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จิรพัฒนํ คล้อยปาน : การลดลงฃองระดับเมทิลเลช่ับของ LINE-1 ใบเ1ซลส์มะเร็งกระเพาะ 
ปัสสาวะ ท่ีถูกกระตุ้นด้วยภาวะเครียดจากออกซิเดซ่ัน อาศัยกลไกผ่านทางการลดลงของเอ 
สอะดี!นซิลเม'ไท'โอบน. (LINE-1 HYPOMETHYLATION INDUCED BY OXIDATIVE STRESS 
IN BLADDER CANCER CELLS IS MEDIATED VIA DEPLETION OF ร- 
ADENOSYLMETHIONINE) อ.ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. ซาญขัย บุญหล้า, อ.ท่ี 
ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ศ. นพ. ดร. อภิวัฒน์ มุทิรางถูร, อ. ดร. มนพิซา ศรีสะอาด, 77 หน้า.
เป็นที่ทราบกันดีว่าภาวะเครียดจากออกซิเดซ่ันและการเปล่ียนแปลงกระบวนการเหนือ 

พันธุกรรม เป็นกลไกท่ีมีส่'วนเก่ียว1ข้องกับการเกิดมะเร็ง ก่อนหน้าน้ีได้รายงานความสัมพันธ์ระหว่างภาวะ 
เครียดจากออกซิเดซ่ันและการเกิด LINE-1 hypomethylation ในผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะและ 
คนปกติ ส ุ ขภาพดี  และพบว ่ า reactive oxygen species (ROS) ซ ัก น ำให ้เก ิด  LINE-1 
hypomethylation ได้ในเชลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ แต่อย่างไรก็ตามยังไม่ทราบกลไกที่แน่ซัด 
การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการศึกษาในเซลล์เย่ือบุผิวท่อไต (HK-2) และเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 2 ชนิด 
ได้แก่ UM-UC-3 และ TCCSUP เพ่ือพิสูจน์ว่า LINE-1 hypomethylation ท่ีซักนำโดยภาวะเครียดจาก 
ออกซิเดซ่ัน เป็นผลมาจากการลดต่ําลงของ S-adenosylmethionine (SAM) ผลการศึกษาพบว่าการ 
กระตุ้นเซลล์ด้วย 20 pM แ20 2 เป็นเวลา 72 ฃ่ัวโมงไม่ส่งผลต่อความมีชีวิตซองเซลล์ แต่ส่งผลให้มีระดับ 
การสร้าง ROS ภายในเซลล์และปริมาณโปรตีนคารีบอนืลในเซลล์สูงขึ้น ผลการวัดระดับ LINE-1 
méthylation ด้วยเทคนิค combined bisulfite restriction analysis PCR พบว่า H20 2 สามารถทำ 
ให้เกิด LINE-1 hypomethylation ใน UM-UC-3 และ TCCSUP cell ตามระยะเวลาที่สัมผัส และ 
พบว่า LINE-1 hypomethylation ในเซลล์ท้ัง 3 ซนิดท่ีได้รับการกระตุ้นด้วย แ2อ2 เป็นเวลา 72 ช่ัวโมง 
ถูกยับยังได้ด้วย Of -tocopheryl acetate (TA), N-acetylcysteine (NAC), methionine, SAM และ 
folic acid ระดับ SAM ในเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย แ20 2 ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ ในขณะท่ีพบการเพ่ิมข้ึน 
ของ total glutathione โดยการลดลงของ SAM ในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย แ20 2 สามารถกลับคืนสู่ 
ระดับปกติได้ด้วยการให้ NAC, methionine, SAM และ folic acid ในขณะที่การเพิ่มขึ้นของระดับ 
glutathione สามารถกลับคืนสู่ระดับปกติได้ด้วยการให้ TA และ NAC นอกจากน้ันการศึกษาน้ียังพบ 
การลดลงซองระดับ homocysteine (Hey)ในเซลล์ HK-2 และ TCCSUP ท่ีถูกกระตุ้นด้วย H20 2ซ่ึง 
การให้ NAC สามารถยับย้ังการลดลงซอง Hey ได้ สรุป การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่าในเซลล์ท่ีถูกกระตุ้น 
ด้วย H20 2 มีการลดลงซองระดับ SAM และ Heyในขณะที่มีการเพ่ิมระดับ total glutathioneโดย 
ลักษณะดังกล่าวสามารถทำให้กลับคืบสู่ภาวะปกติได้ด้วยสารด้านอนุมูลอิสระและการให้สารตัวกลางใน 
one-carbon metabolism ดังน้ัน กลไกการเกิด LINE-1 hypomethylation ในภาวะเครียดจากออกซิ 
เดช่ัน น่าจะเกิดจากการเพ่ิมการลังเคราะห์ glutathione ผ่านวิถี transsulfuration ซ่ึงมีการใช้ Hey 
สำหรับสร้างเป็น cysteine ส่งผลให้เกิดการพร่อง Hey ซ่ึงสุดท้ายส่งผลให้เกิดการพร่อง SAM และเกิด 
LINE-1 hypomethylation
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O x id a tiv e  stress and  e p ig e ne tic  change  are w e ll  k now n  p rocesses in v o lv e d  เท th e  
carc inogenes is . W e p re v io u s ly  re p o r te d  a re la t io n s h ip  b e tw e e n  o x id a tiv e  stress and  
h y p o m e th y la t io n  o f  lo n g -in te rspe rse d  n u c le a r e le m e n t-1  (LINE-1) b o th  เท b la d d e r  cance r 
p a tie n ts  a nd  h e a lth y  sub je c ts . W e a lso  d e m o n s tra te d  th a t LINE-1 h y p o m e th y la t io n  was  
in d u c e d  b y  re a c tive  oxygen  species (ROS) in b la d d e r  can ce r c e l l lin e . H ow eve r th e  m echan ism  
o f  RO S -induced LINE-1 h y p o m e th y la t io n  is u n know n . เท th is  s tu dy , w e  in ve s tig a te d  in a n o rm a l 
h um an  k id n e y  c e l l l in e  (HK-2) and  tw o  b la d d e r cance r c e ll lin es  (UM -UC-3 and  TCCSUP) w h e th e r  
th e  RO S -induced LINE-1 h y p o m e th y la t io n  was m ed ia te d  v ia  th e  d e p le t io n  o f  m e th y l d o n o r, ร- 
a d e n o s y lm e th io n in e  (SAM). Ce lls e xposed  to  20 pM  H 2O 2 fo r  24, 48 and  72 hr caused  no  
s ign ifican t change  o f  c e l l v ia b ility , b u t  increases in in tra c e llu la r  ROS p ro d u c tio n  and  p ro te in  
c a rb o n y l c o n te n t. LINE-1 m é th y la t io n  le v e l was m easu red  b y  c o m b in e d  b is u lf ite  re s tr ic tio n  
ana lys is PCR. H2O 2 was c a p ab le  o f  in duc ing  LINE-1 h y p o m e th y la t io n  in UM -UC -3 and  TCCSUP 
ce lls  in t im e -d e p e n d e n t m anne r. A t 72 hr, LINE-1 h y p o m e th y la t io n  was o b se rv e d  in th e  H2O 2- 
t re a te d  ce lls , a nd  th e  h y p o m e th y la t io n  was reve rsed  b y  O t- to co p he ry l a ce ta te  (TA), N- 
a ce ty lc y s te in e  (NAC), m e th io n in e , SAM and fo lic  acid . SAM was s ig n ific a n tly  dec reased , w h ile  
to ta l  g lu ta th io n e  was inc reased  in th e  H20 2 -tre a te d  ce lls . T he  d e p le te d  le v e l o f  SAM in H 2O 2- 
t re a te d  c e lls  was re s to re d  b y  NAC, m e th io n in e , SAM and fo lic  acid , w he reas  th e  e le va te d  to ta l  
g lu ta th io n e  was n o rm a liz e d  b y  TA and  NAC. W e a lso  d e m o n s tra te d  a s ign ifican t decrease  in 
h om o c y s te in e  le v e l in HK-2 and  TCCSUP ce lls  t re a te d  w ith  H2O 2 , a nd  th is  p h e n o m e n o n  was  
reve rsed  b y  NAC. C onc lu s ion , w e  d e m o n s tra te d  th a t SAM and h o m o c y s te in e  w e re  d e p le te d ,  
w h ile  to ta l  g lu ta th io n e  was raised, in c e lls  e xposed  to  H2O2 , and  th e se  changes w e re  res to red  
b y  a n tio x id a n ts  (TA and  NAC) and  m e ta b o lite s  in o n e -c a rb o n  m e ta b o lism  p a th w a y  (SAM, 
m e th io n in e  and  fo lic  acid). O u r find ings suggest th a t e xposu re  o f  c e lls  t o  ROS induces  
g lu ta th io n e  syn thes is  v ia  tra n s su lfu ra tio n  pa thw ay , b y  w h ich  h o m o c y s te in e  is used  to  syn thes ize  
cys te ine , le ad ing  to  d e fic ie n c y  o f  h om ocys te in e . This s u b se q u e n t ly  causes d e p le t io n  o f  SAM 
and  e v e n tu a lly  h y p o m e th y la t io n  o f  LINE-1.
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