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	 บทคัดย่อ

วัตถุประสงค์:	 เพื่อศึกษาระดับการเติมหมู่เมทิลที่ยีน RUNX3 (RUNX3 methylation) ซึ่งเป็นยีนต้านมะเร็ง (tumor 

suppressor gene) ศึกษาระดับตัวบ่งชี้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น (total antioxidant status (TAS) และ protein 

carbonyl) ในเลือดและปัสสาวะของผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะเปรียบเทียบกับกลุ่มคนปกติ แล้วประเมินความสัมพันธ์

ระหว่างระดับ RUNX3 methylation กับระดับตัวบ่งชี้ภาวะเครียดจาก ออกซิเดชั่นและระดับ LINE-1 methylation

ผู้ป่วยและวิธีการศึกษา: กลุ่มตัวอย่างที่ศึกษาเป็นผู้ป่วยโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ จำ�นวน 20 ราย และกลุ่ม

ควบคุม จำ�นวน 18 ราย ทำ�การเก็บตัวอย่างปัสสาวะครั้งแรกในตอนเช้า (first morning urine) และเลือดแล้ว

วัดปริมาณการเติมหมู่เมทิลของ RUNX3 และ LINE-1 ในเซลล์เม็ดเลือดขาว ด้วยวิธี methylation-specific  

PCR และ combined bisulfate restriction analysis of LINE-1 (COBRA LINE-1) ตามลำ�ดบั วดัระดบั total antioxidant 

status (TAS) ในปัสสาวะ และระดับ protein carbonyl ในพลาสมา ด้วยวิธี DPPH และ DNPH assay ตามลำ�ดับ

ผลการศกึษา: ผูป้ว่ยมะเรง็กระเพาะปสัสาวะมรีะดบัการเตมิหมูเ่มทลิที ่RUNX3 สงูกวา่คนปกตอิยา่งมนียัสำ�คญั (P=0.048) 

ผลการศึกษาระดับตัวบ่งชี้ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นพบว่าผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีระดับ TAS ต่ำ�  แต่มีระดับ 

protein carbonyl สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำ�คัญ (P<0.001 และ P<0.001 ตามลำ�ดับ)โดยระดับการเติมหมู่เมทิล

ที่ RUNX3 มีความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับ TAS แต่สัมพันธ์เชิงบวกกับระดับ protein carbonyl (r=-0.538, P=0.004 

และ r=0.479, P=0.014 ตามลำ�ดับ) ขณะที่ระดับการเติมหมู่เมทิลของ LINE-1 ในผู้ป่วยต่ำ�กว่ากลุ่มควบคุม (P=0.012) 

โดยระดับการเติมหมู่เมทิลที่ RUNX3 มีความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับการเติมหมู่เมทิลของ LINE-1 (r=-0.428, P=0.026)

สรปุ: ในผูป้ว่ยมะเรง็กระเพาะปสัสาวะมภีาวะ hyper-methylation ของ RUNX3 ในเซลลเ์มด็เลอืดขาวสงูกวา่กลุม่ควบคมุ 

สัมพันธ์กับการเพิ่มขึ้นของภาวะเครียดทางออกซิเดชั่น และระดับ hypomethylation ของ LINE-1 ซึ่งอาจเป็นผลมาจาก

กลไกการเกิดโรคที่แตกต่างกัน หรือความแตกต่างต่อการตอบสนองต่อความเครียดทางออกซิเดชั่นในแต่ละยีน

คำ�สำ�คัญ: มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ หมู่เมทิลที่ยีน RUNX3  ภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น Line-1 methylation

นิพนธ์ต้นฉบับ

การเปลีย่นแปลงการเตมิหมูเ่มทลิในยนี RUNX3 สมัพนัธก์บัภาวะเครยีดจากออกซเิดชัน่

และการเกิดเมทิลเลชั่นของ LINE-1 ในผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ
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	 Abstract

Objective: To determine whether methylation level at the RUNX3 promoter, a promoter of tumor-

suppressor gene in peripheral blood-derived DNA was associated with levels of oxidative stress markers 

and methylation level at the long interspersed nuclear elements-1 (LINE-1), as a reflective of global DNA 

methylation in bladder cancer (BCa) patients. 

Material and Methods: Twenty BCa patients and 18 healthy individuals were recruited for the study.  

DNA methylation of RUNX3 and LINE-1 in peripheral blood cells was measured by methylation-specific 

PCR and combined bisulfite restriction analysis of LINE-1 (COBRA LINE-1). Urinary TAS and plasma 

protein carbonyl were determined by DPPH and DNPH methods, respectively.

Results: RUNX3 promoter methylation in peripheral blood cells of BCa patients were significantly higher 

than healthy controls (P=0.048). Urinary total antioxidant status (TAS) in BCa patients was significantly 

decreased, whereas plasma protein carbonyl was increased, compared to healthy controls (P<0.001 and 

P<0.001, respectively). Noticeably, RUNX3 methylation was negatively correlated with urinary TAS, but 

positively correlated with plasma protein carbonyl (r=-0.538, P=0.004 and r=0.479, P=0.014, respectively). 

Furthermore, LINE-1 methylation was significantly lower than healthy controls (P=0.012) and RUNX3 

methylation was strongly negatively correlated with LINE-1 methylation (r=-0.428, P=0.026).

Conclusion: Patients with BCa demonstrated hypermethylation of RUNX3 promoter associated with 

oxidative status, and inversely correlated with LINE-1 hypomethylation. Epigenetic modulation in 

bladder carcinogenesis is not universal uniform, supposedly due to multiple mechanisms or variable gene 

susceptibility to the oxidative stress.

Keywords:  bladder cancer, methylation level at the RUNX3, oxidative stress, LINE-1 methylation 
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บทนำ�

	 โรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะจัดเป็นหนึ่งในปัญหา

สาธารณสุขที่สำ�คัญในผู้สูงอายุ อุบัติการณ์ของโรคมะเร็ง

ชนิดนี้มีแนวโน้มสูงขึ้นทั่วทุกภูมิภาคของโลก รวมไปถึงใน

ประชากรไทยผูส้งูวยัอกีทัง้ยงัพบวา่เมื่อมกีารรกัษาแลว้ยงั

ไมห่ายขาดไดแ้ละกลบัเปน็ซ้ำ�ใหม ่พบวา่อบุตักิารณก์ารเกดิ

มะเรง็กระเพาะปสัสาวะในประชากรชาย มากกวา่หญงิ 3-4 

เท่า ยังพบมากเป็นอันดับที่ 4 จากมะเร็งทั้งหมด มีอัตรา

การตาย 4 และ 1.1 คนต่อประชากร 100,000 คนในเพศ

ชายและหญิงตามลำ�ดับ
1
 เนื่องจากผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะส่วนใหญ่ไม่มีอาการผิดปกติอย่างอื่นยกเว้นการ

พบปัสสาวะปนเลือดโดยไม่มีอาการเจ็บปวด ทำ�ให้การ

ตรวจพบมะเร็งชนิดนี้ล่าช้าด้วยเหตุนี้นักวิจัยจำ�นวนมาก

จึงมุ่งศึกษาที่จะหาสาเหตุ วิธีการป้องกัน และวิธีการตรวจ

สอบและรักษาโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะที่ฉับไวและมี

ประสิทธิภาพ

	 มะเรง็กระเพาะปสัสาวะแบง่ออกเปน็ 2 ชนดิ ไดแ้ก ่

มะเรง็ชนดิไมล่กุลามอยูท่ีเ่ยื่อบผุวิ (non muscle-invasive 

bladder cancer) และมะเร็งชนิดลุกลามเข้าสู่ชั้นกล้าม

เนื้อ (muscle invasive cancer) หรือหากแบ่งตามชนิด

ของเซลล์แล้ว ชนิดที่พบมากที่สุดคือมะเร็งของเซลล์เยื่อ

บุกระเพาะปัสสาวะ (transitional cell หรือ urothelial 

carcinoma) พบสูงถึงร้อยละ 90 ของมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะทั้งหมด และพบว่ามะเร็งชนิด non muscle-

invasive transitional cell carcinoma มีอัตราการก

ลับมาเป็นซ้ำ�สูงถึงร้อยละ 80 ภายในระยะเวลา 5 ปีหลัง

การผ่าตัด (transurethral resection of bladder tumor 

(TUR-BT)
2

	 ปัจจัยเสี่ยงที่สำ�คัญ (strong risk factors) ที่ ได้

รับการยืนยันว่าทำ�ให้เกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ คือ

การได้รับสารก่อมะเร็ง ที่สำ�คัญที่สุด คือ บุหรี่ ซึ่งมีสาร 

aromatic amines แรธ่าตแุละกลุม่ธาตโุลหะหนกัเปน็องค์

ประกอบนอกจากนีพ้บวา่ผูป้ว่ยโรคมะเรง็กระเพาะปสัสาวะ

ร้อยละ 5-25 มีปัจจัยเสี่ยงจากอาชีพการงาน เช่น การ

ทำ�งานในเหมืองหรืองานที่เกี่ยวกับโลหะ หรือผู้ที่มีระดับ

ของโลหะหนักในร่างกายเพิ่มสูงขึ้น จะมีโอกาสเกิดโรค

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะสูงขึ้น รวมไปถึงอาชีพอื่นๆ เช่น 

บาร์เทนเดอร์ผู้ ให้บริการด้านสุขภาพ เกษตรกร ช่างซ่อม

เครื่องใช้ไฟฟ้า ผู้ประกอบอาชีพที่เกี่ยวข้องกับการสื่อสาร 

การขนส่ง และโรงงานต่างๆ 
3-6

	 กระบวนการเกิดมะเร็งนั้น เป็นกระบวนการที่

ปัจจัยหลากหลายส่งผลร่วมกันในการกระตุ้นให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงเซลล์ปกติให้เป็นเซลล์มะเร็ง ทั้งที่มีผล

เปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอโดยตรง หรือกระตุ้นให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงผ่านภาวะเครียดจากออกซิเดชัน (oxidative 

stress)ซึ่งเป็นภาวะสำ�คัญที่เกี่ยวข้องกับการแก่ตัวของ

เซลล์และกระตุ้นให้เกิดการทำ�ลายดีเอ็นเอ เป็นที่ทราบ

กันดีว่าความเครียดออกซิเดชันเป็นปัจจัยที่กระตุ้นให้เกิด

มะเร็งรวมถึงมะเร็งกระเพาะปัสสาวะซึ่งพบว่า ผู้ป่วย

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีภาวะเครียดจากออกซิเดชันสูง

กว่าคนปกติ
7,8
   ความเครียดออกซิเดชันยังสามารถทำ�ให้

เกิดการเปลี่ยนแปลงการควบคุมระดับเหนือพันธุกรรม 

(epigenetic regulation) ที่สำ�คัญของเซลล์ได้แก่ ดีเอ็น

เอเมทิลเลชัน (DNA methylation) ที่มีการศึกษากันมาก

ที่สุดในปัจจุบันในกระบวนการเกิดมะเร็ง
9

	 ยีน RUNX3 (runt-related transcription  

factor 3) เป็นยีนหนึ่งที่มีบทบาทในการเจริญของสิ่ง

มีชีวิต และพบว่าเป็นยีนต้านการเกิดมะเร็งที่สำ�คัญ 

(tumor-suppressor gene) มีความสัมพันธ์กับการเกิด

และการเป็นซ้ำ�ของมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ การเติมหมู่

เมทิลที่ โปรโมเตอร์ของ RUNX3 มีผลทำ�ให้ RUNX3  

ถูกยับยั้งการแสดงออกเป็นหนึ่งในกลไกสำ�คัญของการ

เกิดมะเร็งหลายชนิดและมีความสัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง

ซ้ำ�ได้
10-14

	 Long interspersed nuclear element 1 (LINE-

1) เป็นทรานสโพซอน (Retrotransposon) ที่พบได้มาก 

ถึง 5 แสนซ้ำ�ในจีโนมของมนุษย์ LINE-1 ที่พบในจีโนม

มนุษย์นั้นอาจมีขนาดแตกต่างกันไปขึ้นกับกระบวนการ

จำ�ลองตัวและการกลายพันธุ์ที่เกิดขึ้น LINE-1 ทั้งหมดนั้น

มีความยาวประมาณ 6 kb ประกอบด้วย 5’ untranslated 

region (UTR) ที่ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ของตัวมันเอง 

Open reading frame (ORF) สำ�หรับ RNA-binding 

protein ประมาณ 1 kb มี ORF สำ�หรับ endonuclease 

และ reverse transcriptase ยาวประมาณ 4 kb และ

ส่วนของ 3’ UTR และ poly A อีกเล็กน้อย เนื่องด้วย

คุณสมบัติที่ LINE-1 กระจายตัวอยู่มากในจีโนมมนุษย์ 

ประมาณรอ้ยละ 20 ของจีโนม จงึนยิมนำ�มาใชเ้ปน็ตวัแทน

ในการวิเคราะห์ global DNA methylation 28 การเติม
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หมู่เมทิลที่ LINE-1 สัมพันธ์กับการเกิดมะเร็ง โดยพบว่า

ในมะเร็งหลายชนิดการเติมหมู่เมทิลที่ LINE-1 จะต่ำ�กว่า

คนปกติ
15
 รวมถึงในมะเร็งกระเพาะปัสสาวะที่มีรายงานว่า 

LINE-1 hypomethylation สัมพันธ์กับความเสี่ยงของ

การเกิดมะเร็ง
16
 ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ

วิเคราะห์การเติมหมู่เมทิลที่โปรโมเตอร์ของยีน RUNX3 

และตรวจวัดระดับ LINE-1 methylation ในเซลล์เม็ด

เลือดขาว ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการเติมหมู่เมทิลที่

โปรโมเตอร์ของยีน RUNX3 และระดับการเกิด LINE-1 

methylation กับภาวะเครียดจากออกซิเดชันในผู้ป่วย

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะ ซึ่งยังไม่มีการรายงานข้อมูลนี้ ใน

ผู้ป่วยโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ

วัตถุประสงค์

	 เพื่อศึกษาระดับการเติมหมู่เมทิลที่ยีน RUNX3 

(RUNX3 methylation) ซึ่งเป็นยีนต้านการเกิดมะเร็ง 

(tumor suppressor gene) ศึกษาระดับตัวบ่งชีภาวะ

เครียดจากออกซิเดชั่น (total antioxidant status 

(TAS) และ protein carbonyl) ในเลือดและปัสสาวะ

ของผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะเปรียบเทียบกับกลุ่ม 

คนปกติ แล้วประเมินความสัมพันธ์ระหว่างระดับ RUNX3 

methylation กบัระดบัตวับง่ชีภ้าวะเครยีดจากออกซเิดชัน่

และระดับ LINE-1 methylation

ผู้ป่วยและวิธีการศึกษา

	 ประชากรและสารตัวอย่าง

	 เก็บตัวอย่างจากอาสาสมัครสุขภาพดีจำ�นวน 19 

คน และผูป้ว่ยโรคมะเรง็กระเพาะปสัสาวะชนดิ urothelial 

carcinoma จำ�นวน 20 คน จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

สภากาชาดไทย โดยเกบ็ตวัอยา่งเลอืด และปสัสาวะ (spot 

urine) จากอาสาสมคัรทัง้หมด ซึง่โครงการวจิยัดงักลา่วได้

ผา่นการรบัรองโดยคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในคน 

คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยแล้ว พร้อม

ทัง้ไดร้บัการยนิยอมเขา้รว่มโครงการเปน็ลายลกัษณอ์กัษร 

(informed consent) จากอาสาสมัครก่อน

	 การสกัดดีเอ็นเอจากเซลล์เม็ดเลือดขาว

	 นำ�ตวัอยา่งเลอืด มาปัน่แยกพลาสมาและเมด็เลอืด 

ขาว (buffy coat) จากนั้นเลือกเฉพาะส่วนเม็ดเลือดขาว

มาสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอสำ�เร็จ High Pure 

PCR Template Preparation Kit (Roche, Basel, 

Switzerland) ตามขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจากเม็ดเลือด

ขาว

	 การวิเคราะหก์ารเตมิหมูเ่มทิลที่โปรโมเตอรข์อง

ยีน RUNX3

	 นำ�ดเีอน็เอทีส่กดัไดจ้ากเมด็เลอืดขาวมาทำ�ปฏกิริยิา

กับ bisulfite โดยใช้ชุดสำ�เร็จรูป EZ DNA methylation 

gold kit (Zymoresearch, CA, USA) จากนั้นนำ�ดีเอ็นเอ

ที่ทำ�ปฏิกิริยาแล้วมาเพิ่มจำ�นวนด้วยเทคนิค PCR ตามวิธี

ของ Homma
17
 โดยใช้ไพรเมอรค์ูท่ีจ่ำ�เพาะกบั RUNX3 ทีม่ี

การเติมหมู่เมทิล (5’-ATA ATA GCG GTC GTT AGG 

GCG TCG-3’และ 5’-GCT TCT ACT TTC CCG CTT 

CTC GCG-3’) และไพรเมอร์คู่ที่จำ�เพาะกับ RUNX3 ที่ไม่

เตมิหมูเ่มทลิ (5’-ATA ATA GTG GTT GTT AGG GTG 

TTG-3’ และ 5’-ACT TCT ACT TTC CCA CTT CTC 

ACA-3’) ปฏิกิริยาประกอบด้วย MgCl2 2.1 mM ไพรเม

อร์เส้นละ 0.2 mM  dNTP ชนิดละ 0.2 mM Q-solution 

20% (v/v) และ HotstartTaq DNA polymerase 1 

U (Qiagen, Hilden, Germany) ปฏิกิริยา PCR นั้นใช้ 

initial denaturation ที่ 95
o
C 15 นาที ตามด้วยขั้นตอน 

denaturation 94
o
C 30 วินาที, annealing 59

o
C (สำ�หรับ 

RUNX3 ที่ถูกเติมหมู่เมทิล) หรือ 48
o
C (สำ�หรับ RUNX3 

ที่ไม่ถูกเติมหมู่เมทิล) นาน 60 วินาที Extension 72
o
C 60 

วินาที จำ�นวน 35 รอบ แล้วทำ� final extension 72oC 

10 นาทีแล้วดูผลิตภัณฑ์ที่ ได้ด้วย 8% nondenaturing 

polyacrylamide gel

	 วัดปริมาณความเข้มของ band (ขนาด 115 bp) ที่

เพิม่ปรมิาณไดจ้ากไพรเมอรค์ูท่ีจ่ำ�เพาะกบั RUNX3 ทีม่กีาร

เติมหมู่เมทิล (methylated RUNX3, M) และความเข้ม

ของ band (ขนาด 115 bp) ที่เพิ่มปริมาณได้จากไพรเมอร์

คูท่ีจ่ำ�เพาะกบั RUNX3 ที่ไมเ่ตมิหมูเ่มทิล (unmethylated 

RUNX3, U) จากนั้นคำ�นวณสัดส่วนของ methylated 

RUNX3 ต่อ unmethylated RUNX3 (M/U ratio) ใน

แต่ละตัวอย่างดีเอ็นเอทำ�การวัดซ้ำ� 2 ครั้ง (duplicate) 

	 การวิเคราะห์การเติมหมู่เมทิลที่ LINE-1

	 นำ�ดีเอ็นเอที่ทำ�ปฏิกิริยากับ bisulfite แล้วตาม

วิธีข้างต้น มาเพิ่มจำ�นวนด้วยเทคนิค PCR ตามวิธีของ 
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Chalitchagorn และคณะ
15
 โดยใช้ forward primer 

คือ 5’-CCG TAA GGG GTT AGG GAG TTT 

TT-3’ และ reverse primer คือ 5’-RTA AAA CCC 

TCC RAA CCA AAT ATA AA -3’ โดยไพรเมอร์คู่

นี้ออกแบบจากส่วน 5’UTR ของลำ�ดับเบส LINE-1.2 

(NCBI Accession Number M80343) ซึ่งบริเวณดัง

กล่าวอยู่ในส่วนของ promoter ของ LINE-1 ปฏิกิริยา 

PCR ประกอบด้วย MgCl
2
 2.5 mM ไพรเมอร์เส้นละ 

0.2 mM  dNTP ชนิดละ 0.2 mM และ HotstartTaq 

DNA polymerase 1 U โดยใช้ initial denaturation ที่ 

95
o
C 15 นาที และขั้นตอนเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอประกอบ

ด้วย denaturation 95
o
C, annealing 50

o
C, extension 

72
o
C ขั้นตอนละ 1 นาที จำ�นวน 35 รอบ แล้วทำ� final 

extension 72
o
C 7 นาที จากนั้นตัดด้วยเอนไซม์ตัด

จำ�เพาะ 2 ชนิดคือ TaqI และ TasI อย่างละ 2 unit 

นาน 16 ชั่วโมง แล้วดูผลิตภัณฑ์ที่ ได้จากการตัดด้วย

เอนไซม์ตัดจำ�เพาะด้วย 8% nondenaturing acrylamide  

gel นำ�ความเข้มของแถบดีเอ็นเอมาคำ�นวณตามวิธีของผู้

พัฒนาเทคนิค	

	 การวิเคราะห์ protein carbonyl 

	 วิเคราะห์ปริมาณ protein carbonyl ในพลาสมา

ด้วยวิธี dinitrophenylhydrazine (DNPH) assay
18 
ซึ่ง

มีวิธีโดยสังเขปคือ นำ�พลาสมาของกลุ่มตัวอย่างมาเจือ

จาง 20 เท่า ก่อนจะนำ�ไปทำ�ปฏิกิริยากับ DNPH ใน

ที่มืดเป็นเวลา 45 นาที จากนั้นทำ�ปฏิกิริยากับ 20% 

trichloroacetic acid ที่อุณหภูมิ 4
o
C เป็นเวลา 10 นาที 

นำ�ไปปั่นเก็บตะกอนที่ความเร็ว 3,000 รอบต่อนาที ล้าง

ตะกอน แล้วละลายด้วย guanidine hydrochloride 

จากนั้นจึงนำ�ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 375 นาโนเมตร 

เปรียบเทียบกับพลาสมาที่ทำ�ปฏิกิริยากับ 2N HCl  

แทนขั้นตอนการเติม DNPH นำ�ค่าที่ ได้มาคำ�นวณแล้ว

รายงานเป็นปริมาณของโปรตีนคาร์บอนิลต่อปริมาณ

โปรตีนทั้งหมดในพลาสมา

	 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน

	 ในการวัดปริมาณโปรตีนวัดโดยวิธี dye binding 

method
19
 โดยใช้สารละลาย coomassie brilliant blue 

G-250 ใน phosphoric acid ทำ�ปฏิกิริยากับพลาสมาเป็น

เวลา 5 นาททีีอ่ณุหภมูหิอ้ง แลว้นำ�ไปวดัคา่การดดูกลนืแสง

ที่ 595 นาโนเมตร

	 การวัดปริมาณ total antioxidant status (TAS)

	 นำ�ปัสสาวะมาทำ�ปฏิกิริยากับ 2,2-diphenyl-

1-picryl hydrazyl radical (DPPH) ทำ�ปฏิกิริยาเป็น

เวลา 30 นาทีในที่มืด แล้วนำ�มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 520 นาโนเมตร เปรียบเทียบเป็นความ

สามารถในการตา้นอนมุลูอสิระเทยีบเทา่วติามนิซีในหนว่ย

โมลาร์ เรียกว่า vitamin C equivalent antioxidant 

capacity (VCEAC)
20

	

ผลการศึกษา

	 รวบรวมอาสาสมัครผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ

และคนปกติจำ�นวน 20 และ 18 รายตามลำ�ดับซึ่งมี 

อายุและเพศใกล้เคียงกัน แบ่งเป็นผู้ป่วยเพศชาย 15 

คน (ร้อยละ 75.00) และผู้ป่วยเพศหญิง 5 คน (ร้อยละ 

25.00) คน ปกติเพศชาย 17 คน (ร้อยละ 94.44) และ

คนปกติเพศหญิง 1 คน (ร้อยละ 5.56) อายุเฉลี่ยในกลุ่ม 

ผู้ป่วยเท่ากับ 68.71 ± 11.91 ปี และในกลุ่มคนปกติ
เท่ากับ 63.83 ± 7.79 ปี ค่าเฉลี่ยของดรรชนีมวลกาย 
(body mass index: BMI) ในกลุ่มผู้ป่วยเท่ากับ 21.93 

± 4.07 และในกลุ่มคนปกติเท่ากับ 22.73 ± 2.68 จาก
ผลการทดสอบทางสถิติพบว่าอายุ เพศ และ BMI  

ของทั้งสองกลุ่มไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(ตารางที่ 1)

	 ปริมาณ oxidative stress ในอาสาสมัครปกติ

และผู้ป่วย

	 เมื่อเปรียบเทียบระดับ protein carbonyl ใน

พลาสมาของคนปกติและผู้ป่วย พบว่ามีความแตก

ต่างอย่างมีนัยสำ�คัญ (P < 0.001) โดยระดับ protein 

carbonyl ในผู้ป่วยมีระดับสูงกว่าคนปกติ มีค่าเฉลี่ยอยู่

ที่ 1.14 ± 0.24 และ 0.38 ± 0.12 nmol/mg protein 
ตามลำ�ดับ (รูปที่ 1A) และเมื่อเปรียบเทียบระดับ TAS 

ในประชากร 2 กลุ่ม พบว่าในผู้ป่วยมีระดับ TAS ต่ำ�

กว่าคนปกติอย่างมีนัยสำ�คัญเช่นกัน (P < 0.001) โดยใน 

ผู้ป่วยมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 0.52 ± 0.11 mM VCEAC ส่วนใน
คนปกติมีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 1.36 ± 0.14 mM VCEAC (รูปที่ 
1B) ซึ่ง แสดงให้เห็นว่าในผู้ป่วยมีระดับ oxidative stress 

สูงกว่าคนปกติ
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ตารางที่ 1	 ข้อมูลจำ�นวน เพศ อายุ และค่า BMI ของกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะและกลุ่มคนปกติ

	                                                         กลุ่มตัวอย่าง	 	 P value

	 	 ผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ	 คนปกติ	

จำ�นวน (ราย)	 20	 18	

เพศ	 	 	 0.089

-	 ชาย	 15 (75.00%)	 17 (94.44%)

-	 หญิง	 5 (25.00%)	 1 (5.56%)	

อายุ (ปี) (mean ± SD)	 68.71 ± 11.91	 63.83 ± 7.79	 0.159

BMI (kg/m
2
) (mean ± SD)	 21.93 ± 4.07	 22.73 ± 2.68	 0.542

รูปที่ 1 	 การเปรียบเทียบระดับ protein carbonyl ในพลาสมา (A) และระดับ total antioxidant status (TAS) ในปัสสาวะ 

	 (B ) ของกลุม่ผูป้ว่ยมะเรง็กระเพาะปสัสาวะและกลุม่คนปกต ิโดยพบวา่ผูป้ว่ยมะเรง็กระเพาะปสัสาวะมรีะดบั protein  

	 carbonyl สูง แต่มีระดับ TAS ต่ำ� กว่ากลุ่มคนปกติอย่างมีนัยสำ�คัญ (P < 0.001 และ P < 0.001 ตามลำ�ดับ)
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	 การเติมหมู่เมทิลที่โปรโมเตอร์ของ RUNX3 ใน

อาสาสมัครปกติและผู้ป่วย

	 เมื่อวัดความเข้มของแถบดีเอ็นเอซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์

ที่ได้จากปฏิกิริยา PCR ทั้งปฏิกิริยาที่จำ�เพาะต่อ RUNX3 

ทีเ่ตมิและไมเ่ตมิหมูเ่มทลิ จากนัน้นำ�ปรมิาณที่ไดม้าคดิเปน็

สัดส่วนระหว่าง RUNX3 ที่เติมหมู่เมทิล ต่อ RUNX3 ที่

ไม่เติมหมู่เมทิล (M/U ratio) แล้วเปรียบเทียบระหว่าง

คนปกติและผู้ป่วย พบว่าในผู้ป่วยมีการเติมหมู่เมทิล 

ที่โปรโมเตอร์ของ RUNX3 มากกว่าคนปกติอย่างมีนัย

สำ�คัญ (P=0.048) มีค่าเฉลี่ยที่ 0.24 ± 0.31 และ 0.09 ± 

0.09 ตามลำ�ดับ (รูปที่ 2)

	 ความสัมพันธ์ระหว่าง oxidative stress และ

การเติมหมู่เมทิลที่โปรโมเตอร์ของ RUNX3

	 เมื่อนำ� M/U ratio ของ RUNX3 มาหาค่าความ

สัมพันธ์กับปริมาณ protein carbonyl และ TAS พบว่า 

RUNX3 มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ protein carbonyl 

(r = 0.479, P = 0.014) ดังที่แสดงในรูป 3A และมีความ

สัมพันธ์เชิงลบกับ TAS อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (r = 

-0.538, P = 0.004) ดังที่แสดงในรูป 3B

รูปที่ 2	 การเปรยีบเทยีบระดบัอตัราสว่นระหวา่ง RUNX3 

	 ที่เติมหมู่เมทิลต่อ RUNX3 ที่ ไม่เติมหมู่เมทิล  

	 RUNX3 M/U ratio) ของกลุ่มผู้ป่วยมะเร็ง 

	 กระเพาะปสัสาวะและกลุม่คนปกต ิโดยพบวา่ผูป้ว่ย 

	 มะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีระดับ RUNX3 M/U  

	 ratio สูงกว่ากลุ่มคนปกติอย่างมีนัยสำ�คัญทาง 

	 สถิติ (P = 0.048)

รูปที่ 3	 ความสัมพันธ์ระหว่าง RUNX3 M/U ratio กับระดับ protein carbonyl ในพลาสมา (A) และระดับ TAS ในปัสสาวะ 

	 (B) ในกลุม่ตวัอยา่งทัง้หมด โดยระดบัการเตมิหมูเ่มทลิที่ RUNX3 มคีวามสมัพนัธเ์ชงิบวกกบัระดบั protein carbonyl  

	 แต่มีความสัมพันธ์เชิงลบกับระดับ TAS (r = 0.479, P = 0.014 และ r = -0.538, P = 0.004 ตามลำ�ดับ)
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	 การเติมหมู่เมทิลที่ LINE-1 ในอาสาสมัครปกติ

และผู้ป่วย

	 เมื่อนำ�ระดับการเติมหมู่เมทิลที่ LINE-1 มาเปรียบ

เทียบระหว่างคนปกติและผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 

พบว่าในคนปกติมีระดับการเติมหมู่เมทิลเฉลี่ย 41.99 ± 

1.90% มากกว่าการเติมหมู่เมทิลของผู้ป่วยซึ่งมีค่าเฉลี่ย 

38.99 ± 3.16% อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (P=0.012) 
ดังแสดงในรูปที่ 4

	 ความสัมพันธ์ระหว่างการเติมหมู่ เมทิลที่

โปรโมเตอร์ของยีน RUNX3และ LINE-1

	 เมื่อเปรียบเทียบระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งสอง

ตำ�แหนง่ พบวา่การเตมิหมูเ่มทลิที ่RUNX3 มคีวามสมัพนัธ์

เชงิลบกบัการเตมิหมูเ่มทลิที ่LINE-1 อยา่งมนียัสำ�คญัทาง

สถิติ (r=-0.428, P=0.026) ในรูปที่ 5

 

วิจารณ์

	 การศึกษาภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นกับการ

ศึกษาถึงกลไกการควบคุมเหนือพันธุกรรมและการเกิด

โรคมะเร็งกำ�ลังได้รับความสนใจศึกษาเพิ่มมากขึ้นใน

ปัจจุบัน สำ�หรับการศึกษาระดับของ protein carbonyl 

และ TAS ในคนปกติและผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ

เพื่อดูระดับความเครียดจากออกซิเดชั่นในกลุ่มตัวอย่าง

ทั้งสองกลุ่มของงานวิจัยนี้ พบว่าในผู้ป่วยมีระดับความ 

เครยีดจากออกซเิดชัน่สงูกวา่คนปกต ิโดยมรีะดบั protein 

carbonyl ที่สูง และระดับ TAS ที่ต่ำ�เมื่อเทียบกับคนปกติ 

เนื่องจากอนุมูลอิสระสามารถทำ�ปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับ

โปรตีน ได้ผลิตภัณฑ์เป็นหมู่คาร์บอนิลซึ่งใช้เป็นตัวชี้วัด

ระดับความเครียดจากออกซิเดชั่นได้
21-23
 ส่วนระดับ TAS 

ที่ต่ำ�ในผู้ป่วยแสดงให้เห็นว่าผู้ป่วยมีปริมาณอนุมูลอิสระที่

สูง สารต้านอนุมูลอิสระจึงถูกใช้ไปมาก ทำ�ให้สามารถวัด

ปรมิาณไดน้อ้ยลง เปน็การยนืยนัไดว้า่ความเครยีดจาก ออก

ซิเดชั่นมีบทบาทในการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ
24
 และ

เมื่อเปรียบเทียบการเติมหมู่เมทิลที่ RUNX3 และ LINE-1 

แล้ว พบว่าในผู้ป่วยจะมีระดับการเติมหมู่เมทิลที่ RUNX3 

สูงกว่าคนปกติ ซึ่ง RUNX3 ที่เป็นยีนต้านการเกิดมะเร็ง 

เมื่อถูกเติมหมู่เมทิลจะลดการแสดงออกลง แต่การเติมหมู่

เมทิลที่ LINE-1 ในผู้ป่วย ต่ำ�กว่าคนปกติ ซึ่งการเติมหมู่

เมทลิลดลง จะทำ�ให ้LINE-1 แสดงออกไดม้ากขึน้ LINE-1 

รูปที่ 5	 ความสมัพนัธร์ะหวา่ง RUNX3 M/U ratio กบัรอ้ยละ 

	 การเตมิหมูเ่มทลิที ่LINE-1 ในกลุม่ตวัอยา่งทัง้หมด 

	 โดยระดับการเติมหมู่เมทิลที่ RUNX3 มีความ 

	 สัมพันธ์เชิงลบกับระดับการเติมหมู่ เมทิลของ  

	 LINE-1 (r = -0.428, P = 0.026)

รูปที่ 4	 การเปรียบเทียบระดับระดับการเติมหมู่เมทิลที่ 

	 LINE-1 ของกลุ่มผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะ 

	 และกลุ่มคนปกติ โดยร้อยละการเติมหมู่เมทิลของ  

	 LINE-1 ในผู้ป่วยต่ำ�กว่าคนปกติอย่างมีนัยสำ�คัญ 

	 ทางสถิติ (P = 0.012)
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ซึ่งเป็นทรานสโพซอนจะสามารถเคลื่อนย้ายและทำ�ให้เกิด

ความไม่เสถียรของจีโนมได้ (genomic instability)
25
 และ

เมื่อเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างตัวแปรต่างๆ แสดง 

ใหเ้หน็วา่ระดบัความเครยีดจากออกซเิดชัน่ทีส่งูขึน้มคีวาม

สัมพันธ์กับการเติมหมู่เมทิลมากขึ้นที่ RUNX3 ทำ�ให้

ยีนต้านมะเร็งนี้มีการแสดงออกลดลง ซึ่งการเพิ่มขึ้นนี้

อาจเกิดจากกลไกใดนั้นยังไม่ทราบแน่ชัด แต่กลไกหนึ่ง

ที่ถูกเสนอไว้กล่าวว่า เมื่อความเครียดจากออกซิเดชั่น 

เพิ่มขึ้น อัตราส่วนระหว่าง NAD+ต่อ NADH จะเพิ่ม

ขึ้น ส่งผลให้มีการกระตุ้นโปรตีนหลายชนิดไปรวมตัวกัน

ที่ CpG island เรียกว่า polycomb complex ซึ่งโปรตีน

เหล่านี้จะทำ�ให้ โครมาตินบริเวณนั้นเปลี่ยนแปลงเป็น 

heterochromatin
26
 นอกจากนี้ยังส่งผลให้ DNMT มีแอ

คติวิตี้สูงขึ้นและถูกเหนี่ยวนำ�ให้เติมหมู่เมทิลในตำ�แหน่ง

ของโปรโมเตอร์นั้นด้วย
27
 นอกจากนี้การเปรียบเทียบ

ความสัมพันธ์ระหว่างการเติมหมู่เมทิลที่ RUNX3 และ 

LINE-1 พบว่ามีทิศทางความสัมพันธ์เป็นแบบเชิงลบ ซึ่ง

แสดงว่าการเติมหมู่ เมทิลของ LINE-1 หรือของทั้งจี

โนมที่ต่ำ�ลงสัมพันธ์กับการเติมหมู่เมทิลที่ยีนต้านมะเร็ง 

RUNX3 ที่สูงขึ้น และจากการศึกษาของคณะก่อนหน้านี้ 

พบว่าระดับการเติมหมู่เมทิลของ LINE-1 ในเซลล์เม็ด

เลือดขาวที่ต่ำ�ลงสัมพันธ์กับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น 

ที่สูงขึ้น
28
 ด้วยเหตุนี้ความเครียดออกซิเดชั่นจึงน่าจะมี

ความเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งกระเพาะปัสสาวะโดย

อาจเปลี่ยนแปลงการเติมหมู่เมทิลทั้งบริเวณที่เป็นยีนและ

บริเวณที่ ไม่ใช่ยีน และอาจมีกลไกที่แตกต่างกันที่ส่งผล

ให้การกระตุ้นด้วยความเครียดออกซิเดชั่น ทำ�ให้เกิดการ

เปลีย่นแปลงไดท้ัง้การเพิม่และการลดเมทลิเลชัน่ในดเีอน็เอ

คนละตำ�แหนง่ แตอ่ยา่งไรกต็ามผูว้จิยัไดต้ระหนกัดวีา่ความ

สัมพันธ์ (correlation) ระหว่งภาวะเครียดจากออกซิเดชั่น

และระดับการเติมหมู่เมทิลที่พบนั้น ไม่ได้หมายถึงการเป็น

สาเหตุ (causation) ไม่ว่าทิศทางใด โดยการจะเป็นสาเหตุ

ได้นั้นยังต้องมีเหตุผลต่างๆ ประกอบอีกหลายอย่าง ซึ่ง

เหตุผลและกลไกเหล่านี้จำ�เป็นต้องมีการศึกษาต่อไป

	 เป้าหมายในการรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็งกระเพาะ

ปัสสาวะมีหลายประการ ได้แก่ 1. การกำ�จัดหรือตัด

ก้อนมะเร็งออก 2. การป้องกันการเกิดมะเร็งซ้ำ�  3. การ

ป้องกันการลุกลามและการพัฒนาของมะเร็งเป็นชนิดที่

รุนแรงขึ้น 4. การประคับประคองให้กระเพาะปัสสาวะ

ทำ�หน้าที่ปกติได้ และ 5. การช่วยให้ผู้ป่วยมีกำ�ลังใจและ

คุณภาพชีวิตที่ดีขึ้น การศึกษาดีเอ็นเอเมทิลเลชันในยีน 

RUNX3 และ LINE-1 ครั้งนี้สอดคล้องกับรายงานวิจัย

อื่นที่เสนอว่า การศึกษาดีเอ็นเอเมทิลเลชันในยีน RUNX3 

และ LINE-1 สามารถพัฒนามาใช้เป็นตัวบ่งชี้การเกิด

มะเร็งกระเพาะปัสสาวะได้ หรือใช้ ในการพยากรณ์ โรค

ได้
28
 และเป็นวิธีที่ง่าย เนื่องจากสามารถตรวจหาได้จาก

ดเีอน็เอเมด็เลอืดขาว ซึง่ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการตรวจจาก

เซลล์กระเพาะปัสสาวะโดยตรง
10,29
 ซึ่งหากผู้ป่วยสามารถ

รู้ถึงความเสี่ยงได้ล่วงหน้า ก็จะทำ�ให้การป้องกันหรือการ

รักษาทำ�ได้ง่ายและอาจมีการศึกษาตัวบ่งชี้ดังกล่าวในการ

ตอบสนองต่อการรักษาทางเคมีบำ�บัดในอนาคตได้ และ

เพิ่มโอกาสในการหายขาดจากโรคได้   นอกจากนี้ความ

ผิดปกติในกระบวนการควบคุมระดับเหนือพันธุกรรมนั้น 

สามารถเปลีย่นแปลงใหผ้วนกลบัมาเปน็ปกตไิดเ้หมอืนเดมิ 

จึงน่าสนใจว่าหากมีการสร้างเสริมความสามารถในการ

ดแูลตนเองใหผู้ป้ว่ยสามารถควบคมุปรบัเปลีย่นการดำ�เนนิ

ชีวิตที่สำ�คัญ 4 ประการ ได้แก่ 1. การรับประทานอาหาร

ที่ได้สัดส่วน มีไขมันอิ่มตัวน้อย ลดอาหารที่มีเนื้อแดง เน้น

บรโิภคผกัสเีขยีวและผลไมท้ีห่ลากหลาย   2. การออกกำ�ลงั

กายให้เพียงพอเหมาะสม 3. การผ่อนคลายความเครียด 

และ 4. จัดกลุ่มให้ความช่วยเหลือ (group support) ให้

คำ�ปรึกษา และการเสริมสร้างกำ�ลังใจ (empowerment) 

จะทำ�ให้อุบัติการณ์การเกิดโรคมะเร็งกระเพาะปัสสาวะซ้ำ�

ลดลงได้

สรุป

	 ในผู้ป่วยมะเร็งกระเพาะปัสสาวะมีภาวะ hyper-

methylation ของ RUNX3 เซลล์เม็ดเลือดขาวและ

มีภาวะออกซิเดชั่นสูงกว่าคนปกติ การศึกษานี้บ่งชี้ว่า

ระดับ RUNX3 promoter methylation ที่สูงขึ้นสัมพันธ์

กับภาวะเครียดจากออกซิเดชั่นที่สูงขึ้น และสัดส่วน 

hypomethylation ทีเ่พิม่ขึน้ใน LINE-1 ความแตกตา่งของ 

epigenetic change ทีเ่กดิขึน้อาจเปน็ผลมาจากกลไกการ

เกิดโรคแตกต่างกัน หรือ การตอบสนองของยีนแต่ละชนิด

ต่อความเครียดทางออกซิเดชั่นต่างกัน การศึกษาเพิ่มเติม

ถึงสาเหตุของความแตกต่างนี้จะทำ�ให้เราเข้าใจในพยาธิ

กำ�เนดิ รวมไปถงึแนวทางการปอ้งกนัและรกัษาผูป้ว่ยมะเรง็

กระเพาะปัสสาวะได้ดีขึ้น
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