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งานวจิยัน้ีศกึษากลไกของ oxidative stress-induced LINE-1 hypomethylation การแสดงออกของ 
5-methylcytosine (5mC), hOGG1, LINE-1 ORF1 protein (ORF1p) และ oxidative stress marker (4-
HNE) ในเนื้อเยือ่มะเรง็กระเพาะปัสสาวะ และศกึษากลไกการแสดงออกของ ORF1p ภายใตภ้าวะ oxidative 
stress ในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ ผลการศกึษาพบว่า reactive oxygen species (ROS) กระตุน้ 
oxidative stress และท าใหก้ารสรา้ง methyl donor S-adenosylmethionine (SAM) ในเซลลล์ดลง ส่งผลให้
เกดิ DNA hypomethylation ที ่LINE-1 elements ขณะทีส่ารต้านอนุมลูอสิระ (tocopheryl acetate และ N-
acetylcysteine) และสารตวักลางใน one-carbon metabolism (methionine, SAM และ folic acid) สามารถ
ยบัยัง้การเกดิ ROS-induced LINE-1 hypomethylation ได ้ระดบัการแสดงออกของ 5mC ลดลง ขณะที ่
ORF1p และ 4-HNE เพิม่สงูขึน้ในเนื้อเยือ่มะเรง็กระเพาะปัสสาวะเมือ่เปรยีบเทยีบกบัเนื้อเยือ่ขา้งเคยีงที่
ไมใ่ช่มะเรง็ การแสดงออกของ ORF1p ใน muscle-invasive และ high-grade tumors สงูกว่าใน non-
muscle-invasive และ low-grade tumors อย่างมนียัส าคญั ในเซลล ์VM-CUB-1 ทีถู่กกระตุน้ดว้ย ROS มี
การแสดงออกของ ORF1p เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญั แต่ ROS ไมส่ามารถกระตุน้ใหม้สีรา้งใหม่ของ ORF1p 
ไดใ้น UM-UC-3 เซลล ์TCCSUP และ UM-UC-3 ทีถู่กกระตุน้ดว้ย ROS เคลื่อนทีไ่ดเ้รว็กว่าเซลลค์วบคุมที่
ไมไ่ดร้บัการกระตุ้นดว้ย ROS ผลการทดลอง ChIP-qPCR พบ enrichment ของ full-length LINE-1 
elements ที ่active chromatin mark H3K18ac ในเซลล ์VM-CUB-1 ทีถู่กกระตุน้ดว้ย ROS ขณะทีใ่นเซลล ์
UM-UC-3 ทีถู่กกระตุน้ดว้ย ROS จะพบ enrichment ของ full-length LINE-1 elements ที ่
heterochromatin H3K9me3 และ H3K27me3 งานวจิยันี้สรปุว่า ROS ท าใหเ้กดิ LINE-1 hypomethylation 
โดยลดการสรา้ง SAM ในเซลล ์และ ROS ท าใหเ้ซลลม์ะเรง็ม ีprogression มากขึน้ การแสดงออกของ 
ORF1p สงูขึน้ในชิน้เนื้อมะเรง็กระเพาะปัสสาวะและสมัพนัธก์บั tumor progression ผลการศกึษาใน
เซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะบ่งชีว้่า ROS กระตุน้ใหม้กีารแสดงออกมากขึน้โดยเพิม่การเกดิ open 
chromatin mark H3K18ac ที ่full-length LINE-1 elements อยา่งไรกต็าม ROS ไมส่ามารถกระตุ้นใหเ้กดิ 
de novo expression ของ ORF1p ได ้ผลทีไ่ดจ้ากการศกึษานี้แนะน าว่าการใชส้ารทีส่ามารถลดระดบั 
oxidative stress ได ้น่าจะเป็นประโยชน์ต่อการป้องกนัการเกดิ LINE-1 hypomethylation ในมะเรง็
กระเพาะปัสสาวะ และช่วยยบัยัง้ tumor progression ได ้
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In this study, we investigated mechanism of oxidative stress-induced LINE-1 
hypomethylation, expressions of 5-methylcytosine, hOGG1, LINE-1 ORF1 protein (ORF1p) and 
oxidative stress marker (4-HNE) in bladder cancer tissues, and mechanism of reactive oxygen 
species (ROS) on induction of ORF1p expression in bladder cancer cells. Our data showed that 
ROS provoked oxidative stress, caused depletion of cellular methyl donor S-adenosylmethionine 
(SAM), and that subsequently led to hypomethylation of LINE-1 elements. Supplements with either 
antioxidants (tocopheryl acetate and N-acetylcysteine) or metabolites in one-carbon metabolism 
pathway (methionine, SAM and folic acid) significantly inhibited the ROS-induced LINE-1 
hypomethylation. Expression level of 5mC was significantly decreased, while ORF1p and 4-HNE 
were increased, in bladder cancer tissues compared with the noncancerous counterparts. ORF1p 
expression in muscle-invasive and high-grade tumors were significantly higher than that of non-
invasive and low-grade tumor, respectively. In VM-CUB-1 cells treated with ROS, expression of 
ORF1p was significantly increased compared with the untreated controls. However, ROS was not 
able to induce de novo expression of ORF1p in ORF1p-silencing UM-UC-3 cells. TCCSUP and 
UM-UC-3 cells exposed to ROS migrated faster than the unexposed cells. Based on ChIP-qPCR, 
full-length LINE-1 elements were enriched by active chromatin mark H3K18ac in ROS-treated VM-
CUB-1 cells. In contrast, enrichment of LINE-1 elements in ROS-treated UM-UC-3 cells was found 
at heterochromatin H3K9me3 and H3K27me3. In conclusion, we demonstrated that LINE-1 
hypomethylation induced by ROS was mediated through SAM depletion. ROS also promoted 
progression of bladder cancer cells. Expression of ORF1p was elevated in bladder cancer tissues 
and its increment was associated with increased tumor progression. Experimentally, we showed 
that ROS induced ORF1p expression through formation of open chromatin mark H3K18ac. 
However, ROS was not capable of inducing de novo expression of ORF1p in ORF1p-silencing 
cells. Approaches to attenuate oxidative stress might be useful for preventing LINE-1 
hypomethylation and reactivation in bladder cancer and hence decelerating tumor progression.  
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