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รหสัโครงการ :  RSA5680019 
ช่ือโครงการ :  กลไกระดบัโมเลกุลของการกระตุน้ใหเ้กดิการลดลงของการเตมิหมูเ่มทลิทีด่เีอน็ 

เอไลน์วนัโดยภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ 
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ระยะเวลาโครงการ : 3 ปี 

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 ้
ค าหลกั : ไลน์วนั, ภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่, มะเรง็กระเพาะปัสสาวะ, ภาวะเหนือพนัธุกรรม, การด าเนิน
โรคมะเรง็  
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Investigator :  Chanchai Boonla  Chulalongkorn University 
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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.  
Keywords : LINE-1, oxidative stress, bladder cancer, epigenetic, tumor progression 
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บทน ำ  
 

โรคมะเรง็เป็นสาเหตุของการตายอนัดบัหนึ่งทัว่โลกรวมทัง้ประเทศไทย รายงานของสถาบนัมะเรง็
แห่งชาตขิองไทย พบผูป่้วยรายใหมใ่นปี 2010 สงูถงึ 25,476 ราย [1] ซึง่เป็นปัญหาสาธารณสุขทีส่ าคญัมาก 
มะเรง็กระเพาะปัสสาวะ (urinary bladder cancer หรอื urothelial cancer หรอื transitional cell carcinoma) 
ในประเทศไทยมอุีบตักิารณ์ที ่4.2 คนต่อประชากร 100,000 คน ส าหรบัผูช้าย และ 1.3 คนต่อประชากร 
100,000 คน ส าหรบัผูห้ญงิ [2] เพื่อทีจ่ะลดอุตกิารณ์ของโรคนี้จ าเป็นอย่างทีต่อ้งทราบกลไกการเกดิมะเรง็
กระเพาะปัสสาวะและการด าเนินของโรคในผูป่้วยไทย 

กลไกการเกดิมะเรง็กระเพาะปัสสาวะยงัไม่ทราบแน่ชดั แต่ทราบว่าเกีย่วขอ้งกบัการกลายพนัธุ์ 
(genetic mutation) และการเปลีย่นแปลงเหนือพนัธุกรรม (epigenetic alteration) นอกจากนี้ปัจจยัทีพ่บว่า
ส่งเสรมิการเกดิมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ คอื การอกัเสบ และภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ (oxidative stress) 
[3-5] หลายงานวจิยัพบว่าผูป่้วยมะเรง็กระพาะปัสสาวะมรีะดบัภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่สงูกว่าคนปกติ
อยา่งมนียัส าคญั [5-8] โดย reactive oxygen species (ROS) ทีเ่กดิขึน้ในภาวะ oxidative stress จะมผีลต่อ
ทัง้ genetic mutations และ epigenetic alterations [9] ส าหรบั epigenetic alterations ทีพ่บบ่อยในมะเรง็ 
คอื ความผดิปกตขิอง DNA methylation ไดแ้ก่ global hypomethylation และ regional (site-specific CpG 
island promoter) hypermethylation [10, 11] ซึง่ global DNA hypomethylation มกัจะพบในดเีอน็เอทีเ่ป็น 
repetitive และ retrotransposon elements [12] การเกดิ DNA hypomethylation นี้จะส่งผลใหจ้โีนมไม่
เสถยีร (genomic instability) ต่อไป [13, 14] retrotransposon ทีม่มีากทีสุ่ดในจโีนมและมกีารศกึษามาก
ทีสุ่ด คอื long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) และพบว่า LINE-1 hypomethylation สมัพนัธก์บั
มะเรง็หลายชนิดรวมถงึมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ [15-17]  
 Long interspersed nuclear elements-1 (LINE-1 หรอื L1s) เป็น retrotransposon ทีพ่บกระจาย
อยูท่ ัว่ไปในจโีนม มปีระมาณรอ้ยละ 17 ของจโีนมทัง้หมด [18, 19] LINE-1 จดัอยูใ่นกลุ่ม non-long 
terminal repeat (non-LTR) retrotransposon มขีนาด (full-length) ประมาณ 6 kb ซึง่ LINE-1 เป็น mobile 
DNA ชนิดเดยีวในจโีนมของมนุษยท์ีย่งัท างาน (functionally active) อยู ่และการท างานของ LINE-1 จะ
ส่งผลใหเ้กดิความไมเ่สถยีรของจโีนม (genomic instability) ดงันัน้ ในภาวะปกต ิLINE-1 จะถูกกดการ
ท างานหรอืกดการแสดงออก (repression/silence) ไว ้ซึง่กระบวนการทีส่ าคญัในการกดการแสดงออกของ 
LINE-1 คอื การเตมิหมูเ่มทลิบนดเีอน็เอ (DNA methylation) [16] หลายงานวจิยัพบว่า LINE-1 
hypomethylation ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงรปูแบบการแสดงออกของยนีในเซลล์ แลว้ส่งผลใหจ้โีนมไม่
เสถยีร [20, 21] และทีส่ าคญั LINE-1 hypomethylation มคีวามสมัพนัธก์บัการเกดิมะเรง็หลายชนิด [15] 
และยงัเชื่อว่าน่าจะสามารถใชเ้ป็นตวับ่งชี้ (markers) ของการเกดิมะเรง็หรอืการด าเนินโรคของมะเรง็ได้ [22] 
อยา่งไรกต็าม สาเหตุและกลไกของการเกดิ LINE-1 hypomethylation ในเซลลม์ะเรง็ยงัไมท่ราบทัง้หมด แต่
น่าจะเกีย่วขอ้งกบั DNA methylation ดว้ย ส าหรบัปฏกิริยิาการเกดิ DNA methylation จะอาศยัการท างาน
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ของเอนไซม ์DNA methyltransferase (DNMT) และใช ้S-adenosylmethionine (SAM) เป็นตวัใหห้มูเ่มทลิ 
(methyl donor)  ดงันัน้ ผูว้จิยัตัง้สมมตุฐิานว่า กลไกการเกดิ LINE-1 hypomethylation ในเซลลม์ะเรง็น่าจะ
เกีย่วขอ้งกบัการลดลงของ SAM ในเซลล ์ 
 SAM เป็นสารตวักลาง (metabolite) ทีส่ าคญัของเซลล ์ท าหน้าทีเ่ป็นตวัใหห้มูเ่มทลิ (methyl donor) 
ในปฏกิริยิา methylation ของชวีโมเลกุลในเซลล ์ทัง้โปรตนี ไขมนั และกรดนิวคลอิกิ เซลลส์งัเคราะห ์SAM 
ขึน้จาก one-carbon metabolism pathway (รปูที ่1) โดยใชก้รดอะมโิน methionine และ adenosine 
triphosphate (ATP) เป็นสารตัง้ตน้ และเอนไซม ์methionine adenosyltransferase (MAT) ในการยา้ยหมู ่
adenosyl จาก ATP ไปให ้methionine เกดิเป็น SAM ซึง่เป็น sulfonium ion ทีส่ าคญัทีพ่รอ้มใหห้มูเ่มทลิ
แก่สารชวีโมเลกุลอื่น โดยตอ้งอาศยัเอนไซม ์methyltransferase เมือ่เกดิปฏกิริยิาแลว้ SAM จะถูก
เปลีย่นเป็น S-adenosylhomocysteine (SAH) ซึง่จะถูกเปลีย่นต่อไปเป็น homocysteine (Hcy) โดย
เอนไซม ์SAH hydrolase จากนัน้ Hcy จะถูกเปลีย่นกลบัเป็น methionine ส าหรบัใชส้งัเคราะห ์SAM ต่อไป 
อยา่งไรกต็าม นอกจาก one-carbon metabolism pathway แลว้ เซลลย์งัมกีารน า Hcy ไปใชใ้น 
transsulfuration pathway (รปูที ่1) ซึง่เป็นวถิใีนการสงัเคราะห ์cysteine เพื่อน าไปสรา้ง glutathione ใน
เซลล ์ส าหรบัใชใ้นการก าจดัสารออกอนุมลูอสิระ โดยจะใช ้Hcy เป็นสารตัง้ตน้ในการสงัเคราะห ์
cystathionine อาศยัเอนไซม ์cystathionine-β-synthase และ cystathionine ทีเ่กดิขึน้ จะถูกเปลีย่นไปเป็น 
cysteine และ glutathione ต่อไป ดงันัน้ จากวถิเีมแทบอลซิมึทัง้ 2 วถินีี้ คณะผูว้จิยัตัง้สมมตุฐิานว่า เมือ่
เซลลม์ภีาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่สงู เซลลจ์ะตอ้งสงัเคราะห ์glutathione เพิม่มากขึน้ มกีารใช ้Hcy มาก
ขึน้  ท าใหส้งัเคราะห ์SAM ในเซลลไ์ดน้้อยลง ซึง่จะส่งผลใหก้ารเกดิ DNA methylation ลดลง [23, 24] 
 ภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ (oxidative stress) เป็นภาวะไมส่มดุลระหว่างสารออกซแิดนท ์
(oxidants) และ antioxidants โดยทัว่ไปสารออกซแิดนทแ์ละอนุมลูอสิระ สามารถเกดิขึน้ไดใ้นรา่งกาย 
(endogenous production) ทัง้ในภาวะปกตจิากกระบวนการสลายสารอาหารในวถิเีมแทบอลซิมึ หรอืจาก
การไดร้บัการกระตุน้จากภายนอก (exogenous sources) เช่น ยา รงัส ีและ สารเคมต่ีางๆ ท าใหเ้กดิสาร
ออกซแิดนทแ์ละ/หรอืสารอนุมลูอสิระขึน้ภายในเซลล ์ สารออกซแิดนทม์หีลายชนิด ทีส่ าคญัคอื สารทีเ่ป็น
อนุพนัธข์องออกซเิจน เรยีกว่า Reactive Oxygen Species (ROS) ไดแ้ก่ superoxide anion (O2

-), 
hydroxylradical (OH-) และ hydrogen peroxide (H2O2) ซึง่ ROS สามารถเกดิปฏกิริยิากบัสารชวีโมเลกุล
และเซลลไ์ด ้ท าใหส้ารชวีโมเลกุลต่าง ๆ เช่น โปรตนี ไขมนั ไมเ่สถยีรและเกดิปฏกิริยิาต่อเนื่องเป็นลกูโซ่กบั
โมเลกุลอื่นหรอืเซลลข์า้งเคยีงได ้ส่งผลใหส้ารชวีโมกุลสญูเสยีหน้าที ่และส่งผลใหเ้กดิอาการบาดเจบ็ของ
เซลล ์(cell injury) รวมไปถงึสามารถก่อใหเ้กดิการกลายพนัธุ ์(mutation) ได ้ยิง่ไปกว่านัน้ภาวะเครยีดจาก
ออกซเิดชัน่สามารถส่งผลต่อการเกดิ epigenetic change โดยเฉพาะ DNA methylation ได ้และเกีย่วขอ้ง
กบัการเกดิและการลุกลามของมะเรง็หลายชนิด รวมถงึมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ อย่างไรกต็าม ปกตริ่างกาย
จะมกีลไกทีส่ าคญัในการก าจดั ROS เพื่อยบัยัง้ภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ โดยอาศยัสารตา้นอนุมลูอสิระ
หรอืสารก าจดัอนุมลูอสิระ (antioxidants, ROS scavengers) หลายชนิด ทัง้ทีร่า่งกายสรา้งเองได ้ทีส่ าคญั
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คอื glutathione ซึง่ท าหน้าทีเ่ป็นสารตา้นอนุมลูอสิระหลกัภายในเซลล์ และสารต้านอนุมลูอสิระทีไ่ดร้บัจาก
อาหาร เช่น vitamin C และ vitamin E เป็นตน้ [25-27] 
 

 
รปูท่ี 1 แสดงวถี ีone-carbon metabolism และ transsuluration โดย one-carbon metabolism สงัเคราะห ์
SAM รวมถงึ Hcy ถงึเป็นจุดเชื่อมต่อกบั transsulfuration pathway ทีใ่ช ้Hcy เป็นสารตัง้ตน้ในการ
สงัเคราะห ์cysteine เพื่อน าไปสรา้ง glutathione ในเซลล ์(ดดัแปลงจาก Lu S.C., 2000) [28] 
 
 จากการศกึษาความสมัพนัธข์องภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่และการเกดิเมทลิเลชัน่ของ LINE-1 ใน
คนปกตทิีม่สีุขภาพดแีละในผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะของ  Patchsung และคณะ ในปี 2012 [17] พบว่า
การเพิม่ขึน้ของภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ มคีวามสมัพนัธก์บัการลดลงของระดบั LINE-1 methylation ทัง้
ในผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะและคนปกต ิแสดงใหเ้หน็ว่า LINE-1 hypomethylation ไม่น่าจะสมัพนัธก์บั
มะเรง็โดยตรงแต่สมัพนัธก์บัภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ และจากการศกึษา Wongpaiboonwattana และ
คณะ ในปี 2013 [29] พบว่าเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ (UM-UC-3 cells) สามารถกระตุน้การใหเ้กดิ 
LINE-1 hypomethylation ไดด้ว้ย ROS (H2O2 as ROS representative) และเมือ่เซลลไ์ดร้บัสารตา้นอนุมลู
อสิระ (tocopheryl acetate) สามารถป้องกนัการเกดิ LINE-1 hypomethylation ได ้ปัจจบุนัยงัไมม่รีายงาน
เกีย่วกบักลไกทีแ่น่ชดัทีอ่ธบิายสาเหตุการเกดิ LINE-1 hypomethylation ในภาวะทีม่ ีoxidative stress หนึ่ง
ในกลไกทีน่่าจะเป็นไปไดเ้กี่ยวกบัผลของอนุมลูอสิระต่อการเกดิ DNA methylation  คอื เมือ่เซลลเ์กดิภาวะ 
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oxidative stress จะท าใหเ้ซลลจ์ าเป็นตอ้งสรา้ง glutathione เพิม่มากขึน้ เพื่อใชใ้นการก าจดัอนุมลูอสิระ 
โดย glutathione ถูกสรา้งมาจาก Hcy ผ่านทาง transsulfuration pathway และเมื่อเซลลต์อ้งการสรา้ง 
glutathione มากขึน้ จะท าใหป้รมิาณของ Hcy ลดลง จงึถูกเปลีย่นไปเป็น methionine เพื่อน าไปสงัเคราะห ์ 
SAM ไดน้้อยลง ส่งผลใหป้รมิาณของ SAM ในเซลลล์ดลง จงึท าใหเ้กดิ DNA methylation ลดลงดว้ย 
น าไปสู่การเกดิ genome-wide DNA hypomethylation ซึง่จากรายงานของ Niedzwiecki และคณะ ในปี 
2013 [24] พบว่า ในผูใ้หญ่ทีม่รีะดบั glutathione ในกระแสเลอืดทีเ่พิม่สงูขึน้ สมัพนัธก์บัการลดลงของ SAM 
และการเกดิ global hypomethylation ดงันัน้ คณะผูว้จิยัตัง้สมมตุฐิานว่ากลไกที ่ROS กระตุน้ใหเ้กดิ LINE-
1 hypomethylation ในเซลล ์น่าจะมาจากการรบกวน one-carbon metabolism pathway และ 
transsulfuration pathway ท าใหก้ารสงัเคราะห ์SAM ในเซลลล์ดลงและไมเ่พยีงพอต่อการเกดิ DNA 
methylation 

อกีกลไกหนึ่งทีจ่ะท าใหเ้กดิ LINE-1 hypomethylation ภายใตภ้าวะ oxidative stress คอื การเกดิ 
oxidized DNA lesions จากการโจมตขีอง ROS ซึง่ oxidative DNA lesion ทีศ่กึษากนัมาก คอื 8-
hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG) หรอื 8-oxo-2’deoxyguanosine (8-oxo-dG) หากเกดิ lesion นี้ที่
ต าแหน่ง CpG dinucleotides จะไปยบัยัง้การท างานของเอนไซม ์DNMT ในการเตมิหมูเ่มทลิที ่C residue 
ทีต่ดิกบั oxidized G (8-OHdG or 8-oxo-dG) [30] จงึท าใหร้ะดบั DNA methylation ลดลง อยา่งไรกต็าม
เซลลม์กีระบวนการซ่อมแซม oxidized DNA ทีเ่กดิขึน้จาก ROS ดว้ยกลไก base excision repair (BER) 
ซึง่ ขัน้ตอนแรกในการจดจ าและตดั 8-OHdG ออกไปจะอาศยัการท างานของเอนไซม ์8-oxo-dG DNA 
glycosylase (hOGG1 for human)  

คณะผูว้จิยัคาดว่าเมือ่เกดิ LINE-1 hypomethylation มากขึน้ น่าจะสามารถท าใหเ้กดิ reactivation 
ของ full-length LINE-1 elements ได ้แลว้ส่งผลใหเ้กดิ LINE-1 mobilization และ genomic instability 
ต่อไป ซึง่ full-length LINE-1 elements จะสรา้งโปรตนีได ้2 ชนิด ทีจ่ าเป็นต่อการเกดิ LINE-1 
retrotransposition คอื LINE-1 ORF1 protein (ORF1p) และ ORF2p มรีายงานวจิยัทีพ่บว่ามกีาร
แสดงออกของ full-length LINE-1 สงูขึน้ในมะเรง็ โดยเฉพาะ ORF1p และแนะน าว่า LINE-1 proteins น่าจะ
ใชเ้ป็น marker ของมะเรง็ได ้[31] อยา่งไรกต็าม ปัจจบุนัยงัไมท่ราบกลไกทีท่ าให ้LINE-1 proteins 
แสดงออกมากขึน้ในเซลลม์ะเรง็ภายใตภ้าวะ oxidative stress 
 การศกึษานี้มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษากลไกการเกดิ LINE-1 hypomethylation ภายใตภ้าวะเครยีด
จากออกซเิดชัน่ในมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ โดยศกึษาทัง้ในตวัอยา่งเนื้อเยือ่มะเรง็กระเพาะปัสสาวะจาก
ผูป่้วย เพื่อดกูารแสดงออกของ 5-methylcytosine (5mC), hOGG1, ORF1p และ 4-hydroxynonenal (4-
HNE ใชเ้ป็น oxidative stress marker) และศกึษาในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะว่า ROS ท าใหเ้ซลลม์กีาร
สรา้ง SAM ลดลงแลว้ส่งผลใหเ้กดิ LINE-1 hypomethylation หรอืไม ่ ROS สามารถกระตุน้การแสดงออก
ของ ORF1p ในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะไดห้รอืไม่ หากไดผ้่านกลไก chromatin remodeling หรอืไม ่
ต าแหน่ง LINE-1 elements ม ีheterochromatin ลดลงและม ีactive chromatin เพิม่ขึน้หรอืไม่  ผล
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การศกึษาทีไ่ดจ้ะน าไปสู่การเขา้ใจสาเหตุและกลไกในการเปลีย่นแปลงการเกดิ DNA methylation และ 
histone modification ในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะภายใตภ้าวะเครยีดจากออกซเิดชัน่มากขึน้ ซึง่จะเป็น
ประโยชน์ต่อการน าความรูไ้ปใชเ้ป็นแนวทางในการป้องกนัและรกัษาผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะไดใ้น
อนาคต 
 
 
วิธีกำรทดลอง  

การศกึษานี้เป็น observational analytical study ใน human study ทีใ่ช ้bladder cancer tissues 
และเป็น experimental analytical study ใน cell culture study 
  
เซลลเ์พาะเลี้ยง 

เซลลท์ีใ่ชใ้นการศกึษานี้ ไดแ้ก่ normal human kidney cells (HK-2) และ bladder cancer cell 
lines อกี 3 ชนิด คอื TCCSUP, UM-UC-3 และ VM-CUB-1 เลีย้งเซลลใ์น Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco), 1% pen-strep under 
37oC, 5% CO2, 95% humidity ใช ้H2O2 เป็นตวัแทนของ ROS ส าหรบักระตุน้ใหเ้กดิ oxidative stress ใน
เซลล ์สารตา้นอนุมลูอสิระทีใ่ช ้คอื Tocopheryl acetate (TA, 300 µM) และ S-adenosylmethionine (SAM, 
100 µM) ขนาด (dose) ของ H2O2 ทีใ่ช ้จะเป็นขนาดทีไ่มเ่ป็นพษิกบัเซลล ์(non-toxic dose) แต่ยงัสามารถ
กระตุน้ใหเ้ซลลเ์กดิ oxidative stress ได ้ตรวจสอบความเป็นพษิต่อเซลลด์ว้ยวธิ ีMTT assay (cell viability 
test) และวดัระดบัการสรา้ง ROS ในเซลลด์ว้ยวธิ ีDichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) 
assay [32] 
 
ผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะและตวัอยา่งชิ้นเนื้อมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ 

ตวัอยา่งชิน้เน้ือมะเรง็กระเพาะจากผูป่้วยจ านวน 36 ราย ทีเ่ขา้รบัการรกัษาทีโ่รงพยาบาลบุรรีมัย ์
จงัหวดับุรรีมัย ์เกบ็โดยศลัยแพทยร์ะบบปัสสาวะทีร่ว่มโครงการวจิยั นายแพทยเ์ชาวว์ศั พมิพร์ตัน์ และ
นายแพทยอุ์ดมศกัดิ ์วจิติรเศรษฐกุล เกบ็ตวัอยา่งชิน้เน้ือใน 10% buffered formalin จากนัน้ตดัชิน้เน้ือใหไ้ด ้
3 µM tissue sections เพื่อท าการยอ้ม hematoxylin & eosin (H&E) และยอ้ม immunohistochemistry 
งานวจิยัน้ีไดร้บัอนุมตัจิรยิธรรมการวจิยัจาก คณะกรรมการพจิารณาจรยิธรรมการวจิยัในคน คณะ
แพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั และคณะกรรมการพจิารณาจรยิธรรมการวจิยั ของโรงพยาบาล
บุรรีมัย ์
 
ยอ้มชิ้นเน้ือ immunohistochemical (IHC) staining  
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น า tissue section มาท า deparaffinization และ rehydration ตามดว้ย antigen retrieval ใน 
citrate buffer, pH 6.0 ท าลาย endogenous peroxidase ในละลาย 0.3% H2O2 (30 min) แลว้ block non-
specific binding ดว้ย normal horse serum (20 min) incubate กบั primary antibodies (5mC, hOGG1, 
ORF1p และ 4-HNE Ab) ที ่4oC ขา้มคนื ลา้งดว้ย TBST buffer แลว้ incubate กบั biotinylated universal 
antibody (anti-mouse และ anti-rabbit) (1 h) ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง ลา้งดว้ย TBST buffer แลว้ incubate กบั 
ABC reagent (Vectastain Elite ABC Universal Kit) ท าใหเ้กดิสดีว้ย DAB reagent (ImmPACT DAB 
Peroxidase Substrate Kit) ผลบวกจะเกดิเป็นตะกอนสนี ้าตาล (brown precipitate) ในเซลล ์H&E staining 
ยอ้มดว้ยวธิมีาตรฐาน  

การอ่านผลระดบัการแสดงออกของ 5mC, hOGG1, ORF1p และ 4-HNE พจิารณาจากการตดิส ี2 
ส่วน ทัง้จ านวนเซลลท์ีใ่หผ้ลบวก และความเขม้ของสทีีพ่บ จ านวนเซลลท์ีใ่หผ้ลบวกแบ่งออกเป็น 4 ระดบั 
คอื 0-5% = 0, 6-25% = 1, 26-50% = 2, 51-75% = 3 and 75-100% = 4 และ ความเขม้ของสกีแ็บ่ง
ออกเป็น 4 ระดบั เช่นกนั คอื negative = 0, + = 1, ++ = 2, +++ = 3 and ++++ = 4 ค่าคะแนนทีบ่อก
ระดบัการแสดงออกในชิน้เน้ือ (IHC score) ค านวณจากผลคณูของทัง้สองส่วนน้ี ดงันัน้ คะแนนต ่าสุดจะเป็น 
0 และคะแนน IHC score สูงสุดจะ เท่ากบั 16  

ชนิดของมะเรง็แบ่งตามความรุนแรงแบ่งออกเป็น papillary/superficial and muscle-invasive types 
ส่วน histological grading แบ่งออกเป็น into papillary urothelial neoplasm of low malignant potential 
(PUNLMP), low-grade tumor และ high-grade tumor ซึง่อ่านผลและจดักลุ่มโดยพยาธแิพทยท์ีร่ว่ม
โครงการวจิยั นายแพทยอ์นพฒัน์ สรรพาวชั ภาควชิาพยาธวิทิยา คณะแพทยศาสตร ์จฬุาฯ 
 
ตรวจวดัการแสดงออกของโปรตนีดว้ยวธิ ีwestern blot 

สกดัโปรตนีจากเซลลด์ว้ย RIPA buffer จากนัน้วดัความเขม้ขน้ของโปรตนีดว้ยวธิ ีbicinchoninic 
acid assay วดัระดบั protein oxidation (หนึ่งใน oxidative stress markers) ดว้ยวธิ ีprotein carbonyl 
determination น าโปรตนีทีไ่ดไ้ปแยกตามขนาดดว้ยวธิ ีSDS-PAGE  

เตรยีม 10% SDS-polyacrylamide gel น าตวัอยา่งโปรตนี load ลงในแต่ละ well (15 µg/well) run 
electrophoresis ที ่180 V, 1.5 h ในกระบะน ้าแขง็ ถ่ายโปรตนีจาก gel ลงบน PVDF membrane โดยใช ้
wet tank blotting ที ่180 mA, 1 h ในกระบะน ้าแขง็ จากนัน้ลา้ง membrane ที ่blotted แลว้ ดว้ย TBST 
buffer แลว้ block non-specific binding ดว้ย 5% skimmed milk for 1 h ทีอุ่ณหภูมหิอ้ง incubate กบั 
ORF1p antibody ที ่4oC ขา้มคนื ลา้งแลว้ตามดว้ย HRP-conjugated anti mouse antibody เป็นเวลา 1 h 
ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง ลา้ง membrane ดว้ย TBST buffer แลว้ incubate กบั ECL reagent (SuperSignal® West 
Femto Maximum Sensitivity Substrate) ถ่ายรปูและวดั band intensity ดว้ย digital ECL scanner 
(LICOR) ใช ้α-tubulin เป็น loading control ระดบัการแสดงออกของ ORF1p รายงานเป็นค่า ratio ของ 
ORF1p ต่อ α-tubulin (ORF1p-to-α-tubulin ratio)  
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วดัระดบั SAM, SAH, glutathione และ homocysteine (Hcy) 

สารตวัอยา่ง cell lysate น ามาวดัระดบั SAM และ SAH ดว้ยวธิ ีhigh-performance liquid 
chromatography (HPLC) [33, 34] คอลมัน์ทีใ่ชค้อื C18 HPLC column (vertical chromatography) 
mobile phase ประกอบดว้ย solvent A (methanol) และ solvent B (4.5 mM octanesulfonic acid, with 
50 mM phosphate buffer solution, pH 3.5) ใชส้ดัส่วน A:B เป็น 30:70 Flow rate  1 mL/min และ
ตรวจสอบดว้ยการดดูกลนืแสง UV 254 nm   

Glutathione ใน cell lysate วดัโดยใช ้Glutathione Assay Kit (US Biological, Salem, MA, USA) 
ส าหรบัสารมาตรฐานเป็น known GSH concentration standards (0, 0.4, 0.8, 1.2, 1.6 and 2.0 µg/well)  

ส าหรบั Hcy ส่งสารตวัอยา่ง cell lysate ไปทีห่อ้งปฏบิตักิารของโรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์ วดัระดบั 
Hcy ในสารตวัอยา่งโดยใชเ้ครือ่ง automated fluorescence polarization immunoassay (Abbott 
Diagnostics, IL, USA) 

 
ตรวจวดัการเคลือ่นทีข่องเซลลเ์รง็ (wound healing assay หรอื scratch assay) 

เลีย้งเซลล ์(TCCSUP, UM-UC-3 cells) ใน 6-well plates เมือ่เซลลเ์ตม็พอประมาณ (confluent) 
ท ารอยขดี (scratch) โดยใช ้p200 pipette tip จากนัน้ลา้งเซลลด์ว้ย PBS 2 ครัง้ ใส่ conditioned media ทัง้ 
3 conditions แยกกนั (untreated control, H2O2 and H2O2 + TA) ถ่ายรปูทีเ่วลาเริม่ตน้ (0 h) และสิน้สุด 
(72 h) เปรยีบเทยีบการเลื่อนทีข่องเซลลเ์พื่อปิดรอยแผลที่ขดีไว ้ในแต่ละ condition  
 
การวเิคราะหข์อ้มลูทางสถติ ิ 

น าเสนอขอ้มลูเป็น mean ± standard deviation (SD) หรอื median (interquartile range, IQR) 
ตามความเหมาะสมและการกระจายตวัของขอ้มลู ใช ้t-test หรอื Mann-Whitney test ส าหรบัทดสอบความ
แตกต่างระหว่าง 2 กลุ่ม ใช ้anova test หรอื Kruskal-Wallis test ตามดว้ย Sidak multiple comparison 
test ส าหรบัเปรยีบเทยีบความแตกต่างของ 3 กลุ่มขึน้ไป Pearson correlation test หรอื Spearman rank 
correlation test ส าหรบัหาความสมัพนัธข์อง 2 continuous variables ใช ้logistic regression ส าหรบั
ค านวณ odds ratio (OR) ใช ้Stata version 12 and GraphPad Prism 5 ส าหรบัการสรา้งกราฟและการ
ค านวณทางสถติ ิก าหนดนัยส าคญัทางสถติทิี ่P < 0.05 
 

 
ผลกำรทดลอง  
 งานวจิยัในช่วงแรก มวีตัถุประสงคเ์พื่อศกึษากลไกการเกดิ LINE-1 hypomethylation ในเซลล ์
ภายใตภ้าวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ โดยท าการศกึษาในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ 2 ชนิด ไดแ้ก่ UM-
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UC-3 และ TCCSUP cell lines และเซลลเ์ยือ่บุท่อไตปกต ิ(HK-2 cell line) กระตุ้นใหเ้ซลลเ์กดิภาวะเครยีด
จากออกซเิดชัน่ดว้ย H2O2 และตรวจวดัระดบั LINE-1 methylation, SAM, SAH และ glutathione  
นอกจากนี้ยงัศกึษาผลของการเสรมิ (supplement) ดว้ย TA, NAC, SAM, methionine และ folate ต่อการ
เปลีย่นแปลงของระดบั LINE-1 methylation ในเซลลท์ีไ่ดร้บัการกระตุน้ดว้ย H2O2 มผีลการศกึษทาเป็นดงันี้ 
 
ผลของ H2O2 ต่อความมชีวีติของเซลลเ์พาะเลี้ยง 
 การทดสอบความมชีวีติของเซลลด์ว้ยวธิ ีMTT เพื่อศกึษาระดบัความเขม้ขน้ของ H2O2 และ
ระยะเวลาทีเ่หมาะสมส าหรบักระตุน้ใหเ้กดิภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ในเซลล ์แต่ไมก่ระทบต่อความมชีวีติ
ของเซลล ์เมือ่ใหเ้ซลลเ์พาะเลีย้งสมัผสั H2O2 ตัง้แต่ความเขม้ขน้ 0-150 µM เป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบว่า 
ความเขม้ขน้ 10 และ 20 µM  ไมส่่งผลกระทบต่อการตายของเซลลอ์ย่างมนียัส าคญั เมือ่เปรยีบเทยีบกบั
เซลลท์ีไ่มไ่ดร้บั H2O2 ในขณะที ่H2O2 ความเขม้ขน้ตัง้แต่ 30 µM ขึน้ไป ท าใหเ้ซลลต์ายอยา่งมนีัยส าคญั
ทางสถติ ิเมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลลค์วบคุม โดยใน HK-2 cell รอ้ยละความมชีวีติของเซลลล์ดลงอยา่งมี
นยัส าคญัเหลอื 48.00 (P < 0.0001), 17 (P < 0.0001), 5.5 (P < 0.0001) และ 4.0 (P < 0.0001) ทีค่วาม
เขม้ขน้ 30, 50, 100 และ 150 µM ตามล าดบั เช่นเดยีวกบั UM-UC-3 ทีร่อ้ยละความมชีวีติของเซลลล์ดลง
เหลอื 63 (P = 0.0117), 25.33 (P = 0.0050), 0.33 (P < 0.0001) และ 0.33 (P < 0.0001) ทีค่วามเขม้ขน้ 
30, 50, 100 และ 150 µM ตามล าดบั และใน TCCSUP cells รอ้ยละความมชีวีติของเซลลล์ดลงเหลอื 
53.67 (P = 0.0034), 25.33 (P = 0.0043), 0.33 (P < 0.0001) และ 0.33 (P < 0.0001) ทีค่วามเขม้ขน้ 30, 
50, 100 และ 150 µM ตามล าดบั (รปูที ่2) ดงันัน้ ในการทดสอบอื่น ๆ ต่อไปทีต่อ้งใช ้H2O2 ในการ
กระตุน้ใหเ้กดิภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ จะใช ้H2O2 ความเขม้ขน้ที ่20 µM เพื่อตดัปัจจยัดา้นการตายของ
เซลลเ์ขา้มารบกวนผลการทดลอง 

 
รปูท่ี 2  ความเป็นพษิของ H2O2 ต่อ HK-2 cell (A) UM-UC-3 cell (B) และ TCCSUP cell (C) เมือ่เซลล์
สมัผสั H2O2 เป็นเวลา 72 ชัว่โมง พบว่าเซลลม์กีารตายอยา่งมนียัส าคญัทางสถติ ิทีค่วามเขม้ขน้ตัง้แต่ 30 
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µM แผนภูมแิท่งแสดงค่าเฉลีย่ (mean), error bar แสดงส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD), *P < 0.05 vs. 
control 
 
ผลของ H2O2 ต่อการเกดิภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ในเซลล์  
 เพื่อยนืยนัการเกดิภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ในเซลลท์ีไ่ดร้บั H2O2 จงึวดัปรมิาณการสรา้ง ROS 
ภายในเซลล ์ดว้ยเทคนิค DCFH-DA พบว่า ระดบัการสรา้ง ROS ภายในเซลลท์ัง้ 3 ชนิดทีไ่ดร้บั H2O2 
เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัเทยีบกบัเซลลค์วบคุม (P < 0.001) (รปูที ่3A)  
 ผลการวดัระดบัโปรตนีคารบ์อนิลเพื่อบ่งชีร้ะดบั protein oxidation ภายใตภ้าวะเครยีดจากออกซิ
เดชัน่ พบว่า ในเซลลท์ีไ่ดร้บั H2O2 ระดบัโปรตนีคารบ์อนิลจะเพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญั เมือ่เปรยีบเทยีบกบั
เซลลค์วบคุม และระดบัโปรตนีคารบ์อนิลจะลดลงเมือ่เซลลไ์ดร้บัสารต้านอนุมลูอสิระ (300 µM TA หรอื 50 
µM NAC) รว่มดว้ย ทัง้ใน HK-2 cells (รปูที ่3B), UM-UC-3 cells (รปูที ่3C) และ TCCSUP cells (รปูที ่
3D)  
 จากผลดงักล่าวแสดงใหเ้หน็ว่า 20 µM H2O2 สามารถกระตุน้ใหเ้กดิภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ใน
เซลลท์ัง้ 3 ชนิดได ้และ สารตา้นอนุมลูอสิระทัง้ TA และ NAC สามารถลดภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ใน
เซลลท์ีไ่ดร้บั H2O2 ได ้



10 | P a g e  
 

 
รปูท่ี 3 ระดบัการสรา้ง ROS ภายในเซลล ์พบว่า เซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ย 20 µM H2O2 มรีะดบัการสรา้ง 
ROS ภายในเซลลเ์พิม่สงูขึน้อยา่งมนีัยส าคญัทางสถติเิทยีบกบัเซลลท์ีไ่มถู่กกระตุน้ (A) ระดบัโปรตนีคารบ์อ
นิลในเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ย 20 µM H2O2 เพิม่ขึน้อย่างมนียัส าคญัทางสถติเิทยีบกบัเซลลค์วบคุม HK-2 (B),  
UM-UC-3 (C) และ TCCSUP (D) แผนภมูแิท่งแสดงค่าเฉลีย่ (mean), error bar แสดงส่วนเบีย่งเบน
มาตรฐาน (SD), * แสดงนยัส าคญัเทยีบกบักลุ่มควบคุม, # แสดงนยัส าคญัเปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีถู่กกระตุน้
ดว้ย 20 µM H2O2 
 
ผลของ H2O2 ต่อการเปลีย่นแปลงของระดบั LINE-1 methylation 
 ผลการศกึษาการเปลีย่นแปลงระดบั LINE-1 methylation ดว้ยเทคนิค COBRA PCR ในเซลลม์ะเรง็
กระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 และ TCCSUP โดยกระตุ้นเซลลด์ว้ย 20 µM H2O2 เป็นเวลา 24, 48 และ 72 
ชัว่โมง พบว่าระดบัรอ้ยละ LINE-1 methylation ของเซลล ์UM-UC-3 มกีารลดลงอย่างมนียัส าคญั จากรอ้ย
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ละ 100 ในกลุ่มควบคุม เป็นรอ้ยละ 96.80 (P = 0.0289), 94.98 (P = 0.0444) และ 93.06 (P = 0.0003) 
ตามล าดบั (รปูที ่4) และใน TCCSUP cell พบการลดลงของระดบั LINE-1 methylation อยา่งมนียัส าคญั 
เช่นเดยีวกนั จากรอ้ยละ 100 ในกลุ่มควบคุม เป็นรอ้ยละ 94.85 (P = 0.0046), 89.96 (P = 0.0462) และ 
79.49 (P < 0.001) จากผลดงักล่าวบ่งชีว้่า เมือ่เซลลส์มัผสักบั H2O2 ส่งผลใหร้ะดบั LINE-1 methylation 
ลดลงมากขึน้ตามระยะเวลาทีส่มัผสั (time-dependent manner) และจากผลการทดลองนี้ จงึเลอืกใช้
ระยะเวลากระตุ้นเซลลท์ี ่72 ชัว่โมง ในการทดสอบการเปลีย่นแปลงระดบั LINE-1 methylation ต่อไป 
เพื่อใหเ้หน็ความแตกต่างไดช้ดัเจนมากทีสุ่ด 

 
รปูท่ี 4 แสดงรอ้ยละการเตมิหมูเ่มทลิที ่LINE-1 ของ UM-UC-3 (A) และ TCCSUP (B) ทีไ่ดร้บัการกระตุ้น
ใหอ้ยูใ่นภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ดว้ย 20 µM H2O2  เป็นเวลา 24, 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่า ระดบั 
LINE-1 methylation ลดลงอยา่งมนียัส าคญัเมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม แผนภมูแิท่งแสดงค่าเฉลีย่ (mean), 
error bar แสดงส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD), *P < 0.05 vs. control 
 
ผลของ H2O2 และสารตา้นอนุมลูอสิระและสารตวักลางในวถิ ีone-carbon metabolism ต่อการเปลีย่นแปลง
ระดบั LINE-1 methylation 
 ผลการศกึษาผลของการเสรมิดว้ยสารตา้นอนุมลูอสิระและสารตวักลางในวถิ ีone-carbon 
metabolism ต่อการเปลีย่นแปลงระดบั LINE-1 methylation ภายใตภ้าวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ พบว่า เมือ่
กระตุน้เซลลเ์ยือ่บุท่อไต HK-2 (รปูที ่5A) ดว้ย H2O2 ส่งผลใหร้ะดบั LINE-1 methylation ลดลงอยา่งมี
นยัส าคญัเมือ่เทยีบกบัเซลลค์วบคุม และในเซลลไ์ดร้บัสารตา้นอนุมลูอสิระ TA และ NAC ระดบั LINE-1 
methylation จะเพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญั เช่นเดยีวกนัเมื่อเสรมิดว้ย methionine, SAM และ folic acid 
สามารถเพิม่ระดบั LINE-1 methylation ในเซลลท์ีไ่ดร้บั H2O2 ไดอ้ยา่งมนียัส าคญั ผลการศกึษาใน
เซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 cells (รปูที ่5B) และ TCCSUP cells (รปูที ่5C) ไดผ้ล
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เช่นเดยีวกบัทีพ่บใน HK-2 cells แสดงใหเ้หน็ว่าทัง้สารตา้นอนุมลูอสิระและสารตวักลางในวถิ ีone-carbon 
metabolism สามารถป้องกนัการเกดิ LINE-1 hypomethylation ใน H2O2-treated cells ได ้
 

 
รปูท่ี 5 แสดงระดบั LINE-1 methylation ภายใตภ้าวะเครยีดจากออกซเิดชัน่และผลของการเสรมิดว้ยสาร
ตา้นอนุมลูอสิระและสารตวักลางในวถิ ีone-carbon metabolism ต่อการเปลีย่นแปลงระดบั LINE-1 
methylation ใน HK-2 cell (A), UM-UC-3 (B) และ TCCSUP (C)  แผนภมูแิท่งแสดงค่าเฉลีย่ (mean), 
error bar แสดงส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD), * แสดงนัยส าคญัเทยีบกบักลุ่มควบคุม, # แสดงนยัส าคญั
เปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ย H2O2  
 
ผลของ H2O2 ต่อการเปลีย่นแปลงระดบั total glutathione และ Hcy ในเซลล ์
 ผลการศกึษาการเปลีย่นแปลงระดบั total glutathione ภายในเซลลภ์ายใตภ้าวะเครยีดจากออกซิ
เดชัน่ และผลของสารต้านอนุมลูอสิระ ต่อการเปลีย่นแปลงระดบั total glutathione ภายในเซลล ์พบว่า ใน 
HK-2 cells (รปูที ่6A) ทีไ่ดร้บั H2O2 ปรมิาณ total glutathione เพิม่ขึน้อย่างมนีัยส าคญัเทยีบกบัเซลลท์ี่
ไมไ่ดร้บั ขณะทีใ่นเซลลท์ีไ่ดร้บั NAC หรอื TA รว่มดว้ย จะไมพ่บความแตกต่างจากกลุ่มควบคุม แต่พบว่ามี
ระดบั total glutathione ต ่ากว่าเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ย H2O2 อยา่งมนียัส าคญั ผลการศกึษาในเซลลม์ะเรง็
กระเพาะปัสสาวะ UM-UC-3 และ TCCSUP cells (รปูที ่6B และ 6C) ใหผ้ลเช่นเดยีวกบัใน HK-2 cells 
 ผลการวดัระดบั Hcy ในเซลลภ์ายใตภ้าวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ และผลของการเสรมิดว้ย NAC ต่อ
การเปลีย่นแปลงของระดบั Hcy พบว่า ระดบั Hcy (% control) ใน HK-2 cells (รปูที ่6D) และ TCCSUP 
cells (รปูที ่6E)  ทีก่ระตุ้นดว้ย H2O2 ลดลงอยา่งมนีัยส าคญัเมือ่เทยีบกบัเซลลท์ีไ่มถู่กกระตุน้ ในขณะทีเ่มือ่
เซลลไ์ดร้บั NAC ระดบั Hcy เพิม่ขึน้อย่างมนียัส าคญัเมื่อเทยีบกบัเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ย H2O2 
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รปูท่ี 6 ผลของภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่และสารตา้นอนุมลูอสิระ (TA และ NAC)  ต่อการเปลีย่นแปลง
ระดบั total glutathione ใน HK-2 (A), UM-UC-3 (B) และ TCCSUP (C) cells และผลของภาวะเครยีดจาก
ออกซเิดชัน่และสารตา้นอนุมลูอสิระ ต่อการเปลีย่นแปลงของระดบั Hcy ในเซลล ์HK-2 (D) และ TCCSUP 
(E) แผนภมูแิท่งแสดงค่าเฉลีย่ (mean), error bar แสดงส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD), * แสดงนยัส าคญั
เทยีบกบักลุ่มควบคุม, # แสดงนยัส าคญัเทยีบกบัเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ย H2O2  
 
ผลของ H2O2 ต่อการเปลีย่นแปลงของระดบั SAM และ SAH ในเซลล ์ 
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 ผลการศกึษาการเปลีย่นแปลงระดบั SAM ภายในเซลลภ์ายใตภ้าวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ และผล
ของการเสรมิดว้ยสารตวักลางใน one-carbon metabolism ต่อการเปลีย่นแปลงระดบั SAM ภายในเซลล ์
พบว่า ระดบั SAM ในทัง้ 3 เซลลท์ีไ่ดร้บั H2O2 ลดลงอยา่งมนียัส าคญัเทยีบกบัเซลลค์วบคุม (รปูที ่7)   
 ส าหรบัผลการวเิคราะหป์รมิาณของ SAH (รปูที ่8) ในภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ และผลของการ
เสรมิดว้ยสารตา้นอนุมลูอสิระและสารตวักลางใน one-carbon metabolism ไมพ่บความเปลีย่นแปลงอยา่งมี
นยัส าคญัของระดบัของ SAH ในเซลลท์ุกชนิดทีใ่ชใ้นการศกึษา อยา่งไรกต็ามพบแนวโน้มของการ
เปลีย่นแปลงของ SAH คลา้ยคลงึกบั SAM 
  

 
รปูท่ี 7 แสดงผลของภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ สารต้านอนุมลูอสิระ และสารตวักลางในวถิ ีone-carbon 
metabolism ต่อการเปลีย่นแปลงของระดบั SAM ในเซลล ์HK-2 (A), UM-UC-3 (B) และ TCCSUP (C)  
แผนภูมแิท่งแสดงค่าเฉลีย่ (mean), error bar แสดงส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD), * แสดงนยัส าคญัเทยีบ
กบักลุ่มควบคุม, # แสดงนยัส าคญัเปรยีบเทยีบกบัเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ย 20 µM H2O2  
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รปูท่ี 8 แสดงผลของภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ สารต้านอนุมลูอสิระ และสารตวักลางในวถิ ีone-carbon 
metabolism ต่อการเปลีย่นแปลงของระดบั SAH ในเซลล ์HK-2 (A), UM-UC-3 (B) และ TCCSUP (C) 
แผนภูมแิท่งแสดงค่าเฉลีย่ (mean), error bar แสดงส่วนเบีย่งเบนมาตรฐาน (SD) 
 

สรปุผลการศกึษาส่วนแรกไดว้่าการกระตุน้เซลลด์ว้ย 20 µM H2O2 (72 ชัว่โมง) ไม่ส่งผลต่อการตาย
ของเซลลอ์ยา่งมนียัส าคญั แต่สามารถกระตุน้ใหเ้กดิภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่สงูขึน้ (ระดบั ROS และ
ปรมิาณโปรตนีคารบ์อนิลในเซลลส์งูขึน้) ผลการวดัระดบั LINE-1 methylation พบว่า H2O2 ท าใหร้ะดบั
เมทลิเลชัน่ที ่LINE-1 ลดลงอยา่งมนียัส าคญั (LINE-1 hypomethylation) ใน UM-UC-3, TCCSUP และ HK-
2 cells แต่ LINE-1 hypomethylation ในเซลลท์ัง้ 3 ชนิดทีเ่กดิขึน้สามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย α-tocopheryl 
acetate (TA), N-acetylcysteine (NAC), methionine, SAM และ folic acid เมือ่วดัระดบั SAM ในเซลลท์ี่
ถูกกระตุน้ดว้ย H2O2 พบว่ามปีรมิาณลดลงอยา่งมนีัยส าคญั ในขณะทีม่กีารเพิม่ขึน้ของ total glutathione ใน
เซลล ์ซึง่การลดลงของ SAM ในเซลลท์ีถู่กกระตุ้นดว้ย H2O2 ถูกยบัยัง้ไดด้ว้ย NAC, methionine, SAM และ 
folic acid และการเพิม่ขึน้ของ total glutathione สามารถกูก้ลบัคนืสู่ระดบัปกตไิดด้ว้ย TA และ NAC ผลการ
วดัระดบั homocysteine (Hcy) ในเซลล ์HK-2 และ TCCSUP ทีถู่กกระตุน้ดว้ย H2O2 พบว่าระดบัของ Hcy 
ลดลงอยา่งมนียัส าคญั แต่สามารถกูก้ลบัคนืไดด้ว้ย NAC ดงันัน้ ผลการศกึษานี้แสดงใหเ้หน็ว่าในเซลลท์ีถู่ก
กระตุน้ดว้ย H2O2 มกีารลดลงของระดบั SAM และ Hcy ในขณะทีม่กีารเพิม่ระดบั total glutathione โดย
ความผดิปกตดิงักล่าวสามารถท าใหก้ลบัคนืสู่ภาวะปกติไดด้ว้ยสารต้านอนุมลูอสิระ (TA และ NAC) และการ
ใหส้ารตวักลางใน one-carbon metabolism (methionine, SAM และ folic acid)  

ดงันัน้ การศกึษานี้สรปุไดว้่า กลไกการเกดิ LINE-1 hypomethylation ในภาวะเครยีดจากออกซิ
เดชัน่ เกดิจากการเพิม่การสงัเคราะห ์glutathione ผ่านวถิ ีtranssulfuration ซึง่มกีารน า Hcy มาเปลีย่นเป็น 
cysteine ส าหรบัน าไปสงัเคราะห ์glutathione ส่งผลใหเ้กดิการพรอ่ง Hcy จงึไมม่ ีHcy เพยีงพอทีจ่ะน าไป
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สรา้ง methionine และ SAM ตามล าดบั ส่งผลใหเ้กดิการพรอ่ง SAM ในเซลล ์และเนื่องจาก SAM เป็น 
methyl donor ทีส่ าคญัในเซลล ์เมือ่ปรมิาณ SAM ลดลง จงึน าไปสู่การเกดิ LINE-1 hypomethylation ได ้
(รปูที ่9) ผลการวจิยันี้เป็นองคค์วามรูใ้หมท่ีย่งัไม่มรีายงานมาก่อน และผลการวจิยัยงัแสดงใหเ้หน็ว่า สาร
ตา้นอนุมลูอสิระ เช่น TA และ NAC รวมถงึสารในวถิ ีone-carbon metabolism ไดแ้ก่ methionine, SAM 
และ folic acid สามารถยบัยัง้การเกดิ LINE-1 hypomethylation ได ้ซึง่อาจเป็นแนวทางในการรกัษาและ
ป้องกนัการเกดิมะเรง็กระเพาะปัสสาวะไดใ้นอนาคต ผลงานวจิยัทีไ่ดน้ี้ไดร้บัการตพีมิพแ์ลว้ในวารสาร Cell 
Biochemistry & Function (DOI: 10.1002/cbf.3124, PMID: 26178977) full-text paper แสดงใน
ภาคผนวก 
 

 
 
รปูท่ี 9 สรปุกลไกการเกดิ ROS-induced LINE-1 hypomethylation ทีไ่ดจ้ากงานวจิยันี้  
 
 

งานวจิยัส่วนที ่2 เป็นการศกึษาเพิม่ในเซลลม์ะเรง็ตบั HepG2 cells ดว้ย เพื่อพสิจูน์ว่าภาวะเครยีด
จากออกซเิดชัน่มผีลต่อการเปลีย่นแปลงของการเกดิดเีอน็เอเมทลิเลชัน่ในเซลลม์ะเรง็อื่นดว้ยหรอืไม ่
การศกึษาในเซลลห์ลายชนิดจะท าใหใ้หผ้ลการศกึษามคีวามน่าเชื่อถอืมากขึน้ ซึง่ผลการศกึษาจะท าใหท้ราบ
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ว่าการเปลีย่นแปลงของดเีอน็เอเมทลิเลชัน่ทีก่ระตุ้นจากภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่นัน้จ าเพาะกบั
เซลลม์ะเรง็ชนิดใดชนิดหนึ่งหรอืไม่ หรอืเป็นกลไกทัว่ไปทีไ่ม่จ าเพาะและพบไดใ้นเซลลท์ุกชนิดทัง้เซลลป์กติ
และเซลลม์ะเรง็ในการตอบสนองต่อภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่    

 
ผลการศกึษาภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่และ RUNX3 promoter hypermethylation ในผูป่้วยมะเรง็ตบัทีต่ดิ
เชื้อไวรสัตบัอกัเสบบเีรือ้รงั (HBV-associated HCC) 

เพื่อศกึษาว่าผูป่้วย HBV-associated HCC จะมภีาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่สงูและมคีวามผดิปกติ
ของดเีอน็เอเมทลิเลชัน่ เหมอืนกบัผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะหรอืไม ่งานวจิยัส่วนน้ีจงึวดัระดบั oxidative 
stress biomarkers และ promoter methylation ของยนีตา้นมะเรง็ RUNX3 ในผูป่้วยมะเรง็ตบัเทยีบกบักลุ่ม
ควบคุมคนปกต ิ(ตารางที ่1) ผลการศกึษาพบว่าผูป่้วย HBV-associated HCC มรีะดบัโปรตนีคารบ์อนิลใน
พลาสมาสงูกว่า ขณะทีร่ะดบัสารตา้นอนุมลูอสิระรวมต ่ากว่า กลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส าคญั (รปูที ่10) แสดง
ว่าผูป่้วยมะเรง็ตบัมภีาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่สงูกว่าคนปกต ิ   

เมือ่วดัระดบั RUNX3 methylation ในเซลลเ์มด็เลอืดขาว พบว่า ระดบั RUNX3 methylation ใน
กลุ่มผูป่้วย HBV-associated HCC สงูกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมนียัส าคญั (รปูที ่11) แสดงว่า ผูป่้วยมะเรง็ตบั
เกดิ RUNX3 promoter hypermethylation  

จากนัน้พสิูจน์ว่า RUNX3 promoter hypermethylation ทีพ่บเป็นผลมาจากภาวะเครยีดจากออกซิ
เดชัน่หรอืไม ่โดยศกึษาในเซลลเ์พาะเลีย้ง พบว่า HepG2 cells ทีไ่ดร้บั H2O2 มภีาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่
สงูขึน้และมรีะดบั RUNX3 methylation สงูกว่าเซลลค์วบคุมทีไ่มไ่ดร้บั H2O2 อยา่งมนีัยนัยส าคญั (รปูที ่12) 
ดงันัน้ การศกึษานี้พสิูจน์ใหเ้หน็ว่า ROS เป็นตวักระตุน้ใหเ้กดิ RUNX3 promoter hypermethylation ใน
เซลลม์ะเรง็ตบั (HCC cells) 

สรปุ ผลการศกึษาเพิม่เตมิในผูป่้วยมะเรง็ตบัพบว่า กลุ่มผูป่้วยมรีะดบัภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่
สงูกว่ากลุ่มคนปกตอิย่างมนีัยส าคญั และ promoter hypermethylation ของยนี RUNX3 ในกลุ่มผูป่้วยมะเรง็
ตบั และการศกึษาใน HepG2 cells พบว่า ดว้ย 20 µM H2O2 สามารถกระตุ้นใหเ้กดิภาวะเครยีดจากออกซิ
เดชัน่ภายในเซลล ์และท าใหเ้กดิ promoter hypermethylation ของยนี RUNX3 ผลงานวจิยัน้ีไดร้บัการ
ตพีมิพแ์ลว้ ในวารสาร Asian Pacific Journal of Cancer Prevention (PMID: 26225676) full-text paper 
แสดงในภาคผนวก ดงันัน้ผลการศกึษานี้ชีว้่า การเปลีย่นแปลงของดเีอน็เอเมทลิเลชัน่ทีก่ระตุน้จากภาวะ
เครยีดจากออกซเิดชัน่นัน้ไมไ่ดจ้ าเพาะกบัเซลลม์ะเรง็ชนิดใดชนิดหนึ่ง แต่เป็นกลไกทัว่ไปของการ
ตอบสนองต่อภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่ ทีพ่บไดใ้นเซลลท์ุกชนิดทัง้เซลลป์กตแิละเซลลม์ะเรง็ 
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ตำรำงท่ี 1 จ านวนและลกัษะณะทางคลนิิกของกลุ่มผูป่้วย HBV-associated HCC และกลุ่มควบคุมคนปกต ิ 
Characteristics Healthy HBV-associated HCC P value 
Total number of subjects 80 60  
Age (years) 50.59 ± 5.54 52.33 ± 7.91 0.127 
Males: Females (% male) 50:30 (62.50) 52:8 (86.67) 0.001 
Cirrhosis (%) 

- Yes 
- No 

 52 (100) 
41 (78.85) 
11 (21.15) 

 

BCLC staging (%) 
- 0 (very early stage) 
- A (early stage) 
- B (intermediate 

stage) 
- C (advanced stage) 

 52 (100) 
2 (3.85) 
7 (13.46) 
19 (36.54) 
24 (46.15) 

 

 

 
รปูท่ี 10 ระดบัโปรตนีคารบ์อนิลในพลาสมา (A) และสารตา้นอนุมลูอสิระรวม (B) ในกลุ่มผูป่้วย HBV-
associated HCC และกลุ่มควบคุมคนปกต ิ
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รปูท่ี 11 ระดบั RUNX3 methylation ในเซลลเ์มด็เลอืดขาว ในกลุ่มผูป่้วย HBV-associated HCC เทยีบกบั
กลุ่มควบคุมคนปกต ิภาพดา้นบนแสดงผลของ methylation specific PCR  M: methylation band, U: 
unmethylation band, HC: รหสัผูป่้วยมะเรง็ตบั D: รหสัคนปกต ิ
 

 
รปูท่ี 12 RUNX3 promoter hypermethylation ในเซลลม์ะเรง็ตบัเพาะเลีย้ง ในเซลล ์HepG2 cells ทีไ่ดร้บั 
H2O2 มรีะดบั RUNX3 methylation สงูกว่าเซลลค์วบคุมทีไ่มไ่ดร้บั H2O2 อยา่งมนีัยนยัส าคญั และระดบั 
RUNX3 methylation ลดลงเมือ่เซลลไ์ดร้บัสารตา้นอนุมลูอสิระ NAC รว่มดว้ย ภาพดา้นบนแสดงผลของ 
methylation specific PCR  M: methylation band, U: unmethylation band  *: P < 0.05 vs. control. 
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งานวจิยัส่วนที ่3 เป็นการศกึษาในตวัอยา่งชิน้เน้ือจากผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะและ cell 

culture เพื่อดกูารแสดงออกของ 5mC, OGG1, ORF1p และ 4-HNE ใน bladder cancer tissues และดผูล
ของ oxidative stress ต่อการกระตุน้การแสดงออกของ ORF1p และการเปลีย่นแปลงของ chromatin 
marks ทีส่มัพนัธก์บัการ reactivation ของ LINE-1 elements และผลของ ROS ต่อ cancer progression 
ใน bladder cancer cell lines 
 
ตวัอยา่งชิ้นเน้ือทีไ่ดจ้ากผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะและผลการยอ้ม H&E staining 

ตวัอยา่งชิน้เน้ือจากผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะทีเ่กบ็ทัง้ส่วนทีเ่ป็นมะเรง็ (cancerous tissue) และ
ส่วนขา้งเคยีงทีไ่มเ่ป็นมะเรง็ส าหรบัเป็นชิน้เน้ือควบคุม (noncancerous adjacent tissue control) 
รายละเอยีดของกลุ่มผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะทีใ่ชใ้นการศกึษาและเกบ็ตวัอยา่งชิน้เน้ือปัสสาวะ จ านวน 
36 ราย แสดงในตารางที ่2 

รปูที ่13 แสดงตวัอยา่งของ H&E staining ในตวัอยา่งชิน้เน้ือ 15 ตวัอยา่ง ไดแ้ก่ B001, 002, 003, 
004, 005, 006, 008, 009, 010, 011, 012, 013, 014, 015 และ 016 รหสั B1 และ B2 ขา้งหน้า หมายถงึ 
cancerous และ noncancerous tissues ตามล าดบั  
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ตำรำงท่ี 2 ขอ้มลูทัว่ไปและขอ้มลูทางคลนิิกของกลุ่มผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะทีใ่ชใ้นการศกึษา 
Characteristics Frequency (%) 
n 36 
Age (years, mean ± SD) 71.5 ± 13.3 
Gender M:F (%) 31 (86.1) : 5 (13.9) 
Recurrence tumor (%) 

• No 

• Yes 

 
25 (69.4) 
11 (30.6) 

Surgical approach (n = 35) 

• TUR-BT 

• Radical cystectomy 

 
31 (88.6) 
4 (11.4) 

Tumor type (n = 32) 

• Papillary/superficial 

• Muscle-invasive 

 
19 (59.4) 
13 (40.6) 

Tumor grading (n = 33) 

• PUNLMP 

• Low-grade 

• High-grade 

 
2 (6.1) 
13 (39.4) 
18 (54.5) 

TUR-BT: transurethral resection of bladder tumor, PUNLUMP: papillary urothelial neoplasm of 
low malignant potential 
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รปูท่ี 13 ตวัอยา่งผลการยอ้ม H&E ในตวัอยา่งเนื้อเยือ่มะเรง็กระเพาะปัสสาวะ 15 ราย B1: cancerous 
bladder tissues, B2: noncancerous bladder areas, 10x: ก าลงัขยาย 100 เท่า 20x: ก าลงัขยาย 200 เท่า 
40x: ก าลงัขยาย 400 เท่า 
 
การแสดงออกของ 5mC ลดลงใน bladder cancer tissues 

ผลการยอ้ม IHC ใน bladder cancer tissues พบว่า การแสดงออกของ 5mC ใน noncancerous 
bladder tissues ต ่ากว่าใน cancerous bladder tissues อยา่งมนีัยส าคญั (รปูที ่14A-C) แต่การแสดงออก
ของ hOGG1 ไมพ่บว่ามคีวามแตกต่างมากนกัระหว่าง cancerous กบั noncancerous bladder tissues (รปู
ที ่14D-E) ผลการศกึษานี้บ่งชีว้่า bladder cancer tissues มภีาวะ global DNA hypomethylation ซึง่
สอดคลอ้งกบัผลการศกึษาก่อนหน้าทีพ่บ LINE-1 hypomthylation ใน bladder tissues และ peripheral 
blood DNA ของผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ [17]  
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รปูท่ี 15 ตวัอยา่งผล IHC staining ของ 5mC (A-C) และ hOGG1 (D-E) เปรยีบเทยีบระหว่าง cancerous 
bladder tissues และ adjacent noncancerous bladder tissues ไมพ่บความแตกต่างของการแสดงออก
ของ hOGG1 แต่ระดบัของ 5mC ใน cancerous tissues ต ่ากว่าใน noncancerous tissues อย่างมี
นยัส าคญั 
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การแสดงออกของ ORF1p และ 4-HNE สงูขึน้ใน bladder cancer tissues 
ผลการยอ้ม IHC พบว่า ORF1p ตดิสใีน bladder cancer tissues มากกว่าใน adjacent 

noncancerous bladder tissues (รปูที ่16A-D) เช่นเดยีวกบั 4-HNE พบการตดิสใีน bladder cancer 
tissues มากกว่าใน adjacent noncancerous bladder tissues (รปูที ่16E-F) บ่งชีว้่า bladder cancer 
tissues มภีาวะ oxidative stress สงูขึน้มากกว่า noncancerous tissues 

 

 
รปูท่ี 16 ภาพ micrographs แสดงผลการยอ้ม IHC ของ ORF1p และ 4-HNE ใน bladder cancer tissues 
ORF1p ใหผ้ลลบหรอืมกีารแสดงน้อยใน noncancerous bladder tissues (A และ C) ตรงขา้มกบั bladder 
cancer tissues พบการแสดงออกของ ORF1p สงูขึน้มาก (B และ D) ผลการยอ้ม 4-HNE ไดผ้ลคลา้ยคลงึ
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กนั คอื มกีารแสดงออกน้อยใน noncancerous bladder tissues (E) แต่สงูขึน้ใน bladder cancer tissues 
(F) Magnifications: x100 (A และ B), x400 (C-F) 
 

เมือ่วดัระดบัการแสดงออกโดยใช ้IHC score พบว่า ระดบัการแสดงออกของ ORF1p และ 4-HNE 
ใน bladder cancer tissues สงูกว่าใน noncancerous bladder tissues อยา่งมนีัยส าคญั (รปูที ่17A-B) เมือ่
เปรยีบเทยีบในรายเดยีวกนัทีม่ที ัง้ bladder cancer tissues และ noncancerous bladder tissues (paired 
tissue samples) ใหผ้ลยนืยนัว่า ระดบัการแสดงออกของ ORF1p และ 4-HNE ใน bladder cancer areas 
สงูกว่าใน noncancerous bladder counterparts อย่างมนียัส าคญั (รปูที ่17C-D) และเมือ่วเิคราะห์
ความสมัพนัธข์องระดบัการแสดงออกของ ORF1p และ 4-HNE ใน bladder cancer tissues พบว่ามี
ความสมัพนัธก์นัเชงิบวก (Spearman’s rho 0.6275, P < 0.001) (รปูที ่17E) 
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รปูท่ี 17 ระดบัการแสดงออกของ ORF1p และ 4-HNE เปรยีบเทยีบระหว่าง cancerous และ 
noncancerous bladder tissues ระดบัการแสดงออกของทัง้ ORF1p (A) และ 4-HNE (B) ใน bladder 
cancer tissues สงูกว่าใน noncancerous bladder tissues อย่างมนียัส าคญั เช่นเดยีวกบัใน paired 
cancerous and noncancerous tissue samples พบระดบัการแสดงออกของ ORF1p (C) และ 4-HNE (D) 
ใน cancerous areas สงูกว่า adjacent noncancerous regions อยา่งมนียัส าคญั นอกจากนี้ ยงัพบ 
ความสมัพนัธเ์ชงิบวกระหว่างระดบัการแสดงออกของ ORF1p กบั 4-HNE ใน bladder cancer tissues (E)    
 
การแสดงออกทีส่งูขึ้นของ ORF1p สมัพนัธก์บั tumor progression 
 ระดบัการแสดงออกของ ORF1p ใน papillary/superficial tumor ต ่ากว่าใน muscle-invasive tumor 
อยา่งมนียัส าคญั (รปูที ่18A) นอกจากนี้ยงัพบว่า ระดบัการแสดงออกของ ORF1p ใน low-grade tumor ต ่า
กว่าใน high-grade tumor อยา่งมนียัส าคญัดว้ย (รปูที ่18B) ผลการศกึษานี้จงึบ่งชีว้่าการแสดงออกของ 
ORF1p สมัพนัธก์บั tumor progression 
 เมือ่วเิคราะหค์วามสมัพนัธข์องระดบัการแสดงออกของ 4-HNE กบั tumor types แบะ grading 
พบว่า ระดบัการแสดงออกของ 4-HNE ใน papillary/superficial tumor และ muscle-invasive tumor ไม่
แตกต่างกนัอยา่งมนีัยส าคญั (รปูที ่19A) และระหว่าง low-grade tumor กบั high-grade tumor กไ็ม่
แตกต่างกนัอยา่งมนีัยส าคญัเช่นกนั (รปูที ่19B) 
 นอกจากนี้ พบ bladder tissues ทีเ่ป็น benign หรอื PUNLMP จ านวน 2 ราย ระดบัการแสดงออก
ของ ORF1p ใน 2 รายนี้ค่อนขา้งต ่า มคี่า IHC score ต ่า เมือ่เทยีบกบั bladder cancer tissues (รปูที ่20) 
ผลการศกึษานี้จงึชีว้่า ORF1p จะมกีารแสดงออกมากขึน้เมือ่เซลลม์คีวามเป็นมะเรง็มากขึน้ และสงูขึน้อกี
เมือ่ม ีprogression มากขึน้ 
 
ROS กระตุน้การสรา้ง ORF1p สงูขึ้นในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ 
 ตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนี ORF1p ในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะดว้ยวธิ ีwestern blot 
พบว่า ที ่baseline เซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะแต่ละชนิดมรีะดบัการแสดงออกของ ORF1p แตกต่างกนั 
โดยเซลลท์ีม่กีารแสดงออกสงูสุด คอื BFTC905 รองลงมา คอื VM-CUB-1 เซลลท์ีม่กีารแสดงออกของ 
ORF1p ในระดบัต ่า ไดแ้ก่ TCCSUP, RT4, SD และ TR112 แต่ไมพ่บการแสดงออกของ ORF1p ในเซลล ์
UM-UC-3 (รปูที ่21) เมือ่กระตุน้เซลลใ์หเ้กดิภาวะ oxidative stress ดว้ย H2O2 พบแนวโน้มการแสดงออก
ของ ORF1p สงูขึน้ในเซลล ์BFTC905, VM-CUB-1 และ TCCSUP 
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รปูท่ี 18 ความสมัพนัธร์ะหว่างการแสดงออกของ ORF1p และ bladder tumor progression ระดบัการ
แสดงออกของ ORF1p ใน muscle-invasive bladder tumors สงูกว่าใน papillary/superficial types อยา่งมี
นยัส าคญั (A) และระดบั ORF1p ใน high-grade tumors สงูกว่าใน low-grade tumors อย่างมนียัส าคญั
เช่นกนั (B) 
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รปูท่ี 19 ระดบัการแสดงออกของ 4-HNE ระหว่าง superficial และ muscle-invasive tumors ไมแ่ตกต่างกนั
อยา่งมนียัส าคญั (A) เช่นเดยีวกบัระหว่าง low-grade และ high-grade bladder tumor ไมพ่บความแตกต่าง
อยา่งมนียัส าคญัของระดบัการแสดงออกของ 4-HNE (B) 
 

 
รปูท่ี 20 การแสดงออกของ ORF1p ใน benign bladder tissues (PUNLMP stage) 2 ราย อยูใ่นระดบั
ค่อนขา้งต ่าเมือ่เทยีบกบั cancerous bladder tissues A: IHC score 4, B: IHC score 5.6 
 



33 | P a g e  
 

 
รปูท่ี 21 Baseline level ของการแสดงออกของ ORF1p ใน bladder cancer cell lines ไมพ่บการแสดงออก 
ORF1p ใน UM-UC-3 
 

เมือ่วดัปรมิาณการแสดงออกของ ORF1p เปรยีบเทยีบระหว่าง เซลลไ์ดร้บั H2O2 และ H2O2 
รว่มกบั antioxidants (TA และ SAM) ผลการทดลองพบว่า เซลล ์VM-CUB-1 ทีไ่ดร้บั H2O2 มรีะดบั ORF1p 
สงูกว่าเซลลค์วบคุมอยา่งมนียัส าคญั และเมือ่ไดร้บั TA หรอื SAM รว่มดว้ย ระดบัการแสดงออกของ 
ORF1p กล็ดลงอยา่งมนียัส าคญัเมือ่เทยีบกบั VM-CUB-1 ทีไ่ดร้บั H2O2 (รปูที ่22A) พบแนวโน้มนี้ในเซลล ์
TCCSUP เช่นกนั (รปูที ่22B) แสดงว่า ROS กระตุน้ใหส้รา้ง ORF1p สงูขึน้ไดใ้นเซลลม์ะเรง็กระเพาะ
ปัสสาวะ  
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รปูท่ี 22 ผลของ ROS ในการเพิม่การแสดงออกของ ORF1p ใน bladder cancer cell lines ในเซลล ์VM-
CUB-1 (A) พบว่า H2O2 (30 µM for 72 h) สามารถเพิม่การสรา้ง ORF1p ดอ้ยา่งมนีัยส าคญัเมือ่เทยีบกบั 
untreated control และการเพิม่ขึน้นี้สามารถยบัยัง้ไดด้ว้ย TA และ SAM ส าหรบัในเซลล ์TCCSUP (B) 
พบว่าระดบั ORF1p เพิม่ขึน้แต่ไมม่นียัส าคญัทางสถติเิมือ่กระตุน้ดว้ย H2O2 แต่เมือ่เซลลไ์ดร้บั SAM รว่ม
ดว้ย จะสามารถลดระดบั ORF1p ไดอ้ยา่งมนีัยส าคญัเมื่อเทยีบกบั H2O2-treated cells 
 
ROS เพิม่ cell migration activity ในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ 
 ผลการทดลอง scratch assay ในเซลล ์UM-UC-3 และ TCCSUP พบว่าเซลลท์ีถู่กกระตุน้ดว้ย 
H2O2 จะเคลื่อนทีไ่ดเ้รว็กว่าเซลลค์วบคุม และ antioxidant TA สามารถยบัยัง้การเคลื่อนทีข่องเซลลท์ีถู่ก
กระตุน้ดว้ย H2O2 ได ้(รปูที ่23) ผลการทดลองนี้แสดงว่าใหเ้หน็ว่า oxidative stress สนบัสนุนการเกดิ 
tumor progression   
 

 
รปูท่ี 23 ผล scratch assay แสดง ROS-induced cell migration ใน bladder cancer cell lines ทัง้เซลล ์
UM-UC-3 และ TCCSUP ทีถู่กกระตุน้ดว้ย H2O2 เคลื่อนทีไ่ดเ้รว็กว่าใน untreated control cells และเมือ่
เซลลไ์ดร้บั TA รว่มดว้ย จะสามารถยบัยัง้การเคลื่อนทีข่อง H2O2-treated cells ได ้ 
 
Full-length LINE-1 enrichment ในเซลลท์ีไ่ดร้บัการกระตุน้ดว้ย H2O2 

ผลการทดลอง ChIP-quantitative PCR (ChIP-qPCR) พบว่า full-length LINE-1 (ตรวจสอบโดยใช ้
L1-5’ primers) ถูก enriched ใน chromatin marks ทีแ่ตกต่างกนัในแต่ละเซลล ์ในเซลล ์UM-UC-3 ทีไ่ดร้บั 
H2O2 และไมม่กีารแสดงออกของ ORF1p พบ full-length LINE-1 สงูใน heterochromatin mark 
H3K27me3 และ H3K9me3 (รปูที ่24) ส าหรบั enrichment ของ full-length LINE-1 ที ่heterochromatin 
mark H3K27me3 และ H3K9me3 ไมแ่ตกต่างกนัมากนกัในเซลล ์VM-CUB-1 และ BFTC905 ทีไ่ดร้บั 



35 | P a g e  
 

H2O2 และเซลลค์วบคุม (untreated control) ในเซลล ์VM-CUB-1 และ BFTC905 ซึง่มกีารแสดงออกของ
โปรตนี ORF1p เพิม่สงูขึน้เมือ่ไดร้บั H2O2 พบว่า ม ีfull-length LINE-1 enrichment ที ่active chromatin 
H3K4me3 (รปูที ่24) และ H3K18ac (รปูที ่25) แต่ enrichment ที ่H3K18ac สงูกว่าที ่H3K4me3   

ผลการทดลองนี้บ่งชีว้่า silenced ORF1p ในเซลล ์UM-UC-3 น่าจะเป็นผลมาจากการเกดิ 
heterochromatin H3K27me3 และ H3K9me3 และ heterochromatin นี้ยิง่เกดิสงูขึน้เมือ่เซลลไ์ดร้บั H2O2  

ตรงกนัขา้มกบัเซลล ์VM-CUB-1 และ BFTC905 การเพิม่ขึน้ของ ORF1p เมือ่เซลลไ์ดร้บั H2O2 
น่าจะมาจากการเกดิ euchromatin หรอื open chromatin H3K18ac ที ่full-length LINE-1 elements   

เหตุผลว่าท าไมเซลล ์UM-UC-3 ตอบสนองต่อ H2O2 แตกต่างกบั VM-CUB-1 และ BFTC905 ยงัไม่
ทราบ  

 

 
รปูท่ี 24 ผลการทดลอง ChIP-qPCR ของ full-length LINE-1 (L1-5’ primers) โดย Immunoprecipitation 
ดว้ย antibodies ต่อ H3, H3K27me3, H3K9me3 และ H3K4me3 ในเซลล ์UM-UC-3, RT112, VM-CUB-1 
และ BFTC905 เปรยีบเทยีบระหว่าง H2O2 treatment และ untreated control 
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รปูท่ี 25 ผลการทดลอง ChIP-qPCR ของ full-length LINE-1 (L1-5’ primers) โดย Immunoprecipitation 
ดว้ย H3K18ac antibody ในเซลล ์UM-UC-3, RT112, VM-CUB-1 และ BFTC905 เปรยีบเทยีบระหว่าง 
H2O2 treatment และ untreated control 
 
 
 
บทวิจำรณ์  

งานวจิยัน้ีศกึษากลไกการเกดิ LINE-1 hypomethylation และการแสดงออกของ LINE-1 ORF1 
protein (ORF1p) ภายใตภ้าวะ oxidative stress ในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ ผลการศกึษาพบว่า ROS 
ท าใหก้ารสรา้ง methyl donor SAM ในเซลลล์ดลง ส่งผลใหเ้กดิ DNA methylation ที ่LINE-1 elements 
ลดลง การเปลีย่นแปลงของDNA methylation ยงัพบไดใ้น normal human kidney (HK-2) cells และ
เซลลม์ะเรง็ตบั HepG2 ดว้ย แสดงว่ากลไกที ่ROS ท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของ DNA methylation 
pattern น่าจะเป็นกลไกทัว่ไปทีพ่บไดใ้นทุกเซลล ์ROS ยงัสามารถเพิม่การแสดงออกของ ORF1p ไดใ้น
เซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะ VM-CUB-1 แต่ไมส่ามารถกระตุน้ใหม้ ีde novo synthesis ของ ORF1p ไดใ้น
เซลลท์ีไ่มม่กีารแสดงออกของ ORF1p เช่นในเซลล ์UM-UC-3 นอกจากนี้ผลการยอ้มชิน้เนื้อพบการ
แสดงออกของ 5mC ลดลง ขณะที ่ORF1p สงูขึน้ใน bladder cancer tissues เมือ่เทยีบกบั adjacent 
noncancerous bladder tissues และการแสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ของ ORF1p นี้สมัพนัธก์บั tumor progression 
และผลการทดสอบในเซลล ์TCCSUP และ UM-UC-3 พบว่า ROS สามารถกระตุ้นการเลื่อนทีข่อง
เซลลม์ะเรง็ดงักล่าวไดด้ว้ย แสดงว่าภาวะ oxidative stress ส่งเสรมิใหเ้กดิ tumor progression มากขึน้ 
กลไกที ่ROS ท าใหม้กีารแสดงออกของ ORF1p มากขึน้ในเซลล ์VM-CUB-1 น่าจะมาจากการที ่ROS ท า
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ใหเ้กดิ active chromatin H3K18ac มากขึน้ที ่full-length LINE-1 elements ในทางตรงกนัขา้มการทีไ่มพ่บ
การแสดงออกของ ORF1p ในเซลล ์UM-UC-3 เนื่องจากเกดิ heterochromatin (H3K9me3 และ 
H3K27me3) ที ่full-length LINE-1 elements และปรมิาณการเกดิ H3K9me3 และ H3K27me3 
heterochromatin marks นี้สงูขึน้อกีเมือ่เซลลอ์ยูใ่นภาวะ oxidative stress  

การเกดิ LINE-1 hypomethylation สมัพนัธก์บักระบวนการเกดิมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ [35-37] มี
รายงานว่า LINE-1 hypomethylation สมัพนัธก์บั advanced stages ของมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ และ
สมัพนัธก์บั shorter survival ในผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะ [38] ผลการศกึษาทีไ่ดใ้นครัง้นี้พบสาเหตุของ
การเกดิ LINE-1 hypomethylation ภายใตภ้าวะ oxidative stress คอื ROS ท าให ้SAM ในเซลลต์ ่าลง แลว้
ส่งผลใหเ้กดิ LINE-1 hypomethylation โดยทีส่ารตา้นอนุมลูอสิระ (TA และ NAC) และสารตวักลางใน one-
carbon metabolism (methionine, SAM และ folic acid) สามารถยบัยัง้การเกดิ ROS-induced LINE-1 
hypomethylation ได ้ดงันัน้ สารเหล่านี้อาจจะสามารถน ามาประยกุตใ์ชใ้นการป้องกนัการเกดิมะเรง็
กระเพาะปัสสาวะและยบัยัง้การด าเนินของโรคมะเรง็กระพาะปัสสาวะได ้    

การเปลีย่นแปลงของ DNA methylation pattern ดว้ย oxidative stress หรอื ROS ไดร้บัการ
ยอมรบัมากขึน้ [39, 40] นอกจาก LINE-1 hypomethylation แลว้ ROS ยงัสามารถกระตุน้ใหเ้กดิ promoter 
hypermethylation ของ tumor suppressor gene ไดด้ว้ย ดงัรายงานของ Lim และคณะ [41] ทีแ่สดงใหเ้หน็
ว่า ROS ท าใหเ้กดิ promoter hypermethylation ของ E-cadherin ได ้ในการศกึษานี้พบว่า oxidative 
stress และ RUNX3 promoter methylation สงูขึน้ในผูป่้วย hepatocellular carcinoma และผลในเซลล ์
HepG2 พบว่า ROS กระตุน้ใหเ้กดิ promoter hypermethylation ในยนี RUNX3 ได ้แสดงใหเ้หน็ว่า ROS 
เป็นสาเหตุของทัง้ DNA hypomethylation ใน retrotransposons และ promoter hypermethylation ใน 
tumor suppressor genes และกลไกนี้เป็นกลไกทัว่ไป (fundamental mechanism) ทีเ่กดิไดท้ัง้ในเซลลป์กติ
และเซลลม์ะเรง็ ดงันัน้ การใช ้antioxidants น่าจะมปีระโยชน์ในการป้องกนั oxidative stress-induced DNA 
methylation changes ได ้  

การศกึษานี้พบการเพิม่ขึน้ของ ORF1p ใน bladder cancer tissues และการแสดงออกของ 
ORF1p สมัพนัธก์บั tumor progression (สงูขึน้ใน invasive tumors และ high-grade tumors) มงีานวจิยั
ก่อนหน้าทีร่ายงานการแสดงออกของ full-length LINE-1 transcript สงูขึน้ใน bladder tumor tissues [42] 
ต่อมามรีายงานการแสดงออกของ ORF1p สงูขึน้ใน bladder tumor tissues โดยพบ ผลบวก 
immunoreactivity ของ ORF1p ประมาณ 61% ของตวัอยา่งชิน้เน้ือทีท่ดสอบ [43] แต่ในการศกึษานี้ พบผล
ลบของ ORF1p ใน bladder cancer tissues เพยีง 8.3% (3/36) ผลการศกึษานี้เป็นการยนืยนัว่ามกีาร
แสดงออกของ ORF1p สงูขึน้ใน bladder tumors และการแสดงขึน้นี้สมัพนัธก์บั tumor progression โดย
ส่วนใหญ่ของ LINE-1 elements ใน human genome จะเป็น 5’-truncated มจี านวนน้อยมากทีเ่ป็น full-
length LINE-1 ทีส่ามารถสรา้ง ORF1p และ ORF2p ได ้[44-46] นอกจากนี้ reactivation ของ LINE-1 ยงั
ขึน้อยูก่บัชนิดของเซลลด์ว้ย [47] สิง่ทีย่งัไมรู่ค้อื LINE-1 elements ใดทีถู่ก reactivated ใน bladder cancer 
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ซึง่ถา้หากรูต้ าแหน่งของ LINE-1 elements นี้ อาจท าใหส้ามารถใชโ้ปรตนีจาก LINE-1 ทีจ่ าเพาะนี้ ส าหรบั
เป็น specific marker ของ bladder cancer ได ้ดงัทีเ่สนอไวใ้น review ของ Ardeljan และคณะ [31]  

ผลการศกึษาทีไ่ดใ้นครัง้นี้น าไปสู่การเขา้ใจสาเหตุและกลไกในการเปลีย่นแปลงการเกดิ DNA 
methylation ในเซลลม์ะเรง็กระเพาะปัสสาวะมากขึน้ และคณะผูว้จิยัคาดว่าเป็นประโยชน์ต่อการน าความรู้
ไปใชเ้ป็นแนวทางในการป้องกนัและรกัษาผูป่้วยมะเรง็กระเพาะปัสสาวะไดใ้นอนาคต 
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LINE-1 hypomethylation induced by reactive oxygen species is
mediated via depletion of S-adenosylmethionine

Chiraphat Kloypan1, Monpicha Srisa-art2, Apiwat Mutirangura3 and Chanchai Boonla1*
1Department of Biochemistry, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand
2Department of Chemistry, Faculty of Science, Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand
3Department of Anatomy, Faculty of Medicine, Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand

Whether long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) hypomethylation induced by reactive oxygen species (ROS) was mediated through
the depletion of S-adenosylmethionine (SAM) was investigated. Bladder cancer (UM-UC-3 and TCCSUP) and human kidney (HK-2) cell
lines were exposed to 20μM H2O2 for 72 h to induce oxidative stress. Level of LINE-1 methylation, SAM and homocysteine (Hcy) was
measured in the H2O2-exposed cells. Effects of α-tocopheryl acetate (TA), N-acetylcysteine (NAC), methionine, SAM and folic acid on oxidative
stress and LINE-1 methylation in the H2O2-treated cells were explored. Viabilities of cells treated with H2O2 were not significantly changed.
Intracellular ROS production and protein carbonyl content were significantly increased, but LINE-1 methylation was significantly decreased in
the H2O2-treated cells. LINE-1 methylation was restored by TA, NAC, methionine, SAM and folic acid. SAM level in H2O2-treated cells
was significantly decreased, while total glutathione was significantly increased. SAM level in H2O2-treated cells was restored by NAC,
methionine, SAM and folic acid; while, total glutathione level was normalized by TA and NAC. Hcy was significantly decreased in the
H2O2-treated cells and subsequently restored by NAC. In conclusion, in bladder cancer and normal kidney cells exposed to H2O2, SAM
and Hcy were decreased, but total glutathione was increased. Treatments with antioxidants (TA and NAC) and one-carbon metabolites
(SAM, methionine and folic acid) restored these changes. This pioneer finding suggests that exposure of cells to ROS activates glutathione
synthesis via the transsulfuration pathway leading to deficiency of Hcy, which consequently causes SAMdepletion and eventual hypomethylation
of LINE-1. Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd.

key words—DNA methylation; epigenetics; oxidative stress; LINE-1; SAM; bladder cancer

INTRODUCTION

Epigenetic dysregulation, especially alteration of DNA meth-
ylation, is one of the hallmarks of carcinogenesis.1,2 Genome-
wide hypomethylation (also known as global hypomethyla-
tion) is commonly found in cancer genome, and it
consequently causes genomic instability, aberrant transcription
and mobilization of retrotransposons.3 Furthermore, global
hypomethylation is associated with poor prognosis in cancer
patients.4 Long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) is a
repetitive retrotransposon comprising about 18% of human
genome (approx. 500000 copies), which is widely used as a
surrogate marker for genome-wide hypomethylation.5,6 Hypo-
methylation of LINE-1 is demonstrated in many cancers7 and
has been suggested to have a role in driving tumorigenesis.6

However, factors and mechanistic pathways that induce
LINE-1 hypomethylation in cancer cells are largely unknown.

Like other carcinomas, epigenetic alterations, including
genome-wide hypomethylation, are found in bladder cancer.8

Recently, we demonstrated hypomethylation of LINE-1 in

peripheral blood and urinary exfoliated cells obtained from
patients with bladder cancer.9 These patients also had
increased levels of oxidative stress.9,10 Interestingly, a signif-
icant correlation between increased oxidative stress and
decreased LINE-1 methylation was observed, not only in
bladder cancer patients but also in healthy subjects.9 This
suggests that oxidative stress (not cancer per se) is funda-
mentally associated with LINE-1 hypomethylation. We
subsequently showed that reactive oxygen species (ROS)
are capable of inducing LINE-1 hypomethylation in bladder
cancer cell line.11 However, the mechanism of how ROS
induces hypomethylation of LINE-1 is not known.

At least three biochemical mechanisms of DNA hypomethy-
lation induced by oxidative stress have been proposed.12–14

Firstly, ROS directly attacks DNA resulting in formation of
oxidative DNA lesions (e.g. 8-hydroxydeoxyguanosine),
and these lesions around CpG dinucleotides strongly inhibit
the activity of DNA methyltransferase enzymes to methylate
the cytosine residue.15,16 Secondly, the ten–eleven transloca-
tion (TET) hydroxylase enzyme, which is activated under the
oxidative stress condition,12 catalyses 5-methylcytosine
(5mC) to generate 5-hydroxymethylcytosine (5hmC). This
5hmC is further fixed and replaced by an unmethylated
cytosine through base excision repair. Thirdly, because
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S-adenosylmethionine (SAM) is a universal methyl donor in
cells, a reduction in SAM availability can impair cellular
methylation reaction. The metabolic regulation of SAM syn-
thesis involves one-carbon metabolism and transsulfuration
pathways (Figure 1). Folate mediates the remethylation of
homocysteine (Hcy) to produce methionine, and the
methionine is converted to SAM. Oxidative stress activates
glutathione (GSH) synthesis through the transsulfuration
pathway to convert Hcy to cysteine (Cys), a precursor of
GSH.17 This consequently leads to depletion of SAM and
impairment of methylation reaction. Whether these mecha-
nisms are responsible for ROS-induced LINE-1 hypomethy-
lation in bladder cancer cells has not been elucidated.
In the present study, we investigated whether LINE-1 hypo-

methylation induced by ROS was mediated via the depletion
of SAM. Urothelial malignant (UM-UC-3 and TCCSUP) and
normal human kidney (HK-2) cells were treated with hydrogen
peroxide (H2O2) to provoke oxidative stress. LINE-1 methyla-
tion and cellular levels of SAM, GSH and Hcy were determined
in the H2O2-treated cells. Co-treatments with tocopheryl acetate
(TA), N-acetylcysteine (NAC), SAM, methionine and folic acid
were performed to see if these agents were capable of preventing
hypomethylation of LINE-1 in the H2O2-treated cells.

METHODS

Cell culture conditions

UM-UC-3, TCCSUP and HK-2 cell lines were purchased
from ATCC (ATCC, Manassas, VA, USA). UM-UC-3 and

TCCSUP cells were cultured in Eagle’s minimum essential
medium (EMEM) (Gibco, CA, USA) supplemented with
10% foetal bovine serum (Gibco), 1% Pen-Strep under
37 °C, 5% CO2 and 95% humidity. HK-2 cells were
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium with
the same added supplements. TA (Mega LifeSciences,
Bangkok, Thailand) and NAC (Calbiochem, San Diego,
CA, USA) were used as antioxidants to diminish oxidative
stress in the H2O2-treated cells. Methionine (Merck
Millipore, Billerica, MA, USA), SAM (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) and folic acid (Merck Millipore),
functioning as intermediates in one-carbon metabolism,
were also supplemented in the H2O2-treated cells to observe
their effect on LINE-1 methylation.

MTT assay

UM-UC-3, TCCSUP and HK-2 cells were seeded in a
96-well plate (2× 105 cells/well) and cultured for 24 h.
Confluent cells were treated with varied concentrations of
H2O2 (10, 20, 30, 50, 100 and 150μM) in serum-free media
for 72 h. After washing, the cells were combined
with 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide (MTT) (0.5mg/ml) and incubated for 4 h at 37 °C,
5% CO2 and 95% humidity. MTT solution was then
discarded, and dimethyl sulfoxide (100μl/well) was added
to solubilize the purple formazan crystals. Absorption at
570 nm was measured. Untreated cells were used as controls
and expressed as 100% viability.

Figure 1. Synthesis of SAM in one-carbon metabolism pathway and production of Cys via transsulfuration pathway. SAM is a universal methyl donor that
transfers methyl group to various types of cellular biomolecules (methyl acceptors), including DNA (such as long interspersed nuclear element-1). Methionine
is a precursor of SAM. Hcy is converted to methionine using 5mTHF and B12 as co-factors. Oxidative stress, a condition of overwhelming generation of ROS,
activates the synthesis of GSH, which essentially requires Cys as a precursor. Cys is generated from cystathionine via the transsulfuration pathway.
Cystathionine is converted from Hcy. NAC is a supplemental antioxidant that is directly converted to Cys, which is further used to synthesize GSH
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Dichloro-dihydro-fluorescein diacetate assay

Intracellular ROS generation was determined using
dichloro-dihydro-fluorescein diacetate (DCFH-DA) method,
as described in our earlier study.18 Confluent cells in a
96-well plate were combined with serum-free medium
containing 0.5mM DCFH-DA (100μl) and incubated at
37 °C, 5% CO2 and 95% humidity for 30min. After wash-
ing, 20μM H2O2 in serum-free medium (100μl) was added.
Fluorescent intensity was recorded at 0min (T0) and 60min
(T60), with excitation and emission wavelengths set at 480
and 535 nm, respectively. Arbitrary fluorescence unit of
dichloro-dihydro-fluorescein (DCF), indicating the level of
ROS generation, was calculated from the fluorescent inten-
sity at T60 divided by the fluorescent intensity at T0.

Protein carbonyl determination

Protein carbonyl content, an indicator of protein oxidation
or oxidative protein damage, was measured in cell lysate.
Cells from each condition were lysed using freeze-thaw
method. Briefly, cells were re-suspended in phosphate buff-
ered saline (PBS) (1ml), frozen at �80 °C for 4 h and then
immediately flushed with running tap water until the cells
were fully disrupted. The lysate was further sonicated at
2% amplitude for 1min and centrifuged at 4500 xg for
10min. Supernatant was collected. Protein concentration
was determined by Bradford assay (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA). The procedure for protein carbonyl
measurement was fully described in our previous report.9 Ex-
periments were performed at least three times.

DNA extraction and bisulfite treatment

DNA was extracted using genomic DNA extraction kit
(RBC Bioscience, New Taipei City, Taiwan) according to
the manufacturer’s protocol. DNA concentration was
measured using spectrophotometer (NanoDrop 2000c,
Wilmington, DE, USA). DNA (250 ng) was then subjected
to bisulfite conversion using EZ DNA Methylation-Gold™

kit (Zymo Research, Irvine, CA, USA). In the last step,
20μl of M-Elution buffer was added to a column. After
spinning, the bisulfite-treated DNA was collected and
maintained at �20 °C until analysis.

Combined bisulfite restriction analysis PCR for LINE-1

Long interspersed nuclear element-1 methylation was
determined using combined bisulfite restriction analysis
(COBRA) polymerase chain reaction (PCR) assay, as de-
scribed in our earlier studies.7,9,11 A part of 5′-UTR of
LINE-1 was amplified from the bisulfite-treated DNA tem-
plate. The PCR reaction contained 2.5mM MgCl2, 0.2mM
dNTP, 1U of Hotstart Taq DNA polymerase and 0.2μM of
each primer (F: 5′-CCG-TAA-GGG-GTT-AGG-GAG-TTT-
TT-3′ and R: 5′-RTA-AAA-CCC-TCC-RAA-CCA-AAT-
ATA-AA-3′). PCR condition was set at 95 °C for 10min, 35
cycles of 95 °C denaturation, 55 °C annealing, 72 °C extension
(1min each) and final extension at 72 °C for 10min. LINE-1
amplicons (160bp) containing two CpG dinucleotides were

cut by 1U of TaqI (T|CGA) and TasI (|AATT), separated
using 8% non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis,
stained with SYBR Green and visualized by STORM scanner
to quantify the band intensity (GE Healthcare Bio-sciences,
Pittsburgh, PA, USA). Each experiment was performed at
least six times. Schematic detail of the COBRA LINE-1 assay
and the representative gel image are shown in Figure 2.

Two CpG dinucleotides in LINE-1 promoter (5′--
AAC1G------CC2GA--3′) were detected. Four methylation
patterns/states were classified, namely: mC1

mC2,
uC1

uC2,
mC1

uC2

and uC1
mC2. Intensity of bands, including 160 (mC1

uC2), 98
(uC1

uC2), 80 (
mC1

mC2 and
uC1

mC2) and 62bp (
uC1

uC2 and
uC1

mC2),
were quantified as described in the previous study.19 The
intensity of each band was divided by its paired length, as
follows: 160 bp/160 (a), 98 bp/94 (b), 80 bp/79 (c) and
62 bp/62 (d). The methylation level of LINE-1 was calcu-
lated as the percentage of the methylated (mC) band intensity,
divided by the sum of the mC and unmethylated (uC) band
intensities, as follows: 100× (c+a)/(c+a+a+b+d). Percentage
of mC1

uC2 (%mC1
uC2) = 100× (a)/(((c� d+b)/2) + a+ d), %

uC1
mC2=100×(d� b)/((c�d+b)/2)+a+d, % uC1

uC2=100×b/
(((c�d+b)/2)+a+d) and % mC1

mC2=100×((c�d+b)/2)/
(((c� d+b)/2) + a +d). Pooled DNA from the untreated
UM-UC-3 cells was used as a calibrator to normalize methyl-
ation variation between gels.

SAM and SAH determinations by high-performance liquid
chromatography

S-adenosylmethionine and S-adenosylhomocysteine (SAH)
concentrations in cell lysates were determined using high-
performance liquid chromatography.20,21 Cell lysate sam-
ples (by freeze-thaw method) were combined with 0.8M
perchloric acid containing 3.2mM sodium disulfite and
incubated for 15min on ice to precipitate proteins. The
mixture was then centrifuged at 9000 xg at 4 °C for
10min. Supernatant was collected, adjusted to pH7.0 with
4N KOH, filtered (0.22μm) and maintained at �20 °C until
analysis.

Samples were loaded into a C18 HPLC column (vertical
chromatography). The isocratic mobile phase consisted of
solvent A (methanol) and solvent B (4.5mM octanesulfonic
acid, with 50mM phosphate buffer solution pH3.5) (A:B,
30:70) being used for separation. The flow rate was 1.0ml/
min. Ultraviolet absorption at 254 nm was monitored.
Standard SAM and SAH with known concentrations dis-
solved in 0.4M perchloric acid (standard curve R2: 0.9994
for SAM; 0.9999 for SAH) were used to calculate concen-
trations of SAM and SAH in cell lysate samples, based on
the area under peaks. Because of variations in SAM and
SAH concentrations between runs, changes in SAM and
SAH levels in different conditions were expressed as
percentage, as compared with the untreated control (100%).

Total GSH determination

Quantification of total GSH (reduced and oxidized forms) in
cell lysate samples was carried out using Glutathione Assay
Kit (US Biological, Salem, MA, USA). The test was
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performed according to the manufacturing’s recommended
procedure. Known GSH concentration standards (0, 0.4,
0.8, 1.2, 1.6 and 2.0μg/well) were used to create a standard
curve (R2 = 0.9786) for calculating the GSH concentrations
in cell lysate samples.

Hcy determination

Cell lysate samples were sent to the central laboratory, King
Chulalongkorn Memorial Hospital, Bangkok, Thailand, for
measurement of Hcy concentration using automated fluores-
cence polarization immunoassay (Abbott Diagnostics,
Lake Forest, IL, USA). The laboratory routinely provides
measurement of Hcy concentration in clinical specimens.

Statistical analysis

Data are presented as mean± standard deviation. One-way
ANOVA, followed by Tukey’s multiple comparison test,
was used for testing the differences among groups.

GraphPad Prism 5 software (GraphPad, La Jolla, CA, USA)
was employed for graphs and statistical analyses. P-value<0.05
was considered statistically significant.

RESULTS

Toxicity and oxidative stress induced by H2O2

For purposes of simulating ROS, H2O2 was used to induce
oxidative stress in HK-2, UM-UC-3 and TCCSUP cells.
To ensure that the H2O2 dose used in the experiments did
not deliver a cytotoxic effect, MTT assay was performed
in cells treated with various concentrations of H2O2

(10–150μM). Cells treated with 10 and 20μM H2O2 for
72 h did not significantly alter their viability. In contrast,
H2O2 concentrations of 30μM and higher caused a signifi-
cant decrease in cell survival (Supplementary Figure 1).
Therefore, an H2O2 concentration of 20μM was selected
for all subsequent experiments.

Figure 2. Combined bisulfite restriction analysis (COBRA) PCR for measurement of LINE-1 methylation. A: the detection 5′-UTR of long interspersed
nuclear element-1 (LINE-1) sequence contains two CpG dinucleotides (5′--AAC1G------CC2GA--3′). B: COBRA LINE-1 separated the detection LINE-1
region into four methylation patterns, namely: mC1

mC2,
uC1

uC2,
mC1

uC2 and
uC1

mC2. The solid circles represent methylated C, and the hollow circles represent
unmethylated C. After bisulfite treatment, the unmethylatated C is converted to U, but the methylated C remains unchanged, resulting in retention or loss of
CpG-containing recognition sites. PCR products (160 bp) are further digested with TaqI (T|CGA) and TasI (|AATT) restriction enzymes. TaqI positive
digestion yields two fragments of 80 bp. TasI positive digestion yields 62 and 98 bp fragments. C: representative gel image of COBRA PCR LINE-1 assay,
from left to right: 25 bp marker, DNA control used for normalization between run, three DNA samples from untreated controls and three DNA samples from
20 μM H2O2-treated cells

378 c. kloypan ET AL.

Copyright © 2015 John Wiley & Sons, Ltd. Cell Biochem Funct 2015; 33: 375–385.



Intracellular ROS generation in all three cell types was
significantly increased after exposure to 20μM H2O2 for
1 h (Figure 3A). Similarly, protein carbonyl content was
significantly increased in cells treated with 20μM H2O2

for 72 h (Figure 3B–D). When co-treated with TA and
NAC, levels of protein carbonyl in all three cell types were
significantly decreased, as compared with H2O2-treated
conditions. These findings indicate that H2O2 successfully
induces cellular oxidative stress and that antioxidants are
capable of preventing oxidative damage.

Reduced methylation of LINE-1 in cells exposed to H2O2

Long interspersed nuclear element-1 methylation levels in
all three cell types exposed to 20μM H2O2 for 72 h were
significantly decreased, as compared with untreated controls
(Figure 4). After being treated with TA and NAC, levels of
LINE-1 methylation were significantly increased. Similarly,
co-treatment with SAM, methionine and folic acid precipi-
tated significant increases in LINE-1 methylation, as
compared with H2O2-treated cells (Figure 4). In control

condition, basal level of LINE-1 methylation in HK-2 cells
was greater than UM-UC-3 and TCCSUP cells, respec-
tively. We concluded that H2O2 effectively reduced LINE-
1 methylation in normal kidney and bladder cancer cells.
TA, NAC, SAM, methionine and folic acid were able to
reestablish the methylation level of LINE-1.

Methylation level of each methylation species in cells
treated with H2O2 is shown in Figure 5. %mC1

mC2 was
significantly decreased in HK-2 cells treated with H2O2

(Figure 5A), but it was significantly increased in UM-UC-
3 cells treated with H2O2. Co-treatment with TA, NAC,
SAM and folic acid caused a significant increase in
%mC1

mC2, as compared with the H2O2-treated condition,
both in HK-2 and UM-UC-3 cells. %uC1

uC2 in HK-2 and
UM-UC-3 cells treated with H2O2 was significantly
decreased, but it was significantly increased in TCCSUP
cells treated with H2O2. Co-treatment with TA and SAM
significantly decreased %uC1

uC2 in all cell types, as
compared with their respective H2O2-treated condition.
Significant reduction of %mC1

uC2 in H2O2-treated condition
was found in HK-2 and UM-UC-3 cells, but significant

Figure 3. Reactive oxygen species (ROS) generation and protein oxidation in HK-2, UM-UC-3 and TCCSUP cells exposed to 20 μM H2O2 for 72 h. ROS
generation was significantly increased in all cells treated with H2O2, as compared with their respective untreated controls. Protein carbonyl content in HK-2 (A),
UM-UC-3 (B), TCCSUP (C) and cells treated with H2O2 (D) were significantly greater than those of their untreated controls. Co-treatment with tocopheryl
acetate (TA) and N-acetylcysteine (NAC) significantly reduced protein carbonyl content in cells treated with H2O2. Bars indicate means, and error bars indicate
standard deviation. * denotes P< 0.05 vs control; # denotes P< 0.05 vs H2O2-treated condition
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reduction of %uC1
mC2 in H2O2-treated condition was found

in TCCSUP and UM-UC-3 bladder cancer cells. Supple-
ment with antioxidants and metabolites in one-carbon me-
tabolism pathway were able to restore the change (Figure 5).

Decreased SAM level in cells exposed to H2O2

Levels of SAM in cells treated with H2O2 for 72 h were
significantly lower than levels of SAM in untreated controls
(Figure 6). NAC supplied cysteine significantly increased
the SAM level in cells exposed to H2O2. In addition,
SAM, methionine and folic acid supplements significantly
increased SAM levels in cells treated with H2O2. Changes
in SAH levels in cells treated with H2O2 were not observed
(Supplementary Figure 2). We concluded that SAM was
depleted in cells undergoing oxidative stress, but that
SAM levels could be replenished with SAM, NAC, methio-
nine and folic acid supplements.

Increased total GSH and decreased Hcy in cells exposed to
H2O2

Total GSH concentrations in all three cell types treated with
H2O2 for 72 h were significantly increased, as compared
with untreated cells (Figure 7A–C). Co-treatment with TA
and NAC caused a significant decrease in total GSH concen-
trations, as compared with the H2O2-treated cells. In
contrast, Hcy concentrations in HK-2 and TCCSUP cells
treated with H2O2 were significantly lower than those in
the untreated controls (Figure 7D–E). Supplementation with
NAC significantly increased Hcy levels in cells treated with
H2O2. This finding suggests that synthesis of GSH via the
transsulfuration pathway in cells experiencing oxidative
stress is increased (as an antioxidative response to fight
ROS), leading to a decrease in Hcy levels.

DISCUSSION

Hypomethylation of LINE-1 is associated with an increased
risk for bladder cancer development.9,22 We recently found
that LINE-1 hypomethylation is associated with increased
oxidative stress in both bladder cancer patients and healthy
controls.9 Moreover, we demonstrated that ROS was an
inducing factor for LINE-1 hypomethylation in the bladder
cancer cell line.11 In this study, we experimentally proved
that ROS-induced LINE-1 hypomethylation was mediated
through an inadequacy of SAM. We found that total GSH
was elevated, Hcy and SAM were depleted, and LINE-1
was hypomethylated in bladder cancer and normal kidney
cells challenged with H2O2. These findings indicate that
oxidative stress causes hypomethylation of LINE-1, both
in cancer and normal conditions. Although not proven, we
hypothesize that LINE-1 hypomethylation in normal cells
may promote carcinogenic transformation; whereas, LINE-
1 hypomethylation in cancer cells may potentiate the aggres-
siveness of tumour. Further study is required to establish the
validity of these hypotheses. Interestingly, supplementations
with TA, NAC, SAM, methionine and folic acid were
successful in restoring the methylation level of LINE-1 in
H2O2-treated cells. These findings may stimulate the devel-
opment of new treatments or approaches that effectively
prevent tumorigenesis and decelerate cancer progression.
The methylation of cytosine in DNA to form 5mC essen-

tially requires SAM.23 SAM is synthesized from methionine
in the one-carbon metabolism pathway, while methionine is
converted from Hcy, using 5-methyl-tetrahydrofolate as a
co-factor (Figure 1). Supplementations with SAM, methio-
nine and folate have been shown to raise cellular SAM level
and increase genomic DNA methylation.24,25 The one-
carbon metabolism pathway is linked to oxidative stress
via the transsulfuration pathway; whereas, Hcy is converted
to Cys to be used in the synthesis of GSH, a major cellular

Figure 4. Level of long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) methylation (%) in HK-2, UM-UC-3 and TCCSUP cells exposed to 20 μM H2O2 for
72 h and the effect of tocopheryl acetate (TA), N-acetylcysteine (NAC), S-adenosylmethionine (SAM), methionine and folic acid on LINE-1 methylation
in H2O2-treated cells. LINE-1 methylation levels were significantly decreased in HK-2 (A), UM-UC-3 (B) and TCCSUP (C) cells treated with H2O2, as
compared with their respective untreated controls. Co-treatments with TA, NAC, SAM, methionine and folic acid significantly increased LINE-1
methylation levels in H2O2-treated cells. Bars indicate means, and error bars indicate standard deviation. * denotes P< 0.05 vs control; # denotes
P< 0.05 vs H2O2-treated condition
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antioxidant.26 Oxidative stress stimulates the activity of
cystathionine β-synthase in the transsulfuration pathway to
produce cystathionine from Hcy.17 About 50% of Cys in
GSH is derived from Hcy, emphasizing the significance of
the transsulfuration pathway in the synthesis of GSH.27,28

Furthermore, it is believed that the transsulfuration pathway
is crucial in preventing cancer development by protecting
normal cells from oxidative damage.29 An increase in

GSH synthesis via the transsulfuration pathway to combat
ROS leads to a decrease in Hcy, which is used for synthesiz-
ing SAM (Figure 1).

Causal association of oxidative stress with genome-wide
hypomethylation has been documented, and oxidative
stress-induced depletion of SAM leading to global DNA hy-
pomethylation has been proposed.14 Mice with superoxide
dismutase 1 knockdown (Sod1+/�) have increased oxidative

Figure 5. Percentage of each methylation state of long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) in HK-2 (A), TCCSUP (B) and UM-UC-3 (C) cells exposed
to 20 μM H2O2 for 72 h and the effect of tocopheryl acetate (TA), N-acetylcysteine (NAC), S-adenosylmethionine (SAM), methionine and folic acid on % of
each methylation state in H2O2-treated cells. Bars indicate means, and error bars indicate standard deviation. * denotes P< 0.05 vs control; # denotes P< 0.05
vs H2O2-treated condition
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stress and global DNA hypomethylation in prostatic tis-
sues.30 Intracellular SAM is depleted in lung epithelial-like
cells (A549) exposed to H2O2 (1000μM, 1h); whereas, total
GSH concentration is increased after exposure to a lower
concentration of H2O2 (100μM, 1h).31 Exposure of leuke-
mic cell line (K562) to cadmium causes increased genera-
tion of ROS and global hypomethylation; however, when
co-treated with methionine, these alterations are restored.32

In melanoma cells (melan-a) with anchorage blockage,
ROS production and total GSH level are increased; whereas,
Hcy concentration is decreased.33 A hepatoma cell line
(HepG2) exposed to H2O2 (50–250μM, 24h) showed a
decrease in extracellular release of Hcy, suggesting an
increase in intracellular usage of Hcy.34 In mice lacking
apolipoprotein E (APOE�/�) (which have constitutively
increased oxidative stress), plasma Hcy level was not
elevated after feeding with folate-deficient diet, suggesting
that Hcy transfers to the transsulfuration pathway for
synthesizing GSH.35 Although the findings mentioned
earlier support the hypothesis that oxidative stress induces
depletion of SAM leading to global DNA hypomethylation,
the experiments are separately performed in different labora-
tories. Therefore, there is limitation for drawing a definite
conclusion.
We provide, herein, first comprehensive results showing

an increase in total GSH, but a decrease in Hcy following
H2O2 exposure. Co-exposure with NAC normalized these
changes. This finding indicates that the transsulfuration
pathway is overly active in cells undergoing oxidative
stress. Reduced amount of Hcy produces low amount of
methionine, leading to inadequate production of SAM,
resulting in hypomethylation of DNA. Therefore,
transsulfuration and one-carbon metabolism pathways are
a bridge of mechanistic linkage between oxidative stress
and genome-wide hypomethylation. Based on our review
of the literature, we have demonstrated for the first time

the mechanism of ROS-induced LINE-1 hypomethylation
in bladder cancer and normal kidney cells. More specifi-
cally, we have shown that ROS-activated GSH synthesis
results in Hcy depletion, thus causing a reduction in SAM
synthesis, and finally resulting in hypomethylation of
LINE-1.
Although we demonstrated that SAM depletion was re-

sponsible for ROS-induced LINE-1 hypomethylation, there
might be other mechanism acting in concert to regulate the
ROS-induced global hypomethylation. TET methylcytosine
dioxygenase converts 5mC to 5hmC using α-ketoglutarate
as co-substrate and Fe(II) as co-factor.36 It is hypothesized
that oxidative stress decreases nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate (NADPH) and nicotinamide adenine
dinucleotide (NADH) levels and consequently causes in-
crease in NAD+ level in mitochondria leading to activation
of NAD+-dependent Sirtuin 3, a protein deacetylase en-
zyme. Sirtuin 3 deacetylases mitochondrial isocitrate dehy-
drogenase 2 (IDH2) and activates it. IDH2 converts
isocitrate to α-ketoglutarate resulting in increased activity
of the TET enzyme, hence increasing the conversion of
5mC to 5hmC.12 Recently, Niu et al. demonstrated that
TET activity and 5hmC level were reduced in human bron-
chial epithelial cells treated with H2O2 (150μM, 72h, 50%
cell survival).37 They reasoned that perhaps ROS oxidized
Fe(II) to Fe(III), hence reducing the activity of TET enzyme.
Takumi et al. showed in mice that methyl-deficient diet
induced hepatic expression of TET2, TET3 and proteins in-
volved in DNA demethylation pathway.38 Although methyl-
deficient diet is known to induce oxidative stress, it is totally
unknown how methyl-deficient diet upregulates the TET en-
zymes. Additionally, Kang et al. showed that ROS gener-
ated by 5-fluorouracil (5-FU) upregulated TET1 expression
in colorectal cancer cells.39 Global decrease in 5mC and
increase in 5hmC levels were observed in the 5-FU-treated
colorectal cancer cells. The authors concluded that 5-FU

Figure 6. Level of S-adenosylmethionine (SAM) in HK-2, UM-UC-3 and TCCSUP cells exposed to 20 μM H2O2 for 72 h and the effect of N-acetylcysteine
(NAC), S-adenosylmethionine (SAM), methionine and folic acid on SAM level in H2O2-treated cells. SAM levels were significantly decreased in HK-2 (A),
UM-UC-3 (B) and TCCSUP (C) cells treated with H2O2, as compared with their respective untreated controls. Co-treatments with NAC, SAM, methionine and
folic acid significantly increased SAM levels in H2O2-treated cells. Bars indicate means, and error bars indicate standard deviation. * denotes P< 0.05 vs
control; # denotes P< 0.05 vs H2O2-treated condition
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induced ROS generation that consequently caused increased
expression of TET1, and thus leading to global reduction of
5mC. To the authors’ knowledge, TET expression following
H2O2 exposure has not been reported so far. Whether ROS
directly induces TET expression and activates the TET-
mediated DNA demethylation remain to be elucidated.

Bladder cancer and normal kidney cells were used in this
study. We chose bladder cancer cell lines because of the re-
sults from our previous studies that showed that ROS was a
cause of global hypomethylation in bladder cancer.9,11 Our
primary aim was to explore whether the mechanism of
ROS-induced LINE-1 hypomethylation is mediated via
SAM depletion in bladder cancer cells. Although normal
urothelial cells were the most appropriate normal counter-
part of bladder cancer cells to test the effect of ROS on
induction of LINE-1 hypomethylation in non-malignant

condition, the cells were not commercially available. We,
therefore, opted to use normal kidney cells instead under
the reason that at least normal urothelial and kidney cells
located in the same urinary system and continually expose
to urinary milieu. We observed ROS-induced global hypo-
methylation in both bladder cancer and normal kidney cells.
Therefore, it is interesting to ask if this phenomenon is a
general or fundamental process that occurs in other cell
types as well. Recently, global hypomethylation accompa-
nied with ageing phenotype was shown in dermal fibroblast
and prostate cancer (DU145) cells treated with H2O2

(200μM, 2h).40 These might suggest that ROS-induced
global DNA hypomethylation would be a general cellular
process that responds to ROS rather than a process that is
specific to cell types or cell states. However, this speculation
needs further experimental proof.

Figure 7. Total glutathione (GSH) and homocysteine (Hcy) concentrations in HK-2, UM-UC-3 and TCCSUP cells exposed to 20 μM H2O2 for 72 h and the
effect of antioxidants on total GSH and Hcy concentrations in H2O2-treated cells. Total GSH concentrations were significantly increased in HK-2 (A), UM-UC-
3 (B) and TCCSUP (C) cells treated with H2O2, as compared with their respective untreated controls. Co-treatments with tocopheryl acetate (TA) and N-
acetylcysteine (NAC) significantly decreased total GSH levels in the H2O2-treated cells. Hcy concentrations in H2O2-treated HK-2 (D) and TCCSUP (E) cells
were significantly lower than those in the untreated controls. Supplements of NAC significantly raised Hcy concentrations in the H2O2-treated cells. Bars in-
dicate means, and error bars indicate standard deviation. * denotes P< 0.05 vs control; # denotes P< 0.05 vs H2O2-treated condition
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H2O2 is widely use as representative of ROS in cell
culture experiments. In addition to oxidative stress stimula-
tion, H2O2 has various physiological functions in cells
(known as redox biology), for instances, aiding in killing
pathogen in phagocytic cells and acting as cellular signalling
messenger.41 Physiologic level of intracellular H2O2 ranges
between 0.001 and 0.7μM.41 Plasma level of H2O2 in
healthy individuals can be found up to 35μM,42 while aver-
age urinary level of H2O2 in healthy subjects is reported at
16.94±25.73μM.43 Significant increases in concentrations
of plasma (24.53 ± 4.68 vs 20.78± 1.05μM) and urinary
(59.84 ±4.85 vs 29.00± 2.10μM) H2O2 are observed in
cancer patients compared with healthy controls.44,45 In the
present study, we used concentration of H2O2 at 20μM that
lied within the physiological range. Therefore, our present
in vitro finding could translate to the physiological circum-
stance. However, the effect of H2O2 (at the same dose) on
LINE-1 hypomethylation in vivo might have a lesser degree
than that seen in an in vitro situation, because several antiox-
idants are usually presented in an in vivo system, but they
are deficient in cell culture media.46

Long interspersed nuclear element-1 hypomethylation is
involved in bladder cancer genesis.8,47,48 Neuhausen et al.
report in patients with urothelial carcinoma that LINE-1 hypo-
methylation is associated with a higher stage of tumour and a
shorter survival.49 Additionally, LINE-1 hypomethylation is
shown to associate with aggressiveness in colon cancer50

and gastrointestinal stromal tumours.51 In this study, we found
that antioxidants (TA andNAC), as well as one-carbonmetab-
olites (methionine, SAM and folic acid), were capable of
preventing hypomethylation of LINE-1, both in bladder can-
cer and normal kidney cells experiencing oxidative stress.
Therefore, these agents may be beneficial in preventing the
development and retarding the progression of bladder cancer.
To verify this, extensive further study is required.
Limitations of the present study should be mentioned.

This was an in vitro study that was designed to elucidate
the biochemical mechanism(s) of ROS-induced LINE-1
hypomethylation. Oxidative stress, SAM depletion and
LINE-1 hypomethylation in bladder cancer tissues were
not investigated. As a result of normal urothelial cells not
being available, human kidney cells were used as a non-
malignant representative. Additionally, doses of antioxidant
and one-carbon metabolite supplements in the H2O2-treated
cells were not varied to see if the reestablishment of LINE-1
methylation caused by these supplements is dose-dependent.
In addition to SAM depletion, TET-mediated DNA demeth-
ylation might be responsible for the ROS-induced LINE-1
hypomethylation. We did not explore this mechanism in
the present study.
It also should be noted that the effect of ROS on induction

of LINE-1 hypomethylation was found to be moderate. The
reason for the moderate change may be due to the use of
non-lethal low dose of H2O2 (20μM). This dose, however,
is enough to stimulate oxidative stress in the exposed cells.
The advantage is that confounding effect of cell death on
oxidative stress-induced LINE-1 hypomethylation can be
eliminated. The other reason for the moderate effect of

ROS on LINE-1 hypomethylation might be due to sensitiv-
ity of COBRA PCR assay. COBRA PCR has lower sensitiv-
ity than the other quantitative PCR-based methods.
In conclusion, this is the first study demonstrating that

SAM depletion induced by H2O2 mediates the hypomethy-
lation of LINE-1 in urothelial cancer and normal kidney
cells. Our findings suggest that H2O2 triggers an influx of
Hcy into the transsulfuration pathway, resulting in insuffi-
cient production of SAM via one-carbon metabolism.
Antioxidant and one-carbon metabolite supplements
efficiently reestablish cellular levels of SAM and the meth-
ylation level of LINE-1. Treatments or regimens to attenuate
oxidative stress may be beneficial in preventing tumour
development in normal conditions and in decelerating
tumour progression in malignant conditions.
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Introduction

Liver cancer is a leading cancer in Thailand comprising 
of two main forms. One is cholangiocarcinoma, and 
the other is hepatocellular carcinoma (HCC). HCC in 
Thailand is principally associated with chronic hepatitis 
B virus (HBV) infection (Tangkijvanich et al., 1999), 
however molecular mechanism of HBV-associated HCC 
development in Thai patients is not fully understood. 
Beside chronic inflammatory activation, oxidative stress 
is considerably increased in HBV-associated HCC patients 
(Tsai et al., 2009, Nair et al., 2010, Zhao et al., 2011), 
and has been believed to play an important role in the 
development of viral-induced HCC (Marra et al., 2011, 
Higgs et al., 2014). In addition, oxidative stress is found 
to increase during the replication of HBV in cell culture 
model (Severi et al., 2006). 
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Abstract

	 Promoter hypermethylation of the runt-related transcription factor 3 (RUNX3) gene is associated with 
increased risk for hepatocellular carcinoma (HCC). Oxidative stress plays a vital role in both carcinogenesis and 
progression of HCC. However, whether oxidative stress and RUNX3 hypermethylation in HCC have a cause-
and-effect relationship is not known. In this study, plasma protein carbonyl and total antioxidant capacity (TAC) 
in patients with hepatitis B virus (HBV)-associated HCC (n=60) and age-matched healthy subjects (n=80) was 
determined. RUNX3 methylation in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) of subjects was measured by 
methylation-specific PCR. Effect of reactive oxygen species (ROS) on induction of RUNX3 hypermethylation 
in HCC cells was investigated. Plasma protein carbonyl content was significantly higher, whereas plasma TAC 
was significantly lower, in HCC patients than healthy controls. Based on logistic regression, increased plasma 
protein carbonyl and decreased plasma TAC were independently associated with increased risk for HCC. PBMC 
RUNX3 methylation in the patient group was significantly greater than in the healthy group. RUNX3 methylation 
in hydrogen peroxide (H2O2)-treated HepG2 cells was significantly higher than in untreated control cells. In 
conclusion, increase in oxidative stress in Thai patients with HBV-associated HCC was demonstrated. This 
oxidative increment was independently associated with an increased risk for HCC development. RUNX3 in PBMC 
was found to be hypermethylated in the HCC patients. In vitro, RUNX3 hypermethylation was experimentally 
induced by H2O2. Our findings suggest that oxidative stress is a cause of RUNX3 promoter hypermethylation in 
HCC cells. 
Keywords: HCC, HBV, oxidative stress, ROS, RUNX3 hypermethylation, DNA methylation
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Oxidative stress, a condition with overwhelming 
generation of reactive oxygen species (ROS) and/or 
inadequacy of antioxidants, exerts a tumorigenic role to 
promote both genetic mutation and epigenetic alteration 
(Franco et al., 2008, Ziech et al., 2011). An epigenetic 
hallmark that is found in all carcinomas including HCC 
is an alteration of DNA methylation (Herceg and Paliwal, 
2011). There are two types of DNA methylation alterations 
in cancers viz. genome-wide or global hypomethylation 
and promoter hypermethylation of tumor suppressor genes 
(TSG). Silencing of TSG via DNA methylation is well 
recognized in the carcinogenesis of HCC (Sceusi et al., 
2011). Runt-related transcription factor 3 (RUNX3) is one 
of TSG that vitally involves in the HCC carcinogenesis 
and progression. Promoter hypermetnylation of RUNX3 
is associated with increased risk for HCC (Yang et al., 
2014, Zhang et al., 2015). RUNX3 expression is decreased 
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in HCC tissues as well as HCC cell lines (Li and Jiang, 
2011). Loss of RUNX3 expression is associated with the 
progression of tumor, as it is able to induce epithelial-
mesenchymal transition (EMT) in the low-EMT HCC cells 
(Tanaka et al., 2012). Up to now, cause and regulation of 
RUNX3 hypermethylation in HCC is not known.

Oxidative stress-induced aberrations of DNA 
methylation in HCC has been hypothesized and 
demonstrated (Nishida and Kudo, 2013). ROS-induced 
hypermethylation of E-cadherin promoter is demonstrated 
in HCC cell lines (Lim et al., 2008). We previously 
demonstrated an induction of RUNX3 hypermethylation 
by ROS in bladder cancer cells (Wongpaiboonwattana et 
al., 2013). Hitherto, causative relationship between ROS 
and RUNX3 hypermethylation in HCC, especially HBV-
associated HCC, has not been investigated.

In the present study, oxidative stress and RUNX3 
hypermethylation in HBV-associated HCC patients were 
investigated. Experimentally, whether ROS was able 
to induce RUNX3 hypermethylation in HCC cells was 
investigated.

Materials and Methods

Patients and specimen collection
A total of 140 subjects divided into HCC (n=60) and 

healthy (n=80) groups were recruited for the study. Means 
age between these two groups (52.33±7.91 vs. 50.59±5.54 
years old) were not significantly different (Table 1). There 
were 52 (86.67%) men and 8 (13.33%) women in the 
HCC groups. The healthy control group was consisted 
of 50 (62.5%) men and 30 (37.5%) women (P=0.001 vs. 
HCC group). All HCC patients were serologically proof 
(including DNA test) to have chronic HBV infection, 
considered as HBV-associated HCC. HBsAg was positive, 
but anti-hepatitis C virus was negative in all cases. Of 
60 patients, 52 had data of cirrhosis and staging. Most 
of patients (78.85%) had cirrhotic liver. According to 
Barcelona-Clinic Liver Cancer (BCLC) staging system, 
patients in stage 0, A, B and C were accounted for 2 
(3.85%), 7 (13.46%), 19 (36.54%) and 24 (46.15%), 
respectively (Table 1). 

Blood samples were preoperatively collected, 
representing as pre-treatment samples. Plasma was 
separated, and DNA was isolated from peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC). Healthy subjects were 
blood donors at Thai Red Cross, Bangkok, Thailand. 
Blood samples leftover from the routine blood test were 
used for plasma and DNA isolations. Informed consents 
were received from all participants prior to collection 
of specimen. Research protocol was approved by the 
Ethics Committee, Faculty of Medicine, Chulalongkorn 
University, Bangkok, Thailand.

Protein carbonyl determination
Protein carbonyl content, an indicator of oxidative 

protein damage (protein oxidation), was measured in 
plasma samples and cell lysate. The procedure for protein 
carbonyl measurement in plasma was fully described 
in our previous report (Patchsung et al., 2012). For 
cell lysate, cells were lyzed with RIPA buffer, and the 

lysate was centrifuged at 4,500 xg for 10 min to collect 
supernatant. Protein concentration was determined by 
Bradford assay (Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Protein 
carbonyl in cell lysate was measured in a similar way to 
the procedure performed in plasma samples. Experiments 
were performed at least in triplicate.

Total antioxidant capacity (TAC) measurement
TAC was measured using 2,2’-azino-bis-3-

ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid (ABTS) method 
(Floegel et al., 2011). For quality control, absorbance 
of ABTS radical solution at 734 nm between lots was 
adjusted to 0.650±0.020. Plasma or cell lysate samples 
were diluted (1:5) in distilled water. Samples or water 
(blank) (20 µL) were added to ABTS solution (980 µL). 
The mixture was mixed well and incubated at 37oC for 10 
min. Absorption (A) at 734 nm was measured. Percentage 
of antioxidant activity (%AA) of sample was calculated 
from: %AA=((Ablank - Asample)/Ablank) x 100. Vitamin C 
standard with known concentrations (0, 0.25, 0.5 and 
1 mM) were used for creating a standard curve (%AA 
vs. vitamin C concentration) (R2=0.9253). TAC of each 
sample was derived from standard curve and expressed 
as vitamin C equivalent antioxidant capacity (VCEAC) 
(mg/L). Each sample was measured in duplicate.

Cell culture condition
HepG2 cells gifted from Dr. Sunchai Payungporn 

were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum 
(Gibco, CA, USA), 1% Pen-Strep under 37oC, 5% CO2, 
and 95% humidity. H2O2 (Merck Schuchardt OHG, 
Hohenbrunn, Germany) was used to stimulate cellular 
oxidative stress. N-acetylcysteine (NAC) (Calbiochem, 
San Diego, CA, USA) at 50 µM was used as antioxidant 
to attenuate oxidative stress in the H2O2-treated cells.

Cell viability assay
HepG2 cells were plated in a 96-well plate (2x105 

cells/well). Confluent cells were treated with varied 
concentrations of H2O2 (0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100, and 
200 µM) in serum-free medium for 72 h. After washing, 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) (0.5 mg/mL) was added and incubated for 
4 h at 37oC, 5% CO2, and 95% humidity. MTT solution was 
discarded and dimethyl sulfoxide (100 µL/well) was added 
to solubilize the purple formazan crystals. Absorption 
at 570 nm was measured. Untreated cells were used as 
controls and expressed as 100% viability.

DNA extraction and bisulfite treatment 
PBMC was isolated from blood samples. DNA was 

extracted using genomic DNA extraction kit (RBC 
Bioscience, New Taipei City, Taiwan) according to the 
manufacturer’s procedure. DNA concentration was 
measured using spectrophotometer (NanoDrop 2000c, 
Wilmington, DE, USA). Bisulfite conversion of DNA (250 
ng) was performed using EZ DNA Methylation-Gold™ kit 
(Zymo Research, Irvine, CA, USA). The bisulfite-treated 
DNA was collected and kept at -20oC for further analysis.
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Measurement of RUNX3 methylation by methylation-
specific PCR (MSP)

RUNX3 methylation was measured by MSP method 
(Homma et al., 2006, Zhang et al., 2009). Methylated 
primers were F: 5’-ATA ATA GCG GTC GTT AGG 
GCG TCG-3’ and R: 5’-GCT TCT ACT TTC CCG CTT 
CTC GCG-3’ (115 bp). Unmethylated primers were F: 
5’-ATA ATA GTC GTT GTT AGG GTG TTC-3’ and R: 
5’-ACT TCT ACT TTC CCA CTT CTC ACA-3’ (124 
bp). The PCR reaction contained MgCl2 (6.7 mM for 
methylated primers, 5.0 mM for unmethylated primers), 
1.0 mM dNTP, 10 mM β-mercaptoethanol, 0.1 µM 
primers and 1 U of i-TaqTM plus DNA polymerase 
(iNtRON Biotechnology, Korea). Initial denaturation was 
carried out at 95oC for 15 min using PCR thermal cycler 
(Eppendorf Mastercycler® Pro S, Germany). PCR of 35 
cycles was performed as followed: denaturation at 94oC 
for 30 sec, annealing at 57oC for 1 min and extension at 
72oC for 1 min. Final extension was performed at 72oC 
for 10 min. PCR products were separated in 3% agarose 
gel (100 volts, 70 min), stained with ethidium bromide 
and visualized using Molecular Imager Gel DocTM XR+ 
(Bio-Rad Laboratories). Band intensity was measured by 
Image Lab™ software (Bio-Rad Laboratories). Level of 
RUNX3 methylation was expressed as methylation-to-
unmethylation (M/U) band intensity ratio.

Statistical analysis
Data are presented as mean±standard deviation (SD) 

or median (interquatile range, IQR) as appropriate. Two-
sample t-test or Mann-Whitney test was used to test the 
difference between two independent groups. One-way 
ANOVA followed by Tukey multiple comparison test 
or Kruskal-Wallis followed by Dunns test was used for 
testing the differences among three or more groups. 
Logistic regression was performed to obtain odds ratio 
(OR) adjusted for age and sex. Stata version 10 (College 
Station, TX) and GraphPad Prism 5 softwares (GraphPad, 
La Jolla, CA) was employed for graphs and statistical 
analyses.  P value <0.05 was considered statistically 
significant.

Results 

Increased oxidative stress in HBV-associated HCC 
patients

Protein carbonyl and TAC were used as biomarkers 
for oxidative stress. Plasma protein carbonyl content in 
HBV-associated patients was significantly elevated, as 
compared to the age-matched healthy controls (Figure 1). 
In contrast, plasma TAC in HCC patients was significantly 
decreased, as compared to the healthy controls.

Because control group had more females than HCC 
group, we performed logistic regression to control 
confounding factors and quantify the strength of 
association of oxidative stress biomarkers with HCC. 
The β-coefficient of plasma protein carbonyl and TAC 
controlled for age and sex were 1.64 (95%CI: 0.55 - 2.73, 
P=0.003) and -0.02 (95%CI:-0.02 - -0.01, P<0.001), and 
their adjusted OR were 5.15 (95%CI: 1.73 - 15.39) and 
0.98 (95%CI: 0.98 - 0.99), respectively (Table 2). These 

mean that every one-unit (nmol/mg protein) increase 
in plasma protein carbonyl the risk for HCC (odds of 
being HCC) is increased 5.15 times and every one-unit 
(VCEAC, mg/L) increase in plasma TAC level the risk 
for HCC is reduced about 2% ((1 - 0.98) x 100). These 
findings indicated that plasma protein carbonyl and TAC 
were independent predictors of the development of HBV-
associated HCC.

Figure 1. Plasma Protein Carbonyl Content and TAC 
in Healthy (n=80) and HBV-Associated HCC Subjects 
(n=60). Plasma levels of protein carbonyl and TAC (expressed 
as VCEAC) in HBV-associated patients were significantly higher 
than healthy controls. Data presented as median (IQR)

Figure 2. RUNX3 Methylation Levels in PBMC 
Compared between Healthy (n=20) and HCC (n=18). 
Above panel: Representative gel of RUNX3 methylation 
detection by MSP in two healthy subjects (D033 and D092) and 
two HCC patients (HC045 and HC123). As indicated by M/U 
intensity ratio, RUNX3 methylation in PBMC of HCC patients 
was significantly higher than healthy individuals. Bars indicate 
medians and IQR. M: methylation (115 bp), U: unmethylation 
(124 bp)
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Of 140 subjects, 38 had PBMC DNA available for 
determination of RUNX3 methylation. Based on M/U 
intensity ratio presented herein, patients with HCC 
(n=18) had significantly increased RUNX3 methylation, 
as compared to the healthy individuals (n=20) (Figure 
2). Mean age (52.39 vs. 52.55 years) and sex distribution 
(85.00% vs. 94.44% females) between the HCC 
and control groups were not significantly different. 
Representative gel for RUNX3 methylation detection by 
MSP is shown in Figure 2. 

Induction of RUNX3 hypermethylation by H2O2 in HepG2 
cell line

Causal relationship between oxidative stress and 
RUNX3 hypermethylation was investigated in cell 
culture model. H2O2 was used as representative of ROS 
to stimulate oxidative stress in HepG2 cells (Figure 3). 
MTT assay showed that treatment with 10 µM H2O2 for 
72 h significantly increased cell survival, but treatments 

Table 1. Characteristics of the Studied Subjects
Characteristics	 Healthy	 HBV-associated HCC	 P value

Total number of subjects	 80	 60	
Age (years)	 50.59±5.54	 52.33±7.91	 0.127
Males: Females (% male)	 50:30 (62.50)	 52:8 (86.67)	 0.001
Cirrhosis (%)		  52 (100)	
	 Yes		  41 (78.85)
	 No		  11 (21.15)
BCLC staging (%)		  52 (100)
	 0 (very early stage)		  2 (3.85)	
	 A (early stage)		  7 (13.46)	
	 B (intermediate stage)		  19 (36.54)	
	 C (advanced stage)		  24 (46.15)	

Figure 3. Cell Viability and Oxidative Stress in HepG2 
Cells Treated with H2O2 for 72 h. A: % cell viability was 
compared among cells treated with different concentrations of 
H2O2. Cell survival significantly increased in cells treated with 
10 µM H2O2, but significantly decreased in cells treated with 
30 µM and higher concentrations of H2O2, as compared to the 
untreated control. No significant change of cell viability in cells 
treated with 20 µM H2O2 relative to control. B: Protein carbonyl 
content in cell lysate compared among untreated control, cells 
treated with 20 µM H2O2, and cells treated with 20 µM H2O2 
and 50 µM NAC. Protein carbonyl content was significantly 
increased in cells treated with 20 µM H2O2 compared with the 
untreated cells. Co-treatment with NAC significantly decreased 
protein carbonyl formation in the H2O2-treated cells. C: TAC 
in the H2O2-treated cells trended to be decreased relative to 
the control, and co-treatment with NAC caused restoration of 
antioxidant capacity, although statistically significant difference 
was not revealed. *P<0.05 vs. untreated control. **P<0.05 vs. 
H2O2-treated cells. Bars: means, error bars: standard errors

Figure 4. RUNX3 Methylation Levels in HepG2 Cells 
Exposed to 20 µM H2O2 (Non-Lethal dose). Above panel: 
Representative gel of RUNX3 methylation detection by MSP in 
untreated control cells, cells treated with 20 µM H2O2 and cells 
treated with 20 µM H2O2 plus 50 µM NAC. The M/U intensity 
ratio in cells treated with H2O2 was significantly greater than 
that in untreated control. RUNX3 methylation in cells treated 
with H2O2 and NAC was lower than in cells treated with H2O2, 
although it was not statistically significant yet. Bars indicate 
standard errors. M: methylation, U: unmethylation. *P<0.05 
vs. untreated control

Increased RUNX3 methylation in HBV-associated HCC 
patients
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with 30 µM and more concentrations of H2O2 gradually 
caused significant decrease in cell viability (Figure 3A). 
HepG2 cells treated with 20 µM H2O2 for 72 h did not 
alter cell viability. Therefore, we opted to use the non-
lethal concentration of H2O2 at 20 µM for investigating 
the effect of ROS on RUNX3 methylation in HCC cells. 

Cells treated with 20 µM H2O2 caused significantly 
increased in cellular protein carbonyl content, as compared 
to the untreated control cells (Figure 3B). Co-treatment 
with NAC caused a significant decrease in protein 
carbonyl content, as compared to the H2O2-treated cells. 
Although significant differences were not revealed yet, 
cellular TAC trended to be decreased in the H2O2-treated 
cells and trended to be restored in the cells co-treated with 
H2O2 and NAC (Figure 3C). These indicated an increase 
in oxidative stress in HepG2 cells challenged with 20 
µM H2O2. 

RUNX3 M/U ratio in H2O2-treated HepG2 cells was 
significantly higher than the untreated controls (Figure 4). 
The M/U ratio trended to be decreased in cells co-treated 
with H2O2 and NAC, although significant difference was 
not observed yet. Representative gel image compared 
among these three cultured conditions is shown in Figure 
4.

Discussion

Chronic hepatitis infection either with HBV or HCV 
is a primary etiologic cause of HCC. Mechanistic insight 
into hepatocarcinogenesis reveals that oxidative stress 
promotes both genetic mutation and epigenetic alteration 
(Nishida and Kudo, 2013). Several lines of evidences 
demonstrate an increase in oxidative stress in HBV-
associated HCC (Tsai et al., 2009, Nair et al., 2010, Zhao 
et al., 2011). RUNX3 hypermethylation is also frequently 
detected in the HCC tissues (Yang et al., 2014, Zhang et 
al., 2015), suggesting a vital role in the HCC genesis. To 
date, the mechanism of how RUNX3 is hypermethylated 
in the HCC is not known. In this study, we demonstrated 
an increased oxidative stress and hypermethylation of 
RUNX3 promoter in patients with HBV-associated HCC. 
We additionally showed that increased extent of oxidative 
stress was independently associated with an increased risk 
for HCC development. Importantly, we experimentally 
demonstrated that H2O2 was capable of inducing RUNX3 
hypermethylation in HepG2 cells, indicated that ROS was 
an inducer of RUNX3 hypermethylation. 

Oxidative stress-induced DNA methylation alteration 
in cancers gains more and more recognition (Nishida 
and Kudo, 2013, Wu and Ni, 2015). ROS-induced 
promoter hypermethylation of TSG in HCC is well 
demonstrated for E-cadherin (Lim et al., 2008). The 

Table 2. Logistic Regression Measuring Association Strength of Plasma Protein Carbonyl and Total Antioxidant 
Capacity with HCC Adjusted for Age and Gender
Variables	 Adj. OR* (coeff.)	 SE	 P value	 95%CI

Plasma protein carbonyl (nmol/mg protein)	 5.15 (1.64)	 2.877	 0.003	 3.68-14.20
Total antioxidant capacity, VCEAC (mg/L)	 0.98 (-0.02)	 0.004	 < 0.001	 0.98-0.99
*Adj. OR: adjusted odds ratio, coeff.: β coefficient, SE: standard error, CI: confidence interval, VCEAC: vitamin C equivalent antioxidant capacity.

authors conclude that Snail expression induced by H2O2 
leads to recruiting histone deacetylase 1 (HDAC1) and 
DNA methyltransferase 1 (DNMT1), which subsequently 
causes hypermethylation of E-cadherin promoter. Similar 
mechanism that H2O2 induces HDAC1 and DNMT1 
expressions leading to hypermethylation of tumor 
suppressor caudal type homeobox-1 is also demonstrated 
in the colorectal cancer cells (Zhang et al., 2013). 
Additionally, increased expression and activity of HDAC1 
and DNMT1 at the RUNX3 promoter resulting in RUNX3 
hypermethylation is shown in the colon cancer cell lines 
challenged with H2O2 (Kang et al., 2012). Whether the 
ROS-induced RUNX3 hypermethylation in HCC cells is 
mediated via this mechanism remains to be elucidated. 

The other mechanism for ROS-induced DNA 
hypermethylation is that H2O2 induces the formation 
of a large silencing complex comprising of DNMT1, 
histone deacetylase SIRT1 and polycomb repressive 
complex 4 (O’Hagan et al., 2011). Such a large silencing 
complex relocalizes from non-GC-rich to GC-rich regions 
including promoter CpG islands, which in turn causes 
hypermethylation of the CpG-rich promoters. In this study, 
we clearly showed in HCC cells that H2O2 is an inducer 
of RUNX3 hypermethylation, however the mechanism is 
unknown. Further study is awaiting to conduct to uncover 
the molecular mechanism of RUNX3 hypermethylation 
induced by ROS in HCC. Since RUNX3 hypermethylation 
is associated with HCC progression, and loss of RUNX3 
is shown to induce EMT in the low-metastatic HCC cells 
(Tanaka et al., 2012), treatment with antioxidants might 
reestablish the unmethylated state of RUNX3, which in 
turn leads to re-expression of RUNX3 and deceleration 
of the tumor progression.

Limitations of the current study should be mentioned. 
We did not have data of oxidative stress and RUNX3 
hypermethylation in HCC tissues to evaluate if they 
corresponded well with the measurements in blood 
samples. Samples size for detecting PBMC RUNX3 
methylation was rather small. The transcript expression of 
RUNX3 did not measured. One cell line was investigated 
to demonstrate an induction of RUNX3 hypermethylation 
by ROS. The dose-dependent fashion of ROS-induced 
hypermethylation did not explored.

In conclusion, to the authors’ knowledge this is the 
first study demonstrating an increase in oxidative stress 
coincided with hypermethylation of RUNX3 in patients 
with HBV-associated HCC. Increased degree of oxidative 
stress is an independent predictor for HCC development. It 
is also shown for the first time that ROS is able to induce 
the RUNX3 hypermethylation in HCC cells indicating a 
cause-and-effect relationship between oxidative stress 
and hypermethylation of RUNX3 promoter. Antioxidant 
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regimen might be beneficial to restore the unmethylated 
state of RUNX3, in order to re-express this tumor 
suppressor protein in the HBV-related liver cancer.
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Abstract 

Reactivation of long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) and increase in oxidative stress potentially 

drive tumorigenesis and progression. We investigated expression and clinical relevance of LINE-1-

encoded protein (ORF1p) and oxidative stress marker 4-hydroxynonenal (4-HNE) in human bladder 

cancer tissues, and asked if reactive oxygen species (ROS) were capable of inducing ORF1p expression 

in bladder cancer cell lines. ORF1p and 4-HNE expressions in bladder cancer tissues were significantly 

higher than that in adjacent noncancerous bladder tissues. Expression of ORF1p and 4-HNE were 

positively correlated. ORF1p was expressed significantly higher in muscle-invasive type than 

papillary/superficial type. Likewise, high-grade tumor had significantly greater level of ORF1p expression 

than low-grade tumor. H2O2 significantly provoked oxidative stress and upregulated ORF1p expression in 

VM-CUB-1 bladder cancer cell line. In TCCSUP cells, exposure to H2O2 induced ORF1p expression, but it 

was not statistically significant compared with the untreated control. Co-treatment with antioxidants 

(tocopheryl acetate and S-adenosylmethionine) significantly inhibited the ROS-induced ORF1p 

expression in VM-CUB-1 and TCCSUP cells. TCCSUP and UM-UC-3 cells treated with H2O2 had a 

greater migration activity than the untreated cells, and their migration capability was inhibited by 

tocopheryl acetate. In conclusion, a robust histological evidence of increased ORF1p and 4-HNE 

expression in bladder cancer tissues was demonstrated. Elevated LINE-1 expression was associated with 

bladder tumor progression. ROS experimentally induced LINE-1 reactivation in VM-CUB-1 bladder cancer 

cells and increased tumor aggressiveness in TCCSUP and UM-UC-3 cells. Attenuation of ROS 

generation and suppression of LINE-1 protein expression might be clinically useful to decelerate bladder 

cancer progression. 

 

Keywords: LINE-1; bladder cancer tissues; immunohistochemistry; ORF1p; 4-HNE; oxidative stress; 

cancer progression 

  



3 

 

Introduction 

Retrotransposon reactivation is well recognized to contribute to tumor development and 

progression. Long interspersed nuclear element-1 (LINE-1) is a predominant non-LTR retrotransposon in 

human genome comprising approx. 17% of DNA and having over 500,000 copies [1]. However, majority 

of LINE-1 elements (>99.8%) are 5’-truncated or rearranged with mean length of 0.9 kb,  and they lack 

retrotransposition activity [2]. Full-length or autonomous LINE-1 elements (6 kb in length) encoded for 

ORF1p and ORF2p proteins have relatively small number, but they are responsible for LINE-1 

mobilization. Increased LINE-1 activity and LINE-1 retrotransposition strongly link to cancers and have 

critical roles in tumorigenesis [3,4]. A bulk of retrotransposition in human genome is suggested to be 

executed by the highly active retrotransposition-competent LINE-1 or hot LINE-1 elements that contain 

intact ORF1p and ORF2p, estimating to exist around 80 – 100 copies in the genome [2,5].  

ORF1p (40 kDa) forms homotrimer, functions to bind RNA in ribonucleoprotein particle and has 

chaperone activity. ORF2p (150 kDa) has dual activities of endonuclease and reverse transcriptase. In 

vitro evidence demonstrates that cells express ORF2p at a very much lower level than ORF1p [6]. 

Aberrant expression of ORF1p is suggested to be a hallmark of epithelial cancers and could be a new 

biomarker of neoplasia [7,8]. Mechanistic insight into how ORF1p is upregulated in tumors and what is 

the key inducing factor of ORF1p expression are largely unknown. Epigenetic regulation via DNA 

methylation is the most widely studied mechanism of LINE-1 dysregulation in cancers, and it is well 

known that LINE-1 promoter hypomethylation is associated with development of many cancers, including 

urothelial cancer [9].  

Urothelial carcinoma is a common urologic cancer with the highest rate of recurrence among 

malignancies. Hypomethylation of LINE-1 in bladder tumor tissues was firstly reported by Jurgens et al. in 

1996 [10], and later confirmed by Florl et al. [11] and Chalitchagorn et al. [12]. Full-length LINE-1 

transcript was detected in bladder cancer cell lines, and it was suggested that the LINE-1 transcript 

expression was related to LINE-1 hypomethylation [11]. However, the cause of LINE-1 hypomethylation in 

bladder cancer is not fully known. We previously reported an association of increased oxidative stress 

with LINE-1 hypomethylation in bladder cancer patients [13], and demonstrated in bladder cancer cells 

that oxidative stress induced by reactive oxygen species (ROS) was a cause of LINE-1 hypomethylation 
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[14,15]. We hypothesize that hypomethylation of LINE-1 induced by ROS in bladder cancer would lead to 

genomic instability and cancer progression through the mobilization of LINE-1 elements. To date, 

expression and role of LINE-1-encoded proteins in bladder cancer have been rarely explored. 

We, in this study, investigated expression and clinical relevance of ORF1p in bladder cancer 

tissues using immunohistochemical staining. Expression of oxidative stress marker 4-hydroxynonenal (4-

HNE) was also explored. Whether ROS were capable of inducing ORF1p expression and influencing cell 

migration in bladder cancer cell lines were investigated.  

 

 

Materials and Methods 

Patients and paraffin-embedded tissues 

Bladder tissue specimens (n = 36) were collected during the operation from histologically-proved 

bladder cancer patients (by C.P. and U.W.), and fixed in 10% formalin buffer. The demographic and basic 

clinical data of the patients are shown in Table 1. Tissue specimens were processed and sectioned into 3 

µM. ORF1p and 4-HNE were immunostained in the paraffin-embedded bladder tumor sections. Research 

protocol was reviewed and approved by the institutional Ethics Committee, Faculty of Medicine, 

Chulalongkorn University, Bangkok, Thailand.     

 

Immunohistochemical (IHC) staining 

After deparaffinization and rehydration, heat-induced antigen retrieval was performed in sodium 

citrate buffer (pH 6.0). The sections were submerged in 0.3 % H2O2 in methanol for 30 min to inactivate 

endogenous peroxidase. Non-specific binding was blocked with normal horse serum for 20 min at room 

temperature. Sections were then incubated with 1:20,000 mouse ORF1p antibody (gifted from Prof. 

Kathleen H. Burns) or 1:2,000 rabbit 4-HNE antibody (ab46545, abcam) at 4oC, overnight. After washing, 

sections were incubated with biotinylated universal antibody for 1 h, followed by ABC reagent for 30 min 

(Vectastain Elite ABC Universal Kit). Sections were developed with diaminobenzidine (ImmPACT™ DAB 

Peroxidase Substrate Kit) to visualize the brown precipitates of immunoreactive complexes, 
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counterstained with Hematoxylin, dehydrated, cleared and finally mounted. Hematoxylin and eosin (H&E) 

staining was performed according to the standard procedure. 

Relative levels of ORF1p and 4-HNE expression were evaluated based on percentage of positive 

HCC cells (0-5% = 0, 6-25% = 1, 26-50% = 2, 51-75% = 3 and 75-100% = 4) and intensity of staining 

(negative = 0, + = 1, ++ = 2, +++ = 3 and ++++ = 4), averaged from 5 different microscopic fields (A.S. 

and P.W.). IHC score was calculated from: score of % positive cells (0-4) x score of intensity (0-4). The 

minimum score was 0 while the maximum score was 16. H&E evaluation (by A.S.) was carried out to 

classify tumor type into papillary/superficial and muscle-invasive types, and tumor grading into papillary 

urothelial neoplasm of low malignant potential (PUNLMP), low-grade and high-grade tumors.  

 

Cell culture condition 

VM-CUB-1, TCCSUP and UM-UC-3 cells were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) (Gibco), 1% pen-strep under 37oC, 

5% CO2, and 95% humidity. H2O2 (Sigma) was ROS representative used to stimulate oxidative stress in 

the cells (for 72 h). H2O2 used in the experiments was sub-lethal dose, 30 µM for VM-CUB-1 and 10-20 

µM for TCCSUP and UM-UC-3 cells. Effect of H2O2 on cell viability was tested using MTT assay (data not 

shown) to ensure that it did not alter cell survival. Tocopheryl acetate (TA, at 300 µM) and S-

adenosylmethionine (SAM, at 100 µM) [16] were used as antioxidants for attenuating oxidative stress in 

the H2O2-treated cells [17]. 

 

Western blot and immunodetection 

 Cells were lyzed with RIPA buffer (incubated on ice for 30 min with interval mixing every 10 min), 

and the lysate was centrifuged at 12,000 xg (4o C) for 5 min. Supernatant was collected. Protein 

concentration was determined using bicinchoninic acid assay. Total protein of 15 µg was loaded into the 

SDS-PAGE gel. 

 Proteins were separated in 10% SDS-PAGE on ice, 180 V for 1.5 h. The electrophoresed 

proteins were transferred to PVDF membrane using wet tank on ice, 180 mA for 1 h. After washing, 

membranes were blocked with 5% skimmed milk for 1 h, room temperature. The blots were then 
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incubated with ORF1 antibody (1:10,000) overnight at 4 oC. After washing, blots were incubated with 

HRP-conjugated anti mouse antibody (1:5,000) at room temperature for 1 h. Specific immunocomplexes 

were detected by developing in ECL reagent (SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate). 

Images of ECL signals were acquired and the band intensities were quantified by digital ECL scanner (LI-

COR). For loading control, rabbit anti α-tubulin antibody (1:20,000) was re-probed after stripping. Relative 

expression of ORF1p was normalized by α-tubulin expression.   

 

Wound healing (scratch) assay 

TCCSUP and UM-UC-3 cells (5 x 106 cells per well) were seeded in 6-well plates and incubated 

for 24 h at 37oC, 5% CO2 and 95% humidity. After creating a scratch (straight line) with p200 pipette tip 

and washing twice with PBS, cells were treated separately in serum-free DMEM for 72 h as following: 

untreated control, H2O2 and H2O2 + TA. Images of the scratch were acquired at the beginning (0 h) and 

the end (72 h) of treatments to compare the rate of gap closing, a reflective of cell migration capability.  

 

Statistical analysis 

Data are presented as mean ± standard deviation (SD) or median (interquartile range, IQR) as 

appropriate. Two-sample t-test or Mann-Whitney test was used to test the difference between two 

independent groups. Spearman rank correlation test was used for correlation analysis. Odds ratios (OR) 

were calculated from logistic regression. Stata version 12 and GraphPad Prism 5 were employed for graphs 

and statistical analyses. P value < 0.05 was considered as statistically significant. 

 

 

Results 

A total of 36 patients histologically diagnosed with bladder cancer were included in this study 

consisting of 31 (86.1%) men and 5 (13.9%) women (Table 1). Mean age of the patients was 71.5 ± 13.3 

years old. About one-third of the patients (11/36, 30.6%) presented with recurrent tumors. Transurethral 

resection of the bladder tumor (88.6%) was the main surgical procedure for tumor removal. Thirty-two and 

33 cases had available data of tumor type and histological grading, respectively. For further analysis, we 
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classified types of bladder tumor into papillary/superficial type (19/32, 59.4%) and muscle-invasive type 

(13/33, 40.6%). According to histological grading, papillary urothelial neoplasm of low malignant potential 

(PUNLMP), low-grade tumor and high-grade tumor were categorized and accounted for 2 (6.1%), 13 

(39.4%) and 18 (54.5%), respectively (Table 1).  

 

ORF1p and 4-HNE were overexpressed in bladder tumor tissues 

Expression of ORF1p was remarkedly increased in bladder cancer tissues compared with 

adjacent noncancerous bladder tissues (Fig. 1, A-D). It was principally positive in cytoplasm of the 

cancerous cells. Based on IHC score, expression of ORF1p in bladder cancer tissues (n = 33) was 

significantly higher than that in noncancerous bladder tissues (n = 15) (P = 0.026, Fig. 2A). The result 

clearly indicated that LINE-1 was reactivated in bladder cancer tissues.   

4-HNE expression was increased in the bladder cancer tissues compared with the noncancerous 

counterparts (Fig. 1, E and F). Similar to ORF1p, 4-HNE was mainly positive in cytoplasm of cancer cells. 

IHC score of 4-HNE expression in bladder cancer tissues (n = 34) was significantly greater than that in 

noncancerous tissues (n = 14) (P = 0.0321, Fig. 2B). This finding indicated that bladder cancer tissues 

had increased oxidative stress.  

We additionally analyzed the expression of ORF1p and 4-HNE in paired bladder tissue samples 

that contained both cancerous and noncancerous areas. Expression of ORF1p in cancerous region was 

significantly higher than in noncancerous counterpart (n = 12) (P = 0.0466, Fig. 2C). Likewise, 4HNE 

expression was increased in cancerous region compared with the noncancerous area (n = 11) (P = 

0.0183, Fig. 2D). We asked further if ORF1p and 4-HNE expression levels in bladder cancer tissues (n = 

33) were correlated. A significant positive correlation between these two antigens was found (Spearman’s 

rho = 0.6275, P < 0.001) (Fig. 2E). We concluded that increased LINE-1 reactivation was associated with 

increased oxidative stress in bladder cancer tissues. 

 

Increased ORF1p expression associated with bladder tumor progression 

Expression of ORF1p in muscle-invasive tumor (n =13) was significantly greater than in papillary 

and superficial type (n = 19) (P = 0.0397) (Fig. 3A). Similarly, level of ORF1p expression in high-grade 
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bladder tumor (n = 18) was statistically higher than that in low-grade tumor (n =13) (Fig. 3B). To quantify 

the strength of association between ORF1 expression and tumor progressive phenotypes, we categorized 

ORF1p expression into high (IHC score ≥ 12) and low (IHC score < 12) expression. Logistic regression 

adjusted for patients’ age was performed. Bladder tumor tissues with muscle-invasive type had about 6 

times higher chance than those with papillary/superficial type to have high ORF1p expression (Adjusted 

OR = 6.15, 95% CI: 1.25 – 30.36, P = 0.026). Similarly, the high-grade bladder tumor had approx. 7 times 

greater risk for high ORF1p expression than those with low-grade tumor (Adjusted OR = 6.73, 95% CI: 

1.05 – 42.94, P = 0.044). This finding suggested that high expression of ORF1p in bladder tumor tissues 

was associated with bladder tumor progressive phenotypes.  

Two sections were histologically classified as PUNLMP, a pre-malignant condition. Expression of 

ORF1p in these PUNLMP bladder tissues was relatively low (Supplementary Fig. 1). Expression levels of 

4-HNE between muscle-invasive and papillary/superficial types were not significantly different 

(Supplementary Fig. 2). Also, 4-HNE expressions between low-grade and high-grade tumors were not 

significantly different. 

 

ORF1p induced by ROS in bladder cancer cell line 

As a positive correlation between 4-HNE and ORF1p expression in bladder cancer tissues was 

observed, we further tested whether ROS was able to induce expression of ORF1p in bladder cancer cell 

lines. In control condition (without H2O2), basal level of ORF1p expression in VM-CUB-1 cells was higher 

than TCCSUP cells, while expression of ORF1p in UM-UC-3 cells was not detectable (supplementary Fig. 

3). After 72 h H2O2 treatment, expression of ORF1p in VM-CUB-1 cells was significantly increased 

compared with the untreated control (Fig. 4A). Co-treatment with antioxidants (TA and SAM) caused 

significant decrease in ORF1p expression in VM-CUB-1 cells compared with the H2O2-treated condition. 

In TCCSUP cells, a pattern of ORF1p expression in each treatment was similar to that found in VM-CUB-

1 cells. but the expression of ORF1p in H2O2 treated condition was not statistically raised relative to the 

untreated control (Fig. 4B). Significant decrease in ORF1p expression in H2O2-treated TCCSUP cells was 

only observed in the co-treatment with SAM. Based on our current finding, we concluded that ROS 

significantly enhanced expression of ORF1p only in bladder cancer cells that already had high expression 
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of ORF1p (like in VM-CUB-1 cells). As seen in UM-UC-3  cells, ROS could not activate the de novo 

expression of ORF1p in cells that ORF1p had been silenced. 

 

ROS induced bladder cancer cell migration 

We further asked if ROS promoted motility of bladder cancer cells, TCCSUP and UM-UC-3 cells. 

Scratch assay revealed that bladder cancer cells treated with H2O2 had higher capability to fill the 

wounded gap (Fig. 5). Co-treatment with antioxidant TA retarded the migration of H2O2-treated bladder 

cancer cells. This data suggested that oxidative stress provoked by ROS enhanced tumor progression. 

 

 

Discussion 

Proteins encoded by full-length LINE-1 elements, ORF1p and ORF2p, are known to have 

tumorigenic function [18], and ROS is overwhelmingly generated in tumors causing oxidative 

microenvironment that further promotes tumor progression [19]. In this study, we found increased 

expression of ORF1p in human bladder cancer tissues compared with the adjacent noncancerous 

bladder tissues. This ORF1p expression was linearly correlated with 4-HNE expression in bladder cancer 

tissues. Importantly, elevated ORF1p expression was associated with muscle-invasive and high-grade 

tumors. Cause-and-effect relationship between oxidative stress and ORF1p expression in bladder cancer 

cell lines was explored. ROS significantly caused rise of ORF1p expression in VM-CUB-1 cell line, a 

muscle-invasive origin. Additionally, we showed that ROS was capable of inducing cell migration in 

TCCSUP and UM-UC-3 cells. 

Although LINE-1 hypomethylation is well recognized in bladder cancer, the expression of full-

length LINE-1, that is exclusively responsible for retrotransposition and genetic instability, is rarely 

reported. An increased transcript expression of full-length LINE-1 in bladder tumor tissues compared with 

the benign tissues was demonstrated [20]. ORF1p expression in bladder carcinoma tissues was firstly 

reported by Rodic et al. [8]. They found immunoreactivity of ORF1p in about 61% of tissue samples. In 

the present study, ORF1p was strongly expressed in bladder cancer tissues, and only 3 out of 36 (8.3%) 

sections were negative for ORF1p. More importantly, elevated ORF1p expression was associated with 
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the tumor progression. Our findings corroborated the reactivation of intact LINE-1 elements in bladder 

cancer, and its rise could be clinically useful as a reflective of tumor progression. Almost all of LINE-1 

copies have no intact ORFs recognizing as molecular fossil. Only small number of intact LINE-1, called 

human-specific LINE-1 subfamily or L1HS-Ta, are highly active and accounted for retrotransposition and 

genome plasticity [2,21,22]. Furthermore, activation of LINE-1 in somatic cells is demonstrated to be cell-

type dependent [23]. The question is that which active LINE-1 locus/loci are permissive for reactivation in 

bladder cancer. Figuring this out would pave the way towards using LINE-1 proteins as specific biomarker 

for bladder tumor. 

We previously reported increased oxidative stress and hypomethylation of LINE-1 in bladder 

cancer patients, and experimentally showed that ROS caused hypomethylation of LINE-1 [13-15]. We 

sorted out in this study whether this ROS-induced LINE-1 hypomethylation led to upregulation of LINE-1-

encoded protein in bladder cancer cells. Unfortunately, we found a significant upregulation of ORF1p by 

ROS (approx. 1.6 folds) only in VM-CUB-1 cells. In TCCSUP, ORF1p trended to be upregulated by ROS 

(approx. 1.3 folds), but not statistically significant relative to control. As mentioned above, the highly 

active LINE-1 loci in VM-CUB-1 and TCCSUP cells might be different, and that might cause different 

degree of response to ROS.  

It might also be possible that capability of ROS to induce ORF1p expression depends on the 

degree of DNA hypomethylation. Study by Kreimer et al. showed that VM-CUB-1 cells had about 2 times 

lower level of LINE-1 methylation (measured by pyrosequencing) than UM-UC-3 cells, and the expression 

of full-length LINE-1 transcript in VM-CUB-1 cells was almost 10 times higher than UM-UC-3 cells. We 

reported that TCCSUP cell had significantly lower level of LINE-1 methylation (measured by COBRA 

PCR) than UM-UC-3 cells (approx. 1.4 times, 27.45 ± 1.02 vs. 36.85 ± 0.49, P < 0.001) [14]. Thus, it is 

reasonable to conceive that LINE-1 methylation level in VM-CUB-1 is lower than TCCSUP and UM-UC-3 

cells, respectively. Basal expression of ORF1p was high in VM-CUB-1, low in TCCSUP, but none in UM-

UC-3 cells (Supplementary Fig. 3). We hypothesize that reactivation of LINE-1 protein expression 

mediated through DNA hypomethylation is initiated when level of LINE-1 methylation is low enough or 

reach the reactivating threshold. Once reactivated, ROS, that is highly generated in tumor cells, further 

enhances the ORF1p expression and subsequently promotes the tumor progression. We preliminary 
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showed in this study that migration activity of TCCSUP and UM-UC-3 cells was induced by ROS. 

Although it was only one type of experiment, this preliminary finding supports the hypothesis that ROS 

promotes tumor development and progression [24,25]. We recently demonstrated that ROS also induced 

migration and invasion in hepatocellular carcinoma cells [17]. Perhaps, the ROS-induced tumor 

progression involves oncogenic function of LINE-1 proteins. Further experiments are needed to warrant 

this speculation. 

Limitations of the present study should be mentioned. Sample size for IHC study was relatively 

small. However, significant difference between cancerous and noncancerous areas and clinical 

association of ORF1p were observed, suggesting a promising clinical potential of this protein. Active 

chromatin marks that associated with the full-length LINE-1 elements were not explored. LINE-1 

methylation levels among the tested cell lines were not re-measured in this study. Exposure of cells to 

non-toxic dose of H2O2 was carried out for 3 days. However, other study reported that oxidative stress-

induced epigenetic change required a long-term exposure (6 months) of cells to H2O2 [26]. This might be 

an additional explanation why we did not see a significant change in LINE-1 reactivation by ROS in 

TCCSUP and UM-UC-1 cells. Scratch assay did not carried out in VM-CUB-1 cells. 

In conclusion, we demonstrated a robust evidence of reactivated ORF1p and increased oxidative 

stress in human bladder cancer tissues. ORF1p and 4-HNE expressions were positively correlated. 

Increased ORF1p was associated with muscle-invasive type as well as high-grade tumor. ROS was 

capable of enhancing ORF1p expression at least in VM-CUB-1 bladder cancer cell line. We additionally 

showed that ROS promoted bladder cancer cell migration. To our knowledge, this study is the second 

study showing increased ORF1p expression in human bladder cancer tissues, but it is the first for 

demonstrating an association of elevated ORF1p expression with bladder tumor progression. Approaches 

to diminish oxidative stress might be helpful for preventing LINE-1 reactivation and decelerating 

progression of bladder tumor.   
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Table 1 Characteristics of the studied bladder cancer patients 

Characteristics Frequency (%) 

n 36 

Age (years, mean ± SD) 71.5 ± 13.3 

Gender M:F (%) 31 (86.1) : 5 (13.9) 

Recurrence tumor (%) 

• No 

• Yes 

 

25 (69.4) 

11 (30.6) 

Surgical approach (n = 35) 

• TUR-BT 

• Radical cystectomy 

 

31 (88.6) 

4 (11.4) 

Tumor type (n = 32) 

• Papillary/superficial 

• Muscle-invasive 

 

19 (59.4) 

13 (40.6) 

Tumor grading (n = 33) 

• PUNLMP 

• Low-grade 

• High-grade 

 

2 (6.1) 

13 (39.4) 

18 (54.5) 

TUR-BT: transurethral resection of bladder tumor, PUNLUMP: papillary urothelial neoplasm of low malignant 

potential 
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Legends to figures 

 

Fig. 1 Representative micrographs of ORF1p and 4-HNE expressions in bladder cancer tissues. 

ORF1p was negative or expressed at very low level in noncancerous bladder tissues (A and C). 

In contrast, expression of ORF1p in bladder cancer tissues was remarkedly increased (B and 

D). Similar to ORF1p, 4-HNE expression was elevated in bladder cancer tissues (F), but it was 

obviously low in noncancerous bladder tissues (E). Magnifications: x100 (A and B), x400 (C-F). 

 

Fig. 2 Levels of ORF1p and 4-HNE expression compared between cancerous and 

noncancerous bladder tissues, and correlation of ORF1p and 4-HNE expression in bladder 

cancer tissues. Both ORF1p (A) and 4-HNE (B) expression levels in bladder cancer tissues 

were significantly higher than that in in noncancerous bladder tissues. In paired cancerous and 

noncancerous tissue samples, significantly greater levels of ORF1p (C) and 4-HNE (D) 

expression in cancerous areas than the adjacent noncancerous regions were also observed. 

ORF1p expression was positively correlated with 4-HNE expression in bladder cancer tissues 

(E).    

 

Fig. 3 Association of ORF1p expression with bladder tumor progression. ORF1p expression in 

muscle-invasive bladder tumors was significantly higher than that in papillary/superficial types 

(A). Likewise, expression of ORF1p in high-grand tumors was significantly higher than low-

grade tumors (B). 

 

Fig. 4  

Induction of ORF1p expression by ROS in bladder cancer cell lines. In VM-CUB-1 cells (A), 

exposure to H2O2 (30 µM for 72 h) caused significant increase in ORF1p expression compared 

with untreated control, and this increment was effectively normalized by co-treatment with 
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antioxidants, TA and SAM. In TCCSUP cells (B), ORF1p expression was slightly increased after 

H2O2 exposure without reaching statistical significance. Co-treatment with SAM significantly 

caused reduction of ORF1p expression in H2O2-treated cells. 

 

Fig. 5 Scratch assay showing ROS-induced cell migration in bladder cancer cell lines. Both UM-

UC-3 and TCCSUP cells treated with H2O2 for 72 h migrated faster to fill the wounded gaps than 

the untreated control cells. Co-treatment with TA reduced the migration capability of the H2O2-

treated cells, both in UM-UC-3 and TCCSUP cell lines. 
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Fig. 3 

 

 



21 

 

 

Fig. 4 
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Supplementary Fig. 1 Low expression of ORF1p in bladder tissues with PUNLMP grade. A: 

IHC score 4. B: IHC score 5.6. 

  

 

Supplementary Fig. 2 4-HNE expression regarding tumor type and grade. Expression levels of 

4-HNE between superficial and muscle-invasive tumors were not statistically different. Similarly, 

4-HNE expression between low-grade and high-grade bladder tumor were not significantly 

different. 
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Supplementary Fig. 3 Expression of LINE-1 protein ORF1p among different bladder cancer 

cell lines based on Western blot immunodetection. Basal level of ORF1p expression (in control 

condition without H2O2 treatment) in VM-CUB-1 cells was higher than that in TCCSUP cells. In contrast, 

expression of ORF1p in UM-UC-3 cell line was undetectable. After induction of oxidative stress by H2O2 

treatment, expression of ORF1p was increased in VM-CUB-1 and TCCSUP cell lines.  
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