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                 ยาไอริโนทีแคน (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidinocarbonyloxycamptothecin; 
CPT-11) เปนยารักษามะเร็งลําไสใหญทีใ่ชกันอยางแพรหลาย ซ่ึงมีคาความปลอดภัยต่ําและมีความผัน
แปรในประสทิธิภาพการรกัษาและผลขางเคียงของยาคอนขางมาก ยาจะถูกเปลี่ยนแปลงทีต่ับเปนหลัก
ได 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin; SN-38 ซ่ึงเปนเมตาโบไลทที่มีฤทธิ์แรงกวายาแม  SN-38 จะถูก
กําจัดดวยกระบวนการ glucuronidation ไดเปน SN-38G ซ่ึงกระบวนการนี้ตองอาศัยเอนไซมที่มี
บทบาทสําคญัคือ UDP-glucuronosyltransferase   (UGT1A1) และยังถูกขจัดไดโดยอาศัยโปรตีนที่เปน
ตัวพาเฉพาะเชน ABCB1 ความหลากหลายทางพนัธกุรรมแบบ UGT1A1*6 และ  ABCB1*2 พบมากใน
คนเอเซีย และเกือบไมพบ genotype น้ีเลยในชนผิวขาว และความผิดปกตน้ีิมีความเก่ียวของกับการ
เปลี่ยนแปลงยาโดยทําใหระดับ SN-38 สูงขึ้นและมีผลขางเคียงมาก เชนเม็ดเลอืดขาวต่ํา ทองเสีย ซีด 
เปนตน แมจะพบความถีข่อง UGT1A1*6 และ ABCB1*2 ในคนเอเซยีมากกวาคนผิวขาวแต การศึกษา
เก่ียวกับผลการเกิดรวมกันของ  UGT1A1*6 และ ABCB1*2  ตอยาไอริโนทีแคน ยังมีนอยมากและ
ขอมูลที่มีอยูในปจจุบันก็เปนการศึกษาในรูปแบบและขนาดของยาที่แตกตางกัน    ดังน้ันวัตถุประสงค
ของงานวิจัยน้ีเพ่ือศึกษาถึงอิทธิพลของ UGT1A1*6 และ ABCB1*2 ตอเภสัชจลนศาสตร และการเกิด
พิษหรือผลขางเคียงของยาไอริโนทีแคนในผูปวยมะเร็งลําไสใหญ ซ่ึงตองใชเคร่ืองมือและการพัฒนา
เทคนิควิธีการวัดใหเหมาะสม ถูกตอง แมนยําและครอบคลุมระดับยาและเมตาโบไลทของยา โดยใช
เคร่ือง UHPLC-MS/MS คอลัมมที่ใชเปน Hypersil Gold column(1.9 μm, 100 mm x 2.1 mm) 
สารละลายที่ใชเปนตวัพายาและเมตาโบไลทเปนกรดฟอรมิก 0.1 % ในน้ําและเมธานอล 100% เลือกใช 
positive ion mode และ selected reaction monitoring พบวา CPT-11 ถูกชะลางออกมาที่เวลา 1.88 
นาที ระดับต่ําสุดที่สามารถวัดไดเปน 1 ng/mL,  SN-38 ถูกชะลางออกมาที่เวลา 2.7 นาที ระดับต่ําสุดที่
สามารถวัดไดเปน 0.1 ng/mL และ SN-38G ถูกชะลางออกมาที่เวลา 1.5 นาที ระดับต่ําสุดที่สามารถวัด
ไดเปน 1 ng/mL และ CPT ซ่ึงใชเปน internal standard  ถูกชะลางออกมาที่เวลา 2.6 นาที ระดับต่ําสุด
ที่สามารถวัดไดเปน 1 ng/mL โดย standard ทุกตวัคาความถูกตองอยูในชวง 81.97-110 % และคา
ความคลาดเคลื่อนอยูในชวง 0.01-13.3 % กราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารกับคาที่
เคร่ืองวัดได พบความสัมพันธเปนแบบเสนตรง (R2>0.994) โดยใชความเขมขนของ CPT-11 อยูในชวง 
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10-1000 ng/mL ความเขมขนของ SN-38 อยูในชวง 1-300 ng/mLและความเขมขนของ CPT อยูในชวง 
10-300 ng/mL วธิีการน้ีไดนํามาใชวัดยาและเมตาโบไลทในตัวอยางเลือดที่ไดจากคนไขมะเร็งลาํไสใหญ
ที่มี UGT1A1*6 และ ABCB1*2 ที่แตกตางกัน ที่ไดรับยาไอริโนทีแคน ขนาด 180 mg/m2 จํานวน 3 ราย 
โดยเก็บตวัอยางเลือด กอนและหลังไดรับยาที่เวลา 0.5, 2, 4, 8 ,12,และ 24 ชั่วโมง จากน้ันทําการวัด
ระดับยาและเมตาโบไลท ผลแสดงใหเห็นวา UGT1A1*6 homozygote มีแนวโนมทําใหระดับ SN-38 
สูงขึ้น ในขณะที่ผูปวยที่มี ABCB1*2 heterozygote มีระดับของ CPT-11 และ SN-38 สูงขึ้นดวย  ไมพบ
ผลขางเคียงทีรุ่นแรงระดับ 3 หรือ 4 ในผูปวยทุกราย  

กลาวโดยสรุปคือการพัฒนาการตรวจวัดระดับยาและเมตาโบไลทดวย   UHPLC-MS/MS ใน
การศึกษาวจัิยน้ี สามารถวดัระดับ CPT-11, SN-38 และ SN-38G ไดครอบคลุมระดับยาในพลาสมา และ
มีความถูกตองและเที่ยงตรง อีกทั้งการเตรียมตวัอยางที่ไมซับซอนและกระบวนการวิเคราะหที่ใชเวลา
นอย สามารถนําไปใชในการตรวจวัด CPT-11, SN-38 และ SN-38G ในผูปวยมะเร็งลาํไสใหญที่มี 
UGT1A1*6 and ABCB1*2 แตกตางกันเปนครั้งแรก  
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Abstract 
Project Code   : RSA5580033 
Project Title    :  Influence of  UGT1A1 and ABCB1  genetic variances  on pharmacokinetics   
                       and toxicity of   irinotecan in   patients with colorectal cancer 
Investigator     : Assist. Prof. Dr. Col. Jeeranut Tankanitlert 
                       Department of Pharmacology 
                       Phramongkutklao College of Medicine  
                       Telephone: 02-354-7752, 086-460-1773 
                       E-mail address :Jeeranuts@yahoo.com, jranut@pmk.ac.th 
Project Period  : 3 years 
 

        Irinotecan (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidinocarbonyloxycamptothecin           
(CPT-11) is a widely used for advanced colorectal cancer. It is converted to 7-ethyl-10-
hydroxycamptothecin (SN-38) mediated by UGT1A1 to produce SN-38 glucuronide             
(SN-38G). Many studies had described a wide range of the drug efficacy and toxicity focusing 
on genetic variances especially UGT1A1*28, UGT1A1*6 and ABCB1*2 which closely related to 
irinotecan-induced toxicity. Even though the frequencies of UGT1A1*6 and ABCB1*2 were 
higher in Asian than Caucasian, but only few studies had revealed the effect of concurrence of 
UGT1A1*6 and ABCB1*2 on irinotecan in patient with advanced colorectal cancer. To 
understand the influence of these genetic variances on the drug and its major metabolites, an 
analytical method should be sensitive and effective. The purpose of this study were to validate 
method by using UHPLC-MS/MS to obtain sensitivity for the low level of CPT-11 and its 
metabolites and study the effect of UGT1A1*6 and ABCB1*2 on pharmacokinetics and toxicity 
of irinotecan in  patients with advanced colorectal cancer. The Hypersil Gold column (1.9 μm, 
100 mm x 2.1 mm)  was selected and 0.1 % formic acid in water and 100% methanol  was 
used as  mobile phase. A positive ion mode and a selected reaction monitoring were used. The 
retention time were 1.88, 2.7, 1.5  and 2.6 min for CPT-11, SN-38, SN-38G, and CPT as 
internal standard, respectively. The limit of quantification (LOQ) were 0.1  ng/mL for SN-38 and 
1 ng/mL for CPT-11 and CPT. The accuracy and coefficient of variation of all standards ranged 
from 81.97-110 % and 0.01-13.3 %, respectively. The calibration curves of all standards were 
linear (R2>0.994) over the concentration ranges from 1-1000 ng/mL for CPT-11 and 1-300 
ng/mL for SN-38 and CPT. This method was applied to three advanced colorectal cancer 
patients with different UGT1A1*6 and ABCB1*2 genotypes. After, 180 mg/m2 of irinotecan 
(FOFLIRI) was administered by intravenous infusion within 1.5 hr, blood samples were collected 
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for 24 hours. Plasma levels of CPT-11 and its metabolites were measured by UHPLC-MS/MS. 
Our results showed that the UGT1A1*6 homozygote seem to associate with the increase of SN-
38 plasma level and ABCB1*2 heterozygote may associate with the increase of CPT-11 plasma 
level. This analytical method is a rapid and sensitive method for CPT-11 and its metabolites 
because of its uncomplicated sample preparation and high sensitivity. This method was first 
applied to determine CPT-11 and its metabolites in advanced colorectal cancer patients with 
different UGT1A1*6 and ABCB1*2 genotypes. 
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ความสาํคญัและท่ีมาของปัญหาในการทาํวิจยั  
 
                โรคมะเร็งลําไสใหญเปนมะเร็งที่เกิดขึ้นจากเซลลที่เกิดขึ้นจากเซลลเยื่อบุของลําไสใหญมี
การเปลี่ยนแปลงและเจริญเติบโตผิดปกติจนมีลักษณะเปนกอนขึ้นมา รวมถึงสามารถที่จะกระจายไปยังที่
อ่ืนๆ สาเหตุของการเกิดมะเร็งลําไสใหญยังไมชัดเจนวาเกิดจากอะไร แตทีท่ราบคือปจจัยเสี่ยงที่อาจ
สงผลใหโอกาสการเกิดมะเร็งสูงขึ้น แมจะไมไดเปนสาเหตุโดยตรงก็ตามปจจัยเสีย่งดังกลาวไดแก อายุ 
50 ป หรือมากกวา ประวัติมะเร็งลําไสใหญในครอบครัวโดยเฉพาะถาบุคคลน้ันเปนญาติสายตรงและ
ไดรับการวินิจฉัยวา เปนมะเร็งลําไสใหญกอนอายุ 60 ป  มีประวตัิเปนโรคมะเร็งลําไสใหญ มะเร็งรังไข 
มะเร็งมดลูก และมะเร็งเตานม มีประวตัิเปนติ่งเนื้อในลําไสใหญ มีประวัติเปนลําไสอักเสบเร้ือรัง
(inflammatory bowel disease) โรคอวน สูบบุหร่ี การรักษามะเร็งลําไสใหญน้ันขึ้นอยูกับระยะและ
ตําแหนงที่เปน ซ่ึงในปจจุบันการรักษาไดพัฒนามากขึ้นทําใหผูปวยมีชีวิตที่ยืนยาวมากขึ้นและมีคุณภาพ
ชีวติที่ดีขึ้นดวย การรักษานั้นประกอบไปดวยการผาตดั การรักษาดวยยาเคมีบําบดัทั้งในสวนทีใ่ชในการ
รักษาเสริมภายหลังการผาตัดหรือการรักษาในผูปวยที่อยูในระยะแพรกระจายก็ตาม และการรักษา
ประคับประคอง เชน การฉายรังสีเพ่ือควบคุมอาการปวดและอาการอ่ืน ที่เกิดจากโรคมะเร็งลําไสใหญ 
และการใชยาเพื่อบรรเทาอาการปวดจากโรคมะเร็ง เปนตน 
               ยาไอริโนทีแคน (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidinocarbonyloxycamptothecin, 
CPT-11, Camtosar®, Camtow®) เปนยารักษามะเรง็ลําไสใหญระยะแพรกระจายที่ใชกันมากและเปนยา
ที่มีคาความปลอดภัยแคบ (narrow therapeutic index) ยาออกฤทธิ์โดยการยับยั้ง Topoisomerase 
I(topo-1) CPT-11 เปนอนุพันธุของ camptothecin (CPT) ซ่ึงเปนสารก่ึงสังเคราะหที่ละลายน้าํได อาจใช
irinotecan เปนแบบ monotherapy หรือใหรวมกับ 5-fluorouracil หรือ leucovorin (FOLFIRI) โดยการ
ฉีดเขาหลอดเลือดดําทีเดียวหมดหรือหยดเขาหลอดเลือดดํา และพบวามีอัตราการรอดชีวิตยาวนานกวา
การใช 5-fluorouracil หรือ leucovorin เพียงอยางเดียว  ตัวยาแม (CPT-11) จะถูกเปลี่ยนแปลงโดย
เอนไซม carboxylesterase-2 (CES) ไดเมตาโบไลทเปน 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin (SN-38) 
ซ่ึงเปน active metabolite มีพิษตอการแบงเซลลใน s-phase และมีฤทธิ์แรงกวายาแมประมาณ 100-
1000 เทา  นอกจากนี้ CPT-11ยังถูกเปลี่ยนแปลงโดยเอนไซม cytochrom P450 (CYP3A4) ผานทาง 
oxidative pathway ไดเปน  7-ethyl-10-[4-N-( 5 aminopentanoic acid)-1-piperidino] carbonyloxy-
camptothecin (APC) และ 7-ethyl-10-(4-amino-1-piperidino) carbonyloxy-camptothecin (NPC) ซ่ึง 
NPC อาจถูก  CES ในลําไสเปลี่ยนไปเปน SN-38 ไดอีก อันจะนํามาซึ่งอาการทองเสียภายหลังไดรับยา
ไปแลว 5-7 วนั และบางรายนานถึง 1 เดือน (รูปที่ 1) พิษหรือผลขางเคียงของ SN-38 ที่พบสวนใหญ 
ไดแก  ทองเสียรุนแรง (20%),  เม็ดเลือดขาวต่ํา(79%)  และ ซีด (59%) คลื่นไสอาเจียน (10%)  ทองผูก 
(10%) เปนตน (1-2) รางกายจะขจัด SN-38 ผานกระบวนการหลักคือ glucuronidation นอกจากน้ียังถูก
พาออกจากเซลล โดย P-glycoprotein transporter ซ่ึงจัดเปน efflux transporter (2,3)   
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                                             รปูท่ี 1: กระบวนการเปลีย่นแปลงยาไอริโนทีแคน ในรางกาย 

 
 ในกระบวนการ glucuronidation ตองอาศัยเอนไซมทีมี่บทบาทสําคญัคือ UDP-

glucuronosyltransferase   (UGTs) ซ่ึงมีหลาย isoform ยาไอริโนทีแคนเปน substrate และมี
ความจําเพาะมากที่สุดตอ  เอนไซน  UGT1A1 เอนไซมน้ียังมีบทบาทในการเมตาโบไลทสารในรางกาย
เชนบิลริูบินไดอีกดวย ดังนั้นหากประสิทธิภาพการทํางานของเอนไซนน้ีลดลงอาจเนื่องจากปจจัยทาง
พันธุกรรมหรือปจจัยอ่ืนก็จะสงผลกระทบตอการกําจัดยาหรือสารบางอยางในรางกายไดตัวอยาง เชน 
ความผิดปกตทิี่บริเวณ  promoter ของยีนของ เอนไซน  UGT1A1 ซ่ึงปกติมีการซํ้ากันของ TA จํานวน 
6 คร้ัง (A(TA)6TAA) เปลี่ยนไปเปนซ้ํากัน 7 คร้ัง (A(TA)7TAA) หรือที่เรียกวา UGT1A1*28 มีการศึกษา
หลายการศึกษาพบวาผูปวยมีระดับของบิลิรูบินในเลือดสูงขึ้นมีความสัมพันธกับ UGT1A1*28  (4-6)
และมีการศึกษาคอนขางมากถึงบทบาทของ UGT1A1*28 พบวามีความสัมพันธอยางมาก  (strong 
association) กับการเกิดพิษหรือผลขางเคียงของยาไอริโนทีแคน เปนระดับ 3/4 diarrhea และ
neutropenia เปนตน (7-8)  UGT1A1*28 จึงถือเปน biomarker ที่ชวยในการคาดเดาการเกิดพิษของ ไอ
ริโนทีแคน (9) จนกระทั่งในป คศ. 2005 องคการอาหารและยา (FDA : http://www.fda.gov/) ได
ประกาศใหชี้แจงภาวะเสี่ยงจากปจจัยนี้ในเอกสารกํากับยา  อยางไรก็ตามจากการศึกษาเบือ้งตนของ
คณะผูวิจัยพบวา UGT1A1*28 homozygote ในคนไทยมีเพียง  2-3% (10) ซ่ึงถือวาต่ําเม่ือเทียบกับชน
ผิวขาว (20-30%) ในขณะที่ความผิดปกติบริเวณ coding region ที่ codon 71 อันทําให glycine
เปลี่ยนเปน arginine (rs4148323) หรือที่เรียกวา UGT1A1*6 พบมากในคนเอเซยี (13-24%) (11)  และ
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เกือบไมพบ genotype น้ีเลยในชนผวิขาว นอกจากนี้ยังพบวา   UGT1A1*6 สงผลใหระดับบิลิรูบินใน
เลือดของทารกสูงได (11) UGT1A1*6 ยังมีความสัมพันธกับระดับที่สูงขึ้นของ SN-38 และการเกิดพิษ
ของ CPT-11และ SN-38  ในผูปวยมะเร็ง (12-16) นอกจาก SN-38 จะถูกขจัดดวยกระบวนการ 
glucuronidation แลวการขจัด (clearance) ของ CPT-11และ SN-38 ยังเกิดขึ้นไดโดยอาศัยโปรตีน
เฉพาะหลายชนิดที่ผลิตจากยีนตางๆเชน ABCB, ABCC, ABCG, SLCO1B1 รายละเอียดในรูปที่ 2 
(17). ABCB1 เปน efflux transporter ที่สําคัญตอการจัดการกับสารพิษหรอืการด้ือยาหลายชนิด
ABCB1 gene กระจายอยูในหลายอวัยวะเชน ทางเดินอาหาร ตับ ไต สมอง เปนตน (18) จากการศึกษา
ที่ผานมาพบวา ABCB1 gene มีความหลากหลายทางพันธุกรรมหลายแบบเชน C3435T, C1236T และ
G2677T/A (19-23) polymorphism ที่ G2677T/A  ที่ทําให  serine เปลี่ยนเปน alanine (rs2032582)
หรือที่เรียกวา ABCB1*2 ซ่ึง polymorphism น้ีพบไดในคนเอเซียน มีความถี่ เปน 0.5 ขณะทีใ่นคนผิว
ขาวพบเพียง 0.3 เทาน้ัน (24) จากการศึกษาทีผ่านมาพบวา ABCB1*2 มีบทบาทสําคญัในการพา 
SN-38 และ CPT-11 จากตับเขาสูทางเดินอาหารและมีความสัมพันธกับระดับสูงขึ้นของ SN-38 (รูปที่ 2)
(25-28)   แมจะพบความถี่ของ UGT1A1*6 และ ABCB1*2 ในคนเอเซียมากกวาคนผิวขาวแต
การศึกษาเก่ียวกับผลการเกิดรวมกันของ  UGT1A1*6 และ ABCB1*2  ยังมีนอยมากและขอมูลที่มีอยูใน
ปจจุบันก็เปนการศึกษาในรปูแบบและขนาดของยาไอริโนทีแคนที่แตกตางกัน    ดังน้ันการศึกษาถึง
อิทธิพลของ UGT1A1*6 และ ABCB1*2 ตอเภสัชจลนศาสตร และการเกิดพิษหรือผลขางเคียงของยา
ไอริโนทีแคนนาจะนํามาซ่ึงองคความรูใหมและประโยชนในการนํามาใชตรวจทางคลินิกกอนการใหยา
เพ่ือหลีกเหลีย่งการเกิดพิษ ตลอดจนการปรับขนาดยาใหเหมาะสมตอไป ซ่ึงการศึกษาวิจัยดังกลาว
ตองการการพํฒนาเทคนิคและวธิีการวัดใหเหมาะสม มีความถูกตองและแมนยําและครอบคลุมระดับยา
และเมตาโบไลทของยาในผูปวย 
 
วตัถปุระสงคข์องการวิจยั 

1. พัฒนาวิธีวัดระดับยาไอริโนทีแคน และ เมตาโบไลทของยาโดยเริ่มแรกใช HPLC      (ตอมา
เปลี่ยนมาใช UHPLC-MS/MS) 

2. ศึกษาเภสชัจลนศาสตรและผลขางเคียงของยาไอริโนทีแคน ในผูปวยมะเร็งลําไสใหญ  
3. เพ่ือศึกษาถึงผลของ UGT1A1*6 และ ABCB1*2 ที่มีความสําคญัตอการเปลีย่นแปลงและ

ขจัดยาไอริโนทีแคน และ เมตาโบไลทของยา 
แบบแผนการวิจยั 
    การวิจัยน้ีแบงออกเปน 3 สวนดังน้ี 
   1.พัฒนาวิธกีารตรวจวัดระดับยาอิริโนทีแคนและเมตาโบไลทดวยเครื่อง HPLC (ตอมาเปลีย่นมาใช  
      UHPLC-MS/MS) 
  2. พัฒนาวิธีการตรวจวิเคาะหยีน UGT1A1*28 และ ABCB1*2 
  3. คัดเลือกผูปวยมะเร็งลาํไสใหญจํานวน 30 ราย ที่ไดรับยาไอริโนทีแคน ขนาด 180 mg/m2 รวมกับ 5-
      FU, leucovarin (FOLFIRI) เขารวมโครงการวิจัย 
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                            รปูท่ี 2. ตวัพาที่มีบทบาทในการนําไอริโนทีแคนเขาหรือออกจากตับ (3) 
 
 การคาํนวณขนาดตวัอย่าง 

              
หมายเหต ุ
     P0=โอกาสที UGT1A1*6 จะมีผลตอริโนทีแคนประมาณ 60%  
     P1=โอกาสที ABCB1*2   จะมีผลตอริโนทีแคนประมาณ 30% 
     P=( P0+ P1)/2=0.45 
    ระดับความเชื่อม่ัน 95%, α=0.05 ดังน้ัน  Zα =1.96 
     อํานาจการทดสอบ=80% ดังน้ัน Zβ=0.84 
 
 
 
 
วิธีดาํเนินการวิจยั 
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1. พฒันาวิธีการตรวจวดัระดบัยาไอริโนทีแคนและเมตาโบไลตด้์วยเครื่อง HPLC  ซ่ึงดัดแปลง
จากวิธีของ Thandranese S, 2003 (29) โดยหาวิธีมาตรฐานสําหรับการทํา 

- Standard solution และ calibration curve  - Separation และ specificity 
- Linearity                                           - Precision 
- Lower limit of quantitation                    - Recovery  

2. คดัเลือกผูป่้วยมะเรง็มาตรวจและวิเคราะหยี์นของเอนไซม ์UGT1A 1 
            2.1 คัดเลือกผูปวยมะเร็งลําไสใหญมะเร็งลําไสใหญ จํานวน 30 ราย อายุ 18-85 ป และเขารับ
การรักษาในโรงพยาบาลพระมงกุฎเกลาหรือโรงพยาบาลรามาธิบดี(สงผูปวยมารกัษา)โดยไดรับยา ไอริ
โนทีแคน ขนาด 180 mg/m2 รวมกับ 5-Fuoruracil และ leucovarin (FOLFIRI) เม่ือไดรับใน first cycle 
ทางการหยดเขาทางเสนเลอืด (infusion) และไดรับการตรวจเลือด การทํางานของตับ  ซ่ึงรวมถึง 
Aspartate aminotransferase (AST), Alanine aminotransferase (ALT),  Alkaline phosphate (ALP), 
และ blood count อยูในเกณฑที่แพทยพิจารณาใหรับยาได นอกจากนี้ตองไมไดรับยาที่มีผลทําใหเกิด
ทองเสียหรือเม็ดเลือดขาวต่าํ ผูปวยทุกรายที่เขารวมวจัิยจะตองเซนตใบยินยอมเขารวมวิจัย    โดย
โครงการนี้ไดเสนอเพ่ือการพิจารณาจริยธรรมจากคณะอนุกรรมการพิจารณาโครงการวิจัยในมนษุย
โรงพยาบาลพระมงกุฎเกลากอนเร่ิมโครงการ และติดตามผลขางเคยีงของยาหลังไดรับยาเปนเวลา 1 
เดือน โคยใชเกณฑของ NCI CTCAE version 4 
            2.2 เก็บตัวอยางเลือดคร้ังละ 3 ml กอนและหลังไดรับยา ที่เวลา   0.5, 2, 8, 12, และ 24 
ชั่วโมง 
            2.3 นําตัวอยางเลือดไปปนที่   1700  rpm     15   นาที ที่อุณหภูมิ 4C แลวเก็บสวน
พลาสมาไวที่ อุณหภูมิ -80C จนกวาจะนํามาวิเคราะหดวย HPLC 
            2.4  นําพลาสมา 0.5 mL มาเติม mobile phase 0.5 mL แลว  vertex 3 วินาที centrifuged 
760 g  10  นาทีที่อุณหภูมิ  4 C   จากน้ันเติม 45 μL methanol เขยาเบาๆ และนําสารละลายนี้ 100 
μL  ฉีดเขา HPLC  column   เพ่ือตรวจวดัระดับยาไอริโนทีแคนและเมตาโบไลตของยา 
             2.5  วิเคราะหคาทางเภสัชจลนศาสตรไดแก AUC0-inf, Cmax,  t1/2, Ke, Clapp และ Vdappของ 
irinotecan โดยโปรแกรมสําเร็จรูป PK solution และใช non-compartment model ในการคํานวณ และ
วิเคราะหทางสถิติดังน้ี 
            2.6 ตัวอยางเลือดจากผูปวย รายละ 3 มิลลลิิตร ถูกนํามา สกัด DNA โดยใช Grnomic DNA 
Mini Kit  และวเิคราะห UGT 1A1*6, ABCB1*2 โดยใชเทคนิค  Restriction  Fragment Length 
Polymorphism (RFLP) 
            A. เปรียบเทยีบ pharmacokinetic parameters ของผูปวยที่มี UGT1A1 genotype ที่ตางกัน
โดยโปรแกรม    SPSS version 14 ดวย  one way ANOVA และ กําหนดนัยสําคัญทางสถติิที ่p< 0.05 
ที่ 95 % confidence intervals                 

B. คํานวณสถิติอ่ืนๆของ pharmacokinetic parameters ที่ทําการวิเคราะหทั้งหมดไดแก mean, 

median, minimum, maximum, standard error of mean, standard deviation  
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แผนการดาํเนินงานตลอดโครงการ 
 

  ปีท่ี 1 ปีท่ี 2 
กิจกรรม    1-3  4-6 7-9 10-12 1-3 4-6 7-9 10-12 

1. เตรียมสารเคมีและวัสดุ 
และสงโครงรางฯตอ
คณะกรรมการพิจารณา
จริยธรรม 

   

2.การพัฒนาวิธีการ
ตรวจวัด ระดับยา 
irinotecan ดวยเครื่อง 
HPLC และ genotypic 
assay      

   

3. ศึกษา 
pharmacokinetics ของ
ยาไอริโนทีแคน ในผูปวย  

   

4. genotype analysis    
5.วิเคราะหผลและเขยีน
รายงาน 

   

 
ผลการวิจยัและวิจารณ์ผลการวิจยั 
1. พฒันาการตรวจวดัระดบัยาและเมตาโบไลทด้์วย HPLC ไดผลดังน้ี 
Chromatographic condition 

Mobile phase      : 75 mM ammonium acetate buffer pH 6 และ Acetonitrile  (85:15)                
Column                   :   C18, Thermo,  0.5 μm          
Detector           : UV wavelength  254 nm 
การเตรียม mobile phase  

เตรียม 75 mM ammonium acetate buffer pH 6 และ Acetonitrile (85:15) ผสมเขาดวยกนั
และกรองดวย filtering membrane ที่มี pore size เทากับ 0.45 mm จากน้ัน degases ดวย 20% 
helium นาน 30 นาที 
Standard solution and calibration curve 

เตรียม CPT-11และ SN-38 โดยใช buffer เปนตัวทําละลาย ใหมีความเขมขน 0.5, 1, 2.5, 5, 
10, 25, 50, 100  ng/mL. กรองผาน solid extraction แลวฉีดเขาคอลัมน โดย retention time ของ 
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CPT-11 และ SN-38 เทากับ 15.8 และ 17.9 นาที ตามลําดับ ได chromatogram ดังรูปที่ 3 และ ตาราง
ที่ 1และ 2 

 
                  รปูท่ี 3 : Chromatogram ของ 10 ng/mL standard CPT-11 และ SN-38 
 
 
 
ตารางท่ี 1 : Peak area ของ CPT-11 ในหลายความเขมขน 
 

Concentrations (ng/mL) Peak area (AU) CV (%) 
0.5 8128.25± 393.68 4.8 
1 17937.25± 873.23 4.9 

2.5 53224.75± 335.16 0.6 
5 131657.5± 12430.24 9.4 
10 192212.25± 2815.47 1.5 
25 462035.5± 11000.78 2.4 
50 937092.5± 20545.95 2.2 
100 1924746.75±42326.93 2.2 

Values are expressed as mean + SD (n=3) 
 
 

 
ตารางท่ี 2 : Peak area ของ SN-38 ในหลายความเขมขน 
 

Concentrations (ng/mL) Peak area (AU) CV (%) 

Irinotecan

SN-38 
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1 657.0+  20.5 4.5 
2.5 2154.0+ 33.2 1.5 
5 3610.7+ 639.7 17.7 
10 6087.7+ 148.7 2.4 
25 15772.3+ 334.0 2.1 
50 30097.7+ 959.5 3.1 
100 63020.5+1711.5 2.7 

Values are expressed as mean + SD (n=3) 
 
นําคาที่ไดมาหาความสัมพันธเสนตรงโดยใช least square regression analysis ได regression 
equation of calibration curves ดังน้ี 

สําหรับ CPT-11              y = 19085x + 3065.1    r2 =0.999 
            สําหรับ SN-38                y = 634.92x + 144.3     r2 =0.998    ดังรูปที่ 4 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A) CPT-11 
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B) SN-38 

 
                       
                          รปูท่ี 4 :  calibration curves ของ (A) CPT-11และ (B) SN-38  (n=3) 
 
 
 
 
 
Plasma sample preparation 

y = 19085x + 3065.1
R² = 0.9993
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เตรียมตวัอยางโดยผสม CPT-11 และ SN-38 ในพลาสมา โดยให ความเขมขนสุดทายเทากับ 
0.17, 1.7, and 8.5 ng/mL และ vortex 10 วินาที จากน้ันเติม 500 μL ของ methanol/1 M 
hydrochloric acid (98:2) เพ่ือ ตกตะกอนโปรตีน นําไป centrifuged ที่ 10000 rpm นาน 15 นาที และ
ฉีด 20 μL supernatant เขาคอลัมน วธิีการน้ีสามารถแยก สารในรางกายอ่ืนๆ CPT-11, SN-38 และ 
CPT ออกจากกันไดดี (separation and specificity) ได chromatogram ดังรูปที่ 5 

 
  A) 

                         

 
  B) 

 
         รปูท่ี 5 : Chromatograms ของ (A) blank plasma and, (B)  1.7 n g/mL ของ CPT-11 และ          

                  SN- 38 ใน พลาสมา                            
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วิธีการดังกลาวน้ีใหเปอรเซนต recovery ของ CPT-11 เฉลี่ยเปน  89.3  % และ recovery ของ SN-38 

เฉลี่ยเปน  96.5% ตามตารางที่ 3 และ 4 

 
ตารางท่ี 3 : Recovery ของ CPT-11  ในพลาสมา 
 

Standard concentration 
(ng/mL) 

% Recovery of CPT-11
 

0.17 121.2+ 5.11
1.7 80.1 + 2.12
8.5 75.1 + 1.00

Mean of recovery             89.3%
Values are expressed as mean + SD  

 
ตารางท่ี 4  :  Recovery ของ SN-38  ในพลาสมา  

Standard concentration 
(ng/mL) 

% Recovery of  SN-38
 

0.17 108.5 + 9.40
1.7 105.4 + 6.47
8.5 75.4+ 4.54

Mean of recovery             96.5 %
Values are expressed as mean + SD  
 
Precision  
       ทดลองหาความเที่ยงตรงและถกูตองโดยฉีด standard ความเขมขนละ 3 คร้ังภายในวนัเดียวกัน 
(intra-day assay) และระหวางวัน (inter-day assay) แลวคํานวณเปอรเซนตของ coefficient of 
variation (% CV) ดังสมการ 

     %CV =  SD   x   100 
    X 

               SD = standard deviation 
                       X = mean value of CPT-11, SN-38 concentration 
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คา coefficient of variation ของ CPT-11 ในวันเดียวกนันอยกวา 4.4% และระหวางวันนอยกวา 4.9 % 
คา coefficient of variation ของ SN-38 ในวันเดียวกันมีคานอยกวา 9.7% และระหวางวันมีคานอยกวา 
9.1 % ตามตารางที่ 5 และ 6 

 
ตารางท่ี 5 : ความแมนยําในการตรวจวัด CPT-11 ในพลาสมา  

Standard 
concentratio

n (ng/mL) 

Intra-day 
assay  

(ng/mL) 

% of 
deviation 

CV 
(%) 

Inter-day
assay  

(ng/mL) 

% of 
deviatio

n 

CV 
(%) 

1 0.72 + 0.05 2.8 2.40 0.77 + 0.17  22.1% 4.9
10 9.79 + 0.24 2.1 1.75 9.90+ 0.28  0.89% 2.4
100 104.43 + 0.40 4.4 0.10 100.70 + 0.23  0.69% 0.50

Values are expressed as mean + SD (n=3) 
 
ตารางท่ี 6 : ความแมนยําในการตรวจวัด SN-38 ในพลาสมา 
 

Standard 
concentration 

(ng/mL) 

Intra-day 
assay  

(ng/mL) 

% of 
deviation 

CV 
(%) 

Inter-day 
assay  

(ng/mL) 

% of 
deviation 

CV 
(%) 

1 0.91+ 0.12 9.3 6.5 0.9+0.01 10.0 9.1
10 9.03+1.31  9.7 3.1 9.2+0.80 8.0 5.4
100 102.13+1.98 2.1 0.5 101.5+1.23 1.5 2.4

Values are expressed as mean + SD (n=3) 

 
 
  Lower limit of quantitation (LLOQ) 
 
     วิธีการวัดระดับยาดวย HPLC ที่ไดพัฒนานี้สามารถวัดระดับ CPT-11  และ SN-38   ไดต่ําถึง 1.0 
ng/mL ไดคา CV ที่ยอมรับได 2.6-9.1 %  อยางไรก็ตามหลังจากนําตัวอยางเลือดในผูปวยมาวดัระดับ
ยาและเมตาโบไลทพบวา ระดับของ SN-38 และ SN-38G คอนขางต่ํามากและแมจะเพ่ิม injection 
volume เปน 30 μL แลวก็ยังไมสามารถตรวจวัดได คณะผูวิจัยจึงปรับเปลีย่นวธิตีรวจวัดระดับยาใหม
โดยใช  Ultra high-performance liquid chromatography –tandem mass spectrometry (UHPLC- 
MS/MS)  ซ่ึงทางภาควิชาเพิ่งไดรับเครื่องมาในป พ.ศ. 2557 จึงไดพัฒนาวิธีการวดัระดับยาและเมตา
โบไลทใหสามารถวัด SN-38 ในระดับต่ํากวา1 ng/mLได  อีกทั้งยังไดพัฒนาการเตรียมตวัอยางจากเลือด
ใหรวดเร็วขึ้น 
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4. พฒันาการตรวจวดัระดบัยาและเมตาโบไลทด้์วย   UHPLC-MS/MS ดงัน้ี 
Standards และ สารเคมี 

Standard  ของ  irinotecan (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino] carbonyloxy 
amptothecin; CPT-11) purity> 99.5%, SN-38 (7-ethyl-10-hydroxycamptothecin) purity>99.0% 
และ camptothecin (internal standard) purity>95% สั่งซ้ือจากบริษัท Sigma-Aldrich (St.Louis, MO) 
สารเคมีอ่ืนๆเปน LC-MS grade เชน methanol, acetonitrile และ formic acid เปนตน 
Preparation of stock solution and standard  

เตรียม CPT-11, SN-38 และ CPT stock solution ใน  10%DMSO ที่ความเขมขน 1000 
μg/mLและ series working solutions เตรยีมโดยเจือจาง stock solution ดวย methanol แลวเก็บไวที่  -
80° C.   
UHPLC-MS/MS conditions 

การตรวจวัดระดับยาและเมตาโบไลท ดวยเครื่อง UHPLC-MS/MS (TSQ Quantum Access 
MAX, Thermo Scientific, USA) คอลัมนที่ใชเปน Hypersil Gold column (2.1 mm × 100 mm, 
particle size 1.9 μm, Thermo Scientific) ตูของ column ควบคุมอุณหภูมิ 40°C, Pump (HPG-
3400RS, Thermo Scientific) ปลอย mobile phase ไหลในอัตรา 0.4 mL/min โดย mobile phase เปน 
0.1% formic acid in water (mobile phase A) และ 100% methanol เปน (mobile phase B)   โดยใช
ระบบ gradient of mobile phase คือ  
1. 65 % mobile phase A 35 % mobile phase B  ใน 1 นาที ในชวง initial phase 
2. 65 % to  25% mobile phase A  และ  35 % to  75% mobile phase B  ใน 2.5 นาที 
3. 25 % to  65% mobile phase A  และ  75 % to  35% mobile phase B  ใน 1.5 นาที 

แตละ run time ใชเวลา 3 นาที ปริมาณสารที่ใชฉดีในแตละคร้ังเปน 10 μL  ในสวนของ 
autosampler (WPS-3000TRS, Thermo Scientific) ควบคุมอุณภูมิไวที่ 4°C จากน้ันยาและเมตา
โบไลทจะถูก วิเคราะหผานเครื่อง triple quadrupole mass spectrometer ดวย heated-electrospray 
ionization (HESI-II) probe และใช spray voltage (3500�V); sheath gas pressure (40�psi); 
auxiliary gas pressure (11 arbitrary units); skimmer offset (0�V), ion transfer tube temperature 
(350°C), vaporizer temperature (400°C); high purity argon (>99.98%) ซ่ึงใชเปน collision gas 
(1.5�mTorr) เลือกใช positive selected reaction monitoring (SRM) mode  และใชโปรแกรม 
Xcalibur 2.1 (Thermo Scientific) สําหรับ instrument control, data acquisition และ processing 
สําหรับ parameter ที่ใชใน standard แตละตวัมีรายละเอียดดัง ตารางที่ 7  ซ่ึงตามวิธีการน้ีสามารถแยก
สารไดเจาะจงและสามารถใชตรวจวัดระดับยาและเมตาโบไลทไดอยางชัดเจนดังรูปที่ 6 และไมถูกรวบ
กวนจากสารในรางกาย รูปที่ 7-8 
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             ตารางท่ี 7: Mass spectrometer for SRM setting 

SRM setting CPT-11 SN38 SN38-G   CPT(IS) 

Precursor ion(m/z) 587.3 393.2 569.2 340.1 

Production(m/z) 167 349.2 393.2 305.2 

Collision energy(volts) 41 26 40 21 

Entrance potential(volts) 126 100 126 109 

     

  

         

รูปท่ี 6 :  EPI mass spectrum ของ  plasma sample ในผูปวยมะเรง็ลําไสใหญหลังไดรับ 
            ยาไอริโนทีแคน180 mg/m2 เปนเวลา 12 ชม. (A) SN-38,(B) CPT-11,  
            (C) CPT และ (D) SN-38G. 
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     รูปท่ี 7. Chromatograms ของ blank pooled plasma (A) SN-38, (B) CPT-11, (C) CPT และ         
              (D) SN-38G  
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       รูปท่ี 8. Chromatograms ของพลาสมาผสมกับ standard ไดความเขมขนของ                

(A) SN-38=1 ng/mL(B) CPT-11=10 ng/mL และ (C) CPT=10 ng/mL         
 
 
Plasma sample preparation และ validation procedures 
Precision and accuracy 

      การศึกษา  precision และ accuracy ทําโดยใช standard ผสมใน buffer ความเขมขน 
ของ CPT-11 เปน 1, 100 และ 1000 ng/mL ความเขมขนของ SN-38 และ CPT เปน 1, 100 และ 500 
ng/mL (n=3) ในวันทีต่รวจวัด (intra-day assay) และระหวางวันอีก 3 วัน (inter-day assay)  คาความ
เที่ยงตรง (precision) คดิจากรอยละของ coefficient of variation (%CV) คํานวณจาก %CV= 
[SD/Mean] x 100   ซ่ึง % CV ของ intra-day assay อยูชวง 0.7-13.8%  inter-day assay อยูชวง  
0.01-7.8% รายละเอียดดัง ตารางที่ 8  สําหรับ retention time ของ SN-38, CPT-11 และ CPT เปน 
2.7, 1.88 และ 2.6 นาทีตามลําดับ และเนื่องจากไมมี standard ของ SN-38G ที่สามารถหาซ้ือได จึงใช
วิเคราะหโดยใช UHPLC-MS/MS mode full scan และ SIM โดยให parent เปน SN-38G(569.2 m/z) 
และ lost product เปน glucuronide (176 m/z) ได retention time เปน 1.5 นาที ตามรูปที่ 9 
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ตารางท่ี 8 :  Precision และ accuracy ของ CPT-11  SN-38 และ  CPT  
 Intra-day (n=3) 

Analyte Nominal conc. (ng/ml) Mean ± SD CV (%) Accuracy (%) 

CPT-11 10 10.1 ± 1.4 13.8 101.0 
 100 105.0 ± 9.5 9.0 105.0 
 1000 1064.1 ± 104.3 9.8 106.4 

 
SN38 1 1.1 ± 0.04 3.6 110.0 

 100 100.6 ± 4.7 4.7 100.6 
 500 490.8 ± 29.8 6.1 98.2 
 

CPT 10 12.2 ± 0.1 1.1 81.9 
 100 107.3 ± 0.7 0.7 107.3 
 500 501.8 ± 48.9 9.6 100.4 

 
Inter-day (three days) 
 
 
Analyte 
 

 
Nominal conc. (ng/ml) Mean ± SD 

       
        CV (%) Accuracy (%) 

 

CPT-11 10 10.2 ± 0.8 7.8 102.0 
100 105 ± 0.01 0.01 105.0 

1000 1016.7 ± 46.9 4.2 106.1 
SN38 1 1.1 ± 0.04 4.8 110.0 

100 98.7 ± 2.4 2.4 98.7 
500 488.4 ± 17.9 3.7 97.7 

CPT 10 11.1 ± 0.3 2.7 111.0 
100 102.4 ± 3.5 3.4 102.0 
500 494.5 ± 7.0 1.4 98.8 

Value are expressed as mean  ± SD 
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          รูปที่ 9. Chromatogram ของ plasma sample หลังจากผูปวยไดรับยาไอริโนทีแคน 180 mg/m2  
                 30 นาที (A) SN38,  (B) CPT-11, (C) CPT(IS) และ (D) SN38-G  
 

Recovery and matrix effects 
      การหาคา recovery ของ CPT-11, SN-38 และ CPT จากตัวอยางในพลาสมา ทําไดโดยเตรียมผสม 
standard ดังกลาวในพลาสมาของอาสาสมัคร 5 คน (n=5) ในปริมาตร 500 μL ใหไดความเขมขน ของ 
CPT-11 เปน 1, 100 and 1000 ng/mL, SN-38 และ CPT เปน 1, 100 และ 500 ng/mL จากน้ันทําการ
ตกตะกอนโปรตีนดวย 0.1% formic acid ใน methanol ปริมาณ 250 μL นําไปvortex 10 วินาที จากน้ัน
นําไป centrifuge ที ่ 15000 rpm นาน 15 นาท ี นํา supernatant มาสกัดดวยวิธตีางๆโดยใช Solid 
phase extraction เชน HyperSep Retain PEP 5 mg/mL (Thermo Scientific, USA), Oasis® HLB 
200 mg/6 mL (Waters, Ireland) และ Oasis® HLB 30 mg/mL (Waters, Ireland) ผลของ recovery 
ของ standard ทุกตวัทีใ่ช  HyperSep Retain PEP อยูในชวง 10-20% , Oasis® HLB 200 mg/6 mL 
อยูในชวง 10- 30% และ Oasis® HLB 30 mg/ mLอยูในชวง 66.1-97.5 %  ดังนั้นจึงเลือกใช Oasis® 
HLB 30 mg/ mL เปน solid phase extraction (SPE) หลังจากสกัดดวย SPE แลว เตมิ 250 μL 
methanol : 0.1 M ammonium acetate (40:60 v/v) จากน้ันฉีด 10 μL ของสารละลายเขา LC-MS
พบวา % recovery ของ CPT-11 อยูในชวง 66.8-88.6%, SN-38 อยูในชวง  66.1-74.2% และ CPT อยู
ในชวง 70.5-97.5 %  และมี % CV ของ recovery ของ standard ทุกตัว นอยกวา 13% รายละเอียดดัง 
ตารางที่ 9 และรูปที่ 10 เพ่ือศึกษาผลของ matrix  ทําโดยการผสม standard ในพลาสมาหลังจากที่



23 
 

พลาสมาผาน SPE แลวและทําตามขั้นตอนการเตรียมตวัอยางดังกลาวขางตน และการวิจัยพบวา 
plasma matrix ไมมีผลตอระดับ CPT-11, SN-38 และ CPT  
                    ตารางท่ี  9 :  Recovery ของ CPT-11, SN-38 และ  CPT  ในพลาสมา (n=5) 

   Analyte Nominal conc. (ng/mL) Recovery (%) CV (%) 

CPT-11 10 71.5 ± 5.7 7.9 
 100 66.8 ± 4.4 6.5 
 1000 88.6 ± 1.6 1.8 

SN-38 1 66.1 ± 8.4 12.7 
 100 74.2 ± 2.4 3.2 
 500 63.3 ± 5.2 8.2 

CPT 10 70.5 ± 6.7 9.5 
 100 97.5 ± 11.9 12.5 
 500 81.1 ± 8.0 9.8 

               Value are expressed as mean ±SD 
 

 
Limitation of quantitation(LOQ) 
 หาคาต่ําสุดทีส่ามารถวัด standard ได โดยคิดจาก สัดสวนของ detector response ของ 
standard/ detector response ของ noise อยางนอย= 3 ระดับต่ําสุดของ CPT-11ที่สามารถวดัไดเปน 
1.0 ng/mLระดับต่ําสุดของ SN-38 ที่สามารถวัดไดเปน 0.1 ng/mLและระดับต่ําสุดของ CPT ที่สามารถ
วัดไดเปน 1.0 ng/mL 
 
Lower limit of quantitation (LLOQ) 
        ใชคาความเขมขนของ standard ที่ต่ําสุดที่มีคา accuracy±15% และ CV<15% จัดเปนคาความ
เขมขนต่ําสุดของ calibration curves ทีส่ามารถวดัไดโดย UHPLC-MS/MS       
  
Linearity  

ศึกษาโดยใช standard ผสมในพลาสมา 500 μLซ่ึงไดจากอาสาสมัครชาย 5 คน โดยใหไดความ
เขมขนของ CPT-11  เปน 1, 10, 100, 500, 1000 ng/mL, SN-38 เปน  1, 10, 100, 200 และ 300 
ng/mL สําหรับ CPT ความเขมขนเปน  1, 10, 100, 200, และ 300 ng/mL หลังจากนั้นทําการเตรียม
ตัวอยางดังกลาวไวในสวนของการศึกษา recovery หลังจากนั้นนําตัวอยางไปวิเคราะหเพ่ือหา
ความสัมพันธเปนเสนตรงโดยใช least square regression analysis  ไดผลดังรูป 10 
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                    รปูท่ี 10:  Calibration curves ของ (A) CPT-11, (B) SN-38 และ (C) CPT 

                                       แสดงคาเปน mean ±SD (n=5) 
               

 
การพัฒนาการตรวจวัดระดับยาและเมตาโบไลทดวย   UHPLC MS/MS ในการศึกษาวิจัยนี้ 

สามารถวัด CPT-11, SN-38 และ SN-38G ไดครอบคลุมระดับในพลาสมา และมีความถูกตองและ
เที่ยงตรง อีกทั้งการเตรียมตัวอยางที่ไมซับซอนและกระบวนการวเิคราะห ที่ใชเวลานอย สามารถ
นําไปใชในการตรวจวัด CPT-11, SN-38 และ SN-38G ในผูปวยได 
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Genotyping study 
พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห genetic polymorphism ของยีน UGT1A1 (UGT1A1*6) โดยสกัด DNA
และพัฒนาวธิกีารตรวจวิเคราะห genetic polymorphism ของยีน UGT1A1 (UGT1A1*6) โดยใชเทคนิ
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)ไดผลดังน้ี 
 

            Optimum PCR condition  
                                    

                Substance Volume for 1 reaction (μL) 
Distil water 17.5
Q solution 8

10X PCR buffer 4
10 μM primer F/R 2/2

2 mM dNTP 2
MgCl2 1

5 U/μL Tag 0.5
DNA* 3

 
*Dilution ที่เหมาะสมของ DNA template คือ 1:20 

 
Cycling condition 
1. Preheat 95° C    5  min 
2. 35 cycle ของ 95°C  15 sec 

                                         55°C 30 sec 
                   72°C 10 sec  

3. Hold 4° C 
                     ได PCR product ขนาด 150 bp ดังรูปที่ 11 
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รปูท่ี 11: PCR product ของ UGT1A1โดย M= marker 100 bp ,P1=PCR product ของผูปวยรายที่ 1,  
             P2=PCR product ของผูปวยรายที่ 2 และ P3=PCR product ของผูปวยรายที่ 3 
 
 
 
 
      Optimum digestion condition   
 

Substance Volume for 1 reaction (μL) 
Distil water 17

10x restriction enzyme buffer 2
Restriction enzyme(AvaII) 1

PCR product 10
 

Incubation time ที่เหมาะสมอยูที่  5 hour    จากน้ันแยกดวย 8 % Acrylamide gel ไดผล
ดังรูปที่ 12 
 

M      P1     P2   P3
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    รปูท่ี 12 : แสดงผลของ PCR product ของ UGT1A1หลังจาก digestion โดยที่ M= 100 bp DNA  
                marker, P1=PCR product ของผูปวยรายที่ 1( 140 bp+120 bp ;UGT1A1*6  
                heterozygote), P2=PCR  product ของผูปวยรายที่ 2(150 bp; wild type) และ P3=PCR  
                product ของผูปวยรายที่ 3 (120 bp;UGT1A1*6 homozygote) 
  

 
2. พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห genetic polymorphism ของยีน ABCB1(ABCB1*2) โดยใช condition 
เหมือนการวิเคราะห UGT1A1*6 แตออกแบบ primer ใหม เพ่ือใหได product ขนาดไมใหญมาก ขนาด
ประมาณ 224 bp   
 

Optimum PCR condition          
                Substance Volume for 1 reaction (μL) 

Distil water 17.5
Q solution 8

10X PCR buffer 4
10 μM primer F/R 2/2

2 mM dNTP 2
25 μM MgCl2 1
5 U/μL Tag 0.5

DNA* 3
* Dilution ที่เหมาะสมของ DNA template คือ 1:20 

Cycling condition 

M                  P2          P1           P3
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1. Denature 95° C    15  min 
2. 35 cycle ของ  Denaturation 95°C  1 min 

                                          Annealing     55°C   1 min 
                    Extension     72°C  1 min  

3. Final extension 72°C  10 min 
4. Hold  4° C 

    ได PCR product ขนาด 224 bp  
 
 

                                      
 
                                                                             
รปูท่ี 13 : แสดงขนาดของ PCR product ของ ABCB1 โดย M= 100 bp DNA marker, P1=PCR  
             product ของผูปวยรายที่ 1, P2=PCR product ของผูปวยรายที่ 2 และ P3=PCR product  
             ของผูปวยรายที่ 3 
 
 
   Optimum digestion condition   
 

Substance Volume for 1 reaction (μL) 
Distil water 24.5

10x restriction enzyme buffer 5.0
Restriction enzyme(Ban I) 0.5

PCR product 20
ไดผลดังรูปที่ 14 
 
 
 
 

  M      P1      P2     P3      P1     P2      P3
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รปูท่ี 14 : แสดงขนาดของ PCR product ของ ABCB1 โดย M= 100 bp DNA marker, P1=PCR  
             product ของผูปวยรายที่ 1(wide type; ประมาณ 224 bp) , P2=PCR product ของผูปวยราย 
             ที่ 2 (ABCB1*2 heterozygote; ประมาณ 224 bp และ 198 bp)  และ P3=PCR product ของ 
             ผูปวยรายที่ 3(wide type; ประมาณ 224 bp) 
  
ผลของการวิเคราะหยีนในผูปวย ดังตารางที่ 10 
 
 

ตารางท่ี 10.  Genotypes ของ UGT1A1*6 และ ABCB1*2 ของผูปวยมะเร็งลําไสใหญจํานวน 3 ราย 
 

Patient No. UGT1A1*6 ABCB1*2 

1 Heterozygote Wild type 
2 Wild type Heterozygote 
3 Homozygote Wild type 

 
 
 
 
Pharmacokinetic study 

                       M         P1        P3         P2       
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 ในชวงระยะเวลาที่ขอทําวิจัยทั้งสิ้น 3 ป มีผูปวยเขารวมโครงการวิจัยทั้งหมด 5 ราย แตไดถอน
ตัวจากการวิจัย 2 ราย เน่ืองจากผูปวยเจ็บบริเวณที่คาเข็ม 1 ราย และอีก 1 รายมีตะครวิที่ขาหลังไดรับ
ยา จึงไมสะดวกใหเก็บตวัอยางเลือด มีผูปวยอีกหลายรายที่มีเขามาโรงพยาบาลแตไมมีสิทธิเบกิคายาได 
จึงไมสามารถเขารวมโครงการวิจัยได เพราะคณะผูวจัิยไมไดของบประมาณสําหรับจายคายาใหผูปวย 
ผูปวยที่จะเขารวมวิจัยไดจะเปนเฉพาะรายที่จายเองไดหรือเบิกคายาไดเทาน้ัน อีกทั้งมีการเปลีย่นแปลง
นโยบายของโรงพยาบาลในการใชยาไอริโนทีแคน ทําใหจํานวนผูปวยที่เขารวมโครงการทั้งสิ้นไดเพียง 3 
ราย คา blood chemistry ของผูปวยแสดงในตารางที ่11  
ตารางท่ี 11:  Blood chemistry ของผูปวยมะเร็งลําไสใหญจํานวน 3 ราย 

Characteristics 

Patient No.1 Patient No.2 Patient No.3 

First 

visit 

Second 

visit 

Third 

visit 

First 

visit 

Second 

visit 

Third 

visit 

First 

visit 

Second 

visit 

Third  

visit 

Hb (12-18 g/dL) 12.5 13.8 12.0 13.2 13.6 12.5 12.6 12.6 12.4 

Hct (30-54%) 39 36 33 39 38.9 38.6 38 37.9 37.5 

Neutrophil count (/mm3) 4500 2500 1300 6500 5300 2300 7000 5500 4300 

AST (15-37 U/L) 35 30 28 54 54 65 30 27 29 

ALT (30-65 U/L) 30 45 56 32 32 39 40 56 48 

ALP (50-136 U/L) 89 68 97 164 154 186 69 78 105 

Hb = haemoglobin, HCT = haematocrit, AST = aspartate aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase, ALP = alkaline phosphatase, 

  

หลังผูปวยมะเร็งลําไสใหญระยะกระจายไดรับยาไอริโนทีแคนขนาด 180 mg/m2 โดยหยดทาง
เสนเลือดดํา (IV infusion) ภายใน 1.5 ชม. และเก็บตวัอยางเลือดตามจุดเวลาตางๆ  คํานวน 
pharmacokinetic parameter ไดตามตารางที่ 12 และ plasma profile ของ CPT-11, SN-38 และ SN-
38G ตามรูปที่ 12-14 
ผูป่้วยรายท่ี1 
 ผูปวยชายไทยอายุ 67 ป นํ้าหนัก 60 กิโลกรัม มี genotype เปน  UGT1A1*6 heterozygote 
และ wild type ของ ABCB1 มี AUC ของ CPT-11 เปน 559.85 ng/mL.hr ระดับ CPT-11 ถึงระดับ
สูงสุดเปน 405.5 ng/mL หลังไดรับยา 30 นาที คาคร่ึงชีวิตของ CPT-11 เปน 5.4 ชม. AUC ของ SN-38 
(126.7 ng/mL) สูงกวา ผูปวยรายที่ 2 เล็กนอย (115.5 ng/mL)  ซ่ึงเปน wild type ของ UGT1A1 แต
ระดับ 
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สูงสุดของ SN-38 ต่ํากวาผูปวยรายที่ 2  (40.3 ng/mL)ซ่ึงแสดงใหเห็นวาอิทธิพลของ UGT1A1*6 
heterozygote มีไมมาก จากการศึกษาของ K. Araki และคณะอธบิายวาผลของ UGT1A1*6 
heterozygote จะเห็นชัดขึ้นเม่ือเกิดรวมกับ UGT1A1*28 สงผลใหระดับ SN-38 สูงขึ้น (30) คาคงที่ใน
การขจัด  SN-38 ในผูปวยรายน้ีต่ําสงผลใหคาคร่ึงชีวติของ SN-38 ยาวถึง 81.3 ชม. และพบ grade 2 
neutropenia และ grade 2 diarrhea ในผูปวยรายนี้ในสัปดาหที่4 หลังไดรับยา 
 
ผูป่้วยรายท่ี2 
 ผูปวยชายไทยอายุ 72 ป นํ้าหนัก 55 กิโลกรัม มี genotype เปน  wild type ของ UGT1A1 
และ ABCB1*2 heterozygote มี AUC ของ CPT-11 เปน 1348.2 ng/mL.hr ระดับสูงสุดของ CPT-11 
เปน 680.14 ng/mL หลังไดรับยา 120 นาที คาคร่ึงชวีิตของ CPT-11 เปน 7.8 ชม. ระดับสูงสุดของ SN-
38 เปน 103.1 ng/mL ซ่ึงต่ํากวาผูปวยรายที่ 3 ที่เปน UGT1A1*6 homozygote ระดับของ CPT-11 ใน
ผูปวยรายนี้สงูอาจเกิดจาก ABCB1*2 heterozygote ในระบบทางเดินอาหารยอมให เกิด enterohepatic 
recirculation ไดมากขึ้น  เม่ือระดับ CPT-11 มากก็สงผลใหมี SN-38 มากดวย ซ่ึงผลการวิจัยครั้งน้ี
แตกตางจากงานวิจัยของ Ji-Youn  และคณะที่แสดงวา ABCB1*2  ทําใหระดับของ SN-38 ลดลงเพราะ 
มีการ efflux มากขึ้นจาก ABCB1*2  (25 ) นอกจากนี้การที่มีระดับ CPT-11 สูงในผูปวยรายนีอ้าจมีสวน
ถูกกระทบจาก liver enzyme สูง ไดอีกดวย (AST= 54-65 U/L, ALT=32-39 U/L and ALP=154-186 
U/L)   การประเมินผลขางเคียงของยาพบผูปวยเปนตะครวิที่กลามเน้ือขาบอยมากชวง 12 ชั่วโมงหลัง
ไดรับยา และพบ grade 1 neutropenia และ grade 2 diarrhea ในผูปวยรายนี ้ 
 
ผูป่้วยรายท่ี 3 
 ผูปวยชายไทยอายุ 65 ป นํ้าหนัก 65 กิโลกรัม มี genotype เปน  UGT1A1*6 homozygote 
และ wild type ของ ABCB1 ระดับ CPT-11 ถึงระดับสูงสุดเปน 375.2 ng/mL หลังไดรับยา 120 นาท ี
คาคร่ึงชีวติ 7.8 ชม. มีระดับ SN-38 สูงสุดเปน 231.8 ng/mL ซ่ึงสูงกวาผูปวยรายที่ 2 ที่เปน wild type 
ถึง 6 เทา ซ่ึงอาจเกิดจากอิทธิพลของ UGT1A1*6 homozygote ที่ทําใหการทํางานของ UGT1A1 ลดลง
ทําใหการเปลีย่นแปลง SN-38 ไปเปน SN-38G ลดลงดวยซึ่งผลการวิจัยน้ีสอดคลองกับผลการวิจัยที่ได
ทํากอนหนาน้ี เชนของ Y.Ando, E.Rouits และ S.Hazama เปนตน (15-17) แม SN-38 ในเลอืดสูงแต
ผูปวยมีการขจัดออกของ SN-38 ไดเร็วซ่ึงอาจผานทางการ efflux ของ ABCB1 ทําใหคาคร่ึงชีวติของ 
SN-38 อยูที่ 3.5 ชม.ซ่ึงสั้นกวาผูปวยรายที่ 2 ซ่ึงมี ABCB1*2 heterozygote อยางมาก  ผูปวยเปน
ตะครวิที่กลามเน้ือขาบอยมากชวง 12 ชั่วโมงหลังไดรับยาเชนเดียวกับผูปวยรายที่ 2 และพบ grade 1 
neutropenia และ grade 2 diarrhea ในผูปวยรายนี ้
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ตารางท่ี 7: Pharmacokinetic parameters ของ CPT-11, SN-38 และ SN-38G ในผูปวยมะเร็งลําไส 
               ใหญ 
 

Pharmacokinetic 

parameters 

CPT-11  SN38  SN38-G 

Patient 

No.1 

Patient 

No.2 

Patient 

No.3 

Patient 

No.1 

Patient 

No.2 

Patient 

No.3 

Patient 

No.1 

Patient 

No.2 

Patient 

No.3 

AUC (ng/mL.hr) 559.85 1348.2 439.6 126.7 115.5 481.1 1.85 311.1 3.5 

Cmax (ng/mL) 405.5 680.14 375.2 40.3 103.1 231.8 1.8 25.6 2.2 

Tmax (hr) 0.5 2.0 2.0 0.5 2.0 4.0 2.0 4.0 2.0 

Ke (hr-1 ) 0.13 0.09 0.09 0.01 0.13 0.08 0.01 0.08 0.09 

Half-life (hr) 5.4 7.8 7.8 81.3 5.4 8.22 103.8 8.5 7.4 

Clearance (L/hr/kg) 5.4 2.4 6.3 - - - - - -

Volume of distribution 

(L/kg) 
41.8 27.4 71.1 - - - - - - 
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รปูท่ี  12. ระดับ CPT-11 ในเลือดของผูปวยมะเร็งลําไสใหญ หลังไดรับยาไอริโนทีแคนขนาด           
             180 mg/m2  โดยการหยดเขาเสนเลือดดําภายใน 1.5 ชั่วโมง 
              (แสดงคาเปน mean ±SD)  
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รปูท่ี  13. ระดับ SN-38 ในเลือดของผูปวยทีเ่ปนมะเร็งลําไสใหญ หลังไดรับยาไอริโนทีแคนขนาด           
             180 mg/m2  โดยการหยดเขาเสนเลือดดําภายใน 1.5 ชั่วโมง 
              (แสดงคาเปน mean ±SD)  
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รปูท่ี  14. ระดับ SN-38G ในเลือดของผูปวยทีเ่ปนมะเร็งลําไสใหญ หลังไดรับยาไอริโนทีแคนขนาด           
             180 mg/m2  โดยการหยดเขาเสนเลือดดําภายใน 1.5 ชั่วโมง 
              (แสดงคาเปน mean ±SD)  
 
สรปุผลการวิจยั 

การวิจัยครั้งนีแ้มจะไดผูปวยเขารวมโครงการวิจัยไมมากแตคณะผูวจัิยไดพัฒนาวิธีการวัดระดับ
ยาและเมตาโบไลทของยาโดยใชเครื่อง UPLC MS/MS ซ่ึงทันสมัยใชเวลานอยในการวิจัย ตลอดจน
พัฒนาวิธีเตรยีมตัวอยางเลอืดใหงายและใชเวลานอย  งานวิจัยนี้ไดนําเสนอการใชวิธีการวัดระดับยาดวย
เครื่องดังกลาวเปนครั้งแรกในผูปวยมะเรง็ลําไสใหญที่ไดรับยาไอริโนทีแคน  อยางไรก็ตามเนื่องจาก
งานวิจัยครั้งนี้มีความจํากัดเรื่องจํานวนผูปวยผลที่ไดอาจยังสรุปอะไรไมไดมาก ดังนั้นการศึกษาครั้ง
ตอไปควรหางบประมาณหรือขยายเวลาในการเก็บตวัอยางเลือดจากคนไขเพ่ือใหไดจํานวนผูปวยที่มาก
ขึ้น 
 
Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 
 
ผลงานตีพิมพในวารสารวิชาการนานาชาติจํานวน  1 ชิน้ คือ 
Tankanitlert J, Yamanont P, Anunumcharoen S., Saichaemchan S.,Pechatanan K, Morales NP 
Sensitive UHPLC-MS/MS  for Quantification of Irinotecan and Its Metabolites: An Application to 
Advanced Colorectal Cancer Patient with Different UGT1A1*6 and ABCB1*2 Genotypes. 
Chromatography B.   2015   status:  submitted 
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Abstract 
 

        Irinotecan (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidinocarbonyloxycamptothecin           

(CPT-11) is a widely used for advanced colorectal cancer. It is converted to 7-ethyl-10-

hydroxycamptothecin (SN-38) mediated by UGT1A1 to produce SN-38 glucuronide        

(SN-38G). Many studies had described a wide range of the drug efficacy and toxicity 

focusing on genetic variances especially UGT1A1*28, UGT1A1*6 and ABCB1*2 which 

closely related to irinotecan-induced toxicity. Even though the frequencies of UGT1A1*6 and 

ABCB1*2 were higher in Asian than Caucasian, but only few studies had revealed the effect 

of concurrence of UGT1A1*6 and ABCB1*2 on irinotecan in patient with advanced 

colorectal cancer. To understand the influence of these genetic variances on the drug and its 

major metabolites, an analytical method should be sensitive and effective. The purpose of this 

study were to validate method by using UHPLC-MS/MS to obtain sensitivity for the low 

level of CPT-11 and its metabolites and study the effect of UGT1A1*6 and ABCB1*2 on 

pharmacokinetics and toxicity of irinotecan in  patients with advanced colorectal cancer. The 

Hypersil Gold column (1.9 µm, 100 mm x 2.1 mm)  was selected and 0.1 % formic acid in 
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water and 100% methanol  was used as  mobile phase. A positive ion mode and a selected 

reaction monitoring were used. The retention time were 1.88, 2.7, 1.5  and 2.6 min for CPT-

11, SN-38, SN-38G, and CPT as internal standard, respectively. The limit of quantification 

(LOQ) were 0.1  ng/mL for SN-38 and 1 ng/mL for CPT-11 and CPT. The accuracy and 

coefficient of variation of all standards ranged from 81.97-110 % and 0.01-13.3 %, 

respectively. The calibration curves of all standards were linear (R2>0.994) over the 

concentration ranges from 1-1000 ng/mL for CPT-11 and 1-300 ng/mL for SN-38 and CPT. 

This method was applied to three advanced colorectal cancer patients with different 

UGT1A1*6 and ABCB1*2 genotypes. After, 180 mg/m2 of irinotecan (FOFLIRI) was 

administered by intravenous infusion within 1.5 hr, blood samples were collected for 24 

hours. Plasma levels of CPT-11 and its metabolites were measured by UHPLC-MS/MS. Our 

results showed that the UGT1A1*6 homozygote seem to associate with the increase of SN-38 

plasma level and ABCB1*2 heterozygote may associate with the increase of CPT-11 plasma 

level. This analytical method is a rapid and sensitive method for CPT-11 and its metabolites 

because of its uncomplicated sample preparation and high sensitivity. This method was first 

applied to determine CPT-11 and its metabolites in advanced colorectal cancer patients with 

different UGT1A1*6 and ABCB1*2 genotypes. 
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Introduction 

Irinotecan (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino] carbonyloxycamptothecin 

(CPT-11) is a topoisomerase I inhibitor widely used for advanced colorectal cancer patient.  

The drug is inactivated by cytochrome P450 to produce 7-ethyl-10-[4-N-(5-aminopentanoic 

acid)-1 piperidino] carbonyloxycamptothecin (APC) and 7–ethyl–10-(4-amino-1-piperidino) 

carbonyloxycamptothecin (NPC). CPT-11 is also activated to 7-ethyl-10-

hydroxycamptothecin (SN-38) which is approximately 100 times more potent than CPT-11. 

Then, SN-38 is conjugated with glucuronic acid mediated by UDP-glucuronosyltransferse 

1A1(UGT1A1) to produce SN-38 glucuronide (SN-38G) (Figure 1). The side effect of 

irinotecan including neutropenia, diarrhea, anemia and bone marrow depression are usually 

observed. In addition, severe delay-diarrhea could be found because of its enterohepatic 

recirculation.  Because the UGT1A1  is an isoform that has been implicated in irinotecan 

metabolism, therefore, many studies described the influence of the genetic variances of 

UGT1A1 especially the polymorphism in the promoter region of UGT1A1 gene known as 

UGT1A1*28 which closely linked to the side effects or toxicity of CPT-11 and SN-38 (1-6). 

Liu X et al. demonstrated that UGT1A1*28 heterozygote was also associated with irinotecan-

induced toxicity(7). However the frequency of UGT1A1*28 was low in Asian and also in 

Thai population, while the frequency of UGT1A1*6 allele in Thai population (0.1) was 

significantly higher than Caucasians (0.013) (8-9). Previous studies showed the effect of 

UGT1A1*6 on the lower UGT activity and significant association with alteration of 

pharmacokinetics and toxicity of CPT-11 and SN-38 (10-15). Besides, SN-38 was 

metabolized via guculonidation reaction, it was also eliminated by efflux transporter protein 

,especially P-glycoprotein. The protein is encoded by the ATP binding cassette gene 

B1(ABCB1) which expressed in several organs such as small intestinal, liver, kidney and 

brain (16). There are several polymorphisms of ABCB1 gene including C3435T, C1236T and 
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G2677T/A (17-21). The frequency of G2677T polymorphism known as ABCB1*2 was 

higher in Asian (0.5) than those in European(0.3)(22). The association between ABCB1*2 

and the increase of irinotecan toxicity was reported (23-26). However, there are only few 

studies showed the effect of concurrence of the two variances; UGT1A1*6 and ABCB1*2 on 

irinotecan. In addition, these studies had done in the different irinotecan-dosage regimens 

(27-28). To understand pharmacokinetics and pharmacodynamics of irinotecan in advanced 

colorectal cancer patient with different UGT1A1*6 and ABCB1*2, the analytical method 

should be sensitive. Several methods had been developed  to quantify CPT-11 and its major 

metabolites in human plasma such as HPLC, LC MS/MS, but only few could quantify a very 

low concentration of SN-38 and SN-38G (29-30). Recently, Elena Marangen et al validated 

LC-MS/ MS method which the concentration ranges 10-10000 ng/mL for CPT-ll, 1-500 

ng/mL for SN-38 and 1-5000 ng/mL for SN-38G. However the run time was more than 10 

min (31). In the year 2012, Xiaohong Chen et al. developed ultra high performance liquid 

chromatography mass spectrometry for quantification of CPT-11 and its metabolites which 

obtained sensitivity, specificity and faster run time but the sample preparation needed many 

steps and time consuming (32). The purpose of this study were to validate method for 

irinotecan and its metabolites in human plasma by using ultrahigh performance liquid 

chromatography mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) and to develop the sample 

preparation. This method was also applied for colorectal cancer patients with different 

UGT1A1*6 and ABCB1*2 genotypes. 
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Material and Methods 

Standards and chemicals 

Irinotecan (7-ethyl-10-[4-(1-piperidino)-1-piperidino] carbonyloxy amptothecin; 

CPT-11) purity> 99.5%, SN-38 (7-ethyl-10-hydroxycamptothecin) purity>99.0% and 

camptothecin (internal standard) purity>95% were purchased from Sigma-Aldrich company 

(St.Louis, MO). LC-MS grade methanol, acetonitrile, formic acid and other chemicals were 

commercially purchased. All The reagents used for PCR condition were dNTP (From 

Amersham pharmacia biotech, USA), 10 x buffer, Q solution, Taq polymerase (Qiagen, 

USA), primers for UGT 1A1 (Introgen, USA), primers for UGT ABCB1 (Introgen,  USA). 

For the restriction fragment length polymorphism, the restriction enzyme were Ban I; 

concentration 10000 units/mL(New England Biolabs, USA) and Ava II; concentration  5000 

units/ mL (New England Biolabs, USA).   

Preparation of stock solution and standard  

Stock solutions of CPT-11, SN-38 and CPT were prepared in 10%DMSO at a 

concentration of 1000 µg/mL. A stock solution was further diluted with methanol to obtain 

the different working solution ranging from 100-1000 ng/mL.  

Sample preparation 

 The plasma samples were prepared by collection of a pooled venous blood from five 

normal volunteers. Plasma was separated by centrifugation at 1700 g for 15 min at 4° C, and 

then put into the pooled plasma. The standard CPT-11, SN-38 and CPT were added to the 

pooled plasma. An aliquot of 500 µL of spiked plasma is placed into an Eppendorf centrifuge 

tube. After vertexed for 10 sec, all samples were incubated  at room temperature  for 30 min. 

Then, 250 µL of 0.1% formic acid in methanol was added in order to precipitate protein. The 

mixture is mixed by vortex mixer for 30 sec and subsequently centrifuged at 15,000 rpm for 
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15 min. Then the supernatant was extracted by solid phase extraction and  10 µL of solution 

was injected into a LC-MS system.  

Method validation 

Linearity was evaluated by using spiked calibration curve standard. The calibration 

curve was constructed by using 5 standard points ranging of 1, 10, 100, 500, and 1000 ng/mL 

for CPT-11: 1, 10, 100, 200 and 300 ng/mL for SN-38 and 1, 10, 100, 200 and  300 ng/mL 

for CPT. The sample preparation was mentioned above. The linearity of the instrument for 

calibration curves were determined by linear regression analysis and correlation(r). 

The precision and accuracy were determined by three times repeat analysis within one 

day (intra-day assay) and day to day analysed over period of three days (inter-day assay) with 

the samples at concentration of 10, 100 and 1000 ng/mL for CPT-11: 1, 100 and 500 ng/mL 

for SN-38 and 10, 100 and 500  ng/mL for CPT.  The percentage of coefficient of variation 

(%CV) was then calculated which equal [SD/Mean] x 100.       

        The recovery process used for determines the recovery of standard CPT-11, SN-38 and 

CPT  in plasma of normal subject was compared with the commercially available CPT-11, 

SN-38 and CPT standards in methanol. The CPT-11, SN-38 and CPT were determined 

triplicately at the concentrations of 1, 100 and 1000 ng/mL for CPT, 1, 100 and 500 ng/mL 

for SN-38 and 10, 100 and 500 ng/mL for CPT.  The procedures of collection and extraction 

were the same as the sample preparation. Matrix  effect was evaluated by adding the 

standards into the plasma sample after SPE. 

UHPLC-MS/MS conditions 

Chromatographic separation was carried out on UHPLC-MS/MS (TSQ Quantum 
Access MAX, Thermo Scientific, USA). The analytes were separated using Hypersil Gold 

column (2.1 mm × 100 mm, particle size 1.9 μm, Thermo Scientific) at 40°C in a temperature-

controlled column compartment (TCC-3000SD, Thermo Scientific).  A mobile phase 

consisting of 0.1% formic acid in water (mobile phase A) and 100% methanol (mobile phase B)   
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was operated by binary pump (HPG-3400RS, Thermo Scientific) at a flow rate of 0.4 mL/min. 

The linear gradient of mobile phase  was mentioned as following: 
step 1: the initial condition of 65 % mobile phase A  and 35 % mobile phase B  for 1  
          min 

          step 2: 65 % to  25% mobile phase A and  35 % to  75% mobile phase B  for 2.5 min 
          step 3: 25 % to  65% mobile phase A  and  75 % to  35% mobile phase B  for 1.5 min 
The total run time and injection volume were 3 min and 10 μL, respectively.  

The analysis of samples was performed on a triple quadrupole mass spectrometer 

equipped with a heated-electrospray ionization (HESI-II) probe. The source-dependent 

parameters were as follows: spray voltage (3500�V); sheath gas pressure (40�psi); auxiliary 

gas pressure (11 arbitrary units); skimmer offset (0�V), ion transfer tube temperature 

(350°C), vaporizer temperature (400°C); high purity argon (>99.98%) which was used as the 

collision gas (1.5�mTorr). The mass spectrometer operated in positive selected reaction 

monitoring (SRM) mode. The Xcalibur 2.1 (Thermo Scientific) was used for instrument 

control, data acquisition, and processing. 

Genotyping Study 

 Patients with advanced colorectal cancer (n=3) were enrolled in genotyping study. The 

study protocol was approved by the ethics committee of Phramongkutklao Hospital and all 

subjects gave their written informed consent before participating.  

Analysis of extracted DNA samples 

         DNA was extracted from leukocytes using the Genomic DNA mini kit. The quantity of 

DNA was determined by spectroflurometer. Concentration of genomic DNA (dilution 1:100) 

was calculated after measuring the OD at 260 and 280 nm. It was observed that the 

concentration of DNA varied between 1-3 mg/mL. Quality of extracted DNA was determined 

by agarose gel electrophoresis. 
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PCR procedure for UGT1A1*6 and ABCB1*2  

                     The 10 ng of genomic DNA was subjected to amplification by polymerase chain 

reaction (PCR) using 2 M of forward primers (5'AGATACTGTTGATCCCAGTG3') and 

reverse primers (5'CTTCAAGGTGTAAAATGGTC 3') for UGT1A1. For ABCB1 gene, the 

primers used for the PCRs were forward primers (5'TGCAGGCTATAGGTTCCAGG3') and  

reverse primers (5'TTTAGTTTGACTCACCTTCCC3'). The PCR was performed in 10 L 

volume  containing 2 M of each primers, 0.1 L  10X buffer (Qiagen), 100 mM dNTP 

(Qiagen), 2.6 L  ddH2O and 0.1 U Taq polymerase (Applied Biosystems). After preheat  

with 95C for five minutes, the PCR was conducted for 40 cycles each of  15 sec at 95C, 30 

sec at 55C and 10 sec at 72C. The PCR products from the 5' untranslated region to the 3' 

untranslated region covering the whole region were 150 bp and 224 bp for UGT1A1*6 and 

ABCB1*2, respectively.                    

Polyacrylamide gel preparation 

        The Gibo/BRL V16 vertical gel apparatus (Life Technologies; Gibo-BRL products, MD, 

USA) was used. The 19x19.5 cm front glass plate and the 16x19.5 cm back plate were set up 

with the 1.5 mm thick Teflon spacers and 20 well-comb. Twenty  five  mL of 8% 

polyacrylamide was prepared by mixing of 6 mL of acrylamide stock (50%), 7.5 mL of 

5xTBE, and 22.9 mL of H2O. Polymerization was initiated with 105 mL of ammonium 

persulfate and 25 L of TEMED. This solution was poured into space of the gel apparatus, 

inserted the comb and waited for 30 min for gel polymerization. 

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) 

        The 12 L of PCR product digested with the enzyme  was mixed with 3 L of loading 

dye and loaded onto a 8% non-denaturing polyacrylamide gel. The electrophoresis was 

performed at constant 240 volts for 1.5 hr. The gel was stained with Syber Safe® and then 

scanned with gel documentation system.  
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Application of method 

         Three patients with advanced colorectal cancer were participated the study after giving 

their written informed consent. All subjects underwent a physical examination, hematological 

and biochemical screening prior the study. A catheter was inserted into a forearm vein of the 

subjects for blood samplings and flushing of normal saline to prevent blood clotting. A first 

cycle of irinotecan (180 mg/m2) was administered intravenously infusion within 1.5 hr 

following by 400 mg of 5-fluorouracil and 200 mg of leucovorin (FOLFIRI). Venous blood 

samples (3 mL) were collected in EDTA tubes before and at 0.5, 2, 4, 8, 12 and 24 hr  after 

drug administration. The plasma was separated by centrifugation at 1700 g for 10 minutes at 

4º C. The plasma was stored into a tube with tight cap and frozen at -80º C until analysis.  

Pharmacokinetic determination 

       The plasma concentration of CPT-11, SN-38 and SN-38G were carried out by a standard 

non-compartmental method. The maximum plasma level (Cmax) and time required to reach 

the peak(Tmax) were directly obtained from the plasma profile. The area under the plasma 

concentration-time curve from time 0 to infinity (AUC0->∞) was determined by the trapezoidal 

rule until the last concentration measured and extrapolated to infinity. The terminal slope was 

obtained by linear regression of the terminal log plasma concentration data against time. The 

elimination rate constant (Ke) was calculated by using terminal slope  multiplied by 2.303. 

The elimination half-life (t1/2) of CPT-11, SN-38 and SN-38G were determined by the 

standard formula, t1/2 equal to 0.693/Ke. The apparent clearance (Cl) was calculated by 

equation: Cl  equal to Dose/AUC0->∞/BW where BW equal to body weight. The apparent 

volume of distribution (Vd) was calculated by equation: Vd equal to Cl/Ke. For SN-38G, we 

do not have standard to determine the concentration, we therefore calculated SN-38G 

concentration with SN-38 concentration. 
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Results and discussion 

Mass spectrometry 

 In this study, we used 0.1% formic acid in water and 100% methanol as mobile phase 

to produce the highest separation and detector response at the flow rate of 0.4 mL/min. ESI 

resource in positive ion mode was used because the drug and its metabolites have several 

functional groups. The mass spectrometer for SRM setting was shown in Table 1. Because 

there was no commercially available standard of SN-38G, plasma sample of the patient was 

used to confirm using full scan and SIM mode  to analyze parent (SN-38G) and lost product 

(glucuronide). The EPS mass spectrum of CPT-11, SN-38, SN-38G and CPT in plasma  

sample collected from the patient was represented in Figure 2.  

Plasma sample preparation and validation procedures 

Separation and specificity  

   Pooled plasma was spiked with the standard was compared with blank plasma. 

There was no significant interference from the endogenous substances at the same retention 

time (Figure 3 and 4). The retention time were  1.88 min for CPT-11, 2.7 min for SN-38, 2.6 

for CPT and 1.5 min for SN-38G (Figure 5). 

Precision     

  The precision for intra-day assay and inter-day assay of CPT-11, SN38  and SN-38G 

are summarized in Table 2. The standard CPT-11, SN38  and SN-38G were in an acceptable 

precision due to the low CV. The CV of intra-day assay was within 0.7-13.8%. and  0.01-

7.8% for inter-day assay . 

  Limitation of quantitation (LOQ)  

 The lowest level of standard at ratio of detector response of standard/ detector 

response of noise at least 3 was classified as LOQ. The limit of quantitation (LOQ) in the 

plasma assay was established at 1 ng/mL of CPT-11 with CV 10-15%, 0.1 ng/mL of  SN-38 

with CV 13-19% and  1 ng/mL of CPT with  CV 3-10 %. 
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Recovery 

For sample preparation, many different SPE cartridges were evaluated, including 

HyperSep Retain PEP 5 mg/mL (Thermo Scientific, USA), Oasis® HLB 200 mg/6 mL 

(Waters, Ireland) and Oasis® HLB 30 mg/1 mL (Waters, Ireland). After SPE, the dried 

sample under nitrogen flow with 40 °C, was reconstituted with methanol and 0.1 M 

ammonium acetate (40:60 v/v). The recovery of all standards in dried and not dried samples 

was not different (10-40%). Furthermore, our results showed that the solution sample added 

with 250 µL of methanol and 0.1 M ammonium acetate (40:60 v/v), could produce the sharp 

peak and higher detector response.  Recovery ranged from 10-20% , 10- 30% and 66-97 % 

for HyperSep Retain PEP, Oasis® HLB 200 mg/6 mL and Oasis® HLB 30 mg/ mL, 

respectively. We therefore selected the Oasis® HLB 30 mg/ mL for this study.   

 The efficiency of the procedure as the percentage of recovery was presented in Table 

3. The recovery of CPT-11, SN-38 and SN-38G in plasma of healthy subjects (n=5) at 10 100 

and 1000 ng/mL of CPT-11: 1, 100 and 500  ng/mL of SN-38 and 10 , 100 and 500 ng/mL of 

CPT ranged from 66.8-88.6%, 66.1-74.2% and 70.5-97.5 %, respectively. The CV of 

recovery of CPT-11, SN-38 and SN-38G were less than 13% . The plasma matrix had low 

effect on the quantification of CPT-11 and SN-38 ( data was not shown). 

Calibration curve 

Lower limit of quantitation (LLOQ) 
           The lower limit of quantitation or sensitivity used to determine the lowest 

concentration of calibration curves, with acceptable precision (CV≤ 15%) and accuracy 

( ±15%), can be detected by UHPLC MS/MS.        

The linearity of the method was evaluated over each curve with the range 1-1000 

ng/mL for CPT-11, 1-300 ng/mL for SN-38 and CPT. The calibration curves of all standards 

were linear; R2>0.994 (Figure 6). In this method, only 10 µL of injection volumes was used 

to produce the sharper peaks. 



12 
 

From this method, the result showed that the assay procedure was sensitivity, 

precision, specific, reproducible and acceptable recovery. Therefore, this analytical method 

was suitable for determining CPT-11, SN-38 and SN-38G concentrations in plasma. 

Genotype study        

The PCR product of UGT1A1 was 150 bp. After the digestion by Ava II, the wild type 

of UGT1A1 (GG) was found with one band(150 bp), UGT1A1*6 heterozygote  (GA) was 

found with two band(140 bp and 120 bp)  and  UGT1A1*6 homozygous of variance (AA) 

was found with one band(120 bp). The PCR product of ABCB1 was 224 bp. After the 

digestion by Ban I, GG homozygote (wild type) with 224 bp, GT heterozygote with two 

bands of 224 bp and 198 bp and TT homozygous of variance with 198 bp were found.  

Genotype study was done in three patients with advanced colorectal cancer. The different 

UGT1A1*6 and ABCB1*2 genotypes in the patients were  shown in Table.4. 

Application 

    Three advanced colorectal cancer patient were enrooled to the study. The blood 

chemistry of the patients were listed in  Table 5.  After 180 mg/m2 of irinotecan 

administration, the plasma profile of CPT-11, SN-38 and SN-38G were shown in Figure 7-9. 

The peak of SN-38G was followed those of SN-38 in all patients. The pharmacokinetic 

parameters were presented  in Table 6. 

Patient  No 1 

A 67-year-old man who weighs 68 kg was enrolled in this study. His genotype was 

UGT1A1*6 heterozygote and wild type ABCB1. The AUC, maximum concentration and 

half-life of CPT-11 were  559.85 ng/mL.hr, 405.5 ng/mL and 5.4 hr, respectively.  The AUC 

of SN-38 (126.7 ng/mL) was higher than that of patient No 2 who had wild type of UGT1A1 

(115.5 ng/mL). While the Cmax of SN-38 in this patient (40.3 ng/mL) was lower than that in 

patient No 2 (103.1 ng/mL). Previous study demonstrated that the UGT1A1*6 heterozygote 

alone could not produce a strong association with the  increase of  SN-38 but when its 
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concurrence with UGT1A1*28, alteration of irinotecan disposition  was observed (33). The 

patient No.1 had  the lowest elimination rate constant of SN-38 and SN-38G  resulting in 

long half-life of both metabolites. Grade 2 neutropenia and diarrhea were observed in this 

patient. 

Patient No.2 

A 72-year-old man who weighs 53 kg was enrolled in this study. His genotype was 

wild type of UGT1A1 and ABCB1*2 heterozygote. The AUC, maximum concentration and 

half-life of CPT-11 were 1348.2 ng/mL.hr, 680.14 ng/mL and 7.8 hr, respectively.  The high 

AUC of CPT-11 in this patient may cause from lower efflux activity of ABCB1*2 

heterozygote in gastrointestinal tract. This high CPT-11 concentration  in this patient may 

lead  to high level of SN-38 and SN-38G. The result of this study was in contrast with the 

results of Ji-Youn  et al which demonstrated that ABCB1*2 trended to influence on lower 

SN-38 and SN-38G because of its higher efflux activity in patients with non-small cell lung 

cancer (23). However, in their study the lower AUC of CPT-11 was observed, while our 

result showed high AUC of CPT-11. In addition, the raise up of liver enzyme observed in this 

patient (AST= 54-65 U/L, ALT=32-39 U/L and ALP=154-186 U/L), could affect CPT-11 

metabolism. Grade 1 neutropenia and grade 2 diarrhea were found in this patient. 

Patient No.3 

A 65-year-old man who weighs 63 kg was enrolled in this study. His genotype was 

UGT1A1*6 homozygote and wild type of ABCB1. The AUC, maximum concentration and 

half-life of CPT-11 were 439.6  ng/mL.hr, 375.2  ng/mL and  7.8  hr, respectively. The high 

AUC of SN-38 (481.1 ng/mL.hr) but low AUC of SN-38G (3.5 ng/mL.hr) were observed in 

this patient. This result could be explained by lower activity of UGT1A1*6 homozygote. 

However, high elimination rate constant (Ke) determined shorter half-life of SN-38 in this 

patient. Grade 1 neutropenia and grade 2 diarrhea were observed in this patient. 
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This method was successfully applied to the advanced colorectal cancer patients with 

different UGT1A1*6 and ABCB1*2 genotype. However, our data had limitation of sample 

size. The larger sample size should  be further studied.   
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                Table 1: Mass spectrometer for SRM setting 

   SRM setting CPT-11 SN38 SN38-G   CPT(IS) 

Precursor ion(m/z) 587.3 393.2 569.2 340.1 

Production(m/z) 167 349.2 393.2 305.2 

Collision energy(volts) 41 26 40 21 

Entrance potential(volts) 126 100 126 109 
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Table 2.  Precision and accuracy of CPT-11, SN-38 and  CPT.  

 Intraday (n=3) 

Analyte Nominal conc. (ng/ml) Mean ± SD CV (%) Accuracy (%) 

CPT-11 10 10.1 ± 1.4 13.8 101.0 

 100 105.0 ± 9.5 9.0 105.0 

 1000 1064.1 ± 104.3 9.8 106.4 

SN38 1 1.1 ± 0.04 3.6 110.0 

 100 100.6 ± 4.7 4.7 100.6 

 500 490.8 ± 29.8 6.1 98.2 

CPT 10 12.2 ± 0.1 1.1 81.9 

 100 107.3 ± 0.7 0.7 107.3 

 500 501.8 ± 48.9 9.6 100.4 

Interday (three days) 

Analyte Nominal conc. (ng/ml) Mean ± SD         CV (%)  Accuracy (%) 

CPT-11 10 10.2 ± 0.8 7.8 102.0 

 
100 105 ± 0.01 0.01 105.0 

 
1000 1016.7 ± 46.9 4.2 106.1 

SN38 1 1.1 ± 0.04 4.8 110.0 

 
100 98.7 ± 2.4 2.4 98.7 

 
500 488.4 ± 17.9 3.7 97.7 

CPT 10 11.1 ± 0.3 2.7 111.0 

 
100 102.4 ± 3.5 3.4 102.0 
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500 494.5 ± 7.0 1.4 98.8 

Value are expressed as mean  ± SD 

 

 

 

 

Table 3.  Recovery of CPT-11, SN-38 and  CPT  in plasma samples (n=5) 

 

   Analyte Nominal conc. (ng/ml)  Recovery (%) CV (%) 

CPT-11 10 71.5 ± 5.7 7.9 

 100 66.8 ± 4.4 6.5 

 1000 88.6 ± 1.6 1.8 

SN-38 1 66.1 ± 8.4 12.7 

 100 74.2 ± 2.4 3.2 

 500 63.3 ± 5.2 8.2 

CPT 10 70.5 ± 6.7 9.5 

 100 97.5 ± 11.9 12.5 

 500 81.1 ± 8.0 9.8 

               Value are expressed as mean ±SD 

 

 

Table 4.  Difference genotypes of UGT1A1*6 and ABCB1*2 in three patients with  advanced  

               colorectal cancer 

                

Patient No. UGT1A1*6 ABCB1*2 

1 Heterozygote Wild type 

2 Wild type Heterozygote 
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3 Homozygote Wild type 

 

 

 

Table 5:  Blood chemistry of patients with colorectal cancer  

Characteristics 

Patient No.1 Patient No.2 Patient No.3 

First 

visit 

Second 

visit 

Third 

visit 

First 

visit 

Second 

visit 

Third 

visit 

First 

visit 

Second 

visit 

Third  

visit 

Hb (12-18 g/dL) 12.5 13.8 12.0 13.2 13.6 12.5 12.6 12.6 12.4 

Hct (30-54%) 39 36 33 39 38.9 38.6 38 37.9 37.5 

Neutrophil count (/mm3) 4500 2500 1300 6500 5300 2300 7000 5500 4300 

AST (15-37 U/L) 35 30 28 54 54 65 30 27 29 

ALT (30-65 U/L) 30 45 56 32 32 39 40 56 48 

ALP (50-136 U/L) 89 68 97 164 154 186 69 78 105 

Hb = haemoglobin, HCT = haematocrit, AST = aspartate aminotransferase; ALT = alanine aminotransferase, ALP = alkaline phosphatase, 

  

 

Table 6. Pharmacokinetic parameters of CPT-11, SN-38 and SN-38G in patients with  

              colorectal  cancer after 180 mg/m2 IV infusion of irinotecan. 

Pharmacokinetic 

parameters 

CPT-11  SN38  SN38-G 

Patient 

No.1 

Patient 

No.2 

Patient 

No.3 

Patient 

No.1 

Patient 

No.2 

Patient 

No.3 

Patient 

No.1 

Patient 

No.2 

Patient 

No.3 

AUC (ng/mL.hr) 559.85 1348.2 439.6 126.7 115.5 481.1 1.85 311.1 3.5 

Cmax (ng/mL) 405.5 680.14 375.2 40.3 103.1 231.8 1.8 25.6 2.2 

Tmax (hr) 0.5 2.0 2.0 0.5 2.0 4.0 2.0 4.0 2.0 

Ke (hr-1 ) 0.13 0.09 0.09 0.01 0.13 0.08 0.01 0.08 0.09 

Half-life (hr) 5.4 7.8 7.8 81.3 5.4 8.22 103.8 8.5 7.4 

Clearance (L/hr/kg) 5.4 2.4 6.3 - - - - - -

Volume of distribution 41.8 27.4 71.1 - - - - - -
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(L/kg) 

                                        

 

 

 

 

 

                                     Figure 1: Metabolic pathway of irinotecan 
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Figure 2:  EPI mass spectrum of the plasma sample of advanced colorectal cancer patient      

 Collected at 12.00 hr after infusion of 180 mg/m2 of CPT-11   (A) SN-38, (B) CPT-11,  

 (C) CPT and  (D) SN-38G. 
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     Figure 3. Chromatograms of blank pooled plasma (A) SN-38, (B) CPT-11, (C) CPT and         

                    (D) SN-38G  
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      Figure 4. Chromatograms of plasma spiked with LLOQ of (A) 1 ng/mL of SN-38, (B)  

                        10 ng/mL of CPT-11, (C) 10 ng/mL of CPT. 
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     Figure 5. Chromatogram of plasma sample from a patient No 3 at 30 min after                

                    180 mg/m2 i.v.infusion of   irinotecan (A) SN38,  (B) CPT-11, (C) CPT(IS) and  

                   (D) SN38-G 
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    Figure 6.  The calibration curves of (A) CPT-11, (B) SN-38  and (C) CPT.  

                     Value are expressed as mean ±SD (n=5) 
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Figure  7. Plasma profiles of CPT-11 in patients with advanced colorectal cancer after 180  

                 mg/m2 i.v. infusion of  irinotecan. Value are expressed as mean ±SD 
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Figure 8. Plasma profiles of SN-38 in patients with advanced colorectal cancer after 180  

                 mg/m2 i.v. infusion of  irinotecan. Value are expressed as mean ±SD 
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Figure 9. Plasma profiles of SN-38G  in patients with advanced colorectal cancer after 180  

                 mg/m2 i.v. infusion of  irinotecan. Value are expressed as mean ±SD 
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