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บทคัดย่อ 

 โรคข้อเข่าเสื่อมเป็นโรคท่ีเก่ียวกับการเสื่อมของกระดูกอ่อน เกิดได้จากหลายปัจจยั เช่น อายุ 

น า้หนกัตวั และพนัธุกรรม มีการศึกษาพบว่า การเปลี่ยนแปลงสภาวะเหนือพนัธุกรรม (epigenetics) 

โดยเฉพาะดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีนต่าง ๆ ได้แก่ ยีน Growth differentiation factor 5 (GDF5) ยีน 

SRY-box 9 (SOX9) และยีน Iodothyronine deiodinase 2 (DIO2) สมัพันธ์กับการเกิดโรคข้อเข่า

เสือ่ม ทัง้ยงัเคยมีการศกึษาในเนือ้เยื่อกระดกูอ่อนของชาวคอเคเชียน พบวา่โรคข้อเขา่เสือ่มสมัพนัธ์กับ

การเปลี่ยนแปลงเมทิลเลชันบริเวณ CpG islands ของโปรโมเตอร์ยีน DIO2 สง่ผลให้เกิดการสลาย 

cartilage matrix และการสะสมแร่ธาตุในกระดูกอ่อน จึงท าให้เกิดความสนใจศึกษาระดับการเกิด

เมทิลเลชนัของยีน DIO2 ในผู้ ป่วยโรคข้อเขา่เสือ่มชาวไทย โดยสกดัดีเอ็นเอจากเลอืดของผู้ ป่วยและคน

ปกติกลุม่ละ 50 คน มาตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชนัด้วยวิธี Methylation-Specific PCR (MSP) พบวา่

เกิดอุปสรรคในขัน้ตอนการออกแบบไพรเมอร์ ซึ่งไพรเมอร์ท่ีออกแบบทัง้จากซอฟต์แวร์และออกแบบ

ด้วยตวัเอง ไม่จ าเพาะต่อล าดบัเบสของยีนท่ีศึกษา สง่ผลให้เม่ือท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสจึงไม่ขึน้แถบดี

เอ็นเอท่ีมีขนาดตรงกับขนาดของผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีต้องการ ทัง้นีเ้น่ืองมาจากบริเวณสว่นใหญ่ของยีน 

DIO2 มีการเรียงตวัของเบสอะดีนีนและไทมีนซ า้เป็นจ านวนมาก สง่ผลต่อการจ าเพาะของไพรเมอร์ 

อุณหภูมิ melting temperature (Tm) รวมไปถึงประสิทธิภาพการท างานของ Taq DNA polymerase 

ดงันัน้เทคนิค MSP อาจจะไม่เหมาะสมในการวิเคราะห์เมทิลเลชนัของยีน DIO2 

 

ค าส าคัญ: โรคข้อเขา่เสือ่ม, ดีเอ็นเอเมทิลเลชนั, DIO2, MSP  
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Abstract 

 Knee osteoarthritis (OA) is caused by degradation of cartilage. Risk factors include 

advancing age, body weight and genetics. Previous studies suggested that epigenetics 

especially DNA methylation in many genes were associated with knee OA such as Growth 

differentiation factor 5 (GDF5), SRY-box 9 (SOX9) and Iodothyronine deiodinase 2 (DIO2). 

Another previous study in cartilage tissue from Caucasian volunteers reported that knee OA 

was associated with changing methylation level at the CpG islands of DIO2 promoter that 

effected cartilage matrix degrading and mineralization. Hence, this study aims to investigate 

methylation level of the DIO2 gene in knee OA in Thai patients compared to healthy knee (50 

samples in each group) through Methylation-Specific PCR (MSP) technique. However, we 

encountered problems in primer design process. Both primers from designed by MSP primer 

design software and manually were not specific to sequences of the target gene. Results from 

gel electrophoresis showed the PCR products at the different size of the expected PCR 

products. It may be due to the fact that a large area of DIO2 gene includes adenine and 

thymine repeats that effect primer specificity, melting temperature (Tm) and efficiency of Taq 

DNA polymerase. Thus, MSP technique is not appropriate methylation analysis of DIO2 gene.   

 

Keywords: knee OA, DNA methylation, DIO2, MSP  
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บทที่ 1 

บทน า 

 

โรคข้อเข่าเสื่อม เป็นโรคท่ีเก่ียวข้องกับการเสื่อมสภาพของกระดูกอ่อน หากเกิดการสึกหรอ

ของกระดกูอ่อนเป็นบริเวณกว้างจะท าให้กระดกูในข้อเขา่เสยีดสีกนัเองสง่ผลให้เกิดเสยีงดงัและอาการ

เจ็บปวดขึน้ท่ีบริเวณข้อเข่าเม่ือมีการเคลื่อนไหว โรคนีพ้บได้ตัง้แต่วยักลางคนขึน้ไปจนถึงวยัผู้สงูอายุ 

(Alshami, 2014) แต่จะพบมาก 1 ใน 3 ของผู้ ท่ีมีอายุมากกว่า 65 ปีขึน้ไป (Ringdahl and Pandit, 

2011) และมีงานวิจัยในชาวญ่ีปุ่ นพบว่ามักจะเป็นในผู้หญิงมากกว่าผู้ชาย (Heidari, 2011) ส าหรับ

สาเหตุของการเกิดโรคมาจากพันธุกรรม อายุ น า้หนักตัว (Murphy and others, 2008) และการ

บาดเจ็บท่ีข้อเข่า (Driban and others, 2015) โดยข้อเข่าจะเสื่อมไปตามอายุท่ีมากขึน้ (Arden and 

Nevitt, 2006) และน า้หนกัตวัท่ีมากจะเพิ่มแรงกดทบัให้ข้อเขา่ ท าให้ข้อเขา่เสือ่มมากขึน้ (Abbate and 

others, 2006) ในปัจจุบนัยงัไม่สามารถรักษาข้อเขา่เสือ่มให้หายขาดได้ ส าหรับวิธีการรักษาแบง่เป็น 2 

วิธี คือ วิธีท่ี 1 การรักษาแบบไม่ผ่าตัด เป็นการบรรเทาความเจ็บปวดด้วยยา หรือ ปรับเปลี่ยน

พฤติกรรมเพื่อชะลอการเสือ่มของข้อเขา่ สว่นวิธีท่ี 2 คือ การรักษาด้วยการผา่ตดั เช่น การผา่ตดัเปลีย่น

ข้อเขา่เทียม และ การผา่ตดัจดัแนวกระดกูขา เป็นต้น (Lespasio and others, 2017)   

การศึกษาทางด้านพันธุกรรมก่อนหน้านีพ้บว่า การเปลี่ยนแปลงสภาวะเหนือพันธุกรรม 

(epigenetics) โดยเฉพาะดีเอ็นเอเมทิลเลชนั สามารถควบคุมลกัษณะทางชีววิทยาและการก่อให้เกิด

โรคไ ด้  (Laird, 2010)  ดี เ อ็น เอ เม ทิลชัน  คือ  การ เ ติมหมู่ เม ทิลโดยการท างานของ  DNA 

methyltransferases (DNMTs) ให้กบัคาร์บอนท่ี 5 ของวงแหวนเบสไซโทซีนท่ีติดกบัเบสกวานีน (CpG 

site) (Herman and others, 1996) หากดีเอ็นเอเมทิลเลชนัเกิดขึน้ในบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน จะท า

ให้ transcription factor ไม่สามารถจับได้ สง่ผลให้เกิดการยบัยัง้การแสดงออกของยีน (Jin, Li, and 

Robertson, 2011) ทัง้ยงัเคยมีการศึกษาในโรคข้อเข่าเสื่อมพบว่ายีนบางชนิดถกูควบคุมด้วยดีเอ็นเอ

เมทิลเลชัน และสมัพันธ์กับเกิดโรคอีกด้วย เช่น ยีน Growth differentiation factor 5 (GDF5) ยีน 

SRY- box 9  (SOX9) (Bonin and others, 2016) และยีน Iodothyronine deiodinase 2  (DIO2) 

(Rushton and others , 2015) เป็นต้น โดยยีน SOX9 กล่าวเพียงควบคุมกระบวนการสร้างเซลล์

กระดกูอ่อน (Blanco and Rego-Pérez, 2014) สว่นยีน GDF5 กลา่วเพียงควบคมุการเจริญ การรักษา 

และการซ่อมแซมของข้อต่อซินโนเวียล (synovial joint) ซึ่งเป็นข้อต่อท่ีพบได้บริเวณข้อเข่า (Dodd, 
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Syddall, and Loughlin, 2013) แต่ยีน DIO2 ในภาวะปกติจะผลิตโปรตีนท่ีเร่งการเปลี่ยนรูปฮอร์โมน

ไทรอยด์ท่ีไม่ท างาน (T4) เป็นฮอร์โมนไทรอยด์ท่ีสามารถท างานได้ (T3) ซึ่งจะชักน าให้เกิดถึง 4 

กระบวนการท่ีเก่ียวข้องกบัโรคข้อเขา่เสือ่ม คือ กระตุ้นการเจริญขัน้สดุท้ายของเซลล์กระดกูอ่อนบริเวณ 

growth plate ท าให้เกิดการขยายตัวมากกว่าปกติ (cell hypertrophy) สลายส่วนเซลล์กระดูกอ่อน

และเนือ้กระดูกอ่อน (ECM destruction) สะสมแร่ธาตุในกระดูกอ่อน (mineralization) และการสร้าง

กระดกูแข็ง (formation of bone) (Hollander, 2013)  

นอกจากนัน้ การศึกษาในเนือ้เยื่อกระดูกอ่อนของชาวคอเคเชียน ยงัพบว่าการเปลี่ยนแปลง

เมทิลเลชัน บริเวณ CpG islands ของโพรโมเตอร์ยีน DIO2 สมัพนัธ์กับการแสดงออกของยีนท่ีมาก 

และส่งผลให้เกิดการสลาย  cartilage matrix และการสะสมแร่ธาตุในกระดูกอ่อน (Bomer and 

others, 2015) ซึง่เป็นสองสาเหตท่ีุก่อให้เกิดโรคข้อเขา่เสือ่ม จึงท าให้เกิดความสนใจในยีน DIO2 โดย

ในงานวิจยันีมี้วตัถปุระสงค์ท่ีจะศกึษาระดบัการเกิดเมทิลเลชันของยีน DIO2 ในผู้ ป่วยโรคข้อเขา่เสื่อม

ชาวไทย โดยจะสกดัดีเอ็นเอจากเลอืดของกลุม่ผู้ ป่วยและกลุม่ควบคมุกลุม่ละ 50 คน มาตรวจสอบการ

เกิดเมทิลเลชนัด้วยวิธี Methylation-Specific PCR (MSP) เน่ืองจากเคยมีงานวิจยัรายงานวา่สามารถ

ตรวจสอบระดบัเมทิลเลชันของยีน DIO2 จากตวัอย่างดีเอ็นเอท่ีมาจากเลือดได้เช่นเดียวกับท่ีมาจาก

เนือ้เยือ้กระดกูอ่อน (Bos and others, 2009) ดงันัน้งานวิจยันีจ้ึงสกัดจีโนมิกดีเอ็นเอจากเลอืดเพื่อมา

ตรวจสอบระดับเมทิลเลชัน ซึ่งประโยชน์จากการท าวิจัยในครัง้นีอ้าจพัฒนาไปเป็นตัวบ่งชีใ้นการ

วินิจฉัยและท านายโอกาสเกิดโรคข้อเข่าเสื่อม ท าให้ผู้ ท่ีมีความเสี่ยงต่อการเป็นโรคข้อเข่าเสื่อมหา

แนวทางในการปอ้งกนัตวัเองจากการเป็นโรคข้อเขา่เสือ่มได้ทนัทว่งที 

 

วัตถุประสงค์ 

เพื่อศกึษาการเกิดเมทิลเลชนัในยีน DIO2 ในผู้ ป่วยโรคข้อเขา่เสือ่ม  
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บทที่ 2 

การตรวจเอกสารของงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 

1. โรคข้อเข่าเส่ือม 

 โรคข้อเขา่เสือ่มเป็นหนึง่ในโรคข้ออกัเสบท่ีพบบอ่ยท่ีสดุ เกิดจากการเสือ่มของกระดกูออ่น มี

หินปนูมาจบัระหวา่งรอยตอ่กระดกูกบักระดกูออ่น (subchondral bone sclerosis) และกระดกูงอก

(osteophyte formation) สง่ผลให้ข้อเขา่ผิดปกติและมีอาการเจ็บข้อเขา่ตามมา เม่ืออาการรุนแรงขึน้

ท าให้เกิดข้อยดึ กล้ามเนือ้ลบีและขาโก่งในท่ีสดุ ทัง้ยงัเป็นปัญหาสขุภาพท่ีส าคญัของวยักลางคนรวม

ไปถึงวยัผู้สงูอายทุัว่โลก ในปี 2004 ประเทศอเมริกาพบผู้ ป่วยโรคข้อเขา่เสือ่มมากกวา่ 20 ล้านคน 

(Buckwalter, Saltzman, and Brown, 2004) และภายในปี 2020 คาดการณ์วา่จะมีประชากรมากกวา่ 

50 ล้านคนเป็นโรคข้อเขา่เสือ่ม (Shen and Chen, 2014) ส าหรับภมิูภาคเอเชียมีรายงานวา่ทาง

ตะวนัออกเฉียงใต้ของภมิูภาค ได้แก่ ประเทศสงิคโปร์ เวียดนาม รวมไปถึงประเทศไทย พบอบุติัการณ์

ของโรคข้อเขา่เสือ่มสงูกวา่ในสหราชอาณาจกัร (Nguyen, 2014)   

 นอกจากนัน้ ประเทศไทยได้จดัให้โรคข้อเขา่เสือ่มเป็นโรคท่ีมีความส าคญัอนัดบั 6 และแตล่ะปี

มีอตัราเพิ่มขึน้ร้อยละ 0.1 โดยในปี 2010 พบผู้ป่วยโรคข้อเขา่เสือ่มมากกวา่ 6 ล้านคน (Nimit-arnu, 

2014) และจากสถิติห้องผา่ตดัโรงพยาบาลนครปฐมตัง้แตปี่ 2013 จนถึง 2015 พบวา่การผา่ตดัข้อเขา่

เทียมอนัเกิดจากภาวะข้อเขา่เสือ่มในผู้สงูอาย ุ เป็นสาเหตท่ีุผู้ ป่วยเข้ารับการผา่ตดัแบบไม่เร่งดว่น

อนัดบั 1 ของโรงพยาบาล (ศภุฤทธ์ิ เฮงคราวิทย์, 2560) ในปัจจบุนัสงัคมไทยมีจ านวนประชากร

ผู้สงูอายมุากขึน้ สง่ผลให้เกิดการอุบติัของโรคข้อเขา่เสือ่มมากขึน้ตามมา และคาดวา่ในปี 2025 

ประชากรไทยจะประกอบไปด้วยผู้สงูอายมุากกวา่ร้อยละ 20 หรือ 14.4 ล้านคน (ธาตรี โบสทิธิพิเชฎฐ์, 

2560) ดงันัน้จึงควรตระหนกัถึงภาวะข้อเขา่เสือ่มท่ีมีอตัราเพิ่มขึน้ในทกุ ๆ ปี เพื่อปอ้งกนั หรือ ชะลอการ

เกิดโรคข้อเขา่เสือ่ม  
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ปัจจัยที่ก่อให้เกิดโรคข้อเข่าเส่ือม 

 โรคข้อเขา่เสือ่มเป็นหนึง่สาเหตท่ีุน าไปสูก่ารพิการได้ โดยเคยมีการศกึษาในชาวคอเคเชียน

พบวา่ มีสาเหตมุาจากพหปัุจจยั (multifactorial disorder) มาจากปัจจยัทางด้านสิง่แวดล้อม เชน่ อาย ุ

เพศ ภาวะน า้หนกัตวัเกินหรือความอ้วน อาชีพ เคยมีอาการบาดเจ็บท่ีบริเวณข้อเขา่ และพฤติกรรมการ

ใช้ชีวิตประจ าวนั เป็นต้น และมาจากปัจจยัด้านพนัธุกรรม (Felson, 2004) ส าหรับปัจจยัเร่ืองอายแุละ

ความอ้วน ทัง้การศกึษาในระดบัภมิูภาคเอเชียและการศกึษาโรคข้อเขา่เสือ่มของพระสงฆ์ในประเทศ

ไทย พบเช่นเดียวกนัวา่ อาการของโรคข้อเขา่เสือ่มยิ่งเพ่ิมขึน้ตามอายท่ีุมากขึน้ และน า้หนกัตัวท่ีมากจะ

ยิ่งเพ่ิมแรงกดทบัให้ข้อเขา่ สง่ผลให้ผู้ ท่ีมีภาวะน า้หนกัเกินเกณฑ์มาตรฐานหรือภาวะอ้วนมีความเสีย่ง

เป็นโรคข้อเขา่เสือ่มมากกวา่ผู้ ท่ีมีน า้หนกัตวัปกติ (Tangtrakulwanich, Geater, and 

Chongsuvivatwong, 2006; Fransen and others, 2011) สว่นปัจจยัเร่ืองเพศ จากการศกึษาใน

ประเทศสหรัฐอเมริการะบุวา่ เพศหญิงจะมีความเสีย่งเป็นโรคข้อเขา่เสือ่มมากกวา่เพศชาย (Culvenor 

and others, 2017) และจากการศกึษาในประเทศญ่ีปุ่ นท าให้ทราบวา่ ปัจจยัเร่ืองอาชีพ โดยเฉพาะ

อาชีพท่ีใช้แรงงาน ได้แก่ เกษตรกร ประมง และก่อสร้าง รวมไปถึงผู้ ท่ีเคยมีอาการบาดเจ็บท่ีบริเวณข้อ

เขา่ เพิ่มโอกาสการเป็นโรคข้อเขา่เสือ่มมากกวา่ปกติเช่นกนั (Yoshimura and others, 2006) 

นอกจากนัน้ พฤติกรรมการใช้ชีวิตประจ าวนัท่ีสง่ผลให้มีความเสีย่งเป็นโรคข้อเขา่เสือ่มมากกวา่ปกติ 

ได้แก่ ท างานหนกัมากกวา่ 4 ชัว่โมง นัง่ยอ่งๆ และการใสส้่นสงู (Aftab and others, 2015) 

 ส าหรับปัจจยัด้านพนัธุกรรม จากการศกึษาหลายประเภท ทัง้การศกึษาชีวประวติัครอบครัว 

การส ารวจโรคพนัธุกรรมหายาก และการศกึษา twin study พบวา่พนัธุกรรมสง่ผลตอ่โรคข้อเสื่อมไม่วา่

จะท่ี ข้อมือ ข้อเขา่หรือข้อสะโพกร่วมกบัปัจจยัอ่ืนๆ (Spector and MacGregor, 2004) ตอ่มาพบ

ความสมัพนัธ์ระหวา่งโรคข้อเสือ่มบนโครโมโซม ได้แก่ โครโมโซมท่ี 2, 9, 11 และ16 เม่ือมองในระดบั

โมเลกลุ พบวา่มียีนจ านวนมากท่ีเก่ียวข้องกบัโรคข้อเขา่เสือ่มได้แก่ ยีน component of oligomeric 

golgi complex 5 (COG5), ยีน MCF.2 cell-line-derived transforming sequence-like (MCF2L) 

และยีน GDF5 (Valdes and others, 2012) ส าหรับประเทศไทยมีการศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งยีน

กบัโรคข้อเขา่เสือ่มมากมาย ได้แก่ การศกึษาภาวะพหสุณัฐานของยีน ADAM Metallopeptidase With 
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Thrombospondin Type 1 Motif 14 (ADAMTS14) ซึง่สมัพนัธ์กบัโรคข้อเขา่เสือ่มเช่นกนั (Poonpet 

and others, 2013) 

 

การวินิจฉัยโรคข้อเข่าเส่ือมและการรักษา 

 โรคข้อเขา่เสือ่ม เป็นหนึง่ในโรคข้อเสือ่มท่ีพบมากท่ีสดุ โดยการวินิจฉยัโรคข้อเสือ่มสามารถท า

ได้หลายวิธี วิธีท่ี 1 การถ่ายภาพเอกซเรย์ (radiographic techniques) เป็นการวินิจฉยัแบบดัง้เดิมท่ี

ความสมัพนัธ์ระหวา่งภาพเอกซเรย์กบัอาการมีความสมัพนัธ์กนัในระดบัต ่า และจะสามารถวินิจฉยัได้

เม่ือผู้ ป่วยมีอาการรุนแรง วิธีท่ี 2 Magnetic Resonance Imaging (MRI) เป็นการวินิจฉยัท่ีพฒันาขึน้

มาจากวธีิวินิจฉยัแบบดัง้เดิมสามารถวินิจฉยัโรคข้อเสือ่มได้ตัง้แตร่ะยะต้น แตมี่ราคาการวินิจฉยัในแต่

ละคนสงู  วิธีท่ี 3 การถ่ายภาพ (imaging) วิธีท่ี 4 ดชันีชีว้ดัทางชีวภาพ (biomarkers) ทัง้วิธีถ่ายภาพ

และวิธีดชันีชีว้ดัทางชีวภาพสามารถวินิจฉยัได้ก่อนท่ีข้อตอ่จะเป็นโรคข้อเสือ่ม (Guermazi, Hunter, 

and Roemer, 2009; Chu and others, 2012; Glyn and others, 2015) นอกจากนัน้ ในประเทศไทย

ยงัมีการใช้ค าถามเพื่อตรวจหาผู้ ท่ีมีความเสีย่งเป็นโรคข้อเขา่เสือ่ม ค าถามจะเก่ียวกบัอาการบาดเจ็บท่ี

ข้อเขา่ และคา่ดชันีมวลร่างกาย (BMI) แตว่ิธีนีค้วรจะใช้กบัผู้ ท่ีมีความเสีย่งสงูท่ีจะเป็นโรคข้อเขา่เสือ่ม 

และวิธีนีย้งัไม่สมบูรณ์ยงัต้องยืนยนัความถกูต้องของการทดสอบในกลุม่ประชากรท่ีใหญ่ขึน้ 

(Satayavongthip and others, 2011) 

 

รูปที่ 1 การวินิจฉยัแบบถ่ายภาพเอกซเรย์บริเวณสะโพก (Glyn and others, 2015) 
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รูปท่ี 2 การวินิจฉยัแบบถา่ยภาพบริเวณกระดกูออ่น (Constance and others, 2012) 

 ด้านการรักษา ในปัจจุบนัยงัไม่สามารถรักษาข้อเขา่เสือ่มให้หายขาดได้ มีเพียงการบรรเทา

ความเจ็บปวดและการบรรเทาด้วยการเคลือ่นไหวท่ีจ ากดัเทา่นัน้ (Heidari, 2011) วิธีการรักษาแบง่เป็น 

2 วิธี คือ วิธีท่ี 1 การรักษาแบบไม่ผา่ตดั เป็นการบรรเทาความเจ็บปวดด้วยยา หรือ ปรับเปลีย่น

พฤติกรรมเพื่อชะลอการเสือ่มของข้อเขา่  ตวัอยา่งยาที่ใช้ในการบรรเทาความเจ็บปวด ได้แก่ 

Acetaminophen, Non-steroidal anti –inflammatory (NSAIDs) และ Statins (Sinusas, 2012) 

ส าหรับการปรับเปลีย่นพฤติกรรมเพื่อชะลอการเสือ่มของข้อเขา่ และการออกก าลงักาย ทัง้การศกึษา

ในตา่งประเทศ เช่น การศกึษาผู้ ป่วยโรคข้อเขา่เสือ่มชาวองักฤษท่ีมีอายตุัง้แต ่ 45 ปีขึน้ไป พบวา่การ

ออกก าลงักายจะช่วยลดอาการบาดเจ็บและเพิ่มความสามารถในการท างานของข้อเขา่ (Thomas and 

others, 2002) และการศกึษาในประเทศไทย โปรแกรมออกก าลงักาย เช่น โปรแกรมการบริหาร

กล้ามเนือ้เขา่ด้วยยางยืด มีสว่นช่วยบรรเทาความรุนแรงของภาวะข้อเขา่เสือ่มในผู้สงูอายจุงัหวดั

ชยันาท (ปารวีร์ มัน่ฟัก และคณะ, 2561) และโปรแกรมดแูลผู้สงูอายขุ้อเขา่เสื่อมโดยการมีสว่นร่วมของ

ชุมชนของจงัหวดัเชียงใหม่ให้ผลเช่นเดียวกนัคือ โปรแกรมออกก าลงักายช่วยลดอาการป่วยข้อเขา่และ

เพิ่มสมรรถภาพทางกาย (รังสยิา นารินทร, วิลาวณัย์ เตือนราษฎร์ และวราภรณ์ บุญเชียง, 2558) สว่น

วิธีท่ี 2 คือ การรักษาด้วยการผา่ตดั เช่น การผา่ตดัเปลี่ยนข้อเขา่เทียม และการผา่ตดัจดัแนวกระดกูขา 

เป็นต้น (Lespasio and others, 2017) 

 

2. พันธุกรรมกับการเกิดโรคข้อเข่าเส่ือม 

 เน่ืองจากพนัธุกรรมเป็นปัจจยัส าคญัท่ีมีสว่นท าให้เกิดโรคข้อเขา่เสือ่ม ดังนัน้การศกึษา

ทางด้านพนัธุศาสตร์ในโรคข้อเขา่เสือ่มจะมีสว่นช่วยให้เข้าใจกลไกท่ีท าให้เกิดความเสยีหายท่ีข้อตอ่

กระดกูอ่อนบริเวณข้อเขา่ได้ (Chapman and Valdes, 2012) จากการศกึษาทางด้านพนัธุกรรม ได้แก่ 
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การศกึษา Genome-wide association studies (GWAS) ท าให้พบความแปรผนัทางพนัธุกรรมในโรค

ข้อเขา่เสือ่ม เช่น ยีน Transforming Growth Factor Alpha (TGFA), phosphoinositide-3-kinase 

regulatory subunit 1 (PIK3R1) และยีน fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3)  ยีนเหลา่นี ้

เก่ียวข้องกบัความหนาของกระดกูอ่อน และในคนเดียวกนัจะมีการแสดงออกในกระดกูอ่อนบริเวณท่ี

เป็นแผลกบักระดกูอ่อนบริเวณท่ีไม่เป็นแผลแตกตา่งกนั (Castaño-Betancourt and others, 2016) 

ความแปรผนัทางพนัธุกรรมนัน้สว่นใหญ่จะเกิดขึน้ในบริเวณท่ีไม่สามารถแปลรหสัได้ของยีนหรือ

บริเวณท่ีควบคมุยีน ได้แก่ บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ส าหรับประโยชน์ของความแปรผนัทางพนัธุกรรม

ของโรคข้อเขา่เสือ่มสามารถพฒันาเป็นดชันีชีว้ดัทางชีวภาพช่วยวินิจฉยัโรคข้อเขา่เสือ่ม 

 

เอพิเจเนติก 

 เอพิเจเนติก (epigenetics) หรือสภาวะเหนือพนัธุกรรม เป็นอีกหนึง่การศกึษาทางด้านพนัธุ

ศาสตร์ท่ีเก่ียวข้องกบัการเปลีย่นแปลงการแสดงออกของยีนซึง่ไม่ขึน้กบัการเปลีย่นแปลงล าดบันิวคลี

โอไทด์ของดีเอ็นเอ สามารถถ่ายทอดจากรุ่นหนึง่สูอี่กรุ่นหนึง่ได้ โดยเอพิเจเนติก แบง่ตามกลไกเป็น 3 

กลุม่ใหญ่ได้ดงันี ้ กลุม่ท่ี 1 ดีเอ็นเอเมทิลเลชนั (DNA methylation) กลุม่ท่ี 2 กระบวนการดดัแปลง

โปรตีนฮีสโตน (posttranslational histone modifications) เช่น ฮิสโตนเมทิลเลชนั และกลุม่ท่ี 3 

กระบวนการปรับเปลีย่นโครงสร้างโครมาติน (chromatin remodeling)  (โชตกิา หยกทองวฒันา, 

2554) จากกระบวนการท่ีกลา่วมาทัง้ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัและฮิสโตนเมทิลเลชนั เป็นการควบคมุการ

แสดงออกของยีนโดยควบคมุระดบัการถอดรหสั ท าให้โครงสร้าง 3 มิติของโครมาตินและระดบัการ

แปลรหสัเปลีย่นแปลง สดุท้ายสง่ผลตอ่การแสดงออกของโปรตีน โดยเอพิเจเนติกมีบทบาทส าคญัตอ่

การพฒันาของโรคข้อเสือ่ม (Peffers, Balaskas, and Smagul, 2018) 

 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 

 เน่ืองจากโรคข้อเสือ่มสว่นใหญ่เกิดจากการเสือ่มของกระดกูอ่อน ดงันัน้ ระดบัการแสดงออก

ของยีนและการเปลีย่นแปลงลกัษณะทางฟีโนไทป์ในเซลล์กระดกูอ่อน ซึง่เป็นเซลล์ชนิดเดียวท่ีพบใน

ข้อตอ่กระดกูอ่อนจึงสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคข้อเสื่อม ตอ่มามีการศกึษาพบวา่ ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท าให้
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การแสดงออกของยีนในเซลล์กระดกูอ่อนผิดปกติสง่ผลให้พยาธิสภาพของโรคข้อเสือ่มเปลีย่นแปลงไป 

(Hollander and Meulenbelt, 2015) ส าหรับดีเอ็นเอเมทิลเลชนั คือ หนึง่ในกระบวนการของเอพิเจ

เนติกซึง่เป็นการเติมหมู่เมทิลให้กบัคาร์บอนท่ี 5 ของวงแหวนเบสไซโทซีนท่ีติดกบัเบสกวานีน (CpG 

site) โดย DNA methyltransferases (DNMTs) ท าให้เกิดการเปลีย่นแปลงโครงสร้างไปเป็น 5-

methylcytosine (5mC) (Herman and others, 1996) สว่นใหญ่ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัมกัจะท าให้เกิดการ

ยบัยัง้การแสดงออกของยีน (gene silencing) เน่ืองจากเกิดเมทิลชนัในบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน ท า

ให้ transcription factor ไม่สามารถเข้ามาจบับริเวณดงักลา่วได้ ไม่เกิดการเร่ิม transcription ยีนจึงไม่

แสดงออก แตมี่บางสว่นท่ีท าให้มีการแสดงออกของยีนมากกวา่ปกติ ยีนท่ีพบเมทิลชนัในโรคข้อเขา่

เสือ่มได้แก่ เช่น ยีน GDF5 ยีน SOX9 (Bonin and others, 2016) และยีน DIO2 (Rushton and others 

, 2015) เป็นต้น ยีน SOX9 จะมีความส าคญัในโรคข้อเขา่เสือ่มเน่ืองจากควบคมุกระบวนการสร้างเซลล์

กระดกูอ่อน (Blanco and Rego-Pérez, 2014) สว่นยีน GDF5 ควบคมุการเจริญ การรักษา และการ

ซอ่มแซมของข้อตอ่ซินโนเวียล (synovial joint) ซึง่เป็นข้อตอ่ท่ีพบได้บริเวณข้อเขา่ (Dodd, Syddall, 

and Loughlin, 2013) สว่นยีน DIO2 ในภาวะปกติจะผลติโปรตีนท่ีเร่งการเปลีย่นรูปฮอร์โมนไทรอยด์ท่ี

ไม่ท างาน (T4) เป็นฮอร์โมนไทรอยด์ท่ีสามารถท างานได้ (T3) ซึง่จะชกัน าให้เกิดกระบวนการท่ี

เก่ียวข้องกบัการก่อให้เกิดโรคข้อเขา่เสือ่มได้ (Hollander, 2013) 

 

ตารางที่ 1 วิเคราะห์ระดบัเมทิลเลชนัของยีนท่ีสมัพนัธ์กบัโรคข้อเสือ่ม (Duarte, 2018) 

ยีน เซลล์ ตัวอย่าง ระดับ 

เมทิลเล

ชัน 

การ

แสดงออก

ของยีน 

วิธีที่ใช้วิเคราะห์ 

 

GDF5 

 

เซลล์กระดกูอ่อน 

 

CH8 cell line 

 

ต ่า 

 

เพิ่มขึน้ 

 

Bisulfite 

pyrosequencing 
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ยีน เซลล์ ตัวอย่าง ระดับ 

เมทิลเล

ชัน 

การ

แสดงออก

ของยีน 

วิธีที่ใช้วิเคราะห์ 

SOX9 
เซลล์กระดกูอ่อน

ของโรคข้อเสือ่ม 

จากผู้ ป่วยผา่ตดั

เปลีย่นข้อสะโพก

เทียม และ 

ผู้ ป่วยท่ีคอ

กระดกูต้นขาหกั 

สงู ลดลง 

Methylation-

specific PCR and 

bisulfite 

sequencing 

DIO2 

เซลล์กระดกูอ่อน

ของโรคข้อเสือ่ม 

และเซลล์กระดกู

อ่อนปกติ 

จากผู้ ป่วยผา่ตดั

เปลีย่นข้อสะโพก

เทียมและผู้ ป่วย

ผา่ตดัเปลีย่นข้อ

เขา่เทียม และ

จากคนท่ีมีข้อ

ปกติ 

สงู เพิ่มขึน้ 
MALDI-TOF mass 

spectrometry 

 

ยีน DIO2 

 ยีน DIO2 ในภาวะปกติจะผลติโปรตีน selenoprotein ท่ีเร่งการเปลีย่นรูปฮอร์โมนไทรอยด์ท่ีไม่

ท างาน (T4) เป็นฮอร์โมนไทรอยด์ท่ีสามารถท างานได้ (T3) ซึง่จะชกัน าให้เกิดกระบวนการท่ีเก่ียวข้อง

กบัก่อให้เกิดโรคข้อเขา่เสือ่ม ได้แก่ กระตุ้นการเจริญขัน้สดุท้ายของเซลล์กระดกูอ่อนบริเวณ growth 

plate ท าให้เกิดการขยายตวัมากกวา่ปกติ (cell hypertrophy) สลายสว่นเซลล์กระดกูอ่อนและเนือ้

กระดกูอ่อน (ECM destruction) สะสมแร่ธาตใุนกระดกูอ่อน (mineralization) และการสร้างกระดกู

แข็ง (formation of bone) (Hollander, 2013) โดยปี 2008 จากการศกึษาในผู้ ป่วยโรคข้อเสือ่มชาว

ยเูครน ชาวดตัช์ และชาวญ่ีปุ่ น พบภาวะพหสุณัฐานของยีน DIO2 ถึง 2 ต าแหนง่คือ rs12885300 

(T/C) และ rs225014 (C/T) ท่ีสมัพนัธ์กบัการเป็นโรคข้อเสือ่ม โดยแอลลลี C มีความสมัพนัธ์กบัโรคข้อ

เสือ่มมากกวา่แอลลลี T และพบวา่ยีน DIO2 ผลติโปรตีนท่ีมีความสมัพนัธ์กบัโรคข้อเสือ่ม (Meulenbelt 
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and others, 2008; Tammachote, 2011) หลงัจากนัน้ในปี 2009 พบวา่ในแตล่ะบุคคลจะมีระดบัเมทิล

เลชนัท่ีแตกตา่งกนัและในการวดัระดบัเมทิลเลชันสามารถใช้ตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีมาจากเลอืดแทน

ตวัอยา่งดีเอ็นเอท่ีมาจากกระดกูอ่อนได้ (Bos and others, 2009) ตอ่มาในปี 2013 การศกึษาข้อตอ่

กระดกูอ่อนของผู้ ป่วยชาวคอเคเชียนท่ีเป็นโรคข้อเขา่เสือ่มเทียบกบัคนปกติ พบวา่ดีเอ็นเอเมทลิเลชนั

ในบริเวณโพรโมเตอร์ของยีนมีความสมัพนัธ์กบัการแสดงออกของยีน DIO2  โดยผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสือ่ม

จะมีระดบัดีเอ็นเอเมทิลเลชนัมากกวา่ในคนปกติ (hypermethylation) สว่นในปี 2015 พบดีเอ็นเอเมทิล

เลชนับริเวณท่ีใกล้กบั transcription start site (TSS) ของยีน DIO2 สมัพนัธ์กบัการแสดงของยีน DIO2 

ในกระดกูอ่อนของผู้ ป่วยโรคข้อเสือ่ม โดยดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ีพบหา่งไปจากจุด TSS ทางปลาย 5’

ประมาณ 2000 เบส ส าหรับการศกึษานีย้งัพบวา่ระหวา่งการสร้างเซลล์กระดกูอ่อน หากเกิดการ

แสดงออกท่ีมากกวา่ปกติของยีนนี ้จะท าให้มีเซลล์กระดกูอ่อนใน extracellular metrix (ECM) น้อยลง 

พร้อมทัง้ยงักระตุ้นเอนไซม์ท าหน้าท่ียอ่ย ECM (Hollander, 2013; Bomer and others, 2015)  

 

ตารางที่ 2 การศกึษาดีเอ็นเอเมทิลเลชนัในยีน DIO2  

หัวข้อ รายละเอียดการทดลอง สรุป อ้างอิง 

1. Underlying 

molecular 

mechanisms of 

DIO2 

susceptibility in 

symptomatic 

osteoarthritis 

- ตัวอย่างกระดูกอ่อนจาก

ผู้ ป่วยผา่ตดัเปลีย่นข้อสะโพก

เทียม ผู้ ป่วยผ่าตดัเปลี่ยนข้อ

เข่าเทียม และคนท่ีมีข้อปกติ 

อยา่งละ 52 ตวัอยา่ง 

- วิธีท่ีใช้ศึกษา คือ MALDI-

TOF mass spectrometry 

- ยี น  DIO2 สัมพัน ธ์ กับการ

แสดงของยีน DIO2 ในกระดูก

อ่อนของผู้ ป่วยโรคข้อเสื่อม โดย

ดีเอ็นเอเมทิลเลชันท่ีพบห่างไป

จ า กจุ ด  TSS ทา งปลาย  5’

ประมาณ 2000 เบส  

- ระดับ เม ทิล เลชันและการ

แสดงออกของยีนของกระดูก

อ่อนในผู้ ป่วยโรคข้อเสื่อมสูง

กวา่ในคนปกติ 

  

(Bomer and 

others, 

2015) 
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หัวข้อ รายละเอียดการทดลอง สรุป อ้างอิง 

2. Deiodinase 2 

upregulation 

demonstrated in 

osteoarthritis 

patients cartilage 

causes cartilage 

destruction in 

tissue-specific 

transgenic rats. 

- ศึกษาระดับการแสดงออก

ของยีน DIO2 ในกระดูกอ่อน

ของหนูท่ี เป็นโรคข้อเสื่อม

เทียบกบัหนท่ีูมีข้อปกติ  

- วิ ธี ท่ี ใ ช้ ศึ ก ษ า คื อ 

microarray analysis 

- หนู ท่ี เ ป็นโรคข้อเสื่อมมีการ

แสดงออกของยีน  DIO2 ใน

กระดูกอ่อนท่ีมากกว่าหนูท่ีมีข้อ

ปกติ 

- หนูดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีท าให้

ก ร ะ ดู ก อ่ อ น มี แค่ ยี น  DIO2 

แสดงออกนั น้  พบฮอ ร์ โมน

ไทรอยด์รูป T3 กระตุ้ นให้เกิด

เอนไซม์ย่อยสลายกระดูกอ่อน 

ท าให้เกิดการสลายของข้อต่อ

บริเวณเขา่ 

 

(Nagase 

and others, 

2013) 

3. DIO2 is 

epigenetically 

regulated by 

CPG methylation 

in articular 

cartilage 

- ศึกษาระดบัเมทิลเลชนัและ

การแสดงออกของยีน DIO2 

เทียบกนัระหวา่งผู้ ป่วยโรคข้อ

เสือ่มและคนท่ีมีข้อสขุภาพดี 

- ตัวอย่างมาจากผู้ ป่วยชาว

คอเคเชียนท่ีเข้ารับการผ่าตดั

เปลี่ยนข้อเข่าเทียมจ านวน 

21 ตัวอย่าง และผู้ ป่วยท่ีเข้า

รับการ เปลี่ยน ข้อสะโพก

เทียมจ านวน 27 ตวัอยา่ง 

- วิธีท่ีใช้ศกึษา คือ  

1. วัดการแสดงออกของยีน

โดยใช้เทคนิค quantitative 

reverse transcription  

- การแสดงออกของยีน DIO2 

สัมพันธ์กับ  rs225014 อย่างมี

นยัส าคญัทางสถิติ 

- พบ CpG 1 ต าแหนง่ ในบริเวณ

โพ ร โ ม เ ต อ ร์ ข อ ง ยี น  DIO2 

สัมพันธ์กับการแสดงออกของ

ยีน ในกระดูกอ่อนของโรคข้อ

เสื่อม นอกจากนัน้ ยงัพบระดบั

เมทิลเลชันท่ีสูงขึน้ในบริ เวณ

ดงักลา่วของผู้ ป่วยโรคข้อเสือ่ม  

(Hollander, 

2013) 
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หัวข้อ รายละเอียดการทดลอง สรุป อ้างอิง 

polymerase chain reaction 

(RT-qPCR) 

2. ศึกษาระดับเมทิลเลชัน

โ ด ย ใ ช้ เ ท ค นิ ค  mass 

spectrometry (Epityper, 

Sequenom)  

 

4. CpG sites of 

osteoarthritis 

susceptibility 

gene DIO2 are 

differentially 

methylated in 

arthritic 

compared to 

preserved 

cartilage. 

- ศึกษาต าแหน่งท่ีเกิดดีเอ็น

เอเมทิลเลชันเปรียบเทียบ

ระหว่างตวัอย่างกระดูกอ่อน

ของผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อม

และผู้ ป่ วย โรค ข้อสะโพก

เสื่อมกับกระดูกอ่อนสุขภาพ

ดี โดยมีช่วงอายุอยู่ระหว่าง 

44-60 ปี 

- วิ ธี ท่ี ใ ช้ศึกษา  คือ  mass 

spectrometry (Epityper, 

Sequenom)  

 

- ต าแหน่ง CpG ท่ีเกิดเมทิลเล

ชันในกระดูกอ่อนของโรคข้อ

เสื่อมแตกต่างกับกระดูกอ่อน

สขุภาพดีอย่างน้อย 3 ต าแหน่ง 

ส่งผลต่อการแสดงออกของยีน 

และยงัเก่ียวข้องกบัโรคข้อเสือ่ม 

(Hollander 

and others, 

2012) 

5. DIO2 

methylation in 

articular 

cartilage and 

whole blood 

- เปรียบเทียบระดับเมทิล

เลชันของยีน DIO2 ระหว่าง

ตัวอย่างท่ีมาจากเลือดกับ

ตวัอยา่งท่ีมาจากกระดกูอ่อน 

- วิ ธี ท่ี ใ ช้ศึกษา คือ  mass 

spectrometry (Epityper, 

Sequenom) 

- พบว่าในแต่ละบุคคลจะ มี

ระดับเมทิลเลชันท่ีแตกต่างกัน 

นอกจากนัน้ ทัง้ตวัอยา่งดีเอ็นเอ

ท่ีมาจากเลือดและตัวอย่างดี

เ อ็นเอ ท่ีมาจากกระดูกอ่ อน

สามารถระบุระดับเมทิลชันใน

ยีน DIO2 ได้เหมือนกนั 

( Bos and 

others, 

2009) 
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หัวข้อ รายละเอียดการทดลอง สรุป อ้างอิง 

6. Identification 

of DIO2 as a new 

susceptibility 

locus for 

symptomatic 

osteoarthritis. 

- ตัวอย่างกระดูกอ่อนชาว

ยูเครนท่ีเป็นผู้ ป่วยรับการ

ผ่าตัดเปลี่ยนข้อเทียม 1478 

ตัวอย่าง และคนท่ีมีข้อปกติ 

738 ตวัอยา่ง 

- ท าการทดลองซ า้ มีจ านวน

ตั ว อ ย่ า ง ทั ้ง ห ม ด  1582 

ตัวอย่าง ประกอบไปด้วย 

ตัวอย่า งกระดูกอ่อนของ

ผู้ ป่วยโรคข้อสะโพกเสื่อม

ชาวดัตซ์ 94 ตัวอย่าง และ

ชาวญ่ีปุ่ นผู้ ท่ีมีอาการโรคข้อ

สะโพกเสื่อม 267 ตวัอย่าง ท่ี

เหลือคือตัวอย่างของคนท่ีมี

ข้อปกติ 

- วิธีท่ีใช้ศึกษา คือ genome-

wide linkage แ ล ะ 

combined linkage 

association analysis 

- พบภาวะพหุสัณฐานของยีน 

DIO2 2 ต า แ ห น่ ง คื อ 

rs1 2 8 8 5 3 0 0  ( T/C) แ ล ะ 

rs225014 (C/T) ท่ีสัมพันธ์กับ

การเป็นโรคข้อเสือ่ม 

- ผ ลิ ต ภัณ ฑ์ ข อ ง ยี น  DIO2 

เปลี่ยนรูปฮอร์โมนไทรอยด์จาก 

T 4 ไปเป็น T3 ในเนือ้เยื่อกระดกู

อ่อนบริเวณ growth plate 

(Meulenbelt 

and others, 

2008) 

 

3. Methylation-Specific PCR (MSP) 

 เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการวิเคราะห์รูปแบบเมทิลชันในบริเวณท่ีเป็น CpG islands หลกัการของ

เทคนิคอยูบ่นพืน้ฐานของ PCR โดยจะน าดีเอ็นเอท่ีต้องการตรวจสอบผา่นกระบวนการ sulphonation 

ท าให้เบสไซโทซีนท่ีไม่มีหมู่เมทิลเกาะอยู่จะเปลี่ยนเป็นเบสยูราซิลซึ่งเบสยูราซิลจะไม่เสถียรจะ

เปลี่ยนเป็นเบสไทมีน สว่นเบสไซโทซีนท่ีมีหมู่เมทิลเกาะอยู่จะไม่เกิดการเปลี่ยนแปลงยงัคงเป็นเบสไซ

โทซีน 
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รูปที่ 3 กลไกการเปลีย่นจากเบสไซโทซีนเป็นยรูาซิล เม่ือผา่นกระบวน  sodium sulfite treatment (Ku, 

Jeon and Park, 2011) 

 ส าหรับการทดลองท่ีใช้เทคนิคนีต้้องออกแบบไพรเมอร์เป็น 2 คู ่ ไพรเมอร์คูท่ี่ 1 อนัเมทิลเลชนั

ไพรเมอร์ (unmethylation primer) เป็นไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัดีเอ็นเอท่ีไม่มีการเติมหมู่เมทิลหรือดีเอ็น

เออนัเมทิลเลชนั (unmethylated DNA) และไพร์เมอร์คูท่ี่ 2 เมทิลเลชนัไพรเมอร์ (methylation primer) 

เป็นไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัดีเอ็นเอท่ีมีการเติมหมู่เมทิลหรือดีเอ็นเอเมทิลเลชนั (methylated DNA) โดย

การแยกระหวา่งดีเอ็นเอเมทิลเลชนัและดีเอ็นเออนัเมทิลเลชนัในไพรเมอร์ทัง้ 2 คู ่ ต้องมีต าแหน่งท่ีเบส

ไซโทซีนติดกบัเบสกวานีน (CpG site) อยา่งน้อย 1 ต าแหนง่ และต้องมีต าแหนง่ CpG เทา่กนั แต่

สามารถมีความยาวและจุดเร่ิมต้นไพรเมอร์ตา่งกนัได้ ถ้าไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบัดีเอ็นเออนัเมทิลชนั

สามารถจบัดีเอ็นเอท่ีท าการทดลองได้แสดงวา่ เกิดดีเอ็นเออนัเมทิลเลชนัขึน้ หากไพรเมอร์ท่ีจ าเพาะกบั

ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัสามารถจบัดีเอ็นเอได้ส าเร็จแสดงวา่ ดีเอ็นเอท่ีท าการทดลองเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนั 

(Ku, Jeon and Park, 2011) 

 

รูปที่ 4 ไพรเมอร์ท่ีใช้ในเทคนิค MSP แบง่เป็น 2 คู ่คือ อนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์และเมทิลเลชนัไพรเมอร์   
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 ประโยชน์ของเทคนิค MSP คือ สามารถตรวจสอบระดบัเมทิลเลชนัได้เกือบทกุ CpG site, 

สามารถใช้ดีเอ็นเอในปริมาณน้อยในการตรวจสอบได้ และเทคนิคมีความไวตอ่ดีเอ็นเอเมทิลเลชนั คือ

สามารถตรวจสอบมีดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ีมีเพียง 0.1 % ในบริเวณ CpG island ได้ (Ku, Jeon and 

Park, 2011) นอกจากนัน้มีการศกึษาระดบัดีเอ็นเอเมทิลเลชนัผา่นเทคนิค MSP ในโรคตา่งๆ รวมถึงโรค

ข้ออกัเสบ เช่น ในปี 2014 มีการศกึษาระดบัดีเอ็นเอเมทิลชนัของยีน Fas associated via death 

domain  (FADD) และยีน Fas cell surface death receptor (FAS) ในโรคมะเร็งช่องปาก (Saberi 

and others, 2014) และการศกึษาระดบัเมทิลเลชนัโดยใช้เทคนิค MSP บริเวณโพรโมเตอร์ยีน 

Glutathione S-Transferase P1 (GSTP1) ในผู้ ป่วยโรคมะเร็งเต้านมชาวไทย (Pongtheerat and 

others, 2011) นอกจากนัน้ ในปี 2017 ยงัมีการศกึษายีนท่ีเก่ียวข้องกบัโรคข้ออกัเสบรูมาตอยด์ผา่น

การวิเคราะห์ดีเอ็นเอเมทิลเลชนัโดยใช้เทคนิค MSP ในหนู (Zhang and others, 2017)   
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บทที่ 3 

วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการด าเนินการ 

  

กลุ่มประชากรที่ใช้ในการศึกษา 

 ตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษาเป็นตวัอย่างเลือดจากกลุม่ผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและกลุม่ควบคุม 

ซึ่งกลุม่ควบคุม คือ กลุม่ของคนท่ีมีข้อเข่าสขุภาพดี หรือเป็นโรคท่ีไม่เก่ียวข้องกับโรคข้อเข่าเสื่อมจาก

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ และคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่ง

ตัวอย่างเหล่านีไ้ด้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ และคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  เอกสารรับรอง

โครงการวิจยัเลขท่ี IRB no. MTU-EC-OT-4-193/60 

 

วัสดุอุปกรณ์ 

 - Computer DELL Inspiron 14 

 - Micropipette (Gilson Inc., France) 

 - Pipette tip 

 - Beaker 

 - Flask 

 - Rack 

 - Nanodrop spectrophotometer 

 - Vortex machine 

 - Hettich® MIKRO® 120 Centrifuge D-78532 (SIGMA-ALDRICH corp., Germany) 

 - Electrophoresis chamber set (ATTO corp., japan) 

 - Electrophoresis power supply (ATTO corp., japan) 

 - Gel documentation analysis set (Quantity One, Bio Rad Inc., USA) 

 - Gene Pro Thermal Cycler (Hangzhou Bioer Technology Co. Ltd., China) 
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สารเคม ี

1.  สารเคมีท่ีใช้ในการสกดัดีเอ็นเอ 

 - ชุดสกดัดีเอ็นเอส าเร็จรูป AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer corp., 

 Korea) 

2.  ไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ (bisulfite treatment) 

 - EZ DNA Methylation-GoldTMKit (Zymo research corp., USA) 

3.  สารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR 

 - Human methylated & non-methylated DNA Set (Zymo Research Corp., USA)  

 - Nuclease free H2O 

 - 10X Buffer 

 - dNTP mix (Invitrogen corp., USA) 

 - Oligonucleotide primer (Macrogen corp., Korea) ส าหรับ ยีน DIO2 

 - Taq DNA Polymerase (Apsalagen Co.Ltd., Thailand) 

 - HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen Inc., German) 

4.  สารเคมีท่ีใช้ส าหรับการท าเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 - 1.5% agarose gel (Vectec Inc., virginia) 

 - 40% Acrylamide/Bis Solution 19:1 (Bio-Rad Inc., USA) 

 - 1X Tri-Borate-EDTA (1X TEB buffer) 

  - TRIS (Bio Basic Inc., Canada) 

  - Boric acid (Bio Basic Inc., Canada) 

  - EDTA (Bio Basic Inc., Canada) 

 - RedSafe (iNtRON Bio Inc., Korea) 

 - OneMARK 100 (100 bp DNA ladder) (GeneDireX Inc., USA) 

 - 25 bp DNA ladder (New England Biolab Inc., USA) 

 - 10 bp DNA ladder (New England Biolab Inc., USA) 

 - DNA loading dye (biotechrabbit corp., Canada)  
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วิธีการด าเนินงาน 

 

คัดเลือกยีนที่ใช้ในการศึกษา 

 คัดเลือกยีน ท่ีใ ช้ ในการศึกษาจากฐานข้อมูล  PubMed จาก The National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) เพื่อหายีนท่ีมีความเก่ียวข้องกบัโรคข้อเข่าเสือ่ม โดยใช้ค าค้นหา

ท่ีมีความจ าเพาะ แล้วน าข้อมูลจากงานวิจัยเหล่านัน้มาแปลงผลสรุป เพื่อคัดเลือกยีนท่ีจะใช้ใน

การศกึษาตอ่ไป  

 

การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับกระบวนการ MSP 

 ขัน้ตอนการออกแบบไพรเมอร์แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนท่ีออกแบบด้วยตัวเอง และส่วนท่ี

ออกแบบด้วยซอฟต์แวร์ ส าหรับขัน้ตอนการออกแบบไพรเมอร์ด้วยตวัเอง มีลกัษณะส าคญัต่าง ๆ  ให้

ค านงึถึงเพื่อให้ได้ไพรเมอร์ท่ีดีส าหรับใช้ในการท า MSP (Davidovic’ and others, 2014) ดงันี ้

1. ด า ว น์ โ ห ล ด ล า ดั บ เ บ ส บ ริ เ ว ณ โ พ ร โ ม เ ต อ ร์ ข อ ง ยี น ท่ี ใ ช้ ศึ ก ษ า จ า ก 

https://asia.ensembl.org/index.html (ensembl) โดยเลือกจาก splice variant ท่ีมีต าแหนง่ 

CpG มากท่ีสดุ  

2. ยืนยันล าดับเบสโพรโมเตอร์ของยีน DIO2 ว่าถูกต้องโดยเทียบกับล าดับเบสท่ีได้จาก 

https://epd.vital-it.ch/index.php (EPD) โดยใช้ Sequence Retrieval Tool ของฐานข้อมูล

ก าหนดพืน้ท่ีของยีนท่ีต้องการจะศึกษา ซึ่งมักจะก าหนดให้เร่ิมจาก -1000 เบสจากจุด 

Transcription start site (TSS) ไปจนถึง +500 เบส 

3. ค้นหาต าแหนง่ CpG, TSS และ SNP และท าเคร่ืองหมายต าแหนง่เหลา่นัน้  

4. เน่ืองจากดีเอ็นเอต้องผ่านการท าไบซัลไฟต์ทรีตเมนท์ (bisulfite treatment) ก่อนท่ีจะเข้าสู่

กระบวนการ PCR จึงต้องเปลีย่นเบสไซโตซีนทัง้หมดไปเป็นเบสไทมีน ยกเว้นล าดบัเบส CpG 

เน่ืองจากไม่ทราบวา่ต าแหน่ง CpG นัน้ๆ เกิดกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชนัหรือไม่ จึงยงัคง

เป็นล าดบัเบสเดิมทัง้หมด 
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5. ออกแบบไพรเมอร์ให้อยูใ่นบริเวณดงัตอ่ไปนี ้ 
5.1 ใกล้ต าแหนง่ TSS ของยีน  

5.2 เ ป็ น บ ริ เ ว ณ ท่ี  hot spot (consensus sequence) โ ด ย ใ ช้  Clustal Omega 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) เทียบระหว่างคน (Homo sapiens), ลิงวอก 

(Macaca mulatta) และ หนหูร่ิงบ้าน (Mus musculus) 

5.3 หลกีเลีย่งบริเวณ Single Nucleotide Polymorphism (SNP) 

5.4 ควรมี CpG site อยา่งน้อย 1 ต าแหนง่ใกล้บริเวณ 3’ 

5.5 ไพรเมอร์ควรจะมีขนาดระหวา่ง 20 – 30 เบส 

5.6 ไ ม่ มี  primer dimer แ ล ะ  primer hairpin โ ด ย ใ ช้  Netprimer 

(http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer/AnalyzePrimer.jsp) มาช่วยวิเคราะห์ 

5.7 ควรมีค่า melting temperature (Tm) อยู่ระหว่าง 60 – 70 องศาเซลเซียส  และ  Tm ของ

forward primer และ  reverse primer ไม่ควรต่า งกัน เ กิน  2 อ งศา เซลเซี ยส  โดยใ ช้

Oligonucleotide Properties Calculator (http://biotools.nubic.northwestern 

.edu/OligoCalc.html) มาช่วยวิเคราะห์ 

5.8 ตรวจสอบความจ าเพาะระหว่างไพรเมอร์กับบริเวณยีนท่ีศึกษา โดยใช้ MSP design จาก

Bisearch (http://bisearch.enzim.hu/?m=msp)  

 ส่วนไพรเมอร์ท่ีออกแบบโดยซอฟต์แวร์ สามารถก าหนดค่าต าแหน่ง CpG ค่า Tm รวมถึง

ล าดับเบสท่ีต้องการออกแบบไพรเมอร์ตามค าแนะน าของแต่ละซอฟต์แวร์ ส าหรับซอฟต์แวร์ท่ีใช้

ออกแบบได้แก่ Methprimer,  Bisearch, Primo MSP และ MSP primer อ้างอิงจาก Methylation-

specific PCR: four steps in primer design (Davidovic’ and others, 2014)  

 

การสกัดดีเอ็นเอ 

 น าเลอืดของกลุม่ผู้ ป่วยโรคข้อเขา่เสือ่มและกลุม่ควบคมุมาสกดัดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกดัดีเอ็นเอ

ส าเร็จรูป AccuPrep® Genomic DNA Extraction Kit (Bioneer corp., Korea) จากนัน้ปิเปตต์ดีเอ็น

เอปริมาตร 1 ไมโครลติร มาวดัคณุภาพของดีเอ็นเอผา่นการวดัคา่ดดูกลนืแสง โดยใช้เคร่ือง Nanodrop 

spectrophotometer ท่ีความยาวคลืน่ 260 นาโนเมตรตอ่ความยาวคลืน่ 280 นาโนเมตรซึง่เป็นคา่การ

ดูดกลืนแสงของดีเอ็นเอต่อค่าดูดกลืนแสงของโปรตีน (OD260/OD280) ส าหรับค่าการดูดกลืนแสงท่ี
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แสดงถึงดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความบริสทุธ์ิจะต้องมีค่ามากกว่า 1.8 (Sukumaran, 2011) หลงัจากนัน้ 

เก็บหลอดไมโครเซ็นตริฟิวก์ท่ีบรรจุดีเอ็นเอไว้ในตู้ เย็นท่ีอุณหภมิู -20 องศาเซลเซียส 

 

การท าไบซัลไฟต์ทรีตเมนท์ (bisulfite treatment) 

 น าดีเอ็นเอท่ีได้มาท าไบซัลไฟต์ทรีตเมนท์ โดยใช้ชุดคิดส์ EZ DNA Methylation-GoldTM 

(Zymo research corp., USA) ร่วมกบั DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer Inc., USA) ตามวิธีของ

บริษัท และเก็บตวัอยา่งไว้ในตู้ เย็นท่ีอุณหภมิู -20 องศาเซลเซียส เพื่อรอท าการทดลองขัน้ตอ่ไป 

 

กระบวนการ MSP 

 เป็นเทคนิคท่ีมีหลกัการอยู่บนพืน้ฐานของ PCR จึงเป็นทัง้การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและใช้

ตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันในบริเวณท่ีไพรเมอร์สามารถจบัได้ โดยขัน้ตอนแรก คือ การท า gradient 

PCR เพื่อหาความจ าเพาะระหว่างไพรเมอร์ท่ีออกแบบกับ PCR product ท่ีท านายไว้ รวมถึงหา

ปริมาณสาร และอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ระดบัดีเอ็นเอเมทิลเลชันในตวัอย่างผู้ ป่วย

โรคข้อเข่าเสื่อมเทียบกับกลุ่มควบคุม ก่อนท่ีจะ PCR และตรวจสอบด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิสกับ

ตวัอย่างดีเอ็นเอของผู้ ป่วยและกลุม่ควบคุมจริง โดยแต่ละตวัอย่างจะแบง่เป็น 2 หลอด หลอดหนึ่งใส่

เฉพาะอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ อีกหลอดใสเ่ฉพาะเมทิลเลชนัไพรเมอร์  

 gradient PCR ครัง้ท่ี 1 สารท่ีใช้แบ่งเป็น 2 สว่น สว่นแรก คือ master Mix สว่นท่ี 2 คือ ดีเอ็น

เอ หรือ  nuclease free H2O โดยส่วนของดีเอ็นเอ  ใช้ตัวอย่างดีเอ็นเอท่ีผ่านการท า PCR และ

เจลอิเล็กโทรโฟรีซิส แล้วขึน้แถบดีเอ็นเอชัดเจน คือ ตวัอย่างดีเอ็น RTC และตวัอย่างดีเอ็นเอ T ทัง้นี ้

ตวัอยา่งดีเอ็นเอดงักลา่วยงัไม่ผา่นการไบซลัไพต์ทรีตเมนท์ น ามาเป็น positive control สว่น nuclease 

free H2O (NTC) ใช้เป็น negative control และสว่น master Mix ต่อ 1 ตวัอย่าง จะมีปริมาณเท่ากับ 

18 ไมโครลิตร ประกอบด้วย nuclease free H2O ปริมาณ 13.8 ไมโครลิตร, 10X Buffer ปริมาณ 0.8 

ไมโครลิตร, MgCl2 2 mM ปริมาณ 0.8 ไมโครลิตร, dNTP 200 µM ปริมาณ 0.4 ไมโครลิตร, forward 

primer 0.2 µM ปริมาณ 0.4 ไมโครลิตร, reverse primer 0.2 µM ปริมาณ 0.4 ไมโครลิตร, Taq DNA 

polymerase ปริมาณ 0.2 ไมโครลิตร และสว่นท่ีสองคือ ดีเอ็นเอ 50 ng/µl ปริมาณ 2 ไมโครลิตร หรือ 

nuclease free H2O 2 ไมโครลิตร รวมปริมาตรสทุธิของสารท่ีใช้ในกระบวนการ PCR ต่อ 1 ตวัอย่าง

เท่ากับ 20 ไมโครลิตร หลงัจากผสมสองสว่นให้เข้ากันแล้ว น าเข้าเคร่ือง Gene Pro Thermal Cycler 
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เพื่อท า MSP ขัน้ตอนในการท า MSP ประกอบด้วย ขัน้ initial activation ท่ีอุณหภมิู 94 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 3 นาที, ขัน้ denature ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที, ขัน้ annealing ท่ี

อุณหภมิู 52 และ 54 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที, ขัน้ extension ท่ีอุณหภมิู 72 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 40 วินาที และขัน้ final-extension ท่ีอุณหภมิู 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดยในขัน้ 

denature, annealing และ extension จะเกิดเป็น cycles จ านวน 35 cycles  

 gradient PCR ครัง้ท่ี 2 เป็นการน าไพรเมอร์ชุดท่ี 1 เฉพาะเมทิลเลชันไพรเมอร์ มาท าการ

ทดลองซ า้ โดยความเข้มข้นและปริมาณสารต่าง ๆ ท่ีใช้ อุณหภูมิในขัน้ตอน annealing  รวมถึงดีเอ็น

เหมือนกบัครัง้ท่ี 1 ยกเว้น MgCl2 เพิ่มความเข้มข้นเป็น 2.5 mM ปริมาณ 1 ไมโครลติร  

 gradient PCR ครัง้ท่ี 3 ความเข้มข้นและปริมาณสารตา่ง ๆ ท่ีใช้เหมือนกบัครัง้ท่ี 1 แตเ่ปลี่ยน

มาใช้ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 โดยท า PCR เฉพาะเมทิลเลชันไพรเมอร์ ทัง้ยงัเปลีย่นมาใช้ชุดดีเอ็นเอมาตรฐาน 

ซึง่ประกอบไปด้วย Human methylated DNA  และ Human non-methylated DNA (Zymo Research 

Corp., USA) มาเป็น positive control ของเมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ ตามล าดบั 

แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผ่านการไบซลัทรีตเมนท์ รวมถึงอุณหภูมิในขัน้ตอน annealing ของกระบวนการ

ท า PCR  คือ 50 และ 54 องศาเซลเซียส  

 gradient PCR ครัง้ท่ี 4 ความเข้มข้นและปริมาณสารตา่ง ๆ ท่ีใช้เหมือนกบัครัง้ท่ี 1 แตเ่ปลี่ยน

มาใช้ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 โดยใช้เฉพาะอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ รวมถึงเปลีย่นมาใช้ชุดดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึง่

ประกอบไปด้วย Human methylated DNA  และ Human non-methylated DNA (Zymo Research 

Corp., USA) มาเป็น positive control ของเมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ ตามล าดบั 

แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผา่นการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ และอุณหภมิูในขัน้ตอน annealing ของกระบวนการ

ท า PCR  คือ 50 และ 54 องศาเซลเซียส 

 gradient PCR ครัง้ท่ี 5 ความเข้มข้นและปริมาณสารตา่ง ๆ ท่ีใช้เหมือนกบัครัง้ท่ี 1 แตเ่ปลี่ยน

มาใช้เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชันไพรเมอร์จากไพรเมอร์ชุดท่ี 3 รวมถึงเปลีย่นมาใช้ชุดดีเอ็น

เอมาตรฐาน ซึ่งประกอบไปด้วย  Human methylated DNA และ Human non-methylated DNA 

(Zymo Research Corp., USA) มาเป็น positive control ของเมทิลเลชันไพรเมอร์และอันเมทิลเลชัน
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ไพรเมอร์ ตามล าดับ แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผ่านการไบซัลไฟต์ทรีตเมนท์ และอุณหภูมิในขัน้ตอน 

annealing ของกระบวนการท า PCR  คือ 50 และ 54 องศาเซลเซียส 

 gradient PCR ครัง้ท่ี 6 ความเข้มข้นและปริมาณสารตา่ง ๆ ท่ีใช้เหมือนกบัครัง้ท่ี 1 แตเ่ปลี่ยน

มาใช้เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชันไพรเมอร์จากไพรเมอร์ชุดท่ี 4 รวมถึงเปลีย่นมาใช้ชุดดีเอ็น

เอมาตรฐาน ซึ่งประกอบไปด้วย  Human methylated DNA และ Human non-methylated DNA 

(Zymo Research Corp., USA)  มาเป็น positive control ของเมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนั

ไพรเมอร์ ตามล าดับ แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผ่านการไบซัลไฟต์ทรีตเมนท์ และอุณหภูมิในขัน้ตอน 

annealing ของกระบวนการท า PCR  คือ 50 และ 54 องศาเซลเซียส 

 gradient PCR ครัง้ท่ี 7 ความเข้มข้นและปริมาณสารตา่ง ๆ ท่ีใช้เหมือนกบัครัง้ท่ี 1 แตเ่ปลี่ยน

มาใช้เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชันไพรเมอร์จากไพรเมอร์ชุดท่ี 5 รวมถึงเปลีย่นมาใช้ชุดดีเอ็น

เอมาตรฐาน ซึ่งประกอบไปด้วย  Human methylated DNA และ Human non-methylated DNA 

(Zymo Research Corp., USA) มาเป็น positive control ของเมทิลเลชันไพรเมอร์และอันเมทิลเลชัน

ไพรเมอร์ ตามล าดับ แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผ่านการไบซัลไฟต์ทรีตเมนท์ และอุณหภูมิในขัน้ตอน 

annealing ของกระบวนการท า PCR  คือ 50 และ 54 องศาเซลเซียส 

 gradient PCR ครัง้ท่ี 8 เป็นการน าไพรเมอร์ชุดท่ี 1 มาท าการทดลองซ า้ โดยความเข้มข้นและ

ปริมาณสารตา่ง ๆ เหมือนกบั gradient PCR ครัง้ท่ี 1 แตเ่ปลีย่นมาใช้ชุดดีเอ็นเอมาตรฐาน ซึง่ประกอบ

ไป ด้วย  Human methylated DNA และ  Human non-methylated DNA (Zymo Research Corp., 

USA) มาเป็น positive control ของเมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ ตามล าดบั แทนดี

เอ็นเอเดิมท่ีไม่ผ่านการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ และอุณหภูมิในขัน้ตอน annealing ของกระบวนการท า 

PCR  คือ 52 และ 54 องศาเซลเซียส 

 gradient PCR ครัง้ท่ี 9 เป็นการน าไพรเมอร์ชุดท่ี 1 มาท าการทดลองซ า้ โดยความเข้มข้นและ

ปริมาณสารตา่ง ๆ เหมือนกบั gradient PCR ครัง้ท่ี 1 แตเ่ปลีย่นมาใช้ HotStarTaq DNA Polymerase 

(Qiagen Inc., German) แทน Taq DNA Polymerase (Apsalagen Co.Ltd., Thailand) และเปลี่ยน

มาใช้ชุดดี เ อ็นเอมาตรฐาน  ซึ่ งประกอบไปด้วย  Human methylated DNA และ Human non-

methylated DNA (Zymo Research Corp., USA) มาเป็น positive control ของเมทิลเลชันไพรเมอร์
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และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ ตามล าดบั แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผา่นการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ และอุณหภมิู

ในขัน้ตอน annealing ของกระบวนการท า PCR  คือ 52 และ 54 องศาเซลเซียส 

 

ตรวจสอบความถูกต้องของ PCR products ด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส 

หลงัจากขัน้ตอนท า PCR น า PCR products ท่ีได้มาท าเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส โดย gradient 

PCR ครัง้ท่ี 1, 2, 3, 4, 8 และ 9 จะใช้อะกาโรสเจล ความเข้มข้น 1.5% และใช้ DNA ladder ขนาด 

100 เบส ของ OneMARK 100 (GeneDireX Inc., USA) เป็น DNA marker ท่ีใช้ในการเทียบขนาดของ 

PCR products จากนัน้เม่ือผงอะกาโรส กับ 1x TBE buffer ผสมเป็นเนือ้เดียวกันแล้วจะใส่ RedSafe 

(iNtRON Bio Inc., Korea) เป็นสารฟลอูอเรสเซนต์ท่ีจะจบัดีเอ็น เม่ือสอ่งใต้แสงยวูีจะท าให้เห็นแถบดี

เอ็นเอ หลงัจากนัน้ใสต่วัอยา่งดีเอ็นเอลงในหลมุ และก าหนด electrophoresis power supply ในการ

ท า gradient PCR ครัง้แรกใช้ก าลงัไฟฟา้ 100 โวลต์ เป็นเวลา 25 นาที สว่น gradient PCR ครัง้ท่ี 2-4 

เปลีย่นเป็น 30 นาที สว่น gradient PCR ครัง้ท่ี 5-7 ใช้อะคริลาไมด์เจล ความเข้มข้น 8 % และใช้ DNA 

ladder ขนาด 25 เบส และ 10 เบส ของ New England Biolab (New England Biolab Inc., USA) 

และก าหนด electrophoresis power supply ในการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 5-7 ใช้ก าลงัไฟฟ้า 100 

โวลต์ เป็นเวลา 50 นาที สดุท้ายจึงตรวจสอบผลโดย gel documentation analysis ท าการบนัทกึภาพ

และเก็บข้อมลูเช่นเดียวกนั 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 

คัดเลือกยีนที่ใช้ในการศึกษา 

จากการคัดเลือกยีนท่ีใช้ในการศึกษาจากฐานข้อมูล PubMed จาก NCBI พบว่า ยีนท่ีมี

ความสมัพนัธ์กบัโรคข้อเขา่เสือ่ม และดีเอ็นเอเมทิลเลชนัของยีนมีผลตอ่การแสดงออกของยีนในโรคข้อ

เขา่เสือ่มด้วย คือ ยีน DIO2  

 

ไพรเมอร์ส าหรับกระบวนการ MSP 

 ขัน้แรกดาวน์โหลดล าดบัเบสบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน DIO2 ท่ีใช้ศึกษาจาก ensembl โดย

เลอืกจาก splice variant ท่ีมีต าแหนง่ CpG มากท่ีสดุ คือ DIO2-209 

ตารางที่ 3 จ านวน CpG site ของยีน DIO2 ในแตล่ะ splice variant  

Name Number of 

amino acid 

(aa) 

Size Translation Number of 

CpG site 

DIO2-211 56 517 Protein coding 11 

DIO2-210 273 6367 Protein coding 4 

DIO2-209 58 984 Protein coding 18 

DIO2-208 No protein 267 No protein - 

DIO2-207 37 776 Nonsense mediated decay - 

DIO2-206 309 1049 Protein coding 11 

DIO2-205 5 569 Protein coding 9 

DIO2-204 6 417 Protein coding 6 

DIO2-203 6 491 Protein coding 5 
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รูปที่ 5 ล าดบัเบสโพรโมเตอร์ของยีน DIO2 (DIO2-209) จากฐานข้อมลู ensemble 

 จากนัน้ยืนยันความถูกต้องของล าดบัเบสท่ีได้จาก ensembl ด้วยล าดับเบสจากฐานข้อมูล 

EPD ดงัรูปท่ี 6 เม่ือน าล าดบัเบสจากทัง้สองฐานข้อมลูเทียบกัน พบวา่ตรงกนั จึงน าล าดบัเบสดงักลา่ว

มาออกแบบไพรเมอร์ ตอ่มาท าเคร่ืองหมายบริเวณท่ีเป็น CpG, TSS และ SNP ได้ดงัรูปท่ี 7 

 

รูปที่ 6  ล าดบัเบสโพรโมเตอร์ของยีน DIO2 จากฐานข้อมลู EPD 
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รูปที่ 7 ล าดบัเบสของโพรโมเตอร์ยีน DIO2 เคร่ืองหมายสเีหลอืง คือ ต าแหนง่ CpG, สฟีา้ คือ 

ต าแหนง่ TSS และสเีขียว คือ ต าแหนง่ SNP 

 เม่ือน าดีเอ็นเอผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ จะท าให้เบสไซโตซีนทัง้หมดเปลี่ยนไป

เป็นเบสไทมีน ยกเว้นเบสในต าแหน่ง CpG จะยงัคงเป็นล าดบัเบสเดิมทัง้หมด ส าหรับเทคนิค MSP 

ต้องออกแบบไพรเมอร์เป็น 2 คู ่โดยล าดบัเบสของอนัเมทิลเลชันไพรเมอร์ เบสไซโทซีนในบริเวณ CpG 

จะเปลี่ยนเป็นไทมีน ดงัรูปท่ี 8 และล าดบัเบสของเมทิลเลชันไพรเมอร์ เบสไซโทซีนในบริเวณ CpG 

ยงัคงเป็นเบสไซโทซีนเหมือนเดิม ดงัรูปท่ี 9  

  

รูปที่ 8 ล าดบัเบสของอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ 
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รูปที่ 9 ล าดบัเบสของเมทิลเลชนัไพรเมอร์ 

 หลงัจากได้ล าดบัเบสท่ีจ าเพาะกบัแตล่ะไพรเมอร์แล้ว ดงัรูปท่ี 8 และ 9 จากนัน้จะท าการเลอืก

บริเวณท่ีเหมาะสมส าหรับไพรเมอร์ ได้เมทิลเลชันไพรเมอร์และอันเมทิลเลชันไพรเมอร์ท่ีสนใจ ดัง

ตารางที่ 4, 5, 6, 7 และ 8 

ตารางที่ 4 ไพรเมอร์ชุดท่ี 1 

Primer Primer sequences (5’ to 3’) Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

unmethylation primer 

forward 

primer 

GAGGTAATTGGATTAGGGATGAGTATG 56.7 41 538 

reverse 

primer 

GAGAGTGGTGGTGTATGTTGATTTTAGAG 58.7 41 

methylation primer 

forward 

primer 

TTGGATTAGGGACGAGTACGTTAG 55.7 46 524 
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Primer Primer sequences (5’ to 3’) Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

reverse 

primer 

GAGAGTGGCGGCGTATGTTGAT 56.7 55 

ตารางที่ 5 ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 

Primer Primer sequences (5’ to 3’) Tm (°C) C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

unmethylation primer 

forward 

primer 

GGTGAAGGGGAATTAGAGTG 51.8 50 179 

reverse 

primer 

CAACTCAACAACAACACCACA 50.5 43 

methylation primer 

forward 

primer 

GGTGAAGGGGAATTAGAGCG 53.8 55 179 

reverse 

primer 

CGACTCAACAACAACACCACG 54.4 52 

ตารางที่ 6 ไพรเมอร์ชุดท่ี 3 

Primer Primer sequences (5’ to 3’) Tm (°C) C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

unmethylation primer 

forward 

primer 

GGATGGGAGTTGTTTTAAGTTTATTTGT 54.1 32 88 
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Primer Primer sequences (5’ to 3’) Tm (°C) C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

reverse 

primer 

ATCCCAACTCTTCCAAACACAACA 54.0 42 

methylation primer 

forward 

primer 

GGGAGTCGTTTTAAGTTTATTCGC 54.0 42 81 

reverse 

primer 

CCAACTCTTCCAAACGCAACG 54.4 52 

ตารางที่ 7 ไพรเมอร์ชุดท่ี 4 

Primer Primer sequences (5’ to 3’) Tm 

(°C) 

C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

unmethylation primer 

forward 

primer 

GGTGGAGGTGGGTGTTTTAAGTTTATTTGT 58.9 40 92 

reverse 

primer 

TCCACCCAACTCTTCCAAACACAACA 58.0 46 

methylation primer 

forward 

primer 

GGGATGGGCGTTTTAAGTTTATTCGC 58.0 46 87 

reverse 

primer 

CCATACAACTCTTCCAAACGCAACG 57.7 48 
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ตารางที่ 8 ไพรเมอร์ชุดท่ี 5 

Primer Primer sequences (5’ to 3’) Tm (°C) C:G 

content 

(%) 

PCR 

products 

size (bp) 

unmethylation primer 

forward 

primer 

GGATGTAGAGAGTGGTGGTG 53.8 55 65 

reverse 

primer 

CACCAACTCTTCCAAACACAACA 53.5 43 

methylation primer 

forward 

primer 

GGATGAGAGTGGCGGCG 54.3 43 60 

reverse 

primer 

CCAACTCTTCCAAACGCAACG 54.4 52 

 ในส่วนการออกแบบไพรเมอร์ด้วยซอฟต์แวร์ ซอฟต์แวร์ Methprimer และ Bisearch ไม่

สามารถออกแบบไพรเมอร์ในบริเวณท่ีสนใจได้  ดังรูปท่ี 10 และ 11 ส่วนซอฟต์แวร์ Primo MSP ไม่

สามารถใช้งานได้ และไม่พบซอฟต์แวร์ MSP primer  

 

รูปที่ 10 ซอฟต์แวร์ Methprimer 
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รูปที่ 11 ซอฟต์แวร์ Bisearch 

 

ผลการสกัดดีเอ็นเอ 

 หลงัจากสกัดดีเอ็นเอแล้วจะได้ดีเอ็นเอท่ีมีความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร จึงน าดี

เอ็นมาวดักับเคร่ือง nanodrop spectrophotometer พบว่าดีเอ็นเอมีค่าการดูดกลืนแสง OD260/OD280 

อยูใ่นช่วง 1.6-1.9 ซึง่ถือวา่มีความบริสทุธ์ สามารถน ามาใช้ในการทดลองได้  
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กระบวนการ MSP 

 หลงัจากน าดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มาผ่านกระบวนการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ ก่อนท่ีจะน าดีเอ็นเอจาก

ตวัอย่างเลือดของกลุม่ผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมและกลุม่ควบคุม มาวิเคราะห์ระดบัเมทิลเลชันของยีน 

DIO2 นัน้ ต้องผา่นการกระบวนการ gradient PCR จากนัน้ตรวจสอบความถกูต้องของ PCR product 

ด้วยเจลอิเลก็โทรโฟรีซิส 

 gradient PCR ครัง้ท่ี 1 ในหลมุท่ี 2-7 ของอันเมทิลเลชันไพรเมอร์ ไม่พบแถบดีเอ็นเอท่ีสนใจ 

(538 เบส) สว่นหลมุของเมทิลเลชันไพรเมอร์หลมุท่ี 8, 9, 11 และ 12 พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีไม่สนใจ 

เทา่กบั 1000 เบส ชดัเจนกวา่ขนาดท่ีสนใจ คือ 524 เบส ดงัรูปท่ี 12  

 

 

 

รูปที่ 12 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 1 โดยใช้ไพรเมอร์ชุดท่ี 1   

DNA control 

- positive control: RTC, T 

- negative control: NTC  

PCR products 

- methylation primer: 524 bp 

- unmethylation primer: 538 bp  
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 gradient PCR ครัง้ท่ี 2 เป็นการน าไพรเมอร์ชุดท่ี 1 เฉพาะเมทิลเลชันไพรเมอร์ มาท าการ

ทดลองซ า้ โดยเพิ่มความเข้มข้นของ MgCl2  จาก 2.0 mM เป็น 2.5 mM ผลการทดลองท่ีได้เป็น

เช่นเดียวกบั gradient PCR ครัง้ท่ี 1 คือ ในหลมุท่ี 2, 3 , 5 และ 6 ท่ีใช้ตวัอยา่งดีเอ็นเอ RTC และT ทัง้ 

ท่ีอุณหภูมิ 52 และ 54 องศาเซลเซียส พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีไม่สนใจเท่ากับ 1000 เบส ชัดเจนกว่า

ขนาดท่ีสนใจ คือ 524 เบส  ดงัรูปท่ี 13 

 

  
 

รูปที่ 13 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 2 โดยใช้เฉพาะเมทิลเลชนัไพรเมอร์จากไพรเมอร์ชุดท่ี 1 

  

DNA control 

- positive control: RTC, T 

- negative control: NTC  

PCR products 

- methylation primer: 524 bp 
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 gradient PCR ครัง้ท่ี 3 เม่ือใช้เมทิลเลชันไพรเมอร์ชุดท่ี 2 พบว่าทัง้หลุมท่ี 2 ท่ีใช้ Human 

methylated DNA และหลมุท่ี 3 ท่ีใช้ Human non-methylated DNA พบแถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียง

กบั PCR product ท่ีสนใจ (179 เบส) เช่นเดียวกนั ดงัรูปท่ี 14 

 

   
 

รูปที่ 14 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 3 โดยใช้เฉพาะเมทิลเลชนัไพรเมอร์จากไพรเมอร์ชุดท่ี 2  

DNA control 

- positive control:  

   MC (for methylation Primer) 

   UC (for unmethylation primer) 

- negative control: NTC  

PCR products 

- methylation primer: 179 bp 
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 gradient PCR ครัง้ท่ี 4 เม่ือใช้อันเมทิลเลชันไพรเมอร์ชุดท่ี 2 พบว่าทัง้หลมุท่ี 2 ท่ีใช้ Human 

Methylated DNA และหลมุท่ี 3 ท่ีใช้ Human non-methylated DNA พบแถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียง

กบั PCR product ท่ีสนใจ (179 เบส) เช่นเดียวกนั ดงัรูปท่ี 15 

  
 
รูปที่ 15 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 4 โดยใช้เฉพาะอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์จากไพรเมอร์ชุดท่ี 2   

  
   

DNA control 

- positive control:  

   MC (for methylation Primer) 

   UC (for unmethylation primer) 

- negative control: NTC  

PCR products 

- unmethylation primer: 179 bp 
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 gradient PCR ครัง้ท่ี 5 เม่ือใช้ไพรเมอรชุดท่ี 3 ทัง้หลมุท่ีใช้เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเล

ชันไพรเมอร์ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจท่ี 60 เบส และ 65 เบส ตามล าดับ พบแต่แถบดีเอ็นเอ

ขนาดท่ีไม่สนใจ โดยหลมุท่ีใช้เมทิลเลชนัไพรเมอร์ตัง้แต ่3-8 พบแถบดีเอ็นเอขนาดต ่ากวา่ 40 เบส สว่น

หลมุท่ีใช้อนัเมทิลเลชันไพรเมอร์ตัง้แต ่9-14 พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 40 เบส นอกจากนัน้หลมุ

ท่ีใช้เมทิลเลชันไพรเมอร์หลมุท่ี 4 Human non-methylated DNA พบแถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียงกับ

ขนาดท่ีสนใจ ดงัรูปท่ี 16 

 

 
 

รูปที่ 16 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 5 โดยใช้ไพรเมอร์ชุดท่ี 3 

 

   

DNA control 

- positive control:  

   MC (for methylation Primer) 

   UC (for unmethylation primer) 

- negative control: NTC  

PCR products 

- methylation primer: 60 bp 

- unmethylation primer: 65 bp 
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 gradient PCR ครัง้ท่ี 6 เม่ือใช้ไพรเมอร์ชุดท่ี 4 ทัง้หลมุท่ีใช้เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเล

ชันไพรเมอร์ ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจท่ี 81 เบส และ 88 เบส ตามล าดบั พบแต่แถบดีเอ็นเอ

ขนาดท่ีไม่สนใจขนาดประมาณ 50 เบส ดงัรูปท่ี 17 

 

 
 

รูปที่ 17 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 6 โดยใช้ไพรเมอร์ชุดท่ี 4 

  

DNA control 

- positive control:  

   MC (for methylation Primer) 

   UC (for unmethylation primer) 

- negative control: NTC  

PCR products 

- methylation primer: 81 bp 

- unmethylation primer: 88 bp 
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 gradient PCR ครัง้ท่ี 7 เม่ือใช้ไพรเมอร์ชุดท่ี 4 ทัง้หลมุท่ีใช้เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเล

ชันไพรเมอร์ ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจท่ี 87 เบส และ 92 เบส ตามล าดบั พบแต่แถบดีเอ็นเอ

ขนาดท่ีไม่สนใจ โดยหลมุท่ีใช้เมทิลเลชันไพรเมอร์ตัง้แต่ 3-8 พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 60 เบส 

สว่นหลมุท่ีใช้อนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ตัง้แต ่9-14 พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 50 เบส ดงัรูปท่ี 18 

 

 
 

รูปที่ 18 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 7 โดยใช้ของไพรเมอร์ชุดท่ี 5  

DNA control 

- positive control:  

   MC (for methylation Primer) 

   UC (for unmethylation primer) 

- negative control: NTC  

PCR products 

- methylation primer: 87 bp 

- unmethylation primer: 92 bp 
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 gradient PCR ครัง้ท่ี 8 เป็นการน าไพรเมอร์ชุดท่ี 1 มาทดลองซ า้ โดยเปลี่ยนมาใช้ชุดดีเอ็นเอ

มาตรฐานซึง่ประกอบไปด้วย Human methylated DNA และ Human non-methylated DNA (Zymo 

Research Corp., USA) มาเป็น positive control ของเมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ 

ตามล าดบั แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผา่นการไบซลัทรีตเมนท์ ส าหรบผลท่ีได้ คือ ทัง้หลมุท่ีใช้เมทิลเลชนัไพร

เมอร์และอนัเมทิลเลชันไพรเมอร์ ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจท่ี 524 และ 538 เบส ตามล าดบั พบ

แตแ่ถบดีเอ็นเอขนาดท่ีไม่สนใจขนาดต ่ากวา่ 100 เบส ดงัรูปท่ี 19  

 

 
 
รูปที่ 19 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 8 เป็นการน าไพรเมอร์ชุดท่ี 1 มาทดลองซ า้ โดยเปลีย่นมาใช้

ชุดดีเอ็นเอมาตรฐานเป็น positive control 

 
  

DNA control 

- positive control:  

   MC (for methylation Primer) 

   UC (for unmethylation primer) 

- negative control: NTC  

PCR products 

- methylation primer: 524 bp 

- unmethylation primer: 538 bp 
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 gradient PCR ครั ง้ ท่ี  9 เป็นการน าไพรเมอร์ชุด ท่ี 1 มาทดลองซ า้  โดยเปลี่ยนมาใช้  

HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen Inc., German) แทน Taq DNA Polymerase (Apsalagen 

Co.Ltd., Thailand) และเปลี่ยนมาใช้ชุดดีเอ็นเอมาตรฐานซึ่งประกอบไปด้วย Human methylated 

DNA และ Human non-methylated DNA (Zymo Research Corp., USA) มาเป็น positive control 

ของเมทิลเลชันไพรเมอร์และอันเมทิลเลชันไพรเมอร์ ตามล าดับ แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผ่านการไบ

ซลัไฟต์ทรีตเมนท์ ส าหรบผลท่ีได้เช่นเดียวกับ gradient PCR ครัง้ท่ี 8 คือ ทัง้หลมุท่ีใช้เมทิลเลชันไพร

เมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจท่ี 524 และ 538 เบส ตามล าดบั พบ

แตแ่ถบดีเอ็นเอขนาดท่ีไม่สนใจขนาดต ่ากวา่ 100 เบส ดงัรูปท่ี 20 

 

 
 

รูปที่ 20 ผลการท า gradient PCR ครัง้ท่ี 9 เป็นการน าไพรเมอร์ชุดท่ี 1 มาทดลองซ า้ โดยเปลีย่นมาใช้ 

HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen Inc., German) แทน Taq DNA Polymerase (Apsalagen 

Co. Ltd.,Thailand) 

 

  

DNA control 

- positive control:  

   MC (for methylation Primer) 

   UC (for unmethylation primer) 

- negative control: NTC  

PCR products 

- methylation primer: 524 bp 

- unmethylation primer: 538 bp 
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บทท่ี 5 
อภิปรายและสรุปผล 

 
 ผลจากการคดัเลอืกยีนท่ีใช้ในการศกึษา จากฐานข้อมลู PubMed จาก NCBI ท าให้ได้ยีนท่ีใช้

ในการศึกษาทัง้หมด 3 ยีน คือ ยีน GDF5, ยีน SOX9 และยีน DIO2 โดยเลือกยีน DIO2 มาศึกษา 

เน่ืองจากยีนนีมี้ความสมัพนัธ์กับโรคข้อเข่าเสื่อมในหลายประเทศทัง้ในชาวยูเครน ชาวดตัช์ และชาว

ญ่ีปุ่ น (Meulenbelt and others, 2008) และดีเอ็นเอเมทิลเลชนัของยีนมีผลตอ่การแสดงออกของยีนท่ี

มากกวา่ปกติ (hypermethylation) ในโรคข้อเขา่เสือ่ม โดยโปรตีน selenoprotein ท่ีผลติจากยีน DIO2 

เร่งการเปลี่ยนรูปฮอร์โมนไทรอยด์ท่ีไม่ท างาน (T4) เป็นฮอร์โมนไทรอยด์ท่ีสามารถท างานได้ (T3) ซึ่ง

จะชกัน าให้เกิดกระบวนการท่ีเก่ียวข้องกบัก่อให้เกิดโรคข้อเขา่เสือ่มถึง 4 กระบวนการ คือ กระตุ้นการ

เจริญขัน้สดุท้ายของเซลล์กระดูกอ่อนบริเวณ growth plate ท าให้เกิดการขยายตวัมากกวา่ปกติ (cell 

hypertrophy) สลายสว่นเซลล์กระดูกอ่อนและเนือ้กระดูกอ่อน (ECM destruction) สะสมแร่ธาตุใน

กระดูกอ่อน  (mineralization) และการสร้างกระดูกแข็ง  (formation of bone) (Hollander, 2013) 

ส าหรับบริเวณท่ีเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชนัท่ีสมัพนัธ์กบัการเกิดโรคข้อเข่าเสือ่มอยูบ่ริเวณโพรโมเตอร์ของ

ยีน หา่งจากจุด TSS ไปทาง 5’ ประมาณ 2000 เบส (Bomer and others, 2015) จึงท าให้เกิดงานวิจัย

นีข้ึน้มาเพื่อศึกษาระดบัเมทิลเลชันในบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน DIO2 ในผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมชาว

ไทยเทียบกบัคนปกติท่ีมีข้อเขา่สขุภาพดี เพื่อใช้เป็นตวับง่ชีใ้นการวินิจฉยัและท านายโอกาสเกิดโรคข้อ

เขา่เสือ่ม 

 ในการออกแบบไพรเมอร์ส าหรับใช้ในกระบวนการ MSP จะใช้ล าดบัเบสโพรโมเตอร์ของยีน 

DIO2 จาก ensembl และ EPD โดยจะใช้ล าดบัเบสจาก EPD มาออกแบบไพรเมอร์ เน่ืองจากสามารถ

ก าหนดล าดบัเบสให้หา่งจากจุด TSS ได้สะดวกกวา่ ส าหรับไพรเมอร์ของเทคนิค MSP จะออกแบบไพร

เมอร์ 2 ชุด คือ เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ทัง้สองชุดจะอยูใ่นบริเวณ

เดียวกันมีต าแหน่ง CpG เท่ากัน ไม่อยู่ในบริเวณท่ีเป็น SNP และพยายามให้อยู่ในบริเวณท่ีเป็น hot 

spot หรือบริเวณท่ีพบล าดบัเบสเช่นเดียวกันทัง้ในมนุษย์ ลิงวอก และหนูหร่ิงบ้าน หลงัจากนัน้เลือก

บริเวณท่ีเหมาะสมท่ีจะใช้ออกแบบไพรเมอร์ได้ออกมาเป็นไพรเมอร์ทัง้ 5 ชุด เม่ือตรวจสอบด้วย 

Netprimer ไม่พบ primer dimer และ primer hairpin ในทุกชุดไพรเมอร์ท่ีออกแบบ ทัง้เม่ือตรวจสอบ
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ด้วย Bisearch พบความจ าเพาะระหว่างไพรเมอร์กับบริเวณยีนท่ีศึกษา แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ท่ี

ออกแบบสามารถน ามาใช้ในกระบวนการ MSP ได้  

 หลงัจากออกแบบไพรเมอร์ จะท าการสกดัดีเอ็นเอจากตวัอยา่งเลอืดของกลุม่ผู้ ป่วยโรคข้อเข่า

เสื่อมและกลุม่ควบคุมอย่างละ 50 ตวัอย่าง  โดยดีเอ็นเอท่ีสกัดได้มีความเข้มข้น 100 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตร ต่อจากนัน้น าดีเอ็นมาวัดค่าการดูดกลืนแสง OD260/OD280 ด้วยเคร่ือง nanodrop 

spectrophotometer พบว่ามีค่าอยู่ในช่วง 1.6-1.9 ซึ่งถือว่ามีความบริสทุธ์เพียงพอ สามารถน ามาใช้

ในการทดลองได้ แล้วจึงน าดีเอ็นเอมาท าการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ ท าให้เกิดความแตกตา่งระหวา่งเบส

ไซโทซีนท่ีมีหมู่เมทิลเกาะอยู่กบัเบสไซโทซีนท่ีไม่มีหมู่เมทิลเกาะอยู่ เพื่อให้ไพรเมอร์สามารถลงมาจบั

และตรวจสอบการมีเมทิลเลชนับริเวณโพรเมอเตอร์ของยีน DIO2 ได้ 

 ส าหรับเทคนิค MSP จะมีหลกัการอยู่บนพืน้ฐานของ PCR จึงเป็นทัง้การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ

และใช้ตรวจสอบการเกิดเมทิลเลชันในบริเวณท่ีไพรเมอร์สามารถจบัได้ โดยก่อนจะท าการตรวจสอบ

เมทิลเลชันกับกลุ่มตัวอย่างคนไข้และกลุ่มคนปกติ ขัน้ตอนแรก คือ ท า gradient PCR เพื่อหา

ความจ าเพาะระหว่างไพรเมอร์ท่ีออกแบบกับ PCR product ท่ีท านายไว้ รวมถึงหาปริมาณสาร และ

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการวิเคราะห์ระดบัดีเอ็นเอเมทิลเลชัน ทัง้ยงัเป็นขัน้ตอนท่ีพบปัญหาและ

อุปสรรค ท าให้เกิดการออกแบบไพรเมอร์ถึง 5 ชุด 

 จากผลการทดลอง gradient PCR ครัง้ท่ี 1 และ 2 เพื่อทดสอบไพรเมอร์ชุดท่ี 1 แถบดีเอ็นเอท่ี

พบไม่ตรงกับขนาด PCR products ท่ีสนใจ แต่เน่ืองจาก gradient PCR ครัง้ท่ี 1 และ 2 น าดีเอ็นเอท่ี

ไม่ผา่นการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์มาเป็น positive control ซึง่ผลท่ีได้จึงไม่ถกูต้องตามหลกัการ เน่ืองจาก

เมทิลเลชนัไพรเมอร์ถกูออกแบบให้เบสไซโทซีนท่ีติดกบัเบสกวานีนยงัคงเป็นเบสไซโทซีน สว่นอนัเมทิล

เลชนัไพรเมอร์เบสไซโทซีนทัง้หมดถกูเปลีย่นเป็นเบสไทมีน แตดี่เอ็นเอท่ีไม่ผา่นการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ 

เบสไซโทซีนของดีเอ็นเอดงักลา่วไม่วา่จะมีหมู่เมทิลเกาะอยูห่รือไม่มีหมู่เมทิลเกาะอยู ่จะยงัคงเป็นเบส

ไซโทซีน ท าให้เมทิลเลชันไพรเมอร์มีโอกาสจับดีเอ็นเอดังกล่าวได้ เม่ือท า  PCR และตรวจสอบด้วย

เจลอิเลก็โทรโฟรีซิสจึงสามารถพบแถบดีเอ็นเอได้ สว่นอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์มีโอกาสท่ีไม่สามารถจับ

ดีเอ็นเอดงักลา่วได้ เม่ือตรวจสอบด้วยเจลอิเล็กโทรโฟรีซีสจึงไม่พบแถบดีเอ็นเอ ท าให้เกิด gradient 

PCR ครัง้ท่ี 8 เป็นการน าไพรเมอร์ชุดท่ี 1 มาทดลองซ า้  โดยเปลี่ยนมาใช้ดีเอ็นเอจากชุดดีเอ็นเอ
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มาตรฐาน ซึง่ประกอบไปด้วย Human methylated DNA และ Human non-methylated DNA (Zymo 

Research Corp., USA) มาเป็น positive control ของเมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ 

ตามล าดบั แทนดีเอ็นเอเดิมท่ีไม่ผ่านการไบซลัไฟต์ทรีตเมนท์ ผลจากการทดลองไม่พบแถบดีเอ็นเอ

ขนาดท่ีสนใจทัง้หลมุท่ีใช้เมทิลเลชันไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ พบเพียงแถบดีเอ็นเอขนาด

ต ่ากว่า 100 เบส คาดว่าน่าจะเกิดจาก Taq DNA polymerase ท่ีใช้ท างานได้ไม่ดี จึงท าให้เกิดการ 

gradient PCR ครัง้ท่ี 9 เพื่อทดสอบไพรเมอร์คู่ ท่ี  1 ซ า้  โดยเปลี่ยนจาก  Taq DNA Polymerase 

(Apsalagen Co.Ltd., Thailand)  เป็น HotStarTaq DNA Polymerase (Qiagen Inc., German) ผล

จากการทดลองเป็นเช่นเดียวกบั gradient PCR ครัง้ท่ี 8 และจากขนาดแถบดีเอ็นเอต ่ากวา่ 100 เบสท่ี

พบ แสดงให้เห็นว่า taq DNA polymerase ท่ีใช้สามารถท างานได้ ปัญหาท่ีเกิดขึน้ไม่น่าจะเป็นผลมา

จาก taq DNA polymerase แต่น่าจะเป็นผลมาจากไพรเมอร์ชุดท่ี 1 ไม่เหมาะสมในการใช้ตรวจสอบ

เมทิลเลชนั ทัง้ขนาด PCR products ของไพรเมอร์ใหญ่เกินไป โดยตามหลกัการของเทคนิค MSP ควร

ออกแบบไพรเมอร์ขนาดไม่เกิน 300 เบส (Davidovic’ and others, 2014) จึงท าให้เกิดการออกแบบ

ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 โดยไพรเมอร์ชุดท่ี 2 จะหลีกเลี่ยงบริเวณเบสซ า้ท่ีพบในไพรเมอร์ชุดท่ี 1 ท าให้ขนาด 

PCR product จากประมาณ 500 เบสในไพรเมอร์ชุดท่ี 1 ลดลงเหลอื 179 เบส ในไพรเมอร์ท่ี 2  

 ผลจากการทดลอง gradient PCR ครัง้ท่ี 3 และ 4 ส าหรับทดสอบไพรเมอร์ชุดท่ี 2 ในหลมุท่ีใช้

เมทิลเลชันไพรเมอร์ พบแถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียงกับแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจ ทัง้ในหลุมท่ีเป็น 

Human methylated DNA และ Human non-methylated DNA แสดงให้เห็นว่าเมทิลเลชันไพรเมอร์

ไม่จ าเพาะต่อดีเอ็นเอเมทิลเลชนั สามารถจับได้ทัง้ดีเอ็นเอเมทิลเลชันและดีเอ็นเออนัเมทิลเลชนั สว่น

ในหลมุท่ีใช้อนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์ พบแถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียงกบัแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจ ทัง้ใน

หลมุท่ีเป็น Human methylated DNA และ Human non-methylated DNA แสดงให้เห็นวา่อนัเมทิลเล

ชันไพรเมอร์ไม่จ าเพาะต่อดีเอ็นเออันเมทิลเลชัน สามารถจับได้ทัง้ดีเอ็นเอเมทิลเลชันและดีเอ็นเออัน

เมทิลเลชนั ดงันัน้ ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 จึงไม่เหมาะสมตอ่การน ามาใช้ตรวจสอบเมทิลเลชนั เน่ืองจากขาด

ความจ าเพาะระหวา่งไพรเมอร์กบัดีเอ็นเอ จึงท าให้เกิดการออกแบบไพรเมอร์ชุดท่ี 3 เพิ่มความจ าเพาะ

ระหวา่งเมทิลเลชนัไพรเมอร์กบัดีเอ็นเมทิลเลชัน และเพิ่มความจ าเพาะระหวา่งอนัเมทิลเลชันไพรเมอร์

กับดีเอ็นเออันเมทิลเลชัน เพิ่มความแตกต่างระหว่างเมทิลเลชันไพรเมอร์และอันเมทิลเลชันไพรเมอร์ 

โดยเพิ่มต าแหนง่ CpG ในไพรเมอร์ท่ีออกแบบจาก 3 ต าแหนง่ เป็น 4 ต าแหนง่ 
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 ผลจากการทดลอง gradient PCR ครัง้ท่ี 5 ส าหรับทดสอบไพรเมอร์ชุดท่ี 3 ในหลมุท่ีใช้เมทิเล

ชันไพรเมอร์ พบแถบดีเอ็นเอขนาดใกล้เคียงกับขนาดท่ีสนใจในหลมุท่ีเป็น Human non-methylated 

DNA แสดงให้เห็นว่า เมทิลเลชันไพรเมอร์ไม่จ าเพาะต่อดีเอ็นเอเมทิลเลชัน สามารถจับดีเอ็นเออัน

เมทิลเลชนัได้ และหลมุท่ีใช้อนัเมทิลเลชันไพรเมอร์ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจ พบแตแ่ถบดีเอ็นเอ

ขนาดประมาณ 40 กว่าเบส แถบดีเอ็นเอท่ีพบน่าจะเป็นผลมาจากไพรเมอร์สามารถจับกันได้เอง หรือ 

primer dimer จึงท าให้เกิดการออกแบบไพรเมอร์ชุดที 4 และ 5 โดยเพิ่มต าแหน่ง CpG จาก ต าแหน่ง

เป็น 5 ต าแหนง่ เพื่อเพิ่มความแตกตา่งระหวา่งเมทิลเลชนัไพรเมอร์และอนัเมทิลเลชนัไพรเมอร์  

 ผลจากการทดลองครัง้ท่ี 6 ส าหรับการทดสอบไพรเมอร์ชุดท่ี 4 ทัง้เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอัน

เมทิลเลชันไพรเมอร์ ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจ พบแต่แถบดีเอ็นเอขนาดท่ีไม่สนใจขนาด

ประมาณ 50 เบส ซึ่งน่าจะเป็นผลมาจากไพรเมอร์สามารถจับกันได้เอง หรือ  primer dimer จึงท าให้

เกิดการทดสอบไพรเมอร์ชุดท่ี 5 ตอ่ไป 

 ผลจากการทดลองครัง้ท่ี 7 ส าหรับการทดสอบไพรเมอร์ชุดท่ี 5 ทัง้เมทิลเลชนัไพรเมอร์และอัน

เมทิลเลชนัไพรเมอร์ไม่พบแถบดีเอ็นเอขนาดท่ีสนใจ พบแตแ่ถบขนาดประมาณ 60 และ 50 ตามล าดบั 

ซึง่นา่จะเป็นผลมาจากไพรเมอร์สามารถจบักันได้เอง หรือ primer dimer เช่นเดียวกบัไพรเมอร์ชุดท่ี 3 

และ 4  

 เม่ือการออกแบบไพรเมอร์ด้วยตัวเองไม่สามารถออกแบบไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมส าหรับการ

ตรวจสอบเมทิลเลชันของยีน DIO2 จึงท าให้เกิดการออกแบบไพรเมอร์โดยอาศัยซอฟต์แวร์ ได้แก่ 

Methprimer, Bisearch, Primo MSP และ MSP primer พบว่าทัง้ 4 ซอฟต์แวร์ไม่สามารถออกแบบ

ไพรเมอร์ท่ีเหมาะสมส าหรับยีน DIO2 ได้ จึงท าให้เกิดการประเมินบริเวณอ่ืนนอกเหนือจากบริเวณท่ี

เคยออกแบบไพรเมอร์ โดยเพิ่มการพิจารณาจาก -1000 เบส จาก TSS จนถึง +500 เบส เป็น –2500 

เบส จาก TSS จนถึง +500 เบส ซึ่งยงัเป็นบริเวณท่ีเหมาะสมแก่การออกแบบไพรเมอร์ เน่ืองจากเป็น

บริเวณดังกล่าวใกล้กับ TSS มีบทบาทส าคัญและมักส่งผลต่อการถอดรหัสของยีน (Radoslav and 

others, 2014) แต่พบว่าบริเวณท่ีพิจารณาเพิ่มมีต าแหน่งของ CpG น้อยเกินไป ทัง้เม่ือน าบริเวณ

ดงักลา่วมาออกแบบไพรเมอร์ พบวา่มกัจะมี Tm น้อยกวา่ 50 องศาเซลเซียส ซึง่เป็นช่วงอุณหภูมิท่ีไม่

เหมาะสม สง่ผลตอ่ประสทิธิภาพในการเปลีย่นจากดีเอ็นเอสายคูเ่ป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว รวมถึงสง่ผลตอ่

การจับของไพรเมอร์กับบริเวณดีเอ็นเอท่ีต้องการเพิ่มปริมาณ ดงันัน้เทคนิค MSP อาจจะไม่เหมาะสม
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ในการวิเคราะห์เมทิลเลชนัของยีน DIO2 ในผู้ ป่วยโรคข้อเขา่เสือ่ม ส าหรับข้อแนะน าในตรวจสอบเมทิล

เลชันของยีน DIO2 โรคข้อเข่าเสื่อม จากการรวบรวมข้อมูลการศึกษาเมทิลเลชนัของยีน DIO2 ในโรค

ข้อเข่าเสื่อม พบว่า 4 ใน 6 งานวิจัยก่อนหน้านี ้ ศึกษาโดยใช้วิธี  EpiTYPER® DNA Methylation 

Analysis (Agena bioscience, USA) จึงเป็นวิธีท่ีผู้ทดลองแนะน าให้ใช้ตรวจสอบเมทิลเลชันของยีนนี ้

แตห่ากต้องการตรวจสอบด้วยเทคนิค MSP ตอ่ควรจะขยายบริเวณท่ีออกแบบไพรเมอร์จากบริเวณโพร

โมเตอร์ของยีนให้ครอบคลมุถึงบริเวณ exon ท่ี 1 เน่ืองจาก RNA polymerase ท่ีท าการถอดรหสัของ

ยีนไม่ได้จับเฉพาะบริเวณโพรโมเตอร์แต่ยงัจับบริเวณ  exon ท่ี 1 ของยีนด้วยเช่นกัน และส าหรับการ 

gradient PCR ควรลดอุณหภูมิ annealing ลงมา ควรเร่ิม gradient PCR ตัง้แต่ 40 องศาเซลเซียส 

เพื่อแยกความแตกตา่งระหวา่งดีเอ็นเอเมทิเลชนัและดีเอ็นเออนัเมทิลเลชนัให้ได้เป็นอนัดบัแรก  

 

สรุปผล 

การทดลองในครัง้นีไ้ม่สามารถตรวจสอบเมทิลเลชนัระหวา่งกลุม่ผู้ ป่วยโรคข้อเข่าเสื่อมเทียบ

กบักลุม่ควบคมุได้ เน่ือจากพบปัญหาและอุปสรรคอยู่ในขัน้ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเทคนิค MSP ผล

จากการทดลอง gradient PCR แสดงให้เห็นว่าไพรเมอร์ทัง้ 5 ชุดไม่เหมาะสมส าหรับการตรวจสอบ

เมทิลเลชันไพรเมอร์ โดยไพรเมอร์ชุดท่ี 1 มีขนาด PCR products ใหญ่เกินไป ไพรเมอร์ชุดท่ี 2 และ 3 

ชนิคไพรเมอร์ไม่จ าเพาะตอ่ชนิดดีเอ็นเอ สว่นไพรเมอร์ชุดท่ี 4 และ 5 เกิดไพรเมอร์จบักนัเอง ท าให้ไพร

เมอร์ไม่สามารถจบัดีเอ็นเอบริเวณท่ีสนใจได้ รวมถึงล าดบัเบสของยีน DIO2 มีล าดบัเบสอะดีนีนและ

ไทมีนซ า้เป็นจ านวนมาก สง่ผลให้ต่อการจ าเพาะของไพรเมอร์ อุณหภูมิ melting temperature (Tm) 

รวมไปถึงประสทิธิภาพการท างานของ Taq DNA polymerase ดงันัน้เทคนิค MSP อาจจะไม่เหมาะสม

ในการวิเคราะห์เมทิลเลชันของยีน DIO2 โดยวิธีท่ีแนะน าใช้ตรวจสอบเมทิลเลชันของยีน DIO2 คือ 

EpiTYPER® DNA Methylation Analysis (Agena bioscience, USA) 
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