
บททิ 5

วิธีทำ

1. การเตรียมชินเนอสำหร้บใช้!นงานวิจัย (tissu e  se c tio n  p repara tion )
1.1 ค ัดเล ือก paraffin -b lock se c tio n  ของคนไข้ที่ต ้องการจากแผนกพยาธิวิทยา และนำมาตัด

เป็นสไลด์ชึ่งมีความหนาประมาณ 5แ จำนวน 3-5 แผ่น
1.2 นำสไลด์ที่ได้มาผ่านขบวนการนำพาราฟินออกด้วย xy lene
1.3 ล้าง xy lene ด ้วย ab so lu te  ehano l เป็นเวลา 15 นาที
1.4 ทำการย้อมสไลด์ด ้วย eo sin  sto ck  so lu tion  จำนวน 1-2 หยด และล้างสีที่มากเกินไปออก

ด ้วย 95% e thano l
1.5 ปล่อยทิ้งไวิให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง

2. การตัดชิ้นเนื้อระดับจุลภาค (m icrod issection )
2.1 นำสไลด์มาส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ และใช้เข็มเบอร์ 27-30 เขี่ยเอาเฉพาะเนื้อเยื่อส่วนที่

ต ้องการคือเน ื้อเย ื่อมะเร็งและเนื้อเย ื่อตับปกติตามลำดับ
2.2 นำชิ้นเนื้อที่ได้จากขั้นตอนที่ 2.1 ใสในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ม ิลล ิล ิตร ที่บรรจุ PET B

so lu tion  จำนวน 200 ไมโครลิตร หลังจากนั้นทำการแชใน w a te r  b a th  ที่อ ุณหภูมิ 65 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 12 ช่ัวโมง

3. นำชิ้นเนื้อที่ได้จากการเตรียมมาสกัด DNA
3.1 นำสารละลายที่ได้จากขั้นตอนที่ 2.2 มาผสมกับ 25:24:1 p h eno l /  chloroform  /  isoam yl

alcohol ในปริมาณที่เท่ากัน
3.2 นำส่วนผสมที่ได้!ปป่นด้วยเครื่องป่นความเร็วสูงที่ความเร็วสูงสุดเป็นเวลา 5 นาที ที่อ ุณหภูมิ

ห้อง
3.3 หลังจากขั้นตอนที่ 3.2 จะเห็นส่วนผสมที่แยกขั้นกันอยู่ ใช้ m ic ro p ip e tte  ดูดแต่ส่วนที่เป ็น

สารละลายที่เป็นนํ้าชั้นบนและใส่ 24:1 chloroform /isoam yalcohol จำนวนเท่าเท่ากันลง 
ไปเพี่อขจัด pheno l ที่อาจจะหลงเหลืออยู่

3.4 ท่าขั้นตอน 3.2 ชํ้าอีกครั้ง เมื่อเสร็จขั้นตอนนื้จะได้สารละลายที่มี DNA เป็นส่วนผสม
3.5 ประเมินปริมาณสารละลาย DNA ที่ได้ แล้วเติม 3 M  S od ium  a c e ta te , pH  5.2 จำนวน

1/10 ของปริมาณที่ประเมินได้
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3.6 เติม 1 - 2 ไมโครลิตรของ 20 m g /m l g lycogen
3.7 เติม 100% ฟ cohol ปริมาตร 2 เท่าของสารละลาย DNA และแช่ไวในตู้เย็นที่อุณหภูมิ -20

องศาเซลเซียส 1 ช่ัวโมง
3.8 นำมาป่นด้วยเครื่องปันความเร็วสูงที่ควบคุมอุณหภูมิได้ 15 นาที
3.9 เทนํ้าส่วนบนออก หลังจากนั้นใส่ 70% e thy l alcohol จำนวน 500 ไมโครลิตร
3.10 ท่าขั้นตอนที่ 3.8 อีกครั้ง
3.11 จะเห็น DNA ที่สกัดได้ตกตะกอนเป็น pelle t อยู่ส ่วนล่างของหลอด ค่อยๆเทสารละลายส่วน 

บนออกทิ้งไวให้แห้งและทำการละลายตะกอน DNA ด้วยสารละลาย TE buffer จำนวน 20 ไมโครลิตร และ 
นำไปเก็บไวในตู้เย็นที่มีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อเตรียมนำมาทำการวิเคราะห์ขั้นต่อไป

4. เพ ิ่มปริมาณ DNA จากชิ้นเนื้อที่สกัดได้ทั้งจีโนมด้วยการทำ PCR โดยใช้ p rim er ที'ไม่จำเพาะเจาะจง 
(DOP, d e g e n e ra te d  o ligonucleo tides prim ers)

PCR (polym erase ch a in  reac tion ) เป็นเทคนิคสำหรับการเพิ่มขยายจำนวนสารพันธุกรรมที่ทำได้ 
ง่ายโดยปฏิกิริยาในหลอดทดลอง (in vitro) โดยมีหลักการพื้นฐานเลียนแบบธรรมชาติของขบวนการ DNA 
rep lica tio n  โดยปฏิกิริยาลูกโซ่ของเอนไซม์ DNA po ly m erase  ที่ทำให้มีการเพิ่มจำนวนอณู DNA เป็น 2 
เท่าในทุกทุกรอบของปฏิกิริยา ซึ่งจะมี 3 ขั้นตอนในแต่ละรอบ (รูปที่ 12 )

1. D én a tu ra tio n  เกิดที่อ ุณหภูมิส ูงประมาณ 90 -95 องศาเซลเซียส ท่าให้ DNA ต้นแบบ (DNA 
tem p la te ) ท ี่เป ็นเกลียวคู่ (doub le-strand  DNA) แยกออกจากกันเป ็นสายเด ี่ยว 2 สาย (tw o s in g le 
s tra n d s  DNA) อยู่เป็นอิสระและทำหน้าที่เป็นต้นแบบในการเกิดการลังเคราะห์สาย DNA ต่อไป

2. P rim er an n e a lin g  p rim ers  2 สายที่ถูกลังเคราะห์ให้มีสำด้บนิวคลีโอไทด์ที่เป็นคู่สมกับปลาย 
3' (3’ end ) ของ DNA ต้นแบบแต่ละลายเข้าไปจับตรงลำดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นคู่สมบนสาย DNA ต้นแบบ 
(an n ea lin g  s ite s) ขบวนการนื้จะเกิดฃึ้นที่อุณหภูมิเหมาะสมในช่วง 40 - 60 องศาเซลเซียส

3. P rim er ex ten s io n  (am plification  step ) ขั้นตอนการเพิ่มขยายจำนวน DNA เกิดขึ้นโดย 
อาศัยเอนไซม์ DNA po lym erase  ซึ่งทำหน้าที่ต่อลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ปลาย 3’ ของ p rim ers  ทั้งสองในทิศ 
ทางจาก 5’ ไป 3’ ในการวิจัยนื้ใช้เอนไซม์ Taq  DNA po lym erase  ซึ่งต้องการสภาวะที่เหมาะสมที่อุณหภูมิ 
72 องศาเซลเซียส

แต่ละรอบของปฏิกิริยา PCR จะสามารถเพิ่มจำนวนผลิตผล (PCR product) ได้เป็นสองเท่าถ้า 
ปฏิกิร ิยานั้นมีความสมบูรณ์ 100 เปอร์เซ็นต์ และโดยปกติจะให้ปฏิกิริยา PCR เกิดขึ้นซํ้าๆกันจำนวน 30 - 40
รอบ
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Targeted sequence

Cycle 1

✓ VWWv

Cycle 2

nnnnr;

Il I 111 I ^VvAV

-w v w
•-

niiHHLwwv.

Il II 111II

II II II I II
mÊÊmœM?4''-

Cycle 4-25
At least 10 -fold increase in DNA

Unamplified DNA 

Denature and anneal primers

Primer extension

Denature and anneal primers

Primer extension

Denature and armed primers

Primer extension

รูปที่ 12 แสดงขั้นตอนที่สำคัญของปฏิกิริยา PCR

P rim ers  ทีใซในขันตอนนีคือ DOP หรือทีเรียกว่า d e g e n e ra te d  o lig onu cleo tid es  p rim ers  ทีใช้ 
ในการเพ ิ่มปริมาณ DNA ทั้งสายโดยไม่จำเพาะเจาะจงตรงตำแหน่งใดตำแหน่งหนึ่ง และขั้นตอนนี้เรียกว่า
DOP-PCR จุดประสงค์ของขั้นตอนนี้เพ ื่อเพิ่มจำนวน DNA ที่สกัดได้จากชิ้นเนื้อให้มีจำนวนมากพอที่จะนำมา 
ทำการวิเคราะห์ขั้นต่อไป
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ส่วนประกอบของปฏิกิริยา DOP-PCR มีดังต่อไปนี้
1. DNA te m p la te  ทีสกัดได้
2. 20 fiM ของ o lig onu cleo tid e  p rim ers
3 . 2 0  m M  M g C L j

4. 500 m M  KC1
5. 100 m M  Tris-H Cl, pH  8.4
6. 2 m M  e a c h  dN T P (dATP, dC TP, dGTP)
7. 2 u n its  Taq  DNA po ly m erase

ขั้นตอนของการทำ PCR คือ ช่วงแรกทำ d én a tu ra tio n  ที่อ ุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็น 
เวลา 10 นาที หลังจากนั้นเริ่มทำปฏิกิริยา PCR โดย 5 รอบแรกใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 30 
องศาเซลเซียส 1 นาที และช่วงเปลี่ยนอุณหภูมิจาก 30 องศาเซลเซียสให้เป็น 72 องศาเซลเซียสอีก 3 นาที 
และทำปฏิกิริยาขั้นตอนสุดท้ายที่ 72 องศาเซลเซียสอีก 1 นาที 35 รอบหลังใช้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 
นาที 62 องศาเซลเซียส 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 3 นาที และจบปฏิกิริยาด้วยขบวนการ final 
e x ten s io n  ที่อ ุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 10 นาที

5. เพ ิ่มปริมาณ DNA เฉพาะตรงบริเวณที่ต ้องการด้วยการใช้ p rim ers ที่จำเพาะ
DNA ที่ผ ่านการเพิ่มปริมาณจากขั้นตอนที่ 4 จะถูกนำมาเพิ่มปริมาณเฉพาะตำแหน่งที่ต ้องการโดย 

การทำ PCR และหลังจากนันทำการหา LOH โดยใช้ sh o rt ta n d e m  re p e a t po lym orphic  m ark ers  
(STRPs) โดยในการศึกษานี้ม ี m ark ers  ที่ใช้ 9 m arkers ดังตารางที่ 5

ตารางที่ 5 ตำแหน่งของ STRPs ที่ใซในการศึกษาครั้งนี้

C h rom osom e arm Loci L ocation

Ip AMY-2B lp 21

l q AG T Iq 4 2 -lq 4 3

4q D4S192 4q25-4q34
D4S194 4q25-4q34

8q D8S88 8q22.2
16q D16S514 16q21
18q D18S70 18q23

D18S55 18q22.1
D18S57 18q l2 .2 -18q l3 .3
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5.1 ขันตอนการติดฉลาก o ligonucleo tide  DNA ด้วยสารรังสี (End-labelling  prim er)
เนื่องจาก o ligonucleo tide  สังเคราะห์มีสาย 5' เป็น OH g ro u p  จึงใช้คุณสมบัติของ 

เอนไซม์ T4 po lynucleo tide  k in a se  เติม y 32 P-A TP เข้าไปที 5' OH grou p  ของสาย o ligonucleo tide
ได้ทันที

สารละลายในปฏิกิริยามีดังต่อไปนี้
1. 70 m M  Tris-HCl, pH  7.4
2. l O m M M g C L ,
3. 5 M D T T
4. T4 k in ase
5. y '32-P-ATP

6. p rim ers  ท ีต ้องการติดฉลาก
หลังจากผสมส่วนประกอบทั้งหมดแล้วทำการปฏิกิริยาที่อ ุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที
5.2 เพ ิ่มปริมาณ DNA บริเวณที่ต ้องการด้วยขบวนการ PCR 

สารละลายที่ใช้!นปฏิกิริยาขั้นตอนนี้มีดังต่อไปนี้
1. 10 m M  dN TP e a c h
2. 10 m M  Tris-HCl, pH  8.4
3. 50 m M  Kcl
4. 1 . 5 m M M g C l 2
5. DNA ที่ผ่านขบวนการเพิ่มปริมาณจากขั้นตอนที่ 4
6. P rim ers แต่ละคู่ที่ติดฉลากสารรังสีไว้แล้วตามขั้นตอนที่ 5.1

ทำปฏิก ิร ิยาเพ ิ่มขยาย (am plification) โดยขบวนการหลัก 3 ขั้นตอนซึ่งควบคุมอุณหภูมิ 
และเวลาตามที่กำหนดโดยอาศัยเครื่องอัตโนมัติ (P rogram m able DNA T herm al Cycler) ทั้งหมด 25 รอบ 

ขั้นตอน DNA d é n a tu ra tio n  ที่อ ุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 4 นาที 
ขั้นตอน prim er an n e a lin g  ที่อ ุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 1 นาที 
ขั้นตอน prim er e x ten s io n  ที่อ ุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 7 นาที

6. ขันตอนตรวจวิเคราะห์ผลิตผล PCR (analysis of PCR p rod ucts) โดยใช้วิธี ge l e lec tro p h o resis  
gel e lec tro ph o resis  เป็นวิธีการแยกขนาดของ DNA โดยใช้การเคลื่อนที่ตามกระแสไฟฟ้า

6.1 ขันตอนการ run  gel e lec tro ph o resis
6.1.1 เตรียม po lyacry lam ide gel 

สารเคมีที่ใช้ประกอบด้วย
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1. U rea
2. 40 % ac ry lam id e  b is
3. 10 X TBE
4. 10% am m o n iu m  persu lfa te
5. TE m e d

หลังจากผสมสารละลายทั้งหมดให้เข้ากันเรียบร้อยแล้วให้ทำการใส่ลงไปใน gel c h a m b e r และทิ้งไว้ 
ให้แข็ง
6.1.2 ต่อขัวไฟฟ้าของ e lec tro p h o re tic  ch a m b e r เข้ากับ p o w er su p p ly  ปรับให้ม ีความต่างศักย์

ไฟฟ้าประมาณ 90 ว ัตต ์ รอจนกระทั่งเจลมีอุณหภูมิประมาณ 55 องศาเซลเซียส
6.1.3 ผสม PCR p ro d u c ts  กับสี dye  และนำ PCR p ro d u c ts  ทีผสมสีแล้วไป in c u b a te  ที 95

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2 นาทีเพ ื่อแยกสาย DNA ออกเป็นสายเด ี่ยว
6.1.4 หลังจากครบเวลาแล้ว นำมาทำให้เย็นลงอย่างรวดเร็วเพื่อไมให้สาย D N A กลับมาจับกันอีก
6.1.5 หยอด PCR p ro d u c ts  ที่ผ่านขบวนการทั้งหมดเรียบร้อยแล้วลงไปตามช่องที่กำหนดไว้ และ

เปิดกระแสไฟฟ้าให้พาแถบสีเคลื่อนที่จนไดระยะทางที่ต้องการ
6.1.6 นำแผ่นเจลออกมาจาก ch am b er และห่อไว้ด้วยพลาสติกถนอมอาหาร
6.1.7 นำเจลมาประกบกับ p h o sp h o r sc re e n  (Kodak) เพื่อให้สารรังสีทำปฏิกิริยากับแผ่นฟิล์ม
6.1.8 ทำการ sc a n  ด ้วยเครื่อง p h o sp h o r im ag e  (strom ) จะได้ลักษณะแถบของ DNA ที่ต ิด

ฉลากรังสีไว้ตามต้องการ
6.2 วิเคราะห์แถบ DNA (band  p a tte rn  analysis)

ตรวจวิเคราะห์ภาวะ LOH โดยใช้ตาเปล่าเปรียบเทียบความเข้มของแถบ DNA ที่ได้จากเนื้อเยื่อตับ 
ปกติและเนื้อเยื่อมะเร็ง ผลที่ได้จะออกมาเป็น 4 แบบดังต่อไปนี้
1. U n in fo rm ative c a se  (บ) คือ c a se  ที่ได้แถบ DNA ของเน ื้อเย ื่อปกติออกมาเพ ียงแถบเด ียว ซึ่งหมาย 
ความว่าอัลสีลที่ใช้ทดสอบนั้นไม่มีความเป็น he te ro zyg o te  คือไม่มีความแตกต่างของลำดับชุดของ STRPs 
ระหว่างโครโมโซมคู่เหมือน ดังนั้นจึงไม่สามารถใช้วิเคราะห์ได้

เน ื้อเย ื่อปกติ (N) เนื้อเยื่อมะเร็ง (T)

รูปที่ 13 แสดงแถบ DNA ที่ได้จากการรันเจลอิเลศโตรโฟรีซิสที่เป็น un in fo rm ativ e  c a se
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2. R e ta in  h e te ro zy g o te  คือแถบ DNA เนื้อเยื่อปกติและเนื้อเยื่อมะเร็งม ีสองอัลลีล (สองแถบ) ไม่มีความ 
แตกต่างกัน แสดงว่าไม่มีการขาดหายไปของชิ้นส่วนของโครโมโซมในเนื้อเยื่อมะเร็ง

รูปที่ 14 แสดงแถบ DNA ที่ได้จากการรันเจลอิเลคโตรโฟรีชิสที่เป็นรายปกติ (re ta in  he terozygo te)
3. LOH คือภาวะที่เน ื้อเย ื่อท ี่ปกติม ีสองอัลลีลแต่ของเนื้อเย ื่อมะเร็งม ีเพ ียงอัลลีลเด ียวอย่างช ัดเจนหรีอมีการ 
ลดลงของความเข้มของอีกอัลลีลลงไปอย่างเห็นได้ชัด

4. M icrosate llite  in s tab ility  (MSI,I) คือภาวะที่เน ื้อเยื่อที่เป ็นมะเร็งมีแถบ DNA ที่เก ิดจากการจับของ 
p rim ers  ชํ้ากันหลายๆชุด ความผิดปกติแบบนี้เก ิดจากมีความผิดปกติระดับโมเลกุลของเชลล์มะเร็งเก ิดเน ื่อง 
จากความผิดปกติของ m is s -m a tc h e d  repa ir g e n e s

รูปที่ 16 แสดงแถบ DNA ที,ได้จากการรันเจลอิเลคโตรโฟรีชิสที่เป็นลักษณะของ MSI
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