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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาอุบัติการณการกลายพันธุของยีน EGFR บริเวณ tyrosine kinase domain ที่เอ็ก

ซอน 18, 19 และ 21 ในผูปวยมะเร็งปอดในเขตภาคเหนือตอนบนของไทย โดยสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเน้ือเยื่อมะเร็งปอด
ชนิด non-small-cell lung cancer จํานวน 68 ราย  และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเอ็กซอนทั้งสามดวยวิธี PCR กอนนําไป
วิเคราะหลําดับเบส  ผลการศึกษาพบการกลายพันธุของยีน EGFR รวม 10 ชนิด ในผูปวย 18 ราย (รอยละ 26.47) ซึ่งการกลาย
พันธุ 6 ชนิดเคยมีรายงานมากอนแลวคือ delE746 – A750, delL747 – S752insQ, A839T, V851I , E868G และ L858R สวนอีก 
4 ชนิด เปนการกลายพันธุที่คนพบใหม ไดแก L688F, A722T, G724D และ P848S  การกลายพันธุของยีน EGFR มี
ความสัมพันธกับผูปวยเพศหญิง (P=0.0038) หรือพยาธิสภาพช้ินเน้ือแบบ adenocarcinoma  (P=0.0343) อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  การศึกษาครั้งน้ีทําใหทราบถึงอุบัติการณการกลายพันธุของยีน EGFR ในกลุมผูปวยมะเร็งปอดในเขตภาคเหนือของไทย 

 

ABSTRACT 
The objective of this study is to investigate the incidence of EGFR mutation at tyrosine kinase domain in 

exon 18, 19 and 21 among the upper northern Thai lung cancer patients. Cancerous tissues obtained from 68 non-
small cell lung cancer patients were subjected to DNA extraction, amplification of DNA regions encompassing the 
three EGFR exons of interest by polymerase chain reaction, and followed by direct sequencing.  Ten EGFR mutations 
were found in 18 out of 68 patients (26.47%).  Six of which, delE746 – A750, delL747 – S752insQ, A839T, V851I, 
E868G and L858, were previously reported mutations.  The other four, L688F, A722T, G724D and P848S, were 
novel mutations.  EGFR mutation status was statistic significant associated with female (P=0.0038) or 
adenocarcinoma (P=0.0343) subtype.  This study reports the incidence of EGFR gene mutations in the upper northern 
Thai lung cancer patients. 
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MMP4-2 
บทนํา 
 มะเร็งปอด  จัดเปนปญหาสําคัญทางดาน
สาธารณสุขของประเทศไทย โดยเฉพาะในประชากรท่ี
อาศัยอยูทางภาคเหนือ ซึ่งพบอุบัติการณของโรคโดย
เฉลี่ยสูงกวาประชากรท่ีอาศัยอยูในภูมิภาคอื่นๆ เปน
อยางมาก (Khuhaprema, 2007; Cancer Unit: Maharaj 
Nakorn Chiang Mai Hospital, 2007) จากสถิติผูปวย
มะเร็งปอดที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลมหาราชนคร
เชียงใหมที่ผานมา พบมะเร็งปอดชนิด non-small-cell 
lung cancer (NSCLC) มากที่สุด ประกอบดวย 
adenocarcinoma รอยละ 42.6 รองลงมาคือ squamous 
cell carcinoma รอยละ 33.0 และ large cell carcinoma 
รอยละ 2.9  สวนมะเร็งปอดชนิด small-cell lung cancer 
(SCLC) พบไดรอยละ 12.4  นอกจากน้ียังพบมะเร็งปอด
ที่ไมสามารถจําแนกชนิดได อีกรอยละ  9.1  ผูปวย
มากกวารอยละ 80 ที่มาพบแพทยมักมีการแพรกระจาย
ของโรคแลว (Deesomchok et al., 2005)  การรักษาใช
ยาเคมีบําบัดมาตรฐานเปนหลัก  ในปจจุบันนอกจากการ
รักษาดวยยาเคมีบําบัดมาตรฐานแลว ยาที่ใชรักษาแบบ
มุงเปา (targeted therapy) เชน gefitinib หรือ erlotinib 
ซึ่งเปนยาในกลุม epidermal growth factor receptor – 
tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKIs) ไดเขามามี
บทบาทในการรักษาผูปวยมะเร็งปอดมากขึ้น ยากลุมน้ี
ทําหนาที่ยับยั้งการทํางานของโปรตีน EGFR  (Hynes 
and Lane, 2005) ซึ่งเปนโปรตีนในกลุม receptor 
tyrosine kinase ที่แปลรหัสมาจากยีน EGFR 

ยีน EGFR อยูที่แขนสั้นของโครโมโซมคูที่ 7 
ตําแหนง 12 (7p12)  มีขนาด 188 Kb (NC 000007.12) 
ประกอบดวย 28 เอ็กซอน สามารถถอดและแปลรหัส
ใหโปรตีนขนาด 170 กิโลดัลตัน ซึ่งมี 1,210 กรด 
อะมิโน (Reiter et al., 2001) ในเซลลมะเร็งหลายๆ 
ชนิดที่มีตนกําเนิดมาจากเซลลเยื่อบุผิว เชน มะเร็งเตา
นม มะเร็งศีรษะและคอ รวมถึงมะเร็งปอดชนิด NSCLC 
มักมีการแสดงออกของยีน EGFR หรือมีการกระตุนการ
ทํางานของโปรตีน EGFR ในระดับที่สูงกวาปกติ สงผล

ใหเซลลเพ่ิมการแบงตัว ตานทานการตายของเซลลแบบ 
apoptosis เพ่ิมความสามารถในการเคล่ือนที่ของเซลล
เ น้ืองอก  รวมถึงสง เสริมการสร าง เสนเลือดใหม 
(Arteaga, 2002)  กลไกเหลาน้ีจะสงเสริมกระบวนการ 
พัฒนาและการดํารงชีวิตของเซลลมะเร็ง จึงทําใหเกิด
แนวคิดผลิตยารักษามะเร็งที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ
โปรตีน EGFR ขึ้น 

ยา getifinib (Iressa®) เปนยาในกลุม EGFR-
TKIs ตัวแรกที่เขามามีบทบาทในการรักษาผูปวยมะเร็ง
ปอด (Cohen et al., 2003)  จากการศึกษาวิจัยคลินิก
ระยะที่ 2 ของโครงการ IDEAL-1 และ IDEAL-2 พบวา
ยา gefitinib ใหผลตานเน้ืองอกมะเร็งปอด ในผูปวย
ประมาณรอยละ 12–19 (Fukuoka et al., 2003; Kris  
et al., 2003)  จากผลดังกลาวทําใหองคการอาหารและ
ยาของสหรัฐอเมริกา (FDA) ใหการรับรองแบบเรงดวน
แกยา gefitinib ในเดือนพฤษภาคม ป ค.ศ. 2003 (Cohen 
et al., 2003)  จากน้ันยา gefitinib ก็เขาสูการวิจัยคลินิก
ระยะที่ 3 อีกหลายๆ โครงการ ซึ่งพบวาผูปวยเช้ือชาติ
เอเชียมีการตอบสนองดีกวาผูปวยเช้ือชาติอื่นๆ และ
กลุมผูปวยที่ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib มัก
เปนชนิด adenocarcinoma หรือเปนเพศหญิง หรือไมมี
ประวัติการสูบบุหรี่ (Ciardiello and Tortora, 2008; 
Toschi and Cappuzzo, 2007) 

การแสดงออกของโปรตีน EGFR เปน
เป าหมาย ชีวโม เล กุลอย างแรก  ซึ่ ง ใช ศึ กษาการ
ตอบสนองตอยา แตกลับพบวาไมมีความสัมพันธกับ
การตอบสนองของผูปวยที่รักษาดวยยา  gefit inib 
(Bailey et al., 2003)  ดังน้ันจึงไดมีการศึกษาลึกลงไป
ในระดับความผิดปกติของยีน และพบวาการกลายพันธุ
ของยีน EGFR หลายๆ ชนิดในเซลลมะเร็งที่เอ็กซอน 
18, 19 และ 21 ซึ่งอยูใน tyrosine kinase domain มี
ความสัมพันธกับการตอบสนองที่ดีตอการรักษาดวยยา 
gefitinib (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004) และ
ลาสุด งานวิจัยคลินิกระยะที่ 3 โครงการ IPASS ซึ่ง
ศึกษาโดยใชยา gefitinib รักษาต้ังแตเริ่มแรก (first-line)  
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MMP4-3 
เปรียบเทียบกับการรักษาดวยยาเคมีบําบัดมาตรฐาน 
carboplatin/paclitaxel โดยมีเกณฑการคัดเลือกเฉพาะ
ผูปวยชาวเอเชียที่ เปนมะเร็งชนิด NSCLC แบบ 
adenocarcinoma ซึ่งมีอาการอยูในขั้น III B หรือ IV ไม
มีประวัติการสูบบุหรี่ และยังไมเคยรับการรักษาดวยยา
เคมีบําบัดใดๆ  ผลการศึกษาพบกลายพันธุของยีน 
EGFR สูงถึงรอยละ 59.7 และผูปวยกลุมน้ีมีอัตราการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib มากกวารอยละ 
70  เมื่อวิเคราะหระยะเวลาการรอดชีวิตโดยโรคไม
กาวหนาตอ (progression-free survival) ของกลุมผูปวย
ที่มีการกลายพันธุของยีน EGFR พบวาผูปวยที่ไดรับยา 
gefitinib มีระยะเวลายาวนานกวากลุมผูปวยที่ไดรับยา
เคมีบําบัดมาตรฐานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.001) 
(Mok et al., 2009) 

ยาในกลุม EGFR-TKIs อีกชนิดหน่ึงที่เขามามี
บทบาทในการรักษาผูปวยมะเร็งปอดก็คือ ยา erlotinib 
(Tarceva®) ซึ่ งมีฤทธิ์ ยับยั้ งการทํ างานของโปรตีน 
EGFR เชนเดียวกันกับยา gefitinib  การวิจัยทางคลินิก
ของยา erlotinib ในผูปวยมะเร็งปอดชนิด NSCLC ที่มี
อาการอยูในขั้นกาวหนา พบวาผูปวยที่ไดรับยามีอัตรา
การรอดชีวิตสูงกวากลุมผูปวยที่ไดรับยาหลอกอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ  ทําใหยา erlotinib ไดรับการรับรอง
จากองคการอาหารและยาของสหรัฐเมื่อเดือนธันวาคม 
ป ค.ศ.2004 และเมื่อวิเคราะหการตอบสนองตอการ
รักษาดวยยา erlotinib กับลักษณะทางพยาธิวิทยาคลินิก 
พบวามีความสัมพันธตอกันเชน เ ดียวกับผูปวยที่
ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib กลาวคือ เปน
ผูปวยเช้ือชาติเอเชีย หรือผูปวยเพศหญิง หรือไมมี
ป ร ะ วั ติ ก า ร สู บ บุ ห รี่  หรื อ มี พ ย า ธิ ส ภ า พ แบบ 
adenocarcinoma (Cohen et al., 2005; Shepherd et al., 
2005)  นอกจากน้ี Pao et al. (2004) ไดศึกษาการกลาย
พันธุของยีน EGFR บริเวณเอ็กซอน 18 – 24 ซึ่งเปน 
tyrosine kinase domain พบวา การกลายพันธุของยีน 
EGFR บริเวณเอ็กซอน 19 และ 21 มีความสัมพันธกับ
การตอบสนองตอการรักษาดวยยา erlotinib 

จากหลักฐานอางอิงที่กลาวมาขางตนจะเห็น
ไดวา การศึกษาการกลายพันธุของยีน EGFR บริเวณ 
tyrosine kinase domain มีความสําคัญ ทั้งในดานการ
คัดเลือกผูปวยเขารับการรักษาดวยยาในกลุม EGFR-
TKIs และการพยากรณโรค  ดังน้ันงานวิจัยเพ่ือศึกษา
การกลายพันธุของยีน EFGR ในผูปวยมะเร็งปอดที่
อาศัยอยูทางภาคเหนือของไทย ซึ่งเปนบริเวณที่พบ
อุบัติการณของโรคดังกลาวสูงที่สุด จะทําใหไดขอมูล
พ้ืนฐานท่ีเปนประโยชนอยางย่ิงตอการรักษาผูปวย
ตอไปในอนาคต 

  
อุปกรณและวิธีการวิจัย 

งานวิจัยน้ีมุ งศึกษาการกลายพันธุของยีน 
EGFR บริเวณ tyrosine kinase domain ที่เอ็กซอน 18, 
19 และ 21 จากเน้ือเย่ือปอดมะเร็งปอด ในผูปวยมะเร็ง
ปอดที่อาศัยอยูในภาคเหนือตอนบนของประเทศไทย 
โด ย โค ร ง ก า ร วิ จั ย น้ี ไ ด ผ า น ก า ร พิ จ า รณ าขอ ง
คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม เมื่อวันที่ 16 กรกฏาคม 2552 

1. ตัวอยางวิจัย 
ใช ตัวอยางเ น้ือเยื่อมะเร็งปอด  (cancerous 

tissue) ที่เก็บรักษาสภาพในพาราฟน (formalin fixed 
and paraffin embedded: FFPE) จํานวน 68 ราย จาก
ผูปวยมะเร็งปอดชนิด NSCLC ที่เขารับการรักษาใน
โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม และเน้ือเยื่อดังกลาว
ไดผานการวินิจฉัยจากพยาธิแพทย ภาควิชาพยาธิวิทยา 
คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลยัเชียงใหมแลว 
2. การสกัดดีเอ็นอ 

นําตัวอยาง FFPE มาตัดดวยเครื่อง microtome 
ใหไดความหนา 10 ไมครอน จากน้ันปรับสภาพช้ินเน้ือ
ดวยการใหความรอนในสารละลายเบส (heat-induced 
retrieval in alkaline solution) (Shi et al., 2004) แลว
นํามาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีมาตราฐาน phenol-chloroform 
3. การวิเคราะหการกลายพันธุของยีน EGFR 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพ่ิมปริมาณของยีน  
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MMP4-4 
EGFR ที่เอ็กซอน 18, 19 และ 21 ของ ดวยเทคนิคพีซี
อาร โดยใชไพรเมอรจําเพาะดังน้ี 
EGFR-18F:5'-CCATGTCTGGCACTGCTTTC-3' 
EGFR-18R:5'-TGCAAGGACTCTGGGCTCC-3' 
EGFR-19F:5'-AGATCACTGGGCAGCATGTG-3' 
EGFR-19R:5'-CCAGACATGGAAAAGGTGGG-3' 
EGFR-21F:5'-GAACATGACCCTGAATTCGGA-3' 
EGFR-21R:5'-TACAGCTAGTGGGAAGGCAGC-3' 
จากนั้นวิเคราะหการกลายพันธุของยีนโดยการหาลําดับ
เบสท้ัง sense และ antisense strands ของแตละเอ็กซอน 
ดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ MegaBACE™1000 
(Amershame Bioscience, USA) 
4. การแยกอัลลีลเพ่ือวิเคราะหกลายพันธุของยีน EGFR 
 นําตัวอยางผลผลิต PCR ที่คาดวามีการกลาย
พันธุชนิด small deletion/insertion โดยดูจากผลลําดับ
เบสที่มีการซอนกันของchromatogram มาแยกเก็บ 
fraction ของอัลลีลที่มีการกลายพันธุ ดวยเทคนิค 
denaturing high – performance liquid chromatography 
(DHPLC) โดยใชเครื่อง Transgenomic WAVE® 
nucleic acid fragment analysis system (Transgenomic, 
Omaha, USA) รุน 3500HT  นําตัวอยางที่แยกเก็บ 
fractionไดไประเหย buffer ออกโดยใชเครื่อง 
SpeedVac (Themo Scientific, USA) แลวนําไปหา
ลําดับเบสเพื่อวิเคราะหการกลายพันธุตอไป 
5. การวิเคราะหผล 

นําลําดับเบสของดีเอ็นเอมาวิเคราะหการกลาย
พันธุโดยเปรียบเทียบกับลําดับเบสอางอิงของยีน EGFR 
จาก GenBank (NC 000007.12) ดวยโปรแกรม 
Mutation Surveyor® 3.25 (SoftGenetics LLC, USA)  
สวนการตรวจสอบการกลายพันธุของยีน EGFR ที่เคยมี
รายงานแลวใชวิธีเทียบกับฐานขอมูล SM-EGFR-DB 
(Murray et al., 2008) และ COSMIC (Bamford et al., 
2004)  วิเคราะหความสัมพันธระหวางการกลายพันธุ
ของยีน EGFR กับลักษณะพยาธิวิทยาคลินิก ดวย      
chi-square test 

ผลการวิจัย 
 ตัวอยางวิจัยจากผูปวย 68 ราย เปนผูปวยเพศ
ชายรอยละ 61.8 (42/68) ผูปวยเพศหญิงรอยละ 38.2 
( 2 6 / 6 8 )   มี ลั กษณะทางพย าธิ วิ ทย าค ลิ นิก เป น 
adenocarcinoma รอยละ 69.1 (47/68) squamous cell 
carcinoma รอยละ 25 (17/68) และ large cell carcinoma 
รอยละ 5.9 (4/68) 

ผลการศึกษาการกลายพันธุของยีน EGFR 
ที่เอ็กซอน 18, 19 และ 21 พบการกลายพันธุ 10 ชนิด 
ในผูปวย 18 ราย (รอยละ 26.47) ดังแสดงในภาพที่ 1  
โดยเปนการกลายพันธุที่มีรายงานมากอน 6 ชนิด  2 
ชนิดพบถึงรอยละ 50 ไดแก delE746–A750, L858R ซึ่ง
พบในผูปวย 4 และ 5 ราย ตามลําดับ อีก 4 ชนิด พบใน
ผูปวยอยางละ 1 ราย ไดแก delL747 – S752insQ, 
A839T, V851I และ E868G  นอกน้ียังตรวจพบการ
กลายพันธุชนิดใหม อีก 4 ชนิด ไดแก L688F, A722T 
และ G724D ในผูปวยอยางละ 1 ราย และ P848S ใน
ผูปวย 2 ราย 
 เมื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวางการกลาย
พันธุของยีน EGFR กับลักษณะทางพยาธิวิทยาคลินิก 
พบวามีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับผูปวย
ที่เปนเพศหญิง (P=0.0038) หรือมีพยาธิสภาพช้ินเน้ือ
แบบ adenocarcinoma (P=0.0343) (ตารางที่ 1) 
 
 

ตารางท่ี 1  ความสัมพันธระหวางการกลายพันธุของยีน EGFR 
กับลักษณะทางพยาธิวิทยาคลินิก 

                                          การกลายพันธุของยีน EGFR 
ตัวแปร                                      พบ     ไมพบ     P value 
เพศ 
  ชาย 
  หญิง 
พยาธิสภาพของช้ินเน้ือ 
  Adenocarconoma 
  Squamous cell carcinoma 
  Large cell carcinoma 

 
6 
12 
 
16 
2 
0 

 
36 
14 
 
31 
15 
4 

 
 

0.0038 
 

0.0343a 
 
 

aเปรียบเทียบพยาธิสภาพแบบ adenocarcinoma กับแบบอื่นๆ 
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MMP4-5 
อภิปรายผลการวิจัย 

อุบัติการณการกลายพันธุของยีน EGFR ของ
ผูปวยมะเร็งปอดชนิด NSCLC ที่อาศัยในเขตภาคเหนือ
ของไทย (รอยละ 26.47) มีอัตราใกลเคียงกับฐานขอมูล 
SM-EGFR-DB ซึ่งพบรอยละ 27.61 (Murray et al., 
2008) แตเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมผูปวยชาวเอเชีย
ดวยกัน ซึ่งพบไดราวรอยละ 45 (Hsieh et al., 2006; 
Sakurada et al., 2006) กลับพบวามีอุบัติการณตํ่ากวา  
และยังแตกตางกับการศึกษาของ Sriuranpong et al. 
(2006) Shigematsu et al. (2005) และ Kosaka et al. 
(2004) ซึ่งพบอุบัติการณการกลายพันธุของยีน EGFR 
รอยละ 57.4 (35/61)  และประมาณรอยละ 50 ในผูปวย
มะเร็งปอดชนิด  adenocarcinoma ที่เปนชาวไทยและ
เอเซีย ตามลําดับ การพบอุบัติการณการกลายพันธุของ
ยีน EGFR คอนขางตํ่าในงานวิจัยน้ี  คาดวาเกิดจาก
ความแตกตางด านปจจัยทางพันธุกรรมของกลุม
ประชากร  ดังจะเห็นไดจากอัตราสวนมะเร็งปอดชนิด
adenocarcinoma ซึ่งมีอยูถึงรอยละ 69  แตพบการกลาย
พันธุในอัตราตํ่า  ขณะที่พบการกลายพันธุในมะเร็งปอด
ชนิด squamous cell carcinoma ในอัตราที่สูงกวา (รอย
ละ 13) ที่เคยมีรายงานไววาพบการกลายพันธุของยีน 
EGFR ในมะเร็ งปอดชนิด น้ี  (นอยกว ารอยละ  1 ) 
(Wiwanitkit, 2006) 

ลักษณะทางพยาธิวิทยาคลินิกที่สัมพันธกับ
การกลายกลายพันธุของยีน EGFR ในการศึกษาครั้งน้ี 
สอดคลองกับงานวิจัยอื่นๆ ที่ศึกษามากอนหนาน้ี  ซึ่ง
มักพบในผูปวยเพศหญิง หรือในช้ินเน้ือที่มีพยาธิสภาพ
แบบ adenocarcinoma (Toschi and Cappuzzo, 2007) 

ก า ร ก ล า ย พั น ธุ ที่ พ บ ไ ด บ อ ย  (common 
mutation) 2 ชนิด คือ delE746–A750 (c.2235 – 2249del 
GGAATTAAGAG AAGC หรือ c.2235 – 2249del15) 
และ L858R (c.2573T>G หรือ p.Leu858Arg) มีรายงาน
วาการกลายพันธุทั้งสองชนิดขางตนมีความสัมพันธกับ
การตอบสนองที่ดีตอการรักษาดวยยาในกลุม EGFR-
TKIs โดยพบวาผูปวยท่ีมีการกลายพันธุดังกลาว มีอัตรา 

EGFR exon 19: reported 
delE746 – A750 : 
c.2235 – 2249del15 
(Lynch et al, 2004)  

EGFR exon 19: reported 
L858R : c.2573T>G 
(Lynch et al, 2004) 

 
EGFR exon 19 : reported 
delL747 – S752insQ 
c.2238-2256del19ins4 
(Okami et al., 2007)  

EGFR exon 21 : reported 
A839T : c.2515G>A 
(Huang et al., 2004) 

 
EGFR exon 21 : reported 
V851I  : c.2551G>A 
(Cappuzzo et al., 2005) 

 
EGFR exon 21 : reported 
E868G : c.2603A>G  
(Hsieh et al., 2006) 

 
EGFR exon 18 : novel 
L688F : c.2062C>T  
 

 
EGFR exon 18 : novel 
G724D : c.2171G>A 

 
EGFR exon 18 : novel 
A722T : c.2164G>A 
 

 
EGFR exon 21 : novel 
P848S : c.2542C>T 

 
 

ภาพท่ี 1  การกลายพันธุของยีน EGFR 
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MMP4-6 
การตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib หรือ 
erlotinib มากกวารอยละ 70 (Yamamoto et al., 2009) 

การกลายพันธุที่มีรายงานมากอนหนาน้ี อีก 4 
ชนิด คือ การกลายพันธุชนิด c.2238-2257 del19ins4 
(delL747 – S752insQ) เปนการกลายพันธุแบบ indels 
ซึ่งเบส 19 ตัวขาดหายไปที่ตําแหนง 2,238 – 2,256 
(ATTAAGAGAAGCAACATCT) และมีการแทรกเบส 
GCAA ทําใหเกิด in-frame deletion/ insertion เมื่อแปล
รหัสออกมาเปนโปรตีน  ซึ่งจะทําใหกรดอะมิโนที่
ตําแหนง 747–752 (LREATS) ขาดหายไป และมีการ
แทรกกรดอะมิโน glutamine (Q) เขามา 1 ตัว  Okami et 
al. (2007) พบการกลายพันธุดังกลาวในผูปวยที่
ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib 

Pao et al. (2004) ไดรายงานผลการเปลี่ยน 
แปลงระดับโปรตีนแบบ delL747 – S752insQ ซึ่งเกิด
จากการเปล่ียนแปลงในระดับดีเอ็นเอที่ตางกัน คือ 
c.2239-2256del18insCAA  ผูปวยที่มีการกลายพันธุ
แบบน้ีก็ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib ดวย
เชนกัน  เกือบทั้งหมดของการกลายพันธุแบบ in-frame 
deletion/insertion  ซึ่งพบไดมากกวารอยละ 45 ของ 
การกลายพันธุทั้งหมด เกิดครอมบริเวณ LREA motif 
(Sharma and Settleman, 2009) ดังแสดงในภาพท่ี 2 โดย
พบวาผูปวยที่มีการกลายพันธุบริเวณเอ็กซอน 19 มีการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยาในกลุม EGFR-TKIs มาก
ถึงประมาณรอยละ 86.21 (Murray et al., 2008) 

การกลายพันธุชนิด A839T (c.2164G>A หรือ 
p.Ala839Thr)  พบในผูปวย 1 ราย มีการแทนท่ีเบส G ที่
ตําแหนง 2,164 ดวยเบส A (GCA  ACA) ทําให
กรดอะมิโน alanine (A) ที่ codon 839 เปลี่ยนเปน 
threonine (T) การกลายพันธุแบบ A839T รายงานคร้ัง
แรกโดย Huang et al. (2004) และพบในผูปวยที่มีการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib 

การกลายพันธุชนิด V851I (c.2551G>A หรือ 
p.Tyr851Ile)  พบวามีรายงานการวิจัยของการกลาย
พันธุชนิดน้ีที่ไมเก่ียวของกัน 2 ช้ิน ซึ่งพบวาผูปวยท่ีมี 

 
ภาพท่ี 2  การเปรียบเทียบโปรตีน EGFR ปกติ กับโปรตีน EGFR 
ที่มีการกลายพันธุแบบ in-frame deletion/insertion  กรอบ
เสนประแสดงตําแหนง LREA motif 
 

การกลายพันธุแบบ V851I ไมตอบสนองตอการรักษา
ดวยยา gefitinib (Cappuzzo et al., 2005; Gow et al., 
2008)  คาดวานาจะเกิดจากการท่ีกรดอะมิโนทั้งสอง
ชนิดอยูในกลุม hydrophobic เหมือนกันและมี
โครงสรางของ side chain ใกลเคียงกันโครงสรางของ
โปรตีนจึงไมเปลี่ยนแปลงมากนัก 

การกลายพันธุชนิด E868G (c.2603A>G หรือ 
p.Glu868Gly) พบวาตําแหนงที่เกิดการกลายพันธุอยูใน
สวน activation loop (A-loop) ของ tyrosine kinase ที่มี
ความสําคัญในกระบวนการ phosphorylation  โดย 
Hsieh et al., (2006) ไดรายงานการกลายพันธุชนิดน้ี
รวมกับการกลายพันธุชนิดอื่นในผูปวย 2 ราย ผูปวยราย
ที่มีพยาธิสภาพแบบ adenocarcinoma ตอบสนองแบบ 
partial respond  แตในผูปวยรายที่มีพยาธิสภาพแบบ 
squamous cell carcinoma กลับพบวาไมตอบสนองตอ
การรักษาดวยยา gefitinib 

การกลายพันธุชนิด small deletion หรือ 
insertion ที่อยูในสภาวะ heterozygous เมื่อนําไปหา
ลํ า ดั บ เ บ ส จ ะ มี ก า ร ซ อ น กั น ข อ ง  chromatogram 
ระหวางอัลลีลปกติกับอัลลีลที่กลายพันธุ ทําใหมีความ
ยุงยากในการระบุชนิดของการกลายพันธุ งานวิจัยน้ีจึง
แกไขปญหาดังกลาวโดยใชเทคนิคการแยกอัลลีลดวย
เครื่อง DHPLC โดยใช sizing mode ซึ่งทําใหสามารถ
แยกอัลลีลที่กลายพันธุออกจากอัลลีลปกติดวยขนาดที่
แตกตางกันได จากน้ันจึงนําตัวอยางที่ไดไปหาลําดับ
เบส (ภาพท่ี 3) ซึ่งเปนวิธีการท่ีสะดวกและรวดเร็วกวา 
การแยกอัลลีลโดยใชเทคนิค TA cloning เปนอยางมาก 
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MMP4-7 

 
ภาพท่ี 3  elution profile จากเคร่ือง DHPLC ในการทํา fraction 
collection เพื่อแยกอัลลีลโดยการเก็บ peak ที่ 2 (กรอบสีแดง
ดานบน) และผลการหาลําดับเบสท่ีได (ดานลาง) 

 

 
ภาพท่ี 4  ตําแหนงการกลายพันธุของยีน EGFR บริเวณ tyrosine 
kinase domain ที่พบในการศึกษาคร้ังนี้ รูปโครงสรางสามมิติและ
ตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุแสดงโดยใชโปรแกรม PyMOL 
(DeLano Scientific LLC, San Carlos, CA, USA) สรางจากไฟล
ฐานขอมูลโครงสรางโปรตีน (PDB) 3GOP และ 1M17  
 

นอกจากการกลายพันธุที่กลาวมาแลวขางตน 
ในการวิจัยครั้งน้ียังพบการกลายพันธุแบบ missense ซึ่ง
ไมเคยมีรายงานมากอน (novel mutation) อีก 4 ชนิด
ไดแก การกลายพันธุชนิด L688F (c.2062C>T หรือ 
p.Leu688Phe) การกลายพันธุ ดังกลาวน้ีอยูที่บริ เวณ 
jaxtamembrane segment (ภาพที่ 4A) ซึ่งทําหนาที่เพ่ิม
ความเสถียรของโมเลกุลโปรตีน EGFR ที่เขาคูกัน 

ในขณะท่ีเกิด dimerization โดยกรดอะมิโน leucine ที่ 
codon 688 เปน 1 ใน 3 ของ hydrophobic residues (Leu 
688, Val 669, Leu 692) ที่มีความจําเปนในกระบวนการ
กระตุนใหโปรตีน EGFR อยูในสถานะ active (Jura et 
al., 2009) 

การกลายพันธุชนิด A722T (c.2164G>A หรือ 
p.Ala722Thr) และ  G724D (c.2171G>A หรือ 
p.Gly724Asp)  เกิดขึ้นที่บริเวณ ATP-binding motif 
หรือ P-loop (ภาพที่ 4B) ซึ่งเปนบริเวณอนุรักษของ
โปรตีนในกลุม receptor tyrosine kinase มีลําดับกรดอะ
มิโนแบบ GXGXXG โดย glycine ตัวแรกจะอยูที่ 
codon 719  เชนเดียวกับที่มีรายงานการกลายพันธุแบบ 
G719X  และมีความสัมพันธกับการตอบสนองตอการ
รักษาดวยยาในกลุม EGFR-TKIs ดวย  (Paez et al., 
2004) 
 การกลาย พันธุ แ บบสุ ดท า ย  คื อ  P848S 
(c.2542G>A หรือ p.Pro848Ser) พบวาคุณสมบัติของ
โปรตีนเปล่ียนจาก hydrophobic เปน hydrophilic การ
กลายพันธุดังกลาวเกิดขึ้นที่บริเวณ catalytic cleft ของ 
tyrosine kinase ใกลกับบริเวณ ATP-binding pocket  
ซึ่งเปนตําแหนงที่ยาในกลุม EGFR-TKIs เชน gefitinib 
หรือ erlotinib เขามาเกาะเพ่ือยับยั้งการทํางานของ
โปรตีน EGFR  การเปล่ียนคุณสมบัติของโปรตีน
ดังกลาวอาจมีผลตอการตอบสนองการรักษาดวยยาใน
กลุม EGFR-TKIs 

ในงานวิจัยครั้งน้ีไมพบการกลายพันธุแบบ 
G719X และ L861Q ที่พบไดราวรอยละ 1–3 (Murray  
et al., 2008)  โดยมีรายงานวามีความสัมพันธกับการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยาในกลุม EGFR-TKIs ดวย
เหมือนกัน (Mitsudomi and Yatabe, 2007; Lynch et al., 
2004)  ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากตัวอยางที่ใชในการวิจัยครั้ง
น้ียังมีไมมากพอ หรืออาจมาจากความแตกตางทาง
พันธุกรรมของประชากรก็เปนได 
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MMP4-8 
สรุปผลการวิจัย 

 การศึกษาครั้งน้ีทําใหทราบอุบัติการณการ
กลายพันธุของยีน EGFR ในกลุมผูปวยมะเร็งปอดที่
อาศัยในเขตภาคเหนือของไทย ซึ่งจะเปนขอมูลที่เปน
ประโยชนสําหรับการศึกษาความสัมพันธของการกลาย
พันธุของยีน EGFR กับการตอบสนองตอการรักษาดวย
ยาในกลุม EGFR-TKIs หรือการพยากรณของโรค  
 

ขอเสนอแนะ 
อุบัติการณการกลายพันธุที่ไดจากการศึกษาครั้ง

น้ีเปนเพียงขอมูลเบื้องตน  ยังคงมีความจําเปนในอนาคตที่
จะตองศึกษาในตัวอยางประชากรเพิ่มขึ้น  เพ่ือใหสามารถ
ใชเปนขอมูลอุบัติการณของประชากรทั่วไปในภาคเหนือ
ของไทยได 
 

กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบพระคุณ อาจารย ดร.วรรณา ทองนพคุณ 

หนวยอณูพันธุศาสตร  สถานสงเสริมการวิจัย คณะ
แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดล (อาจารย
ที่ปรึกษารวม) ที่ใหการสนับสนุน ใหคําช้ีแนะในการทํา
วิจัยครั้ งน้ีจนสําเร็จลุลวงไปไดดวยดี   ขอขอบคุณ          
คุณลักคณา  เอี่ ยนเหล็ง  ภาควิชาพยาธิ วิทยา  คณะ
แพทยศาสตรมหาวิทยาลัยเชียงใหม ที่ใหความชวยเหลือ
ในการจัดเตรียมตัวอย างที่ นํ ามาใชศึกษาในครั้ ง น้ี  
ขอขอบคุณผูปวยมะเร็งปอดทุกทาน และขอขอบคุณ 
สาขวิชาเวชพันธุศาสตร  ภาควิชาอายุรศาสตร  คณะ
แพทยศาสตรศิริราชพยาบาล มหาวิทยาลัยมหิดลที่อนุมัติ
ใหขาพเจาลาศึกษาตอในระดับปริญญาโท 

 

เอกสารอางอิง 
Arteaga, C. L. 2002. Epidermal Growth Factor 

Receptor Dependence in Human Tumors: More 
Than Just Expression?. Oncologist. Vol. 7. 
Page(s):31-39. 

Bailey, R., Kris, M., Wolf, M., Kay, A., Averbuch, S., 
Askaa, J., Janas, M., Schmidt, K., and Fukuoka, 

M. 2003. O-242 Gefitinib (`Iressa', ZD1839) 
Monotherapy for Pretreated Advanced Non-
Small-Cell Lung Cancer in IDEAL 1 and 2: 
Tumor Response is not Clinically Relevantly 
Predictable from Tumor EGFR Membrane 
Staining Alone. Lung Cancer . Vol.41. S71. 

Bamford, S., Dawson, E., Forbes, S., Clements, J., 
Pettett, R., Dogan, A., Flanagan, A., Teague, J., 
Futreal, P. A., Stratton, M. R., et al. 2004. The 
COSMIC (Catalogue of Somatic Mutations in 
Cancer) database and website. Br. J. Cancer. 
Vol. 91. Page(s):355-358. 

Cancer Unit: Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital 
2007. Chiangmai Cancer Registry 2007 (Chaing 
Mai, Thailand: Facuty of Medicine, Chaing Mai 
University). 

Cappuzzo, F., Hirsch, F. R., Rossi, E., Bartolini, S., 
Ceresoli, G. L., Bemis, L., Haney, J., Witta, S., 
Danenberg, K., Domenichini, I., et al. 2005. 
Epidermal Growth Factor Receptor Gene and 
Protein and Gefitinib Sensitivity in Non-Small-
Cell Lung Cancer. J. Natl. Cancer Inst. Vol.97. 
Page(s):643-655. 

Ciardiello, F., and Tortora, G. 2008. EGFR antagonists 
in cancer treatment. N Engl J Med . Vol.358. 
Page(s):1160-1174. 

Cohen, M. H., Johnson, J. R., Chen, Y., Sridhara, R., 
and Pazdur, R. 2005. FDA Drug Approval 
Summary: Erlotinib (Tarceva(R)) Tablets. 
Oncologist. Vol.10. Page(s):461-466. 

Cohen, M. H., Williams, G. A., Sridhara, R., Chen, G., 
and Pazdur, R. 2003. FDA Drug Approval 
Summary: Gefitinib (ZD1839) (Iressa(R)) 
Tablets. Oncologist. Vol.8. Page(s):303-306. 

Deesomchok, A., Dechayonbancha, N., and 
Thongprasert, S. 2005. Lung cancer in Maharaj 
Nakorn Chiang Mai Hospital: comparison of the 
clinical manifestations between the young and 
old age groups. J Med Assoc Thai. Vol.88. 
Page(s):1236-1241. 

981



 

MMP4-9 
Fukuoka, M., Yano, S., Giaccone, G., Tamura, T., 

Nakagawa, K., Douillard, J., Nishiwaki, Y., 
Vansteenkiste, J., Kudoh, S., Rischin, D., et al. 
2003. Multi-Institutional Randomized Phase II 
Trial of Gefitinib for Previously Treated Patients 
With Advanced Non-Small-Cell Lung Cancer. J 
Clin Onco. Vol.l 21. Page(s):2237-2246. 

Gow, C., Chien, C., Chang, Y., Chiu, Y., Kuo, S., 
Shih, J., Chang, Y., Yu, C., Yang, C., and Yang, 
P. 2008. Radiotherapy in Lung Adenocarcinoma 
with Brain Metastases: Effects of Activating 
Epidermal Growth Factor Receptor Mutations on 
Clinical Response. Clinical Cancer Research. 
Vol.14. Page(s):162-168. 

Hsieh, M., Fang, Y., Chang, W., Kuo, H., Lin, S., Liu, 
H., Liu, C., Chen, H., Ku, Y., Chen, Y., et al. 
2006. Complex mutation patterns of epidermal 
growth factor receptor gene associated with 
variable responses to gefitinib treatment in 
patients with non-small cell lung cancer. Lung 
Cancer. Vol.53. Page(s):311-322. 

Huang, S., Liu, H., Li, L., Ku, Y., Fu, Y., Tsai, H., 
Chen, Y., Lin, Y., Chang, W., Kuo, H., et al. 
2004. High Frequency of Epidermal Growth 
Factor Receptor Mutations with Complex 
Patterns in Non-Small Cell Lung Cancers 
Related to Gefitinib Responsiveness in Taiwan". 
Clin Cancer Res. Vol.10. Page(s):8195-8203. 

Hynes, N. E., and Lane, H. A. 2005. ERBB receptors 
and cancer: the complexity of targeted inhibitors. 
Nat Rev Cancer. Vol.5. Page(s):341-354. 

Jura, N., Endres, N. F., Engel, K., Deindl, S., Das, R., 
Lamers, M. H., Wemmer, D. E., Zhang, X., and 
Kuriyan, J. 2009. Mechanism for Activation of 
the EGF Receptor Catalytic Domain by the 
Juxtamembrane Segment. Cell 137, 1293-1307. 

Khuhaprema, T., Srivatanakul, P., Sriplung, H., 
Wiangnon, S., and Sumitsawan, Y. eds. 2007. 
Cancer in Thailand Vol. IV, 1998–2000. 
(Bangkok: Bangkok Medical Publisher). 

Kosaka, T., Yatabe, Y., Endoh, H., Kuwano, H., 
Takahashi, T., and Mitsudomi, T. 2004. 
Mutations of the Epidermal Growth Factor 
Receptor Gene in Lung Cancer: Biological and 
Clinical Implications. Cancer Res. Vol.64. 
Page(s):8919-8923. 

Kris, M. G., Natale, R. B., Herbst, R. S., Lynch, T. J., 
Prager, D., Belani, C. P., Schiller, J. H., Kelly, 
K., Spiridonidis, H., Sandler, A., et al. 2003. 
Efficacy of Gefitinib, an Inhibitor of the 
Epidermal Growth Factor Receptor Tyrosine 
Kinase, in Symptomatic Patients With Non-
Small Cell Lung Cancer: A Randomized Trial. 
JAMA. Vol.290. Page(s):2149-2158. 

Lynch, T. J., Bell, D. W., Sordella, R., 
Gurubhagavatula, S., Okimoto, R. A., 
Brannigan, B. W., Harris, P. L., Haserlat, S. M., 
Supko, J. G., Haluska, F. G., et al. 2004. 
Activating Mutations in the Epidermal Growth 
Factor Receptor Underlying Responsiveness of 
Non-Small-Cell Lung Cancer to Gefitinib. N 
Engl J Med. Vol.350. Page(s):2129-219. 

Mitsudomi, T., and Yatabe, Y. 2007. Mutations of the 
epidermal growth factor receptor gene and 
related genes as determinants of epidermal 
growth factor receptor tyrosine kinase inhibitors 
sensitivity in lung cancer. Cancer Sci. Vol.98. 
Page(s): 1817-24. 

Mok, T. S., Wu, Y., Thongprasert, S., Yang, C., Chu, 
D., Saijo, N., Sunpaweravong, P., Han, B., 
Margono, B., Ichinose, Y., et al. 2009. Gefitinib 
or Carboplatin-Paclitaxel in Pulmonary 
Adenocarcinoma. N Engl J Med, 
NEJMoa0810699. 

Murray, S., Dahabreh, I. J., Linardou, H., Manoloukos, 
M., Bafaloukos, D., and Kosmidis, P. 2008. 
Somatic mutations of the tyrosine kinase domain 
of epidermal growth factor receptor and tyrosine 
kinase inhibitor response to TKIs in non-small 
cell lung cancer: an analytical database. J Thorac 

982



 

MMP4-10 
Oncol. Vol.3. Page(s):832-839. 

Okami, J., Taniguchi, K., Higashiyama, M., Maeda, J., 
Oda, K., Orita, N., Koizumi, K., Kodama, K., 
and Kato, K. 2007. Prognostic factors for 
gefitinib-treated postoperative recurrence in non-
small cell lung cancer. Oncology.Vol.72. 
Page(s): 234-242. 

Paez, J. G., Janne, P. A., Lee, J. C., Tracy, S., 
Greulich, H., Gabriel, S., Herman, P., Kaye, F. 
J., Lindeman, N., Boggon, T. J., et al. 2004. 
EGFR Mutations in Lung Cancer: Correlation 
with Clinical Response to Gefitinib Therapy. 
Science. Vol.304. Page(s):1497-1500. 

Pao, W., Miller, V., Zakowski, M., Doherty, J., Politi, 
K., Sarkaria, I., Singh, B., Heelan, R., Rusch, V., 
Fulton, L., et al. 2004. EGF receptor gene 
mutations are common in lung cancers from 
"never smokers" and are associated with 
sensitivity of tumors to gefitinib and erlotinib. 
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. Vol.101. Page(s): 
13306-13311. 

Reiter, J. L., Threadgill, D. W., Eley, G. D., Strunk, K. 
E., Danielsen, A. J., Colleen Schehl Sinclair, 
Pearsall, R. S., Green, P. J., Yee, D., Lampland, 
A. L., et al. 2001. Comparative Genomic 
Sequence Analysis and Isolation of Human and 
Mouse Alternative EGFR Transcripts Encoding 
Truncated Receptor Isoforms. Genomics. 
Vol.71. Page(s):1-20. 

Sakurada, A., Shepherd, F., and Tsao, M. 2006. 
Epidermal Growth Factor Receptor Tyrosine 
Kinase Inhibitors in Lung Cancer: Impact of 
Primary or Secondary Mutations. Clinical Lung 
Cancer . Vol.7. Page(s):S138-S144. 

Sharma, S. V., and Settleman, J. 2009. ErbBs in lung 
cancer. Experimental Cell Research. Vol.315. 
Page(s): 557-571. 

Shepherd, F. A., Rodrigues Pereira, J., Ciuleanu, T., 
Tan, E. H., Hirsh, V., Thongprasert, S., Campos, 
D., Maoleekoonpiroj, S., Smylie, M., Martins, 

R., et al. 2005. Erlotinib in Previously Treated 
Non-Small-Cell Lung Cancer. N Engl J Med. 
Vol.353. Page(s):123-132. 

Shi, S., Datar, R., Liu, C., Wu, L., Zhang, Z., Cote, R. 
J., and Taylor, C. R. 2004. DNA extraction from 
archival formalin-fixed, paraffin-embedded 
tissues: heat-induced retrieval in alkaline 
solution. Histochemistry and Cell 
Biology.Vol.122. Page(s): 211-218. 

Shigematsu, H., Lin, L., Takahashi, T., Nomura, M., 
Suzuki, M., Wistuba, I. I., Fong, K. M., Lee, H., 
Toyooka, S., Shimizu, N., et al. 2005. Clinical 
and Biological Features Associated With 
Epidermal Growth Factor Receptor Gene 
Mutations in Lung Cancers. J. Natl. Cancer Inst. 
Vol.97. Page(s):339-346. 

Sriuranpong, V., Chantranuwat, C., Huapai, N., 
Chalermchai, T., Leungtaweeboon, K., 
Lertsanguansinchai, P., Voravud, N., and 
Mutirangura, A. 2006. High frequency of 
mutation of epidermal growth factor receptor in 
lung adenocarcinoma in Thailand. Cancer 
Letters. Vol.239. Page(s):292-297. 

Toschi, L., and Cappuzzo, F. 2007. Understanding the 
New Genetics of Responsiveness to Epidermal 
Growth Factor Receptor Tyrosine Kinase 
Inhibitors. Oncologist. Vol.12. Page(s):211-220. 

Wiwanitkit, V. 2006. Squamous Cell Carcinoma of the 
Lung: Pattern of Epidermal Growth Factor 
Receptor Mutation Distribution in Different 
Populations: A Summary. Lung. Vol.184. 
Page(s):301-302. 

Yamamoto, H., Toyooka, S., and Mitsudomi, T. 2009. 
Impact of EGFR mutation analysis in non-small 
cell lung cancer. Lung Cancer. Vol.63. Page(s): 
315-321. 

 

983




