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บทที่  1 
  บทน า 

1.ความส าคัญและความเป็นมาของปัญหาการในการวิจัย (background and rationale) 

ในปัจจุบันโรคมะเร็งเต้านมเป็นโรคที่มีอุบัติการณ์เกิดเป็นอันดับสองรองจากมะเร็งปาก
มดลูก โดยมีอุบัติการณ์โดยอุบัติการณ์การเกิดมะเร็งเต้านมในของประเทศไทยในปีพ.ศ.2539 
ประมาณ 17.2 คนต่อประชากร 100,000 คน (1) และมีแนวโน้มจะเพิ่มมากขึ้น ในบางพื้นที่ของ
ประเทศไทย เช่นกรุงเทพมหานคร และ สงขลา มะเร็งเต้านมมีอุบัติการณ์ที่สูงเป็นอันดับหน่ึง
มากกว่ามะเร็งปากมดลูก ในกรุงเทพมหานคร อุบัติการณ์ของมะเร็งเต้านมเท่ากับ 25.5 เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะที่มะเร็งปากมดลูกมีอุบัติการณ์ 20.9 เปอร์เซ็นต์ แต่ในบางพื้นที่ เช่น เชียงใหม่ ขอนแก่น 
ล าปาง อุบัติการณ์มะเร็งเต้านม ยังพบเป็นอันดับสองรองจากมะเร็งปากมดลูก (2) 
 ยากลุ่มแอนทราซัยคลินเป็นยาเคมีบ าบัดที่มีการใช้ในการรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านม
ค่อนข้างมาก เนื่องจากให้ประสิทธิภาพที่สูงและให้ผลการรักษาที่น่าพอใจ ต้ังแต่ในกลุ่มผู้ป่วยที่มี
การแพร่กระจาย โดยใช้เป็นยาตัวเดียว หรือให้คู่กับยาเคมีอื่น ต่อมาจึงมีการน ามาใช้ในการรักษา
เสริมแก่ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะเริ่มต้น โดยสูตรยารุ่นแรกของกลุ่มแอนทราซัยคลินที่นิยมใช้ทั่วโลก 
รวมถึงประเทศไทยด้วย คือ ยาด็อกโซรูบิซิน (Doxorubicin) และ ซัยโคลฟอสฟาไมด์
(cyclophsphamide)  ที่นิยมใช้ในมะเร็งเต้านมระยะเริ่มต้น  
 ข้อจ ากัดของการใช้ยาแอนทราซัยคลินที่ส าคัญ คือ การท่ีมีพิษต่อระบบหัวใจ ซึ่งสามารถ
เกิดได้ทั้งแบบระยะสั้น (short term) เช่น หัวใจเต้นผิดจังหวะ (cardiac arrhythmia) หรือ กล้ามเนื้อ
หัวใจหรือเยื่อหุ้มหัวใจอักเสบ (myocarditis and pericarditis) หรือ การบีบตัวของหัวใจห้องล่าง
ซ้ายลดลง (decreased LV systolic function) และแบบระยะยาว (longterm)  การท างานของหัวใจ
ห้องล่างซ้ายท่ีลดลงเรื่อยๆจนเกิดภาวะหัวใจล้มเหลว  เนื่องจากปัจจุบันการรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็ง
เต้านมระยะเริ่มต้น ให้ผลการรักษาเป็นที่น่าพอใจ มีผู้ป่วยท่ีมีชีวิตอยู่ได้ยาวนานขึ้นหรือหายขาด
มากขึ้น บางรายอาจจะอยู่โดยปราศจากโรคได้ถึง10 ปี ดังนั้นผลข้างเคียงจากยาเคมีบ าบัดต่อระบบ
หัวใจ อาจเพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดโรคหัวใจของผู้ป่วยในระยะยาวไดม้ากขึ้น โดยลักษณะส าคัญ
ของพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน เป็นภาวะที่เกิดขึ้นถาวรและไม่สามารถฟื้นคืนได้ 
(irreversible) โดยพิษสะสมจะเพิ่มขึ้นแปรตามปริมาณยาสะสมที่ได้รับ (cumulative dose 
relation)โดยพบว่าผู้ป่วยท่ีได้ยาสะสมDoxorubicinที่มีขนาดยาสะสม ขนาด  450-550 mg/m2  จะ
มีโอกาสเกิดโรคหัวใจล้มเหลว 0-1.6 เปอร์เซ็นต์ และโอกาสจะเพิ่มขึ้นเป็น 2.1 เปอร์เซ็นต์เมื่อได้รับ
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ยาแพคลิทาเซล(Paclitaxel)ตามหลัง นอกจากนี้มีข้อมูลของอัตราการเกิดการลดลงของการบีบตัว
ของหัวใจห้องล่างซ้ายมากกว่า 10เปอร์เซ็นต์ โดยผู้ป่วยไม่มีอาการแสดง พบได้ระหว่าง 10 ถึง 50 
เปอร์เซ็นต์ของผู้ป่วยที่ได้รับยาแอนทราซัยคลิน (3) ปัจจุบันยังไม่มีข้อมูลแน่ชัดของผลระยะยาวที่
เกิดกับกลุ่มที่มีการลดลงของการบีบตัวของหัวใจกับการเกิดภาวะหัวใจล้มเหลวในระยะยาว 
 มีการศึกษาเกี่ยวข้องกับการหาตัวชี้น าที่แสดง(predictive biomarker)ถึงภาวะพิษต่อระบบ
หัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน เริ่มตั้งแต่การตรวจหาโปรตีนในเลือด เช่น cardiac troponin และ 
brain natriuretic peptides ซึ่งมีความเป็นไปได้ว่าโปรตีนทั้งสองชนิดอาจจะเป็นตัวชี้น าที่แสดงถึง
ภาวะพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน (4) แต่การแปลผลค่า brain natriuretic peptide ใน
ผู้ป่วยที่อ้วน, โรคไตวายเรื้อรัง, ผู้ป่วยที่มีการท างานของหัวใจผิดปกติอยู่เดิม, ผู้ป่วยโรคไทรอยด์ และ 
ผู้ป่วยโรคถุงลมโป่งพองเรื้อรัง ท าให้มีผลต่อการแปลผลค่าbrain natriuretic peptide ได้ ผู้วิจัยจึง
สนใจที่จะศึกษาการเปลี่ยนแปลงในระดับโมเลกุล คือ การเปลี่ยนแปลงของ เมสเซนเจอร์RNA 
(messenger RNA, mRNA) ของยีนที่เกี่ยวข้องกับการบาดเจ็บต่อหัวใจในระดับไมโตคอนเดรีย 
 โครงการวิจัยนี้เป็นส่วนหนึ่งของโครงการวิจัยเรื่อง Genetic susceptibility of 
cardiotoxicities  from  Doxorubicin in brebast cancer patients โดยผศ.นพ.วิโรจน์                       
ศรีอุฬารพงศ์ โดยใช้ข้อมูลเบื้องต้นจากการศึกษาแบบแผนการแสดงออกของยีนของสารพันธุกรรม
ในน้ าเหลืองจากผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมที่ได้รับยาแอนทราซัยคลินด้วยเทคนิคโครแอเรย์ โดยพบว่ามี
ยีนที่มกีารแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p< 0.001) หลังได้ยาในกลุ่มที่เกิดพิษต่อ
ระบบหัวใจจ านวน 5 ยีน และ พบยีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p< 0.01) 
หลังได้ยาในกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจจ านวน 55 ยีน จากยีนเหล่านี้ ผู้วิจัยจึงเลือกยีนที่อาจมี
ความเกี่ยวข้องกับกลไกการเกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินมาศึกษาต่อ 
 ยีนเอซีเอดีวีแอลคือยีนเอซิลโคเอดีไฮโดรจีเนสเวรี่ลองเชน (acyl CoA dehydrogenase 
very long chain, ACADVL) ของสปีชีส์มนุษย์ โดยโปรตีนที่สร้างโดยยีนนี้จะอยู่ที่เยื่อหุ้มชั้นในของ
ไมโตคอนเดรีย ซึ่งเป็นต าแหน่งแรกของกระบวนการเกิดการสลายตัวของกรดไขมันของกล้ามเนื้อ
หัวใจ (mitochondrial fatty acid Beta oxidation) การลดลงของโปรตีนนี้สัมพันธ์กับการลดลงของ
การสลายตัวของกรดไขมันในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ และ สัมพันธ์กับการท างานของหัวใจที่ลดลง 
(cardiomyopathy)(5) ผู้วิจัยจึงสนใจที่จะศึกษาการเปลี่ยนแปลงของ mRNA ของยีนนี้ในพลาสมา
ผู้ป่วยที่ได้รับยาแอนทราซัยคลินที่เกิดภาวะพิษต่อระบบหัวใจในระยะที่ยังไม่มีอาการเปรียบเทียบกับ
กลุ่มผู้ป่วยที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน 
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2.ค าถามการวิจัย (research question) 
การเปลี่ยนแปลงของ mRNA ของยีน ACADVLในพลาสมาก่อนและหลังได้รับยาของกลุ่มผู้ป่วย
มะเร็งเต้านม ที่เกิดผลพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินมีความแตกต่างกับการเปลี่ยนแปลง
ของ mRNA ของยีน ACADVL ในพลาสมากลุ่มผู้ป่วยที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจหรือไม่ 
3. วัตถุประสงค์การวิจัย (objective)  
การเปลี่ยนแปลงของระดับของ mRNA ของยีน ACADVL ในพลาสมาของผู้ป่วยมะเร็งเต้านมก่อน
และหลังให้ยาแอนทราซัยคลิน สามารถแสดงถึงภาวะการเป็นพิษต่อหัวใจจากแอนทราซัยคลินใน
ระยะที่ไม่มีอาการแสดง 
4. สมมติฐานการวิจัย (hypothesis) 
H0:  การเปลี่ยนแปลงของ mRNA ของยีน ACADVL ในพลาสมาก่อนและหลังให้ยาของกลุ่มผู้ป่วย
มะเร็งเต้านม ที่เกิดผลพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน   ไม่แตกต่างกับกลุ่มผู้ป่วยที่ไม่เกิด
พิษต่อระบบหัวใจ 
Ha: การเปลี่ยนแปลงของ mRNAของยีน ACADVL ในพลาสมาก่อนและหลังให้ยาของกลุ่มผู้ป่วย
มะเร็งเต้านม ที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินแตกต่างกับกลุ่มผู้ป่วยที่ไม่เกิดพิษต่อ
ระบบหัวใจ 
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5. กรอบแนวคิดการวิจัย (conceptual frameworks) 
งานวิจัยนี้ต้องการศึกษาไบโอมาร์คเกอร์ที่มีความไวและความจ าเพาะต่อการเกิดพิษต่อระบบหัวใจ
จากยาแอนทราซัยคลินในผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมที่ไม่มีอาการแสดงของภาวะหัวใจล้มเหลว โดย
เลือกที่จะศึกษา ระดับพลาสมา mRNA ของยีน ACADVL 

 
 
 
 
 
 
 
 
             
 

 รูปที่ 1 แสดงกรอบแนวคิดการวิจัย 
 
6.ข้อตกลงเบื้องต้น 

ผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่ได้รับยาแอนทราซัยคลินจะมีการปลดปล่อย สารพันธุกรรม mRNA 
จากเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจที่เกิดพิษจากยาเข้าไปในกระแสเลือด 
 ผู้เข้าร่วมวิจัยที่ไม่มีประวัติที่มีนัยส าคัญเกี่ยวกับโรคหัวใจมาก่อนและมีระดับการบีบตัวของ
หัวใจห้องล่างซ้ายอยู่ในเกณฑ์ปกติถือว่าไม่มีโรคหัวใจที่มีนัยส าคัญ 
 
7. ข้อจ ากัดการวิจัย 

ด้วยข้อจ ากัดเรื่องระยะเวลาในการท าวิจัยจึงศึกษาได้เพียงผลข้างเคียงของยาแอนทรา
ซัยคลินต่อหัวใจในระยะสั้น (short term cardiotoxicity) เท่านั้น ไม่สามารถติดตามข้อมูลถึงข้อมูล
ระยะยาว (long term cardiotoxicity) ได้  
  

ผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมที่
ได้รับยาแอนทราซัยคลิน 

LVEF ที่เปลี่ยนแปลง
หลังจากได้รับยา 

วิธีการวัดค่า LVEF 
และ แพทย์ที่ท าecho 

ระดับ mRNA ของยีน 
ACADVL ในพลาสมา 

ปริมาณยาสะสมที่
ผู้ป่วยได้รบั 

ปัจจัยด้านพันธุกรรมของผู้ป่วยที่มี
ผลต่อการเกิดพิษจากยาแอนทรา
ซัยคลิน 

วิธีการทางห้องปฏิบัติการที่
ตรวจหา mRNA เช่น วิธีสกัด 
RNA ในพลาสมา และ เทคนิค
การท า RT-PCR 

ปัจจัยของผู้ป่วย เช่น อายุ, 
โรคความดันโลหิตสูง  

วิธีการเก็บเลือด, ระยะเวลา
ในการเก็บเลือด, การเก็บ
รักษาตัวอย่างเลือด 
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8.การให้ค านิยามในเชิงปฏิบัติที่จะใช้ในงานวิจัย 

Eastern Cooperative oncology group (ECOG, Zubrod) performance status  

 
Performance 
status 

Definition 

0 Fully active; no performance restrictions 
1 Strenuous physical activity restricted; fully ambulatory and able to carry out 

light work 
2 Capable of all selfcare but unable to carry out any work activites, Up 

andabout > 50 percent of waking hours 
3 Capable of only limited selfcare; confined to bed or chair > 50 percent of 

waking hours 
4 Completely disabled ; cannot carry out any selfcare; totally confined to bed 

or chair 
ตารางที่ 1แสดงนิยามของECOG performance status 

Cardiotoxicity grading ใช้ตามNational Cancer Institute (NCI) clinical toxicity criteria , 
version 2.0 ซึ่งเป็นมาตรฐานการประเมินผลข้างเคียงจากการรักษาด้วยยาเคมีบ าบัด 
Adverse event Grade 0  1 2 3 4 

Cardiac Left 
ventricular function 

normal Asymptomatic 
decline resting 
ejection fraction of 
>= 10 % but < 20 
% of baseline 
value; shortening 
fraction >= 24% 
but < 30% 

Asymptomatic but 
resting ejection 
fraction below LLN 
for laboratory or 
decline of resting 
ejection fraction >= 
20% of baseline 
value; shortening 
fraction  < 24%  

CHF responsive to 
treatment 

Severe or 
refractory CHF or 
requiring 
intubation 

ตารางที่ 2 แสดงพิษต่อระบบหัวใจตาม National Cancer Institute version 2.0 
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9.ผลหรือประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ 
 เพื่อหาเครื่องมือที่มีความไวและความจ าเพาะ สามารถใช้เป็นตัวติดตามระหว่างการรักษา

ด้วยแอนทราซัยคลินเพื่อเฝ้าระวังภาวะเป็นพิษต่อหัวใจต้ังแต่ยังไม่มีอาการ  

10.วิธีการด าเนินการวิจัย 

เป็นการศึกษาแบบตัดขวางศึกษาหาความสัมพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงของพลาสมา mRNA ของ

ยีน ACADVL 

 

รูปที่ 2 แสดงวิธีการด าเนินการวจิยัโดยย่อ 

 

  

Echo
ครั้งที่ 1

AC 
cycle1st

week 
0

เก็บ
เลือด

ครั้งที1่

AC 
cycle 
2nd

Wee
k 3 

เก็บ
เลือด

ครั้งที2่

AC 
cycle 

3rd 

Week 6                                     

เก็บ
เลือด

ครั้งที่ 3

AC 
cycle 

4th

Wee
k9

เก็บ
เลือด

ครั้งที่ 4

Echo 
ครั้งที่ 2
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บทที่ 2 

มะเร็งเต้านมกับยาแอนทราซัยคลนิ 

 มะเร็งเต้านมเป็นมะเร็งที่พบอันดับที่สองรองจากมะเร็งปากมดลูกในสตรีไทย โดยมี
อุบัติการณ์ประมาณ 17.2 ต่อประชากร 100,000 คน โดยมีอุบัติการณ์สูงสุดในพื้นที่
กรุงเทพมหานคร โดยพบถึง 25.4 คน ต่อประชากร 100,000 คน โดยเกือบครึ่งหนึ่งพบในกลุมอายุที่
มากกว่า 40 ปี ขึ้นไป โดยพบสูงสุดในกลุ่มอายุ 45-49 ปี(1) จากการพัฒนาการรักษาโรคมะเร็งเต้า
นมทั้งจากการผ่าตัด การฉายแสงและ ให้การรักษาโดยยา ท้ัง ยาต้านฮอร์โมน ยาเคมีบ าบัด ยา
รักษาเฉพาะที่(ยาต้านเฮอร์ทู, ยายับย้ังเส้นเลือด)  ทั้งหมดนี้ล้วนแต่เป็นสิ่งที่ท าให้อัตราการรอดชีวิต
ของผู้ป่วยเพิ่มมากขึ้นตามล าดับ จากการติดตามผู้ป่วยมะเร็งเต้านมในระยะเริ่มต้นไปจนถึง15 ปี 
พบว่าการให้เคมีบ าบัดกลุ่มแอนทราซัยคลินและยาต้านฮอร์โมนสามารถเพิ่มอัตราการอยู่รอดโดย
ปราศจากโรคได้ถึงครึ่งหนึ่ง(6)ท าให้ผู้ป่วยมีอายุที่ยาวนานมากขึ้นและผู้ป่วยเหล่านี้เพิ่มความเสี่ยง
การเกิดโรคของระบบหัวใจและหลอดเลือด จากการรักษาด้วยยาเคมีบ าบัดที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ
ในระยะยาวได้ ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับผลข้างเคียงจากยาเคมีบ าบัดจึงมีบทบาทส าคัญไม่ด้อยไป
กว่าประสิทธิภาพของยาเคมีบ าบัดแต่เพียงอย่างเดียว 

แอนทราซัยคลิน (anthracycline) 

 แอนทราซัยคลินเป็นยาเคมีที่มีการใช้มากทั่วโลก มีประสิทธิภาพในการรักษาโรคมะเร็งทั้งใน 
มะเร็งโรคเลือด และ มะเร็งของอวัยวะต่างๆ เช่น มะเร็งเต้านม มะเร็งของเนื้อเยื่ออ่อนและกระดูก 
เป็นต้น แอนทราซัยคลินถูกค้นพบครั้งแรกในปี ค.ศ.1960 โดยสกัดจากแบคทีเรียชื่อ Streptomyces 
peucetius ชนิดที่สร้างสีแดงได้ โดยได้ชื่อว่าDoxorubicin และ Daunorubicinโดยมีโครงสร้างดัง
ภาพที่ 3 ความแตกต่างโครงสร้างโมเลกุลของ Doxorubicin และ คือ สายด้านข้างของDoxorubicin 
จะปิดด้วยแอลกอฮอล์ แต่Daunorubicinจะปิดด้วยหมู่เมธิล(methyl) ความแตกต่างนี้มีผลต่อ
ขอบเขตของประสิทธิภาพของยา กล่าวคือยา Doxorubicin จะมีประสิทธิภาพในการรักษาโรค 
มะเร็งเต้านม มะเร็งก้อนทูมในเด็ก มะเร็งของเนื้อเยื่ออ่อน และ มะเร็งต่อมน้ าเหลือง แต่ 
Daunorubicinจะมีประสิทธิภาพในการรักษามะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันทั้งชนิดมัยอีลอยด์ 
และลิมฟอยด์ แต่ข้อจ ากัดการใช้ยากลุ่มนี้คือ การเกิดด้ือต่อยาของเซลล์มะเร็งและการเกิดพิษต่อ
เซลล์ปกติในร่างกายเช่น เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ  เป็นต้น ท าให้เกิดการท างานของหัวใจที่ผิดปกติ และ 
หัวใจล้มเหลวได้ ปัจจุบันได้มีการแนะน าว่าปริมาณยาสะสมของ Doxorubicin ไม่ควรเกิน 450-600 
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มิลลิกรัมต่อตารางเมตรของพื้นที่ผิวของร่างกาย( มก./ม2 )และ Daunorubicinไม่ควรเกิน 500
มิลลิกรัมต่อตารางเมตรของพื้นที่ผิวของร่างกาย(7)  

ในสองทศวรรษท่ีผ่านมาได้มีการศึกษาหายากลุ่มแอนทราซัยคลินตัวอ่ืนๆ ที่มีประสิทธิภาพ
สูงกว่า Doxorubicin และ Daunorubicinโดยให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น แต่มีพิษต่อระบบหัวใจลดลง
เช่น Epirubicin, Idarubicin เป็นต้น (7)   

จากการศึกษา ในห้องทดลองพบว่า ขนาดยาสะสมที่จะเกิดพิษต่อระบบหัวใจของยา 
Epirubicin เท่ากับ 935 มก./ม2 เทียบเท่ากับยา Doxorubicin 468 มก./ม2  แต่การใช้ยาEpirubicin 
ต้องใช้ขนาดยาที่สูงกว่า Doxorubicinเช่นกัน ปัจจุบันแนะน าปริมาณยาสะสมของ Epirubicin ไม่
เกิน 900  มก./ม2 การใช้ Epirubicin แทน Doxorubicin จึงไม่ได้ลดความเสี่ยงต่อการเกิดพิษต่อ
ระบบหัวใจ(7)  

 

ภาพที่ 3 แสดงโครงสร้างโมเลกุลของยากลุ่มแอนทราซัยคลิน (7) 

กลไกในการยับยั้งเซลล์มะเร็งในร่างกายของยาแอนทราซัยคลิน มีดังนี้(8) 

1) แทรกเข้าไปในสายดีเอ็นเอยับย้ังการสร้างโมเลกุลขนาดใหญ่ (intercalate into 
DNA and inhibition of macrolmolecule) 

2) ท าให้เกิดอนุมูลอิสระ (free radical) น าไปสู่การท าลายดีเอ็นเอและการสลายไขมัน 
(lipid peroxidation) 

3) ท าให้สายดีเอ็นเอติดกันและการเชื่อมข้ามสายดีเอ็นเอ (DNA adduction 
formation and DNA crosslinking) 

4) เกี่ยวข้องกับการคลายตัวของสายดีเอ็นเอ (interference with DNA strand 
separation) helicase activity 

5) มีผลกับเย่ือหุ้มเซลล์โดยตรง (direct membrane effect) 
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6) ท าให้เกิดการท าลายสายดีเอ็นเอโดยผ่านการยับย้ังเอนไซม์โทโปไอโซเมอเรสทู 
(topoisomerase II) 

7) ท าให้เกิดเซลล์ตาย (apoptosis) โดยการตอบสนองของเซลล์ต่อการยับย้ังเอนไซม์
โทโปไอโซเมอเรสทู  

บทบาทของยาแอนทราซัยคลินและมะเร็งเต้านม 
 เริ่มมีการน าแอนทราซัยคลินมาใช้ในโรคมะเร็งเต้านมระยะแพร่กระจาย โดยจุดมุ่งหมาย
ของการรักษาผู้ป่วยระยะแพร่กระจาย คือ ลดอาการเจ็บป่วย, ท าให้โรคด าเนินช้า, เพิ่มคุณภาพชีวิต
แก่ผู้ป่วย และ เพิ่มระยะเวลาการรอดชีวิต  

 ในช่วงปีค.ศ.1986-1989โดยมีการศึกษาที่เปรียบเทียบการใช้ยาDoxorubicinตัวเดียว
เปรียบเทียบกับการใช้ยาไมโตแซนโทน (Mitoxantone) ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะแพร่กระจายที่ไม่
เคยได้รับยาแอนทราซัยคลินมาก่อน หรือ เคยได้รับแต่หยุดมากกว่า 12 เดือน ผลการศึกษา พบว่า 
อัตราการตอบสนองของยาDoxorubicinประมาณ 35-50% และยาDoxorubicinสามารถเพิ่มการ
รอดชีวิตได้มากกว่ายา Mitoxantone แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (273 วัน 
เทียบกับ 268 วัน, p= 0.4) (9, 10)  

ในปี ค.ศ.1993 -1995 เริ่มมีการค้นพบยา Paclitaxel เป็นยากลุ่มใหม่ (ยาท่ีมีผลต่อการ
แบ่งตัวของเซลล์) จึงมีการศึกษาที่เปรียบเทียบการให้ Paclitaxel เปรียบเทียบกับการให้ 
Doxorubicin และ การให้ยา Doxorubicin ร่วมกับยา Paclitaxel พบว่า อัตราการตอบสนองของ
กลุ่มที่ได้ยาสองตัวร่วมกันสูงกว่าการได้รับยาตัวเดียว แต่ อัตราการตอบสนองของยาDoxorubicin 
ใกล้เคียงกับยา Paclitaxel แต่ระยะเวลาการรอดชีวิตทั้งสามกลุ่ม ไม่มีความแตกต่างกัน  แต่
ผลข้างเคียงจากยาเคมีบ าบัด พบมากที่สุดในกลุ่มที่ได้รับยาผสม  (11) ในปัจจุบัน จึงนิยมเลือกใช้
เลือกใช้ยาตัวเดียว มากกว่า ยาสองตัว และ พิจารณาการใช้ยา Paclitaxel ในกลุ่มที่เคยได้ 
Doxorubicin มาก่อน เมื่อมีการใช้ในผู้ป่วยระยะแพร่กระจายได้ผลดี จึงมีการน ายา Doxorubicin 
มาใช้ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะเริ่มต้นโดยพิจารณาให้เป็นการรักษาเสริมเพื่อป้องกันการกลับมา
เป็นซ้ าหลังจากได้รับการรักษาหลักคือ ผ่าตัด  

ยาเคมีบ าบัดสูตรเริ่มแรกที่เป็นที่ยอมรับของการรักษาเสริมโรคมะเร็งเต้านมระยะเริ่มต้นคือ 
Classical CMF ซึ่งประกอบด้วยยา 3 ชนิด คือ cyclophosphamide 100 mg/m2 oral วันที่ 1-14 
ของแต่ละรอบ, Methotrexate40 mg/m2  และ Fluorouracil600 mg/m2   ให้วันที่ 1 และ วันที่ 8 ของ
แต่ละรอบ ให้ทุก 4 สัปดาห์ ทั้งหมด 6 เดือนโดยมีการศึกษาในปี 1973 ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะ
เริ่มต้น เปรียบเทียบการให้ยา oral CMF เป็นเวลา 12 เดือน เปรียบกับการสังเกตอาการ พบว่าเมื่อ
ติดตามไป 10 ปี กลุ่มที่ได้รับยาเคมีบ าบัด oral CMF มีการรอดชีวิตโดยปราศจากโรคสูงกว่าที่สูงกว่า
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กลุ่มที่สังเกตอาการเพียงอย่างเดียว อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (43.4%เทียบกับ 31.4%, p < 0.001) 
และ อัตราการรอดชีวิตของกลุ่มที่ได้เคมีบ าบัดมากกว่ากลุ่มที่สังเกตอาการ 55.2% เทียบกับ 47.3% 
(P = 0.10)  มีการศึกษาต่อมาที่เปรียบเทียบการให้ oral CMF  จ านวน 12 cycles เปรียบเทียบกับ
การการให้ 6 cycles  เมื่อติดตามไป 8 ปีพบว่าไม่มีความแตกต่างกันกันของการรอดชีพโดย
ปราศจากโรคและอัตราการรอดชีพทั้งหมด (12)  

เมื่อมีการค้นพบยาDoxorubicin จึงมีการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการให้ยาผสม คือ 
Doxorubicin และ Cyclophosphamide กับ ยาสูตร classical CMF โดยมี 2 การศึกษาที่ท าในกลุ่ม
ผู้ป่วยที่มีการแพร่กระจายไปต่อมน้ าเหลือง และ กลุ่มที่ไม่มีโรคแพร่กระจายไปที่ต่อมน้ าเหลือง โดย
ใหD้oxorubicin  60 mg/m2 Cyclophosphamide 600 mg/m2 ให้ทุก 3 สัปดาห์ ทั้งหมด 4 รอบ  
พบว่าไม่มีความแตกต่างของระยะเวลาการอยู่โดยปราศจากการกลับเป็นซ้ าของโรค และระยะเวลา
การรอดชีวิตทั้งหมด(13, 14) ท าให้Doxorubicin และ Cyclophosphamideเป็นสูตรมาตรฐานการ
รักษามะเร็งเต้านมต่อมา  

ต่อมาได้มีการพัฒนาสูตรยาผสมส าหรับมะเร็งเต้านมระยะเริ่มต้น โดยมียากลุ่มแอนทรา
ซัยคลินเป็นส่วนประกอบ เช่น FAC (Fluorourcil, Doxorubicin and Cyclophosphamide), CEF                                    
(Fluorouracil, Epirubicin and Cyclophosphmide) เป็นต้น ซึ่งสูตรเหล่านี้ เมื่อเปรียบเทียบกับสูตร
เดิมเช่น CMF มีประโยชน์ด้านการรอดชีพโดยปราศจากโรค (15, 16) มากกว่าสูตร CMF (15, 16) 
แต่ปัจจุบันไม่มีข้อมูลการเปรียบเทียบโดยตรงของสูตรยาแอนทราซัยคลินรุ่นใหม ่กับสูตรแอนทรา
ซัยคลินต้ังเดิม คือ Doxorubicin และ Cyclophosphamide  

จากข้อมูล meta-analysis ของ Early breast cancer Clinical Trials groups พบว่า เมื่อ
เปรียบเทียบการให้เคมีบ าบัดหลายตัวที่มี แอนทราซัยคลินเป็นส่วนประกอบ ให้ประโยชน์ด้านลด
การเกิดเป็นซ้ าของโรคและ การเสียชีวิตจากมะเร็งเต้านมได้อย่างมีนัยส าคัญเมื่อเทียบกับการให้ 
CMF เป็นส่วนประกอบ( HR ประมาณ 0.8; p < 0.0001 )จึงท าให้ในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์
เลือกใช้สูตร Doxorubicin และ Cyclophosphamideเป็นสูตรหลักในผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมระยะ
เริ่มต้น ท้ังในกลุ่มที่มีการแพร่กระจายไปต่อมน้ าเหลืองและกลุ่มที่ไม่มีการแพร่กระจายไปต่อม
น้ าเหลือง แต่กลุ่มที่มีการกระจายไปต่อมน้ าเหลืองอาจจะพิจารณายากลุ่มแทคเซน (Taxane) เพิ่ม
ไปด้วย 
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บทที่ 3 

ผลของแอนทราซัยคลินต่อระบบหัวใจ 
(Anthracycline induced cardiotoxicity) 

เนื่องจากยาแอนทราซัยคลินมีที่ใช้ในมะเร็งหลายชนิด แต่ข้อจ ากัดที่ส าคัญ คือ ภาวะเป็น
พิษต่อระบบหัวใจที่สัมพันธ์กับปริมาณยาสะสมที่ได้รับ ท าให้การใช้ยากลุ่มนี้จึงต้องมีการระมัดระวัง
ในการติตามผลข้างเคียงที่เกิดขึ้นเพื่อให้ผู้ป่วยได้รับประโยชน์มากที่สุด โดยได้รับผลข้างเคียงน้อย
ที่สุด 
การแบ่งระยะเวลาที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน 
แบ่งได้ 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่เกิดในระยะสั้น และ กลุ่มที่เกิดอาการระยะยาว 

กลุ่มที่เกิดอาการในระยะสั้น (acute to subacute or short term carditoxicity) มักเกิด
หลังจากการให้ยาครั้งแรก ส่วนใหญ่แสดงอาการเป็นหัวใจเต้นผิดจังหวะ ส่วนใหญ่มักไม่เกิดเป็น
ภาวะกล้ามเนื้อหัวใจอักเสบเฉียบพลัน หรือ เยื่อหุ้มหัวใจอักเสบเฉียบพลัน  จากข้อมูลการศึกษาใน
ประเทศเยอรมันจากกลุ่มผู้ป่วยโรคมะเร็งต่อมน้ าเหลืองที่ได้รับยาเคมีสูตรDoxorubicin พบมีผู้ป่วยที่
เกิดพิษต่อระบบหัวใจระยะสั้น 55 คน แบ่งเป็น หัวใจเต้นผิดจังหวะแบบ atrial fibrillation 12 คน, 
กลา้มเนื้อหัวใจและเยื่อหุ้มหัวใจอักเสบเฉียบพลัน 2 คน กล้ามเนื้อหัวใจตายเฉียบพลัน 1 คน หัวใจ
ล้มเหลวเฉียบพลัน 5 คน (17) ผู้ป่วยส่วนใหญ่มักอาการไม่ถึงแก่ชีวิต เมื่อหยุดยาอาการมักจะดีขึ้น
ในหนึ่งสัปดาห์ 

กลุ่มที่เกิดอาการในระยะยาว (chronic cadiotoxicity) กลุ่มนี้เป็นส่วนใหญ่ของผู้ที่เกิดพิษ
ต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน  โดยอัตราการเกิดพิษต่อระบบหัวใจจะเพิ่มขึ้นตามปริมาณยา
สะสมที่ได้รับ   บางรายอาจเกิดอาการและอาการแสดงของภาวะหัวใจล้มเหลวภายใน 1 ปีแรก
หลังจากแอนทราซัยคลินครบ ผู้ป่วยบางรายอาจมีอาการแสดงหัวใจล้มเหลวอาจเกิดหลังจากได้ยา
แอนทราซัยคลินครบต้ังแต่ 4-20 ปี(18)  จากการศึกษา meta-analysis เรื่อง anthracycline 
cardiotoxcity ของ 8 การศึกษา พบว่า เมื่อใช้แอนทราซัยคลิน จะเพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดพิษต่อ
ระบบหัวใจ ทั้งในระดับที่มีอาการ odds ratio [OR] 5.43, 95% CI (2.34-12.62) และ ระดับไม่มี
อาการแสดง OR 6.25, 95% CI (2.58-15.13) และจากการวิเคราะห์ 4 การศึกษาที่เกี่ยวกับการ
เสยีชีวิตจากโรคหัวใจ พบว่าการใช้แอนทราซัยคลิน จะเพิ่มความเสี่ยงการเสียชีวิตจากโรคหัวใจ ถึง 
4.94 เท่า (OR 4.94, 95% CI 1.23-19.87) (19)  
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ปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดภาวะพิษต่อหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน 

มีปัจจัยหลายอย่างที่เกี่ยวข้องกับการเกิดพิษต่อระบบหัวใจ แต่ปัจจัยหลักที่มีความส าคัญ
มากที่สุด คือ ปริมาณยาสะสมที่ได้รับ มีการศึกษาย้อนหลังในผู้ป่วย 399 ราย พบว่าการเกิดภาวะ
พิษต่อหัวใจจากยาDoxorubicin สัมพันธ์กับปริมาณยาท่ีได้รับ ภาวะพิษต่อหัวใจจะเพิ่มสูงอย่าง
รวดเร็ว เมื่อได้รับปริมาณยาสะสมมากกว่า 550 mg/m2 อัตราการเกิดภาวะหัวใจล้มเหลวเมื่อได้
ปริมาณยาสะสม 500-550 mg/m2 มากกว่า 4 เปอร์เซ็นต์ และ เพิ่มอย่างรวดเร็วเป็นมากกว่า 18 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อปริมาณยาสะสม 551-600 mg/m2 และเพิม่เป็นมากกว่า 36 เปอร์เซ็นต์ เมื่อปริมาณ
ยาสะสมมากกว่า 600 mg/m2 (20, 21) จึงเป็นที่มาของการแนะน าไม่ให้ปริมาณยาสะสมของ
Doxorubicin ไม่ให้เกิน 500 mg/m2 ปัจจัยเสี่ยงอ่ืนๆที่มีผล เช่น อายุมากกว่า 70 ปี, เป็นโรคความ
ดันโลหิตสูงอยู่เดิม, การเป็นโรคตับ, การเป็นโรคหัวใจอยู่เดิม เช่น ลิ้นหัวใจรั่ว หรือ กล้ามเนื้อหัวใจ
ขาดเลือด หรือ  หัวใจเต้นผิดจังหวะ, การเคยฉายได้รับรังสีรักษาบริเวณหน้าอกมาก่อน โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งบริเวณเต้านมด้านซ้าย ซึ่งเป็นบริเวณของหัวใจ, การได้รับยาเคมีบ าบัดหลายชนิดร่วมกัน 
(18) 

 เนื่องจากปัจจุบันมีการใช้ยารักษาโรคมะเร็งแบบมุ่งเป้า (targeted therapy) โดยใน
โรคมะเร็งเต้านมมีการค้นพบยาต้านเฮอร์ทู (trastuzumab, trastuzumab) ซึ่งถือว่าเป็นการเปลี่ยน
โฉมหน้าการรักษาโรคมะเร็งเต้านมและสามารถเพิ่มอัตราการรอดชีพในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่มียีน
เฮอร์ทูได้ทั้งในระยะแพร่กระจายและระยะเริ่มต้น (22-24) แต่ยา trastuzumab นี้มีผลข้างเคียงที่
ส าคัญคือ พิษต่อระบบหัวใจ ในการศึกษาแรกของนายแพทย์ Denis Slamon พบว่าการใช้ยา 
trastuzumab ร่วมกับยาDoxorubicin ท าให้เกิดภาวะหัวใจล้มเหลว มากกว่าการใช้ยาtrastuzumab 
ร่วมกับยาเคมีบ าบัดสูตรอ่ืนๆ เช่น Paclitaxel โดยการใช้ Doxorubicin ร่วมกับยาtrastuzumab 
พบว่าภาวะหัวใจล้มเหลวถึง 16% แต่เมื่อใช้ Paclitaxel ร่วมกับ trastuzumab พบภาวะหัวใจ
ล้มเหลวเพียง 2 % และในการศึกษานี้พบว่า กลุ่มที่ได้แต่ Doxorubicin มีภาวะหัวใจล้มเหลวเพียง 
3% กลุ่มที่ได้แต่ Paclitaxel มีภาวะหัวใจล้มเหลว 1% (24) จึงท าให้ปัจจุบันแนะน าให้ trastuzumab 
หลังให้ยา Doxorubicin ครบแล้ว เพื่อลดการเกิดภาวะหัวใจล้มเหลวจากยาtrastuzumab 

กลไกการเกิดพิษต่อระบบหัวใจจากแอนทราซัยคลิน  

 เนื่องจากกลไกที่แอนทราซัยคลินท าลายเซลล์มะเร็ง คือ แทรกเข้าไปในสาย ดีเอ็นเอ ในช่วง
แบ่งตัว ท าให้ ดีเอ็นเอ หลุดเป็นชิ้น และ ยับยั้งการสร้างโปรตีนโมเลกุลใหญ่, ท าให้เซลล์ตาย และ ที่
ส าคัญคือ ท าให้เกิด อนุมูลอิสระ (toxic oxygen free radical)ท าให้เกิดการสลายของไขมัน เป็นต้น 



 
 

13 

ปัจจุบันยังไม่ทราบแน่ชัดเกี่ยวกับกลไกการเกิดพิษต่อระบบหัวใจ แต่เชื่อว่าน่าจะเกี่ยวข้องกับการ
เกิดพิษต่อระบบหัวใจ คือการเกิดอนุมูลอิสระ ซึ่งท าให้เกิด oxidative stress.และ การสลายตัวของ
ไขมันที่เยื่อหุ้มเซลล์ ท าให้เกิด vacuolation, การแทนที่เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจด้วยเส้นใย (fibrous 
tissue) ท าให้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจถูกท าลายอย่างถาวรและ กลไกเกี่ยวข้องกับ apoptosis (25)   

การอธิบายเรื่องกลไกการเกิดพิษต่อระบบหัวใจในระดับเซลล์ เรื่อง แอนทราซัยคลินท าให้
เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจตาย (anthracycline induced myocyte cell death) (26) 

 จากการตัดชิ้นเนื้อของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจในมนุษย์หลังให้ยาแอนทราซัยคลินภายในหนึ่ง
ชั่วโมง ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน พบว่ามีการบวมของไมโตคอนเดรีย (mitochondrial 
swelling) และ การหดตัวของสายโครมาติน ( chromatin contraction) ซึ่งเป็นสิ่งแสดงถึงการต้ัง
เวลาเกิดเซลล์ตาย (apoptosis)  มีการทดลองที่ท าในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจที่เพาะเลี้ยง พบว่า การ
เกิดเซลล์ตายสัมพันธ์กับความเข้มข้นของยาแอนทราซัยคลิน โดยกลไกเซลล์ตายจะแตกต่างตาม
ปริมาณความเข้มข้น ถ้าความเข้มข้นต่ าเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจจะตายจาก apoptosis ถ้าความเข้มข้น
สูงเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจจะตายจาก necrosis ซึ่งสอดคล้องกับการทดลองในสัตว์และมนุษย์ที่พบว่า
เซลล์มีการตายแบบ apoptosis ต้ังแต่เริ่มได้รับแอนทราซัยคลิน 

 สิ่งส าคัญที่เป็นศูนย์กลางการเกิดพิษต่อระบบหัวใจอีกหนึ่งกลไก คือ เรื่อง cellular 
oxidative stress เมื่อเซลล์ได้รับแอนทราซัยคลิน จะเพิ่มการสร้าง reactive oxygen species(ROS)  
เช่น  เมื่อได้รับแอนทราซัยคลิน เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ จะเพิ่มการสร้าง Hydroxyl radical formation 
และสามารถถูกยับยั้งเมื่อได้รับ Superoxide dismutase, catalase และ Iron chelator e.g. 
Dexrazoxane (Dexrazoxane) แต่สิ่งที่น่าสนใจคือ เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจที่ตายแบบ necrosis จะไม่
ถูกยับยั้งด้วยด้วย antioxidant เหล่านี้ ในหนูทดลองที่มีการแสดงออกของ Manganese 
Superoxide Dismutase มากกว่าปกติ  จะป้องกันการท าลายไมโตคอนเดรีย และลดระดับการ
ท าลายเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจได้ (27)  

 Cellular stress หรือ จ าเพาะว่าเป็น oxidative stress กระตุ้น host kinase pathway ที่มี
ความส าคัญต่อการด าเนินของเซลล์ และ pathway เหล่านี้ควบคุม การตอบสนองของหัวใจต่อการ
ได้รับแอนทราซัยคลิน โดย Mitogen/stress Activated Protein Kinases (MAPKs and SAPKs) 
เป็นตัวที่ท าให้เกิด apoptosis หลังได้รับแอนทราซัยคลิน MAPKs น าสัญญาณจากนอกเซลล์ จาก
ตัวรับที่ถูกกระตุ้น ไปสู่โปรตีนที่เกี่ยวข้อง เช่น transcriptions factor เพื่อควบคุมการแสดงออกของ
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ยีนโดยตรง หรือ ควบคุมหน้าที่อ่ืนของเซลล์ เช่น การอยู่รอด(survival) การเจริญเติบโต
(proliferation) และ การตาย (apoptosis)  ในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ  

จากภาพที่ 4  ERK ถูกกระต้นด้วย growth factor และ ส่งผลต่อการอยู่รอดของเซลล์ 
SAPKs, JNK และ p38 ถูกกระตุ้นโดย cellular stress และ สัมพันธ์กับการเกิด apoptosis ของ
เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ โดย Reactive Oxygen Species  สามารถกระตุ้น pathway เหล่านี้ได้ Akt 
เป็น serine/threonine kinase ที่สนับสนุนสัญญาณที่ยับยั้ง apoptosis ส่งผลให้รอดชีวิตของเซลล์ 
Akt อยู่ที่cytosol ในภาวะ catalytically inactive state โดย ได้รับการกระตุ้นจาก growth factor 
เช่น  Insulin like growth factor-1 (IGF-1), Epidermal growth factor(EGF), interleukin-3, 
interleukin-6 and neuregulin  PI3K/Akt pathway สามารถเพิ่มการท างานให้เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ
ที่ขาดเลือดระยะสั้นๆได้ ดังนั้นในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจที่ได้รับแอนทราซัยคลิน สัญญาณของ 
PI3K/Akt pathway ลดการเกิด anthracycline induced apoptosis ได้ 

Pathwayอ่ืนที่เกี่ยวข้องกับ anthracycline induced apoptosis เกี่ยวข้องกับpathway ใน
ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) เกี่ยวกับ Bax, chromosome c และ caspase-3 หลังจากได้รับยา
แอนทราซัยคลิน cytochrome C ซึ่งปกติอยู่ในmitochondria จับกับเยื้อหุ้มชั้นใน เมื่อcytochrome 
C ออกมา จะท าปฏิกิริยากับ Apaf-1 และ procaspase-9 ท าให้เกิด caspase-9  ซึ่งไปกระตุ้น 
caspase-3 ท าให้สาย ดีเอ็นเอ หลุดเป็นชิ้น และ เกิด apoptosis  การเกิด ROS โดยเฉพาะอย่างยิ่ง 
Hydrogen peroxide  ท าให้ cytochrome c ถูกปล่อยออกมา  ดังนั้นเกิด anthracycline induced 
myocyte apoptosis ได้   

ระดับของBax ที่เพิ่มขึ้น น าไปสู่การสร้าง mutlimers, ท าให้ไมโตคอนเดรียอยู่นิ่ง (stabilize 
mitochondria) และ เพิ่มการปล่อย cytochrome C   ในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจที่บาดเจ็บจาก แอนท
ราซัยคลิน จะมีการเพิ่มของอัตราส่วน Bax/Bcl-2 เหมือนกับapoptosis ที่พบในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ
ขาดเลือดที่ได้เลือดกลับมาเลี้ยงใหม่ 

เนื่องจากยาแอนทราซัยคลินเป็นยาที่ยับยั้งเอ็นไซม์ topoisomerase II  ซึ่งท าหน้าที่เกี่ยวกับ
การคลายตัวของสาย DNA ยาแอนทราซัยคลินจึงมีผลต่อการท าลายสาย  DNA และท าให้การ
เติบโตของเซลล์หยุดชะงัก ใน G1 และ G2 ท าให้เกิด apoptosis ตามมาได้ 

อีกกลไกหนึ่งที่เป็นไปได้ คือ ลดการสร้างโปรตีนซาร์โคเมอร์ริค (sarcoomeric protiens) 
การกดการสร้างโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้าง sarcomere  สามารถน าไปสู่การตายของเซลล์ได้ 
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GATA4 เป็นสมาชิกของZinc Finger transcription factor มีความส าคัญในการควบคุมการ
เปลี่ยนไปของเซลล์, การสร้างซาร์โคเมียร์ และสัญญาณการอยู่รอดของเซลล์  GATA4 มีในหัวใจ 
ควบคุมยีนหลายชนิดที่จ าเพาะกับหัวใจ รวมถึงยีนที่ต้านการapoptosis ด้วย GATA4 เป็น ปัจจัยอยู่
รอดของเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจที่เปลี่ยนไปหลังจากตอนแรกเกิด และ เป็นตัวกระตุ้นต้านการ
apoptosis ของ ยีน Bcl-XL ยีนที่ควบคุมโดย GATA4 เช่น cardiac adriamycin-responsive 
protein (CARP) atrial natriuretic peptide และ alpha myosin heavy chain จะลดลงหลังได้ยาแอ
นทราซัยคลิน จึงน่าจะมีปฏิกิริยาระหว่างแอนทราซัยคลินและ GATA4 และเช่นเดียวกับ Zinc finger 
transcription factor ทั่วไป การจับของ ดีเอ็นเอ ของ GATA4 ถูกยับยั้งโดยการสร้าง ROS 

ข้อสังเกตอ่ืนๆที่น่าสนใจที่เกี่ยวกับ oxaidative stress และ anthracycline cardiotoxicity 
มีดังนี้  

 การแสดงออกที่มากเกินไปของ Metallothionein ซึ่งเป็นตัวท าลาย free radical จาก
การศึกษาในหนูทดลอง พบว่า สามรถลดการเกิด anthracycline induced cardiotoxicity 
ได้(28) 

 การยับย้ังการสร้าง Peroxynitrite ซึ่งเป็น reactive oxidant ที่สร้างจาก Nitric oxide และ 
Super oxide สามารถเพิ่มการท างานของหัวใจในหนูทดลองที่เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจบาดเจ็บ
จากยาแอนทราซัยคลินได้(29) 

 Dexrazoxane เป็นสารที่จับเหล็กได้แน่นหนา (potent iron chelator)  ซึ่งสามารถป้องกัน
การบาดเจ็บของหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินได้ เนื่องจาก จับกับ Iron ซึ่งเป็น cofactor 
ส าหรับ free radical  (รายละเอียดของ Dexrazoxne อธิบายในหัวข้อ)(30) 
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ภาพท่ี 4 แสดงวถิีการเกดิพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซยัคลิน (26) 

การป้องกันการเกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน 

 เมื่อทราบถึงกลไกการเกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินแล้ว การศึกษาต่อมาจึง
เน้นที่การหาวิธีป้องกันการบาดเจ็บต่อหัวใจ ซึ่งนอกเหนือไปจากการจ ากัดปริมาณยาสะสมไม่ให้เกิน
ที่ก าหนดแล้ว ยังมีการศึกษาวิธีอื่นๆ เช่น 

 วิธีการให้ยา 

 การปรับโครงสร้างของยา เช่น Epirubicin, liposomal form of Doxorubicin 

 การใช้ยา Derazoxane 

 การใช้ยา Beta Blocker 

 การใช้ยา Angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEIs) 
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วิธีการให้ยา (infusion protocol) 

จากการศึกษา meta-analysis มี 4 การศึกษาที่เปรียบเทียบการให้แอนทราซัยคลิน 
(Doxorubicin และ Epirubicin) แบบให้อย่างรวดเร็ว (bolus)กับ การให้เดินยาอย่างช้าๆ 
(continuous infusion) พบว่า การให้อย่างรวดเร็วเพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดพิษต่อระบบหัวใจ
แบบมีอาการ และ ไม่มีอาการ odd ratio 4.13 ( 95% CI 1.75,9.42 p = 0.001;) และ odd ratio 
3.04 (1.66, 5.58; p < 0.0001) ตามล าดับ แต่การให้ทั้งสองวิธี ไม่มีความแตกต่างของการ
ตอบสนองของตัวโรค และ การรอดชีวิตของผู้ป่วยในแต่ละการศึกษา (19) แต่ในการปฏิบัติจริง 
การให้แอนทราซัยคลินแบบเดินยาช้าๆ ไม่เป็นท่ีนิยม เนื่องจากไม่คุ้มค่าทางเศรษฐศาสตร์และ
ต้องให้ยาทางเส้นเลือดใหญ่ ซึ่งเพิ่มความเสี่ยงการติดเชื้อมากกว่าประโยชน์ที่ได้รับ 

การปรับโครงสร้างของยา 

 Epirubicinเป็นยาเคมีบ าบัดกลุ่มแอนทราซัยคลินที่ถูกพัฒนาเพื่อลดการเกิดพิษต่อระบบ
หัวใจจากยากลุ่มนี้ เมื่อเทียบ mg ของ Epirubicinต่อ mgของDoxorubicinจะพบว่าการเกิดพิษต่อ
ระบบหัวใจต่ ากว่าDoxorubicin จากการศึกษา meta-analysis  มี 9 การศึกษาที่เปรียบเทียบการให้ 
Epirubicin กับ Doxorubicin พบว่า Epirubicin ลดการเกิดพิษต่อหัวใจได้ทั้งในระดับมีอาการ และ 
ไม่มีอาการ odd ratio 0.39 (95% CI 0.2,0.78) p = 0.429 และ 0.30 (95%CI 0.16, 0.57) 
ตามล าดับ องค์การอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกา ก าหนดให้ปริมาณยาสะสมของ Epirubicin 
ไม่เกิน 900 mg/m2  (19) 

 แต่มีการศึกษาที่เก่ียวกับปริมาณยาสะสมของ Epirubicin โดยพิจารณาตามความเสี่ยงอื่นๆ
ของการเกิดโรคหัวใจของผู้ป่วย เนื่องจากปริมาณยาสะสมที่แนะน าไม่ควรเพิ่มความเสี่ยงในการเกิด
โรคหัวใจเกินกว่า 5% เมื่อพิจารณาร่วมกับความเสี่ยงอื่นๆ โดยท าในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะ
แพร่กระจายที่ได้รับยา Epirubicin จ านวน 1,097 คน พบว่ามีผู้ป่วย 11.4% เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 
เมื่อพิจารณาร่วมกับปัจจัยอ่ืนๆของผู้ป่วย  เช่น อายุ, ความเสี่ยงอื่นๆของการเกิดโรคหัวใจ เช่น การ
สูบบุหรี่ การเป็นเบาหวาน ความดันโลหิตสูง การเป็นโรคอ้วน, ประวัติการได้ยาต้านฮอร์โมน หรือ ยา
เคมีบ าบัดสูตรอ่ืนมาก่อน  จะพบว่าปริมาณยาสะสมที่ท าให้เกิดความเสี่ยงต่อโรคหัวใจจะต่ ากว่า 
900 mg/m2  ดังตาราง (31) 
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 ตารางที่3 แสดงปริมาณยาสะสมที่ท าให้เกิดความเสี่ยงต่อภาวะหัวใจล้มเหลว 5% ในผู้ป่วย
มะเร็งเต้านมระยะแพร่กระจาย ที่ ECOG PS < 2 มีการแพร่กระจายอวัยวะในร่างกายมากกว่า 1 
อวัยวะ และ ไม่เคยได้รับยาเคมีบ าบัดเสริมในมะเร็งเต้านมระยะเริ่มต้น (31) 

 

ตารางที่4 แสดงปริมาณยาสะสมที่ท าให้เกิดความเสี่ยงต่อภาวะหัวใจล้มเหลว 5% ในผู้ป่วยมะเร็ง
เต้านมระยะแพร่กระจาย ที่ ECOG PS > 2 มีการแพร่กระจายอวัยวะในร่างกายมากกว่า 2 อวัยวะ   
(31) 
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ปัจจุบัน จึงแนะน าให้พิจารณาปริมาณยาสะสมสูงสุดของ Epirubicin ตามปัจจัยของผู้ป่วย คืออายุ 
และ ความเสี่ยงการเกิดภาวะหัวใจล้มเหลว  

 Liposomal encapsulation of Doxorubicin การท าให้อยู่ใน liposomal form ท าให้ยามี
ประสิทธิภาพใกล้เคียงเดิม แต่สามารถลดปริมาณยาที่จะไปท าให้เกิดพิษต่อระบบหัวใจ ท าให้ผู้ป่วย
เกิดพิษต่อระบบหัวใจน้อยกว่าDoxorubicin (32-34)  ในการศึกษา meta-analysis เมื่อเปรียบเทียบ 
liposomal Doxorubicin กับ Doxorubicin พบว่าการเกิดภาวะพิษต่อหัวใจน้อยกว่า ท้ังในระดับที่มี
อาการและ ไม่มีอาการแสดง Odd ratio 0.18 (0.08, 0.38) และ 0.30 (0.20, 0.46) ตามล าดับ (19) 

 Dexrazoxane เป็น ตัวจับเหล็กที่คล้าย EDTA (EDTA liked  iron chelator) ซึ่งจะป้องกัน
เซลล์กล้ามเนื้อหัวใจไม่ให้ถูกท าลายจากแอนทราซัยคลิน Dexrazoxane ไม่มีผลกับการสลายตัวของ
ยาแอนทราซัยคลินโดยตรง แต่ป้องกันเกิดพิษต่อระบบหัวใจโดยจับกับเหล็ก (Fe2+) ที่ถูกปล่อย
ออกมาจากในเซลล์หลังจากเกิดการสลายไขมัน (lipid peroxidation) (30) จากการศึกษา meta-
analysis  มี 5 การศึกษาที่เปรียบเทียบการให้ Dexrazoxane กับไม่ให้ ร่วมกับเคมีบ าบัด 
Doxorubicin หรือ Epirubicin พบว่าสามารถลดการเกิดพิษต่อระบบหัวใจทั้งในระดับที่มีอาการและ
ไม่มีอาการ odd ratio เท่ากับ 0.21 (0.13, 0.33) และ 0.30 (0.18, 0.49) ตามล าดับ(19) จากข้อมูล
ของ Cochrane Database เพื่อศึกษาการป้องกันการเกิดพิษต่อหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน พบว่า 
มี 6 การศึกษาที่เกี่ยวข้อง Dexrazoxane สามารถลดการเกิดผลข้างเคียงต่อระบบหัวใจได้(Relative 
Risk (RR) = 0.28, 95% Confidence Interval (CI) 0.18 to 0.42, P<0.00001).  ไม่มคีวาม
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของอัตราการตอบสนองระหว่างกลุ่มที่ได้และไม่ได้ 
Dexrazoxane (RR = 0.88, 95% CI 0.77 to 1.01, P = 0.06), แต่มีข้อสังเกตว่าผู้ป่วยที่ได้รับ  
Dexrazoxane จะมีการตอบสนองของโรคมะเร็งต่อยาน้อยกว่ากลุ่มที่ไม่ได้ จากการวิเคราะห์การอยู่
รอดโดยรวม ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติระหว่างกลุ่มที่ได้และไม่ได้ Dexrazoxane 
ผู้ป่วยส่วนใหญ่ของการศึกษานี้เป็นโรคมะเร็ง เต้านมระยะแพร่กระจาย (35) นอกจากนี้ผลในการ
ป้องกันหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน ของDexrazoxane จะพบเมื่อได้ปริมาณยาสะสม มากกว่า 300 
mg/m2 ซึ่งผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะแพร่กระจายส่วนใหญ่จะด้ือต่อยาแอนทราซัยคลินก่อนที่ปริมาณ
ยาสะสมมากกว่า 300 mg/m2  

อ้างถึง ASCO (American Society of Clinical Oncology) Guidelines ปี 2008 เรื่องการใช้ยา
ป้องกันผลข้างเคียงของยาเคมีบ าบัด (36) 
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การใช้ Dexrazoxane พิจารณาในกรณีผู้ป่วยมะเร็งเต้านมระยะแพร่กระจายที่ได้รับ Doxorubicinท่ี
ปริมาณสะสมมากกว่า 300 mg/m2 และคาดว่าผู้ป่วยยังได้รับประโยชน์จากยา Doxorubicin อยู่ 
โดยการติดตามการท างานของหัวใจควรเริ่มท าเมื่อปริมาณสะสมของ Doxorubicin มากกว่า400 
mg/m2 และติดตามเมื่อปริมาณยาสะสมเพิ่มมากกว่าเดิมทุกๆ 50 mg/m2 และควรหยุดใช้ทั้ง
Dexrazoxane และ Doxorubicin เมื่อการท างานของหัวใจลดต่ ากว่าค่าปกติในแต่ละสถาบัน
ก าหนด โดยปริมาณของDexrazoxane ให้เทียบเป็นอัตราส่วน 10:1 ของDoxorubicin ให้ทางหลอด
เลือดด าอย่างรวดเร็ว หรือ ให้ในเวลา 15-30 นาที ก่อนให้Doxorubicin 

 Beta-Blocker มีข้อมูลการศึกษาในสัตว์ทดลอง พบว่าการให้ carvediol อาจจะป้องกันการ
เกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินได้ จึงมีการศึกษาที่ท าในมนุษย์ โดยน าผู้ป่วย 50 คนที่
มีแผนการให้แอนทราซัยคลิน (ท้ังDoxorubicin และ Epirubicin) โดยแบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือให้ยา 
carvediol 12.5 mg/day ก่อนให้เคมีบ าบัดและให้ต่อเนื่องจนครบ6เดือนในช่วงที่รับเคมีบ าบัด6 
เดือน เปรียบเทียบกับอีกกลุ่มที่ได้รับยาหลอก พบว่ากลุ่มที่ได้ยาหลอกมีผู้เสียชีวิต 5 คนและ ได้รับ
ยา carvediol เสียชีวิต 1 คน ผู้ป่วยที่หลังได้รับยามีการบีบตัวของหัวใจต่ ากว่า50 % ในกลุ่มที่ได้ 
carvediol 1 คน และ กลุ่มยาหลอก 5 คน ค่าเฉลี่ยการท างานของหัวใจในกลุ่มที่ได้ยาcarvediolก่อน
และหลังให้ยา ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (70.5 vs. 69.7; p = 0.3) แต่ในกลุ่มที่
ได้รับยาหลอกมีการท างานของหัวใจที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (68.9 vs. 52.3; p< 0.001) 
เนื่องจากเป็นการศึกษาขนาดเล็ก และไม่มีการควบคุมขนาดยาแอนทราซัยคลินที่ให้ และเป็นยา2
ชนิดคือ Doxorubicin และ Epirubicin จึงยังไม่สามารถใช้ carvediol เป็นมาตรฐานในการป้องกัน
การเกิดพิษต่อหัวใจได้ จ าเป็นต้องรอข้อมูลการศึกษาขนาดใหญ่ต่อไป (37) 

 Angiotensin converting enzyme inhibitors (ACEIs) มีการศึกษาที่ท าในผู้ป่วยมะเร็งที่
ได้รับยาเคมีบ าบัดขนาดสูงหลายชนิด ที่ท าให้ troponin I เพิ่มขึ้นหลังได้รับยา โดยแบ่งผู้ป่วยเป็น 2
กลุ่ม คือกลุ่มที่ได้รับยา enalapril 20 mg/day และ กลุ่มที่ได้รับยาหลอกมีผู้ป่วยที่มีระดับtroponin I 
สูงกว่าปกติ จ านวน 114 คน โดยอยู่ในกลุ่ม enalapril 56 คน อยู่ในกลุ่มยาหลอก 58คน โดยเริ่มให้ 
enalapril หลังให้ยาเคมีบ าบัด 1 เดือน ให้ระยะเวลา1ปี โดยเป้าหมายการศึกษาคือ การลดลงของ
การท างานของหัวใจมากกว่า10เปอร์เซ็นต์ พบว่ากลุ่มที่ได้ยาหลอกมีการท างานของหัวใจลดลง
มากกว่ากลุ่มที่ได้ enalapril อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (38) แต่เนื่องจากการศึกษานี้มีทั้งยาที่ไม่ใช่
กลุ่มแอนทราซัยคลินร่วมด้วย จึงจ าเป็นต้องรอข้อมูลการศึกษาขนาดใหญ่ต่อไป 

การประเมินการท างานของหัวใจก่อนและระหว่างการรักษายาแอนทราซัยคลิน 
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 การตรวจติดตามการท างานของหัวใจ ก่อน ระหว่างและหลังให้ยาแอนทราซัยคลิน มีความ
จ าเป็นอย่างยิ่ง เทียบเท่ากับการควบคุมปัจจัยเสี่ยงอื่นๆของโรคหัวใจ เช่น การควบคุมความดัน
โลหิต และ การควบคุมระดับไขมัน วิธีการที่ใช้ประเมินการท างานของหัวใจมีดังนี้ (39) 

การตรวจคลื่นเสียงสะท้อนการท างานของหัวใจ (echocardiography) 

 การตรวจด้วยรังสีนิวเคลียร์ (radionuclide angiography) 

 การตรวจคลื่นไฟฟ้าหัวใจ (electrocardiography) 

การตรวจหัวใจด้วยคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (cardiac magnetic resonance imaging) 

 การตรวจเลือดหาระดับการท างานของหัวใจ (serum cardiac biomarker ) 

การตัดชิ้นเนื้อกล้ามเนื้อหัวใจ (endomyocardial biopsy) 

การตรวจคลื่นเสียงสะท้อนของหัวใจ(echocardiogram)  

 เป็นการตรวจที่สามารถประเมินได้ทั้งความสามารถการบีบตัวและคลายตัวของหัวใจ
(systolic and diastolic function) การวัดการเปลี่ยนแปลงในการคลายตัวของหัวใจเป็นการวัดการ
เปลี่ยนแปลงของหัวใจที่มีความไวสูงสุด สามารถวัดได้ในรูปแบบ E/A ratio (peak early atrial/ 
peak atrial late velocities) และเทคนิคอ่ืนๆ การวัดความเร็วของ early diastolic, strain and 
strain rate แต่ปัจจุบันการใช้คลื่นเสียงสะท้อนของหัวใจเพื่อวัดการบีบตัวของหัวใจในช่วงการรักษา
ด้วยเคมีบ าบัดเป็นวิธีการตรวจที่นิยมใช้มากที่สุด แต่การตรวจวิธีนี้ขึ้นกับประสบการณ์ของผู้ท าการ
ตรวจในการปฏิบัติและการแปลผล 

 

การตรวจด้วยรังสีนิวเคลียร์ (radionuclide angiography, MUGA scintigraphy) 

 เป็นการตรวจการบีบตัวของหัวใจโดยใช้สารนิวเคลียร์  สามารถตรวจซ้ าได้ และไม่ขึ้นกับผู้
ปฏิบัติ การตรวจ MUGA scintigraphy ถือเป็นมาตรฐานในการตรวจการท างานของหัวใจคู่กับการ
ตรวจคลื่นสะท้อนเสียงหัวใจ แต่ข้อจ ากัดคือ ไม่สามารถประเมินการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยของ
กล้ามเนื้อหัวใจได้, ไม่สามารถตรวจการคลายตัวของหัวใจได้ และ ผู้ป่วยได้รับสารรังสีนิวเคลียร์ 

การตรวจคลื่นไฟฟ้าหัวใจ (electrocardiography) 
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 เป็นการตรวจที่ท าได้ง่าย ราคาไม่แพง สามารถประเมินการน าไฟฟ้าของหัวใจที่ผิดปกติได้ 
เช่น repolarization, QT prolongation และ ภาวะที่หัวใจท างานผิดปกติได้ (cardiomyopathy) แต่
หลักฐานการใช้คลื่นไฟฟ้าหัวใจในการประเมินผลข้างเคียงจากเคมีบ าบัดค่อนข้างน้อย เพราะ
ความจ าเพาะค่อนข้างต่ า 

การตรวจหัวใจด้วยคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (cardiac magnetic resonance imaging) 

 เป็นวิธีการที่เชื่อถือได้และสามารถท าซ้ าได้ในการประเมินโครงสร้างการท างานของหัวใจ 
ต้ังแต่หลอดเลือดแดงของหัวใจ เยื่อหุ้มหัวใจ และ สามารถค านวณการบีบตัวของหัวใจได้ เมื่อใช้
ร่วมกับการฉีด Gadolinium สามารถ แสดง จุดของ กล้ามเนื้อหัวใจ ที่ถูกท าลายอย่างถาวร ในระดับ
เล็กน้อยได้ เอ็กซเรย์แม่เหล็กไฟฟ้าจึงเริ่มมีบทบาทมากขึ้นในการตรวจโรคหัวใจ รวมถึงการประเมิน
การท างานของหัวใจจากยาเคมีบ าบัดด้วย แต่ทั้งนี้จ าเป็นต้องรอหลักฐานที่เพียงพอต่อไปข้อจ ากัดที่
ส าคัญคือ ราคาแพง เครื่องยังมีจ านวนจ ากัด และห้ามท าการตรวจในผู้ป่วยท่ีมีโลหะในร่างกาย 

การตรวจระดับการท างานในหัวใจจากในเลือด (serum cardiac biomarker) 

 การวัดระดับการเปลี่ยนแปลงของหัวใจจากเลือด เป็นวิธีการท่ีน่าสนใจมาก เนื่องจาก
สามารถท าโดยการเจาะเลือดตรวจ และ มีการแปรผันตามผู้ตรวจค่อนข้างต่ า มีการตรวจหลายชนิด 
ได้แก่ 

 Troponin T หรือ Troponin I สัมพันธ์กับความรุนแรงการเกิดกล้ามเนื้อหัวใจถูกท าลายใน
ภาวะกล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด และ กล้ามเนื้อหัวใจอักเสบเฉียบพลัน 

 Natriuretics peptide (N-terminal pro brain natriuretic peptide, brain natriuretic 
peptide  และ atrial natriuretic peptide) มีการใช้ตรวจการเกิดและระดับความรุนแรงของการเกิด
ภาวะหัวใจล้มเหลว เนื่องจากโปรตีนเหล่านี้ออกมาจากเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ เมื่อมีการยืดของผนัง
กล้ามเนื้อหัวใจ จึงมีการน ามาศึกษาในภาวะพิษต่อหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน จึงขอยกตัวอย่าง
บางการศึกษาของ natriuretic peptide และ troponin ดังนี้ 

 Suzuki และคณะ ได้ศึกษา serum B-type Natriuretic Peptide และ echocardiogram 
ก่อนและหลังให้ยาแอนทราซัยคลินในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือด 27 คน โดย ค่าเฉลี่ยขนาดยาแอนทรา
ซัยคลินที่ได้รับ 221.4 ± 53.7 mg/m2 พบว่าหลังจากให้ยา ค่าเฉลี่ยของ B-type Natriuretic 
Peptide เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ จากก่อนให้ยา 31.1 ± 7.16และหลังให้ยาเพิ่มเป็น 58.1 ± 12.8 
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pg/ml [normal reference <19 pg/ml])  แต่ในการศึกษานี้ไม่พบว่ามีความแตกต่างของ LVEF ก่อน
และหลังให้ยา (40) 

 Dodos และคณะได้ท าการศึกษาในผู้ป่วยโรคมะเร็งหลายชนิดที่ได้รับยาเคมีบ าบัดที่มี
แอนทราซัยคลินเป็นส่วนประกอบ จ านวน 100 คน โดยท าการตรวจ troponin T และ NT-pro-BNP 
ร่วมกับการตรวจ echocardiogram ก่อนและหลังจากให้ยา พบว่าค่าเฉลี่ยของ LVEF หลังให้ยา 
ลดลงกว่าก่อนให้ยา และ ไม่มีผู้ป่วยรายใดเลยที่มีการเพิ่มขึ้นของ Troponin T เกินกว่าค่าปกติ (> 
0.1 ng/ml) และ ค่าเฉลี่ยของ NT-Pro-BNP ก่อนและหลังให้ยา ไม่มีการเปลี่ยนแปลงอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (41) 

 Meinardi และคณะ ได้ท าการศึกษาในผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมที่ได้รับยา Epirubicin จ านวน 
40 คน โดยปริมาณยาสะสมของEpirubicin 360-450 mg/m2 พบว่าหลังจากได้รับยาไป 1 ปีมีการ
เพิ่มขึ้นของระดับ N-terminal atrial natriuretic peptide (NT-ANP) และ brain natriuretic peptide 
(BNP) อย่างชัดเจนก่อนและหลังให้ยา (42) 

 จากการศึกษาที่กล่าวมาข้างต้น troponin อาจจะไม่เหมาะสมส าหรับการเป็นตัวแสดงพิษ
ต่อหัวใจ และ มีความเป็นไปได้ที่ใช้ natriuretic peptide เป็นตัวแสดงถึงการเกิดพิษต่อหัวใจจากยา
แอนทราซัยคลิน จึงมีการศึกษาที่ท าในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์โดยท าการศึกษาในผู้ป่วยมะเร็งเต้า
นม 50 คนที่ได้รับยาDoxorubicin พบว่าความชุกการเกิดภาวะพิษต่อระบบหัวใจจากยา
Doxorubicinประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ โดยแบ่งเป็นพิษระดับที่หนึ่ง 17.4 เปอร์เซ็นต์ พิษระดับที่สอง 
3.8 เปอร์เซ็นต์ โดยไม่พบผู้ป่วยท่ีมีระดับพิษต่อหัวใจระดับที่สามและสี่เลย และได้ศึกษา
ความสัมพันธ์ของค่าNT-Pro-BNPในเลือดกับการเกิดต่อระบบหัวใจจากยา  พบว่ามีการเพิ่มขึ้น
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของค่า NT-Pro-BNPในกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ หลังจากได้รับยา 3 
สัปดาห์ เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ (ภาคผนวก ก.) 

 แต่ข้อจ ากัดของ NT-proBNP ที่ส าคัญ คือ มีปัจจัยอ่ืนๆที่มีผลต่อ NT-proBNP เช่น ภาวะ
อ้วน ภาวะความดันโลหิตสูง การท างานของไตที่ลดลง เป็นต้น และยังไม่มีค่า ท่ีบอก ขอบเขต สูงสุด
ที่ชัดเจน (cut off level) 

การตัดชิ้นเนื้อกล้ามเนื้อหัวใจ (endomyocardial biopsy) 

 เป็นวิธีการประเมินการเกิดพิษต่อกล้ามเนื้อหัวใจที่เป็นมาตรฐานในปัจจุบัน มีความไวและ
ความจ าเพาะสูงสุด ลักษณะที่จ าเพาะจากการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเลกตรอน คือ vacuolar 
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degeneration of sarcoplasmic reticulum, การบวมและกระจัดกระจายของไมโตคอนเดรีย 
(swelling and disruption of mitochondria ) และ การเรียงตัวไม่เป็นระเบียบของเส้นใยกล้ามเนื้อ
หัวใจ (disorganization and disruption of myofibrils/ myofibrillar protein) (43) แต่เป็นวิธีการท่ีมี
ความเสี่ยงสูง ต้องใช้เข็มเข้าทางสายเส้นเลือดด า อาศัยเครื่องมือและผู้ที่มีประสบการณ์ ยังไม่
สามารถท าได้ในทุกโรงพยาบาล  

ในปัจจุบันจึงนิยมใช้การตรวจอัลตราซาวน์หัวใจ หรือ การตรวจทางนิวเคลียร์ เพื่อประเมิน
การบีบตัวของหัวใจห้องล่างซ้ายแทน 

การรักษา 

 ปัจจุบันยังไม่มีวิธีการรักษาที่จ าเพาะส าหรับภาวะหัวใจล้มเหลวจากยาแอนทราซัยคลิน 
ข้อมูลทั่วไปอ้างอิงจากการรักษาภาวะหัวใจล้มเหลวทั่วไป การใช้ยา Angiotensin converting 
enzyme หรือ Beta blocker นั้นยังไม่มีข้อมูลชัดเจน ปัจจุบันจึงเน้นไปที่การป้องกัน โดยจ ากัด
ปริมาณยาสะสมของเอนทราซัยคลิน และ ติดตามผู้ที่มีภาวะการบีบตัวของหัวใจลดลงมากกว่าปกติ
ในระยะที่ยังไม่มีอาการแสดงต่อไป ในระยะยาว 
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บทที่ 4 

วิธีทางอณูชีววิทยาทีน่ ามาประยุกต์ใช้ทางคลินิก 

 การศึกษาเกี่ยวกับพิษต่อหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินในระดับโมเลกุล เริ่มจากการศึกษาใน
หนูทดลอง  มุ่งเน้นไปที่การศึกษาการแสดงออกของยีน (Gene expression) โดยวิธีที่ศึกษาที่ใช้ใน
การศึกษานี้ คือ Reverse transcriptase Polymerase Chain Reaction จึงแสดงหลักการเบื้องต้น
ของวิธีการทางอณูชีววิทยาวิธีนี้ อนึ่งหลักการของวิธีการท าไมโครแอเรย์จะกล่าวในภาคผนวก 

หลักการของการท า Real time Polymerase Chain Reaction 

 Polymerase Chain reaction (PCR) คือปฏิกิริยาการสร้างสายนิวคลีโอไทด์ต่อไปเรื่อยๆ 
เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ วิธีการของ PCR  หลักการในทางทฤษฏี คล้ายๆกับ การสร้างสายDNA 
(Deoxyribonucleic Acid replication) ภายในเซลล์ กล่าวคือ เป็นวิธีการที่ เอนไซม์ DNA 
polymerase สร้าง DNAจาก DNA ต้นแบบ โดยการต่อสายprimer (Oligonucleotide primer) แต่
กระบวนการPCR อาศัย oligonucleotide primer 2 เส้น ซึ่งแต่ละเส้นจะ จับเข้าคู่ (hybridize )หรือ 
anneal กับ DNA เส้นตรงข้ามกัน เนื่องจาก primer จะหันปลาย 3’-OH ของprimerเข้าหากัน ถ้ามี
เอนไซม์ DNA polymerase อยู่ด้วย จะเกิดการสร้าง DNA ขึ้น โดยต่อปลายจาก primer ทั้งสองเส้น 
ตาม DNA ต้นแบบ จนกระทั่งสุดปลายเทมเพลต (template) โดยการสร้าง DNA เกิดได้ทิศทางเดียว
คือ จาก 5’ ไป3’ ผลที่ได้คือ DNAเส้นคู่ใหม่ที่เกิดจาก DNA เส้นที่เป็นเทมเพลต การสร้าง DNA 
ท าซ้ าได้อีก คือ น าปฎิกิริยามาท าให้ร้อน (90-95 องศาเซลเซียส) ก็จะเป็นการแยกสาย DNA เส้นคู่ที่
ได้ใหม่ ให้กลายเป็นเส้นเดี่ยว ถ้าลดอุณหภูมิลงมาให้เหมาะสม คือที่อุณหภูมิที่ primer จะเข้าไปจับ
เข้าคู่กับสาย DNA เป้าหมาย (target DNA) ทั้งเส้นเก่าและเส้นที่สร้างใหม่ จากนั้นก็จะเกิดการสร้าง 
DNA โดย DNA polymerase โดยอาศัยวิธีการท าเป็นรอบๆซ้ าๆกัน คือ ท าให้ DNA กลายเป็นเส้น
เดี่ยว ให้primerเข้าไปจับสายDNAเป้าหมายและการต่อสายหรือสร้างDNAโดยDNA polymerase 
ในที่สุดจะได้DNAเพิ่มเป็นทวีคูณ (44)  

 โดยสรุป ขั้นตอนการท าPCR ม ี3 ขั้นตอนคือ (45) 

1. Denaturation คือที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียสเป็นการท าลายพันธะของนิวคลีโอไทด์ ท าให้สาย
DNAที่ม้วนเกลียวอยู่แยกออกเป็นสองเส้นตรงแยกจากกัน และที่อุณหภูมินี้ ปฏิกิริยาจากเอนไซม์ใน
ปฏิกิริยาก่อนหน้าจะหยุดลงหมด 
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2. Annealing ที่อุณหภูมิประมาณ 50-60 องศาเพื่อให้primerเกาะติดกับเทมเพลต เพื่อให้เตรียมตั้ง
ต้นต่อสายคู่ของเทมเพลต 

3. Extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นอุณหภูมิที่เหมาะสมกับต่อการท างานของเอนไซม์ 
polymerase ท าให้มีการน าเบสต่างๆมาต่อด้าน 3’ ของโดยต่อให้เข้ากันกับล าดับของเบสบนสาย
เทมเพลต ที่ primer เกาะไว้นั่นเอง 

ธรรมชาติปฏิกิริยา PCR 

เมื่อน าผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา มาสร้างเป็นกราฟเข้ากับเวลา จะได้กราฟรูปตัว S 
กล่าวคือในช่วงแรกจ านวนผลิตภัณฑ์จะเพิ่มไม่มาก เรียกว่า lag phase แต่เมื่อเพิ่มจ านวนมากถึง
ระดับหนึ่ง จ านวนผลิตภัณฑ์จะเพิ่มแบบทวีคูณ เรียกว่า exponential phase และเมื่อเพิ่มถึงระดับ
หนึ่ง ไม่มี primer หรือ DNA polymerase เหลืออยู่ผลิตภัณฑ์ จะเพิ่มน้อยมาก จนเกือบเป็นเส้นตรง 
เรียกว่า plateau phase ดังภาพ 

 
รูปที่ 5 แสดงจ านวนผลิตภัณฑ์ที่เกิดเมือ่ปฏิกิริยาด าเนินไประดับหน่ึงของเวลา 

Real time PCR  

 การท่ีเราสามารถติดตามปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจริงๆ   ท าให้สามารถติดตามช่วง exponential 
phase ได้อย่างแม่นย า ซึ่งน าไปสู่การวัดปริมาณได้ 

ความแตกต่างระหว่าง Conventional PCR กับ Realtime PCR 
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 ในปฏิกิริยา PCR แบบธรรมดา เราไม่สามารถรู้ว่าเกิดอะไรระหว่างทาง เราต้องประมาณเอง
ว่า ต้องปรับเปลี่ยนอุณหภูมิกี่รอบ จึงจะได้ผลิตภัณฑ์ที่เพียงพอต่อการวัด และต้องมีการ run gel 
electrophoresis เพื่อตรวจสอบดูทั้งปริมาณและขนาดของผลิตภัณฑ์หลังสิ้นปฏิกิริยา 

 แต่ใน Realtime PCR เราสามารถติดตามปฏิกิริยาได้ตลอดระยะที่ด าเนินปฏิกิริยาอยู่ 
สามารถก าหนดจุดที่จะเก็บข้อมูลที่จะน ามาวิเคราะห์ภายหลังได้ นอกจากนี้เรามีวิธีพิสูจน์ผลิตภัณฑ์ 
โดยใช้วิธีดู melting curve หลังสิ้นสุดปฏิกิริยา โดยไม่ต้องน ามา run gel อีก 

ข้อดีของ Real time PCR 

 สามารถติดตามผลได้ขณะเกิดขึ้นจริง 

 ไม่ต้องมีขั้นตอนหลัง PCR 

 การท างานแต่ละรอบมักจะเร็วกว่าแบบธรรมดา 

 วัดผลได้มากถึง 1010 เท่า (wider dynamic range) 

 วัดความแตกต่างได้ถึงขั้นที่แตกต่างกันเพียง 1 เท่า 

 สามารถตรวจยืนยันผลิตภัณฑ์ได้ด้วย melting point 

 มีความจ าเพาะสูงสุด ไวที่สุด และสามารถท าซ้ าได้มากที่สุด 

 ส าหรับงานทาง RNA ใช้ปริมาณ RNA ต้ังต้นน้อยกว่าวิธีด้ังเดิมถึง 1,000 เท่า 

 ค่าใช้จ่ายไม่ได้แพงกว่าการท า PCR แบบด้ังเดิม 

ข้อด้อยของ Real time PCR  

ยังไม่ดีที่สุดส าหรับ Multiplexing 

การเริ่มต้นต้องการความช านาญและการสนับสนุนดูแล 

เครื่องมือราคาสูง 

มีความผันแปรภายในและภายนอก ( intravariation and internal variation)ค่อนข้างสูง 
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ส่วนประกอบของ Real time PCR 

1. Generic dye based ใช้สารสีที่สามารถจับกับ DNA ทั่วๆไปได้ 

2. Probe based ใช้ probe ซึ่งเป็นสาย DNA เส้นเดี่ยวที่มีล าดับที่เราก าหนดแล้วติดด้วยสารเรือง
แสง (fluorophore) ลักษณะต่างๆกันออกไป มีการออกแบบ probe ชนิดเหล่านี้มากมาย เพื่อเอ้ือต่อ
การตรวจวัดโดย Real time PCR เช่น Taqman probe, Molecular Beacons, Light Cyclers เป็น
ต้น 

การแบ่งประเภทของ probe สามารถแบ่งได้ 2 ประเภทใหญ่ๆ คือ 

2.1 hydrolysis probes 

2.2 Hybridization probes 

2.1 Hydrolysis probes เช่น Taqman, Beacon และ scorpion ในสาย oligonucleotide เส้นเดียว 
มีทั้งตัวระงับสัญญาณ (quencher fluorophore) และตัวบันทึกสัญญาณ (reporter fluorophore) 
อยู่บนเส้นเดียว ในภาวะที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลง ตัว quencher จะดูดซับพลังงานของ reporter ไว้ 
แต่เมื่อมีการเพิ่มล าดับสายที่เราต้องการ (amplify target sequence) polymerase ซึ่งเป็น
คุณสมบัติของ 5’-exonulease activity จะไฮโดรไลซ์ probe ท าให้เกิดการแยกตัวของ reporter และ 
quencher ดังนั้น fluorescence ของ fluorophore จะถูกวัดได้ ในระหว่างแต่ละรอบของ PCR แสง 
fluorescence จะเพิ่มขึ้น เนื่องจาก จ านวน reporter ที่เป็นอิสระสะสมมากขึ้นเรื่อยๆ 

2.2 hybridization probes เช่น light cyclers probe ลักษณะนี้เป็นเส้นคู่ เส้นหนึ่งติดไว้ด้วย donor 
fluorphore ที่ปลายสาย3’ อีกเส้นมี acceptor fluophore ติดอยู่ เมื่อสองเส้นอยู่ใกล้กัน (ภายใน 1-5 
nucleotide) donor fluorophore จะกระตุ้น acceptor fluorophore ท าให้เกิดสัญญาณ 
fluorescent (FRET-fluorescent Resonance  Energy Transfer) ที่สามารถวัดได้ ในช่วง 
annealing phase และ ช่วงต้น extension phase ของ PCR reaction ในแต่ละรอบของ PCR cycle 
จะมีการ anneal โดย hybridization probe มากขึ้น ท าให้สัญญาณ fluorescence เพิ่มขึ้น 
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ลักษณะการใช้งาน Real time PCR  

มี 2 ชนิด 

1.การวิเคราะห์ปริมาณ มีพื้นฐานที่การวัด fluorescence ของตัวเปล่งแสง ในปฏิกิริยาเชิงปริมาณ 
เราสามรถติดตามการเพิ่มของผลิตภัณฑ์ได้ในขณะที่มีการเพิ่มจ านวนในทุกรอบระหว่าง PCR            
(s-shape curve) และการวิเคราะห์การวัด fluorescenceในแต่ละรอบในช่วงเวลาหนึ่งๆ ท าโดยใช้
คอมพิวเตอร์ทั้งหมด สัญญาณในช่วง exponential phase  สัมพันธ์กับปริมาณเทมเพลตเป้าหมาย 
(target template) ต้ังต้น ดังภาพที่4.3แสดง standard 5 เมื่อน าความเข้มข้นมา plot เป็นกราฟจะ
ได้กราฟเส้นตรง ท าให้เทียบหาความเข้มข้นของ unknown ซึ่ง amplify โดยใช้ภาวะเดียวกันได้ 

 
รูปที่ 6 แสดงการวัดปริมาณfluorescence จาก standard ในReal time PCR 

กราฟเส้นตรงที่ได้ แสดงจ านวนรอบและความเข้มข้นของ standard ณ ต าแหน่งในexponential 
phase ของปฏิกิริยา 

2.การวิเคราะห์ melting curve analysis เป็นการใช้เพื่อวิเคราะห์ผลิตภัณฑ์ PCR ที่เกิดขึ้น โดย
มักจะท าทันทีหลังจากจบ PCR โดยก าหนดให้มีการเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเรื่อยๆ จนถึง 95 องศาเซลเซียส 
และวัดสัญญาณ fluorescence ตลอดเวลา จะพบว่าสัญญาณจะค่อยๆลดลงดังแสดงในรูปที่ 4.4 
ด้านบน เนื่องจากผลิตภัณฑ์ PCR ที่เป็นสายคู่แยกตัวออกจากกัน ซึ่งDNAจากผลิตภัณฑ์แต่ละชนิด
จะมีอุณหภูมิสลาย (melting temperature) เฉพาะตัว คือจุดที่คู่เบสของ                นิวคลีโอไทด์ที่
แยกจากกันประมาณครึ่งหนึ่งของขนาดทั้งหมด ท าให้เกิดการลดลงของสัญญาณอย่างฉับพลัน ณ 
จุดนั้น โดยอุณหภูมินี้จะขึ้นอยู่กับความยาวและปริมาณของ G และC เบส ที่มีในDNA แต่ละชนิด 
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ดังนั้นจึงสามารถใช้แยกผลิตภัณฑ์ PCR ออกจากผลิตภัณฑ์ PCR ที่ปนเปื้อนได้ ดังตัวอย่างในภาพ
ท่ี 4.4 เมื่อ software  น าสัญญาณ fluorescence  ที่วัดได้ที่แต่ละอุณหภูมิมาเปลี่ยนให้เป็นกราฟ
ระหว่าง dF/dT  กับอุณหภูมิดังในกรอบล่างของรูป 4.4 จะได้เป็นรูป peak ส าหรับผลิตภัณฑ์แต่ละ
ตัว ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ถูกต้องมักจะแสดง peak  เดียวที่อุณหภูมิสูง (โดยทั่วไปจะสูงกว่า 80°C) 
ในขณะที่ ผลิตภัณฑ์ PCR ที่ไม่จ าเพาะหรือ การเข้าคู่ของ primer จะให้ peak ที่มีขนาดกว้างที่
อุณหภูมิต่ ากว่า  ดังนั้น melting curve analysis ของผลิตภัณฑ์ PCR จึงมักใช้เพีอยืนยันว่าเป็น
ผลิตภัณฑ์ที่ต้องการ  ท าให้ไม่ต้องมีการ run gel electrophoresis หลังจากการ PCR   

 
รูปที่ 7 แสดงการวัด fluorescence จาก PCR product  

เมื่อมีการเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเรื่อยๆ ในกรอบบน และเมื่อเปลี่ยน scale ให้เป็น dF/dt  จะได้กราฟดังรูป
ในกรอบล่าง  ซึ่งแสดงอุณหภูมิที่เป็น melting temperature ของ PCR product แต่ละตัว โดยเทียบ
กับขนาดเมื่อ run gel electrophoresis ตามที่ลูกศรชี้ 

ลักษณะของการวัดปริมาณใน real-time PCR   

Absolute quantification: ใช้ เทมเพลตที่ทราบความเข้มข้นสร้าง standard curve เพือ่หา
ค่าของ unknown, standards ต้องมีการวัดปริมาณอย่างถูกต้องแม่นย า ใช้ได้ดีกับการหาปริมาณ
ไวรัส  
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Relative quantification:  มีได้หลายลักษณะ เช่นเทียบสัดส่วนความเปลี่ยนแปลงระหว่าง 
กลุ่มทดลองกับกลุ่มควบคุมหรือสัดส่วนความเปลี่ยนแปลงระหว่าง calibrator กับ unknown แต่
หลักการคือจะได้ผลเป็นสัดส่วนการเปลี่ยนแปลง (fold change) ไม่ใช่ค่าความเข้มข้นที่แท้จริง   

Comparative quantification (Normalization):  เป็นการเทียบเทมเพลตเป้าหมายกับ
reference gene ในระบบนั้นๆ เป็นการควบคุมภายใน (Internal control) โดยทั่วไปจะใช้ 
housekeeping geneที่มีมาก และสม่ าเสมอ แต่ควรท าการทดสอบ endogenous control ที่เลือก
ว่าเหมาะสมหรือไม่ ก่อน หรืออาจใช้มากกว่า 1 ตัว  

Multiplexing: คือการเพิ่มจ านวนเป้าหมายมากกว่า 1 ชนิดในปฏิกิริยาเดียวกัน ซี่งสามารถ
ท าได้ทั้งใน generic dye based และ probes based โดยในลักษณะแรก  เช่น การใช้ SYBR 
green I ใช้วิธีเลือก different melting points ของเป้าหมายแต่ละตัว ส่วนใน probes based ใช้ 
fluorophore ต่างๆกันส าหรับเป้าหมายแต่ละตัว (FAM, TET, VIC and JOE) ซึ่งในปัจจุบันเวบไซต์
ต่างๆของผู้ผลิต Real-time chemistries มักจะมีรายละเอียดให้ว่าควรใช้ donor และ acceptor คู่
ไหนส าหรับงานอะไร  

วิธีการเลือกใช้เทคนิคใน real-time PCR  

SYBR Green:  มีข้อด้อยคือไม่ specific  ต้องเสียเวลา optimize  ,ต้องท า melting point  curve 
determination, amplicon ยาวท าให้ signal มากขี้น ,อาจท า multiplex  ได้หากท าร่วมกับ melting 
point analysis  ไม่ควรเลือกใช้ SYBR Green  กับ allelic discrimination assays, multiplex 
reaction (แต่ถ้าออกแบบดีอาจท าได้  แต่ไม่ง่าย), การ  amplify rare transcripts,  การตรวจหา 
pathogen  ที่มีปริมาณน้อยๆ  

Assay Development (การเริ่มพัฒนา assay)  

• เลือก sequence  

• เลือก primer และ probe  

• เลือก quencher dye และ internal reference  

• ต้ังค่าส าหรับ thermocycler  

Assay Validation (การตรวจสอบ assay) 
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•ทดสอบ primer pair ทุกคู่กับ probe ด้วย known template (plasmid clone, sDNA, RNA)  

•ใช้ assay conditions มาตรฐาน คือ 300-400 nM primers, 100 nm probe, 3mM MgCl2  

•ใช้ dilutionต่างๆของ template (อาจเป็น sDNA, sRNA หรือ total RNA) เพื่อสร้าง                     
standard curve   

• Correlation coefficiency ของ standard curve ควรจะมากกว่า 0.99  

• ถ้า slope ของ standard curve ของ primer pair ที่ดีที่สุด คือประมาณ -3.5 ให้เพิ่ม MgCl2 เป็น 
5  

mM  

•ถ้า slope สูงกว่า -3.6 ให้เปลี่ยน primers (เพราะ efficiency จะน้อยกว่า 0.8957)  

• Assay ที่ดีที่สุดจะต้องมี slope = -3.3 (efficiency = 1.0092) 

Real-time PCR systems ที่ใช้กันแพร่หลายในปัจจุบัน  

 ABI Prism 7900HT Sequence Detection System   

 BioRad iCycler 

 Corbett Research Rotor-Gene 3000   

 SmartCycler  

 MJ Research Chromo4  

 Idaho Technology Rapid Cycler  

 Roche LightTyper & LightCycler  

 Stratagene Mx3000P 

 Stratagene Mx4000 Multiplex Quantitative PCR System 
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บทที่ 5 

ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 

การศึกษาระดับโมเลกุลเรื่องพิษของแอนทราซัยคลินต่อระบบหัวใจ ข้อมูลเกือบทั้งหมดเป็น
การศึกษาในสัตว์ทดลอง ข้อมูลการศึกษาในมนุษย์ยังไม่ชัดเจน  

เนื่องจากโครงการวิจัยนี้เป็นส่วนหนึ่งของโครงการวิจัย Genetic susceptibility of 
cardiotoxicities from  Doxorubicin in breast cancer patients ซึ่งได้มีการทดลองท า 
microarray เพื่อศึกษาการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจและไม่เกิดพิษ
ต่อระบบหัวใจ พบมียีนที่แสดงออกทั้งเพิ่มขึ้นและลดลงในกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจและไม่
เกิดพิษต่อระบบหัวใจผู้วิจัยเลือกศึกษายีนที่มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ของกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ โดยยีนที่มีการเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.001) มี
จ านวน 5 ยีน ยีนที่มีการเพิ่มขึ้นอย่างนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.01)มีจ านวน 55 ยีน ดังนี ้(รายะ
ละเอียดของผลไมโครแอเรย์อยู่ในภาคผนวก) 

 ยีนท่ีมีการแสดงออกเพิม่อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.001) 

ยีนท่ีมีการแสดงออกเพิม่อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (p<0.01) 

รายชื่อยีน CBWD7 
C8ORF58 
FLJ46836 
HS.575465 
LOC644612 

 

ACADVL 
C2ORF47 
C8ORF58 
CBWD7 
CEACAM8 
DAP 
FANCB 
FLJ45513 
FLJ46836 
GPN3 
HBM 
HS.105791 
HS.130048 
HS.132585 
HS.519750 
HS.545780 
HS.575465 
KTELC1 
LNX1 
LOC100132369 
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LOC100133005 
LOC100134773 
LOC342979 
LOC391205 
LOC401351 
LOC401622 
LOC441964 
LOC642237 
LOC644268 
LOC644612 
LOC644841 
LOC645689 
LOC645941 
LOC730994 
MAP1LC3A 
MIR326 
MIR663B 
NR2C2 
PHB 
POLDIP3 
PRR11 
PSMB10 
RBM3 
RFX1 
RNF169 
SELS 
SLC38A5 
STX12 
SYPL1 
SYT11 
TMEM123 
TRRAP 
TSEN15 

 

 ตารางที่ 5 แสดงรายชื่อยีนท่ีมกีารเพิ่มอยา่งมีนยัส าคัญทางสถติิในกลุ่มที่เกิดพษิต่อระบบหวัใจ 

ผู้วิจัยเลือกศึกษายีน ACADVL (Acyl CoA deficiency , very long chain)เนื่องจากโปรตีนของ
ยีนนี้ ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์สลายขั้นแรกของเบต้าออกซิเดชั่นที่ไมโตคอนเดรียของกรดไขมันสาย
ยาวที่มีความยาวสายคาร์บอน 14 ถึง 20 สาย(5) ซึ่งไมโตคอนเดรียเป็นหนึ่งในต าแหน่งของ
กลไกการเกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน 
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โครงสรา้งของยีน ACADVL (46) 

ชื่อเต็ม Acyl CoA dehydrogenase,very long chain[Homo Sapiens] 

ชนิดของยีน เป็นยีนที่สามารถเปลี่ยนโครงสร้างเป็นโปรตีนได้(Protein Coding) มี โปรตีน 3 
รูปแบบ ได้แก่ 

ACADVL 001 ม ี20 exons ความยาว 2,312 basepairs มี amino acid 701 ตัวจาก mRNA 
NM_000018.2 ตรงกับmitochondrial isoform1 precursor 

 

 รูปที่ 8 แสดงโครงสร้างของโปรตนี ACADVL 001 

ACADVL 201 ม ี20 exons ความยาว 2,287 basepairs มี amino acid 655 ตัวจาก mRNA 
NM_001033859.1ตรงกับmitochondrial isoform2 precursor 

 

 รูปที ่9 แสดงโครงสร้างของโปรตนี ACADVL 201 

ACADVL 202 มี 19 exons ความยาว 2,221 basepairs มี amino acid 633 ตัวจาก mRNA 
AK056083.1 ตรงกับ mitochondrial isoform2 precursor 

 

 รูปที ่10 โครงสร้างของโปรตีน ACADVL 202 
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โดยผู้ที่ขาดโปรตีนนี้มีอาการแสดง 3 ชนิด คือ 

1. severe early onset, cardiac and multiorgan failure ส่วนใหญ่มีอาการในช่วงอายุ 1 เดือน
แรกโดยมีอาการโรคหัวใจเด่นเช่น hypertrophic cardiomyopathy, dilated cardiomyopathy, 
pericardial effusion และ arrhythmias การให้การดูแลอย่างใกล้ชิด ปรับอาหารให้เหมาะสม 
อาจท าให้การเรียนรู้ของเด็กเป็นปกติได้ 

2. hepatic or hypoketotic hypoglycemia ส่วนใหญ่เริ่มมีอาการในวัยเด็กตอนต้น โดยมีภาวะ 
hypoketotic hypoglycemia, hepatomegaly โดยไม่มีอาการแสดงทางระบบหัวใจ 

3. later onset episodic myopathic form มักแสดงอาการเป็น rhabdomyolysis เป็นพักๆ, 
กล้ามเนื้อเกร็งกระตุก และ ปวดเมื่อย ไม่ค่อยมีภาวะ hypoglycemia 

Pathophysiology ของ ACADVL กับ mitochondrial fatty acid oxidation 

Fatty acid oxidation spiral เป็นชุดของ 4 ปฏิกิริยาที่เกิดในไมโตคอนเดรียแมทริกซ์ โดยมี
เอนไซม์ 4 ชนิดของ Acyl CoA dehydrogenase ที่มีความแตกต่างกัน แต่มีการคาบเกี่ยวของ
สารต้ังต้น ได้แก่ 

-short chain acyl CoA dehydrogenase (SCAD ) ใช้ C4-C6 fatty acyl-CoAs 

-medium chain acyl CoA dehydrogenase (MCAD) ใช้ C6-C10 fatty acyl-CoAs 

-long chain acylCoA dehydrogenase (LCAD) ใช้ C10-C14 fatty acyl-CoAs 

-very long chain acylCoA dehydrogenase ( VLCAD) ใช้ C14-C20 fatty acyl-CoAs  

SCAD, MCAD และ LCAD เป็นโปรตีนที่เป็น homotetramers ซึ่งอยู่ในไมโตคอนเดรียแมทท
ริกซ์ แต่VLCAD เป็นโปรตีน heterodimer ซึ่งอยู่ที่ผนังชั้นในของไมโตคอนเดรีย โปรตีนทั้ง4 ชนิด
มีกรดอะมิโนเหมือนกัน40% ภายในcatalytic domain, ท้ัง4ชนิดใช้ flavin adenine 
dinucleotide เป็น electron acceptor cofactor 

การใช้พลังงานจากไขมันเป็นจุดที่ส าคัญส าหรับการปรับตัวตามธรรมชาติ เช่น เมื่ออยู่ในครรภ์
มารดา ทารกได้รับพลังงานจากน้ าตาลผ่านทางรก แต่เมื่อคลอดออกมาจะได้รับพลังงานจากนม
แม่ซึ่งมีไขมันเป็นส่วนประกอบถึง 60% ดังนั้นไขมันจึงเป็นพลังงานหลักโดยเฉพาะอย่างยิ่ง
อวัยวะที่ส าคัญคือ หัวใจที่มีการใช้พลังงานจากไขมันเป็นส่วนใหญ่ และอวัยวะอื่นๆ ที่มีการใช้
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ออกซิเจนสูงเช่นไต หรือ กล้ามเนื้อลายเนื่องจากกระบวนการเกิดพิษต่อระบบหัวใจจากแอนทรา
ซัยคลิน เริ่มที่ไมโตคอนเดรียก่อน ดังนั้น ต าแหน่งโปรตีนของยีนนี้ที่อยู่ที่ไมโตคอนเดรีย โปรตีน
อาจจะมีการเปลี่ยนแปลงหลังจากได้รับยาได้ 
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บทที่ 6 

วัสดุและวิธีการ 

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง (Population and Sample) 

 ประชากรเป้าหมาย คือ ผู้ป่วยหญิงไทยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นโรคมะเร็งเต้านม 

ประชากรตัวอย่าง  หมายถึง ผู้ป่วยหญิงไทยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งเต้านมทั้งผู้ป่วยในและ
ผู้ป่วยนอกที่เข้ารับการรักษา ณ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ สภากาชาดไทย ที่รักษาด้วยยาเคมีบ าบัด 
Doxorubicin ร่วมกับ Cyclophosphamide (AC regimen) ต้ังแต่ พ.ศ. 2552 ถึง พ.ศ. 2553 

เกณฑ์ในการคัดเลือกเข้าการศึกษา (Inclusion criteria) 
1. ผู้หญิงอายุ ≥ 18 ปี 
2. ECOG 0 หรือ 1 
3. ได้รับการยืนยันด้วยผลทางพยาธิว่าเป็นมะเร็งเต้านม 
4. มีการท างานของหัวใจอยู่ในเกณฑ์ปกติ (LVEF > 50%) 
5. มีการท างานของไขกระดูกอยู่ในเกณฑ์ปกติ (Hb > 10mg/dl, ANC > 1,500,  platelet 

> 100,000) 
6. มีการท างานของไตอยู่ในเกณฑ์ปกติ ( CCr > 60 ml/min) 
7. ยินยอมเข้าร่วมการศึกษา (Inform consent)   
เกณฑ์ในการคัดเลือกออกจากการศึกษา (Exclusion criteria) 
1. เคยได้รับยา Anthracycline มาก่อน 
2. โรคหัวใจ เช่น หัวใจขาดเลือด, ภาวะหัวใจล้มเหลว,ลิ้นหัวใจผิดปกติที่มีอาการชัดเจน,

หัวใจเต้นผิดจังหวะที่ท าให้เกิดอาการผิดปกติ, มีน้ าในช่องเยื่อหุ้มหัวใจมากจนเกิด
อาการผิดปกติ ,เคยมีภาวะหัวใจขาดเลือดที่มี Q wave, หรือมีความเห็นจากอายุร
แพทย์โรคหัวใจว่ามีภาวะใดภาวะหนึ่งที่ไม่เหมาะสมกับการใช้ยาที่มีผลต่อการท างาน
ของหัวใจ 

3. โรคความดันโลหิตสูงที่ไม่สามารถควบคุมได้ (Diastolic pressure >100 mmHg or 
Systolic pressure > 200 mmHg) 

4. ต้ังครรภ์ 
การค านวณขนาดตัวอย่าง (Sample size) 
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เนื่องจากการศึกษาลักษณะที่ตรวจหาพลาสมาเอ็มRNA ไม่เคยมีการตรวจในมนุษย์มาก่อน 
การศึกษานี้เป็นการศึกษาน าร่อง จึงไม่สามารถค านวณขนาดตัวอย่างได้ จึงวางแผนที่จะ
เก็บขนาดตัวอย่างประมาณ 50 คน โดยเลือกจากจ านวนผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมที่มาตรวจ
รับบริการในหน่วยมะเร็งวิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ในช่วงเวลา 6-8 เดือน 

 
การสังเกตและการวัด(Observation and measurement) 
ตัวแปรการวิจัยและวิธีการ 
1.ระดับไบโอมาร์คเกอร์ ในพลาสมา คือ ปริมาณของ mRNAของยีน ACADVL โดยวัดจากการท า 
real time polymerase chain reaction โดยเลือกตัวอย่างเลือดผู้ป่วยในกลุ่มที่เกิดพิษต่อหัวใจ
จ านวน 3 คน และ กลุ่มไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจจ านวน 3 คน โดยจะน าเลือดของผู้ป่วยทั้ง 6 คน 
ก่อนและหลังให้ยาครั้งแรกท่ี3 สัปดาห์ จ านวน 12 ตัวอย่าง มาศึกษาการแสดงออกของยีนเป็นกลุ่ม
แรกก่อน จากนั้นจึงจะศึกษากลุ่มตัวอย่างอื่นๆต่อไป มีขั้นตอนดังนี้ 
 1.1 การเก็บเลือดผู้ป่วย จากเลือด EDTA tube 2 หลอด น ามาป่ัน centrifugeท่ี 1,600 g 
เป็นเวลา 10 นาที ที่ 16 องศา น าพลาสมา ที่ได้ใส่หลอดใหม่น ามาปั่น centrifugeท่ี 1,600 g เป็น
เวลา 10 นาที ที่ 4 องศา  หลังจากน้ันน าพลาสมาที่ปั่นครั้งที่ 2 มา1.6 ml ผสมกับ trizol solution 2 
ml แล้วผสมให้เข้ากันทันที แล้วเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะท าการสกัดRNA (47) 
 1.2 การสกัด RNA(RNA extraction) น าพลาสมาผสมtrizol (Invitrogen, Carlsbad,CA) ท่ี
เตรียมไว้มาเติม Chloroform 0.4ml ผสมให้เข้ากัน น าไปปั่นท่ี12,000g เป็นเวลา15 นาทีที่ 4 องศา
เซลเซียส น าส่วนบนของที่ปั่นใส่หลอดทดลองใหม่ และเติม 70% ethanol ลงไปในปริมาณที่เท่ากัน 
น าสารที่ผสมใหม่เติมลงใน RNeasy Mini Kit(Qiagen,Hilden,Germany) ส่วนของ RNeasy Mini 
Column และล้างcolumn ตามค าแนะน าของผู้ผลิต แล้วท า on-column DNAse Digestion ด้วย 
RNAse-Free DNAse Set เพื่อละลายแยกRNA ให้เติม RNAse free water ลงในRNeasy column 
และincubate เป็นเวลา 5 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ปั่นcolumn เป็นเวลา 1 นาทีที่ 16,000g และ ท าการ
ละลายแยกRNA อีกครั้งหนึ่งโดยใช้สารที่แยกได้จากครั้งแรก และเก็บRNA ที่สกัดไว้ที่ -80 องศา
เซลเซียส 
 1.3 การเปลี่ยนRNAให้เป็นDNA ท าโดยการใช้เครื่อง Fermentas Revertaid First Strand 
cDNA Synthesis Kit เครื่องมือนี้เป็นเครื่องมือที่มีระบบในการสร้างcDNA จาก mRNA หรือ RNA
ทั้งหมด อย่างสมบูรณ์ มีการใช้เอนไซม์ RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase  เอนไซม์นี้
ท างานที่ 42-50 องศาเซลเซียส สามารถสร้างcDNA ได้ถึง 13 kb และมีrecombinant RiboLock™ 
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RNAse Inhibitor ซึ่งสามารถป้องกันการสลายตัวของRNA ที่อุณหภูมิได้ถึง55องศาเซลเซียส โดย
วิธีการท าดังภาพ 

 
รูปที ่11 แสดงขั้นตอนการเปล่ียนRNAให้เป็นDNAโดยเครื่อง RevertAID 
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ขั้นตอนโดยละเอียดดังนี้ 
1.3.1.เตรียมสิ่งเหล่านี้ลงในหลอดทดลอง sterile, nuclease free 
 Template RNA (total RNA)      0.1 ng-5 µg 
 Primer Oligo(dT)18 primer      1 µL 
 Water, nuclease-free to      12 µL 
 รวมปริมาตรทั้งหมด 12 µL 
1.3.2 เตรียมส่วนประกอบเหล่านี้ตามลงไป  
 5X Reaction Buffer      4 µL 
 RiboLock™ RNase Inhibitor(20 U/ µL)    1 µL 
 10 nM dNTP Mix      2 µL 
 RevertAid™M-MuLV Reverse Transcriptase (200 U/ µL) 1 µL 
 รวมปริมาตรทั้งหมด      20 µL 
ผสมให้เข้ากันและน าไปป่ัน 
ส าหรับ oligo(dT)18 หรือ gene specified primer cDNA synthesis, เก็บท่ีอุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส 60 นาที 
ส าหรับ random Heaxamer primed synthesis อบที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5นาที 
แล้วตามด้วยการอบที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 60 นาท ี
และจบปฏิกิริยาด้วยการเพิ่มอุณหภูมิเป็น 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 
 1.4 Real time Polymerase Chain reaction (Real time PCR) ใช้เครื่อง 7500 Fast Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) โดยใช้  
ส่วนประกอบของปฏิกิริยาReal time PCR 
cDNA จาก reverse transcription 0.5 ng/mL 
50mM MgCl2 final concentration  1.5 mM 
10 mM dNTP     0.2mM 
10X buffer     1X 
Taq polymerase   1 unit (0.2 microL) 
Evagreen (Dye)   0.8 µL 
10 microMprimer Forward   
10 microMprimer reverse 
โดยprimer ของยีน GAPDH (ใช้เป็น internal control of RNA) มีดังนี้ 
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primer GAPDH Forward : from 5’->3’ : CCG-CAT-CTT-CTT-TTG-CGT-CG 
primer GAPDH Reverse : from 5’->3’ : GCC-CAA-TAC-GAC-CAA-ATC-CGT 
โดยเลือกprimer ของยีน ACADVL 2 primer โดย มีโครงสร้างดังนี้ 
primer ACADVL1 Forward: from 5’-> 3’: TCT-GGA-CAA-GTC-AGA-TTC-CCA-CC 
primer ACADVL1 Reverse: from 5’->3’ : GCC-TTT-GAA-CAT-TCC-CAC-AG 
primer ACADVL2 Forward : from 5’->3” : ACA-CAA-GAA-GGG-GAT-TGT-C 
primer ACADVL 2 Reverse : from 5’->3” : CCC-TCA-CTC-AGG-GAT-CTT 
( primer สร้างจากโปรแกรม primer3 โดยเลือก exon ของยีน ACADVLที่ล าดับเบสตรงกับprobe 
ใน microarray  โดย  

primer ACDVL1 มาจาก probe ท่ี1 ตรงกับ exon 3 ของยีนเอซีเอดีวีแอล 

primer ACADVL2 มาจาก probe ท่ี3 ตรงกับ exon 18 ของยีนเอซีเอดีวีแอล  

แล้วน าไปเข้าโปรแกรม primer 3 แล้วตรวจสอบด้วยการblast จาก www.pubmed.com เพื่อยืนยัน
ความจ าเพาะของ primer ของยีน ACADVL) 

สภาวะของตัวก าหนดรอบอุณหภูมิในReal time PCR (condition of RT PCR thermocycler): 

Denaturation ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที 
Cycling: 1) denaturation เป็นการท าลายพันธะระหว่างนิวคลีโอไทด์ ท าให้สายDNA แยกเป็นสอง
สายเด่ียว ในปฏิกิริยาจะมี primer, dNTPs, PCR buffer และ taq polymerase โดยก าหนดท าท่ี
อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที 
 2) annealing ใหo้ligonucleotide primer เข้าไป anneal กับ cDNA โดยก าหนดท าท่ี
อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที 
 3) extension เอนไซม์ polymerase ท างานโดยน าเบสต่างๆมาต่อด้าน3’ ของ primer  เพื่อ
สร้างสายDNA เส้นใหม่จาก 5’->3’ โดยก าหนดท าที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 วินาที 
ปฏิกิริยาข้อ 1-3 จะเกิดซ้ ากัน 60 รอบ 
จะได้ข้อมูลของ standard curve  เพื่อน ามาค านวณปริมาณ RNAse P gene และ จะถูกวิเคราะห์
ด้วย software จาก 7500 software 
2.การตรวจการท างานของหัวใจด้วยคลื่นเสียง (Echocardiogram) ตรวจในผู้ป่วยท่ีเข้าร่วม
การศึกษาทุกราย โดยตรวจครั้งที่ 1 คือ ก่อนเริ่มยาแอนทราซัยคลิน และ ครั้งที่ 2 คือ หลังจากได้ยา
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ครั้งที่ 4 ภายใน 3 สัปดาห์ ก่อน ที่จะเริ่มการรักษาอ่ืนๆต่อไป ตรวจโดยอายุรแพทย์โรคหัวใจและ
หลอดเลือดเพียงท่านเดียวตลอดการศึกษา ใช้เครื่องอัลตราซาวน์หัวใจยี่ห้อ จีอี (GE) รุ่น Vivid-7 ใช้ 
M-modeในการวัดค่า parameter ต่างๆ  
 การตรวจวัดการบีบตัวของหัวใจห้องล่างซ้าย (Left ventricular ejection fraction, LVEF) 
วัดโดย Teicholtz, long axis view 
 การตรวจความสามารถในการบีบตัวของหัวใจห้องล่าง Fraction shortening ค านวณจาก
ค่า Left ventricular end diastolic dimension (LVEDD) Left ventricular end systolic 
dimension โดยมีสูตรค านวณดังนี้ 

 Fraction shortening = LVEDD- LVESD    100 % 
    LVEDD 
นิยามผลข้างเคียงต่อระบบหัวใจตาม NCI-CTC Version 2.0 

- Grade I คือ ไม่มีอาการภาวะหัวใจวาย และ LVEF ลดลงสุทธิมากกว่าหรือ
เท่ากับ 10% แต่ลดลงไม่มากกว่า 20% จากค่าพื้นฐาน หรือ FS น้อยกว่า 30% 
แต่มากกว่า 24% 

- Grade II คือ ไม่มีอาการภาวะหัวใจวาย และLVEF ลดลงมากกว่า 20% จาก
ค่าพื้นฐาน หรือ FS น้อยกว่า 24% 

- Grade III คือ มีอาการภาวะหัวใจวายระหว่างการรักษา 
- Grade IV คือ มีภาวะหัวใจวายรุนแรง หรือ จ าเป็นต้องใส่ท่อช่วยหายใจ หรือ 

ควบคุมอาการหัวใจวายไม่ได้ 
- Grade V คือ เสียชีวิต 

3.การประเมินผลข้างเคียงต่อระบบหัวใจและอาการภาวะหัวใจวายในระหว่างการรักษาท าโดย             
อายุรแพทย์มะเร็งวิทยาของหน่วยมะเร็งวิทยา ภาควิชาอายุรศาสตร์ โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ จะท า
การประเมินทุก 3 สัปดาห์ก่อนให้ยาเคมีแต่ละรอบและท าการจดบันทึกในเวชระเบียน และถ้ามา
ตรวจก่อนวันนัด ณ แผนกผู้ป่วยนอกหรือห้องฉุกเฉินหรือต้องรับเข้าไว้เป็นผู้ป่วยในด้วยอาการของ
ภาวะหัวใจวาย หรือไปตรวจรักษาที่โรงพยาบาลอื่นและได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นหัวใจวาย จะ
ก าหนดให้เป็นผลบวกว่ามีภาวะหัวใจวายระหว่างการรักษาด้วยยาแอนทราซัยคลิน 
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การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

 เก็บข้อมูลแบบไปข้างหน้าลงในแบบบันทึกข้อมูล (Case record form) โดยกลุ่มตัวอย่าง
เมื่อเริ่มเข้าร่วมในการศึกษา จะได้รับการซักประวัติ ตรวจร่างกาย ตรวจทางห้องปฏิบัติการเบื้องต้น
เพื่อประเมินการท างานไขกระดูก และ ตรวจการท างานของไต และ การถ่ายภาพรังสีของทรวงอก
และ การตรวจคลื่นไฟฟ้าหัวใจก่อนเริ่มการศึกษา หลังจากนั้นบันทึกลงในคอมพิวเตอร์โดยใช้
โปรแกรมทางสถิติ Statistical Package for Social Sciences for windows version 16.0 
การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 
 Primary endpoint คือ ความแตกต่างของplasma mRNA ก่อนและหลังให้ยาDoxorubicin
ในกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ และ กลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ  
 ค านวณทางสถิติ ด้วยโปรแกรม Statistical Package for Social Sciences for windows 
version 16.0 ข้อมูลเชิงคุณภาพ คือ ลักษณะพื้นฐานของกลุ่มตัวอย่าง สรุปเป็นความถี่ ร้อยละและ
ค่าเฉลี่ย ข้อมูลเชิงปริมาณ เช่น ผลplasma mRNA ที่เปรียบเทียบกันภายในกลุ่ม วิเคราะห์ด้วย 
dependent t-test ข้อมูลเชิงปริมาณระหว่างกลุ่ม วิเคราะห์ด้วย independent t test   
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บทที่ 7 
ผลการวิเคราะห์ข้อมลู 

  
เริ่มเก็บข้อมูลต้ังแต่เดือนมิถุนายน2552 จนถึง ธันวาคม 2553 มีผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่เข้ารับ

การรักษาในรพ.จุฬาลงกรณ์ด้วยสูตรยาDoxorubicinและCyclophosphamideและเข้าร่วม
การศึกษาภาวะพิษต่อหัวใจจากยาแอนทราซัยคลิน 89 คน โดยมีผู้ป่วยที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ
ทั้งสิ้น 23 คน คิดเป็นอุบัติการณ์เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 25.84%    

ในการศึกษาเรื่องระดับ mRNA ของยีน ACADVL ในเลือดผู้ป่วย จะเลือกผู้ป่วยท่ีมีเลือด
ครบท้ัง 4 ครั้ง ซึ่งมีจ านวน 51 คน โดยมีผู้ป่วยที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจจ านวน 14 คน แบ่งเป็นระดับ1 
จ านวน 9 คน ระดับ2 จ านวน 5 คน ดังตารางที่ 7.1 

ตารางที่ 6 แสดงจ านวนผู้ป่วยทีเ่กิดพิษต่อระบบหัวใจ 

 จ านวนผู้ป่วย(คน) เปอร์เซ็นต์ (%) 
ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 37 72.55% 
เกิดพิษต่อระบบหัวใจระดับที่ 1 9 17.64% 
เกิดพิษต่อระบบหัวใจระดับที่2 5 9.80% 
รวม 51 100% 
 

กลุ่มตัวอย่างที่เลือกมาศึกษามีลักษณะทางคลินิกพื้นฐานไม่แตกต่างกันทั้งสองกลุ่ม 
ค่าเฉลี่ยอายุสองกลุ่มใกล้เคียงกัน (50.59 ปี และ 50.53 ปี) ปัจจัยพื้นฐานอื่นๆไม่แตกต่างกันตาม
ตารางที่ 6.2  

 ความแตกต่างระหว่าง LVEF ก่อนรักษาของกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจเทียบกับกลุ่มที่ไม่
เกิดพิษต่อระบบหัวใจ เมื่อค านวณด้วย independent sample t-test พบว่ามีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ คือ 6.319 (95%CI 1.652-10.98; p=0.009) 

ความแตกต่างของ LVEF หลังการรักษาระหว่างกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจและไม่เกิดพิษ
ต่อระบบหัวใจมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยค่าเฉลี่ยความแตกต่างคือ -
8.99(95%CI -12.9865ถึง -4.995; p=0.000)  

กลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจค่าเฉลี่ยความแตกต่างของ LVEF หลังรักษากับก่อนรักษา
เท่ากับ 1.595 (95%CI -3.93, 0.774; p=0.181) 
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กลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ ค่าเฉลี่ยความแตกต่างของ LVEF หลังรักษากับก่อนรักษา
เท่ากับ -13.74 (95%CI-15.79, -11.63; p= 0.000) 

ความแตกต่างของปริมาณยาDoxorubicin สะสมของกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจและกลุ่ม
ที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ ไม่พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ คือ -4.169(95%CI -
11.985, 3.648; p= 0.289) 
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ตารางที่ 7แสดงลักษณะพื้นฐานของตวัอย่างทั้งสองกลุ่ม 

  normal ( N=37) cardiotoxic group(N=14) 

Mean age (year) 50.59 50.93 

Median age (year) 50 50 

Range of age(year) 31-69 27-72 

Age group (n(%))     

less than 30 year  0(0%) 1(7.1%) 

31-40 year 4(10.8%) 2(14.3%) 

41-50 year 14(37.8%) 4(28.6%) 

51-60 year 12(32.4%) 3(21.4%) 

61-70 year 7(18.9%) 3(21.4%) 

more than70 year 0(0%) 1(7.1%) 

Reproductive status     

childbearing status without contraception 18(48.6%) 7(50%) 

surgical sterilization 5(13.5%) 0(0%) 

postmenopausal status 14(37.8%) 7(50%) 

Smoking history     

never 37(100%) 13(92.9%) 

less than 10 pack year 0(0%) 1( 7.1%) 

Comorbidity     

no comorbidity 26(70.3%) 11(78.6%) 

diabetes mellitus 1(2.7%) 0(0%) 

hypertension 4(10.8%) 2(14.3%) 

DiabetesMellitus&Hypertension 1(2.7%) 0(0%) 

other 5(13.5%) 1(7.1%) 

ECOG performance status     

0 15(40.5%) 5(35.7%) 

1 22(59.5%) 9(64.3%) 

EKG     

normal 37(100%) 13(92.8%) 

abnormal 0(0%) 1(7.1%) 

Chest X-ray     

normal 35(94.5%) 14(100%) 

abnormal lung lesion 2(5.40%) 0(0%) 
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ตารางที่ 8 แสดงลักษณะมะเรง็เต้านมของตวัอยา่งทั้งสองกลุ่ม 

  normal ( N=37) cardiotoxic group(N=14) 

Histology     

well differentiated invasive ductal carcinoma 1(2.7%) 3(21.4%) 

moderate differentiated invasive ductal carcinoma 9(24.3%) 1(7.1%) 

poorly differentiated invasive ductal carcinoma 14(37.8%) 8(57.1%) 

invasive ductal carcinoma 12(32.4%) 2(14.3%) 

Other 1(2.7%) 0(0%) 

Estrogen receptor     

Negative 11(29.7%) 7(50%) 

positive ( less than 50%) 10(2) 2(14.3%) 

highly responsive ( more than 50%) 16(43.2%) 5(35.7%) 

Progesterone receptor     

positive  20(54.1%) 5(35.7%) 

Negative 17(45.9%) 9(64.3%) 

Her2 status by IHC     

0 12(33.3%) 2(14.3%) 

1+ 7(19.4%) 1(7.1%) 

2+ 5(13.9%) 5(35.7%) 

3+ 12(33.3%) 6(42.9%) 

Her2status by FISH 4(100%) 4(100%) 

Positive 3(75%) 2(50%) 

Negative 1(25%) 2(50%) 

Side of breast cancer     

right side 17(45.9%) 5(35.7%) 

left side 19(51.4%) 8(57.1%) 

bilateral side 1(2.7%) 1(7.1%) 

Surgery of primary lesion     

not done 10(27%) 2(14.3%) 

modified radical mastectomy 14(37.8%) 7(50%) 

wide excision 10(27%) 5(35.7%) 

skin sparing mastectomy 3(8.1%) 0(0%) 

Aims of treatment     

adjuvant therapy 27(73%) 12(85.7%) 

neoadjuvant therapy 8 (21.6%) 2(14.3%) 

Palliative 2(5.4%) 0(0%) 
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ตารางที่ 8 แสดงลักษณะมะเรง็เต้านมของตวัอยา่งทั้งสองกลุ่ม(ตอ่) 

  normal ( N=37) cardiotoxic group(N=14) 

T stage     

T1 7(18.9%) 4(28.6%) 

T2 21(56.8%) 8(57.1%) 

T3 5(13.5%) 1(7.1%) 

T4 4(10.8%) 1(7.1%) 

N stage     

N0 22(61.1%) 6(42.9%) 

N1 9(25.0%) 3(21.4%) 

N2 3(8.3%) 4(28.6%) 

N3 2(5.6%) 1(7.1%) 

M stage     

M0 34(91.9%) 14(100%) 

M1 3(8.1%) 0(0%) 

Staging     

I 4(10.8%) 2(14.3%) 

IIA 15(40.5%) 5(35.7%) 

IIB 10(27%) 2(14.3%) 

IIIA 4(10.8%) 3(21.4%) 

IIIB 2(5.4%) 1(7.1%) 

IIIC 0(0%) 1(7.1%) 

IV 2(5.4%) 0(0%) 
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ตารางที่ 9 แสดงลักษณะผลการตรวจหวัใจของ ตวัอยา่ง ทั้งสองกลุ่ม 

  normal ( N=37) cardiotoxic group(N=14) P value 

LVEF before treatment (%)     0.009 

mean 67.32% 73.64%  

median 66% 71.50%  

range 55-85% 63-85%  

LVEF post treatment (%)     < 0.001 

mean 68.92% 59.93%  

median 68% 60%  

range 53-83% 50-67%  

cumulative dose of Doxorubicin (mg/m2)     0.289 

mean 227.21 231.38  

Standard deviation 13.65 7.9  

AbsoluteLVEF change (%)     < 0.001 

mean 1.59 -13.71  

Standard deviation 7.1 3.6  

%FS after Doxorubicin     0.023 

mean 38.97 32.68  

Standard deviation 6 10.67  

 

เนื่องจากเลือกตัวอย่างมาทั้งหมด 6 ตัวอย่าง คือกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 3 คน และกลุ่มที่ไม่
เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 3 คน จึงแสดงลักษณะพื้นฐานที่ส าคัญของกลุ่มตัวอย่างที่เลือกมาดังตาราง 

ตารางที่ 10แสดงลักษณะพื้นฐานของกลุ่มตวัอยา่งทีเ่ลือกมาท าRT-PCR 

  normal group( N=3) cardiotoxic group (N=3)   
age     p=0.244 
mean 47.67 57.33   
median 51 53   
SD 5.774 10.214   
comorbidity       
none 0 0   
HT 1 1   

staging       
I 1 0   
IIA 1 0   
IIB 0 2   
IIIA 1 1   
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ตารางที่ 10แสดงลักษณะพื้นฐานของกลุ่มตวัอยา่งทีเ่ลือกมาท าRT-PCR (ต่อ) 

  normal group( N=3) cardiotoxic group (N=3) p value 

aims of treatment       
adjuvant 3 3   
Absolute LVEF change       
mean 2.67 -18.67 p=0.003 
SD 1.528 3.512   
time to lab date (months)       
mean 8.67 8 p=0.493 
SD 1.155 1   

 

Real time PCR 

ตารางที ่11 แสดงปริมาณ cDNA ที่วัดได้จากการท า Real time PCR 

label GAPDH ACADVL1 ACADVL2 
A precase1 336239 ไม่สามารถวัดได้ 668 
B postcase1 249289 ไม่สามารถวัดได้ ไม่สามารถวัดได้ 
C precase2 203096 ไม่สามารถวัดได้ ไม่สามารถวัดได้ 
D postcase2 608956 ไม่สามารถวัดได้ ไม่สามารถวัดได้ 
E precase3 486110 ไม่สามารถวัดได้ ไม่สามารถวัดได้ 
F postcase3 318303 9443 9.12 

G precontrol1 245170 121 ไม่สามารถวัดได้ 
Hpostcontrol1 256022 ไม่สามารถวัดได้ 0.32 
I precontrol2 107749 ไม่สามารถวัดได้ ไม่สามารถวัดได้ 
J postcontrol2 17524 50 ไม่สามารถวัดได้ 
K precontrol3 443587 4088 ไม่สามารถวัดได้ 
L postcontrol3 448634 8822 30 

 

จากตาราง 11 เมื่อพิจารณา primer ACADVL1 พบว่า 

กลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 

ก่อนให้ยาไม่พบมี cDNA ของยีน ACADVL1 เลย (A,C,E)  

หลังให้ยา มี1 ตัวอย่างที่มี cDNA ของยีน ACADVL1 ออกมา คือ ตัวอย่างที่ F ส่วนอีก 2 
ตัวอย่างคือ B และ D ไม่พบมี cDNA ของยีน ACADVL1 ออกมา 
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ส่วนกลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 

ก่อนให้ยา (G, I, K) มีเพียง 2 ตัวอย่างที่มียีนACADVL1 ออกมา คือ sample Gและ K แต่
sample I ไม่พบมียีน ACADVL1  

หลังให้ยา มี 2 ตัวอย่าง ที่มียีน ACADVL1 ออกมา แต่ 1 ตัวอย่างไม่พบมียีน ACADVL1 
ออกมา 

พิจารณา primer ACADVL2 พบว่า 

กลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 

ก่อนให้ยา มีเพียง1ตัวอย่างคือ A ที่มี cDNA ของยีน ACADVL2 ออกมา  

หลังให้ยา มี 1 ตัวอย่าง คือ F ที่มี cDNA ของยีน ACADVL2 ออกมา 

ส่วนกลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 

ก่อนให้ยา (G, I, K) ไม่พบมี cDNA ของยีนACADVL2 ออกมา 

หลังให้ยา มี 2 ตัวอย่างที่มียีน ACADVL2 ออกมา 

ตารางที ่12 แสดงปริมาณ cDNA ที่วัดได้เมื่อ normalized ด้วย GAPDH 

label ACADVL1 ACADVL2 
A precase1 0 0.00198668 
B postcase1 0 0 
C precase2 0 0 

D postcase2 0 0 
E precase3 0 0 
F postcase3 0.029667 0 
G precontrol1 0.000494 0 

Hpostcontrol1 0 0 
I precontrol2 0 0 
J postcontrol2 0.002853 0 
K precontrol3 0.009216 0 
L postcontrol3 0.019664 0 

พิจารณา ACADVL1 เมื่อเทียบกับ GAPDH แต่ละ sample ปริมาณ cDNA  

กลุ่มเกิดพิษต่อระบบหัวใจ 
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 A,C, E ไม่สามารถวัดได้ 

 B, D, F มีเพียง 1 ตัวอย่างที่วัดได้ คือ F คือ 0.029 ที่เหลือไม่สามารถวัดได้ 

กลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 

 G, I, K ม ี2 ตัวอย่างที่วัดได้ คือ G 0.000494 และ K 0.009216 ส่วน I ไม่สามารถวัดได้ 

 H, J, L  ม ี2 ตัวอย่างที่วัดได้ คือH และ L 0.002853 และ 0.019664 ตามล าดับ ส่วน J ไม่
สามารถวัดได้ 
พิจารณา ACADVL2 เมื่อเทียบกับ GAPDH แต่ละ sample ปริมาณcDNA เป็นตามตาราง 6.4 

กลุ่มเกิดพิษต่อระบบหัวใจ 

 A, C, E มีตัวอย่าง A อย่างเดียวที่วัดได้0.00198668 ส่วนตัวอย่าง C และ E ไม่สามารถวัด
ได้ 

 B, D, F ไม่สามารถวัดได้ 
กลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 

 G, I, K ไม่สามารถวัดได้ 
 H, J, L ไม่สามารถวัดได้ 
 
ตารางที่ 13 แสดงการเปล่ียนแปลงจ านวนเทา่ของปริมาณcDNAหลังให้ยาเทียบกับก่อนใหย้า  

 
ACADVL1 ACADVL2 

case1 0 0 
case2 0 0 
case3 0 0 

control1 0 0 
control2 0 0 
control3 2.133746 0 

 

จากตารางที่ 13 พิจารณา ACADVL1 พบมีเพียง 1 ตัวอย่างที่มีปริมาณการเปลี่ยนแปลง cDNAหลัง
ให้ยาเทียบกับก่อนให้ยาต่างกัน 2.133 เท่า ซึ่งเป็นสมาชิกในกลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 

ส่วนกลุ่มที่เกิดพิษต่อหัวใจ ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของปริมาณ cDNA หลังให้ยาเทียบกับก่อนให้ยา 
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 เนื่องจากการท า Real time PCR ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวัดปริมาณ cDNA ไม่
สามารถวัดปริมาณ cDNA ของยีน ACADVL ทั้งในกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมจ านวน 5 ใน 6 
ตัวอย่างได้ ผู้วิจัยจึงท าการตรวจสอบสัญญาณที่เกิดขึ้นด้วย อิเลกโตรโฟเรซิส (gel 
electrophoresis) เพิ่มเติมได้ผลดังภาพ 

 

 

 

 

 

รูปที1่2 แสดงผลการท าอิเลกโตรโฟเรซิสของการท าพีซีอาร์ 

จากภาพจะเห็นว่าเลนที่ F, G, J, K และ L ม ีcDNAเกิดขึ้นจริง แต่เลนอ่ืนๆ ซึ่งไม่สามารถวัดcDNA
จากReal time PCRได้นั้น เมื่อมาท า อิเลกโตรโฟเรซิส (gel electrophoresis) ไม่พบมีcDNAเกิดขึ้น
จริง 

ผู้วิจัยจึงตัดสินใจที่จะยุติท าการทดลองน้ีต่อในตัวอย่างที่เลือกมา50 คน เนื่องจากไม่สามารถวัด
ปริมาณของ cDNA ของยีน ACADVL ได้ แต่วางแผนที่จะปรับปรุงหลักการบางชนิดของการวิจัยเพื่อ
ศึกษาต่อในโครงการวิจัยเรื่อง Genetic susceptibility of Cardiotoxicity from Doxorubicin in 
breast cancer patientsต่อไป 

 
 
 

  

1  A  B C  D  E  F   G  H  I   J  K  L 
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บทที่ 8 

อภิปรายผลการวิจยั 

 การใช้ยาแอนทราซัยคลินมีข้อจ ากัดที่ส าคัญคือ ปริมาณยาสะสมที่เป็นเกิดพิษต่อระบบ
หัวใจ ปัจจุบันยังไม่มีวิธีรักษาพิษที่เกิดต่อระบบหัวใจ การหาไบโอมาร์คเกอร์ (biomarker) ที่แสดง
ถึงพิษต่อระบบหัวใจในระยะที่ไม่มีอาการ เป็นเพียงวิธีที่เลือกผู้ป่วยท่ีเฝ้าระวังภาวะหัวใจล้มเหลว
ระยะยาว ปัจจุบันการตรวจหาbiomarker ยังไม่มีมาตรฐานแน่ชัด  มีการประยุกต์ใช้ไบโอมาร์คเกอร์
จากโรคหัวใจต่างๆ เช่น troponin T และ troponin I, NT-ProBNP เป็นเพียงไบโอมาร์คเกอร์ที่มีความ
เป็นไปได้แต่ผลการศึกษายังขัดแย้งกันในหลายๆการศึกษาก่อนหน้านี้ 

 โดยการเก็บข้อมูลต้ังแต่เดือนมิถุนายน2552 จนถึง ธันวาคม2553 พบมีอุบัติการณ์ของการ
ลดลงของ LVEF ระดับที่ 1 และ 2 ตาม NCI CTC Version 2.0 เท่ากับ 25.84% เทียบกับข้อมูลใน
รพ.จุฬาลงกรณ์ก่อนหน้านี้เท่ากับ 21% ถือว่าใกล้เคียงกัน   

 การศึกษานี้ที่ศึกษาหาระดับ mRNA ของยีนในพลาสมา โดยเลือกยีนที่มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับ
กลไกการเกิดพิษต่อระบบหัวใจ โดยเลือกยีนACADVL จากฐานข้อมูลไมโครแอเรย์ ของโครงการวิจัย 
Genetic susceptibility of cardiotoxicities from Doxorubicin in breast cancer patients ที่มีการ
เพิ่มขึ้นของสัญญาณหลังได้รับยาDoxorubicinอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ(p<0.01)   เนื่องจากมี
ผลิตภัณฑ์ของยีนนี้ จะอยู่ที่ไมโตคอนเดรียชั้นใน ซึ่งเป็นต าแหน่งแรกของกระบวนการเกิดการ
สลายตัวของกรดไขมันของกล้ามเนื้อหัวใจ (mitochondrial fatty acid Beta oxidation) การลดลง
ของโปรตีนนี้สัมพันธ์กับการลดลงของการสลายตัวของกรดไขมันในเซลล์กล้ามเนื้อหัวใจ และ 
สัมพันธ์กับการท างานของหัวใจที่ลดลง (cardiomyopathy) เมื่อมีการบาดเจ็บของเซลล์กล้ามเนื้อ
หัวใจ น่าจะมีการเปลี่ยนแปลงของยีนนี้แสดงออกมาในพลาสมาเช่นกัน 

 จากข้อมูลพื้นฐานของกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจและไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ ไม่พบมี
ความแตกต่างอย่างชัดเจนในทุกๆข้อ รวมถึงการรักษาที่ได้รับ โดยปริมาณยาสะสมของทั้งสองกลุ่ม
ใกล้เคียงกัน 

 จาก Real time PCR ปริมาณ cDNA ที่วัดได้ก่อนให้ยาในกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจไม่
สามารถวัดได้ แต่ปริมาณ cDNA ก่อนให้ยาของกลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจวัดได้ ถึง 2 ใน3 
ตัวอย่าง อาจมีความเป็นไปได้ที่ยีน ACADVL อาจจะเป็นยีนที่สามารถบอกโอกาสการเกิดพิษต่อ
ระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินในลักษณะที่เป็นpredictive marker ก่อนเริ่มการรักษาได้ 
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ในขณะที่ fold change ของกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจไม่สามารถวัดได้ แต่ fold change
กลุ่มปกติสามารถวัดได้ 1 ตัวอย่างจาก 3 ตัวอย่าง 

 เนื่องจากการวิจัยนี้เป็นการตรวจหาปริมาณ mRNA จากพลาสมาในการวิจัยนี้เลือกวิธีการ
สกัด mRNA จากเลือดด้วยไทร์ซอล (trizol) จาก (47)ซึ่งเป็นวิธีการนี้เก็บตัวอย่างเลือดที่รวมกับtrizol
ไว้ที-่80 องศาเซลเซียสเป็นวิธีป้องกันการสลายของmRNAในพลาสมาได้ดี และวิธีการสกัด mRNA 
ในพลาสมาวิธีนี้เคยได้มีการปฏิบัติมาแล้วในการศึกษาที่เกี่ยวข้องกับผู้ป่วยมะเร็ง (48) ซึ่งสามารถ
ตรวจวัดRNAในพลาสมาได้ด้วยReal time PCRจริง ในการวิจัยนี้ปฏิบัติตามขั้นตอนของวิธีสกัด
RNAอย่างเคร่งครัด จึงคิดว่าวิธีนี้น่าจะมีRNAในพลาสมาจริง 

ตัวอย่างงานวิจัยที่เกี่ยวกับโรคมะเร็งโดยการศึกษาหาRNAที่เกี่ยวข้องกับโรคมะเร็งที่ใช้วิธีนี้ 
ตัวอย่างแรกคือ การหาRNAของอีบีวีไวรัสในพลาสมาของผู้ป่วยมะเร็งหลังโพรงจมูก โดยใช้วิธีการ
สกัดRNAจากพลาสมาที่ผสมกับไทร์ซอลแล้วท ารีเวอรส์ทรานสคริปเทสท์(reverse transcriptase 
PCR) ซึ่งพบว่ามี RNA ของอีบีวีไวรัสในพลาสมาของผู้ป่วยมะเร็งหลังโพรงจมูก 23 คน จาก 26 คน 
ซึ่งเมื่อท าในกลุ่มควบคุมที่ไม่มีเอนไซม์ รีเวอรส์ทรานสคริปเทสท์ ก็ไม่พบว่ามีRNAออกมา จึงเป็นการ
ยืนยันว่า RNA ที่ตรวจพบมาจากในพลาสมาผู้ป่วยจริง การศึกษานี้เป็นการศึกษาแรกที่แสดงว่า มี 
RNA ที่เกี่ยวข้องกับมะเร็งอยู่ในพลาสมาจริงและ สามารถตรวจวัดได้ (48) 

การศึกษาที่สองที่มีการใช้วิธีนี้ คือ การศึกษาหาmRNA human tyrosinase ในซีรัมผู้ป่วย
โรคมะเร็งเม็ดสีของผิวหนังระยะแพร่กระจาย(metastatic malignant melanoma) 6 คน และคน
ปกติ 20 คน โดยใช้วิธีสกัดRNAจากซีรัมชื่อ Perfect RNA; ชื่อชุดการสกัดRNA โดยซีรัมเก็บท่ี -80 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ปี ก่อนน ามาทดลองท า PCR  พบว่ามี mRNA ของ human tyrosinase 
ในซีรัมผู้ป่วยมะเร็งผิวหนัง 6 คน และไม่พบมี mRNA ของ human tyrosinase ในกลุ่มประชากร
ปกติเลย (49) 

จากทั้งสองตัวอย่างแสดงให้เห็นว่ามี RNA ของยีนที่เกี่ยวข้องกับมะเร็งในเลือดของผู้ป่วย
มะเร็งจริงที่สามารถวัดได้ด้วยการสกัดRNAและท าอาร์ทีพีซีอาร์ 

มีการศึกษาต่อมาที่ท าในผู้ป่วยมะเร็งและคนปกติ ที่พบว่าRNAจะคงอยู่ได้ในรูปท่ีโมเลกุล
เล็ก (particle associated)ทั้งในคนปกติและผู้ป่วยมะเร็ง (50) ท าให้ข้อสงสัยเกี่ยวกับการไม่คงอยู่
RNA (RNA lability) หมดไป และการเก็บตัวอย่างพลาสมาที่ -80 องศาเซลเซียสน่าจะเพียงพอใน
การลดการสลายตัวของRNA (47) 
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ในงานวิจัยนี้ นักวิทยาศาสตร์ได้ปฏิบัติตามกฏข้อบังคับของการสกัดRNA, การเปลี่ยนRNA
เป็นDNA อย่างเคร่งครัด หลีกเลี่ยงการปนเป้ือนทุกวิธี ดังนั้นขั้นตอนการสกัดRNA, การเปลี่ยนRNA
ให้เป็นDNAและการท าReal time PCR ถูกต้องจริง  

ในการวิจัยนี้ใช้ตัวควบคุมภายใน (Internal control) เป็นยีน GAPDH เป็นยีนที่พบได้ใน
เนื้อเยื่อปกติ (house keeping gene) ซึ่งตัวควบคุมภายในสามารถวัดปริมาณออกมาได้จาก RT-
PCR จริง ท าให้ยืนยันว่าในพลาสมามียีน GAPDH ออกมาจริง  

การเลือกใช้สารสี (Dyed based) เป็นตัวจับDNA ไม่มีผลในกรณีที่ผลอ่านไม่สามารถวัดได้ 
เนื่องจากการใช้สารสีอาจเกิดผลบวกลวงจากการท่ี primer จับเข้าคู่กันเองได้ 

ทั้งนี้ได้มีการยืนยันผลอาร์ทีพีซีอาร์ด้วยการท าอิเลกโตรโฟเรซิส ที่ให้ผลสอดคล้องกับอาร์ที
พีซีอาร์จริง ที่ไม่มีการแสดงออกของ cDNA ในตัวอย่างเกือบทั้งหมด แสดงว่าผลการทดลองไม่มีการ
ปนเป้ือน 

จากการทดลองในหนูทดลองก่อนหน้านี้หายีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดพิษต่อระบบหัวใจในหนู
ทดลอง ที่ได้รับยาDoxorubicinทั้งแบบที่เกิดพิษเฉียบพลัน (ได้รับยาเพียงครั้งเดียว) และแบบท่ีเกิด
พิษสะสมซึ่งใกล้เคียงกับการได้รับยาDoxorubicinในมนุษย์  หลังจากนั้นจะมีการการุณฆาต
(euthanized) หนูทดลองทั้งกลุ่มควบคุม (ได้ฉีดน้ าเกลือนอร์มัล) และกลุ่มทดลอง (ทั้งกลุ่ม
เฉียบพลันและสะสม)ท่ี 1วัน,1 สัปดาห์, 3 สัปดาห์, 6 สัปดาห์, 12สัปดาห์, 18สัปดาห์ ตามล าดับ 
โดยมีการประเมินการท างานหัวใจก่อนท าการุณฆาตทุกราย เพื่อประเมินการบีบตัวของหัวใจห้อง
ล่างซ้าย หลังจากท าการุณฆาต จึงท าการสกัด RNA จากหัวใจหนู โดยใช้TRIzol  RNAทั้งหมดน าไป
ตรวจวัดด้วยวิธีไมโครแอเรย์และยืนยันผล ไมโครแอเรย์ด้วยReal time PCR โดย RNA ถูก
เปลี่ยนเป็นคอมพลีเมนทารี DNA ก่อนที่จะท าการตรวจทั้งสองวิธี โดย real time PCR จะมีตัว
ควบคุมภายในคือ cyclophilin A  

ผู้ทดลองแบ่งประเภทยีนออกเป็น 5 กลุ่ม คือ oxidative stress related protein, signal 
transduction proteins, transcription protein,apoptotic protein และ cardiac structural 
proteins /extracellular matrix protein จากภาพแสดงปริมาณการเปลี่ยนแปลงของ cDNA หลังให้
ยาของยีนที่มีการเพิ่มขึ้นหลังได้รับยาDoxorubicin จะพบว่าที่สัปดาห์ที่ 3 หลังให้ยาบางยีนเช่น บีทีจี
ทู มีการลดลงของปริมาณ cDNA แต่ท้ายที่สุดที่หลังสัปดาห์ที่ 12 เป็นต้นไป จะมีการเพิ่มขึ้นของ 
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cDNA ได้จนถึงการวัดที่สัปดาห์ที่ 18 ดังนั้นเป็นไปได้ว่าปริมาณ cDNA น่าจะมากท่ีสุดในการวัดที่
หลังสัปดาห์ที่ 12 เป็นต้นไป 

 
รูปที ่13 แสดงรูปแบบของreal time ในการยืนยันยีนในแบบท่ีพษิสะสมแสดงความสมัพันธ์กับเวลา 

 ผลิตภัณฑ์ของยีนACADVL เป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสลายกรดไขมันที่                            
ไมโตคอนเดรีย พบว่าในเด็กแรกเกิดที่มีการลดลงของเอนไซม์นี้ จะมีภาวะที่ไม่สามารถเอาไขมันซึ่ง
เป็นแหล่งพลังงานหลักในนมแม่มาเปลี่ยนเป็นพลังงานได้  และหัวใจเป็นอวัยวะที่ใช้พลังงานจาก
กรดไขมัน ท าให้ทารกเกิดภาวะหัวใจโต หัวใจท างานผิดปกติ ความตึงตัวของกล้ามเนื้อน้อยกว่าปกติ 
และ น้ าตาลต่ าเป็นระยะๆได้ (5)   จากฐานข้อมูลหน้าที่ของยีนตัวนี้ ไม่สามารถจัดอยู่ในกลุ่มใดกลุ่ม
หนึ่งได้ ยีนนี้อาจจะไม่มีออกมาในพลาสมาตั้งแต่ก่อนได้รับยาแล้ว  

 เนื่องจากไมโครแอเรย์เป็นวิธีการศึกษาการแสดงออกของยีนจ านวนมากโดยใช้แผ่นไมโคร
แอเรย์ที่บรรจุ DNA และ วัดผลจากการเรืองแสง (รายละเอียดอยู่ในภาคผนวก ง) ความคลาดเคลื่อน
ของการทดลองไมโครแอเรย์ มีได้ต้ังแต่ (51) 

ปัจจัยทางชีวภาพ (biological factor ) เช่น ปัจจัยในสิ่งมีชีวิตที่ท าทดลอง  ความแตกต่าง
ของพันธุกรรม และ สิ่งแวดล้อม 

ปัจจัยทางเทคนิค (technical factor) เช่น extraction, labeling และ hybridization                         
(non-specific และ cross hybridization) ได้ 

ปัจจัยทางการวัด (Measurement error) เช่น การอ่านสัญญาณสีของเครื่อง ปัจจัยที่
เกี่ยวข้อง เช่น ฝุ่นละอองเล็กๆ เป็นต้น  
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ปัจจัยเหล่านี้ ส่งผลให้ผลการทดลองไมโครแอเรย์คลาดเคลื่อนได้ทั้งสิ้น  เนื่องจากปัจจุบัน
ยังไม่มีข้อตกลงที่ชัดเจนในการวิเคราะห์ทางสถิติของผลการทดลองไมโครแอเรย์ (52) การตีความ
และการน าผลไมโครแอเรย์ไปใช้จ าเป็นต้องมีการตรวจสอบและยืนยันผล 

การทดลองทางวิทยาศาสตร์เพื่อการยืนยันผลไมโครแอเรย์ ส าหรับ mRNA คือ RT-PCR, 
Northern analysis, ribonuclease protection assay และ in situ hybridization และ/หรือ in situ 
hybridization via tissue microarrays เป็นต้น (52) 

Real time RT-PCR เป็นวิธีที่สามารถวัดปริมาณ specific mRNA ได้อย่างชัดเจน ใช้
ปริมาณของ DNA template ต้ังต้นไม่มาก แต่ต้องมีความระมัดระวังในการขั้นตอนของการท า
ปฏิกิริยา เช่น amplification process มีการศึกษาของ Rajeewan และคณะ (53) ที่ใช้ real time 
PCR เพื่อยืนยันผลของไมโครแอเรย์ พบว่า การสอดคล้องของผล real time PCR และ ไมโครแอเรย์
มักจะไม่พบในยีนที่ผลของไมโครแอเรย์ต่างกันน้อยกว่า 4 เท่า และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ของผลไมโครแอเรย์และผล real time PCR  

จากผลไมโครแอเรย์ของวิจัยเรื่อง Genetic Susceptibilities of cardiotoxicities from 
doxorubicin in breast cancer patients พบว่าความแตกต่างของยีน ACADVL ในไมโครแอเรย์
น้อยกว่า 4 เท่า (ภาคผนวก ง) อาจเป็นปัจจัยหนึ่งที่ท าให้ผล real time PCR ไม่สอดคล้องกับผล ไม
โครแอเรย์ได้ 
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บทที่ 9 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาหา Fold change ของ mRNA ของยีน ACADVL ในพลาสมาของ
ผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจที่ยังไม่มีอาการแสดง แสดงผลว่าไม่สามารถตรวจพบ
ระดับ mRNA ของยีน ACADVL ได้ในพลาสมาทั้งกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจและกลุ่มที่ไม่เกิดพิษ
ต่อระบบหัวใจ แต่สามารถตรวจวัดระดับของยีน GAPDH ได้ในพลาสมา ซึ่งยีน GAPDH นี้เป็นตัว
ควบคุมภายในของการท าพีซีอาร์ การท่ียีน ACADVL ไมม่ีการแสดงออกมาในพลาสมาผู้ป่วย
โรคมะเร็งเต้านมก่อนและหลังได้รับยาแอนทราซัยคลิน น่าจะเกิดจากการท่ียีนนี้ไม่ได้แสดงออกมา
ในพลาสมาผู้ป่วยมะเร็งเต้านม  

ในอนาคตอาจจะต้องมีการศึกษาหายีนอ่ืนที่มีความเกี่ยวข้องกับการเกิดพิษต่อระบบหัวใจ
จากยาแอนทราซัยคลินต่อไป โดยเลือกศึกษาชนิดของยีนจากผลไมโครแอเรย์ที่ท าจากRNAใน
พลาสมาของผู้ป่วย โดยเลือกยีนอ่ืนๆที่อาจจะมีการแสดงออกชัดเจนในกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ 
และ มีหน้าทีท่ี่น่าจะเกี่ยวข้องกับกลไกการเกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยา เช่น ยีนที่เกี่ยวข้องกับ 
Oxidative stress, ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิด apoptosis และ ยีนที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างของ
กล้ามเนื้อหัวใจ เป็นต้น 

จากข้อมูลปริมาณของ cDNA ก่อนให้ยาของกลุ่มที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจไม่สามารถวัด
ปริมาณได้ แต่ในกลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจสามารถวัดปริมาณได้ถึง2 ใน3ตัวอย่าง อาจมีความ
เป็นไปได้ที่ยีน ACADVL อาจจะเป็น predictive marker การเกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทรา
ซัยคลินต่อไป  
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ภาคผนวก ก 
แบบบันทึกข้อมูล (case record form) 

        ID No................................. 

Eligibility 

Inclusion Yes No Exclusion Yes No 

Age ≥18   Prior anthracycline   

PS 0-1   Significant cardiac disease   

Diagnosed breast cancer   SBP>200 or DBP>100   

LVEF>50%, no RWMA   Pregnancy   

Adequate CBC, Liver and renal 
function 

  Major wounds or active skin lesions 
over the chest area 

  

Inform consent      

 
1. Demographic history 
Date of birth………………………………………(dd/mmm/yyyy) 
Last menstruation date………………………….(dd/mmm/yyyy) 
Reproductive status 
   childbearing potential without contraception protection 
   childbearing  potential with contraception protection 
   surgically  sterilization 
   postmenopausal  
Smoking status 
  never  cigarette  others……………………… 
 …….. pack/day for ………yrs quit ……. d ……..m ……. yr 
Comorbidity 
  DM  Specify…………………………………………………………………………………… 
  Hypertension Specify…………………………………………………………………………………… 
  Heart disease Specify…………………………………………………………………………………… 
2. Breast cancer history 
Date of first diagnosis…………………………….(dd/mmm/yyyy) 
Primary tumor   
Size (max dimension) ………………. cm 
Histological grade of primary tumor  
    well differentiated   moderately differentiated 
    poorly differentiated    anaplastic 
    invasive ductal carcinoma   unknown  
   Others………………………………………………………… 
Estrogen receptor   positive …………%  negative  unknown 
Progesterone receptor  positive …………%  negative  unknown 
HER2  
 IHC  0   1+   2+   3+ 
 FISH  negative  positive ratio……………  not available 
Prior chemotherapy  no   yes Specify……………………………………………………..  
Site    left    right  
Prior radiotherapy   no   yes 
 Total dose ……….. Gy,   fraction ………. 
 Last date of radiotherapy …………………(dd/mmm/yyyy) 
Prior hormonal therapy   no   yes  
 Name of drug ……………………………Start date ………………………………..End date 
………………………………… 
Previous surgery    no   yes 
Surgery of primary site  

 simple mastectomy 
  radical mastectomy  

 modified radical  mastectomy 
 partial mastectomy  

  wide excision 
 
 
 



 
 

‘ 
Clinical staging 
T stage  I  II  III  IV 
N stage   0  I  II 
M stage  0  I 
 
3. Physical examination  
Weight ………….kg       Height …………. cm  BSA ……….m

2
 

PS ECOG  0  1  2  3  4 
BT……  ۫ c PR ……./min RR ……./min BP ………….mmHg 
4. Investigations 
ECG  
 Date ………………………….(dd/mmm/yyyy) 
 Are there any clinically siginificant abnormal note in ECG? 
    no    yes   ………………………………………………… 
Chest X ray  
 Date ………………………….(dd/mmm/yyyy) 
 Are there any clinically significant abnormal note ? 
    no    yes ……………………………………………….. 
  Cardiothoracic ration ………………. 
Baseline echocardiogram  Date ………………………….(dd/mmm/yyyy) 
 LVEF ………………. % 
 Structural or functional  valvular abnormalities 
    no    yes  ………………………………………….. 
 Wall motion abnormalities 
    no     yes …………………………………………..  
Laboratory analysis 
Date …………………….  
Hematology 
 Hb ….. , Hct …… , WBC …….. , ANC ………, Plt …….. 
Blood chemistry  BUN ….. , Cr …… 
5. Follow up data 
Wk 0 date …………………(dd/mmm/yyyy) 
 Clinical CHF  Yes   No 
 LVEF ………………….. % 
 plasma mRNA………………………… 
Wk 3 date …………………(dd/mmm/yyyy) 
 Clinical CHF  Yes   No 
 LVEF ………………….. % 
 plasma mRNA ………………………… 
Wk 6 date …………………(dd/mmm/yyyy) 

Clinical CHF  Yes   No 
 plasma mRNA ………………………… 
Wk 9 date …………………(dd/mmm/yyyy) 
 Clinical CHF  Yes   No 
 plasma mRNA ………………………… 
Wk 12 date …………………(dd/mmm/yyyy) 
 Clinical CHF  Yes   No 
 LVEF ………………….. % 
 plasma mRNA ………………… 
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ภาคผนวก ข 

หนงัสือแสดงการยนิยอมเข้าร่วมการวิจัย 
การวิจัยเรื่องระดับของเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนเอซีเอดีวีแอลในพลาสมาผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมที่เกิด
พิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินในระยะที่ยังไม่มีอาการแสดงของระบบข้างเคียงต่อ
ระบบหัวใจ 
วันให้ค ายินยอม  วันที่..............เดือน..............................พ.ศ.................................................. 
 ข้าพเจ้า นาย/นาง/นางสาว........................................................................................ 
ที่อยู.่.................................................................................................................... 
ได้อ่านรายละเอียดจากเอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยวิจัยที่แนบมาฉบับวันที่
................................... และข้าพเจ้ายินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัยโดยสมัครใจ 
            ข้าพเจ้าได้รับส าเนาเอกสารแสดงความยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยที่ข้าพเจ้าได้ลงนาม 
และ วันที่ พร้อมด้วยเอกสารข้อมูลส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย ทั้งนี้ก่อนที่จะลงนามในใบ
ยินยอมให้ท าการวิจัยนี้ ข้าพเจ้าได้รับการอธิบายจากผู้วิจัยถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย ระยะเวลา
ของการท าวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย หรือจากยาที่ใช้ รวมทั้ง
ประโยชน์ที่จะเกิดขึ้นจากการวิจัย และแนวทางรักษาโดยวิธีอื่นอย่างละเอียด ข้าพเจ้ามีเวลาและ
โอกาสเพียงพอในการซักถามข้อสงสัยจนมีความเข้าใจอย่างดีแล้ว โดยผู้วิจัยได้ตอบค าถามต่าง ๆ 
ด้วยความเต็มใจไม่ปิดบังซ่อนเร้นจนข้าพเจ้าพอใจ 
 ข้าพเจ้ารับทราบจากผู้วิจัยว่าหากเกิดอันตรายใด ๆ จากการวิจัยดังกล่าว ผู้เข้าร่วมวิจัยจะ
ได้รับการรักษาพยาบาลโดยไม่เสียค่าใช้จ่าย และ ไม่ได้รับค่าชดเชยในการเข้าร่วมวิจัยแต่อย่างใด 
 ข้าพเจ้ามีสิทธิที่จะบอกเลิกเข้าร่วมในโครงการวิจัยเมื่อใดก็ได้ โดยไม่จ าเป็นต้องแจ้ง
เหตุผล และการบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจัยนี้ จะไม่มีผลต่อการรักษาโรคหรือสิทธิอ่ืน ๆ ที่ข้าพเจ้า
จะพึงได้รับต่อไป 
 ผู้วิจัยรับรองว่าจะเก็บข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าเป็นความลับ และจะเปิดเผยได้เฉพาะเมื่อ
ได้รับการยินยอมจากข้าพเจ้าเท่านั้น บุคคลอ่ืนในนามของบริษัทผู้สนับสนุนการวิจัย 
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน ส านักงานคณะกรรมการอาหารและยาอาจได้รับ
อนุญาตให้เข้ามาตรวจและประมวลข้อมูลของผู้เข้าร่วมวิจัย ทั้งนี้จะต้องกระท าไปเพื่อวัตถุประสงค์
เพื่อตรวจสอบความถูกต้องของข้อมูลเท่านั้น โดยการตกลงที่จะเข้าร่วมการศึกษานี้ข้าพเจ้าได้ให้
ค ายินยอมที่จะให้มีการตรวจสอบข้อมูลประวัติทางการแพทย์ของผู้เข้าร่วมวิจัยได้ 
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 ผู้วิจัยรับรองว่าจะไม่มีการเก็บข้อมูลใด ๆ ของผู้เข้าร่วมวิจัย เพิ่มเติม หลังจากที่ข้าพเจ้า
ขอยกเลิกการเข้าร่วมโครงการวิจัยและต้องการให้ท าลายเอกสารและ/หรือ ตัวอย่างที่ใช้ตรวจสอบ
ทั้งหมดที่สามารถสืบค้นถึงตัวข้าพเจ้าได้ 
 ข้าพเจ้าเข้าใจว่า  ข้าพเจ้ามีสิทธิ์ที่จะตรวจสอบหรือแก้ไขข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าและ
สามารถยกเลิกการให้สิทธิในการใช้ข้อมูลส่วนตัวของข้าพเจ้าได้ โดยต้องแจ้งให้ผู้วิจัยรับทราบ 
 ข้าพเจ้าได้ตระหนักว่าข้อมูลในการวิจัยรวมถึงข้อมูลทางการแพทย์ของข้าพเจ้าที่ไม่มีการ
เปิดเผยชื่อ จะผ่านกระบวนการต่าง ๆ เช่น การเก็บข้อมูล การบันทึกข้อมูลในแบบบันทึกและใน
คอมพิวเตอร์ การตรวจสอบ การวิเคราะห์ และการรายงานข้อมูลเพื่อวัตถุประสงค์ทางวิชาการ 
รวมทั้งการใช้ข้อมูลทางการแพทย์ในอนาคตหรือการวิจัยทางด้านเภสัชภัณฑ์ เท่านั้น  
 ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นและมีความเข้าใจดีทุกประการแล้ว ยินดีเข้าร่วมในการวิจัย
ด้วยความเต็มใจ จึงได้ลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมนี้  
 
   

.................................................................................ลงนามผู้ให้ความยินยอม 
  (..............................................................................) ชื่อผู้ยินยอมตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
 ข้าพเจ้าได้อธิบายถึงวัตถุประสงค์ของการวิจัย วิธีการวิจัย อันตราย หรืออาการไม่พึง
ประสงค์หรือความเสี่ยงที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัย หรือจากยาที่ใช้  รวมทั้งประโยชน์ที่จะเกิดขึ้น
จากการวิจัยอย่างละเอียด ให้ผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยตามนามข้างต้นได้ทราบและมีความเข้าใจ
ดีแล้ว พร้อมลงนามลงในเอกสารแสดงความยินยอมด้วยความเต็มใจ 
  ...................................................................................ลงนามผู้ท าวิจัย 
  (...............................................................................) ชื่อผู้ท าวิจัยตัวบรรจง 
  วันที่ ................เดือน....................................พ.ศ............................. 
 
  ......................................................................................ลงนามพยาน 
  (....................................................................................) ชื่อพยาน ตัวบรรจง 
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ภาคผนวก ค 
เอกสารข้อมูลค าอธบิายส าหรับผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย 

ชื่อโครงการวิจัย ระดับของเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนเอซีเอดีวีแอลในพลาสมาผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านมที่
เกิดพิษต่อระบบหัวใจจากยาแอนทราซัยคลินในระยะที่ยังไม่มีอาการแสดงของระบบข้างเคียงต่อ
ระบบหัวใจ 
ผู้สนับสนุนการวิจัย  งานวิจัยนี้เป็นส่วนหนึ่งการวิจัยเรื่อง การศึกษาภาวะพิษต่อกล้ามเนื้อหัวใจที่
เกี่ยวข้องกับยา  แอนทราซัยคลินในผู้ป่วยโรคมะเร็งเต้านม ซึ่งได้รับทุนสนับสนุนจากโครงการวิจัย
โดยโครงการความริเริ่มงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับเชื้อชาติของบริษัทแกล็กโซสมิทไคลน์อองโคโลยี่
อินเตอร์เนชันแนล 
แพทย์ผู้ท าวิจัย  
ชื่อ แพทย์หญิงอัจฉรา สุภาวเวช   
ที่อยู่ หน่วยมะเร็งวิทยา ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

ตึกว่องวานิชชั้น4 1873 ถ.พระราม4 เขตปทุมวัน กรุงเทพ 10330 
เบอร์โทรศัพท์ ที่ท างาน 02-256-4533          มือถือ 081-840-2072   
เรียน ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยทุกท่าน 
 ท่านได้รับเชิญให้เข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้เนื่องจากท่านเป็นผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่ก าลังจะ
ได้รับยากลุ่มแอนทราซัยคลิน ก่อนที่ท่านจะตัดสินใจเข้าร่วมในการศึกษาวิจัยดังกล่าว ขอให้ท่าน
อ่านเอกสารฉบับนี้อย่างถี่ถ้วน เพื่อให้ท่านได้ทราบถึงเหตุผลและรายละเอียดของการศึกษาวิจัยใน
ครั้งนี้ หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เพิ่มเติม กรุณาซักถามจากทีมงานของแพทย์ผู้ท าวิจัย หรือแพทย์ผู้
ร่วมท าวิจัยซึ่งจะเป็นผู้สามารถตอบค าถามและให้ความกระจ่างแก่ท่านได้ 
 ท่านสามารถขอค าแนะน าในการเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้จากครอบครัว เพื่อน หรือแพทย์
ประจ าตัวของท่านได้ ท่านมีเวลาอย่างเพียงพอในการตัดสินใจโดยอิสระ ถ้าท่านตัดสินใจแล้วว่า
จะเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ขอให้ท่านลงนามในเอกสารแสดงความยินยอมของโครงการวิจัยนี้ 
เหตุผลความเป็นมา 
 เนื่องจากยากลุ่มแอนทราซัยคลิน (anthracycline) เป็นยาที่มีการใช้อย่างมากในการ
รักษาโรคมะเร็งเต้านม โดยชนิดยาที่ใช้บ่อยเช่น ยาDoxorubicin (Doxorubicin) และยา
Epirubicin (Epirubicin)  ผลข้างเคียงที่ส าคัญของยา กลุ่มนี้คือ ภาวะเป็นพิษต่อหัวใจ ดังนั้นใน
ผู้ป่วยที่ได้รับยากลุ่มนี้จ าเป็นที่ต้องตรวจอัลตร้าซาวน์หัวใจ(echocardiogram) ก่อนและหลังรับยา 
เพื่อที่จะประเมินว่ามีการเกิดพิษของหัวใจจากยากลุ่มนี้หรือไม่ ซึ่งจากการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า 
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ความชุกของการเกิดภาวะเป็นพิษต่อหัวใจ ในขนาดยาท่ีให้ในปัจจุบันในโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
อยู่ที่ ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ แต่ไม่มีผู้ป่วยรายใดที่มีอาการและอาการแสดงของหัวใจล้มเหลวแต่
อย่างไร 
การศึกษานี้ต้องการศึกษาระดับของสารพันธุกรรมในพลาสมาผู้ป่วยที่เกิดพิษต่อระบบหัวใจจาก
ยากลุ่มแอนทราซัยคลิน เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่เกิดพิษจากยา ว่ามีความแตกต่างกันหรือไม่ 
เพื่อที่จะได้เฝ้าระวังและป้องกันการเกิดภาวะเป็นพิษต่อหัวใจจากยาได้ล่วงหน้า ก่อนการ
เปลี่ยนแปลงของผลการตรวจอัลตร้าซาวน์หัวใจซึ่งปกติ จะท าหลังจากให้ยากลุ่มแอนทราซัยคลิน
ครบ    
วัตถุประสงค์ของการศึกษา 
 วัตถุประสงค์หลักจากการศึกษาในครั้งนี้คือการเปลี่ยนแปลงของสารพันธุกรรมใน
พลาสมาของกลุ่มผู้ป่วยท่ีเกิดพิษต่อระบบหัวใจ เปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่เกิดพิษต่อระบบหัวใจ   
โดยจ านวนผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย (ในประเทศไทย) คือ 50 คน 
วิธีการท่ีเกี่ยวข้องกับการวจิัย 
 หากท่านมีคุณสมบัติที่เหมาะสมและยินยอมที่จะเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ท่านจะได้รับ
เชิญให้มาพบแพทย์ตามวันเวลาที่ผู้ท า วิจัยนัดหมาย คือ 
.................................................................................................. 
เพื่อ สอบถามประวัติที่เกี่ยวข้อง ตรวจสุขภาพร่างกายอย่างละเอียด ประเมินผลทาง
ห้องปฏิบัติการต่าง ๆ  โดยตลอดระยะเวลาที่ท่านอยู่ในโครงการวิจัย คือ 4 เดือน และมาพบแผน
วิจัยหรือแพทย์ผู้รักษาร่วมในโครงการวิจัยทั้งสิ้น 5 ครั้ง  
 การวิจัยเป็นการติดตามผู้ป่วยที่ได้รับการรักษามะเร็งเต้านมตามมาตราฐานการรักษาใน
ปัจจุบันที่ได้รับยาเคมีบ าบัดสูตรท่ีมียาด็อกโซลูบิซินร่วมซัยโคลฟอสฟามาย โดยให้ทั้งหมด 4 ครั้ง 
ห่างกันครั้งละ 3 สัปดาห์ โดยการเก็บเลือดจะด าเนินการตรงตามรอบการรับยาเคมีบ าบัดของท่าน 
โดยเก็บตัวอย่างเลือดมาตรวจ ปริมาณสารพันธุกรรม RNA ของยีนเอ็นพีซี ที่บ่งบอกถึงที่มาจาก
กล้ามเนื้อหัวใจ ซึ่งในการให้ยาเคมีบ าบัดต้องมีการเจาะเลือดเพื่อให้ยาเคมีบ าบัดทางเส้นเลือดด า 
ทางผู้วิจัยขอตัวอย่างเลือดเพิ่มจากการเจาะเลือดแต่ละครั้ง ครั้งละ 15 ซีซี (3 ช้อนชา), นอกจากนี้
จะมีการประเมินการท างานของหัวใจด้วย echocardiogram 2 ครั้งที่ก่อนได้รับยาด็อกโซลูบิซิน 
และหลังได้รับยาครบ 4 ชุดแล้วภายใน 3 สัปดาห์   
ความรับผิดชอบของอาสาสมัครผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 
 เพื่อให้งานวิจัยนี้ประสบความส าเร็จ ผู้ท าวิจัยใคร่ขอความความร่วมมือจากท่าน  โดยจะ
ขอให้ท่านปฏิบัติตามค าแนะน าของผู้ท าวิจัยอย่างเคร่งครัด รวมทั้งแจ้งอาการผิดปกติต่าง ๆ ที่เกิด
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ขึ้นกับท่านระหว่างที่ท่านเข้าร่วมในโครงการวิจัยให้ผู้ท าวิจัยได้รับทราบเพื่อความปลอดภัย ท่านไม่
ควรใช้วัคซีน หรือรับประทานยาอ่ืน จากการจ่ายยาโดย 
แพทย์อ่ืนหรือซื้อยาจากร้านขายยา ขอให้ท่านปรึกษาผู้ท าวิจัย ทั้งนี้เนื่องจากวัคซีน หรือยา
ดังกล่าวอาจมีผลต่อประสิทธิภาพของยาเคมีบ าบัดที่ท่านได้รับ  ดังนั้นขอให้ท่านแจ้งผู้ท าวิจัย
เกี่ยวกับยาที่ท่านได้รับในระหว่างที่ท่านอยู่ในโครงการวิจัย 
ความเสี่ยงท่ีอาจได้รับ 
 ท่านได้รับ ยาเคมีบ าบัดที่ อาจมีผลข้างเคียงที่อาจท าให้ท่านมีอาการคลื่นไส้อาเจียน ซึ่ง
แพทย์ผู้รักษาจะได้มอบยาป้องกันอาการคลื่นไส้อาเจียนและ ยาบรรเทาอาการดังกล่าวแก่ท่านใน
แต่ละครั้งที่มารับยาเคมีบ าบัด ถ้าท่านมีอาการผิดปกติอย่างใดอย่างหนึ่ง กรุณาแจ้งอาการแก่
แพทย์ผู้รักษาทุกครั้งที่พบ ก่อนเข้ารับยาเคมีบ าบัดในแต่ละครั้ง เพื่อปรับเปลี่ยนยาให้เหมาะสม
ต่อไป 
ความเสี่ยงท่ีได้รับจากการเจาะเลือด 
 ท่านมีโอกาสที่จะเกิดอาการเจ็บ เลือดออก  ช้ าจากการเจาะเลือด  อาการบวมบริเวณที่
เจาะเลือดหรือหน้ามืด  และโอกาสที่จะเกิดการติดเชื้อบริเวณที่เจาะเลือดพบได้น้อยมาก  
ความเสี่ยงท่ีไม่ทราบแน่นอน 
 ท่านอาจเกิดอาการข้างเคียง หรือความไม่สบาย นอกเหนือจากที่ได้แสดงในเอกสารฉบับ
นี้ ซึ่งอาการข้างเคียงเหล่านี้เป็นอาการท่ีไม่เคยพบมาก่อน เพื่อความปลอดภัยของท่าน ควรแจ้ง
ผู้ท าวิจัยให้ทราบทันทีเมื่อเกิดความผิดปกติใดๆ เกิดขึ้น 
 หากท่านมีข้อสงสัยใดๆ เกี่ยวกับความเสี่ยงที่อาจได้รับจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย 
ท่านสามารถสอบถามจากผู้ท าวิจัยได้ตลอดเวลา   
 หากมีการค้นพบข้อมูลใหม่ ๆ ที่อาจมีผลต่อความปลอดภัยของท่านในระหว่างที่ท่านเข้า
ร่วมในโครงการวิจัย ผู้ท าวิจัยจะแจ้งให้ท่านทราบทันที เพื่อให้ท่านตัดสินใจว่าจะอยู่ใน
โครงการวิจัยต่อไปหรือจะขอถอนตัวออกจากการวิจัย 
การพบแพทย์นอกตารางนัดหมายในกรณีที่เกิดอาการข้างเคียง 
 หากมีอาการข้างเคียงใด ๆ เกิดขึ้นกับท่าน ขอให้ท่านรีบมาพบแพทย์ที่สถานพยาบาล
ทันที ถึงแม้ว่าจะอยู่นอกตารางการนัดหมาย เพื่อแพทย์จะได้ประเมินอาการข้างเคียงของท่าน และ
ให้การรักษาที่เหมาะสมทันที หากอาการดังกล่าวเป็นผลจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านจะ
ไม่เสียค่าใช้จ่าย  
ประโยชน์ที่อาจได้รับ 
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 การเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้อาจจะท าให้สามารถเฝ้าระวังผลข้างเคียงต่อระบบหัวใจจาก
การรักษาโรคมะเร็งเต้านมและอาจลดความรุนแรงของโรคที่เป็นผลข้างเคียงจากการรักษาได้ถ้า
พบต้ังแต่ในระยะที่ไม่มีอาการ แต่ไม่ได้รับรองว่าสุขภาพของท่านจะต้องดีขึ้นหรือความรุนแรงของ
โรคจะลดลงอย่างแน่นอน 
วิธีการและรูปแบบการรักษาอื่น ๆ ซึ่งมีอยู่ส าหรับอาสาสมัคร 
 ท่านไม่จ าเป็นต้องเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้เพื่อประโยชน์ในการรักษาโรคที่ท่านเป็นอยู่ 
เนื่องจากมีแนวทางการรักษาอ่ืน ๆ หลายแบบส าหรับรักษาโรคของท่านได้ ดังนั้นจึงควรปรึกษา
แนวทางการรักษาวิธีอ่ืนๆ กับแพทย์ผู้ให้การรักษาท่านก่อนตัดสินใจเข้าร่วมในการวิจัย 
ข้อปฏิบัติของท่านขณะที่ร่วมในโครงการวิจัย 
ขอให้ท่านปฏิบัติดังนี้ 
ขอให้ท่านให้ข้อมูลทางการแพทย์ของท่านทั้งในอดีต และปัจจุบัน แก่ผู้ท าวิจัยด้วยความสัตย์จริง 
ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ท าวิจัยทราบความผิดปกติที่เกิดขึ้นระหว่างที่ท่านร่วมในโครงการวิจัย 
ขอให้ท่านงดการใช้ยาอ่ืนนอกเหนือจากที่ผู้ท าวิจัยได้จัดให้ รวมถึงการรักษาอ่ืน ๆ เช่น การรักษา
ด้วยสมุนไพร การซื้อยาจากร้านขายยา  
ขอให้ท่านแจ้งให้ผู้ท าวิจัยทราบทันที หากท่านได้รับยาอ่ืนนอกเหนือจากยาท่ีใช้ในการศึกษาตลอด
ระยะเวลาที่ท่านอยู่ในโครงการวิจัย 
ขอให้ท่านน ายาที่ใช้ในการศึกษาของท่านทั้งหมดที่เหลือจากการรับประทานมาให้ผู้ท าวิจัยทุกครั้ง
ที่นัดหมายให้มาพบ 
อันตรายที่อาจเกิดขึ้นจากการเข้าร่วมในโครงการวิจัยและความรับผิดชอบของผู้ท าวิจัย/
ผู้สนับสนุนการวิจัย 
 หากพบอันตรายท่ีเกิดขึ้นจากการวิจัย ท่านจะได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมทันที  หาก
พิสูจน์ได้ว่าท่านปฏิบัติตามค าแนะน าของทีมผู้ท าวิจัยแล้ว ผู้ท าวิจัย/ผู้สนับสนุนการวิจัยยินดีจะ
รับผิดชอบค่าใช้จ่ายในการรักษาพยาบาลของท่าน และการลงนามในเอกสารให้ความยินยอม 
ไม่ได้หมายความว่าท่านได้สละสิทธิ์ทางกฎหมายตามปกติที่ท่านพึงมี 
 ในกรณีที่ท่านได้รับอันตรายใด ๆ หรือต้องการข้อมูลเพิ่มเติมที่เกี่ยวข้องกับโครงการวิจัย 
ท่านสามารถ 
ติดต่อกับผู้ท าวิจัยคือ แพทย์หญิงอัจฉรา สุภาวเวช ได้ตลอด 24 ชั่วโมง 
ค่าใช้จ่ายของท่านในการเข้าร่วมการวิจัย 
 ในกรณีที่ผู้เข้าร่วมการศึกษาวิจัยไม่มีสิทธิในการรักษาใด ๆ ทางผู้วิจัยจะรับผิดชอบ
ค่าใช้จ่ายในการท าการตรวจ  echocardiogram 2 ครั้ง /คน   
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 ส าหรับผู้เข้าร่วมการศึกษาวิจัยที่มีสิทธิการรักษาอย่างใดอย่างหนึ่งสามารถเบิกค่าตรวจ  
echocardiogram ได้ตามสิทธิ์เนื่องเป็นการตรวจตามมาตราฐาน  ส่วนค่าตรวจเลือด สาร
พันธุกรรมทุกครั้ง ทางผู้วิจัยจะเป็นผู้รับผิดชอบ 
การเข้าร่วมและการสิ้นสุดการเข้าร่วมโครงการวิจัย 
 การเข้าร่วมในโครงการวิจัยครั้งนี้เป็นไปโดยความสมัครใจ หากท่านไม่สมัครใจจะเข้าร่วม
การศึกษาแล้ว ท่านสามารถถอนตัวได้ตลอดเวลา การขอถอนตัวออกจากโครงการวิจัยจะไม่มีผล
ต่อการดูแลรักษาโรคของท่านแต่อย่างใด 
 ผู้ท าวิจัยอาจถอนท่านออกจากการเข้าร่วมการวิจัย เพื่อเหตุผลด้านความปลอดภัยของ
ท่าน หรือเมื่อผู้สนับสนุนการวิจัยยุติการด าเนินงานวิจัย หรือ ในกรณีดังต่อไปนี้ 
  -      ท่านไม่สามารถปฎิบัติตามค าแนะน าของผู้ท าวิจัย 
ท่านรับประทานยาท่ีไม่อนุญาตให้ใช้ในการศึกษา 
ท่านต้ังครรภ์ระหว่างที่เข้าร่วมโครงการวิจัย 
ท่านเกิดอาการข้างเคียง หรือความผิดปกติของผลทางห้องปฏิบัติการจากการได้รับยาที่ใช้ใน
การศึกษา 
ท่านแพ้ยาที่ใช้ในการศึกษา 
ท่านต้องการปรับเปลี่ยนการรักษาด้วยยาตัวที่ไม่ได้รับอนุญาตจากการวิจัยครั้งนี้ 
การปกป้องรักษาข้อมูลความลับของอาสาสมัคร 
 ข้อมูลที่อาจน าไปสู่การเปิดเผยตัวท่าน จะได้รับการปกปิดและจะไม่เปิดเผยแก่
สาธารณชน ในกรณีที่ผลการวิจัยได้รับการตีพิมพ์ ชื่อและที่อยู่ของท่านจะต้องได้รับการปกปิดอยู่
เสมอ โดยจะใช้เฉพาะรหัสประจ าโครงการวิจัยของท่าน 
 จากการลงนามยินยอมของท่านผู้ท าวิจัย และผู้สนับสนุนการวิจัยสามารถเข้าไป
ตรวจสอบบันทึกข้อมูลทางการแพทย์ของท่านได้แม้จะสิ้นสุดโครงการวิจัยแล้วก็ตาม หากท่าน
ต้องการยกเลิกการให้สิทธิ์ดังกล่าว ท่านสามารถแจ้ง หรือเขียนบันทึกขอยกเลิกการให้ค ายินยอม 
โดยส่งไปที่ แพทย์หญิงอัจฉรา สุภาวเวช หน่วยมะเร็งวิทยา ภาควิชาอายุรศาสตร์ คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ตึกว่องวานิชชั้น4 คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย 1873 ถ.พระราม4 เขตปทุมวัน กรุงเทพ 10330 
 หากท่านขอยกเลิกการให้ค ายินยอมหลังจากที่ท่านได้เข้าร่วมโครงการวิจัยแล้ว ข้อมูล
ส่วนตัวของท่านจะไม่ถูกบันทึกเพิ่มเติม อย่างไรก็ตามข้อมูลอ่ืน ๆ ของท่านอาจถูกน ามาใช้เพื่อ
ประเมินผลการวิจัย  และท่านจะไม่สามารถกลับมาเข้าร่วมในโครงการน้ีได้อีก ทั้งนี้เนื่องจากข้อมูล
ของท่านที่จ าเป็นส าหรับใช้เพื่อการวิจัยไม่ได้ถูกบันทึก 
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 จากการลงนามยินยอมของท่านแพทย์ผู้ท าวิจัยสามารถบอกรายละเอียดของท่านที่
เกี่ยวกับการเข้าร่วมโครงการวิจัยนี้ให้แก่แพทย์ผู้รักษาท่านได้ 
สิทธิ์ของผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย 
 ในฐานะที่ท่านเป็นผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัย ท่านจะมีสิทธิ์ดังต่อไปนี้ 
ท่านจะได้รับทราบถึงลักษณะและวัตถุประสงค์ของการวิจัยในครั้งนี้ 
ท่านจะได้รับการอธิบายเกี่ยวกับระเบียบวิธีการของการวิจัยทางการแพทย์ รวมทั้งยาและอุปกรณ์
ที่ใช้ในการวิจัยครั้งนี้ 
ท่านจะได้รับการอธิบายถึงความเสี่ยงและความไม่สบายที่จะได้รับจากการวิจัย 
ท่านจะได้รับการอธิบายถึงประโยชน์ที่ท่านอาจจะได้รับจากการวิจัย 
ท่านจะได้รับการเปิดเผยถึงทางเลือกในการรักษาด้วยวิธีอ่ืน ยา หรืออุปกรณ์ซึ่งมีผลดีต่อท่าน
รวมทั้งประโยชน์และความเสี่ยงที่ท่านอาจได้รับ 
ท่านจะได้รับทราบแนวทางในการรักษา ในกรณีที่พบโรคแทรกซ้อนภายหลังการเข้าร่วมใน
โครงการวิจัย 
ท่านจะมีโอกาสได้ซักถามเกี่ยวกับงานวิจัยหรือขั้นตอนที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัย 
ท่านจะได้รับทราบว่าการยินยอมเข้าร่วมในโครงการวิจัยนี้ ท่านสามารถขอถอนตัวจากโครงการ
เมื่อไรก็ได้ โดยผู้เข้าร่วมในโครงการวิจัยสามารถขอถอนตัวจากโครงการโดยไม่ได้รับผลกระทบใด 
ๆ ทั้งสิ้น 
ท่านจะได้รับส าเนาเอกสารใบยินยอมที่มีทั้งลายเซ็นและวันที่ 
ท่านจะได้โอกาสในการตัดสินใจว่าจะเข้าร่วมในโครงการวิจัยหรือไม่ก็ได้ โดยปราศจากการใช้
อิทธิพลบังคับข่มขู่ หรือการหลอกลวง 
หากท่านไม่ได้รับการชดเชยอันควรต่อการบาดเจ็บหรือเจ็บป่วยที่เกิดขึ้นโดยตรงจากการวิจัย  หรือ
ท่านไม่ได้รับการปฏิบัติตามที่ปรากฎในเอกสารข้อมูลค าอธิบายส าหรับผู้เข้าร่วมในการวิจัย ท่าน
สามารถร้องเรียนได้ที่ คณะกรรมการจริยธรรม 
การวิจัย คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  ตึกอานันทมหิดลชั้น 3  โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ์ ถนนพระราม 4 ปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330  โทร 0-2256-4455 ต่อ 14, 15 ในเวลา
ราชการ 
ขอขอบคุณในการร่วมมือของท่านมา ณ ที่นี้ 
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ภาคผนวก ง 
หลักการของไมโครแอเรย์และผลไมโครแอเรย์จากการศกึษาเรื่อง 

Genetic Susceptibilities of cardiotoxicities from doxorubicin in breast 
cancer patients 

หลักการของการท า DNA microarray 
เนื่องจากยีนมีหน้าที่ควบคุมการท างานของเซลล์  โดยควบคุมให้เกิดการสร้างโปรตีนเพื่อ

ใช้ในกิจกรรมต่างๆของเซลล์ เช่น โปรตีนที่เป็นโครงสร้างของเซลล์ หรือ โปรตีนที่ท าหน้าที่เป็น
เอนไซม์ เป็นต้น กระบวนการสร้างโปรตีนในเซลล์ เริ่มต้นจากการถอดรหัสยีน หรือ  DNA จากนั้น
รหัสของยีนหรือ DNA จะถูกส่งออกมานอกเซลล์ในรูป mRNA จากนั้นจะมีกระบวนการแปลรหัส 
(translation) เพื่อที่จะสร้างโปรตีนต่อไป ดังนั้นการตรวจพบmRNAของยีนใด แสดงว่าขณะนั้น
เซลล์ก าลังมีการสร้างโปรตีนที่ถูกควบคุมโดยยีนนั้นอยู่ เทคนิคไมโครแอเรย์ของ DNA ใช้ใน
การศึกษาการแสดงออกของยีนโดยตรวจสอบว่าเวลานั้นมีmRNAชนิดใดอยู่ในเซลล์ นอกจาก
ตรวจสอบRNAแล้ว ยังสามารถใช้ตรวจสอบจีโนมิกดีเอ็นเอ (genomic DNA) เช่น DNA mutation 
และตรวจการเปลี่ยนแปลงของยีนในโครโมโซมได้  
 หลักการของไมโครแอเรย์ของ DNA อาศัยการจับกันอย่างจ าเพาะเจาะจงของสาย DNA
สองสายที่เป็นคู่กัน (complementary strands of DNA, cDNA) DNAหรือยีนที่ทราบบทบาท
หน้าที่แล้วจะถูกติดอยู่บนฐานซึ่งเป็นแผ่นกระจกที่ดูคล้ายกระจกสไลด์ แผ่นกระจกนี้สามารถบรรจุ
ชิ้น DNAได้มากถึง 30,000 ชิ้น แผ่นกระจกนี้เรียกว่า แผ่นไมโครแอเรย์ (microarray slide) ซึ่งเมื่อ
น าDNA ไม่ว่าเป็น genomic DNA หรือ cDNA ที่สังเคราะห์จากmRNAมาท าปฎิกิริยาเพื่อให้เข้าคู่
กัน (hybridization) DNA ที่มีล าดับเข้าคู่กับ DNA ที่อยู่บนแผ่นไมโครแอเรย์จะสามารถจับเข้าคู่กัน
ได้  จากนั้นน าแผ่นไมโครแอเรย์นี้เข้าเครื่องอ่าน เนื่องจากได้มีการติดฉลาก เช่น แถบสีเรืองแสงไว้
ท่ี DNA แล้ว เครื่องจึงสามารถวัดสีเรืองแสงได้ หาก DNA จับคู่ติดกับ DNA บนแผ่นไมโครแอเรย์ 
ความเข้มของสีสามารถบอกปริมาณ DNA ที่ถูกจับไว้ได้ 
 ในการตรวจสอบว่ามีก่ารแสดงออกของยีนใดบ้าง จะต้องท าการสกัดDNA หรือหากใช้
cDNA ต้องมีการสกัด RNA หรือ mRNAจากเซลล์ที่ศึกษา แล้วสังเคราะห์ให้เป็น cDNA และท า
การติดฉลาก มักติดฉลาก DNA กลุ่มควบคุมด้วยสารเรืองแสงสีเขียว (Cy3) และติดฉลาก DNA
กลุ่มทดลองด้วยสารเรืองแสงสีแดง (Cy5) จากนั้นน า DNA มาท าปฎิกิริยา เพื่อให้จับคู่กับ DNA ท่ี
อยู่บนแผ่นไมโครแอเรย์ เมื่อน าเข้าเครื่องอ่าน จะปรากฏแสงสีต่างๆ บนแผ่นไมโครแอเรย์ โดยจุดที่
เห็นสีเขียวแสดงถึงการแสดงออกของยีนในเซลล์กลุ่มควบคุม และ จุดที่เห็นสีแดงแสดงถึงการ
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แสดงออกของยีนในเซลล์กลุ่มทดลอง ส่วนจุดที่มีการแสดงออกของยีนทั้งสองกลุ่มเซลล์จะเห็นเป็น
สีเหลือง นอกจากน้ีอาจจะมียีนบางชนิดไม่แสดงออกในช่วงที่ท าการทดลอง จึงไม่ปรากฏสีใด แสง
เลเซอร์ในเครื่องอ่านจะส่งข้อมูลความเข้มสีไปยังส่วนประมวลผล แล้วค านวณมาเป็นอัตราส่วน
ความเข้มสี  ซึ่งแปลได้ว่ายีนมีการแสดงออกมากเพียงใด จุดที่ความเข้มของสีเขียวและแดงเป็น
อัตราส่วน 1:1 แสดงว่าการแสดงออกของยีนในกลุ่มทดลองเหมือนกับกลุ่มควบคุม จุดที่ความเข้ม
ของสีเขียวมากกว่าสีแดง แสดงว่ายีนนั้นถูกกดให้มีการแสดงออกน้อยลง (down regulation) 
ในทางตรงกันข้าม จุดที่มีสีแดงเข้มกว่าสีเขียว จะแสดงให้เห็นว่ายีนนั้นมีการแสดงออกมากขึ้น 
(upregulation) ดังภาพ 

 
รูปท่ี 14 ภาพแสดงการศึกษาการแสดงออกของยีนโดยใช้เทคนิค DNA microarray กลุ่มควบคุม 
(A) ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงสีเขียว และDNAของกลุ่มทดลอง (B) ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงสี
แดง เมื่อดีเอ็นจับคู่กับ DNA ที่ติดอยู่บนแผ่นไมโครแอเรย์ จะปรากฏเป็นสีและสามารถวัดได้ด้วย
เครื่องอ่านไมโครแอเรย์ 
การศึกษาการท างานของยีนด้วย  DNA microarray 

ไมโครแอเรย์สามารถน ามาศึกษาได้ทั้งการแสดงออกของหรือการท างานของยีน, ศึกษา
จ านวนยีน และ ศึกษาการกลายพันธุ์ของ DNA โดย 

การศึกษาการแสดงออกของยีนหรือการท างานของยีน ( Study of gene expression 
level or gene function) โดยศึกษาเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีนระหว่างเซลล์ปกติและ
เซลล์ผิดปกติ ท าให้ทราบว่าในสภาวะที่เซลล์เกิดความผิดปกติ มียีนแสดงออกมากน้อยต่างกัน
อย่างไร ยีนบางชนิดจะมีการแสดงออกลดลงในภาวะเซลล์ผิดปกติ ยีนบางชนิดมีการแสดงออก
เพิ่มขึ้นเมื่อเซลล์ท างานผิดปกติ จึงสามารถน าความรู้นี้มาใช้ในการศึกษาพัฒนาตัวยาใหม่ๆได้ 

การศึกษาจ านวนของยีน(Study of gene numbers) ในภาวะที่เซลล์ร่างกายท างาน
ผิดปกติ มีการเจริญเติบโตอย่างผิดปกติกลายเป็นเซลล์มะเร็ง ร่างกายจะมียีนกลุ่มหนึ่งที่ท าหน้าที่
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ควบคุมการซ่อมแซม DNA ที่ถูกท าลาย เรียกว่า DNA repair genes ซึ่งส่งผลให้ยีนบางส่วนใน
โครโมโซมหายไป ยีนบางส่วนเพิ่มขึ้น การใช้ไมโครแอเรย์สามารถวัดการเพิ่มขึ้นและลดลงของ
จ านวนยีนบนโครโมโซมได้ โดยใช้แผ่นไมโครแอเรย์ที่เป็น genomic DNA โดยเตรียม DNA จาก
โครโมโซมชุดใดชุดหนึ่ง ผลการตรวจสอบจะบอกได้ว่า บนโครโมโซมนั้นๆ มียีนใดหายไปหรือเพิ่ม
จ านวน 

ศึกษาการกลายพันธุ์ของ DNA (study of DNA mutation) ไมโครแอเรย์สามารถใช้
ตรวจสอบการกลายพันธุ์ของยีน และ ตรวจสอบภาวะพหุสัณฐาน (DNA polymorphism) ของยีน
ได้ ยีนที่ก่อกลายพันธุ์และยีนที่มีภาวะพหุสัณฐานเป็นยีนที่มีนิวคลีโอไทด์ในบางต าแหน่งต่างไป
จากกลุ่ม ซึ่งความแตกต่างนี้อาจมีผลให้ยีนมีการแสดงออกต่างกัน  
ผลไมโครแอเรย์ของการศึกษาเรื่อง Genetic Susceptibilities of cardiotoxicities from 
doxorubicin in breast cancer patients 
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ตารางแสดงผล average signal from array (genome studio) 
label sample   GAPDH ACADVL 
A case1 before 478.9 94.4 
B case1 after 404.6 78 
C case2 before 337.8 38.1 
D case2 after 587.6 40 
E case3 before 453.9 22.5 
F case 3 after 419.1 10.4 
G control 1 before 287.8 23.2 
H control1 after 692.1 66.3 
I control2 before 245.8 38.3 
J control2 after 109.6 15.7 
K control3 before 371.3 4.4 
L control3 after 671.2 98.7 
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แสดงaverage signal array from genome studio แยกโดยวิธีการnormalization แบบต่างๆ 
label 
sample 

rank invariant 
normalization 

Quantile 
normalization 

Qubic Spline 
normalization 

average 
normalization 

  GAPDH ACADVL GAPDH ACADVL GAPDH ACADVL GAPDH ACADVL 

A 279.1 59.6 304.2 59.4 290.9 55.5 320 63.1 
B 280.4 57.7 447.6 84.4 437.1 78.2 443.4 85.5 
C 242.7 31.4 459 49.2 447.7 45.9 427.3 48.2 
D 344 27.6 376 28.5 365.1 25.9 403.9 27.5 
E 305.6 20.1 389.6 22 376.3 20.8 397 19.7 
F 328.4 12.6 526.9 10.7 513 12.2 489 12.1 
G 223.4 23 274.5 25.6 263.3 24 269 21.7 
H 425.9 45 547.3 51.6 536.2 48 549 52.7 
I 216.5 39.1 448.1 80.9 436.5 79.3 418.8 65.2 
J 104.9 20.6 406.6 23.3 398.2 22.4 344 49.3 
K 414.3 52.1 499 62.1 488 57.8 496.7 55.4 
L 425.3 68 465.5 60.2 452 56 492.1 72.3 
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แสดง signal average normalized with GAPDH 

label 
sampl
e 

none 
normalized 

rank invariant 
normalization 

Quantile 
normalization 

Qubic Spline 
normalizatio
n 

average 
normalizati
on 

  ACADVL ACADVL ACADVL ACADVL ACADVL 
A 0.19712 0.21354 0.19526627 0.1907872 0.1971875 
B 0.19278 0.20578 0.18856122 0.1789064 0.19282815 
C 0.11279 0.12938 0.10718954 0.102524 0.11280131 
D 0.06807 0.08023 0.07579787 0.0709395 0.06808616 
E 0.04957 0.06577 0.05646817 0.055275 0.04962217 
F 0.02482 0.03837 0.02030746 0.0237817 0.02474438 
G 0.08061 0.10295 0.09326047 0.0911508 0.08066914 
H 0.0958 0.10566 0.09428102 0.0895188 0.09599271 
I 0.15582 0.1806 0.18054006 0.1816724 0.1556829 
J 0.14325 0.19638 0.05730448 0.0562531 0.14331395 
K 0.01185 0.12575 0.1244489 0.1184426 0.11153614 
L 0.14705 0.15989 0.12932331 0.1238938 0.14692136 
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แสดงค่าเปลี่ยนแปลง (fold change) หลังรักษาเทียบกับก่อนรักษา 
samp
le 

none 
normalized 

rank invariant 
normalization Quantile normalization 

Qubic Spline 
normalization average normalization 

Case
1 0.97801 0.96363 0.96566198 0.9377276 0.97789234 

Case
2 0.60355 0.62014 0.70713869 0.6919303 0.6035937 
Case
3 0.5006 0.58334 0.35962663 0.4302425 0.4986557 
Contr
ol1 1.18836 1.02627 1.01094292 0.9820962 1.18995576 
Contr
ol2 0.91933 1.08736 0.31740588 0.3096405 0.92055036 
Contr
ol3 12.409 1.27142 1.03916797 1.0460238 1.3172534 
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