DNA microarray & SNP

 กับการศึกษาเซลล์มะเร็ง
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เรียบเรียงโดย เอกดนัย กอกิมพงษ์
       
จากข้อมูลจำนวนมหาศาลที่ได้จากการถอดรหัสพันธุกรรมมนุษย์ได้กลายมาเป็นประโยชน์อย่างมากต่อวงการวิทยาศาสตร์การแพทย์ อย่างไรก็ดี เพียงแค่ข้อมูลของลำดับเบสเพียงอย่างเดียวยังไม่สามารถทำให้ทราบถึงกลไกการทำงานของยีนและองค์ประกอบต่างๆ ของสารพันธุกรรมทั้งในสภาวะปกติและในสภาวะเกิดโรคได้อย่างสมบูรณ์ แล้วเราจะรู้ถึงกลไกเหล่านี้ได้อย่างไร หนึ่งใน เทคโนโลยีที่นำข้อมูลลำดับพันธุกรรมมาใช้ประโยชน์ก็คือ เทคโนโลยี DNA microarray บทความนี้จะได้กล่าวถึงการใช้ DNA microarray เพื่อใช้ในการศึกษาเซลล์มะเร็ง ด้วยการใช้ข้อมูลการแสดงออกของยีนมาวัดระดับของการลอกรหัสของยีนภายในเซลล์ รวมทั้งการค้นหาวิธีการและยารักษาโรคมะเร็งจาก การใช้ DNA microarray

บทนำ
         หนึ่งในสิ่งที่น่าใจของข้อมูลลำดับพันธุกรรมมนุษย์ก็คือการนำลำดับพันธุกรรมที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการศึกษาลักษณะ
ทางพันธุกรรมของมนุษย์ เทคโนโลยี DNA microarray เป็นวิธีหนึ่งที่ใช้เพื่อตรวจดูการแสดงออกของยีนนับพันได้ในการทดลองเพียงครั้งเดียวซึ่งเทคโนโลยีนี้สามารถนำไปใช้ได้หลายทาง และวิธีที่นิยมนำไปใช้ประโยชน์กันมากวิธีหนึ่งก็คือ การใช้ DNA microarray ในการศึกษาเซลล์มะเร็ง
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การใช้ Microarray ในการตรวจสอบเซลล์มะเร็ง



หลักการของ DNA microarray
        เทคโนโลยี DNA microarray เกิดจากการสังเคราะห์ DNA ขึ้นมาจำนวนหนึ่งเพื่อเป็นตัวแทนของยีนทั้งหมดที่ทราบจากเซลล์ของมนุษย์ โมเลกุล DNA เหล่านี้จะถูกหยอดด้วยตำแหน่งที่แน่นอนเรียงกันอยู่บนแผ่นแก้วบางๆ (ขนาดเพียง 1.6 x 1.6 ตารางเซนติเมตร) ดังนั้น แผ่นแก้วแผ่นเดียวจึงสามารถบรรจุโมเลกุลดีเอ็นเอตัวแทนของยีนนับพันได้ ใน microarray หนึ่งแผ่นจะบรรจุไปด้วยข้อมูลของ DNA หรือ Oligonucleotide นับล้าน ซึ่งแต่ละจุดนั้นจะมีลักษณะการจับคู่กันที่จำเพาะกับ cDNA ของยีนที่เข้าคู่กัน
        การใช้งานของ microarray นั้น ขั้นแรกนำ mRNA ซึ่งจำลองมาจากยีนที่กำลังทำงานอยู่จากเซลล์ที่อยู่ในตำแหน่งต่างกันหรือมีหน้าที่การทำงานต่างกัน เช่น เซลล์ตับกับเซลล์ไขกระดูกเพื่อตรวจสอบการแสดงออกของยีนในสภาวะต่างๆกัน จากนั้นสร้าง DNA จาก mRNA ต้นแบบนี้ ด้วยกระบวนการ reverse transcription ได้เป็น cDNA (complementary DNA มีความคงทนกว่า RNA ซึ่งสลายตัวง่าย) แล้วติดฉลาก cDNA ด้วยสารเรืองแสงสีต่างกัน โดยติดฉลาก cDNA เป้าหมายด้วยสีเขียว (Cy3) และติดฉลาก cDNA อ้างอิงด้วยสีแดง (Cy5) จากนั้นนำ cDNA ดังกล่าวมา เคลือบติดกับ microarray เพื่อให้เกิดการจับเข้าคู่กันของ cDNA บน microarray การอ่านผลข้อมูลของ DNA microarray จะใช้มีอุปกรณ์สแกน ซึ่งมีลักษณะเป็นตู้มืดภายในมีเครื่องสแกนด้วยลำแสงสีแดงและสีเขียว สำหรับการตรวจวัดการจับเข้าคู่กันของ cDNA กับ probe บน array โดยภายในจะมีกล้องซึ่งต่อเข้ากับคอมพิวเตอร์ทำหน้าที่บันทึกภาพของจุดสีที่ปรากฏบนแผ่น microarray แล้วจึงแปลผลสีที่ปรากฏบน microarray โดยสีที่สามารถเกิดขึ้นได้มีสามสีคือ สีแดงสีเขียว และสีเหลือง โดยช่องที่ปรากฏสีเขียวและสีแดงหมายถึง มี cDNA ของเซลล์เป้าหมายและเซลล์อ้างอิงจับอยู่แยกกัน ส่วนช่องที่ปรากฏเป็นสีเหลืองคือ มีเซลล์เป้าหมายและเซลล์อ้างอิงจับอยู่ร่วมกัน
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การใช้ DNA Microarray ในการตรวจสอบมะเร้งเต้านม



การใช้ประโยชน์ DNA microarray ในการศึกษาทาง
        ชีววิทยาของเซลล์มะเร็งมะเร็งเป็น หนึ่งในโรคที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมภายในเซลล์และเป็นผลให้เซลล์เกิดการแบ่งตัวเพิ่มขึ้นแบบผิดปกติอย่างรวดเร็ว แต่เดิมการศึกษาข้อมูลของเนื้องอกหรือมะเร็ง จะศึกษาจากยีนครั้งละชนิด (การศึกษาแต่ละครั้งจะศึกษาที่ยีนเพียงยีนเดียวหรือตำแหน่งเดียวบนโครโมโซม) แม้ว่าจะมีการค้นพบข้อมูลสำคัญหลายๆอย่างจากการศึกษานี้ แต่วิธีการศึกษาแบบเดิมนั้นค่อนข้างช้า และมีข้อจำกัดในรูปแบบการแสดงออกของยีนที่เกิดขึ้นในเนื้องอกที่ตำแหน่งต่างๆ และไม่ใช่เพียงยีนเดียวที่มีผลต่อกลไกการเกิดเนื้องอก จึงมีการนำเอาเทคโนโลยีใหม่ของยีนที่มีความสามารถสูง คือ เทคโนโลยี DNA microarray มาใช้ในการตรวจหาสาเหตุของมะเร็ง ซึ่งมีประโยชนม์ ากกับงานด้านชีววิทยาของเซลล์มะเร็ง เช่น การจำแนกและวิเคราะห์รายละเอียดของ SNP การตรวจสอบการกลายพันธุ ์การจำแนกชนิดของเนื้องอก การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเนื้องอก การศึกษาการแพร่กระจายของเนื้องอก การระบุรายละเอียดของยีนที่มีความสัมพันธ์กับยาต้านมะเร็งและการค้นหายาต้านมะเร็ง เป็นต้น

การวิเคราะห์ SNP
        SNP (Single-nucleotide polymorphism) คือการเกิดการเปลี่ยนแปลง ลำดับเบสบนสายดีเอ็นเอเพียง 1 ตำแหน่ง ซึ่งเป็นผลให้สารพันธุกรรมของเซลล์เกิดการแปรผัน และอาจเปลี่ยนไปเกิดเป็นเซลล์มะเร็งได้ DNA microarray ชนิด oligonucleotide สามารถนำมาใช้ในการคัดเลือกการเปลี่ยนแปลงของลำดับเบส
ที่เกิดขึ้นนี้ได้ SNP เป็นลำดับเบสบน DNA ทั่วไปที่เกิดการเปลี่ยนแปลงซึ่งเชื่อกันว่าเป็นสิ่งสำคัญสำหรับการวิจัยทางชีวเคมีของสารพันธุกรรม SNP นับล้านที่เกิดขึ้นนั้นโดยส่วนมากจะไม่แสดงผลออกมา และไม่มีหน้าที่ที่สำคัญต่อการทำงานของเซลล์ อย่างไรก็ดี แม้ว่า SNP จะเป็นเพียงส่วนเล็กๆที่อยู่ใน coding region (ลำดับเบสที่รวมตัวกันเป็นยีน) ของยีน แต่ SNP ก็สามารถที่จะเปลี่ยนองค์ประกอบของกรดอะมิโน และคุณสมบัติของโปรตีนที่ถูกเข้ารหัสมาจาก SNP ได้ ส่วนในลำดับเบสที่ไม่มีหน้าที่ (noncoding sequence) นั้น SNP อาจมีผลกระทบต่อยีน หากพวกมันอยู่ในตำแหน่งรอยต่อของยีน หรืออยู่ในตำแหน่งจดจำสำคัญของ DNA-binding protein เพราะอาจทำให้มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงสารพันธุกรรมภายในเซลล์ได้ นอกจากนี้ ยังน่าสนใจถึงการทำงานร่วมกันของ SNP กับผลกระทบจากสิ่งแวดล้อมและการเกิดโรค การค้นหาบทบาทและตำแหน่งของ SNP ที่มีผลต่อการแสดงออกของเซลล์จึงถือเป็นงานที่สำคัญ สำหรับการวิเคราะห์ SNP นั้น จะต้องใช้ ตัวอย่าง DNA จำนวนมากร่วมกับข้อมูลทางการแพทย์และข้อมูลทางสถิติ เพื่อใช้ในการคำนวณหาตำแหน่งของ SNP โดยแต่เดิมการวิเคราะห์ SNP จะใช้วิธี SSCP และ DGGE ซึ่งมีขั้นตอนของกระบวนการที่นาน และยังต้องใช้เทคนิค gel electrophoresis ในการวิเคราะห์จึงทำให้ยากต่อการขยายขนาดการวิเคราะห์ โดยเฉพาะการวิเคราะห์ SNP ในยีนขนาดใหญ่ วิธีการเดิมจะมีขั้นตอนที่ยุ่งยากและใช้เวลานานและใช้ค่าใช้จ่ายสูง เทคโนโลยี DNA microarray จึงถูกนำมาใช้โดยได้มีการพัฒนา oligonucleotide arrays ที่มีความหนาแน่นสูง สำหรับตรวจสอบการกลายพันธ์ของยีนขนาดใหญ่ โดยภายใน array จะมี oligonucleotide ความยาว 20 kb อยู่ถึงประมาณ 96000 nucleotide ทำให้สามารถตรวจสอบการกลายพันธ์ของยีนได้พร้อมกันเป็นจำนวนมาก วิเคราะห์ได้ในช่วงกว้าง และยังใช้เวลาการวิเคราะห์ที่รวดเร็วอีกด้วย

        การตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเนื้องอก
        DNA microarray ถูกใช้ เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนจำนวนมากในเซลล์มะเร็ง โดยทั้ง oligonucleotide และ cDNA microarray จะบรรจุไปด้วยยีนนับพันเพื่อใช้ในการตรวจสอบ DNA microarray เหล่านี้ จะถูกเคลือบด้วย probe ซึ่งเป็นกลุ่มของ cDNA (ได้จากการ reverse transcript จาก mRNA) ที่ถูกติดฉลากด้วยสีที่แตกต่างกัน 1 ชนิดหรือหลายชนิด เพื่อใช้เป็นเซลล์เป้าหมายและอ้างอิงโดยใช้พื้นฐานของการ hybridization และการวัดอัตราความเข้มแสงในแต่ละจุดบน array โดยระดับความสัมพันธ์ของยีนที่แสดงออกมาทั้งหมดบน microarray จะถูกนำมาใช้ในการวิเคราะห์และตรวจสอบ การใช้ประโยชน์อื่นของการตรวจสอบการแสดงออกของยีนในเนื้องอก ได้แก่ การจำแนกเนื้องอกออกเป็นระดับต่างๆกัน (ระดับโมเลกุล) การจำแนกยีนเป้าหมายที่ทำหน้าที่เป็นยีนยับยั้งเนื้องอก การค้นหาการรักษาเนื้องอกแบบใหม่ และการค้นหา biomarker ชนิดใหม่ เพื่อใช้ในการตรวจสอบเนื้องอกและเซลล์มะเร็งชนิดใหม่ๆ เป็นต้น 

        การจำแนกชนิดของเนื้องอก 
        ในการศึกษาเนื้องอกหลายๆครั้งได้มีการใช้ DNA microarray สำหรับการแยกเนื้องอกเป็นระดับหรือกลุ่มต่างๆ กันเพื่อนำมาใช้เป็นข้อมูลในการรักษา เช่น ในกลุ่มเนื้องอกในสมอง GBM เป็น ชนิดที่พบได้บ่อยที่สุดและเป็น 1 ในเนื้องอกชนิดที่มีอันตรายมากการใช้ DNA microarray ที่จำเพาะต่อการตรวจสอบ GBM เพื่อตรวจสอบชนิดของเนื้องอกในสมอง จะทำให้สามารถจำแนกได้ว่าเนื้องอกในคนไข้เป็นชนิด GBM หรือไม่ได้อย่างรวดเร็วและช่วยให้การรักษาทำได้อย่างทันท่วงที ต่างกับการวิธีตรวจสอบแบบเดิม ซึ่งยุ่งยาก และใช้เวลานาน หรือในกรณีของโรคมะเร็งในเม็ดเลือดขาวหรือ ลูคิเมีย ซึ่งมี 2 ชนิด คือ AML (Acute Myeloid Leukaemias) และ ALL (Acute Lymphoblastic Leukaemias) โดยทั้ง 2 ชนิดนี้เป็นโรคมะเร็งที่มีลักษณะพยาธิสภาพคล้ายกันมาก การวิเคราะห์ จะต้องใช้ทั้งวิธี histopathlogy, immunotyping และการวิเคราะห์cytogenic ซึ่งมีหลายขั้นตอนและใช้เวลานาน รวมทั้งยังเสี่ยงต่อความผิดพลาดในการตรวจสอบ การศึกษาลักษณะทางพันธุกรรมที่ต่างกันของ AML และ ALL แล้วนำมาใช้เป็นข้อมูลสำหรับการทำ DNA microarray จะช่วยให้การตรวจสอบมะเร็งชนิดนี้ทำได้ง่ายขึ้นเพราการทดสอบ จะใช้ DNA microarray เพื่อตรวจสอบเพียงครั้งเดียวก็จะสามารถบอกได้ว่าเป็นชนิดใด เพื่อจะได้ทำการรักษาได้อย่างถูกวิธีต่อไป

        การศึกษาการแพร่กระจายของเนื้องอก
        ความอันตรายของเนื้องอกซึ่งจะก่อให้เกิดผลต่อร่างกายของผู้ป่วยได้อย่างรวดเร็วนั้น โดยส่วนใหญ่มักจะเริ่มเกิดขึ้นในช่วงของการเปลี่ยนแปลงและพัฒนาจากเนื้องอกชนิดแพร่กระจายตัวช้าไปสู่เนื้องอกที่กระจายตัวได้อย่างรวดเร็วจนกลายเป็นเนื้อร้ายหรือมะเร็งในที่สุด การแพร่กระจายของเซลล์มะเร็งนี้จะกระจายออกจากอวัยวะหรือเนื้อเยื่อเริ่มต้น ผ่านการไหลเวียนเลือดหรือระบบน้ำเหลืองไปสู่อวัยวะข้างเคียง ซึ่งจากการศึกษาพบว่ามีปัจจัยหลายอย่างที่ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงรูปแบบของเนื้องอกแต่เมื่อมองในระดับยีนแล้วพบว่ามีเพียงไม่กี่ยีนเท่านั้นที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเปลี่ยนแปลงนี้เทคนิค DNA microarray จึงได้ถูกนำมาใช้ในการตรวจสอบยีนเหล่านี้ ซึ่งทำได้โดยการนำเนื้องอกทั้ง 2 ชนิด คือเนื้องอกชนิดที่แพร่กระจายตัวได้อย่างรวดเร็วกับเนื้องอกชนิดที่กระจายตัวช้ามาศึกษาเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน และหาความสัมพันธ์ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาการแพร่กระจายของเนื้องอก โดยข้อมูลการแสดงออกของยีนบน DNA microarray จะทำให้เราสามารถนำไปใช้ในการจำแนกผู้ป่วย
และใช้เป็นข้อมูลในการรักษาผู้ป่วยตามระดับความรุนแรงได้ นอกจากนี้ ยังอาจช่วยให้สามารถยับยั้งการเปลี่ยนแปลงของเนื้องอกไม่ให้กลายเป็นชนิดที่แพร่กระจายได้อย่างรวดเร็วจนกลายเป็นมะเร็งได้อีกด้วย

การระบุรายละเอียดของยีนที่มีความสัมพันธ์กับยาต้านมะเร็ง
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         หนึ่งในอุปสรรคสำคัญที่มีผลต่ออัตราความสำเร็จสำหรับการรักษาโรคมะเร็งด้วยวิธีเคมีบำบัดก็คือความต้านทานของเซลล์มะเร็ง เนื่องจากเซลล์มะเร็งมีความสามารถในการต้านทานยารักษาได้ อีกทั้งยังมีความสามารถในการพัฒนาตัวเองให้สามารถต้านทานยารักษาได้เองด้วย ซึ่งกลไกในความสามารถของการต้านทานยาในเซลล์มะเร็งนั้น เกี่ยวข้องกับผลิตภัณฑ์จากยีนหลายกลุ่ม รวมทั้งความสามารถในการการซ่อมแซม DNAของเซลล์ยาต้านมะเร็งจึงต้องมีการเปลี่ยนแปลงให้เข้ากับลักษณะของเซลล์มะเร็งด้วย เทคนิค DNA microarray สามารถนำมาใช้ในการศึกษาความต้านทานยาของเซลล์มะเร็งได้เช่นกัน โดยใช้ในการศึกษาผลของยาต้านมะเร็งต่อเซลล์มะเร็งในระดับยีน เพื่อหาความสัมพันธ์ของการแสดงออกของยีนที่มีผลต่อความต้านทานยา รวมทั้งกลไกในการพัฒนาความต้านทานยาของเซลล์มะเร็ง ทั้งนี้เพื่อนำข้อมูลที่ได้มาพัฒนายาต้านมะเร็งที่มีคุณสมบัติที่ดีขึ้น และมีประสิทธิภาพในการยับยั้งเซลล์มะเร็งได้ดีขึ้น

การค้นหายาต้านมะเร็ง
        จากการศึกษาเซลล์มะเร็งโดยใช้ DNA microarray ทั้งหมด เป้าหมายสุดท้ายของการศึกษาเหล่านี้ก็คือ การพัฒนาหายาต้านมะเร็ง ที่มีประสิทธิภาพสูง สามารถยับยั้งเซลล์มะเร็งอย่างได้ผลและมีผลกระทบต่อร่างกายน้อย โดยปกติวิธีการค้นหายาชนิดใหม่ๆนั้นต้องใช้เวลาและค่าใช้จ่ายมาก โดยเฉพาะในขั้นตอนการศึกษา การนำmicroarray มาใช้ทำให้สามารถศึกษาข้อมูลหลายๆอย่างพร้อมกันทำให้ลดขั้นตอนลงไปได้มาก สามารถนำไปใช้เป็นฐานข้อมูลการแสดงออกของยีนได้ และสามารถนำไปใช้ในการศึกษาในระดับที่ใหญ่ๆหรือเพิ่มขนาดการศึกษาได้ง่ายกว่าการศึกษาแบบเดิม จึงทำให้ลดเวลาและค่าใช้จ่ายในการดำเนินการได้มาก

สรุป
        บทความนี้ได้ให้ข้อมูลและรายละเอียดคร่าวๆของการใช้ DNA microarray ในการศึกษาเซลล์มะเร็ง ซึ่งได้บ่งบอกถึงวิธีการต่างๆในการใช้ DNA microarray เพื่อศึกษาและอธิบายถึงประโยชน์ของ DNA microarray ในการพัฒนาทางชีววิทยาของเซลล์มะเร็งในลักษณะต่างๆกัน และทำให้เข้าใจถึงลักษณะการแสดงออกของยีน ซึ่งช่วยให้เพิ่มความเร็วในกระบวนการศึกษาด้านชีววิทยาของเซลล์มะเร็ง และนำไปใช้เป็นข้อมูลในการพัฒนายาและวิธีการรักษาโรคมะเร็งได้ นอกจากนี้ บางทีในอนาคตอันใกล้ เทคนิค DNA microarray อาจจะมีใช้ในโรงพยาบาล และนำมาใช้ในการรักษาโรคมะเร็งในคนไข้แต่ละคนได้ก็ได้
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