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กิตติกรรมประกาศ 

โครงการวิจัยตางๆ จะไมสามารถดําเนินไปไดถาไมไดรับความรวมมือและอนุเคราะหจากหลาย 
ๆ ฝาย ผูวิจัยขอขอบคุณคณะผูรวมวิจัยทุกทานที่ไดใหความรวมมือในโครงการวิจัยเปนอยางดี 
พญ.ชนิดา วินะยานุวตัิคุณ ซ่ึงไดทุมเทศกึษาและทํางานวิจัยใหลลุวงซึ่งเปนกําลังสาํคัญของ
โครงการวิจัย ศ.นพ.ดร.อภิวัฒน มุทิรางกูร ที่ไดใหคําแนะนําชวยเหลือหลาย ๆ ดาน มะเร็ง
วิทยาสมาคมที่ใหความรวมมือเขารวมโครงการวิจัยสหสถาบัน แพทย พยาบาล และเจาหนาที่
ในหนวยมะเรง็วิทยา หนวยศัลยกรรมทรวงอก หนวยรงัสรรักษาและมะเร็งวิทยา โรงพยาบาล
จุฬาลงกรณ ที่ไดชวยประสานงานและรวมดูแลผูปวยโรคมะเร็งปอด ผูปวยโรคมะเร็งปอดที่มา
รับการรักษาที่หนวยมะเร็งวิทยา โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ และครอบครัวของผูวจัิยที่ไดเสยีสละ
และอดทนกับการทํางานของผูวิจัยตลอดเวลา 
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Abstract 

Background: Recent advance in treatment of lung cancer especially the targeted 
therapy with tyrosine kinase inhibitors (TKI) leading to the better outcomes. One of the 
most important biomarker for adenocarcinoma is the somatic mutation of epidermal 
growth factor receptor (EGFR) which serves as both predictive and prognostic 
biomarker. However, the EGFR mutation has been reported in approximately 30 percent 
of adenocarcinoma in general population. Thus searching for additional biomarkers for 
lung cancer is needed. Our projects aim to characterize both EGFR biomarker in a 
comprehensive manner and search for novel plasma biomarker of lung cancer.  

Materials and Methods: Comprehensive pattern of EGFR mutation will be performed by 
mutation analysis of exon 18 to exon 21 of EGFR from 450 tumor tissue collections 
through 17 cancer centers throughout the country. Pattern of mutation will be analyzed 
in correlation to several clinical parameter including outcomes derived from TKI 
treatment. For plasma biomarker study,a quantitative PCR-based assay was used to 
determine the level of SHP1P2 methylation in plasma. Blood samples were 
prospectively collected from 58 patients with advanced NSCLC, 20 patients with early 
NSCLC and 52 healthy volunteers. 

Results: Comprehensive pattern of EGFR mutation is currently ongoing. Expected 
results will be available within one year. In the plasma biomarker study, most of the 
healthy volunteers had undetectable levels of SHP1P2 methylation. In contrast, median 
level of SHP1P2 methylation in pre-treatment  patients with advanced NSCLC was 770 
pg/ml [0–26500 pg/ml] which was significantly higher than those of healthy controls. 
Furthermore, the advanced NSCLC patients who had baseline level of SHP1P2 
methylation of less than 700 pg/ml had higher median progression-free survival (5.2 vs. 
2.6 months, p = 0.009) and median overall survival (12.6 vs. 7.6 months, p = 0.01) 
when compared to those who had SHP1P2 methylation greater than 700 pg/ml. From 
the multivariate analysis, levels of SHP1P2 methylation were significantly associated 
with the survival rates in advanced NSCLC patients. 
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Conclusion: Circulating SHP1P2 methylation is a potential non-invasive biomarker for 
NSCLC. This biomarker may be used to develop risk-adaptive treatment for patients 
with lung cancer. 

Keywords : Lung cancer, adenocarcinoma, biomarkers 
 

บทคัดยอ 

ที่มา: ปจจุบันมีความกาวหนาในการพัฒนาวิธีการรักษาโรคมะเร็งปอดอยางมาก โดยเฉพาะการ
พัฒนาการรักษาแบบมุงเปา (targeted therapy) มีการนําเอายาตานไทโรซีนไคเนสมาใชรักษา
ผูปวยมะเร็งปอดระยะแพรกระจาย โดยผลการศึกษาพบวาไดผลดีโดยเฉพาะเมื่อผูปวยเปน
โรคมะเร็งปอดชนิดอะดีโนคารซิโนมาที่มีการกลายพันธุของยีน EGFR ในเนื้อเยื่อมะเร็ง 
นอกจากนี้ยังพบวาการกลายพันธุของ EGFR เปนทัง้ปจจัยในการทํานายโรคและปจจัยทํานาย
ผลการตอบสนองตอยาตานไทโรซีนไคเนส อยางไรก็ตาม ในผูปวยโรคมะเร็งทั่วไปจะสามารถ
ตรวจพบการกลายพันธุของ EGFR ไดเพียง 30 เปอรเซนตโดยประมาณ ดังน้ันจึงมีความ
จําเปนอยางยิ่งที่ตองศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับ EGFR และตรวจหาปจจัยทํานายโรคระดับโมเลกุล
อ่ืนที่เปนประโยชนตอการรกัษาโรคมะเรง็ปอด โครงการวิจัยน้ีแบงเปนการศึกษาแบบแผนของ
การกลายพันธุของ EGFR ในโรคมะเร็งปอดของประเทศไทย และโครงการศึกษาหาปจจัย
ทํานายโรคระดับโมเลกุลในพลาสมาของผูปวย  

วัสดุและวิธีการทดลอง: โครงการศึกษาแบบแผนการกลายพันธุของ EGFR ในโรคมะเร็งปอดจะ
กระทําโดยการตรวจหาหารกลายพันธุของ EGFR บริเวณ exon 18 ถึง exon 21 โดยรวบรวม
ตัวอยางเนื้อเยื่อมะเร็งของผูปวยโรคมะเร็งปอดที่เคยไดรับยาตานไทโรซีนไคเนสจํานวน 450 
รายจากโรงพยาบาลทัว่ประเทศทั้งหมด 17 แหง โดยจะเก็บขอมูลทางคลินิกเพื่อวิเคราะหหา
ความสัมพันธกับแบบแผนการกลายพันธุของ EGFR สําหรับโครงการตรวจหาปจจัยทํานายโรค
ในพลาสมา ใชเทคนิกการตรวจดวยพีซีอารเพ่ือวัดระดับของ การเติมหมูเมทิลบน SHP1P2 ใน
พลาสมาของผูปวย โดยเก็บตวัอยางเลือดจากูปวยโรคมะเร็งปอดระยะแพรกระจาย 58 ราย 
มะเร็งปอดระยะที่ผาตัดได 20 ราย และอาสาสมัครที่ไมมีโรคอีก 52 ราย 

ผลการศึกษา: โครงการศึกษาแบบแผนการกลายพันธุของ EGFR ยังอยูในระหวางดําเนินการ 
โครงการตรวจหาปจจัยทํานายโรคในพลาสมาสามารถตรวจพบระดับ SHP1P2 ที่มีเมทิลเลชัน่ 
มีคาสูงในผูปวยโรคมะเร็งปอดระยะแพรกระจาย 770 pg/ml [0–26500 pg/ml] โดยสูงกวา
อาสาสมัครปกติที่ไมสามารถวัดระดับไดอยางมีนัยสําคัญ ในผูปวยมะเร็งปอดที่มีระดับ SHP1P2 
ที่มีเมทิลเลชัน่นอยกวา 700 pg/ml จะมีคามัธยฐานของการปลอดการกําเริบของโรค (5.2 เทยีบ
กับ 2.6 เดือน, p = 0.009)  และ คามัธยฐานของการมชีีวติรอด (12.6 เทียบกบั 7.6 เดือน, p = 
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0.01) สูงกวากลุมที่มีคาสูง 700 pg/ml เม่ือวิเคราะหืดวยวิธ ีmultivariate ระดับของ SHP1P2 ที่
มีเมทิลเลชั่น มีความสัมพันธกับอัตราการอยูรอดอยางมีนับสําคัญทางสถิต ิ

บทสรุป: การตรวจระดบัของ SHP1P2 ที่มีเมทิลเลชั่นในพลาสมาเปนวิธีการตรวจปจจัยระดับ
โมเลกุลที่สะดวกและไมอันตรายในการทาํนายถึงการพยากรณโรค และอาจนําไปประกอบการ
ตัดสินใจในการเลือกรักษาโรคมะเร็งปอดระยะแพรกระจายในอนาคต 
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1. บทนํา 

โรคมะเร็งปอดเปนโรคมะเร็งที่มีความรนุแรงมากที่สุดชนิดหนึ่ง แนวทางการรักษา

โรคมะเร็งปอดใหมเปนการรักษาอยางมีเปาหมายเฉพาะ (targeted therapy) ทําใหการ

รักษามีประสทิธิภาพดีขึ้นและมีผลขางเคยีงลดลง เชน ยาตาน tyrosine kinases ที่ออก

ฤทธิต์าน EGFR ที่มีการนํามาใชรักษาโรคมะเร็งปอด จากการศึกษาที่ผานมาของ

คณะผูวิจัยพบวาผูปวยโรคมะเร็งปอดในประเทศไทยชนิด adenocarcinoma มี

อุบัติการณของการกลายพันธุของ egfr สูงถึงมากกวา 50% ซ่ึงสอดคลองกบัการเปน

ปจจัยหนึ่งที่กําหนดการตอบสนองตอยาตาน tyrosine kinases แตผูปวยมะเร็งปอด

ชนิด adenocarcinoma อีกจํานวนมากที่ไมตอบสนองตอยาตาน tyrosine kinases หรือ

เกิดการดื้อยาภายหลัง ซ่ึงยังไมทราบแนชัดถึงปจจัยระดับโมเลกุลทีเ่ปนตวักําหนดการ

ทํานายโรคหรือการตอบสนองตอยาเคมีบาํบัดอ่ืน 

2. วัตถุประสงคของโครงการ 

2.1. เพ่ือคนหาปจจัยในการทํานายโรคอื่นนอกจากการกลายพันธุของยีน EGFR ของเซลล

เน้ือเยื่อและสารพันธุกรรมในพลาสมาของผูปวยมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma 

2.2. เพ่ือศึกษาการประยุกตใชของการตรวจหาการกลายพนัธุของยีน EGFR จาก DNA ที่ได

จาก plasma ผูปวยโรคมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma 

2.3. เพ่ือพัฒนาเซลลสายพันธุมะเร็งปอดจากผูปวย adenocarcinoma เพ่ือใชศึกษาลกัษณะ

มะเร็งในเชิงเปรียบเทยีบระหวางเซลลที่มีการกลายพันธุและไมมีการกลายพันธุของ 

egfr 

3. วิธีการทดลอง 

3.1. โครงการตรวจหาสภาวะเหนือพันธุกรรมของ promoter 2 ของ SHP1 ในพลาสมาของ

ผูปวยโรคมะเร็งปอด ดูรายละเอียดในเอกสารแนบ revised manuscript submitted to 

Journal of Thoracic Oncology 

3.2. โครงการการศึกษาแบบแผนการกลายพนัธุของเอพิเดอรมอลโกรทแฟคเตอรรีเซ็บเตอร
และการตอบสนองตอการรักษาในมะเร็งปอดชนิดอะดีโนคารซิโนมา คณะผูวิจัยจะทํา
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การคัดเลือกตวัอยางจากผูปวยโรคมะเร็งปอดที่เขารับการตรวจรักษาในโรงพยาบาล

จํานวน 17 แหงที่เขารวมการวิจัยทั่วประเทศ โดยมีเกณฑการคัดเลอืกดังตอไปน้ี 

3.2.1. เกณฑการคัดเลือกเขา (inclusion criteria) 

ผูปวยไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรคมะเร็งปอดลุกลามระยะ IIIB ที่มีมะเร็งลุกลามมี

นํ้าในเยื่อหุมปอด หรือระยะ IV หรือมะเร็งที่กลับเปนซํ้าและไมสามารถรักษาดวย

การผาตัดหรือฉายรังสีได 

ผูปวยไดรับการรักษาดวยยาตาน tyrosine kinase ในการรักษาโรคมะเร็งปอด

โดยไมจํากัดลําดับสูตรของการรักษา 

ในกรณีที่สามารถติดตามผูปวยได ผูปวยใหความยินยอมเขารวมการวิจัย โดย

ยินยอมใหตรวจชิ้นเนื้อและหรือตรวจเลือดเพิ่มเติม และใหเก็บขอมูลทางคลินิก

เกี่ยวกับผลการรักษา หรือไดรับอนุมัติเพ่ือเก็บขอมูลจากสถาบันทีเ่ขารวมการ

วิจัยในกรณีทีต่ิดตามผูปวยไมได 

มีชิ้นเนื้อเยื่อมะเร็งปอดทางพยาธิที่ไดจากการผาตัดหรือการตัดชิ้นเนื้อจากการ

สองกลองหรือวิธีอ่ืนที่ใหผลชิ้นเนื้อเพียงพอตอการตรวจเพิ่มเติมในขอ 7.2 โดย

ลักษณะทางพยาธิวทิยาเปนชนิด adenocarcinoma โดยมีจํานวนเซลมะเร็งใน

ตัวอยางเนื้อเยื่อไมนอยกวาพื้นที่ประมาณ 5 มม2 

3.2.2. เกณฑการคัดเลือกออก (exclusion criteria) 

ผูปวยไดรับการวินิจฉัยวาเปน non-small cell carcinoma ชนิดอ่ืนนอกจาก 

adenocarcinoma อาทิเชน squamous cell carcinoma, large cell carcinoma, 

non-small cell lung cancer NOS, mixed type 

ผูปวยไดรับการวินิจฉัยวาเปนมะเร็งอวัยวะอ่ืนยกเวน basal cell carcinoma หรือ 

squamous cell carcinoma ของผิวหนัง carcinoma in situ ของปากมดลูก 

ภายในระยะเวลา 5 ปกอนหรือหลังการวินิจฉัยโรคมะเร็งปอด 

3.2.3. การศึกษาหาแบบแผนการกลายพันธุของ egfr จากตัวอยางมะเร็งปอด จาก

ตัวอยางชิ้นเนือ้ทางพยาธิจากผูปวยที่ไดผานเกณฑคัดเลือกจากขอ 3.2.1 และ 

3.2.2 พยาธิแพทยจะวินิจฉยั ตัดชิ้นเนื้อ และกําหนดขอบเขตของกอนมะเร็ง โดย
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เลือกบริเวณที่มีเซลลมะเร็งในกอนมะเร็งเปนจํานวนไมนอยกวา 70% ของพื้นที่ 

และนําตวัอยางดังกลาวมาคัดเลือกเซลลระดับจุลภาค (microdissection) เน้ือเยื่อ

ที่ถูกคัดแยกจะนํามาสกัด DNA แลวนําไปขยายปริมาณโดยวิธี polymerase 

chain reaction (PCR) โดยศึกษาการกลายพันธุของ egfr ดวยวิธี quantitative 

PCR ดวยเทคนิก high resolution melting curve รวมกับการตรวจลําดับเบส

ดวยวธิี pyrosequencing ของ exon 19 และ 21 กรณีที่ไมพบการกลายพันธุของ 

exon 19 หรือ 21 จะทําการตรวจเพิ่มเติมสําหรับ exon 18 และ 20 เพ่ิมเตมิ 

3.2.4. การเก็บขอมูลทางคลินิกที่เกี่ยวของกับผลการรักษา การศึกษาจะตดิตามเก็บ
ขอมูลทางคลนิิกของผูปวย ไดแก ขอมูลพ้ืนฐาน (demographic data) วันที่ไดรับ

การวินิจฉัย ขอมูลการใชยาเคมีบําบัดและยาตาน tyrosine kinases รวมถึง 

ระยะเวลาที่รักษา ผลการตอบสนองสูงสุด วันที่มีการกําเริบมากขึ้นของโรค วันที่

ผูปวยเสยีชีวติ หรือวันที่ตดิตามการรักษาเปนวันสุดทาย ทั้งน้ี การเก็บขอมูล

ทั้งหมดเปนการติดตามขอมูลของการดูแลรักษาโดยแพทยผูวิจัย โดยไมมีการสง

ขอมูลการศึกษาหาการกลายพันธุของ egfr ใหแพทยผูรักษาผูปวยทราบลวงหนา 

เพ่ือใหการดูแลรักษาเปนไปตามมาตราฐานที่มีอยูในขณะทําการศึกษา และไมให

กระบวนการศกึษามีผลตอการตัดสินใจของแพทยผูดูแลรักษา การวิเคราะห

ขอมูลจะกระทําในรูปแบบเชิงพรรณนา (descriptive study) 

3.2.5. การศึกษาวิเคราะหหาความคุมคาทางเศรษฐศาสตร จากขอมูลที่ไดจาก
การศึกษาในขอ 7.1-7.3 จะนําไปวเิคราะหเพ่ือประมาณการขอมูลคาใชจายและ

ประโยชนที่ไดรับ โดยคํานึงถึงอรรถประโยชนที่ไดรับเปรียบเทยีบระหวางการ

เลือกใชยาโดยใชเพียงขอมูลทางคลินิกเปนปจจัยในการเลือกผูปวยเพ่ือทําการ

รักษาดวยยาตาน tyrosine kinases และ การเลือกใชโดยมีปจจัยทางดานผลการ

วิเคราะหทางชีวโมเลกลุถึงการกลายพันธุของ egfr รวมดวย 

3.2.6. การคํานวณขนาดตัวอยางในการวิจัย เน่ืองจากยังไมมีการเก็บขอมูลใน

ระดับประเทศอยางครอบคลุมมากอน และการศึกษาเปนการวิเคราะหจากขอมูล

เชิงพรรณา (analysis of descriptive data) ตัวอยางของการวิจัยจึงคํานวณจาก

วัตถุประสงคหลัก เพ่ือประมาณคาความชุกการกลายพันธ โดยใชผลการศึกษา

กอนหนานี้ของผูวิจัยซ่ึงพบวาความชกุ 57% ตองการขนาดตัวอยางเทากับ 400 

ราย เพ่ือใหสามารถประมาณในประชากรไดผิดพลาดไมเกิน 5% ดวยความ
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เชื่อม่ัน 95% และเปนตัวแทนของขอมูลทั้งประเทศ โดยประมาณการความ

ลมเหลวในการตรวจหาการกลายพันธุของ egfr ไวที่ 20% คิดเปนจํานวนผูปวย 

3.3. โครงการสรางเซลลสายพันธุมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma ในผูปวยที่มีการกระจาย

ของโรคมะเร็งไปที่เยื่อหุมปอด ทําใหมีนํ้าในเยื่อหุมปอดซึ่งมีเซลลมะเร็งอยูดวย เปน

ภาวะที่เหมาะสมที่จะนํามาทําเซลลสายพันธุมะเร็งปอด โดยเบื้องตนจะทําการเลีย้งอยู

ในภาวะปราศจากซีรัมเพ่ือใหเซลลปรับสภาพ จากนั้นนํามาเพาะเลีย้งในมีเดียที่มีซีรัม 

เซลลสายพันธุที่ไดจะนํามาตรวจสอบเบื้องตนถึงลักษณะพื้นฐานบางประการโดยเฉพาะ

การกลายพันธุของ EGFR, K-ras เซลลสายพันธุที่ไดจะนําไปศึกษาตอดวย gene 

expression profiling ดวย microarray technology เพ่ือใหไดแคตตาลอกของยนีที่เปน 

markers ของเซลลมะเร็งปอดในแตละกลุมเพ่ือการศกึษาตอเน่ืองตอไป 

4. ผลการทดลอง 

4.1. โครงการตรวจหาสภาวะเหนือพันธุกรรมของ promoter 2 ของ SHP1 ในพลาสมาของ

ผูปวยโรคมะเร็งปอด โปรดดูรายละเอียดในเอกสารแนบ revised manuscript 

submitted to Journal of Thoracic Oncology 

4.2. โครงการการศึกษาแบบแผนการกลายพนัธุของเอพิเดอรมอลโกรทแฟคเตอรรีเซ็บเตอร
และการตอบสนองตอการรักษาในมะเร็งปอดชนิดอะดีโนคารซิโนมา 

ปจจุบันอยูในระหวางดําเนินการ โดยมีหนวยงานที่เขารวมโครงการวิจัยดังตอไปนี้ 

ลําดับ
ที่ 

โรงพยาบาล ผูวิจัยหลัก จํานวนผูปวยที่
เขารวม 

1 โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ นพ.วิโรจน ศรีอุฬารพงศ 50 
2 โรงพยาบาลศริิราช นพ.วิเชียร ศรมุีนินทรนิมิต 50 
3 โรงพยาบาลรามาธิบดี นพ.เอกภพ สิระชัยนันท 50 
4 โรงพยาบาลราชวิถ ี พญ.สุดสวาท เลาหวินิจ 50 
5 โรงพยาบาลพระมงกุฏเกลา นพ.กสานติ์ สีตลารมณ 30 
6 โรงพยาบาลภูมิพลอดุลยเดช นพ.ฉัตรชัย ควูัธนไพศาล 15 
7 โรงพยาบาลสมเด็จพระปนเกลา นพ.จตุรงค ตนัติมงคลสุข 15 
8 โรงพยาบาลวชิรพยาบาล นพ.ชาญยุทธ บัณฑิตวัฒนาวงศ 10 
9 สถาบันมะเร็งแหงชาต ิ นพ.วิชิต อาภรณวิรัตน 30 
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10 ศูนยมะเร็งลําปาง พญ.สิริกุล ศรฤทธิช์ิงชัย 10 
11 ศูนยมะเร็งอุดรธานี พญ.กฤตยา ธนศรีจันทร 10 
12 โรงพยาบาลศนูยขอนแกน พญ.ปาริชาต พงษไทย 10 
13 โรงพยาบาลศรีนครินทร 

ขอนแกน 
พญ.เอ้ือมแข สุขประเสรฐิ 20 

14 ศูนยมะเร็งลพบุรี นพ.ปติ พรประเสริฐสขุ 20 
15 โรงพยาบาลพระปกเกลา 

จันทบุรี 
นพ.ธีรยุทธ นัมคณิสรณ 20 

16 โรงพยาบาลศนูยสุราษฏรธานี นพ.พิสิทธิ์ สุวรรณประทีป 10 
17 โรงพยาบาลสงขลานครินทร พญ.ภัทรพิมพ สรรพวีรวงศ 50 

รวมจํานวนผูปวยและชิ้นเนื้อที่คาดวาจะไดจํานวน 450 ราย ขณะน้ีไดรับอนุมัติให

ดําเนินงานวิจัยจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมในงานวิจัยของสถาบันตาง ๆ 

แลว คาดวาจะดําเนินการแลวเสร็จในเดือนพฤษภาคม 2555 

4.3. โครงการสรางเซลลสายพันธุมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma 

ปจจุบันการดําเนินงานวิจัยยังไมประสบความสําเร็จ ตัวอยางเนื้อเยื่อมะเร็งปอดที่ได 

สามารถเพาะเลี้ยงไดเพียง 1-3 passages ไมสามารถพัฒนาเพาะเลีย้งเซลสายพนัธุ

โรคมะเร็งปอดได  

5. สรุปและวิจารณผลการทดลอง 

5.1. โครงการตรวจหาสภาวะเหนือพันธุกรรมของ promoter 2 ของ SHP1 ในพลาสมาของ

ผูปวยโรคมะเร็งปอด 

โปรดดูรายละเอียดในเอกสารแนบ revised manuscript submitted to Journal of 

Thoracic Oncology 

5.2. โครงการการศึกษาแบบแผนการกลายพนัธุของเอพิเดอรมอลโกรทแฟคเตอรรีเซ็บ
เตอรและการตอบสนองตอการรักษาในมะเร็งปอดชนิดอะดีโนคารซิโนมา 

โครงการอยูในระหวางดําเนินการ 

5.3. โครงการสรางเซลลสายพันธุมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma 

โครงการดําเนินการไมสําเร็จ 
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6. ขอเสนอแนะสาํหรับงานวิจัยในอนาคต 

6.1. โครงการตรวจหาสภาวะเหนือพันธุกรรมของ promoter 2 ของ SHP1 ในพลาสมาของ

ผูปวยโรคมะเร็งปอด 

ผูวิจัยจะขยายงานวิจัยเพ่ือประเมินความเปนไปไดของการนําการวัดระดับ 

methylation ของ promoter 2 ของ SHP1 เพ่ือใชในการศึกษาทํานายผลโรคมะเรง็

ปอด และศึกษาในการประเมินระยะของโรคโดยเฉพาะการตรวจหารอยโรคในตอม

นํ้าเหลืองของผูปวยโรคมะเร็งปอดที่ไดรับการผาตัดเพื่อเปรียบเทยีบการประเมนิระยะ

โรคในตอมนํ้าเหลืองดวยวธิกีารวัดระดับ methylation ของ promoter 2 ของ SHP1 

กับการตรวจทางพยาธิวทิยา 

6.2. โครงการการศึกษาแบบแผนการกลายพนัธุของเอพิเดอรมอลโกรทแฟคเตอรรีเซ็บเตอร
และการตอบสนองตอการรักษาในมะเร็งปอดชนิดอะดีโนคารซิโนมา 

โครงการดําเนินไดลาชากวาที่ประมาณไวเน่ืองจากเปนการศึกษาหลายสถาบัน ทําให

มีความลาชาในขั้นตอนดําเนินงาน อยางไรก็ตาม โครงการไดเริ่มเปดดําเนินงานและ

ไดรับความรวมมือจากมะเร็งวิทยาสมาคมเปนอยางดีในขณะนี้ คาดวาจะสามารถ

ดําเนินงานใหสําเร็จลุลวงไปได 

6.3. โครงการสรางเซลลสายพันธุมะเร็งปอดชนิด adenocarcinoma 

ทางผูวิจัยมีขอจํากัดทางดานเทคนิกการเพาะเลี้ยงเซลสายพันธุ จําเปนอยางยิ่งที่

จะตองพ่ึงการเรียนรูจากผูชาํนาญในดานนี้ ขณะน้ีไดมีการประสานงานกับทาง 

อ.ภก.ปติ จันทรวรโชติ ซ่ึงเปนผูมีประสบการณการทํางานวิจัยเพาะเลี้ยงเซลปฐมภูมิ

มากอน คาดวาจะสามารถสรางเซลสายพนัธุมะเร็งปอดไดในที่สุด 
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M.D. Ph.D.;Suebpong Tanasanvimon, M.D.;Poonchavist Chantranuwat, 
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3.2. การนําผลงานวิจัยไปใชประโยชน 

7.2.1. เชิงพาณิชย (มีการนําไปผลิต/ขาย/กอใหเกิดรายได หรือมีการนําไป
ประยุกตใชโดยภาคธุรกิจ/บคุคลทัว่ไป) 

ผลการศึกษาอาจนําไปใชพัฒนาเปนวิธีการตรวจเพื่อบอก prognosis ของ
โรคมะเร็งปอดที่มีความสะดวกในการตรวจ เน่ืองจากใชสิ่งสงตรวจเปน
พลาสมาจากผูปวยซึ่งไดจากการเจาะเลอืด มีความเสี่ยงตอผูปวยนอย และ
อาจประยุกตใชเพ่ือตรวจในโรคมะเร็งชนิดอ่ืน ๆ ไดอีก 

7.2.2. เชิงนโยบาย (มีการกําหนดนโยบายอิงงานวิจัย/เกิดมาตรการใหม/
เปลี่ยนแปลงระเบียบขอบังคับหรือวิธทีํางาน) 

ไมมี 

7.2.3. เชิงสาธารณะ (มีเครือขายความรวมมือ/สรางกระแสความสนใจในวงกวาง)  

อาจเปนที่สนใจตอกลุมวิจัยการศึกษา biomarker ในโรคมะเร็ง 

7.2.4. เชิงวิชาการ (มีการพัฒนาการเรียนการสอน/สรางนักวิจัยใหม) 

โครงการวิจัยไดผลิตผลเปนนักวิจัยระดับปริญญาเอก พญ.ชนิดา วินะยานุ
วัติคุณ 

3.3. อ่ืนๆ (เชน ผลงานตีพิมพในวารสารวชิาการในประเทศ การเสนอผลงานในที่ประชุม
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Title 
Epithelial-specific methylation marker, a potential plasma biomarker in advanced 
non-small cell lung cancer 
Abstract 
Background: Under physiological conditions, leukocytes contribute to the majority of 
circulating DNA in plasma. Therefore, detection of Src homology-2-containing protein-
tyrosine phosphatase 1 promoter 2 (SHP1P2) methylation in epithelial tumor-derived 
circulating nucleic acid may serve as a potential non-invasive biomarker for non-small 
cell lung cancer (NSCLC). 
Materials and method: A quantitative PCR-based assay was used to determine the level 
of SHP1P2 methylation in plasma. Blood samples were prospectively collected from 58 
patients with advanced NSCLC, 20 patients with early NSCLC and 52 healthy 
volunteers. 
Results: Most of the healthy volunteers had undetectable levels of SHP1P2 methylation. 
In contrast, median level of SHP1P2 methylation in pre-treatment  patients with 
advanced NSCLC was 770 pg ml−1 [0–26500 pg ml−1] which was significantly higher 
than those of healthy controls. Furthermore, the advanced NSCLC patients who had 
baseline level of SHP1P2 methylation of less than 700 pg ml−1 had higher median 
progression-free survival (5.2 vs. 2.6 months, p = 0.009) and median overall survival 
(12.6 vs. 7.6 months, p = 0.01) when compared to those who had SHP1P2 methylation 
greater than 700 pg ml−1. From the multivariate analysis, levels of SHP1P2 methylation 
were significantly associated with the survival rates in advanced NSCLC patients. 
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Conclusion: Circulating SHP1P2 methylation is a potential non-invasive 
biomarker for NSCLC. This biomarker may be used to develop risk-adaptive treatment 
for patients with lung cancer. 
Running title 
Plasma SHP-1 promoter-2 methylation and lung cancer 

Key words: SHP-1, methylation, biomarker, lung cancer
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Introduction 
 Recently, it has been shown that extracellular, free-circulating nucleic acids in 
plasma and serum (CNAPS) is a valuable biomarker that can be used to detect the 
presence of several diseases such as cancer, cardiovascular disease, pulmonary 
thromboembolism, connective tissue disease, infections, and organ transplantation 1-3. In 
patients with cancer, an ideal candidate for CNAPS biomarker should come from unique 
genetic sequences present in the tumor cells. For example, the presence of viral 
genetic material such as Epstein-Barr virus in a tumor tissue or blood from patients with 
nasopharyngeal carcinoma is important because these items can be used as a 
prognostic and treatment monitoring tool 11-14. However, there are a few of these 
markers available and most of them are limited to a few viral-associated malignancies. 

Examinations of the genetic and epigenetic alterations of CNAPS can also be 

used as a noninvasive tool to detect, monitor the outcome of a disease and assess the 

patient’s response to treatment in non-small-cell lung cancer (NSCLC) 4-6. Even though 

these markers may have promising diagnostic and prognostic potentials in NSCLC 

patients, application of these biomarkers in the clinical setting has been limited because 

the prevalence of detection these genetic alterations are so variable and can range from 

44 to 63% in the plasma 4-10. These percentages indicate that there is a need to find a 

more specific and sensitive biomarker that can accurately detect and predict the course 

of lung cancer as well as the patients’ response to treatment. 

 As a result of this, we decided to search for a suitable candidate marker for 
NSCLC. We have previously reported discovering a unique epithelial-
specific epigenetic marker found on Src homology-2-containing protein-tyrosine 
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phosphatase 1 (SHP1) gene that encodes for a non-receptor protein tyrosine 
phosphatase. Methylation of SHP1 at the promoter-2 region (SHP1P2) is a tissue-
specific methylation which has a role in determining the differential expression of SHP1 
between epithelial and hematopoietic cells 15. Methylation of SHP1P2 is ubiquitous in all 
epithelial cells but in normal hematopoietic cells, SHP1P2 is fully unmethylated 16. This 
type of tissue specific methylation profile may serve as a specific  marker for epithelial 
malignancies in CNAPS because a significant proportion of circulating nucleic acids 
in human is derived from hematopoietic cells 17. Therefore we assessed the levels of 
methylated SHP1P2 and CNAPS in the plasma of patients with NSCLC to see if these 
biomarkers could be used as noninvasive diagnostic and prognostic tools. The results 
from this study will be extremely useful for physicians diagnosing and treating lung 
cancer as well as other types of cancer. 
 
Materials and Methods 
Study population 
 NSCLC patients who received treatment at the King Chulalongkorn Memorial 
Hospital were recruited into this study. Only patients with either a confirmed histological 
or cytological diagnosis were enrolled into the study. All advanced NSCLC patients 
were treated and managed according to the standards of local clinical practice. 

In this study, age- and sex-matched healthy volunteers 

served as negative controls (Controls group) and were recruited 

from a Bangkok  community.  No one in the Controls had any 

significant medical condition. (Supplement table 3). 

Written informed consents were obtained from all participants. The study was 

approved by the Ethics Committee of Faculty of Medicine, Chulalongkorn University. 

Sample collection and DNA preparation 

Blood specimens from all NSCLC patients were collected prior to receiving 
any treatment in EDTA tubes. Subsequent blood specimens were collected from 
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patients receiving chemotherapy on day 0 of the first and second 
cycle. Plasma was harvested after centrifugation and stored at −80ºC until further 
analysis. DNA was extracted from 0.5 to 2 ml of plasma by using QIAamp blood minikit 
(Qiagen, Hilden, Germany), following the manufacturer’s instructions. DNA was treated 
with sodium bisulfite using EZ DNA Methylation-GoldTM kit (Zymo Research, Orange, 
CA, US) before methylation assessment. After that, levels of CNAPS and SHP1P2 
methylation were quantitated by quantitative PCR.  
Quantitative analysis for circulating DNA level  

Circulating DNA level was quantitated by using a real-time PCR by ABI Prism, 

7500, Sequence Detection System with dual hybridization probe specific sequence for 

GAPDH (NC_000012). The PCR primers were designed as follows: 5’-CTA-CTC-TTT-

CCA-CCC-TCG-GAG-T-3’ (forward) and 5’-TGA-GGC-CCT-GCA-GCG-TAC-TC-3’ 

(reverse). The dual hybridization probe sequence is TAMRA-5’-TTG-GGG-TCC-CAA-

CGT-GCG-TCG-3’-VIC. Extracted leukocyte DNA from healthy subjects was used to 

generate the standard curve. Experiments were performed in duplicate. The threshold 

cycle of the unknown target sample was obtained with a relative amount of DNA in the 

experimental sample. The total level of circulating DNA was calculated by using the 

following equation C=Q*VDNA/VPCR*Vext, where C = the target concentration in plasma (pg 

ml−1), Q = the target quantity (pg) determined by a sequence detector in PCR, VDNA = 

the total volume of DNA obtained after extraction, VPCR = the volume of DNA used for 

PCR, and Vext = the volume of the plasma used for DNA extraction. 
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Quantitative measurement of SHP1P2 methylation by methylation-specific primers 
polymerase chain reaction (MSP-PCR) 
 Methylation-specific primers polymerase chain reaction (MSP-PCR) and primers 
for SHP1P2 were used as previously described 16. Briefly, a duplex MSP-PCR was 
performed on bisulfite-treated DNA with the following  oligonucleotides:  5′-TGT-GAA-
CGT-TAT-TAT-AGT-ATA-GCG-3′ (forward methylation), 5′-CCA-AAT-AAT-ACT-TCA-
CGC-ATA-CG-3′ (reverse methylation), 5′-GTG-AAT-GTT-ATTATA-GTA-TAG-TGT-
TTG-G-3′ (forward unmethylation) and 5′-TTC-ACA-CATACA-AAC-CCA-AAC-AAT-3′ 
(reverse unmethylation). The PCR products for methylated and unmethylated alleles 
were electrophoresed, visualized, and quantitated by using Phosphorimager and Image 
Quant Software (GE healthcare Life Sciences). The SHP1P2 methylation index (MI) 
was calculated by the intensity of the methylated amplicon divided by the sum of all 
intensities (both methylated and unmethylated amplicons.) 
Quantification of SHP1P2 methylation by using absolute quantitative analysis of 
methylated alleles (AQAMA) 
 The absolute quantitative analysis of methylated alleles (AQAMA) was 
performed as previously described18. AQAMA with dual hybridization probe was used to 
accurately measure the level of SHP1P2 methylation in the plasma. All SHP-1 bisulfite 
oligonucleotide sequences were derived from GenBank accession number U47924.1. 
Primers for SHP-1 bisulfite were: 5’-GGT-GGA-GGA-GGG-AGA-GAT-GT-3’ (forward) 
and 5’-AAC-ACA-TAT-ATA-CCT-TAC-ACA-CTC-CAA-A-3’ (reverse). Methylation- and 
unmethylation-specific dual hybridization probe sequences were 5’-VIC-ACG-AAC-CCA-
AAC-GAT-CCC-ACG-TAMRA-3’ and 5’-FAM-CAC-ATA-CAA-ACC-CAA-ACA-ATC-CCA-
CA-TAMRA-3’, respectively. All PCRs were performed in duplicate. All PCR products 
were electrophoresed and visualized by using SYBR green. 
 The standard curves were generated from mixing various proportions of known 
methylated (HeLa) and unmethylated DNA (leukocyte) prior to the bisulfite modification. 
The amount of SHP1P2 methylation was calculated by using the following equation: 
Quantitative SHP1P2 = C* Methylation index, where C = the target concentration in 
plasma (pg ml−1). Methylation index was calculated by using the following equation: 
Methylation index = mSHP1P2/ (mSHP1P2 + uSHP1P2), where  
mSHP1P2 = the amount of methylated SHP1P2 and uSHP1P2 = the amount of 
unmethylated SHP1P2. 
Statistical analysis 
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 Mann-Whitney U-test was used to assess the difference between the non-
parametric distributed variables. Most of the data were expressed in median unless 
otherwise indicated. χ2 or Fisher’s exact test was used to compare between categorical 
variables. The Pearson’s correlation was used to assess the correlation between each 
variable. The receiver operator characteristic (ROC) curve was used to analyze the 
measurements of SHP1P2 methylation assays. The differences in the SHP1P2 
methylation between baseline and follow-up samples were analyzed by using the 
Wilcoxon matched-pairs signed rank test. In a two-sided test, p < 0.01 was considered 
to be statistically significant. All statistical analyses were performed by using SPSS 
version 16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, US). 
 Kaplan-Meier method was used to analyze survival rates. Progression-free 
survival (PFS) was defined as the time interval between the first date of chemotherapy 
and date when tumor progression became evident whereas overall survival (OS) was 
defined as the time elapsed between start of treatment and death. Log-rank test was 
used to distinguish the differences between the survival curves. Cox proportional 
hazards’ regression analysis was used to estimate univariate and multivariate hazard 
ratios for both PFS and OS. 
Results 
 
Study Population 
 A total of 58 patients with advanced NSCLC were enrolled into the study. The 
median age of these patients was 59 years. Majority of the patients were male (39/58, 
67%) and had adenocarcinoma histology (45/58, 76%) (Table 1). All patients had 
platinum-based chemotherapy. 91% of the patients had a combination of chemotherapy 
with either gemcitabine (36%) or paclitaxel (55%). Only 9% of the patients were treated 
with one agent. All advanced NSCLC patients received treatment according to their 
physical status and age. Five patients prematurely stopped treatment after one cycle of 
chemotherapy; three refused to continue chemotherapy, one had progressed while the 
other one became severely hypersensitive to chemotherapy and had to stop treatment. 
All patients were included in the survival analysis. Data up to December 2009 showed 
that 46.6% of the patients were alive and 10.7% did not progress. The median follow-up 
time in this study was 7.2 months (range: 0.7–15.0 months). The median OS was 9.9 
months (95% CI: 5.8–14.0 months) and the median PFS was 3.5 months (95% CI: 2.3–
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4.7 months). Overall, our treatment results in patients with advanced NSCLC were 
consistent with other previously published reports 19, 20. 
 
Reliability of absolute quantitative analysis of methylated alleles (AQAMA) in 
detecting methylated SHP1P2 

The level of methylation on a target DNA sequence is usually measured with a 
semi-quantitative technique like the MSP-PCR. In order to be able to accurately 
quantitate a small amount of nucleic acid, target DNA in plasma, a more sensitive tool 
is needed. Hence in this study, we investigated the potential use of AQAMA-PCR with a 
dual hybridization probe to assess the amount of methylated alleles in the plasma.  The 
assay was validated by comparing the measurements obtained from the 
semiquantitative MSP-PCR to the AQAMA-PCR by using a known set of concentrations 
of mixed SHP1P2 methylated samples. The AQAMA-PCR technique showed a near-
perfect linearity of the known samples with Pearson’s correlation coefficient of r2= 0.99 
whereas the MSP-PCR had r2= 0.78 (Figure 1). This indicated that AQAMA-PCR was 
precise in its detection of SHP1P2 methylation in the plasma. Thus, we decided to use 
AQAMA-PCR to determine the levels of methylated SHP1P2 in patients with advanced 
NSCLC. 

 

Pretreatment levels of SHP1P2 methylation in patients with advanced NSCLC and 
the Controls 
 Levels of SHP1P2 methylation in patients with advanced NSCLC and the 
Controls are shown in Supplement table 4. When we used the AQAMA-PCR, the levels 
of SHP1P2 methylation in most of the Controls were undetectable (20 of 52 [38%] 
subjects; detectable range: 0–200 pg ml−1) (Supplement table 5). In contrast, the levels 
of SHP1P2 methylation in most of the patients with advanced NSCLC (35 of 38 [92%]) 
were significantly higher with a median of 770 pg ml−1 [0–26500 pg ml−1; p < 0.001). 
The different levels of methylation were independent of age, sex, and smoking status 
(Supplement figure 5 and 6). These results were consistent with the differential plasma-
derived SHP1P2 methylation levels between advanced NSCLC and the Controls 
stemmed from the contribution of circulating DNA by cancer cells. 
 We further explored the possibility of using the level of SHP1P2 methylation as 
a diagnostic marker for lung cancer. The area under the ROC curve was 0.93. 
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Significant differences were seen between advanced NSCLC patients and the controls 
(95% confidence interval (CI): 0.86–0.99). The cut-off level of SHP1P2 methylation at 
35 pg ml−1 was a suitable level to distinguish between the advanced NSCLC and the 
Controls with a sensitivity of 89.5% and specificity of 90.4% (Supplement table 6 and 
figure 7). When we used SHP1P2 MI, our results were similar to the findings mentioned 
above. Patients with advanced NSCLC had a median SHP1P2 MI of 17% (range 0-
62.6%) whereas in the Controls, this continued to be undetectable. This data is further 
supported by the amount of circulating tumor DNA detected; the total circulating nucleic 
acid level in patients with advanced NSCLC was significantly higher compared to the 
controls. However, according to our ROC analysis, the sensitivity of our finding was 
modest at 0.69 (Figure 2) which was consistent with a less power of 
discrimination of total circulating DNA among these conditions. 
This indicated that SHP1P2 methylation in circulating DNA may be a potential advanced 
lung cancer biomarker.  
Levels of SHP1P2 methylation in chemotherapy-naïve advanced NSCLC patients 

We decided to investigate whether SHP1P2 methylation could be used to 
diagnose NSCLC. In order to do this, plasma from 58 advanced NSCLC patients was 
collected before receiving treatment. The median level of plasma SHP1P2 methylation 
in chemotherapy-naïve advanced NSCLC patients was 680 pg ml−1 (range: 0–28000 pg 
ml−1). The levels of SHP1P2 methylation were not significantly correlated with other 
demographic variables such as sex, age, smoking status, histology and performance 
status (data not shown). Thus, SHP1P2 methylation can be used to detect patients with 
advanced NSCLC. 
 
Prognostic factor of plasma SHP1P2 methylation in advanced NSCLC patients 
 Aside from its ability to diagnose patients with advanced NSCLC, we 
investigated whether SHP1P2 methylation could be used as a prognostic biomarker. 
The ROC curve analysis was used to predict the survival outcome in patients prior to 
receiving treatment. At a cut-off level of 700 pg ml−1, SHP1P2 methylation could 
separate patients into two groups according to their OS, above or below median OS, 
with a sensitivity of 68% and a specificity of 70%.  
 This cut-off level of 700 pg ml−1 was used to analyze PFS and OS.  Most of the 
chemotherapy-naïve advanced NSCLC patients had baseline plasma SHP1P2 
methylation levels of > 700 pg ml−1. According to our survival analyses, in advanced 



27 
 

NSCLC patients with baseline plasma SHP1P2 methylation levels of  > 700 pg ml−1, the 
PFS was 2.6 months (95% CI: 1.3–3.8) and OS was 7.6 months (95% CI: 3.5–11.6). As 
for patients with < 700 pg ml−1 SHP1P2 methylation levels, the PFS was 5.2 months 
(95% CI: 2.7–7.7; p = 0.009) and OS was 12.6 months (95% CI: 10.7–14.4; p = 0.01)  
(Figure 3).  
 Moreover, according to the univariate analysis in advanced NSCLC patients, 
baseline SHP1P2 methylation level was the only independent prognostic factor for both 
PFS and OS with p = 0.01 and 0.01, respectively, whereas age, sex, smoking status, 
performance status and chemotherapy regimen were not a significant prognostic 
factor. When multivariate analysis was used, the level of SHP1P2 at 700 pg ml−1 was 
again an important prognostic factor. SHP1P2 levels of > 700 pg ml−1 had a hazard 
ratio of 1.482 (95% CI: 1.096–2.006) and 2.710 (95% CI: 1.209–6.581) for disease 
progression and death, respectively (Table 2). These results indicated that the 
pretreatment level of SHP1P2 methylation in plasma was an important prognostic factor 
in advanced NSCLC patients. 
 
Response to chemotherapy treatment according to the levels of plasma SHP1P2 
methylation 
 Conventionally, a few cycles of chemotherapy are required before physicians 
can evaluate the patients’ response to treatment. As a result of this, we decided to see 
if the levels of SHP1P2 methylation can be used to monitor the response to 
chemotherapy. In order to do this, an additional follow-up blood sample was collected 
from each patient before the second cycle of chemotherapy treatment. A total of 42 
follow-up blood samples were collected. There were no significant correlation between 
the changes of plasma SHP1P2 methylation levels and the response of lung cancer to 
chemotherapy treatment. Additional analyses showed that the changes of SHP1P2 
methylation levels were not correlated to PFS (p = 0.133) and OS outcomes (p = 
0.995). 
Levels of plasma SHP1P2 methylation in patients with early stage NSCLC 

We also investigated the levels of plasma SHP1P2 methylation in 20 resectable 
NSCLC (Table 3) patients. The levels of SHP1P2 methylation in patients with stages I-
III NSCLC were higher than the Controls with a median of 1249 pg ml−1 (range 358-
10488 pg ml−1). This finding is consistent with the results seen in patients with 
advanced NSCLC. On the other hand, the total circulating DNA levels in plasma from 
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patients with early stages of NSCLC were comparable to the Controls (Figure 4). This 
indicated that levels of circulating DNA were not as sensitive and specific when 
compared to SHP1P2. Hence only levels of SHP1P2 methylation can be used to 
distinguish patients with early stages of NSCLC from healthy controls. 
Discussion 
 In many circumstances, the nucleic material derived from cancer cells may 
significantly contribute to CNAPS 21-23. In patients with internal organ malignancies such 
as lung cancer, access to the tumor tissue is generally difficult and hence will affect the 
diagnosis of the patient. Therefore, the use of CNAPS is very attractive because of its 
convenient, noninvasive access to specimens. Here, we have demonstrated that 
quantitative evaluation of the level of the tissue-specific epigenetic modification at the 
proximal 5’-element of SHP1 in plasma may serve as a potential biomarker to diagnose 
and prognose lung cancer. The level of SHP1P2 methylation is significantly higher in 
plasma derived from patients with various stages of NSCLC compared to the healthy 
controls. Moreover, the high level of SHP1P2 methylation in pretreatment patients 
displayed a significant correlation to survival outcome and served as an independent 
prognostic factor in advanced NSCLC. 
 Several attempts in searching for a useful biomarker in lung cancer have 
demonstrated its sensitivity and specificity to be moderate 4-6. Detection rates of 
hypermethylated promoters of tumor suppressor genes such as p16, death-
associated protein kinase, glutathione S-transferase P1, and DNA repair gene O6-
methylguanine-DNA-methyltransferase are approximately 50% in CNAPS 5. 
An additional study using six genetic markers such as tumor suppressor gene (BLU), 
cadherin 13 gene (CDH13), the fragile histidine triad gene (FHIT), the cell cycle control 
gene p16, the retinoic acid receptor β gene (RARβ), and the Ras association domain 
family 1 gene (RASSF1A) displayed 63% rate of detection of promoter hypermethylation 
of these genetic markers in CNAPS 6. Our current report revealed high sensitivity and 
specificity of 89.5 and 90.4% of SHP1P2 methylation in plasma, respectively, in 
distinguishing lung cancer from healthy controls. Our results yielded better 
detection rates in CNAPS due to the fact that the methylation of 
SHP1P2 is exclusively found in epithelial cells and not in hematopoietic cells. 

The amount of CNAPS is an indirect indicator of the tumor burden in cancer 
patients. The high levels of CNAPS may represent high tumor burden which can 
be associated with more tumor resistance and poorer treatment outcome. However, 
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our study could not demonstrate a good correlation between  the changes of serially 
measured level of SHP1P2 methylation according to the treatment cycle and the clinical 
radiographic response to chemotherapy. One possible explanation is that the 
chemotherapy treatment may cause the release of tumor DNA into the circulation and 
interfere with the equilibrium of CNAPS. Furthermore, a larger cohort would be needed 
to adequately address these issues. 

Under physiological conditions, the circulating nucleic acid can be detected at a 
low level and is predominately contributed from hematopoietic cells 17. Our data 
demonstrated that the detection of SHP1P2 methylation in plasma of lung cancer 
patients with the AQAMA-PCR is feasible and has a very high sensitivity. Its specificity 
was also obtained when we validated the assay. One of the most important 
factors is that SHP1P2 methylation is exclusively found in epithelial cancer cells and not 
in hematopoietic cells. It is interesting to further explore the potential application of 
using SHP1P2 methylation as a diagnostic or prognostic biomarker for other types of 
epithelial malignancies. 

In conclusion, our study has demonstrated the potential use of measuring 
epithelial tissue specific epigenetic modification of SHP1P2 in CNAPS which may be 
used to support the diagnosis and predict the prognosis of NSCLC in advanced 
patients. 
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Table and legends 

Table 1 Demographic data and treatments of advanced NSCLC patients 

 

Characteristic No of Patients (%) 

NSCLC patients 58 

Age, in years 
   Median 
   Range 

 
59 years 

37-83 years 

Sex 
   Female 
   Male 

 
19 (33) 
39 (67) 

Histology 
   Adenocarcinoma 
   Squamous cell carcinoma 
   Large cell carcinoma 
   Other    

 
45 (76) 
6 (11) 
2 (4) 
5 (9) 

Smoking status 
   Smoker  
   Non-smoker  

 
33 (57) 
25 (43) 

ECOG performance status 
   ECOG 0 
   ECOG 1 
   ECOG 2 

 
6 (10) 
47 (81) 

5 (9) 

First-line chemotherapy 
   Paclitaxel/carboplatin 
   Gemcitabine/carboplatin 
   Carboplatin 

 
32 (55) 
21 (36) 

5 (9) 

Total regimen of treatment 
   < 2 regimen 

> 2 regimen 

 
35 (60) 
23 (40) 
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Table 2 Results of survival analysis using Cox-proportional Hazard Model in advanced 
NSCLC patients. Clinical parameters were  correlated with the levels of SHP1P2 
methylation. 
Abbreviation: CI, confidence interval, ND + not determine, *, statistical significance. 
 

Factor Univariate 
Hazard ratio 

of death 
(95% CI) 

p-
value 

Multivariate 
Hazard ratio 

of death 
(95% CI) 

p-
value 

Univariate 
Hazard ratio 
of recurrence 

(95% CI) 

p-
value 

Multivariate 
Hazard ratio of 

recurrence 
(95% CI) 

p-
value 

Sex  male 
vs. female 

1.24 (0.56-
2.72) 

0.58 0.64 (0.19-
2.12) 

0.47 1.02 (0.75-
1.39) 

0.86 0.98 (0.63-
1.52) 

0.94 

Age  <60 vs. 
>60 yr 

1.12 (0.54-
2.30) 

0.75 1.38 (0.65-
2.95) 

0.39 1.03 (0.77-
1.37) 

0.82 1.00 (0.75-
1.35) 

0.96 

Smoking 
status yes vs. 

no 

1.52 (0.72-
3.21) 

0.26 1.98 (0.57-
6.84) 

0.27 1.00 (0.75-
1.33) 

0.97 0.99 (0.64-
1.52) 

0.96 

ECOG 0 or 1 
vs.2 

0.79 (0.23-
2.65) 

0.70 0.34 (0.07-
1.55) 

0.16 0.72 (0.27-
1.88) 

0.50 0.67 (0.20-
2.24) 

0.52 

Regimen Rx 
< 2 vs. > 2 

2.58 (1.13-
5.91) 

0.02 2.8 (1.19-
6.58) 

0.01 ND  ND  

SHP1P2 
methylation 
> 700 vs. < 
700 pg ml-1 

2.36 (1.22-
5.64) 

0.01* 2.71 (1.20-
6.07) 

0.01* 1.47 (1.09-
1.97) 

0.01* 1.48 (1.09-
2.00) 

0.01* 

 

Table 3 Patient baseline characteristics of resectable NSCLC 
 

Characteristic No of Patients (%) 
NSCLC patients 20 
Age, in years 
   Median 
   Range 

 
 61 years 

45-83 years 
Sex 
   Female 
   Male 

 
4 (20) 
16 (80) 

Histology 
   Adenocarcinoma 
   Squamous cell carcinoma 
   Large cell carcinoma 
   Other    

 
14 (70) 
4 (20) 
1 (5) 
1 (5) 

Smoking status 
   Smoker  
   Non-smoker  

 
12 (60) 
8 (40) 
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Staging UICC  
   Stage I 
   Stage II 
   Stage III 

 
13 (65) 

- 
7 (35) 

Adjuvant chemotherapy 
   Yes 
   No 

 
6 (30) 
14 (70) 

Adjuvant radiation 
   Yes 
   No 

 
4 (20) 
16 (80) 

 

Figures and legends 
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Figure 1 Comparisons between absolute quantitative analysis of methylated alleles 
(AQAMA) PCR and the conventional methylation specific primers (MSP) PCR. AQAMA-
PCR is more accurate when compared to MSP-PCR. Standard samples were generated 
by mixing known fully methylated SHP1P2 DNA extracted from Hela cells and known 
fully unmethylated SHP1P2 DNA from leukocytes. This standard was used to compare 
the performances of MSP-PCR with that of AQAMA-PCR. Results of AQAMA-PCR 
(solid line, filled triangle) showed a  near-perfect correlation to the known concentrations 
of the mixed samples compared to the semi-quantitative measurement of MSP-PCR 
(solid line, filled square). 
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Figure 2 The levels of SHP1P2 methylation showed better diagnostic capability in 
patients with advanced NSCLC compared to the total circulating DNA. Pretreatment 
plasma samples from 52 healthy controls and 38 advanced NSCLC were collected. 
Both circulating DNA (panel A) and SHP1P2 methylation (panel B) in advanced NSCLC 
patients were significantly higher than those of the healthy controls. However, the levels 
of SHP1P2 methylation in most of the healthy controls were undetectable in contrast to 
the variable levels of circulating DNA of the healthy controls.  
 
�  
Figure 3 Levels of plasma SHP1P2 methylation was used to predict the survival rates in 
patients with advanced NSCLC. Results from Kaplan-Meier survival curve analysis for 
progression-free survival (PFS) (panel A) and overall survival (OS) (panel B) in patients 
with advanced NSCLC showed that patients with low levels <700 pg ml-1 (solid line, 
filled circle) had better PFS and OS compared to those with high levels ≥ 700 pg ml-
1of SHP1P2 methylation (solid line, filled triangle). 
 

A B
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Figure 4 Plasma levels of SHP1P2 methylation was detected in 20 resectable NSCLC 
patients with stages I-III NSCLC. Total amount of circulating DNA (panel A) and 
SHP1P2 methylation (panel B) were higher in patients with early stages of NSCLC 
compared to the  
healthy controls. Most of the controls from panel B had undetectable SHP1P2 levels 
when compared to those that were detectable (panel B) and had a wider 
distribution of circulating DNA (panel A). 
 

Supplementary data 
 
Table 4. Characteristics of patients with advanced NSCLC and sex- and age-matched 

healthy controls 

Baseline characteristic No. of case No. of control 
Age    
   < 60 yr 21 27 

>60 yr 17 25 
Sex   
    Male 20 23 
    Female 18 29 
Smoking status   
   Smoking 19 0 
   Non-smoker 19 52 
All   

 

A B
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Table 5. Comparative analysis of the detection rate of any level of plasma SHP1P2 

methylation in patients with advanced NSCLC and sex- and age-matched healthy 

controls. 

Group Healthy controls Advanced NSCLC p-value 

SHP1P2 methylation any level 20 35 

No aberrant detection 33 3 

Total 52 38 

p<0.001 

 
 
Table 6. ROC analysis of the sensitivity and specificity of the level of plasma SHP1P2 

methylation as a means of distinguishing patients with advanced NSCLC from sex- and 

age-matched healthy controls. 

Plasma SHP1P2 methylation 
cut-off (pg ml-1) 

Sensitivity Specificity 

0.4 92.1% 71.2% 
12.8 89.5% 86.5% 
35.9 89.5% 90.4% 
99.2 84.2% 94.2% 
114.8 84.2% 96.2% 

 

�  

Figure 5 Levels of plasma SHP1P2 methylation were not correlated to the age of the 
Controls by the Pearson correlative coefficient (R2 = 0.0018). 

 

�  
Figure 6 Levels of plasma SHP1P2 in the Controls were not associated with sex (p = 
0.3). 
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�  
Figure 7. Plotted ROC curve used to establish the cut-off level for plasma SHP1P2 
methylation 
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Figure 8. Comparison of the differences in levels of SHP1P2 methylation between the 
healthy controls and the non-smoking subset of patients with advanced NSCLC (panel 
A) or resectable NSCLC (panel B). The level of SHP1P2 methylation remained 
significantly higher and exhibited a wider range of distribution (p<0.001), similar to that 
of the whole population of NSCLC patients. These results indicate that smoking status 
has no significant influence on SHP1P2 methylation. 
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