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บทคัดยอ 
งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือศึกษาอุบัติการณการกลายพันธุของยีน EGFR บริเวณ tyrosine kinase domain ที่เอ็ก

ซอน 18, 19 และ 21 ในผูปวยมะเร็งปอดในเขตภาคเหนือตอนบนของไทย โดยสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเน้ือเยื่อมะเร็งปอด
ชนิด non-small-cell lung cancer จํานวน 68 ราย  และเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของเอ็กซอนทั้งสามดวยวิธี PCR กอนนําไป
วิเคราะหลําดับเบส  ผลการศึกษาพบการกลายพันธุของยีน EGFR รวม 10 ชนิด ในผูปวย 18 ราย (รอยละ 26.47) ซึ่งการกลาย
พันธุ 6 ชนิดเคยมีรายงานมากอนแลวคือ delE746 – A750, delL747 – S752insQ, A839T, V851I , E868G และ L858R สวนอีก 
4 ชนิด เปนการกลายพันธุที่คนพบใหม ไดแก L688F, A722T, G724D และ P848S  การกลายพันธุของยีน EGFR มี
ความสัมพันธกับผูปวยเพศหญิง (P=0.0038) หรือพยาธิสภาพช้ินเน้ือแบบ adenocarcinoma  (P=0.0343) อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ  การศึกษาครั้งน้ีทําใหทราบถึงอุบัติการณการกลายพันธุของยีน EGFR ในกลุมผูปวยมะเร็งปอดในเขตภาคเหนือของไทย 

 

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  จัดเปนปญหาสําคัญทางดาน
สาธารณสุขของประเทศไทย โดยเฉพาะในประชากรท่ี
อาศัยอยูทางภาคเหนือ ซึ่งพบอุบัติการณของโรคโดย
เฉลี่ยสูงกวาประชากรท่ีอาศัยอยูในภูมิภาคอื่นๆ เปน
อยางมาก (Khuhaprema, 2007; Cancer Unit: Maharaj 
Nakorn Chiang Mai Hospital, 2007) จากสถิติผูปวย
มะเร็งปอดที่เขารับการรักษาที่โรงพยาบาลมหาราชนคร
เชียงใหมที่ผานมา พบมะเร็งปอดชนิด non-small-cell 
lung cancer (NSCLC) มากที่สุด ประกอบดวย 
adenocarcinoma รอยละ 42.6 รองลงมาคือ squamous 
cell carcinoma รอยละ 33.0 และ large cell carcinoma 
รอยละ 2.9  สวนมะเร็งปอดชนิด small-cell lung cancer 
(SCLC) พบไดรอยละ 12.4  นอกจากน้ียังพบมะเร็งปอด
ที่ไมสามารถจําแนกชนิดได อีกรอยละ  9.1  ผูปวย
มากกวารอยละ 80 ที่มาพบแพทยมักมีการแพรกระจาย
ของโรคแลว (Deesomchok et al., 2005)  การรักษาใช
ยาเคมีบําบัดมาตรฐานเปนหลัก  ในปจจุบันนอกจากการ
รักษาดวยยาเคมีบําบัดมาตรฐานแลว ยาที่ใชรักษาแบบ
มุงเปา (targeted therapy) เชน gefitinib หรือ erlotinib 
ซึ่งเปนยาในกลุม epidermal growth factor receptor – 
tyrosine kinase inhibitors (EGFR-TKIs) ไดเขามามี
บทบาทในการรักษาผูปวยมะเร็งปอดมากขึ้น ยากลุมน้ี
ทําหนาที่ยับยั้งการทํางานของโปรตีน EGFR  (Hynes 
and Lane, 2005) ซึ่งเปนโปรตีนในกลุม receptor 
tyrosine kinase ที่แปลรหัสมาจากยีน EGFR 

ยีน EGFR อยูที่แขนสั้นของโครโมโซมคูที่ 7 
ตําแหนง 12 (7p12)  มีขนาด 188 Kb (NC 000007.12) 
ประกอบดวย 28 เอ็กซอน สามารถถอดและแปลรหัส
ใหโปรตีนขนาด 170 กิโลดัลตัน ซึ่งมี 1,210 กรด 
อะมิโน (Reiter et al., 2001) ในเซลลมะเร็งหลายๆ 
ชนิดที่มีตนกําเนิดมาจากเซลลเยื่อบุผิว เชน มะเร็งเตา
นม มะเร็งศีรษะและคอ รวมถึงมะเร็งปอดชนิด NSCLC 
มักมีการแสดงออกของยีน EGFR หรือมีการกระตุนการ
ทํางานของโปรตีน EGFR ในระดับที่สูงกวาปกติ สงผล

ใหเซลลเพ่ิมการแบงตัว ตานทานการตายของเซลลแบบ 
apoptosis เพ่ิมความสามารถในการเคล่ือนที่ของเซลล
เ น้ืองอก  รวมถึงสง เสริมการสร าง เสนเลือดใหม 
(Arteaga, 2002)  กลไกเหลาน้ีจะสงเสริมกระบวนการ 
พัฒนาและการดํารงชีวิตของเซลลมะเร็ง จึงทําใหเกิด
แนวคิดผลิตยารักษามะเร็งที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของ
โปรตีน EGFR ขึ้น 

ยา getifinib (Iressa®) เปนยาในกลุม EGFR-
TKIs ตัวแรกที่เขามามีบทบาทในการรักษาผูปวยมะเร็ง
ปอด (Cohen et al., 2003)  จากการศึกษาวิจัยคลินิก
ระยะที่ 2 ของโครงการ IDEAL-1 และ IDEAL-2 พบวา
ยา gefitinib ใหผลตานเน้ืองอกมะเร็งปอด ในผูปวย
ประมาณรอยละ 12–19 (Fukuoka et al., 2003; Kris  
et al., 2003)  จากผลดังกลาวทําใหองคการอาหารและ
ยาของสหรัฐอเมริกา (FDA) ใหการรับรองแบบเรงดวน
แกยา gefitinib ในเดือนพฤษภาคม ป ค.ศ. 2003 (Cohen 
et al., 2003)  จากน้ันยา gefitinib ก็เขาสูการวิจัยคลินิก
ระยะที่ 3 อีกหลายๆ โครงการ ซึ่งพบวาผูปวยเช้ือชาติ
เอเชียมีการตอบสนองดีกวาผูปวยเช้ือชาติอื่นๆ และ
กลุมผูปวยที่ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib มัก
เปนชนิด adenocarcinoma หรือเปนเพศหญิง หรือไมมี
ประวัติการสูบบุหรี่ (Ciardiello and Tortora, 2008; 
Toschi and Cappuzzo, 2007) 

การแสดงออกของโปรตีน EGFR เปน
เป าหมาย ชีวโม เล กุลอย างแรก  ซึ่ ง ใช ศึ กษาการ
ตอบสนองตอยา แตกลับพบวาไมมีความสัมพันธกับ
การตอบสนองของผูปวยที่รักษาดวยยา  gefit inib 
(Bailey et al., 2003)  ดังน้ันจึงไดมีการศึกษาลึกลงไป
ในระดับความผิดปกติของยีน และพบวาการกลายพันธุ
ของยีน EGFR หลายๆ ชนิดในเซลลมะเร็งที่เอ็กซอน 
18, 19 และ 21 ซึ่งอยูใน tyrosine kinase domain มี
ความสัมพันธกับการตอบสนองที่ดีตอการรักษาดวยยา 
gefitinib (Lynch et al., 2004; Paez et al., 2004) และ
ลาสุด งานวิจัยคลินิกระยะที่ 3 โครงการ IPASS ซึ่ง
ศึกษาโดยใชยา gefitinib รักษาต้ังแตเริ่มแรก (first-line)  
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MMP4-3 
เปรียบเทียบกับการรักษาดวยยาเคมีบําบัดมาตรฐาน 
carboplatin/paclitaxel โดยมีเกณฑการคัดเลือกเฉพาะ
ผูปวยชาวเอเชียที่ เปนมะเร็งชนิด NSCLC แบบ 
adenocarcinoma ซึ่งมีอาการอยูในขั้น III B หรือ IV ไม
มีประวัติการสูบบุหรี่ และยังไมเคยรับการรักษาดวยยา
เคมีบําบัดใดๆ  ผลการศึกษาพบกลายพันธุของยีน 
EGFR สูงถึงรอยละ 59.7 และผูปวยกลุมน้ีมีอัตราการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib มากกวารอยละ 
70  เมื่อวิเคราะหระยะเวลาการรอดชีวิตโดยโรคไม
กาวหนาตอ (progression-free survival) ของกลุมผูปวย
ที่มีการกลายพันธุของยีน EGFR พบวาผูปวยที่ไดรับยา 
gefitinib มีระยะเวลายาวนานกวากลุมผูปวยที่ไดรับยา
เคมีบําบัดมาตรฐานอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.001) 
(Mok et al., 2009) 

ยาในกลุม EGFR-TKIs อีกชนิดหน่ึงที่เขามามี
บทบาทในการรักษาผูปวยมะเร็งปอดก็คือ ยา erlotinib 
(Tarceva®) ซึ่ งมีฤทธิ์ ยับยั้ งการทํ างานของโปรตีน 
EGFR เชนเดียวกันกับยา gefitinib  การวิจัยทางคลินิก
ของยา erlotinib ในผูปวยมะเร็งปอดชนิด NSCLC ที่มี
อาการอยูในขั้นกาวหนา พบวาผูปวยที่ไดรับยามีอัตรา
การรอดชีวิตสูงกวากลุมผูปวยที่ไดรับยาหลอกอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ  ทําใหยา erlotinib ไดรับการรับรอง
จากองคการอาหารและยาของสหรัฐเมื่อเดือนธันวาคม 
ป ค.ศ.2004 และเมื่อวิเคราะหการตอบสนองตอการ
รักษาดวยยา erlotinib กับลักษณะทางพยาธิวิทยาคลินิก 
พบวามีความสัมพันธตอกันเชน เ ดียวกับผูปวยที่
ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib กลาวคือ เปน
ผูปวยเช้ือชาติเอเชีย หรือผูปวยเพศหญิง หรือไมมี
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) ไดศึกษาการกลาย
พันธุของยีน EGFR บริเวณเอ็กซอน 18 – 24 ซึ่งเปน 
tyrosine kinase domain พบวา การกลายพันธุของยีน 
EGFR บริเวณเอ็กซอน 19 และ 21 มีความสัมพันธกับ
การตอบสนองตอการรักษาดวยยา erlotinib 

จากหลักฐานอางอิงที่กลาวมาขางตนจะเห็น
ไดวา การศึกษาการกลายพันธุของยีน EGFR บริเวณ 
tyrosine kinase domain มีความสําคัญ ทั้งในดานการ
คัดเลือกผูปวยเขารับการรักษาดวยยาในกลุม EGFR-
TKIs และการพยากรณโรค  ดังน้ันงานวิจัยเพ่ือศึกษา
การกลายพันธุของยีน EFGR ในผูปวยมะเร็งปอดที่
อาศัยอยูทางภาคเหนือของไทย ซึ่งเปนบริเวณที่พบ
อุบัติการณของโรคดังกลาวสูงที่สุด จะทําใหไดขอมูล
พ้ืนฐานท่ีเปนประโยชนอยางย่ิงตอการรักษาผูปวย
ตอไปในอนาคต 

  
อุปกรณและวิธีการวิจัย 

งานวิจัยน้ีมุ งศึกษาการกลายพันธุของยีน 
EGFR บริเวณ tyrosine kinase domain ที่เอ็กซอน 18, 
19 และ 21 จากเน้ือเย่ือปอดมะเร็งปอด ในผูปวยมะเร็ง
ปอดที่อาศัยอยูในภาคเหนือตอนบนของประเทศไทย 
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. ตัวอยางวิจัย 
ใช ตัวอยางเ น้ือเยื่อมะเร็งปอด  (cancerous 

tissue) ที่เก็บรักษาสภาพในพาราฟน (formalin fixed 
and paraffin embedded: FFPE) จํานวน 68 ราย จาก
ผูปวยมะเร็งปอดชนิด NSCLC ที่เขารับการรักษาใน
โรงพยาบาลมหาราชนครเชียงใหม และเน้ือเยื่อดังกลาว
ไดผานการวินิจฉัยจากพยาธิแพทย ภาควิชาพยาธิวิทยา 
คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลยัเชียงใหมแลว 
2. การสกัดดีเอ็นอ 

นําตัวอยาง FFPE มาตัดดวยเครื่อง microtome 
ใหไดความหนา 10 ไมครอน จากน้ันปรับสภาพช้ินเน้ือ
ดวยการใหความรอนในสารละลายเบส (heat-induced 
retrieval in alkaline solution) (Shi et al., 2004) แลว
นํามาสกัดดีเอ็นเอดวยวิธีมาตราฐาน phenol-chloroform 
3. การวิเคราะหการกลายพันธุของยีน EGFR 

นําดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเพ่ิมปริมาณของยีน  

976



 

MMP4-4 
EGFR ที่เอ็กซอน 18, 19 และ 21 ของ ดวยเทคนิคพีซี
อาร โดยใชไพรเมอรจําเพาะดังน้ี 
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' 
จากนั้นวิเคราะหการกลายพันธุของยีนโดยการหาลําดับ
เบสท้ัง sense และ antisense strands ของแตละเอ็กซอน 
ดวยเครื่องหาลําดับเบสอัตโนมัติ MegaBACE™1000 
(Amershame Bioscience, USA) 
4. การแยกอัลลีลเพ่ือวิเคราะหกลายพันธุของยีน EGFR 
 นําตัวอยางผลผลิต PCR ที่คาดวามีการกลาย
พันธุชนิด small deletion/insertion โดยดูจากผลลําดับ
เบสที่มีการซอนกันของchromatogram มาแยกเก็บ 
fraction ของอัลลีลที่มีการกลายพันธุ ดวยเทคนิค 
denaturing high – performance liquid chromatography 
(DHPLC) โดยใชเครื่อง Transgenomic WAVE® 
nucleic acid fragment analysis system (Transgenomic, 
Omaha, USA) รุน 3500HT  นําตัวอยางที่แยกเก็บ 
fractionไดไประเหย buffer ออกโดยใชเครื่อง 
SpeedVac (Themo Scientific, USA) แลวนําไปหา
ลําดับเบสเพื่อวิเคราะหการกลายพันธุตอไป 
5. การวิเคราะหผล 

นําลําดับเบสของดีเอ็นเอมาวิเคราะหการกลาย
พันธุโดยเปรียบเทียบกับลําดับเบสอางอิงของยีน EGFR 
จาก GenBank (NC 000007.12) ดวยโปรแกรม 
Mutation Surveyor® 3.25 (SoftGenetics LLC, USA)  
สวนการตรวจสอบการกลายพันธุของยีน EGFR ที่เคยมี
รายงานแลวใชวิธีเทียบกับฐานขอมูล SM-EGFR-DB 
(Murray et al., 2008) และ COSMIC (Bamford et al., 
2004)  วิเคราะหความสัมพันธระหวางการกลายพันธุ
ของยีน EGFR กับลักษณะพยาธิวิทยาคลินิก ดวย      
chi-square test 

ผลการวิจัย 
 ตัวอยางวิจัยจากผูปวย 68 ราย เปนผูปวยเพศ
ชายรอยละ 61.8 (42/68) ผูปวยเพศหญิงรอยละ 38.2 
( 2 6 / 6 8 )   มี ลั กษณะทางพย าธิ วิ ทย าค ลิ นิก เป น 
adenocarcinoma รอยละ 69.1 (47/68) squamous cell 
carcinoma รอยละ 25 (17/68) และ large cell carcinoma 
รอยละ 5.9 (4/68) 

ผลการศึกษาการกลายพันธุของยีน EGFR 
ที่เอ็กซอน 18, 19 และ 21 พบการกลายพันธุ 10 ชนิด 
ในผูปวย 18 ราย (รอยละ 26.47) ดังแสดงในภาพที่ 1  
โดยเปนการกลายพันธุที่มีรายงานมากอน 6 ชนิด  2 
ชนิดพบถึงรอยละ 50 ไดแก delE746–A750, L858R ซึ่ง
พบในผูปวย 4 และ 5 ราย ตามลําดับ อีก 4 ชนิด พบใน
ผูปวยอยางละ 1 ราย ไดแก delL747 – S752insQ, 
A839T, V851I และ E868G  นอกน้ียังตรวจพบการ
กลายพันธุชนิดใหม อีก 4 ชนิด ไดแก L688F, A722T 
และ G724D ในผูปวยอยางละ 1 ราย และ P848S ใน
ผูปวย 2 ราย 
 เมื่อวิเคราะหความสัมพันธระหวางการกลาย
พันธุของยีน EGFR กับลักษณะทางพยาธิวิทยาคลินิก 
พบวามีความสัมพันธอยางมีนัยสําคัญทางสถิติกับผูปวย
ที่เปนเพศหญิง (P=0.0038) หรือมีพยาธิสภาพช้ินเน้ือ
แบบ adenocarcinoma (P=0.0343) (ตารางที่ 1) 
 
 

ตารางท่ี 1  ความสัมพันธระหวางการกลายพันธุของยีน EGFR 
กับลักษณะทางพยาธิวิทยาคลินิก 

                                          การกลายพันธุของยีน EGFR 
ตัวแปร                                      พบ     ไมพบ     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 

อุบัติการณการกลายพันธุของยีน EGFR ของ
ผูปวยมะเร็งปอดชนิด NSCLC ที่อาศัยในเขตภาคเหนือ
ของไทย (รอยละ 26.47) มีอัตราใกลเคียงกับฐานขอมูล 
SM-EGFR-DB ซึ่งพบรอยละ 27.61 (Murray et al., 
2008) แตเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมผูปวยชาวเอเชีย
ดวยกัน ซึ่งพบไดราวรอยละ 45 (Hsieh et al., 2006; 
Sakurada et al., 2006) กลับพบวามีอุบัติการณตํ่ากวา  
และยังแตกตางกับการศึกษาของ Sriuranpong et al. 
(2006) Shigematsu et al. (2005) และ Kosaka et al. 
(2004) ซึ่งพบอุบัติการณการกลายพันธุของยีน EGFR 
รอยละ 57.4 (35/61)  และประมาณรอยละ 50 ในผูปวย
มะเร็งปอดชนิด  adenocarcinoma ที่เปนชาวไทยและ
เอเซีย ตามลําดับ การพบอุบัติการณการกลายพันธุของ
ยีน EGFR คอนขางตํ่าในงานวิจัยน้ี  คาดวาเกิดจาก
ความแตกตางด านปจจัยทางพันธุกรรมของกลุม
ประชากร  ดังจะเห็นไดจากอัตราสวนมะเร็งปอดชนิด
adenocarcinoma ซึ่งมีอยูถึงรอยละ 69  แตพบการกลาย
พันธุในอัตราตํ่า  ขณะที่พบการกลายพันธุในมะเร็งปอด
ชนิด squamous cell carcinoma ในอัตราที่สูงกวา (รอย
ละ 13) ที่เคยมีรายงานไววาพบการกลายพันธุของยีน 
EGFR ในมะเร็ งปอดชนิด น้ี  (นอยกว ารอยละ  1 ) 
(Wiwanitkit, 2006) 

ลักษณะทางพยาธิวิทยาคลินิกที่สัมพันธกับ
การกลายกลายพันธุของยีน EGFR ในการศึกษาครั้งน้ี 
สอดคลองกับงานวิจัยอื่นๆ ที่ศึกษามากอนหนาน้ี  ซึ่ง
มักพบในผูปวยเพศหญิง 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
วาการกลายพันธุทั้งสองชนิดขางตนมีความสัมพันธกับ
การตอบสนองที่ดีตอการรักษาดวยยาในกลุม EGFR-
TKIs โดยพบวาผูปวยท่ีมีการกลายพันธุดังกลาว 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  การกลายพันธุของยีน EGFR 
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MMP4-6 
การตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib หรือ 
erlotinib มากกวารอยละ 70 (Yamamoto et al., 2009) 

การกลายพันธุที่มีรายงานมากอนหนาน้ี อีก 4 
ชนิด คือ การกลายพันธุชนิด c.2238-2257 del19ins4 
(delL747 – S752insQ) เปนการกลายพันธุแบบ indels 
ซึ่งเบส 19 ตัวขาดหายไปที่ตําแหนง 2,238 – 2,256 
(ATTAAGAGAAGCAACATCT) และมีการแทรกเบส 
GCAA ทําใหเกิด in-frame deletion/ insertion เมื่อแปล
รหัสออกมาเปนโปรตีน  ซึ่งจะทําใหกรดอะมิโนที่
ตําแหนง 747–752 (LREATS) ขาดหายไป และมีการ
แทรกกรดอะมิโน glutamine (Q) เขามา 1 ตัว  Okami et 
al. (2007) พบการกลายพันธุดังกลาวในผูปวยที่
ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib 

Pao et al. (2004) ไดรายงานผลการเปลี่ยน 
แปลงระดับโปรตีนแบบ delL747 – S752insQ ซึ่งเกิด
จากการเปล่ียนแปลงในระดับดีเอ็นเอที่ตางกัน คือ 
c.2239-2256del18insCAA  ผูปวยที่มีการกลายพันธุ
แบบน้ีก็ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib ดวย
เชนกัน  เกือบทั้งหมดของการกลายพันธุแบบ in-frame 
deletion/insertion  ซึ่งพบไดมากกวารอยละ 45 ของ 
การกลายพันธุทั้งหมด เกิดครอมบริเวณ LREA motif 
(Sharma and Settleman, 2009) ดังแสดงในภาพท่ี 2 โดย
พบวาผูปวยที่มีการกลายพันธุบริเวณเอ็กซอน 19 มีการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยาในกลุม EGFR-TKIs มาก
ถึงประมาณรอยละ 86.21 (Murray et al., 2008) 

การกลายพันธุชนิด A839T (c.2164G>A หรือ 
p.Ala839Thr)  พบในผูปวย 1 ราย มีการแทนท่ีเบส G ที่
ตําแหนง 2,164 ดวยเบส A (GCA  ACA) ทําให
กรดอะมิโน alanine (A) ที่ codon 839 เปลี่ยนเปน 
threonine (T) การกลายพันธุแบบ A839T รายงานคร้ัง
แรกโดย Huang et al. (2004) และพบในผูปวยที่มีการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยา gefitinib 

การกลายพันธุชนิด V851I (c.2551G>A หรือ 
p.Tyr851Ile)  พบวามีรายงานการวิจัยของการกลาย
พันธุชนิดน้ีที่ไมเก่ียวของกัน 2 ช้ิน ซึ่งพบวาผูปวยท่ีมี 

 
ภาพท่ี 2  การเปรียบเทียบโปรตีน EGFR ปกติ กับโปรตีน EGFR 
ที่มีการกลายพันธุแบบ in-frame deletion/insertion  กรอบ
เสนประแสดงตําแหนง LREA motif 
 

การกลายพันธุแบบ V851I ไมตอบสนองตอการรักษา
ดวยยา gefitinib (Cappuzzo et al., 2005; Gow et al., 
2008)  คาดวานาจะเกิดจากการท่ีกรดอะมิโนทั้งสอง
ชนิดอยูในกลุม hydrophobic เหมือนกันและมี
โครงสรางของ side chain ใกลเคียงกันโครงสรางของ
โปรตีนจึงไมเปลี่ยนแปลงมากนัก 

การกลายพันธุชนิด E868G (c.2603A>G หรือ 
p.Glu868Gly) พบวาตําแหนงที่เกิดการกลายพันธุอยูใน
สวน activation loop (A-loop) ของ tyrosine kinase ที่มี
ความสําคัญในกระบวนการ phosphorylation  โดย 
Hsieh et al., (2006) ไดรายงานการกลายพันธุชนิดน้ี
รวมกับการกลายพันธุชนิดอื่นในผูปวย 2 ราย ผูปวยราย
ที่มีพยาธิสภาพแบบ adenocarcinoma ตอบสนองแบบ 
partial respond  แตในผูปวยรายที่มีพยาธิสภาพแบบ 
squamous cell carcinoma กลับพบวาไมตอบสนองตอ
การรักษาดวยยา gefitinib 

การกลายพันธุชนิด small deletion หรือ 
insertion ที่อยูในสภาวะ heterozygous เมื่อนําไปหา
ลํ า ดั บ เ บ ส จ ะ มี ก า ร ซ อ น กั น ข อ ง  chromatogram 
ระหวางอัลลีลปกติกับอัลลีลที่กลายพันธุ ทําใหมีความ
ยุงยากในการระบุชนิดของการกลายพันธุ งานวิจัยน้ีจึง
แกไขปญหาดังกลาวโดยใชเทคนิคการแยกอัลลีลดวย
เครื่อง DHPLC โดยใช sizing mode ซึ่งทําใหสามารถ
แยกอัลลีลที่กลายพันธุออกจากอัลลีลปกติดวยขนาดที่
แตกตางกันได จากน้ันจึงนําตัวอยางที่ไดไปหาลําดับ
เบส (ภาพท่ี 3) ซึ่งเปนวิธีการท่ีสะดวกและรวดเร็วกวา 
การแยกอัลลีลโดยใชเทคนิค TA cloning เปนอยางมาก 
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ภาพท่ี 3  elution profile จากเคร่ือง DHPLC ในการทํา fraction 
collection เพื่อแยกอัลลีลโดยการเก็บ peak ที่ 2 (กรอบสีแดง
ดานบน) และผลการหาลําดับเบสท่ีได (ดานลาง) 

 

 
ภาพท่ี 4  ตําแหนงการกลายพันธุของยีน EGFR บริเวณ tyrosine 
kinase domain ที่พบในการศึกษาคร้ังนี้ รูปโครงสรางสามมิติและ
ตําแหนงท่ีเกิดการกลายพันธุแสดงโดยใชโปรแกรม PyMOL 
(DeLano Scientific LLC, San Carlos, CA, USA) สรางจากไฟล
ฐานขอมูลโครงสรางโปรตีน (PDB) 3GOP และ 1M17  
 

นอกจากการกลายพันธุที่กลาวมาแลวขางตน 
ในการวิจัยครั้งน้ียังพบการกลายพันธุแบบ missense ซึ่ง
ไมเคยมีรายงานมากอน (novel mutation) อีก 4 ชนิด
ไดแก การกลายพันธุชนิด L688F (c.2062C>T หรือ 
p.Leu688Phe) การกลายพันธุ ดังกลาวน้ีอยูที่บริ เวณ 
jaxtamembrane segment (ภาพที่ 4A) ซึ่งทําหนาที่เพ่ิม
ความเสถียรของโมเลกุลโปรตีน EGFR ที่เขาคูกัน 

ในขณะท่ีเกิด dimerization โดยกรดอะมิโน leucine ที่ 
codon 688 เปน 1 ใน 3 ของ hydrophobic residues (Leu 
688, Val 669, Leu 692) ที่มีความจําเปนในกระบวนการ
กระตุนใหโปรตีน EGFR อยูในสถานะ active (Jura et 
al., 2009) 

การกลายพันธุชนิด A722T (c.2164G>A หรือ 
p.Ala722Thr) และ  G724D (c.2171G>A หรือ 
p.Gly724Asp)  เกิดขึ้นที่บริเวณ ATP-binding motif 
หรือ P-loop (ภาพที่ 4B) ซึ่งเปนบริเวณอนุรักษของ
โปรตีนในกลุม receptor tyrosine kinase มีลําดับกรดอะ
มิโนแบบ GXGXXG โดย glycine ตัวแรกจะอยูที่ 
codon 719  เชนเดียวกับที่มีรายงานการกลายพันธุแบบ 
G719X  และมีความสัมพันธกับการตอบสนองตอการ
รักษาดวยยาในกลุม EGFR-TKIs ดวย  (Paez et al., 
2004) 
 การกลาย พันธุ แ บบสุ ดท า ย  คื อ  P848S 
(c.2542G>A หรือ p.Pro848Ser) พบวาคุณสมบัติของ
โปรตีนเปล่ียนจาก hydrophobic เปน hydrophilic การ
กลายพันธุดังกลาวเกิดขึ้นที่บริเวณ catalytic cleft ของ 
tyrosine kinase ใกลกับบริเวณ ATP-binding pocket  
ซึ่งเปนตําแหนงที่ยาในกลุม EGFR-TKIs เชน gefitinib 
หรือ erlotinib เขามาเกาะเพ่ือยับยั้งการทํางานของ
โปรตีน EGFR  การเปล่ียนคุณสมบัติของโปรตีน
ดังกลาวอาจมีผลตอการตอบสนองการรักษาดวยยาใน
กลุม EGFR-TKIs 

ในงานวิจัยครั้งน้ีไมพบการกลายพันธุแบบ 
G719X และ L861Q ที่พบไดราวรอยละ 1–3 (Murray  
et al., 2008)  โดยมีรายงานวามีความสัมพันธกับการ
ตอบสนองตอการรักษาดวยยาในกลุม EGFR-TKIs ดวย
เหมือนกัน (Mitsudomi and Yatabe, 2007; Lynch et al., 
2004)  ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากตัวอยางที่ใชในการวิจัยครั้ง
น้ียังมีไมมากพอ หรืออาจมาจากความแตกตางทาง
พันธุกรรมของประชากรก็เปนได 
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สรุปผลการวิจัย 

 การศึกษาครั้งน้ีทําใหทราบอุบัติการณการ
กลายพันธุของยีน EGFR ในกลุมผูปวยมะเร็งปอดที่
อาศัยในเขตภาคเหนือของไทย ซึ่งจะเปนขอมูลที่เปน
ประโยชนสําหรับการศึกษาความสัมพันธของการกลาย
พันธุของยีน EGFR กับการตอบสนองตอการรักษาดวย
ยาในกลุม EGFR-TKIs หรือการพยากรณของโรค  
 

ขอเสนอแนะ 
อุบัติการณการกลายพันธุที่ไดจากการศึกษาครั้ง

น้ีเปนเพียงขอมูลเบื้องตน  ยังคงมีความจําเปนในอนาคตที่
จะตองศึกษาในตัวอยางประชากรเพิ่มขึ้น  เพ่ือใหสามารถ
ใชเปนขอมูลอุบัติการณของประชากรทั่วไปในภาคเหนือ
ของไทยได 
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