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สรุปผลการทดลอง

การศึกษาครั้งนี้ มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษากลไกที่เกี่ยวข้องกับการลดลงของระดับ LINE-1 
méthylation ภายใต้ภาวะเครียดจากออกซิเดซั่นที่ถูกกระตุ้นด้วย แ2(ว2 ในเซลล์บุผิวท่อไต (HK-2) 
และเซลล์มะเร็งกระเพาะป ้สสาวะ (UM-UC-3 และ TCCSUP) และศึกษาผลของ TA, NAC, 
methionine, SAM และ folic acid ในการยับย้ังการลดลงของระดับ LINE-1 méthylation

ผลการศึกษาความเป็นพิษของ แ20 2 ต่อเซลล์ HK-2, UM-UC-3 และ TCCSUP พบว่าท่ี 
ความเข้นข้น 20 pM EH20 2 หรือน้อยกว่า ไม่ส่งผลทำให้การตายของเซลล์ และจากผลการศึกษาความ 
เป็นพิษของวิตามินอี พบว่าวิตามินอีท่ีระดับความเข้มข้น ต้ังแต่ 50-300 (JM ไม่ส่งผลต่อการตายของ 
เซลล์ และจากผลการทดสอบความเป็นพิษของ NAC, Methionine, SAM และ folic acid ต้ังแต่ 
ความเข้มข้น 10-250 pM พบว่าท่ีความเข้มข้นดังกล่าว ไม่ส่งผลต่อความมีชีวิตของเซลล์

การศึกษานี้เลือกใข้ 20 pM H20 2 ในการกระตุ้นเซลล์ให้อยู่ในภาวะเครียดจากออกซิเดซ่ัน 
เน่ืองจากท่ีความเข้มข้นน้ีไม่ส่งผลต่อการมีชีวิตของเซลล์ โดย พบว่าเซลล์ EHK-2, UM-UC-3 และ 
TCCSUP มีการสร้าง ROS ภายในเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย แ20 2 เพ่ิมมากข้ึนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ถูกกระตุ้น และพบการเพ่ิมสูงข้ึนของระดับโปรตีนคาร้บอนิล ในเซลล์ท่ี 
ถูกกระตุ้นด้วย แ2<ว2 อย่างมีนัยสำคัญเซ่นกัน เมือเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น และจาก 
การศึกษาผลของสารด้านอนุมูลอิสระ TA และ NAC ต่อการลดภาวะเครียดจากออกซิเดซ่ัน พบว่า ต้ัง 
TA และ NAC สามารถลดระดับโปรตีนคาร้บอนิลภายในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย แ2(ว2 ได้อย่างมี 
นัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย แ2<ว2 เพียงอย่างเดียว

ผลการศึกษาระดับการเปลี่ยนแปลงระดับ LINE-1 méthylation ในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
แ2<ว2 เป็นระยะเวลานาน 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง พบว่า ระดับ LINE-1 méthylation ในเซลล์ UM- 
UC-3 และ TCCSUP ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ถูกกระตุ้นท่ีเวลาเดียวกัน และ 
พบแนวโน้มการลดลงของ LINE-1 méthylation เพิ่มขึ้นตามระยะเวลาที่เซลล์สัมผัสกับ แ2<ว2 ซ่ึง 
แสดงให้เห็นว่า การลดลงของ LINE-1 méthylation เม่ือกระตุ้นด้วย แ2อ 2 (H20 2-induced LINE-1 
hypomethylation) เป็นแบบ time-dependent manner

ผลการศึกษาผลของ TA, NAC, methionine, SAM และ folic acid ต่อการเปลี่ยนแปลง
ระดับ LINE-1 méthylation พบว่า เมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย แ2อ 2 เกิดการลดลงของ LINE-1
méthylation ต้ังในเซลล์ HK-2, UM-UC-3 และ TCCSUP อย่างมีนัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์
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กลุ่มควบคุม และพบว่าเม่ือกระตุ้นเซลล์ด้วย แ2<ว2 ร่วมกับ TA, NAC, methionine, SAM และ folic 
acid สามารถยับยั้งการลดลงของ LINE-1 méthylation ได้อย่างมีนัยสำคัญ เมื่อเปรียบเทียบกับ 
เซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย แ2<ว2 เพียงอย่างเดียว

ผลการศึกษาการเปล่ียนแปลงของระดับ glutathione ในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย แ2<ว2 พบว่า 
ระดับ total glutathione เพ่ิมสูงอย่างมีนัยสำคัญในทั้ง 3 เซลล์ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม1ถูก 
กระตุ้น ขณะท่ี reduced glutathione พบสูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญเฉพาะในเซลล์ HK-2 และ UM- 
UC-3 และเมื่อให้สารด้านอนุมูลอิสระ TA และ NAC แก่เซลล์ พบว่า ในเซลล์ HK-2 และ TCCSUP 
สามารถลดการสร้าง total glutathione ได้อย่างมีนัยสำคัญ เปรียบเทียบกับเซลล์ที,ถูกกระตุ้นด้วย 
แ2<ว2 เพียงอย่างเดียว ขณะท่ีในเซลล์ UM-UC-3 พบแนวโน้มการเปล่ียนแปลง คล้ายกันกับเซลล์ HK- 
2 และ TCCSUP แต่ยังไม่พบนัยสำคัญทางสถิติ

ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงระดับ SAM และ SAH ในทั้ง 3 เซลล์ที่กระตุ้นด้วย แ2(ว2 

พบว่าระดับ SAM ลดลงอย่างมีนัยสำคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม,ถูกกระตุ้น ในขณะที่เมื่อเซลล์ 
ได้รับ NAC, methionine, SAM หรือ folic acid ร่วมด้วย พบว่าระดับ SAM เพิ่มสูงขึ้นอย่างมี 
นัยสำคัญ เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย แ2(ว2 เพียงอย่างเดียว ยกเว้นในเซลล์ UM-UC-3 
cell ที่ได้รับ แ2<ว2 ร่วมกับ folic acid ที่ไม่สามารถเพิ่มระดับ SAM ภายในเซลล์ได้อย่างมีนัยสำคัญ 
เม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย แ2อ 2 เพียงอย่างเดียว สำหรับผลการวิเคราะห์ปริมาณของ 
SAH ในเซลล์ท่ีอยู่ในภาวะเครียดจากออกซิเดซั่น และผลของสารด้านอนุมูลอิสระและการซดเชยสาร 
ตัวกลางใน one-carbon metabolism ไม่พบความเปล่ียนแปลงอย่างมีนัยสำคัญของระดับของ SAH 
ในเซลล์ทุกชนิดที่ใช้ในการศึกษา อย่างไรก็ตามแนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงของ SAH พบว่า 
คล้ายคลึงกับ SAM

ผลการศึกษาการเปลี่ยนแปลงะดับ Hey ในเซลล์ HK-2 และ TCCSUP ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
H20 2 พบว่าระดับ Hey ลดลงอย่างมีนัยสำคัญท้ัง 2 เซลล์ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ไม่ถูกกระตุ้น 
และเม่ือให้สารด้านอนุมูลอิสระ NAC แก่เซลล์ร่วมกับ H20 2 พบว่า สามารถเพ่ิมระดับ Hey ได้อย่างมี 
นัยสำคัญ เปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย H20 2 เพียงอย่างเดียว

อภิปรายผลการทดลอง

จากการศึกษาความเนินพิษของ H20 2 ต่อเซลล์ HK-2, UM-UC-3 และ TCCSUP พบว่า 
H20 2 ท่ีความเข้มข้นต้ังแต่ 50 |JM เนินพิษต่อเซลล์ท่ีสัมผัสกับ H20 2 เนินเวลา 24 ช่ัวโมง และท่ีความ 
เข้มข้นตั้งแต่ 30 JJM เนินพษิต่อเซลล์ที่สัมผัสกับ H20 2 เนินเวลา 48 และ 72 ชั่วโมง ซึ่งจากผล 
ดังกล่าวแสดงให้เห็นซัดว่า oxidative stress เนินสาเหตุทำให้เซลล์เกิดความเครียดและตายได้จาก 
การเกิดออกซิเดช่ันของสารซีวโมเลกุลในเซลล์ ส่งผลให้รบกวนกระบวนการต่างๆ ภายในเซลล์ รวมถึง
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กระบวนการแบ่งเซลล์และกระตุ้นการเกิด apoptosis (55-59) และผลดังกล่าวยังแสดงให้เห็นว่า 
ระยะเวลาที่เซลล์สัมผัสกับ แ20 2 ส่งผลต่อความเป็นพิษของเซลล์ด้วย ดังนั้น'ในการศึกษานี้ซึ่ง,ใช้ 
ระยะเวลาในการกระตุ้นให้เซลล์เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดซั่นถึง 72 ช่ัวโมง จึงเลือกใช้ความเข้มข้น 
20 pM เพ่ือให้ม่ันใจว่าไม่มีผลต่อการมีชีวิตของเซลล์ แต่สามารถกระตุ้นภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 
ได้ดี ซี่งจากการวัดตัวบ่งซี้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น พบว่าเมื่อกระตุ้นเซลล์ด้วย 20 pM แ20 2 ทำ 
ให้มีการสร้าง ROS ภายในเซลล์เพ่ิมมากข้ึน และระดับโปรตีนคาร์บอนิลเพิ่มสูงขึ้น ยืนยันว่า แ2<ว2 ท่ี 
ความเข้มข้น 20 pM สามารถกระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นได้จริง ดังนั้นสำหรับการ 
ทดสอบการเปลี่ยนแปลงการเติมหมู่เมทิลบนดีเอ็นเอ รวมถึงการเปลี่ยนแปลงระดับสารตัวกลางที่ 
เก่ียวข้องใน one-carbon metabolism และ การวัดระดับ glutathione จึงใช้การกระตุ้นด้วย แ20 2 

ที่ความเข้มข้น 20 pM ซึ่งที่ความเข้มข้นดังกล่าว ถือว่าเป็น physiological concentration ของ 
แ2อ 2ที่พบในปัสสาวะ อยู่ในช่วง 1-25 pM (60) ซึ่งการทดลองในครั้งนี้ ทำการดีกษาในเซลล์ 
เพาะเล้ียง จึงจำเป็นต้องจำลองภาวะต่างให้ได้ใกล้เคียงกับภาวะในร่างกายให้ได้มากท่ีสุด

ในการดีกษาครั้งนี้มีการใช้สารด้านอนุมูลอิสระสองชนิดคือ TA และ NAC ที่ความเข้มข้น 
300 pM (15) และ 50 pM ซึ่งจากการทดลองพบว่าสารต้านอนุมูลอิสระที่ความเข้มข้นดังกล่าว 
สามารถลดปริมาณโปรตีนคาร์บอนิลในเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย H2(ว2 ควบคู่กับการได้รับสารด้านอนุมูล 
อิสระ แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการลดภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นที่ความเข้มข้นดังกล่าว จึง 
เหมาะสมท่ีจะนำมาใช้ในการทดสอบอ่ืนๆ ต่อไป

จากการศึกษาระดับการเปล่ียนแปลง LINE-1 méthylation พบว่า เม่ือกระตุ้นเซลล์ไห้อยู่ใน 
ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น ทำให้เกิด LINE-1 hypomethylation ในทุกเซลล์ท่ีใช้ในการศึกษา โดย 
พบว่าการเกิด LINE-1 hypomethylation สัมพันธ์กับระยะเวลาที'เซลล์สัมผัสกับ แ2(ว2 ในการศึกษา 
ครั้งนี้ ผู้วิจัยได้ทำการศึกษาโดยใช้เซลล์เพาะเลี้ยง 3 ชนิด ซึ่งจากผลการศึกษาระดับ LINE-1 
méthylation พบว่าเซลล์แต่ละชนิดมีระดับ LINE-1 méthylation ในกลุ่มควบคุมแตกต่างกัน จาก 
ผลดังกล่าวสอดคล้องกับรายงานของ Kreimer และคณะในปี 2013 ที่ศึกษาระดับ méthylation 
ของ retroelement ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ และเปรียบเทียบระดับ méthylation ของ 
retroelement ในเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ (61) พบว่าเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะที่มีที่มา 
แตกต่างกัน มีระดับ LINE-1 méthylation แตกต่างกัน โดยเซลล์กระเพาะปัสสาวะปกติมีระดับ 
LINE-1 méthylation สูงกว่าเซลล์มะเร็งกระเพาะปัสสาวะชนิด papilloma origin และ muscle- 
invasive origin ตามลำดับ ซึ่งจากรายงานดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของระดับ LINE-1 
méthylation และความรุนแรงของโรค

จากรายงานของวิกรมและคณะในปี 2013 (15) ที่ทำการศึกษาการเปล่ียนแปลงระดับ LINE- 
1 hypomethylation ภายใต้ oxidative stress ใน UM-UC-3 และทราบผลของ TA ต่อการยับย้ัง 
การเกิด LINE-1 hypomethylation แต่อย่างไรก็ตาม จากรายงานของวิกรม เรายังไม่ทราบกลไกที่
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แน่ซัดในการเกิด LINE-1 hypomethylation ในภาวะเครียดจากออกซิเดซั่น ดังน้ันในการศึกษาคร้ัง 
นี้ศึกษากลไกที่น่าจะเกี่ยวข้องกับการเกิด LINE-1 hypomethylation โดยการกระตุ้นเซลล์ด้วย 
แ2อ 2นาน 72 ชั่วโมง พบว่า เซลล์ทุกชนิดที่ใข้ในการศึกษาครั้งนี้ เกิด LINE-1 hypomethylation 
นั้นแสดงให้เห็นว่า oxidative stress เป็นสาเหตุโดยตรงกับการเกิด LINE-1 hypomethylation 
สอดคล้องกับรายงานของมธุรดาและคณะในปี 2012 ท่ีพบว่า LINE-1 hypomethylation สัมพันธ์ 
กับระดับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น ทั้งในผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะและคนปกติ (14) และใน 
การศึกษานี้ได้หลักฐานเพิ่มเติมว่าภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นน่าจะเป็นสาเหตุของการเกิด LINE-1 
hypomethylation อย่างไรก็ตามกลไกของ ROS-induced LINE-1 hypomethylation ยังไม่ทราบ 
ทำให้ผู้วิจัยสนใจศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสารตัวกลางใน one-carbon metabolism ซึ่งได้แก่ 
SAM ที่ทำหน้าที่เป็นตัวให้หมู่เมทิลแก่ DNA ซึ่งจากผลการทดลองพบว่า ในเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย 
H20 2 พบการลดลงของ SAM อย่างมีนัยสำคัญ และยังพบการลดลงของ Hey ในเซลล์ที่ถูกกระตุ้น 
ด้วย H20 2 อย่างมีนัยสำคัญเม่ือเปรียบเทียบกับเซลล์ท่ีไม่ถูกกระตุ้น ย่ิงไปกว่าน้ัน ยังพบการเพ่ิมข้ึนขอ 
ระดับ glutathione ทัง total glutathione และ reduced glutathione ซึ่งจากผลดังกล่าว แสดง 
ให้เห็น ถึงกลไกของเซลล์ในการป้องกันอันตรายจากภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น โดยอาศัย 
glutathione ซึ่งทำหน้าท่ีหลักในการกำจัดสารอนุมูลอิสระภายในเซลล์ โดยเม่ือเซลล์เกิดภาวะเครียด 
จากอกอซิเดชั่น จะส่งผลให้เกิดการ up-regulation ของเอนไซม์ cystathionine-p-synthase ใน 
การเปล่ียน Hey เป็น cystathionie และ cysteine ซึ่งเป็นสารตั้งต้นในการสังเคราะห์ glutathione 
(62) และจากผลการศึกษาที่ได้คร้ังน้ี สามารถยืนยันปรากฏการณ์ที่เกิดขึ้นภายในเซลล์ได้ และน่าจะ 
อธิบายกลไกที่เกิดขึ้นได้ โดยเมื่อเซลล์มีการสังเคราะห์ glutathione เพ่ิมมากขึ้น ส่งผลให้มีการดึง 
Hey มาใข้ในการสังเคราะห์ glutathione ซึ่งปฏิกิริยาดังกล่าวไม่สามารถผันกลับได้ ดังน้ันในภาวะ 
เครียดจากออกซิเดชั่น เราจะตรวจพบการลดลงของ Hey และเม่ือ Hey ถูกนำมาใช้ในการสังเคราะห์ 
glutathione เพ่ิมมากข้ึน จึงทำให้เหลือ Hey ท่ีจะนำมาสังเคราะห์เป็น methionine สำหรับเป็นสาร 
ต้ังต้ัน SAM น้อยลง ดังน้ัน จึงพบระดับของ SAM ลดลงในภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น ซ่ึงการลดลง 
ของ SAM ในภาวะเคร ียดจากออกซ ิเดช ั่นน ี่เอง ท ี่น ่าจะเป ็นสาเหต ุท ี่ทำให ้เก ิด  LINE-1 
hypomethylation ผลการทดลองครั้งนี้ สอดคล้องกับการศึกษาของ Niedzwiecki และคณะในปี 
2013 ที่รายงานว่าในผู้ใหญ่ที่มีระดับ glutathione ในกระแสเลือดที่เพิ่มสูงขึ้นสัมพันธ์กับการเกิด 
global hypomethylation ( 1 0 ) แต ่อย ่างไรก ็ตามจากผลการว ิเคราะห ์ปร ิมาณ  reduced 
glutathione ใน TCCSUP cell พบว่าให้ผลซัดแย้งกับ HK-2 และ UM-UC-3 โดยใน TCCSUP cell 
ไม่พบการการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยสำคัญของระดับ reduced glutathione ภายหลังการกระตุ้น 
ด้วย H20 2 ทั้งนี้ อาจเน่ืองมาจากการท่ี TCCSUP cell ซ่ึงเป็นเซลล์มะเร็ง ไม่สามารถ recycle GSSG 
ให้กลับมาเป็น GSH ได้ ส่งผลให้ปริมาณ reduced glutathione ไม่เปล่ียนแปลงมากนัก ในขณะท่ีมี 
ปริมาณ total glutathione เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญในภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น ซึ่งหาก 
ต้องการพิสูจน์สมมติฐานน้ี ควรมีการตรวจ antioxidant enzyme เพ่ิมเติม ซ่ึงนอกจาก glutathione
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หลังจากพบการระดับของ SAM ที,ลดลงในภาวะเครียดจากออกซิเดซั่นแล้ว ผู้วิจัยไต้ 
ทำการดักษาผลของ NAC ต่อการเปลี่ยนแปลงระดับของ SAM และการเปลี่ยนแปลงระดับ LINE-1 
méthylation ซึ่งจากผลการทดลองพบว่า เมื่อซดเชย NAC ให้กับเซลล์ที,ถูกกระตุ้นให้เกิดภาวะ 
เครียดจากออกซิเดซั่น พบว่า NAC ที่ซดเชยให้เซลล์ สามารกเพ่ิมระดับ SAM ภายในเซลล์ได้ รวมถึง 
ยับยั้งการเกิด LINE-1 hypomethylation ได้ นั่นแสดงให้เห็นว่า NAC ที่ให้กับเซลล์ ถูกนำไป 
เปลี่ยนเป็น cysteine เพื่อใช้เป็นสารตั้งต้นของการสังเคราะห์ glutathione ทำให้สามารถลดหรือ 
ยับยั้งการดึง Hey จาก one-carbon metabolism มาใช้ ทำให้มี Hey เพียงพอสำหรับการสร้าง 
SAM จึงส่งผลให้ไม่เกิดการลดลงของ SAM รวมถึงไม่เกิด LINE-1 hypomethylation นอกจากน้ันยัง 
พบว่า TA สามารถยับย้ังการเกิด LINE-1 hypomethylation ได้ในเซลล์ทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงสอดคล้องกับ 
การดักษาฃองวิกรม ท่ีพบว่า TA สามารถยังย้ังการเปล่ียนแปลง LINE-1 méthylation ใน UM-UC-3 
ได้ ซึ่งการศึกษาครั้งนี้เป็นการยืนยันผลดังกล่าว เน่ืองจากนอกจาก UM-UC-3 cell แล้ว ยังเห็นผล 
เข่นเดียวกันใน HK-2 cell และ TCCSUP cell ด้วย แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพในการกำจัดอนุมูล 
อิสระของ TA โดยพบว่าเม่ือให้ TA กับเซลล์ท่ีถูกกระตุ้นด้วย H20 2 พบว่าระดับ SAM ในเซลล์มีค่าสูง 
กว่าเซลล์ที่ถูกกระตุ้นด้วย H20 2 อย่างมีนัยสำคัญ จากผลดังกล่าวอาจเกิดเนื่องจากว่า TA สามารถ 
กำจัด H20 2 ได้ดี เซลล์จึงไม่มีการเร่งสร้าง glutathione และไม่มีการดีง Hey มาใช้ ส่งผลให้ระดับ 
ของ SAM ไม่ลดลงในเซลล์ท่ีได้รับ TA พร้อมกับถูกกระตุ้นด้วย H2(ว2

จากการดักษาผลของการซดเชยด้วย methionine, SAM และ folic acid ในเซลล์ที่ถูก 
กระตุ้นให้เกิดภาวะเครียดจากออกซิเดซั่นด้วย H20 2 พบว่าฟ้องกันการลดลงของ SAM ได้ รวมถึง 
สามารถยับยังการเกิด LINE-1 hypomethylation ได้ ทังนีเนื่องจากทัง methionine, SAM และ 
folic acid เป็นสารตัวกลางใน one-carbon metabolism pathway ดังนั้นการให้สารเหล่านี้ จึง 
สามารถส่งเสริมหรือเพ่ิมการสังเคราะห์ SAM ในเซลล์ได้โดยตรง

จากการศึกษาใบคร้ังน้ี สามารถสรุปได้ว่า การเกิด LINE-1 hypomethylation ภายใต้ภาวะ 
เครียดจากออกซิเดซั่นนั้น มีสาเหตุมาจากการลดลงของการลังเคราะห์ SAM ใน one-carbon 
metabolism pathway ภายในเซลล์ ส่งผลให้ไม่มี SAM เพียงพอต่อการเกิดปฏิกิริยา méthylation 
ซ่ึงการลดลงของการสังเคราะห์ SAM น่าจะเป็นผลมาจากการท่ี Hey ถูกดึงมาใช้ใน transsulfuration 
pathway เพื่อใช้ในการสังเคราะห์ glutathione และความรู้ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้ น่าจะ 
สามารถน่ามาใช้เป็นความรู้พ้ืนฐานและสามารถน่ามาใช้เป็นแนวทางในการดักษาต่อ เพ่ือฟ้องกันการ 
เกิด LINE-1 hypomethylation อ ันเป ็นสาเหต ุของการเก ิด genomic instability ซ ึ่งจะเป ็น 
ประโยชน์ในการฟ้องกันหรือรักษามะเร็งต่อไป

oxidase และ glutathione reductase แล้ว ยังมีเอนไซม์ทีมส่วนในการกำจัดสารอนุมูลอิสระอ่ืนๆ
อีก อาทิ catalase, superoxide dismutase เป็นต้น (63)
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จากการศึกษาในครั้งนี้เป็นเพียงส่วนหนึ่งของกลไกที่น่าจะเป็นสาเหตุของการเกิด LINE-1 
hypomethylation ในภาวะเครียดจากออกซิเดซั่นเท่านั้น แต่อย่างไรก็ตามยังคงมีสมมติฐานอ่ืนๆท่ี 
อาจเป ็นสาเหตุของการเก ิด LINE-1 hypomethylation ใบภาวะเครียดจากออกซิเดจั่น ได้ 
เซ่นเดียวกัน เซ่น ความเสียหายของสารขีวโมเลกุลในภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น เซ่น โปรตีนต่างๆ 
ซึ่งจะส่งผลให้ไม่สามารถทำงานได้อย่างเต็มที่ ซึ่งมีรายงาบว่า oxidative stress ส่งผลให้เกิดการ 
down-regulate ของเอนไซม์ DNMT ซึ่งทำให้เกิด DNA méthylation ได้ลดลง (64) นอกจากนั้น 
แล้ว ความเสียหายของดีเอ็นเอ ยังเป็นอีกป้จจัยที่สำคัญโดยพบว่าในภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นจะ 
ส่งผลให้เกิด DNA oxidation ยกตัวอย่างเซ่น guanine จะถูกออกซิไดซ์เป็น 8-hydroxyguanine 
หรือ 8-oxoguanine ซ ึงเบส guanine ที่อยู่ต ิดกับ cytosine (CpG dinucleotides) (65) เป็น 
ตำแหน่งเป้าหมายที่เอนไซม์ DNMT ใช้ในการจับและเข้าทำปฏิกิริยา ดังนั้นเมื่อเบส guanine ท่ีอยู่ 
ข้าง cytosine ถูกออกซิไดซ์ จึงทำให้ DNMT ไม่สามารถจดจำตำแหน่งนั้นได้และไม่สามารถเข้ามา 
เติมหมู่เมทิลให้แก่ cytosine ได้ และเกิด hypomethylation ข้ึนในท่ีสุด

อีกกลไกท่ีสำคัญคือ ในภาวะเครียดจากออกซิเดซั่น อัตราส่วนระหว่าง NAD+ต่อ NADH จะ 
มีค่าสูงข้ึน ทำให้เอนไซม์ Sirtuin-3 (SIRT3) ถูกกระตุ้น ซ่ึง SIRT3 เป็นเอนไซม์ NAD+-dependent 
deacetylase ในไมโทคอนเดรีย จะตัดหม่อะเซติลฃอง isocitrate dehydrogenase (IDH2) แล้ว 
IDH2 ถูกกระตุ้นให้เป็น activated IDH2 ซึ่งจะไปเร่งปฏิกิริยาเปล่ียน isocitrate เป็น a-
ketoglutarate เพ่ิมข้ึน และ cc-ketoglutarate ท่ีเพ่ิมข้ึน จะทำหน้าท่ีเป็น co-factor มีผลไปกระตุ้น 
การทำงานเอนไซม ์ ten eleven translocation (TET)โดย TET จะเร ่งปฏ ิก ิร ิยาเปล ี่ยน 5- 
ทาethylcytosine (5mc) เป ็น 5-hydroxymethylcytosine (5h๓ 0  ซ ึ่ง โด ยท ั่ว ไป  shmc จะถูก 
deamination ได้ง่าย และเมื่อถูก deamination แล้วเซลล้จะตรวจสอบได้ว่า cytosine น้ีมีความ 
ผิดปกติ ต้องเข้าสู่กระบวนการซ่อมแซม โดย 5hmc จะถูกเอนไซม์ glycosylase เข้ามาตัดออก แล้ว 
เติม cytosine ตัวใหม่ผ่านกลไก nucleotide excision repair (NER) ซ่ึง cytosine ตัวใหม่ท่ีเติมเข้า 
มานีจะเป็น unmethylated cytosine ตังน้ันจึงส่งผลให้เกิด hypomethylation ข้ึน (66)

นอกจากกลไกที่อาจเป็นไปได้ดังที่กล่าวมาแล้ว ยังคงมีป้จจัยอื่นๆที่เกี่ยวข้องและอาจเป็น 
สาเหตุของการเกิด hypomethylation ในภาวะเครียดจากออกซิเดซั่น เซ่น การแสดงออกของ 
เอนไซม์ท่ีเกี่ยวของ ทั่งในระดับ ทาRNA รวมถึงในแง,ของการทำหน้าที่ (function) ซึ่งท่ังหมดท่ีกล่าว 
มา จำเป็นต้องมีการพิสูจน์ท่ีแน่ซัดต่อไป

และเพ่ือเป็นการยืนยันว่าปรากฏการณ์ที่พบในคร้ังน้ี เป็นความจริงและเกิดข้ึนจริงในทุกเซลล์ 
ควรมีการทดลองในเซลล์เพาะเล้ียงสายพันธุอ่ืนๆ ทั่งที่เป็นเซลล์ปกติหรือเซลล์มะเร็ง และควรทำการ 
ทดลองในสัตว์ทดลองเพ่ือยืนยันปรากฏการณ์ท่ีพบในเซลล์ดังกล่าวด้วย


	บทที่ 5 สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ
	สรุปผลการทดลอง
	อภิปรายผลการทดลอง
	ข้อเสนอแนะ


