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บทค ัดย ่อ ภาษาไทย 

จิรัฏฐา ศิริลักษณ์ : การกดการท างานของ up-regulated A-repeats ของยีนในมะเร็งปาก
มดลูกด้วย PNAs-A15 (The suppression of up-regulated A-repeats containing 
genes in cervical cancer with PNAs-A15) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ศ. ดร. นพ. 
อภิวัฒน ์มุทิรางกูร, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: รศ. ดร. ปิต ิจันทร์วรโชติ{, 63 หน้า. 

Mononucleotide A- and T- repeats ถูกพบบริเวณรอบๆ transcription start sites 
(TSS) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการควบคุมการแสดงออกของยีนผ่านทาง Argonaute proteins นอกจากนี้ยัง
พบว่า A- and T- repeats สายสั้น (<10 bp) มักพบมากใน tissue-specific genes ในขณะที่ A- 
and T- repeats สายยาว (≥10 bp) มักพบมากใน housekeeping genes ในงานวิจัยนี้ได้ท าการ
ออกแบบ peptide nucleic acid (PNA) ที่เป็นเบสเรียงต่อกัน 15 ตัว เพื่อรบกวนการท างานของ
โปรตีนที่จับกับ A-repeats และเปลี่ยนแปลงระดับ mRNA ในยีนที่มี A- and T- repeats โดยการใส่ 
PNA-A15 เข้าสู่เซลล์ พบว่าสามารถยับยั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa และ 
C33A) แต่ไม่มีผลต่อเซลล์ปกติ (HK-2) ด้วยการท า MTT assay และ anchorage-independent 
growth assay จากนั้นศึกษาผลของ PNAs-A15 ที่มีต่อการแสดงออกระดับโปรตีนของเซลล์มะเร็ง
ปากมดลูก (HeLa cells) ใน formalin-fixed paraffin-embedded cells blocks ด้วยวิธี 
Immunocytochemistry ผลการศึกษาน้ีพบว่า PNAs-A15 ท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการแสดงออก
ระดับโปรตีนของเซลล์มะเร็งปากมดลูก และเมื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในมะเร็งโดยใช้ 
expression profiles จาก GEO database มาวิเคราะห์ จะพบ A- and T- repeats สายยาว (13-
27 bp) จ านวนมากใน up-regulated genes ในมะเร็งหลายชนิด เช่น มะเร็งปากมดลูก เป็นต้น 
นอกจากนี้ยังศึกษาการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของยีนในมะเร็งปากมดลูก 2 ชนิดคือ HeLa 
และ C33A ที่มีการใส่ PNA-A15 พบว่าระดับการแสดงออกของยีนที่เพิ่มข้ึนมีความสัมพันธ์กับ 
repeat densities จึงสรุปได้ว่า PNAs-A15 สามารถลดการแสดงออกของยีนที่มี A-repeats และลด
การเพิ่มจ านวนของเซลล์มะเร็งได้ ซึ่งอาจน าความรู้นี้ไปต่อยอดเพื่อพัฒนาวิธีการรักษามะเร็งได้ใน
อนาคต 
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บทค ัดย ่อ ภาษาอ ังกฤษ 

# # 5574218630 : MAJOR MEDICAL SCIENCE 
KEYWORDS: MONONUCLEOTIDE A-REPEATS,  PEPTIDE NUCLEIC ACID 

JIRATTHA SIRILUKSANA: The suppression of up-regulated A-repeats 
containing genes in cervical cancer with PNAs-A15. ADVISOR: PROF. APIWAT 
MUTIRANGURA, M.D., Ph.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. PITHI 
CHANVORACHOTE, Ph.D. {, 63 pp. 

Mononucleotide A- and T-repeats can be found around transcription start 
sites (TSS), they may regulate gene expression through Argonaute proteins. 
Furthermore, short repeats (<10 bp) are enriched in tissue-specific genes, while long 
repeats (≥10 bp) are enriched in housekeeping genes. To interfere protein binding A-
repeats and change mRNA levels of genes containing A- and T- repeats, we designed 
the peptide nucleic acid (PNA) oligo containing long A-repeat sequences [A(15)] to 
transfect cells. The transfection of PNA-A15 to cancer cell lines resulted in limited 
proliferation of HeLa and C33A, but not in HK2 detected by MTT assay and 
anchorage-independent growth assay. To investigate PNAs-A15 affects protein 
expression on cervical cancer cells, Immunocytochemistry were performed on 
available formalin-fixed paraffin-embedded cells blocks of HeLa cells. These results 
suggest that PNAs-A15 were changed protein expression on cervical cancer cell lines, 
BCL-2 and P53. To explore the gene expression of cancer, the expression profiles 
reported from GEO database were analyzed. We found long A- and T- repeats (13-27 
bp) were higher distributed in up-regulated genes than neutral genes in cervical 
cancer (GSE9750 and GSE7803). Furthermore, RNA from transfected cells was further 
analyzed for evaluate alteration of expression of gene containing A- and T-repeats. 
The results showed gene expression levels were increased in correlation with repeat 
densities. In conclusion, PNAs-A15 can down-regulate A-repeats containing genes and 
limited cancer growth. Therefore, PNAs-A15 could be used for cancer treatment in 
future. 
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บทท่ี 1 
บทน า 

ท่ีมาและความส าคัญของปัญหา (Background and Rationale) 

โรคมะเร็งเป็นสาเหตุการเสียชีวิตอันดับต้นๆของคนทั่วโลกและมะเร็งปากมดลูกยังพบมาก

เป็นอันดับสองของมะเร็งในผู้หญิงทั่วโลก (1-4)  เกิดจากที่เซลล์ในร่างกายมีสารพันธุกรรมผิดปกติ

สามารถเกิดได้จากสิ่งแวดล้อมและพันธุกรรม จึงท าให้เซลล์มีการเจริญเติบโตและการแบ่งเซลล์ที่

รวดเร็วผิดปกติ (5) การรักษาโรคมะเร็งในปัจจุบันจะใช้เคมีบ าบัดหรือ Chemotherapy ร่วมกับการ

ใช้รังสีรักษา การผ่าตัด ตลอดจนการปลูกถ่ายไขกระดูก แต่การรักษาด้วยเคมีบ าบัดนอกจากที่จะไป

ท าลายเซลล์มะเร็งแล้วยังไปท าลายเซลล์ปกติที่มีการแบ่งตัวเร็วด้วย ยกตัวอย่างเช่น เซลล์เม็ดเลือด 

เซลล์ผม เซลล์เยื่อบุกระเพาะอาหาร เซลล์เยื่อบุล าไส้ และเซลล์เยื่อบุกระพุ้งแก้ม เกิดอาการข้างเคียง

หลายอย่างได้แก่ อาเจียน รับประทานอาหารได้น้อย อ่อนเพลีย เหนื่อยง่าย ตัวซีด ผมร่วง ท้องเสีย 

เม็ดเลือดขาวต่ า เกล็ดเลือดต่ า และอื่นๆอีกมากมาย ในคนไข้บางรายไม่สามารถทนต่อผลข้างเคียงได้

จึงอาจถึงแก่ชีวิต (6)  ต่อมามีการพัฒนาวิธีการรักษาโรคมะเร็งที่เรียกว่า “Targeted Therapy” หรือ 

การรักษาแบบเจาะจงไปยังเป้าหมายที่เป็นเซลล์มะเร็ง ไม่ท าลายเซลล์ปกติอื่นๆในร่างกาย (7-9) โดย

จะไปยับยั้งกระบวนการส่งสัญญาณระดับเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตและแบ่งตัวของ

เซลล์มะเรง็ ขัดขวางการพัฒนาหลอดเลือดของเนื้องอก ส่งเสริมการตายของเซลลม์ะเร็ง (Apoptosis) 

กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันที่จะท าลายเซลล์มะเร็ง ซึ่ง targeted therapy แต่ละตัวจึงมีกลไกการออก

ฤทธ์ิแตกต่างกัน ตัวอย่างการรักษาโรคมะเร็งด้วย Targeted Therapy เช่น โรคมะเร็งปอด โดยจะ

เฉพาะเจาะจงกับยีน EGFR ที่กลายพันธ์ุ (10) 
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ในงานวิจัยก่อนหน้านี้มีการศึกษาเกี่ยวกับการกระจายตัวของล าดับเบสที่เป็น A- และ T-

repeats ในสิ่งมีชีวิตชนิดต่างๆ โดย A- และ T-repeats เป็น Mononucleotide repeats หรือ

ล าดับเบสที่มีเบสเพียงเบสเดียว (A, T, C, หรือ G) เรียงต่อกันแบบซ้ าๆ (11) ซึ่งพบว่าการกระจายตัว

ของ A-repeats บริเวณ upstream ก่อน transcription start sites (TSSs) เกี่ยวข้องกับการ

ควบคุมแบบ cis-regulatory ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม 3 ชนิด คือ R. norvegicus, M. musculus, 

และ H. sapiens โดยควบคุมผ่าน DICER1 และ Argonaute proteins (12) ซึ่งใน human 

housekeeping genes จะพบ A- และ T-repeats สายยาว (10 to 30 bp) แต่ใน tissue-specific 

genes มักพบเป็น A- และ T-repeats สายสั้น (2 to 9 bp) (12) คาดว่า A-repeats อาจเกี่ยวข้อง

กับการควบคุมการแสดงออกของยีนให้แสดงออกเพิ่มข้ึนในเซลล์มะเร็งได้ โดย Argonaute protein 

จะไปจับกับ A-repeats ที่บริเวณ upstream ของ TSS แล้วท าให้เกิดการ transcription งานวิจัยนี้

จึงได้น าหลักการของการรักษาโรคมะเร็งด้วย  Targeted Therapy มาใช้ในการรักษาโรคมะเร็งปาก

มดลูกโดยเลือกใช้ PNA หรือ peptide nucleic acid ซึ่งเป็นโมเลกุลที่มีความคล้ายคลึงกับ DNA ใน

ธรรมชาติ (13, 14) แต่มีความแตกต่างกันที่บริเวณหมู่น้ าตาลและหมู่ฟอตเฟสจะถูกแทนที่ด้วย N-(2-

AMINOETHYL)-glycine เกิดเป็นพันธะเปปไทด์ โดยการจับกันระหว่าง PNA กับ DNA นั้นจะจับกัน

ด้วยพันธะที่แน่นหนา มีความจ าเพาะสูง และไม่เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสาย DNA สามารถทนต่อ

การย่อยสลายโดย nucleases นอกจากนี้ PNA เป็นสาย polypeptide ที่ไม่มีประจุ ท าให้การจับกัน

ระหว่าง PNA กับ DNA มีความเสถียรมากกว่าการจับกันระหว่าง DNA-DNA และ DNA-RNA ตาม

ธรรมชาติ (15) มีการน า PNA ไปใช้ในการยับยั้งหรือกระตุ้นการท างานของยีนต่างๆที่เกี่ยวข้องกับการ

เกิดโรค  

วัตถุประสงค์ของงานวิจัยน้ีเพื่อศึกษาการกดแสดงออกของยีนที่มี A-repeats ในมะเร็งปาก

มดลูกด้วย  PNAs-A15 โดยออกแบบ PNA ให้มีล าดับเป็นเบส A เรียงต่อกันความยาว 15 bp เป็น
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ความยาวที่เหมาะสมเนื่องจาก A-repeats ความยาวประมาณ 10-30 bp เกี่ยวข้องกับการควบคุม

แบบ cis-regulatory ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม ซึ่งการใส่ PNAs-A15 ในเซลล์ท าให้สามารถยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งปากมดลูกได้ รูปที่ 1 

 

 

รูปที่ 1 การกดการแสดงออกของยีนในมะเรง็ปากมดลกูด้วย PNAs-A15 
 
ค าถามงานวิจัย (Research question) 

- PNAs-A15 สามารถลดการแสดงออกของยีนที่มี A-repeats ในมะเร็งปากมดลูกได้หรือไม่ 

- PNAs-A15 สามรถใช้รักษามะเร็งปากมดลูกได้หรือไม่ 

 

วัตถุประสงค์การวิจัย (Research objectives) 

- PNAs-A15 สามารถลดการแสดงออกของยีนที่มี A-repeats และสามารถใช้รักษามะเร็ง

ปากมดลูกได ้
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กรอบความคิดงานวิจัย (Conceptual framework) 

 

 

รูปที่ 2 แผนผังกรอบความคิดในงานวิจัย 
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1. การศึกษาการแสดงออกของยีนท้ังหมดในจีโนมด้วยวิธี HumanHT-12 v4 Expression 
BeadChip 

 

 

รูปที่ 3 แผนผังแสดงล าดับข้ันตอนในการท าวิจัยของการทดลองที่ 1 
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2. immunocytochemistry    

 

 

รูปที่ 4 แผนผังแสดงล าดับข้ันตอนในการท าวิจัยของการทดลองที่ 2 
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3. การศึกษาการเพ่ิมจ านวนเซลล์ (Proliferation assay) ด้วย 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay หลังจากใส่ PNAs และ 
scramble เข้าเซลล ์

 

 

รูปที่ 5 แผนผังแสดงล าดับข้ันตอนในการท าวิจัยของการทดลองที่ 3 
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4. การศึกษาความสามารถในการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอ่อน 
(Anchorage-independent growth assay) หลังจากมีการใส่ PNAs และ scramble 
เข้าเซลล ์

 

 

รูปที่ 6 แผนผังแสดงล าดับข้ันตอนในการท าวิจัยของการทดลองที่ 4 
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บทท่ี 2 
ทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวข้อง 

มะเร็ง (cancer) 

มะเร็งคือโรคที่เกิดจากความผิดปกติของเซลล์ในร่างกาย เนื่องจาก DNA ท าให้เซลล์มีการ

เพิ่มจ านวนรวดเร็วผิดปกติ ไม่สามารถควบคุมได้และมีจ านวนมากกว่าปกติ สามารถลุกลามและ

แพร่กระจายไปยังเซลล์ข้างเคียงหรือเซลล์ที่อยู่ไกล มีการเจริญเติบโตไม่เป็นระเบียบ ส่งผลให้อวัยวะ

ในร่างกายไม่สามารถท างานได้ปกติ เป็นสาเหตุให้เสียชีวิต ซึ่งลักษณะส าคัญของมะเร็ง (hallmark of 

cancer) แตกต่างจากเซลล์ปกติ 10 ข้อ (16) คือ 

1. สามารถต่อต้านโปรแกรมการตายของเซลล์ (Apoptosis) 

2. มีจีโนมไม่เสถียร (Genome instability) และเกิดการกลายพันธ์ุได้ (mutation) 

3. ส่งเสริมสัญญาณการเพิ่มจ านวน (proliferation)  

4. สามารถหลีกเลี่ยงตัวยับยั้งการเจริญเติบโตได้ (growth suppressors) 

5. ส่งเสริมให้เกิดการอักเสบของเนื้องอก  

6. ส่งเสริมการสร้างเส้นเลือดใหม่ (angiogenesis) 

7. กระตุ้นให้เกิดการบุกรุก (invasion) และการแพร่การจาย (metastasis)  

8. ยับยั้ง cellular metabolism ในการยับยั้งเซลล์มะเร็ง  

9. สามารถหลีกเลี่ยงการท าลายจากภูมิคุ้มกันของร่างกาย (immunity) 

10. สามารถเพิ่มจ านวนได้อย่างไม่จ ากัด (immortalization) 

สาเหตุของโรคมะเร็งเกิดได้ทั้งปัจจัยจากสิ่งแวดล้อมและเกิดจากการถ่ายทอดทางพันธุกรรม โดย

กระบวนการที่เซลล์มคีวามผิดปกติจนเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์มะเร็งต้องผ่านหลายข้ันตอน มะเร็งจึง

เป็นโรคที่เกี่ยวข้องกับความผิดปกติของหลายยีน ลักษณะของเซลล์มะเร็งต่างจากเซลล์ปกติ ได้แก่  มี
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นิวเคลียสขนาดใหญ่ มีรูปร่างและขนาดแตกต่างกัน และแตกต่างจากเซลล์ปกติ มีการเจริญซ้อนทับ

กันอย่างไม่เป็นระเบียบ ไม่มีขอบเขตที่แน่นอน 

 

มะเร็งปากมดลูก (cervical cancer) 

มะเร็งปากมดลูกเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับ 2 ของมะเร็งในทั่วโลก รองลงมาจากมะเร็ง

เต้านม จากการส ารวจใน 187 ประเทศทั่วโลกพบว่ามีอัตราการเกิดโรคเพิ่มข้ึน 0.6% ท าการส ารวจ

ตั้งแต่ปี 1980-2010  โดยปี 2010 มีผู้เป็นมะเร็งปากมดลูกทั้งสิ้น 453,970 ราย แบ่งออกเป็น ใน

ประเทศที่ก าลังพัฒนา พบ 34 % ในผู้หญิงอายุ 15-59 ปี และ 42 % ในผู้หญิงอายุ 50 ปีข้ึนไป  และ

ในประเทศที่พัฒนาแล้ว พบ 10%  ในผู้หญิงอายุ 15-59 ปี  และ 14 % ในผู้หญิงอายุ 50 ปีข้ึนไป  

ซึ่งในประเทศไทยพบมะเร็งปากมดลูกในหญิงไทยอายุประมาณ 35-60 ปี  มีอัตราการตายเพิ่มข้ึนสูง

อย่างต่อเนื่องในแต่ละปี (2, 17)สาเหตุส าคัญที่ท าให้เกิดโรคคือ เกิดจากการติดเช้ือ human 

papilloma virus หรือ HPV (18, 19) บริเวณปากมดลูก จากการมีเพศสัมพันธ์ เมื่อเช้ือไวรัสเข้าไปที่

ปากมดลูก จะท าให้ปากมดลูกมีการเปลี่ยนแปลงจนน าไปสู่การเป็นมะเร็งปากมดลูก นอกจากการติด

เช้ือ human papilloma virus ยังมีอีกหลายปัจจัยที่ท าให้เกิดโรคมะเร็งปากมดลูก เช่น เกิดจาก

พันธุกรรม มีบุตรหลายคน มีเพศสัมพันธ์ตั้งแต่อายุน้อย มีคู่นอนหลายคน มีประวัติการเป็นโรคติดต่อ

ทางเพศสัมพันธ์ กินยาคุมก าเนิด เป็นต้น ซึ่งอาการของมะเร็งปากมดลูก พบว่ามีเลือดทางช่องคลอด 

มีตกขาวผิดปกติ มีกลิ่นเหม็น หรือมีเลือดออกเวลามีเพศสัมพันธ์ ถ้าเป็นในระยะลุกลามอาจมีการ

อาการปวดหลังได้ เนื่องจากมีการกดทับเส้นประสาท มีเลือดปนในปัสสาวะและอุจจาระ    
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Targeted therapy 

Targeted Therapy หรือ การรักษาแบบเจาะจงไปยังเป้าหมายที่เป็นเซลล์มะเร็ง ไม่ท าลาย

เซลล์ปกติอื่นๆในร่างกาย โดยจะไปยับยั้ งกระบวนการส่งสัญญาณระดับเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการ

เจริญเติบโตและการแพรก่ระจายของเซลลม์ะเร็ง ขัดขวางการพัฒนาหลอดเลือดของเนื้องอก ส่งเสริม

การตายของเซลล์มะเร็ง (Apoptosis) กระตุ้นระบบภูมิคุ้มกันที่จะท าลายเซลล์มะเร็ง ซึ่งการรักษา

โรคมะเร็งด้วย Targeted therapy จะมีการระบุเป้าหมายที่มีบทบาทส าคัญในการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งดังรูปที่ 7. จากนั้นจึงออกแบบโมเลกุลที่จะไปรบกวนความสามารถในการส่งเสริมการ

เจริญเติบโตหรือการอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง ซึ่ง targeted therapy แต่ละตัวจึงมีกลไกการออกฤทธ์ิ

แตกต่างกัน เช่น hormone therapies, signal transduction inhibitors, gene expression 

modulator, apoptosis inducer, angiogenesis inhibitor, immunotherapies และ toxin 

delivery molecules ในปัจจุบันมี targeted therapy หลายตัวที่ได้รับการยอมรับจากองค์การ

อาหารและยาของประเทศอเมริกา (US FDA) (7-9) 

 

รูปที่ 7 จากรูปแสดงกลไกการควบคุมยีนต่างๆในร่างกายซึ่งน ามาใช้ในการก าหนดเป้าหมายในการ
รักษาโรคมะเร็งด้วย Targeted Therapy (20) 
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A- และ T-repeats 

 A- และ T-repeats เป็น Mononucleotide repeats หรือล าดับเบสเพียงเบสเดียว (A, T, 

C, หรือ G) ที่ เรียงต่อกันเป็นสาย (11) ซึ่งในอดีตไม่ทราบหน้าที่หรือความส าคัญของ 

Mononucleotide repeats (21) ต่อมาพบว่า Mononucleotide repeats ที่เป็น A-repeats ซึ่ง

อยู่บริเวณ upstream ของ transcription start sites (TSSs) เกี่ยวข้องกับการควบคุมแบบ cis-

regulatory ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมโดยควบคุมผ่าน DICER1 และ Argonaute proteins (12) ซึ่งจะ

พบ A-repeats ที่บริเวณ upstream มากกว่าที่บริเวณ downstream ของ TSSs โดยความไม่

สมมาตรนี้สามารถตรวจพบได้ใน 3 จีโนมของสัตว์เลี้ยงลกูด้วยนมคือ R. norvegicus, M. musculus, 

และ H. sapiens แสดงในรูปที่ 8. (12) และพบว่า  A-และ T-repeats สายยาว (10 to 30 bp) จะ

พบมากใน human housekeeping genes ต่างจาก A- และ T-repeats สายสั้น (2 to 9 bp) ที่พบ

มากใน tissue-specific gene (12) และนอกจากนี้ A-repeats  ยังสามารถควบคุมการแสดงออก

ของยีนให้แสดงออกเพิ่มข้ึนในเซลล์มะเร็งได้ดังรูปที่ 9. โดย Argonaute protein จะไปจับกับ A-

repeats ที่บริเวณ upstream ของ TSS แล้วท าให้เกิดการ transcription ดังรูปที่ 10. อย่างไรก็ตาม

การท างานของ A- และ T-repeats ส่วนใหญ่นั้นยังไม่เป็นที่ไม่รู้จัก 
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รูปที่ 8 จากรูปแสดงการกระจายของ  A- และ T-repeats รอบ TSSs โดย (A-F) แสดงการกระจาย
ของ A- และ T-repeats ความยาว 5-30 bp รอบ TSSs ในทั้งจีโนม แกนนอนประกอบด้วย 25 bin 
แกนตั้ง คือจ านวนของ A-repeats ต่อยีน (12) 
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รูปที่ 9 จากรูปแสดงการกระจายของ  A- และ T-repeats สายสั้น (4 bp) สายยาว (10-30 bp) รอบ 
TSSs ในมะเร็งปากมดลูก (GSE9750) โดยแกนนอนประกอบด้วย 25 bin แกนตั้ง คือจ านวนของ A- 
และ T-repeats ต่อยีน (Aporntewan, personal communication)   
 

              

รูปที่ 10 จากรูปแสดงการจบัของ Argonaute protein ที่ A-repeats บริเวณ upstream ของ TSS 
(12) 
 
PNAs-A15  

Peptide nucleic acid หรือ PNAs ซึ่งเกิดจากการแทนที่หมู่น้ าตาลและหมู่ฟอสเฟตใน 

DNA ด้วย N-(2-AMINOETHYL)-glycine เกิดเป็นพันธะเปปไทด์ โดยชนิดของเบสในโมเลกุลของ 

PNA ยังคงเหมือนกับ DNA ในธรรมชาติ สามารถยึดจับกับ DNA อย่างแน่นหนาและมีความจ าเพาะ

สูง ซึ่งการจับกันระหว่าง PNA และ DNA นั้นจะไม่เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของสาย DNA มีความ

เสถียรมากกว่าการจับกันระหว่าง DNA และ DNA ตามธรรมชาติด้วยกันเอง เนื่องจาก PNA เป็นสาย 

polypeptide ที่ไม่มีประจุ และยังทนทานต่อการย่อยสลายโดย nucleases (รูปที่ 11) แสดง

โครงสร้างของPNA ซึ่งข้อได้เปรียบเหล่าน้ีจึงมีการพัฒนา PNAs มาใช้ในงานด้านต่างๆทั้งในงานด้าน

เคมี ชีววิทยา และในงานด้านการแพทย์ เพื่อควบคุมการแสดงออกของยีนแบบช่ัวคราว ใช้ในการ

ตรวจสอบความผิดปกติทางพันธุกรรม ใช้ในการวินิจฉัยโรคที่เกิดจากการกลายพันธ์ุ (13-15) โดยใน
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งานวิจัยน้ีจะใช้ PNAs ที่ออกแบบให้มีล าดับเป็น A-repeats ความยาว 15 bp เพื่อไปกดการท างาน

ของ A-repeats ในเซลล์มะเร็ง ดังรูปที่ 12 

 

รูปที่ 11 สูตรโครงสร้างของ PNAs (http://supernovacondensate.net/2012/04/21/could-
life-be-any-sweeter/) 
 

CATGTTAAAAAAAAAAAAAAAGCTACG 

รูปที่ 12 PNAs-A15  
 

เทคนิคท่ีเกี่ยวข้องกับงานวิจัย 

Cell culture  

Cell Culture หรือ การเพาะเลี้ยงเซลล์ คือการเลี้ยงเพื่อเพิ่มปริมาณเซลล์ในหลอดทดลอง 

โดยจะเลี้ยงเซลล์ในสภาวะที่ เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ และใช้อาหารสังเคราะห์ 

(Medium) ที่มีสารอาหารที่จ าเป็นต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ ซึ่งการเพาะเลี้ยงเซลล์เป็นเทคนิคที่

ส าคัญของงานวิจัยในปัจจุบันเช่น การศึกษาชีววิทยาของเซลล์ (Cell Biology) การศึกษาโครโมโซม

ของเซลล์ (Cytogenetics) การศึกษาการแสดงออกของยีน (Gene Expression) การศึกษาผลของ

สารเคมีต่อเซลล์ (Toxicology) และการศึกษาการสร้างโปรตีนของเซลล์ (Protein synthesis) เป็น

ต้น (22, 23) 

 

http://supernovacondensate.net/2012/04/21/could-life-be-any-sweeter/
http://supernovacondensate.net/2012/04/21/could-life-be-any-sweeter/
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3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay  

การท า MTT assay เป็นการศึกษาการเพิ่มจ านวนของเซลล์ (cell proliferation) ด้วยการ

วัด metabolic activity ภายในเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ เป็นวิธีที่ได้รับการยอมรับอย่างกว้างขวาง การวัด

สภาวะ reduction environment ของ mitochondria ในเซลล์ จะเกิดข้ึนเมื่อ MTT ที่ปกติจะมีสี

เหลือง ถูก reduced ด้วย mitochondrial reductase (mitochondrial succinate 

dehydrogenase) สีของ MTT จะเปลี่ยนเป็นสีม่วงของ formazan มีลักษณะเป็นผลึกดังรูปที่ 13. 

ซึ่งจะน าผลึกนี้ไปละลายด้วย DMSO และวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 570 nm ปริมาณของสีม่วงที่

เพิ่มข้ึนจะหมายถึงปริมาณของเซลล์มีชีวิตเพิ่มข้ึนด้วย (24, 25) 

 

รูปที่ 13 สูตรโครงสร้างของ MTT และ formazan (https://en.wikipedia.org/wiki/MTT_assay)  
 

Anchorage independent growth assay in soft agar  

จากคุณสมบัติของเซลล์มะเร็งที่สามารถเจริญซ้อนทับกัน เจริญโดยไม่ต้องอาศัยที่ยึดเกาะ 

เกิดจากการการสูญเสีย contact inhibition ท าให้เซลล์เจริญเป็นกลุ่มก้อนซ้อนทับกันและไม่ต้อง

อาศัยความสามารถในการยึดเกาะ จึงมีการพัฒนาวิธีการเพื่อตรวจสอบคุณสมบัติน้ีของเซลล์มะเร็งที่มี

ช่ือว่า Anchorage independent growth assay โดยเซลล์ที่ต้องการตรวจสอบจะลอยอยู่ในอาหาร
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เลี้ยงเซลล์ที่ผสมกับวุ้นหรือ Agar เพื่อให้มีคุณสมบัติกึ่งแข็งกึ่งเหลว ซึ่งเซลล์ปกติจะไม่สามารถเจริญ

บนอาหารเลี้ยงเซลล์นี้ได้ โดยสามารถวัดปริมาณการแพร่กระจาย (cell proliferation) ในอาหาร

เลี้ยงเซลล์ชนิดนี้ได้หลังจาก 7-14 วัน ด้วยการใช้กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับเพื่อนับโคโลนีที่เกิดข้ึน 

(26, 27) รูปที่ 14. 

 

 

 

รูปที่ 14 ข้ันตอนของ Soft agar assay for colony tumor formation 
(http://www.cellbiolabs.com/96-well-cell-transformation-assays-standard-soft-agar) 
 

 

http://www.cellbiolabs.com/96-well-cell-transformation-assays-standard-soft-agar
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Immunocytochemistry 

Immunocytochemistry เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจสอบ antigen ในเซลล์ของสิ่งมีชีวิต อาจ

อยู่บนผิวเซลล์ ภายในเซลล์ หรือ นิวเคลียส โดยใช้ antibody ซึ่งจ าเพาะต่อ antigen นั้น โดยที่ 

antibody จะมี enzyme เช่ือมติดอยู่เพื่อใช้แทนสารเรืองแสง เมื่อหยด Chromogen (DAB) 

enzyme จะท าปฏิกิริยากับ substrate (H2O2) ปรากฏสีตรงต าแหน่งที่มี antibody ไปจับอยู่กับ 

antigen สามารถตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดาได้ วิธี Immunocytochemistry จะเป็นการ

ตรวจสอบ antigen ในเซลล์ ซึ่งจะมีหลักการคล้ายกับวิธี Immunohistochemistry ที่ตรวจสอบ 

antigen ในเนื้อเยื้อ ที่มาจากการแช่แข็งหรือการเก็บด้วยวิธีทางเคมีหรือฝังอยู่ในพาราฟิน ซึ่งวิธี 

Immunocytochemistry จะต้องท าการแยกเซลล์ให้เป็นเซลล์เดี่ยวก่อนที่จะน าไปย้อมด้วย 

antibody (28, 29) 

 

Microarray  

 Microarray เป็นวิธีที่ใช้ในการศึกษาการท างานของยีนหลายยีนในเวลาเดียวกัน สามารถ

น ามาใช้ในการตรวจสอบ ระดับการท างานหรือระดับการแสดงออกของยีน การเพิ่มข้ึนหรือลดลงของ

จ านวนยีนบนโครโมโซม และการกลายพันธ์ุ โดยหลักการท างานจะเกี่ยวข้องกับการจับกันของสาย 

DNA (hybridization) ด้วยพันธะ hydrogen bonds ระหว่างเบสคู่สม เริ่มจากการน า mRNA ที่

สนใจมาติดฉลากด้วยสี จากนั้นน ามาจับกันกับ DNA ที่อยู่บน chip เรียกว่า DNA chip (Affymetrix) 

ซึ่งเป็นตัวแทนของยีนทุกๆยีนที่เราทราบของมนุษย์ แล้วอ่านผลและวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม

คอมพิวเตอร์ การวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วย Micro array นอกจาก Affymetrix array แล้ว

ยังมีอีกแบบหนึ่งที่ เรียกว่า BeadArray หรือ illumina array ซึ่งมีหลักการท างานคล้ายกับ 

Affymetrix array แต่ต่างกันตรงที่ใช้ Bead แทน DNA chip ซึ่ง Bead ที่มี DNA ที่ผ่านการ 
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hybridization แล้วจะหยดลงหลุมบนแผ่น Silicon wafer เพื่อน าไปวิเคราะห์ (30, 31) รูปที่ 15 

และ 16. 

 

 

รูปที่ 15 (A) ลักษณะของ chip ที่ใช้ใน Affymetrix array (B) ลักษณะของ Bead ที่ใช้ใน illumina 
array 
(https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Affymetrix_GeneChip_and_Illumina_BeadChi
p_designs.svg)  

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Affymetrix_GeneChip_and_Illumina_BeadChip_designs.svg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Affymetrix_GeneChip_and_Illumina_BeadChip_designs.svg
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รูปที่ 16 ข้ันตอนการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนทัง้หมดในจีโนม (A) Affymetrix array (B) 
illumina array (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3047903/pdf/jaa-3-
107.pdf) 
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บทท่ี 3 
วิธีด าเนินงานวิจัย 

เครื่องมือท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. ตู้แช่แข็ง -20°C และ -80°C (Revco, Japan) 

2. ตู้เย็น (Misubishi, Japan) 

3. ตู้อบ (incubator) (Memmert, Germany) 

4. ตู้เลี้ยงเซลล์ในสภาวะที่มี 5% CO2 (Shel lab, USA) 

5. ตู้ปลอดเช้ือ class II (laminar flow cabinet) (Gelman sciences, Singapore) 

6. ตู้ดูดควัน (fume hood) (S.K.Powerrable, Thailand) 

7. เครื่องให้ความร้อน (heat block) (Bockel, UK) 

8. อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (Memmert, Germany) 

9. ช้ันวางปิเปตต์ (Mondotech, Thailand) 

10. ไมโครปิเปตต์ขนาด P2, P20, P200 และ P1,000 (Eppendorf, Germany) 

11. ปิเปตต์บอย (Tecnomara, Switzerland) 

12. กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Olympus, Japan) 

13. เครื่องปั่นเหว่ียงสาร (miccrocentrifuge) (Boeco, Germany) 

14. เครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม (nano drop) (Thermo Scientific, USA) 
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15. เครื่องกวนสารแบบให้ความร้อน (hot plate stirrer) (Labtech, Korea) 

16. เครื่องเพิ่มปริมาณ DNA (thermal cycler) (Eppendorf, Germany) 

17. เครื่องวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) (Denver Instument, USA) 

18. เครื่องเขย่าสาร (votex) (Scientific industries, USA) 

19. เครื่องช่ังดิจิตอล (Precisa, Switzerland) 

20. เครื่องผลิตน้ าบริสุทธ์ิคุณภาพสูง (ultrapure water type I) (Millipore, France) 

21. เครื่องเพิ่มปริมาณ DNA ในสภาพจริง (real-time PCR) (Applied Biosystems, UK) 

22. เครื่องนึ่งความดันส าหรับฆ่าเช้ือ (Hirayama, Japan) 

23. เครื่องไมโครเวฟ (Sanyo, Japan) 

24. เครื่องอิเล็กโทรโฟรีซิส (Bio-RAD, USA) 

25. UV transilluminator (Fotodyne, USA) 

26. Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, USA). 
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วัสดุอุปกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. ขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด T25 และ T75 (Corning, USA) 

2. ขวดรูปชมพู่ขนาด 250 ml, 500ml, 1,000ml และ 2000 ml  (Pyrex, USA) 

3. ขวดดูแรนขนาด 50 ml, 100ml, 250ml, 500ml และ 1,000 ml (Duran, Germany) 

4. จานเลี้ยงเซลล์แบบ 6 หลุม, 12 หลุม, 24 หลุม และ 96 หลุม (Costar,USA) 

5. สไลด์นับเซลล์ (Haemacytometre) (Boeco, Germany) 

6. Cryovial tube (Corning, USA) 

7. กระบอกตวงขนาด 100ml และ 1000 ml (Witeg, USA) 

8. กระจกปิดสไลด์ (Chance, UK) 

9. ช้อนตักสาร 

10. กระดาษฟลอยด์ (Aro, China) 

11. กล่องลดอุณหภูมิเพื่อแช่แข็งเซลล์ (Nalgene labware, USA) 

12. ถาดเตรียมเจลพร้อมหวี (Bioer, China) 

13. หลอดขนาด 0.2 ml, 0.5ml และ 1 ml (Bio-RAD Elkay, USA) 

14. Polypropylene conical tube ขนาด 15 ml และ 50 ml (Elkay, USA) 

15. ทิปขนาด 10 µl, 200 µl และ 1,000 µl (Gilson, France) 
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16. ถุงมือยางพารา (Handpro, Thailand) 

17. แท่งแม่เหล็ก (Agimatic-e, China) 

18. เทอร์โมมิเตอร์ (Precision, Germany) 

19. พลาสติกส าหรับห่อ (Diamond, USA) 

20. พาราฟิล์ม (Parafilm M, USA) 

21. ฟอร์เซป (Forcep) 

22. แท่นวางหลอด (rack) (Autopack, USA) 

สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. สารเคมีท่ัวไป 
1. Diethylpyrocaronate (DEPC) (Sigma, USA) 

2. Absolute ethanol (Merck, Germany) 

3. Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Sigma, USA) 

4. Bromophenol blue (USB, Germany) 

5. Choroform (Meack, Germany) 

6. Agarose (Cambrex, USA) 

7. EDTA (USB, Germany) 

8. Ethidium bromide (Gibco BRL, Scotland) 
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9. Hydrochloric acid (Merck, Germany) 

10. Isopropanol (VWR, France) 

11. Nuclease free water (Fermentas, Canada) 

12. Trypan blue (Sigma, USA) 

13. SYBR green I Nucleic acid gel stain (Lonza, USA) 

14. Tris (Tris[hydroxymethyl]aminomethane) (Omnipur, Germany) 

15. 50 base pair DNA ladder (Promega, USA) 

16. Sodium hydroxide (Merck, Germany) 

17. Phenol (USB,USA) 

18. Sodium chloride (Merck, Germany) 

19. Trizol reagent (Invitrogen, USA) 

2. สารเคมีท่ีใช้ในการเลี้ยงเซลล ์
1. Dulbecco’s Modofied Eagle’s Medium (DMEM) (Gibco, USA) 

2. Trypsin EDTA (Gibco, USA) 

3. Trypan blue (Gibco, USA) 

4. Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA) 
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5. Phosphate Buffered Saline (PBS) (Gibco, USA) 

6. Anti-anti (100x) antibiotic-antimycotic (Gibco, USA) 

7. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (SIGMA-

ALDRICH, St. Louis, USA). 

3.  ชุดสารเคมสี าเร็จรปูที่ใช้ในงานวิจัย 
1. TargetAmp-Nano Labeling Kit for Illumina Expression BeadChip (EPICENTRE, 

Madison, USA) 

 4.  ตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัย 

1. เซลล์มะเร็งปากมดลูก (cervical cancer cell line) Hela และ C33A 

2. เซลล์ไตมนุษย์ HK-2 
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วิธีด าเนินงานวิจัย 

เพื่อทดสอบว่า PNAs สามารถกดการแสดงออกของยีนในมะเร็งปากมดลูกจะแบง่การทดลอง

ออกเป็น 4 การทดลองย่อยดังนี ้

1. การศึกษาการเพิ่มจ านวนเซลล์ (Proliferation assay) ด้วย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay หลังจากใส่ PNAs และ scramble เข้า

เซลล์ (32) 

2. การศึกษาความสามารถในการเพิ่มจ านวนของเซลล์ในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดอ่อน (Anchorage 

independent growth assay in soft agar) หลังจากมีการใส่ PNAs และ scramble เข้าเซลล์ 

(33) 

3. immunocytochemistry (34) 

4. การศึกษาการแสดงออกของยีนทั้งหมดในจีโนมด้วยวิธี HumanHT-12 v4 Expression 

BeadChip (35) 

การออกแบบ PNAs-A15 

ออกแบบ PNAs ที่ประกอบด้วยเบส A เรียงต่อกันที่ความยาว 15 bp (PNAs-A15) และ

สังเคราะห์โดย PANAGENE (http://www.panagene.com) 

การเพาะเลี้ยงเซลล์ท่ีใช้ในงานวิจัย 

น าเซลล์ที่ใช้ในการทดลองมาเพาะเลี้ยงในห้องทดลอง ในอาหารเลี้ยงเซลล์ซึ่งประกอบด้วย 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum 10% ใน flask บ่มตู้

เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37oC และมีความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 5% โดยเซลล์ที่ใช้ใน

http://www.panagene.com/
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งานวิจัยน้ีคือ HeLa cells (เซลล์มะเร็งปากมดลูก) C33A cells (เซลล์มะเร็งปากมดลูก) และ HK-2 

cells (เซลล์ไต) 

การน า PNAs-A15 เข้าสู่เซลล ์

 น าเซลล์ทั้ง 3 ชนิดมาเพาะเลี้ยงในถาดหลุมเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 หลุม (24-well plate) ที่มี

อาหารเลี้ยงเซลล์ โดยมีจ านวนเซลล์ตั้งต้น 5,000 cells/well และท าการใส่ PNAs และ scramble 

(ตัวควบคุมที่มีล าดับเบสอื่นไม่สามารถจับกับ DNA หรือโปรตีนในเซลล์ได้)  เข้าสู่เซลล์ที่ความเข้มข้น 

500, 1,000 และ 2,000 nM ปริมาตร 500 µl เพื่อหาความเข้มข้นที่เหมาะสมส าหรับการท า 1) 3-

(4 ,5-dimethylthiazol-2-yl)-2 ,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 2) 

Anchorage-independent growth assay 3) Immunocytochemistry และ 4) HumanHT-12 

v4 Expression BeadChip โดยดูจากรูปร่างของเซลล์ที่เปลี่ยนไป พร้อมทั้งเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์

ทุกๆ 48 ช่ัวโมงเป็นเวลา 7 วัน โดยความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ใช้ในงานวิจัยน้ีคือ 2,000 nM  

การศึกษาการเพ่ิมจ านวนเซลล์ (Proliferation assay) ด้วย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay หลังจากใส่ PNAs และ scramble เข้า
เซลล์  

เก็บเซลล์ทีม่ีการใส่ PNAs-A15 และ scramble ความเข้มข้น 2,000 nM เข้าสู่เซลล์ทุกๆ 48 

ช่ัวโมงเป็นเวลา 7 วัน ด้วยวิธี trypsinization จากนั้นน ามาเพาะเลี้ยงในถาดหลุมเลี้ยงเซลล์ชนิด 96 

หลุม (96-well plate) จ านวน 5,000 cells/well ปริมาตร 100 µl จากนั้นที่เวลา 24, 48 และ 72 

ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาเก็บเซลล์ทั้งหมดมาวัดการเพิ่มจ านวนของเซลล์ด้วยวิธี MTT assay โดยดูด

อาหารเลี้ยงเซลล์ออกแล้ว เติมสารละลาย MTT เข้มข้น 0.5 mg/ml ลงไปหลุมละ 100 µl บ่มในตู้

เพาะเลี้ยงเซลล์ที่ 37oC และมีความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง จะเกิด

เป็นตะกอนสีม่วงข้ึน ดูดสารละลาย MTT ทิ้งและละลายตะกอนด้วย DMSO 100 µl แล้ววัดค่าการ
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ดูดกลืนแสงที่ 570 nm ด้วยเครื่อง microplate reader ยี่ห้อ ASYS รุ่น UVM 340 และใช้โปรแกรม 

Galapagos  

การศึกษาความสามารถในการเพ่ิมจ านวนของเซลล์ในอาหารเลี้ยงเชื้อชนิดอ่อน (Anchorage-
independent growth assay) หลังจากมีการใส่ PNAs และ scramble เข้าเซลล์  

เก็บเซลล์ที่มีการขนส่ง PNAs และ scramble ความเข้มข้น 2,000 nM เข้าสู่เซลล์ทุกๆ 48 

ช่ัวโมงเป็นเวลา 7 วันด้วยวิธี trypsinization จากนั้นน ามาเพาะเลี้ยงในถาดหลุมเลี้ยงเซลล์ชนิด 24 

หลุม (24-well plate) โดยช้ันแรกจะเป็นอาหารเลีย้งเช้ือผสมกับวุ้น (agar) เข้มข้น 0.5% ไม่มีเซลลล์

อยู่ในช้ันน้ี ปริมาตร 500 µl และช้ันที่ 2 จะประกอบด้วย อาหารเลี้ยงเช้ือ เซลล์ที่มีการขนส่ง PNAs 

และ scramble เข้าสู่เซลล์ โดยมีจ านวนเซลล์ตั้งต้น 1,000 cells/well และวุ้น (agar) ที่ความ

เข้มข้น 0.2% ปริมาตรรวม 300 µl จากนั้นน าอาหารเลี้ยงเช้ือหล่อด้านบนเพื่อไม่ให้ช้ันที่ 2 แห้ง แล้ว

น าถาดหลุมเลี้ยงเซลล์นี้ไปบ่มในตู้เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37oC และมีความเข้มข้นของ

คาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เป็นเวลา 14 วัน เมื่อครบเวลาจึงน ามานับจ านวนโคโลนีมีชีวิตภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์หัวกลับ (inverted microscope)  

Immunocytochemistry 

เก็บเซลล์ที่มีการขนส่ง PNAs และ scramble ความเข้มข้น 2,000 nM เข้าสู่เซลล์ทุกๆ 48 

ช่ัวโมงเป็นเวลา 7 วันด้วยวิธี trypsinization ล้างด้วย PBS แล้วปั่นตกที่ 500 g จ านวน 2 ครั้ง แล้ว

ใส่ low melting point agarose  เข้มข้น 1 % ปริมาตร 100 µl ผสมให้เข้ากันจากนั้นดูดใส่พิมพ์

สี่เหลี่ยมทิ้งไว้ให้แข็งตัว น าไปท าเป็น paraffin block แล้วตัดด้วยเครื่อง Microtome ให้มีความหนา 

3-4 microns แล้วจึงน าไปย้อมด้วย antibody ดังนี้ AE1/AE3, P16, BCL2, Cyclin D1, P53, P63 

และ KI67 จากนั้นน ามาถ่ายรูปภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ ( inverted microscope) และ

เปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่มีการใส่ PNAs-A15 และ scramble   
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การศึกษาการแสดงออกของยีนท้ังหมดในจีโนมด้วยวิธี HumanHT-12 v4 Expression 
BeadChip  

ในการศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยวิธี microarray จะใช้วิธี HumanHT-12 v4 Expression 

BeadChip ซึ่งจะมีข้ันตอนต่างๆ ดังนี้ 

1. การเตรียมเซลล ์ 

 น าเซลล์ HeLa และ C33A มาเพาะเลี้ยงในถาดหลุมเลี้ยงเซลล์ชนิด 6 หลุม (6-well plate) 

ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยมีจ านวนเซลล์ตั้งต้นประมาณ 150,000 cells/well และท าการใส่ PNAs 

และ scramble ที่ความเข้มข้น 2,000 nM ปริมาตร 1,500 µl บ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37oC 

และมีความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % เมื่อครบ 6 ช่ัวโมง เก็บเซลล์ด้วยวิธี trypsinization   

2. การสกัด RNA 

     น าเซลล์ที่เก็บได้มาสกัด RNA ด้วยวิธี Trizol และประเมินความสมบูรณ์และความบริสุทธ์ิ

ด้วยเครื่อง nanodrop และ Agilent 2100 Bioanalyzer  

3. การติดฉลากและการท าให้บรสิุทธิ ์

 น า RNA ที่ผ่านการท าให้บริสุทธ์ิและมาท าให้เป็น cRNA ที่ติดฉลากด้วย TargetAmp-Nano 

Labeling Kit for Illumina Expression BeadChip เริ่มจากการน า RNA ที่สกัดได้ 500 ng มา

เปลี่ยนเป็น cDNA โดยใช้ T7 oligo (dT) primer และสังเคราะห์ Second-strand cDNA ในหลอด

ทดลองจากนั้นติดฉลากด้วย biotin-NTP แล้วน าไปวัดปริมาณด้วยเครื่อง NanoDrop 

4. การ Hybridization และการรายงานผล 

น า cRNA ที่ติดฉลากมา hybridized กับ Human HT-12 v4.0 Expression Beadchip ที่

อุณหภูมิ 58°C เป็นเวลา 18 ช่ัวโมง ซึ่งจะใช้ Amersham fluorolink streptavidin-Cy3 (GE 

Healthcare Bio-Sciences, Little Chalfont, UK) ในการตรวจจับสัญญาณด้วยเครื่อง Illumina 
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bead array Reader confocal scanner และใช้โปรแกรม Illumina GenomeStudio v2011.1 

(Gene Expression Module v1.9.0) เพื่อวิเคราะห์ผลการแสดงออกเป็นข้อมูลดิบ 

 

การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis)  

1.  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay เป็นการวัด 

metabolic activity ภายในเซลล์ที่มีชีวิต ที่ค่าการดูดกลืนแสง 570 nm และใช้ Paired t–test 

analysis เพื่อทดสอบความแตกต่างหรือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่างและกลุ่มควบคุมใช้

ส าหรับการทดสอบข้อมูลที่มีการแจกแจงแบบปกติ (Normal Distribution) 

2.  Anchorage-independent growth assay เป็นการวัดการเพิ่มจ านวนของเซลล์โดยการนับ

โคโลนีที่เกิดข้ึนภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับ และใช้ Paired t–test analysis เพื่อทดสอบ

ความแตกต่างหรือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของกลุ่มตัวอย่างและกลุ่มควบคุมใช้ส าหรับการทดสอบข้อมูล

ที่มีการแจกแจงแบบปกติ (Normal Distribution) 

 

ข้อจ ากัด (Limitation) 

มีผู้ท าการศึกษาเกี่ยวกับ A-repeats ยังไม่แพร่หลาย จึงท าให้ไม่มีข้อมูลมาสนับสนุนงานวิจัย

เรื่องนี้มาก 

 

ประโยชน์ที่ได้ และการประยุกต์ใช ้(Expected benefit and Application) 

ในงานวิจัยน้ี เพื่อเป็นการศึกษาน าร่องส าหรับการผลิตยามารักษาโรคมะเร็งปากมดลูกด้วย 

PNAs  
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อุปสรรคท่ีอาจจะเกิดขึ้นระหว่างการวิจัยและมาตรการในการแก้ไข (Obstacles and strategies 
to solve the problem) 

1.  PNAs-A15 มีราคาแพง ต้องสั่งซื้อจากต่างประเทศท าให้เสียเวลาในการรอ 

2.  ต้องใช้เทคนิคข้ันสูงในการตรวจวิเคราะห์ผลการทดลอง เช่น เทคนิค soft agar assay 

for colony formation เป็นต้น 
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บทท่ี 4  
ผลการทดลอง 

จากการหาความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ใช้ในงานวิจัยน้ีโดยท าจากใส่ PNAs-A15 ที่ความเข้มข้น 

500, 1,000 และ 2,000 nM พบว่าความเข้มข้นที่เหมาะสมคือ 2,000 nM โดยดูจากรูปร่างของเซลล์

ที่เปลี่ยนแปลง รูปที่ 17 

 

รูปที่ 17 แสดงรูปร่างของเซลล์มะเร็งปกติ (A) และเซลล์มะเร็งที่ใส่ PNAs-A15 ที่ความเข้มข้น 2000 
nM (B) 

 

จากนั้นศึกษาการเพิ่มจ านวนของเซลล์ (Proliferation assay) ในเซลล์มะเร็งปากมดลูกคือ 

HeLa และ C33A และเซลล์ไตของมนุษย์ HK-2 ด้วย 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay หลังจากใส่ PNAs และ scramble เข้าสู่เซลล์เป็น

เวลา 7 วัน โดยจะวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 24, 48, 72 และ 96 ช่ัวโมง จากการทดลองแสดงใหเ้ห็นว่า 

PNAs-A15 สามารถท าให้เซลล์มะเร็ง (HeLa และ C33A ) มีการเพิ่มจ านวนลดลง แต่จะไม่มีผลต่อ

เซลล์ปกติ (HK-2) (รูปที่18) และเพื่อยืนยันว่า PNAs-A15 สามารถกดการเจริญของเซลล์มะเร็งได้ จึง

ท าการทดสอบด้วย Anchorage independent growth assay ในอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดอ่อนหรือ 
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soft agar หลังจากมีการใส่ PNAs และ scramble เข้าเซลล์ โดยการนับจ านวน colonies ที่เกิดข้ึน

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบหัวกลับเมื่อครบ 14 วัน ดังรูปที่ 19 ซึ่งพบว่าความสามารถในการเจริญ

ของเซลล์มะเร็งบนอาหารเลี้ยงเช้ือชนิดอ่อนหรือ soft agar ลดลงเมื่อมีการใส่ PNAs-A15 อย่างมี

นัยส าคัญ 

 

รูปที่ 18 การศึกษาการเพิม่จ านวนของเซลล์ด้วย MTT assay หลงัจากที่ใส ่PNAs-A15 เข้าเซลล์ 

HeLa (A) C33A (B) และ HK-2 (C) จากนั้นยืนยันผลการเพิม่จ านวนของเซลล์ด้วย Anchorage 

independent growth assay ใน HeLa (D) และ C33A (E) 
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รูปที่ 19  ลักษณะของโคโลนีที่ใส่ Scramble (A) และ PNAs-A15 (B) จากการท า Anchorage-
independent growth assay 
 

จากการน าเซลล์มะเร็งปากมดลูก (HeLa cell) ที่มีการใส่ PNAs-A15 หรือ scramble มา

ศึกษาด้วยวิธี immunocytochemistry เพื่อดูการแสดงออกในระดับโปรตีน โดยเตรียมเซลล์ให้อยู่ใน 

paraffin block แล้วน า paraffin block นี้ไปตัดด้วยเครื่อง Microtome และย้อมด้วย antibody 

จากนั้นเปรียบเทียบระหว่างเซลล์ที่มีการใส่ PNAs-A15 และ scramble  ผลการทดลองแสดงใน

ตารางที่ 1. จะพบว่าเมื่อย้อมด้วย BCL2 และ P53 จะให้ผลแตกต่างกันโดยจะให้ผลเป็นลบ 

(negative) ในเซลล์ที่มีการใส่ PNAs-A15 แต่จะให้ผลเป็นบวก (positive) ในเซลล์ที่ใส่ Scramble 

รูปที่ 20. ในขณะที่การย้อมด้วย AE1/AE3, P16, Cyclin D1, P63 และ KI67 ให้ผลไม่แตกต่างกัน

ระหว่างเซลล์ที่ใส่ PNAs-A15 และ Scramble ดังนั้น PNAs-A15 สามารถท าให้เซลล์มะเร็งมีการ

แสดงออกลดลงได้ 
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ตารางที่ 1 ผลการทดลอง Immunocytochemistry ของ HeLa cells. 

Antibody PNAs-A15 Scramble 

Bcl2 - ++ 
P53 - + 
KI67 + ++ 
P16 +++ +++ 
AE1/AE3 ++ +++ 
cyclin D1 - - 
P63 - - 
   

 

 
รูปที่ 20 การท า Immunohistochemistry ด้วย BCL-2 Oncoprotein clone 124 (A) และ P53 
protein clone DO-7 (B) บน cells blocks sections ของ HeLa cells ที่มีการใส ่PNAs-A15 หรือ 
Scramble. 

 

 

เมื่อใช้ข้อมูลของจีโนมมนุษย์ (hg19, GRCh37) (https://genome.ucsc.edu/) มาศึกษา

การกระจายตัวของ A และ T รอบๆ transcription start sites (TSSs)  ซึ่งความยาวของ A และ T 
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จะแบ่งออกเป็น 3 ช่วงคือ 1 bp ,2-8 bp และ 13-27 bp รูปที่21. โดยแบ่งยีนออกเป็น 3 กลุ่มคือ 

down-regulated gene (Dn) neutral genes (Nu) และ up-regulated genes (Up) จะพบว่ายีน

ใน cancer cells สามารถ down-regulated หรือ up-regulated ต่างจากเซลล์ปกติ โดยการ

ควบคุมการแสดงออกของยีนจะเกี่ยวข้องกับการกระจายตัวของ A และ T รอบๆ transcription 

start sites (TSSs) ซึ่ง A- และ T-repeats สายยาว จะพบอย่างหนาแน่น ใน up-regulated genes 

  

รูปที่ 21 การกระจายตัวของ A- และ T- repeats บริเวณรอบๆ TSS ของจีโนมมนุษย์ โดยแกน Y 
แสดงจ านวนของ repeats ต่อยีน ส่วนแกน X แสดงบรเิวณรอบๆ TSS โดยแบ่งออกเป็น 25 bins 
แต่ละ bin ประมาณ 800 bp และ bin ที่ 13 คือบริเวณทีเ่ป็น TSS และ (A-C) A-repeats, (D-F) T-
repeats.  
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 เมื่อศึกษาการกระจายของ A และ T repeats ที่ความยาว 13-27 bp  ในมะเร็งปากมดลูก 

GSE9750 และ GSE7803 ซึ่งจะแบ่งยีนออกเป็น 3 กลุ่ม คือ down-regulated gene, neutral 

genes และ up-regulated genes รูปที่ 22. จะพบว่ามี A- และT- repeats สายยาว (13-27bp) 

กระจายอยู่มากใน up-regulated genes มากกว่า  neutral genes 

 

รูปที่ 22 กราฟแสดงการกระจายของ A และ T repeats ของมะเรง็ปากมดลูก GSE9750 และ 
GSE7803  
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หลังจากน าเซลล์มะเร็งปากมดลูก HeLa และ C33A cell line ที่มีการใส่ PNAs-A15 หรือ 

Scramble เข้าสู่เซลล์ มาสกัด RNA เพื่อน าไปศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยวิธี HumanHT-12 v4 

Expression BeadChip  ซึ่งข้อมูลของการแสดงของของยีนนี้ สามารถดาวน์โหลดได้ที่ NCBI GEO 

database (series record GSE76258) เมื่อพิจารณากราฟที่แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง Delta of 

mean fold change ของการแสดงออกของยีนกับ repeats density ใน cervical cancer 

(GSE9750) พบว่าเมื่อ repeats density จะเพิ่มข้ึนตาม Delta of mean fold change ของการ

แสดงออกที่เพิ่มข้ึน ทั้งใน HeLa (รูปที่ 23A ) and C33A (รูปที่ 23C ) cells line ดังนั้น A- และ T-

repeats สายยาวจึงอาจเกี่ยวข้องกับ up-regulated genes ในเซลล์มะเร็ง ซึ่งต่างจากเซลล์มะเร็ง

ปากมดลูกที่มีการใส่ PNAs-A15 หรือ Scramble เข้าสู่เซลล์(รูปที่ 23B และ23D) ที่ค่า Delta of 

mean fold change จะลดลงเมื่อ repeats density สูงอย่างมีนัยส าคัญใน HeLa cell lines ส่วน 

C33A cell lines จะมีนัยส าคัญที่ repeats density ต่ า ซึ่งผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่า PNAs-

A15 มีความสามารถ down-regulated genes ในเซลล์มะเร็งได้ แต่เนื่องจาก repeats density มี

ปริมาณเยอะและ PNAs-A15 สามารถเข้าสู่เซลล์ในปริมาณที่ต่างกัน จึงท าให้เห็นการควบคุมการ

แสดงออกที่ต่างกัน  
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รูปที่ 23 ความสัมพันธ์ของการแสดงออกของยีน(Delta of mean fold change) และ repeats 
density ของ (A) GSE9750 ต่อ HeLa, (B) HeLa_PNAs ต่อ HeLa_SC, (C) GSE9750 ต่อ C33A 
และ (D) C33A_PNAs ต่อ C33A_SC  
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เมื่อน าข้อมูลของ GSE9750 (มะเร็งปากมดลูก) และ GSE7258 (HeLa และC33A cell ที่มี 

PNA-A15) มาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAM จะพบว่ามีกลุ่มของ up-regulated genes 

จ านวน 60 ยีนที่ down-regulated ในมะเร็งปากมดลูกเมื่อเปรียบเทียบกับ normal cervical 

epithelium อยา่งมีนัยส าคัญ (p<0.00001) รูปที่ 24. 

 

รูปที่ 24 ผลจากการท า CU-DREAM 
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บทท่ี 5 
สรุปและอภิปรายผลการวิจัย 

ในการควบคุมการแสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็งพบว่ายีนที่มี A- และT- repeats สายยาว

จะมีการ transcript มากกว่ายีนที่มี A- และT- repeats สายสั้นหรือไม่มี repeats ซึ่ง A- และT- 

repeats นี้จะท าหน้าที่ในการควบคุมกระบวนการ transcription ซึ่งงานวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบว่า ใน 

housekeeping genes จะมี A- และT- repeats กระจายอยู่หนาแน่นในขณะที่ tissue specific 

genes จะพบแต่ repeat สายสั้น (12) เพื่อรักษา cancer phenotype เซลล์มะเร็งจึงต้องขัดขวาง

ไม่ให้เซลล์เปลี่ยนไปอยู่ในข้ัน terminal differentiation (36, 37) ดังนั้นการแสดงออกของ tissue 

specific genes จึงถูกจ ากัด การรักษาระดับการแสดงออกของ housekeeping genes ที่มีการ

แสดงออกสูงจึงจ าเป็นต่อการอยู่รอดของเซลล์มะเร็ง โดยการควบคุมผ่าน A- และT- repeats ใน 

housekeeping genes  

 ในการศึกษาน้ีพบว่า PNAs-A15 สามารถยับยั้งการควบคุมการแสดงออกของยีนที่มี A- และ

T- repeats สายยาวที่จ านวนจ ากัดและมียีนหลายยีนที่มี A- และT- repeats ใน HeLa และ C33A 

ที่ถูก down regulated เนื่องจากมีการกระจายของ A- และ T- repeats เป็นจ านวนมาก 

ความสามารถในการเข้าเซลล์ของ PNAs-A15 มีความแตกต่างกันในแต่ละเซลล์หรือเกิดจาก cell 

metabolism ของ HeLa และ C33A นอกจากนี้ยังพบยีนจ านวนหนึ่งที่เคยมีการแสดงออกน้อยใน

เซลล์มะเร็งแต่กลับมีการแสดงออกเพิ่มข้ึนจากการที่ PNAs-A15 ไปรบกวนการควบคุมการแสดงออก 

ซึ่งการขัดขวางการจับกันระหว่าง AGO protein กับ A- และT- repeats สายยาวอาจไปเปลี่ยนแปลง

การท างานของ AGO protein โดยไปควบคุมการแสดงออกของยีนอื่น การที่ PNAs-A15 ไปขัดขวาง

การเจริญของเซลล์มะเร็งนั้น จะไม่มีผลต่อเซลล์ปกติ อาจเป็นไปได้ว่าผลของการที่ PNAs-A15 ไป
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ยับยั้งการแสดงออกของยีนในเซลล์มะเร็งจะไปเพิ่มการ transcript ของยีนที่เคยถูกกดการท างานใน

เซลล์มะเร็ง ซึ่งการยกเลิกการควบคุมยีนเหล่าน้ีอาจลดเซลล์มะเร็งได้ 

ดังนั้นการมี A- และT- repeats สายยาวเพื่อควบคุมให้มี transcription ของยีนในระดับสูง 

สามารถลดการแสดงออกนี้ได้โดย PNAs-A15 ซึ่งอาจน าความรู้นี้ไปต่อยอดเพื่อพัฒนาการรักษามะเร็ง

แบบ targeted therapy ไดใ้นอนาคต 
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ตารางที่ 2 Up-regulated genes ในมะเรง็ที่มี A- และT- repeats สายยาว (13-27 bp) มากกว่า 
neutral genes  

organ GSE cancer A-repeats T-repeats 

Bladder #1 GSE3167 Carcinoma + + 

Bladder #2 GSE3167 Carcinoma + + 

Bladder #3 GSE3167 Carcinoma + + 
Bladder #4 GSE3167 Carcinoma + + 

Cervix #1 GSE9750  Carcinoma + + 

Cervix #2 GSE7803 Carcinoma + + 

HNSCCs GSE6631  Carcinoma + + 
HGSCs GSE10971  Carcinoma + + 

Nasopharynx GSE13597  Carcinoma + + 

Ovary GSE29450   Carcinoma + + 
Vulva GSE5563 Carcinoma + + 

Breast #1 GSE10810  Adenocarcinoma + + 

Breast #2 GSE1299 Adenocarcinoma + + 

Breast #3 GSE21422  Adenocarcinoma + + 
Breast #7 GSE7904 Adenocarcinoma + + 

Colon #1 GSE10714 Adenocarcinoma + + 

Colon #2 GSE13911 Adenocarcinoma + + 

Colon #3 GSE18105 Adenocarcinoma + + 
Colon #4 GSE18105 Adenocarcinoma + + 

Colon #6 GSE4183 Adenocarcinoma + + 

Colon #7 GSE9576 Adenocarcinoma + + 
Liver #2 GSE14520 Adenocarcinoma + + 

Liver #3 GSE14811 Adenocarcinoma + + 

Liver #5 GSE19665 Adenocarcinoma + + 

Liver #6 GSE19665 Adenocarcinoma + + 
Liver #7 GSE6566 Adenocarcinoma + + 

Liver #8 GSE6764 Adenocarcinoma + + 

Liver #9 GSE6764 Adenocarcinoma + + 
Liver #10 GSE6764 Adenocarcinoma + + 

Liver #11 GSE6764  Adenocarcinoma + + 

Liver #12 GSE9839 Adenocarcinoma + + 
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organ GSE cancer A-repeats T-repeats 

Lung #1 GSE12345 Adenocarcinoma + + 

Lung #2 GSE12472 Adenocarcinoma + + 
Lung #3 GSE12472 Adenocarcinoma + + 

Lung #4 GSE18842 Adenocarcinoma + + 

Lung #5 GSE5816 Adenocarcinoma + + 
Lung #6 GSE7670 Adenocarcinoma + + 

Pancreas #1 GSE19650 Adenocarcinoma + + 

Pancreas #2 GSE19650 Adenocarcinoma + + 

Prostate #2 GSE6919 Adenocarcinoma + + 
Prostate #3 GSE6956 Adenocarcinoma + + 

Renal #1 GSE15641  Adenocarcinoma + + 

Renal #2 GSE15641 Adenocarcinoma + + 

Renal #3 GSE15641 Adenocarcinoma + + 
Renal #4 GSE15641 Adenocarcinoma + + 

Renal #5 GSE15641 Adenocarcinoma + + 

Renal #6 GSE16449  Adenocarcinoma + + 
Renal #7 GSE8050 Adenocarcinoma + + 

Thyroid #1 GSE27155  Adenocarcinoma + + 

Adrenal gland #1 GSE10927  Adenocarcinoma + + 

Adrenal gland #2 GSE14922  Adenocarcinoma + + 
Fat GSE21122  CNT and Glia + + 

Hematopoietic #2 GSE11889  CNT and Glia + + 

Hematopoietic #5 GSE15777 CNT and Glia + + 
Hematopoietic #6 GSE15777 CNT and Glia + + 

Hematopoietic #7 GSE2191 CNT and Glia + + 

Hematopoietic #8 GSE24870 CNT and Glia + + 

Hematopoietic #9 GSE24870 CNT and Glia + + 
Hematopoietic #10 GSE24870 CNT and Glia + + 

Hematopoietic #11 GSE24870 CNT and Glia + + 

Hematopoietic #12 GSE26725 CNT and Glia + + 

Hematopoietic #15 GSE32231 CNT and Glia + + 
Skeleton GSE17679  CNT and Glia + + 
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organ GSE cancer A-repeats T-repeats 

Brain #1 GSE12657  CNT and Glia + + 

Brain #2 GSE12657 CNT and Glia + + 
Brain #3 GSE12657 CNT and Glia + + 

Brain #4 GSE14805 CNT and Glia + + 

Brain #5 GSE19728 CNT and Glia + + 
Brain #6 GSE25604  CNT and Glia + + 

 

ตารางที่ 3 Up-regulated genes ในมะเรง็ที่มี A- และT- repeats สายยาว (13-27 bp) น้อยกว่า 
neutral genes  

organ GSE cancer A-repeats T-repeats 

Breast #4 GSE25835 Adenocarcinoma - - 

Breast #5 GSE25835 Adenocarcinoma - - 
Breast #6 GSE5764 Adenocarcinoma - - 

Breast #8 GSE7904 Adenocarcinoma - - 

Breast #9 GSE7904 Adenocarcinoma - - 

Colon #5 GSE4107 Adenocarcinoma - - 
Liver #1 GSE14323 Adenocarcinoma - - 

Liver #4 GSE17967 Adenocarcinoma - - 

Prostate #1 GSE3868  Adenocarcinoma - - 

Thyroid #2 GSE3467 Adenocarcinoma - - 
Bone #1 GSE19276  CNT and Glia - - 

Bone #2 GSE19276 CNT and Glia - - 

Hematopoietic #1 GSE11889  CNT and Glia - - 
Hematopoietic #3 GSE11889 CNT and Glia - - 

Hematopoietic #4 GSE11889 CNT and Glia - - 

Hematopoietic #13 GSE2779 CNT and Glia - - 

Hematopoietic #14 GSE32231  CNT and Glia - - 
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ตารางที่ 4 ยีนที่ up-regulated ใน GSE9750 และ down-regulated ใน GSE76258 อย่างมี
นัยส าคัญ (60 genes) 

NCBI gene 
name 

Official Full Name 

ITGB5 integrin subunit beta 5 
ILK integrin linked kinase 
INS-IGF2 INS-IGF2 readthrough 
CTSS cathepsin S 
ANK2 ankyrin 2, neuronal 
INPP5A inositol polyphosphate-5-phosphatase A 
FCGR2A Fc fragment of IgG receptor IIa 
RGS3 regulator of G-protein signaling 3 
SLC4A4 solute carrier family 4 (sodium bicarbonate cotransporter), 

member 4 
IL2RG interleukin 2 receptor subunit gamma 
GADD45G growth arrest and DNA damage inducible gamma 
FLT1 fms related tyrosine kinase 1 
DST dystonin 
PCGF3 polycomb group ring finger 3 
RPS6KA2 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 2 
FOXN3 forkhead box N3 
FGF13 fibroblast growth factor 13 
CDC14A cell division cycle 14A 
LRRC17 leucine rich repeat containing 17 
CASP10 caspase 10 
LIPT1 lipoyltransferase 1 
PCDHGA7 protocadherin gamma subfamily A, 7 
GREB1 growth regulation by estrogen in breast cancer 1 
PLCL1 phospholipase C like 1 
DPEP1 dipeptidase 1 (renal) 
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NCBI gene 
name 

Official Full Name 

MAGI1 membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain 
containing 1 

SPINLW1 epididymal peptidase inhibitor 
MIA melanoma inhibitory activity 
CLEC10A C-type lectin domain family 10 member A 
PDE5A phosphodiesterase 5A 
PAX5 paired box 5 
SLC8A1 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 
CSF1 colony stimulating factor 1 
NTRK2 neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 
CACNB2 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit beta 2 
FGFR1 fibroblast growth factor receptor 1 
CBFA2T3 core-binding factor, runt domain, alpha subunit 2; translocated to, 

3 
HIC1 hypermethylated in cancer 1 
ABCC6 ATP binding cassette subfamily C member 6 
RASA4 RAS p21 protein activator 4 
CHI3L1 chitinase 3 like 1 
RARRES2 retinoic acid receptor responder (tazarotene induced) 2 
CD300A CD300a molecule 
RORA RAR related orphan receptor A 
CCL23 chemokine (C-C motif) ligand 23 
WISP3 WNT1 inducible signaling pathway protein 3 
AKT3 v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 3 
LDB3 LIM domain binding 3 
ZNF467 zinc finger protein 467 
FCGR1B Fc fragment of IgG receptor Ib 
DDI2 DNA-damage inducible protein 2  
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NCBI gene 
name 

Official Full Name 

ZNF528 zinc finger protein 528 
MAGEH1 MAGE family member H1 
DCHS1 dachsous cadherin-related 1 
CD248 CD248 molecule 
ITIH5 inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain family member 5 
ZNF267 zinc finger protein 267 
KIF26B kinesin family member 26B 
RAB23 RAB23, member RAS oncogene family 
SLC44A1 solute carrier family 44 member 1 
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1. การเริ่มต้นเลี้ยงเซลล์จากช่องแช่แข็ง (thaw cell) 

 อุปกรณ์ต่างๆที่ใช้ส าหรับท า cell culture จะต้องน าไปฆ่าเช้ือด้วย 70% แอลกอฮอล์ทั้ง

ก่อน-หลังใช้งาน และท าในตู้ปลอดเช้ือทุกครั้งโดยจะต้องเปิดยูวีเพื่อฆ่าเช้ือภายในตู้ปลอดเช้ืออย่าง

น้อย 15 นาทีก่อนการใช้งาน โดยการเก็บรักษา Cell line ในระยะยาวนิยมเก็บในหลอด cryotube 

ที่แช่อยู่ในถังไนโตรเจนเหลว เมื่อต้องการใช้เซลล์จึงน าออกมาวางทิ้งไว้ให้ละลายก่อน จากนั้นจึงดูด

เซลล์ทั้งหมดใส่ในขวดเลี้ยงเซลล์ขนาด 25 ml (T25) ที่ประกอบด้วยอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM, 10% 

FBS และ 1% antibiotic-antimycotic ปริมาตรรวม 5 ml เอียงขวดเลี้ยงเซลล์ไปมาเพื่อให้เซลล์

กระจายทั่วทั้งขวด แล้วน าขวดเลี้ยงเซลล์นี้ไปบ่มในตู้เลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37oC และมีความเข้มข้น

ของคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เพื่อให้เซลล์เกาะหลังจากนั้น 24 ช่ัวโมง จึงเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ เพื่อ

ลดความเป็นพิษจาก DMSO ที่ใช้ส าหรับท าการแช่แข็งเซลล์ 

2. การเลี้ยงเซลล์ 

เมื่อเซลล์ที่เลี้ยงไว้ในขวดเลี้ยงเซลล์ควรมีการตรวจดูการเจริญเติบโตของเซลล์เป็นระยะๆ 

หาดเซลล์มี การเจริญช้า มีปริมาณเซลล์น้อยแต่อาหารเลี้ยงเซลล์มีสีเปลี่ยนจากชมพูเป็นส้มอมเหลือง 

ควรเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่เพื่อเพิ่มสารอาหารให้เซลล์ หรือเมื่อเซลล์ที่เลี้ยงไว้มีประมาณ 80% 

ข้ึนไป ควรท าการ sub culture โดยเริ่มจากการดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกให้หมด จากนั้นล้างด้วย 

PBS ปริมาตร 5 ml จ านวน 2 รอบ เพื่อล้างอาหารเลีย้งเซลล์ จากนั้นใส่ trypsin EDTA ปริมาตร 0.5 

ml (trypsinization) บ่มในตู้เลี้ยงเซลล์เป็นเวลาประมาณ 2-5 นาที เพื่อให้เซลล์หลุดออกจากขวด

เลี้ยงเซลล์ เมื่อครบเวลาเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 2 เท่าของ trypsin เพื่อยับยั้งปฏิกิริยาของ 

trypsin และดูดข้ึน-ลงเพื่อให้เซลล์กระจายเปน็เซลลเ์ดี่ยวๆ จากนั้นดูดเซลล์ออกเหลือไว้เท่าที่ต้องการ 
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และเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่ประกอบด้วย 10% FBS และ 1% antibiotic-antimycotic 

ปริมาตร 5 ml 

3. ขั้นตอนในการสกัด RNA ด้วยวิธี Trizol 

น าเซลล์ที่ต้องการสกัด RNA มาดูดอาหารเลี้ยงเช้ือออก และล้างเซลล์ด้วย PBS ปริมาตร     

5 ml จ านวน 2 รอบ จากนั้นเติม Trizol® reagent 200 µl ผสมให้เข้ากันด้วย micropipette บ่มที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วเติม Chloroform ปริมาตร 200 µl พลิกหลอดไปมาให้เข้ากันและ

บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 นาที จากนั้นน าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว  12,000 g อุณหภูมิ 4oC 

เป็นเวลา 15 นาที เมื่อครบเวลาดูดสารละลายส่วนบนลงในหลอดใหม่ขนาด 1.5 ml และเติม 

Isopropanol 500 µl พลิกไปมาเพื่อให้ส่วนผสมเข้ากัน บ่มที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที แล้ว

น าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 g อุณหภูมิ 4oC เมื่อครบ 10 นาที เทสารละลายส่วนบนทิ้งไป 

และล้างตะกอน RNA โดยเติม 75% Ethanol 1ml แล้วจึงน าไปปั่นตกตะกอนอีกครั้งที่ความเร็ว 

7,500 g อุณหภูมิ 4oC เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเทสารละลายด้านบนทิ้งไป แล้วปล่อยให้ตะกอน 

RNA แห้งที่อุณหภูมิห้อง เมื่อตะกอน RNA แห้งจึงเติม DEPC water ปริมาตร 20 µl บ่มที่อุณหภูมิ 

50oC เป็นเวลา 10 นาที เพื่อละลายตะกอน RNA สุดท้ายน า RNA ที่สกัดได้ไปวัดความเข้มข้นของ 

RNA ด้วยเครื่องวัดปริมาณสารพันธุกรรม สามารถเก็บ RNA ได้ที่อุณหภูมิ -80oC 
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ตารางที ่5. ข้อมูลของ GSE9750 ระหว่าง cervical cancer cells และ normal cervix. 

Test Control 

GSM246087 Cervical cancer cell line, 
C4-I 

GSM246422 Normal cervix, 
commercial_Ambion 

GSM246088 Cervical cancer cell line, 
CaSki 

GSM246423 Normal cervix, 
commercial_Stratagene 

GSM246089 Cervical cancer cell line, 
C-33A 

GSM246484 Normal cervix, 
commercial_BioChain 

GSM246090 Cervical cancer cell line, 
HT-3 

 

GSM246119 Cervical cancer cell line, 
SiHa 

 

GSM246120 Cervical cancer cell line, 
SW756 

 

GSM246121 Cervical cancer cell line, 
MS751 

 

GSM246122 Cervical cancer cell line, 
ME-180 

 

GSM246123 Cervical cancer cell line, 
HeLa 

 

 
ตารางที ่6. ข้อมูลของ GSE76258 ระหว่าง HeLa and C33A cells ที่มีการใส ่PNAs-A15 และ 
HeLa and C33A cells ที่มีการใส ่scramble. 

Test Control 

GSM1977953 HeLa_PNA GSM1977954 HeLa_SC 

GSM1977955 C33A_PNA GSM1977956 C33A SC 
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การน าเสนอผลงานวิจัย 
ได้น าเสนอผลงานวิจัยในการประชุมน าเสนอผลงานวิจัยระดบับัณฑิตศึกษา ครั้งที่ 10 ปี การศึกษา 
2558 มหาวิทยาลัยรังสิต 
หัวข้อเรื่อง : การลดเซลล์มะเรง็ด้วยการกดการท างานของ up-regulated A-repeats ของยีนด้วย 

PNAs-A15  
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