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บทคดัย่อ 

 โรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด เป็นความผิดปกติทางพนัธุกรรมท่ีมีความ

ซับซ้อน มีลกัษณะคือการขาดหายไปของเซลล์ปมประสาทในส่วนปลายของล าไส้ ได้มี

การศึกษาด้านพันธุศาสตร์ท่ียืนยนัการเกิดการกลายพนัธ์ุและความหลากหลายทาง

พนัธุกรรมในหลายๆยีน เช่น RET-protooncogene ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรครวมถึง

มีความเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของระบบประสาททางเดินอาหาร และยีน SOX10 เป็นยีน

ควบคุมการถอดรหัสซ่ึงมีความส าคญัต่อการพฒันาของระบบประสาททางเดินอาหาร 

การศึกษาความหลากหายทางพนัธุกรรมบนยีน SOX10 ได้แก่ สนิป rs139883 และ 

rs139884ในผูป่้วยแบบ sporadic ชาวไทยยงัไม่เคยไดรั้บการรายงานมาก่อน การศึกษาคร้ัง

น้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อประเมินความสัมพนัธ์ระหวา่งสนิปrs139883 และ rs139884 กบัการ

เกิดโรค และศึกษาปฏิสัมพนัธ์ท่ีมีต่อสนิป rs2435357 บนยีน RET-protooncogene ซ่ึงเป็น 

สนิปท่ีไดรั้บการพิสูจน์มาก่อนหน้าน้ีว่ามีความสัมพนัธ์กบัโรค โดยการศึกษาแบบ case-

control study ท่ีประกอบดว้ยกลุ่มผูป่้วย 120 ราย และ กลุ่มควบคุม 242 ราย การวิเคราะห์

พบความสัมพนัธ์ในผูป่้วย long-segment HSCR และเพศหญิงกบัสนิป rs139883 อยา่งมี

นยัส าคญัทางสถิติ (P-value 0.02 และ 0.04) เม่ือวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของจีโนไทป์ท่ีมี

ความเส่ียง พบความสัมพนัธ์กบัโรคอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติของสนิป rs2435357 และ 

สนิป rs139883 (P-valueนอ้ยกวา่ 0.01 และท่ีค่า P-value 0.03) การศึกษายงัพบวา่แต่ละจี

โนไทป์ท่ีมีความเส่ียงของสนิป rs2435357 เม่ือปฏิสัมพนัธ์กบัจีโนไทป์ท่ีมีความเส่ียง CC 

ของสนิป rs139883 จะเพิ่มความเส่ียงต่อการเกิดโรค เม่ือเทียบกบัจีโนไทป์ TT โดย
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ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างจีโนไทป์ TT ของ rs2435357 และจีโนไทป์ CC ของ rs139883 

สัมพนัธ์กบัความเส่ียงสูงท่ีสุด ท่ีค่า OR 3.19 (P-value 0.03) การศึกษาอาจน าไปสู่การ

ท านายความเส่ียงท่ีเพิ่มข้ึนในผูป่้วยโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิดชาวไทย 
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ABTRACT 

Hirschsprung disease (HSCR or aganglionicmegacolon) is a congenital and 

complex genetic disorder characterized by absence of ganglion cell in the distal part of intestine. 

The molecular genetic studies has discovered mutations and polymorphisms in various genes in 

HSCR such as RET-protooncogene, the key gene strongly associated with HSCR and implicated 

in neural crest development and SOX10, a transcriptional controller whose expression is 

important in development of the enteric nervous system. Disease association of the single 

nucleotide polymorphisms (SNPs) in SOX10 including rs139883 and rs139884 in sporadic HSCR 

has not been reported before. In this study, we evaluated disease association ofthe two SNPs in 

SOX10 and their interaction with SNP rs2435357 in the RET-protooncogene, using case-control 

model. The study consisted of 120 sporadic HSCR and 242 healthy controls. The study founded 

that the genotype distribution of rs139883 in cases and controls were significantly different in 

long-segment HSCR and female sex at a P-value 0.02 and 0.04 respectively. The association 

analysis founded that risk genotypes in the rs2435357 (TT) were strongly associated with the 

disease at a P-value less than 0.01, so was the rs139883 (CC) at a P-value of 0.03. In addition, it 

could be demonstrated that, when combined with rs2435357-TT, both CT and CC in rs139883 

has stronger disease association. The study may lead to a prediction marker which may help in 

screening for patients with increased risk of HSCR in Thai. 
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13. การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์แบบ Dominant ทั้งสามสนิป (rs2435357, 

rs139883 และ rs139884) 
14. การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์แบบ Recessive ทั้งสามสนิป (rs2435357, 

rs139883 และ rs139884) 
15. แสดงสัดส่วนความยาว aganglionosis ทั้งสามสนิป (rs2435357, 

rs139883 และ rs139884) 
16. วเิคราะห์ความสัมพนัธ์ตามความยาวของ aganglionosis แบบ Recessive 
17. วเิคราะห์ความสัมพนัธ์ตามความยาวของ aganglionosis แบบ Dominant 

7 
 
14 
 
29 
52 
52 
53 
53 
53 
 
56 
 
68 
 
74 
 
75 
 
77 
 
78 
 
82 
83 
84 
 



(12) 
 

รายการตาราง (ต่อ) 

ตารางที ่                                                                                                         หน้า 

18. การวเิคราะห์การกระจายตวัระหวา่งสนิปและเพศ (Distribution between 
each SNPs and sex) แบบ Recessive 

19. การวเิคราะห์การกระจายตวัระหวา่งสนิปและเพศ (Distribution between 
each SNPs and sex) แบบ Dominant 

20. แสดงการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ (SNP-SNP interaction) ระหวา่งสนิป 
rs2435357 บนยนี RET-protooncogene และสนิป rs139883 บนยนี SOX10 

21. แสดงการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ (SNP-SNP interaction) ระหวา่งสนิป 
rs2435357 บนยนี RET-protooncogene และสนิป rs139884 บนยนี SOX10 

22. แสดงการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ (SNP-SNP interaction) ระหวา่งสนิป rs139883 
และrs139884 บนยนี SOX10 
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รายการภาพประกอบ 

             รูปที ่                                                                                                             หน้า 

1. แสดงความสัมพนัธ์เชิงเครือข่าย (network of interaction) ในระหวา่งการ
พฒันาของระบบประสาททางเดินอาหาร (enteric nervous system) โดยการ
กระตุน้ของ SOX10 ผา่น RET  และ EDNRB 

2. แสดงความผดิปกติของล าไส้ในผูป่้วยโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด 
3. แสดงการกระจายตวัของระดบัการขาดเซลลป์มประสาทในผูป่้วยโรคล าไส้

ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด 
4. แสดงต าแหน่งของยนี RET บนต าแหน่งโครโมโซมท่ี 10q11.2 
5. แสดงโครงสร้างของเอกซอนของยนี RET  และต าแหน่ง encode RET 

protein receptor 
6. แสดงต าแหน่งของยนี SOX10 บนต าแหน่งโครโมโซมท่ี 22q13.1 
7. ภาพแสดงการเกิดสนิปหรือ Single Nucleotide Polymorphism 
8. โครงสร้างของ deoxynucleotide triphosphate และ dideoxynucleotide 

triphosphate 
9. แสดงเคร่ือง automate DNA sequencer 
10. แสดงภาพตวัอยา่งของขอ้มูลล าดบัเบสของ DNA ท่ีวเิคราะห์ดว้ยเคร่ือง

คอมพิวเตอร์ 
11. แสดงหลกัการของ TaqMan probe ซ่ึงเป็น probe ท่ีมีล าดบัเบสท่ีจ าเพาะกบั 

DNA แม่แบบ ปลายดา้น 5’ ติดฉลากดว้ย reporter dye และทางดา้นปลาย 3’ 
จะติดฉลากดว้ย quencher dye 

12. แสดงหลกัการและขั้นตอนการท า Restriction Enzyme Fragment Length 
Polymorphism 

13. แสดงโครงสร้างจีโนมิค (genomic structure) ของยนี RET-protooncogene 
และต าแหน่งสนิป 

14. แสดงโครงสร้างจีโนมิค (genomic structure) ของยนี SOX10 และต าแหน่งส
นิป 

15. แสดงความถ่ีแต่ละแอลลีลในกลุ่มประชากรต่างๆ 
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รายการภาพประกอบ(ต่อ) 

            รูปที ่                                                                                                               หน้า 

16. แสดงตวัอยา่งต าแหน่งการออกแบบเอนไซมต์ดัจ าเพาะโดยโปรแกรม 
NEBcutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2) 

17. แสดงภาพตวัอยา่งแถบ DNA ของ PCR product ท่ีเห็นจาก gel electrophoresis 
เม่ือยอ้มดว้ย ethidium bromide 

18. แสดงผลการวเิคราะห์ล าดบัเบส (Sequencing result) ของสนิปต าแหน่ง 
rs139883 บนยนี SOX10 แสดงจีโนไทป์  TT, CT และ CC 

19. แสดงผลการวเิคราะห์ล าดบัเบส (Sequencing result) ของสนิปต าแหน่ง 
rs139884 บนยนี SOX10 แสดงจีโนไทป์  AA, AG และ GG 

20. แสดงผลผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของยนี SOX10 โดย C1-C11 เป็นตวัอยา่ง DNA 
ส่วน C12  เป็นตงัอยา่งท่ีไม่มี DNA (negative control) 

21. แสดงผลจากการท า PCR-RFLP โดย C1-C8 เป็นตวัอยา่งท่ีไม่ทราบจีโนไทป์ 
ส่วน C9-C11เป็นตวัอยา่งท่ีทราบจีโนไทป์ ไดแ้ก่ CT, TT และ CC 

22. แสดง discrimination plot ของสนิป rs139884 โดยจุดสีท่ีแตกต่างกนัเป็น
ตวัแทนของจีโนไทป์ท่ีแตกต่างกนัไดแ้ก่ สีฟ้า แทน GG, สีเขียว แทน AG, สี
ส้ม แทน AA และสีด าแทน negative control 

23. แสดง discrimination plot ของสนิป rs2435357 โดยจุดสีท่ีแตกต่างกนัเป็น
ตวัแทนของจีโนไทป์ท่ีต่างกนั ไดแ้ก่ สีฟ้า แทน TT, สีเขียว แทน CT, สีส้ม 
แทน CC และสีด าแทน negative control 

24. แสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ RNA ของยนี SOX10 rs139883 
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สัญลกัษณ์ค าย่อและตัวย่อ 

CAD 
CCHS 
CI 
CYS 
°C 
DNA 
dNTP 
EC 
ECE-1 
EDNRA 
EDNRB 
END3 
ENS 
FAM 
FMTC 
GDNF 
GWAS 
HMG 
HSCR 
HWE 
IC 
LD 
L-HSCR 
MAF 
MEN2A 
MEN2B 
µg 
µl 

=  Cadherin-like domain 
=  Congenital central hypoventrilation syndrome 
=  Confidence interval 
=  Cysteine rich region 
=  Degree Celsius 
=  Deoxyribonucleic acid 
=  Deoxynucleotide triphosphate 
=  Extracellular 
=  Endothelin converting enzyme 
=  Endothelin-A 
=  Endothelin-B 
=  Endothelin-3 ligand 
=  Enteric nervous system 
=  Carboxyfluorescein 
=  Familiar medullary thyroid carcinoma 
=  Glial cell line-derived neurothophic factor 
=  Genome-wide association study 
=  High mobility group 
=  Hirschsprung disease 
=  Hardy-Weinberg equilibrium 
=  Intracellular 
=  Linkage disequilibrium 
=  Long-segment Hirschsprung disease 
=  Minor allele frequency 
=  Multiple endocrine neoplasia type2A 
=  Multiple endocrine neoplasia type2B 
=  Microgram 
=  Microliter 
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สัญลกัษณ์ค าย่อและตัวย่อ (ต่อ) 

NCC 
ng 
OR 
RFLP 
PCR 
PTC 
% 
S-HSCR 
SNP 
SRY 
tagSNP 
TCA 
TK 
UV 
VIC 
WS 
WS2E 

 

=  Neural crest cell 
=  nanogram 
=  Odds ratio 
=  Restriction fragment length polymorphism 
=  Polymerase chain reaction 
=  Papillary thyroid carcinoma 
=  Percent 
=  Short-segment Hirschsprung disease 
=  Single nucleotide polymorphism 
=  Sex determining region Y 
=  Tagging single nucleotide polymorphism 
=  Total colonic aganglionosis 
=  Tyrosine kinase domain 
=  Ultraviolet 
=  Vasoactive intestinal contractor 
=  Waardenburg-Shah syndrome 

=  Waardenburg-Shah syndrometype2E 
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บทที ่1 

บทน ำ 

บทน ำต้นเร่ือง 

 

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Hirschsprung Disease; HSCR) หรือ aganglionic 

megacolon เป็นกลุ่มโรคท่ีมีควำมผิดปกติทำงพนัธุกรรมท่ีมีควำมซับซ้อน (complex genetic 

disorder) พบควำมชุกของกำรเกิดโรคในประชำกร 1 ต่อ 5,000 ทำรกแรกเกิดมีชีพรำย ผูป่้วย

มำกกวำ่ร้อยละ 80 แสดงอำกำรผิดปกติของกำรขบัถ่ำยก่อนอำยุ 1 ปี และมำกกวำ่ร้อยละ 90 แสดง

อำกำรก่อนอำยุ 5 ปี โดยมีเกณฑ์วินิจฉยัทำงพยำธิคือกำรขำดเซลล์ปมประสำท หรือ ganglion cell 

ท ำหน้ำท่ีควบคุมกำรบีบตวัแบบ peristalsis ของล ำไส้ส่วนปลำย ส่งผลให้เกิดกำรกำรอุดกั้นของ

กำกอำหำรในส่วนของล ำไส้ท่ีขำดเซลลป์มประสำทและเกิดกำรโป่งพองของล ำไส้ส่วนตน้และกำร

อกัเสบตำมมำ พยำธิก ำเนิดของกำรขำดเซลลป์มประสำทเช่ือวำ่เกิดจำกควำมลม้เหลวของกำรอพยพ 

(migration) ของ neural crest cell (NCC) และเป็นตน้ก ำเนิด (precursor) ท่ีส ำคญัต่อกำรพฒันำของ

ระบบประสำทภำยในทำงเดินอำหำร (Gui et al. 2013) หลกัฐำนท่ีแสดงควำมเก่ียวขอ้งของปัจจยั

ทำงพนัธุกรรม ได้แก่ ควำมเส่ียงของกำรเกิดโรคท่ีเพิ่มข้ึนในบุตรหลำนของผูท่ี้เป็นโรคควำมไม่

สมดุลของอุบติักำรณ์ในเพศชำยและหญิง (unbalanced sex-ratio) และควำมสัมพนัธ์ของโรคล ำไส้

ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดกบัโรคทำงพนัธุกรรมอ่ืนๆ เช่น Down syndrome และ Shah-Waardenberg 

syndrome รวมถึงยงัมีหลกัฐำนในสัตวท์ดลองท่ีแสดงถึงกำรถ่ำยทอดทำงพนัธุกรรมแบบเมนเดล 

(Mendelian mode of inheritance) (Paul K.H. Tam 2004) สมมุติฐำนจำกกำรศึกษำทำงพนัธุศำสตร์ 

พบกำรกลำยพนัธ์ุ (mutation) ในหลำยยีน เช่น ยีนRET-protooncogene (RET), GDNF,EDNRBและ 

ET-3 ท่ีต่ำงก็ท ำหนำ้ท่ีเก่ียวกบักำรพฒันำและกำรอยูร่อดของเซลล์ปมประสำท (neurotropic factor) 

(Amiel et al. 2008) 

ในช่วงปี 1980 ไดมี้กำรคน้พบวำ่ โครโมโซมคู่ท่ี 10q11.2 ซ่ึงเป็นต ำแหน่งท่ีก่อให้เกิดควำม

ผิดปกติของกลุ่มอำกำรท่ีเรียกวำ่ Multiple Endocrine Neoplasia (MEN) (Simpson et al. 1987; 
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Mulligan et al. 1993) และเป็นต ำแหน่งเดียวกนักบัท่ีมีกำรระบุวำ่เป็นสำเหตุของกำรเกิด Papillary 

Thyroid Carcinoma (PTC) และ Familiar Medullary Thyroid Carcinoma (FMTC) (Donis-Keller et 

al. 1993)กำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดในผูป่้วยบำงรำยพบร่วมกบักลุ่มอำกำร MEN 

type 2 (MEN2) มีกำรศึกษำพบกำรกำรกลำยพนัธ์ุชนิด germline ของยีน RET ในครอบครัวผูเ้ป็น

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดท่ีมีกำรถ่ำยทอดมำจำกบรรพบุรุษในครอบครัวเดียวกัน 

(HSCRfamilies) (Romeo et al. 1994; Edery et al. 1994) และนบัเป็นจุดเร่ิมตน้ซ่ึงท ำให้เกิดกำรรับรู้

และเขำ้ใจถึงสำเหตุของกำรเกิดโรค โดยมีพยำธิสภำพบนยีน RET-protooncogene เป็นตน้เหตุของ

กำรเกิดโรค ยีน RET เป็นยีนท่ีมีควำมส ำคญัต่อกำรอพยพ และกำรเจริญของ neural crest ภำยใน

ระบบประสำททำงเดินอำหำร (enteric nervous system)(Paul K.H. Tam 2004) 

ในยุคถัดมำได้มีกำรศึกษำยีนท่ีมีควำมสัมพนัธ์กับกำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิดมำกข้ึน โดยปัจจุบนัพบกำรกลำยพนัธ์ุของหลำยยีนท่ีมีควำมสัมพนัธ์กบักำรเกิดโรคดงักล่ำว 

เช่น ยีนGDNF, NRTN, PHOX2B, EDNRB, EDN3, ECE1, SOX10, ZFHX1B เป็นตน้ ยีนเหล่ำน้ีเป็น

ยีนท่ีมีกำรเขำ้รหสั (encode) โปรตีนท่ีมีควำมส ำคญัต่อกำรพฒันำของ enteric ganglia ทั้งส้ิน(Paul 

K.H. Tam 2004) แต่อยำ่งไรก็ตำมยงัมีเพียงรำยงำนประปรำยถึงกำรพบกำรกลำยพนัธ์ุในกลุ่มของ

ผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดซ่ึงไม่มีประวติัถ่ำยทอดทำงพนัธุกรรม กล่ำวคือเป็น 

sporadic cases (Emison et al. 2005) 

ยนี SOX10 แมว้ำ่ไม่ใช่ยนีหลกัท่ีก่อให้เกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดกลุ่ม sporadic 

แต่ก็ยงัถือว่ำเป็นยีนท่ีมีควำมสัมพนัธ์กบัโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด จำกหลกัฐำนซ่ึงกำร

แสดงออกท่ีผิดปกติของยีน SOX10 สำมำรถพบไดใ้นล ำไส้ส่วนซ่ึงขำดเซลล์ปมประสำทในผูป่้วย

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ sporadic (Paul K.H. Tam 2004) แต่ถึงกระนั้นก็ยงัไม่เคยมี

กำรรำยงำนถึงควำมสัมพนัธ์ระหว่ำงกำรแปรผนัทำงพนัธุกรรมในลกัษณะ Single Nucleotide 

Polymorphisms (SNPs) หรือสนิปบนยีนSOX10 ในกลุ่มผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด

แบบ sporadic จำกกำรศึกษำเบ้ืองตน้ในผูป่้วยจ ำนวนจ ำกดัสนิปบนยีน SOX10 ในผูป่้วยโรคล ำไส้

ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดชำวไทยพบวำ่สนิปต ำแหน่ง rs139883 อำจมีควำมสัมพนัธ์กบักำรเกิดโรค 

(Phusantisampan et al, รำยงำนยงัไม่ไดตี้พิมพ)์ และจำกกำรศึกษำก่อนหนำ้น้ี ในขณะท่ีในกลุ่ม
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ประชำกรชำวเอเชียกำรกลำยพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนบนยนี RET (RET-protooncogene) พบวำ่มีควำมสัมพนัธ์

กบักำรเกิดโรคในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Sangkhathat et al. 2006) กำรศึกษำยงั

พบว่ำสนิปต ำแหน่ง rs2435357 แอลลีล T มีควำมถ่ี (frequency) สูงอย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติใน

ผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Emison et al. 2010) กำรศึกษำเชิงหนำ้ท่ีกำรท ำงำนพบวำ่

กำรแปรผนัทำงพนัธุกรรมบน rs2435357 สำมำรถขดัขวำงกำรปฏิสัมพนัธ์ระหว่ำง SOX10 และ 

RET ส่งผลท ำให้กำรแสดงออกของโปรตีน RET ลดลง (Emison et al. 2005; Emison et al. 2010; 

Garcia-Barcelo et al. 2005) 

กำรศึกษำกำรกลำยพนัธ์ุและควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรม (polymorphisms) ในผูป่้วย

ดว้ยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดไทยแบบ sporadic ในปี 2006 แสดงให้เห็นกำรเกิดกำรกลำย

พนัธ์ุและควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมซ่ึงมีรูปแบบท่ีแตกต่ำงในแต่ละคน (Sangkhathat et al. 

2006) สนิปท่ีเกิดบนยีน RET สัมพนัธ์กบักำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดในประชำกรท่ี

แตกต่ำงกนัในเด็กไทย (Phusantisampan et al. 2012) ส ำหรับกำรศึกษำในคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคท่ี์จะ

ประเมินควำมสัมพนัธ์ระหว่ำงสนิปท่ีเกิดบนยีน SOX10 กบักำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิดแบบ sporadic ชำวไทย และศึกษำปฏิสัมพนัธ์ท่ีมีต่อสนิป rs2435357 บนยีน RET ในผูป่้วย

กลุ่มเดียวกนัน้ี 
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กำรตรวจเอกสำร 

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Hirschsprung Disease;MIM 142623) 

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดหรือ aganglionic megacolon เป็นกลุ่มโรคท่ีมีควำม

ผิดปกติทำงพนัธุกรรมท่ีมีควำมซบัซ้อนโดยมีลกัษณะคือกำรขำดเซลล์ปมประสำท หรือ ganglion 

cell ซ่ึงจะท ำหนำ้ท่ีในกำรควบคุมกำรบีบตวัของล ำไส้ส่วนปลำย ดงันั้นเม่ือผนงัล ำไส้ขำดเซลล์ปม

ประสำท จึงส่งผลให้เกิดกำรกำรอุดกั้นของกำกอำหำรในส่วนของล ำไส้ซ่ึงขำดเซลล์ปมประสำท

และเกิดกำรโป่งพองของล ำไส้ส่วนตน้และกำรอกัเสบตำมมำ ส่วนสำเหตุของกำรขำดเซลล์ปม

ประสำทเช่ือวำ่เกิดจำกกำรหยุดกำรอพยพของ neural crest cell ซ่ึงเป็นตน้ก ำเนิด (precursor) ท่ี

ส ำคญัต่อกำรพฒันำของระบบประสำทภำยในทำงเดินอำหำร (Gui et al. 2013) ปัจจุบนัยงัไม่มีกำร

รักษำใดนอกจำกกำรผำ่ตดัน ำส่วนท่ีขำดเซลล์ปมประสำทนั้นออก ตน้ก ำเนิดของเซลล์ปมประสำท

ของทำงเดินอำหำรในมนุษยจ์ะเร่ิมปรำกฏเม่ืออำยุครรภไ์ด ้5 สัปดำห์ ในรูปของ neural crest ท่ี 

cervical vagal trunks ซ่ึงเซลล์ตน้ก ำเนิดน้ีจะเคล่ือนท่ีไปตำมแนวประสำท vagus ในทิศทำงของ 

craniocaudal จนสำมำรถพบ neuroblasts ในชั้นกลำ้มเน้ือของหลอดอำหำรเม่ือตวัอ่อนอำยุได ้6 

สัปดำห์ เซลล์ต้นก ำเนิดของปมประสำทเคล่ือนท่ีถึงล ำไส้ใหญ่ส่วน mid-transverse colon ใน

สัปดำห์ท่ี 8 และเคล่ือนท่ีต่อไปจนถึงส่วนปลำยสุดของทำงเดินอำหำรในสัปดำห์ท่ี 12 เม่ือเคล่ือนท่ี

ไปถึงผนังล ำไส้ neural crest จะตอ้งมีกำรพฒันำและแทรกตวัตำมชั้นต่ำงๆของผนงัล ำไส้ เพื่อ

พฒันำไปเป็นเซลล์ปมประสำทท่ีเจริญเต็มท่ี (mature ganglion cells) ในระบบประสำททำงเดิน

อำหำร (enteric nervous system; ENS) ระบบประสำทอตัโนมติัภำยในผนงัทำงเดินอำหำรเป็น

ระบบท่ีมีควำมซบัซอ้นท ำงำนเป็นอิสระในกำรควบคุมกำรเคล่ือนไหว กำรบีบตวั ตลอดจนกำรหลัง่

สำรคดัหลัง่ต่ำงๆของล ำไส้ ระบบประสำททำงเดินอำหำรประกอบดว้ยเซลลป์มประสำทท่ีส ำคญัคือ 

myenteric plexus ท่ีแทรกตวัระหวำ่งชั้นของกลำ้มเน้ือกบั submucous plexus ท่ีมีกำรจำยอยูบ่ริเวณ

ชั้นใต้เยื่อบุผิว นอกจำกน้ียงัมีกำรเล้ียงด้วย (innervation) กลุ่มใยประสำทจำกภำยนอก (pre-

ganglionic fiber และ post-ganglionic fiber) ของระบบ sympathetic กำรบีบตวัและกำรคลำยตวัของ

ล ำไส้จะถูกควบคุมโดยระบบประสำทภำยในล ำไส้เป็นหลกั รองลงมำคือ extrinsic innervation จำก

ระบบประสำทอัตโนมติัท่ีเช่ือมโยงกับระบบประสำทส่วนกลำง รวมถึงอิทธิพลของฮอร์โมน
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(Holschneider, Meier-Ruge, and Ure 1994) ทฤษฏีท่ีอธิบำยถึงพยำธิก ำเนิดโรคในผูป่้วยส่วนใหญ่

เกิดจำกกำรหยุดกำรอพยพหรือหยุดกำรเคล่ือนท่ีของ neural crest cell โดยเม่ือมีกำรหยุดกำรอพยพ

ในระดบัใด ก็จะไม่พบ ganglion cells ในผนงัล ำไส้ท่ีอยูป่ลำยต่อจำกจุดนั้น สำเหตุของกำรหยุดกำร

อพยพของ neural crest cell ยงัไม่มีนกัวิจยัท่ำนสำมำรถให้ค  ำตอบท่ีแน่ชดั  แต่หน่ึงในสมมุติฐำน

จำกกำรศึกษำทำงพนัธุศำสตร์ พบกำรกลำยพนัธ์ุของหลำยยีน เช่น RET-protooncogene (RET) และ

ยีน GDNF ในวิถีสัญญำณ RET หรือกำรกลำยพนัธ์ุในวิถีสัญญำณ EDNRB และ ET-3 ท่ีต่ำงก็ท ำ

หนำ้ท่ีเก่ียวกบักำรพฒันำและกำรอยูร่อดของเซลล์ปมประสำท (neurotropic factor) (Amiel et al. 

2008)  และหลกัฐำนซ่ึงช้ีวำ่ ปัจจยัทำงพนัธุกรรม (genetic factor) เก่ียวขอ้งกบักำรเกิดโรค ไดแ้ก่ 

ควำมเส่ียงของกำรเกิดโรคท่ีเพิ่มข้ึนในบุตรหลำนของผูท่ี้เป็นโรคควำมไม่สมดุลของอุบติักำรณ์ใน

เพศชำยและหญิง (unbalanced sex-ratio) ควำมสัมพนัธ์ของโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดกบั

โรคทำงพนัธุกรรมอ่ืนๆ เช่น malformation syndromes ได้แก่ Waardenberg-Shar syndrome, 

Multiple endocrine neoplasia เป็นตน้และ chromosomal anomalies เช่น Down syndrome และมี

หลกัฐำนในสัตวท์ดลองท่ีสำมำรถแสดงถึงกำรถ่ำยทอดทำงพนัธุกรรม แบบเมนเดล (mendelian 

mendel) (Paul K.H. Tam 2004) พยำธิก ำเนิดของกำรเกิดโรคเร่ิมเป็นท่ีเขำ้ใจมำกยิ่งข้ึน เม่ือมี

กำรศึกษำทำงเน้ือเยื่อวิทยำ (histopathology) ท ำให้เกิดควำมเขำ้ใจถึงร่ำงแหประสำทภำยในผนัง

ล ำไส้ (enteric nervous system) และยงัไดพ้ยำยำมคน้หำควำมผิดปกติของยีนท่ีมีควำมเก่ียวขอ้งกบั

กำรเกิดโรคและเม่ือมีกำรศึกษำโดยวิธี Linkage analysis ในกลุ่มผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิดแบบครอบครัว (HSCRfamilies) โดยใช้โครโมโซมท่ี 10 เป็นmarker เผยให้ถึงต ำแหน่ง 

pericentromeric region ภำยในโครโมโซมท่ี 10 และจำกกำรดูลกัษณะกำรแสดงออกของโรคล ำไส้

ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด ในหนู mice พบกำรกำรกลำยพนัธ์ุระดบั germline ของยีน RET  ใน

ครอบครัวผูเ้ป็นโรคโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ families (Romeo et al. 1994; Edery et 

al. 1994) นับเป็นจุดเร่ิมตน้ท่ีมีกำรรับรู้และเขำ้ใจถึงสำเหตุของกำรเกิดโรค โดยมียีน RET  เป็น

ตน้เหตุของกำรเกิดโรคยีน RET หรือ RET-protooncogene เป็นยีนท่ีมีกำรแปลรหัสเป็นโปรตีน 

RET receptor tyrosine kinase ซ่ึงเป็นโมเลกุลบนผิวเซลล์ ท ำหนำ้ท่ีเป็นตวัรับสัญญำณ (receptor) 

ของ GDNF กำรท ำงำนของตวัรับ RET เกิดข้ึนเม่ือไดรั้บกำรกระตุน้จำกโมเลกุลกลุ่ม neurotrophic 
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factor ท่ีมีควำมส ำคญัต่อกำรอพยพ และกำรเจริญของเซลล์ (differentiation) ท่ีจ  ำเป็นของ neural 

crest ภำยในระบบประสำททำงเดินอำหำร (Paul K.H. Tam 2004) 

 

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดและวถิีสัญญำณทีเ่กีย่วข้อง 

ปัจจุบนัมีกำรศึกษำยีนท่ีมีควำมสัมพนัธ์กบักำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดมำก

ข้ึนเร่ือยๆ โดยปัจจุบนัพบกำรกลำยพนัธ์ุของหลำยๆยีน เช่น GDNF, NRTN, PHOX2B, EDNRB, 

EDN3, ECE1, SOX10, ZFHX1B และ ยีนอ่ืนๆ (ตำรำงท่ี 1) ยีนเหล่ำน้ีเป็นยีนท่ีมีกำรแปลรหสัเป็น

โปรตีนท่ีมีควำมส ำคญัต่อกำรพฒันำและกำรเจริญของ enteric ganglia ทั้งส้ิน (Paul K.H. Tam 

2004) กำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกำรเกิดโรคน ำไปสู่ กำรหำควำมเช่ือมโยงของกำร

ท ำงำนและกำรรับส่งสัญญำณระหวำ่งยนี ไดแ้ก่ 

1. วถิีสัญญำณ RET receptor tyrosine kinase  

โปรตีน RET  ท ำหนำ้ท่ีเป็นตวัรับ (receptor) ของ Glial cell line-Derived Neurotrophic 

Factor (GDNF) family โดยจะมีตวัรับท่ีท ำงำนร่วมกนั (corrector) ไดแ้ก่ GDNF-family receptor-α 

(Jing et al. 1996) กำรกระตุน้กำรท ำงำนของตวัรับ RET ตอ้งผำ่นกลุ่ม neurotrophic factors ท่ีส ำคญั

ต่อกำรอพยพและกำรพฒันำของเซลล์ตน้ก ำเนิดของ neural crest ภำยในระบบประสำททำงเดิน

อำหำร (Pachnis, Mankoo, and Costantini 1993; Taraviras et al. 1999) กำรพฒันำท่ีถูกตอ้งของ

ระบบประสำททำงเดินอำหำรหรือ ENS จะข้ึนอยูก่บัควำมสำมำรถของกลุ่ม neurotrophic factor ใน

กำรกระตุน้ตวัรับ RET 

2. วถิีสัญญำณ Endothelin type B receptor  

Endothelins เป็นกลุ่มของเปปไทด์ส่งสัญญำณ 3 ตวั (three signaling peptides) ไดแ้ก่ 

EDN1, EDN2 และ EDN3 ซ่ึงจะท ำงำนร่วมกันกับจีโปรตีน (G-protein) โดยมีตวัรับของ 

Endothelin-A และ Endothelin-B (EDNRA และ EDNRB) แสดงในรูปท่ี 1 Endothelins จะถูก

สังเครำะห์เป็นกลุ่มโปรตีนขนำดใหญ่และจะถูกตดั (cleaved) โดย endothelin converting enzyme 
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(ECE-1) เพื่อเป็นโปรตีนท่ีพร้อมจะท ำงำน (active) ซ่ึงโดยทั่วไปแล้ววิถีสัญญำณตัวรับของ 

Endothelin-B ในโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดถูกคน้พบในหนูทดลองจะเกิดข้ึนเม่ือมีกำร

ขดัขวำงเป้ำหมำย (targets) ของยีน endothelin-B receptor (Ednrb) เป็นผลให้หนูทดลองมีลกัษณะ 

(phenotype) ล ำไส้ท่ีขยำยใหญ่และขำดเซลล์ปมประสำท หรือ aganglionic megacolon และ มีด่ำง

ขำวบริเวณผิวหนงั (spotting of the coat) และพบกำรแสดงออกเช่นเดียวกนักบักำรขดัขวำงกำร

ท ำงำนของยีน endothelin-3 ligand (Edn3) ซ่ึงกำรคน้พบน้ีน ำไปสู่ควำมเขำ้ใจบทบำทของวิถี

สัญญำณ (pathway) ของ EDNRB ในกำรพฒันำของ neural crest-derived cell lineages ไดแ้ก่ 

enteric neurons และ epidermal melanocytes (Baynash et al. 1994; Hosoda et al. 1994) 

 

ตำรำงที ่1แสดงยนีท่ีมีควำมเก่ียวขอ้งกบักำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Paul K.H. Tam 

2004) 

ยนี อตัรำกำรกลำยพนัธ์ุในผู้ป่วย phenotype 

RET ~50% familial cases; 7%-35% sporadic cases HSCR (isolate หรือ syndromic) 

GDNF 1 case HSCR 

NRTN 1 case HSCR 

EDNRB ~7% HSCR หรือ WS4 

EDN3 <5% HSCR หรือ WS4 

ECE-1 1 case Syndromic HSCR 

SOX10 17 cases WS4 

ZFHX1B <1% Syndromic HSCR 

PHOX2B 12 cases Haddad syndrome 
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โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดและยนีทีเ่กีย่วข้องกบักำรควบคุมกำรท ำงำนของ RET 

 บทบำทท่ีส ำคญัของยีน RET ในโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด เกิดจำกกำรกลำยพนัธ์ุ

ของยีนท่ีมีส่วนเก่ียวของกบักำรควบคุมยีน RET น ำไปสู่ลกัษณะกำรแสดงออกของ aganglionosis 

และยงัไม่ใช่ยนีทั้งหมดท่ีมีควำมเก่ียวขอ้งกบักำรควบคุมกระบวนกำร (process) ท่ียงัไม่ทรำบกลไก

กำรท ำงำนอยำ่งชดัเจน กำรคน้หำโมเลกุลท่ีมีควำมเก่ียวขอ้งกบักำรควบคุมยีน RET ก ำลงัจะเป็นท่ี

กระจ่ำงมำกข้ึนโดยมีโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดเป็นตน้แบบ 

1. ยนี SOX10 

ยนี SOX10 เป็นยีนท่ีมีกำรแปลรหสัเป็นตวัควบคุมกำรถอดรหสั (transcriptional regulator) 

ซ่ึงเป็นยีนท่ีมีควำมส ำคญัต่อกำรพฒันำของ neural crest lineage ประกอบดว้ยเซลล์สร้ำงเม็ดสี 

(melanocites) และเซลล์ประสำท (enteric neurons) ในระหว่ำงกำรเจริญของระบบประสำทของ

ทำงเดินอำหำร โปรตีน SOX10 จะมีปฏิสัมพนัธ์ (interaction) และท ำงำนร่วมกนักบั transcriptional 

regulator ตวัอ่ืนๆ เช่น PAX3 ในกำรกระตุน้กำรท ำงำนของยีน RET และจำกกำรศึกษำเม่ือไม่นำน

มำน้ีมีกำรคน้พบถึงพนัธุศำสตร์และกำรท ำงำนของ  SOX10 ท่ีมีกำรกระตุน้กำรท ำงำนผ่ำนยีน

EDNRB ในหนู mice อีกดว้ย (รูปท่ี 1) (Paul K.H. Tam 2004; Lang and Epstein 2003; Lang 2000) 

กำรคน้พบควำมส ำคญัของยีน SOX10 เป็นกำรคน้พบโดยบงัเอิญในระหวำ่งกำรสร้ำงหนูทดลองท่ี

เป็นล ำไส้ใหญ่โป่งพอง (Dom) ท่ีถูกสร้ำงข้ึนมำส ำเร็จจำกห้องปฏิบติักำร Jackson Laboratory 

(Lane and Liu 1984) โดยคน้พบโมเลกุลท่ีมีควำมบกพร่องในหนูลกัษณะ Dom mice พบวำ่มีกำร

กลำยพนัธ์ุของยีน SOX10 หนูท่ีมีลกัษณะ heterozygous Dom mice มีพยำธิสภำพเป็น distal colonic 

aganglionosis และมีหย่อม hypomelanosis ของผิวหนงัและเส้นผม (ลกัษณะคลำ้ยกบักลุ่มอำกำร 

Waardenburg’s syndrome) ซ่ึงเป็นกำรช้ีให้เห็นวำ่ neural crest-derived melanocytes และระบบ

ประสำททำงเดินอำหำรได้รับผลกระทบจำกกำรกลำยพนัธ์ุของยีน SOX10 และหนู mice ท่ีมี

ลกัษณะ homozygous Dom นั้นส่วนใหญ่จะตำยตั้งแต่ระยะตวัอ่อน  

ส่วนในมนุษยมี์รำยงำนระบุถึงกำรกลำยพนัธ์ุของยีน SOX10  แบบ heterozygous ทั้งหมด 

17 ต ำแหน่งในผูป่้วยกลุ่มอำกำร Waardenburg’s Shah syndrome (WS4; HSCR type2) ผูป่้วยท่ีมี
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อำกำรในกลุ่ม WS4 จะมีกำรรวมกนัของลกัษณะในกลุ่มอำกำร Waardenburg’s syndrome (ลกัษณะ

ของจมูกท่ีมีสันใหญ่ มีควำมผิดปกติของกำรสร้ำงเม็ดสี (pigmentary abnormalities) และสูญเสีย

กำรไดย้ิน) และโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Southard-Smith et al. 1999; Pingault et al. 

1998)กำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุของยีน SOX10 ในมนุษยเ์ป็นผลให้เกิดกำรตดัสั้ น (truncation) ของ

โปรตีน SOX10 โดยส่วนใหญ่แล้วกำรตัดสั้ นของโปรตีนจะไปลดกระบวนกำรถอดรหัส 

(transcription activity) ในลกัษณะ dominant negative effect (Paul K.H. Tam 2004) อยำ่งไรก็ตำม 

ในปัจจุบนัยงัไม่พบกำรกลำยพนัธ์ุในผูป่้วย isolated trait หรือ sporadic และดูเหมือนวำ่ยีน SOX10 

อำจจะไม่ใช่ยีนหลกัในกลุ่มผูป่้วยกลุ่มน้ี (Emison et al. 2005) แต่เป็นท่ีน่ำสนใจวำ่ แมจ้ะไม่มีกำร

กลำยพนัธ์ุของยีน สำมำรถพบกำรแสดงออกท่ีผิดปกติของยีน SOX10 ไดใ้นล ำไส้ส่วนมีกำรขำด

หำยไปของเซลลป์มประสำทในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ sporadic (Sham et al. 

2001) 

2. ยนี PHOX2B 

PHOX2B หรือ Paired mesoderm Homobox 2b เป็นยีนท่ีมีกำรแปลรหัสเป็นโปรตีนกลุ่ม 

Transcription factors ซ่ึงมีควำมเก่ียวขอ้งกับกำรพฒันำตวัของหลำยๆเซลล์ประสำทในกลุ่ม 

noradrenergic neuron ในหนู mice ท่ีมีลกัษณะ homozygous กำรขดัขวำงกำรท ำงำนของยีน 

PHOX2B ส่งผลให้ไม่มีเซลล์ปมประสำท (enteric ganglia) ซ่ึงมีลกัษณะคลำ้ยกบัผูป่้วยโรคล ำไส้

ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Dubreuil et al. 2000) และยงัพบวำ่ไม่พบกำรแสดงออกของยีน RET ใน

หนูระยะตวัอ่อน ท่ีมีกำรกลำยพนัธ์ุของยีน PHOX2B ซ่ึงเป็นกำรช้ีให้เห็นวำ่กำรท ำงำนของยีน RET

ถูกควบคุมโดยยีน PHOX2B โดยดูจำกขอ้มูลของกำรพฒันำของระบบประสำททำงเดินอำหำร

(Brunet and Pattyn 2002; Pattyn et al. 1999) อยำ่งไรก็ตำมรำยละเอียดของกลไก (mechanism) ของ

โปรตีน PHOX2B ท่ีเปล่ียนแปลงกำรท ำงำนของยนี RET ยงัไม่ทรำบแน่ชดั และยงัเป็นท่ีน่ำสนใจวำ่

กำรเปล่ียนแปลงระดับโครโมโซมท่ีมีควำมเก่ียวข้องกับกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุแบบขำดหำย 

(deletion) ของยีน PHOX2B ท่ีเคยมีกำรอธิบำยก่อนหน้ำน้ีในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิด syndromic (Benailly et al. 2003) ซ่ึงช้ีให้เห็นว่ำ  PHOX2B haploinsufficiency อำจจะ

น ำไปสู่กำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด รวมถึงยงัมีรำยงำนกำรเกิดควำมหลำกหลำยทำง
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พนัธุกรรม หรือ polymorphism ท่ีสัมพนัธ์อยำ่งมีนยัส ำคญัต่อกำรเกิดโรคในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่

โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ sporadic อีกดว้ย 

ยีน PHOX2B เป็นตวัแทนของยีนแรกส ำหรับกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุชนิด germline ท่ีส่งผลให้

เกิดเน้ืองอก neuroblastoma (Trochet et al. 2004; Mosse et al. 2004) และเป็นต ำแหน่งท่ีมีรำยงำน

กำรเกิดของกลุ่มอำกำร congenital central hypoventilation syndrome (CCHS หรือ Ondine’s curse) 

(Amiel et al. 2003) และเป็นท่ีน่ำสนใจอีกวำ่ ทั้ง neuroblastoma และกลุ่มอำกำร CCHS ยงัมีระบำด

วทิยำซ่ึงสัมพนัธ์กบัโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Masumoto et al. 2002; Rohrer et al. 2002)

และประมำณ 25-30 เปอร์เซ็นต ์ของผูป่้วยกลุ่มอำกำร CCHS เป็นผลมำจำก aganglionosis (Haddad 

syndrome) และกำรกลำยพนัธ์ุบำงต ำแหน่งบนยีน RET, BDNF และยีน GDNF (Kanai et al. 2002; 

Sakai et al. 1998; Weese-Mayer et al. 2002) 

3. ยนี ZFHX1B 

จำกกำรสังเกตกำรเปล่ียนแปลงต ำแหน่งของ ZFHX1B บริเวณต ำแหน่งโครโมโซมท่ี 2q22 ใน

ผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด, microcephaly, ปัญญำอ่อน (mental retardation), โรค

ลมบำ้หมู (epilepsy) และลกัษณะท่ีปรำกฏออกมำบริเวณใบหนำ้ น ำไปสู่กำรบนัทึกเร่ิมแรกของยีน 

ZFHX1B ท่ีมีควำมเก่ียวขอ้งกบัรูปแบบกำรเกิดของโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Nagaya et 

al. 2002) ควำมผดิปกติของโครโมโซมอ่ืนๆท่ีเก่ียวขอ้งกบัโครโมโซมท่ี 2q22 และกำรเกิดกำรกลำย

พนัธ์ุในยนี ZFHX1B เร่ิมมีกำรอธิบำยในผูป่้วยท่ีมีลกัษณะทำงคลินิกท่ีคลำ้ยๆกนั แต่ไม่ใช่ทั้งหมดท่ี

จะมีลกัษณะ aganglionosis (Yamada et al. 2001; Amiel et al. 2001) 

ZFHX1B จะแปลรหสัมำเป็นโปรตีน transcriptional repressor ไดแ้ก่ Smad interacting protein 

1 หรือ SIP1 ซ่ึงจะมีปฏิสัมพนัธ์กบักลุ่มของ Smad family ซ่ึงโปรตีนบำงตวัของ Smad จะมีกำร

แปลงสัญญำณ (transducers) ในวิถีสัญญำณของ cascades ท่ีจ  ำเป็นต่อ embryogenesis ซ่ึงยงัไม่

ทรำบแน่ชดัวำ่กำรกลำยพนัธ์ุใน ZFHX1B จะส่งผลอยำ่งไรต่อระบบประสำททำงเดินอำหำร แมว้ำ่

อำจจะมีควำมเป็นไปไดถึ้งควำมสัมพนัธ์ท่ีเช่ือมโยงกนัระหวำ่ง SIP1 และเครือข่ำยท่ีจ  ำเป็นต่อกำร

พฒันำของระบบประสำททำงเดินอำหำร เช่นเดียวกบัยีน SOX10 ท่ีไม่พบกำรกลำยพนัธ์ุในผูป่้วย
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โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ sporadic ดว้ยเหตุน้ียีน ZFHX1B จึงอำจไม่ใช่ยีนท่ีบทบำท

ส ำคญัในผูป่้วย non-syndromic HSCR 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงควำมสัมพนัธ์เชิงเครือข่ำย (network of interaction) ในระหวำ่งกำรพฒันำของระบบ

ประสำททำงเดินอำหำร (enteric nervous system) โดยกำรกระตุน้ของ SOX10 ผ่ำน RET และ 

EDNRB (ดดัแปลงจำก Tam and Garcia-Barcelo.2009) 
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ระบำดวทิยำของโรค (Epidemiology) 

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด เป็นโรคท่ีมีควำมผิดปกติดำ้นพฒันำกำรโดยมีกำรขำด

หำยไปของ ganglion cell หรือเซลล์ปมประสำทตำมส่วนต่ำงๆของล ำไส้ เป็นผลให้เกิดกำรอุดกั้น

ตำมส่วนต่ำงๆของล ำไส้ (รูปท่ี 2) อุบติักำรณ์กำรเกิดโรคพบประมำณ 1 ต่อ 5,000 รำยของทำรก

แรกเกิดมีชีพทัว่โลก อุบติักำรณ์กำรเกิดโรคในแต่ละเช้ือชำติจะแตกต่ำงกัน ได้แก่ Caucasians, 

African-American, และ Asians คือ 1.5, 2.1 และ 2.8 ต่อประชำกรทำรกแรกเกิดมีชีพ 10,000 คน

ตำมล ำดบั(Torfs and Christianson 1998) พบอตัรำส่วนเพศหญิงเพิ่มข้ึนในกลุ่มผูป่้วยซ่ึงควำมยำว

ของ aganglionosis เพิ่มข้ึน (L-HSCR) (Badner et al. 1990) (ตำรำงท่ี 2)  

อุบติักำรณ์ในประเทศไทยจำก Thai index medicus ยงัไม่มีผูร้ำยงำนไว ้แต่พบวำ่ผูป่้วยมี

ประวติัเป็นโรคในสำยตระกูล (familial cases) ตั้งแต่ 4 – 8 % ควำมเส่ียงในกำรเกิดโรคในผูมี้

ประวติัครอบครัวมำกข้ึนตำมควำมยำวของ aganglionic segment กล่ำวคือโอกำสท่ีจะเป็นซ ้ ำใน

บุตรคนถดัไปมีประมำณ 5% และผูเ้ป็นโรคมีควำมเส่ียงท่ีจะถ่ำยทอดให้บุตรรำว 2% ในกลุ่มผูป่้วย

ท่ีมีพยำธิสภำพไม่เกิน rectosigmoid region (short segment disease) ขณะท่ีโอกำสถ่ำยทอดสู่ลูกสูง

ถึง20 – 30% ในรำยท่ีเป็น long segment aganglionosis (Skinner 1996) และยงัพบควำมผิดปกติร่วม

ท่ีบ่อยท่ีสุดคือ กลุ่มอำกำรดำวน์ (Down syndrome) ร้อยละ 2-10 (Amiel et al. 2008) ส่วนควำม

ผดิปกติอ่ืนๆมีอุบติักำรณ์ท่ีแตกต่ำงกนัไป (Ryan et al. 1992; Skinner 1996) ควำมผิดปกติท่ีพบบ่อย 

ไดแ้ก่ ระบบหวัใจและหลอดเลือด กะโหลกศีรษะและใบหนำ้ และระบบทำงเดินปัสสำวะ เป็นตน้ 
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รูปที่ 2 แสดงควำมผดิปกติของล ำไส้ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (ท่ีมำ: รูปภำพ

จำก http://worldourhealth.blogspot.com) 
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ตำรำงที ่2 แสดงอุบติักำรณ์กำรเกิดและกำรกลบัเป็นซ ้ ำในรุ่นลูกของโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิด (Amiel et al. 2008) 

  

L-HSCR (Long segment 

disease) 

 

S-HSCR (Short segment 

disease) 

%probands 

Sex ratio (ชำย:หญงิ) 

Genetic model 

Penetrance (%) (ชำย:หญงิ) 

Recurrence risk to sibs (%) 

   Male proband 

   Female proband 

19 

1.75 

Dominant 

52:40 

 

17/13 

33/9 

81 

5.5 

Multigenic or recessive 

17:4 

 

5/1 

5/3  
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พยำธิสภำพของโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด สำมำรถจ ำแนกออกไดเ้ป็นสำมกลุ่มใหญ่ๆ ไดแ้ก่ 

(1) Short-Segment Hirschsprung diseaseหรือ S-HSCR พบประมำณ 80% ของผูป่้วย มี

จุดเร่ิมตน้ของล ำไส้ส่วนขำดเซลล์ปมประสำทไม่เกินส่วน rectosigmoid หำกสูงไปกวำ่น้ีจดัอยูใ่น

กลุ่ม 

(2) Long-Segment Hirschsprung disease หรือ L-HSCR พบประมำณ 20% ของผูป่้วย  

(3) Total colonic aganglionosis หรือ TCA พบประมำณ 5% คือมีจุดท่ีขำดเซลล์ปม

ประสำทสูงถึงส่วน cecum (รูปท่ี 3) (Amiel and Lyonnet 2001) 

 

 

รูปที่ 3 แสดงกำรกระจำยของระดบักำรขำดเซลลป์มประสำทในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิด (ท่ีมำ: รูปภำพดดัแปลงจำก http://colorectalsurgeonssydney.com.au) 
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พนัธุศำสตร์ของกำรเกดิโรค (Genetic background) 

กำรถ่ำยทอดลกัษณะทำงพนัธุกรรมในกลุ่มผูมี้ประวติัครอบครัวพบกำรถ่ำยทอดไดห้ลำย

รูปแบบ อำทิเช่น autosomal dominant, autosomal recessive, x-link recessive หรือ แบบ polygenic 

ขณะท่ีในกลุ่มผูป่้วยแบบ sporadic มีลกัษณะท่ีซับซ้อน ไม่เป็นไปตำมกฎของเมนเดล มีลกัษณะ 

penetrance ท่ีต  ่ำและยงัมีปัจจยัเร่ืองเพศเขำ้มำเก่ียวขอ้ง (Amiel et al. 2008) กำรศึกษำในระดบั

โมเลกุลท ำให้ทรำบถึงควำมสัมพนัธ์ของยีนกบัโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดไดแ้ก่  ยีน RET  

บนโครโมโซมคู่ท่ี 10 (10q11.2) อยำ่งท่ีกล่ำวแลว้ขำ้งตน้ ร่วมกบัยีนอ่ืนๆท่ีพบกำรกลำยพนัธ์ุในผู ้

เป็นโรค โดยกำรศึกษำทั้งในมนุษยแ์ละสัตวท์ดลอง RET มีตวัจบั (ligand) บนผนังเซลล์ได้แก่ 

GDNF จำกกำรทดลองในหนูท่ีมีกำรขำดหำยของ GDNF พบวำ่ ท ำให้ไม่มีกำรพฒันำของเซลล์ปม

ประสำทและรวมถึงไม่มีกำรเจริญของเซลล์ไตอีกดว้ย และโปรตีน EDNRB ซ่ึงเป็นตวัรับอีกตวั มี

ตวัจบัคือ ET-3 ท่ีมีควำมส ำคญัต่อกำรอพยพของ neural crest cell โดยกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุของยีน

EDNRB พบในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดประมำณร้อยละ 5 (Amiel et al. 2008) และ

กำรกลำยพนัธ์ุของยีน ET-3 พบไดน้อ้ย นอกจำกน้ียงัมีวิถีสัญญำณ (pathway) อ่ืนๆ ท่ีมีกำรรำยงำน

ในโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดเช่น ยีน SOX10 ซ่ึงเป็นยีนในกลุ่ม SRY(sex-determining 

factor)-like, high mobility group (HMG) DNA binding protein (Amiel et al. 2008) จำกกำร

รำยงำนกำรศึกษำในคนไขโ้รคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดชำวไทยจ ำนวน 41 รำย พบกำรกลำย

พนัธ์ุแบบ missense ของยีน RET ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบsporadic 

ประมำณ 7.3%กำรกลำยพนัธ์ุในยีน EDNRB และยีน ET-3 ในผูป่้วย 1 และ 2 รำยตำมล ำดบั แต่ไม่

พบกำรกลำยพนัธ์ุของยนี GDNF และยนี SOX10 (Sangkhathat et al. 2006) 

กำรศึกษำในช่วงหลงั นอกจำกกำรศึกษำกำรกลำยพนัธ์ุของยนีท่ีส่งผลกบักำรเกิดโรคล ำไส้

ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดยงัมีกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ของควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมของยีน

ต่ำงๆกบักำรเกิดโรคอีกดว้ย ส่วนหน่ึงจำกงำนวจิยั ไดแ้ก่ ยีน RET เป็นยีนหลกัท่ีสัมพนัธ์กบักำรเกิด

โรคตำมท่ีกล่ำวมำแลว้ โดยส่วนหน่ึงเป็นผลมำจำกกำรมี rare และ common variant ท่ีเกิดข้ึนภำยใน

ยนี ทั้งในส่วนท่ีมีกำรแปลรหสั (coding) และไม่แปลรหสั (non-coding) รวมถึงปัจจยัแวดลอ้มต่ำงๆ 

ท่ีส่งผลต่อกำรเกิดโรค โดยมีหลักฐำนกำรศึกษำในประชำกรไทยพบว่ำสนิปท่ีพบบนยีนRET
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ต ำแหน่ง rs2435357 และ NRG1 ต  ำแหน่ง rs2439305 พบวำ่มีควำมสัมพนัธ์ต่อกนัและมีควำมเส่ียงท่ี

เพิ่มข้ึนต่อกำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดในประชำกรไทย (Phusantisampan et al. 2012) 

และยงัมียนีอ่ืนๆท่ีไดมี้กำรระบุวำ่พบ  rare coding mutation และมีควำมสัมพนัธ์กบักำรเกิดโรค เช่น 

GDNF, NRTN, PSPN, EDNRB, EDN3, ECE1, NTF3, NTRK3, SOX10, PHOX2B, L1CAM, 

ZFHX1B, KIAA1279, TCF4, PROK1, PROKR1 และ PROKR2 (Amiel et al. 2008; Emison et al. 

2010; Ruiz-Ferrer et al. 2008; Ruiz-Ferrer et al. 2011) 

ยีน NRG1 (8p12) เป็นยีนซ่ึงแปลรหสัส ำหรับโปรตีน neuregulin 1 ซ่ึงมีควำมเก่ียวขอ้งกบั

กำรพฒันำของระบบประสำททำงเดินอำหำร (enteric nervous system; ENS) และยงัพบ rare และ 

common variant ในยนีน้ีอีกดว้ย จำกกำรรำยงำนก่อนหนำ้น้ีพบวำ่สนิปทั้งหมด 243 ตวับน NRG1 ท่ี

พบในคนไข้โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดของประชำกรจีน เม่ือวิเครำะห์แบบ genotype 

analysis narrowed down พบว่ำมี 6 สนิปท่ีส่งผลต่อ NRG1 promoter ได้แก่ rs16879552, 

rs7835688, rs10088313, rs10094655, rs4624987 และ rs3884552 และพบว่ำมีมีผลต่อกำร

แสดงออกของ NRG1 ท่ีแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งใน rs10088313 ท่ีดู

เหมือนวำ่เป็น risk genotype (Tang et al. 2011) และจำกกำรรำยงำนกำรวิเครำะห์ ยีน NRG1 แบบ

ครอบคลุม (comprehensive) ในกลุ่มของผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดชำวสเปน จ ำนวน 

207 คน โดยจะคน้หำกำรกลำยพนัธ์ุของยีนบริเวณท่ีมีกำรแปลรหัส (coding sequence) รวมถึง

ประเมิน  common tag SNPs 3 ตวั และคน้หำ rare variant ท่ีมีผลต่อหน้ำท่ีกำรท ำงำนของยีน 

กำรศึกษำพบวำ่ rare variant มีควำมสัมพนัธ์กบักำรสร้ำงโปรตีน NRG1 ท่ีลดลงและกำรวิเครำะห์

หำกำรกลำยพนัธ์ุท่ีท ำให้เกิดกำรเปล่ียนแปลงของโปรตีน NRG1 อำจจะบอกถึงควำมสัมพนัธ์กบั

กำรเกิดโรค ท่ีไม่ใช่เจอในประชำกรจีนเท่ำนั้นแต่ยงัเจอในประชำกรผิวขำว (caucasian) ซ่ึงเป็นกำร

แสดงใหเ้ห็นถึงควำมเก่ียวขอ้งระหวำ่งยนี NRG1 กบักำรเกิดโรค (Luzon-Toro et al. 2012) 

กำรศึกษำ rare และ common variant (RV, CV) ของยีน RET และ NRG1 ในผูป่้วยโรค

ล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ sporadic ชำวจีน 254 รำย โดยกำรวิเครำะห์แบบ logistic 

regression และ pair-wise Kendall correlations พบควำมสัมพนัธ์ระหวำ่ง common และ rare variant 
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บนยีน RET หรือ common และ rare variant บนยีน NRG1 กบักำรเกิดโรค และพบวำ่ยงัส่งผลต่อ

กำรท ำงำนของ neural crest cell (NCC) ท่ีแยล่งอีกดว้ย (Gui et al. 2013) 

นอกจำกโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแลว้ ยงัมีกำรรำยงำนถึงควำมสัมพนัธ์ระหวำ่ง 

สนิปบนยีน SOX10 ต ำแหน่ง rs139883 กบัโรคควำมผิดปกติทำงระบบประสำทอ่ืนๆอีกดว้ย ไดแ้ก่ 

โรคจิตเภท (Schizophrenia) ท่ีศึกษำในประชำกรญ่ีปุ่น พบว่ำสนิปต ำแหน่ง rs139883 และ 

rs139887 มีควำมสัมพนัธ์กบัอำยุขณะเร่ิมเกิดอำกำรของผูป่้วยโรคจิตเภทอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ 

(Yuan et al. 2013) อยำ่งไรก็ตำมยงัไม่มีนกัวิจยัท่ำนใดไดเ้คยรำยงำนถึงควำมสัมพนัธ์ของกำรเกิด 

Single Nucleotide Polymorphisms หรือสนิปบนยีน SOX10 กบักลุ่มผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพอง

โดยก ำเนิดแบบsporadic จำกกำรศึกษำเบ้ืองตน้พบว่ำสนิปของยีน SOX10 ในผูป่้วยดว้ยโรคล ำไส้

ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดไทย โดยธีรวุฒิ ภู่สันติสัมพนัธ์ พบว่ำสนิปต ำแหน่ง rs139883 มี

ควำมสัมพนัธ์กบักำรเกิดโรคอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ (รำยงำนยงัไม่ไดตี้พิมพ)์ 

 

ยนีทีใ่ช้ในกำรศึกษำในคร้ังนีแ้ละกำรรำยงำนควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

 

ยนี RET (MIM 164761) 

ยีน RET เป็นตวัรับไทโรซีนไคเนส (receptor tyrosine kinase) ท่ีประกอบดว้ย 21 เอกซอน

(รูปท่ี 4) บนโครโมโซมท่ี 10q11 (รูปท่ี 4) ประกอบดว้ยกรดอะมิโนทั้งหมด 1,114 ตวัท ำหนำ้ท่ีเป็น

ตวัรับของ Glial cell line-Derived Neurothopic Factor (GDNF) กำรท ำงำนของตวัรับ RET จะถูก

กระตุ้นผ่ำนโมเลกุลกลุ่ม neurotrophic factor ซ่ึงมีควำมส ำคญัต่อกำรอพยพ และกำรเจริญ 

(differentiation) ของ neural crest cell ท่ีจะพฒันำไปเป็นระบบประสำททำงเดินอำหำ (Paul K.H. 

Tam 2004) 

กำรกลำยพนัธ์ุระดบั germline ของยีน RET มีควำมสัมพนัธ์กบักลุ่มอำกำรของโรคใน

มนุษย ์ไดแ้ก่ HSCR, MEN2A, MEN2B และกลุ่มอำกำร Medullary Thyroid Carcinoma (MTC) 
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ตวัรับ RET เป็น single pass transmembrane protein ท่ีประกอบดว้ยสองโดเมนหลกัได้แก่ 

extracellular (EC) ท่ีมี cadherin-like domain (CAD) และกลุ่มของ cysteine rich region (CYS)  

ส่วน intracellular (IC) ประกอบดว้ย tyrosine kinase domain (TK) (รูปท่ี 5) รวมถึงยงัมีกำรศึกษำ

ก่อนหนำ้น้ีท่ีมีกำรระบุถึงกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุของยีน RET ในผูป่้วยดว้ยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพอง

โดยก ำเนิด จำกกำรศึกษำใน 20 เอซอน ของยีน RET ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด

แบบ sporadic จ ำนวน 45 รำยและผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ familial จ  ำนวน 35 

รำยโดยวิธี denaturing gradient gel electrophoresis และ SSCP พบกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุในผูป่้วย

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ familial 50 % โดยไม่ค  ำนึงถึงควำมยำวของ aganglionic 

segment และมีค่ำเฉล่ีย penetranceของแอลลีลท่ีมีกำรกลำยพนัธ์ุท่ีสูงอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติใน

ผูป่้วยเพศชำย คือ 72% ซ่ึงมำกกว่ำในเพศหญิงท่ีพบเพียง 51% กำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุท่ีมีกำร

กระจำยทัว่ไปบนยีน RET  พบอยำ่งนอ้ย 1 ใน 3 ของผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ 

sporadic และพบกำรกลำยพนัธ์ุท่ีไม่เคยมีกำรรำยงำนมำก่อน (novo mutation) ในผูป่้วย 7 รำย จำก

กำรศึกษำน ำไปสู่ข้อสรุปท่ีว่ำ กำรกลำยพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนมี penetrance ท่ีต  ่ำ ไม่พบควำมสัมพนัธ์

ระหวำ่ง genotype/phenotype กำรกลำยพนัธ์ุบนยีน RET จะข้ึนอยูก่บัเพศ และควำมแปรปรวนของ

อำกำรทำงคลินิกสำมำรถส่งผลต่อกำรเปล่ียนแปลงของยีนในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิดแบบ familial (Attie et al. 1995) 

และเช่นเดียวกนักำรวิเครำะห์ยีน RET โดย SSCP พบกำรกลำยพนัธ์ุ 7 ต ำแหน่งในผูป่้วย

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบsporadic และแบบ familial จ  ำนวน 39 รำย (detection rate 

18%) และพบวำ่กำรตรวจสอบกำรกลำยพนัธ์ุไม่มีประสิทธิภำพพอส ำหรับกำรศึกษำควำมแตกต่ำง

ทำงพนัธุกรรม (genetic heterogeneity) โดยไม่สำมำรถไปสนบัสนุนผลกำรศึกษำควำมเช่ือมโยง 

(linkage analysis) ในกำรวิเครำะห์พงศำวดำรสำยตระกูล (pedigrees) กำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุแบบ 

point mutation มำกกวำ่ 74% แต่มีกำรระบุแค่ 25% ในกลุ่มผูป่้วย long segment (Seri, Yin, et al. 

1997) และจำกรำยงำนกำรศึกษำพบวำ่มีกำรกลำยพนัธ์ุของกรดอะมิโนต ำแหน่งท่ี 260 ถูกแทนท่ี

จำกกรดอะมิโนซิททีอีนไปเป็นอำร์จีนีน (C620R) ในผูป่้วย Total Colonic Aganglionosis; TCA 

และพบกำรกลำยพนัธ์ุในต ำแหน่งดงักล่ำวในผูป่้วย medullary thyroid carcinoma กำรศึกษำยงัได้

ระบุถึงกำรกลำยพนัธ์ุท่ีมีกำรเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนต ำแหน่งท่ี313 มีกำรเปล่ียนจำกอำร์จีนีนไป
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เป็นกลูตำมีน (R313Q) ในเด็กทำรกแรกเกิดท่ีมีสำยตระกูลเดียวกันและยงัมีควำมสัมพนัธ์กับ

ลกัษณะกำรแสดงออกโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดในกลุ่ม Total Colonic Aganglionosis อีก

ดว้ย (Seri, Celli, et al. 1997) 

กำรศึกษำในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดในประชำกรชำวแอฟริกำใต้ท่ีมี

หลำกหลำยทำงเช้ือชำติ จ  ำนวน 40 รำย พบมีกำรกลำยพนัธ์ุบนยนี RET ในผูป่้วยจ ำนวน 8 รำย หรือ

คิดเป็น 20 % และเป็นกำรกลำยพนัธ์ุท่ีไม่เคยมีกำรรำยงำนมำก่อน 5 ต ำแหน่ง อยำ่งไรก็ตำมยงัไม่

เคยมีกำรรำยงำนกำรกลำยพนัธ์ุในกลุ่มคนผิวด ำ และกำรศึกษำยงัมีผูป่้วยท่ีใชร่้วมกำรศึกษำจ ำนวน

นอ้ยและยงัมีขอ้จ ำกดัเก่ียวกบัวิธีกำรคน้หำ (screening method) รวมถึงควำมแตกต่ำงทำงดำ้นพนัธุ

ศำสตร์ (different genetic basis) (Julies et al. 2001) 

จำกกำรทบทวนเอกสำรท่ีกล่ำวถึงยนี RET  ท่ีมีบทบำทเก่ียวขอ้งกบัโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพอง

โดยก ำเนิด มีรำยงำนในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ familial เพียง 1 รำย ท่ีไม่

เช่ือมโยงกบั RET แต่มีกำรรำยงำนระบุถึงกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุในต ำแหน่งท่ีมีกำรแปลรหัสใน

กลุ่มผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ familial 50% และ 15-35% ในกลุ่มผูป่้วยแบบ 

sporadic ในขณะท่ีพบควำมหลำกหลำยทททำงพนัธุกรรมมำกในยีน GDNRB และ RET  ท่ีส่งผลต่อ

กำรเกิดโรค กำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุบนยีน RET  ยงัไม่เป็นท่ีกระจ่ำงพอท่ีจะน ำไปสู่สำเหตุของกำร

ขำดหำยไปของเซลลป์มประสำท และ penetrance ของกำรกลำยพนัธ์ุในเพศชำยอยูท่ี่ 65% และเพศ

หญิงอยูท่ี่ 45% และอำจกล่ำวไดว้ำ่ยีน RET เป็นยีนท่ีมีบทบำทในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิดแบบ familial ในกลุ่ม Long-segment HSCR (Gabriel et al. 2002) เพื่อระบุยีนท่ีมีบทบำทต่อ

กำรถ่ำยทอดทำงพนัธ์ุกรรมท่ีซับซ้อนในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ familial 

(complex inheritance) แบบ Short-segment กำรศึกษำไดร้ะบุถึงต ำแหน่งท่ีมีควำมอ่อนไหว ไดแ้ก่ 

โครโมโซมท่ี 3q21, 10q11 และ 19q12 ซ่ึงเป็นต ำแหน่งท่ีเพียงพอต่อกำรอธิบำยควำมเส่ียงท่ีจะ

กลบัมำเป็นซ ้ ำในผูป่้วยและอุบติักำรณ์ในประชำกร โครโมโซมต ำแหน่ง 10q11 ท่ีอยู่บนยีน RET 

พบวำ่เป็นต ำแหน่งท่ีมีบทบำทในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดในทุกๆรูปแบบ อยำ่งไรก็

ตำมยงัมีกำรพบกำรกลำยพนัธ์ุบนยนี RET ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ familial 

ในต ำแหน่งท่ีมีกำรแปลรหัสเป็นโปรตีนท่ีพบเพียง 40% เท่ำนั้น ท่ีเหลือเกิดจำกควำมหลำกหลำย
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ทำงพนัธุกรรม หรือ variant ในต ำแหน่งท่ีไม่มีกำรแปลรหัสเป็นโปรตีน (non-coding) (Gabriel et 

al. 2002) 

กำรศึกษำเพื่อประเมินกำรท ำงำนของสนิปในต ำแหน่ง RET promoter haplotype ท่ีแตกต่ำง

กนั โดยใช้วิธีสำรเรืองแสง dual-luciferase assay ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด 80 

รำย ท่ีประกอบไปด้วยควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรม หรือ polymorphism ในบริเวณ RET 

promoter 2 ต ำแหน่ง ไดแ้ก่ -5G-A และ -1CA พบวำ่ต ำแหน่ง -5G-Apolymorphism มีควำมสัมพนัธ์ 

linkage disequilibrium กบั polymorphism ต  ำแหน่ง 135G-A และยงัพบว่ำ -5G-A และ -1CA มี

ควำมสัมพนัธ์กับกำรเกิดโรคและยงัส่งผลต่อกำรลดกำรแสดงออกของยีน RET อีกด้วย จำก

กำรศึกษำสำมำรถสรุปผลไดว้ำ่  RET haplotypes ท่ีมี -5G-Apromoter variant เป็นสำเหตุของกำร

เกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Fitze et al. 2003) เช่นเดียวกบักำรศึกษำในประชำกรชำวจีน

พบควำมสัมพนัธ์ของ -5G-A และ -1CApromoter variant กับกำรเกิดโรคเช่นเดียวกัน โดย

ท ำกำรศึกษำในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบsporadic จ ำนวน 172 รำย และ

ท ำกำรศึกษำ SNPs overlapped เพื่อท่ีจะคำดเดำกำรท ำงำนและต ำแหน่งจบัของ TTF1-binding site 

กำรศึกษำพบว่ำสนิปบริเวณ promoter มีควำมสัมพนัธ์กบักำรลดกำรแสดงออกของยีน RET และ

กำรแสดงออกของ TTF1 จะกระตุน้กำรถอดรหสัของ RET promoter ซ่ึงกำรท ำงำนของ TTF1 จะ

ลดลงเม่ือมีสนิปบริเวณ RET promoter ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Garcia-Barcelo 

et al. 2005) 

กำรศึกษำเคร่ืองหมำย (marker) 13 ตวั บนยีน RET ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิดแบบsporadic ชำวดัทช์ จ  ำนวน 117 รำย พบเพียง 6 ตวับ่งช้ี ในบริเวณ 5’UTR ท่ีมี

ควำมสัมพนัธ์กบัยนี RET และผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด และ 6 ตวับ่งช้ีน้ียงัเพิ่มควำม

เส่ียงต่อกำรเกิดโรคโดยมีค่ำ OR มำกกว่ำ 20 (Burzynski et al. 2004) และกำรศึกษำจำกคณะ

เดียวกนัสรุปวำ่หำกไม่มีกำรกลำยพนัธ์ุของยีน RET แต่ยงัพบ variants ท่ีอยูบ่ริเวณ promoter และ 

เอกซอนท่ี 2 ของยีน RET ท่ีมีควำมสัมพนัธ์กบักำรเกิดโรคในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิดแบบ sporadic กลุ่มน้ีอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติอีกดว้ย 
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นอกจำกกำรศึกษำท่ีมีกำรรำยงำนกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุบนยนี RET  ท่ีพบมำกกวำ่ 50% ใน

ผูป่้วย familial HSCR และพบกำรกลำยพนัธ์ุในผู ้ป่วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ 

sporadic บนยีน RET  บริเวณส่วนท่ีมีกำรแปลรหสัมำกกวำ่ 20% อยำ่งไรก็ตำมหำกไม่มุ่งประเด็น

กำรกลำยพนัธ์ุของ RET locus ยนีดงักล่ำว ยงัมีควำมเช่ือมโยงอ่ืนๆกบัผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพอง

โดยก ำเนิดโดยเฉพำะ familial และมีควำมสัมพนัธ์กบัผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ

sporadic ในกลุ่มประชำกรท่ีมีขนำดใหญ่ ท่ีไม่มีกำรกลำยพนัธ์ุในส่วนท่ีมีกำรแปลรหสั ตวัอยำ่งเช่น

กำรพบ SNPs haplotype ในส่วนของ 5’UTR บนยีน RET ในประชำกรชำวยุโรป (European) 

(Borrego et al. 2003) 

กำรศึกษำเพื่อคน้หำกำรกลำยพนัธ์ุและควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมบริเวณท่ีมีกำรแปล

รหสัไปเป็นโปรตีนบนยีน RET ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดชำวสเปนจ ำนวน 106 

รำย โดยเปรียบเทียบกำรกระจำยตวัของ RET haplotype ระหวำ่งผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดย

ก ำเนิดแบบ sporadic กบักลุ่มท่ีไม่มีกำรกลำยพนัธ์ุของยีน RET  พบกำรกลำยพนัธ์ุชนิด germline ท่ี

เคยมีกำรรำยงำน 9 ต ำแหน่ง และอีก 1 ต ำแหน่งเคยรำยงำนมำแลว้จำกกำรศึกษำก่อนหนำ้น้ี (Ruiz-

Ferrer et al. 2006) และยงัมีกำรศึกษำพบวำ่สนิปต ำแหน่ง promoter -200A/-196C มีควำมสัมพนัธ์

กบัผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ (Fernandez et al. 2005) 

กำรศึกษำในปี 2005 พบควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมบริเวณท่ีไม่มีกำรแปลรหัสเป็น

โปรตีนบนยีน RET  ในอินทรอนท่ี 1 สนิป rs2435357 (IVS1C-T) พบมีควำมสัมพนัธ์กบักำรเกิด

โรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ และต ำแหน่งดงักล่ำวยงัมีควำมเส่ียงต่อ

กำรเกิดโรคถึง 20 เท่ำ เม่ือเทียบกบั rare alleles ท่ีไดจ้ำกกำรศึกษำ และจำกกำรศึกษำในหลอด

ทดลอง ควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมในต ำแหน่งน้ี ยงัมีผลไปลดกำรท ำงำนของ enhancer RET 

และยงัพบวำ่มี penetrance ท่ีต  ่ำ รวมถึงมีควำมแตกต่ำงทำงพนัธุกรรมในเพศชำยและเพศหญิง ซ่ึง

เป็นกำรอธิบำยลกัษณะรูปแบบท่ีซบัซ้อนของกำรถ่ำยทอดทำงพนัธุกรรม กำรศึกษำไดส้รุปว่ำกำร

กลำยพนัธ์ุของยนี RET  ทั้งในส่วนท่ีมีกำรแปลรหสัและไม่มีกำรแปลรหสัเป็นโปรตีน เป็นไปไดถึ้ง

ควำมส ำคญัในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดทุกๆแบบ อยำ่งไรก็ตำมยงัไดก้ล่ำวอีกวำ่กำร
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กลำยพนัธ์ุของยีน RET ไม่เพียงพอต่อกำรเกิดโรคเน่ืองจำกตอ้งกำรพยำธิสภำพบนยีนอ่ืนๆหรือ

ต ำแหน่งอ่ืนๆร่วมดว้ย (Emison et al. 2005) 

กำรศึกษำในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด 882 probands และ 1,478 first-degree 

ท่ีสัมพนัธ์ในชำวอเมริกนัชำวยุโรป และครอบครัวชำวจีน พบสนิปต ำแหน่ง rs2435357 ท่ีสัมพนัธ์

กบัชำวยุโรปและชำวจีนและยงัเพิ่มควำมเส่ียงต่อกำรเกิดโรคในกลุ่มประชำกรดงักล่ำว (Emison et 

al. 2010) และกำรศึกษำในปี 2010 เพื่อดูผลของสนิป 3 ต ำแหน่ง ไดแ้ก่ rs10900296 (-5G-A), 

rs10900297 (-1A-C)บริเวณ promoter และ rs2435357C-T ในอินทรอนท่ี 1 ใน ganglionic gut 

tissue โดยใช ้real-time PCR และท ำกำรวิเครำะห์จีโนไทป์โดย PCR และกำรตรวจหำล ำดบันิวคลี

โอไทป์ (direct sequencing) ในผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดชำวจีน 315 รำย และกลุ่ม

ควบคุม 325 รำย โดยก ำหนดให้มีเช้ือชำติท่ีสอดคลอ้งกนั (ethnically match) กำรแสดงออกของ 

RET mRNA ใน ganglionic gut tissue สัมพนัธ์กบัจีโนไทป์ของแต่ละคน และมีกำรแสดงออกของ 

RET ท่ีลดลงในทั้ง 3 สนิปแบบ homozygous (A-C-T/A-C-T) แต่พบกำรแสดงออกท่ีมำกข้ึนใน 

homozygous (G-A-C/G-A-C) แอลลีล A rs10900296, แอลลีล C rs10900297 และแอลลีล T 

rs2435357 มีควำมสัมพนัธ์กบัผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Miao et al. 2010) 
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รูปที่ 4 แสดงต ำแหน่งของยนี RET  บนต ำแหน่งโครโมโซมท่ี 10q11.2 (ท่ีมำ: รูปจำก

http://ghr.nlm.nih.gov/gene/RET) 

 

 

 
 

รูปที ่5 แสดงโครงสร้ำง เอกซอนของยนี RET  และต ำแหน่ง encode RET protein receptor (Paul 

K.H. Tam 2004) 
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ยนี SOX10 (MIM 602229) 

ยีน SOX10 หรือ SRY (sex determining region Y)-box 10 บนโครโมโซมท่ี 22q13.1 (รูปท่ี 

6) มีทั้งหมด 5 เอกซอนประกอบดว้ยกรดอะมิโนทั้งหมด 466 ตวั สำมำรถตรวจพบกำรแสดงออก

ได้ในช่วงกำรพฒันำของตวัอ่อน เป็นยีนท่ีมีควำมส ำคญัต่อกำรพฒันำของเน้ือเยื่อและอวยัวะใน

ระหว่ำงกำรพฒันำของตวัอ่อน โปรตีนในกลุ่ม SOX (SOX gene family), high mobility group 

(HMG) DNA binding protein จะจบับริเวณท่ีจ ำเพำะบริเวณสำย DNA และจะมีส่วนช่วยในกำร

ควบคุมกำรถอดรหสัของยีนอ่ืนๆดว้ย รู้จกักนัในกลุ่มกำรท ำงำนท่ีเรียกวำ่ transcriptional regulator 

ซ่ึงมีควำมส ำคญัต่อกำรพฒันำของเซลล์ใน neural crest lineage ซ่ึงประกอบดว้ย melanocyte และ 

enteric neuron (Paul K.H. Tam 2004) 

โปรตีน SOX10 เป็น transcription factor ระหวำ่งกำรพฒันำของ neural crest กำรเกิดกำร

กลำยพนัธ์ุของยีน SOX10 ซ่ึงมีควำมสัมพนัธ์กบัโรคในกลุ่ม neurocristopathies เช่น WS4 เป็นกลุ่ม

อำกำรควำมผิดปกติของกำรไดย้ิน ควำมผิดปกติของเซลล์สร้ำงเม็ดสี (pigmentary abnormalities) 

และกำรขำดหำยไปของเซลลป์มประสำท (ganglion cell) หรือโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด 

จำกำรรำยงำนกำรพบกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์แบบ deletion ของยีน SOX10 ในผูป่้วย WS2E 

(Waardenburg Syndrome Type 2E) จ  ำนวน 5 รำย ท ำให้ยีน SOX10 กลำยเป็นยีนใหม่ท่ีส่งผลกบั

รูปแบบของโรค Waardenburg Syndrome และไม่พบกำรเกิดกำรกลำยพนัธ์ุแบบ point mutation 

จำกกำรหำล ำดบันิวคลีโอไทป์ (DNA sequencing) ของ 3 coding เอกซอนและควำมผิดปกติของ

โรคท่ีเก่ียวกบัควำมทรงจ ำ (neurologic phenotypes reminiscent) สำมำรถพบไดใ้นผูป่้วย WS4 และ

โรคอ่ืนๆ รวมถึงกลุ่มอำกำรต่ำงๆ ไดแ้ก่ PCWH syndrome (peripheral demyelinating neuropathy, 

central demyelination, WS และ Hirschsprung สำมำรถพบไดใ้นผูป่้วย WS2 ท่ีมีกำรกลำยพนัธ์ุแบบ

deletion ของยีน SOX10 (Bondurand et al. 2007) และมีกำรรำยงำนถึงกำรวิเครำะห์ยีน SOX10 ใน

ผูป่้วย hypogonadotropic hypogonadism และ anosmia ท่ีได้รับกำรวินิจฉัยว่ำมีกลุ่มอำกำร 

Kallmann syndrome ร่วมดว้ย และมีกำรแสดงอำกำรของโรค Waardenburg อย่ำงน้อยหน่ึงอย่ำง 

พบวำ่มีกำรกลำยพนัธ์ุของยีน SOX10 จ  ำนวน 6 รำย (Pingault et al. 2013) และยงัมีกำรรำยงำนกำร

เกิดควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมบนยนี SOX10 ท่ีสัมพนัธ์กบักำรเกิดโรคต่ำงๆ (ตำรำงท่ี 3) 
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กำรศึกษำในผูป่้วย Waardenburg-Shah Syndrome ท่ีคดัเลือกมำจำกศูนยพ์นัธุศำสตร์ของ

โรงพยำบำลในกรุงปำรีสได้ให้ข้อมูลท่ีอธิบำยถึงผูป่้วย 3 รำยท่ีมีกำรเจริญเติบโตช้ำ (growth 

retardation) ขอ้มูลยงัไม่มีกำรรำยงำนถึงลกัษณะทำงประสำทวิทยำ (neurologic phenotype) ท่ีพบวำ่

มีกำรศูนยเ์สียระบบประสำทส่วนกลำงและระบบประสำทอตัโนมติัและมีควำมสัมพนัธ์กบัโรค

neonatal hypotonia และ arthrogryposis ผูป่้วย 3 รำยน้ีพบมีกำรกลำยพนัธ์ุแบบ heterozygous ท่ี

ต  ำแหน่งท่ีมีกำรเปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนไทโรซินไปเป็นกรดอะมิโนตวัอ่ืน (Y313X) หรือกำร

เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนเซรีนไปเป็นกรดอะมิโนตวัอ่ืน (S251X) และกำรขยำย spectrum ของ

ผูป่้วย WS4 เผยให้เห็นกำรแสดงออกของโปรตีน SOX10 ในสมองมนุษยช่์วงท่ียงัเป็นตวัอ่อนและ

ช่วงกำรพฒันำตวัของตวัอ่อน กำรแสดงออกของโปรตีน SOX10 ในตวัอ่อนมนุษย ์ไม่ได้ไป

ขดัขวำงกำรเจริญของ neural crest-derived แต่ยงัเก่ียวขอ้งกบัเซลล์ในสมองของตวัอ่อน ไดแ้ก่ 

เซลล์ดั้งเดิมของ glial (glial origin) จำกขอ้มูลยงัให้ควำมส ำคญัของบทบำทของโปรตีน  SOX10 

ในช่วงท่ีเร่ิมมีกำรพฒันำตวัของทั้ง neural crest-derived tissue, เซลล์สร้ำงเม็ดสี (melanocytes), 

ระบบประสำทอตัโนมติั, ระบบประสำททำงเดินอำหำร (enteric nervous systems) และ glial cell 

ของระบบประสำทส่วนกลำง (Touraine et al. 2000) 

จำกกำรศึกษำในเด็กท่ีมีกำรสูญเสียกำรไดย้นิของหูทั้งสองขำ้ง (bilateral hearing loss) กลุ่ม

ผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิดแบบ Short-segment และผูท่ี้มีควำมผิดปกติของกำรสร้ำง

เซลล์เม็ดสี (pigmentary abnormalities) ซ่ึงทั้งหมดมีลักษณะของ WS4C ร่วมด้วย โดยผูป่้วย

ทั้งหมดพบวำ่มีกำรกลำยพนัธ์ุของยีน SOX10 แบบ heterozygous rs74315514  ท่ีต  ำแหน่งกรดอะมิ

โนกลูตำมิคเปล่ียนแปลงไปเป็นกรดอะมิโนตวัอ่ืน (E189X) ซ่ึงเป็นต ำแหน่งกำรกลำยพนัธ์ุ ซ่ึง

เกิดข้ึนใหม่ (de novo mutation) และกำรกลำยพนัธ์ุดงักล่ำวไม่มีผลต่อต ำแหน่ง HMG binding 

domain(Pingault et al. 1998)และจำกกำรศึกษำในเด็กผูช้ำยท่ีมีลกัษณะของโรค WS4C และมีกำร

สูญเสียกำรไดย้ินของหูทั้งสองขำ้ง ผมบำง มีนยัน์ตำสีฟ้ำ และมีปัญหำเก่ียวกบัล ำไส้อกัเสบเร้ือรัง

พบกำรกลำยพนัธ์ุแบบ heterozygous ต  ำแหน่ง rs73415876 ท่ีต  ำแหน่งกรดอะมิโนไทโรซีน

เปล่ียนแปลงไปเป็นกรดอะมิโนตวัอ่ืน (Y83X) บนยีน SOX10 ท่ีอยู่ตน้ทำง (upstream) ของ HMG 

domain และยงัมีผลกำรตรวจเน้ือเยื่อล ำไส้ตรง (rectal biopsy) พบวำ่มีจ ำนวนของ ganglia ท่ีลดลง

อีกดว้ย กำรศึกษำในผูท่ี้มีควำมผิดปกติทำงกำรไดย้ิน (deafness) และ Short-segment aganglionosis 
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ร่วมดว้ยพบกำรแทนท่ี (insertion) ของต ำแหน่งนิวคลีโอไทป์ 6 เบส (GCTCCT) rs 397515366 

ระหวำ่งนิวคลีโอไทป์ท่ี 482 และ 483 บน เอกซอนท่ี 4 ของยนี SOX10 เป็นผลใหมี้กำรเปล่ียนแปลง

กรดอะมิโนอำร์จีนีนต ำแหน่ง 161 และลิวซีนต ำแหน่ง 162 ตรงกลำงของสำย helix 3 บริเวน HMG 

domain กำรเปล่ียนแปลงดงักล่ำวส่งผลใหมี้ช่องวำ่งระหวำ่ง 2 highly conserved residues และจะไป

ขดัขวำงโครงสร้ำงของบริเวณท่ีจบัของ DNA (DNA binding domain) กำรศึกษำยงัพบกำรกลำย

พนัธ์ุแบบ deletion 2 เบส (107delGA) rs397515367 บนเอกซอนท่ี 5 ของยีน SOX10 ท ำให้มีกำร

เปล่ียนแปลงของ mRNA sequence และชกัน ำให้เกิด premature termination codon ต ำแหน่งโค

ดอนท่ี 400 ซ่ึงกำรกลำยพนัธ์ุต ำแหน่งน้ีส่งผลใหก้ำรท ำงำนของยนีลดลง (Pingault et al. 2002) 

กำรศึกษำในปี 1996 และ 1999 ในเด็กหญิงท่ีมีลกัษณะ Waardenburg Syndrome type2E 

และมี cutaneous hypo-hyperpigmented regions รวมถึงกำรสูญเสียกำรไดย้ิน พบกำรกลำยพนัธ์ุ

แบบ heterozygous rs74315515 ต ำแหน่งกรดอะมิโนเซรีนเปล่ียนแปลงไปเป็นกรดอะมิโนทรี

โอนีน(S135T) บนยีน SOX10 (Hennekam and Gorlin 1996; Bondurand et al. 1999) และกำรศึกษำ

ในผูป่้วย 2 รำยท่ีมีลกัษณะ Waardenburg-Shah Syndrome ในปี 2000 กำรศึกษำคน้พบสนิป 

rs74315518 ท่ีมีกำรเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนเซรีนเปล่ียนแปลงไปเป็นกรดอะมิโนทรีโอนีน 

(S251T) บนยีน SOX10 ในเด็กชำยชำวฝร่ังเศสท่ีมีลักษณะ Waardenburg Syndrome และ 

neurologic variant และไม่มีสมำชิกในครอบครัวมีประวติัเป็นโรคในกลุ่มอำกำร Waardenburg 

Syndrome และโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองโดยก ำเนิด (Touraine et al. 2000) 

ผูป่้วย Waardenburg Syndrome type 4C ท่ีมีลกัษณะ Short-segment HSCR ร่วมดว้ย พบ 

สนิป rs281797260 มีกำรเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนไทโรซีนต ำแหน่ง 207 เปล่ียนแปลงไปเป็น

กรดอะมิโนตวัอ่ืน (Y207X) บนเอกซอนท่ี 4 ซ่ึงเป็นบริเวณ HMG box ของยีน SOX10 เช่นเดียวกบั

ในหนูทดลองท่ีมีลกัษณะ SOX10 (Dom) (Southard-Smith et al. 1999) 

นอกจำกนั้นแล้วมีกำรรำยงำนในฐำนข้อมูลจีโนมมนุษย์ (http://www.ensembl.org) ถึง

ควำมถ่ีแต่ละแอลลีล (allele frequencies) ของแต่ละเช้ือชำติ พบวำ่ สนิปต ำแหน่ง rs139883 บนยีน 

SOX10 ในกลุ่มเช้ือชำติแอฟริกนั มีควำมถ่ีแอลลีล T และ C คือ 45% และ 55% ตำมล ำดบัเช้ือชำติ

อเมริกนั มีควำมถ่ีแอลลีล T และ C คือ 61% และ 40% ตำมล ำดบั เช้ือชำติเอเชีย มีควำมถ่ีแอลลีล T
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และ C คือ 74% และ 26% ตำมล ำดบัและเช้ือชำติยุโรป มีควำมถ่ีแอลลีล T และ C คือ 62% และ 

38% ตำมล ำดบัสนิปต ำแหน่ง rs139884 บนยนี SOX10 ในกลุ่มเช้ือชำติแอฟริกนั มีควำมถ่ีแอลลีล A 

และ G คือ 13% และ 87% ตำมล ำดบัเช้ือชำติอเมริกนั มีควำมถ่ีแอลลีล A และ G คือ 38% และ 62% 

ตำมล ำดบั เช้ือชำติเอเชีย มีควำมถ่ีแอลลีล A และ G คือ 25% และ 75% ตำมล ำดบัและเช้ือชำติยุโรป 

มีควำมถ่ีแอลลีล A และ G คือ 37% และ 63% ตำมล ำดบั ส่วนสนิปต ำแหน่ง rs2435357 บนยีน RET 

ในกลุ่มเช้ือชำติแอฟริกนั มีควำมถ่ีแอลลีล T และ C คือ 2% และ 98% ตำมล ำดบัเช้ือชำติอเมริกนั มี

ควำมถ่ีแอลลีล T และ C คือ 19% และ 81% ตำมล ำดบั เช้ือชำติเอเชีย มีควำมถ่ีแอลลีล T และ C คือ 

46% และ 54% ตำมล ำดบัและเช้ือชำติยุโรป มีควำมถ่ีแอลลีล T และ C คือ 27% และ 73% 

ตำมล ำดบั (รูปท่ี 10) 
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ตำรำงที่ 3 แสดงตวัอย่ำงกำรเกิด variation ของยีน SOX10 ท่ีสัมพนัธ์กับกำรเกดโรค (ท่ีมำ: 

http://www.omim.org) 

การแสดงออกของโรค การกลายพนัธ์ุ dbSNP อ้างองิ 

Waardenburg syndrome, Type4C  SOX10, GLU189TER  [rs74315514]  Pingault et al. 
(1998) 

Waardenburg syndrome, Type4C SOX10, TYR83TER  [rs73415876]  Pingault et al. 
(1998) 

Waardenburg syndrome, Type 2E, without 
Neurologic involvement 

SOX10, SER135THR  [rs74315515]  Hennekam and 
Gorlin (1996), 
Bondurand et al. 
(1999) 

Peripheral demyelinating neuropathy, Central 
dysmyelination, Waardenburg syndrome, and 
Hirschsprung disease  

SOX10, TYR313TER  [rs74315516]  Touraine et al. 
(2000) 

Peripheral demyelinating neuropathy, Central 
dysmyelination, Waardenburg syndrome, and 
Hirschsprung disease 

SOX10, SER251TER  [rs74315518]  Touraine et al. 
(2000) 

 

Waardenburg syndrome, Type4C SOX10, TYR207TER  [rs74315519]  Southard-Smith et 
al. (1999) 

Waardenburg syndrome, Type4C 
Waardenburg syndrome, Type 2E,  with 
neurologic involvement, included  

SOX10, GLN377TER  [rs74315520]  Southard-Smith et 
al. (1999) 

Peripheral demyelinating neuropathy, Central 
dysmyelination, Waardenburg syndrome, and 
Hirschsprung disease 

SOX10, GLN250TER  [rs74315521]  Inoue et al. (2002) 

Waardenburg syndrome, Type4C SOX10, ALA157VAL  [rs121909117]  Morin et al. (2008) 
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รูปที ่6 แสดงต ำแหน่งของยนี SOX10 บนต ำแหน่งโครโมโซมท่ี 22q13.1 (ท่ีมำ: รูปจำก

http://ghr.nlm.nih.gov/gene/SOX10) 
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Single Nucleotide Polymorphism (SNP) หรือสนิป 

เป็นควำมแตกต่ำงหรือควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมท่ีแต่ละบุคคลมีล ำดบัเบสต่ำงกนั

เพียงต ำแหน่งเดียว ณ ต ำแหน่งเดียวกนัของยีนบนโครโมโซม (รูปท่ี7) เป็นควำมหลำกหลำยทำง

พนัธุกรรมท่ีพบไดบ้่อย โดยมีกำรประมำณวำ่ จะพบสนิปทุกๆหน่ึงพนัเบส แต่จ ำนวนสนิปทั้งหมด

ไม่สำมำรถสรุปได้แน่ชดั คำดว่ำน่ำจะอยู่ในช่วง 3-4 ลำ้นเบสตลอดจีโนมมนุษย์สนิปเป็นควำม

แตกต่ำงของล ำดบัเบสเพียงหน่ึงต ำแหน่ง โดย 2 ใน 3 ของสนิปท่ีพบจะเป็นกำรเปล่ียนแปลงจำก

เบส C ไปเป็นเบส T ควำมแตกต่ำงของล ำดบัเบสท่ีพบแมเ้พียง 1 ต ำแหน่ง อำจส่งผลถึงกำร

แสดงออกของของยีน ปริมำณและกำรท ำงำนของโปรตีน หรืออำจไม่ส่งผลกระทบใดๆเลย ทั้งน้ี

ข้ึนอยูก่บัต ำแหน่งของสนิปบนสำย DNA 

สนิปแฮปโปลไทป์ (SNP haplotype) คือ สนิปแอลลีล (SNP alleles) หลำยๆต ำแหน่งท่ีอยู่

ใกลก้นับนโครโมโซมเดียวกนั ลกัษณะสนิปแฮปโปลไทป์ในจีโนมของมนุษยจ์ะกระจำยอยูท่ ัว่ไป

เป็นกลุ่มเรียกวำ่ แฮปโปลไทป์บล็อก (haplotype block) นัน่คือสนิปแอลลีลท่ีอยูใ่กลก้นัมีแนวโนม้

ท่ีจะถูกถ่ำยทอดไปด้วยกนัทั้งหมดเป็นชุดโดยไม่มีกำรเปล่ียนแปลง โดยเฉพำะอย่ำงยิ่งในกลุ่ม

ประชำกรท่ีไม่มีกำรอพยพ เคล่ือนยำ้ย หรือแต่งงำนข้ำมเช้ือชำติ ซ่ึงมีโอกำสสูงท่ีสนิปจะถูก

ถ่ำยทอดไปดว้ยกนัเป็นชุด ปรำกฏกำรณ์ท่ีสนิปแอลลีลหลำยต ำแหน่งถูกพบอยูด่ว้ยกนัในประชำกร

บ่อยกว่ำ ท่ีจะพบโดยบัง เ อิญ แสดงถึงกำร ถูกถ่ ำยทอดไปพร้อมๆกัน  เ รียกว่ำ  Linkage 

Disequilibrium; LD ต่อกนัและกนั ซ่ึงหมำยควำมวำ่สนิปเป็นลกัษณะอยำ่งหน่ึงในกลุ่มประชำกร

(กนกวรรณ จำรุก ำจรม 2007) 
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รูปที ่7 ภำพแสดงกำรเกิดสนิปหรือ Single Nucleotide Polymorphism (ท่ีมำ: รูปภำพจำก 

http://www.ibbl.lu/personalised-medicine) 

 

Hardy-Weinberg Law 

 กฎของ Hardy-Weinberg เป็นหลักกำรส ำคญัมำกต่อกำรศึกษำพนัธุศำสตร์ประชำกร 

(population genetics) ท ำให้น ำไปสู่กำรเขำ้ใจกำรอธิบำยเก่ียวกบักฎกำรถ่ำยทอดทำงพนัธุกรรม

แบบเมนเดล (medelian principles) ท่ีเป็นผลมำจำกกระบวนกำรไมโอซิส (meiosis)และกำร

สืบพนัธ์ุแบบอำศัยเพศ (sexual reproduction) ท่ีสัมพนัธ์กับอัลลีลและควำมถ่ีของจีโนไทป์ 

(genotypic frequencies) ของประชำกร ซ่ึงทฤษฏีน้ีไดถู้กอธิบำยโดย G.H.Hardy นกัคณิตศำศตร์

ชำวองักฤษ และนกัฟิสิกส์ชำวเยอรมนั W.Weinberg ต่ำงก็ศึกษำคน้ควำ้ปัญหำทำงคณิตศำสตร์ในปี 

ค.ศ. 1908 กล่ำวคือ เม่ือประชำกรมีขนำดใหญ่และมีกำรผสมพนัธ์ุกนัแบบอิสระ โดยไม่มีกำร

คดัเลือก (selection) กำรกลำยพนัธ์ุ (mutation) กำรอพยพ (migration) หรือสภำพประชำกรกลุ่มเล็ก 

(genetic drift) เข้ำมำเก่ียวข้องกลุ่มประชำกรขนำดใหญ่ ท่ีท ำกำรผสมพนัธ์ุแบบอิสระและ

ก ำหนดใหค้่ำของยนีต่ำงๆในประชำกรเป็นดงัน้ี (J.Russell 2000) 

p = ค่ำควำมถ่ีของ dominant allele 

q = ค่ำควำมถ่ีของ recessive allele 

และ p + q = 1 
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ประชำกรน้ีจะอยูใ่นสมดุล (equilibrium) เม่ือสัดส่วนของประชำกรเป็นดงัน้ี 

Homozygous Dominant: D = p2 

Heterozygous: H = 2pq 

Homozygous: R = q2 

D + H + R = p2 + 2pq + q2หรือ H2 = 4DR 

เม่ือประชำกรอยู่ในสมดุล และมีกำรผสมพันธ์ุกันไปอีกก่ีชั่วรุ่น (generation) ก็ตำม 

ประชำกรจะอยูใ่นสภำพสมดุลเสมอหรือเรียกว่ำประชำกรเขำ้สู่สภำพสมดุล (equilibrium) เป็นไป

ตำมกฎของ Hardy-Weinberg ส่วนปัจจยัท่ีมีผลต่อกำรเปล่ียนแปลงของยีนในประชำกร ไดแ้ก่ กำร

คดัเลือก โดยจะท ำให้ควำมถ่ีของยีนเปล่ียนแปลงไดม้ำกหรือน้อยข้ึนอยู่กบัควำมเขม้งวดในกำร

คดัเลือก (intensity) กำรอพยพ (migration) หรือกำรน ำเอำสำยพนัธ์ุใหม่หรือยีนใหม่สู่ประชำกร มี

ผลท ำให้ยีนเก่ำมีกำรเปล่ียนแปลงสัดส่วนท่ีลดลง ในขณะเดียวกนัสัดส่วนของยีนใหม่ในกลุ่ม

ประชำกรจะเพิ่มข้ึน จนในท่ีสุดเข้ำสู่สภำพสมดุล ต่อมำคือกำรกลำยพนัธ์ุ (mutation) เป็นกำร

เปล่ียนแปลงล ำดบันิวคลีโอไทป์ภำยในยีน และสำมำรถถ่ำยทอดไปยงัลูกหลำนได ้ซ่ึงจะมีผลต่อ

กำรเปล่ียนแปลงควำมถ่ีของยีนในประชำกร และสุดท้ำยคือ อิทธิพลของประชำกรขนำดเล็ก 

(genetic drift) มีผลต่อกำรเปล่ียนแปลงควำมถ่ียีนในประชำกรเพิ่มข้ึนหรือลดลงจำกรุ่นหน่ึงไปอีก

รุ่นหน่ึง มีทิศทำงกำรเปล่ียนแปลงท่ีไม่แน่นอน โดยข้ึนอยูก่บัโอกำส (chance) หรือเกิดข้ึนแบบสุ่ม 

(random drift) ของกำรจบัคู่ผสมพนัธ์ุ  
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วธิีกำรและหลกักำรตรวจสอบนิวคลโีอไทป์ 

 

 กำรศึกษำล ำดับเบส DNA หรือ DNA Sequencing 

 DNA sequencing เป็นเทคนิคท่ีส ำคญัอีกเทคนิคหน่ึงส ำหรับกำรศึกษำในคร้ังน้ี เน่ืองจำก

เป็นวธีิท่ีท ำใหท้รำบล ำดบัของเบสท่ีถูกตอ้งของ DNA กำรศึกษำล ำดบัเบสน้ีสำมำรถศึกษำไดท้ั้งใน 

genomic DNA และ cDNA รวมทั้ง mitochondrial DNA นอกจำกน้ีกำรศึกษำล ำดบัเบสท่ีไดจ้ะท ำ

ให้ทรำบรำยละเอียดของยีน โดยเทคนิคท่ีใชใ้นกำรศึกษำล ำดบัเบสมีกำรพฒันำเทคนิคซ่ึงแตกต่ำง

กนัอยูส่องวธีิ ไดแ้ก่  

 1. dideoxy chain termination method หรือเรียกอีกอยำ่งวำ่ The Sanger-Coulson method 

วิธีน้ีอำศยักำรเลียนแบบกระบวนกำร DNA replication คือกำรสร้ำงสำย DNAใหม่จำกสำย DNA

ตน้แบบสำยเด่ียว โดยอำศยักำรท ำงำนของเอ็นไซม ์DNA polymerase ซ่ึงจะน ำนิวคลีโอไทด์ปกติ 

(dGTP, dATP, dCTP, และ dTTp) และนิวคลีโอไทด์ท่ีติดฉลำกดว้ยสำรกมัมนัตรังสีมำสร้ำง DNA

สำยใหม่ กำรส้ินสุดกำรสร้ำง DNA สำยใหม่จะเกิดข้ึนในต ำแหน่ง dideoxy nucleotide (ddATP, 

ddTTP, ddGTP, ddCTP) ซ่ึงเป็นนิวคลีโอไทด์ท่ีขำดหมู่ 3’ OH- ท  ำให้ไม่สำมำรถสร้ำงพนัธะ 

phophodiester กบันิวคลีโอไทดต์วัถดัไป (รูปท่ี 8)  ซ่ึงต่อมำไดมี้กำรพฒันำมำเป็นเคร่ือง automated 

DNA sequencing  

 2. chemical degeneration method หรือ The Maxam-Gilbert Method หลกักำรของล ำดบั

เบสวิธีกำรน้ี ไม่ใช่กำรสังเครำะห์ DNA สำยใหม่ข้ึนมำ แต่เป็นกำรตดัโมเลกุลของ DNA โดยใช้

สำรเคมีท่ีมีฤทธ์ิเฉพำะต่อนิวคลีไทด์แต่ละตวั โดยท่ีสำรเคมีจะไปปรับเปล่ียนเบสของ DNA เช่น

กำรเติม methyl group ในต ำแหน่งของเบสจ ำเพำะบำงต ำแหน่ง เบสท่ีถูกปรับเล่ียนจะถูกท ำลำยไป

เหลือเพียง deoxyribose ซ่ึงจะถูกท ำลำยต่อไปจนท ำให้เกิดกำรขำดของสำย DNA ท่ีต  ำแหน่งของ

เบสดงักล่ำว ทั้งน้ีสำมำรถติดตำม DNA โดยกำรติดฉลำกดว้ยสำรกมัมนัตรังสี และสำมำรถดูผล 

DNA ท่ีแยกไดโ้ดย polyacrylamide gel electrophoresis และอ่ำนล ำดบัเบสจำกแถบท่ีปรำกฏบน

แผน่ฟิลม์ เอก็ซเรย ์(X-ray) 
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รูปที ่8 โครงร้ำงของ deoxynucleotide triphosphate (ซำ้ย) และ dideoxynucleotide triphsphate 

(ขวำ)(ท่ีมำ: รูปจำก http://biochem.com) 

 

 ในปัจจุบนัมีวิธีกำรศึกษำล ำดบัเบสของ DNA โดยใชเ้คร่ือง automated DNA sequencing 

เคร่ือง automated น้ีใชห้ลกักำรพื้นฐำนเช่นเดียวกบั dideoxy chain termination แต่มีขอ้แตกต่ำงกนั

บำงประกำรเท่ำนั้น ไดแ้ก่ เอ็นไซม์ DNA polymerase ท่ีใชเ้ป็นชนิดทนควำมร้อน เช่น AmpliTaq 

DNA polymerase คือเอ็นไซม์  Taq DNA polymerase ท่ีมีควำมบกพร่องกำรท ำงำน 3’-5’ เอกซอน

uclease หรือ AmpliTaq DNA polymerase FS ซ่ึงเป็นเอ็นไซมท่ี์ไม่สำมำรถแยกควำมแตกต่ำง

ระหว่ำง deoxynucleotides กบั dideoxynucleotides และใช้เทคนิค cycle sequencing ซ่ึงอำศยั

หลกักำรของ PCR ในกำรเพิ่มจ ำนวน DNA ซ่ึงประกอบดว้ยสำมขั้นตอน คือ denaturing, annealing 

และ extension และกำรใชส้ำรเรืองแสงท่ีมีอนัตรำยนอ้ยกวำ่ในกำรติดฉลำกแทนสำรกมัมนัตรังสี 

ซ่ึงสำรเรืองแสงน้ีจะเรืองแสงของสีในช่วงควำมยำวคล่ืนต่ำงๆกนั ส ำหรับส่ีเบส คือ A, G, T และ C 

เม่ือถูกกระตุ้นด้วยแสงเลเซอร์ และต่อมำคือกำรวิเครำะห์ล ำดับเบสของ DNA ด้วยเคร่ือง

คอมพิวเตอร์ โดยเคร่ือง automated DNA sequencer (รูปท่ี 9)ใชแ้สงเลเซอร์เป็นพลงังำนให้แก่สำร

เรืองแสง โดยมีกำรตรวจวดัควำมเข้มข้นของสำรเร่ืองแสงส่งข้อมูลไปให้เคร่ืองคอมพิวเตอร์

วเิครำะห์แลว้รำยงำนผลเป็นล ำดบัเบสของ DNA (รูปท่ี 10) 
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รูปที ่9 เคร่ือง automated DNA sequencer (ท่ีมำ: รูปจำกhttp://www.sci.ku.ac.th) 

 

 

 

 

  

รูปที ่10 แสดงภำพตวัอยำ่งของขอ้มูลล ำดบัเบสของ DNA ท่ีวเิครำะห์ดว้ยเคร่ืองคอมพิวเตอร์ (รูป

จำก http://www.ohsu.edu) 
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Real-time PCR โดย TaqMan probe 

เทคนิค real-time PCR เป็นกำรน ำเอำคอมพิวเตอร์เขำ้มำตรวจวดัปริมำณของDNAท่ี

เพิ่มข้ึนในปฏิกิริยำ โดยกำรวดัปริมำณช้ินส่วน DNA ท่ีเพิ่มข้ึนน้ีสำมำรถวดัไดต้ั้งแต่ปฏิกิริยำเร่ิมตน้

และขณะท่ีปฏิกิริยำก ำลงัด ำเนินไป ดงันั้นจึงอำจเรียกเทคนิคน้ีว่ำ kinetic PCR กำรตรวจสอบ

ผลิตภณัฑ ์PCR ของเทคนิค PCR แบบดั้งเดิมโดยวธีิกำรท ำ agarose gel electrophoresis นั้นสำมำรถ

แยกควำมแตกต่ำงของตวัอยำ่ง DNA ท่ีมีขนำดแตกต่ำงกนั 10 เท่ำข้ึนไป ในขณะท่ี real-time PCR 

จะสำมำรถแยกควำมแตกต่ำงไดแ้มค้วำมเขม้ขน้แตกต่ำงกนัเพียง 2 เท่ำ โดยในปฏิกิริยำ real-time 

PCR จะมีทั้งหมด 3 เฟส ไดแ้ก่ exponential phase เป็นระยะท่ีปริมำณ DNA เพิ่มเป็นสองเท่ำ โดย

เพิ่มแบบ exponential ปฏิกิริยำท่ีเกิดข้ึนน้ีมีควำมจ ำเพำะเจำะจงและมีควำมแม่นย  ำสูง ถือเป็นเฟสท่ี

ใชใ้นกำรตรวจปริมำณ DNAในเทคนิค real-time PCR ส่วนใน linear phase ถือเป็น high variability 

phase นั้นจะมีกำรน ำ reagent มำใชใ้นปฏิกิริยำเพิ่มข้ึน เป็นผลให้อตัรำเร็วในกำรเกิดปฏิกิริยำลดลง 

และผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีเกิดข้ึนจะเร่ิมมีกำรเส่ือมสลำยไปในแต่ละรอบ และสุดทำ้ย plateau phase 

ปฏิกิริยำกำรเพิ่ม DNA จะหยุดลงและไม่มีผลิตภณัฑ์ PCR เกิดข้ึนอีก โดยเป็นเฟสท่ีใช้ในกำร

ตรวจสอบ DNA ในเทคนิค PCR แบบดั้งเดิม เรียกวำ่ end point detection  

เน่ืองจำกเทคนิค real-time PCR เป็นกำรตรวจสอบ DNA เป้ำหมำยในขณะท่ีปฏิกิริยำก ำลงั

ด ำเนินไป ซ่ึงมีกำรพฒันำไปหลำยเทคนิควธีิ ไดแ้ก่  DNA-binding dye และ fluorescence resonance 

energy transfer (FRET) โดยเทคนิค FRET จะใชเ้ม่ือตอ้งกำรควำมจ ำเพำะสูง โดยวิธีกำรน้ีเป็นกำร

ถ่ำยทอดพลงังำนจำก dye ท่ีมีพลงังำนสูงไปสู่โมเลกุล dye ท่ีมีพลงังำนต ่ำกวำ่ ซ่ึงมีหลำยรูปแบบ 

แต่ในกำรวิจยัคร้ังน้ีใชว้ิธี TaqMan Probe ซ่ึงเป็นโอลิโกนิวคลีโอไทป์ชนิดหน่ึงโดยปลำย 5’ ของ 

TaqMan Probe ติดฉลำก fluorescent reporter dye และปลำย 3’ ติดฉลำกดว้ย quencher dye ซ่ึง 

quencher dyeน้ีท  ำให้ fluorescent reporter dye ไม่สำมำรถเรืองแสงได ้เม่ือเกิดกำรhybridization 

และ reporter dye ถูกกระตุน้ดว้ยแสงแลว้ จะถ่ำยเทพลงังำนไปให้ quencher dye และเม่ือปฏิกิริยำ

ลูกโซ่โพลิเมอเรสเขำ้สู่ elongation step เอ็นไซม ์ Taq DNA polymerase จะท ำกำรสร้ำงสำย DNA 

มำจนถึงบริเวณท่ี TaqMan Probe เกำะอยู ่โดยปลำย 5’ ของ Taq DNA polymerase ซ่ึงมีคุณสมบติั

เป็น exonuclease ก็จะยอ่ย probe ท ำให้ reporter dye หลุดออกจำก quencher dye และคำยพลงังำน
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ออกมำในรูปของแสง fluorescence ได้เม่ือถูกกระตุ้นด้วยแสงพลังงำนสูง (รูปท่ี 11) Taq 

polymerase จะยอ่ยเฉพำะ probe ท่ีสำมำรถจบัคู่แบบคู่สมกบั DNA เป้ำหมำยเท่ำนั้น ดงันั้นวิธีกำรน้ี

จึงมีควำมจ ำเพำะสูงมำก อุณหภูมิในปฏิกิริยำตอ้งมีควำมเหมำะสมเพื่อยืนยนักำรจบัระหวำ่ง probe 

กบั DNA เป้ำหมำย โดยอุณหภูมิท่ีเหมำะสมส ำหรับ TaqMan probe ในช่วง annealing step และ 

polymerization step คือประมำณ 70 องศำเซลเซียส และ 60-62 องศำเซลเซียส ตำมล ำดบั 

 

 

 

 

รูปที่ 11 แสดงหลกักำรของ Taqman probe ซ่ึงเป็น probe ท่ีมีล ำดบัเบสท่ีจ ำเพำะกบั DNA แม่แบบ 

ปลำยดำ้น 5’ ติดฉลำกดว้ย reporter dye (สีชมพู)และทำงดำ้นปลำย 3’ จะติดฉลำกดว้ย quencher 

dye (สีเขียว)(ท่ีมำ: รูปจำกhttp://www.atdbio.com/content/20/Sequencing-forensic-analysis-and-

genetic-analysis) 
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Restriction Enzyme Fragment Length Polymorphisms (RFLP) 

 เป็นวธีิท่ีใชห้ลกักำรของ sequence polymorphism ซ่ึงเกิดข้ึนในยนีกำรกลำยพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึน

ใน genome นั้น ท ำใหเ้กิดกำรเปล่ียนแปลงต่อ restriction site ของเอนไซมต์ดัจ ำเพำะได ้เช่น เดิมยีน

ในต ำแหน่งน้ีไม่สำมำรถตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ ำเพำะชนิดน้ีได้ แต่เม่ือเกิดมีกำรกลำยพันธ์ุ มี 

polymorphism ข้ึน อำจท ำให้ยีนในบริเวณดงักล่ำวสำมำรถถูกตดัด้วยเอนไซม์ตดัจ ำเพำะชนิด

เดียวกนัน้ีได ้หรืออำจจะเกิดข้ึนในทำงกลบักนัคือ เดิมยีนส่วนน้ีอำจถูกตดัดว้ยเอนไซม์ได ้แต่เม่ือ

เกิดมี กำรกลำยพนัธ์ุข้ึน ท ำให้ไม่สำมำรถถูกตดัดว้ยเอนไซมต์วัเดิมได ้เป็นตน้จำกลกัษณะน้ีเองท ำ

ใหส้ำย DNA ของยีนถูกเอนไซมต์ดัได้ จะมีขนำดเล็กกวำ่สำย DNA ของยีนเดียวกนัน้ีท่ีไม่สำมำรถ

ตดัดว้ยเอนไซมช์นิดเดียวกนัน้ีไดค้วำมแตกต่ำงในควำมยำวของสำย DNA ชนิดเดียวกนัท่ีตดัดว้ย

เอนไซม์ตดัจ ำเพำะชนิดเดียวกนัท่ีเรียกวำ่ RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)  

เกิดข้ึนเน่ืองจำกเกิดกำรเปล่ียนแปลงของเบสบำงเบสในสำย DNA น้ี  ดงันั้นเม่ือน ำ DNA ส่วนนั้น

มำย่อยดว้ย restriction enzyme ก็จะให้รูปแบบท่ีต่ำงกนั  ในบำงคร้ังกำรกลำยพนัธ์ุท่ีเก่ียวขอ้งกบั

กำรท ำใหเ้กิดโรค อำจจะท ำให้เกิดกำรเปล่ียนแปลงควำมสำมำรถในกำรตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ ำเพำะ

ได ้ท ำให้เรำสำมำรถน ำเทคนิคน้ีมำช่วยในกำรตรวจหำกำรกลำยพนัธ์ุท่ีท ำให้เกิดโรคชนิดนั้นๆได ้

PCR-RFLP เป็นกำรตรวจสอบล ำดบัเบสบนสำย DNA ท่ีตอ้งกำรดว้ย PCR โดย primer ท่ีจ  ำเพำะ 

และตดัผลิตภณัฑ์ PCR ท่ีไดด้ว้ยเอ็นไซมต์ดัจ ำเพำะ หลงัจำกนั้นน ำไปแยกขนำดโดยกระแสไฟฟ้ำ

ผำ่นเจล เพื่อเปรียบเทียบรูปแบบของแถบ DNA (DNA banding pattern) (รูปท่ี 12) 
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รูปที่ 12 หลกักำรและขั้นตอนกำรท ำ Restriction Enzyme fragment length Polymorphisms;RFLP 
(ท่ีมำ: ดดัแปลงจำก http://www.seafoodid.com/pcr_rflp.htm) 
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กำรศึกษำสนิปในด้ำนต่ำงๆ 

 นอกจำกกำรศึกษำบทบำทกำรกลำยพนัธ์ุ (mutation) ท่ีส่งผลน ำไปสู่กำรเกิดพยำธิสภำพ

ต่ำงๆแลว้ ปัจจุบนักำรศึกษำสนิปยงัมีควำมส ำคญัต่อปัจจยัท่ีน ำไปสู่ควำมสัมพนัธ์ต่อกำรเกิดโรค

และยงัสำมำรถเกิด linkage equilibrium และถ่ำยทอดไปยงัลูกหลำนได ้และยงัพบวำ่กำรเกิดสนิปยงั

เก่ียวขอ้งกบักำรเพิ่มควำมเส่ียงต่อกำรเกิดโรคในหลำยๆโรคอีกดว้ย กำรศึกษำสนิปในงำนวิจยั เช่น 

โปรตีน adrenomedellin หรือ AM มีคุณสมบติัในกำรขยำยหลอดเลือด จะพบมีปริมำณท่ีสูงใน

กระแสเลือดในผูป่้วยโรคหวัใจและหลอดเลือดกำรศึกษำโครงสร้ำงของยีน adenomedullin พบว่ำ

มีสนิป 2 ต ำแหน่ง ไดแ้ก่ +223A/C บริเวณอินทรอนท่ี 1 และ +1100C/G บริเวณอินทรอนท่ี 3 

กำรศึกษำพบว่ำสนิปสองต ำแหน่งน้ีมีผลต่อกำรแสดงออกของยีน โดยจะไปท ำให้โครงสร้ำงของ

สำย DNA เกิดกำรเปล่ียนแปลงเกิดกำรจบักนัระหวำ่ง transcription factor ไดไ้ม่ดี สนิปดงักล่ำวยงั

สำมำรถถ่ำยทอดสู่ลูกหลำนไดแ้ละยงัเพิ่มควำมเส่ียงต่อกำรเกิดโรคหวัใจและหลอดเลือดดว้ย โดย

จะไปมีผลต่อกำรแสดงออกของฮอร์โมนท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบหลอดเลือด (Ishimitsu et al. 2006) 

กำรประยุกต์ใช้สนิปในด้ำนคลินิก ได้มีกำรศึกษำควำมสัมพนัธ์ระหว่ำงสนิปบนยีนท่ี

ควบคุมกำรท ำงำนของโปรตีนท่ีท ำหนำ้ท่ีเก่ียวกบักำรแลกเปล่ียน urate ion ของยีน SLC22A12 หรือ 

URAT1 กบัระดบักรดยริูกในกระแสเลือดของชำวญ่ีปุ่น โดยกำรตรวจวดัค่ำพำรำมิเตอร์ต่ำงๆ เพื่อดู 

สนิป rs893006 ผลกำรศึกษำแสดงให้เห็นวำ่ G/T บนยีน SLC22A12 มีควำมสัมพนัธ์กบัระดบักรด

ยริูก โดยพบวำ่จีโนไทป์ GG จะมีระดบักรดยริูกท่ีสูงกวำ่จีโนไทป์แบบ GT และจีโนไทป์แบบ TT 

กำรศึกษำดงักล่ำวพบควำมแตกต่ำงอย่ำงไม่มีนยัส ำคญัทำงสถิติในเพศหญิง อำจเน่ืองมำจำกปัจจยั

อ่ืนๆ เช่น ระดบัฮอร์โมนเอสโตรเจน และประชำกรเพศหญิงมีจ ำนวนนอ้ย (Shima, Teruya, and 

Ohta 2006) และกำรศึกษำกลไกกำรท ำงำนของยำลดระดบักรดยูริก เช่น benzbromarone หรือ 

probenacid ท่ีมีกลไกยบัย ั้งกำรท ำงำนของยีน SLC22A12 พบวำ่ยีน SLC22A12 มีแนวโนม้ท่ีจะเป็น

ยีนหลกัในกำรควบคุมระดบักรดยูริกในกระแสเลือด (Enomoto et al. 2002) และกำรศึกษำพบ

ควำมสัมพนัธ์ของสนิปต ำแหน่ง rs893006 กบัระดบักรดยูริก สำมำรถใช้สนิปดงักล่ำวของยีน 

SLC22A12 ในกำรเป็นปัจจยัเฝ้ำระวงัโรคเกำต ์และยงัป้องกนัภำวะไตอกัเสบเฉียบพลนัไดอี้กดว้ย 
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กำรศึกษำควำมหลำกหลำยทำงพนัธุกรรมท่ีมีกำรเปล่ียนแปลงล ำดบัเบสเพียงหน่ึงต ำแหน่ง 

แต่อำจจะส่งผลใหเ้กิดกำรเปล่ียนแปลงในระดบัยนีและโปรตีน อำจไม่ส่งผลโดยตรงต่อกำรเกิดโรค

แต่มีควำมสัมพนัธ์ต่อควำมเส่ียงในกำรเกิดโรค กำรศึกษำสนิปต้องอำศยักำรรวบรวมข้อมูลท่ี

ถูกตอ้งและมำกเพียงพอจึงจะสำมำรถมัน่ใจในกำรใชข้อ้มูลดงักล่ำวได ้
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วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อศึกษำควำมถ่ีแอลลีลของสนิปต ำแหน่ง rs139883 และ 139884 บนยีน SOX10 เทียบ

ระหวำ่งกลุ่มผูป่้วยโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองแต่ก ำเนิดชำวไทยเทียบกบักลุ่มควบคุมเช้ือชำติ

เดียวกนั 

2. เพื่อศึกษำควำมสัมพนัธ์ระหว่ำง SNPs rs139883 และ 139884 บนยีน SOX10 กบัสนิป

ต ำแหน่ง rs2435357 บนยีน RET-protooncogene กบักำรเกิดโรคล ำไส้ใหญ่โป่งพองแต่

ก ำเนิดในประชำกรไทย 
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บทที ่2 

วธิีการวจิัย 

วสัดุและอปุกรณ์ 

เกณฑ์การคัดเลอืกและการเก็บตัวอย่าง 

การเก็บตวัอยา่งผูป่้วยโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด ในการวิจยัในคร้ังน้ีใชก้ลุ่มผูป่้วย

sporadic HSCR อายนุอ้ยกวา่ 15 ปีท่ีเขา้รับการผา่ตดัในโรงพยาบาลสงขลานครินทร์ และไดรั้บการ

ยืนยนัการวินิจฉัยโดยลกัษณะพยาธิวิทยาแล้วว่ามีการขาดหายไปของเซลล์ปมประสาท จ านวน

ทั้งหมด 120 ราย โดยตวัอย่างช้ินเน้ือท่ีได้เป็นตวัอย่างท่ีเหลือจากการส่งตรวจตามปกติจาก

หอ้งปฏิบติัการ โดยมีขนาดประมาณ 0.5-1 ซม.เก็บในหลอดเก็บตวัอยา่งและเก็บรักษาช้ินเน้ือไวท่ี้ตู ้

-80 องศาเซลเซียส (oC) ก่อนการสกัด DNA และใช้เลือดท่ีเจาะจากหลอดเลือดด าจากกลุ่ม

อาสาสมคัรหรือกลุ่มควบคุม (control group) ประมาณ 5 มิลลิลิตรภายใตค้วามยินยอมอยา่งเป็นลาย

ลกัษณ์อกัษร และใชส้าร EDTA เป็นสารป้องกนัการแข็งตวัของเลือด จ านวนทั้งส้ิน 224 ราย ท่ีมี

อายุท่ีมากกว่า 15 ปี เพื่อเป็นการยืนยนัเบ้ืองตน้ถึงการไม่เป็นโรคและไม่มีประวติัทางครอบครัว

เก่ียวข้องกับการเป็นโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด รวมทั้ งอาการท้องผูกเร้ือรัง (chronic 

constipation) โดยขอ้มูลไดจ้ากการท าแบบสอบถามก่อนการเจาะเลือดและจะควบคุมอตัราส่วนเพศ

ในกลุ่มผูป่้วย (cases group) และกลุ่มควบคุม (control group) ใหใ้กลเ้คียงกนั(sex-matched) 

 

สารเคม ี

1. PCR kit (QIAGEN, Germany) 

2. PCR purification kit (QIAGEN, Germany) 

3. 100,50 bp DNA ladder (Invitrogen, USA) 

4. Agarose gel (Invitrogen, USA) 

5. Ethidium bromide (Invitrogen, USA) 
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6. TapMan universal mastermix (Applied Biosystems, USA) 

7. HpaIIenzyme (Thermo Scientific) 

8. Big Dye Terminator (Applied Biosystems, USA) 

9. Taq DNA polymerase (Invitrogen, USA) 

10. Blood DNA Mini Kit(OMEGA) 

11. Tissue DNA Mini Kit (OMEGA) 

12. Absolute Ethanol 

13. PBS buffer 

14. TE buffer 

15. Tris acetate 

 

อปุกรณ์ 

1. Automated pipette, P10/20/200/1000 µL (Gilson, USA) 

2. Pipette tip ART 1000E, 1000 µL aerosol resistant tip, pre-sterilized 

(Molecular BioProducts, USA) 

3. Pipette tip ART 200E, 200 µL aerosol resistant tip, pre-sterilized 

(Molecular BioProducts, USA) 

4. Pipette tip ART 20E, 20 µL aerosol resistant tip, pre-sterilized 

(Molecular BioProducts, USA) 

5. Pipette tip ART 10E, 10 µL aerosol resistant tip, pre-sterilized 

(Molecular BioProducts, USA) 

6. Freezer (-20C) 

7. Refrigerator (4C) 

8. Microcentrifuge (Tomy, USA) 

9. Vortex (Vortex-Genie2, USA) 
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10. Microcentrifuge tube 1.5 (Invitrogen, USA) 

11. 96well-plate (Applied Biosystems, USA) 

12. UV spectrophotometer (BIORAD, USA) 

13. UV light trasilluminator (BIORAD, USA) 

14. Gel Doc 1000 (BIORAD, USA) 

15. Mini spin  down (Biosan) 

16.  Nanodrop 2000 Spectrophotometer 

17. Temperature Shaker (Biosan) 

 

ฐานข้อมูลสนิป (SNP database) 

Ensembl’s Compara database (http://www.ensemble.org) 

 

วธิีการด าเนินการ 

การสกดั DNA (DNA extraction) จากอย่างตัวอย่างเลอืดและช้ินเนือ้ 

สกดั DNA จากเลือด โดยใช ้Blood DNA Mini Kit (OMEGA, Germany) การสกดั DNA 

จากเลือด โดยใช้เลือดประมาณ 5 มิลลิลิตรท่ีเก็บในหลอดท่ีมีสารป้องกนัการแข็งตวัของเลือด 

จากนั้นล้างเซลล์เม็ดเลือดแดงโดยการถ่ายเลือดลงในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร เติม TE buffer 

ปริมาตร 10-15 มิลลิลิตร ลงในหลอดท่ีมีเลือด ปิดผาหลอด กลบัหลอดไปมาเพื่อให้ buffer กบัเลือด

ผสมกนัดี จากนั้นป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 4,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที จะสังเกตเห็นเม็ด

เลือดตกอยูท่ี่กน้หลอด จากนั้นเทสารละลายส่วนบนทิ้ง แลว้ลา้งเม็ดเลือดดว้ย TE buffer ซ ้ าอีก แลว้

ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบเท่าเดิมโดยท าตามขั้นตอนท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ ลา้งประมาณ 3-4 คร้ัง จน

แน่ใจวา่ไม่มีเมด็เลือดแดงปะปนอยูก่บัเมด็เลือดขาว จากนั้นถ่ายเมด็เลือดขาว 250 ไมโครลิตร ลงใน

หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารละลาย protease ลงไป 25 ไมโครลิตร และเติม BL buffer 

ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นท าการผสมรวมโดยใชเ้คร่ือง vortex 15 วินาที จากนั้นท าน ามาบ่ม
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ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเติม 100% ethanol ผสมรวมโดยใชเ้คร่ือง 

vortex เป็นเวลา 20 วินาที และป่ันเหวี่ยงอยา่งรวดเร็วท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที 1 นาที 

หลงัจากนั้นถ่ายตวัอยา่งทั้งหมดเทลงใน columm แลว้ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที 

1 นาที เทสารละลายท่ีผ่านการกรองโดย columm ส่วนบนทิ้ง แลว้ใส่ columm ใหม่เขา้ไปแทน 

จากนั้นเติม HBC buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตรแลว้ป่ันท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที 1 

นาทีเทสารละลายท่ีผา่นการกรองโดย columm ส่วนบนทิ้ง แลว้เติม DNA wash buffer ปริมาตร 700 

ไมโครลิตร ป่ันท่ีความเร็วรอบ 10,000 รอบต่อนาที 1 นาที เทสารละลายชั้นล่างของ columm ทิ้ง 

ท าซ ้ าโดยเติม DNA wash buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ป่ันดว้ยความเร็วรอบท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ 

จากนั้นยา้ย columm ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution buffer ปริมาตร 50-100 

ไมโครลิตร ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที แลว้ป่ันท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อนาที 1 นาที ก็จะได้

สารละลาย DNA ท่ีตกลงไปในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าตวัอยา่ง DNA ท่ีไดไ้ปวดัปริมาณและ

คุณภาพโดยเคร่ือง NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific) เก็บ DNA ท่ีสกดัไดไ้ว้

ท่ี -20 องศาเซลเซียส 

ขั้นตอนการสกดั DNA จากช้ินเน้ือ เร่ิมน าช้ินเน้ือปริมาณ 30 มิลลิกรัมมาสับให้ละเอียด 

หลงัจากนั้น น าช้ินเน้ือท่ีสับละเอียดแลว้ ใส่ลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เติมสารช่วยยอ่ย TL buffer 

ปริมาตร 200 ไมโครลิตรและเติมสารละลาย protease  ผสมรวมโดยใชเ้คร่ือง vortex เป็นเวลา 5 

วินาที จากนั้นน ามาบ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที แล้วน ามาป่ันเหวี่ยงท่ี

ความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 5 นาที ไดส้ารละลายส่วนบนแลว้ใส่ลงในหลอด 1.5 มิลลิลิตร 

แลว้เติม BL buffer ปริมาตร 220 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยใชเ้คร่ือง vortex น ามาบ่มต่อท่ี

อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นเติม 100% ethanol ปริมาตร 220 

ไมโครลิตรผสมรวมกนัโดยใชเ้คร่ือง vortex ดูดสารละลายส่วนใสลงใน columm 2 มิลลิลิตร ป่ัน

เหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 1 นาทีเทสารละลายท่ีผา่นการกรองจากcolumm ส่วนบน

ทิ้ง เติม HBC buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 30 

วินาที เทสารละลายท่ีผา่นการกรองจากcolumm ส่วนบนทิ้ง แลว้ใส่ columm ใหม่เขา้ไปแทน เติม 

DNA wash buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 30 

วินาที เทสารละลายท่ีผ่านการกรองจาก columm ส่วนบนทิ้ง ท าซ ้ าโดยเติม DNA wash buffer 
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ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ป่ันดว้ยความเร็วรอบท่ีกล่าวไวข้า้งตน้ เทสารละลายท่ีผา่นการกรองจาก 

columm ส่วนบนทิ้ง แลว้น า columm เปล่ามาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบต่อนาที 2 นาที 

หลงัจากนั้นยา้ย columm ใส่ลงในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Elution buffer ปริมาตร 50-100 

ไมโครลิตร ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 20 นาทีหรือมากกวา่นั้น แลว้ป่ันท่ีความเร็วรอบ 13,000 รอบต่อ

นาที 1 นาที ก็จะไดส้ารละลาย DNA ท่ีตกลงไปในหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าตวัอยา่ง DNA ท่ีได้

ไปวดัปริมาณและคุณภาพโดยเคร่ือง NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific) เก็บ 

DNA ท่ีสกดัไดไ้วท่ี้ -20 องศาเซลเซียส 

 

การคัดเลอืกยนีและสนิป (Selection of candidate genes and SNPs) 

ยีนท่ีเลือกเพื่อท างานวิจยัในคร้ังน้ี ได้แก่ ยีน RET-protooncogene และยีน SOX10 โดย

คดัเลือกจากฐานขอ้มูลการศึกษาจีโนมมนุษย ์(human genome prject) และการศึกษา Gemone Wide 

Association Study (GWAS) และจากการศึกษาก่อนหนา้น้ีถึง ความสัมพนัธ์ของสนิปในต าแหน่ง 

rs139883 บนยีน SOX10 และ rs2435357 ของยีน RET-protooncogene (Phusantisampan et al. 

2012) กับผูป่้วยโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิดในประชากรไทย เช่นเดียวกับการศึกษา 

polymorphisms ท่ีพบความสัมพนัธ์ระหว่างสนิปต าแหน่ง rs139884 ของยีน SOX10 และมี

ค่าความถ่ีแอลลีลท่ีมากกวา่ 0.05 การศึกษาในคร้ังน้ีจะเพิ่มจ านวนตวัอยา่งของผูป่้วยโรคล าไส้ใหญ่

โป่งพองโดยก าเนิด และกลุ่มควบคุม  

สนิปต าแหน่ง rs139883 เป็นสนิปท่ีตั้งอยูบ่ริเวณ 3’UTR บนเอกซอนท่ี 5 เป็นบริเวณท่ีไม่มี

การแปลรหสัไปเป็นโปรตีน โดยมีการเปล่ียนแปลงของเบส C เป็น T และสนิปต าแหน่ง rs139884 

เป็นสนิปบนเอกซอนท่ี 5 โดยมีการเปล่ียนแปลงของเบส A เป็น G และไม่มีการเปล่ียนแปลง

กรดอะมิโน คือ ฮิสติดีน (histidine; H) ของยีน SOX10 ส่วนสนิปต าแหน่ง rs2435357 ท่ีอยูบ่ริเวณ

อินทรอนท่ี 2 โดยมีการเปล่ียนแปลงเบส A เป็นเบส G บนยนี RET (รูปท่ี 8 และ 9) 
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รูปที่ 13 แสดงโครงสร้างจีโนมิค (genomic structure) ของยีน RET-protooncogene และต าแหน่งส

นิป(Single Nucleotide Polymorphisms; SNPs) 

 

 

 

รูปที่ 14 แสดงโครงสร้างจีโนมิค (genomic structure) ของยีน SOX10 และต าแหน่งสนิป (Single 

Nucleotide Polymorphisms; SNPs) 
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[A] 

[B] 

 

[C]

 

รูปที ่15 แสดงความถ่ีของแต่ละแอลลีลในกลุ่มประชากรต่างๆ (ภาพA) แสดงความถ่ีของแอลลีล T 

และ C ของสนิปต าแหน่ง rs139883 (ภาพB) แสดงความถ่ีของแอลลีล A และ G ของสนิปต าแหน่ง 

rs139884 (ภาพC) แสดงความถ่ีของแอลลีล T และ C ของสนิปต าแหน่ง rs2435357 (ท่ีมา: ขอ้มูล

จาก http://www.ensembl.org) 
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การตรวจสอบจีโนไทป์ 

ใช้ความเขม้ขน้ของ DNA ท่ีเจือจาง (diluted) เพื่อท าการเพิ่มปริมาณDNA (polymerase 

chain reaction; PCR) ท่ี50 ng/ul โดยใชก้ลุ่มตวัอยา่ง 50 ตวัอยา่งเพื่อคดักรองความถ่ีเบ้ืองตน้ของส

นิปทั้งสองบนยีน SOX10 โดยการท าลูกโซ่โพลิเมอเรส;  polymerase chain reaction (PCR) (ตาราง

ท่ี 6) และยืนยนัผลโดยวิธีตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์หรือ DNA direct sequencing และใช้

หลกัการของ TaqMan SNP genotyping เพื่อตรวจหาสนิปต าแหน่ง rs139884 เช่นเดียวกบัในยีน 

RET ต  าแหน่งสนิป rs2435357 (Phusantisampan et al. 2012) และใช้วิธีการ polymerase chain 

reaction restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) หรือการใชเ้อนไซมต์ดัจ าเพาะ 

เพื่อตรวจหาสนิปต าแหน่ง rs139883 

วิธีการ TaqMan SNP genotyping โดยใชชุ้ดน ้ ายาท่ีมีการผสมรวมกนัของ PCR primers, 

FAMTM และ VIC®  dye-labeled TaqMan MGB probes ท่ีออกแบบโดยบริษทั ABI (Applied 

Biosystems Foster City) ในปฏิกิริยาจะประกอบดว้ย DNA ความเขม้ขน้ 50 ng, 2x TaqMan 

Genotyping Master Mix2 µL, 40x Assay Mix 0.5 µL, และ Milli-Q H2O ในปริมาตรรวมทั้งหมด 

20 ไมโครลิตร; µL (ตารางท่ี 8) 

ส าหรับวิธีการ PCR-RFLP ใช ้เอ็นไซมต์ดัจ าเพาะ คือ HpaII (Thermo Scientific) รูปท่ี 11

โดยประกอบดว้ย 2.5 µL ของ 10x NE buffer, DNA จาก PCR product 2 µL และเติม Milli-Q H2O 

ในปริมาตรทั้งหมด 25 µL และดูผลการตดัโดยเอ็นไซมโ์ดยใช้ 2% agarose gel โดยยอ้มเจลดว้ย 

ethidium bromide และหลงัจากนั้นดูเจลผา่นเคร่ือง UV transilluminator (ตารางท่ี 4 และ 7) 
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รูปที่ 16 แสดงตวัอย่างต าแหน่งการออกแบบเอนไซม์ตดัจ าเพาะโดยโปรแกรม NEBcutter V2.0 

(http://tools.neb.com/NEBcutter2)  

 

ตารางที ่4 แสดงรายละเอียดต าแหน่งตดัของเอนไซมต์ดัจ าเพาะและอุณหภูมิท่ีใช ้

เอนไซมต์ดัจ าเพาะ (Restriction enzyme) ต าแหน่งตดั อุณหภูมิ(°C) เวลา 
HpaII 5’C CGG3’ 

3’GGC C5’ 
37 

 
20 นาที 

 

ตารางที ่5 สภาวะในการท าปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสเพื่อเพิ่มจ านวน DNA 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (C) เวลา จ านวนรอบ 

1) Pre-denaturation 94 3 นาที  
2) Denaturation 95 30 วนิาที 
3) Annealing 58-60 30วนิาที 
4) Extension 72 45วนิาที 
5) Final extension 72 7 นาที 

40รอบ 
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ตารางที ่6 สารองคป์ระกอบปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส 

องค์ประกอบ ปริมาตร (1 x/20 ไมโครลติร) 
1) Deionized water 7.5 
2) TopTaq polymerase 10 
3) Primers (forward or reverse)  
50 ng/ µL 

0.4 

4) DNA (50 ng/ µL) 2 
Total reaction 20 

 

ตารางที ่7 สารองคป์ระกอบปฏิกิริยา RFLP 

องค์ประกอบ ปริมาตร (1 x/20 ไมโครลติร) 
1) Deionized water 11 
2) 10X Fast digest buffer 1.33 
3) HpaII enzyme 0.67 
4) DNA (50 ng/ µL) 7 

Total reaction 20 
 

ตารางที ่8 สารองคป์ระกอบปฏิกิริยา Real-Time PCR 

องค์ประกอบ ปริมาตร (1 x/20 ไมโครลติร) 
1) Deionized water 3 
2) Probe (40X) 0.5 

3) Master mix 10 
4) DNA (50 ng/ µL) 2 

Total reaction 20 
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ปฏิกริิยาลูกโซ่โพลเิมอเรส (Polymerase Chain Reaction;PCR) 

เป็นวธีิการสังเคราะห์ช้ินส่วน DNA ท่ีตอ้งการในหลอดทดลองอยา่งต่อเน่ือง โดยอาศยัการ

เร่งปฏิกิริยาอย่างต่อเน่ืองของเอ็นไซม์ DNA polymerase ท่ีทนความร้อนในหลอดทดลองท่ีมี 

deoxynucleotide triphosphate (dNTP) ในส่วนประกอบของสารละลายท่ีเหมาะสม โดยแต่ละ

ขั้นตอนของปฏิกิริยาจะถูกควบคุมโดยเคร่ือง Thermal cycler โดยปฏิกิริยา PCR จะท าการ

สังเคราะห์DNA บริเวณท่ีอยูร่ะหวา่ง oligonucleotide primer 2 สาย คือ forward primer และ reverse 

primer ดงันั้นจ าเป็นท่ีจะตอ้งทราบล าดบัเบสบางส่วนของ DNA ท่ีอยูใ่กลห้รือ DNA ส่วนท่ีตอ้งการ

เพิ่มจ านวน เพื่อท่ีจะสามารถเพิ่มจ านวน DNA ส่วนนั้นไดข้ั้นตอนการท า PCR ประกอบไปดว้ย 

1. Denaturation ท าให้สาย double stranded DNA แยกตวัออกมาเป็น single stranded โดย

ใชค้วามร้อนท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส 

2. Annealing เป็นขั้นตอนการรวมตวัระหวา่ง primer กบัล าดบัเบสท่ี complementary กนั 

3. Polymerization หรือ extension เป็นการต่อสาย primer ใชเ้อนไซม์ DNA polymerase 

โดยในการน้ีเราจะใช้ DNA polymerase ชนิดพิเศษท่ีเรียกว่า Taq polymerase เป็น DNA 

polymerase ท่ีสกดัมาจาก bacteria Thermus aquaticus ซ่ึงมีคุณสมบติัทนต่อความร้อนได ้

ท าซ ้ าจากขอ้ 1 ถึงขอ้ 3 คือใชอุ้ณหภูมิสูงในการ denaturation, annealing ของ primers และ 

primer extension อีกหลายๆรอบโดยทัว่ไปนิยมท าประมาณ 25-30 รอบโดยในแต่ละรอบจะได้

จ  านวน DNA ท่ีเพิ่มข้ึนแบบทวีคูณ (exponential) เม่ือปฏิกิริยาส้ินสุดลง จะท าการตรวจสอบและ

วเิคราะห์ผลผลิตของ PCR (PCR product) โดยการใช ้agarose gel electrophoresis และยอ้มดว้ยสาร

เรืองแสง ethidium bromide ซ่ึง ethidium bromide จะแทรกเขา้ไปอยูร่ะหวา่งคู่สาย DNA ดงันั้นเม่ือ

น า agarose gel ท่ีมี DNA product ไปส่องดว้ยแสง ultraviolet (UV) จากเคร่ือง UV transilluminator 

จะสามารถมองเห็นแถบ DNA ภายในเจลได ้โดยเปรียบเทียบกบั DNA ท่ีทราบขนาด (DNA 

marker) (รูปท่ี 17) 
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รูปที ่17 แสดงภาพตวัอยา่งแถบ DNA ของ PCR product ท่ีเห็นจาก gel electrophoresis เม่ือยอ้ม

ดว้ย ethidium bromide 
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ตารางที ่9 แสดงสายไพรเมอร์ (primerห) และสายโอลีโกนิวคลีโอไทป์ (Oligonucleotide sequence)

ของสนิปต่างๆ 

SNP_ID Name Sequence (5’ to 3’) Alleles Method 

rs139883 rs139883_F 

rs139883_R 

ACTGGGGGCTGTTTCTCAG 
AATGACCCTCTATCCCAGGAC 

C/T PCR-RFLP 

rs139884 rs139884_F 

rs139884_R 

rs139884_VIC 

rs139884_FAM 

CATAGCCGGCTGCTGAGTAG 

ACCTGCCGCCCAATGG 

VIC-CTGCTCACATGGCCTG-TAMRA 

FAM-TGCTCACGTGGCCTG-TAMRA 

A/G TaqMan    

SNP genotyping 

rs2435357 rs2435357_F 

rs2435357_R 

rs2435357_VIC 

rs2435357_FAM 

AGCCCTGCAGCCAAGG 

GGACTGGCCACCCAAGTG 

TGTGGATGACCATGTAAG-TAMRA 

TGTGGATGACCGTGTAAG-TAMRA 

C/T TaqMan    

SNP genotyping 
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การท านายผลการเปลีย่นแปลงโครงสร้างทุติยภูมขิอง RNA ต่อสนิปโดยเคร่ืองมอืทาง 

ชีวสารสนเทศ (Bioinformatics tools) 

 การท านายโครงสร้างทุติยภูมิของ RNA โดยใชเ้คร่ืองมือทางชีวสารสนเทศของ RNAsnp 

Web Server เพื่อดูโครงสร้างท่ีเปล่ียนไป เน่ืองจากผลของต าแหน่งสนิปบนสาย RNA จากเวบ็ไซต์

http://rth.dk/resources/rnasnp/ โดยเคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศจะแบ่งออกเป็น 3 โหมด ไดแ้ก่ 

โหมดที่1 

 เป็นการออกแบบเพื่อท่ีจะท านายผลของสนิปบนล าดบันิวคลีโอไทป์ของ RNA เพื่อดูความ

น่าจะเป็น (probability) ของ wild-type และ mutant  บนสายนิวคลีโอไทป์ของ  RNA เป็นการ

ค านวณโดยใช ้global folding method RNAfoldโครงสร้างท่ีแตกต่างกนัระหวา่ง wild-type และ 

mutant  ดูจากค่า Euclidean distance หรือ Pearson correlation 

 

 ป้อนล าดบันิวคลีโอไทป์ของ RNA ในรูปแบบของ Fasta  ในกรอบท่ีก าหนด 
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 ต่อมาคือการก าหนดนิวคลีโอไทป์หรือต าแหน่งเบสท่ีมีการเปล่ียนแปลงไป โดยนบัตั้งแต่

เบสตวัแรกจนถึงเบสตวัท่ีมีการเปล่ียนไป โดยก าหนดเบสท่ีเปล่ียนไปจากเดิม เช่น ณ ต าแหน่งเบส

ท่ี 22 มีการเปล่ียนจากเบส T ไปเป็นเบส G กดเลือกโหมดท่ี 1 และก าหนดค่าพารามิเตอร์ท่ีเคร่ืองมือ

ทางชีวสารสนเทศตั้งไวใ้ห้ ใส่ช่ือและ E-mail เพื่อท่ีเคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศจะส่งผลการ

วเิคราะห์ให ้เพื่อยนืยนั 

 

 กด Submit แลว้รอประมวลผล 
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โหมดที ่2  

 เป็นการค านวณความน่าจะเป็นระยะห่างของเบส โดยใช ้local folding method RNAplfold 

 ป้อนล าดบันิวคลีโอไทป์ของ RNA ในรูปแบบของ FASTA ในกรอบท่ีก าหนด ท า

เช่นเดียวกนักบั โหมดท่ี 1 แต่กดเลือก โหมดท่ี 2 ก าหนดนิวคลีโอไทป์หรือต าแหน่งเบสท่ีมีการ

เปล่ียนแปลงไป โดยนบัตั้งแต่เบสตวัแรกจนถึงเบสตวัท่ีมีการเปล่ียนไปเช่นกนักบัโหมดท่ี 1 ใส่

ค่าพารามิเตอร์ (โดยเคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศก าหนดมาให้) ใส่ช่ือ E-mail แลว้กด Submit รอ

ประมวลผล 
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โหมดที ่3 

 เป็นการรวมเอาโหมดท่ี 1 และ โหมดท่ี 2 เพื่อจะออกแบความเป็นไปไดข้องโครงสร้างโดย

ใช ้Brute-force 

 ป้อนล าดบันิวคลีโอไทป์ของ RNA ในรูปแบบของ FASTAกดเลือก โหมดท่ีสาม 
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ก าหนดค่าพารามิเตอร์ ใส่ช่ือและ E-mail แลว้กด Submit รอประมวลผลประมวลผล 

 

 

อีกหน่ึงเคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศท่ีเลือกคือโปรแกรมท่ีมีช่ือวา่ RNAstructure Version 

5.6 ท่ีออกแบบโดยทีมนกัวจิยัของ Methews Lab เป็นโปรแกรมการท านายการ Fold โครงสร้างทุติย

ภูมิของ RNA  
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กดเลือก file แลว้กดเลือก New Sequence ในกรณีท่ีไม่เคยใชง้านหรือมีการบนัทึกขอ้มูล

ของ Sequence 

 

 

 

 เคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศจะข้ึนกรอบเพื่อให้เติม 1. ช่ือSequence ท่ีเราเป็นผูก้  าหนด 2. 
ใส่ล าดับนิวคลีโอไทป์ของ RNA ในกรณีท่ีมีสนิปให้เปล่ียนเบสตัวใดตัวหน่ึง เช่น เบส G 
เปล่ียนเป็นเบส A โดยเคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศจะประมวลในแต่ละเบสไป กดเลือกปุ่ม Fold as 
a RNA แลว้จะบนัทึกอตัโนมติั 
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กดเลือกปุ่ม Sequence file แลว้เลือกรายการท่ีถูกบนัทึกก่อนหนา้น้ี 

 

 กด START แลว้รอประมวลผล  ส าหรับค่าพารามิเตอร์ท่ีก าหนด โดยเคร่ืองมือจะเลือกตาม

ความเหมาะสมของ Sequence ท่ีป้อนลงในโปรแกรม 
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เม่ือประมวลผลเสร็จส้ิน ใหเ้ลือกกด Draw Structure แลว้โปรแกรมจะแสดงโครงสร้าง

ทุติยภูมิ (Mathews 2014) 

 

 เกณฑ์ในการเลือกโครงสร้างท่ีได้จากเคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศ จะพิจ ารณาจาก

โครงสร้างท่ีมีค่าพลงังานอิสระ หรือ เดลตา้จี (ΔG) ต ่าท่ีสุดในสภาวะล าจองพลศาสตร์ (dynamic) 
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การวเิคราะห์ค่าทางสถิติ 

 

ศึกษา Association study และปฏิสัมพนัธ์ระหว่างสนิปของยนี SOX10 กบัยนี RET-

protooncogene 

การกระจายตวัของความถ่ีอลัลีล (allele distribution) ในแต่ละสนิป Hardy–Weinberg 

equilibrium (HWE) ทดสอบโดยใช้  Chi-square  และการวิเคราะห์ Univariate เพื่อเปรียบเทียบ

ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัของความถ่ีอลัลีล (allele frequencies) และความถ่ีจีโนไทป์ (risk 

genotype frequencies) ระหวา่งกลุ่มท่ีเป็นโรคและกลุ่มควบคุมโดยใช ้chi-square test โปรแกรม

ทางสถิติท่ีใชเ้ป็น software Intercool Stata V 6.0 (Stata, TX, USA) โดยการรายงานคิดเป็นจ านวน

และเปอร์เซ็นต ์(%) โดยค่า crude odds ratio และความเช่ือมัน่ท่ี 95% confidence interval (CI) ท่ี

ไดม้าจากการวเิคราะห์ค่าถดถอยโลจิสติก และถือค่า P-value <0.05 ในการแสดงความแตกต่างอยา่ง

มีนยัส าคญัทางสถิติ 

 

การวเิคราะห์ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างสนิป (SNP-SNP interaction analysis) 

 การวิเคราะห์ปฏิสัมพนัธ์ระหว่างสนิปหรือ SNP-SNP interaction จะท าระหว่างสองยีน 

เพื่อท่ีจะรวม allelotype ท่ีสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคและเพื่อท่ีจะตรวจสอบตวัช้ีวดั (marker) ท่ีรวมกนั 

(combination) ซ่ึงเป็นกระบวนการคาดเดาท่ีดีกวา่การตรวจสอบเพียงแค่ตวัช้ีวดัเพียงตวัเดียว โดยมี

พื้นฐานการตรวจสอบจากค่าพารามิเตอร์ (parameters) เช่น ระดบันยัส าคญั ค่า OR และความถ่ี

ของสนิป allele โดยจะเลือกสนิปต าแหน่ง rs2435357 (RET-protooncogene) rs139883 และ 

rs139884 (SOX10) ส าหรับการวเิคราะห์ SNP-SNP interaction เม่ือทั้งสองยนีมีความสัมพนัธ์อยา่งมี

นัยส าคญักับโรค ส าหรับปฏิสัมพนัธ์ระหว่างยีน (gene-gene interaction) ซ่ึงเป็นผลมาจากค่า 

multiplicative interaction ของ SNPs โดยใชแ้บบจ าลองค่าการถดถอยโลจิสติก (multiple logistic 

regression model) ส าหรับในแต่ละคนเป็นตวัแปรท่ีส าคญัท่ีถูกก าหนด binary variable ท่ีบ่งช้ีถึง
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สถานะ case-control โดยตวัแปรสนิปถูกก าหนดจาก 0-2 เป็นการบ่งช้ีจ  านวนของความเส่ียงอลัลีล 

(risk alleles) ในแต่ละบุคคล ซ่ึงเป็นวธีิท่ีอธิบายโดย Lewis (2002) 
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บทที ่3 

ผลการวจิัย 

การศึกษากลุ่มประชากร (Characteristics of Study population) 

การศึกษาในคร้ังน้ีใชรู้ปแบบ case-control study อตัราส่วนระหวา่งเพศชายและหญิงของ

กลุ่มควบคุม (controls) และกลุ่มผูป่้วย (cases) โดยมีอตัราส่วนร้อยละของเพศชายในกลุ่มผูป่้วย

และกลุ่มควบคุม คือ 87.67 และ 80.58 ส่วนอตัราส่วนร้อยละของเพศหญิง ในกลุ่มผูป่้วยและกลุ่ม

ควบคุม คือ 18.33 และ 19.42 ตามล าดบั และไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหวา่งเพศชาย

และเพศหญิง ดงัแสดงในตารางท่ี 10 

การศึกษาในคร้ังน้ีประกอบดว้ยผูป่้วยกลุ่ม sporadic จ านวน 120 ราย แบ่งเป็นเพศชาย 98 

คน และเพศหญิง 22 คน ลกัษณะการเกิดพยาธิสภาพของโรคแตกต่างกนัประกอบด้วย Short-

Segment Hirschsprung disease หรือ S-HSCR จ  านวน 92 ราย และกลุ่ม Long-Segment 

Hirschsprung disease หรือ L-HSCR/Total Colonic Aganglionosis หรือ TCA จ  านวน 28 ราย 

(แผนภูมิท่ี 1) และกลุ่มผูมี้สุขภาพดีไม่มีโรค และไม่มีประวติัทางครอบครัวท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเป็น

โรค ซ่ึงขอ้มูลไดจ้ากแบบสอบถาม จ านวนทั้งหมด 242 คน แบ่งเป็นเพศชาย 195 คน และเพศหญิง 

47 คน 
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ตารางที่10 แสดงการกระจายตวัระหวา่งเพศชายและเพศหญิงในกลุ่มผูป่้วยและกลุ่มควบคุม 

 cases Percent[%] controls Percent[%] p-value 

All 120 100 242 100  
 
 
 

0.80 

Male 98 81.67 195 80.58 

Female 22 18.33 47 19.42 

 

 

 

 

 

 

 

 

แผนภูมิที่1 แสดงการกระจายตวัของความยาวของ aganglionosis ในผูป่้วย 

 

 

 

 

92 (76.67) 

28 (23.33) 
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ผลการวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทป์ (Sequencing results) 

 การศึกษา polymorphisms ทั้งสามต าแหน่งไดแ้ก่ ยีน SOX10 rs139883 ท่ีมีจีโนไทป์ 

homozygous CC, heterozygous CT และ homozygous TT และอีกต าแหน่งบนยีนเดียวกนัคือ 

rs139884 ท่ีมีจีโนไทป์ homozygous GG, heterozygous AG และ homozygous AA และยนี RET 

rs2435357 ท่ีมีจีโนไทป์ homozygous CC, heterozygous CT และhomozygous TT ในกลุ่ม sporadic 

HSCR และในกลุ่มควบคุม ไดท้  าการคน้หาเบ้ืองตน้ถึงต าแหน่งสนิปดงักล่าวท่ีเกิดข้ึนโดยการ

วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทป์เพื่อน าผลท่ีได้มาเป็นกลุ่มตวัอย่างท่ีใช้ในการอ้างอิง ส าหรับการ

ทดลองดว้ยวธีิอ่ืนๆ แสดงในรูปท่ี 18 และ 19 
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รูปที ่18 แสดงโครมาโตแกรมผลซีเควนซิง (Sequencing results) ของสนิปต าแหน่ง rs139883 บน

ยนี SOX10 แสดงจีโนไทป์ TT, CT และ CC (ภาพ A, B, C ตามล าดบั) 
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รูปที ่19 แสดงโครมาโตแกรมผลซีเควนซิง (Sequencing results) ของสนิปต าแหน่ง rs139884 บน

ยนี SOX10 แสดงจีโนไทป์ AA, AG และ GG (ภาพ A, B, C ตามล าดบั) 
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การศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างสนิปบนยนี RET-protooncogene และ SOX10 กบัผู้ป่วย

โรคล าไส้โป่งพองโดยก าเนิดแบบ sporadic  

 

ผลการศึกษาความถี่จีโนไทป์และความถี่แอลลลี (Genotypes distribution and Alleles 

frequency) ทั้งสามสนิป 

จากผลการวิเคราะห์การกระจายตวัของความถ่ีจีโนไทป์สนิป rs2453537 บนยีน RET-

protooncogeneและ rs139883, 139884 บนยีน SOX10 โดยวิธี TaqMan SNP genotyping กบัสนิป

ต าแหน่ง rs2435357 และ rs139884 (ภาพท่ี 22 และ 23) และใชว้ิธีการตดัดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 

หรือ Restriction  Fragment  Length Polymorphisms; RFLP เพื่อแยกขนาดของแบนบนเจลอะกา

โรสท่ียอ้มดว้ยอะคริลาไมด์โดยส่องภายใตก้ลอ้งฟลูออเรสเซนท ์(ภาพท่ี 20 และ 21) จากตารางท่ี 

11 แสดงการกระจายตวัของจีโนไทป์ในแต่ละสนิป ผลการศึกษาพบ  rs2435357 มีการกระจายตวั

ของจีโนไทป์ในกลุ่มผูป่้วยและกลุ่มควบคุม ไดแ้ก่ TT (62.50 %, 18.60%), CT(25.00 %, 53.72%) 

และ CC (12.50 %, 27.69%) และมีค่าความถ่ีของ MAF ในกลุ่มผูป่้วย (CC) และกลุ่มควบคุม (TT) 

ท่ี 0.25 และ 0.45 ตามล าดบั rs139883 มีการกระจายตวัของจีโนไทป์ในกลุ่มผูป่้วยและกลุ่มควบคุม 

ไดแ้ก่ TT (50.00 %, 56.20%), CT (34.17 %, 35.54%) และ CC (15.83 %, 8.26%) และมีค่าการ

กระจายของ MAF ในกลุ่มผูป่้วย (CC) และกลุ่มควบคุม (CC) ท่ี 0.33 และ 0.25 ตามล าดบัและ 

rs139884 มีการกระจายตวัของจีโนไทป์ในกลุ่มผูป่้วยและกลุ่มควบคุม ไดแ้ก่ GG (58.33 %, 

56.61%), AG (30.00 %, 35.54%) และ AA (11.67 %, 7.85%) และมีค่าการกระจายของ MAF ใน

กลุ่มผูป่้วย (AA) และกลุ่มควบคุม (AA) ท่ี 0.27 และ 0.24 ตามล าดบั 

จากวิเคราะห์การกระจายของจีโนไทป์ในแต่ละสนิป พบวา่ สนิป rs2435357 โดยมีจีโน

ไทป์ TT ท่ีสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคท่ีค่า P-value นอ้ยกวา่ 0.01 และมีความเส่ียงต่อการเกิดโรคเป็น 

7.44 เท่า (OR=7.44, 95% CI 3.80-14.56) เม่ือก าหนดให ้CC เป็นจีโนไทป์อา้งอิง (reference) 
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และการกระจายของจีโนไทป์ในแต่ละสนิป พบวา่ สนิป rs139883 โดยมีจีโนไทป์ CC ท่ีสัมพนัธ์

กบัการเกิดโรคท่ีค่า P-value นอ้ยกวา่ 0.01 และมีความเส่ียงต่อการเกิดโรคเป็น 3.74 เท่า (OR=7.44, 

95% CI 1.53-9.08) เม่ือก าหนดให้ TT เป็นจีโนไทป์อา้งอิง (reference) แสดงในตารางท่ี 12
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ตารางที ่11 แสดงความถ่ีจีโนไทป์และความถ่ีแอลลีล (Genotypes distribution and Alleles 

frequency) ทั้งสามสนิป (rs2435357, rs139883 และ rs139884) 

 
SNP 

Genotype Case 
(N=120) 

Percent 
(%) 

 
MAF 

 

Control 
(N=242) 

Percent 
(%) 

 
MAF 

 

HWE 
p-value 

rs2435357 TT 75 62.50  
 

0.25 

45 18.60  
 

0.45 

 
 

0.10 
CT 30 25.00 129 53.72 

CC 15 12.50 59 27.69 
rs139883 TT 60 50  

 
0.33 

132 56.20  
 

0.25 

 
 

0.14 
CT 41 34.17 81 35.54 

CC 19 15.83 20 8.26 
rs139884 GG 70 58.33  

 
0.27 

133 56.61  
 

0.24 

 
 

0.20 
AG 36 30.00 81 35.54 

AA 14 11.67 19 7.85 
 

MAF= Minor Allele Frequency 

ค่า P-value < 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตารางที ่12 การวเิคราะห์การกระจายของจีโนไทป์ในแต่ละสนิปและความเส่ียงต่อการเกิดโรค 

SNPs Cases 
(120) 

Controls 
(242) 

OR 
95% CI 

P-value 
rs2435357 

CC 15 
(12.50%) 

67 
(27.68%) 

Reference 

CT 30 
(25.00%) 

130 
(53.72%) 

1.30 
(0.51-2.04) 

0.93 

TT 75 
(62.50%) 

45 
(18.59%) 

7.44 
(3.80-14.56) 

<0.01 

rs139883 Cases 
(120) 

Controls 
(242) 

OR 
95% CI 

P-value 

TT 60 
(50.00%) 

136 
(56.20%) 

Reference 

CT 41 
(34.17%) 

68 
(28.10%) 

1.12 
(0.57-2.21) 

0.74 

CC 19 
(15.83%) 

20 
(8.26%) 

3.74 
(1.53-9.08) 

<0.01 

rs139884 Cases 
(120) 

Controls 
(242) 

OR 
95% CI 

P-value 

GG 70 
(58.33%) 

137 
(56.61%) 

Reference 

AG 36 
(30.00%) 

86 
(35.54%) 

0.82 
(0.50-1.33) 

0.34 

AA 14 
(11.67%) 

19 
(7.85%) 

1.44 
(0.68-3.04) 

0.42 

ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของสนิปในรูปแบบ Dominant  และ Recessive  

การศึกษาเพื่อวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ในแต่ละสนิปโดยศึกษาทั้งแบบ Recessive model 

และ Dominant model  จากผลการศึกษาในรูปแบบ Dominant เพื่อดูความสัมพนัธ์ในกลุ่มผูป่้วยและ

กลุ่มควบคุม พบความสัมพนัธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติใน RET-protooncogene rs2435357 

(CT/TT) ท่ีค่า P-value นอ้ยกวา่ 0.01 (ตารางท่ี 13) เม่ือท าการวิเคราะห์แบบ Recessive model พบ

ความสัมพนัธ์อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติในสนิปต าแหน่ง RET-prooncogene rs2435357 (TT) และ 

SOX10 rs139883 (CC) ท่ีค่า P-value นอ้ยกวา่ 0.01 และ 0.03 ตามล าดบั (ตารางท่ี 14) การศึกษาคร้ัง

น้ียงัไม่พบความสัมพนัธ์กบัสนิป rs139884 (AA/AG/GG) บนยีน SOX10 ทั้งในรูปแบบ Recessive 

model และ Dominant model 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



77 
 

ตารางที ่13 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์กบัโรคแบบ Dominant model ทั้งสามสนิป (rs2435357, 

rs139883 และ rs139884) 

Group  
Case 

N=120 

 
Control 
N=242 

 

P-value 
 

SNPs 
rs2435357 
CT/TT 

 
105 (87.50%) 

 
175 (72.31%) 

 
 

<0.01 CC 15 (12.50%) 67 (27.69%) 
rs139883 
CT/CC 

 
60 (50.00%) 

 
106 (43.80%) 

 
 
 

0.26 
TT 60 (50.00%) 136 (56.20%) 

rs139884 
AG/AA 

 
50 (41.67%) 

 
105 (43.39%) 

 
 

0.75 GG 70 (58.33%) 137 (56.61%) 

    ค่า P-value < 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตารางที ่14 แสดงการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์กบัโรคแบบ Recessive model ทั้งสามสนิป 

(rs2435357, rs139883 และ rs139884) 

Group  
Case 

N=120 

 
Control 
N=242 

 

P-value 
 

 

SNPs 
rs2435357 
 
TT 

 
 

75 (62.50%) 

 
 

45(18.60%) 

 
 
 

<0.01 CT/CC 45 (37.50%) 197(81.40%) 
rs139883 
 
CC 

 
 

19 (15.83%) 

 
 

20(8.26%) 

 
 
 
 

0.03 
CT/TT 101 (84.17%) 222 (91.74%) 

rs139884 
 
AA 

 
 

14 (11.67%) 

 
 

19 (57.58%) 

 
 
 

0.23 AG/GG 106 (88.33%) 223 (67.78%) 

    ค่า P-value < 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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รูปที ่20 แสดงผลผลิตภณัฑพ์ีซีอาร์ของยนี SOX10 โดย C1-C11 เป็นตวัอยา่ง DNA ส่วน C12  เป็น

ตงัอยา่งท่ีไม่มี DNA (negative control) 

 

 

รูปที ่21 แสดงผลจากการท า PCR-RFLP โดย C1-C8 เป็นตวัอยา่งท่ีไม่ทราบจีโนไทป์ ส่วน C9-C11 

เป็นตวัอยา่งท่ีทราบจีโนไทป์ ไดแ้ก่ CT, TT และ CC  
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รูปที ่22 แสดง discrimination plot ของสนิป rs139884 โดยจุดสีท่ีแตกต่างกนัเป็นตวัแทนของจีโน

ไทป์ท่ีต่างกนั ไดแ้ก่ สีฟ้า แทน GG, สีเขียว แทน AG, สีส้ม แทน AA และสีด าแทน negative 

control 

 

 

รูปที ่23 แสดง discrimination plot ของสนิป rs2435357 โดยจุดสีท่ีแตกต่างกนัเป็นตวัแทนของจีโน

ไทป์ท่ีต่างกนั ไดแ้ก่ สีฟ้า แทน TT, สีเขียว แทน CT, สีส้ม แทน CC และสีด าแทน negative control 
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การศึกษาความสัมพนัธ์ของการกระจายของความยาว aganglionosis  ในผู้ป่วย บนยนี

RET-protooncogene rs2435357 ยนี SOX10 rs139883 และ rs139884 

 

 การศึกษาการกระจายตวัของจีโนไทป์ในแต่ละสนิป ตามลกัษณะพยาธิสภาพหรือความยาว

ของการขาดหายไปของปมประสาทในล าไส้ (aganglionosis length) พบความสัมพนัธ์ของการ

กระจายตวัของจีโนไทป์ในผูป่้วยกลุ่ม Long-HSCR/TCAในสนิปต าแหน่ง rs139883 บนยีน SOX10 

อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีค่า P-value เท่า 0.02 (ตารางท่ี 15) 

 จากการศึกษาวิเคราะห์สมการถดถอย โดยค่าอตัราส่วนออดหรือ Odds Raio (OR)และ

ความเช่ือมัน่ท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ (95% confidence interval; CI) โดยวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ของ 

aganglionosis lengthในทุกๆรูปแบบ ไดแ้ก่ Recessive model และ Dominant model ผลการศึกษา

ในรูปแบบ Recessive model พบว่า สนิปต าแหน่ง rs139883 (CC) บนยีน SOX10 มีจีโนไทป์ท่ี

สัมพนัธ์กบั aganglionosis length อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีค่า P-value เท่ากบั 0.04 และมีค่าความ

เส่ียง OR เท่ากบั 2.94 (ค่า 95% CI 1.05-8.28) เช่นเดียวกบัการศึกษาในรูปแบบ Dominant model ท่ี

พบความสัมพนัธ์ของ rs139883 บนยีน SOX10 (CC/CT) กบัการกระจายตวัของ aganglionosis 

length ท่ีค่า P-value เท่ากบั 0.01 และมีค่าอตัราส่วนออด เท่ากบั 3.25 (ค่า 95% CI 1.30-8.14) ดงั

แสดงในตารางท่ี 16 และตารางท่ี 17 การศึกษาในคร้ังน้ีไม่พบความสัมพนัธ์กบัการกระจายตวัของ 

aganglionosis length กบัสนิปอีกสองต าแหน่งคือ RET-protooncogene rs2435357 และ SOX10 

rs139884 
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ตารางที ่15 แสดงสัดส่วนของความยาว aganglionosis ทั้งสามสนิป (rs2435357, rs139883 และ 

rs139884) 

SNPs Short-HSCR Long-HSCR/TCA P-value 
rs2435357 
TT 

 
60 (65.22%) 

 

 
15 (53.57%) 

 
 
 
 

0.52 
CT 21 (22.83%) 9 (32.14%) 

CC 11 (11.96%) 4 (14.29%) 

rs139883 
TT 

 
52 (56.52%) 

 
8 (28.57%) 

 
 
 

0.02* 
CT 29 (31.52%) 12 (42.86%) 

CC 11 (11.96%) 8 (28.57%) 

rs139884 
GG 

 
57 (61.96%) 

 
13 (4.43%) 

 
 
 

0.29 
AG 26 (28.26%) 10 (35.17%) 

AA 9 (9.78%) 14 (11.67%) 

ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตารางที ่16 วเิคราะห์ความสัมพนัธ์ตามความยาวของ aganglionosis แบบ Recessive 

SNPs Short-HSCR Long-HSCR/TCA OR 
95% CI 

P-value 

rs2435357 
TT 
CT/CC 

 
60 (65.22%) 
32 (34.78%) 

 
15 (53.57%) 
13 (46.43%) 

 
0.61 

(0.26-1.45) 

 
 

0.27 

rs139883 
CC 
CT/TT 

 
11(11.96%) 
81(88.04%) 

 
8 (28.57%) 

20 (71.43%) 

 
2.94 

(1.05-8.28) 

 
 

0.04 

rs139884 
AA 
AG/GG 

 
9(9.78%) 

83(90.22%) 

 
5(17.86%) 

23(82.14%) 

 
2.00 

(0.61-6.57) 

 
 

0.25 

ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตารางที ่17 แสดงการวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ตามความยาวของ aganglionosis แบบ Dominant 

SNPs Short-HSCR Long-HSCR/TCA OR 
95% CI 

P-value 

rs2435357 
TT/CT  
CC 

 
81 (88.04%) 
11 (11.96%) 

 
24 (85.71%) 
4 (14.29%) 

 
0.81 

(0.24-2.0) 

 
 

0.74 

rs139883 
CC/CT  
TT 

 
40(43.48%) 
52(56.52%) 

 
20 (71.43%) 
8 (28.57%) 

 
3.25 

(1.30-8.14) 

 
 

0.01 

rs139884 
AA/AG  
GG 

 
35(38.04%) 
57 (61.96%) 

 
15(53.57%) 
13(46.43%) 

 
1.90 

(0.80-4.41) 

 
 

0.15 

ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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การศึกษาการกระจายตัวจีโนไทป์ RET-protooncogene  rs2435357, SOX10  rs139883 

และ rs139884 เมือ่วเิคราะห์แยกเพศ 

 

 การศึกษาความสัมพนัธ์การกระจายตวัของจีโนไทป์ในแต่ละสนิเม่ือวิเคราะห์แยกเพศชาย

และเพศหญิงในกลุ่มผูป่้วยและกลุ่มควบคุม โดยท าการศึกษาในรูปแบบ Recessive model และ 

Dominant model 

 ผลการศึกษาในรูปแบบ Recessive model พบความสัมพนัธ์ของ RET-protooncogene 

rs2435357 (TT) ในทั้งเพศชายและเพศหญิงอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีค่า P-valueน้อยกว่า 0.01 

และพบความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติของสนิปต าแหน่ง SOX10 rs139883 (CC) เฉพาะใน

เพศหญิงเท่านั้นท่ีค่า P-value เท่ากบั 0.04 ทั้งน้ีไม่พบความสัมพนัธ์ทางสถิติของสนิปต าแหน่ง 

SOX10 rs139884 (AA) กบัการกระจายตวัของทั้งเพศชายและหญิง (ตารางท่ี 18) ส่วนการวิเคราะห์

ในรูปแบบ Dominant model พบการกระจายตัวระหว่างสนิปต าแหน่ง RET-protooncogene 

rs2435357 (TT/CT) ท่ีมีสัมพนัธ์กบัเพศชายอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ท่ีค่า P-value น้อยกว่า 0.01 

และยงัพบความสัมพนัธ์ของสนิปต าแหน่ง SOX10 rs139883 (CC/CT)กบัการกระจายตวัในหญิง

อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ท่ีค่า P-value เท่ากบั 0.02 และไม่พบความสัมพนัธ์ทางสถิติกบัการ

กระจายตวัของเพศชายและหญิงในสนิปต าแหน่ง SOX10 rs139884 แสดงในตารางท่ี 19 
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ตารางที ่18 การวเิคราะห์การกระจายตวัของจีโนไทป์และเพศ (Distribution between each SNPs 

and sex) แบบ Recessive 

Sex group/SNPs HSCR Controls P-value 

Male  
 

66 (67.35%) 
32 (17.02%) 

 
 

39 (20.00%) 
156 (80.00%) 

 
 
 

<0.01 

rs2435357 
TT 
CT/CC 
rs139883 
CC 
CT/TT 

 
14 (14.29%) 
84 (85.71%) 

 
17 (8.72%) 

178 (67.94%) 

 
 

0.14 
rs139884 
AA 
AG/GG 

 
12 (12.24%) 
86 (87.76%) 

 
16 (8.21%) 

179 (91.79%) 

 
 

0.26 
Female  

 
9 (40.91%) 

13 (59.10%) 

 
 

6 (12.77%) 
41 (87.23%) 

 
 
 

<0.01 

rs2435357 
TT 
CT/CC 
rs139883 
CC 
CT/TT 

 
5 (22.73%) 

17 (77.27%) 

 
3 (6.38%) 

44 (93.62%) 

 
 

0.04 
rs139884 
AA 
AG/GG 

 
2 (9.10%) 

20 (90.90%) 

 
3 (6.38%) 

44 (93.62%) 

 
 

0.68 
ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตารางที ่19 การวเิคราะห์การกระจายตวัของจีโนไทป์และเพศ (Distribution between each SNPs 

and sex) แบบ Dominant 

Sex group/SNPs HSCR Controls P-value 

Male  
 

88 (89.80%) 
10 (10.20%) 

 
 

139 (71.28%) 
56 (28.72%) 

 
 
 

<0.01 

rs2435357 
TT/CT 
CC 
rs139883 
CC/CT 
TT 

 
45 (45.92%) 
53 (54.08%) 

 
88 (45.13%) 

107 (54.87%) 

 
 

0.89 
rs139884 
AA/AG 
GG 

 
40 (40.82%) 
58 (59.18%) 

 
83 (42.56%) 

112 (57.44%) 

 
 

0.77 
Female  

 
17 (77.27%) 
5 (22.23%) 

 
 

36 (76.60%) 
11 (23.40%) 

 
 
 

0.95 

rs2435357 
TT/CT 
CC 
rs139883 
CC/CT 
TT 

 
15 (68.20%) 
7 (31.80%) 

 
18 (38.30%) 
29 (61.70%) 

 
 

0.02 
rs139884 
AA/AG 
GG 

 
10 (45.45%) 
12 (54.55%) 

 
22 (46.81%) 
25 (53.19%) 

 
 

0.91 
ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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การศึกษาปฏสัิมพนัธ์ (SNP-SNP interaction) ระหว่างจีโนไทป์ในแต่ละสนิป 

เม่ือน าขอ้มูลท่ีไดม้าท าปฏิสัมพนัธ์ (SNPs interaction or combination) ระหวา่งจีโนไทป์ใน

แต่ละสนิปเพื่อดูอตัราเส่ียงออดและความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค พบว่าสนิป rs2435357 บนยีน

RET-protooncogene เม่ือท าปฏิสัมพนัธ์กบั rs139883 บนยีน SOX10 โดยเม่ือก าหนดให้จีโนไทป์ท่ี

ไม่มีความเส่ียงคือ CC ของ rs2435357 (non-risk genotype) และTT ของ rs139883 (non-risk 

genotype) เป็นตวัอา้งอิง (reference) พบว่าเม่ือจีโนไทป์ CC, CTของสนิป  rs2435357 ท า

ปฏิสัมพนัธ์กบัจีโนไทป์ท่ีมีความเส่ียง CC (risk genotype) ของสนิป rs139883 พบวา่ จะเพิ่มค่า

อตัราส่วนออด จาก 0.67 (CI=0.13-3.35) เป็น 2.09 (CI=0.76-5.71) และเม่ือจีโนไทป์ท่ีมีความเส่ียง 

TT ของสนิป rs2435357 ท าปฏิสัมพนัธ์กบัจีโนไทป์ท่ีมีความเส่ียง CC ของสนิป rs139883 จะเพิ่ม

ค่าอตัราส่วนออด เป็น 3.19 (CI=1.11-9.18) และมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคท่ีค่า P-value เท่ากบั 

0.03 และพบวา่เม่ือสนิปท่ีประกอบดว้ยแอลลีล C ของ rs139883 จะมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค

ท่ีค่า P-value นอ้ยกวา่ 0.01 และ 0.03 ตามล าดบัแสดงในตารางท่ี 20 

การศึกษาปฏิสัมพนัธ์ระหว่างสนิป rs2435357 บนยีน RET-protooncogene และสนิป 

rs139884 บนยีน SOX10 โดยเม่ือก าหนดให้จีโนไทป์ท่ีไม่มีความเส่ียงคือ CC ของสนิป rs2435357 

(non-risk genotype) จีโนไทป์ GG ของสนิป rs139884 เป็นจีโนไทป์อา้งอิง (reference) เม่ือจีโน

ไทป์ของสนิป rs2435357 ไดแ้ก่ CC และ CT ท าปฏิสัมพนัธ์กบั heterozygous AG ของสนิป 

rs139884 พบวา่จะลดความเส่ียงต่อการเกิดโรค หรือค่าอตัราส่วนออด จาก 0.21 (CI=0.06-0.72) ไป

เป็น 0.48 (CI=0.24-0.97) และมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคท่ีค่า  P-value  เท่ากบั 0.01 และ0.04 

ตามล าดบั แต่กลบัพบวา่เม่ือน าจีโนไทป์ท่ีมีความเส่ียง คือ TT ของสนิป rs2435357 ท าปฏิสัมพนัธ์

กบั heterozygous AG ของ rs139884 กลบัพบวา่มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคท่ีค่า P-value ท่ีนอ้ย

กวา่ 0.01 และเพิ่มความเส่ียงต่อการเกิดโรคโดยมีค่าอตัราส่วนออด เท่ากบั 2.77 (CI=1.43-5044) ดงั

แสดงในตารางท่ี 21 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ของสนิปภายในยีน SOX10 คือ สนิป rs139883 และ 

สนิป rs139884 โดยก าหนดให้จีโนไทป์ท่ีไม่มีความเส่ียงคือ TT ของสนิป rs139883 (non-risk 

genotype) กับจีโนไทป์ GG ของสนิป rs139884 (non-risk genotype) เป็นจีโนไทป์อ้างอิง 
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(reference) จากการศึกษาไม่พบความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค และไม่มีความเส่ียงต่อการเกิดโรค 

แสดงในตารางท่ี 22 
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ตารางที ่20 แสดงการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ (SNP-SNP interaction) ระหวา่งสนิป rs2435357 บนยนี

RET-protooncogene และสนิป rs139883 บนยนี SOX10 

SNP-SNP 
interaction 

 

Combination 
Genotype-
Genotype 

Case control OR 
95% CI 

P-value* 

rs2435357     
rs139883 

CC                  TT                8 
(53.33%) 

40 
(59.70%) 

Reference 

                       CT 5  
(33.33%) 

21 
(31.34%) 

0.46 
(0.17-1.24) 

 
0.13 

CC 2 
(13.33%) 

6 
(8.96%) 

0.67 
(0.13-3.35) 

 
0.62 

 CT                 TT 11 
(36.67%) 

78 
(60.00%) 

Reference 
 

CT 11 
(36.67%) 

44 
(33.85%) 

0.45 
(0.23-0.91) 

 
0.03 

                       CC 8 
(26.67%) 

8 
(6.15%) 

2.09 
(0.76-5.71) 

 
0.15 

TT                  TT 41 
(54.67%) 

18 
(40.00%) 

Reference 

                       CT 25 
(33.33%) 

21 
(46.67%) 

2.77 
(1.48-5.20) 

 
<0.01 

                       CC 9  
(12.00%) 

6  
(13.33%) 

3.19 
(1.11-9.18) 

 
0.03 

ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตารางที ่21 แสดงการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ (SNP-SNP interaction) ระหวา่งสนิปrs2435357 บนยนี 

RET-protooncogene และสนิป rs139884 บนยนี SOX10 

SNP-SNP 
interaction 

 

Combination 
Genotype-
Genotype 

Case control OR 
95% CI 

P-value* 

rs2435357     
rs139884 

CC               GG               10 
(66.67%) 

38 
(56.72%) 

Reference 

                     AG 3  
(20.00%) 

26 
(38.80%) 

0.21 
(0.06-0.72) 

 
0.01 

                     AA 2  
(13.33%) 

3  
(4.48%) 

1.35 
(0.22-8.19) 

 
0.74 

CT               GG 14 
(46.67%) 

77 
(59.23%) 

Reference 

                     AG 11 
(36.67%) 

42 
(32.31%) 

0.48 
(0.24-0.97) 

 
0.04 

                     AA 5 
(31.25%) 

11 
(8.46%) 

0.91 
(0.31-2.69) 

 
0.87 

TT                GG 46 
(61.33%) 

22 
(48.89%) 

Reference 

                     AG 22 
(29.33%) 

18 
(40.00%) 

2.79 
(1.43-5.44) 

 
<0.01 

                     AA 7  
(9.33%) 

5  
(11.11%) 

2.94 
(0.91-9.45) 

 
0.07 

ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ตารางที ่22 แสดงการศึกษาปฏิสัมพนัธ์ (SNP-SNP interaction) ระหวา่งสนิป rs139883 และ 

rs139884 บนยนี SOX10 

SNP-SNP 
interaction 

 

Combination 
Genotype-
Genotype 

Case control OR 
95% CI 

P-value* 

rs139883     
rs139884 

TT                 GG               51 
(28.81%) 

126 
(71.19%) 

Reference 

                      AG 6  
(40.00%) 

9 
(60.00%) 

1.36 
(0.47-3.92) 

 
0.57 

                      AA 3  
(75.00%) 

1  
(25.00%) 

6.17 
(0.63-60.04) 

 
0.12 

 CT                GG 14 
(58.33%) 

10 
(41.67%) 

Reference 

                      AG 27 
(27.27%) 

72 
(72.73%) 

0.68 
(0.41-1.14) 

 
0.15 

                      AA 0 
(0.00%) 

4 
(100%) 

N/A 
 

CC                 GG 5 
(83.33%) 

1 
(16.76%) 

Reference 

                      AG 3 
(37.50%) 

5 
(62.50%) 

1.21 
(0.28-5.17) 

 
0.79 

                      AA 11  
(44.00%) 

14  
(56.00%) 

1.64 
(0.72-3.74) 

 
0.24 

ค่า P-value< 0.05 ถือเป็นค่าท่ีมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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ผลการท านายโครงสร้างทุติยภูมขิอง RNA 

 ผลจากการท านายโครงสร้างทุติยภูมิของ RNA โดยใช้เคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศช่ือว่า

RNAstructure โดยก าหนดให้สนิป rs139883 ท่ีมีแอลลีลท่ีแตกต่างกนัไดแ้ก่ C และ T พบว่า

โครงสร้างท่ีไดจ้ากการท านายมีการมว้นพบั (folding) ท่ีแตกต่างกนัของทั้งสองแอลลีล โดยท่ีความ

น่าจะเป็น (propobability) มากกวา่ 99 เปอร์เซ็นต ์และให้ค่าพลงังานหรือ energy ในโครงสร้างท่ีมี

แอลลีล C คือ -317.5 และโครงสร้างท่ีมีแอลลีล T -316.2 ดงัแสดงในรูปท่ี 24 

 

 

 

รูปที ่24 แสดงโครงสร้างทุติยภูมิของ RNA ภาพ A โครงสร้างทุติยภูม่ีมีแอลลีล C และ ภาพ B

โครงสร้างทุติยภูม่ีมีแอลลีล T 
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บทที ่4 

บทวจิารณ์ 

 

การศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการศึกษาสองยีนท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการพฒันาของระบบประสาท

ทางเดินอาหาร ได้แก่ยีน RET-protooncogene (rs2435357) และยีน SOX10 (rs239883 และ 

rs139884) โดยเลือกวิธีการท่ีใชต้รวจสอบจีโนไทป์ คือ เทคนิค TaqMan SNP genotyping และใช้

เทคนิคเอนไซมต์ดัจ าเพาะหรือ Restriction Fragment Length Polymorphisms หรือ RFLP และใช้

การวเิคราะห์ในทุกๆรูปแบบ ไดแ้ก่ Recessive และ Dominant เพื่อท่ีจะระบุความสัมพนัธ์ของความ

แปรผนั (variability) ทางพนัธุกรรมของยีน RET-protooncogene และยีน SOX10 กบัผูป่้วยดว้ยโรค

ล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิดแบบ sporadic ชาวไทย 

ยีน RET-protooncogene เป็นยีนท่ีถอดรหสัมาเป็นโปรตีนตวัรับ tyrosine kinase ตั้งอยูบ่น

โครโมโซมท่ี 10 และประกอบไปดว้น 21 เอกซอน ซ่ึงมีความเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาและการเจริญ

ของ enteric neuron (Kusafuka and Puri 1997) จากการติดตามผลการรายงานการศึกษาของ GWAS 

ท่ีมีการใช้สนิปต าแหน่ง rs2435357 เป็นตวัแทนของ LD region บนยีน RET-protooncogene 

ส าหรับการตรวจสอบการติดตามการเกิดโรคการศึกษาไม่นานมาน้ีสามารถยืนยนัความเก่ียวขอ้ง

ของยีนRET-protooncogene ต่อการแสดงออกของโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด (Carrasquillo 

et al. 2002; Garcia-Barcelo et al. 2003; Garcia-Barcelo et al. 2004) และพบวา่การมี common 

variants และ rare variants บนยีน RET-protooncogene และยีน NRG1 นั้นสามารถส่งผลต่อ

กระบวนการ neurogenesis และ gliogenesis ซ่ึงทั้งสองกระบวนการลว้นแลว้แต่มีความส าคญัต่อ

การพฒันาของระบบประสาทภายในระบบประสาททางเดินอาหารซ่ึงการเกิดความหลากหลายทาง

พนัธุกรรม(Single Nucleotide Polymorphisms ; SNPs) บนยีน RET-protooncogene อาจจะส่งผลต่อ

การเปล่ียนแปลงภายในยีนเองและพบว่ากระจายตัวของสนิปบนยีน RET-protooncogene ท่ี

ประกอบดว้ยสนิปต าแหน่ง rs2435357 ท่ีอยูบ่ริเวณอินทรอน 1 ส่งผลต่อการลดการท างานของยีน

ซ่ึงน าไปสู่ความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด (Garcia-Barcelo et al. 2009) 
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ยนีRET-protooncogene ถือเป็นยีนหลกัต่อการพฒันาของระบบประสาททางเดินอาหาร แต่กระนั้น

การท างานของยีนก็ตอ้งถูกควบคุมโดยกลุ่มของ transcription factor อ่ืนๆเช่น SOX10, PAX3, 

EDNRBเป็นตน้ (Taraviras et al. 1999; Lang and Epstein 2003; Zhu et al. 2004)  และการศึกษา

คร้ังน้ียงัยืนยนัความสัมพนัธ์อยา่งมากกบัสนิปต าแหน่ง rs2435357 (TT) ในผูป่้วยโรคล าไส้ใหญ่

โป่งพองโดยก าเนิดแบบ sporadic ชาวคนไทยทั้งในรูปแบบ Recessive และ Dominant และผล

การศึกษายงัพบความสัมพนัธ์ในทั้งเพศชายและเพศหญิงเม่ือวิเคราะห์แบบ Recessive และพบ

ความสัมพนัธ์กบัเพศชายเม่ือวเิคราะห์แบบ Dominant การศึกษาท าใหท้ราบถึงรูปแบบท่ีหลากหลาย

ในการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม ทั้งน้ีมีปัจจยัเร่ืองเพศมาเก่ียวขอ้ง เช่นเดียวกนักบัการศึกษาท่ีพบ

ความสัมพนัธ์ของสนิป rs2435357 ในกลุ่มประชากรจีน (Chinese population) และประชากรผิวขาว 

(Caucasians population) (Borrego et al. 2000; Phusantisampan et al. 2012; Gui et al. 2013; 

Sancandi et al. 2003; Burzynski et al. 2004; Fitze et al. 1999). 

ยีน SOX10 เป็นยีนท่ีตั้งอยูบ่นโครโมโซมท่ี 22 และแปรรหสัไปเป็นโปรตีน SOX10 ซ่ึง

เป็นโปรตีนในกลุ่ม transcriptional regulator มีความส าคญัต่อการพฒันาของระบบประสาทในสาย 

neural crest cell lineage. (Paul K.H. Tam 2004) จากการศึกษาก่อนหนา้น้ี ไดร้ะบุสนิปของยีน

SOX10และยีน EDNRB ในผูป่้วย Waardenburg syndrome (WS4)ชาวจีน พบสนิปต าแหน่ง 

rs12720105, rs2070591, rs5349, rs5351,  rs139884 และพบการกลายพนัธ์ุแบบ heterozygous 

ต าแหน่งใหม่ท่ีไม่เคยรายงานมาก่อนบนยีน (Jiang et al. 2011) และเป็นท่ีน่าสนใจวา่ การวิเคราะห์

ความสัมพนัธ์ของความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน SOX10 ในผูป่้วยดว้ยโรคล าไส้ใหญ่โป่ง

พองโดยก าเนิดชาวจีนฮัน่ (Han Chinese population)ไม่พบความสัมพนัธ์ของทั้ง 4 สนิป ไดแ้ก่เอก

ซอน 2; c.18C >T and c.122G >T, intron 3; IVS3+10C >G, เอกซอน 4; rs139884 (Pan et al. 2011)

ขณะเดียวกนัยงัไม่มีการรายงานความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีน SOX10 ดว้ยโรคล าไส้ใหญ่

โป่งพองโดยก าเนิดแบบ sporadic ชาวคนไทย 

จากรายงานการศึกษาก่อนหนา้น้ีถึงพบความสัมพนัธ์ของสนิปต าแหน่ง rs139887 บนยีน 

SOX10 กบัคนไขโ้รคจิตเพศ (Schizophrenia)ในประชากรชาวญ่ีปุ่น (Maeno et al. 2007) และไดมี้

การศึกษาความหลากหลายทางพนัธุกรรมในโรคน้ีเช่นเดียวกนัในประชากรชาวจีนฮัน่กบัสนิป
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ต าแหน่ง rs139883 พบวา่ แอลลีล C มีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัส าคญักบัการเกิดโรคในอายุนอ้ยใน

ผูป่้วยทั้งหมดและโดยเฉพาะอยา่งยิง่ผูป่้วยชาย (Yuan et al. 2013) การศึกษาคร้ังน้ีพบความสัมพนัธ์

ของสนิปต าแหน่ง rs139883 กบัการเป็นโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองแบบ sporadic อยา่งมีนยัส าคญั เม่ือ

วเิคราะห์แบบ recessive (CC) และพบความสัมพนัธ์กบัการกระจายตวัท่ีสูงในกลุ่มผูป่้วยท่ีเป็นโรค

ในกลุ่ม long-segment HSCR และเพศหญิงเม่ือพิจารณาทั้งการกระจายตวัของจีโนไทป์ และ

วิเคราะห์ในรูปแบบของ recessive model พบการกระจายของ risk allele (C) ในเพศหญิงจาก

การศึกษาคร้ังน้ีอีกดว้ย การวิเคราะห์ไม่พบความสัมพนัธ์ของสนิป  rs139884 ในผูป่้วยโรคล าไส้

ใหญ่โป่งพองแบบ sporadic ชาวไทย เช่นกนักบัการศึกษาในประชากรจีนท่ีไม่พบความสัมพนัธ์

กบัสนิปดงักล่าวกบัการเกิดโรค ซ่ึงอาจจะบ่งบอกถึงการเกิดสนิป rs139884 บนยีน SOX10 ไม่มีผล

ต่อการเกิดโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิดในประชาการชาวเอเชีย 

การศึกษาในคร้ังน้ีน าไปสู่ความเขา้ใจถึงความสัมพนัธ์ของสนิปต าแหน่ง rs2435357 บนยีน

RET-protooncogene และสนิปต าแหน่ง rs139883บนยีน SOX10 ซ่ึงการศึกษาพบวา่การมีแอลลีล T 

ในสนิป rs2435357 ร่วมกบัการมีแอลลีล C ใน rs139883 จะเพิ่มความเส่ียงต่อการเกิดโรคล าไส้

ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด สมมุติฐานอาจเป็นไปได้ถึงการมีสองแอลลีลร่วมกนัต่อการหยุดการ

พฒันาของระบบประสาททางเดินอาหารในระหว่างการเจริญเติบโตของตวัอ่อนเช่นเดียวกบัการ

รายงานการศึกษาก่อนหนา้น้ี การมี T-variant ของยีน RET-protooncogene สามารถไปขดัขวางการ

จบักนัของต าแหน่ง binding site ของยีน SOX10 ส่งผลให้เกิดการลดการท างานและการแสดงออก

ของ RET ตามมา (Emison et al. 2005; Garcia-Barcelo et al. 2005).  

สนิปต าแหน่ง rs139883 ตั้งอยูบ่ริเวณ 3’ UTR และพบมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค สนิป

ในต าแหน่งน้ีอาจท าใหก้ารมว้นพบั (folding) ของสาย RNA เปล่ียนไปไดแ้ละอาจจะส่งผลต่อความ

เสถียร (stability) ของ RNA ดว้ยดงัท่ีเคยมีการศึกษาบทบาทการเกิดความหลากหลายทางพนัธุกรรม

rs27770 (A/G) บริเวณ 3’ UTR ของยีน Polo-like Kinase1 (PLK1) ท่ีพบการแสดงออกท่ีสูงข้ึนใน

หลายๆมะเร็ง และมีผลต่อความเสถียรของ RNA พบว่าแอลลีลแตกต่างกันจาการท านายโดย

เคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศพบวา่ส่งผลให้โครงสร้างของ RNA  มีการเปล่ียนแปลงไป และพบวา่

แอลลีล A ยงัส่งผลต่อเสถียรภาพของ RNA มากว่าแอลลีล G ถึง 25% ดงันั้นการศึกษา 
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polymorphism ของยีน PLK1 มีความน่าสนใจต่อความเส่ียงของการเกิดโรคมะเร็ง (Akdeli et al. 

2014) และจากงานวิจัย เพื่อดูความหลากหลายทางพันธุกรรมของยีน  Histamine N-

methyltransferase (HNMT) ท่ีต  าแหน่ง 939A>G บริเวณ 3’UTR ท่ีส่งผลต่อความเสถียรของ mRNA 

โดยการโคลนยนีเขา้สู่พลาสมิส GFP และน าเขา้สู่เซลล ์ HMC-1 พบวา่ แอลลีล Aจะมีความเสถียรท่ี

นอ้ยกว่าแอลลีล G (Kim et al. 2009) จึงน าไปสู่ขอ้สมมุติฐานท่ีวา่ การมีสนิปต าแหน่งดงักล่าว

ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงโครงสร้างทุติยภูมิของ RNA จึงได้ท านายโครงสร้างทุติยภูมิโดยใช้

เคร่ืองมือทางชีวสารสนเทศ คือ RNA structure พบวา่โครงสร้างของ RNA มีการมว้นพบัเปล่ียนไป

จริง และไดท้  าการท านายผลโดยเคร่ืองมือท่ีแตกต่างกนัก็ให้ผลโครงสร้างท่ีเปล่ียนแปลงไปเช่นกนั 

ซ่ึงการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของ RNA อาจจะมีผลต่อการท างานและการแสดงออกของยีน 

SOX10 การศึกษาคร้ังน้ีอาจจะน าไปสู่ความเขา้ใจถึงความสัมพนัธ์ด้านหน้าท่ีการท างานของยีน 

SOX10 ท่ีส่งผลต่อการด าเนินโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด ซ่ึงอาจจะตอ้งมีการศึกษาในแง่ของ

การท างานร่วมกนักบัยนี RET-protooncogene ต่อไป ดงัท่ีเคยมีรายงานก่อนหนา้น้ีถึงการท างานของ 

SOX10 ท่ีจะกระตุน้กระบวนการถอดรหสั (Transcription) ของยีน RET-protooncogene (Leon et 

al. 2009) 
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บทที ่5 

บทสรุป 

การศึกษาคร้ังน้ีเพื่อดูสัมพนัธ์ของสนิปบนยีน RET–protooncogene สนิป rs2435357 และ

ยีน SOX10 สนิป rs139883 และ rs139884 กบัผูป่้วยดว้ยโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิดแบบ

sporadic ชาวไทย การศึกษายืนยนัความสัมพนัธ์ระหวา่งสนิปต าแหน่ง rs2435357 (TT) ในฐานะ

ปัจจยัเส่ียงของโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิดแบบ sporadic ทั้งในรูปแบบ Recessive และ 

Dominant และผลการศึกษายงัยืนยนัความสัมพนัธ์ในทั้งเพศชายและเพศหญิงเม่ือวิเคราะห์แบบ 

Recessive การศึกษาคร้ังน้ียงัพบความสัมพนัธ์ของสนิปต าแหน่ง  rs139883 (CC) กบัการเป็นโรค

ล าไส้ใหญ่โป่งพองแบบ sporadic โดยความสัมพนัธ์กบัโรคดงักล่าวปรากฏชดัในเพศหญิง การ

กระจายตวัของจีโนไทป์บน rs139883 ยงัสัมพนัธ์กบัระดบัความรุนแรงของโรค อยา่งไรก็ตามไม่

พบความสัมพนัธ์ของสนิป  rs139884 ในผูป่้วยโรคล าไส้ใหญ่โป่งพองแบบ sporadic ชาวไทย  

นอกจากความสัมพนัธ์เชิงเด่ียวระหว่าง rs2435357 และ rs139883 กบัการเกิดโรคแล้ว 

การศึกษายงัพบวา่ปฏิสัมพนัธ์ระหวา่งสนิปทั้งสอง มีผลต่อการเพิ่มระดบัความเส่ียงต่อการเกิดโรค

ล าไส้ใหญ่โป่งพองโดยก าเนิด  

การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นเพียงการศึกษาเบ้ืองตน้เพื่อดูความสัมพนัธ์ของทั้งสามสนิปกบัการ

เกิดโรคและวิเคราะห์แยกเพศตลอดจนความยาวของการเกิดพยาธิสภาพ การศึกษายืนยนัผลของ

ความหลากหลายทางพนัธุกรรมท่ีมีต่อการแสดงออกและหนา้ท่ีการท างานของยีนเป็นส่ิงซ่ึงจะตอ้ง

ท าต่อไป 
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