
23

วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่14 ฉบบัที ่1 มกราคม-มนีาคม 2547

นิพนธ ตน ฉบับ
การ วเิคราะห Chromosome Breakage ที ่ชกันาํ ดวย
 สาร Diepoxybutane  (DEB)  เพือ่ วนิจิฉยั Fanconi Anemia ใน คน ไทย

สม พร เที่ยง ทัศน,วิชนันท แยม กมล, ยอด สวาสดิ์ เทพธรานนท*และ  พิมพิชญาปทมสิริ วัฒน
 ภาค วิชา จุลทรรศนศาสตร คลินิก คณะ เทคนิค การ แพทย,* ภาควิชา กุมาร เวช ศาสตร คณะ แพทยศาสตร ศิริราช พยาบาล มหาวิทยาลัย มหิดล

บท คดั ยอ:  การ วจิยั นี ้ได ศกึษา การ แตก หกั ของ โครโมโซม (chromosome breakage) ที ่ชกันาํ โดยสาร clastogen ใน
คน ไทย ปกติ 30 คน และ ครอบครวั ผูปวย Fanconi anemia (FA) 7 ครอบครวั โดย ทาํ การ เพาะ เลีย้ง เซลล ลมิโฟไซต
และ ใช สาร Diepoxybutane (DEB) ชกันาํ ให เกดิ การ แตก หกั ของ โครโมโซม ซึง่ สาร DEB ใช ทดสอบ ใน ความ เขมขน
ตางๆ กนั คอื 0 ไมโคร กรมั/ มล. ( ไม ใส DEB), 0.01, 0.1, 0.2 ไมโคร กรมั/ มล. สาํหรบั คน ปกติ สวน ผูปวย FA ใช
สาร DEB ใน ความ เขมขน 0, 0.01, 0.1 ไมโคร กรัม/ มล. การ เตรียม โครโมโซม ทํา โดย ดัดแปลง วิธี มาตรฐาน การ
วเิคราะห chromosome breakage ใช ทัง้ กลอง จลุทรรศน ธรรม ดา ( กาํลงั ขยาย x 100) และ เครือ่ง วเิคราะห โครโมโซม
อตัโนมตัิ รุน cytovision ซึง่ ทาํ การ วเิคราะห โครโมโซม ทัง้ หมด 20เมตาเฟสตอ หนึง่ ความ เขมขน ของ DEB ตอ หนึง่
ตัวอยาง รวม จํานวนเมตาเฟสที่ ทํา การ วิเคราะห 2400เมตาเฟส ใน กลุม คน ปกติ และ 1260เมตาเฟสใน กลุม
ครอบครัว FA รวม วิเคราะห ทั้ง หมด 3660เมตาเฟส

 ผล การ วเิคราะห โครโมโซม ใน คน ปกติ ไม พบ chromosome breakage ใน ทกุๆ ความ เขมขน ของ DEB และ ใน
ทกุ ตวัอยาง ทดสอบ สวน ผูปวย FA 7 ครอบครวั พบ chromosome breakage 5 ครอบครวั ไม พบ chromosome
break 2 ครอบครวั ผูปวย FA ที ่พบ สวน ใหญ มี chromosome breakage เกดิ ขึน้ ได งาย ใน DEB ที ่ความ เขมขน
0.1 ไมโคร กรมั/ มล. และ ใน ความ เขมขน 0.01 ไมโคร กรมั/ มล. หรอื ไม มี DEB (spontaneous break) ใน ผูปวย
บาง ราย ดงันัน้ จะ เหน็ วา การ ใช สาร DEB ใน ความ เขมขน มาก ถงึ 0.2 ไมโคร กรมั/ มล. ไม สามารถ ทาํให โครโมโซม ของ
คน ปกต ิเกดิ มี breakage ให เหน็ ได ฉะนัน้ จงึ สามารถ ใช ความ เขมขน ของ DEB ที ่ต่าํ กวา คอื 0.1 ไมโคร กรมั/ มล. เปน
ตวั ควบคมุ ลบ (negative control) ได อยาง มัน่ ใจ เพราะ จะ ไม ทาํให เกดิ false positive ใน กลุม คน ปกติ ซึง่ แตก ตาง
จาก ผูปวย FA ที่ DEB ความ เขมขน ต่ํา ๆ  หรือ ไม ใช DEB ก็ ทําให เกิด การ แตก หัก ของ โครโมโซม ได การ วิเคราะห
chromosome breakage เปน งาน ตรวจ วนิจิฉยั ทาง หอง ปฏบิตั ิการ พนัธ ุศาสตร ที ่ม ีความ สาํคญั อยาง ยิง่ สาํหรบั ยนืยนั การ
วนิจิฉยั ทาง คลนิกิ ใน ผูปวย FA
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Fanconi anemia (FA) เปน ความ ผดิ ปกต ิทาง พนัธุ
กรรม  ที ่เปน สาเหต ุสาํคญั อยาง หนึง่ ของ การ เกดิ ภาวะ ไข
กระดกู ไร ประสทิธภิาพ ชนดิ ถาย ทอด (inherited bone
marrow failure syndrome) โรค FA มี การ ถาย ทอด
แบบ autosomal recessive และ ม ีอบุตั ิการ นอย กวา 1
คน ใน จํานวน เด็ก ที่ คลอด 100,000 คน ผูปวย โรค นี้ มี
โครโมโซม ที ่ไม เสถยีร (chromosome instability) เนือ่ง
จาก มี ความ ผิด ปกติ ใน กลไก การ ซอม แซม DNA1 FA
เปน ความ บกพรอง ทาง พันธุ กรรม ที่ พบ ได บอย ที่ สุด ใน
กลุม aplastic anemia ถกู คน พบ โดย กมุาร แพทย ชาว
Swiss ชือ่ Dr. Guido Fanconi2 ใน ป 1927 ลกัษณะ
และ อาการ ทาง คลนิกิ ที ่สาํคญั ใน ผูปวย คอื pancytope-
nia,  bone marrow hypoplasia, congenital mal-
formation,  skin hyperpigmentation ที ่เกดิ จาก การ
สะสม ของ สาร melanin จํานวน มาก (cafe’-au-lait
spot) ความ ผดิ ปกต ิของ โครง กระดกู ทาํให ม ีรปูราง เตีย้
และ พบ ความ ผดิ ปกต ิของ แขน และ นิว้ โดย เฉพาะ ที ่นิว้
หัว แม โปง และ โครง กระดูก สวน อื่น นอก จาก นี้ ยัง พบ
ความ ผดิ ปกต ิอืน่ ๆ  ได หลาย อยาง เชน ระบบ ประสาท, ไต
และ ระบบ ขบั ถาย, อวยัวะ สบื พนัธุ, ทาง เดนิ อาหาร, ตอม
ไร ทอ และ หวัใจ เปนตน

การ ตรวจ พบ ทาง โลหิต วิทยา ใน โรค FA ที่ บง ถึง ไข
กระดกู ไม ทาํงาน ไดแก การ พบ thrombocytopenia,
macrocytosis และ การ มี ระดับ HbF เพิ่ม ขึ้น กวา ปกติ
นอก จาก ลักษณะ สําคัญ 2 ประการ คือ ความ พิการ แต
กาํเนดิ และ ไข กระดกู ลมเหลว ลกุ ลาม ผูปวย โรค FA ยงั
มี เซลล ที่ มี ความ ไว ตอ สาร เคมี ที่ มี คุณสมบัติ เปน DNA
cross-linking agent เชน Mitomycin c, cisplatin
และ DEB1,2,5,28,29

FA แม พบ ไม บอย แต มี ความ สําคัญ เพราะ ผูปวย
FA มกั ม ีความ เสีย่ง ตอ การ เกดิ มะเรง็ ได งาย กวา คน ทัว่ ไป
จึง เปน cancer susceptibility syndrome ประมาณ
รอยละ 52 ของ คนไข เหลา นี้ มี ความ เสี่ยง ตอ การ เกิด
Acute Myeloid Leukemia (AML) และ Myelodys-

plastic  Syndrome (MDS) และ ความ เสีย่ง นี้ ม ีสงู กวา
คน ทัว่ ไป ประมาณ รอยละ 10-151-5 ผูปวย อาจ จะ มี การ
ดาํเนนิ โรค ไป สู มะเรง็ อยาง อืน่ ๆ  ก ็ได แต พบ นอย กวา เชน
squamous cell carcinoma และ มะเรง็ ระบบ สบื พนัธุ
สตรี เปนตน27 บุคคล พาหะ ที่ มี heterozygous muta-
tion  ของ ยีน FA จะ มี ความ เสี่ยง ใน การ เกิด มะเร็ง มาก
นอย อยางไร ยงั ไม ทราบ อยาง ชดัเจน

ใน ทาง คลนิกิ ผูปวย FA ชนดิ ตางๆ ที ่มี genotype
แตก ตางกัน จะ มี ลักษณะ ทาง phenotype ที่ แยกกัน ไม
คอย ได ลักษณะ อาการ ที่ หลาก หลาย ของ FA สามารถ
อธบิาย ได จาก การ ที ่ม ียนี ที ่เกดิ การ ผาเหลา หลาย แบบ คอื
อยาง นอย มี 8 ยีน ที่ พบ วา เกี่ยวของ กับ การ เกิด FA6-11
ผูปวย FA จงึ สามารถ ถกู แบง ออก เปน 8 กลุม (comple-
mentation  groups) ตาม ความ ผิด ปกติ ของ ยีน ที่ พบ
ไดแก ผูปวย กลุม FA-A, B, C, D1, D2, E, F และ G
โดย มี ยีน ที่ สัมพันธ ไดแก ยีน   FANCA, FANCB,
FANCC,  FANCD1, FANCD2, FANCE, FANCF
และ   FANCG ยนี เหลา นี ้เขาใจ วา ม ีหนาที ่เกีย่วของ กบั
การ ควบคุม ให มี การ สราง เม็ด เลือด ที่ ปกติ1 และ หนาที่
รกัษา ความ เสถยีร ของ DNA  FANCC เปน ยนี ใน กลุม
FANC ชนดิ แรก ที ่คน พบ เมือ่ ปค.ศ.19927 ตาํแหนง ของ
ยนี  FANC ตางๆ13 ได รวบรวม สรปุ ไว ให ใน ตาราง ที่ 1
ประมาณการ วา ความ ถี่ ของ การ เกิด mutation ใน ยีน
FANC  ตางๆ ใน คน ทั่ว ไป เทากับ 1 ใน 300 แต ใน
ประชากร เชือ้ สาย Ashkenazi Jews และ Afrikans ใน
ประเทศ Republic of South Africa ความ ถี่ ของ
FANC mutant genes เพิม่ ขึน้ เปน 1 ใน 150 และ 1
ใน 89 ตาม ลาํดบั14,15 ใน บรรดา ผูปวย FA พบ วา รอยละ
65 หรอื 2 ใน 3 ของ ผูปวย เหลา นี ้มี mutation ของ ยนี
FANCA แต ตําแหนง ของ การ เปลี่ยน แปลง บน ยีน
FANCA  ไม ม ีตาํแหนง จาํเพาะ สวน mutation ของ
FANCC ม ีประมาณ รอยละ 10-15 ของ ผูปวย FA และ
พบ วา รอยละ 75 ของ การ เปลีย่น แปลง บน ยนี  FANCC
เปน ชนิด FANCC: IVS4+4A→T15 และ  FANCC:
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322∆G16  deletion ที่ nucleotide ลาํดบั 322 ของ ยนี
FANCC

สาํหรบั หนาที ่ของ ยนี และ ผลผลติ โปรตนี ตลอด จน
ความ ผดิ ปกต ิที ่นาํ ไป สู FA ใน ขณะ นี ้เริม่ จะ ม ีความ เขาใจ
ใน ราย ละเอยีด มาก ขึน้ แลว และ กาํลงั เปน เรือ่ง รอน ที ่ไดรบั
ความ สนใจ อยาง มาก ซึง่ จะ ขอ กลาว โดย สงัเขป เพือ่ ให เปน
ความ รู ที่ กาวหนา และ อาจ มี ประโยชน ตอ นัก วิจัย ไทย ที่
สนใจ ตอไป

การ ทํางาน ของ โปรตีน FANC ชนิด ตางๆ มี การ
ทาํงาน รวม กบั โปรตนี ผลติ ผล ของ breast cancer sus-
ceptibility  genes คอื โปรตนี BRCA1 และ BRCA 2
อยาง นา สนใจ จาก การ ที่ Howlett et al12 เพิง่ คน พบ
วา ผูปวย ทีอ่ยู ใน กลุม complementation groups FA-
B และ FA-D1 ทัง้ สอง กลุม ม ีการ ผาเหลา เปลีย่น แปลง
ภาย ใน ยนี BRCA2 ของ ทัง้ 2 alleles เรยีก วา มี biallelic
mutation อยู ภาย ใน ยีน BRCA2 เดียว กัน หาก แต
ตาํแหนง ของ mutation ของ ยนี BRCA2 ที ่พบ ใน ผูปวย
กลุม FA-B และ FA-D1 อยู คน ละ ที ่กนั แสดง วา แท ที่

จริง FANCB , FANCD1 และ BRCA2 คือ โปรตีน
เดยีว กนั และ คอื ผลผลติ มา จาก ยนี ๆ  เดยีว กนั ( จงึ ใช ชือ่
FANCB/BRCA2 หรอื FANCD1/BRCA2 ก ็ได) การ
คน พบ ดงั กลาว ทาํให ม ีการ วจิยั อยาง ลกึ ซึง้ เพือ่ พสิจูน วา
BRCA1 และ BRCA2 กบั โปรตนี FANC ตางๆ ม ีการ
ประสาน งาน ที ่เกีย่วของ กบั DNA break repair รวมกนั
ดวย

โปรตนี FANC 6 ชนดิ (A, C, D2, E, F, G) ม ีการ
ทํางาน อยาง สัมพันธ กัน อยู แลว13,19-23 โดย โปรตีน
FANC  A, C, E, F และ G จะ ทาํงาน โดย อยู รวม กนั เปน
กลุม multisubunit nuclear complex ซึง่ กลุม โปรตนี
นี ้ม ีหนาที ่ชวย ให เกดิ monoubiquitination ของ โปรตนี
FANCD2 ( หรือ D2) ทําให โปรตีน D2 นี้ ไดรับ การ
กระตุน ให กลาย เปน active D2 ทาํให D2 นี ้ม ีทศิ ทาง ที่
ถูก ตอง ใน การ เขา ไป ทํา หนาที่ รวม กับ โปรตีน BRCA1
และ BRCA2 ใน nucleus ได นอก จาก นี้ ยัง พบ วา
โปรตีน FANCD2 และ BRCA1 ถูก ตรวจ พบ ได ใน
ตาํแหนง ที ่จดุๆ เดยีว กนั ภาย ใน นวิเคลยีส การ ที ่โปรตนี

163
63
68 (XRCC9)

155, 162
60
42 (ROM?)
380 (BRCA2)

380 (BRCA2)

ตาราง ที่ 1  แสดง ตาํแหนง บน โครโมโซม ของ ยนี ตางๆ ที ่สมัพนัธ กบั การ เกดิ Fanconi Anemia และ ผลผลติ โปรตนี

FA Genes Chromosome
Location

จํานวน Exons
โปรตีน

จํานวน กรดอะมิ โน M.W (KD)
Frequent phenotypes

FANCA (65%)
FANCC (15%)
FANCG / XRCC9 (10 %)

Rarer phenotypes
FANCD2
FANCE
FANCF
FANCD1/BRCA2
( ยีน เดียว กัน)
FANCB / BRCA2

16q 24.3
9q 22.3
9 p13

3 p25.3
6 p21-22
11 p15

13 q12.3

13q12.3

43
14
14

44
10
1
27

27

1,455
1,558
1,622

1,451
1,536
1,374
3,416

3,416
ปรับปรุง จาก D’Andrea AD and Grompe M13
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ทัง้ สอง มี nuclear colocalization20 นี ้นา จะ พอ เขาใจ ได
ระดบั หนึง่ วา มนั ทาํ หนาที ่สามคัค ีกนั อยาง ใกล ชดิ ดงันัน้
เมือ่ เกดิ biallelic mutation ของ  FANC genes หนวย
เหนอื (upstream genes เชน  FANC A,C, E, F, G)
จะ เปน เหตุ ให การ เกิด monoubiquitination ของ
โปรตนี D2 ถกู ตดั ตอน ซึง่ ทาํให D2 ไม ถกู กระตุน และ
ไร ทิศ ทาง เพื่อ เขา สู BRCA1 ฉะนั้น การ ทํา หนาที่ อยาง
สามคัค ีของ กลุม โปรตนี D2/BRCA1/BRCA2 ใน การ
ซอม บาํรงุ DNA ( ที ่ม ีการ แตก หกั เสยี หาย หรอื DNAที่
เปลี่ยน แปลง ผิดพลาด) จึง เปน ไป ไม ได เหมือน ปกติ
กลาว คือ ทําให พบ DNA ที่ แตก หัก เสีย หาย ดวย สาร
clastogen ได งาย ขึน้ เนือ่ง จาก ใน การ ทาํ หนาที ่ซอม แซม
DNA break ของ BRCA1 และ BRCA2 (FANCD1)
ตอง อาศยั ปฏสิมัพนัธ รวมกนั กบั FANCD2 และ กลุม
multisubunit nuclear complex (ACEFG) หนวย
เหนอื ดงั กลาว แลว

การ วินิจฉัย FA ที่ แมนยํา อาศัย การ ทดสอบ chro-
mosome  break test ซึ่ง ตอง มี การ เพาะ เลี้ยง เซลล
lymphocyte กอน และ ตรวจ สอบ ความ เสถียร ของ
โครโมโซม ใน สภาวะ พิเศษ ที่ มี การ เติม สาร เคมี ที่ เปน
Clastogenic (chromosome breaking alkylating
agents) เชน Mitomycin C หรือ Diepoxybutane
(DEB) ลง ใน อาหาร เพาะ เลีย้ง เซลล สาร นี ้จะ ชกันาํ ให เกดิ
การ ทาํลาย DNA จาก oxidative stress ที ่เกดิ จาก การ
เติม DEB เมื่อ DNA ถูก ทําลาย เปน บริเวณ กวาง ขึ้น จึง
ทําให เห็น รอย แยก ที่ โครโมโซม เรียก chromosome
break

จํานวน ของ chromosome break จะ เพิ่ม ขึ้น หาก
ผูปวย  FA  ไดรบั สาร  oxidative  stress  ตางๆ   มาก
ขึ้น1-5,17,18  ความ ไม เสถียร ของ โครโมโซม เกิด จาก ความ
บกพรอง ของ ขบวน การ ซอม แซม DNA มี ผล ทําให การ
เปลี่ยน แปลง แตก หัก เสีย หาย ตางๆ ที่ เกิด ขึ้น ใน DNA
ของ ผูปวย พอก พูน มาก ขึ้น เพราะ ไม มี การ ซอม บํารุง ให

กลบั เปน DNA ที ่ปกติ จน ใน ที ่สดุ จงึ ทาํให เกดิ การ กลาย
พันธุ ไป ได นอก จาก นี้ เซลล ของ นอก จาก การ ไว ตอ สาร
oxidative  agents มาก กวา คน ปกต ิแลว ผูปวย FA ยงั
อาจ จะ ม ีความ ผดิ ปกต ิอืน่ ๆ  รวม ดวย เชน ม ีความ ผดิ ปกติ
ของ cell cycle และ เซลล มี ความ โนม เอียง จะ เกิด
apoptosis ได งาย ซึ่ง ความ ผิด ปกติ ตางๆ ดัง กลาว
เกีย่วของ กบั การ ทาํงาน ของ โปรตนี ที ่เปน ผลติ ผล ของ ยนี
FANC ตางๆ และ โปรตีน อื่น ๆ  ที่ เกี่ยวของ ซึ่ง ความ รู
ปจจบุนั ทราบ วา ม ีการ ทาํงาน ใกล ชดิ กบั ยนี  FANC เชน
BRCA1, BRCA2, ATM, P53, RAD51 เปนตน13,19-23

งาน วจิยั นี ้ม ีวตัถปุระสงค เพือ่ ตรวจ วเิคราะห หา chro-
mosome  breakage ใน ผูปวย FAเพื่อ ชวย ยืนยัน การ
วนิจิฉยั โรค โดย การ ทดสอบ ความ เขมขน ที ่เหมาะสม ของ
สาร Diepoxybutane (DEB) ที่ สามารถ ทําให เกิด การ
แตก หกั ของ โครโมโซม ใน ผูปวย FA ได แต ไม ทาํให เกดิ
การ แตก หกั ของ โครโมโซม ใน คน ปกติ ความ เขมขน ของ
DEB ที่ เหมาะสม สําหรับ การ ตรวจ chromosome
breakage  ใน คน ไทย นี้ นอก จาก มี ประโยชน ใน การ
วินิจฉัย FA แลว ยัง อาจ จะ ใช สําหรับ วินิจฉัย ผูปวย ที่ มี
ความ ผดิ ปกต ิใน การ ซอม แซม DNA ใน โรค อืน่ ๆ  อกี ดวย

แม รายงาน วจิยั นี้ เปน การ วเิคราะห ระดบั โครโมโซม
เพือ่ ยนืยนั การ วนิจิฉยั FA ให ได ตาม หลกั เกณฑ มาตรฐาน
สากล และ ยัง มิ ได วิเคราะห การ เปลี่ยน แปลง ของ ยีน
FANC ตางๆ ก็ ตาม แต ความ รู จาก งาน วิเคราะห วิจัย
โครโมโซม  มกั จะ เปน ประต ูชัน้ ตน ที ่นาํทาง ไป สู การ ขยาย
การ ศกึษา ใน ระดบั ยนี ได อยาง ถกู ทศิ ทาง เสมอ เหต ุนี ้คณะ
วิจัย กลุม นี้ จึง มี เจต จํานงคอยาง ชัดเจน สําหรับ แผน
โครงการ ศกึษา วจิยั Fanconi Anemia gene muta-
tion  analysis เพือ่ ประโยชน สาํหรบั ใช เปน molecular
biomarker ของ FA และ การ คน ควา วิจัย Fanconi
anemia-Breast cancer genes Interaction ใน
อนาคต อนั ใกล นี้
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วธิกีาร
การ ศกึษา ใน คน ปกติ
เพือ่ ให แพทย ผู ดแูล ผูปวย มัน่ ใจ วา ไม มี false posi-

tive  จาก การ ทดสอบ ผู วจิยั จงึ ทาํ การ ทดสอบ และ ตรวจ
วเิคราะห chromosome break ใน คน ปกติ 30 คน โดย
ใช ความ เขมขน ของ DEB ตัง้แต 0, 0.01, 0.1, และ 0.2
ไมโคร กรมั/ มล. เพือ่ พสิจูน วา ตวัอยาง คน ไทย ปกต ิจะ ไม
มี spontaneous chromosome break และ ไม พบ
chromosome break แม จะ ใช DEB ใน ความ เขมขน
ทดสอบ เทากบั หรอื สงู กวา ความ เขมขน ที ่ใช ใน การ ทดสอบ
กบั ผูปวย และ ญาต ิผูปวย

การ ศกึษา ใน ผูปวย Fanconi anemia และ สมาชกิ
ใน ครอบครวั

 ทาํ การ ศกึษา วจิยั รวม ทัง้ สิน้ 7 ครอบครวั ( ตารางที่
2) ซึง่ ผูปวย และ ญาติ มา รบั การ ตรวจณ  ภาควชิา กมุาร
เวช ศาสตร คณะ แพทยศาสตร ศิริราช พยาบาล มหา
วทิยาลยั  มหดิล

Negative Control
ตัวอยาง เลือด คน ปกติ ที่ ใช เปน paired nega-

tive  control แต ละ ครั้ง ไดรับ บริจาค จาก บุคลากร ใน
มหาวทิยาลยั มหดิล ใน แต ละ ครัง้ ของ การ ทดสอบ ผูปวย
Fanconi anemia ตอง ม ีคน ปกต ิเปน negative con-
trol  อยาง นอย 1 ราย รวม control ทัง้ หมด จาํนวน 6
ราย  เปน เพศ ชาย 2 ราย เพศ หญงิ 4 ราย

 ตวัอยาง cord blood คน ปกต ิที ่ไดรบั จาก คณะ
แพทยศาสตร ศริริาช พยาบาล มหาวทิยาลยั มหดิล เพือ่ ใช
เปน paired negative control ใน การ ทดสอบ กบั cord
blood ของ ผูปวย Fanconi anemia จํานวน 1 ราย

สวน ตัวอยาง เลือด คน ปกติ ที่ ใช ทดสอบ chro-
mosome  instability โดย DEB ไดรับ บริจาค จาก
นกัศกึษา มหาวทิยาลยั มหดิล  จาํนวน ทัง้ สิน้ 30 ราย อายุ
ระหวาง 20 - 38 ป เปน เพศ ชาย 14 ราย เพศ หญงิ 16 ราย

วธิกีาร ศกึษา
1. การ ทดสอบ สาร Diepoxybutane ( ความ เขมขน

DEB = 1 ไมโคร กรัม/ มล.)
ตัวอยาง ตรวจ แบง เปน 2 กลุม คือ กลุม ผูปวย

Fanconi  anemia และ กลุม คน ปกติ โดย แบง เปน 4 การ
ทดสอบ ไดแก DEB ที ่ม ีความ เขมขน 0 ไมโคร กรมั/ มล.
( ไม ใส DEB), 0.01 ไมโคร กรัม/ มล., 0.1 ไมโคร กรัม/
มล., 0.2 ไมโคร กรัม/ มล. ใน กลุม ทดสอบ คน ปกติ
สาํหรบักลุม ผูปวย แบง เปน 3 การ ทดสอบ ไดแก DEB
ที ่ม ีความ เขมขน 0 ไมโคร กรมั/ มล. ( ไม ใส DEB), 0.01
ไมโคร กรัม/ มล., 0.1 ไมโคร กรัม/ มล.

2. การ เพาะ เลีย้ง เซลล
การ เพาะ เลีย้ง เซลล ใช กรรมวธิ ีปลอด เชือ้ โดย ใช He-

parin  1,000 IU 0.1 มล. ตอ เลือด 5 มล. เปน สาร กัน
เลือด แข็ง เตรียม อาหาร เพาะ เลี้ยง เซลล โดย ใช RPMI
1640 solution : Fetal bovies serum = 80:20 ผสม
กบั Phytohemagglutinin ความ เขมขน 5 ไมโคร กรมั/
มล. จํานวน 0.5 มล. นํา มาก รอง แบง ใส ขวด ๆ  ละ 10
มล.  เมื่อ นํา มา ใช ให ดูด อาหาร เพาะ เลี้ยง เซลล ออก ตาม
ความ เขมขน แลว label ไว บน แต ละ ขวด ดังนี้

0 µg/mL ไม ตอง ดดู culture media ออก
0.2 µg/mL ดดู culture media  ออก 1.8 มล.
0.1 µg/mL ดดู culture media  ออก 0.9 มล.
0.01 µg/mL  ดดู culture media  ออก 90 ไมโคร

ลติร
หยด เลือด ลง ใน อาหาร เพาะ เลี้ยง เซลล จาก นั้น เขยา

เบาๆ แลว นํา ไป อบ ที่ 37 ํซ. ใน CO2 incubator (5%
CO2) เปน เวลา 24 ชัว่โมง เมือ่ ครบ เวลา นาํ แต ละ ขวด มา
เติม DEB ความ เขมขน 1 ไมโคร กรัม/ มล. ดังนี้ 0
ไมโคร กรัม/ มล. ไม เติม DEB , 0.01 ไมโคร กรัม/ มล.
เติม DEB 90 ไมโคร ลิตร, 0.1 ไมโคร กรัม/ มล. เติม
DEB 0.9 มล. , 0.2 ไมโคร กรมั/ มล. เตมิ DEB 1.8 มล.
ตาม ลาํดบั เขยา แต ละ ขวด แลว นาํ มา อบ ที ่สภาวะ เดมิ เปน
เวลา 48 ชัว่โมง  จงึ เกบ็ เกีย่ว เซลล ขัน้ตอน การ เกบ็ เกีย่ว
เซลล ใช วธิ ีมาตรฐาน24-26 โดย สงัเขป คอื นาํ ขวด เพาะ เลีย้ง
แต ละ ขวด มา เติม Colchicine  (Concentration=10-5
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ตาราง ที่ 2  แสดง จาํนวนเมตาเฟสและ คู โครโมโซม ที ่พบ การ แตก หกั (break) ใน ผูปวย FA ใน DEB ความ เขมขน ตางๆ
ลําดับ

ครอบครัว
สมาชิก

ครอบครัว/ เพศ
อายุ
( ป)

Specimen จาํนวนเมตาเฟสที ่พบ
 break / DEB

(µg/mL)

จาํนวน
break ที่
พบ ใน แต
ละ ราย

โครโมโซม คู
ที ่พบ Break

0 0.01 0.1
1

2

3

4

5

6

7

ผูปวย/M

นองชาย/M

ผูปวย/F

นองชาย/M
ตวัควบคมุลบ/F
ตวัควบคมุลบ/M

ผูปวย*
บดิา/M
มารดา/F
นองชาย/M

ตวัควบคมุลบ/M

ผูปวย/M

ตวัควบคมุ/F

ผูปวย/F
บดิา/M
มารดา/F

ตวัควบคมุลบ/F

ผูปวย/M
นองชาย/M

ตวัควบคมุลบ/F

ผูปวย/M
ตวัควบคมุ/F

9

-a

5

1 วนั
46
-

27
26

1 ป 8 ด.
41

12

49

4 ป 8 ด.
-
-
30

5
2 ป 7 ด.

27

5
42

PB

BM
PB

PB

BM

Cord blood
PB

Cord Blood

PB
PB
PB
PB

PB

PB

PB
PB
PB
PB

PB
PB
PB

PB
PB

4

-b
-

-

-

-
-
-

-
-
-
-

-

-

-
-
-
-

-
-
-

-
-

ND

ND
ND

5

1

-
-
-

-
2
-
-

-

-

1
-
-
-

-
-
-

-
-

ND

ND
ND

3

3

-
-
-

-
-
-
-

1

-

-
-
-
-

-
-
-

-
-

5

0
0

11

6

0
0
0

0
2
0
0

4

0

1
0
0
0

0
0
0

0
0

6, 8, del 8(p),
2 กบั 10

-
-

3, 4, 6, 10 กบั X,
2 กบั 3 4, 10, 2
กบั X
7, 9 กบั 16, 1,
13 กบั X

-
-
-

ไมไดสงตรวจ
-

7, 14
-
-

4, 7, 11 และ 13
( อยู ใน Metaphases
เดยีว กนั)

-

7
-
-
-

-
-
-

-
-

* ตวัผู ปวย ไม ได สง ตรวจ; PB = Peripheral blood;  ND = Not done;  BM = Bone marrow;  a = ไม ม ีขอมลู;  b= ไม พบ chromosome  break
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M) 0.2 มล. ตัง้ ทิง้ ไว ใน ตู อบ 37 ซํ ประมาณ 30 นาที นาํ
ขวด เพาะ เลีย้ง ถาย เซลล ลง ใน หลอด centrifuge tube
นํา ไป ปน แลว ดูด supernatant สวน บน ทิ้ง ไป ให เหลือ
ตะกอน เซลล นํา มา เติม hypotonic solution (KCl
0.075 M) ประมาณ 10 มล. นาํ ไป อบ ที่ 37 ซํ เปน เวลา
40 นาที จาก นั้น นํา มา ลาง ดวย Carnoy fixative
(Methanol  : Glacial acetic acid 3:1) 4-5 ครัง้ ครัง้
สดุ ทาย ปรบั ความ เขมขน ของ เซลล ให พอเหมาะ กอน หยด
ลง บน สไลด และ ยอม แถบ สี จาก นัน้ นาํ มา ทาํ การ นบั และ
วเิคราะห หา การ แตก หกั ของ โครโมโซม

 3. การ วเิคราะห ผล
นํา สไลด ที่ ยอม แลว มา วิเคราะห หา การ แตก หัก ของ

โครโมโซม ดวย กลอง จุลทรรศน ดวย objective 100X
และ วิเคราะห ยืนยัน ความ แมนยํา ดวย เครื่อง วิเคราะห
โครโมโซม อัตโนมัติ (Cytovision) โดย ทํา การ วิเคราะห
โครโมโซม ทั้ง หมด 20 metaphases ตอ หนึ่ง ความ
เขมขน ของ DEB ตอ หนึง่ ตวัอยาง รวม ตวัอยาง ทัง้ หมด ที่
ทาํ การ ตรวจ วเิคราะห เปน ผูปวย, ญาติ และ negative
control ดังนี้ : 23 ตัวอยาง จาก ครอบครัว Fanconi
anemia 7 ครอบครัว และ จาก คน ปกติ 30 ตัวอยาง
รวม 53 ตวัอยาง จาํนวนเมตาเฟสที ่วเิคราะห ได ทัง้ หมด
เทากบั 2,400 ตาเฟส ใน กลุม คน ปกติ และ 1,260  เมตา
เฟส  ใน กลุม ครอบครวั Fanconi anemia รวม วเิคราะห
ทั้ง หมด 3,660เมตาเฟส

ผล การ ศกึษา
จาก การ ศึกษา ประสิทธิภาพ ของ สาร Diepoxybu-

tane  (DEB) ใน 4 กลุม ทดสอบ คือ 0, 0.01, 0.1, 0.2
ไมโคร กรัม/ มล. ใน คน ปกติ 30 ราย พบ วา ใน ตัวอยาง
เลือด จาก คน ปกติ ไม พบ การ แตก หัก ของ โครโมโซม
(Chromosome  breakage) ให เหน็ ใน ทกุๆ ความ เขมขน
ของ DEB และ ใน ทกุ ตวัอยาง ทดสอบ ดงันัน้ จะ เหน็ วา
การ ใช สาร DEB ใน ความ เขมขน มาก ถงึ 0.2 ไมโคร กรมั/
มล. ก ็ยงั ไม สามารถ ทาํให โครโมโซม ของ คน ไทย ปกต ิเกดิ

มี breakage ได ฉะนัน้ จงึ สามารถ ใช ความ เขมขน ของ
DEB ที ่ต่าํ กวา คอื 0.1 ไมโคร กรมั/ มล. เปน ตวั ควบคมุ
negative control ได อยาง มัน่ ใจ เพราะ จะ ไม ทาํให เกดิ
false positive ใน กลุม คน ปกต ิที ่ไม ได เปน โรค Fanconi
anemia แต อยาง ใด

สาํหรบั ตวัอยาง เลอืด ผูปวย ที ่เปน Fanconi anemia
แยก ตาม ครอบครวั ได ดงันี้

ครอบครัว ที่ 1 ใน เลือด ผูปวย พบ การ แตก หัก ของ
โครโมโซม ใน 4เมตาเฟส โดย พบ ใน โครโมโซม คู ที่ 6, 8,
del 8 (p-) อีก 1เมตาเฟสพบ การ แตก หัก ของ
โครโมโซม 2 คู คอื คู ที่ 2 กบั คู ที่ 10 โดยเมตาเฟสทัง้
หมด ที ่พบ ไม ได ใส DEB (0 ไมโคร กรมั/ มล.) สวน ใน
ไข กระดูก ผูปวย, เลือด ของ นอง ชาย และ เลือด ตัว
ควบคุม (negative control) ไม พบ การ แตก หัก ของ
โครโมโซม ใด เลย สาํหรบั บดิา และ มารดา ไม ได สง ตรวจ

ครอบครวั ที่ 2 ใน เลอืด ผูปวย พบ การ แตก หกั ของ
โครโมโซม ทัง้ หมด 8เมตาเฟส โดย พบ ใน โครโมโซม คู ที่
3, 4, 6, 2 กบั 3 (2 และ 3 อยู ในเมตาเฟสเดยีว กนั รปู
ที่  1), X กับ 10 (X กับ 10 อยู ในเมตาเฟสเดียว กัน)
โดยเมตาเฟสที ่พบ นี ้พบ ใน DEB ที ่ม ีความ เขมขน ต่าํ คอื
0.01 ไมโคร กรมั/ มล. และ พบ การ แตก หกั ของ โครโมโซม
คู ที่ 4 , 10 , 2 และ X (2 และ X อยู ในเมตาเฟสเดยีว กนั)
ใน DEB ความ เขมขน 0.1 ไมโคร กรมั/ มล. สาํหรบั ใน ไข
กระดกู ผูปวย จะ พบ การ แตก หกั ของ โครโมโซม ทัง้ หมด
4เมตาเฟส โดย พบ โครโมโซม คู ที่ 7 ใน DEB ความ
เขมขน  0.01 ไมโคร กรมั/ มล. และ โครโมโซม คู ที่ 1, 9
กบั 16 (9 กบั 16 อยู ในเมตาเฟสเดยีว กนั) , 13 กบั X
(13 กับ X อยู ใน เมตาเฟสเดียว กัน) ใน DEB ความ
เขมขน  0.1 ไมโคร กรมั/ มล. สาํหรบั เลอืด ตวั ควบคมุ ลบ
ไม พบ การ แตก หัก ของ โครโมโซม ใด เลย ใน ทุก ความ
เขมขน สวน นอง ชาย เปน cord blood และ ตวั ควบคมุ ลบ
ที ่เปน cord blood ก ็ไม พบ การ แตก หกั ของ โครโมโซม ใด
เลย เชน กนั บดิา, มารดา ไม ได สง ตรวจ

ครอบครัว ที่ 3 สําหรับ ครอบครัว นี้ ไม สามารถ ได



30 สมพร  เทีย่งทศัน และคณะ

Thai Journal of Hematology and Transfusion Medicine  Vol. 14  No. 1  January-March 2004

ตวัอยาง ตรวจ จาก ตวัผู ปวย เอง แต ได ทาํ การ วเิคราะห ใน
บิดา, มารดา และ นอง ชาย และ พบ การ แตก หัก ของ
โครโมโซม ใน เลอืด ของ มารดา พบ ทัง้ หมด 2เมตาเฟส พบ
ใน โครโมโซม คู ที่ 7, 14 ใน DEB ความ เขมขน ต่ํา คือ
0.01 ไมโคร กรัม/ มล. สวน ใน เลือด ของ บิดา, นอง ชาย
และ ตวั ควบคมุ ลบ ไม พบ การ แตก หกั ของ โครโมโซม ใด เลย

ครอบครัว ที่ 4 ใน เลือด ผูปวย พบ การ แตก หัก ของ
โครโมโซม เพียง 1เมตาเฟส แต มี ความ ผิด ปกติ ใน
โครโมโซม หลาย คู ไดแก โครโมโซม คู ที่ 4, 7, 11, 13 ทัง้
หมด นี ้อยู ในเมตาเฟสเดยีว กนั ( รปู ที่ 2) ซึง่ พบ ใน DEB
ที ่ม ีความ เขมขน 0.1 ไมโคร กรมั/ มล. สาํหรบั ตวั ควบคมุ

ลบ ไม พบ การ แตก หัก ของ โครโมโซม ใด เลย สวน บิดา,
มารดา ไม ได สง ตรวจ

ครอบครัว ที่ 5  ใน เลือด ผูปวย พบ การ แตก หัก ของ
โครโมโซม 1เมตาเฟส โดย พบ ใน โครโมโซม คู ที่ 7 ใน
DEB ที่ มี ความ เขมขน ต่ํา คือ 0.01 ไมโคร กรัม/ มล.
สําหรับ เลือด ของ บิดา, มารดา และ ตัว ควบคุม ลบ ไม พบ
การ แตก หกั ของ โครโมโซม ใด เลย

ครอบครวั ที่ 6 ใน เลอืด ของ ผูปวย   นอง ชาย   และ ตวั
ควบคุม ลบ ไม พบ การ แตก หัก ของ โครโมโซม ใด เลย
สาํหรบั บดิา มารดา ไม ได สง ตรวจ

ครอบครวั ที่ 7 ใน เลอืด ผูปวย และ ตวั ควบคมุ ลบ ไม

รปู ที่ 1  แสดง ภาพ Karyogram ของ ผูปวย Fanconi anemia ครอบครวั ที่ 2 ที ่ใช DEB ความ เขมขน 0.01   µg/mL
และ พบ มี chromosome breakage ที ่คู ที่ 2 กบั คู ที่ 3

รปู ที่ 2  แสดง ภาพ Karyogram ของ ผูปวย Fanconi anemia ครอบครวั ที่ 4 ที ่ใช DEB ความ เขมขน 0.1  µg/mL
และ พบ chromosome breakage บน คู ที่ 4, 7, 11 และ 13
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พบ การ แตก หัก ของ โครโมโซม ใด เลย สําหรับ บิดา,
มารดา ไม ได สง ตรวจ

สรปุ และ วจิารณ
ลกัษณะ สาํคญั ที ่พบ ใน FA 3 ประการ คอื การ พบ

chromosome breakage, pancytopenia และ ความ
พกิาร ทาง รางกาย โดย กาํเนดิ แมวา ผูปวย FA สวน หนึง่
จะ ม ีการ แตก หกั ของ chromosome ได เอง ( เปน spon-
taneous  breaks) โดย ไม ตอง ชกันาํ ดวย DEB แต FA
ที ่แท จรงิ หลาย ราย ก ็ไม มี spontaneous break ให เหน็
จงึ จาํเปน ตอง อาศยั clastogenic agent ดงั กลาว การ
ศึกษา วิเคราะห chromosome breakage ใน ผูปวย
FA คน ไทย โดย วิธี DEB testing นี้ ก็ เพื่อ นํา เสนอ
วธิกีาร วนิจิฉยั โรค นี ้ให เปน ไป ตาม ขอ ตกลง สากล ของ
The International Fanconi Anemia Registry
(IFAR) (17,30,31,32) วา ดวย การ วนิจิฉยั FA ซึง่ ให ถอื
วา การ ตรวจ พบ clastogen induced chromosome
breakage เปน เครือ่ง บงชี ้วา ผูปวย เปน FA จรงิ คอื ถอื
วา เปน diagnostic hallmark โดย เฉพาะ อยาง ยิ่ง ใน
ผูปวย ที่ สงสัย FA แต ไม มี ความ พิการ ทาง รางกาย
(รอยละ 30 ของ FA ที ่ไม ม ีความ พกิาร ให เหน็) ควร ตอง
ยนืยนั ดวย chromosome breakage test ( หรอื เรยีก
DEB testing ถา ใช DEB ชักนํา) เพราะ ทําให สามารถ
แยก FA จาก acquired aplastic anemia หรือ โรค
อืน่ๆ  ที ่คลาย กนั ได นอก จาก นี ้ยงั ม ีประโยชน ใน การ ตรวจ
ครรภ (prenatal diagnosis) สาํหรบั มารดา ที ่ม ีแนว โนม
เสีย่ง ตอ การ ให กาํเนดิ ลกู ที ่เปน FA อกี ดวย

ผู วจิยั ได นาํ เสนอ การ ศกึษา วเิคราะห chromosome
breakage ภาย หลัง การ กระตุน โดยสาร DEB
(Diepoxybutane) ใน ความ เขมขน ตางๆ คอื 0, 0.01,
0.1, 0.2 ไมโคร กรัม/ มล. ทั้ง นี้ เพื่อ เปน การ นํา เทคนิค
ตรวจ วเิคราะห โครโมโซม มา ประยกุต เพือ่ ใช ประโยชน ใน
การ ยนืยนั การ วนิจิฉยั ผูปวย Fanconi’s anemia ใน
คน ไทย ได อยาง ถกู ตอง แมนยาํ การ ตรวจ วเิคราะห ที ่ทาํ

ใน คน ไทย ปกติ 30 คน ก ็เพือ่ เปน การ พสิจูน ความ ม ีเสถยีร
ของ DNA ใน ตัวอยาง ประชากร ไทย ใน สภาวะ ที่ มี สาร
DEB ใน ความ เขมขน เดียว กับ ที่ ใช ตรวจ ใน ผูปวย
Fanconi’s anemia และ แม กระทัง่ ใน ความ เขมขน ของ
DEB ที ่สงู กวา ที ่ทดสอบ กบั ตวัอยาง ตรวจ จาก ผูปวย เพือ่
ให มั่น ใจ วา คน ไทย ปกติ มี โครโมโซม ที่ มี เสถียร จริง เมื่อ
เทยีบ กบั ผูปวย FA และ เพือ่ ประโยชน ใน การ ใช เลอืด คน
ไทย ปกต ิเปน ตวั ควบคมุ ลบ (negative control) ได โดย
ไม มี DEB induced chromosome breakage

Fanconi anemia ม ีลกัษณะ สาํคญั คอื ม ีโครโมโซม
ที ่ไม เสถยีร (instability) อนั เนือ่ง มา จาก ม ีความ ผดิ ปกติ
ใน กลไก การ ซอม แซม DNA เมือ่ DNA ถกู ทาํลาย และ มี
ความ ผิด ปกติ ใน การ ตอบ สนอง ตอ สาร oxidative
stress เชน DEB ทาํให เกดิ เปน รอย แตก หกั เสยี หาย เกดิ
ขึน้ ที ่โครโมโซม (chromosome break) chromosome
break ที ่เพิม่ ขึน้ ใน ผูปวย FA ก ็เนือ่ง จาก ไม สามารถ ซอม
แซม DNA ที ่แตก หกั เสยี หาย ได

จาก การ ศึกษา ใน เซลล ของ คน ไทย ปกติ 30 ราย ที่
เตมิ DEB 0.1 และ 0.2 ไมโคร กรมั/ มล. ไม พบ การ แตก
หกั ของ โครโมโซม ใด เลย สวน ใน ผูปวย FA จะ พบ การ
แตก หัก ของ โครโมโซม ใน ความ เขมขน 0, 0.01, 0.1
ไมโคร กรมั/ มล. จาํนวน 5 ราย อกี 2 ราย ไม พบ การ แตก
หัก ของ โครโมโซม ใด ๆ  จะ เห็น วา แม ไม ตอง ใช DEB ใน
ความ เขมขน 0.2 ไมโคร กรัม/ มล. ใน ผูปวย FA ก็
สามารถ เหน็ chromosome break ได โดย เฉพาะ อยาง
ยิง่ ผูปวย ราย ที่ 1 ไม ตอง ชกันาํ ดวย DEB ก ็ทาํให เหน็
chromosome break แลว อยางไร ก ็ตาม จาก การ วจิยั
นี ้พบ วา ใน บรรดา ผูปวย 7 ราย ที ่แพทย สงสยั ใน ชัน้ ตน วา
เปน FA แต การ ทดสอบ DEB testing ให ผล บวก5
ราย และ ให ผล ลบ 2 ราย คอื ผูปวย ราย ที่ 6 และ 7 ซึง่
มี ความ เปน ไป ได วา ผูปวย สอง ราย ดัง กลาว อาจ จะ มี
ลักษณะ ทางคลิ นิค และ ทาง โลหิต วิทยา ที่ เหมือน หรือ
คลาย FA แต ไม ใช FA ที่ แท จริง ความ เจ็บ ปวย ของ
ผูปวย ดัง กลาว อาจ จะ เกิด จาก สาเหตุ ที่ ไม เกี่ยวของ กับ
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พันธุ กรรม (acquired bone marrow failure) เชน
มารดา อาจ ไดรบั ยา สาร เคม ีบาง อยาง หรอื โดน รงัสี
ionizing radiation ใน ระหวาง ม ีครรภ อนึง่ ใน กรณ ีเชน
ผูปวย 6 และ 7 นี้ ไม สามารถ ตรวจ สอบ ประวตั ิความ เจบ็
ปวย ของ ครอบครัว โดย ละเอียด และ ไม ได เลือด จาก
บิดา มารดา และ พี่ นอง เพื่อ การ ทดสอบ DEB
testing

การ ตรวจ วเิคราะห ที ่รายงาน ใน ผูปวย ราย ที่ 1 พบ วา
มี spontaneous chromosome breaks ใน เลอืด แต ไม
สามารถ ตรวจ พบ ใน ไข กระดกู ทัง้ นี ้เนือ่ง จาก ใน การ เพาะ
เลีย้ง เซลล ลมิโฟซยั จาก ไข กระดกู ทาํ ได ยาก มาก และ ได
จาํนวน metaphases ที ่สวย งาม และ ยาว เพยีง พอ สาํหรบั
การ วิเคราะห chromosome breakage นั้น ได จํานวน
นอย ใน ราย นี้ จงึ ทาํให ยงั ไม สามารถ คนหา chromosome
breakage พบ ใน ไข กระดกู

สาํหรบั มารดา ของ ครอบครวั ที่ 3 ซึง่ ให ผลบวก ใน การ
ทดสอบ DEB testing ทัง้ ที ่มารดา เปน เพยีง พาหะ ผล
ที ่ได นี้ นา จะ ม ีความ หมาย สาํคญั ได สอง ประการ คอื (1)
ใน Allele ที่ มี mutated FANC gene นั้น ผลผลิต
โปรตนี ที ่ได อาจ จะ ม ีความ เสยี หาย เกดิ ขึน้ ภาย ใน บรเิวณ
ที่ เปน สวน สําคัญ มาก ตอ การ ทํา หนาที่ ซอม แซม DNA
อยาง ม ีประสทิธภิาพ ฉะนัน้ เมือ่ โครโมโซม เกดิ การ แตก
หัก เสีย หาย จาก การ ชักนํา โดย DEB ใน สถานการณ ดัง
กลาว โปรตนี ที ่ได จาก FANC gene ที ่ปกต ิบน allele
ที่ เหลือ อาจ จะ ทํา หนาที่ ใน การ ซอม แซม DNA ทดแทน
กนั ได ไม สมบรูณ เพยีง พอ จงึ ทาํให เหน็ breaksปรา กฎ
ได และ (2) วิธีการ ของ DEB testing ที่ รายงาน นี้ มี
ความ ไว พอ สมควร เนือ่ง จาก สามารถ ตรวจ พบ chromo-
some  breaks ได ใน คน ที ่เปน พาหะ บาง รายได ดวย แต
chromosome breaks ที ่พบ ใน พาหะ นา จะ ม ีจาํนวน นอย
กวา เมือ่ เทยีบ กบั homozygous FA ทีอ่ยู ใน ครอบครวั
เดยีว กนั

ใน บรรดา โครโมโซม ทัง้ 23 โครโมโซม คู ที ่พบ break
ได บอย ใน ผูปวย ไทย ไดแก คู ที่ 2, 4, 6, 7, 8, 10 และ

x  สวน โครโมโซม คู ที่ ยัง ไม พบ วา มี break เลย ใน การ
ศกึษา นี้ คอื คู ที่ 5, 12, 14, 15, และ โครโมโซม ใน กลุม
E, F และ G ทัง้ หมด ผูปวย ใน ครอบครวั ที่ 1, 2 และ
4 มี ความ ชุก ของ chromosome break มาก กวา
ครอบครวั อืน่ ที ่ศกึษา

หาก เปรยีบ เทยีบ กบั รายงาน การ วเิคราะห chromo-
some  breakage test ใน ตาง ประเทศ โดย IFAR จะ
เห็น วา ผลงาน การ วิจัย นี้ มี ความ สอด คลอง กับ รายงาน
ของ IFAR17,31,32 กลาว คอื ตาม รายงาน IFAR ที ่ระบ ุวา
ผูปวย FA มี จาํนวน ของ chromosome breaks /  cell
ภาย หลัง จาก เซลล ไดรับ สาร DEB อยู ใน ชวง 1.3 - 23.9
เปรียบ เทียบ กับ คน ปกติ ที่ มี คา อยู ระหวาง 0 - 0.3617,32

คณะวจิยั นี ้พบ วา ภาย หลงั จาก ที ่เซลล ของ ผูปวย ไทย ไดรบั
สาร DEB จะ ตรวจ พบ วา มี breaks/cell มาก กวา 1.3
หรอื  ม ีคาเฉลีย่ เทากบั 1.6 ( range 1-4) และ ตรวจ ไม
พบ break ใน คน ไทย ปกต ิเลย

ผูปวย FA ม ีความ หลาก หลาย ใน การ แสดง ออก ทาง
อาการ และ ชวง อายุ ที่ เริ่ม แสดง อาการ ดังนั้น การ ทํา
Chromosome  breakage test จงึ เปน เครือ่งมอื สาํคญั
ใน การ ชวย วินิจฉัย โรค นี้ และ การ ทํา Chromosome
breakage  test จําเปน ตอง มี เลือด คน ปกติ ทํา ควบ คู ไป
ดวย เพือ่ เปน ตวั ควบคมุ ลบ (negative control) เพราะ
งาน วจิยั นี ้พสิจูน แลว วา DEB ไม ทาํให เกดิ การ แตก หกั ของ
โครโมโซม ใน คน ปกต ิเลย ใน ทกุ ความ เขมขน ที ่ศกึษา ซึง่
แตก ตาง จาก ผูปวย FA ที ่แม ใช DEB ความ เขมขน ต่าํ ๆ 
หรอื ไม ใช DEB ก ็ทาํให เกดิ การ แตก หกั ของ โครโมโซม ได
ขอมลู เหลา นี ้แพทย สามารถ ใช ประโยชน ใน การ ประกอบ
การ  วินิจฉัย โรค FA รวม กับ ลักษณะ และ อาการคลิ นิก
และ การ ทดสอบ ทาง โลหติ วทิยา อืน่ ๆ  เพือ่ ให ผูปวย ไดรบั
การ ตรวจ รักษา ตลอด จน ให การ แนะนํา ครอบครัว ของ
ผูปวย ได อยาง ด ีที ่สดุ นอก จาก นี ้ใน อนาคต อนั ใกล การ
ยนืยนั การ วนิจิฉยั FA ให แมนยาํ มาก ที ่สดุ สามารถ ทาํ ได
โดย การ ตรวจ หา ความ ผิด ปกติ ของ FANC genes
ตางๆ  ทั้ง 8 ยีน ดัง กลาว โดย ตรวจ ใน ผูปวย ตลอด จน
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สมาชิก ครอบครัว ของ ผูปวย เพื่อ สืบ คน ผู เปน พาหะ ของ
โรค และ จะ เปน การ นาํ ไป สู การ ปองกนั การ ถาย ทอด ของ
โรค ทาง พันธุ กรรม นี้ ใน สมาชิก ของ ครอบครัว เสี่ยง ใน รุน
ตอไป ใน อนาคต
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Chromosome Breakage Induced by DEB in Thai Patients with
Fanconi Anemia

Somporn Theingtat, Wichanun Yamkamol, Yodsaward Theptaranon* and Pimpicha Patmasiriwat
Department of Clinical Microscopy, Faculty of Medical Technology; *Department of Pediatrics, Faculty of Medicine, Siriraj
Hospital, Mahidol University

Abstract: Finding of chromosome breakage is a diagnostic hallmark of Fanconi anemia (FA), a
hereditary bone marrow failure syndrome with autosomal recessive inheritance.  A defect in DNA
repair mechanism leading to genome instability is an important etiology of FA.  One strategic
methodology to detect instability within chromosomes is a clastagenic introduction into the cell
culture.  Since the chromosome breakage analysis among Thai FA patients and standardized
condition of the optimum clastagenic concentration used for the test among Thai patients and Thai
normal subjects have never been reported, we  then initiated this work in order to improve diagnos-
tic accuracy of this rare but important genetic disease.

Lymphocytes from patients and their  first degree relatives of seven families as well as  lympho-
cytes from thirty normal Thais were cultured using modified standard culture procedure for chromo-
some preparation.  Chromosome breaks were induced by different concentration of a clastagenic
agent diepoxybutane (DEB) from 0.0 to 0.2 µg/mL.  Chromosome analysis were determined in the
total of 2,400 metaphases from normal control subjects and 1,260 metaphases from FA patients and
their family members.  Result shows that chromosome breaks were easily observed when induced
by low concentration of DEB (0.01 to 0.1 µg/mL) or even in uninduced culture (spontaneous breaks)
in the majority FA patients.  Five out of seven FA families exhibited chromosome breakage in
various number of chromosomes.  In contrast, no chromosome break was detectable in all thirty
normal Thai samples eventhough DEB was used at the concentration as high as 0.2 µg/mL.  We
propose herein that chromosome breakage analysis is a useful technique and should be performed
in all Thai patients suspicious of FA to confirm clinical diagnosis.  DEB concentration at 0.1 µg/mL
should be suitable for chromosome breakage analysis for FA in Thai people.
Key Words :  Chromosome breakage Fanconi anemia  DEB
Thai   J   Hematol   Transf   Med  2004;14:23-35.
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