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นิพนธ ตน ฉบับ
การ ศกึษา ชนดิ ของ ยนี PML-RARα ใน มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว เฉยีบพลนั
 ชนดิ APL โดย วธิี nested RT-PCR

อรทัย พรหมสุวิชา1,3,วรรณา ทอง นพ คุณ2,3, สมชาย วงศ ขัน ตี4, จินตนา โต เจ ริญธนา ผล5

และจิรา ยุ เอื้อวรา กุล1,3

1 สาขา วชิา โลหติ วทิยา, ภาควชิา อายรุศาสตร, 2 หนวย อณ ูพนัธ ุศาสตร สถาน สงเสรมิ การ วจิยั, 3 คณะ แพทยศาสตร ศริริาช พยาบาล มหาวทิยาลยั มหดิล
4 โรงพยาบาล ศนูย ขอนแกน จงัหวดั ขอนแกน, 5 ศนูย โครโมโซม กรงุเทพฯ

บท คดั ยอ : ผูปวย มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว เฉยีบพลนั APL ม ีความ ผดิ ปกต ิของ โครโมโซม คู ที่ 15 และ 17 (t(15;17)) ซึง่ ทาํให
ยนี PML และ RARα   มา เชือ่ม ตอ กนั โดย ที ่ยนี PML เกดิ รอย ขาด ได 3 ตาํแหนง คอื intron 6 (bcr1), exon 6 (bcr2)
และ intron 3 (bcr3) สวน ยนี RARα เกดิ รอย ขาด ที่ intron 2   วตัถปุระสงค: เพือ่ พฒันาการ ตรวจ หา ยนี ลกู ผสม
PML/RARα   ที ่เกดิ จาก t(15;17) โดย วธิี nested RT-PCR และ ศกึษา ชนดิ ตางๆ ของ ยนี PML/RARα (bcr1, bcr2
และ bcr3) ใน คน ไทย  วสัด ุและ วธิกีาร: ตวัอยาง ตรวจ ไข กระดกู หรอื เลอืด ของ ผูปวย มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว เฉยีบพลนั APL
ที่ ได ผาน การ วินิจฉัย โดย การ ตรวจอิมมูโนฟโนทัยปและ การ ตรวจ โครโมโซม ตาม วิธี มาตรฐาน การ ตรวจ หา ยีน PML/
RARα ใช วิธี nested RT-PCR โดย มี เซลลไลน NB4 ที่ มี t(15;17) เปน ตัว เปรียบ เทียบ  ผล การ ศึกษา: จาก การ ดู
ลกัษณะ เซลล และ การ ตรวจอมิมโูนฟโนทยัป ม ีผูปวย ที ่ไดรบั การ วนิจิฉยั เปน โรค มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว APL ทัง้ สิน้ 64 ราย
โดย พบ bcr1, bcr2 และ bcr3 รอย ละ  81.25, 3.125 และ 0 ตาม ลาํดบั ผูปวย ที ่มี t(15;17) จาก การ ตรวจ โครโมโซม
(n = 12) พบ bcr1  รอย ละ  83.33 (10 ใน 12 ราย) และ พบ bcr 2  รอย ละ  16.66 (2 ใน 12 ราย ) สาํหรบั ผูปวย APL
ที่ มี โครโมโซม ปกติ (n = 36) หรือ ตรวจ โครโมโซม ไม ได (insufficient metaphases) (n = 16) ตรวจ พบ PML-
RARα 40 ราย (76.29%)  สรปุ: ตรวจ พบ ยนี PML-RARα ชนดิ bcr1 มาก ที ่สดุ ใน ผูปวย ไทย ที ่เปน มะเรง็ เมด็ เลอืด
ขาว เฉยีบพลนั ชนดิ APL และ เมือ่ เปรยีบ เทยีบ กบั ผล จาก การ ตรวจ โครโมโซม วธิ ีปกติ พบ วา การ ตรวจ หา ยนี PML-RARα
โดย วธิี nested RT-PCR ม ีความ จาํเพาะ และ ความ ไว มาก กวา โครโมโซม ใน การ ยนืยนั การ วนิจิฉยั APL ระดบั โมเลกลุ
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PML-RARα gene variant Nested PCR
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โรค มะเร็ง เม็ด เลือด ขาว เฉียบพลัน ชนิด Acute
promyelocytic  leukemie (APL) มี ลักษณะ ผิด ปกติ
ของ การ แบง ตวั เพิม่ จาํนวน ของ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ เลอืด
(Pluripotent hematopoietic stem cell) โดย เมือ่ เซลล
ตน กาํเนดิ เมด็ เลอืด เจรญิ ถงึ ระยะ Promyelocyte แลว ไม
สามารถ เจรญิ ตอไป เปน เมด็ เลอืด ขาว ตวั แก ที ่สมบรูณ ได
จงึ ม ีจาํนวน เมด็ เลอืด ขาว ระยะ Promyelocyte เพิม่ มาก
ผิด ปกติ ใน ไข กระดูก 1, 2 จาก การ ศึกษา ระดับ โครโมโซม
และ ยนี ใน เซลล มะเรง็ ชนดิ APL พบ วา ม ีการ แลก เปลีย่น
ชิ้น สวน ของ โครโมโซม คู ที่ 15 และ 17 [t(15;17) (q22;
q21)]  ทาํให ยนี Promyelocytic leukemia (PML) ซึง่ อยู
บน แขน ขาง ยาว ของ โครโมโซม คู ที่  15 (15q22) เกดิ รอย
ขาด และ ม ีการ ยาย มา ตอ กบั Retinoic acid receptor
α( RARα) ซึ่ง อยู บน แขน ขาง ยาว ของ โครโมโซม คู ที่17
(17q21) เกิด เปน ยีน ลูก ผสม ที่ เรียก วา  PML-RARα 3-6
ซึ่ง จะ รบกวน การ ทํางาน ปกติ ของ ยีน ทั้ง PML และ
RARα  ทําให เกิด การ สง สัญญาณ ที่ ผิด ปกติ ใน เซลล
เซลล มะเรง็ ม ีการ แบง ตวั เพิม่ ขึน้ แต ไม ม ีการ เจรญิ แก ตวั

การ เกดิ ยนี   PML-RARα พบ ได 3 รปูแบบ โดย โครโม
โซม  คู ที่ 15 จะ มี ตําแหนง ที่ เกิด รอย ขาด เรียก วา
breakpoint  cluster region (bcr) สาม แบบ คอื bcr1,
bcr2 และ bcr3 ซึง่ อยู บน intron 6, exon 6 และ exon
3 ตาม ลาํดบั 3, 7-9 สวน โครโมโซม คู ที่ 17 จะ เกดิ รอย ขาด ที่
intron 2 ของ ยีน RARα การ เชื่อม ตอ ของ ยีน ทั้ง สอง
สามารถ เรยีก ชือ่ ตาม รปูแบบ ของ mRNA ที ่พบ คอื Long
(L)  type, Variant (V) type และ Short (S) type ตาม
ลําดับ ดัง แสดง ใน รูป ที่ 1

ใน ปจจุบัน การ ตรวจ วินิจฉัย โรค APL มี หลาย วิธี
ไดแก การ ตรวจ ด ูลกัษณะ ของ เซลล เมด็ เลอืด ใน เลอืด และ
ไข กระดกู ดวย การ ยอม ส ีและ ด ูดวย กลอง จลุทรรศน การ
ตรวจ หา ความ ผิด ปกติ ของ โครโมโซม ของ เซลล มะเร็ง
การ ตรวจ แอนติเจน บน ผิว เซลล มะเร็ง ดวย วิธี โฟลซัยโต
เมทรี และ การ ตรวจ หา ยนี ที ่ผดิ ปกต ิของ เซลล มะเรง็ 10-14
คณะ ผู วิจัย มี วัตถุประสงค ที่ จะ พัฒนา วิธีการ ตรวจ หา
ความ ผิด ปกติ ระดับ อณู พันธุ ศาสตร ใน เซลล มะเร็ง เม็ด
เลือด ขาว ชนิด APL เพื่อ ตรวจ หา ยีน ลูก ผสม  PML-

รปูที ่1 แสดงรปูแบบของ PML-RARα transcript ชนดิ L type, V type และ S type และแสดงไพรเมอรทีใ่ชในการ
ทดลอง



249การศกึษาชนดิของยนี PML-RARa ในมะเรง็เมด็เลอืดขาวเฉยีบพลนัชนดิ APL โดยวธิ ีnested RT-PCR

วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่15 ฉบบัที ่4 ตลุาคม-ธนัวาคม 2548

RARα   โดย ใช วิธี nested RT-PCR และ คนหา ชนิด
ตางๆ ของ ยนี  PML-RARα ใน คน ไทย ที ่เปน มะเรง็ เมด็
เลอืด ขาว ชนดิ เฉยีบพลนั ชนดิ APL

วสัด ุและ วธิกีาร
 ตวัอยาง ตรวจ

ไข กระดูก หรือ เลือด ของ ผูปวย ไทย ที่ เปน APL ที่
ไดรบั การ วนิจิฉยั ที ่โรงพยาบาล ศริริาช โดย การ ด ูลกัษณะ
เซลล จาก การ ยอม ส ีมาตรฐาน และ การ ตรวจ ดวย โฟลซยั
โตเมทรี
การ ตรวจ แอนติเจน บน ผิว เซลล มะเร็ง ดวย โฟลซัย
โตเมทรี

แยก Mononuclear cells (MNCs) จาก ไข กระดกู
หรือ เลือด ของ ผูปวย ไทย ที่ เปน APL โดย ใช Ficoll-
Hypaque  และ ยอม ดวย แอนตบิอด ีที ่ตดิ ฉลาก ดวย สาร
เรอืง แสง fluorescein isothiocyanate (FITC), phyco-
erythrin  (PE) และ peridinin chlorophyll protein
(PerCP) (BD Biosciences, CA, USA) 15 นาท,ี เตมิ
FACSTM lysing Solution (BD Biosciences, CA,
USA) 10 นาที จาก นั้น ลาง ดวย phosphate buffer
saline (PBS)   และ เติม 1% paraformaldehyde แลว
จงึ นาํ ไป วเิคราะห ดวย FACScalibur (BD Biosciences,
CA, USA)
 การ ตรวจ หา  PML-RARα ดวย วธิี nested RT-PCR

สกดั อาร เอน็ เอ จาก เซลล ที ่แยก จาก ตวัอยาง ตรวจ โดย
ใช Trizol  (Invitrogen Corporation, CA, USA) ซึง่
เปน วิธี ที่ พัฒนา มา จาก วิธี ของ Chomczynski P และ
คณะ 15  นาํ RNA ที ่ได 1 ไมโคร กรมั มา สงัเคราะห ซ ีด ีเอน็
เอ โดย ใช AMV Reverse Transcriptase (Promega
Corporation, USA) จาก นัน้ นาํ ซ ีด ีเอน็ เอ 1 ไมโคร ลติร
มา ใส ใน สวน ผสม เพื่อ ทํา พี ซี อาร (PCR mixture) 24
ไมโคร ลติร ซึง่ ประกอบ ดวย MgCl2  1.5 มลิลโิมลาร, 1X
Immolase buffer (Immolase; Bioline, Germany),
dNTP 0.2 มลิลโิมลาร, Taq DNA polymerase 0.625

ยูนิต และ 10พิโคโมลารของ ไพร เมอร ใน การ ศึกษา ใน
ครั้ง นี้ ใช ไพร เมอร 2 คู ( ดัง แสดง ใน รูป ที่ 1)13 ไพร เมอร
ที ่ใช คอื M2: 5’AGTGTACGCCTTCTCCATCA-3',
กับ  M4:5’AGCTGCTGGAGGCTGTGGACGC
GCGGTACC-3' เปน 5' primers; และ R8: 5'-CAG
AACTGCTGCT  CTGGGTCTCAAT-3'; กับ   R5:
5’CCACTAGTGGTA GCCTGAGGACT-3'  เปน
3' primers และ Internal control β-actin primer
คือ   Forward: 5'- CCTTCCTGGGCATGGAGT
CCTG-3', Reverse: 5' -GGAGCAATGATCITGAT
CTTC -3' นาํ สวน ผสม ของ พ ีซ ีอาร ที ่ได เขา เครือ่ง (PCR
Sprint Thermal Cycler, CA, USA) เพือ่ เพิม่ ปรมิาณ
ด ีเอน็ เอ โดย หลงั จาก initial denaturation ที่ 95 Cํ 5
นาที แลว ทาํ การ denaturation, annealing และ elon-
gation  ที่ 95 ํC 1 นาที, 55 ํC 1 นาที  และ 72 ํC 1
นาที ตาม ลาํดบั จาํนวน 30 รอบ จาก นัน้ นาํ ผล ที ่ได จาก พี
ซ ีอาร 1 ไมโคร ลติร มา ทาํ การ เพิม่ จาํนวน อกี 30 รอบ โดย
ใช nested primer (R8) นํา ผล ที่ ได จาก พี ซี อาร 5
ไมโคร ลติร ไป แยก ใน 1.5% LE agarose gel และ ยอม
ดวย ethidium bromide แลว ด ูแถบ ของ ด ีเอน็ เอ ที ่เกดิ
ขึ้น ภาย ใต แสง อุลตรา ไว โอ เลต

ผล การ ศกึษา
จาก การ ศึกษา ตัวอยาง จาก ไข กระดูก หรือ เลือด ของ

ผูปวย มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว ชนดิ APL ที ่ได ผาน การ ตรวจ
ยนืยนั โดย วธิโีฟลซยัโตเมทรี ดงั แสดง ใน รปู ที่ 2 พบ วา มี
ผูปวย ที่ มี ลักษณะ ของ เซลล จาก การ ยอม ดวย สี ตาม วิธี
มาตรฐาน และ การ ศึกษา ทางโฟลซัยโตเมทรี เขา ได กับ
APL จาํนวน 64 ราย โดย APL ม ีลกัษณะ จาํเพาะ คอื ตดิ
CD13, CD33, MPO และ มี high side scatter (SSC)
แต ไม ตดิ HLA-DR และ ตดิ CD34 นอย มาก ใน จาํนวน
นี้ ได ทํา การ ตรวจ ทาง โครโมโซม รวม กับ การ หา ชนิด ของ
ยีน  PML-RARα ดวย วิธี nested RT-PCR พบ วา มี
ผูปวย 12 ราย จาก 64 ราย ที ่ม ีโครโมโซม t(15;17) และ
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ตรวจ พบ  PML-RARα ทั้ง 12 ราย โดย 10 ราย
(15.625%) เปน ยนี  PML-RARα ชนดิ L type และ 2
ราย (3.125%) เปน ชนดิ V type ผูปวย APL ที ่ไดรบั
การ ตรวจ ยนืยนั โดยโฟลซยัโตเมทรี แต โครโมโซม ไม พบ
t(15;17) มี 52 ราย โดย แบง เปน ผูปวย APL ที่ มี
โครโมโซม ปกติ 36 ราย หรือ ตรวจ โครโมโซม ไม ได
(insufficient metaphases) 16 ราย ทั้ง นี้ พบ วา 40
ราย (76.92%) มี ยีน  PML-RARα ชนดิ L type สวน
อกี 12 ราย ไม พบ ยนี  PML-RARα นอก จาก นี ้ยงั ตรวจ
ผูปวย AML อืน่ ๆ  ที ่ไม ใช APL จาํนวน 17 ราย และ ใน
คน ปกติ จํานวน 5 ราย ไม พบ ยีน  PML-RARα แม
แต ราย เดียว ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 1

รปู ที่ 3 แสดง ผล การ ตรวจ ยนี  PML-RARα ดวย วธิี
nested RT-PCR เลน ที่ 1 แสดง 100 bp DNA
Ladder, เลน ที่ 2 ตรวจ พบ ยนี  PML-RARα ชนดิ L

type ม ีขนาด 326 bp ใน เซลลไลน NB4, เลน ที่ 3 พบ
ยนี  PML-RARα ชนดิ L type ใน ผูปวย APL และ ได
ตรวจ ยืนยัน จาก การ sequencing, เลน ที่ 4 พบ ยีน
PML-RARα ชนดิ V type ม ีขนาด 290 bp ใน ผูปวย
APL และ ได ตรวจ ยนืยนั จาก การ sequencing, เลน ที่ 5
ตัวอยาง ตรวจ จาก คนไข AML ที่ ไม ใช APL, เลน ที่ 6
ตวัอยาง ตรวจ จาก คน ปกติ และ เลน ที่ 7 เปน น้าํ ที ่ใช เปน
negative control ใน ตวัอยาง ตรวจ จะ มี  β-Actin เปน
Internal control ทกุ ราย รปู ที่ 4 แสดง ผล การ ตรวจ ดวย
วธิี sequencing เพือ่ ยนี ยนั ใน ราย ที ่ม ียนี ผดิ ปกติ

วจิารณ
โรค มะเร็ง เม็ด เลือด ขาว เฉียบพลัน APL สามารถ

ตรวจ วินิจฉัย ได หลาย วิธี อาทิ Morphology, Cy-
tochemistry,  Immunophenotyping, Karyotyping

รปูที ่2 รปูโฟลซยัโตเมทรแีสดงแอนตเิจนบนผวิเซลลมะเรง็ของผูปวย APL ทีม่ ีt(15;17) จากการตรวจโครโมโซม (A)
และผูปวย APL ทีพ่บยนี PML-RARα จากการตรวจพซีอีาร แตไมพบโครโมโซมผดิปกต ิ(Normal karyotype) (B)
โดยทัง้สองรายมคีวามผดิปกตทิางโฟลซยัโตเมทรเีหมอืนกนั คอื ม ี high SSC,MPO+, CD13+, CD33+, CD34-
และ HLA-DR-negative
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และ การ ศึกษา ใน ระดับ อณู พันธุ ศาสตร (Molecular
genetics) การ ดู ลักษณะ เซลล ดวย การ ยอม สี ตาม ปกติ
สามารถ ชวย ใน การ วินิจฉัย APL ได ไม ยาก แมวา จะ มี
ผูปวย สวน หนึ่ง ซึ่ง ไม ใช APL แต เปน AML M2 หรือ
M4-M5 ที ่ไดรบั การ วนิจิฉยั เปน M3 อยู บอย ๆ  เนือ่ง จาก
บาง ครัง้ เซลล มะเรง็ ใน M2 หรอื M4-5 ม ีลกัษณะ คลาย
คลึง กับ Promyelocyte การ ตรวจ ดวยโฟลซัยโตเมทรี
ชวย เพิ่ม ความ แมนยํา ใน การ วินิจฉัย APL ยิ่ง ขึ้น โดย
APL จะ มี ลักษณะ ที่ ตาง จาก AML ชนิด อื่น ๆ  คือ เปน
เซลล ที ่มี high SSC, high MPO, CD33+, CD13+ แต
ไม ติด HLA-DR และ ไม ติด CD34 หรือ ติด คอน ขาง
นอย ดัง แสดง ใน รูป ที่ 2

ใน ปจจุบัน การ ตรวจ ความ ผิด ปกติ ของ โครโมโซม
และ ยนี ม ีความ สาํคญั มาก เนือ่ง จาก พบ วา ผูปวย APL ที่
มี โครโมโซม t(15;17) และ มี ความ ผิด ปกติ ของ ยีน คือ มี
ยีน ลูก ผสม  PML-RARα นั้น มี การ ตอบ สนอง ตอ การ
รกัษา ดวย ยา All-trans-retinoic acid (ATRA) ที ่ม ีฤทธิ์
ทําให เซลล มี การ เจริญ แก ตัว โดย มี รายงาน ครั้ง แรก จาก
เมอืง เซีย่งไฮ ประเทศ จนี ใน ป  ค.ศ.  198716 จงึ ได ม ีการ
ศึกษา คน ควา เกี่ยว กับ ยีน  PML-RARα  กัน อยาง
กวางขวาง  รวม ทั้ง มี การ คน พบ เซลลไลน NB4 ซึ่ง มี
t(15;17) โดย Lanotte และ คณะ ใน ป 199117 ซึง่ สามารถ

รปูที ่3  ผลการตรวจยนี PML-RARα  ดวยวธิ ีnested
RT-PCR  เลนที ่1 แสดง 100 bp DNA Ladder, เลนที่
2 ตรวจพบ PML-RARα  ชนดิ L type มขีนาด 326
bp ในเซลลไลน NB4 ทีใ่ชเปน positive control, เลนที่
3 พบ PML-RARα  ชนดิ L type ในผูปวย APL, เลนที่
4 พบ PML-RARα  ชนดิ V type มขีนาด 290 bp
ในผูปวย APL, เลนที ่5 ตวัอยางตรวจจากคนไข AML
ทีไ่มใช APL, เลนที ่6 ตวัอยางตรวจจากคนปกต ิและ
เลนที ่7 เปนน้าํทีใ่ชเปน negative control

ตารางที ่ 1  แสดงการตรวจพบรปูแบบตางๆ ของยนี PML-RARα ในผูปวยทีเ่ปน APL ทัง้ทีม่แีละไมม ี t(15;17)
จากการตรวจโครโมโซมดวยวธิมีาตรฐาน และผูปวยอืน่ๆ ทีไ่มใช APL

1Non-APL: AML-M1   6 ราย AML-M2   5 ราย AML-M4   4 ราย
AML-M6   1 ราย ALL   1 ราย
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ใช เปน positive control ของ การ ศึกษา ยีน  PML-
RARα  ได ดวย นอก จาก นี ้การ ศกึษา ระดบั ยนี ของ เซลล
มะเร็ง ยัง ไดรับ การ ยอม รับ ระดับ สากล โดย องคการ
อนามยั โลก (WHO Classification, ป 2001) ได แยก
ผูปวย มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว ตาม ลกัษณะ โครโมโซม และ ยนี
เปน สาํคญั โดย แยก กลุม ที ่มี recurrent chromosome
abnormality ออก มา เปน 4 กลุม ไดแก กลุม ที ่มี t(8;21)
หรอื ม ียนี AML1-ETO กลุม ที่ 2 คอื กลุม ที ่มี t(15;17)

หรอื ม ียนี PML-RAR? กลุม ที่ 3 คอื กลุม ที ่มี inv(16)
หรอื t(16;16) หรอื ม ียนี  CBFβ/MYH11 และ กลุม ที่ 4
คอื กลุม ที ่ม ีความ ผดิ ปกต ิของ 11q23 หรอื ยนี MLL18-20

ซึง่ สาม ชนดิ แรก ถอื วา เปน กลุม ที ่ม ีพยากรณ โรค ดี ใน ขณะ
ที่ กลุม ที่ 4 เปน กลุม ที่ ไม ดี ดังนั้น จะ เห็น ได วา การ ตรวจ
วนิจิฉยั มะเรง็ เมด็ เลอืด ขาว โดย ใช หลกั เกณฑ ของ องคการ
อนามัย โลก ฉบับ ลาสุด มี ความ จําเปน ตอง ใช การ ศึกษา ที่
ลง ลกึ ระดบั โครโมโซม และ ยนี ของ เซลล มะเรง็

รปูที ่4 ตวัอยางผลการตรวจ sequencing ในรายทีพ่บยนี PML-RARα โดยวธิ ีnested PCR; L-type (A), V-type
(B)
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จาก การ ศึกษา ใน ต่าง ประเทศ พบ ว่า ยีน ลูก ผสม  PML-
RARα  สราง mRNA ได 3 รูปแบบ คือ L type
(bcr1), V type (bcr2) และ S type (bcr3) ใน การ ศกึษา
นี้ พบ วา สามารถ ตรวจ พบ ยีน  PML-RARα  ทั้ง ใน
ผูปวย APL ที ่ม ีและ ไม มี t(15;17) จาํนวน ทัง้ สิน้ 52 ราย
จาก ผูปวย APL ทั้ง หมด 64 ราย (81.25%) ใน ขณะ ที่
การ ตรวจ โครโมโซม พบ ความ ผิด ปกติ ที่ เปน t(15;17)
เพยีง  12 ราย จาก 64 ราย (18.75%) แสดง วา การ ตรวจ
ระดับ อณู พันธุ ศาสตร โดย ใช วิธี nested RT-PCR มี
ความ ไว กวา การ ทาํ โครโมโซม ตาม วธิ ีมาตรฐาน อยางไร
ก็ ตาม ใน การ ศึกษา นี้ ไม ได ทํา Fluorescence in situ
hybridization (FISH) ซึง่ ม ีขอมลู จาก การ ศกึษา ใน ตาง
ประเทศ วา อาจ ชวย วินิจฉัย t(15;17) ได ดี กวา การ ตรวจ
โครโมโซม ตาม ปกติ9, 21 แต การ ตรวจ ดวย FISH ม ีราคา
แพง และ ยุง ยาก กวา การ ตรวจ โครโมโซม ปกติ จาํเปน ตอง
อาศัย หอง ปฏิบัติ การ เฉพาะ และ ผูอาน ที่ มี ความ ชํานาญ
รวม ทัง้ การ ตรวจ ม ีราคา แพง กวา การ ตรวจ โครโมโซม ตาม
ปกติ จึง ไม ได ใช เปน วิธี ตรวจ มาตรฐาน ใน ทุก ราย ที่ ตอง
การ  ยืนยัน วา เปน APL ใน ประเทศ ไทย ใน ขณะ ที่ การ
ตรวจ หา ยีน  PML-RARα โดย วธิี nested RT-PCR
จาก การ ศึกษา นี้ ทํา ได งาย กวา ไดผล รวด เร็ว รวม ทั้ง มี
ราคา ถกู กวา FISH มาก

ผล จาก การ วจิยั ใน คน ไทย ครัง้ นี ้พบ วา อบุตั ิการณ ของ
ชนิด ของ ยีน  PML-RARα ใน คน ไทย ประมาณรอย ละ 
81 ซึง่ ต่าํ กวา รายงาน ใน ตาง ประเทศ ที ่พบ ยนี นี ้ใน ผูปวย
APL ได ถงึรอย ละ  90-100 เปน ไป ได วา วธิี nested RT-
PCR อาจ ยัง ไม ไว พอ ที่ จะ ตรวจ พบ ยีน  PML-RARα   ที่
ผิด ปกติ ทุก ราย หรือ ใน ทาง ตรง ขาม อาจ เปน ไป ได วา
ผูปวย ที่ ไดรับ การ วินิจฉัย ดวย การ ดู เซลล และ โฟลซัยโต
เมทร ีวา เปน APL โดย ด ูจาก HLA-DR, CD34, SSC,
CD13, CD33, MPO นัน้ อาจ ไม ใช APL แต เปน AML-
M2 บาง ราย ที ่มี high SSC และ HLA-DR negative
นอก จาก นี้ อาจ เปน ไป ได วา ม ีผูปวย APL ใน คน ไทย สวน
หนึง่ ที ่ไม ม ียนี  PML-RARα  จรงิๆ แต อาจ ม ียนี ชนดิ อืน่

ใน เซลล มะเรง็ ที ่เปน variant ที ่พบ ได นอย เชน RARα-
PLZF, NUMA- RARα , NPM- RARα   ซึ่ง จะ ตรวจ ไม
พบ โดย เทคนิค ที่ รายงาน ครั้ง นี้ เนื่อง จาก ใน รายงาน นี้ ใช
ไพร เมอร ที่ จําเพาะ กับ ยีน  PML-RARα เทานั้น

จาก การ ตรวจ ชนดิ ยอย ของ ยนี  PML-RARα ใน คน
ไทย จาก การ ศกึษา ครัง้ นี ้จะ พบ bcr1 (L-type) เปน สวน
ใหญ ซึ่ง คลาย คลึง กับ ใน ตาง ประเทศ ทั้ง นี้ ยัง ไม เคย มี
รายงาน จาก ประเทศ ไทย หรือ ภูมิภาค เอเชียอาคเนย มา
กอน ที ่จะ ใช เปรยีบ เทยีบ โดย ใน ตาง ประเทศ จะ เปน ชนดิ
bcr1 บอย สดุ ซึง่ พบรอยละ  45-75 ของ ทัง้ หมด ตาม ดวย
ชนดิ bcr3  รอย ละ  15-45 และ สวน นอยรอย ละ  5-10 จะ
เปน ชนิด bcr23-5, 7, 9, 14, 22-25 ( ตาราง ที่ 2) อยางไร ก็ ตาม ใน
การ ศกึษา นี ้พบ bcr2 เพยีงรอย ละ  4 และ ไม พบ bcr3 (S-
type) ทัง้ นี ้เปน ไป ได วา การ ศกึษา นี ้ม ีขนาด เลก็ หาก ศกึษา
ใน ประชากร ไทย ที่ มี ขนาด ใหญ ขึ้น อาจ จะ มี โอกาส พบ
ความ ผดิ ปกต ิแบบ bcr2 และ bcr3 ใน สดัสวน ที ่สงู ขึน้ ได
การ ที ่พบ อบุตั ิการณ ของ bcr3 นอย อาจ ถอื เปน สิง่ ที ่ด ีใน
ผูปวย ไทย เนือ่ง จาก พยากรณ โรค ของ ผูปวย APL ที ่มี
bcr3 จาก รายงาน ใน ตาง ประเทศ พบ วา ม ีการ พยากรณ โรค
ไม ด ีเมือ่ เทยีบ กบั bcr1 โดย ผูปวย ที ่มี bcr3 จะ ม ีอตัรา เสีย่ง
ใน การ เกิด relapse เพิ่ม ขึ้น 9, 26, 27

สรุป
คณะ ผู วิจัย ได ทํา การ พัฒนาการ ตรวจ หา ยีน  PML-

RARα ใน คน ไทย โดย ใช วธิี nested RT-PCR พบ วา มี
ความ ไว และ จาํเพาะ ใน การ ยนืยนั การ วนิจิฉยั APL ดวย
การ ตรวจ ดู ลักษณะ เซลล และโฟลซัยโตเมทรี โดย วิธี
nested RT-PCR นี ้สามารถ ตรวจ พบ ยนี PML-RAR?
ได แม ใน ผูปวย APL ที่ มี โครโมโซม ปกติ หรือ ทํา
โครโมโซม แลว ไม สําเร็จ การ ใช วิธี ทาง อณู พันธุ ศาสตร มี
ประโยชน ทั้ง ใน ดาน การ บอก การ วินิจฉัย พยากรณ โรค
และ การ รักษา โดย ผล การ ตรวจ สามารถ ชวย แพทย ใน
การตัดสิน เลือก การ รักษา ที่ เหมาะสม เชน การ ให ยา
รับประทาน  ATRA ใน ผูปวย ที่ มี ยีน  PML-RARα ซึ่ง
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จะ ทําให ผูปวย มี โอกาส หาย ขาด มาก ขึ้น และ มี ผล แทรก
ซอน นอย ลง ใน อนาคต การ พฒันาการ ตรวจ หา ยนี  PML-
RARα โดย ใช Quantitative PCR นา จะ ชวย เพิม่ ความ
ไว ใน การ ตดิ ตาม ผูปวย APL ที ่มี molecular relapse
โดย จะ ม ีประโยชน ใน การ ตรวจ หา  PML-RARα ปรมิาณ
นอยๆ ได กอน ที ่ผูปวย จะ มี hematologic และ cytoge-
netic  relapse

กิตติกรรม ประกาศ
ขอ ขอบ พระ คุณ อาจารย ใน สาขา วิชา โลหิต วิทยา
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Background: Patients with acute promyelocytic leukemia (APL) generally carry a unique translocation
between  chromosomes 15 and 17 which generates a characteristic PML/RARα fusion gene. Chromo-
some  15 breakpoints fall within the three breakpoint cluster regions (bcr1, bcr2 and bcr3) and chromo-
some  17 breakpoints occur within intron 2. The bcr1 and bcr3 correspond to PML introns 6 and 3,
respectively,  whereas bcr2 is located within PML exon 6.   Objective: To develop a molecular assay for
the  detection of PML/RARα fusion gene and to determine the frequency and type of PML-RARα gene
variants  (bcr1, bcr2 or bcr 3) and their association with leukemia karyotypes in Thai APL patients.
Materials  and Methods: APL was diagnosed using morphologic and immunophenotypic analysis of
leukemic   cells.  Flow cytometry was performed using a cocktail of monoclonal antibodies and CD45/
SSC  selection gates.   Karyotypic analysis was done by conventional G- and Q- banding methods.   The
breakpoint  sites of the PML/RARα fusion gene were identified by reverse transcriptase-polymerase
chain   reaction (RT-PCR) with a nested approach.  NB4 leukemic cell line was used as a positive control
for  PML-RARα gene.  Results: The bcr1, bcr2, and bcr3 variants, were detected in 81.25%, 3.125%, and
0%,  respectively, of Thai APL patients diagnosed by flow cytometry (n = 64).   The majority of cytoge-
netically  confirmed APL cases had bcr1 (10 out of 12 cases) and bcr2 (2 out of 12 cases).   In APL pa-
tients  with a normal karyotype (n  =  36) or insufficient metaphases (n  =  16), PML-RARα gene was
detected  in 40 cases (76.29%).   Conclusion: bcr1 is the most frequent PML-RARα gene variant de-
tected  in Thai APL patients.  Molecular analysis of PML-RARα appears to be more sensitive than
conventional  karyotypic analysis for the confirmation of the diagnosis of APL.
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