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ความชุกและแบบแผนความไวต่อยาตา้นจุลชีพของเชื� อ
Escherichia coli และ Klebsiella pneumoniae ชนิดสรา้ง
เอนไซม ์Extended Spectrum Beta-Lactamase ในผูป่้วยมะเร็ง

บทคัดย่อ

วารสารโรคมะเรง็
THAI CANCER JOURNAL

85

ปีที� �� ฉบบัที� �
กรกฎาคม-กนัยายน����

มยุรี ยอดอินทร์
ธัชภร อัศวคงคารัตน์
อัจฉราพรรณ สิมะพัฒนสาร

ปัญหาเชื �อแบคทีเรียดื �อต่อยากลุม่ beta-lactam พบมากในเชื �อแกรมลบรูปแทง่โดยเฉพาะกลุม่ Enterobacte-
riaceae ซึ�งสามารถสร้างเอนไซม์ beta-lactamase ชนิดฤทธิ�ขยาย (extended spectrum beta-lactamase; ESBL)
ที�มีฤทธิ�ทําลายยาเชน่ penicillins, cephalosporins ยกเว้น carbapenems มผีลทําให้เชื �อดื �อตอ่ยาในกลุม่ beta-lactam
ทั �งหมด เชื �อที�มกัพบว่ามีการสร้างเอนไซม์ชนิดนี � ได้แก่ Escherichia coli (E. coli) และ Klebsiella pneumoniae
(K. pneumoniae) ปัจจบุนัพบเชื �อที�สร้างเอนไซม์ ESBLที�แยกได้จากผู้ ป่วยเพิ�มขึ �นซึ�งเป็นปัญหาสําคญัของโรคเชื �อดื �อยา
ใน โรงพยาบาล นอกจากนี �การใช้ยากลุม่ carbapenems เชน่ ertapenem, imipenem และ meropenem เป็นยาทางเลือก
ลําดบัแรก (drug of choice) ในการรักษาโรคติดเชื �อรุนแรงจากแบคทีเรียแกรมลบที�ดื �อยา การศกึษานี �มีวตัถปุระสงค์
เพื�อหาความชกุและแบบแผนความไวตอ่ยา carbapenems ของเชื �อ E. coli และ K. pneumoniae ที�สร้างเอนไซม์ ESBL
โดยการแยกเชื �อจากสิ�งสง่ตรวจของผู้ ป่วยในสถาบนัมะเร็งแหง่ชาติ ระหวา่งปี พ.ศ. 2556-2559 ทดสอบการสร้างเอนไซม์
ESBL ด้วยวิธียืนยันทางฟีโนไทป์ (phenotypic confirmatory test) และรวบรวมข้อมลูจากแบบแผนความไวต่อยา
carbapenems จากห้องปฏบิตักิารจลุชวีวทิยา สถาบนัมะเร็งแหง่ชาต ิผลการศกึษาพบเชื �อทั �งหมดจํานวน 3830 isolates
เป็น E. coli จํานวน 788 isolates (ร้อยละ 20.57) และ K. pneumoniae จํานวน 389 isolates (ร้อยละ 10.15) และ
พบเป็นเชื �อ E. coli และ K. pneumoniae ชนิดที�สร้าง ESBL ร้อยละ 51.52 และ 33.93 ตามลําดบั ผลการศึกษา
แบบแผนความไวต่อยา carbapenems พบว่าเชื �อ E. coli ที�สร้าง ESBL มีความไวต่อยากลุ่ม carbapenem คือ
ertapenem, imipenem และ meropenem มากกว่าร้อยละ 90 ในขณะที�เชื �อ K. pneumoniae ที�สร้าง ESBL มี
ความไวน้อยกวา่ โดยพบวา่ร้อยละ 69 มีความไวตอ่ยา ertapenem และมากกวา่ร้อยละ 80 ไวตอ่ยา imipenem และ
meropenem (วารสารโรคมะเร็ง 2560;37:85-93)
คําสําคญั: beta-lactamase ชนิดขยาย Escherichia coli  Klebsiella pneumoniae แบบแผนความไวตอ่ยาต้านจลุชพี

งานจุลชีววิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ สถาบันมะเร็งแห่งชาติ กรุงเทพฯ
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The Prevalence and Antibiotic Susceptibility Patterns of Extended Spectrum Beta-Lactamase
Producing Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae among Cancer Patients
by Mayuree Yodin, Thadchaporn Assawakongkarat,  Autcharapan Simapattanasan

Microbiology Section, Department of Medical Technology, National Cancer Institute, Bangkok

Abstract The problem of beta-lactam antibiotic-resistant bacteria was mainly found in gram-negative
bacilli, especially the family Enterobacteriaceae, which can produce beta-lactamase, which has the
ability to reduce the efficacy of antibiotics such as penicillins and cephalosporins, but not carbapenems.
This enzyme, extended spectrum beta-lactamase (ESBL) causes the bacteria to resist all beta-lactam
antibiotics. The two main bacteria, Escherichia coli (E. coli) and Klebsiella pneumoniae
(K. pneumoniae), which can produce ESBLs, are the most common bacteria causing infections in
hospitals. In additions, carbapenems e.g., ertapenem, imipenem, and meropenem, are broad-spec-
trum antibiotics and drugs of choice for the treatment of severe gram-negative bacterial infections.
This study aimed to find the prevalence and carbapenem susceptibility patterns of ESBL-producing
E. coli and K. pneumoniae isolates collected from clinical specimens of patients at the National
Cancer Institute (NCI), during 2013-2016. The phenotypic confirmatory test was used to determine
ESBL production and susceptibility testing data were collected from the microbiology laboratory of
the NCI. It was found that, of the total 3830 isolated organisms, 788 (20.57%) were isolates of E. coli
and 389 (10.15%) isolates of K. pneumoniae. The ESBL-producing strains of E. coli and K. pneumoniae
were 51.52% and 33.93%, respectively. The findings of susceptibility to carbapenem indicated that >
90% of ESBL-producing E. coli were susceptible to ertapenem, imipenem, and meropenem while
69% of ESBL producing K. pneumoniae were susceptible to ertapenem and > 80% susceptible to
imipenem and meropenem. (Thai Cancer J 2017;37:85-93)
Keywords: extended spectrum beta-lactamase, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, antibiotic
susceptibility patterns

บทนาํ
โรคติดเชื �อในโรงพยาบาลเป็นปัญหาสําคญั

ที�เกิดขึ �นกบัผู้ ป่วยเมื�อเข้ารับการรักษาในโรงพยาบาล

และสามารถพบได้ในโรงพยาบาลทุกระดับ แต่ละปี

มีรายงานการพบผู้ ป่วยติดเชื �อในระหว่างเข้ารับการ

รักษาตวัในโรงพยาบาลเป็นจํานวนมาก ซึ�งเป็นสาเหตุ

ให้อาการของผู้ ป่วยมีความรุนแรงขึ �นหรือต้องอยู่ใน

โรงพยาบาลนานขึ �น โดยทั�วไปสามารถพบการติดเชื �อ

ในผู้ ป่วยจากตําแหนง่สาํคญัตา่ง ๆ เชน่ ระบบทางเดนิ

หายใจ ระบบทางเดินปัสสาวะและแผลผ่าตดั เป็นต้น

เชื �อก่อโรคที�พบบ่อย คือ เชื �อในกลุ่ม Enterobacte-

riaceae ที�สําคญั ได้แก่ Escherichia coli (E. coli),

Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) ซึ�งปัจจบุนั

เชื �อสามารถพฒันาการดื �อยามากขึ �น ทําให้การรักษา

มีค่าใช้จ่ายเพิ�มขึ �นและต้องใช้เวลานานในการกําจัด

เชื �อให้หมดไป ลักษณะทั�วไปของเชื �อ E. coli เป็น

แบคทีเรียย้อมติดสีแกรมลบ รูปร่างท่อนตรง ไม่สร้าง

สปอร์ สว่นใหญ่เคลื�อนที�ได้ โคโลนีมลีกัษณะแห้ง เป็น

เชื �อประจําถิ�นในระบบทางเดนิอาหาร แตบ่างสายพนัธุ์

สามารถก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วง โรคติดเชื �อนอก

ระบบทางเดินอาหาร เช่น บาดแผล ในกระแสโลหิต

เยื�อหุ้ มสมองอักเสบ ปอดอักเสบ ในระบบทางเดิน

ปัสสาวะ โดยพบว่าเชื �อแบคที เรีย ดังกล่าวมีการ

พัฒนาการดื �อยาที� เรียกว่า extended-spectrum
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beta-lactamase (ESBL) เชื �อชนิดนี � สามารถสร้างสาร

ที�มฤีทธิ�ทําลายยาในกลุม่ beta-lactams สว่นลกัษณะ

ทั�วไปของเชื �อ K. pneumoniae เป็นแบคทีเรียย้อม

ติดสีแกรมลบ รูปร่างทอ่นตรง ไมส่ร้างสปอร์ เคลื�อนที�

ไม่ได้  มีแคปซูลหนา โคโลนีมีลักษณะเหนียวเยิ �ม

(mucoid colony) แบคทเีรียกลุม่นี �ทําให้เกดิปอดอกัเสบ

โรคติดเชื �อในระบบทางเดินปัสสาวะ บางสายพันธุ์ที�

สร้าง enterotoxin ก่อให้เกิดอุจจาระร่วง ในปัจจุบนั

พบว่า K. pneumoniae ที�ก่อให้เกิดโรคติดเชื �อใน

โรงพยาบาลมีการดื �อยาเหมือน E. coli1

ยากลุ่ม beta-lactam เป็นสารต้านจุลชีพ

กลุม่ใหญ่ที�ใช้กนัอยา่งแพร่หลายในการรักษาโรคตดิเชื �อ

ทั �งจากแบคทเีรียแกรมบวกและแกรมลบ แบง่เป็นกลุม่ยอ่ย

เช่น penicillins, cephalosporins, carbapenems2

โรคตดิเชื �อรุนแรงจากวงศ์ Enterobacteriaceae จะใช้

ยากลุ่ม cephalosporins รุ่นที� 3 เช่น cefotaxime,

ceftriaxone, ceftazidime ในการรักษา ตอ่มาพบว่า

เชื �อดื �อยากลุ่มนี �เพิ�มขึ �นอย่างต่อเนื�อง โดยมีกลไก

การผลติเอนไซม ์extended spectrum beta-lactamase

(ESBL) หรือ plasmid-mediated AmpC beta-

lactamase (pAmpC)3 ส่วนยากลุม่ carbapenems

เชน่ ertapenem, imipenem และ meropenem เป็น

ยาที�ออกฤทธิ�ทําลายแบคทีเรียได้กว้างที�สดุโดยเฉพาะ

แบคทเีรียแกรมลบเพราะทนตอ่เอนไซม ์beta-lactamase

ได้หลายชนิดรวมทั �งเอนไซม ์ESBL และ AmpC ดงันั �น

ยากลุม่ carbapenems จงึเป็นยาทางเลอืกลาํดบัแรก

(drug of choice) ในการรักษาโรคติดเชื �อรุนแรงจาก

แบคทีเรียแกรมลบที�ดื �อยาซึ� งเป็นปัญหาสําคัญใน

ลําดบัต้น ๆ ในขณะนี � เนื�องจากมยีาที�ใช้รักษาอยา่งจํากดั

หรือมทีางเลือกน้อยลง ปัจจบุนัเชื �อวงศ์ Enterobacte-

riaceae พบว่าเริ�มมีการดื �อยากลุ่ม carbapenems4

จึงเป็นที�กงัวลใจว่าในอนาคตอนัใกล้ เราอาจถึงจุดที�

ไม่มียารักษาโรคติดเชื �อรุนแรงในโรงพยาบาลได้เลย

อาจกลา่วได้วา่ เชื �อ carbapenem-resistant Entero-

bacteriaceae (CRE) เป็นภาวะวิกฤตของการรักษา

ภาวะติดเชื �อแบคทีเรีย กลไกหลักในการดื �อยากลุ่ม

carbapenems คือ เชื �อดัดแปลงโปรตีน porins

ซึ� งเป็นทางผ่านของยาหรือมีการขาดหายไป ของ

porins ทํา ให้ยาเข้าไปในเซลล์ ได้ น้อยลงร่วมกับ

เชื �อผลติเอนไซม์ chromosomal AmpC (cephalospo-

rinase) ในปริมาณที�สงูขึ �น หรือมีการปั�มยาออกนอก

เซลลม์ากขึ �น (efflux pump) นอกจากนี �กลไกที�สําคญัอกี

กลไกหนึ�ง คอื เชื �อผลิตเอนไซม์ carbapenem-hydro-

lysing beta-lactamase หรือ carbapenemase

ซึ�งสลายยากลุ่ม carbapenems ได้โดยตรง ยีนที�

กําหนดเอนไซม์ เหล่านี �หากพบบนพลาสมิดหรือมี

mobile genetic elements เช่น transposon หรือ

integron ร่วมด้วยก็มีโอกาสที� ยีนดื �อยาเหล่านี �จะ

แพร่กระจายไปยงัแบคทีเรียชนิดอื�นได้ แม้วา่อตัราการ

ดื �อยากลุม่ carbapenems ในวงศ์ Enterobacteriaceae

ยงัน้อยมากหรือบางแห่งยงัให้ผลไวตอ่ยาร้อยละ 100

แต่ปัจจุบันเริ� มมีรายงานว่าเชื �อวงศ์นี �ดื �อต่อยากลุ่ม

carbapenems เพิ�มขึ �นอยา่งตอ่เนื�อง5

การรักษาผู้ ป่วยมะเร็งจําเป็นต้องรักษาด้วย

วธีิผสมผสานได้แก ่ศลัยกรรม รังสรัีกษา และเคมบํีาบดั6,7

ซึ�งทําให้ผู้ป่วยได้รับผลกระทบอยา่งรุนแรงตอ่ไขกระดกู

ที�ทําหน้าที� สร้างภูมิคุ้ มกันต้านทานโรค เป็นผลให้

เซลล์ไขกระดูกถูกทําลายและมีจํานวนลดลง ผู้ ป่วย



88 วารสารโรคมะเร็ง ปีที�  �� ฉบบัที�  � กรกฎาคม-กันยายน ����

เกิดภาวะภูมิคุ้ มกันตํ�า  เสี�ยงต่อการเกิดโรคติดเชื �อ

ได้งา่ยโดยเฉพาะโรคตดิเชื �อจากแบคทเีรีย8,9 การรักษา

โรคติดเชื �อในผู้ ป่วยมะเร็งต้องได้รับการวินิจฉัยอย่าง

ถกูต้องและรวดเร็ว เนื�องจากผูป่้วยมกัมอีาการรุนแรงกวา่

คนปกติ และอาจถึงแก่ชีวิตได้ภายในระยะเวลาอัน

รวดเร็ว การศึกษาในครั �งนี �ผู้ วิจัยมีวัตถุประสงค์เพื�อ

ศกึษาความชกุของเชื �อ E. coli และ K. pneumoniae

ที�สร้างเอนไซม์ extended spectrum beta lactamase

(ESBL) ซึ�งพบมากที�สดุในผู้ป่วยมะเร็งในสถาบนัมะเร็ง

แหง่ชาต ิและแบบแผนความไวตอ่ยากลุม่ carbapenems

เพื�อติดตามแนวโน้มการเกิดเชื �อดื �อยาและการเฝ้าระวงั

โรคติดเชื �อดื �อยาในสถาบนัมะเร็งแห่งชาติต่อไป

วสัดแุละวิธีการ
สิ�งสง่ตรวจ

เชื �อแบคทีเรียที�ใช้ในการศึกษาได้แก่ เชื �อ E.

coli และ K. pneumoniae ซึ�งแยกได้จากสิ�งสง่ตรวจ

ของผู้ ป่วยในสถาบันมะเร็งแห่งชาติ ระหว่างเดือน

ตุลาคม พ.ศ. 2556 ถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2559

ที�สง่มายงัห้องปฏิบตัิการจลุชีววิทยา กลุม่งานเทคนิค

การแพทย์  สิ� งส่งตรวจที� ใช้ในการศึกษามีการระบุ

ตําแหนง่ที�เก็บ คอื ปัสสาวะ เสมหะ อจุจาระ แผลหนอง

เลอืด และนํ �าหลอ่เลี �ยงอวยัวะภายในตา่ง ๆ

การเพาะแยกและจาํแนกชนิดของเชื� อจุลชีพ
ผู้วจิยัเพาะแยกเชื �อโดยการใช้อาหารเลี �ยงเชื �อ

ที� มีความจําเพาะ ทําการจําแนกเชื �อตามลักษณะ

ของโคโลนี ย้อมสีแกรม และคุณสมบัติทางชีวเคมี

โดยปฏิบัติตามคู่มือปฏิบัติงานของงานจุลชีววิทยา

กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ สถาบันมะเร็งแห่งชาติ

และตามเกณฑ์มาตรฐานของ Clinical and Labora-

tory Standard Institute (CLSI)

การทดสอบความไวตอ่ยาตา้นจลุชพี
การทดสอบความไวของสารต้านจลุชีพ ใช้วธีิ

disc diffusion method ของ Kirby-Bauer โดยมี

ขั �นตอนดังนี � ป้ายโคโลนีเชื �อลงบนอาหารเลี �ยงเชื �อ

brain heart infusion broth (BHI) นําไปเพาะเลี �ยงที�

37oซ เป็นเวลา 3-4 ชั� วโมง นํา เชื �อที� ได้มาปรับ

ความขุ่นโดยผสมลงใน 0.85% โซเดียมคลอไรด์ให้มี

ความขุน่เทา่กบัสารละลายมาตรฐาน โดยใช้เครื�องวดั

ความขุน่ที�มีความจําเพาะ 0.5 McFarland standard

เพื�อให้ได้เชื �อประมาณ 1.5 x 108 colony forming unit/ml

(CFU/ml) จากนั �นใช้ไม้พนัสําลีปราศจากเชื �อจุ่มลงใน

เชื �อที�มกีารปรับความขุน่แล้วป้ายถี� ๆ  บนผิวหน้าอาหาร

Mueller-Hinton agar (MHA) 3 ระนาบ แตล่ะระนาบ

ทํามมุกนัประมาณ 60 องศา เพื�อให้แบคทเีรียกระจายตวั

อยา่งสมํ�าเสมอ และวางแผน่สารต้านจลุชพี ertapenem

(10 µg), imipenem (10 µg) และ meropenem (10 µg)

บนจานอาหาร แล้วกดเบา ๆ เพื�อให้ติดแนบกบัผิวหน้า

อาหาร นําจานอาหารไปบม่ในตูเ้พาะเชื �อที�อณุหภมู ิ35 oซ

เป็นเวลา 16-18 ชั�วโมง จากนั �นนําจานอาหารออกมา

วดัขนาดเส้นผา่ศนูย์กลางของวงใสรอบแผน่ยามหีนว่ย

เป็นมิลลิ เมตร นําไปเปรียบเทียบกับขนาดเส้นผ่า

ศนูย์กลางและแปลผลตามตารางใน CLSI รายงานผล

เป็นความไว (susceptible; S) ไวปานกลาง (interme-

diate; I) หรือดื �อ (resistant; R) อกีทั �งยงัมีการทดสอบ

หาเอมไซม์ ESBL ด้วยวิธียนืยนัทางฟีโนไทป์ (pheno-
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typic confirmatory test) ในแบคทีเรียแกรมลบกลุม่

Enterobacteriaceae ตามเกณฑ์ที�กําหนดใน CLSI10-13

การควบคุมคุณภาพของวิธีการทดสอบโดย

ใช้เชื �อจุลชีพมาตรฐานที�ทราบขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง

inhibition zone ได้แก่ Staphylococcus aureus

ATCC 25923 เป็นตวัแทนแกรมบวก E. coli ATCC

25922 เป็นตวัแทนแกรมลบกลุม่ Enterobacteriaceae

และ P. aeruginosa ATCC 27853 เป็นตวัแทนของ

แบคทเีรียแกรมลบกลุม่ non fermented gram-negative

bacteria (NFB) และ K. pneumoniae ATCC 700603

เป็นตวัแทนในการทดสอบการสร้างเอมไซม์ ESBL

การวิเคราะหข์อ้มูล
ผู้ วิจัยวิเคราะห์ข้อมูลด้วยสถิติเชิงพรรณนา

แสดงคา่ความถี� ค่าเฉลี�ย และร้อยละ

ผลการศกึษา
เชื �อแบคทีเรียก่อโรคที�แยกได้จากสิ�งสง่ตรวจ

ของผู้ ป่วยในสถาบันมะเร็งแห่งชาติ ระหว่างปีพ.ศ.

2556-2559 พบเชื �อทั �งหมดจํานวน 3830 isolates

โดยพบเป็น E. coli จํานวน 788 isolates (ร้อยละ 20.57)

และ K. pneumoniae จํานวน 389 isolates (ร้อยละ

10.15) พบความชุกของ E. coli ที� สร้าง ESBL

ในผู้ ป่วยมะเร็งระหว่าง ปี พ.ศ. 2556-2559 ร้อยละ

51.52 และ K. pneumonia ที�สร้าง ESBL ร้อยละ 33.93

(ตารางที� 1) และพบวา่ E. coli ที�สร้าง ESBL ยงัคงมี

ความไวต่อกลุ่ มยา carbapenem (ertapenem,

imipenem และ meropenem) ร้อยละ 93, 96 และ

96 ตามลาํดบั (ตารางที� 2) สว่นเชื �อ K. pneumonia

ที�สร้าง ESBL มคีวามไวตอ่ยาดงักลา่วร้อยละ 69, 86

และ 81 ตามลาํดบั (ตารางที� 3)

วิจารณแ์ละสรุป
จากการศึ กษาความชุ กของการติ ดเชื �อ

แบคทีเรียในสถาบันมะเร็งแห่งชาติ ระหว่างปี พ.ศ.

2556 ถึง 2559 พบผู้ ป่วยติดเชื �อ E. coli มากที�สดุ

โดยพบร้อยละ 20.57 สอดคล้องกับข้อมูลของศูนย์

เฝ้าระวงัเชื �อดื �อยาจุลชีพ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์

กระทรวงสาธารณสุข จากโรงพยาบาลทั�วประเทศ

จํานวน 46 แหง่ในปีพ.ศ. 2556 และมากกว่า 50 แหง่

ในปี พ.ศ. 2557 ถึง 2558 สว่นปี พ.ศ. 2559 มจํีานวน

33 แห่ง โดยพบร้อยละ15.4, 20, 21.6 และ 22.0

ตามลําดบั14  ซึ�งข้อมลูจาก NIMS hospital ของประเทศ

อนิเดียในปี พ.ศ. 2554 ถึง 2555 ก็พบ E. coli มากที�สดุ

สงูถึงร้อยละ 45.015 จากการศกึษาความชกุของเชื �อ E.

coli และ K. pneumoniae ที�สร้างเอนไซม์ ESBL

ในสถาบันมะเร็งแห่งชาติช่วงปี พ.ศ. 2556-2559

พบร้อยละ 51.52 และ 33.93 ตามลําดบั เมื�อเปรียบเทยีบ

กบัการศกึษาอื�น ๆ พบวา่มีความแตกต่างกนั โดยพบ

เป็น K. pneumonia ที�สร้าง ESBL มากกวา่ E. coli

ที�สร้าง ESBL เชน่ การศกึษาในโรงพยาบาลพทุธชินราช

ในปีพ.ศ. 2552 พบเชื �อ E. coli ที�สร้าง ESBL ร้อยละ 34.0

สว่นเชื �อ K. pneumonia ที�สร้าง ESBL พบร้อยละ 4916

และยงัพบเชื �อดื �อยาที�เป็นปัญหาของอกีหลายพื �นที� เชน่

การศึกษาของโรงพยาบาลเชียงคําในระหว่างปี พ.ศ.

2554 ถึง 2555 พบ E. coli ที�สร้าง ESBL ร้อยละ 30.37

และ K. pneumoniae ที�สร้าง ESBL ร้อยละ 43.6617

ในขณะที�การศึกษาของโรงพยาบาลนา่น ปี พ.ศ. 2547
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ตารางที� 1 ความชกุของ E. coli และ K. pneumoniae ที�สร้างเอนไซม ์ESBL ในผู้ป่วยมะเร็งระหวา่งปี พ.ศ.
2556-2559

   ปี พ.ศ.  E. coli (isolates)                        K. pneumoniae (isolates)

         รวม           ESBL (ร้อยละ)          รวม         ESBL (ร้อยละ)

2556 198   87 (43.94)   78 15 (19.23)

2557 169   85 (50.30)   78 25 (32.05)

2558 181   93 (51.38) 116 50 (43.10)

2559 240 141 (58.75) 117 42 (35.90)

ตารางที� 2 แบบแผนความไวของ E. coli ที�สร้าง ESBL ตอ่ยากลุม่ carbapenem ระหวา่งปี พ.ศ. 2556-2559

  ปี พ.ศ.   Ertapenem  Imipenem Meropenem

isolates (%S) isolates (%S) isolates (%S)

2556 87 (93) 87 (96) 87 (95)

2557 85 (91) 85 (93) 85 (93)

2558 93 (92) 93 (97) 93 (97)

2559                  141 (95) 14 (97)     141 (99)

รวม                  406 (93)              406 (96)              406 (96)

S=susceptible

ตารางที� 3 แบบแผนความไวตอ่ยาของ K. pneumonia ที�สร้าง ESBL ตอ่ยากลุม่ carbapenem ระหวา่งปี
พ.ศ.2556-2559

  ปี พ.ศ.   Ertapenem  Imipenem Meropenem

isolates (%S) isolates (%S) isolates (%S)

2556 15 (94) 15 (94) 15 (83)

2557 25 (65) 25 (85) 25 (81)

2558 50 (49) 50 (77) 50 (70)

2559 42 (66) 42 (87) 42 (88)

รวม                  132 (69)              132 (86)              132 (81)

S=susceptible
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ถึง 2553 พบ E. coli ที�สร้าง ESBL ร้อยละ 21.9 และ

K. pneumoniae ที�สร้าง ESBL ร้อยละ 22.718 และ

การศึกษาของโรงพยาบาลมหาราชนครราชสีมา

ปี พ.ศ. 2553 ถึง 2557 พบ E. coli ที�สร้าง ESBL และ

K. pneumoniae ที�สร้าง ESBL สงูถงึร้อยละ 41.1 และ

45.1 ตามลําดบั19 สว่นรายงานการระบาดของการเกิด

เชื �อดื �อยาที�สร้าง ESBL ในตา่งประเทศพบวา่มลีกัษณะ

คล้ายกับประเทศไทย คือ พบว่า K. pneumoniae

เกิดการดื �อยาสงูกวา่ E. coli ตวัอยา่งเช่น การศกึษา

ในสาธารณรัฐมาซโิดเนยี ในปี พ.ศ. 2554 พบ E. coli

ที�สร้าง ESBL ร้อยละ 15.7 และ K. pneumoniae ที�

สร้าง ESBL ร้อยละ 31.020 สว่นการศกึษาของประเทศ

เนปาล ระหวา่งปี พ.ศ. 2554 ถึง 2555 พบร้อยละ 21.8

และ 25.5 ตามลําดับ21 และพบว่าประเทศอินเดียมี

ความชกุของเชื �อดงักลา่วสงูขึ �นมากและสงูกวา่ประเทศ

อื�น ๆ  คอื พบร้อยละ 56.92 และ 67.04 ตามลําดบั ในปี

พ.ศ. 2554-255515 และร้อยละ 61.4 และ 46.2 ในปี

พ.ศ. 2552-255522 ซึ�งสงูขึ �นมากเมื�อเปรียบเทียบกบัปี

พ.ศ. 2549 ซึ�งพบร้อยละ 30 และ 16 ตามลําดับ23

ในขณะที�ประเทศญี�ปุ่ นพบการระบาดและความชุก

คอ่นข้างตํ�า โดยในปีพ.ศ. 2546 ถึง 2554 พบวา่เป็นเชื �อ

E. coli ที�สร้าง ESBL มากกว่า K. pneumoniae ที�

สร้าง ESBL (ร้อยละ 6.4 และ 5.1 ตามลําดบั)24  ซึ�งอาจมี

สาเหตมุาจากระบบการควบคมุการใช้ยาและการเฝ้าระวงั

ป้องกันโรคติดเชื �ออย่างมีประสิทธิภาพทําให้ เชื �อ

ไม่สามารถพฒันาไปเป็นเชื �อดื �อยาได้

สถานการณ์ของเชื �อดื �อยา ESBL ที�ดื �อต่อ

ยากลุม่ carbapenems ซึ�งประกอบด้วยยา 3 ชนิด คือ

ertapenem, imipenem และ meropenem ใน

สถาบันมะเร็งแห่งชาติ พบ E. coli ที�สร้าง ESBL

มคีวามไวตอ่ยามากกวา่ร้อยละ 90 สว่น K. pneumonia

ที�สร้าง ESBL มคีวามไวน้อยกวา่ โดยพบวา่มีความไว

ตอ่ยา ertapenem ร้อยละ 69 สว่น imipenem และ

meropenem มากกว่ าร้อยละ 80 ซึ� งมีลักษณะ

แตกตา่งจากการศกึษาอื�น ๆ ตวัอยา่งเช่น พบ E. coli

และ K. pneumoniae ที�สร้างเอนไซม์ ESBL มีความไว

ตอ่ยา imipenem และ meropenem ร้อยละ 99-100

ในการศกึษาของโรงพยาบาลพทุธชินราช ปี พ.ศ. 2550

และ 255216 ซึ�งสอดคล้องกบัการศกึษาในโรงพยาบาลนา่น

ปี พ.ศ. 2547-2553 พบมคีวามไวตอ่ยา ertapenem,

imipenem และ meropenem ร้อยละ 96-10018 และ

ให้ผลทํานองเดยีวกบัโรงพยาบาลมหาราชนครราชสมีา

ซึ�งพบความไวมากกวา่ร้อยละ 9519 สว่นการศกึษาใน

โรงพยาบาลเชียงคําพบว่าเชื �อดื �อยาที�สร้าง ESBL มี

ความไวต่อยา imipenem มากกวา่ร้อยละ 9717 จาก

การศกึษาที�กลา่วมาสามารถสรุปได้วา่ ในประเทศไทย

ยงัคงสามารถใช้ยากลุ่ม carbapenem ในการรักษา

เชื �อดื �อยาที�สร้าง ESBL ได้ด ีสว่นการศกึษาในตา่งประเทศ

เชน่ อนิเดยีและเนปาล พบวา่ เชื �อดื �อยาที�สร้าง ESBL

มคีวามไวตอ่ยา imipenem ร้อยละ 10015,21 และร้อยละ

99.4 ในประเทศเคนยา25 และการศึกษาในบงัคลาเทศ

พบว่ามีความไวต่อยา imipenem, meropenem

ร้อยละ 10026 จะเหน็ได้วา่มคีวามแตกตา่งกนัในแตล่ะ

พื �นที� ซึ�งอาจเป็นผลมาจากการระบาดและการใช้ยา

ในโรงพยาบาลแต่ละแห่งที�แตกต่างกนั

ผลจากการศึกษานี �สรุปได้ว่าการติดเชื �อ

ดื �อยาที�สร้าง ESBL มีแนวโน้มสูงขึ �นโดยเฉพาะเชื �อ

E.coli ที�สร้าง ESBL แต่เชื �อยงัคงมีความไวต่อยาใน
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กลุ่ม carbapenems ขณะที�เชื �อ K. pneumoniae

ที�สร้าง ESBL มแีนวโน้มลดลงในปี พ.ศ. 2558 ถึง 2559

แตพ่บวา่มคีวามไวตอ่ยาในกลุม่ carbapenems น้อยกวา่

E. coli ที�สร้าง ESBL อยา่งไรก็ตามการศกึษาความชกุ

และแบบแผนความไวต่อยาทําให้เห็นถึงแนวโน้มของ

การดื �อยาของเชื �อแบคทีเรียที� เป็นปัญหา ซึ�งข้อมูล

ดงักลา่วจะเป็นประโยชน์ในการเลือกใช้ยาอยา่งเหมาะสม

และยังเป็นประโยชน์ในงานเฝ้าระวังเชื �อดื �อยาใน

สถาบนัมะเร็งแห่งชาติตอ่ไป

ปัจจบุนัห้องปฏิบตักิารจลุชวีวิทยามสีว่นสาํคญั

อย่างยิ�งในการวินิจฉยัแยกชนิดของเชื �อดื �อยา ดงันั �น

นกัเทคนคิการแพทยจ์ะต้องพฒันาตนเองอยา่งตอ่เนื�อง

เพื� อให้ผลการตรวจวิ เคราะห์ที� ถูกต้องแม่นยํา  มี

คุณภาพได้มาตรฐานวิชาชีพ แพทย์สามารถนําผล

การตรวจวิเคราะห์ไปใช้ในการวางแผนการรักษา

ผู้ ป่วยได้อย่างถกูต้องและมีประสิทธิภาพ
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การตรวจหาระดบัการแสดงออกของ HPVE6, p53, Bcl-2 และ
Bax mRNA ในเซลลป์ากมดลูกที�ติดเชื� อไวรสัฮวิแมนแพพพิว-
โลมา สายพนัธุที์�มีความเสี�ยงสูงตอ่การกอ่โรค

บทคัดย่อ
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อุษณีย ์พรหมประกอบ2จรญัญา งามขํา1 

พล กองแกว้2 เทียนแสง พันธศ์รี1

การติดเชื �อไวรัสฮิวแมนแพพพิวโลมาสายพนัธุ์ที�มีความเสี�ยงสูงต่อการก่อโรค (HR HPV) เป็นระยะเวลานาน
เป็นสาเหตขุองการเกิดมะเร็งปากมดลกู โดยโปรตีน E6 ของไวรัสดงักลา่วมีบทบาทสําคญัในการยบัยั �งการทํางานของ
p53 นอกจากนี �บางการศึกษาคาดว่าโปรตีน E6 อาจมีผลต่อการทํางานของยีน/โปรตีนในกระบวนการตายแบบ
apoptosis การศึกษานี �มีวัตถุประสงค์เพื�อตรวจหาสายพันธ์ุของ HPV และระดับการแสดงออกของยีนที�มีบทบาท
ในกระบวนการ apoptosis ได้แก่ p53, Bcl-2 และ Bax รวมทั �งการแสดงออกของ HPVE6 mRNA ในเซลล์
ปากมดลูกที�พบการติดเชื �อ HR HPV เปรียบเทียบกับตัวอย่างเซลล์ปากมดลกูที�ไม่พบการติดเชื �อ HPV โดยการเก็บ
ตัวอย่างเซลล์ปากมดลูกจํานวน 50 ตัวอย่างใน liquid based และมีผลการตรวจทางเซลล์วิทยาในช่วงระหว่าง
เดือนมิถุนายน ปีพ.ศ. 2559 ถึง พฤษภาคม พ.ศ. 2560 การตรวจหาสายพันธุ์ของไวรัสใช้วิธี polymerase chain
reaction-enzyme immunoassay (PCR-EIA) และสุม่ตวัอยา่งจํานวน 15 ตวัอยา่งจากทั �งหมด 50 ตวัอยา่ง ซึ�งในจํานวน
15 ตวัอย่าง พบ 14 ตวัอย่างเป็นเซลล์ที�มีความผิดปรกติเพียงเล็กน้อยจนถึง low-grade squamous intraepithelial
lesion (LSIL) และอีกหนึ�งตวัอย่างพบความผิดปรกติแบบ high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL)
นําผลการตรวจเชื �อ HPV มาแบ่งกลุ่มตัวอย่าง 5 กลุ่มคือ กลุ่มที�ไม่พบการติดเชื �อ HPV, พบการติดเชื �อ HPV16,
พบการติดเชื �อ HPV18, พบการ ติดเชื �อ HR HPV อื�น และกลุม่ที�พบการติดเชื �อร่วมระหวา่ง HPV16/18 และ HR HPV อื�น
กลุม่ละ 3 ตวัอยา่ง และ ตรวจหาระดบัการแสดงออกของ p53, Bcl-2, Bax และ HPVE6 mRNA ด้วยวิธี  two-step
reverse trancriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) ผลการศึกษาพบ HPV สายพันธุ์ที� 52 มากที�สุด
ตามด้วย HPV 16 และ 18 ตามลําดบั และพบวา่การแสดงออกของ p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ในเซลล์ปากมดลกู
ที�มกีารตดิเชื �อ HPV มรีะดบัสงูกวา่เซลล์ ที�ไมมี่การตดิเชื �อเพยีงเลก็น้อย ในขณะที�ระดบัการแสดงออกของ HPVE6 mRNA
พบสงูสดุในกลุม่ที�พบการติดเชื �อ HPV16 เมื�อเปรียบเทียบกบักลุม่อื�น จากการศกึษานี �สรุปได้วา่ การติดเชื �อ HR HPV
อาจมผีลตอ่การทํางานของกระบวนการตายแบบ apoptosis ถงึแม้วา่ระดบัการแสดงออกของยนีที�นํามาใช้ในการศกึษานี �
ยังให้ผลไม่แน่ชัด แต่ก็เป็นข้อมูลที� น่าสนใจในการนําไปศึกษากระบวนการเกิดมะเร็งปากมดลูกในระดับโมเลกุล
ในอนาคตต่อไป (วารสารโรคมะเร็ง 2560;37:94-104)
คําสําคญั: p53, Bcl-2, Bax ไวรัสฮิวแมนแพพพวิโลมา เซลล์ปากมดลกู

1กลุ่มงานวิจัย 2กลุ่มงานพยาธิวิทยา สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ กรุงเทพฯ �����



95การตรวจหา HPVE6, p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ในเซลลป์ากมดลกู จรญัญา งามขาํ และคณะ

Investigation of HPVE6, p53, Bcl-2 and Bax mRNA Expression Levels in Cervical Tissues
with High Risk-Human Papillomavirus Infection
by Jarunya Ngamkham1, Usanee Promprakob2, Phon Kongkaew2,

Thainsang Phansri1

1Research Division, 2Pathology Division, National Cancer Institute, Bangkok 10400

Abstract Persistent high-risk human papillomavirus (HR HPV) infection is the major cause of cervical
cancer development, in which oncogenic protein; E6 plays an important role by activating tumor
suppressor gene p53. Some studies have suggested that E6 oncoprotein may affect some of the genes/
protein in the apoptotic pathway. This study aimed to detect the HPV genotype and investigate the
mRNA expression of the gene-related apoptotic pathway p53, Bcl-2 and Bax, as well as the expression
of HPVE6 mRNA in cervical samples with HR HPV infection compared with HPV-negative cervical
samples. A total of 50 liquid-based cervical samples with diagnostically confirmed cytology were
collected between June 2016 and May 2017. HPV DNA detection and genotyping were performed by
polymerase chain reaction-enzyme immunoassay (PCR-EIA). Of 50 cervical samples, 15 were
randomly selected for study, of which 14 samples were cytologically diagnosed negative for
intraepithelial lesion/malignancy (NILM) or low-grade squamous intraepithelial lesion (LSIL); the
other was a high-grade squamous intraepithelial lesion (HSIL). The samples were divided into 5
groups according to HPV findings:- no HPV infection, HPV 16, HPV 18, the other HR HPV and
multiple infections between HPV16/18 and the other HR-HPV groups, with three samples per group.
Two-step reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to investigate p53,
Bcl-2, Bax and HPVE6 mRNA expression levels. Our results showed that HPV52 was the most
frequent type, followed by HPV 16, 18, respectively. p53, Bcl-2 and Bax mRNA expression levels in
cervical samples with HPV infection showed slightly higher expression than without HPV infection.
HPVE6 mRNA expression in the HPV16 infection group was highest compared with the other groups.
In conclusion, HR HPV may possibly affect the process in the apoptotic pathway, although the
expression of these genes in this study was still unclear. These data could be used for further
molecular-level studies of cervical carcinogenesis. (Thai Cancer J 2017;37:94-104)
Keywords: p53, Bcl-2, Bax, human papillomavirus, cervical tissues

บทนาํ
ไวรัสฮิวแมนแพพพวิโลมา (human papillo-

mavirus; HPV) เป็นไวรัสขนาดเล็ก มขีนาดของ genome

ประมาณ 7000-8000 คู่เบส โดยสารพนัธุกรรมหรือ

DNA เป็นสายคู่ที� มีลักษณะเป็นวงกลม (circular

double-stranded) ซึ�งการติดเชื �อ HPV ในเซลล์เป็น

ระยะเวลานานจะสง่ผลให้เซลล์เกิดความผิดปรกตแิละ

เป็นสาเหตขุองการเกิด pre-malignant และ malignant

lesions1,2 มกัพบการติดเชื �อบริเวณที�เป็น cutaneous

หรือ epithelial cell ก่อให้เกิดหดูทั �งในมนษุย์และสตัว์3,4

จากการจดัจําแนกสายพนัธุ์ของ HPV พบวา่สายพนัธุ์

ที�มีความสมัพนัธ์กบัการก่อโรคในมนษุย์ประมาณ 35

สายพนัธ์ุ แบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ตามความรุนแรงของ

การก่อโรคคือ กลุ่มที�มีความเสี�ยงสูงต่อการก่อโรค

(high risk types; HR) และกลุม่ที�มคีวามเสี�ยงตํ�า (low

risk types; LR) สําหรับกลุม่ที�มคีวามเสี�ยงสงูประกอบด้วย

สายพนัธุ์ที� 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,

59, 66, 68, 73 และ 82 ซึ�งมากกว่าร้อยละ 90 ของ

ผู้ป่วยมะเร็งปากมดลกูสามารถตรวจพบการตดิเชื �อของ

HPV ในกลุ่ มนี � โดยเฉพาะ HPV 16 และ 185-7
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โดยโปรตีนหรือสารพันธุกรรม (gene) ของไวรัสที�มี

บทบาทสาํคญัตอ่การเหนี�ยวนําให้เซลล์เกิดการกลายพนัธ์ุ

คือ E5, E6 และ E7 ด้วยการยับยั �งหรือกระตุ้ นการ

ทํางานของโปรตีนในเซลล์หลายชนิด ส่งผลให้ระบบ

การทํางานภายในเซลล์เกิดความผิดปรกติ ซึ�งโปรตีน

E6 และ E7 จะรบกวนการทํางานของ tumor suppressor

genes p53 และ phosphorylated retinoblastoma

(pRb) ตามลาํดบั2,4,8,9 ในขณะที� E5 ยงัไมพ่บกลไกที�

แนช่ดั แตมี่รายงานพบวา่มบีทบาทเสริมในการกระตุ้น

กระบวนการสร้างเส้นเลอืดใหม ่(angiogenesis) ที�เป็น

กระบวนการสาํคญัของการแพร่กระจายของเซลล์มะเร็ง

(metastasis) และสง่เสริมการทํางานของสารพนัธกุรรม

ที�ยบัยั �งการตายแบบ apoptosis ของเซลล์ที�มีความ

ผิดปรกติตลอดจนเซลล์มะเร็ง10

กระบวนการตายของเซลล์ (programmed

cell death หรือ apoptosis) มคีวามสําคญั เนื�องจาก

เป็นระบบการทํางานของร่างกายในการกําจัดเซลล์

ที�มีความผิดปรกติหรือเสื�อมสภาพรวมทั �งเซลล์มะเร็ง

โดยทําให้เซลล์ที�ต้องการกําจัดเกิดการเปลี�ยนแปลง

ทั �งทางด้านกายภาพ ชีวภาพ รวมทั �งสารทางชวีเคมตีา่ง ๆ

ภายในเซลล์ ก่อนจะถูกย่อยสลายด้วยกระบวนการ

phagocytosis ด้วยระบบภูมิคุ้ มกันในร่างกาย11,12

จากรายงานการวิจัยที�ผ่านมาพบว่า HPV สามารถ

ยบัยั �งและควบคมุการทํางานของ tumor suppressor

ในวงจรชีวิตของเซลล์และยับยั �งการเกิด apoptosis

ส่งผลให้เซลล์ที�มีความผิดปรกติไม่สามารถถูกกําจัด

และเพิ�มจํานวนมากขึ �นจนกลายเป็นเซลล์มะเร็ง และ

ยงัมยีนีหลายชนดิที�เกี�ยวข้องกบักระบวนการ apoptosis

เช่น ยีนในกลุม่ที�สง่เสริมให้เกิดกระบวนการตาย หรือ

pro-apoptotic genes ได้แก่ Bax, Bak ฯลฯ หรือ

ยีนในกลุ่มที�ยับยั �งการตายของเซลล์ในกระบวนการ

apoptosis หรือ anti-apoptotic genes ได้แก ่Bcl-2,

Bcl-xL ฯลฯ ถูกยบัยั �งหรือถกูกระตุ้นการทํางานอย่าง

ผิดปรกติ13-16 อยา่งไรก็ตามการวิจยัที�ศกึษาผลกระทบของ

HPV และระดบัการแสดงของยนีที�สําคญัในกระบวนการ

ตายแบบ apoptosis ยงัมคีอ่นข้างจํากดัและสว่นใหญ่

จะศึกษาใน cancer cell lines ในระดบัหลอดทดลอง

เท่านั �น ดงันั �นคณะผู้วิจยัจึงมีวตัถปุระสงค์เพื�อตรวจหา

การแสดงออก mRNA ของยีนที�มีความสําคัญใน

กระบวนการ apoptosis คอื tumor suppressor gene;

p53, anti-apoptotic gene; Bcl-2 และ pro-apoptotic

gene; Bax ร่วมกับการแสดงออกของ oncogenic

gene; E6 ของ HPV ในเซลล์ปากมดลกูของผู้หญิงไทย

ที� เข้ารับการตรวจคัดกรองหรือตรวจวินิจฉัยความ

ผิดปรกติของเซลล์ ณ กลุ่มงานพยาธิวิทยา สถาบนั

มะเร็งแหง่ชาติ

วสัดแุละวิธีการ
กลุม่ตวัอย่าง

การศึกษานี �ใช้ตวัอย่างจากเซลล์ปากมดลกู

ที� เก็บจากผู้ เข้ารับการตรวจคัดกรอง ตรวจวินิจฉัย

ความผิดปรกตขิองเซลล์และตรวจหาการตดิเชื �อ HPV

จากงานเซลล์วิทยา กลุ่มงานพยาธิวิทยา สถาบัน

มะเร็งแห่งชาติ  ในช่วงเดือนมิถุนายน ปีพ.ศ.2559

ถงึเดอืน พฤษภาคม พ.ศ. 2560 จํานวน 50 ตวัอยา่ง

โดยตวัอยา่งทั �งหมดมีผลการตรวจและรายงานผลทาง

เซลล์วิทยาประกอบ งานวิจัยนี �ได้ รับการพิจารณา

อนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน
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สถาบนัมะเร็งแหง่ชาติ เอกสารรับรองเลขที� ���/����

การเตรียมตวัอย่างและตรวจหาการติดเชื� อ
HPV

ในการเตรียมตัวอย่างจากเซลล์ปากมดลูก

ของผู้หญิงโดยการ swab และเก็บในนํ �ายา Thinpap

(HOLOGIC@, USA) เพื�อรักษาสภาพของเซลล์ก่อน

นํามาทดสอบภาชนะที�ปราศจากเชื �อ เริ�มทดสอบโดย

การนําตวัอยา่งจํานวน ��� ไมโครลติร มาสกดั DNA

ด้วยชดุนํ �ายาสําเร็จรูปของ QIAamp Mini Kit (QIAGEN,

Germany) ตามขั �นตอนที�แนบมาพร้อมกับชุดสกัด

จากนั �นนํา DNA ที�สกดัได้มาทดสอบด้วยยีน β-globin

ที�ม ีprimer 2 สายคอื BGPCO3; ACA CAA CTG TGT

TCA CTA GC และ BGPCO5; GAA ACC CAA GAG

TCT TCT CT17 ด้วยวิธีการปฎิกริิยาลกูโซ ่polymerase

chain reaction (PCR) ในสว่นผสม 25 ไมโครลติรของ

5 ไมโครลติรของ DNA จากตวัอยา่ง 10xPCR buffer,

25 mM MgCl
2
, 2 mM dNTPs, 20 pmole ของ primer

แต่ละสาย Taq polymerase enzyme (QIAGEN,

Germany) และนํ �ากลั�น นําสว่นผสมทั �งหมดทําปฎิกิริยา

ในเครื�องเพิ�มจํานวน PCR (Applied Biosystems, USA)

ตามขั �นตอนดังนี �คือ บ่มที�อุณหภูมิ 95oซ เป็นเวลา

4 นาที ตามด้วย 40 รอบของอณุหภมูิ 94oซ 1 นาที

58oซ 2 นาท ีและ 72oซ 1.5 นาท ีจากนั �นบ่มอกีครั �งที�

อุณหภูมิ 72oซ เป็นเวลา 4 นาทีเป็นขั �นตอนสุดท้าย

ตรวจสอบคณุภาพของ DNA ที�เพิ�มจํานวนด้วยเครื�องแยก

สารพนัธกุรรมด้วยกระแสไฟฟ้า (electrophoresis) บน

2% agarose gel ที�ผสมนํ �ายาย้อม DNA; GelStar@

Nucleic Acid Gel Stain (Lonza, USA) นําตวัอยา่งที�ให้

ผลบวกหรือม ีband ปรากฏบนเจลมาใช้ในการตรวจหา

HPV DNA และจําแนกสายพนัธ์ุ

สําหรับการตรวจหา HPV DNA และจําแนก

สายพันธุ์ ของไวรัสในการศึกษานี �เป็นการทดสอบ

ตามวิธีของ Jacob MV และคณะ17 ด้วยวิธี poly-

merase chain reaction-enzyme immunoassay (PCR-

EIA) โดยใช้ GP5+/bioGP6+ เป็น specific primers

ที�มคีวามจําเพาะตอ่การตรวจหา HPV DNA ซึ�งตวัอยา่ง

ที�มีผลบวกจะนํามาจําแนกสายพันธุ์ โดยการเติมใน

streptawell plate (Roche, Germany) ที�เคลอืบด้วย

biotin และเติม 1xSCC, 0.5% Tween 20 นําไปบม่ที�

37oซ เป็นเวลา 60 นาท ีจากนั �น hybridize กบั oligo-

probe cocktail ของ high risk HPV types (HPV 16,

18, 31, 33, 35, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66 และ 68)

และ low risk HPV types (HPV 6, 11, 26, 34, 40, 42,

43, 44, 53, 54, 55, 57, 61, 70, 71, 72, 73, 81, 82, 83,

84 และ 89) ที�ม ีdigoxygenin labeled (Roche, Ger-

many) เพื�อคัดกรองกลุ่มของสายพันธุ์  นําไปบ่มที�

อุณหภูมิ 55oซ 60 นาที จากนั �นดูดสารละลายทิ �ง

ก่อนเติม anti-digoxigenin AP conjugate (Roche,

Germany) และ p-nitrophenyl phosphate (Sigma,

USA) ตามลาํดบั ในระหว่างขั �นตอนของการเติมสาร

แต่ละชนิดจะต้องดูดสารเก่าจนหมดและล้างด้วย

1xSCC, 0.5% Tween 20 ประมาณ 3 ครั �ง นําไปบม่ที�

37oซ เป็นเวลา 60 นาท ีวเิคราะห์ผลด้วย microplate

reader (Biotex, USA) ที�ความยาวคลื�น 405 และ 620

นาโนเมตร เปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุที�ไมไ่ด้เตมิสาร

พนัธกุรรมของไวรัสหรือ HPV DNA สําหรับการทดสอบ

สายพนัธุ์จําเพาะของ HPV ในแตล่ะตวัอยา่งสามารถ
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ดําเนินการทดสอบเช่นเดียวกบัการคดักรองกลุม่ใหญ่

แต่เปลี�ยนชนิดของ oligoprobe ที�นํามาทดสอบจาก

oligoprobe cocktail เป็น HPV specific probe

ที�มีความจําเพาะต่อการตรวจในแต่ละสายพันธุ์

การทดสอบระดับการแสดงออก mRNA
ของสารพันธุกรรมที�สาํคัญในกระบวนการ
apoptosis

สําหรับการทดสอบนี �จะประเมินระดับการ

แสดงออกของยีน 4 ชนิดและมี primers สําหรับเพิ�ม

จํานวนดังนี � HPVE6: for 5'-ATGCACCAAAAGA

GAACTGCAAT-3'; rev 5'-TTACAGCTGGTTTC

TCTACGTG-3'18, p53: for 5'-TCAGTCTACCTCCC

GCCATAA-3'; rev 5'-TTTCTTACATCTCCCAAA

CATCC-3', Bcl-2: for 5'-TTGCCACGGTGGTGGA

GGAC-3'; rev 5'-GAGACAGCCAGGAGAAA

TCAAACAG-3', Bax: for 5'-AGGATCGAGCA

GGGCGAATG-3'; rev 5'-AGGGCCTTGAGCA

CCAGTTT-3' และม ีinternal control gene คือ actin:

for 5'-GACCTTCAACACCCCAGCCA-3'; rev 5'-

AGGCTGGAAGAGTGCCTCAG-3' จากตวัอยา่งที�

นํามาทดสอบการติดเชื �อ HPV จํานวน 50 ตัวอย่าง

เลือกตัวอย่างมาทําการทดสอบระดับการแสดงของ

mRNA ของยีนตา่ง ๆ  ข้างต้นจํานวน 15 ตวัอยา่ง ซึ�งเป็น

ตวัอยา่งที�พบการติดเชื �อและไมพ่บการติดเชื �อ HPV

การสกัด total RNA และการสังเคราะห์
complementary DNA (cDNA)

ผู้ วิจัยนําตวัย่างเซลล์ปากมดลกูจํานวน 15

ตวัอย่างมาสกัด total RNA โดยใช้ชุดสกัดสาํเร็จรูป

RNA isolation kit (Roche, Germany) ตามขั �นตอน

การสกดัที�แนบมากบัชดุนํ �ายา ซึ�ง total RNA ที�สกดัได้ต้อง

เก็บไว้ในนํ �าแข็งตลอดเวลาของการทดสอบ เนื�องจาก

เป็นสารพันธุกรรมที�ถูกทําลายได้ง่ายจากความร้อน

แล้วนําไปวดัความเข้มข้นที�ความยาวคลื�น 260 และ

280 นาโนเมตร จากนั �นนํา total RNA ที�ได้จากการ

สกัดไปสงัเคราะห์สาย complementary DNA หรือ

cDNA ด้วยขั �นตอนที�มากับชุดนํ �ายา SuperscriptTM

II RNase H- Reverse Transcriptase protocol (Invi-

trogen, USA) โดยใช้ total RNA ปริมาณ �� ไมโครลติร/

ปฎิกิริยา สาย cDNA ที�ได้นํามาใช้เป็นสายตั �งต้น (tem-

plate) ในการศกึษาการแสดงออกของ p53, Bcl-2, Bax

และ HPVE6 mRNA ตอ่ไป

การตรวจหาระดบัการแสดงออกของ p53,
Bcl-2, Bax และ HPVE6 mRNA

การทดสอบใช้วธีิ semi-quantitative RT-PCR

เพื�อเปรียบเทียบผลระดับการแสดงออกของ mRNA

ของยนีทั �ง 4 ชนิดในเซลล์ปากมดลกู โดยมี actin เป็น

internal control ในกลุ่มผู้ที�ติดเชื �อ HPV และไม่พบ

การติดเชื �อ HPV เริ�มการทดสอบด้วยการผสม cDNA

2 ไมโครลติรในสว่นผสมของ 10xPCR buffer, 25 mM

MgCl
2
, 2 mM dNTPs, 10 pmole ของ primer แตล่ะสาย,

Taq polymerase enzyme (QIAGEN, Germany)

และนํ �า  เริ� มปฎิ กิ ริยาด้วยการบ่มที� อุณหภูมิ  95oซ

เป็นเวลา 5 นาท ีตามด้วย 35 รอบของอณุหภมู ิ95oซ

30 วินาที  58oซ 30 วินาที  และ 72oซ 30 วินาที

จากนั �นบ่มอีกครั �งที�อณุหภมิู 72oซ เป็นเวลา 10 นาที
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เป็นขั �นตอนสดุท้าย แล้วนํา PCR product มาแยกด้วย

เครื� องแยกสารพันธุ กรรมด้ วยกระแสไฟฟ้ าและ

วิเคราะห์ผลภายใต้ UV ด้วยเครื� อง densitometer

(SYNGENE, UK) และวิเคราะห์ระดบัการแสดงออก

ของสารพนัธุกรรมแตล่ะชนิดด้วย GeneTools program

(SYNGENE, UK)

ในการวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีนทั �ง

3 ชนิด โดยการคํานวณคา่ normalize เปรียบเทยีบคา่

band intensity ของ p53, Bcl-2, Bax และ HPVE6 ตอ่

band intensity ของ internal control ในแตล่ะตวัอยา่ง

และเปรียบเทยีบกบักลุม่ตวัอยา่งที�ไมพ่บการตดิเชื �อ HPV

การวิเคราะหข์อ้มูล
ในการวิเคราะห์ข้อมูลใช้การวิเคราะห์แบบ

สถติพิรรณนาในการคํานวณร้อยละของจํานวนตวัอยา่ง

ที�ทดสอบ ค่าเฉลี�ยและส่วนเบี�ยงเบนมาตรฐานของ

ระดบัการแสดงออกของ HPVE6, p53, Bcl-2 และ Bax

mRNA ในเซลล์ปากมดลูกที� พบความผิดปรกติใน

ระยะตา่ง ๆ เพื�อดคูวามแตกตา่ง

ผลการศกึษา
จากการเก็บตวัอย่างเซลล์ปากมดลกูของผู้ที�

เข้ารับการตรวจคัดกรองมะเร็งในระยะเริ�มแรก/ตรวจ

วินิจฉยัเพื�อหาความผิดปรกตขิองเซลล์และสง่ตรวจเพื�อ

หาการติดเชื �อ HPV จํานวน 50 ตวัอยา่ง เป็นตวัอยา่ง

ทั �งที�พบและไมพ่บความผิดปรกตขิองเซลล์ แตย่งัไมพ่บ

มะเร็ง โดยกลุ่มตัวอย่างมีช่วงอายุตั �งแต่ 27-73 ปี

(อายเุฉลี�ย+SD=43.48+10.78 ปี) และมีผลการตรวจ

เซลล์ทางห้องปฎิบัติการ พบกลุ่ ม negative for

intraepithelial lesion หรือ malignancy (NILM)

จํานวน 14/50 ราย (ร้อยละ 28) สําหรับกลุม่ที�พบความ

ผิดปรกตแิบบ atypical squamous cells of undeter-

mined (ASCUS), atypical squamous cells cannot

exclude HSIL (ASC-H), endocervical adenocarci-

noma in situ (AIS) จํานวน 8/50, 2/50 และ 1/50 ราย

คิดเป็นร้อยละ 16, 4 และ 2 ตามลําดับ ในขณะที�

ความผิดปรกติของเซลล์แบบ low-grade squamous

intraepithelial lesion (LSIL) และ high-grade squa-

mous intraepithelial lesion (HSIL) พบจํานวน 19/50

(ร้อยละ 38) และ 6/50 (ร้อยละ 12) รายตามลําดบั

และจากการตรวจการติดเชื �อทั �งแบบติดเชื �อเดี� ยว

(single type infection) และติดเชื �อร่วมหลายสายพนัธุ์

(multiple types infection) สายพนัธ์ุที�พบมากที�สดุคือ

HPV 52 รองลงมาคือ HPV 16 และ 18 ตามลาํดบั

ดงัแสดงในรูปที� 1

จากการตรวจหาระดับการแสดงออกของ

mRNA ของยนี 4 ชนิดคือ oncogenic gene; HPVE6,

tumor suppressor gene; p53, anti-apoptotic gene;

Bcl-2 และ pro-apoptotic gene; Bax โดยแบง่กลุม่

ศึกษาเป็นผู้ ที� ไม่พบการติดเชื �อ HPV กลุ่มที�พบการ

ตดิเชื �อ HPV16 กลุม่ที�พบการตดิเชื �อ HPV 18 กลุม่ที�

พบการติดเชื �อ HR HPV แต่ไม่ใช่ 16 หรือ 18 และ

กลุม่ที�พบการติดเชื �อ HPV16/18 ร่วมกบั HR HPV อื�น

ซึ�งในแตล่ะกลุม่ได้สุม่ตวัอยา่งนํามาทดสอบกลุม่ละ 3

ตวัอยา่ง รวมตวัอยา่งที�นํามาทดสอบทั �งหมด 15 ตวัอยา่ง

พบ 14 ตวัอยา่งมีความผิดปรกติของเซลล์แบบ LSIL

หรือ NILM ยกเว้นเพียง 1 ตวัอย่างในกลุ่มที�พบการ

ตดิเชื �อ HPV16 มคีวามผิดปรกตขิองเซลลร์ะดบั HSIL
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จากผลการศึ กษาพบว่าระดับการแสดงออกของ

HPVE6 และ Bcl-2 mRNA ในกลุ่มที�พบการติดเชื �อ

HPV16 มีระดับสูงที� สุดเมื�อเทียบกับกลุ่มอื�น และ

ไม่สามารถตรวจพบระดบัการแสดงออกของ HPVE6

mRNA ซึ�งเป็นสารพนัธุกรรมของไวรัสในกลุม่ตวัอย่าง

ที�ไม่พบการติดเชื �อ HPV (ตวัอย่างที� 1-3) ในขณะที�

ระดบัการแสดงออกของ p53 และ Bax mRNA ของ

แตล่ะกลุม่มคีา่ไมแ่ตกตา่งกนัดงัแสดงในรูปที� 2 และ 3

รูปที� 1 แสดงผลการตรวจหาการติดเชื �อและจําแนกสายพนัธุ์ของ HPV จากเซลล์ปากมดลกู (n=50)
ซึ�งแสดงผลรวมจากตวัอยา่งที�พบการตดิเชื �อเดี�ยว (single type) และตดิเชื �อร่วม (multiple types)

รูปที� 2 แสดงระดบัการแสดงออกของ HPVE6, p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ในเซลล์ปากมดลกูของตวัอยา่ง
ในกลุม่ตา่ง ๆ (n=15): 1-3 ไมพ่บการตดิเชื �อ HPV; 4-6 พบการติดเชื �อ HPV 16; 7-9 พบการติดเชื �อ HPV 18;
10-12 พบการตดิเชื �อ HR HPV ที�มิใช่ HPV16/18 และ 13-15 พบการติดเชื �อร่วมระหวา่ง HPV 16/18
และ HR HPV อื�น
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รูปที� 3 แสดงผลการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของ HPVE6, p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ในเซลล์
ปากมดลกูที�ไมพ่บการติดเชื �อ HPV และพบการตดิเชื �อ HPV สายพนัธุ์ตา่ง ๆ (n=15)

วิจารณแ์ละสรุป
ในการศึกษากลไกการเกิดมะเร็งหรือการ

กลายพันธ์ุ ของเซลล์  รวมทั �งการศึกษาทางด้ าน

พันธุศาสตร์หรือเภสชัศาสตร์นั �น กระบวนการกําจัด

เซลล์ที�ผิดปรกติแบบ apoptosis และสารพนัธุกรรม/

โปรตนีที�เกี�ยวข้องมกัเป็นกลไกแรกที�นกัวิจยัให้ความสนใจ

เนื�องจากเป็นการบ่งชี �ถึงการตายหรือการเพิ�มจํานวน

ของเซลล์ที�ผิดปรกติและ signal transduction path-

way ตา่ง ๆ ที�ทํางานผิดปรกติไป รวมทั �งอาจมีความ

สมัพนัธ์ (crosstalk) หรือกอ่ให้เกิดผลกระทบตอ่ระบบ

การทํางานสว่นอื�น ๆ ภายในเซลล์ เช่น DNA repair,

cell cycle เป็นต้น11 โดยกลุม่ของยนีที�มคีวามสําคญัตอ่

กระบวนการเกิด apoptosis มหีลายกลุม่ เชน่ tumor

suppressor gene เช่น p21, p53 มีความสําคัญ

ในการตรวจสอบเซลล์ที�ผิดปรกติและส่งสญัญาณให้

กลไกอื�น ๆ ทํางานตอ่ไป กลุม่ยบัยั �งการตายของเซลล์

เช่น Bcl-2, Bcl-xL เป็นกลุ่มยีนที�มีความสําคัญต่อ

การยบัยั �งการตายของเซลลท์ี�ผิดปรกตแิละกลุม่ของยนี

ที�กระตุ้นให้เซลลท์ี�ผิดปรกติถกูทําลาย เชน่ Bax, Bak

เป็นต้น ซึ�งการศกึษากลไกหรือระดบัการแสดงออกของ

ยีนเหล่านี �จะเป็นตัวบ่งชี �เบื �องต้นของการยับยั �งหรือ

กระตุ้นความผิดปรกตขิองเซลล์ ปัจจยัที�ก่อให้เกิดการ

กลายพนัธุ์ของยนีมหีลายปัจจยั ทั �งสภาพแวดล้อม รงัสี

สารเคมี รวมทั �งการติดเชื �อแบคทีเรียหรือไวรัสเป็น

ระยะเวลานาน ๆ 2,11,12

ในการศึกษานี �ผู้ วิจัยตรวจหาการติดเชื �อและ

สายพนัธุ์ของ HPV ในตวัอยา่งเซลล์ปากมดลกูของผู้ที�

เข้ารับการคดักรองหรือตรวจวนิจิฉยัความผิดปรกติของ

เซลลจํ์านวน 50 ราย พบวา่สายพนัธุ์ที�พบมากที�สดุคือ

HPV 52 ตามด้วย HPV 16, 18, 58 และ 31 ตามลาํดบั

ซึ�งลําดบัที�ตรวจพบแตกตา่งจากรายงานอื�นเพียงเลก็น้อย

ที�มักพบการติดเชื �อ HPV 16 มากที�สุด1,5-7 ซึ� งเป็น

ผลการศึกษากลุ่มประชากรในแถบยุโรปหรืออเมริกา

เป็นสว่นใหญ่ จํานวนที�ตรวจพบระหวา่ง HPV 16 และ
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HPV 52 มคีวามใกล้เคยีงกนัมาก และผลการศกึษานี �

พบว่าสอดคล้องกับการศึกษาของ Kantathavon N

และคณะ19 และ Marks MA20 พบการติดเชื �อ HPV ใน

คนไทย โดยพบ HPV สายพนัธุ์ที� 52 มากกวา่สายพนัธุ์

ที� 16 เช่นเดยีวกนั ซึ�งเป็นสายพนัธ์ุที�ตรวจพบมากที�สดุ

ในคนไทยหรือในกลุ่มประชากรในประเทศแถบเอเชีย

บางประเทศอาจมีความแตกตา่งจากสายพนัธุ์ที�พบใน

กลุม่ประชากรของภมูิภาคอื�น ๆ ของโลก1 นอกจากนี �

การสุม่ตวัอยา่งที�นํามาศกึษา วิธีการเก็บตวัอยา่งและ

การทดสอบที�แตกต่างกันก็อาจมีผลต่อการวิเคราะห์

เชน่กนั1,5-7,21 อยา่งไรก็ตามสายพนัธุ์ที�ตรวจพบในเซลล์

ปากมดลกูที�มีความผิดปรกติหรือเซลล์มะเร็งของกลุม่

ประชากรทั�วโลกมักเป็นสายพันธ์ุที� อยู่ ในกลุ่มของ

สายพันธุ์ ที� รุนแรงและมีความเสี�ยงสูงต่อการก่อโรค

ทั �งหมด1,5-7

สําหรับการตรวจหาระดบัการแสดงออกของ

สารพนัธุกรรมที�เกี�ยวข้องกบักระบวนการ apoptosis

คอื p53, Bcl-2, Bax ร่วมกบัการตรวจหาการแสดงออก

ของ HPVE6 ในเซลล์ปากมดลูกพบว่า ระดับการ

แสดงออกของ p53, Bcl-2 และ Bax mRNA ใน

กลุ่มตัวอย่างที� ไม่พบการติดเชื �อ มีค่าใกล้เคียงกับ

กลุม่ที�พบการติดเชื �อ HPV โดยกลุม่ที�พบการติดเชื �อจะ

สงูกว่าเพียงเล็กน้อย ทั �งนี �อาจเนื�องจากกลุ่มตวัอย่าง

ที�นํามาทดสอบเป็นเซลล์ที�พบการติดเชื �อ แตย่งัไมพ่บ

ความผิดปรกติของเซลล์หรือพบความผิดปรกติใน

ระดบั LSIL เทา่นั �น จงึอาจทําให้ผลจากการตดิเชื �อไวรสั

มผีลต่อระบบการทํางานของกลไกการป้องกนัหรือการ

กระตุ้นระบบภมูคิุ้มกนัในร่างกายเพิ�มขึ �นเพยีงเล็กน้อย

จากภาวะปรกตทีิ�ร่างกายมกีารกําจดัเซลล์ที�เสื�อมสภาพ

อยูแ่ล้ว2,12,22 เช่นเดยีวกบัผลการวิจยัของ Ayatollahi H

และคณะ14 ที�สามารถตรวจพบการแสดงออกของ p53,

Bcl-2 และ Bax ในภาวะเซลล์ปรกติ และเพิ�มระดบัการ

แสดงออก เมื�อเซลล์มกีารตดิเชื �อ HPV โดยวิธีการย้อม

immunohistochemistry ในขณะที�ระดบัการแสดงออก

ของ HPVE6 mRNA ซึ�งเป็นสารพนัธุกรรมที�ไวรัสสร้างขึ �น

และมีบทบาทสําคัญต่อการก่อกลายพันธุ์ ของเซลล์

จะไม่พบในกลุม่ตวัอยา่งที�ปรกติและไมพ่บการติดเชื �อ

HPV2,22 และจากผลการศึกษานี �ยังพบว่ากลุ่มที�พบ

การติดเชื �อ HPV 16 มรีะดบัการแสดงออกของ HPVE6

สงูกว่าระดบัการแสดงออกในกลุ่มที�ติดเชื �อ HR HPV

สายพันธุ์ อื�น ซึ�งอาจมีสาเหตุมาจาก HPV 16 เป็น

สายพันธุ์ ที�มีความรุนแรงต่อการก่อโรคสูงและเป็น

สายพันธุ์ ที�พบมากในผู้ ป่วยมะเร็งปากมดลูก จึงมี

ระดบัการสงัเคราะห์ของสารพนัธุกรรมที�สงูกวา่สายพนัธ์ุ

อื�น นอกจากนี � 1/3 ตวัอยา่งในกลุม่ของผูท้ี�พบการติดเชื �อ

HPV 16 ที�สุม่มาทดสอบครั �งนี �พบความผิดปรกติของ

เซลล์ในระดับ HSIL โดยเป็นความผิดปรกติที�ยีนก่อ

มะเร็งของไวรัส (oncogenic genes) ได้แก่ E6 และ

E7 มีจํานวนมากกว่าเซลล์ที�มีความผิดปรกติในระดบั

LSIL2,22 ซึ�งอาจเป็นสาเหตุสาํคญัที�เสริมให้ระดบัการ

แสดงออกของ HPVE6 mRNA ในกลุม่ของผู้ที�ติดเชื �อ

HPV 16 สงูกว่ากลุ่มอื�น แต่เป็นที�น่าสงัเกตว่าเหตใุด

กลุ่มที�พบการติดเชื �อ HPV16/18 ร่วมกับ HR HPV

สายพนัธุ์อื�น (ตวัอยา่งที� 13-15) มีระดบัการแสดงออก

ของ p53, Bcl-2, Bax mRNA รวมทั �ง HPVE6 mRNA

คอ่นข้างตํ�ากว่ากลุม่ที�ตดิเชื �อ HPV 16 เพยีงชนิดเดยีว

ทั �งนี �อาจต้องมีการศึกษาเพิ�มเติมโดยการเพิ�มจํานวน

ตวัอย่าง เนื�องจากกลุ่มตวัอย่างที�นํามาศึกษาครั �งนี �มี
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จํานวนน้อย นอกจากนี �ลกัษณะการแสดงออกของยีน

ในแตล่ะบคุคลหรือแตล่ะตวัอยา่งอาจมคีวามเฉพาะตวั

ที�แตกตา่งกนั จงึสง่ผลให้ระดบัการแสดงออกของยีนต่าง ๆ

โดยเฉพาะ HPVE6 ที�พบน้อยกวา่เห็นได้อยา่งชดัเจน

จากผลการศึกษานี �สรุปได้ว่าการตรวจหา

การตดิเชื �อและจําแนกสายพนัธุ์ของ HPV ที�ตรวจพบใน

กลุ่มประชากรที�ต่างกัน อาจมีผลการตรวจที�ต่างกัน

ซึ�งลกัษณะเฉพาะของแต่ละบุคคลก็ยังมีผลต่อระดบั

การทํางานหรือกลไกตา่ง ๆ  รวมทั �งระดบัการแสดงออก

ของสารพันธุกรรมภายในร่างกาย ถึงแม้ว่าจะพบ

การติดเชื �อ HPV สายพนัธ์ุเดียวกัน แต่ก็มีระดบัการ

แสดงออกของยีนที�แตกตา่งกนั ซึ�งจากข้อมลูดงักลา่ว

มีความสําคัญต่อการนํามาเป็นข้อมูลเบื �องต้นใน

การศึกษาในระดบัโมเลกุลของเซลล์เพื�อนําไปพฒันา

หรือศึกษาต่อยอดถึงกลไกการทํางานของไวรัสต่อ

ระบบต่าง ๆ ภายในเซลล์ และเป็นแนวทางวางแผน

ในการเฝ้าระวงั ตดิตาม และตรวจวินจิฉยัในอนาคตต่อไป
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Abstract Matrix metalloproteinases (MMPs) are a family of zinc-proteolytic endopeptidase enzymes
that play an important role in extracellular matrix (ECM) degradation in human cancer progression
and may be new targets for cancer therapeutics. This study aimed to detect the plasma level of matrix
metalloproteinases 13 (MMP-13) in 108 patients with invasive ductal carcinoma (IDC) and 131
healthy controls with commercial enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits. The correla-
tions between these protein levels and the clinical characteristics of the patients were also analyzed
to elucidate their role in breast-cancer development. The results showed a significantly lower median
concentration of MMP-13 in patients compared with controls (89.58 and 289.15 pg/ml, respectively;
P=0.000). Receiver-operator characteristic (ROC) curve analysis, to determine a cutoff value for
plasma MMP-13 concentration in the patients, had an AUC of 0.98 (95% CI=0.97-0.99), with a sensitivity
of 91.6% and specificity of 91.7% at cutoff point 169 pg/ml. The results underline the difference in
plasma level MMP-13 concentration in IDC development, and may serve as a biomarker for patients.
(Thai Cancer J 2017;37:105-113)
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การตรวจวดัระดับ MMP-13 ในพลาสม่าผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิด Invasive ductal carcinoma
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Introduction
Breast cancer is one of the major health

problems in women worldwide. WHO predicts that

the incidence of new cases will increase from 1.6

million in 2012 to 2.5 million cases in 2035, and

the mortality rate will increase from 521,907 cases

in 2012 to 846,587 cases in 20351. The most com-

mon histological subtype of breast cancer is

invasive ductal carcinoma (IDC), which generally

metastasizes to axillary lymph nodes and causes

more severe pathology than other histological

types2.

Matrix matelloproteinases (MMPs) are a

family of zinc-proteolytic endopeptidase enzymes

play an important role in extracellular matrix (ECM)

degradation in human cancers progression3 and

may be approached as the new target for cancer

therapeutics4. Currently, 23 human MMPs have

been divided into 6 subgroups including colla-

genase, gelatinases, stromelysins, matrilysins,

membrane type MMPs and other MMPs5. Among

these, MMP-13 also known as collagenase-3, is a

member of MMP family in the collagenase sub-

group, play a central role in the MMP activation

cascade and has an important role in tumor

invasion and metastasis by cleavage type II

บทคัดย่อ Matrix metalloproteinases (MMPs) เป็นสมาชิกในกลุม่ของเอนไซม์ zinc-proteolytic endopeptidases เป็น
เอนไซม์ที�มีบทบาทในการทําหน้าที�ย่อยสลายสารเคลือบเซลล์ (extracellular matrix หรือ ECM) ในขบวนการเกิด
โรคมะเร็งในคนและอาจใช้เป็นเป้าหมายในการรักษาโรคมะเร็ง การศกึษานี �มวีตัถปุระสงค์เพื�อวดัระดบั matrix metallo-
proteinases 13 (MMP-13) ในพลาสมา่ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดลกุลามจํานวน 108 รายและกลุม่คนสขุภาพปกต ิ131 คน
ด้วยชดุตรวจ ELISA kit และวิเคราะห์หาความสมัพนัธ์ระหวา่งระดบัโปรตีน MMP-13 กบัลกัษณะทางคลินิกของผู้ ป่วย
ผลการศกึษาพบวา่ระดบั MMP-13 ในพลาสมา่ของกลุม่ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดลกุลามตํ�ากวา่ในกลุม่คนสขุภาพด ี(89.58
และ 289.15 pg/ml ตามลําดับ, P=0.000) เมื�อวิเคราะห์กราฟ ROC เพื�อหาค่า cut off ของระดับ MMP-13
ในพลาสมา่ของกลุม่ผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมชนิดลกุลามพบวา่มคีา่เทา่กบั 169 pg/ml ซึ�งมคีา่พื �นที�ใต้กราฟหรือ AUC เทา่กบั
0.98 (95% CI=0.97 ถึง 0.99) ค่าความไวเทา่กับ 91.6% และความจาํเพาะเทา่กับ 91.7% จากผลการศกึษาพบวา่
ระดบั MMP-13 ในพลาสมา่มีความแตกตา่งกนัในกลุม่ของผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมชนิด IDC กบักลุม่คนปกติ ดงันั �นอาจนํา
MMP-13 มาใช้เป็นตวัตรวจจบัทางชีวภาพในผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมชนิด IDC ได้ (วารสารโรคมะเร็ง 2560;37:105-113)
คําสําคญั: มะเร็งเต้านมชนิดลกุลาม MMP-13 ตวัตรวจจบัชีวภาพในพลาสมา่
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collagen6. The elevate levels of MMP-13 are asso-

ciated with aggressiveness and shorter overall sur-

vival of several cancers including oral cancer7,

colorectal cancer8, glioma9 and breast cancer10.

Owing to MMP-13 are secretory proteins it may

exported from the tumor cells into blood circula-

tion and are able to detect by ELISA method.

          This study aimed to determine the plasma

levels of MMP-13 in the patients with IDC and

healthy women by ELISA method. The correlation

between these protein levels to the clinical char-

acteristics of the patients were also analyzed to

elucidate their role in breast cancer development.

Materials and methods
Specimens

A total of 108 blood samples from patients

diagnosed with IDC, 30-84 years of age, were

obtained from the Department of Research and

Technology Assessment, National Cancer Institute,

Bangkok, Thailand. All patients had not received

chemotherapy and/or radiation therapy prior to

blood collection. Control group (n=131) constituted

Thai healthy women, 36-62 years of age, who had

participated in a "Mammogram screening cam-

paign 600 cases for cerebration of the Fifth Cycle

Birthday Anniversary of HRH Princess Maha Chakri

Sirindthorn" at the Faculty of Tropical Medicine,

Mahidol University and had negative mammogram

(mammographic BI-RADS category 1 and 2) and

clinical examination were within normal range.

The study was approved by the Ethics Committee

of the National Cancer Institute (101_2015RC_

OUT431), Thailand and the Ethics Committee,

Faculty of Tropical Medicine, Mahidol University,

Bangkok (MUTM 2015-042-01 and MUTM 2015-

028-01).

Detection of plasma MMP-13
                 A 5 ml aliquot of EDTA blood was centri-

fuged at 1300 g for 10 minutes at 4oC. Plasma was

separated and stored at -80oC until used. Plasma

MMP-13 content was measured using a human

MMP-13 ELISA kit ab100605 (Abcam, England).

Plasma MMP-13 concentrations were determined

from a calibration curve, linear over the range

8-6000 pg/ml. Each sample was measured in

duplicate. Results of the two groups are expressed

as median with interquartile range (IQR).

Statistical analysis
Statistical significance of plasma MMP-13

levels between patients and healthy controls were

analyzed by independent student t-tests. The

Kurskal-Willis test was used for analyze the asso-

ciation between plasma MMP concentration and

clinicopathologial features of the patients. Odds

ratios (OR) and 95% confidence interval (CI) were
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Table 1 Clinical characteristic data of all invasive ductal carcinoma breast cancer patients (n=108)
and healthy women (n=131)

Characteristics      Number (%)

Patients
Age (yr)

<50 57 (52.8)
>50 51 (47.2)

Histological grade
Well differentiated 24 (22.2)
Moderately differentiated 45 (41.7)
Poor differentiated 39 (36.1)

TNM stage
I 25 (23.1)
II 38 (35.2)
III 32 (29.6)
IV 13 (12.1)

Tumor size (cm)
<3.0 46 (42.6)
>3.0 20 (18.6)
No data 42 (38.9)

Lymph node metastasis
Negative 30 (27.8)
Positive 45 (41.7)
No data 33 (30.6)

Organ metastasis
Negative 37 (34.2)
Positive 14 (13.0)
No data 57 (52.8)

Presence of ER, PR, HER2
Non-triple negative 79 (73.1)
Triple negative 18 (16.7)
No data 11 (10.2)

Healthy women
Age (yr)

<50 53 (40.5)
> 50 78 (59.5)

Mammographic category
Category 1 21 (16.0)
Category 2            110  (84.0)
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also calculated by multiple logistic regression

analysis. Cutoff points of patient plasma MMP-13

levels were determined by receiver-operating

characteristic (ROC) curve. All statistical tests were

carried out using SPSS statistical software version

20.0 for Microsoft Windows, (IBM's Corp., New York,

NY, USA).

Results
Mean+SD age of the patients was 51+12

years, with 53% <50 years old. As regards histo-

logical feature, 24 (22%) specimens were well dif-

ferentiated (G I), 45 (42%) moderately differenti-

ated (G II) and 39 (36%) poorly differentiated         (G

III). Twenty-five (23%) cases were at TNM stage I,

38 (35%) stage II, 32 (30%) stage III, and 13 (12%)

stage IV.  Mean + SD age of healthy women con-

trol was 54 + 10 years, with 40% <50 years old.

(Table 1).

Median plasma MMP-13 level of patients

(89.58 pg/ml, IQR = 48.45-126.91 pg/ml) was lower

than that of controls (289.15 pg/ml, IQR=230.60 -

339.40 pg/ml (P=0.000, OR=1.60, 95%CI=

1.53-1.68) (Figure 1). ROC curve to determine cut-

off value of plasma MMP-13 concentration in

patients had an AUC of 0.98 (95%CI=0.97-0.99),

with a sensitivity of  91.6% and specificity of  91.7%

at cutoff point of 169.36 pg/ml (Figure 2).

Figure 1 Plasma level of MMP-13. Differences in plasma level of MMP-13 in breast cancer patients
and healthy controls. Box plot diagram with median, 1st quartile, 3rd quartile and non-outlier
range.
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Figure 2 Receiver-operator curves (ROCs) analysis. ROC curve for plasma MMP-13 levels with an

AUC of 0.98 (95% CI = 0.97-0.99).

The correlation of MMP-13 in the IDC with

various clinical data were demonstrated in Table

2. The plasma MMP-13 level of patients is not sig-

nificantly associated with all clinical features.

Discussion
Mammography is the best technique for

detection of breast cancer11 but it can only be

performed in a hospital setting due to the high

operating cost12. On the other hand, immunohis-

tochemical technique needs expert pathologist

to perform the procedure and to analyze results.

Thus, a novel biomarker associated with breast

cancer is still needed. This study, the plasma

MMP-13 levels in a patients with IDC were mea-

sured using commercial ELISA kits.

Little is known for the plasma or serum

levels of MMP-13 in several cancer patients. The

plasma levels of MMP-13 was higher in prostate

cancer patients with metastasis than in the control

groups13, whereas Bonald CM et al14 reported no

difference concentration of plasma MMP-13 in

between prostate cancer patients and healthy

controls. Moreover, MMP-13 levels could not be

detected in both plasma of breast cancer patients

and healthy controls because they did not reach

the detection sensitivity of the ELISA kits used in

the study15. However, this study can be detected

the MMP-13 concentration in plasma of both two

groups. The lower levels of MMP-13 protein in the

patients plasma than in the controls found in this

study was similar with the previous report in

colorectal cancer that the serum MMP-2 levels was
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Table 2 Plasma level of MMP-13 in IDC patients in association to clincopathological data

Variables            n         MMP-13 (pg/ml)       Odds ratio (95%CI)            P

         Median (IQR)

Patients

Invasive ductal carcinoma 108 89.58 (48.45 - 126.91)

Age (yr)

< 50   57 88.03 (39.58 - 123.30)

> 50   51 91.34 (52.59 - 141.75) 0.800 (0.375 - 1.705) 0.563

Histological grade

Well differentiated   24 95.87 (57.21 - 144.33)

Moderately differentiated 45 89.06 (46.79 - 122.05) 1.244 (0.449 - 3.447) 0.675

Poor differentiated 39 88.03 (47.42 - 132.06) 1.007 (0.427 - 2.374) 0.988

TNM stage

I 25 70.51 (39.58 - 102.68)

II 38 91.86 (50.10 - 142.89) 0.250 (0.060 - 1.048) 0.058

III 32 89.58 (57.62 - 130.42) 0.494 (0.129 - 1.884) 0.306

IV 13 110.93 (84.12 - 126.39) 0.444 (0.113 - 1.743) 0.245

Tumor size (cm)

< 3.0 46 90.20 (56.07 - 127.42)

> 3.0 20 100.10 (59.68 - 134.64) 0.727 (0.251 - 2.110) 0.558

Lymph node metastasis

Negative 30 81.33 (50.10 - 107.84)

Positive 45 88.03 (43.70 - 123.30) 0.915 (0.363 - 2.308) 0.850

Organ Metastasis

Negative 37 87.00 (52.16 - 110.71)

Positive 14 114.02 (53.02 - 127.42) 0.340 (0.900 - 1.282) 0.111

Presence of ER, PR, HER2

Non-triple negative 79 84.12 (42.67 - 126.91)

Triple negative 18 106.81 (63.51 - 156.29) 0.561 (0.197 - 1.595) 0.278

Non-triple negative = ER+/-, PR+/-, and HER2+

Triple negative = ER-, PR-, and HER2-
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lower than that of healthy control16 and the lower

MMP-1 levels in breast cancer patients than that in

healthy controls15. It was unclear for the unusual

lower plasma or serum levels of several MMPs in

the cancer patients but Decock J et al15 hypothe-

sized that this may be reflect the concentration of

MMPs in tumor microenvironment. Interestingly,

ROC curve analysis to determine cutoff value, sen-

sitivity and specificity of plasma MMP-13 indicate

that the potential of this protein may be used as

the biomarker for IDC.

In conclusion, the plasma MMP-13 has

important roles for IDC development and may be

served as a biomarker for IDC. However, further

study with larger sample will increase the preci-

sion of the data.
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สมชาย ธนะสิทธิชัย1

Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) อยูใ่นกลุม่ของ epidermal growth factor receptor
ที�เป็น tyrosine kinases มบีทบาทสําคญักบัการเกิดโรคมะเร็งหลายชนิด ผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมที�มกีารแสดงออกของ HER2
มีการพยากรณ์โรคในทางไมด่ ีHER2 ชว่ยทํานายการตอบสนองตอ่การรักษาด้วยสารต้าน HER2 ในผู้ ป่วยมะเร็งเต้านม
ปัจจบุนัผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมที�มีการแสดงออกของ HER2 มกัได้รับการรักษาด้วย trastuzumab ซึ�งเป็น monoclonal
antibodies ตอ่ extracellular domain ของ HER2 receptor และสารโมเลกลุเล็กที�ยบัยั �ง intracellular kinase domain
(เช่น lapatinib, neratinib และ afatinib) อย่างไรก็ตามมีผู้ ป่วยหลายรายดื �อต่อ HER2 monoclonal antibody,
trastuzumab จากการศึกษาพบว่า p95HER2 เป็นกลุ่มย่อยของ HER2 ที�มี kinase activity และมีความสัมพันธ์
กบัปัจจยัการพยากรณ์โรคในทางลบ ได้แกก่ารกระจายไปที�ตอ่มนํ �าเหลอืง ระยะเวลาปลอดโรคและระยะเวลาการรอดชพี
ที�สั �นลงในผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมที�มี HER2 บวก p95HER2 อาจชว่ยบอกการดื �อตอ่ trastuzumab ได้เนื�องจากไม่มสีว่น
extracellular domain ซึ�งเป็นสว่นที�จบักบั trastuzumab การตรวจหาการแสดงออกของ p95HER2 อาจมีประโยชน์
ในการช่วยตัดสินใจเลือกวิธีการรักษาผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมที�มี HER2 บวก แม้ว่า p95HER2 ช่วยบอกการดื �อต่อ
trastuzumab แต่ p95HER2 ยังคงมี HER2 tyrosine kinase domain และไวต่อตัวยับยั �ง kinase อย่างไรก็ตาม
ผลการศึกษาในบางรายงานพบว่าก้อนมะเร็งที�มีการแสดงออกของ p95HER2 ตอบสนองต่อ trastuzumab ร่วมกับ
เคมีบําบดั (วารสารโรคมะเร็ง 2560;37:114-122)
คําสําคญั: p95HER2, epidermal growth factor receptor, มะเร็งเต้านม

1กลุ่มงานวิจัย 2กลุ่มงานพยาธิวิทยา สถาบนัมะเร็งแห่งชาติ กรมการแพทย์ กระทรวงสาธารณสขุ
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p95HER2 and Breast Cancer
by Adisorn Jedpiyawongse1, Anantnuch Sakapiboonnan2, Somchai Thanasitthichai1

1Research Division, 2Pathology Division, National Cancer Institute, Bangkok 10400

Abstract Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) is a member of the epidermal growth factor
receptor family of tyrosine kinases, and plays a significant role in a variety of cancers. HER2-positive
breast-cancer patients have a poor prognosis, and HER2 can predict the response to anti-HER2
therapy among breast-cancer patients. HER2-positive breast cancers are currently treated with
trastuzumab, monoclonal antibodies against the extracellular domain of the HER2 receptor, and
small molecules that inhibit the intracellular kinase domain (e.g., lapatinib, neratinib, and afatinib).
However, many patients are resistant to the HER2 monoclonal antibody, trastuzumab. It has been
found that p95HER2 is a subgroup of HER2 protein with kinase activity and is associated with
negative prognostic factors, including positive nodal status, shorter progressive free survival, or
overall survival, in HER2-positive breast cancer. p95HER2 is likely a determinant of trastuzumab
resistance, because it lacks the HER2 extracellular domain which is the binding site for trastuzumab.
Identification of a subgroup with high p95HER2 expression may be useful in guiding treatment
decisions for patients with HER2-positive breast cancer. Although p95HER2 confers trastuzumab
resistance, it retains the HER2 tyrosine kinase domain and is sensitive to kinase inhibitors. However,
some results showed that tumors expressing p95HER2 responded to trastuzumab plus chemotherapy.
(Thai Cancer J 2017;37:114-122)
Keywords: p95HER2, epidermal growth factor receptor, breast cancer

บทนาํ
ยีน HER2 (human epidermal growth

factor receptor 2 อาจเรียกวา่ ErbB2 หรือ Neu) อยูบ่น

chromosome 17q21 ถอดรหสัให้โปรตีนเป็น trans-

membrane tyrosine kinase receptor มีขนาด 185

kDa HER2 หรือ ErbB2 จัดอยู่ในกลุ่ม epidermal

growth factor receptor (EGFR) หรือ HER family

ซึ�งมอียู ่4 ชนิด คอื EGFR/HER1, HER2, HER3 และ

HER4 โดยทุกชนิดจะมีสว่นของโครงสร้างที�คล้ายกนั

คือ extracellular ligand-binding domain, short

hydrophobic transmembrane region (lipophilic

transmembrane domain) และ cytoplasmic tyrosine

kinase domain (intracellular tyrosine kinase

domain)1,2 เมื� อมีการกระตุ้ น receptor kinase

จะนําไปสู่การเกิด phosphorylation ของ tyrosine

residues อื�น ๆ phosphorylated tyrosine residues

ที� อยู่ ภายใน receptors จะเป็นสื� อในการกระตุ้ น

signaling pathways ทําให้เซลล์มีการเจริญเติบโต

เปลี�ยนแปลงรูปร่างและมีชีวิตรอด3

ร้อยละ15-25 ของผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมมีการ

แสดงออกหรือเพิ�มจํานวนของ HER2 ซึ�งพบวา่มคีวาม

สมัพนัธ์กบัความรุนแรงของโรค (aggressive pheno-

type)4,5 และการพยากรณ์โรคที�ไม่ดี (poor progno-

sis)6 จากการศกึษาในผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมชาวไทยพบ

HER2/neu amplification ร้อยละ 37.5 และพบวา่มี

ความสมัพนัธ์กบัการเพิ�มอตัราการเสียชีวิต7

ปั จจุบันมี การพัฒนาแนวทางการรักษา

ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที�ม ีHER2 บวก โดยการใช้ mono-

clonal antibodies เชน่ trastuzumab, pertuzumab

และ trastuzumab-DM1 ซึ�งจะจับกบั extracellular
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domains ของ HER2 receptor8,9 และใช้ tyrosine

kinase inhibitors ของ HER2 เชน่ lapatinib, neratinib

และ afatinib ยบัยั �งสว่น intracellular kinase domain10,11

นอกจากนั �นยงัมรีายงานพบวา่การรักษาด้วย anti-HER2

มผีลทําให้การกระจายของเซลล์มะเร็งไปที�สมองช้าลง12-15

Trastuzumab เป็น recombinant humanized

monoclonal antibody จะจบักบั extracellular do-

main IV ของ HER2 ได้อยา่งมั�นคง16-18 ยบัยั �งการเกิด

intracellular signaling ที�เกิดจากการชกันําของ HER2

สามารถทําให้เกิด HER2 internalization และทําให้

จํานวน membrane-bound HER2 ลดลง19 และใน

ระยะยาว trastuzumab ยงัทําให้ HER2 receptors

ลดลงอยา่งชดัเจน และยงัทําให้เกิด antibody-depen-

dent cellular toxicity (ADCC) มีรายงานพบวา่การ

แสดงออกของ HER2 สงูสมัพนัธ์กบัระยะเวลาปลอดโรค

นานขึ �นเมื�อผู้ ป่วยได้รับการรักษาด้วย trastuzumab20

สําหรับผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะลกุลามที�ม ีHER2 บวก

ถ้ารักษาด้วย trastuzumab ควบคู่กับเคมีบําบัดจะ

ชว่ยให้ผู้ ป่วยมีระยะรอดชีพนานขึ �น8,21-25 นอกจากนั �น

trastuzumab ยงัทําให้ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะแรกที�มี

HER2 บวกมีอตัราการปลอดโรคและรอดชีพสงูขึ �น26-28

อยา่งไรก็ตาม trastuzumab ทําให้เกิด cardiotoxicity

สามารถเพิ�มอตัราเสี�ยงตอ่การเกิด symptomatic con-

gestive heart failure29

จากผลการศึกษาที�ผ่านมาพบว่าร้อยละ 70-

80 ของผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที�ม ีHER2 บวกไมต่อบสนอง

ต่อการรักษาด้วย trastuzumab เพียงอย่างเดียว

ซึ�งอาจเนื�องมาจากการดื �อต่อยาตั �งแต่เริ�มรับยาหรือ

ภายหลงัที�ได้รับยาไประยะหนึ�ง (primary หรือ acquired

resistance) อาจมีกลไกหลายกลไกที�ทําให้ดื �อต่อ

trastuzumab เช่นการสญูเสียการทํางานของ phos-

phatase and tensin homolog (PTEN)30 และมี

การทํางานของ tyrosine kinase receptors ชนิดอื�นเชน่

insulin-like growth factor-I receptor31 และอาจเกิด

จากกลไกอื�นเช่นการมี truncate forms ของ HER2

receptor ซึ�งเป็น HER2 receptor ที�ขาด extracellular

trastuzumab-binding domain ซึ�งเป็น amino termi-

nally truncated carboxyl terminal fragments ของ

HER2 (HER2-CTFs) เรียกวา่ p95HER2 (p95) หรือ

C-terminal fragments มกัพบได้บอ่ยใน cell lines ของ

มะเร็งเต้านมที�ม ีHER2 บวก และโรคมะเร็งบางชนิด32-34

กลไกการเกิด p95HER2
จากการทํา western blot พบวา่ HER2-CTFs

เป็นกลุม่ของโปรตนีใน HER2-ICD (intracellular domain)

มี relative migration (Mr) ที�ประมาณ 95 kDa33,35

HER2-CTFs เกิดจากกลไกที�สําคญัสองกลไกคือ การ

ทํางานของเอน็ไซม ์protease (protease activity)36,37

และการเปลี�ยนจุดเริ�มต้นของขบวนการแปลรหสั (al-

ternative initiation of translation)38 ทําให้เกิด

HER2-CTFs ในสดัสว่นและการทํางานที�ต่างกนั

การทาํงานของเอน็ไซม์ protease

การปลดโปรตีนสว่น extracellular domain

ออกจากโปรตีน HER2 สายเต็ม (full-length HER2)

โดยการทํางานของเอน็ไซม์ protease (protease ac-

tivity)35-37 เชน่ metalloprotease37 จะตดัที�บริเวณ proxi-

mal transmembrane domain ทําให้ได้สอง receptor

fragments คือ 95-100 kDa p95HER2 fragments
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หรือ HER2-CTF ที� มี  NH2 terminus ที�  A648

ส่วนนี �จะฝังอยู่ใน plasma membrane ซึ�งบอกถึงมี

การทําลาย trastuzumab binding โดยการปลด

ตําแหนง่ที� trastuzumab จบัออกบางสว่นหรือทั �งหมด39

และสว่นที�เป็น extracellular domain (ECD) จะถูก

ปลอ่ยเข้าไปใน extracellular compartment29 ดงันั �น

จึงมีการใช้  HER2-ECD เป็นตัวบ่งชี �การวินิจฉัย

พยากรณ์โรค และทํานายผลการรักษาผู้ ป่วยมะเร็ง

เต้านม40 ตรวจโดยวิธี enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) ซึ�งสามารถตรวจหา HER2-ECD ใน

serum ได้ มีรายงานพบ HER2-ECD ร้อยละ 45 ใน

ผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมที�มีการลุกลาม และยังพบว่ามี

ความสัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาด้วย

เคมีบําบดัและฮอร์โมนลดลง41,42

การเปลี�ยนจดุเริ�มต้นของขบวนการแปลรหสั

ปกติการแปลรหสั HER2 mRNA เพื�อให้ได้

โปรตีน HER2 เริ�มที� AUG codon ทําให้ได้โปรตีน

HER2 สายเต็ม ซึ�งมจํีานวน 1255 amino acid  มขีนาด

185 kDa แตเ่มื�อมกีารเปลี�ยนจดุเริ�มต้นการแปลรหสัที�

AUG codon ไปเป็นการแปลรหสัจากสอง methionine

residues (M611 และ M687) ซึ�งอยูก่อ่น (upstream)

และหลงั (downstream) ของ transmembrane domain

ตามลําดบั38 ทําให้ได้ 100-115 kDa p95HER2 frag-

ments (M611-HER2-CTF) และ 90-95 kDa p95HER2

fragments (M687-HER2-CTF) โดย M611-HER2-

CTF หรือ p95HER2 สามารถรวมเข้าด้วยกันกับ

secretory pathway และเคลื�อนย้ายไปอยูท่ี� plasma

membrane สว่น M687-HER2-CTF เป็น soluble in-

tracellular p95HER2 fragments สามารถพบได้ทั �งใน

cytoplasm และใน nucleus43

M611-HER2-CTF หรือ p95HER2 สามารถ

เหนี�ยวนําให้เกิด signal transduction pathways

มากที�สดุ กระตุ้น signaling cascades ตา่ง ๆ  ได้อยา่ง

รวดเร็วและรุนแรงกวา่44 และทําให้เกิด phosphoryla-

tion ของ Erk1/2, Akt, Src และ regulatory proteins

อื�นได้มากที� สุด ซึ� งเป็นรูปแบบที�มีการทํางานมาก

(highly active)45 ทําให้เซลล์มี migration ได้อยา่งมี

ประสทิธิภาพมากกวา่ HER2 receptor สายเตม็ และ

พบว่ามีความสมัพันธ์กับการดื �อต่อ trastuzumab46

สว่น A648-HER2-CTF ที�เกิดจากการตดัสาย HER2

ด้วยเอ็นไซม์  protease47 มีความสามารถในการ

ทํางานน้อยกว่า M611-HER2-CTF โดยทําให้เกิด

phosphorylation ได้น้อยกว่า44 สว่น M687-HER2-

CTF เป็นรูปแบบที�มีจํานวนมากกว่า M611-HER2-

CTF แตเ่ป็น p95HER2 ที�ไมทํ่างาน (inactive) ถงึแม้จะ

มสีว่นของ kinase domain ที�สมบรูณ์ แตเ่นื�องจากขาด

transmembrane domain ทําให้ไมส่ามารถ dimerized

หรือทําปฏิกิริยากบั HER family members อื�น44

การตรวจหา p95HER2
เนื�องจากการตรวจการแสดงออกของ HER2

ไม่วา่จะเป็นวิธี fluorescence in situ hybridization

(FISH), immunohistochemistry (IHC) และการตรวจ

HER2-ECD ในซีรั�มโดยวิธี ELISA ยงัไม่เพียงพอใน

การประกอบการรักษา การตรวจหาการแสดงออกของ

p95HER2 จึงเป็นอกีหนึ�งวธีิที�นา่จะนํามาประกอบการ

ตดัสินใจในการรักษา การแสดงออกของ p95HER2

สามารถใช้พยากรณ์โรคและการดื �อต่อ trastuzumab



118 วารสารโรคมะเร็ง ปีที�  �� ฉบบัที�  � กรกฎาคม-กันยายน ����

ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านม วธีิ western blot เป็น gold stan-

dard ในการตรวจหา p95HER2 โดยใช้ตัวอย่างที�

เป็นชิ �นเนื �อสด (fresh-frozen tumor tissue) ซึ�งต้องใช้

จํานวนมาก จงึเป็นข้อจํากดัในทางปฏบิตั ิผลการวเิคราะห์

เป็นแบบ semiquantitative ให้ผลไมแ่มน่ยํา เนื�องจากมี

overlapping bands เหมาะสําหรับงานวิจัยยังไม่

เหมาะกบังานประจํา33,35,48

วธีิ IHC และ immunofluorescence ต้องทํา

การทดสอบสองครั �งคอืตรวจสว่น extracellular (HER2-

ECD) โดยใช้แอนตบิอดี �ที�เฉพาะกบัสว่น ECD เชน่ 4D5

antibody และตรวจสว่น intracellular (HER2-ICD)

p95HER2 โดยใช้แอนติบอดี �ที�เฉพาะกบัสว่น ICD เชน่

CB11 antibody44 สามารถนํามาใช้ตรวจในงานประจํา

โดยใช้ตัวอย่างชิ �นเนื �อฝังพาราฟิน (formalin-fixed

paraffin-embedded tissue sections)44,45 พบวา่ค่า

positive predictive value ของ p95HER2 ด้วยวิธี

immunoflourescence เทา่กบัร้อยละ 100 และ nega-

tive predictive value เท่ากับร้อยละ 94 ซึ�งอาจถกู

รบกวนด้วย inactive M687-HER2-CTF ได้45

วธีิ p95 VeraTag เป็นการหาปริมาณ (quan-

titative) สามารถตรวจได้ในชิ �นเนื �อฝังพาราฟิน มี

ความจําเพาะกับ membrane-bound forms ของ

HER2-CTF ที�ม ีM611 เป็น epitope แอนติบอด ี(D9)

ที�ใช้ในการวิเคราะห์ ไม่สามารถตรวจหา inactive,

non-membrane-bound เช่น M687-HER2-CTF

โดยแอนติบอดีที� ใช้ในการวิเคราะห์ (D9) สามารถ

ตรวจหา HER2-CTFs ที� เกิดจากการทํางานของ

เอน็ไซม์ protease รูปแบบตา่ง ๆ ได้มากที�สดุ แต่ไม่

สามารถตรวจหารูปแบบที�เป็น A648-HER2-CTF เพราะ

sequence ของ A648-HER2-CTF ไมไ่ด้อยูใ่น immu-

nization peptide (peptide D; Met611-Cys623)

ที�ใช้สร้าง epitope แอนตบิอด ี(D9) ที�ใช้ตรวจจบั49 และ

พบวา่วิธี p95 VeraTag ให้ผลสอดคล้องกบั western

blot49 นอกจากนั �นยังพบว่าในกลุ่ มผู้ ป่วยที� มีการ

แสดงออกของ HER2 ที�ตรวจโดยวิธี VeraTag HER2

assay หรือ FISH/CEP17 amplification และมี p95

HER2 ปริมาณสูงที� ว ัดได้จากวิ ธี  VeraTag p95

มีความสมัพนัธ์กบัระยะเวลาปลอดโรคและระยะเวลา

รอดชีพที�สั �นลง49

การตรวจหาการแสดงออกของ p95HER2

ด้วยวธีิ immunoflourescence พบวา่ผลการตรวจพบ

p95HER2 มีความสัมพันธ์กับการไม่ตอบสนองต่อ

trastuzumab โดยร้อยละ 88.9 ของผู้ ป่วยที�มีการ

แสดงออกของ p95HER2 ที�ตรวจด้วยวธีินี �ไมต่อบสนอง

ตอ่ trastuzumab อยา่งไรกต็ามผู้ป่วยที�มกีารแสดงออก

ของ HER2 และไม่พบการแสดงออกของ p95HER2

ยงัคงพบว่าไมต่อบสนองตอ่ trastuzumab ถึงร้อยละ

48.645 เนื� องจากยังมีกลไกอื� นที� มีผลทําให้ดื �อต่อ

trastuzumab เช่น การสญูเสยีการทํางานของ PTEN30

และการมี insulin-like growth factor-I receptor

มากขึ �น31 สง่ผลให้ผู้ ป่วยที�มี HER2 ไม่ตอบสนองต่อ

trastuzumab

แผนการณก์ารรกัษาผูป่้วยมะเร็งเตา้นมที�มี
p95HER2 บวก
- Trastuzumab

p95HER2 เป็น HER2 ที�สว่น extracellular

domain (ECD) ขาดส่วน trastuzumab-binding
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portion มีผลทําให้ดื �อตอ่ trastuzumab จากการศกึษา

ใน cell lines ของมะเร็งเต้านมพบว่า trastuzumab

จะลดการหลุดไปของส่วน extracellular domain

ในขณะที� pertuzumab ไมมี่บทบาทดงักลา่ว แตเ่ป็น

แอนติบอดี �ที�ยับยั �งการรวมตัวของ HER2 กับ HER

ชนิดอื�นที�บริเวณ HER2 ectodomain34 ทําให้ trastu-

zumab มีประโยชน์ในผู้ ป่วยมะเร็งที�มี p95HER2 ที�

เกิดจากการทํางานของเอน็ไซม์ protease และพบวา่

trastuzumab เสริมฤทธิ�ของ pertuzumab50 อาจใช้

การตรวจหา HER2-ECD ในซีรั�มช่วยพยากรณ์การ

ตอบสนองตอ่การรักษาด้วย trastuzumab51,52

การรักษาด้วย trastuzumab-based immu-

notoxins เชน่ trastuzumab-DM1 พบวา่ได้ผลดีทั �งใน

สัตว์ทดลอง53 และในผู้ ป่วยที� มี  HER2 บวกและ

p95HER บวก29

- HER2-sheddase inhibition

ในมะเร็งเต้านม ADAM10 protease เป็น

เอ็นไซม์หลักที�ทําให้บางส่วนของ HER2 หลุดไป37

ดงันั �นการยบัยั �งการทํางานของ protease ชนิดนี �ด้วย

ADAM10/17 inhibitor ร่วมกบั trastuzumab พบวา่

สามารถเพิ�มการตอบสนองตอ่ trastuzumab ในผู้ป่วย

มะเร็งเต้านมที�ม ีp95HER2 บวก29

- Tyrosine kinase inhibitors

p95HER2 มกีารทํางานของ tyrosine kinase

มากกวา่ p185HER254,55 จากการศกึษาพบวา่ lapa-

tinib สามารถยบัยั �ง tyrosine phosphorylation และ

ขบวนการ phosphorylation ของ downstream sig-

naling proteins, Akt และ MAPKs ในเซลล์มะเร็งเต้านม

MCF-7 และ T47D cells ที�มกีารแสดงออกของ HER2

หรือ p95HER2 ทําให้เซลล์มะเร็งไม่แบ่งตัวอย่าง

รวดเร็ว45 และยังได้ผลในผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมที� มี

p95HER2 บวก56

สรุป
กลไกพื �นฐานของการเกิด p95HER2 ex-

pression ในมะเร็งเต้านมยังคงไม่ทราบแน่ชัด แต่

พบว่าในเซลล์มะเร็งที�มี p95HER2 มีการตดัออกของ

extracellular domain (shedding of the extracellular

domain) ทําให้ดื �อตอ่ trastuzumab ปัจจบุนัการศกึษา

กลไกต่าง ๆ ที�เกี�ยวข้องกับการดื �อต่อยายงัคงพบแต่

ในห้องปฏิบตัิการ การศกึษา retrospective ในชิ �นเนื �อ

ผู้ ป่วยมะเร็งเต้านมยังคงมีจํานวนน้อย การศึกษา

อุบตัิการณ์และกลไกการดื �อต่อ trastuzumab ยงัคง

ดําเนินต่อไปเพื� อให้ได้ข้อมูลที� ชัดเจน และวิ ธีการ

ตรวจตวับง่ชี �การดื �อตอ่ยา (biomarkers of resistance)

ต้องมีการพัฒนาให้สามารถตรวจได้แม่นยํามากขึ �น

ปัจจุบันยังไม่มีการตรวจที� เฉพาะกับกลไกต่าง ๆ

ส่วนใหญ่ยังอยู่ ในขั �นตอนการทดลอง เพื� อให้ ได้

วธีิการตรวจที�เหมาะสมได้ผลถกูต้องแมน่ยําอนัจะเป็น

ประโยชน์สงูสดุต่อการรักษาผู้ ป่วย
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หนงัสอืแจง้ความจาํนงลงโฆษณา  ในวารสารโรคมะเรง็

วนัที�...............เดือน............................พ.ศ..................

เรียน ผู้จดัการวารสารมะเร็ง

ข้าพเจ้า.............................................................................ตําแหนง่...........................................................

ในนามของ.............................................................................เลขที�.................ถนน......................................................

ตําบล/แขวง...............................................อําเภอ/เขต...................................จงัหวดั.............................................

รหสัไปรษณีย์......................................โทรศพัท์........................................โทรสาร......................................................

มคีวามประสงค์ลงโฆษณาในวารสารโรคมะเร็ง

 ฉบบัที� 1 เดือน มกราคม - มีนาคม ปีที�.......................

 ฉบบัที� 2 เดือน เมษายน - มิถนุายน ปีที�.......................

 ฉบบัที� 3 เดือน กรกฎาคม - กนัยายน ปีที�.......................

 ฉบบัที� 4 เดือน ตลุาคม - ธันวาคม ปีที�.......................

รวม...................................ฉบับ

โดยลงโฆษณาในลกัษณะ

พิมพ์เนื �อใน 1/2 หน้า อตัรา      �,��� บาท  ตอ่  ฉบบั (�,��� เลม่)

พมิพ์เนื �อในเตม็หน้า อตัรา    ��,��� บาท  ตอ่  ฉบบั (�,��� เลม่)

พิมพ์ปกหลงัด้านใน 1/2 หน้า อตัรา    ��,��� บาท  ตอ่  ฉบบั (�,��� เลม่)

พมิพ์ปกหลงัด้านในเตม็หน้า อตัรา    ��,��� บาท  ตอ่  ฉบบั (�,��� เลม่)

พมิพป์กหลงัด้านนอกเตม็หน้า อตัรา    ��,��� บาท  ตอ่  ฉบบั (�,��� เลม่)

ใบแทรก อตัรา      �,��� บาท  ตอ่  ฉบบั (�,��� เลม่)

พิมพ์สี  จา่ยคา่เพลทและคา่พิมพ์เพิ�ม       ��,���  บาท

รวมเป็นเงินทั �งสิ �นจํานวน...........................................................................บาท

     ตวัอกัษร (............................................................................) บาท

                                                                                   ลงนาม………………………………....ผู้สั�งโฆษณา

                                                                    (........................................................)

 หมายเหต◌ุ ถ้าลงโฆษณาทั �งปี (� ฉบบั) จะลดคา่โฆษณาให้ �� %

ส่งอาร์ตเวิร์ค / ข้อความโฆษณาทาง E-mail :  thaicancerj@gmail.com

การชําระคา่โฆษณา ให้เขียนเชค็สั�งจา่ยในนาม "มลูนธิิวิจยัโรคมะเร็งเพื�อสถาบนั

มะเร็งแหง่ชาต"ิ
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เรียน ผู้จดัการวารสารโรคมะเร็ง
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ในนาม สว่นราชการ/ บริษทั/ สว่นตวั....................................................................................................................

ที�อยูเ่ลขที� ................................ตรอก/ซอย..............................................แขวง........................................................

เขต...................................................จงัหวดั.....................................................รหสัไปรษณีย์..................................

โทรศพัท์...........................................................................................โทรสาร...............................................................

E-mail..........................................................................................................................................................................

มคีวามประสงค์สมคัรสมาชกิในวารสารโรคมะเร็ง

 ปีที� �� ฉบบัที� �-� (พ.ศ. ����) รวม � ฉบบั เป็นเงิน ��� บาท

 ปีที� �� ฉบบัที� �-� (พ.ศ. ����) รวม � ฉบบั เป็นเงิน ��� บาท

พร้อมกนันี �ได้จดัส่งเงินจํานวน .......................บาท (.................................................) ตวัอกัษร
โดยโอนเงนิผา่นบญัชีออมทรัพย์ ธนาคารไทยพาณิชย์ จํากดั (มหาชน) สาขารามาธิบดี
เลขที�บญัชี ���-������-� ชื�อบญัชี เงินสํารองจา่ยของมลูนิธิวิจยัโรคมะเร็ง

                                                                                             ขอแสดงความนบัถือ

                                                                                   ลงนาม……………….....………………...........

                                                                               (........................................................)

หมายเหต:ุ โปรดสง่สําเนาการโอนเงนิผา่นธนาคารพร้อมใบสมคัรสมาชกิมายงัโทรสาร ��-���-����

หรือสง่เอกสารทางไปรษณียโ์ดยนําสง่ กองบรรณาธิการวารสารโรคมะเร็ง กลุม่งานสนบัสนนุวชิาการ

สถาบนัมะเร็งแหง่ชาติ  ���/�  ถนนพระราม �

เขตราชเทวี   กรุงเทพฯ  �����
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