
เอกสารและงานวฉยทเกยวของ

แนวคิดและทฤษฎี

ขั้นดอนของการเกิดมะเร็ง

การเกิดมะเร็งเป็นการเปลี่ยนแปลงที่เป็นขั้นเป็นตอน โดยเริ่มจากการเปลี่ยนแปลงในระดับ 
พันธุกรรม มีการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างและจำนวนของโครโมโซม เกิดการเปลี่ยนแปลงของดี 
เอ็นเอ (DNA) การกระตุ้นยีนก่อมะเร็ง และการยับยั้งการทำหน้าที่ของยีนต้านมะเร็ง การเปล่ียน 
แปลงในระดับพันธุกรรมดังกล่าวจะทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมีหลายขั้นตอน จนทำให้ 
เกิดการเปล่ียนแปลงทางรูปร่างและคุณสมบัติของเซลล์จากเชลล์ปรกติเปลี่ยนไปเป็นเซลล์ก่อนเป็น 
มะเร็ง (premalignant cell) และกลายเป็นเซลล์มะเร็ง (malignant cell) ในท่ีสุด 26แสดงดังรูปท่ี 2.1 
ยีนก่อมะเร็ง (oncogenes) คือยีนซึ่งเมื่อมีความผิดปรกติเกิดขึ้นจะทำให้การเปลี่ยนแปลงไปสู่การ 
เป็นมะเร็ง ยีนก่อมะเร็งอาจเกิดมาจากการเปลี่ยนแปลงของยีนปรกติที่เรียกว่า proto-oncogene
สำหรับยีนต้านมะเร็งท่ีเรียกว่า Tumor suppressor genes เป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการฟ้องกันการเกิด 
มะเร็งจะกล่าวในหัวข้อถัดไป

การเปลี่ยนแปลงในโครงสร้างและจำนวนของโครโมโซมมีส่วนสัมพันธ์อย่างใกล้ชิดกับการ 
เกิดโรคมะเร็ง ความผิดปรกติของโครโมโซมในผู้ป่วยโรคมะเร็งเกิดไต้ทั้งจากการเพิ่มจำนวนของ 
โครโมโซมมากข้ึนผิดปรกติเช่น การเพ่ิมของโครโมโซมคู่ท่ี 7 และ 17 ในการเกิดมะเร็งของศีรษะ 
และคอ การเพิ่มแขนของโครโมโซม การสับเปลี่ยนตำแหน่งของโครโมโซม (chromosome 
translocation) ซึ่งทำให้ยีนสองยีนจากโครโมโซมต่างคู'กันมาอยู่ใกล้กัน มีผลให้การควบคุมการ 
ทำงานของยีนนั้นผิดปรกติไป และเป็นสาเหตุของการเกิดมะเร็งเช่น การสับเปล่ียนตำแหน่งของ 
โครโมโซมคู่ท่ี 9 และ 22 ทำให้เกิด Philadelphia chromosome ทำให้ยีน BCR และ ABL จาก 
โครโมโซมดังกล่าวมาต่อกันเกิดเป็นยีนใหม่และเป็นสาเหตุของมะเร็งเม็ดโลหิตขาวชน่ด chronic
myelogenous leukemia (CML)
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•  Defects in terminal differentiation
•  Defects in growth control
•  Resistance to cytotoxicity

▼
Genetic Selective clonal Genetic

รูปท่ี 2.1 แสดงขั้นตอนการเกิดเซลล์มะเร็ง 27

วัฎจักรของเซลล์และกใรเกิดโรคมะเร็ง 28 29

โรคมะเร็งเป็นโรคที่มีความผิดปรกติเนื่องมาจากการเพิ่มจำนวนเซลล์ที่ผิดปรกติโดยที่ร่าง 
กายไม่สามารถควบคุมได้ ขบวนการสำคัญที่นำไปสู่การเพิ่มจำนวนเซลล์คือวัฎจักรของเซลล์ (cell 
cycle) วัฎจักรของเซลล์แบ่งได้เป็น 4 ระยะได้แก่ ระยะ G1 (pre-synthetic phase) เป็นระยะที่เซลล์ 
เริ่มมีการเตรียมการสร้างดีเอ็นเอและสารต่าง  ๆ ที่จำเป็นสำหรับการแบ่งเชลล์ ระยะ ร (DMA 
synthetic phase) เป็นระยะที่มีการสร้างดีเอ็นเอและสารต่าง  ๆ ที่จำเป็นสำหรับการแบ่งเซลล์ ระยะ 
G2 (pre-mitotic phase) เป็นระยะก่อนที่จะเข้าสู่ระยะแบ่งเซลล์ และระยะ M (mitotic phase)!ป็น 
ระยะที่มีการแบ่งเซลล์ในเซลล์ปรกติการเพิ่มจำนวนเซลล์จะเริ่มเป็นขั้นตอนทุกระยะตามลำดับตัง 
แต่ระยะ G1 จนสิ้นสุดท่ีระยะ M อย่างสมบูรณ์โดยไม่มีความผิดปรกติเกิดขึ้น
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การทำงานของวัฎจักรของเซลล์เกิดจากการทำงานร่วมกันของโปรตีนสองประเภทคือ 
โปรตีน cyclin และโปรตีน cyclin dependent kinase (CDK) โดยที่โปรตีนทั้งสองประเภทนี้จะรวม 
กันเป็นสารประกอบไปกระตุ้นขั้นตอนต่าง ๆ ที่จะได้กล่าวต่อไปจนท้ายที่สุดมีการปลดปล่อย E2F 
ทำให้เซลล์เปล่ียนจากระยะ G1 เข้าสู่ระยะ ร โปรตีน CDK มีคุณสมบัติเป็นเอนไซม์ ป้จจุบันนี้พบ 
ว่า CDK มี 6 ชนิดได้แก่ CDK1 CDK2 CDK3 CDK4 CDK5 และ CDK6 ส่วน cyclin มี 
9 ชนิดได้แก่ cylin-A cylin-B cylin-C cylin-Dl cylin-D2 cylin-D3 cylin-E cylin-F และ 
cylin-G

ในป็จธุบันเช่ือว่าวัฎจักรเซลล์ในระยะ G1 เริ่มด้นจากการทำงานของ cyclin C จับกับ 
CDKX (ยังไม่ทราบว่า CDKX เป็น CDK ชนิดใด) จนกระทั้งเข้าสู่จุด R (restriction point หรือ R 
point ) ซึ่งเป็นจุดที่วัฎจักรเซลล์ไม่ถูกควบคุมด้วย growth factors ต่าง ๆ ในนํ้าเหลืองอีกต่อไป ท่ีจุด 
R นี cyclin-Dl cyclin-D2 และ cydin-D3 จับกับ CDK2 CDK4 และ CDK5 และกระตุ้น 
proliferating-cell nuctear antigen (PCNA) ซงเป็นส่วนสำคัญของ DNA polymerase ร และมีความ 
จำเป็นต่อการเกิด DNA replication จากนั้น cyclin E และ CDK2 จะร่วมกันทำงานตรงรอยต่อ 
ระหว่างระยะ G1 และระยะ ร โดย cyclin E เมื่อรวมตัวกับ CDK2 จะกระตุ้นให้เกิด 
phosphorylation กับโปรตีนที่มีลักษณะโมเลกุลคล้ายโปรตีนพีRb เช่น โปรตีนRb โปรตีนพี107 
และโปรตีนพี130 ทำให้โปรตีนเหล่านี้ปลดปล่อย transcription factors คือ E2F ซ่ึงไปทำหน้าท่ี 
กระตุ้นการทำงานของสารพันธุกรรมที่มีความจำเป็นต่อการออกจากระยะ G1 เข้าสู่ระยะ ร

ในระยะ ร cyclin-E ซึ่งทำหน้าที่เช่นเดียวกับ cyclin-E จะรวมตัวกับ CDK2 เพื่อให้ได้ E2F 
จนเซลล์เข้าสู่ระยะต่อระหว่างระยะ ร กับระยะ G2 ที่ระยะต่อนี้ cyclin-B จะจับกับ CDC2 และ 
กระตุ้นเซลล์เข้าสู่ระยะ G2 เพื่อเตรียมพร้อมที่จะดำเนินต่อไปจนเข้าสู่ระยะ M แล้ว cyclin-B จะถูก 
ทำลายไปในระยะ M ในระยะ M นี้ cyclin A จะจับกับ CDC2 จนกระทั้งเซลล์สิ้นสุดการแบ่งตัว 
แสดงดังรูปที่ 2.2

การที่เซลล์เข้าสู่วัฎจักรเซลล์และดำเนินไปจนครบวงจรจำเป็นต้องมีขบวนการตรวจสอบ 
เพื่อฟ้องกันและกำจัดเซลล์ที่เกิดความผิดปรกติของสารพันธุกรรมไม่ให้เข้าสู่วัฎจักรเซลล์และแบ่ง 
ตัวเพิ่มจำนวนขึ้น เรียกการตรวจสอบนี้ว่าการควบคุมวัฎจักรเซลล์ (cell-cycle control หรือ 
checkpoints) เซลล์ที่ผิดปรกติจะลูกหยุดไว้ที่ระยะใดระยะหนึ่งของวัฎจักรเซลล์และได้รับการแก้ 
ไขซ่อมแซมสารพันธุกรรมที่ผิดปรกติก่อนที่จะแบ่งตัวต่อไป หรือหากไม,สามารถแก้ไขซ่อมแซม 
ได้ก็จะลูกบังคับให้เข้าสู่ภาวะ apoptosis ต่อไป การควบคุมวัฎจักรเซลล์ส่วนใหญ่เกิดฃึ้นที่บริเวณ 
ระยะต่อของแต่ระยะเช่น รอยต่อระยะ G1/S รอยต่อระยะ G2/M เป็นด้น ป้จชุบันรอยต่อระยะ 
G1/S ได้รับการศึกษาอย่างกว้างขวางและเข้าใจกลไกที่เกิดขึ้นค่อนข้างสมบูรณ์ ทำให้ทราบว่า 
โปรตีน p53 ซึ่งเป็นโปรตีนที่เป็นผลผลิตของยีนด้านมะเร็ง P53 ทำหน้าที่ในตำแหน่งรอยต่อนี้
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รูปท่ี 2.2 แสดงวัฎจักรเซลล์ เร่ิมจากระยะ G1 ผ่านเข้าสู่ระยะ ร, G2 และ M ตามลำดับ 2S'29

การที่เซลล์เข้าสู่วัฎจักรเซลล์และดำเนินไปจนครบวงจรจำเป็นต้องมีขบวนการตรวจสอบ 
เพื่อป้องกันและกำจัดเซลล์ที่เกิดความผิดปรกติของสารพันธุกรรมไม่ให้เข้าส่วัฎจักรเซลล์และแบ่ง 
ตัวเพิ่มจำนวนขึ้น เรียกการตรวจสอบนี้'ว่าการควบคุมวัฎจักรเซลล์ (cell-cycle control หรือ 
checkpoints) เซลล์ที่ผิดปรกติจะถูกหยุดไว้ที่ระยะใดระยะหนื่งของวัฎจักรเซลล์และไต้รับการแก้ 
ไขซ่อมแซมสารพันธุกรรมที่ผิดปรกติก่อนที่จะแบ่งตัวต่อไป หรือหากไม่สามารถแก้ไขซ่อมแซม 
ไต้ก็จะลูกบังคับให้เข้าสู่ภาวะ apoptosis ต่อไป การควบคุมวัฎจักรเซลล์ส่วนใหญ่เกิดขึ้นที่บริเวณ 
ระยะต่อของแต่ระยะเช่น รอยต่อระยะ G1/S รอยต่อระยะ G2/M เป็นต้น ป้จจุบันรอยต่อระยะ 
G1/S ไต้รับการศึกษาอย่างกว้างขวางและเข้าใจกลไกที่เกิดขึ้นก่อนข้างสมบูรณ์ ทำให้ทราบว่า 
โปรตีน p53 ซึ่งเป็นโปรตีนที่เป็นผลผลิตของยีนต้านมะเร็ง P53 ทำหน้าที่ในตำแหน่งรอยต่อนี้

ยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor genes)30
ยีนต้านมะเร็งเป็นยีนท่ีมีความเกี่ยวข้องกับการป้องกันการเกิดมะเร็ง การกลายพันธุของยีน 

ต้านมะเร็งมีผลให้ยีนนี้ไม่สามารถทำงานไต้และอาจมีการถ่ายทอดยีนที่ผิดปรกตินี้ไปสู่ลูกหลานต่อ 
ไป ดังน้ันการกลายพันธุของยีนต้านมะเร็งจึงเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็งทั้งท่ีเป็นกรรมพันธุและเกิด 
ขนเอง (sporadic)

ยีนต้านมะเร็งได้รับการค้นพบครั้งแรกจากการศึกษาเซลล์ร่ายกาย (Somatic cells) ของผู้ 
ป่วยโรคมะเร็งที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรม เมื่อนำเชลล์มะเร็งมาผสมรวมกับเซลล์รปรกติจะไต้เซลล์
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ลูกหลานที่ไม่มีคุณสมบัติเป็นเซลล์มะเร็ง แต่เมื่อใดก็ตามเมื่อสูญเสียยีนต้านมะเร็งที่ปรกติไปเซลล์ 
ลูกหลานถัดมาก็สามารถแสดงคุณสมบัติของเซลล์มะเร็งได้อีกครั้งหนึ่ง แสดงให้เห็นว่ามะเร็งมี 
พฤติกรรมการถ่ายทอดแบบยีนด้อย

จากการวิเคราะห์ทางพันธุศาสตร์ของเซลล์มะเร็งพบว่าผู้ป๋วยมะเร็งชนิดที่มีการถ่ายทอด 
ทางพันธุกรรมเช่น retinoblastoma และ Wilms’ tumor แสดงให้เห็นว่ามีการขาดหายไปของ 
โครโมโซมเฉพาะที่เกี่ยวของชนิดของโรคมะเร็ง โดยเฉพาะการขาดหายไปของโครโมโซมคู่ที่ 
13ql4 เก่ียวข้องกับการเกิดมะเร็ง retinoblastoma และการขาดหายไปของโครโมโซมคู'ท่ี llp l3  
เก่ียวข้องกับ Wilms’ tumor จากข้อมูลเหล่านี้สรุปได้ว่าการเกิดมะเร็งแต่ละชนิดต้องมีการขาดหาย 
ไปของดีเอ็นเอบนโครโมโซมที่จำเพาะในแต่ละโรค ทำให้โครโมโซมของทั้งสองตำแหน่งมีชื่อ 
เรียกเฉพาะว่าเป็นตำแหน่งของยีนต้านมะเร็งชนิด retinoblastoma (RB1) และ Wilin' tumor
(WT-1)

จากการวิเคราะห์ของ Knudson ในโรคมะเร็งชนิด retinoblastoma ในกลุ่มผู้ป่วยที่มะเร็ง 
เป็นชนิดที่มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมซื่งมักเป็นโรคมะเร็งชนิดนี้ตั้งแต่วัยเด็กและในกลุ่มผู้ป่วยที่ 
มะเร็งเป็นชนิดรporadicWรือไม่มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรม ทำให้เขาสันนิษฐานว่าการเกิดต้อง 
อาศัยการกลายพันธุสองครั้งเพื่อให้เกิดความผิดปรกติของทั้งสอง alleles ของยีนต้านมะเร็งและผล 
ของการกลายพันธุทำให็ย๊นเสียการทำหน้าที่ไป ในมะเร็ง retinoblastoma ที่ถ่ายทอดทางพันธุ 
กรรมการกลายพันธุครั้งแรกเกิดในเชลล์ germline และคร้ังที่สองเกิดในเซลล์โซมาติก ส่วนใน 
มะเร็ง retinoblastoma ท่ีเป็น sporadic การกลายพันธุทั้งสองครั้งเกิดในเซลล์โซมาติก ความผิด 
ปรกติของยีนนี้สามารถเห็นได้จากการศึกษาทางพันธุศาสตร์ของเซลล์ แต่โดยปรกติแล้วโรคมะเร็ง 
ที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรมไม่สามารถเห็นความผิดปรกติจากการศึกษาทางพันธุศาสตร์ของเซลล์ 
เพราะความผิดปรกติบันเกิดเพียงเล็กน้อยเช่น การขาดหายไปของยีนเพียงเล็กน้อย หเอเกิดจาก 
กลายพันธุชนิด point mutation

แม้ว่ายีน P53 เป็นยีนต้านมะเร็งที่ได้รับการศึกษาและความสนใจมากที่สุดในขณะนี้ แต่ใน 
หัวข้อของยีนต้านมะเร็งในบทความในวิทยานิพนธ์นี้จะขอกล่าวรายละเอียดเฉพาะฮีน P16 ซ่ึงเก่ียว 
ข้องกับการศึกษาวิจัยนี้เท่านั้น
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ยีน P167

P16 เป็นยีนต้านมะเร็งชนิดหนึ่งถูกค้นพบในปี พ.ศ. 2536 (ค.ศ.!993) มีชื่อเรียกหลายชื่อได้ 
แก่ major tumor suppressor 1 (MTS-1) หรอ inhibitor of cyclin-dependent kinase 4a (INK 4a) ทรอ 
cyclin-dependent kinase inhibitor 2A (CDKN2A) เป็นยีนท่ีบทบาทควบคุมวัฎจักรของเซลล์ใน 
ระยะ G1 มีตำแหน่งของยีนอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 9p21 ซึ่งตำแหน่งนี้เป็นตำแหน่งที่พบความผิด 
ปรกติได้บ่อยในมะเร็งหลายชนิดที่เกิดในมนุษย์ ยีน pi6 ประกอบด้วย 3 exon แสดงดังรูปท่ี 2.3 ซ่ึง 
ประกอบข้ึนด้วยกรดอะมิโน 156 ชนิด มีน้ีาหนัก 15.8kD7

p i s  b e ta  trans ะไๆ  Pt

รูปท่ี 2.3 แสดงโครงสร้างของยีน P161
ยีน P16 ผลิตโปรตีน P16 ซึ่งโปรตีนนี้ทำหน้าที่เป็นตัวยับยั้งการทำงานของเอนไซม์ 

cyclin-dependent kinase (cyclin-dependent kinase inhibitor หรอ CDKI) ชนิดหนง โดยโปรตน 
P16 จับกับ CDK4 หรอ CDK6 ซงทำให้ cyclin จับกับ cyclin-dependent kinase (CDK.) ไม่ได้ จง 
ไม่เกิดสารประกอบ cyclin-CDK ทำให้โปรตีน pRb ไม่ปลดปล่อย E2F (แสดงดังรูปที่ 2.4) โปรตีน 
P16 จึงเป็นโปรตีนที่สำคัญชนิดหนึ่งในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ในระยะ G1 (G1 phase 
หรอpresythetic phase) ไม่ให้เซลลเข้าสู่ระยะ ร(ร phase หรอ DNA synthetic phase) ดังนัน ถ้าม 
การสูญเสียการทำงานของโปรตีน pl6 อาจนำไปสู่การเจริญเติบโตของเซลล์จนเป็นมะเร็ง
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รูปท่ี 2.4 แสดงการทำงานของวัฎจักรเซลล์ในระยะ G1 ต่อไปยังระยะ ร โดยการทำงานประสานกัน 
ระหว่าง cyclin-D CDK4 E2F โปรตีน pl6 และโปรตีน pRB

กลไกยับย้ังการทำงาน'ของปีน P16
ในอดีตมีข้อโต้เถียงกันว่าการยับยั้งการทำงานของยีฆ P16 เกิดเฉพาะในเซลล์ในหลอด 

ทดลองหรือเซลล์ในก้อนมะเร็งปฐมภูมิที่มีการแบ่งตัวอย่างรวดเร็วเท่านั้นจริงหเอไม่ เนื่องจากพบ 
ว่า homozygous deletion หรือการกลายพันธุภายในยีน (intragenic mutation) ของยีน พ6พบได้ ไม' 
บ่อยในมะเร็งปฐมภูมิที่มี LOH ที่ตำแหน่ง 9p21 แต่ข้อถกเถียงนี้ถูกพักไปเมื่อมีการพบว่าการขาด 
หายไป,ของยีน P16 ทั้งสองตำแหน่ง (plôalleles) นั้นเป็นเพียงบริเวณเล็ก (microdiletion) ท่ีมีความ 
ยาวน้อยกว่า 200 กิโลเบส ทำให้การตรวจพบค่อนข้างยากเนื่องจากมีเซลล์ปรกติปะปนอยู่ภายใน 
ก้อนมะเร็งต้องตรวจด้วยเทคนิค microsatellite ต่างไปจากยีนต้านมะเร็งชนิดอื่นที่ความผิดปรกติ 
ของยนเป็นชนิด point mutation ในขณะท&ฆ P16 มักเป็นชนด small homozygous deletion ซงถอ 
เป็นกลไกสำคัญของการยับยังการทำงานของยีน/, 16 ชนิด homozygous deletion ตัวอย่างของโรค 
มะเร็งที่มีความผิดปรกติของยีน P16 ได้แก่ มะเร็งกระเพาะป้สสาวะ มะเร็งสมอง glioma มะเร็งต่อม 
ลูกหมากชนด adenocarcinoma มะเรงรังไข่ชนด adenocarcinoma มะเรงไต มะเรงเมดโลหดขาว 
ชนิด T-cell ALL มะเร็ง mesothelioma มะเร็งเนือเย่ืออ่อน และมะเร็งผิวหนัง melanoma
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ยีน P16 ยังสามารถให้กำเนิดสำเนาท่ีมีช่ือว่ายีน P16 ฌต้า (pi6/3) หรือเรียกว่า pl9ARF 
ในหนู ซึ่งประกอบด้วย exon l(3 exon 2 และ exon 3 แสดงดังรูปท่ี 2.3 ยีนน้ีสร้างโปรตีนท่ีมีน้ํา 
หนักโมเลกุล 13.8 กิโลดาลดันซึ่งโปรตีนชนิดน้ีไม่มีความสัมพันธ์กับโปรตีน P16 หลักฐานทาง 
พันธุกรรมพบว่ายีนนี้มีความสำคัญน้อยเพราะจากการวิเคราะห์ก้อนมะเร็งปฐมภูมิจำนวน 50 ตัว 
อย่างที่มียีน P16 ปรกติไม่พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของ exonlP เลย ทำให้เชื่อว่ายีน P lô j3  ไม่ได้ 
เป็นเปาหมายแรกในการเกิดมะเร็ง แต่ยีนนี้กลับมีการขาดหายไปเม่ือเกิดความผิดปรกติของยีน P16 
ด้วย จึงคาดคะเนว่าน่าจะเกิดจากทฤษฎี double-hit คือเมื่อเกิดการกลายพันธุแบบ silent หรือ 
missense ของยีน P16 อาจมีผลอย่างรุนแรงต่อการอ่านระหัสของยีน Plôfiแต่จากการศึกษาก็ไม่ 
ยืนยันทฤษฎีนี้เพราะได้มีการทดลองสอดใส่ยีน P16 ท่ีเกิดการกลายพันธุแบบ point mutation ท่ี 
exon 2 เพื่อหวังผลให้มีเกิดการเปลี่ยนแปลงในการถอดระหัสของยีน P16j3 เข้าไปในหนูทดลอง 
ปรากฎว่าเซลล์ยังคงสามารถยับยั้งการทำงานของวัฎจักรเซลล์ได้ เมื่อไม่นานมานี้มีการศึกษาใน 
เซลล์เน้ืองอกชนิด glioma ที่เกิดขึ้นในมนุษย์พบว่าแม้ว่าจะมีการกลายพันธุของยีน P16 ก็ตามก็จะ 
ไม่ส่งผลให้คุณสมบัติในการยับยั้งการทำงานของวัฎจักรเซลล์เสียไป แสดงให้เห็นว่าการเกิดการก 
ลายพันธุแบบ silent หรือ missense ใน exon2 ของยีน P16 จะไม่มีผลต่อการทำงานของยีน P16

นอกเหนอจากการเกิด homozygous deletion และ point mutation แล้วอาจม méthylation 
ในบริเวณ promotor ของ P16 เกิดข้ึน ซึ่งอาจเป็นเป้าหมายสำคัญในการเกิดมะเร็งของมนุษย์ ความ 
ผิดปกติของยีน plôriเกิดจาก hyperméthylation กำลังไดัรับความสนใจศึกษาอย่างกว้างขวางและ 
เป็นเป้าหมายสำคัญของการเกิดมะเร็งหลายชนิดในมนุษย์

ในมะเร็งลำไล้ใหญ่ แม้จะพบว่าส่วนใหญ่จะมีการขาดหายไปของยีนบริเวณ 9p คือ มีการ 
เกิด homozygous deletions ของยีนpl6 หรือการมีการเปลี่ยนแปลง1ของยีนRb(mutations)54 แต่ร้อย 
ละ30-40 พบว่าเกิด hyperméthylation ของยีนpiห์3 การยับย้ังการทำงานของยีน /?/6โดยผ่านขบวน 
การ hyperméthylation พบบ่อยในมะเร็งหลายชนิดได้แก่ มะเร็งของสมอง มะเร็งเต้านม มะเร็งลำไล้ 
ใหญ่ มะเร็งศีรษะและลำคอ มะเร็งกะเพาะป้สสาวะ มะเร็งหลอดอาหาร และมะเร็งปอดชนิด non
small-cell รวมทังในมะเร็งต่อมนำเหลืองชนิด non-Hodgkin's lymphoiT^นิด high grade34

การทำงาพของยีน P16
เซลล์ที่อยู่ในระยะพักหรืออยู่ในระยะ GO เมื่อเซลล์เข้าสู่วัฎจักรเซลล์จะมีการสังเคราะห์ 

cyclin D และ E ในระหว่างที่เชลล์อยู่ในระยะ G1 ท้ัง cyclin D และ E มีความสำคัญในการเข้าสู ่
ระยะ ร ของเซลล์ cyclin D ซ่ึงแบ่งได้เป็น cyclinDl cyclinD2 และ cyclinD3 เม่ือรวมตัวกับ CDK4 
หรือ CDK6 มีผลให้เกิดปฏิกิริยา phosphorylation และยับยั้งการทำงานของ pRB ทำให้ E2F ถูก 
ปลดปล่อยเป็นอิสระ E2F เป็นกุญแจสำคัญท่ีเปิดให้เซลล์เข้าสู่ระยะ ร ได้(แสดงตังรูป 2.4) โปรตีน 
P16 พบคร้ังแรกว่าเป็นตัวยับยัง cyclin-dependent kinase ชนิดหน่ึง ยีน P 1 6  มีหน้าที่ในการสร้าง
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โปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 15,845 ดาลตัน โปรตีน pl6 รวมตัวกับ CDK4 หเอ CDK6 เกิดเป็นสาร 
ประกอบที่ขาดคุณสมบัติการเป็นเอนไซม์ kinase มีผลขัดขวางการรวมตัวของ CDK4 และ CDK6 
กับ cycliû D

หลักฐานทางชีวเคมีพบว่ายีน P16 อาจเป็นตัวยับยั้งที่สำคัญในการทำงานของวัฎจักรเซลล์ 
และมีบทบาทเป็นยีนต้านมะเร็งชนิดหนื่ง จากการศึกษาโดยการเติมยีน P16 เข้าไปในเซลล์มะเร็ง 
ของมนุษย์หลายชนิดโดยไม่คำนึงถึงว่าเซลล์นั้นจะมีหรือไม่มีความผิดปรกติของยีน P16 พบว่า 
สามารถชักนำให้เชลล์มะเร็งหยุดการแบ่งตัวได้ในระยะ G1/S การทำงาน'ของยีน P16 ข้ึนกับยีน 
pRB โดยพบว่าถ้าเซลล์ไม่มีการทำงานของยีน pRB แม้ว่าจะเติมยีน P16 เข้าไปในเซลล์ก็ไม' 
สามารถยับยั้งการเติบโตของเซลล์ได้

ยีน P16 เป็นยีนท่ีคล้ายกับเป็นสำเนาของยีน P16 โดยมีส่วนประกอบเป็น El และ E2 ซ่ืง 
เป็นส่วนประกอบหนึ่งของยีน P16 ในมนุษย์'พบว่าสีฆ P16 /ฆตาผลิตโปรตีนที่มีนั้าหนักโมเลกุล
13.8 กิโลดาลตัน ซึ๋งโปรตีนอาจมีบทบาทในการยับยั้งการเติบโตของเซลล์ เมื่อสอดใส่ยีนนี้เข้าไป 
ในเซลล์มะเร็งศีรษะและคอชนิด squamous cell carcinoma และเซลล์ HeLa พบว่าสามารถยับยัง 
การเติบโตของเซลล์มะเร็งและมีสัดส่วนของเชลล์มะเร็งเพิ่มขึ้นในระยะ G1 แสดงว่าเซลล์หยุดการ 
เติบโตในระยะ G0/G1 ต่อมาเม่ือมีการพบ polyclonal antibody ต่อยีน P16 ทำให้ยืนยันแน่ชัดว่าวัฎ 
จักรเซลล์หยุดการทำงานเนื่องจากยีนชนิดนี้ผลิตโปรตีนที่มีนี้าหนักโมเลกุล 15.8 กิโลดาลตันไป 
ยับย้ังการเติบโตของเซลล์ นอกจากนี้ยังพบว่าในเซลล์ที่ขาดการทำงานของ pRB ยีน P16 สามารถ 
ทำงานยับยังการเติบโตของเซลล์ได้ ดังนันการทำงานของยีน P16 จึงเป็นอิสระไม่ขึนกับยีน P16 
และ pRB ข้อมูลในป้จจุบันนี้ดูเหมือนว่ายีน p i 6 ทำหน้าท่ีเป็นยีนต้านมะเร็งชนิดหน่ึง โดยมีวิถีทาง 
ของยีน P16 อาจเป็นไปได้ว่ายีน P16 ทำหน้าที่เป็นตัวยับย้ังการเติบโตของเซลล์อีกชนิดหน่ึง

วิถีทางของ!เม P 16  cyclin D1 และโปรตีน RB(p/6/cycIinDl/pRB pathway)
วิถีทางของยีน P16 cyclin D1 และโปรตีน pRB มีบทบาทสำคัญในการเกิดมะเร็งในมนุษย์ 

หลายชนิด จากหลักฐานทางพันธุกรรมพบว่ายีน P16 CDK4CDK6 cyclin D1 และโปรตีน pRB มี 
ส่วนเกี่ยวข้องในการเกิดมะเร็ง ยีน pRB เป็นยีนควบคุมการเกิดมะเร็งชนิด retinoblastoma และ 
มะเร็งปอดชนิดเซลล์เล็ก (small cell lung cancer) cyclin D1 บนโครโมโซมคู่ที่ l lq l3  มีการเพ่ิม 
จำนวนและการแสดงออกในมะเร็งหลายชนิดเช่น มะเร็งศีรษะและคอ มะเร็งกระเพาะป้สสาวะ 
มะเร็งปอดชนิดเซลล์เล็ก มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งเต้านมและมะเร็งตับชนิดเฮปปาโตเซลล์ลูล่า 
คาร์ซิ'โนมา cyclin D1 ก็มีส่วนในการเกิดมะเร็ง จากข้อมูลในหนูทดลองที่ดัดแปลงพันธุกรรมให้มี 
การแสดงออกของ cyclin D1 อย่างมาก พบว่าเกิดการเพิ่มจำนวนของเซลล์บุท่อนั้านมและมะเร็ง 
เต้านม ในทางตรงข้ามถ้ากำจัด cyclin D1 ในหนูทดลองพบว่าการเติบโตของเต้านมผิดบกพร่องไป 
การเพ่ิมจำนวนของ CDK4 และ CDK6 อาจมีบทบาทสำคัญในการเกิดมะเร็งก็เป็นได้ CDK4 อยู่บน
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โครโมโซมคู,ท่ี 12ql3 จากหลักฐานที่พ บ ว่าเม่ือมีการกลายพันธุทำใ ห ้เกิดมะเร็งชนิด glioma ท่ีมีการ 
ถ่ายทอดทางพันธุกรรมได้และมีการเพ่ิมจำนวนของ CDK4 ในมะเร็งชนิด sarcoma และ glioma ทำ 
ให้เชื่อว่า CDK4 อาจมีบทบาทในการเกิดมะเร็ง

ยีน P16 เป็นยีนท่ีมีบทบาทสำคัญในการยับยั้งการเกิดมะเร็ง การสูญหายของโปรตีน P16 
หเอโปรตีน RB มีผลให้ไม่สามารถควบคุมการแบ่งตัวของเซลล์ได้ ในทางตรงข้ามการเพิ่มจำนวน 
ของ cyclin D1 หรือ CDK ทำให้มีการกระตุ้นการทำงานของ pRB และยับยั้งการทำงานของยีน P16 
บางทีวิถีทางของยีน P16 cyclin D1 และโปรตีน pRB อาจเทียบเท่าวิถีทางของยีน P53 ในมะเร็ง 
ในมะเร็งของทางเดินอาหารและทางเดินหายใจเช่น มะเร็งปอด มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งศีรษะ 
และคอ พบว่าเกือบร้อยละ 100 ที่ก้อนมะเร็งปฐมภูมิมีความผิดปรกติไม่ส่วนใดก็ส่วนหนึ่งของวิถี 
ทาง,ของยีน P16 cyclin D1 และ โปรตีน pRB ในเชลล์ปรกตินั้นความสัมพันธ์ระหว่าง pRB และยีน 

บวาถ้าเชลล์ถูกขวางกันในส่วนใดส่วนหนึ่งของวิถีทางของยีน p i 6 cyclin DI และโปรตีน 
pRB มีผลให้เซลล์หยุดการเติบโตแล้วชักนำให้เกิดการตายของเซลล์โดยผ่านทางกลไกของยีน P53 
แต่ถ้าเซลล์ขาดการทำงานของยีน P53 พบว่าเซลล์ไม่สามารถควบคุมการเติบโตของเซลล์ต่อไปได้

บทบาททางชืววิทยาของยีน P16
แบบจำลองการเติบโตของเซลล์มะเร็งมีประโยชน์ในการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างการ 

เปล่ียนแปลงของยีนและพยาธิวิทยาของการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง จากการศึกษาเบื้องต้นของ 
แบบจำลองการเติบโตของเซลล์มะเร็งของศีรษะและคอ และมะเร็งกระเพาะปัสสาวะพบว่ามีการ 
สูญหายของโครโมโซมคู,ท ี่ 9p21 ต้ังแต่เร่ิมแรกของการเกิดมะเร็ง นอกจากนี้ยังพบได้บ่อยว่า
รอยโรคก่อนเกิดมะเร็ง (premalignant lesions) ก็มีการสูญเสียการทำงาน,ของยีน P16 ด้วย ดังน้ันล้า 
ยีน P16 ทำหน้าที่เป็นยีนต้านมะเร็งเสียการทำงานไปจะมีผลให้เกิดเซลล์มะเร็งตามมา ยีน P16 จึง 
อาจมีบทบาทเป็นยามเผ่าประตู (gate keeper) เพื่อปัองกันการเกิดเซลล์มะเร็งเช่นเดียวกับยีน 
adenomatous polyposis coli ซึ๋งเป็นยีนต้านมะเร็งชนิดหน่ึงเมื่อเกิดการสูญเสียการทำงานร'วมกับมี 
การกระตุ้นยีนก่อมะเร็ง (oncogene) ก็จะทำให้เกิดมะเร็งลำไห้ใหญ่ แต่ความเป็นจริงแล้วปัจจุบันนี 
ความเข้าใจในการทำงานของยีน P16 ยังไม่เป็นท่ีเข้าใจอย่างชัดเจน จากการศึกษาเซลล์มะเร็งใน 
หลอดทดลองทำให้เชื่อว่ายีน P16 อาจเป็นส่วนหนึ่งในการควบคุมการทำงานของเซลล์ การเพาะ 
เล้ียงเซลล์ fibroblast ของมนุษย์ในหลอดทดลองพบว่าเมื่อเซลล์แบ่งตัวเพิ่มจำนวนสักระยะหนึ่ง 
เซลล์จะหยุดการเติบโต ตรวจพบว่าระดับอาร์เอ็นเอและโปรตีนของยีน P16 และระดับ cyclin D1 
สูงข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ ในเซลล์มะเร็งเมื่อมีการสูญเสียการทำงานของยีน P16 อาจนำไปสู่การเป็น 
อมตะของเซลล์ (immortalization) ซึ่งมีข้อมูลยืนยันจากการเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งของระบบทางเดิน 
ปัสสาวะมนุษย์พบว่าเมื่อเซลล์หยุดแบ่งตัวจะมีระดับโปรตีน pl6 สูงข้ึน แต่เม่ือเซลล์สูญเสียการ 
ทำงานของยีน P16 เซลล์เหล่านี้จะเป็นอมตะและมีการแบ่งเซลล์ต่อไปเรื่อย  ๆ จากการศึกษาเซลล์
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สืบพันธุของหนูทดลองก็ให้ผณช่นเดียวกัน เมื่อกำจัดยืน P16 ในเซลล์สืบพันธุของหนูทดลองพบ 
ว่าหนูสามารถเจริญเติบโตโดยปรกติและไม่มีดวามพิการ ทำให้ยืนยันว่ายืน P16 ไม่มีดวามจำเป็น 
ในการเติบโตและการพัฒนาของอวัยวะหนูทดลอง แต่เม่ือเลี้ยงหนูต่อมาพบว่าหนูเหล่านี้เกิดมะเร็ง 
ตั้งแต่อายุห้อยและมีดวามไวสูงในการเกิดมะเร็งเมื่อได้รับสารก่อมะเร็งเช่น dimethylbenz [□ ] 
anthracene (DMBA) หเอแสงอุลตร้าไวโอเลตชนิดบี

ทำไมมะเร็งหลายชนิดจึงสูญเสียการทำงานของยืน P16 ข้อมูลปีจจุบันน้ีสนับสนูนบทบาท 
ของยีน P16 ในการชะลอการทำงานของวัฎจักรเซลล์ ภายหลังการเกิดมะเร็งแล้วอาจมีบีจขัยบาง 
อย่างเป็นตัวกระตุ้นให้มีการแสดงออกของยืน P16 และโปรตีน pl6 เร่ิมมีการสะสมภายในเซลล์แต่ 
ก็ยังไม่ทราบว,าบีจขัยนี้คืออะไร สันนิษฐานว่าการทำงานของยืน P16 เร่ิมต้นจากมีปีจขัยท่ีทำ
อันตรายต่อดีเอ็นเอไม่รุนแรงเช่น การสัมผัสสารล่อมะเร็ง หเอการไต้รับแสงอุลตร้าไวโอเลตชนิด 
บี แล้วมีการทำงานของโปรตีน p i6 ทำให้เซลล์หยุดการเติบโตในระยะ G1 เพ่ือซ่อมแซมความผิด 
ปรกติของดีเอ็นเอที่เกิดขึ้นหเอล้าความเสียหายที่เกิดขึ้นต่อตีเอ็นเอมีมากก็อาจชักนำให้เซลล์ตายไป 
(apoptosis) การทำงานของยีน P53 มีดวามแตกต่างจากยืน P16 ตรงท่ียีน P53 ตอบสนองต่อ 
อันตรายที่เกิดขึ้นกับดีเอ็นเออย่างรุนแรง จากข้อมูลทางระบาดวิทยาพบว่ามะเร็งที่สูญเสียการ 
ทำงานของยีน P16 มักเป็นมะเร็งที่เกิดขึ้นจากการสัมผัสสารก่อมะเร็งยาวนานเช่น มะเร็งปอด 
มะเร็งหลอดอาหาร มะเร็งศีรษะและคอ มะเร็งตับอ่อน และมะเร็งกระเพาะปีสสาวะ ดังนันมะเร็ง 
เกิดขึ้นเมื่อเซลล์ไม่สามารถหยุดยั้งการเจริญเติบโตและแบ่งเชลล์ได้

จากข้อมูลต่าง ๆ ไต้แสดงให้เห็นว่ายืน P16 เป็นยีนต้านมะเร็งชนิดหนึ่งที่มีบทบาทใน 
มะเร็งหลายชนิด คำถามสำคัญที่ยังไม่มีคำตอบในขณะนี้ก็คือการสูญเสียการทำงานของยืน P16 
เก่ียวข้องกับการเกิดรอยโรคก่อมะเร็ง (premalignant lesion) หเอไม่ และมีป้จขัยอะไรที่ควบคุมการ 
แสดงออกและควบคุมการทำงาน,ของยืน PI6 นอกจากนี้ยีน P16 มีบทบาทในการเกิดมะเร็งหเอ 
ไม่ ในอนาคตล้ามนุษย์ทราบการทำงานของยืน P16 นี้มากข้ึนก็อาจเป็นไปได้ว่ามนุษย์อาจมีวิธีการ 
รักษามะ เร็งด้วยวิธีใหม่เพ่ิมขึ้น

บทบาทของ DNA méthylationในกลไกการเกิดมะเร็ง(oncogenesis)
ขบวนการ DNA méthylation มีบทบาทชัดเจนและสำคัญในการควบคุมเซลล์ของสิ่งมีชีวิต 

ที่มีกระดูกสันหลัง(vertebrates)îดยเฉพาะอย่างยิ่งมีบทบาทอย่างมากในขบวนการการเจริญเติบโต 
ของตัวอ่อน ขบวนการ DNA méthylation ไม่เพียงแต่มีบทบาทในการควบคุมการแสดงออกของยีน 
ต่างๆในเซลล์ปกติของสิ่งมีชีวิต เช่น การยับยั้งการแสดงออกของของยีนบนโครโมโซม X ในผู้ 
หญิง ยังมีบทบาทสำคัญในขบวนการเกิดโรคมะเร็งซึ๋งเป็นผลจาก DNA méthylation ที่ผิดปกติ ดัง 
จะได้กล่าวในรายละเอียดต่อไป
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บทบาทของขบวนการ DNA méthylation ในกลไกการเกิดมะเร็ง(oncogenesis) ได้มีการต้ัง 
สมมติฐานมานานหลายปี การศึกษาจำนวนมาก พบว่า มีความผิดปกติในบทบาทหน้าที่ของเอน 
ซัมย methyltransferase ของดเอนเอ(aberrations in DNA methyltransferase activity)!นเซลลมะเรง 
3133 ภายในเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลงไป(transformedcells)wกจะมีความผิดปกติดังนี้

(1) มีการเพิ่มขึ้นของบทบาทหน้าที่ของเอ็นซัมย์ methyltransferase ของดีเอ็นเอ(DNA-
MTase activity)

(2) มีการสูญเสียอย่างกว้างขวางของการเมทิเลชั่น(widespread loss of méthylation) จาก 
ตำแหน่งเมทิเลชั่นตามปรกติ และ

(3) มีการเกิด hyperméthylation หลายตำแหน่งของดีเอ็นเอ34
บทบาทสำคัญของ DNA méthylation ในการก่อมะเร็ง(oncogenesis)mดขึนจากกลไกหลาย 

อย่าง ดังแสดงในรูปที่2.5
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1. การเปล่ียนแปลงของนิวคลิโอไทล์จาก C ไปเป็น T (Signature C-̂ T mutation) ในเซลล์มะเร็ง 
อัตราการเปล่ียนแปลงอย่างสูงของ cytosine residues ภายใน dinucleotide CpG ซ่ึงเป็น 

ตำแหน่งเปาหมายสำคัญของเอนซัมย์ DNA-Mtase ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมนั้นสามารถทำให้เกิดการ 
เปลี่ยนแปลงของนิวคลิโอไทด์จาก C ไปเปีน T ในอัตราที่ถูง(cytosine to thymine transitions) ซ่ึง 
เป็นผลที่ตามมาจากขบวนการ hydrolytic deamination ของ 5-mC35 (ดังรูปท่ี 2.6) กลไกการเปล่ียน 
แปลง(mutation) นีเริมแรกตรวจพบในprokaryotic systems36

รูปท่ี 2.6 แสดงภาพรวมของวิถีทางทางชีวเคมี(biochemical pathways) ของการเกิด cytosine 
méthylation การเกด déméthylation และการเกด mutagenesis ของ cytosine และ 5-mC

cytosine ทยังไม่ถูกเมทเลต(นทmethylated cytosine) สามารถเข้าสู่ขบวนการ deamination 
กลายไปเป็น uracil ได้ด้วย แต่อย่างไรก็ตามเอ็นซัมย์ Uracil-DNA glycosylase มีความสามารถเพียง 
พอในการซ่อมแซม G:U แต่จะไม่สามารถซ่อมแซม G:T mismatch ได้57 อย่างไรก็ตาม เอนซัมย์ 
DNA-MTase อาจยับยั้งการซ่อมแซมนี้ได้ โดยช่วยทำให้เกิดการส่งผ่านจาก C-»U-»T (C->U-»T 
transition) เอนซัมย์DNA-MTase อาจทำให้เกิดการเปล่ียนแปลงจาก 5-mC-»T (5-mC-»T 
transition^ตำแหน่งของ CpG ล๒^น*ฬ6รภายใด้สถานการณ์บางอย่างที่มีการเพิ่มขึ้นของการ 
แสดงออกของเอ็นซัมยDNA-Mtasellfอการลดลงของระดับของสาร S-adenosylmethionine ภายใน

5-methyl Cytosine 
NH 2,

Uracil



22

ตัวอย่างที่ชัดเจนของขบวนการนี้ว่านำไปสู่การเกิดเป็นมะเร็งได้อย่างไร ได้แก่ ยีนด้าน 
มะเร็ง/ไ53 การเปลี่ยนแปลงกลายพันธุของฒี p53 เกิดขึ้นมากกว่าร้อยละ 50 ของมะเร็งไนมนุษย์ 
(human solid tumors)39 ประมาณร้อยละ 24 ของการเปลี่ยนแปลงกลายพันธุเหล่านี้เกิดขึ้นจากการ 
เปลยนแปลงจาก C—+T(C—+T transitions) ทตำแหน่ง CpG dinucleotides บ่งชว่า DNA méthylation 
อาจนำไปสู่การเปลี่ยนแปลงกลายพันธุเหล่านี้4

2. DNA hypomethylation ใXWะ17ร่เ
การลดลงของระดับmethylationOายในยีนโดยรวมเป็นสิ่งที่พบบ่อยมากในกลไกการเกิด 

มะเร็ง (tumorigenesis)41 การลดลงน้ีมักจะเกิดขึ้นในช่วงเริ่มต้นก่อนการเปลี่ยนแปลงไปเป็นมะเร็ง 
อย่างชัดเจน(frank tumor formation)42 43 นอกจากการลดลงของระดับmethylationnายในยีนโดยรวม 
(overall genomic hypomethylation) แล้ว ยนมะเรงทีเฉพาะ(specific oncogenes) ก็ตรวจพบว่ามีการ 
เกิด hypomethylate ได้ในมะเร็งที่เกิดกับมนุษย์ ความสัมพันธ์ที่ไปด้วยกันอย่างดีระหว่างการเกิด 
méthylation ภายในยีนกับ การแสดงออกของยีน(gene expression) ตรวจพบได้ในยีนบางอย่าง เช่น 
ยน bcl-2 ทเกยวข้องกับ antiapoptotic ในมะเรง B-cell chronic lymphocytic leukemia11 และยีน k- 
ras proto-oncogene ในมะเรงปอดและมะเรงลำไล้ใหญ่45

3. Hyperméthylation V'û'lüฆต )ฆมะเ รง(tumor-suppressor genes)
นอกจากกลไกที่เกิดจาก point mutations และ gene deletions แล้ว การกดการทำงานของ 

ยน (transcriptional repression) ยังเกิดจากกลไกการ hyperméthylation ของ promoter sequences 
บ่งช้ีว่า hyperméthylation^นหนทางหนึ่งที่ทำให้เกิดการยับยั้งการทำงานของยีนต้านมะเร็ง(tumor- 
suppressor genes) ในโรคมะเร็ง สิ่งนี้อาจเป็นผลมาจากการเพิ่มขึ้นของระดับเอ็นซัมย์ DNA-Mtase 
ซึ่งพบในมะเร็งหลายชนิด31 หรืออาจเป็นผลจากเหตุการณ์บางอย่างที่ทำให้การ transcription ของ 
ยีนต้านมะเร็งหยุดพักไปชั่วคราว

ยีน retinoblastoma (Rb) เป็นยีนแรกที่เป็นตัวอย่างที่ชัดเจนว่ามี CpG island
hyperméthylation เกิดขึ้นโดยจากการศึกษาหน่ึง พบ 3 รายใน 21 รายท่ีเป็น sporadic46 และ 
5 รายใน 32 รายในอีกการศึกษาหนึ่ง47 ท้ัง 7 ราย มีการเกิด hyperméthylation ของ CpG islands 
ที่ตำแหน่งปลายส่วน 5' ของยีน Rb ในเวลาต่อมามีการศึกษาในห้องทดลอง ท่ีแสดงให้เห็นว่า 
การ méthylation ของบรเวณ promoter region ของยน Rb ทำให้มการยับยัง promoter activation 
โดยตรง48

การยับยั้งการทำงานของยีน von Hippel-Lindau (VHL) เกิดขึ้นจากการเปลี่ยนแปลงใน 
เซลลของร่างกายทเกดขนภายหลัง(somatically acquired mutations)lน one copy ของยนVHL ควบ 
คู่ไปกับการสูญเสีย second allele ซึ่งเป็นเหตุการณ์ที่พบตังแต่แรกในมะเร็งของไตชนิด clear-cell ท่ี
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เกิดขนเอง49 Herman และคณะ50 พบว่า hyperméthylation ของยีน VHL ที CpG island และมีการ 
สูญเสียการแสดงออกของยีนเกิดขึ้นไปพร้อมกัน(concomitant lack of expression) ในผู้ป่วย 5 ราย 
ใน 26 ราย ท่ีเป็น sporadic form ของมะเร็งของไตชนิดclear cell แต่ไม่มีการเกิด intragenic 
mutations ภายในยีนน้ีเลย การรักษาของโรคมะเร็งไตชนิด clear cell ใน cell line ด้วย 5- 
deoxyazacytidine ซึ่งเป็นสารยับยังที่แรงมากตอเอ็นซัมย์ DNA-Mtase เป็นผลทำให้มี
déméthylation เกิดขึ้นและทำให้มีการแสดงออกของยีน VHL ขึ้นมาใหม่ได้

โปรตีนสำคัญที่สุดตัวหนึ่งในการควบคุมวัฎจักรของเซลล์(cell cycle regulatory proteins) 
คือโปรตีนP16 (ซ่ึงมีชื่อเรียกอีกหลายช่ือ ได้แก่ MTS-1 หเอ major tumor suppressor 1 และ INK4a 
สำหรับ inhibitor of cyclin-dependent Kinase 4a และ CDKN2a for Cyclin-Dcpcndent Kinase 
inhibitor 2a) ผลทางชีวเคมีท่ีสำคัญของ pl6 คือ หยุดการเคลื่อนไปของวัฎจักรของเซลล์ท่ีระยะ 
G1/S และการสูญเสียหน้าที่การทำงานของpl6 อาจนำไปสู่การเจริญเติบโตของเซลล์จนกลายเป็น 
มะเร็งในที่สุด51 การเปลี่ยนแปลงของยีนท่ีพบบ่อยใน cell lines ของมะเร็งและในมะเร็งปฐมภูมิที่ยัง 
ไม่ลุกลามมาก คือ loss of heterozygosity(LOH) ของโครโมโซม9p21 ซ๋ึงมีท้ังยีน pl6 และ ยีน pl5 
อยู่

ในการศึกษาในมะเร็งส่วนใหญ่ พบว่า ท่ีตำแหน่ง CpG island ในส่วนปลาย 5' ของยีน pl6 
เป็นตำแหน่งที่มีการmethylationblดขึ้นบ่อยและการรักษาเซลล์มะเร็งที่มีการเกิดhyperméthylation 
นี้ด้วยs-azacytidineîlwลกระตุ้น transcription ของยีนได้52'53การเกิดขึ้นไม่ว่าท้ังการหายไปของ 
coding region หรอการม promoter hyperméthylation ของยน P16 พบว่า มความสัมพันธโดยตรง 
กับการเกิดมีการเปล่ียนแปลงของยีน Rb (mutations^นมะเร็งหลายชนิด34 สิ่งท่ีน่าสนใจ คือ ในบาง 
ครั้งการเกิดมี p i6 promoter hypennethylation อาจเป็นเหตุสำคัญอันเดียวที่ยับยั้งการทำงานของ 
alleles ทั้งสองของยีนน้ี และอาจเป็นสิ่งผิดปรกติอันเดียวที่เกี่ยวข้องกับการสูญเสียการทำงานในวิถี 
ทางของcyclinD-Rb34 ในมะเร็งลำไสไหญ, แม้จะพบว่าส่วนใหญ่จะมีการขาดหายไปของยีนบริเวณ 
9p คอ มการเกด homozygous deletions ของยน p i6 หรือการมการเปลยนแปลงของยนRb 
(mutations)54 แต่ร้อยละ30-40 พบว่าเกิด hyperméthylation ของยีนpl6'53 การยับยั้งการทำงานของ 
ยีน p l6 lดยผ่านฃบวนการ hyperméthylation พบบ่อยในมะเร็งหลายชนิดได้แก่ มะเร็งของสมอง 
มะเร็งเต้านม มะเร็งลำไห้ใหญ่ มะเร็งศีรษะและลำคอ และมะเร็งปอดชนิด non-small-cell รวมท้ัง 
ในมะเรงต่อมนำเหลองชนด non-Hodgkin’s lym phon^นด high grade31

ยีน P15 หรือ ยีน INK4b เป็นตัวยับยังของ cyclin-dependent kinases ได้แก่ CDK4 และ 
CDK6 และมีบทบาทในการตอบสนองต่อ การยับย้ัง transforming growth factor-p (TGF-P-mediated 
growth inhibition responses)55 การยับย้ังการทำงานของยีน pl5 ผ่านขบวนการ méthylation พบ 
บ่อยในมะเร็งระบบโลหิต(hematopoietic neoplasms) เข่นมะเร็งเม็ดเลือดขาวทังชนิด acute
myelogenous leukemia และชนิด acute lymphoblastic leukemia และมะเรงต่อมนำเหลองชนิด
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Burkitt's lymphoma 4 ล่าสุดยังตรวจพบhyperméthylation ขธงยน p i5 ในกลุ่มโรค myelodysplastic 
syndromes’6 และ hyperméthylation ของทังยน p i5 และ P16 ในมะเรง multiple myeloma’

4.Induction of chromosomal instability
Lengauer และ คณะ58 ได้ริแรมการศกษาเรอง exogenous CpG-rich sequences ในลักษณะ 

ของยนทแกยวข้องกับไวรัส ทมชอว่า retrovirally contained p-galactosidase gene ในเซลลของ 
มะเร็งลำไห้ใหญ่ 10 cell lines พบว่า 5 ใน 10 cell lines ไม่แสดงออกของการทำงานของยีน p-gal 
และพบว่าเซลล์แหล่านี้มีความบกพร่องในเรื่องการซ่อมแซมลีเอ็นเอที่จับคู'ผิดพลาดไป(mismatch 
activity repair)(MMR-) ในขณะที่เซลล์ที่เหลืออื่นๆที่ไม่มีความบกพร่องนี้(MMR+) สามารถแสดง 
ออกซึ่งการทำงานของยีน P-gal

ในเซลล์ที่มีความบกพร่องMMR(MMR-) พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของ méthylation
(méthylation proficient) (MET+) ส่วนเซลล์ท่ี MMR+ พบว่ามีความบกพร่องของ méthylation 
(méthylation delïcient)(MET—) (โดยอาศัยวธการตรวจวิเคราะหแบบ Southern blot analysis) และ 
สามารถกระตุ้นให้เกด méthylation อกครังโดยใช้ 5-azacytidine (5-azacylidine-induced
reactivation) ต่อยน p-gal สงนแสดงใหเหนว่าเซลลมะเรงลำไสใหญ่ทมmismatch repair proficient 
จะมี ความบกพร่องใน methylation(MET-) เป็นผลโดยตรงต่อการได้มาและากรขาดหายไปของ 
โครโมโซมทั้งหมด นำไปสู่ genomic instability และการเกิดมะเร็งต่อมา ตรงกันข้ามในเซลล์ที่ 
MMR— และม méthylation ตามปกต เซลลจะเกิด genomic instability โดยหนทางอน(alternative 
pathway^อง ความบกพร่องของ mismatch repair59 เช่นเดียวกับการศึกษาเกี่ยวกับบทบาทของ 
hypomethylation ในการเกิด chromosomal instability ซงเป็นการศกษาโดย Chen และคณะ60

การศึกษาทดลองเพิ่มเติมในเวลาต่อมาที่สนับสนุนสมมติฐานเกี่ยวกับ DNA méthylation 
โดย Feinbergiiละคณะ61 ได้แสดงให้เห็นว่า โดยเฉลี่ยจะมีการลดลงของ genomic 5-mC content คิด 
เป็นร้อยละ 8 และร้อยละ 10 ใน adenomas และมะเร็ง adenocarcinomas ของลำไห้ใหญ่ ตามลำดับ 
โดยไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ ระหว่างเนื้องอก(benign) และมะเร็ง (malignant ณmors) 
ที่น่าสนใจ คือ ผู้ป่วยสามรายท่ีมี 5-mC content สูงที่สุดในเซลล์ลำไห้ใหญ่ปกติ(normal colon) พบ 
ว่าเป็นกลุ่มอาการLynch syndrome (HNPCC) ซึ่งพบในเวลาต่อมาว่าเป็นชนิด MMR— phenotype61

การศึกษาล่าสุดการศึกษาหนึ่งเก่ียวกับ méthylation พบว่า มีการเกิดขึ้นทั้ง méthylation บน 
ส่วนกว้างของ genome (genome-wide under méthylation) การเพมจำนวนขนของ retroviral 
element(retroviral element amplification) และการสร้างแบบตัวอย่างใหม่ของโครโมโซม
(chromosome remodeling) ในinterspecific mammalian hybrid (Macropus eugenii X Wallabia 
bicolor) ส่วนของ centromeres ทเปลยนแปลงยาวออกไป(atypically extended centromeres) ของ 
โครโมโซมชนดทเป็น autosomes ของ Macropus eugenii จะประกอบดวย amplified retroviral
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elements ที่ไม่ถูก methylated จะไม,สามารถตรวจพบได้ในparental species แสดงให้เห็นถึงความ 
ล้มเหลว'ของ'ขบวนการDNA méthylation62

ขบวนการ DNA méthylation มีบทบาทชัดเจนและสำคัญในการควบคุมเซลล์ของสิ่งมีชีวิต 
ที่มีกระลูกสันหลัง(vertebrates^ดอเฉพาะอย่างยิ่งมีบทบาทมากในการเจริญเติบโตของตัวอ่อน ใน 
ปัจจุบันพบหลักฐานจากการศึกษามากมายว่า DNA méthylation มีบทบาทสำคัญมากในการ 
silencing ของยีนเฉพาะบางอย่าง (specific genes)?ะหว่างการเจริญเติบโตและพัฒนาของเซลล์ 
(development and cell differentiation) การเบัลยนแบัลงภายใน(intrinsic mutagenicity) ของ 5-mC 
การกระตุ้นยนทเป็น proto-oncogenes ผ่านขบวนการ hypomethylation การยับยังการ transcription 
ของยนต้านมะเรง(tumor-suppressor genes) ผ่านขบวนการhyperméthylation และความบกพร่องใน 
การแยกตัวออกของโครโมโซม(chromosomal segregation) เนื่องมาจากความผิดพลาดในการ
méthylation เอง (de novo méthylation) อาจทำให้ก่อเกิดมะเร็งตามมา ดังนั้นการปรับเปลี่ยนขบวน 
การ DNA méthylation อาจมีความสำคัญในทางการแพทย์(clinical implications) ในการป็องคันการ 
เกิดมะเร็งและการรักษามะเร็ง

ในการพัฒนากลยุทธในการรักษาเพื่อให้การรักษามีความปลอดภัยและได้ผลดี จึงจำเป็นท่ี 
จะต้องมีการศึกษาเกี่ยวคับปัจจัยที่เกี่ยวของคับขบวนการ méthylation และ déméthylation ให้เข้าใจ 
ถ่องแท้เสียก่อน การศึกษาในขณะนี้ พบว่าขบวนการที่เกี่ยวข้องคับการควบคุมการทำงานของยีน 
(gene regulation) โดยรวมมีอยู่ 2 กลไกหลัก คือ ขบวนการ DNA méthylation และขบวนการ 
histone deacetylation การศึกษาต่อๆไปท่ีจำเป็น ได้แก่กความเข้าใจเกี่ยวคับความสัมพันธ์อันสลับ 
ซับซ้อนระหว่างเอ็นซัมย์ methyltransferases เอ็นซัมย์ demethylases โปรตีนท่ีจับคับ methyl 
cytosine(methyl cytosine binding proteins) คับขบวนการ histone acetylation และการtranscription 
ของยีน

เทคนิคในการตรวจเก่ียวกับ DNA méthylation63
เทคนิคท่ีเริ่มต้นใช้ในการศึกษาเกี่ยวคับขบวนการ DNA méthylation ที่ตำแหน่งเฉพาะ 

(site-specific DNA méthylation) นั้นอาศัยพื้นฐานความรู้เรื่องความไม่สามารถของเอ็นซัมย์ชนิด 
restriction enzymes^นิดที 2 (inability of methylation-sensitive type II restriction enzymes) ในการ 
ตัด(cleave) บริเวณ sequences ที่ประกอบด้วย CpG ท่ีมีการ methylated เกิดขึนนื่งหรือมากกว่าหนึ่ง 
ตำแหน่งร่วมคับวิธี Southern hybridization»ต่วิธีการนี้ต้องการปริมาณดีเอ็นเอที่มีนี้าหนักโมเลกุล 
สูงในปริมาณมากในการตรวจค้น méthylation ที่เกิดฃึนเพียงไม่มาก(few percent) บน alleles และ 
บอกข้อมูลแค่เพียงว่ามีตำแหน่งของ CpG ท่ีมี méthylation เกิดฃึนใน sequence ที่ตัดโดยเอนซัมย์ 
methylation-sensitive restriction enzymes
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Singer-Sam และคณะ ใด้พัฒนา ความไวในการตรวจค้น méthylation โดยใช้เอนซัมย์ 
restriction enzymes ร่วมกับวิธการของ polymerase chain reaction (PCR) หลังจากมการตัด 
(cleaving) ดเอนเอ ดวยเอนซัมย methylation-sensitive restriction endonucleases เช่น H pa II แล้ว 
จะมีการใช้ขบวนการ PCR amplification ด้วย specific primers ประกบข้างหเอจับกับ restriction 
site ซึ่งการจับหรือประกบนีจะเกิดขึ้นต่อเมื่อการตัดดีเอ็นเอ(DNA cleavage)!ง้ันมีการฟ้องกันด้วย 
ขบวนการ méthylation อย่างไรก็ตาม วิธีการนี คล้ายคลึงกับวิธีรouthem-based ท่ีสามารถตรวจค้น 
เพียงว่ามีตำแหน่งของ CpG ท่ีมี méthylation เกิดขึ้นใน sequence ที่ตัดโดยเอนซัมย์ methylation- 
sensitive restriction enzymes เท่าพัน นอกจากน ผลบวกลวง (false-positive result) อาจเกิดขนได้ 
จากการย่อยดีเอ็นเอท่ีไม,สมบูรณ์ของ restriction enzyme

วิธีการท่ีใช้ในการตรวจ (genomic sequencing protocols) ท่ีใช้ไนการศึกษา DNA 
méthylation ก่อนหน้าน้ีโดย Maxam และ Gilbert คือการใช้ปฏิกิริยาทางเคมีในการตัดดีเอ็นเอ 
(chemical cleavage reactions) ร่วมกับเทคนิค PCR ทเรยกว่า linker-mediated PCR (LMPCR) ใน 
การเพ่ิม หรือ enhance signal เทคนิคนี้อาศัยพื้นฐานข้อมูลที่ว่า 5-mC จะไม่ถูกตัดโดยเอนซัมย์ 
ระหว่างการทำปฏิกิริยามาตรฐานของ Maxam และGilbert ข้างด้น ดังน้ัน 5-mC จะลูกตรวจพบได้ 
ใน sequencing gel โดยไม่มแบนดทเกดขนสอดคลองกับผลตผล(lack of a band that corresponds to 
a cleavage product) ของปฏิกิริยา cytosine degradation ซงเทคนิควิธการนพบว่าให้ผลทังผลบวก 
(false-positive) และผลลบลวง(false-negative)

การศึกษาโดย Frommer และคณะ โดยใช้วิธีการตรวจที่อาศัยพื้นฐานเรื่องปฏิกิริยา
bisulfite-induced oxidative deamination ของดเอนเอ(genomic DNA) ภายใต้เงอนไขว่า cytosine 
จะลูกเปล่ียนไปเป็น uracil ส่วน 5-mC จะไม่มีการเปล่ียนแปลง จากน้ัน sequence ท่ีเป็นเป็าหมายจะ 
ลูกเพิมจำนวน(amplified) โดยวธPCR ทใช้ strand-specific primers บน sequencing ของดเอนเอท 
ถูกเพิ่มจำนวนขึ้นน้ัน uracil และ thymine ที่มีอยู่จะตรวจพบเป็น thymine ท้ังหมด และจะเพียงแต่
5-mC ที่เหลืออยู่เท่านั้นที่ตรวจพบเป็น cytosines วิธีการนี้ตังแสดงในรูปที่ 2.7 ซึ่งเป็นวิธีการที่ใช้ใน 
ป็จจุบันและใช้ในการศึกษานี้

การตรวจวิธีนี้มีความรวดเร็วในการตรวจค้นร-mCที่เกิดขึ้นระหว่างการทำปฏิกิริยาbisulfite 
deamination ร่วมกับ PCR amplification การตรวจนีมีความเหมาะสมในการตรวจค้น CpG 
dinucleotides ที่มีจำนวนจำกัดซึ่งพบได้ทั้งภายใน หรือข้างๆ PCR primer sequences และ ภายใน 
restriction enzyme recognition sequence
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Determination of Cytosine Méthylation by 
Bisulfite Conversion Genomic Sequencing
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รูปท่ี 2.7 (A) รูปแสดงข้ันตอนในการตรวจค้น méthylation ของ cytosines ภายใน DNA sequence 
ทรู้จักโดยวธbisulfite conversion (B) รูปเiสดงในสงมชวต(In vivo) (.กยวกับการนาด méthylation
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ของ CpG dinucleotides ของ rho promoter ในเซลล์เม็ดเลือดแดงของโก,และลูกไก,ที่มีอายุ 5 วัน 
โดยใช้วิธ bisulfite conversion ลูกศรแสลงให้เหน methylated cytosines และพบแต่ในเซลลของไก่ 
ที่โตแล้ว(adult erythroid cells) ส่วนตัวเลขแสดงถึงตำแหน่งที่ใกล้กับตำแหน่งเริ่มต้นของการ 
transcription แสดงให้เหนว่า cytosines ชงไม่เกยวข้องกับ CpG dinucleotides ทังหมดถูกเปลียนไป 
เป็น thymidines ทั้งในเชลล์เม็ดเลือดแดงของไก่และลูกไก่ที่มีอายุ 5 วัน (C) รูปแสดงการเกิด 
méthylation ของ CpG dinucleotides ของ rho promoter ในเซลล์เม็ดเลือดแดงของไก่และลูกไก่ทีมี 
อายุ 5 วันโดยใช้วิธ bisulfite conversion ลูกศรแสดง methylated cytosines และเหนไต้ชัดเจนจาก 
รูป(A) Primers R และ F บ่งช้ีลำดับของ rho globin promotedใช้สำหรับการออกแบบprimers ภาย 
ใน(designating internal primers) และสำหรับการ sequencing63

วิธีการตรวจ Methylation-Specific PCR

วิธีการตรวจ Methylation-Specific PCR เป็นการตรวจที่มีความจำเพาะมาก มีความไวมาก 
ทำได้รวดเร็ว และไม่แพง ในการตรวจหา méthylation จากตัวอย่างดีเอ็นเอ แม้ในปริมาณเพียงเล็ก 
น้อยมาก ดีเอ็นเอจะลูกเปลี่ยนแปลงไปโดย การเติม bisulfite เพ่ือเปลี่ยนแปลง cytosine ท่ีไม่ลูก 
methylated ให้เป็น uracil ส่วน cytosine ท่ีถูก methylated จะไม่เปลี่ยนแปลงไป ขั้นตอนในการ 
ตรวจมีตังนี้

ขั้นตอนการเตรียม bisulfite-modified DNA
1. ใช้สารละลาย hydroquinone ที่มีความเข้มข้น 55 มิลลิกรัมต่อ 5 ซีซีของนี้าที่จัดเตรียมไว้ 

นำมาเจือจางลง 1 ต่อ 10 (hydroquinone เป็น antioxidant ท่ีใช้ป้องกัน ปฏิกิริยา 
oxidation ระหว่างขบวนการต่อ ไป)

2. เตรียมสารละลาย bisulfite ที่ความเข้มข้น 1.88 กรัมต่อ 5 ซีซีของน้ีา นำมาทำให้มีความ 
เป็นด่างมากข้ึนโดยหยดสาร 19.5 M ของโซเดียมไฮดรอกไซด์(NaOH) 5 หยด(ขบวน 
การน้ีเป็นการสร้างดีเอ็นเอสายเด่ียว ซ่ึงจะไวต่อการเกิดปฏิกิริยากับ bisulfite)

3. เตรียมดีเอ็นเอ 1-2 ไมโครกรัมเจือจางในนี้า 50 ไมโครลิตร
4. เติมสาร 2 M ของโซเดียมไฮดรอกไซด์(NaOH) 5.5 ไมโครลิตร(ที่เตรียมจาก fiesh 

stock)0งในข้อ 3.
5. ต้ังไว้(Incubate) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที
6. หลังจากนั้น เติม สารละลาย hydroquinone ท่ีเจือจางในข้อ 1. จำนวน 30 ไมโครลิตร 

และ vortex
7. แล้ว เติมสารละลาย bisulfite ในข้อ 2. จำนวน 520 ไมโครลิตร และ vortex
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8. แล้วจึงเติมนามัน mineral oil จำนวน 200 ไนไทรmร(เพ่ือป็องกันการระเหยของนำ)และ 
ต้ังไว้(Incubate) ที่อุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16-20 ช่ัวโมง

9. นำส่วนท่ีเป็นนํต้ัมันออกและเติม Wizard™ resin จำนวน 1 ซีซี ลงในแต่ละหลอดทดลอง 
และผสมให้เข้ากันอย่างดี(พi:ardmresin จะช่วยแยกดีเอ็นเอออกฉากรodium bisulfite ท่ี 
ปีความเข้มข้นสูงได้ดี)

10. ใส่สารในข้อ 9 ลงในหลอด หเอ syringe ที่ต่ออยู่กับ column ซึ่งยึดอยู่บน vacuum 
manifold ทีมีทางออกหลายทาง และ apply vacuum

11. ระหว่างท่ีปล่อยน้ัาออก ล้างด้วย สารละลาย 80% isopropanol จำนวน 2 ซีซี และ apply 
vacuum ต่อไปด้วย

12. ระหว่างท่ีปล่อยน้ําออก แยกดีเอ็นเอออกจาก column โดยการล้างละลาย(elute) ด้วยนำ 
อุ่นที่มีอุณหภูมิ 50-70 องศาเซลเซียส จำนวน 50 ไมโครลิตร และป่นหมุน (spin) ใน 
microluge ที่ความเร็ว10000 รอบ เป็นเวลา 1 นาที (น้ํพุ่นจะช่วยชะล้างละลายดีเอ็นเอท่ี 
ถูกเปล่ียนแปลงแล้วออกจาก resin)

13. หลังจากน้ันเติม สาร 3 M ของโซเดียมไฮดรอกไซด์(NaOH) 5.5 ไมโครลิตรและตั้งทิ้งไว้ 
ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที (กระบวนการน้ีกระทำเพ่ือให้เกิดความสมบูรณ์ในการ 
เปล่ียนแปลงทางเคมีของ cytosine ให้เป็น uracil อย่างสมบูรณ์)

14. แล้วเติม สาร 10 MNH40AC จำนวน 17 ไมโครลิตร และเอททานอล 95%ปริมาณ 2-3 
เท่าของสารละลายรวมในข้อ 13

15. ต้ังท้ิงข้ามคืนที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสเพื่อให้ตกตะกอน(precipitate)
16. นำมาหมุนเหว่ียง นาน 25 นาที จากนั้นแยกส่วนที่เป็น supernatant ออกทิง แล้วล้างด้วย 

เอททานอล 70 %
17. ทำให้แห้งโดยใช้ speed vacuum หลังจากนั้นละลายต่อด้วยนั้ากลั่น2 0 ไมโครลิตรดีเอ็น 

เอจะอยู่สภาพท่ีพร้อมจะเข้าส่ขบวนการทำPCR

ขั้นตอนการเตรียม PCR mixes
1. ละลาย(thaw) PCR buffer 4dNTP mix และ primers โดยการกำหนลปริมาณแต่ละอย่างที่ 

ใช้และเตรียม master mixes สำหรับการทำ PCR reaction ซึ่งประกอบด้วย (l)lx  PCR 
buffer (2) 2 mM 4dNTP mix (3) sense primer กับ antisense primer 300 นาโนกรัมต่อ 
ไมโครลิตร ชนิดละ 1 ไมโครลิตร และ (4) Taq DNA polymerase(Perkin-Elmer) 1 unit

2. ใส่ PCR master mixes จากข้อ 18 ลงใน PCR tubes แต่ละหลอด
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3. เติม template ของดีเอ็นเอที่อยู่ในสภาพพร้อมที่เตรียมไว้จากข้อ 17 จำนวน 7
ไมโครลิตรลงในแต่ละหลอด เติมนากลั่นบริสุทธิจนได้ปริมาณสุดท้ายเป็น 20
ไมโครลิตร

4. เติมนำมัน 1-2 หยด คือ ประมาณ 25-50 ไมโครลิตร ลงในแต่ละหลอดและทิงไว้ใน 
thermal cycler

ขั้นตอนการเพิ่มจำนวน PCR products
1. เร่ิมด้นการทำ PCR ด้วยขบวนการ dénaturation ท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

นาน 5 นาที
2. เข้าสู่ขบวนการ PCR amplification ด้วยการกำหนด parameters ดังนี 

35 รอบ 60 วินาที 95 องศาเซลเซียส สำหรับการ dénaturation
35 รอบ 60 วินาที อุณหภูมิ 57องศาเซลเซียส สำหรับ primer จำเพาะในการ annealing 
35 รอบ 60 วินาที 72 องศาเซลเซียส สำหรับการ elongation 
1 รอบ 4 นาที 72 องศาเซลเซียสสำหรับการ elongation เป็นขั้นตอนสุดท้าย 
เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำมาวิเคราะห์บน gel

ขันตอนการวิเคราะห์ PCR products โดย gel electrophoresis
1. เตรยม 27% Agarose gels ท nondenaturing ด้วย lx TBE buffer
2. run แต่ละตัวอย่างบน gel ข้างด้น
3. stain gel ด ้ว ย  ethidium bromide .แ ล ะ ถ ่าย ภ าพ ด ้ว ย  u v  illumination

ลักษณะทางกายวิภาคและพยาธิสภาพ

ลักษณะทางกายวิภาค
โพรงหลังจมูกเป็นช่องรูปสี่เหลี่ยมถูกล้อมรอบด้วยส่วนต่าง  ๆตังต่อไปนี้
1. ด้านบนและด้านหลัง ล้อมรอบด้วย basisphenoid, basiocciput และกระดูกสันหลังของ 

คอข้อท่ี 1 และ 2 ขอบเขตของ โพรงหลังจมูก เริ่มจากฐานกะโหลกศีรษะไปถึง soft 
palate

2. ด้านข้างของโพรงหลังจมูกมีท่อเชื่อมโยงกับหูส่วนกลางเรียกว่า Eustachian tube ซ่ึงจะ 
ตรวจพบส่วนนูนของกระดูกอ่อนที่เรียกว่า tour tubarius อยู่ทางด้านหลังของรูเปิดของ 
Eustatian ณbe ด้านบนและด้านหลังของ tom tubarius มช่องเรยกว่า Rosenmuller fossa 
หรือ lateral pharyngeal recess ซึ่งมักเป็นตำแหน่งที่เกิดของมะเร็งชนิดนี้
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3. ด้านหน้าของ โพรงหลังจมูก ต่อลับช่องจมูกทาง posterior choaca

นอกจากนี้โพรงหลังจมูกยังติดต่อลับช่องของฐานของกะโหลกศีรษะ 6 ช่อง ได้แก่
1.foramen lacerum 2.foramen spinosum 3.foramen ovale 4.1iypoglossal canal 5.jugular foramen 
และ 6.carotid canal ช่องกะโหลกศีรษะเหล่านี้เป็นตำแหน่งที่เส้นประสาทสมองและเส้นเลือดผ่าน 
เข้าออกมาก การที่มะเร็งเกิดที่โพรงหลังจมูกซึ่งอยู่ใกล้เคียงกับช่องติดต่อกับฐานสมองเหล่านี้ทำให้ 
มะเร็งอาจลุกลามเข้าไปในกะโหลกศีรษะด้านในบริเวณของฐานสมองได้ง่ายทำลายหน้าที่การ 
ทำงานของเส้นประสาทสมองต่าง ๆเหล่านี้ทำให้เกิดอาการและอาการแสดงทางคลินิกของโรคนี้ 

เยอบุผวของโพรงหลังจมูก ประกอบด้วย mucosal epithelium, lymphoid tissue, และ 
minor salivary gland เยอบุผิว(mucosal epithelium)wหลายชนิดประกอบด้วยเยอบุแบบ stratified 
squamous epithelium แบบ ciliated pseudostratified epithelium และแบบ indeterminate epithelium 
ในระยะแรกของการเจริญเติบโตเยื่อบุผิวของโพรงหลังจมูกส่วนใหญ่เป็น ciliated pseudostratified 
epthelium ต่อมาเปลยนแปลงไปเป็น stratified squamous epithelium เมอเจริญเติบโตเป็นผู้ใหญ่ 
แล้วพบว่าด้านบนและด้านข้างของโพรงหลังจมูก จะถูกปกคลุมด้วยเยื่อบุผิวชนิด ciliated 
pseudostratified epithelium ส่วนด้านหลังจะเป็น stratified squamous epithelium

เซลล์ของต่อมนํ้าเหลืองบริเวณโพรงหลังจมูกเป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดบีลิมโฟไซท์ 
(Bcell lymphocytes) นํ้าเหลืองจากบริเวณนี้จะไหลไปสู'ลำคอทั้งสองด้านไปสู' lateral 
retropharyngeal nodes of Rouviere โดยทเส้นนำเหลองจะทอดไปตามหลอดเลอดดำ jugular vein 
และเส้นประสาท spinal accessory nerve แต่เนองจาก lateral retropharyngeal nodes อยู่ลกใน 
บริเวณด้านหลังของ pharynx เมื่อมะเร็งกระจายมาสู่ต่อมนี้าเหลืองบริเวณนี้จึงมักจะไม'สามารถ 
ตรวจพบอาการทางคลินิก ต้องตรวจเพิ่มเติมเพื่อค้นหาการเติบโตที่ผิดปกติของ retropharyngeal 
nodes ด้วยเอกซเรย์คอมพิวเตอร์หเอเอกซเรย์สนามแม่เหล็ก ส่วนต่อมนํ้าเหลืองอ่ืน  ๆ ท่ีรับน้ีา 
เหลืองจากโพรงหลังจมูกซึ่งมะเร็งกระจายมาแล้วสามารถตรวจพบได้ทางคลินิกคือ ต่อมน้ีาเหลือง 
jugulodigastric nodes และ ต่อมนำเหลือง spinal accessary chain64

พยาธิสภาพ
การที่โพรงหลังจมูกประกอบด้วยเนื้อเยื่อหลายชนิดอยู่รวมกัน จึงสามารถพบมะเร็งหลาย 

ชนิดที่เกิดจากเนื้อเยื่อที่แตกต่างกัน64 ได้แก่
1. มะเร็งของโพรงหลังจมูกชนิด nasopharyngeal carcinoma เกิดจาก epithelium ของโพรง 

หลังจมูก มักเกิดที่บริเวณ Rosenmuller's fossa มะเร็งของโพรงหลังจมูกส่วนมากจะเป็นมะเร็งชนิด
ร ุ)

น ี้
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2. มะเรงของโพรงหลังจมูกชนิด salivary gland adenocarcinoma เกิดจาก!,ชลล์1ของ minor 
salivary gland บริเวณโพรงหลังจมูก เป็นมะเร็งที่พบน้อยในบริเวณนี้

3. มะเรงของโพรงหลังจมูกชนิด malignant lymphoma เกดจาก lymphoid tissue ของโพรง 
หลังจมูก มักเปนชนด B cell และ large cell ในบางครัง diffuse large-cell lymphoma จะดูคล้าย 
undifferentiated nasopharyngeal carcinoma เมอตรวจด้วยกล้องจุลทัศนธรรมดา ดังนันจงต้องอาศัย 
การยอมพิเศษฑาง immunocytochemistry เช่น การตรวจ immunophénotypes หรอตรวจด้วยกล้อง 
จุลทัศน์อิเล็กตรอน

4. มะเร็งของโพรงหลังจมูกชนิด sarcoma เน่ืองจาก soft tissue เป็นเนื้อเยื่อท่ีพบได้ทั่วไป 
ในโพรงหลังจมูกและอาจกลายเป็นมะเร็งชนิด sarcoma ได้ อุบัติการณ์ของ sarcoma บริเวณโพรง 
หลังจมูกพบน้อยมาก ในเดกอาจพบ embryonal rhabdomyosarcoma ได้ทบรเวณ โพรงหลังจมูก

5. มะเร็งของโพรงหลังจมูกชนิด plasmacytoma เกิดจาก plasma cell อาจพบท่ีโพรงหลัง 
จมูกได้ในผู้ป่วยบางราย

องค์การอนามัยโลกแบ่งมะเร็งของโพรงหลังจมูกชนิด nasopharyngeal carcinoma (NPC) 
ออกเป็น 3 ชนิดตามลักษณะพยาธิสภาพ65 ดังนี้

1. Keratinizing Squamous Cell Carcinoma (WHO type 1)
2. Nonkeratinizing Carcinoma (WHO type 2)
3. Undifferentiated Carcinoma (WHO type 3)

เม่ือตรวจด้วยกล้องจุลทัศน์อิเล็กตรอนพบว่าพยาธิสภาพทั้ง 3 ชนิด เป็นมะเร็งชนิด
squamous cell carcinoma ต่างกันท differentiation ของเซลลโดยท WHO type 1 เป็น well 
differentiated squamous cell carcinoma ส่วน WHO type 3 เปน undifferentiated squamous cell 
carcinoma

1. WHO type 1 carcinoma ประกอบด้วย keratin และ intracellular bridges เป็น well และ 
moderately differentiated carcinoma มีลักษณะทางพยาธิสภาพเหมือนลับมะเร็งของศีรษะและคอ 
ชนิด squamous cell carcinoma อื่นๆโดยท่ัวไป พบได้ประมาณร้อยละ 20 ของมะเร็ง NPC ใน 
ประเทศสหรัฐอเมริกา ไม่มีความเกี่ยวข้องกับเชื้อไวรัส ebstein-barr66

2. WHO type 2 carcinoma ไม่พบหเอพบ keratin เพียงเล็กน้อย มีลักษณะของ squamous 
cell carcinoma ตั้งแต่เป็นเซลล์ที่เจริญเติบโตเต็มท่ี(mature cell)lปจนถึงเซลล์ที่มีลักษณะแปลกๆ 
(anaplastic 0 ฝ1ร)บางคร้ังเรียกว่า transitional cell carcinoma เพราะมีลักษณะทางพยาธิสภาพคล้าย 
transitional cell carcinoma ของกะเพาะป็สสาวะ ซ่ึงพบได้ประมาณร้อยละ 10 ของมะเร็ง N p c lน 
ประเทศสหรัฐอเมริกา โดยจะสามารถตรวจพบเชื้อไวรัส epstein-barr ในมะเร็งชนิดนี้ได้มากและผู้



33

3. WHO type3 carcinoma มีลักษณะทางพยาธิสภาพหลายอย่างตั้งแต่
lymphoepitheliomatous, anaplastic, clear cell, spindle cell variants ลักษณะทจำเพาะของมะเรง 
NPC ชนิดนคอเป็น undifferentiated หรอ anaplastic carcinoma ทม lymphoid infiltrates ใน 
ประเทศสหรัฐอเมริกาจะพบพยาธิสภาพชนิดนี้มาก ประมาณร้อยละ 70 ของผู้ป่วยมะเร็ง NPC64 
บางครั้งอาจแยกยากจากมะเร็งต่อมนำเหลืองชนิด large-cell lymphoma ต้องอาศัย
immounocytochemistry หเอ กล้องจุลทัศน์อิเล็กตรอนในการแยกโรค และมีความเชื่อว่าพยาธิ 
สภาพชนิดนี้เกิดจากเช้ือไวรัสepstein-barr เนื่องจากพบ DNA ของไวรัสในเซลล์มะเร็ง และผู้ป่วยมี 
antibodies ต่อเชื้อไวรัสชนิดนี้67

พยาธิกำเนิด

โรคมะเร็ง NPC อาจแบ่งตามพยาธิกำเนิดไต้เป็น 2 ประเภทคือ
1. Ebstein-Barr viral associated NPC ประกอบด้วย WHO ชนิด 2 และ 3 เกิดจากการติด 

เชอไวรัส Ebstein-Barr
2. Non-Ebstein-Barr viral-associated NPC คอ WHO ชนด 1 (well differentiated 

squamous cell carcinoma) มพยาธิกำเนิดเหมอนกับมะเรงของศรษะและคอชนิด squamous cell 
carcinoma ส่วนมากพบร่วมกับการสูบบุหรี่ และด่ืมเหล้า ไม่เกี่ยวข้องกับการติดเชื้อไวรัส Ebstein- 
Barr16

เช้ือไวรัส Ebstein-Barr จะพบอยู่ในเซลล์มะเร็ง NPC WHO ชนิด 2 และ 3 โดยมักพบอยู่ใน 
nucleus ของเชลล์นอกโครโมโซม (episomal form) มีส่วนน้อยที่พบแทรกเข้าไปในสายโครโมโซม 
(intedrated form) เมื่อตรวจลักษณะของโครโมโซมของเซลล์มะเร็ง NPC ของผู้ป่วยที่มีเชื้อไวรัส 
Ebstein-Barr อยู่ภายในเซลล์ พบว่ามีการขาดหายไปอยู่บ่างส่วนของโครโมโซมบางอัน ได้แก่ 
โครโมโซมคู่ท่ี 3p, 9p, l lq 69 การที่มีการขาดหายไปของโครโมโซมดังกล่าวอาจเกิดจากผลของเชื้อ 
ไวรัสที่เข้าไปในเซลล์ และตำแหน่งที่ขาดหายไปของโครโมโซมอาจเป็นที่อยู่ของยีนต้านมะเร็ง
เมื่อขาดยีนที่ยับยั้งการเกิดมะเร็งของเซลล์ดังกล่าวจะมีผลทำให้เซลล์เปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์มะเร็ง 
ได้ง’ายข้ึน เมื่อได้รับสารก่อมะเร็งเข้าไปในเซลล์

เช้ือไวรัส Ebstein-Barr สามารถสร้างโปรตีนหลายชนิดเมื่อเข้าไปอยู่ภายในเซลล์ได้แก่ 
Ebstein-Barr nuclear virus antigen (EBNA1 และ EBNA2) latent membrane protein (LMP) 70 
LMP1 สามารถยับย้ัง differentiation ของเซลล์เยื่อบุผิวของมนุษย์71 การเกิด differentiation ทำให้ 
เซลล์ไม,สามารถพัฒนาไปเป็นเซลล์แก' (mature cell) จึงคงอยู่ในสภาพของเซลล์อ่อน (stem cell) ทำ

ป่วยจะตรวจพบว่ามี anti-EBV antibodies แสดงว่าการติดเชื้อไวรัสนี้มีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับการ
เกิดโรค
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ให้มีการเจริญเติบโตอย่างผิดปกติ (hyperproliferative stage) มีผลให้เซลล์ดังกล่าวเปลี่ยนแปลงเป็น 
เซลล์มะเร็งได้ง่ายขึ้น สำหรับโปรตีนอีกชนิดหนึ่งของเชื้อไวรัสนี้ที่มีลักษณะคล้ายกัน กล่าวคือ 
EBNA2 จะเกยวข้องกับ cellular differentiation ใน well differentiated squamous cell carcinoma 
(WHO ชนิด 1) และจะไม,พบ LMP1 แต่ EBNA2 พบประมาณร้อยละ 50 ของผู้'ป่วย NPC ท่ีมีพยาธิ 
สภาพแบบ non-keratinizing carcinoma (WHO ชนิด 2) และพบในผู้ป่วยทุกรายที่เป็น 
undifferentiated NPC (WHO ชนิด 3) :

ลักษณะเฉพาะของเชื้อไวรัสนี้ คือสามารถทำให้เซลล์เป็นอมตะ(immortalization) เซลล์ 
ปกติจะพัฒนาเป็นเซลล์แก่และตายไป แต่เซลล์ที่มีเชื้อไวรัสนี้สามารถอยู่ได้นานโดยไม่ตายไปตาม 
ปกติ การตายของเซลล์เรียกว่า apoptosis ซึ๋งเกิดจากการควบคุมของยีนหลายชนิด ยีนชนิดหนึ่งที่ 
ฟ้องกันการตายของเซลล์เรียกว่ายีน bcl-2 oncogene พบว่าเซลล์มะเร็ง NPC มีการสร้างโปรตีน bcl- 
2 ขึ้นมากกว่าปกติ73 จึงเป็นไปได้ว่าเชื้อไวรัสสามารถทำให้เซลล์เป็นอมตะโดยกระตุ้นการทำหน้าที่ 
ของยีน bcl-2 ซึ่งยับยั้งการดายตามปกติของเซลล์ ทำให้เซลล์ต่าง ๆ มีปริมาณเพิ่มมากขึ้นแทนที่จะ 
ตายไปตามขบวนการณ์ปกติจนเกิดเป็นก้อนเนื้องอกขึ้นได้ในที่สุด

ระบาดวิทยาและสาเหตุ
มะเร็ง NPC พบมากในเอเชียโดยเฉพาะคนจีนหเอคนที่มีเชื้อสายจีนพบถึง ร้อยละ!8ของ 

มะเร็งท้ังหมดในคนจีน พบมากในชาวจีนตอนใต้แถบเมืองกวางตุ้งจนมีสมญานามว่า Cantonese 
cancer เม่ือคนจีนเหล่านี้อพยพมาตั้งถิ่นฐานที่ประเทศอื่น  ๆ เช่น ไต้หวัน ไทย มาเลเซีย สิงคโปร์ 
เวียดนาม ฮ่องกง ก็ทำให้อุบัติการณ์ของโรคนี้สูงขึ้นด้วย คนจีนในประเทศไต้หวันมีอุบัติการณ์ของ 
โรคมะเร็ง NPC สูงมากในผู้ชายเป็นอันดับหนึ่งและผู้หญิงเป็นอันดับสามของมะเร็งทั้งหมด'4 นอก 
จากนี้ยังสามารถพบอุบัติการณ์ของโรคนี้ได้ปานกลางในประเทศแถบเหนือและตะวันออกของทวีป 
แอฟริกาชาวเอสกีโมซึ่งเชื่อว่าเป็นคนจีนที่อพยพไปอยู่ที่อาลาสก้า ในทางตรงกันข้าม พบว่า ชาวผิว 
ขาวเป็นโรคมะเร็ง NPC น้อยมาก พบเพียง ร้อยละ 0.25 ของมะเร็งทั้งหมด64

การศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่าการเกิดโรคมะเร็งชนิด NPC มี 3 สาเหตุดังนี้
1. พันธุกรรม
ข้อมูลท่ีได้จากการศึกษาทางระบาดวิทยาพบว่ามะเร็งชนิด NPC พบปอยในคนจีนที่อาศัย 

อยู่ทางตอนใต้ของประเทศจีน และคนจีนโพ้นทะเลที่อพยพมาจากตอนใต้ของประเทศจีนไปตั้งรก 
รากในประเทศต่าง  ๆแสดงให้เห็นว่าภาวะทางกรรมพันธุมีส่วนส่งเสริมให้เกิดโรคมะเร็ง NPC การ 
ศึกษา major histocompatibility complex (MHC) ของผู้ป่วยมะเร็ง NPC พบความสัมพันธ์ของอัตรา 
เสี่ยงของการเกิดโรคมะเร็ง NPC และ MHC บางชนิด กล่าวคือ ในประเทศสิงคโปร์พบว่าผู้ที่มี 
HLA BW46 มีโอกาสเป็นมะเร็ง NPC มากกว่าคนทั่วไป HLA-A2 และ HLA-BS-m-2 พบบ่อยใน
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ผู้ป่วย NPC ในประเทศจีน นอกจากนี๋ยังพบว่าHLA Aw 19, Bw46 และ B17 เพิมอัตราเสํยงของ 
การเกิดโรค NPC และ HLA-A II ลดอัตราเสี่ยงของการเกิดโรค76 HLA-A-2 มีอุบัติการณ์ของ 
โรค NPC ลดลงในผู้ป่วยผิวขาว77 แต่การศึกษาในประเทศสหรัฐอเมริกาส่วนใหญ่ไม่พบความ 
สัมพันธ์ระหว่าง HLA และการเกิดโรคมะเร็ง NPC S

2. เชื้อไวรัส
หลักฐานทางระบาดวิทยาพบว่ามะเร็ง NPC ชนิด WHO 2 และ 3 พบปอยในผู้ป่วยท่ีเคยติด 

เช้ือไวรัส Ebstein-Barr และพบเช้ือไวรัสหรือ DNA ของไวรัสในเซลล์มะเร็งทำให้เชื้อว่าเชื้อไวรัส 
ชนิดนี้น่าจะเป็นสาเหตุของการเกิดโรคมะเร็ง76 NPC นักวิทยาศาสตร์ของประเทศจีนได้ทำการ 
ทดลองในหนู โดยใช้เชื้อไวรัส Ebstein-Barr ร่วมกับการให้สารก่อมะเร็งประเภท nitrosamine พบ 
ว่าสามารถทำให้หนูเกิดมะเร็งท่ี โพรงหลังจมูก ที่มีลักษณะคล้ายคลึงกับมะเร็งชนิด NPC ในมนุษย์
U1 yเด

3. ส่ิงแวดล้อม
การท่ีพบว่ามะเร็ง NPC พบได้บ่อยในคนที่อาศัยอยู่ทางประเทศจีนตอนใต้ แอฟริกาตอน 

เหนือและขั้วโลกเหนือ บ่งชี้ว่าสาเหตุหนึ่งของโรคนี้อาจเกิดจากสิ่งแวดล้อมที่คล้ายกันคืออาหาร
อาหารที่คนเหล่านี้ชอบรับประทานจะคล้ายคลึงกันคือปลาและเนื้อเค็ม เวลาทำอาหารเหล่านี้จะก่อ 
ให้เกิดการระเหยของสารก่อมะเร็งจำพวก nitrosamines ที่ปนเปีอนอยู่ในสารอาหารเหล่านี้75 การ 
ประกอบอาหารดังกล่าวในบ้านที่มีการก่ายเทอากาศไม่ดีจะทำให้สารระเหยเหล่านี้มีความเข้มข้นสูง 
ในอากาศที่หายใจ เมื่อสูดดมเข้าไปสัมผัสกับเยื่อบุ โพรงหลังจมูก อาจก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลง 
ของ DNA ของเซลล์เย่ือบุผิวดังกล่าวจนเกิดการกลายพันธุ (mutation) ของเซลล์

อายุท่ีพบผู้ป่วย NPC มักพบสูงสุดระหว่างช่วงอายุ 40-50 ปี โดยพบผู้ชายต่อผู้หญิงเป็น 
2.2:1 สถิติผู้ป่วยมะเร็ง NPC ของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ พบอายุเฉลี่ย 45 ปี ผู้ชาย:ผู้หญิงเป็น 2:1 
ใกล้เคียงกับรายงานของผู้ป่วย NPC จากต่างประเทศ79

อาการและอาการแสดง
อาการและอาการแสดงของผู้ป่วยมะเร็ง NPC มีหลายลักษณะ ทำให้เกิดความผิดพลาดใน 

การวินิจฉัยได้ง่ายโดยเฉพาะถ้าไม,ได้นึกถึงอาการบางอย่างที่อาจเกิดขึ้นจากโรคนี้ในระหว่างการซัก 
ประวัติและตรวจร่างกายผู้ป่วยท่ีมาพบแพทย์ โดยสามารถแบ่งอาการและอาการแสดงของผู้ป่วย
เป็น 3 ลักษณะดังนิ80’81'82

X 1 0 0 4 4 6 4 - 0
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1. อาการเฉพาะที (local and regional manifestations)
1.1 อาการทางหู ได้แก่

การสูญเสียการได้ยิน (hearing loss) มีเสียงดังโนหู (tinnitus) ปวดหู หูอ้ือ (plugged 
full sensation) หูชันกลางอักเสบ(serous otitis media)

1.2 อาการทางจมูก ได้แก่
เลือดกำเดาไหล(épistaxis) คัดจมูก(nasal stuffiness) อาการปวด การไม่ได้กลิน (loss 

of sense of smell)
1.3 อาการทางประสาท ได้แก่
เส้นประสาทสมองผิดปกติ(cranial neuropathy) และอาการปวดศีรษะ กลุ่มอาการ 

retroparotidian (ได้แก่ เส้นประสาทสมองดู'ท่ี 9 10 11 และ 12) กลุ่มอาการ petro-sphenoidal (ได้ 
แก, เส้นประสาทสมองดู่ที่ 3 4 5 และ 6) กลุ่มอาการ Homer

1.4 อาการทางคอ ได้แก่
ก้อนที่คอ(neck mass) อาการปวดคอ(neck pain) เสียงแหบ(hoarseness) อาการสำลัก 

พูดไม'ออก(choking spell) กลนลำบาก(dysphagia)
1.5 อาการทางตา ได้แก่
อาการ ophthalmoplegia เหนภาพซ้อน(diplopia) อาการ xerophthalmia

2. อาการจากการแพร่กระจาย (metastasis)
2.1 อาการทางกระดูก ได้แก่

อาการปวดกระลูก(bone pain) กระลูกหักผิดปกต(pathological fracture)
2.2 อาการทางระบบหายใจ ได้แก่ 

หายใจหอบเหนื่อย(dyspnoea)
2.3 อาการทางตับ ได้แก่

ปวดท้อง แน่นท้อง ตัวเหลืองตาเหลือง(jaundice) ตับโต(hepatomegaly)
2.4 อาการแสดงของการแพร'กระจายของมะเร็งโดยไม่ทราบท่ีมาของมะเร็งปฐมภูมิ 

(metastasis of unknown origin)83 ได้แก่ ติอมน่ืาเหลืองท่ีคอโตจากมะเร็งแพร'กระจายมา ชนิด 
squamous cell (metastatic squamous cell carcinoma to cervical lymph node) โดยพบว่า มะเรงของ 
ศีรษะและคอ 4 ตำแหน่งที่ให้อาการแสดงแบบนีได้ ได้แก่ โพรงหลังจมูก, base of tongue, tonsil,
และ hypopharynx
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3. กลุ่มอาการ paraneoplastic syndrome
ผู้ป่วยมะเร็ง NPC อาจมาด้วยอาการเบ่ืออาหาร นาหนักลด ผอมลง บางครั้งเกิดจากการที่ 

เซลล์มะเร็งสร้างสารบางชนิดทำให้เก ิดกลุ่มอาการดังกล่าวฃึนผู้ป ่วยอาจมาด้วยอาการของ 
hypercalcemia ซ่ึงมักพบในระยะหลัง  ๆ ของโรคมะเร็ง NPC บางรายอาจมาด้วยอาการ 
hypertrophic osteoarthropathy syndrome (Pierre-Marie syndrome) กลุ่มอาการ digital 
hippocratism หเอไข้ไม่ทราบสาเหตุร่วมกับเม็ดเลือดขาวสูงผิดปกติ (leukemoid reaction) 84 85

อาการและอาการแสดงของผู้ป่วยไทยที่พบมากที่สุดคือมาพบแพทย์ด้วยเรื่องมีก้อนเนื้อที่ 
คอพบได้ ร้อยละ 46 ของผู้ป่วย ที่พบรองลงไปคืออาการทางหู เช่น การสูญเสียการได้ยิน(hearing 
loss) มีเสียงดังในหู(tinnitus) หูอ้ือ ซึ่งพบประมาณร้อยละ 20 ส่วนอาการทางจมูก เช่น แน่นคัดจมูก 
เลือดกำเดาออกนี้ามูกไหลมาก(rhinorrhea) พบร้อยละ 19 สำหรับอาการทางระบบประสาทท่ีพบ 
บ่อยคือความผิปกติของเส้นประสาทสมอง(cranial neuropathy) พบร้อยละ 10 เสันประสาทสมองที่ 
พบบ่อยมากที่สุดตามลำดับคือ เส้นประสาทคู,ท่ี 6 5 และ 3 อาการปวดศีรษะพบได้ร้อยละ 5 โดย 
ระยะเวลาตั้งแต่ผู้ป่วยมีอาการจนได้รับการวินิจฉัยโรคมีตั้งแต่ 10อาทิตย์ ไปจนถึง 4 8 เดือน79

จะเห็นได้ว่าโรคมะเร็ง NPC มีความหลากหลายของอาการและอาการแสดงและอาการ 
หลายอย่างคล้ายกับโรคอ่ืน ๆ หลายชนิด ดังนื้นถ้าแพทย์ที่ตรวจผู้ป่วยไม่ได้ถึงมีโรคนี้ในการ 
วินิจฉัยแยกโรค อาจทำให้เกิดความผิดพลาดในการให้การวินิจฉัยโรคได้

การวินิจฉัยโรค

การตรวจมะเร็ง ระยะแรกเริ่มเปีน
ผู้ป่วยมะเร็ง NPC ระยะเริ่มแรกจะไม่มีอาการและอาการแสดงที่จะตรวจทางคลินิกได้ อาจ 

ตรวจหาระดับของ IgA anti-viral capsid antigen (VCA) ในรายที่สงสัยและโอกาสเสี่ยงสูงต่อการ 
เป็นมะเร็ง NPC ได้แก่ ผู้ท่ีมีเชื้อสายจีนและอาศัยอยู่ทางตอนใต้ของประเทศจีน

จากการศึกษาหน๋ึงในประเทศจีน โดยการตรวจเลือดของผู้ที่มีสุขภาพดี 42,048 คนใน 
ประเทศจีนตอนใต้ พบว่ามี 2823 คนท่ีมีระดับของ IgA anti-VCA สูงกว่าคนปกติ เม่ือติดตามคน 
เหล่าน้ีต่อไปทุกปีด้วยการตรวจด้วย indirect mirror โพรงหลังจมูก พบว่า ผู้ป่วยเกิดเป็นมะเร็ง NPC 
ในระยะเริ่มแรกถึง 41 คนหลังจากการติดตามผู้ป่วยเป็นเวลานาน 2 ปีคิดเป็นการตรวจพบ ร้อยละ
3-5 ต่อปีในรายท่ีพบ seropositive ต่อเชื้อไวรัส Ebstein-Barr

ดังน้ันการตรวจเช็คมะเร็ง NPC อาจพิจารณาทำในกลุ่มที่อัตราเสี่ยงสูงคือ ผู้ชายอายุ 40-59 ปี 
เช้ือสายจีน อาศัยอยู่ใน endemic area ของมะเร็ง NPC คือประเทศจีนตอนใต้ เอเชียตะวันออกเฉียง 
ใต้รวมทั้งประเทศไทย โดยตรวจไÎาระดับของ IgA anti-VCA ต่อเชื้อไวรัส ถ้าพบว่าสูงควรตรวจ
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โพรงหลังจมูกอย่างละ!อียดเพื่อตรวจหามะเร็งในระยะเริ่มแรก สำหรับประโยชน์ที่ได้รับจากการ
ตรวจข้างต้นในประเทศไทยยังไม่มีการศึกษาอย่างจริงจัง

การตรวจทางโสต ศอ นาสิก
เพ่ือสงสัยว่าผู้ป่วยอาจเป็นมะเร็ง NPC ควรตรวจบริเวณ โพรงหลังจมูก ด้วย indirect mirror 

หรือ fiberoptic* และตัดช้ินส่วนที่สงสัยมาตรวจทางพยาธิวิทยา บางครั้งอาจใช้ส่องกล้อง
(nasoendoscope)«Kงมีรายงานว่าได้ผลดี8

การตรวจทางรังสีวินิจฉัย
การตรวจทางรังสีวินิจฉัยจะช่วยในการบอกถึงตำแหน่งและระยะของโรคมะเร็ง NPC ท่ี 

เป็นโดยแบ่งตรวจเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกเป็นการตรวจหารอยโรคที่เป็นเฉพาะที่ (loco-regional 
disease) ตำแหน่งที่ต้องตรวจที่บริเวณฐานกะโหลกศีรษะ บริเวณ โพรงหลังจมูก, regional lymph 
nodes โดยเฉพาะ para และ retropharyngeal nodes รวมไปสง neck node และบริเวณข้างเคยงคอ 
กระบอกตา (orbit) และ โพรงหลังจมูก

เอ็กซเรย์กะโหลกศีรษะปกติ (Skull X-RAY)Sความไวน้อยกว่าเอ็กซเรย์คอมพิวเตอร์หรือ 
เอกซเรยสนามแม่เหลก(magnetic resonance imaging^นการตรวจ skull erosion89 ส่วนการตรวจ 
regional node imvolvement อาจใช้เอกซเรยคอมพิวเตอร หรอ magnetic resonance imaging ได แต่ 
พบว่า magnetic resonance imaging จะแยกก้อนมะเร็งจากเนื้อเยื่อที่อักเสบไต้ดีกว่าเอ็กซเรย์ 
คอมพิวเตอร์ และยังบอกถึงการลุกลามของโรคมะเร็งไปสู่กล้ามเนือ เสันประสาท และการลุกลาม 
เข้าไปในกะโหลกศีรษะได้ดีกว่า แต่ถ้าต้องการตรวจต่อมนํ้าเหลืองบริเวณคอการทำเอ็กซเรย์
คอมพิวเตอร์ จะดีกว่า magnetic resonance imaging90,91

สำหรับการตรวจหารอยโรคที่แพร่กระจาย (metastatic lesion) จะมุ่งเน้นท่ีตำแหน่งโรค 
กระจายไปได้บ่อย  ๆ คือ ปอด ตับ และกระดูก ควรทำ chest X-RAY หาระดับ alkaline phosphatase 
ในเลอด untrasonography เอกซเรยคอมพิวเตอร ของตับ และ bone scan หรอ bone survay ควร 
พิจารณาในผู้ป่วยมะเร็ง NPC ที่มีอัตราเสี่ยงของการแพร่กระจายของโรคสูง ได้แก่ WHO ชนิด 2 
และ 3 มีการบ่งชี้ทางคลินิก เช่น ตับโต ปวดกระลูก ต่อมนำเหลืองที่คอโตมาก(locally advanced
disease cervical lymphadenopathy)
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การตรวจทางพยาธิสภาพ
เนื่องจากการดำเนินโรคและการพยากรณ์โรคมะเร็งชนิด NPC แตกต่างกันตามชนิดของ 

พยาธิสภาพคือ WHO ชนิด 1 หเอ 2 และ 3 ดังนั้นจึงควรทราบถึงชนิดพยาธิสภาพที่แน่นอน และ 
ต้องแยกโรคจากพยาธิสภาพอื่น  ๆ เช่น มะเร็งต่อมนํ้าเหลือง มะเร็งชนิด esthesioneuroblastoma 
เป็นต้น ป็จจุบันนี้พบผู้ป่วยโรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง (acquired immune deficiency syndrome) ได้มาก 
ขนเรอย  ๆ ผู้ป่วยเหล่านอาจตรวจพบ nasopharygeal lymphoid hyperplasia และมก้อนทคอ 
คล้ายคลึงกับอาการที่ตรวจพบของมะเร็ง NPC37 ดังน้ันการตรวจทางพยาธิสภาพจึงมิความสำคัญใน 
การช่วยแยกโรคได้

การตรวจ tumor markers
Tumor markers ของโรคมะเร็ง NPC อาจแบ่งได้เป็น 2 ชนิดดังนี้

1. anti-EBV antibody/protien ผู้ป่วยมะเร็ง NPC ชนิด WHO ชนิด 2 และ 3 จะตรวจพบ 
antibodies ต่อไวรัส Ebstein-Barr หลายชนด ได้แก่ anti-VCA, anti-early antigen (EA), anti-EBNA 
antibodies พบได้ท้ัง IgA และ IgG41 และตรวจพบ anti ZEBRA antibody ซ๋ึง ZEBRA เป็นโปรตีนท่ี 
เกยวของกับการแบ่งตัวของไวรัส Ebstein-Barr (EBV replication activator protein) ทำหน้าท 
เปลยน latent form เป็น productive form93 ดังบันการตรวจหาโปรตีนและ antibodies ต่อไวรัส 
Ebstem-Barr อาจช่วยในการวินิจฉัยโรคมะเร็ง NPC ที่เกิดร่วมกับการติดเชื้อไวรัสดังกล่าวได้

2. Non-EBV associated proteins สามารถตรวจพบโปรตีนหลายชนิดในเลือดที่ได้จาก 
ผู้ป่วย มะเร็ง NPC ซึ่งอาจใช้เป็น tumor markers ได้ ได้แก่ soluble CD2394 interleukin-2 
receptors95 circulating immune complexes96 lactate dehydrogenase96 urokinase-type plasminogen 
activator97 (32-microglobulm94 สำหรับประโยชน้ของการตรวจหาโปรตีนเหล่านี้ทางคลินิกยังอยู่ใน 
การศึกษาวิจัยและไม'แนะนำมาใช้ทั้วไปจนกว่าจะมิข้อมูลที่แน่นอนจากการศึกษาว่ามิประโยชน้ 
ทางคลินิกที่ชัดเจน

ระยะของโรค
การแบ่งมะเร็ง NPC ตามระยะของโรคยังไม่มิการตกลงแน่นอนว่าควรใช้ระบบใดในการ 

แบ่ง ระบบที่ใช้อยู่มิหลายชนิด ได้แก่ ระบบ TNM ของ American Joint Comittee for Cancer 
Staging and End Results Reporting (AJCC) "ระบบ International Union Against CancerfUICC)100 
ระบบ Ho 101 และระบบ Prognostic Scoring102

ทางหน่วย Medical Oncology โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ ใช้ระบบ TNM สำหรับมะเร็ง NPC 
ซึ่งเป็นระบบที่ใช้กันแพร่หลายทั้วโลก (ตารางที่ 1.2) โดยแบ่งตามลักษณะและระยะของโรค ออก 
เป็นก้อนมะเร็งท่ี โพรงหลังจมูก (T) ต่อมนั้าเหลืองใกล้เคียง (N) การแพร่กระจายไปอวัยวะอื่น ๆ
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(M) การแบ่งวิธีน้ีเป็น 4 ระยะ พบว่าไม่สามารถแยกการพยากรณ์โรคได้ชัดเจนระหว่างระยะที่ 1 
และระยะท่ี 2 หเอระหว่างระยะที่ 3 และระยะท่ี 4 แต่สามารถแยกโอกาสรอดชีวิตจากโรคได้ชัด 
เจนระหว่างสองกลุ่มคือ ผู้ป่วยระยะท่ี 1 และ 2 จากระยะท่ี 3 และ 4

สาเหตุท่ีระบบ TNM ยังไม่ดีพอในการแบ่งระยะของโรคมะเรึง NPC มืดังต่อ1ไปน้ี
1. Submucosal Spread เนื่องจากการแพรลุกลามของเซลล์มะเร็ง NPC ที่เย่ือบุผิว โพรงหลัง 

จมูก อาจเกิดขึ้นใต้เยื่อบุผิวปกติ ทำให้ไม่สามารถตรวจพบรอยโรคได้ชัดเจนและบอกขอบเขตของ 
ก้อนมะเรงท nosopharynx ได้ลำบาก64

2. มะเร็งมักเกิดที่เย่ือบุผิวบริเวณ Rosenmuller’s Fossa ซึ่งอยู่ที่รอยต่อระหว่างด้านหลังและ 
ด้านข้างของผิวเยื่อบุโพรงหลังจมูก การแยกระหว่าง T1 คือมะเร็งที่อยู่ด้านเดียวกัน หเอ T2 คือ 
มะเร็งที่อยู่ทั้งสองด้านของโพรงหลังจมูก คือ ด้านหลังข้างบน (posterosuperior) และด้านข้างของ 
ผนัง โพรงหลังจมูก จึงแยกกันทางคลินิกได้ลำบาก และในกรณีที่เป็นแบบ submucosal spread โดย 
ที่เยื่อบุผิวเหนือก้อนมะเร็งยังปกติ ซึ่งตรวจพบเซลล์มะเร็งจากการตัดชิ้นเนื้อ ถือว่าเป็นระยะ T1 
บางครั้งรอยโรคอาจเป็นท่ีผนังทั้งสองด้านของ โพรงหลังจมูก ซึ่งควรจะเป็น T2 แต่ไม่พบเพราะลุก 
ลามไปอยู่ใต้เยื่อบุผิวของ โพรงหลังจมูก64

3. การลุกลามของมะเร็งท่ี โพรงหลังจมูก อาจโตงอกไปสู่อวัยวะที่อยู่ติดลัน (contiguous 
regional extension) แต่การแบ่งระบบ TNM มีเพียง T3 เป็นมะเร็งที่ลามเข้าไปในช่องจมูกและปาก 
(oropharynx) และ T4 ลุกลามไปที่ฐานของกะโหลกศีรษะหรือทำให้เกิด cranial neuropathy ปรากฎ 
ว่ามะเร็งท่ีลุกลามไปบริเวณที่ติดลันซึ่งจัดเป็นระยะ T3 หรือทำให้เกิด cranial neuropathy จัดเป็น 
T4 มีการพยากรณ์ของโรคที่ไม่ดี แต่ถ้ามะเร็งลุกลามไปถึงชั้นฐานของกะโหลกศีรษะเพียงอย่าง 
เดียวจัดเป็น T4 เหมือนกัน กลับมีการพยากรณ์โรคดีกว่าอีกสองกรณีของ T3 และ T4 ดังกล่าวข้าง
V 103ตน

4. การแพร,กระจายไปต่อมน้ีาเหลืองท่ีคอ ระบบ TNM จะเป็นระยะ N เป็น 3 ระยะ N1 
ต่อมนี้าเหลืองโตด้านเดียวขนาดน้อยกว่า 3 เซนติเมตร N2 ต่อมนํ้าเหลืองที่คอขนาด 3-6 เซ็นติเมตร 
หรือมีต่อมน้ีาเหลือง,ที่คอโตมากกว่า 1 ต่อม ขนาดเกิดกว่า 6 เซ็นติเมตร หรือเป็นท้ังสองข้าง หรือ 
ด้านตรงข้ามของคอขนาดเล็กกว่า 6 เซ็นติเมตร N3 ต่อมนํ้าเหลืองที่คอโตมากกว่า 6 เซ็นติเมตร ซ่ึง 
ระบบ N สำหรับต่อมนํ้าเหลืองที่โตจากโรคมะเร็ง NPC ไม่สามารถบอกการพยากรณ์ได้ดีพอ เน่ือง 
จาก โพรงหลังจมูก อยู่ตรงกลางของร่างกาย ดังน้ันมะเร็ง NPC จึงแพร่กระจายไปได้ทั้งสองด้าน 
ของคอ ทำให้พบต่อมนี้าเหลืองที่คอทังสองข้างได้บ่อย บางรายงานพบได้ถึง 53% ของผู้ป่วย80 นอก 
จากนี้การแบ่งระยะตามการลุมลามไปที่ต่อมนำเหลืองว่าเป็นด้านเดียวกัน หรือคนละด้านกับก้อน 
มะเร็ง NPC ท่ี โพรงหลังจมูก ก็มีประโยชน์น้อยทางคลินิก สิ่งท่ีสำคัญที่เป็นการพยากรณ์โรคมะเร็ง 
NPC ที่แพร่กระจายไปที่ต่อมน้ีาเหลืองบริเวณคอคือขนาดของต่อมน้ีาเหลืองท่ีโตและระดับต่อมนำ
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เหลืองที่เซลล์มะเร็งแพร่กระจายไป กล่าวคือถ้าต่อมนั้าเหลืองยิ่งโตหรือยิ่งพบต่อมน้ันหลืองที่มี
เซลล์มะเร็งอยู่ ในตำแหน่งตํ่าลงมาเท่าไหร่การพยากรณ์โรคก็ยิ่งไม่ดีเท่านั้น ระบบ Ho ได้แยก 
ต่อมนํ้าเหลืองที่คอซึ่งโตจากมะเร็ง NPC เป็น 2 กลุ่ม กลุ่มที่อยู่เหนือและใต้ Ho’ร line (เถ้นสมมุติท่ี 
ลากจาก laryngeal prominence หรือ thyroid notch ไปด้านข้างและด้านหลัง) กลุ่มท่ีมีต่อมน้ําเหลือง 
ท่ี'โตอยู่ต่ํากว่า Ho’s line มีการพยากรณ์โรคที่ไม่ดีเมื่อเปรียบเทียบลับกลุ่มที่อยู่เหนือต่อเห้นสมมุตินี้
99,100,103

เน่ืองจากระบบการแบ่งระยะของมะเร็ง NPC ที่ใข้อยู่ในป้จจุบันมีจุดอ่อนหลายประการ 
Neel และ Taylor ได้ใช้ลักษณะทางคลินิก พยาธิสภาพ และการตรวจทางห้องปฏิบัติการ แบ่งระยะ 
ของโรคตาม prognostic score (ตารางที่ 2.1) พบว่าสามารสแยกระยะของโรคตามการพยากรณ์โรค 
ได้ด เนองจากการตรวจพบทางห้องปฏิบัติการเพอหา antibody-dependent cellular cytotoxicity ไม' 
สามารถทำได้ท่ัวไป จึงมีการแก้ไขให้ใช้ข้อมูลทางคลินิกเท่านั้นในการแบ่งระยะของโรคที่เป็น103 
(ตารางท่ี 2.2)

ผู้บัวยที่มาตรวจรับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์มักมาพบแพทย์เมื่อเป็นมากแก้ว 
โดยเฉพาะระยะท่ี IV ถึง ร้อยละ 72 ของผู้ป่วย NPC ท้ังหมด พบระยะท่ี I และ II เพียงร้อยละ 6 เท่า 
น้ัน ส่วนระยะท่ี III พบร้อยละ15.879 จะเห็นได้ว่าการวินิจฉัยโรคตั้งแต่ระยะแรกยังเป็นรัเญหา 
สำหรับมะเร็ง NPC ค่อนข้างล่าช้ามาก การให้ความเลับประชาชนและแพทย์เพื่อช่วยให้สามารถ 
วินิจฉัยโรคต้ังแต่ระยะแรก และให้การรักษาทันท่วงทีจึงมีความจำเป็นสำหรับโรคนี้

การรักษา

การฉายแสง
การฉายแสงรังสีเป็นวิธีการรักษาหลัก สำหรับมะเร็ง NPC ตำแหน่งที่ฉายแสงประกอบ 

ด้วยก้อนมะเร็งท่ี โพรงหลังจมูก ต่อมนี้าเหลืองใกล้เคียงและที่คอฉาย 1.75-2 Gy ต่อวันจนครบ 
65Gy ในกรณีที่ก้อนมะเร็งมีขนาดใหญ่มีการลุกลามไปที่ cranial nereves หรือฐานกะโหลกศีรษะ 
จะฉายจนถึง 70 Gy บริเวณคอส่วนล่างและเหนือไปปลาร้า ฉาย 50 Gy (direct anterior field) บาง 
ครังอาจใช้การผิงแร่ผ่านทางช่องจมูก (transnasal intracavitary brachytherapy) เพมปรมาณรังส 
(boost dose) ท่ี nasopahrynx หรือใช้ลับรอยโรคที่เป็นซึ่าบริเวณ โพรงหลังจมูก หรือที่ยังคงเหลืออยู่ 
หลังการฉายแสงครบแก้ว

เน่ืองจากโรคมะเร็ง NPC ตอบสนองค่อนข้างดีต่อการฉายแสงรังสี ผู้ป่วยมีโอกาสหายขาด 
หรือระยะเวลาปลอดโรค (disease-free sruvival) ค่อนข้างยาวนาน จึงมีโอกาสที่จะพบผลข้างเคียง 
ระยะยาวของการฉายแสงรังสีได้ปอยโดยเฉพาะถ้าใช้ในขนาดสูง ผลข้างเคียงระยะยาวประกอบ
ด้วย xerostomia พีนผุ eustatian tube dysfunction การทำลาย optic nerve ความผิดปกติของจอ
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ประสาทตา(retinopathy) trismus entrapment neuropathy induration ของบริเวณคอ
hypopituitarism hypothyroidism101,102

ผู้ป่วยมะเร็ง NPC ของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 184 รายที่ได้รับการรักษาด้วยการฉายแสง 
รังสี ประกอบด้วยระยะที่ I และ II ร้อยละ 12 ระยะ III ร้อยละ 15.8 และระยะท่ี IV ร้อยละ 72.2 ผู้ 
ป่วยทั้งหมดได้รับการฉายแสงด้วยเครื่อง cobalt 60 ระยะแรกให้แสงรังสี 40 Gy เป็น parallel 
opposed-lateral field ครอบคลุม โพรงหลังจมูกรวมถึงฐานกะโหลกศีรษะและลำคอ ระยะต่อมาใช้ 
เทคนิค three-field สำหรับ โพรงหลังจมูก จนถึง radical dose ในกรณีที่ก้อนที่คอโตมากจะใช้ 
anterior whole-neck field หรือ opposed field โดยบังบริเวณส่วนกลางซึ่งเป็นตำแหน่งของกล่อง 
เสียงและไขสันหลัง ถ้าไม่มีต่อมนํ้าเหลืองที่คอโตจะฉายแสงที่คอประมาณ 50 Gy เป็นการป่องกัน 
ระยะเวลาที่ใช้ในการรักษาประมาณ 6 ถึง 8 อาทิตย์

ผลของการรักษาด้วยการฉายแสงรังสีขึ้นอยู่กับระยะของโรค และการที่มีต่อมนํ้าเหลืองโต 
หรือไม่ การแบ่งระยะของโรค TNM ไม่สามารถจะบอกอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยหลังการรักษา 
ท่ีสามปีได้เพียงพอ โดยพบร่าระยะที่ I มีอัตรารอดชีวิตหลังการรักษา ร้อยละ 62.7 ระยะท่ี II ร้อยละ 
100 ระยะท่ี แฆร้อยละ 50.8 และระยะท่ี IV ร้อยละ 49.6 แต่ถ้าแบ่งระยะของผู้ป่วยตามการท่ีมี 
ต่อมนํ้าเหลืองโตจะบอกการพยากรณ์โรคได้ดีมกขึ้น ถ้าต่อมนาเหลืองไม่โต NO มีอัตรารอดชีวิต 
หลังการรักษา ร้อยละ 79.4 ถ้าผู้ป่วยมีต่อมน้ําเหลือง N1-3 จะมีอัตรารอดชีวิตลดลงเหลือเพียงร้อย 
ละ 39. แท่านั้น (pO.OOl)

การกลับเป็นซาของโรคหลังการรักษาด้วยแสงรังสีพบร่า ประมาณสามในสี่ของผู้ป่วยจะ 
กลับเป็นซาเฉพาะท่ี บริเวณ โพรงหลังจมูก (local recurrence) หรือต่อมน้ําเหลือง (regional 
recurrence) อีกหนึ่งในส่ีของผู้ป่วยจะมีการแพร่กระจายของโรค คือ ผู้ป่วย 49 รายใน 184 ราย (ร้อย 
ละ 26.6)และพบร่ากระจายไปที่กระดูกบ่อยที่สด (25 ราย) รองลงไปคือ ตับ (13 ราย) และปอด (11 
ราย) โอกาสเสี่ยงที่โรคจะแพร่กระจายขึ้นอยู่กับการที่ต่อมนาเหลืองโตหรือไม่ก่อนรักษา ผู้ป่วย 
ส่วนมากจะเป็นซํ้าภายในสามปีแรกหลังการรักษา (ร้อยละ 88.4) โดยท่ี ร้อยละ 41 จะกลับเป็นซ้ํา 
ภายใน 6 เดือนแรกหลังการฉายแสงรังสี79

การผ่าตัด
การผ่าตัดไม,ใช่การรักษาโรคมะเร็ง NPC เนื่องจากตำแหน่งที่เกิดของมะเร็ง ทำให้การผ่า 

ตัดทำได้ยาก อาจเกิดผลข้างเคียงและความทุพลภาพได้ง่าย ข้อบ่งชี้ในการรักษาโรคมะเร็ง NPC 
ด้วยการผ่าตัดมีดังนี้6'1

1. ในกรณีการฉายแสงรังสีได้ผลท่ีก้อนมะเร็งที่ โพรงหลังจมูก แต่ไม่ได้ผลที่ต่อมนำเหลือง 
ท่ีคอ การตัดต่อมนี้าเหลืองที่มีโรคออก (radical neck dissection) เป็นวิธีการรักษาที่สามารถแก้ 
ป้ญหาเรื่องนี้ได้
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2. การกลับเป็นซาเฉพาะที่หลังการฉายแสงรังสีเต็มที่แล้ว การผ่าตัดเอาก้อนมะเร็งอาจเป็น 
วิธีหนึ่งที่สามารถช่วยผู้ป่วยได้ เทคนิคใหม่  ๆ เช่น cryosurgery ใช้ไนโตรเจนเหลวจี้ที่ก้อนมะเร็งใน 
โพรงหลังจมูก สามารถใช้รักษาการกลับเป็นซํ้าเฉพาะหลังการฉายแสงรังสีได้

3. การตัดช้ินเน้ือเพื่อการวินิจฉัยโรค โดยตัดบริเวณโพรงหลังจมูก ไม่ใช่ตัดท่ีต่อมน้ํา 
เหลืองที่คอโดยตรง เพื่อป่องกันการแพร่กระจายของโรค

ยาเคมีบำบัด
การให้ยาเคมีบำบัดก่อนการฉายแสง

ถึงแม้ว่าการฉายแสงรังสีรักษาจะเป็นวิธีการรักษามาตรฐานสำหรับโรคมะเร็ง NPC พบว่า 
ป็จจัเยท่ีมีผลต่อการรักษา มีสองประการคือ

1. ลักษณะทางพยาธิสภาพ ถ้าเป็น well differentiated squamous cell carcinoma WHO
ชนิด 1 ไม่มีส่วนเกี่ยวข้องกับไวรัส Ebstein-Barr มักพบในคนสูงอายุและเกิดจากการสูบบุหรี่จัด 
ปีญหาของการรักษาส่วนมากจะเป็นเรื่องของการควบคุมโรคเฉพาะที่ เนื่องจากโรคนีมีการแพร่
กระจายน้อยกว่าป้ญหาของการลุกลามเฉพาะที่ ส่วนพยาธิสภาพแบบ WHO ชนิด 2 และ 3 เกิดจาก 
เช้ิอไวรัส Ebstein-Barr จะมีป้ญหาการลุกลามเฉพาะที่และการแพร่กระจายไปสู่ส่วนอื่น  ๆ ของร่าง 
กาย ดังนั้นการใช้ยาเคมีบำบัดจึงอาจมีบทบาทในพยาธิสภาพแบบนี้

2. ระยะของโรค ความล้มเหลวและการกลับเป็นซํ้าของโรคหลังการรักษาด้วยการฉาย 
แสงรังสีชิ้นอยู่กับระยะของโรค ล้าเป็นระยะ T3-4 จะมีโอกาสกลับเป็นชํ้าเฉพาะที่สูง ส่วนถ้าลาม 
ไปท่ีต่อมน้ีาเหลืองถ้าเป็นระยะ N2-3 จะมีโอกาสเกิดการแพร่กระจายของโรคได้สูง ระยะ N3 นอก 
จากจะมีโอกาสเกิดการแพร่กระจายโรคแล้ว ยังมีโอกาสเป็นซํ้าที่ต่อมนํ้าเหลืองเดิมสูงชิ้นกว่าระยะ 
อ่ืน  ๆ ด้วย ดังนั้นจะเห็นได้ว่าระยะของโรคที่อาจต้องพิจารณาใช้ยาเคมีบำบัดร่วมด้วยคือระยะ T3-4 
หเอ N2-3 ส่วนระยะ T1-2 หเอ NO-1 ให้การรักษาด้วยการฉายแสงรังสีรักษาก็เพียงพอแล้ว 
สำหรับการรักษาโรค

มีการศึกษาย้อนหลังหลายรายงานที่พบว่าการให้ยาเคมีบำบัดก่อนการฉายแสง(neoadjuvant 
chemotherapy) จะลดการกลับเป็นซํ้าของโรค ลดการแพร่กระจายและเพิ่มอัตรารอดชีวิตของผู้ป่วย 
เม่ือเทียบกับ historical control ที่ได้รับการฉายแสงเพียงอย่างเดียว อย่างไรก็ตามการศึกษาเหล่านี้มี 
ความน่าเช่ือถือน้อย เพราะเป็นการศึกษาย้อนหลัง ไม่ใช่ randomized trials และการเปรียบเทียบกับ 
กลุ่มที่ฉายแสงอย่างเดียวซึ๋งไม'ทราบว,ามีป้จจัยการพยากรณ์โรคเหมือนกับกลุ่มที่ได้ยาเคมีบำบัด 
หเอ ไม่ โดยเฉพาะถ้าแต่ละกลุ่มที่เปรียบเทียบได้รับการรักษาในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน ยาเคมีบำบัด 
ที่ใช้ก็แตกต่างกันค่อนข้างมากในแต่ละรายงาน104'107 Tannock10̂ กษาเปรียบเทียบระหว่างผู้ป่วย 2 
กลุ่ม กลุ่มแรกให้ยาเคมีบำบัด eisplatin 2 ชุด ตามด้วยการฉายแสง และกลุ่มที่สองฉายแสงอย่าง
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เดียว พบว่าถึงแม้ว่ากลุ่มที่ได้ยาเคมีบำบัดจะทำให้ก้อนมะเร็งยุบได้มากกว่า แต่ไม,มีความแตกต่าง 
กันระหว่างการควบคุมโรคเฉพาะท่ี อัตราการแพร,กระจายของโรค และอัตรารอดชีวิตของผู้ป่วย 
สองกลุ่ม108

สำหรับ prospective randomized trials มีหลายรายงาน รายงานแรกโดย Rossi เปรียบเทียบ 
ระหว่างการให้ยาเคมบำบัด ได้แก่ ยาcyclophosphamide ยาdoxorubicin และยาvincristine เดอน 
ละคร้ัง นาน 6 เดือน และฉายแสง หรือฉายแสงเพียงอย่างเดียวโดยไม่ให้ยาเคมีบำบัด ไม่พบการ 
แตกต่างระหว่างผู้ป่วย 2 กลุ่ม ที่รักษา ไม่ว่าจะเป็นระยะปลอดโรค (disease-free survival) และ การ 
แพร,กระจายโรค'09 เนื่องจากยาเคมบีำบัดท่ีใช้ไม,ใช่ยาที่ดีสำหรับโรคนี้ จึงอาจเป็นเหตุผลท่ีทำให้ไม, 
เห็นประโยชน์เพิ่มขึนของการใช้ยาเคมีบำบัด และการฉายแสงร่วมกัน

การให้ยาเคมีบำบัดร่วมกับการฉายแสง
ผู้ป่วย NPC ระยะ IV เป็นกลุ่มที่เมื่อให้การรักษาด้วยการฉายแสงเพียงอย่างเดียว จะมีอัตรา 

การควบคุมโรคได้ตรมาก ดังนั้นมีการพยายามนำยาเคมีบำบัดมาให้ร่วมกับการฉายแสงรังสี พบว่า 
เมื่อใช้ cisplatin 100 mg/m2 ให้ทุก 3 อาทิตย 3 คร้ัง ระหว่างรักษาด้วยการฉายแสง พบว่าสามารถ 
เพ่ิมระยะปลอดโรค (disease-free survival) เพ่ิมอัตรารอดชีวิต และลดอุบัติการณ์ของแพร่กระจาย 
โรคได้110จะเห็นได้ว่าการให้ยาเคมีบำบัดไม,ใช่วิธีการรักษามาตรฐานสำหรับผู้ป่วยที่เป็นมะเร็ง 
NPC เฉพาะท่ี ซ่ืงยังไม,มีการแพร่กระจายไปที่อื่น เนื่องจากข้อมูลจากการศึกษาวิจัยทางคลินิกยังไม่ 
พบชัดเจนว่าสามารถเพิ่มการควบคุมโรค ลดการแพร่กระจายหรือเพิ่มอัตรารอดชีวิตของผู้ป่วย
มะเร็งNPCได้ ดังนั้นการใช้ยาเคมีบำบัดสำหรับผู้ป่วยมะเร็ง NPC ท่ีเป็นเฉพาะท่ี ควรใช้ภายใต้การ 
ศึกษาวิจัยทางคลินิกเพื่อพัฒนาวิธีการรักษาโรคให้ดียิ่งขึ้น

ยาเคมีบำบัดสำหรับโรคระยะแพร่กระจาย
มะเร็ง NPC เป็นโรคที่ไวต่อการรักษาด้วยยาเคมีบำบัด การใช้ยาเคมีบำบัดชนิดเดียวจะให้ 

การตอบสนองน้อยกว่าการใช้ยาหลาอชนิดร่วมกัน ยาเคมีบำบัดที่ไต้ผลดีควรมี cisplatin เป็นส่วน 
ประกอบ (cisplatin-based chemotherapy) ผลการตอบสนองของการรักษาโรคในระยะแพร่กระจาย 
โดยการใช้ยาเคมี พบว่ามีcomplete response^งแต่ร้อยละ4-100 และpartial response^งแต่ร้อยละ
25-79 111-121
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การพยากรณ์โรค
1. ระยะของโรค
ป้จจัยที่ชีบงการพยากรณ์ที่ไม่ดีในมะเร็งชนิด NPC ประกอบด้วย T3 หรือ T4 cranialฯ)

neuropathy intracranial extension N stage (cervical lymph node metastasis^าแหน่งฃองต่อมนำ 
เหลืองทีคออยู่ตำ(lower cervical หรือ supraclavicular lymphadenopathy) 122124

2. อายุและเพศ
ผู้ป่วยอายุน้อยมีการพยากรณ์ของโรคท่ีไม,ดีโดยเฉพาะถ้าอายุน้อยกว่า 20ปี125 แต่บางราย 

กลับพบว่าผู้ป่วยอายุน้อยมีการพยากรณ์ของโรคที่ดีกว่า123"124 ผู้ป่วยหญิงมีการพยากรณ์โรคที่ดีกว่า 
ผู้ป่วยชาย126

3. อาการและอาการแสดง
ถ้ามีอาการมากกว่า 7 อาการ หรือมีอาการมานานเกินสองเดือนจะเป็นการพยากรณ์

โรคที่ไม่ดี564
4. พยาธิสภาพ

ผู้ป่วย WHO ชนิด 1 มีการพยากรณ์โรคที่เลวกว่า WHO ชนิด 2 และ 3 ท้ังในด้านการ 
ควบคุมโรคเฉพาะที่หรืออัตราการรอดชีวิตภายหลังการรักษา126"127 ผู้ป่วยท่ีตรวจพบ vascularization 
มากในรอยโรคท่ีเป็นมะเร็ง โดยการย้อยชิ้นเนื้อด้วย anti-factor VIII-related antibody แล้วตรวจ 
tumor angiogenesis โดยการนับเสันเลอลพพบ (microvessel count) พบว่า microvessel count ทเพิม 
ข้ึนในเน้ืองอกมะเร็ง NPC เป็นการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี และผู้ป่วยกลุ่มนี้มีอัตรารอดชีวิตลดลง 
(p=0.04) 12S การตรวจพบ immune cells เพิ่มข้ึนในมะเร็ง NPC โดยเฉพาะ dendritic cell และ 
monocytic-macrophage cell บ่งกงการพยากรณโรคทด129

5. การตรวจทางระบบอิมมูน
ระบบของ antibodies ต่อ เชื้อไวรัส Ebstein-barr ไม่บอกถึงการพยากรณ์โรคแต่อาจ 

บอกถึงการกลับเป็นซาของโรคถ้าตรวจพบระดับของ anti-VCA, anti-EA IgG และ 1g A เพิ่มขึ้น130 
ระดับของ antibody-dependent cellular-cytotoxicity titer มความสัมพันธลับการพยากรณโรคทด131

6. ยีนมะเร็ง
การตรวจพบการเพิ่มขึ้นของโปรตีนของยีนมะเร็งชนิด c-erb B2 เกี่ยวข้องลับกาตอบ

สนองต่อการรักษา128
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ตารางท่ี 2.1 แสดงการให้คะแนนเพื่อการพยากรณ์โรค(Prognostic S co red หรับผู้ป่วยมะเร็ง NPC
ส่วนประกอบของการให ้คะแนนเพื่อการพยากรณ์โรคสำหรับผ ู้ป่วยมะะเร็ง NPC 3

ค:ะแนน

ปัจจัยหรือตัวแปร 9 7  < 4  bถาม ถ้าไม่มี
อาการท่ีมากกว่า 7 อย่าง + 1.14 0
ต่อมน้ําเหลืองโตที่คอส่วนล่าง
หรือบริเวณ supraclavicilar3 + 1.10 0
ชนิดตาม WHO ชนิดท่ี 1 + 1.04 0
ก้อนมะเร็งลุกลามมากในโพรงหลังจมูก + 0.53 0
ระยะเวลาของอาการ <2 เดือน -0.63 0

คะแนนรวมถงantibody-dependent
cellular cytotoxicty

Antibody-dependent cellular
cytotoxicity titer <1:690 +  1.36 0
อาการท ี่มากกว่า 7 อย่าง +  1.28 0
ต่อมน้ําเหลืองโตที่คอส่วนล่าง
หรอบริเวณ supraclavicilar0 +  1.19 0
ชนิดตาม WHO ชนิดท่ี 1 + 1.14 0
ก้อนมะเร็งลุกลามมากในโพรงหลังจมูก + 0.56 0
Antibody-dependent Cellular
cytotoxicity titer >  1: 15,360 + 0.86 0
ระยะเวลาของอาการ<2เดือน + 1.05 0

a คะแนนเพื่อการพยากรณ์โรคได้จากผลรวมของคะแนนทั้งหมด 
b คะแm เที่เป็นลบและคะแนนที่ตํ๋ากว่าบ่งชี้พยากรณ์โรคที่สีกว่า
c ต่อมนาเหลืองที่อยู่ตํ่ากว่าเสันที่ลากจาก lamgeal eminencelyทางด้านข้างและด้านหลังที่มีช่ือเรียกว่า

Ho’s line
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ตารางท่ี 2.2 คะแนนการพยากรณ์โรคในทางคลินิกสำหรับโรคมะเร็ง NPC

Working Formulation สำหรับการประเมินระยะโรคด้วยคะแนน* ในปี!988

คะแนน

ลักษณะทางคลินิก ถ้ามี ล้าไม่มี
อาการที่มากกว่า 7 อย่าง + 1 0
ต่อมน้ีาเหลืองโตที่คอส่วนล่าง
หรอบรเวณ supraclavieilar + 1 0

<=* «  ล ่ชนดตาม WHO ชนดท 1 + 1 0
ก้อนมะเร็งลุกลามมากในโพรงหลังจมูก + 0.5 0
ระยะเวลาของอาการ <2 เดือน + 0.5 0

WHO, World Health Organization.
Titak score: ระยะ A <0; ระยะ B 0-0.99; ระยะ c 1.00-1.99 และระยะ D >2.00

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง

ป็จจุบันพบความผิดปกติ,ของยีน pi6 และการสูญเสียของการแสดงออกของโปรตีนP16 ใน 
มะเร็งท่ีเกิดในมนุษย์หลายชนิด อุบัติการณ์ของความผิดปกติของรีน p!6 ที่พบในมะเร็งชนิดต่าง  ๆ
ดังตารางท่ี 1.1ท่ีกล่าวมาแล้วในบทท่ี 1 และมีรายงานการศึกษาความผิดปกติของพี 16 หรือการไม่ 
พบการแสดงออกของโปรตีนP16 ร่วมกับความสัมพันธ์ทางคลินิกหรือพยากรณ์โรคในมะเร็ง
หลายๆชนิดดังต่อไปนี้

1.Sparrow LE และคณะ16 ตรวจหาโปรตีนP16 ในมะเร็งผิวหนังชนิดเมลาโนม่าระยะต่างๆ 
ด้วยวิธ immunohistochemistry พบว่าตรวจไม,พบโปรตนP16 ใน in situ melanoma 1 ใน 12 ราย 
(ร้อยละ 8), ใน invasive primary melanoma 19 ใน 38 ราย (ร้อยละ 50) และใน metastatic 
melanoma 9 ใน 25 ราย (ร้อยละ 36) สรุปได้ว่าการไม,พบโปรตีนP16 พบในมะเร็งผิวหนังชนิดเมลา 
โนม่าระยะที่มีการลุกลามมากกว่าระยะ m situ อย่างมีนัยสำกัญทางสถิติ (p = 0.006)

2.Hui AM และคณะ17 ทำการตรวจหาโปรตีนP16 ในมะเร็งตับชนิดเฮปปาโตเชลล์ลูล่าคาร์ 
ซิโนม่าโดยการตรวจก้อนมะเร็งจากตับจำนวน 32 ก้อนและจากเซลล์ด้นกำเนิดของมะเร็งตับ (cell
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lines) จำนวน 6 ตัวอย่าง ผลการศึกษาพบว่าตรวจไม่พบโปรตีนP16 ในก้อนมะเร็งจากตับจำนวน 11 
ก้อน (คิดเป็นร้อยละ 34) และไม่พบโปรตีนP16ในเชลล์ต้นกำเนิด 3 ตัวอย่าง (คิดเป็นร้อยละ 50)

3.Gazzeri ร และคณะ10 ตรวจหาความผิดปกติ1ของยีน pi 6 และโปรตีนP16 ในผู้ป่วยมะเร็ง 
ปอดชนิดไม,ใช่เชลล์เล็ก (NSCLC) จำนวน 43 ราย การตรวจหาความผิดปกติของสิน pl6 ใช้วิธี 
PCR พบว่ามีความปกติของสิน pl6 แบบ mutation จำนวน 3 ราย (ร้อยละ 14), méthylation 7 ราย 
(ร้อยละ 33) และ homozygous deletion 10 ราย (ร้อยละ 48) ส่วนการตรวจโปรตีนP16 ใช้การย้อม 
ด้วยวิธี immunohistochemistry พบว่าการย้อมโปรตีนP16 ให้ผลลบจำนวน 21 ราย ใน 43 ราย (ร้อย 
ละ 49) ร้อยละ 95 ของผู้ป่วยให้ผลลบจากการย้อมโปรตีนP16 จะตรวจพบความผิดปกติของสิน pi6 
อย่างใดอย่างหน่ึงในสามแบบข้างต้น จากการศึกษานี้แสดงถึงความสามารถในการใช้การตรวจ
โปรตีนP16 ด้วยวิธี immunohistochemistry ตรวจหาความผิดปกติของสิน pl6 ได้รวดเร็ววิธีหน่ึง

4.Satoshi T และคณะ11 ทำการตรวจหาโปรตีนP16 ในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดไม่ใช่เซลล์เล็ก 
(nonsmall cell lung cancer) โดยการออมโปรตนP16 ดวยเทลนค immunohistochemical analysis 
จากชิ้นเนื้อมะเร็งที่ปอดที่เก็บรักษาไว้ในพาราพันจำนวน 155 ตัวอย่างพบว่า ย้อมไม่พบโปรตีนP16 
จำนวน 31 ตัวอย่างหเอคิดเป็นร้อยละ 27 และพบว่าผู้ป่วยกลุ่มนี้มีลักษณะทางพยาธิเป็น squamous 
cell carcinoma มากกว่า adenocarcinoma อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p=O.Û26) และผู้ป่วยท่ีไม่พบ 
โปรตีนP16 มักมีอัตราการรอดชีวิตส้ันกว่ากลุ่มที่พบโปรตีนP16 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ
(p=0.043)

5.Volm M และคณะ12 ศึกษาโปรตีนP16 ในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma จำนวน 
58 ราย ตรวจไม่พบโปรตีนP16 จำนวน 20 ราย หเอ คิดเป็นร้อยละ 34.5 และผู้ป่วยในกลุ่มนี้มีการ 
รอดชีวิตสั้นกว่ากลุ่มที่ตรวจพบโปรตีนP16 (47 สัปดาห์ กับ 79 สัปดาห์)

ô.Minobe K และคณะ'3 ตรวจก้อนมะเร็งท่ีเต้านมจำนวน 96 ราย พบว่ามี allelic loss บน 
โครโมโซมท่ี 9(ตำแหน่ง 9p21,9p22.3 และ 9p33) จำนวน 37 รายหเอร้อยละ 39 การสูญเสียยีนใน 
ตำแหน่งท่ี 9p22.3 และ 9p33 พบว่ามีความสัมพันธ์กับการแพร่กระจายของมะเร็งไปยังต่อมนํ้า 
เหลือง

7. Takeuchi H และคณะ14 ตรวจหาโปรตีนP16 และโปรตีน cyclin D1 ในก้อนมะเร็งชนิด 
squamous cell carcinoma จากหลอดอาหารจำนวน 111 ตัวอย่าง พบว่าไม่มีโปรตีนP16 จำนวน 56 
ราย (คิดเป็นร้อยละ 50) และผู้ป่วยในกลุ่มนี้มีจำนวนของต่อมนื้าเหลืองที่มีการแพร่กระจายของ 
มะเร็งมากกว่า และระยะเวลาการมีชีวิตสั้นกว่ากลุ่มที่ตรวจพบโปรตีนP16 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(p = 0.04)

8. Lydiatt WM และคณะ15 พบว่าผู้ป่วยโรคมะเร็งของศีรษะและคอชนิด squamous cell 
carcinoma ที่มีการกลับเป็นซํ้าใหม่ทั้งแบบเฉพาะที่และแพร่กระจายพบว่ามีความผิดปกติของสิน 
P>16 เชื่อว่ายีนนี้มีบทบาทสำคัญในการกำหนดความรุนแรง,ของมะเร็งชนิดนี้
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9. Hu YX และคณะ18 ศึกษาโปรตีนP16 จากการตรวจชินเนื้อตับอ่อนของผู้ป่วยที่เก็บรักษา 
ในพาราชิเนด้วยวิธ immunohistochemistry โดยใช้ monoclonal antibody ต่อโปรตนP16 ปรากฎว่า 
ตรวจพบโปรตีนP16 ในโรคของตับอ่อนตังต่อไปนี้ ตับอ่อนปกติ 0 ใน 6 ราย (ร้อยละ 0.0) ตับอ่อน 
อักเสบเรื้อรัง19 ใน 20 ราย (ร้อยละ 95.0) เน้ืองอกของตับอ่อนชนิด cystadenoma 3 ใน 8 ราย (ร้อย 
ละ 37.5 ) และ มะเร็งของตับอ่อน 26 ใน 62 ราย (ร้อยละ 41.9) และพบว่าผู้ป่วยมะเร็งของตับอ่อนที่ 
ตรวจไม่พบโปรตีนP16 มักมีการแพร่กระจายของมะเร็งมากกว่าและระยะเวลาการมีชีวิตอยู่สั้นกว่า 
กลุ่มที่ตรวจพบโปรตีนP16

10. Naka T และคณะ19 ศึกษาโปรตีนP16 และโปรตีนพี 53 ในมะเร็งตับอ่อนด้วยวิธี 
immunohistochemistry ผลการศึกษาไม,พบโปรตีนP16 ในผู้ป่วย 13 ใน 32 ราย (ร้อยละ 41) และผู้ 
ป่วยเหล่าน้ี โรคมักอยู่ในระยะลุกลามและมีพยากรณ์โรคไม,ตีเมื่อเพียบกับกลุ่มที่พบโปรตีนP16 (p 
< 0.05) ตรวจพบโปรตีนพี 53 จำนวนร้อยละ 59 แต่ไม่พบว่ามีความสัมพันธ์กับระยะของโรคและ 
ระยะเวลาการรอดชีวิตอย่างชัดเจน สมมุติฐานได้ว่าโปรตีนพี 53 น่าจะเกี่ยวข้องกับการเกิดมะเร็ง 
ของตับอ่อนในระยะแรก และโปรตีนP16 เกี่ยวข้องกับการลุกลามของมะเร็งตับอ่อน

ส่วนการศึกษาความผิดปกติของยีน pi 6 และการสูญเสียของการแสดงออกของโปรตีนP16 
เฉพาะในมะเร็งหกังโพรงจมุกมีรายงานการศึกษา อยู่ไม่มากนัก ได้แก่

Huang DP และคณะ5 ตรวจพบความผิดปกติของยีน / >16ชนิด homozygous deletion ในช้ิน 
เนื้อมะเร็งโพรงหลังจมูก ติดเป็นร้อยละ61 Lo KW และคณะ21ได้รายงานการตรวจพบความผิดปกติ 
ของยีน pi 6 ชนิด homozygous deletion ในชิ้นเนื้อมะเร็งโพรงหลังจมูกติดเป็นร้อยละ 67 
Mutirangkula และคณะ6 ศึกษาถึงความผิดปกติของยีน />76ในผู้ป่วยมะเร็งโพรงหลังจมูก 27 ราย 
โดยตรวจพบความผิดปกติของยีนนี้บนโครโมโซม 9p21 (LOH of chromosome 9p21) มากถึงร้อย 
ละ 87 ส่วนการตรวจหาโปรตีนP16 โดย immunohistochemistry ใน NPC พบเพียง 1 รายงานว่ามี 
การสูญหายของโปรตีนP16 เป็นร้อยละ 6422 สำหรับความผิดปกติของยีน /?76ท่ีเกิดจาก
hyperméthylation ในมะเร็งของศีรษะและลำคอและในมะเร็งหลังโพรงจมูกมีการศึกษาแต่เพียง
เร่ืองความชุกเป็นตังแต่ร้อยละ 20 ถึง 4723’24,132’133'134'135และตรวจพบทังในมะเร็งระยะเริ่มแรกและ 
ระยะลุกลาม

ความผิดปกติของยีน pi6 ท่ีเกิดจาก hyperméthylation กำลังได้รับความสนใจศึกษาอย่าง 
กว้างขวางและเป็นเป้าหมายสำคัญของการเกิดมะเร็งหลายชนิดในมนุษย์ ความผิดปกติของยีน pi6 
ท่ีเกิดจาก hypermethylation41บมากในมะเร็งหลายชนิด ได้แก่ มะเร็งต่อมน้ีาเหลือง มะเร็งเม็ดเลือด 
ขาว มะเร็ง multiple myeloma มะเร็งของศีรษะและลำคอ มะเร็งโพรงหลังจมูก มะเร็งปอด มะเร็ง 
สมอง มะเร็งลำไสัใหญ่ มะเร็งหลอดอาหาร และมะเร็งกระเพาะป้สสาวะ
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มีการศึกษาหลายรายงาน พบว่า ความผิดปกติ,ของยีน pi6 ที่เกิดจาก hyperméthylation เป็น 
ป็จจัยพยากรณ์โรคท่ีไม,ดีในมะเร็งหลายชนิด ได้แก่

1. ในผู้ป่วยมะเร็งต่อมน้ําเหลืองชนิด non-Hodgkin's ท่ีมีความผิดปกติ'ของสิน plôviเกิดจาก 
hypermethylatkn^ ะมีความเสี่ยงในการกลับเป็นซาของโรคสูงกว่าในรายที่ไม่มีความผิดปกติ,ของ 
&น P>16V\เกิดจาก hyperméthylation 136

2. ในมะเร็งต่อมน้ําเหลืองชนิด mycosis fimgoides พบว่าความผิดปกติของสิน pl6V\เกิดจาก 
hyperméthylation สัมพันธ์กับการตอบสนองต่อการรักษาที่ไม่ดี 137

3. ในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด adult T-cell leukemia พบว่าความผิดปกติของสิน />76ท่ีเกิดจาก 
hyperméthylation สัมพันธ์กับโรคระยะลุกลามอย่างมาก 138

4. ในมะเร็งหลอดอาหารพบว่าความผิดปกติของสิน plôv\เกิดจาก hyperméthylation สัมพันธ์ 
กับโรคระยะลุกลามมากเช่นกัน 139

ส่วนความผิดปกติของสิน pi6 ท่ีเกิดจาก hyperméthylation ในมะเร็งของศีรษะและลำคอและ 
มะเร็งโพรงหลังจมูกนั้นมีเพียงการศึกษาในเรื่องความชุกดังกล่าวมาแล้ว แต่ยังไม,มีการศึกษาถึง
ความสัมพันธ์,ทางคลินิกกับความผิดปกติ,ของสินp i 6ท่ีเกิดจาก hypermethylationtfอย่างชัดเจน

การตรวจพบการสูญเสียการแสดงออกของโปรตีนP16ด้วยวิธี immunohistochemistry มี 
ความสอดคล้องกันอย่างมากกับการตรวจพบความผิดปกติของสิน/?./6ที่เกิดจากhyperméthylation 5 
ความสอดคล้องกันของการตรวจทั้งสองวิธี คือ การตรวจพบการสูญเสียการแสดงออกของโปรตีน 
P16 ด้วยวิธี immunohistochemistry กับการตรวจพบความผิดปกติของสิน pl6 ท่ีเกิดจาก 
hyperméthylation ยังพบจากการศึกษาในมะเร็งอ่ืนๆ ได้แก่ มะเร็งกระเพาะอาหาร140 มะเร็งเม็ดเลือด 
ขาว138 มะเร็งต่อมน้ัาเหลืองชนิด Hodgkin’s141 มะเร็งปากมดลูก142 และมะเร็งปอดชนิดไม,ใช่เซลล์

๘ 143เลก
จากรายงานการศึกษาหลายรายงานที่กล่าวมาข้างต้น จึงบ่งชี้ว่า การตรวจพบความผิดปกติ 

ของสิน p l6  ท่ีเกิดจาก hyperméthylation หเอการไม,พบการแสดงออกของโปรตีนP16 มีความ 
สัมพันธ์กับลักษณะทางคลินิกหเอพยากรณ์โรคที่ไม่ดีในมะเร็งหลายๆชนิด ได้แก่ ระยะเวลาการมี 
ชีวิตอยู่ส้ันกว่า ความเสี่ยงในการกลับเป็นซํ้าของโรคสูงกว่า และ การตอบสนองต่อการรักษาที่ไม่ตี 
มากกว่ากลุ่มท่ีสิน pi6ไม่มี hyperméthylation หรือมีโปรตีน P16 ปกติ ทำให้น่าเชื่อว่าความผิดปกติ 
ของสิน plôviเกิดจาก hyperméthylation ซึ๋งเป็นกลไกที่สำคัญในการเกิดมะเร็งของศีรษะและลำคอ 
และมะเร็งโพรงหลังจมูก น่าจะเป็นป้จจัอการพยากรณ์โรคที่ไม่ดี มีระยะเวลาการมีชีวิตอยู่ที่สั้นกว่า 
ซึ่งอาจเกิดจากการตอบสนองต่อการรักษาที่ไม่ดี คือ เป็นปัจจัยทำนายการตอบสนองต่อการรักษา 
ในผู้ป่วยเหล่านี้ได้ด้วยรวมทั้งมีความเสี่ยงในการกลับเป็นชํ้าสูงขึ้น
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