
ผลการทดลอง

1. การตรวจการติดเช ื้อ HPV และระดับเมท ิเลข ันบริเวณโพรโมเตอร์ และระด ับการแสดงออก 

ของยีน C C N A 1  ในเซลล์สายพ ันธุมะเร ็งปากมดลูก SiHa และ C33A

1.1 การตรวจสอบการติดเชื้อ HPV ในเซลล์สายพ ันธ ุมะเร ็งปากมดลูก SiHa และ C33A

ใขั1พรเมอร์ L1 ของ HPV ในการทำ PCR ซ่ึง PCR product ที่ได้มีขนาด 45 0 ค ู่เบสและเม ื่อ  

ตรวจสอบ PCR product ด้วยการใช้ 1% agarose gel electrophoresis ผลการทดลองพบว่า ใน 

เซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa มีการติดเชื้อ HPV ในขณะที่เซลล์สายพ ันธ ุมะเร ็งปากมดลูก 

C33A ไม่มีการติดเชื้อ HPV ดังรูปที่ 18

รูปที่ 18 ผลการตรวจสอบการติดเชื้อ HPV ในเซลล์สายพันธุปากมดลูก SiHa และ C33A 

โดย M คือ marker และ -  ve คือ negative control

500bp
400bp
300bp

LI 450 bp
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1.2 การตรวจสอบการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอริของยีน C C N A 1

ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ในเซลล์สายพ ันธุ 

มะเร็งปากมดลูก SiHa ซี่งมีการติดเชื้อ HPV ชนิด 16 และ C33A ซ่ึง,โม่มีการติดเชื้อ HPV ด้วย 

เทคนิค methylated specific PCR (MSP) โดยใช้ primer 2 คู่ คือ methylated และ 

unmethylated primer ซ่ึง PCR product มีขนาด 47 และ 64 คู่เบส ตามลำดับ หลังจาก 

ตรวจสอบ PCR product ด้วย 8% acrylamide gel electrophoresis ดังรูปที่ 19 พบว่า 

SiHa มีเปอร์เซนต์ méthylation บริเวณโพรโมเตอริชองยีน CCNA1 คิดเป็น 100%

และไม่มี unmethylation บริเวณโพรโมเตอริของยีน CCNA1 

C33A มีเปอริเซนต์ méthylation บริเวณโพรโมเตอริชองยีน CCNA1 คิดเป็น 44.97%

มีเปอริเซนต์ unmethylation บริเวณโพรโมเตอริของยีน CCNA1 คิดเป็น 55.03%

M -ve SiHa C33A

รูปที่ 19 ผลการตรวจสอบฟอริเซนต์เมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอริชองยีน CCNA1 

ในเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33A 

โดย M คือ marker และ -ve คือ negative control
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1.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน C C N A 1

ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ 

C33A ด้วยเทคนิค reverse transcription PCR (RT-PCR) โดยใช้ primer 2 คู่ คือ 1) GAPDH 

primer ซึ่งเนิน housekeeping gene เพื่อใช้เนินตัวเปรียบเทียบการแสดงออกของ CCNA1 ในแต่ 

ละตัวอย่าง และ 2) CCNA1 primer ซ่ึง PCR product มีขนาด 475 และ 160 คู่เบส ตามลำดับ 

หลังจากตรวจสอบ PCR product ด้วย 1% agarose gel electrophoresis ตังรูปที่ พบว่า เซลล์ 

C33A มีการแสดงออกของยีน CCNA1 คือ 70.31% ในขณะที่ SiHa มีการแสดงออกของยีน CCNA1 

น้อยกว่า C33A คิดเนิน 26.85% ดังรูปที่ 20

GAPDH 475 bp

CCNA1 160 bp

รูปที่ 20 ผลการตรวจสอบเปอรีเซนต์การแสดงออกของยีน CCNA1 

ในเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33A 

โดย M คือ marker และ -ve คือ negative control
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2. การศึกษาความสัมพันธ์ของการเกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์และการกดการแสดงออกของ 

ยีน C C N A 1

2.1 ก าร ศ ึก ษ าก าร เก ิดเมท ิเลข ันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ใน เซลล ์ SiHa และ 

C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine ที่ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 uM เป็นเวลา 7 วัน จำนวน 5 ซํ้า 

ผลการศึกษา พบว่า บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ม ีการเก ิดเมท ิเลข ันลดลงอย่างม ีน ัยสำค ัญ 

เมื่อได้รับ 5’-azacytidine ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 uM ตามลำดับ ซึ่งสังเกตได้จากแบนด์เมทิเล 

ขันจะค่อยๆ บางลงใน C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine ที่ความเข้มข้นสูงขึ้นเรื่อยๆ อย่างไรก็ตามใน 

SiHa เน ื่องจากมีความเป ็นเมทิเลขันสูงถ ึง 100% จึงเห็นเพียงใน SiHa ที่ได้รับความเข้มข้นของ 

5’azacytidine สูง มีแบนด้เมทิเล'ขันบางลงเท่านั้น ดังรูปที่ 21

SiHa C33A

^  A  •ร/''- ร

M -ve OuM 3uM 5uM 7uM OuM 3uM 5uM 7uM

jt ig *

รูปที่ 21 รูปผลการตรวจสอบเปอร์เซนส์เม'ทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 

ในเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33A เมื่อได้รับ 5’-azacytidine 

ที่ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 uM เป็นเวลา 7 วัน 

โดย M คือ marker และ -ve คือ negative control

ผลการทดสอบทางสถิต ิด ้วยวิธ ีone way ANOVA เพื่อศึกษาระดับเมทิเลขันบริเวณโพรโม 

เตอร์ฃองยีน CCNA1 ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine เป็นเวลา 7 วันจำนวน 5 ซํ้า พบว่า ใน 

เซลล์ SiHa ถึงแม้จะพบว่าแบนด์การเกิดเมทิเลขันบางลงเมื่อได้ร ับ 5’-azacytidine ความเข้มข้น 

สูงขึ้น อย่างไรก็ตาม เมื่อวัดเปอร์เซนต์แบนด์แล้วพบว่าใน SiHa มีเปอร์เซนต์เมทิเลขันเป็น 100% ท่ี 

ทุกความเข้มข้นของ 5’-azacytidine ที่ใช้ จึงไม่สามารถคำนวณผลทางสถิติได้ ในขณะที่เซลล์ C33A 

ที่ได้รับ 5’-azacytidine ที่ความเข้มข้นต่างๆ เม ื่อทดสอบผลการทดลองด้วยวิธ ีการทางสถิต ิแล้วน ั้น 

พบว่า 5’-azacytidine ส ่งผลให้เก ิดเมทิเลข ันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ลดลงอย ่างม ี 

นัยสำคัญ (p=0.0005***) ดังรูปท่ี 22
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CC N A1  promoter méthylation level เท 5'-azacytidine treated C33A

Azacytidine concentration (uM)

รูปที่ 22 ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธีการ one way ANOVA เพื่อศึกษาการเกิดเมทิเล1ชัน 

บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine 

ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 uM เป็นเวลา 7 วัน จำนวน 5 ซํ้า 

*** แสดงผลทดสอบทางสถิติซึ่งมีนัยสำคัญที่ระดับ 0.001
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2.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ SiHa และ C33A ท ี่ได้รับ 5 ’- 

azacytidine ที่ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 uM เป็นเวลา 7 วัน จำนวน 5 ซ้ํา ผลการศกษา พบว่า 

ยีน CCNA1 มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ เมื่อได้รับ 5’-azacytidine ความเข้มข้น 0, 3, 5 

และ 7 uM ตามลำดับทั้งในเซลล์ SiHa และ C33A ซึ่งสังเกตได้จากแบนด้ CCNA1 จะหนาขึ้นเมื่อ 

เซลล์ได้รับ 5’-azacytidine ที่ความเข้มข้นสูงขึ้น ดังรูปที่ 23

SiHa C33A

M M -ve OuM 3uM 5uM7uM OuM 3uM 5uM 7uM
250 bp ̂200 bp ะะ
150 bp d r

P g Q g g l U  Ü j-> H A 7275  bp

๗ ^ ^  * i - + C C N A l  160 bp

รูปที่ 23 ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน CCNA1 

ในเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33A เมื่อได้รับ 5’-azacytidine 

ที่ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 uM เป็นเวลา 7 วัน 

โดย M คือ marker และ -ve คือ negative control 

ผลการทดสอบทางสถิต ิด ้วยวิธี one way ANOVA เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน CCNA1 

ในเซลล์ SiHa และ C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine เป็นเวลา 7 วันจำนวน 5 ซํ้า พบว่า 5’- 

azacytidine ส่งผลให้การแสดงออกของยีน CCNA1 เพ ิ่มข ึ้นอย่างม ีน ัยสำคัญทั้งในเซลล์ SiHa 

(p=0.0091**) และ C33A (p<0.0001***) ดังรูปที่ 24 อีกทั้งเมื่อความเข้มข้นของ 5’- azacytidine 

ยิ่งสูงขึ้น การแสดงออกของยีน CCNA1 ก็ยิ่งสูงขึ้นด้วยเซ่นกัน
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CCNA1 expression in 5'-azacytidine treated SiHa

CCNA1 expression in 5'-azacytidine treated C33A

Azacytidine concentration (uM)

รูปที่ 24 ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธีการ one way ANOVA 

เพื่อวิเคราะห์การแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ SiHa และ C33A ที่ได้รับ 5’-azacytidine 

ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 uM เป็นเวลา 7 วัน จำนวน 5 ซํ้า (บน การแสดงออกของยีน (CCNA1 

ในเซลล์ SiHa (p=0.0091**) (ล่าง) การแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ C33A (p<0.0001***) 

โดย ** และ *** แสดงผลทดสอบทางสถิติซ ึ่งมีนัยสำคัญที่ระดับ 0.01 และ 0.001 ตามลำดับ

ผลการทดลองในส ่วนน ี้แสดงให ้เห ็นว ่า การเก ิด เมท ิเลช ันบร ิเวณ โพ รโมเตอร ์และการ 

แสดงออกของยีน CCNA1 มีความสัมพันธ์กัน กล่าวคือ เมื่อบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 มีการ 

เกิดเมทิเลชันลดลงแล้วนั้น ยีน CCNA1 จะมีการแสดงออกเพิ่มขึ้น
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3. การสืกษากลไกการซักนำให้เก ิดเมทิเลข ันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  โดยยีน E 7  ของ 

HPV ขนิด 16

3.1 ปริมาณของ E 7  siRNA และระยะเวลาทรานสเพ็เกที่เหมาะสม

3.1.1 เพื่อให้การ knock down E 7  เป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพมากที่ส ุด จ ึงหา 

ปริมาณของ E7 siRNA ที่เหมาะสมที่ทำให้ E7 ม ีการแสดงออกลดลงมากที่ส ุดเม ื่อเปรียบเทียบกับ 

เซลล์ที่ได้'รับ scrambled siRNA ที่สภาวะต่างๆ จำนวน 6 สภาวะ ดังที่ได้แสดงไว้ในรูปที่ 19 และ 

ทรานสเพ็เกเป็นเวลา 72 ชั่วโมง จากนั้น วิเคราะห์การแสดงออกของยีน E7 ในสภาวะต ่างๆ ด้วย 

เทคนิค real time-PCR และใช้วิธี A  A ct method ผลการทดลองพบว่า เมื่อใช้สภาวะที่ 2 ยีน 

E7 ม ีการแสดงออกน้อยที่ส ุด ค ือเหลือเพ ียง 0.05 เท่า (p=0.0446*) ดังรูปที่ 25 จ ึงเล ือกใช ้ E7 

siRNA 30 pmol และ lipofect transfection reagent ปริมาตร 1 ul ในปริมาตรสุดท้าย 100 น1 

ในการทรานสเพีกครั้งต่อๆ ไป

The most suitable E l  siRNA quantity for transfection

Fold change in E 7  expression

รูปที่ 25 กราฟแท่งแสดงการแสดงออกของยีน CCNA1 ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E7 siRNA ท ี่สภาวะ 

ต่างๆ * แสดงผลทดสอบทางสถ ิต ิซ ึ่งม ีน ัยสำค ัญท ี่ระด ับ 0.05
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3.1.2 เนื่องจากระยะเวลาที่ใช้โนการทรานสเป็ก เป ็น!]กปัจจัยหนึ่งท ี่ส ่งผลต่อเซลล์ 

รวมถึงการแสดงออกของยีนภายในเซลล์ จ ึงหาระยะเวลาทรานสเป ็กท ี่เหมาะสมที่ส ุดท ี่ทำให ้ E 7  มี 

การแสดงออกลดลงมากที่ส ุดเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ท ี่ได้ร ับ scrambled siRNA ซึ่งวิเคราะห์การ 

แสดงออกของยีน E 7  ด้วยเทคนิค real time-PCR และใช้วิธี A  A ct method ผลการทดลอง 

พบว่า หลังจากทรานสเทีก E 7  siRNA 30 pmol และใช้ lipofect transfection reageant ปริมาตร 

1 ไมโครลิตรเป็นเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง ยีน C C N A 1  มีการแสดงออกเหลือ 0.74 เท่า [ p = 0.2965) 

และ 0.60 เท่า (p=0.0221*) ตามลำดับ ดังรูปที่ 26 ดังนั้น จึงใช้ระยะเวลาในการทรานสเป็ก 72 

ชั่วโมงในการทดลองต่อไป

The most suitable duration for E 7  siRNA transfection

รูปที่ 26 กราฟแท่งแสดงการแสดงออกของยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E 7  siRNA ที่ 48 และ 

72 ชั่วโมง * แสดงผลทดสอบทางสถิติซึ่งมีนัยสำคัญที่ระดับ 0.05
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3.2 การลดการแสดงออกของยีน E7 ของ HPV ขนิด 16 ด ้วยเทคนิค siRNA ในเซลล  ์

สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa

3.2.1 การศึกษาการแสดงออกของยีน E 7  ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E 7  siRNA และ 

scrambled siRNA จำนวน 8 ซ้ํา ด้วยเทคนิค real time-PCR และใช้วิธี A  A ct method ผล 
การศึกษาเมื่อทดสอบด้วยวิธีการทางสถิติพบว่า ยีน E 7  ใน SiHa ม ีการแสดงออกลดลงอย่างมี 

นัยสำค ัญ เหลือ 0.60 เท่า (p-0.0002***) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ SiHa ที่ได้รับ scrambled 

SiRNA ซ่ึงมีการแสดงออกของยีน E 7  เท่ากับ 1.01 ดังรูปที่ 27

E 7  expression in E 7  siRNA and scrambled siRNA transfected SiHa

รูปที่ 27 ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธีการ independent sample t-test เพื่อวิเคราะห์การ 

แสดงออกของยีน E 7  ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E 7  siRNA และ scrambled siRNA 

*** แสดงผลทดสอบทางสถิติซึ่งมนีัยสำคัญที่ระดับ 0.001
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3.2.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E 7  siRNA 

และ scrambled siRNA จำนวน 8 ซ้ํา ด้วยเทคนิค real time-PCR และใช้วิธี A  A ct method 

ผลการศึกษาเมื่อทดสอบด้วยวิธีการทางสถิติพบว่า ยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa มีการแสดงออกเพิ่มขึ้น 

อย่างมีนัยสำคัญเป็น 6.24 เท่า (pcO.OOOl***) เม ื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ SiHa ที่ได้รับ scrambled 

SiRNA ซึ่งมีการแสดงออกของยีน C C N A 1  เท่ากับ 1.06 ดังรูปที่ 28

C C N A 1  expression in E 7  siRNA and scrambled SiRNA transfected SiHa

SiRNA transfected SiHa

รูปที่ 28 ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธีการ independent sample t-test เพื่อวิเคราะห์ 

การแสดงออกของยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa ท่ีได้'รับ E 7  siRNA และ scrambled siRNA 

*** แสดงผลทดสอบทางสถิติซึ่งมีนัยสำคัญที่ระดับ 0.001
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3.2.3 การศึกษาการเกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa 

ที่ได้รับ E 7  siRNA และ scrambled siRNA จำนวน 8 ซํ้า ด้วยเทคนิค MSP ผลการศึกษาพบว่า ใน 

เซลล์ SiHa ที่ได้รับ E 7  siRNA มีการเกิดเมทีเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ลดลงโดยสังเกต 

จากความเข้มของ methylated band ของ C C N A 1  ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E 7  siRNA จะบางกว่า 

เซลล์ SiHa ที่ได้รับ scrambled siRNA ดังรูปที่ 29 เมื่อทดสอบด้วยวิธีการทางสถิติพบว่า ในเซลล์ 

SiHa ที่ได้รับ E 7  SiRNA มีการเกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ลดลงอย่างมีน ัยสำคัญ 

เหลือ 50.79% (p=0.0002***) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ SiHa ที่ได้รับ scrambled siRNA ซี่งมีเมที 

เลขันบริเวณโพรโมเตอร'เท่ากับ 5 9 . 9 1 %  ดังรูปที่ 30

< < <Z  2  Z
c c  CÇ  CC
t/ไ  'น ิ)  นิไ- ๐ - ๐ - ๐

รูปที่ 29 ผลการเกิดเมทีเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa 

ที่ได้รับ E 7  siRNA และ scrambled siRNA 

โดย M คือ marker และ -ve คือ negative control

CCNA1  promoter méthylation level in E7 siRNA transfected SiHa

รูปที่ 30 ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธีการ paired sample t-test เพื่อวิเคราะห์การเกิดเมทีเลขัน 

บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ในเซลล์ SiHa ที่ได้รับ E 7  siRNA และ scrambled siRNA 

*** แสดงผลทดสอบทางสถิติซี่งมีนัยสำคัญที่ระดับ 0.001
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3.3 การชักนำให้ม ีการแสดงออกของ!!น E7 ของ HPV ขนิด 16 ในเซลล์สายพ ันธ ุมะเร ็ง 

ปากมดลูก C33A

3.3.1 การศึกษาการแสดงออกของยีน E 7  ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  และ empty 

plasmid จำนวน 8 ซ้ํา ด้วยเทคนิค real time-PCR และใข้วิธี A  A ct method ผลการศึกษา 

เมื่อทดสอบด้วยวิธีการทางสถิติพบว่า ยีน E 7  ในเซลล์ C33A มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ 

เป็น 91660 เท่า (p=0.0008***) เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ C33A ที่ได้รับ empty plasmid ซ่ีงมีการ 

แสดงออกของยีน E 7  เท่ากับ 1.07 ดังรูปที่ 31

E7  expression in E7  and empty plasmid (PC) overexpressed C33A

plasmid transfected C33A

รูปที่ 31 ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธีการ independent sample t-test เพื่อวิเคราะห์การ 

แสดงออกของยีน E 7  ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid และ empty plasmid 

*** แสดงผลทดสอบทางสถิติซ ี่งมีนัยสำคัญที่ระดับ 0.001

4พขหมู่.................................

.ลใ)ทะเบียน....Mit?:...... .
ดือนปิ......
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3.3.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน C C N A 1  ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  และ 

empty plasmid จำนวน 8 ซํ้า ด้วยเทคนิค real time-PCR และใช้วิธี A  A ct method ผล 

การศึกษาเมื่อทดสอบด้วยวิธีการทางสถิติพบว่า ยีน C C N A 1  ในเซลล์ C33A มีการแสดงออกลดลง 

อย่างมีน ัยสำคัญเหลือ 0.27 เท่า (p=0.0002***) เม ื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ C33A ที่ได้รับ empty 

plasmid ซึ่งมีการแสดงออกของยีน C C N A 1  เท่ากับ 1.07 ดังรูปที่ 32

CCNA1  expression in £ 7  and empty plasmid (PC) overexpressed C33A

รูปที่ 32 ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธีการ independent sample t-test เพื่อวิเคราะห์การแสดงออก 

ของยีน C C N A 1  ในเซลล์ C33A ทีได้รับ E 7  recombinant plasmid และ empty plasmid 

*** แสดงผลทดสอบทางสถิติซึ่งมีนัยสำคัญที่ระดับ 0.001
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3.3.3 การศึกษาการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ในเซลล์ C33A 

ที่ได้รับ E 7  และ empty plasmid จำนวน 8 ซํ้า ด้วยเทคนิค MSP ผลการศึกษาพบว่า ในเซลล์ 

C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid มีการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  

เพิ่มขึ้นโดยสังเกตจากความเข้มของ methylated band ของ C C N A 1  ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  

recombinant plasmid จะเข้มกว่าเซลล์ C33A ที่ได้รับ empty plasmid ดังรูปที่ 33 และเมื่อ 

ทดสอบผลทางสถิต ิ พบว่า เซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid มีการเกิดเมทิเลชัน 

บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  เพิ่มขึ้นอย่างมีน ัยสำคัญเป็น 49.08% i p - 0 . 0 2 2 2 * )  เมื่อ

เปรียบเท ียบกับเซลล์ C33A ที่ได้รับ empty plasmid (PC) ซี่งมีเมทีเลชันบริเวณโพรโมเตอร์เท่ากับ 

37.20% ดังรูปที่ 34

รูปที่ 33 ผลการเกิดเมทีเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ในเซลล์ C33A 

ท่ี'ได้'รับE 7  recombinant plasmid และ empty plasmid (PC)

โดย M คือ marker และ -ve คือ negative control 

C C N A 1  promoter méthylation level in E 7  overexpressed C33A

plasmid transfected C33A

รูปที, 34 ผลการทดสอบทางสถิติด้วยวิธีการ paired sample t-test 

เพื่อวิเคราะห์การเกิดเมทีเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน C C N A 1  

ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid และ empty plasmid 

โดย * แสดงผลทดสอบทางสถิติซึ่งมีนัยสำคัญที่ระดับ 0.05
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4. การวิเคราะห์การจับกันระหว่างโปรตีน E7 และ DNMT1 บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน C C N A 1

ในการศึกษาส่วนนีได้ทำ chromatin immunoprécipitation (Chip) ในเซลล์ C33A ที่ถูก 

ซักนำให้มีการแสดงออกของยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 และเซลล์ C33A ที่ได้รับ empty plasmid 

เพื่อพิสูจน์ว่า โปรตีน E7 และโปรตีน DNMT1 สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ได้ 

จึงใช้ E7 antibody และ DNMT1 antibody ในการตกตะกอน E7 และ DNMT1 binding DNA 

ทังนิ ใน E 7  recombinant plasmid นัน ยีน E 7  ได้ต่ออยู่กับ HIS tag จึงใช้ HIS antibody ในการ 

ตกตะกอน HIS binding DNA อีกทังยังใช้ histone H3 tri methyl K4 antibody เป็น positive 

control antibody และยังใช้ normal mouse IgG และ normal rabbit IgG เป็น isotype 

control antibody เพื่อเป็นตัวเปรียบเทียบ non-specific band ที่อาจเกิดฃีน เนื่องจาก antibody 

แต่ละขนิดอาจมีความจำเพาะต่อ antigen ตัวอื่นได้ ผลการทดลองพบว่า โปรตีน E7 และ DNMT1 

สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน C C N A 1  ได้ ดังรูปที' 35

E7 overexpressed C33A PC overexpressed C33A
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รูปที่ 35 ผลการทำ chromatin immunoprécipitation ในเซลล์ C33A 

ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid และ empty plasmid (PC)

เพื่อยีนยันการจับกันระหว่างโปรตีน E7 และ DNMT1 บริเวณโพรโมเตอรัฃองยีน C C N A 1  

โดย M คือ marker และ -ve คือ negative control
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