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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

บวร วีระสืบพงศ์ : การศึกษาถึงความชุกของการตรวจพบระดับของสารพันธุกรรมอิสระ
จากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที ที่ปรากฏในพลาสม่าผู้ป่วยโรคมะเร็งปอดชนิดที่เซลไม่เล็กระยะ
ลุ ก ล าม  (prevalence of plasma non-tumor-derived circulating DNA originated 
from T-cell lymphocyte presenting in advanced non-small cell lung cancer) 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ดร. พญ. ชนิดา วินะยานุวัติคุณ{, หน้า. 

ที่มา: circulating cell free DNA ในผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่
เล็กมีความส าคัญในแง่การเป็นปัจจัยพยากรณ์โรค โดยที่มาของ circulating cell free DNA มาจาก
ทั้งเซลมะเร็งและเซลที่ไม่ใช่มะเร็งอ่ืนๆ การศึกษานี้จึงท าขึ้นเพ่ือตอบค าถามเรื่องแหล่งก าเนิดของ 
circulating cell free DNAที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็ง ว่ามาจาก T cellหรือไม ่

วิธีการศึกษา: ท าการตรวจ T cell derived circulating cell free DNA จากพลาสม่าของ
ผู้ ป่ วยที่ ได้ รั บการวินิ จฉั ย เป็นมะเร็ งปอดชนิด เซลไม่ เล็ กระยะลุกลาม  มาท าการตรวจ 
semiquantitative PCR โดยตรวจหา VDJ segment gene ของ T cell โดยมีวัตถุประสงค์หลักเพ่ือ
หาความชุกของการตรวจพบ T cell derived circulating cell free DNA นอกจากนั้นยังมีการเอา
ชิ้นเนื้อมาท าการตรวจ tumor-infiltrating lymphocyte โดยย้อมดู CD3 เพ่ือหาความสัมพันธ์กับ T 
cell derived circulating cell free DNA และปัจจัยอ่ืนๆ รวมทั้งอัตราการรอดชีวิตโดยรวมของ
ผู้ป่วย 

ผลการศึกษา: ผู้ป่วยทั้งสิ้น 106 คน ตรวจพบระดับของ T cell derived circulating cell 
free DNA โดยพบมีความชุกเท่ากับร้อยละ 73 และไม่พบว่า T cell derived circulating cell free 
DNA มีความสัมพันธ์ กับ CD3 positive TIL นอกจากนั้นยังพบว่าสัดส่วนระหว่าง T cell derived 
circulating cell free DNA ต่อRPP30 มีแนวโน้มที่จะเป็นปัจจัยพยากรณ์โรคในแง่ของอัตราการรอด
ชีวิตโดยรวม อีกทั้งจากการวิเคราะห์multivariate เพ่ือดูความสัมพันธ์ของแต่ละปัจจัยพบว่า การสูบ
บุหรี่มีความสัมพันธ์กับ ระดับของ T cell derived circulating cell free DNA คือ ผู้ป่วยที่สูบบุหรี่
จะตรวจพบระดับของ T cell derived circulating cell free DNA น้อยกว่าคนที่ไม่สูบบุหรี่อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ 

ส รุ ป ผล : พบว่ า มี  T cell derived circulating cell free DNA เ ป็ น ส่ ว นหนึ่ ง ข อ ง 
circulating cell free DNA ที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็งในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กจริง 
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# # 5974071030 : MAJOR MEDICINE 
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BOWON WEERASUBPONG: prevalence of plasma non-tumor-derived 
circulating DNA originated from T-cell lymphocyte presenting in advanced 
non-small cell lung cancer. ADVISOR: CHANIDA VINAYANUWATTIKUN {, pp. 

background: circulating cell-free DNA which was associated with prognosis in 
lung cancer patient derived from both tumor and non-tumor cell. In this study, we 
investigated the association of T cell- derived circulating cell free DNA in plasma of 
advanced stage non-small cell lung cancer patient with tumor-infiltrating lymphocyte. 
Methods: semi quantitative PCR with VDJ segment of T cell primer was used to detect 
T cell- derived circulating cell free DNA in plasma of 106 patients diagnosed with 
advanced stage non-small-cell lung cancer. Tissue sample were used to evaluate 
tumor-infiltrating lymphocyte and correlation with T cell- derived circulating cell free 
DNA level and survival were analyzed. Results: T cell- derived circulating cell free DNA 
was detected in 73% of patients. Correlation was not found between T cell- derived 
circulating cell free DNA level and tumor-infiltrating lymphocyte level. From 
multivariable analysis, smoking status was the only factor which had correlation with 
T cell- derived circulating cell free DNA level(P<0.001). Overall survival was not 
statistically significant different between high and low level of T cell- derived circulating 
cell free DNA. Conclusion: from our study, T cell might be one of the origins of non-
tumor- derived circulating cell free DNA in advanced stage non-small-cell cancer 
patients. 
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ขอขอบพระคุณทุกท่านที่มีส่วนร่วมท าให้งานวิจัยนี้ส าเร็จลุล่วงสมความมุ่งหมายไปได้
ด้วยดี ขอขอบพระคุณอาจารย์ ดร.ชนิดา วินะยานุวัติคุณ อาจารย์ที่ปรึกษางานวิจัย ที่ช่วยให้
ค าแนะน า ช่วยปรับปรุงแก้ไข ให้ข้อคิด และแนะแนวความคิดให้สามารถไปต่อยอดท าต่อได้และ
ขอขอบพระคุณคณาจารย์หน่วยมะเร็งวิทยา คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ ทุกท่านที่คอยให้
ค าปรึกษาในการท างานวิจัย 

ขอขอบพระคุณพยาบาลประจ าหน่วยมะเร็งวิทยาทุกท่าน ที่คอยเป็นธุระในการเจาะ
เลือดผู้ป่วยและหาที่เก็บเลือด รวมทั้งเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการทุกท่าน ที่คอยช่วยเหลือเรื่องการ
ท า PCR รวมทั้งช่วยให้ความรู้พ้ืนฐาน แนวทางการท า ให้ค าแนะน าในการท า และเทคนิคในการ
ท าแต่ละขั้นตอน รวมถึงการแปลผลลัพท์ท่ีได้ 

ทางผู้วิจัยรู้สึกทราบซึ้งในความกรุณาของทุกท่านที่กล่าวมา ตลอดจนทุกท่านที่ได้ให้
ความช่วยเหลือรวมถึงผู้ป่วยที่ให้ความร่วมมือในงานวิจัยทุกท่าน 

สุดท้ายนี้ต้องขอขอบพระคุณทั้งบิดามารดา และพ่ีน้องที่คอยให้ก าลังใจในการท างานมา
โดยตลอด รวมถึงเพ่ือนๆของผู้วิจัยทุกคนที่ได้ให้การช่วยเหลือและให้ก าลังใจมาโดยตลอดเช่นกัน 
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ค าอธิบายสัญลักษณ์และค าย่อ 

PCR   polymerase chain reaction 
TIL   tumor- infiltrating lymphocyte 
Cir cfDNA  circulating cell free DNA 
OS   overall survival 
PFS   progression free survival 
ORR   objective response rate 
EGFR   epidermal growth factor receptor 
ALK   anaplastic lymphokinase 
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 ความส าคัญ และที่มาของปัญหาการวิจัย (Background and rationale) 

 มะเร็งปอดเป็นมะเร็งที่พบมากเป็นอันดับที่สี่ในประเทศไทย มีจ านวนผู้ป่วยรายใหม่

อยู่ทีร่้อยละ 10 ของมะเร็งทั้งหมด รองจากมะเร็งเต้านม มะเร็งตับและท่อน้ าดี และมะเร็ง

ล าไส้ใหญ่ ตามข้อมูลของทะเบียนมะเร็งระดับโรงพยาบาล ปี2558(1) ซึ่งถ้าจ าแนกตามเพศ

แล้ว พบว่าในเพศชายจะพบเป็นล าดับที่สาม ในขณะที่เพศหญิงจะพบเป็นล าดับที่สี่ โดยที่ถ้า

จ าแนกตามระยะที่พบเมื่อแรกวินิจฉัยจะพบว่าระยะที่สี่พบมากที่สุดเท่ากับร้อยละ 67.6 ของ

ผู้ป่วยรายใหม่ทั้งหมด ซึ่งเป็นระยะที่มีการแพร่กระจายของตัวโรคแล้ว โอกาสที่จะรักษาแล้ว

หายขาดค่อนข้างน้อย ดังนั้นวัตถุประสงค์หลักของการรักษา จึงเป็นการรักษาในแง่บรรเทา

อาการ(palliative aim) ซึ่งการรักษาหลักคือการให้ยาเคมีบ าบัดหรือยากลุ่มอ่ืนๆที่ออกฤทธิ์

ทั้งร่างกาย (systemic treatment) โดยที่การรักษาอ่ืนๆ ได้แก่ การผ่าตัด หรือการฉายแสง 

จะเป็นการรักษาเสริมเท่านั้น 

 ในแง่การรักษามะเร็งปอดในระยะแพ่กระจายหรือระยะที่สี่นั้น การรักษาด้วยยาเคมี

บ าบัดเป็นการรักษามาตรฐานมาตั้งแต่ในอดีต โดยมาตรฐานคือการให้ยาเคมีบ าบัดกลุ่ม 

แพลตตินัม(platinum) ซึ่งที่มีข้อมูลการใช้แล้วมีประโยชน์คือ cisplatin หรือ carboplatin 

ร่วมกับการให้ยาเคมีบ าบัด อีกหนึ่งชนิด ได้แก่ gemcitabine pemetrexed paclitaxel ฯลฯ

(2-4) ซึ่งตามข้อมูลของ metanalysis โดย non-small cell lung cancer collaborative 

group(5) พบว่าการให้การรักษาแบบประคับประคองร่วมกับการให้เคมีบ าบัด ให้

ผลการรักษาในแง่ของเพ่ิมอัตราการรอดชีวิต ได้มากกว่าการรักษาแบบประคับคองเพียงอย่าง

เดียว โดยลดความเสี่ยงในการเสียชีวิตร้อยละ 27  ระยะเวลาโดยเฉลี่ยที่ผู้ป่วยครึ่งหนึ่งจะ

เสียชีวิตในกลุ่มท่ีได้ยาเคมีบ าบัด(median overall survival) เท่ากับ 9 เดือน เมื่อเทียบกับ

กลุ่มท่ีได้แต่การรักษาประคอบประคอง ซึ่งเท่ากับ 3 เดือน(4, 6) 

 นอกจากการใช้เคมีบ าบัด ในปัจจุบันก็มีการตรวจยีนกลายพันธุ์ อาทิ EGFR 

mutation, ALK rearrangement เป็นต้น ซึ่งในกรณีที่ผู้ป่วยตรวจแล้วพบว่ามีการกลายพันธุ์

บางชนิดที่จ าเพาะต่อการใช้ยาพุ่งเป้า(targeted therapy) ก็จะสามารถใช้ยาพุ่งเป้าในการ

รักษาได้ เช่น EGFR tyrosine kinase inhibitor, ALK inhibitor เป็นต้น ซึ่งตามการศึกษา
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หลายการศึกษาพบว่าการใช้ยาพุ่งเป้าดังกล่าว ในผู้ป่วยกลุ่มนี้ก็จะให้ผลการรักษาในแง่ของ

การชลอการเติบโตมะเร็งได้ดีกว่ากลุ่มที่ให้ยาเคมีบ าบัด(7, 8) ซึ่งการรักษาด้วยยาพุ่งเป้าจึง

เป็นการรักษามาตรฐานในปัจจุบัน ในกรณีที่ผู้ป่วยตรวจพบว่ามีการกลายพันธุ์ที่จ าเพาะกับ

การใช้ยา แต่เนื่องจากในการใช้ยาพุ่งเป้า จะมีเพียงผู้ป่วยที่มีการกลายพันธุ์เท่านั้นที่ใช้ยาแล้ว

จะมีโอกาสตอบสนองสูง ดังนั้นจึงมีการวิจัยเพ่ือหาตัวชี้วัดทางโมเลกุล(molecular 

biomarker) เช่นการตรวจ EGFR mutation จากชิ้นเนื้อมะเร็ง หรือ จาก cell free DNA 

ในพลาสม่า หรือการตรวจหา ALK rearrangement ในชิ้นเนื้อมะเร็ง เป็นต้น มากข้ึนใน

ปัจจุบัน เพ่ือให้การรักษามะเร็งเป็นไปในลักษณะที่จ าเพาะกับมะเร็งของผู้ป่วยแต่ละคนมาก

ที่สุด (personalized medicine) ซึ่งจะท าให้การรักษามีประสิทธิภาพสูงที่สุด และได้รับ

ผลข้างเคียงจากการรักษาที่ไม่จ าเป็นให้น้อยสุด เป็นประโยชน์สูงสุดต่อผู้ป่วยนั่นเอง 

 ในปัจจุบัน circulating cell free DNA ได้เข้ามามีบทบาทในแง่ตัวชี้วัดทางโมเลกุล 

(Biomarker) ในหลายๆด้านโดยเฉพาะในทางมะเร็งวิทยา โดยน ามาประยุกต์ ใช้ในแง่ของ 

diagnostic,  predictive และ prognostic biomarker (9)  โดยที่มีการศึกษา พบว่าระดับ 

ของ circulating cell free DNA (cir-cfDNA) ในผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งมีระดับสูงกว่าใน

บุคคลทั่วไปอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (10)  ท าให้เกิดการศึกษาต่อมาอีกหลายการศึกษาเรื่อง

ต้นก าเนิดของ circulating cell free DNA ซี่งส่วนหนึ่งพบว่ามีต้นก าเนิดมาจากสาร

พันธุกรรมเซลมะเร็ง (tumor-derived cir-cfDNA) (11)  นอกจากนั้นยังพบว่าระดับของ 

tumor-derived cir-cfDNA ที่สูงนั้นมีความสัมพันธ์กับระยะเวลาการรอดชีวิต (overall 

survival) ที่สั้นลงและระยะเวลาการควบคุมโรค (Progression-free survival) ที่สั้นลง ใน

ผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปอดชนิดที่เซลไม่เล็กระยะลุกลาม (12)  ในแง่ของการศึกษาเรื่อง cir-cf 

DNA ในส่วนที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็งนั้น นั้น มีความเป็นไปได้ที่จะมาจากสิ่งแวดล้อมที่อยู่

รอบๆก้อนมะเร็ง อาทิ เซลผนังเยื่อบุหลอดเลือด (endothelial cell) หรือ เซลเม็ดเลือดขาว

แต่ละชนิด อาทิ ลิมโฟไซต์ (Lymphocyte) แมคโครฟาจ (Macrophage) เป็นต้น โดยจาก

การศึกษาของ Vinayanuwattikun C et al. พบว่านอกจากระดับของ tumor-derived cir-

cfDNA แล้ว ระดับของ non-tumor-derived cir-cfDNA ซึ่งมีจุดก าเนิดมาจากเซลเม็ดเลือด

ขาวก็มีความสัมพันธ์กับระยะเวลาการรอดชีวิตของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะ

ลุกลามอีกด้วย (13) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 
 

 

 ในปัจจุบันได้มีการพัฒนายากระตุ้นภูมิคุ้มกันของร่างกาย เพ่ือใช้ควบคุมโรคมะเร็ง 
(immunomodulating therapy) อาทิ anti PD1/PDL-1 Antibody blockage หรือ anti 
CTLA-4 Antibody blockage ในการรักษามะเร็ง โดยเริ่มศึกษาวิจัยในมะเร็งผิวหนังชนิด
เม็ดสี (malignant melanoma) และต่อมาได้มีการศึกษาวิจัยในมะเร็งชนิดอ่ืนๆซึ่งรวมถึง 
มะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก โดยศึกษาประสิทธิภาพทั้งในการรักษาเป็นสูตรแรก (First-line 
treatment) (14) หรือให้การรักษาเป็นสูตรที่สอง (15, 16) ซึ่งพบว่ามีประสิทธิภาพที่ดีใน
ประชากรบางกลุ่ม ทั้งนี้ได้มีการศึกษาวิจัยในแง่ตัวชี้วัดชีวโมเลกุลควบคู่กันเพ่ือใช้พยากรณ์
ผู้ป่วยที่ได้ประสิทธิภาพในการรักษาสูงสูด ที่มีข้อมูลอยู่บ้างได้แก่ การย้อม PD-L1 > 50% 
ในชิ้นเนื้อมะเร็งของผู้ป่วยสัมพันธ์กับประสิทธิภาพการรักษาด้วยยา pembrolizumab (14) 
แต่มีลักษณะความไม่สอดคล้องของผลการตอบสนองการรักษาต่อกลุ่มผู้ป่วยที่ย้อมไม่ติด PD-
L1 ซึ่งท าให้นักวิจัยยังมีการศึกษาเพ่ือพัฒนาตัวชี้วัดชีวโมเลกุลที่สัมพันธ์กับประสิทธิภาพของ
ยาได้ดีกว่าการย้อม PD-L1 ในชิ้นเนื้อมะเร็งของผู้ป่วย    
 ในการศึกษาเรื่องปัจจัยที่ส่งผลต่ออัตราการรอดชีวิต (prognostic factors) ของ
ผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กนั้น มีการศึกษามากมายและมีปัจจัยมากมายที่มีผล
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ตั้งแต่ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับตัวผู้ป่วย ปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับการรักษา 
และปัจจัยที่เกี่ยวข้องกับตัวโรคเอง ซึ่งหนึ่งในปัจจัยที่มีการศึกษากันมากขึ้นในปัจจุบันคือ 
เซลลิมโฟไซต์ในก้อนมะเร็ง (tumor infiltrating lymphocyte, TIL) โดยการศึกษาแต่ละ
การศึกษามีทั้งที่ให้ผลไปในทางเดียวกัน และขัดแย้งกัน อาทิ การศึกษาจาก Wakabayashi 
O. et al.(17) ซึ่งท าการศึกษา TIL ในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลล์ไม่เล็ก และพบว่าในผู้ป่วยที่
ชิ้นเนื้อมะเร็งมีการตรวจพบเซลลิมโพไซต์ที่ติดการย้อมสี  CD8 จ านวนมาก โดยพบอยู่ใน
ต าแหน่งของภายในก้อนมะเร็ง(tumor nest) จะสัมพันธ์กับภาวะการรอดชีวิตที่ลดลงเมื่อ
เทียบกับกลุ่มที่พบการติดสีน้อยกว่า ในทางตรงกันข้ามการที่ตรวจพบมีเซลลิมโพไซต์ที่ติด
การย้อมสี CD4 ทั้งในบริเวณของก้อนมะเร็ง และstromal area จะสัมพันธ์กับอัตราการรอด
ชีวิตที่ดีกว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มที่พบการติดสีน้อยกว่า ในทางตรงกันข้าม การศึกษาจาก  
Hiraoka K. et al.(18) ท าการศึกษาคล้ายกัน คือ เอาชิ้นเนื้อผู้ป่วยที่เป็นมะเร็งปอดชนิดเซล
ไม่เล็ก มาท ากันย้อมศึกษาTIL ด้วย CD4 แลCD8 โดยผลพบว่าในผู้ป่วยที่ตรวจพบว่าชิ้นเนื้อ
มีเซลลิมโพไซต์ที่ย้อมติดสีของ CD4 แลCD8 จ านวนมาก จะสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตที่
ดีกว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มที่พบการย้อมติดสีน้อยกว่า อย่างไรก็ตาม มีการศึกษาเป็น
metanalysis โดย Gooden MJM. et al.(19) ซึ่งท าการวิเคราะห์เอาการศึกษาที่ดูเรื่องของ
ความสัมพันธ์ระหว่าง TIL และอัตราการรอดชีวิต โดยผลการศึกษาพบว่า ผู้ป่วยที่ตรวจพบมี
เซลลิมโพไซต์ที่มีการติดสี CD3 และ CD8 จ านวนมาก จะสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตที่
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ดีกว่า ดังนั้นจากการศึกษาที่กล่าวถึงจะพบว่า เซลลิมโพไซต์ชนิด T ได้แก่ เซลที่ย้อมติดสี 
CD3 CD4 หรือ CD8 มีความสัมพันธ์ในแง่การเป็นปัจจัยพยากรณ์โรคที่สัมพันธ์กับอัตราการ
รอดชีวิตผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก 
 ในแง่ของต้นก าเนิดของ non tumor-derived circulating cell free DNA ใน
ปัจจุบัน ยังไม่มีการศึกษาที่สามารถสรุปถึงแหล่งที่มาได้อย่างชัดเจน การศึกษาจาก  Stroun 
M. et al. ได้กล่าวว่า ต้นก าเนิดของ circulating cell free DNA สามารถเกิดได้จากหลาย
กระบวนการ  อาทิ  การถูกท าลายของ circulating tumor cell, การnecrosis หรือ 
apoptosisของก้อนมะเร็ง หรือเป็นจากการหลั่ง DNA เข้ามาในกระเลือดโดยตรง ซึ่งอาจจะ
มาจากเซลมะเร็งหรือ เซลลิมโพไซต์ก็ได้ ซึ่งการศึกษาในหลอดทดลอง (in vitro study) 
พบว่าลิมโฟไซต์จากคนปกติที่ไม่มีการกระตุ้นใดๆ สามารถที่จะหลั่งสารพันธุกรรม ออกมาอยู่
ในสิ่งแวดล้อมรอบตัวมันเองได้ (spontaneous release)(21, 22) จากการศึกษาที่กล่าวมา
ข้างต้นทั้งหมดจึงเป็นที่มาของผู้วิจัยได้ตั้งสมมติฐานว่า ชีววิทยาของ non-tumor-derived 
cir-cfDNA ในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กน่าจะมีต้นก าเนิดมาจากลิมโฟไซต์ การศึกษานี้
จึงจัดท าขึ้น เพ่ือจะศึกษาเรื่องของความชุก(prevalence) ของการตรวจพบ non-tumor-
derived cir-cfDNA โดยมุ่งศึกษาเรื่องของ เซลลิมโฟไซต์ชนิดที ในแง่ของการเป็นต้นก าเนิด
ของ non-tumor-derived cir-cfDNA ของผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซล
ไม่เล็กระยะลุกลาม ความสัมพันธ์ของระดับ non-tumor-derived cir-cfDNA กับระยะเวลา
การรอดชีวิต และความเป็นไปได้ในการตรวจหาสารพันธุกรรมของเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีในแง่
การเป็นตัวชี้วัดชีวโมเลกุลต่อไป 
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แผนภูมิ 1 แสดงแนวทางการรักษาผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะ4(
ดัดแปลงจากแนวทางการรักษาESMO(20)) 
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1.2 ค าถามของการวิจัย (Research question) 

ค าถามหลัก(primary research question)  
ความชุกของการตรวจพบสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที ในสาร

พันธุกรรมอิสระในส่วนที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็งในพลาสม่าของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่
เล็กระยะลุกลามเท่ากับร้อยละ50 หรือไม ่

 ค าถามรอง (secondary research question)  
1) ระดับของสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที ที่ปรากฏในพลาสม่าของผู้ป่วย

มะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลามเป็นตัวชี้วัดทางโมเลกุลในการพยากรณ์โรคโดย

สัมพันธ์กับระยะเวลาการรอดชีวิตหรือไม่ 

2) สัดส่วนของเซลลิมโฟไซต์ในก้อนมะเร็ง(TIL) สัมพันธ์ กับระดับของสารพันธุกรรมอิสระ

จากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที ที่ปรากฏในพลาสม่าของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะ

ลุกลามหรือไม่ 

3) สัดส่วนของเซลลิมโฟไซต์ในก้อนมะเร็ง(TIL) เป็นตัวชี้วัดทางโมเลกุลในการพยากรณ์โรค

โดยสัมพันธ์กับระยะเวลาการรอดชีวิตหรือไม่ 

1.3 วัตถุประสงค์ของการวิจัย (Objective) 

วัตถุประสงค์หลัก 
เพ่ือศึกษาหาความชุกของการตรวจหาสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที ในสาร

พันธุกรรมอิสระในส่วนที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็งในพลาสม่าของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก
ระยะลุกลาม 
 วัตถุประสงค์รอง  

1) เพ่ือศึกษาหาความสัมพันธ์ระดับของสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที ที่

ปรากฏในพลาสม่าของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลามและบทบาทความ

เป็นตัวชี้วัดทางโมเลกุลในการพยากรณ์โรค โดยหาความสัมพันธ์กับระยะเวลาการรอด

ชีวิต 

2) เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสัดส่วนของเซลลิมโฟไซต์ในก้อนมะเร็ง(TIL) สัมพันธ์ กับ

ระดับของสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที ที่ปรากฏในพลาสม่าของผู้ป่วย

มะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลาม 

3) เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างสัดส่วนของเซลลิมโฟไซต์ในก้อนมะเร็ง(TIL) ในการเป็น

ตัวชี้วัดทางโมเลกุลในการพยากรณ์โรคโดยสัมพันธ์กับระยะเวลาการรอดชีวิต 
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1.4 สมมติฐาน (hypothesis) 

 H0: ตรวจพบความชุกของการตรวจพบสารพันธุกรรมจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีจาก

ส่วนประกอบสารพันธุกรรมอิสระที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็งในพลาสม่าของผู้ป่วยโรคมะเร็งปอด

ชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลาม น้อยกว่าร้อยละ 50 

 H1: พบความชุกของการตรวจพบสารพันธุกรรมจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีจากส่วนประกอบ

สารพันธุกรรมอิสระที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็งในพลาสม่าของผู้ป่วยโรคมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก

ระยะลุกลาม มากกว่าหรือเท่ากับร้อยละ 50 

1.5 กรอบแนวความคิดในการวิจัย (conceptual framework)  

 
แผนภูมิ 2 แสดงกรอบแนวความคิดของการวิจัย 

 

1.6 ข้อตกลงเบื้องต้น (assumption) 

1) ผู้ป่วยต้องได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลาม ที่ยังไม่ได้รับ

กา ร รั กษาด้ ว ยยา  กลุ่ ม เ คมี บ าบั ด  ย าออกฤทธิ เ ฉพาะจุ ดห รื อ ย า กลุ่ ม 

immunotherapy มาก่อน ณ จุดที่ท าการศึกษา  

2) การตรวจเลือดจะต้องท าการตรวจโดยเครื่องมือที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์เท่านั้น 

1.7 ค าส าคัญ (keywords) 

Circulating DNA 

Non-small cell lung cancer 
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T cell lymphocyte 

Tumor infiltrating lymphocyte 

Non tumor-derived circulating cell free DNA 

1.8 การให้ค านิยามเชิงปฏิบัติที่ใช้ในงานวิจัย (operational definition) 

 ระยะเวลาการรอดชีวิต (overall survival) หมายถึงระยะเวลาของผู้ป่วยนับตั้งแต่เข้าร่วม
การศึกษาวิจัยที่มีชีวิตรอดจากการเสียชีวิตจากทุกสาเหตุ ทั้งที่เกี่ยวกับตัวโรค การรักษา หรือไม่
เกี่ยวข้อง 

1.9 รูปแบบการวิจัย (research design) 

 เป็นการศึกษาเชิง retrospective cohort study โดยคณะผู้วิจัยจะร่วมกันท าการเก็บ

ตัวอย่างชีววัตถุอันได้แก่ส่วนประกอบของเลือดและข้อมูลพ้ืนฐาน การรักษา และผลการรักษา

ของอาสาสมัครโดยใช้แบบเก็บข้อมูล (Clinical record from; CRF) ดังเอกสารแนบโดยเป็นการ

เก็บข้อมูลไปข้างหน้า 

1.10 วิธีการศึกษาวิจัยโดยย่อ 

อาสาสมัครที่มีอายุมากกว่า 18 ปี ขึ้นไป จะได้รับการพิจารณาตามเกณฑ์ในการ
คัดเลือกเข้า รวมถึงไม่ตรงตามเกณฑ์ในการคัดเลือกออกจากการวิจัยจะถูกเชิญชวนให้เข้า
ร่วมการศึกษาวิจัย 

กระบวนการขอความยินยอม (Informed consent) นั้น โดยผู้วิจัยหรือผู้ช่วยวิจัย

จะเป็นทั้งผู้ให้ข้อมูลค าอธิบายวัตถุประสงค์ วิธีการที่จะปฏิบัติต่ออาสาสมัคร ประโยชน์และ

ความเสี่ยง รวมถึงตอบข้อสงสัย และจะให้เวลาตัดสินใจโดยอิสระ ก่อนลงนามให้ความ

ยินยอมเข้าร่วมในการวิจัย ภายหลังอาสาสมัครให้ความยินยอม ผู้วิจัยหรือผู้ช่วยวิจัยจะ

ด าเนินการเก็บตัวอย่างเลือดปริมาณ 15 ml (เทียบเท่า 1 ช้อนโต๊ะ) โดยท าการเก็บในโอกาส

เดียวกับที่อาสาสมัครเจาะเลือดเพ่ือท าการให้น้ าเกลือก่อนการวินิจฉัยหรือรักษา แล้วน าไป

ปั่นเพ่ือแยกเฉพาะส่วน จากนั้นน าไปเก็บไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะน ามาท าการ

ตรวจต่อไป การตรวจหาสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีในพลาสม่า จะท าโดยใช้ 

QX200™ Droplet Digital™ PCR System โดยใช้ล าดับเบสของสารพันธุกรรมที่จ าเพาะ V-

D-J segment ของ T-cell receptor beta chain กับเซลลิมโฟไซต์ชนิดที  

ในการน าเอาซีรั่มมาศึกษา เริ่มโดยการน าตัวอย่าง circulating DNA ใน plasma ที่

ได้ปั่นแยกไว้และเก็บไว้นั้น มาผสมเข้ากับน้ ายาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ได้แก่  
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1. 10 µl of 2X Taqman@ universal PCR master mix 

2. 0.4 µl of 10 µM TCRᵝ variable (V)  forward primer 

3. 0.4 µl of 10 µM TCRᵝ joining (J) reverse primers 

4. 0.4 µl of 10 µM TCRᵝ variable Taqman probes 

5. 0.4 µl of 10 µM RPP30 primer and probe 

6. 4 µl of plasma-circulating DNA samples 

จากนั้นน าน้ าที่ผสมไว้ของแต่ละกลุ่มตัวอย่างเข้าเครื่อง PCR โดยท าเทียบกับ 

standard T cell DNA เพ่ือเป็น standard curve ในการท าการค านวณหาปริมาณของ 

DNA ในตัวอย่าง เมื่อน าตัวอย่างเข้าเครื่อง PCR เครื่องจะท าการค านวณ และแปลผลออกมา

เป็นจ านวนรอบ(cycle) ของการท า PCR ที่ท าให้เกิดการดูดซับแสงตามค่าที่ก าหนดไว้ 

จากนั้นน ามาค านวณกลับเป็นจ านวน copy DNA ตาม standard curve ซึ่งจะท าการ

ค านวณโดยเครื่อง PCR โดยในแต่ละตัวอย่างจะท าการตรวจตัวอย่างละ 2 ครั้ง แล้วหา

ค่าเฉลี่ย เพ่ือลดค่าคลาดเคลื่อนจากเครื่องมือและตัวผู้ทดสอบ จากนั้นอ่านผลโดยผู้วิจัยแล้ว 

น าค่าที่ได้ ไปค านวณตามค าถามการวิจัยที่ตั้งไว้ต่อไป 

 ในการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างระดับสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์
ชนิดที อนึ่ง ผู้วิจัยขอเก็บตัวอย่างเลือดที่เหลือภายหลังการศึกษาวิจัยในถังบรรจุชีวภัณฑ์แช่
แข็งที่ใช้ไนโตรเจนเหลวที่ห้องปฏิบัติการ 713 ชั้น 7 อาคารแพทยพัฒน์ โดยท าการเก็บ
ตัวอย่างดังกล่าวเป็นระยะเวลา 20 ปี 
ในการศึกษาครั้งนี้จะด าเนินการเก็บข้อมูล และศึกษาทั้งในแง่ของการรักษาและผลการรักษา 

ตั้งแต่วันที่ 1 มกราคม 2555 จนถึงวันที่ 31 ธันวาคม 2560 โดยให้ค าจ ากัดความว่าคนที่เกิด

เหตุการณ์ก่อนจุดเวลานั้นว่า “เหตุการณ์” เช่น การเสียชีวิต หรือการก้าวหน้าของโรค และให้

ค าจ ากัดความว่าคนที่ไม่เกิดเหตุการณ์เม่ือถึงจุดเวลานั้นว่า “เซนเซอร์” เพ่ือน าไปประกอบใน

การค านวณเรื่องความสัมพันธ์กับช่วงเวลาการรอดชีวิตและช่วงเวลาการไม่มีการก้าวหน้าของ

โรคต่อไป โดยการสุ่มตัวอย่างนั้น ใช้วิธี nonprobability sampling แบบ accidental 

sampling 

1.11 ปัญหาทางจริยธรรม 

ครอบคลุมหลักจริยธรรมการวิจัยในคน 3 ข้อ ได้แก่ 
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1) หลักความเคารพในบุคคล (respect for person) คือ ผู้วิจัยจะให้ข้อมูลอย่างครบถ้วน

จนกว่าอาสาสมัครจะมีความเข้าใจในโครงการวิจัยเป็นอย่างดีและตัดสินใจอย่างอิสระใน

การให้ความยินยอมเข้าร่วมในการวิจัย และผู้วิจัยจะเก็บรักษาความลับของผู้เข้าร่วมใน

การวิจัย โดยในแบบบันทึกข้อมูลและทะเบียนข้อมูลพ้ืนฐานจะไม่สามารถระบุถึ งตัว

ผู้เข้าร่วมในการวิจัยได้ 

2) หลักการให้ประโยชน์ ไม่ก่อให้ เกิดอันตราย (Beneficence/Non-maleficence) 

ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัยจะไม่ได้รับประโยชน์ใดๆ และไม่มีความเสี่ยงเพ่ิมต่อตัวอาสาสมัคร

ในการเจาะเลือดเนื่องจากเป็นขั้นตอนการตรวจ และ/หรือรักษาตามมาตรฐานโรคนั้นๆ

ของอาสาสมัครอยู่แล้ว 

3) หลักความยุติธรรม (Justice) คือมีเกณฑ์การคัดเข้าและออกชัดเจน มีการกระจายความ

เสี่ยงและผลประโยชน์อย่างเท่าเทียมกัน  

1.12 ข้อจ ากัดทางการวิจัย (limitations) 

เทคนิคการศึกษาหาสารพันธุกรรมอิสระของ T-cell lymphocyte เป็นเทคนิคที่มี
ความยาก เนื่องจากล าดับสารพันธุกรรมมีความหลากหลาย และเนื่องจากปริมาณสาร
พันธุกรรมในพลาสม่าของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กอาจมีปริมาณไม่มากพอ จึง
จ าเป็นต้องใช้เทคนิค QX200™ Droplet Digital™ PCR System ซึ่งอาจเกิดผลบวกลวงได้  

1.13 ผลหรือประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย (expected benefit and application) 

 บทความทางวิชาการในระดับนานาชาติคาดว่าอย่างน้อยจะสามารถตีพิมพ์ใน

วารสาร Asian Biomedicine นอกจากนี้ยังเป็นการศึกษาเพ่ือทราบองค์ความรู้ใหม่ ท าให้

ทราบถึง biology ของ non-tumor-derived circulating DNA ในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด

เซลไม่เล็กระยะลุกลาม อาจจะสามารถน าไปใช้เป็นข้อมูลเพ่ือการศึกษาต่อในแง่ของการเป็น

ตัวชี้ วัดทางโมเลกุล ในการท านายผลการรั กษาจากยาในกลุ่ มกระตุ้ นภูมิคุ้ มกัน 

(immunotherapy) 

1.14 อุปสรรคที่อาจเกิดข้ึนและมาตรการการแก้ไข (obstacles and strategies to solve the 
problems) 

 จ านวนอาสาสมัครที่เข้าร่วมโครงการอาจไม่เพียงพอและอาจ เกิดลักษณะของ

ผลบวกลวงจากการทดสอบ ผู้วิจัยมีการวางแผนแก้ไขโดยอาจขยายเวลาในการรวบรวม

อาสาสมัครนานขึ้น และควบคุมความถูกต้องทางห้องปฏิบัติการโดยมีการทดสอบกับตัว
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ควบคุมที่เป็นลบ (negative control) โดยใช้สารพันธุกรรมจากเซลชนิดอ่ืนที่ไม่ใช่เซลลิมโฟ

ไซต ์
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บทที่ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

ทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง (Review of related literatures) 

1 Cancer immunity 

ในปัจจุบันการศึกษาเรื่องภาวะภูมิคุ้มกันกับโรคมะเร็คมีความก้าวหน้ามากขึ้น เพ่ือ

ความเข้าใจและการพัฒนาเกี่ยวกับรักษาที่ดีขึ้น โดยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายแบ่งได้ดังนี้ 

1) Innate immunity ซึ่งประกอบไปด้วย โปรตีนคอมพลีเม้น (compliment protein) 

และเซลที่เก่ียวข้อง เช่น NK cell, dendritic cell เป็นตัน โดยระบบนี้ท าหน้าที่เป็น

ด่านแรกในการจัดการกับสิ่งแปลกปลอม มีความรวดเร็ว แต่จะขาดความจ าเพาะ

เจาะจง 

2) Adaptive immunity ประกอบ ไป ด้ ว ย ส อ ง ร ะบบ  คื อ  humoral immune 

response และ cell mediated immune response ซ่ึงจะใช้เวลาในการกระตุ้น

มากกว่า แต่จะมีความจ าเพาะต่อสิ่งแปลกปลอมสูง 

โดยที่ระบบภูมิคุ้มกันของร่างกายจะตอบสนองต่อสิ่งแปลกปลอมที่เข้ามาในร่างกาย เช่น เชื้อ
โรคต่างๆ รวมไปถึงเซลมะเร็งด้วย แต่อย่างไรก็ตาม มะเร็งแต่ละชนิดก็มีความสามารถที่จะ
เปลี่ยนแปลงตัวเอง ท าให้เกิดกระบวนการบางอย่างที่จะท าให้สามารถหลบหลีกระบบ
ภูมิคุ้มกันของร่างกายได้แม้ว่าคนๆนั้นจะมีระบบภูมิคุ้มกันที่ท างานปกติก็ตาม 
 Cancer immunity cycle เป็นวัฏจักรการท างานของระบบภูมิคุ้มกันที่ท าต่อเซล
มะเร็ง ซึ่งมีความส าคัญในแง่การน าไปประยุกต์ เพ่ือการผลิตยามาใช้ในการปรับภูมิเพ่ือรักษา
มะเร็งได้ โดยในวัฏจักรดังกล่าวนี้ ประกอบด้วย 

1) Priming phase เมื่อเซลมะเร็ งมีการแสดงออกของ antigen บางชนิดที่

แปลกปลอม ระบบภูมิคุ้มกุ้มกันของร่างกายจะรับรู้ โดยมีเซล เรียกว่า antigen 

presenting cell ท าการจัดการและน าเสนอ antigen ดังกล่าวผ่านทาง MHC 

molecule จากนั้นเซลจะเดินไปที่ต่อมน้ า เหลือง และที่นี่ เอง antigen 

presenting cell จะท าการน าเสนอ antigen นี้ ให้กับ T cell ร่วมกับ co-

stimulatory signal คื อ  สั ญญาณจาก  B7 family protein บน  antigen 

presenting cell เพ่ือจับกับ CD28 บน T cell ท าให้ T cell ถูกกระตุ้น 
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2) Effector phase เมื่อ T cell ถูกกระตุ้น ก็จะเดินทางไปยังต าแหน่งทีมีเซล

มะเร็งอยู่ จากนั้นก็จะจับกับเซลมะเร็งและท าลายเซลมะเร็งในที่สุด 

อย่างไรก็ตาม ร่างกายก็จะมีกระบวนการยับยั้งการกระตุ้น T cell เพ่ือไม่ให้ T cell ถูก
กระตุ้นมากไป จนเกิดภาวะ autoimmune reaction ซ่ึงกระบวนการดังกล่าวเป็นภาวะปกติ
ของร่างกาย แต่ในทางกลับกัน มะเร็งบางชนิดสามารถใช้กระบวนการเดียวกันนี้ในการท าให้
ระบบภูมิคุ้มไม่สามารถไปท าลายมะเร็งได้ รวมถึงวิธีการอ่ืนๆที่จะยับยั้งไม่ให้ระบบภูมิคุ้มกัน
มาท าลาย เช่น การน าเซลที่ท าหน้าที่เป็นimmunosuppression ได้แก่ regulatory T cell, 
myeloid-derived suppressive cell เป็นต้น เข้ามาอยู่ในต าแหน่งก้อนมะเร็ง 
 ปัจจุบันในแง่ของการรักษาด้วยการใช้ยากระตุ้นภูมิคุ้มกัน (immunotherapy) มี
หลายกลไกในการออกฤทธิ์และมีใช้ในปัจจุบัน เช่น anti- CTLA4 ซึ่งจะท างานที่ priming 
phase โดยยาจะไปจับกับ CTLA4 บน T cell ท าให้ไม่สามารถ ไปจับกับ B7 molecule ได้ 
จึงท าให้ B7 สามารถจับกับ CD28 ได้มากขึ้นและสามารถกระตุ้น T cell เพ่ือไปท าลาย
มะเร็งได้มากขึ้น หรือ anti PD-1/antiPDL-1 ที่ท างานใน effector phase โดยไปจับที่ PD-
1 หรอื PDL-1 ท าให้ T cell สามารถถูกกระตุ้นเพื่อไปท าลายมะเร็งต่อไปได้ เป็นต้น(23, 24) 
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รูป 1 แสดง priming phase ของ cancer immunity cycle ภาพบนเมื่อมีการกระตุ้น T cellจนถึง
ระดับหนึ่ง จะเกิด negative feedback โดยการแสดงออกของCTLA4 บน T cell ไปจับกับ B7 บน 
antigen presenting cell ท าให้ยับยั้งการท างานของ T cell, ภาพล่าง เมื่อให้ยา anti CTLA-4 จะ
ไปแย่งจับกับ CTLA-4 บน T cell ท าให้ยังคงเกิดการกระตุ้น T cell ต่อไป จนท าให้ภูมิคุ้มกัน
สามารถไปท าลายเซลมะเร็งได้ 
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รูป 2 แสดง effector phase ของ cancer immunity cycle ภาพบน เมื่อเซลมะเร็งสร้างPDL-1 
จะสามารถไปจับกับ PD-1 receptor บน T cell ซึ่งจะท าให้การท างานของ T cellถูกยับยั้ง, เมื่อให้
ยาเข้าไป ได้แก่ anti PD-1 ซึ่งจะไปจับกับ PD-1 receptor หรือ anti PDL-1 ซึ่งจะไปจับกับ PDL-1 
ligand ซึ่งยาทั้งสองชนิดนี้จะท าให้สัญญาณการยับยั้งการท างานของ T cell หายไป ท าให้การ
กระตุ้นการท างานของ T cell ยังเกิดต่อเนื่อง เพ่ือไปท าลายเซลมะเร็งต่อไป 
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2 circulating cell free DNA in cancer patient 

 จากการศึกษาของ Sirera, et al.(12) ได้ท าการศึกษาเรื่องของระดับ circulating 
DNA โดยใช้ free human telomerase reverse transcriptase (hTERT) เป็นตัวแทนของ 
circulating DNA ในผู้ป่วยวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก เพ่ือดูความสัมพันธ์กับ
ระยะเวลาที่โรคลุกลาม (time to tumor progression:TTP) และระยะเวลาการรอดชีวิต
โดยรวม (overall survival:OS) โดยผลการศึกษาพบว่าผู้ป่วยที่มีระดับhTERT ก่อนการรักษา
มะเร็งที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 49.8 ng/ml จะมี median TTP และ OS 6.3 และ 10.9 เดือน 
ตามล าดับ ในขณะที่ ผู้ป่วยที่มีระดับ hTERT ก่อนการรักษามะเร็งมีค่ามากกว่า 49.8 ng/ml 
จะมี median TTP และ OS 4.9 และ 9.3 เดือน ตามล าดับ โดยที่มีความแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p-value = 0.001, 0.012) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าระดับของ circulating DNA 
ที่สูงขึ้น (ซึ่งจากการศึกษาวัดโดยใช้ hTERT เป็นตัวแทน) สัมพันธ์กับระยะเวลาที่โรคลุกลามท่ี
เร็วขึ้น และระยะเวลาการรอดชีวิตที่ลดลง 
 ในแง่ของการเป็น biomarker ของ circulating DNA ในผู้ป่วยวินิจฉัยเป็นมะเร็ง
ปอดชนิดเซลไม่เล็กนั้น มีการศึกษามากมายที่ให้ผลทั้งไปในทางเดียวกันและขัดแย้งกัน โดยมี
การศึกษาในลักษณะเป็น meta-analysis ของ Zongbi Yi, et al.(25) น าเอาการศึกษาที่ดู 
circulating DNA ในผู้ป่วยวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะต่างๆ เป็นจ านวนทั้งสิ้น 
9 การศึกษา ได้จ านวนผู้ป่วยทั้งสิ้น 1170 คน น ามาหาความสัมพันธ์ระหว่างระดับของ 
circulating DNA กับการรอดชีวิตโดยรวม (overall survival) ซึ่งผลการศึกษาพบว่าระดับ 
circulating DNA ที่สูงขึ้น มีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตที่ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ คิดเป็น hazard ratio = 1.57 โดยความสัมพันธ์นี้จะเห็นได้ชัดเจนมากกว่าในกลุ่มผู้ป่วย
ที่เป็นระยะ3 และ 4 ท าให้เห็นว่าระดับของ circulating DNA มีความส าคัญในแง่การเป็น
ปัจจัยบ่งชี้พยากรณ์โรคของผู้ป่วยวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก 

ในแง่ของแหล่งก าเนิดของ circulating DNA เชื่อว่ามาจากเซลมะเร็งเองปล่อยสาร
พันธุกรรมเข้ามาในกระแสเลือดจากกลไกต่างๆกัน แต่หลังจากนั้นก็มีการศึกษาของ 
Vinayanuwattikun et al.(13) ได้ท าการศึกษาเรื่องระดับของสารพันธุกรรมที่มีต้นก าเนิด
มาจากเซลอ่ืนๆที่ไม่ใช่ เซลมะเร็งที่ปรากฏอยู่ ในกระแสเลือด (non tumor-derived 
circulating DNA) กับความสัมพันธ์ในแง่การเป็นปัจจัยพยากรณ์โรคในผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิด
เซลไม่เล็กระยะลุกลาม โดยจากผลการศึกษาพบว่า ร ะ ดั บ ข อ ง  non tumor- derived 
circulating DNA ซึ่งใช้การตรวจดู unmethylated SHP1 Promoter 2 (unmethylated 
SHP1P2) เป็นตัวแทน มีระดับที่สูงกว่าคนทั่วไปที่ไม่ได้เป็นมะเร็งอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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และระดับของ non tumor-derived circulating DNA สัมพันธ์กับการพยากรณ์ระยะเวลา
การรอดชีวิตของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเช่นกัน โดยถ้า
ระดับของ unmethylated SHP1P2 สูงขึ้น จะพบว่าระยะเวลาการรอดชีวิตภาพรวมจะ
น้อยลง จากข้อมูลดังกล่าวนี้ท าให้สามารถสรุปได้ว่าทั้งระดับของ cir-cfDNA ทั้งหมด และ 
ระดับของ non tumor-derived circulating DNAนั้น ก็มีความสัมพันธ์กับระยะเวลาการ
รอดชีวิตของผู้ป่วยที่วินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก 

ในแง่ของแหล่งก าเนิดของ non tumor-derived circulating DNA นั้น ยังไม่มีหลักฐาน
แน่ชัดว่ามีแหล่งก าเนิดมาจากที่ใด ซึ่งจากการศึกษาเดียวกันของ Vinayanuwattikun et 
al. (13) ได้ตั้ งสมมติฐานว่าอาจมีแหล่งก าเนิดมาจาก circualting leukocyte โดยได้
ท าการศึกษา โดยการดูความสัมพันธ์ระหว่าง ระดับของ non tumor-derived circulating 
DNA และระดับของcirculating leukocyte ซึ่งพบว่าไม่มีความสัมพันธ์กัน จึงท าให้ยังไม่
สามารถสรุปถึงแหล่งก าเนิดที่ชัดเจนของ non tumor-derived circulating DNA 

ต่อมาในการศึกษาเกี่ยวกับแหล่งก าเนิดของ non-tumor-derived circulating DNA 
นั้น ก็ได้มีการศึกษาของ Anker et al.(22) ได้ท าการศึกษาเพ่ือหาข้อสนับสนุนเรื่องการ
พบว่าสารพันธุกรรมนอกเซล   (extracellular DNA) จากเซลลิมโฟไซต์ที่ท าการเพาะเลี้ยง
ในจานเลี้ยงในห้องทดลองนั้น มีต้นก าเนิดมาจากการหลั่งออกมาจากจากเซลลิมโฟไซต์เอง
มากกว่าการตายของเซลที่วางแผนไว้ (apoptosis) โดยผลจากการศึกษาท าให้ได้ข้อสนับสนุน
เรื่อง สารพันธุกรรมนอกเซลมาจากการหลั่งออกมาเองของเซลลิมโฟไซต์เพราะว่า 
1) ปริมาณสารพันธุกรรมที่พบนั้นเท่าเดิม แม้ว่าจะเพาะเลี้ยง (incubate) เซลลิมโฟไซต์ไป

นานเท่าไหร่ ซึ่งอาจจะแปลได้ว่าระดับสารพันธุกรรมที่เกิดขึ้นไม่ได้สัมพันธ์กับการตาย
ของเซล 

2) อัตราการตายของเซลลิมโฟไซต์ไม่ส่งผลกระทบต่อระดับของสารพันธุกรรมนอกเซล 
3) ผลของ mechanical stress โดยในที่นี้คือปั่นแยกเซลลิมโฟไซต์ด้วยความเร็วแล้วน า

กลับมาเพาะเลี้ยง ไม่ได้ส่งผลต่อระดับของสารพันธุกรรมนอกเซล 
4) Specific activity ของสารพันธุกรรมนอกเซลและในเซลที่ต่างกัน อาจจะบอกได้ว่าสาร

พันธุกรรมนอกเซลไม่ได้มาจากการที่เซลตาย 
จากผลการศึกษาทั้งหมดนี้เป็นเหตุผลที่สนับสนุนว่า สารพันธุกรรมนอกเซลที่เกิดขึ้นน่าจะ
เกิดจากการที่เซลลิมโฟไซต์หลั่งสารพันธุกรรมมากกว่าเกิดจากการตายของเซล  
 ในการตรวจดูเรื่องความเป็นไปได้เรื่องแหล่งก าเนิดของ non-tumor-derived 
circulating DNA ว่ามีต้นก าเนิดมาจากเซลลิมโฟไซต์หรือไม่นั้น ในการศึกษานี้น าเอาการ
ตรวจหายีนส์ที่จ าเพาะกับการตรวจหาเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีซึ่งก็คือ การตรวจหาล าดับเบสของ
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สารพันธุกรรมบนยีนของ beta chain of TCR (VDJ segments) โดยใช้วิธีตรวจแบบ digital 
polymerase chain reaction (ddPCR) ซึ่งอ้างอิงมาจากข้อมูลของ Robins et al.(26) ซึ่ง
ได้ท าการศึกษาเรื่องการตรวจเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีในชิ้นเนื้อของผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็น
มะเร็งรังไข่โดยผลการศึกษา 
1) ไม่พบลักษณะของ clonal expansion จากชิ้นเนื้อของผู้ป่วยแต่ละราย 
2) พบว่าในผู้ป่วยมะเร็งรังไข่ระยะที่ 3 หรือ 4 ที่มีระยะเวลารอดชีวิตที่เกิน 5 ปี จะมี 

average fraction of tumor-infiltrating lymphocyte ที่มากกว่าเมื่อเทียบกับผู้ป่วย
โรคเดียวกันที่มีระยะเวลารอดชีวิตที่น้อยกว่าสองปี อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แสดงให้
เห็นว่าเป็นไปได้ที่  fraction TIL มีความสัมพันธ์กับตัวโรคในลักษณะที่ เป็นปัจจัย
พยากรณ์โรคได ้
จากรูปแบบการศึกษานี้ สามารถน ามาประยุกต์คือการน าเอาการตรวจ TCR beta 

chain ที่ต าแหน่ง VDJ segment เ พ่ือน าตรวจเป็นตัวแทนของ non tumor-derived 
circulating cell free DNA ที่มีต้นก าเนิดมาจาก T cell ซึ่งโดยในการศึกษาของ Robins et 
al. ได้ท าการตรวจ PCR โดยใช้ forward primer จาก V segment gene ทั้งสิ้นเป็นจ านวน 
45 sequences ร่วมกับใช้ reverse primer เป็น J gene จ านวนทั้งสิ้น 13 sequences ดัง
ตารางที่1 แต่จากผลการศึกษาที่พบว่า TIL ที่ตรวจได้นั้น ไม่พบความเป็น clonality 
ที่specific กล่าวคือ ไม่ได้พบ clone ของ T cell ใดมากเป็นพิเศษ ดังนั้นจากข้อจ าเกิดเรื่อง
งบประมาณในการศึกษาของข้าพเจ้า และจากผลการศึกษาอันนี้ ซึ่งในรายละเอียดจะพบว่า 
subgroup gene D พบได้ในสัดส่วนที่มากที่สุดคือประมาณ 20% จึงได้น าgene ในกลุ่มนี้มา
ท าการศึกษาในการศึกษาของข้ าพเจ้ า  ซึ่ งถื อว่ า เป็นการศึกษาในลักษณะเป็น 
semiquantitative เพ่ือหาถึงความเป็นไปได้ในการตรวจพบ เป็นเบื้องต้นก่อน และสามารถ
น าไปท าการศึกษาต่อได้ในอนาคตตามผลการทดสอบที่ได้ต่อไป 
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ตาราง 1 ตารางแสดงรายชื่อและsequence ของ primer ในการศึกษาของ Robins et al. 

ล าดับ 
ชื่อ 
primer sequences 

1 V02 TTC GAT GAT CAA TTC TCA GTT GAA AGG CC 

2 V03-1 CCT AAA TCT CCA GAC AAA GCT CAC TTA AA 

3 V04-1 CTG AAT GCC CCA ACA GCT CTC TCT TAA AC 

4 V04-2/3 CTG AAT GCC CCA ACA GCT CTC ACT TAT TC 

5 V05-1 TGG TCG ATT CTC AGG GCG CCA GTT CTC TA 

6 V05-3 TAA TCG ATT CTC AGG GCG CCA GTT CCA TG 

7 V05-4 TCC TAG ATT CTC AGG TCT CCA GTT CCC TA 

8 V05-5 AAG AGG AAA CTT CCC TGA TCG ATT CTC AGC 

9 V05-6 GGC AAC TTC CCT GAT CGA TTC TCA GGT CA 

10 V05-8 GGA AAC TTC CCT CCT AGA TTT TCA GGT CG 

11 V06-1 GTC CCC AAT GGC TAC AAT GTC TCC AGA TT 

12 V06-2/3 GCC AAA GGA GAG GTC CCT GAT GGC TAC AA 

13 V06-4 GTC CCT GAT GGT TAT AGT GTC TCC AGA GC 

14 V06-5 AAG GAG AAG TCC CCA ATG GCT ACA ATG TC 

15 V06-6 GAC AAA GGA GAA GTC CCG AAT GGC TAC AAC 

16 V06-7 GTT CCC AAT GGC TAC AAT GTC TCC AGA TC 

17 V06-8 CTC TAG ATT AAA CAC AGA GGA TTT CCC AC 

18 V06-9 AAG GAG AAG TCC CCG ATG GCT ACA ATG TA 

19 V07-1 TCC CCG TGA TCG GTT CTC TGC ACA GAG GT 

20 V07-2 AGT GAT CGC TTC TCT GCA GAG AGG ACT GG 

21 V07-3 GGC TGC CCA ACG ATC GGT TCT TTG CAG T 

22 V07-4 GGC GGC CCA GTG GTC GGT TCT CTG CAG AG 

23 V07-6/7 ATG ATC GGT TCT CTG CAG AGA GGC CTG AGG 

24 V07-8 GCT GCC CAG TGA TCG CTT CTT TGC AGA AA 

25 V07-9 GGT TCT CTG CAG AGA GGC CTA AGG GAT CT 

26 V09 GTT CCC TGA CTT GCA CTC TGA ACT AAA C 

27 V10-1 AAC AAA GGA GAA GTC TCA GAT GGC TAC AG 

28 V10-2 GAT AAA GGA GAA GTC CCC GAT GGC TAT GT 

29 V10-3 GAC AAA GGA GAA GTC TCA GAT GGC TAT AG 

30 V11-1/2/3 CTA AGG ATC GAT TTT CTG CAG AGA GGC TC 

31 V12-3/4 TCG ATT CTC AGC TAA GAT GCC TAA TGC  
32 V12-5 TTC TCA GCA GAG ATG CCT GAT GCA ACT TTA 

33 V13 CTG ATC GAT TCT CAG CTC AAC AGT TCA GT 

34 V14 TCT TAG CTG AAA GGA CTG GAG GGA CGT AT 

35 V15 GCC GAA CAC TTC TTT CTG CTT TCT TGA C 
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36 V16 TTC AGC TAA GTG CCT CCC AAA TTC ACC CT 

37 V18 ATT TTC TGC TGA ATT TCC CAA AGA GGG CC 

38 V19 TAT AGC TGA AGG GTA CAG CGT CTC TCG GG 

39 V20-1 ATG CAA GCC TGA CCT TGT CCA CTC TGA CA 

40 V24-1 ATC TCT GAT GGA TAC AGT GTC TCT CGA CA 

41 V25-1 TTT CCT CTG AGT CAA CAG TCT CCA GAA TA 

42 V27 TCC TGA AGG GTA CAA AGT CTC TCG AAA AG 

43 V28 TCC TGA GGG GTA CAG TGT CTC TAG AGA GA 

44 V29-1 CAT CAG CCG CCC AAA CCT AAC ATT CTC AA 

45 V30 GAC CCC AGG ACC GGC AGT TCA TCC TGA GT 

 
ในปัจจุบันการรักษาผู้ป่วยวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลามได้ก้าวหน้า

ไปจากเดิมมาก โดยตัวเลือกในการรักษามีความหลากหลายมากขึ้นและมีการศึกษาถึงการ
กลายพันธุ์ของตัวมะเร็งที่สามารถน ายามารักษาได้อย่างตรงจุดเรียกว่า ยาพุ่งเป้า(targeted 
therapy) เช่น EGFR TKI ใน ผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กที่ตรวจพบมีการกลายพันธุ์ของ 
ตัวรับ EGFR หรือ ยาต้าน ALK ใน ผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กท่ีตรวจพบมีการกลายพันธุ์
ของ ALK(ALK rearrangement) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีการน าเอายากระตุ้นภูมิคุ้มกันมาใช้
ในการรักษาผู้ป่วยวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลาม ดังข้อมูลของ Reck 
M,et al.(14) ที่ศึกษาการใช้ยา pembrolizumab เทียบกับการให้ยาเคมีบ าบัด ในผู้ป่วย
วินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลาม ที่ไม่เคยได้รับการรักษามาก่อน โดยผล
การศึกษานี้พบ ว่าผู้ป่วยที่ได้ยา pembrolizumab ซึ่งเป็น immunotherapy ให้
ประสิทธิภาพในแง่ของระยะเวลาที่ไม่มีการก้าวหน้าของโรค(progression free survival) 
ดีกว่ากลุ่มที่ได้ ยาเคมีบ าบัด อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ โดยในการศึกษานี้เลือกเอา PDL-1 มา
เป็น biomarker ซึ่งต้องมีการแสดงออกของ PDL-1 มากกว่า 50%  แต่อย่างไรก็ตามใน
ปัจจุบันก็มียากระตุ้นภูมิคุ้มกัน หรือ immunotherapy ออกมาหลายชนิด รวมทั้งน าใช้
ส าหรับการรักษาโรคมะเร็งหลากหลายชนิด แต่ PDL-1 เองก็ไม่ได้เป็นbiomarker ที่สมบูรณ์
แบบส าหรับใช้ในทุกมะเร็ง ดังนั้นในปัจจุบันจึงมีการพยายามศึกษาหาbiomarker ใหม่ๆเพ่ือ
น ามาใช้เป็นสิ่งที่จะคัดเลือกผู้ป่วยที่จะได้ประโยชน์จากการใช้ยามากที่สุด 

 
3 Tumor-infiltrating lymphocyte 

Tumor-infiltrating lymphocyte หรือ TIL เป็นหนึ่งในส่วนประกอบที่อยู่รอบๆ
ก้อนมะเร็ง (microenvironment) ซึ่งมีการศึกษาตรวจดูเรื่อง TIL ในชิ้นเนื้อมะเร็งของผู้ป่วย
ที่เป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กนั้น ในลักษณะของ meta-analysis ของ Zeng et al. ซ่ึง
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ศึกษาดูในแง่ของการเป็นปัจจัยพยากรณ์โรคและปัจจัยท านายผลการรักษา (prognostic 
and predictive factor)ของ TIL โดยน าเอา 24 การศึกษาท่ีเกี่ยวข้อง จ านวนผู้ป่วยทั้งสิ้น 
7006 คน มาท าการวิเคราะห์  ซึ่งในแต่ละการศึกษา มีการวิเคราะห์ TIL แตกต่างวิธีกัน
ออกไป ตั้งแต่การนับด้วยการย้อม H&E หรือท าการย้อมพิเศษที่จ าเพาะต่อโปรตีนบางชนิด 
(immunohistochemistry staining) อาทิ CD3 CD4 CD8 FoxP3 เป็นต้น โดยจากการ
วิเคราะห์พบว่าการย้อมด้วย CD3 ในผู้ป่วยที่ตรวจพบมีปริมาณ CD3 ในชิ้นมะเร็งเป็นจ านวน
มาก จะสัมพันธ์กับอัตราการเสียชีวิตที่ลดลง โดยมี hazard ratio เท่ากับ 0.77 (P value = 
0.009) นอกจากนั้นในการย้อมด้วย CD4 และ CD8 ก็ได้ผลลัพท์ไปในทางเดียวกัน คือพบว่า
คนที่มีปริมาณ CD4 หรือ CD8 ในก้อนมะเร็งสูง จะสัมพันธ์กับอัตราการเสียชีวิตที่ลดลง
เช่นกัน โดยมีค่า hazard ratio เท่ากับ 0.78 และ 0.74 ตามล าดับ ในทางตรงข้าม พบว่า การ
มี FoxP3 ปริมาณสูงในก้อนมะเร็ง จะสัมพันธ์กับอัตราการเสียชีวิตที่มากข้ึน คิดเป็น hazard 
ratio เท่ากับ 1.69 ดังนั้นจากการศึกษานี้จึงดูเหมือนว่า TIL จะเป็นปัจจัยหนึ่งที่อาจจะ
พยากรณ์โรคได้ แต่อย่างไรก็ตาม ในปัจจุบันก็ยังไม่มีมาตรฐานที่ชัดเจนว่าการศึกษา TIL นั้น
จะใช้วิธีการย้อมชิ้นเนื้ออย่างไรจึงจะเหมาะสมในการน าไปใช้ได้มากที่สุด  
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

3.1 รูปแบบการวิจัย (Research Design) 

 เป็นการศึกษาเชิง retrospective cohort study โดยคณะผู้วิจัยจะร่วมกันท าการเก็บ

ตัวอย่างชีววัตถุอันได้แก่ส่วนประกอบของเลือดและข้อมูลพ้ืนฐาน การรักษา และผลการรักษา

ของอาสาสมัครโดยใช้แบบเก็บข้อมูล (Clinical record from; CRF) ดังเอกสารแนบโดยเป็นการ

เก็บข้อมูลไปข้างหน้า 

3.2 ระเบียบการวิจัย (Research methodology) 

 3.2.1 หลักเกณฑ์ในการคัดเลือกประชากร (Population) และตัวอย่าง (Sample) 

ประชากรเป้าหมาย (Target Population) 

 ผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก ระยะลุกลาม  

 ประชากรที่ใช้ในการศึกษา (Study Population) 

อาสาสมัครที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก ระยะลุกลาม เชื้อชาติ

ไทยที่ได้รับการตรวจวินิจฉัย และรับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 

3.2.2 เกณฑ์ในการคัดเลือกผู้เข้าร่วมการศึกษา (Inclusion criteria) 

1) ผู้ป่วยอายุมากกว่า 18 ปีขึ้นไป 

2) วินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก ในระยะลุกลาม (Stage IV) โดยมีผลการตรวจชิ้น

เนื้อ (Histological diagnosis) ยืนยัน 

3) Eastern Cooperative Oncology Group(ECOG) performance status ตั้งแต่ 0-2 

4) สามารถปฏิบัติตามระเบียบวิธีวิจัยได้และให้ความยินยอมเข้าร่วมการวิจัย 

5) ผู้ป่วยจะต้องมี life expectancy มากกว่าหรือเท่ากับ 12 สัปดาห์ 

6) ผู้ป่วยจะต้องมีโอกาสได้รับการรักษาตามมาตรฐานของการรักษามะเร็งปอดชนิดเซลไม่

เล็ก ในระยะลุกลาม 

3.2.3 เกณฑ์ในการคัดออกจากการศึกษา (Exclusion criteria) 

1) ได้รับการรักษามะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก ในระยะลุกลามมาก่อนเข้าร่วมการศึกษา 

2) มีโรคประจ าตัวเป็นโรคเก่ียวกับระบบภูมิคุ้มกัน(autoimmune disease) 
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3) ได้รับยาจ าพวกยากดภูมิหรือsteroidที่มากกว่า 10 มิลลิกรัม ต่อวันของprednisolone

หรือเทียบเท่า ภายใน 3 วันก่อนเข้าการศึกษา 

3.3 การค านวณขนาดตัวอย่าง 

 

เป็นการค านวณหากลุ่มตัวอย่างของการศึกษาในลักษณะเพ่ือศึกษาหาความชุกของ

descriptive study ซึ่งเป็นค าถามหลักของการศึกษาครั้งนี้ โดยที่ยังไม่เคยมีการศึกษาใน

อดีตที่เคยศึกษาความชุกของการตรวจพบแบบนี้มาก่อน ดังนั้นเนื่องจากทางผู้วิจัยมี

ความเห็นว่าสารพันธุกรรมอิสระในส่วนที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็งในพลาสม่าของผู้ป่วยมะเร็ง

ปอดชนิดเซลไม่เล็กระยะลุกลามนั้น องค์ประกอบส่วนใหญ่น่าจะมาจากสารพันธุกรรมอิสระ

จากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที ดังนั้นในการค านวณหากลุ่มตัวอย่าง จะขอตั้งให้ 

  P = 0.5 

  Z ของค่า 95%Confidence interval ได้เท่ากับ 1.96 

  e ใช้ที่ 0.15 

 

ดังนั้นจะค านวนได้ค่าจ านวนกลุ่มตัวอย่างประชากรในการศึกษาทั้งหมดประมาณ 43 คน 

3.4 ขั้นตอนการด าเนินงาน  

1) อาสาสมัครที่มีอายุมากกว่า 18 ปี ขึ้นไปที่พิจารณาตามเกณฑ์ในการคัดเลือกเข้ารวมถึง

ไม่ตรงตามเกณฑ์ในการคัดเลือกออกจากการวิจัยจะถูกเชิญชวนให้เข้าร่วมการศึกษาวิจัย 

2) กระบวนการขอความยินยอม (Informed consent) นั้น โดยผู้วิจัยหรือผู้ช่วยวิจัยจะเป็น

ทั้งผู้ให้ข้อมูลค าอธิบายวัตถุประสงค์ วิธีการที่จะปฏิบัติต่ออาสาสมัคร ประโยชน์และ

ความเสี่ยง รวมถึงตอบข้อสงสัย และจะให้เวลาตัดสินใจโดยอิสระ ก่อนลงนามให้ความ

ยินยอมเข้าร่วมในการวิจัย 

3)  ภายหลังอาสาสมัครให้ความยินยอม ผู้วิจัยหรือผู้ช่วยวิจัยจะด าเนินการเก็บตัวอย่าง

เลือดปริมาณ 15 ml (เทียบเท่า 1 ช้อนโต๊ะ) ใส่เก็บไว้ในหลอด EDTA โดยท าการเก็บใน

โอกาสเดียวกับท่ีอาสาสมัครเจาะเลือดเพ่ือท าการให้น้ าเกลือก่อนการวินิจฉัยหรือรักษา  
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4) น าเลือดไปปั่นเพ่ือแยกเฉพาะส่วน จากนั้นน าไปเก็บไว้ที่ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะ

น ามาท าการตรวจต่อไป 

5) ขั้นตอนการปั่นแยก DNA 

1. น าเลือด EDTA 6 ml มาท าการปั่น(centrifuge)ที่ความเร็ว 1600g เป็นเวลา10 

นาที เพื่อแยกส่วนประกอบต่างๆของเลือด 

2. แยกดูดเก็บเอาเฉพาะส่วนที่เป็นพลาสม่ามาเพ่ือท าการสกัด DNA ต่อ โดยใช้ 

พลาสม่าปริมาณ 800 µl 

3. ท าการปิเปตดูดเอาน้ ายา QIAGEN protease ปริมาณ 40 µl ใส่ลงไปใน หลอด 

microcentrifuge ขนาด 1.5 ml 

4. ดูดเอาพลาสม่าปริมาณ 400 µl ใส่ลงในหลอด microcentrifuge ที่เตรียมไว้ 

5. ใส่น้ ายา buffer AL ปริมาณ 400 µl ลงในหลอดเดียวกัน จากนั้นท าการmix 

ด้วยเครื่อง pulse-vortexing เป็นเวลา 15 วินาที 

6. จากนั้นน าส่วนผสมที่ได้ไป incubate ที่ 56 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาท ี

7. น าเอามา centrifuge อีกเล็กน้อย 

8. จากนั้นใส่น้ ายา ethanol 96% 400 µl เข้าไปในส่วนผสมทั้งหมด และ mix 

ด้วย pulse-vortexing 15 วินาที แล้วน าเป็น centrifuge อีกเล็กน้อย 

9. จากนั้นน าเอาส่วนผสมที่ได้ ใส่เข้าไปใน QIAamp Mini spin column โดย

ไม่ให้เลอะขอบ ปิดฝา แล้ว centrifuge ที่ 6000g เป็นเวลา  1นาที จากนั้น

น าเอา QIAamp Mini spin columnไปใส่ใน clean 2ml collection tube  

10. จากนั้นเปิด QIAamp Mini spin column แล้วใส่น้ ายา buffer AW1 500 µl 

ปิดฝา แล้ว centrifuge ที่ 6000g เป็นเวลา  1นาที จากนั้นน าเอา QIAamp 

Mini spin column ไปใส่ใน clean 2ml collection tube 

11. จากนั้นเปิด QIAamp Mini spin column แล้วใส่น้ ายา buffer AW2 500 µl 

ปิดฝา แล้ว centrifuge ที่ 20000g เป็นเวลา  3นาที จากนั้นน าเอา QIAamp 

Mini spin column ไปใส่ใน clean 2ml collection tube แล้ว centrifuge 

ที่ความเร็วเต็มที่ 1 นาท ี
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12. จากนั้นน าเอา QIAamp Mini spin column ใส่ไปในหลอด microcentrifuge 

1.5ml เปิด QIAamp Mini spin column แล้วใส่ น้ ายา buffer AE 30 µl แลว้ 

incubate ที่อุณหภูมิห้อง(15-25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 1นาที จากนั้น

น าเอาไป centrifuge ที่ 6000g เป็นเวลา 1 นาที  

6) การตรวจหาสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีในพลาสม่า จะท าโดยใช้ 

QX200™ Droplet Digital™ PCR System โดยใช้ล าดับเบสของสารพันธุกรรมที่

จ าเพาะ V-D-J segment ของ T-cell receptor beta chain กับเซลลิมโฟไซต์ชนิดที  

7) ในการน าเอาซีรั่มมาศึกษา เริ่มโดยการน าตัวอย่าง circulating DNA ใน plasma ที่ได้

ปั่นแยกไว้และเก็บไว้นั้น มาผสมเข้ากับน้ ายาที่ใช้ในการท าปฏิกิริยา PCR ได้แก่  

1. 10 µl of 2X Taqman@ universal PCR master mix 

2. 0.4 µl of 10 µM TCRᵝ variable (V) forward primer 

3. 0.4 µl of 10 µM TCRᵝ joining (J) reverse primers 

4. 0.4 µl of 10 µM TCRᵝ variable Taqman probes 

5. 0.4 µl of 10 µM RPP30 primer and probe 

6. 4 µl of plasma-circulating DNA samples 

8) จากนั้นน าน้ าที่ผสมไว้ของแต่ละกลุ่มตัวอย่างเข้าเครื่อง PCR โดยท าเทียบกับ standard 

T cell DNA เพ่ือเป็น standard curve(ภาคผนวก ข) ในการท าการค านวณหาปริมาณ

ของ DNA ในตัวอย่าง เมื่อน าตัวอย่างเข้าเครื่อง PCR เครื่องจะท าการค านวณ และแปล

ผลออกมาเป็นจ านวนรอบ(cycle) ของการท า PCR ที่ท าให้เกิดการดูดซับแสงตามค่าที่

ก าหนดไว้ จากนั้นน ามาค านวณกลับเป็นจ านวน copy DNA ตาม standard curve ซึ่ง

จะท าการค านวณโดยเครื่อง PCR โดยในแต่ละตัวอย่างจะท าการตรวจตัวอย่างละ 2 ครั้ง 

แล้วหาค่าเฉลี่ย เพ่ือลดค่าคลาดเคลื่อนจากเครื่องมือและตัวผู้ทดสอบ จากนั้นอ่านผลโดย

ผู้วิจัยแล้ว น าค่าท่ีได้ ไปค านวณตามค าถามการวิจัยที่ตั้งไว้ต่อไป 

9) ในการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างระดับสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดที 

อนึ่ง ผู้วิจัยขอเก็บตัวอย่างเลือดที่เหลือภายหลังการศึกษาวิจัยในถังบรรจุชีวภัณฑ์แช่แข็ง

ที่ใช้ไนโตรเจนเหลวที่ห้องปฏิบัติการ 713 ชั้น 7 อาคารแพทยพัฒน์ โดยท าการเก็บ

ตัวอย่างดังกล่าวเป็นระยะเวลา 20 ปี 
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ในการศึกษาครั้งนี้จะด าเนินการเก็บข้อมูล และศึกษาทั้งในแง่ของการรักษาและ

ผลการรักษา ตั้งแต่วันที่ 1 มกราคม 2555 จนถึงวันที่ 31 ธันวาคม 2560 โดยให้ค าจ ากัด

ความว่าคนที่เกิดเหตุการณ์ก่อนจุดเวลานั้นว่า “เหตุการณ์” เช่น การเสียชีวิต และให้ค า

จ ากัดความว่าคนที่ไม่เกิดเหตุการณ์เมื่อถึงจุดเวลานั้นว่า “เซนเซอร์” เพ่ือน าไปประกอบใน

การค านวณเรื่องความสัมพันธ์กับช่วงเวลาการรอดชีวิตต่อไป โดยการสุ่มตัวอย่างนั้น ใช้วิธี 

nonprobability sampling แบบ accidental sampling 

3.5 การรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

ผู้วิจัยจะท าการรวบรวมข้อมูลทางคลีนิกโดยท าการสืบค้นจากอาสาสมัครที่เข้าร่วม

โครงการและฐานข้อมูลพยาธิวิทยา เพื่อยืนยันการวินิจฉัยโรค นอกจากนี้ผู้วิจัยจะรวบรวม

ข้อมูลเชิงระบาดวิทยาของอาสาสมัครจากเวชระเบียน รวมถึงท าการติดตามอาสาสมัครในแง่

ของการมีชีวิตรอด 

3.6 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 

1) การรายงานผลในแง่ของความชุกจะรายงานผลในรูปของสัดส่วนร้อยละระหว่าง

ผู้ป่วยที่ตรวจพบระดับของสารพันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีในพลาสม่า

และผู้ป่วยทั้งหมดที่ท าการศึกษา 

2) ในแง่ของการเปรียบเทียบข้อมูลระหว่าง 2 กลุ่มคือกลุ่มที่ตรวจพบระดับของสาร

พันธุกรรมอิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีในพลาสม่าและกลุ่มที่ตรวจไม่พบ ส าหรับ

ข้อมูลประเภท Numerical data จะเลือกใช้วิธี Mann-Whitney U test หรือ t-

test ขึ้นกับลักษณะการกระจายของข้อมูล ส าหรับ Categorical data จะท าการ

เปรียบเทียบข้อมูลโดย Chi-square or Fisher’s exact tests 

3) การหาความสัมพันธ์ของข้อมูลเชิงปริมาณสองชนิด เช่น ระดับของสารพันธุกรรม

อิสระจากเซลลิมโฟไซต์ชนิดทีในพลาสม่า และ สัดส่วนของเซลลิโฟไซต์ในก้อนมะเร็ง 

เป็นต้น ใช้การเปรียบเทียบด้วย Pearson’s correlation หรือ Spearman’s rank 

correlation ขึ้นอยู่กับลักษณะการกระจายตัวของข้อมูลและลักษณะความสัมพันธ์

กันของข้อมูล 
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4) ความสัมพันธ์กับข้อมูลที่เป็นลักษณะระยะเวลาจนกระทั่งเกิดเหตุการณ์ เช่น 

ระยะเวลารอดชีวิต (survival analysis) จะท าการวิเคราะห์โดย Log-rank test & 

Kaplan-Meier   

5) ใช้การวิเคราะห์ข้อมูลด้วย โปรแกรมส าเร็จรูป STATA version 14.0 และในการ

วิเคราะห์ทั้งหมดใช้นัยส าคัญของความแตกต่างคิดท่ีค่า p<0.05 

6) การวิ เคราะห์ปัจจัยที่มีผลต่อระยะเวลาการอยู่รอด จะวิ เคราะห์โดย cox 

proportional hazard regression analysis โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ  STATA 

version 14.0 ในการวิเคราะห์ข้อมูล และในการวิเคราะห์ทั้งหมดใช้นัยส าคัญของ

ความแตกต่างคิดที่ p-value <0.05 
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3.7 การบริหารงานวิจัยและตารางการปฏิบัติงาน (Administration and Time schedule) 

 

ตาราง 2 แสดงระยะเวลาการด าเนินการวิจัย 
 
 
 
 
 
 
 

การด าเนินงาน ปีที่1 ปีที่2 

Q3 Q4 Q1 Q2 Q3 Q4 

1.การเตรียมงาน 

• เขียนโครงร่างงานวิจัย 

• ยื่นจริยธรรมการวจิัยในมนุษย์
(ethics committee) 

• เขียนขอทุนวจิัย 

      

2.การรวบรวมข้อมูล 

• การเก็บรวบรวมตัวอย่างเลือด
และข้อมูลจากอาสาสมัคร 

• ตรวจวิเคราะห์ตวัอยา่งเลือด
และชิ้นเนื้อ 

• เก็บรวบรวมผลจากการตรวจ
ตัวอยา่ง 

      

3.การวิเคราะห์ข้อมูล 

• วิเคราะห์ข้อมูลจากอาสาสมัคร
และข้อมูลจากผลการตรวจ
วิเคราะห์ตัวอย่างส่งตรวจ 

      

4.การเขียนรายงานสรุปผลการศึกษา 

• เขียนรายงานผลการศึกษา ผล
การวิเคราะห์ขอ้มูล 

• รายงานวิเคราะห ์วจิารณ์ผล
การศึกษาที่ได ้

      

5.รายงานสรุปผลการศึกษาทั้งหมด       
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3.8 งบประมาณ (Budgets) 

วางแผนการขอทุนวิจัยจากทุนวิจัยรัชดาภิเษกสมโภช คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย โดย 

 

รายการ ค่าใช้จ่าย 

หมวดค่าวัสดุ ได้แก่ ค่าวัสดุสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย ค่าวัสดุส านักงาน 
ค่าตรวจทางห้องปฏิบัติการ    
- ค่าท าการตรวจ  ddPCR ค่าprimer ค่า probe 
 

 
 

140,000 

หมวดค่าครุภัณฑ์  
- ค่าเอกสารและวัสดุงานธุรการ 

 
10,000   

รวมจ านวนเงินทั้งสิ้น 150,000 บาท 

ตาราง 3 แสดงค่าใช้จ่ายโดยประมาณในการวิจัย 
 
3.9 สถานที่ท าวิจัย (Venue of the Study) 

ห้องปฏิบัติการ 713 ชั้น 7 อาคารแพทยพัฒน์และห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยา ชั้น 13 ตึก อปร.คณะ
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

4.1 คุณลักษณะของประชากรในการศึกษา 

 ประชากรที่น ามาศึกษาทั้งหมด106 คน โดยที่หกคนที่เข้ามาในการศึกษา ตรวจพบว่าผลเป็น

ลบส าหรับการตรวจ RPP30 ซึ่งเป็นpositive control ที่แสดงถึงtotal circulating DNA ซึ่งการที่ผล

เป็นบวกแสดงถึงการที่สามารถตรวจพบ circulating DNA ได้ ใน 100 คนที่ตรวจผลเป็นบวก ส าหรับ 

RPP30 พบว่าเป็นเพศชาย ร้อยละหกสิบ โดยมีอายุเฉลี่ยอยู่ท่ี 62.4 ปี (range 38-89 ปี) ทุกคนได้รับ
การวินิจฉัยเป็นระยะแพร่กระจายหรือระยะที่สี่ทั้งสิ้น ถ้าพิจารณาในแง่ของประเภทของมะเร็งตาม
histology พบว่าadenocarcinoma พบได้มากที่ สุ ดร้อยละ76 รองลงมาคือ squamous cell 
carcinoma ร้อยละ 8.5 และ large cell/neuroendocrine tumor ร้อยละ 3.8 ส่วนใหญ่ของผู้ป่วยไม่

เคยสูบบุหรี่ คิดเป็นร้อยละ73.3 มีผู้ป่วยที่ยังสูบบุหรี่อยู่ร้อยละ12.2 ผู้ป่วยทุกคนมี performance 
status อยู่ที่ 1 ในแง่ของการรักษาที่ผู้ป่วยได้รับ ถ้าพิจารณาตามล าดับการรักษา(line of treatment) 
พบว่าค่ากลางล าดับการรักษาอยู่ที่ 1 โดย มีตั้งแต่ 0-5 lines of treatment โดยที่การได้รับเคมีบ าบัด

ชนิด platinum doublet พบมากที่สุดในline แรกของการรักษา คิดเป็นร้อยละ89 มีผู้ป่วยที่ได้รับการ

รักษาล าดับที่สองและสามคิดเป็นร้อยละ40และ15 ตามล าดับ 
 เมื่อท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบผู้ป่วยแยกออกเป็นสองกลุ่ม โดยแบ่งตามระดับของ

อัตราส่วนระหว่าง T cell-derived circulating cell free DNA และ RPP30 เป็นกลุ่มที่มีระดับของ

อัตราส่วนระหว่าง T cell-derived circulating cell free DNA และ RPP30 สูงและต่ า โดยตัดที่ค่า

กลาง(median) พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของปัจจัยคุณลักษณะของประชากร 
ยกเว้น ปัจจัยเรื่องการสูบบุหรี่ โดยที่พบว่ามีผู้ป่วยที่เป็น active /former smoker มากกว่าในกลุ่มที่

มีระดับของอัตราส่วนระหว่าง T cell-derived circulating cell free DNA และ RPP30ต่ า 
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แผนภูมิ 3 แสดงการขั้นตอนการด าเนินการศึกษา และจ านวนผู้ป่วยในแต่ละข้ันตอน 
 
4.2 T cell-derived circulating cell free DNA and tumor infiltrating lymphocyte 

 ส าหรับค าถามการวิจัยหลักคือความชุกของการตรวจพบ  T cell-derived circulating cell 
free DNA พบว่าในผู้ป่วยที่ตรวจพบว่ามีผลบวกส าหรับRPP30 ทั้ง100 คน ตรวจพบว่ามีผลบวก

ส าหรับ T cell-derived circulating cell free DNA ทั้งหมด 73 คน คิดเป็นความชุกเท่ากับร้อยละ 

73 โดยที่ค่ากลาง(median) ส าหรับ ระดับT cell-derived circulating cell free DNA เท่ากับ 1.71 
pg/mLของพลาสม่า (พิสัย 0-2.26x103) ค่ากลาง(median) ส าหรับ ระดับRPP30 เท่ากับ 4 pg/mL 

(พิสัย 0.004-65.74)  ในการศึกษานี้เนื่องจากการตรวจหา T cell-derived circulating cell free 
DNA ท าในลักษณะของ semiquantitative จึงมีการใช้ค่าสัดส่วนมาใช้ในการวิเคราะห์ร่วมด้วย โดย

ใช้ค่าสัดส่วนระหว่าง ระดับ T cell-derived circulating cell free DNA ต่อ ระดับ RPP30 โดยที่ค่า
กลางของสัดส่วนนี้อยู่ที่ ร้อยละ0.02(พิสัย 0-37) นอกจากนั้นยังได้มีการแบ่งกลุ่มของข้อมูลทั้งค่าของ

ระดับ T cell-derived circulating cell free DNA, RPP30 หรือ ค่าสัดส่วนระหว่างระดับ  T cell-
derived circulating cell free DNA ต่อ ระดับ RPP30 เป็นกลุ่มที่ ได้ค่าระดับสูงและต่ า  แต่
เนื่องจากว่ายังไม่มีค่ามาตรฐานที่ใช้ส าหรับการแบ่งที่ชัดเจนในปัจจุบัน ร่วมกับเป็นการตรวจที่ยังไม่
เคยมีข้อมูลมาก่อน ในการศึกษานี้จึงใช้ค่าที่ตัดแบ่งกลุ่มด้วยค่ากลาง คือ median เนื่องด้วยข้อมูล
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ทั้งหมดในการศึกษานี้มีการกระจายตัวแบบไม่เป็นปกติ (non-normal distribution)(กราฟที่1,2) ใน
ส่วนของการตรวจดู tumor-infiltrating lymphocyte พบมีผู้ป่วยที่มีชิ้นเนื้อเพียงพอต่อการตรวจและ

ท าการย้อมCD3 ได้จ านวนผู้ป่วยทั้งสิ้น 46 คน โดยการรายงานค่าTILในการศึกษานี้จะรายงานเป็นค่า

จ านวนเซลที่ย้อมติดสีCD3 ต่อจ านวนเซลทั้งหมดในพ้ืนที่นั้นๆ (total CD3 positive cell/total 
counted cell per field) ซึ่งมีค่ากลางเท่ากับ 0.22(พิสัย 0.02-2.34) 
 
 
คุณลักษณะ 

 
จ ำนวน(iร้อยละ) 

เพศ male 
female 

63(60) 
42(40) 

อายุ(mean,range) 
 

62.4(38-89) 

สถานะการสูบบุหรี่ active smoker 
former smoker 
non smoker 

13(12.2) 
15(14.2) 
77(73.3) 

Histology adenocarcinoma 
squamous cell carcinoma 
large cell/NET 
NSCLC NOS 

80(76.1) 
9(8.5) 
4(3.8) 
10(9.4) 

จ านวนการรักษาที่ได้รับ
(line of treatment) 

median(range) 1(0-5) 

ล าดับการรักษาแรก platinum doublet CMT 
EGFR TKI 
ALK inhibitor 

90(89.1) 
6(5.9) 
1(0.9) 

จ านวนผู้ป่วยที่ได้รับการ
รักษาล าดับที่สอง 

 42(40) 

จ านวนผู้ป่วยที่ได้รับการ
รักษาล าดับที่สาม 

 16(15) 

ตาราง 4 แสดงคุณลักษณะพื้นฐานของประชากรที่น ามาศึกษา 
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คุณลักษณะประชำกร กลุ่มที่ระดบัอัตรำส่วนสูง 
N=50 

จ ำนวน(ร้อยละ) 

กลุ่มที่ระดบัอัตรำส่วนสูง
N=50 

จ ำนวน(ร้อยละ) 

P value 

เพศ: 

• ชาย 

• หญิง 

  
28(56) 
22(44) 

 
32(64) 
18(36) 

 
0.414 

อาย ุ(median, พิสัย) 63(38-85) 61(38-89) 0.218 

สถานะการสูบบุหรี ่

• never smoker 

• former smoker 

• active smoker 

 
46(92) 
2(4) 
2(4) 

 
29(58) 
11(22) 
10(20) 

 
0.001* 

Histology 

• adenocarcinoma 

• squamous cell 
carcinoma 

• large cell/NET 

• NOS 

 
38(76) 
3(6) 
 
8(16) 
1(2) 

 
38(76) 
5(10) 
 
6(12) 
1(2) 

 
0.925 

จ านวนการรักษาที่ได้รับ 

• ≤ 2 lines 

• > 2 lines 

 
30(60) 
20(40) 

 
32(64) 
18(36) 

 
0.582 

ตาราง 5 แสดงคุณลักษณะพื้นฐานของประชากรที่น ามาศึกษา โดยแบ่งเป็นกลุ่มตามระดับของ
อัตราส่วนระหว่าง T cell-derived circulating cell free DNA ต่อ ระดับ RPP30 
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T cell derived cf DNA 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิ 4 แสดงการกระจายตัวของ ระดับ T cell derived cell free DNA ซึ่งกระจายตัวแบบไม่
เป็นปกต(ิnon-normal distribution) 
 
 

แผนภูมิ 5 แสดงการกระจายตัวของ ระดับ RPP30 ซึ่งกระจายตัวแบบไม่เป็นปกต(ิnon-normal 
distribution) 

RPP30 level 
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4.3 ความสัมพันธ์ระหว่าง T cell-derived circulating cell free DNAและปัจจัยต่างๆ 

 จากการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่าง T cell-derived circulating cell free DNAและ

TIL ผลคือไม่พบมีความสัมพันธ์กันด้วยวิธีวิเคราะห์ Spearman’s correlation (P value 0.137) 
รวมทั้งไม่พบความสัมพันธ์กับระหว่างระดับT cell-derived circulating cell free DNA ที่แบ่งกลุ่ม 

กับค่าTIL(P value 0.15)(กราฟที ่3) ค่า median ของTILในกลุ่มท่ีมีระดับT cell-derived circulating 
cell free DNA สูง และต่ า เท่ากับ 0.28 and 0.21 cell/mm3 ตามล าดับ เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์

ของสัดส่วนระหว่างระดับT cell-derived circulating cell free DNAและระดับ RPP30 กับ TIL ผล

คือไม่พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (กราฟที่5) ในแง่ของที่มาอีกข้อหนึ่งของ 

circulating cell free DNA ซึ่งเชื่อว่าอาจจะมาจาก circulating lymphocyte ในการศึกษานี้ก็ได้

ท าการศึกษาโดยหาความสัมพันธ์ระหว่างระดับT cell-derived circulating cell free DNAกับ 

จ านวนของ non neutrophil white blood cell count พบว่าไม่มีความสัมพันธ์กันของปัจจัยทั้งสอง(P 
value = 0.68) (กราฟที4่) 
 เมื่อท าการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของปัจจัยแต่ละตัวและระดับของT cell-derived 
circulating cell free DNA(univariate analysis) พบว่ า มี เ พี ย งปั จ จั ย เ รื่ อ ง ก า ร สู บ บุ ห รี่ ที่ มี

ความสัมพันธ์กับระดับของT cell-derived circulating cell free DNA กล่าวคือผู้ป่วยที่ มีประวัติ

ยังคงสูบบุหรี่อยู่จะพบว่ามีระดับของT cell-derived circulating cell free DNAที่น้อยกว่าเมื่อเทียบ

กับผู้ป่วยที่ไม่ได้สูบบุหรี่ (P value=0.013) ซึ่งเมื่อท าการวิเคราะห์ปัจจัยร่วมหลายตัว(multivariate 
analysis) ปัจจัยเรื่องการสูบบุหรี่ก็ยังมีความสัมพันธ์กับระดับของT cell-derived circulating cell 
free DNA ไปในทิศทางเดิม อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ(P=0.026)(ตารางที ่4)  
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แผนภูมิ 6 แสดงความสัมพันธ์ปรียบเทียบระหว่างค่าTIL ในกลุ่มของระดับT cell-derived 
circulating cell free DNAต่ าและสูง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
แผนภูมิ 7 แสดงความสัมพันธ์ปรียบเทียบระหว่างค่า non neutrophil WBC ในกลุ่มของระดับT 
cell-derived circulating cell free DNAต่ าและสูง 

P = 0.68 
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แผนภูมิ 8 แสดงความสัมพันธ์ปรียบเทียบระหว่างค่า TIL ในกลุ่มของสัดส่วนระหว่าง T cell-derived 
circulating cell free DNAและ RPP30 ต่ าและสูง 
 

 
แผนภูมิ 9 แสดงความสัมพันธ์ปรียบเทียบระหว่างค่า TIL ในกลุม่ของสัดส่วนระหว่าง RPP30 ต่ าและสูง 
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ปัจจัย Univariate analysis Multivariate analysis 

Correlation 
coefficient* 

P value Correlation 
coefficient* 

P value 

อาย ุ(<60, >/=60) 0.1014 0.425 0.114 0.396 

สถานะการสบูบหุร่ี (ไมส่บูบหุร่ี, 

ยงัสบูบหุร่ีอยู)่ 

-0.2642 <0.001** -0.419 <0.001** 

Histology (adenocarcinoma, 

non-adenocarcinoma) 

0.0466 0.715 0.046 0.424 

ระดบั RPP30 (low, high level) 0.0997 0.112 -0.017 0.902 

สดัสว่น TIL (low, high level) 0.1501 0.137 0.129 0.199 

 
ตาราง 6 แสดงการวิเคราะห์ univariate และmultivariate  ปัจจัยที่มีความสัมพันธ์กับระดับT cell-
derived circulating cell free DNA  
*spearman’ correlation ** P value significant ที่น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.05 
 
4.4 วิเคราะห์ปัจจัยต่างๆกับอัตราการรอดชีวิต 

 ณ จุดเวลาที่ท าการวิเคราะห์ข้อมูลพบว่า จากผู้ป่วยทั้งหมด 100 คน ค่ากลางของการติดตาม

ผู้ป่วย(median follow up time)อยู่ที่ 8.2 เดือน(พิสัย 1-87 เดือน) มี84 คนที่เสียชีวิต ด้วยสาเหตุที่มี

ความเกี่ยวข้องกับโรคมะเร็ง เมื่อใช้ log rank test เพ่ือท าการศึกษาในแง่ของการเป็นปัจจัยพยากรณ์

โรค โดยภาพรวมของประชากร พบว่าครึ่งหนึ่งของผู้ป่วยทั้งหมดเสียชีวิตที่ 10.5 เดือน(median 
overall survival ) (กราฟที่ 7) เมื่อท าการวิเคราะห์หาปัจจัยพยากรณ์โรค พบว่า มีเพียงสถานะการ

สูบบุหรี่เท่านี้ที่มีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตโดยรวมของผู้ป่วย(HR 1.41 P=0.03) แต่เมื่อท า

การวิเคราะห์ร่วมกับปัจจัยอ่ืนๆ (multivariate analysis)พบว่าสถานะการสูบบุหรี่ ไม่มีความสัมพันธ์

กับอัตราการรอดชีวิตโดยรวมของผู้ป่วยอีกต่อไป โดยที่ทั้งระดับของ T cell-derived circulating cell 
free DNA และ TIL ไม่พบว่ามีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตโดยรวมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

แต่เมื่อพิจารณาเรื่องสัดส่วนระหว่างระดับ T cell-derived circulating cell free DNA และ ระดับ 

RPP30 ในแง่ของการเป็นปัจจัยพยากรณ์โรค พบว่าค่าสัดส่วนนี้มีแนวโน้มที่จะมีความส าคัญกับอัตรา

การรอดชีวิตโดยรวม โดยถ้าพิจารณาจากกราฟ จะพบว่ากลุ่มที่มีสัดส่วนระหว่างระดับ  T cell-
derived circulating cell free DNA และ ระดับ RPP30สูง มีแนวโน้มที่จะมี อัตราการรอดชีวิต

โดยรวมที่ดกีว่ากลุ่มท่ีมีค่าสัดส่วนนี้ต่ ากว่า (HR=0.667, P=0.072) 
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แผนภูมิ 10 Kaplan-Meier survival curve  แสดงอัตราการรอดชีวิตภาพรวมของผู้ป่วยทุกคนใน
การศึกษานี้ โดยมีmedian overall survival อยู่ที่ 10.5 เดือน 
 

ปัจจัย Univariate, 

HR 

P 

value 

Multivariate, 

HR 

P value 

อาย ุ(<60, >/=60) 1.04 0.84 1.23 0.6 

สถานะการสูบบุหรี่ (non, active 

smoker) 

1.41 0.03* 3.17 0.06 

Histology (adenocarcinoma, 

non-adenocarcinoma) 

0.99 0.97 0.76 0.51 

จ านวนการรักษาทีไ่ด้รับ(≥2,<2) 0.54 0.3 - - 

สัดส่วน T-cirDNA/RPP30 (ต่ า

,สูง) 

0.67 0.07 1.09 0.83 

ระดับของRPP30 level (low, 

high level) 

1.28 0.27 1.55 0.3 

สัดส่วนTIL (low, high level) 0.68 0.25 0.67 0.28 

ตาราง 7 แสดงผลการวิเคราะห์การรอดชีวิตสัมพันธ์กับปัจจัยต่างๆโดยวิธี log rank test  
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แผนภูมิ 11 Kaplan-Meier survival curve  แสดงอัตราการรอดชีวิตภาพรวมเปรียบเทียบระหว่าง
ผู้ป่วยกลุ่มที่มีค่าระดับT cell-derived circulating cell free DNAต่ า และสูง 
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แผนภูมิ 12  Kaplan-Meier survival curve  แสดงอัตราการรอดชีวิตภาพรวมเปรียบเทียบระหว่าง
ผู้ป่วยกลุ่มที่มีค่าระดับTIL ต่ า และสูง 
 
 

แผนภูมิ 13 Kaplan-Meier survival curve  แสดงอัตราการรอดชีวิตภาพรวมเปรียบเทียบระหว่าง
ผู้ป่วยกลุ่มที่มีสัดส่วนระหว่างระดับ T cell-derived circulating cell free DNA และ ระดับ RPP30 
ต่ า และสูง 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผล 

ในแง่ของการเป็นปัจจัยท านายโรคนั้น ระดับของ circulating cell free DNA ในพลาสม่า
ของผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กในระยะลุกลามนั้น เมื่อพบว่ามีระดับสูงจะ
พบว่ามีอัตาราการรอดชีวิตที่น้อยกว่าเมื่อเทียบกับกลุ่มผู้ป่วยที่ตรวจพบในระดับที่ต่ ากว่า ตามผล
การศึกษาหลายๆการศึกษาในอดีต(12, 27-29) ซึ่งส่วนใหญ่ของที่มาของ circulating cell free DNA 

ก็มาจากเซลมะเร็งด้วยกระบวนการต่างๆ  เช่น จากการศึกษาของ Diehl F., et al.(30) ได้กล่าวถึงว่า

หนึ่งในกลไกการเกิดของ circulating cell free DNA มาจากกระบวนการ necrosis ของก้อนมะเร็ง
ทั้งจากการรักษาหรือเกิดขึ้น โดยที่ปกติแล้วรอบๆก้อนมะเร็งก็จะมีองค์ประกอบที่เป็นเซลปกติ
มากมาย อาทิ dendritic cell หรือเซลที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ได้แก่ lymphocyte 
เมื่อเกิดภาวะ necrosis จะมีเซลที่ท าหน้าที่มาเก็บกินเซลหรือซากเซลบริเวณใกล้เคียง (scavenger 
cell) รวมถึงmacrophage  ซึ่งจะเข้ามาท าการย่อยและเก็บกินเซลต่างๆทั้งเซลมะเร็งและเซลปกติ

โดยรอบก้อนมะเร็งด้วย หลังจากนั้นก็จะมีการปลดปล่อยเอา DNA ของเซลที่ถูกเก็บกินออกมาใน

กระแสเลือด ซึ่งอาจจะเป็นหนึ่งในกลไกการเกิดของ circulating cell free DNA หรือจากหลักฐาน

ของการศึกษาโดย Lui Y., et al.(31) ซึ่งท าการศึกษาโดยเอาผู้ป่วยที่ท าการปลูกถ่ายไขกระดูก โดย

เป็นลักษณะ sex mismatch คือตัวdonor และ recipient คนละเพศกัน โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษา

หาที่มาของ circulating cell free DNA ในผู้ป่วยกลุ่มนี้ โดนจากการศึกษาพบว่า circulating cell 
free DNAที่ตรวจพบมีลักษณะ DNA ที่เข้ากันได้กับ donor นั่นหมายความว่า circulating cell free 
DNAที่ตรวจได้ มีที่มาจาก hematopoietic cell ซึ่งจะมีDNAที่เหมือนกับจากdonor ดังนั้นจากข้อมูล

ที่มีในปัจจุบัน จะสามารถให้สมมติฐานได้ว่า มีความเป็นไปได้ที่ circulating cell free DNA ในส่วนที่

ได้มาจากเซลมะเร็งนั้นอาจจะมาจากเซลที่เกี่ยวข้องกับระบบเลือด ได้แก่ lymphocyte ซึ่งถ้าโดย

กระบวนการเกิด อาจเป็นไปได้ว่าจะมาจากเซลlymphocyte ที่อยู่รอบก้อนมะเร็ง หรือ TIL เพ่ือที่จะ

พิสูจน์สมมติฐานนนี้ ในการศึกษาของข้าพเจ้าจึงได้หาความสัมพันธ์ระหว่าง ระดับของ circulating 
cell free DNA ในส่วนที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็ง ตรวจว่ามาจาก lymphocyteนั้น มีความสัมพันธ์กับ 

TIL หรือไม่ โดยผลการศึกษาพบว่าไม่พบว่ามีความสัมพันธ์กันระหว่างสองปัจจัยดังกล่าว นอกจากนั้น

จากข้อมูลที่กล่าวถึงความเป็นไปได้ที่แหล่งก าเนิดของ circulating cell free DNA จะมาจาก 

hematopoietic cell นั้น ในการศึกษาของข้าพเจ้า ก็ได้มีการตรวจดูถึงความสัมพันธ์ของระดับ เม็ด
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เลือดขาวในกระแสเลือดและระดับของ T cell-derived circulating cell free DNA ซึ่งผลการวิจัยก็
ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างสองปัจจัยดังกล่าวเช่นกัน แต่อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษานี้พบว่า ระดับ
ของ circulating cell free DNA ในส่วนที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็งที่เพ่ิมขึ้นนั้น มีความสัมพันธ์กับอัตรา

การรอดชีวิตที่ลดลง เช่นเดียวกับข้อมูลในการศึกษาของ Vinayanuwattikun C., et al.(13) 
การตรวจดู circulating cell free DNAในส่วนที่ไม่ได้มาจากเซลมะเร็ง ในการศึกษาของ

ข้าพเจ้า ตรวจโดยการน าเอา circulating cell free DNA มาท า PCR โดยใช้ VDJ segment gene 
เป็นprimer ในการตรวจหา ซึ่งมีความจ าเพาะกับการตรวจดู T cell ซึ่งเป็นองค์ประกอบหนึ่งใน TIL 
และมีความสัมพันธ์กับอัตาราการรอดชีวิตของผู้ป่วยมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กตามข้อมูลจาก

การศึกษาของ Wakabayashi O.(17) และ Hiraoka K.(18) โดยผลการศึกษาของข้าพเจ้าตรวจพบ 

ร้อยละ 73 ของผู้ป่วยทั้งหมด แต่ในแง่ของการความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตของผู้ป่วยนั้น พบว่า
ไม่มีความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิตอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งผลการศึกษานี้จะค้านกับผล
การศึกษาก่อนหน้า โดยผลการศึกษาท่ีได้ต่างกันอาจจะอธิบายได้จากหลายปัจจัย ได้แก่ 
1) องค์ประกอบทัง้หมดของ circulating cell free DNA ในส่วนท่ีไม่ได้มาจากเซลมะเร็งนัน้ อาจ

ไม่ได้มาจากlymphocyte ชนิดทีเพียงอย่างเดียว เน่ืองจากท่ีได้กล่าวไปข้างต้นวา่กระบวนการ

เกิดของ circulating cell free DNA อาจเกิดจากการ necrosis ของเซลอ่ืนๆท่ีอยู่รอบๆ

ก้อนมะเร็ง อาทิ macrophage, เซลเย่ือบุหนงัเส้นเลือด หรือเซล lymphocyte ชนิดอ่ืน ได้แก่ 

B cell เป็นต้น ดงันัน้การวดัวา่ circulating cell free DNA ท่ีไมไ่ด้มาจากเซลมะเร็งในสว่นท่ีมา

จาก T cell เพียงอยา่งเดียวอยา่งท าให้ความสมัพนัธ์ในภาพรวมทัง้หมดลดลงได้ 

2) เน่ืองจากการศึกษานีค้ านวณขนาดตวัอย่าง(sample size)ตามค าถามวิจยัหลกัคือเร่ืองของ

prevalenceของการตรวจพบ T cell derived circulating cell free DNA ดงันัน้มีความเป็นไป

ได้ท่ีการศึกษานี ้จะให้ power ไม่เพียงพอ(underpower)ในการศึกษาความสมัพนัธ์กับอตัรา

การรอดชีวิต 

ในการศึกษานี้ ได้ท าการหาความสัมพันธ์ระหว่าง T cell derived circulating cell free 
DNA กับ TIL ซึ่งจากการศึกษานี้ได้ท าการตรวจหา TIL ด้วยการย้อมimmunohistochemistryคือ 
CD3 เนื่องจากในหลายการศึกษาก่อนหน้านี้ อาทิ การศึกษาจาก Tian, C., et al.(32) ได้ท าโดยเลือก

เอาCD3 และ CD8 มาท าการย้อมชิ้นเนื้อมะเร็งของผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นปอดชนิดเซลไม่

เล็ก แล้วมาดูความสัมพันธ์กับอัตราการรอดชีวิต ซึ่งผลการศึกษาพบว่า ผู้ป่วยที่ตรวจพบ CD3ใน
สัดส่วนที่สูงกว่า จะมีอัตราการรอดชีวิตที่สูงกว่าผู้ป่วยที่ตรวจพบน้อย อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่
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อย่างไรก็ตามผลการศึกษาของข้าพเจ้าไม่พบว่ามีความสัมพันธ์กันของ T cell derived circulating 
cell free DNA กับTIL ที่ตรวจด้วยCD3 ซึ่งผลการศึกษาที่พบอาจอธิบายได้จากหลายเหตุผล ได้แก่ 
1) นอกจากการตรวจTIL ด้วย CD3แล้ว ในหลายการศึกษาท่ีได้กล่าวไปข้างต้น เช่นจาก 

Wakabayashi O. และ Hiraoka K. (17, 18)ซึ่งตรวจพบว่าการตรวจTILด้วย CD4 และ CD8 

พบมีความสมัพนัธ์กบัอตัราการรอดชีวิตของผู้ ป่วยเชน่กนั ดงันัน้จากการศกึษาข้าพเจ้าท่ีตรวจ

ด้วยCD3 เพียงอยา่งเดียวอยา่งไมเ่พียงพอท่ีจะท าให้เห็นความสมัพนัธ์ 

2) เน่ืองจากชิน้เนือ้ส่วนใหญ่ท่ีน ามาใช้ในการตรวจในการศึกษานีส้่วนให่ได้มาจากการเก็บชิน้

เนือ้ตรวจ(biopsy) หลากหลายต าแหน่ง เช่น จากตวัก้อนมะเร็งหลัก (primary tumor)หรือ 

จากก้อนในต าแหน่งท่ีมีการกระจายไป(metastatic site) ร่วมกบัข้อมลูการศกึษาของ Jamal-

Hanjani M., et al. (33) ซึ่ งตรวจพบความหลากหลายของการแสดงออกของมะเ ร็ ง

(intratumoral heterogeneity)ภายในผู้ ป่วยคนเดียวกันจากชิน้เนือ้หลายต าแหน่งในร่างกาย 

หรือแม้กระทั่งชิน้เนือ้หลายชิน้ท่ีมาจากก้อนมะเร็งก้อนเดียวแต่หลายด้านของก้อน ซึ่งเม่ือ

น ามาตรวจดลูกัษณะการกลายพนัธุ์ ทัง้ในแง่ของ ชนิดของการกลายพนัธุ์ และ somatic copy 

number alteration ก็พบว่ามีความต่างกันอย่างมีนยัส าคญับางสถิติ ดงันัน้มีความเป็นไปได้

ว่าจากการศึกษาของข้าพเจ้าท่ีชิน้เนือ้ส่วนใหญ่ได้จากการ biopsy อาจจะไม่ได้เป็นตวัแทน

ของมะเร็งทัง้หมด จงึสง่ผลให้สดุท้ายผลการศกึษาออกมาไมพ่บความสมัพนัธ์ 

จากการวิเคราะห์ทั้งแบบ univariate และmultivariate ของความสัมพันธ์ระหว่างปัจจัยต่างๆ

กับ  ระดับของ  T cell-derived circulating cell free DNA พบว่ าการสู บบุหรี่ เป็ นปั จจั ยที่ มี

ความสมัพันธ์กับระดับของ T cell derived circulating cell free DNA กล่าวคือ ในผู้ป่วยที่มีประวัติ

สูบบุหรี่มาตลอด จะพบมีค่า T cell derived circulating cell free DNAที่ต่ ากว่า เมื่อเทียบกับกลุ่มที่
ไม่สูบหรี่ ซึ่งจากการหาข้อมูลในการศึกษาที่ผ่านมา ยังไม่พบมีการอธิบายไว้ชัดเจน ในบางการศึกษามี
การกล่าวถึงปัจจัยเรื่องการสูบบุหรี่กับระดับ  circulating cell free DNA ในหญิงตั้งครรภ์ เช่น

การศึกษาของ Urato AC., et al.(34) พบว่า ระดับของ total circulating cell free DNAในหญิง
ตั้งครรภ์ไตรมาสที่สองที่สูบบุหรี่ มีระดับที่มากกว่าคนที่ไม่สูบบุหรี่อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่อย่างไร

ก็ตามในการศึกษานี้ไม่ได้ระบุแหล่งก าเนิดของ circulating cell free DNA ที่ตรวจได้ จากการค้นคว้า

เพ่ิมเติมระหว่างการสูบบุหรี่กับภาวะภูมิคุ้มกันร่างกาย Qiu F., et al(25) กล่าวว่า การสูบบุหรี่นั้น

ส่งผลต่อการท างานของ T cell ซึ่งจะไปเพ่ิมระดับของ CD8 T cell แต่ละ CD4 T cell ซึ่งได้จากการ

ตรวจดูในพลาสม่าและ  bronchoalveolar lavage fluid จากผู้ป่วยที่เป็น COPD และไม่ได้เป็น 
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COPD ดังนั้นเมื่อน ามาวิเคราะห์กับผลที่ได้จากการศึกษาของข้าพเจ้า การที่ระดับของ  T cell 
derived circulating cell free DNA ที่ลดลง ในคนที่สูบบุหรี่ อาจจะไม่สามารถสรุปได้ว่าสัมพันธ์กับ

กลุ่มใดกลุ่มหนึ่งของT cell ที่เปลี่ยนไปหรือไม่ อาจจะจ าเป็นต้องมีการศึกษาที่อธิบายจ าเพาะกว่านี้
ต่อไป 
5.2 จุดแข็งของการวิจัย 

 งานวิจัยชิ้นนี้เป็นงานวิจัยชิ้นแรกที่ท าเพ่ือตอบค าถามในเรื่องของการหาแหล่งที่มาของ  
circulating cell free DNA ใน่สวนที่ไม่ได้มาจากจากเซลมะเร็งของผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น
มะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็ก ซึ่งจากการค้นหาข้อมูลยังไม่พบงานวิจัยที่ท าเพ่ือตอบค าถามนี้โดยตรง โดย
ที่จากสมมติฐานว่า circulating cell free DNA กลุ่มนี้น่าจะมีแหล่งก าเนิดมาจาก T cell จึงได้ใช้การ

ตรวจด้วยวิธี PCR ซึ่งมีทั้งความไวค่อนข้างสูงแม้ DNA ที่ได้จะมีปริมาณน้อย และมีความจ าเพาะ

ค่อนข้างสูงเช่นกัน เนื่องจากใช้การท า PCR ในลักษณะที่เป็น probe specific และprimer/probe ที่

ใช้ มาจาก VDJ segment ของ T cell ซึ่งเป็น gene มีความจ าเพาะสูงต่อการตรวจหา T cell 
นอกจากนี้ จ านวนตัวอย่างที่ได้ถือว่าค่อนข้างมากในการตอบค าถามหลักของการวิจัย เนื่องจาก 
จ านวนตัวอย่างที่ค านวณไว้ได้ เท่ากับ 43 คน แต่จากการวิจัย ได้จ านวนตัวอย่างถึง 106 ซึ่งจะท าให้มี 

power เพียงพอต่อการตอบค าถามหลักของการวิจัยได้ 
 ในแง่ของค าถามอ่ืนๆของการวิจัย ได้แก่ การตรวจดู TIL ซึ่งโดยทั่วไปมีการตรวจได้หลายวิธี 

ตั้งแต่การนับด้วยตาจากการย้อม H&E ซึ่งมีข้อจ ากัดคือขึ้นอยู่กับสายตาของผู้วัด กล่าวคือ เซลบางตัว

ผู้ วั ดแต่ละอาจจะให้นิ ยาม เช่น  เป็น lymphocyte หรือไม่  ได้ ไม่ เหมือนกัน  ซึ่ งการ ย้ อม

immunohistochemistry ก็จะช่วยลดข้อจ ากัดอันนี้ได้ ส าหรับการอ่านผลนั้น การศึกษาของข้าพเจ้า 
ได้ใช้ โปรแกรม ส าเร็จรูปในการนับจ านวนเซล ซึ่งเป็น โปรแกรมส าเร็จรูปที่ถูกใช้อย่างแพร่หลายทั้ง
ในการท างานหรือการวิจัยทั่วไป ซึ่งข้อดีคือจะสามารถลดข้อจ ากัดของผู้อ่าน สามารถนับจ านวนเซล
ได้แม่นย ามากขึ้นอีกด้วย 
5.3 ข้อจ ากัดของการวิจัย 

1) จากท่ีได้กล่าวไว้ข้างต้นว่าในการศึกษานีข้องข้าพเจ้า เลือกใช้ VDJ segment gene เพ่ือ

เป็นprimer ในการท าPCR โดยท่ีเลือกเพียง 8 gene จากในการท่ีอ้างอิงไว้(26) ซึ่งใช้

ทัง้หมด 45 gene จากเหตผุลท่ีได้กล่าวไว้ข้างต้นคือ ผลการศึกษาของ Robins S., et al 

ลกัษณะT cell ท่ีตรวจพบไม่มีความเป็น clonality จ าเพาะ กล่าวคือพบ clone ใด clone 

หนึ่งของT cell ท่ีมากอย่างมีนัยส าคัณทางสถิติ ดังนัน้ จึงเลือกเพียงclone เดียวมา

ท าการศึกษาร่วมกับข้อจ ากัดเร่ืองของงบประมาณ แล้วแปลผล วิเคราะห์ผลในลกัษณะ



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

46 
 

 

เป็น semiquantitative แต่อย่างไรก็ตามข้อมูลความไม่เ ป็น clonality ของ T cellท่ี

ประยุกต์มานัน้ ไม่ได้เอามาจากผู้ ป่วยมะเร็งปอด เน่ืองจากไม่มีข้อมูลการท าการศึกษา

ลักษณะนีใ้นผู้ ป่วยมะเร็งปอด ดังนัน้จึงมีความเป็นไปได้ว่าลักษณะของ T cell ท่ีพบ

อาจจะต่างกับในผู้ ป่วยมะเร็งรังไข่ตามการศึกษาของ  Robins S., et al จึงเป็นข้อจ ากัด

หนึง่ท่ีอาจท าให้ไมเ่ห็นความสมัพนัธ์ทัง้กบั TIL และ อตัราการรอดชีวิตในการศกึษานี ้

2) เน่ืองจากการศกึษานีค้ านวณขนาดของกลุ่มตวัอย่างมาเพ่ือตอบค าถามหลกัคือความชุก

ของการตรวจพบ T cell derived circulating cell free DNA ในพลาสม่า ดงันัน้การท่ีจะ

ตอบค าถามรองอ่ืนๆ เช่นความสมัพนัธ์ระหว่างTIL และ T cell derived circulating cell 

free DNA หรือความสมัพนัธ์ของ T cell derived circulating cell free DNAในแง่การเป็น 

ปัจจัยพยากรณ์โรคต่ออัตราการรอดชีวิตของผู้ ป่วย จึงอาจจะท าให้ผลการวิเคราะห์ท่ี

ออกมามี power ไม่มีเพียงพอท่ีจะเห็นความสัมพันธ์ หรือ เห็นความแตกต่างได้ 

(underpower for secondary research questions) 

3) ในการตอบค าถามท่ีเก่ียวกบั TIL เน่ืองจากในการศกึษานีไ้ด้ชิน้เนือ้เพ่ือน ามาตรวจหา TIL 

คอ่นข้างน้อย จงึอาจจะท าให้ไมเ่พียงพอท่ีจะวิเคราะห์ความสมัพนัธ์กบัTILได้ 

4) เน่ืองจากส่วนหนึ่งของข้อมลูท่ีได้จากผู้ ป่วยในการศึกษานีจ้ าเป็นต้องได้จากการทบทวน

ประวตัจิากเวชระเบียน และจากการโทรสอบถามจากตวัผู้ ป่วยและญาต ิดงันัน้จงึอาจเกิด 

bias ของข้อมลูท่ีได้ เช่น recall bias จากการสอบถามประวตัิบางอย่างย้อนหลงั รวมถึง 

bias จากการเก็บข้อมูลในเวชระเบียนท่ีมีการบนัทึกไว้ โดยไม่ได้เป็นการสอบถามตาม

แผนท่ีวางไว้ล่วงหน้า จึงอาจจะท าให้ข้อมูลมีความคลาดเคล่ือนได้เล็กน้อยในการน ามา

วิเคราะห์ 

5) ชิน้เนือ้ท่ีน ามาศึกษาเร่ือง TIL โดยการย้อม CD3 immunohistochemistryนัน้ ส่วนใหญ่

เป็นชิน้เนือ้ท่ีได้จากการ biopsy เป็นส่วนใหญ่ และ ตวัแหน่งชิน้เนือ้ท่ีbiopsy มา ก็มีทัง้

เป็นก้อนหลักของมะเร็ง(primary tumor)หรือเป็นต าแหน่งท่ีโรคกระจายไป (metastatic 

site) ดังนัน้จากการท่ีได้ทบทวนไว้ก่อนหน้านีเ้ร่ือง tumor heterogeneity การbiopsy 

เพียงส่วนเดียวของการอาจจจะไม่ได้เป็นตวัแทนท่ีดีของมะเร็งทัง้ร่างกายของผู้ ป่วย จึง

อาจจะสง่ผลตอ่ผลการศกึษาได้เชน่กนั 
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6) ในการเลือกใช้ CD3 เป็นตัวเลือกในการศึกษา TILนัน้ ก็เป็นข้อจ ากัดอีกอย่างหนึ่งใน

การศึกษาเน่ืองจากข้อมูลท่ีได้ทบทวนไว้เบือ้งต้น พบว่ายงัมี immunohistochemistry ตวั

อ่ืนๆท่ีย้อมด ูT cell ขนิดตา่งๆ และยงัมีความสมัพนัธ์ในแง่การเป็นปัจจยัพยากรณ์โรคอีก

ด้วย ดงันัน้การเลือกเอา CD3 เพียงตวัเดียว  เน่ืองจากข้อจ ากัดของปริมาณชิน้เนือ้และ

เร่ืองงบประมาณ นัน้ อาจจะให้ผลการศกึษามีความคลาดเคล่ือนได้เชน่กนั 

5.3 สรุปผลการศึกษา 

 จากการศึกษาเพ่ือตรวจดูความชุกของ T cell derived circulating cell free DNA ด้วยวิธี 

PCR จากพลาสม่าของผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยเป็นมะเร็งปอดชนิดเซลไม่เล็กในระยะลุกลาม พบว่ามี

ความชุกร้อยละ 73 โดยที่พบว่ามีแนวโน้มที่สัดส่วนของ T cell derived circulating cell free DNA 

ต่อ RPP30 จะเป็นปัจจัยพยากรณ์โรคในแง่ของอัตราการรอดชีวิตโดยรวม และตรวจไม่พบ

ความสัมพันธ์ ระหว่ าง  T cell derived circulating cell free DNA และ CD3 positive tumor- 
infiltrating lymphocyte  
5.4 ข้อเสนอแนะ 

1) เน่ืองด้วยข้อจ ากัดทางด้านงบประมาณ และผลการศึกษาท่ีตรวจพบว่า  T cell derived 

circulating cell free DNA เป็นส่วนประกอบหนึ่งของ circulating cell free DNAส่วนท่ี

ไม่ได้มาจากเซลมะเร็ง ดงันัน้การขยายการศึกษาโดยใช้การตรวจด้วยprimer ให้ครบทุก

ต าแหน่งของ gene VDJ segment รวมถึงการตรวจTIL ด้วย immunohistochemistry 

อ่ืนๆ ได้แก่ CD4 CD8 เป็นต้น อาจจะท าให้เห็นความสมัพนัธ์ได้มากขึน้ 

2) เน่ืองด้วยข้อจ ากดัของเวลาจงึท าให้มีจ านวนผู้ ป่วยท่ีมีชิน้เนือ้เพ่ือมาท าการศกึษาเร่ือง TIL 

จ านวนน้อย ดงันัน้หากขยายเวลาการศึกษาออกให้นานขึน้จะท าให้สามารถเก็บจ านวน

ตวัอย่างได้มากขึน้ ท าให้สามารถน าชิน้เนือ้มาตรวจได้มากขึน้ อาจจะเห็นความสมัพนัธ์

ของปัจจยัตา่งๆได้มากขึน้ด้วย  

3) ประเด็นเ ร่ืองของความสัมพันธ์ระหว่างการสูบบุหร่ีและระดับของ  T cell derived 

circulating cell free DNA ซึง่เป็นประเดน็ท่ีพบในการศกึษานี ้เป็นประเดน็ท่ีนา่สนใจและ

ยังไม่มีข้อมูลท่ีชัดเจนในการอธิบายความสัมพันธ์ ดังนัน้จึงสามารถเป็นหัวข้อในการ

ศกึษาวิจยัตอ่ในอนาคต เชน่ เก็บข้อมลูเพื่อเตมิ หาความสมัพนัธ์รหวา่งการสบูบหุร่ี และ T 
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cell derived circulating cell free DNA รวมถึงความสมัพนัธ์กบั TIL และอาจจะดรู่วมกบั

ความสมัพนัธ์ของ T cell ในเลือดด้วย เป็นต้น 

4) ตามท่ีได้กล่าวไว้ข้างต้นเร่ืองของ tumor heterogeneity ตามการศกึษาของ ซึง่ได้กลา่วถึง 

heterogeneity ในแง่ของ mutation แตใ่นแง่ของ TIL ไมไ่ด้มีข้อมลูชดัเจน ดงันัน้ก็สามารถ

น าไปศึกษาต่อในแง่ของการดคูวามแตกต่างของTIL จากชิน้เนือ้ท่ีได้จากแต่ละต าแหน่ง

ของมะเร็งในร่างกายของผู้ ป่วยคนเดียวกัน หรืออาจจะดรู่วมการความแตกต่างระหว่าง

มะเร็งท่ีพบในระยะเร่ิมต้น เทียบกบัระยะแพร่กระจายได้ 
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ภาคผนวก ก 

ตารางแสดง sequences ของ forward primer, reverse primer และ probe ที่ใช้ในการท าPCR 
ในการศึกษา 

 

ชื่อ forward 
primer 

Sequence (5’ to 3’) 

V06-1 GTC CCC AAT GGC TAC AAT GTC TCC AGA TT 

V06-5 AAG GAG AAG TCC CCA ATG GCT ACA ATG TC 

V06-6 GAC AAA GGA GGA GTC CCG AAT GGC TAC AAC 

V06-7 GTT CCC AAT GGC TAC AAT GTC TCC AGA TC 

V06-8 CTC TAG ATT AAA CAC AGA GGA TTT CCC AC 

V06-9 AAG GAG AAG TCC CCG ATG GCT ACA ATG TA 

V18 ATT TTC TGC TGA ATT TCC CAA AGA GGG CC 

V20-1 ATG CAA GCC TGA CCT TGT CCA CTC TGA CA 
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ชื่อreverse 
primer 

Sequence (5’ to 3’) 

J1-1 TTA CCT ACA ACT GTG AGT CTG GTG CCT TGT CCA AA 

J1-2 ACC TAC AAC GGT TAA CCT GGT CCC CGA ACC GAA 

J1-3 ACC TAC AAC AGT GAG CCA ACT TCC CTC TCC AAA 

J1-4 CCA AGA CAG AGA GCT GGG TTC CAC TGC CAA A 

J1-5 ACC TAG GAT GGA GAG TCG AGT CCC ATC ACC AAA 

J1-6 CCA TAC CTG TCA CAG TGA GCC TGG TCC CGT T 

J2-1 CGG TGA  GCC GTG TCC CTG GCC CGA A 

J2-2 CCA GTA CGG TCA GCC TAG AGC CTT CTC CAA A 

J2-3 ACT GTC AGC CGG GTG CCT GGG CCA AA 

J2-4 AGA GCC GGG TCC CGG CGC CGA A 

J2-5 GGA GCC GCG TGC CTG GCC CGA A 

J2-6 CCA GCA CGG TCA GCC TGC TGC CG 

J2-7 GTG AGC CTG GTG CCC GGC CCG AA 

 

ชื่อ probe ความจ าเพาะ Sequence (5’ to 3’) 

V06b V06-7,V06-9 CTGGAGTCAGCTGCTCCC 

V06d V06-1,V06-5,V06-6,V06-8,V06-
9 

TGCTCCCTCCCAGACATC 

V18 V18 ATCCAGCAGGTAGTGCGAGG 

V20 V20-1 CAGTGCCCATCCTGAAGACA 
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ภาคผนวก ข 

กราฟ แสดงstandard curve ส าหรับใช้ในการค านวณหาปริมาณ DNA จากการท า PCR ของ VDJ 
segment(กราฟบน)และRPP30(กราฟล่าง) 
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ภาคผนวก ค 

รูปภาพ แสดงตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ท าการตรวจนับ CD3 positive TIL ซึ่งพบว่ามีสัดส่วน TILที่สูง, ภาพ
บนคือภาพก่อนท าการนับด้วยโปรแกรม, ภาพล่างคือหลังท าการนับด้วยโปรแกรม 
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ภาคผนวก ง 

รูปภาพ แสดงตัวอย่างชิ้นเนื้อที่ท าการตรวจนับ CD3 positive TIL ซึ่งพบว่ามีสัดส่วน TILที่น้อย, 
ภาพบนคือภาพก่อนท าการนับด้วยโปรแกรม, ภาพล่างคือหลังท าการนับด้วยโปรแกรม 
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ภาคผนวก จ 

แบบสอบถามข้อมูล 
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