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ดีเอ็นเอวงกลมนอกโครโมโซม: จุดกําเนิด 
กระบวนการสราง และบทบาทหนาที่ในมะเร็ง

สุจิตราภรณ สุขถาวร1 และ ศุภรัตน แตงชัยภูมิ2
1กลุมงานวิจัยและประเมินเทคโนโลยีทางการแพทย สถาบันมะเร็งแหงชาติ กรุงเทพ 10400
2ศูนยพันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแหงชาติ สำนักงานพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ กรุงเทพ 10400 

บทคัดยอ ดเีอน็เอวงกลมนอกโครโมโซม (extrachromosomal circular DNA; eccDNA) เปนดีเอ็นเอสายคูทีม่โีครงสราง
เปนวงกลม เกิดขึ้นจากความไมเสถียรของจีโนม และดํารงอยูแยกจากโครโมโซมอยางอิสระ eccDNA มีขนาดที่หลากหลาย
และมีจุดกําเนิดที่กระจายอยูทั่วทั้งจีโนมสามารถตรวจพบไดทั้งในเซลลปกติและเซลลมะเร็ง อยางไรก็ตามมีรายงานวาปริมาณ
ของ eccDNA ในเซลลมะเร็งนั้นสูงกวาเซลลปกติอยางมีนัยสําคัญ และที่นาสนใจ คือ ระดับ eccDNA ที่เพิ่มขึ้นสามารถใชเปน
ตัวบงชี้พยาธิสภาพของโรคมะเร็งไดอยางมีประสิทธิภาพ งานวิจัยไดรายงานการเพิ่มจํานวนของยีนกอมะเร็งและยีนด้ือยาที่อยู
บนโครงสรางของ eccDNA นั้น เปนปจจัยสําคัญในการขับเคลื่อนวิวัฒนาการและความหลากหลายทางพันธุกรรมของเนื้อเยื่อ
มะเร็ง รวมทั้งมีความสัมพันธกับภาวะด้ือยาและผลลัพธการพยากรณโรคที่ไมดี นอกจากน้ีการศึกษาลาสุดพบวา eccDNA 
สามารถหลั่งออกนอกเซลลเขาสูกระแสเลือด (cell-free eccDNA) และมีลักษณะทางพันธุกรรมที่เปนเอกลักษณแตกตางกัน
ไปตามชนิดของเซลล รวมทั้งระดับการแสดงออกของยีนบน eccDNA ยังสัมพันธกับสถานะของโรคและอัตราการรอดชีพ
ของผูปวยอีกดวย ดังน้ัน eccDNA จึงมีแนวโนมเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพที่มีศักยภาพสําหรับการติดตามผลการรักษาและ
การพยากรณโรคมะเร็ง บทความนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อนําเสนอความรูปจจุบันเกี่ยวกับ eccDNA ที่ตรวจพบไดทั้งในเนื้อเยื่อ
และกระแสเลือดของผูปวยโรคมะเร็ง ตลอดจนแหลงที่มา กลไกการเกิด และบทบาททางชีววิทยาที่สําคัญที่อาจนําไปสูแนวทาง
การวินิจฉัยโรคที่แมนยําและการรักษาโรคมะเร็งที่มีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น  

คําสําคัญ: ดีเอ็นเอวงกลมนอกโครโมโซม, ยีนกอมะเร็ง, ยีนดื้อยา, ตัวบงชี้ทางชีวภาพ
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บทนํา

ดีเอ็นเอวงกลมนอกโครโมโซม (extrachromo-

somal circular DNA; eccDNA) เปนดีเอ็นเอที่มี

โครงสรางเปนวงกลมและถกูสรางขึน้ภายนอกโครโมโซม 

eccDNA ตรวจพบไดในส่ิงมีชีวิตยูคาริโอตหลายชนิด 

เชน แมลงหวี่(1) ยีสต(2) และมนุษย(3) มีบทบาทสำคัญ

ทั้งในกระบวนการทางสรีรวิทยาและพยาธิวิทยา เชน 

การแปรผันทางพันธุกรรม การดื้อตอยารักษา และ

กระบวนการเกิดเนื้องอก (tumorigenesis) 

eccDNA มีขนาดโมเลกุลท่ีมีความหลากหลาย 

สามารถจำแนกออกเปน eccDNA ขนาดใหญที่รูจักกันดี

ไดแก ดับเบิลมินิท (Double Minutes; DM) และ 

eccDNA ขนาดเล็ก เชน small polydispersed DNA 

(spcDNA), telomeric circle (t-circle) และไมโคร

ดเีอน็เอ (microDNA) บทบาทของ eccDNA ขนาดใหญ

มีความสัมพันธกับโรคมะเร็ง เนื่องจากสามารถเพิ่ม

จำนวนสำเนาและสง เสริมการแสดงออกของยีน

กอมะเร็งและ/หรือยีนดื้อยา โดยผูปวยมะเร็งที่ตรวจพบ

eccDNA ขนาดใหญมักมีความรุนแรงของโรคสูง มีการ

พยากรณโรคที่ไมดี และมีแนวโนมการตอบสนองตอ

การรักษาท่ีลดลง(4,5) ขณะท่ี eccDNA ขนาดเล็กเปน

โมเลกุลที่มีขนาดเล็กเกินกวาจะประกอบดวยลำดับเบส

ของยีนที่สมบูรณ รายงานลาสุดแสดงใหเห็นถึงบทบาท

ของ eccDNA ขนาดเล็กในการเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ

ที่มีประสิทธิภาพสำหรับการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งใน

ระยะเริ่มตนและการติดตามผลการรักษา(6,7) ปจจุบันมี

การศึกษาจำนวนมากที่มุงเนนถึงบทบาทของ eccDNA 

ที่เกี่ยวของกับโรคมะเร็ง บทความน้ีจึงมีวัตถุประสงค

เพ่ือรวบรวมองคความรูเกี่ยวกับ eccDNA โดยเนนถึง

แหลงกำเนิด กลไกการเกิด และหนาที่ท่ีเกี่ยวของกับ

พยาธิสภาพของโรคมะเร็ง รวมถึงการนำเสนอศักยภาพ

ของ eccDNA ในการเปนตัวบงชี้ชีวภาพรูปแบบใหม

สำหรับการวินิจฉัยโรคมะเร็ง

วิธีการสืบคนขอมูล

การสืบคนงานวิจัยที่ เ ก่ียวของกับ eccDNA

มีรายละเอียดการกำหนดคำสำคัญ (keywords) 

การสืบคนดังนี้  กรณีเอกสารภาษาอังกฤษใชคำวา 

“extrachromosomal circular DNA” โดยใชตวัยอวา

“eccDNA” และกรณเีอกสารภาษาไทยใชคำวา “ดเีอน็เอ

วงกลมนอกโครโมโซม” บทความนี้ไดทำการสืบคน

รวบรวม และนำเสนอขอมูลเกี่ยวกับโมเลกุล eccDNA

โดยเนนถงึจดุกำเนดิ กลไกการสราง และบทบาททีส่ำคญั

ในโรคมะเรง็ ซึง่สบืคนขอมลูจากฐานขอมลูอิเลก็ทรอนกิส 

(electronic database) และบทความวิ จัยจาก

ตางประเทศ ไดแก ฐานขอมูล PubMed และเว็บไซต 

Google Scholar

เนื้อหา

การคนพบและการจำแนก eccDNA ในยูคาริโอต

eccDNA ในเซลลยคูารโิอตถูกคนพบครัง้แรกในป 

ค.ศ. 1964 โดย Hoota Y และ Bassel A  ไดสังเกตเห็น

ดีเอ็นเอที่มีลักษณะเปนวงกลมและมีขนาดที่หลากหลาย

ในเซลลอสุจิของหมูผานกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน(8) 

ในชวงเวลาใกลเคียงกัน Cox D และคณะ ไดรายงานการ

คนพบโครมาตินบอดีขนาดเล็กที่ปรากฏเปนคูในเซลล

มะเร็งของมนุษย ซึ่งตอมาโครงสรางเหลานี้ถูกเรียกวา

ดบัเบลิมนิทิ หรอื DM เนือ่งจากมกัพบเปนคูภายในเซลล

ซึ่ง DM มีสัดสวนเพียงเล็กนอย (ประมาณรอยละ 30) 

ของอนุภาคดีเอ็นเอที่อยูภายนอกโครโมโซมทั้งหมดใน

เซลลมะเร็ง(9) โมเลกุล DM เปรียบเสมือนพาหะของ

ดีเอ็นเอในรูปแบบวงกลมที่สามารถเพิ่มจำนวนของยีนที่

อยูภายนอกโครโมโซม โครงสรางของ DM ประกอบดวย

ลำดับเบสของยีนกอมะเร็งและ/หรือยีนที่ เกี่ยวกับ

การดื้อยาเปนองคประกอบหลัก ยีนที่พบบอย เชน 

MDM2, MYC และ EGFR(4,5) eccDNA อีกชนิดหนึ่ง

ที่มีขนาดตั้งแต 0.2–3.5 ไมครอน ถูกคนพบครั้งแรกใน

เซลล Hela เรยีกวา small polydisperse circular DNA

(spcDNA) โดยมีความยาวตั้งแตหลายรอยคูเบส
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ไปจนถึงระดับกิโลเบส(10) โดยทั่วไป spcDNA มักมี

จุดกำเนิดมาจากบริเวณที่มีลำดับเบสซ้ำๆ บนจีโนม และ

พบมีปริมาณต่ำมากในเซลลปกติ spcDNA มีหนาที่

ในกระบวนการทางสรีรวิทยา เชน การเจริญเติบโต

ความแกชรา และพัฒนาการของเซลล(11,12) นอกจากนี้

มีรายงานวา spcDNA มักพบมีการสะสมมากในเซลล

หรือเนื้อเยื่อที่มีความไมเสถียรทางพันธุกรรม เชน เซลล

ที่ไดรับสารกอมะเร็งหรือเซลลเนื้องอก(13,14) spcDNA 

ที่พบบอย ไดแก spcDNA ที่ประกอบดวย ลำดับเบส

ของ Alu element หรือ long interspersed nuclear 

element-1 (LINE-1) ซึ่งตรวจพบไดบอยใน

เนื้องอกราย (malignant tumor)(15) จึงอาจบงชี้ไดวา 

spcDNA นาจะมีความเก่ียวของอยางใกลชิดกับความ

ไมเสถียรของจีโนม ในชวงระหวางทศวรรษ 1980−1990 

มีรายงานการตรวจพบ spcDNA ท่ีมีลำดับเบสซ้ำ

จากหลายบริเวณบนจีโนม เชน บริเวณลำดับเบสซ้ำ

ตอเนือ่ง (tandem repeat) ทรานสโพซอน (transposon)

ไรโบโซมอลดีเอ็นเอ (ribosomal DNA; rDNA) 

และเทโลเมียรดีเอ็นเอ (telomere DNA) ตอมา

spcDNA ที่ประกอบดวย ลำดับเบสของ rDNA และ 

telomere DNA เรียกวา extrachromosomal rDNA 

circle (ERC) และ telomeric circle (t-circle)

ตามลำดับ(16−19) โมเลกุล ERC เกิดจากกระบวนการ 

homologous recombination และทำหนาที่เปน

ตนแบบในการถอดรหัสเพื่อสราง ribosomal RNA 

(rRNA) โมเลกุล ERC มีความสามารถในการจำลอง

ตัวเองและเพิ่มจำนวนได เนื่องจากมีลำดับดีเอ็นเอที่

สามารถจำลองตัวเองไดอยางอิสระ (autonomously 

replicating sequences) โดยทั่วไปมักพบการสะสม

ของ ERC ในเซลลที่มีอายุมากขึ้น ตัวอยางเชน ใน

กระบวนการชราภาพของเซลลไฟโบรบลาสตในปอด

ของมนษุย พบขนาดและจำนวนสำเนาของ ERC เพิม่ขึน้

อยางมีนัยสำคัญ ซึ่งอาจเปนกลไกการปรับตัวของเซลล

ตอการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอม โดยเพิ่มจำนวน

ยีนที่มีความจำเพาะผานการเพิ่มสำเนาของโมเลกุล 

ERC(20) สวนโมเลกุล telomeric circle เปน eccDNA 

ที่อาจอยูในรูปแบบสายคู (t-circle) หรือสายเดี่ยว

(c-circle) ประกอบดวย ลำดับเบสซ้ำๆ ของบริเวณ

เทโลเมียร โมเลกุล t-circle/c-circle มีบทบาทสำคัญ

ในกลไกการยืดความยาวของเทโลเมียร (alterative

lengthening of telomeres; ALT) ซ่ึงสงเสริม

การแบงตัวและการเพิ่มจำนวนของเซลลมะเร็ง (19) 

eccDNA อีกชนิดหนึ่งที่ เพิ่งไดรับการจำแนกและ

ศึกษาถึงจุดกำเนิดอยางชัดเจน เรียกวา ไมโครดีเอ็นเอ

(microDNA) ไมโครดเีอน็เอถกูคนพบครัง้แรกในเซลล

ของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม โดย Dillon LW และคณะ

พบมีจุดกำเนิดมาจากบริเวณโครโมโซมกอนที่จะถูก

ตัดออกและแยกตัวอยูภายนอกในรูปแบบโครงสราง

ที่เปนวงกลม ไมโครดีเอ็นเอเปนโมเลกุลวงกลมที่มี

ขนาดเล็กกวา eccDNA ชนิดอ่ืน โดยมีขนาดความยาว

ประมาณ 100−400 คูเบส(21) และมีลักษณะเฉพาะที่

แตกตางกันไปตามสายพันธุหรือชนิดของเซลลในมนุษย

การวิเคราะหลำดับดีเอ็นเอดวยเทคโนโลยี Next-

generation sequencing สามารถระบุตำแหนงของ

ไมโครดเีอน็เอวาสวนใหญมตีนกำเนดิจากตำแหนงเฉพาะ

ที่มีลำดับเบสไมซ้ำกันหรือบริเวณยีน ไมโครดีเอ็นเอ

สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนไดโดยผาน

กระบวนการถอดรหสัเปนอารเอน็เอขนาดเลก็ทีมี่บทบาท

ในการควบคุมการทำงานของยีน (small regulatory 

RNA) รวมถึงไมโครอารเอ็นเอ (microRNA; miRNA) 

และอารเอ็นเอที่ทำงานคลาย small interfering RNA 

(siRNA-like)(22) งานวิจัยที่ผานมาสันนิษฐานวา

การเกิดขึ้นของไมโครดีเอ็นเอนั้น อาจมีสวนเกี่ยวของ

กับความแปรผันของจำนวนสำเนายีนเฉพาะบุคคล ซึ่ง

จะเกิดขึ้นในบริเวณสวนเล็กๆ ของจีโนม(21,23) จากขอมูล

ขางตนสรุปไดวา eccDNA มีการกระจายอยูทั่วไปใน

เซลลยคูารโิอตและสามารถตรวจพบไดในตำแหนงตางๆ

ทั่วทั้งจีโนม eccDNA นั้น มีหลายชนิด มีขนาดตั้งแต

ประมาณ 100 คูเบส ไปจนถึงระดับหลายเมกะเบส 

และมีหนาที่ที่หลากหลายขึ้นอยูกับชนิดของ eccDNA 

บทความนี้ไดทำการรวบรวมขอมูลของ eccDNA ซ่ึง

จำแนกตามขนาดและบทบาทหนาที่ในมะเร็ง ดังแสดง

ในตารางที่ 1 
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กระบวนการสรางและเพ่ิมจำนวนของ eccDNA

ในเซลลมะเร็ง

แมจะมีรายงานการศึกษาจำนวนมากที่กลาวถึง

กลไกการสราง eccDNA แตปจจุบันยังไมสามารถสรุป

กลไกที่แทจริงไดอยางชัดเจน มีรายงานวาความเสียหาย

ของดีเอ็นเอและกระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอ ซึ่งเปน

กลไกสำคญัในการรกัษาเสถยีรภาพของจโีนม โดยเฉพาะ

ในกระบวนการเกิดเน้ืองอกนั้น อาจมีบทบาทสำคัญ

ที่กอใหเกิดการสราง eccDNA ขึ้น ทั้งนี้จึงมีการเสนอ

แบบจำลองที่เปนไปไดของกระบวนการสราง eccDNA 

จำนวน 4 รูปแบบ ดังแสดงในภาพที่ 1

รูปแบบ Breakage-fusion-bridge (BFB)  

รูปแบบ BFB เปนกลไกท่ีเก่ียวของกับการเกิด

สะพานโครโมโซมในระยะแอนาเฟส (anaphase bridge)

โดยเริ่มตนจากการสูญเสียเทโลเมียร (telomere)

ทีป่ลายของโครโมโซมระหวางกระบวนการแบงเซลลและ

เกดิการทำสำเนาตวัเองขึน้ จากน้ันปลายท่ีหกัของซสิเตอร

โครมาทิดทั้งสองจะหลอมรวมกันกลายเปนโครโมโซม

ที่ผิดปกติที่มีเซนโทรเมียรสองตำแหนง (dicentric 

chromosomes) เม่ือมีส่ิงกระตุนจะทำใหเกดิการแตกหกั

ของสะพานในระยะแอนาเฟส และกอใหเกิดความผิด

ตารางที่ 1  การจำแนกชนิดของ eccDNA

ชนิดของ eccDNA ขนาดความยาว หนาที่ทางชีววิทยาของมะเร็ง

DM 100 กิโลเบส ถึง 3 เมกะเบส เปนพาหะในการเพิ่มจำนวนของยีนกอมะเร็งและ/หรือยีนดื้อยา
สงเสริมใหเกิดความหลากหลายทางพันธุกรรมและวิวัฒนาการของ
เนื้องอก รวมถึงภาวะดื้อตอยา(4,5,24)

spcDNA 100 คูเบส ถึง 10 กิโลเบส เปนตัวบงชี้และตัวเรงความไมเสถียรของจีโนม พบไดในเซลล
ที่มีความไมเสถียรทางพันธุกรรม ไดแก เซลลมะเร็งปากมดลูก
และมะเร็งลำไสใหญ(14)

ERC 19.3 ถึง 40.4 กิโลเบส เปนแมแบบสำหรับการถอดรหัสพันธุกรรมไปเปนสาย rRNA
มักพบสะสมในเซลลที่มีอายุมากขึ้น(20) 

t-circle/c-circle 0.3 ถึง 30 กิโลเบส เก่ียวของกับกลไก ALT ในการฟนฟูความยาวของเทโลเมียร
และสามารถใชเปน biomarker ทีจ่ำแนกกลุมมะเรง็นวิโรบลาสโตมา
ที่มีการทำงานของ ALT (ALT-positive) ไดอยางชัดเจน รวมถึง
ชวยในการวนิจิฉยัและรกัษามะเรง็ท่ีตรวจพบ ALT-positive(25,26)

microDNA 100 ถึง 400 คูเบส ผลติ microRNA หรอื siRNA-like สำหรบัควบคมุการแสดงออก
ของยีนและยังใชเปน biomarker สำหรับการวินิจฉัยและติดตาม
ผลการรักษาโรคมะเร็ง(7,22,27)

ปกติของโครโมโซมรวมทั้งเกิดการสราง eccDNA ขึ้น(28)

ดังแสดงในภาพที่ 1(ก)

รูปแบบ Chromothripsis

รูปแบบ Chromothripsis เปนเหตุการณท่ี

ดีเอ็นเอไดรับความเสียหายอยางรุนแรง สงผลให

โครโมโซมเกิดการแตกหักและหลอมรวมกันใหมแบบ

ปลายตอปลาย กอใหเกิดการจัดเรียงตัวใหมของดีเอ็นเอ

ในบริเวณเฉพาะและนำไปสูการสราง eccDNA ดังแสดง

ในภาพที่ 1(ข) ตัวอยางปจจัยที่สามารถกระตุนใหเกิด

การแตกหักของดีเอ็นเออยางรุนแรง ไดแก การใชยาเคมี

บำบัดในเซลล lymphoblastoid ที่กระตุนกระบวนการ

ตายของเซลลแบบอะพอพโทซิส (apoptosis)(29) หรือ

การสัมผัสกับสารกอมะเร็ง เชน 7,1-dimethylbenz[a] 

anthracene, hydroxyurea และ cycloheximide(30) 

ในดานของกลไกการซอมแซมดีเอ็นเอมีรายงานวาการ

สญูเสยียนี MSH3 ซึง่มบีทบาทในกระบวนการตรวจสอบ

และซอมแซมคูเบสที่จับกันผิด (mismatch repair) 

สงผลใหระดับของ eccDNA ลดลงมากถึงรอยละ 80(21) 

นอกจากนี้โปรตีนในกลุม CTC1/STN1/TEN1 ซึ่ง

ทำหนาที่ในการรักษาความยาวของเทโลเมียร พบวา

มคีวามเกีย่วของกับการสราง eccDNA ชนดิ t-circle(31)
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ที่นาสนใจ คือ เทคโนโลยี CRISPR/Cas พบวามี

บทบาทสำคัญในการกระตุนการสราง eccDNA โดย

สงเสริมกระบวนการซอมแซมดีเอ็นเอใหมีประสิทธิภาพ

มากขึน้(32) จากขอมูลดงักลาวแสดงใหเหน็อยางชดัเจนวา

กลไกการแตกหักและการซอมแซมดีเอ็นเอมีบทบาทสำคัญ

อยางยิ่งตอกระบวนการสราง eccDNA 

รูปแบบ translocation-deletion-amplification

กลไก translocation-deletion-amplification 

เปนอีกหนึ่งกลไกท่ีสามารถนำไปสูการสราง eccDNA 

กลไกนีเ้กดิขึน้เพือ่เปนการตอบสนองตอการเปล่ียนแปลง

ของสิ่งแวดลอม โดยเซลลจะซอมแซมความเสียหายของ

ดีเอ็นเอที่แตกหักโดยการตัดสวนของดีเอ็นเอที่เสียหาย

ออก ซึ่งหลังจากกระบวนการดังกลาว ชิ้นสวนดีเอ็นเอ

ขนาดเล็กที่เหลืออยูจะรวมตัวกันเปน eccDNA(33)

ดังแสดงในภาพที่ 1(ค)

รูปแบบ Episome

รูปแบบ episome เปนกลไกการสราง eccDNA 

อีกรูปแบบหนึ่ง โดยที่ eccDNA เกิดจากการเลื่อนของ

สายดีเอ็นเอ (DNA slippage) และเกิดการกอตัวของ

โครงสราง R-loop ในระหวางกระบวนการสังเคราะห

ดีเอ็นเอ จากนั้นบริเวณเหลานี้จะถูกตัดออกและเช่ือม

ตอกันที่ปลายเกิดเปน eccDNA ที่มีขนาดเล็กหรือ

เรียกอีกชื่อวา episome โดย episome มีความสามารถ

ในการจำลองตัวเองและสามารถขยายขนาดไดโดยการ

รวมช้ินสวนกบัดเีอน็เออืน่ๆ เชน ดเีอน็เอทีเ่คลือ่นยายได

(transposable element; TE)(34) ดงัแสดงในภาพที ่1(ง)

รูปแบบ episome เปนกลไกที่เกี่ยวของกับการขยาย

ขนาดของโมเลกุล eccDNA งานวิจัยของ Storlazzi CT

และคณะ แสดงใหเห็นวา DM ที่มียีน MYC ในผูปวย

มะเรง็เมด็เลอืดขาว (leukemia) เกดิขึน้จากการตดัออก

และการขยายขนาดของดีเอ็นเอ ซึ่งสนับสนุนแบบจำลอง 

episome เชนเดียวกับการสรางโมเลกุล DM ที่มียีน 

EGFR ทีส่งผลใหเกดิวงดเีอน็เอทีม่กีารการขยายจำนวน

ของยนี EGFR และเกีย่วของกบัการกระตุนการกอมะเรง็ 

(oncogenic activation)(35) 

ภาพที่ 1 กลไกการสราง eccDNA ในรูปแบบตางๆ (ก) รูปแบบ Breakage-fusion-bridge (BFB) (ข) รูปแบบ 

Chromothripsis (ค) รูปแบบ Translocation-deletion-amplification และ (ง) รูปแบบ Episome

(ดัดแปลงจาก Ling X และคณะ)(36)
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สำหรับกลไกการเพิ่มจำนวนของ eccDNA

ยังคงเปนประเด็นที่ถกเถียง บางรายงานระบุวาการเพิ่ม

จำนวนของ eccDNA ตองอาศัยกระบวนการจำลอง

ดีเอ็นเอ (DNA replication) และกระบวนการไมโทซิส

(mitosis)(37) ขณะที่งานวิจัยอื่นๆ พบวาระดับของ 

eccDNA ยังคงเพิ่มข้ึนไดแมจะมีการยับยั้งกระบวนการ

จำลองดีเอ็นเอ(30) หรืออยูในสภาวะที่ไมมีกระบวนการ

จำลองดีเอ็นเอเกิดขึ้นเลย(38) จึงเชื่อวา eccDNA นาจะ

เพิม่จำนวนไดโดยไมข้ึนกบักระบวนการไมโทซิส เนือ่งจาก 

eccDNA หลายชนิดไมมีตำแหนงเริ่มตนของการ

จำลองตัวเอง (origin of replication) ซึ่งเปน

องคประกอบสำคญัตอการจำลองดเีอน็เอท่ัวไป ปจจุบนัยงั

ไมสามารถสรุปไดอยางชัดเจนวา กลไกใดเปนกลไกหลัก

ในการเพิม่จำนวนของ eccDNA จึงจำเปนตองมกีารศึกษา

คนควาเพิม่เตมิอยางลึกซึง้เพือ่ใหเกดิความเขาใจถงึกลไก

ดังกลาวอยางชัดเจนยิ่งขึ้น

บทบาทของ eccDNA กับการขับเคลื่อนวิวัฒนาการ

และความหลากหลายทางพันธกุรรมของเนือ้เยือ่มะเรง็

การศึกษาทางอณูพยาธิวิทยาของมะเร็งแสดงให

เห็นถึงความหลากหลายของเซลลในเนื้อเยื่อมะเร็งหรือ

ที่เรียกวา tumor heterogeneity ทั้งในระดับโมเลกุล 

จีโนม และเอพิเจเนติกส พบวาการคงอยูของ eccDNA 

เปนปจจัยสำคัญที่สงผลตอความหลากหลายดังกลาว 

เนื่องจาก eccDNA ไมมีเซนโทรเมียรจึงสามารถสูญหาย

ไประหวางกระบวนการไมโทซิส และไมเปนไปตามกฎ

การถายทอดทางพันธุกรรมของเมนเดล eccDNA ที่

เหลือรอดจะถูกแจกจายแบบสุมไปยังเซลลลูก สงผล

ใหเซลลลูกบางเซลลอาจไดรับสำเนายีนกอมะเร็งจาก 

eccDNA หลายชุดในการแบงเซลลแตละครั้ง ทำใหเกิด

ความไดเปรยีบในการเพิม่จำนวน(24) ดงัแสดงในภาพที ่2 

ซึง่ความผดิปกตขิองจำนวนชดุโครโมโซม (ploidy) และ

การเพิม่จำนวนยีนเปนลกัษณะท่ีพบไดบอยในเซลลมะเรง็

การกระจายตัวของ eccDNA ที่แตกตางกันในแตละ

เซลลสงผลใหมีการทำงานที่แตกตางจากดีเอ็นเอบน

โครโมโซมปกติ การเพิ่มจำนวนของ eccDNA จึงเปน

กลไกสำคัญที่สรางความหลากหลายทางพันธุกรรมและ

สงเสริม tumor heterogeneity อีกทั้ง eccDNA 

สามารถเพิ่มจำนวนไดอยางรวดเร็วและคงอยูไดนาน 

ถือเปนกระบวนการทางพันธุกรรมเฉพาะตัวที่ชวยเรง

วิวัฒนาการของเซลลมะเร็ ง (24,39) การใช เทคนิค

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

ในการศึกษามะเร็งสมองชนิด glioblastoma พบการ

เพิ่มจำนวนของยีนทั้งหมด 34 ยีนบน eccDNA เชน 

epidermal growth factor receptor (EGFR), 

MYC Proto-oncogene (MYC), cyclin-dependent

kinase 4 (CDK4), MET proto-oncogene (MET), 

mouse double minute 2 homolog (MDM2) 

และ platelet-derived growth factor receptor 

alpha (PDGFR) ทั้งในระยะอินเตอรเฟสและในชวง

กลางของการแบงเซลล ในระยะอินเตอรเฟสตรวจพบ

สัญญาณเรืองแสงในนิวเคลียสที่แตกตางกันอยางมากใน

แตละเซลล โดยมีตั้งแต 2−100 สัญญาณ แสดงใหเห็น

ถึงความหลากหลายอยางชัดเจนของจำนวนสำเนายีน

เป าหมาย ซึ่ ง เปนผลมาจากการเพิ่มจำนวนของ

eccDNA(40) นอกจากนี้พบวายีน EGFR เปนยีน

ที่พบการเพิ่มจำนวนมากที่สุดใน glioblastoma คิดเปน

ประมาณรอยละ 40 ของยีนที่เพิ่มจำนวนทั้งหมด และ

การเพิ่มจำนวนของยีน EGFR ยังมีความจำเพาะอยาง

มีนัยสำคัญตอเนื้องอกชนิดนี้(41) อยางไรก็ตามความ

สัมพันธระหวางโครงสรางของ eccDNA กับรูปแบบ

การเพิ่มจำนวนของยีนกอมะเร็งในมะเร็งแตละชนิด

ยังไมสามารถอธิบายไดอยางชัดเจน  
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eccDNA ไมเพียงเปนแรงขับเคล่ือนสำคัญที่

กอใหเกิดความไมเสถียรของจีโนมในยูคาริโอตเทานั้น 

แตยังเปนผลิตผลจากกระบวนการจัดเรียงจีโนมแบบมี

แบบแผน (programmed genome rearrangement) 

งานวิจัยของ Nguyen ND และคณะ รายงานวาการ

จัดเรียงจีโนมมีความเกี่ยวของกับการแทรกตัวของไวรัส

เขาสู eccDNA และกอใหเกดิโครงสรางวงกลมขนาดเลก็

ประกอบดวย ดีเอ็นเอของไวรัสและมนุษยรวมกันซึ่ง

มีบทบาทตอการเกิดมะเร็งปากมดลูกท่ีสัมพันธกับการ

ติดเชื้อไวรัส Human papillomavirus (HPV) โดย 

eccDNA ดังกลาว อาจสงเสริมการถอดรหัสพันธุกรรม

ขององคประกอบจีโนมท่ีอยูใกลเคียงโดยไมเฉพาะ

เจาะจง จึงมีความเปนไปไดวา eccDNA ทำหนาที่เปน

กลไกเสริมที่เกี่ยวของกับพยาธิกำเนิด (pathogenesis) 

ของมะเร็งที่มีสาเหตุจากไวรัสบางชนิด(42) การศึกษาของ

Deshpande V และคณะ ยืนยันการมีอยูของดีเอ็นเอ

มนษุยและไวรัสทีร่วมตวักนัภายนอกโครโมโซมโดยอาศยั

การวเิคราะหดวยเทคนคิ AmpliconArchitect แสดงให

เหน็วา eccDNA มบีทบาทสำคญัในการสรางการจดัเรยีง

จีโนมที่ซับซอน รวมทั้งการเพิ่มจำนวนของยีนกอมะเร็ง

เฉพาะตำแหนง ซึ่งสงผลตอการเจริญเติบโตของเซลล

มะเรง็หลายชนดิ(43) หน่ึงในรปูแบบท่ีพบบอย คอื การเพิม่

จำนวนของยีน PVT1 (plasmacytoma variant

translocation 1) ในโมโลกุล DM ซึง่เก่ียวของกับการเพิม่

จำนวนของ DM และการเกดิยนีลกูผสม (fusion gene)

สงผลใหยนี PVT1 มกีารแสดงออกในระดบัสงูในเนือ้เยือ่

มะเร็ง(44) ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลัน (Acute 

Myeloid Leukemia; AML) มีรายงานการคนพบ

อารเอ็นเอลกูผสมใหม เชน PVT1– non-smc element 2

(NSMCE2) และ coiled-coil domain-containing 

protein 26-NSMCE2 ซึ่งสัมพันธกับ DM ที่มี

ตนกำเนดิมาจากโครโมโซมคูที ่8 แสดงใหเหน็วาการเพิม่

จำนวนของยีนลูกผสมในตำแหนงเฉพาะบนโครโมโซม 

8q24 มีบทบาทตอการกอมะเร็งของช้ินสวนโครโมโซม

ดังกลาวและมีความเชื่อมโยงอยางใกลชิดกับ DM(45)

การศกึษาในวารสาร Nature Genetics รายงานถงึ

บทบาทของ eccDNA ในการจดัโครงสรางจโีนมของมะเรง็

เนือ้เยือ่ประสาท (Neuroblastoma) โดยใชการบรูณาการ

ขอมูลจีโนมและทรานสคริปโตม (transcriptome)

ผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา eccDNA เปนแหลงสำคัญ

ของการจัดเรียงจีโนมในเซลลรางกาย (somatic cell)

สงเสริมการจัดเรียงตัวใหมของยีนกอมะเร็งผาน

กระบวนการหลอมรวมของดี เอ็นเอแบบวงกลม

(chimeric circular DNA) และการนำ eccDNA

กลับเขาไปสูจีโนมแบบเสนตรง eccDNA ที่เกิดจากการ

จัดเรียงตัวใหมนี้สามารถกอใหเกิดรอยโรคที่มีศักยภาพ

ภาพที่ 2 การถายทอดทางพันธุกรรมของ eccDNA ที่ไมเปนไปตามกฎของเมนเดล เนื่องจาก eccDNA

ขาดเซนโทรเมียรทำใหเกิดการถายทอดทางพันธุกรรมระหวางเซลลลูกไมเทากัน สงผลใหเกิด tumor

heterogeneity
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ในการกอมะเร็ง และนำไปสูการแสดงออกที่ผิดปกติ

ของยนียบัยัง้มะเรง็ (tumor suppressor gene) รวมทัง้

โปรโตออนโคยีน (proto-oncogenes)(46) ซึ่งมีบทบาท

สำคัญตอฟโนไทปของเซลลมะเร็ง 

จากที่กลาวมาขางตนแสดงใหเห็นวา จำนวน

โมเลกุล eccDNA ตลอดจนปริมาณและจำนวนของยีน

กอมะเร็งที่ถูกขยายจำนวนลวนสงผลทำใหเซลลมะเร็ง

มีความรุนแรงเพิ่มขึ้น โดยสงเสริมใหเซลลแบงตัวได

อยางตอเนื่อง ลดการตายของเซลลแบบอะพอพโทซิส 

(apoptosis) และสนับสนุนกระบวนการวิวัฒนาการ

เชิงปรับตัวของเซลลมะเร็ง นอกจากนี้ eccDNA มี

ความเกี่ยวของกับการกลายพันธุหลายรูปแบบ รวมถึง

กระบวนการที่กระตุนใหเกิดการกลายพันธุ ซึ่งเช่ือมโยง

กับการดำเนินโรคที่รวดเร็วและการรอดชีวิตที่สั้นลงของ

ผูปวย(47) ดังน้ัน eccDNA จึงถือเปนลักษณะที่สำคัญ

ทางจีโนมในเซลลมะเร็ง เนื่องจากสามารถเปลี่ยนแปลง

รูปแบบการกระจายและการจัดเรียงของยีนกอมะเร็ง

สงผลใหเกิดความหลากหลากของเซลลมะเร็งอยาง

รวดเร็ว อีกทั้งยังเปนปจจัยที่เรงกระบวนการวิวัฒนาการ

ของเซลลมะเร็งในมนุษยอีกดวย

eccDNA เกีย่วของกบัการดือ้ยาและการพยากรณโรค

ที่ไมดี

ในชวงศตวรรษท่ีผานมามีรายงานการตรวจพบ 

eccDNA ชนิด DM ในเซลลไขกระดูกของผูปวยมะเร็ง

เมด็เลอืดขาวแบบเฉียบพลันท่ีดือ้ตอยา cytarabine และ 

daunorubicin hydrochloride โดยผูปวยจะเสียชีวิต

ภายใน 3 สัปดาหหลังจากเริ่มแสดงอาการ จึงทำใหเกิด

ขอสงสยัถงึความสัมพันธระหวาง eccDNA กบัภาวะดือ้ยา

หรือการลุกลาม (metastasis) ของโรคมะเร็ง(48) การ

เพ่ิมจำนวนของยนีกอมะเรง็ เชน C-MYC บน eccDNA 

ในผูปวยมะเร็งเม็ดเลือดขาว ทั้งยังพบวามีความสัมพันธ

กับระยะเวลาการรอดชีวิตที่สั้นลงและการตอบสนอง

ตอการรักษาดวยยาเคมีบำบัดที่ไมมีประสิทธิภาพ(49)

ผลการศึกษามะเร็งสมองชนิด glioblastoma ไดขอสรุป

ทีส่อดคลองกนั โดยพบวาความหลากหลายทางพนัธกุรรม

ของ eccDNA ชวยใหเซลลมะเร็งรอดพนจากการรักษา

ดวยยาเคมบีำบดัหรอืรงัสรีกัษา(40) ในกรณท่ีีรกัษาดวยยา

methotrexate พบภาวะดื้อยามีความสัมพันธกับ

การเพิ่มจำนวนของยีน dihydrofolate reductase 

(DHFR) บน DM โดยพบยีน DHFR มกีารเพิม่จำนวน

สูงขึ้นหลังการรักษา และการแสดงออกของยีนที่มากเกิน

ไปยังสงผลตอตานฤทธิ์ยับยั้งยา methotrexate ตอการ

เผาผลาญโฟเลต รวมทั้งยังคงกระบวนการสังเคราะห

ดเีอน็เอในเซลลมะเรง็สงผลใหเกดิภาวะดือ้ยา(50) อกีดวย

ขณะที่ Nathanson DA และคณะ ไดรายงานผลการ

วิเคราะหเซลลเนื้องอกในผูปวย glioblastoma ที่ไดรับ

การรักษาดวยยายับยั้งการทำงานของ EGFR tyrosine

kinase (EGFR-TKIs) พบวาเซลลมะเรง็สามารถปรับ

ระดบัการแสดงออกของยนี epidermal growth factor

receptor variant (EGFRvIII) บน eccDNA 

ไดแบบผันกลับ สงผลใหเกิดฟโนไทปของเซลลที่

เปลี่ยนแปลงไปเพื่อปรับตัวในการเจริญเติบโต ซึ่ง

การสูญเสียยีน EGFRvIII บน eccDNA นับเปน

กลไกการด้ือตอยา EGFR-TKIs ที่พบบอยและ

มีความสำคัญทางคลินิกในผูปวย glioblastoma(51) 

นอกจากนี้ Xu K และคณะ รายงานถึงวิวัฒนาการ

ของ DM วามีความสัมพันธกับภาวะดื้อยาในผูปวย 

glioblastoma โดยในผูปวยเด็กพบวาปริมาณของยีน 

EGFR บน DM มีความแตกตางระหวางตัวอยาง และ

มีการเปลี่ยนแปลงทั้งในระยะการวินิจฉัยและระยะการ

กลับมาเปนซ้ำ ทั้งนี้ DM ทุกชุดที่ตรวจพบในผูปวยท่ี

กลับมาเปนซ้ำหลังการรักษาดวยยา erlotinib พบวามี

การกลายพันธุของยีน EGFR อยางไรก็ตามความถี่ของ

การกลายพันธุในระยะวินิจฉัยพบวาต่ำมาก ซึ่งบงชี้ถึง

ศักยภาพของการดื้อตอยาตาน EGFR ที่แตกตางกัน

ในแตละระยะ นักวิจัยยังรายงานรูปแบบที่คลายกันของ

การเปลี่ยนแปลงจำนวนสำเนาของ DM เมื่อเวลาผานไป

ในผูปวย glioblastoma ของผูใหญ จำนวน 4 ราย 

(เปรียบเทียบระหวางระยะวินิจฉัยและระยะกลับมา

เปนซ้ำ) โดยแมว ายีนกอมะเร็ งที่ถูกเพิ่มจำนวน

จะเปนชนิดเดียวกันทั้งสองระยะ แตกลับพบการเพิ่ม

จำนวนของยนี EGFR บน DM ทีแ่ตกตางกนั(52) งานวจิยั

ของ Koduru P และคณะ รายงานวาผูปวยมะเร็ง

เตานมบางรายสามารถพัฒนาเปนมะเร็งเม็ดเลือดขาว

แบบเฉียบพลันไดภายใน 18 เดือน หลังไดรับการ
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รักษาดวยยาหลายชนิดรวมกัน ไดแก trastuzumab,

pertuzumab, docetaxel, carboplatin และยาอื่นๆ 

ซึ่งอาจมีสาเหตุจากการเพิ่มจำนวนของยีน MYC และ 

KMT2A บนโมเลกุล DM ขณะเดียวกัน การสูญเสีย

การทำงานของโปรตีน p53 สงผลใหเกิดการเพิ่มจำนวน

ของยนีตางๆ ในระดบัท่ีแตกตางกนับน DM ท่ีหลากหลาย

นำไปสูความผิดปกติทางพันธุกรรมที่เรียกวา “ความไมเปน

เนื้อเดียวกันของ double minutes” (double-minute

heterogeneity) ในเซลลมะเร็งเม็ดเลือดขาว ดังนั้น

มะเร็งที่กลับมาเปนซ้ำจึงมักมีความผิดปกติทางจีโนม

ที่ซับซอน มีการกลายพันธุอยางกวางขวาง และมี

ความแปรปรวนของจำนวนสำเนายีนบน DM(53) 

นอกจากนี้การกลายพันธุ ของยีนนอกโครโมโซม

ท่ีสัมพันธกับการเ พ่ิมจำนวน (amplification-

linked extrachromosomal mutations) ยังมี

บทบาทสำคัญในการชวยให เซลลมะเร็ งสามารถ

ปรับตัวไดอยางมีประสิทธิภาพตอสภาวะแวดลอม

ที่เปลี่ยนแปลง(54) เนื้อเยื่อมะเร็งที่มีการเพิ่มจำนวน 

eccDNA มักมีความรุนแรงและมีพยากรณโรคที่

เลวรายลงอยางมีนัยสำคัญ จากขอมูลการวิเคราะห

จโีนมในผูปวย จำนวน 3,212 ราย พบวาเน้ือเยือ่มะเรง็ทีม่ี

การเพิม่จำนวนของ eccDNA มลีกัษณะการแพรกระจาย

ที่ลุกลามมากขึ้น โดยมีแนวโนมการแพรกระจายไปยัง

ตอมน้ำเหลืองตั้ งแตระยะเริ่มตนของการวินิจฉัย

และผูปวยกลุมนี้มักมีอัตราการรอดชีวิตใน 5 ป ต่ำกวา

ผูที่ไมมีการเพ่ิมจำนวนของ eccDNA(4) ขอมูลเหลาน้ี

จึงสะทอนให เห็นวา eccDNA มีบทบาทตอการ

เจริญเติบโตของเซลลและการตอบสนองตอการรักษา

โดยสงเสริมการเปลี่ยนแปลงอยางรวดเร็วของจำนวน

ของยีนกอมะเร็งในเนื้องอก และเปนปจจัยสำคัญ

ทีเ่กีย่วของกบัการดือ้ยาและการพยากรณโรคท่ีเลวรายลง

ในมะเร็งบางชนิด 

บทบาทของ eccDNA ในการเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ

ของโรคมะเร็ง

บทบาทของ eccDNA ในการเปนตัวบงชี้ทาง

ชีวภาพ (Biomarker) ของโรคมะเร็งกำลังไดรับความ

สนใจเปนอยางมาก โดยเฉพาะ eccDNA ขนาดเล็กที่มี

ลกัษณะเปนโมเลกลุอสิระ มคีวามเสถยีรสงู และตรวจพบ

ไดทัง้ในเน้ือเยือ่และกระแสเลือด งานวจิยัทางคลนิกิมกีาร

ตรวจพบ eccDNA ทั้งในพลาสมาและซีรัมของผูปวย

โรคมะเรง็(6,7,27)  ซึง่สวนใหญพบเปน eccDNA ขนาดเลก็

ทีม่ีจดุกำเนดิมาจากบริเวณยีน ตวัอยางเชน การตรวจพบ 

eccDNA ขนาดเลก็ทีม่จีดุกำเนดิจากบรเิวณยนี DOCK1, 

PPIC, TBC1D16 และ RP11-370A5.1 ที่พบได

เฉพาะผูปวยมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma ทำให 

eccDNA เหลานีม้แีนวโนมในการนำมาพฒันาสำหรบัการ

ตรวจคัดกรองผูปวยระยะเริ่มตน (early diagnosis)

นอกจากนี้ eccDNA บางชนิดสามารถตรวจพบได

ทั้งในผูปวยโรคมะเร็งและคนสุขภาพดี แตพบระดับ

การแสดงออกของยีนบน eccDNA สูงกวาอยางชัดเจน

ในกลุมผูปวยโรคมะเร็ง เมื่อทำการตรวจสอบเพิ่มเติม 

พบวาระดับการแสดงออกของยีนมีความแตกตางกันใน

ผูปวยแตละรายซึ่งสัมพันธกับอัตราการรอดชีพ(6) บงชี้วา 

eccDNA ขนาดเล็กเหลานี้อาจนำมาใชในการพยากรณ

โรค (prognosis) ไดอีกดวย eccDNA ขนาดเล็กท่ี

กำลังไดรับความสนใจอยางมาก ไดแก ไมโครดีเอ็นเอ

จดัเปน eccDNA ขนาดเลก็ทีพ่บมากทีส่ดุ โดยพบสดัสวน

สูงถึงประมาณรอยละ 84 ของดีเอ็นเอวงกลมทั้งหมด 

ไมโครดีเอ็นเอสวนใหญมักมีจุดกำเนิดมาจากบริเวณยีน

มีรูปแบบการแสดงออกที่แตกตางกันไปในแตละชนิด

เนื้อเยื่อ(21) และมีโครงสรางที่เปนเอกลักษณแตกตางกัน

ในแตละชนิดเซลล มีรายงานการเปรียบเทียบความยาว

ของไมโครดีเอ็นเอที่สกัดจากพลาสมาของผูปวยมะเร็ง

ปอดและมะเร็งรังไขกอนและหลังการผาตัด พบวา

ไมโครดีเอ็นเอมีความยาวเฉลี่ยลดลงอยางมีนัยสำคัญ

หลังการผาตัด(7) แสดงวาไมโครดีเอ็นเอนาจะมีการ

แสดงออกที่แตกตางกันในเซลลแตละชนิด และนาจะ

มีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของโมเลกุลตามสถานะของ

โรคดวย ไมโครดีเอ็นเอจึงอาจเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพที่มี

ศกัยภาพสงูสำหรบัใชในการตรวจวนิจิฉยัและการตดิตาม

การรักษาโรค นอกจากไมโครดีเอ็นเอยังมี eccDNA 

ขนาดเล็กชนิดอ่ืนที่นาสนใจ เชน spcDNA ซ่ึงมีความ

เกี่ยวของกับความไมเสถียรของจีโนม โดยมีรายงานการ

ตรวจพบ spcDNA ปริมาณสูงในเซลลเพาะเล้ียงมะเร็ง

ปากมดลูก เนื้อเยื่อมะเร็งลำไส และเซลลไฟโบรบลาสต
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ของผูปวยโรค Fanconi anemia(14) ปจจุบันยังไมมี

การศึกษาที่นำ spcDNA มาใชเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพ 

สำหรับการวินิจฉัยหรือการพยากรณโรคมะเร็ง แมวาใน

ทางคลนิกิจะยังไมมีการรายงานการประยกุตใช spcDNA

เปนตัวบงชี้ทางชีวภาพสำหรับการวินิจฉัยโรคมะเร็ง แต

จากความสัมพันธที่เกี่ยวของกับโรคซึ่งเกิดจากความ

ไมเสถียรของจีโนม ทำให spcDNA เปน eccDNA 

อีกกลุมหนึ่งท่ีมีแนวโนมในการพัฒนาและประยุกตใช

สำหรับตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งไดในอนาคต

เทคโนโลยีการตรวจวิเคราะหหาโมเลกุล eccDNA

การศึกษาวิ เคราะห โครงสร างของโมเลกุล

eccDNA ในชวงแรกอาศยัการสังเกตผานกลองจลุทรรศน

อิ เล็กตรอน(8) ซึ่ งใหขอมูลโครงสรางของโมเลกุล

eccDNA ในระดับท่ีจำกัด ตอมามีการพัฒนาเทคนิค

ในการแยกและสกัด eccDNA ใหมีประสิทธิภาพ

มากยิ่งขึ้น เชน การปนเหว่ียงแบบเดนซิต้ีเกรเดียนต 

โดยใชสารซีเซียมคลอไรด (Caesium chloride) เปน

ตัวกลาง(14) และการยอยสลายดีเอ็นเอเสนตรงดวย

เอนไซมเอกโซนิวคลีเอส (exonuclease) เพื่อใหได

เฉพาะดีเอ็นวงกลม(2,3) รวมท้ังการแยกดวยวิธี 2D

เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส(15,17) นอกจากนี้มีการประยุกต

ใชเทคนิคอื่นๆ เชน เทคนิค Southern blot(15),

inverse PCR(55) และ Fluorescence in situ

hybridization (FISH)(5,55) ซึง่ชวยใหสามารถตรวจสอบ

ลำดับนิวคลีโอไทดไดแมยังอยูในระดับที่ไมละเอียดมาก

นอกจากกระบวนการสกัดแยกและทำให eccDNA 

บริสุทธิ์แลว การศึกษาวิเคราะห eccDNA ยังครอบคลุม

ถึงการหาลำดับเบสแบบความละเอียดสูงในระดับ

กลุมเซลล (bulk high-throughput sequencing) 

ปจจุบันมีเทคนิคการหาลำดับเบสหลายวิธีท่ีสามารถใช

ในจำแนก eccDNA แบบ bulk high-throughput 

ไดอยางเปนระบบ ไดแก whole-genome sequencing 

(WGS), genome-scale enrichment and detection 

method for eccDNA (Circle-seq), circular DNA

enrichment sequencing (CIDER-seq), assay 

for transposase-accessible chromatin using

sequencing (ATAC-seq) และ circulome sequencing

(Circulome-seq) จากวิธีดังกลาว WGS และ 

Circle-seq เปนเทคนิคที่ไดรับความนิยมและถูกใช

อยางแพรหลายในงานวิจัยปจจุบัน เทคนิค WGS เปน

วิธีที่สามารถตรวจหาการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม

ทั้งหมด รวมถึง eccDNA ไดจากการหาลำดับเบสของ

จีโนมทั้งชุด ซ่ึงใหขอมูลทางพันธุกรรมที่ครอบคลุมและ

สามารถตรวจหาความแปรผันทางพันธุกรรมในรูปแบบ

อืน่ๆ ได อยางไรกต็ามเทคนคินีม้ขีอจำกดัในการตรวจจบั

eccDNA ที่มีขนาดเล็ก ทำให eccDNA บางสวนอาจ

ไมถูกตรวจพบหรือไมสามารถระบุลักษณะไดอยาง

ครบถวน(5,24,56) เทคนิค Circle-seq เปนเทคนิคที่

ชวยเพิ่มความแมนยำในการตรวจหา eccDNA โดยแยก 

eccDNA ที่มีโครงสรางเปนวงกลมออกจากดีเอ็นเอ

เสนตรง (linear DNA) ทำใหสามารถระบุ eccDNA 

ไดอยางถูกตองและจำเพาะมากกวา WGS แตมีขอเสีย 

คือ มีตนทุนสูงและไมสามารถตรวจหาความแปรผันทาง

พนัธกุรรมประเภทอ่ืนได(2,21) เทคนคิ CIDER-seq เปน

อกีหนึง่วธิทีีใ่ชหลกัการคลายคลงึกนั โดยอาศยัโครงสราง

วงกลมของ eccDNA เพื่อเพิ่มปริมาณและจำแนกขอมูล 

ทำใหสามารถตรวจสอบ eccDNA ไดอยางแมนยำใน

ระดับโมเลกุลเดี่ยว(57) เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี WGS 

และ Circle-seq เทคนิคนี้มีกระบวนการที่ซับซอนกวา

และตองอาศัยผูเช่ียวชาญเฉพาะทางในการดำเนินการ 

สำหรับเทคนิค ATAC-seq ไดรับการพัฒนาเพื่อใชระบุ

หา eccDNA โดยใชเอนไซม Tn5 transposase ตัด

ดีเอ็นเอบริเวณ open chromatin รวมถึง eccDNA 

ที่มีการอัดแนนของโครมาตินนอย พรอมติดแท็กดวย

อะแดปเตอร จากนั้นขอมูลที่ไดจากการหาลำดับเบส

จะถูกวิเคราะหดวยวิธี Circle_finder เพื่อทำนาย

การมีอยูของ eccDNA โดยอางอิงจากลักษณะของ

การอานลำดับที่ครอบคลุมบริเวณจุดเช่ือมตอของ

โมเลกลุดเีอน็เอวงกลม(55) สวนเทคนคิ Circulome-seq

เปนวิธีแบบบูรณาการที่ผสานกระบวนการยอยสลาย

ดีเอ็นเสนตรงดวยเอนไซม exonuclease การแยก

โมเลกุลดวยการปนเหวี่ยงแบบเดนซิตี้เกรเดียนต โดยใช

สารซีเซียมคลอไรดหรือเอทิเดียมโบรไมดเปนตัวกลาง

และการหาลำดับ เบส โดยอาศั ย เอนไซม  Tn5 

transposase ซ่ึงวิธีเหลานี้เปนการเพิ่มปริมาณและ

จำแนกลักษณะของ eccDNA ไดอยางมีประสิทธิภาพ(23) 
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ในชวงไมกี่ปท่ีผานมาไดมีการพัฒนาเทคโนโลยี 

high-throughput sequencing แบบเซลลเดี่ยว

(single-cell-based high-throughput sequencing)

ซึ่งเปนเทคโนโลยีที่ชวยในการวิเคราะหหาลำดับเบส

จากเซลลแตละเซลลไดอยางจำเพาะ ใหขอมูลที่มีความ

ละเอียดสูง และสามารถตรวจจับความแตกตางระหวาง

เซลลภายในเนื้อเยื่อหรือกลุมตัวอยางเดียวกันไดอยาง

แมนยำ ตัวอยางเทคโนโลยีดังกลาว ไดแก single-cell 

Circle-seq (scCircle-seq), single-cell ATAC-seq

(scATAC-seq), single-cell WGS (scWGS) และ 

single-cell paralleled genome and transcriptome 

sequencing on a third-generation platform 

(scGTP-seq) เทคนิคเหลาน้ีไดรับการพัฒนาเพื่อใช

ในการศึกษา eccDNA อยางละเอียดมากขึ้น เชน การ

ระบุบริเวณเอนแฮนเซอร (enhancer) ของ eccDNA 

การวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของจำนวนสำเนา (copy 

number variation) และการตรวจหาความแปรผัน

ของโครงสราง (structural variation) eccDNA(58−60) 

นอกจากนีเ้ทคนคิ sequencing of enzyme-accessible 

chromatin in circular DNA (CCDA-seq) ซึ่ง

สามารถหาลำดับเบสของดีเอ็นเอที่เขาถึงไดในโครมาติน

ของ eccDNA ในระดับโมเลกุลเดี่ยว(61) และเทคนิค 

Mobilome-seq สามารถระบุหา eccDNA ท่ีไดจาก

TE (TE-derived eccDNA)(62) เทคโนโลยกีารหาลำดบั

เบสในระดับเซลลเด่ียวยังรวมถึงเทคนิค single-cell

extrachromosomal  c ircular  DNA and

transcriptome sequencing (scEC&T-seq)

ซ่ึงสามารถหาลำดบัเบสของ eccDNA และทรานสครปิโตม

ในเซลลเดยีวไดพรอมกัน เทคนคินีถื้อเปนเครือ่งมอืสำคญั

เนื่องจากสามารถวิเคราะห eccDNA และการแสดงออก

ของยนีทัง้หมดไดแบบขนานกนัในระดบัเซลลเดีย่ว ทำให

สามารถเขาใจถึงบทบาทของ eccDNA ที่สัมพันธกับ

ฟโนไทปของเซลล และการควบคมุการแสดงออกของยนี

ไดอยางครอบคลมุ(63) อีกหนึง่เทคนคิทีส่ำคัญ คือ single-

molecule real-time sequencing of long fragments

amplified through transposon insertion

(SMOOTH-seq) ซึ่งเปนวิธีการหาลำดับเบสแบบ

เรียลไทมสำหรับชิ้นสวนดีเอ็นเอสายยาวที่ผานการขยาย

ดวยทรานสโพซอน(64) กลาวโดยสรุปเทคโนโลยีการหา

ลำดบัเบสแบบ single-cell sequencing เปนเครือ่งมอื

ทีม่ปีระสทิธภิาพในการศกึษาความแตกตางระหวางเซลล 

ใหขอมลูเชงิลกึและมคีวามละเอยีดสงู ทำใหเขาใจบทบาท

ของ eccDNA ในกระบวนการทางชีววิทยาของเซลล

ไดอยางชัดเจน การพัฒนาอัลกอริทึมทางชีวสารสนเทศที่

ออกแบบเฉพาะสำหรบัการจำแนกและวเิคราะห eccDNA

ยงัเปนสิง่จำเปน เพือ่เพิม่ประสทิธภิาพ ความถกูตอง และ

ความสะดวกในการประมวลผลขอมลูของ eccDNA ซึง่มี

ความซับซอนสูง จากที่กลาวมาขางตนจะเห็นไดวามีการ

พัฒนาเทคนิคตางๆ เพื่อชวยในการตรวจวิเคราะหและ

จำแนก eccDNA อยางกวางขวาง แตเทคนิคแตละวิธี

ยังคงมีขอจำกัดเฉพาะที่แตกตางกัน ดังนั้นการเลือกใช

วิธีการวิเคราะห eccDNA ที่เหมาะสมจึงมีความสำคัญ

อยางยิ่งตอการไดมาซ่ึงผลลัพธที่ถูกตองและเช่ือถือได 

บทความนีจ้งึไดสรปุขอด ีขอเสยี และขอจำกดัของเทคนคิ

ตางๆ ที่ใชในการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ eccDNA ดังแสดง

ในตารางที่ 2

ตารางที่ 2  เทคนิคในการตรวจวิเคราะห eccDNA

เทคนิค รายละเอียด ขอดี/ขอเสีย

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน(8) บอกตำแหนง จำแนกชนิด 
และตรวจสอบปริมาณของ eccDNA

ขาดขอมูลของลำดับนิวคลีโอไทด

Density gradient centrifugation(14) ใชสกัดแยกและทำให eccDNA 
บริสุทธิ์

ยุงยากและใชเวลานาน

2D เจลอิเล็กโทรโฟเรซิส(15,17) จำแนกชนิดของ eccDNA ขาดขอมูลของลำดับนิวคลีโอไทด

Southern blot(15) ตรวจสอบปริมาณของ eccDNA ไดขอมูลของลำดับนิวคลีโอไทด
เพียงเล็กนอย
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วิจารณ

eccDNA และดีเอ็นเอที่อยูบนโครโมโซมมีความ

แตกตางกนัอยางมากในหลายดานท่ีสำคญั เชน จดุกำเนดิ

โครงสราง และบทบาททางชีววิทยา ดวยความเปน

เอกลักษณของ eccDNA การศึกษาถึงความแตกตาง

และลักษณะเฉพาะของ eccDNA ที่ตรวจพบในผูปวย

โรคมะเรง็เปรียบเทียบกบัผูท่ีมีสขุภาพด ีจงึสามารถนำมา

ประยุกตใชในการตรวจวินิจฉัยโรคมะเร็งได งานวิจัย

ทีผ่านมาแสดงใหเห็นวา eccDNA มีความหลากหลายทัง้

ในดานขนาดและตำแหนงกำเนดิบนจโีนม โดย eccDNA 

ขนาดใหญมักนำพายีนกอมะเร็งและ/หรือยีนดื้อยา

ออกมานอกโครโมโซม จากนั้นทำการเพิ่มจำนวนสำเนา

และสงเสริมการแสดงออกของยีน ซึ่ ง สัมพันธกับ

ความรุนแรง และการลุกลามของโรคมะเร็ง(4,5) ขณะที่

eccDNA ขนาดเล็ก (นอยกวา 1 กิโลเบส) สามารถ

หลั่งออกจากเซลลทั้งในเซลลปกติและเซลลมะเร็งใน

รูปแบบของดเีอน็เออสิระภายนอกเซลล (extracellular

free DNA) ซึ่งตรวจพบไดในของเหลวจากรางกาย

จึงมีแนวโนมในการเปนตัวบงชี้ทางชีวภาพสำหรับ

การตรวจคดักรองโรคมะเรง็ระยะเริม่ตน การพยากรณโรค

และการตดิตามผลการรกัษา ปจจบุนัมรีายงานจำนวนมาก

ที่สนับสนุนศักยภาพของ eccDNA ที่ปลดปลอยออก

นอกเซลล (cell-free eccDNA) ที่สามารถตรวจพบ

ไดจากตัวอยางเลือด(6,7,27) ทำใหนาสนใจอยางยิ่งในการ

เปนตัวบงช้ีทางชีวภาพแบบไมรุกราน (non-invasive 

biomarker) อยางไรก็ตามยังมีประเด็นที่ตองไดรับ

การวิจัยและพัฒนาเพิ่มเติม ประการแรก ความเขาใจ

ในองคประกอบของ eccDNA ในเซลลมะเร็งหลายชนิด

ยังมีขอจำกัด จึงจำเปนตองมีการศึกษาเพื่อจำแนก

ชนิดของ eccDNA ที่มีความจำเพาะและเหมาะสม

สำหรับการตรวจวินิจฉัย ประการที่สอง มาตรฐานใน

กระบวนการแยก การวิเคราะห และการเพิ่มปริมาณ 

eccDNA เพือ่ใหไดผลลพัธทีแ่มนยำและสามารถทำซ้ำได

และประการสุดทาย แมวาจะมีรายงานที่แสดงระดับของ

eccDNA มีความสัมพันธกับความรุนแรงของโรคมะเร็ง

แตการนำ eccDNA มาใชเพื่อการตรวจวินิจฉัยและ

พยากรณโรคในทางคลินิกนั้นยังอยูในระยะเริ่มตน

จึงตองมีการศึกษาทางคลินิกเพิ่มเติมเพื่อประเมิน

ความแมนยำ ความไว และความจำเพาะของ eccDNA

เทคนิค รายละเอียด ขอดี/ขอเสีย

Inverse PCR(55) ตรวจสอบปริมาณและจำแนกชนิด
ของ eccDNA

ไดขอมูลของลำดับนิวคลีโอไทด 
เพียงเล็กนอย

FISH(5,55) บอกตำแหนง จำแนกชนิด 
และตรวจสอบปริมาณของ eccDNA

ไดขอมูลของลำดับนิวคลีโอไทด
เพียงเล็กนอย

Bulk high-throughput 
sequencing(2,5,21,23,24,55−57)

จำแนกชนิด บอกจำนวน 
และขนาดของ eccDNA ไดอยาง
ครอบคุลม โดยใหขอมูลเปนคาเฉลี่ย
หรือภาพรวมของ eccDNA ทั้งหมด
ในกลุมเซลล

ตรวจวเิคราะหตัวอยางไดจำนวนมาก
ในระยะเวลาอันสั้น ใหขอมูลเชิงลึก
และครอบคลุมในระดับจีโนม
แตไมสามารถตรวจจบัความแตกตาง
ระหวางเซลลแตละเซลลได

Single-cell-based high-through-
put sequencing(58−64)

ใหขอมูลของ eccDNA ถึงในระดับ
เซลลเดี่ยว

ใหขอมูลเชิงลึกในระดับจีโนมที่มี
ความละเอียดสูง สามารถแยกความ
แตกตางระหวางเซลลไดอยางแมนยำ 
แตเทคนิคน้ีมีความไวต่ำ เน่ืองจาก
ปริมาณ eccDNA ในแตละเซลล
มีนอย กระบวนการเตรียมตัวอยาง 
และการวิเคราะหขอมูลมีความ
ซับซอน รวมทั้งมีคาใชจายสูง

ตารางที่ 2  เทคนิคในการตรวจวิเคราะห eccDNA (ตอ)
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ในการใชงานจริง ดังนั้นการพัฒนาเครื่องมือและเทคโนโลยี

ใหมๆ ทั้งในดานกระบวนการสกัดแยก การวิเคราะห 

และเทคนคิการหาลำดบันวิคลโีอไทดของดเีอน็เอ จงึเปน

สิ่งจำเปนอยางยิ่งเพื่อเพิ่มศักยภาพในการนำ eccDNA 

ไปใชประโยชนทางการแพทยไดอยางกวางขวางในอนาคต 

นอกจากการใช eccDNA เปนเครื่องมือในการ

ตรวจวินิจฉัยและการพยากรณโรคแลว eccDNA ยังเปน

เปาหมายสำคัญสำหรับการพัฒนาการรักษาโรคมะเร็ง

อีกดวย เนื่องจากความสามารถของ eccDNA ในการ

เพิ่มจำนวนและสงเสริมการแสดงออกของยีนกอมะเร็ง

ถอืเปนปจจัยสำคัญทีส่นบัสนนุการเจรญิเตบิโตอยางรวดเรว็

ของเซลลมะเร็ง การกำจัด eccDNA จึงอาจเปนกลยุทธ

การรักษาที่มีประสิทธิภาพในการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเซลลมะเร็ง ลดภาวะดื้อยา และปองกันการกลับมา

เปนซ้ำของโรค ตัวอยางเชน การใชยา hydroxyurea

ในขนาดทีไ่มเปนพษิตอเซลล สามารถลดจำนวนของ DM 

และยับยั้งการแพรกระจายระยะกลางของเซลลมะเร็ง

ในผูปวยมะเร็งรังไขระยะลุกลามได(65) อีกทั้งยังชวยเรง

การสูญเสียของยีนดื้อยาที่เพิ่มจำนวนอยูนอกโครโมโซม 

สงผลใหเซลลมีความไวตอยาเพิ่มขึ้น(66) ในเซลลมะเร็ง

รังไข ยา gemcitabine สามารถกำจัด eccDNA ได

อยางมีประสิทธิภาพ สงผลใหการเจริญเติบโตและ

การแบงตวัของเซลลมะเรง็ชาลง เชนเดยีวกบังานวิจัยของ 

Sanchez AM และคณะ พบวาการฉายรังสีไอออไนซ

แบบคอยเปนคอยไปสามารถเรงการสูญเสียของการเพิ่ม

จำนวนยีน MDR1 บน eccDNA ที่เกี่ยวของกับภาวะ

ดื้อตอยาหลายชนิด สงผลใหประสิทธิภาพการรักษาของ

มะเร็งบางชนดิดขีึน้(67) ในเซลลมะเรง็ลำไสใหญการยบัยัง้

การแสดงออกของยนี BRCA1 สามารถยบัยัง้กระบวนการ 

homologous recombination ลดการเพิ่มจำนวน 

eccDNA ที่ประกอบดวยยีนดื้อตอยา Methotrexate

และชวยเพิม่ประสทิธภิาพของการรกัษาดวยยาเคมีบำบัด(65)

เชนเดียวกับในเน้ืองอกสมองชนิด glioblastoma

การใชยากลุม Tyrosine kinase inhibitors (TKIs)

สามารถกำจัด  eccDNA ท่ี มียี นกลายพันธุ ใน

Glioblastomas และ Low-grade gliomas ได(68)

ดังนั้นในอนาคต eccDNA อาจถูกพัฒนาเปนเปาหมาย

ใหมในการรักษามะเร็งหรืออาจถูกนำมาใชรวมกับ

การรักษาแบบมาตรฐาน เชน การฉายรังสี เคมีบำบัด 

หรือการใชยาตานมะเร็ง เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพและ

เสริมฤทธิ์รวมกัน 

สรุป

eccDNA พบไดอยางแพรหลายในมะเร็งหลายชนิด

ของมนุษยและมีบทบาทสำคัญในการเพิ่มจำนวนสำเนา

และกระตุนการแสดงออกของยีนกอมะเร็ง สงผลใหเกิด

การกอมะเร็งและการปรับตัวเชิงวิวัฒนาการของเซลล

มะเร็ง อีกทั้ง eccDNA มีสวนชวยในการกระตุนการปรับ

โครงสรางและการเปลี่ยนรูปแบบการแสดงออกของยีน

กอมะเร็ง eccDNA จึงถือเปนแรงขับเคลื่อนสำคัญของ

ภาวะดื้อยาและสัมพันธกับพยากรณโรคที่ไมดี ดังนั้น

การทราบถงึโครงสรางและหนาทีข่อง eccDNA จะชวยเพ่ิม

ความเขาใจเกี่ยวกับพยาธิกำเนิดของมะเร็ง และใหขอมูล

เชิงลึกสำหรับกลยุทธการรักษามะเร็งและการประยุกตใช

ทางคลนิกิ นอกจากนีก้ารคนพบ eccDNA ในกระแสเลอืด

นับเปนกาวสำคัญตอการนำมาใชเปนตัวบงช้ีทางชีวภาพ

แบบไมรกุราน สำหรบัการตรวจวนิจิฉยั การพยากรณ และ

ตดิตามผลการรกัษาแบบเรยีลไทม การพฒันาเทคโนโลยี

สำหรับการตรวจวิเคราะห eccDNA จึงมีความจำเปน

อยางยิ่งเพื่อเพิ่มศักยภาพในการตรวจคัดกรองและ

การวินิจฉัยมะเร็งชนิดตางๆ ไดอยางถูกตองและแมนยำ

ยิ่งขึ้น

การเปดเผยการใชปญญาประดิษฐ

บทความฉบับนี้จัดทำขึ้นโดยผู เขียนทั้งหมด 

ไมมีการใชปญญาประดิษฐในการชวยจัดทำ แกไขหรือ

จัดการตนฉบับแตอยางใด 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบพระคุณ คณาจารยและผูทรงคุณวุฒิ

ดานพันธุศาสตรระดับโมเลกุลและชีววิทยามะเร็ง

ที่ไดกรุณาใหคำแนะนำและขอคิดเห็นอันเปนประโยชน

ตอการเรียบเรียงบทความปริทัศนฉบับนี้เปนอยางยิ่ง

ขอขอบคุณสำนักงานการวิจัยแหงชาติ (วช.) และ

สำนักงานคณะกรรมการสงเสริมวิทยาศาสตร วิจัยและ

นวัตกรรม (สกสว.) ที่ใหการสนับสนุนทุนวิจัยเกี่ยวกับ
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eccDNA อันเปนพื้นฐานความรูและความเขาใจ

ซึง่ชวยใหการจดัทำบทความปรทิศันนีส้มบรูณยิง่ขึน้ และ

ขอขอบคุณ สถาบันมะเร็งแหงชาติ และสำนักงานพัฒนา

วิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงชาติ (สวทช.) ที่เอื้อเฟอ

และสนับสนุนการเขาถึงเอกสารทางวิชาการที่สำคัญ 
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ABSTRACT Extrachromosomal circular DNA (eccDNA) is a form of double-stranded circular DNA 
that arises from genomic instability and exists independently of chromosomes. EccDNAs vary in size and 
originate from loci distributed throughout the genome. Notably, several studies have reported that eccDNA 
levels are signifi cantly higher in cancer cells than in normal cells, and elevated eccDNA levels have been 
shown to serve as eff ective indicators of cancer pathogenesis. Numerous studies have demonstrated that 
the amplifi cation of oncogenes and drug resistance genes located on eccDNA plays a critical role in driving 
tumor evolution and heterogeneity, as well as being associated with drug resistance and poor prognosis. 
Recent studies have also revealed that eccDNA can be released into the circulation as cell-free DNA, 
exhibiting distinct genetic features that vary depending on the cell type. The expression levels of genes 
on eccDNA have been associated with disease status and patient survival. Thus, eccDNA has emerged 
as a promising biomarker for treatment monitoring and cancer prognosis. This review highlights current 
knowledge of eccDNA detected in both tumor tissues and blood samples from cancer patients, focusing 
on its origins, biogenesis, and functional roles in cancer, which may lead to more accurate diagnostic 
approaches and more eff ective therapeutic strategies.  
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