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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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บทคัดยอ 
  ทีโนโฟเวียรเปนยาที่มีชื่อโครงสรางทางเคมีวา 9-(2-Phosphonyl-methoxypropyly) adenine 

(PMPA) เปนยาที่ใชไดดีในผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวีและไวรัสตับอักเสบ ชนิดบี มีกลไกการออกฤทธิ์โดยยับยั้งเอ็นไซม 

nucleotide reverse transcriptase รางกายขับถายยาทีโนโฟเวียรผานทางไตเปนหลักโดยใชกระบวนการกรองผาน

โกลเมอรูรัสและการขับยาออกผานทอไตสวนตน อาการอันไมพึงประสงคที่สําคัญของยาทีโนโฟเวียรคือ พิษตอไตซึ่ง

ทําใหเกิดขอจํากัดในการใชยาชนิดนี้ในทางคลินิก แตกลไกการทําใหเกิดพิษตอไตนั้นยังไมมีกลไกที่แนชัดวาเกิดขึ้นได

อยางไร อยางไรก็ตามจากการศึกษาทางสรีระวิทยาพบวาบริเวณทอไตสวนตน มีการกระจายของโปรตีนขนสงชนิดใช

พลังงาน ATP อยูหลายกลุม โดยเฉพาะกลุมที่มีชื่อวา ATP-binding cassette subfamily C11(ABCC11) หรือ 

Multidrug related protein 8(MRP8) เปนโปรตีนขนสงชนิดขับสารออกจากเซลลทอไตสวนตน ดังนั้นผูวิจัยจึงให

ความสนใจโปรตีนขนสงชนิดนีเ้ปนพิเศษเพื่อที่จะศึกษาวาโปรตีนขนสงชนดินี้เก่ียวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียรออก

จากเซลลทอไตสวนตนหรือไม ปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลลทอไตสวนตนพิสูจนดวยวิธีการทดลองที่

เรียกวา transport และ uptake assayed โดยใชเซลลชนิด LLCPK-1 เพิ่มปริมาณโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 ดวย

วิธีการ transfection โดยใช Lentivirus นําพา abcc11 gene เขาไปในเซลลเพื่อใหเกิดการสรางกลัยโคโปรตีนชนิด

นี้และใช synthetic MRP8 vesicle ตามลําดับ อยางไรก็ดีเพื่อแสดงความจําเพาะของ substrate ตอกลัยโคโปรตีน

ขนสงชนิด ABCC11 ทางผูวิจัยไดใช Methotrexate anhydrate เปน substrate และสาร MK571 เปน inhibitor 

การศึกษาปริมาณการสะสมของยาทีโนโฟเวียรและสารเมตาบอไลตทั้งในเซลลและใน vesicle ใชวิธีการวัดดวย 

liquid chromatography-tandem masspectrometry(LC-MS/MS) จากผลการทดลองพบวาปริมาณสะสมของยา

ทีโนโฟเวียรในเซลล LLCPK-1 ที่มีการแสดงออกของกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 นั้น มีปริมาณยาทีโนโฟเวียร

นอยกวา 5.5 เทาของเซลลควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถติ(Pvalue< .001) ในทางกลับกันพบวาปริมาณยาสะสมจะ

เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(Pvalue< .001) เมื่อมีสาร MK571 ซึ่งจัดเปนสารยับยั้งการทํางานของกลัยโปรตีน

ขนสงชนิดนี้ สําหรับการทดลองแบบ uptake assayed นั้นพบวา vesicle ที่มีการแสดงออกของกลัยโคโปรตีนชนิด 

ABCC11 มีปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียรใน vesicle มากกวาในทุกๆ ชวง เวลาที่ทําการวัดคาที่ 0.5, 5, 10, 15 

และ 30 นาที(Pvalue< .001) ตามลําดับและใหผลในทางตรงกันขามเมื่อมี MK571 เปนสารยับยั้งกลัยโคโปรตีนชนิดนี้ 

นอกจากนี้ทางผูวิจัยยังพบอีกวาผลการทดสอบดวยวิธี MTT assayed นั้นพบวาเซลล LLCPK-1 ที่มีการแสดงออกขอ

งกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 นั้นมีคา CC50 สูงกวาเซลลควบคุมถึง 15 เทาและคาของ CC50 จะลดลงอยางมี

นัยสําคัญทางสถิติ(Pvalue< .001) เมื่อมีสารยับยั้งกลัยโคโปรตีนชนิดนี้จนคา CC50 ไมแตกตางกับเซลลควบคุม จึง

สามารถสรุปไดวายาทีโนโฟเวียรเปน substrate ของกลัยโคโปรตีนชนิด ABCC11 ดังนั้นถามีการยับยั้งหรือรบกวน

การทํางานของกลัยโคโปรตีนชนิดนี้อาจจะสงผลตอการขนสงยานี้ผานทางทอไตสวนตนจนอาจเกิดการสะสมของ

ยาจนทําใหเกิดพิษตอไตได 

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 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา     

 
รูปที่ 1 แสดงสถิติของผูติดเชื้อเอชไอวีและเอดสในป 2010 ของประชากรทั่วโลก จากองคการอนามัย 

โลก 
ขอมูลจากองคการอนามัยโลกพบวาผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวีและผูปวยเอดสมีจํานวนประมาณ 31.4 - 

35.9 ลานคนทั่วโลก[1] ซึ่งการติดเชื้อก็ยังเพิ่มขึ้นในทุกๆป แตในอัตราคงที่เฉลี่ยปละ 2.5 ลานคน[1] ในขณะที่

ประเทศไทยอยูในอันดับที่ 40[2] โดยพบวามีอัตราอุบัติการณอยูที่ 1.2 % ตอป[2] ปญหาผูติดเชื้อเอชไอวี

ดังกลาวก็ยังสะสมและเปนปจจัยที่กระทบตอภาวะการเจริยเติบโตทางดาธุรกิจของทั้งประเทศที่พัฒนาแลว

ประเทศกําลังพัฒนาและประเทศดอยพัฒนา เนื่องจากเปนภาระดัานงบประมาณสาธารณสุขของแตละ

ประเทศเพราะยาที่ใชรักษาโดยสวนใหญตองนําเขาและมีราคาแพงการรักษาผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวีและผูปวย

เอดสจําเปนตองใชยาหลายขนานรวมกัน เพื่อลดปริมาณของเชื้อไวรัสในกระแสโลหิต เพิ่มระบบภูมิคุมกันของ

รางกายและลดโอกาสการติดเชื้อฉวยโอกาสทําใหผูปวยในกลุมนี้มีอัตราการตายที่ลดลงมากในปจจุบัน 

ขอจํากัดการรักษาดวยยาในผูปวยกลุมนี้ ไดแก ผลอันไมพึงประสงคที่เกิดจากยาที่ใช อันตรกิริยาระหวางยา

ดวยกัน การดื้อยาของเชื้อไวรัส ซึ่งยาทีโนโฟเวียรก็เปนยาหนึ่งในสูตรยาตานไวรัสที่ไดรับความนิยมและผลอัน

ไมพึงประสงคที่สําคัญก็คือพิษตอไต ดังนั้นถาสามารถหลีกเลี่ยงจากปจจัยเสี่ยงที่สัมพันธุกับอาการอันไมพึง

ประสงคจากยาทีโนโฟเวียรไดก็จะชวยใหผูปวยนั้นไดรับผลการรักษาที่ดี ลดคาใชจายในการรักษาอาการอันไม

พึงประสงคที่อาจเกิดขึ้นจากการใชยานี้ได การรักษาโรคติดเชื้อเอชไอวีหรือโรคเอดสในปจจุบันดวยยาสูตรผสม

ที่เรียกวา Highly active antiretroviral therapy (HAART) สามารถลดอัตราการเสียชีวิตและการติดเชื้อฉวย

โอกาสในผูติดเชื้อเอชไอวีได[3] มีผูติดเชื้อเอชไอวีสวนหนึ่งในประเทศไทยที่การรักษาดวยยาตานเอชไอวี
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ลมเหลวจากการดื้อยาในกลุม nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs)[4]หรือเกิดอาการไม

พึงประสงคจากการใชยา เชน เกิด lipodystrophy จากยา stavudine หรือ zidovudine ทําใหผูติดเชื้อเอช

ไอวีตองไดรับการเปลี่ยนแปลงสูตรยาตานเอชไอวีเปนสูตรที่มียา tenofovir มากขึ้น[4] 

 

 
รูปที่ 2 กลไกการตานเชื้อไวรัสเอชไอวีชนิดที่ 1 ของยาตานไวรัสที่มีอยูในปจจุบัน[5,6] 

 

Tenofovir เปนยาในกลุม nucleotide analogue reverse transcriptase inhibitor ที่ไดรับอนุมัติ

จากองคการอาหารและยาประเทศสหรัฐอเมริกาในป พ.ศ. 2544 และนําเขามาจําหนายในประเทศไทยใน

ปลายป พ.ศ. 2549 [2,4] ยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir disoproxil fumarate, TDF) เปนยาตานเชื้อไวรัสเอชไอวี 

ชนิดหนึ่งที่จัดอยูในกลุม Nucleotide Analogs ที่ออกฤทธิ์ยับยั้งการทํางานตอ reverse transcriptase ของ

เชื้อเอชไอวี(ดังแสดงในรูปที ่2)[5] ซึ่งสามารถลดปริมาณเชื้อไวรัสในกระแสโลหิตไดเปนอยางดีเมื่อใชรวมกันกับ

สูตรยาตานไวรัส ยาทีโนโฟเวียรอยูในรูปที่ไมมี ฤทธ( ิ์ Prodrug) เมื่อเขาสูรางกายจะตองใชเอ็นไซมเอสเทอเรส

(Esterase) เพื่อปลดปลอยยาใหอยูในรูปอิสระ(free tenofovir)และจะตองผานกระบวนการเติมหมูฟอสเฟต

อีก 2 ครั้ง จึงจะอยูในรูปที่มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา(active triphosphate form) สามารถยับยั้งการทํางานของ 

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

 

 
รูปที่ 4 แสดงกระบวนการขนสงยาทีโนโฟเวียรภายในเซลลหลอดไตฝอย[6,7,8] 

 

ยาทีโนโฟเวียรดูดซึมไดไมดีนัก โดยมีคาชีวประสิทธิผลประมาณ 27% เทานั้น ยานี้ขับออกทางไตใน

รูปที่ไมเปลี่ยนแปลงออกจากรางกายโดยกระบวนการ glomerular filtration รวมกับ active tubular 

secretion ประมาณ 20-30% โดยใชตัวขนสงโปรตีนหลายชนิดรวมกัน ไดแก OAT1, OAT3, MRP4[7]และ 

MRP7[8] โดยพบวาตัวขนสงโปรตีนที่นําเขายาทีโนโฟเวียรจากเลือดเขาสูเซลลทอไตคือ OAT1และ OAT3[7] 

สวนตัวขนสงโปรตีนที่ทําหนาที่ขับยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลลทอไตคือ MRP4 [7] และMRP7[8] ซึ่งมียีนที่

ควบคุมการสรางโปรตีนทั้งสองชนิดคือ ABCC4[6,7] และ ABCC10[6,8] ตามลําดับ(ดังแสดงในรูปที่ 4) เนื่องดวย
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ภายหลังที่ยานี้ไดรับการขึ้นทะเบียนจากองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาในป 2001[2] ยา 

tenofovir ก็ไดรับความนิยมในการใชรวมกับยาอื่นๆ ในสูตรยาตานไวรัสเพื่อใชรักษาผูปวยที่ติดเชื้อเอชไอวี

เพิ่มขึ้น โดยพบวา tenofovir มีประสิทธิภาพในการตานเชื้อไวรัสไดทั้งเชื้อที่ดื้อยาและไมดื้อยา[5] มีอัตราการ

ดื้อยาต่ํากวายาชนิดอื่นๆ ในกลุมเดียวกัน รวมทั้งมีผลตอระดับไขมันในเลือดและเกิด lipodystrophy ไดนอย

กวายา stavudine[9] อยางชัดเจน อาการไมพึงประสงคจากยา tenofovir ที่พบไดบอยไดแก อาการทองเสีย 

คลื่นไส อาเจียน ปวดทอง ทองอืดซึ่งเปนอาการอันไมพึงประสงคที่ไมรุนแรง แตมีรายงานอาการไมพึงประสงค

ที่รุนแรง คือ การเกิดพิษตอไต[10, 12-25] มีคา median ของระดับยา tenofovir ในเลือดสูงในกลุมที่เกิดพิษตอ

ไต[11] รายงานการเกิดพิษตอไตจากการใชยา tenofovir ไดแก ไตวายเฉียบพลันรอยละ 0.5-1.5[5-6] หลังจาก

ไดรับยา tenofovir ตั้งแตระยะเวลา 5 สัปดาหถึง 16 เดือน[19-21] และพบวาการทํางานของไตกลับปกติ

หลังจากหยุดยาอยางนอย 2-4 เดือน[21-22] มีคาการชําระครีแอทินินลดลงหลังไดรับยาตั้งแต 6 เดือน ถึง 3ป[22-

24] โดยพบวาการชําระครีแอทินิน ลดลง 10 มิลลิลิตร/นาที ในกลุมผูปวยที่ใชยา tenofovir และลดลงมากกวา

ในกลุมผูปวยที่ใชยากลุม nucleoside reverse-transcriptase inhibitor จากการติดตามผูปวยเปน

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

ของระดับฟอสเฟตในเลือดต่ําอยูในชวง 2.0-2.4 มิลลิลิตร/เดซิลิตร เทากับ 16.7/100 person-years ในกลุม

ที่ใชยา tenofovir และเทากับ 8/100 person-years ในกลุมผูปวยที่ไมไดใชยา tenofovir เมื่อติดตามผูปวย

เปนระยะเวลา 10.9 เดือน นอกจากนี้มีรายงานกรณีศึกษาตรวจพบน้ําตาลในปสสาวะหลังใชยาประมาณ 8 

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

เมื่อระยะเวลาผานไปก็มีกรณีศึกษารายงานเกีย่วกับพิษตอไตของยาเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ ในประเทศไทย

เองก็เชนกัน จากการศึกษาที่ผานมาในประเทศไทยมีผูปวยจํานวน 405 คน[27-28] ในโรงพยาบาลชลบุรีที่

ไดรับการรักษาดวย ยา tenofovir เฉลี่ย 16 เดือน (ตั้งแต 8 ถึง 21 เดือน) พบวาผูปวยจํานวน 78 คนหรือ

รอยละ 19 มีการลดลงของคา GFR มากกวารอยละ 25 ขึ้นไป ตามการวิเคราะหการอยูรอดของ Kaplan-

Meier ซึ่งเปนอุบัติการณที่สูงกวาเมื่อเทียบกับการศึกษาอื่นๆไดเคยรายงานไว ทั้งนี้อาจเกิดจากความแตกตาง

ในการใหคําจํากัดความของความเปนพิษตอไตและประชากรที่ศึกษา นอกจากนี้ผูปวยสวนใหญในการศึกษานี้

เคยไดรับยาตานไวรัสมากอนเขารวมการศึกษา ซึ่งแตกตางจากการศึกษาอื่นๆ ที่ดําเนินการในผูปวยที่ไมเคย

ไดรับยาตานไวรัสมากอน คาเฉลี่ยของการลดลงของคา GFR มากกวารอยละ 25 ขึ้นไป เทากับ 28 เดือน เมื่อ

วิเคราะหสมการการถดถอยแบบพหุคูณ พบวา น้ําหนักตัวที่นอย คาดัชนีมวลกายที่ต่ํา คา GFR พื้นฐาน การ

รับประทานยาตานไวรัสกลุม protease inhibitor และ ยาที่มีพิษตอไตจะสัมพันธกับการลดลงของคา GFR 

มากกวารอยละ 25 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ในชวง 2-3 ปที่ผานมา นอกจากการศึกษาดังกลาวในประเทศ

ไทยแลว ยังมีการศึกษาอื่นๆ อีก[28] โดยพบอัตราการเกิดพิษตอไตเพิ่มขึ้นในอัตราประมาณ5-18%[28] ซึ่งไกล

เคียงกับอัตราการเกิดขึ้นที่รายงานเอาไวในตางประเทศคือ 10-22%[6] โดยอัตราที่เกิดขึ้นจากการรายงาน

ดังกลาวแตกตางจากการศึกษาทางคลินิกชวงระยะที่ 3 มากกวาถึง 5 เทานอกจากนี้ยังพบวาอัตราอุบัติการณ

เกิดพิษตอไตนั้นจะเพ่ิมสูงขึ้นตามระยะเวลาการใชยาในผูปวยกลุมนี้ ความรุนแรงที่เกิดพิษตอไตจากยาทีโนโฟ

เวียรนั้นขึ้นกับการสะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลลทอไตและมีชวงของความรุนแรงของพิษตอไตกวางมาก 
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กลาวคือ สามารถเกิดไดในระดับความรุนแรงต่ําๆ ผูปวยจะมีการทํางานของไตปกติเพียงแคหยุดยา 2-3 

สัปดาห โดยไมตองการการรักษาใดๆ แตในทางกลับกันมีผูปวยบางกลุมจําเปนตองไดรับการฟอกไตและใช

เวลาการรักษายาวนานตลอดชีวิต จากรายงานพบวาพิษตอไตที่เกิดจากยาทีโนโฟเวียรนั้นสามารถเกิดขึ้นได

ภายในระยะเวลา 2-3 เดือนภายหลังไดรับยาและพิษตอไตจะเกิดขึ้นอยางตอเนื่องหากผูปวยไดรับยานี้

ตอเนื่องกันโดยไมไดหยุดยาและยังพบปจจัยเสี่ยงที่มีความสัมพันธุกับการเกิดพิษตอไต เชน อายุ (โดยพบพิษ

ตอไตมากขึ้นในผูปวยสูงอายุ) การใชยานี้รวมกับยาในกลุม Proteinase inhibitors (โดยเฉพาะอินดินาเวียร

(Indinavir)) ปจจัยทางดานพันธุกรรม(โดยเฉพาะที่เกี่ยวของกับ ABCC Transporter Protein) ผูปวยที่มี

น้ําหนักตัวนอย การใชยานี้รวมกันกับ Didanosine หรือยาอื่นๆที่มีพิษตอไต ผูปวยที่มีปริมาณของ CD4+ 

cells นอย ผูปวยที่มีการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบ ซี รวมดวย และผูปวยเบาหวาน ดังจะเห็นไดวาปจจัยเสี่ยงที่

สัมพันธกับการเกิดพิษตอไตจากยาทีโนโฟเวียรนั้นมีหลายปจจัยที่เกี่ยวของ โดยเฉพาะปจจัยทางดานความ

หลากหลายทางดานพันธุกรรมในมนุษยที่มีความแตกตางกัน การศึกษาดานพยาธิกําเนิดของพิษตอไตที่เกิด

จากยาทีโนโฟเวียรนั้นยังไมมีรายงานแตเชื่อวานาจะเหมือนกันกับยาอะดีโฟเวียรและซิโดโฟเวียร[6] ซึ่งมีสูตร

โครงสรางทางเคมีเหมือนกันและจัดอยูในกลุมยาเดียวกันกับยาทีโนโฟเวียร คือ Nucleotide Analog 

Reverse Transcriptase Inhibitors(NuRTIs) กลาวคือ เมื่อมีการสะสมของยาทีโนโฟเวียรในรูปไตรฟอสเฟส

(Tenofovir Triphosphate) ในเซลลเพิ่มมากขึ้นในเซลลทอไต(renal tubular cells) เพิ่มสูงขึ้นอาจจะสงผล

ยับยั้งการทํางานของเอ็นไซม DNA polymerase gamma(POLG) ของไมโตคอนเดรีย ลดการทําทําให

กระบวนการสรางโปรตีนภายในไมโตคอนเดรียถูกรบกวนและมีจํานวนลดลง ซึ่งสงผลตอกระบวนการสราง 

ATP ภายในเซลลดวยกระบวนการขนสงอิเล็กตรอน(electron transportation chain reaction) ซึ่ง ATP 

เปนแหลงพลังงานของเซลลสําคัญยิ่ง ผลดังกลาวอาจสรางความเครียดใหกับไมโตคอนเดรีย สงผลกระตุนให

เกิดการตายของเซลลทอไตโดยการหลั่ง Cytohrome C และ Apoptotic Inducing Factors อื่นๆ[6](ดัง

แสดงในรูปที่ 5) 

 
รูปที่ 5  แสดงกลไกลของยาทีโนโฟเวียรในการยับยั้งการทํางานของ DNA polymerase-  ในไมโตคอนเดรีย

(Mitochondria)[6,28] 
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นอกจากนี้ยังมีการศึกษาทีพ่บพยาธิสภาพของเซลลทอไตโดยตรวจยอมชื้นเนื้อของเซลลทอไตที่ไดจาก

การตัดชิ้นเนื้อในผูปวยที่เกิดพิษตอไตจากยาทีโนโฟเวียร   แลวศึกษาชิ้นเนื้อดังกลาวภายใตกลองจุลทรรศน

กําลังขยายสูงพบวามีการตายของเซลลทอไตจํานวนมากและนอกจากนี้ยังพบขนาดของไมโตคอนเรียที่ใหญขึ้น

และมีขนาดที่แตกตางกันอยูเกาะกันเปนกลุม(ดังแสดงในรูปที่ 6)[6,29] ผูทําการศึกษาจึงสรุปผลการศึกษา

ดังกลาววาความเปนพิษตอไตของยาทีโนโฟเวียรนาจะสงมาจากพิษโดยตรงตอไมโตคอนเรีย(direct toxic 

effects)[6-7,29-31] เหมือนกับยาอื่นๆ ที่อยูในกลุมเดียวกันและมีโครงสรางทางเคมีเหมือนกัน ซึ่งไดแก ซิโดโฟ

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

 
รูปที่ 6 แสดงพยาธิสภาพขยายของชิ้นเนื้อเซลลทอไตในผูปวยที่เกิดพิษตอไตภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย

สูง[6-7,29-31] 

ABCC หรือ ATP binding cassette subfamily C เปน subclass ของ ATP binding cassette 

(ABC) transporters[30,32-35] โดยพบไดตั้งแต archaea จนถึงในมนุษย[30,32] โครงสรางของ functional 

protein ประกอบดวย 4 โดเมน ไดแก 2 โดเมนที่อยูบนเซลลเมมเบรน  (2 transmembrane domains) 

และอีก 2 โดเมนอยูในไซโตพลาสซึมภายในเซลล (2 cytosolic domains) หรือเรียกอีกอยางหนึ่งวา ATP 

binding domains(ดังแสดงในรูปที่ 7)[30, 32-36] โดยปกติแลวตัวโปรตีนขนสงในกลุมนี้จะทําหนาที่หลายอยาง

ตั้งแตการขนสง organic ions, endogenous substances จนถึงการขนสงยาบางชนิดเขาและออกจากเซลล
[30,32-37] มีสมาชิกทั้งหมด 12 ชนิด  (ดังแสดงในตารางที่ 1) และมีการกระจายอยูตามเนื้อเยื่อตางๆ ในรางกาย

มนุษย(ดังแสดงในตารางที่ 2) แตจากการศึกษาพบวามีโปรตีนขนสง(Transporter protein) ที่พบวาทําหนาที่

ในการขนสงยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลลทอไตนั้นมีอยู 2 ชนิด คือ MRP4(Multi-drug resistance protein 

4)[6-8] และ MRP7[8] (Multi-drug resistance protein 4) อยูในกลุม ABCC (ATP- binding cassette 

subtype C subfamily) transporter proteins[30,32-36] ซึ่งจัดเปนโปรตีนขนสงที่อยูบน apical side ของ

เซลลทอไต โดยปกติแลวตัวโปรตีนขนสงดังกลาวจะทําหนาที่หลายอยางตั้งแตการขนสง organic ions, 

endogenous substances จนถึงการขนสงยาบางชนิดออกจากเซลลซึ่งรวมถึงยาทีโนโฟเวียรดวย  
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ตารางที ่1 แสดง Nomenclature และคุณสมบัติบางประการของ human MRP (ABCC) genes และ 

MRP (ABCC) proteins[30] 

 

 
รูปที่ 7 แสดงการเรียงตัว(configuration) ของโปรตีนขนสง ABCC บนเซลลเมมเบรน[30, 32-35] 
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ตารางที ่2 แสดงการกระจายของ ABCC transporter protein บนเซลลของอวัยวะตางๆ ในมนุษย[38] 

 

 
การศึกษาหนาที่ของโปรตีนขนสงที่ทําหนาที่ขนสงยา tenofovir นั้น Ray AS และคณะ[39] 

ทําการศึกษาทดลองเกี่ยวกับบทบาทหนาที่ของโปรตีนขนสง(Transporter proteins) ชนิด P-glycoprotein 

โดยผูวิจัยไดออกแบบการทดลองโดยใช Mardin darby kidney cell line(MDKCII) แลวปลูกถาย P-

glycoprotein ลงในเซลลเมมเบรน จากนั้นวัดการทําหนาที่ของตัวโปรตีนขนสง P-glycoprotein ดวยการวัด

ปริมาณของแคลซีน(Calcein) ในเซลลดังกลาวในสภาวะที่มี substrate ของตัวโปรตีนขนสง P-glycoprotein 

ซึ่งในการทดลองนี้ใชเวอราพามิล(Verapamil) เทียบกับยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ซึ่งผลการทดลองพบวา ใน

สภาวะที่มี substrate ของตัวโปรตีนขนสงชนิด P-glycoprotein คือ เวอราพามิล (Verapamil) นั้นจะมีการ

สะสมของแคลซีน(Calcein) ในเซลล MDKCII เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติตามปริมาณของ substrate 

ที่เพิ่มสูงขึ้น แตในทางกลับกันไมพบความแตกตางการสะสมของแคลซีน(Calcein) ในเซลล   Mardin darby 

kidney cell line(MDKCII) ของการทดลองที่ใชยาทีโนโฟเวียรในขนาดปริมาณที่แตกตางกัน(ดังแสดงในรูปที ่

8) 
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รูปที่ 8 กราฟแทงแสดงปริมาณของแคลซีน (Calcein) ภายในเซลล   Mardin darby kidney cell 

line(MDKCII) ในสภาวะที่มีเวอราพามิล(Verapamil) และทโีนโฟเวียร (Tenofovir) เปน substrate 

 

นอกจากนี้ผูวิจัยไดออกแบบการทดลองเพ่ือสนับสนุนการทดลองกอนหนา โดยวัดการใชพลังงาน ATP 

ในรูปของ ATPase activity ซึ่งจะสูงขึ้นในสภาวะที่ตัวโปรตีนขนสงนั้นมีความเฉพาะเจาะจงกับsubstrate ที่

ใสลงไปในระบบ ซึ่งในการทดลองนี้ผูวิจัยเลือกใช insect vesicle cell ที่มี over expression ของตัวโปรตีน

ขนสงชนิด P-glycoprotein โดยเปรียบเทียบยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) กับยาเวอราพามิล(Verapamil) ซึ่ง

ผลการทดลองพบวามี ATPase activity สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในเซลลที่มีเวอราพามิล(Verapamil) 

เปน substrate เมื่อเทียบกับเซลลที่มียาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) เปน substrate กับพบวา ATPase activity 

ไมมีการเปลี่ยนแปลงใดๆ      (ดังแสดงในรูปที่ 9) ดังนั้นจากผลการทดลองสรุปไดวาโปรตีนขนสงชนิด P-

glycoprotein ไมมีบทบาทใดๆ เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต 

 
รูปที่ 9 กราฟแทงแสดง ATPase activity ในสภาวะที่มียาทีโนโฟเวียร(Tenofovir)และยาเวอราพามิล

(Verapamil) เปน substrate 
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ในขณะเดียวกัน Ray AS และคณะ [39] ทําการศึกษาโดยผูวิจัยไดออกแบบการทดลองบทบาทหนาที่

ของตัวโปรตีนขนสงชนิด MRP2 วามีบทบาทหนาที่เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลลทอไต

หรือไม โดยผูวิจัยไดออกแบบการทดลองโดยใช Mardin darby kidney cell line(MDKCII) แลวปลูกถายตัว

โปรตีนขนสงชนิด MRP2 ลงในเซลลเมมเบรนของเซลลชนิดดังกลาว ผูวิจัยวัดผลการทดลองโดยดูปริมาณ

สะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลลชนิดดังกลาวในสภาวะที่มีและไมมีสารยับยั้งการทํางานของตัวโปรตีนขนสง

ชนิด MRP2 ซึ่งในการทดลองนี้ใชโพรเบนเนซิด(Probenecid) เปนสารยับยั้ง ซึ่งผลการทดลองพบวาปริมาณ

สะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลลที่มีหรือไมมีตัวยั้ยยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP2 ไมแตกตางกัน

(ดังแสดงในรูปที่ 11) 

 
รูปที ่10  กราฟแทงแสดงปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียรในเซลล Mardin darby kidney 

cellline(MDKCII) ที่มีและไมมีสารยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP2 

เปรียบเทียบกับเซลลที่ไมมีการปลูกถายตัวโปรตีนขนสงชนิด MRP2 

นอกจากนี้ทีมผูวิจัยไดออกแบบการทดลองเพ่ือสนับสนุนการทดลองโดยวัดการใชพลังงาน ATP ในรูป

ของ ATPase activity ซึ่งจะสูงขึ้นในสภาวะที่ตัวโปรตีนขนสงนั้นมีความเฉพาะเจาะจงกับ substrate ที่ใสลง

ไปในระบบ ซึ่งในการทดลองนี้ผูวิจัยเลือกใช insect vesicle cell ที่มี over expression ของตัวโปรตีนขนสง

ชนิด MRP2 โดยเปรียบเทียบยาทีโนโฟเวียร (Tenofovir) กับโพรเบนเนซิด(Probenecid) ซึ่งผลการทดลอง

พบวามี ATPase activity สูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในเซลลที่มียาโพรเบนเนซิด(Probenecid) เปน 

substrate เมื่อเทียบกับเซลลที่มียาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) เปน substrate กับพบวา ATPase activity ไมมี

การเปลี่ยนแปลงใดๆ(ดังแสดงในรูปที่ 12) ดังนั้นจากผลการทดลองสรุปไดวาโปรตีนขนสงชนิด MRP2 ไมมี

บทบาทใดๆ เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต(ดังแสดงในรูปที่ 12) ดังนั้น

จากผลการทดลองสรุปไดวาโปรตีนขนสงชนิด MRP2 ไมมีบทบาทใดๆ เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร

(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต 
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รูปที่ 11 กราฟแทงแสดง ATPase activity ในสภาวะที่มียาทีโนโฟเวียร(Tenofovir)และโพร

เบนเนซิด(Probenecid) เปน substrate ในเซลล MRP2-overexpressed 

 

นอกจากนี้ผูวิจัยไดออกแบบการทดลองเพ่ือทดสอบผลสรุปที่ไดสรุปเอาไวกอนหนาวา MRP2 ไมไดทํา

หนาที่ขนสงยา tenofovir โดยใช Sf9 insect vesicle cell ที่มี over expression ของโปรตีนขนสงชนิด 

MRP2 โดยวัดผลการทดลองจากอัตราการ uptake ของเอสตราไดออล กลูคิวโรไนน(Estradiol-glucuronide) 

เทียบกับยาทีโนโฟเวียร (Tenofovir) ภายใตสภาวะการทดสอบที่มีหรือไมมี ATP ซึ่งการทดลองนี้พบวาอัตรา

การ uptake ของเอสตราไดออล กลูคิวโรไนน(Estradiol glucuronide)เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ

เมื่อเทียบกับในสภาวะที่ไมมี ATP ในทางตรงกันขามอัตราการ uptake ยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ไม

แตกตางกันทั้งในสภาวะที่มีหรือไมมี ATP ดังนั้นจะเห็นไดวาโปรตีนขนสงชนิด MRP2 ไมไดมีบทบาทที่

เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต(ดังแสดงในรูปที่ 12) 

 
รูปที ่12  กราฟเชิงเสนแสดงอัตราการ uptake ของยาเอสตราไดออล กลูคิวโรไนน(Estradiol 

glucuronide) เทียบกับยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในสภาวะที่มีหรือไมม ีATP 
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Ray AS.และคณะ [39] ไดทําการศึกษาโดยออกแบบการทดลองบทบาทหนาที่ของตัวโปรตีนขนสงชนิด 

MRP4 วามีบทบาทหนาที่เก่ียวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไตหรือไม โดย

ผูวิจัยไดออกแบบการทดลองโดยใชเซลล CEM-R1 ที่ม ีover expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP4 โดย

วัดปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ภายในเซลลดังกลาวเปรียบเทียบกันภายใหสภาวะที่มีหรือไม

มีตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสง ซึ่งในการทดลองนี้ใชMK571 เปนตัวยับยั้งการทํางานของ MRP4 และ

เปรียบเทียบกับเซลลปกติท่ีไมม ีover expressionของ MRP4 จากผลการทดลองพบวามีปริมาณสะสมของยา

ทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในเซลลดังกลาวแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติในเซลลที่ม ี over expression 

ของ MRP4 และมีตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงคือ MK571 เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลปกติและเซลลที่

ไมมีตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสง(ดังแสดงในรูปที่ 13) 

 

 

 

 
รูปที ่13  กราฟแทงแสดงปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียรภายในเซลล CEM-R1 ที่มี over 

expression ของโรปตีนขนสงชนิด MRP4 ในสภาวะที่มีหรือไมมี MK571 ซึ่งใชเปนตัวยับยั้ง

การทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP4 

 

ผูวิจัยออกแบบการทดลองเพื่อศึกษาหาบทบาทที่เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) 

ออกจากเซลลทอไต โดยการนําเซลล Sf9 ที่ม ีover expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP4 และวัดปริมาณ

การ uptake ของ ทีโนโฟเวียรภายใตสภาวะที่มีหรือไมมี ATP และตัวยับยั้งการทํางานของตัวขนสงโปรตีน

ชนิด MRP4 ซึ่งในการทดลองนี้ใช Dipyridamole เปรียบเทียบกัน จากผลการศึกษานั้นพบวาเซลล Sf9 ที่ม ี

over expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP4 มีปริมาณการ uptake ของยาทีโนโฟเวีรย(Tenofovir) 

มากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล Sf9 ที่ใชเปนกลุมควบคุมและเซลล Sf9 ที่ม ี

Dipyridamole และ/หรือ ไมม ีATP(ดังแสดงในรูปที่ 15) จากผลการทดลองเกี่ยวกับบาบาทหนาที่ของโปรตีน
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ขนสงชนิด MRP4 ทั้งสองการศึกษาจะพบวา MPR4 มีบทบาทหนาที่ที่เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร

(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต 

 

 

 
 

รูปที ่14  กราฟแทงแสดงปริมาณการ uptake สะสมของยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ภายในเซลล   

Sf9 insect vesicle cell ที่ม ีover expression ของโรปตีนขนสงชนิด MRP4 ในสภาวะที่มี

หรือไมมี ATP และ Dipyridamole ซึ่งใชเปนตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด 

MRP4 

 

ในป 2011 มีการคนพบโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ซึ่งเปนโปรตีนขนสงชนิดใหมที่พบวามีความ

เกี่ยวของกับการขนสงยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ออกจากเซลลทอไต ซึ่งการศึกษานี้ Pushpakom SP และ

คณะ[8] ไดนําเซลล HEK293 มาปลูกถายดวยโปรตีนขนสงชนิด MRP7 จากนั้นนําเซลลHEK293 ไป incubate 

ในสารละลายยาทีโนโฟเวียร จากนั้นวัดปริมาณยาทีโนโฟเวียร (Tenofovir) สะสมภายในเซลล ภายใตสภาวะ

ที่มีหรือไมมีตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ซึ่งในการศึกษานี้ใช เซฟาแรนทีน

(Cepharantine) เปรียบเทียบกัน จากผลการศึกษาพบวาในเซลลHEK293 ที่มี over expression ของโปรตีน

ขนสงชนิด MRP7 และมีเซฟาแรนทีน(Cepharantine) จะมีการสะสมของยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ภายใน

เซลลสูงกวาเซลล HEK293 ที่มี over expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 แตไมมีเซฟาแรนทีน

(Cepharantine) และเซลล HEK293 ที่ไมมี over expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP7(ดังแสดงในรูปที ่

16) นอกจากนี้ผูวิจัยไดนําเซลล T-lymphocytes CD4+ และ Monocyte derived macrophage(MDM) 

มาศึกษาทดลองเนื่องจากพบ over expression ของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ดวยเชนกันในการศึกษานี้ไมได

ใชตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 แตจะใชการ knockdown โปรตีนขนสงชนิด MRP7 ดวย

วิธีการ siRNA แลววัดปริมาณสะสมของยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในเซลลเปรียบเทียบกัน จากการศึกษา

ทดลองพบวาเซลลที่มีการ knockdown โปรตีนขนสงชนิด MPR7 ดวย 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) สูงกวาเซลลที่ไมมีการ knockdown โปรตีนขนสงชนิด MRP7 ดวย siRNA อยางมี

นัยสําคัญทางสถิต(ิดังแสดงในรูปที ่17) 

 
รูปที ่15  กราฟแทงแสดงสัดสวนของปริมาณสะสมยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในเซลล HEK293 ที่มี

ปลูกถายโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ภายใตสภาวะที่มีและไมม ีเซฟาแรนทีน(Cepharanthine) 

ที่ใชเปนตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 

 

 
รูปที ่16  กราฟแทงแสดงสัดสวนของปริมาณสะสมยาทีโนโฟเวียร(Tenofovir) ในเซลล HEK293 ที่มี

ปลูกถายโปรตีนขนสงชนิด MRP7 ภายใตสภาวะที่มีและไมม ีเซฟาแรนทีน(Cepharanthine) 

ที่ใชเปนตัวยับยั้งการทํางานของโปรตีนขนสงชนิด MRP7 

สําหรับการศึกษาดาน Genetic Polymorphisms นั้น Kiser JJ. และคณะ[40] ไดทําการศึกษา 

Single Nucleotide Polymorphisms(SNPs) ของยีน SCL22A6, ABCC2 และ ABCC4 ในผูปวยเอชไอวี

จํานวน 30 ราย โดยเลือกอัลลีนที่มีการรายงานเอาไววามี variant มากกวา 5% ขึ้นไป ไดแก SCL22A6 

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

ตําแหนง จากนั้นเปรียบเทียบความเขมขนของยาทีโนโฟเวียรภายในเซลลเม็ดเลือดขาว(peripheral blood 

mononuclear cells, PBMCs) ซึ่งผลการศึกษาพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเพียงตําแหนงเดียว

คือ ABCC4(3463 A>G) พบ median concentration ของยาทีโนโฟเวียรภายในเซลลสูงกวา 35% เมื่อเทียบ

กันระหวางผูปวยเอชไอวีที่มี variant type กับ wild type(ดังแสดงในรูปที่ 18) 
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รูปที ่17  แสดงคามัธยฐานของความเขมขนของยาทีโนโฟเวียรภายในเซลล PBMCs ในผูปวยเอชไอวีที่

ม ีvariant type ที่ตําแหนง ABCC4(3463 A>G) เทียบกับ wild type 

 

Izzedine H. และคณะ[41] ไดศึกษาผลของ SNPs ของยีน ABCC2 และ ABCC4 ในผูปวยเอชไอวี

จํานวน 30 ราย โดยผูวิจัยแบงผูปวยออกเปนสองกลุมคือ กลุมที่ไมมีการทํางานของไตที่ผิดปกติจํานวน 17 

ราย และกลุมที่มีการทํางานของไตผิดปกติจํานวน 13 ราย แลวนําเลือดของผูปวยทั้งสองกลุมมาศึกษา 

genetic variations โดยเลือกตําแหนงตางๆ บนยีน(ดังแสดงในรูปที่ 19) ซึ่งจากผลการศึกษาพบวา SNPs 

ของยีน ABCC2 และ ABCC4 ที่ตําแหนง 1249 G> A และ 669C>T ตามลําดับ ของแตละยีนเพียงตําแหนง

เดียวเทานั้นที่พบในผูปวยเอชไอวีที่มีการทํางานของไตผิดปกติมากกวายางมีนัยสําคัยทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุม

ที่มีการทํางานของไตปกต(ิดังแสดงตารางที ่1 และ 2) 

 
รูปที ่18  แสดงตําแหนงของ 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 ที่ตําแหนง 1249 G>A 

ในผูปวยเอชไอวี 30 ราย 

 
ตารางที ่4 แสดงผลการศึกษา genetic variation ของ SNPs บนยีน ABCC4 ที่ตําแหนง 669 C>T ใน

ผูปวยเอชไอวี 30 ราย 

 
นอกจากนี้ Izzedine H. และคณะ[41] ไดนํา SNPs ของแตละตําแหนงบนยีน ABCC2 มาวิเคราะห

แบบ SNPs haplotype ซึ่งจากผลการวิเคราะหพบวาถาผูปวยเอชไอวีที่มี haplotypes แบบ CATC บนยีน 

ABCC2 ที่ตําแหนง 5’-UTR/exon 10/exon 25/exon 28 จะมีความเสี่ยงตอการเกิดพิษตอไตสูงกวาผูปวย

เอชไอวีที่มี SPNs haplotype แบบอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิต(ิp<0.01)(ดังแสดงในตารางที ่3) 

 

ตารางที ่5  แสดงผลการศึกษา genetic variation ของ SNPs haplotype บนยีน ABCC2 ที่ตําแหนง 

5’-UTR/exon 10/exon 25/exon 28 ในผูปวยเอชไอวี 30 ราย 
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Pushpakom SP และคณะ[8] ทําการศึกษา genetic variations ในผูปวยเอชไอวี จํานวน 115 ราย 

ผูวิจัยแบงผูปวยออกเปนสองกลุม คือ กลุมที่มีการทํางานของไตผิดปกติ จํานวน 19 รายและการทํางานของไต

ปกต ิ96 ราย และผูวิจัยเลือกตําแหนงของยีน ABCC10 จํานวน 14 ตําแหนงมาวิเคราะห(ดังแสดงในรูปที่ 20) 

ซึงผลการวิเคราะหหาความสัมพันธุพบวาที่ตําแหนง 43404511 A>G เพียงตําแหนงเดียวที่แสดงความสัมพันธุ

กับความผิดปกติของการทํางานของไตที่มีนัยสําคัญทางสถิติ(p<0.02) นอกจากนี้ผูวิจัยไดวิเคราะหขอมูลแบบ 

extended haplotypes ระหวางยีน ABCC10 และ ABCC2 พบวา ถาผูปวยเอชไอวีมี extended 

haplotype แบบ GGC-CGTC จะมีความเสี่ยงตอการเกิดพิษตอไตสูงกวา wild type ถึง 3 เทา(ดังแสดง

ตาราง 4) 

 

 
รูปที่ 19  แสดงตําแหนง SNPs บนยีน ABCC10 ที่ Pushpakom SP และคณะ ทําการศึกษา 

genetic variations 

 

ตารางที ่6 แสดงผลการศึกษา genetic variation ของ SNPs haplotype บนยีน ABCC10 ที่ตําแหนง 

rs9349256, rs2125739 และการวิเคราะหแบบ SNPs haplotype ในผูปวยเอชไอวี 115 

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

- ABCC2 ในผูปวยเอชไอวี 115 ราย 

 
จากผลการศึกษาขางตนเกี่ยวกับการขนสงยาทีโนโฟเวียรในเซลลหลอดไตฝอยนั้นพบวา renal 

organic anion transporter ชนิด 1 และ 3 ( hOAT1 และ hOAT3) เกี่ยวของกับการขนสงยา tenofovir 

เขาสูเซลลทอไตสวนตนกอนที่จะขับออก ซึ่งกลัยโคโปรตีน hOAT1 เปนระบบขนสงหลักและ hOAT3 เปน

ระบบเสริม[6,29,48] ทําใหมีผลตอการสะสมยา tenofovir บริเวณเซลลทอไตสวนตน(proximal tubules) อาจ

นํานําไปสูความเปนพิษตอเซลลไตได นอกจากนี้ยังพบวามีกลัยโคโปรตีนอีกหลายชนิดที่เกี่ยวของกับการขับ

ออกของยา tenofovir จากเซลลทอไตสวนตน เชนABCC4(MRP4)[6] และ ABCC10(MRP7)[8] ซึ่งเปนกลัยโค

โปรตีนทําหนาที่ขจัดยา tenofovir จากเซลลทอไตสวนตนออกสู tubular lumen มีบทบาทสําคัญในการ

สะสมของยา tenofovir [6,8,28] ในเซลลทอไต ซึ่งการสะสมของยา tenofovir ในเซลลทอไตสวนตนจนทําให

เกิด mitochondria toxicity[7,29,45-47] เปนกลไกที่คาดวานาจะกอใหเกิดการตายของเซลลแบบ Apoptosis 

เหมือนกับยา Adefovir[7,29,45] ซึ่งมีโครงสรางที่คลายกัน ในสวนของการศึกษาที่หาความสัมพันธุทางดานเภสัช

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

พิษตอไตของยา tenofovir นั้น มีมากขึ้นเรื่อยๆ นอกจากการศึกษาขางตนแลว[8,40-41] ยังมีการศึกษาอื่นๆ อีก
[42-44] ที่พยายามอธิบายความสัมพันธดังกลาว แตผลการศึกษานั้นยังขัดแยงกันอยูเพราะพบทั้งความสัมพันธุใน

เชิงบวกและเชิงลบ แตสวนใหญผลจะออกมาในทางที่ไมมีนัยสําคัญทางสถิติ[42] ซึ่งผูวิจัยไดใหขอเสนอแนะ

เอาไวนาสนใจวา การเกิด SNPs หรือ single nucleotide polymorphism นั้นเทาที่มีรายงานอาจไมใช

ตําแหนงที่สําคัญ[42-43] หรืออาจมี pathway อื่นๆ ที่สามารถขับยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลลทอไตฝอยได เชน 

อาจมีตัวขนสงกลัยโคโปรตีนชนิดอื่นๆ อีก เปนตน ABCC11 หรือมีอีกชื่อหนึ่งวา MRP8 เปนกลัยโครโปรตีน

ขนสงซึ่งคนพบใหมในกลุม ATP-binding cassette subfamily C[30,32-34,49-52] โครงสรางของ transporter 

protein มีความ คลายคลึงกับ ABCC4(MRP4), ABCC5(MRP5) และABCC12(MRP9)[49-51] โดยถาเทียบกัน

ระหวาง ABCC4(MRP4) และ ABCC5(MRP5) โดยดูจากความเหมือนทางดานโครงสรางการเรียงตัวของ

กรดอะมิโนพบวา ABCC11(MRP8) มีความไกลเคียงกับ ABCC5(MRP5) อยูมาก แตในขณะเดียวกันกับพบวา

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

transporter protein ถูกคนพบในป 2001[52] ซึ่ง encoded โดย abcc11 gene บนโครโมโซมคูที่ 16 
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ตําแหนง 16q12 [30,32-35,49-52] ซึ่งเปนตําแหนงเดียวกันกับที่ encoded MRP9 แตมีความตางที่ splicing 

variance มี 30 exon[53] และพบวาถาเทียบกันแบบ tail-to-head จะมีความตางกันระหวาง MPR8 และ 

MRP9 อยูประมาณ 20 kb ของ nucleotide sequences [49-51] จากการศึกษาพบวา ABCC11 transporter 

protein กระจายอยูทั่วไปในอวัยวะตางๆ ของรางกายมนุษยแตมีจํานวนนอยมาก ยกเวน ในสมอง ตับ ลําใส

ใหญ มาม ตอมลูกหมาก อัณฑะและไต[38, 54-55] ทําหนาที่ขนสงสารที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเมตาบอลิซึมใน

รางกาย เชน cyclic neucleotides[49,52,54-56] (cAMP และ cGMP), folic acid, LCT4[57] หรือ ขนสงสารบาง

ชนิด [52, 56-58] เชน conjugated billirubin, bile acid, DHEAS, E13S, E217BG นอกจากนี้ยังพบวามี

ความสามารถในการขับยาบางชนิดออกจากเซลลได เชน methotrexate [57-58], premetrexate[58], 5-

FU[54,58], FdUMP, ddC, Ara-C และ PMEA[58] ในสวนของสารที่มีความสามารถในการยับยั้งการทํางานของ 

ABCC11 transporter protein ไดแก indomethacin, probenecid และ taurocholic acid[47](ดังแสดงใน

ตารางที่ 6) นอกจากนี้ ABCC11 transporter protein ยังมีการศึกษากันอยางขวางขวางในชวง 20 ปที่ผาน

มาเพ่ือหาหนาที่และความสัมพันธุทางดานคลินิกตอเนื่องเปนลําดับ 

 

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

 
ABCC11(MRP8) transporter protein เปน transmembrane transporter มีการจัดเรียงตัวของ

โปรตีนบนเซลลเมมเบรนเหมือนกับ transporter protein ตัวอื่นๆ ที่อยูใน subfamily C เดียวกัน คือ 

ประกอบไปดวย 2 transmembrane domains และ 2 intracellular nucleotide binding domains ใน

แตละ transmembrane domain จะประกอบดวย 6 loop ของสายโปรตีน ABCC11(MRP8) จัดเปน 

glycosylate protein ซึ่งมีอยู 2 ตําแหนง ไดแก 838 และ 844 บนasparagine[53] ในลําดับของกรดอะมิโน

บนสายของโปรตีน(ดังแสดงในรูปที่ 21) ABCC11 transporter protein มี mutation ที่รายงายเอาไวใน

หลายตําแหนง แตตําแหนงที่ไดรับความสนใจและมีความสําคัญ คือ ตําแหนงที่ 180 กรดอะมิโน glycine ถูก

แทนทีด่วย arginine พบมากในAfrican american พบนอยในเอเชีย(ดังแสดงในรูปที่ 20) การเกิด mutation 

ที่ตําแหนงนี้เกิดจากpolymorphism ของ abcc11 encoding gene ที่ตําแหนง 538 G>A จากการศึกษา

พบวาการเกิด mutation ที่ตําแหนงดังกลาวจะทําให transporter activity นั้นเพิ่มสูงขึ้น สัมพันธุกับการเกิด 
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axillary osmidrosis, wet earwax type, colostrum secretion[53-54] และการดื้อตอยาบางชนิดที่ใชรักษา

มะเร็งเตานม เชน methotrexate และ premetrexate[55] 

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

 
รูปที่ 21 แสดงการเรียงตัว(configuration) และ mutation ของโปรตีนขนสงชนิด ABCC11[53] 

 

ในสวนการศึกษาที่เกี่ยวของถึงการศึกษาหนาที่ของโปรตีนขนสง ABCC11 นั้น Guo Y และคณะ[61] 

ทําการศึกษาทดลองเกี่ยวกับบทบาทหนาที่ของโปรตีนขนสง(Transporter proteins) ชนิดABCC11 ที่

เกี่ยวของกับการขนสง cAMP, cGMP โดยผูวิจัยไดออกแบบการทดลองโดยใช Pig kidney cell line(LLC-

PK1) แลวปลูกถาย ABCC11 ลงในเซลลเมมเบรน จากนั้นวัดการทําหนาที่ของตัวโปรตีนขนสง ABCC11 ดวย

การวัดปริมาณสะสมของ cAMP ในเซลลดังกลาวในสภาวะที่มีและไมมีForskolin ซึ่งเปนสารที่ใชเพิ่มปริมาณ

ของ cAMP ภายในเซลล ผูวิจัยวัดปริมาณสะสมของ cAMPดวยวิธี ELISA จากผลการทดลองพบวาในเซลลที่ม ี

ABCC11 overexpression มีปริมาณสะสมของcAMP ภายในเซลลที่มีหรือไมมี cAMP stimulant นั้นนอย
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กวาในเซลลควบคุม 28% และ 34% ตามลําดับ (ดังแสดงในตารางที่ 8) แตในทางกลับกันพบวามีปริมาณของ 

cAMP ภายนอกเซลลสูงกวา (ดังแสดงในรูปที่ 3) 

 

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

Forskolin ซึ่งใชเปนสารเพิ่มปริมาณของ cAMP ภายในเซลล 

 
 

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

Forskolin ซึ่งใชเปนสารเพิ่มปริมาณของ cAMP ภายในเซลล 

 

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

SIN-1A ซึ่งใชเปนสารเพิ่มปริมาณของ cGMP ภายในเซลล 

 
 

จากนั้นวัดการทําหนาที่ของตัวโปรตีนขนสง ABCC11 ดวยการวัดปริมาณสะสมของ cGMP ในเซลล

ดังกลาวในสภาวะท่ีมีและไมม ีSIN-1A ซึ่งเปนสารที่ใชเพิ่มปริมาณของ cGMP ภายในเซลล    ผูวิจัยวัดปริมาณ
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สะสมของ cGMP ดวยวิธี ELISA จากผลการทดลองพบวาในเซลลที่มี ABCC11overexpression มีปริมาณ

สะสมของ cGMP ภายในเซลลที่มีหรือไมมี cGMP stimulant นั้นนอยกวาในเซลลควบคุม 35% และ 43% 

ตามลําดับ แตในทางกลับกันพบวามีปริมาณของ cGMP ภายนอกเซลลสูงกวา 14% และ 26% ตามลําดับ (ดัง

แสดงในตารางที่ 9)ผูวิจัยไดทําการศึกษาเกี่ยวกับผลของตัวโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 กับ Drug sensitivity 

โดยใช MTT cytotoxic assay เทียบกันระหวาง Pig kidney cell line(LLC-PK1) ที่มี ABCC11 

overexpression และเซลลควบคุม จากผลการศึกษาพบวา LLC-PK1-ABCC11 overexpression ดื้อตอยา 

PMEA, ddC, 5-FUra, 5-FdUrd และ 5-dFUrd แตไมพบการดื้อตอยาชนิดอื่นๆ(ดังแสดงในตารางที ่10) 

 

ตารางที ่11 ตารางแสดงความไวตอยาของ LLC-PK1-ABCC11 overexpression เทียบกับเซลล 

   ควบคุม 

 
ผูวิจัยแสดงผลการวิเคราะหการดื้อตอยา PMEA, ddC และ 5-FU ของเซลล LLC-PK1-ABCC11 

overexpression เทียบกับเซลลควบคุม โดยพบวาการดื้อตอยาตางๆ ขอเซลลชนิดนี้สามารถเกิดขึ้นไดตั้งแต

ความเขมขนต่ําๆ แตความแตกตาจะมีชวงกวางขึ้นในความเขมขนของยาที่สูงขึ้นตามลําดับ(ดังแสดงในรูปที ่

23) 

 

 
รูปที่ 23 แสดงความไวของ LLC-PK1-ABCC11 overexpression ตอ PMEA, ddC และ 5-FU ที ่

  ระดับความเขมขนของยาตางๆ กัน 

 

ผูวิจัยศึกษาผลของตัวโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 ตอการดื้อยา PMEA ในเซลล   LLC-PK1-ABCC11 

overexpression โดยวัดปริมาณสะสมของ [3H]PMEA ภายในและภายนอกเซลล เทียบกับเซลลควบคุม โดย

พบวาปริมาณสะสมของ [3H]PMEA ภายในเซลล LLC-PK1-ABCC11 overexpression มีนอยกวาแตในขณะที่
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ปริมาณสะสมภายนอกเซลลมีมากกวาเมื่อเทียบกับเซลลควบคุม (ดังแสดงในรูปที่ 24) ดังนั้นบทบาทของตัว

ขนสงโปรตีน ABCC11 ในการดื้อตอยา PMEA ของเซลล LLC-PK1-ABCC11 overexpression เกี่ยวของกับ

การทีต่ัวขนสงโปรตีน ABCC11 สามารถขับยาออกจากเซลลได 

 
รูปที่ 24 แสดงปริมาณสะสมของ PMEA ภายนอกและภายในเซลล LLC-PK1-ABCC11 overexpression 

และเซลลควบคุมที่เวลาตางๆ กัน(A; intracellular PMEA concentration และ B;extracellular PMEA 

concentration) 

นอกจากนี้ผูวิจัยไดทําการศึกษาผลของตัวขนสงโปรตีน ABCC11 กับการดื้อตอยากลุม

fluoropyrimidines โดยผูวิจัยไดตั้งสมมติฐานวาตัวขนสงโปรตีนชนิดนี้นาจะขับเอา active metabolites ตัว

ใดของยาในกลุม fluoropyrimidines ออกจากเซลล(ดังแสดงในรูปที่ 25A) โดยในการศึกษานี้ผูวิจัยไดเตรียม 

vesicle cell จาก LLC-PK1-ABCC11 overexpression และเซลลควบคุมดวยวิธี nitrogen cavitation 

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

เตรียมได ภายหลังจากไดใสยาลงไปในระบบtransport systems แลว ผลการศึกษาพบวายา [3H]5-FdUMP 

เพียงชนิดเดียวที่พบวาถูก uptake ได(ดังแสดงในรูปที่ 25B) จึงสามารถสรุปไดวาบาบาทของโปรตีนขนสงชนิด 

ABCC11 ในการดื้อตอยากลุม fluoropyrimidines นั้น ตัวขนสงโปรตีนชนิดนี้ขับเอา 5-FdUMP ออกจาก

เซลล(ดังแสดงในรูปที่ 25C) 



24 

 

 
รูปที่ 25 (A และ C) แสดง schematic diagram บทบาทหนาที่ของตัวขนสงโปรตีน ABCC11 ในการดื้อตอ

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

vesicle transport system ที่เตรียมจาก LLC-PK1-ABCC11 overexpression และเซลลควบคุม 

 

Uemura T. และคณะ[62] ไดศึกษาบทบาทของตัวโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 ในการดื้อตอยา 

Premetrexate ของเซลลมะเร็งปอดในหลอดทดลอง ผูวิจัยพัฒนาเซลลที่ดื้อตอยาpremetrexate ขึ้นเองใน

หองทดลอง โดยการนําเอาเซลลมะเร็งปอดชนิด PC-6 มาพัฒนาใหเกิด PC-6 ที่ดื้อตอ premetrexate(ดัง

แสดงในรูปที่ 26) เมื่อไดเซลล   PC-6 ที่ดื้อตอ premetrexate แลวผูวิจัยไดนําเอาเซลลดังกลาวไปเลี้ยงตอใน

อาหารเลี้ยงเซลลที่มีความเขมขนของ premetrexate ในขนาด 1.6 ไมโครโมลาร และ 4 ไมโครโมลาร กอนที่

จะนําเอาไปใชในการทดลองตางๆ PC-6, MTA resistant cells จะนํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมม ี

premetrexate กอน 7 วัน ผูวิจัยไดวิเคราะหคุณลักษณะของ PC-6, MTA-resistant cells ที่ดื้อตอยา 

premetrexate และ methotrexate ดวยการทํา MTT cytotoxic assay ผลของการทดลองแสดงใหเห็นวา

เซลล PC-6, MTA-resistant มีคุณลักษณะเฉพาะตามที่ตองการพัฒนาคือ ดื้อตอยา premetrexate และ 

methotrexate (ดังแสดงในตารางที่ 11)นอกจากนี้ผูวิจัยยังทําการวิเคราะห mRNA expression ของโปรตีน

ขนสงชนิดตางๆ ในกลุม ATP binding cassette ดวย northern blot assay พบวาใน PC-6, MTA-

resistant cells มีปริมาณ ABCC11 protein expression มากกวาเซลลควบคุม(ดังแสดงในรูปที่ 27) และ

ผูวิจัยยังทําการวิเคราะห protein expression ของโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 ดวย western blot assay 
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พบวาใน PC-6, MTA-resistant cells มีปริมาณ protein expression มากกวาเซลลควบคุม(ดังแสดงในรูปที่ 

28) 

 
รูปที่ 26 แสดงวิธีการพัฒนา PC-6, MTA-resistant cell lines ในหองทดลองโดยการ induction ใหเกิด 

MTA-resistant ดวย continuous exposure ดวย premetrexate โดยคอยๆ เพิ่มความเขมขนอยาง

ตอเนื่อง 

 

ตารางที่ 12 แสดงผล sensitivity analysis ดวย MTT cytotoxic assay โดยใช PC-6, MTAresistant cell 

lines และเซลลควบคุม 
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รูปที่ 27 แสดง mRNA expression ของตัวขนสงโปรตีนชนิดตางๆ ดวยวิธ ีwestern blot analysis 

ของเซลล PC-6, MTA-resistant และเซลลควบคุม 

 
รูปที่ 28 แสดง protein expression ของตัวขนสงโปรตีนชนิด ABCC11 ดวยวิธ ีwestern blot 

analysis ของเซลล PC-6, MTA-resistant และเซลลควบคุม 

 

จากผลการตรวจสอบคุณลักษณะเฉพาะที่ตองการในเซลล PC-6, MTA-resistant และเซลลควบคุม

ไดลักษณะเฉพาะตามที่ผูวิจัยตองการแลว ผูวิจัยไดนําเอาเซลลดังกลาวมาทําการทดลองเพื่อศึกษากลไกที่สัม

พันธุกันระหวางตัวโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 กับการดื้อตอยา premetrexate และmethotrexate ของ

เซลล PC-6, MTA-resistant cell โดยผูวิจัยไดนําเอาเซลลชนิดดังกลาวมาศึกษาโดยมีสมมติฐานวา กลไกที่

เซลล PC-6, MTA-resistant ดื้อตอยาจะเกี่ยวของกับตัวโปรตีนขนสงชนิดABCC11 ทําหนาที่ขับยา 

methotrexate หรือ premetrexate ออกจากเซลล ดังนั้นผูวิจัยจึงทําการศึกษาบทบาทหนาที่ของตัวโปรตีน

ขนสงชนิดนี้ โดยนําเอาเซลล   PC-6, MTA-resistant และเซลลควบคุมมา incubate ในสารละลาย 

methotrexate 80 ไมโครโมลาร และวิเคราะหการสะสมของยาภายในเซลล จากผลการศึกษาทดลองพบวา
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ความเขมขนของยาในเซลล PC-6, MTA-resistant มีคานอยกวาในเซลลควบคุมในทุกๆ จุดของเวลาที่ใชใน

การทดลอง จึงสรุปไดวาตัวโปรตีนขนสงชนิดABCC11 ทําหนาที่ขับยา methotrexate ออกจากเซลล(ดังแสดง

ในรูปที่ 10) 

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

และเซลลควบคุม 

 

ผูวิจัยทําการศึกษาทดลองเพื่อยืนยันหนาที่ของตัวขนสงโปรตีนชนิด ABCC11 เกี่ยวของกับการดื้อตอ

ยา premetrexate และ methotrexate ในเซลล PC-6, MTA-resistant โดยการเปนtransporter ขับยา

ดังกลาวออกจากเซลล ดังนั้นผูวิจัยไดทําการดัดแปลงการทดลองดวยการknockdown ABCC11 transporter 

protein ในเซลล PC-6, MTA-resistant ดวย siRNA ตอABCC11 และทําการตรวจสอบคุณลักษณะที่ตองการ 

โดยใช northern blot assay จากผลการทดลองพบวาในเซลล PC-6, MTA-resistant cells ที่ knockdown 

ABCC11 ดวย siRNA มี ABCC11 gene expression นอยกววา PC-6, MTA-resistant cells และ PC-6, 

MTA-resistant cells ที่ knockdown ดวย non-targeted siRNA(ดังแสดงในรูป 30A) จากนั้นผูวิจัยได

นําเอาเซลลดังกลาวมาศึกษาทดลองตอโดยทํา sensitivity assay ดวย MTT cytotoxic assay พบวาในเซลล 

PC-6, MTA resistant ที่ knockdown ABCC11 ดวย siRNA ตอ ABCC11 มี cell viability เหนือกวาเซลล

ควบคุม(ดังแสดงในรูปที่ 30B) นอกจากนี้ผูวิจัยยังไดทําการศึกษาทดลองเกี่ยวกับกลไกที่เกี่ยวของกับตัวโปรตีน

ขนสงชนิด ABCC11 กับการดื้อตอยาของเซลล PC-6, MTA-resistant ผูวิจัยศึกษาปริมาณยาสะสมภายใน

เซลลของ PC-6, MTA-resistant ที ่knockdown ABCC11 ดวย siRNA เทียบกับ non-targeted siRNA จาก

ผลการศึกษาพบวาในเซลลของ PC-6, MTA-resistant ที่ knockdown ABCC11 ดวย siRNA มีปริมาณยา 

methotrexate สะสมอยูในปริมาณที่มากกวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (ดังแสดงในรูปที่ 30C) จึงอาจสรุปได

วาการที่เซลล PC-6, MTA-resistant มี ABCC11 transporter protein ทําหนาที่ขับยา 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 ดวย siRNA และเซลลควบคุม 

 

ผูวิจัยไดทําการศึกษาหาความสัมพันธุระหวาง SNP 538 G>A และ drug sensitivity ของเซลลมะเร็ง

ปอดจํานวน 13 ชนิด(ดังแสดงในตารางที่ 11 ) โดยจากการศึกษากอนหนานี้พบวาถาABCC11 encoded 

gene ม ีSNP538 G>A จะม ีtransport activity เพิ่มมากขึ้น ผูวิจัยไดนําเอาขอมูลตางๆ ที่แสดงในตาราง มา

วิเคราะหหาความเกี่ยวโยงกัน โดยที่ผูวิจัยแยกวิเคราะหหาความสัมพันธุดังกลาวในแตละ genotype ไมพบ

ความสัมพันธุกัน(ดังแสดงในรูป 31A) แตถานําเอาผลของmutant type มาวิเคราะหเทียบกับ wild type จะ

พบความสัมพันธุวา mutant genotype(G/G, G/A) มีความเสี่ยงที่เซลลมะเร็งปอดจะดื้อตอยามากกวา wild 

type(A/A) (ดังแสดงในรูป 31B) 

ตารางที ่13 แสดง ABCC11 genotype และ IC50 ของ 13 adenocarcinoma cell lines 
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รูปที่ 31 แสดงความสัมพันธุระหวาง ABCC11 genotype และ median IC50 concentration 

ของ 13 adenocarcinoma cell lines 
 

จากการทบทวนวรรณกรรมทั้งหมดจะเห็นไดวาความเปนพิษตอไตของยา tenofovir มีอัตรา

อุบัติการณเพ่ิมมากขึ้นเรื่อยๆ ทั้งในชาวไทยและยุโรป ปจจัยที่สงเสริมใหเกิดพิษตอไตของยา Tenofovir ไดแก 

ระดับยาในเลือด ระยะเวลาการไดรับยา น้ําหนักของผูปวยและคาการชําระครีตินีนพื้นฐานของผูปวย ในหลาย

การศึกษาพบวาการขนสงยา tenofovir เขาและออกจากเซลลจําเปนตองอาศัยตัวขนสงกลัยโครโปรตีน เชน 

OAT1, OAT3, MRP4 และ MRP7 ยังพบอีกวาถามีความผิดปกติของการนําสงยาโดยตัวขนสงกลัยโครโปรตีน

ดังกลาวจะทําใหเกิดการสะสมของยาในเซลลมากขึ้น จนทําใหเกิดการบาดเจ็บและตายของเซลลหลอดไตฝอย 

จนนําไปสูการเกิดพิษตอไต ในขณะที่ผลการศึกษาทางดาน SNPs ของตัวขนสงกลัยโคโปรตีนที่เกี่ยวของยังไม

พบวามีนัยสําคัญทางดานคลินิกในการทําใหเกิดพิษตอไตอยางชัดเจน ซึ่งในบางการศึกษาไดใหขอคิดเห็นไววา 

ตําแหนงของ SNPs ที่มีรายงายและนําเอามาศึกษานั้นไมใชตําแหนงที่สําคัญหรืออาจจะมีตัวขนสงกลัยโค

โปรตีนชนิดอื่นๆ อีก ที่มีหนาที่ขนสงยา tenofovir เขาและออกจากเซลลทอไตฝอย จึงทําใหเมื่อตัวขนสงกลัย

โคโปรตีนชนิดหนึ่งทําหนาที่ผิดปกติไป ก็ยังมีกลัยโคโปรตีนอีกชนิดหนึ่งยังคงสามารถทําหนาที่แทนได 

ประกอบกับการศึกษาเกี่ยวกับ ABCC11 หรือ MRP8 ซึ่งเปนกลัยโครโปรตีนซึ่งคนพบใหมในกลุม ATP-

binding cassette subfamily C[ มีโครงสรางคลายคลึงกับ ABCC4 และ ABCC5 มีลําดับของกรดอะมิโน

เหมือนกับ ABCC5 มากที่สุด แตในทางกลับกันพบวา substrate ของ MRP8 มีความไกลเคียงกับ MRP4 

มากกวา และยังพบวา MRP8 กระจายอยูทั่วไปในอวัยวะตางๆ ของรางกายมนุษยแตมีจํานวนนอยมาก ยกเวน 

ในสมอง ลําใสใหญ มามและไต ทําหนาที่ขนสงสารที่เกิดขึ้นจากกระบวนการเมตาบอลิซึมในรางกาย เชน 

cyclic nucleotides(cAMP และ cGMP), folic acid, LCT4 หรือ ขนสงสารบางชนิด เชน conjugated 

billirubin, bile acid, DHEAS, E13S, E217BG นอกจากนี้มีบางการศึกษายังพบวา ABCC11(MRP8) มี

ความสามารถในการขับยาบางชนิดออกจากเซลลได เชน methotrexate, premetrexate, 5-FU, FdUMP, 

ddC, Ara-C, Adefovir และ PMEA และยังพบวายาหรือสารเคมีบางชนิด เชน indomethacin, 

probenecid, MK571 และ taurocholic acid มีความสามารถในการยับยั้งการทํางานของตัวขนสงกลัยโค
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โปรตีนชนิด ABCC11 ไดดีอีกดวย จากขอมูลดังกลาวขางตนอาจทําใหเชื่อไดวา ABCC11(MRP8) นาจะมี

ความสามารถในการขนสงยาที่มีโครงสรางเปน cyclic neucleotides ซึ่ง tenofovir ก็เปนยาที่มีโครงสรางใน

กลุมดังกลาวและยังพบอีกวากลัยโคโปรตีน ขนสงชนิดนี้มากบริเวณ proximal tubular region ใน

ขณะเดียวกันจากการทบทนวรรณกรรมพบวายังไมมีการศึกษาถึงบทบาทหนาที่ของ ABCC11 วาทําหนาที่

เกี่ยวของกับการขนสงยา tenofovir ในเซลลทอไตฝอยสวนตนหรือไม ทําใหผูวิจัยเกิดความสนใจในการคนหา

บทบาทหนาที่ดังกลาวซึ่งอาจเปนแนวทางในการหลีกเลี่ยงการเกิดพิษตอไตซึ่งเปนผลอันไมพึงประสงคจากยา 

tenofovir ที่สําคัญในผูปวยเอชไอวีตอไปไดในอนาคต โดยการศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาหนาที่ของกลัย

โคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) มีบทบาทตอการขนสงยา Tenofovir ในเซลลหลอดไตฝอยสวนตน

หรือไมและศึกษาความสัมพันธุระหวางกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) ทําใหเกิดการตายของเซลล

หลอดไตฝอยจากยา tenofovir นั้นเกี่ยวของกันหรือไม ทางคณะผูวิจัยไดทําการทดลองโดยใชเซลล LLC-PK1 

นํามาปลูกถายตัวกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11 หรือ MRP8 ผาน Lentivirus ซึ่งเปน vector ที่นิยมใช 

จากนั้นจะดําเนินการทดลองดังนี้ ขั้นแรกจะดําเนินการตรวจ characteristic ของเซลล LLC-PK1 กอนวามี

คุณสมบัติตามที่ตองการหรือไมโดยใชเทคนิค rtPCR และตามดวย Immunofluorescences เพื่อแสดงวามี

ยีนแบะโปรตีนที่ตองการหรือไม จากนั้นผูวิจัยจะทําการทดลองดวยเทคนิคที่เรียกวา MTT assay, Uptake 

assay แบะ Transport assay  ดังจะกลาวโดยละเอียดตอไป 
 

1.2 วัตถปุระสงคของการศึกษาและขอบเขตของการวิจัย   

1.2.1 วัตถุประสงคของการศึกษา 

- ศึกษาหนาที่ของกลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) มีบทบาทตอการขนสงยา 

 Tenofovir ในเซลลหลอดไตฝอยสวนตนหรือไม 

- 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) 

ทําใหเกิดการตายของเซลลหลอดไตฝอยจากยา Tenofovir นั้นเกี่ยวของกันหรือไม 

 1.2.2 ขอบเขตของการวิจัย   

- ศึกษาหนาที่การทํางานของกลัยโคโปรตีน ABCC11(MRP8) กับการขนสงยา tenofovir 

disoproxil fumarate ในเซลลทอไตฝอยในหลอดทดลอง โดยใช LLC-PK1 cell line แลว 

overexpression ดวย pcDNA-MRP8 เพื่อจําลองสภาพของเซลลทอไตฝอยบริเวณ 

proximal tubular cell 
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1.3 ทฤษฎี สมมติฐาน และกรอบแนวความคิดของการวิจัย  

 1.3.1 สมมติฐานงานวิจัย 

H0: กลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) สงผลตอระดับยา tenofovir ในเซลลหลอด

ไตฝอยสวนตนไมแตกตางกนั 

H1: กลัยโคโปรตีนขนสงชนิด ABCC11(MRP8) สงผลตอระดับยา tenofovir ในเซลลหลอด

ไตฝอยสวนตนแตกตางกัน 

H0: ยา Tenofovir สงผลใหเกิดการตายของเซลลหลอดไตฝอยสวนตนที่มีกลัยโคโปรตีน

ขนสงชนิด ABCC11(MRP8) ไมแตกตางกัน 

H1: ยา Tenofovir สงผลใหเกิดการตายของเซลลหลอดไตฝอยสวนตนที่มีกลัยโคโปรตีน

ขนสงชนิด ABCC11(MRP8) แตกตางกัน 

1.3.2 กรอบแนวความคิด (Conceptual Framework) 

- ถา ABCC11(MRP8) ทําหนาที่ขนสงยา tenofovir ในเซลลหลอดไตฝอย ถา MRP8 

ทํางานผิดปกติ ปริมาณยาในเซลลจะเพิ่มขึ้น สงผลใหเกิดการตายของเซลลและขยาย

เปนวงกวางขึ้นจนพัฒนากลายเปนพิษตอไต 

 
- ถา ABCC11(MRP8) ทําหนาที่ขนสงยา tenofovir ในเซลลหลอดไตฝอย เมื่อมี

ภาวะการทํางานของ ABCC11(MRP8) ลดลง จะทําใหปริมาณยา tenofovir ใน

เซลลจะตองเพิ่มสูงขึ้น ปริมาณยาใน inside-out vesicle จะลดลงและมี CC50 

เพิ่มสูงขึ้น 
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1.4 ประโยชนที่ไดรับ 

1.4.1  ทราบถึงหนาที่ของกลัยโคโปรตีนชนิดใหมวามีบทบาทตอการสะสมของยา Tenofovir 

ในเซลลหลอดไตฝอยสวนตน 

1.4.2  ทราบถึงบทบาทที่สําคัญของกลัยโคโปรตีนชนิดใหมตอความเปนพิษตอเซลลทอไต  

สวนตนเพื่อเปนแนวทางในการศึกษาหาวิธีการปองกันการเกิดพิษตอทอไตสวนตนของยาทีโน

โฟเวียร ตอไป 

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 ) 

กับการตายของเซลลหลอดไตฝอยจากยา Tenofovir 
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บทท่ี 2 

วัสดุ สารเคม ีอุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย(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 การเลี้ยงเซลลและเพิ่มจํานวนเซลล(MRP8-overexpression and parental cell 

recovered and seeding) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

MRP8-overexpression cell LLCPK1-parental Cell 

นําออกมาจาก liquid nitrogen 

อุนท่ี 37 องศา ทันทีจนเปน
ของเหลวทั่วกันหมดทั้งหลอด 

ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 127G นาน 7 นาท ี

ถายใสใน Centrifuge tube ขนาด 15 มล. ที่มี M199 อยู 10 มล. 

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

แบงออกเปน 2 สวนเทาๆกัน ใสลงใน T75 flask ที่มี M199 อยูจํานวน 15 มล. 

เปลี่ยน Media ในวันถัดไปดวย 
 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 ดวยวิธี 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. ในแตละ T75 culture flask 

เติม M199 ลงในแตละ 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 อุณหภูมิหอง  

Transferred ลงใน entrifuge ขนาด 15มล. 

เท M199 ทิ้งใหหมด 

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

Vortex จนไดสารละลายใส 

Transferred lysate ลงใน homogenization tube จากนั้นใชเข็ม
ขนาด 18-21 guage พรอม syringe ดึงสารละลายขึ้นลงประมาณ 

5-10 ครั้ง 

เติม 70% Ethanol 

Vortex จะเห็นตะกอนสีขาวขุนเปนเสนๆ  
กรองดวย 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 เก็บไวแต Spin cartridge 

สวม collection tube อันใหม 
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2.2.2.1.2 การวัดปริมาณ MRP8 gene expression ดวยวิธี rt-PCR แสดงเปน relative 

quantification เทียบกับปริมาณของ β-actin ที่เปน house keeping gene เตรียม 

reaction rt-PCR ดังนี้  

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

ปนแหง 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 ที่อุณหภูมิหอง 

Centrifuge ที่ 12000 x g นาน 2 นาที ที่อุณหภูมิหอง 

Repeated 3X 

เก็บ Solute ใน recovered tube แชที่ -80 องศา 

วัดคาดวยเครื่อง rt-PCR 
ยี่หอ 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 ดวยวิธี 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 ออกใหหมด ใน ทุกๆ หลุม 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and 
magnesium) x 3 times 

Fixed cell ในทุกหลุมดวย 4% Paraformaldehyde 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and 
magnesium) x 3 times 

Permilized cell ในทุกหลุมดวย 0.3% Triton® X(diluted in D-PBS) 

Incubation 5 นาที ที่ อุณหภูมิหอง 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and magnesium) x 3 times 

เติม 5% Goat serum จนทวมในทุกๆหลุมและ 
incubation นาน 60 นาที ท่ี อุณหภูมิหอง 

Remove เอา goat serum ออกและเติม Primary antibody 
ความเขมขน 10 mcg/ml(diluted in 5% goat serum) 

Incubation overnight ที่ 2-8 องศา 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and magnesium) x 3 times 

เติม Secndary antibody ดวย Alexa Flour® 488 mouse-anti 
goat serum ความเขาขน 10mcg/ml(diluted in 5% goat serum) 

ยกเวนหลุมที่เปน control ใหเติม D-PBS แทน 

Incubation นาน 60 นาที ท่ี อุณหภูมิหอง 

Rinse ดวย 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 ที่ความเขมขน  
 0, 0.000016, 0.00016, 0.0016, 0.016, 0.16, 
1.6, 16, 160, 1600, 16000 และ 50000µM 

เติม Tenofovir ที่ความเขมขน  
 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 ที่ผสมอยูกบั Methotrexate หรือ Tenofovir 
ออกจนหมด 

เติม Presto blue® จํานวน 90µL + M199 10µL 

Incubation นาน 2 ชั่วโมง ที ่37 องศา 5% CO2 

วัดคา absorbance ที่ Exitation 550nM                    
มี Referance ที่ 600nM ดวยเครือ่ง Microplate reader 

บันทึกคา ABS ที่อานได แลวคํานวณหา CC50 

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

Incubation นาน 15 นาที ที่ อุณหภูมิหอง 

Rinse ดวย D-PBS(with calcium and magnesium) x 3 times 

ดูการเรืองแสงของ Fluorescene ดวย 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 ดวย 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 ดวย DI 

หรือ ultrapure water จํานวน 10 

มิลลลิิตร และเตมิ 4 มิลลลิิตรของ 

1M MgCl2 ปรับ pH =7 ดวย 1.7M 

Tris แลวปรับปรมิาตรสุดทายดวย DI 

หรือ ultrapure water จนครบ 20 

มิลลลิิตร 

แบงออกเปนสวนๆ เอาไวแคพอใชที่

เหลือ freeze ที่ -20 องศา 

250mM Na2AMP ละลาย Na2AMP 1.97 กรัม ใน 10 

มิลลลิิตรของ DI หรือ ultrapure 

water จากนั้นปรับ pH = 7 ดวย 

1.7M Tris ปรับปรมิาตรสุดทายใหได 

20 มิลลิลติร 

แบงออกเปนสวนๆ เอาไวแคพอใชที่

เหลือ freeze ที ่-20 องศา 

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

or ultrapure water จํานวน 20 

มิลลลิิตร 

แบงออกเปนสวนๆ เอาไวแคพอใชที่

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 เปนตัวทําละลาย(เตรียมใหมๆ เทานัน้) 

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

มา 200 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรจนครบจํานวน 10 มิลลิลิตร  โดยใช Transport 

buffer เปนตัวทําละลาย(เตรียมใหมๆ เทานั้น) 

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

ปริมาตรดวย 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 

ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตร เตรียมเสร็จเอามา aliquot ไว ที่เหลือ freez 

ที่ -80 

o โดยชั่ง MTX จํานวน 1.8178  มิลลิกรัม ผสมลงใน Transport Buffer ผสมลง

ใน Transport Buffer ปรับปริมาตรใหครบ 25 มิลลิลิตร เตรียมเสร็จเอามา 

aliquot ไว ที่เหลือ freez ที่ -80 

- เตรียมสารละลาย 70% Methanol จํานวน 100 มิลลิลิตร 
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Pipette นํา MRP8-vesicle protein(โดยแตละใน reaction ตองมี ปริมาณโปรตีนอยางนอย 50 ไมโครกรัม) ผสม
กับ reaction buffer (กอนใชแชน้ําแข็งจนกวาจะนําไปใช) 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 

เพื่อกระตุน reaction process ให pipette ขึ้นลง อยางนอย 5-6 ครั้ง ในแตละหลุม 
 

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

  ใสใน centrifuge tube ที่เติม iced-Stop/Wash Buffer 150 ไมโครลติร เพื่อหยุด reaction 
 

กรองดวย 96 Multi-Well filtered Plate ขนาด 1 ไมครอน โดยใชเครื่อง Suction Pump  
แลวลางดวย Stop/Wash buffer x 5 ครั้ง x 200 ไมโครลติร 

 

เติม 70% iced methanol 500 ไมโครลติร  

ใชกระดาษซับใตตัวกรองจนแหงสะอาด 

Incubation overnight ที่ 2-8°C 

Pipette สารตัวอยางลงใน centrifuge tube ขนาด 1.5มล 

Centrifuge ที่ 15000 รอบ นาน 30 
นาที

Pipette เอา supernatant ไปวัดดวยเครื่อง 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 ดวย 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 ใสลงในขวดสีชา 

วัดหาปริมาณของยา TDF และ Methotrexate ดวย 
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) กราฟแทงแสดงปริมาณของ abcc11 gene expression ในเซลล ABCC11-overexpression cell เทียบกับ 

LLC-PK1-parental cell B) แสดงการยอมติดสีของ  ABCC11 protein ในเซลล ABCC11-overexpression cell 

เทียบกับ LLC-PK1-parental cell ดวยวิธี Secondary หรือ Indirect immunofluorescences 

 

จากการ characterized เซลล LLC-PK1 ที่ไดทําการปลูกถาย abcc11 gene ดวย lentivirus เพื่อ

หวังผลใหแสดงโปรตีนชนิด ABCC11-transporter นั้น พบวา เซลลที่ไดรับการปลูกถาย abcc11 gene จะ

ไดรับการตรวจการแสดงออกของยีนเปาหมายดวยวิธี real time PCR จากผลการตรวจนั้นพบวาเซลลที่ไดรับ

การปลูกถายยีนเปาหมายมีการแสดงออกของยีนเปาหมายมากกวาเซลลควบคุมอยางเห็นไดชัดเจน(ดังแสดง

ตามรูปที่ 32A)ในทางเดียวกันการยอมโปรตีนชนิด ABCC11-transporter ดวยเทคนิค seconday หรือ 

indirect immunofluorescene assay นั้น ก็พบวาเซลลที่ไดรับการปลูกถาย abcc11 gene จะมีการ

แสดงออกของโปรตีนเปาหมายซึ่งยอมติดสีแดง ในขณะท่ีเซลลควบคุมไมม(ีดังแสดงตามรูปที่ 32B)  
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2.3.2 ระดับความเขมขนของ Tenofovir และ Methatrexate ที่เปนพิษตอเซลล(Tenofovir and 

Methotrexate Cytotoxic concentration (CC50)) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 33  (A) กราฟแทงแสดงความเปนพิษตอเซลล ABCC11-overexpression cell และ LLC-PK1-parental cell ของสารยับยั้ง 

MK571 โดยแสดงเปน % viability ; (B) กราฟแทงแสดง ผลของยาทีโนโฟเวียร ตอ Percentage of cell viability ของ

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

p-value < 0.0001)) (C) กราฟแทงแสดงความเปนพิษของยาทีโนโฟเวียรตอเซลล ABCC11-overexpression cell และ 

LLC-PK1-parental cell โดยแสดงเปน % viability ; (D)กราฟแทงแสดงความเปนพิษของยา Methotrexate ตอเซลล 

ABCC11-overexpression cell และ LLC-PK1-parental cell โดยแสดงเปน % viability E)กราฟแทงแสดง Tenofovir 

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

ANOWA, multiple comparison (***, p-value < 0.0001)) F)กราฟแทงแสดง 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 ตอ ABCC11-

overexpression cell  โดยใช Methotrexate เปนสารควบคุม(known substrate, ดงัแสดงในรูปที่ 33) นั้น

พบวาเซลลที่ไดรับการปลูกถายยีนเปาหมาย(abcc11 gene )และมีการแสดงออกของโปรตีนเปาหมาย

(ABCC11-transporter ) มีคาของ CC50 มากกวาเซลลควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way ANOWA, 

multiple comparison(***, p value < 0.0001)) (ดังแสดงตามรูปที่ 33E และ F) และยังพบอีกวาในสภาวะ

ที่มีสาร MK571 ซึ่งมีผลยับยั้งการทํางานของ ABCC11-transporter protein นั้นจะยิ่งทําใหคาของ CC50 นั้น

ต่ําลงไปอีกอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way ANOWA, multiple comparison(***, p value < 0.0001)) 

เมื่อเทียบกับสภาวะที่ไมมีสารยับยั้งการทํางานของโปรตีนชนิดนี้ ในทางกลับกันผลของสารยับยั้งการทํางาน

ของโปรตีนเปาหมายไมไดสงผลใดๆ ตอคา CC50 ของเซลลควบคุม 
 

2.3.3 ปริมาณสะสมของ Tenofovir และ Methotrexate ภายในเซลล(Intracellular accumulation 

of Tenofovir and Methotrexate) 

รูปที ่34  A)กราฟแทงแสดง 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)กราฟแทงแสดง 

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 ในเซลลที่มี ABCC11(MRP8) transporter 

protein overexpression เทียบกับเซลลควบคุมชนิด LLC-PK1-parental cell โดยใช Methotrexate เปน

ตัวควบคุม(known substrate) ดังแสดงในรูปที่ 34B นั้นพบวา เซลลที่มี ABCC11-transporter protein 

overexpression มีปริมาณสะสมของยา Tenofovir นอยกกวาเซลลควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way 

ANOWA, multiple comparison (***, p-value < 0.0001)) ในทางกลับกันถาเพ่ิมสาร MK-571 ซึ่งเปนสาร
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ยับยั้งการทํางานของ transporter protein ชนิด ABCC11 (MRP8) ลงไป กลับพบวามีปริมาณสะสมของยา 

Tenofovir เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญตามความเขมขนของสาร 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) กราฟเสนแสดง Intravesicular accumulation ของ Tenofovir ใน ABCC11-overexpression vescicle 

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

แตกตางกันและที่เวลาในแตละจุดที่แตกตางกัน(Paired t-test(*, p-value < 0.01) B) กราฟเสนแสดง 

Intravesicular accumulation ของ Methotrexate ใน ABCC11-overexpression vescicle เทียบกับ SF9 

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

เวลาในแตละจุดที่แตกตางกัน(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 เปน known substrate ดังแสดงในรูปที่ 35B นั้นพบวาใน inside-out vesicle ที่มี 

ABCC11-transporter protein overexpression และมี ATP เปนแหลงพลังงาน มีปริมาณสะสมของยา 

Tenofovir มากกวาระบบอื่นๆ รวมถึง control vesicel ควบคุมชนิด SF9 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way 

ANOWA, multiple comparison (*, p-value < 0.01))  นอกจากนี้ยังพบอีกวาถาพิจารณา ณ จุดเวลาที่ได

สุมตัวอยางออกมาวัดเพื่อหาปริมาณสะสมของยา Tenofovir ใน vesicle  ที่สภาวะแตกตางกัน ก็พบวามี

ปริมาณยาสะสมใน ABCC11-treansporter protein overexpression vesicle ที่มีแหลงพลังงาน ATP ใน

ระบบมากกวาระบบอ่ืนๆ ในทุกๆ จุดเวลาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(Paired t-test(*, p-value<0.01)) ในทาง

กลับกันถาเพ่ิมสาร MK571 ซึ่งเปนสารยับยั้งการทํางานของ transporter protein ชนิด ABCC11(MRP8) ลง

ไป หรือ งดใหพลังงานกับระบบการทดลองโดยใช AMP แทน ATP กลับพบวามีปริมาณสะสมของยา 

Tenofovir ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(2-way ANOWA, multiple comparison (*, p-value < 0.01) 

ดังแสดงในรูปที่ 35A 
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บทท่ี 3 

สรุปผลและอภิปรายผล(Discussion) 
 จากการทดลองจะเห็นวาผลของ MK-571 ซึ่งยับยั้งการทํางานของ ABCC11(MRP8)-transporter 

protein ไดนั้น จะไมเปนพิษตอเซลลทั้ง ABCC11-overexpression cell และ LLC-PK1 parental cell ใน

ทุกความเขมขน ดังแสดงในรูปที่ 34(A)  แตผลของสารดังกลาวกลับเพิ่มความเปนพิษของยา Tenofovir ตอ

เซลล ABCC11(MRP8)-overexpression ตามความเขมขนที่เพิ่มสูงขึ้น ในขณะที่ไมสงผลใดๆตอเซลลควบคุม 

โดยสามารถดูไดจากคา CC50 ที่มีคาลดลงเปนลําดับ ดังแสดงในรูปที่ 35(B)  ซึ่งในการทดลองหาความเปนพิษ

ตอเซลลของยา Tenofovir นั้น ใชความเขมขนของสารยับยั้งสูงสุดแคระดับ 100µM เพราะเปนคาความ

เขมขนที่สูงสุดของการยับยั้งดวยสารดังกลาวโดยดูจากคา CC50 ของ Methotrexate นั้นจะไมเปลี่ยนแปลง

เมื่อเพิ่มความเขมขนของสารยับยั้งจาก 100µM ไปเปน 150µM ดังแสดงในรูปที่ 34(B)  นอกจากนี้ถา

พิจารณาจากรูป 34(B) เทียบกับ 35(B) จะเห็นวาความเปนพิษของยา Tenofovir เทียบกับ Methotrexate 

จะพบวาความเปนพิษตอเซลล  ABCC11-overexpression ของ Methotrexate มีมากกวายา Tenofovir 

โดยพิจารณาจากคา CC50 ซึ่งสอดคลองกับหลักฐานทางวิทยาศาสตรดานเภสัชวิทยาที่ทราบกันอยูแลว

โดยทั่วไป[63-65] แตในทางกลับกันกับพบวาความเปนพิษตอเซลล LLC-PK1 parental  ข อ ง ย า  Tenofovir 

นั้นกลับมีคามากกวา Methotrexate อยางเห็นไดชัด ซึ่งอาจเปนไปไดวา เซลล LLC-PK1 parental นั้นมี

กลไกการขับยา Methotrexate ออกจากเซลลดวยวิธีอื่นๆ หรือมี transporter protein ชนิดอื่นๆ[66-69] ที่

สามารถขับยาออกจากเซลลได จึงทําใหปริมาณยาในเซลลลดลง ความเปนพิษของยาตอเซลลก็จะลดลงเชนกัน

 นอกจากนี้ผลการศึกษาปริมาณยาสะสมของยา tenofovir ในเซลลที่มี  ABCC11(MRP8) 

transporter protein overexpression เทียบกับเซลลควบคุมชนิด LLC-PK1 parental cell โดยใช 

methotrexate เปน known substrate ดังแสดงในรูปที่ 36 และ รูปที่ 37 พบวา เซลลที่มี ABCC11-

transporter protein overexpression จะมีปริมาณสะสมของยา Tenofovir ภายในเซลลนอยกกวาเซลล

ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แตในทางกลับกันถาใสสาร MK-571 ซึ่งเปนตัวยับยั้งการทํางานของ 

transporter protein ชนิดนี้ลงไป กลับพบวามีปริมาณสะสมของยา Tenofovir เพิ่มสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ

ทางสถิติ ตามความเขมขนของสาร MK-571 ที่เพิ่มสูงขึ้น และยังพบวาปริมาณสะสมของยา Tenofovir ใน 

inside-out vesicle ที่มี ABCC11(MRP8) transporter protein overexpression และมี ATP เปนแหลง

พลังงานเทียบกับระบบอื่นๆ รวมถึง control vesicel ดังแสดงในรูปที่ 38 และรูปที่ 39 นั้นพบวาใน inside-

out vesicle ที่มี ABCC11(MRP8) transporter protein overexpression และมี ATP เปนแหลงพลังงานมี

ปริมาณสะสมของยา Tenofovir มากกวาระบบอื่นๆ รวมถึง SF9-control vesicle อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ

ในทุกๆชวงเวลา ในทางกลับกันถาใสสาร MK-571 ลงไป หรือ งดใหพลังงานกับระบบโดยใช AMP แทน ATP 

กลับพบวามีปริมาณสะสมของยา Tenofovir ใน ABCC11-transporter protein overexpression inside-

out vesicle ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ แสดงใหเห็นวาลักษณะการทํางานของ ABCC11(MRP8) 

transporter protein นั้น เปน efllux transporter ที่เรียงตัวอยูบนเซลลเมมเบรน[30, 32-35, 38] ดังที่มีรายงาน
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มาแลวกอนหนาและสามารถสรุปไดวายา Tenofovir เปน substrate ชนิดใหมของ ABCC11(MRP8) 

transporter protein  

จากการศึกษาที่ผานมาก็พบวามีสารหลายตัวที่เปน substrate ของ ABCC11(MRP8) ไดแก 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]  ซึ่งจากการคนพบในครั้งนี้จึงสามารถตอบคําถามในบางประเด็นไดวา

ความเปนพิษตอไตของยา tenofovir ที่มีอัตราอุบัติกาณเพิ่มมากขึ้นเรื่อยๆ ทั้งในชาวไทยและยุโรป[6,28]นั้น 

นอกจากจะเกิดจากปจจัยที่สงเสริมใหเกิดพิษตอไตของยา Tenofovir ไดแก ระดับยาในเลือด ระยะเวลาการ

ไดรับยา น้ําหนักของผูปวยและคาการชําระครีตินีนพื้นฐานของผูปวยแลว ในระดับเซลลก็มีการศึกษาพบวา

การขนสงยา tenofovir เขาและออกจากเซลลจําเปนตองอาศัยตัวขนสงกลัยโครโปรตีน เชน OAT1, 

OAT3[6,29,48], MRP4[6] และ MRP7[8] ซึ่งพบวาถามีความผิดปกติของการนําสงยาโดยตัวขนสงกลัยโครโปรตีน

ดังกลาวจะทําใหเกิดการสะสมของยาในเซลลมากขึ้น จนทําใหเกิดการบาดเจ็บและตายของเซลลหลอดไตฝอย 

จนนําไปสูการเกิดพิษตอไต  ในขณะเดียวกันผลการศึกษาทางดาน SNPs ของตัวขนสงกลัยโคโปรตีนที่

เกี่ยวของเชน MRP7 ยังไมพบวามีความสัมพันธุกันอยางชัดเจนจนมีนัยสําคัญทางดานคลินิกในการทําใหเกิด

พิษตอไต ซึ่งอาจเปนไปไดวาตําแหนงของ SNPs ที่มีรายงานและนําเอามาศึกษานั้นไมใชตําแหนงที่สําคัญ[42-43] 

หรืออาจจะมีตัวขนสง กลัยโคโปรตีนชนิดอื่นๆ อีก ที่มีหนาที่ขนสงยา tenofovir เขาและออกจากเซลลทอไต

ฝอย จึงทําใหเมื่อตัวขนสงกลัยโคโปรตีนชนิดหนึ่งทําหนาที่ผิดปกติไป ก็ยังมีกลัยโคโปรตีนอีกชนิดหนึ่งยังคง

สามารถทําหนาที่แทนได ดังนั้น กลัยโคโปรตีนชนิดอื่นๆ ในอีกหลายๆ ชนิดที่อาจเกี่ยวของกับการขนสง 

Tenofovir ออกจากเซลลคือ ABCC11(MRP8) โดยพบวา MRP8 กระจายอยูทั่วไปในอวัยวะตางๆ ของ

รางกายมนุษยแตมีจํานวนนอยมาก ยกเวน ในสมอง ลําใสใหญ มามและไต[38, 54-55]  ในไตพบวา 

ABCC11(MRP8) กระจายอยูทั่วไปแตจะมีมากและหนาแนนบริเวณ proximal tubular ดังนั้นถามีการรบกวน

การทํางานของกลัยโคโปรตีนชนิดนี้ ไมวาจะเปนการเกิด mutation, SNPs, Drug interaction ที่สงผลลดการ

ทํางานลงจนเกิดการสะสมของยา Tenofovir ภายในเซลลเพิ่มสูงขึ้น จนทําใหเกิดการบาดเจ็บและตายของ

เซลลหลอดไตฝอย ก็สามารถนําไปสูการเกิดพิษตอไตจากยาดังกลาวไดเชนกัน 
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บทท่ี 4 

สรุปผล และขอเสนอแนะ(Suggestion) 
ยาทีโนโฟเวียรเปน substrate ของ MRP8 transporter การศึกษาตอไปคือตองพิสูจนทราบถึง

กระบวนการตาย(Apoptosis) วาเกิดผานกลไกใดและถามีโครงสรางของยาชนิดอื่นๆ เชน เกลืออลาฟนาไมด 

จะมีผลตอการทํางานของ MRP8 transporter protein ชนิดนี้หรือไมอยางไร 
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บทท่ี 5 

ผลผลิต(Output) 
5.1 ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ 

 อยูในระหวางการสง Official manuscript ใหกับวารสารนานาชาติ 

5.2 การจัดสิทธิบัตร 

 - 

5.3 ผลงานเชิงพานิชย 

 - 

5.4 ผลงานเชิงสารธารณะ  

ไดทราบถึงวายังมีกลัยโคโปรตีนอีกชนิดหนึ่งยังคงสามารถทําหนาที่ขนสงยาทีโนโฟเวียรออกจากเซลล

ไดคือ ABCC11(MRP8) โดยพบวา MRP8 กระจายอยูท่ัวไปในอวัยวะตางๆ ของรางกายมนุษยแตมีจํานวนนอย

มาก ยกเวน ในสมอง ลําใสใหญ มามและไต องคความรูนี้จะเปนพ้ืนฐานใหกับงานวิจัยอื่นๆที่เก่ียวของตอไป  
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