมูล (Data Analysis) 

- ผลการเกิด Methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 จะถูกน าเสนอเป็นร้อยละ 

ในแต่ละชนิดของตัวอย่าง  

- ศึกษาความแตกต่างของการเกิด Methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 

ระหว่างชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH และชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก ด้วยสถิติ chi-squared 

test  

- ผลการรายงานทางจุลพยาธิของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากจะถูกน าเสนอข้อมูลเป็นร้อยละ 

และน ามาศึกษาหาความสัมพันธ์กับการเกิด Methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 

PAQR3 ด้วยสถิติ Fisher's Exact Test   

- ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 กับ

ค่าเฉลี่ย PSA ใช้สถิติ Mann-Whitney U-test ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

- ความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 กับอายุ

เฉลี่ยของผู้ป่วยใช้สถิต ิStudent-T-test ในการวิเคราะห์ข้อมูล 

- ค่าระดับนัยส าคัญทางสถิติที่ยอมรับได้ที่ p < 0.05 

การเก็บรวบรวมข้อมูล (Data Collection) 

1. เก็บข้อมูลโดยอ้างอิงผลจากแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏ และทดสอบความถูกต้องของแถบแบน
ดีเอ็นเอด้วยการเทียบกับ DNA Ladder และท าการเก็บข้อมูลเป็นภาพถ่าย            
          2. ข้อมูลประวัติและผลทางคลินิกของชิ้นเนื้อท่ีได้จากฐานข้อมูลของภาควิชาพยาธิวิทยา โดย
จะท าการขอใช้ข้อมูลดังกล่าวจากหัวหน้าภาควิชาพยาธิวิทยา และผู้อ านวยการโรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ ์
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บทที ่4 
ผลการทดลอง 

 
 

1. ศึกษาการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 จากชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH 
และช้ินเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 

 
ข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วย BPH และผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก  

ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่ใช้ศึกษาในครั้งนี้มีจ านวนทั้งหมด 154 ราย แบ่งออกเป็นชิ้นเนื้อจาก
ผู้ป่วย BPH จ านวน 62 ราย และชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากจ านวน 92 ราย โดยข้อมูลทาง
คลินิกของผู้ป่วย BPH มีอายุเฉลี่ยที่ 69.8 ± 8.2 ปี และมีค่าเฉลี่ย PSA ก่อนรับการผ่าตัดที่ 7.9±7.3 
ng/ml และผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากมีอายุเฉลี่ยที่ 67.5 ± 6.2 ปี และมีค่าเฉลี่ย PSA ก่อนรับการ
ผ่าตัดที่ 15.4±16.8 ng/ml สามารถสรุปข้อมูลทางคลิกนิกได้ตามตารางท่ี 6   

 
ตารางที่ 6 สรุปข้อมูลทางคลินิกของผู้ป่วย BPH และผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก  
 

                                          Prostate tissues (n = 154) 
       

        Prostate cancer (n = 92) 

             

               BPH (n = 62) 

 

 

Surgical method  
               Prostatectomy                                92 (100%) 

               Transurethral resection                                                                        62(100%) 

Age at surgery, years    

 Mean ±SD 

 Range 

67.5 ± 6.2 

52 – 81 

         69.8 ± 8.2 

         56 – 86 

 

PSA level, ng/ml    

 Mean ±SD 

 Median 

 Range 

   15.4 ± 16.8 

  9.9 

   2.1 – 75.4 

         7.9 ± 7.3 

        5.8 

           1.1 – 50.6 

 

Weight of prostate, g    

 Mean ±SD 

 Median 

 Range 

     44.1 ± 15.7 

     40.5 

   13 – 103 

             19.9 ± 13.9 

           16.9 

          1.5 – 53 
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ผลการศึกษาการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3  

เมื่อน าดีเอ็นเอจากชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH จ านวน 62 ราย และชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก
จ านวน 92 ราย ที่ผ่านการท าปฏิกิริยาด้วยวิธี bisulfite conversion มาท าการศึกษาการเกิด 
methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ด้วยไพรเมอร์ที่จ าเพาะต่อปฏิกิริยา 
methylation และ unmethylation ด้วยเทคนิค Methylation-specific PCR และเทียบดีเอ็นเอที่
ปรากฏที่ขนาด 109 และ 110 bp ด้วย DNA Ladder ขนาด 50 bp ผลการศึกษาพบการเกิด 
partial methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH จ านวน 16 ราย 
คิดเป็นร้อยละ 25.8 และในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก จ านวน 68 ราย คิดเป็นร้อยละ 73.9 
แสดงผลตามภาพที่ 14 

 

   
 

ภาพที่ 16 แสดงผลการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย 
BPH และชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก  

ผลการศึกษาด้วยเทคนิค Methylation-specific PCR แสดงผลการเกิด partial methylation ที่
แสดงผลทั้ง methylation band และ unmethylation band ณ ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH4 และในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก PCa1, PCa2 และ PCa4 
M หมายถึงปฏิกิริยา Methylation, U หมายถึงปฏิกิริยา Unmethylation, +/+ หมายถึง Positive 
control และ -/- หมายถึง Negative control  
 
 
 



 

 

36 

การศึกษานี้ผู้วิจัยได้จัดกลุ่มการเกิด DNA methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 จากชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากออกเป็น 2 กลุ่ม คือ  

กลุ่มท่ี 1. ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่แสดงผลเป็น partial methylation จัดเป็น methylation  
กลุ่มท่ี 2. ชิ้นเนื้อต่อมลูกหมากที่แสดงผลเป็น unmethylation    

ดังนั้นจึงสามารถอธิบายได้ว่าในชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH พบการเกิด methylation ของยีน PAQR3 
จ านวนทั้งหมด 16 ราย คิดเป็นร้อยละ 25.8 และพบ umethylation จ านวน 46 ราย คิดเป็นร้อยละ 
74.2 และในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก พบการเกิด methylation ของยีน PAQR3 ทั้งหมด 
68 ราย คิดเป็นร้อยละ 73.9 และพบ unmethylation จ านวน 24 ราย คิดเป็นร้อยละ 26.1 เมื่อ
วิเคราะห์หาความแตกต่างของการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ระหว่าง
ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH และชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากด้วยสถิติ chi-squared test พบว่า มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p < 0.01 ซึ่งสามารถสรุปผลได้ตามตารางท่ี 7 

 
ตารางที่ 7 ผลการศึกษาการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 จากชิ้นเนื้อ
ผู้ป่วย BPH และชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก  
 

                         Prostate tissues (n = 154) 
  

  Prostate cancer (n = 92) 

 

  BPH (n = 62) 

 

p value 

Promoter methylation status   <0.01a 

 Methylation 

 Unmethylation 

68 (73.9%) 

24 (26.1%) 

16 (25.8%) 

46 (74.2%) 

 

a statistical analyzes by chi-squared test. 
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2. ศึกษาเปรียบเทียบผลการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อ
ผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากระหว่างเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง 

 
ผลการศึกษาหาต าแหน่งเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็งจากชิ้น
เนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 

การศึกษานี้ผู้วิจัยมีความประสงค์ที่จะศึกษาเปรียบเทียบการเกิด methylation ที่ต าแหน่ง
โปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ระหว่างเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็ง (prostatic adenocarcinoma) และ
เนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง (adjacent non-neoplastic) จากชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อม
ลูกหมากชิ้นเดียวกัน โดยผู้วิจัยท าการสุ่มชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก จ านวน 12 ราย มาศึกษา
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ เพ่ือหาต าแหน่งของเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มี
เซลล์มะเร็ง โดยผู้วิจัยได้ท าเครื่องหมายลงบนแผ่นสไลด์ให้ตรงกับต าแหน่งที่พบรอยโรค  

 
 

 
 
 

ภาพที่ 17 แสดงบริเวณเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง 
ตัวอย่างชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่แสดงบริเวณเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็ง (A) และบริเวณ
เนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง (B) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ขนาดก าลังขยายภาพ 4x 
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ภาพที่ 18 ลักษณะเซลล์จากเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง  
จากภาพแสดงลักษณะเซลล์จากเนื้อเยื่อท่ีมีเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก (A) และเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่
มีเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก (B) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ขนาดก าลังขยาย 100x จากนั้นน าสไลด์ที่ถูก
ท าเครื่องหมายทาบลงบน block ชิ้นเนื้อเดียวกันกับสไลด์ และใช้ใบมีดกรีดตรงบริเวณที่ท า
เครื่องหมายและตัดด้วยเครื่อง microtomes  
 
 

 
 

ภาพที่ 19 แสดงต าแหน่งทีต่ัดเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง 
จากนั้นน าชิ้นเนื้อจากบริเวณดังกล่าวไปสกัด DNA และศึกษาเปรียบเทียบผลการเกิด methylation 
ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3  
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ผลการศึกษาการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 จากเนื้อเยื่อที่มี
เซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง 

   
ผลการศึกษาจากการสุ่มชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 12 ราย พบการเกิด partial 

methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็ง จ านวน 7 ราย คิด
เป็นร้อยละ 58.3 และพบการเกิด partial methylation ในเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง 
จ านวน 3 ราย คิดเป็นร้อยละ 25 แสดงดังภาพที่ 18 
  

 
 

ภาพที่ 20 แสดงผลการเกิด Methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในเนื้อเยื่อที่มี
เซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง 

ผลการศึกษาด้วยเทคนิค Methylation-specific PCR แสดงผลการเกิด partial methylation ที่
แสดงผลทั้ง methylation band และ unmethylation band ณ ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 ในเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็ง (c) และแสดงผล unmethylation ในเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มี
เซลล์มะเร็ง (n) จากผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก PCa1 และพบว่าผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก PCa2 
แสดงผลการเกิด unmethylation ทั้งในเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็ง (c) และในเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มี
เซลล์มะเร็ง (n), M หมายถึงปฏิกิริยา Methylation, U หมายถึงปฏิกิริยา Unmethylation, +/+ 
หมายถึง Positive control และ -/- หมายถึง Negative control สามารถสรุปผลได้ตามตารางท่ี 8  
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ตารางที่ 8 ผลการศึกษาการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 จากเนื้อเยื่อที่
มีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง  
 

                                    Prostate cancer tissues (n = 12) 

 Prostatic adenocarcinoma adjacent non-neoplastic 

Promoter methylation status    

 Methylation 

 Unmethylation 

7 (58.3%) 
5 (41.7%) 

       3 (25%) 
       9 (75%) 

 

 
โดยผลการศึกษานี้ยังสามารถจ าแนกได้ว่า ชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่เกิด 

methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ทั้งหมด 7 ราย พบว่ามี 6 ราย พบการเกิด 
methylation เฉพาะในเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็ง และพบว่ามี 1 ราย ที่เกิด methylation ทั้งใน
เนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งและในเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง นอกจากนั้นในชิ้นเนื้อจากผู้ป่วย
มะเร็งต่อมลูกหมาก 2 ราย พบการเกิด methylation เฉพาะในเนื้อเยื้อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง 
และในชิ้นเนื้อจากผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 3 ราย ไม่พบการเกิด methylation ทั้งในเนื้อเยื่อที่มี
เซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง โดยสามารถสรุปผลได้ตามตารางท่ี 9  

 
ตารางที่ 9 สรุปผลการศึกษาการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ระหว่าง
เนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งและเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง  
                                        

Prostate cancer (n = 12)   Prostatic adenocarcinoma     adjacent non-neoplastic 

 Methylation    Unmethylation                Methylation     Unmethylation  

            
              (6/12)                       +                     +                                                     + 
              (1/12)                       +                     +                            +                       + 
              (2/12)                                              +                            +                       + 

              (3/12)                                              +                                                     + 
 
หมายเหตุ   +  = มีเกิดปฏิกิริยาเกิดข้ึน      
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3. ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 กับผลทางคลินิกของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก  

 
Patients 

(n = 92) 

PAQR3 promoter methylation 
p valueb 

Methylation (n = 68)  Unmethylation (n = 24) 

Mean age ±SD, years  67.6±6.4 67.1±5.8 0.37c 
PSA level ±SD, ng/ml  14.9±16.1 14.2±14.9 0.49d 
Gleason score 

 < 7 

 ≥ 7 

 

37 

55 

 

26 (70.3%) 

42 (76.4%) 

 

11 (29.7%) 

13 (23.6%) 

0.34 

Surgical margin 

 Positive 

 Negative 

 

33 

59 

 

25 (75.8%) 

43 (72.9%) 

 

8 (24.2%) 

16 (27.1%) 

0.48 

Lymph node metastasis 

 Positive 

 Negative 

 

6 

86 

 

5 (83.3%) 

63 (73.3%) 

 

1 (16.7%) 

23 (26.7%) 

0.51 

Seminal vesicle invasion 

 Positive 

 Negative 

 

25 

67 

 

18 (72%) 

50 (74.6%) 

 

7 (28%) 

17 (25.4%) 

0.49 

Perineural invasion 

 Positive 

 Negative 

 

66 

26 

 

53 (80.3%) 

15 (57.7%) 

 

13 (19.7%) 

11 (42.3%) 

0.03 

Extraprostatic invasion 

 Positive 

 Negative 

 

42 

50 

 

33 (78.6%) 

35 (70%) 

 

9 (21.4%) 

15 (30%) 

0.25 

pT stage 

 pT2 

 pT3 + pT4 

 

41 

51 

 

29 (70.7%) 

39 (76.5%) 

 

12 (29.3%) 

12 (23.5%) 

0.35 

Biochemical recurrence 

 Yes 

 No 

 

23 

69 

 

18 (82.3%) 

50 (72.5%) 

 

5 (21.7%) 

19 (27.5%) 

0.40 

b
 Fisher's exact test, 

c
 t-test, 

d
 U test   
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ผลการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 กับอายุเฉลี่ยของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก โดยพบว่าผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่เกิด 
methylation มีอายุเฉลี่ยที่ 67.6±6.4 ปี และผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่ไม่เกิด methylation มี
อายุเฉลี่ยที่ 67.1±5.8 ปี เมื่อวิเคราะห์ด้วยสถิติ Student T-test พบว่าไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติที่ p = 0.37 นอกจากนั้นเมื่อศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation 
ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 กับระดับ PSA เฉลี่ยใน serum ผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากก่อน
รับการผ่าตัด พบว่าผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่เกิด methylation มีระดับ PSA เฉลี่ยใน serum ที ่
14.9±16.1 ng/ml และผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่ไม่เกิด methylation มีระดับ PSA เฉลี่ยใน 
serum ที่ 14.2±14.9 ng/ml ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ด้วยสถิติ Mann-Whitney U test พบว่าไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p = 0.49 จากนั้นผู้วิจัยได้ศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างการ
เกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 กับดัชนีพยากรณ์โรคต่างๆ ได้แก่ Gleason 
score, Surgical margin, Lymph node metastasis, Seminal vesicle invasion, Perineural 
invasion, Extraprostatic invasion, pT stage และ Biochemical recurrence โดยใช้สถิติ 
Fisher's exact test ในการทดสอบ ผลการศึกษาพบว่าการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโม
เตอร์ของยีน PAQR3 ในผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก พบว่ามีความสัมพันธ์ กับการลุกลามของ
เซลล์มะเร็งโดยรอบเส้นประสาทในผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p = 0.03   
 
ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
กับระดับ PSA ผู้ป่วย BPH และผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากก่อนผ่าตัด   

 
เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 

PAQR3 กับค่าเฉลี่ย PSA ใน serum ผู้ป่วย BPH ก่อนรับการผ่าตัดพบว่า ผู้ป่วย BPH ที่เกิด 
methylation และไม่เกิด methylation มีค่าเฉลี่ย PSA ที่ 7.18 ± 4.0 ng/ml และ 8.07 ± 8.1 
ng/ml เมื่อวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรมทางสถิติ Mann-Whitney U test พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p = 0.68 และผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่เกิด methylation และไม่เกิด 
methylation มีค่าเฉลี่ย PSA ใน serum ที่ 14.9±16.1 ng/ml และ 14.2±14.9 ng/ml และเมื่อ
วิเคราะห์ด้วยสถิติ Mann-Whitney U test พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่  
p = 0.49 
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ภาพที่ 21 กราฟ Box plot  แสดงความสัมพันธ์ของการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์
ของยีน PAQR3 กับระดับ PSA ก่อนรับการผ่าตัดของผู้ป่วย BPH และผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 

(A) กราฟแสดงความสัมพันธ์ในกลุ่มผู้ป่วย BPH ซึ่งมีค่ามัธยฐานในกลุ่ม unmethylation และ 
methylation เท่ากับ 5.6 ng/ml และ 6.4 ng/ml ตามล าดับ 
(B) กราฟแสดงความสัมพันธ์ในกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก ซึ่งมีค่ามัธยฐานในกลุ่ม 
unmethylation และ methylation เท่ากับ 10.4 ng/ml และ 8.8 ng/ml ตามล าดับ 

 
                       

(A) 

(B) 
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ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
กับระยะเวลาการกลับมาเกิดซ้ าของค่า PSA ในผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากหลังผ่าตัด 

 
 เมื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 กับระยะเวลาของการกลับมาเกิดซ้ าของค่า PSA ใน serum ของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก
หลังการผ่าตัด โดยใช้สถิติ Kaplan-Meier Survival Analysis และ Log-Rank Test ในการวิเคราะห์
ผลการศึกษาพบว่า กลุ่มผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากที่เกิด methylation และไม่เกิด methylation มี
ระยะเวลาของการกลับมาเกิดซ้ าของค่า PSA ในซีรั่มทีไ่มแ่ตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท่ี  
p = 0.77 
 

 
 

ภาพที่ 22 แสดงผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของ
ยีน PAQR3 กับระยะเวลาของการกลับมาเกิดซ้ าของค่า BCR ของผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก 

 
 
 
 

 

p = 0.77 
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บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการวิจัย 

การศึกษาความชุกของการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้น
เนื้อผู้ป่วย BPH จ านวน 62 ราย และชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก จ านวน 92 ราย พบการเกิด 
methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH ทั้งหมด 16 ราย คิดเป็น
ร้อยละ 25.8 และชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากทั้งหมด 68 ราย คิดเป็นร้อยละ 73.9 และในชิ้น
เนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก จ านวน 12 ราย พบการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของ
ยีน PAQR3 ในเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็ง จ านวน 7 ราย คิดเป็นร้อยละ 58.3 และเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่
ไม่มีเซลล์มะเร็ง จ านวน 3 ราย คิดเป็นร้อยละ 25 และมี 6 ราย ที่พบการเกิด methylation ที่
ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 เฉพาะในชิ้นเนื้อทีม่ีเซลล์มะเร็ง ผลการศึกษาทั้งหมดจึงสรุปได้ว่า 
ชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากมีการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
มากกว่าชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH และสัมพันธ์กับการลุกลามของเซลล์มะเร็งโดยรอบประสาทในผู้ป่วย
มะเร็งต่อมลูกหมากอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที ่p = 0.03    
 
อภิปรายผล   

มะเร็งต่อมลูกหมากเป็นมะเร็งที่มีอุบัติการณ์เกิดสูงเป็นอันดับสองและเป็นสาเหตุการเสียชีวิต
ของผู้ชายทั่วโลก(1) ปัจจุบันยังไม่ทราบถึงสาเหตุของการก่อให้เกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก แต่พบว่า
อายุ, เชื้อชาติ รวมทั้งคนในครอบครัวที่เคยมีประวัติเป็นมะเร็งต่อมลูกหมากล้วนเป็นปัจจัยเสี่ยง (2) 

อย่างไรก็ตามในช่วงหลายปีที่ผ่านมาพบว่า การเปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรมมีความเกี่ยวข้องกับ
กระบวนการก่อให้เกิดโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก (2) โดยเฉพาะอย่างยิ่งการเกิด DNA methylation ที่
เป็นหนึ่งในสภาวะเหนือพันธุกรรมที่มีความเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของยีน (3) หากเกิดที่ต าแหน่ง
โปรโมเตอร์ของยีนต้านมะเร็งหรือยีนที่เกี่ยวข้องกับมะเร็งพบว่ามีส่วนเกี่ยวข้องกับการก่อและ
ด าเนินการของโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก(4-7)    

โปรเจสตินแอนอดิโพคิวรีเซบเตอร์ 3 (Progestin and adipoQ receptor 3) หรือ PAQR3 
เป็นหนึ่งในสมาชิกของโปรตีน Progestin and adipoQ receptor หรือ PAQR โดยมีทั้งหมด 11 
สมาชิก (25) โปรตีน PAQR3 ถูกถอดรหัสจากยีน PAQR3 โดยโปรตีนนี้มีลักษณะเป็น seven-
transmembrane protein ที่แทรกอยู่ที่เยื่อหุ้ม Golgi apparatus และมักรู้จักกันในนาม Raf 
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kinase trapping to Golgi หรือ RKTG(30) บทบาทการท างานของโปรตีน PAQR3 พบว่ามีส่วน
เกี่ยวข้องกับกลไกหลายอย่างภายในเซลล์ อาทิ ช่วยรักษาภาวะสมดุลของระดับคอเลสเตอรอลภายใน
เซลล์ตับ(31, 32) และช่วยปกป้องเซลล์ไม่ให้ไดร้ับความเสียหายจากอนุมูลอิสระ เป็นต้น(33) จากบทบาท
ดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า การแสดงออกเป็นโปรตีน PAQR3 นั้นมีส่วนส าคัญต่อการท างานของเซลล์ให้
ปกติ นอกจากนั้นยังพบว่ายีน PAQR3 ยังท าหน้าที่เป็นยีนต้านมะเร็งในหลายชนิด อาทิ มะเร็งล าไส้
(18) มะเร็งเต้านม(21) มะเร็งกระเพาะอาหาร(19) มะเร็งตับ(20) มะเร็งกล่องเสียง(35) มะเร็งกระดูกอ่อน(37) 
มะเร็งสมอง(60) มะเร็งหลอดอาหาร(61) และมะเร็งต่อมลูกหมาก(17) ซึ่งหลายการศึกษาได้รายงาน
ตรงกันว่า ระดับโปรตีน PAQR3 และ mRNA มักลดลงในหลายชนิดมะเร็ง(18, 20, 21, 35, 36) รวมทั้งใน
มะเร็งต่อมลูกหมาก(17) การลดลงของโปรตีนนี้พบว่าผู้ป่วยมีผลทางคลินิกที่ไม่ดี(18-21, 36, 62) และมีชีวิต
รอดที่สั้นในผู้ป่วยมะเร็งบางชนิด(20) ปัจจุบันยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัดว่ากลไกใดที่มีความเกี่ยวข้องกับ
การลดลงของโปรตีน แต่จากการรายงานในมะเร็งกระเพาะปัสสาวะพบว่า การลดลงของโปรตีน 
PAQR3 สัมพันธ์กับการเพ่ิมข้ึนของ microRNA-137(63) อย่างไรก็ตามมีรายงานล่าสุดของ Li RH และ
คณะในปี 2016 ที่รายงานว่า พบการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ที่สูง
ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งล าไส้(22) สอดคล้องกับการศึกษาของ Chen J และคณะที่รายงานว่า พบการ
เกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งเต้านมและสัมพันธ์
กับการลดลงของโปรตีน PAQR3(21) จากความสอดคล้องกันนี้แสดงให้เห็นว่าการเกิด methylation 
ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 อาจมีความสัมพันธ์และเกี่ยวข้องกับโรคมะเร็ง และเป็นไปได้ว่า
การลดลงของโปรตีน PAQR3 และ mRNA ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากอาจมีความเกี่ยวข้อง
กับการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน  

ดังนั้นการศึกษานี้ผู้วิจัยใช้เทคนิค Methylation-Specific PCR เช่นเดียวกับการศึกษาในชิ้น
เนื้อมะเร็งเต้านมและมะเร็งล าไส้(21, 22) เพ่ือหาความชุกของการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโม
เตอร์ของยีนต้านมะเร็ง PAQR3 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากและชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH โดย
เทคนิค Methylation-Specific PCR ที่ผู้วิจัยเลือกใช้นี้เป็นเทคนิคที่มีราคาถูก ง่ายต่อการศึกษา และ
ยังไวต่อการน ามาตรวจสอบการเกิด methylation จากตัวอย่างที่มีดีเอ็นเอปริมาณน้อย ซึ่งเหมาะ
ส าหรับตัวอย่าง FFPE ที่น ามาศึกษาในครั้งนี้(57) ผลจากการศึกษาพบว่า ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อม
ลูกหมากพบการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ร้อยละ 73.9 และร้อยละ 
25.8 จากชิ้นเนื้อผู้ป่วย BPH นอกจากนั้นเมื่อศึกษาเปรียบเทียบผลการเกิด methylation ที่ต าแหน่ง
โปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 จากชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก จ านวน 12 ราย จากการสุ่ม พบว่า 
ในเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งพบการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ร้อยละ 
58.3 และพบร้อยละ 25 ในเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง โดยชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อม
ลูกหมาก จ านวน 6 ราย ที่เกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 พบเฉพาะใน
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เนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งเท่านั้น จากผลการศึกษานี้สามารถสรุปได้ว่ามีการเกิด methylation ที่
ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีนต้านมะเร็ง PAQR3 ในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากมากกว่าชิ้นเนื้อ
ผู้ป่วย BPH และพบในเนื้อเยื่อที่มีเซลล์มะเร็งมากกว่าเนื้อเยื่อใกล้เคียงกันที่ไม่มีเซลล์มะเร็ง ซึ่งผล
การศึกษานี้สอดคล้องกับการรายงานในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งเต้านมและมะเร็งล าไส้ (21, 22) จากผล
การศึกษาที่เป็นไปในแนวทางเดียวกันนี้แสดงให้เห็นว่า เทคนิค Methylation Specific PCR ที่ผู้วิจัย
เลือกใช้เป็นเทคนิคท่ีได้มาตรฐานและให้ผลที่มีความสอดคล้องกัน   

เป็นที่น่าสนใจว่าพบการเกิด Partial methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
ในชิ้นเนื้อต่อมลูกหมาก ซึ่งการเกิด Partial methylation ของยีนนี้อาจเกิดจากความจ าเพาะของ
ต าแหน่ง CpG sites ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ที่น าศึกษา หรืออาจเกิดจากธรรมชาติที่มี
ลักษณะเฉพาะของยีน โดยการศึกษานี้ผู้วิจัยเลือกใช้ต าแหน่งโปรโมเตอร์ที่ -188 ถึง +587 ซึ่งเป็น
ต าแหน่งเดียวกับการศึกษาในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งเต้านมและมะเร็งล าไส้ (21, 22) โดยแสดงผลการศึกษา
ที่มีความสอดคล้องกัน ดังนั้นจึงสามารถอธิบายได้ว่าการเกิด Partial methylation ที่ต าแหน่งโปรโม
เตอร์ของยีน PAQR3 นั้นอาจเกิดจากความจ าเพาะของต าแหน่ง CpG site ที่น ามาศึกษาและอาจเป็น
ลักษณะเฉพาะในการแสดงออกทางธรรมชาติของยีน เป็นที่สนใจว่าการศึกษานี้พบการเกิด partial 
methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ที่มากในชิ้นเนื้อผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมาก อาจ
เป็นไปได้ว่าการเกิด partial methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 อาจมีความ
เกี่ยวข้องกับการลดลงของโปรตีน PAQR3 ในมะเร็งต่อมลูกหมาก Zheng S และคณะในปี 2000(64) 
ได้อธิบายว่าการเกิด Partial methylation หรือ intermediate methylation นั้นมีส่วนเกี่ยวข้อง
ต่อการแสดงออกของยีนเช่นเดียวกันกับการเกิด extensive methylation โดยทางคณะได้
ท าการศึกษาเปรียบเทียบผลการเกิด methylation ของยีนต้านมะเร็งชนิด p14(ARF) ในเซลล์มะเร็ง
ล าไส้ ผลการศึกษาพบว่าเซลล์มะเร็งล าไส้ชนิดที่แสดงออกเป็น Partial methylation ส่งผลต่อการ
ลดลงของ mRNA ของยีน p14(ARF) เช่นเดียวกับเซลล์มะเร็งล าไส้ที่เกิด extensive methylation 
ดังนั้นในการศึกษานี้และหลายการศึกษาจึงได้จัดผลการเกิด Partial methylation ของยีนต่างๆเป็น 
methylation(5, 64-68)   

การเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 ที่พบได้มากในชิ้นเนื้อผู้ป่วย
มะเร็งต่อมลูกหมากอาจมีความเกี่ยวข้องกับการลดลงของโปรตีนและน าไปสู่การก่อมะเร็งในต่อม
ลูกหมาก เนื่องจากบทบาทของโปรตีน PAQR3 นอกจากจะเป็นยีนต้านมะเร็งหลายชนิดแล้ว ยังพบว่า
สามารถยับยั้งกระบวนการเจริญของเนื้องอก หรือ tumorigenesis ได้ในหลายชนิดมะเร็ง(18, 20, 61, 63) 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก (17) ที่พบว่าการเพ่ิมขึ้นของโปรตีน PAQR3 สามารถ
ยับยั้งการเจริญ การเพ่ิมจ านวน และการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง ทั้งยังสามารถยับยั้งการเจริญ
ของเนื้องอกในหนูทดลองได้ นอกจากนั้นโปรตีน PAQR3 ยังสามารถยับยั้งกลไกการแสดงออกของ 
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AKT/ERK phosphorylation และการแสดงออกของโปรตีน EMT ในเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมาก(17) ใน
ระดับกลไกโปรตีน PAQR3 ยังสามารถยับยั้งการท างานของกลไก Ras/Raf/MEK/ERK signaling 
pathway ซึ่งเป็นหนึ่งในกลไกที่เกี่ยวข้องกับการเจริญ การเพ่ิมจ านวน การเปลี่ยนแปลงรูปร่างและ
การมีชีวิตรอดของเซลล์มะเร็ง (16, 34)  โดยกลไกเหล่านี้มีบทบาทเป็น oncogene ในมะเร็งต่อม
ลูกหมาก(69-71) ซึ่งหากสูญเสียการท างานจะสามารถก่อก าเนิดและพัฒนาไปเป็นมะเร็งได้ (34) Feng L 
และคณะในปี 2007 ได้รายงานว่าโปรตีน PAQR3 จะยับยั้งกลไก Ras/Raf/MEK/ERK signaling 
pathway โดยจะจับกับโปรตีน Raf-1 ที่อยู่ใน cytoplasm เข้าสู่ Golgi apparatus และเปลี่ยน
โปรตีน Raf-1 ให้อยู่ในรูป inactive forms ท าให้โปรตีน Raf-1 ไม่สามารถไปกระตุ้นกลไกการท างาน
ของ Ras/Raf/MEK/ERK signaling pathway ได้ ส่งผลท าให้เซลล์มะเร็งมีการเจริญที่ลดลง (16, 34) 
นอกจากนั้นโปรตีน PAQR3 ยังสามารถยับยั้งการแสดงออกของ EGF/ERK phosphorylation(17, 18, 

35, 37, 72) และลดการแสดงออกของโปรตีน MAPK ส่งผลให้ลดการสร้างหลอดเลือดไปเลี้ยงมะเร็ง (73) 
และยังสามารถท างานร่วมกับยีนต้านมะเร็ง p53 ในการยับยั้งการก่อมะเร็งได้(72) จากผลการรายงาน
ที่สอดคล้องกันนี้แสดงให้เห็นว่า การแสดงออกของโปรตีน PAQR3 นั้นมีความเกี่ยวข้องกับเจริญของ
เซลล์มะเร็ง การเกิด methylation ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 อาจเกี่ยวข้องกับการลดลง
ของโปรตีนและอาจเป็นสาเหตุของการก่อโรคมะเร็งต่อมลูกหมากได ้

นอกจากนั้นการศึกษานี้ยังพบว่า การเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน 
PAQR3 มีความสัมพันธ์กับการลุกลามของเซลล์มะเร็งโดยรอบเส้นประสาทของผู้ป่วยมะเร็งต่อม
ลูกหมากอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ สอดคล้องกับการศึกษาก่อนที่พบว่าการเกิด methylation ของยีน 
PAQR3 มีความสัมพันธ์กับการลุกลามของเซลล์มะเร็ง(21, 22) ซึ่งผลจากการลุกลามของเซลล์มะเร็ง
โดยรอบเส้นประสาทพบว่า ผู้ป่วยมักมีผลพยากรณ์โรคที่ไม่ดี(74) จากบทบาทที่กล่าวมาข้างต้นที่พบว่า
โปรตีน PAQR3 สามารถกดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งโดยยับยั้งการท างานของโปรตีน Twist1 
(36) และลดการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งต่อมลูกหมากจากการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน 
EMT(17) ดังนั้นการเกิด methylation ที่ต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 อาจส่งผลต่อการท างาน
ของโปรตีน PAQR3 ที่ผิดปติ และอาจน าไปสู่การลุกลามของเซลล์มะเร็งโดยรอบเส้นประสาทในผู้ป่วย
มะเร็งต่อมลูกหมากได้ 
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โปรโมเตอร์ของยีนต้านมะเร็ง PAQR3 กับการแสดงออกเป็นของโปรตีนและ mRNA ในมะเร็งต่อม
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1. การเตรียมสารเคมี 
   1. การเตรียมสารละลาย CT conversion reagent  

- เติมน้ ากลั่นที่ผ่านการฆ่าเชื้อปริมาตร 900 ไมโครลิตรลงในหลอด CT conversion reagent 

และเติม M-dilution buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร  

- และ M-dissolving buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ลงในหลอด CT conversion reagent

ตามล าดับ และปั่นหยาบด้วยเครื่อง Vortex เป็นเวลา 10 นาที  

    2. การเตรียมสารละลายบับเฟอร์ 1x TAE buffer (Tris-acetate-EDTA) 
- ชั่ง Tris base ปริมาณ 48.5 กรัม 

- ชั่ง 0.5M EDTA ปริมาณ 3.72 กรัม ที่ pH 8.0 

- เติม Glacial acetic acid ปริมาตร 11.44 มิลลิลิตร 

- น าสารทั้งหมดเติมลงในขวดแล้วปรับปริมาตรด้วยน้ ากลั่น 1000 มิลลิลิตร จะได้สาร 10x 

TAE buffer และท าการปรับความเข้มข้นเป็น 1x TAE buffer โดยการน า 10x TAE buffer 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตรละลายด้วยน้ ากลั่น 900 มิลลิลิตร  

3. การเตรียมเจลอะกาโรส     
- ชั่งสาร Agarose ปริมาณ 2 กรัม ละลายด้วย 1xTAE buffer ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขย่า

ให้เข้ากัน และน าเข้าเครื่องไมโครเวฟ (Microwave) เพ่ือท าการละลาย (Melt) สาร 

Agarose เป็นเวลา 1-2 นาท ี

- น ามาเทลงแม่พิมพ์ที่เตรียมไว้ ทิ้งไว้ให้เย็น และน าแผ่นเจลไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียสจนกว่าจะน ามาใช้ 

2. ล าดับเบสบนต าแหน่งโปรโมเตอร์ของยีน PAQR3 
 
GATGCATCAGAAGCTGCTGAAGAGCGCGCATTACATCGAGCTGGGCAGCTACCAGTACTGGCC
GGTCCTGGTGCCCCGTGGCATCCGCCTGTACACCTACGAGCAGATCCCCGGGTCCCTCAAGGA
CAACCCGTACATCACCGACGGCTACCGGGCCTACCTGCCGTCCAGGCTGTGTATCAAAAGGTAC

GGTCTGGCTGCCTCCGCCTGGAGTGCCCCCTTCTCTCACCTACACCCTTTTTGT 
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3. แสดงแถบแบนดีเอ็นเอที่ปรากฏจากการหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสม ณ อุณหภูมิต่างๆ 
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