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บทคัดย่อภาษาไทย 
 

มะเร็งท่อน ้าดีเป็นมะเร็งท่ีมีความรุนแรงของโรคสูงและอตัราการเสียชีวติดว้ยมะเร็งชนิดน้ีมีเพิ่ม
สูงข้ึนเร่ือยๆทั้งในประเทศไทยและต่างประเทศ   ปัจจุบนัไดมี้การคน้พบยนีกลายพนัธ์ุท่ีเช่ือวา่น่าจะเป็น
สาเหตุของการเจริญและพฒันาของเซลลม์ะเร็งชนิดน้ีไดแ้ก่ TP53, KRAS และ SMAD4 และนอกจากยนี
กลายพนัธ์ุทั้ง 3 ยนีดงัท่ีกล่าวมาแลว้ ไดมี้การคน้พบยนีกลายพนัธ์ุยนีใหม่เพิ่มเติมโดยเป็นยนีท่ีไม่เคยมีการ
รายงานมาก่อนคือ RNF43 โดยพบวา่ผูป่้วยท่ีมีการกลายพนัธ์ุของยนี RNF43 จะมีพยากรณ์โรคท่ีแยก่วา่
ผูป่้วยท่ีไม่มีการกลายพนัธ์ุของยนีน้ี    ณ ปัจจุบนัความแตกต่างของเบสเพียงต าแหน่งเดียวในยนี (single 
nucleotide polymorphism) หรือเรียกวา่ สนิป ถูกเช่ือวา่เป็นปัจจยัหน่ึงต่อการเกิดโรคต่างๆ รวมไปถึงการเป็น
มะเร็ง  ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีคณะผูว้จิยัตอ้งการศึกษาคน้หาสนิปของยนี RNF43 ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี
ท่ีไดจ้ากผูป่้วยจ านวน 51 ราย (102 alleles) โดยท าการคน้หาใน 10 exon ของยนี RNF43 และใชเ้ทคนิคท่ี
เรียกวา่ PCR based-Capillary Sanger sequencing  ผลการศึกษาพบสนิปของยนี RNF43 จ านวน 3 ต าแหน่งท่ี
เหมือนกบัฐานขอ้มูลสาธารณะ ไดแ้ก่  exon2; Rs3744093 C>T;  จ  านวน 32 ราย, exon 3; Rs2257205 A>G 
จ านวน 37 ราย, และ exon 6; Rs2285990 A>G จ านวน 5 ราย และอีก 1 ต าแหน่งท่ียงัไม่มีการรายงานใน
ฐานขอ้มูลสาธารณะ (exon9 อยูบ่น cDNA ต าแหน่งท่ี 2138 (c.2138) จ านวน 2 ราย ผลท าใหมี้การแปลรหสั
กรดอะ มิโนล าดบัท่ี 713 จาก Glutamate เป็น  Glycine)  นอกจากน้ีทางคณะผูว้จิยัท าการศึกษาความสัมพนัธ์
ของสนิปในยนี RNF43 โดยเฉพาะต าแหน่ง Rs3744093 และ Rs2257205 กบัระยะเวลาการรอดชีวติและ
อาการทางพยาธิคลินิก พบวา่ผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีท่ีมี Rs3744093 หรือ Rs2257205 แบบ homozygous จะมี
แนวโนม้ของระยะรอดชีวติท่ีสั้นเม่ือเปรียบเทียบกบัผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีท่ีไม่มีหรือมี Rs3744093 หรือ 
Rs2257205 แบบ heterozygous  ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีแสดงการคน้พบสนิปของยนี RNF43 ในมะเร็งท่อ
น ้าดีและสนิปบางต าแหน่งในยนี RNF43 ไดแ้ก่ Rs3744093 และ Rs2257205 น่าจะมีบทบาทส าคญัในการ
เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีมีผลต่อการเป็นมะเร็งหรือมีผลต่อความรุนแรงของโรคมะเร็งท่อน ้าดี  อยา่งไรก็ตาม
สมมุติฐานดงักล่าวจะเป็นจริงไดน้ั้นทางคณะผูว้จิยัยงัตอ้งท าการศึกษาบทบาทหนา้ท่ีหรือลกัษณะการ
แสดงออกของสนิปดงักล่าวต่อไป 
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Abstract 

Cholangiocarcinoma (CCA) is devastating cancers and is increasing both worldwide incidence 
and mortality rate.  A mutation landscape of CCA had been demonstrated that beside the major cancer 
genes including TP53, KRAS and SMAD4, there is a novel mutated gene, RNF43, which was showed poor 
prognosis in patient bearing RNF43 mutation.  Currently, single nucleotide polymorphism (SNP) consider 
as factor to play a more modest role in disease susceptibility including cancer.  In present study, we 
determined genetic variation in RNF43 of 51 CCA patients (102 alleles) by PCR based - Capillary Sanger 
sequencing for all their coding sequence (10 exon).  High frequency of RNF43 polymorphism were found 
on exon 2 (Rs3744093 C>T; 32/51), exon 3 (Rs2257205 A>G; 37/51), and exon 6 (Rs2285990 A>G; 
5/51) respectively.  One more position is novel SNPs that may be population specific (on exon9; c.2138, 
pE713G).  We also investigated the association between each RNF43 polymorphisms with overall survival 
and clinocopathological features.  Kplan-Meier curve demonstrated that overall survival trend to worst in 
patients with homozygous type of RNF43 polymorphisms (Rs3744093 or Rs2257205) comparing with 
those of patients with heterozygous type or normal of each RNF43 polymorphisms respectively.  This 
study provides insight into the RNF43 polymorphisms in CCA especially Rs3744093 and Rs2257205 may 
have influence on susceptibility or severity of the disease.  However, the functions of these polymorphisms 
need to be elucidated. 
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บทที ่ 1 
                                                                               บทน า 

 

ความส าคัญและทีม่าของปัญหาทีท่ าการวจัิย 
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) หรือ สนิป คือ ความหลากหลายทางพนัธุกรรม

ระหว่างมนุษย์แต่ละคนทีเ่กดิจากการเปลีย่นแปลงนิวคลโีอไทด์เพยีงหน่ึงต าแหน่ง โดยความแตกต่างนีต้้องมี
ความถี่ทีพ่บในประชากรมากกว่า 1% ซ่ึงความแตกต่างนีเ้องเป็นผลทีท่ าให้มนุษย์แต่ละคนหรือคนแต่ละ
กลุ่มประชากรมีความแตกต่างกนั ณ ปัจจุบันนักวทิยาศาสตร์เช่ือว่า สนิป เป็นเคร่ืองมือทีใ่ช้บ่งบอกความ
แตกต่างทางพนัธุกรรมของมนุษย์ ทีจ่ะมีผลต่อ ความเส่ียงต่อการเกดิโรค การตอบสนองต่อการรักษา และ
ภาวะดือ้ต่อยาทีใ่ช้ในการรักษา ดังน้ันการจัดท าแผนทีส่นิป (SNP maps) ของยนีทีค่าดว่าเป็นสาเหตุของการ
เกดิโรค (candidate genes) จะสามารถน ามาใช้ในการพยากรณ์ความเส่ียงของการเกดิโรคได้ และยงัสามารถ
น ามาใช้ในงานทางด้านเภสัชพนัธุศาสตร์(pharmacogenomics) เพือ่ใช้ค้นหายาตัวใหม่ และน าไป
ประยุกต์ใช้ในการศึกษาประสิทธิภาพและผลข้างเคียงของยาเฉพาะบุคคล (personnalized medicine)ได้  

Ring finger protein 43 หรือ RING-type E3 ubiquitin ligase (RNF43) เป็นยีนท่ียงัไม่มีรายงาน
เก่ียวกบัคุณสมบติัหรือหน้าท่ีการท างานอย่างชดัเจน  โดยขอ้มูล ณ ปัจจุบนัพบว่า ยีนน้ีถูกน ามาศึกษา
คร้ังแรกในมะเร็งล าไส้ใหญ่ (colon cancer) เน่ืองจากเป็นยีนท่ีมีการแสดงออกสูงในมะเร็งชนิดน้ี ทั้งใน
ระดบั mRNA และโปรตีนโดยเฉพาะในรูปของโปรตีนคดัหลัง่ และพบอีกว่า RNF43 ถูกพิจารณาเป็น 
tumor associated antigen ท่ีสามารถกระตุน้การท างานของ cytotoxic T lymphocyte เพื่อเพิ่ม
ความสามารถในการท าลายเซลล์มะเร็งเพิ่มข้ึน (Uchida N et al., 2004)    นอกจากน้ีการศึกษาต่อมา
รายงานว่า RNF43 สามารถจบักบัโปรตีน NEDL1 และเป็นผลในการความคุมการแสดงออกของยีน 
tumor suppressor p53 ซ่ึงท าหน้าท่ีในการควบคุมการเจริญเติบโตของเซลล์ ดงันั้นกรณีท่ีมีเซลล์ท่ีมี
ความผิดปกติและมีการแสดงออกของยีน RNF43 สูง ส่งผลให้เซลล์ผิดปกติเหล่านั้นไม่ถูกท าลาย และ
เป็นผลให้เซลล์เหล่านั้นเจริญเติบโตเพิ่มข้ึนและพฒันาเป็นมะเร็งได ้  (Shinada K et al., 2011)  ถึงแมว้่า
ความรู้เก่ียวกบัหน้าท่ีของยีนยงัคงไม่ชดัเจน  แต่ ณ ปัจจุบนัมีหลายการศึกษาแสดงให้เห็นว่า RNF43 มี
ความส าคญัในมะเร็งโดยเฉพาะมะเร็งตบัอ่อน ท่ีพบว่า RNF43 polymorphism (rs2257205)  สามารถ
บ่งช้ีต่อความเส่ียงในการเป็นมะเร็งตบัอ่อน (Low SK et al., 2010) และในการศึกษาต่อมาในเน้ืองอก 
(Benign tumor) ของมะเร็งตบัอ่อน (Wu J et al., 2011) หรือในเน้ือเยื่อมะเร็งท่อน ้าดี (Ong CK et al., in 
press) พบการกลายพนัธ์ุของ RNF43 (RNF43 mutation) ประมาณ 10 % ของผูป่้วยมะเร็ง   จากขอ้มูล
ดงักล่าวแสดงให้เห็นว่ายีน RNF43 น่าจะเป็นยีนท่ีมีความส าคญัต่อการพฒันาของมะเร็งท่อน ้าดีและอาจ
เป็นเป้าหมายตวัใหม่ในใช้เป็นตวับ่งช้ีหรือใช้ในการพยากรณ์โรคมะเร็งท่อน ้าดีต่อไป 

มะเร็งท่อน ้าดี คือมะเร็งท่ีเกิดจากเซลลเ์ยือ่บุผนงัของท่อทางเดินน ้าดีซ่ึงรวมถึงท่อทางเดินน ้าดี
ภายในและภายนอกตบั แต่ไม่รวมถึงเยือ่บุของถุงน ้าดีและ Papilla of Vater ซ่ึงสามารถแบ่งออกไดเ้ป็น 2 
ประเภท โดยข้ึนอยูก่บัการเกิดมะเร็งบริเวณภายในหรือนอกตบั คือมะเร็งท่อน ้าดีภายในตบั (Intrahepatic 
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cholangiocarcinoma) และมะเร็งท่อน ้าดีภายนอกตบั (Extrahepatic cholangiocarcinoma) มะเร็งท่อน ้าดีเป็น
มะเร็งท่ีพบไดน้อ้ย (uncommon malignancy) คือ 1-2 ต่อ 100,000 คน (Landis et al., 1998) จากการศึกษา
ของ Parkin และหน่วยมะเร็งของโรงพยาบาลศรีนครินทร์จงัหวดัขอนแก่นในปี พ.ศ. 2540 พบโรคน้ีมี
อุบติัการณ์สูงมากท่ีสุดในโลกท่ีจงัหวดัขอนแก่น ประเทศไทย โดยเกิดในผูช้ายมากกวา่ผูห้ญิงคือ 88.1 ต่อ 
100,000 ในชายและ 36.7 ต่อ 100,000 ในหญิง (Parkin et al., 1997 and Vatanasapt et al. 2002) ดงันั้นมะเร็ง
ท่อน ้าดีจึงถูกพิจารณาวา่เป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีส าคญัของภาคตะวนัออกเฉียงเหนือของปะเทศไทย ณ 
ปัจจุบนัเช่ือวา่สาเหตุของมะเร็งน้ีน่าจะมีความสัมพนัธ์กบัการท่ีมีการติดเช้ือพยาธิใบไมใ้นตบั (Opisthorchis 
viverrini) และการรับประทานอาหารหมกัดองตวัอยา่งเช่น ปลาร้า, ปลาจ่อม และปลาเจ่า ซ่ึงจะมีสารท่ี
เรียกวา่ N-Ntrosocompound และ Nitrosamine โดยจาการทดลองบ่งบอกวา่จะสามารถเร่งใหเ้กิดมะเร็งไดเ้ร็ว
ข้ึน ธรรมชาติของมะเร็งท่อน ้าดีเป็นมะเร็งท่ีมีการเติบโตชา้แต่มีการแพร่ลุกลามสูง เน่ืองจากไม่มีอาการ
แสดงท่ีชดัเจนในระยะแรกของโรค ผูป่้วยจึงมกัมารับการรักษาเม่ือมะเร็งเขา้สู่ระยะทา้ย จึงท าใหผู้ป่้วยมะเร็ง
ท่อน ้าดีส่วนใหญ่มีพยากรณ์โรคท่ีไม่ดี   ดว้ยเหตุการณ์ดงัท่ีกล่าวขั้นตน้น้ี ท าใหเ้ห็นวา่การศึกษาหาวธีิคน้หา
ปัจจยัทางพนัธุกรรมของผูท่ี้มีความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งชนิดน้ี หรือการศึกษาคน้หาปัจจยัทางพนัธุกรรมท่ี
มีผลต่อการเลือกแผนการรักษาท่ีเหมาะสมกบัผูป่้วย น่าจะเป็นแนวทางท่ีจะลดและควบคุมการเกิดมะเร็งท่อ
น ้าดี และน่าจะส่งผลท าใหก้ารรักษาพยาบาลผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีมีประสิทธิภาพเพิ่มมากข้ึน    

งานวจิยัในคร้ังน้ีผูว้จิยัตอ้งการศึกษา Polymorphism ของยนี RNF43 ในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี 
เน่ืองจากมีรายงานในมะเร็งตบัอ่อน (Pancreatic cancer) พบวา่ polymorphism ของยนี RNF43 สามารถบ่งช้ี
ความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งตบัอ่อนได ้ (Low SK et al., 2010) และจากขอ้มูลพื้นฐานพบวา่ท่อน ้าดีและตบั
อ่อนมีเซลลต์น้ก าเนิดใกลเ้คียงกนัหรืออาจมาจากแหล่งเดียวกนั ดงันั้นจึงเป็นเหตุผลใหผู้ว้จิยัตอ้งการศึกษา 
Polymorphism ของยนี RNF43 ท่ีจ  าเพาะต่อมะเร็งท่อน ้าดี เพื่อเป็นประโยชน์ในการน าไปใชพ้ยากรณ์ความ
เส่ียงต่อการเกิดมะเร็งท่อน ้าดีต่อไป 
 
วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
1. เพื่อศึกษาหาความถ่ีของความแตกต่างของเบสต าแหน่งเดียวกนัในยนี RNF4 ในดีเอนเอ ของผูป่้วย
มะเร็งท่อน ้าดี  
2. เพื่อศึกษาศกัยภาพของความแตกต่างของเบสต าแหน่งเดียวกนัในยนี RNF43 ในการบ่งบอกโอกาส
เส่ียงต่อการเป็นมะเร็งท่อน ้าดีหรือพยากรณ์ความรุนแรงของโรค 
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ขอบเขตของการวจัิย  
ขอบเขตในงานวจิยัน้ีท าการศึกษาทางชีวเคมีในระดบัโมเลกุลดงัน้ี 
1. การคน้หา RNF43 polymorphism ในยนี RNF43 โดยเฉพาะส่วนของยนีท่ีสามารถแสดงออกได ้
(coding sequence = exon) จ านวน 10 exon ในดีเอนเอของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี  โดยเทคนิค DNA 
sequencing 
2. การเปรียบเทียบ RNF43 polymorphism ในยนี RNF43 ระหวา่งท่ีคน้พบในการศึกษากบัท่ีถูก
รายงานไวใ้นฐานขอ้มูลสาธารณะ (SNP Database version 131 และ 132)  
 
ประโยชน์ทีไ่ด้รับจากการวจัิย  

ผลส าเร็จท่ีไดห้ลงัจากเสร็จส้ินโครงการงานวจิยัน้ีคือ คน้พบสนิปของยนี RNF43 (RNF43 
polymorphism) ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี ซ่ึงสนิป ดงักล่าวจะถูกน าไปศึกษาต่อยอด เพื่อใหเ้กิดองคค์วามรู้
ใหม่ ในการอธิบายกลไกการเกิดและพฒันาของมะเร็งท่อน ้าดี และเพื่อท่ีจะพฒันาไปใชเ้ป็นตวัคดักรองแก่ผู ้
ท่ีมีความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งท่อน ้าดี นอกจากน้ี ผลของงานวจิยัคร้ังน้ีไดถู้กน าไปเผยแพร่ในงานประชุม 
ระดบันานาชาติ 1 คร้ัง ในรูปแบบของโปสเตอร์ (รายละเอียดดงัภาคภนวก ข) และผลของงานวจิยัคร้ังน้ีจะ
ถูกน าไปศึกษาต่อเพื่อเพิ่มองคค์วามรู้ในแง่มุมอ่ืนๆ ในหน่วยงานของศูนยพ์ยาธิใบไมต้บัและมะเร็งท่อน ้าดี 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น ต่อไป 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่ 2  
วธีิด าเนินการวจัิย 

 

แหล่งทีม่าของข้อมูล 
การศึกษาคร้ังน้ีใชดี้เอน็อ (DNA) ท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี โดยเน้ือเยือ่มะเร็ง

ดงักล่าวไดรั้บความอนุเคราะห์มาจากศูนยพ์ยาธิใบไมต้บัและมะเร็งท่อน ้าดี คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวทิยาลยัขอนแก่น  

ตวัอยา่งเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีจ  านวน 51 ตวัอยา่ง ไดม้าจากจากการคนไขท่ี้เขา้รับการรักษาดว้ยการ
ผา่ตดัท่ีโรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น และทุกตวัอยา่งน้ีไดมี้การตรวจ
วนิิจฉยัทางพยาธิวทิยา (Pathological examination) ยนืยนัวา่เป็นมะเร็งท่อน ้าดี  
 
วธีิการเกบ็รวบรวมข้อมูล 

1. การสกดัดีเอน็เอ (DNA extraction) 
เน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีและเน้ือเยือ่ปกติของผูป่้วยคนเดียวกนัจ านวนอยา่งละ 51 ตวัอยา่ง โดย 

เน้ือเยือ่ดงักล่าวเป็นเน้ือเยือ่แช่แขง็ (frozen tissues) เน้ือเยือ่แต่ละตวัอยา่งจะถูกน ามาบดใหล้ะเอียดดว้ยครก
และสาก (Mortar and pestle) ภายใตค้วามเยน็จดัของไนโตรเจนเหลว และเม่ือแต่ละตวัอยา่งเน้ือเยือ่มะเร็งถูก
บดละเอียดแลว้ จะถูกน าไปสกดัดีเอน็เอดว้ยชุดสกดัของ Qiagen genomic DNA kit (QIAGEN GmbH, 
Hilden, Germany, Cat #10243) โดยการสกดัดีเอน็เอจะเป็นไปตามขั้นท่ีระบุในชุดสกดั 

2. การตรวจหา RNF43 polymorphism ดว้ยวธีิ polymerase chain reaction (PCR) based capillary 
Sanger sequencing   

ดีเอน็เอท่ีสกดัไดจ้ากตวัอยา่งเน้ือเยือ่มะเร็งและเน้ือเยือ่ปกติอยา่งละ 51 ตวัอยา่งนั้น ถูกน ามา
ตรวจหา RNF43 polymorphism โดยการท า polymerase chain reaction (PCR) based capillary Sanger 
sequencing ดว้ยขั้นตอนดงัน้ี 
ขั้นตอนท่ี 1:  Polymerase chain reaction (PCR) นั้นจะตอ้งออกแบบ primer เพื่อใหค้รอบคุมบริเวณของยนี 
RNF43 ท่ีสามารถแสดงออกมาเป็นโปรตีน (coding sequence = exon) ได ้  โดยยนี RNF43 นั้นมีขนาด
ประมาณ 2.352 kb และประกอบดว้ย exon จ านวนทั้งหมด 10 exon ดงันั้นตอ้งออกแบบ primer จ านวน 10 คู่
ดงัตารางในภาคภนวก   Primer ทั้ง 10 คู่นั้นจะถูกน ามาใชท้  า PCR ของตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีไดจ้ากเน้ือเยือ่มะเร็ง
ท่อน ้าดีทั้ง 51 ตวัอยา่ง โดยองคป์ระกอบของการท า PCR (PCR reaction) ใน primer แต่ละคู่นั้น แสดงไวใ้น
ภาคภนวก  เม่ือได ้PCR reaction แลว้จะถูกน าไปใส่ดว้ยเคร่ือง ABI GeneAmp Thermal cycle โดยมี PCR 
condition คือ 1 รอบของ 95C ใชเ้วลา 10 นาที , 39 รอบของ 95C, 30 วนิาที;  58C, 30 วนิาที;  72C, 1 
นาที และเม่ือครบ 39 รอบ ตามดว้ย 1 รอบของ 72C, 10 นาที ส้ินสุดจะได ้PCR product ของแต่ละตวัอยา่ง
ซ่ึงขะถูกน าไปท าต่อในขั้นตอนท่ี 2 
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ขั้นตอนท่ี 2: Exonuclease-shrimp alkaline phosphatase clean-up ขั้นตอนน้ีเป็นการเตรียม PCR product ท่ี
ไดใ้หพ้ร้อมก่อนน าไปท า Sanger DNA sequencing    โดย PCR product แต่ละตวัอยา่งจะถูกเติมดว้ย 
exonuxlease และ shrimp alkaline phosphatase ดงัแสดงในภาคผนวก และน าไปใส่ดว้ยเคร่ือง ABI 
GeneAmp Thermal cycle โดยบ่งท่ี  37C ใชเ้วลา 60 นาที และตามดว้ย 72 C ใชเ้วลา 15 นาที เม่ือครบ
เวลาตวัอยา่ง PCR product ดงักล่าวจะถูกน าไปท าต่อในขั้นตอนท่ี 3 
ขั้นตอนท่ี 3:  
 PCR product ท่ีไดจ้ากขั้นตอนท่ี 2 จะถูกน ามาใชใ้นขั้นตอน Sanger DNA sequencing โดยองคป์ระกอบ
สารหลกัท่ีใชคื้อ ABI BigDye Terminator v 3.1 Life technologies, Carlsbad, CA, USA, Cat  4337457) 
รายละเอียดของปฏิกิริยาดงัแสดงในภาคภนวก เม่ือเตรียมปฏิกิริยาของแต่ละตวัอยา่งแลว้จะน าไปใส่ใน
เคร่ือง ABI GeneAmp Thermal cycle โดยมี Thermal cycle คือ  1 รอบของ 96,  นาที;  29 รอบของ 96C, 
10 วนิาที,  50C, 5 วนิาที, 60C, 4 นาที เม่ือครบ 29 รอบแลว้ sequencing product จะถูกน าไปวเิคราะห์โดย
เคร่ือง ABI sequencer 3130 เพื่อได ้trace data ท่ีเป็น chromatogram แสดงล าดบั nucleotide ของ coding 
sequence ของยนี  RNF43  จากน้ีขอ้มูลดงักล่าวจะถูกน าไปวเิคราะห์หา RNF polymorphism ต่อไปดว้ย
โปรแกรม DNA star version  

 

วธีิวเิคราะห์ข้อมูล  
  ดีเอน็เอของแต่ละตวัอยา่งเน้ือเยือ่มะเร็งและเน้ือเยือ่ปกติเม่ือผา่นกระบวนการ PCR based capillary 
Sanger sequencing และถูกน าไปวเิคราะห์ดว้ย ABI sequencer 3130 แลว้ เพื่อใหไ้ด ้trace data  
(chromatogram)  โดย trace data จากตวัอยา่งเน้ือเยือ่มะเร็งและเน้ือเยือ่ปกติจะถูกน าไปวเิคราะห์หาล าดบัเบส
ต าแหน่งเดียวท่ีแตกต่างกนัในยนี RNF43 (RNF43 polymorphism)  โดยโปรแกรม DNA star version 6 
(SeqMan) โปรแกรมจะท าการวเิคราะห์หา RNF43 polymorphism  โดยมีขั้นตอนการวเิคราะห์ดงัน้ี 
1. เอาแต่ละ trace data ท่ีบรรจุล าดบัเบสของยนี RNF43 ท่ีไดจ้ากแต่ละตวัอยา่งทั้งจากมะเร็งและเน้ือเยือ่ปกติ
มาเปรียบเทียบกบัล าดบัเสอา้งอิงของยนี RNF43 ท่ีอยูบ่นฐานขอ้มูล nucleotide database นั้น เม่ือล าดบัเบส
ต าแหน่งใดแตกต่างจากล าดบัเบสอา้งอิงจะถูกพิจารณาเบ้ืองตน้วา่เป็นความแตกต่างแบบ heterozygous  (มี
ความผดิปกติเพียง 1 allele ของยนี RNF43 จากทั้งหมด 2 allele) หรือ homozygous (มีความผดิปกติทั้ง 2 
alleles ของยนี RNF43)  ตามแสดงดงัปรูภาพท่ี 1 
2. ถา้ล าดบัเบสต าแหน่งเดียวท่ีแตกต่างกนันั้นไม่วา่จะเป็นแบบ heterozygous หรือ homozygous พบในดีเอน็
เอจากเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีหรือเน้ือเยือ่ปกติจากผูป่้วยคนเดียวกนัพิจารณาวา่เป็น Germline mutation ตาม
แสดงดงัรูปภาพท่ี 2 ดงันั้น Germline mutation จะพบในความถ่ีต ่า แต่ถา้พบปรากฏการณ์น้ีเช่นน้ีในความถ่ี
สูงคือพบในเกือบทุกตวัอยา่งอาจจะเป็น Polymorphism ได ้จะพิสูจน์วา่เป็น Polymorphism หรือไม่ โดยน า
ความแตกต่างน้ีไปตรวจสอบท่ีฐานขอ้มูล SNP database  
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3. ถา้ล าดบัเบสต าแหน่งเดียวท่ีแตกต่างกนันั้นไม่วา่จะเป็นแบบ heterozygous หรือ homozygous พบในดีเอน็
เอจากเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีแต่ไม่พบในเน้ือเยือ่ปกติจากผูป่้วยคนเดียวกนัพิจารณาวา่เป็น Somatic mutation 
ตามแสดงดงัรูปภาพท่ี 2   

 
 

 
 
รูปภาพท่ี 1 trace data ท่ีบรรจุล าดบัเบสของยนี RNF43 ท่ีไดจ้ากแต่ละตวัอยา่งทั้งจากมะเร็งและเน้ือเยือ่ปกติ
มาเปรียบเทียบกบัล าดบัเสอา้งอิงของยนี RNF43 ท่ีอยูบ่นฐานขอ้มูล nucleotide database  
 
 

 
รูปภาพท่ี 2 Germline mutation แบบ heterozygous และ Somatic mutationแบบ heterozygous หรือ 
homozygous ตามล าดบั 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่ 3 
 ผลการวเิคราะห์ข้อมูล   

 
1. ผล DNA sequencing ของ 10 coding sequence (exon) ในยนี RNF43 ในตัวอย่างดีเอน็เอจากเนือ้เยือ่

มะเร็งท่อน า้ดีจ านวน 51 ราย 
ผลการศึกษาพบล าดบัเบสต าแหน่งเดียวท่ีแตกต่างกนัทั้งแบบ heterozygous และ homozygous จ านวน 

4 ต าแหน่งใน coding sequences ล าดบัท่ี 2, 3, 6 และ 9 ในตวัอยา่งดีเอน็เอจากเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดีดว้ย
ความถ่ีแตกต่างกนัในแต่ละต าแหน่งเบส  และแต่ละต าแหน่งเบสดงักล่าวไดต้รวจสอบกบั SNP database 
version 131 และ version 132 วา่เป็น Polymorphism ของยนี RNF43 นอกจากน้ีทางผูว้จิยัยงัตรวจพบการ
กลายพนัธ์ุของยนี RNF43 (RNF43 mutation) จ านวน 3 รายโดยมีรายละเอียดดงัรูปภาพท่ี 3 และตารางท่ี1    

 
 

RNF43 cDNA coding only

2352 bp

SNP Exon6  G>A R221Q (662)

SNP Exon2  A>G  I47V (139)

SNP Exon3 G>A R117H (350)

SNP Exon9 A>G   E713G (2138)

 
 
รูปภาพท่ี 3 RNF43 polymorphism ทั้ง 4 ต าแหน่งบน coding sequences ล าดบัท่ี (exon) 2, 3, 6 และ 9 

ในตวัอยา่งดีเอน็เอจากเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี 
 

1.1 ล าดบัเบสท่ีแตกต่างกนัแบบ heterozygous ใน coding sequence ล าดบัท่ี 2 (Exon 2) มีการเปล่ียนแปลง
ของเบส A ไปเป็นเบส G (A>G) โดยพบแบบ heterozygous  (AG genotype) จ านวน 22/51 รายและ 
homozygous (GG genotype) จ านวน 10/51 ราย  โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
Reference sequence of RNF43 exon2 from nucleotide database  
CCCTGGCTGCTGATGGCTACCCTGCAGGCAGGCTTTGGACGCACAGGACTGGTACTGGC
AGCAGCGGTGGAGTCTGAAAGATCAGCAGAACAGAAAGCTATTATCAGAGTGATCCCCT
TGAAAATGGACCCCACAGGAAAACTGAATCTCACTTTGGAAGGTGTGTTTGCTGGTGTTG
CTGAAATAACTCCAGCAGAAGGAAAATTAATGCA 
Variant sequence of RNF43 exon2 from nucleotide database  
CCCTGGCTGCTGATGGCTACCCTGCAGGCAGGCTTTGGACGCACAGGACTGGTACTGGC
AGCAGCGGTGGAGTCTGAAAGATCAGCAGAACAGAAAGCTGTTATCAGAGTGATCCCCT
TGAAAATGGACCCCACAGGAAAACTGAATCTCACTTTGGAAGGTGTGTTTGCTGGTGTTG
CTGAAATAACTCCAGCAGAAGGAAAATTAATGCA 
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       การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนน้ีบน cDNA พบอยูบ่นต าแหน่งท่ี 139 (c.139) ผลท าใหมี้การแปลรหสั
กรดอะ มิโนล าดบัท่ี 47 จาก Isoleucine เป็น Valine (p.I47V) เม่ือตรวจสอบฐานขอ้มูล SNP databases 
132 พบวา่มีรายงานล าดบัเบสต าแหน่งเดียวดงักล่าวแลว้ในฐานขอ้มูลวา่เป็น RNF43 polymorphism –
Rs3744093 

1.2 ล าดบัเบสท่ีแตกต่างกนัแบบ heterozygous ใน coding sequence ล าดบัท่ี 3 (Exon 3) มีการเปล่ียนแปลง
ของเบส G ไปเป็นเบส A (G>A) โดยพบแบบ heterozygous (GA genotype) จ านวน 23/51 รายและ 
homozygous (AA genotype) จ านวน 14/51 ราย  โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
Reference sequence of RNF43 exon3 from nucleotide database  
TCCCACCCGCTGTACCTGTGCAATGCCAGTGATGACGACAATCTGGAGCCTGGATTCATC
AGCATCGTCAAGCTGGAGAGTCCTCGACGGGCCCCCCGCCCCTGCCTGTCACTGGCTAG
CAAG 
Variant sequence of RNF43 exon3 from nucleotide database  
TCCCACCCGCTGTACCTGTGCAATGCCAGTGATGACGACAATCTGGAGCCTGGATTCATC
AGCATCGTCAAGCTGGAGAGTCCTCGACGGGCCCCCCACCCCTGCCTGTCACTGGCTAG
CAAG 
       การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนน้ีบน cDNA พบอยูบ่นต าแหน่งท่ี 350 (c.350) ผลท าใหมี้การแปลรหสั
กรดอะ มิโนล าดบัท่ี 117 จาก Arginine เป็น Histidine (p.R117H) เม่ือตรวจสอบฐานขอ้มูล SNP 
databases 132 พบวา่มีรายงานล าดบัเบสต าแหน่งเดียวดงักล่าวแลว้ในฐานขอ้มูลวา่เป็น RNF43 
polymorphism –Rs2257205 

 
1.3 ล าดบัเบสท่ีแตกต่างกนัแบบ heterozygous ใน coding sequence ล าดบัท่ี 6 (Exon 6) มีการเปล่ียนแปลง

ของเบส C ไปเป็นเบส T (C>T) โดยพบแบบ heterozygous (CT genotype) จ านวน 3/51 รายและ 
homozygous (TT genotype)  จ  านวน 2/51 ราย  โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
Reference sequence of RNF43 exon6 from nucleotide database  
CGGCCTGCTGTGGCGGGGGCGGCACCGGATGCGCAGCACCGAAGCCAGGATGATCACA
AAGATGGTGCCCACCACTGTCATTAGGATCCACACATCATAATCTGG 
Variant sequence of RNF43 exon6 from nucleotide database  
CGGCCTGCTGTGGCGGGGGCGGCACTGGATGCGCAGCACCGAAGCCAGGATGATCACA
AAGATGGTGCCCACCACTGTCATTAGGATCCACACATCATAATCTGG 
       การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนน้ีบน cDNA พบอยูบ่นต าแหน่งท่ี 662 (c.662) ผลท าใหมี้การแปลรหสั
กรดอะ มิโนล าดบัท่ี 221 จาก Arginine เป็น  Glutamine (p.R221Q) เม่ือตรวจสอบฐานขอ้มูล SNP 
databases 131 พบวา่มีรายงานล าดบัเบสต าแหน่งเดียวดงักล่าวแลว้ในฐานขอ้มูลวา่เป็น RNF43 
polymorphism –Rs2285990 
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1.4 ล าดบัเบสท่ีแตกต่างกนัแบบ heterozygous ใน coding sequence ล าดบัท่ี 9 (Exon 9) มีการเปล่ียนแปลง

ของเบส A ไปเป็นเบส G (A>G) โดยพบแบบ heterozygous (AG genotype) จ านวน 2/51 รายโดยมี
รายละเอียดดงัน้ี 
Reference sequence of RNF43 exon9 from nucleotide database  
CTTGATCTGTGGACCTCCAGGCCTGGACAAGAGGCTGCTACCAGAAACCCCAGGCCCCT
GTTACTCAAATTCACAGCCAGTGTGGTTGTGCCTGACTCCTCGCCAGCCCCTGGAACCAC 
Variant sequence of RNF43 exon9 from nucleotide database 
CTTGATCTGTGGACCTCCAGGCCTGGACAAGAGGCTGCTACCAGGAACCCCAGGCCCCT
GTTACTCAAATTCACAGCCAGTGTGGTTGTGCCTGACTCCTCGCCAGCCCCTGGAACCAC 
       การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนน้ีบน cDNA พบอยูบ่นต าแหน่งท่ี 2138 (c.2138) ผลท าใหมี้การแปลรหสั
กรดอะ มิโนล าดบัท่ี 713 จาก Glutamate เป็น  Glycine (p.E713G) เม่ือตรวจสอบฐานขอ้มูล SNP 
databases 131 และ 132 ไม่พบวา่มีรายงานล าดบัเบสต าแหน่งเดียวดงักล่าวแลว้ในฐานขอ้มูล 
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ตารางท่ี 1  จีโนไทดข์อง Rs3744093, Rs2257205 และ Rs2285990  และ RNF43 mutation ในผูป่้วยมะเร็ง
ท่อน ้าดี 51 ราย 

Code Rs3744093 A>G Rs2257205 G>A Rs2285990 Rs C>T RNF43 Mutation

A028 AG GA CC

A035 AG GG CC

A039 AG GA CC

A042 AA GA CT

A043 GG GA CC

A074 AA AA CC c.611 C>G, p.T204R

A105 AG GA CC

A106 AA AA CC

A107 AG GA CC

A119 AA AA CC

A120 GG GG CC

A128 AG GA CT

A142 AG GG CC

A159 AG AA CC c.337 C>T, p.R113X

A162 AA GA CC

B032 AA GA CC

B048 AG AA CC

B064 AA AA CC

B070 AA GA CC

B083 AG GA CC

B085 GG GG CC

B087 AG GG CC

B099 AG GA CC

B113 GG GA CC

B149 GG GG CC

R100 GG GA CC

R134 AG GA CT

R149 AG GA CC

T003 AG GA CC

T151 AA AA CC

T157 AA GG CC

T160 AG GA CC

U027 GG GA CC

W012 AA AA CC c.2167 C>T, p.Q723X

W039 AA AA TT

Y002 GG GG CC

Y008 GG GG CC

Y019 AA GG CC

Y020 AG AA CC

Y023 AG GG CC

Y032 AA GG CC

Y033 AG GA CC

Y035 GG GG CC

Y057 AA AA CC

Y065 AA GG CC

Y072 AG GA CC

Y074 AG GA CC

Y091 AA AA CC

Y123 AA AA TT

Y140 AA AA CC

Y149 AG GA CC  
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2. ความสัมพนัธ์ระหวา่งความแตกต่างของเบสต าแหน่งเดียวกนัในยนี RNF43 (RNF43 polymorphism) 

ของแต่ละต าแหน่งกบัระยะรอดชีวติ (overall survival time) และอาการทางพยาธิคลินิก 
(clinocopathological feature) ของมะเร็งท่อน ้าดี 

2.1 ความสัมพนัธ์ระหวา่งแต่ละ RNF43 polymorphism (Rs3744093 และ Rs2257205) กบัระยะรอดชีวติ 
(overall survival time) ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดี  

ผลของ RNF43 polymorphism Rs3744093 หรือ Rs2257205 ของผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีจ  านวน 51 ราย
ถูกน ามาวเิคราะห์กบัระยะรอดชีวติ (survival analysis) ของผูป่้วย ดว้ยการวเิคราะห์ของ Kaplan-Meier 
Curve พบวา่ 
2.1.1. ผูป่้วยท่ีมี Rs3744093 แบบ homozygous (GG genotype) จ านวน 10 ราย (Median survival tome 
= 176 + 75 วนั) มีแนวโนม้ของระยะเวลาการรอดชีวติท่ีสั้นกวา่ผูป่้วยท่ีไม่มี Rs3744093 (AA 
genotype; Median survival tome = 358 + 55 วนั) และมี Rs3744093 แบบ heterozygous (AG genotype; 
Median survival tome = 474 + 113 วนั) แต่ไม่พบนยัส าคญัทางสถิติท่ี P = 0. 360 และเม่ือเปรียบเทียบ
ระยะเวลาการรอดชีพระหวา่งผูป่้วยท่ีมี Rs3744093 แบบ homozygous กบั heterozygous เท่านั้น พบวา่ 
ผูป่้วยท่ีมี Rs3744093 แบบ homozygous (GG genotype) มีระยะเวลาการรอดชีวติท่ีสั้นกวา่ผูป่้วยท่ีมี 
Rs3744093 แบบ heterozygous (AG genotype) อยา่งเห็นไดช้ดั แต่ทางผูว้จิยัไม่พบนยัส าคญัทางสถิติ P 
= 0.140 อาจเน่ืองมาจากจ านวนตวัอยา่งในการศึกษาคร้ังน้ีมีจ  านวนนอ้ย   แสดงดงัรูปภาพท่ี 4 
 
2.1.2. ผูป่้วยท่ีมี Rs2257205 แบบ homozygous (AA genotype) จ านวน 14 ราย (Median survival tome 
= 191 + 53 วนั) มีแนวโนม้ของระยะเวลาการรอดชีวติท่ีสั้นกวา่ผูป่้วยท่ีไม่มี Rs2257205 (GG 
genotype; Median survival tome = 429 + 156 วนั) และมี Rs2257205 แบบ heterozygous (GA 
genotype; Median survival tome = 474 + 122 วนั) แต่ไม่พบนยัส าคญัทางสถิติท่ี P = 0. 127 และเม่ือ
เปรียบเทียบระยะเวลาการรอดชีพระหวา่งผูป่้วยท่ีมี Rs2257205 แบบ homozygous กบั heterozygous 
เท่านั้น พบวา่ ผูป่้วยท่ีมี Rs2257205 แบบ homozygous (AA genotype) มีระยะเวลาการรอดชีวติท่ีสั้น
กวา่ผูป่้วยท่ีมี Rs2257205 แบบ heterozygous (GA genotype) อยา่งเห็นไดช้ดั โดยพบนยัส าคญัทางสถิติ 
P = 0.053 แสดงดงัรูปภาพท่ี 5 
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รูปภาพท่ี  4 Kplan-Meier Curve แสดง Overall survival time ของผูม้ะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีการแสดงออกของ 

RNF43 polymorphism – Rs3744093 แบบ homozygous และ heterozygous 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
รูปภาพท่ี  5 Kplan-Meier Curve แสดง Overall survival time ของผูม้ะเร็งท่อน ้าดีท่ีมีการแสดงออกของ 

RNF43 polymorphism – Rs2257205 แบบ homozygous และ heterozygous 
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2.2 ความสัมพนัธ์ระหวา่งแต่ละ RNF43 polymorphism (Rs3744093 หรือ Rs2257205) กบัอาการทางพยาธิ
คลินิก (clinocopathological feature) ของมะเร็งท่อน ้าดี 
ผลการวเิคราะห์ดว้ยสถิติ chi-square test เพื่อหาความสัมพนัธ์ระหวา่งแต่ละ RNF43 polymorphism 

(Rs3744093 หรือ Rs2257205) กบัอาการทางพยาธิคลินิก (clinocopathological feature) ของมะเร็งท่อน ้าดี 
ไม่พบความสัมพนัธ์ของแต่ละ RNF43 polymorphism กบั เพศ อาย ุลกัษณะทางจุลพยาธิ (Histological type) 
และระยะของโรค (Stage) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 1 และ 2 
 
ตารางท่ี2 ความสัมพนัธ์ระหวา่งแต่ละ RNF43 polymorphism - Rs3744093 กบัอาการทางพยาธิคลินิก 
(clinocopathological feature) ของมะเร็งท่อน ้าดี 
 

 
ปัจจยัทางคลินิก 

RNF43 polymorphism-Rs3744093  
P value Normal  

(n = 19) 
Heterozygous 

(n = 22) 
Homozygous 

(n = 10) 
อาย ุ
< 56 ปี 
> 56 ปี 

 
11 
8 

 
7 

15 

 
6 
4 

 
0.164 

เพศ 
ชาย 
หญิง 

 
6 

13 

 
8 

14 

 
6 
4 

 
0.308 

ลกัษณะทางจุลพยาธิ (Histological 
type) 
Papillary type 
Non-papillary type 

 
7 

12 

 
8 

14 

 
6 
4 

 
0.402 

ระยะของโรค (Stage) 
I-II-III 
IIIA-IIIB 
IVA-IVB 

 
5 
3 

11 

 
8 
3 

11 

 
4 
2 
4 

 
0.899 
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ตารางท่ี 3  ความสัมพนัธ์ระหวา่งแต่ละ RNF43 polymorphism – Rs2257205 กบัอาการทางพยาธิคลินิก 
(clinocopathological feature) ของมะเร็งท่อน ้าดี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ปัจจยัทางคลินิก 

RNF43 polymorphism-Rs2257205  
P value Normal  

(n = 14) 
Heterozygous 

(n = 23) 
Homozygous 

 (n = 14) 
อาย ุ
< 56 ปี 
> 56 ปี 

 
5 
9 

 
14 
9 

 
8 
6 

 
0.309 

เพศ 
ชาย 
หญิง 

 
6 
8 

 
8 

15 

 
6 
8 

 
0.841 

ลกัษณะทางจุลพยาธิ (Histological 
type) 
Papillary type 
Non-papillary type 

 
6 
8 

 
5 
9 

 
10 
13 

 
0.887 

ระยะของโรค (Stage) 
I-II-III 
IIIA-IIIB 
IVA-IVB 

 
5 
2 
7 

 
8 
4 

11 

 
4 
2 
8 

 
0.985 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

บทที ่4 
ข้อวจิารณ์ 

 
คณะผูว้จิยัท  าการตรวจหาสนิปของยนี RNF43(RNF43 polymorphism) ในเน้ือเยือ่มะเร็งท่อน ้าดี

จ  านวน 51 ราย โดยในการศึกษาคร้ังน้ีคณะผูว้จิยัพบสนิปของยนี RNF43ใน coding sequence (exon) ท่ี 2, 3, 
6 และ 9 จ านวน 4 ต าแหน่งตามล าดบั โดยท่ี 3 ใน 4 ต าแหน่งดงักล่าวมีการรายงานในฐานขอ้มูลสาธารณ 
(dbSNP database) แลว้และใหร้หสั คือ  Rs3744093 (c.139 A>G)  Rs2257205  (c.350 G>A) และ 
Rs2285990 (c.662 C>T)  สนิปทั้งสามต าแหน่งน้ีพบวา่ Rs2257205  (c.350 G>A) มีความถ่ีสูงท่ีสุดคือ 72 % 
การพบ Rs2257205 มีความถ่ีสูงสุดในมะเร็งท่อน ้าดีน้ี  ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการศึกษา Genome wide 
associated study (GWAS)ในมะเร็งตบัอ่อนเทียบกบัคนปกติ โดยพบวา่ผูท่ี้มี Rs2257205 จะมีความเส่ียงต่อ
การเป็นมะเร็งตบัอ่อนโดยมีค่า odds ratio เท่ากบั 1.25 (Low SK et al., 2010) ซ่ึงหลกัฐานดงักล่าวท าให้
สนบัสนุนวา่ Rs2257205 น่าจะมีความส าคญักบัความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งท่อน ้าดี   เน่ืองจากมะเร็งท่อน ้าดี
และมะเร็งตบัอ่อนมีรอยโรคเกิดข้ึนท่ีบริเวณอวยัวะใกลเ้คียงกนั และยงัมีการศึกษาท่ีสนบัสนุนวา่เซลลท์่อ
น ้าดีและเซลลต์บัอ่อนน่าจะมาจากเซลลต์น้ก าเนิดเดียวกนั (Cardinale, V. et al., 2010 and Nakanuma, Y., 
2010) และมากไปกวา่นั้นมีรายงานการกลายพนัธ์ุของยนี RNF43 ดว้ยความถ่ีสูงในทั้งมะเร็งท่อน ้าดีและ
มะเร็งตบัอ่อน  (Ong CK et al., 2012 and Wu J et al.,2011)  นอกจากน้ีคณะผูว้จิยัพบวา่ผูป่้วยท่ีมี 
Rs3744093 แบบ homozygous (GG genotype) หรือผูป่้วยท่ีมี Rs2257205 แบบ homozygous (AA genotype) 
จะมีความสัมพนัธ์กบัระยะรอดชีพสั้น ซ่ึงขอ้มูลดงักล่าวแสดงใหเ้ห็นวา่การเปล่ียนแปลงของนิวคลีโอไทด์
ในยนี RNF43 อาจมีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน RNF43 เป็นผลต่อการท างานของยนีน้ี  เน่ืองจาก ยนี
RNF43 นั้นถูกพิจารณาวา่เป็น tumor suppressor gene มีหนา้ท่ีเก่ียวขอ้งในการควบคุมการเจริญเติบโตของ
เซลล ์  ดงันั้นถา้ยนี RNF43 มีความบกพร่องคือท าหนา้ท่ีไดม้ากข้ึนก็อาจส่งผลต่อการส่งเสริมการพฒันาการ
เกิดมะเร็งได ้ โดยการทดลองในมะเร็งตบัพบวา่ถา้มีการยบัย ั้งการท างานของยนี RNF43 มีผลใหเ้ซลลม์ะเร็ง
ตบัหยดุการเพิ่มจ านวนและตาย  (Xing C et al., 2013) เช่นเดียวกบัผลการศึกษาเบ้ืองตน้ของคณะผูว้จิยัก็
พบวา่เซลลม์ะเร็งท่อน ้าดีจะหยดุการเพิ่มจ านวนเม่ือการยบัย ั้งการท างานของยนี RNF43  แต่อยา่ไรก็ตาม
การศึกษาบทบาทหนา้ท่ีทางชีวภาพของ Rs2257205 และ Rs3744093 น่าจะเป็นหลกัฐานท่ีสามารถยนืยนั
ความส าคญัของสนิปของยนี RNF43 ดงักล่าวไดดี้  ซ่ึงทางผูว้จิยัไดมี้แผนในการศึกษาต่อไป   

 
 
 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22158988
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xing%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23136185


 

บทที ่ 5  
บทสรุป 

 
สรุปและข้อเสนอแนะ 
  ในการศึกษาของคณะผูว้จิยัคร้ังน้ี แสดงใหเ้ห็นวา่มีการกระจายของสนิปหลายๆต าแหน่ง
ในยนี RNF43 และแต่ละต าแหน่งมีความถ่ีของการตรวจพบในผูป่้วยมะเร็งท่อน ้าดีแตกต่างกนั  โดยต าแหน่ง
ท่ีพบวา่มีความถ่ีสูงในมะเร็งท่อน ้าดีคือ Rs2257205 ซ่ึงสนิปน้ีอาจจะถูกน ามาใชเ้ป็นตวับ่งช้ีเพื่อพยากรณ์
ความเส่ียงต่อการเป็นมะเร็งท่อน ้าดีไดใ้นอนาคต  ถา้ไดมี้การศึกษาเพิ่มเติมในจ านวนตวัอยา่งเน้ือเยือ่มะเร็งท่ี
มากข้ึน และกลุ่มคนปกติ  เน่ืองจะท าใหไ้ดห้ลกัฐานขอ้มูลท่ีถูกตอ้งแม่นย  า  และการท าการทดลองในแง่
บทบาทหนา้ท่ีทางชีวภาพของ Rs2257205 ก็จะเป็นส่วนท่ีช่วยยนืยนัความส าคญัของสนิปน้ีในบทบาทการ
ส่งเสริมการเป็นมะเร็งท่อน ้าดีต่อไป 
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ตารางแสดง Primer ส าหรับ polymerase chain reaction based capillary Sanger sequencing ของยนี RNF43 
 

Primer Name Primer sequence 5' - 3' Exon region PCR product (bp) 

RNF-Ex2-F GACTTGGCTTTCTGAAACGGAAG Exon2 (coding start) 526 

RNF-Ex2-R GAATGCCAATAAGGCAGTATCTACTC Exon2 (coding start)   

RNF-Ex3-F CAGTGGTCACTAGCTTACTAAGAGG Exon3 442 

RNF-Ex3-R CCACTTCTCTCAGACCAGTCATGG exon3   

RNF-Ex4&5-F CTTGCATAGGTAGATGTGAGTGTGC Exon 4+5 598 

RNF-Ex4&5-R ATGAAGTTGGACTAGAGGGTTTCCAG Exon 4+5   

RNF-Ex6-F CCACTTGCAGGTTCCTCTCCATCC Exon6 410 

RNF-Ex6-R CTGCTGGAAATCAACAAAGACAGACG Exon6   

RNF-Ex7-F GAACTCCTAAGGATGTTCAACTGG Exon7 484 

RNF-Ex7-R CAATAGTGCTCTTTCACTGGAAGG Exon7   

RNF-Ex8-F CTGTTAAGAAAGTTGCCCAACGTC Exon8 464 

RNF-Ex8-R GTGAGGCACTCTGGAGCAGTGTAC Exon8   

RNF-Ex9-1F GAACAAAGGAGTCCCAGAGCACAG Exon9 734 

RNF-Ex9-1R CAAAGTCACTGCTTAGGGAGCTGC Exon9   

RNF-Ex9-2F AGAGCAGCAGCGCCTGGCAGGAG Exon9 614 

RNF-Ex9-2R CTGCTGAGTTGGATCTGGTGACTTGC Exon9   

RNF-Ex9-3F GTTTCCAGCCATGTCCACTACCAC Exon9 509 

RNF-Ex9-3R TCTGGTAGCAGCCTCTTGTCCAGG Exon9   

RNF-Ex9-4F CAGTACCAGCAGTCTGTTCAACTTG Exon9 534 

RNF-Ex9-4R TTGGTTGTCATCTCTGCTGTATCC Exon9   

RNF-Ex10-F CCTTAGCTTTCAATCTAACCACC Exon10 344 

RNF-Ex10-R CACCAGTCCTCTTCCAGTGCTTCTAG Exon10   

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาคผนวก ข 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

20 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

21 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



20 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

22 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

23 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



22 
 

ประวตัิผู้วจัิย 
 ดร.ชุติมา ตลบันิล เป็นอาจารยส์าขาชีวเคมี ส านกัวชิาวทิยาศาสตร์ มหาวิทยาลยั
เทคโนโลยสุีรนารี เกิดเม่ือวนัท่ี 13 เมษายน พ.ศ. 2525 สถานท่ีเกิดจงัหวดันครราชสีมา การศึกษา
ระดบัปริญญาตรี วทิยาศาสตรบณัฑิต (เทคนิคการแพทย)์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น ปีท่ีส าเร็จการศึกษา 
พ.ศ. 2547 และระดบัปริญญาเอก ปรัชญาดุษฎีบณัฑิต (ชีวเคมีทางการแพทย)์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น 
ปีท่ีส าเร็จการศึกษา พ.ศ. 2553 หลงัจบการศึกษาระดบัปริญญาเอก ท างานเป็นนกัวจิยัท่ีสถาบนัมะเร็ง
แห่งชาติประเทศสิงคโปร์ (National Cancer Centre Singapore) เป็นเวลา 18 เดือน ก่อนมารับ
ต าแหน่งเป็นอาจารย ์สาขาชีวเคมี ส านกัวชิาวทิยาศาสตร์ สถานท่ีติดต่อ อาคารวชิาการ 2 ชั้น 4 หอ้ง 
C2 406 สาขาวชิาเคมี ส านกัวชิาวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 111 ถนนมหาวทิยาลยั 
ต. สุรนารี อ. เมือง จ. นครราชสีมา 30000 โทร. 044 224 254 แฟกซ์ 044 224 648 หรือ Email: 
chutima.sub@sut.ac.th, chutima_kku@yahoo.com 
ผลงานตีพมิพ์ (ยอ้นหลงั 5 ปี)  
      -    ผลงานตีพิมพใ์นวารสารระดบัชาติ 
Bhudhisawasdi V, Khuntikeo N, Chur-in S, Pugkhem A, Talabnin C, Wongkham S. 
Cholangiocarcinoma: Experience of Srinagarind Hospital (2012) Srinagarind Med J, 27, pp 331-9 
      -    ผลงานตีพิมพใ์นวารสารนานาชาติ 
Chusorn P., Namwat N., Loilome W., Techasen A., Pairojkul C., Khuntikeo N., Dechakhamphu  
      A., Talabnin C., Chan-On W., Ong C. K., Teh  BT., Yongvanit P. Overexpression of    
      microRNA-21 regulating PDCD4during tumorigenesis of liver fluke-associated  
      cholangiocarcinoma contributes to tumor growth and metastasis. Tumor Biology. DOI  
      10.1007/s13277-013-0688-0 (Published online 17 February 2013 
Bhudhisawasdi, V., Pugkhem, A., Talabnin, C., Khuntikeo, N., Seow, OT.,  Chur-in, S.,   

Wongkham, S. Evaluation of postoperative adjuvant chemotherapy for intrahepatic 
cholangiocarcinoma patients with R1 and R2 resections (2012) Asian Pacific Journal of Cancer 
Prevention, (13), KKU supplement pp.169-174. 

Ong, C.K., Subimerb, C., Pairojkul, C., Wongkham, S., Cutcutache, I., Yu, W., McPherson, J.R., 
Allen, G.E., Ng, C.C.Y., Wong, B.H., Myint, S.S., Rajasegaran, V., Heng, H.L., Gan, A., Zang, 
Z.J., Wu, Y., Wu, J., Lee, M.H., Huang, D., Ong, P., Chan-On, W., Cao, Y., Qian, C.-N., Lim, 
K.H., Ooi, A., Dykema, K., Furge, K., Kukongviriyapan, V., Sripa, B., Wongkham, C., 
Yongvanit, P., Futreal, P.A., Bhudhisawasdi, V., Rozen, S., Tan, P., Teh, B.T. Exome 

24 

 

 

 

 

 

 

 

 

mailto:chutima.sub@sut.ac.th
mailto:chutima_kku@yahoo.com


23 
 

sequencing of liver flukeg-associated cholangiocarcinoma  (2012) Nature Genetics, 44 (6), pp. 
690-693.  

Varela, I., Tarpey, P., Raine, K., Huang, D., Ong, C.K., Stephens, P., Davies, H., Jones, D., Lin, 
M.-L., Teague, J., Bignell, G., Butler, A., Cho, J., Dalgliesh, G.L., Galappaththige, D., 
Greenman, C., Hardy, C., Jia, M., Latimer, C., Lau, K.W., Marshall, J., McLaren, S., Menzies, 
A., Mudie, L., Stebbings, L., Largaespada, D.A., Wessels, L.F.A., Richard, S., Kahnoski, R.J., 
Anema, J., A.tuveson, D., Perez-Mancera, P.A., Mustonen, V., Fischer, A., Adams, D.J., Rust, 
A., Chan-On, W., Subimerb, C., Dykema, K., Furge, K., Campbell, P.J., Teh, B.T., Stratton, 
M.R., Futreal, P.A. Exome sequencing identifies frequent mutation of the SWI/SNF complex 
gene PBRM1 in renal carcinoma   (2011) Nature, 469 (7331), pp. 539-542.  

Subimerb, C., Pinlaor, S., Lulitanond, V., Khuntikeo, N., Okada, S., McGrath, M.S., Wongkham, 
S. Circulating CD14+CD16+ monocyte levels predict tissue invasive character of 
cholangiocarcinoma (2010) Clinical and Experimental Immunology, 161 (3), pp. 471-479. 

Subimerb, C., Pinlaor, S., Khuntikeo, N., Leelayuwat, C., Morris, A., McGrath, M.S., Wongkham, 
S. Tissue invasive macrophage density is correlated with prognosis in 
cholangiocarcinoma (2010) Molecular Medicine Reports, 3 (4), pp. 597-605. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

25 

 

 

 

 

 

 

 

 


