
อภิปรายผลการวิจ ัย สร ุปผลการวิจ ัย และข้อเสนอแนะ

อภิปรายผลการวิจ ัย

ผลการศึกษาการตรวจหาการติดเชื้อ HPV ในเซลล์สายพ ันธุมะเร็งปากมดลูก 2 ชนิด คือ 

SiHa และ C33A โดยการเพิ่มจำนวน DNA ของเซลล์ทั้งสองด้วยวิธ ี PCR และใช้ไพรเมอร ์ L1 บริเวณ 

MY09/MY11 พบว่าเซลล์ SiHa มีการติดเชื้อ HPV ใน1ขณะที่ C33A ไม่มีการติดเชื้อ HPV ซึ่งเป็นการ 

ยืนยันข้อมูลที่ทราบมาก่อนแล้วว่า เซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa มีการติดเชื้อ HPV ชนิด 16 

(Yee e t  ai, 1985) ในขณะที่ C33A ไม่พบการติดเชื้อ HPV แต่มีกลายพันธุของ p53 ที่ codon 273 

ซึ่งเป ็นบริเวณที่ม ีความอนุรักษ์ส ูงมากของ p53 อ ีกท ั้งย ังม ีการกลายของ R B  ท ี่บริเวณ splice 

junction ทำให้เกิด in-frame deletion ของ exon 20 ส่งผลให้เกิดมะเร็งปากมดลูก (Scheffner 

e t  a i ,  1991)

ผลการตรวจสอบการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ใน SiHa และ C33A 

โดยการใช้เทคนิค sodium bisulfite treatment และ MSP ซึ่งใช้ duplex primer ได้แก่ 

methylated และ unmethylated CCNA1 primer พบว่า SiHa มีการเกิด méthylation บริเวณ 

โพร'โมเตอร์ฃองยีน CCNA1 100% ในขณะที่ C33A มีการเกิด méthylation 44.97% ผลการศึกษา 

ในส่วนนี้สอดคล้องกับงานวิจ ัยท ี่ได ้ศ ึกษาการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 ใน 

มะเร็งปากมดลูกที่มีการติดเชื้อ HPV ซึ่งพบการเกิดเมทิเลชันสูงมากกว่า 93% (Kitkumthorn e t  a i ,  

2006) รวมถึงในมะเร็งชนิดต่างๆ ท ี่พบการเกิดเมทิเลช ันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน CCNA1 เซ่น 

มะเร็งหลังโพรงจมูกพบ 48% (Yanatatsaneejit e t  a i ,  2008) มะเร็งศ ีรษะและคอพบ 34.7% 

(Basel e t  a i ,  2011) และมะเร็งซ่องปากพบ 72% (Shaw e t  a l . ,  2006) เป็นต้น การเกิดเมทิ 

เลชันของ CCNA1 นี้เองสามารถใช้ประโยชน์ในการเป็นเครื่องหมายบ่งชื้ (marker) ของการเกิดมะเร็ง 

ปากมดลูกได้ ดังที่ Yang และคณะ (2009) พบว่า การเกิดเมทิเลชันของยีน CCNA1 สอดคล้องกับ 

มะเร็งปากมดลูกในระยะ high grade cervical intraepithelial neoplasia (CIN) II เป็นต้นไป เป็น 

ต้น อย่างไรก็ตามเป็นที่น ่าสังเกตว่า แม้ C33A จะไม่มีการติดเชื้อ HPV แต่ย ังม ีการเกิดเมทิเลชัน 

บริเวณโพรโมเตอร์ของยีน CCNA1 อยู่ ท ั้งนี้เน ื่องจากการเกิดมะเร็งเป็น multistep process จึงอาจ 

มีกลไกอื่นๆ นอกเหนือจากการติดเชื้อ HPV เช้ามาเกี่ยวข้องในการชักนำให้เกิดเมทิเลชัน เซ่น การ 

เกิดการกลายของ DNMT1 อาจทำให้เกิด site-specific hyperméthylation (Klein e t  a l . ,  2011) 

หรือ การดัดแปลงโปรตีนอีสโตนส่งผลให้เกิดการชักนำการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃึ้น อีกทั้ง 

C33A นั้นมีการกลายของ p53 ซึ่งนื่อาจเป็นสาเหตุของการชักนำให้เกิดรูปแบบที่ผ ิดปกติของการเกิด 

เมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃึ้นก็เป็นได้ (Tatemichi e t  a i ,  2008)

ผลการตรวจสอบการแสดงออกชองยีน CCNA1 จากการทำ RT-PCR และ duplex PCR

โดยใช้ไพรเมอร์ CCNA1 และ GAPDH พบว่าใน SiHa และ C33A ม ีการแสดงออกของย ีน CCNA1 

26.85% และ 70.31% ตามลำด ับ จะเห็นได้ว่า SiHa มีการเก ิดเมท ิเลช ันบริเวณโพรโมเตอร์ของย ีน 

CCNA1 ถึง 100% ม ีการแสดงออกของยีน CCNA1 ได ้เพ ียงเล ็กน ้อย เม ื่อ เปร ียบเท ียบก ับ  C33A ที่มี
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การเกิดเมทิเลขันของ C C N A 1  เพียงเล็กน้อยและมีการแสดงออกของยีน C C N A 1  มากกว่า ซึ่งแสดง 

ให้เห็นว่าการเกิดเมทิเลขันของยีน C C N A 1  ส่งผลต่อการลดการแสดงออกของยีน C C N A 1  เองด้วย 

ผลการทดลองนี้ย ังสอดคล้องกับการทดลองโดยใช้ human methylome data ที่พบว่าการเกิดเมทิ 

เลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีนมักจะยับยั้งการแสดงออกของยีนนั้นด้วยเซ่นกัน (Du e t  a i ,  2012) 

อย่างไรก็ตาม Mueller และคณะ (2000) ได้ศึกษา tissue-specific expression ของยีน C C N A 1  

โดยการทำ microinjection ของยีน C C N A 1  ในหนู พบว่า การยับยั้งการทำงานของโพรโมเตอร์ฃอง 

ยีน C C N A 1  พบโดในทุกอวัยวะโดยที่ไม่จำเป็นต้องมีการเกิด CpG méthylation ของโพรโมเตอร์ ซ่ึง 

เป็นผลมาจาก tissue-specific expression เซ่น ใน testis นั้นมีการแสดงออกของยีน C C N A 1  สูง 

มาก แม้ว่าจะมี CpG méthylation สูงมากเซ่นเดียวกัน ดังนี้ จะเห็นได้ว่า การเกิดเมทิเลขันซึ่งเป็น 

กลไกหนึ่งในการควบคุมการแสดงออกของยีนอาจไม่สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนได้ทั้งหมด 

เนื่องจากมี tissue-specific expression เช้ามาเกี่ยวช้องด้วย นอกจากนี้ ม ีการศึกษาในเซลล์สาย 

พันธุมะเร็งปากมดลูก HeLa ซึ่งมีการติดเชื้อ HPV ชนิด 18 พบว่าการลดลงของเมทิเลขันบริเวณโพร 

โมเตอร์ส ่งผลต่อการกลับมาแสดงออกของยีน C C N A 1  เพ ียงเล ็กน ้อยเท ่าน ั้น ซ ึ่งผลการทดลองน ี้ 

แตกต่างการทดลองอื่นๆ ที่ใช้ 5’-aza-2’-deoxycytidine แล้วทำให้ silenced gene กลับมามีการ 

แสดงออกเพิ่มชื้น (Cameron e t  a i ,  1999) จึงเป็นไปได้ว่าการยับยั้งการแสดงออกของยีน C C N A 1  

ใน HeLa นั้น อาจเป็นผลมาจากการเกิด histone deacetylation ดังนั้น การเกิดเมทิเลขันบริเวณ 

โพรโมเตอร์ 100% ใน SiHa และเกือบ 50% ใน C33A แต่กลับมีการแสดงออกของยีน C C N A 1  จาก 

การทดลองครั้งนี้น ั้น จึงอาจเป็นผลมาจาก tissue-specific expression และการดัดแปลงโปรตีน 

ฮีสโตน ที่เช้ามามีบทบาทและทำให้เกิดรูปแบบที่จำเพาะของการเกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์และ 

การแสดงออกของยีน C C N A 1  ใน SiHa และ C33A

อย่างไรก็ตาม ความสัมพันธ์ของการเกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์และการแสดงออกของ 

ยีน C C N A 1  สามารถยืนยันได้จากการให้ยา 5’-azacytidine ที่ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 uM แก่ 

SiHa และ C33A เป็นเวลา 7 วัน ซึ่งพบว่า ใน SiHa มีการเกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยืน 

C C N A 1  แม้ว่าเมื่อวัด % ความเข้มของแบนด์แล้วจะได ้ 100% ในทุกๆ ความเข้มข้นของ 5’-

azacytidine ที่ใช้ก็ตาม แต่อาจอนุมานได้ว่าการเกิดเมทิเลขันนั้นลดลงเนื่องจาก methylated band 

บางลงเรื่อยๆ เมื่อใช้ 5’-azacytidine ความเข้มข้นสูงชื้น ในขณะ C33A มีการเกิดเมทิเลขันบริเวณ 

โพร'โมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ลดลงอย่างมีนัยสำคัญและเห็นได้อย่างขัดเจนเมื่อได้รับ 5’-azacytidine 

ความเข้มข้นสูงชื้น ในขณะที่การแสดงออกของยีน C C N A 1  นั้นพบว่า ทั้ง SiHa และ C33A มีการ 

แสดงออกของยืน C C N A 1  สูงชื้นอย่างมีนัยสำคัญ เมื่อได้รับ 5’-azacytidine ที่ความเข้มข้นสูงชื้น ผล 

การทดลองนี้จึงยืนยันได้ว่าการเกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ส ่งผลต่อการลดการ 

แสดงออกของยีน C C N A 1  จริง ท ั้งน ี้ใน SiHa แม้จะได้รับยาที่ความเข้มข้นสูงถึง 7 uM แต่ก็ยังไม่มี 

unmethylated band เกิดชื้น อาจเป็นเพราะว่า SiHa นั้นมีการติดเชื้อ HPV ซึ่งโดยปกติแล้วยืน E 7  

ของ HPV สามารถจับกับ DNMT1 ได้ (Burgers e t  a i ,  2007) ยีน E 7  ของ HPV นี่เอง อาจเป็นตัว 

ขักนำให้เกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอรัได้มากแม้ว่าจะมีการให้ยา 5’-azacytidine แล้วก็ตามเมื่อ- 

เปรียบเทียบกับ C33A ที่ไม่มีการติดเชื้อ HPV ทำให้ผลการให้ยา 5’-azacytidine ใน SiHa นั้นเห็น 

การลดลงของการเกิดเมทีเลขันได้ไม่ข ัดเจนเท่าใน C33A ทว่า ผลการให้ยา 5’-azacytidine แก่
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เซลล์มะเร็งท ี่ได ้ศ ึกษาในครั้งน ี้เป ็นไปในทิศทางเดียวกันกับงานวิจ ัยจำนวนมาก เข่น การศึกษาของ 

Yang และ Zheng (2014) ซึ่งพบว่าการให้ 5’-azacytidine แก่เซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa 

และ C33A ส่งผลให้เก ิดความสัมพ ันธ์ในเซ ิงลบระหว่างการเก ิด hyperméthylation และการ 

แสดงออกของยีนและโปรตีน KLF4 ซึ่งเป ็นยีนต้านมะเร็งในมะเร็งปากมดลูก เป็นต้น ป ีจจุบ ัน บร 

Food and Drug Administration (FDA) ได้รับรองการใช้ 5 ’-azacytidine ในการรักษาโรค 

ทาyelodysplasic syndrome (MDS) ซึ่งโรคนี้สามารถพัฒนาไปเป็นมะเร็งเม็ดเลือดขาวได้ในอนาคต 

(Xaminskas e t  a i ,  2005) รวมถึง การพัฒนาและศึกษาจำนวนโดสของ 5’-azacytidine เพื่อใช้ใน 

การรักษาโรคมะเร็งอื่นๆ เนื่องจากการใช้ 5’-azacytidine ในโดสที่ส ูงเกินไปจะก่อให้เกิดความเป็น 

พิษต่อเซลล์ได้ (Christman, 2002)

สำหรับการศึกษากลไกการซักนำให้เกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  โดยยีน 

E 7  ของ HPV ขนิด 16 นั้น สามารถตรวจสอบได้จากการทำ siRNA ของยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 

ในเซลล์ SiFla และการซักนำให้มีการแสดงออกของยีน E 7  ของ FHPV ชนิด 16 ในเซลล์ C33A ผล 

การศึกษาจากการทำ SiRNA ใน SiFla โดยใช้ E 7  siRNA ปริมาณ 30 pmol และใช้ lipofect 

transfection reagent 1 น1 ในปริมาตรสุดท้าย 100 น1 เป ็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง ซึ่งเป็นปริมาณ 

ของ SiRNA และระยะทรานสเพ ิกที่เหมาะสมที่ส ุด พบว่า ยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 มีการแสดงออก 

ลดลงอย่างม ีน ัยสำคัญเหลือเพ ียง 0.60 เท่า เม ื่อเปรียบเทียบกับ SiHa ที่ได้รับ scrambled siRNA 

ในขณะที,การแสดงออกของยีน C C N A 1  เพิ่มขึ้นอย่างมีน ัยสำคัญเป็น 6.24 เท่าใน SiHa ที่ได้รับ E 7  

SiRNA เมื่อเปรียบเทียบกับ SiHa ที่ได้รับ scrambled siRNA อีกทั้งยังพบว่าใน SiHa ที่ได้รับ E 7  

SiRNA มีการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ของยีน C C N A 1  ลดลงอย ่างม ีน ัยสำค ัญเข ่นเด ียวก ัน 

เหลือเพียง 50.79% เม ื่อเปรียบเทียบกับ SiHa ท่ีได้'รับ scrambled SiRNA ซึ่งมีการเกิดเมทิเลชัน 

บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  59.97% และสำหรับผลของการซักนำให้มีการแสดงออกของยีน 

E 7  ของ HPV ชนิด 16 จาก recombinant plasmid ในเซลล์ C33A พบว่า ใน C33A ที่ได้รับ E 7  

recombinant plasmid มีการแสดงออกของยีน E 7  เพิ่มขึ้นอย่างมีน ัยสำคัญเป็น 91,660 เท่าเมื่อ 

เปรียบเทียบกับ C33A ที่ได้รับ empty vector ในขณะที่การแสดงออกของยีน C C N A 1  นั้นพบว่า 

C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid มีการแสดงออกของยีน C C N A 1  ลดลงอย่างม ีน ัยสำคัญ 

เหลือเพียง 0.27 เท ่าเม ื่อเปรียบเท ียบกับ C33A ที่ได้รับ empty vector สำหรับการเกิดเมทิเลชัน 

บริเวณโพรโมเตอรของยีน CC7V/U นั้น ใน C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid มีการเกิดเมทิ 

เลซันเพิ่มขึ้นอย่างมีน ัยสำคัญเป็น 49.08% เม ื่อเปรียบเทียบกับ C33A ที'ได้รับ empty vector ที่มี 

การเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  37.20% ผลการทดลองในส่วนนี้แสดงให้เห็นว่า 

ยีน E 7  ของ HPV ชนิด 16 มีความสามารถในการชักนำให้เกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์และการลด 

การแสดงออกของยีน C C N A 1  ซึ่งจากการทำ E 7  SiRNA ใน SiHa และการชักนำให้มีการแสดงออก 

ของยีน E 7  ใน C33A ให ้ผลการทดลองที่สอดคล้องกัน ท ั้งน ี้ ม ีงานวิจัยจำนวนมากที่ใด้ศ ึกษาผลของ 

ยีน E 7  ของ HPV ในเซลล์มะเร็งปากมดลูก พบว่า การทำ SiRNA ของยีน E 7  ของ HPV ส่งผลให้การ 

เจร ิญของเซลล ์มะเร ็งลดลง รวมถึงเซลล์ม ีร ูปแบบการเก ิด apoptosis เพิ่มขึ้น และการเกิด cell 

proliferation ลดลง (Chang e t  a i ,  2010; Nie e t  a l . ,  2008; Jonson e t  a i ,  2008) นอกจากนี้ 

Hasan และคณะ (2013) ยังพบว่าจากการทำ siRNA ของยีน E 7  ของ HPV ส่งผลให้เกิด histone4
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acetylation (AceH4) และ histone3 trimethyl lysine 4 (H3K4me3) เพิ่มขึ้น ซึ่งแต่เดิมนั้นการ 

สูญเสียการทำงานของ AceH4 และ H3K4me3 ทำให้เกิด histone deacetylation ซึ่งส่งผลต่อ 

บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน T L R 9  การศึกษานี้จึงเป็นการยืนยันหน้าที่ของยีน E 7  ของ HPV ที่ม ีผลต่อ 

การดัดแปลงโปรตีนอีสโตนซึ่งเป็นหนึ่งในกลไกทาง epigenetics อีกทั้ง Laurson และคณะ (2010) 

พบว่า ยีน E 7  ของ HPV สามารถเพิ่มการทำงาบของ DNMT1 และส่งผลต่อการยับยั้งการแสดงออก 

ของ E - c o d h e r in  แต่เมื่อศึกษาบริเวณโพรโมเตอร์ฃอง E-cadherin ในเซลล์ที่ม ี HPV กลับไม่มีความ 

แตกต่างกันกับเซลล์ที่ไม่มีเชื้อ HPV เลยคือบริเวณโพรโมเตอร์ยังคงเป็น fully unmethylation จาก 

ผลการศึกษาที่ได้อาจเป็นไปได้ว่ากิจกรรมของ DNMT1 ที่เพ ิ่มขึ้นอันเป็นผลมาจากยีน E 7  ของ HPV 

นั้น อาจมีเปัาหมายต่อยีนอื่นๆ ซึ่งโปรตีนของยีนนั้นมามีผลต่อ E - c a d h e r i n  promoter ก็เป็นได้จึง 

ทำให้ E - c a d h e r in  มีการแสดงออกลดลง ดังนี้ จะเห็นได้ว่า E 7  ของ HPV มีบทบาทต่อการเกิดมะเร็ง 

ในหลายกลไก อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีงานวิจัยใดที่ได้ศึกษาผลยีน E 7  ของ HPV ต่อการเกิดดีเอ็นเอเมทิ 

เลซันและการเกิดมะเร็ง ดังนั้น งานวิจัยในครั้งน ี้จ ึงแสดงให้เห ็นถึงอีกบทบาทหนึ่งของยีน E 7  ของ 

HPV ในแง่ของการทำให้เกิดดีเอ็นเอเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ซึ่งส่งผลต่อการเกิด 

มะเร็งปากมดลูกได้

ในส่วนของการพิสูจน์ว่าโปรตีน E7 และ DNMT1 สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน 

C C N A 1  เพื่อซักนำให้เกิดเมทิเลขันบริเวณโพรโมเตอร์ และยับยั้งการแสดงออกของยีน C C N A 1  ได้ 

หรือไม่นั้นได้ทดสอบด้วยการทำ chromatin immunoprécipitation (Chip) ผลการทดลองที่ได้นั้น 

C C N A 1  ถูกเพิ่มจำนวนได้ใน input DNA ซึ่งเป็นการยีนยันได้ว่าไพรเมอร์ที่ใช้ไม,มีปีญหาในการทำ 

PCR และในตัวอย่างที่ใช้ H3K4me3 antibody พบว่า สามารถตรวจสอบ C C N A 1  band ได้ ทั้งใน 

เซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid และ empty plasmid อีกทังเมื่อใช้ normal 

rabbit IgG พบว่าสามารถตรวจสอบ C C N A 1  band ได้เซ่นกันซึ่ง band ที่เก ิดขึ้นแสดงถึง 

background ของ H3K4me3 antibody ซึ่งเป็น rabbit polyclonal antibody แต่ C C N A 1  

band ที่ได้เมื่อใช้ H3K4me3 antibody เข้มกว่าเมื่อใช้ normal rabbit IgG มาก แสดงว่า 

H3K4me3 antibody สามารถตกตะกอน protein-DNA complex ได้จริง น ั่นหมายความว่า 

ขั้นตอน immunoprécipitation ที่ทำนั้นสามารถใช้ได้ก ับ antibody อื่นๆ ในการตกตะกอน 

protein-DNA complex ได้ด้วย อย่างไรก็ตาม เมื่อใช้ E7 หรือ HIS antibody พบว่า สามารถ 

ตรวจสอบ C C N A 1  band ได้ในเฉพาะเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid เท่านั้น อีก 

ทั้งใน normal mouse rabbit พบว่าไม่มี C C N A 1  band เกิดขึ้นเลย จึงยีนยันได้ว่าโปรตีน E7 

สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ได้จริง ทว่า E7 antibody มีประสิทธิภาพตํ่ากว่า 

HIS antibody มาก ดังนี้เมื่อใช้ antibody ในการตกตะกอน protein-DNA complex ในปริมาณ 

เท่ากันคือ 10 ไมโครกรัม เมื่อใช้ HIS antibody จึงสามารถตรวจสอบ C C N A 1  band ได้ซัดเจนกว่า 

เมื่อใช้ E7 antibody สำหรับ'ในตัวอย่างท ี่ใช้ DNMT1 antibody นั้น พบว ่า สามารถตรวจสอบ 

C C N A 1  band ได้ทังในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid และ empty plasmid แต่ 

เป็นที่น่าสังเกตว่า C C N A 1  band ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant plasmid เข้มกว่าใน 

เซลล์ C33A ที่ได้รับ empty plasmid เป็นไปได้ว่า โปรตีน E7 ของ HPV อาจซักนำให้ DNMT1 มี 

ความสามารถในการจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ได้มากขึ้น สำหรับ C C N A 1  ที่สามารถ
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ตรวจสอบได้เซ่นกันในเซลล์ C33A ที่ได้รับ empty plasmid นั้น สอดคล้องกับผลการตรวจสอบ 

ระดับเมทิเลชันในเซลล์ C33A ซึ่งมีระดับเมทิเลชัน 44.97% ดังรูปที่ 19 ถึงแม้ว่า C33A ไม,มีการติด 

เชื้อ HPV แต่ DNMT1 ก็สามารถไปเกาะยังบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  แล้วก่อให้เกิดเมทิเล 

ชันบริเวณนั้นได้ เนื่องจากปกติแล้ว DNMT1 นั้นมีอยู่ในเซลล์ทั่วไป ซึ่งจะทำหน้าที่เต ิมหมู่เมทิเลชัน 

ให ้แก ่ด ีเอ ็นเอโดยใซ ้ด ีเอ ็นเอเส ้นเด ิมท ี่ได ้ร ับการเต ิมหมู่เมท ิลแล้วน ั้นเป ็นต้นแบบ (maintenance 

méthylation) ซึ่งกลไกนี้เกิดชื้นในระยะ ร ในวัฏจักรของเซลล์ (Detich e t  a i ,  2001) ดังนี้ C33A ท่ี 

ได้รับ empty plasmid จึงตรวจสอบ C C N A 1  ได้ เมื่อใช้ DNMT1 ในการตกตะกอน protein-DNA 

complex

สรุปผลการวิจัย

เมื่อตรวจสอบการติดเชื้อ HPV ในเซลล์สายพันธุมะเร็งปากมดลูก SiHa และ C33A พบว่า 

เซลล์ SiHa มีการติดเชื้อ HPV ชนิด 16 ในขณะที่เซลล์ C33A นั้นไม่มีการติดเชื้อ HPV และเมื่อ 

ตรวจสอบระดับการเกิดเมทิเลชันของยีน C C N A 1  พบว่าในเซลล์ SiHa มีระดับเมทิเลชันของยีน 

C C N A 1  100% ในขณะที,เซลล์ C33A มีระดับเมทิเลชันของยีน C C N A 1  แค่เพียงบางส่วนเท่านั้น อีก 

ทั่งเมื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีน C C N A 1  พบว่า เซลล์ SiHa มีการแสดงออกของยีน C C N A 1  

น้อยกว่าเซลล์ C33A และเพื่อเป็นการยืนยันว่าการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์มีความสัมพันธ์กับ 

การแสดงออกของยืน C C N A 1  จึงให้ยา 5’-azacytidine ที่ความเข้มข้น 0, 3, 5 และ 7 ไมโครโมลาร์ 

แก่เซลล์ SiHa และ C33A เป็นระยะเวลา 7 วัน ผลการศึกษาที่ได้พบว่าระดับเมทิเลชันบริเวณโพรโม 

เตอร์ฃองยีน C C N A 1  ลดลงอย่างมีน ัยสำคัญในขณะที่การแสดงออกของยีน C C N A 1  เพิ่มชื้นอย่างมี 

นัยสำคัญ จึงยืนยันได้ว่า การเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์และการแสดงออกของยีน C C N A 1  มี 

ความสัมพันธ์กันจริง อย่างไรก็ตามใน SiHa มีการติดเชื้อ HPV และยีน E 7  ของ HPV อาจมีบทบาท 

ในการชักนำให้เกิดเมทิเลชันก็เป็นได้ ด ังนี้จ ึงพบว่าการลดลงของระดับเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์ 

ของยืน C C N A 1  ไม่ชัดเจนเท่าใน C33A

จากการทำ E 7  siRNA ใน SiHa พบว่า ยีน E 7  ม ีการแสดงออกเพิ่มชื้นอย่างมีน ัยสำคัญ 

ในขณะที่การแสดงออกของยีน C C N A 1  เพิ่มชื้นอย่างมีนัยสำคัญ และเมื่อตรวจสอบระดับเมทิเลช ัน 

บริเวณพบว่า บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ม ีระด ับ เมท ิเลช ันลดลงอย ่างม ีน ัยสำค ัญ  ผล

การศ ึกษาท ี่ได ้น ี้ม ีความสอดคล ้องและม ีแนวโน ้มไปในท ิศทางตรงข ้ามก ับการช ักนำให ้เก ิดการ 

แสดงออกของยีน E 7  ในเซลล์ C33A ดังนี้ จึงสรุปได้ว่า ยืน E 7  ของ HPV ชนิด 16 เป ็นป้จจัยท ี่ทำให ้ 

เกิดการชักนำการเกิดเมทิเลชันบริเวณโพรโมเตอร์และการลดการแสดงออกของยีน C C N A 1

เพื่อศึกษากลไกของโปรตีน E7 ของ HPV ชนิด 16 และ DNMT1 ในการชักนำให้เกิดเมทิเล 

ชันบริเวณโพรโมเตอรัฃองยีน C C N A 1  จึงได้ทำ Chip ในเซลล์ C33A ที่ได้รับ E 7  recombinant 

plasmid และ empty plasmid หลังจากการทำ PCR โดยใช้ไพรเมอร์บริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน 

C C N A 1  พบว่า โปรตีน E7 และ DNMT1 สามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยีน C C N A 1  ได้ ดังนี้ 

จึงเป็นการยีนยันว่าโปรตีน E7 และ DNMT1 นั้นสามารถจับกับบริเวณโพรโมเตอร์ฃองยืน C C N A 1  ได้ 

โดยตรง จากนั้นจึงชักนำให้เกิดเมทิเลชันและการลดระดับการแสดงออกของยีน C C N A 1  ในที่สุด
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ข้อเสนอแนะ

1. การตรวจสอบการเกิดเมทิเลชันควรใช้วิธี pyrosequencing เนื่องจากเป็นการวัดระดับเมทิ 

เลชันบริเวณที่สนใจในเซิงปริมาณ (quantitative method) ดังนั้น ผลที่ได้จะมีความชัดเจน แม่นยำ 

มากกว่าการศึกษาด้วยวิธี duplex-MSP ที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้ ซึ่งเป็นวิธีวัดแบบกึ่งเซิงปริมาณ (semi- 

quantitative method)

2. หากมีระยะเวลาในการทำงานวิจ ัยมากกว่านี้อาจทดสอบการจับกันระหว่างโปรตีน E7 และ 

โปรตีน DNMT1 ด้วยการทำ co-immunoprecipitation เพื่อยืนยันผลการศึกษาของ Burgers และ 

คณะ (2007) จะให้งานวิจัยครั้งนี้สมบูรณ์มากขึ้น
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