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Abstract 
 Tenofovir(TFV) is also known as 9-(2-Phosphonyl-methoxypropyly) adenine 

(PMPA), a relatively high potency of anti-HIV and anti-hepatitis B virus activities which is a 
nucleotide reverse transcriptase inhibitor. Tenofovir is mainly undergoes renal elimination via 
a combination of glomerular filtration and active tubular secretion. The present major 
adverse effect of TFV is nephrotoxicity which is limited their used in clinically setting, but the 
exactly mechanism is remained poorly understood. Therefore, member of ATP-binding 
cassette subfamily C11 (ABCC11) or MRP8 transporter at apical side of proximal tubular cells 
were studied to demonstrate the efflux ability on TFV transport. LLC-PK1 cells were 
overexpressed the MRP8 transporter protein by transfected them with lentrivirus vector that 
contained mrp8 gene. Real time polymerase chain reaction(rt-PCR) and indirected 
immunofluorescence assay were used to dertermine the target gene and protein expression. 
TFV accumulations were assessed by using MTT, transport and uptake assay. Substrate 
specificity was confirmed by using MK-571 and methotrexate anhydrate which were a 
specific inhibitor and known substrate of this efflux transporter in accordingly. Intracellar and 
intravesicular concentrations of TFV, methotrexate monohydrate and their metabolises were 
determined by using liquid chromatography-tandem masspectrometry(LC-MS/MS). 2-way 
ANNOWA and Paired t-test have been used for statistically data analysis. The transport assay 
has shown the intracellular accumulation of TFV was fives fold lower levels in MRP8-
overexpression cells, and its accumulation was reversed by using specific inhibitor. On the 
other hands, the inside-out vesicel uptake assay was shown the intravesicular concentration 
of TFV was higher levels in MRP8-overexpression vesicles than SF9-insect vesicles at every 
time point of sampling; this is also reversed by using specific MRP inhibitor. In addition, MTT 
assayed was also shown higher levels of CC50 on MRP8-overexpression cells than parental 
cells and this effect was also reversed when increasing the concentration of specific inhibitor 
whereas the parental cells had no effect. In conclusion the TFV is a new substrate of MRP8 
transporter protein, an alteration on the physiologic functions of this efflux pumps may 
influences the accumulation of TFV at proximal renal tubular cells and may be contributed 
to develop nephrotoxicity.    
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บทคัดยอ 
  ทีโนโฟเวียรเปนยาที่มีชื่อโครงสรางทางเคมีวา 9-(2-Phosphonyl-methoxypropyly) adenine 

(PMPA) เปนยาที่ใชไดดีในผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวีและไวรัสตับอักเสบ ชนิดบี มีกลไกการออกฤทธิ์โดยยับยั้งเอ็นไซม 

nucleotide reverse transcriptase รางกายขับถายยาทีโนโฟเวียรผานทางไตเปนหลักโดยใชกระบวนการกรองผาน

โกลเมอรูรัสและการขับยาออกผานทอไตสวนตน อาการอันไมพึงประสงคที่สําคัญของยาทีโนโฟเวียรคือ พิษตอไตซึ่ง

ทําใหเกิดขอจํากัดในการใชยาชนิดนี้ในทางคลินิก แตกลไกการทําใหเกิดพิษตอไตนั้นยังไมมีกลไกที่แนชัดวาเกิดขึ้นได

อยางไร อยางไรก็ตามจากการศึกษาทางสรีระวิทยาพบวาบริเวณทอไตสวนตน มีการกระจายของโปรตีนขนสงชนิดใช

พลังงาน ATP อยูหลายกลุม โดยเฉพาะกลุมที่มีชื่อวา ATP-binding cassette subfamily C11(ABCC11) หรือ 

Multidrug related protein 8(MRP8) เปนโปรตีนขนสงชนิดขับสารออกจากเซลลทอไตสวนตน ดังนั้นผูวิจัยจึงให

ความสนใจโปรตีนขนสงชนิดนีเ้ปนพิเศษเพื่อที่จะศึกษาวาโปรตีนขนสงชนดินี้เก่ียวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียรออก

จากเซลลทอไตสวนตนหรือไม ปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลลทอไตสวนตนพิสูจนดวยวิธีการทดลองที่

เรียกวา transport และ uptake assayed โดยใชเซลลชนิด LLCPK-1 เพิ่มปริมาณโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 ดวย

วิธีการ transfection โดยใช Lentivirus นําพา abcc11 gene เขาไปในเซลลเพื่อใหเกิดการสรางกลัยโคโปรตีนชนิด

นี้และใช synthetic MRP8 vesicle ตามลําดับ อยางไรก็ดีเพื่อแสดงความจําเพาะของ substrate ตอกลัยโคโปรตีน

ขนสงชนิด ABCC11 ทางผูวิจัยไดใช Methotrexate anhydrate เปน substrate และสาร MK571 เปน inhibitor 

การศึกษาปริมาณการสะสมของยาทีโนโฟเวียรและสารเมตาบอไลตทั้งในเซลลและใน vesicle ใชวิธีการวัดดวย 

liquid chromatography-tandem masspectrometry(LC-MS/MS) จากผลการทดลองพบวาปริมาณสะสมของยา

ทีโนโฟเวียรในเซลล LLCPK-1 ที่มีการแสดงออกของกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 นั้น มีปริมาณยาทีโนโฟเวียร

นอยกวา 5.5 เทาของเซลลควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถติ(Pvalue< .001) ในทางกลับกันพบวาปริมาณยาสะสมจะ

เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(Pvalue< .001) เมื่อมีสาร MK571 ซึ่งจัดเปนสารยับยั้งการทํางานของกลัยโปรตีน

ขนสงชนิดนี้ สําหรับการทดลองแบบ uptake assayed นั้นพบวา vesicle ที่มีการแสดงออกของกลัยโคโปรตีนชนิด 

ABCC11 มีปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียรใน vesicle มากกวาในทุกๆ ชวง เวลาที่ทําการวัดคาที่ 0.5, 5, 10, 15 

และ 30 นาที(Pvalue< .001) ตามลําดับและใหผลในทางตรงกันขามเมื่อมี MK571 เปนสารยับยั้งกลัยโคโปรตีนชนิดนี้ 

นอกจากนี้ทางผูวิจัยยังพบอีกวาผลการทดสอบดวยวิธี MTT assayed นั้นพบวาเซลล LLCPK-1 ที่มีการแสดงออกขอ

งกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 นั้นมีคา CC50 สูงกวาเซลลควบคุมถึง 15 เทาและคาของ CC50 จะลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ(Pvalue< .001) เมื่อมีสารยับยั้งกลัยโคโปรตีนชนิดนี้จนคา CC50 ไมแตกตางกับเซลลควบคุม จึง

สามารถสรุปไดวายาทีโนโฟเวียรเปน substrate ของกลัยโคโปรตีนชนิด ABCC11 ดังนั้นถามีการยับยั้งหรือรบกวน

การทํางานของกลัยโคโปรตีนชนิดนี้อาจจะสงผลตอการขนสงยานี้ผานทางทอไตสวนตนจนอาจเกิดการสะสมของ

ยาจนทําใหเกิดพิษตอไตได 

คําสําคัญ :  ABCC11, MRP8, ATP-binding cassette subfamily C11, Tenofovir, Tenofovir disoproxil 

fumarate, TFV, TDF, Pharmacogenetics, Pharmacology, Toxicology 
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บทท่ี 1 

บทนํา(Introduction) 
1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา     

 
รูปที่ 1 แสดงสถิติของผูติดเชื้อเอชไอวีและเอดสในป 2010 ของประชากรทั่วโลก จากองคการอนามัย 

โลก 
ขอมูลจากองคการอนามัยโลกพบวาผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวีและผูปวยเอดสมีจํานวนประมาณ 31.4 - 

35.9 ลานคนทั่วโลก[1] ซึ่งการติดเชื้อก็ยังเพิ่มขึ้นในทุกๆป แตในอัตราคงที่เฉลี่ยปละ 2.5 ลานคน[1] ในขณะที่

ประเทศไทยอยูในอันดับที่ 40[2] โดยพบวามีอัตราอุบัติการณอยูที่ 1.2 % ตอป[2] ปญหาผูติดเชื้อเอชไอวี

ดังกลาวก็ยังสะสมและเปนปจจัยที่กระทบตอภาวะการเจริยเติบโตทางดาธุรกิจของทั้งประเทศที่พัฒนาแลว

ประเทศกําลังพัฒนาและประเทศดอยพัฒนา เนื่องจากเปนภาระดัานงบประมาณสาธารณสุขของแตละ

ประเทศเพราะยาที่ใชรักษาโดยสวนใหญตองนําเขาและมีราคาแพงการรักษาผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวีและผูปวย

เอดสจําเปนตองใชยาหลายขนานรวมกัน เพื่อลดปริมาณของเชื้อไวรัสในกระแสโลหิต เพิ่มระบบภูมิคุมกันของ

รางกายและลดโอกาสการติดเชื้อฉวยโอกาสทําใหผูปวยในกลุมนี้มีอัตราการตายที่ลดลงมากในปจจุบัน 

ขอจํากัดการรักษาดวยยาในผูปวยกลุมนี้ ไดแก ผลอันไมพึงประสงคที่เกิดจากยาที่ใช อันตรกิริยาระหวางยา

ดวยกัน การดื้อยาของเชื้อไวรัส ซึ่งยาทีโนโฟเวียรก็เปนยาหนึ่งในสูตรยาตานไวรัสที่ไดรับความนิยมและผลอัน

ไมพึงประสงคที่สําคัญก็คือพิษตอไต ดังนั้นถาสามารถหลีกเลี่ยงจากปจจัยเสี่ยงที่สัมพันธุกับอาการอันไมพึง

ประสงคจากยาทีโนโฟเวียรไดก็จะชวยใหผูปวยนั้นไดรับผลการรักษาที่ดี ลดคาใชจายในการรักษาอาการอันไม

พึงประสงคที่อาจเกิดขึ้นจากการใชยานี้ได การรักษาโรคติดเชื้อเอชไอวีหรือโรคเอดสในปจจุบันดวยยาสูตรผสม

ที่เรียกวา Highly active antiretroviral therapy (HAART) สามารถลดอัตราการเสียชีวิตและการติดเชื้อฉวย

โอกาสในผูติดเชื้อเอชไอวีได[3] มีผูติดเชื้อเอชไอวีสวนหนึ่งในประเทศไทยที่การรักษาดวยยาตานเอชไอวี
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ลมเหลวจากการดื้อยาในกลุม nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs)[4]หรือเกิดอาการไม

พึงประสงคจากการใชยา เชน เกิด lipodystrophy จากยา stavudine หรือ zidovudine ทําใหผูติดเชื้อเอช

ไอวีตองไดรับการเปลี่ยนแปลงสูตรยาตานเอชไอวีเปนสูตรที่มียา tenofovir มากขึ้น[4] 

 

 
รูปที่ 2 กลไกการตานเชื้อไวรัสเอชไอวีชนิดที่ 1 ของยาตานไวรัสที่มีอยูในปจจุบัน[5,6] 

 

Tenofovir เปนยาในกลุม nucleotide analogue reverse transcriptase inhibitor ที่ไดรับอนุมัติ

จากองคการอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกาในป พ.ศ. 2544 และนําเขามาจําหนายในประเทศไทยใน

ปลายป พ.ศ. 2549 [2,4] ยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir disoproxil fumarate, TDF) เปนยาตานเชื้อไวรัสเอชไอวี 

ชนิดหนึ่งที่จัดอยูในกลุม Nucleotide Analogs ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานตอ reverse transcriptase ของ

เชื้อเอชไอวี(ดังแสดงในรูปที ่2)[5] ซึ่งสามารถลดปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสโลหิตไดเปนอยางดีเมื่อใชรวมกันกับ

สูตรยาตานไวรัส ยาทีโนโฟเวียรอยูในรูปที่ไมมี ฤทธ( ิ์ Prodrug) เมื่อเขาสูรางกายจะตองใชเอ็นไซมเอสเทอเรส

(Esterase) เพื่อปลดปลอยยาใหอยูในรูปอิสระ(free tenofovir)และจะตองผานกระบวนการเติมหมูฟอสเฟต

อีก 2 ครั้ง จึงจะอยูในรูปที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา(active triphosphate form) สามารถยับยั้งการทํางานของ 

reverse transcriptase ของเชื้อไวรัสเอชไอวีได(ดังแสดงในรูปที่ 3) 
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รูปที ่3 แสดงกระบวนการ esterification และ Phosphorylation ของยาทีโนโฟเวียร[6] 

 

 
รูปที่ 4 แสดงกระบวนการขนสงยาทีโนโฟเวียรภายในเซลลหลอดไตฝอย[6,7,8] 

 

ยาทีโนโฟเวียรดูดซึมไดไมดีนัก โดยมีคาชีวประสิทธิผลประมาณ 27% เทานั้น ยานี้ขับออกทางไตใน

รูปที่ไมเปลี่ยนแปลงออกจากรางกายโดยกระบวนการ glomerular filtration รวมกับ active tubular 

secretion ประมาณ 20-30% โดยใชตัวขนสงโปรตีนหลายชนิดรวมกัน ไดแก OAT1, OAT3, MRP4[7]และ 

MRP7[8] โดยพบวาตัวขนสงโปรตีนที่นําเขายาทีโนโฟเวียรจากเลือดเขาสูเซลลทอไตคือ OAT1และ OAT3[7] 

สวนตัวขนสงโปรตีนที่ทําหนาที่ขับยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลลทอไตคือ MRP4 [7] และMRP7[8] ซึ่งมียีนที่

ควบคุมการสรางโปรตีนทั้งสองชนิดคือ ABCC4[6,7] และ ABCC10[6,8] ตามลําดับ(ดังแสดงในรูปที่ 4) เนื่องดวย
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ภายหลังที่ยานี้ไดรับการขึ้นทะเบียนจากองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาในป 2001[2] ยา 

tenofovir ก็ไดรับความนิยมในการใชรวมกับยาอื่นๆ ในสูตรยาตานไวรัสเพื่อใชรักษาผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวี

เพิ่มขึ้น โดยพบวา tenofovir มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสไดทั้งเชื้อที่ดื้อยาและไมดื้อยา[5] มีอัตราการ

ดื้อยาต่ํากวายาชนิดอื่นๆ ในกลุมเดียวกัน รวมทั้งมีผลตอระดับไขมันในเลือดและเกิด lipodystrophy ไดนอย

กวายา stavudine[9] อยางชัดเจน อาการไมพึงประสงคจากยา tenofovir ที่พบไดบอยไดแก อาการทองเสีย 

คลื่นไส อาเจียน ปวดทอง ทองอืดซึ่งเปนอาการอันไมพึงประสงคที่ไมรุนแรง แตมีรายงานอาการไมพึงประสงค

ที่รุนแรง คือ การเกิดพิษตอไต[10, 12-25] มีคา median ของระดับยา tenofovir ในเลือดสูงในกลุมที่เกิดพิษตอ

ไต[11] รายงานการเกิดพิษตอไตจากการใชยา tenofovir ไดแก ไตวายเฉียบพลันรอยละ 0.5-1.5[5-6] หลังจาก

ไดรับยา tenofovir ตั้งแตระยะเวลา 5 สัปดาหถึง 16 เดือน[19-21] และพบวาการทํางานของไตกลับปกติ

หลังจากหยุดยาอยางนอย 2-4 เดือน[21-22] มีคาการชําระครีแอทินินลดลงหลังไดรับยาตั้งแต 6 เดือน ถึง 3ป[22-

24] โดยพบวาการชําระครีแอทินิน ลดลง 10 มิลลิลิตร/นาที ในกลุมผูปวยที่ใชยา tenofovir และลดลงมากกวา

ในกลุมผูปวยที่ใชยากลุม nucleoside reverse-transcriptase inhibitor จากการติดตามผูปวยเปน

ระยะเวลา 3 ป[9] ระดับฟอสเฟตในเลือดต่ําโดยจากการศึกษาของ K Buchacz และคณะ[20] พบอุบัติการณ

ของระดับฟอสเฟตในเลือดต่ําอยูในชวง 2.0-2.4 มิลลิลิตร/เดซิลิตร เทากับ 16.7/100 person-years ในกลุม

ที่ใชยา tenofovir และเทากับ 8/100 person-years ในกลุมผูปวยที่ไมไดใชยา tenofovir เมื่อติดตามผูปวย

เปนระยะเวลา 10.9 เดือน นอกจากนี้มีรายงานกรณีศึกษาตรวจพบน้ําตาลในปสสาวะหลังใชยาประมาณ 8 

เดือน[19] และอาจพบ acute tubular necrosis ได[19,22] 

เมื่อระยะเวลาผานไปก็มีกรณีศึกษารายงานเกีย่วกับพิษตอไตของยาเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ ในประเทศไทย

เองก็เชนกัน จากการศึกษาที่ผานมาในประเทศไทยมีผูปวยจํานวน 405 คน[27-28] ในโรงพยาบาลชลบุรีที่

ไดรับการรักษาดวย ยา tenofovir เฉลี่ย 16 เดือน (ตั้งแต 8 ถึง 21 เดือน) พบวาผูปวยจํานวน 78 คนหรือ

รอยละ 19 มีการลดลงของคา GFR มากกวารอยละ 25 ขึ้นไป ตามการวิเคราะหการอยูรอดของ Kaplan-

Meier ซึ่งเปนอุบัติการณที่สูงกวาเมื่อเทียบกับการศึกษาอื่นๆไดเคยรายงานไว ทั้งนี้อาจเกิดจากความแตกตาง

ในการใหคําจํากัดความของความเปนพิษตอไตและประชากรที่ศึกษา นอกจากนี้ผูปวยสวนใหญในการศึกษานี้

เคยไดรับยาตานไวรัสมากอนเขารวมการศึกษา ซึ่งแตกตางจากการศึกษาอื่นๆ ที่ดําเนินการในผูปวยที่ไมเคย

ไดรับยาตานไวรัสมากอน คาเฉลี่ยของการลดลงของคา GFR มากกวารอยละ 25 ขึ้นไป เทากับ 28 เดือน เมื่อ

วิเคราะหสมการการถดถอยแบบพหุคูณ พบวา น้ําหนักตัวที่นอย คาดัชนีมวลกายที่ต่ํา คา GFR พื้นฐาน การ

รับประทานยาตานไวรัสกลุม protease inhibitor และ ยาที่มีพิษตอไตจะสัมพันธกับการลดลงของคา GFR 

มากกวารอยละ 25 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในชวง 2-3 ปที่ผานมา นอกจากการศึกษาดังกลาวในประเทศ

ไทยแลว ยังมีการศึกษาอื่นๆ อีก[28] โดยพบอัตราการเกิดพิษตอไตเพิ่มขึ้นในอัตราประมาณ5-18%[28] ซึ่งไกล

เคียงกับอัตราการเกิดขึ้นที่รายงานเอาไวในตางประเทศคือ 10-22%[6] โดยอัตราที่เกิดขึ้นจากการรายงาน

ดังกลาวแตกตางจากการศึกษาทางคลินิกชวงระยะที่ 3 มากกวาถึง 5 เทานอกจากนี้ยังพบวาอัตราอุบัติการณ

เกิดพิษตอไตนั้นจะเพ่ิมสูงขึ้นตามระยะเวลาการใชยาในผูปวยกลุมนี้ ความรุนแรงที่เกิดพิษตอไตจากยาทีโนโฟ

เวียรนั้นขึ้นกับการสะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลลทอไตและมีชวงของความรุนแรงของพิษตอไตกวางมาก 
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กลาวคือ สามารถเกิดไดในระดับความรุนแรงต่ําๆ ผูปวยจะมีการทํางานของไตปกติเพียงแคหยุดยา 2-3 

สัปดาห โดยไมตองการการรักษาใดๆ แตในทางกลับกันมีผูปวยบางกลุมจําเปนตองไดรับการฟอกไตและใช

เวลาการรักษายาวนานตลอดชีวิต จากรายงานพบวาพิษตอไตที่เกิดจากยาทีโนโฟเวียรนั้นสามารถเกิดขึ้นได

ภายในระยะเวลา 2-3 เดือนภายหลังไดรับยาและพิษตอไตจะเกิดขึ้นอยางตอเนื่องหากผูปวยไดรับยานี้

ตอเนื่องกันโดยไมไดหยุดยาและยังพบปจจัยเสี่ยงที่มีความสัมพันธุกับการเกิดพิษตอไต เชน อายุ (โดยพบพิษ

ตอไตมากขึ้นในผูปวยสูงอายุ) การใชยานี้รวมกับยาในกลุม Proteinase inhibitors (โดยเฉพาะอินดินาเวียร

(Indinavir)) ปจจัยทางดานพันธุกรรม(โดยเฉพาะที่เกี่ยวของกับ ABCC Transporter Protein) ผูปวยที่มี

น้ําหนักตัวนอย การใชยานี้รวมกันกับ Didanosine หรือยาอื่นๆที่มีพิษตอไต ผูปวยที่มีปริมาณของ CD4+ 

cells นอย ผูปวยที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ ซี รวมดวย และผูปวยเบาหวาน ดังจะเห็นไดวาปจจัยเสี่ยงที่

สัมพันธกับการเกิดพิษตอไตจากยาทีโนโฟเวียรนั้นมีหลายปจจัยที่เกี่ยวของ โดยเฉพาะปจจัยทางดานความ

หลากหลายทางดานพันธุกรรมในมนุษยที่มีความแตกตางกัน การศึกษาดานพยาธิกําเนิดของพิษตอไตที่เกิด

จากยาทีโนโฟเวียรนั้นยังไมมีรายงานแตเชื่อวานาจะเหมือนกันกับยาอะดีโฟเวียรและซิโดโฟเวียร[6] ซึ่งมีสูตร

โครงสรางทางเคมีเหมือนกันและจัดอยูในกลุมยาเดียวกันกับยาทีโนโฟเวียร คือ Nucleotide Analog 

Reverse Transcriptase Inhibitors(NuRTIs) กลาวคือ เมื่อมีการสะสมของยาทีโนโฟเวียรในรูปไตรฟอสเฟส

(Tenofovir Triphosphate) ในเซลลเพิ่มมากขึ้นในเซลลทอไต(renal tubular cells) เพิ่มสูงขึ้นอาจจะสงผล

ยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม DNA polymerase gamma(POLG) ของไมโตคอนเดรีย ลดการทําทําให

กระบวนการสรางโปรตีนภายในไมโตคอนเดรียถูกรบกวนและมีจํานวนลดลง ซึ่งสงผลตอกระบวนการสราง 

ATP ภายในเซลลดวยกระบวนการขนสงอิเล็กตรอน(electron transportation chain reaction) ซึ่ง ATP 

เปนแหลงพลังงานของเซลลสําคัญยิ่ง ผลดังกลาวอาจสรางความเครียดใหกับไมโตคอนเดรีย สงผลกระตุนให

เกิดการตายของเซลลทอไตโดยการหลั่ง Cytohrome C และ Apoptotic Inducing Factors อื่นๆ[6](ดัง

แสดงในรูปที่ 5) 

 
รูปที่ 5  แสดงกลไกลของยาทีโนโฟเวียรในการยับยั้งการทํางานของ DNA polymerase-  ในไมโตคอนเดรีย

(Mitochondria)[6,28] 
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นอกจากนี้ยังมีการศึกษาทีพ่บพยาธิสภาพของเซลลทอไตโดยตรวจยอมชื้นเนื้อของเซลลทอไตที่ไดจาก

การตัดชิ้นเนื้อในผูปวยที่เกิดพิษตอไตจากยาทีโนโฟเวียร   แลวศึกษาชิ้นเนื้อดังกลาวภายใตกลองจุลทรรศน

กําลังขยายสูงพบวามีการตายของเซลลทอไตจํานวนมากและนอกจากนี้ยังพบขนาดของไมโตคอนเรียที่ใหญขึ้น

และมีขนาดที่แตกตางกันอยูเกาะกันเปนกลุม(ดังแสดงในรูปที่ 6)[6,29] ผูทําการศึกษาจึงสรุปผลการศึกษา

ดังกลาววาความเปนพิษตอไตของยาทีโนโฟเวียรนาจะสงมาจากพิษโดยตรงตอไมโตคอนเรีย(direct toxic 

effects)[6-7,29-31] เหมือนกับยาอื่นๆ ที่อยูในกลุมเดียวกันและมีโครงสรางทางเคมีเหมือนกัน ซึ่งไดแก ซิโดโฟ

เวียร(Cidofovir)และอะดิโฟเวียร(Adefovir)[7,30-31] 

 
รูปที่ 6 แสดงพยาธิสภาพขยายของชิ้นเนื้อเซลลทอไตในผูปวยที่เกิดพิษตอไตภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย

สูง[6-7,29-31] 

ABCC หรือ ATP binding cassette subfamily C เปน subclass ของ ATP binding cassette 

(ABC) transporters[30,32-35] โดยพบไดตั้งแต archaea จนถึงในมนุษย[30,32] โครงสรางของ functional 

protein ประกอบดวย 4 โดเมน ไดแก 2 โดเมนที่อยูบนเซลลเมมเบรน  (2 transmembrane domains) 

และอีก 2 โดเมนอยูในไซโตพลาสซึมภายในเซลล (2 cytosolic domains) หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา ATP 

binding domains(ดังแสดงในรูปที่ 7)[30, 32-36] โดยปกติแลวตัวโปรตีนขนสงในกลุมนี้จะทําหนาที่หลายอยาง

ตั้งแตการขนสง organic ions, endogenous substances จนถึงการขนสงยาบางชนิดเขาและออกจากเซลล
[30,32-37] มีสมาชิกทั้งหมด 12 ชนิด  (ดังแสดงในตารางที่ 1) และมีการกระจายอยูตามเนื้อเยื่อตางๆ ในรางกาย

มนุษย(ดังแสดงในตารางที่ 2) แตจากการศึกษาพบวามีโปรตีนขนสง(Transporter protein) ที่พบวาทําหนาที่

ในการขนสงยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลลทอไตนั้นมีอยู 2 ชนิด คือ MRP4(Multi-drug resistance protein 

4)[6-8] และ MRP7[8] (Multi-drug resistance protein 4) อยูในกลุม ABCC (ATP- binding cassette 

subtype C subfamily) transporter proteins[30,32-36] ซึ่งจัดเปนโปรตีนขนสงที่อยูบน apical side ของ

เซลลทอไต โดยปกติแลวตัวโปรตีนขนสงดังกลาวจะทําหนาที่หลายอยางตั้งแตการขนสง organic ions, 

endogenous substances จนถึงการขนสงยาบางชนิดออกจากเซลลซึ่งรวมถึงยาทีโนโฟเวียรดวย  
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ตารางที ่1 แสดง Nomenclature และคุณสมบัติบางประการของ human MRP (ABCC) genes และ 

MRP (ABCC) proteins[30] 

 

 
รูปที่ 7 แสดงการเรียงตัว(configuration) ของโปรตีนขนสง ABCC บนเซลลเมมเบรน[30, 32-35] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8 

 

ตารางที ่2 แสดงการกระจายของ ABCC transporter protein บนเซลลของอวัยวะตางๆ ในมนุษย[38] 

 

 
การศึกษาหนาที่ของโปรตีนขนสงที่ทําหนาที่ขนสงยา tenofovir นั้น Ray AS และคณะ[39] 

ทําการศึกษาทดลองเกี่ยวกับบทบาทหนาที่ของโปรตีนขนสง(Transporter proteins) ชนิด P-glycoprotein 

โดยผูวิจัยไดออกแบบการทดลองโดยใช Mardin darby kidney cell line(MDKCII) แลวปลูกถาย P-

glycoprotein ลงในเซลลเมมเบรน จากนั้นวัดการทําหนาที่ของตัวโปรตีนขนสง P-glycoprotein ดวยการวัด

ปริมาณของแคลซีน(Calcein) ในเซลลดังกลาวในสภาวะที่มี substrate ของตัวโปรตีนขนสง P-glycoprotein 

ซึ่งในการทดลองนี้ใชเวอราพามิล(Verapamil) เทียบกับยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ซึ่งผลการทดลองพบวา ใน

สภาวะที่มี substrate ของตัวโปรตีนขนสงชนิด P-glycoprotein คือ เวอราพามิล (Verapamil) นั้นจะมีการ

สะสมของแคลซีน(Calcein) ในเซลล MDKCII เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติตามปริมาณของ substrate 

ที่เพิ่มสูงขึ้น แตในทางกลับกันไมพบความแตกตางการสะสมของแคลซีน(Calcein) ในเซลล   Mardin darby 

kidney cell line(MDKCII) ของการทดลองที่ใชยาทีโนโฟเวียรในขนาดปริมาณที่แตกตางกัน(ดังแสดงในรูปที ่

8) 
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รูปที่ 8 กราฟแทงแสดงปริมาณของแคลซีน (Calcein) ภายในเซลล   Mardin darby kidney cell 

line(MDKCII) ในสภาวะที่มีเวอราพามิล(Verapamil) และทโีนโฟเวียร (Tenofovir) เปน substrate 

 

นอกจากนี้ผูวิจัยไดออกแบบการทดลองเพ่ือสนับสนุนการทดลองกอนหนา โดยวัดการใชพลังงาน ATP 

ในรูปของ ATPase activity ซึ่งจะสูงขึ้นในสภาวะที่ตัวโปรตีนขนสงนั้นมีความเฉพาะเจาะจงกับsubstrate ที่

ใสลงไปในระบบ ซึ่งในการทดลองนี้ผูวิจัยเลือกใช insect vesicle cell ที่มี over expression ของตัวโปรตีน

ขนสงชนิด P-glycoprotein โดยเปรียบเทียบยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) กับยาเวอราพามิล(Verapamil) ซึ่ง

ผลการทดลองพบวามี ATPase activity สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในเซลลที่มีเวอราพามิล(Verapamil) 

เปน substrate เมื่อเทียบกับเซลลที่มียาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) เปน substrate กับพบวา ATPase activity 

ไมมีการเปลี่ยนแปลงใดๆ      (ดังแสดงในรูปที่ 9) ดังนั้นจากผลการทดลองสรุปไดวาโปรตีนขนสงชนิด P-

glycoprotein ไมมีบทบาทใดๆ เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต 

 
รูปที่ 9 กราฟแทงแสดง ATPase activity ในสภาวะที่มียาทีโนโฟเวียร(Tenofovir)และยาเวอราพามิล

(Verapamil) เปน substrate 
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ในขณะเดียวกัน Ray AS และคณะ [39] ทําการศึกษาโดยผูวิจัยไดออกแบบการทดลองบทบาทหนาที่

ของตัวโปรตีนขนสงชนิด MRP2 วามีบทบาทหนาที่เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลลทอไต

หรือไม โดยผูวิจัยไดออกแบบการทดลองโดยใช Mardin darby kidney cell line(MDKCII) แลวปลูกถายตัว

โปรตีนขนสงชนิด MRP2 ลงในเซลลเมมเบรนของเซลลชนิดดังกลาว ผูวิจัยวัดผลการทดลองโดยดูปริมาณ

สะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลลชนิดดังกลาวในสภาวะที่มีและไมมีสารยับยั้งการทํางานของตัวโปรตีนขนสง

ชนิด MRP2 ซึ่งในการทดลองนี้ใชโพรเบนเนซิด(Probenecid) เปนสารยับยั้ง ซึ่งผลการทดลองพบวาปริมาณ

สะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลลที่มีหรือไมมีตัวยั้ยยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP2 ไมแตกตางกัน

(ดังแสดงในรูปที่ 11) 

 
รูปที ่10  กราฟแทงแสดงปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลล Mardin darby kidney 

cellline(MDKCII) ที่มีและไมมีสารยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP2 

เปรียบเทียบกับเซลลที่ไมมีการปลูกถายตัวโปรตีนขนสงชนิด MRP2 

นอกจากนี้ทีมผูวิจัยไดออกแบบการทดลองเพ่ือสนับสนุนการทดลองโดยวัดการใชพลังงาน ATP ในรูป

ของ ATPase activity ซึ่งจะสูงขึ้นในสภาวะที่ตัวโปรตีนขนสงนั้นมีความเฉพาะเจาะจงกับ substrate ที่ใสลง

ไปในระบบ ซึ่งในการทดลองนี้ผูวิจัยเลือกใช insect vesicle cell ที่มี over expression ของตัวโปรตีนขนสง

ชนิด MRP2 โดยเปรียบเทียบยาทีโนโฟเวียร (Tenofovir) กับโพรเบนเนซิด(Probenecid) ซึ่งผลการทดลอง

พบวามี ATPase activity สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในเซลลที่มียาโพรเบนเนซิด(Probenecid) เปน 

substrate เมื่อเทียบกับเซลลที่มียาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) เปน substrate กับพบวา ATPase activity ไมมี

การเปลี่ยนแปลงใดๆ(ดังแสดงในรูปที่ 12) ดังนั้นจากผลการทดลองสรุปไดวาโปรตีนขนสงชนิด MRP2 ไมมี

บทบาทใดๆ เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต(ดังแสดงในรูปที่ 12) ดังนั้น

จากผลการทดลองสรุปไดวาโปรตีนขนสงชนิด MRP2 ไมมีบทบาทใดๆ เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร

(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต 
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รูปที่ 11 กราฟแทงแสดง ATPase activity ในสภาวะที่มียาทีโนโฟเวียร(Tenofovir)และโพร

เบนเนซิด(Probenecid) เปน substrate ในเซลล MRP2-overexpressed 

 

นอกจากนี้ผูวิจัยไดออกแบบการทดลองเพ่ือทดสอบผลสรุปที่ไดสรุปเอาไวกอนหนาวา MRP2 ไมไดทํา

หนาที่ขนสงยา tenofovir โดยใช Sf9 insect vesicle cell ที่มี over expression ของโปรตีนขนสงชนิด 

MRP2 โดยวัดผลการทดลองจากอัตราการ uptake ของเอสตราไดออล กลูคิวโรไนน(Estradiol-glucuronide) 

เทียบกับยาทีโนโฟเวียร (Tenofovir) ภายใตสภาวะการทดสอบที่มีหรือไมมี ATP ซึ่งการทดลองนี้พบวาอัตรา

การ uptake ของเอสตราไดออล กลูคิวโรไนน(Estradiol glucuronide)เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

เมื่อเทียบกับในสภาวะที่ไมมี ATP ในทางตรงกันขามอัตราการ uptake ยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ไม

แตกตางกันทั้งในสภาวะที่มีหรือไมมี ATP ดังนั้นจะเห็นไดวาโปรตีนขนสงชนิด MRP2 ไมไดมีบทบาทที่

เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต(ดังแสดงในรูปที่ 12) 

 
รูปที ่12  กราฟเชิงเสนแสดงอัตราการ uptake ของยาเอสตราไดออล กลูคิวโรไนน(Estradiol 

glucuronide) เทียบกับยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในสภาวะที่มีหรือไมม ีATP 
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Ray AS.และคณะ [39] ไดทําการศึกษาโดยออกแบบการทดลองบทบาทหนาที่ของตัวโปรตีนขนสงชนิด 

MRP4 วามีบทบาทหนาที่เก่ียวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไตหรือไม โดย

ผูวิจัยไดออกแบบการทดลองโดยใชเซลล CEM-R1 ที่ม ีover expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP4 โดย

วัดปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ภายในเซลลดังกลาวเปรียบเทียบกันภายใหสภาวะที่มีหรือไม

มีตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสง ซึ่งในการทดลองนี้ใชMK571 เปนตัวยับยั้งการทํางานของ MRP4 และ

เปรียบเทียบกับเซลลปกติท่ีไมม ีover expressionของ MRP4 จากผลการทดลองพบวามีปริมาณสะสมของยา

ทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในเซลลดังกลาวแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในเซลลที่ม ี over expression 

ของ MRP4 และมีตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงคือ MK571 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติและเซลลที่

ไมมีตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสง(ดังแสดงในรูปที่ 13) 

 

 

 

 
รูปที ่13  กราฟแทงแสดงปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียรภายในเซลล CEM-R1 ที่มี over 

expression ของโรปตีนขนสงชนิด MRP4 ในสภาวะที่มีหรือไมมี MK571 ซึ่งใชเปนตัวยับยั้ง

การทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP4 

 

ผูวิจัยออกแบบการทดลองเพื่อศึกษาหาบทบาทที่เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) 

ออกจากเซลลทอไต โดยการนําเซลล Sf9 ที่ม ีover expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP4 และวัดปริมาณ

การ uptake ของ ทีโนโฟเวียรภายใตสภาวะที่มีหรือไมมี ATP และตัวยับยั้งการทํางานของตัวขนสงโปรตีน

ชนิด MRP4 ซึ่งในการทดลองนี้ใช Dipyridamole เปรียบเทียบกัน จากผลการศึกษานั้นพบวาเซลล Sf9 ที่ม ี

over expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP4 มีปริมาณการ uptake ของยาทีโนโฟเวีรย(Tenofovir) 

มากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล Sf9 ที่ใชเปนกลุมควบคุมและเซลล Sf9 ที่ม ี

Dipyridamole และ/หรือ ไมม ีATP(ดังแสดงในรูปที่ 15) จากผลการทดลองเกี่ยวกับบาบาทหนาที่ของโปรตีน
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ขนสงชนิด MRP4 ทั้งสองการศึกษาจะพบวา MPR4 มีบทบาทหนาที่ที่เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร

(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต 

 

 

 
 

รูปที ่14  กราฟแทงแสดงปริมาณการ uptake สะสมของยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ภายในเซลล   

Sf9 insect vesicle cell ที่ม ีover expression ของโรปตีนขนสงชนิด MRP4 ในสภาวะที่มี

หรือไมมี ATP และ Dipyridamole ซึ่งใชเปนตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด 

MRP4 

 

ในป 2011 มีการคนพบโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ซึ่งเปนโปรตีนขนสงชนิดใหมที่พบวามีความ

เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต ซึ่งการศึกษานี้ Pushpakom SP และ

คณะ[8] ไดนําเซลล HEK293 มาปลูกถายดวยโปรตีนขนสงชนิด MRP7 จากนั้นนําเซลลHEK293 ไป incubate 

ในสารละลายยาทีโนโฟเวียร จากนั้นวัดปริมาณยาทีโนโฟเวียร (Tenofovir) สะสมภายในเซลล ภายใตสภาวะ

ที่มีหรือไมมีตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ซึ่งในการศึกษานี้ใช เซฟาแรนทีน

(Cepharantine) เปรียบเทียบกัน จากผลการศึกษาพบวาในเซลลHEK293 ที่มี over expression ของโปรตีน

ขนสงชนิด MRP7 และมีเซฟาแรนทีน(Cepharantine) จะมีการสะสมของยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ภายใน

เซลลสูงกวาเซลล HEK293 ที่มี over expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 แตไมมีเซฟาแรนทีน

(Cepharantine) และเซลล HEK293 ที่ไมมี over expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP7(ดังแสดงในรูปที ่

16) นอกจากนี้ผูวิจัยไดนําเซลล T-lymphocytes CD4+ และ Monocyte derived macrophage(MDM) 

มาศึกษาทดลองเนื่องจากพบ over expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ดวยเชนกันในการศึกษานี้ไมได

ใชตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 แตจะใชการ knockdown โปรตีนขนสงชนิด MRP7 ดวย

วิธีการ siRNA แลววัดปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในเซลลเปรียบเทียบกัน จากการศึกษา

ทดลองพบวาเซลลที่มีการ knockdown โปรตีนขนสงชนิด MPR7 ดวย siRNA จะพบปริมาณการสะสมของยา
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ทีโนโฟเวียร( Te n o f o v i r ) ในเ ซ ลล T-lymphocytes(CD4+) และ Monocyte derived 

macrophage(MDM) สูงกวาเซลลที่ไมมีการ knockdown โปรตีนขนสงชนิด MRP7 ดวย siRNA อยางมี

นัยสําคัญทางสถิต(ิดังแสดงในรูปที ่17) 

 
รูปที ่15  กราฟแทงแสดงสัดสวนของปริมาณสะสมยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในเซลล HEK293 ที่มี

ปลูกถายโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ภายใตสภาวะที่มีและไมม ีเซฟาแรนทีน(Cepharanthine) 

ที่ใชเปนตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 

 

 
รูปที ่16  กราฟแทงแสดงสัดสวนของปริมาณสะสมยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในเซลล HEK293 ที่มี

ปลูกถายโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ภายใตสภาวะที่มีและไมม ีเซฟาแรนทีน(Cepharanthine) 

ที่ใชเปนตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 

สําหรับการศึกษาดาน Genetic Polymorphisms นั้น Kiser JJ. และคณะ[40] ไดทําการศึกษา 

Single Nucleotide Polymorphisms(SNPs) ของยีน SCL22A6, ABCC2 และ ABCC4 ในผูปวยเอชไอวี

จํานวน 30 ราย โดยเลือกอัลลีนที่มีการรายงานเอาไววามี variant มากกวา 5% ขึ้นไป ไดแก SCL22A6 

(728G>A, 453 G>A), ABCC2(-24C>T and 1249G>A)และ ABCC4(3463 A>G,4131T>G) อยางละ 2 

ตําแหนง จากนั้นเปรียบเทียบความเขมขนของยาทีโนโฟเวียรภายในเซลลเม็ดเลือดขาว(peripheral blood 

mononuclear cells, PBMCs) ซึ่งผลการศึกษาพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเพียงตําแหนงเดียว

คือ ABCC4(3463 A>G) พบ median concentration ของยาทีโนโฟเวียรภายในเซลลสูงกวา 35% เมื่อเทียบ

กันระหวางผูปวยเอชไอวีที่มี variant type กับ wild type(ดังแสดงในรูปที่ 18) 
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รูปที ่17  แสดงคามัธยฐานของความเขมขนของยาทีโนโฟเวียรภายในเซลล PBMCs ในผูปวยเอชไอวีที่

ม ีvariant type ที่ตําแหนง ABCC4(3463 A>G) เทียบกับ wild type 

 

Izzedine H. และคณะ[41] ไดศึกษาผลของ SNPs ของยีน ABCC2 และ ABCC4 ในผูปวยเอชไอวี

จํานวน 30 ราย โดยผูวิจัยแบงผูปวยออกเปนสองกลุมคือ กลุมที่ไมมีการทํางานของไตที่ผิดปกติจํานวน 17 

ราย และกลุมที่มีการทํางานของไตผิดปกติจํานวน 13 ราย แลวนําเลือดของผูปวยทั้งสองกลุมมาศึกษา 

genetic variations โดยเลือกตําแหนงตางๆ บนยีน(ดังแสดงในรูปที่ 19) ซึ่งจากผลการศึกษาพบวา SNPs 

ของยีน ABCC2 และ ABCC4 ที่ตําแหนง 1249 G> A และ 669C>T ตามลําดับ ของแตละยีนเพียงตําแหนง

เดียวเทานั้นที่พบในผูปวยเอชไอวีที่มีการทํางานของไตผิดปกติมากกวายางมีนัยสําคัยทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุม

ที่มีการทํางานของไตปกต(ิดังแสดงตารางที ่1 และ 2) 

 
รูปที ่18  แสดงตําแหนงของ SNPs บนยีน ABCC2 และ ABCC4 ที่ Izzedine H. และคณะ[40] นํามา

ศึกษา genetic variations 
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ตารางที ่3 แสดงผลการศึกษา genetic variation ของ SNPs บนยีน ABCC2 ที่ตําแหนง 1249 G>A 

ในผูปวยเอชไอวี 30 ราย 

 
ตารางที ่4 แสดงผลการศึกษา genetic variation ของ SNPs บนยีน ABCC4 ที่ตําแหนง 669 C>T ใน

ผูปวยเอชไอวี 30 ราย 

 
นอกจากนี้ Izzedine H. และคณะ[41] ไดนํา SNPs ของแตละตําแหนงบนยีน ABCC2 มาวิเคราะห

แบบ SNPs haplotype ซึ่งจากผลการวิเคราะหพบวาถาผูปวยเอชไอวีที่มี haplotypes แบบ CATC บนยีน 

ABCC2 ที่ตําแหนง 5’-UTR/exon 10/exon 25/exon 28 จะมีความเสี่ยงตอการเกิดพิษตอไตสูงกวาผูปวย

เอชไอวีที่มี SPNs haplotype แบบอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิต(ิp<0.01)(ดังแสดงในตารางที ่3) 

 

ตารางที ่5  แสดงผลการศึกษา genetic variation ของ SNPs haplotype บนยีน ABCC2 ที่ตําแหนง 

5’-UTR/exon 10/exon 25/exon 28 ในผูปวยเอชไอวี 30 ราย 
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Pushpakom SP และคณะ[8] ทําการศึกษา genetic variations ในผูปวยเอชไอวี จํานวน 115 ราย 

ผูวิจัยแบงผูปวยออกเปนสองกลุม คือ กลุมที่มีการทํางานของไตผิดปกติ จํานวน 19 รายและการทํางานของไต

ปกต ิ96 ราย และผูวิจัยเลือกตําแหนงของยีน ABCC10 จํานวน 14 ตําแหนงมาวิเคราะห(ดังแสดงในรูปที่ 20) 

ซึงผลการวิเคราะหหาความสัมพันธุพบวาที่ตําแหนง 43404511 A>G เพียงตําแหนงเดียวที่แสดงความสัมพันธุ

กับความผิดปกติของการทํางานของไตที่มีนัยสําคัญทางสถิติ(p<0.02) นอกจากนี้ผูวิจัยไดวิเคราะหขอมูลแบบ 

extended haplotypes ระหวางยีน ABCC10 และ ABCC2 พบวา ถาผูปวยเอชไอวีมี extended 

haplotype แบบ GGC-CGTC จะมีความเสี่ยงตอการเกิดพิษตอไตสูงกวา wild type ถึง 3 เทา(ดังแสดง

ตาราง 4) 

 

 
รูปที่ 19  แสดงตําแหนง SNPs บนยีน ABCC10 ที่ Pushpakom SP และคณะ ทําการศึกษา 

genetic variations 

 

ตารางที ่6 แสดงผลการศึกษา genetic variation ของ SNPs haplotype บนยีน ABCC10 ที่ตําแหนง 

rs9349256, rs2125739 และการวิเคราะหแบบ SNPs haplotype ในผูปวยเอชไอวี 115 

ราย 
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ตารางที ่7 แสดงผลการศึกษา genetic variation ของ extended SNPs haplotype บนยีน ABCC10 

- ABCC2 ในผูปวยเอชไอวี 115 ราย 

 
จากผลการศึกษาขางตนเกี่ยวกับการขนสงยาทีโนโฟเวียรในเซลลหลอดไตฝอยนั้นพบวา renal 

organic anion transporter ชนิด 1 และ 3 ( hOAT1 และ hOAT3) เกี่ยวของกับการขนสงยา tenofovir 

เขาสูเซลลทอไตสวนตนกอนที่จะขับออก ซึ่งกลัยโคโปรตีน hOAT1 เปนระบบขนสงหลักและ hOAT3 เปน

ระบบเสริม[6,29,48] ทําใหมีผลตอการสะสมยา tenofovir บริเวณเซลลทอไตสวนตน(proximal tubules) อาจ

นํานําไปสูความเปนพิษตอเซลลไตได นอกจากนี้ยังพบวามีกลัยโคโปรตีนอีกหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการขับ

ออกของยา tenofovir จากเซลลทอไตสวนตน เชนABCC4(MRP4)[6] และ ABCC10(MRP7)[8] ซึ่งเปนกลัยโค

โปรตีนทําหนาที่ขจัดยา tenofovir จากเซลลทอไตสวนตนออกสู tubular lumen มีบทบาทสําคัญในการ

สะสมของยา tenofovir [6,8,28] ในเซลลทอไต ซึ่งการสะสมของยา tenofovir ในเซลลทอไตสวนตนจนทําให

เกิด mitochondria toxicity[7,29,45-47] เปนกลไกที่คาดวานาจะกอใหเกิดการตายของเซลลแบบ Apoptosis 

เหมือนกับยา Adefovir[7,29,45] ซึ่งมีโครงสรางที่คลายกัน ในสวนของการศึกษาที่หาความสัมพันธุทางดานเภสัช

พันธุศาสตร(SNPs, single nucleotide polymorphism) ของ ABCC transporter protein กับผลการเกิด

พิษตอไตของยา tenofovir นั้น มีมากขึ้นเรื่อยๆ นอกจากการศึกษาขางตนแลว[8,40-41] ยังมีการศึกษาอื่นๆ อีก
[42-44] ที่พยายามอธิบายความสัมพันธดังกลาว แตผลการศึกษานั้นยังขัดแยงกันอยูเพราะพบทั้งความสัมพันธุใน

เชิงบวกและเชิงลบ แตสวนใหญผลจะออกมาในทางที่ไมมีนัยสําคัญทางสถิติ[42] ซึ่งผูวิจัยไดใหขอเสนอแนะ

เอาไวนาสนใจวา การเกิด SNPs หรือ single nucleotide polymorphism นั้นเทาที่มีรายงานอาจไมใช

ตําแหนงที่สําคัญ[42-43] หรืออาจมี pathway อื่นๆ ที่สามารถขับยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลลทอไตฝอยได เชน 

อาจมีตัวขนสงกลัยโคโปรตีนชนิดอื่นๆ อีก เปนตน ABCC11 หรือมีอีกชื่อหนึ่งวา MRP8 เปนกลัยโครโปรตีน

ขนสงซึ่งคนพบใหมในกลุม ATP-binding cassette subfamily C[30,32-34,49-52] โครงสรางของ transporter 

protein มีความ คลายคลึงกับ ABCC4(MRP4), ABCC5(MRP5) และABCC12(MRP9)[49-51] โดยถาเทียบกัน

ระหวาง ABCC4(MRP4) และ ABCC5(MRP5) โดยดูจากความเหมือนทางดานโครงสรางการเรียงตัวของ

กรดอะมิโนพบวา ABCC11(MRP8) มีความไกลเคียงกับ ABCC5(MRP5) อยูมาก แตในขณะเดียวกันกับพบวา

มีความเหมือนกันของ substrate กับ ABCC4(MRP4) มากกวา[51-52,54] สําหรับ ABCC11 (MRP8) 

transporter protein ถูกคนพบในป 2001[52] ซึ่ง encoded โดย abcc11 gene บนโครโมโซมคูที่ 16 
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ตําแหนง 16q12 [30,32-35,49-52] ซึ่งเปนตําแหนงเดียวกันกับที่ encoded MRP9 แตมีความตางที่ splicing 

variance มี 30 exon[53] และพบวาถาเทียบกันแบบ tail-to-head จะมีความตางกันระหวาง MPR8 และ 

MRP9 อยูประมาณ 20 kb ของ nucleotide sequences [49-51] จากการศึกษาพบวา ABCC11 transporter 

protein กระจายอยูทั่วไปในอวัยวะตางๆ ของรางกายมนุษยแตมีจํานวนนอยมาก ยกเวน ในสมอง ตับ ลําใส

ใหญ มาม ตอมลูกหมาก อัณฑะและไต[38, 54-55] ทําหนาที่ขนสงสารที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเมตาบอลิซึมใน

รางกาย เชน cyclic neucleotides[49,52,54-56] (cAMP และ cGMP), folic acid, LCT4[57] หรือ ขนสงสารบาง

ชนิด [52, 56-58] เชน conjugated billirubin, bile acid, DHEAS, E13S, E217BG นอกจากนี้ยังพบวามี

ความสามารถในการขับยาบางชนิดออกจากเซลลได เชน methotrexate [57-58], premetrexate[58], 5-

FU[54,58], FdUMP, ddC, Ara-C และ PMEA[58] ในสวนของสารที่มีความสามารถในการยับยั้งการทํางานของ 

ABCC11 transporter protein ไดแก indomethacin, probenecid และ taurocholic acid[47](ดังแสดงใน

ตารางที่ 6) นอกจากนี้ ABCC11 transporter protein ยังมีการศึกษากันอยางขวางขวางในชวง 20 ปที่ผาน

มาเพ่ือหาหนาที่และความสัมพันธุทางดานคลินิกตอเนื่องเปนลําดับ 

 

ตารางที ่8 ตารางแสดงคุณลักษณะพ้ืนฐานของ ABCC11 transporter protein[38, 49,52,53-58] 

 
ABCC11(MRP8) transporter protein เปน transmembrane transporter มีการจัดเรียงตัวของ

โปรตีนบนเซลลเมมเบรนเหมือนกับ transporter protein ตัวอื่นๆ ที่อยูใน subfamily C เดียวกัน คือ 

ประกอบไปดวย 2 transmembrane domains และ 2 intracellular nucleotide binding domains ใน

แตละ transmembrane domain จะประกอบดวย 6 loop ของสายโปรตีน ABCC11(MRP8) จัดเปน 

glycosylate protein ซึ่งมีอยู 2 ตําแหนง ไดแก 838 และ 844 บนasparagine[53] ในลําดับของกรดอะมิโน

บนสายของโปรตีน(ดังแสดงในรูปที่ 21) ABCC11 transporter protein มี mutation ที่รายงายเอาไวใน

หลายตําแหนง แตตําแหนงที่ไดรับความสนใจและมีความสําคัญ คือ ตําแหนงที่ 180 กรดอะมิโน glycine ถูก

แทนทีด่วย arginine พบมากในAfrican american พบนอยในเอเชีย(ดังแสดงในรูปที่ 20) การเกิด mutation 

ที่ตําแหนงนี้เกิดจากpolymorphism ของ abcc11 encoding gene ที่ตําแหนง 538 G>A จากการศึกษา

พบวาการเกิด mutation ที่ตําแหนงดังกลาวจะทําให transporter activity นั้นเพิ่มสูงขึ้น สัมพันธุกับการเกิด 
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axillary osmidrosis, wet earwax type, colostrum secretion[53-54] และการดื้อตอยาบางชนิดที่ใชรักษา

มะเร็งเตานม เชน methotrexate และ premetrexate[55] 

 
รูปที่ 20  แสดง allele frequency distribution ของ ABCC11 SNP538 G>A[47] 

 
รูปที่ 21 แสดงการเรียงตัว(configuration) และ mutation ของโปรตีนขนสงชนิด ABCC11[53] 

 

ในสวนการศึกษาที่เกี่ยวของถึงการศึกษาหนาที่ของโปรตีนขนสง ABCC11 นั้น Guo Y และคณะ[61] 

ทําการศึกษาทดลองเกี่ยวกับบทบาทหนาที่ของโปรตีนขนสง(Transporter proteins) ชนิดABCC11 ที่

เกี่ยวของกับการขนสง cAMP, cGMP โดยผูวิจัยไดออกแบบการทดลองโดยใช Pig kidney cell line(LLC-

PK1) แลวปลูกถาย ABCC11 ลงในเซลลเมมเบรน จากนั้นวัดการทําหนาที่ของตัวโปรตีนขนสง ABCC11 ดวย

การวัดปริมาณสะสมของ cAMP ในเซลลดังกลาวในสภาวะที่มีและไมมีForskolin ซึ่งเปนสารที่ใชเพิ่มปริมาณ

ของ cAMP ภายในเซลล ผูวิจัยวัดปริมาณสะสมของ cAMPดวยวิธี ELISA จากผลการทดลองพบวาในเซลลที่ม ี

ABCC11 overexpression มีปริมาณสะสมของcAMP ภายในเซลลที่มีหรือไมมี cAMP stimulant นั้นนอย
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กวาในเซลลควบคุม 28% และ 34% ตามลําดับ (ดังแสดงในตารางที่ 8) แตในทางกลับกันพบวามีปริมาณของ 

cAMP ภายนอกเซลลสูงกวา (ดังแสดงในรูปที่ 3) 

 

ตารางที ่9 ตารางแสดงปริมาณของ cAMP ภายในเซลล Pig kidney cell line(LLC-PK1) ในสภาวะที่มี 

Forskolin ซึ่งใชเปนสารเพิ่มปริมาณของ cAMP ภายในเซลล 

 
 

 
รูปที่ 22  แสดงปริมาณของ cAMP ภายนอกเซลล Pig kidney cell line(LLC-PK1) ในสภาวะที่มี 

Forskolin ซึ่งใชเปนสารเพิ่มปริมาณของ cAMP ภายในเซลล 

 

ตารางที ่10 ตารางแสดงปริมาณของ cGMP ภายในเซลล Pig kidney cell line(LLC-PK1) ในสภาวะที่มี 

SIN-1A ซึ่งใชเปนสารเพิ่มปริมาณของ cGMP ภายในเซลล 

 
 

จากนั้นวัดการทําหนาที่ของตัวโปรตีนขนสง ABCC11 ดวยการวัดปริมาณสะสมของ cGMP ในเซลล

ดังกลาวในสภาวะท่ีมีและไมม ีSIN-1A ซึ่งเปนสารที่ใชเพิ่มปริมาณของ cGMP ภายในเซลล    ผูวิจัยวัดปริมาณ
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สะสมของ cGMP ดวยวิธี ELISA จากผลการทดลองพบวาในเซลลที่มี ABCC11overexpression มีปริมาณ

สะสมของ cGMP ภายในเซลลที่มีหรือไมมี cGMP stimulant นั้นนอยกวาในเซลลควบคุม 35% และ 43% 

ตามลําดับ แตในทางกลับกันพบวามีปริมาณของ cGMP ภายนอกเซลลสูงกวา 14% และ 26% ตามลําดับ (ดัง

แสดงในตารางที่ 9)ผูวิจัยไดทําการศึกษาเกี่ยวกับผลของตัวโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 กับ Drug sensitivity 

โดยใช MTT cytotoxic assay เทียบกันระหวาง Pig kidney cell line(LLC-PK1) ที่มี ABCC11 

overexpression และเซลลควบคุม จากผลการศึกษาพบวา LLC-PK1-ABCC11 overexpression ดื้อตอยา 

PMEA, ddC, 5-FUra, 5-FdUrd และ 5-dFUrd แตไมพบการดื้อตอยาชนิดอื่นๆ(ดังแสดงในตารางที ่10) 

 

ตารางที ่11 ตารางแสดงความไวตอยาของ LLC-PK1-ABCC11 overexpression เทียบกับเซลล 

   ควบคุม 

 
ผูวิจัยแสดงผลการวิเคราะหการดื้อตอยา PMEA, ddC และ 5-FU ของเซลล LLC-PK1-ABCC11 

overexpression เทียบกับเซลลควบคุม โดยพบวาการดื้อตอยาตางๆ ขอเซลลชนิดนี้สามารถเกิดขึ้นไดตั้งแต

ความเขมขนต่ําๆ แตความแตกตาจะมีชวงกวางขึ้นในความเขมขนของยาที่สูงขึ้นตามลําดับ(ดังแสดงในรูปที ่

23) 

 

 
รูปที่ 23 แสดงความไวของ LLC-PK1-ABCC11 overexpression ตอ PMEA, ddC และ 5-FU ที ่

  ระดับความเขมขนของยาตางๆ กัน 

 

ผูวิจัยศึกษาผลของตัวโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 ตอการดื้อยา PMEA ในเซลล   LLC-PK1-ABCC11 

overexpression โดยวัดปริมาณสะสมของ [3H]PMEA ภายในและภายนอกเซลล เทียบกับเซลลควบคุม โดย

พบวาปริมาณสะสมของ [3H]PMEA ภายในเซลล LLC-PK1-ABCC11 overexpression มีนอยกวาแตในขณะที่
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ปริมาณสะสมภายนอกเซลลมีมากกวาเมื่อเทียบกับเซลลควบคุม (ดังแสดงในรูปที่ 24) ดังนั้นบทบาทของตัว

ขนสงโปรตีน ABCC11 ในการดื้อตอยา PMEA ของเซลล LLC-PK1-ABCC11 overexpression เกี่ยวของกับ

การทีต่ัวขนสงโปรตีน ABCC11 สามารถขับยาออกจากเซลลได 

 
รูปที่ 24 แสดงปริมาณสะสมของ PMEA ภายนอกและภายในเซลล LLC-PK1-ABCC11 overexpression 

และเซลลควบคุมที่เวลาตางๆ กัน(A; intracellular PMEA concentration และ B;extracellular PMEA 

concentration) 

นอกจากนี้ผูวิจัยไดทําการศึกษาผลของตัวขนสงโปรตีน ABCC11 กับการดื้อตอยากลุม

fluoropyrimidines โดยผูวิจัยไดตั้งสมมติฐานวาตัวขนสงโปรตีนชนิดนี้นาจะขับเอา active metabolites ตัว

ใดของยาในกลุม fluoropyrimidines ออกจากเซลล(ดังแสดงในรูปที่ 25A) โดยในการศึกษานี้ผูวิจัยไดเตรียม 

vesicle cell จาก LLC-PK1-ABCC11 overexpression และเซลลควบคุมดวยวิธี nitrogen cavitation 

method และวัดปริมาณยา [3H]5-FdUMP, [3H] 5-FUra และ [3H] 5-FdUrd ที่สะสมภายใน vesicle cells ที่

เตรียมได ภายหลังจากไดใสยาลงไปในระบบtransport systems แลว ผลการศึกษาพบวายา [3H]5-FdUMP 

เพียงชนิดเดียวที่พบวาถูก uptake ได(ดังแสดงในรูปที่ 25B) จึงสามารถสรุปไดวาบาบาทของโปรตีนขนสงชนิด 

ABCC11 ในการดื้อตอยากลุม fluoropyrimidines นั้น ตัวขนสงโปรตีนชนิดนี้ขับเอา 5-FdUMP ออกจาก

เซลล(ดังแสดงในรูปที่ 25C) 



24 

 

 
รูปที่ 25 (A และ C) แสดง schematic diagram บทบาทหนาที่ของตัวขนสงโปรตีน ABCC11 ในการดื้อตอ

ยาในกลุม fluoropyrimidines (B) แสดงปริมาณสะสมของ [3H]5-FdUMP, [3H] 5-FUra และ[3H] 5-FdUrd ใน 

vesicle transport system ที่เตรียมจาก LLC-PK1-ABCC11 overexpression และเซลลควบคุม 

 

Uemura T. และคณะ[62] ไดศึกษาบทบาทของตัวโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 ในการดื้อตอยา 

Premetrexate ของเซลลมะเร็งปอดในหลอดทดลอง ผูวิจัยพัฒนาเซลลที่ดื้อตอยาpremetrexate ขึ้นเองใน

หองทดลอง โดยการนําเอาเซลลมะเร็งปอดชนิด PC-6 มาพัฒนาใหเกิด PC-6 ที่ดื้อตอ premetrexate(ดัง

แสดงในรูปที่ 26) เมื่อไดเซลล   PC-6 ที่ดื้อตอ premetrexate แลวผูวิจัยไดนําเอาเซลลดังกลาวไปเลี้ยงตอใน

อาหารเลี้ยงเซลลที่มีความเขมขนของ premetrexate ในขนาด 1.6 ไมโครโมลาร และ 4 ไมโครโมลาร กอนที่

จะนําเอาไปใชในการทดลองตางๆ PC-6, MTA resistant cells จะนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมม ี

premetrexate กอน 7 วัน ผูวิจัยไดวิเคราะหคุณลักษณะของ PC-6, MTA-resistant cells ที่ดื้อตอยา 

premetrexate และ methotrexate ดวยการทํา MTT cytotoxic assay ผลของการทดลองแสดงใหเห็นวา

เซลล PC-6, MTA-resistant มีคุณลักษณะเฉพาะตามที่ตองการพัฒนาคือ ดื้อตอยา premetrexate และ 

methotrexate (ดังแสดงในตารางที่ 11)นอกจากนี้ผูวิจัยยังทําการวิเคราะห mRNA expression ของโปรตีน

ขนสงชนิดตางๆ ในกลุม ATP binding cassette ดวย northern blot assay พบวาใน PC-6, MTA-

resistant cells มีปริมาณ ABCC11 protein expression มากกวาเซลลควบคุม(ดังแสดงในรูปที่ 27) และ

ผูวิจัยยังทําการวิเคราะห protein expression ของโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 ดวย western blot assay 
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พบวาใน PC-6, MTA-resistant cells มีปริมาณ protein expression มากกวาเซลลควบคุม(ดังแสดงในรูปที่ 

28) 

 
รูปที่ 26 แสดงวิธีการพัฒนา PC-6, MTA-resistant cell lines ในหองทดลองโดยการ induction ใหเกิด 

MTA-resistant ดวย continuous exposure ดวย premetrexate โดยคอยๆ เพิ่มความเขมขนอยาง

ตอเนื่อง 

 

ตารางที่ 12 แสดงผล sensitivity analysis ดวย MTT cytotoxic assay โดยใช PC-6, MTAresistant cell 

lines และเซลลควบคุม 
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รูปที่ 27 แสดง mRNA expression ของตัวขนสงโปรตีนชนิดตางๆ ดวยวิธ ีwestern blot analysis 

ของเซลล PC-6, MTA-resistant และเซลลควบคุม 

 
รูปที่ 28 แสดง protein expression ของตัวขนสงโปรตีนชนิด ABCC11 ดวยวิธ ีwestern blot 

analysis ของเซลล PC-6, MTA-resistant และเซลลควบคุม 

 

จากผลการตรวจสอบคุณลักษณะเฉพาะที่ตองการในเซลล PC-6, MTA-resistant และเซลลควบคุม

ไดลักษณะเฉพาะตามที่ผูวิจัยตองการแลว ผูวิจัยไดนําเอาเซลลดังกลาวมาทําการทดลองเพื่อศึกษากลไกที่สัม

พันธุกันระหวางตัวโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 กับการดื้อตอยา premetrexate และmethotrexate ของ

เซลล PC-6, MTA-resistant cell โดยผูวิจัยไดนําเอาเซลลชนิดดังกลาวมาศึกษาโดยมีสมมติฐานวา กลไกที่

เซลล PC-6, MTA-resistant ดื้อตอยาจะเกี่ยวของกับตัวโปรตีนขนสงชนิดABCC11 ทําหนาที่ขับยา 

methotrexate หรือ premetrexate ออกจากเซลล ดังนั้นผูวิจัยจึงทําการศึกษาบทบาทหนาที่ของตัวโปรตีน

ขนสงชนิดนี้ โดยนําเอาเซลล   PC-6, MTA-resistant และเซลลควบคุมมา incubate ในสารละลาย 

methotrexate 80 ไมโครโมลาร และวิเคราะหการสะสมของยาภายในเซลล จากผลการศึกษาทดลองพบวา
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ความเขมขนของยาในเซลล PC-6, MTA-resistant มีคานอยกวาในเซลลควบคุมในทุกๆ จุดของเวลาที่ใชใน

การทดลอง จึงสรุปไดวาตัวโปรตีนขนสงชนิดABCC11 ทําหนาที่ขับยา methotrexate ออกจากเซลล(ดังแสดง

ในรูปที่ 10) 

 
รูปที่ 29 แสดง intracellular concentration ของ methotrexate ภายในเซลล PC-6, MTA-resistant 

และเซลลควบคุม 

 

ผูวิจัยทําการศึกษาทดลองเพื่อยืนยันหนาที่ของตัวขนสงโปรตีนชนิด ABCC11 เกี่ยวของกับการดื้อตอ

ยา premetrexate และ methotrexate ในเซลล PC-6, MTA-resistant โดยการเปนtransporter ขับยา

ดังกลาวออกจากเซลล ดังนั้นผูวิจัยไดทําการดัดแปลงการทดลองดวยการknockdown ABCC11 transporter 

protein ในเซลล PC-6, MTA-resistant ดวย siRNA ตอABCC11 และทําการตรวจสอบคุณลักษณะที่ตองการ 

โดยใช northern blot assay จากผลการทดลองพบวาในเซลล PC-6, MTA-resistant cells ที่ knockdown 

ABCC11 ดวย siRNA มี ABCC11 gene expression นอยกววา PC-6, MTA-resistant cells และ PC-6, 

MTA-resistant cells ที่ knockdown ดวย non-targeted siRNA(ดังแสดงในรูป 30A) จากนั้นผูวิจัยได

นําเอาเซลลดังกลาวมาศึกษาทดลองตอโดยทํา sensitivity assay ดวย MTT cytotoxic assay พบวาในเซลล 

PC-6, MTA resistant ที่ knockdown ABCC11 ดวย siRNA ตอ ABCC11 มี cell viability เหนือกวาเซลล

ควบคุม(ดังแสดงในรูปที่ 30B) นอกจากนี้ผูวิจัยยังไดทําการศึกษาทดลองเกี่ยวกับกลไกที่เกี่ยวของกับตัวโปรตีน

ขนสงชนิด ABCC11 กับการดื้อตอยาของเซลล PC-6, MTA-resistant ผูวิจัยศึกษาปริมาณยาสะสมภายใน

เซลลของ PC-6, MTA-resistant ที ่knockdown ABCC11 ดวย siRNA เทียบกับ non-targeted siRNA จาก

ผลการศึกษาพบวาในเซลลของ PC-6, MTA-resistant ที่ knockdown ABCC11 ดวย siRNA มีปริมาณยา 

methotrexate สะสมอยูในปริมาณที่มากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ดังแสดงในรูปที่ 30C) จึงอาจสรุปได

วาการที่เซลล PC-6, MTA-resistant มี ABCC11 transporter protein ทําหนาที่ขับยา methotrexate 

ออกจากเซลล 
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รูปที่ 30 (A) แสดง ABCC11 gene expression level (B) แสดงผล MTT cytotoxic assay (C) แสดง 

intracellular concentration ของ methotrexate ภายในของเซลล PC-6, MTA-resistant ที่ 

knockdown ABCC11 ดวย siRNA และเซลลควบคุม 

 

ผูวิจัยไดทําการศึกษาหาความสัมพันธุระหวาง SNP 538 G>A และ drug sensitivity ของเซลลมะเร็ง

ปอดจํานวน 13 ชนิด(ดังแสดงในตารางที่ 11 ) โดยจากการศึกษากอนหนานี้พบวาถาABCC11 encoded 

gene ม ีSNP538 G>A จะม ีtransport activity เพิ่มมากขึ้น ผูวิจัยไดนําเอาขอมูลตางๆ ที่แสดงในตาราง มา

วิเคราะหหาความเกี่ยวโยงกัน โดยที่ผูวิจัยแยกวิเคราะหหาความสัมพันธุดังกลาวในแตละ genotype ไมพบ

ความสัมพันธุกัน(ดังแสดงในรูป 31A) แตถานําเอาผลของmutant type มาวิเคราะหเทียบกับ wild type จะ

พบความสัมพันธุวา mutant genotype(G/G, G/A) มีความเสี่ยงที่เซลลมะเร็งปอดจะดื้อตอยามากกวา wild 

type(A/A) (ดังแสดงในรูป 31B) 

ตารางที ่13 แสดง ABCC11 genotype และ IC50 ของ 13 adenocarcinoma cell lines 
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รูปที่ 31 แสดงความสัมพันธุระหวาง ABCC11 genotype และ median IC50 concentration 

ของ 13 adenocarcinoma cell lines 
 

จากการทบทวนวรรณกรรมทั้งหมดจะเห็นไดวาความเปนพิษตอไตของยา tenofovir มีอัตรา

อุบัติการณเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ ทั้งในชาวไทยและยุโรป ปจจัยที่สงเสริมใหเกิดพิษตอไตของยา Tenofovir ไดแก 

ระดับยาในเลือด ระยะเวลาการไดรับยา น้ําหนักของผูปวยและคาการชําระครีตินีนพื้นฐานของผูปวย ในหลาย

การศึกษาพบวาการขนสงยา tenofovir เขาและออกจากเซลลจําเปนตองอาศัยตัวขนสงกลัยโครโปรตีน เชน 

OAT1, OAT3, MRP4 และ MRP7 ยังพบอีกวาถามีความผิดปกติของการนําสงยาโดยตัวขนสงกลัยโครโปรตีน

ดังกลาวจะทําใหเกิดการสะสมของยาในเซลลมากขึ้น จนทําใหเกิดการบาดเจ็บและตายของเซลลหลอดไตฝอย 

จนนําไปสูการเกิดพิษตอไต ในขณะที่ผลการศึกษาทางดาน SNPs ของตัวขนสงกลัยโคโปรตีนที่เกี่ยวของยังไม

พบวามีนัยสําคัญทางดานคลินิกในการทําใหเกิดพิษตอไตอยางชัดเจน ซึ่งในบางการศึกษาไดใหขอคิดเห็นไววา 

ตําแหนงของ SNPs ที่มีรายงายและนําเอามาศึกษานั้นไมใชตําแหนงที่สําคัญหรืออาจจะมีตัวขนสงกลัยโค

โปรตีนชนิดอื่นๆ อีก ที่มีหนาที่ขนสงยา tenofovir เขาและออกจากเซลลทอไตฝอย จึงทําใหเมื่อตัวขนสงกลัย

โคโปรตีนชนิดหนึ่งทําหนาที่ผิดปกติไป ก็ยังมีกลัยโคโปรตีนอีกชนิดหนึ่งยังคงสามารถทําหนาที่แทนได 

ประกอบกับการศึกษาเกี่ยวกับ ABCC11 หรือ MRP8 ซึ่งเปนกลัยโครโปรตีนซึ่งคนพบใหมในกลุม ATP-

binding cassette subfamily C[ มีโครงสรางคลายคลึงกับ ABCC4 และ ABCC5 มีลําดับของกรดอะมิโน

เหมือนกับ ABCC5 มากที่สุด แตในทางกลับกันพบวา substrate ของ MRP8 มีความไกลเคียงกับ MRP4 

มากกวา และยังพบวา MRP8 กระจายอยูทั่วไปในอวัยวะตางๆ ของรางกายมนุษยแตมีจํานวนนอยมาก ยกเวน 

ในสมอง ลําใสใหญ มามและไต ทําหนาที่ขนสงสารที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเมตาบอลิซึมในรางกาย เชน 

cyclic nucleotides(cAMP และ cGMP), folic acid, LCT4 หรือ ขนสงสารบางชนิด เชน conjugated 

billirubin, bile acid, DHEAS, E13S, E217BG นอกจากนี้มีบางการศึกษายังพบวา ABCC11(MRP8) มี

ความสามารถในการขับยาบางชนิดออกจากเซลลได เชน methotrexate, premetrexate, 5-FU, FdUMP, 

ddC, Ara-C, Adefovir และ PMEA และยังพบวายาหรือสารเคมีบางชนิด เชน indomethacin, 

probenecid, MK571 และ taurocholic acid มีความสามารถในการยับยั้งการทํางานของตัวขนสงกลัยโค
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โปรตีนชนิด ABCC11 ไดดีอีกดวย จากขอมูลดังกลาวขางตนอาจทําใหเชื่อไดวา ABCC11(MRP8) นาจะมี

ความสามารถในการขนสงยาที่มีโครงสรางเปน cyclic neucleotides ซึ่ง tenofovir ก็เปนยาที่มีโครงสรางใน

กลุมดังกลาวและยังพบอีกวากลัยโคโปรตีน ขนสงชนิดนี้มากบริเวณ proximal tubular region ใน

ขณะเดียวกันจากการทบทนวรรณกรรมพบวายังไมมีการศึกษาถึงบทบาทหนาที่ของ ABCC11 วาทําหนาที่

เกี่ยวของกับการขนสงยา tenofovir ในเซลลทอไตฝอยสวนตนหรือไม ทําใหผูวิจัยเกิดความสนใจในการคนหา

บทบาทหนาที่ดังกลาวซึ่งอาจเปนแนวทางในการหลีกเลี่ยงการเกิดพิษตอไตซึ่งเปนผลอันไมพึงประสงคจากยา 

tenofovir ที่สําคัญในผูปวยเอชไอวีตอไปไดในอนาคต โดยการศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาหนาที่ของกลัย

โคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) มีบทบาทตอการขนสงยา Tenofovir ในเซลลหลอดไตฝอยสวนตน

หรือไมและศึกษาความสัมพันธุระหวางกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) ทําใหเกิดการตายของเซลล

หลอดไตฝอยจากยา tenofovir นั้นเกี่ยวของกันหรือไม ทางคณะผูวิจัยไดทําการทดลองโดยใชเซลล LLC-PK1 

นํามาปลูกถายตัวกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 หรือ MRP8 ผาน Lentivirus ซึ่งเปน vector ที่นิยมใช 

จากนั้นจะดําเนินการทดลองดังนี้ ขั้นแรกจะดําเนินการตรวจ characteristic ของเซลล LLC-PK1 กอนวามี

คุณสมบัติตามที่ตองการหรือไมโดยใชเทคนิค rtPCR และตามดวย Immunofluorescences เพื่อแสดงวามี

ยีนแบะโปรตีนที่ตองการหรือไม จากนั้นผูวิจัยจะทําการทดลองดวยเทคนิคที่เรียกวา MTT assay, Uptake 

assay แบะ Transport assay  ดังจะกลาวโดยละเอียดตอไป 
 

1.2 วัตถปุระสงคของการศึกษาและขอบเขตของการวิจัย   

1.2.1 วัตถุประสงคของการศึกษา 

- ศึกษาหนาที่ของกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) มีบทบาทตอการขนสงยา 

 Tenofovir ในเซลลหลอดไตฝอยสวนตนหรือไม 

- ศึ ก ษ า ค ว า ม สั ม พั น ธุ ร ะ ห ว า ง ก ลั ย โ ค โ ป ร ตี น ข น ส ง ช นิ ด  ABCC11(MRP8) 

ทําใหเกิดการตายของเซลลหลอดไตฝอยจากยา Tenofovir นั้นเกี่ยวของกันหรือไม 

 1.2.2 ขอบเขตของการวิจัย   

- ศึกษาหนาที่การทํางานของกลัยโคโปรตีน ABCC11(MRP8) กับการขนสงยา tenofovir 

disoproxil fumarate ในเซลลทอไตฝอยในหลอดทดลอง โดยใช LLC-PK1 cell line แลว 

overexpression ดวย pcDNA-MRP8 เพื่อจําลองสภาพของเซลลทอไตฝอยบริเวณ 

proximal tubular cell 
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1.3 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

 1.3.1 สมมติฐานงานวิจัย 

H0: กลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) สงผลตอระดับยา tenofovir ในเซลลหลอด

ไตฝอยสวนตนไมแตกตางกนั 

H1: กลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) สงผลตอระดับยา tenofovir ในเซลลหลอด

ไตฝอยสวนตนแตกตางกัน 

H0: ยา Tenofovir สงผลใหเกิดการตายของเซลลหลอดไตฝอยสวนตนที่มีกลัยโคโปรตีน

ขนสงชนิด ABCC11(MRP8) ไมแตกตางกัน 

H1: ยา Tenofovir สงผลใหเกิดการตายของเซลลหลอดไตฝอยสวนตนที่มีกลัยโคโปรตีน

ขนสงชนิด ABCC11(MRP8) แตกตางกัน 

1.3.2 กรอบแนวความคิด (Conceptual Framework) 

- ถา ABCC11(MRP8) ทําหนาที่ขนสงยา tenofovir ในเซลลหลอดไตฝอย ถา MRP8 

ทํางานผิดปกติ ปริมาณยาในเซลลจะเพิ่มขึ้น สงผลใหเกิดการตายของเซลลและขยาย

เปนวงกวางขึ้นจนพัฒนากลายเปนพิษตอไต 

 
- ถา ABCC11(MRP8) ทําหนาที่ขนสงยา tenofovir ในเซลลหลอดไตฝอย เมื่อมี

ภาวะการทํางานของ ABCC11(MRP8) ลดลง จะทําใหปริมาณยา tenofovir ใน

เซลลจะตองเพิ่มสูงขึ้น ปริมาณยาใน inside-out vesicle จะลดลงและมี CC50 

เพิ่มสูงขึ้น 
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1.4 ประโยชนที่ไดรับ 

1.4.1  ทราบถึงหนาที่ของกลัยโคโปรตีนชนิดใหมวามีบทบาทตอการสะสมของยา Tenofovir 

ในเซลลหลอดไตฝอยสวนตน 

1.4.2  ทราบถึงบทบาทที่สําคัญของกลัยโคโปรตีนชนิดใหมตอความเปนพิษตอเซลลทอไต  

สวนตนเพื่อเปนแนวทางในการศึกษาหาวิธีการปองกันการเกิดพิษตอทอไตสวนตนของยาทีโน

โฟเวียร ตอไป 

1.4.3  ท ร าบถึ ง ค ว า มสั มพั น ธุ ร ะ ห ว า ง กลั ย โ ค โ ป รตี น ขนส ง ช นิ ด  ABC C11 (MRP8 ) 

กับการตายของเซลลหลอดไตฝอยจากยา Tenofovir 
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บทท่ี 2 

วัสดุ สารเคม ีอุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย(Material and Method) 
 

2.1 วัสดุ สารเคมีและอุปกรณ 

DEPC-treated water(AMBION, USA), SS III platinum SYBR green one step QRT PCR(Gibco, 

Invitrogen®), Purelink™ RNA mini purification kit((Gibco, Invitrogen®)), M199(Gibco, 

Invitrogen®), FBS(Gibco, Invitrogen®), Sodium pyruvate(Gibco, Invitrogen®), Pensicillin-

Streptomycin(Gibco, Invitrogen®), 0.25% Trypsin-EDTA(Gibco, Invitrogen®), Alexa flour® 488 

Phallo, 4’,6-Diamidino-2-Phenylin(Gibco, Invitrogen®), D-PBS magnesium and 

phosphate(Gibco, Invitrogen®), D-PBS without magnesium and phosphate(Gibco, Invitrogen®), 

Human MRP8 vesicle, Mouse serum(Gibco, Invitrogen®), ABCC11(MRP8)-Primer base(Forward 

primer =AGTATGATGCTGCCTTGA , Reverse primer = GGTGAGGTAGGAGAACAG ) (Gibco, 

Invitrogen®), β-actin Primer base(Forward primer = AACTACCTTCAACTCCATCA , Reverse 

primer = ATCTCCTTCTGCATCCTG ) (Gibco, Invitrogen®), Control ABC transporter vesicle(Gibco, 

Invitrogen®), Puromycin dihydrochloride(Gibco, Invitrogen®), MRP8 antibody(Gibco, 

Invitrogen®), Alexa flour® 488 Goat anti-mouse serum IgM(Gibco, Invitrogen®), Triton-

X100(Sigma-Aldrich), Paraformaldehyde(Sigma-Aldrich), Methanol(Sigma-Aldrich), DAPI(Gibco, 

Invitrogen®), Tenofovir disoproxil fumarate(Santa cruz, USA), Tenofovir(Santa cruz, USA), MK-

571(Merk, Germany), Methotrexate anhydrate(Sigma-Aldrich), MRP8-overexpression 

cell(Genscript®), LLC-PK1- parental cell(Genscript®, ATCC No.123546),  GM3010 MRPs-BCRP 

Vesicular Transport Assay Reagent Set(Gibco, Invitrogen®), PrestoBlue®(Gibco, Invitrogen®), 

Tris(Merk, Germany), MOPH(Merk, Germany), KCl(Merk, Germany), MgCl2(Merk, Germany), 

Na2ATP(Merk, Germany), Na2AMP(Merk, Germany) 
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2.2 วิธีดําเนินการวิจัย 

 2.2.1 การเลี้ยงเซลลและเพิ่มจํานวนเซลล(MRP8-overexpression and parental cell 

recovered and seeding) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MRP8-overexpression cell LLCPK1-parental Cell 

นําออกมาจาก liquid nitrogen 

อุนท่ี 37 องศา ทันทีจนเปน
ของเหลวทั่วกันหมดทั้งหลอด 

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 127G นาน 7 นาท ี

ถายใสใน Centrifuge tube ขนาด 15 มล. ที่มี M199 อยู 10 มล. 

เติม M199 จํานวน 10 มล. Pipette ขึ้น-ลง เบาๆ จน pallet กระจายตัวหมด 

แบงออกเปน 2 สวนเทาๆกัน ใสลงใน T75 flask ที่มี M199 อยูจํานวน 15 มล. 

เปลี่ยน Media ในวันถัดไปดวย 
 M199 with 1% Puromycin + 3% FBS  สําหรับ MRP8-overexpression cell และ 

M199 without Puromycin + 5% FBS สําหรับ LLCPK1-parental cell 

Incubation ที่ 37 องศา มี CO2 = 5% 
นาน 24 ชั่วโมง 

เปลี่ยน Media ทุกๆ 3 วัน 
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2.2.2 Cell characterization 

2.2.2.1 การตรวจปริมาณการแสดงออกของ MRP8-gene expression ดวยวิธี rt-PCR 

 2.2.2.1.1 การสกัด RNA(RNA isolation) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

105 – 106 cell density in T75 culture flask of MRP8-
overexpression cell and LLCPK1-parental cell 

Remove M199 and wash with D-PBS 3 times 

เติม 0.25% Trypsin-EDTA จํานวน 3 มล. ในแตละ T75 culture flask 

เติม M199 ลงในแตละ T75 culture flask จํานวน 10 มล. และ 
pipette ขึ้นลง 5-7 ครั้ง  

Incubation ที่ 37 องศา 5%CO2 นาน 5-7 นาท ี

Centrifuge ที่ 125G นาน 7 นาที ที่ อุณหภูมิหอง  

Transferred ลงใน entrifuge ขนาด 15มล. 

เท M199 ทิ้งใหหมด 

เติม lysis buffer ลงไป 0.6 มล(ละลายใน 2-mercaptoethanol)  

Vortex จนไดสารละลายใส 

Transferred lysate ลงใน homogenization tube จากนั้นใชเข็ม
ขนาด 18-21 guage พรอม syringe ดึงสารละลายขึ้นลงประมาณ 

5-10 ครั้ง 

เติม 70% Ethanol 

Vortex จะเห็นตะกอนสีขาวขุนเปนเสนๆ  
กรองดวย Collection tube เติมทีละ 700µL 
Centrifuge 12,000 x g นาน 15 วินาที จนหมด 

เติม 700uL ของ Wash Buffer I จากนั้น centrifuge ที่ 12000 x g 
นาน 15 วินาที  

ทิง้ Collection tube เก็บไวแต Spin cartridge 

สวม collection tube อันใหม 
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2.2.2.1.2 การวัดปริมาณ MRP8 gene expression ดวยวิธี rt-PCR แสดงเปน relative 

quantification เทียบกับปริมาณของ β-actin ที่เปน house keeping gene เตรียม 

reaction rt-PCR ดังนี้  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

เติม 500uL ของ Wash buffer II และ Centrifuge 12,000 
x g นาน 15 วินาทีx2 ครั้ง 

ปนแหง membrane ของ spin cartridge ที่ 12000 x g นาน 2 นาที 

ทิ้ง collection tube ใส Spin cartridge ลงใน recovery 
tube 

เติม 100µL RNase-free water ลงบน membrane ของ Spin cartridge 

Incubation นาน 1 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

Centrifuge ที่ 12000 x g นาน 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

Repeated 3X 

เก็บ Solute ใน recovered tube แชที่ -80 องศา 

วัดคาดวยเครื่อง rt-PCR 
ยี่หอ qTower 2.2® Analytik Jena AG. 

Standard cycling program; 
48°C for 30 minutes - cDNA synthesis 

  95°C for 5 minutes – Initial denaturation 
40 cycles of : 
 95°C for 15 seconds - Denaturation 
 60°C for 60 seconds – Annealing and Primer extension 
40°C for 1 minutes 
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2.2.2.2 การตรวจการแสดงออกของ MRP8-protein ดวยวิธี Immunofluorescene 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Seed MRP8-overexpression cell และ LLCPK1 parental cell ลงใน 6-well plate 

โดยมี cell density ประมาณ 5000-7000 เซลล/หลุม 

Incubation ที่ 37 องศา มี CO2 = 5% 
นาน 24 ชั่วโมง 

ดูด M199 ออกใหหมด ใน ทุกๆ หลุม 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and 
magnesium) x 3 times 

Fixed cell ในทุกหลุมดวย 4% Paraformaldehyde 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and 
magnesium) x 3 times 

Permilized cell ในทุกหลุมดวย 0.3% Triton® X(diluted in D-PBS) 

Incubation 5 นาที ที่ อุณหภูมิหอง 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and magnesium) x 3 times 

เติม 5% Goat serum จนทวมในทุกๆหลุมและ 
incubation นาน 60 นาที ท่ี อุณหภูมิหอง 

Remove เอา goat serum ออกและเติม Primary antibody 
ความเขมขน 10 mcg/ml(diluted in 5% goat serum) 

Incubation overnight ที่ 2-8 องศา 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and magnesium) x 3 times 

เติม Secndary antibody ดวย Alexa Flour® 488 mouse-anti 
goat serum ความเขาขน 10mcg/ml(diluted in 5% goat serum) 

ยกเวนหลุมที่เปน control ใหเติม D-PBS แทน 

Incubation นาน 60 นาที ท่ี อุณหภูมิหอง 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and magnesium) x 3 times 
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2.2.3 MTT assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Seed MRP8-overexpression cell และ LLCPK1-parental cell ที่ 
density 5,000 cell/well ลงบน 96-well culture plate  

Incubation overnight ที่ 37 องศา 5% CO2 

เติม MK571(50 µM และ 100 µM)   

Incubation นาน 60 นาที ที่ 37 องศา 5% CO2 

เติม Methotrexate ที่ความเขมขน  
 0, 0.000016, 0.00016, 0.0016, 0.016, 0.16, 
1.6, 16, 160, 1600, 16000 และ 50000µM 

เติม Tenofovir ที่ความเขมขน  
 0, 0.000175, 0.00175, 0.0175, 0.175, 1.75, 

17.5, 175, 1750, 17500 และ 175000µM 

Incubation นาน 96 ชั่วโมง ที่ 37 องศา 5% CO2 

Remove เอา M199 ที่ผสมอยูกบั Methotrexate หรือ Tenofovir 
ออกจนหมด 

เติม Presto blue® จํานวน 90µL + M199 10µL 

Incubation นาน 2 ชั่วโมง ที ่37 องศา 5% CO2 

วัดคา absorbance ที่ Exitation 550nM                    
มี Referance ที่ 600nM ดวยเครือ่ง Microplate reader 

บันทึกคา ABS ที่อานได แลวคํานวณหา CC50 

เติม DAPI(3ng/ml) และ Phallotoxins(1:40) 

Incubation นาน 15 นาที ที่ อุณหภูมิหอง 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and magnesium) x 3 times 

ดูการเรืองแสงของ Fluorescene ดวย EVOS-II Imaging Station 
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2.2.4 Vesicular uptake assay with specific inhibitors  

2.2.4.1 เตรียมสารละลาย Stock solution สําหรับ Transport Assay 

Solution Preparation Storage 

1.7M Tris ละลาย Tris 20.594 กรัม

(hydroxymethyl aminomethane 

มี นน.โมเลกุล 121.14 กรัม/โมล ใน 

DI หรือ Ultrapure water 100 

มิลลลิิตร 

4 องศา 

100mM MOPS-Tris ละลาย MOPS 2.093 กรัมใน DI 

หรือ ultrapure water 90 มิลลิลติร 

ปรับ pH = 7.2 ดวย 1.7M Tris และ

ปรับปริมาตรจนครบ 100 มิลลลิิตร 

4 องศา 

1M KCL ละลาย KCL 7.455 กรัม ใน DI หรือ 

ultrapure water จํานวน 100 

มิลลลิิตร 

4 องศา 

1M MgCl2 ละลาย MgCl2 จํานวน 10.165 กรัม 

ใน ID หรือ ultrapure water 

จํานวน 50 มิลลิลติร 

RT 

200mM MgATP ละลาย Na2ATP 2.21 กรัม ดวย DI 

หรือ ultrapure water จํานวน 10 

มิลลลิิตร และเตมิ 4 มิลลลิิตรของ 

1M MgCl2 ปรับ pH =7 ดวย 1.7M 

Tris แลวปรับปรมิาตรสุดทายดวย DI 

หรือ ultrapure water จนครบ 20 

มิลลลิิตร 

แบงออกเปนสวนๆ เอาไวแคพอใชที่

เหลือ freeze ที่ -20 องศา 

250mM Na2AMP ละลาย Na2AMP 1.97 กรัม ใน 10 

มิลลลิิตรของ DI หรือ ultrapure 

water จากนั้นปรับ pH = 7 ดวย 

1.7M Tris ปรับปรมิาตรสุดทายใหได 

20 มิลลิลติร 

แบงออกเปนสวนๆ เอาไวแคพอใชที่

เหลือ freeze ที ่-20 องศา 

200uM MK-571 ละลาย MK-571 2.1483 กรัม ใน DI 

or ultrapure water จํานวน 20 

มิลลลิิตร 

แบงออกเปนสวนๆ เอาไวแคพอใชที่

เหลือ freeze ที่ -20 องศา 
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2.2.4.2 เตรียมสารละลาย Reaction solution 

Solution Amount added Final Concentration 

100mM MOPS-Tris 32 ml 40mM 

1M KCL 4 ml 50mM 

1M MgCl2 800 uL 10mM 

DI or ultrapure water qs. 80 มิลลิลติร  

2.2.4.3 เตรียมสารละลาย STOP/WASH solution 

Solution Amount added Final Concentration 
100mM MOPS-Tris 400 ml 40mM 

1M KCl 70 ml 70mM 

DI or ultrapure water qs. 1000 มิลลลิิตร  
 

2.2.4.4 เตรียมสารละลายอ่ืนๆ 

- เตรียมสารละลาย 5mM ATP(C10H16N5O13P3, Mw = 507.18) จาก 200mM MgATP 

มา 250 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรจนครบจํานวน 10 มิลลิลติร  โดยใช Transport 

buffer เปนตัวทําละลาย(เตรียมใหมๆ เทานัน้) 

- เตรียมสารละลาย 5mM AMP(C10H14N5O7P, Mw = 347.22) จาก 250mM MgATP 

มา 200 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรจนครบจํานวน 10 มิลลิลิตร  โดยใช Transport 

buffer เปนตัวทําละลาย(เตรียมใหมๆ เทานั้น) 

- เตรียมสารละลาย 100uM ของ MK571 ใช Stock solution 500 ไมโครลิตร ปรับ

ปริมาตรดวย Transport buffer จนครบ 1 มิลลิลิตร 

- เตรียมสารละลาย 200uM Tenofovir(Mw = 287.213 ) จํานวน 50 มิลลิลิตร และ 

160uM MTX(Mw=454.44) จํานวน 50 มิลลิลิตร ละลายใน Transport buffer 

o โดยชั่ง Tenofovir จํานวน 1.4361 มิลลิกรัม ผสมลงใน Transport Buffer 

ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตร เตรียมเสร็จเอามา aliquot ไว ที่เหลือ freez 

ที่ -80 

o โดยชั่ง MTX จํานวน 1.8178  มิลลิกรัม ผสมลงใน Transport Buffer ผสมลง

ใน Transport Buffer ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตร เตรียมเสร็จเอามา 

aliquot ไว ที่เหลือ freez ที่ -80 

- เตรียมสารละลาย 70% Methanol จํานวน 100 มิลลิลิตร 
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Pipette นํา MRP8-vesicle protein(โดยแตละใน reaction ตองมี ปริมาณโปรตีนอยางนอย 50 ไมโครกรัม) ผสม
กับ reaction buffer (กอนใชแชน้ําแข็งจนกวาจะนําไปใช) ลงใน 6 well plates จํานวน 740 ไมโครลิตร และ 
SF9-Vesicle protein 740 ไมโครลิตร และ MRP8-MK571 จํานวน 740 ไมโครลติร และผสม ATP+MTX, 

ATP+TDF, AMP+MTX, AMP+TDF กับ reaction buffer 

 

นําไป pre-incubate ที่ 37 องศา นาน 5 นาที 

เพื่อกระตุน reaction process ให pipette ขึ้นลง อยางนอย 5-6 ครั้ง ในแตละหลุม 
 

Pipette 80 ไมโครลิตร 
(ตามชวงเวลา Incubate นาน 0นาที 0.5นาที 1นาที 3นาที 5นาทีและ 10นาที ตามลาํดับ) 

  ใสใน centrifuge tube ที่เติม iced-Stop/Wash Buffer 150 ไมโครลติร เพื่อหยุด reaction 
 

กรองดวย 96 Multi-Well filtered Plate ขนาด 1 ไมครอน โดยใชเครื่อง Suction Pump  
แลวลางดวย Stop/Wash buffer x 5 ครั้ง x 200 ไมโครลติร 

 

เติม 70% iced methanol 500 ไมโครลติร  

ใชกระดาษซับใตตัวกรองจนแหงสะอาด 

Incubation overnight ที่ 2-8°C 

Pipette สารตัวอยางลงใน centrifuge tube ขนาด 1.5มล 

Centrifuge ที่ 15000 รอบ นาน 30 
นาที

Pipette เอา supernatant ไปวัดดวยเครื่อง LC/MS/MS 
โดยดูที่ m/z ของ Tenofovir ที่ TDF(m/z=635), TFV-DF(m/z= 447), 

TFV-MP(m/z=367), TFV(m/z=287,288) 

Positive control Negative control 
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2.2.5 Cellular transport assay with specific inhibitors 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Incubation 37°C 5% CO2 นาน 24 ชม. 

Seed MRP8-overexpression cell และ LLCPK1-parental cell ที่ 
density 400,000 cell/well ลงใน 12 well culture plates 

add MK571(100µM) w/o MK571(100µM) 

Incubation 37°C 5% CO2 นาน 1 ชม. 

add TDF(200µM) หรือ Methotrexate(160µM) 

Incubation 37°C 5% CO2 นาน 0, 5, 10, 30 และ 60 นาที 

Wash ดวย D-PBS 3 ครั้ง 

Scraped เซลล ลงใน 1 มล. ของ 70% iced-Methanol  

Freeze -20 °C overnight  

Centrifuge ที่ 15000 x rpm นาน 15 นาที 

นํา supernatant จํานวน 750µL ใสลงในขวดสีชา 

วัดหาปริมาณของยา TDF และ Methotrexate ดวย 
LC/MS/MS 
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2.3 ผลการวิจัย(Results) 

2.3.1 การแสดงออกของ abcc11 หรือ mrp8 gene และ ABCC11- transporter 

protein(abcc11(mrp8) gene and ABCC11(MRP8) protein expression) 

 
 
รูปที ่32  A) กราฟแทงแสดงปริมาณของ abcc11 gene expression ในเซลล ABCC11-overexpression cell เทียบกับ 

LLC-PK1-parental cell B) แสดงการยอมติดสีของ  ABCC11 protein ในเซลล ABCC11-overexpression cell 

เทียบกับ LLC-PK1-parental cell ดวยวิธี Secondary หรือ Indirect immunofluorescences 

 

จากการ characterized เซลล LLC-PK1 ที่ไดทําการปลูกถาย abcc11 gene ดวย lentivirus เพื่อ

หวังผลใหแสดงโปรตีนชนิด ABCC11-transporter นั้น พบวา เซลลที่ไดรับการปลูกถาย abcc11 gene จะ

ไดรับการตรวจการแสดงออกของยีนเปาหมายดวยวิธี real time PCR จากผลการตรวจนั้นพบวาเซลลที่ไดรับ

การปลูกถายยีนเปาหมายมีการแสดงออกของยีนเปาหมายมากกวาเซลลควบคุมอยางเห็นไดชัดเจน(ดังแสดง

ตามรูปที่ 32A)ในทางเดียวกันการยอมโปรตีนชนิด ABCC11-transporter ดวยเทคนิค seconday หรือ 

indirect immunofluorescene assay นั้น ก็พบวาเซลลที่ไดรับการปลูกถาย abcc11 gene จะมีการ

แสดงออกของโปรตีนเปาหมายซึ่งยอมติดสีแดง ในขณะท่ีเซลลควบคุมไมม(ีดังแสดงตามรูปที่ 32B)  
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2.3.2 ระดับความเขมขนของ Tenofovir และ Methatrexate ที่เปนพิษตอเซลล(Tenofovir and 

Methotrexate Cytotoxic concentration (CC50)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 33  (A) กราฟแทงแสดงความเปนพิษตอเซลล ABCC11-overexpression cell และ LLC-PK1-parental cell ของสารยับยั้ง 

MK571 โดยแสดงเปน % viability ; (B) กราฟแทงแสดง ผลของยาทีโนโฟเวียร ตอ Percentage of cell viability ของ

เซลล ABCC11-overexpression cell เทียบกับ LLC-PK1-parental cell(2-way ANOWA, multiple comparison (***, 

p-value < 0.0001)) (C) กราฟแทงแสดงความเปนพิษของยาทีโนโฟเวียรตอเซลล ABCC11-overexpression cell และ 

LLC-PK1-parental cell โดยแสดงเปน % viability ; (D)กราฟแทงแสดงความเปนพิษของยา Methotrexate ตอเซลล 

ABCC11-overexpression cell และ LLC-PK1-parental cell โดยแสดงเปน % viability E)กราฟแทงแสดง Tenofovir 

cytotoxic concentration(CC50)ของเซลล ABCC11-overexpression cell เทียบกับ LLC-PK1-parental cell(2-way 

ANOWA, multiple comparison (***, p-value < 0.0001)) F)กราฟแทงแสดง Methotrexate cytotoxic 

concentration(CC50)ของเซลล ABCC11-overexpression cell เทียบกับ LLC-PK1-parental cell(2-way ANOWA, 

multiple comparison (***, p-value < 0.0001)) 
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จากการผลการศึกษาหา cytotoxic concentration(CC50) ของ Tenofovir ตอ ABCC11-

overexpression cell  โดยใช Methotrexate เปนสารควบคุม(known substrate, ดงัแสดงในรูปที่ 33) นั้น

พบวาเซลลที่ไดรับการปลูกถายยีนเปาหมาย(abcc11 gene )และมีการแสดงออกของโปรตีนเปาหมาย

(ABCC11-transporter ) มีคาของ CC50 มากกวาเซลลควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way ANOWA, 

multiple comparison(***, p value < 0.0001)) (ดังแสดงตามรูปที่ 33E และ F) และยังพบอีกวาในสภาวะ

ที่มีสาร MK571 ซึ่งมีผลยับยั้งการทํางานของ ABCC11-transporter protein นั้นจะยิ่งทําใหคาของ CC50 นั้น

ต่ําลงไปอีกอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way ANOWA, multiple comparison(***, p value < 0.0001)) 

เมื่อเทียบกับสภาวะที่ไมมีสารยับยั้งการทํางานของโปรตีนชนิดนี้ ในทางกลับกันผลของสารยับยั้งการทํางาน

ของโปรตีนเปาหมายไมไดสงผลใดๆ ตอคา CC50 ของเซลลควบคุม 
 

2.3.3 ปริมาณสะสมของ Tenofovir และ Methotrexate ภายในเซลล(Intracellular accumulation 

of Tenofovir and Methotrexate) 

รูปที ่34  A)กราฟแทงแสดง Intracellular accumulation ของ Tenofovir ในเซลล ABCC11-overexpression cell เทียบ

กับ LLC-PK1-parental cell(2-way ANOWA, multiple comparison (**, p-value < 0.001 and ***, p-value 

< 0.0001)) ในสภาวะที่มีสาร MK-571 ที่ยับยั้งการทํางานของ ABCC11 transporter B)กราฟแทงแสดง 

Intracellular accumulation ของ Methotrexate ในเซลล ABCC11-overexpression cell เทียบกับ LLC-PK1-

parental cell(2-way ANOWA, multiple comparison (*, p-value < 0.01 และ **, p-value < 0.001)) ใน

สภาวะที่มีสาร MK-571 ที่ยับยัง้การทํางานของ ABCC11 transporter 

 

 จากผลการศึกษาปริมาณสะสมของยา Tenofovir ในเซลลที่มี ABCC11(MRP8) transporter 

protein overexpression เทียบกับเซลลควบคุมชนิด LLC-PK1-parental cell โดยใช Methotrexate เปน

ตัวควบคุม(known substrate) ดังแสดงในรูปที่ 34B นั้นพบวา เซลลที่มี ABCC11-transporter protein 

overexpression มีปริมาณสะสมของยา Tenofovir นอยกกวาเซลลควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way 

ANOWA, multiple comparison (***, p-value < 0.0001)) ในทางกลับกันถาเพ่ิมสาร MK-571 ซึ่งเปนสาร



46 

 

ยับยั้งการทํางานของ transporter protein ชนิด ABCC11 (MRP8) ลงไป กลับพบวามีปริมาณสะสมของยา 

Tenofovir เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญตามความเขมขนของสาร MK-571 ที่เพิ่มสูงขึ้น(2-way ANOWA, 

multiple comparison (**, p-value < 0.001) ดังแสดงในรูปที่ 34A 

 

2.3.4 ปริมาณสะสมของ Tenofovir และ Methotrexate ภายใน vesicle(Intravesicular 

accumulation of Tenofovir and Methotrexate) 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 35 A) กราฟเสนแสดง Intravesicular accumulation ของ Tenofovir ใน ABCC11-overexpression vescicle 

เทียบกับ SF9 parental vesicle(2-way ANNOWA, multiple comparison (*, p-value < 0.01)) ในสภาวะ

แตกตางกันและที่เวลาในแตละจุดที่แตกตางกัน(Paired t-test(*, p-value < 0.01) B) กราฟเสนแสดง 

Intravesicular accumulation ของ Methotrexate ใน ABCC11-overexpression vescicle เทียบกับ SF9 

parental vesicle(2-way ANNOWA, multiple comparison (*, p-value < 0.01)) ในสภาวะแตกตางกันและที่

เวลาในแตละจุดที่แตกตางกัน(Paired t-test(*, p-value < 0.01) 

  

 จากผลการศึกษาปริมาณสะสมของยา Tenofovir ใน inside-out vesicle ที่มี ABCC11(MRP8) 

transporter protein overexpression เทียบกับ control vesicel ควบคุมชนิด SF9 โดยใช 

Methotrexate เปน known substrate ดังแสดงในรูปที่ 35B นั้นพบวาใน inside-out vesicle ที่มี 

ABCC11-transporter protein overexpression และมี ATP เปนแหลงพลังงาน มีปริมาณสะสมของยา 

Tenofovir มากกวาระบบอื่นๆ รวมถึง control vesicel ควบคุมชนิด SF9 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way 

ANOWA, multiple comparison (*, p-value < 0.01))  นอกจากนี้ยังพบอีกวาถาพิจารณา ณ จุดเวลาที่ได

สุมตัวอยางออกมาวัดเพื่อหาปริมาณสะสมของยา Tenofovir ใน vesicle  ที่สภาวะแตกตางกัน ก็พบวามี

ปริมาณยาสะสมใน ABCC11-treansporter protein overexpression vesicle ที่มีแหลงพลังงาน ATP ใน

ระบบมากกวาระบบอ่ืนๆ ในทุกๆ จุดเวลาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(Paired t-test(*, p-value<0.01)) ในทาง

กลับกันถาเพ่ิมสาร MK571 ซึ่งเปนสารยับยั้งการทํางานของ transporter protein ชนิด ABCC11(MRP8) ลง

ไป หรือ งดใหพลังงานกับระบบการทดลองโดยใช AMP แทน ATP กลับพบวามีปริมาณสะสมของยา 

Tenofovir ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way ANOWA, multiple comparison (*, p-value < 0.01) 

ดังแสดงในรูปที่ 35A 
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บทท่ี 3 

สรุปผลและอภิปรายผล(Discussion) 
 จากการทดลองจะเห็นวาผลของ MK-571 ซึ่งยับยั้งการทํางานของ ABCC11(MRP8)-transporter 

protein ไดนั้น จะไมเปนพิษตอเซลลทั้ง ABCC11-overexpression cell และ LLC-PK1 parental cell ใน

ทุกความเขมขน ดังแสดงในรูปที่ 34(A)  แตผลของสารดังกลาวกลับเพิ่มความเปนพิษของยา Tenofovir ตอ

เซลล ABCC11(MRP8)-overexpression ตามความเขมขนที่เพิ่มสูงขึ้น ในขณะที่ไมสงผลใดๆตอเซลลควบคุม 

โดยสามารถดูไดจากคา CC50 ที่มีคาลดลงเปนลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 35(B)  ซึ่งในการทดลองหาความเปนพิษ

ตอเซลลของยา Tenofovir นั้น ใชความเขมขนของสารยับยั้งสูงสุดแคระดับ 100µM เพราะเปนคาความ

เขมขนที่สูงสุดของการยับยั้งดวยสารดังกลาวโดยดูจากคา CC50 ของ Methotrexate นั้นจะไมเปลี่ยนแปลง

เมื่อเพิ่มความเขมขนของสารยับยั้งจาก 100µM ไปเปน 150µM ดังแสดงในรูปที่ 34(B)  นอกจากนี้ถา

พิจารณาจากรูป 34(B) เทียบกับ 35(B) จะเห็นวาความเปนพิษของยา Tenofovir เทียบกับ Methotrexate 

จะพบวาความเปนพิษตอเซลล  ABCC11-overexpression ของ Methotrexate มีมากกวายา Tenofovir 

โดยพิจารณาจากคา CC50 ซึ่งสอดคลองกับหลักฐานทางวิทยาศาสตรดานเภสัชวิทยาที่ทราบกันอยูแลว

โดยทั่วไป[63-65] แตในทางกลับกันกับพบวาความเปนพิษตอเซลล LLC-PK1 parental  ข อ ง ย า  Tenofovir 

นั้นกลับมีคามากกวา Methotrexate อยางเห็นไดชัด ซึ่งอาจเปนไปไดวา เซลล LLC-PK1 parental นั้นมี

กลไกการขับยา Methotrexate ออกจากเซลลดวยวิธีอื่นๆ หรือมี transporter protein ชนิดอื่นๆ[66-69] ที่

สามารถขับยาออกจากเซลลได จึงทําใหปริมาณยาในเซลลลดลง ความเปนพิษของยาตอเซลลก็จะลดลงเชนกัน

 นอกจากนี้ผลการศึกษาปริมาณยาสะสมของยา tenofovir ในเซลลที่มี  ABCC11(MRP8) 

transporter protein overexpression เทียบกับเซลลควบคุมชนิด LLC-PK1 parental cell โดยใช 

methotrexate เปน known substrate ดังแสดงในรูปที่ 36 และ รูปที่ 37 พบวา เซลลที่มี ABCC11-

transporter protein overexpression จะมีปริมาณสะสมของยา Tenofovir ภายในเซลลนอยกกวาเซลล

ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในทางกลับกันถาใสสาร MK-571 ซึ่งเปนตัวยับยั้งการทํางานของ 

transporter protein ชนิดนี้ลงไป กลับพบวามีปริมาณสะสมของยา Tenofovir เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ ตามความเขมขนของสาร MK-571 ที่เพิ่มสูงขึ้น และยังพบวาปริมาณสะสมของยา Tenofovir ใน 

inside-out vesicle ที่มี ABCC11(MRP8) transporter protein overexpression และมี ATP เปนแหลง

พลังงานเทียบกับระบบอื่นๆ รวมถึง control vesicel ดังแสดงในรูปที่ 38 และรูปที่ 39 นั้นพบวาใน inside-

out vesicle ที่มี ABCC11(MRP8) transporter protein overexpression และมี ATP เปนแหลงพลังงานมี

ปริมาณสะสมของยา Tenofovir มากกวาระบบอื่นๆ รวมถึง SF9-control vesicle อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

ในทุกๆชวงเวลา ในทางกลับกันถาใสสาร MK-571 ลงไป หรือ งดใหพลังงานกับระบบโดยใช AMP แทน ATP 

กลับพบวามีปริมาณสะสมของยา Tenofovir ใน ABCC11-transporter protein overexpression inside-

out vesicle ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงใหเห็นวาลักษณะการทํางานของ ABCC11(MRP8) 

transporter protein นั้น เปน efllux transporter ที่เรียงตัวอยูบนเซลลเมมเบรน[30, 32-35, 38] ดังที่มีรายงาน
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มาแลวกอนหนาและสามารถสรุปไดวายา Tenofovir เปน substrate ชนิดใหมของ ABCC11(MRP8) 

transporter protein  

จากการศึกษาที่ผานมาก็พบวามีสารหลายตัวที่เปน substrate ของ ABCC11(MRP8) ไดแก cyclic 

nucleotides(cAMP และ cGMP) [49,52,54-56], folic acid[57], LCT4[57], conjugated billirubin, bile acid, 

DHEAS, E13S, E217-βG, methotrexate[57-58],, premetrexate[58], 5-FU[54,58], FdUMP[58], ddC[58], Ara-

C[58], Adefovir[58]  และ PMEA[52, 56-58]  ซึ่งจากการคนพบในครั้งนี้จึงสามารถตอบคําถามในบางประเด็นไดวา

ความเปนพิษตอไตของยา tenofovir ที่มีอัตราอุบัติกาณเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ ทั้งในชาวไทยและยุโรป[6,28]นั้น 

นอกจากจะเกิดจากปจจัยที่สงเสริมใหเกิดพิษตอไตของยา Tenofovir ไดแก ระดับยาในเลือด ระยะเวลาการ

ไดรับยา น้ําหนักของผูปวยและคาการชําระครีตินีนพื้นฐานของผูปวยแลว ในระดับเซลลก็มีการศึกษาพบวา

การขนสงยา tenofovir เขาและออกจากเซลลจําเปนตองอาศัยตัวขนสงกลัยโครโปรตีน เชน OAT1, 

OAT3[6,29,48], MRP4[6] และ MRP7[8] ซึ่งพบวาถามีความผิดปกติของการนําสงยาโดยตัวขนสงกลัยโครโปรตีน

ดังกลาวจะทําใหเกิดการสะสมของยาในเซลลมากขึ้น จนทําใหเกิดการบาดเจ็บและตายของเซลลหลอดไตฝอย 

จนนําไปสูการเกิดพิษตอไต  ในขณะเดียวกันผลการศึกษาทางดาน SNPs ของตัวขนสงกลัยโคโปรตีนที่

เกี่ยวของเชน MRP7 ยังไมพบวามีความสัมพันธุกันอยางชัดเจนจนมีนัยสําคัญทางดานคลินิกในการทําใหเกิด

พิษตอไต ซึ่งอาจเปนไปไดวาตําแหนงของ SNPs ที่มีรายงานและนําเอามาศึกษานั้นไมใชตําแหนงที่สําคัญ[42-43] 

หรืออาจจะมีตัวขนสง กลัยโคโปรตีนชนิดอื่นๆ อีก ที่มีหนาที่ขนสงยา tenofovir เขาและออกจากเซลลทอไต

ฝอย จึงทําใหเมื่อตัวขนสงกลัยโคโปรตีนชนิดหนึ่งทําหนาที่ผิดปกติไป ก็ยังมีกลัยโคโปรตีนอีกชนิดหนึ่งยังคง

สามารถทําหนาที่แทนได ดังนั้น กลัยโคโปรตีนชนิดอื่นๆ ในอีกหลายๆ ชนิดที่อาจเกี่ยวของกับการขนสง 

Tenofovir ออกจากเซลลคือ ABCC11(MRP8) โดยพบวา MRP8 กระจายอยูทั่วไปในอวัยวะตางๆ ของ

รางกายมนุษยแตมีจํานวนนอยมาก ยกเวน ในสมอง ลําใสใหญ มามและไต[38, 54-55]  ในไตพบวา 

ABCC11(MRP8) กระจายอยูทั่วไปแตจะมีมากและหนาแนนบริเวณ proximal tubular ดังนั้นถามีการรบกวน

การทํางานของกลัยโคโปรตีนชนิดนี้ ไมวาจะเปนการเกิด mutation, SNPs, Drug interaction ที่สงผลลดการ

ทํางานลงจนเกิดการสะสมของยา Tenofovir ภายในเซลลเพิ่มสูงขึ้น จนทําใหเกิดการบาดเจ็บและตายของ

เซลลหลอดไตฝอย ก็สามารถนําไปสูการเกิดพิษตอไตจากยาดังกลาวไดเชนกัน 
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บทท่ี 4 

สรุปผล และขอเสนอแนะ(Suggestion) 
ยาทีโนโฟเวียรเปน substrate ของ MRP8 transporter การศึกษาตอไปคือตองพิสูจนทราบถึง

กระบวนการตาย(Apoptosis) วาเกิดผานกลไกใดและถามีโครงสรางของยาชนิดอื่นๆ เชน เกลืออลาฟนาไมด 

จะมีผลตอการทํางานของ MRP8 transporter protein ชนิดนี้หรือไมอยางไร 
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บทท่ี 5 

ผลผลิต(Output) 
5.1 ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ 

 อยูในระหวางการสง Official manuscript ใหกับวารสารนานาชาติ 

5.2 การจัดสิทธิบัตร 

 - 

5.3 ผลงานเชิงพานิชย 

 - 

5.4 ผลงานเชิงสารธารณะ  

ไดทราบถึงวายังมีกลัยโคโปรตีนอีกชนิดหนึ่งยังคงสามารถทําหนาที่ขนสงยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลล

ไดคือ ABCC11(MRP8) โดยพบวา MRP8 กระจายอยูท่ัวไปในอวัยวะตางๆ ของรางกายมนุษยแตมีจํานวนนอย

มาก ยกเวน ในสมอง ลําใสใหญ มามและไต องคความรูนี้จะเปนพ้ืนฐานใหกับงานวิจัยอื่นๆที่เก่ียวของตอไป  
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รายงานสรุปการเงิน 

รายงานสรุปการเงิน 
เลขที่โครงการระบบบริหารงานวิจัย  (NRMS 13 หลัก)  3100602182178  สัญญาเลขที่ 5/2558 

โครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายไดจากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณแผนดิน)  
ประจําปงบประมาณ พ.ศ. 2558 

มหาวิทยาลัยบูรพา 
 

ชื่อโครงการ การศึกษาหนาที่ของกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) ในการขนสงยา 
tenofovir disoproxil fumarate(TDF) บนเซลลทอไตฝอยในหลอดทดลอง 

Determination of ABCC11-glycoprotein(MRP8) transporter function on  

Tenofovir disoproxil fumarate(TDF) transport in renal tubular cells, In  

vitro Study. 

ชื่อหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน  ....เภสัชกร รศ.ดร.สินธุชัย แกวกิติชัย.... 

ชื่อผูรวมและดําเนินการวิจัย ....เภสัชกร อ.วิศิษฎ ตันหยง................. 

รายงานในชวงตั้งแตวันที่  (วนั/เดือน/ป)..1..ตุลาคม..2557..ถึงวนัที่  (วัน/เดือน/ป)...30..กันยายน..2558 

ระยะเวลาดําเนินการ......1.......ป ........... เดือน ตั้งแตวันที่  (วัน/เดือน/ป) )..1..ตลุาคม...2557................. 

รายรับ 
จํานวนเงินที่ไดรับ 
งวดที่  1 (50%) .......424,000.............  บาท  เมื่อวัน เดือน ป......14.พฤศจิกายน..2558.. 

งวดที่  2 (40%) .......339,200.............  บาท  เมื่อวัน เดือน ป......6.กุมภาพันธุ....2558.... 

งวดที่  3 (10%) .........84,800.............  บาท  เมื่อวัน เดือน ป...... 30.กันยายน....2558.... 

  รวม     .......848,000....................................................................................... 
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รายจาย 
รายการ งบประมาณที่ตั้งไว งบประมาณทีใ่ชจริง จํานวนเงินคงเหลือ/

เกิน 
1. คาตอบแทน 10,000 10,000 - 
2. คาจาง 120,000 48,000 + 72,000 
3. คาวัสดุ 
 - คาวัสดุสํานักงาน 
 - คาสารเคม ี
 - ค า อุ ป ก ร ณ ก า ร
 ทดลอง 
 - คาเซลล  LLC-PK1 
 และ Medium 
 - คาเซลล SF9-
 MRP8 
 overexpression 

 
10,000 
250,000 
215,200 
80,000 

 
60,000 

 
11,200 
257,900 
215,200 
80,000 

 
60,000 

 
- 1,200 
- 7,900 

- 
- 
 
- 

4. คาใชสอย 
 - คาเบี้ยเลี้ยง คาเชา
ที ่ พัก คาพาหนะ 
 - คาถายเอกสาร 
 - คาสาธารณูปโภค
 (รอยละ 10) 

 
8,000 

 
10,000 
84,800 

 
8,000 

 
10,000 
84,800 

 
- 
 
- 
- 

5. คาครุภัณฑ - - - 
6. คาใชจายอื่น ๆ 
 - คาตรวจวัดปริมาณ
 สารดวย LC/MS/MS 

 
- 

 
76,000 

 
-76,000 

 

รวม 848,000 861,100 -13,100 
 
 
 
 
 
 

(....................................................) 
ลงนามหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน 

 
 
 

    (....................................................) 
      ลงนามผูรวมและดําเนินการวิจัย 
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