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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

โปรตีน Ring finger protein 43 หรือ RNF43 คือ E3 ubiquitin-protein ligase ท าหน้าท่ีควบคุมยบัย ั้ง
กระบวนการ Wnt signaling โดยจะน าโปรตีน ubiquitin มาจบักบัโปรตีนเป้าหมายคือ Wnt receptor บนผิว
เซลล์ได้อย่างจ าเพาะ ซ่ึงมีผลท าให้เกิดการชักน าการย่อยสลายโปรตีน Wnt receptor โดยการน าโปรตีน
เป้าหมายน้ีเขา้สู่เซลล์ดว้ยวิธีเอนโดไซโทซิสและถูกยอ่ยดว้ยไลโซโซม  ในปัจจุบนัหลายการศึกษาพบยีน 
RNF43 มีคุณสมบติัและหน้าท่ีในการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง และยงัพบวา่ในมะเร็งหลาย
ชนิดรวมถึงมะเร็งท่อน ้ าดีมีการกลายพันธ์ุของยีนน้ีด้วยความถ่ีท่ีสูง  โดยการกลายพนัธ์ดังกล่าวพบมี
ความสัมพนัธ์กับการแสดงออกในระดับโปรตีนของยีน RNF43 ด้วย และจากศึกษาก่อนหน้าน้ีพบการ
แสดงออกในระดบัโปรตีนของยนี RNF43 มีความสัมพนัธ์กบัการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดีในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี  
ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีทางผูว้ิจยัจึงท าการศึกษาเก่ียวกบัการแสดงออกของยีน RNF43 ในระดบั mRNA 
และศึกษาความสัมพนัธ์ของการแสดงออกของยีนกบัลกัษณะทางพนัธุกรมของยีน (genetic status)  อาการ
ทางพยาธิคลินิกและการพยากรณ์โรคของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี  ผลการศึกษาพบการแสดงออกในระดับ 
mRNA ของยีน RNF43 ลดลงในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดี  และโดยเฉพาะผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีลกัษณะทาง
พนัธุกรมของยีน RNF43 (genetic status) แบบ rs2257205 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่ายีน RNF43 สูญเสียบทบาท
หนา้ท่ีเม่ือมีลกัษณะทางพนัธุกรมของยนีเปล่ียนแปลง ขณะท่ีผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีการแสดงออกใรนระดบั 
mRNA ของ RNF43 ลดลงจะมีความสัมพนัธ์กบัการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดีอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ไม่พบ
ความสัมพนัธ์กบัอาการทางพยาธิคลินิกต่างๆ นอกจากน้ีทางผูว้จิยัไดศึ้กษาบทบาทหนา้ท่ีของยนี RNF43 ใน
เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี พบการแสดงออกของโปรตีน RNF43 ท่ีเพิ่มมากข้ึนมีผลลดการเจริญเติบโต
ของเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีอย่างมีนัยส าคญั  โดยผ่านการยบัย ั้งกระบวนการส่งสัญญาณภายในเซลล์ Wnt 
signaling  การยบัย ั้งดงักล่าวเกิดข้ึนจากการลดระดบัของโปรตีน frizzled หรือ Wnt receptors  การเพิ่มข้ึน
ของกระบวนการยอ่ยสลายโปรตีน β-catenin และน ามาสู่การยบัย ั้งการแสดงออกของโปรตีน cyclin D1  ท่ี
มีบทบาทหน้าท่ีในการส่งเสริมการแบ่งตวัของเซลล์และถูกควบคุมการแสดงออกด้วยกระบวนการส่ง
สัญญาณภายในเซลล์ Wnt signaling   จากผลการศึกษาทั้ งหมดของงานวิจยัคร้ังน้ี สรุปได้ว่า RNF43 มี
บทบาทหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญพฒันาของมะเร็งท่อน ้าดี  และการตรวจวเิคราะห์หาความผดิปกติของยีน
น้ีในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี น่าจะเป็นประโยชน์ในการเลือกวิธีการรักษาอยา่งเหมาะสมให้กบัผูป่้วยมะเร็งท่อ
น ้าดีต่อไป 
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Abstract 

 
Ring finger protein 43 (RNF43) is an E3 ubiquitin-protein ligase that negatively regulates Wnt 

signaling pathway by selectively ubiquitinating frizzled receptors at the plasma membrane and promotes 
its endocytosis and lysosome degradation.  RNF43 is proposed as a tumor suppressor gene and is 
frequently mutated in several types of malignancy including cholangiocarcinoma (CCA).   It has also been 
demonstrated that RNF43 mutation is associated with absent in protein expression of RNF43 in CCA.  In 
addition, CCA patients with low or absent in protein expression of RNF43 had bad prognosis.  In this 
study, we determined messenger RNA expression RNF43 in CCA tissues and investigated the correlation 
between RNF43 expression and RNF43 genetic status, clinicopathological features and prognosis of CCA 
patients.  RNF43 reduced expression in messenger RNA in CCA tissues. The low messenger RNA 
expression of RNF43 was significantly correlated with RNF43 polymorphism, rs2257205, confirming that 
genetic alteration of RNF43 in CCA are inactivating.   Overall survival was worst in patients with down-
regulation of RNF43 expression.  However, there was no statistically significant association between 
RNF43 messenger RNA with any clinicopathological features.  Further, the functional analysis revealed 
that overexpression of RNF43 significantly decreased cell proliferation in CCA cell lines, which were 
dependent in part on the inactivation of Wnt signaling pathway via reducing frizzled receptors and 
activating β-catenin phosphorylation to suppress Cyclin D1 expression.  These results suggest that RNF43 
is involved in development and progression of CCA and the identification of genetic alteration status of 
RNF43 may provide specific therapeutic strategies for CCA patient treatment. 
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  บทที ่ 1 
บทน า 

 

ความส าคัญและทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจัิย 
การศึกษาการเปล่ียนทางพนัธุกรรมของเซลล์มะเร็งท่อน ้าดี ณ ปัจจุบนั มีเพิ่มมากข้ึน ท าให้มีการ

คน้พบยีนกลายพนัธุ์ใหม่หลากหลายยีนที่เช่ือว่ามีผลต่อการเกิดมะเร็งท่อน ้ าดี  ยีน Ring finger protein 
43 หรือ RNF43 เป็นหน่ึงในยีนกลายพนัธุ์ใหม่ที ่เพิ ่งถูกคน้พบโดยเทคนิค whole exome re-capture 
sequencing โดยพบมีการกลายพนัธุ์ประมาณ 9 % ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีมีปัจจยัเส่ียงจากการติดเช้ือ
พยาธิใบไมต้บั การกลายพนัธ์ุของยีนน้ีพบว่ามีความสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพท่ีสั้ นลงของผูป่้วยมะเร็งท่อ
น ้ าดี (Ong et al., 2012)  เช่นเดียวกบัรายงานการกลายพนัธุ์ของยีนน้ีในมะเร็งอีกหลายชนิดไดแ้ก่ มะเร็ง
ท ่อน ้ าดีที ่ไม ่ม ีม ีปัจจยั เสี่ยงจากการติด เชื้อพยาธิใบไมต้บั  (Chan-On et al., 2013)  มะเร็งตบัอ่อน 
(Sakamoto et al., 2015 and Wu et al., 2011) มะเร็งรังไข่ (Ryland et al., 2013)  มะเร็งล าไส้ใหญ่และ 
มะเร็งมดลูก (Giannakis et al., 2014) เป็นตน้ การศึกษาของผูว้ิจยัก่อนหน้าน้ียงัพบอีกว่าการกลายพนัธ์ุ
ของยีนน้ีส่งผลต่อการยบัย ั้งการแสดงออกของยีนในระดบัโปรตีนดว้ย และยงัพบว่าผูป่้วยมะเร็งที่มีการ
แสดงออกในระดบัโปรตีนของยีน RNF43 ในระดบัต ่าหรือไม่มีการแสดงออกเลยจะสัมพนัธ์กบัระยะ
รอดชีพที่สั้ นลงเช่นกนั (Talabnin et al., 2016) ดงันั้นจากขอ้มูลท่ีกล่าวขั้นตน้แสดงให้เห็นว่ายีน RNF43 
น่าจะเป็นยีนที่มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดหรือพฒันามะเร็งท่อน ้ าดี ณ ปัจจุบนัมีหลายการศึกษาพบยีน 
RNF43 มีคุณสมบตัิเป็น RING-type E3 ubiquitin ligase เป็นยีนที่มีหน้าที่ในการควบคุมการท างานของ
การส่ือสัญญาณภายในเซลล์ที่เรียกวิธีน้ีว่า Wnt signaling โดย RNF43 จะท าหน้าท่ีควบคุมปริมาณตวัรับ
สัญญาณ (Wnt receptors หรือ frizzled receptors) โดยเร่งให้มีการย่อยสลายตวัรับดงักล่าวเพื่อลดการส่ือ
สัญาณภายในเซลล์  และชกัน าให้การแบ่งตวัและการเจริบเติบโตของเซลล์ หรือการเคล่ือนที่ของเซลล์
ลดลงตามล าดบั (Koo et al., 2012) จากขอ้มูลท่ีกล่าวมาทั้งหมดน้ีบ่งช้ีให้เห็นความส าคญัของยีน RNF43 
ที่น่าจะมีบทบาทในกระบวนการเจริญเติบโตและพฒันาของมะเร็ง โดยเฉพาะมะเร็งท่อน ้ าดี  ดงันั้น
งานวิจัยในคร้ังน้ีผูว้ิจยัต้องการศึกษาการแสดงออกของยีนในระดับ messenger RNA (mRNA) ของยีน 
RNF43 ในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดี และศึกษาความสัมพนัธ์ของการแสดงออกของยีนระดบัน้ีกบัลกัษณะทาง
พนัธุกรรมของยีน อาการทางคลินิกและระยะรอดชีพ เพื่อเป็นประโยชน์ในการน าไปใชพ้ยากรณ์ความเส่ียง
ต่อการเกิดมะเร็งท่อน ้ าดีหรือพยากรณ์การด าเนินของโรคต่อไป และการศึกษาวิจยัคร้ังน้ียงัไดท้  าการศึกษา
บทบาทหน้าที่ของยีนน้ีในเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดี ซ่ึงยงัไม่เคยมีการศึกษามาก่อนในมะเร็งท่อน ้าดี  และองค์
ความรู้ท่ีไดน่้าจะน าไปสู่การอธิบายความผิดปกติของยีนน้ีกบัการเกิดมะเร็งท่อน ้าดีต่อไป  
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วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
1.   เพื่อศึกษาการแสดงออกของยนี RNF43 ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี 
2.   เพื่อศึกษาหนา้ท่ีทางชีวภาพของยนี RNF43 ต่อการเกิดและการเจริญพฒันาของมะเร็งท่อน ้าดี 
 
ขอบเขตของการวจัิย  
ขอบเขตในงานวจิยัน้ีท าการศึกษาทางชีวเคมีในระดบัโมเลกุลดงัน้ี 
1. ศึกษาการแสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีโดยใช้เทคนิค Quantitative real-time 
polymerase chain reaction analysis  (qPCR) 
2. ศึกษาหน้าท่ีทางชีวภาพ (biological function) เช่น การเพิ่มจ านวนของเซลล์ (cell proliferation) การ
เคล่ือนท่ีของเซลล์ (migration) และกลไกการท างาน และการควบคุมของยีน RNF43  เป็นตน้ โดยรูปแบบ
การศึกษาคือการทดลองในหลอดทดลอง และอาศยัเทคนิคการชกัน าการแสดงออกของยนี RNF43 ท่ีเรียกวา่ 
Mammalian overexpression model  
 
ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย  

ผลส าเร็จท่ีไดห้ลงัจากเสร็จส้ินโครงการงานวิจยัน้ีคือ การแสดงออกในระดบั messenger RNA ของ
ยีน Ring finger protein 43 (RNF43) ท่ีลดลงในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดี มีความสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพท่ีสั้ น
ลงของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีและลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบ rs2257205   จากขอ้มูลดงักล่าวบ่งบอกวา่ การ
ตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของยนีหรือลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน RNF43 ในเน้ือมะเร็งน่าจะน าไปใช้
เป็นตวัช้ีวดัทางชีวภาพส าหรับการพยากรณ์โรคของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีน้ี  ผลการศึกษาคร้ังน้ียงัพบยีน 
RNF43 มีบทบาทส าคญัในการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีผา่น Wnt signaling ซ่ึงองค์
ความรู้ท่ีได้น้ีน าไปสู่การอธิบายกลไกการเกิดและพฒันาของมะเร็งท่อน ้ าดี และอาจน าไปสู่แนวทางการ
รักษาท่ีจ าเพาะต่อผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีหรือไม่มีกลายพนัธ์ุของยนี RNF43  

 
ในด้านการเผยแพร่ความรู้ ผลการศึกษาของงานวิจยัคร้ังน้ียงัได้ถูกน าไปเผยแพร่ในงานประชุม

วิชาการระดับนานาชาติจ านวน 3 คร้ัง และได้ลงตีพิมพิ์ ในวารสารนานาชาติจ านวน 1 ฉบบั ดังต่อไปน้ี 
(รายละเอียดตามเอกสารใน ภาคผนวก ก) 

1) การน าเสนอผลงานในการประชุมวิชาการระดับนานาชาติจ านวน 2 คร้ัง ในรูปแบบของ
โปสเตอร์ (poster presentation) ไดแ้ก่  
- งานประชุมวิชาการนานาชาติ 40th Congress of The Federation of European Biochemical 

Societies (FEBS)   ซ่ึงจัดข้ึนในระหว่างว ันท่ี  4-9 กรกฎาคม 2558 ณ เมือง เบอร์ลิน 
ประเทศเยอรมนี โดยน าเสนอผลงานวิจยัในหัวขอ้เร่ือง Reduced expression of RNF43 is 
associated with the presence of somatic mutation and poor prognosis of 
cholangiocarcinoma patients  
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- งานประชุมวิชาการนานาชาติ “ 24th Asia Pacific Cancer Conference in conjunction with 
the 43rd Annual Meeting of Korean Cancer Association” ซ่ึงจดัข้ึนในระหวา่งวนัท่ีระหวา่ง
วนัท่ี 22-24 มิถุนายน 2560 ณ เมือง Seoul  ประเทศเกาหลีใต้ โดยน าเสนอผลงานวิจยัใน
หั ว ข้ อ เร่ื อ ง  Ring finger protein 43 expression is associated with poor prognosis and 
reduced cell growth of cholangiocarcinoma via Wnt signaling. 
 

2) การน าเสนอผลงานในการประชุมวชิาการระดบันานาชาติจ านวน 1คร้ัง ในรูปแบบของการ
น าเสนอปากเปล่า (oral presentation) ไดแ้ก่  
- งานประชุมวชิาการนานาชาติ Frontier in Cancer Research I: Systems Biology for Cancer 

Research ซ่ึงจดัข้ึนในระหวา่งวนัท่ี 7-8 พฤษภาคม 2558 คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัขอนแก่น  โดยน าเสนอในช่ือ Reduced expression of Ring finger protein 43 
indicates a poor prognosis of cholangiocarcinoma 

3) ผลงานการตีพิมพ ์จ านวน 1 เร่ือง ไดแ้ก่  
- Talabnin, C., Janthavon, P., Thongsom, S., Suginta, W., Talabnin, K., and Wongkham, S. 

(2016).  Ring finger protein 43 expression is associated with genetic alteration status and 
poor prognosis among patients with intrahepatic cholangiocarcinoma. Human Pathology, 
52, 47–54. doi.org/10.1016/j.humpath.2015.12.027 (IF2016 = 3.014) 

 
 
 
 
 



 

บทที ่2 

เอกสารและงานวจัิยทีเ่กีย่วข้อง 

 
มะเร็งท่อน ้าดี เป็นมะเร็งท่ีมีอุบติการณ์เพิ่มสูงข้ึนในประเทศแถบเอเชียตะวนัออกเฉียงใต ้ และพบมี

อุบติัการณ์สูงสุดในภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของประเทศไทย มะเร็งชนิดเป็นมะเร็งท่ีเกิดข้ึนบริเวณท่อ
ทางเดินน ้าดีทั้งภายในและภายนอกตบั จากขอ้มูลทางระบาดวทิยาและการทดลองในสัตวท์ดลอง พบการ
เกิดมะเร็งชนิดน้ีมีความสัมพนัธ์กบัการอกัเสบเร่ือยรังบริเวณท่อทางเดินน ้าดี ท่ีมีสาเหตุมาจากการติดเช้ือ
พยาธิใบไมต้บั  ดว้ยความสัมพนัธ์ดงักล่าวองคก์ารอนามยัโลกหรือ World Health Organization  ไดจ้ดัให้
พยาธิใบไมต้บัชนิด Opisthorchis viverrini หรือ OV เป็นสารก่อมะเร็งประเภทท่ี 1 (group 1 carcinogen) 
(Sripa et al., 2007)   

มะเร็งท่อน ้าดีถือเป็นภยัเงียบเน่ืองจากผูป่้วยส่วนใหญ่ตรวจพบวา่เป็นมะเร็งท่อน ้าดีในระยะทา้ยของ
โรคและ/หรือมีการแพร่กระจายของมะเร็งไปยงัอวยัวะต่างๆ จึงท าใหมี้การตอบสนองนอ้ยต่อการรักษาดว้ย
ยาเคมีบ าบดัและการฉายรังสี การผา่ตดัจึงถือเป็นการรักษาท่ีดีท่ีสุดแต่จะใหผ้ลการรักษาท่ีดีในกรณีของ
ผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีท่ีพบมะเร็งในระยะเร่ิมตน้เท่านั้น  ขณะท่ีผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีในระยะทา้ยหรือมีการ
รุกรานของมะเร็งแลว้ การผา่ตดัถือเป็นเพียงการรักษาเพื่อบรรเทาอาการเท่านั้น (Sripa et al., 2007, 
Bhudhisawasdi et al.,2012) 

การกลายพนัธ์ุของยนีถือเป็นปัจจยัท่ีมีส าคญัท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งและการพฒันาของ
มะเร็ง นอกจากน้ีการกลายพนัธ์ุของยนียงัเป็นตวับ่งช้ีท่ีส าคญัในการวนิิจฉยัมะเร็งชนิดนั้นๆและใชเ้ป็น
แนวทางในการรักษาท่ีจ าเพาะดว้ยเช่นกนั ปัจจุบนัมีรายงานยนีก่อมะเร็งหลายยนีท่ีมีการกลายพนัธ์ุและมี
ความสัมพนัธ์กบัการเกิดมะเร็งท่อน ้าดี ประกอบไปดว้ยยนีก่อมะเร็งท่ีเป็นท่ีรู้จกัทัว่ไป เช่น ยนี TP53 Kras 
และ SMAD4 และยนีก่อมะเร็งกลุ่มท่ีเพิ่งคน้พบใหม่เช่น  MLL3, RNF43, GNAS และ PEG3  การกลายพนัธ์ุ
ของยนีก่อมะเร็งดงักล่าวไดมี้การศึกษาพบวา่มีความเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของเซลล ์ การเคล่ือนท่ีของ
เซลลท่ี์ผดิปกติไป  แต่อยา่งไรก็ตามบทบาทหนา้ท่ีของยนีก่อมะเร็งในกลุ่มคน้พบใหม่นั้น ยงัคงตอ้งการ
การศึกษาเชิงลึกถึงหนา้ท่ีในการส่งเสริมการเกิดและการพฒันาของมะเร็งต่อไป (Ong et al., 2012)    
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ยนีกลายพนัธ์ุในกลุ่มคน้พบใหม่ เช่น RNF43, และ PEG3  เป็นกลุ่มยนีท่ีมีความเก่ียวขอ้ง
กบัการควบคุมการเจริญเติบโต โดยผา่นกระบวนการส่งสัญญาณท่ีเรียกวา่ Wnt signaling   ซ่ึงจากผลกการ
ศึกก่อนหนา้น้ีพบวา่ยนี RNF43 มีคุณสมบติัเป็น RING-type E3 ubiquitin ligase เป็นยีนท่ีมีหน้าท่ีในการ
ควบคุมปริมาณตวัรับสัญญาณ (Wnt receptors หรือ frizzled receptors) ใน Wnt signaling โดยโปรตีน 
RNF43 จะท าหน้าท่ีเร่งให้มีการย่อยสลายตวัรับดงักล่าวเพื่อลดการส่ือสัญญาณภายในเซลล์  และชกัน า
ให้การแบ่งตวัและการเจริบเติบโตของเซลล์หรือการเคล่ือนท่ีของเซลล์ลดลงเพื่อเขา้สู่ภาวะปกติ (Koo et 
al., 2012)  

ยนี Ring finger protein 43 หรือ RNF43 เป็นยนีท่ีอยูบ่นโครโมโซมท่ี 17q22 เป็นโปรตีน
ประกอบดว้ย 783 กรดอะมิโน มีมวลโมเลกุล 85 kDa  โปรตีน RNF43 น้ีมีคุณสมบติัเป็น RING-type E3 
ubiquitin ligase ท่ีท าหน้าท่ีในการรับ ubiquitin จาก E2 ubiquitin-conjugating enzyme เพื่อเช่ือมกบั

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwjpofrR3vLbAhUPfisKHZczCo0QFggmMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.who.int%2F&usg=AOvVaw3_2bOyLYSAyAElFOSwTHBc
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โปรตีนเป้าหมายอยา่งจ าเพาะและชกัน าใหเ้กิดกระบวนการสลายโปรตีนนั้นต่อไป  ในการศึกษาเร่ิมแรกพบ
โปรตีน RNF43 ในเซลลต์น้ก าเนิด LGR5 positive cells โดยโปรตีน RNF43 ท าหนา้ท่ีในการควบการส่ง
สัญญาณของ Wnt signaling ผา่นการชกัน าตวัรับสัญญาณ (Wnt receptors หรือ frizzled receptors) ของ
Wnt signailing ใหเ้ขา้สู่กระบวนการยอ่ยสลายโปรตีนเพื่อลดระดบัการส่งสัญญาณในกระบวนการดงักล่าว 
(Koo et al., 2012) ขณะท่ีการศึกษาของ Loregger และคณะพบโปรตีน RNF43 มีการแสดงออกท่ีขอบของ
เยือ่หุม้นิวเคลียสในเซลลล์ าไส้ ร่วมกบัโปรตีน T cell factor 4 หรือ TCF4 ซ่ึงมีผลในการยบัย ั้งการแสดงออก
ของยนีท่ีถูกกระตุน้ดว้ย Wnt signaling   จากการศึกษาดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีน RNF43 ท าหนา้ท่ี
ควบคุมการส่งสัญญาณของ Wnt signaling ไม่ไดท้  าหนา้ท่ีควบคุมเฉพาะปริมาณตวัรับสัญญาณเท่านั้น ยงัมี
ผลในการควบคุมการแสดงออกของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตท่ีเกิดจากกระตุน้ดว้ย Wnt signaling 
(Loregger et al., 2015)   ณ ปัจจุบนัมีหลายการศึกษาพบยนี RNF43 มีอตัราการกลายพนัธ์ุค่อนขา้งสูงใน
มะเร็งหลายชนิดเช่น มะเร็งท่อน ้าดี และมะเร็งล าไส้ใหญ่ และรวมไปถึงการแสดงออกของยนีน้ีท่ีลดลงใน
มะเร็งหลายชนิดเช่นกนั ไดแ้ก่ มะเร็งท่อน ้าดี มะเร็งสมอง ซ่ึงความผดิปกติของยนี RNF43 ดงักล่าวมี
ความสัมพนัธ์กบัพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี (Ong et al., 2012, Talabnin et al., 201, Giannakis et al., 2014)   จาก
ขอ้มูลดงักล่าวสามารถสรุปไดว้่ายีน RNF43 น่าจะเป็นยีนก่อมะเร็งท่ีส าคญัในการกระบวนการเกิดและ
พฒันาของมะเร็ง ดงันั้นการศึกษาบทบาทหน้าท่ีของยนี RNF43 น้ีในสภาวะมะเร็งใหช้ดัเจนเป็นส่ิงส าคญั
เพื่อใชเ้ป็นประโยชน์ในดา้นการรักษาอยา่งจ าเพาะต่อไป  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

บทที ่ 3 
วธีิด าเนินการวจัิย 

 

แหล่งทีม่าของข้อมูล 
1. ตัวอย่างเน้ือเย่ือมะเร็งท่อน า้ดี 

การศึกษาคร้ังน้ีใชเ้น้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีแบบแช่แขง็ โดยเน้ือเยือ่มะเร็งดงักล่าวไดรั้บความอนุเคราะห์มา
จากศูนยพ์ยาธิใบไมต้บัและมะเร็งท่อน ้าดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น  

 ตวัอยา่งเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 28 ตวัอยา่ง ไดม้าจากคนไขท่ี้เขา้รับการรักษาดว้ยการผา่ตดัท่ี
โรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น โดยผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีทุก
รายไดล้งนามยินยอมให้น าเน้ือเยื่อดงักล่าวไปใช้เพื่อการวิจยั (จริยธรรม มหาวิทยาลยัขอนแก่น; 
HE521209 และ จริยธรรม มหาวิทยาลยัเทคโนโลยี สุรนารี; EC-57-25) และทุกตวัอยา่งน้ีไดมี้การ
ตรวจวนิิจฉยัทางพยาธิวทิยา (Pathological examination) ยนืยนัวา่เป็นมะเร็งท่อน ้าดี  

 ขอ้มูลทางพยาธิคลินิก (clinicopathological features) ดงัแสดงในตารางท่ี 1  และระยะการรอดชีพ
ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี (survival time)ไดรั้บความอนุเคราะห์มาจากศูนยพ์ยาธิใบไมต้บัและมะเร็ง
ท่อน ้าดี คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น   โดยระยะรอดชีพของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีแต่ละ
รายจะถูกบนัทึกจากวนัท่ีไดรั้บการผา่ตดัจนวนัท่ีผูป่้วยเสียชีวิตจากโรคแต่ตอ้งมากกว่า 30 วนัข้ึน
ไป หรือจนถึงวนัท่ี 27 ตุลาคม 2557   โดยระยะเวลาการติดตามระยะรอดชีพของผูป่้วยทั้งหมด 
เฉล่ียอยา่งนอ้ย 4 ปี  ค่า มธัยฐาน 10 เดือนหรืออยูใ่นช่วง 1-83 เดือน 
 

2. การตรวจวเิคราะห์การแสดงออกของยนี RNF43 ในมะเร็งท่อน า้ดี 
เน่ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีแบบแช่แข็งท่ีมีลกัษณะมาจากบริเวณกอ้นเน้ือเยื่อมะเร็งและเน้ือเยื่อขา้งเคียงท่ี

ปกติ ถูกน ามาบดให้ละเอียดในสภาวะความเยน็ภายใตไ้นโตรเจนเหลว  เน้ือเยื่อท่ีถูกบดละเอียดแลว้จะ
ถูกน าไปสกดัอาร์เอ็นเอโดยวิธี phenol-chloroform ด้วย trizol reagent ซ่ึงกระบวนการสกดัได้ปฏิบติั
ตามคู่มือท่ีแนบมากบัน ้ายา  เม่ือไดอ้าร์เอน็เอแลว้จะน าไปตรวจสอบคุณภาพและปริมาณ  อาร์เอน็เอท่ีได้
ถูกน าไปสังเคราะห์เป็นดีเอ็นเอ (complementary DNA หรือ cDNA) ก่อนด้วยชุดสังเคราะห์ส าเร็จรูป 
Superscript VILO cDNA synthesis kit  เม่ือได้ดีเอ็นแล้วท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนด้วย
เท ค นิ ค  Quantitative real-time polymerase chain reaction analysis (qPCR)  แ ล ะก ารค าน วณ ก าร
แสดงออกของยนี RNF43 ระหวา่งเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีและเน้ือเยือ่ปกติขา้งเคียงดว้ยสมการ 2-ΔCT และ
ค่าการแสดงออกมากกวา่ 1.5 เท่าถูกพิจารณาวา่มีการแสดงออกของยนี RNF43 มากกวา่ปกติ 
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3. การศึกษาบาทหน้าทีท่างชีวภาพของยนี RNF43 ต่อการเกดิและการเจริญพฒันาของมะเร็งท่อน า้ดี 
3.1 เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี และการชกัน าการแสดงออกของยนี RNF43 
การศึกษาคร้ังน้ีใช้เซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี 4 เซลล์ได้แก่ KKU-055, KKU-213, KKU-214 and 

KKU-100 ซ่ึงได้รับความอนุเคราะห์จากศูนย์พยาธิใบไม้ตับและมะเร็งท่อน ้ าดี  คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัย ขอนแก่น โดยเซลล์เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี ถูกเพาะเล้ียงในอาหาเล้ียงเซลล์และตู้เล้ียงท่ี
ปราศจากการปนเป้ือนท่ี 37 องศาเซลเซียส และ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 โดยอาหารเล้ียงเซลล ์
Ham's F12 Nutrient ซ่ึงมีองคป์ระกอบของ 10% fetal bovine serum (FBS), streptomycin (100 µg/mL) และ 
amphotericin B (50 µg/mL)  นอกจากน้ีเซลล์เพาะเล้ียง HEK293T cells ซ่ึงไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ผศ.
ดร. พนิดา ขนัแกว้หลา้  สาขาวิชาเคมี ส านกัวิชาวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยี สุรนารี  ถูกน ามาใช้
เป็นตวัควบคุมการชกัน าการแสดงออกของยนี RNF43 (transfection)  

การชักน าการแสดงออกของยีน  RNF43 ในเซลล์ เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดี  อาศัยสารตัวน าคือ 
lipofectamine 3000 ร่วมกบั RNF43/pCMV6 construct หรือ pCMV6 empty vector  โดยปฏิบติัตามขั้นตอน
ในคู่มือท่ีแนบมา  หลงัครบเวลา 48 ชัว่โมงของการชกัน าการแสดงออกของยีน RNF43 ในเซลล์เพาะเล้ียง
มะเร็งท่อน ้าดี  เซลลด์งักล่าวถูกน าไปสกดัโปรตีนและอาร์เอน็เพื่อตรวจวเิคราะห์การแสดงออกต่อไป   

 
3.2 การวดัอตัราการแบ่งตวัของเซลล ์(Cell proliferation assay)  

การตรวจวเิคราะห์การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีท่ีถูกชกัการแสดงออกของยนี RNF43 
เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีจ  านวน 2.5 ×  103 เซลลถู์กเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร ใน
เพลทแบบช่อง 96 ช่อง (96-well plate)  เม่ือเวลา 0 24  48 และ 72 ชั่วโมงของการเพาะเล้ียงท่ีตู้เล้ียงท่ี
ปราศจากการปนเป้ือนท่ี 37 องศาเซลเซียส และ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5  อตัราการการแบ่งตวัของ
เซลล์จะถูกวเิคราะห์ดว้ยวิธี MTS assay โดยใชส้าร CellTiter 96 Aqueous One Solution Reagent ของบริษทั 
Promega  (Madison, WI, USA)  ระดับของสีเหลืองส้มท่ีเกิดข้ึนจากการท าปฏิกิริยาของเซลล์กับสาร 
CellTiter 96 Aqueous One Solution Reagent ถูกวิเคราะห์ดว้ยเคร่ืองดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโน
เมตร  การทดสอบน้ีท าทั้งหมด 3 คร้ังเพื่อน าค่าท่ีไดไ้ปทดสอบทางสถิติต่อไป 
 

3.3 การวดัอตัราการเคล่ือนท่ีของเซลล์ (Transwell migration assay) 
การตรวจวิเคราะห์การเคล่ือนท่ีของเซลล์มะเร็งท่อน ้ าดีท่ีถูกชักการแสดงออกของยีน RNF43 เซลล์

เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 1 ×  105 เซลล์ถูกเล้ียงในเพลทแบบช่อง 24 ช่องโดยแต่ละช่องมีภาชนะ
ดา้นบนเล้ียงเซลล์ซ่ึงภาชนะดงักล่าวน้ีมีช่องขนาด 8.0 µm เพื่อให้เซลล์สามารถเคล่ือนท่ีรอดออกจากช่อง
ดา้นบนลงสู่ช่องดา้นล่างท่ีบรรจุอาหารเล้ียงเซลล ์600 ไมโครลิตรท่ี หลงัจาก 15 ชัว่โมงของการเพาะเล้ียงท่ีตู้
เล้ียงท่ีปราศจากการปนเป้ือนท่ี 37 องศาเซลเซียส และ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5  ช่องดา้นบนจะถูก
น ามาวิเคราะห์จ านวนเซลล์  โดยใช้ส าลีเช็ดเอาเซลล์ท่ีอยู่ดา้นกน้ภายในช่องออกก่อน ส่วนเซลล์ท่ีอยูที่กน้
ช่องดา้นบนถูกท าให้คงสภาพดว้ย  3.7% (v/v) formaldehyde และใช้ 100% ethanol เพื่อให้ผนงัเซลล์เป็นรู
เพื่อให้ติดสียอ้ม crystal violet   จากนั้นจ านวนเซลลถู์กนบัภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ท่ีก าลงัขยาย 100 เท่า โดย
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นบัทั้งหมด 6 fields แลว้น าค่าท่ีไดม้าเฉล่ียเพื่อให้ไดจ้  านวนเซลล์ท่ีถูกตอ้ง การทดสอบน้ีท าทั้งหมด 3 คร้ัง
เพื่อน าค่าท่ีไดไ้ปทดสอบทางสถิติต่อไป 
 

3.4 การตรวจวเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการท างานของยนี RNF43 
เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีการแสดงออกของยนี RNF43 และเซลลค์วบคุมถูกน าไปสกดั 

โปรตีนแบบแยกส่วนของโปรตีนในไซโตรพลาสซึมกบัโปรตีนในนิวเคลียส ตวัอย่างโปรตีนตวัอยา่งท่ีได้
ถูกน าไปวดัความเขม้ขน้ดว้ยวิธี BCA Protein assay kit (Pierce Biotechnology) และถูกน ามาศึกษาแบบแผน
ของโปรตีนบน 10% SDS-PAGE และหลังจากการแยกโปรตีน  โปรตีนบนแผ่นเจลถ่ายลงบนแผ่น 
nitrocellulouse membrane ต่อดว้ยการแช่ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์ท่ีประกอบดว้ย 5% (w/v) skimmed milk และ 
0.05% (v/v) Tween 20 (0.05% PBST) เป็นเวลา 1 ชั่วโมงเพื่อป้องกันปฏิกิริยาท่ีไม่จ  าเพาะ  หลังเวลา 1 
ชั่วโมงน าแผ่น nitrocellouse membrane ดังกล่าวมาแช่ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ท่ีประกอบด้วย 1% (w/v) 
skimmed milk และ 0.05% PBST ท่ีมีแอนติบอดีต่อโปรตีนเป้าหมายได้แก่ Rabbit polyclonal Phospho-β-
catenin, β-Catenin, Frizzled,  และ Cyclin D1 antibody  และ Mouse monoclonal β-Actin และ Histone H1 
antibody เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  หลงัจากนั้นแผ่น nitrocellouse membrane ถูกล้างด้วยฟอสเฟตบฟัเฟอร์
บัฟเฟอร์และแช่ต่อใน horseradish peroxidase-conjugated secondary antibodies ได้แก่ horse anti-mouse 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA) หรือ goat anti-rabbit IgG (GenScript)] โดยจะเจือจางในอตัราส่วน 
1: 5,000 ดว้ย 0.05% PBST ท่ีมี 1% (w/v) skimmed milk เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  อุณหภูมิหอ้ง แลว้ลา้งดว้ย 0.5% 
PBST จากนั้นตรวจสอบแถบโปรตีนดว้ย ECL chemiluminescence kit และผลการแสดงออกของโปรตีนจะ
ปรากฏบนแผน่ฟิลม์เอก็สเรย ์(x-ray film) 
  
4. วธีิวเิคราะห์ข้อมูล  

การวเิคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหวา่งการแสดงออกของยนี RNF43 กบัอาการทางพยาธิคลินิก ถูก 
วิเคราะห์โดย chi-square test การวิเคราะห์ระยะรอดชีพท่ีมีผลจากระดบัการแสดงออกของยีน RNF43 ท่ี
แตกต่างกนัโดย  Kaplan-Meier survival analysis และ เปรียบเทียบความแตกต่างของระยะรอดชีพของผูป่้วย
ท่ีมีการแสดงออกของยีน RNF43 ท่ีแตกต่างกนัดว้ย  log-rank test   โดยการวิเคราะห์ทางสถิติท่ีกล่าวมาน้ี
ผ่านการวิเคราะห์โดย SPSS statistical software version 16.0.1 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA).  หาก
การวเิคราะห์ใหผ้ลมีนยัส าคญัทางสถิติ จะตอ้งมีค่า  P value < 0.05 

อตัราการแบ่งตวัของเซลล ์และการเคล่ือนท่ีของเซลล ์แต่ละการทดสอบจะท าการทดลองทั้งหมด 3 
คร้ังจากนั้นจะท าการเปรียบเทียบโดย student –t-test    ดว้ยโปรแกรม  SPSS Statistics 16.0 ซ่ึงหากใหผ้ล
การศึกษามีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติจะตอ้งใหค้่า P value นอ้ยกวา่หรือเท่ากบั 0.05 ผลการ
ทดลองท่ีแสดงดว้ยกราฟเส้นหรือกราฟแท่งจะถูกวเิคราะห์ดว้ย GraphPad Prism 5.0.  ซ่ึงมาจากการทดลอง
ทั้งหมด 3 คร้ัง ขอ้มูลท่ีไดจ้าก western blot จะน าไปหาความเขม้ของแถบโปรตีนแลว้น ามาวเิคราะห์ โดยใช้
ค่าทางสถิติ ANOVA ในการประเมินความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (p < 0.05) ระหวา่งกลุ่ม treatment และ
กลุ่มควบคุม



 

บทที ่ 4 
ผลการวจัิย 

 

1. การแสดงออกของยนี RNF43 ในเน้ือเย่ือมะเร็งท่อน า้ดีและความสัมพนัธ์ทางคลนิิก 
ผลการศึกษาการแสดงออกในระดับ messenger RNA (mRNA) ของยีน RNF43 ท่ีท าการตรวจ

วเิคราะห์ในตวัอยา่งเน้ือยื่อแช่แข็งจากผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 28 ราย ดว้ยเทคนิค qPCR พบค่ามธัย
ฐานการแสดงออกของยีน RNF43 จากเน้ือเยื่อมะเร็ง 28 ตวัอยา่งมีค่าเท่ากบั 6.88 ในช่วงระหว่าง 2.11-
35.62  ซ่ึงมีค่าการแสดงออกท่ีลดลงกว่าเม่ือเปรียบเทียบกบัการแสดงของยีนน้ีในเน้ือเยื่อปกติขา้งเคียง
ของผูป่้วยในกลุ่มน้ีเอง คือมีค่ามธัยฐานเท่ากบั 10.20 อยูใ่นระหวา่ง 1.30 – 45.88  แต่อยา่งไรก็ตามความ
แตกต่างดังกล่าวของการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน RNF43  ในเน้ือเยื่อมะเร็งและเน้ือเยื่อ
ขา้งเคียงไม่พบนยัส าคญัทางสถิติ  สาเหตุอาจจะเกิดจากทางผูว้ิจยัท าการตรวจวิเคราะห์การแสดงออก
ของยนีโดยใชก้อ้นเน้ือทั้งกอ้น  ไม่ไดท้  าการสกดัแยกเอาเฉพาะเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีออกมา  ดงันั้นผลการ
วเิคราะห์อาจมีความคลาดเคล่ือนจากการะบวนการดงักล่าวน้ี  ต่อมาทางผูว้จิยัจึงท าการวเิคราะห์ดว้ยการ
น าค่าการแสดงออกในระดบั mRNA ของเน้ือเยื่อมะเร็งเปรียบเทียบกบัเน้ือเยื่อขา้งเคียงของผูป่้วยคน
เดียวกนั พบผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีจ  านวน 12 ราย หรือคิดเป็นร้อยละ 43 ของผูป่้วยทั้งหมดในการศึกษา
คร้ังน้ีมีการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งลดลง  ขณะท่ีผูป่้วยมะเร็งท่อ
น ้ าดีจ  านวน 7 รายมีการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งเพิ่มข้ึน และอีก
จ านวน 9 รายไม่พบการเปล่ียนการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน RNF43 ในเน้ือเยื่อมะเร็งและ
เน้ือเยื่อข้างเคียงดังแสดงในภาพท่ี 1  นอกจากน้ีทางผูว้ิจยัน าการแสดงออกดังกล่าวไปวิเคราะห์หา
ความสัมพนัธ์กบัอาการทางคลินิก และระยะรอดชีพ พบผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการแสดงออกในระดบั 
mRNA ของยนี RNF43 ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่ีลดลงมีความสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพท่ีสั้นลง เม่ือเปรียบเทียบ
กบัผูป่้วยท่ีมีการแสดงออกของยีน RNF43 ท่ีเพิ่มข้ึนหรือไม่เปล่ียนแปลงในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้ าดีเม่ือ
เปรียบเทียบกบัเน้ือเยื่อขา้งเคียง อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดงในภาพท่ี 2  แต่ไม่พบควมสัมพนัธ์
ระหว่างการแสดงออกดงักล่าวกบัปัจจยัอาการทางคลินิกเช่น เพศ  อายุ ลกัษณะทางจุลกายวิภาค ระยะ
ของโรค การแพร่กระจายของโรคผา่นระบบน ้าเหลืองและเลือด  ดงัแสดงในตารางท่ี 1 
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ภาพที ่1 การแสดงออกของยนี RNF43 ในระดับ mRNA ลดต ่าลงในมะเร็งท่อน า้ดี    การแสดงออกของยนี 
RNF43 ถูกวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค qPCR  โดยใชย้นี β-actin เป็นยนีอา้งอิง  ระดบัการแสดงออกของยนี 
RNF43 จากผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีจ  านวน 28 ราย ถูกจดัเป็น 3 กลุ่มตามจ านวนเท่าของการแสดงออกยนี 
RNF43 ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่ีพิจารณาจากการเปรียบเทียบกบัเน้ือเยือ่ปกติขา้งเคียงของผุป่้วยในรายเด่ียวกนั 
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ตารางที ่ 1 ความสัมพนัธ์ระหว่างการแสดงออกของยนี RNF43 ในระดับ mRNA กบั อาการทางคลนิิกของ
ผู้ป่วยมะเร็งท่อน า้ดีจ านวน 28 ราย 

 
ตวัแปร 

การแสดงออกของยนี RNF43 ในระดบั mRNA 
 

P value* 

 
ลดลง 

(Down-regulated) 
เพ่ิมข้ึน 

(Up-regulated) 
ไม่เปล่ียนแปลง 

(No change)  

 
(n = 12) (n = 7) (n = 9) 

 
อาย ุ(ปี) 

       < 56 2 2 1 0.657 

   ≥ 56 10 5 8 
 เพศ 

       ชาย  9 3 3 0.134 

   หญิง 3 4 6 
 ลกัษณะทางจุลพยาธิ (Histology type) 

       Papillary type 2 3 3 0.442 

   Nonpapillary type 10 4 6 
 ระยะโรค (Stage) 

       I - III 4 4 4 0.595 

   IV 8 3 5 
 การแพร่กระจายทางระบบน ้าเหลือง 

(Lymphatic invasion) 
       มี 6 2 2 0.380 

   ไม่มี 6 5 7 
 การแพร่กระจายทางระบบเลือด 

(Vascular invasion) 
       มี 3 4 3 0.364 

   ไม่มี 9 3 6 
 * P value ≤ 0.05 แสดงวา่มีนยัส าคญัทางสถิติ 

   
 
 
 
 
 
 
 
 



12 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที่ 2  Kplan-Meier Curve แสดง Overall survival time ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมีการแสดงออกของยีน 
RNF43 ลดลง และผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีการแสดงออกของยนี RNF43 เพิ่มข้ึน  
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2. การแสดงออกของยีน RNF43 ในเน้ือเย่ือมะเร็งท่อน ้าดีมีความสัมพันธ์กับลักษณะทางพันธุกรรม

ของยนี RNF43 
เน่ืองจากการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบความสัมพนัธ์ระหว่างการแสดงออกของยีน RNF43 ในระดับ

โปรตีนกบัสถานะการกลายพนัธ์ุของยนี RNF43 ในเน่ือเยื่อมะเร็งท่อน ้าดี ซ่ึงแสดงให้เห็นบทบาทหนา้ท่ีของ
ยนี RNF43 ในมะเร็งท่อน ้าดีนั้นมีความส าคญักบัการเกิดและพฒันาของมะเร็งท่อน ้ าดี และในการศึกษาก่อน
หนา้น้ีทางผูว้จิยัไดศึ้กษาเพิ่มเติมพบวา่ผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีนอกจากมีลกัษณะทางพนัธุกรรมของยีน RNF43 
แบบการกลายพนัธ์ุของยีนแล้ว ยงัตรวจพบผูป่้วยมีลักษณะทางพันธ์ุกรรมแบบท่ีเรียกว่าสนิป (Single 
nucleotide polymorphism หรือ SNP) ดว้ย  โดยลกัษณะทางพนัธ์ุกรรมแบบสนิปคือการเปล่ียนแปลงของ
หน่ึงคู่เบสในยนีนั้น ซ่ึงการเปล่ียนแปลงลกัษณะน้ีอาจจะมีมากกวา่หน่ึงต าแหน่งก็ไดใ้นยนีเดียวกนั โดยการ
เปล่ียนจะเปรียบเทียบกบักลุ่มประชากรส่วนใหญ่ ดงันั้นในมะเร็งท่อน ้ าดี ทางผูว้ิจยัไดต้รวจวิเคราะห์พบ
จ านวน 2 ต าแหน่งในยีน RNF43 ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีคือ Rs3744093 (A>G)  และ Rs2257205 (G>A)  
ดงันั้นทางผูว้จิยัไดน้ าขอ้มูลลกัษณะทางพนัธ์ุกรรมแบบสนิปดงักล่าวมาศึกษาวเิคราะห์กบัการแสดงออกของ
ยนี RNF43 ในระดบั mRNA เน่ืองจากลกัษณะพนัธุกรรมดงักล่าวมีรายงานวา่มีผลกระทบต่อการแสดงออก
ของยีน (Ponomarenko et al., 2001)  ผลการศึกษาพบลกัษณะทางพนัธ์ุกรรมแบบสนิปต าแหน่ง Rs2257205 
มีความสัมพนัธ์กบัการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน RNF43 โดยผูป่้วยมะเร็งท่อน ้ าดีท่ีมี Rs2257205 
แบบ GG homozygous จะมีการแสดงออกในระดับ mRNA ของยีน RNF43 สูงข้ึน 1.9 และ 2.8 เท่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบั Rs2257205 แบบ GA heterozygous และ AA homozygous ตามล าดบั อย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติ ขณะท่ีลักษณะทางพันธ์ุกรรมแบบสนิปต าแหน่ง Rs3744093 ไม่พบว่ามีความสัมพันธ์กับการ
แสดงออกในระดบั mRNA ของยนี RNF43 ในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีท่ี ดงัแสดงในภาพท่ี 3  จากขอ้มูลทั้งหมด
น้ีแสดงให้เห็นวา่ลกัษณะทางพนัธ์ุกรรมแบบสนิปในยีน RNF43 น่าจะมีผลต่อระดบัการแสดงออกของยีน 
RNF43 แต่อาจไม่ส่งผลต่อหนา้ท่ีการท างานของยนีน้ี 
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ภาพที่  3  ความสัมพันธ์ระหว่างลักษณะทางพันธ์ุกรรมแบบสนิปของยีน RNF43  (rs2257205 และ 

rs3744093) กบัระดับการแสดงออกของยนี RNF43 ในผู้ป่วยมะเร็งท่อน า้ดี  
ก. ลกัษณะทางพนัธ์ุกรรมแบบสนิป rs2257205 ของยนี RNF43 กบัการแสดงออกในระดบั mRNA  
ข.  ลกัษณะทางพนัธ์ุกรรมแบบสนิป rs3744093 ของยนี RNF43 กบัการแสดงออกในระดบั mRNA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



15 

 
 

3.   บทบาททางชีวภาพของยนี RNF43 ในมะเร็งท่อน า้ดี 

3.1  การแสดงออกของยนี RNF43 ในเซลล์เพาะเลีย้งมะเร็งท่อน า้ดี   

ผูว้จิยัท  าการศึกษาการแสดงออกของยนี RNF43 ในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีจ  านวน 4 เซลล์
ไดแ้ก่ KKU-055 KKU-100  KKU-213 และ KKU-214 โดยเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีทั้ง 4 เซลล ์ ถูกน า
วเิคราะห์การแสดงออกในระดบั mRNA และโปรตีนดว้ยเทคนิค qPCR และ western blot ตามล าดบั ผล
การศึกษาพบการแสดงออกในระดบั mRNA ของยนี RNF43 ในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี KKU-214 
และ KKU-213 มีระดบัสูง ขณะท่ีเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี KKU-055 และ เซลล ์ KKU-100 มีการ
แสดงออกในระดบัต ่า (ภาพท่ี 4ก)  ซ่ึงผลการแสดงออกของยนีในระดบั mRNA มีความสอดคลอ้งกบัระดบั
การแสดงออกในระดบัโปรตีน และนอกจากน้ีทางผูว้จิยัพบวา่โปรตีน RNF43 มีการแสดงออกเป็นหลกัใน
บริเวณนิวเคลียสของเซลล ์(ภาพท่ี 4ข)    ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้ท่ีพบการแสดงออกของโปรตีน 
RNF43 ในนิวเคลียสของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีท่ีวเิคราะห์จากเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีดว้ยเทคนิค 
immunohistochemistry (Talabnin et al.,2016) 

เน่ืองจากเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีทั้ง 4 เซลลมี์การแสดงออกในระดบัท่ีไม่สูงนกั และทางผูว้จิยัมี
วตัถุประสงคท่ี์จะศึกษาหนา้ท่ีของยนีน้ี ดงันั้นเซลลม์ะเร็งท่อน ้าจึงถูกน าไปชกัน าใหมี้การแสดงออกเพิ่มข้ึน
ดว้ยเทคนิค mammalian overexpression model โดยน ายนี RNF43 ท่ีผกูไวก้บัดีเอน็เอพาหะ (vector) และ
น าเขา้สู่เซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีโดยการใชไ้ลโพโซม (liposome) เป็นเวลา 48 ชัว่โมง แลว้จึงน าเซลล์
ดงักล่าวไปศึกษาตรวจวเิคราะห์ระดบัโปรตีน พบการแสดงออกเพิ่มข้ึนของยนี RNF43 ในเซลล ์ KKU-055, 
KKU-213 และ KKU-214 แต่ไม่พบการแสดงออกของยนี RNF43 ท่ีเพิ่มข้ึนในเซลล ์KKU-100 ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 5  ดงันั้นจากการวเิคราะห์น้ีทางผูว้จิยัจึงเลือกใชเ้ซลล ์ KKU-213 และ KKU-214 เป็นตวัแทนใน
การศึกษาหนา้ท่ีของยนี RNF43 เน่ืองจากความเป็นพิษ (toxicity) จากกระบวนการน ายนีเขา้เซลล ์ท าใหเ้ซลล ์
KKU-055 และ KKU-100  มีจ  านวนเซลลเ์หลือนอ้ยไม่เพียงพอต่อการน าไปศึกษาต่อ และไม่ประสบ
ความส าเร็จในการน ายนี RNF43 เขา้สู่เซลล ์KKU-100  อีกดว้ย 
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ภาพที ่4  การแสดงออกของยนี RNF43 ในเซลล์เพาะเลีย้งมะเร็งท่อน า้ดี KKU-214  KKU-213  KKU-055 
และ KKU-100 ถูกวเิคราะหืโดยเทคนิค qPCR และ western blot   

ก. การแสดงออกของยนี RNF43 ในระดบั mRNA  
ข. การแสดงออกของยนี RNF43 ในระดบั Protein  

 
 

 
 
ภาพที ่5  การแสดงออกของโปรตีน RNF43 ในเซลล์เพาะเลีย้งมะเร็งท่อน า้ดีหลงัจากกระบวนการ 
transfection ถูกวเิคราะห์ด้วยเทคนิค western blot  การแสดงออกของโปรตีน RNF43 ท่ีเพิ่มข้ึนในเซลล์
เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี (RNF43) ถูกเปรียบเทียบกบัเซลลค์วบคุม (pCMV6) ขณะท่ีเซลล ์HEK293T cells ท่ี
มีการแสดงออกของยนี RNF43 ถูกน ามาใชเ้พื่อเป็นผลบวกจริง  
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3.2 การแสดงออกของยนี RNF43 ทีเ่พิม่ขึน้มีผลลดการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน า้ดี 
ผูว้จิยัไดศึ้กษาบทบาทของยนี RNF43 ท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี ผล

การศึกษาพบการแสดงออกของยนี RNF43 ท่ีเพิ่มข้ึน มีผลลดการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี KKU-
213 และ KKU-214 อยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลค์วบคุม และในสภาวะท่ีเร่งกระตุน้
กระบวนการส่งสัญญาณ Wnt signaling ดว้ยลิแกนด ์ Wnt3a  พบการเจริญเติบโตของเซลลเ์ซลลม์ะเร็งท่อ
น ้าดี KKU-213 ท่ีมีการชกัน าการแสดงออกของยนี RNF43  ลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบ
กบัสภาวะท่ีไม่มีการกระตุน้ดว้ยลิแกนด ์Wnt3a  (ภาพท่ี 6)  แต่ผลการทดลองดงักล่าวไม่พบการเปล่ียนใน
เซลล ์KKU-214 เม่ือมีการกระตุน้ดว้ยลิแกนด ์Wnt3a   

 

 
ภาพที ่6  การแสดงออกของยนี RNF43 ทีเ่พิม่ขึน้มีผลลดการเจริญเติบโตของเซลล์เพาะเลีย้งมะเร็งท่อน า้ดี 

ก. ค่าเฉล่ียร้อยละของการเจริญเติบโตของเซลล ์KKU-213 ท่ีมี (RNF43)และไม่มี (pCMV) การชกัน า
การแสดงออกของยนี RNF43 

ข.  ค่าเฉล่ียร้อยละของการเจริญเติบโตของเซลล ์KKU-214 ท่ีมี (RNF43)และไม่มี (pCMV) การชกัน า
การแสดงออกของยนี RNF43 

การเจริญเติบโตของเซลลถู์กวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค MTS assay และลิแกนด ์Wnt3a ท่ีความเขม้ขน้ 5 nM  
ถูกใชใ้นการทดสอบน้ี  และ * เท่ากบั P < 0.05   หรือ ** เท่ากบั P < 0.001 
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ขณะท่ีการศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของยนี RNF43 ท่ีมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อ

น ้าดีดว้ยเทคนิค Transwell migration assay  ผลการทดลองพบเซลล์ KKU-213 และ KKU-214 ท่ีมีการ
แสดงออกของยนี RNF43 ท่ีเพิ่มข้ึนนั้น มีการเคล่ือนท่ีใกลเ้คียงกบัของเซลลค์วบคุมทั้งในสภาวะท่ีมีหรือไม่
มีการกระตุน้ดว้ยลิแกนด ์Wnt3a  (ภาพท่ี 7)   จากขอ้มูลดงักล่าวขา้งตน้แสดงใหเ้ห็นวา่ยนี RNF43 มีบทบาท
ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีแต่ไม่มีผลต่อการเคล่ือนท่ีหรือบุกรุกของเซลลม์ะเร็ง
ท่อน ้าดี 

 
 
 

 
 

 
ภาพที ่7  การแสดงออกของยนี RNF43 ทีเ่พิม่ขึน้ไม่มีผลต่อการเคล่ือนทีข่องเซลล์เพาะเลีย้งมะเร็งท่อน า้ดี 
การเคล่ือนท่ีของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีถูกวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค Transwell migration assay   
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3.3 การแสดงออกของยนี RNF43 ทีเ่พิม่ขึน้ มีผลการชักน าเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน า้ดีทีล่ดลง ผ่าน

การยบัยั้งกระบวนการส่งสัญญาณภายในเซลล์ Wnt signaling  
จากผลการศึกษาขั้นตน้ แสดงใหเ้ห็นวา่การแสดงออกของยนี RNF43 ท่ีเพิ่มข้ึน มีผลลดการเจริญเติบโต

ของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี และจากขอ้มูลการศึกษาท่ีผา่นมาพบยนี RNF43 มีบทบาทในการควบคุม
กระบวนการ Wnt signaling  ดงันั้นผูว้จิยัจึงท าการวเิคราะห์การเปล่ียนแปลงของโปรตีนต่างๆท่ีเกียวขอ้งกบั 
Wnt signaling  โดยเทคนิค Western blot analysis  ผลการศึกษาพบการแสดงออกของโปรตีน RNF43 ท่ี
เพิ่มข้ึนในเซลล ์ KKU-213 และ KKU-214 นั้น มีผลลดระดบัการแสดงออกของโปรตีน frizzled หรือ Wnt 
receptors  แต่พบการเพิ่มข้ึนของกระบวนการชกัน าการยอ่ยสลายโปรตีน β-catenin ผา่นกระบวนการฟอส
โฟลิเลอชนั (phosphorylation) ซ่ึงน ามาสู่การยบัย ั้งการแสดงออกของโปรตีน cyclin D1  ท่ีมีบทบาทหนา้ท่ี
ในการส่งเสริมการแบ่งตวัของเซลล ์  ดงันั้นจากผลการศึกษาการเปล่ียนระดบัโปรตีนดงักล่าวขา้งตน้น่าจะ
สามารถอธิบายกลไกการท างานของยนี RNF43 ท่ีท าใหนา้ท่ีควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลเ์พาะเล้ียง
มะเร็งท่อน ้าดี (ภาพท่ี 8) 

 
 
 
ภาพที ่8  การแสดงออกของโปรตีน RNF43 ทีเ่พิม่ขึน้ยบัยั้งกระบวนการส่งสัญญาณภายในเซลล์ Wnt 
signaling



 

 
บทที ่5 

สรุปผลการวจัิย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 
1. วจิารณ์ผลการวจัิย 

โปรตีนท่ีมีคุณสมบติัเป็น RING finger ubiquitin-protein ligases นั้นมีอยูจ่  านวนมากภายในเซลล ์
ซ่ึงโปรตีนเหล่าน้ีจะท าหนา้ท่ีในการจบักบัโปรตีนเป้าหมายอยา่งจ าเพาะ ก่อนจะถูกน าส่งไปท าลายผา่น
ระบบ ubiquitin-proteasome pathway  หลายการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่โปรตีนในกลุ่มน้ีมีความส าคญัในการ
ควบคุมกระบวนการต่างๆภายในเซลลเ์ช่น การแบ่งตวัของเซลล ์  การซ่อมแซมดีเอน็เอ เป็นตน้ (Lipkowitz 
and Weissman, 2011)  โปรตีน Ring finger protein 43 หรือ RNF43 ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มโปรตีน RING finger 
ubiquitin-protein ligases  ซ่ึงมีหลกัฐานขอ้มูลจากหลายการศึกษาแสดงใหเ้ห็นวา่ยนี RNF43 มีความสัมพนัธ์
กบัการเกิดมะเร็ง  เน่ืองจากพบการกลายพนัธ์ุในมะเร็งหลายชนิดรวมไปถึงมะเร็งท่อน ้าดีดว้ย  การกลาย
พนัธ์ุของยนีนั้นอาจส่งผลใหเ้กิดการยบัย ั้งหรือกระตุน้การสร้างมะเร็งนั้นข้ึนกบัชนิดของมะเร็ง ในมะเร็งท่อ
น ้าดีพบการกลายพนัธ์ุของยนีน้ีและน่าจะสัมพนัธ์กบัการส่งเสริมการเกิดมะเร็งเน่ืองจากพบผูป่้วยท่ีมีการ
กลายพนัธ์ุของยนีน้ีจะมีพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี (Ong et al., 2012)  ซ่ึงขอ้มูลน้ีสัมพนัธ์กบัการศึกษาของผูว้จิยั
ก่อนหนา้น้ีพบผูป่้วยท่ีมีการกลายพนัธ์ุของยนี RNF43 ไม่มีการแสดงออกของยนีในระดบัโปรตีน ดงันั้น
บทบาทหนา้ท่ีของยนีน้ีจึงบกพร่องในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี   นอกจากน้ีผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีท่ียนี RNF43 ปกติ
แต่พบวา่ไม่มีการแสดงออกของโปรตีนน้ี พบวา่มีความสัมพนัธ์กบัการพยากรณ์โรคท่ีไม่ดีเช่นกนั (Talabnin 
et al., 2016) กรณีน้ีอาจเป็นไปไดว้า่นอกจากการกลายพนัธ์ุของยนี RNF43 แลว้ การควบคุมการแสดงออก
ของยนีผา่นกระบวนการ epigenetic regulation น่าจะเป็นอีกกลไกหน่ึงท่ีผดิปกติในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี   ใน
การศึกษาคร้ังน้ีผูว้จิยัไดท้  าการศึกษาเพิ่มเติมเก่ียวกบัการแสดงออกของยนีในระดบั messenger RNA 
(mRNA)  ควาสัมพนัธ์ของการแสดงออกของยนีกบัลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบสนิป  ผลการศึกษาพบการ
แสดงออกในระดบั mRNA ของยนี RNF43 ลดลงในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี และการศึกษาน้ีใหผ้ลสอดคลอ้งกบั
การศึกษาก่อนหนา้น้ี คือผูป่้วยท่ีมีระดบัการแสดงออก ของยนี RNF43 ท่ีลดลงสัมพนัธ์กบัพยากรณ์โรคท่ีไม่
ดี (Talabnin et al., 2016)  จากขอ้มูลน้ีบ่งช้ีวา่การตรวจวเิคราะห์การแสดงออกของยนี RNF43 ในระดบั 
mRNA หรือโปรตีน สามารถเลือกใชร้ะดบัใดระดบัหน่ึงเพื่อการพยากรณ์โรคของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีได ้
และการแสดงออกท่ีลดลงของยนี RNF43 น้ียงัสัมพนัธ์กบัลกัษณะทางพนัธุกรรมแบบสนิป rs2257205 แบบ 
AA homozygous ผลการศึกษาน้ีมีความสอดคลอ้งกบัหลายการศึกษาท่ีกล่าววา่ลกัษณะทางพนัธุกรรม
แบบสนิปมีผลกระทบต่อกระบวนการแสดงออกของยนีในระดบั mRNA (transcription) และหรือในระดบั
โปรตีน (translation) (Ponomarenko et al., 2001) 

เน่ืองจากบาบาทหนา้ท่ีของยนี RNF43 ถูกคน้พบวา่มีความเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมกระบวนการส่ง
สัญญาณณภายในเซลลท่ี์เรียกวา่ Wnt signaling ผา่นการชกัน าโปรตีน Wnt receptor หรือมีช่ือจ าเพาะวา่ 
frizzles receptor เขา้สู่กระบวนการยอ่ยสลายโปรตีนต่อไป ซ่ึงผลของการควบคุมน้ีท าใหก้ระบวนการส่ง
สัญญาณของ Wnt signaling  ลดลงภายในเซลล ์ท าใหย้นีเป้าหมายเช่น cyclin D1  MMP7 และ myc มีการ
แสดงออกลดลงและน ามาสู่การลดลงของการเจริญเติบโตหรือการเคล่ือนท่ีของเซลล ์(Shtutman et al., 1999; 
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Sansom et al., 2004; Crawford et al., 1999), ดว้ยขอ้มูลท่ีกล่าวมาขา้งตน้น้ีผูว้จิยัศึกษากระบวนการส่ง
สัญญาณ Wnt signaling ท่ีมีผลต่อการเจริญเติบโตและการเคล่ือนท่ีของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี  เซลล์
เพาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี KKU-213 และ KKU-214 ท่ีถูกชกัน าใหมี้การแสดงออกเพิ่มข้ึนของยนี RNF43 พบมี
การแสดงออกเพิ่มข้ึนโดยบริเวณนิวเคลียสและไซโตรพลาสซึม แต่พบเป็นส่วนใหญ่บริเวณนิวเคลียส ผล
การศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้น้ีของผูว้จิยัท่ีท  าการศึกษาการแสดงออกของยนี RNF43 ใน
เน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี  ซ่ึงพบการแสดงออกของยนี RNF43 ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีท่ีบริเวณนิวเคลียส
เช่นกนั  และเม่ือน าเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีการแสดงออกของยนี RNF43 เพิ่มข้ึนไปศึกษาการ
แบ่งตวัเพิ่มจ านวนหรือการเคล่ือนท่ีของเซลล ์พบเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี KKU-213 และ KKU-214 ท่ี
ถูกชกัน าการแสดงออกของยนี RNF43 มีการเจริญเติบโตลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบัเซลลค์วบคุม และการ
เจริญเติบโตลดลงอีกเม่ือกระตุน้ดว้ยลิแกนด ์Wnt3a โดยเฉพาะเซลล ์ KKU-213 ขณะท่ีเซลล ์ KKU-214 ไม่
พบการเปล่ียนแปลงเม่ือกระตุน้ดว้ย Wnt3a  สาเหตุอาจเกิดจาก Wnt receptors ท่ีจ  าเพาะกบัลิแกนด ์ Wnt3a 
อาจมีจ านวนนอ้ยบนผวิเซลล์ KKU-214 หรือกระบวนการ wnt signaling ภายในเซลล ์KKU-214 อาจจะถูก
กระตุน้ดว้ยลิแกนดต์วัอ่ืน  ดงัเช่นในรยงานของ ลอยลมและคณะ พบการแสดงออกสูงของลิแกนด ์ Wnt5a 
Wnt7b และ Wnt7b ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี (Yothisong et al., 2014)  ขณะท่ีการชกัน าการแสดงออกของยนี 
RNF43 เพิ่มข้ึนในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีนั้น ไม่มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี   ผล
การศึกษาน้ีสอดคลอ้งกบัการศึกษาในมะเร็งกระเพาะอาหาร (Niu et al., 2015)  เน่ืองจากการแสดงออกของ
ยนี RNF43 มีผลต่อการเจริญเติบโตการแบ่งตวัของเซลลม์ะเร็ง ผูว้จิยัไดศึ้กษาต่อพบวา่การแสดงออกของยนี 
RNF43 ท่ีเพิ่มข้ึนส่งผลใหเ้กิดการลดลงของกระบวนการส่งสัญญาณภายในเซลล ์ Wnt signaling ผา่นการ
ลดลงของ Wnt receptors และเพิ่มกระบวนการท าลาย β-catenin ดว้ยกระบวนการฟอสโฟลิเลอชนั 
(phosphorylation)  ซ่ึงน าไปสู่การกระตุน้การแสดงออกของยนีเป้าหมาย cyclin D1 ท่ีลดลงภายในนิวเคลียส 
และส่งผลใหเ้กิดการลดลงของการเจริญเติบโตของเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดี ผลการศึกษาน้ีใหผ้ล
เช่นเดียวกบัการศึกษาในมะเร็งตบัอ่อน  (Jiang et al., 2013)  จากผลการศึกษาบทบาทหนา้ท่ีของยนี RNF43 
ดงัแสดงขั้นตน้แสดงใหเ้ห็นวา่ยนี RNF43 มีกลไกการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีโดย
การควบคุมระดบัของ Wnt receptors  เพื่อยบัย ั้ง Wnt signaling  ซ่ึงกลไกดงักล่าวน่าจะสัมพนัธ์กบัการ
แสดงออกของยนี RNF43 ในไซโตพลาสซึมของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี แต่จากศึกษาการแสดงออกของยนี 
RNF43 ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีหรือในเซลลเ์พาะเล้ียงมะเร็งท่อน ้าดีพบวา่ยนี RNF43 มีการแสดงออกท่ี
นิวเคลียสดว้ยเช่นกนั โดยการศึกษาของ Loregger และคณะพบโปรตีน RNF43 ท่ีมีการแสดงออกใน
นิวเคลียสนั้นมีบทบาทในการยบัย ั้ง Wnt signaling เช่นเดียวกนั โดยโปรตีน RNF43 ในนิวเคลียสเขา้จบั T 
cell factor 4 (TCF4) และเกิดการชกัน า TCF4 เคล่ือนไปบริเวณขอบเยื้อหุม้นิวเคลียส โดยเป็นผลท าใหไ้ม่
สามารถเกิด nuclear β-catenin – TCF4 complex ท่ีท าหนา้ท่ีในการกระตุน้การแสดงออกของยนีใน β-
catenin-TCF4 target genes ได ้  (Loregger et al., 2015)  จากศึกษาของ Loregger และคณะแสดงใหเ้ห็นวา่
โปรตีน RNF43 ในนิวเคลียสของเซลลม์ะเร็งท่อน ้าดี อาจจะท าหนา้ท่ียบัย ั้ง Wnt signaling ดว้ยกลไกน้ีดว้ย 
ดงันั้นทางผูว้จิยัไดมี้การวางแผนการศึกษาบาบาทของ nuclear RNF43 ต่อไป  และจากผลการศึกษาทั้งหมด
ท่ีแสดงในงานวจิยัคร้ังน้ีทางผูว้จิยัไดแ้สดงใหเ้ห็นวา่ยนี RNF43 น่าจะมีบาบาทในดา้น tumor suppressor 
gene ในมะเร็งท่อน ้าดี 
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2. สรุปและข้อเสนอแนะ 
ในการศึกษาคร้ังน้ีของผูว้จิยัแสดงใหเ้ห็นวา่การแสดงออกของยนี ring finger protein 43 ในระดบั 

mRNA ลดลงในมะเร็งท่อน ้าดี  การแสดงออกท่ีลดลงมีความสัมพนัธ์กบัลกัษณะพนัธุกรรมแบบสนิป ไม่ใช้
เฉพาะการกลายพนัธ์ุของยนีเท่านั้น การแสดงออกท่ีลดลงของยนี RNF43 สัมพนัธ์กบัพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี 
ดงันั้นการตรวจวเิคราะห์น้ี สามารถน าไปประยกุตใ์ชติ้ดตามพยากรณ์โรคของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี   ในมะเร็ง
ท่อน ้าดียนี RNF43 มีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมการเจริยเติบโตของเซลลผ์า่น Wnt signaling ซ่ึงยนี 
RNF43 จึงมีคุณสมบติัท่ีเรียกวา่ tumor suppressor gene  ดงันั้นจากผลงานวจิยัคร้ังน้ีใหข้อ้เสนอแนะวา่ 
สถานะความผดิปกติของยนี RNF43 ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีน่าจะช่วยในการเลือกแนวทางการรักษาท่ี
จ าเพาะแก่ผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีได ้ และอาจน าไปสู่การน ายนีน้ีไปเป็นยนีเป้าหมายในการรักษามะเร็งท่อน ้าดี
ต่อไป 
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การศึกษา พ.ศ. 2553 ประวติัการท างาน ระหวา่ง พ.ศ. 2553-2554 ปฏิบติัหนา้ท่ีเป็นนกัโภชนการ บริษทั 
Abott Laboratories จ  ากดั และระหวา่ง พ.ศ. 2554-2556 ปฏิบติัหนา้ท่ีเป็นนกัวชิการสาธารณสุข บริษทัสร้าง
สุขภาพไทย จ ากดั  สถานท่ีติดต่อ บา้นเลขท่ี 315 ซอย 1 ถนน กีฬากลาง ต.ในเมือง อ.เมือง จ.นครราชสีมา 
30000 โทร. 084-6590945 
 



 

 


