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การศกึษาวจิยัเชงิพรรณาเกี�ยวกบัความสมัพนัธข์องระดบัเมธลิเลชั �นที�บรเิวณลาํดบัสารพนัธุกรรมที�มี

ลกัษณะซํ�าๆ กนั กระจายอยู่ทั �วจโีนม โดยเลอืกศกึษาในลาํดบัสารพนัธุกรรมที�มรีปูแบบ “ไลน์ ๑ (LINE-1 or 

L1)” ซึ�งพบราว ๑๗ เปอรเ์ซนตข์องจโีนมมนุษย ์ การศกึษาในครั �งนี�แตกต่างจากการศกึษารปูแบบเมธลิเลชั �น 

ณ ตาํแหน่งปลาย ๕ ไพรมข์องไลน์ ๑ ทั �วจโีนม ในการศกึษาอื�นๆ ที�มมีาก่อนหน้า  โดยในครั �งนี�เป็นการศกึษา

รปูแบบเมธลิเลชั �นของไลน์ ๑ ณ ตาํแหน่ง CpG ไดนิวคลโีอไทดท์ี�ปลาย ๓ ไพรม ์จากหลกัฐานชิ�นสาํคญัก่อน

หน้านี�ที�ทาํการเปรยีบเทยีบลําดบัของสารพนัธุกรรม ณ บรเิวณทรานสครปิตช์ั �นสตารท์ไซต ์ (transcription 

start sites) บน mRNA  ซึ�งเป็นตาํแหน่งที�มคีวามสาํคญักบัการควบคมุการแสดงออกของยนี โดยเปรยีบเทยีบ

กบัไลน์ ๑ ที�พบทั �งหมดในจโีนม (ทั �งไลน์ที�แทรกแบบสมบูรณ์และแบบไมส่มบูรณ์) พบวา่ส่วนของทราน

สครปิตช์ั �นสตารท์ไซต์ของ mRNA จาํนวนหนึ�ง ปรากฏอยู ่ณ บรเิวณสว่นปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ ซึ�งการ

พบสว่นของไลน์ ๑ บรเิวณปลาย ๓ ไพรมด์งักล่าวในสว่นที�ควบคมุการแสดงออกของยนี ทาํใหผู้ว้จิยั

ตั �งสมมตฐิานว่าการเกดิเมธลิเลชั �น ณ บรเิวณปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ อาจมนียัสาํคญัต่อการควบคุมการ

แสดงออกของยนี โดยเฉพาะรปูแบบการเกดิเมธลิเลชั �นที�สมัพนัธก์บัการเกดิมะเรง็ ผูว้จิยัจงัไดท้าํการพฒันา

วธิไีพโรซเีควนซิ�ง เพื�อวดัระกบัเมธลิเลชั �นที�เกดิขึ�น ณ ปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ ในตวัอยา่งดเีอนเอจากชิ�น

เนื�อมะเรง็ลาํไสใ้หญ่ ๑๐ ราย และมะเรง็ปอด ๑๓ ราย เปรยีบเทยีบกบัดเีอนเอของชิ�นเนื�อปกตบิรเิวณที�ไมใ่ช่

รอยโรค ของตวัอยา่งรายเดยีวกนั ผลการศกึษาไมพ่บความแตกตา่งของระดบัเมธลิเลชั �น ของตาํแหน่ง CpG 

ไดนิวคลโีอไทด ์๒ ตําแหน่ง ในกลุ่มมะเรง็และกลุ่มควบคมุ อยา่งไรกต็าม การศกึษาครั �งนี�ไดส้รา้งเครื�องมอืใน

การวดัระดบัเมธลิเลชั �น ณ ปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ เพื�อใชเ้ปรยีบเทยีบกบัวธิกีารวดัดั �งเดมิที�วดั ณ ปลาย ๕ 

ไพรม ์ ทั �งวธิ ี COBRA-L๑ มาตรฐาน และวธิไีพโรซเีควนซิ�งจากชดุตรวจสาํเรจ็รปู เพื�อที�จะสามารถนําไปใช้

ศกึษาเปรยีบเทยีบในการศกึษาอื�นต่อไป 

คาํสาํคญั:  ไลน์ ๑  - เมธลิเลชั �น - ปลาย 3 ไพรม ์- มะเรง็ปอด - มะเรง็ลาํไสใ้หญ่ 
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Project Title:  Functional repetitive sequences on 5’ and 3' regulartory region controls gene 

expression by methylation in cancer 

Investigator:   Chupong Ittiwut, Ph.D.  
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Project period: 2 years 

A descriptive study of correlation between methylation level of the interspersed repetitive 

sequences (IRS) and cancer was studied in long interspersed elements 1 (LINE-1 or L1), the most 

prevalent (approximately 17%) in the human genome. In spite of various studies of global 

methylation status of L1s CpG dinucleotides at 5’ promoter, interestingly, previous comprehensive 

analysis has shown that predictive transcription start sites (TSSs) of expressed mRNAs were globally 

mapped to the 3’UTR sequences of full-length and 5′-truncated (fragmented) L1s. To address 

whether this L1s 3’promoter plays role in genes regulation and carcinogenesis via methylation, in this 

study, we developed a pyrosequencing-based analysis to evaluate methylation level of the CpGs at 

3’UTR of the full-length L1s sequences. Bisulfite-converted genomic DNA derived from microdisscted 

formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) tissues of 23 cases matched tumors and normal adjacent 

tissues (10 colonic and 13 lung adenocarcinoms) were amplified by 2 separated primer pairs flanking 

2 CpGs, which are located 67-bp apart, then pyro-sequenced in 2 separated reactions. Though, in 

this study, no significance was found between normal and tumor of lung and colonic 

adenocarcinoma, we have developed a new pyrosequencing-based method to measure methylation 

of the 2 CpG dinucleotides in L1s 3’UTR sequences in addition to the two widely used methylation 

detections at 5’-L1s; combined bisulfite restriction analysis of LINE-1 (COBRA-LINE1) and 

commercially-available kits. 

Keywords: LINE-1, Methylation, 3’UTR, Adenocarcinoma 



บทนํา 

 กระบวนการเตมิหมูเ่มทลิ หรอืกระบวนการเมธลิเลชั �น ณ ตาํแหน่ง CG ของบรเิวณ CpG island บน

สายดเีอนเอของสตัวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนม เป็นหนึ�งในกระบวนการควบคมุเหนือพนัธุกรรมหรอืเอพเิจเนตกิส ์

(Epigenetics) เพื�อควบคมุการทาํงานของยนี โดยไมม่กีารเปลี�ยนแปลงใดใดเกดิขึ�นกบัลาํดบัของดเีอน เกดิขึ�น

ในกระบวนการพฒันาการและการแบ่งเซลล ์กระบวนการควบคมุความผดิปกตขิองการเกดิโรคและกลุ่มอาการ

หลายชนิด รวมทั �งในโรคมะเรง็ 1 2 

 นอกจากกระบวนการเมธลิเลชั �น ณ บรเิวณโปรโมเตอรข์องยนีเพื�อควบคมุการทาํงานของยนีที�

ตาํแหน่งเฉพาะ (locus specific methylation) แลว้ ยงัมกีารศกึษาสถานะและระดบัของการเตมิหมูเ่มธลิ ณ 

บรเิวณดเีอนเอที�มลีกัษณะซํ�าๆ กนั ซึ�งพบกระจดักระจายทั �วจโีนม ที�มชีื�อเรยีกว่า interspersed repetitive 

sequences (IRS) ซึ�งมอียูด่ว้ยกนัหลายชนิด จาํแนกตามลกัษณะและลาํดบัของดเีอนเอที�แตกต่างกนัไป 

การศกึษาระดบัและสถานะของกระบวนการเมธลิเลชั �นของบรเิวณ IRS ที�กระจดักระจายเหล่านี�มวีตัถุประสงค์

ที�ไม่เพยีงแต่ใชเ้ป็นเครื�องหมายตดิตาม (marker) หรอืใชเ้ป็นตวับ่งชี�การเปลี�ยนแปลงกระบวนการต่างๆ ของ

สตัว์เลี�ยงลกูดว้ยนม ดงัที�กล่าวมาแลว้ กระบวนการเมธลิเลชั �น ณ ตาํแหน่ง IRS ที�แทรกอยู ่ณ ตาํแหน่งต่างๆ 

ดงักล่าว ยงัอาจมนีัยสาํคญัในกระบวนการควบคุมการทํางานของยนี ณ ตําแหน่งที� IRS เขา้ไปแทรกอยูใ่น

จโีนมอกีดว้ย 

 ปจัจบุนั มกีารศกึษาสถานะและระดบัของเมธลิเลชั �นที�ตาํแหน่งของไลน์ ๑ (long interspersed 

elements 1; LINE-1 or L1) ซึ�งเป็น IRS ประเภทหนึ�งที�แทรกอยูท่ั �วจโีนม เพื�อใชเ้ป็นเครื�องหมายตดิตามกนั

อยา่งอยา่งแพรห่ลาย  โดยเฉพาะการศกึษาเปรยีบเทยีบความแตกต่างระหว่างมะเรง็ชนิดต่างๆ กบักลุ่ม

ควบคมุ  เพื�อหาความสมัพนัธร์ะหวา่งระดบัเมธลิเลชั �นของไลน์ ๑ กบัการเกดิมะเรง็ชนิดนั �นๆ โดยการศกึษา

จะเลอืกดเีอนเอเฉพาะที�บรเิวณปลาย ๕ ไพรม ์ที�มรีายงานว่าเป็นโปรโมเตอรข์องไลน์ ๑ เป็นลาํดบัดเีอนเอ

อา้งองิ (บรเิวณปลาย ๕ ไพรมด์งักล่าวเป็นสว่นสาํคญัที�มรีายงานว่า แมจ้ะไลน์ ๑ จะสญูสิ�นความสามารถใน

การเปลี�ยนตาํแหน่งโดยอตัโนมตั ิ-transposable property- ไปแลว้ แต่ยงัสามารถทาํงานไดโ้ดยใชล้าํดบัดเีอน

เอเฉพาะ ณ บรเิวณปลาย ๕ ไพรมด์งักล่าวทาํหน้าที�เป็นโปรโมเตอร)์ โดยคาดการณ์ว่า บรเิวณดงักล่าวจะ

เป็นตวัแทนของไลน์ ๑ ที�แทรกอยูท่ั �วจโีนม ซึ�งจะทาํใหส้ามารถศกึษาระดบัของเมธลิเลชั �นของไลน์ ๑ โดย

เฉลี�ยครอบคลุมทั �งจโีนมได ้การศกึษาลกัษณะนี�เรยีกว่า การศกึษาเมธลิเลชั �นทั �วจโีนม (global or genome-

wide methyation) โดยใชไ้ลน์ ๑ เป็นเครื�องหมายตดิตาม ซึ�งระดบัของเมธลิเลชั �นเฉลี�ยทั �งจโีนมสามารถวดัคา่

ออกมาไดว้่า อยูใ่นระดบัที�สงูหรอืตํ�ากว่ากลุ่มควบคุม (hypermethylation or hypomethylation) โดยใชก้ารวดั

และคาํนวณนยัทางสถติเิป็นเครื�องมอื จากรายงานที�ผา่นมาพบวา่ในกลุ่มโรคมะเรง็จะมรีะดบัเมธลิเลชั �นข

องไลน์ ๑ ที�ลาํดบัดเีอนเอบรเิวณ ๕ ไพรมด์งักล่าว "ตํ�ากว่า" ในสภาวะปกต ิ(hypomethylation in cancer) 3-6 



 จากความสาํคญัของลาํดบัดเีอนเอบรเิวณ ๕ ไพรมด์งักล่าว จงึถกูใชเ้ป็นเครื�องหมายตดิตามเพื�อวดั

ระดบัของเมธลิเลชั �นของไลน์ ๑ กนัอยา่งแพร่หลาย โดยวธิกีารวดัสามารถใชว้ธิ ีCOBRA-LINE1 (combined 

bisulfite restriction analysis of LINE-1)7,8 ซึ�งเป็นการออกแบบตาํแหน่งจาํเพาะที�สามารถตรวจสอบไดโ้ดยใช้

เอนไซมต์ดัจาํเพาะ (restriction enzyme) เพื�อตรวจสอบการเปลี�ยนแปลงลาํดบัดเีอนเอ ณ ตาํแหน่ง CpG ที�

ถูกเตมิหมู่เมธลิหลงัจากกระบวนการเปลี�ยนแปลงในหลอดทดลองโดยเตมิสารไบซลัเฟตเพื�อเปลี�ยน CpG ที�ไม่

ถูกเตมิหมู่เมธลิและ C ปกตใิหก้ลายเป็น T ซึ�งนอกจากวธิ ีCOBRA-LINE1 แลว้อาจใชว้ธิอีื�น เชน่ การตรวจ 

methylated CpG บรเิวณปลาย ๕ ไพรมข์องไลน์ ๑ ดว้ยเครื�องไพโรซเีควนซิ�ง (pyrosequencer) โดยอาจใช้

ชดุตรวจสาํเรจ็รปูหรอืสามารถออกแบบเพื�อตรวจตาํแหน่ง CpG อื�นๆ ที�บรเิวณใกลเ้คยีง6,9 

 นอกจาก การเตมิหมูเ่มธลิ ณ บรเิวณปลาย ๕ ไพรมซ์ึ�งเป็นบรเิวณโปรโมเตอรท์ี�ควบคมุการแสดงออก

ของไลน์ ๑ จะมคีวามสมัพนัธก์บัการเกดิมะเรง็ชนิดต่างๆ มรีายงานจากการศกึษาของ Faulkner J et al. (Nat 

Genet 2009) 10 เมื�อเรว็ๆ นี� พบว่าลาํดบัดเีอนเออา้งองิ ณ ปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ อาจมสีว่นสาํคญักบัการ

ควบคมุการทาํงานของยนีดว้ย โดยคณะของ ดร. Faulkner ไดท้าํการเปรยีบเทยีบขอ้มลู ๓ ชดุซึ�ง

ประกอบดว้ย 

 ก) ขอ้มลูชดุที� ๑ ประกอบดว้ยลาํดบัดเีอนเอบรเิวณที�น่าจะเป็น trascription start site (TSS) ที�อยู ่ณ 

บรเิวณปลาย ๕ ไพรม ์ ซึ�งเป็นสว่นควบคุมการทาํงานของยนีของ expressed mRNA ชนิดตา่งๆ  

 ข) ขอ้มลูชดุที� ๒ แสดงตาํแหน่งทั �วทั �งจโีนม ที�มไีลน์ ๑ แทรกอยูแ่บบเตม็ชิ�นส่วน (โดยใชล้าํดบัดเีอน

เออา้งองิ NCBI: L1 (L19092.1)11 เป็นตวัเปรยีบเทยีบ) 

 ค) ขอ้มลูชดุที� ๓ แสดงตาํแหน่งทั �วทั �งจโีนม ที�มไีลน์ ๑ แทรกอยูแ่บบไม่เตม็ชิ�นสว่น (โดยใชล้าํดบัดี

เอนเออา้งองิ NCBI: L1 (L19092.1)11 เป็นตวัเปรยีบเทยีบ) ซึ�งไลน์ ๑ ที�แทรกอยูแ่บบดงักลา่ว ณ บาง

ตาํแหน่งจะเป็นแบบมเีฉพาะดา้นปลาย ๕ (3' truncated) หรอื ปลาย ๓ ไพรม ์(5' truncated)  เท่านั �น และ 

บางตาํแหน่งกม็ทีั �งสองปลายแต่ขาดชิ�นสว่นตรงกลางไป ทั �งนี�แต่ละตาํแหน่งที�พบจะมขีนาดไมเ่ทา่กนัและ

แตกต่างกนัออกไป 

 กลุ่มวจิยัของ ดร. Faulkner J et al. ทาํการเปรยีบเทยีบขอ้มลูชุดที� ๑ กบัขอ้มลูชุดท ี๒ และ ๓ พบว่า 

TSS ของ expressed mRNA ทั �งหลายเหลา่นั �น นอกจากจะปรากฏในปลาย ๕ ไพรมแ์ลว้ ยงัปรากฏอยูใ่นสว่น

ของปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ ที�แทรกอยูแ่บบเตม็ชิ�นสว่น และ บางสว่น (ขอ้มลูชดุที� ๒ และ ๓ ตามลาํดบั) 

ดงัแสดงในรปูที, ๑  



 

รปูที, ๑ ลาํดบัดเีอนเอดา้นปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ ซึ�งพบอยูใ่น TSS ของ expressed mRNA โดย 
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 จากขอ้มลูดงักล่าวแสดงใหเ้หน็ว่าลาํดบัของดเีอนเอที�ปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ น่าจะมบีางตาํแหน่งที�

ปรากฏเป็นสว่นเดยีวกบั TSS ของบางยนีซึ�งทาํหน้าที�ควบคุมการแสดงออกของยนีบางกลุ่ม  เชน่เดยีวกบัที�

ปลาย ๕ ไพรมข์องไลน์ ๑ ไดแ้สดงบทบาทดงักล่าว และเมื�อเชื�อมโยงกบัสมมตฐิานที�ว่าการเตมิหมูเ่มธลิ ณ 

บรเิวณที�ควบคมุการแสดงออกของยนี (regulatory region) จะมสีว่นสาํคญัต่อการควบคมุการทาํงาน ของยนี 

จงึนํามาสูส่มมตฐิานที�ว่า หากดเีอนเอบรเิวณสว่นปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ มบีทบาทสาํคญัต่อการทาํงานของ

ยนีในจโีนมจรงิ ระดบัที�แตกต่างกนัของเมธลิเลชั �นที�ดเีอนเอบรเิวณดงักล่าวเฉลี�ยทั �วทั �งจโีนมในกลุ่มรอย

โรคมะเรง็เมื�อเปรยีบเทยีบกบักลุ่มควบคมุ น่าจะเป็นเครื�องหมายตดิตามแบบเหนือพนัธุกรรม (epigenetic 

marker) นอกเหนือจากการใชร้ะดบัเมธลิเลชั �นที�บรเิวณปลาย ๕ ไพรม ์ในมะเรง็ชนิดต่างๆ ที�มกีารศกึษามา

ก่อนหน้านี� จงึเป็นที�มาของการศกึษาเพื�อหาความสมัพนัธข์องระดบัเมธลิเลชั �นที�บรเิวณปลาย ๓ ไพรมข์อง

ไลน์ ๑ ในรอยโรคของมะเรง็ชนิดอะดโินคารซ์โินมาร ์ในชิ�นเนื�อมะเรง็ปอด และมะเรง็ลาํไสใ้หญ่เปรยีบเทยีบ

กบับรเิวณปกตทิี�ไมใ่ชร่อยโรคในจากชิ�นเนื�อของผูป้่วยรายเดยีวกนั ในรายงานการวจิยัฉบบันี� 



วิธีการศึกษา 

ขั �นตอนที, ๑ เลือกลาํดบัดีเอนเอของไลน์ ๑  

 เลอืกใชล้าํดบัดเีอนเอของไลน์ ๑ ที�เป็นตวัเตม็ (Full-length LINE1) รหสั  gi|307102|gb|L19092.1 

|HUML1G Human LINE1 (L1.4)11 repetitive element DNA sequence (ดภูาคผนวก 1 ประกอบ) ซึ�งเป็น

ลาํดบัดเีอนเอที�มรีายงานวา่เป็นไลน์ ๑ ที�ยงัสามารถทาํงานได ้(active LINE-1) และมผีลติภณัฑจ์ากการ

แสดงออกของลาํดบัดเีอนเอดงักล่าว  ซึ�งสามารถดาวน์โหลดไดจ้าก www.ncbi.nlm.nih.gov 

 ลาํดบัดเีอนเอของไลน์ ๑ ตวัเตม็ดงักล่าวนี�ประกอบดว้ย ๕ สว่นไดแ้ก ่

 1) 5' Untranslated Region (5' UTR) 

 2) Open Reading Frame 1 (ORF1) 

 3) ลาํดบัดเีอนเอระหว่าง ORF1 และ ORF2 

 4) Open Reading Frame 1 (ORF2) 

 5) 3' Untranslated Region (3' UTR) 

ขั �นตอนที, ๒ การออกแบบไพรเ์มอร ์ณ ตาํแหน่งปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ 

 ก) ลาํดบัดเีอนเอของไลน์ ๑ ในสว่น 3'UTR บรเิวณปลาย ๓ ไพรม ์(L19092.1) จากภาคผนวก 1) มี

ความยาวทั �งสิ�น 238 นิวคลโีอไทด ์ซึ�งประกอบดว้ย CpG  (ระบายดว้ยเฉดสเีทา) จาํนวน ๒ ตาํแหน่ง ดงันี� 

GAACAATGAGATCACATGGACACAGGAAGGGGAATATCACACTCTGGGG

ACTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGCATTGGGAGATATAC

CTAATGCTAGATGACACATTAGTGGGTGCAGCGCACCAGCATGGCACAT

GTATACATATGTAACTAACCTGCACAATGTGCACATGTACCCTAAAACT

TAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 ข) ทั �งนี�ลาํดบัดเีอนเอดงักล่าวจะถูกดดัแปลงดว้ยวธิไีบซลัไฟต ์(ภาคผนวก ๒) ดงันี� 

GAAtAATGAGATtAtATGGAtAtAGGAAGGGGAATATtAtAtTtTGGGG

AtTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGtATTGGGAGATATAt

tTAATGtTAGATGAtAtATTAGTGGGTGtAGCGtAttAGtATGGtAtAT



GTATAtATATGTAAtTAAttTGtAtAATGTGtAtATGTAtttTAAAAtT

TAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 ค) และสามารถออกแบบไพรเมอรโ์ดยใชโ้ปรแกรมไพรเมอร ์๓ (http://frodo.wi.mit.edu/ ผลลพัธจ์าก

ภาคผนวก ๓) เพื�อใหค้รอบคลุมตาํแหน่ง CpG ทั �งสองตําแหน่งไดด้งันี� 

GAAtAATGAGATtAtATGGAtAtAGGAAGGGGAATATtAtAtTtTGGGG

AtTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGtATTGGGAGATATAt

tTAATGtTAGATGAtAtATTAGTGGGTGtAGCGtAttAGtATGGtAtAT

GTATAtATATGTAAtTAAttTGtAtAATGTGtAtATGTAtttTAAAAtT

TAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

OLIGO  start len tm gc% any 3' seq  

LEFT PRIMER  39 20 57.13 40.00 4.00   0.00  AtAtTtTGGGGAtTGTGGTG 

RIGHT PRIMER 169    34    53.94 17.65 10.00 6.00 CAaaTTAaTTACATATaTATACATaTaCCATaCT 

PRODUCT SIZE: 131, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 3.00 

 

    1 GAAtAATGAGATtAtATGGAtAtAGGAAGGGGAATATtAtAtTtTGGGGAtTGTGGTGGG 

                                            >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>   

   61 GTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGtATTGGGAGATATAttTAATGtTAGATGAtAtATTAG 

                                                                   

  121 TGGGTGtAGCGtAttAGtATGGtAtATGTATAtATATGTAAtTAAttTGtAtAATGTGtA 

                     <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<            

  181 tATGTAtttTAAAAtTTAGAGTATAAT 

>>>>>> left primer 

<<<<<< right primer 

  โดยใชไ้พรเ์มอรท์ี�จาํเพาะดงักล่าวไปจบัเพื�อทาํปฏกิริยิาพซีอีารเ์พื�อเพิ�มปรมิาณดเีอนเอเฉพาะ

บรเิวณ  แต่สิ�งที�จะขาดไมไ่ดส้าํหรบักระบวนการไพโรซเีควนซิ�งคอืการสั �งสงัเคราะหไ์พรเมอรท์ี�ตดิฉลากไบ

โอตนิดว้ยวธิ ี5' Biotinylation ซึ�งจะจบักนัแบบเอนไซมแ์ละสบัสเตรตกบัสารเคมอีื�นในกระบวนการหาลาํดบั

ดว้ยวธิไีพโรซเีควนซิ�ง ทาํใหส้ามารถมองเหน็และวดัการปลี�ยนแปลงระดบัเมธลิเลชั �นในแต่ละบรเิวณที�มี

ตาํแหน่ง CpG ได ้ โดยทั ,วไปจะใช้ไพรเ์มอรด้์านปลาย ๓ ไพรม ์(REVERSE PRIMER) ที,ได้มาติดฉลาก 

แต่อยา่งไรกต็ามเนื�องจากการตดิฉลากไบโอตนิมค่ีาใชจ้่ายคอ่นขา้งแพง เพื�อรบัประกนัความผดิพลาดที�

เกดิขึ�น ผูว้จิยัจงึมกัจะสั �งสงัเคราะหไ์พรเ์มอรแ์บบธรรมดา และนํามาทดลองเพื�อใหม้ั �นใจวา่สามารถจบัจาํเพาะ



กบับรเิวณดงักล่าวดว้ยวธิพีซ๊ีอารไ์ดเ้สยีก่อน แลว้จงึสั �งสงัเคราะหไ์พรเมอรท์ี�มลีาํดบัเหมอืนกนัทุกประการแต่

ตดิฉลากไบโอตนิขึ�นมาอกีครั �ง  โดยระยะเวลาที�ใชใ้นการสั �งสงัเคราะห์ไพรเมอร์ที�ตดิฉลากไบโอตนิผา่นบรษิทั

คนกลางในประเทศไทย (เช่น Biodesign ของสวทช.) ใชเ้วลาประมาณ ๓ สปัดาห ์

ขั �นตอนที, ๓ การออกแบบไพรเ์มอรพิ์เศษสาํหรบัการหาลาํดบัด้วยวิธีไพโรซีเควนซิ,ง 

 โดยทั �วไปแลว้การวเิคราะหโ์ดยการใชว้ธิไีพโรซเีควนซิ�งจะใชไ้พรเ์มอรส์าํหรบัการเพิ�มปรมิาณดเีอนเอ

ในบรเวณเฉพาะและจาํเป็นตอ้งใชไ้พรเ์มอรพ์เิศษเพิ�มขึ�นมาอกี ๑ เสน้ สาํหรบัการเริ�มตน้หาลาํดบันิวคลโีอ

ไทด ์โดยไพรเ์มอรพ์เิศษดงักล่าวจะมลีกัษณะเหมอืนไพรเ์มอรใ์นทศิทาง ๕ ไพรม ์(ฟอรเ์วริด์ไพรเ์มอร)์ 

เพยีงแต่จะวางไวท้ี�ใกล้ๆ  บรเิวณกอ่นที�จะถงึ CpG แรกที�ต้องการจะศกึษาเลก็น้อย (ราวๆ ๓ ถงึ ๕ นวิคลโีอ

ไทด)์ เพื�อเป็นตวัตั �งตน้ของกระบวนการไพโรซเีควนซิ�ง ซึ�งไพรเ์มอรพ์เิศษดงักล่าวนี�จะใชเ้ฉพาะดา้นปลาย ๕ 

ไพรม์ (ดา้นฟอรเ์วริด์ไพรเ์มอร)์ เพยีงเสน้เดยีว  

 อยา่งไรกต็าม เพื�อเป็นการประหยดัคา่ใชจ้่ายการออกแบบไพรเ์มอรเ์พื�อการวเิคราะหด์ว้ยวธิไีพโรซี

เควนซิ�ง บางครั �งสามารถใชฟ้อรเ์วริด์ไพรเมอรต์วัเดยีวกบัที�ใชท้าํพซีอีารไ์ดเ้ลย โดยในแต่ละปฏกิริยิาของ ๑ 

ไพรเ์มอรไ์พโรซเีควนซิ�งที�ใช ้ตามทฤษฎสีามารถอา่นลาํดบันิวคลโีอไทดไ์ดป้ระมาณ 40-60 ตวั และหากจะให้

ไดผ้ลดทีี�สุดในกรณีใชฟ้งักช์นัอา่นการเปลี�ยนแปลงเฉพาะตาํแหน่งนิวคลโีอไทด ์(SNP Sequencing) ควร

กาํหนดใหม้กีารอา่นในบรเิวณที�ตอ้งการประมาณ ๒๐ นวิคลโีอไทด ์

 เมื�อพจิารณาบรเิวณของปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ ที�ตอ้งการจะวดัการเปลี�ยนแปลงของระดบัเมธลิ

เลชั �นจากการทาํพซีอีารข์า้งตน้ 

GAAtAATGAGATtAtATGGAtAtAGGAAGGGGAATATtAtAtTtTGGGG

AtTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGtATTGGGAGATATAt

tTAATGtTAGATGAtAtATTAGTGGGTGtAGCGtAttAGtATGGtAtAT

GTATAtATATGTAAtTAAttTGtAtAATGTGtAtATGTAtttTAAAAtT

TAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 จะเหน็ไดว้่าตาํแหน่ง CpG ตําแหน่งแรกและตําแหน่งที�สองห่างกนั ๖๖ นิวคลโีอไทด ์การวดัระดบัการ

เปลี�ยนแปลงของระดบัเมธลิเลชั �นเฉลี�ยของทั �งสองตาํแหน่งจงึจาํเป็นตอ้งทาํ ๒ ครั �ง สรปุไพรเ์มอรท์ี�ใช ้(ใน

ทศิทาง ๕ ไพรมไ์ป ๓ ไพรม)์ ไดด้งันี� 

 ๑) ไพรเ์มอรฟ์อรเ์วริด์สาํหรบัพซีอีาร ์  

 3UTRL1_PSQ1_F  AYAYTYTGGGGAYTGTGGTG 



 ๒) ไพรเ์มอรร์เีวริส์สาํหรบัพซีอีาร ์(ตดิไบโอตนิ) 

 3UTRL1_RBtn   CARRTTARTTACATATRTATACATRTRCCATRCT 

 ๓) ไพรเ์มอรส์าํหรบัไพโรซเีควนซิ�ง CpG ตําแหน่งแรก 

 3UTRL1_PSQ1b  TGGGGAtTGTGGTGGGGT 

 ๔) ไพรเ์มอรส์าํหรบัไพโรซเีควนซิ�ง CpG ตําแหน่งที�สอง 

 3UTRL1_PSQ2b  TAATGYTAGATGAYAYATTAGTGGG    

หมายเหต:ุ Y = c/t และ  R = a/g 

ขั �นตอนที, ๔ การเตรียมตวัอย่างดีเอนเอจากชิ�นเนื�อมะเรง็ที,ใช้ 

 ตวัอยา่งรอยโรคมะเรง็  (lesion) ที�ใช ้ไดแ้ก ่ชิ�นเนื�อที�เกบ็ในบลอ็กพาราฟิน (Formalin-fixed Paraffin 

Embedded) จากภาควชิาพยาธวิทิยา คณะแพทยศ์าสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั และ สถาบนัพยาธวิทิยา 

กรมการแพทย ์ที�เกบ็ไวต้ั �งแต่ปี ๒๕๕๐ ถงึ ๒๕๕๕ 

 ๑) กลุ่มมะเรง็ปอดชนิดอะดโีนคารซ์โินมา (Lung adenocarcinoma) ๑๓ ราย 

 ๒) กลุ่มมะเรง็ลาํไสใ้หญ่ชนิดอะดโีนคารซ์โินมา (Colon adenocarcinoma) ๑๐ ราย 

 โดยในรายเดยีวกนั จะทาํการคดัเลอืกชิ�นเนื�อสว่นบรเิวณที�เป็นรอยโรคผ่านทางกลอ้งจุลทรรศน์ มา

สกดัดเีอนเอ เปรยีบเทยีบกบัดเีอนเอของชิ�นเนื�อบรเิวณใกลเ้คยีงที�ไมม่รีอยโรค (กลุ่มควบคุมปกต)ิ โดยพยาธิ

แพทยผ์ูเ้ชี�ยวชาญ 

 ดเีอนเอที�ไดท้ั �งหมดจะถูกนํามาดดัแปลงดว้ยวธิไีบซลัไฟตโ์ดยใชช้ดุดดัแปลงดเีอนเอสาํเรจ็รปู EZ 

DNA Methylation™ Kit (Zymo Research)  นําเขา้โดยบรษิทั Sigma Ltd. ประเทศไทย 

รปูที, ๒ ชดุดดัแปลงดเีอนเอดว้ยวธิไีบซลัไฟต ์

(protocol online: 

http://www.zymoresearch.com/downloads/dl/file/id/56/

d5001i.pdf  

picture from: 

http://bric.postech.ac.kr/upload/board/files/new_protec

h/new_3/photo_0004503.jpg) 



ขั �นตอนที, ๕ การเพิ,มปริมาณดีเอนเอด้วยวิธีพีซีอาร ์

 ทาํการเพิ�มปรมิาณดเีอนเอ ดว้ยวธิพีซีอีารโ์ดยใชป้รมิาณสารและอณุหภมูสิาํหรบัแต่ละหลอดปฏกิริยิา

พซีอีาร ์(ปรมิาตร ๒๐ ไมโครลติร ดงัต่อไปนี� 

 ๑. Forward primer (10 uM)  0.2 uL 

 ๒. Reverse primer (10 uM)   0.2 uL 

 ๓. PCR buffer (10X)   2.0 uL 

 ๔. dNTP (10mM)   0.2 uL 

 ๕. HotStar Taq    0.1 uL 

 ๖. MgCl2 (25 mM)   2.0 uL 

 ๗. dH2O    12.9 uL 

 ๘. Bisulfite DNA (10ng/uL)  2.0 uL 

อณุหภูม ิสาํหรบัปฏกิริยิาไดแ้ก ่

 95 C 5 min 

 94C-30 sec/ 55C-30 sec/ 72C-45sec 35 cycles 

 72C 5 min 

ผา่นกระบวนการอเิลก็โทรโฟรซีสีเพื�อดขูนาดของชิ�นสว่นดเีอนเอเพื�อยนืยนัขนาด ๑๓๑ นิวคลโีอไทด ์

ขั �นตอนที, ๖ การหาลาํดบันิวคลีโอไทดด้์วยวิธีไพโรซีเควนซิ,ง 

 หลกัการของการวดัระดบัเมธลิเลชั �นที�ตาํแหน่ง CpG ไดนิวคลโีอไทดท์ี�เปลี�ยนแปลงไปดว้ยวธิกีารไพ

โรซเีควนซิ�ง คอืการวดัระดบัสญัญาณของนิวคลโีอไทด์ C ณ ตาํแหน่ง CpG ที�ไม่ถูกเปลื�ยนเป็น T หลงัจาก

กระบวนการดดัแปลงดเีอนเอดว้ยวธิไีบซลัไฟต ์โดยม ีC ของ non-CpG ที�ตาํแหน่งใกลเ้คยีงเป็นตวัควบคมุ

ประสทิธภิาพความสมบรูณ์ของวธิไีบซลัไฟต ์ดงัที�กล่าวมาเบื�องตน้ในสว่นของบทนํา 

GAAtAATGAGATtAtATGGAtAtAGGAAGGGGAATATtAtAtTtTGGGG

AtTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGtATTGGGAGATATAt



tTAATGtTAGATGAtAtATTAGTGGGTGtAGCGtAttAGtATGGtAtAT

GTATAtATATGTAAtTAAttTGtAtAATGTGtAtATGTAtttTAAAAtT

TAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 จากลาํดบัของดเีอนเอที�ดดัแปลงดว้ยวธิไีบซลัไฟต์ขา้งตน้ จะถกูนําไปสรา้งโปรแกรมเพื�อเตรยีม

วเิคราะหส์าํหรบัเครื�องไพโรซเีควนซิ�งดงันี� 

 ลําดบัดีเอนเอที�จะวิเคราะห์  CGGGGGAGGGGGGAGGGATAGt 

 ลําดบัดีเอนเอที�กรอก   C/TGGGGGAGGGGGGAGGGATAGC/T 

 ไพร์เมอร์ที�ใช้   3UTRL1_PSQ1b (TGGGGAtTGTGGTGGGGT) 

 กรอกลงในชอ่ง sequence to analyze โปรแกรมจะทาํการสง่ลาํดบัดเีอนเอที5จะวเิคราะหใ์นชอ่ง 

dispensation order ไดว้่า CTGAGGAGATAGCT และกาํหนดเป็น default histogram สาํหรบัการวเิคราะห ์

CpG ตาํแหน่งที5 ๑ ไดด้งั รปูที� ๓   

 

                                                     C*                                                           C* 

                                                     CpG                                                   non-CpG 

 จากภาพจะปรากฏแถบเฉดสอียู ่๒ ที5 โดยเฉดสทีี5อยูด่า้นหน้าเป็นตาํแหน่ง CpG แรกของไลน์ ๑ ดา้น

ปลาย ๓ ไพรมท์ี5ตอ้งการวเิคราะห ์สว่นเฉดสดีา้นหลงัเป็น non-CpG ควบคุม (internal control) สาํหรบัการ

ควบคมุคณุภาพของการดดัแปลงดเีอนเอดว้ยวธิไีบซลัไฟต ์ โดยทุกครั Zงระดบั T ที5เฉดสดีา้นหลงันีZจะตอ้งมคีา่

เท่ากบั ๑๐๐ % หรอืใกลเ้คยีง ๑๐๐ % เพื5อยนืยนัว่า C (non-CpG) ถูกดดัแปลงเป็น T ไดอ้ยา่งสมบรูณ์9



 

 ดว้ยวธิกีารเดยีวกนั สามารถกาํหนดโปรแกรมและ default histogram สาํหรบั CpG ตาํแหน่งที5 ๒ 

ไดด้งั รปูที� ๔ 

 

               C*                C*                 C*        C* 

         non-CpG           CpG          non-CpG non-CpG 

 sequence to analyze: TGT/CAGC/TGT/CAT/C  

 dispensation order: CTGTCAGCTAGTCATC 

 primer:   3UTRL1_PSQ2b (TAATGYTAGATGAYAYATTAGTGGG)   

 โดยจะวดั C ตาํแหน่งที5 ๒ (จากภาพ) เทยีบกบั C (non-CpG) ตําแหน่งที5 ๑ ๓ และ ๔ ที5เป็นตวั

ควบคมุคณุภาพของการดดัแปลงดเีอนเอดว้ยวธิไีบซลัไฟต ์ (internal control) 

ขั �นตอนที, ๗ การแปรผลและการวิเคราะหนั์ยสาํคญัสถิติ 

 ระดบัเมธลิเลชั �นของ CpG แต่ละตาํแหน่งเท่ากบั %C ตาํแหน่ง CpG ซึ�งจะแสดงค่าออกมาเป็น

เปอรเ์ซนตโ์ดยอตัโนมตัจิากการวดัโดยโปรแกรมของเครื�องไพรโรซเีควนซิ�ง ซึ�งคาํนวณจาก C / (C+T) ณ 

ตาํแหน่งเดยีวกนั โดยระดบัเมธลิเลชั �นที� 3'UTR ของไลน์ ๑ ในการศกึษานี�จะเท่ากบั คา่เฉลี�ยของ

ระดบัเมธลิเลชั �นของ CpG ตาํแหน่งที� ๑ บวกกบัระดบัเมธลิเลชั �นของ CpG ตาํแหน่งที� ๒ 

 



ผลการทดลอง 

 การแสดงผลทางหน้าจอของการวดัระดบัเมธลิเลชั �นของ CpG ทั �งสองตําแหน่ง ของลําดบัดเีอนเอของ 

ไลน์ ๑ ทางดา้นปลาย ๓ ไพรม ์แสดงไดด้งัรปูภาพต่อไปนี� 

รปูที, ๕ CpG ตาํแหน่งที, ๑ 

 

 

 

 

 

 

 

 

รปูที, ๖ CpG ตาํแหน่งที, ๒ 

 

 

 

 

 

 

 ระดบัเมธลิเลชั �นเฉลี�ยของ CpG ของไลน์ ๑ ทั �งสองตาํแหน่งทาํการเปรยีบเทยีบกนัดว้ยค่าสถติิ

ไครส์แควร ์(ANOVA post-hoc analysis) ในชิ�นเนื�อมะเรง็ปอดชนิดอะดโินคาร์ซโินมา กบัดเีอนเอของชิ�นเนื�อ



ปกตใินผูป้ว่ยรายเดยีวกนั จาํนวน ๑๓ ราย เทา่กบัคา่ p = 0.113 และในชิ�นเนื�อมะเรง็ลาํไสใ้หญช่นิดอะดโินคา

ซโินมา จาํนวน ๑๐ ราย ดว้ยวธิกีารวเิคราะห์เดยีวกนั พบวา่ คา่ p = 0.536 

 

รปูที, ๗ การวเิคราะหท์างสถติเิพื�อเปรยีบเทยีบระดบัเมธลิเลชั �นของกลุ่มมะเรง็และกลุ่มควบคมุ 

 จากการวเิคราะหด์งักล่าวไม่พบว่า ระดบัเมธลิเลชั �นของมะเรง็ทั �งสองชนิด ในกลุ่มทดลองและกลุ่ม

ควบคมุไม่มคีวามแตกต่างกนั ที�นยัสาํคญั p = 0.05 



บทสรปุและวิจารณ์ 

 การศกึษานี�เป็นการศกึษาระดบัเมธลิเลชั �นทั �งจโีนม (Genomewide methylation) โดยใชล้าํดบัดเีอนเอ

ของไลน์ ๑ ที�พบกระจายอยู่ทั �วจโีนมเป็นเครื�องหมายตดิตาม โดยระดบัเมธลิเลชั �นที�ไดจ้ากค่าการวดั CpG 

ของไลน์ ๑ เป็นค่าเฉลี�ยของ CpG จากบรเิวณที�กาํหนดของตําแหน่งของไลน์ ๑ ทั �งหมดที�สามารถเพิ�มปรมิาณ

แบบจาํเพาะไดก้บัไพรเ์มอรท์ี�ออกแบบมาสาํหรบัปฏกิรยิาพซีอีาร ์เพื�อใชเ้ป็นตวัแทนของการเกดิเมธลิเลชั �นข

องทั �งจโีนม 

 ความแตกต่างของการศกึษานี�กบัการศกึษาก่อนหน้านี�ที�เกี�ยวกบัระดบัเมธลิเลชั �นของไลน์ ๑ ทั �งจโีนม 

สามารถแยกออกไดเ้ป็นประเดน็ไดด้งันี� คอื  

 ๑) วิธีการที,ใช้ศึกษาก่อนหน้านี�กบัดเีอนเอของไลน์ ๑ สว่นปลาย ๕ ไพรม ์มทีั �งที�ใชว้ธิ ีCOBRA-

LINE17 ซึ�งเป็นวธิกีารวดัระดบัเมธลิเลชั �นดว้ยเทคนิคผสมโดยใชก้ารตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ และวดัระดบั

อตัราสว่นการเรอืงแสดงของชิ�นสว่นของดเีอนเอที�ใหเ้ป็นตวัแทนของ CpG ที�มเีมธลิเลชั �นและสว่นที�ไม่ม ีที�เกดิ

จากการตดั ณ บรเิวณ CpG ที�ถูกดดัแปลงแลว้ดว้ยวธิไีบซลัไฟต ์และนอกจากวธิ ีCOBRA-LINE1 แลว้

การศกึษาดา้นปลาย ๕ ไพรมย์งัมกีารใชว้ธิกีารแสดงค่าดว้ยเครื�องไพโรซเีควนซิ�ง เชน่เดยีวกบัที�ใชก้บัการวดั

ระดบัเมธลิเลชั �นที�ปลาย ๓ ไพรมใ์นการศกึษาครั �งนี� 

 ๒. ตาํแหน่งของบรเิวณไลน์ ๑ ที�ทาํการศกึษาต่างกนั ไดแ้ก ่การศกึษานี�เป็นการศกึษาระดบัเมธลิ

เลชั �นของไลน์ ๑ ที�ปลาย ๓ ไพรมใ์นขณะที�การศกึษากอ่นหน้านี� ทั �งนี�เมื�อเปรยีบเทยีบกบั การศกึษาดว้ยวธิ ี

COBRA-LINE1 7,8 และวธิศีกึษาจากชดุตรวจวดัระดบัเมธลิเลชั �นของไลน์ ๑ ของบรษิทั QIAGEN ที�เป็นที�

นิยมใชท้ั �วไป 6,9 เป็นการศกึษาโดยใชล้าํดบัดเีอนเอของไลน์ ๑ ที�ตําแหน่งปลาย ๕ ไพรม ์ณ ตําแหน่งที�เป็น

โปรโมเตอรแ์ละมลีกัษณะเป็น CpG rich แสดงไดด้งันี� (จากลาํดบัดเีอนเอตวัเตม็ดา้นปลาย ๕ ไพรมใ์น

ภาคผนวก ๑) 

GGGGGAGGAGCCAAGATGGCCGAATAGGAACAGCTCCGGTCTACAGCTCCCAGCGTGAGCGACGCAGAAGACGGTGATTTCTGCATTTCCATCTGAGGT

ACCGGGTTCATCTCACTAGGGAGTGCCAGACAGTGGGCGCAGGCCAGTGTGTGTGCGCACCGTGCGCGAGCCGAAGCAGGGCGAGGCATTGCCTCACCT

GGGAAGCGCAAGGGGTCAGGGAGTTCCCTTTCTGAGTCAAAGAAAGGGGTGACGGTCGCACCTGGAAAATCGGGTCACTCCCACCCGAATATTGCGCTT

TTCAGACCGGCTTAAGAAACGGCGCACCACGAGACTATATCCCACACCTGGCTCGGAGGGTCCTACGCCCACGGAATCTCGCTGATTGCTAGCACAGCA

GTCTGAGATCAAACTGCAAGGCGGCAACGAGGCTGGGGGAGGGGCGCCCGCCATTGCCCAGGCTTGCTTAGGTAAACAAAGCAGCCGGGAAGCTCGAAC

TGGGTGGAGCCCACCACAGCTCAAGGAGGCCTGCCTGCCTCTGTAGGCTCCACCTCTGGGGGCAGGGCACAGACAAACAAAAAGGCAGCAGTAACCTCT

GCAGACTTAAGTGTCCCTGTCTGACAGCTTTGAAGAGAGCAGTGGTTCTCCCAGCACGCAGCTGGAGATCTGAGAACGGGCAGACAGACTGCCTCCTCA

AGTGGGTCCCTGACTCCTGACCCCCGAGCAGCCTAACTGGGAGGCACCCCCCAGCAGGGGCACACTGACACCTCACACGGCAGGGTATTCCAACAGACC

TGCAGCTGAGGGTCCTGTCTGTTAGAAGGAAAACTAACAACCAGAAAGGACATCTACACCGAAAACCCATCTGTACATCACCATCATCAAAGACCAAAA

GTAGATAAAACCACAAAG 

Note: underlined = CpG island 

 GCGCAAGGGGTCAGGGAGTTCCCTTT 5'CCGTAAGGGGTTAGGGAGTTTTT3' COBRA-LINE1 F 7 

 CCGA    COBRA-LINE1 TaqI (TCGA) restriction site 



 TTAA    COBRA-LINE1 TasI (TTAA) restriction site 

 CCCACACCTGGCTCGGAGGGTCCTAC 5'RTAAAACCCTCCRAACCAAATATAAA3' COBRA-LINE1 R 7 

 CCGGCTTAAGAAACGGCGCACCACGA Pyromark (Qaigen Kit) LINE1 analysis Region 

 ๓) จาํนวนของตาํแหน่ง CpG ที�ใชเ้ป็นตวัแทนเพื�อวดัระดบัเมธลิเลชั �นแตกตา่งกนั (ดลูาํดบัดเีอนเอ

ในขอ้ ๒ ประกอบ) ทั �งนี�การศกึษาโดยใชว้ธิ ีCOBRA-LINE1 ทาํการวดัระดบัเมธลิเลชั �นของ CpG ๒ ตําแหน่ง 

แยกทลีะครั �งก่อนนํามาเฉลี�ย  เหมอืนกบัการศกึษาครั �งนี�ที�วดั ๒ ตาํแหน่ง (แต่เป็นปลาย ๓ ไพรม)์ ในขณะที�

ชดุวดัระดบัเมธลิเลชั �นของไลน์ ๑ สาํเรจ็รปูวดัและเฉลี�ยคา่เมธลิเลชั �นของ CpG จาํนวน ๔ ตําแหน่ง 

(ภาคผนวก ๔) 

 อนึ�งการวดัระดบัเมธลิเลชั �นดว้ยวธิไีพโรซเีควนซิ�ง สิ�งที�ควรตระหนกัโดยเฉพาะอยา่งยิ�งในกรณีที�

ศกึษาในลาํดบัดเีอนเอ IRS หรอืลาํดบัดเีอนเอที�มหีลาย copy และมคีวามหลากหลายอื�นๆ ผูว้จิยัตอ้งใหค้วาม

ระมดัระวงักรณีที�ลาํดบัของดเีอนเอมคีวามแตกต่างกนัภายใน copy โดยที�หวัทา้ยของ copy สามารถจบัไดก้บั

ไพรเ์มอรท์ี�จาํเพาะ แต่ภายในซึ�งมคีวามแตกต่างของลาํดบัดเีอนเอ จะทาํใหต้าํแหน่งของดเีอนเอที�ลอ็กไวเ้พื�อ

วดัสญัญาณจะเปลี�ยนแปลง ไมเ่ป็นไปตามลาํดบัที�คาดไว ้และจะทาํใหเ้กดิการแปรปรวนกบัการแปลผล เชน่ที�

เกดิขึ�นกบัลาํดบัดเีอนเอของไลน์ ๑ จากการศกึษานี� (กรณีนี�เชน่เดยีวกบัความแปรปรวนของการวเิคราะหด์ว้ย

ไพโรซเีควนซิ�ง ซึ�งสามารถเกดิขึ�นไดเ้นื�องจากม ีvariation ของดเีอนเอชนิด de novo mutation ทั �งประเภท 

insertion และ deletion เกดิขึ�น) ผูว้จิยัเสนอขอ้ไพโรซเีควนซิ�ง กบัลาํดบัซํ�าๆ 

 จากผลการศกึษา สรปุไดว้่าวดัระดบัเมธลิเลชั �นแบบ matched case-control ดว้ยวธิไีพโรซเีควนซิ�งที� 

CpG ๒ ตําแหน่งบรเิวณปลาย ๓ ไพรมข์องลาํดบัดเีอนเอของไลน์ ๑ ไมพ่บนยัสาํคญัระหวา่งการเปรยีบเทยีบ

ในกลุ่มมะเรง็ปอดและมะเรง็ลาํไสใ้หญ่ชนิดอะดโินคารซ์โินมา กบักลุ่มควบคมุที�เป็นดเีอนเอจากผูป้่วยราย

เดยีวกนั อยา่งไรกต็ามแนวทางการวจิยัในอนาคตที�เป็นไปได ้สามารถใชร้ปูแบบการวจิยัและวธิกีารเดยีวกนั 

(ไพโรซเีควนซิ�ง) ในตาํแหน่งไลน์ ๑ บรเิวณดงักล่าว เพื�อหาความสมัพนัธข์องระดบัเมธลิเลชั �นในรปูแบบที�

แตกต่างออกไป เชน่ 

 ก) เปรยีบเทยีบระดบัเมธลิเลชั �นของไลน์ ๑ บรเิวณปลาย ๓ ไพรมแ์ละ ๕ ไพรม ์ 

 ข) ขยายขนาดของกลุ่มตวัอยา่งที�ศกึษาใหม้ากกว่าการศกึษาครั �งนี�  

 ค) เพิ�มของชิ�นเนื�อมะเรง็ชนิดอื�นๆ ซึ�งอาจมนีัยสาํคญัต่อการเปลี�ยนแปลงระดบัเมธลิเลชั �นที�ไมใ่ชช่ิ�น

เนื�อมะเรง็ปอดและมะเรง็ลาํไสใ้หญ่ชนิดอะดโินคารซ์โินมา 7 

 ง) การเปรยีบเทยีบวธิตีรวจวดัทั �งแบบ COBRA-LINE1 วธิไีพโรซเีควนซิ�ง และวธิอีื�นๆ รว่มกนั 
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Output จากโครงการวิจยัที,ได้รบัทุนจาก สกว. 

๑. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาต ิ(ระบุชื�อผูแ้ต่ง ชื�อเรื�อง ชื�อวารสาร ปี เล่มที� เลขที� และ
หน้า) 

 ผลงานการวิจยัหลกั ยงัไม่มนีัยสาํคญัพอที�จะไดร้บัการตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาติ
ในขณะนี� อยา่งไรกต็ามผูว้จิยัไดใ้ชท้นุสนบัสนุนสว่นเดยีวกนัในการดาํเนนิงานวิจยัรอง เรื�อง 
"MPS6 gene mutation" ไปพรอ้มกนั และคาดว่าผลจากงานวจิยัรองน่าจะไดร้บัการสง่ไปขอรบั
การตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาตภิายในกลางปี พ.ศ. ๒๕๕๖ เพื�อใหบ้รรลุ วตัถุประสงคข์อง
ผูใ้หท้นุนกัวจิยัรุน่ใหม ่สกว. และจุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  โดยผูว้จิยัจะทาํการแจง้ความคบืหน้า
ใหฝ้า่ยวชิาการของ สกว. ทราบเมื�อมกีารสง่ขอตพีมิพ ์และเมื�อไดร้บัการตพีมิพเ์รยีบรอ้ยแลว้
ต่อไป 

 
๒. การนําผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 
 ๒.๑ เชงิพาณิชย ์(มกีารนําไปผลติ/ขาย/ก่อใหเ้กดิรายได ้หรอืมกีารนําไปประยกุตใ์ชโ้ดยภาค
ธุรกจิ/บุคคลทั �วไป) - (ไม่มี) 

๒.๒ เชงินโยบาย (มกีารกาํหนดนโยบายองิงานวจิยั/เกดิมาตรการใหม่/เปลี�ยนแปลงระเบยีบ
ขอ้บงัคบัหรอืวธิทีาํงาน) - (ไม่มี) 

๒.๓ เชงิสาธารณะ (มเีครอืขา่ยความร่วมมอื/สรา้งกระแสความสนใจในวงกวา้ง) - (ไม่มี) 

๒.๔ เชงิวชิาการ (มกีารพฒันาการเรยีนการสอน/สรา้งนกัวจิยัใหม่) 
ผูว้จิยัไดใ้ชส้ว่นหนึ�งของรายงานวจิยัฉบบัสมบรูณ์นี� เป็น statndard protocol 

สาํหรบัใหน้ิสติบณัฑติศกึษาและนักวทิยาศาสตรใ์นกลุม่วจิยัใชเ้ป็นแนวทางในการใชเ้ครื�องไพโรซเีคว
นซิ�งทั �งในแงข่องการออกแบบการทดลองและการออกแบบลาํดบัดเีอนเอที�จะใชศ้กึษา ทั �งในแบบ 

ก) การใชเ้พื�อตรวจหาการกลายพนัธุข์อง genomic DNA 
 ข) การตรวจวดัระดบัเมธลิเลชั �นทั �งแบบวดัทั �วทั �งจโีนมโดยใช ้IRS ชนิดไลน์ ๑ หรอื IRS อื�นๆ 
เป็นเครื�องหมายตดิตาม และแบบที�เป็นการวดัเมธลิเลชั �นเฉพาะตาํแหน่ง (โปรโมเตอร ์หรอืบรเิวณอื�น
ของยนี) 

 
๓. อื�นๆ (เชน่ ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการในประเทศ การเสนอผลงานในที�ประชมุวชิาการ 
หนังสอื การจดสทิธบิตัร) 
 ผลของการวจิยัไดร้บัการนําเสนอใน "การประชมุ "นกัวจิยัรุน่ใหมพ่บเมธวีจิยัอาวุโส สกว." 
ครั �งที� ๑๒ ระหวา่งวนัที� ๑๐-๑๒ ตุลาคม ๒๕๕๕ ณ โรงแรมฮอลเิดย ์อนิน์ รสีอรท์ รเีจน้ท ์บชี ชะอาํ 
จงัหวดัเพชรบรุ ี(ภาคผนวก ๕) 



ภาคผนวก ๑) gi|307102|gb|L19092.1 sequence11 

(A) ส่วน 5'UTR (ในกล่องสี�เหลี�ยมคือ CpG island) ) 
GGGGGAGGAGCCAAGATGGCCGAATAGGAACAGCTCCGGTCTACAGCTCCCAGCGTGAGCGACGCAGAAGACGGTGATTTCTGCATTTCCATCTGAGGTACCGGGTTCATCTC

ACTAGGGAGTGCCAGACAGTGGGCGCAGGCCAGTGTGTGTGCGCACCGTGCGCGAGCCGAAGCAGGGCGAGGCATTGCCTCACCTGGGAAGCGCAAGGGGTCAGGGAGTTCCC

TTTCTGAGTCAAAGAAAGGGGTGACGGTCGCACCTGGAAAATCGGGTCACTCCCACCCGAATATTGCGCTTTTCAGACCGGCTTAAGAAACGGCGCACCACGAGACTATATCC

CACACCTGGCTCGGAGGGTCCTACGCCCACGGAATCTCGCTGATTGCTAGCACAGCAGTCTGAGATCAAACTGCAAGGCGGCAACGAGGCTGGGGGAGGGGCGCCCGCCATTG

CCCAGGCTTGCTTAGGTAAACAAAGCAGCCGGGAAGCTCGAACTGGGTGGAGCCCACCACAGCTCAAGGAGGCCTGCCTGCCTCTGTAGGCTCCACCTCTGGGGGCAGGGCAC

AGACAAACAAAAAGGCAGCAGTAACCTCTGCAGACTTAAGTGTCCCTGTCTGACAGCTTTGAAGAGAGCAGTGGTTCTCCCAGCACGCAGCTGGAGATCTGAGAACGGGCAGA

CAGACTGCCTCCTCAAGTGGGTCCCTGACTCCTGACCCCCGAGCAGCCTAACTGGGAGGCACCCCCCAGCAGGGGCACACTGACACCTCACACGGCAGGGTATTCCAACAGAC

CTGCAGCTGAGGGTCCTGTCTGTTAGAAGGAAAACTAACAACCAGAAAGGACATCTACACCGAAAACCCATCTGTACATCACCATCATCAAAGACCAAAAGTAGATAAAACCA

CAAAG 

(B) ส่วน ORF1 

ATGGGGAAAAAACAGAACAGAAAAACTGGAAACTCTAAAACGCAGAGCGCCTCTCCTCCTCCAAAGGAACGCAGTTCCTCACCAGCAACAGAACAAAGCTGGATGGAGAATGA

TTTTGACGAGCTGAGAGAAGAAGGCTTCAGACGATCAAATTACTCTGAGCTACGGGAGGACATTCAAACCAAAGGCAAAGAAGTTGAAAACTTTGAAAAAAATTTAGAAGAAT

GTATAACTAGAATAACCAATACAGAGAAGTGCTTAAAGGAGCTGATGGAGCTGAAAACCAAGGCTCGAGAACTACGTGAAGAATGCAGAAGCCTCAGGAGCCGATGCGATCAA

CTGGAAGAAAGGGTATCAGCAATGGAAGATGAAATGAATGAAATGAAGCGAGAAGGGAAGTTTAGAGAAAAAAGAATAAAAAGAAATGAGCAAAGCCTCCAAGAAATATGGGA

CTATGTGAAAAGACCAAATCTACGTCTGATTGGTGTACCTGAAAGTGATGTGGAGAATGGAACCAAGTTGGAAAACACTCTGCAGGATATTATCCAGGAGAACTTCCCCAATC

TAGCAAGGCAGGCCAACGTTCAGATTCAGGAAATACAGAGAACGCCACAAAGATACTCCTCGAGAAGAGCAACTCCAAGACACATAATTGTCAGATTCACCAAAGTTGAAATG

AAGGAAAAAATGTTAAGGGCAGCCAGAGAGAAAGGTCGGGTTACCCTCAAAGGAAAGCCCATCAGACTAACAGTGGATCTCTCGGCAGAAACCCTACAAGCCAGAAGAGAGTG

GGGGCCAATATTCAACATTCTTAAAGAAAAGAATTTTCAACCCAGAATTTCATATCCAGCCAAACTAAGCTTCATAAGTGAAGGAGAAATAAAATACTTTATAGACAAGCAAA

TGTTGAGAGATTTTGTCACCACCAGGCCTGCCCTAAAAGAGCTCCTGAAGGAAGCGCTAAACATGGAAAGGAACAACCGGTACCAGCCGCTGCAAAATCATGCCAAAATG 

(C) สว่นรอยตอ่ระหวา่ง ORF1 และ ORF2 
TAAAGACCATTGAGACTAGGAAGAAACTGCATCAACTAATGAGCAAAATCACCAGCTAACATCATA 

 

(D) ส่วน ORF2 

ATGACAGGATCAAATTCACACATAACAATATTAACTTTAAATATAAATGGACTAAATTCTGCAATTAAAAGACACAGACTGGCAAGTTGGATAAAGAGTCAAGACCCATCAGT

GTGCTGTATTCAGGAAACCCATCTCACGTGCAGAGACACACATAGGCTCAAAATAAAAGGATGGAGGAAGATCTACCAAGCCAATGGAAAACAAAAAAAGGCAGGGGTTGCAA

TCCTAGTCTCTGATAAAACAGACTTTAAACCAACAAAGATCAAAAGAGACAAAGAAGGCCATTACATAATGGTAAAGGGATCAATTCAACAAGAGGAGCTAACTATCCTAAAT

ATTTATGCACCCAATACAGGAGCACCCAGATTCATAAAGCAAGTCCTGAGTGACCTACAAAGAGACTTAGACTCCCACACATTAATAATGGGAGACTTTAACACCCCACTGTC

AACATTAGACAGATCAACGAGACAGAAAGTCAACAAGGATACCCAGGAATTGAACTCAGCTCTGCACCAAGCAGACCTAATAGACATCTACAGAACTCTCCACCCCAAATCAA

CAGAATATACCTTTTTTTCAGCACCACACCACACCTATTCCAAAATTGACCACATAGTTGGAAGTAAAGCTCTCCTCAGCAAATGTAAAAGAACAGAAATTATAACAAACTAT

CTCTCAGACCACAGTGCAATCAAACTAGAACTCAGGATTAAGAATCTCACTCAAAGCCGCTCAACTACATGGAAACTGAACAACCTGCTCCTGAATGACTACTGGGTACATAA

CGAAATGAAGGCAGAAATAAAGATGTTCTTTGAAACCAACGAGAACAAAGACACCACATACCAGAATCTCTGGGACGCATTCAAAGCAGTGTGTAGAGGGAAATTTATAGCAC

TAAATGCCTACAAGAGAAAGCAGGAAAGATCCAAAATTGACACCCTAACATCACAATTAAAAGAACTAGAAAAGCAAGAGCAAACACATTCAAAAGCTAGCAGAAGGCAAGAA

ATAACTAAAATCAGAGCAGAACTGAAGGAAATAGAGACACAAAAAACCCTTCAAAAAATCAATGAATCCAGGAGCTGGTTTTTTGAAAGGATCAACAAAATTGATAGACCGCT

AGCAAGACTAATAAAGAAAAAAAGAGAGAAGAATCAAATAGACACAATAAAAAATGATAAAGGGGATATCACCACCGATCCCACAGAAATACAAACTACCATCAGAGAATACT

ACAAACACCTCTACGCAAATAAACTAGAAAATCTAGAAGAAATGGATACATTCCTCGACACATACACTCTCCCAAGACTAAACCAGGAAGAAGTTGAATCTCTGAATAGACCA

ATAACAGGCTCTGAAATTGTGGCAATAATCAATAGTTTACCAACCAAAAAGAGTCCAGGACCAGATGGATTCACAGCCGAATTCTACCAGAGGTACATGGAGGAACTGGTACC

ATTCCTTCTGAAACTATTCCAATCAATAGAAAAAGAGGGAATCCTCCCTAACTCATTTTATGAGGCCAGCATCATTCTGATACCAAAGCCGGGCAGAGACACAACCAAAAAAG

AGAATTTTAGACCAATATCCTTGATGAACATTGATGCAAAAATCCTCAATAAAATACTGGCAAACCGAATCCATTAGCACATCAAAAAGCTTATCCACCATGATCAAGTGGGC

TTCATCCCTGGGATGCAAGGCTGGTTCAATATACGCAAATCAATAAATGTAATCCAGCATATAAACAGAGCCAAAGACAAAAACCACATGATTATCTCAATAGATGCAGAAAA

AGCCTTTGACAAAATTCAACAACCCTTCATGCTAAAAACTCTCAATAAATTAGGTATTGATGGGACGTATTTCAAAATAATAAGAGCTATCTATGACAAACCCACAGCCAATA

TCATACTGAATGGGCAAAAACTGGAAGCATTCCCTTTGAAAACCGGCACAAGACAGGGATGCCCTCTCTCACCGCTCCTATTCAACATAGTGTTGGAAGTTCTGGCCAGGGCA

ATCAGGCAGGAGAAGGAAATAAAGGGTATTCAATTAGGAAAAGAGGAAGTCAAATTGTCCCTGTTTGCAGACGACATGATTGTATATCTAGAAAACCCCATCGTCTCAGCCCA

AAATCTCCTTAAGCTGATAAGCAACTTCAGCAAAGTCTCAGGATACAAAATCAATGTACAAAAATCACAAGCATTCTTATACACCAACAACAGACAAACAGAGAGCCAAATCA

TGGGTGAACTCCCATTCGTAATTGCTTCAAAGAGAATAAAATACCTAGGAATCCAACTTACAAGGGATGTGAAGGACCTCTTCAAGGAGAACTACAAACCACTGCTCAAGGAA

ATAAAAGAGGACACAAACAAATGGAAGAACATTCCATGCTCATGGGTAGGAAGAATCAATATCGTGAAAATGGCCATACTGCCCAAGGTAATTTACAGATTCAATGCCATCCC

CATCAAGCTACCAATGACTTTCTTCACAGAATTGGAAAAAACTACTTTAAAGTTCATATGGAACCAAAAAAGAGCCCGCATTGCCAAGTCAATCCTAAGCCAAAAGAACAAAG

CTGGAGGCATCACACTACCTGACTTCAAACTATACTACAAGGCTACAGTAACCAAAACAGCATGGTACTGGTACCAAAACAGAGATATAGATCAATGGAACAGAACAGAGCCC

TCAGAAATAATGCCGCATATCTACAACTATCTGATCTTTGACAAACCTGAGAAAAACAAGCAATGGGGAAAGGATTCCCTATTTAATAAATGGTGCTGGGAAAACTGGCTAGC

CATATGTAGAAAGCTGAAACTGGATCCCTTCCTTACACCTTATACAAAAATCAATTCAAGATGGATTAAAGATTTAAACGTTAAACCTAAAACCATAAAAACCCTAGAAGAAA

ACCTAGGCATTACCATTCAGGACATAGGCGTGGGCAAGGACTTCATGTCCAAAACACCAAAAGCAATGGCAACAAAAGACAAAATTGACAAATGGGATCTAATTAAACTAAAG

AGCTTCTGCACAGCAAAAGAAACTACCATCAGAGTGAACAGGCAACCTACAACATGGGAGAAAATTTTCGCAACCTACTCATCTGACAAAGGGCTAATATCCAGAATCTACAA

TGAACTCAAACAAATTTACAAGAAAAAAACAAACAACCCCATCAAAAAGTGGGTGAAGGACATGAACAGACACTTCTCAAAAGAAGACATTTATGCAGCCAAAAAACACATGA

AGAAATGCTCATCATCACTGGCCATCAGAGAAATGCAAATCAAAACCACTATGAGATATCATCTCACACCAGTTAGAATGGCAATCATTAAAAAGTCAGGAAACAACAGGTGC

TGGAGAGGATGCGGAGAAATAGGAACACTTTTACACTGTTGGTGGGACTGTAAACTAGTTCAACCATTGTGGAAGTCAGTGTGGCGATTCCTCAGGGATCTAGAACTAGAAAT

ACCATTTGACCCAGCCATCCCATTACTGGGTATATACCCAAATGAGTATAAATCATGCTGCTATAAAGACACATGCACACGTATGTTTATTGCGGCACTATTCACAATAGCAA

AGACTTGGAACCAACCCAAATGTCCAACAATGATAGACTGGATTAAGAAAATGTGGCACATATACACCATGGAATACTATGCAGCCATAAAAAATGATGAGTTCATATCCTTT

GTAGGGACATGGATGAAATTGGAAACCATCATTCTCAGTAAACTATCGCAAGAACAAAAAACCAAACACCGCATATTCTCACTCATAGGTGGGAATT 

(D) ส่วน 3'UTR 

GAACAATGAGATCACATGGACACAGGAAGGGGAATATCACACTCTGGGGACTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGCATTGGGAGATATACCTAATGCTAGATGAC

ACATTAGTGGGTGCAGCGCACCAGCATGGCACATGTATACATATGTAACTAACCTGCACAATGTGCACATGTACCCTAAAACTTAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAAA 



ภาคผนวก ๒) การเปลี�ยนลาํดบัดีเอนเอ เพื�อการวิเคราะห์ระดบัเมธิลเลชั �น 

 การออกแบบไพรเมอรเ์พื�อวดัระดบัเมธลิเลชั �น ณ ตาํแหน่ง CpG ในลาํดบัดเีอนเอใดใด 

จาํเป็นตอ้งทําการเปลี�ยนลาํดบัดเีอนเอเสมอืนผลที�เกดิขึ�นหลงัจากการเปลี�ยนดว้ยสารไบซลัไฟต ์(Bisulfate 

solution) เพื�อที�จะเปลี�ยน C นิวคลโีอไทด ์และ CpG ที�ไมถ่กูเตมิหมูเ่มธลิเลชั �นใหก้ลายเป็น T นวิคลโีอไทด ์ 

 โดยสามารถทาํไดโ้ดยใชโ้ปรแกรม word processing ทั �วไป ยกตวัอยา่งเชน่การวเิคราะหร์ะดบัเมธลิ

เลชั �นของลาํดบัดเีอนเอสว่น 3'UTR ณ บรเิวณปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ (L19092.1) ประกอบดว้ย CpG ๒ 

ตาํแหน่งซึ�งถูกระบายดว้ยเฉดสเีทา 

GAACAATGAGATCACATGGACACAGGAAGGGGAATATCACACTCTGGGG

ACTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGCATTGGGAGATATAC

CTAATGCTAGATGACACATTAGTGGGTGCAGCGCACCAGCATGGCACAT

GTATACATATGTAACTAACCTGCACAATGTGCACATGTACCCTAAAACT

TAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 ในกระบวนการทดลองและวเิคราะหก์ารเปลี�ยนแปลงระดบัเมธลิเลชั �น ณ ตําแหน่ง C ของไดนิวคลโีอ

ไทด ์CpG ซึ�งจะตอ้งมกีารดดัแปลงลาํดบัดเีอนเอที�สนใจ ดว้ยการเตมิสารไบซลัไฟต์โดยปจัจุบนัสามารถ

ใชช้ดุดดัแปลงสาํเรจ็รปูที�มขีายตามทอ้งตลาด (เชน่ EZ DNA methylation kit, Sigma Ltd.) โดยจะเปลี�ยนนิ

วคลโีอไทด ์๒ ประเภทไดแ้ก ่ 

 ก) นิวคลโีอไทด ์C (ที�ไม่ม ีG เป็นตวัถดัไปในทศิทาง ๓ ไพรม)์ หรอื non-CpG C 

 ข) ไดนิวคลโีอไทด ์CpG (C ที�ม ีG เป็นตวัถดัไปในทศิทาง ๓ ไพรม)์ ที�ไม่ถกูเตมิหมูเ่มธลิ 

 โดย C ทั �ง ๒ ประเภทนี� จะถกูเปลี�ยนใหเ้ป็น T โดยการวดัระดบัเมธลิเลชั �นที�ตาํแหน่ง CpG 

นี�จะเป็นการวดัระดบัสมัพทัธ์ของ C ที�ไม่ถูกเปลี�ยน T (เปรยีบเทยีบกบั C ที�เป็น non-CpG ในลาํดบัดเีอนเอ

บรเิวณเดยีวกนั ซึ�งจะตอ้งถูกเปลี�ยนเป็น T ทั �งหมด เมื�อการดดัแปลงดเีอนเอ

ดว้ยวธิไีบซลัไฟตเ์กดิขึ�นอยา่งสมบูรณ์) 

 จากตวัอยา่งของลาํดบัดเีอนเอของ 3'UTR บรเิวณปลาย ๓ ไพรมข์องไลน์ ๑ ขา้งตน้ นิวคลโีอไทด ์C 

(non-CpG)  จะถกูเปลี�ยนเป็น t ดงันี� 

GAAtAATGAGATtAtATGGAtAtAGGAAGGGGAATATtAtAtTtTGGGG

AtTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGtATTGGGAGATATAt

tTAATGtTAGATGAtAtATTAGTGGGTGtAGCGtAttAGtATGGtAtAT



GTATAtATATGTAAtTAAttTGtAtAATGTGtAtATGTAtttTAAAAtT

TAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 ทั �งนี�วธิกีารที�กล่าวมาทั �งหมดนี�สามารถใชก้บัการวเิคราะหล์าํดบัดเีอนเอของ IRS 

ซึ�งเป็นการวดัระดบัเมธลิเลชั �นเฉลี�ยของ IRS หลายๆ ตาํแหน่ง  ที�แทรกอยูใ่นจโีนม (และจาํเพาะกบัไพรเ์มอร์

เดยีวกนั) และใชไ้ดก้บัการวเิคราะหร์ะดบัเมธลิเลชั �นของลําดบัดเีอนเอเฉพาะบรเิวณ (specific locus) เชน่

กรณ๊ตอ้งการวเิคราะหก์ารเปลี�ยนแปลงระดบัเมธลิเลชั �นของบรเิวณโปรโมเตอรข์องยนีบางยนี 

ภาคผนวก ๓) การใช้โปรแกรมออกแบบไพรเ์มอร ์PRIMER3 

 เมื�อทาํการดดัแปลงลาํดบัดเีอนเอ ดว้ยเสมอืนว่าผา่นกระบวนการไบซลัไฟต์ ดงัที�ปรากฏในภาคผนวก 

2) แลว้ใหนํ้าลาํดบัดเีอนเอดงักล่าวไปคาํนวณเพื�อหาไพรเ์มอรจ์าํเพาะเพื�อเพิ�มปรมิาณดเีอนเอสว่นดงักล่าว

เพื�อใชใ้นการวเิคราะหโ์ดยใชโ้ปรแกรมสาํหรบัเสรจ็รปูไพรเมอร ์๓ (PRIMER3) ที�เวบไซต์ 

http://frodo.wi.mit.edu/ ซึ�งสามารถใชอ้อนไลน์โดยไมเ่สยีคา่ใชจ้่าย ไพรเ์มอรท์ี�ไดป้รากฏอยูใ่นกรอบสี�เหลี�ยม 

GAAtAATGAGATtAtATGGAtAtAGGAAGGGGAATATtAtAtTtTGGGG

AtTGTGGTGGGGTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGtATTGGGAGATATAt

tTAATGtTAGATGAtAtATTAGTGGGTGtAGCGtAttAGtATGGtAtAT

GTATAtATATGTAAtTAAttTGtAtAATGTGtAtATGTAtttTAAAAtT

TAGAGTATAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

OLIGO  start len tm gc% any 3' seq  

LEFT PRIMER  39 20 57.13 40.00 4.00   0.00  AtAtTtTGGGGAtTGTGGTG 

RIGHT PRIMER 169    34    53.94 17.65 10.00 6.00 CAaaTTAaTTACATATaTATACATaTaCCATaCT 

PRODUCT SIZE: 131, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 3.00 

 

    1 GAAtAATGAGATtAtATGGAtAtAGGAAGGGGAATATtAtAtTtTGGGGAtTGTGGTGGG 

                                            >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>   

   61 GTCGGGGGAGGGGGGAGGGATAGtATTGGGAGATATAttTAATGtTAGATGAtAtATTAG 

                                                                   

  121 TGGGTGtAGCGtAttAGtATGGtAtATGTATAtATATGTAAtTAAttTGtAtAATGTGtA 

                     <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<            

  181 tATGTAtttTAAAAtTTAGAGTATAAT 

Note: >>>>>> left primer   <<<<<< right primer 



ภาคผนวก ๔) บรเิวณวเิคราะหร์ะดบัเมธลิเลชั 5น ของชุดตรวจสาํเรจ็รปู Pyromark อยูใ่นทศิทาง Reverse-

complementry กบัลาํดบัดเีอนเอไลน์ ๑ ตวัเตม็ (L19092.1) 

 

(http://www.pyrosequencing.com/DynPage.aspx?id=14600#line) 

a และ t คอืนิวคลโีอไทดท์ี5จะไมป่รากฏอยูใ่นลาํดบัดเีอนเอจรงิและเตมิลงไปเพื5อควบคุมสญัญาณ ซึ5งตาํแหน่ง

ดงักล่าวจะไมป่รากฏสญัญานขึZน (negative signal control) 

RV str bisulfite  aTT/CaGTGGTGT/CaGtT/CaGTTTtTTtAAGtT/CtGG Rev+comp(5' to 3')     
RV str bisulfite    TC/T GTGGTGC/T GtC/T GTTTtTT AAGtC/T GG Rev+comp(5' to 3')     
RV str     TC   GTGGTGC   GcC   GTTTcTT AAGcC   GG Rev+comp(5' to 3')     
Ref str (L19092.1)  AG  CACCACG   CGG   CAAAGAA TTCGG   CC    (3' to 5') 
 
Ref str (L19092.1)  CCG GCT TAA GAA ACG GCG CAC CAC GA    (5' to 3') 

 

Note: RV str = reverse strand 

 Ref str = reference strand 

 Rev = reverse direction  

 comp = complementary sequences 

PyroMark Q24 CpG LINE-1 Handbook 

(http://www.qiagen.com/resources/Download.aspx?id={D8398084-4746-4EB3-BCA3-

04AE6CB28429}&lang=en&ver=1)  



ภาคผนวก ๕) โปสเตอร ์การประชมุ "นกัวจิยัรุน่ใหมพ่บเมธวีจิยัอาวโุส สกว." ครั �งที� ๑๒ ระหว่างวนัที� ๑๐-

๑๒ ตุลาคม ๒๕๕๕ ณ โรงแรมฮอลเิดย ์อนิน์ รสีอรท์ รเีจน้ท ์บชี ชะอาํ จงัหวดัเพชรบุร ี

 


