
บทที่ 1 

บทนำ

ความเป ็นมาและความสำค ัญ

มะเร็ง เป ็นกลุ่มของโรคที่เก ิดจากเซลล์ไม่สามารถควบคุมการแบ่งตัว และการเจริญเต ิบโต 

ได้ ทำให ้ม ีการจำลองเซลล์เพ ิ่มข ึ้นอย่างรวดเร ็ว ก่อให้เก ิดการบุกรุก (invasion) เน ื้อเย ื่อข ้างเค ียง 

และกระจายไปยังบริเวณต่างๆ ของร่างกาย (metastasis) โดยปกติแล้ว ซื่อของมะเร็งแต่ละชนิดมี 

ความแตกต่างกัน ขึ้นกับอวัยวะซึ่งเป็นจุดกำเนิดของเซลล์ที่เร ิ่มมีการแบ่งตัวผิดปกติ

มะเร็งปากมดลูก (cervical cancer) เป็นมะเร็งที,พบมากเป ็นลำดับ 3 ในผู้หญิงทั่วโลก 

(Ferlay e t  a i ,  2010) และมากเป็นอันดับ 2 ในผู้หญิงไทย (WHO, 2010) สาเหตุส่วนใหญ่มากกว่า 

90% เกิดจากการติดเชือ high risk human papillomavirus (HR-HPV) ได้แก่ HPV ชนิด 16 

และ 18 ผ่านการมีเพศสัมพันธ์ (Munoz e t  a i ,  2003) เมื่อได้รับเชื้อ HPV แล้วนั้น เยื่อบุผิวบริเวณ 

ปากมดลูกอาจเข้าสู่กระบวนการเกิดมะเร็งที่ม ีกลไกหลายขึ้น (multistep process) และพัฒนาเป็น 

มะเร ็งปากมดลูกในระยะลุกลามได้ ซึ่งช่วงความกว้าง (spectrum) ชองการเปล ี่ยนแปลงของเซลล ์ 

ของมะเร ็งปากมดลูก สามารถจำแนกเป ็นระยะต ่างๆ ได้ คือ pre-malignant lesion ได้แก่ low 

grade และ high grade squamous intraepithelial lesions (LSILs และ HSILs) และ 

malignant invasive cervical cancer (Brisson e t  a i . ,  1988) อย่างไรก็คี ในระยะเริ่มต ้นของ 

การติดเชื้อผู้ปวยจะไม่แสดงอาการแต่อย่างใด ดังนั้น ผ ู้ปวยมะเร ็งปากมดลูกส ่วนใหญ ่จ ึงม ักมาพบ 

แพทย์เม ื่อเป ็นมะเร็งในระยะลุกลาม ซึ่งยากต่อการรักษา การตรวจวิเคราะห์มะเร็งปากมดลูก ทำได้ 

2 วิธี คือ pap smear test (papanicolaou smear) และ HPV DNA test (Zur Hausen, 1996) 

อย่างไรก็ตาม pap smear test ไม่เพียงพอต่อการวิน ิจฉัยว่าเซลล์ที่ผ ิดปกติจะพัฒนาเป็นมะเร็งปาก 

มดลูกในระยะลุกลามได้หรือไม่ อีกทั่งยังอาจให้ผลผิดพลาดในกรณีที่นรีแพทย์มีประสบการณ์น้อยใน 

การแปลผลตรวจ (Banik e t  a i ,  2011) ด้งนั้น HPV DNA test จ ึงเป็นที่น ิยมมากกว่า เนื่องจากมี 

ความจำเพาะต่อการดำเนินโรค อีกท ั่งย ังสามารถตรวจสอบและทำนายการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ได้ 

(Wright e t  a i . ,  2000)

สารพันธุกรรมของ HPV เป็น DNA ประมาณ 8,000 คู่เบส เรียงตัวเป็นวงกลม (double 

stranded circular DNA) ประกอบด้วย early gene (El -  E7) ทำหน้าที่เก ี่ยวกับการจำลองตัว การ 

ดำรงอยู่ของไวรัส และการเปลี่ยนรูปของเซลล์ (cell transformation), late gene ( L I  และ L2) ทำ 

หน้าที่สร้างโปรตีนองค์ประกอบของเปลือกหุ้ม (capsid) และ long control region (L C R ) ทำหน้าท ี่ 

ควบคุมกระบวนการถอดรหัส (transcription) (Tjiong e t  a i . ,  2001) รูปแบบของการติดเชื้อ HPV มี 

2  แบบ คือ 1) แบบ episome และ 2 ) แบบ integration โดยที'รูปแบบ integration เป็นรูปแบบที่ 

พบได้มากกว่า อีกทั่งการติดเชื้อรูปแบบนี้ ยีน E2 ซึ่งปกติจะยับยั้งการแสดงออกของยีน E6 และ E7 

จะถ ูกทำลาย ส่งผล'ให้ยีน E6 และ E7 ซึ่งเป็น oncogenic gene ค ือม ีความสามารถทำให ้เซลล์ 

เปล ี่ยนค ุณสมบ ัต ิของการเจร ิญ เต ิบโต กลายเป ็นเซลล์ท ี'เจร ิญโดยไม ่ม ีว ันตาย เก ิดการแสดงออก 

มากกว่าปกติ (overexpression) (Woodman e t  a i . ,  2007) โดยเป๋าหมายของโปรตีน E6 และ E7
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คือ T P 5 3  และ r e t i n o b l a s t o m a  (R b ) ตามลำดับ ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene) 

โปรตีน E6 จะจ ับก ับ E6AP ทำให ้เก ิดการย่อยสลายของ p53 ผ่านกระบวนการ ubiquitin 

degradation (Beaudenon and Huibregtse, 2008) ในขณะที่โปรตีน E7 จะจับก ับ pRb ซึ่งปกติ 

แล้ว pRb จะจับกับ E2F transcription factor ส่งผลให้ E2F เป็นอิสระ จึงเกิดการสังเคราะห์ดีเอ็น 

เอ และการแบ่งตัวของเซลล์อย่างไม่หยุดยั้ง (Arroyo e t  a i ,  1993)

นอกจากนี้ การศึกษาจำนวนมากแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดเมทิเลชัน และ 

การยับยั้งการแสดงออกของยีนที่นำไปสู่การเกิดมะเร็ง เซ่น มีรายงานการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโม 

เตอธ์ของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลูกถึง 93% (Kitkumthorn e t a i ,  2006) ซึ่งยีน CCNA1 มี 

หน้าที่ได้แก่ 1) ขับเคลื่อนวัฏจักรของเซลล์ให้เข้าสู่ซ่วง G1/S ในอัณฑะ (Ji e t a i ,  2005) 2) ชักนำให้ 

เกิด mitotic catastrophe ใน hematopoietic progenitor cells จึงนำไปสู่มะเร็งไต รังไข่ และ 

ปอด (Rivera e t a i ,  2006) ทว่า หน้าที่อ ีกอย่างหนึ่งของยีน CCNA1 เกี่ยวข้องกับการซ่อมแซมการ 

ฉีกขาดของดีเอ็นเอสายคู่ผ ่านกระบวนการ non-homologous end joining และโปรตีน Ku70 

(Muller-Tidow e t a i ,  2004) หน้าที่นี้เองแสดงให้เห็นว่ายีน CCNA1 อาจมีบทบาทเป็นยีนต้าน 

มะเร็ง เน ื่องจากหนึ่งในหน้าท ี่ของยีนต ้านมะเร ็ง คือ การซ ่อมแซมดีเอ ็นเอท ี่เส ียหายภายในเซลล์ 

ดังนั้น การเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ซึ่งนำไปสู่การยับยั้งการแสดงออกของยีน 

นี้ (Kitkumthorn e t a i ,  2006) จึงมีผลต่อการยับยั้งหน้าที่ในการซ่อมแซมดีเอ็นเอดังกล่าว และอาจ 

ทำให้เก ิดมะเร็งปากมดลูกในที่ส ุด อีกทั้งม ีการศึกษาพบว่า ยีน CCNA1 อาจเป็นยีนต้านมะเร็งใน 

มะเร็งโพรงหลังจมูก และมะเร็งศีรษะและคอ โดยพบว่ามะเร็งทั้ง 2  ฃนิดนี้มีการเกิดเมทิเลชันบริเวณ 

โพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 เซ่นเดียวกัน (Yanatatsaneejit et a i ,  2008; Tokumaru e t a i ,  

2004)

สภาวะเหนือพันธุกรรม (epigenetics) ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการทำงานของยีนโดยไม่มี 

การเปลี่ยนแปลงของลำดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็นองค์ประกอบของสารพันธุกรรม (Berger e t  a i ,  2009) 

ซึ่งการเกิดดีเอ็นเอเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีนเป็นหนึ่งในกลไกของ epigenetics เซ่นกัน มี 

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างไวรัส และดีเอ ็นเอเมทิเลช ัน เซ่น การศึกษาความเชื่อมโยงกันของ 

Epstein-Barr virus (EBV) และการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอธ์ฃองยีน BIM ใน Burkitt’s 

lymphoma พบว่ามีเมทิเลชันของยีน BIM ใน B-cell ที่ติดเชื้อ EBV แต่ไม่มีเมทิเลชันใน B-cell ท่ีไม่ 

ติดเซือ (Paschos e t  a i ,  2009) เซ่นเดียวกันกับ EBV latent membrane protein 1 (LMP1) 

สามารถกระตุ้นและเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์ DNA methyltransferase I (DNMT1) ซึ่งเป็นเอนไซม์ 

ท ี่ทำหน ้าท ี่ดำรงการเก ิดเมท ิเลช ันภายในเซลล ์ ส ่งผลให้เก ิดเมทิเลช ันบริเวณโพรโมเตอริ และการ 

ยับยั้งการแสดงออกของโปรตีน E-cadherin (Tsai e t  a i ,  2006) รวมถึงการพบความเกี่ยวข้องกัน 

ระหว่างการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอริของยีน C C N A 1  และรูปแบบการติดเชื้อ HPV แบบ 

integration (Yanatatsaneejit e t  a i ,  2011) และการพบว่าโปรตีน E7 ของ HPV สามารถเพิ่ม 

กิจกรรมของ DNMT1 และลดระดับโปรตีน E-cadherin ได้ (Laurson e t  a i ,  2010) อีกทั้ง ยัง 

พบว่า โปรตีน E7 มีความสามารถในการจับกับ DNMT1 ได้อีกด้วย (Burgers e t  a i ,  2007)

จากการศึกษาที่กล่าวมาทั้งหมดข้างต้นนำไปสู่สมมติฐานว่า โปรตีน E7 ของ HPV ชนิด 16 

เป็นตัวชักนำให้เกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอริของยีน C C N A 1  ซ ึ่งอาจมีบทบาทเป็นยีนต ้านมะเร็ง
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ผ่านการทำงานร่วมกับ DNMT1 ทำให้ยีน CCNA1 ไม่สามารถแสดงออกได้ และอาจนำไปสู่การเกิด 

มะเร ็งปากมดลูก ถ ึงแม ้ว ่าป ัจจ ุบ ันป ีว ัคซ ีนเพ ื่อป ัองก ันมะเร ็งปากมดล ูก อย ่าง’ไรก็ดี ข ้อจำกัดของ 

วัคซีนมะเร็งปากมดลูก คือ อาจก่อให้เกิดอาการแพ้ในบุคคลบางกลุ่ม อีกทั้งผู้ที่ได้รับวัคซีนควรปีอายุ 

ระหว่าง 19 ถึง 26 ปี ท ั้งยังต้องไม่เคยผ่านการมีเพศสัมพันธ์ (American Cancer Society [ACS] 

2013: online) เพ ื่อป ิดซ่องโหว่ของการรักษามะเร็งปากมดลูกในจุดนี้ ผลการศึกษาที'ไต้ในครั้งนี้จึง 

อาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาโรคมะเร็งปากมดลูกในอนาคต เซ่น การทำยีนบำบัด (gene 

therapy) ตลอดจนการคิดค้นยาที่ร ักษามะเร็งปากมดลูกได้ตรงเปัาหมายมากขึ้น เป็นต้น

วัตถ ุประสงศ ึของการวิจ ัย

1 . เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอธ์ และการแสดงออก 

ของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลูก

2. เพื่อศึกษาผลของยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 ในการทำให้เกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ 

และการแสดงออกของยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลูก

3. เพื่อศึกษากลไกของโปรตีน E7 ของ HPV ชนิด 16 ในการทำให้เกิดเมทิเลชันบริเวณโพร 

โมเตอธ์และการแสดงออกชองยีน CCNA1 ในมะเร็งปากมดลูก

ขอบเขตการวิจ ัย

นำเซลล์สายพ ันธ์มะเร็งปากมดลูก SiHa (มีการติดเชื้อ HPV ชนิด 16) และ C33A (ไม่มีการ 

ติดเชื้อ HPV) มาว ิเคราะห ์การเก ิดโพรโมเตอร์เมท ีเลช ัน และการแสดงออกของยีน C C N A l t iละ 

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ ต ่อการยับยั้งการแสดงออกของยีน 

C C N A 1  โดยการให้ยา 5’-azacytidine แก่เซลล์ SiHa และ C33A โดยเทคนิค MSP และ RT-PCR 

ตามลำดับ จากนั้น จึงศึกษาผลของยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 ต่อการแสดงออกของยีน C C N A 1  โดย 

เทคนิค small interfering RNA (siRNA) ในเซลล์ SiHa และการทรานสเพ้กยีน E 7  เพื่อทำให้ยีน E 7  

มีการแสดงออกในเซลล์ C33A แล ้วตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกชองยีน E 7  และ 

C C N A 1  โดยเทคนิค real-time PCR พร้อมท ั้งตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระด ับการเก ิดเมท ิเลช ัน 

บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  โดยเทคนิค MSP และในลำดับสุดท้าย เป็นการวิเคราะห์ว่าโปรตีน 

£7ฃอง HPV ชนิด 16 ม ีบทบาทต ่อการเก ิดเมท ิเลช ันบริเวณโพรโมเตอร์และการแสดงออกของยีน 

C C N A 1  โดยเทคนิค chromatin immunoprécipitation (Chip) ซ ึ่งทำการทดลองในเซลล์ C33A ท่ี 

ได้ร ับการทรานสเพ ้กยีน E 7  และ emypty plasmid แบบชั่วคราว และใช้แอนติบอดี E7 HIS 

DNMT1 H3K4 และ IgG ในการตกตะกอนของโปรตีน E7, DNMT1 และ H3K4 จากนั้นใช้ไพรเมอร์ 

ของยีน C C N A 1  บริเวณโพรโมเตอร้โนการทำ PCR เพื่อยีนยันว่าโปรตีน E7 ของ HPV ชนิด 16 และ 

DNMT1 จับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน C C N A 1  ได้
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ประโยฃน์ที่คาดว่าจะได้รับ

1. ทราบกลไกของโปรตีน E7 ของ HPV ชนิด 16 ในการทำให้เกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโม 

เตอร์และการยับยั้งการแสดงออกของยีน C C N A 1  ซ ึ่งคาดว่าน ่าจะเป ็นยีนต้านมะเร ็งในมะเร็งปาก 

มดลูก

2 . การสูญเส ียการทำงานของยีนต ้านมะเร็งเป ็นสาเหตุหน ึ่งของการเกิดมะเร ็ง ในอนาคต 

ความรู้ท ี่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้อาจเป็นอีกทางเลือกในการรักษาโรคมะเร็งปากมดลูก เซ่น การทำ 

gene therapy หรือการคิดค้นยาในการรักษา เป็นต้น

วิธ ีดำเน ินงานวิจ ัย

งานวิจัยเรื่องนี้แบ่งออกเป็น 4 การทดลองคือ

1. การตรวจการติดเชื้อ HPV และระดับเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ และระดับการแสดงออกของยีน 

CCNA1 ในเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33A

1.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33A

1 .2  สกัดดีเอ็นเอจากเซลล์ทั้งสองสายพันธุ

1.3 ตรวจสอบการติดเชื้อ HPV ด้วยการทำ PCR โดยใซ้ไพรเมอร์ L1

2. การศึกษาความสัมพันธ์ของการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์และการแสดงออกของยีน CCNA1

2.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33A

2.2 ให้ยา 5’-azacytidine ที่ความเข้มข้นต่างๆ แก่เซลล์ทั้งสองสายพันธุ

2.3 สกัดด ีเอ ็นเอจากเซลล์ท ั้งสองสายพันธุ และทำ sodium bisulfite treatment เพื่อ 

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงระดับเมทิเลชันของยีน CCNA1

2.4 สกัดอาธ์เอ็นเอจากเซลล์ทั้งสองสายพันธ์ และทำ RT-PCR เพื่อตรวจสอบการเปลี่ยนแปลง 

ระดับการแสดงออกของยีน CCNA1

3. การศึกษาการชักนำให้เกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 โดยยีน E7 ของ HPV ขนิด 

16

3.1 การยับยั้งการแสดงออกของยีน E7 ของ HPV ชนิด 16 ในเซลล์ SiHa โดยเทคนิค small 

interfering RNA (siRNA)

3.1.1 ออกแบบ SiRNA ที่จำเพาะต ่อยีน E7 และหาปริมาณ E7 siRNA และ 

ระยะเวลาทรานสเป็กที่เหมาะสม

3.1.2 ทรานเท็เก E7 SiRNA ปริมาณที่เหมาะสม เข้าสู่เซลล์ SiHa

3.1.3 หลังจากทรานสเท็เกจนครบตามระยะเวลาที่เหมาะสมแล้วสกัดอาร์เอ็นเอจาก 

เซลล์ SiHa ท ี่ถูกทรานสเท็เก แล้วสังเคราะห์ cDNA และวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของ 

ยีน E7 และยีน CCNA1 ด้วยเทคนิค real-time PCR

3.1.4 สกัดด ีเอ ็นเอจากเซลล์ SiHa ท ี่ถ ูกท รานสเป็ก และทำ sodium bisulfite 

treatment เพื่อวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงระดับเมทิเลชันของยีน CCNA1
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3.2 การซักนำให้มีการแสดงออกของยีน E 7  ของ HPV ซนิด 16 ในเซลล์ C33A

3.2.1 ถ่าย E 7  recombinant plasmid เข้าสู่ competent cells

3.2.2 สกัดพลาสมิด และตรวจสอบยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 ใน competent 

cells ที่ได้รัน E 7  recombinant plasmid

3.2.3 ทรานสเท็เก E 7  recombinant plasmid และ empty plasmid เข้าสู่เซลล์

C33A

3.2.4 สกัดอาร์เอ็นเอจากเซลล์ C33A ที่ถูกทรานสเทเ็ก แล้วสังเคราะห์ cDNA และ 

วิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีน E 7  และยีน C C N A 1  ด้วยเทคนิค real-time PCR

3.2.5 สกัดด ีเอ ็นเอจากเซลล์ C33A ที่ถูกทรานสเท็เก และทำ sodium bisulfite 

treatment เพื่อวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงระดับเมทิเลซันของยีน C C N A 1

4. การศึกษาการจับกันระหว่างโปรตีน E7 และ DNMT1 บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1

4.1 เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก C33A

4.2 ทรานสเที่ก E 7  recombinant plasmid และ empty plasmid เข้าสู่ C33A เป็นเวลา 

72 ช่ัวโมง

4.3 นำเซลล์ที่ได้รับการทรานสเพ็เกมาทำ chromatin immunoprécipitation (Chip) โดย 

ใข้แอนติบอดีที่จำเพาะต่อโปรตีน HIS, E7, DNMT1, H3K4 และ IgG

4.4 ทำ PCR โดยใช้ไพรเมอร์ยีน C C N A 1  บริเวณโพรโมเตอร์ เพื่อยีนยันว่าโปรตีน E7 และ 

DNMT1 สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ได้

ลำดับขั้นตอนในการวิจ ัย

1. การตรวจการติดเชื้อ HPV และระดับเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ และระดับการแสดงออกของ 

ยีน CCNA1 ในเซลล์สายพ ันธ์มะเร ็งปากมดลูก SiHa และ C33A

รปที่ 1 แผนผังแสดงลำดับขั้นตอนในการทำวิจัยการทดลองที่ 1
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2. การส ืก'ษาความส ัมพ ันธ ์ของการเก ิดเมท ิเลข ันบร ิเวณโพรโมเตอร ์และการแสดงออกของย ีน  

C C N A 1

รปที่ 2  แผนผังแสดงลำดับขั้นตอนในการทำวิจัยการทดลองที่ 2
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3. การศึกษาการชักนำให้เก ิดเมทิเลช ันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 โดยยีน E7 ของ HPV 

ขนิด

รูปที่ 3 แผนผังแสดงลำดับขั้นตอนในการทำวิจัยการทดลองที่ 3
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4. การสืกษาการจับกันระหว่างโปรตีน E7 และ DNMT1 บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1

รปที่ 4 แผนผังแสดงลำดับขั้นตอนในการทำวิจัยการทดลองที่ 4
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