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Introduction: DNA methylation is one of epigenetic regulators that changes gene activity. 
Oxidative stress induced by chronic inflammation is a major cause of several cancers including 
cholangiocarcinoma (CCA).  Under cellular bombarding by oxidative stress most of cells die, 
whereas some can adapt to survive which is called “oxidative stress-resistant cells”.  We 
hypothesize that the oxidative stress-resistant cells should have stem cell property leading to the 
accumulation of cellular damage as well as epigenetic changes resulting in CCA carcinogenesis. 
Objective: To identify DNA methylation targets of oxidative stress and to induce oxidative stress-
resistant cell lines. 
Methods: We conducted methyl-binding domain capture sequencing (MBD Cap-seq) analysis on 
12 clinical specimens and an analysis with an oxidative stress marker and prognosis. The 
selected region was then verified by methylation specific PCR (MSP) and oxidative stress marker 
(8-oxodG) was measured using immunohistochemistry.  The oxidative stress-resistant cell lines 
(ox-MMNK1-L) were induced from an immortal cholangiocyte cell line (MMNK1). 
Results: Hypomethylation of insulin receptor substrate 1 (IRS1) and hypermethylation of early B 
cell factor 1 (EBF1) were identified as DNA methylation targets in related with oxidative stress 
and poor prognosis, respectively.  Both IRS1 and EBF1 play roles in several types of stem cell 
differentiations.  Moreover, high expression of IRS1 was significantly correlated with poor 
prognosis and high 8-oxodG formation. Interestingly, low expression of EBF1 and DNA 
hypermethylation of EBF1 promoter region were also significantly correlated with poor prognosis 
and trended to correlate with oxidative stress. Moreover, ox-MMNK1-L is oxidative stress-
resistant cells which were induced from MMNK1 cell by long term exposed with H2O2. 
Conclusions: IRS1 and EBF1 may be epigenetic targets of oxidative stress which play roles in 
CCA development. In addition, ox-MMNK-L cell line can be used as a model of oxidative stress–
related CCA. 
Further works: Functional analysis of IRS1 and EBF1 in CCA development should be further 
studied. 
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บทน า: DNA methylation เป็นกระบวนการควบคุมการแสดงออกของยนีเรยีกว่า การควบคุมเหนือ
พนัธุกรรม (epigenetics) oxidative stress เป็นสาเหตุหลกัในการเกดิมะเรง็หลายชนิดรวมถงึมะเรง็ท่อ
น ้าด ีโดยปกตแิลว้เซลลส์่วนใหญ่เมือ่อยูใ่นภาวะ oxidative stress จะถูกท าลายและท าใหเ้กดิการตาย แต่
มเีซลลบ์างเซลลท์ีส่ามารถปรบัตวัและมชีวีติอยูไ่ดเ้รยีกเซลลเ์หล่านัน้ว่า “เซลลท์ีด่ ือ้ต่อภาวะ oxidative 
stress” คณะวจิยัมสีมมตุฐิานว่าเซลลท์ีด่ ือ้ต่อภาวะ oxidative stress นัน้จะตอ้งมคีุณสมบตัขิองเซลลต์น้
ก าเนิดเพื่อใหเ้กดิการสะสมความผดิปกตต่ิางๆ รวมถงึการเปลีย่นแปลงการควบคุมเหนือพนัธุกรรมเป็น
ระยะเวลานานและท าใหเ้กดิมะเรง็ท่อน ้าดใีนทีสุ่ด 
วตัถปุระสงค:์ เพื่อคน้หาและบ่งชีช้นิดของยนีทีเ่ป็นเป้าหมายของการเปลีย่นแปลงกระบวนการ DNA 
methylation จากภาวะ oxidative stress และกระตุน้ใหเ้กดิเซลลท์ีด่ ือ้ต่อภาวะ oxidative stress 
วิธีทดลอง: คณะผูว้จิยัไดท้ าการทดลองโดยวธิ ีMBD Cap-seq analysis จากชิน้เน้ือผูป้ว่ยมะเรง็ท่อน ้าดี
จ านวน 12 ราย แลว้จากนัน้ไดค้ดัเลอืกยนีทีส่นใจและศกึษา methylation specific PCR (MSP) และ 
immunohistochemistry ในกลุ่มประชากรทีใ่หญ่ขึน้ ตวับ่งชีภ้าวะ oxidative stress ทีใ่ชค้อื 8-oxodG 
ผลการทดลอง: การเกดิ DNA hypomethylation ที ่insulin receptor substrate 1 (IRS1) และ 
hypermethylation ที ่early B cell factor 1 (EBF1) มคีวามสมัพนัธก์บัภาวะ oxidative stress และอตัรา
การรอดชพีทีต่ ่าตามล าดบั โดยทีท่ ัง้ IRS1 และ EBF1 ต่างเป็นโปรตนีทีท่ าหน้าทีเ่กีย่วขอ้งกบั
กระบวนการพฒันาของเซลลต์น้ก าเนิดหลายชนิด ทัง้นี้ในชิน้เน้ือมะเรง็ท่อน ้าดทีีม่กีารแสดงออกของ IRS1 
ทีส่งู และ EBF1 ทีต่ ่านัน้ท าใหอ้ตัราการรอดชพีของผูป้ว่ยต ่าลงอยา่งมนียัส าคญั เป็นทีน่่าสนใจว่าการเกดิ 
DNA hypermethylation ของ EBF1 นัน้กย็งัสมัพนัธก์บัอตัราการรอดชพีทีต่ ่าอยา่งมนียัส าคญัรวมถงึมี
แนวโน้มทีเ่กีย่วขอ้งกบัภาวะ oxidative stress ดว้ย นอกจากนี้แลว้คณะวจิยัไดป้ระสบความส าเรจ็ในการ
กระตุน้ใหเ้กดิเซลลท์ีด่ ือ้ต่อภาวะ oxidative stress จากเซลลท์่อน ้าด ี(MMNK1) โดยกระตุน้ดว้ย H2O2 

เป็นเวลานาน และไดต้ัง้ชื่อเซลลน์ัน้ว่า ox-MMNK1-L  
สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง: IRS1 และ EBF1 น่าจะเป็นเป้าหมายในการเปลีย่นการควบคุมเหนือ
พนัธุกรรมจากภาวะ oxidative stress ทีม่บีทบาทในการพฒันาของมะเรง็ท่อน ้าด ีนอกจากนี้แลว้ ox-
MMNK1-L สามารถน าไปใชใ้นการศกึษาผลของภาวะ oxidative stress กบัการเกดิมะเรง็ท่อน ้าดไีด้ 
ข้อเสนอแนะส าหรบังานวิจยัในอนาคต: ควรศกึษาบทบาทหน้าทีข่อง IRS1 และ EBF1 ในการเกดิ
มะเรง็ท่อน ้าด ี
ค าหลกั: DNA methylation, ภาวะเครยีดอ๊อกซเิดชัน่, มะเรง็ท่อน ้าด,ี เซลลต์น้ก าเนิด, IRS1, EBF1 
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