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บทคัดยอ 
 

ออทิซึมสเปคตรัม เปนกลุมอาการของโรคทางระบบประสาท โดยผูปวยมีพัฒนาการ
ลาชาและมีความผิดปกติ 3 ดานหลัก ไดแก พัฒนาการดานสังคม พัฒนาการดานการสื่อสาร
และภาษา การมีพฤติกรรมและความสนใจซ้ําๆ การศึกษาจีโนมไวดสแกนหลายการศึกษาพบ
ตําแหนงยีนบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวความสัมพันธกับภาวะออทิซึม การศึกษานี้เลือก
ศึกษา 2 ยีนที่อยูบริเวณดังกลาวคือ ยีน RELN ที่ตําแหนง 7q22 ทําหนาที่สรางโปรตีนที่มี
บทบาทสําคัญในการเคลื่อนยายเซลลและการพัฒนาของการเชื่อมโยงเซลลประสาท และยีน 
MET ที่ตําแหนง 7q31.2 เปนยีนที่สรางโปรตีนตัวรับไทโรซีนไคเนสซึ่งจะจับกับ hepatocyte 
growth factor (HGF) ซ่ึงเก่ียวของกับกระบวนการทํางานของเซลล กระบวนการพัฒนาของ
เซลล และกระบวนการซอมแซม วัตถุประสงคของการวิจัยน้ีเพ่ือศึกษาความสัมพันธของยีน 
RELN และยีน MET กับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 
5’UTR ของยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมจํานวน 188 ราย และกลุมควบคุมจํานวน 
272 ราย ดวยวิธี fluorescent PCR และศึกษาสนิปส 14 ตําแหนงบนยีน RELN และยีน MET 
จากฐานขอมูลสนิปส สนิปส 7 ตําแหนงบนยีน RELN ประกอบดวย rs2299388 rs607755 
rs2072403 rs362691 rs2159676 rs362746 rs736707 และสนิปสอีก 7 ตําแหนงบนยีน MET 
ประกอบดวย rs1858830 rs38845 rs10243024 rs38859 rs13223756 rs2299439 
rs2023748 ศึกษาจีโนไทปสนิปสดวยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารและวิธีพีซีอารอารเอฟแอลพี 
ทําการศึกษาสนิปสทั้งหมดในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 188 ราย พอแม 320 คน และกลุม
ควบคุม 250 คน ผูปวยทุกรายไดผานการประเมินภาวะออทิซึมโดยใชแบบประเมิน DSM-IV 
และทดสอบระดับสติปญญา (non-verbal IQ) โดยใชแบบทดสอบ Standford-Binet Intelligence 
Scale: Fifth Edition (SB:V) ศึกษาความสัมพันธของแอลลีลและจีโนไทปโดยวิธี Population 
based case control โดยใชไคสแคว และการถายทอดแอลลีลในครอบครัวดวยวิธี 
Transmission Disequilibrium Test (TDT) ผลการศึกษาพบความถี่แอลลีลและจีโนไทปของ
จํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P = 0.0061 สําหรับแอลลีล และ P = 0.0025 สําหรับจีโนไทป) การศึกษาความสัมพันธ
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ของสนิปสบนยีน RELN และยีน MET ไมพบความแตกตางทางสถิติจากการศึกษาแบบ 
Population based case control และการศึกษาแบบ Family based association ของสนิปสทั้ง 
14 ตําแหนง การทดสอบความสัมพันธแฮโพลไทปพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของ     
แฮโพลไทปแบบ T-A-G-A ของสนิปส rs38859-rs13223756-rs2299439-rs2023748 บนยีน 
MET มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.040) การศึกษานี้
แสดงใหเห็นวายีน RELN และยีน MET เปนยีนที่เปนปจจัยหน่ึงในการสงเสริมการเกิดภาวะ
ออทิซึมในเด็กไทย ในอนาคตควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือยืนยันผลความสัมพันธดังกลาวน้ี 
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ABSTRACT 
  

Autism Spectrum Disorders (ASD) are a group of neurodevelopmental disorder 
with complex genetic etiology. They are characterized by impairments in three domains, 
reciprocal social interaction, communication deficits and repetitive and restricted 
patterns of behavior and interests. Several genome-wide scan studies have indicated 
the presence of an autism susceptibility locus within the long arm of chromosome 7 
(7q). Two prominent candidate genes are the RELN gene (7q22) which encodes a 
signaling protein that plays an important role in the migration and in the development of 
neural connections and the MET gene (7q31.2) which encodes the MET receptor 
tyrosine kinase that is involved in mediating hepatocyte growth factor (HGF) signaling in 
a number of physiological, developmental, and repair processes. The objective of this 
study was to investigate associations of the RELN and MET genes with ASD in Thai 
children. Genotyping of GGC repeats polymorphisms at 5’UTR of the RELN gene was 
performed in 188 autistic subjects and 272 controls by fluorescent PCR. For the Single 
Nucleotide Polymorphism (SNP) study, we selected 14 SNPs in the RELN and MET 
genes through the SNP database. Seven of them are located in the RELN gene 
including rs2299388, rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746, rs736707, 
and the other seven are located in the MET gene including rs1858830, rs38845, 
rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439, rs2023748 which were identified 
genotyping by Biallelic-ARMS PCR and PCR-RFLP techniques. The SNP study 
included 188 autistic patients, 320 parents and 250 controls. All patients were given a 
clinical diagnosis of autism based on the DSM-IV and non verbal-IQ was tested by the 
Standford-Binet Intelligence Scale: Fifth Edition (SB:V). Two statistical methods were 
used in this study; the population based case control study used the Chi-square test 
and the family based association study used the Transmission Disequilibrium Test 
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(TDT). Results; Allele frequencies and genotype distributions of GGC ≥ 14 repeats 
showed strong associations between cases and controls by Chi-square test (P = 0.0061 
for allele, P = 0.0025 for genotype). No significant association was found between 
SNPs of either the RELN and MET genes in either the population based case control or 
the family-based association studies using TDT. In addition, haplotype T-A-G-A for 
markers rs38859, rs13223756, rs2299439 and rs2023748 of the MET gene was 
overtransmitted to the affected offspring (P = 0.040). Overall, our findings suggest that 
the RELN and MET genes are associated with autism spectrum disorders in Thai 
children. Further studies will be required to confirm this association. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 



     

(8)

สารบัญ 
 
 หนา 
สารบัญ (8) 
รายการตาราง           (9) 
รายการภาพประกอบ (15) 
สัญลักษณคํายอและตวัยอ (18) 
เน้ือเรื่อง 
บทที่ 1 บทนํา 1 
 บทนําตนเรื่อง 1 
 การตรวจเอกสาร 2 
 วัตถุประสงค 23 
บทที่ 2 วิธีการวิจัย 24 
 วัสดุ 24 
 วิธีดําเนินการ 27 
บทที่ 3 ผลการวิจัย 73 
บทที่ 4 บทวิจารณ 121 
บทที่ 5 บทสรปุ 143 
รายการเอกสารอางอิง 144 
ภาคผนวก 162 
ประวตัิผูเขยีน 169 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



     

(9)

รายการตาราง 
 

ตารางที่                   หนา 
1. แสดงการศึกษาปจจัยทางพันธุกรรมที่มีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม    8 
2. แสดงขอดีขอเสียของการศกึษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมแบบ   10 

Population based case control และ Family-based association 
3. แสดงรายงานผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR บนยีน RELN   14 

กับภาวะออทซึิม 
4. แสดงรายงานผลการศึกษาที่พบความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR  16 

บนยีน RELN กับภาวะออทซึิม 
5. สรุปการรายงานผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN      17 

ที่ไมพบความสัมพันธกับภาวะออทิซึม 
6. แสดงรายงานการศึกษาที่พบความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN กับภาวะออทซึิม  18 
7. แสดงจํานวนตัวอยางผูปวยที่ใชในการศกึษาความสัมพันธระหวางยีน RELN และยีน  25 

MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมที่ไดรับการวินิจฉัยตามเกณฑ DSM-IV  
8. แสดงกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาตามลักษณะที่ปรากฎ     25 
9. แสดงไพรเมอรในการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN   31 
10. แสดงองคประกอบพีซีอารฟลูออเรสเซนตเพ่ือวิเคราะหจํานวนซ้ํา GGC   32 
11. แสดงสภาวะสาํหรับการเพ่ิมปริมาณผลิตภัณฑพีซีอารฟลูออเรสเซนต       32 
12. แสดงสวนประกอบสารเคมีที่ใชในการตัดผลิตภัณฑพีซีอารดวยเอนไซม   38 

ตัดจําเพาะในการศึกษาคร้ังน้ี 
13. แสดงสวนประกอบเจลโพลอีะคริลาไมดความเขมขนรอยละ 6 สําหรับ 1 เจล   39 
14. แสดงตําแหนงสนิปสในการศึกษายีน RELN พรอมเหตุผลในการศึกษา   40 
15. รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษาจีโนไทป  42 

ของสนิปสของยีน RELN โดยไพรเมอรทั้งหมดออกแบบโดยการศึกษาครั้งน้ี 
16. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2299388         43 

บริเวณอินทรอน 2 ของยีน RELN 
17. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs607755     44 

บริเวณอินทรอน 5 (Splicing junction) ของยีน RELN 
18. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2072403      45 

บริเวณเอกซอน 15 ของยีน RELN 

 



     

(10)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
19. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs362691      46 

บริเวณเอกซอน 22 ของยีน RELN 
20. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2159676     47 

บริเวณอินทรอน 28 ของยีน RELN 
21. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs362746      48 

บริเวณเอกซอน 45 ของยีน RELN 
22. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs736707      49 

บริเวณอินทรอน 59 ของยีน RELN 
23. แสดงตําแหนงสนิปสในการศึกษายีน MET พรอมเหตุผลในการศึกษา    50 
24. รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษาจีโนไทป  52 

ของสนิปสของยีน MET 
25. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs1858830      53 

บริเวณโปรโมเตอร ของยีน MET 
26. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs38845      54 

บริเวณอินทรอน 1 ของยีน MET 
27. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs10243024     55 

บริเวณอินทรอน 2 ของยีน MET 
28. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs38859     56 

บริเวณอินทรอน 3 ของยีน MET 
29. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs13223756     57 

บริเวณเอกซอน 7 ของยีน MET 
30. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2299439      58 

บริเวณอินทรอน 15 ของยีน MET 
31. แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2023748     59 

บริเวณเอกซอน 21 ของยีน MET 
32. แสดงคําสั่งในการหาคาทางสถิติโดยใชโปรแกรม PLINK     64 
33. แสดงการแบงกลุมผูปวยที่ใชในการวิเคราะหหาความสัมพันธทางสถิติ   73 

ตามลักษณะที่ปรากฏ 

 



     

(11)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
34. แสดงการเปรียบเทียบการกระจายตัวของของแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC    77 

ในตัวอยาง คนไทยปกติจากภาคกลาง และภาคใตดวยการทดสอบไคสแควร 
35. แสดงการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC แตละแบบในกลุมผูปวย    78 

ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด (272 คน) 
36. แสดงการแบงการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN  79

และผลการวิเคราะหหาความแตกตางระหวางผูปวยออทิซึมสเปคตรัมกับกลุมควบคุม  
โดยใชโปรแกรมไคสแควร 

37. แสดงการกระจายตัวของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ที่พบในผูปวย      81 
ออทิซึมสเปคตรมัทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (272 คน) 

38. แสดงผลการเปรียบเทียบความถี่ของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ระหวางกลุม  82 
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด และผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับ 
กลุมควบคุม โดยใช โปรแกรมไคสแควร 

39. แสดงการถายทอดแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR บนยีน RELN    83 
ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมดวยโปรแกรม PLINK 

40. แสดงคาฮารดีไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสที่ศึกษาบนยีน RELN  86 
41. แสดงความถีแ่อลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN     87 

ในผูปวยออทซึิมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 

42. แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย   88 
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 

43. แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย     89 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=2) 

44. แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย     90 
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=2) 
 

 



     

(12)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
45. แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส   92 

แตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 
เทียบกับกลุมควบคุมดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model 

46. แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส   93 
แตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย 
เทียบกับกลุมควบคุมเพศชายดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model 

47. แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs2299388 ,    94 
rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746 และ rs736707 
บนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดโดยใชโปรแกรม PLINK  

48. แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs2299388,    95 
rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746 และ rs736707 
บนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายทั้งหมด 
โดยใชโปรแกรม PLINK  

49. แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน RELN ในกลุมผูปวย   97 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

50. แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปส rs2072403 และ rs362691 บนยีน RELN   98 
ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด  

51. แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย  99 
เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

52. แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม   100 
โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

53. แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม  101 
เพศชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

54. แสดงคาฮารดีไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสทุกตําแหนง  104 
ที่ศึกษาบนยีน MET 

55. แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย  105 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน)  
ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 

 



     

(13)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
56. แสดงความถีแ่อลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย  106 

ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทยีบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน)  
ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 

57. แสดงความถีจี่โนไทปของสนิปสแตละตาํแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย  107 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทยีบกับกลุมควบคุม (250 ราย)  
ดวยโปรแกรม PLINK (df=2) 

58. แสดงความถีจี่โนไทปของสนิปสแตละตาํแหนงที่ศึกษาบนยนี MET ในผูปวย  108 
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) ทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 ราย) 
ดวยโปรแกรม PLINK (df=2) 

59. แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส  109 
แตละตําแหนงบนยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับ 
กลุมควบคุมทั้งหมดดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model 

60. แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส  110 
แตละตําแหนงบนยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทยีบกับ 
กลุมควบคุมเพศชายดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model 

61. แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs1858830,   111 
rs38845, rs10253024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ rs2023748 
บนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดโดยใชโปรแกรม PLINK  

62. แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs1858830,   112 
rs38845, rs10253024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ rs2023748             
บนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายทั้งหมด 
โดยใชโปรแกรม PLINK 

63. แสดงความถีแ่ฮโพลไทป rs10243024 rs38859-rs13223756-rs2299439-  114 
rs2023748บนยีน MET ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรมัทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม
ทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 

64. แสดงความถีแ่ฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน MET ในครอบครัวผูปวย 117 
ออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลววิ 

65. แสดงความถีแ่ฮโพลไทปบนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมโดย 117 
ใชโปรแกรมแฮโพลวิวของสนิปส rs38859 rs13222756 rs2299439 และ rs2023748 



     

(14)

รายการตาราง (ตอ) 
 

ตารางที่                   หนา 
66. แสดงสนิปสแฮโพลไทปแบบตางๆ ที่พบการถายทอดสนิปสแฮโพลไทป  119 

จากพอแมมาสูลูกสูงในครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมดบนยีน MET 
67. เปรียบเทียบการวิเคราะหความถี่จํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 125 

ในการศึกษาของกลุมตางๆ กับกลุมประชากรไทย 
68. เปรียบเทียบผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ระหวางการศึกษาคร้ังน้ีกับการศึกษาอ่ืนๆ 126 
69. แสดงการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ตั้งแต 14 ซํ้าขึ้นไปจากพอแมมาสู  128 

ผูปวยออทซึิมสเปคตรัม จํานวน 18 ราย 

70. แสดงคาพลังงานอิสระ (ΔG) ของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 131 
71. แสดงผลการสํารวจความชุกของการเกิดภาวะออทิซึมในแตละประเทศ  163 
72. แสดงการเปรียบเทียบความถี่แอลลีลของสนิปสบนยีน RELN ในแตละเชื้อชาต ิ 165 
73. แสดงการเปรียบเทียบความถี่แอลลีลของสนิปสบนยีน MET ในแตละเชื้อชาต ิ    166 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



     

(15)

รายการภาพประกอบ 
 

รูปที่                   หนา 
1. แสดงวิถีการทํางานของยีน RELN        13 
2. แสดงวิถีการทํางานของยีน MET         20 
3. แสดงขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอมาตรฐาน 500LIZ ที่ใชในการศึกษา    33 

จํานวนซ้ํา GGC ดวยวิธี Fragment analysis 
4. แสดงการออกแบบ Primer ของสนิปส ในแตละตําแหนงโดยใชวิธเีทคนิค   35 

  Biallelic-ARMS PCR 
5. แสดงตําแหนงสนิปสและระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN    41 

ที่ใชในการศึกษา 
6. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2299388  43 
7. แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PvuII ของสนิปส rs607755  44 
8. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2072403  45 
9. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs362691  46 
10. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2159676  47 
11. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs362746  48 
12. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs736707  49 
13. แสดงตําแหนงสนิปสและระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET   51 

ที่ใชในการศึกษา 
14. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs1858830  53 
15. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs38845   54 
16. แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy188I ของสนิปส rs10243024  55 
17. แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ AluI ของสนิปส rs38859   56 
18. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs13223756  57 
19. แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI ของสนิปส rs2299439  58 
20. แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2023748  59 
21. แสดงขอมูล (input) นามสกุล .txt ที่ใชในการวิเคราะหดวยโปรแกรม PLINK   62 

และแฮโพลววิ 
22. แสดงแผนที่ (map) ที่ระบุถงึตําแหนงของสนิปสที่ตองการศึกษา    63 
23. แสดงการทํางานบน command line mode เพ่ือเรียกใชโปรแกรม PLINK   65 
24. แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยใชโปรแกรม PLINK  66 



     

(16)

รายการภาพประกอบ (ตอ) 
 

รูปที่                   หนา 
25. แสดงผลการทดสอบคาโดยใชคําส่ัง assoc โดยใชโปรแกรม PLINK    66 
26. แสดงผลการทดสอบการวิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT   67 
27. แสดงแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนที่ตองการศึกษาโดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว  69 
28. แสดงหนาจอหลักของโปรแกรมแฮโพลวิว เวอรชั่น 4.1     69 
29. แสดงผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว เวอรชั่น 4.1    71 
30. แสดงผลการทดสอบ Linkage disequilibrium (LD Display)      72 

ที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว 
31. แสดงผลการทดสอบ haplotype block ที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว     72 
32. แสดงผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN    74 
33. แสดงผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN    75 
34. แสดงผลผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมของจํานวนซ้ํา GGC      76 
35. แสดงผลเจลอะคริลาไมดของสนิปส rs2299388 (บนซาย) rs607755 (บนขวา)  84 

rs2072403 (ลางซาย) และ rs362691 (ลางขวา) 
36. แสดงผลเจลอะคริลาไมดของสนิปส rs215676 (บนซาย) rs362746 (บนขวา)   85 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 

บทนําตนเร่ือง 
 
 ออทิซึมเปนกลุมอาการของโรคทางระบบประสาท เกิดจากภาวะความผิดปกติ
ทางสมองที่ทําใหมีความบกพรองของพัฒนาการใน 3 ดานหลัก ไดแก ภาษาและการสื่อสาร 
การสรางสัมพันธภาพระหวางบุคคล รวมถึงความสนใจและพฤติกรรมที่จําเพาะซํ้าเดิม โดย
อาการเหลาน้ีมักแสดงกอนอายุ 3 ขวบ ปจจุบันยังไมสามารถระบุสาเหตุที่แนชัดของภาวะ   
ออทิซึมได แตจากการศึกษาในฝาแฝดและพี่นองพบวาพันธุกรรมนาจะเปนสาเหตุสําคัญที่
เก่ียวของกับการเกิดภาวะออทิซึมรวมถึงอาจเกิดจากความผิดปกติของยีนหลายยีนและมีปจจัย
จากส่ิงแวดลอมรวมดวย 
 การศึกษาความสัมพันธของยีนกับการเกิดภาวะออทิซึมที่ผานมา พบยีนจํานวน
มากอยูบนโครโมโซมตางๆ ที่เก่ียวของกับการเกิดภาวะออทิซึม เชน ยีน SLC25A12 บน
โครโมโซม 2 ยีน RELN, MET, EN2, CNTNAP2 บนโครโมโซม 7 ยีน GABRB3, GABRA5, 
GABRG3 บนโครโมโซม 15 ยีน COMT บนโครโมโซม 22 และยีน FMR1, ARX, MECP2 บน
โครโมโซมเอกซ เปนตน 

จากการศึกษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมดวยวิธีจีโนมไวดสแกนพบ
ยีนบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวหลายยีนที่เปน candidate regions ของภาวะออทิซึม 
(International Molecular Genetic Study of Autism Consortium. 1998) เชน ยีน RELN 
บริเวณ 7q22 ที่พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้า บริเวณ 5’UTR มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม 
โดยจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมขึ้นสงผลใหการสรางโปรตีน RELN ในสมองลดลง สงผลให
โครงสรางของสมองมีการเรียงตัวที่ผิดปกติ ยีน MET บริเวณ 7q31 พบสนิปสตําแหนง 
rs1858830 (G>C) บริเวณโปรโมเตอรมีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม โดยพบจีโนไทปแบบ 
C/C ของสนิปสดังกลาวสงผลใหการแสดงออกของโปรตีน MET ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกับ       
จีโนไทปแบบ C/G และ G/G และการศึกษากอนหนาหลายการศึกษาพบวายีนทั้งสองมี
ความสัมพันธกับภาวะออทิซึมในผูปวยออทิซึมชาวอิตาเลี่ยน ชาวอเมริกัน ชาวจีน และชาว
ญ่ีปุน แตยังไมมีรายงานการศึกษาในคนไทย 
 ดังน้ันการศึกษาในครั้งนี้จึงเปนครั้งแรกที่ศึกษาความสัมพันธของยีน RELN 
และยีน MET ในเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม โดยใชไมโครแซทเทลไลทและสนิปสที่
กระจายทั่วทั้งยีนในกลุมผูปวยเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม
และศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม 
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การตรวจเอกสาร 
 
ออทิซึม 

ออทิซึม เปนคําทับศัพทภาษาอังกฤษของ Autism โดยมีรากศัพทมาจากภาษา
กรีกคําวา Auto หรือ Self แปลวา ตัวเอง  

ออทิซึมมีการบันทึกเปนครั้งแรกในป พ.ศ. 2454 (ค.ศ. 1911) โดยยูเจน บลู
เลอร (Eugen Bleuler) จิตแพทยชาวสวิตเซอรแลนด โดยสังเกตวามีคนกลุมหน่ึงชอบแยกตัว
ออกไปจากสังคมของคนรอบขาง ไมชอบการใชชีวิตอยูรวมกับคนอ่ืนๆ ในสังคม ตอมาในป  
พ.ศ. 2486 (ค.ศ. 1943) นายแพทยลีโอ แคนเนอร (Leo Kanner) จิตแพทย คณะแพทยศาสตร 
มหาวิทยาลัยจอหนฮอปกินส ศึกษาพฤติกรรมผูปวยเด็ก 11 คน ที่มีพฤติกรรมแปลกๆ เชน พูด
เลียนเสียง พูดชา สื่อสารไมเขาใจ ทําอะไรทําซํ้าๆ ไมชอบเปลี่ยนแปลง ไมสนใจคนอ่ืน และ
ติดตามพฤติกรรมดังกลาวของเด็กกลุมน้ีเปนเวลา 5 ป พบวาเด็กเหลาน้ีตางจากเด็กปญญาออน
ทั่วไป จึงเรียกเด็กที่มีอาการเชนนี้วาออทิซึม  

ออทิซึม (Online Mendelian in Man, OMIM 209850) เปนกลุมอาการของโรค
ทางระบบประสาทที่พบมากในเด็ก โดยผูปวยมีความผิดปกติใน 3 ดานหลัก คือ  

1. พัฒนาการดานสังคม โดยผูปวยมีความบกพรองเก่ียวกับปฏิสัมพันธทาง
สังคม เชน เลนกับเพ่ือนไมเปน ไมสนใจทํางานรวมกับผูอ่ืน ไมแสดงออกทางสีหนา ไมยอม
สบตา ไมเขาใจพฤติกรรมหรือการกระทําของผูอ่ืน เปนตน 

2. พัฒนาการดานการสื่อสารและภาษา โดยผูปวยมีความบกพรองดานการ
สื่อสารไมวาจะเปนการสื่อสารดวยภาษาหรือไมใชภาษา เชน ไมสามารถสื่อความหมายไดเลย 
พูดไดแตสนทนาโตตอบกับผูอ่ืนไมได พูดเลียนแบบ ทวนคําพูด พูดซํ้าๆ ในเรื่องที่สนใจ ระดับ
เสียงพูดผิดปกติ เปนตน 

3. มีพฤติกรรมและความสนใจจําเพาะซ้ําเดิม โดยผูปวยมีความบกพรองทาง
อารมณและพฤติกรรม เชน ทําพฤติกรรมซ้ําๆ เชน การสะบัดมือ หมุนขอเทา โยกศีรษะ ผูปวย
มักยึดติดไมยอมรับการเปลี่ยนแปลง มีการแสดงออกทางอารมณไมสมกับวัย หัวเราะหรือ
รองไหโดยไมมีเหตุผล กาวราว เปนตน 

อาการดังกลาวเหลาน้ีมักแสดงออกกอนอายุ 3 ป สวนกลุมอาการที่มีความ
ผิดปกติไมครบเกณฑวินิจฉัยของออทิซึมทั้ง 3 ดานหลัก และมีการแสดงอาการเม่ืออายุมากกวา 
3 ปขึ้นไป จะเรียกผูปวยในกลุมน้ีวา Pervasive developmental disorder not otherwise 
specified (PDD-NOS) ปจจุบันเรียกกลุมอาการออทิซึมที่มีการแสดงออกของอาการที่รุนแรง
แตกตางกันน้ีวา Autism Spectrum Disorders (ASD) 
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กลุมอาการออทิซึมสเปคตัม (นิชรา เรื่องดารกานนท 2551; จุฑามาส วิโรจนอนันต 2549) 
 
 กลุมอาการออทิซึมสเปคตรัม เปนชื่อที่ใชเรียกรวมกลุมอาการทางระบบ
ประสาทซึ่งรวมความผิดปกติที่มีลักษณะเฉพาะ 3 ประเภท คือ 

1. Autistic disorder or autism 
 Autism or Autistic Disorder โดยกระทรวงศึกษาธิการของสหรัฐอเมริกา                 
(U.S. Department of Education) ใหความหมายของออทิซึมวา หมายถึงความผิดปกติที่มีผล
ตอการส่ือสารทั้งทางวาจา (verbal) และไมใชวาจา (nonverbal) การปฏิสัมพันธกับสังคม และ
มักจะพบกอนอายุ 3 ขวบ อาการอ่ืนที่เกิดรวมและพบบอยคือ การมีพฤติกรรมซ้ําๆ และการ
เคลื่อนไหวมีลักษณะเฉพาะ (stereotyped movements) เปนตน 
 ผูปวยออทิซึมสวนใหญมักมีสติปญญาอยูในเกณฑต่ํากวาปกติหรือภาวะปญญา
ออน จากการทดสอบระดับสติปญญาโดยไมใชภาษา (non verbal IQ) พบวาผูปวยออทิซึม
ประมาณรอยละ 70 มีภาวะปญญาออน มีระดับเชาวปญญาต่ํากวา 70 (IQ < 70) จะมีความผิด
ปกติของพัฒนาการเก่ียวกับการเรียนรูที่ไมสามารถปรับตัวเขากับสังคม รวมถึงโรคเก่ียวกับ
ระบบประสาทอ่ืนๆ (Simonoff et al., 1996) สวนอีกประมาณรอยละ 30 ของผูปวยออทิซึมจะมี
ระดับเชาวปญญาปกติจนถึงระดับสูง (high-functioning autism : HFA) (Fombonne, 2002, 
2003) เชน มีความสามารถในการจําวันสําคัญในประวัติศาสตรได บางคนมีความสามารถเปน
เลิศทางดนตรี การวาดภาพ แกโจทยคณิตศาสตรยากๆ ได เปนตน 

2. Pervasive Development Disorder-Not Otherwise Specified  
(PDD-NOS) 

 เปนความผิดปกติในการสื่อสาร การเขาสังคม และการสนใจเฉพาะบางสิ่ง
บางอยาง ซ่ึงอาจไมครบทั้ง 3 ดานหลัก มีอาการไมรุนแรงเทาผูปวยออทิซึม และมักตรวจพบ
อาการหลังอายุ 3 ขวบ 

3. Asperger’s Syndrome เปนความผิดปกติเก่ียวกับการเขาสังคม ดร.ฮานส 
แอสเพอรเกอร (Dr.Han Asperger) เปนบุคคลคนแรกที่อธิบายกลุมอาการดังกลาววาเปน
อาการอยางหน่ึงในกลุมผูที่มีปญหาในการเขาสังคม มีพฤติกรรมและความสนใจผิดปกติ คือจะ
จํากัดตัวเอง ไมยุงกับใคร เขาใจหนังสือตามตัวหนังสือ จึงมีความยากในการสรางความคิดรวบ
ยอด (form concept) หรือจัดหมวดหมูของความคิดรวบยอด การแปลความทาทางตางๆ การ
เขาใจเรื่องที่คนอ่ืนพูดหรือเลนดวย ตลอดจนมีความลําบากหรือความสามารถในการเขาใจ
ความรูสึก หรือความคิดของผูอ่ืน 
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เกณฑที่ใชในการวินิจฉัยผูปวยออทิซึม (นิชรา เรืองดารกานนท 2551) 
 

การวินิจฉัยโรคในผูปวยออทิซึม ไดมีการรวบรวมเกณฑการวินิจฉัยโรคนี้อยาง
เปนระบบในป พ.ศ. 2534 (ค.ศ. 1991) เกิดเปนเคร่ืองมือเรียกแบบสัมภาษณเพ่ือการวินิจฉัย
ออทิซึม (Autism Diagnostic Interview) ตอมาสมาคมจิตแพทยชาวอเมริกันไดพัฒนาเกณฑ
การวินิจฉัยทางคลินิกในคูมือการตรวจโรคทางจิตเวช (The Diagnostic and Statistical Manual 
of Mental Disorder, fourth edition, DSM-IV) ในประเทศไทยแพทยสวนใหญใชเกณฑการ
วินิจฉัยอิงตาม DSM-IV ซ่ึงมีขอจํากัดคอนขางมาก โดยเฉพาะเม่ือนํามาใชในการวินิจฉัยความ
ผิดปกติในลักษณะของกลุมอาการที่มีความหลากหลายและระดับความรุนแรงแตกตางกัน 

การวินิจฉัยกลุมอาการออทิซึมในปจจุบันยังคงใชเกณฑการวินิจฉัยลักษณะทาง
คลินิกเปนหลัก น้ันคือ อาศัยขอมูลจากประวัติที่ไดจากพอแมหรือผูเลี้ยงดู การตรวจรางกายเด็ก 
ซ่ึงมักรวมถึงการสังเกตพฤติกรรมและประเมินพัฒนาการรวมดวย 
 ในปจจุบันมีเคร่ืองมือที่สามารถคัดแยกเด็กไดเม่ืออายุ 2 ขวบ เชน Autism 
Diagnostic Observation Scale (ADOS) และ Screening Test for Autism in Two Year Olds 
(STAT) โดยใชรวมกับแบบประเมินพัฒนาการและรายงานของพอแม แบบตรวจสอบรายการ
สําหรับเด็กทารก (Checklist for Autism in Toddler : CHAT และ Childhood Autism Rating 
Scale : CARS) เปนตน ซ่ึงสามารถนํามาใชรวมกันเพ่ือวินิจฉัยเด็กที่มีภาวะออทิซึมได 
 
อุบัติการณการเกิดภาวะออทิซึม 
 
 ในป พ.ศ. 2546 (ค.ศ. 2003) Fombonne ไดรวบรวมและวิเคราะหขอมูลการ
สํารวจความชุกของการเกิดภาวะออทิซึมทั่วโลกตั้งแตป พ.ศ. 2509 (ค.ศ. 1966) พบวา มีความ
ชุกของภาวะออทิซึมเพ่ิมมากขึ้นตั้งแตกลางป พ.ศ. 2523 (ค.ศ. 1980) จาก 3-5 คน เพ่ิมเปน 7-
10 คน ตอประชากร 10,000 คน และพบในผูชายมากกวาผูหญิงในอัตราสวน 4 : 1 คน 
(Fombonne, 2002) โดยการเพ่ิมขึ้นของภาวะออทิซึมอาจเน่ืองมาจาก เกณฑการวินิจฉัยมี
เน้ือหาครอบคลุมอาการของโรคมากขึ้น มีความแมนยําและรวดเร็ว มีการใหความรูที่แพรหลาย
มากขึ้น รวมถึงมีผูสนใจศึกษาอยางแพรหลาย โดยมีรายงานการศึกษาเก่ียวกับออทิซึมตีพิมพ
กวา 1,000 รายงานในป พ.ศ. 2550 (ค.ศ. 2007) และเพิ่มเปน 1,300 รายงานในป พ.ศ. 2551 
(ค.ศ. 2008) (Hughes, 2008; 2009) สําหรับในประเทศไทยมีการรายงานความชุกของออทิซึม
อยูที่ประมาณ 10 คน ตอประชากร 10,000 คน (Poolsuppasit et al., 2005) โดยใชอางอิงตาม
เกณฑวินิจฉัย DSM-IV และผลการสํารวจความชุกแตละประเทศ แสดงรายละเอียดในตารางท่ี 
71 ภาคผนวก ก  
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สาเหตุการเกิดภาวะออทิซึม 
 
 แมผูปวยออทิซึมจะมีความผิดปกติของพัฒนาการทางสมองหรือระบบประสาท 
แตสาเหตุของการเกิดภาวะออทิซึมยังไมทราบแนชัด (จุฑามาส วิโรจนอนันต 2549) แตมี
หลักฐานวาพันธุกรรมเปนปจจัยที่เก่ียวของกับการเกิดภาวะออทิซึม ไดแก การศึกษาภาวะ 
ออทิซึมในฝาแฝดรวมไขที่มียีนรวมกันรอยละ 100 พบวามีภาวะออทิซึมทั้งคูไดบอยรอยละ 60-
91 แตผลการศึกษาในคูแฝดตางไข พบวาทั้งคูมีโอกาสเปนออทิซึมเพียงรอยละ 0-10 เทาน้ัน 
(Bailey et al., 1995; Folstein and Rutter, 1997; Steffenburg, 1989) และการศึกษาอัตราการ
เกิดออทิซึมซํ้าในพี่นองของผูปวยออทิซึม (recurrence rate) พบอัตราการเกิดซํ้าในพ่ีนอง
ประมาณรอยละ 2-8 สูงกวาในประชากรทั่วไปประมาณ 50-100 เทา (Rapin, 1997; Muhle et 
al., 2004) ซ่ึงเปนหลักฐานหนึ่งที่สนับสนุนวาออทิซึมเปนภาวะที่มีปจจัยทางพันธุกรรมรวมดวย 
(Bailey et al., 1998; Cook, 2001; Freitag, 2007; Le Couteur et al., 1996)  
 ปจจุบันสาเหตุการเกิดภาวะออทิซึมทราบเพียงรอยละ 10 ซ่ึงเกิดจาก 

1. ความผิดปกติของโครโมโซม โดยพบความผิดปกติของโครโมโซมในผูปวย
ออทิซึมประมาณรอยละ 1.7-9.0 จากการตรวจสอบดวยเทคนิค GTG-banding (Gillberg, 1998; 
Reddy, 2005; Wassink et al., 2001) เชน พบการขาดหายไปของชิ้นสวนโครโมโซม 
(deletion) ตําแหนง 2q37 (Ghaziuddin and Burmeister, 1999; Wolff et al., 2002) การกลับ
ทิศของชิ้นสวนโครโมโซม 7 (Inversion) (Ashley-Koch et al., 1999) การแลกเปลี่ยนชิ้นสวน
ของโครโมโซมระหวางกัน (Translocation) (Vincent et al., 2005) การเกินหรือขาดหายไปของ
โครโมโซม 16 ตําแหนง p11.2 (Behjati et al., 2008; Kumar et al., 2008) พบความผิดปกติ
ของโครโมโซม 15 บริเวณแขนขางยาว (15q11-13) ในผูปวยออทิซึมที่ไดรับการถายทอด
โครโมโซม 15 ทั้งสองแทงจากพอหรือแมเทาน้ัน (uniparental disomy : UPD) สงผลใหเด็กมี
อาการของโรค Prader-will syndrome/ Angelman syndrome (Borgatti et al., 2001; Dykens 
et al., 2004) ในผูปวยออทิซึมพบการเพ่ิมขึ้นของโครโมโซม 15q (duplication) ประมาณรอยละ 
1-2 (Abrahams and Geschwind, 2008; Freitag, 2007) และพบเด็กกลุมอาการดาวนซินโดรม 
(Down syndrome) มีอาการของออทิซึมรอยละ 7 (Kent et al., 1999) 

2. ความผิดปกติของสมอง เกิดจากมารดามีการติดเชื้อขณะตั้งครรภ ระหวาง
การคลอดหรือภายหลังคลอด เชน มารดาท่ีเปนโรคหัดเยอรมันระหวางการตั้งครรภ เด็กขาด
ออกซิเจนระหวางคลอด การเจ็บปวยของเด็กภายหลังคลอด เชน โรคสมองอักเสบ หัด ไอกรน 
ที่มีภาวะแทรกซอนก็อาจเปนสาเหตุทําใหพัฒนาการของสมองผิดปกติได (จุฑามาส วิโรจน
อนันต 2549) 
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3. ความผิดปกติของยีนเด่ียว เชน  
  กลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ (fragile X syndrome) ซ่ึงมีที่มาจากจุด
แตกหักปรากฏที่ปลายโครโมโซมเอกซจากการตรวจโครโมโซม (Cytogenetic analysis) 
เรียกวา FRAXA (Fragile site, X chromosome, A site) อยูบนตําแหนง Xq27.3 (Jin and 
Warren, 2000) โดยพบความชุกในผูชาย 1:4,000-6,000 และผูหญิง 1:8,000 (Youings et al., 
2000) ผูปวยจะมีพฤติกรรมหลายอยางเขาไดกับภาวะออทิซึม เชน ซนอยูไมน่ิง เรียนรูไดยาก 
และมีปญหาดานภาษา เปนตน (Hatton et al., 2006; Oostra and Willemsen, 2001; Rogers 
et al., 2001) สาเหตุหลักที่กอใหเกิดกลุมอาการโครโมโซมเอกซเปราะ (รอยละ 99) เน่ืองมาจาก
การเพ่ิมของจํานวนซ้ําของไตรนิวคลีโอไทด (CGG) ที่ตําแหนง 5’UTR ของเอกซอนแรกในยีน 
FMR1 มากเกินปกติ (มากกวา 200 ซํ้า) ซ่ึงพบในผูปวยที่มีอาการเขาไดกับออทิซึมรอยละ 3-10 
ซ่ึงชี้ใหเห็นวาลักษณะอาการของโรคมีความคลายคลึงกัน (Limprasert, 2008) การเพ่ิมขึ้นของ
จํานวนซ้ํา CGG > 200 สงผลใหการสรางโปรตีน FMRP (fragile X mental retardation 1 
protein) ผิดปกติ (Verkerk et al., 1991) ดังน้ันเด็กที่มีภาวะออทิซึมจึงควรไดรับการตรวจหา
ความผิดปกติของยีน FMR1 เพ่ือหาสาเหตุของการเกิดภาวะออทิซึม (Cornish et al., 2005; 
Goodlin-Jones et al., 2004; Reddy, 2005) 
 กลุมอาการเรตต (Rett symdrome) เปนภาวะที่มีพัฒนาการผิดปกติซ่ึงเกิดจาก
ความผิดปกติของระบบประสาทที่พบในเด็กผูหญิง มีสาเหตุจากการกลายพันธุของยีน MECP2 
ซ่ึงมีการถายทอดแบบยีนเดนบนโครโมโซมเอกซ (X-linked dominant) โดยผูปวยกลุมอาการเร
ตตจะมีพัฒนาการปกติจนอายุประมาณ 6-18 เดือน หลังจากน้ันผูปวยจะมีพัฒนาการดานตางๆ 
ชาลงและจะมีพัฒนาการคงที่ ผูปวยมีขนาดศีรษะเล็ก มีการหมุนมือซํ้าๆ สูญเสียความสามารถ
ในการพูด มีลักษณะอาการชัก และอาการของออทิซึมรวมดวย มีรายงานพบวารอยละ 1 ของผู
มีภาวะออทิซึมมีความผิดปกติของยีน MECP2 (Carney et al., 2003; Lam et al., 2000; 
Lobo-Menendez et al., 2003; Vourc'h et al., 2001) 
 กลุมอาการทูเบอรัส สเคลอโรซิส (tuberous sclerosis complex : TSC) ซ่ึงเปน
กลุมอาการที่เกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรม โรคน้ีจะมีอาการแสดงออกไดหลายอยาง เชน 
มีกอนหรือปานบริเวณลําตัว ใบหนา อวัยวะภายใน เชน ที่ปอด หัวใจ ที่สมอง (ซ่ึงอาจทําใหเกิด
อาการชัก) รวมถึงความผิดปกติในทางพฤติกรรม เชน อาการคลายออทิซึม พบวารอยละ 25 
ของผูปวยกลุมดังกลาวมีภาวะออทิซึมและมีเพียงรอยละ 1.1-1.3 ของผูปวยออทิซึมที่มีอาการ
ของ TSC (Baker et al., 1998; Gillberg and Ahlsen, 1994; Smalley et al., 1992)  

สาเหตุอ่ืนของการเกิดภาวะออทิซึมที่ไมเก่ียวของกับพันธุกรรม เชน การ
รับประทานยาทาลิโดมายด กรดวาลโพรอิก การดื่มแอลกอฮอลหรือการติดเชื้อไวรัสขณะที่
มารดาตั้งครรภ ซ่ึงสาเหตุเหลาน้ีพบไดนอยในกลุมออทิซึมแตมีพฤติกรรมหลายอยางเขาไดกับ
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ภาวะออทิซึม (phenocopies) (นิชรา เรืองดารกานนท 2551; Fombonne, 2003; Williams et 
al., 2001) 
 สวนรอยละ 90 ของการเกิดภาวะออทิซึมยังไมทราบสาเหตุ (idiopathic) จาก
การรวบรวมรายงานเกี่ยวกับออทิซึมพบวามียีนกวา 103 ยีนที่เก่ียวของกับภาวะออทิซึม และมี
ความผิดปกติของยีนหรือโครโมโซมกวา 44 ตําแหนงที่สงผลใหผูปวยมีพฤติกรรมเขาขายกลุม
อาการออทิซึม (Betancur, 2010) 
 การศึกษาทางพันธุกรรมในระดับโมเลกุลสําหรับผูปวยออทิซึมที่ไมทราบสาเหตุ
นิยมใชวิธีการวิเคราะหการถายทอดในครอบครัว (Linkage analysis) และการวิเคราะห
ความสัมพันธ (association study) การวิเคราะหการถายทอดในพี่นองที่เปนออทิซึมใน
ครอบครัวมีวัตถุประสงคเพ่ือหาตําแหนงของยีนที่กอใหเกิดโรค โดยศึกษาแนวโนมของแอลลีลที่
ใกลเคียงกันมีการถายทอดไปดวยกัน เชน การศึกษาทั้งจีโนมโดยใชเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่
หนาแนนครอบคลุมทุกโครโมโซมหรือศึกษาเฉพาะตําแหนงที่สนใจ (Dawn Teare and Barrett, 
2005) 
 การศึกษาทางพันธุกรรมที่อาจมีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม โดยการศึกษา
เคร่ืองหมายพันธุกรรมดวยวิธีตางๆ เชน การศึกษา linkage การศึกษาความสัมพันธ 
(association) การศึกษาแอลลีลที่มีรวมกัน (allele sharing) การศึกษาการถายทอดในครอบครัว 
(transmission disequilibrium) การวิเคราะหโดยใชสนิปส การศึกษาความหลากหลายของยีน
บริเวณที่แปลรหัสโปรตีน และการศึกษาการกลายพันธุ พบวามียีนหลายยีนบนหลายโครโมโซม
ที่เก่ียวของกับการเกิดภาวะออทิซึม เชน 2q31-33, 3q25-27, 6q14, 7q22, 7q31, 7q35 
13q21, 15q11-13, 16p13, 17q11, 17q31 และ 19p13 เปนตน ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 
1 (A full genome screen for autism with evidence for linkage to a region on 
chromosome 7q. International Molecular Genetic Study of Autism Consortium, 1998; 
Barrett et al., 1999; Risch et al., 1999; Auranen et al., 2000; Duvall et al., 2007; 
Wassink et al., 2004; Veenstra-VanderWeele and Cook, 2004; Muhle et al., 2004) และ
พบหลักฐานอางอิงของออทิซึมกับโครโมโซมเอกซในตําแหนง Xp และ Xq (Philippe et al., 
1999; Shao et al., 2002; Vincent et al., 2005; Yonan et al., 2003) 
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ตารางที่ 1 แสดงการศึกษาปจจัยทางพันธุกรรมที่มีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม (ดัดแปลง
จาก Miles, J. H. and Mccathren, R. B. 2005 ใน Gene Review: http://www.genetests.org) 
  

ชื่อยีน 
ตําแหนงบน
โครโมโซม 

หนาท่ียีนหรือโปรตีน เอกสารอางอิง 

SLC25A12 2q24 
Mitochondrial 
aspartate/glutamate carrier 

Ramoz et al., 2004 

C4B 6p21 Complement component Odell et al., 2005 

GLO1 6p21 
Zinc metalloenzyme 
scavenges oxoaldehydes 

Junaid et al., 2004 

GRIK2 6q21 
Glutamate receptor 6 involved 
in neural development 

Jamain et al., 2002; Shuang et 
al., 2004 

HOXA1 7p15-p14.2 
Homeobox gene involved in 
hindbrain development 

Conciatori et al., 2004; Ingram et 
al., 2000 

RELN 7q22 
Signaling protein involved in 
neuron migration 

Persico et al., 2001; Zhang et al., 
2002 

MET 7q31 

MET receptor tyrosine kinase 
has a role in the metastasis 
of variety of cancers, in 
mediating hepatocyte growth 
factor (HGF) 

Campbell et al., 2007; Campbell 
et al., 2008; Campbell et al., 
2006; Jackson et al., 2009; 
Sousa et al., 2009 

WNT2 7q31 

Signaling proteins involved in 
embryonic patterning, cell 
proliferation and cell 
determination 

Wassink et al., 2001 

FOXP2 7q31 
Transcription factor involved 
in embryogenesis and neural 
functioning  

Gong et al., 2004; Li et al., 2005; 
Wassink et al., 2002 

UBE2H 7q32 
Ubiquitin-dependent 
proteolytic system enzyme 

Vourc'h et al., 2003 

CNTNAP2 7q35 

Gene encode a member of 
the neurexin family which 
functions in the vertebrate 
nervous system as cell 
adhesion molecules and 
receptor 

Alarcon et al., 2008; Arking et 
al., 2008; Bakkaloglu et al., 2008 
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ตารางที่ 1 แสดงการศึกษาปจจัยทางพันธุกรรมที่มีสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม (ตอ) 
 

ชื่อยีน 
ตําแหนงบน
โครโมโซม 

หนาท่ียีนหรือโปรตีน เอกสารอางอิง 

EN2 7q36.2 
Homeobox gene involved in 
midbrain and cerebellum 
development 

Gharani et al., 2004 

PTEN 10q23.31 Tumor suppressor Butler et al., 2005 

HRAS 11p15.5 
Oncogene GTPase involved 
in cell division, differentiation 
and apoptosis 

Herault et al., 1995 

AVPR1A 12q14-q15 
Arginine vasopressin receptor 
involved in social behavior 

Kim et al., 2002 

UBE3A 15q11-q13 
Angelman syndrome 
causative gene encodes 
ubiquitin protein ligase 

Jiang et al., 2004; Nurmi et al., 
2001 

GABRB3, 
GABRA5, 
GABRG3 

15q11.2-q12 GABA receptor subunits 
Buxbaum et al., 2002; McCauley 
et al., 2004; Nurmi et al., 2001 

SLC6A4 17q11.1-q12 Serotonin transporter 
Conroy et al., 2004; McCauley et 
al., 2004; Yirmiya et al., 2001 

NF1 17q11.2 Ras protein regulation Marui et al., 2004 

HOXB1 17q21-q22 
Homeobox gene invovled in 
hindbrain development 

Ingram et al., 2000 

APOE2 19q13.2 
Lipoprotein receptor involved 
in neuronal migration and 
lipid transport 

Persico et al., 2004 

NLGN4X Xp22.33 
Neural synapse formation Jamain et al., 2003; Laumonnier 

et al., 2004 
NLGN3 Xq13.1 Neural synapse formation Jamain et al., 2003 
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การวิ เคราะหความสัมพันธระหวางยีนกับการเกิดโรคใชหลักการของ
เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่อยูใกลกับตําแหนงที่เสี่ยงตอการเกิดโรค (disease-risk variant) ที่มี
การถายทอดไปดวยกันเพ่ือหายีนที่มีความนาจะเปนที่กอใหเกิดโรค (susceptibility gene) การ
วิ เคราะหความสัมพันธในประชากรทั่วไป (population-based) เปนการทดสอบวาพบ
เคร่ืองหมายพันธุกรรมที่จําเพาะในคนที่เปนโรคบอยกวาในประชากรปกติ แตหากการเลือกกลุม
ประชากรที่มีความสัมพันธทางพันธุกรรมใกลเคียงกันและแฝงอยูในประชากรที่ศึกษาโดยไม
ทราบมากอน (population stratification) อาจทําใหผลการทดสอบมี power ลดลง การวิเคราะห
ความสัมพันธในครอบครัว (family-based) เปนวิธีการท่ีไมมีขอผิดพลาดจากการเลือกกลุม
ควบคุม โดยการวิเคราะหแอลลีลของพอและแมที่ถายทอดใหลูกที่เปนโรค (transmitted) 
เปรียบเทียบกับแอลลีลที่ไมไดถายทอดเปนกลุมควบคุม (not transmitted) ซ่ึงใชในการศึกษา
การถายทอดยีนที่เสี่ยงตอการเกิดโรคได และมีการใชวิธีน้ีอยางแพรหลายในการศึกษาโรคที่มี
ความซับซอน เชน เบาหวาน มะเร็งเตานม และอัลไซเมอร เปนตน (Cordell and Clayton 
2005) แตวิธีการน้ีจะลด power ของการทดสอบเนื่องจากพอแมตองมีจีโนไทปแบบเฮทเทอโร
ไซกัส เพราะพอแมที่เปนโฮโมไซกัสไมสามารถบอกการถายแอลลีลได ขอดีขอเสียของแตละวิธี
ที่ใชในการศึกษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมแสดงในตารางที่ 2 (กนิษฐา ภัทรกุล และ
คณะ 2546) 
 
ตารางท่ี 2 แสดงขอดีขอเสียของการศึกษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมแบบ 
Population based case control และ Family based association  
 

วิธีการศึกษา ขอดี ขอเสีย 
Population based case 
control 

1. เก็บตัวอยางไดงาย 
2. เปนวิธีการท่ีใชในการคนหายีนท่ีเปน

ปจจัยสงเสริมตอการเกิดโรค 

1. ถาพบความสัมพันธก็ไมสามารถ
บอกไดวาเคร่ืองหมายทาง
พันธุกรรมนั้นเปนสาเหตุโดยตรง
ตอการเกิดโรค 

2. อาจพบผลบวกปลอมไดจากการ
เลือกกลุมตัวอยาง และขนาดของ
กลุมตัวอยางเล็กเกินไป 

Family based 
association 

1. เปนวิธีท่ีดีในการคนหายีนหลักในการ
เกิดโรค 

2. ลดปญหาผลบวกปลอมจากการเลือก
กลุมประชากรท่ีใชในการศึกษา 

เก็บตัวอยางใหครบทั้งครอบครัว
ไดยากและใชเวลานาน 
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 จากการศึกษายีนดวยวิธีจีโนมไวดสแกน พบวามียีนบนโครโมโซม 7 หลายยีน
มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม (IMGSAC, 1998; Philippe et al., 1999) เชน ยีน HOXA1 
(7p14.2-p15) เปนยีนที่เก่ียวของกับการพัฒนาการของสมอง (hindbrain development) 
(Conciatori et al., 2004; Ingram et al., 2000) ยีน RELN (7q22) เปนยีนที่เก่ียวของกับการสง
สัญญาณประสาทในการเคลื่อนยายเซลลประสาทและการกําหนดตําแหนงของเซลลประสาทให
ถูกตอง (Persico et al., 2001; Zhang et al., 2002) ยีน MET (7q31.2) เปนยีนที่เก่ียวของกับ
การเติมหมูฟอสเฟตใหแกกรดอะมิโนไทโรซีน สงผลใหเกิดการตอบสนองของเซลล เชน การ
เจริญเติบโต การเปลี่ยนแปลงรูปรางเซลล รวมทั้งการเกิดเน้ืองอก เปนตน ยีน WNT2 (7q31) 
เปนยีนที่เกี่ยวของกับการพัฒนาการของเอ็มบริโอ และการเจริญเติบโตของเซลล ยีน FOXP2 
(7q32) เก่ียวของกับการพัฒนาของเอ็มบริโอและการทําหนาที่ของเซลลประสาท ยีน EN2 
(7q36.2) เก่ียวของกับการพัฒนาการของระบบประสาท CNTNAP2 (7q35) เก่ียวของกับการ
สรางโปรตีนในกลุม Neurexin ซ่ึงทําหนาที่ในการทํางานของระบบประสาท มีรายงานพบการ
กลายพันธุของยีน CNTNAP2 แบบการขาดหายไป (deletion) ของ 2 แอลลีล (homozygote) 
บริเวณเอกซอน 22 สงผลใหเกิดการหยุดการถอดรหัสของยีน (stop codon) สงผลใหการสราง
โปรตีนลดลง ผูปวยมีอาการชัก พูดชา พัฒนาการลาชา และมีอาการของออทิซึมบางอยาง 
(Strauss et al., 2006) Alracon และคณะ (2008) ศึกษายีน CNTNAP2 ในเด็กออทิซึม พบ 
สนิปสตําแหนง rs270102 (C/T) มีความสัมพันธอยางชัดเจนกับภาวะออทิซึมในเด็กผูชาย 
(Alarcon et al., 2008) การศึกษาแบบ linkage ของ Arking และคณะ (2008) พบโครโมโซม 7 
บริเวณ 7q35 มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมจากการศึกษาดวยวิธี TDT โดยพบสนิปส 
rs7794745 (A/T) บนยีน CNTNAP2 มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม โดยผูปวยไดรับการ
ถายทอดแอลลีล T จากพอแมสูงกวาแอลลีล A อยางมีนัยสําคัญ และพบวาผูปวยที่มีแอลลีล T 
ไดรับการถายทอดมาจากแมมากกวาพอ และพบในกลุมผูปวยเพศชายมากกวาเพศหญิง 
(Arking et al., 2008) นอกจากน้ียังพบความผิดปกติของโครโมโซม 7 บริเวณยีนดังกลาวใน
เด็กผูชาย [46,XY,inv(7)(q11.22;q35)] สงผลใหยีน CNTNAP2 มีการแสดงออกที่ลดลง 
(Bakkaloglu et al., 2008) 
  จากขอมูลในตารางที่ 1 และการศึกษาความสัมพันธระหวางโครโมโซม 7 กับ
ภาวะออทิซึม (A full genome screen for autism with evidence for linkage to a region on 
chromosome 7q. International Molecular Genetic Study of Autism Consortium 1998) 
พบวาโครโมโซม 7 แขนขางยาวมียีนหลายยีนที่นาจะเปน candidate regions ของภาวะออทิซึม 
ดังน้ันยีนบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวจึงเปนยีนที่นาสนใจในการศึกษาความสัมพันธของยีนกับ
ภาวะออทิซึมสเปคตรัมในเด็กไทย โดยการศึกษาครั้งน้ีเลือกศึกษายีน RELN และยีน MET ที่อยู
บนโครโมโซม 7 แขนขางยาววามีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมหรือไม และยีนดังกลาวยังไมมี
การศึกษาในคนไทย จึงเปนที่มาในการศึกษายีนดังกลาวน้ี 
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ยีน RELLIN (RELN) 
 

ยีน RELN ถูกพบคร้ังแรกในหนูถีบจักร (reeler mouse) เม่ือป พ.ศ. 2494   
(ค.ศ. 1951) โดย Douglas Scott Falconer พบวาหนูที่มีความผิดปกติของยีนดังกลาว สงผลให
เน้ือสมองสวนซีรีเบลลัม (cerebellum) มีขนาดลดลงเม่ือเทียบกับหนูปกติ ตอมาในป พ.ศ. 2513 
(ค.ศ. 1970) พบวาความผิดปกติของเนื้อสมองดังกลาวเกิดจากการกลับชั้นของสมองสวน         
นีโอคอรเท็ก (neocortex)  

ในป พ.ศ. 2538 (ค.ศ. 1995) D'Arcangelo และคณะ (1995) คนพบยีน RELN 
อยูบนโครโมโซม 7 ที่ตําแหนง 7q22 หลังจากน้ันไดมีการศึกษาหนาที่ของยีน RELN และพบวา
ยีน RELN สรางโปรตีน RELN ซ่ึงเปน extracellular matrix glycoprotein ทําหนาที่ใน
กระบวนการพัฒนาของเซลลภายในสมอง โดยควบคุมการเคลื่อนยายเซลลประสาท ควบคุม
ตําแหนงการสรางเซลลสมองใหถูกตองในสมองสวนคอรเท็กและสมองสวนอ่ืนๆ ตั้งแตระยะ
เอ็มบริโอจนกระทั่งโตเปนผูใหญ โดยในผูใหญโปรตีน RELN มีความสําคัญในการควบคุมการ
กระจายตัวของเซลลสมองสวนเดนไดรทใหมีการกระจายตัวและแตกกิ่งกานสาขาไดมากขึ้น 

ยีน RELN เปนยีนที่มีขนาดใหญ ประกอบดวย 64 เอกซอน ยีนดังกลาวมี
จํานวนนิวคลีโอไทดทั้งสิ้น 517.731 กิโลเบส สามารถถอดรหัสเปนเอ็มอารเอ็นเอ จํานวน 
11,558 ตําแหนง ยีนดังกลาวเกี่ยวของกับการสรางโปรตีน RELN ที่มีมวลโลเลกุลขนาด 388 
กิโลดาลตัน (D'Arcangelo et al., 1995; Quattrocchi et al., 2002) แปลรหัสเปนกรดอะมิโน
จํานวน 3,461 ตัว (DeSilva et al., 1997) โปรตีน RELN พบมากในสมองสวน neocortex และ 
hippocampus โดยมีโปรตีนตัวรับ (protein receptors) ที่จําเพาะหลายตัวอยูบริเวณ 
transmembrane การจับของโปรตีน RELN กับโปรตีนตัวรับสงผลใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟต 
(tyrosine phosphorylation) ใหแกกรดอะมิโนไทโรซีนของโปรตีน DAB1 ผานทางการกระตุน
ของโปรตีน VLDLR และ ApoER2 ซ่ึงเปนโปรตีนตัวรับของโปรตีน RELN ทําใหเซลลเกิดการ
เคลื่อนที่ได ดังแสดงในรูปที่ 1 การศึกษาในหนูพบวา โปรตีน RELN และ VLDLR แสดงออก
มากในเซลล Cajal-Retzius (เซลลประสาทชนิดหน่ึงที่สรางโปรตีน RELN ในระยะเอ็มบริโอของ
มนุษยและสัตวเลี้ยงลูกดวยนม พบมากบริเวณเซลลประสาทที่มีการ migration ) และในมนุษย
โปรตีน RELN, DAB1, VLDLR และ ApoER2 แสดงออกมากในเซลล Cajal-Retzius เชนกัน 
(Perez-Garcia et al., 2004; Yip et al., 2000) โดยการทํางานของโปรตีนดังกลาวมีบทบาท
สําคัญในการควบคุมการเคลื่อนที่และการระบุตําแหนงที่ถูกตองของเซลลประสาททําใหสมอง
สามารถทํางานไดเปนปกติในชวงพัฒนาการทางดานสมองของทารกจนกระทั่งเด็กโตเปนผูใหญ 
นอกจากน้ีพบวาขนาดของเซลล Purkinje ในสมองสวน cerebellum ของผูปวยออทิซึมมีขนาด
เล็กลงรอยละ 24 เม่ือเทียบกับสมองคนปกติ (Fatemi et al., 2002) นอกจากน้ีเม่ือยีน RELN 
ผิดปกติจะสงผลใหการเคลื่อนที่ของเซลลประสาทหลายๆ ชนิด เชน pyramidal neurons ใน 
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cerebral cortex และเซลล Purkinje ในสมองสวนซีรีเบลลัมผิดปกติสงผลใหตําแหนงของเซลล
ประสาทผิดปกติไป (Tissir and Goffinet, 2003) 

โปรตีน RELN มีการแสดงออกในเน้ือเยื่อหลายชนิด เชน ในเลือดของสัตวเลี้ยง
ลูกดวยนม ตับ pituitary pars intermedia และ adrenal chromaffin cell โดยพบโปรตีน RELN 
ขนาด 420, 310 และ 160 กิโลดาลตัน แสดงออกมากในซีร่ัมของหนูและมนุษย แตไมพบในหนู
ที่มีการขาดหายไปของยีน reln-/- (reeler mice) (Smalheiser et al., 2000) นอกจากน้ีพบวา
โปรตีน CR-50 ซ่ึงเปนแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีน RELN จากการศึกษาของ D’Arcangelo 
และคณะ (1997) พบ CR-50 monoclonal antibody (Cajal-Retzius marker 50) สามารถจับ
กับโปรตีน RELN ไดในสมองหนูที่มีการทํางานของยีน RELN ปกติแตไมพบในสมองหนูที่ขาด
ยีน reln-/- ผลปฏิสัมพันธระหวางแอนติบอดี CR-50 กับโปรตีน RELN นําไปสูการจับกันเปน
กลุมของเซลลประสาท ซ่ึงสามารถใชในการตรวจสอบปริมาณโปรตีน RELN ได 
 

 
 
ดัดแปลงจาก http://149.142.158.188/phenowiki/wiki/index.php/RELN (January 20, 2011) 
 
รูปที่ 1 แสดงวิถีการทํางานของยีน RELN โดยโปรตีน RELN จะจับกับตวัรับทีจํ่าเพาะ ไดแก 
ApoER2, VLDLR และ Cadherin related neuronal receptor กระตุนการเติมหมูฟอสเฟตใหแก
โปรตีน DAB1 สงผลใหเซลลเกิดการเคลื่อนที่ได 
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การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึม 
 

จากการทราบหนาที่ของโปรตีน RELN ทําใหนักวิทยาศาสตรสนใจศึกษายีน 
RELN ในกลุมเด็กที่มีภาวะออทิซึม และพบความแปรผันหลากหลายทางพันธุกรรม 
(polymorphism) ของยีน RELN บริเวณ 5’UTR แบบการซํ้าของนิวคลีโอไทด 3 นิวคลีโอไทด 
(trinucleotide repeat) เปนชุด (GGCn) โดยพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้า แตกตางกันระหวาง
กลุมผูปวยออทิซึมและกลุมควบคุม (Kelemenova et al.,2010; Persico et al., 2001; Skaar et 
al., 2005; Zhang et al., 2002) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 แสดงรายงานผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR บนยีน RELN กับ    
ภาวะออทิซึม 

 
การศึกษาของ Persico และคณะ (ค.ศ. 2001) ดวยวิธี fragment analysis ใน

ผูปวยชาวอิตาเลี่ยนที่มีภาวะออทิซึม จํานวน 95 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม ที่มีเชื้อชาติ
เดียวกัน จํานวน 186 คน พบวาคนสวนใหญจะมีจํานวนซ้ํา GGC 8 และ 10 ซํ้า แตในผูปวย
ออทิซึมมีจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้าสูงกวาในกลุมควบคุม และศึกษาการถายทอดแอลลีลใน 
ครอบครัวผูปวยออทิซึมดวยวิธี TDT (transmission disequilibrium test) จํานวน 172 ราย จาก 
164 ครอบครัวชาวอิตาเลี่ยนและชาวอเมริกัน พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้า มีการถายทอดจาก
พอแมมาสูลูกมากกวาที่คาดไว ตอมา Zhang และคณะ (2002) ไดศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ใน
กลุมผูปวยออทิซึมจํานวน 126 ครอบครัว พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้ามีการถายทอดจากพอ
แมมาสูลูกสูงกวาที่คาดไวอยางมีนัยสําคัญ แตการศึกษาระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุมไม
พบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้าระหวาง 2 กลุม การศึกษาของ Skaar และคณะ 
(2005) ในครอบครัวผูปวยออทิซึมจํานวน 371 ครอบครัว พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้ามีการ
ถายทอดจากพอแมมาสูลูกมากกวาที่คาดไวเชนเดียวกัน ตอมา Persico และคณะ (2006) ได
ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมขึ้นตอการแสดงออกของยีน RELN พบจํานวนซ้ํา GGC 12-13 ซํ้า 

ยีน 
พบความสัมพันธระหวางจํานวนซ้ํา 

GGC กับภาวะออทิซึม 
ไมพบความสมัพันธระหวางจํานวน

ซํ้า GGC กับภาวะออทิซึม 
RELN Persico et al., 2001 

Zhang et al., 2002 
Skaar et al., 2005 
Dutta et al., 2007 
Kelemenova et al., 2010 

Krebs et al., 2002  
Bonora et al., 2003 
Devlin et al., 2004 
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สงผลใหการแสดงออกของยีนลดลงรอยละ 50-60 โดยการ transfect จํานวนซ้ํา GGC เขาสู 
pGL3-Promoter vector โดยมี luciferase reporter gene เปนตัวแสดงผลการแสดงออกของยีน 
พบวาจํานวนซ้ําที่เพ่ิมขึ้นสงผลใหการแสดงออกของยีนทั้งในเซลลประสาทและ embryonic cell 
ลดลง ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR สงผลตอโครงสรางของเอ็มอารเอ็น
เอ ทําใหการขดตัวของสายเอ็มอารเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป ทําใหการถอดรหัสดีเอ็นเอ 
(transcription) และ การแปลรหัสเปนโปรตีน (translation) ลดลง (Persico et al., 2006) Dutta 
และคณะ (2007) ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ในชาวอินเดียพบวา จํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้ามีการ
ถายทอดจากพอมาสูลูกสูงกวาที่คาดไว แตไมพบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC ระหวาง
กลุมผูปวยและกลุมคนปกติ Kelemenova และคณะ (2010) ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ในชาว   
สโลวาเกียพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้าในผูปวยออทิซึมสูงกวาในกลุมคนปกติอยางมีนัยสําคัญ 
ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 4  
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ตารางที่ 4 แสดงรายงานผลการศึกษาที่พบความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR 
บนยีน RELN กับภาวะออทิซึม  
 

กลุมผูวิจัย กลุมประชากรที่ศึกษา วิธีการศึกษา ผลการศึกษา 
Persico et al., 
2001 

กลุมผูปวยท่ีมีภาวะออทิซึม 
จํานวน 189 ราย 
- ชาวอิตาเล่ียน 95 ราย 
- ชาวอเมริกัน 89 ราย 
กลุมควบคุมชาวอิตาเล่ียน
จํานวน 186 ราย 
ศึกษาดวยวิธี Fragment 
analysis 

Case – control 
 

พบความแตกตางของ GGC 
≥ 11 ซ้ําสูงเปน 2 เทาเมื่อ
เทียบกับกลุมควบคุม  

TDT พบ GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกสูงอยางมี
นัยสําคัญ 

Zhang et al., 2002 กลุมครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 
ท่ีมีภาวะออทิซึม จํานวน 126 
ครอบครัว 
ศึกษาโดยวิธี PCR และแยก
จํานวนซ้ําดวย polyacrylamide 
gel 

Case – control ไมพบความแตกตางของ
จํานวนซ้ํา GGC ระหวาง
ผูปวยกับกลุมควบคุม  

TDT พบ GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกสูงอยางมี
นัยสําคัญ 

Skaar et al., 2005 กลุมครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 
ท่ีมีภาวะออทิซึม จํานวน 317 
ครอบครัว 
ศึกษาดวยวิธี gel-based 
oligonucleotide ligation 
assay(OLA) 

TDT 
 

พบ GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกสูงอยางมี
นัยสําคัญ 

Dutta et al., 2007 กลุมควบครัวผูปวยออทิซึมชาว
อินเดีย 129 ครอบครัว 
กลุมควบคุม 80 ราย 
ศึกษาโดยวิธี PCR และแยก
จํานวนซ้ําดวย 12% 
polyacrylamide gel 
 

Case – control ไมพบความแตกตางของ
จํานวนซ้ํา GGC ระหวาง
ผูปวยกับกลุมควบคุม  

TDT พบ GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดจากพอมาสูลูกสูง
อยางมีนัยสําคัญ 

Kelemenova et al., 
2010 

กลุมผูปวยชาวสโลวาเกีย 90 
ราย 
กลุมควบคุม 85 ราย 
ศึกษาดวยวิธี Fragment 
analysis 

Case-control พบความแตกตางของ
จํานวนซ้ํา GGC ≥ 10 ซ้ําใน
ผูปวยสูงกวาในกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ 
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การศึกษาที่ไมพบความสัมพันธระหวางจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมมี
หลายการศึกษา โดย Krebs และคณะ (2002) ศึกษาจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมแตไมพบการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ที่สูงจากพอแมมาสูลูกมากกวาที่
คาดไวเชนเดียวกับการศึกษาอ่ืนๆ ในคนยุโรป เชน การศึกษาของ Bonora และคณะ (2003) 
และการศึกษาของ Devlin และคณะ (2004) เปนตน ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 5 
 
ตารางที่ 5 สรุปการรายงานผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ทีไ่ม
พบความสัมพันธกับภาวะออทิซึม  

 

 
นอกจากการศึกษาจํานวนซํ้า GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN แลวยังมี

การศึกษา Single Nucleotide Polymorphisms หรือ SNP ที่บริเวณตางๆ ของยีนหลาย
ตําแหนง และพบความสัมพันธของสนิปสดังกลาวกับภาวะออทิซึม ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 6  
 
 
 
 

กลุมผูวิจัย กลุมประชากรที่ศึกษา วิธีการศึกษา ผลการศึกษา 
Krebs et al., 2002 กลุมครอบครัวผูปวยชาวยุโรปท่ีมี

ภาวะออทิซึม จํานวน 186 
ครอบครัว ประกอบดวยผูปวยออทิ
ซึม จํานวน 218 ราย 
ศึกษาโดยวิธี PCR และแยกจํานวน
ซ้ําดวย 8% polyacrylamide gel 

TDT ไมพบความสัมพันธของการ
ถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําจากพอแมมาสูลูกสูง 

Bonora et al., 2003 กลุมครอบครัวผูปวยชาวยุโรป ท่ีมี
ภาวะออทิซึม จํานวน 122 
ครอบครัว 
ศึกษาดวยวิธี Fragment analysis 

TDT ไมพบความสัมพันธของการ
ถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําจากพอแมมาสูลูกสูง 

Devlin et al., 2004 กลุมครอบครัวผูปวยออทิซึม โดยใช
เกณฑพัฒนาการดานการพูดลาชา
เปนฟโนไทปในการศึกษา จํานวน 
385 ครอบครัว 
ศึกษาดวยวิธี Fragment analysis 

TDT ไมพบความสัมพันธของการ
ถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําจากพอแมมาสูลูกสูง
กับภาวะพัฒนาการดานการ
พูดลาชา 
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ตารางที่ 6 แสดงการศึกษาที่พบความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN กับภาวะออทิซึม 
 

 
 
 
 
 
 

กลุมท่ีศึกษา 
ตําแหนง 
ท่ีศึกษา 

SNPs ID 
แอล
ลีล 

ผลตอโปรตีน ผลการศึกษา 

Skaar et al., 2005 
ศึกษาในครอบครัว   
ออทิซึม จํานวน 317 
ครอบครัว จาก 3 สถาบัน 
คือ จาก AGRE 85 
ครอบครัว, จาก
มหาวิทยาลัย Duke 218 
ครอบครัว และ จาก
มหาวิทยาลัย Tufts 68 
ครอบครัว 
ศึกษาแบบ family based 
association (TDT) 
ใชวิธี TaqMan-PCR 
โดยการติดฉลากโพรบ
ดวยสารเรืองแสง 

อินทรอน 
5 

rs607755 A/G Splicing 
junction 

พบการถายทอดของสนิปส 
แฮโพลไทปแบบ ATATT ของ 
สนิปส rs607755-rs2075043-
rs362746-rs2229864-
rs736707 มีการถายทอดแบบ 
haplotype จากพอแมมาสูลูก
สูงกวาสนิปสแฮโพลไทปแบบ
อ่ืนอยางมีนัยสําคัญ  

เอกซอน 
44 

rs2075043 C/T C2234C 

เอกซอน 
45 

rs362746 A/G V2370V 

เอกซอน 
50 

rs2229864 C/T H2682H 

อินทรอน 
59 

rs736707 T/C - 

Serajee et al., 2006 
ศึกษาในครอบครัว   
ออทิซึมจากสถาบัน 
AGRE จํานวน 196 
ครอบครัว ศึกษาแบบ 
TDT 

เอกซอน 
22 

rs362691 C/G V997L พบแอลลีล G มีการถายทอด
จากพอแมมาสูลูกสูงกวาแอล
ลีล C 

อินทรอน 
59 

rs736707 C/T - พบแอลลีล C มีการถายทอด
จากพอแมมาสูลูกสูงกวาแอล
ลีล T 

Li et al., 2008 ศึกษาใน
คนจีน 213 ราย 
ศึกษาแบบ case-control 

อินทรอน 
59 

rs736707 C/T - พบจีโนไทปแบบ C/C สูง
อยางมีนัยสําคัญในกลุมผูปวย
เทียบกับกลุมควบคุม 
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นอกจากการศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึมแลว ยังมี
การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับโรคอ่ืนๆ อีกหลายโรค ไดแก 

Lissencephaly โดยพบการกลายพันธุของยีน RELN เกิดการ splicing ผิด
ตําแหนง สงผลใหการสรางโปรตีน RELN ลดลง ใหผูปวยมีลักษณะอาการ hypotonia, ataxia 
และพัฒนาการลาชา มีภาวะปญญาออนและพัฒนาการดานภาษาผิดปกติ ซ่ึงบางรายอาจพบ
อาการชักรวมดวย (Hong et al., 2001) 

Schizophrenia หรือโรคจิตเภท ซ่ึงเกิดจากการลดลงของโปรตีน RELN และ
ระดับเอ็มอารเอ็นเอในสมองของผูปวยจิตเภท (Impagnatiello et al., 1998) ในสมองบริเวณ 
hippocampus, cerebellum, basal ganglia และ cortex เปนตน ซ่ึงในบางบริเวณพบวาโปรตีน 
RELN ลดลงถึงรอยละ 50 

Alzheimer’s disease พบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR 
ของยีน RELN และสนิปส rs607755 ระหวางผูปวยอัลไซเมอรกับคนปกติ (Seripa et al., 2008) 
นอกจากนี้ยังพบผูปวยโรคอัลไซเมอรจะมีระดับโปรตีน RELN ที่แตกตางจากคนปกติ โดยพบวา
มีระดับโปรตีน RELN เพ่ิมสูงขึ้นรอยละ 40 เม่ือเทียบกับคนปกติ (Botella-Lopez et al., 2006) 
และพบจํานวนเซลล Cajal-Retzius ลดลงอยางมีนัยสําคัญในผูปวยอัลไซเมอร เปนตน 

Epilepsy หรืออาการชัก พบผูปวยที่มีอาการชักมีความถี่ของแอลลีล C ของ 
สนิปส rs362691 บริเวณเอกซอน 22 ของยีน RELN สูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ เม่ือเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมมีอาการชัก (Dutta et al., 2010) 
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ยีน MET ( MET receptor tyrosine kinase) 
 

ยีน MET เปนหนึ่งในหลายยีนบนโครโมโซม 7 ที่เปน candidate gene ของ
ภาวะออทิซึม โดยยีน MET อยูบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวท่ีตําแหนง 7q31.2 มีจํานวน       
นิวคลีโอไทดทั้งสิ้น 125.982 กิโลเบส แปลงเปนเอ็มอารเอ็นเอไดจํานวน 6,641 ตําแหนง 
ถอดรหัสเปนโปรตีนไดทั้งหมด 1,391 ตัว มีมวลโมเลกุล 155.5 กิโลดาลตัน ประกอบดวย 21 
เอกซอน ยีนดังกลาวกําหนดการสรางโปรตีนตัวรับที่ฝงตัวอยูในเยื่อหุมเซลล (receptor tyrosine 
kinase) ซ่ึงประกอบดวย 2 หนวยยอย คือ alpha chain (50 kDa)และ beta chain (145 kDa) 
ซ่ึงมีพันธะไดซัลไฟดเปนตัวเชื่อม ทําหนาที่เปนโปรตีนตัวรับของ HGF/SF (Comoglio and 
Boccaccio, 2001; Gherardi et al., 2003; Furge et al., 2000; Sheth and Watowich, 2005) 
ดังแสดงในรูปที่ 2 

 

 
 

ดัดแปลงจาก http://www.nature.com/ncb/journal/v3/n7/fig_tab/ncb0701_e161_F1.html  
(January 20, 2011) 
 
รูปที่ 2 แสดงวิถีการทํางานของยีน MET โดยยีน MET สรางโปรตีน MET receptor tyrosine 
kinase ซ่ึงเปนตัวรบั (receptor) ของโปรตีน HGF/SF เม่ือ HGF เขามาจับจะสงผลใหเกิดการ
เติมหมูฟอสเฟตใหกับโปรตีนตวัอ่ืนตอไปทําใหเซลลทํางานไดอยางปกติ  
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โปรตีน MET เปนโปรตีนที่ใหโปรตีนของ Hapatocyte growth factor (HGF) 
และ Scatter factor (SF) มาจับ สงผลใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟตแกกรดอะมิโนไทโรซีนใน
โปรตีนเปาหมาย ผลจากการเติมหมูฟอสเฟตแกกรดอะมิโนไทโรซีน ทําใหโปรตีนอ่ืนๆที่
เก่ียวของกับการสงสัญญาณผานโปรตีนตัวรับดังกลาวมารวมตัวกัน โดยมีกรดอะมิโนไทโรซีนที่
ถูกเติมหมูฟอสเฟตเขาไปทําหนาที่เปนที่ยึดจับของโปรตีนตางๆ ซ่ึงทําใหเกิดการตอบสนองของ
เซลล เชน การเจริญของเซลล (proliferation) การเปลี่ยนแปลงเซลล (differentiation) การ
เปลี่ยนแปลงรูปรางของอวัยวะ (organ regeneration) การเจริญของตัวออน (embryogenesis) 
รวมไปถึงการเกิดเน้ืองอก (tumorogenesis) ถาการเพ่ิมขึ้นของเซลลแบบควบคุมไมได สงผลให
เกิดมะเร็งได และความผิดปกติของการถายทอดสัญญาณจะพบไดเน่ืองจากการกลายพันธุ 
(mutation) ของยีนที่เก่ียวของทําใหเซลลมีการแบงตัวที่ผิดปกติอาจสงผลตอสมองในการแบง
เซลลของเปลือกสมองสวนคอรเท็ก (cortex) และสมองสวนซีรีเบลลัม (cerebellum) นอกจากน้ี
มีการศึกษาระดับ hepatocyte growth factor (HGF) ในซีร่ัมของผูปวยออทิซึม พบวา ปริมาณ 
HGF ในซีร่ัมของผูปวยออทิซึมลดลงเม่ือเทียบกับคนปกติ (Russo et al., 2009)  
 
การศึกษาความสัมพันธของยีน MET กับภาวะออทิซึม 
 

การศึกษายีน MET กับภาวะออทิซึมมีนอย การศึกษาของ Campbell และคณะ 
(2006) พบสนิปสตําแหนง rs1858830 บริเวณโปรโมเตอรของยีน MET แบบ G>C มี
ความสัมพันธกับภาวะออทิซึม (Campbell et al., 2006) โดยพบวาในกลุมผูปวยที่มีภาวะออทิ
ซึมมีความถี่ของแอลลีล C สูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
ซ่ึงการเปลี่ยนแปลงของเบสดังกลาวสงผลใหการจับกันของโปรตีน SP1 และ PC4 ที่ทําหนาที่
เปนตัวสงเสริมใหเกิดการถอดรหัสได (transcription factors) จับกับยีนบริเวณโปรโมเตอรได
ลดลง (State, 2006) นอกจากการศึกษาสนิปสที่มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมแลว ไดมี
การศึกษาการแสดงออกของโปรตีน MET ในสมองเด็กออทิซึม โดยการสกัดอารเอ็นเอจากสมอง
สวน superior temporal gyrus ของเด็กออทิซึมและกลุมเด็กปกติ โดยทั้ง 2 กลุมมีความ
สอดคลองทั้งดานเพศและอายุ การศึกษาการแสดงออกของยีนทดสอบโดยการ transfected 
ลําดับนิวคลีโอไทดดังกลาวเขาสูเซลลประสาท (N2A และ SN56) พบวา ปริมาณโปรตีนของยีน 
MET ที่มีแอลลีลเปน C ในสมองของเด็กออทิซึมมีปริมาณลดลง 2 เทา เม่ือเทียบกับเด็กปกติ 
(Campbell et al., 2006) และยังมีการศึกษาสนิปสตําแหนง rs1858830 โดยการดูปริมาณ
โปรตีนที่แสดงออกในสมองของเด็กกลุมออทิซึมและเด็กกลุมควบคุมเพ่ือยืนยันผลการศึกษา
กอนหนาน้ี พบวาการแสดงออกของโปรตีน MET ลดนอยลงตาม จีโนไทปแบบ C/C < C/G < 
G/G ในกลุมควบคุมแตในกลุมออทิซึมพบความสัมพันธในแบบลักษณะสุมและไมมี
ความสัมพันธทางสถิติ แตพบปริมาณเอ็มอารเอ็นเอเพิ่มขึ้น โดยผูศึกษาใหคําอธิบายวาอาจเกิด
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จากความผิดปกติในกระบวนการทํางานของโปรตีน MET เพราะพบวาเอ็มอารเอ็นเอของยีนที่
เก่ียวของกับโปรตีน MET (MET signaling pathway) เพ่ิมสูงขึ้นซ่ึงอาจเกิดจากกระบวนการ
ทํางานของเอ็มอารเอ็นเอผิดปกติไป (Campbell et al., 2007) 

ปจจุบันยังไมมีการศึกษาความสัมพันธของยีน RELN และยีน MET กับภาวะ
ออทิซึมสเปคตรัมในเด็กไทย แตพบวายีนดังกลาวอยูบนโครโมโซม 7 ตําแหนง 7q21-31 ซ่ึง
เปนตําแหนง candidate region ของออทิซึม จึงคาดวายีน RELN และยีน MET อาจมี
ความสัมพันธกับภาวะออทิซึมสเปคตรัม ดังนั้นจึงสนใจศึกษาความสัมพันธระหวางยีน RELN 
และยีน MET ในเด็กไทยที่ภาวะออทิซึมสเปคตรัม 
 
เครื่องหมายพันธุกรรม 
 
  ปจจุบันไดมีการนําเครื่องหมายพันธุกรรม เชน ไมโครแซทเทลไลท (คือสวน
ของดีเอ็นเอที่มีการเรียงตัวซํ้าๆกันประมาณ 2-7 เบส) และสนิปสมาใชในการศึกษาหาสาเหตุ
ของโรคหรือตําแหนงที่นาจะกอใหเกิดโรค สนิปสมีขอดีกวาไมโครแซทเทลไลท คือ มีอัตราการ
ผาเหลานอยกวาและมีจํานวนที่ครอบคลุมในยีนที่หนาแนนมากกวา และวิธีการศึกษาจีโนไทป
ของสนิปสยังเปนวิธีที่งายและประหยัดคาใชจาย เชน PCR-RFLP (restriction fragment length 
polymorphism) และ Biallelic-ARMS PCR เปนตน (Brightwell et al., 2002; Ferrie et al., 
1992; Huang et al., 1992; Newton et al., 1989) นอกจากนี้ยังมีฐานขอมูลสนิปสที่มี
การศึกษามาแลวในเวบไซต NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP)  
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วัตถุประสงค 
 
เพ่ือศึกษาความสัมพันธของยีน RELN และยีน MET ที่อาจจะเปนปจจัยทางพันธุกรรมและ
สงเสริมใหเกิดกลุมอาการออทิซึมสเปคตรัมในเด็กไทย 
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บทที่ 2 
วิธีการวิจัย 

 

วัสดุ 
 
ตัวอยางผูปวย 
   

กลุมผูปวยที่ใชในการศึกษานี้ เปนกลุมผูปวยที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปนออทิซึม
สเปคตรัมตามเกณฑวินิจฉัย DSM-IV จํานวน 188 ราย เปนผูปวยจากโรงพยาบาลรามาธิบดี 
91 ราย (เพศชาย 77 ราย เพศหญิง 14 ราย) จากโรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ 
จํานวน 55 ราย (เพศชาย 45 ราย เพศหญิง 10 ราย) และจากโรงพยาบาลสงขลานครินทร 
จํานวน 42 ราย (เพศชาย 34 ราย เพศหญิง 8 ราย) อายุเฉลี่ยของผูปวยทั้งหมดเทากับ 4.31 ป 
± 2.22 ป จําแนกรายละเอียดของผูปวยออทิซึมสเปคตรัมที่ใชในการศึกษาครั้งน้ีดังแสดง
รายละเอียดในตารางที่ 7 ผูปวยผานการตรวจวัดพฤติกรรมโดยใช Vineland Adaptive 
behavior Scales (VABS) และตรวจวัดระดับสติปญญาโดยใชแบบทดสอบ non verbal IQ 
(Binet-V) ผูปวยทุกรายที่เลือกมาวิเคราะหจะตองไดรับการวินิจฉัยวาเปนออทิซึมหรือ PDD-
NOS และทุกรายตองเปนไปตามขอกําหนดดังน้ี 

1.1 ผานการตรวจตามเกณฑ Diagnostic and Statistical manual of Mental 
disorders, 4th Edition (DSM-IV) วาเปนผูปวยออทิซึมหรือ PDD-NOS 

1.2 ไมมีประวัติการคลอดผิดปกติหรือมีการติดเชื้อขณะตั้งครรภ 
1.3 ไมมีลักษณะทางคลินิกเขาไดกับกลุมอาการที่ชัดเจน เชน กลุมอาการดาวน 

กลุมอาการพราเดอรวิลลี่ และกลุมอาการทูเบอรัส สเคลอโรซิส (Tuberous 
sclerosis complex) 

1.4 ผูปวยทุกรายมีผลการตรวจโครโมโซมและดีเอ็นเอของกลุมอาการโครโมโซม
เอกซเปราะปกติ ในผูปวยชายมีผลการศึกษาการกลายพันธุในเอกซอน 2 ของ
ยีน ARX เปนปกติ และในผูหญิงมีผลการศึกษาการกลายพันธุของยีน MECP2 
ปกติ 

1.5 ผูปกครองยินยอมใหเขารวมโครงการโดยมี Inform consent ทุกราย 
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ในการศึกษาครั้งน้ีไดแยกกลุมผูปวยที่ใชในการวิเคราะหผลทางสถิติตาม
ลักษณะที่ปรากฏ (Phenotype) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 7 แสดงจํานวนตัวอยางผูปวยที่ใชในการศึกษาความสัมพันธระหวางยีน RELN และ
ยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมที่ไดรับการวินิจฉัยตามเกณฑ DSM-IV  
 

โรงพยาบาล 
ออทิซึม PDD-NOS 

รวม  
(ราย) 

เพศชาย 
(ราย) 

เพศหญิง 
(ราย) 

เพศชาย 
(ราย) 

เพศหญิง
(ราย) 

สงขลานครินทร 27 8 7 0 42 
รามาธิบดี 52 9 25 5 91 
ธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรต ิ 42 9 3 1 55 

รวม 121 26 35 6 188 
 
ตารางที่ 8 แสดงกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาตามลกัษณะที่ปรากฏ 

 

ลักษณะของผูปวยออทิซึม 
จํานวนผูปวย (ราย) จํานวนครอบครัว* 

การศึกษา 
case-control 

การศึกษา TDT 

ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 188 160 
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายทั้งหมด 156 134 

                                                                * ประกอบดวย พอ แม และ ลูก หรือเรียกวา Trio 
 
 การศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหนึ่งจากพอแมมาสูลูกดวยวิธี TDT ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 160 ครอบครัว ประกอบดวยครอบครัวที่มีลูกเปนออทิซึม 1 
ราย (simplex family) จํานวน 151 ครอบครัว และครอบครัวที่มีลูกเปนออทิซึมมากกวา 1 ราย 
(multiplex family) จํานวน 9 ครอบครัว 
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ตัวอยางกลุมควบคุม  
 

ตัวอยางกลุมควบคุมจากคลังเลือดของโรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระ
เกียรติและโรงพยาบาลสงขลานครินทร จํานวน 250 ราย โดยทุกรายตองผานการซักประวัติวา
ไมมีประวัติทางจิตเวชและพัฒนาการผิดปกติที่ชัดเจนใน 3 รุน โดยพิจารณาวาไมมีประวัติการ
รักษาในโรงพยาบาลอยูอยางตอเน่ือง หรือตองกินยาเพื่อลดปญหาสุขภาพจิต หรือปญหาเรื่อง
เรียนหนังสือไมได โดยเก็บประวัติภูมิลําเนาและเชื้อชาติตั้งแตปูยาตายายลงมาเพื่อใหไดกลุม
ควบคุมที่มีพ้ืนฐานใกลเคียงกับกลุมผูปวยมากที่สุด กลุมควบคุมมีอัตราสวนระหวางชายตอหญิง
เปนสัดสวนใกลเคียงกับตัวอยางผูปวยที่ใชในการศึกษา โดยไมจําเปนตองคํานึงถึงอายุ เพราะ
กลุมควบคุมในการศึกษานี้ตองการผูที่ไมเปนออทิซึมจึงเลือกกลุมควบคุมที่มีอายุผานจุดที่จะมี
โอกาสเกิดออทิซึมได เน่ืองจากออทิซึมมีอาการตั้งแตเด็ก จึงเลือกกลุมควบคุมที่มีอายุมากกวา
หรือเทากับ 18 ป โดยโครงการนี้เปนสวนหนึ่งของชุดโครงการการตรวจกรองและการศึกษา
ความสัมพันธของพันธุกรรมในผูปวยไทยที่เปนออทิสติก ที่ผานการประเมินของคณะกรรมการ
จริยธรรมของสถาบันที่เก่ียวของ 3 สถาบัน (คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 
โรงพยาบาลรามาธิบดี โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ)  
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วิธีดําเนินการ 

 
การเก็บตัวอยางเลือด 
 

เก็บตัวอยางเลือดผูปวย บิดามารดาผูปวยและกลุมควบคุม ที่ไดยินยอมเขารวม
โครงการ จากหลอดเลือดดําบริเวณแขน ประมาณ 5-10 มิลลิลิตร ในหลอดปลอดเชื้อที่มี 0.5M 
EDTA (500 μl of 0.5 M EDTA / 15 ml of blood sample) เปนสารปองกันการแข็งตัวของ
เลือด ผสมเลือดใหเขากัน โดยการกลับหลอดเบาๆ 4-5 คร้ัง เพ่ือใหเลือดผสมกับสารปองกันการ
แข็งตัวของเลือด ลงบันทึกขอมูลการเก็บและปริมาณตัวอยางเลือดที่เก็บได  
 
การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือด 
 

นําตัวอยางเลือดที่เก็บมาไดถายลงหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร หลังจาก
น้ันแยกเอาเฉพาะเซลลเม็ดเลือดขาวโดยการเติม TE buffer ใหไดปริมาตรรวม 13 มิลลิลิตร 
กลับหลอดเบาๆใหเลือดกับ TE buffer ผสมกันดีแลวปนดวยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
4,000 รอบตอนาที เปนเวลา 20 นาที จึงเทสวนใสทิ้ง เติม TE buffer ใหไดปริมาตรรวม 13 
มิลลิลิตร และทําเหมือนเดิมอีกสองคร้ังหรือจนกวาสีแดงของฮีโมโกลบินในเลือดจะหายไป จึงนํา
เซลลที่ไดไปสกัดดีเอ็นเอหรือเก็บเซลลไวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะสกัดดีเอ็นเอ 

การสกัดดีเอ็นเอทําโดยนําเซลลเม็ดเลือดขาวมายอยโดยการเติมสารชวยยอย
เซลล (Lysis buffer) ซ่ึงประกอบดวย Solution A ปริมาตร 2,280 ไมโครลิตร, 10% SDS 120 
ไมโครลิตร (0.14 M NaCl, 0.01 M Tris pH 8.0, 1.5 mM MgCl2, Nonidet P-40, dH2O) 
Proteinase K (10 mg/μl) 10 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันจากน้ันจึงบมที่อุณหภูมิ 37         
องศาเซลเซียส เปนเวลา 16-18 ชั่วโมง หรือจนกวาเซลลเม็ดเลือดขาวจะยอยหมด จากน้ันเติม
สารผสมของ saturated phenol, chloroform และ isoamyl alcohol (25:24:1) ปริมาตรคร่ึงหน่ึง
ของปริมาตรเริ่มตนผสมใหเขากันแลวนําไปปนที่ความเร็ว 3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 
นาที ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดสําหรับเคร่ืองหมุนเหวี่ยงที่ปลอดเช้ือขนาด 15 มิลลิลิตร
หลอดใหม เติมสารผสมของ saturated phenol, chloroform และ isoamyl alcohol (25:24:1) 
ปริมาตรครึ่งหน่ึงของปริมาตรเร่ิมตนและทําซํ้าอีกหน่ึงคร้ัง จากนั้นจึงเติมสารผสมของ 
chloroform และ isoamyl alcohol (24:1) ปริมาตร 1 เทา ผสมใหเขากันแลวนําไปปนที่ความเร็ว 
3,500 รอบตอนาที เปนเวลา 15 นาที ดูดสารละลายชั้นบนใสหลอดสําหรับเครื่องหมุนเหวี่ยงที่
ปลอดเช้ือขนาด 15 มิลลิลิตรหลอดใหม ตกตะกอนดีเอ็นเอโดยการเติมเอธานอลบริสุทธิ์เย็น 
ปริมาตร 2 เทา กลับหลอดเบาๆ จนกวาจะเห็นดีเอ็นเอตกตะกอนแลวเขี่ยดีเอ็นเอที่ตกตะกอน
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โดยใช Autopipette tip ปลายแหลมเล็ก (200 μl) ใสหลอดสําหรับเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ปลอดเชื้อ
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีเอธานอลเย็นความเขมขนรอยละ 70 ปริมาตร 1 มิลลิลิตร แลวนําไปปน
ที่ 12,000 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที แลวเทเอธานอลทิ้ง จากนั้นจึงตากดีเอ็นเอไวที่
อุณหภูมิหอง 30 นาที จึงเติม TE buffer ในปริมาณที่เหมาะสมกับขนาดตะกอนดีเอ็นเอที่สกัด
ได (100-300 ไมโครลิตร) เพ่ือละลายดีเอ็นเอ เม่ือดีเอ็นเอละลายดีแลวนําไปวัดหาปริมาณความ
เขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดโดยการวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 และ 280      
นาโนเมตรดวยเครื่องวัดเทียบสีของสารละลาย เก็บดีเอ็นเอที่สกัดไดไวที่ อุณหภูมิ 4            
องศาเซลเซียสจนกวาจะนํามาใช 
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สารเคมี 
 
  Absolute ethanol 
 Acrylamide/Bis solution 
  Ammonium persulfate 
 BigDye Terminator v1.1 (Applied Biosystems) 
 Betaine 
 Boric acid 
  dNTP Mix: dATP, dTTP, dCTP and dGTP,  
 7-Deaza dGTP 
 Dimethylsulfoxide (DMSO) 
 Elution buffer 
 Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) 
 Ethidium bromide (EtBr) 
  Hidi Formamide 

 Glycerol 
 Hot start Taq DNA polymerase (Invitrogen) 
 Isoamyl alcohol 
 Methanol 
 Magnesium Chloride (MgCl2, Invitrogen) 
 Nonidet P-40 (NP-40) 
 N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine (TEMED) 
 PCR buffer, 10X (Invitrogen) 
 Phenol, Saturated 
 Proteinase K 
  Sodium bisulphate (Sigma) 
  Taq DNA polymerase (Invitrogen 
 3’, 3”, 5’, 5”-Tetrabromophenolsulfonphthalein (Bromophenol blue) 
 Tris 
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อุปกรณ 
 

เคร่ืองวิเคราะหสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (3130 Genetic Analyzer, AB) 
เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิชนิดแหง (Heat block, Biosan/Latvia) 
เคร่ืองถายภาพยูวี (Bioimaging system SynGene) 
เคร่ืองเพ่ิมสารพันธุกรรม (PTC200, MJ Research) 

 เคร่ืองเพ่ิมสารพันธุกรรม (2720 Thermal cycler, AB) 
 เคร่ืองวัดเทียบสีของสารละลาย (Spectrophotometer, Ultrospec 1100pro) 

อิเล็กโตรฟอริซิสแบบแนวตัง้พรอมเคร่ืองจายกระแสไฟฟา (Protean II Xi cell, 
20X20 cm, Biorad) 
เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสําหรับตวัอยางขนาด 1.5-2.0 มิลลิลิตร (Centrifuge, 5415D, 
Eppendorf) 
เคร่ืองหมุนเหวี่ยงสําหรับตวัอยางขนาด 30-50 มิลลลิติร (Centrifuge, Model 
5420 Kubota) 

 ตูดูดควันพิษ (Fume hood with carbon filter) 
 ตูบมเชื้อ (Air Incubator, incucell 111) 
 ตูอบรอน (Hot Air Oven, Oven Model ED 115) 
  
สารเคมีอ่ืนๆ 
 

1. องคประกอบและปริมาณของสารเคมี ตามรายละเอียดในภาคผนวก ข 
2. 25% Ammonium persulfate 
3. 6% polyacrylamide gel solution 
4. 2.5 mM dNTP Mix 
5. Loading dye (for non-denature gel electrophoresis) 
6. 6% Polyacrylamide gel 
7. 10X TBE 
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การศึกษาครั้งน้ี แบงออกเปน 2 ขั้นตอนหลัก ไดแก 
 

1. การศึกษาความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
กับภาวะออทิซึมในผูปวยทั้งหมด (ออทิซึมและ PDD-NOS) ดวยการ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเปนประชากรทั่วไปในสังคมไทยโดยใชวิธี 
Fragment analysis เปรียบเทียบความแตกตางระหวางจํานวนซ้ํา GGC ทั้ง
แบบแอลลีลและจีโนโทประหวาง 2 กลุมดวยการทดสอบไคสแควร 

2. การศึกษาความสัมพันธของสนิปสตําแหนงตางๆบนยีน RELN และยีน 
MET กับภาวะออทิซึมโดยใชวิธี Bi-allelic ARMS PCR และ PCR-RFLP 
โดยแบงการวิเคราะหออกเปน 2 แบบ คือ แบบ Population based case 
control และแบบ Family based association 
 

วิธีการศึกษา Microsatellite (GGC repeat) บนยีน RELN บริเวณ 5’UTR  
 

ทําการศึกษาจํานวนซ้ําของ GGC บริเวณ 5’UTR (NT_007933.15) ดวยวิธี 
Fragment analysis ดวยเครื่อง Automate Genetic Analyzer รุน ABI Prism 3130 โดยใช  
ไพรเมอรตามวิธีการศึกษาของ Persico และคณะ (2001) ทําการติดฉลากฟอรเวิรดไพรเมอร
ดวยสารฟลูออเรสเซนตสีนํ้าเงิน (6-FAM Fluorescence : RELNGGC_F*) ที่ปลาย 5 ไพรม ดัง
แสดงรายละเอียดไพรเมอรในตารางที่ 9 
 
ตารางที่ 9 แสดงไพรเมอรในการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 

 
การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
 

ปฏิกิริยาพีซีอาร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1X PCR 
Buffer MgCl2 1.0 มิลลิโมลาร 50% 7 deza dNTPs 200 ไมโครโมลาร ไพรเมอร 0.15          
ไมโครโมลาร 1M Betaine Hot start Taq DNA polymerase (Platinum) 0.1 ยูนิต เพ่ิมปริมาณ
ดีเอ็นเอดวยเครื่อง MJ thermal cycler โดยใชองคประกอบและสภาวะในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร
แสดงดังรายละเอียดในตารางที่ 10 และตารางที่ 11 

ชื่อไพรเมอร ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการทดสอบ 
RELNGGC_F* 
RELNGGC_R 

5’-CGGCGTCTCCAAAACTGAAT-3’ 
5’-AACAGCGCTAGGAGGAAAGT-3’ 

พีซีอารฟลูออเรสเซนต  
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ตารางที่ 10 แสดงองคประกอบพีซีอารฟลูออเรสเซนตเพ่ือวิเคราะหจํานวนซ้ํา GGC 
 

องคประกอบพีซีอารฟลูออเรสเซนต ปริมาตร (ไมโครลิตร) 
Primer_RELNGGC_F* 10uM (6-FAM fluorescent) 0.15 
Primer_RELNGGC_R 10uM 0.15 
Genomic DNA (50 ng/ul) 1.0 
50% 7 deza dNTP (2.5mM) 0.8 
10X Buffer (Invitrogen) 1.0 
MgCl2 (50mM) 0.2 
Hot start Taq DNA polymerase (Platinum) (Invitrogen) 0.1 
Betaine 2.0 
Deionized water 4.6 
ปริมาตรรวม 10 

 
ตารางที่ 11 แสดงสภาวะสําหรับการเพ่ิมปริมาณผลิตภัณฑพีซีอารฟลูออเรสเซนต 
 

ขั้นตอน อุณหภูมิ (oC) เวลา จํานวนรอบ 
Initiation denaturation 94 5 นาท ี 1 
Denaturation 94 30 วินาท ี

34 Annealing 58 30 วินาท ี
Extention 72 1 นาท ี
Final extension 72 7 นาท ี 1 
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การทดสอบจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ดวยวธีิ Fragment analysis 
 
นําผลิตภัณฑพีซีอารหลังจากเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของจํานวนซ้ํา GGC จํานวน 

2 ไมโครลิตรมาวิเคราะหดวยวิธี Fragment analysis โดยการผสมกับ HiDi-formamide 10 
ไมโครลิตร และสารมาตรฐาน 500LIZ* 0.25 ไมโครลิตร ทําใหเสียสภาพที่ 95 องศาเซลเซียส  
5 นาที และ 4  องศาเซลเซียส 5 นาที นําตัวอยางทดสอบดวยเครื่องทดสอบสารพันธุกรรมแบบ
อัตโนมัติ (ABI 3130) โดยใชโพลีเมอร POP4 สภาวะในการทดสอบ 15 กิโลโวลต อุณหภูมิ 60 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 40 นาที ขอมูลถูกเก็บดวยซอฟแวร data collection software และ
วิเคราะหดวยซอฟแวร GeneMapper v3.2  
 
500LIZ* คือ GenScan 500LIZ ซ่ึงเปนสขีนาดมาตรฐานที่ใชในการวเิคราะหขนาดชิ้นสวนของดี
เอ็นเอในการศึกษาขนาดชิน้สวนดีเอ็นเอดวยวธิี Fragment analysis โดย 500LIZ จะมีขนาด
มาตรฐานตั้งแต 35 – 500 เบส (ขนาดชิ้นสวนมาตรฐานประกอบดวนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 35, 
50, 75, 100, 139, 150, 160, 200, 250, 300, 340, 350, 400, 450, 490 และ 500 นิวคลีโอไทด) 
ดังแสดงในรูปที่ 2 โดยขนาดมาตรฐานดังกลาวจะสรางจากดีเอ็นเอสายเด่ียว (single-stranded 
DNA fragments และติดฉลากดวยสารฟลูออเรสเซนต fifth dye)  
 

 
 
รูปที่ 3 แสดงขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอมาตรฐาน 500LIZ (GeneScan 500LIZ standard size) ที่ใช
ในการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC ดวยวธิี Fragment analysis 
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การศึกษาตําแหนงสนิปส ของยีน RELN และยีน MET โดยใชวิธี Bi-allelic ARMS PCR 
 

ตําแหนงสนิปสที่ใชในการศึกษาเลือกจากตําแหนงสนิปส ที่มีการศึกษามาแลว
หรือ สนิปสจากฐานขอมูล (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP) โดยตําแหนงสนิปสที่เลือกตองมี
การศึกษาในกลุมประชากรเอเชีย (จีนและญี่ปุน) เพ่ือใหทราบถึงความถี่ของแอลลีลแตละ
ตําแหนง ในการคัดเลือกสนิปสที่ใชในการศึกษาจะตองคํานึงถึงคือ 

1. สนิปสดังกลาวมีการศึกษามาแลวกอนหนาน้ี (Previous study) 
2. สนิปสดังกลาวมีผลตอการทํางานของยีน (Function) 
3. สนิปสดังกลาวอยูในบริเวณที่เก่ียวของกับการสรางโปรตีน เชน สนิปสอยูบริเวณ

โปรโมเตอร เอกซอน หรือสงผลใหกรดอะมิโนเปลี่ยน เปนตน 
 

การออกแบบไพรเมอร (Primer) สําหรับตําแหนงสนิปสที่ใชในการศึกษา 
 

การออกแบบไพรเมอรของสนิปสในแตละตําแหนงใชวิธี Biallelic-ARMS PCR 
technique ที่สามารถวิเคราะหความแตกตางของนิวคลิโอไทด 2 แบบในตําแหนงเดียวกันได 
(Brightwell et al., 2002; Espinosa de los Monteros et al., 1998; Ferrie et al., 1992; 
Huang et al., 1992; Newton et al., 1989) โดยแตละปฏิกิริยาของ PCR ประกอบไปดวย 
primer จํานวน 2 คู คือ Control Primers (CP) และ Allele Specific Primers (ASP) อยางละคู 
โดยตําแหนงปลาย 3’ end ของแตละ ASP ถูกออกแบบใหเขาคูกัน แตนิวคลิโอไทดในตําแหนง
ถัดมา -2 จากปลาย 3’ end ของแตละ ASP จะถูกออกแบบใหอยูตางกลุมกัน ดังแสดงในรูปที่ 4 
ขอแนะนําในการเลือกและออกแบบไพรเมอรดังน้ี 

 ความยาวของไพรเมอรควรมีความยาวประมาณ 18-30 นิวคลิโอไทด  
 ควรเลือกไพรเมอรที่มีการกระจายของเบสอยางสมํ่าเสมอไมควรใชลําดับเบสที่เรียง
ตัวไมปกติ และพยายามหลีกเลี่ยงไพรเมอรที่มี polypurine หรือ polypyrimidine 
หรือเรียงตัวของเบสซ้ําๆกัน 

 ควรเลือกไพรเมอรที่มีเบส C+G content อยูระหวางรอยละ 50-60 ไมควรเลือกที่มี 
C+G content สูงเกินไป 

 ไพรเมอรตองมีเบสที่จําเพาะกับลําดับเบสเปาหมายในดีเอ็นเอตนแบบ 
 หลีกเลี่ยงลําดับเบสที่มี second structure คือตองไมจับกับลําดับเบสของตนเอง โดย 
เฉพาะอยางยิ่งในกรณีการเกิด Hairpin และเกิดการจับกันที่ปลาย 3’ end ของ   
ไพรเมอร 
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 คา Tm (melting temperature) ของแตละไพรเมอรควรใกลเคียงกัน โดยทั่วไปอยู
ในชวง 55-70 องศาเซลเซียส 
 

 

 
 
รูปที่ 4 แสดงการออกแบบไพรเมอรของสนิปสในแตละตําแหนงโดยใชวิธีเทคนิค         
Biallelic-ARMS PCR  
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การศึกษาสนิปสดวยวิธี Biallelic-ARMS PCR ของยีน RELN และยีน MET 
  
 ปฏิกิริยาพีซีอารของการศึกษาสนิปสแตละตําแหนงของยีน RELN และยีน 
MET จะใชไพรเมอรที่ออกแบบขึ้นเพ่ือใชการศึกษาครั้งน้ีในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ โดย
ปฏิกิริยาพีซีอารปริมาตร 10 ไมโครลิตร ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม 1 X PCR buffer 
dNTPs 200 ไมโครโมลาร Taq DNA polymerase (Invitrogen) 0.1 ยูนิต สําหรับความเขมขน
ของ MgCl2 ปริมาณของไพรเมอรและสาร adjuvant ขึ้นกับแตละปฏิกิริยาของสนิปสแตละ
ตําแหนง ทําการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง MJ thermal cycler ภายใตสภาวะ 94 องศา
เซลเซียส 5 นาที 1 รอบ 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที อุณหภูมิ annealing จะแตกตางกันใน 
สนิปสแตละตําแหนง และอุณหภูมิ extension 72 องศาเซลเซียส 1 นาที 34 รอบ และอุณหภูมิ 
final extension 72 องศาเซลเซียส 7 นาที 1 รอบ นําผลิตภัณฑพีซีอารไปแยกดวยเจล           
โพลีอะคริลาไมดความเขมจนรอยละ 6 ดวย 1X TBE ที่สภาวะ 180 โวลต เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
แลวนําไปยอมดวยสารละลาย ethidium bromide และถายภาพภายใต UV transluminator      
จีโนไทปของแตละรายจะอานตามขนาดของผลิตภัณฑพีซีอาร และในทุกตัวอยางจะมีแถบของ 
internal standard เพ่ือตรวจสอบผลของปฏิกิริยาพีซีอาร  
 
วิธีพีซีอาร-อารเอฟแอลพ ี(PCR-RFLP) 
 
  พีซีอารอารเอฟแอลพี Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 
เปนการศึกษาโดยอาศัยความแตกตางของขนาดดีเอ็นเอหรือผลิตภัณฑพีซีอารที่เกิดจากการตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction endonuclease) เปนวิธีที่นํามาประยุกตใชในการศึกษา
ความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphism) หรือการกลายพันธุ (mutation) ในจีโนม ซ่ึง
เปนวิธีที่งายและนิยมใชกันอยางแพรหลายในปจจุบัน เน่ืองจากการเปล่ียนแปลงลําดับเบสทําให
เกิดตําแหนงตัดที่จําเพาะตอการตัดของเอนไซม ทําใหไดขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอหรือผลิตภัณฑ
พีซีอารแตกตางกัน สามารถแยกความแตกตางของขนาดชิ้นสวนดีเอ็นเอได วิธีการน้ีมีขั้นตอน
ในการศึกษา 3 ขั้นตอนหลักคือ  

1) เพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอดวยวิธีพีซีอารโดยไพรเมอรที่จําเพาะครอบคลุมกับ
บริเวณดังกลาวที่มีการเปลี่ยนแปลงของดีเอ็นเอที่ตองการศึกษา 

2) ตัดผลพีซีอารดวยเอนไซมตัดจําเพาะ อาจใชเอนไซมเพียงหนึ่งหรือหลาย
ชนิดก็ได 

3) นําผลพีซีอารที่ผานการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมาแยกขนาดโดยใช
กระแสไฟฟาผานเจล เปรียบเทียบรูปแบบขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่เกิด
จากการตัดดวยเอนไซม 
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วิธีการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะมีขอจํากัดคือ ถาเอนไซมที่เลือกใชใน
การศึกษาตัดผลพีซีอารเม่ือมีแอลลีลแคแบบใดแบบหนึ่งเทาน้ัน ทําใหแอลลีลอีกแบบมีขนาด
เทากับขนาดของพีซีอารที่ไมมีการตัดดวยเอนไซม ซ่ึงยากตอการอานและแปลผลการศึกษา 
โดยผลที่อานไดอาจเกิดจากการตัดไมสมบูรณ (Incomplete cut) หรือเปนอีกแอลลีลหน่ึงจริงๆ 
ก็เปนได เชนสนิปส rs607755 บนยีน RELN ที่มีแอลลีลแบบ A/G และตัดดวยเอนไซม PvuII ที่
มีตําแหนงตัดจําเพาะเปนเบส G ถาสนิปสดังกลาวมีจีโนไทปเปน A/A เอนไซม PvuII จะไม
สามารถตัดผลพีซีอารได ทําใหขนาดผลพีซีอารที่ไดมีขนาดเดียวกับผลิตภัณฑพีซีอารที่ไมมีการ
ตัดดวยเอนไซม ซ่ึงทําใหเกิดการอานผลจีโนไทปผิดไดในกรณีที่เกิดการตัดไมสมบูรณ แตถา 
สนิปสมีจีโนไทปเปน A/G หรือ G/G เอนไซมดังกลาวสามารถตัดผลิตภัณฑพีซีอารที่มีเบส G 
ได ทําใหไดขนาดผลพีซีอารที่เล็กลง สามารถอานจีโนไทปไดอยางถูกตอง ดังน้ันในการศึกษา 
สนิปสโดยใชวิธีน้ีควรเลือกเอนไซมตัดจําเพาะท่ีสามารถตัดผลิตภัณฑพีซีอารไดมากกวาหน่ึง
ตําแหนงและสามารถตัดจีโนไทปทั้ง 2 แบบได เพ่ือปองกันกรณีดังกลาวที่อาจเกิดขึ้น หากไม
สามารถทําตามวิธีการดังกลาวได ในการตัดแตละครั้งควรมีตัวอยางที่มีแอลลีลที่สามารถตัดได
อยางสมบูรณอยูในทุกคร้ังที่มีการตัดดวยเอนไซม เพ่ือเปนการตรวจสอบความสามารถในการ
ตัดของเอนไซมน้ันๆ วาตัดไดสมบูรณหรือไม 
 
การศึกษาสนิปสของยีน RELN และยนี METดวยวธีิ PCR-RFLP  
   
  นําผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการเพ่ิมจํานวนโดยใชไพรเมอรที่ จําเพาะ
ตอสนิปสแตละตําแหนงแลวมาตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะโดยมีสวนประกอบสารเคมีที่ใชในการ
ทําปฏิกิริยาของเอนไซมแตละชนิด แสดงรายละเอียดในตารางที่ 12 จากน้ันนําไปบมที่อุณหภูมิ
ตามที่เอนไซมแตละชนิดสามารถทําปฏิกิริยาไดดีที่สุด 
  จากน้ันตรวจสอบผลการตัดผลิตภัณฑ พี ซีอารด วยโพลีอะคริลาไมด
เจลอิเล็กโตรฟอรีซีส ความเขมขนรอยละ 6 ในบัฟเฟอร 1X TBE ความตางศักย 150 โวลต เปน
เวลา 80 นาที ยอมเจลดวยสารละลาย ethidium bromide นาน 5 นาที และลางดวยน้ําสะอาด 5 
นาที ตรวจสอบผลดวยเครื่องถายเจลท่ีมีแหลงกําเนิดแสงยูวี และถายรูปเจลดวยโปรแกรม   
Gel image system with UV transilluminator 
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ตารางที่ 12 แสดงสวนประกอบสารเคมีที่ใชในการตัดผลิตภัณฑพีซีอารดวยเอนไซมตัดจําเพาะ
ในการศึกษาครั้งน้ี 
 

สารเคมี 

ตําแหนงสนิปส 
ยีน RELN ยีน MET 

PvuII Hpy188I AluI MseI 
rs607755 rs10243024 rs38859 rs2299439 

Recognition Site 
    

Deionized water 6.8 6.8 6.8 6.8 
10X Buffer (NEB) 1.0 (Buffer 2) 1.0 (Buffer 4) 1.0 (Buffer 4) 1.0 (Buffer 4) 
Adjuvent - - - 0.1M BSA 
Restriction enzyme 
(5units/ul) 

0.2 0.2 0.2 0.2 

PCR product (ul) 2.0 2.0 2.0 2.0 
ปริมาตรรวม (ul) 10.0 10.0 10.0 10.0 
อุณหภูมิในการบม (oC) 37 37 37 37 
เวลาในการบม (ชั่วโมง) 16 16 16 16 
 
   
การอานผลจีโนไทปดวยการทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส (Polyacrylamide 
gel electrophoresis) 
 
  นําผลิตภัณฑพีซีอารที่ไดจากการเพ่ิมจํานวนดีเอ็นเอในการศึกษาดวยวิธี     
ไบแอลลีลิกอารมพีซีอารและผลิตภัณฑพีซีอารหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะของยีน 
RELN และยีน MET ตรวจสอบผลดวยวีธีโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส โดยใช         
โพลีอะคริลาไมดเจลแบบ slap gel ขนาด 10x10 เซนติเมตร หนา 2 มิลลิเมตร โดยเริ่มจากการ
เตรียมกระจกใหสะอาด นํากระจกประกบกัน ก้ันดวย spacer และยึดทั้งสองดานดวยตัวหนีบ 
จัดวางกระจกในระนาบเดียวกันทั้งแผน จากน้ันเตรียมเจลโพลีอะคริลาไมด ความเขมขนรอยละ 
6 สวนประกอบแสดงดังในตารางที่ 13 โดยผสมสวนประกอบทั้งหมดเขาดวยกัน ยกเวน 
TEMED ดวยการคนเบาๆ ใหผสมเปนเนื้อเดียวกัน ระวังไมใหเกิดฟองอากาศ จากน้ันเติม 
TEMED เปนลําดับสุดทาย ผสมใหเขากันอีกคร้ัง นําไปเทในกระจกที่เตรียมไว ระวังไมใหเกิด
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ฟองอากาศในเจล และสอด comb เพ่ือทําใหเกิดหลุมขนาด 25 ไมโครลิตร รอใหเจล 
polymerize ประมาณ 1 ชั่วโมง กอนนําไปใช ขณะรอเจล polymerize ควรคลุมเจลดวย
พลาสติกเพ่ือลดการสัมผัสอาการที่จะทําใหเจลแหงและหดตัว 
  การทําโพลีอะคริลาไมดเจลอิเล็กโตรฟอรีซีส ทําโดยนําเจลที่พรอมใชงาน
ประกอบกับเครื่องอิเล็กโตรฟอรีซีสแบบแนวตั้ง ยึดน็อตทั้งสองดานใหสมดุลกัน เพ่ือใหแรงกด
ทับเจลทั้งสองดานสมํ่าเสมอและปองกันกระจกแตก นําเจลไปวางใน chamber อิเล็กโตรฟอรีซีส 
เติม 1XTBE ปฟเฟอรใหทวมขดลวดนําไฟฟา จากน้ันทําความสะอาดหลุมสําหรับโหลดตัวอยาง
ใหสะอาดดวยการฉีดไลปฟเฟอรดวยเข็มฉีดยา 1-2 คร้ัง โหลดผลิตภัณฑพีซีอารที่ผสมกับ 
loading dye อัตราสวน 5:1 ลงในหลุม ระวังอยาใหตัวอยางฟุงกระจาย เม่ือโหลดตัวอยางเสร็จ
ควรตรวจสอบระดับปฟเฟอรใหอยูในระดับที่ทําใหกระแสไฟฟาครบวงจร จากนั้นประกอบ
สายไฟเครื่องอิเล็กโตรฟอรีซีสเขากับเครื่องจายกระแสไฟฟา ตั้งคาความตางศักย 150 โวลต 
เวลา 60 นาทีหรือจนกวา loading dye ใกลตกจากเจลประมาณ 1 เซนติเมตร เม่ือครบเวลายอม
เจลดวยสารละลาย ethidium bromide นาน 5 นาที ลางดวยน้ําสะอาด 5 นาที ตรวจสอบ
ผลิตภัณฑพีซีอารดวยเครื่องถายเจลที่มีแหลงกําเนิดแสง UV และถายรูปเจลดวยโปรแกรม                
gel image system with transilluminator 
 
ตารางที่ 13 แสดงสวนประกอบเจลโพลีอะคริลาไมดความเขมขนรอยละ 6 สําหรับ 1 เจล 
 

สวนประกอบ ปริมาตร (มิลลิลติร) 
40% w/v Acrylamide / Bis solution 1.5 
10X TBE buffer 1.0 
Glycerol 1.0 
Distilled water 6.5 
25% APS 0.02 
TEMED (เติมลําดับสุดทาย) 0.02 

 
 
 
 
 
 
 



 

  

40

การศึกษาตําแหนงสนิปสตางๆ บนยีน RELN  
 

ตําแหนงสนิปสที่สนใจศึกษาและเหตุผลในการเลือกศึกษาสนิปสดังกลาว แสดง
รายละเอียดในตารางที่ 14 โดยระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงแสดงในรูปที่ 5 
 
ตารางที่ 14 แสดงตําแหนงสนิปสในการศึกษายีน RELN พรอมเหตุผลในการศึกษา 
 

สนิปส ตําแหนง 
ความถี่
แอลลีล 

เหตุผลในการศึกษา 

rs2299388 
(C/T) 

Intron 2 C:0.389 
T:0.611 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคยีง เพ่ือใหสนิปสทีศ่ึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs607755 
(A/G)  

Intron 5 A:0.593 
G:0.407 

เปนสนิปสบรเิวณอินทรอน 5 บริเวณ Splicing 
junction 

rs2072403 
(C/T) 

Exon 15 C:0.136 
T:0.864 

เปนสนิปสที่เลือกศึกษาเพ่ือใหครอบคลุมทั้งยีนและ
สามารถศึกษา Linkage disequilibrium (LD) 

rs362691 
(C/G) 

Exon 22 C:0.122 
G:0.878 

พบความสัมพันธของความถี่ของแอลลีล G สูงใน
ผูปวยที่มีภาวะออทิซึมเทียบกับกลุมคนปกติ 

rs2159676 
(A/C) 

Intron 28 A:0.512 
C:0.488 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือใหสนิปสที่ศึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs362746 
(A/G) 

Exon 45 G:0.200 
A:0.800 

เปนสนิปสที่เลือกศึกษาเพ่ือใหครอบคลุมทั้งยีนและ
สามารถศึกษา Linkage disequilibrium (LD) 

rs736707 
(C/T) 

 

intron 59 C:0.422 
T:0.578 

พบความสัมพันธของความถี่ของแอลลีล C สูงใน
ผูปวยที่มีภาวะออทิซึมเทียบกับกลุมคนปกติใน
ประชากรจีน 
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รูปที่ 5 แสดงตําแหนงสนิปสและระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN ที่ใชใน
การศึกษา 
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การศึกษาสนิปสบนยีน RELN  
 
  ไพรเมอรที่ใชในการศึกษาจีโนไทปของสนิปสตําแหนงตางๆ บนยีน RELN 
แสดงรายละเอียดของไพรเมอรในตารางที่ 15 สภาวะในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสนิปสตางๆ 
บนยีน RELN ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 16-22 และรูปแสดงผลของพีซีอารในรูปที่ 6-12 
 
ตารางท่ี 15 รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษาจีโนไทป
ของสนิปสของยีน RELN โดยไพรเมอรทั้งหมดออกแบบโดยการศึกษาครั้งน้ี 

สนิปส ชื่อไพรเมอร ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการศึกษา 

rs2299388 
(C/T) 

RELN388F 5’- GAAATTCAGCCTCAAACCGAGCAAGC -3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN388R 5’- TTATGGAGGGTGATCTGGATGGACAG -3’ 

RELN388TF 5’- CGTAAAATGAGAAACTCCACATGAAATGGT -3’ 
RELN388CR 5’- GTAGATGAAGATTCTGAAATGATGTGGCAG -3’ 

rs607755 
(A/G) 

RELN755F 5’- GCAGTCTACATTAAGCCCAGTTCC -3’ RFLP; PvuII 
RELN755R 5’- CTTCTAGGTGTTTAAACCGCAGAGC -3’ 

rs2072403 
(C/T) 

RELN403F 5’-AGCTGGTCAGACTTTAGTGAAAGAG-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN403R 5’-TCTCAGAGAGAATGTACTCACCCAC-3’ 

RELN403TF 5’-GTTCTGGTTTTATTAGTGTCAGCTTGTAA-3’ 
RELN403CR 5’-AGCGCCCATGGTTGGTAGAACAC-3’ 

rs362691 
(C/G) 

RELN691F 5’-AGTAACCGACTCATTGAGTTCTCCC-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN691R 5’-CACCTGAGGAAAACAGAAGCTGGGT-3’ 

RELN691CF 5’-CTCACCAAGTTTTCTGGGGAAGACCC-3’ 
RELN691GR 5’-ACACAGTGGAGGAGAGTCATAGGTC-3’ 

rs2159676 
(A/C) 

RELN676F 5’- CCCTAAATATCCTGACACAATCAGTATGC-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN676R 5’- ACCCACATACACACAACATCAACATTGC-3’ 

RELN7676CF 5’- ACAAGAAATCTCCCCCACCAAATTATACC-3’ 
RELN676AR 5’-TGTGGGAAGTGCAGAAGTCCTGTGAATG-3’ 

rs362746 
(A/G) 

RELN746F 5’-CAGTTCTGAGCAGGCCAACAGATC-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN746R 5’-CCTATGACAGAGGCAGCCACAGAA-3’ 

RELN746AF 5’-CCGTTACGTGGTCAGCACAGACTTT-3’ 
RELN746GR 5’-CTGTAGGAAGGAATCCTCATTCACGTCT-3’ 

rs736707 
(C/T) 

RELN707F 5’-GGCTGACAGGTTACACAAAGCTGC-3’ Biallelic-
ARMS PCR RELN707R 5’-CCAATGTACACGTGGTCAATTGCCC-3’ 

RELN707CF 5’-TCCCAGAGGCTGGAGGCAGTAC-3’ 
RELN707TR 5’-CAGTAGGTTGTTACTTCCATGGCTTCA-3’ 
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ตารางที่ 16 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2299388 บริเวณอินทรอน 2 
ของยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN388F 0.15 2X 

TopTaq 
Master Mix 
(QIAGEN) 

1.0 M 
Betaine 

64 Control (362) 
C allele (268) 
T allele (153) 
 

RELN388R 0.15 
RELN388TF 1.25 
RELN388CR 0.45 
 
 

          
 
รูปที่ 6 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2299388 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
362 bp S1 มีจีโนไทปแบบ T/T (ผลพีซีอารขนาด 362, 153 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ C/C     
(ผลพีซีอารขนาด 362, 268 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/T (ผลพีซีอารขนาด 362, 268, 153 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางท่ี 17 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs607755 บริเวณอินทรอน 5 
(Splicing junction) ของยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร(bp) 
ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN755F 0.2 2X 

TopTaq 
Master Mix 
(QIAGEN) 

- 60 Uncut 443  
A allele (443) 
G allele (234,199) RELN755R 0.2 

 
 

   
 

รูปที่ 7 แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ PvuII ของสนิปส rs607755 รูป (A) 
แสดงตําแหนงการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ PvuII รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด 
แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมดของผลิตภัณฑพีซีอารหลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ การอานผล 
จีโนไทป คือ S1 มีจีโนไทปแบบ A/A (ผลพีซีอารขนาด 443 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G     
(ผลพีซีอารขนาด 234, 199 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 443, 234, 199 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 18 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2072403 บริเวณเอกซอน 15 
ยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN403F 0.10 1.5 1.0X 

Q-solution 
(QIAGEN) 

60 Control (320) 
C allele (228) 
T allele (166) 
 

RELN403R 0.15 
RELN403TF 0.20 
RELN403CR 0.10 
 
 

  
 
รูปที่ 8 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2072403 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
320 bp S1 มีจีโนไทปแบบ T/T (ผลพีซีอารขนาด 320, 166 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ C/C      
(ผลพีซีอารขนาด 320, 228 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/T (ผลพีซีอารขนาด 320, 228, 166 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 19 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs362691 บริเวณเอกซอน 22 ยีน 
RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN691F 0.10 2.0 10%DMSO 60 Control (467) 

G allele (347) 
C allele (169) 
 

RELN691R 0.10 
RELN691CF 0.10 
RELN691GR 0.20 
 
 

   
 
รูปที่ 9 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs362691 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
467 bp S1 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอารขนาด 467, 169 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G    
(ผลพีซีอารขนาด 467, 347 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/G (ผลพีซีอารขนาด 467, 347, 169 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 20 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2159676 บริเวณอินทรอน 28 
ของยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN676F 0.20 1.0 1.0X 

Q-solution 
(QIAGEN) 

 

54 Control (498) 
A allele (328) 
C allele (224) 

RELN676R 0.10 
RELN7676CF 0.10 
RELN676AR 0.15 
 
 

   
 
รูปที่ 10 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2159676 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
498 bp S1 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอารขนาด 498, 224 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ A/A    
(ผลพีซีอารขนาด 498, 328 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/C (ผลพีซีอารขนาด 498, 328, 224 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 21 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs362746 บริเวณเอกซอน 45 ยีน 
RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN746F 0.25 1.0 1.0 M 

Betaine 
60 Control (436) 

G allele (322) 
A allele (166) 
 

RELN746R 0.25 
RELN746AF 0.25 
RELN746GR 0.25 
 
 

   
 
รูปที่ 11 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs362746 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
436 bp S1 มีจีโนไทปแบบ A/A (ผลพีซีอารขนาด 436, 166 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G (ผล
พีซีอารขนาด 436, 322 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 436, 322, 166 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 22 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs736707 บริเวณอินทรอน 59 
ยีน RELN 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
RELN707F 0.10 1.5 - 62 Control (453) 

T allele (345) 
C allele (156) 
 

RELN707R 0.10 
RELN707TF 0.25 
RELN707CR 0.10 
 
 

  
 
รูปที่ 12 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs736707 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
453 bp S1 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอารขนาด 453, 156 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ T/T     
(ผลพีซีอารขนาด 453, 345 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/T (ผลพีซีอารขนาด 453, 345, 156 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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การศึกษาตําแหนงสนิปสตางๆ บนยีน MET 
 

ตําแหนงสนิปสที่สนใจศึกษาและเหตุผลในการเลือกศึกษาสนิปสดังกลาวดัง
แสดงในตารางที่ 23 โดยระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงแสดงในรูปที่ 13  
 
ตารางที่ 23 แสดงตําแหนงสนิปสในการศึกษายีน MET พรอมเหตุผลในการศึกษา 
 

สนิปส ตําแหนง 
ความถี่
แอลลีล 

เหตุผลในการศึกษา 

rs1858830 
(C/G) 

Promoter C:0.500 
G:0.500 

พบความสัมพันธของแอลลีล C และจีโนไทปแบบ 
C/C ในผูปวยออทิซึมสูงกวาในกลุมควบคุม และ  
จีโนไทปดังกลาวยังลดการแสดงออกของโปรตีน 
MET ในผูปวยออทิซึม 

rs38845 
(A/G) 

Intron 1 A:0.356 
G:0.644 

พบแอลลีล A มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่
เปนออทิซึมสูงกวาแอลลีล G ในผูปวยออทิซึม 

rs10243024 
(A/G) 

Intron 2 A:0.200 
G:0.800 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือใหสนิปสที่ศึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs38859 
(C/T) 

Intron 3 C:0.430 
T:0.570 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือใหสนิปสที่ศึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs13223756 
(A/G) 

Exon 7 A:0.811 
G:0.189 

เปนสนิปสที่เลือกศึกษาเพ่ือใหครอบคลุมทั้งยีนและ
สามารถศึกษา Linkage disequilibrium (LD) 

rs2299439 
(G/T) 

Intron 15 G:0.589 
T:0.411 

เปน Tag SNP ซ่ึงเปนตัวแทนของสนิปสบริเวณ
ใกลเคียง เพ่ือใหสนิปสที่ศึกษาครอบคลุมทั่วทั้งยีน 

rs2023748 
(A/G) 

Exon 21 A:0.433 
G:0.567 

เปนสนิปสที่เลือกศึกษาเพ่ือใหครอบคลุมทั้งยีนและ
สามารถศึกษา Linkage disequilibrium (LD) 
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รูปที่ 13 แสดงตําแหนงสนิปสและระยะหางของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET ที่ใชใน
การศึกษานี้ 
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การศึกษานิปสบนยีน MET 
 

ไพรเมอรที่ใชในการศึกษาจีโนไทปของสนิปสตําแหนงตางๆ บนยีน MET 
แสดงรายละเอียดของไพรเมอรในตารางที่ 24 สภาวะในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอของสนิปสตางๆ 
บนยีน MET ดังแสงในตารางที่ 25-31 และรูปแสดงผลของพีซีอารในรูปที่ 14-20 
 
ตารางที่ 24 รายละเอียดของไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสําหรับศึกษาจีโนไทป
ของสนิปสของยีน MET 
 
สนิปส ชื่อไพรเมอร ลําดับดีเอ็นเอ (5’-3’) วิธีการศึกษา 

rs1858830 
(C/G) 

MET830F 5’-ACGCGAGGCAGACAGACAC-3’ Biallelic-ARMS PCR 
MET830R 5’- CTCCGCATCTGCTCACAAAG -3’ 
MET830CF 5’-GGGCGGGGCGCTGGGCTCAGCTC-3’ 
MET830GR 5’- AGGGCCTCCGGGTCACCTGCGGACC-3’ 

rs38845 
(A/G) 

MET845F 5’-CCACTGGGATATTGTCTCTGGGGATA-3’ Biallelic-ARMS PCR 
MET845R 5’-AAGCCCAAAGGTTTGCCTAGGTCCTAAG-3’ 
MET845AF 5’-ATGGCTCCAGCCAATGGCTACACTGTACA-3’ 
MET845GR 5’-AGATGGTTGTGAGACCACAGTCTCACGTC-3’ 

rs10243024 
(A/G) 

MET3024F 5’- CTGATATCGCAAACGGGAAGGAG -3’ RFLP; Hpy188I 
MET3024R 5’- GTGACTTAGGGCACATATCTGGGC -3’ 

rs38859 
(C/T) 

MET859F 5’- GTAGAGGGAGTGACTATGTAATCG -3’ RFLP; AluI 
MET859R 5’- TTTAACAATGCCCGGGAAATGAGG -3’ 

rs13223756 
(A/G) 

MET756F 5’-GCTTATCTTGAAACTCTGCTTGCTATTC-3’ Biallelic-ARMS PCR 
MET756R 5’-CAGTTAAAGTAAGTAAAGTGCCACCAG-3’ 
MET756AF 5’-TTATTTCAAATGGCCACGGGACAACAAAA-3’ 
MET756GR 5’-TTACCACATAGGAGAATGTACTGGAC -3’ 

rs2299439 

(G/T) 

MET439F 5’-AAGGTTGTGCCACAGCACTCCAG-3’ RFLP; MseI 
MET439R 5’-CTACCACAGGAAAGTGAGAAGGC-3’ 

rs2023748 
(A/G) 

MET748F 5’-TCCTACAACCCGAATACTGCCCAGA-3’ Biallelic-ARMS PCR 
MET748R 5’-TGGCAAGAGCAAAGAATATCGATGGCC-3’ 
MET748AF 5’-T TCTGAACTGGTGTCCCGGATATCAACA-3’ 
MET748GR 5’-TGCTCCCCAATGAAAGTAGAGAAGGTC-3’ 
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ตารางที่ 25 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs1858830 บริเวณโปรโมเตอร 
ยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET830F 0.5 1.0 10%DMSO 65 Control (270) 

G allele (227) 
C allele (95) 
 

MET830R 4.0 
MET830CF 2.0 
MET830GR 0.05 
 
 

   
 
รูปที่ 14 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs1858830 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
270 bp S1 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอารขนาด 270, 95 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G       
(ผลพีซีอารขนาด 270, 227 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ C/G (ผลพีซีอารขนาด 270, 227, 95 bp) 
 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 26 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs38845 บริเวณอินทรอน 1 ยีน 
MET 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET845F 0.1 1.0 - 62 Control (390) 

G allele (329) 
A allele (118) 
 

MET845R 0.1 
MET845AF 0.25 
MET845GR 0.25 
 
 

  
 
รูปที่ 15 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs38845 รูป (A) 
แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มีขนาด 
390 bp S1 มีจีโนไทปแบบ A/A (ผลพีซีอารขนาด 390, 118 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ G/G    
(ผลพีซีอารขนาด 390, 329 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 390, 329, 118 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางที่ 27 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs10243024 บริเวณอินทรอน 2 
ของยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET3024F 0.25 1.5 

 
- 58 Uncut 454 

A allele (152, 102, 
89, 76, 40) 
G allele (112, 102, 
89, 76, 40, 35) 

MET3024R 0.25 

 

 
 

รูปที่ 16 แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy188I ของสนิปส rs10243024 
รูป (A) แสดงตําแหนงการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ Hpy188I รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลา
ไมด แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมดของผลิตภัณฑพีซีอารหลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ S1 คือ 
ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่ไมมีการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (454 bp) การอานผลจีโนไทป คือ 
S2 มีจีโนไทปแบบ G/G (ผลพีซีอารขนาด 112, 102, 89, 76, 40 และ 35 bp) S3 มีจีโนไทป
แบบ A/A (ผลพีซีอารขนาด 152, 102, 89, 76 และ 40 bp) S4 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอาร
ขนาด 152, 112, 102, 89, 76, 40 และ 35 bp) ผลิตภัณฑพีซีอารหลังการตัดดวยเอนไซมตัด
จําเพาะขนาด 40 และ 35 คูเบสจะไมสามารถตรวจพบในเจลเนื่องจากมีขนาดเล็กและตกจาก
เจลเม่ือแยกดวยกระแสไฟฟา 

(A) (B) 
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ตารางที่ 28 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs38859 บริเวณอินทรอน 3 ของ
ยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร(bp) 
ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET859F 0.25 1.5 

 
- 60 Uncut 435 

C allele (355, 80) 
T allele (195, 160, 
80) 

MET859R 0.25 

 
 

  
 

รูปที่ 17 แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ AluI ของสนิปส rs38859 รูป (A) 
แสดงตําแหนงการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ AluI รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมดของ
ผลิตภัณฑพีซีอารหลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ S1 คือ ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่ไมมีการตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (435 bp) การอานผลจีโนไทป คือ S2 มีจีโนไทปแบบ C/C (ผลพีซีอาร
ขนาด 355 และ 80 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ T/T (ผลพีซีอารขนาด 195, 160 และ 80 bp) S4 มี 
จีโนไทปแบบ C/T (ผลพีซีอารขนาด 355, 195, 160 และ 80 bp) ผลิตภัณฑพีซีอารหลังการตัด
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะขนาด 80 คูเบสจะไมสามารถตรวจพบในเจลเนื่องจากมีขนาดเล็กและ
ตกจากเจลเม่ือแยกดวยกระแสไฟฟา 

(A) (B) 
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ตารางที่ 29 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs13223756 บริเวณเอกซอน 7 
ยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET756F 0.2 1.0 Q-solution 

(Qiagen) 
0.8X 

60 Control (398) 
G allele (229) 
A allele (174) 
 

MET756R 0.15 
MET756AF 0.25 
MET756GR 0.5 
 
 

  
 
รูปที่ 18 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs13223756 รูป 
(A) แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control มี
ขนาด 398 bp S1 มีจีโนไทปแบบ G/G (ผลพีซีอารขนาด 398, 174 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ 
A/A (ผลพีซีอารขนาด 398, 229 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 398, 229,    
174 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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ตารางท่ี 30 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2299439 บริเวณอินทรอน 15 
ของยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2  
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร(bp) 
ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET439F 0.2 1.5 1M 

Betaine 
60 Uncut 580 

G allele (349, 140, 
91) 
T allele (208, 141, 
140, 91) 

MET439R 0.2 

 

  
 

รูปที่ 19 แสดงผลพีซีอารจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ MseI ของสนิปส rs2299439 รูป 
(A) แสดงตําแหนงการตัดของเอนไซมตัดจําเพาะ MseI รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด 
ของผลิตภัณฑพีซีอารหลังตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ S1 คือ ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่ไมมีการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ (580 bp) การอานผลจีโนไทป คือ S2 มีจีโนไทปแบบ G/G         
(ผลพีซีอารขนาด 349, 140 และ 91 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ T/T (ผลพีซีอารขนาด 208, 141, 
140 และ 91 bp) S4 มีจีโนไทปแบบ G/T (ผลพีซีอารขนาด 349, 208, 141, 140 และ 91 bp)
ผลิตภัณฑพีซีอารหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะขนาด 141 และ 140 คูเบส ไมสามารถ
มองเห็น 2 แถบแยกจากกันได เน่ืองจากมีขนาดใกลเคียงกันมาก และผลิตภัณฑพีซีอารขนาด 
91 คูเบสจะไมสามารถตรวจพบในเจลเนื่องจากมีขนาดเล็กและตกจากเจลเม่ือแยกดวย
กระแสไฟฟา 

(A) (B) 
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ตารางที่ 31 แสดงสภาวะและขนาดของผลพีซีอารของสนิปส rs2023748 บริเวณเอกซอน 21 
ยีน MET 
 

ไพรเมอร MgCl2 
(mM) 

Adjuvant 
(Conc.) 

อุณหภูมิ 
Annealing 

(oC) 

ขนาดผลพีซีอาร 
(bp) ชื่อ ความเขมขน 

(μM) 
MET748F 0.2 1.0 - 62 Control (460) 

A allele (279) 
G allele (234) 

MET748R 0.2 
MET748AF 0.25 
MET748GR 0.25 
 
 

  
 
รูปที่ 20 แสดงผลพีซีอารออกแบบโดยวิธีไบแอลลีลิกอารมพีซีอารของสนิปส rs2023748 
รูป (A) แสดงผลพีซีอาร รูป (B) แสดงผลเจลโพลีอะคริลาไมด การอานผลจีโนไทป คือ Control 
มีขนาด 460 bp S1 มีจีโนไทปแบบ G/G (ผลพีซีอารขนาด 460, 234 bp) S2 มีจีโนไทปแบบ 
A/A (ผลพีซีอารขนาด 460, 279 bp) S3 มีจีโนไทปแบบ A/G (ผลพีซีอารขนาด 460, 279,   
234 bp) 
 
 
 

(A) (B) 
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การทดสอบลําดับดีเอ็นเอ (DNA sequencing) 
 

ทําการยืนยันความถูกตองของจํานวนซ้ํา GGC และแอลลีลในสนิปสของยีน 
RELN และยีน MET โดยการทดสอบลําดับดีเอ็นเอในบางตัวอยางของสนิปสแตละตําแหนงที่
เลือกมาศึกษา โดยการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในแตละตําแหนงที่ศึกษาตามสภาวะที่เหมาะสมของ
แตละตําแหนงดังเสนอมาแลวขางตน จากน้ันนําผลผลิตพีซีอารที่ไดมาแยกดวยโพลีอะคริลาไมด
เจลความเขมขนรอยละ 6 ทําใหบริสุทธิ์โดยใชวิธี gel purification ดังน้ี  
  หลังจากแยกพีซีอารดวยเจลโพลีอะคริลาไมดแลว ตัดเจลเฉพาะในตําแหนงผล
พีซีอารที่ตองการ ใสในหลอดที่เติมสารละลาย Elution buffer ปริมาตร 300 ไมโครลิตร เพ่ือ
แยกผลิตภัณฑพีซีอารจากเจล บมที่ 37 องศาเซลเซียสขามคืน หลังจากนั้นดูดสารละลาย 
Elution buffer ใสหลอดใหม เติม Elution buffer ใหมจํานวน 100 ไมโครลิตรใสหลอดเดิม บม
ซํ้าที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ดูดสาร Elution buffer รวมกันในหลอดเดียว เติม
เอธานอลบริสุทธิ์ที่เย็นจํานวน 800 ไมโครลิตร แชเย็นที่ -70 องสาเซลเซียส นาน 30 นาที 
จากน้ันตกตะกอนพีซีอารโดยนําไปปนตกที่ 12,000 รอบตอนาที นาน 20 นาที เทเอธานอลทิ้ง 
เติมเอธานอลรอยละ 70 จํานวน 500 ไมโครลิตร ผสมใหเขากันปนตกที่ 12,000 รอบตอนาที 
นาน 10 นาที ดูดเอธานอลทิ้ง ทําใหแหงที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 2 นาที ละลาย     
ดีเอ็นเอโดยน้ําบริสุทธิ์ จํานวน 5 ไมโครลิตร จากน้ันนําดีเอ็นเอที่ไดไปทําพีซีอารเพ่ือหาลําดับ
เบส 
  การทําพีซีอารเพ่ือหาลําดับเบสของจํานวนซ้ําของ GGC และสนิปสในตําแหนง
ตางๆที่ศึกษาของยีน RELN และ MET ประกอบดวย ดีเอ็นเอ 3-10 นาโนกรัม ไพรเมอร 
forward หรือ reverse 1.6 พิกโกโมล BigDye terminator v1.1 ready reaction premix 1X และ
บัฟเฟอร BigDye terminator sequencing buffer 1X เพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอดวยเครื่อง MJ 
thermal cycler ภายใตสภาวะ 96 องศาเซลเซียส 1 นาที จํานวน 1 รอบ 96 องศาเซลเซียส 10 
วินาที 50 องศาเซลเซียส 5 วินาที 60 องศาเซลเซียส 4 นาที จํานวน 25 รอบ ตกตะกอนผล  
พีซีอารดวยวิธี Sodium acetate/ethanol ละลายพีซีอารดวยสารละลาย HiDi-formamide 
ปริมาตร 12 ไมโครลิตร บมที่ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที นําไปหาลําดับดีเอ็นเอดวยเครื่อง
ทดสอบสารพันธุกรรมแบบอัตโนมัติ (ABI 3130) 
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การวิเคราะหขอมูลทางสถิต ิ
 

การวิเคราะหความแตกตางทางสถิต ิ
 

ในการเปรียบเทียบขอมูลเชิงกลุม (categorical data) ใชการวิเคราะหดวย   
ไคสแควร (Chi-square analysis) ซ่ึงเปนการทดสอบสมมติฐานหลัก (null hypothesis) ที่
ความถี่จากคาที่สังเกตไดเปนไปตามการกระจายที่คาดหวัง คาความนาจะเปน (probability) 
ของไคสแควรมากกวาหรือเทากับ 0.05 หมายความวาปฏิเสธสมมุติฐานหลัก คาไคสแควร
คํานวณจากคาความแตกตางของคาความถี่ที่คํานวณไดกับคาทางทฤษฎียกกําลังสอง และหาร
ดวยคาความถี่ตามทฤษฎี ตามสูตร ดังน้ี 

 

 
 

Oi = ความถีท่ี่สังเกตได (an observed frequency)  
Ei = ความถี่ทีค่าดหวัง (คาทางทฤษฎี) (an expected frequency) 

 
การวิเคราะหผลการศึกษาโดยใชโปรแกรม PLINK v1.00 (Purcell et al., 2007) 
 

โปรแกรม PLINK (Package: PLINK) เขียนขึ้นโดย Shaun Purcell ซ่ึง
สามารถดาวนโหลดไดจาก (URL: http://pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/) PLINK เปน
โปรแกรมที่ทํางานผาน command line mode โดยขอมูลที่จะศึกษาจะตองประกอบดวยขอมูล
หรือผลของจีโนไทปและตําแหนงที่ตั้งของตําแหนงที่ศึกษาซึ่งโปรแกรม PLINK สามารถ
วิเคราะห Association analysis และวิเคราะหคา Hardy-Weinberg Equilibrium ได ขอมูลที่จะ
ใชวิเคราะหผลโดยโปรแกรม PLINK จะตองเปนไฟลที่บันทึกลงในโปรแกรม excel และแปลง
เปนไฟลนามสกุล .txt การเตรียมขอมูลในการวิเคราะหผล จะตองมีการเตรียมขอมูลจีโนไทปแต
ละสนิปสของทั้งกลุมผูปวยและกลุมควบคุมใชโปรแกรม Excel ซ่ึงจะประกอบดวยขอมูลทั้งหมด
อยางนอย 7 คอลัมน ดังแสดงในรูปที่ 21 และสรางแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนโดยใช
โปรแกรม Notepad โดยสนิปสตําแหนงแรกของแตละยีนกําหนดเปนตําแหนงอางอิง (ตั้งคาที่ 
100) และสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ เปนระยะทางหางจากตําแหนงอางอิง ตั้งชื่อแผนที่สนิปสเปนไฟล
นามสกุล .txt ดังแสดงในรูปที่ 22 
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รูปที่ 21 แสดงขอมูล (input) นามสกุล .txt ที่ใชในการวิเคราะหดวยโปรแกรมแฮโพลวิว 
 
(1) Pedigree name เปนการตั้งคาของครอบครัว (family ID) เชน PS1-3 เปนตน 
(2) Individual ID เปนการตั้งคาหมายเลขประจําตัวของแตละบุคคลในการศึกษา  

โดยกําหนดใหผูปวยมีรหัสเปน 201 พอผูปวยเปน 101 และแมผูปวย
เปน102  

(3) Parental ID เปนการตั้งคาของบิดา (Paternal ID) กําหนดเปน 0 ในกรณีการศึกษา 
แบบ Association based case control 

(4) Maternal ID เปนการตั้งคาของมารดา (Maternal ID) กําหนดเปน 0 ในกรณี 
การศึกษาแบบ Association based case control 

(5) Sex  เปนการตั้งคาของเพศ ผูชายกําหนดเปน 1 และผูหญิงกําหนดเปน 2 
(6) Affectation status เปนการตั้งคาสถานะ กลุมควบคุมกําหนดเปน 1 และกลุมผูปวย 

กําหนดเปน 2 
(7) Marker genotype จีโนไทปของแตละสนิปสแยกตามคอลัมน โดยกําหนดเปน A T C และ  

G หรือ 1 2 3 และ 4 และใชตวัเลข 0 0 แทนมารคเกอรที่ไมมี         
ผลจีโนไทป 
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รูปที่ 22 แสดงแผนที่ (map) ที่ระบุถึงตําแหนงของสนิปสที่ตองการศึกษา (1) แสดงตําแหนง
โครโมโซมของสนิปสที่ศึกษา (2) แสดงชื่อของสนิปส (3) แสดงชวงระยะเริ่มกําหนดเปน 0 (4) 
แสดงระยะหางของลําดับคูเบส 
 

นอกจากน้ีโปรแกรม PLINK ยังสามารถวิเคราะหคาตางๆทางสถิติที่ใชใน
การศึกษาทางพันธุกรรมไดหลายคา ดังน้ี 

1. Hardy-Weinberg Equilibrium  
2. Association analysis (association, model, logistic, dominant, recessive) 
3. Family base association โดยวีธี TDT  

 
การใชโปรแกรม PLINK วิเคราะหคาทางสถิติ 
 

1. ผูใชงานตองเปดหนาตาง Command Prompt โดยเลือกไปที่ Start > Accessories 
> Command Prompt จะปรากฏหนาตาง Command Prompt ขึ้นมา 

2. ขั้นตอนตอไปผูใชงานเปลี่ยนตําแหนงการทํางานไปที่ drive C: หรือ drive อ่ืนที่เก็บ
ขอมูลขางตนไว โดยใชคําส่ัง cd ตามดวยไฟลที่เก็บขอมูลไว  

3. จากน้ันปอนคําสั่งในการหาคาทางสถิติแบบตางๆ โดยเริ่มจากคําส่ัง plink โดย
กําหนดใหใสชื่อไฟลที่ตองการศึกษาหลังคําส่ัง –ped ใสชื่อแผนที่ยีนที่ศึกษาหลัง
คําสั่ง –map จากนั้นใสคําสั่งทางสถิติที่ตองการศึกษา และใสชื่อไฟลผลการศึกษา
หลังคําสั่ง –out ดังแสดงตัวอยางการศึกษายีน MET ในรูปแบบตางๆทางสถิติ โดย
ใชไฟลชื่อ MET_CASE_All188.txt  ในการศึกษาแบบ population based case 
control และไฟลชื่อ MET_TDT_All160.tx ในการศึกษาแบบ Family based 
association และแผนที่ชื่อ map_MET.txt ในตารางที่ 32 
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4. เม่ือปอนคําสั่งเรียบรอย กด Enter ผลการวิเคราะหจะแสดงรายละเอียดของการใช
คําสั่ง และผลการวิเคราะหทางสถิติในหนาจอของ command prompt ดังแสดงใน
รูปที่ 23 

5. คําสั่งทางสถิติที่ใชในการศึกษาจะแสดงผลออกมาในไฟลของ .log ซ่ึงแสดงผล
เหมือนกับในหนาจอ command prompt สวนผลการศึกษาสามารถเปดอานผลได
โดยโปรแกรม notepad ดังแสดงตัวอยางผลการศึกษาในบางคําส่ังในรูปที่ 24-26 

 
ตารางที่ 32 แสดงคําสั่งในการหาคาทางสถิติโดยใชโปรแกรม PLINK 
 

สถิติทีต่องการศึกษา คําส่ังบน command prompt 
Hardy-Weinberg 
Equilibrium test 

Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –hardy –
nonfounders – out MET_HWE_test 

Association  Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –assoc –ci 
0.95 –out MET_Case_all188_assoc 

Model Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –model –ci 
0.95 –out MET_Case_all188_model 

Logistic (additive) Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –logistic –ci 
0.95 –out MET_Case_all188_logistic 

Logistic (dominant) Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –logistic –
dominant –ci 0.95 –out MET_Case_all188_dom 

Logistic (recessive) Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –logistic –
recessive –ci 0.95 –out MET_Case_all188_rec 

Fisher Plink –ped MET_CASE_All188.txt –map map_MET.txt –model --
fisher –ci 0.95 –out MET_Case_all188_fisher 

TDT Plink –ped MET_TDT_All160.txt –map map_MET.txt –tdt –ci 0.95 –
out MET_TDT_All160 

--ci 0.95 ชวงของความเชื่อมั่นท่ี 95% ของคา Odd ratio จากคาตํ่าสุดถึงคาสูงสุด 

 
หมายเหตุ 
1. assoc  ใชในการศึกษาความสัมพันธของแอลลีลที่แตกตางกันระหวางผูปวยกับกลุมควบคุม 
2. model  ใชในการศึกษาความสัมพันธของจีโนไทปที่แตกตางกันระหวางกลุมผูปวยกับกลุม

ควบคุม  
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3. logistic  ใชในการศึกษาความสัมพันธของจีโนไทปโดยจะทําการคํานวณ minor allele  และ 
major allele เพ่ือใชในการคํานวณ model ตางๆ additive model, dominant 
model และ recessive model  

4. fisher   ใชในการศึกษาในกรณีที่มีจีโนไทปแบบใดแบบหนึ่งนอยกวา 5  
5. TDT     ใชในการศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกที่เปนโรค 

 

 
 
รูปที่ 23 แสดงการทํางานบน command line mode เพ่ือเรียกใชโปรแกรม PLINK ในการ
วิเคราะหหาคาสมดุลฮารดีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg Equilibrium) 
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รูปที่ 24 แสดงผลการทดสอบคา Hardy-Weinberg Equilibrium โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

 
 
รูปที่ 25 แสดงผลการทดสอบคาโดยใชคําส่ัง assoc โดยใชโปรแกรม PLINK  
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รูปที่ 26 แสดงผลการทดสอบการวิเคราะห Family based association โดยวิธี TDT 
โดยใชโปรแกรม PLINK  
 
  การวิเคราะหคา Family based association โดยวิธี TDT แสดงผลการศึกษา
ดังรูปที่ 26 โดยประกอบดวยขอมูลดังน้ี 
 

 CHR  คือตําแหนงโครโมโซมที่ใชในการศึกษา 
 SNP  คือตําแหนงสนิปส 
 A1:A2  คือลักษณะแอลลีลในสนิปสแตละตําแหนง 
 T:U-TDT คือถายทอด:ไมถายทอดแอลลีลแบบใดแบบหนึ่งจากพอแมมา 

สูลูก เชน rs1858830 แสดงผล C:G = 72:85 คือมีการ
ถายทอดแอลลีล C จากพอแมมาสูลูกแตไมมีการถายทอด 
แอลลีล G เทากับ 72 และมีการถายทอดแอลลีล G จากพอแม
มาสูลูกแตไมมีการถายทอดแอลลีล C เทากับ 85 

 OR_TDT คืออัตราสวนของโอกาสที่จะเกิดเหตุการณหน่ึงตอโอกาสที่จะ 
ไมเกิดเหตุการณน้ัน 

 L95 (Lower bound of 95% confidence interval for TDT odds ratio) 
คือคาต่ําสุดจากชวงของความเช่ือม่ันที่ 95% ของคา        
Odd ratio 

 U95 (Upper bound of 95% confidence interval for TDT odds ratio) 
คือคาสูงสุดจากชวงของความเชื่อม่ันที่ 95% ของคา        
Odd ratio 

 CHISQ_TDT คือคา Chi-square test 
 P_TDT  คือคา P-value 
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การวิเคราะหความสัมพันธดวยโปรแกรมแฮโพลวิว (Haploview) (Barrett et al., 2005) 
   

โปรแกรมแฮโพลวิว (Haploview) เปนโปรแกรมที่ใชในการวิเคราะหผลสถิติ
ทางดานพันธุศาสตรจากขอมูลจีโนไทปของตัวอยางตรวจแตละราย โปรแกรมสามารถแสดงคา
ทางสถิติไดหลายรูปแบบ เชน heterozygosity, HWE, %genotype, family trio, mendarian 
error และ minimum allele frequency นอกจากนี้ยังมีความสามารถอ่ืนๆ อีกในการคํานวณและ
วิเคราะหการสราง LD และ Haplotype blocks ไดจากขอมูลจีโนไทป การหาความถี่ haplotype 
ในกลุมประชากรที่ศึกษา (Haplotype population frequency estimation) การคํานวณ 
association test แบบใชขอมูลสนิปสทีละตําแหนงและแบบใชขอมูล Haplotype blocks การทํา 
permutation testing สําหรับคํานวณ association test และอ่ืนๆ 
  โปรแกรม Haploview เปนโปรแกรมที่ทํางานไดกับขอมูลที่ผูใชงานดาวนโหลด
มาจาก Hapmap project และจาก Perlegen Genotype Browser โปรแกรมสามารถทํางานได
กับขอมูลที่มีจํานวนสนิปสหลายพันตําแหนง และสามารถทํางานไดมากขึ้นกับการใชงานแบบ 
command line mode 
  ผูใชงานสามารถดาวนโหลดโปรแกรม Haploview ผานทางอินเตอรเน็ตซ่ึงมี 
URL ดังน้ี คือ http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/index.php โดยโปรแกรมแฮโพลวิวมี
การติดตั้งคาตัวแปรมาตั้งแตตน (default parameter) ของแตละฟงกชั่นของโปรแกรม 

1. โปรแกรมทําการคํานวณเฉพาะสถิติ pairwise LD สําหรับมารคเกอรที่มี
การกําหนดระยะระหวางมารคเกอร ตั้งคาไวที่ 500 KB 

2. โปรแกรมไมทําการวิเคราะหขอมูลมารคเกอรที่มีผลจีโนไทปไมถึง 50% 
3. การศึกษา Association ผูใชงานสามารถเลือกฟงกชั่นการทํางานได 2 แบบ 

คือ population base case control หรือการศึกษาการถายทอดแอลลีลใด
แอลลีลหน่ึงภายในครอบครัว (family trios) 

 
การศึกษาความสัมพันธโดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว (Haploview) จะตองมีการ

เตรียมขอมูลจีโนไทปแตละสนิปสของทั้งกลุมผูปวยและกลุมควบคุมใชโปรแกรม Excel ซ่ึงจะ
ประกอบดวยขอมูลทั้งหมดอยางนอย 7 คอลัมน เชนเดียวกับการวิเคราะหดวยโปรแกรม PLINK 
ตางกันที่แผนที่ของตําแหนงสนิปส โดยการศึกษาดวยโปรแกรมแฮโพลวิว จะสรางแผนที่ของ
ตําแหนงสนิปสบนยีน โดยสนิปสตําแหนงแรกกําหนดเปนตําแหนงอางอิง (ตั้งคาที่ 100) ดัง
แสดงในรูปที่ 27 และสนิปสตําแหนงอ่ืนๆ เปนระยะทางหางจากตําแหนงอางอิง ตั้งชื่อแผน
ที่สนิปสเปนไฟลนามสกุล .txt และการวิเคราะหความสัมพันธเลือกพารามิเตอรที่เปน case-
control หรือ family trios ได ดังแสดงหนาจอหลักของโปรแกรมในรูปที่ 28 
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รูปที่ 27 แสดงแผนที่ของตําแหนงสนิปสบนยีนที่ตองการศึกษาโดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว  
 

 
 
รูปที่ 28 แสดงหนาจอหลักของโปรแกรมแฮโพลวิว 
 
การใชโปรแกรมแฮโพลวิว เวอรชั่น 4.1 

1. เปดโปรแกรมแฮโพลวิวขึ้นมา  
2. เลือกไฟลขอมูลที่ตองการนํามาวิเคราะหผลทางสถิติดวยโปรแกรมดังกลาวโดยระบุ

นามสกุลเปนไฟล .txt เชน MET_TDT_All160.txt ใน data file และแผนที่ของ
ตําแหนงสนิปสบนยีน เชน map_MET1.txt ใน Locus Information File จากน้ันเลือก
เปน Do association test ในการศึกษาสนิปสบนโครโมโซมรางกาย สามารถเลือก
ศึกษาไดทั้งแบบ Family trios data หรือ Case/Control data ก็สามารถทําได โดย
โปรแกรมจะทําการนําไฟลทั้งสองมาวิเคราะหผลแบบอัตโนมัติ  
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ผลการศึกษาจากโปรแกรมแฮโพลวิว เวอรชั่น 4.1 มีดังน้ี 
 

1. การตรวจสอบคุณสมบัติมารคเกอร (Marker Checks) โปรแกรมจะทําการคํานวณขอมูล
พ้ืนฐานของแตละมารคเกอร บางมารคเกอรจะถูกกรองออกดวยคุณสมบัติที่ไดทําการ
ตั้งคาไวแตแรก และรายงานผลสําหรับการตรวจสอบคุณสมบัติของมารคเกอร แสดงดัง
รูปที่ 29 ซ่ึงประกอบดวย 

  #  คือ เลขที่มารคเกอร 
 Name  คือ ชื่อมารคเกอร 
 Position คือ ตําแหนงของมารคเกอร 
 ObsHET คือ คาที่ไดจากการนับ observed heterozygosity 
 PredHET คือ คาที่ไดจากการคํานวณ predicted heterozygosity  

(2*MAF*(1-MAF)) 
 HWpval คือ คา P-value ของ Hardy-Weinberg equilibrium ซ่ึงก็ 

คือโอกาสความนาจะเปนที่ขอมูลจีโนไทปน้ีจะมีการ 
กระจายตัวแบบสมดุล 

 %Geno  คือ คารอยละของการศึกษาจีโนไทปที่ไดผลของแตละ 
มารคเกอร 

 FamTrio คอื จํานวนครอบครัวที่มีผลจีโนไทปครบ 
 MendErr คือ จํานวนครอบครัวที่มีผลจีโนไทปไมเปนไปตามกฎของ  

Mendel  
 MAF  คือ คา minor allele frequency  ของแอลลีลแตละ      

มารคเกอร 
 Allele  คือ แสดง Major และ Minor ของแอลลีลทีต่าํแหนงสนิปส 

น้ันๆ 
 Rating  คือ คาที่บอกใหโปรแกรมวิเคราะหผล ถามีเคร่ืองหมายถูก  

อยูแลวแสดงวามารคเกอรน้ันผานการทดสอบ แตถา
ไมมีเคร่ืองหมายถูกแสดงวาไมผานการทดสอบ 

 
2. หนาตางแสดง Linkage disequilibrium (LD Display) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาเคร่ืองหมาย

พันธุกรรมที่อยูใกลกันมีโอกาสถายทอดไปดวยกันมากกวาหรือนอยกวาคาคาดหวัง ซ่ึง
พิจารณาจากคา Lewontin’s coefficient (D’) ที่คํานวณจากระยะทางและความถี่     
แอลลีลของแตละคูสนิปส หากคา D’ มากกวา 0.8 หรือรอยละ 80 หมายความวา มีการ
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ถายทอดไปดวยกันของคูเคร่ืองหมายพันธุกรรม การสรางบล็อกมาจากการเลือก
พารามิเตอร solid spine ซ่ึงโปรแกรมจะเลือกตําแหนงที่มีการถายทอดไปดวยกันสูง 
(strong LD) ของสนิปสตัวแรก และตัวสุดทาย ใน LD chart และสนิปสที่อยูใน LD 
เรียกวา haplotype block ซ่ึงสีในแตละบล็อกจะแสดงผลการศึกษาคา LD ขางตน ดัง
แสดงในรูปที่ 30 

3. หนาจอแสดง blocks และ haplotypes โดยโปรแกรมสามารถสราง haplotype ไดหลาย
แบบ ดังแสดงตัวอยางแฮโพลไทปของยีน MET ในรูปที่ 31 
 

 
 
รูปที่ 29 แสดงผลการทดสอบที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว 
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รูปที่ 30 แสดงผลการทดสอบ Linkage disequilibrium (LD Display) ที่ไดจากโปรแกรม       
แฮโพลวิว 
 

 
 
รูปที่ 31 แสดงผลการทดสอบ haplotype block ที่ไดจากโปรแกรมแฮโพลวิว 
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บทที่ 3 
ผลการวิจัย 

 
การศึกษาคร้ังน้ีมีผูปวยที่ผานการวินิจฉัยวาเปนออทิซึมสเปคตรัมจํานวน 188 

ราย โดยการศึกษาความสัมพันธของยีนกับภาวะออทิซึมสเปคตรัมไดแบงผูปวยออกเปนกลุม 2 
กลุมตามลักษณะที่ปรากฏ เพ่ือใชในการวิเคราะหผลทางสถิติหาความสัมพันธของยีน RELN 
และยีน MET กับภาวะออทิซึม ทั้งการศึกษาแบบ Population based case control และแบบ 
Family based association (TDT) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 33 
 
ตารางที่ 33 แสดงการแบงกลุมผูปวยที่ใชในการวิเคราะหหาความสัมพันธทางสถิติตามลักษณะ
ที่ปรากฏ  
 

ลักษณะของผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
จํานวนผูปวย (ราย) 

case-control TDT* 
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 188 160 
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย 156 134 

* ประกอบดวย พอ แม และ ลูก หรือเรียกวา Trio  
  
 คําอธิบายสัญลักษณ 

NS (Non Significance)   = ไมพบความแตกตางทางสถิต ิ
            *** (Significance)     = พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
 df (degree of freedom)    = ระดับชั้นแหงความอิสระ  
 P-value (probability value)    = คาความนาจะเปน  

 χ2 (Chi Square)   = คาการทดสอบไคสแควร 
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การตรวจวิเคราะหจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวย                
ออทิซึมสเปคตรัม 
 

ผลการตรวจวิเคราะหจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 188 ราย ดวยวิธี Fragment analysis โดยดูจํานวนซ้ํา GGC จาก
ขนาดผลิตภัณฑพีซีอารที่อานไดจาก peak signal ผลจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC แสดงในรูป
ที่ 32-33 และยืนยันผลจํานวนซ้ําดวยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทดดังแสดงในรูปที่ 34 
 

  
 

  
 

รูปที่ 32 แสดงผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมดวยวิธี Fragment analysis รูป A อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 10/10 รูป B 
อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 8/10 ซํ้า รูป C อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 
7/10 ซํ้า และรูป D อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 10/11 ซํ้า 

A B 

C D 
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รูปที่ 33 แสดงผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวย        
ออทิซึมสเปคตรัมดวยวิธี Fragment analysis รูป A อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 
10/13 ซํ้า รูป B อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 10/15 ซํ้า รูป C อานผลจีโนไทปจํานวน
ซํ้า GGC เปน 13/15 ซํ้า และรูป D อานผลจีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC เปน 15/15 ซํ้า 
 

 

 
 
 

 

A B 

C D 
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ยืนยันจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN โดยการหาลําดับ        
นิวคลีโอไทด ดังแสดงในรูปที่ 34 

 

 
 
รูปที่ 34 แสดงผลการยืนยันจํานวนซ้ําของ GGC ดวยวิธีการหาลําดับนิวคลีโอไทด                
(A) ผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมแสดงจํานวนซ้ํา GGC 7 ซํ้า (B) ผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมแสดง
จํานวนซ้ํา GGC 10 ซํ้า (C) ผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมแสดงจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้า             
(D) ผลอิเล็กโตรเฟอโรแกรมแสดงจํานวนซ้ํา GGC 15 ซํ้า 
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การศึกษานี้ไดทดสอบจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในกลุม
ประชากรปกติที่มาบริจาคเลือดที่โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติและโรงพยาบาล
สงขลานครินทร โดยประชากรดังกลาวเปนคนไทยที่มีภูมิลําเนาอยูภาคกลาง 226 คน (ผูชาย 
165 คน ผูหญิง 61 คน) อยูภาคใต 46 คน (ผูชาย 35 คน และผูหญิง 11 คน) รวมเปน 272 คน 
นํามาเปรียบเทียบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC ของแตละภาค โดยจัดกลุมออกเปน 5 
กลุม จํานวนซ้ํา GGC ที่พบไดนอยจะรวมเขาดวยกันเพ่ือใหเหมาะสมตอการทดสอบไคสแควร 
ผลจากการทดสอบพบจํานวนซ้ํา GGC ในแตละภาคไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05) ดัง
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 34 ดังนั้นในการศึกษานี้จึงรวบรวมขอมูลคนปกติทั้งสองกลุมเขา
ดวยกันเพ่ือทดสอบความแตกตางทางสถิติ 

 
ตารางที่ 34 แสดงการเปรียบเทียบการกระจายตัวของแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ในตัวอยาง
คนไทยปกติภาคกลาง และภาคใตดวยการทดสอบไคสแควร  
 

จํานวนซ้ํา GGC 
ภาคกลาง ภาคใต 

จํานวน (คน) รอยละ จํานวน (คน) รอยละ 
5-7 13 2.88 2 2.17 
8-9 48 10.62 8 8.70 
10 340 75.22 73 79.35 

11-13 42 9.29 8 8.70 
14-15 9 1.99 1 1.09 
รวม 452 100.00 92 100.00 

 
ผลการเปรียบเทียบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC ระหวางคนปกติภาค

กลางและภาคใต ไมพบความแตกตางทางสถิติ (Chi square = 0.5830, df = 4, P = 0.9649) 
 
 
 
 
 
 
 



78 

 

ผลการศึกษาพบจํานวนซ้ํา GGC ในผูปวยตั้งแต 6 - 16 ซํ้า สวนในกลุม
ควบคุมพบจํานวนซ้ํา GGC ตั้งแต 5-15 ซํ้า โดยจํานวนซ้ําที่พบมากที่สุดทั้งในกลุมผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุมไดแก 10, 8 และ 13 ซํ้า ตามลําดับ ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 35 
   
ตารางที่ 35 แสดงการกระจายตัวของแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ในกลุมผูปวย              
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด (272 คน)  
 

แอลลีล 
(GGC repeats) 

ผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
188 ราย 

รอยละ 
กลุมควบคุม 

272 คน 
รอยละ 

5 0 0.00 1 0.18 
6 1 0.27 2 0.37 
7 2 0.53 12 2.21 
8 34 9.04 48 8.82 
9 1 0.27 8 1.47 
10 283 75.27 413 75.92 
11 2 0.53 3 0.55 
12 3 0.80 4 0.74 
13 31 8.24 43 7.90 
14 1 0.27 0 0.00 
15 17 4.52 10 1.84 
16 1 0.27 0 0.00 
รวม 376 100.00 544 100.00 
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การเปรียบเทียบจํานวนซ้ํา GGC ในรูปแบบแอลลีล พบความแตกตางกัน
ของความถี่จํานวนซ้ํา GGC ระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม โดยพบ
จํานวนซ้ํา GGC ตั้งแต 14 ซํ้าขึ้นไปในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมสูงถึงรอยละ 5.06 สวนใน
กลุมควบคุมพบเพียงรอยละ 1.84 ดังนั้นจึงแบงจํานวนซ้ํา GGC ออกเปน 2 กลุมเพ่ือศึกษา
ความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมคือ กลุมที่มีจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าและ
กลุมที่มีจํานวนซ้ํา GGC <14 ซํ้า เปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมกับกลุม

ควบคุม ผลการศึกษาพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวาง
กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมดและในกลุมผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (P = 0.0061 และ P = 0.0240 ตามลําดับ) 
โดยการทดสอบไคสแควร ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 36  
 
ตารางที่ 36 แสดงการแบงกลุมแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC และผลการวิเคราะหความแตกตาง
ระหวางผูปวยออทิซึมสเปคตรัมกับกลุมควบคุม โดยใชไคสแควร 
 

แอลลีล 
(GGC repeats) 

ผูปวยออทิซึมท้ังหมด 
(188 ราย) 

กลุมควบคุมท้ังหมด 
(272 คน) 

ผูปวยชายทั้งหมด 
(156 ราย) 

กลุมควบคุมเพศชาย 
(200 คน) 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

GGC < 14 ซ้ํา 357 94.94 534 98.16 295 94.55 391 97.75 

GGC ≥ 14 ซ้ํา 19 5.06 10 1.84 17 5.45 9 2.25 

รวม 376 100.0 544 100.0 312 100.0 400 100.0 

คา P-value 0.0061*** 0.0240*** 

   
ผลการเปรียบเทียบแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางผูปวย    

ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับกลุมควบคุมทั้งหมด พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 2 
กลุม (Chi square = 7.5275, df = 1, P = 0.0061) 

 
ผลการเปรียบเทียบแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางผูปวย    

ออทิซึมสเปคตรัมเพศชายกับกลุมควบคุมเพศชาย พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 2 
กลุม (Chi square = 5.0974, df = 1, P = 0.0240) 
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เม่ือพิจารณาจํานวนซ้ํา GGC ในรูปแบบจีโนไทป พบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา 
GGC ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด 16 แบบ สวนในกลุมควบคุมพบจีโนไทปทั้งหมด 
20 แบบ จีโนไทปที่พบบอยที่สุด 3 อันดับแรกทั้งในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุม
ควบคุมคือ 10/10, 10/13 และ 8/10 ตามลําดับ โดยจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ทั้งในกลุม
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุมไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 37 
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ตารางที่ 37 แสดงการกระจายตัวของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ที่พบในผูปวย            
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม จํานวน (272 คน)  
 

จีโนไทป 
ผูปวยออทิซึม 

188 ราย 
รอยละ 

กลุมควบคุม 
272 คน 

รอยละ 

10/10 104 55.32 163 59.93 
10/11 2 1.06 2 0.74 
10/12 2 1.06 0 0.00 
10/13 27 14.36 37 13.60 
10/14 1 0.53 0 0.00 
10/15 13 6.91 4 1.47 
10/16 1 0.53 0 0.00 
12/13 1 0.53 0 0.00 
13/15 1 0.53 2 0.74 
15/15 1 0.53 2 0.74 
6/15 1 0.53 0 0.00 
7/10 2 1.06 7 2.57 
8/10 26 13.83 35 12.87 
8/13 2 1.06 1 0.37 
8/8 3 1.60 3 1.10 
9/10 1 0.53 0 0.00 
9/12 0 0.00 2 0.74 
6/10 0 0.00 1 0.37 
6/8 0 0.00 1 0.37 
7/8 0 0.00 3 1.10 
8/9 0 0.00 2 0.74 

11/13 0 0.00 1 0.37 
12/12 0 0.00 1 0.37 
5/10 0 0.00 1 0.37 
7/13 0 0.00 2 0.74 
9/9 0 0.00 2 0.74 
รวม 188 100.00 272 100.00 
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การศึกษาความสัมพันธของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึม ได
แบงจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ออกเปน 2 กลุม ตามลักษณะที่พบความแตกตางของ     
แอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมกับกลุมควบคุม คือ 
กลุมที่มีจีโนไทปที่ประกอบดวยจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าอยางนอย 1 แอลลีล และกลุมที่มี      
จีโนไทปจํานวนซ้ํา GGC < 14 ซํ้า เปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับ
กลุมควบคุมทั้งหมดและกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย พบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวาง 2 กลุม (P = 
0.0025 และ P = 0.0101 ตามลําดับ) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 38 
 
ตารางที่ 38 แสดงผลการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ระหวางกลุมผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดและผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุม โดยใช  
ไคสแควร 
 

จีโนไทป 
(GGC repeats) 

ผูปวยท้ังหมด 
(188 ราย) 

กลุมควบคุมท้ังหมด 
(272 คน) 

ผูปวยชายทั้งหมด 
 (156 ราย) 

กลุมควบคุมเพศชาย 
(200 คน) 

จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ จํานวน รอยละ 

GGC < 14 ซ้ํา 170 90.43 264 97.06 140 89.74 193 96.50 

GGC ≥ 14 ซ้ํา 18 9.57 8 2.94 16 10.26 7 3.50 

รวม 188 100.00 272 100.00 156 100.00 200 100.00 

P-value 0.0025*** 0.0101*** 

 
ผลการเปรียบเทียบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางผูปวย  

ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับกลุมควบคุมทั้งหมด พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 2 
กลุม (Chi square = 9.1723, df = 1, P = 0.0025) 

 
ผลการเปรียบเทียบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ระหวางผูปวย  

ออทิซึมเพศชายกับกลุมควบคุมเพศชาย พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวาง 2 กลุม 
(Chi square = 6.6201, df = 1, P = 0.0101) 
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การศึกษาการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
 
  การศึกษาการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
ทําโดยแบงจํานวนซ้ํา GGC ออกเปน 2 กลุม เชนเดียวกับการศึกษาในรูปแบบ Population 
based case control คือกลุมที่มีจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้ากับกลุมที่มีจํานวนซ้ํา GGC < 14 ซํ้า 
เพ่ือดูการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าจากพอแมมาสูลูกสูงกวาจํานวนซ้ํา GGC < 14 ซํ้า
หรือไม 
  ผลการศึกษาไมพบการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า จากพอแมมาสูลูก
สูงกวาจํานวนซ้ํา GGC < 14 ซํ้า ทั้งในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (160 
ครอบครัว) โดยพบอัตราการถายทอดตอไมถายทอดเทากับ (16 : 13) และในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (134 ครอบครัว) โดยพบอัตราการถายทอดตอไมถายทอด เทากับ 
(14 : 12) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 39 
 
ตารางที่ 39 แสดงการถายทอดแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR บนยีน RELN ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมดวยโปรแกรม PLINK 
 

ลักษณะของผูปวย แอลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
 (χ2) P-value 

ผูปวยทั้งหมด (160) GGC ≥ 14 : < 14 16 : 13 0.3103 0.5775 (NS) 
ผูปวยออทิซึมเพศชาย 
(134) 

GGC ≥ 14 : < 14 14 : 12 0.1538 0.6949 (NS) 

 
การศึกษาการถายทอดไปดวยกันของจํานวนซ้ํา GGC กับสนิปสบนยีน RELN 
 
  การศึกษาการถายทอดไปดวยกันของแอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC กับสนิปส
ตําแหนงอ่ืนที่ศึกษาบนยีน RELN ไดแบงจํานวนซ้ํา GGC ออกเปน 2 กลุมเชนเดียวกับ
การศึกษาแบบ Population based case control และ Family based association คือ จํานวน
ซํ้า GGC ≥ 14 ซํ้า และ GGC < 14 ซํ้า 
  ผลการศึกษาไมพบการถายทอดไปดวยกันของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้ากับ 
สนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN และจากการศึกษาไมพบความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญของการถายทอดแฮโพลไทปแตละแบบ ทั้งการศึกษาแบบ population based case 
control และการศึกษาแบบ Family based association 
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ผลการศึกษาสนิปสบนยีน RELN  
   
  การศึกษาจีโนไทปของสนิปสบนยีน RELN ใชวิธี Biallelic-ARMS PCR และ 
PCR-RFLP โดยผลการศึกษาของแตละจีโนไทปพิจารณาตามขนาดของพีซีอาร ดังแสดงในรูปที่ 
35-36 

 

 
 
รูปที่ 35 แสดงผลการอานจีโนไทปบนเจลโพลีอะคริลาไมดของสนิปส rs2299388 (บนซาย) 
rs607755 (บนขวา) rs2072403 (ลางซาย) และ rs362691 (ลางขวา) 
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รูปที่ 36 แสดงผลการอานจีโนไทปบนเจลโพลีอะคริลาไมดของสนิปส rs2159676 (บนซาย) 
rs362746 (บนขวา) และ rs736707 (ลางซาย) 
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ผลการวิเคราะหทางสถิต ิ
 

1. การวิเคราะหความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN แบบ Population based 
case control 

 
1.1 การศึกษาสมดุลของประชากร (Hardy-Weinberg Equilibrium) ในกลุมควบคุม 

 
  กลุมควบคุมที่นํามาใชในการศึกษาแบบ Population based case control ตอง
มีการตรวจสอบการกระจายความถี่จีโนไทปใหเปนไปตามกฎสมดุลฮารดีไวนเบิรก (P > 0.05) 
คือในประชากรใดๆ ตองมีความถี่จีโนไทปคงที่ ผลการทดสอบกลุมควบคุมที่ใชในการศึกษาคร้ัง
น้ีมีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 100 (จํานวน 250 คน) และการกระจายความถี่        
จีโนไทปในกลุมควบคุมเปนไปตามกฎสมดุลฮารดีไวนเบิรก (P > 0.05) ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 40 
 
ตารางที่ 40 แสดงคาฮารดีไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสทุกตําแหนงที่ศึกษา
บนยีน RELN โดยโปรแกรม PLINK 
 

ชื่อสนิปส ObsHET PredHET HWpval %Geno MAF แอลลีล 
rs2299388 0.364 0.398 0.2024 100 0.274 T:C 
rs607755 0.456 0.438 0.5660 100 0.324 A:G 
rs2072403 0.252 0.261 0.6257 100 0.154 T:C 
rs362691 0.344 0.320 0.3222 100 0.200 G:C 
rs2159676 0.520 0.500 0.6128 100 0.496 C:A 
rs362746 0.272 0.252 0.3146 100 0.148 A:G 
rs736707 0.520 0.497 0.5258 100 0.464 T:C 

 
คําอธิบาย 
ObsHET คือ คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้จากการสังเกต (Observed Heterozygosity) 
PredHET คือ คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ที่คาดหวัง (Predicted Heterozygosity) 
HWpval คือ คา P ของฮารดีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg P value) 
%Geno  คือ รอยละของผลการทดสอบจีโนไทปในสนิปสแตละตําแหนง 
MAF  คือ คาความถีแ่อลลีลที่พบนอย (Minor allele frequency) 
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1.2 การศึกษาความถ่ีแอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวย     
ออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุมควบคุม 

 
ในการศึกษาคร้ังน้ีไดแยกกลุมผูปวยในการศึกษาออกเปน 2 กลุมตามลักษณะ

ที่ปรากฏ ไดแก ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด จํานวน 188 ราย กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
เพศชาย จํานวน 156 ราย เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด จํานวน 250 คน และกลุม
ควบคุมเพศชาย จํานวน 178 คน 

ผลการศึกษาความสัมพันธของความถี่แอลลีลในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด และกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับ
กลุมควบคุมเพศชาย ไมพบความแตกตางทางสถิติของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน 
RELN แสดงรายละเอียดในตารางที่ 41 และตารางที่ 42 
 
ตารางที่ 41 แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) ดวยโปรแกรม PLINK 
(df=1) 
 

ช่ือสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส 

แอล 
ลีล 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value OR(CI) 

จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

rs2299388 Intron 2 
C 
T 

119 
257 

0.3165 
0.6835 

137 
363 

0.274 
0.726 1.873 

0.1711 
NS 

1.227 
(0.9153-1.645) 

rs607755 Intron 5 
G 
A 

141 
235 

0.375 
0.625 

162 
338 

0.324 
0.676 

2.467 
0.1162 

NS 
1.252 

(0.9457-1.657) 

rs2072403 Exon 15 
C 
T 

54 
322 

0.1436 
0.8564 

77 
423 

0.1540 
0.8460 0.182 

0.6997 
NS 

0.921 
(0.632-0.1343) 

rs362691 Exon 22 
C 
G 

65 
311 

0.1729 
0.8271 

100 
400 

0.200 
0.800 1.033 

0.3094 
NS 

0.836 
(0.5917-1.181) 

rs2159676 Intron 28 
C 
A 

191 
185 

0.508 
0.492 

248 
252 

0.496 
0.504 0.123 

0.7256 
NS 

1.049 
(0.8028-1.371) 

rs362746 Exon 45 
G 
A 

48 
328 

0.1277 
0.8723 

74 
426 

0.148 
0.852 0.740 

0.3894 
NS 

0.8425 
(0.5700-1.245) 

rs736707 Intron 59 
C 
T 

158 
218 

0.4202 
0.5798 

232 
268 

0.464 
0.536 1.666 

0.1968 
NS 

0.8372 
(0.6392-1.097) 
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ตารางที่ 42 แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) ดวยโปรแกรม 
PLINK (df=1) 
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส 

แอล 
ลีล 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value OR(CI) 

จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

rs2299388 Intron 2 
C 
T 

97 
215 

0.3109 
0.6891 

97 
259 

0.2725 
0.7275 1.191 

0.2751 
NS 

1.205 
(0.8621-1.683) 

rs607755 Intron 5 
G 
A 

112 
200 

0.3590 
0.6410 

112 
244 

0.3146 
0.6854 

1.469 
0.2256 

NS 
1.22 

(0.8843-1.683) 

rs2072403 Exon 15 
C 
T 

40 
272 

0.1282 
0.8718 

60 
296 

0.1685 
0.8315 2.125 

0.1449 
NS 

0.7255 
(0.4707-1.118) 

rs362691 Exon 22 
C 
G 

56 
256 

0.1795 
0.8205 

70 
286 

0.1966 
0.8034 0.3193 

0.5721 
NS 

0.8938 
(0.6053-1.320) 

rs2159676 Intron 28 
C 
A 

165 
147 

0.5288 
0.4712 

171 
185 

0.4803 
0.5197 1.565 

0.2109 
NS 

1.214 
(0.8957-1.646) 

rs362746 Exon 45 
G 
A 

39 
273 

0.1250 
0.8750 

54 
302 

0.1517 
0.8483 0.988 

0.3202 
NS 

0.7989 
(0.5129-1.245) 

rs736707 Intron 59 
C 
T 

131 
181 

0.4199 
0.5801 

161 
195 

0.4522 
0.5478 0.7083 

0.400 
NS 

0.8766 
(0.645-1.191) 

 
 

1.3 การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวย 
ออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุมควบคุม 

   
  จากการวิเคราะหความสัมพันธของความถี่จีโนไทปผูปวยออทิซึมสเปคตรัม

ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม และกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุม
ควบคุมเพศชาย ไมพบความแตกตางทางสถิติของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษากับภาวะออทิซึม 
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 43 และตารางที่ 44 
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ตารางที่ 43 แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) ดวยโปรแกรม PLINK 
(df=2)  
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส จีโนไทป 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value 

จํานวน  ความถ่ี จํานวน  ความถ่ี 

rs2299388 Intron 2 
C/C 
C/T 
T/T 

18 
83 
87 

9.57 
44.15 
46.28 

23 
91 
136 

9.2 
36.4 
54.4 

3.029 
0.2199 

NS 

rs607755 Intron 5 
G/G 
A/G 
A/A 

24 
93 
71 

12.77 
49.47 
37.76 

24 
114 
112 

9.6 
45.6 
44.8 

2.592 
0.2736 

NS 

rs2072403 Exon 15 
C/C 
C/T 
T/T 

3 
48 
137 

1.6 
25.53 
72.87 

7 
63 
180 

2.8 
25.2 
72.0 

Fisher 
0.7482 

NS 

rs362691 Exon 22 
C/C 
C/G 
G/G 

6 
53 
129 

3.19 
28.19 
68.62 

7 
86 
157 

2.8 
34.4 
62.8 

1.915 
0.3839 

NS 

rs2159676 Intron 28 
C/C 
A/C 
A/A 

52 
87 
49 

27.66 
46.28 
26.06 

59 
130 
61 

23.6 
52.0 
24.4 

1.526 
0.4664 

NS 

rs362746 Exon 45 
G/G 
A/G 
A/A 

5 
38 
145 

2.7 
20.7 
76.6 

3 
68 
179 

1.2 
27.2 
71.6 

Fisher 
0.1303 

NS 

rs736707 Intron 59 
C/C 
C/T 
T/T 

36 
86 
66 

19.2 
45.7 
35.1 

51 
130 
69 

20.0 
52.0 
28.0 

2.898 
0.2348 

NS 
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ตารางที่ 44 แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ในผูปวย 
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) ดวยโปรแกรม 
PLINK (df=2)  
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส จีโนไทป 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value 

จํานวน  ความถ่ี จํานวน  ความถ่ี 

rs2299388 Intron 2 
C/C 
C/T 
T/T 

15 
67 
74 

9.61 
42.95 
47.44 

15 
67 
96 

8.43 
37.64 
53.93 

1.404 
0.4956 

NS 

rs607755 Intron 5 
G/G 
A/G 
A/A 

17 
78 
61 

10.9 
50.0 
39.1 

20 
72 
86 

11.24 
40.45 
48.31 

3.300 
0.1920 

NS 

rs2072403 Exon 15 
C/C 
C/T 
T/T 

2 
36 
118 

1.28 
23.08 
75.64 

7 
46 
125 

3.93 
25.84 
70.23 

Fisher 
0.2632 

NS 

rs362691 Exon 22 
C/C 
C/G 
G/G 

6 
44 
106 

3.85 
28.20 
67.95 

5 
60 
113 

2.81 
33.71 
63.48 

1.333 
0.5135 

NS 

rs2159676 Intron 28 
C/C 
A/C 
A/A 

47 
71 
38 

30.13 
45.51 
24.36 

40 
91 
47 

22.47 
51.12 
26.41 

2.547 
0.2798 

NS 

rs362746 Exon 45 
G/G 
A/G 
A/A 

4 
31 
121 

2.56 
19.87 
77.57 

2 
50 
126 

1.12 
28.09 
70.79 

Fisher 
0.1374 

NS 

rs736707 Intron 59 
C/C 
C/T 
T/T 

29 
73 
54 

18.59 
46.79 
34.62 

32 
97 
49 

17.98 
54.49 
27.53 

2.340 
0.3104 

NS 
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1.4 การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน RELN ในกลุมผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยใช genetic model แบบตางๆ 

 
ในกรณีที่พบความแตกตางของความถี่แอลลีลหรือจีโนไทปของสนิปสจะ

ทําการศึกษาเพิ่มเติมในรูปแบบของ genetic model เพ่ือดูวาความถี่แอลลีลหรือจีโนไทป
ดังกลาวมีรูปแบบการถายทอดอยางไรในผูปวยออทิซึม 

การวิเคราะหความสัมพันธของความถี่จีโนไทปในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมโดยใช genetic model จะแบงการวิเคราะหออกเปน 3 รูปแบบ คือ 

1. additive model เปนการศึกษาลักษณะจีโนไทประหวางจีโนไทปแบบ     
โฮโมไซกัสแตละแบบกับคร่ึงหน่ึงของจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซกัส เพ่ือ
เปรียบเทียบความตากตางระหวางกลุมผูปวยทั้งหมดกับกลุมควบคุม 

2. dominant model เปนการศึกษาลักษณะจีโนไทประหวางจีโนไทปแบบ    
โฮโมไซกัสที่พบไดบอยเปรียบเทียบกับจีโนไทปแบบโฮโมไซกัสที่พบได
นอยรวมกับจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซกัสในกลุมผูปวยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม 

3. recessive model เปนการศึกษาลักษณะจีโนไทประหวางจีโนไทปแบบ   
โฮโมไซกัสที่พบไดนอยเปรียบเทียบกับจีโนไทปแบบโฮโมไซกัสที่พบได
บอยรวมกับจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซกัสในกลุมผูปวยเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม  

   
  ในการศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN กับภาวะออทิซึมไมพบ
ความความแตกตางของความถี่แอลลีลและความถี่จีโนไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษา
บนยีน RELN ทั้งการศึกษาในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม
ทั้งหมด และในกลุมผูปวยออทิซึมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย สงผลใหการศึกษา
ในรูปแบบ genetic model ไมพบความสัมพันธดังกลาวทั้ง 2 กลุมที่ศึกษา ดังแสดง
รายละเอียดในตารางที่ 45 และตารางที่ 46  
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ตารางที่ 45 แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส
ตําแหนงแตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม
ดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model  
 

ชื่อสนิปส ตําแหนงสนิปส 
P-value 

additive model 
d.f.=1 

dominant model 
d.f.=1 

recessive model 
d.f.=1 

rs2299388 Intron 2 (C/T) 0.1802 NS 0.0927 NS 0.8941 NS 

rs607755 Intron 5 (A/G) 0.1089 NS 0.1400 NS 0.2952 NS 

rs2072403 Exon 15 (C/T) 0.6704 NS 0.8398 NS 0.4097 NS 

rs362691 Exon 22 (C/G) 0.3007 NS 0.2060 NS 0.8113 NS 

rs2159676 Intron 28 (A/C) 0.7268 NS 0.6911 NS 0.3341 NS 

rs362746 Exon 45 (A/G) 0.3877 NS 0.1926 NS 0.2712 NS 

rs736707 Intron 59 (C/T) 0.1978 NS 0.0928 NS 0.7453 NS 
 
หมายเหตุ แอลลีลตัวหนาแสดงแอลลีลที่พบไดนอย (Minor allele) 

การวิเคราะหในรูปแบบ genetic model จากโปรแกรม PLINK โปรแกรมจะทํา
การคํานวณ Minor allele และ Major allele 
ตัวอยางการศึกษาสนิปส rs2299388 ในรูปแบบ genetic model 
Additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C และ ½ ของ  
 C/T เปรียบเทียบกับ T/T และ ½ ของ C/T 
Dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง T/T เปรียบเทียบ 
 กับ C/C และ C/T 
Recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C  
 เปรียบเทียบกับ T/T และ C/T 
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ตารางที่ 46 แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปส
ตําแหนงแตละตําแหนงบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุม
เพศชายดวยโปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model  
 

ชื่อสนิปส ตําแหนงสนิปส 
P-value 

additive model 
d.f.=1 

dominant model 
d.f.=1 

recessive model 
d.f.=1 

rs2299388 Intron 2 (C/T) 0.2820 NS 0.2364 NS 0.7049 NS 

rs607755 Intron 5 (A/G) 0.2246 NS 0.0911 NS 0.9217 NS 

rs2072403 Exon 15 (C/T) 0.1538 NS 0.2680 NS 0.1561 NS 

rs362691 Exon 22 (C/G) 0.5689 NS 0.3917 NS 0.5976 NS 

rs2159676 Intron 28 (A/C) 0.2184 NS 0.6686 NS 0.1127 NS 

rs362746 Exon 45 (A/G) 0.3183 NS 0.1601 NS 0.3361 NS 

rs736707 Intron 59 (C/T) 0.3921 NS 0.1624 NS 0.8851 NS 
 
หมายเหตุ แอลลีลตัวหนาแสดงแอลลีลที่พบไดนอย (Minor allele) 

การวิเคราะหในรูปแบบ genetic model จากโปรแกรม PLINK โปรแกรมจะทํา
การคํานวณ Minor allele และ Major allele 
ตัวอยางการศึกษาสนิปส rs2299388 ในรูปแบบ genetic model 
Additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C และ ½ ของ  
 C/T เปรียบเทียบกับ T/T และ ½ ของ C/T 
Dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง T/T เปรียบเทียบ 
 กับ C/C และ C/T 
Recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C  
 เปรียบเทียบกับ T/T และ C/T 
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2. การวิเคราะหความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN แบบ Family based 
association ดวยวิธี Transmission Disequilibrium Test (TDT) ในครอบครัว
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 

 
การประมวลผลจีโนไทปในตัวอยางครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมจํานวน 

160 ครอบครัว (N = 480 ประกอบดวย พอ แม และลูกที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม) จากการ
วิเคราะหการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกที่เปนออทิซึมสเปคตรัม ไมพบ
ความแตกตางทางสถิติของการถายทอดแอลลีลบนสนิปสทุกตําแหนงในครอบครัวผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมทั้งหมด ดังแสดงในตารางที่ 47 และในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย ดัง
แสดงในตารางที่ 48 

 
ตารางที่ 47 แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs2299388, 
rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746 และ rs736707 บนยีน RELN ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส แอลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
Chi square (χ2) P-value 

rs2299388 C:T 69:73 0.1127 0.7371 (NS) 
rs607755 G:A 88:77 0.7333 0.3918 (NS) 
rs2072403 C:T 38:32 0.5143 0.4733 (NS) 
rs362691 C:G 49:57 0.6038 0.4371 (NS) 
rs2159676 A:C 95:90 0.1351 0.7132 (NS) 
rs362746 G:A 33:47 2.4500 0.1175 (NS) 
rs736707 C:T 70:93 3.2450 0.0716 (NS) 

 
คําอธิบาย การถายทอด:ไมถายทอด (70:93) ของสนิปส rs736707 คือ ถายทอดแอลลีล C 
เทากับ 70 และถายทอดแอลลีล T เทากับ 93 
 

การศึกษาการถายทอดสนิปสในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดไม
พบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงในสนิปสทุกตําแหนงจากพอแมมาสูลูก
สูงกวาอีกแอลลีลอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) 
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ตารางที่ 48 แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs2299388, 
rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746 และ rs736707 บนยีน RELN ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส แอลลีล 
ถายทอด : ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
Chi square (χ2) P-value 

rs2299388 C:T 55:64 0.6807 0.4094 (NS) 
rs607755 G:A 67:63 0.1231 0.7257 (NS) 
rs2072403 C:T 29:27 0.0714 0.7893 (NS) 
rs362691 C:G 43:47 0.1778 0.6733 (NS) 
rs2159676 A:C 82:77 0.1572 0.6917 (NS) 
rs362746 G:A 26:34 1.0670 0.3017 (NS) 
rs736707 C:T 59:77 2.3820 0.1227 (NS) 

 
คําอธิบาย การถายทอด:ไมถายทอด (59:77) ของสนิปส rs736707 คือ ถายทอดแอลลีล C 
เทากับ 59 และถายทอดแอลลีล T เทากับ 77 
 

การศึกษาการถายทอดสนิปสในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายไม
พบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงในสนิปสทุกตําแหนงจากพอแมมาสูลูก
สูงกวาอีกแอลลีลอยางมีนัยสําคัญ (P > 0.05) 
 

3. การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) ของสนิปสบน
ยีน RELN  

 
การวิเคราะหหา Linkage disequilibrium (LD) เพ่ือศึกษาการถายทอดแอลลีลที่

อยูคนละตําแหนงบนโครโมโซมเดียวกัน ซ่ึงมีโอกาสท่ีจะถายทอดจากรุนหน่ึงไปยังอีกรุนหน่ึง
ดวยกัน ปรากฏการณที่พบสนิปสหลายตําแหนงถูกถายทอดไปดวยกันในกลุมประชากรบอย
กวาการที่พบโดยบังเอิญ เรียกกลุมสนิปสน้ันวามี Linkage disequilibrium ตอกัน ดังนั้น
การศึกษาแฮโพลไทปจึงมีความนาเชื่อถือในการวิเคราะหหาความสัมพันธกับการเกิดโรค
มากกวาการศึกษาสนิปสแคเพียงตําแหนงเดียว  
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3.1 การศึกษาในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
 

ผลการศึกษาการถายทอดไปดวยกันของสนิปสบนยีน RELN ในกลุมผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับกลุมควบคุม ไมพบสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงถายทอดไปดวย (LD < 
80) ดังแสดงในรูปที่ 37 (A) และไมพบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงมี
ความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยออทิซึมทั้งหมดกับกลุมควบคุม ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 49 และเม่ือพิจารณาการถายทอดไปดวยกันของสนิปส 6, 5, 4, และ 3 ตําแหนงพรอม
กัน ไมพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสแตละแบบที่ศึกษา แตพบการถายทอดไปดวยกัน
ของสนิปส 2 ตําแหนงคือ rs2072403 บริเวณเอกซอน 15 และ rs392691 บริเวณเอกซอน 22 
ขนาดประมาณ 41 กิโลเบสถายทอดไปดวยกัน (LD > 80) ดังแสดงในรูปที่ 37 (B) แตเม่ือ
พิจารณาในรูปแบบสนิปสแฮโพลไทปในบล็อกดังกลาวไมพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปส
แฮโพลไทประหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดกับกลุมควบคุม ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 50  
 

 
 
รูปที่ 37 แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน 
RELN ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
การถายทอดไปดวยกันพิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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ตารางที่ 49 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน RELN ในกลุมผูปวย 
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

Chi Square P - Value 
ผูปวย กลุมควบคุม 

TATGCAT 0.116 0.115 0.117 0.007 0.9318 NS 
TATGCAC 0.067 0.049 0.080 3.228 0.0724 NS 
TGTGAAT 0.063 0.074 0.055 1.218 0.2698 NS 
TGTGAAC 0.059 0.062 0.057 0.094 0.7587 NS 
CATGCAT 0.055 0.065 0.048 1.263 0.261 NS 
TACGAAT 0.051 0.052 0.050 0.019 0.8914 NS 
CATGCAC 0.05 0.056 0.045 0.58 0.4462 NS 
TATCCAT 0.046 0.050 0.043 0.226 0.6345 NS 
CGTGAAT 0.038 0.046 0.032 1.104 0.2933 NS 
TATGCGC 0.035 0.030 0.038 0.359 0.5491 NS 
TATCAAT 0.033 0.029 0.036 0.33 0.5654 NS 
TGCGAAT 0.03 0.027 0.032 0.19 0.6629 NS 
TATCAAC 0.027 0.021 0.032 0.98 0.3223 NS 
TGTGCAC 0.024 0.025 0.024 0.012 0.9134 NS 
TATGAAT 0.024 0.025 0.023 0.024 0.8774 NS 
TGTGCAT 0.02 0.025 0.016 0.849 0.3569 NS 
TATCCAC 0.018 0.014 0.021 0.634 0.4261 NS 
CACGAAT 0.017 0.013 0.021 0.748 0.387 NS 
TGTGAGC 0.017 0.015 0.019 0.241 0.6238 NS 
CATGAAC 0.016 0.016 0.017 0.002 0.9638 NS 
CACGAAC 0.016 0.013 0.018 0.355 0.5515 NS 
TGTCAAT 0.015 0.012 0.018 0.53 0.4665 NS 
TACGAGC 0.013 0.009 0.016 0.76 0.3834 NS 
CGTGCAT 0.011 0.017 0.007 2.017 0.1555 NS 
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ตารางที่ 50 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปส rs2072403 และ rs362691 บนยีน RELN ใน
กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

Chi Square P - Value 
ผูปวย กลุมควบคุม 

TG 0.662 0.684 0.646 1.350 0.2453 NS 
TC 0.188 0.173 0.200 1.033 0.3094 NS 
CG 0.150 0.144 0.154 0.182 0.6697 NS 

 
การศึกษาในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศ

ชาย ไมพบสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงถายทอดไปดวย (LD < 80) ดังแสดงในรูปที่ 38 (A) และไม
พบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงมีความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวย
ออทิซึมเพศชายกับกลุมควบคุมเพศชาย พบสนิปส rs2072403 และ rs362691 ถายทอดไป
ดวยกัน ดังแสดงในรูปที่ 38 (B) แตไมพบสนิปสแฮโพลไทปในบล็อกดังกลาวแตกตางกัน
ระหวางกลุมผูปวยออทิซึมเพศชายกับกลุมควบคุมเพศชาย ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 51  

 

 
 

รูปที่ 38 แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน 
RELN ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย โดยใช
โปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไปดวยกันพิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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ตารางที่ 51 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปส rs2072403 และ rs362691 บนยีน RELN ใน
กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี   

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

Chi Square P - Value 
ผูปวย กลุมควบคุม 

TG 0.662 0.692 0.635 2.454 0.1172 NS 
TC 0.189 0.179 0.197 0.319 0.5721 NS 
CG 0.150 0.128 0.169 2.125 0.1449 NS 

 
3.2 การศึกษาในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 

 
การศึกษาครั้งน้ีสนใจศึกษาการถายทอดสนิปสแฮโพลไทปในครอบครัวผูปวย

ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว จากการศึกษาไมพบการถายทอดไป
ดวยกันของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนง ดังแสดงในรูปที่ 39 (A) และไมพบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดมี
การถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาที่คาดไว แตพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสแบบ 2 
ตําแหนง 2 บล็อกคือ บล็อกแรกประกอบดวยสนิปส rs2072403 และ rs362691 มีความยาว
ประมาณ 41 กิโลเบส เชนเดียวกับการศึกษาแบบ population based case control และบล็อกที่ 
2 ประกอบดวยสนิปส rs362746 และ rs736707 มีความยาวประมาณ 69 กิโลเบส ดังแสดงใน
รูปที่ 39 (B) เม่ือพิจารณาในรูปแบบสนิปสแฮโพลไทปไมพบความแตกตางทางสถิติในการ
ถายทอดสนิปสแฮโพลไทปดังกลาวในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม ดังแสดงในตารางที่ 52 
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รูปที่ 39 แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน 
RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไปดวยกัน
พิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
 
ตารางที่ 52 แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดย
ใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

บล็อก แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ีของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
Chi Square P - Value 

(rs2072403-
rs362691) 

TG 0.688 69.1 : 69.2 0.000 0.9956 NS 
TC 0.190 48.9 : 56.8 0.596 0.4401 NS 
CG 0.120 40.9 : 31.8 1.131 0.2876 NS 

(rs362746-
rs736707) 

AT 0.530 93.3 : 72.1 2.726 0.0987 NS 
AC 0.322 67.7 : 73.9 0.274 0.6004 NS 
GC 0.135 29.3 : 45.1 3.341 0.0676 NS 
GT 0.014 4.7 : 3.9 0.068 0.7939 NS 

 
การศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในครอบคัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดไมพบ

ความสัมพันธในการถายทอดสนิปสแฮโพลไทปแตละแบบทั้ง 2 บล็อก (P > 0.05) 
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  การศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย ไม
พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนง ดังแสดงในรูปที่ 40 (A) และไมพบสนิปส
แฮโพลไทปแบบใดมีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาที่คาดไว พบการถายทอดไปดวยกัน
ของสนิปส 2 ตําแหนง คือ rs362746 และ rs736707 ดังแสดงในรูปที่ 40 (B) แตไมพบสนิปส 
แฮโพลไทปแบบใดในบล็อกดังกลาวมีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกชายสูงกวาสนิปสแบบอ่ืนๆ 
ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 53 
 

 
 
รูปที่ 40 แสดงแผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน 
RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไป
ดวยกันพิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
 
ตารางที่ 53 แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน RELN ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศ
ชาย โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

บล็อก แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ีของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
Chi Square P - Value 

(rs362746-
rs736707) 

AT 0.534 76.3 : 60.1 1.917 0.1662 NS 
AC 0.330 55.7 : 62.9 0.434 0.5099 NS 
GC 0.124 23.3 : 33.1 1.710 0.1910 NS 
GT 0.012 3.7 : 2.9 0.104 0.7466 NS 
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ผลการศึกษาสนิปสบนยีน MET 
   
  ผลการศึกษาจีโนไทปของสนิปสบนยีน MET ใชวิธี Biallelic-ARMS PCR และ 
PCR-RFLP โดยผลการศึกษาของแตละจีโนไทปพิจารณาตามขนาดของพีซีอาร ดังแสดงในรูปที่ 
41-42 
 

 
 
รูปที่ 41 แสดงผลการอานจีโนไทปบนเจลโพลีอะคริลาไมดของสนิปส rs1858830 (บนซาย) 
rs38845 (บนขวา) rs10243024 (ลางซาย) และ rs38859 (ลางขวา) 
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รูปที่ 42 แสดงผลการอานจีโนไทปบนเจลโพลีอะคริลาไมดของสนิปส rs13223756 (บนซาย) 
rs2299439 (บนขวา) และrs2023748 (ลางซาย) 
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การวิเคราะหความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET แบบ Population based case control 
 

1.1 การศึกษาสมดุลของประชากร (Hardy-Weinberg Equilibrium) ในกลุมควบคุม 
 
  กลุมควบคุมที่นํามาใชในการศึกษาแบบ Population based case control 
จะตองมีการตรวจสอบการกระจายความถี่จีโนไทปใหเปนไปตามกฎสมดุลฮารดีไวนเบิรก      
(P > 0.05) คือในประชากรใดๆ ตองมีความถี่จีโนไทปคงที่ ผลการทดสอบกลุมควบคุมที่ใชใน
การศึกษานี้มีผลจีโนไทปครบทุกรายคิดเปนรอยละ 100 (จํานวน 250 คน) และการกระจาย
ความถี่จีโนไทปในกลุมควบคุมเปนไปตามกฎสมดุลฮารดีไวนเบิรก (P > 0.05) ดังแสดงใน
ตารางที่ 54 
 
ตารางที่ 54 แสดงคาฮารดีไวนเบิรก และคาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ของสนิปสทุกตําแหนงที่ศึกษา
บนยีน MET โดยโปรแกรม PLINK 
 

ชื่อสนิปส ObsHET PredHET HWpval %Geno MAF แอลลีล 
rs1858830 0.420 0.418 1.0000 100 0.298 G:C 
rs38845 0.456 0.499 0.1659 100 0.480 G:A 
rs10243024 0.448 0.467 0.5013 100 0.372 G:A 
rs38859 0.496 0.494 1.0000 100 0.444 C:T 
rs13223756 0.412 0.445 0.2557 100 0.334 A:G 
rs2299439 0.508 0.493 0.7011 100 0.442 T:G 
rs2023748 0.540 0.496 0.2016 100 0.454 G:A 

 
คําอธิบาย 
ObsHET คือ คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้จากการสังเกต (Observed Heterozygosity) 
PredHET คือ คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ที่คาดหวัง (Predicted Heterozygosity) 
HWpval คือ คา P ของฮารดีไวนเบิรก (Hardy-Weinberg P value) 
%Geno  คือ รอยละของผลการทดสอบจีโนไทปในสนิปสแตละตําแหนง 
MAF  คือ คาความถีแ่อลลีลที่พบนอย (Minor allele frequency 
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1.2 การศึกษาความถ่ีแอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET ในผูปวย        
ออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุมควบคุม 

 
ผลการศึกษาความสัมพันธของความถี่แอลลีลในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม

ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด ไมพบความแตกตางทางสถิติของสนิปสแตละ
ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET แสดงรายละเอียดในตารางที่ 55 และในกลุมผูปวย              
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย แสดงรายละเอียดในตารางที่ 56 
 
ตารางที่ 55 แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) ดวยโปรแกรม PLINK (df=1) 
 

ช่ือสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส 

แอล 
ลีล 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value OR(CI) 

จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

rs18858830 Promoter 
C 
G 

131 
245 

0.3484 
0.6516 

149 
351 

0.2980 
0.7020 2.507 

0.1133 
NS 

1.260 
(0.9464-1.676) 

rs38845 Intron 1 
A 
G 

181 
195 

0.4814 
0.5186 

240 
260 

0.4800 
0.5200 

0.002 
0.9677 

NS 
1.006 

(0.7693-1.314) 

rs10243024 Intron 2 
A 
G 

118 
258 

0.3138 
0.6862 

186 
314 

0.3720 
0.6280 3.205 

0.0734 
NS 

0.7721 
(0.5816-1.025) 

rs38859 Intron 3 
T 
C 

191 
185 

0.5080 
0.4920 

222 
278 

0.4440 
0.5560 3.525 

0.0604 
NS 

1.293 
(0.9886-1.691) 

rs13223756 Exon 7 
G 
A 

112 
264 

0.2979 
0.7021 

167 
333 

0.3340 
0.6660 1.291 

0.2560 
NS 

0.8459 
(0.6338-1.129) 

rs2299439 Intron 15 
G 
T 

186 
190 

0.4947 
0.5053 

221 
279 

0.4420 
0.5580 2.394 

0.1218 
NS 

1.236 
(0.945-1.616) 

rs2023748 Exon 21 
A 
G 

185 
191 

0.4920 
0.5080 

227 
273 

0.4540 
0.5460 1.245 

0.2644
NS 

1.165 
(0.8909-1.523) 
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ตารางที่ 56 แสดงความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) ดวยโปรแกรม PLINK 
(df=1) 
 

ช่ือสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส 

แอล 
ลีล 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value OR(CI) 

จํานวน  ความถี ่ จํานวน  ความถี ่

rs18858830 Promoter 
C 
G 

109 
203 

0.3494 
0.6506 

109 
247 

0.3062 
0.6938 1.410 

0.235 
NS 

1.217 
(0.88-1.682) 

rs38845 Intron 1 
A 
G 

151 
161 

0.4840 
0.5160 

167 
189 

0.4691 
0.5309 

0.147 
0.701 
NS 

1.061 
(0.7829-1.439) 

rs10243024 Intron 2 
A 
G 

96 
216 

0.3077 
0.6923 

122 
234 

0.3427 
0.6573 0.927 

0.3357 
NS 

0.8525 
(0.6159-1.180) 

rs38859 Intron 3 
T 
C 

154 
158 

0.4936 
0.5064 

169 
187 

0.4747 
0.5253 0.237 

0.626 
NS 

1.078 
(0.7956-1.462) 

rs13223756 Exon 7 
G 
A 

95 
217 

0.3045 
0.6955 

107 
249 

0.3006 
0.6994 0.012 

0.9122 
NS 

1.019 
(0.7318-1.418) 

rs2299439 Intron 15 
G 
T 

151 
161 

0.4840 
0.5160 

165 
191 

0.4635 
0.5365 0.280 

0.5966 
NS 

1.086 
(0.8007-1.472) 

rs2023748 Exon 21 
A 
G 

148 
164 

0.4744 
0.5256 

170 
186 

0.4775 
0.5225 0.007 

0.9348 
NS 

0.9874 
(0.7283-1.339) 

 
1.3 การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET ในผูปวย       

ออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุมควบคุม 
   
  จากการวิเคราะหความสัมพันธของความถี่จีโนไทปผูปวยออทิซึมสเปคตรัม

ทั้งหมดเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม และในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเปรียบเทียบ
กับกลุมควบคุมเพศชาย ไมพบความแตกตางทางสถิติของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาทั้ง 2 
กลุม ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 57 และตารางที่ 58 
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ตารางที่ 57 แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด (188 ราย) เทียบกับกลุมควบคุม (250 คน) ดวยโปรแกรม PLINK 
(df=2)  
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส จีโนไทป 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value 

จํานวน  ความถ่ี จํานวน  ความถ่ี 

rs18858830 Promoter 
C/C 
C/G 
G/G 

21 
89 
78 

11.17 
47.34 
41.49 

22 
105 
123 

8.8 
42.0 
49.2 

2.695 
0.2599 

NS 

rs38845 Intron 1 
A/A 
A/G 
G/G 

42 
97 
49 

22.34 
51.60 
26.06 

63 
114 
73 

25.2 
45.6 
29.2 

1.546 
0.4617 

NS 

rs10243024 Intron 2 
A/A 
A/G 
G/G 

20 
78 
90 

10.64 
41.49 
47.87 

37 
112 
101 

14.8 
44.8 
40.4 

3.073 
0.2151 

NS 

rs38859 Intron 3 
T/T 
C/T 
C/C 

46 
99 
43 

24.47 
52.66 
22.87 

49 
124 
77 

19.6 
49.6 
30.8 

3.831 
0.1472 

NS 

rs13223756 Exon 7 
G/G 
A/G 
A/A 

18 
76 
94 

9.57 
40.43 
50.0 

32 
103 
115 

12.8 
41.2 
46.0 

1.354 
0.5083 

NS 

rs2299439 Intron 15 
G/G 
G/T 
T/T 

45 
96 
47 

23.94 
51.06 
25.0 

47 
127 
76 

18.8 
50.8 
30.4 

2.463 
0.2918 

NS 

rs2023748 Exon 21 
A/A 
A/G 
G/G 

43 
99 
46 

22.87 
52.66 
24.47 

46 
135 
69 

18.4 
54.0 
27.6 

1.493 
0.474 
NS 
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ตารางที่ 58 แสดงความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET ในผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย (156 ราย) เทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย (178 คน) ดวยโปรแกรม 
PLINK (df=2)  
 

ชื่อสนิปส 
ตําแหนง 
สนิปส จีโนไทป 

กลุมผูปวย กลุมควบคุม 
χ2 P-value 

จํานวน  ความถ่ี จํานวน  ความถ่ี 

rs18858830 Promoter 
C/C 
C/G 
G/G 

18 
73 
65 

11.54 
46.79 
41.67 

19 
71 
88 

10.67 
39.89 
49.44 

2.072 
0.3548 

NS 

rs38845 Intron 1 
A/A 
A/G 
G/G 

36 
79 
41 

23.08 
50.64 
26.28 

45 
77 
56 

25.28 
43.26 
31.46 

1.904 
0.3859 

NS 

rs10243024 Intron 2 
A/A 
A/G 
G/G 

17 
62 
77 

10.90 
39.74 
49.36 

20 
82 
76 

11.24 
46.07 
42.69 

1.585 
0.4526 

NS 

rs38859 Intron 3 
T/T 
C/T 
C/C 

35 
84 
37 

22.44 
53.85 
23.71 

40 
89 
49 

22.47 
50.00 
27.53 

0.7062 
0.7025 

NS 

rs13223756 Exon 7 
G/G 
A/G 
A/A 

16 
63 
77 

10.26 
40.38 
49.36 

20 
67 
91 

11.24 
37.64 
51.12 

0.2867 
0.8666 

NS 

rs2299439 Intron 15 
G/G 
G/T 
T/T 

35 
81 
40 

22.44 
51.92 
25.64 

37 
91 
50 

20.79 
51.12 
28.09 

0.3003 
0.8606 

NS 

rs2023748 Exon 21 
A/A 
A/G 
G/G 

34 
80 
42 

21.80 
51.28 
26.92 

38 
94 
46 

21.35 
52.81 
25.84 

0.0817 
0.9600 

NS 

 

1.4 การศึกษาความถี่จีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงบนยีน MET ในกลุมผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม โดยใช genetic model แบบตางๆ 

   
  จากผลการศึกษาความถี่ของแอลลีลและจีโนไทปของยีน MET ที่ไมพบความ
แตกตางของทั้งแอลลีลและจีโนไทประหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับ
กลุมควบคุม และกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชาย ใน
การศึกษาแบบ genetic model ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 59 และตารางที่ 60 
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ตารางที่ 59 แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปสแตละ
ตําแหนงบนยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมดดวย
โปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model  
 

ชื่อสนิปส ตําแหนงสนิปส 
P-value 

additive model 
d.f.=1 

dominant model 
d.f.=1 

recessive model 
d.f.=1 

rs1858830 Promoter (C/G) 0.1108 NS 0.1094 NS 0.4103 NS 

rs38845 Intron 1 (A/G) 0.9682 NS 0.4688 NS 0.4880 NS 

rs10243024 Intron 2 (A/G) 0.0804 NS 0.1189 NS 0.2019 NS 

rs38859 Intron 3 (C/T) 0.0584 NS 0.0664 NS 0.2219 NS 

rs13223756 Exon 7 (A/G) 0.2701 NS 0.4069 NS 0.2949 NS 

rs2299439 Intron 15 (G/T) 0.1181 NS 0.2138 NS 0.1924 NS 

rs2023748 Exon 21 (A/G) 0.2471 NS 0.4612 NS 0.2503 NS 
 
หมายเหตุ แอลลีลตัวหนาแสดงแอลลีลที่พบไดนอย (Minor allele) 

การวิเคราะหในรูปแบบ genetic model จากโปรแกรม PLINK โปรแกรมจะทํา
การคํานวณ Minor allele และ Major allele 
ตัวอยางการศึกษาสนิปส rs1858830 ในรูปแบบ genetic model 
Additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง G/G และ ½ ของ  
 C/G เปรียบเทียบกับ C/C และ ½ ของ C/G 
Dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง G/G เปรียบเทียบ 
 กับ C/C และ C/TG 
Recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C  
 เปรียบเทียบกับ G/G และ C/G 
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ตารางที่ 60 แสดงคาความนาจะเปน (P-value) จากการเปรียบเทียบจีโนไทปของสนิปสแตละ
ตําแหนงบนยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายเทียบกับกลุมควบคุมเพศชายดวย
โปรแกรม PLINK ในรูปแบบ genetic model  
 

ชื่อสนิปส ตําแหนงสนิปส 
P-value 

additive model 
d.f.=1 

dominant model 
d.f.=1 

recessive model 
d.f.=1 

rs1858830 Promoter (C/G) 0.2403 NS 0.1554 NS 0.8018 NS 

rs38845 Intron 1 (A/G) 0.7097 NS 0.2988 NS 0.6393 NS 

rs10243024 Intron 2 (A/G) 0.3409 NS 0.2231 NS 0.9217 NS 

rs38859 Intron 3 (C/T) 0.6198 NS 0.4272 NS 0.9937 NS 

rs13223756 Exon 7 (A/G) 0.9154 NS 0.7476 NS 0.7734 NS 

rs2299439 Intron 15 (G/T) 0.5906 NS 0.6149 NS 0.7146 NS 

rs2023748 Exon 21 (A/G) 0.9333 NS 0.8231 NS 0.9211 NS 
 
หมายเหตุ แอลลีลตัวหนาแสดงแอลลีลที่พบไดนอย (Minor allele) 

การวิเคราะหในรูปแบบ genetic model จากโปรแกรม PLINK โปรแกรมจะทํา
การคํานวณ Minor allele และ Major allele 
ตัวอยางการศึกษาสนิปส rs1858830 ในรูปแบบ genetic model 
Additive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง G/G และ ½ ของ  
 C/G เปรียบเทียบกับ C/C และ ½ ของ C/G 
Dominant model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง G/G เปรียบเทียบ 
 กับ C/C และ C/TG 
Recessive model เปนการทดสอบลักษณะจีโนไทประหวาง C/C  
 เปรียบเทียบกับ G/G และ C/G 
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2. การวิเคราะหความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET แบบ Family based 

association ดวยวิธี Transmission Disequilibrium Test (TDT) ในครอบครัว
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 

 

ผลการศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกดวยวิธี TDT 
ของสนิปสบนยีน MET ไมพบความแตกตางทางสถิติทั้งในกลุมครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมด 
แสดงรายละเอียดในตารางที่ 61 และกลุมครอบครัวผูปวยออทิซึมเพศชาย แสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 62 
 
ตารางที่ 61 แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs1858830, 
rs38845, rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ rs2023748 บนยีน MET ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมด โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส แอลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
Chi square (χ2) P-value 

rs1858830 C:G 70:84 1.273 0.2593 NS 
rs38845 A:G 85:87 0.0232 0.8788 NS 
rs10243024 A:G 73:78 0.1656 0.6841 NS 
rs38859 T:C 94:70 3.512 0.0609 NS 
rs13223756 G:A 69:73 0.1127 0.7371 NS 
rs2299439 G:T 86:76 0.6173 0.4321 NS 
rs2023748 A:G 94:72 2.916 0.0877 NS 

 
คําอธิบาย การถายทอด:ไมถายทอด (72:85) ของสนิปส rs1858830 คือ ถายทอดแอลลีล C 
เทากับ 70 และถายทอดแอลลีล G เทากับ 84 
 

การศึกษาการถายทอดแอลลีลในครอบครัวในครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมด 
ไมพบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกสูงกวาอีกแอลลีล 
หน่ึงอยางมีนัยสําคัญในสนิปสทุกตําแหนง (P > 0.05) 
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ตารางที่ 62 แสดงคา P-value ของการถายทอดแอลลีลของสนิปสตําแหนง rs1858830, 
rs38845, rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ rs2023748 บนยีน MET ใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเพศชายทั้งหมด โดยใชโปรแกรม PLINK  
 

สนิปส แอลลีล 
ถายทอด:ไมถายทอด 

(จํานวนแอลลลี) 
Chi square (χ2) P-value 

rs1858830 C:G 57:71 1.531 0.2159 NS 
rs38845 A:G 72:68 0.1143 0.7353 NS 
rs10243024 A:G 61:66 0.1969 0.6573 NS 
rs38859 T:C 77:62 1.619 0.2033 NS 
rs13223756 G:A 61:59 0.0333 0.8551 NS 
rs2299439 G:T 72:66 0.2609 0.6095 NS 
rs2023748 A:G 74:65 0.5827 0.4452 NS 

 
คําอธิบาย การถายทอด:ไมถายทอด (57:71) ของสนิปส rs1858830 คือ ถายทอดแอลลีล C 
เทากับ 57 และถายทอดแอลลีล G เทากับ 71 
 

การศึกษาการถายทอดแอลลีลในครอบครัวผูปวยออทิซึมเพศชายไมพบ
ความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหนางจากพอแมมาสูลูกสูงกวาอีกแอลลีลหน่ึง
อยางมีนัยสําคัญในสนิปสทุกตําแหนง (P > 0.05) 
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3. การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) ของสนิปสบน
ยีน MET  

 
3.1 การถายทอดไปดวยกันของสนิปสในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเทียบกับกลุม

ควบคุม 
 

ผลการศึกษาการถายทอดไปดวยกันของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน MET ไม
พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนง (LD < 80) ดังแสดงในรูปที่ 42 (A) และ
เม่ือพิจารณา สนิปสแฮโพลไทปไมพบความแตกตางของสนิปสแฮโพลไทปแบบใดระหวางกลุม
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม แตพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปส 5 ตําแหนง 
(LD > 80) ประกอบดวยสนิปส rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439 และ 
rs2023748 มีความยาวประมาณ 89 กิโลเบสถายทอดไปดวยกัน ดังแสดงในรูปที่ 42 (B) แตไม
พบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดในบล็อกดังกลาวมีความแตกตางกันระหวางผูปวยออทิซึมทั้งหมด
เทียบกับกลุมควบคุมทั้งหมด ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 63  
 

 
 
รูปที่ 42 แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน MET 
ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุมควบคุม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การ
ถายทอดไปดวยกันพิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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ตารางที่ 63 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปส rs10243024-rs38859-rs13223756-
rs2299439-rs2023748 บนยีน MET ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุม
ควบคุมทั้งหมด โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

แฮโพลไทป 
ความถ่ี 

Chi Square P - Value 
ผูปวย กลุมควบคุม 

GTAGA 0.407 0.443 0.380 3.492 0.0617 NS 
ACGTG 0.264 0.254 0.272 0.371 0.5423 NS 
GCATG 0.162 0.179 0.150 1.386 0.2391 NS 
ACATG 0.04 0.023 0.053 4.858 0.0275 *** 
GCGTG 0.026 0.016 0.033 2.264 0.1324 NS 
GTAGG 0.017 0.013 0.021 0.759 0.3835 NS 
ATAGA 0.015 0.012 0.018 0.429 0.5126 NS 
ACGTA 0.012 0.007 0.016 1.574 0.2096 NS 
GCAGA 0.012 0.008 0.014 0.649 0.4206 NS 

 
การศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมทั้งหมดเทียบกับ

กลุมควบคุมพบความแตกตางของสนิปสแฮโพลไทปแบบ A-C-A-T-G ของสนิปส rs10243024 
rs38859-rs13223756-rs2299439-rs2023748 ในกลุมควบคุมสูงกวากลุมผูปวยอยางมี
นัยสําคัญ (P = 0.0275) แตพบสนิปสแฮโพลไทปดังกลาวนอย (รอยละ4) ซ่ึงอาจเกิดขึ้นโดย
บังเอิญ 
 
  เม่ือแยกพิจารณาสนิปสแฮโพลไทปในบล็อกที่ถายทอดไปดวยกัน ตั้งแตสนิปส 
rs10243024-rs2023748 ดังแสดงในรูปที่ 43 โดยพิจารณาสนิปส 5 ตําแหนง (รูปที่ 43 A) 4 
ตําแหนง (รูปที่ 43 B,C) 3 ตําแหนง (รูปที่ 43 D-F) และ 2 ตําแหนง (รูปที่ 43 G-J) ไมพบ 
สนิปสแฮโพลไทปแบบใดในการพิจารณาแตละแบบมีความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยและ
กลุมควบคุม (P > 0.05) 
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รูปที่ 43 แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน MET 
ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไปดวยกัน
พิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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3.2 การถายทอดไปดวยกันของสนิปสในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
 

ผลการศึกษาการถายทอดไปดวยกับของสนิปสบนยีน MET ไมพบสนิปสทั้ง 7 
ตําแหนงถายทอดไปดวยกันจากพอแมไปสูลูก ดังแสดงในรูปที่ 44 (A) และไมพบสนิปส       
แฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาที่คาดไว ดังแสดง
รายละเอียดในตารางที่ 64 แตพบสนิปส rs38859 rs13223756 rs2299439 และ rs2023748 
ตั้งแตอินทรอน 3 ถึงเอกซอน 21 มีความยาวประมาณ 56 กิโลเบสมีการถายทอดไปดวยกันใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม ดังแสดงในรูปที่ 44 (B) และพบสนิปสแฮโพลไทปแบบ T-A-
G-A ซ่ึงประกอบดวยสนิปส rs38859 rs13223756 rs2299439 และ rs2023748 ตั้งแตอินทรอน 
3 ถึงเอกซอน 21 มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปนโรคสูงกวาแฮโพลไทปแบบอ่ืนๆ อยางมี
นัยสําคัญในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม (P = 0.0400) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 65 
แตไมพบสนิปสแฮโพลไทปดังกลาวมีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงในครอบครัวผูปวย   
ออทิซึมสเปคตรัมเพศชาย 

 

 
 

รูปที่ 44 แผนที่การถายทอดไปดวยกัน (Linkage disequilibrium map, LD map) บนยีน MET 
ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว การถายทอดไปดวยกัน
พิจารณาจากคา D’> 0.8 หรือรอยละ 80 
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ตารางที่ 64 แสดงความถี่แฮโพลไทปของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน MET ในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัม โดยใชโปรแกรมแฮโพลวิว 
 

แฮโพลไทป ความถ่ี 
ความถ่ีของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
Chi Square P - Value 

GGGTAGA 0.161 41.5 : 40.1 0.024 0.8763 NS 
GAACGTG 0.157 47.5 : 33.5 2.394 0.1218 NS 
CGGTAGA 0.093 31.8 : 24.1 1.068 0.3013 NS 
CAGTAGA 0.073 23.1 : 16.9 0.971 0.3244 NS 
CGGCATG 0.073 21.4 : 21.9 0.006 0.937 NS 
GGGCATG 0.072 18.7 : 21.7 0.222 0.6376 NS 
GAGTAGA 0.064 21.5 : 12.9 2.17 0.1407 NS 
CAACGTG 0.039 9.0 : 13.7 0.95 0.3298 NS 
GGACGTG 0.028 12.8 : 5.3 3.107 0.0779 NS 
GAGCATG 0.023 11.0 : 4.9 2.397 0.1216 NS 
GAACATG 0.02 3.0 : 10.4 4.105 0.0427 NS 
CAGCATG 0.016 4.8 : 5.5 0.045 0.8325 NS 
GGGCAGA 0.015 3.0 : 4.1 0.169 0.6811 NS 
GAGCGTG 0.015 2.6 : 6.0 1.39 0.2384 NS 
CGACGTG 0.013 1.7 : 6.5 2.806 0.0939 NS 
CAACATG 0.013 3.0 : 4.6 0.323 0.5700 NS 
GGGTAGG 0.012 3.2 : 4.0 0.095 0.7581 NS 

 
ตารางที่ 65 แสดงความถี่แฮโพลไทปบนยีน MET ในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม โดยใช
โปรแกรมแฮโพลวิว ของสนิปส rs38859 rs13222756 rs2299439 และ rs2023748 
 

แฮโพลไทป ความถ่ี 
ความถ่ีของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
Chi Square P - Value 

TAGA 0.408 86.4 : 61.4 4.22 0.0400 *** 
CGTG 0.267 60.4 : 60.3 0.00 0.9958 NS 
CATG 0.22 51.6 : 59.7 0.586 0.4441 NS 
TAGG 0.024 4.0 : 11.0 3.239 0.0719 NS 
CAGA 0.023 4.0 : 10.0 2.548 0.1105 NS 
TATG 0.01 3.0 : 3.0 0.00 1.0000 NS 
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  ผลจากการศึกษาการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกของ 
สนิปสบนยีน MET พบวาสนิปส rs38859 บริเวณอินทรอน 3 และ rs2023748 บริเวณเอกซอน 
21 มีการถายทอดแอลลีล T และแอลลีล A จากพอแมมาสูลูกสูงกวาอีกแอลลีลหน่ึงดวยคา      
P value ใกล 0.05 ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 61 เม่ือพิจารณาสนิปสแฮโพลไทปที่มีการ
ถายทอดไปดวยกันหลายๆ แบบดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 66 พบวาแฮโพลไทปของ 
สนิปส rs38859 และ rs2023748 แบบ TA (ความถี่รอยละ 42.4) มีการถายทอดจากพอแมมาสู
ลูกในอัตรา 94.6 : 62.0 ดวยคาทางสถิติที่ดีที่สุด (P = 0.0086)  
 
การยืนยันผลการศึกษาจโีนไทปของสนิปสแตละตาํแหนงบนยนี RELN และยีน MET 
 
  การศึกษาจีโนไทปของสนิปสแตละตําแหนงที่ใชวิธีแอลลีลลิกอารมพีซีอาร เพ่ือ
ยืนยันความถูกตองในการอานผลจีโนไทปจําทําการทดสอบซํ้าดวยวิธีการทดสอบลําดับดีเอ็นเอ 
(DNA sequencing) โดยเลือกตัวอยางกลุมผูปวยหรือกลุมควบคุมที่มีผลจีโนไทปที่เปน       
เฮทเทอโรไซกัส และโฮโมไซกัสทั้งสองแบบมาทําการศึกษาซํ้า พบผลการศึกษาจีโนไทปจาก
เจลอะคริลาไมดตรงกับผลการอานลําดับดีเอ็นเอของสนิปสทุกตําแหนงที่ศึกษา ดังแสดงในรูปที่ 
45 นอกจากน้ียังทําการเปรียบเทียบผลการศึกษาสนิปสแตละตําแหนงที่หาลําดับดีเอ็นเอกับ
ฐานขอมูล NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) พบผลถูกตองตรงตาม Accession 
No. NT_007933.15 ซ่ึงเปนฐานขอมูลของโครโมโซม 7 
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ตารางที่ 66 แสดงสนิปสแฮโพลไทปแบบตางๆ ที่พบการถายทอดสนิปสแฮโพลไทปจากพอแม
มาสูลูกสูงในครอบครัวผูปวยออทิซึมทั้งหมดบนยีน MET  
 

บล็อก แฮโพลไทป ความถี ่
ความถี่ของการ 

ถายทอด : ไมถายทอด 
χ2 P - Value 

4SNPs : rs38859-rs13223756-rs2299439-rs2023748 

 

TAGA 0.408 86.4 : 61.4 4.22 0.0400 *** 

CGTG 0.267 60.4 : 60.3 0 0.9958 NS 

CATG 0.22 51.6 : 59.7 0.586 0.4441 NS 

TAGG 0.024 4.0 : 11.0 3.239 0.0719 NS 
CAGA 0.023 4.0 : 10.0 2.548 0.1105 NS 
TATG 0.01 3.0 : 3.0 0 1.0000 NS 

3 SNPs : rs38859-rs13223756-rs2023748 

 

TAA 0.416 90.3 : 61.4 5.518 0.0188*** 

CGG 0.274 60.9 : 63.7 0.062 0.803 NS 

CAG 0.222 50.9 : 61.3 0.968 0.3251 NS 
TAG 0.03 7.1 : 13.5 2.011 0.1561 NS 
CAA 0.028 4.7 : 12.8 3.731 0.0534 NS 

TGG 0.011 2.2 : 4.5 0.838 0.36 NS 
3 SNPs : rs38859-rs2299439-rs2023748 

 

CTG 0.487 72.0 : 80.0 0.423 0.5155 NS 

TGA 0.417 91.0 : 62.0 5.491 0.0191*** 
CGA 0.027 4.0 : 11.0 3.261 0.0709 NS 
TGG 0.025 4.0 : 11.0 3.253 0.0713 NS 
TTG 0.019 5.0 : 7.0 0.332 0.5647 NS 

CTA 0.014 3.0 : 7.0 1.588 0.2076 NS 
2 SNPs : rs38859-rs2023748 

 

CG 0.496 71.9 : 85.0 1.088 0.2969 NS 

TA 0.424 94.9 : 62.0 6.911 0.0086*** 

TG 0.041 9.1 : 18.0 2.948 0.086 NS 

CA 0.038 7.1 : 18.0 4.769 0.029 NS 
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รูปที่ 45 อิเล็กโตรเฟอโรแกรมบริเวณสนิปสตําแหนง rs362691 บริเวณเอกซอน 22 ของยีน 
RELN ตัวอยาง CT113 เปนตัวอยางกลุมควบคุมที่มีแอลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ C/C ตัวอยาง 
CT114 เปนตัวอยางกลุมควบคุมที่มีแอลลีลเปนโฮโมไซกัสแบบ G/G และ ตัวอยาง CT116 เปน
ตัวอยางกลุมควบคุมที่มีแอลลีลเปนเฮทเทอโรไซกัสแบบ C/G (ผลการหาลําดับดีเอ็นเอจากเสน 
reverse 5’-3’) 
 

CT113 

CT114 

CT116 
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บทที่ 4 
บทวิจารณ 

 
การเลือกเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
 
  ในการศึกษาครั้งน้ีเลือกศึกษายีน 2 ยีนบนโครโมโซม 7 แขนขางยาวที่มี
รายงานมากอนหนาน้ีวามีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม (candidate genes) ไดแกยีน RELN 
ตําแหนง 7q22 และยีน MET ตําแหนง 7q31.2  
 
การศึกษาเครื่องหมายพันธุกรรมบนยีน RELN และยีน MET  
 
  การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึม ไดเลือกศึกษาจํานวน
ซํ้า GGC บริเวณ 5’UTR ตามการศึกษาของ Persico และคณะ (2001) ผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
มีจํานวนซ้ํา GGC > 10 ซํ้าสูงกวาในกลุมควบคุมและมีการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC > 10 ซํ้า
จากพอแมมาสูลูกสูงกวาจํานวนซ้ํา GGC < 10 ซํ้า นอกจากน้ีการศึกษาพบวาจํานวนซ้ํา GGC 
ที่เพ่ิมสูงขึ้นสงผลใหการแสดงออกของโปรตีน RELN ลดลง (Persico et al., 2006) การศึกษา
คร้ังน้ีเลือกศึกษาสนิปสอีก 7 ตําแหนงที่กระจายอยูทั่วทั้งยีน คือ rs2299388 บริเวณอินทรอน 2 
rs607755 บริเวณอินทรอน 5 (splicing junction) rs2072403 บริเวณเอกซอน 15 rs362691 
บริเวณเอกซอน 22 rs2159676 บริเวณอินทรอน 28 rs362746 บริเวณเอกซอน 45 และ 
rs736707 บริเวณอินทรอน 59 โดยสนิปสที่เลือกมาศึกษาเปนสนิปสที่เคยมีการศึกษาในกลุม
ผูปวยออทิซึม 
  การศึกษาความสัมพันธของยีน MET กับภาวะออทิซึม เลือกศึกษาสนิปส 7 
ตําแหนงที่กระจายอยูทั่วยีน ตั้งแตโปรโมเตอรจนถึงเอกซอนสุดทายของยีน ไดแก rs1858830 
บริเวณโปรโมเตอร rs38845 บริเวณอินทรอน 1 rs10243024 บริเวณอินทรอน 2 rs38859 
บริเวณอินทรอน 3 rs13223756 บริเวณเอกซอน 7 rs2299439 บริเวณอินทรอน 15 และ 
rs2023748 บริเวณเอกซอน 21 
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วิธีการศึกษาความสัมพันธ (Association study) 
 
  การศึกษาความสัมพันธมีประโยชนในการศึกษาโรคที่มีสาเหตุจากหลายปจจัย 
เชน โรคทางพันธุกรรมที่เกิดจากการทํางานของยีนหลายยีน หรือโรคที่เกิดจากพันธุกรรม
รวมกับปจจัยทางสิ่งแวดลอม ดังนั้นการศึกษาความสัมพันธจึงเปนการพิจารณานัยสําคัญของ
การเพ่ิมขึ้นหรือลดลงของเครื่องหมายพันธุกรรม เชน แอลลีล จีโนไทป หรือแฮโพลไทป ที่มี
ความสัมพันธกับโรคมากกวาโอกาสการเกิดในกรณีที่ไมมีความสัมพันธของเคร่ืองหมาย
พันธุกรรมดังกลาว 
  การศึกษานี้เลือกการวิเคราะหความสัมพันธของยีนกับการเกิดภาวะออทิซึม 2 
แบบ คือ Population based case control และ Family based association ซ่ึงทั้ง 2 วิธีมี
ประโยชนในการศึกษาโรคหรือภาวะที่มีสาเหตุมาจากหลายปจจัย  
  การศึกษาแบบ Population based case control เปนการศึกษาความสัมพันธ
ระหวางเครื่องหมายพันธุกรรมกับโรค โดยการเปรียบเทียบความถี่แอลลีล หรือความถี่จีโนไทป
ในประชากรที่เปนโรคเปรียบเทียบกับกลุมประชากรปกติ ดังน้ันเพ่ือใหไดผลการศึกษาที่ถูกตอง
นาเชื่อถือ การเลือกกลุมคนปกติที่ใชในการเปรียบเทียบควรมีความสอดคลองหรือคลายคลึงกัน
กับกลุมประชากรที่เปนโรค เพ่ือปองกันผลบวกปลอมที่อาจเกิดจากการเลือกกลุมประชากรที่ผิด 
เชน เพศ ภูมิลําเนา เชื้อชาติ เปนตน สวนอายุขึ้นอยูกับโรคที่ศึกษาเพราะโรคบางโรคมีปจจัย
เร่ืองอายุเขามาเก่ียวของดวย แตการศึกษาในผูปวยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม อายุของกลุม
ประชากรปกติที่ใชเปนกลุมควบคุมไมมีผลตอการทดสอบ เน่ืองจากในทางทฤษฎีอายุมีผลตอ
การเปลี่ยนแปลงในระดับดีเอ็นเอนอยมาก หากผลจากการเปรียบเทียบพบความถี่แอลลีลหรือ 
ความถี่จีโนไทปมีความแตกตางกันระหวาง 2 กลุมอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ันรอยละ 
95 อาจบงชี้วาตําแหนงดังกลาวของเครื่องหมายพันธุกรรมที่เลือกมาศึกษานี้อาจมีความสัมพันธ
กับการกอใหเกิดโรคได  
  การศึกษาการถายทอดเคร่ืองหมายพันธุกรรมในครอบครัว Family based 
association ดวยวิธี Transmission Disequilibrium Test (TDT) เปนวิธีการศึกษาเพ่ือหา
ตําแหนงของเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่มีการถายทอดรวมไปกับยีนที่อาจกอใหเกิดโรคจากพอแม
มาสูลูกที่เปนโรค โดยคาดวาหากพบเครื่องหมายพันธุกรรมใดที่มีการถายทอดจากพอแมมาสู
ลูกมากอยางมีนัยสําคัญ อาจกลาวไดวาเคร่ืองหมายพันธุกรรมที่ลูกไดรับการถายทอดมาจากพอ
แมเปนสวนที่สงเสริมหรือทําใหลูกเกิดความผิดปกติขึ้นได และนอกจากนี้วิธีดังกลาวใชกลุม
ควบคุมที่เปนพอแมจึงชวยลดปญหาการพบผลบวกปลอมได รวมทั้งผลการศึกษาสามารถบอก
ไดวาเคร่ืองหมายทางพันธุกรรมบนยีนที่เลือกศึกษานั้นมีความสัมพันธและถายทอดไปกับยีนที่
กอโรคได 
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การศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
 

   การศึกษาครั้งน้ีทดสอบจํานวนซ้ํา GGC ที่ใชเปนกลุมควบคุมในคนไทยปกติ
จากภาคกลางและภาคใต รวมทั้งสิ้น 272 คน พบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC ทั้ง 2 
ภูมิภาคไมมีความแตกตางทางสถิติ (P > 0.05) จึงไดรวบรวมขอมูลทั้ง 2 กลุมเขาดวยกัน ผล
การศึกษา พบจํานวนซ้ํา GGC ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมตั้งแต 6-16 ซํ้า และในกลุมควบคุม
ตั้งแต 5-15 ซํ้า การศึกษากอนหนาน้ีในคนยุโรปและคนอเมริกัน พบการกระจายตัวของจํานวน
ซํ้า GGC ตั้งแต 3-23 ซํ้า โดยแตละรายงานพบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา GGC แตกตางกัน 
ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 67 (Bonora et al., 2003; Devlin et al., 2004; Kelemenova 
et al., 2010; Krebs et al., 2002; Li et al., 2004; Persico et al., 2001; Zhang et al., 2002) 
โดยจํานวนซ้ํา GGC ที่พบมากที่สุดในคนยุโรป คือ 10 และ 8 ซํ้าตามลําดับ เชนเดียวกับ
การศึกษานี้ที่พบจํานวนซ้ํา GGC 10 ซํ้ามากที่สุดทั้งในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม 
โดยพบในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมรอยละ 75.27 และกลุมควบคุมรอยละ 75.92 จํานวนซ้ํา GGC 
ที่พบรองลงมาคือ 8 และ 13 ซํ้าตามลําดับ โดยจํานวนซ้ํา GGC 8 และ 13 ซํ้า มีความแตกตาง
กันเม่ือเทียบการศึกษานี้ในคนไทยกับการศึกษาในคนยุโรป คือ พบจํานวนซ้ํา GGC 8 ซํ้าใน
ผูปวยออทิซึมสเปคตรัมคนไทยรอยละ 9.04 และในกลุมควบคุมคนไทยพบรอยละ 8.82 สวนใน
คนยุโรปพบจํานวนซ้ํา GGC 8 ซํ้าสูงถึงรอยละ 40 ทั้งในกลุมผูปวยและกลุมควบคุม ดังแสดง
รายละเอียดในตารางที่ 67 นอกจากน้ีการศึกษานี้พบจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้าตางจากการศึกษา
ในคนยุโรป โดยพบจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้าสูงถึงรอยละ 8.24 ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
และรอยละ 7.90 ในกลุมควบคุม สอดคลองกับการศึกษาในคนอินเดียที่พบจํานวนซ้ํา GGC 13 
ซํ้าสูงถึงรอยละ 14 ตางจากการศึกษาในคนยุโรปที่พบจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้าเพียงรอยละ 2.4-
5.2 จากการเปรียบเทียบการศึกษากอนหนาน้ีกับการศึกษานี้ทําใหทราบวาการกระจายตัวของ
จํานวนซ้ํา GGC ในแตละชนชาติมีความแตกตางกัน โดยการศึกษานี้พบจํานวนซ้ํา GGC 
ใกลเคียงกับการศึกษาในคนอินเดียมากกวาการศึกษาในคนยุโรปและคนอเมริกัน ทั้งนี้ผล
การศึกษาที่แตกตางกันอาจเน่ืองมาจากพ้ืนฐานทางพันธุกรรมของแตละเชื้อชาติที่แตกตางกัน 
  นอกจากนี้มีการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ใน
ผูปวยโรคจิตเภท (schizophrenia) จากการศึกษาในคนจีนพบการกระจายตัวของจํานวนซ้ํา 
GGC ในผูปวยจิตเภทตั้งแต 5-20 ซํ้า โดยพบจํานวนซ้ํา GGC 8 และ 10 ซํ้ามากที่สุด
เชนเดียวกับการศึกษานี้และการศึกษาอ่ืนๆ ในผูปวยออทิซึม และยังพบจํานวนซ้ํา GGC 13 ซํ้า
สูงเชนเดียวกับการศึกษานี้ดวย (Huang and Chen, 2006) 

การศึกษาจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ในคนยุโรป (Persico et al., 2001; 
Kerbs et al., 2002; Zhang et al., 2002) พบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC แบบ 8/10 และ 
10/10 ซํ้าสูงทั้งในกลุมผูปวยออทิซึมและกลุมควบคุม เชนเดียวกับการศึกษานี้ที่พบจีโนไทป
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แบบ 10/10, 8/10 ซํ้าสูงทั้งในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม แตตางกันที่
การศึกษาน้ีพบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC แบบ 10/10 สูงกวาจีโนไทปแบบ 8/10 โดยพบ    
จีโนไทปแบบ 10/10 สูงถึงรอยละ 55.3 ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและรอยละ 59.9 ในกลุม
ควบคุม สวนจีโนไทปแบบ 8/10 ซํ้าพบรอยละ 13.8 ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและรอยละ 
12.9 ในกลุมควบคุม สวนการศึกษานี้พบจีโนไทปแบบ 10/13 สูงในคนไทย โดยพบจีโนไทป
แบบ 10/13 ซํ้ารอยละ 14.4 ในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและรอยละ 13.6 ในกลุมควบคุม 
ตางจากการศึกษาในคนยุโรปที่พบจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC แบบ 10/13 ซํ้านอยกวาคือพบ
เพียงรอยละ 3-3.7 (Persico et al., 2001; Kerbs et al., 2002) ซ่ึงจีโนไทปที่พบบอยทั้ง 3 แบบ
น้ี ไมมีความแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุมคนไทย สวน      
จีโนไทปที่พบแตกตางกันระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุมคือ 10/14, 10/15 
และ 10/16 ซํ้า โดยจีโนไทปแบบ 10/14 และ 10/16 พบเฉพาะในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
อยางละ 1 ราย แตไมพบในกลุมควบคุม จีโนไทปแบบ 10/15 พบในกลุมผูปวยออทิซึม
สเปคตรัม 13 รายคิดเปนรอยละ 6.91 และในกลุมควบคุม 4 รายคิดเปนรอยละ 1.47 โดยพบ   
จีโนไทปดังกลาวในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมสูงกวากลุมควบคุม 4.7 เทา  

การศึกษาความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
กับผูปวยออทิซึมในรูปแบบ Population based case control มีการศึกษานอย การศึกษาของ 
Persico และคณะ (2001) พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้า ในกลุมผูปวยออทิซึมชาวอิตาเลี่ยนสูง
กวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ เชนเดียวกับการศึกษาของ Kelemenova และคณะ (2010) ที่
พบจํานวนซ้ํา 12 และ 13 ซํ้า ในกลุมผูปวยชาวสโลวาเกียสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ 
เชนเดียวกับการศึกษานี้ที่พบความถี่แอลลีลของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าในกลุมผูปวยออทิซึม
สเปคตรัมชาวไทยสูงกวากลุมควบคุม โดยพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าสูงถึงรอยละ 5.06 ใน
กลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมแตพบในกลุมควบคุมเพียงรอยละ 1.84 เม่ือวิเคราะหแบบจีโนไทป
ที่มีจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า อยางนอยหนึ่งแอลลีล พบความถี่ของจีโนไทปดังกลาวในผูปวย
ออทิซึมสเปคตรัมสูงกวากลุมควบคุมเชนเดียวกัน โดยพบในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมรอยละ 
9.56 สวนในกลุมควบคุมพบเพียงรอยละ 2.95 ซ่ึงพบในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมสูงกวากลุม
ควบคุม 3.2 เทา  
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ตารางที่ 67 เปรียบเทยีบการวิเคราะหความถี่จํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ในผูปวยออทซิึมในกลุมตางๆ กับการศึกษานี ้
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3 - - - 0.14 - - - - - - - - - - 
4 1.05 - 0.4 - 0.5 0.34 0.06 - - - - - - - 
5 - - - - 0.2 0.11 - - - - - 0.00 - 0.18 
6 - - - 0.14 - - - 0.2 0.2 - - 0.27 0.63 0.37 
7 - - 0.4 0.14 0.2 0.11 - 0.4 0.2 - - 0.53 0.31 2.21 
8 44.21 44.3 33.7 39.92 39.2 40.71 42.85 39.0 41.8 11.0 11.25 9.04 7.50 8.82 
9 - - 0.8 0.43 - - 0.32 0.2 0.2 - - 0.27 0.16 1.47 
10 45.26 51.1 55.6 52.30 54.4 53.56 50.56 54.3 51.7 75.0 72.50 75.27 77.66 75.92 
11 - 1.1 1.6 1.01 0.9 0.57 0.52 0.9 0.6 - - 0.53 0.31 0.55 
12 5.80 0.8 2.0 1.73 0.5 0.69 1.38 2.1 1.1 - 1.68 0.80 0.94 0.74 
13 3.16 2.4 5.1 3.75 3.7 3.33 3.67 2.5 3.2 14.0 12.50 8.24 7.34 7.90 
14 - 0.3 - 0.14 0.2 0.34 0.38 - 0.2 - 0.63 0.27 0.31 0.00 
15 - - - 0.30 - - 0.26 0.2 0.6 - 0.63 4.52 4.53 1.84 
16 - - 0.4 - 0.2 0.23 - 0.2 0.2 - 0.63 0.27 0.16 0.00 
17 - - - - - - - - - - - - 0.16 - 
23 0.52 - - - - - - - - - - - - - 
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ตารางที่ 68 เปรียบเทียบผลการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมระหวางการศึกษานี้กับ
การศึกษาอ่ืนๆ กอนหนา 
 
เปรียบเทียบการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมในแตละการศึกษาแบบ Case-Control 

การศึกษานี ้ การศึกษาทีส่นับสนุน การศึกษาทีค่ดัคาน 
พบค ว า ม แตกต า ง ข อ ง
ความถ่ีแอลลีลของ GGC ≥ 
14 ซ้ําสูงในผูปวยเทียบกับ
กลุมควบคุม 
พบค ว า ม แตกต า ง ข อ ง  
จี โ น ไ ทป ท่ี มี จํ า น ว นซ้ํ า 
GGC ≥ 14 ซ้ําอยางนอย 1 
แอลลีลในกลุมผูปวยเทียบ
กับกลุมควบคุม 

Persico et al., 2001 
พบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําสูงเปน 2 เทาเมื่อเทียบกับกลุม
ควบคุม  
 

Zhang et al., 2002 
ไมพบความแตกตางของจํานวน
ซ้ํา GGC ระหวางผูปวยกับกลุม
ควบคุม 

Kelemenova et al., 2010 
พบความแตกตางของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 
11 ซ้ําในผูปวยสูงกวาในกลุมควบคุม
อยางมีนัยสําคัญ  

เปรียบเทียบการศึกษาจํานวนซ้ํา GGC กับภาวะออทิซึมในแตละการศึกษาแบบ TDT 

การศึกษานี ้ การศึกษาทีส่นับสนุน การศึกษาทีค่ดัคาน 
ไมพบความแตกตางของ
การถอยทอดแอลลีล GGC 
≥ 11 หรือ ≥ 14 ซ้ําจากพอ
แมมาสูลูกท่ีเปนออทิซึมสูง 

Persico et al., 2001 
พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกมากกวาท่ีคาดไวอยางมี
นัยสําคัญ  
 

Krebs et al., 2002 
ไมพบความ สัมพันธ ร ะหว า ง
จํานวนซ้ําของ GGC ≥ 11 ซ้ํามี
การถายทอดมาสูลูกสูงกวา GGC 
< 11 ซ้ํา 

Zhang et al., 2002 
พบ จํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกมากกวาท่ีคาดไวอยางมี
นัยสําคัญ  

Bonora et al., 2003 
ไมพบ จํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํา
มีการถายทอดมาสูลูกสูงอยางมี
นัยสําคัญ 

Skaar et al., 2005 
พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดมาสูลูกมากกวาท่ีคาดไวอยางมี
นัยสําคัญ  

Devlin et al., 2004 
ไมพบความ สัมพันธ ร ะหว า ง
จํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถ า ย ท อ ด ม า สู ลู ก สู ง อ ย า ง มี
นัยสําคัญกับภาวะพัฒนาการดาน
การพูดลาชา  

Dutta et al., 2007 
พบจํานวนซ้ําGGC ≥ 11 ซ้ํามีการ
ถายทอดจากพอมาสูลูกมากกวาท่ีคาดไว
อยางมีนัยสําคัญ  
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  การศึกษาความสัมพันธของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
กับผูปวยออทิซึมในรูปแบบ Family based association มีการศึกษาไมมากนัก การศึกษาของ 
Persico และคณะ (2001) พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 11 ซํ้ามีการถายทอดจากพอแมมาสูลูก
มากกวาที่คาดไวอยางมีนัยสําคัญในครอบครัวผูปวยชาวอิตาเลี่ยน เชนเดียวกับการศึกษาของ 
Zhang และคณะ (2002) และการศึกษาของ Skaar และคณะ (2005) ในครอบครัวผูปวยชาว
ยุโรป ตางจากการศึกษานี้ที่ไมพบการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าจากพอแมมาสูลูก
มากกวาที่คาดไวอยางมีนัยสําคัญ ซ่ึงอาจเกิดจากจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า พบนอยสงผลใหไม
พบความสัมพันธดังกลาว ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษากอนหนาน้ีที่รายงานวาไมพบความสัมพันธ
ของการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC จากพอแมมาสูลูกสูงเชนกันในคนยุโรป (Bonora et al., 
2003; Devlin et al., 2004; Krebs et al., 2002) 

การศึกษาของ Dutta และคณะ (2007) ในคนอินเดียที่พบจํานวนซ้ํา GGC มี
การถายทอดจากพอมาสูลูกสูงกวาการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC จากแมอยางมีนัยสําคัญ ตาง
จากการศึกษาครั้งนี้ที่พบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า ไดรับการถายทอดจากพอและแมไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ โดยไดรับการถายทอดจากพอ 7 ราย คิดเปนรอยละ 43.8 ไดรับ
การถายทอดจากแม 9 ราย คิดเปนรอยละ 56.2 มี 1 รายที่ไดรับการถายทอดจากทั้งพอและแม 
และมี 1 รายไมมีตัวอยางดีเอ็นเอจากทั้งพอและแม ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 69  

การศึกษาสนิปสแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC กับสนิปสตําแหนงอ่ืนๆบนยีน 
RELN โดย Skaar และคณะ (2005) ในคนยุโรป พบแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 10 ซํ้า
กับสนิปสบริเวณเอกซอน 44 เอกซอน 45 เอกซอน 50 และอินทรอน 59 แบบ (GGC ≥ 10 ซํ้า 
A-A-T-T) มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาแฮโพลไทปแบบอ่ืน (P = 0.002) โดย        
แฮโพลไทปดังกลาวเปนแฮโพลไทปที่พบไดบอยซ่ึงพบความถี่ของแฮโพลไทปน้ีรอยละ 33 ตาง
จากการศึกษานี้ที่ไมพบสนิปสแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้ากับสนิปสอ่ืนๆ (GGC, 
rs2299388, rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs263746, rs736707) แบบใดมี
การถายทอดไปดวยกันสูงทั้งการศึกษาแบบ Population based case control และการศึกษา
แบบ Family based association ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากสนิปสแตละตําแหนงที่เลือกมาศึกษามี
ระยะหางกันมากในแตละสนิปส และจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าพบไดนอยในผูปวยออทิซึม
สเปคตรัม อาจทําใหไมพบความสัมพันธของการศึกษาแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC กับ 
สนิปสอ่ืนๆ บนยีน RELN 
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ตารางท่ี 69 แสดงการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าขึ้นไปจากพอแมมาสูผูปวย         
ออทิซึมสเปคตรัม จํานวน 18 ราย 
 

ผูปวยออทิซึม
สเปคตรัม 

เพศ ขอวินิจฉัย 
จีโนไทป 

ไดรับการถายทอดจาก 
ผูปวย พอ แม 

PS30-3 ชาย PDD-NOS 10 15 10 15 10 10 พอ 
PS41-3 ชาย Autism 10 15 10 15 10 10 พอ 
PS46-3 ชาย PDD-NOS 10 15 10 13 10 15 แม 
AR1-3 หญิง Autism 10 15 10 15 10 13 พอ 
AR12-3 ชาย Autism 10 14 10 10 10 14 แม 
AR17-3 ชาย PDD-NOS 10 15 10 10 10 15 แม 
AR42-3 ชาย PDD-NOS 13 15 13 13 10 15 แม 
AR44-3 ชาย Autism 10 16 - - ไมมีตัวอยางดีเอ็นเอพอและแม 
AR60-3 ชาย PDD-NOS 10 15 10 15 10 10 พอ 
AR62-3 ชาย Autism 10 15 10 10 13 15 แม 
AR65-3 ชาย PDD-NOS 15 15 10 15 10 15 พอและแม 
AR71-3 ชาย Autism 10 15 10 13 10 15 แม 
AR93-3 ชาย Autism 10 15 10 10 10 15 แม 
TM2-3 ชาย Autism 6 15 6 10 10 15 แม 
TM11-3 ชาย Autism 10 15 15 15 10 10 พอ 
TM17-3 ชาย Autism 10 15 10 15 10 10 พอ 
TM43.3 ชาย Autism 10 15 - 10 10 พอ* 
TM52-3 หญิง Autism 10 15 10 10 10 15 แม 

 
หมายเหตุ * ประเมินจากการถายทอดในครอบครัว 
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จํานวนซ้ํา GGC กับการแสดงออกของโปรตีน RELN ในผูปวยออทิซึม 
 

การศึกษากอนหนาน้ีพบวา การเพ่ิมขึ้นของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR 
ซ่ึงเปนบริเวณที่เก่ียวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน RELN ทําใหดีเอ็นเอบริเวณ
ดังกลาวมีเบส CG สูง (CG rich) สงผลตอการควบคุมการถอดรหัสดีเอ็นเอ (Transcriptional 
regulation) จากการศึกษาของ Persico และคณะ (2006) เก่ียวกับการแสดงออกของยีน RELN 
พบวาเม่ือมีจํานวนซ้ํา GGC เพ่ิมขึ้นการแสดงออกของยีน RELN จะลดลง เม่ือเทียบจํานวนซ้ํา 
GGC 12 และ 13 ซํ้าที่พบสูงในผูปวยออทิซึมกับจํานวนซ้ํา GGC 8 และ 10 ซํ้าที่พบไดบอยใน
กลุมควบคุม พบวาเม่ือมีจํานวนซ้ํา GGC 12 และ 13 ซํ้าการแสดงออกของยีนลดลงรอยละ 50-
60 (Persico et al., 2006) โดยการเพ่ิมขึ้นของจํานวนซ้ําดังกลาวสงผลใหโครงสรางทุติยภูมิ
ของเอ็มอารเอ็นเอเปลี่ยนแปลงไป เอ็มอารเอ็นเอขดตัวเพ่ิมขึ้นทําใหการเขามาจับของไรโบโซม
ทําไดยากขึ้นในกระบวนการแปลรหัสเปนโปรตีน สงผลใหการแสดงออกของโปรตีน RELN 
ลดลง นอกจากน้ียังพบระดับโปรตีน RELN ในพลาสมาลดลงประมาณรอยละ 25 เม่ือมีจํานวน
ซํ้า GGC มากขึ้น  

การมีจํานวนซํ้า GGC สูงขึ้นสงผลใหเกิดเมธิวเลชั่น (methylation) สูงขึ้น ผล
การศึกษาเมธิวเลชั่นของยีน RELN พบการเกิดเมธิวเลชั่นบริเวณ 5’UTR ทําใหการแสดงออก
ของยีน RELN ลดลง (Chen et al., 2002; Tamura et al., 2007) เน่ืองจากบริเวณดังกลาวมี
ตําแหนงจับของโปรตีน SP1 ซ่ึงเปน transcription factor เม่ือโปรตีน SP1 จับกับตําแหนง
จําเพาะ (GC box : enhancer-like activity อยูถัดจากตําแหนง ATG ของยีน RELN ไปทาง 
upstream -304 ถึง -137 คูเบส) สงผลใหเกิดการปองกันการเกิดเมธิวเลชั่น ของบริเวณดังกลาว
ได หากจํานวนซ้ํา GGC เพ่ิมสูงขึ้นจะไปรบกวนการจับของโปรตีนดังกลาว ทําใหเกิดเมธิวเลชั่น
สูงได นอกจากนี้การศึกษาในผูปวยโรคจิตเภทพบระดับโปรตีน RELN ลดลงเชนเดียวกัน โรค
จิตเภทเปนโรคที่เกิดจากการทํางานของโปรตีนตางๆ ในสมองผิดปกติคลายคลึงกับกลุมอาการ
ออทิซึม (Abdolmaleky et al., 2005; Grayson et al., 2005) 

หนาที่ของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN ยังไมทราบแนชัด 
โดยหนาที่หน่ึงที่เปนไปไดของจํานวนซ้ํา GGC คือเปนตําแหนงจับของโปรตีนควบคุม อยางเชน 
CAGER-1 และ CAGER-2 ซ่ึงจะจับกับลําดับดีเอ็นเอที่มีลําดับเปน GAC และ GGC ตามลําดับ 
(Yano et al., 1999) โดยจํานวนซ้ําที่เพ่ิมมากขึ้นทําใหการเขาจับของโปรตีนดังกลาวเกิดไดยาก
ขึ้นสงผลใหการแสดงออกของโปรตีนลดลงรอยละ 50 (Grayson et al., 2005) 

แมการศึกษาของ Persico และคณะ (2006) จะพบจํานวนซ้ํา GGC 12-13 ซํ้า
สงผลให luciferase reporter gene แสดงออกลดลงเมื่อเทียบกับจํานวนซ้ํา GGC นอย แต
การศึกษานี้พบจํานวนซ้ําที่ตางออกไป คือพบจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าสัมพันธกับภาวะ    
ออทิซึมในเด็กไทย จึงควรมีการศึกษาการแสดงออกของจํานวนซ้ํา GGC เพ่ิมเติมในจํานวนซ้ํา 
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GGC ที่พบตางจากการศึกษาของ Persico และคณะ (2006) ในคนไทยเพื่อศึกษาการแสดงออก
ของยีน RELN วามีการแสดงออกที่เหมือนหรือตางกันอยางไร 
 
จํานวนซ้ํา GGC กับความเสถียรในโครงสราง hairpin ของ mRNA 
 

การเพ่ิมขึ้นของจํานวนซ้ํา GGC สงผลตอความเสถียรของโครงสราง hairpin 
ของ mRNA โดยจํานวนซ้ํา GGC พบบริเวณ 5’UTR ของยีน RELN กอนตําแหนงเริ่มตนการ
ถอดรหัสเปนโปรตีนบริเวณเอกซอน 1 GGGCGCGC(GGC)nATG โดยจํานวนซ้ําดังกลาวไมมี
การถอดรหัสเปนกรดอะมิโนไกลซีน เน่ืองจากอยูในบริเวณ 5’UTR แตจะสงผลตอโครงสรางของ 

mRNA โดยการเพิ่มขึ้นของจํานวนซ้ํา GGC จะสงผลใหคาพลังงานอิสระ (ΔG) ลดลง ทําให
โครงสราง hairpin ของ mRNA มีความเสถียรมากขึ้น จนสงผลกระทบตอกระบวนการแปลรหัส
โปรตีน ทําใหไรโบโซมเขามาจับไดยากมากขึ้นกวาจํานวนซ้ํา GGC นอยๆ (Persico et al.,  
2006) คลายกับรายงานจํานวนซ้ํา GGC ของยีน AR นอยทําใหการทํางานของ Androgen 
สูงขึ้น (Ding et al., 2005) 

การศึกษาน้ีตรวจสอบคาพลังงานอิสระของการเกิด hairpin ของจํานวนซ้ํา 
GGC แตละแบบท่ีพบในการศึกษาครั้งนี้ (5-16 ซํ้า) ดวยโปรแกรม RNA structure, V.5.1, 
Mathews Lab (http://rna.urmc.rochester.edu/research.html) พบวาคาพลังงานอิสระลดลง
เม่ือจํานวนซ้ํา GGC เพ่ิมขึ้น (Mathews et al., 1999) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 70 และ
รูปที่ 46 โดยลําดับเบสที่ใชในการศึกษาคาพลังงานอิสระดังน้ี 
GAGCGAGCGGCGCGTAGGGCGCGC(GGC)nATGGAGCGCAGTGGCTGGGCCCGGCAG 
โดย n แสดงจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมขึ้น 

อยางไรก็ตามการเปลี่ยนแปลงความเสถียรในโครงสราง mRNA จะกระทบตอ
การผลิตโปรตีน RELN เชนเดียวกับยีน AR หรือไม ยังไมสามารถสรุปไดจากการทํานายนี้ แต
ผลการศึกษาดวยโปรแกรมทางชีวสารสนเทศ ใหแนวคิดวาความหลากหลายของจํานวนซ้ํา 
GGC บริเวณ 5’UTR อาจสงผลกระทบตอประสิทธิภาพของกระบวนการแปลรหัสโปรตีนที่สงผล
ใหปริมาณการผลิตโปรตีนตอหนวยเปลี่ยนไปจากสัดสวนเดิม  
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ตารางที่ 70 แสดงคาพลังงานอิสระ (ΔG) ของจํานวนซ้ํา GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN 
 

จํานวนซ้ํา GGC คาพลังงานอิสระ (ΔG) (kcal/mol) 
5 -29.0 
6 -31.3 
7 -33.8 
8 -36.1 
9 -38.6 
10 -40.9 
11 -43.4 
12 -45.7 
13 -48.2 
14 -50.5 
15 -53.0 
16 -55.3 

 
  จากการคํานวณคาพลังงานอิสระของจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมสูงขึ้นพบคา
พลังงานอิสระลดลงซึ่งสัมพันธแบบผกผันกับจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมขึ้น ทําใหการขดตัวของ
โครงสรางทุติยภูมิของจํานวนซํ้า GGC บริเวณ 5’UTR ของยีน RELN มีการขดตัวที่
เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งในการศึกษานี้พบจํานวนซ้ํา GGC สูงสุด 16 ซํ้า อาจทําใหโครงสราง mRNA 
เสถียรมากกวาจํานวนซ้ําที่พบโดยแบบทั่วไปทั้งในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมและกลุมควบคุม 
(GGC 10 ซํ้า)  
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รูปที่ 46 แสดงโครงสราง hairpin ของจํานวนซ้ํา GGC แตละแบบ (บน) จํานวนซ้ํา GGC 5 ซํ้า 
(กลาง) จํานวนซ้ํา GGC 8 ซํ้า (ลาง) จํานวนซ้ํา GGC 16 ซํ้า  
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การแสดงออกของยีน RELN ตอการทํางานของสมองในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ไมไดศึกษาถึงระดับการทํางานของยีน RELN ในผูปวย  
ออทิซึมสเปคตรัม แตมีรายงานกอนหนาน้ีเก่ียวกับการทํางานของยีน RELN กับภาวะออทิซึม 
พบวา ปริมาณโปรตีน RELN ขนาด 410 กิโลดาลตันลดลงในผูปวยออทิซึมอยางมีนัยสําคัญเม่ือ
เทียบกับกลุมควบคุม (Fatemi, 2002) ซ่ึงสงผลใหเด็กมีพัฒนาการหลายดานลาชา เชน การน่ัง
และการเดินชากวาเด็กที่มีระดับโปรตีน RELN เปนปกติ รวมทั้งสงผลใหเด็กบางรายมีอาการชัก
รวมดวย (Fatemi et al., 2002) นอกจากน้ียังพบระดับโปรตีน RELN และ mRNA ที่สรางจาก
ยีน RELN ลดลงในสมองสวนซีรีเบลลัมและฮิปโปแคมปสของผูปวยโรคจิตเภท 
(Schizophrenia) ซ่ึงลดลงรอยละ 50 เม่ือเทียบกับคนที่ไมมีปญหาทางจิตเวช (Impagnatiello et 
al., 1998) 

จากการทราบหนาที่ของยีน RELN วามีความเก่ียวของกับการเคลื่อนที่และ
กําหนดตําแหนงของเซลลประสาทใหถูกตองเพ่ือใหสมองสามารถทํางานไดเปนปกติ โดยพบวา
การแสดงออกของโปรตีน RELN พบไดสูงในเซลล Purkinje การศึกษาของ Fatemi และคณะ 
(2002) พบวาขนาดของเซลล Purkinje บริเวณสมองสวนซีรีเบลลัมของผูปวยออทิซึมมีขนาด
ลดลงประมาณรอยละ 50 เม่ือเทียบกับเซลลสมองของคนปกติ (Fatemi et al., 2002) 
นอกจากน้ีการศึกษาของ Yip และคณะ (2000) พบความผิดปกติของยีน RELN สงผลใหเซลล
ประสาทมีการเคลื่อนที่และขนาดที่เปลี่ยนแปลงไปจากปกติสงผลใหสมองทํางานผิดปกติ  

การศึกษาในหนูทดลองพบวายีน reln ทํางานรวมกับยีน disabled 1 (dab1) 
ซ่ึงเก่ียวของกับการกําหนดตําแหนงของเซลลประสาทระหวางการพัฒนาของสมอง โดยพบวา
โปรตีน Reln มีหนาที่ในการเติมหมูฟอสเฟตใหแกโปรตีน Dab1 ทําใหการควบคุมการกําหนด
ตําแหนงของเซลลประสาทในสมองอยูในตําแหนงที่ถูกตองและสามารถทํางานไดเปนปกติ 
(Howell et al., 1999) ดังน้ันความผิดปกติของยีนอ่ืนๆ ที่อยูในวิถีการทํางานของยีน RELN 
เชน DAB1 อาจสงผลใหเกิดภาวะออทิซึมได เน่ืองจากการเกิดภาวะออทิซึมมีสาเหตุมาจาก
ปจจัยทางพันธุกรรม (ความผิดปกติของยีนหลายยีน) รวมกับปจจัยทางสิ่งแวดลอม 
(multifactorial inheritance) 
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การศึกษาความสัมพันธของสนิปบนยีน RELN กับผูปวยออทซิึมสเปคตรัม 
 

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN กับผูปวยออทิซึมมีนอย 
การศึกษานี้เปนการศึกษาครั้งแรกในผูปวยออทิซึมชาวไทย โดยเลือกศึกษาสนิปสทั้งหมด 7 
ตําแหนงซ่ึงกระจายอยูทั่วทั้งยีน โดยเลือกสนิปส 3 ตําแหนงบริเวณเอกซอน ไดแก rs2072403 
บริเวณเอกซอน 15 rs362691 บริเวณเอกซอน 22 และ rs362746 บริเวณเอกซอน 45 
โดยสนิปส rs2072403 (C/T) และ rs362746 (A/G) เปนสนิปสที่ไมสงผลตอการเปลี่ยนแปลง
กรดอะมิโน (synonymous variant) สวนสนิปส rs362691 (C/G) เปนสนิปสที่สงผลใหเกิดการ
เปลี่ยนกรดอะมิโนจากลิวซีนเปนวาลีน (L997V) และเลือกสนิปส 3 ตําแหนงบริเวณอินทรอน 
ไดแก rs2299388 บริเวณอินทรอน 2 rs2159676 บริเวณอินทรอน 28 และ rs736707 บริเวณ
อินทรอน 59 และเลือก 1 สนิปสบริเวณ splicing junction บริเวณอินทรอน 5 ไดแก rs607755
เน่ืองจากยีน RELN เปนยีนที่มีขนาดใหญ (517.7 กิโลเบส) ประกอบดวย 64 เอกซอน จึงไม
สามารถศึกษาสนิปสไดทุกเอกซอน ดังน้ันในการศึกษาครั้งน้ีจึงใชเลือกสนิปสทั้ง 7 ตําแหนง
ดังกลาวดวยหลักการดังน้ี (1) เลือกสนิปสที่มีความหลากหลายทางพันธุกรรม (polymorphic) มี
คาเฮทเทอโรไซโกซิตี้ไมต่ํากวา 0.3 คือสนิปส rs2159676 (2) หรือสนิปสที่เปนเคยมีการศึกษา
มากอนหนาน้ีในกลุมผูปวยชาวอิตาเลี่ยน กลุมผูปวยชาวอเมริกัน กลุมผูปวยชาวอินเดีย กลุม
ผูปวยชาวจีน และกลุมประชากรญี่ปุน (3) หรือสนิปสที่มีการเปลี่ยนแปลงเบสแลวสงผลให
กรดอะมิโนเปลี่ยน คือสนิปสตําแหนง rs362691 (4) หรือสนิปสที่อาจคาดวาเปนตําแหนงที่
สงผลตอ splicing junction คือสนิปสตําแหนง rs607755 บริเวณอินทรอน 5 ผลการศึกษานี้พบ
ความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงที่ศึกษามีคาความถี่ของแอลลีลที่พบไดนอย (minor 
allele frequency) มากกวา 0.1 (MAF > 0.1) และความถี่แอลลีลของสนิปสแตละตําแหนงมีคา
ใกลเคียงกับความถี่แอลลีลในคนจีนที่มีรายงานไวในฐานขอมูล (NCBI) ดังแสดงรายละเอียดใน
ตารางที่ 72 ภาคผนวก ก 

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN ในผูปวยออทิซึมแบบ 
Population based case control มีไมมากนัก มีเพียง 1 การศึกษาที่พบความสัมพันธดังกลาว 
คือ การศึกษาของ Li และคณะ (2008) ในผูปวยออทิซึมชาวจีน ที่พบความสัมพันธของสนิปส 
rs736707 เพียงตําแหนงเดียวจากการศึกษาสนิปสทั้งหมด 8 โดยพบความถี่จีโนไทปแบบ C/C 
ในผูปวยออทิซึมสูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทั้งการศึกษาแบบ dominant และ additive 
สวนสนิปส rs607755, rs2072403, rs362691 และ rs362746 ที่ศึกษาเหมือนกับการศึกษานี้ไม
พบความสัมพันธของสนิปสดังกลาวกับภาวะออทิซึมในคนจีนเชนเดียวกับการศึกษาน้ีที่ไมพบ 
สนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมในคนไทย 
สอดคลองกับการศึกษาของ Persico และคณะ (2001) ที่ศึกษาสนิปส 2 ตําแหนง โดยมีสนิปส 
rs607755 เหมือนกับการศึกษานี้ การศึกษาของ Dutta และคณะ (2008) ที่ศึกษา สนิปส 6 
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ตําแหนงบนยีน RELN ในคนอินเดีย โดยมีสนิปส rs2072403, rs362691 และ rs736707 
เหมือนกับการศึกษานี้ และการศึกษาของ He และคณะ (2010) ที่ศึกษาสนิปส 4 ตําแหนงบน
ยีน RELN ในคนจีน โดยมีสนิปส rs362691 และ rs736707 เหมือนกับการศึกษานี้  

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน RELN แบบ Family based 
association ดวยวิธี TDT มีรายงานพบความสัมพันธดังกลาวเพียง 1 การศึกษาคือ การศึกษา
ของ Serajee และคณะ (2006) ที่พบสนิปสตําแหนง rs736707 มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม
ในครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 196 ครอบครัวที่ไดรับการวินิจฉัยวาเปนออทิซึม โดยพบความถี่
แอลลีล 0.77/0.23 (T/C) ตางจากการศึกษาน้ีและการศึกษาอ่ืนๆ ที่ไมพบความสัมพันธของ 
สนิปสตําแหนงอ่ืนๆ ที่ศึกษาบนยีน RELN (Bonora et al., 2003; Dutta et al., 2007; Dutta et 
al., 2008; He et al.; 2010; Persico et al., 2001) โดยการศึกษานี้พบความถี่แอลลีลเปน 
0.58/0.42 (T/C) ซ่ึงความถี่แอลลีลดังกลาวสอดคลองกับผลการศึกษาในคนอินเดียของ Dutta 
และคณะ (2008) 0.57/0.43 (T/C) และการศึกษาในคนจีนของ Li และคณะ (2008) 0.58/0.42 
(T/C) และการศึกษาของ He และคณะ (2010) 0.57/0.43 (T/C) และมีความถี่ใกลเคียงกับ
ความถี่ ของส นิปส ตํ าแหน ง ดั งกล า วที่ มี ร ายงานไว ในฐานข อ มูลส นิปส ของ  NCBI 
(www.ncbi.nlm.nig.gov/SNP)  

อยางไรก็ตามการศึกษาน้ีไมพบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใด    
แอลลีลหน่ึงของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN จากพอแมมาสูลูกดวยวิธี TDT ตาง
จากการศึกษาอ่ืนอาจเนื่องมาจาก (1) กลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษามีพ้ืนฐานทางพันธุกรรมที่
แตกตางกัน (คนเอเชียและคนยุโรป) (2) เกณฑการวินิจฉัยกลุมผูปวยที่แตกตางกัน โดย
การศึกษาของ Serajee และคณะ (2006) พบสนิปส rs362691 มีการถายทอดแอลลีล G จาก
พอแมมาสูลูกสูงกวาแอลลีล C ในกลุมผูปวยที่วินิจฉัยวาเปนออทิซึมสเปคตรัม (Autism+PDD-
NOS) แตไมพบความสัมพันธดังกลาวเม่ือศึกษาเฉพาะผูปวยที่วินิจฉัยวาเปนออทิซึม (Autism 
only) ซ่ึงความสัมพันธดังกลาวอาจเกิดจากผลบวกปลอมจากการเลือกกลุมตัวอยางที่นํามา
ศึกษา (3) ลักษณะครอบครัวผูปวย การศึกษานี้ศึกษาในครอบครัวผูปวยที่มีลูกเปนออทิซึม 1 
ราย (simplex family) เปนสวนใหญ (151 simplex families+9 multiplex families) และไมพบ
ความสัมพันธจากการศึกษาแบบ TDT ตางจากการศึกษา Serajee และคณะ (2006) ที่ศึกษาใน
ครอบครัวที่มีลูกเปนออทิซึมมากกวา 1 รายรวมดวย (129 multiplex families+67 simplex 
families) (4) ขนาดกลุมตัวอยาง (sample size) การศึกษานี้ศึกษาในครอบครัวผูปวยออทิซึม
ชาวไทยเพียง 160 ครอบครัว ตางจากการศึกษาของ Serajee และคณะ (2006) ที่ศึกษาใน 196 
ครอบครัว อยางไรก็ตามจากการศึกษาที่ผานมาและการศึกษานี้ชี้ใหเห็นวาการเลือกกลุม
ตัวอยาง เกณฑการวินิจฉัย ลักษณะกลุมตัวอยาง และขนาดกลุมตัวอยางมีผลตอการศึกษา
ความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึมในรูปแบบ TDT และขอจํากัดของการศึกษาแบบ 
TDT คือจะเลือกเฉพาะพอแมที่มีจีโนไทปแบบเฮทเทอโรไซกัสเทาน้ันมาคํานวณคาการถายทอด 
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สวนพอแมที่เปนโฮโมไซกัสไมสามารถนํามาคํานวณหาความสัมพันธได เพราะไมสามารถบอก
ไดวาแอลลีลใดถายทอดมาสูลูก จึงทําใหจํานวนครอบครัวที่นํามาใชในการศึกษาการถายทอด
ของแอลลีลในสนิปสแตละตําแหนงมีจํานวนลดลง  

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสในรูปแบบแฮโพลไทปมีเพียงการศึกษาของ 
Skaar และคณะ (2005) ที่พบสนิปสแฮโพลไทปแบบ A-A-T-T (rs2075043-rs362746-
rs2229864-rs736707) มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปนออทิซึมสูงอยางมีนัยสําคัญ (P = 
0.002) ตางจากการศึกษานี้ที่ไมพบสนิปสแฮโพลไทปบนยีน RELN กับภาวะออทิซึม แต
การศึกษานี้พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสตําแหนง rs2072403 และ rs362691 บริเวณ
เอกซอน 15 ถึงเอกซอน 22 ขนาดประมาณ 41 กิโลเบสสูง ทั้งการศึกษาแบบ population 
based case control และ Family based association แตเม่ือพิจารณาสนิปสแฮโพลไทปใน
บล็อกดังกลาวไมพบความสัมพันธของสนิปสแฮโพลไทปแบบใดมีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม
ในคนไทย สอดคลองกับการศึกษาของ Li และคณะ (2008) ในคนจีน ที่พบสนิปส rs2072403 
และ rs362691 มีการถายทอดไปดวยกันสูงแตไมพบสนิปสแฮโพลไทปในบล็อกดังกลาว ซ่ึง
สาเหตุที่ทําใหการศึกษาน้ีในครอบครัวผูปวยคนไทยตางจากการศึกษาในคนยุโรปของ Skaar 
และคณะ (2005) อาจเนื่องมาจากกลุมตัวอยางที่ศึกษามีความแตกตางกันในเรื่องเชื้อชาติและ
จํานวนที่ศึกษา โดยการศึกษาของ Skaar และคณะ (2005) ศึกษาในคนยุโรป 371 ครอบครัว 
สวนการศึกษาในคนเอเชียมีจํานวนตัวอยางนอยกวาคือ การศึกษานี้ในคนไทยมี 160 ครอบครัว 
และการศึกษาของ He และคณะ (2010) ในคนจีน 165 ครอบครัว อาจทําใหผลการศึกษา
แตกตางกัน และเนื่องมาจากยีน RELN เปนยีนที่มีขนาดใหญ (517.7 กิโลเบส) และระยะหาง
ของสนิปสแตละตําแหนงที่เลือกมาศึกษาคอนขางหางกันมาก ทําใหคาการถายทอดไปดวยกัน 
(LD) ที่ปรากฏต่ําระหวางสนิปสแตละตําแหนง 

แมวาการศึกษานี้จะไมพบสนิปสแฮโพลไทปแบบใดมีการถายทอดจากพอแม
มาสูลูกที่มีภาวะออทิซึมมากกวาที่คาดไวอยางมีนัยสําคัญในคนไทย แตการศึกษาสนิปส       
แฮโพลไทปยังมีความสําคัญ เน่ืองจากเปนการศึกษาสนิปสหลายๆ ตําแหนงพรอมกันทําให
การศึกษาสนิปสแบบแฮโพลไทปมีความนาเชื่อถือกวาการวิเคราะหสนิปสเพียงตําแหนงเดียว 
นอกจากน้ีการศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในยีนอ่ืนๆ พบสนิปสแฮโพลไทปบางแบบสงผลตอการ
แสดงออกของยีน เชน การศึกษาของ Benayed และคณะ (2009) ในยีน ENGRAILED 2 
(EN2) ซ่ึงเปนยีนบนโครโมโซม 7 แขนขาวยาว ตําแหนง 7q36.2 พบความสัมพันธของสนิปส 2 
ตําแหนง rs1861972 (A/G) and rs1861973 (C/T) มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปน  
ออทิซึมสูงทั้งการศึกษาแบบสนิปสเดียวและแบบสนิปสแฮโพลไทปในครอบครัวผูปวยออทิซึม
จํานวน 518 ครอบครัว และเม่ือศึกษาการแสดงออกของแฮโพลไทป แบบ A-C ของสนิปส
ดังกลาวโดยการสรางเวคเตอรที่มีแฮโพลไทปแบบ A-C แลวนําเวคเตอรดังกลาวเขาสูเซลลของ
มนุษยและหนูเพ่ือดูการแสดงออกของ luciferase reporter gene พบวา การแสดงออกของยีน
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ดังกลาวเพ่ิมขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) เม่ือเทียบกับแฮโพลไทปแบบอ่ืน (Benayed et al., 
2009)  
  อยางไรก็ตามการศึกษาสนิปสไมสามารถบอกไดชัดเจนวาสนิปสบนยีน RELN 
เปนสวนสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึมขึ้นหรือไม เน่ืองจากการศึกษาน้ีเลือกศึกษาสนิปสเพียง 7 
ตําแหนงซ่ึงอาจไมมากพอที่จะพบความสัมพันธของยีน RELN กับภาวะออทิซึมได เน่ืองจากยีน 
RELN มีสนิปสมากกวา 3,900 ตําแหนง นอกจากน้ีการศึกษานี้ไมครอบคลุมถึงการเกิดการขาด
หายไปของชิ้นสวนโครโมโซมขนาดเล็ก (microdeletion) การเพ่ิมขึ้นของจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ
ขึ้นขนาดเล็ก (microduplication) และมิวเทชั่นในยีน เชน รายงานพบมิวเทชั่นในยีน LAMB1 
(I1547T) ยีน PTPRZ1 (I3S) และยีน UBE2H บนโครโมโซม 7 ในผูปวยออทิซึม (Bonora et 
al., 2005; Vourc'h et al., 2003) ดังน้ันการตรวจกรองมิวเทชั่นในยีน RELN อาจตรวจพบ
ความผิดปกติของยีน RELN ได  
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การศึกษาความสัมพันธของยีน MET กับภาวะออทิซึมในเด็กไทย 
  
  การศึกษานี้เปนการศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET กับภาวะ    
ออทิซึมสเปคตรัมในคนไทยคร้ังแรก โดยเลือกศึกษาสนิปส 7 ตําแหนงที่กระจายตัวอยูทั่วทั้งยีน 
โดยเลือกสนิปส 1 ตําแหนงบริเวณโปรโมเตอรที่เปน Functional SNP ไดแก rs1858830 เลือก
สนิปส 2 ตําแหนงบริเวณเอกซอน ไดแก rs13223756 บริเวณเอกซอน 7 และ rs 2023748 
บริเวณเอกซอน 21 เลือกสนิปส 4 ตําแหนงบริเวณอินทรอน ไดแก rs38845 บริเวณอินทรอน 1, 
rs10243024 บริเวณอินทรอน 2, rs38859 บริเวณอินทรอน 3 และ rs2299439 บริเวณอิน
ทรอน 15 ผลการตรวจสอบสมดุลของฮารดีไวเบิรก (Hardy-Weinberg equilibrium) พบสนิปส
ทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET เขาสูสมดุลของฮารดีไวนเบิรกทุกตําแหนง ( P > 0.05) 

กอนหนาน้ีมีรายงานพบความสัมพันธระหวางยีน MET กับภาวะออทิซึม โดย
การศึกษาดังกลาวพบความสัมพันธของสนิปส rs1858830 บริเวณโปรโมเตอรของยีน MET กับ
ภาวะออทิซึมในผูปวยชาวอิตาเลี่ยนและอเมริกัน (Campbell et al., 2006; Jackson et al., 
2009) โดยพบแอลลีล C และจีโนไทปแบบ C/C มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวาง
ผูปวยออทิซึมกับกลุมควบคุม ในการศึกษาแบบ Population based case control ซ่ึงตางจาก
การศึกษานี้ที่ไมพบความสัมพันธของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่เลือกศึกษา โดยการศึกษาน้ีพบ
ความถี่แอลลีลของสนิปสที่ศึกษาในคนไทยมีคาใกลเคียงกับความถี่แอลลีลในคนจีนที่มีรายงาน
ไวในฐานขอมูล (www.ncbi.nlm.nig.gov/SNP) ดังแสดงรายละเอียดในตารางที่ 72 ภาคผนวก 
ตางจากรายงานกอนหนาน้ี โดยการศึกษาของ Campbell และคณะ (2006) และการศึกษาของ 
Sousa และคณะ (2008) ในผูปวยออทิซึมชาวอิตาเลี่ยนพบแอลลีล C เปนแอลลีลที่พบไดบอย 
การศึกษาครั้งน้ีใหผลการศึกษาที่สนับสนุนการศึกษาของ Thanseem และคณะ (2010) และ
การศึกษาของ Jackson และคณะ (2009) ในคนอเมริกัน ที่พบแอลลีล G เปนแอลลีลที่พบได
บอยสวนแอลลีล C เปนแอลลีลที่พบไดนอย สงผลใหการศึกษาคร้ังน้ีแตกตางจากการศึกษา
กอนหนาที่พบความสัมพันธของสนิปสดังกลาวกับภาวะออทิซึม นอกจากน้ีการศึกษาของ 
Campbell และคณะ (2006) พบจีโนไทปแบบ C/C มีความเสี่ยง (relative risk) ตอการเกิดภาวะ
ออทิซึมสูงกวาจีโนไทปแบบ G/G ถึง 2.27 เทา และจีโนไทปแบบ C/G มีความเสี่ยงสูงกวา      
จีโนไทปแบบ G/G ถึง 1.67 เทา เชนเดียวกับการศึกษาของ Jackson และคณะ (2009) ที่พบ
ความถี่จีโนไทปแบบ C/C และ C/G ตางจากจีโนไทปแบบ G/G อยางมีนัยสําคัญระหวางกลุม
ผูปวยและกลุมควบคุมชาวอเมริกัน จากการรายงานที่ผานมาชี้ใหเห็นวาความสัมพันธของ 
สนิปส rs1858830 กับภาวะออทิซึมมีความแตกตางกันในแตละเชื้อชาติ และกลุมตัวอยางที่ใช
ในการศึกษา 

การศึกษาของ Sousa และคณะ (2008) พบความสัมพันธของสนิปส rs38845 
(A/G) บริเวณอินทรอน 1 กับภาวะออทิซึมในผูปวยชาวอิตาเลี่ยน โดยพบความถี่แอลลีล A ใน
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ผูปวยออทิซึมสูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญ และเม่ือพิจารณาจีโนไทปพบความถี่จีโนไทป
แบบ A/A และ A/G สูงกวา G/G อยางมีนัยสําคัญเชนกัน ซ่ึงตางจากการศึกษานี้และการศึกษา
อ่ืนๆ ที่ไมพบความสัมพันธดังกลาว (Campbell et al., 2006; Thanseem et al., 2010) สวน
การศึกษาสนิปส rs10243024 (A/G), rs38859 (C/T), rs13223756 (A/G) rs2299439 (G/T) 
และ rs2023748 (A/G) ไมพบความแตกตางทางสถิติของความถี่แอลลีลและ จีโนไทปของสนิปส
ดังกลาวระหวางกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมเชนเดียวกับการศึกษา
กอนหนาน้ี (Campbell et al., 2006; Sousa et al., 2008; Thanseem et al., 2010)  

การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET ในรูปแบบ Family based 
association ของ Campbell และคณะ (2006) พบสนิปส rs1858830 มีการถายทอดแอลลีล C 
และจีโนไทปแบบ C/C จากพอแมมาสูลูกที่เปนออทิซึมสูงอยางมีนัยสําคัญในครอบครัวผูปวย
ออทิซึมชาวยุโรปจํานวน 204 ครอบครัว (P = 0.0005) และพบการถายทอดแอลลีลและ         
จีโนไทปดังกลาวสูงขึ้นเม่ือเพ่ิมจํานวนครอบครัวผูปวยออทิซึมเปน 743 ครอบครัว (P = 
0.000005) ตางจากการศึกษาน้ีที่ไมพบความสัมพันธของการถายทอดแอลลีลใดแอลลีลหน่ึง
ของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงจากพอแมมาสูลูกสูงอยางมีนัยสําคัญในครอบครัวผูปวยออทิซึมชาว
ไทย สอดคลองกับการศึกษาของ Thanseem และคณะ (2010) ในครอบครัวผูปวยออทิซึมชาว
ญ่ีปุน (126 ครอบครัว) ที่ไมพบความสัมพันธของสนิปสที่ศึกษาบนยีน MET มีการถายทอด 
แอลลีลใดแอลลีลหน่ึงจากพอแมมาสูลูกสูง นอกจากนี้การศึกษาของ Sousa และคณะ (2008) 
พบสนิปส rs38845 บริเวณอินทรอน 1 มีการถายทอดแอลลีล A จากพอแมมาสูลูกที่เปน    
ออทิซึมสูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญ (P = 0.0035) จากการศึกษาสนิปสทั้งหมด 36 
ตําแหนง และการศึกษาของ Thanseem และคณะ (2010) ที่ศึกษาสนิปสบนยีน MET ทั้งหมด 
15 ตําแหนง บริเวณ 5’UTR ถึงอินทรอน 15 (มีสนิปส rs1858830, rs38845 และ rs10243024 
เหมือนกับการศึกษานี้) พบสนิปส rs38841 บริเวณอินทรอน 1 มีการถายทอดแอลลีล A จากพอ
แมมาสูลูกที่เปนออทิซึมสูงกวาแอลลีล G อยางมีนัยสําคัญ (P = 0.044) และมีการถายทอด  
แอลลีลดังกลาวเพ่ิมขึ้นเม่ือศึกษาซ้ําในคนยุโรปจํานวน 252 ครอบครัว (P = 0.0006) ซ่ึงตาง
จากการศึกษานี้ที่ไมพบการถายทอดแอลลีลของสนิปส rs38845 จากพอแมมาสูลูกสูงใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมชาวไทย 

อยางไรก็ตามการศึกษานี้ศึกษาในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมชาวไทย
เพียง 160 ครอบครัวที่สวนใหญมีลูกเปนออทิซึมสเปคตรัมเพียง 1 ราย (151 simplex families; 
9 multiplex families) เชนเดียวกับการศึกษาของ Thanseem และคณะ (2010) ในครอบครัว
ผูปวยออทิซึมชาวญี่ปุน ซ่ึงมีจํานวนนอยกวาการศึกษาของ Campbell และคณะ (2006) ที่
ศึกษาในครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 743 ครอบครัว (265 simplex families; 478 multiplex 
families) และการศึกษาของ Sousa และคณะ (2008) ในครอบครัวผูปวยชาวยุโรป 407 
ครอบครัว (325 multiplex families; 82 simplex families) จากการศึกษาของ Campbell และ
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คณะ (2006) พบความสัมพันธของสนิปส rs1858830 กับภาวะออทิซึมในครอบครัวผูปวย   
ออทิซึมที่มีลูกเปนโรคมากกวา 1 ราย (multiplex family) แตเม่ือพิจารณาในครอบครัวที่มีลูก
เปนออทิซึมเพียง 1 ราย (simplex family) กลับไมพบความสัมพันธของสนิปส rs1858830 กับ
ภาวะออทิซึม (P = 0.202) ดังนั้นการเพ่ิมจํานวนครอบครัวผูปวยออทิซึม (sample size) และ
การเลือกครอบครัวผูปวยที่มีลูกเปนออทิซึมมากกวา 1 ราย (multiplex family) อาจทําใหได
ขอมูลในการศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET กับภาวะออทิซึมมากย่ิงขึ้น 

การศึกษาที่พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสบนยีน MET โดยการศึกษา
ของ Campbell และคณะ (2006) ซ่ึงเลือกสนิปส 9 ตําแหนงที่กระจายทั่วทั้งยีนตั้งแตบริเวณ 
โปรโมเตอรจนถึงเอกซอน 21 มาศึกษาการถายทอดไปดวยกันของสนิปส พบการถายทอดไป
ดวยกันของสนิปสบนยีน MET จํานวน 2 บล็อก คือ บล็อกแรกขนาด 17 กิโลเบสบริเวณ     
โปรโมเตอรของยีน MET ประกอบสนิปสดวย rs437-rs184953-rs1858830-rs40238 และพบ 
สนิปสแฮโพลไทปแบบ G-C-G-C ในบล็อกดังกลาวมีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปน   
ออทิซึมสูง (P = 0.008) นอกจากนี้การศึกษาของ Sousa และคณะ (2008) ที่ศึกษาสนิปส
ทั้งหมด 36 ตําแหนงที่กระจายทั่วทั้งยีน MET พบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสทั้งหมด 4 
บล็อก โดยบล็อกแรกประกอบดวยสนิปสบริเวณโปรโมเตอรขนาด 10 กิโลเบส ซ่ึงสอดคลองกับ
การศึกษาของ Campbell และคณะ (2006) บล็อกที่ 2 บริเวณอินทรอน 1 ขนาด 3 กิโลเบส 
ประกอบดวยสนิปส rs38845 ซ่ึงพบวาสนิปสดังกลาวมีการถายทอดแอลลีล A จากพอแมมาสู
ลูกสูงประกอบอยูในบล็อกดังกลาวดวย บล็อกที่ 3 บริเวณอินทรอน 1 ถึงอินทรอน 2 ขนาด 37 
กิโลเบส และบล็อกที่ 4 บริเวณอินทรอน 3 ถึงเอกซอน 20 ขนาด 56 กิโลเบส ตางจาก
การศึกษานี้ที่ไมพบการถายทอดสนิปสบริเวณโปรโมเตอรและบริเวณอินทรอน 1 มีการถายทอด
สนิปสในรูปแบบแฮโพลไทปจากพอแมมาสูลูก ซ่ึงอาจเน่ืองมาจากเลือกศึกษาสนิปสโปรโมเตอร
และบริเวณอินทรอน 1 เพียงตําแหนงเดียวและบริเวณดังกลาวมีขนาดใหญทําใหไมพบ
ความสัมพันธของสนิปสบริเวณดังกลาวในรูปแบบสนิปสแฮโพลไทป 

ผลการศึกษาสนิปสแฮโพลไทปในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัมคร้ังน้ี พบ
การถายทอดไปดวยกันของสนิปส 4 ตําแหนงจากการศึกษาทั้งหมด 7 ตําแหนงบนยีน MET 
(LD>80) บริเวณอินทรอน 3 ถึงเอกซอน 21 (rs1858830-rs38845 rs10243024-rs38859-
rs13223756-rs2299439-rs2023748) ขนาด 56 กิโลเบสมีการถายทอดสนิปสไปดวยกันสูงใน
ครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม และพบสนิปสแฮโพลไทปของบล็อกดังกลาวแบบ T-A-G-A 
มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาแฮโพลไทปแบบอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.040) โดย
ในบล็อกดังกลาวประกอบดวยสนิปส rs38859 ที่มีการถายทอดแอลลีล T จากพอแมมาสูลูกสูง
กวาแอลลีล G โดยมีอัตราการถายทอดเปน (94 : 70, P = 0.0609) และสนิปส rs2023748 ที่มี
การถายทอดแอลลีล A จากพอแมมาสูลูกสูงกวาแอลลีล G โดยมีอัตราการถายทอดเปน (94 : 
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72, P = 0.0877) แมจะไมมีนัยสําคัญทางสถิติในการวิเคราะหแบบสนิปสตําแหนงเดียว แตเม่ือ
พิจารณาสนิปสแฮโพลไทปเพียง 2 ตําแหนง (rs38859 และ rs2023748) พบสนิปสแฮโพลไทป
แบบ T-A มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญ (94.9 : 62.0, P = 0.0086) 
โดยพบความถี่ของแฮโพลไทปดังกลาวรอยละ 42.2 เม่ือเทียบกับสนิปสแฮโพลไทปแบบอ่ืนๆ 
ดังแสดงในตารางที่ 66 โดยสนิปสแฮโพลไทปแบบ T-A ของสนิปส rs38859-rs2023748 ไมเคย
มีรายงานมากอนวามีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกสูงกวาสนิปสแฮโพลไทปแบบอ่ืนในบริเวณ
อินทรอน 3 ถึงเอกซอน 21 การศึกษานี้จึงเปนการศึกษาแรกที่พบความสัมพันธของสนิปส    
แฮโพลไทปดังกลาวในครอบครัวผูปวยออทิซึมสเปคตรัม  

อยางไรก็ตามการศึกษานี้เลือกศึกษาสนิปสบนยีน MET เพียง 7 ตําแหนงซ่ึง
ถือวานอยเม่ือเทียบกับการศึกษาอ่ืนๆ มีรายงานสนิปสบนยีน MET ในฐานขอมูลมากกวา 585 
ตําแหนง (www.snpper.chip.org) รวมทั้งการศึกษานี้เลือกสนิปสแตละตําแหนงที่นํามาศึกษามี
ระยะหางกันพอสมควรทําใหพบการถายทอดไปดวยกันของสนิปสแตละตําแหนงนอยตางจาก
การศึกษาอ่ืนกอนหนาน้ี ดังน้ันการเพ่ิมจํานวนสนิปสและกลุมตัวอยางที่ใชในการศึกษาอาจจะ
ชวยใหไดขอมูลที่มากพอในการศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET กับภาวะออทิซึมได  
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การศึกษาการแสดงออกของยีน MET ในผูปวยออทิซึม 
 
  การศึกษานี้ไมไดศึกษาการแสดงออกของยีน MET ในผูปวยออทิซึมสเปคตรัม
ชาวไทย แตมีรายงานการศึกษาการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดจาก G เปน C ของสนิปส 
rs1858830 กับการแสดงออกของยีน MET  ในผูปวยออทิซึม จากการศึกษาของ Campbell 
และคณะ (2006) ที่พบความแตกตางของแอลลีล C และจีโนไทปแบบ C/C สูงในผูปวยเทียบกับ
กลุมควบคุม และพบวาแอลลีล C ของสนิปสดังกลาวสงผลใหการจับของดีเอ็นเอกับโปรตีนจับ
ไดลดลง (DNA-protein complex) จึงตั้งสมมุติฐานวา แอลลีล C นาจะสงผลใหเกิดภาวะออทิซึม
ขึ้น Campbell และคณะ (2006) ไดทดสอบสมมุติฐานโดยสราง MET promoter 2 แบบขนาด 
726 คูเบส ที่มีความแตกตางกันเฉพาะเบส C และ G ของสนิปส rs1858830 เขาสู 
pGL4.10(luc2) luciferase reporter vector จากน้ันทําการ transfect เขาสูเซลลประสาทของหนู 
(N2A และ SN56) และ HEK cell line พบวาการแสดงออกของ luciferase ลดลงกวาคร่ึงเม่ือมี
แอลลีล C เทียบกับแอลลีล G ซ่ึงการลดลงนี้ชี้ใหเห็นวาการเปลี่ยนแปลงนิวคลีโอไทดของสนิปส 
rs1858830 แบบแอลลีล C มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึม รวมทั้งคาดการณไดวาสนิปส 
rs1858830 เปนตําแหนงที่มีความเก่ียวของกับการควบคุมการแสดงออกของยีน MET 
นอกจากน้ียังพบวาสนิปส rs1858830 แบบแอลลีล C สงผลใหการจับกับ transcription factor 
protein (SP1 และ AP2) ลดลงเม่ือเทียบกับแอลลีล G  
  ตอมา Campbell และคณะ (2007) ศึกษาการแสดงออกของยีน MET ในสมอง
สวน Cerebral cortex ในผูปวยออทิซึม โดยเลือกศึกษาในผูปวยออทิซึม 7 รายเปรียบเทียบกับ
กลุมควบคุม 8 คนที่มีความสอดคลองกันในเรื่อง อายุ เพศ และสวนของสมองที่ศึกษา พบระดับ
การแสดงออกของโปรตีน MET ลดลง 2 เทาในผูปวยออทิซึมเทียบกับกลุมควบคุม โดยพบ
ผูปวยออทิซึมมีจีโนไทปแบบ C/C สูงกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (5 ตอ 1 ราย) 
นอกจากน้ี Campbell และคณะยังพบ transcription signal อ่ืนๆ ที่ทํางานรวมกับยีน MET มี
การเปลี่ยนแปลงที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุม เชน HGF 
(เพ่ิมขึ้น 1.7 เทา) PLAU (เพ่ิมขึ้น 1.6 เทา) PLAUR (เพ่ิมขึ้น 2.5 เทา) SERPINE1 (เพ่ิมขึ้น 
1.8 เทา) และ CD44 (เพ่ิมขึ้น 7.7 เทา) ซ่ึงชี้ใหเห็นวาในการควบคุมการแสดงออกของยีน MET 
ใหเปนปกติ โปรตีนตัวอ่ืนที่เก่ียวของจะตองมีประมาณที่ปกติไมเพ่ิมขึ้นเหมือนในผูปวยออทิซึม  
  ดังน้ันการศึกษาการทํางานหรือการแสดงออกของยีน MET จึงมีความสําคัญ
และควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมตอไปในอนาคต 
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บทที่ 5 
บทสรุป 

 
  การศึกษาความสัมพันธของยีน RELN ในเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึมสเปคตรัม
พบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่แอลลีลและจีโนไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้า 
บริเวณ 5’UTR สูงในกลุมผูปวยออทิซึมสเปคตรัมเปรียบเทียบกับกลุมผูควบคุมโดยการทดสอบ
ไคสแควร แตไมพบการถายทอดจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้าจากพอแมมาสูลูกสูงกวาจํานวนซ้ํา 
GGC < 14 ซํ้า และไมพบแฮโพลไทปของจํานวนซ้ํา GGC ≥ 14 ซํ้ากับสนิปสตําแหนงอ่ืนที่
ศึกษาบนยีน RELN มีความสัมพันธกับภาวะออทิซึมในรูปแบบสนิปสแฮโพลไทป รายงานกอน
หนาน้ีพบวาจํานวนซ้ํา GGC ที่เพ่ิมมากขึ้นจะสงผลใหการแสดงออกของยีนลดลง ดังน้ันจํานวน
ซํ้า GGC ที่พบสูงขึ้นในผูปวยออทิซึมสเปคตรัมอาจเปนปจจัยหนึ่งที่สงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึม
สเปคตรัมขึ้นในคนไทย การศึกษาความสัมพันธของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงบนยีน RELN 
(rs2299388, rs607755, rs2072403, rs362691, rs2159676, rs362746, rs736707) ไมพบ
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของความถี่แอลลีล ความถี่จีโนไทปและสนิปสแฮโพลไทปของ 
สนิปสทุกตําแหนงที่ศึกษาบนยีน RELN ทั้งการศึกษาแบบ Population based case control 
และการศึกษาแบบ Family based association  
  การศึกษาความสัมพันธของสนิปสบนยีน MET กับเด็กไทยที่มีภาวะออทิซึม
สเปคตรัมไมพบความสัมพันธของสนิปสทั้ง 7 ตําแหนงที่ศึกษาบนยีน MET กับภาวะออทิซึม 
(rs1858830, rs38845, rs10243024, rs38859, rs13223756, rs2299439, rs2023748) ทั้ง
การศึกษาแบบ Population based case control และแบบ Family based association แต
การศึกษาแฮโพลไทปของสนิปสพบการถายทอดสนิปสแฮโพลไทปของสนิปส 4 ตําแหนงแบบ 
T-A-G-A บริเวณอินทรอน 3 ถึงเอกซอน 21 (rs38859 rs13223756 rs2299439 rs2023748) 
โดยพบความถี่ของแฮโพลไทปดังกลาวรอยละ 40 มีการถายทอดจากพอแมมาสูลูกที่เปน    
ออทิซึมสเปคตรัมสูงกวาแฮโพลไทปแบบอ่ืนอยางมีนัยสําคัญ (P = 0.040)  

จากขอมูลการศึกษาคร้ังน้ีสรุปไดวายีน RELN และยีน MET อาจเปนยีนที่เปน
ปจจัยหนึ่งในการสงเสริมใหเกิดภาวะออทิซึมสเปคตรัมในเด็กไทย เน่ืองจากการศึกษาครั้งน้ีเปน
รายงานการพบความสัมพันธดังกลาวครั้งแรกในคนไทย การพบความสัมพันธแบบ case 
control อาจเกิดขึ้นโดยบังเอิญ ดังน้ันควรมีการศึกษาซ้ําในกลุมประชากรไทยในกลุมอ่ืนเพ่ือ
ยืนยันผลการศึกษาตอไป 
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ภาคผนวก ก 
 
ตารางที่ 71 แสดงผลการสํารวจความชุกของการเกิดภาวะออทิซึมในแตละประเทศ (ดัดแปลงจาก Fombonne, 2003) 
 
ปที่ตีพิมพ 

(ค.ศ.) 
ผูแตง ประเทศ 

ขนาดกลุม

ตัวอยาง 

จํานวนผูปวย

ออทิซึม 
เกณฑวินิจฉัย 

อัตราสวนเพศ 

(ชาย : หญิง) 

ความชุกตอ 

10,000 คน 

1966 Lotter, V. UK 78,000 32 Rating scale 2.6 (23/9) 4.1 

1970 Brask, B. H. Denmark 46,500 20 Clinical 1.4 (12/7) 4.3 

1970 Treffert, D. A. USA 899,750 69 Kanner 3.06 (52/17) 0.7 

1976 Wing et al UK 25,000 17 24 Items rating scale of Lotter 16 (16/1) 4.8 

1982 Hoshino et al Japan 609,848 142 Kanner’s criteria 9.9 (129/13) 2.33 

1983 Bohman et al Sweden 69,000 39 Rutter criteria 1.6 (24/15) 5.6 

1984 McCarthy et al Ireland 65,000 28 Kanner 1.33 (16/12) 4.3 

1986 Steinhausen et al Germany 279,616 52 Rutter 2.25 (36/16) 1.9 

1987 Burd et al USA 180,986 59 DSM-III 2.7 (43/16) 3.26 

1987 Matsuishi et al Japan 32,834 51 DSM-III 4.7 (42/9) 15.5 

1988 Tanous et al Japan 95,394 132 DSM-III 4.07 (106/26) 13.8 

1988 Bryson et al Canada 20,800 21 New RDC 2.5 (15/6) 10.1 

1989 Sugiyama, T. and Abe, T. Japan 12,263 16 DSM-III - 13.0 

1989 Cialdella, Ph. and Mamelle, N. France 135,180 61 DSM-III like 2.3 4.5 

1989 Ritvo et al USA 769,620 241 DSM-III 3.73 (190/51) 2.47 

1991 Gillberg et al Sweden 78,106 74 DSM-III 2.7 (54/20) 9.5 

 163 



 

 

ตารางที่ 71 แสดงผลการสํารวจความชุกของการเกิดภาวะออทิซึมในแตละประเทศ (ตอ) 
 
ปที่ตีพิมพ 

(ค.ศ.) 
ผูแตง ประเทศ 

ขนาดกลุม

ตัวอยาง 

จํานวนผูปวย

ออทิซึม 
เกณฑวินิจฉัย 

อัตราสวนเพศ 

(ชาย : หญิง) 

ความชุกตอ 

10,000 คน 

1992 Fombonne E. and Mazaubrun, C. France 274,816 154 Clinical-ICD-10 like 2.1 (105/49) 4.9 

1992 Wignyosumarto et al Indonesia 5,120 6 CARS 2.0 (4/2) 11.7 

1996 Honda et al Japan 8,537 18 ICD-10 2.6 (13/5) 21.08 

1997 Fombonne et al France 325,347 174 Clinical-ICD-10 like 1.81 (112/62) 7.2 

1997 Webb et al UK 73,301 53 DSM-III_R 6.57 (46/7) 7.2 

1997 Arvidsson et al Sweden 1,941 9 ICD-10 3.5 (7/2) 46.4 

1998 Sponheim, E. and Skjeldal, O. Norway 65,688 34 ICD-10 2.09 (23/11) 5.2 

1999 Taylor et al UK 490,000 427 ICD-10 - 8.7 

1999 Kadesjo et al Sweden 826 6 DSM-III-R/ICD-10 5.0 (5/1) 72.6 

2000 Baird et al UK 16,235 50 ICD-10 15.7 (47/3) 30.8 

2000 Powell et al UK 25,377 62 Clinical/ICD-10/DSM-IV - 7.8 

2000 Kielinen et al Finland 152,732 187 ICD-8/ICD-9/ICD-10 4.12 (156/50) 12.2 

2001 Bertrand et al USA 8,896 36 DSM-IV 2.2 (25/11) 40.5 

2001 Fombonne et al UK 10,438 27 DSM-IV/ICD-10 8.0 (24/3) 26.1 

2001 Magnusson, P. and Saemundsen, E. Iceland 43,153 57 Mostly ICD-10 4.2 (46/11) 13.2 

2001 Chakrabarti, S. and Fombonne, E. UK 15,500 26 ICD-10/DSM-IV 3.3 (20/6) 16.8 
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ตารางที่ 72 แสดงการเปรียบเทียบความถี่แอลลีลของสนิปสบนยีน RELN ในแตละเชื้อชาติ 
 
กลุมประชากร rs2299388 rs607755 rs2072403 rs362691 rs2159676 rs362746 rs736707 

C T A G C T C G A C A G C T 

คนไทย (2011) 

การศึกษาครั้งนี้ 

0.274 0.726 0.676 0.324 0.154 0.846 0.200 0.800 0.504 0.496 0.852 0.148 0.464 0.536 

คนจีน 

 

0.389 0.611 0.593 0.407 0.136 0.864 0.122 0.878 0.512 0.488 0.800 0.200 0.405 0.595 

คนญี่ปุน 

 

0.389 0.611 0.552 0.448 0.080 0.920 0.091 0.909 0.553 0.447 0.878 0.122 0.558 0.442 

คนยุโรป 

 

0.085 0.915 0.456 0.544 0.050 0.950 0.133 0.867 0.703 0.297 0.975 0.025 0.261 0.739 

คนแอฟริกา 

(Sub-Saharan) 

0.033 0.967 0.580 0.402 0.283 0.717 0.083 0.917 0.658 0.342 1.000 0.000 0.487 0.513 

 

ฐานขอมูลจาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ สืบคนขอมูล April 5, 2011 
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ตารางที่ 73 แสดงการเปรียบเทียบความถี่แอลลีลของสนิปสบนยีน MET ในแตละเชื้อชาติ 
 
กลุมประชากร rs1858830 rs38845 rs10243024 rs38859 rs13223756 rs2299349 rs2023748 

C G A G A G C T A G G T A G 

คนไทย (2011) 

การศึกษาครั้งนี้ 

0.298 0.702 0.480 0.520 0.372 0.628 0.556 0.444 0.666 0.334 0.442 0.558 0.454 0.546 

คนจีน 

 

- - 0.390 0.610 0.209 0.791 0.430 0.570 0.802 0.198 0.558 0.442 0.558 0.442 

คนญี่ปุน 

 

- - 0.411 0.589 0.262 0.738 0.435 0.565 0.762 0.238 0.560 0.440 0.559 0.441 

คนยุโรป 

 

0.500 0.500 0.383 0.617 0.196 0.804 0.531 0.469 0.836 0.164 0.464 0.536 0.465 0.535 

คนแอฟริกา 

(Sub-Saharan) 

- - 0.303 0.697 0.535 0.465 0.987 0.013 0.885 0.115 0.022 0.978 0.013 0.987 

 

ฐานขอมูลจาก http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ สืบคนขอมูล April 5, 2011 
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ภาคผนวก ข 
 
 

25% Ammonium persulfate (1 ml) 

 APS        0.25 g 

 Deionized distilled water     1 ml 

6% denatured polyacrylamide gel solution 

 Urea        63 g 

 10XTBE       15 ml 

 40% acrylamide      22.5 ml 

 Sterile water up to 150 ml    

2.5 mM dNTPs Mix (400 μl) 

 100 mM dATP       10 μl 

 100 mM dCTP       10 μl 

 100 mM dGTP       10 μl 

 100 mM dTTP       10 μl 

 Deionized distilled water     360 μl 

  Mix well, store at -20 °C 

2.5 mM dNTPs Mix with 50% 7-Deaza-dGTP (400 μl) 

100mM dATP       10 μl 

 100mM dCTP       10 μl 

 100mM dTTP       10 μl 

 100 mM dGTP         5 μl 

 10 mM 7-deaza-dGTP      50 μl 

 Deionized distilled water       315 μl 

  Mix well, store at -20 °C 
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2.5 mM dNTPs Mix with 100% 7-Deaza-dGTP (400 μl) 

100mM dATP       10 μl 

 100mM dCTP       10 μl 

 100mM dTTP       10 μl 

 100 mM 7-deaza-dGTP     10 μl 

 Deionized distilled water     360 μl 

  Mix well, store at -20 °C 

Loading dye (for denature gel electrophoresis) 

 Formamide       9.5  ml  

 0.5 M EDTA, pH 8.0      400  μl 

Bromophenol Blue      0.005 g 

Xylene cyanol FF      0.005 g 

Deionized distilled water     100 μl 

Mix well, store at -20 °C  

6X Loading dye (for non-denature gel electrophoresis) 

 Glycerol       1.2  ml 

 Xylene cyanol FF      0.006 g 

Deionized distilled water     2.8 ml 

 Mix well, store at 4 °C 

6% Polyacrylamide gel (30 ml) 

 6% Acrylamide solution     30  ml 

 TEMED       50 μl 

 25% APS       50 μl 

Mix well 

10X TBE (1,000 ml) 

 Tris base       109.03 g 

 Boric acid         55.65 g 

 EDTA        7.45 g 

Deionized distilled water up to 1,000 ml, store at room temperature 
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