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ธนิต แซ่หลิ่ว : การศึกษาเครือข่ายควบคุมยีนโดยภาวะเหนือพันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับโรค
ออทิซึมส เปกตรัมด้ วยการวิ เคราะห์ ระดับ เมธิ เลชันของดี เ อ็น เอเคลื่ อนที่  Alu 

(INVESTIGATION OF EPIGENETIC GENE REGULATORY NETWORKS ASSOCIATED WITH AUTISM 
SPECTRUM DISORDER (ASD) BY GLOBAL METHYLATION ANALYSIS OF THE TRANSPOSABLE 

ELEMENT ALU) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: อ. ดร.เทวฤทธิ์ สะระชนะ{, 108 หน้า. 

โรคออทิซึมสเปกตรัมเป็นกลุ่มโรคของความผิดปกติของพัฒนาการทางระบบประสาทที่มีสาเหตุมาจาก
หลายปัจจัย การศึกษาก่อนหน้าพบว่าในเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมจะรูปแบบการแสดงออกของยีนแตกต่าง
จากคนปกติ และยังพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาเมธิเลชันบนดีเอ็นเอในเลือดและสมองของผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัมซึ่งปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันเป็นกลไกที่ควบคุมการแสดงออกของยีน และยังเป็นกลไกที่ตอบสนองต่อ
สิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงไป ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ Alu หรือ Alu elements เป็นดีเอ็นเอส่วนที่มีจ้านวนซ้้า ๆ ในจีโนม 
และสามารถเหนี่ยวน้าการแสดงออกของยีนได้ผ่านกลไกเมธิเลชันของดีเอ็นเอ ซึ่งเป็นกลไกหนึ่งที่ควบคุมอัตราการ
เพิ่มจ้านวนตนเองในจีโนม โดย Alu elements มีสัดส่วนการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันสูงถึงร้อยละ 23 ของปฏิกิริยา
เมธิเลชันที่เกิดขึ้นทั้งหมดบนจีโนมของมนุษย์ อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีผู้ท้าการศึกษาว่ากลุ่มยีนที่แสดงออกผิดปกติ
ในผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมนั้นมีความเกี่ยวข้องกับ Alu elements หรือไม่ ในงานวิจัยนี้ผู้ท้าวิจัยได้ท้าการค้นพบ
ว่ากลุ่มยีนท่ีมี Alu elements แทรกตัวอยู่มีระดับแสดงออกของยีนที่ผิดปกติในเลือด หรือเซลล์ไลน์ท่ีพัฒนามาจาก
เลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมผ่านการวิเคราะห์แบบ meta-analysis และโดยผู้ท้าวิจัยพบว่ามียีนจ้านวน 423 
ยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติซึ่งเมื่อน้ามาวิเคราะห์หาบทบาทหน้าท่ีทางชีวภาพของกลุ่มยีนเหล่านี้ด้วยเครื่องมอืชีวสา
รสนเทศ พบว่ามีความเกี่ยวข้องกับกระบวนการพัฒนาการของระบบประสาท และมีความเกี่ยวกับโรคที่มีความ
ผิดปกติคล้ายกับโรคออทิซึมสเปกตรัม และนอกจากนี้ผลการศึกษาในเซลล์โมเดลจากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่ใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้ พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของระดับและรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันของ Alu elements ใน
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่มย่อยที่ผ่านการจัดจ้าแนกกลุ่มผู้ป่วยด้วยข้อมูลแบบสอบถามทางพฤติกรรมส้าหรับการ
วินิจฉัยผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม  สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยกลุ่มที่มีระดับ
เมธิเลชันผิดปกติจะมีรูปแบบการแสดงออกของยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ผิดปกติด้วย ซึ่งข้อมูลการค้นพบ
ใหม่นี้ได้แสดงให้เห็นความถึงสัมพันธ์ระหว่างระดับปฏิกิริยาเมธิเลชันของ Alu elements กับความผิดปกติของ
ระดับการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมเมื่อมีการจัดจ้าแนกผู้ป่วยตามลักษณะอาการพฤติกรรมทาง
คลินิก ซึ่งอาจใช้อธิบายความผิดปกติทางชีวโมเลกุลที่จ้าเพาะในผู้ป่วยแต่ละกลุ่มได้ และอาจพัฒนาเป็นตัวบ่งช้ีทาง
ชีวภาพในเลือดของโรคออทิซึมสเปกตรัมในอนาคตได้ 
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THANIT SAELIW: INVESTIGATION OF EPIGENETIC GENE REGULATORY NETWORKS 
ASSOCIATED WITH AUTISM SPECTRUM DISORDER (ASD) BY GLOBAL METHYLATION 
ANALYSIS OF THE TRANSPOSABLE ELEMENT ALU. ADVISOR: TEWARIT SARACHANA, Ph.D. {, 
108 pp. 

Autism spectrum disorder (ASD) is a group of complex neurodevelopmental disorders 
with a wide variety of risk factors. The alteration of gene expression profiles in ASD patient blood 
or blood-derived cell lines has been reported, along with differential methylation in many tissues, 
including the brain and blood. Alu elements are a group of repetitive elements that can influence 
gene expression through CpG residues for DNA methylation that control gene expression. However, 
no studies have identified an association between Alu elements and gene expression in ASD. In 
this study, we demonstrate that Alu repetitive elements were associated with divergent gene 
expression profiles in blood or blood-derived cell lines from ASD patients by multiple integrated 
data analysis. We identified 423 genes that were differentially expressed, and predictions of the 
biological function of these genes indicated neurological functions and pathways involved with the 
molecular pathology of ASD. We further investigated Alu methylation levels and patterns in 
lymphoblastoid cell lines (LCLs) derived from ASD patients by the COBRA method. Our results 
showed that Alu methylation patterns in ASD subgroup-based individual phenotypic analysis were 
significantly altered, consistent with the gene expression profile analysis, which revealed 
differentially expressed genes among ASD subgroups with differential methylation. Our findings 
provide a new evidence suggesting that DNA methylation of Alu elements is associated with ASD, 
possibly by causing alterations of gene expression in different ASD subgroups based on individual 
phenotypes. We also suggest that classification of ASD patients into subgroups based on 
phenotypes of individual heterogeneous patients may help improve our understanding of ASD 
etiology or susceptibility. 
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บทที่ 1 

บทน้า 

1.1 ความส้าคัญ และที่มาของงานวิจัย 

ออทิซึมสเปกตรัม (autism spectrum disorder) เป็นความผิดปกติของพัฒนาการทางระบบ
ประสาท (neurodevelopment disorder) ส่งผลให้ผู้ป่วยมีความผิดปกติทางด้านพฤติกรรมหลัก   2 
ด้านได้แก่ ความผิดปกติทางด้านสังคมและการใช้ภาษาในการสื่อสาร ( social interaction and 
language communication) และ ด้านความสนใจที่จ้ากัดและพฤติกรรมแบบซ้้า (repetitive-
restrictive behavior) ซึ่งในหลายปีที่ผ่านมาความชุก (prevalence) ของโรคออทิซึมสเปกตรัมเพ่ิม
สูงขึ้นอย่างรวดเร็ว ตามรายงานล่าสุดของกรมควบคุมและป้องกันโรคสหรัฐ (Centers for Disease 
Control and Prevention, CDC) พบว่าเด็กจ้านวน 1 ใน 68 คนจะป่วยเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัม 
ซึ่งการเพ่ิมขึ้นอย่างรวดเร็วของจ้านวนผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมท้าให้นักวิทยาศาสตร์จ้านวนมาก
พยายามที่จะหาสาเหตุที่ เหนี่ยวน้าให้เกิดความผิดปกติทางระบบประสาทและพฤติกรรมใน           
โรคออทิซึมสเปกตรัม 

 การศึกษาทางด้านพันธุกรรมในโรคออทิซึมสเปกตรัมท้าให้มีความรู้ความเข้าใจถึงความ
ซับซ้อนของชีวพยาธิสภาพ (biopathological conditions) และกลไกทางอณูวิทยา (molecular 
mechanism) ที่ท้าให้เกิดโรค หรือท้าให้มีความเสี่ยงต่อการเกิดโรคเพ่ิมมากขึ้น โดยปัจจัยทางด้าน
พันธุกรรม (genetic factors) เป็นปัจจัยที่ส้าคัญที่สามารถเหนี่ยวน้าให้เกิดความผิดปกติทางระบบ
ประสาทได้ อย่างไรก็ตามความรู้ที่ได้จากการศึกษาทางด้านพันธุกรรมสามารถใช้อธิบายสาเหตุของ
ความผิดปกติในผู้ป่วยได้เพียงแค่ 10-20% ของผู้ป่วยเท่านั้น ต่อมาได้มีการศึกษารูปแบบการ
แสดงออกของยีนทั้งหมด (gene expression profiling) ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมในรายที่ไม่ทราบ
สาเหตุทางพันธุกรรม ( idiopathic cases) ได้แสดงให้ เห็นรูปแบบการแสดงออกของยีนใน          
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมว่ามีรูปแบบการแสดงออกของยีนแตกต่างจากคนปกติ ซึ่งความผิดปกติของ
ระดับการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยที่ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรมอาจเกิดมาจากปัจจัยบางอย่างที่
ไปรบกวนการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษากลไกดีเอ็นเอ
เมธิเลชันในโรคออทิซึมสเปกตรัมซึ่งเป็นกลไกท่ีใช้ควบคุมการแสดงออกของยีนในจีโนม  

 ในปีค.ศ.2010  Nguyen และคณะได้ท้าการศึกษาการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันของดีเอ็นเอ   
ในบริเวณ promoter ของยีนในจีโนมมนุษย์โดยใช้เซลล์จากเลือดของแฝดร่วมไข่ที่คนหนึ่งเป็น     
โรคออทิซึมสเปกตรัมรุนแรงแต่อีกคนหนึ่งไม่เป็น (discordant monozygotic twins) มาวิเคราะห์
ด้วยเทคนิค CpG island microarray พบว่าแฝดผู้ที่เป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมจะมีระดับเมธิเลชันของ 
CpG islands กว่า 70 ต้าแหน่งเปลี่ยนแปลงไป (Nguyen, Rauch, Pfeifer, & Hu, 2010) ท้าให้เกิด
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ข้อสันนิษฐานว่าความผิดปกติของระดับเมธิเลชันของดีเอ็นเอในผู้ป่วยโรคออทิซึม ไม่น่าจะเกิดที่
ต้าแหน่งเฉพาะเจาะจงต้าแหน่งใดต้าแหน่งหนึ่ง อย่างไรก็ตามการศึกษาของ Nguyen และคณะไม่
ครอบคลุมในบริเวณที่อ่ืน ๆ ของจีโนมไม่ใช่ยีน ซึ่งถือบริเวณเหล่านี้เป็นบริเวณส่วนใหญ่ของจีโนม    
ที่ครอบคลุมพื้นที่มากกว่าครึ่งของจีโนม 

Alu elements จัดเป็นสารพันธุกรรมประเภทดีเอ็นเอที่มีลักษณะจ้านวนซ้้า ๆ ภายในจีโนม
ซึ่งสามารถเพ่ิมจ้านวนและสามารถเคลื่อนที่ไปแทรกตัวในบริเวณต่าง ๆ ได้ ซึ่งปัจจุบันประมาณการว่า
จ้านวนของ Alu elements คิดเป็น 13% ของจีโนม นอกจากนี้ Alu elements ยังสามารถที่จะ
เหนี่ยวน้าการแสดงออกของยีนในบริเวณที่แทรกตัว หรือยีนข้างเคียงได้ซึ่ง CpG ในล้าดับเบสของ  
Alu elements ทั้งจีโนมคิดเป็นร้อยละ 23 ของทั้งหมดดังนั้นปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันของ         
Alu elements ที่เปลี่ยนแปลงไปอาจมีความส้าคัญเป็นอย่างมากต่อระดับการแสดงออกของยีน ใน
ปัจจุบันการศึกษาบทบาทของ Alu elements ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมยังมีไม่มากนัก แต่อย่างไรก็
ตาม มีหลักฐานว่า Alu elements อาจมีบทบาทส้าคัญต่อการเกิดโรคหรือความเสี่ยงต่อการเกิด    
โรคทางระบบประสาทต่าง ๆ รวมถึงโรคออทิซึมสเปกตรัม  โดย Mbarek และคณะได้รายงานว่าการ
เปลี่ยนแปลงของล้าดับเบสของ Alu elements ที่อยู่ใน intron 27b ของยีน Neurofibromatosis 
type 1 (NF1) มีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัม (Mbarek et al., 1999) ยิ่งไปกว่านั้น 
Fruhmesser และคณะพบว่าในผู้ป่วยที่มีการพัฒนาการล่าช้าและมีลักษณะทางพฤติกรรมคล้าย
ผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมมีความผิดปกติของ Alu elements ในบริเวณ intron 1 ของยีน exocyst 
complex component 6B (EXOC6B) (Fruhmesser et al., 2013) การค้นพบเหล่านี้แสดงให้เห็น
ว่าความผิดปกติของ Alu elements อาจเป็นสาเหตุของโรคหรือเพ่ิมความเสี่ยงต่อการเกิด           
โรคออทิซึมได้  

อย่างไรก็ตามในปัจจุบันยังไม่มีผู้ท้าการศึกษาระดับปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันของ Alu 
elements ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรม ดังนั้นผู้ท้าวิจัยมีจุดประสงค์ที่
จะท้าการศึกษาปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันของ Alu elements และความเกี่ยวข้องกับระดับการ
แสดงออกของยีนที่มีความผิดปกติ (gene expression) ในเซลล์จากผู้ป่วยออทซึมสเปกตรัมที่ไม่
ทราบสาเหตุหรือไม่มีความผิดปกติทางพันธุกรรม เพ่ือหวังว่าข้อมูลจากการศึกษาวิจัยนี้จะท้าให้ทราบ
ถึงสาเหตุหรือกลไกที่เหนี่ยวน้าให้เกิดความผิดปกติในการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม
เหล่านั้นมากขึ้น นอกจากนั้นผู้ท้าวิจัยยังหวังว่าผลจากการศึกษานี้อาจพัฒนาเป็นตัวบงชี้ทางชีวภาพ
ในเลือดที่จะใช้เป็นตัวบงชี้ของโรคออทิซึมสเปกตรัมในอนาคตได้ 
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1.2 วัตถุประสงค์งานวิจัย 

1. เพ่ือศึกษาบทบาทของ Alu elements ต่อรูปแบบการแสดงออกของยีนในเซลล์ไลน์เม็ดเลือด
ขาวจากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม ด้วยการวิเคราะห์ระดับเมธิเลชันของ Alu elements  

2. เพ่ือวิเคราะห์เครือข่ายควบคุมยีน (gene regulatory networks) ของกลุ่มยีนที่มี Alu 
elements แทรกตัวอยู่ และมีรูปแบบการแสดงออกทีผ่ิดปกติในเซลล์ไลน์เม็ดเลือดขาวจาก
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่ไม่เคยมีผู้ท้าการศึกษามาก่อน 

 

1.3 ค้าถามงานวิจัย 

 ปฏิกิริยาเมธิเลชัน และการแทรกตัวของ Alu elements ในจีโนมเกี่ยวข้องกับความผิดปกติ
ของรูปแบบการแสดงออกของกลุ่มยีนในเซลล์ไลน์เม็ดเลือดขาวจากผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมหรือไม่ 
และกลุ่มยีนที่มีการแทรกตัวของ Alu elements และแสดงออกผิดปกติ มีปฏิสัมพันธ์ระหว่างกันและ
เกี่ยวข้องกับพยาธิสภาพระดับอณูชีววิทยาของออทิซึมสเปกตรัมอย่างไร 

  

1.4 สมมติฐานงานวิจัย   

 ปฏิกิริยาเมธิเลชัน และการแทรกตัวของ Alu elements ในจีโนม มีความเกี่ยวข้องกับความ
ผิดปกติของรูปแบบการแสดงออกของกลุ่มยีนที่เกี่ยวข้องกับพยาธิสภาพของโรคออทิซึมสเปกตรัมใน
เซลล์ไลน์เม็ดเลือดขาวจากผู้ป่วย 

   

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ท้าให้ทราบระดับและรูปแบบของปฏิกิริยาเมธิเลชันของ Alu elements ในเซลล์ไลน์จากผู้ป่วย
ออทิซึมที่ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรม (idiopathic case) เทียบกับคนปกต ิ

2. ท้าให้ทราบความสัมพันธ์ระหว่างระดับปฏิกิริยาเมธิเลชันของ Alu elements กับระดับการ
แสดงออกของยีนที่ผิดปกติในเซลล์ไลน์จากผู้ป่วยออทิซึมที่ไม่ทราบสาเหตุพันธุกรรม  

3. ท้าให้ทราบเครือข่ายการควบคุมยีนแบบเอพิเจเนติกและหน้าที่ทางชีวภาพของกลุ่มยีนที่มีความ
เกี่ยวข้องกับ Alu elements ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่ไม่ทราบสาเหตุ (idiopathic case) 

4. ความรู้ที่ได้อาจพัฒนาเป็นสารบ่งชี้ทางชีวภาพของโรคออทิซึมสเปกตรัมได้ในอนาคต 
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1.6 ขอบเขตงานวิจัย 

1. การศึกษานี้ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมจ้านวน 56 รายถูกแบ่งออกเป็นสามกลุ่มตามที่ Dr.Hu และ
คณะได้ด้าเนินการในปี 2009 โดยอาศัยข้อมูลการวินิจฉัยโรคออทิซึมสเปกตรัม (ADI-R)      
ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมหลักเกณฑ์ แบ่งได้เป็นผู้ป่วยกลุ่ม Severe Language type (L) 
Mild type (M) และ Savant type (S) 

2. การศึกษานี้ เป็นการศึกษาระดับปฏิกิริ ยาเมธิ เลชันในบริ เวณ promoter ของ AluS 
subfamilies โดยใช้ lymphoblastoid cell lines (LCLs) ที่พัฒนามากจากเซลล์เม็ดเลือดขาว
ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมในรายที่ยังไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรม ( idiopathic case)    
และคนปกติ โดยท้าการศึกษาด้วยวิธี Combine Bisulfite Restriction Analysis (COBRA) 

3. การวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ระหว่างระดับเมธิเลชันของ AluS subfamilies กับรูปแบบการ
แสดงออกของยีนในเซลล์ไลน์ของผู้ป่วย จะอาศัยการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศศาสตร์มาช่วย
ในการคัดเลือกยีนที่มีการแทรกตัวของ Alu elements และมีรูปแบบการแสดงออกผิดปกติ 
ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  Connection up and down-regulation expression analysis (CU-
DREAMx) 
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1.7 กรอบแนวคิดการวิจัย 

 
 

 

 

 

Autism spectrum disorder เป็นโรคท่ีเกิดจากความผิดปกติของพัฒนาการทางระบบ
ประสาทท่ีไม่มี  b iomarker ส้าหรับการวิ นิจฉัย และยั งไม่ทราบสาเหตุ ท่ีแ น่ชัด              
ผู้ป่วยส่วนใหญ่ตรวจไม่พบความผิดปกติของล้าดับเบสใน protein-coding region 

การศึกษาก่อนหน้าพบว่า epigenetic mechanisms มีความเกี่ยวข้องกับออทิซึมสเปกตรัม 
มีการรายงานความผิดปกติของระดับ DNA methylation ของ protein-coding gene 
จ้านวนมาก อย่างไรก็ตาม บทบาทของ DNA methylation ในบริเวณ non-coding 
region ของ genome โดยเฉพาะอย่างยิ่งบริเวณ Alu elements ในโรคออทิซึมสเปกตรัม 
ยังไม่เป็นท่ีทราบแน่ชัด 

ในการศึกษาน้ี คณะผู้วิจัยมุ่งศึกษาบทบาทของ Alu elements ในโรคออทิซึมสเปกตรัม 
โดยศึกษาความสัมพันธ์ของ Alu elements ต่อกลุ่มยีนท่ีแสดงออกผิดปกติในผู้ป่วย     
ออทิซึมสเปกตรัม และวิเคราะห์ระดับเมธิเลชันและระดับการแสดงออกของ Alu element 
โดยใช้เซลล์ไลน์ท่ีพัฒนามาจากเม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมและคนท่ัวไป
เป็นโมเดล  

การศึกษาน้ีจะท้าให้ทราบบทบาทของ Alu elements ต่อกลุ่มยีนท่ีมีความผิดปกติในผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัม รวมท้ังความผิดปกติของระดับเมธิเลชันและการแสดงออกของ Alu 
elements ในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

น้าไปสู่ความเข้าใจเกี่ยวกับบทบาทของ Alu elements และ DNA methylation ของ Alu 
elements ในโรคออทิซึมสเปกตรัม ซ่ึงอาจเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาในอนาคตเพื่อสร้าง
ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับพยาธิสภาพของโรคออทิซึมสเปกตรัม รวมถึงการพัฒนาระดับ 
DNA methylation เป็น biomarker ส้าหรับโรคออทิซึมสเปกตรัมต่อไป 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 

1.8 แผนภาพระเบียบวิธีการวิจัย (Experimental workflow) 

 

 
 
  

Gene expression profiles 
จากฐานข้อมูล GEO DataSets 

รายชื่อยีนท่ีมี Alu แทรกตัว
อยู่ และมีระดับการแสดงออก
ของยีนผิดปกติท่ีระดับความ

น่าเชื่อถือสูง 

Biological functions ของกลุ่มยีน
ท่ีมี Alu แทรกตัวอยู่ และมีระดับ

การแสดงออกท่ีผิดปกติในผู้ป่วยออทิ
ซึมสเปกตรัม 

วิเคราะห์เพื่อยืนยันระดับการ
แสดงออกของยีนในเซลล์จาก
ผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม 

รายชื่อยีนท่ีมีการแสดงออก
ผิดปกติใน เซลล์ไลนจ์าก
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมท่ี
ระดับความน่าเชื่อถือสูง 

การสกัดแยกดีเอ็นเอ  
(DNA isolation)  

การสกัดแยกอาร์เอ็นเอ  
(RNA isolation)  

CU-DREAMx 
software Gene expression profiles  

ของ 56 LCLs 

TranspoGene Database 

รายชื่อยีนท่ีมี Alu แทรกตัวอยู่ 

Lymphoblastoid cell lines 
56 LCLs จากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 

รายชื่อยีนท่ีมี Alu แทรกตัวอยู่ 
และมีการแสดงออกผิดปกติใน

เลือดของผู้ป่วยออทิซึม 

วิเคราะห์ระดับการ
แสดงออกของ AluS  

(AluS expression level) 

วิเคราะห์ระดับเมธิเลชัน 

ของ AluS   
(Global AluS methylation) 

Control vs Autism 
Control vs Language 
Control vs Mild 
Control vs Savant 

รายชื่อยีนท่ีมี Alu แทรกตัวอยู่ 
และมีระดับการแสดงออกผิดปกติ

ร่วมกันมากกว่า 3 งานวิจัย 

Receiver Operating Characteristic (ROC) 
Correlation analysis 

การศึกษาบทบาทของ Alu elements ในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

Ingenuity Pathway 
Analysis 

Gene expression profiles  
จากการศึกษาก่อนหน้า 

Overlap 
analysis  

LCLs Culture 

TRIzol 
extraction 

Quantitative RT-PCR 

Combined bisulfite 
restriction analysis 

(COBRA) 
Venn diagram  
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

2.1 ออทิซึมสเปกตรัม (Autism Spectrum Disorder, ASD) 

ออทิซึมส เปกตรัม  ( autism spectrum disorder, ASD) เป็นความผิดปกติทางด้ าน
พัฒนาการของระบบประสาท (neurodevelopment disorder) ส่งผลผู้ป่วยมีความผิดปกติทางด้าน
พฤติกรรม 2 ด้านตามหลักเกณฑ์การวินิจฉัยของ Diagnostic and Statistical Manual of mental 
disorder, Fifth Edition (DSM-5) ประกอบด้วยความผิดปกติทางด้านสังคมและการใช้ภาษาในการ
สื่อสาร (social interaction and language communication) และ ด้านความสนใจที่จ้ากัดและ
พฤติกรรมแบบซ้้า (repetitive-restrictive behavior) ซึ่งตามหลักเกณฑ์ของ DSM-5 การวินิจฉัยโรค
ออทิซึมสเปกตรัมจะอาศัยการสังเกตความผิดปกติทางด้านพฤติกรรมเป็นเกณฑ์โดยจัดความผิดปกติ
ทางพฤติกรรมเป็น 2 ด้าน โดยผู้ป่วยจะต้องมีความผิดปกติทางพฤติกรรมในแต่ละหมวดตาม
หลักเกณฑ์ท่ีก้าหนด นอกจากนั้น DSM-V ยังได้แบ่งระดับความรุนแรงอาการเป็น 3 ระดับตั้งแต่ระดับ 
1 ต้องให้การสนับสนุน จนถึงระดับ 3 ต้องให้การสนับสนุนอย่างมาก  ซึ่งในการวินิจฉัยความผิดปกติ
ทางพฤติกรรมตามคู่มือ DSM-V นั้นจ้าเป็นต้องอาศัยแบบสอบถามและความช้านาญของแพทย์เพ่ือ
ระบุความผิดปกติทางพฤติกรรม ในประเทศสหรัฐฯ และประเทศที่พัฒนาแล้วใช้แบบสอบถาม 
Autism Diagnostic Interview - Revised (ADI-R) เป็น gold standard ในการวินิจฉัยโรคออทิซึม
สเปกตรัม โดย ADI-R เป็นชุดแบบสอบถาม 123 ประการ ซึ่งมีแพทย์เป็นผู้สอบถามผู้ปกครองของ
เด็ก ควบคู่กับการสังเกตพฤติกรรมของเด็กไปด้วย จากนั้นจะสรุปออกมาเป็นคะแนนในด้าน
พฤติกรรมประเภทต่าง ๆ (Arlington, 2013) 

ในปัจจุบันพบว่าความชุก (prevalence) ของโรคออทิซึมสเปกตรัมในประชากรเพ่ิมสูงขึ้น
อย่างต่อเนื่อง โดยเฉพาะในสหรัฐอเมริกาจากรายงานล่าสุดของหน่วยงาน  The Autism and 
Developmental Disabilities Monitoring (ADDM) Network ที่จัดตั้งโดยศูนย์ควบคุมและป้องกัน
โรคสหรัฐ (CDC) พบว่าในปี 2010 ความชุกของโรคออทิซึมสเปกตรัมสูงถึง 14.7 คนในประชากร 
1,000 คน หรือจะพบเด็กที่มีความผิดปกติ 1 คนจากเด็กทั้งหมด 68 คน ซึ่งความชุกเพ่ิมขึ้นเกือบ
เท่าตัวภายในระยะเวลาเพียง 6 ปีเมื่อเทียบกับรายงานในปี 2004 นอกจากนั้นยังพบภาวะ           
ออทิซึมสเปกตรัมในเด็กผู้ชายได้มากกว่าเด็กผู้หญิงถึง 5 เท่า (Christensen et al., 2016) ซึ่งการ
เพ่ิมขึ้นของจ้านวนผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมอย่างรวดเร็วนี้ เองก่อให้เกิดปัญหาหลายอย่างแก่        
ภาครัฐที่ต้องสูญเสียทั้งทรัพยากรบุคคลที่มีคุณภาพ และรายจ่ายเป็นจ้านวนเงินสูงถึง 11,500 – 
60,900 ล้านเหรียญสหรัฐ เพ่ือใช้ในการสนับสนุนดูแลเด็กที่ป่วยเป็นออทิซึมสเปกตรัม โดยค่าใช้จ่าย
ส่วนมากใช้การการสนับสนุนระบบการศึกษาพิเศษ (special education service) ส้าหรับเด็กที่ต้อง
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ได้รับการสนับสนุน นอกจากนั้นครอบครัวของเด็กท่ีมีความผิดปกติเองยังต้องแบกรับภาระในการดูแล
เลี้ยงดูเด็กที่ป่วย 1 คนเป็นจ้านวนเงินมากถึง 40,000 ถึง 60,000 เหรียญสหรัฐต่อครอบครัวต่อปี 
(Lavelle et al., 2014) ดังนั้นการศึกษาเพ่ือที่เข้าใจลักษณะของชีวพยาธิสภาพ (biopathological 
conditions) และกลไกทางอณูวิทยา (molecular mechanism) ที่ท้าให้เกิดโรคเป็นสิ่งที่จ้าเป็นต้อง
ท้าการศึกษาวิจัยเป็นอย่างยิ่ง เนื่องจากจนถึงปัจจุบันยังไม่มีสารบ่งชีทางชีวภาพใดๆ ที่สามารถใช้
วินิจฉัยโรคออทิซึมสเปกตรัมได้อย่างมีประสิทธิภาพและจ้าเพาะเจาะจง  
 

Surveillance Year Birth Year 
Number of 
ADDM Site 
Reporting 

Prevalence per 
1,000 Children 

(Range) 
1 in x Children 

2000 1992 6 
6.7 

(4.5-9.9) 
1 in 150 

2002 1994 14 
6.6 

(3.3-10.6) 
1 in 150 

2004 1996 8 
8.0 

(4.6-9.8) 
1 in 125 

2006 1998 11 
9.0 

(4.2-12.1) 
1 in110 

2008 2000 14 
11.3 

(4.0-21.2) 
1 in 88 

2010 2002 11 
14.7 

(5.7-21.9) 
1 in 68 

2012 2004 11 
14.6 

(8.2-24.6) 
1 in 68 

 
ตารางที่ 1 Prevalence of Autism Spectrum Disorder (ASD) จัดท าโดยหน่วยงาน The Autism 
and Developmental Disabilities Monitoring (ADDM) Network ของ CDC โดยมีเป้าหมายที่จะ
ประมาณจ านวนเด็กที่ป่วยเป็นออทิซึมสเปกตรัมในรัฐต่างๆ ในสหรัฐอเมริกาซึ่งรายงานในปี 2000 -
2016 แสดงให้เห็นอัตราการเพ่ิมข้ึนของโรคออทิซึมสเปกตรัมสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง  
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2.2 ปัจจัยทางด้านพันธุกรรม และสิ่งแวดล้อมในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

ออทิซึมสเปกตรัมเป็นความผิดปกติทางระบบประสาทที่มีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย 
(etiological heterogeneity) โดยสามารถเกิดได้ทั้งจากความผิดปกติทางพันธุกรรม และปัจจัยด้าน
สิ่งแวดล้อม หรือเกิดได้จากท้ังสองปัจจัยร่วมกัน (gene x environment interactions) (Gardener, 
Spiegelman, & Buka, 2011; Hallmayer et al., 2011) มีการศึกษาจ้านวนมากที่พบว่าความ
ผิดปกติทางพันธุกรรมที่มีความเกี่ยวข้องกับออทิซึมสเปกตรัม แต่ถึงอย่างไรก็ตามความผิดปกติทาง
ระบบประสาทของโรคออทิซึมสเปกตรัมทั้งหมดยังไม่สามารถสรุป หรืออธิบายได้โดยอาศัยหลักฐาน
ทางพันธุกรรมเพียงอย่างเดียว จ้าเป็นต้องพิจารณาหลาย ๆ ปัจจัยร่วมกัน เช่นปัจจัยทางด้าน
สิ่งแวดล้อม และกลไกที่ตอบสนองต่อสิ่งแวดล้อม ในหัวข้อนี้ผู้ท้าวิจัยได้รวบรวมหลักฐานการค้นพบ
ในระดับพันธุกรรมและสิ่งแวดล้อมที่เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมเพียงบางส่วนเพ่ือแสดงให้เห็น
ถึงความเกี่ยวเนื่องของปัจจัยต่าง ๆ ที่เป็นสาเหตุของโรค และความซับซ้อนของพยาธิสภาพในโรค
ออทิซึมสเปกตรัม 

 
2.2.1 ปัจจัยทางด้านพันธุกรรม กับความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

นักวิจัยต่างเชื่อว่าปัจจัยทางด้านพันธุกรรมน่าจะเป็นสาเหตุของความผิดปกติทางพัฒนาการ
ของระบบประสาทในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม โดยมีผลการศึกษาจ้านวนมากที่พบว่าปัจจัยทางด้าน
พันธุกรรมเป็นสาเหตุส้าคัญที่ก่อให้เกิดความผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม โดยในปี 2009  
Rosenbergetal และคณะได้ท้าการศึกษาความผิดปกติในฝาแฝด (twins study) พบว่าในฝาแฝด
ร่วมไข่ (monozygotic twins) โอกาสที่ฝาแฝดหนึ่งคนมีความผิดปกติเป็นโรคออทิซึมและฝาแฝดอีก
คนมีโอกาสที่จะเป็นโรคเหมือนกัน หรืออัตราของการเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมของฝาแฝดทั้งคู่ 
(concordance rate) สูงถึง 88% ในขณะที่อัตราของฝาแฝดแบบไข่คนละใบ (dizygotic twins)     
มีอัตราที่จะเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมทั้งคู่อยู่ 31% เท่านั้น (Rosenberg et al., 2009) ยิ่งไปกว่านั้น
การพยายามในศึกษาสาเหตุทางพันธุกรรมในผู้ป่วยก็ได้สะท้อนให้เห็นว่ามีความผิดปกติทางพันธุกรรม
จ้านวนมากที่เป็นสาเหตุที่ก่อให้เกิดความผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม ซึ่งสอดคล้องกับความ
หลากหลายของพยาธิสภาพและระดับความรุนแรงของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม  

การศึกษาทางด้านพันธุกรรมในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม พบว่าความผิดปกติทางพันธุกรรม 
ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมมีความเกี่ยวข้องกับกลไกพัฒนาการทางระบบประสาทตัวอย่างเช่นยีนที่
เกี่ยวข้องกับการท้างานของ presynaptic cell และ postsynaptic cell โดยยีนเหล่านั้นมักเป็นยีนที่
ท้าหน้าส้าคัญส้าหรับโครงสร้างและการเรียงตัวของ transmembrane ซึ่งจ้าเป็นส้าหรับการสร้าง 
synapses และ cellular signaling controlling ของเซลล์ประสาทในช่วงการพัฒนาการของระบบ
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ประสาท (neurodevelopment) ตัวอย่างเช่นการมิวเทชันของยีนในกลุ่ม adhesion protein      
บน presynaptic membrane เช่น Neurexin ที่ท้าหน้าที่จับกับ adhesion protein บน post-
synaptic membrane ในระหว่าง synapses โดยในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมพบว่ามีการ mutation 
บน axon ของ NRXN1 (Dachtler et al., 2015) ต่อมา Grayton HM  และคณะ ท้าการ knock 
out ยีน NRXN1 ในหนูพบว่าหนูมีความผิดปกติของพฤติกรรมทางด้านสังคม (social behaviors)   
ซึ่งเป็นอาการความผิดปกติอย่างหนึ่งของโรคออทซึมสเปกตรัม (Grayton, Missler, Collier, & 
Fernandes, 2013) นอกจากนี้ยังพบว่ามีความผิดปกติของยีนที่อยู่ในโครงสร้างของ postsynaptic 
membrane สามารถที่จะเหนี่ยวน้าให้เกิดความผิดปกติทางระบบประสาทได้เช่นเดียวกัน เช่น 
โปรตีนที่ท้าหน้าที่เป็นเสมือนโครงสร้างยึดเกาะของ receptor หรือ adhesion molecule ต่าง ๆ 
ภายใน postsynaptic cells ได้แก่ Shank family protein หรือ ProSAP  โดยมีรายงานว่าการ    
มิวเทชันยีน SHANK3 มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม (Durand et al., 2007) อย่างไรก็
ตามไม่เพียงแค่ยีนที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างของเซลล์ประสาทเท่านั้นที่มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึม
สเปกตรัม แต่ยังมียีนอีกจ้านวนมากที่เกี่ยวข้องกับกลไกทางอณูชีววิทยาอ่ืน ๆ ของระบบประสาท 
หรือการพัฒนาการที่พบว่ามีความผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม เช่น ความผิดปกติของยีน 
serotonin transporter มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม ท้าให้การ reuptake serotonin 
เปลี่ยนแปลงไปและส่งผลต่อระดับ serotonin ในร่างกาย ซึ่งปกติแล้ว serotonin นั้นจะมีบทบาท
ส้าคัญในการพัฒนาการของสมองในช่วง prenatal และ postnatal period นอกจากนั้นยังท้าหน้าที่
เป็น neurotransmitter ที่เกี่ยวข้องกับด้านพฤติกรรม เช่น social behavior อีกด้วย (Abramson 
et al., 1989; Anderson, Hertzig, & McBride, 2012) นอกจากนี้ยั งมีการน้าเทคโนโลยีที่ มี
ความสามารถในการวิเคราะห์ที่หลากหลายทางพันธุกรรมอย่าง Genome-wide association study 
มาช่วยในการวินิจฉัยพบว่ามี copy number variations (CNVs) ของโครโมโซมบางต้าแหน่งที่ขาด
หายไป หรือเพ่ิมขึ้นมามีความเกี่ยวข้องกับโรออทิซึมสเปกตรัม เช่น duplications at 7q11.23, 
duplications at 15q1113  และ deletions and duplications at 16p11.2 และยังพบว่า SNP 
variants ก็มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมเช่นกันอย่างเช่น  SNP เบส T ของยีน 
methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) (Ma et al., 2009; Ronald et al., 2010 ; 
Weiss & Arking, 2009) 

การศึกษาทางด้านพันธุกรรมได้ให้ความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกทางอณูวิทยา (molecular 
mechanism) ที่เป็นสาเหตุ (etiology) ของโรคออทิซึมสเปกตรัมมากขึ้น แต่อย่างไรก็ตามความรู้
ทางด้านพันธุกรรมต่อโรคออทิซึมสเปกตรัมที่มีอยู่สามารถอธิบายสาเหตุของความผิดปกติในผู้ป่วยได้
เพียงแค่ 10-20% ของผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมทั้งหมด ซึ่งหมายความว่ามีผู้ป่วยมากกว่า 80%    
ที่ยังไม่สารถระบุสาเหตุของโรคได้ ( Idiopathic cases) (Schaefer & Mendelsohn, 2008) ยิ่งไป
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กว่านั้นการศึกษาในฝาแฝดร่วมไข่ (monozygotic twin study) ไม่เพียงแค่เป็นหลักฐานชิ้นส้าคัญที่
สนับสนุนปัจจัยทางด้านพันธุกรรมเป็นสาเหตุของความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัมเท่านั้น แต่ยัง
แสดงให้เห็นว่าปัจจัยทางด้านพันธุกรรมนั้นไม่สามารถที่จะอธิบายความผิดปกติดังกล่าวในฝาแฝดไข่
ร่วมใบได้ทั้งหมด เพราะยังมีฝาแฝด monozygotic twins บางคู่ที่ฝาแฝดอีกคนไม่ได้มีความผิดปกติ
ดังกล่าวเลย หรือในฝาแฝดที่มีความผิดปกติทั้งคู่ก็ไม่ได้มีระดับความรุนแรงของความผิดปกติทางด้าน
พฤติกรรมในระดับเดียวกันทั้ง ๆ ที่ฝาแฝดแบบร่วมไข่เหล่านั้นมีพ้ืนฐานทางด้านพันธุกรรมที่
เหมือนกัน ซึ่งสิ่งนี้แสดงให้ เห็นถึง etiological heterogeneity ของโรคออทิซึมสเปกตรัมได้         
เป็นอย่างดี ดังนั้นจึงน่าจะมีปัจจัยบางอย่างหรือความผิดปกติของกลไกภายในเซลล์ในลักษณะอ่ืนๆ                
ที่นอกเหนือจากความผิดปกติทางพันธุกรรมที่มีผลต่อความผิดปกติทางด้านพัฒนาการของระบบ
ประสาทในโรคออทิซึมสเปกตรัม 
 
2.2.2 ปัจจัยทางด้านสิ่งแวดล้อม กับความผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

ในปัจจุบันมีผลการศึกษาที่พบว่าปัจจัยทางด้านสิ่งแวดล้อมมีความสัมพันธ์กับกระบวนการ
พัฒนาการทางระบบประสาทที่ผิดปกติ ซึ่งเกิดได้จากความผิดปกติทางร่างกายของมารดาเช่น       
อายุหรือสิ่งแวดล้อมภายนอก นอกจากนั้นยังพบว่าปริมาณการได้รับ folate และ folic acid ของ
มารดาในระหว่างการตั้งครรภ์มีความเกี่ยวข้องกับความเสี่ยงของโรคออทิซึมสเปกตรัม เช่นการศึกษา
ในเด็กจากพ้ืนที่ที่ไม่ได้รับอาหารเสริมประเภทที่มี  folic acid พบว่าโรคออทิซึมสเปกตรัมมีความ
เกี่ยวข้องกับ polymorphisms ของ methylenetetrahydrofolate reductase gene (MTHFR) 
ซึ่งอาจเนื่องมาจาก folate และ folic acid มีความส้าคัญมากส้าหรับกลไกทางชีววิทยาพ้ืนฐานของ
เซลล์ ได้แก่ DNA replication และกลไกทางเอพิเจเนติกอย่าง DNA methylation (Pu, Shen, & 
Wu, 2013; Suren et al., 2013) อย่างไรก็ตามการศึกษาทางด้านสิ่งแวดล้อมที่กล่าวมานั้นเป็นเพียง
แค่การสังเกตความสัมพันธ์เพ่ืออธิบายความเสี่ยงเท่านั้น ท้าให้มีความจ้าเป็นต้องท้าการศึกษากลไกที่
จะอธิบายความสัมพันธ์เหล่านี้ ซึ่ง Epigenetic mechanism เป็นกลไกทางชีววิทยาพ้ืนฐานที่เหมาะ
ส้าหรับการศึกษาถึงผลกระทบของปัจจัยทางด้านสิ่งแวดล้อมต่อการตอบสนองทางพันธุกรรม 
อย่ าง เช่น  ระดับการแสดงออกของยีน  ( the effects of environmental factors on gene 
expression) การศึกษาในหนูทดลองพบว่าการตอบสนองต่อสิ่งเร้าภายนอก เช่นเมื่อท้าการแยก
ลูกหนูออกจากแม่ (maternal separation) ตั้งแต่แรกเกิดจะเหนี่ยวน้าลูกหนูเกิดความเครียดและ
แสดงพฤติกรรมเพ่ือตอบสนองออกมา และพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงระดับของดีเอ็นเอเมธิเลชันใน
บริเวณ promoters ของหลาย ๆ ยีนในเซลล์สืบพันธุ์ (germline) ของลูกหนู และที่ส้าคัญการ
เปลี่ยนแปลงนี้สามารรถถ่ายทอดสู่รุ่นต่อไปได้ (Franklin et al., 2010) จากผลการทดลองข้างต้น
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แสดงให้เห็นถึงความส้าคัญของกลไกการควบคุมยีนแบบเอพิเจเนติกส์ โดยเฉพาะกลไกดีเอ็นเอเมธิเล
ชัน (DNA methylation) ต่อการตอบสนองต่อปัจจัยทางด้านสิ่งแวดล้อมและเหนี่ยวน้าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงในระดับพันธุกรรมในโรคออทิซึมสเปกตรัม ดังนั้นจึงมีความเป็นไปได้ว่าปัจจัยทางด้าน
สิ่งแวดล้อมน่าจะเป็นสาเหตุที่ท้าให้เกิดความผิดปกติของการแสดงออกทางพันธุกรรมผ่านกลไก     
เอพิเจเนติกในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมในรายที่ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรมอย่างเช่น รูปแบบการ
แสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงไปในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมในกลุ่มดังกล่าว 
 
 
2.3 ความส้าคัญของปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

Epigenetic mechanism เป็นกลไกทางอณูชีววิทยาภายในเซลล์ที่ใช้ในการควบคุมหรือ
เปลี่ยนแปลงระดับการแสดงออกของยีนโดยที่ไม่ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงในล้าดับเบสของดีเอ็นเอ 
ซึ่งท้างานโดยการเปลี่ยนแปลงลักษณะโครงสร้างของโครโมโซม (chromosome modification) หรือ
เปลี่ยนแปลงลักษณะคุณสมบัติของเบสบนสายดีเอ็นเอ ซึ่งกลไกควบคุมยีนแบบเอพิเจเนติก ส์
ประกอบด้วย Histone modification, DNA methylation และ RNA silencing กลไกเหล่านี้จะท้า
หน้าที่ เ พ่ิมและลด (transcriptional activation and repression) ระดับการแสดงออกของยีน       
ในจีโนม ซึ่งกลไกเอพิเจเนติกส์ถือเป็นกลไกตัวกลางที่ตอบสนองระหว่างปัจจัยทางด้านสิ่งแวดล้อม
และพันธุกรรมดังที่ได้กล่าวไปแล้ว ดังนั้นกลไกทางเอพิเจเนติกส์จึงมีความส้าคัญอย่างมากในผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมในรายที่ยังไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรมซึ่งเป็นผู้ป่วยส่วนใหญ่ และคาดการว่า
สิ่งแวดล้อมน่าจะเป็นปัจจัยที่ท้าให้เกิดความผิดปกติในผู้ป่วยกลุ่มนี้ 
 
2.3.1 ปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน 

ปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน (DNA methylation) เป็นกลไกทางอณูชีววิทยาที่มีบทบาทส้าคัญ
ใ น ก ร ะ บ ว น ก า ร  genomic imprinting genomic reprogramming and stability cellular 
differentiation X-chromosome inactivation (XCI) transposon silencing RNA splicing DNA 
repair และ transcriptional activation and repression โดยปฏิกิริยาดี เ อ็นเอเมธิ เลชันเป็น
ปฏิกิริยาที่เติมหมู่เมธิล (CH3) จาก S-adenyl methionine (SAM) ลงบนคาร์บอนต้าแหน่งที่ 5 ของ
เบส ไซ โตซีน  (C) โ ดยอาศั ยการท้ า ง านของ เอนไซม์  DNA methyltransferases (DNMTs)              
การเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันปกติแล้วมักจะเป็นการเติมหมู่เมธิลให้กับเบส C ที่อยู่ติดกับเบสกวานีน (G) 
หรือเรียกต้าแหน่งนั้นว่า CpG โดยจะพบได้มากในบริเวณของ gene promoter หรือ transcription 
start sites ดังนั้นการเกิดปฏิกิริยาดี เอ็นเอเมธิเลชัน (5  mC) บน gene promoter สามารถที่
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เปลี่ยนแปลงระดับการแสดงของยีนโดยท้าให้เกิดการ transcriptional repression โดย 5 mC จะไป
รบกวนการจับหรือท้าให้การจดจ้าต้าแหน่งของ transcription factor เปลี่ยนแปลงไป และ
นอกจากนั้น 5 mC ยังท้าให้เกิดการรวมตัวของโปรตีนที่ท้าหน้าที่จับบน DNA บางชนิด (recruitment 
of DNA binding protein complexes) ได้แก่ methyl binding proteins (MBPs), co-repressor 
complexes และ chromatin remodeling factors โดยเฉพาะการจับบริเวณ 5 mC ของโปรตีนใน
กลุ่ม methyl binding proteins อย่างเช่น Methyl-CpG binding protein 2 (MeCP2) หรือตัว
อ่ืนๆที่มี  methyl-binding domain ภายในโมเลกุล การจับโดยโปรตีนเหล่านี้ เป็นกลไกที่มี
ประสิทธิภาพในการยับยั้งการแสดงออกของยีนด้วยปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน (DNA methylation-
mediated transcriptional repression or silencing) (Z. X. Chen & Riggs, 2011; Zachariah & 
Rastegar, 2012) 
  

 
ภาพที่ 1 DNA methylation pathways กลไกนี้อาศัยการท างานของ DNA methyltransferases 
(Dnmts) ในการเติมหมู่เมธิล (CH3) จาก S-adenyl methionine(SAM) ให้กับคาร์บอนต าแหน่งที่ 5 
ของเบสไซโตซีน (A) Dnmt3a และ Dnmt3b จะเป็นเอนไซม์ในการเติมหมู่เมธิลให้กับดีเอ็นเอใน
ต าแหน่งใหม่ที่ยังไม่เกิดเมธิเลชัน(de novo DNA methylation)  (B) Dnmt1 เป็นเอนไซม์ที่เติมหมู่
เมธิลเพ่ือรักษารูปแบบของการเกิดเมธิเลชันให้กับดีเอ็นเอสายใหม่ที่เกิดขึ้นในการจ าลองดีเอ็นเอ 
(DNA replication) (Moore, Le, & Fan, 2013) 
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2.3.2 ความสัมพันธ์ของปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันในสมองและเลือด 

โรคออทิซึมสเปกตรัมเป็นโรคที่มีระดับความรุนแรงไม่ถึงขั้นที่จะท้าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตได้      

ซึ่งเป็นสิ่งที่ท้าทายอย่างมากที่จะท้าการศึกษาหาความผิดปกติที่เกิดขึ้นสมองของผู้ป่วยออทิซึม

สเปกตรัมในขณะที่ยังมีชีวิต ยิ่งไปกว่านั้นการศึกษาปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันซึ่งเป็นกลไกที่มี

ความจ้าเพาะ และมีรูปแบบที่แตกต่างกันในแต่ละเนื้อเยื่อท้าให้การศึกษาความผิดปกติของกลไก

ดังกล่าวท้าได้ยากกว่าการศึกษาทางด้านพันธุกรรมที่วิเคราะห์หาความผิดปกติของล้าดับเบสของดีเอ็น

เอเป็นอย่างมาก และในปัจจุบันก็ยังไม่ได้มีการศึกษาที่การท้าการเปรียบเทียบระดับและรูปแบบของ

การเกิดเมธิเลชันทั้งจีโนมโดยใช้สมองและเลือดจากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมคนเดียวกันมาก่อน ซึ่งก็มี

การศึกษาวิจัยส่วนหนึ่งที่เป็นหลักฐานว่าปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันในสมองมีความสัมพันธ์กับปฏิกิริยา

ดีเอ็นเมธิเลชันในเลือด โดยในปี ค.ศ.2012 Horvath และคณะได้ท้าการเปรียบเทียบระดับการ

เกิดปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันทั้งจีโนมจากเลือด และสมองของมนุษย์ส่วนต่าง ๆ ได้แก่  frontal 

cortex temporal cortex pons และ cerebellum ซึ่งพบว่าสมองทั้ง 4 ส่วนมีความสัมพันธ์กับ

ระดับเมธิเลชันที่เกิดขึ้นในเลือด (whole blood) (Horvath et al., 2012) นอกจากนี้ Masliah และ

คณะได้ท้าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระดับเมธิเลชันในสมองส่วน frontal cortex และเซลล์เม็ด

เลือดขาว (peripheral blood leukocytes) จากผู้ป่วยโรค Parkinson โดยใช้เทคนิค genome-

wide methylation profiling  พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของระดับเมธิเลชันในหลายต้าแหน่งที่

เพ่ิมขึ้น และลดลงในผู้ป่วย Parkinson  เมื่อเปรียบเทียบกับคนปกติทั้งในสมองและเลือด นอกจากนี้

ยังพบว่าต้าแหน่งที่มีระดับเมธิเลชันเปลี่ยนแปลงในสมองของและเซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยมีความ

สอดคล้องกัน (concordant methylation alterations) และมีความสัมพันธ์ระหว่างสมองและเลือด 

(Masliah, Dumaop, Galasko, & Desplats, 2013) ส่วนในโรคออทิซึมสเปกตรัมนั้น Nguyen และ

คณะพบว่าการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันของยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึม

สเปกตรัมในเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเทียบกับคน

ปกติ และยังพบว่าระดับของโปรตีนที่ผลิตจากยีนนั้นมีระดับการแสดงออกในสมองของผู้ป่วยออทิซึม

สเปกตรัมที่ผิดปกติไปด้วย (Nguyen et al., 2010) ซึ่งหลักฐานดังกล่าวได้แสดงให้เห็นว่าการศึกษา

ปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันโดยใช้เลือด หรือเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเลือดนั้นสามารถเป็นตัวแทนใน

การศึกษาความผิดปกติในผู้ป่วยโรคทางระบบประสาทหรือสมองได้ 
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2.3.3 การศึกษาปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

รูปแบบของปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันเกิดขึ้นในระหว่างกระบวนการพัฒนาการของระบบ
ประสาท เพ่ือควบคุมการเจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของเซลล์ประสาท เมื่อกลไกที่ท้า
หน้าที่สร้างและจดจ้ารูปแบบเมธิเลชันเหล่านี้มีการเปลี่ยนแปลงไปจะส่งผลต่อกระบวนการเรียนรู้และ
ความจ้าได้ อย่างเช่น Rett syndrome หนึ่งในลักษณะของความบกพร่องทางสติปัญญา (mental 
retardation) ที่มีลักษณะความผิดปกติคล้ายคลึงกับโรคออทิซึมสเปกตรัม มีสาเหตุมาจากการ       
มิวเทชันของยีน MeCP2 (Amir et al., 1999) และท้าให้ยีนที่ถูกควบคุมด้วย MeCP2 ผ่านกลไกดี
เอ็นเอเมธิเลชันมีการแสดงออกที่ผิดปกติไปด้วย นอกจากนั้นยังพบว่า MeCP2 ควบคุมหลาย ๆ ยีนที่
มี ค ว า ม เ กี่ ย ว ข้ อ ง กั บ  synaptic plasticity  neuronal cell proliferation แ ล ะ  neuronal 
transcription factor เช่น brain-derived neurotrophic factor (BDNF)  ซึ่งจะเห็นได้ว่าความ
ผิดปกติของโปรตีนที่ท้าหน้าที่ส้าคัญในกลไกควบคุมการแสดงออกของยีนจะท้าให้การท้างานของยีน
หรือการแสดงออกของยีนผิดปกติไป ในขณะเดียวกันความผิดปกติของกลไกการควบคุมยีนในลักษณะ
อ่ืน ๆ เช่นการเปลี่ยนแปลงของระดับปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน ในบริเวณยีนหรือส่วนที่ท้าหน้าที่เป็น 
regulatory element ของยีนสามารถท้าให้ยีนที่ถูกควบคุมผ่านกลไกนั้นมีระดับการแสดงออก
ผิดปกติไปด้วยเช่นกัน  

การศึกษาระดับเมธิเลชันของยีนเดี่ยว (single gene) ในโรคออทิซึมสเปกตรัม พบว่ามียีนที่มี
ความเกี่ยวข้องกับออทิซึมสเปกตรัมอย่างมาก (autism candidate genes) มีการเปลี่ยนแปลงของ
ระดับเมธิเลชันทั้งในเลือดและในสมอง ตัวอย่างเช่นยีน BCL2, EN2, MeCP2, SHANK3, UBE3A และ 
RORA แต่ยังไม่ทราบสาเหตุที่แน่ชัดว่าอะไรเป็นปัจจัยที่ท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง และท้าไมถึง
เกิดขึ้นในยีนที่มีความส้าคัญเหล่านี้  (Grayson & Guidotti, 2016) ในปีค.ศ.2010  Nguyen และ
คณะได้ท้าการส้ารวจการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันของดีเอ็นเอในบริเวณ promoter ของยีนในจีโนม
มนุษย์ด้วยเทคนิค CpG island microarray มาวิเคราะห์เซลล์จากเลือดของแฝดร่วมไข่ท่ีคนหนึ่งเป็น
โรคออทิซึมสเปกตรัมรุนแรงแต่อีกคนหนึ่งไม่เป็น (discordant monozygotic twins) พบว่าแฝดผู้ที่
เป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมมีระดับเมธิเลชันผิดปกติในบริเวณ CpG islands ของยีนกว่า 70 ต้าแหน่ง 
ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Hu และคณะในปี 2009 ที่ท้าการศึกษาระดับ transcriptome ใน
เลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมด้วยเทคนิค microarray พบว่าผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมจะมีรูปแบบ
การแสดงของยีนแตกต่างจากคนปกติ  (Hu, Sarachana, et al., 2009; Nguyen et al., 2010) 
หลักฐานการค้นพบดังกล่าวท้าให้ทราบว่าความผิดปกติของกลไกเมธิเลชันในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม
ไม่ได้เกิดขึ้นในบริเวณใดบริเวณหนึ่ง ท้าให้เกิดข้อสันนิษฐานว่าความผิดปกติของระดับเมธิเลชันของดี
เอ็นเอในผู้ป่วยโรคออทิซึม น่าจะเกิดขึ้นในหลาย ๆ บริเวณของจีโนมมากกว่าการเกิดที่ต้าแหน่ง
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เฉพาะเจาะจง อย่างไรก็ตาม CpG island microarray ที่ Nguyen และคณะใช้นั้นครอบคลุมพื้นที่แค่ 
1-2% ในจีโนมเท่านั้น  และการศึกษาระดับเมิเลชันส่วนมากสนใจไปที่ส่วนที่เป็น coding regions ซึ่ง
ยังมีส่วนประกอบอื่นของจีโนมที่มี CpG island คิดเป็นร้อยละ 50 ของทั้งจีโนม โดย Alu elements 
เป็นสารพันธุกรรมส่วนหนึ่งของจีโนมที่มีจ้านวน CpG มากถึง 23% ของทั้งจีโนม 

 
2.4 บทบาทของ Alu elements ในมนุษย์ 

2.4.1 วิวัฒนาการของ Alu elements  

ในจีโนมของมนุษย์เราที่มีมากกว่า 3 พันล้านคู่เบส จะมีองค์ประกอบมากกว่าร้อยละ 45 ของ
จีโนมเป็นสารพันธุกรรมประเภทที่มีคุณสมบัติในการเคลื่อนที่ได้ (mobile genetic elements)                 
และหนึ่งในสารพันธุกรรมเคลื่อนที่ซึ่งมีปริมาณ (copies) มากที่สุดก็คือ ดีเอ็นเอเคลื่อนที่ Alu หรือ                   
Alu elements โดยสามารถเคลื่อนที่ได้โดยอาศัยกลไกที่เกี่ยวข้องกับ RNA (RNA dependent 
mechanism) เป็นตัวกลาง หรือเรียก mobile genetic elements ประเภทนี้ว่า retrotransposons 
นอกจากนี้ Alu elements จัดเป็นสารพันธุกรรมขนาดเล็กที่มีจ้านวนซ้้า ๆ และกระจายอยู่ในจีโนม           
เรียกว่า short interspersed nuclear elements (SINEs) เพราะมีคุณสมบัติในการเพ่ิมจ้านวน 
(amplification) และความสามารถในแทรกตัว (retro-transposition) ลงในบริเวณอ่ืน ๆ ของจีโนม
ได้ โดยปัจจุบัน Alu elements ได้มีการเพ่ิมจ้านวนอยู่ในจีโนมมากถึงหนึ่งล้าน copies หรือมากถึง
ร้อยละ 13 ของจีโนม เมื่อประมาณ 65 ล้านปีที่แล้ว Alu elements มีต้นก้าเนิดมาจากยีน 7SL RNA 
ซึ่งเป็นส่วนประกอบอาร์เอ็นเอ (RNA component) ของ signal recognition particle (SRP) และ
ยังเกี่ยวข้องกับกระบวนการหลั่งโปรตีนของเซลล์ส้าหรับโปรตีนที่ถูกสังเคราะห์ ขึ้นภายในเซลล์       
โดย first fossil Alu monomers (FAMs) เกิดมาจากกระบวนการ partial deletion ของยีน      
7SL RNA และหลังจากนั้นภายในระยะเวลาช่วงหนึ่งได้เกิดกระบวนการรวมตัวของ Alu monomers 
เป็น Alu dimer ซึ่งเป็น Alu elements ที่มีคุณสมบัติในการเคลื่อนที่และยังคงมีการเพ่ิมจ้านวน
เ รื่ อ ยม าจนถึ ง ปั จ จุ บั น  ( Batzer & Deininger, 2 0 02 ; Kriegs, Churakov, Jurka, Brosius, & 
Schmitz, 2007; Ullu & Tschudi, 1984; Walter & Blobel, 1982) 

หากพิจารณาจากกระบวนการวิวัฒนาการเป็นหลักเราสามารถจัดจ้าแนก Alu elements 
ตามต้าแหน่งการมิวเทชันบนล้าเบสของ Alu ออกเป็นประเภทหลักได้ 3 subfamilies ได้แก่ AluJ, 
AluS และ AluY และหากพิจารณาในด้านของจ้านวน (copies) AluS subfamilies เป็นชนิดที่มี
จ้านวนมากท่ีสุดในจีโนม โดยพบมากกว่าจ้านวนของ AluJ และ AluY subfamilies รวมกันถึง 2 เท่า 
(Batzer et al., 1996; Bennett et al., 2008) นอกจากนี้ Alu elements มี CpG จ้านวนมากใน
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ล้าดับเบส ซึ่งคิดเป็น 23% ของจีโนมทั้งหมด และมากถึง 15% มาจาก CpG ของ AluS subfamilies 
(Luo, Lu, & Xie, 2014) 

 
ภาพที่ 2 การกระจายตัวของ CpG dinucleotide ในจีโนมมนุษย์ แสดงให้อัตราส่วนของ CpG ใน
บริเวณต่าง ๆ ของจีโนม โดยมากกว่า 50% เป็นบริเวณที่ไม่ใช่ยีน และ 25% พบในส่วนที่เป็นล าดับ
เบสซ้ า (repeat elements) ชนิด short interspersed repetitive elements (SINEs) ซึ่เป็นส่วน
ของ Alu elements มากถึง 23% และพบมากสุดใน AluS subfamilies (Luo et al., 2014) 
 

2.4.2 โครงสร้าง และกลไกรีโทรทรานโพซิชันของ Alu elements 

โครงสร้างของ Alu elements มีความยาวประมาน 300 คู่เบสและมีโครงสร้างเป็น dimer 
ที่คั่นกลางด้วย A-rich (A5TACA6) ระหว่าง monomer unit โดยที่ left-haft monomer จะเป็น
ส่วนของ internal RNA polymerase III promoter (Box A, B) ซึ่ง promoter นี้จะมีความส้าคัญ
ส้าหรับการ transcription หรือ amplification ของ Alu elements ส่วน right-haft monomer 
จะมีปลายด้าน 3’ end เป็น Poly A tail ที่มีความส้าคัญส้าหรับก้าหนดโครงสร้างของ Alu RNA และ
เป็นบริเวณจ้าเพาะของ poly-A binding protein อย่างไรก็ตามดีเอ็นเอเคลื่อนที่ Alu จะไม่มี 
terminator ส้าหรับกระบวนการ transcription  แต่จะสิ้นสุดที่  TTTT terminator sequence     
ในบริเวณท่ีอยู่ใกล้ที่สุด  

ส้าหรับการเพ่ิมจ้านวนและการเคลื่อนที่ ( retrotransposition) ของ Alu elements จะ
อาศัยการท้างานของ RNA polymerase III ในการสังเคราะห์อาร์เอ็นเอของ Alu หลังจากนั้น Alu 
RNA ที่ได้จะมีโครงสร้างที่จ้าเพาะส้าหรับการรวมตัว (mobilization) กับ ribonucleo-protein 
particles ได้แก่  SRP9/14  heterodimer และ poly-A binding protein ซึ่ งช่ วยให้  Alu RNA 
สามารถรวมตัวกับ ribosome และ ORF2 protein ซึ่งเป็นโปรตีนที่สังเคราะห์มาจาก LINE-1 (long 
interspersed elements) ซึ่ ง เ ป็ น  retrotransposons ที่ ข น าด ใหญ่ ก ว่ า  จ า กนั้ น  Alu RNA              
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จะเคลื่อนที่ไปยังบริเวณอ่ืนๆในจีโนม และท้าการแทรกตัวโดยอาศัยการท้างานของ ORF2p ที่มี
คุณสมบัติเป็น endonuclease activity ที่จะตัดจ้าเพาะกับดีเอ็นเอบริเวณที่เป็น T-rich region 
ต่อมาบริเวณท่ีถูกตัดนี้จะถูกใช้เป็น primer ที่จ้าเพาะกับ Poly-A tail ของ Alu RNA และด้าเนินเข้า
สู่ขั้นตอน reverse transcription ของ Alu RNA เพ่ือคัดลอกเป็น cDNA โดยอาศัยคุณสมบัติ  
reverse transcriptase ของ ORF2p เรียกว่ากลไกนี้ว่า Target-primed reverse transcription 
mechanism หลังจากนั้น Alu cDNA ที่ได้จะถูกคัดลอกคู่สมลงในส่วนช่องว่างตรงข้ามด้วยกลไกท่ียัง
ไม่ทราบแน่ชัด (unknown mechanism) (Batzer & Deininger, 2002; Deininger, 2011)  
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ภาพที่ 3 Alu structure and mechanism (A) โครงสร้างทางพันธุกรรมของ Alu elements โดยที่ปลาย 3’ end 
จะมี long A tail เป็นต าแหน่งท่ีส าคัญส าหรับการ mobilization ของ poly-A binding protein (PABP) บน RNA 
ของดีเอ็นเอเคลื่อนที่ Alu นอกจากส่วนกลางจะมี A rich region ที่แบ่งครึ่งระหว่าง dimer structure ของ Alu 
elements และจะไม่มีล าดับเบสที่เป็น terminator sequence (TTTT) โดยอาศัย terminator sequence ใน
บริเวณใกล้เคียงแทน (B) โครงสร้าง RNA ของดีเอ็นเอเคลื่อนท่ี Alu เป็นโครงสร้างลักษณะ dimer structure และ
มีการ mobilization ของโปรตีนตัวส าคัญที่ในการ transposition ของ Alu elements เช่น  RNA SRP9/14 
heterodimer และ PABP ซึ่งจะช่วยให้ Alu RNA นั้นไปรวมตัวกับ ribosome ที่มี ORF2p ( translated มาจาก 
LINE-1 sequence)  (C) Target-primed reverse transcription mechanism Alu RNA ที่ รวมตัวกับโปรตัน
ต่างๆ และ ribosome จะน าพา ORF2p ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่มทีคุณสมบัติเป็น endonuclease activity ตัดจ าเพาะ
กับบริเวณ T rich region ในบริเวณดีเอ็นเอซึ่ง T-rich นี้จะกลายเป็น target-primer ส าหรับกระบวนการ reverse 
transcription โดย ORF2p ที่ยังมีคุณสมบัติเป็น reverse transcriptase ที่เป็นการ copy Alu RNA ลงบนบริเวณ
นั้น (Deininger, 2011) 
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2.4.3 ความส้าคัญของระดับดีเอ็นเอเมธิเลชันของ Alu elements 

ปัจจุบัน Alu elements มีการเพ่ิมจ้านวนและแทรกตัวในบริเวณใหม่ของจีโนมอยู่เรื่อยๆ 
และซึ่งการแทรกตัวสามารถที่จะเหนี่ยวน้าให้เกิดความผิดปกติทางพันธุกรรมได้ โดยมีรายว่าการ
เพ่ิมขึ้นและการแทรกตัวของ Alu ในต้าแหน่งใหม่จะเกิดทุก 1 ใน 20 ของประชากรก้าเนิดใหม่ และ
ท้าให้เกิดโรคที่มีความผิดทางพันธุกรรมมากถึง 1,000 โรคในปัจจุบัน  (Luo et al., 2014; Xing et 
al., 2009) ลักษณะการเหนี่ยวน้าให้เกิดเกิดความผิดปกติทางพันธุกรรมของ Alu elements เกิดได้
หลายรูปแบบเช่น การแทรกตัวของ Alu ลงในส่วนที่ส้าคัญของยีนอย่าง exon ของยีนท้าให้เกิด 
insertion mutation หรือรบกวนการ alternative splicing ของยีนโดยการแทรกที่ intron แล้วท้า
ให้เกิด exon ใหม่ขึ้นเรียกว่า exonization ส่งผลต่อรูปแบบ transcriptome ภายในเซลล์ (Sorek, 
Ast, & Graur, 2002) นอกจากนั้นการศึกษาของ Mbarek และคณะยังพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงใน
ล้าดับเบสของ Alu elements ที่อยู่ใน intron 27b ของยีน Neurofibromatosis type 1 (NF1)       
มีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัม ยิ่งไปกว่านั้น Fruhmesser และคณะได้ใช้เทคนิค next-
generation sequencing ในการวิเคราะห์ล้าดับเบสของผู้ป่วยที่มีการพัฒนาการล่าช้าและมีลักษณะ
ทางพฤติกรรมคล้ายผู้ป่วยโรคออทิซึม และพบว่าผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมจะมีความผิดปกติของ   
ล้าดับเบสของ AluS subfamilies ในบริเวณ intron 1 (disruption) ของยีน exocyst complex 
component 6B (EXOC6B) (Fruhmesser et al., 2013; Mbarek et al., 1999) ในขณะเดียวกัน
หากการแทรกตัวของ Alu ถึงแม้ว่าจะไม่ได้เหนี่ยวน้าให้เกิดการมิวเทชันของยีน แต่การแทรกตัว
เกิดขึ้นบริเวณข้างเคียงของยีนก็สามารถที่จะรบกวนหรือยับยั้งการแสดงออกของยีนได้ โดยที่        
Alu elements ที่แทรกตัวอยู่อาจกลายเป็นส่วนที่ควบคุมการแสดงออก ( gene regulatory 
elements) ของยีน หรือการแสดงออกของ Alu บริเวณ promoter อาจส่งผลต่อการแสดงออกของ
ยีนในบริเวณนั้น โดย J. Wu และคณะพบว่าการแสดงออกของ Alu elements ที่แทรกตัวอยู่ใน
บริเวณ promoter ของยีน epsilon-globin gene จะรบกวนการแสดงออกของยีน (Wu, Grindlay, 
Bushel, Mendelsohn, & Allan, 1990) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาพบว่ามีล้าดับเบสที่เป็นต้าแหน่ง
จ้าเพาะต่อ transcription factors ต่าง ๆ ที่มาจับและสามารถที่จะควบคุมการแสดงออกของ Alu 
elements และยีน ในบริ เ วณที่  Alu elements แทรกตั วอยู่ ได้ (Hambor, Mennone, Coon, 
Hanke, & Kavathas, 1993) 

จากหลักฐานการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า Alu elements มีบทบาทต่อ genome และ 
transcriptome ที่ระดับ Alu elements DNA และ RNA ซึ่งกลไกปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันที่เกิดข้ึน
บนล้าดับเบสของ Alu elements เป็นกลไกที่ควบคุมหรือยับยั้งการท้างานของ Alu elements 
(ภาพที่ 4) โดยมีการศึกษาที่พบว่าการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันที่ต้าแหน่ง internal 
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promoter ของ Alu elements (B box) จะรบกวนจับของ RNA Pol III และยับยั้งกระบวนการ
แสดงออกของ Alu elements ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของระดับเมธิเลชันของ Alu elements จะท้าให้
มีปริมาณของ Alu RNA สะสมเพ่ิมมากขึ้นและท้าให้เกิดกระบวนการ de novo retrotransposition 
(Kochanek, Renz, & Doerfler, 1995; Sigurdsson, Smith, Bjornsson, & Jonsson, 2012; 
Yoder, Walsh, & Bestor, 1997) นอกจากนี้ Alu elements ยังมีบทบาทในระดับ RNA อีกด้วย 
โดย Alu RNA สามารถส่งผลต่อความหลากหลายของ transcriptome ภายในเซลล์ (transcriptome 
diversity) ผ่านกลไกการท้างานของ RNA splicing และ RNA editing  โดยพบว่าใน mRNA ที่มี Alu 
elements แทรกตัวอยู่  2 copies จะท้าให้เกิดการจับกันเป็น Alu sense และ antisense จน
เหนี่ยวน้าให้เกิดกระบวนการ Adenosine-to-inosine RNA editing ขึ้นโดยผลจากการ editing ท้า
ให้ Alu ทั้งสองจับกันเป็น stable double-strand RNA (dsRNA) ซึ่งการศึกษาก่อนหน้าพบว่า 
dsRNA ของ Alu elements สามารถที่จะไปควบคุมการแสดงออกของยีนได้ และส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงลักษณะของ transcriptome เช่นเดียวกับกระบวนการ RNA splicing ที่พบว่าในล้าดับ
เบสของ Alu elements จะมีต้าแหน่งที่ท้าให้ เกิดการ splicing ได้  (L. L. Chen, DeCerbo, & 
Carmichael, 2008; Cook et al., 2013; Levanon et al., 2004; Sinnett, Richer, Deragon, & 
Labuda, 1991) 

 
ภาพที่ 4 ความส าคัญของระดับเมธิเลชันของ  Alu elements ต่อกลไกทางอณูชีววิทยาภายในเซลล์ 
(Luo et al., 2014) 
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ในจีโนมมีบทบาทต่อกลไกทางอณูชีววิทยาของเซลล์ทั้งระดับ DNA และ RNA ดังนั้นการ
เปลี่ยนแปลงของระดับเมธิเลชันของ Alu elements ในจีโนมจึงมีความส้าคัญอย่างมากต่อการท้างาน
ของเซลล์ อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีผู้ท้าการศึกษาระดับดีเอ็นเอเมธิเลชันของ Alu elements ในผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมที่ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรมมาก่อน ดังนั้นทางคณะผู้ท้าการวิจัยจึงได้
ตั้งสมมติฐานว่าเซลล์จากผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมอาจมีระดับเมธิเลชันของ Alu elements ที่
ผิดปกติ และเกี่ยวข้องกับรูปแบบการแสดงออกของยีนที่ได้มีการศึกษาก่อนหน้านี้ (Hu, Sarachana, 
et al., 2009) ซึ่งการศึกษานี้จะท้าให้มีความรู้ความเข้าใจเกี่ยวกับบทบาทของเมธิเลชันของ Alu 
elements ต่อกลไกการเกิดโรคหรือความเสี่ยงต่อการเกิดโรคออทิซึมได้ดีขึ้น นอกจากนี้อาจใช้ระดับ
เมธิเลชันของ Alu elements เป็นสารบ่งชี้ทางชีวภาพเพ่ือช่วยในการวินิจฉัยโรคออทิซึมสเปกตรัม
ต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 กลุ่มตัวอย่าง และโมเดลที่ใช้ในการศึกษาบทบาทของ Alu elements ต่อการแสดงออกของยีนที่

ผิดปกติในโรคออทิซึมสเปกตรัม 

3.1.1  Lymphoblastoid cell lines 

เซลล์ไลน์ชนิด lymphoblastoid เป็นเซลล์ที่พัฒนามาจาก mononuclear cells ของผู้ป่วย

โรคออทิซึมและคนปกติด้วยวิธี Epstein Barr virus (EBV) infection ท้าให้เซลล์ไลน์มีคุณสมบัติที่

สามารถเพาะเลี้ยงได้ในห้องทดลอง โดยในการศึกษานี้นั้นได้รับการอนุเคราะห์เซลล์ไลน์จาก

ศาสตราจารย์ ดร.Valerie W Hu มหาวิทยาลัยจอร์จ วอชิงตัน กรุงวอชิงตัน ดีซี ซึ่งเซลล์เหล่านี้ได้

ผ่านการคัดกรองโดยหลักการที่ได้ตีพิมพ์ไว้แล้ว และเคยใช้ในการศึกษาทางด้านโอมิกส์มาก่อน (Hu, 

Sarachana, et al., 2009) ซึ่งพบว่าเซลล์ที่พัฒนามาจากผู้ป่วยนั้นมีรูปแบบการแสดงออกของยีนที่

แตกต่างจากคนปกติ และยังพบว่าความผิดปกติที่เกิดขึ้นนั้นสอดคล้องกับพยาธิสภาพบางอย่างที่

เกิดขึ้นในสมองของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม นอกจากนั้นการศึกษาทางด้านกลไกควบคุมยีนแบบเอพิ

เจเนติกส์ อย่างเช่น DNA methylation โดยใช้เซลล์ไลน์ชนิดนี้ยังแสดงให้เห็นว่าในผู้ป่วยออทิซึม

สเปกตรัมจะมรีะดับ DNA methylation แตกต่างจากคนปกติในหลาย ๆ บริเวณของจีโนม 

 

3.1.2 ลักษณะของกลุ่มตัวอย่างส้าหรับการทดลอง 

 เซลล์ไลน์ที่ใช้ในงานวิจัยครั้งนี้คือเซลล์ไลน์ที่ผ่านกระชวนการจัดจ้าแนกผู้ป่วยออกเป็นกลุ่ม

โดย  Hu, W. H และ Steinberg, M. E โดยเริ่มจากผู้ป่วยออทิสเปกตรัมแบบโปรแบนด์ (autistic 

probands) จ้ านวน  1 ,954 รายถูกจัดกลุ่ ม เป็น  4  กลุ่ ม ได้ แก่  Severe Language type (L)            

Mild type (M) Intermediate (I) และ Savant type (S) ซึ่งแบ่งด้วยวิธี clustering analysis โดย

ใช้ข้อมูลจากพฤติกรรมของผู้ป่วย 123 ประการในชุดแบบสอบถาม ADI-R ซึ่งเป็นแบบสอบถามที่

แพทย์ผู้เชี่ยวชาญใช้ในการวินิจฉัยโรคออทิซึมในสหรัฐอเมริกาและประเทศที่พัฒนาแล้วอ่ืน ๆ ทั่วโลก 

จากนั้นได้ท้าการคัดแยกผู้ป่วยที่มี cognitive impairment (Raven’s scores <70), ผู้ป่วยที่มีความ

ผิดปกติทางพันธุกรรมชัดเจน (Fragile X, Rett, tuberous sclerosis, chromosome 15q11-q13 

duplication), ผู้ป่วยที่คลอดก่อนก้าหนด (<35 สัปดาห์), และผู้ป่วยที่ได้รับการวินิจฉัยด้วยโรคจิต

ประสาทที่เป็น comorbid disorders ของออทิซึม (bipolar disorder, obsessive compulsive 

disorder, severe anxiety) ออกไป คงเหลือไว้แต่ผู้ป่วยที่เป็นออทิซึมแบบ idiopathic ซึ่งเป็นผู้ป่วย
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ส่วนใหญ่ การจัดกลุ่มนี้ท้าให้ช่วยจ้าแนกผู้ป่วยออทิซึมแบบ idiopathic ออกเป็นกลุ่มย่อย 

(subgroups) ตามการแสดงทางคลินิก (clinical phenotypes) (Hu & Steinberg, 2009) และช่วย

ลดความหลากหลายทางชีวพยาธิสภาพลง ซึ่งกลยุทธ์นี้นอกจากท้าให้เพ่ิมพลังทางสถิติ (statistical 

power) ในการวิเคราะห์แล้ว ยังช่วยท้าให้สามารถบ่งชี้ความผิดปกติที่เกิดขึ้นอย่างจ้าเพาะของแต่ละ

กลุ่มย่อยของผู้ป่วยโรคออทิซึมอีกด้วย ส้าหรับการศึกษานี้จะใช้เซลล์ไลน์ของผู้ป่วยจาก 3 กลุ่ม ได้แก่ 

กลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่มีความผิดปกติด้านภาษา หรือ Severe Language type (L)          

กลุ่มผู้ป่วยที่มีระดับความรุนแรงปานกลางหรือ Mild type (M) และกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่มี

ความสามารถพิเศษ หรือ Savant type (S) ทั้งหมด 26 ราย และจากคนที่ไม่เป็นโรคออทิซึม

สเปกตรัม 20 ราย รวมทั้งสิ้น 56 ราย ซึ่งเป็นเซลล์ไลน์ที่ผ่านการวิเคราะห์ทางทรานสคริปโตมิกส์

มาแล้ว (Hu, Sarachana, et al., 2009) เนื่องจากการศึกษานี้เป็นการศึกษาขนาดเล็กจึงจะเลือกใช้

เฉพาะเพศชายเพ่ือลดความซับซ้อนอันเนื่องมาจากความแตกต่างระหว่างเพศ ทั้งนี้ที่เลือกเพศชายนั้น

เพราะเป็นที่ทราบกันว่าออทิซึมเป็นโรคที่เกิดในเพศชายมากกว่าเพศหญิง 
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3.2 การเก็บรวบรวม และคัดเลือกข้อมูลส้าหรับการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศศาสตร์ (Data 

collection for Bioinformatics analysis) 

3.2.1 การเก็บรวบรวมข้อมูลรูปแบบการแสดงของยีนที่เก่ียวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม 

เพ่ือศึกษาบทบาทของ Alu elements ต่อการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่
มีการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่าในเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมจะมีรูปแบบการแสดงออกที่
แตกต่างจากคนปกติ ดังนั้นผู้วิจัยจึงได้ด้าเนินการรวบรวมข้อมูลของรูปแบบการแสดงออกของยีน 
(Gene expression profiles) จากการศึกษาวิจัยที่เกี่ยวข้องกับออทิซึมสเปกตรัม ในฐานข้อมูลของ 
Gene Expression Omnibus (GEO DataSets : http://www.ncbi.nim.nih.gov/gds) โ ด ย
การศึกษาที่ถูกคัดเลือกจะต้องเข้าหลักเกณฑ์ที่ก้าหนดไว้ดังต่อไปนี้คือ ต้องเป็นการการศึกษาที่ใช้
ตัวอย่างเลือด หรือเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากส่วนประกอบของเลือดจากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมใน
การศึกษารูปแบบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค microarrays และมีขนาดกลุ่มตัวอย่างไม่น้อย
กว่า 40 ตัวอย่าง  

ข้อมูลที่รวบรวมมาจากฐานข้อมูลของ GEO DataSets ประกอบด้วยไฟล์ข้อมูลรูปแบบการ
แสดงออกของยีน หรือเรียกว่า GSE files ซึ่งมีเลขเฉพาะ (GSE number) ส้าหรับแต่ละข้อมูล และ
ไฟล์ที่เกี่ยวข้องกับ platform ของชุดทดลอง microarrays ที่ถูกใช้ในการศึกษานั้นได้แก่ matrix 
files หรือ GPL files (Barrett et al., 2011; Edgar, Domrachev, & Lash, 2002) 

 

3.3.2 การรวบรวมรายชื่อยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ภายในส่วนต่าง ๆ ของยีน 
 ยีนที่มี Alu elements แทรกตัวภายในยีน หรือ Gene containing Alu หมายถึงยีนที่มี   

Alu elements เป็นส่วนหนึ่งใดส่วนหนึ่งของยีน ได้แก่ promoter intron exon หรือการแทรกตัว 

Alu elements ใน intron แล้วท้าให้เกิดเป็น exon ใหม่ เรียกว่า exonization โดยในการศึกษานี้ได้

ท้าการรวบรวมรายจากฐานข้อมูล TranspoGenes Database (http://transpogene.tau.ac.il) ซึ่ง

เป็นรายชื่อยีนของจีโนมมนุษย์เวอร์ชั่น 18 (Human Genome 18 or hg18) ประกอบด้วยรายชื่อยีน

ที่ Alu elements แทรกตัวอยู่ในบริเวณต่าง ๆ ของยีนทั้ง 4 รูปแบบ (Alu insertion type) ได้แก่ 

exonic, exonized, intronic และ promoter (Levy, Sela, & Ast, 2008) และล้าดับเบสของ Alu 

elements รวบรวมจากฐานข้อมูล Repbase (Bao, Kojima, & Kohany, 2015) 

 

http://www.ncbi.nim.nih.gov/gds
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3.3 การวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยีนเพ่ือหาความเกี่ยวข้องของ Alu elements กับการ

แสดงออกของยีนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมโดยใช้ โปรแกรม Connection up and down-

regulation expression analysis for microarrays (CU-DREAMx) 

CU-DREAMx เป็นเครื่องมือทางชีวสารสนเทศน์ส้าหรับการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออก

ของยีนที่ได้จากการศึกษาโดยใช้เทคนิค microarrays ซึ่งโปรแกรมจะท้าการวิเคราะห์ด้วยตัวสถิติ

แบบ t-test ของแต่ละยีนโดยเปรียบเทียบค่า mean ของกลุ่มควบคุม และกลุ่มผู้ป่วยออทิซึม 

สเปกตรัมว่ายีนมีการแสดงออกมากผิดปกติ หรือน้อยกว่าปกติ จากนั้นจะหาความสัมพันธ์ของกลุ่มยีน

ที่ผิดปกติ กับรายชื่อยีนที่เราต้องการศึกษาหาความสัมพันธ์ โดยใช้การวิเคราะห์แบบ Pearson’s  

chi-squared test (Aporntewan & Mutirangura, 2011) ซึ่งในงานวิจัยครั้งนี้ CU-DREAMx จะถูก

น้ามาช่วยในการคัดเลือกยีนที่มีการแทรกตัวของ Alu elements ภายในยีนและยีนมีการแสดงออกที่

ผิดปกติท้ังในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม  

ข้อมูลที่ใช้ในการวิเคราะห์ 

ไฟล์ส้าหรับโปรแกรม CU-DREAMx โดยดาวน์โหลดจาก

http://pioneer.netserv.chula.ac.th/~achatcha/CU-DREAM/ 

a. CU-DREAMx application file 

b. Template file 

รายชื่อยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ทั้ง 4 รูปแบบจากฐานข้อมูล Transpogene 

Database 

a. Alu elements_Exonized_hg18 positions 

b. Alu elements_Exonic_hg18 positions 

c. Alu elements_Intronic_hg18 positions 

d. Alu elements_Promoter_hg18 positions 

ข้อมูลรูปแบบการแสดงออกของยีนที่วิเคราะห์ด้วยเทคนิค microarrays จากฐานข้อมูล 

GEO DataSets  
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วิธีการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAMx 

 ก้าหนดค่าที่ใช้ในการวิเคราะห์ต่าง ๆ ที่ template fiile.xlsx ของโปรแกรม CU-DREAMx 

โดยเลือกตัววิเคราะห์ทางสถิติเป็น t-test และเลือก parameter เป็น 2-tail distribution, 2 series 

with unequal standard deviation ที่ระดับนัยส้าคัญ p-value เท่ากับ 0.05 และเลือกให้วิเคราะห์

แบบ up หรือ down expression หลังจากนั้นก้าหนดกลุ่มควบคุม (control) และกลุ่มทดลอง 

(experiment groups) หรือกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมของไฟล์ข้อมูลการแสดงออกของยีนจาก

งานวิจัยนั้น ๆ 

  

 

ภาพที่ 5 ขั้นตอนการวิเคราะห์ของโปรแกรม CU-DREAMx 
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3.4 การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนด้วยตัววิเคราะห์ทางสถิติส้าหรับเทคนิค microarrays 

(Significant Analysis of Microarrays, SAM) 

SAM เป็นตัววิเคราะห์ข้อมูลส้าหรับผลการทดลองจากเทคนิค microarrays ซึ่งในการศึกษา

รูปแบบการแสดงออกของยีน (gene expression profile) เพ่ือค้นหายีนที่มีระดับการแสดงออกที่

แตกต่างกันระหว่างกลุ่มการทดลอง ในการศึกษานี้ผู้ท้าวิจัยได้น้า SAM มาใช้วิเคราะห์ข้อมูลการ

แสดงออกของยีนของ LCLs โดยข้อมูลที่ได้จาก SAM จะมีความน่าเชื่อถือสูงกว่าการใช้ตัวสถิติทั่วไป 

ซึ่งข้อมูลที่ได้จาก SAM จะถูกน้าไปเปรียบเทียบกับผลของ CU-DREAMx ของทั้ง 56 LCLs อีกครั้ง 

ด้วยโปรแกรม Multi-Experiment Viewer (microarray software suite) 

วิธีการวิเคราะห์ SAM 

1. น้าไฟล์ข้อมูลการแสดงออกของยีน (GSE file) อัพโหลดลงในโปรแกรม Multi-

Experiment Viewer (microarray software suit, www.tm4.org)  

2. ก้าหนดค่า cutoff ของการวิเคราะห์ที่ 70% โดยเป็นการเลือกข้อมูลของยีนที่มีข้อมูลการ

แสดงออกในตัวอย่างมากกว่า 70% เท่านั้นมาใช้ในการวิเคราะห์ ยีนที่ไม่มีข้อมูลการ

แสดงออกจะถูกตัดออกไป 

3. ด้าเนินการวิเคราะห์โดยเลือกท่ี Significant analysis of microarray (SAM) และท้าการ

ก้าหนดกลุ่ม Experiments และ controls 

4. เมื่อวิเคราะห์ทางสถิติเสร็จสิ้นแล้ว ท้าการเลือกข้อมูลที่วิเคราะห์ได้โดยก้าหนดค่าความ

เชื่อมั่นของข้อมูลที่ 5% และ 10% FDR หมายถึงในรายชื่อยีนที่มีระดับการแสดงออก

ผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ นั้นจะมียีนอย่างน้อย 5% หรือ 5 ยีน จาก 100 ยีนที่ได้ไม่มีการ

แสดงออกท่ีแตกต่างกับกลุ่มควบคุมจริง 

5. รายชื่อยีนที่ได้จะถูกน้าไปพิจารณากับรายชื่อยีนที่ได้จาก CU-DREAMx เพ่ือใช้ในการ

คัดเลือกยีนส้าหรับการทดสอบยืนยันด้วยเทคนิค quantitative RT-PCR เพ่ือยืนยันระดับ

การแสดงออกของยีน 
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3.5 การวิ เคราะห์ เ พ่ือหา biological functions และ gene regulatory networks ของยีนที่

แสดงออกผิดปกติที่เกี่ยวข้องกับ Alu elements ด้วยโปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis 

(IPA)  

Ingenuity Pathway Analysis (IPA, QIAGEN Inc.,) เป็น  software application ที่ ใช้ ใน

การวิ เ คราะห์ ความสั ม พันธ์ ของข้อมูลที่ ได้ จ ากการศึกษาด้ าน  omics เช่น  genomics, 

transcriptomics, proteomics และ metabolomics โดย IPA สามารถวิเคราะห์ข้อมูลที่มีอยู่เพ่ือ

หา regulators, relationships, function และ pathways เพ่ืออธิบายถึงรูปแบบความสัมพันธ์

ข้อมูล โดยอาศัยองค์ความรู้ข้อมูลจากฐานข้อมูล biological systems ที่มีอยู่ ซึ่งการใช้ IPA จะช่วย

ให้ในการท้านายหาเป้าหมายการท้างานของยีน โปรตีน และสารเคมีต่าง ๆ ได้ นอกจากนั้นยังช่วย

ท้านายหาความสัมพันธ์ ระหว่ า งข้อมูล  กับการเกิด โรคต่ างๆ ( disease processes and 

mechanisms)  ซ่ึงจะท้าให้เข้าใจถึงบทบาทความส้าคัญของข้อมูลจ้านวนมากที่ปรากฏจนสามารถ

พัฒนาองค์ความรู้ และสมมติฐานใหม่ๆ ขึ้นมา  

ในงานวิจัยนี้ จะใช้ โปรแกรม IPA ในการท้ านาย biological functions และ gene 

regulatory networks ของกลุ่มยีนที่มีการแสดงออกท่ีผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม และมี Alu 

elements แทรกตัวอยู่ภายในยีนที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAMx เพ่ือท้านาย

บทบาทหน้าที่ของยีนกี่เกี่ยวข้องกับ Alu elements และมีการแสดงออกที่ผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึม

สเปกตรัมโดย Fisher’s exact tests ที่ระดับนัยส้าคัญ P-value<0.05 
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3.6 การเพาะเลี้ยงเซลล์ไลน์ lymphoblastoid 

เซลล์ lymphoblastoid cell lines (LCLs) ทั้ง 56 เซลล์ไลน์จะถูกเพาะเลี้ยงตามวิธีที่ได้

ตีพิมพ์แล้ว ตามระเบียบวิธีการซึ่งแนะน้าโดย Rutgers University Cell and DNA Repository 

ผู้ผลิตและดูแลรักษาเซลล์ใน Autism Genetic Research Exchange (AGRE) collection โดย

เซลล์ไลน์ LCLs จะถูกน้ามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 medium ที่มีส่วนผสมได้แก่ 

fetal bovine serum 15% และ penicillin/streptomycin 1%  หลังจากด้าเนินการเพาะเลี้ยง

เซลล์ที่ได้จะถูกเก็บรักษาใน RNAlater (Life Technologies) ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ซึ่งจะ

ช่วยคงสภาพสารพันธุกรรมจนกว่าจะท้าการวิเคราะห์ตามกระบวนการวิเคราะห์ล้าดับต่อ ๆ ไป 

3.6.1 ขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์จะท้าใน biological safety cabinet class II โดยใช้อาหาร

เลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 จ้านวน 9 ml ใน culture flask ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร  

(T-25) แล้ว incubate ในตู้อบเลี้ยงเซลล์เพื่อปรับอุณหภูมิของอาหารเลี้ยงเซลล์ จากนั้น

น้า LCLs จากไนโตรเจนเหลวที่ผ่านการละลายในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ที่ 

37 องศาเซลเซียส ใส่ลงใน culture flask โดยการปิเปตลงที่ก้นของ flask และเขย่า

เบาๆ แล้วน้าไป incubate ที่ตู้อบเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสที่ปริมาณแก็ส

คาร์บอนไดออกไซด์(CO2) 5% เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

3.6.2 เมื่อครบเวลาจึงท้าการเปลี่ยน culture flask เป็นขนาด 75 ตารางเซนติเมตรโดยปิเปต

เซลล์จ้านวน 8 ml ลงใน culture flask ขนาด 75 ตารางเซนติเมตร จากนั้นเติมอาหาร

เลี้ยงเซลล์ 12 ml เป็นปริมาตรทั้งหมด 20 ml และน้าไปอบเลี้ยงต่อไป ซึ่งจะต้องท้าการ

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์เมื่อสีของอาหารเลี้ยงเซลล์เปลี่ยนเป็นสีเหลืองโดยจะท้าการ

เลี้ยงเซลล์ต่อไปจน 3 สัปดาห์จึงจะท้าการเก็บเซลล์ 

3.6.2 ท้าการเก็บเซลล์ไว้ที่ น้้ายา RNAlater เพ่ือเก็บรักษาสารพันธุกรรม โดยน้าไปเก็บรักษาท่ี 

-20 องศาเซลเซียส และเก็บเซลล์ไว้ที่ในโตรเจนเหลวส้าหรับการทดลองอ่ืนๆ จะใช้ 

freezing medium ที่ประกอบด้วย fetal bovine serum และ Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) ในอัตราส่วน 90 ml ต่อ 10 ml ตามล้าดับ 
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3.7 การสกัดดีเอ็นเอและ อาร์เอ็นเอ (DNA and RNA Extraction)  

เซลล์ที่เก็บรักษาใน RNAlater solution จะถูกน้ามาสกัดดีเอ็นเอ และอาร์เอ็นเอโดยใช้น้้ายา 

Genezol ปริมาณ 1 ml ใส่ลงในหลอดที่มีเซลล์แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที จากนั้นปิเปต 

chloroform จ้านวน 0.2 ml ลงไปแล้วปิดฝาให้แน่นก่อนท้าการเขย่าด้วยมือ 15 นาที และน้าไป

ปั่นตกที่ความเร็ว 12,000 g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที หลังจากปั่นจะท้าให้

สารภายในหลอดแยกออกเป็น 3 ชั้นโดยชั้นล่างสุดจะเห็นเป็นสีชมพูเป็นชั้นของโปรตีน ชั้นกลาง

จะเห็นเป็นสีขาวบาง ๆ เป็นชั้นของ DNA และชั้นบนสุดเป็นของเหลวสีใสเป็นชั้นของ RNA ซึ่งแต่

ละชั้นของสารละลายจะใช้ปิเปตแบ่งออกไปท้าการสกัดตามข้ันและท้าให้บริสุทธิ์ต่อไป 

3.7.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA extraction)  

ด้าเนินการแยกชั้นกลางที่มีดีเอ็นเออยู่ออกมาแล้วเติมด้วย 100% ethanol ปริมาน 0.3 ml 

ผสมให้เข้ากัน จากนั้นตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2-3 นาที จึงน้าไปปั่นที่ความเร็ว 2,000 g 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที โดย DNA pellet ทีไ่ด้น้ามาล้างโดยการเติม 0.1% 

sodium citrate ใน 10% ethanol จ้านวน 1 ml ทิ้งไว้ 30 นาที จึงน้าปั่นที่ความเร็ว 2,000 g 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ท้าการดูด supernatant ทิ้งไป และท้าการล้างซ้้า

อีก 1 ครั้ง หลังจากล้างเสร็จเรียบร้อยแล้วปิเปตสาร 75% ethanol ปริมาณ 1.5-2 ml ผสมกับ 

DNA pellet ทิ้งไว้ 10-20 นาที (stopping point DNA) จากนั้นน้าไปปั่นตกและน้า DNA pellet 

มา air dry เป็นระยะเวลา 5-10 นาที ก่อนที่จะ resuspension ด้วย 8 mM NaOH จ้านวน 0.3-

0.6 ml และเก็บรักษาดีเอ็นเอท่ีไว้ที่ -20 องศสเซลเซียสก่อนน้าไปท้าการวิเคราะห์ต่อไป 

3.7.2 การสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA extraction)  

ชั้นบนที่เป็นของเหลวสีใสที่แยกโดยใช้ TRIzol reagent จะถูกแยก และเติมด้วย 100% 

isopropanol จ้านวน 0.5 ml ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที จึงน้าไปปั่น 12,000 g ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที จากนั้นน้า RNA pellet มาท้าการล้างด้วย 75% ethanol 

จ้านวน 1 ml ท้าการ vortex และน้าไปปั่นที่ความเร็ว 7,500 g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 5 

นาที น้า RNA pellet ที่ล้างแล้วมา air dry ประมาน 5-10 นาที จากนั้น resuspension ด้วย 

Rnase-Free water และน้า incubate ที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10-15 นาที

ก่อนที่จะท้าการเก็บรักษา RNA ไว้ที่ -70 องศาเซลเซียสส้าหรับการวิเคราะห์ต่อไป 
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3.8 การศึกษาระดับปฏิกิริยาเมธิเลชันของ AluS subfamilies ด้วยเทคนิค Combine Bisulfite 

Restriction Analysis (COBRA)  

Combine bisulfite restriction analysis (COBRA) จั ด เป็ น วิ ธี ม าตร ฐ านที่ ใ ช้ ใ นกา ร
วิเคราะห์ระดับดีเอ็นเอเมธิเลชัน โดยดีเอ็นเอจะถูกน้าไปท้าปฏิกิริยากับสารไบซัลไฟต์ ( bisulfite 
treatment) แล้วเกิดปฏิกิริยา deamination ที่เบส Cytosine (C) ของดีเอ็นเอเปลี่ยนเป็นเบส 
Uracill (U) ในขณะที่เบส C ที่มีหมู่เมธิล (CH3) จากปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันจะไม่เกิดปฏิกิริยา 
deamination เมื่อท้าปฏิกิริยากับสารไบซัลไฟต์ท้าให้ล้าดับเบสของดีเอ็นเอหลังจากท้าปฏิกิริยา
กับสารไบซัลไฟต์ของดีเอ็นเอที่เกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันและไม่เกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันมีความแตกต่าง
กัน หลังจากนั้นดีเอ็นเอที่ถูกท้าปฏิกิริยาจะถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะได้เป็นดีเอ็นเอท่อนขนาด
ต่าง ๆ กันโดยขึ้นอยู่กับเบสที่เป็นบริเวณตัดจ้าเพาะของเอนไซม์มีการเปลี่ยนแปลงจากการท้า
ปฏิกิริยากับสารไบซัลไฟต์อย่างไร เช่นเบส C เปลี่ยนเป็น U แล้วท้าให้เอนไซม์ไม่สามารถตัดใน
บริเวณนั้นได้ ซึ่งดีเอ็นเอแต่ละท่อนที่เกิดขึ้นซึ่งจะถูกน้ามาวิเคราะห์หาความแตกต่างของระดับดี
เอ็นเอเมธิเลชันในแต่ละตัวอย่างได้ 

ในการวิเคราะห์ระดับดีเอ็นเอเมธิเลชันด้วยวิธี COBRA จะประกอบไปด้วย 4 ขั้นตอนโดยเริ่ม
จากน้า DNA ที่สกัดมาท้าปฏิกิริยากับสารไบซัลไฟต์ จากนั้น DNA ที่ถูกท้าปฏิกิริยาแล้ว (treated 
DNA) จะถูกน้ามาท้า polymerase chain reaction (PCR) เพ่ือเพ่ิมจ้านวนโดยใช้ Specific 
primers ต่อบริเวณที่เราต้องการศึกษาระดับดีเอ็นเอเมธิเลชันหลังจากนั้นน้ามาตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ้าเพาะ (restriction enzyme) และท้าการวิเคราะห์รูปแบบและระดับ DNA methylation จาก
ขนาดของ DNA ที่เกิดจากการตัดด้วยเอนไซม์บน Acrylamide gel electrophoresis 

 
3.8.1 การท้าปฏิกิริยาไบซัลไฟต์กับ DNA (Bisulfite Conversion) 

DNA ที่สกัดได้จากเซลล์ไลน์ปริมาณ 800 ng จะถูกน้ามาท้าปฏิกิริยากับสารไบซัลไฟต์ด้วย

ชุ ดน้้ า ย า  EZ DNA Methylation-GoldTM KIT (Zymo research corporation, Orange, CA, 

USA) เริ่มจาก CT conversion working reagent จ้านวน 130 µl ต่อปริมาตร DNA รวม 20 µl 

จากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 98 องศาเซลเซียส 10 นาทีเพ่ือเป็นการ denature double strand 

DNA และ 64 องศาเซลเซียส 2 ชั่วโมง 30 นาที ส้าหรับปฏิกิริยา bisulfite conversion จากนั้นดี

เอ็นเอที่ถูกท้าปฏิกิริยาแล้ว (treated DNA) จะถูกน้าไป purify ทันทีหรือเก็บที่ 4 องศาเซลเซียส

ก่อนท้า purification ภายใน 20 ชั่วโมง ในขั้นตอนการ purify จะใช้ Zymo-Spin IC column 

โดยใส่ M-binding Buffer จ้านวน 600 µl  ลงใน IC column จากนั้นน้า treated DNA  ใส่ลงใน 
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IC column และน้าไปปั่นด้วยเครื่อง centrifuge ที่ความเร็ว 12,000g เป็นเวลา 30 วินาที ที่

อุณหภูมิห้อง จากนั้นท้าการล้าง column ด้วย M-wash buffer จ้านวน 100 ul โดยปั่นตกเป็น

เวลา 30 วินาที แล้วก้าจัดสารไบซัลไฟต์ที่หลงเหลืออยู่โดยเติม M-desulphonation buffer 

จ้านวน 200 µl ตั้งทิ้งไว้ 10-15 นาทีก่อนน้าไปปั่นตกเป็นเวลา 30 วินาที และท้าการล้าง column 

อีกครั้งด้วย M-wash buffer จ้านวน 200 µl  โดยล้างซ้้า 1 ครั้งหรือมากกว่านั้น สุดท้ายท้าการ

ปั่นเพ่ือ elute DNA ลงสู่หลอดทดลองขนาด 1.5 ml โดยใช้ M-elution buffer จ้านวน 10 µl 

โดยการปั่นที่ความเร็ว 12,000g หลังจากนั้นปรับความเข้มข้นของ bisulfite-treated DNA โดย

การเติมน้้า 10 µl จะท้าให้มีความเข้มข้นสุดท้ายประมาณ 40 ng/µl ค้านวณจาก DNA ตั้งต้นและ

เก็บรักษา DNA ไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
 
 
ภาพที่ 6 Bisulfite Conversion แสดงขั้นตอนการท าปฏิกิริยาของ DNA กับสารไบซัลไฟต์ หลังจาก
นั้นท าการ purify bisulfite-treated DNA ด้วย column ชนิดพิเศษของ Zymo research 
corporation, Orange, CA, USA   
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3.8.2 PCR ส้าหรับดีเอ็นเอเคลื่อนที่ AluS subfamilies 

ดีเอ็นเอที่ถูกท้าปฏิกิริยากับสารไบซัลไฟต์ (bisulfite-treated DNA) ปริมาณ 40 ng ถูก

น้ามาเพ่ิมจ้านวนโดยปฏิกิริยา PCR ด้วย specific primers ส้าหรับ human Alu S subfamilies 

methylated sequence ที่ จ้ า เพาะกับล้ าดับ เบส  AluS subfamilies ได้ แก่  Alu Forward 

primer 5’- GGRGRGGTGGTTTARGTTTGTAA -3’  และ AluS subfamilies Reverse primer 

5’- CTAACTTTTTATATTTTTAATAAAAACRAAATTTCACCA -3’ โดยก้าหนดปฏิกิริ ยา PCR 

ดังนั้น pre-denature 95 องศาเซลเซียส 15 นาที และตามด้วยปฏิกิริยา 45 รอบ ของ denature 

ที่ 95 องศาเซลเซียส 45 วินาที annealing ที่ 63 องศาเซลเซียส 45 วินาที และ extension ที่ 

72 องศาเซลเซียส 45 วินาที หลังจากครับ 45 รอบดังกล่าวตามด้วย final extension ที่ 72 องศา

เซลเซียส อีก 7 นาที หลังจากนั้น Alu PCR products ที่ได้จะน้าไปด้าเนินการตัดด้วย taqI 

enzyme ต่อไป (ท้าตารางแสดง reaction) 

3.8.3 การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ้าเพาะ (Enzyme digestion) และ Gel electrophoresis 

เตรียมเอนไซม์ taqI  working reagent  โดยใช้  taqI enzyme ความเข้มข้น 10 U/L  

จ้านวน 0.2 µl ผสมกับ taqI buffer 1.5 µl และ DEPC-treated water จ้านวน 3.3 ul รวม

ปริมาตรทั้งหมด 5 ul ต่อหนึ่งปฏิกิริยา จากนั้นผสม working reagent กับ Alu PCR amplicons 

และน้าไป incubate ที่ 65 องศาเซลเซียส 15 ชั่วโมง น้า Alu PCR amplicons ที่ถูกตัดเรียบร้อย

แล้วมาท้า gel electrophoresis ใน 8% acrylamide gel ที่ 110V เป็นเวลา 60 นาที โดยใช้ 

DNA ladder ขนาด 25 bp และใช้ bromophenol blue เป็น loading dye 
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3.9 การค้านวณระดับและรูปแบบของดีเอ็นเอเมธิเลชันของ Alu (Alu methylation level and 
pattern analysis) 

Alu PCR amplicons จากเทคนิค COBRA หลังจากถูกตัดด้วยเอนไซม์ taqI ที่มีต้าแหน่ง 
recognition site และตัดดีเอ็นเอบริเวณ CpG สองต้าแหน่งในบริเวณ promoter ของ AluS 
subfamiles ได้เป็นดีเอ็นเอขนาดต่าง ๆ กันขึ้นอยู่กับรูปแบบปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันของ CpC 
ทั้งสองต้าแหน่งของ AluS subfamilies โดยการวิเคราะห์รูปแบบของปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน 
(DNA methylation)  วิเคราะห์ได้จากปริมาณท่อนดีเอ็นเอขนาดต่าง ๆ ที่ถูกตัดด้วย taqI โดย 
Alu PCR amplicons จะถูกตัดได้ดีเอ็นเอขนาดต่างกันทั้งหมด 6 ท่อน (ภาพที่ 7) ดังนี้ 133, 90, 
75, 43 และ 32 bp โดย ดีเอ็นเอท่อนที่มีขนาด 133 bp เป็นตัวแทนของการเกิดปฏิกิริยาดีเอ็น
เอเมธิเลชันแบบ Hypomethylation (uCuC)  ดีเอ็นเอขนาด 90 และ 43 bp bp เป็นตัวแทน
ของการเกิดปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันแบบ partial methylation (mCuC) ดีเอ็นเอขนาด 75 และ 
58 bp เป็นตัวแทนของการเกิดปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันแบบ partial methylation (uCmC) 
และดีเ อ็นเอขนาด 32 bp จะเป็นตัวแทนของการเกิดปฏิกิริยยาดีเอ็นเอเมธิเลชันแบบ 
Hypermethylation (mCmC) การวิเคราะห์ผลจาก gel จะท้าโดยการวัด band intensity ด้วย
โปรแกรม Gel analyzer  ซ่ึงจะวัดแต่ละ band ออกมาเป็นร้อยละโดยเปรียบกับ band ของดี
เอ็นเอขนาดต่าง ๆ กันดังที่กล่าวมาข้างต้นภายในดีเอ็นเอตัวอย่างเดียวกัน เดียวกันบน gel เป็น
การท้า normalization ข้อมูลก่อนจะน้ามาวิเคราะห์เปรียบเทียบ 

 
ภาพที่ 7 โครงสร้าง และการวัดระดับเมธิเลชันของ Alu elements. (A) แสดงโครงสร้างของ Alu elements ที่
ประกอบไปด้วยส่วน A และ B box ที่ท าหน้าที่เป็น promoter (B) แสดงต าแหน่งการตัด (Restriction Site) ของ
เอนไซม์ taq I บน promoter ของ AluS subfamilies ในต าแหน่งต่าง ๆ ตามรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิ
เลชัน (DNA methylation pattern) ได้เป็น DNA fragment ขนาด 90, 75, 43 และ 32 bp ตามล าดับ (C) แสดง
ภาพ gel ตัวอย่างจากวิธีการ COBRA 
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 การวิเคราะห์ระดับดีเอ็นเอเมธิเลชันจะถูกค้านวณออกมาเป็นร้อยละของปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิ
เลชัน (percentage of DNA methylation) และรูปแบบของปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันบนเบส C 
ทั้งสองต้าแหน่ง (Frequency of DNA methylation pattern) ตามหลักการและวิธีวิจัยที่ได้ตีพิมพ์
ไว้โดย Tiwawech (Tiwawech et al., 2014) ซึ่งการค้านวณจะก้าหนดตัวแปรดังนี้  A=%band 
ของดีเอ็นเอขนาด 90 bp หารด้วย 90, B=%band ของดีเอ็นเอขนาด 58 bp หารด้วย 58, 
C=%band ของดีเอ็นเอขนาด 75 bp หารด้วย 75, D=%band ของดีเอ็นเอขนาด 90 bp หารด้วย 
90, E=%band ของดีเอ็นเอขนาด 43 bp หารด้วย 43, F=%band ของดีเอ็นเอขนาด 32 bp หาร
ด้วย 32 หรือเท่ากับ (B+E) – (A+C) หลังจากนั้นตัวแปรดังกล่าวจะถูกน้ามาค้านวณ %Alu 
methylation ดังสมการข้างล่าง จากนั้นค่าที่ได้จะถูกน้าไปวิเคราะห์ทางสถิติต่อไป 

 
ตารางที่ 2 สมการการค านวณระดับดีเอ็นเอเมธิเลชัน และรูปแบบเมธิเลชัน CpG 2 ต าแหน่งบน 
AluS subfamilies จากเทคนิค COBRA 

Percentage of Pattern Formula 

Methylated loci (%mC) 100×(E+B)/(2A+E+B+C+D) 

Hypermethylated loci (%mCmC) 100×F/(A+C+D+F) 

Partially methylated loci (%uCmC) 100×C/(A+C+D+F) 

Partially methylated loci (%mCuC) 100×D/(A+C+D+F) 

Hypomethylated loci (%uCuC) 100×A/(A+C+D+F) 
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3.10 การวิเคราะห์ระดับแสดงออกของยีน และของ AluS subfamilies ด้วยเทคนิค Quantitative 

RT-PCR 

เทคนิค Quantitative RT-PCR หรือ qRT-PCR น้ามาใช้ในการศึกษาระดับการแสดงออก

ของ AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์จากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม ซึ่งหลักการวิเคราะห์ของ      

qRT-PCR เริ่มจาก RNA ที่สกัดได้ทั้งหมดจะถูกน้ามาท้าปฏิกิริยา DNase treatment ก่อนที่จะ

เปลี่ยนให้ เป็น cDNA ด้วยกระบวนการ reverse transcription (AccuPower® RT PreMix) 

หลังจากนั้น cDNA ที่ได้จะถูกใช้เป็นต้นแบบส้าหรับปฏิกิริยา specific real-time PCR ต่อไปโดย

ใช้  SYBR Green dye เป็นตัว reporter กับ ROX dye เป็น passive dye จากชุดน้้ายาและ 

AccuPower® 2X GreenStar™ qPCR MasterMix  

3.10.1  การย่อยสลาย DNA ที่ปนเปื้อน (DNase treatment) 

RNA ที่สกัดจากเซลล์ไลน์ปริมาณ 5 µg น้ามาท้าปฏิกิริยากับ DNase enzyme เพ่ือก้าจัด

การปนเปื้อนของ DNA โดยใช้น้้ายา RQ1 RNase-free DNase (Promega) 1 Unit/µl ต่อ RNA 

ปริมาณ 1 µg และ RQ1 buffer ที่ปฏิกิริยารวม 10 µl จากนั้นน้าไป incubate ที่ อุณหภูมิ      

30 องศาเซลเซียส 30 นาที เสร็จแล้วท้าการเติม RQ1 DNase stop solution จ้านวน 1 µl แล้ว

น้าไป incubate ที่ 65 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาทีเพ่ือเป็นการยับยั้งการท้างานของ

เอนไซม์ RQ1 DNase เมื่อเสร็จสิ้นขั้นตอนจึงน้า DNase-treated RNA ไปท้าการสังเคราะห์ 

cDNA ต่อไป 

3.10.2  การสังเคราะห์ cDNA (Reverse Transcription)  

DNase-treated RNA ปริมาณ 1000 ng จะถูกน้ามาผสมกับ Oligo T18 primers ปริมาณ 

0.5 µg หรือ 100 pmole แล้วเติม DEPC-treated water ให้มีปริมาตรรวมเท่ากับ 10 µl แล้ว

น้าไป incubate ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 5 นาที จากนั้นย้ายลงน้้าแข็งทันที 

และน้าส่วนผสม DNase-treated RNA กับ Oligo T18 ใส่ลงใน AccuPower® RT PreMix tube 

ที่ภายในมี เอนไซม์  RTase ส้าหรับปฏิกิริยา reverse transcription โดยละลายตะกอน 

lyophilized pellet ของ RTase ด้วยการ DEPC-water เพ่ือปรับปริมาตรของปฏิกิริยาทั้งหมด

ให้เท่ากับ 20 µl จากนั้นน้าไป vortex  จากนั้นท้าการสังเคราะห์ cDNA โดยการน้าส่วนผสม

ทั้งหมดไป incubate ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที และสิ้นสุดกระบวนการ

สังเคราะห์ cDNA ที่อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 5 นาทีเพ่ือยับยั้งการท้างานของ

เอนไซม์ RTase (RTase inactivation) สุดท้ายท้าการเติม DEPC-water เพ่ือให้มีปริมาตรรวม
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เท่ากับ 50 ul จะท้าให้มีความเข้มข้นสุดท้ายของ cDNA โดยประมาณ 20 ng/µl ส้าหรับการท้า 

Realtime PCR ต่อไป 

3.10.3 การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Real-time PCR 

cDNA ปริมาณ 1 µl หรือประมาน 20 ng ใช้เป็นต้นแบบส้าหรับปฏิกิริยา real-time PCR 

เพ่ือวิเคราะห์การแสดงออกของ AluS subfamilies โดยใช้ GAPDH เป็นยีน internal control 

gene ส้าหรับการ normalization ค่า Threshold Cycle (Ct value) ของยีน ซึ่งท้าโดยใช้ชุด

น้้ า ย า  AccuPower® 2X GreenStar™ qPCR MasterMix ที่ มี  Sybr Green dye เ ป็ น ตั ว 

reporter กับ ROX dye เป็น passive dye โดยก้าหนดปฏิกิริยา PCR ดังนี้ pre-denature ที่

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และ 40 รอบปฏิกิริยาของขั้น denature ที่

อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 15 วินาที และขั้น Annealing/Extension ที่อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส 45 วินาที เมื่อครบ 40 รอบจะเป็นขั้นตอนการท้า melting curve ที่ใช้อุณหภูมิตั้งแต่ 

64-95 องศาเซลเซียส ผลการวิเคราะห์ที่ได้จะถูกน้าไปวิเคราะห์ด้วยวิธี ddCt method (relative 

expression)  

ตารางที่ 3 รายละเอียดของ primers ที่ใช้ส าหรับการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน และ AluS 
subfamilies ด้วยเทคนิค Quantitative Real-time PCR 

 

 

 

 

 

Genes Primer Sequences 

Annealing 

Temperature 

(oC)  

GAPDH 
Forward 5’-ATGTTCGTCATGGGTGTGAA-3’ 

Reverse 5’-ACAGTCTTCTGGGTGGCAGT-3’ 
60 

Alu 
Forward 5’-GTGGCTCACGCCTGTAATC-3’ 

Reverse 5’-GTAGAGACGGGGTTTCACCA-3’ 
60 

TRIM33 
Forward 5’- CCAACACTACCAAATCCCGG-3’ 

Reverse 5’- TCTCTTGTGTGTCTGCATAAACT-3’ 
60 
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3.11 การวิเคราะห์ทางสถิติ (Statistical Analysis) 

ในการวิเคราะห์ร้อยละของดีเอ็นเอเมธิเลชันของดีเอ็นเอเคลื่อนที่ Alu (percentage of Alu 

methylation levels and patterns) ด้วยวิธี COBRA และการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ 

Alu elements จะใช้ independent t-test ในการวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มผู้ป่วย  

ออทิซึมสเปกตรัมและกลุ่มควบคุมที่ระดับนัยส้าคัญ P-value<0.05 ต่อมา ROC analysis จะถูกใช้

เพ่ือประเมินประสิทธิภาพในการวินิจฉัยผู้ป่วยออทิซึมของระดับเมธิเลชันของ Alu elements 

นอกจากนั้นท้า correlation analysis เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างดีเอ็นเอเมธิเลชัน และระดับ

การแสดงออกของ Alu elements โดยค้านึงจากค่า R-squared (R2) 

ส้าหรับการวิเคราะห์โดย CU-DREAMx จะใช้ Student’s t-test ในการเปรียบเทียบการ

แสดงออกของยีนโดยเปรียบเทียบค่า mean ของกลุ่มควบคุม และกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 

จากนั้นจะหาความสัมพันธ์ของกลุ่มยีนที่ผิดปกติ กับรายชื่อยีนที่เราต้องการศึกษาหาความสัมพันธ์ 

โดยใช้การวิเคราะห์แบบ Pearson’s chi-squared test โดยก้าหนดระดับนัยส้าคัญที่ P-value 

<0.05 และในการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศด้วยโปรแกรม IPA เพ่ือค้นหาหน้าที่ทางชีวภาพ และ

เครือข่ายควบคุมยีนจากฐานข้อมูลด้วย Fisher’s exact tests ที่ระดับนัยส้าคัญ P-value <0.05 
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บทที่ 4 

ผลการศึกษาวิจัย 

4.1 ผลการรวบรวมข้อมูลชีวสารสนเทศจากฐานข้อมูล 

4.1.1 ข้อมูลรูปแบบการแสดงออกของยีนที่ท้าศึกษาในเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 

เพ่ือศึกษาบทบาทของ Alu elements ต่อการแสดงออกของยีนในเลือดของผู้ป่วยออทิซึม

สเปกตรัม ผู้ท้าวิจัยได้รวบรวมข้อมูลรูปแบบการแสดงของยีน (gene expression profiling) จาก

การศึกษาด้วยวิจัยต่าง ๆ  ในฐานข้อมูลของ GEO DataSets โดยใช้หลักเกณฑ์ท่ีได้ก้าหนดไว้ในระเบียบ

วิธีการวิจัย และพบว่ามีทั้งหมด 5 งานวิจัยที่เข้าหลักเกณฑ์การคัดเลือก ซึ่งรายละเอียดของแต่ละ

งานวิจัยที่คัดเลือกมาได้แสดงไว้ในตารางท่ี 4 ซึ่งการศึกษาเหล่านี้ต่างรายงานว่าในตัวอย่างเลือด หรือ

เซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเซลล์เม็ดเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมนั้นจะมีรูปแบบการแสดงออกของ

ยีนแตกต่างจากกลุ่มคนปกติทั่วไป ยิ่งไปกว่านั้นยังพบว่ากลุ่มยีนที่มีการแสดงออกผิดปกตินี้มีความ

สอดคล้องกับพยาธิสภาพ หรือลักษณะความผิดปกติที่เกิดขึ้นกับผู้ป่วย อย่างเช่นลักษณะความผิดปกติ

ทางด้านพฤติกรรมที่สามารถจ้าแนกได้ โดยในการศึกษาของ Dr. V W Hu และคณะ (GSE15402)       

ที่ใช้เซลล์ไลน์ LCLs ที่พัฒนามาจากเซลล์เม็ดเลือดของผู้ป่วย และได้มีการแบ่งกลุ่มของผู้ป่วยโดยใช้

ข้อมูล ADI-R interview ซึ่งเป็นแบบประเมินพฤติกรรมเพ่ือวินิจฉัยผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม มาใช้ใน

การแบ่งกลุ่มผู้ป่วย (clustering analysis) ออกเป็นสามกลุ่มตามลักษณะพฤติกรรมของแต่ละกลุ่ม    

ซึ่งผลการศึกษาของพบว่าในแต่ละกลุ่มของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมจะมีรูปแบบการแสดงออกของยีน

ในเซลล์ไลน์ LCLs ที่แตกต่างกัน 
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ตารางที่ 4 รายละเอียดของแต่ละงานวิจัยที่คัดเลือกเพ่ือน ารูปแบบการแสดงออกของยีนจาก
ฐานข้อมูล GEO DataSets มาวิเคราะห์รูปแบบการแสดงของยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ใน
เลือด หรือเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเซลล์เม็ดเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 

GSE 
number 

Topics Sample type 
Sample size 

Authors 
Individual total 

GSE25507 

Autism and increased paternal 
age related changes in global 
levels of gene expression 
regulation 

Peripheral blood 
lymphocytes 

autistic (n=82) and 
controls (n=64) 

146 
(Alter et al., 

2011) 

GSE18123 

Blood gene expression 
signatures distinguish autism 
spectrum disorders from 
controls 

Whole blood 
autistic (n=170) 
and controls 
(n=115) 

285 
(Kong et al., 

2012) 

GSE42133 

Disrupted functional neworks in 
autism underlie early brain 
maldevelopment and provide 
accurate classification 

Leukocyte 
autistic (n=91) and 
controls (n=56) 

147 
(Pramparo 

et al., 2015) 

GSE6575 
Gene expression in blood of 
children with autism spectrum 
disorder 

Whole blood 
autistic (n=35) and 
controls (n=12) 

47 
(Gregg et 
al., 2008) 

GSE15402 

Gene expression profiling 
differentiates autism case-
controls and phenotypic 
variants of autism spectrum 
disorders 

Lynphoblastoid 
cell lines (LCLs) 

autistic (n=87) and 
controls (n=29) 

116 
(Hu, 

Sarachana, 
et al., 2009) 

 

4.1.2 รายชื่อยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ในส่วนประกอบของยีน (Alu-inserted genes) 

เพ่ือท้าการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของ Alu elements ต่อการแสดงออกของยีน ผู้ท้าวิจัย

ได้รวบรวมรายชื่อยีนที่มี transposable elements ชนิดต่าง ๆ แทรกตัวอยู่ในยีนของจีโนมมนุษย์

เวอร์ชัน 18 (human genome hg 18) จากฐานข้อมูล TranspoGenes Database หลังจากนั้นได้

ท้าการคัดเลือกเฉพาะรายชื่อยีนที่มี transposable element ชนิด Alu elements แทรกตัวอยู่ ซึ่ง

มีจ้านวนทั้งหมด 13,534 ยีน และรายชื่อยีนที่มีเฉพาะ AluS subfamilies แทรกตัวอยู่มีทั้งหมด 

12,909 ยีน โดยรายชื่อยีนดังกล่าวถูกแบ่งเป็นสี่กลุ่มตามต้าแหน่งที่แทรกอยู่ภายในยีนประกอบด้วย

บริเวณ promoter intron exon และ exonized type ตามล้าดับ โดยรายละเอียดของแต่ละกลุ่ม

แสดงอยู่ในตารางท่ี 5 
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ตารางที่ 5 รายชื่อยีน และจ านวนของยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ในต าแหน่งต่าง ๆ ของยีน 
ที่รวบรวมจากฐานข้อมูล TranspoGenes Database 

Alu elements subfamilies Insertion type Gene number 

All subfamilies 

All insertion type 13,534 

Exonized type 812 

Exonic type 1,593 

Intronic type 13,245 

Promoter type 557 

Alu S subfamilies 

All insertion type 12,909 

Exonized type 434 

Exonic type 1,012 

Intronic type 12,702 

Promoter type 315 
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4.2 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลการแสดงออกของยีน (gene expression profiles) ในเลือด หรือเซลล์

ไลน์ที่พัฒนามาจากเซลล์เม็ดเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมด้วยโปรแกรม CU-DREAMx 

เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่าง Alu elements ต่อรูปแบบการแสดงออกของยีน (gene 

expression profiles) ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม โปรแกรม CU-DREAMx ถูกน้ามาใช้วิเคราะห์

ข้อมูลการแสดงออกของยีน กับรายชื่อยีนที่มี Alu elements ตามวิธีที่ได้ระบุไว้ในระเบียบวิธีการ

วิจัยนี้ ซึ่งการวิเคราะห์จะจ้าแนกต่างกลุ่มของรายชื่อยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ในรูปแบบ

ต่าง ๆ ได้แก่ All Alu insertion, promoter, intron, exon และ exonized type และเปรียบเทียบ

ความแตกต่างระหว่างกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม กับกลุ่มควบคุม (ASD versus Control)  

 

4.2.1 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลการแสดงออกของยีนที่รวบรวมจากงานวิจัยต่าง ๆ เพ่ือค้นหากลุ่มยีน

ที่มี Alu elements อยู่ภายในยีน และมีการแสดงออกที่ผิดปกติในเลือด หรือเซลล์ไลน์ในผู้ป่วยโรค

ออทิซึมสเปกตรัม 

รูปแบบการแสดงออกของยีน (gene expression profiles) จากแต่ละงานวิจัยจะถูก

วิเคราะห์ร่วมกับรายชื่อยีนที่มี Alu elements แทรกอยู่ภายในยีน ซึ่งผลการวิเคราะห์ระหว่างกลุ่ม

ยีนที่มี Alu elements ทุกรูปแบบ (all insertion type) กับรูปแบบการแสดงออกของยีนในผู้ป่วย

ออทิซึมสเปกตรัม พบว่ามีกลุ่มยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่มีการแสดงออกที่ผิดปกติในเลือด 

หรือเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมอย่างมี

นัยส้าคัญที่ระดับนัยส้าคัญน้อยกว่า 0.05 (chi-square test, ตารางท่ี 6) โดยมีรายละเอียดดังนี้ กลุ่ม

ยีนจ้านวน 435 1,036 และ 1,047 ยีน จากงานวิจัยหมายเลข GSE15402, GSE25507 และ 

GSE42133 ตามล้าดับเป็นกลุ่มยีนที่มีระดับการแสดงออกลดลง (down-regulated)  และมียีน

จ้านวน 1,389 1,431 และ 2,450 ยีน จากงานวิจัยหมายเลข GSE6576 GSE42133 และ GSE18123 

ตามล้าดับที่มีระดับการแสดงออกเพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญ (up-regulated) นอกจากนี้การวิเคราะห์

โดยแบ่งตามต้าแหน่งที่ Alu elements แทรกตัวอยู่ทั้ง 4 รูปแบบดังที่ได้กล่าวไปข้างต้นนั้น ได้แสดง

ให้ความเป็นไปได้ว่าต้าแหน่งที่อยู่ภายในยีนของ Alu elements มีผลต่อการเหนี่ยวน้าให้เกิด

เปลี่ยนแปลงของระดับการแสดงออกของยีน ดังจะเห็นได้ว่าจ้านวนของกลุ่มยีนที่มีการแสดงออก

ผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญจากการวิเคราะห์แยกตามต้าแหน่ง ที่ Alu แทรกตัวอยู่พบว่า กลุ่มยีนที่มี   

Alu elements อยู่ในส่วนของ intron ส่วนมากจะมีการแสดงออกที่ผิดปกติ รายละเอียดแสดงใน

ตารางท่ี 6  
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ตารางที่ 6 ผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAMx ระหว่างรายชื่อยีนที่มี Alu elements แทรก
ตัวอยู่ในรูปแบบต่าง ๆ กับรูปแบบการแสดงออกของยีนในเซลล์เม็ดเลือดของผู้ป่วยที่รวบรวมจากการ
ศึกษาวิจัยต่าง ๆ 

Alu Insertion Comparisons 
GEO 

datasets 

Up-regulated gene 
expression 

Down-regulated gene 
expression 

P-value* Genes(n) P-value* Genes(n) 

All insertion ASD vs Control 

GSE15402 0.572 481 0.019 435 

GSE18123 6.10E-78 2,450 0.891 894 

GSE25507 0.333 1,375 2.09E-37 1,036 

GSE42133 5.23E-13 1,431 4.68E-06 1,047 

GSE6575 3.87E-21 1,389 0.744 66 

Exonized ASD vs Control 

GSE15402 0.280 37 0.039 37 

GSE18123 7.30E-13 183 0.080 42 

GSE25507 4.40E-04 55 5.57E-09 85 

GSE42133 4.71E-05 107 0.935 57 

GSE6575 2.09E-04 99 0.580 3 

Exonic ASD vs Control 

GSE15402 0.822 50 0.980 44 

GSE18123 8.91E-18 317 0.006 73 

GSE25507 0.086 134 1.09E-04 119 

GSE42133 3.89E-08 195 5.87E-05 141 

GSE6575 0.002 159 0.832 8 

Intronic ASD vs Control 

GSE15402 0.433 478 0.019 430 

GSE18123 2.79E-79 2,421 0.982 881 

GSE25507 0.440 1,356 4.48E-39 1,028 

GSE42133 3.28E-13 1408 1.01E-05 1025 

GSE6575 4.24E-22 1,374 0.893 66 

Promoter ASD vs Control 

GSE15402 0.109 10 0.754 15 

GSE18123 0.277 69 0.342 31 

GSE25507 0.015 40 0.608 29 

GSE42133 0.578 50 0.025 54 

GSE6575 0.562 51 0.092 0 

 *t-test, P-value < 0.05 
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4.2.2 ผลการเปรียบเทียบรายชื่อยีนที่มี Alu elements และมีการแสดงออกที่ผิดปกติระหว่าง

งานวิจัยทั้ง 5 ที่ถูกคัดเลือกมาจากฐานข้อมูล 

เพ่ือคัดเลือกยีนที่น่าจะมีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมมากที่สุด ผู้วิจัยได้ท้าการ

เปรียบเทียบรายชื่อของกลุ่มยีนที่ผิดปกติจากแต่ละงานวิจัยที่ได้วิเคราะห์ด้วย CU-DREAMx ด้วย

รายชื่อยีนที่มี Alu elements อยู่ทุกรูปแบบ (All insertion type) ซึ่งผลการเปรียบเทียบด้วย

แผนภาพ Venn diagram (ภาพที่ 8) แสดงให้เห็นว่ากลุ่มยีนที่มี Alu elements และมีการแสดงออก

ผิดปกติสามารถพบความผิดปกติซ้้าได้ในกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยออทิซึมที่ต่างกัน (reproducibility) และ

แสดงให้เชื่อได้ว่า Alu elements น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อรูปแบบการแสดงออกที่ผิดปกติในเลือด

ของผู้ป่วยออทิซึม ซึ่งผู้วิจัยได้ท้าการคัดเลือกยีนที่ผิดปกติออกมากลุ่มหนึ่งเพ่ือน้าไปวิเคราะห์เพ่ือ

ท้านายบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ และหาความสัมพันธ์ของกลุ่มยีนที่สามารถอธิบายถึงกลไกความ

ผิดปกติที่เกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมด้วยการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศ (bioinformatics) 

โดยได้ท้าการคัดเลือกยีนที่พบว่าผิดปกติร่วมกันอย่างน้อย 3 งานวิจัยจากทั้งหมด 5 งานวิจัยที่

คัดเลือกมาซึ่งมีจ้านวน 423 ยีน (overlapping genes) 

 

ภาพที่ 8 แผนภาพ Venn diagram ของรายชื่อยีนที่ได้จากผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAMx 

ระหว่างรายชื่อยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ (all Alu intersion type) และรูปแบบการแสดงออก
ของยีนจากเซลล์เม็ดเลือด หรือเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 
และกลุ่มควบคุม 
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4.2.3 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลการแสดงออกของยีนในเซลล์ไลน์ชนิด LCLs จ้านวน 56 เซลล์ที่ใช้เป็น

กลุ่มตัวอย่างส้าหรับการศึกษาบทบาทของ Alu elements ต่อการแสดงออกของยีน 

เซลล์ไลน์ LCLs ทั้ง 56 เซลล์ไลน์นี้ได้เคยถูกวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยีนด้วย
เทคนิค microarray เป็นที่เรียบร้อยแล้วโดย Dr.Hu ซึ่งผู้ท้าวิจัยได้รวบรวมจากฐานข้อมูล GEO 
DataSets อีกทั้งกลุ่มตัวอย่างก็ได้ถูกแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม (ASD subgroups) ตามลักษณะของความ
ผิดปกติทางพฤติกรรมซึ่งประเมินโดยใช้ ADI-R ประกอบด้วยกลุ่มควบคุม (C) กลุ่มที่มีความสามารถ
พิเศษ หรือ Savant (S), กลุ่มที่มีลักษณะความผิดปกติระดับกลาง หรือ Mild (M) และกลุ่มที่มีระดับ
ความรุ่นแรงในการใช้ภาษาในการสื่อสาร หรือ severe language impaired (L) ซึ่ ง  gene 
expression profiles ของทั้ง 56 เซลล์ไลน์นี้จะถูกวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAMx โดยใน
งานวิจัยส่วนนี้ผู้วิจัยคัดเลือกรายชื่อยีนที่มี AluS subfamilies มาใช้ในการวิเคราะห์เนื่องจาก AluS 
subfamilies เป็นชนิดที่มีจ้านวนส้าเนาที่มีจ้านวน CpG คิดเป็นร้อยละ 15% ของ CpG ทั้งจีโนม ซึ่ง
ผลการวิเคราะห์แสดงในตารางท่ี 7 

การวิเคราะห์การแสดงออกของยีน กับรายชื่อยีนที่มี AluS elements แทรกตัวอยู่ทุก
รูปแบบ (all insertion type) พบว่าในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M กลุ่มยีนที่มี AluS subfamilies 
แทรกตัวอยู่มีระดับการแสดงออกของยีนมีการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส้าคัญ (Chi-square test) โดย
มียีนจ้านวน 482 ยีนที่มีการแสดงออกมากว่าปกติ (up-regulated, P-value=0.001) และมี 408 ยีน
ที่มีระดับการแสดงออกน้อยกว่าปกติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (down-regulated, P-value=0.042) 
นอกจากนั้นเมื่อพิจารณาวิเคราะห์โดยใช้รายชื่อยีนที่มี AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ในแต่ละ
รูปแบบ (promoter, intronic, exonic, exonized type) พบว่าในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M 
ยีนจ้านวน 478 ยีนที่มี AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ที่ intron มีการแสดงออกที่มากกว่าปกติ     
(P-value=0.001) และยีนจ้านวน 21 ยีนที่มี AluS subfamilies แทรกตัวในลักษณะ exonized มี
การแสดงออกลดลงอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม (p-value=0.045) ส้าหรับผู้ป่วยออทิ
ซึมสเปกตรัมกลุ่ม S พบว่ากลุ่มยีนที่มีการแทรกตัวของ AluS subfamilies ในลักษณะ exonized        
มีระดับการแสดงออกของยีนต่้ากว่ากลุ่มควบคุมจ้านวน 19 ยีนอย่างมีนัยส้าคัญ (P-value = 0.013) 
ส่วนผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่มผู้ L พบว่าระดับการแสดงออกของกลุ่มยีนที่มีการแทรกตัวของ AluS 
subfamilies ไม่แตกต่างแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ จากผลการวิเคราะห์ด้วย         
CU-DREAMx แสดงให้เห็นว่าในเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M 
และกลุ่ม S นั้นกลุ่มยีนที่มีการแทรกตัวของ Alu elements อยู่ภายในจะมีรูปแบบการแสดงออกของ
ยีนแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญ 
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ตารางที่ 7 ผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAMx ระหว่างรายชื่อยีนที่มี AluS subfamilies 
แทรกตัวอยู่ในรูปแบบต่าง ๆ กับรูปแบบการแสดงออกของยีนในเซลล์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัม (n=36) และกลุ่มควบคุม (n=20) 

AluS 
Insertion type 

Comparisons 
Up-regulated gene expression 

Down-regulated gene 
expression 

P-value* Genes(n) P-value* Genes(n) 

All insertion type 

ASD vs C 0.431 322 0.134 259 

Subgroup L vs C 0.480 504 0.060 508 

Subgroup M vs C 0.001 482 0.042 408 

Subgroup S vs C 0.435 314 0.423 227 

Exonized 

ASD vs C 0.816 12 0.668 10 

Subgroup L vs C 0.808 19 0.915 18 

Subgroup M vs C 0.762 17 0.045 21 

Subgroup S vs C 0.013 19 0.698 9 

Exonic 

ASD vs C 0.148 17 0.904 19 

Subgroup L vs C 0.147 46 0.564 40 

Subgroup M vs C 0.965 33 0.171 36 

Subgroup S vs C 0.641 21 0.355 13 

Intronic 

ASD vs C 0.449 318 0.167 255 

Subgroup L vs C 0.402 500 0.087 500 

Subgroup M vs C 0.001 478 0.067 401 

Subgroup S vs C 0.404 311 0.448 224 

Promoter 

ASD vs C 0.696 5 0.441 3 

Subgroup L vs C 0.909 9 0.512 11 

Subgroup M vs C 0.053 3 0.904 7 

Subgroup S vs C 0.238 3 0.038 0 

*t-test, P-value < 0.05 
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4.3 การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนด้วยตัววิเคราะห์ทางสถิติส้าหรับเทคนิค microarrays 

(Significant Analysis of Microarrays, SAM) 

ผลการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยออทิซึมกลุ่ม M ด้วย SAM analysis 
โดยโปรแกรม TM4 MeV พบว่าในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M จะมีระดับการแสดงออกท่ีแตกต่าง
กับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญทั้งหมด 36 และ 178 ยีนที่ระดับความผิดพลาดที่ 5% และ 10% 
(false discovery rate) ตามล้าดับ ต่อมารายชื่อยีนทั้ง 36 และ 178 จะถูกท้าไปเปรียบเทียบกับ
รายชื่อยีนที่ผิดปกติจากผลการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CU-DREAMx (all insertion type) ท้าให้ได้
รายชื่อยีนที่มี AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ และมีระดับการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติในผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M ที่ระดับความน่าเชื่อถือสูง (high confidence level) โดยพบว่ามียีนจ้านวน 
5 ยีนที่มีระดับการแสดงออกผิดปกติเมื่อผ่านการเทียบกับ SAM ดังแสดงในตาราง 8 จากนั้นผู้ท้าวิจัย
ได้น้า TRIM33 มายืนยันระดับการแสดงออกของยีนด้วย qRT-PCR พบว่าทิศทางการแสดงออกของ
ยีนสอดคล้องกับทิศทางที่ได้จาก microarray ผลการวิเคราะห์ทางสถิติไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ 
ส่วนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S เมื่อท้าการวิเคราะห์ด้วย SAM ที่ระดับความผิดพลาดทั้ง 
FDR5% และ 10% ไม่พบยีนที่มีการแสดงออกผิดปกติเมื่อเทียบกับรายชื่อยีนที่ได้จากการวิเคราะห์ 
CU-DREAMx ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S 
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ภาพที่ 9 แสดงรูปแบบการแสดงออกของยีน (expression Image) ของกลุ่มยีนมีระดับการแสดงออก
แตกต่างกับกลุ่มคนปกติอย่างที่นัยส าคัญที่ระดับความผิดพลาด %FDR 5 (Positive and Negative 
significant) เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุม (ภาพซ้าย) กับ ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่มที่มีระดับ
ความรุนแรงระดับกลาง หรือกลุ่ม M (ภาพขวา) 
 
ตารางที่ 8 รายชื่อยีนที่มี AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ (all insertion type) และมีระดับการ
แสดงออกผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M ที่ระดับความน่าเชื่อถือสูง (high confidence 
level, SAM analysis) และยืนยันผลด้วย qRT-PCR 

Gene symbol 
GenBank 
Accession 

log2(M/C) 

from microarray 

log2(M/C) 

from qRT-PCR 

GNAS AI268751 -0.343 - 

TRIM33 AA426120 -0.298 -0.316 

ABHD1 AA428655 -0.281 - 

COG1 AA701034 -0.243 - 

FCGBP T53389 -0.392 - 
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4.4 ผลการท้านายบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ และเครือข่ายควบคุมยีน (biological functions 

and gene regulatory networks) ของกลุ่มยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ และมีการแสดงออก

ของยีนผิดปกติในเลือดจากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่ได้จากการวิเคราะห์แบบ meta-analysis 

เพ่ือพิสูจน์ว่า Alu elements มีบทบาทส้าคัญต่อความผิดปกติทางกลไกชีวโมเลกุลในตัวอย่าง

ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม ผู้ท้าวิจัยได้ท้าการท้านายบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ และเครือข่าย

ควบคุมยีน (biological functions and gene regulatory networks) เพ่ือหาความสัมพันธ์ และ

ความเก่ียวข้องระหว่างโรคออทิซึมสเปกตรัมกับ Alu elements ด้วยโปรแกรม Ingenuity Pathway 

Analysis (IPA) ตามวิธีที่ได้ระบุไว้ในระเบียบวิธีการวิจัยฉบับนี้ 

รายชื่อยีนทั้งหมด 423 ยีนที่ได้จากการเปรียบเทียบด้วยแผนภาพ Venn diagram ของผลการ

วิเคราะห์ด้วย CU-DREAMx จากทั้ง 5 งานวิจัย ถูกน้ามาวิเคราะห์ด้วยเครื่องชีวสารสนเทศ Ingenuity 

Pathway Analysis หรือ IPA ซึ่งผลการวิเคราะห์แสดงเป็นส่วนดังนี้ 

 

4.4.1 บทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ (biological function) ของกลุ่มยีนที่มี Alu elements แทรกตัว

อยู่ และมีการแสดงออกผิดปกติในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 

ผลการวิเคราะห์พบว่า กลุ่มยีนเหล่านี้มีความเกี่ยวข้องกับโรค หรือความผิดปกติทางระบบ

ประสาทในหลาย ๆ ด้านซึ่งผลการวิเคราะห์แสดงในตารางที่ 9 โดยผลการวิเคราะห์สัมพันธ์ของกลุ่ม

ยีนกับโรคต่าง ๆ พบว่ายีนจ้านวน 23 และ 27 ยีนมีความเกี่ยวข้องกับความบกพร่องทางสติปัญญา 

(mental retardation, familial mental retardation) ที่ระดับนัยส้าคัญ 1.75E-06 และ 3.29E-07 

ตามล้าดับซึ่งความผิดปกตินี้จัดอยู่ในกลุ่มของความผิดปกติทางพัฒนาการของระบบประสาท 

(neurodevelopmental disorder)  เช่นเดียวกับออทิซึมสเปกตรัม และนอกจากนี้ยังพบว่ายีน

จ้านวน 30 ยีนมีความเกี่ยวข้องกับภาวะสมองเสื่อม (cognitive impairment) ที่ระดับนัยส้าคัญ

เท่ากับ 2.08E-06 ซึ่งผู้ป่วยภาวะนี้มีความผิดปกติบางประการที่แสดงออกร่วมกันกับผู้ป่วยออทิซึม

สเปกตรัม  

นอกจากนี้ยังพบว่ากลุ่มยีนเหล่านี้มีบทบาทในกระบวนทางชีววิทยาที่ส้าคัญ และเกี่ยวข้องกับ

ระบบประสาทอย่างเช่น กระบวนการพัฒนาการของใยประสาท (neuritogenesis) และ canonical 

pathways ที่พบว่ามีความเกี่ยวข้องกับออทิซึมสเปกตรัม ได้แก่ Estrogen receptor signaling 

Androgen signaling Circadian rhythm signaling Neurotrophin/TRK signaling Protein 

ubiquitination pathway  และ ERK/MAPK signaling โดยรายละเอียดแสดงในตารางท่ี 10 
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ตารางที่ 9 รายชื่อโรค และหน้าที่ทางชีวภาพ (diseases and function) ของยีนที่ได้คัดเลือกมา
ทั้งหมด 423 ยีนผ่านการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis (IPA)  

Diseases or Functions 
Annotation 

P-value* Molecules (n) Molecules 

mental retardation 1.75E-06 27 

ADNP,ARID1A,ATRX,CAMTA1,CASK,CASP2,CDC42,CHR
M3,COL4A3BP,CREBBP,DDX3X,ELOVL4,EP300,GNB1,H
ERC1,NONO,NSUN2,OPA1,PIGO,RPS6KA3,SLC35A3,ST
3GAL3,TRIO,UBE2A,YY1,ZBTB16,ZMYND11 

hereditary 
neuropathy 

7.44E-03 12 
DDHD1,DST,FBXO38,FUS,GRN,HSPD1,OPA1,PDK3,SPG
21,SPTLC1,VPS13C,WNK1 

hereditary sensory 
and autonomic 
neuropathy 

4.59E-03 3 DST,SPTLC1,WNK1 

cognitive impairment 2.08E-06 30 

ADNP,ARID1A,ATRX,CAMTA1,CASK,CASP2,CDC42,CEP
63,CHRM3,COL4A3BP,CREBBP,DDX3X,ELOVL4,EP300,
GNB1,GRIN2D,HERC1,NONO,NR3C1,NSUN2,OPA1,PIG
O,RPS6KA3,SLC35A3,ST3GAL3,TRIO,UBE2A,YY1,ZBTB
16,ZMYND11 

Dementia 3.73E-03 32 

ADAM10,APLP2,ATP1B1,CACNA2D2,CASP2,CASP8,CH
RM3,DDX46,DICER1,EPHA4,GLS,GRIN2D,GRN,HSPD1,K
HDRBS1,KIT,MUT,NDUFS1,NNT,NOM1,NR3C1,OPA1,P
RKCA,PTGS1,PTPRE,SPG21,SPTLC1,SRPK2,TRIO,VPS13
B,WDFY3,XPO7 

neuritogenesis 0.00435 7 ATRN,CDC42,KIF13B,MARK2,RAB11A,RAC1,RAP2A 

*Fisher’s exact test, P-value < 0.05 
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ตารางที่ 10 Canonical pathways ของยีนทีค่ัดเลือกมาทั้งหมด 423 ยีนจากการวิเคราะห์ด้วย
โปรแกรม Ingenuity Pathway Analysis (IPA) ซึ่งเป็น pathway ที่พบว่าความเก่ียวข้องกับโรค
ออทิซึมสเปกตรัม 
Ingenuity Canonical 
Pathways 

P-value* Molecules 

ERK/MAPK signaling 3.39E-07 
PPP2R5E,PAK2,CREB1,PIK3C2A,ATM,PIK3R4,EP300,PTK2,YWHAH,
PPP2R5C,FYN,PRKCA,MKNK1,MAPK1,CREBBP,RAC1,SHC1,PPP2CA 

Neurotrophin/TRK 
signaling 

7.08E-07 
CDC42,MAP3K5,CREB1,PIK3C2A,MAP2K4,ATM,PIK3R4,EP300,MAP
K1,CREBBP,SHC1 

Estrogen receptor 
signaling 

7.59E-07 
TAF15,NCOA1,POLR2A,POLR2E,EP300,TAF4,GTF2F1,NR3C1,MAP
K1,CREBBP,SHC1,TRRAP,RUNX2,GTF2H1 

Androgen Signaling 7.59E-07 
GNAI1,NCOA1,POLR2A,POLR2E,EP300,GNB1,PRKCA,GTF2F1,MAP
K1,CREBBP,PRKCH,SHC1,GTF2H1 

Protein ubiquitination 
Pathway 

1.38E-03 
UBE4B,UBE2H,UBR1,HSPD1,DNAJB12,CBL,UBE2G1,USP15,UBE2A,
USP38,USP33,USP48,USP4,TRAF6 

Circadian rhythm signaling 5.37E-03 CREB1,EP300,GRIN2D,CREBBP 

*Fisher’s exact test, P-value < 0.05 

 

4.4.2 เครือข่ายควบคุมยีน (gene regulatory networks) ที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ และมี
ระดับการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 

การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม IPA ยังท้าให้ทราบถึงปฏิสัมพันธ์ระหว่างกันของยีนภายในกลุ่มยีน 

และโมเลกุลอ่ืน ๆ ที่มีความเกี่ยวข้องจากฐานข้อมูลของ IPA โดย gene regulatory networks มี

บทบาทส้าคัญอย่างมากที่จะช่วยให้เข้าใจถึงการเปลี่ยนแปลงที่มีความซับซ้อนทางกลไกชีวโมเลกุล

ภายในเซลล์ ซึ่งผลการวิเคราะหท์ีไ่ด้แสดงในตารางท่ี 11 

ตัวอย่างของ gene regulatory network ที่น่าสนใจได้แก่เครือข่ายที่เกี่ยวของกับ nervous 

system development and function (ภาพที่ 10) ซึ่งมียีนจ้านวนทั้งหมด 35 ยีนที่มีปฏิสัมพันธ์

ระหว่างกันในเครือข่ายนี้ เพ่ือท้าหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ cell morphology cellular 

assembly and organization และ nervous system development and function โดย 12 

โมเลกุลในเครือข่ายนี้เป็นโมเลกุลของยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ และมีระดับการแสดงออก

ที่ผิดปกติในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม (โมเลกุลพ้ืนหลังสีเทา) ซึ่งในเครือข่ายแสดงให้

เห็นปฏิสัมพันธ์กับโมเลกุลอ่ืน ๆ ในเซลล์ (พ้ืนหลังสีขาว) นอกจากนี้เมื่อท้าการเพ่ิมเติมรายละเอียด
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ของเครือข่ายด้วยหน้าที่ทางชีวภาพของแต่ละโมเลกุลในเครือข่าย (สีชมพู) ก็ได้แสดงให้เห็นว่าหลาย

โมเลกุลที่มีปฏิสัมพันธ์กันนั้นเกี่ยวข้องกับการท้างานของระบบประสาท โดยเฉพาะอย่างยิ่ง

กระบวนการพัฒนาการของใยประสาท (neuritogenesis) ความส้าคัญของเครือข่ายควบคุมยีนจะ

ท้าให้เราทราบและเข้าใจข้อมูลที่ท้าการศึกษาซึ่งมีจ้านวนมากโดยท้าให้ทราบว่ากลุ่มยีนหรือโมเลกุล

ที่เราสนใจอาจมีปฏิสัมพันธ์กับโมเลกุลอ่ืน ๆ ที่ไม่ผิดปกติหรือผิดปกติแต่ไม่ได้เกี่ยวข้องกับ Alu 

elements ซึ่งผลการวิเคราะห์เครือข่ายจะท้าให้เห็นถึงความผิดปกติที่ เชื่อมโยงกันกับยีนที่มี

ความส้าคัญกับกระบวนการทางระบบประสาทได้ 

 

ตารางที่ 11 Gene regulatory networks ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Ingenuity 
Pathway Analysis (IPA) โดยใช้รายชื่อที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ และการแสดงออกของยีน
ที่ผิดปกติในตัวอย่างเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 

Top Diseases and Functions Score 
Focus 

Molecules 

Gene Expression, Cell Cycle, Cellular Assembly and Organization 39 29 

Post-Translational Modification, Cancer, Organismal Injury and Abnormalities 33 26 

Cellular Assembly and Organization, Cellular Function and Maintenance, 
Cell Death and Survival 

23 21 

Amino Acid Metabolism, Small Molecule Biochemistry, Cellular 
Development 

15 16 

Connective Tissue Disorders, Immunological Disease, Inflammatory Disease 13 14 

Carbohydrate Metabolism, Lipid Metabolism, Molecular Transport 11 13 

Cellular Development, Connective Tissue Development and Function, 
Tissue Development 

11 13 

Cellular Development, Cellular Growth and Proliferation, Embryonic 
Development 

10 12 

Cell Morphology, Cellular Assembly and Organization, Nervous System 
Development and Function 

10 12 

Cellular Assembly and Organization, Cancer, Dermatological Diseases and 
Conditions 

9 11 

Cellular Assembly and Organization, Cell-To-Cell Signaling and Interaction, 
Cellular Function and Maintenance 

5 6 

Cardiovascular Disease, Hereditary Disorder, Neurological Disease 1 1 

Connective Tissue Disorders, Developmental Disorder, Hereditary Disorder 1 1 
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ภาพที่ 10 Gene regulatory network ที่เก่ียวข้องกับ Cell Morphology, Cellular Assembly 
and Organization และ Nervous System Development and Function ของยีนที่มี Alu 
elements แทรกตัวอยู่ และมีการแสดงออกท่ีผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 
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4.5 ผลการท้านายบทบาทหน้าที่ทางชีวภาพ และเครือข่ายควบคุมยีน (biological functions and 

gene regulatory networks) ของกลุ่มยีนที่มี AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ และมีการแสดงออก

ของยีนผิดปกติในเซลล์ไลน์ชนิด LCLs จากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M  

เพ่ือท้านายบทบาทหน้าที่ของกลุ่มยีนที่มี AluS subfamilies และมีการแสดงออกที่ผิดปกติใน

เซลล์ไลน์ชนิด LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม รายชื่อยีนที่มี AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ 

และมีการแสดงออกที่ผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M (ตารางที่ 7 )จะถูก

น้าว่าวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม IPA ตามวิธีที่ได้ระบุไว้ในระเบียบวิธีการวิจัยแล้ว ประกอบด้วยรายชื่อ

ยีนที่มีระดับการแสดงออกลดลง และเพ่ิมข้ึน (up and down regulation) 

ผลการวิเคราะห์แสดงให้เห็นว่ากลุ่มยีนที่มี Alu elements และมีการแสดงออกผิดปกติใน

ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M นั้นมีความเกี่ยวข้องกับกลไกทางชีวโมเลกุลต่าง ๆ ในเซลล์ที่

เกี่ยวข้องกับการท้างานของเซลล์ประสาท หรือระบบประสาท เช่น neuritogenesis guidance of 

axons นอกจากนี้กลุ่มยีนที่ผิดปกติเหล่านี้ยังมีความสัมพันธ์กับกลไก ubiquitination ที่ได้มีรายงาน

ว่าเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมมาก่อน ผลการวิเคราะห์แสดงในตารางท่ี 12 และ 13  
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ตารางที่  12 หน้าที่ ทางชี วภาพ และโรคต่าง ๆ (biological functions and diseases) ที่ มี
ความสัมพันธ์กับกลุ่มยีนที่มี AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ และมีระดับการแสดงออกที่ผิดปกติใน
เซลล์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M 

Diseases or Functions 
Annotation 

P-Value* # Molecules Molecules 

Ubiquitination 3.10E-05 27 

ARIH1,BTRC,CCNF,CUL1,DNAJA1,ELOC,KLHL42,N
DFIP2,NEDD4L,PCBP2,PRKCG,RNF146,RNF8,SAE1,
SASH1,SENP2,SIRT1,SMURF1,TGFBR1,TNKS,TNKS
2,TRIM21,TRIM33,UBE2B,UBE2R2,USP4,WWP1 

Differentiation of neural 
crest cells 

1.86E-03 2 LRP6,MEF2C 

Neuronal heterotopia 2.46E-03 3 ARFGEF2,NEDD4L,PAFAH1B1 

Neuritogenesis 7.29E-03 10 
ALS2,ATRN,CNTN4,ICAM5,KIF13B,LAMB1,PRKCE,R
AP2A,SLIT2,ULK1 

Binding of estrogen 
response element 

9.60E-03 4 ANXA7,EGF,NRG1,SIRT1 

Dysgenesis of corpus 
callosum 

1.02E-02 3 EPG5,FRMD4A,PAFAH1B1 

Binding of androgen-
responsive element 

1.05E-02 2 CBX1,STK4 

Guidance of axons 1.35E-02 4 CNTN4,OPHN1,SEMA3F,SLIT2 

*Fisher’s exact test, P-value < 0.05 
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ตารางที่ 13 Canonical pathways ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม IPA โดยใช้รายชื่อยีนที่มี 
AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ และเป็นกลุ่มที่มีระดับการแสดงออกผิดปกติในเซลล์ LCLs ของ
ผู้ป่วยออทิซึมกลุ่ม M 

Ingenuity Canonical 
Pathways 

P-value* Molecules 

Protein Ubiquitination 
Pathway 

6.76E-04 
DNAJA1,UBE2H,HSPA13,CUL1,BTRC,PSMD11,ANAPC10,PSMC2,US
P15,HSPA4,UBE2B,USP2,USP12,USP31,ELOC,SUGT1,PSMD8,PSM
C6,SMURF1,UBE2R2,USP4,NEDD4L,PSMB8 

Androgen Signaling 9.12E-04 
PRKCE,GTF2B,ERCC2,EP300,GNAL,PRKAR1A,HSPA4,GNAS,GNB5,S
MAD3,GTF2E1,PRKCG,PRKAR2A 

Netrin Signaling 6.17E-03 NFAT5,UNC5A,PPP3CC,NCK1,PRKAR1A,PRKAR2A 

CREB Signaling in 
Neurons 

1.26E-02 
PRKCE,GTF2B,ATF2,AKT3,EP300,SOS1,GNAL,GRIN2C,PRKAR1A,GN
AS,GNB5,GRB2,ITPR1,PRKCG,PRKAR2A 

Axonal Guidance 
Signaling 

1.70E-02 

C9orf3,AKT3,SEMA3F,LIMK1,PPP3CC,GNAL,LNPEP,COPS5,WNT2,
GRB2,ROCK1,NFAT5,NCK1,PRKAR2A,PRKCE,ITSN1,CRKL,SRGAP1,U
NC5A,SOS1,FARP2,PRKAR1A,ABL1,EGF,GNAS,SLIT2,EPHA1,GNB5,
PRKCG 

ERK5 Signaling 1.86E-02 EGF,ATF2,MAP3K2,EP300,ELK4,MEF2C,IL6ST 

Huntington's Disease 
Signaling 

2.95E-02 
PRKCE,HDAC5,ATF2,AKT3,CLTC,EP300,SOS1,HDAC7,CPLX2,EGF,R
COR3,HSPA4,GNB5,GRB2,ITPR1,MAPK8,PRKCG 

Neuregulin Signaling 3.24E-02 PRKCE,EGF,AKT3,CRKL,GRB2,NRG1,SOS1,PRKCG 

ERK/MAPK Signaling 4.79E-02 
PRKCE,ATF2,CRKL,EP300,PPARG,PPP2R2A,SOS1,PRKAR1A,STAT3,
GRB2,RAPGEF1,PPP2CA,PRKCG,PRKAR2A 

*Fisher’s exact test, P-value < 0.05 
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ตารางที่ 14 Gene regulatory networks ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Ingenuity Pathway 
Analysis (IPA) ของรายชื่อที่มี AluS subfamilies แทรกตัวอยู่ และมีการแสดงออกของยีนที่ผิดปกติ
ใน LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M 

Top Diseases and Functions Score 
Focus 

Molecules 
Post-Translational Modification, Cell-To-Cell Signaling and Interaction, 
Cell Cycle 

40 33 

Cell Death and Survival, Cellular Development, Cellular Growth and 
Proliferation 

35 31 

Cell Morphology, Lipid Metabolism, Molecular Transport 33 30 
Cellular Development, Endocrine System Disorders, Organismal Injury 
and Abnormalities 

31 29 

Cardiac Proliferation, Cardiovascular System Development and 
Function, Cellular Development 

29 28 

Cell Cycle, Cellular Assembly and Organization, Cellular Function and 
Maintenance 

29 28 

Cell Morphology, Cellular Assembly and Organization, Cellular 
Function and Maintenance 

24 25 

Cellular Assembly and Organization, Cellular Function and 
Maintenance, Cell Morphology 

21 23 

Cancer, Neurological Disease, Organismal Injury and Abnormalities 19 22 
Developmental Disorder, Organismal Injury and Abnormalities, 
Reproductive System Disease 

15 16 

RNA Post-Transcriptional Modification, Molecular Transport, RNA 
Trafficking 

11 16 

DNA Replication, Recombination, and Repair, Cancer, Hematological 
Disease 

11 16 

Cellular Development, Cellular Growth and Proliferation, 
Hematological System Development and Function 

10 15 

Cell Cycle, Cell Morphology, Cellular Assembly and Organization 10 15 

Inflammatory Disease, Inflammatory Response, Neurological Disease 9 14 
Cellular Movement, Cellular Development, Cellular Growth and 
Proliferation 

9 14 
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4.6 ผลการวิเคราะห์ระดับปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันของ AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ชนิด 
LCLs เพ่ือศึกษาบทบาทของ Alu elements ต่อการแสดงออกของยีนผ่านทางกลไกดีเอ็นเอเมธิเลชัน 

เพ่ือศึกษาบทบาทของ Alu elements ต่อการแสดงออกของยีนผ่านทางกลไกดีเอ็นเอเมธิเล
ชัน (DNA methylation) ในเซลล์ไลน์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม วิธี COBRA ถูกออกแบบมา
เพ่ือวิเคราะห์ระดับเมธิเลชันของ AluS subfamilies ตามวิธีที่ได้ระบุไว้ในระเบียบวิธีการวิจัย ซึ่งจาก
ผลการทดลอง (ตารางที่ 15 ) พบว่าระดับเมธิเลชันรวม (total methylation, mC)  และรูปแบบของ
การเกิดเมธิเลชันของ AluS subfamilies ทั้ง 4 รูปแบบ (methylation patterns) ระหว่างกลุ่ม
ผู้ป่วยออทิซึม (ASD, n=36) และกลุ่มควบคุม (control, n=20) ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ 
เนื่องจากความหลากหลายทางด้านความรุนแรง และสาเหตุการเกิดโรคในกลุ่มผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัมเอง (heterogeneous population) การจัดจ้าแนกผู้ป่วยออกเป็นกลุ่ม ๆ ตามลักษณะ
ความผิดปกติทางคลินิกของผู้ป่วยแต่ละรายจะช่วยให้ง่ายต่อการระบุสาเหตุความผิดปกติในผู้ป่วยแต่
ละราย หรือแต่ละกลุ่มที่มีลักษณะความผิดปกติคล้ายกัน ในการศึกษานี้จึงได้ท้าการเปรียบเทียบโดย
แยกผู้ป่วยออกเป็นสามกลุ่มตามที่ได้ระบุไว้ในระเบียบวิธีการวิจัยแล้วนั้น 

การเปรียบเทียบในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมแต่ละกลุ่มผู้ท้าวิจัยพบว่าผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม
กลุ่ม M และกลุ่ม S จะมีร้อยละของรูปแบบการเกิดเมธิเลชันแตกต่างกับกลุ่มควบคุมที่มีอายุไม่ต่างกัน
อย่างมีนัยส้าคัญ (age-matched controls) ดังแสดงในตารางที่ 15 และรูปภาพที่ 12 และ 14 ซึ่ง
ในผู้ป่วยกลุ่ม M ร้อยละรูปแบบการเกิดเมธิเลชันแบบ partially methylated patterns mCuC 
(22.99% ± 0.82%) และ uCmC (20.06% ± 0.92%) เพ่ิมขึ้นอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับ 0.004 และ 
0.013 ตามล้าดับเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม นอกจากนี้ยังพบว่าร้อยละของการเกิดเมธิเลชันแบบ 
hypomethylated pattern uCuC ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M นั้นลดลงอย่างมีนัยส้าคัญอีก
ด้วย (P-value=0.035) ส่วนในผู้ป่วยออทิซึมกลุ่ม S มีร้อยละของรูปแบบการเกิดเมธิเลชันแบบ 
partially methylated patterns mCuC ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (20.43% ± 1.17, P-value=0.0005) 
ส่วนการวิเคราะห์ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม L กับกลุ่มควบคุมที่มีอายุไม่ต่างกัน (age-
matched) พบว่าระดับเมธิเลชันรวม และรูปแบบของการเกิดเมธิเลชันของไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญ 
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ตารางที่ 15 ผลการวิเคราะห์ระดับ และรูปแบบของปฏิกิริยาเมธิเลชันของ AluS subfamilies ใน
เซลล์ไลน์ชนิด LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมแต่ละกลุ่ม และกลุ่มควบคุมที่มีอายุไม่ต่างกัน (age-
matched control) ด้วยวิธี COBRA for AluS subfamilies method ซึ่งมีการวัดระดับปฏิกิริยา
เมธิเลชันรวม (total methylation, mC) และรูปแบบที่เป็นไปได้ของการเกิดปฏิกิริยา 4 รูปแบบ  

Sample group 
Age 

(mean) 

Precentage of Alu methylation ± 𝑆𝐷 

%mC %mCmC %uCmC %mCuC %uCuC 

Control (n=20) 15 37.98 ± 1.36 25.70 ± 2.36 18.71 ± 1.15 21.76 ± 1.03 33.83 ± 1.69 

ASD (n=36) 13.4 37.86 ± 2.07 25.92 ± 2.69 18.72 ± 1.66 21.22 ± 1.76 34.13 ± 3.00 

*P-value (C vs A) 0.792 0.757 0.974 0.158 0.628 

Control (n=10) 12.1 38.07 ± 1.52 25.57 ± 2.31 18.76 ± 0.87 22.06 ± 0.69 33.62 ± 1.85 

ASD subgroup M 
(n=10) 

12.1 39.03 ± 1.16 25.17 ± 1.15 20.06 ± 0.92 22.99 ± 0.82 31.77 ± 1.76 

*P-value (C vs M) 0.132 0.634 0.004 0.013 0.035 

Control (n=6) 13.7 37.84 ± 1.51 24.88 ± 2.94 19.10 ± 1.60 22.25 ± 1.03 33.77 ± 1.84 

ASD subgroup L 
(n=6) 

13.5 36.024 ± 1.43 23.37 ± 2.63 19.32 ± 1.69 20.93 ± 2.52 36.38 ± 2.29 

*P-value (C vs L) 0.059 0.370 0.823 0.277 0.055 

Control (n=20) 15 37.98 ± 1.36 25.70 ± 2.36 18.71 ± 1.15 21.76 ± 1.03 33.83 ± 1.69 

ASD subgroup S 
(n=20) 

15 37.83 ± 2.23 27.06 ± 2.67 17.88 ± 1.44 20.43 ± 1.17 34.64 ± 3.00 

*P-value (C vs S) 0.791 0.097 0.050 0.0005 0.301 

*t-test, P-value < 0.05 
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ภาพที่ 11 แผนภาพกล่อง (box plot) ร้อยละของรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันระหว่างผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัม กับกลุ่มควบคุม (A vs C) 
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ภาพที่ 12 แผนภาพกล่อง (box plot) ร้อยละของรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันระหว่างผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M กับกลุ่มควบคุมที่มีอายุไม่แตกต่างกัน (age-matched controls)  
t-test ,*P-value <0.05 **P-value <0.01 
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ภาพที่ 13 แผนภาพกล่อง (box plot) ร้อยละของรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันระหว่างผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม L กับกลุ่มควบคุมที่มีอายุไม่แตกต่างกัน (age-matched controls) 
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ภาพที่ 14 แผนภาพกล่อง (box plot) ร้อยละของรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันระหว่างผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S กับกลุ่มควบคุมที่มีอายุไม่แตกต่างกัน (age-matched controls)  
***t-test, P-value < 0.001 
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4.7 ผลการวิเคราะห์หาระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ LCLs ของผู้ป่วย

ออทิซึมสเปกตรัม ด้วยเทคนิค quantitative RT-PCR 

เพ่ือศึกษาบทบาทของกลไกดีเอ็นเอเมธิเลชันของ Alu elements ต่อระดับการแสดงออก
ของ Alu elements เอง ผู้ท้าวิจัยได้ท้าการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies 
ในเซลล์ไลน์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม เพ่ือน้ามาหาความสัมพันธ์ระหว่างการ
เปลี่ยนแปลงของระดับเมธิเลชันต่อการแสดงออกของ AluS subfamilies เองซึ่งผลการทดลอง
แสดงในตารางที่ 16 พบว่าในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S ระดับการแสดงออกของ AluS 
เพ่ิมขึ้นโดยมีการเปลี่ยนแปลง 1.88 เท่าเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับ 0.019 
ส่วนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม L ระดับการแสดงออกของ AluS ลดลง 1.77 เท่าเมื่อเทียบ
กับกลุ่มควบคุมที่ระดับนัยส้าคัญ 0.008 ส่วนในผู้ป่วยกลุ่ม M และกลุ่มผู้ป่วยทั้งหมด (ASD) 
เทียบกับกลุ่มควบคุมพบว่าระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ 

 
ตารางที่  16 ผลการวิ เคราะห์ระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies ด้วยวิธี  

quantitative RT-PCR ซึ่งได้ท าการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม (ASD) กับ
กลุ่มควบคุม (control) และระหว่างกลุ่มย่อยของผู้ป่วย (ASD subgroups) กับกลุ่มควบคุมที่มี
อายุไม่ต่างกัน (age-matched control)   

Groups Fold Change (FC) Log2 (FC) p-value 

ASD vs Control 1.75 0.81 0.237 

Subgroup L vs Age-matched control 0.29 -1.77 0.008* 

Subgroup S vs Age-matched control 3.68 1.88 0.019* 

Subgroup M vs Age-matched control 1.05 0.06 0.953 

         *t-test, P-value < 0.05 
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4.8 ผลการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และการแสดงออกของ 

AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ LCLs 

เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และการแสดงออกของ AluS 
subfamilies ผู้ท้าวิจัยได้ท้าการวิเคราะห์ด้วย correlation analysis โดยใช้ข้อมูลระดับการ
แสดงออก และรูปแบบการเกิดเมธิเลชันของ AluS subfamilies ของแต่ละตัวอย่าง (LCLs) ซึ่งผล
การวิเคราะห์พบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างระดับเมธิเลชัน และการแสดงออกของ AluS 
subfamilies ในกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด (ASD+control, ภาพที่  15) หรือเมื่อท้าการวิเคราะห์
ระหว่างกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม (ASD, ภาพที่ 16) และกลุ่มควบคุม (control, ภาพที่ 17 )  
ก็ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างข้อมูลที่วิเคราะห์เช่นเดียวกัน ในล้าดับถัดมาผู้ท้าวิจัยได้ท้าการหา
ความสัมพันธ์ในกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมแต่ละกลุ่มซึ่งพบว่าในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M 
(ภาพที่ 18) ที่รูปแบบการเกิดเมธิเลชันแบบ partially methylated patterns uCmC ซึ่งเป็น
รูปแบบที่พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่มนี้ มีความสัมพันธ์กับระดับการ
แสดงออกของ AluS subfamilies ระดับปานกลาง (moderate relationship, R2=0.5149) โดย
เป็นความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่างข้อมูลทั้ง (positive relationship) เมื่อร้อยละของรูปแบบเมธิเล
ชัน uCmC เพ่ิมสูงขึ้นพบว่าระดับการแสดงออกของ AluS เพ่ิมสูงขึ้นด้วย ส่วนในผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัมกลุ่ม S และกลุ่ม L ไม่พบรูปแบบความสัมพันธ์ในระดับท่ีน่าสนใจ 
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ภาพที่ 15 Correlation analysis ระหว่างปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และระดับการแสดงออกของ 
AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม และกลุ่มควบคุม (n=55) 
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ภาพที่ 16 Correlation analysis ระหว่างปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และระดับการแสดงออกของ 
AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ LCLs ของกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมทั้งหมด (ASD, n=36) 
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ภาพที่ 17 Correlation analysis ระหว่างปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และระดับการแสดงออกของ 
AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ LCLs ของกลุ่มควบคุม (n=19) 
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ภาพที่ 18 Correlation analysis ระหว่างปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และระดับการแสดงออกของ 
AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M (n=10) 
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ภาพที่ 19 Correlation analysis ระหว่างปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และระดับการแสดงออกของ 
AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม L (n=6) 
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ภาพที่ 20 Correlation analysis ระหว่างปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และระดับการแสดงออกของ 
AluS subfamilies ในเซลล์ไลน์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S (n=20) 
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4.9 ผลการวิเคราะห์ Receiver Operating Characteristic (ROC) เพ่ือใช้ระดับดีเอ็นเอเมธิเลชันของ 

Alu elements ในการวินิจฉัยผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 

เพ่ือศึกษาความเป็นไปได้ในการน้า หรือพัฒนาการเปลี่ยนแปลงของระดับเมธิเลชันของ AluS 

subfamilies ในเลือดของผู้ป่วยดังที่ได้กล่าวไปแล้วนั้น มาใช้ในการจัดจ้าแนกผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม

กลุ่มต่าง ๆ ดังนั้น ROC analysis จึงถูกน้ามาใช้ในการประเมินความน่าเชื่อถือเมื่อใช้ค่าเหล่านี้ในการ

วินิจฉัยผู้ป่วยออกจากกลุ่มควบคุม (biomarkers) โดยผลการวิเคราะห์ (ภาพที่ 21) พบว่า ในผู้ป่วย

ออทิซึมกลุ่ม M รูปแบบเมธิเลชันแบบ partially methylated patterns uCmC ที่ค่า cut-off เท่ากับ 

19.48% จะมีค่า area under curve (AUC) เท่ากับ 0.86 โดยมีค่าความไว (sensitivity) และ

ความจ้าเพาะ (specificity) อยู่ที่ 90% และ 80% ตามล้าดับ ส่วน partially methylated patterns 
mCuC ที่มีค่า cut-off เท่ากับ 22.59% จะมีค่า AUC sensitivity และค่า specificity เท่ากับ 0.82 

80% และ 80% ตามล้าดับ และรูปแบบเมธิเลชันแบบ hypomethylated pattern uCuC ที่มีค่า 

cut-off เท่ากับ 32.70% ค่าของ AUC sensitivity และค่า specificity เท่ากับ 0.76 80% และ 70% 

ตามล้าดับ 

นอกจากนี้ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S รูปแบบเมธิเลชันแบบ partially methylated 

patterns mCuC ที่มีค่า cut-off เท่ากับ 21.34% จะมีค่า AUC sensitivity และค่า specificity 

เท่ากับ 0.798 85% และ 70% ตามล้าดับ ผลการทดลองในส่วนของการวิเคราะห์ด้วย ROC แสดงให้

เห็นถึงประสิทธิภาพของการน้ารูปแบบการเกิดเมธิเลชันของ Alu elements ในการจ้าแนกผู้ป่วย

ออทิซึมออทิซึม ที่มีความจ้าเพาะต่อผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M และกลุ่ม S ดังที่ได้กล่าวไปแล้ว

นั้น อย่างไรก็ตามการท้า ROC จ้าเป็นต้องอาศัยกลุ่มการทดลองที่มีขนาดของกลุ่มตัวอย่างที่ใหญ่กว่า

นี้ ยิ่งไปกว่านั้นในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมเองยังมีความหลากหลายทางด้านความรุนแรงและสาเหตุ

การเกดิโรคดังนั้นการประเมินความรุนแรงและการจัดจ้าแนกผู้ป่วยอาจต้องน้าสารบ่งชี้ทางชีวภาพอ่ืน 

ๆ มาใช้วิเคราะห์ร่วมกัน ซึ่งนี้อาจช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการวินิจฉัย และยืนยันความผิดปกติทาง

ชีววิทยาได้มากยิ่งขึ้นในอนาคต 
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ภาพที่ 21 Receiver operating characteristic (ROC) ของรูปแบบการเกิดเมธิเลชันของ AluS 
subfamilies ใน LCLs ของผู้ป่วยกลุ่ม M และกลุ่ม S ที่มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส าคัญ แสดงให้เห็นถึงระดับความน่าเชื่อถือเมื่อน าค่าดังกล่าวไปใช้เป็นตัวจ าแนกผู้ป่วยออทิซึมเปก
ตรัมกลุ่ม M และกลุ่ม S ออกจากกลุ่มคนปกติ  
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการทดลอง 

ออทิซึมสเปกตรัม (autism spectrum disorder) เป็นความผิดปกติทางด้านการพัฒนาการ
ของระบบประสาทที่มีความซับซ้อนทางด้านชีวพยาธิสภาพ ซึ่งเกิดมาจากหลายปัจจัยส่งผลให้ในกลุ่ม
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมมีความหลากหลายทั้งระดับความรุนแรงและพฤติกรรม โดยปัจจัยทางด้าน
พันธุกรรมไม่สามารถอธิบายถึงสาเหตุในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมได้ทั้งหมด ท้าให้มีการศึกษาปัจจัย 
อ่ืน ๆ เพ่ิมเติมในกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมในรายที่ไม่ทราบสาเหตุมาจากพันธุกรรม (idiopathic 
cases) โดยการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่ารูปแบบการแสดงออกของยีนทั้งหมด (gene expression 
profiling) ในเซลล์ไลน์จากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่มนี้มีรูปแบบการแสดงออกของยีนแตกต่างจาก
คนปกติ (Hu, Sarachana, et al., 2009) ซึ่งความผิดปกติของระดับการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยที่
ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรมอาจเกิดมาจากปัจจัยบางอย่างที่ไปรบกวนหรือเปลี่ยนแปลงกลไกที่
ควบคุมการแสดงออกของยีนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม เช่นการเปลี่ยนแปลงของปัจจัยด้าน
สิ่งแวดล้อมที่เชื่อว่าน่าจะเป็นสาเหตุของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่มที่ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรม 
โดยพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันในบริเวณที่เป็น coding regions ของใน
เซลล์ไลน์ชนิด LCLs ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม (Nguyen et al., 2010) อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมี
ใครท้าการศึกษาปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันในส่วนที่เป็น repetitive elements ในผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัมรายที่ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรมมาก่อน Alu elements จัดเป็นสารพันธุกรรมที่มี
จ้านวนซ้้า ๆ ในจีโนมจ้านวนมาก และมีคุณสมบัติในการเพ่ิมจ้านวนและแทรกตัวเองลงในต้าแหน่ง
ต่าง ๆ ของจีโนมซึ่งสามารถรบกวนหรือยับยั้งการแสดงออกของยีนในบริเวณดังกล่าว โดยที่ Alu ที่
แทรกตัวอยู่อาจกลายเป็นส่วนที่ควบคุมการแสดงออกของยีน (gene regulatory elements) โดย   
J. Wu และคณะพบว่าการแสดงออกของ Alu elements ที่แทรกตัวอยู่ในบริเวณ promoter ของยีน 
epsilon-globin gene จะรบกวนการแสดงออกของยีน ได้  (Wu et al., 1990) นอกจากนี้ยังมี
การศึกษาที่พบว่าในล้าดับเบสของ Alu elements จะมีต้าแหน่งที่จ้าเพาะต่อ transcription factors 
ต่าง ๆ ที่มาจับและสามารถที่จะควบคุมการแสดงออกของ Alu elements และยีนในบริเวณที่ Alu 
elements แทรกตัวอยู่ได้ (Hambor et al., 1993) ซึ่งกลไกปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน เป็นกลไกที่
ควบคุมหรือยับยั้งการท้างานของ Alu elements โดยมีการศึกษาที่พบว่าการเปลี่ยนแปลงปฏิกิริยาดี
เอ็นเอเมธิเลชันที่ต้าแหน่ง internal promoter ของ Alu elements จะรบกวนจับของ RNA Pol III 
และยับยั้งกระบวนการแสดงออกของ Alu elements ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของระดับเมธิเลชันของ 
Alu elements จะท้า ให้มีปริ ม าณของ Alu RNA เปลี่ ยนแปลงไป (Kochanek et al., 1995; 
Sigurdsson et al., 2012; Yoder et al., 1997) นอกจากนี้ Alu elements ยังมีบทบาทในระดับ 
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RNA โดย Alu RNA สามารถส่ งผลต่อความหลากหลายของ transcriptome ภายในเซลล์  
( transcriptome diversity) ผ่ า น ก ล ไ ก ก า ร ท้ า ง า น ข อ ง  RNA splicing แ ล ะ  RNA editing                    
(L. L. Chen et al., 2008; Cook et al., 2013; Levanon et al., 2004; Sinnett et al., 1991) แต่
อย่างไรก็ตามในปัจจุบันก็ยังไม่ทราบแน่ชัดว่า Alu elements มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึม
สเปกตรัมอย่างไร  โดยในการศึกษาครั้งนี้ผู้ท้าวิจัยได้วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง Alu elements 
ต่อรูปแบบการแสดงออกของยีนในเลือด หรือเซลล์ไลน์ LCLs จากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมในกลุ่มที่ยัง
ไม่ทราบสาเหตุทางพันธุกรรมด้วยการวิเคราะห์ระดับปฏิกิริยาเมธิเลชันของ Alu elements ซึ่งเป็น
กลไกท่ีควบคุมการท้างานของ Alu elements 

ในส่วนแรกของงานวิจัยนี้ผู้ท้าวิจัยได้ท้าการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยีน (gene 
expression profiles) จาก 5 งานวิจัยที่ท้าการศึกษาโดยใช้เลือดจากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมเพ่ือเป็น
ตัวแทนของกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่มีความหลากหลาย โดยน้ามาวิเคราะห์ร่วมกับรายชื่อยีนที่มี 
Alu elements แทรกตัวอยู่ด้วยโปรแกรม CU-DREAMx ซึ่งพบว่ากลุ่มยีนที่มี Alu elements แทรก
ตัวอยู่มีความสัมพันธ์กับรูปแบบการแสดงออกที่ผิดปกติในเลือด หรือเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเลือด
ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมอย่างมีนัยส้าคัญ ซึ่งมียีนจ้านวน 423 ยีนที่พบว่ามีการแสดงออกท่ีผิดปกติ
ร่วมกันอย่างน้อย 3 งานวิจัย ยิ่งไปกว่านั้นผลการวิเคราะห์ทางชีวสารสนเทศ (bioinformatics) ด้วย
โปรแกรม IPA ของกลุ่มยีนที่ผิดปกติดังกล่าวแสดงให้เห็นถึงบทบาทความส้าคัญต่อกระบวนการทาง
ชีวโมเลกุลที่เกี่ยวข้องกับการท้างานของระบบประสาท และยังเกี่ยวข้องกับโรคที่มีลักษณะความ
ผิดปกติคล้ายกับโรคออทิซึมสเปกตรัมเช่น cognitive impairment mental retardation และ 
neuritogenesis (ตารางที่ 9 และ 10) โดยเครือข่ายควบคุมยีนที่วิเคราะห์ได้เกี่ยวข้อง nervous 
system development and function (ภาพที่ 10) ได้แสดงให้เห็นปฏิสัมพันธ์ของกลุ่มยีนที่มี    
Alu elements แทรกตัวอยู่กับโมเลกุลอ่ืน ๆ ที่มีบทบาทต่อกระบวนการพัฒนาการของใยประสาท 
(neuritogenesis) เช่น neurite outgrowth นอกจากนี้ยังพบว่ากลุ่มยีนดังกล่าวมีความสัมพันธ์กับ
กลไกทางชีวโมเลกุลที่ได้มีรายงานว่าเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมได้แก่ estrogen receptor 
signaling androgen signaling neurotrophin/TRK signaling circadian rhythm signaling 
protein ubiquitination pathway และ ERK/MAPK signaling (Altun, Kurutas, Sahin, Sinir, & 
Findikli, 2 0 17 ; Brailoiu et al., 2 0 07 ; Cetin et al., 2 0 17 ; Corbett, Mendoza, Abdullah, 
Wegelin, & Levine, 2 0 06 ; Correia et al., 2 0 10 ; Crider, Pandya, Peter, Ahmed, & Pillai, 
2014; Crider, Thakkar, Ahmed, & Pillai, 2014; Hazell et al., 2009; Mukaetova-Ladinska, 
Arnold, Jaros, Perry, & Perry, 2004) ในปัจจุบันพบว่าความสัมพันธ์ระหว่าง estrogen and 
androgen signaling pathways เป็นสาเหตุที่ท้าให้เพศชายมีโอกาสที่จะเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัม
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สูงกว่าเพศหญิง โดยฮอร์โมน testosterone เป็นฮอร์โมนเพศชาย (androgens) ที่มีความเกี่ยวข้อง
กับโรคออทิซึมสเปกตรัมโดยการศึกษาพบว่าการเพ่ิมขึ้นของระดับ testosterone ในขณะตั้งครรภ์มี
ความสัมพันธ์กับโรคออทิซึมสเปกตรัม และมีความสัมพันธ์กับความผิดปกติของพฤติกรรมทางด้าน
สังคม การใช้ภาษา และการเรียนรู้ (Auyeung et al., 2009; Knickmeyer, Baron-Cohen, Raggatt, 
Taylor, & Hackett, 2 0 06 ; Tordjman, Ferrari, Sulmont, Duyme, & Roubertoux, 1 9 97 ; 
Whitehouse et al., 2010) นอกจากนี้ testosterone ยังเป็นฮอร์โมนตั้งต้นส้าหรับเปลี่ยนเป็น
ฮอร์โมนชนิดอ่ืน ๆ เช่น ฮอร์โมน estrogen และ androgen dihydrotestosterone (DHT) ซึ่ง
ฮอร์โมนทั้งสามมีกลไกควบคุมการท้างานที่มีความเกี่ยวข้องกันและมีความสัมพันธ์กับโรคออทิซึม
สเปกตรัมโดยในการศึกษาก่อนหน้าพบว่าระดับฮอร์โมน testosterone ในเซลล์ไลน์ชนิด LCLs ของ
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมมีระดับสูงกว่าคนปกติ (Hu, Nguyen, et al., 2009) นอกจากนี้มีการศึกษา
พบว่ายีน retinoic acid-related (RAR) orphan receptor-alpha (RORA) และโปรตีนของยีนนี้ท้า
หน้าเป็น hormone-dependent transcription factor ที่ควบคุมการท้างานของยีนที่มีความ
เกี่ยวข้องกับโรคคออทิซึมสเปกตรัมและยีนที่ชื่อว่า CYP19A1 (aromatase) ซึ่งผลิตเอนไซม์ที่ท้า
หน้าที่เปลี่ยนฮอร์โมน testosterone เป็นฮอร์โมน estrogen โดยพบว่าโปรตีน RORA มีระดับการ
แสดงออกท่ีลดลงทั้งในสมองและเซลล์ไลน์ LCLs จากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม และยังพบว่าระดับของ
โปรตีน RORA และ aromatase ในสมองส่วน frontal cortex ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมเพศชายมี
ระดับลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสมองจากผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมเพศหญิง ซึ่งการลดลงของเอนไซม์ 
aromatase ท้าให้การเปลี่ยนฮอร์โมน testosterone เป็นฮอร์โมน estrogen ลดลงด้วยและได้ส่งผล
ให้ระดับฮอร์โมน testosterone ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมเพ่ิมสูงขึ้น นอกจากนี้ยังพบว่า RORA ถูก
ควบคุมด้วยฮอร์โมน androgen แบบ negative regulation และควบคุมโดย estrogen แบบ 
positive regulation ต ามล้ า ดั บ  ( Hu, Nguyen, et al., 2 0 09 ; Hu, Sarachana, Sherrard, & 
Kocher, 2015; Sarachana & Hu, 2013; Sarachana, Xu, Wu, & Hu, 2011) ฮอร์โมน estrogen 
มีความเกี่ยวข้องกระบวนการทางชีววิทยาต่าง ๆ ของระบบประสาทตัวอย่างเช่น neuronal repair, 
synaptic transmission enhancement, neurogenesis, and synaptic plasticity แ ล ะ 
cognition regulation (Brailoiu et al., 2007; Gruber, Tschugguel, Schneeberger, & Huber, 
2002; Hazell et al., 2009) การศึกษาก่อนหน้าที่ท้าการศึกษาในโรคออทิซึมสเปกตรัมพบว่าระดับ
การแสดงออกของ estrogen receptor beta (ERβ) ทั้งโปรตีนและ mRNA ในสมองส่วน middle 
frontal gyrus ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมมีระดับลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับสมองของคนปกติ 
(Crider, Thakkar, et al., 2014) นอกจากนี้ยังพบว่า G protein-coupled estrogen receptor ใน
ซีรัมของเด็กที่ป่วยเป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมมีระดับลดลงเมื่อเทียบกับเด็กปกติ (Altun et al., 2017) 
โดยบทบาทของยีน RORA ที่เกี่ยวข้องกับฮอร์โมนนอกเหนือจากที่กล่าวไปแล้วข้างต้น RORA ยัง
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เกี่ยวข้องกลไกการท้างานของนาฬิกาชีวภาพหรือ circadian rhythm system อีกด้วยโดยการส้ารวจ
ในเด็กออทิซึมสเปกตรัมที่มีอายุระหว่าง 2-5 ขวบพบว่าเด็กออทิซึมสเปกตรัมมากกว่าร้อยละ 53 จะมี
ปัญหาเรื่องการหลับนอน (sleep problems) เช่น นอนไม่หลับ (Krakowiak, Goodlin-Jones, 
Hertz-Picciotto, Croen, & Hansen, 2008) ซึ่งในการศึกษานี้ผู้ท้าวิจัยก็พบว่ากลุ่ มยีนที่มี Alu 
elements แทรกตัวอยู่และผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมก็มีความเกี่ยวข้องกับ circadian 
rhythm signaling (ตารางท่ี 10) 

neurotrophin/TRK signaling เป็นอีกหนึ่งกลไกที่หน้าสนใจโดยเกี่ยวข้องกับการท้างานของ 
brain-derived neurotrophic factor (BDNF) ซึ่งมีหน้าที่ ในการควบคุมกระบวนพัฒนาการของ
ระบบประส าท  เ ช่ น   synapse formation and plasticity และ  neural proliferation and 
differentiation โดย BDNF เป็นโปรตีนที่สามารถพบได้ทั้งในระบบประสาทส่วนกลาง (central 
nervous system) และเลือด (peripheral blood) การศึกษาในหนูยังพบว่าระดับการแสดงออกของ
โปรตีน BDNF ในระบบประสาทส่วนกลางและเลือดของหนูมีระดับที่ใกล้เคียงกัน (Karege, Schwald, 
& Cisse, 2002; Nickl-Jockschat & Michel, 2011) นอกจากนี้การศึกษาของ Fernandes และ
คณะพบว่าในผู้ป่วยโรคโรคจิตเภท (schizophrenia) ระดับการของโปรตีน BDNF ในเลือดของผู้ป่วย
จิตเภทมีระดับลดลงและสอดคล้องกับผลการศึกษาก่อนหน้าที่ท้าการศึกษาในสมองของผู้ป่วยจิตเภท
ที่พบว่ามีระดับการแสดงออกของ BDNF ลดลงเช่นเดียวกัน (Fernandes et al., 2015)  ส้าหรับใน
โรคโรคออทิซึมสเปกตรัมพบว่าระดับของโปรตีน BDNF ใน plasma หรือ serum ของผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัมมีการเปลี่ยนแปลงไปเมื่อเทียบกับคนปกติซึ่งพบได้ทั้งมีระดับที่สูงกว่าคนปกติและต่้ากว่าคน
ปกติขึ้นอยู่กับลักษณะของกลุ่มตัวอย่างของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมอย่างเช่นในการศึกษาของ 
Kasarpalkar และคณะในปี ค.ศ.2014 ที่ท้าการศึกษาระดับ BDNF ในซีรัมของเด็กออทิซึมสเปกตรัม
พบว่าระดับของโปรตีน BDNF มีความแตกต่างจากเด็กปกติ โดยพบว่าระดับ BDNF เพ่ิมสูงขึ้นในเด็ก
ที่เป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมที่มีระดับความรุนแรงน้อย (clinically milder phenotype) ส่วนเด็กที่
เป็นโรคออทิซึมสเปกตรัมชนิดที่มีความรุนแรงมาก (clinically severe phenotype) พบว่าระดับ
ของโปรตีน BDNF ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม หรือเด็กที่ไม่ได้เป็น
โรค นอกจากนี้ยังพบว่าเมื่อจ้าแนกตามเพศแล้วพบว่าในเด็กออทิซึมสเปกตรัมเพศหญิงที่มีระดับความ
รุนแรงของโรคจะมีระดับของโปรตีน BDNF ลดลงเมื่อเทียบกับเด็กปกติ ในขณะที่เพศชายไม่แตกต่าง
กับเด็กปกติ (Kasarpalkar, Kothari, & Dave, 2014) ส่วน ubiquitination pathway ก็เป็นอีกหนึ่ง
กลไกที่มีความส้าคัญกับ synaptic plasticity ของเซลล์ประสาทเช่นเดียวกัน โดย ubiquitination 
หรือ ubiquitin-proteasome system เป็นกลไกที่ควบคุมระดับและองค์ประกอบของโปรตีนใน
เซลล์ ซึ่งกลไกนี้ เป็นการสลายโปรตีน (protein degradation) และท้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
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ส่วนประกอบ และการกระจายตัวของโปรตีนบริเวณ postsynaptic density ซึ่งจะท้าให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงระดับการท้างานของ synapse ได้ (Ehlers, 2003; Mabb & Ehlers, 2010) โดย

การศึกษาก่อนหน้าพบว่า GABAAα1 protein ในสมองส่วน  frontal cortex ของผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัมมีระดับลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ ซึ่งยังไม่สามารถอธิบายถึงสาเหตุของความผิดปกติได้ 
(Fatemi, Reutiman, Folsom, & Thuras, 2009) ต่อมา Crider และคณะได้ท้าการศึกษาในสมอง
ส่วน postmortem middle frontal gyrus tissues ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมพบว่ามีการลดลง

ของโปรตีน GABAAα1 ในสมองของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมซึ่งการลดลงมีความสัมพันธ์กับระดับของ
โปรตีน E3 ubiquitin ligase ในสมองส่วน middle frontal gyrus ของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม 
นอกจากนี้การทดลองในหนูทดลองยังพบว่าการ knockdown ยีนที่ผลิตโปรตีน E3 ubiquitin ligase 

จะท้าให้ระดับของโปรตีน GABAAα1 เพ่ิมข้ึน (Crider, Pandya, et al., 2014)  

ในขั้นตอนการศึกษาโดยใช้เซลล์ไลน์ชนิด LCLs เป็นโมเดลส้าหรับศึกษาความสัมพันธ์
ระหว่าง Alu elements กับรูปแบบการแสดงออกของยีนด้วยการวิเคราะห์ระดับดีเอ็นเอเมธิเลชันข
อง AluS subfamilies ทั้ งจี โนม (global AluS methylation analysis) เริ่มจากน้ารูปแบบการ
แสดงออกของยีนทั้ง 56 LCLs ที่รวบรวมมาจากฐานข้อมูล GEO DataSets และน้ามาวิเคราะห์ใหม่
โดยใช้โปรแกรม CU-DREAMx พบว่า AluS subfamilies ไม่มีความสัมพันธ์กับกลุ่มยีนที่มีการ
แสดงออกผิดปกติเมื่อเปรียบเทียบในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมเทียบกับกลุ่มควบคุม (ASD vs Control) 
และเนื่องจากกลุ่มผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมมีความหลากหลายทางด้านชีววิทยา และความรุนแรงของ
โรค (heterogeneous population) ผู้ท้าวิจัยจึงแบ่งผู้ป่วยออกเป็นกลุ่มตามลักษณะความผิดปกติ
ของพฤติกรรมทางคลินิกของผู้ป่วยซึ่งได้จัดท้าโดย Hu และ Steinberg โดยการศึกษาก่อนหน้าได้
แสดงให้เห็นว่าการแบ่งกลุ่มของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมช่วยท้าให้สามารถบ่งชี้ความผิดปกติที่เกิดขึ้น
อย่างจ้าเพาะของแต่ละกลุ่มย่อยของผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัมได้ (Hu, Sarachana, et al., 2009; 
Hu & Steinberg, 2009) โดยเมื่อท้าการเปรียบเทียบพบว่าในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่มีระดับความ
รุนแรงปานกลาง หรือกลุ่ม M และกลุ่มผู้ป่วยที่มีระดับความสามารถพิเศษ หรือกลุ่ม S กลุ่มยีนที่มี 
AluS subfamilies แทรกตัวอยู่มีความสัมพันธ์กับยีนที่มีระดับการแสดงออกผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(ตารางที่ 7) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า AluS subfamilies น่าจะมีความเกี่ยวข้องกับการแสดงออกของกลุ่ม
ยีนเหล่านี้ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M และกลุ่ม S ตามล้าดับนอกจากนี้ผู้ท้าวิจัยได้ท้าการ
คัดเลือกยีนที่น่าจะมีความส้าคัญ (candidate gene) ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M โดยใช้การ
วิเคราะห์ที่ระดับความน่าเชื่อถือสูง (SAM, %FDR<0.05) ซึ่งพบว่ามี 5 ยีนที่มีความผิดปกติ (ตารางที่ 
8) และ 2 ใน 5 ยีนเป็นยีนที่เคยมีรายงายว่าเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัมมาก่อนได้แก่ยีน GNAS 
และ TRIM33 (Kim, Gonen, Hanna, Leventhal, & Cook, 2000; Xia et al., 2014) นอกจากนี้



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

80 

ผลการวิเคราะห์ระดับและรูปแบบการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันของ AluS subfamilies ให้ผลที่
สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของยีนข้างต้น โดยการเปรียบเทียบระดับเมธิ
เลชันของ AluS subfamilies ในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมทั้งหมดเทียบกับกลุ่มควบคุมพบว่าไม่มีความ
แตกต่างกัน แต่เมื่อท้าการแบ่งผู้ป่วยออกเป็นกลุ่ม ๆ ก็พบว่าร้อยละของรูปแบบปฏิกิริยาเมธิเลชันของ 
AluS subfamilies ในผู้ป่วยกลุ่ม M และ S มีความแตกต่างจากกลุ่มคนปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (ตาราง
ที่ 15) นอกจากนั้นผลการวิเคราะห์ชีวสารสนเทศของกลุ่มยีนที่ผิดปกติในผู้ป่วยกลุ่ม M แสดงให้เห็น
ถึงบทบาทของกลุ่มยีนเหล่านั้นว่ามีความเกี่ยวกับกลไกทางชีววิทยาที่เกี่ยวข้องกับการท้างานระบบ
ประสาท และกลไกอ่ืน ๆ ที่มีรายงานว่ามีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซมึสเปกตรัม (ตารางที่ 12 และ 
13) ในล้าดับต่อมาเพ่ือวิเคราะห์ว่ารูปแบบการเกิดเมธิเลชันของ AluS subfamilies ว่าการเกิดเมธิเล
ชันรูปแบบใดที่น่าจะส่งผล หรือไปควบคุมระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies ผู้ท้าวิจัยจึงได้
น้าผลการวิเคราะห์มาหาความสัมพันธ์ (correlation analysis) โดยพบว่าในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม
กลุ่ม M นั้นรูปแบบการเกิดเมธิเลชันแบบ partially methylated patterns uCmC ซึ่งเป็นรูปแบบที่
พบว่ามีการเปลี่ยนแปลงในผู้ป่วยกลุ่มนี้  มีความสัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของ AluS 
subfamilies ในระดับระดับปานกลาง (moderate relationship, R2=0.5149) โดยเมื่อร้อยละของ
รูปแบบเมธิเลชัน uCmC เพ่ิมสูงขึ้นพบว่าระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies เพ่ิมสูงขึ้นด้วย 
ซึ่งผู้ท้าวิจัยไม่พบรูปแบบความสัมพันธ์ในลักษณะนี้ในกลุ่มตัวอย่างอ่ืน ๆ ทั้งผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม
และกลุ่มควบคุมซึ่งหมายความว่ารูปแบบเมธิเลชัน uCmC น่าจะเป็นรูปแบบที่ควบคุมการแสดงออก
ของ AluS subfamilies และเป็นรูปแบบที่มีความจ้าเพาะในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M แต่
อย่างไรก็ตามผลการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies ไม่มีความแตกต่างเมื่อ
เทียบกับกลุ่มควบคุมที่มีเพศและอายุตรงกัน เนื่องมาจากการแสดงออกของ AluS subfamilies อาจ
ถูกควบคุมด้วยกลไกอ่ืน ๆ ภายในเซลล์หรือในผู้ป่วยกลุ่มนี้และกลุ่มควบคุมอาจกลไกการควบคุมการ
แสดงออกของ AluS subfamilies ด้วยกลไกที่แตกต่างกันท้าให้เมื่อท้าการวัดระดับการแสดงออก
ของ AluS subfamilies จึงไม่พบความแตกต่าง ส่วนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S มีระดับการ
แสดงออกของ AluS subfamilies แตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่มีเพศและอายุตรงกัน แต่พบว่าระดับ
การแสดงออกของ AluS subfamilies ไม่มีความสัมพันธ์กับระดับการเกิดเมธิเลชันของ AluS 
subfamilies รูปแบบใด ๆ เลยซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S กลไกที่ควบคุม
การแสดงออกของ AluS subfamilies อาจเกิดจากความผิดปกติของกลไกอ่ืนที่ควบคุมการท้างาน
ของ AluS นอกเหนือจากกลไกการเกิดเมธิเลชัน ส่วนในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่มีความผิดปกติด้าน
ภาษา หรือกลุ่ม L พบว่าระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies มีระดับการแสดงออกท่ีผิดปกติ 
แต่ไม่มีความสัมพันธ์กับรูปแบบการเกิดเมธิเลชันของ AluS subfamilies เช่นเดียวกับที่เกิดขึ้นใน
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม S อย่างไรก็ตามความผิดปกติของการเกิดปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันและ
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การแสดงออก AluS subfamilies ไมได้มีผลเพียงแค่การท้างานและปริมาณของ AluS subfamilies 
เท่านั้นหากพิจารณาถึงบทบาทของ Alu elements (ภาพที่ 4) จะเห็นได้ว่า Alu elements มี
บทบาทต่อการควบคุมการแสดงออกของยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่ทั้งระดับ DNA และ 
RNA ซึ่งอาจท้าให้รูปแบบ transcriptome ในเซลล์ผิดปกติไปด้วย (Luo et al., 2014) ซึ่งในงานวิจัย
นี้ก็ได้แสดงให้เห็นว่า Alu elements มีความสัมพันธ์กันรูปแบบการแสดงออกที่ผิดปกติไปในผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัม 

เนื่องจากในปัจจุบันโรคออทิซึมสเปกตรัมยังไม่มีสารบ่งชี้ทางชีวภาพใด ๆ ที่มีประสิทธิภาพสูง
ในการจ้าแนกผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมอีกทั้งวิธีที่เป็นมาตรฐาน (gold standard) ในการวินิจฉัยผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมในปัจจุบันได้แก่ ADI-R ซึ่งเป็นการวินิจฉัยโดนการท้าแบบสอบถามซึ่งมีโอกาสที่จะ
เกิดความผิดพลาด หรือความเอนเอียงได้สูงมาก ดังนั้นจึงยังคงมีความจ้าเป็นอย่างมากจะต้องพัฒนา
สารบ่งชี้ทางชีวภาพที่ตรวจวินิจฉัยผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมจากความผิดปกติทางชีวิทยาในผู้ป่วยแทน
การใช้แบบสอบถาม ซึ่งในงานวิจัยนี้ ROC analysis ถูกน้ามาช่วยในการวิเคราะห์ประสิทธิภาพเมื่อใช้
รูปแบบการเกิดเมธิเลชันของ AluS subfamilies ในการจ้าแนกผู้ป่วย โดยผลการวิเคราะห์ (ภาพที่ 
21) ได้แสดงให้เห็นว่ารูปแบบการเกิดเมธิเลชันที่ผิดปกติมีความจ้าเพาะและความไวในการจ้าแนก
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมบางกลุ่มโดยเฉพาะผู้ป่วยกลุ่ม M และ S ส่วนในที่จะใช้จ้าแนกผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัมทั้งหมดนั้นพบว่ายังขาดประสิทธิภาพในการจ้าแนก เนื่องจากกลุ่มผู้ป่วยทุกรายไม่ได้มีความ
ผิดปกติของระดับเมธิเลชันของ AluS subfamilies ดังนั้นการน้าสารบ่งชี้ชีวภาพอ่ืน ๆ มาใช้วิเคราะห์
ร่วมกันอาจช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการจ้าแนกของสารบ่งชี้ทั้งหมดได้ อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ 
ROC จ้าเป็นต้องใช้กลุ่มตัวอย่างที่มีขนาดใหญ่มากกว่านี้เพ่ือยืนยันประสิทธิภาพของการน้ารูปแบบ
เมธิเลชันของ AluS subfamilies มาใช้เป็นสารบ่งชี้ส้าหรับผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมในอนาคต 

การค้นพบจากงานวิจัยนี้เป็นหลักฐานที่แสดงความเป็นไปได้ว่า Alu elements อาจมีความ
เกี่ยวข้องกับความผิดปกติของยีนในโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยความเกี่ยวข้องนั้นอาจมีความจ้าเพาะ
เจาะจงต่อบางกลุ่มย่อยของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม และยังแสดงให้เห็นว่าประชากรผู้ป่วยโรคออทิซึม
สเปกตรัมมีกลไกทางพันธุกรรมที่หลากหลาย (heterogeneity) ซึ่งการศึกษาวิจัยเพ่ือหาสาเหตุของ
โรคโดยแบ่งผู้ป่วยเป็นกลุ่มย่อยจะช่วยลดความหลากหลาย ท้าให้ค้นพบกลไกทางพันธุกรรมที่มี
ความส้าคัญอย่างจ้าเพาะต่อแต่ละกลุ่มได้ดีกว่าการรวมผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมทุก ๆ คนเป็นกลุ่ม
เดียว  
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บทที่ 6 

สรุปผลการทดลอง ข้อเสนอแนะ และข้อจ ากัดงานวิจัย 

ในการศึกษานี้พบว่า Alu elements มีความเกี่ยวข้องกับโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยการ
วิเคราะห์แบบ meta-analysis ที่ใช้รูปแบบการแสดงออกของยีน (gene expression profiles) จาก 
5 การศึกษาแสดงให้เห็นความสัมพันธ์ของกลุ่มยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่กับกลุ่มยีนที่มี
ระดับการแสดงออกที่ผิดปกติในเลือดหรือเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเลือดของผู้ป่วยออทิซมึสเปกตรัม 
และกลุ่มยีนเหล่านั้นมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างกันและมีหน้าที่ที่ส้าคัญในกระบวนการทางชีวภาพ ที่
เกี่ยวข้องกับการท้างานของระบบประสาท และโรคทางระบบประสาทที่เกี่ยวเนื่องกับโรคออทิซึม
สเปกตรัม และเมื่อท้าการศึกษาใน 56 เซลล์ไลน์ที่น้ามาใช้ในการทดลองนั้นพบว่า AluS subfamilies 
มีความเกี่ยวข้องกับยีนที่ผิดปกติในเซลล์จากผู้ป่วยโรคออทิซึมสเปกตรัม โดยจ้าเพาะต่อกลุ่มออทิซึม
สเปกตรัมที่มีระดับความรุนแรงปานกลาง (M) และกลุ่มที่มีความสามารถพิเศษ (S) แต่ไม่มีนัยส้าคัญ
เมื่อน้าผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมทั้งหมดมารวมกันเป็นกลุ่มเดียว สอดคล้องกับผลการวิเคราะห์ปฏิกิริยา
ดีเอ็นเอเมธิเลชันของ AluS subfamilies ก็พบว่ารูปแบบการเกิดเมธิเลชันในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม
กลุ่ม M และกลุ่ม S มีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมที่มีเพศและอายุตรงกันอย่างมีนัยส้าคัญ 
นอกจากนี้เมื่อน้ารูปแบบเมธิเลชันที่มีผิดปกติ และมีความจ้าเพาะกับผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M 
และ S นอกจากนี้ยังพบว่ารูปแบบการเกิดเมธิเลชันที่ผิดปกติดังกล่าวมีประสิทธิภาพในการจ้าแนก
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมกลุ่ม M และกลุ่ม S ออกจากกลุ่มควบคุมที่มีเพศและอายุตรงกัน จากการ
ค้นพบดังกล่าวแสดงให้เห็นว่าการศึกษาวิจัยเพ่ือหาสาเหตุของโรคออทิซึมสเปกตรัมที่มีกลไกทาง
พันธุกรรมที่หลากหลาย (heterogeneity) โดยแบ่งผู้ป่วยเป็นกลุ่มย่อยจะช่วยลดความหลากหลาย
และท้าให้ค้นพบกลไกทางพันธุกรรมที่มีความส้าคัญอย่างจ้าเพาะต่อแต่ละกลุ่มได้ดีกว่าการรวมผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมทุก ๆ คนเป็นกลุ่มเดียวกัน 

ส้าหรับการศึกษาในอนาคตนั้นอาจมีการศึกษาบทบาทของ Alu ระดับการแสดงออกของยีนที่มี
ความจ้าเพาะกับผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมแต่ละกลุ่มเพ่ิมเติม เช่นการศึกษาที่จ้าเพาะลงไปส่วนของยีน
ที่มีความส้าคัญกับโรคออทิซึมสเปกตรัม รวมถึงการศึกษากลไกควบคุมการแสดงออกของ Alu 
elements ที่นอกเหนือจากปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชันที่คาดว่ามีความผิดปกติที่แตกต่างกันในผู้ป่วย
ออทิซึมสเปกตรัมแต่ละกลุ่มย่อยดังที่พบในการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับเมธิเลิชันและการ
แสดงออกของ AluS ที่พบว่าผู้ป่วยกลุ่ม L มีระดับการแสดงออกที่ผิดปกติ แต่ระดับเมธิเลชันกลับไม่
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมซ่ึงได้ท้าการอภิปรายผลการทดลองส่วนนี้ไว้ในบทการอภิปรายผลการทดลอง
เป็นที่เรียบร้อย นอกจากนี้อาจมีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับ Alu elements ในเนื้อเยื่อสมองของ
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม ซึ่งการศึกษาก่อนหน้าพบว่าความผิดปกติทางกลไกอณูชีววิทยาในเลือดนั้นมี
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ความสอดคล้องกับความผิดปกติทางชีววิทยาที่เกิดขึ้นในสมองของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม  และจะ
เป็นหลักฐานยืนยันถึงบทบาทความส้าคัญของ Alu elements ในโรคออทิซึมสเปกตรัมในอนาคต 

อย่างไรก็ตามการศึกษานี้เป็นการวิเคราะห์ระดับเมธิเลชันของ AluS subfamilies โดยท้าการ
วิเคราะห์เฉลี่ยในทุก copies ของ AluS subfamilies ทั้งจีโนมท้าให้ไม่ทราบถึงระดับเมธิเลชันของ 
AluS ที่แทรกอยู่ภายในยีนที่น่าจะมีความส้าคัญ แต่อย่างไรก็ตามผลการทดลองในงานวิจัยครั้งนี้ท้าให้
เราทราบถึงกลุ่มยีนที่มี AluS แทรกตัวอยู่และผิดปกติในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมที่เกี่ยวข้องกับการ
ท้างานของระบบประสาท มากไปกว่านั้นผลการค้นพบในงานวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึงความผิดปกติที่
จ้าเพาะในผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมแต่ละกลุ่มซึ่งในอนาคตจะช่วยให้เลือกกลุ่มของผู้ป่วยที่มี
ความจ้าเพาะกับความผิดปกติของเมธิเลชันของ AluS subfamilies เพ่ือท้าการศึกษาในเชิงลึกได้มี
ประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น นอกจากนี้การศึกษาในครั้งนี้ใช้เซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเลือดของผู้ป่วยออทิ
ซึมสเปกตรัมซึ่งในความเป็นจริงแล้วนั้นความผิดปกติทางพยาธิสภาพของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม
เกิดข้ึนที่สมอง แต่อย่างไรก็ตามเป็นสิ่งที่เป็นไปได้ยากในการศึกษาวิจัยที่จะน้าสมองของผู้ป่วยออทิซึม
สเปกตรัมขณะยังมีชีวิตอยู่มาท้าการศึกษาระดับปฏิกิริยาเมธิเลชันเพ่ือบ่งบอกถึงความผิดปกติใน
ผู้ป่วย อีกทั้งการเกิดปฏิกิริยาเมธิเลชันเป็นกลไกที่เปลี่ยนแปลงตามสภาพแวดล้อม และอายุซึ่งการน้า
สมองของผู้ป่วยที่เสียชีวิตแล้วนั้นมากท้าการวิเคราะห์อาจไม่บ่งชี้ถึงความผิดปกติที่เกิดขึ้น เพ่ือช่วย
พัฒนาสารบ่งชี้ได้ในอนาคตจึงก็ได้มีการศึกษาระดับการเกิดเมธิเลชันในสมอง และเลือดเพ่ือพิสูจน์ว่า
สามารถใช้เป็นตัวแทนในการศึกษาระดับดีเอ็นเอเมธิเลชันได้หรือไม่ ซึ่งพบว่าการเกิดปฏิกิริยาดีเอ็นเอ
เมธิเลชันในเลือดและสมองมีความสอดคล้องกันและสามารถใช้เป็นตัวคาดการถึงความผิดปกติใน
สมองได้ (Horvath et al., 2012; Masliah et al., 2013) อีกปัจจัยหนึ่งจะสงสัยผลต่อระดับดีเอ็นเอ
เมธิเลชันได้คือจ้านวน passage ของเซลล์ไลน์ที่ใช้ในการศึกษาซึ่งการศึกษาในครั้งนี้ใช้เซลล์ไลน์ที่มา
จากล็อตการผลิตเดียวกัน นอกจากนั้นในขั้นตอนด้าเนินการวิจัยทั้งหมดเซลล์ไลน์จากคนปกติ และ
ผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัมผ่านกระบวนการที่ควบคุมเหมือนกันทุกประการ และอีกปัจจัยหนึ่งคือจ้านวน
ของผู้ป่วยออทิซึมแต่กลุ่มมีจ้านวนไม่เท่ากันอาจท้าให้เกิดความเอนเอียงของผลการวิเคราะห์ไป
ทางด้านใดด้านหนึ่งของกลุ่มผู้ป่วยที่มีจ้านวนมากกว่าได้ นอกจากนี้ในขั้นตอนการวัดระดับการ
แสดงออกของ AluS subfamilies พบว่ามีเซลล์ไลน์จ้านวนหนึ่งเซลล์ไลน์จากกลุ่มควบคุมที่ไม่
สามารถวัดระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies ได้จึงได้ท้าการตัดเซลล์ไลน์นั้นออกจากกลุ่ม
ตัวอย่างในตอนการวัดระดับการแสดงออกของ AluS subfamilies และการวิเคราะห์ความสัมพันธ์ 
(correlation analysis) ระหว่างการเกิดปฏิกิริยาดีเอ็นเอเมธิเลชัน และการแสดงออกของ AluS 
subfamilies
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ภาคผนวก ก 

ข้อมูลการทดลอง 

1. ตารางแสดงรายละเอียดของเซลล์ไลน์ LCLs ของผู้ป่วยออทิซึม และกลุ่มควบคุมทั้ง 56 เซลล์ไลน์ 
Individual 

Code 
Blood ID ASD phenotype Age 

AGRE (ADIR) 
diagnosis 

Ethnicity 

AU069606 HI4281 control 3 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU083605 HI2162 control 7 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU1429304 HI4090 control 8 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU059407 HI1534 control 9 Unaffected Not Hispanic or Latino 

AU007505 HI0742 control 10 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU1135203 HI2725 control 10 Unaffected  Hispanic or Latino 

AU045012 HI1866 control 11 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU020105 HI0507 control 13 Unaffected Not Hispanic or Latino 

AU059406 HI1537 control 13 Unaffected Not Hispanic or Latino 

AU059405 HI1535 control 14 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU061405 HI1545 control 14 Unaffected Not Hispanic or Latino 

AU057903 HI0813 control 16 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU053304 HI1788 control 16 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU059403 HI1539 control 18 Unaffected Not Hispanic or Latino 

AU032503 HI0365 control 20 Unaffected  Unknown 

AU019404 HI1047 control 20 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU077503 HI1706 control 20 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU0885304 HI2357 control 20 Unaffected Unknown 

AU0885301 HI2356 control 24 Unaffected  Unknown 

AU062903 HI1161 control 34 Unaffected  Not Hispanic or Latino 

AU015003 HI0591 language 12 Autism Not Hispanic or Latino 

AU062203 HI1943 language  12 Autism Not Hispanic or Latino 

AU051504 HI0792 language  13 Autism Not Hispanic or Latino 

AU079103 HI1861 language  13 Autism Unknown 

AU041904 HI0649 language  15 Autism Not Hispanic or Latino 

AU015903 HI0928 language  17 Autism Not Hispanic or Latino 

AU1546302 HI4341 mild 7 Autism Hispanic or Latino 

AU1685302 HI4838 mild 8 Broad Spectrum Not Hispanic or Latino 

AU1648301 HI4751 mild 9 Autism Not Hispanic or Latino 

AU056604 HI1234 mild 10 Autism Not Hispanic or Latino 

AU053504 HI1495 mild 10 NQA Not Hispanic or Latino 

AU073804 HI2251 mild 13 Broad Spectrum Not Hispanic or Latino 

AU1196301 HI4870 mild 15 Autism Not Hispanic or Latino 
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Individual 
Code 

Blood ID ASD phenotype Age 
AGRE (ADIR) 

diagnosis 
Ethnicity 

AU081203 HI2028 mild 16 Autism Not Hispanic or Latino 

AU1008302 HI4461 mild 16 Autism Hispanic or Latino 

AU016803 HI1492 mild 17 Autism Not Hispanic or Latino 

AU0955303 HI2791 savant 6 Autism Hispanic or Latino 

AU1102303 HI2824 savant 7 Autism Hispanic or Latino 

AU005215 HI1276 savant 9 Autism Not Hispanic or Latino 

AU083604 HI2163 savant 9 Autism Not Hispanic or Latino 

AU069603 HI1429 savant 11 Autism Not Hispanic or Latino 

AU029803 HI0624 savant 13 Autism Not Hispanic or Latino 

AU043604 HI0700 savant 13 Autism Not Hispanic or Latino 

AU080403 HI2039 savant 14 Autism Not Hispanic or Latino 

AU048103 HI1555 savant 15 Autism Not Hispanic or Latino 

AU1048301 HI2679 savant 16 Autism Hispanic or Latino 

AU067703 HI2008 savant 18 Autism Not Hispanic or Latino 

AU043203 HI0652 savant 22 Broad Spectrum Not Hispanic or Latino 

AU005604 HI0613 savant 28 Autism Not Hispanic or Latino 

AU1164302 HI2883 savant + language 9 Autism Not Hispanic or Latino 

AU069604 HI1428 savant + language 11 Autism Not Hispanic or Latino 

AU1048302 HI2677 savant + language 13 Autism Hispanic or Latino 

AU1102301 HI2815 savant + language 13 Autism Hispanic or Latino 

AU060004 HI0927 savant + language 14 Autism Not Hispanic or Latino 

AU005303 HI1102 savant + language 18 Autism Not Hispanic or Latino 

AU070808 HI1911 savant + language 21 Autism Not Hispanic or Latino 
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2. ตารางแสดงร้อยละของระดับและรูปแบบการเกิดเมธิเลชันของ AluS subfamilies ของแต่ละ
เซลล์ LCLs ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยวิธี COBRA 

Groups Sample %mC %mCmC %uCmC %mCuC %uCuC 

Control C0365 37.44 25.52 17.63 22.18 34.67 

Control C0507 37.55 22.98 21.09 22.42 33.52 

Control C0742 37.29 24.23 18.83 22.48 34.46 

Control C0813 40.05 27.91 18.52 22.48 31.08 

Control C1047 39.65 28.13 18.91 21.11 31.85 

Control C1161 36.62 25.86 18.10 19.81 36.23 

Control C1534 38.72 26.53 18.64 22.01 32.83 

Control C1535 36.39 22.68 18.89 22.97 35.47 

Control C1537 38.80 25.45 20.27 21.99 32.28 

Control C1539 36.92 25.91 16.93 21.42 35.73 

Control C1545 38.21 28.68 16.45 20.34 34.53 

Control C1706 35.86 22.27 18.66 22.81 36.26 

Control C1788 38.01 25.01 19.28 22.23 33.49 

Control C1866 36.01 21.59 19.38 23.28 35.75 

Control C2162 38.11 25.58 19.38 21.50 33.53 

Control C2354 37.04 23.44 18.96 23.01 34.59 

Control C2357 38.57 25.88 20.64 20.65 32.83 

Control C2725 37.76 27.52 17.59 20.02 34.87 

Control C4090 40.57 30.07 18.15 20.71 31.06 

Control C4281 40.02 28.81 17.93 21.77 31.49 

Subgroup M M1234 37.24 25.03 18.67 21.45 34.85 

Subgroup M M1492 37.84 23.26 20.11 23.51 33.12 

Subgroup M M1495 39.72 23.98 21.94 24.00 30.08 

Subgroup M M2028 40.72 26.37 20.14 24.19 29.30 

Subgroup M M2251 39.31 26.09 19.57 22.70 31.64 

Subgroup M M4344 38.80 25.63 19.91 22.12 32.34 

Subgroup M M4461 38.44 24.29 20.16 23.08 32.46 

Subgroup M M4751 38.78 24.80 20.19 22.95 32.05 

Subgroup M M4838 38.57 25.19 19.00 23.23 32.58 

Subgroup M M4870 40.87 27.03 20.95 22.70 29.32 

Subgroup L L0591 36.59 25.07 18.21 20.72 35.99 

Subgroup L L0649 37.07 25.07 17.76 22.01 35.16 

Subgroup L L0792 34.58 25.40 19.02 15.97 39.61 

Subgroup L L0928 36.66 20.65 22.41 22.70 34.24 

Subgroup L L1861 37.35 24.61 18.58 22.32 34.49 

Subgroup L L1943 33.88 19.41 19.93 21.85 38.81 

Subgroup S S0613 40.12 28.85 20.13 19.68 31.34 

Subgroup S S0624 34.23 21.21 19.04 20.94 38.80 

Subgroup S S0652 38.33 28.25 15.84 21.75 34.16 
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Groups Sample %mC %mCmC %uCmC %mCuC %uCuC 

Subgroup S S0700 41.21 31.72 17.41 20.23 30.64 

Subgroup S S0927 40.32 29.46 18.39 20.91 31.24 

Subgroup S S1102 40.92 30.42 19.95 19.01 30.62 

Subgroup S S1276 35.28 24.17 17.92 19.95 37.97 

Subgroup S S1428 39.60 27.46 18.30 22.57 31.67 

Subgroup S S1429 35.41 25.77 16.96 18.95 38.31 

Subgroup S S1555 36.89 24.04 19.82 21.06 35.08 

Subgroup S S1911 38.42 28.05 17.97 20.04 33.94 

Subgroup S S2008 35.03 27.36 14.90 18.20 39.53 

Subgroup S S2039 39.73 29.30 17.60 20.93 32.17 

Subgroup S S2163 40.73 30.56 17.20 21.26 30.99 

Subgroup S S2677 37.27 27.38 15.32 21.64 35.66 

Subgroup S S2679 36.61 23.96 19.30 21.20 35.54 

Subgroup S S2791 37.71 26.14 18.75 20.67 34.44 

Subgroup S S2815 36.30 26.77 17.84 18.28 37.12 

Subgroup S S2824 37.28 26.38 17.10 21.24 35.27 

Subgroup S S2883 35.11 23.98 17.77 20.05 38.20 
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3. ตารางแสดงรายชื่อยีนที่มี Alu elements แทรกตัวอยู่  และมีระดับการแสดงออกท่ีผิดปกติใน
เลือด หรือเซลล์ไลน์ที่พัฒนามาจากเลือดของผู้ป่วยออทิซึมสเปกตรัม และมีความผิดปกติร่วมกันใน 
3 งานวิจัยขึ้นไป 

Overlapping Studies Overlapping genes 

GSE15402 GSE18123 GSE25507 GSE42133 GSE6575 ING3       

  MBP     

  RUFY2       

GSE18123 GSE25507 GSE42133 GSE6575 TM9SF4 ALCAM PTPRE API5 

  CREB1 TNFRSF10C PLAGL1 PRPF4B 

  DDHD1 PURB DEDD KLF12 

  HIBADH EXOC7 DDX6 ZNF644 

  STX6 LEPROT KPNA6 TRAF6 

  SMARCC2 VPS13D CASP2 UBE2A 

  AP1G1 PTPN2 CDC14A   

GSE15402 GSE18123 GSE25507 GSE42133 RUNX2 RCOR3 GLS DST 

  PRKAA1 CSNK1A1 IGF2R ETNK1 

  TMCC1 STK4     

GSE15402 GSE18123 GSE25507 GSE6575 CHD9 SYNCRIP MBNL2 ZNF652 

  NCOA1 ZNF207 TRIO CNNM4 

GSE18123 GSE42133 GSE6575 ELMO2 SRRM1 PPHLN1 NNT 

  RTN1 CACNA2D2 DBT SMARCA2 

  LUZP1 BUB3 ZBTB16 NUMA1 

  PRDM2 PDE7A WDR4 PTGS1 

  TNFRSF9 SNRK LRPPRC CASK 

  NAALADL1 PRKCH ATM PRKCA 

  CD6 INO80 ARRB1 CAMTA1 

  GLG1 HAVCR2 BMPR2 CRTAP 

  EPHA4 INSIG1 LILRB1 LYPLA1 

  AHNAK IQGAP2 DIAPH1 GTF2F1 

  ATP6V1C1 CDYL NCBP2 ATP6V1H 

  TAGAP RAC1 IL6ST SHC1 

  TFEC NOM1 NFATC2IP DCP1A 

  RDH11 ATP1B1 ST3GAL3 DLGAP4 

  MBD2 CCNG2 PIGO NSD1 

  DUSP10 YY1 KHDRBS1 POLR2E 

  SAMHD1 RBBP4 RASA3 DNAJB12 

  MPP6 HMGA2 CNOT6L PSME3 

  GPAM DAB2 CYCS FUS 

  TRPM3 TPM4 NDUFS1 PPP2CA 

  AZIN1 KREMEN1 PCGF3 PPP2R5C 
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Overlapping Studies Overlapping genes 
  NONO H6PD DHRS7 WDR60 

  AKAP8 TRRAP SSRP1 KIF13B 

  GNB1 AP3D1 YWHAH FCGBP 

  SLC13A3 PTPRA FYN MFAP3L 

  PTGER3 USP48 LRBA CREM 

  COPA EWSR1 PDCD6IP PCBP2 

  XRCC6 ZMYND11 NFATC3 COG2 

  ABCB1 SART3 LRIG1 PKNOX1 

  SLC43A3 RAB27A ZNF223 METAP1 

GSE18123 GSE25507 GSE42133 GALNT3 GTF2H1 CDC42 PPFIA1 

  EP300 MUT COL4A3BP TMEM30A 

  OSBPL8 SELPLG PLAA LAPTM5 

  TAOK3 PHF2 PTBP1 LGALS8 

  RAD23B RSBN1 XPR1 RPS6KA3 

  WHSC1L1 FER PKN2 VPS13B 

  PPM1A MPP5 ARHGEF11 RBM17 

  NFYA SSR1 PIK3R4 RAPGEF6 

  SVIL ZNF143 UBL3 RBBP6 

  ARHGAP25 N4BP1 IDI1 FBXO3 

  MAP2K4 WDR48 UBE4B STK24 

  SH3BP2 FBXO38 DPP8 PCNP 

  WDFY3 PLEKHA5 ANKRD12 KLHL5 

  CEP63 GLB1 PHF20L1 MYB 

  LPIN2 LACTB RAB11A ATRX 

  PLEKHB2 RNF135 CDC42SE2 SECISBP2 

  UBE2H TRIM23 TIMP2 DYRK2 

  USP33 GK WWP2 LRRC40 

  RAB22A DICER1 MAP4K4 POLK 

  RHOQ CASP8 WNK1 C1orf27 

  POLR2A NR3C1 MTMR3 MKNK1 

  FBXL3 SH3KBP1 DDX3X USP4 

  ITCH ADAM10 TMF1 KIT 

  CHRM3 GALNT7 ARHGAP27 PGGT1B 

  ADNP TAF4 PAK2 WWP1 

  RFFL DDX46 PELI2 PTPRC 

  TLK2 ELOVL4 MSH3 PDE4B 

  LIN7C ETF1 RAB3IP TP53BP2 

  PDK3 SIAH1 ZNF24 BRWD1 

  BRD3 DGKG APPBP2 SPTLC1 

  ARID1A SP100 TMEM33 WDR1 
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Overlapping Studies Overlapping genes 
  SENP5 CBL WDR20 SPIN1 

  TUBGCP3 ZNF451 OPA1 GRIN2D 

  MAP3K5 NIN C6orf62 HKDC1 

  STAG2 SRPK2 YPEL5 VPS13C 

  ATP11A SPG21 CREBBP NCF4 

  MYNN RASSF2 MAP1LC3B HN1 

  ASPH MTRF1L C1GALT1C1 SNX7 

  SAMD8 JARID2 RNPC3 PPP2R5E 

  EXOC8 GRN FBXO30 UBE2G1 

  MAML3 SCAMP1 PARP8 COPS2 

  STX7 ARID4A BBX EPB41L2 

  PPP3CB       

GSE18123 GSE25507 GSE6575 CRNKL1 CPSF6 PIK3C2A HIPK1 

  SLC8A1 MARK2 CLMN LMO7 

  HSPD1 LCP2 AATF GNAI1 

  SEC14L1 EMILIN2 KLF7 NSUN4 

  QKI TAF15 CTSZ SFPQ 

  CPVL RNF141 PHTF2 TMED5 

  FBXL20 RPGRIP1 NPC1 ITGAM 

  CDS2 NSUN3 MIB1 GTF3C4 

  SEPT2 GOPC ZAK JAK1 

  TNFSF8 PPP1R12B ATRN PDIA3 

  RAP2A PLCB1 SIGLEC9 ARL6IP6 

  RNASE4 STX12 PTK2 HERC1 

  SAFB APLP2 BCAP29 CCNJ 

  LPP TGOLN2 SPCS3 NSUN2 

  PAFAH1B1 AKAP13 UBR1 GLUD1 

  DOCK8 NPL GFPT1 XPNPEP1 

  MAPK1       

GSE15402 GSE18123 GSE25507 IDS SLC35A3 TBRG1 REV3L 

  TNKS2 TRIM33 XPO7 PCGF5 

  USP38 ACSL3 RFWD2 ATF6 

  USP15 EPS15 ARMC8 BACH1 

  CHD7 SP3 PCNX PHF3 

  STAT5B       
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ภาคผนวก ข 

เครื่องมืออุปกรณ์ น  ายา และสารเคมี 

1.เครื่องมือ และอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย 
เครื่องมือ และอุปกรณ์ บริษัท 

-20ºC Freezer Haier, ประเทศอังกฤษ 

4ºC Refrigerator Sanyo Electric, ประเทศญี่ปุ่น 

-80ºC Deep Freezer Shin Lab, ประเทศเกาหลี 

Chemical fume cabinet Esco Gb Ltd., ประเทศอังกฤษ 

Class II microbiological safety cabinet Haier, ประเทศอังกฤษ 

CO2 incubator 
Sheldon Manufacturing, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

DNA Engine® Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Electrophoresis power supply Bio-Rad Laboratories, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Mastercycler™ pro PCR System Eppendorf, ประเทศเยอรมนี 

ExicyclerTM 96 Real-Time Bioneer, ประเทศเกาหล ี

Gel Electrophoresis Apparatus Bio-Rad Laboratories, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Hot air oven Memmert, ประเทศเยอรมนี 

Inverted light microscope Olympus Optical, ประเทศญี่ปุ่น 

Light microscope Olympus Optical, ประเทศญี่ปุ่น 

NanoDrop 1000 spectrophotometer Thermo scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Vacuum Concentrator (DNA SpeedVacs) Thermo scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Water bath Memmert, ประเทศเยอรมนี 

เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง 
Beckman Coulter Inc., ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

เครื่องปั่นเหวี่ยงตกตะกอนขนาดเล็ก Bio-Active Co., Ltd., Thailand 

เครื่องผลิตน้้า Mili-Q Milipore, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

เครื่องผสมสาร (Vortex) Scientific Industries, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

เครื่องวัดความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) Thermo scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

15, 50 mL sterile cell culture tube Jet Biofil, ประเทศจีน 
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2 mL cryotube Greiner bio-one, ประเทศเยอรมนี 

2 mL Micro centrifuge Tube for Cell 
Culture 

Tarsons, ประเทศอินเดีย 

1, 2, 5, 10 mL disposable serological 
pipette 

Jet Biofil, ประเทศจีน 

25, 75 cm2 culture flask (T-25, T-75) Thermo scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

500 mL, 0.2 µm pore size sterile filter cup Jet Biofil, ประเทศจีน 

Auto pipette (10, 100, 1000 µL) Eppendorf, ประเทศเยอรมนี 

Disposable pasteur pipette Jet Biofil, ประเทศจีน 

Duran glass bottle (250, 500, 1000, 2000 
mL) 

Duran, ประเทศเยอรมนี 

Filter tips (10, 100, 1000 µL) Kirgen, ประเทศจีน 

Hemocytometer Hausser Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Liquid nitrogen tank ANTECH, ประเทศจีน 

Microcentrifuge tube BIOLINE, ประเทศอังกฤษ  

Nuclease-free tube Jet Biofil, ประเทศจีน 

PCR tube Kirgen, ประเทศจีน 

Pipette Controllers (Midi Plus™) Sartorius, ประเทศเยอรมนี 

Pipette tips (10, 200, 1000 µL) Kirgen, ประเทศจีน 
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2.น้้ายา และสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

รายช่ือสารเคมี บริษัท, ประเทศ 

0.1 M sodium citrate ใน 10% ethanol Merck Millipore, ประเทศเยอรมนี 
10 mg/ml Ethidium Bromide VWR, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
100% ethanol Merck Millipore, ประเทศเยอรมนี 
25 bp DNA ladder Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
40% acrylamide and bis-acrylamide 
solution, 19:1 Bio-Rad, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
75% ethanol Merck Millipore, ประเทศเยอรมนี 
8 mM NaOH Merck Millipore, ประเทศเยอรมนี 
AccuPower® 2X GreenStar™ qPCR 
MasterMix 

Bioneer, ประเทศเกาหลี 

AccuPower® RT PreMix tube Bioneer, ประเทศเกาหลี 
Ammonium Persulfate (APS) Bio-Rad, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
Boric acid Bio basic, ประเทศแคนาดา 
Chloroform VWR, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
DEPC-treated water Bio basic, ประเทศแคนาดา 
DEPC-treated water Bio basic, ประเทศแคนาดา 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) VWR, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
dNTP Mix, PCR Grade, 10mM QIAGEN, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
EDTA Sigma Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
EZ DNA Methylation-GoldTM KIT  Zymo research, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
Fatal bovine serum Sigma Aldrich, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
Genezol reagent Geneaid, ประเทศไต้หวัน 
HotStarTaq DNA Polymerase QIAGEN, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
Isopropyl alcohol  Merck Millipore, ประเทศเยอรมนี 
Penicillin/ Streptomycin/ Fungizone Wisent Bio Products, ประเทศแคนาดา 

Phosphate-Buffered Saline (DPBS) 
HyClone Laboratories, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

RNAlater solution Ambion, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
RNase and DNAase away Bio basic, ประเทศแคนาดา 
RNase and DNAase away Bio basic, ประเทศแคนาดา 
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RNase-free water หรือ 0.5% SDS Thermo scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

RPMI1640 medium 
HyClone Laboratories, ประเทศ
สหรัฐอเมริกา 

RQ1 RNase-free DNase  Promega, ประเทศสหรัฐอเมริกา 

Taq I restriction enzyme (10U/µL) Thermo scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
Tetramethylethylenediamine 
(TEMED) Bio basic, ประเทศแคนาดา 
Tris Bio basic, ประเทศแคนาดา 
Tryphan blue Gibco, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
UltraPure Distilled water Invitrogen, ประเทศสหรัฐอเมริกา 
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ภาคผนวก ค 

การเตรียมน  ายา และสารเคมี 

การเตรียมน้้ายาและสารเคมีที่ใช้ในการวิจัย 

1. การเตรียม 0.5M EDTA ปริมาตร 1 ลิตร 

1.1. ท้าการชั่งสาร EDTA (Na2.2H2O, M.W. 372.24) จ้านวน 186.12 g 

1.2. เติมน้้า Milli Q ลงไปประมาณ 800 mL 

1.3. ปรับระดับ pH ให้เป็น 8.0 หรือเติม NaOH ลงไปประมาณ 17-20 g ในขณะที่ท้าการ 
stirring โดยอาจใช้ magnetic stirring เพ่ือให้สารประกอบ EDTA ละลายน้้าได้ 

1.4. หลังจากสารประกอบ EDTA ละลายดีแล้วท้าการปรับปริมาตรด้วยน้้า Milli Q จนเป็น 
1000 mL หรือ 1 L โดยใช้ volumetric flask 

1.5. น้าสารละลายที่ได้ไป autoclave 

 

2. การเตรียม 10X TBE buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

2.1 ชั่งสาร Tris base (C4H11NO3, M.W. 121.14) จ้านวน 108 g  

2.2 ชั่งสาร Boric acid (H3BO3, M.W. 61.83) จ้านวน 55 g 

2.3 เติมน้้า Milli Q ลงไปปริมาณ 900 mL 

2.4 หลังจากนั้นท้าการเติม 0.5 M EDTA (pH 8.0) ลงไปปริมาณ 40 mL 

2.5 ปรับปริมาตรด้วยน้้า Milli Q จนปริมาตรสุดท้ายเป็น 1000 mL หรือ 1 L 

2.6 หลังจากนั้นน้าสารละลายไป autoclave  

 

3. การเตรียม 1X TBE buffer ปริมาตร 1 ลิตร 

3.1 เตรียมจาก 10X TBE buffer โดยการน้า 10X TBE buffer มาปริมาตร 100 mL 

3.2 เติมน้้า Milli Q ลงไปผสมปริมาณ 900 mL จะท้าให้ได้ 1X TBE buffer ปริมาตร 1 L 

 

4. การเตรียม 10% APS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

4.1 เตรียมสาร APS ปริมาณ 100 mg ใส่ลงใน 1.5 mL sterile tube 

4.2 เติมน้้า Milli Q ลงไป 1 mL จะท้าให้ได้ 10% APS ปริมาตร 1 mL  
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ภาคผนวก ง 

ค าอธิบายสัญลักษณ์ และตัวย่อที่ใช้ในงานวิจัย 

 

% Percentage 

/ Per 

µg Microgram 

µl Microlitre 

ADDM Autism and Developmental Disabilities Monitoring 

ADI-R Autism Diagnostic Interview - Revised 

APS Ammonium persulfate 

ASD Autism spectrum disorder 

AUC Area under curve 

BDNF Brain-derived neurotrophic 

CH3 Methyl group 

COBRA Combine bisulfite restriction analysis 

CU-DREAMx Connection up and down-regulation expression 
analysis for microarrays 

DEPC Diethyl pyrocarbonate 

DMSO Dimethyl sulfoxide 

DNMT DNA methyltransferase 

DSM-V Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders5 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

GEO Gene Expression Omnibus 

IPA Ingenuity Pathway Analysis 

LCLs lymphoblastoid cell lines 

M Molar 
mC Methylated Cytosine 

MeCP2 Methyl-CpG-binding protein 2 
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mg Miligram 

ml Mililitre 

ng Nanogram 

ORF2 LINE-1 retrotransposable element ORF2 protein 

ROC Receiver Operating Characteristic (ROC) 

RORA RAR Related Orphan Receptor A 

RPMI Roswell Park Memorial Institute medium 

RT-PCR Reverse transcription polymerase chain reaction 

SAM Significance Analysis of Microarrays 

SINE Short interspersed nuclear elements 

TBE Tris/Borate/EDTA 

U Unit 
uC Unmethylated cytosine 

X Fold or times 
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นายธนิต แซ่หลิ่ว เกิดเมื่อวันที่ 19 มีนาคม พ.ศ.2534 ที่จังหวัดอุดรธานี จบการศึกษา
วิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากคณะสหเวชศาตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ปี
การศึกษา 2556 และเข้าศึกษาต่อในระดับปริญญามหาบัณฑิตหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
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