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บทคดัย่อภาษาไทย 
 นลินี เหมวงศ ์: การศึกษาเพ่ือประเมินความผิดปกติของการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ใน

ยีน LHX4 ในผูป่้วยโรคต่อมใตส้มองท างานลดลงและโรคกระดูกเปราะ. ( A STUDY TO 
DETERMINE PATHOGENICITY OF A MISSENSE P.R122W VARIANT IN THE 
LHX4 GENE IN A PATIENT WITH COMBINED PITUITARY HORMONE 
DEFICIENCY AND OSTEOGENESIS IMPERFECTA) อ.ท่ีปรึกษาหลกั : ศ. นพ.วรศกัด์ิ 
โชติเลอศกัด์ิ, อ.ท่ีปรึกษาร่วม : ศ. ดร. พญ.กญัญา ศุภปีติพร 

  
ผู ้ป่วยเด็กชายไทยคนหน่ึงได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคกระดูกเปราะกรรมพันธ์ุ 

(osteogenesis imperfecta; OI) และโรคต่อมใตส้มองท างานลดลง (combined pituitary hormone 
deficiency; CPHD) ผลจากการตรวจความผิดปกติทางพัน ธุกรรมโดยวิ ธี  whole exome 
sequencing (WES) พบการเปล่ียนแปลงชนิด  p.G511C (c.1531G>T) ในยีน  COL1A2 ท่ี เป็น
สาเหตุของการเกิดโรคกระดูกเปราะกรรมพนัธ์ุ โดยไม่พบการเปล่ียนแปลงน้ีในพ่อและแม่ของ
ผูป่้วย (de novo mutation) อีกทั้งยงัพบการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W (c.364C>T) ในยีน LHX4 
ซ่ึงไดรั้บการถ่ายทอดมาจากพ่อของผูป่้วยท่ีมีสุขภาพแข็งแรง ยีน LHX4 เป็นยนีท่ีมีบทบาทส าคญั
ในการพฒันาต่อมใตส้มองและระบบประสาท อีกทั้งยงัเคยมีการรายงานว่ามีความสัมพนัธ์กบั
การเกิดโรคต่อมใตส้มองท างานลดลง และมีลกัษณะการแสดงออกแบบ incomplete penetrance 
ผลจากการท า WES เพียงอย่างเดียวอาจจะไม่เพียงพอท่ีจะสรุปว่าการเปล่ียนแปลงดังกล่าว
ก่อให้เกิดโรคได้ การศึกษาคร้ังน้ีจึงมุ่งเน้นเพื่อประเมินการท างานของยีน  LHX4 ท่ี มีการ
เปล่ียนแปลงชนิด p.R122W โดยท าการทดสอบกับโปรโมเตอร์ของยีน POU1F1, GH1 และ 
TSHB ในเซลล์  Chinese hamster ovary (CHO)-K1 และวัดระดับการแสดงออกด้วยเทคนิค 
luciferase reporter assay ผลการศึกษาพบวา่การเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ไม่สามารถกระตุน้
การท างานของโปรโมเตอร์ดังกล่าวได้ ซ่ึงสอดคล้องกับอาการของผู ้ป่วยท่ีมีภาวะพร่อง 
โกรทฮอร์โมนและไทรอยด์ฮอร์โมน จึงสรุปไดว้า่การศึกษาทางห้องปฏิบติัการสนบัสนุนวา่การ
เปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ในยนี LHX4 ก่อใหเ้กิดโรคต่อมใตส้มองท างานลดลง 
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บทคดัย่อภาษาองักฤษ 
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KEYWORD: Combined pituitary hormone deficiency, LHX4, Incomplete penetrance, 

Osteogenesis imperfecta, COL1A2 
 Nalinee Hemwong : A STUDY TO DETERMINE PATHOGENICITY OF A 

MISSENSE P.R122W VARIANT IN THE LHX4 GENE IN A PATIENT WITH 
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IMPERFECTA. Advisor: Prof. VORASUK SHOTELERSUK, M.D. Co-advisor: 
Prof. KANYA SUPHAPEETIPORN, M.D., Ph.D. 

  
A Thai boy with features of osteogenesis imperfecta (OI) and combined pituitary 

hormone deficiency (CPHD) was identified. Whole exome sequencing (WES) identified that 
the child possessed a de novo novel heterozygous missense p.G511C (c.1531G>T) mutation in 
COL1A2 leading to OI and a heterozygous missense p.R122W (c.364C>T) variant in LHX4. 
His healthy father harbors the same LHX4 variant. LHX4 is a LIM homeodomain transcription 
factor playing an important role in the development pituitary gland and the nervous system. It 
is a gene known to be associated with CPHD with incomplete penetrance. This study aimed to 
determine whether the p.R122W (c.364C>T) variant in LHX4 is pathogenic. Using luciferase 
reporter assay, the p.R122W was found not able to activate POU1F1, GH1 and TSHB 
promoters, indicating that the variant is pathogenic. This suggests that the mutation in LHX4 is 
responsible for CPHD in the child. 
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บทที ่1 
บทน า 

 

ความส าคัญและทีม่าของปัญหา 
คณะแพทย์โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์พบผู ้ป่วยไทยรายแรกท่ีเป็นโรคกระดูกเปราะ

กรรมพันธ์ุชนิดท่ี 3 (Osteogenesis imperfect type III, OI type III) และโรคต่อมใต้สมองท างาน

ลดลง (Combined pituitary hormone deficiency, CPHD) ในผูป่้วยคนเดียวกันซ่ึงมีโอกาสพบได้

นอ้ยมากและยงัไม่เคยมีการรายงานมาก่อน โดย Genetic Home Reference (NIH) รายงานความชุก

ของโรค OI เท่ากับ 6-7 คนใน 100,000 คน ส่วนโรค CPHD ท่ีมีสาเหตุจากพันธุกรรมพบว่ามี 

ความชุกเท่ากบั 1 คนใน 8,000 คน 

ผูป่้วยเป็นเพศชาย คลอดตามก าหนดตอนอายุครรภ์ 37 สัปดาห์ มีภาวะเจริญเติบโตช้า 

ในครรภ์แบบไม่ได้สัดส่วน (asymmetrical intrauterine growth retardation, asymmetrical IUGR) 

น ้าหนกัแรกเกิด 1,840 กรัม (นอ้ยกวา่เปอร์เซ็นไทล์ท่ี 3) ความยาว 41 เซนติเมตร (นอ้ยกวา่เปอร์เซ็น

ไทล์ ท่ี  3) เส้นรอบศีรษะ (head circumference) ยาว 32 เซนติเมตร (เปอร์เซ็นไทล์ ท่ี  25-50)  

พบกระดูกต้นแขนข้างซ้ายหักตั้งแต่แรกเกิด กระดูกหน้าแขง้ (tibia) และกระดูกต้นขา (femur)  

โคง้งอมากกว่าปกติ ตาขาวมีสีฟ้าอ่อน และพบว่ามีภาวะ dentinogenesis imperfecta (DI) ร่วมด้วย 

ซ่ึงลักษณะดังท่ีกล่าวมาเป็นลักษณะทางคลินิกของผูป่้วยโรค OI ชนิดท่ี 3  นอกจากน้ียงัพบว่า 

ผู ้ป่วยมีส่วนสูงท่ีต ่ ากว่าเกณฑ์มาตรฐาน เม่ือตรวจวัดระดับฮอร์โมนพบว่าผู ้ป่วยมีระดับ  

free thyroxine (FT4),  insulin-like growth factor 1 ( IGF1) ,  insulin-like growth factor-binding 

protein 3 (IGFBP3) และ growth hormone (GH) หลังจากการกระตุ้นต ่ ากว่าเกณฑ์มาตรฐาน 

ในขณะท่ีระดับ thyroid-stimulating hormone (TSH), adrenocorticotropic hormone (ACTH) และ 

cortisol อยู่ในเกณฑ์ปกติ ผลจากการท า magnetic resonance imaging  (MRI) พบว่าต่อมใต้สมอง

และก้านของต่อมใต้สมองมีการพัฒนาท่ีไม่สมบูรณ์ (hypoplasia of pituitary gland and stalk) 

แพทยว์นิิจฉยัวา่ผูป่้วยเป็นโรค CPHD มีภาวะพร่องโกรทฮอร์โมนและไทรอยดฮ์อร์โมน 

ตัวอย่างเลือดของผู ้ป่วยถูกส่งไปสกัดดีเอ็นเอและน าไปท า whole exome sequencing 

จากนั้ นยืนยนัผลด้วย Sanger sequencing เปรียบเทียบกับพ่อและแม่ของผู ้ป่วยเพื่อตรวจหา 
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ความผดิปกติของยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะฟีโนไทป์ดงักล่าว ซ่ึงพบการเปล่ียนแปลงชนิด p.G511C 

(c.1531G>T) ในยีน COL1A2 ท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการสร้างคอลลาเจนชนิดท่ี 1 และเก่ียวขอ้งกบั

การเกิดโรค OI โดยไม่พบความผิดปกติน้ีในพ่อและแม่ของผูป่้วย (de novo mutation) และการ

เปล่ียนแปลงชนิดน้ียงัไม่เคยมีรายงานมาก่อน (novel mutation) นอกจากน้ียงัพบการเปล่ียนแปลง

ชนิด p.R122W (c.364C>T) ในยีน LHX4 ซ่ึงเป็นยีนท่ีมีบทบาทส าคญัในการพฒันาต่อมใตส้มอง

และระบบประสาท และเคยมีรายงานวา่เป็นสาเหตุของการเกิดโรค CPHD การเปล่ียนแปลงชนิดน้ี

พบในพอ่ของผูป่้วยท่ีมีสุขภาพแขง็แรงดว้ย  

จากขอ้มูลขา้งตน้เป็นขอ้มูลท่ีน่าสนใจเป็นอยา่งยิ่ง ประเด็นแรกคือผูป่้วย 1 คน เป็นโรค 2 

โรค ซ่ึงหน่ึงในนั้นเป็นโรคทางพนัธุกรรมท่ีมีโอกาสพบไดน้อ้ยมาก อีกทั้งยงัไม่เคยมีรายงานวา่พบ

ผูป่้วย 1 คน เป็นโรคทั้ง 2 โรคน้ีมาก่อน ประเด็นท่ีสองคือความผิดปกติของการเปล่ียนแปลงชนิด 

p.R122W ท่ีพบในยีน LHX4 เป็นการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนจากกรดอะมิโนอาร์จินีน (arginine) 

ซ่ึงมีโซ่ข้าง (side chain) เป็นเบส (basic) เปล่ียนเป็นกรดอะมิโนทริปโตแฟน (tryptophan) ซ่ึงมี 

โซ่ขา้ง (side chain) ชนิดไม่มีขั้ว (hydrophobic) และเป็นการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนบริเวณอนุรักษ ์

(conserved region) ของยนี LHX4 ประกอบกบัการท านายผลกระทบท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของ

กรดอะมิโนของซอฟท์แวร์ Sorting Intolerant From Tolerant (SIFT), Polymorphism Phenotyping 

v2 (PolyPhen-2) แ ล ะ  Mendelian Clinically Applicable Pathogenicity (M-CAP)  พ บ ว่ า ให้ ผ ล

เป็นไปในทางเดียวกนัคือการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีอาจส่งผลกระทบท่ีก่อให้เกิดโรคได้ ประเด็น 

ท่ีสามคือความผิดปกติของการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ท่ีพบในยีน LHX4 สมมติฐานว่า 

มีลักษณะเป็น incomplete penetrance และน่าจะส่งผลให้เกิดโรค  CPHD ซ่ึงเคยมีการรายงาน

เก่ียวกบัลักษณะ incomplete penetrance ในยีน LHX4 ท่ีเก่ียวข้องกบัการเกิดโรค CPHD ประเด็น

สุดทา้ยความผิดปกติของการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ท่ีพบในยีน LHX4 น้ียงัไม่เคยมีการศึกษา

และการรายงานว่าเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคมาก่อน ดงันั้นการศึกษาคร้ังน้ีจึงมุ่งเน้นเพื่อประเมิน

ความผิดปกติของการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ในยีน LHX4 ซ่ึงจะเป็นหลักฐานส าคัญท่ีจะ

สนับสนุนผลจากการท า whole exome sequencing ว่าการเป ล่ียนแปลงดังกล่าวก่อให้ เกิด 

โรค CPHD หรือโรคต่อมใตส้มองท างานลดลง  

 

https://th.wikipedia.org/wiki/Arginine
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
https://omictools.com/sift-tool


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 7 

ค าถามของการวจัิย 
การเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ในยีน LHX4 ส่งผลให้การท างานของโปรตีน LHX4 

ผดิปกติไปหรือไม่ 

 

วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
เพื่อประเมินระดบัการท างานของยีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ซ่ึงจะเป็น

หลกัฐานส าคญัวา่การเปล่ียนแปลงดงักล่าวเป็นสาเหตุของโรคต่อมใตส้มองท างานลดลง  

 

สมมติฐานของการวจัิย 
การเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ในยีน LHX4 ท าให้โปรตีน LHX4 ท างานผิดปกติไปแลว้

ส่งผลให้การพฒันาของต่อมใต้สมองในระยะเร่ิมต้นมีความผิดปกติและเกิดโรคต่อมใต้สมอง

ท างานลดลง 

 

ขอบเขตของการวจัิย 
ศึกษา transcription activity ของยีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ต่อ target 

promoters ด้วยเทคนิค luciferase reporter assay โดยใช้เซลล์ Chinese hamster ovary (CHO)-K1 

(ATCC® CCL-61TM)  

 

ค าส าคัญ 
combined pituitary hormone deficiency, LHX4, incomplete penetrance, osteogenesis 

imperfecta, COL1A2 
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กรอบแนวคิดในการวจัิย  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผูป่้วยโรคกระดูกเปราะและ 

โรคต่อมใตส้มองท างานลดลง 

Whole Exome Sequencing 

วเิคราะห์ variants ในยนีท่ีเก่ียวขอ้ง 

โรคกระดูกเปราะกรรมพนัธ์ุชนิดท่ี 3 โรคต่อมใตส้มองท างานลดลง 

พบการเปล่ียนแปลงชนิด p.G511C 
ในยนี COL1A2 เป็น novel mutation  

 

พบการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ใน

ยีน LHX4 ซ่ึงไม่เคยมีการศึกษามาก่อน 

ยนืยนัผลดว้ย PCR-Sanger sequencing 

พบการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W 

ในพอ่ของผูป่้วยท่ีมีสุขภาพแขง็แรง 

รายงานผล 

รายงานผล 

ยนืยนัผลดว้ย PCR-Sanger sequencing 

ไม่พบความผดิปกติน้ีในพ่อและแม่ 

ของผูป่้วย (de novo mutation) 

ศึกษาการท างานของยนี LHX4 ท่ีพบ

การเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W 
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ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับจากการวจัิย 
1. สามารถประเมินระดบัการท างานของโปรตีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ได ้
2. ขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวจิยัอาจท าให้ทราบปัจจยัทางพนัธุกรรมท่ีท าให้เกิดโรคต่อมใตส้มองท างาน

ลดลง ซ่ึงจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการวินิจฉัยโรคต่อมใตส้มองท างานลดลงให้เร็วและดี
ยิง่ข้ึน 

3. สามารถน าขอ้มูลท่ีไดจ้ากการวิจยัไปใชใ้นการให้ค  าปรึกษาดา้นการวางแผนครอบครัวส าหรับ
การมีบุตรคนต่อไปของครอบครัวผูป่้วยได ้

4. ข้อมูลท่ีได้จากการวิจัยในคร้ังน้ีอาจเป็นประโยชน์ส าหรับการพฒันายาหรือวิธีการรักษา 
โรคต่อมใตส้มองท างานลดลงไดใ้นอนาคต 
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บทที ่2 
ทบทวนวรรณกรรมทีเ่กีย่วข้อง 

 

ต่อมใต้สมอง (Pituitary gland) 
ต่อมใตส้มองเป็นต่อมไร้ท่อท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการควบคุมการเจริญเติบโต (growth) 

กระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolism) การสืบพันธ์ุ (reproduction) และการรักษาสมดุลของ
ร่างกาย (homeostasis)(1) ต่อมใต้สมองตั้ งอยู่ในแอ่งเซลลาเทอร์ซิกา (sella turcica) ของกระดูก 
สฟีนอยด์ (sphenoid) อยู่ติดกับส่วนล่างของสมองส่วนไฮโพทาลามัส (hypothalamus) โดยมี 
อินฟันดิบูลมั (infundibulum) เป็นจุดเช่ือมต่อระหว่างต่อมใตส้มองและสมองส่วนไฮโพทาลามสั  
ต่อมใตส้มองแบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ 
1. ต่อมใต้สมองส่วนหน้า (anterior pituitary gland) ประกอบด้วยเซลล์ทั้ งหมด 5 ชนิด โดยแบ่ง

ตามชนิดของฮอร์โมนท่ีผลิต ไดแ้ก่ somatotrophs ผลิต growth hormone (GH), thyrotrophs ผลิต 
thyrotrophin ห รื อ  thyroid-stimulating hormone (TSH), lactotrophs ผ ลิ ต  prolactin (PRL), 
gonadotrophs ผ ลิต  follicle-stimulating hormone (FSH) และ  luteinizing hormone (LH) และ
corticotrophs ผลิต corticotrophin หรือ adrenocorticotropic hormone (ACTH) 

2. ต่อมใต้สมองส่วนกลาง (interior pituitary gland) ประกอบด้วยเซลล์  melanotrophs ผลิต  
pro-opiomelanocortin (POMC) ซ่ึ ง เป็นโมเลกุลตั้ งต้นของ  melanocyte-stimulating hormone 
(MSH) และ endorphin 

3. ต่อมใต้สมองส่วนหลัง (posterior pituitary gland) ประกอบด้วยปลายแอกซอน (axon) ของ
นิวโรซีครีทอรีเซลล์ (neurosecretory cell) ซ่ึงเป็นเซลล์ประสาทท่ีผลิตฮอร์โมน  arginine 
vasopressin (AVP)  และ oxytocin โดยท่ีตวัเซลล์อยูใ่นไฮโพทาลามสั ดงันั้นฮอร์โมนท่ีหลัง่จาก
ต่อมใตส้มองส่วนหลงัคือฮอร์โมนท่ีสร้างจากเซลลป์ระสาท(1-3) 

 

การพฒันาของต่อมใต้สมอง (Pituitary development) 
ต่อมใตส้มองส่วนหน้าและต่อมใตส้มองส่วนกลางเจริญมาจากเน้ือเยื่อชนิดเดียวกนั คือ 

oral ectoderm ในขณะท่ีต่อมใต้สมองส่วนหลังเจริญมาจาก neural ectoderm การศึกษาการเจริญ

และการพัฒนาของต่อมใต้สมองถูกศึกษาในหนู โดยหนูจะเร่ิมมีสัญญาณของการพัฒนา 

ต่อมใต้สมองในช่วงท่ีเอ็มบริโอ (embryonic) มีอายุประมาณ 7.5 วนั (embryonic day 7.5, E7.5) 
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และเม่ือเอ็มบริโอมีอายุประมาณ 9 วนั (E9) จะเร่ิมสร้าง Rathke’s pouch ซ่ึงจะพัฒนาไปเป็น 

ต่อมใต้สมองส่วนหน้าและต่อมใต้สมองส่วนกลาง ในขณะท่ีไดเอนเซฟาลอน (diencephalon)  

ซ่ึงอยู่ด้านบน Rathke’s pouch จะมีการพัฒนาและท าให้เกิดต่อมใต้สมองส่วนหลัง การสร้าง 

Rathke’s pouch จะส าเร็จเม่ือเอ็มบริโอมีอายุประมาณ 10.5 วนั (E10.5) และจะถูกแยกกออกจาก 

oral ectoderm อย่างสมบูรณ์เม่ืออายุประมาณ 12.5 วนั (E12.5)  จากนั้นช่วงอายุระหว่าง 12.5-15.5 

วนั (E12.5-E15.5) ต่อมใต้สมองส่วนหน้าจะสร้างเซลล์ทั้ งหมด 5 ชนิด โดยเร่ิมจาก thyrotrophs, 

corticotrophs, somatotrophs, gonadotrophs และ lactotrophs รายละเอียดดงัรูปท่ี 1(1, 2)  

 

 

รูปท่ี 1 การพฒันาของต่อมใตส้มอง (pituitary development) 
 

นอกจากการพัฒนาของต่อมใต้สมองจะเกิดข้ึนตามล าดับเวลาแล้วยงัเกิดข้ึนตามการ

แสดงออกของ signalling molecules และ  transcription factors ด้วย  โดย  signalling molecules  

สองชนิดแรกคือ BMP4 และ FGF8 โดย FGF8 จะไปกระตุ้นการท างานของ LHX3 และ LHX4  

ซ่ึงเป็น transcription factors ท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการพฒันา Rathke’s pouch ในระยะเร่ิมตน้ไปสู่ 

Rathke’s pouch ท่ีสมบูรณ์ นอกจากน้ียงัมี signalling molecules และ transcription factors อีกหลาย

ชนิดท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของต่อมใตส้มองรายละเอียดดงัรูปท่ี 2(1, 3, 4) 
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รูปท่ี 2 ยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการพฒันาของต่อมใตส้มอง 
 

ความผดิปกติของการพฒันาของต่อมใตส้มองจะส่งผลกระทบต่อการพฒันาส่วนต่างๆ ของ
ร่างกาย อีกทั้งยงัส่งผลให้เกิดโรคต่างๆ รวมถึงภาวะบกพร่องในการหลัง่ฮอร์โมนจากต่อมใตส้มอง
แต่ก าเนิด (congenital hypopituitarism; CH) ซ่ึงจะท าให้ เกิดโรคต่างๆ เช่น โรค isolated growth 
hormone deficiency (IGHD),  septo-optic dysplasia (SOD) แ ล ะ  combined pituitary hormone 
deficiency (CPHD) เป็นตน้(1, 3) ในท่ีน้ีขอกล่าวถึงเฉพาะโรค CPHD 
 

โรค Combined pituitary hormone deficiency (CPHD) 
โรค CPHD เรียกอีกช่ือหน่ึงว่า panhypopituitarism หรือบางต าราอาจจะใช้ช่ือว่า multiple 

pituitary hormone deficiency (MPHD)(4, 5) โรค CPHD เป็นโรคท่ีเกิดจากการพร่องของ GH ร่วมกบั
ฮอร์โมนชนิดอ่ืนท่ีผลิตจากต่อมใตส้มองอยา่งน้อยหน่ึงชนิด(3-7) ผูป่้วยจะมีการเจริญเติบโตช้าและ 
มีส่วนสูงท่ีต ่ากว่าเกณฑ์มาตรฐาน มักจะพบได้ตั้ งแต่ในวยัเด็กซ่ึงเป็นอาการเร่ิมต้นท่ีน าไปสู่ 
โรค CPHD การวนิิจฉยัโรคมีดว้ยกนัหลายวธีิ เช่น การตรวจวดัระดบัฮอร์โมน การท า MRI ท่ีสมอง
เพื่อดูความผิดปกติของต่อมใตส้มอง รวมถึงการตรวจสอบความผิดปกติทางพนัธุกรรม โรค CPHD 
อาจมีสาเหตุมาจากพนัธุกรรมหรือสาเหตุอ่ืนท่ีไม่ใช่พนัธุกรรม เช่น การบาดเจ็บ การผ่าตดัสมอง 
เน้ืองอก การติดเช้ือ การได้รับพิษจากโลหะหนักเร้ือรัง การฉายรังสี และโรคแพ้ภูมิตัวเอง (5)  
พบว่าประมาณร้อยละ 80 เกิดจากความผิดปกติทางพนัธุกรรม(6, 7) โดยมีความชุกเท่ากบั 1 คนใน 
8,000 คน ยีนท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค CPHD มีประมาณ 30 ยีน ซ่ึงพบการเปล่ียนแปลง
ทั้ งหมดประมาณ 2,500 ชนิด (5) ยีนท่ีพบว่ามีการรายงานบ่อยได้แก่ POU1F1, PROP1, LHX3, 
LHX4, HESX1, OTX2, GLI2, SOX2 และ SOX3  ซ่ึงเป็น transcription factor ท่ีมีบทบาทส าคญัต่อ
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การพฒันาต่อมใตส้มองและระบบประสาท ลกัษณะการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของโรค CPHD  
มีทั้ งการถ่ายทอดแบบ autosomal dominant (AD), autosomal recessive (AR) และ X-Linked (XL) 
รายละเอียดดงัตารางท่ี 1(5-7) ในส่วนของการรักษาโรค CPHD จะใช้วิธีการให้ฮอร์โมนทดแทน 
(hormone replacement therapy)(3) 
 

ตารางท่ี 1 ลกัษณะการถ่ายทอดทางพนัธุกรรมของยนีท่ีสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค CPHD 
Gene Inheritance Mutation type 

POU1F1 AD, AR  missense, nonsense, frameshift, splicing 
PROP1 AR missense, nonsense, frameshift, splicing 
LHX3 AR missense, nonsense, frameshift, splicing 
LHX4 AD, AR missense, nonsense, frameshift, deletion, splicing  
HESX1 AD, AR missense 
OTX2 AD missense, nonsense 
GLI2 AD frameshift, missense 
SOX2 AD missense, deletion 
SOX3 XL variation poly-A length duplication/deletion 

 

ยนี LIM homeobox 4 (LHX4) 
ยีน LIM Homeobox 4 หรือ LHX4 จดัอยูใ่นกลุ่ม LIM-homeodomain (LIM-HD) มีบทบาท

ส าคญัต่อการพฒันาต่อมใตส้มองและระบบประสาท ตั้งอยู่บนแขนขา้งยาวของโครโมโซมท่ี 1 
ต าแหน่ง 25.2 (1q25.2) ดงัรูปท่ี 3 จีโนมมีขนาดใหญ่กว่า 45 kb ประกอบดว้ย 6 exons(8, 9) โปรตีน 
มีขนาด 390 amino acids พบได้ในนิวเคลียส ท าหน้าท่ี เป็น transcription factor หรือ cofactor 
ประกอบดว้ยโดเมน 3 โดเมน คือ  
1. LIM1 domain อยูบ่ริเวณต าแหน่งท่ี 30-81 ท าหนา้ท่ีเป็น zinc binding site [ion binding site]  
2. LIM2 domain อยู่บริเวณต าแหน่งท่ี 89-144 ท าหน้าท่ีเป็น zinc binding site [ion binding site] 

และ Isl binding site (protein-protein interaction) 
3. Homeodomain (HD) จดัเป็น DNA binding domain อยูบ่ริเวณต าแหน่งท่ี 160-213  
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Genetics Home Reference, NIH (https://ghr.nlm.nih.gov/gene/LHX4) 

 

บริเวณ LIM1 และ LIM2 domain จะเป็นบริเวณท่ีมีกรดอะมิโนซิสเทอีน (cysteine) เยอะซ่ึงจะไป

สร้างพันธะกับ zinc atoms อีกทั้ งยงัเป็นบริเวณอนุรักษ์อีกด้วย (ข้อมูลจาก National Center for 

Biotechnology Information; NCBI)  

 

 

รูปท่ี 3 ต าแหน่งของยนี LHX4 บนโครโมโซมท่ี 1 
 

การศึกษาในหนูพบการแสดงออกของยีน LHX4 ในการพฒันาสมองส่วนหลงั (hindbrain) 

เซรีบรัลคอร์เทกซ์ (cerebral cortex) ต่อมใต้สมอง (pituitary gland) และไขสันหลัง (spinal cord) 

โปรตีน LHX4 มีโครงสร้างท่ีคล้ายคลึงกบัโปรตีน LHX3 โปรตีนทั้งสองชนิดน้ีมีบทบาทหน้าท่ี 

ทบัซ้อนกนัแต่มีรูปแบบการแสดงออกท่ีแตกต่างกนั โดยในช่วงท่ีเอ็มบริโอมีอายุประมาณ 9.5 วนั 

(E9.5)โปรตีน LHX3 และ LHX4 จะมีการแสดงออกตลอดในช่วงของการพฒันา Rathke’s pouch 

แต่ในช่วงท่ีเอม็บริโอมีอายุประมาณ 12.5 วนั (E12.5) การแสดงออกของโปรตีน LHX4 จะถูกจ ากดั

ไว้ส าหรับการพัฒนาต่อมใต้สมองส่วนหน้าในอนาคต ในขณะท่ีโปรตีน  LHX3 ย ังคงมี 

การแสดงออกตลอด และในช่วงท่ีเอ็มบริโอมีอายุประมาณ 12.5 วนั (E12.5) การแสดงออกของ

โปรตีน  LHX4 จะลดลง ในขณะท่ีโปรตีน  LHX3 ย ังคงมีการแสดงออกอย่างสม ่ าเสมอ  

ในต่อมใต้สมองท่ีมีการพัฒนาสมบูรณ์แล้วจะพบการแสดงออกของโปรตีน LHX3 มากกว่า 

โปรตีน LHX4(10) การศึกษาการท างานของยนี LHX3 และ LHX4 ในหนู พบวา่หนูท่ีมีจีโนไทป์แบบ 

LHX4-/- จะมีการพฒันาของ Rathke’s pouch ท่ีสมบูรณ์ แต่ต่อมใตส้มองส่วนหน้าจะมีการพฒันาท่ี

ไม่สมบูรณ์โดยจะมีจ านวนเซลล์ลดลง ในขณะท่ีหนูท่ีมีจีโนไทป์แบบ LHX3-/- ต่อมใตส้มองส่วน

หน้าจะมีเซลล์ครบทั้ง 5 ชนิด ส่วนหนูท่ีมีจีโนไทป์แบบ LHX4-/- และ LHX3-/- จะสามารถพฒันา 

Rathke’s pouch ไดเ้ฉพาะในระยะเร่ิมตน้เท่านั้นและจะไม่สามารถพฒันาต่อได้ ในขณะท่ีหนูท่ีมี 

จีโนไทป์แบบ LHX4+/- หรือ LHX3+/- จะสามารถพฒันา Rathke’s pouch จนเป็น Rathke’s pouch ท่ี

สมบูรณ์ได้ จากการศึกษาน้ีพวกเขาได้ให้ระดบัความรุนแรงของจีโนไทป์ของหนูดังน้ี LHX3-/-

LHX4-/- > LHX3-/-LHX4+/- > LHX3-/- LHX4+/+ > LHX3+/-LHX4-/- > LHX3+/+LHX4-/- > LHX3+/-LHX4+/- 

https://ghr.nlm.nih.gov/gene/LHX4
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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การศึกษาน้ีแสดงให้เห็นว่ายีน LHX4 และ LHX3 มีหนา้ท่ีทบัซ้อนกนัแต่มีรูปแบบการแสดงออกท่ี

แตกต่างกนั และการมีอลัลีลท่ีปกติเพียงอลัลีลเดียวเพียงพอต่อการพฒันาของ Rathke’s pouch จน

เป็น Rathke’s pouch ท่ีสมบูรณ์ได้(10) 

นอกจากน้ียีน LHX4 ยงัสามารถควบคุมการแสดงออกของยีน POU1F1, GH1, PRL,  

alpha-GSU, FSHB และ TSHB ได้อีกด้วย ซ่ึงยีน POU1F1 เป็นยีนท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการพฒันา

ของเซลล ์thyrotroph, lactotroph และ somatotroph เพื่อไปท าหนา้ท่ีในการผลิต TSH, PRL และ GH 

ตามล าดบั(1-5, 11, 12) ความผิดปกติท่ีพบในยีน LHX4 ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัโรค CPHD จะมีลกัษณะ 

การถ่ายทอดทางพนัธุกรรมแบบ autosomal dominant และ autosomal recessive ผูป่้วยจะมีส่วนสูง

ท่ีต ่ากว่าเกณฑ์มาตรฐานและมีภาวะพร่อง GH, PRL, TSH, LH, FSH และ/หรือ ACTH นอกจากน้ี

ยงัพบความผิดปกติของต่อมใต้สมองด้วย เช่น ต่อมใต้สมองส่วนหน้ามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์  

ต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยูใ่นต าแหน่งท่ีผิดปกติ เซลลาเทอร์ซิกา (sella turcica) มีขนาดเล็กกวา่ปกติ

หรือมีการพฒันาท่ีไม่สมบูรณ์ พบรอยโรคซีเอ็ม (chiari malformation; CM) หรืออาจพบซีสต์ท่ี 

ต่อมใตส้มอง(1, 5-7) 

 

งานวจัิยทีเ่กี่ยวข้องกบัความผดิปกติของยนี LHX4 ทีสั่มพนัธ์กบัโรค CPHD 
ปี ค.ศ. 2001 Machinis และคณะพบผูป่้วยครอบครัวแรกท่ีป่วยเป็นโรค CPHD และมีความ

ผิดปกติในยีน LHX4 โดยผู ้ป่วยเป็นพี่น้องเพศชายและหญิงสองคนท่ีเกิดจากพ่อและแม่ท่ี มี
ความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ ผูป่้วยทั้งสองคนมีภาวะพร่อง GH, TSH และ ATCH ผลจากการท า 
MRI พบว่าต่อมใตส้มองส่วนหน้ามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ ต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยู่ในต าแหน่ง 
ท่ีผิดปกติ เซลลาเทอร์ซิกามีขนาดเล็กกวา่ปกติ และพบรอยโรคซีเอ็ม เม่ือตรวจสอบความผิดปกติ
ทางพนัธุกรรมพบความผิดปกติในยีน LHX4 ชนิด c.607-1G>C ใน intron 4 บริเวณ splice sites  
ซ่ึงไดรั้บการถ่ายทอดมาจากแม่และตาของพวกเขา โดยแม่ของพวกเขาสูง 148 เซนติเมตร ผล MRI 
พบวา่ต่อมใตส้มองส่วนหน้ามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์และเซลลาเทอร์ซิกามีขนาดเล็ก ส่วนตาของ
พวกเขาสูง 150 เซนติเมตร ผล MRI พบว่าเซลลาเทอร์ซิกามีขนาดเล็กเช่นกัน การศึกษาแบบ 
in vitro expression  พบว่าความผิดปกติในยีน LHX4 ชนิด c.607-1G>C ท าให้ขบวนการ spicing 
ของ RNA และการสังเคราะห์โปรตีนมีความผิดปกติโดยบางส่วนของโปรตีนเกิดการขาดหายไป
ส่งผลใหเ้กิดโรค CPHD(8) 
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ปี ค.ศ.2007 Tajima และคณะรายงานการพบผู ้ป่วยชาวญ่ี ปุ่นเพศหญิงคนหน่ึงท่ีเป็น 
โรค CPHD ซ่ึงเกิดจากพ่อและแม่ท่ีไม่มีความสัมพันธ์ทางเครือญาติ ผูป่้วยมีความผิดปกติใน 
ยีน LHX4 แบบ heterozygous missense mutation โดยพบการเปล่ียนแปลงชนิด p.P366T (ถ้าใช้
ฐานขอ้มูลใหม่จะเป็น p.P389T) ใน exon 6 การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีท าให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 
366 เปล่ียนจากโพรลีน (proline) เป็นทรีโอนีน (threonine) ซ่ึงไม่พบการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีในพ่อ

และแม่ของผูป่้วย (de novo mutation) ผูป่้วยมีภาวะพร่อง GH, PRL, TSH, LH, FSH และ ACTH 
นอกจากน้ีผล MRI ยงัพบการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ของต่อมใตส้มองส่วนหนา้ ต่อมใตส้มองส่วนหลงั
อยูใ่นต าแหน่งท่ีผดิปกติ เซลลาเทอร์ซิกามีการพฒันาท่ีไม่สมบูรณ์ และพบรอยโรคซีเอม็อีกดว้ย(13) 

 ปี  ค.ศ.2008 Pfaffle และคณะได้รายงานผลการศึกษาในกลุ่มผู ้ป่วยจ านวน 253 คน 
จาก 245 ครอบครัวท่ีมีภาวะพร่องของ GH และฮอร์โมนชนิดอ่ืนท่ีผลิตจากต่อมใตส้มองอยา่งนอ้ย
หน่ึงชนิด จากการศึกษาน้ีท าให้พบความผิดปกติในยีน LHX4 แบบ heterozygous missense 
mutation ชนิดใหม่ทั้ งหมด 3 ชนิด ได้แ ก่  p.R84C, p.L190R และ p.A210P ในผู ้ป่ วย ท่ี ไม่ มี
ความสัมพนัธ์กนัสามครอบครัว คือ 
1. ครอบครัวท่ี 1 เป็นครอบครัวชาวสวิส (Swiss) ผูป่้วยเป็นพี่น้องเพศหญิงสองคนท่ีเกิดจากพ่อ

และแม่ท่ีไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ ผูป่้วยคนท่ีหน่ึงเป็นพี่สาวมีภาวะพร่อง GH, TSH, 
LH, FSH และ ACTH ส่วนผูป่้วยคนท่ีสองเป็นนอ้งสาวมีภาวะพร่อง GH และ TSH ผลจากการ
ท า MRI ของทั้งสองคนพบว่าต่อมใตส้มองส่วนหน้ามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์และพบซีสต์ท่ี
ต่อมใต้สมอง ในขณะท่ีพ่อของผูป่้วยมีภาวะพร่อง GH เม่ือตรวจสอบความผิดปกติทาง
พัน ธุกรรมพบความผิดปกติในยีน  LHX4 ชนิด  p.A210P (c.628G>C) ทั้ งส ามคน  การ
เปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดบริเวณ homeodomain ซ่ึงเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดับเบสท่ี
ต าแหน่ง 628 โดยเปล่ียนจากกวันีน (guanine) เป็นไซโตซีน (cytosine) ส่งผลให้กรดอะมิโนท่ี
ต าแหน่ง 210 เปล่ียนจากอะลานีน (alanine) เป็นโปรลีน (proline)  

2. ครอบครัวท่ี 2 เป็นชาวมาซิโดเนีย (Macedonian) ผูป่้วยเป็นเพศชายท่ีเกิดจากพ่อและแม่ท่ีไม่มี
ความสัมพันธ์ทางเครือญาติ ผู ้ป่วยมีภาวะพร่อง GH, TSH, LH และ FSH ผล MRI พบว่า 
ต่อมใต้สมองส่วนหน้ามีขนาดเล็กและต่อมใต้สมองส่วนหลังอยู่ในต าแหน่งท่ีผิดปกติ  
เม่ือตรวจสอบความผิดปกติทางพนัธุกรรมพบว่ายีน LHX4 มีการเปล่ียนแปลงชนิด p.R84C 
(c.250C>T) ซ่ึงเกิดข้ึนระหว่าง LIM1 และ LIM2 domain การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดจาก 
การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสท่ีต าแหน่ง 250 โดยเปล่ียนจากไซโตซีน (cytosine) เป็นไทมีน 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99
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(thymine) ส่งผลให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 84 เปล่ียนจากอาร์จินีน (arginine) เป็นซิสเทอีน 
(cysteine) ไม่พบการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีในพอ่และแม่ของผูป่้วย (de novo mutation) 

3. ครอบครัวท่ี 3 ผูป่้วยเป็นเพศหญิงท่ี เกิดจากพ่อและแม่ท่ีไม่มีความสัมพันธ์ทางเครือญาติ  
พบภาวะพร่อง GH, TSH และ ACTH ในผูป่้วย ผล MRI แสดงให้เห็นว่าผูป่้วยมีขนาดของ 
ต่อมใต้สมองส่วนหน้าเล็กกว่าปกติและต่อมใต้สมองส่วนหลังอยู่ในต าแหน่งท่ีผิดปกติ 

นอกจากน้ียงัพบการเปล่ียนแปลงชนิด p.L190R (c.569T>G) บริเวณ homeodomain ของ 
ยีน LHX4 โดยการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีส่งผลให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 190 เปล่ียนจากลูซีน 
(leucine) เป็นอาร์จินีน (arginine) ซ่ึงเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสท่ีต าแหน่ง 
569 จากเบสไทมีน (thymine) เปล่ียนเป็นเบสกวันีน (guanine) ไม่พบขอ้มูลทางพนัธุกรรมของ
พอ่และแม่ผูป่้วย 

จากข้อมูลเบ้ืองต้น Pfaffle และคณะได้ศึกษาการท างานของยีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงทั้ ง 

3 ชนิด โดยท าการทดสอบ transcription activity ของยีน LHX4 ต่อโปรโมเตอร์ของยีน alpha-GSU, 

TSHB และ PIT1 (POU1F1) ซ่ึงเป็น downstream gene ของยีน LHX4 ท าการศึกษาในเซลล์สอง

ช นิ ด  คื อ  mouse pituitary GHFT1 cells และ  human embryonic kidney 293T cells (HEK293T 

cells) ผลการศึกษาพบวา่การเปล่ียนแปลงชนิด p.R84C สามารถกระตุน้การท างานของโปรโมเตอร์

ดังกล่าวได้น้อยลง ส่วนการเป ล่ียนแปลงชนิด p.L190R และ p.A210P ไม่สามารถกระตุ้น 

การท างานของโปรโมเตอร์ดงักล่าวได้ จากการศึกษาน้ีพวกเขาได้ตั้งขอ้สังเกตว่าผูป่้วยท่ีมีความ

ผิดปกติของยีน LHX4 ทั้งหมดจะมีการเจริญของต่อมใตส้มองท่ีผิดปกติและมีภาวะพร่องฮอร์โมน 

โดยผูป่้วยทั้งหมดของพวกเขาไม่พบรอยโรคซีเอม็ซ่ึงแตกต่างจากการรายงานก่อนหนา้น้ี ขอ้มูลจาก

การศึกษาน้ีช่วยเพิ่มความเข้าใจเก่ียวกับกลไกท่ี เก่ียวข้องกับการพัฒนาต่อมใต้สมองและ 

โรคต่อมใต้สมอง ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อการวินิจฉัยโรคและการให้ค  าปรึกษาทางพนัธุกรรม  

ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีสรุปว่าการเปล่ียนแปลงทั้ง 3 ชนิดท่ีพบในยีน LHX4 คือ p.R84C, p.L190R 

และ p.A210P ท าให้ยีน LHX4 ท  างานผิดปกติส่งผลกระทบต่อการพฒันาของต่อมใต้สมองและ 

ท าใหเ้กิดโรค CPHD ในท่ีสุด(14) 

ในปีเดียวกนัน้ี Castinetti และคณะได้รายการผลการศึกษาในกลุ่มผูป่้วยจ านวน 136 คน 

จาก 133 ครอบครัวท่ีมีภาวะบกพร่องในการหลัง่ฮอร์โมนจากต่อมใตส้มองแต่ก าเนิด (congenital 

hypopituitarism; CH) และมีความผดิปกติท่ีโครงสร้างสมอง กา้นของต่อมใตส้มอง (pituitary stalk) 

หรือต่อมใต้สมองส่วนหลัง ผลการศึกษาพบความผิดปกติในยีน LHX4 ทั้ งหมด 3 ชนิด ได้แก่  

https://th.wikipedia.org/wiki/Arginine
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/Arginine
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การเปล่ียนแปลงชนิด p.T99fs (p.T99fs53*), p.T90M และ p.G370S จากนั้นได้ท าการศึกษาการ

ท างานของยีน LHX4 ท่ีมีความผิดปกติน้ีใน human heterologous HeLa cells โดยท าการทดสอบกบั 

โปรโมเตอร์ของยีน PRL, GH และ POU1F1 ผลการศึกษาพบว่า p.T90M และ p.G370S เป็นเพียง 

polymorphisms ส่วน p.T99fs53* เป็นการเปล่ียนแปลงชนิดใหม่ของยีน LHX4 ท่ีสัมพนัธ์กบัภาวะ

บกพร่องในการหลัง่ฮอร์โมนจากต่อมใตส้มองแต่ก าเนิด โดยการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีพบในผูป่้วย

ทารกเพศชาย น้องชาย และพ่อของผูป่้วย พ่อและแม่ของผูป่้วยไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ 

ผลการตรวจวดัระดบัฮอร์โมนพบว่าผูป่้วยและน้องชายมีภาวะพร่อง GH และ TSH ส่วนพ่อของ

ผูป่้วยมีภาวะพร่อง GH, LH และ FSH ผลจากการท า MRI พบว่าผูป่้วยมีเซลลาเทอร์ซิกาท่ีพฒันา 

ไม่สมบูรณ์ ต่อมใตส้มองมีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ กา้นของต่อมใตส้มองบาง ไม่พบต่อมใตส้มอง

ส่วนหลัง และพบความผิดปกติคอร์ปัสแคลโลซัม  (corpus callosum) ซ่ึงเป็นตัวเช่ือมระหว่าง 

เซรีบรัมซีกซ้ายและซีกขวา ผล MRI ของนอ้งชายผูป่้วยแสดงใหเ้ห็นถึงการพฒันาท่ีไม่สมบูรณ์ของ 

ต่อมใตส้มองและเซลลาเทอร์ซิกา ส่วนผล MRI ของพ่อผูป่้วยพบเพียงความผิดปกติของการเจริญ

ของต่อมใต้สมอง การเป ล่ียนแปลงชนิด p.T99fs53* (c.293_294 InsC) เป็น  heterozygous 

frameshift mutation ท่ีเกิดข้ึนบริเวณ LIM2 domain ของยีน LHX4 โดยการเปล่ียนแปลงน้ีเกิดจาก

การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสโดยมีการเพิ่มเขา้มาของเบสไซโตซีน (cytosine) ระหวา่งต าแหน่งท่ี 

293 และ 294 ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนเฟรม (frameshift) เร่ิมท่ีต าแหน่งท่ี 99 และเกิดต าแหน่งหยุด

ก่อนก าหนด (premature stop codon) โดยกรดอะมิโนจะหายไป 53 ตวั ท าใหโ้ปรตีนท่ีสังเคราะห์ได ้

มีขนาดสั้ นกว่าปกติ ส่งผลให้โปรตีนท างานผิดปกติและท าให้เกิดโรค จากการศึกษาคร้ังน้ีและ 

การรายงานก่อนหนา้น้ี Castinetti และคณะพบวา่ผูป่้วยทุกรายท่ีมีอายุน้อยและมีความผิดปกติของ

ยีน LHX4 จะพบการพฒันาท่ีไม่สมบูรณ์ของเซลลาเทอร์ซิกา ส่วนการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ของ 

ต่อมใตส้มองถูกพบเพียงบางรายเท่านั้น ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีช่วยยืนยนัว่าการเกิดโรค CPHD  

ท่ีสัมพนัธ์กับยีน LHX4 จะมีลักษณะการถ่ายทอดแบบ autosomal dominant การศึกษาคร้ังน้ีพบ

ความผิดปกติในยีน LHX4 น้อยกว่าร้อยละ 1 ในกลุ่มผูป่้วย 136 คน และพบการเปล่ียนแปลงชนิด

ใหม่หน่ึงชนิด คือ p.T99fs53* ในยนี LHX4 ท่ีสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค CPHD(15) 

ปี ค.ศ.2010 Tajima และคณะได้รายงานความผิดปกติในยีน LHX4 ชนิดใหม่ในผูป่้วย 
เพศชายชาวญ่ีปุ่นคนหน่ึงท่ีเป็นโรค CPHD ท่ีเกิดจากพ่อและแม่ท่ีไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ 
ผู ้ป่ วยมีภาวะพร่อง GH, TSH, LH, FSH และ  ACTH ผล MRI พบว่าต่อมใต้สมองส่วนหน้า 
มีขนาดเล็ก ต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยู่ในบริเวณท่ีผิดปกติ และพบรอยโรคซีเอ็ม เม่ือตรวจสอบ
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ความผิดปกติทางพนัธุกรรมพบความผิดปกติในยีน LHX4 แบบ heterozygous missense mutation 
ชนิด p.V101A (c.302T>C) ใน exon 3 ซ่ึงอยู่บน LIM2 domain การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดจาก 
การเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสท่ีต าแหน่ง 302 จากเบสไทมีน (thymine) เปล่ียนเป็นเบสไซโตซีน 
(cytosine) ส่งผลใหเ้กิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 101 จากวารีน (valine) เป็นอะลานีน 
(alanine) จากนั้นไดศึ้กษาการท างานของยนี LHX4 ท่ีมีความผิดปกติน้ีใน HEK293 cells โดยท าการ

ทดสอบกับโปรโมเตอร์ของยีน POU1F1 และ FSHB ซ่ึงผลการศึกษาพบว่ายีน LHX4 ท่ีมีความ
ผดิปกติของการเปล่ียนแปลงชนิด p.V101A ไม่สามารถกระตุน้การท างานของโปรโมเตอร์ดงักล่าว
ได้ Tajima และคณะไดศึ้กษาขอ้มูลเก่ียวกบัผูป่้วย CPHD ท่ีมีความผิดปกติของยีน LHX4 ทั้งหมด 
พวกเขาพบวา่มีผูป่้วยทั้งหมด 12 คน แบ่งออกเป็นแบบ familial cases จ  านวน 9 คน (3 ครอบครัว) 
และแบบ sporadic cases จ  านวน 3 คน โดยผู ้ป่วยจ านวน 9 คนมีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ของ 
ต่อมใต้สมองส่วนหน้าหรือต่อมใต้สมองส่วนหน้ามีขนาดเล็ก ซ่ึงมีลักษณะเหมือนผู ้ป่วย 
ของพวกเขา นอกจากน้ียงัพบว่าผูป่้วยจ านวน 5 คนมีการพฒันาของเซลลาเทอร์ซิกาท่ีไม่สมบูรณ์ 
ในขณะเดียวกนัมีผูป่้วยจ านวน 5 คนท่ีมีการพฒันาของเซลลาเทอร์ซิกาปกติ ส่วนผูป่้วยอีก 2 คน 
ไม่พบขอ้มูลการท า MRI จากการศึกษาคร้ังน้ีสรุปว่าความผิดปกติของยีน LHX4 ชนิด p.V101A 
เป็นการเปล่ียนแปลงชนิดใหม่ท่ีท าใหเ้กิดโรค CPHD และความรู้ท่ีไดจ้ากการศึกษาน้ีช่วยเพิ่มความ
เข้าใจ เก่ี ยวกับ  clinical phenotypes และการท างานของยีน  LHX4 ระหว่างการพัฒนาของ 
ต่อมใตส้มอง(16) 

ในปีเดียวกนัน้ี Dateki และคณะไดท้  าการศึกษากลุ่มผูป่้วย CPHD ชาวญ่ีปุ่นจ านวน 71 คน 
แบ่งเป็นเพศชาย 39 คน และเพศหญิง 32 คน โดยท าการทดสอบทางพนัธุกรรมเพื่อหาความผดิปกติ
ในยีน ท่ีสั มพัน ธ์กับ โรค  CPHD ได้แ ก่  POU1F1, PROP1, HESX1, LHX3, LHX4 และ  SOX3  
ผลการศึกษาพบความผิดปกติบริเวณยนี LHX4 แบบ heterozygous microdeletion ขนาด 522,009 bp 
ซ่ึงเป็นการเปล่ียนแปลงชนิดใหม่ อีกทั้งไม่พบการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีในพ่อและแม่ของผูป่้วย 
(de novo mutation) ท่ีไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ นอกจากความผิดปกติน้ีจะส่งผลกระทบต่อ
ยีน LHX4 แลว้ยงัพบวา่ความผิดปกติน้ีส่งผลกระทบต่อยีน CEP350, QSOX1 และ ACBD6 อีกดว้ย 
ผู ้ป่วยท่ี มีความผิดปกติทางพันธุกรรมดังกล่าวมีภาวะพร่อง GH, TSH, PRL, LH และ FSH  
ผลจากการท า MRI พบว่าต่อมใตส้มองส่วนหน้ามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ ต่อมใตส้มองส่วนหลงั 
อยู่ในบริเวณท่ีผิดปกติ และเซลลาเทอร์ซิกามีการพัฒนาท่ีไม่สมบูรณ์ ซ่ึงมีลักษณะทางคลินิก 
ท่ีเหมือนกบัผูป่้วยท่ีเคยรายงานมาก่อนหนา้น้ี นอกจากความผดิปกติของยนีดงักล่าวแลว้การศึกษาน้ี

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99
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ย ังพบการเป ล่ียนแปลงชนิดใหม่ทั้ งหมด 5 ชนิด ใน 3 ยีน  ได้แ ก่  p.T63M และ  p.A322T  
ใน ยีน  LHX3, p.V201I และ  p.H387P ใน ยีน  LHX4 แ ล ะ  p.V53L ใน ยีน  SOX3 พ วก เข าได้
ท าการศึกษาการท างานของยีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงชนิด p.V201I และ p.H387P ใน COS1 
cells โดยท าการทดสอบกบัโปรโมเตอร์ของยีน POU1F1 ผลจากการศึกษาพบวา่การเปล่ียนแปลง
ทั้งสองชนิดสามารถกระตุน้การท างานของโปรโมเตอร์ POU1F1 ไดต้ามปกติ โดยพวกเขาอธิบาย

ว่าผลการศึกษาอาจเปล่ียนแปลงได้ข้ึนอยู่กับชนิดของโปรโมเตอร์และชนิดของเซลล์ท่ีใช้ 
ในการศึกษา กล่าวโดยสรุป Dateki และคณะพบความผิดปกติของยีน LHX4 ชนิดใหม่ คือ de novo 
heterozygous microdeletion ขนาด 522,009 bp ท่ีสัมพันธ์กับการเกิดโรค CPHD ในผู ้ป่วยซ่ึงมี
ลกัษณะทางคลินิกท่ีเหมือนกบัผูป่้วยท่ีเคยรายงานมาก่อนหนา้น้ี(17) 

ปี ค.ศ.2012 Filges และคณะรายงานการพบผู ้ป่วยทารกเพศหญิงรายหน่ึงท่ีป่วยเป็น 
โรค panhypopituitarism (CPHD) ร่วมกับภาวะหัวใจล้ม เหลว ผู ้ป่ วย เกิดจากพ่ อแม่ ท่ี ไม่ มี
ความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ ผลจากการตรวจวดัระดับฮอร์โมนพบว่าผูป่้วยพร่องฮอร์โมนจาก 
ต่อมใต้สมองทั้ งหมด ผล MRI พบความผิดปกติของต่อมใต้สมองโดยเกิดการหายไปของ 
ต่อมใตส้มองส่วนหนา้และอินฟันดิบูลมั (infundibulum) นอกจากน้ียงัพบวา่ต่อมใตส้มองส่วนหลงั
อยู่ในบริเวณท่ีผิดปกติ และมีการพัฒนาของเซลลาเทอร์ซิกาท่ีไม่สมบูรณ์  เม่ือตรวจสอบ 
ความผิดปกติทางพนัธุกรรมด้วยเทคนิค array CGH พบความผิดปกติบนโครโมโซมท่ีต าแหน่ง 
1q25 แบบ microdeletion ขนาด 1.5 megabases ซ่ึงไดรั้บการถ่ายทอดมาจากแม่ท่ีมีสุขภาพแข็งแรง 
ความผิดปกติทางพนัธุกรรมท่ีพบน้ีส่งผลกระทบต่อยีนอย่างน้อย 13 ยีนซ่ึงรวมถึงยีน LHX4 ดว้ย 
การรายงานน้ีเป็นอีกขอ้มูลหน่ึงท่ียืนยนัเก่ียวกบัทฤษฎี haploinsufficiency และ variable penetrance 
ของยนี LHX4(18) 

ในปีเดียวกันน้ี Takagi และคณะรายงานการพบความผิดปกติของการเปล่ียนแปลง 
ชนิดใหม่ 2 ชนิดในยีน LHX4 จากการศึกษาในกลุ่มผูป่้วยชาวญ่ีปุ่นจ านวน 91 คนท่ีมีภาวะบกพร่อง
ในการหลั่งฮอร์โมนจากต่อมใต้สมองแต่ก าเนิด โดยประกอบด้วยผูป่้วย 2 กลุ่ม คือ กลุ่มผูป่้วย 
โรค IGHD จ านวน 14 คน และกลุ่มผู ้ป่วยโรค MPHD หรือ CPHD จ านวน 77 คน  โดยผู ้ป่วย
ทั้งหมดมีภาวะพร่อง GH และมีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ของต่อมใตส้มองส่วนหนา้ Takagi และคณะ
ท าการศึกษาโดยตรวจสอบความผิดปกติทางพนัธุกรรมในยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดภาวะบกพร่อง
ในการหลัง่ฮอร์โมนจากต่อมใตส้มองแต่ก าเนิด ได้แก่ POU1F1, PROP1, HESX1, LHX3, LHX4, 
SOX2 , SOX3 , OTX2  และ  GLI2  ผลการศึกษาค ร้ัง น้ีพบการเป ล่ียนแปลงทั้ งหมด  3 ชนิด  
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แบบ heterozygous mutationได้แก่ p.R271W (c.811C>T) ซ่ึงเป็นการเปล่ียนแปลงท่ีเคยมีการ
รายงานมาก่อนหน้าน้ีและพบไดท้ัว่ไปในยีน POU1F1 ส่วนอีก 2 ชนิดเป็นการเปล่ียนแปลงชนิด
ใหม่ในยนี LHX4 มีรายละเอียดดงัน้ี 
1. การเปล่ียนแปลงชนิดท่ีหน่ึง คือ c.249-1G>A เกิดข้ึนบริเวณ intron คาดว่าการเปล่ียนแปลง

ชนิดน้ีส่งผลให้เกิด exon skipping ท  าให้ไดโ้ปรตีนท่ีผิดปกติ ผูป่้วยท่ีพบความผิดปกติน้ีเป็น

เพศหญิงป่วยเป็นโรค IGHD ต่อมใต้สมองส่วนหน้ามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ ก้านของ 
ต่อมใตส้มองบาง ต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยูใ่นบริเวณท่ีผิดปกติ พบภาวะพร่อง GH และพบวา่
ระดับของ ACTH ค่อยๆ ลดลงตามอายุท่ี เพิ่ม ข้ึน  ความผิดปกติทางพันธุกรรมน้ีได้รับ 
การถ่ายทอดมาจากพ่อของผูป่้วยท่ีมีสุขภาพดี อีกทั้งยงัพบในพี่สาวและพี่ชายของผูป่้วยท่ีมี 
สุขภาพดีดว้ย พอ่และแม่ของผูป่้วยไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ 

2. การเปล่ียนแปลงชนิดท่ีสอง คือ c.223G>A (p.V75I) เกิดข้ึนบริเวณ LIM1 domain ของยีน 
LHX4 การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดับเบสท่ีต าแหน่ง 223 โดย
เปล่ียนจากกวันีน (guanine) เป็นอะดีนีน (adenine) ส่งผลให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 75 เปล่ียน
จากวารีน (valine) เป็นไอโซลูซีน (isoleucine) การเปล่ียนแปลงน้ีพบในผูป่้วยเพศชายท่ีมีภาวะ
พร่อง GH, TSH, LH และ FSH ผลจากการท า MRI พบว่าต่อมใตส้มองส่วนหน้ามีการเจริญ 
ท่ีไม่สมบูรณ์ ก้านของต่อมใต้สมองบาง เซลลาเทอร์ซิกามีการพัฒนาท่ีไม่สมบูรณ์ และ 
ต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยูใ่นบริเวณท่ีผิดปกติ การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีไดรั้บการถ่ายทอดมาจาก
พอ่ของผูป่้วยท่ีมีสุขภาพแขง็แรง พอ่และแม่ของผูป่้วยไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ 

Takagi และคณะไดศึ้กษาการท างานของยีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงชนิด p.V75I ใน COS7 cells 
และ GH3 cells โดยท าการทดสอบกบัโปรโมเตอร์ของยีน POU1F1 และ alpha-GSU พบวา่ p.V75I 
สามารถกระตุ้นการท างานของโปรโมเตอร์ดังกล่าวได้น้อยลงเม่ือเปรียบเทียบกับ LHX4 ชนิด  
wild type การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาแรกท่ีรายงานความผิดปกติของยีน LHX4 ท่ีสัมพนัธ์กบัภาวะ
พร่อง ACTH ท่ีเร่ิมช้ากว่าปกติในผูป่้วยท่ีมีภาวะบกพร่องในการหลัง่ฮอร์โมนจากต่อมใตส้มอง 
แต่ก าเนิด Takagi และคณะได้อธิบายว่า haploinsufficiency เป็นกลไกเบ้ืองหลังท่ีท าให้ เกิด 
การสูญเสียการท างานท่ีต่างกนัของการเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนในยนี LHX4(19) 

ปี  ค .ศ . 2015 Rochette และคณะศึกษาความผิดปกติของยีน  LHX4 ในก ลุ่มผู ้ป่ วย 
จ านวน 321 คนท่ีเป็นโรค CPHD ผลการศึกษาพบความผิดปกติของยีน LHX4 แบบ heterozygous 
missense mutation ในผูป่้วย 5 ครอบครัว โดยพบการเปล่ียนแปลงทั้งหมด 4 ชนิด ไดแ้ก่ p.W204X, 

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%84%E0%B8%AD%E0%B9%82%E0%B8%8B%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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p.delK242, p.N271S และ p.Q346R จากนั้นไดศึ้กษาการท างานของยีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลง
ทั้ง 4 ชนิดน้ีใน HEK293T cells โดยท าการทดสอบกบัโปรโมเตอร์ของยนี PRL, TSHB, alpha-GSU 
และ POU1F1 ผลการศึกษาพบว่า p.delK242, p.N271S และ p.Q346R สามารถกระตุน้การท างาน
ของโปรโมเตอร์ดังกล่าวได้ตามปกติ ในขณะท่ี p.W204X ไม่สามารถกระตุ้นการท างานของ 
โปรโมเตอร์ดงักล่าวได้ ประกอบกบัผลการท า western blot, EMSA และ in silico analysis ให้ผล

ไปในทางเดียวกนัจึงสรุปวา่ p.delK242, p.N271S และ p.Q346R เป็นเพียง polymorphism ในขณะท่ี
การ เป ล่ี ยนแปลงช นิ ด  p.W204X ซ่ึ ง เกิ ด ข้ึนบ ริ เวณ  homeodomain domain ของยีน  LHX4  
มีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค CPHD โดยการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีจะท าให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 
204 เปล่ียนจากทริปโตแฟน (tryptophan) เป็นรหัสหยุด ส่งผลให้โปรตีนมีขนาดสั้ นกว่าปกติ 
สูญเสียการท างานและท าให้เกิดโรคในท่ีสุด การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีพบในผูป่้วยท่ีมีภาวะพร่อง 
GH, TSH และ ACTH โดยภาวะพร่อง GH และ TSH ถูกตรวจพบเม่ือผูป่้วยอายุ 2 ปี ส่วนภาวะ
พร่อง ACTH ถูกตรวจพบเม่ือผูป่้วยอายุ 9 ปี นอกจากน้ีผล MRI ยงัพบการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ของ
ต่อมใต้สมองส่วนหน้า ต่อมใต้สมองส่วนหลังอยู่ในต าแหน่งท่ีผิดปกติ และไม่พบก้านของ 
ต่อมใตส้มอง ไม่พบขอ้มูลทางพนัธุกรรมของพ่อและแม่ผูป่้วยท่ีมีสุขภาพดี การศึกษาน้ีท าให้พบ
ความผิดปกติของยีน LHX4 ชนิด p.W204X ท่ีเป็นการเปล่ียนแปลงชนิดใหม่ท่ีมีความสัมพนัธ์กบั
การเกิดโรค CPHD และภาวะพร่อง ACTH ท่ีเร่ิมช้ากว่าปกติ ซ่ึงเป็นการขยายลกัษณะทางคลินิก
ของผูป่้วยท่ีมีความผดิปกติของยนี LHX4(20) 

ในปีเดียวกันน้ี Gregory และคณะได้รายงานความผิดปกติของการเปล่ียนแปลงชนิด 
p.T126M ในยีน LHX4 ซ่ึงเป็นการเปล่ียนแปลงชนิดใหม่และชนิดแรกท่ีเป็นแบบ homozygous 
missense mutation และมีความสัมพนัธ์กับการเกิดโรค CPHD จากการศึกษาความผิดปกติของ 
ยีน LHX4 ในผูป่้วยโรค CPHD ท่ีไม่มีความสัมพันธ์กันจ านวน 97 คน การเปล่ียนแปลงชนิดน้ี
เกิดข้ึนบริเวณ LIM2 domain ผูป่้วยเป็นเด็กทารกแรกเกิดท่ีเป็นพี่น้องกัน 3 คนของครอบครัว 
ชาวปากีสถาน (Pakistani) ท่ีเกิดจากพ่อและแม่ท่ีไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ ทารกเพศหญิง 
ซ่ึงเป็นลูกคนท่ีหน่ึงเสียชีวติตอนอายุ 5 วนั ไม่มีขอ้มูลการตรวจวดัระดบัฮอร์โมน ไม่มีขอ้มูลการท า 
MRI และไม่มีขอ้มูลการตรวจหาความผิดปกติทางพนัธุกรรม ทารกเพศชายซ่ึงเป็นลูกคนท่ีสอง 
มีภาวะพร่อง ACTH และ TSH ผลการตรวจหาความผิดปกติทางพนัธุกรรมพบการเปล่ียนแปลง
ชนิด p.T126M (c.377C>T) ในยนี LHX4 การเปล่ียนแปลงน้ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบส
ท่ีต าแหน่ง 377 โดยเบสไซโตซีน (cytosine) เปล่ียนเป็นเบสไทมีน (thymine) ส่งผลให้กรดอะมิโน

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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ท่ีต  าแหน่ง 126 เปล่ียนจากทรีโอนีน (threonine) เป็นเมตไทโอนีน (methionine) ผลจากการท า MRI 
พบการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ของต่อมใตส้มองส่วนหน้า และต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยู่ในต าแหน่ง 
ท่ีผิดปกติ ทารกเพศชายซ่ึงเป็นลูกคนท่ีสามมีภาวะพร่อง ACTH, TSH, PRL และ GH ส่วนผลการ
ตรวจหาความผิดปกติทางพนัธุกรรมและผลจากการท า MRI ให้ผลเช่นเดียวกับพี่ชายของเขา 
นอกจากลกัษณะทางคลินิกท่ีกล่าวมาแลว้ผูป่้วยทั้ง 3 คนยงัมีความบกพร่องในระบบอวยัวะอ่ืนๆ อีก

ดว้ย ผูป่้วยทั้ง 3 คนเสียชีวติตั้งแต่สัปดาห์แรกหลงัจากคลอด  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Li และ
คณะท่ีพบว่าหนูท่ีมีความผิดปกติของยีน LHX4 แบบ homozygous mutation จะเสียชีวิตหลงัจากท่ี
คลอดไดไ้ม่นาน(21) นอกจากน้ียงัพบความผิดปกติของยีน LHX4 ชนิด p.T126M แบบ heterozygous 
missense mutation ในพ่อแม่และปู่ของผู ้ป่วยท่ี มี สุขภาพดีด้วย Gregory และคณะได้ศึกษา 
การท างานของยีน LHX4 ท่ีมีความผิดปกติน้ีใน HEK293T cells โดยท าการทดสอบกบัโปรโมเตอร์
ของยีน PRL และ alpha-GSU ผลการศึกษาพบว่าการเปล่ียนแปลงชนิด p.T126M สามารถกระตุน้
การท างานของโปรโมเตอร์ดังกล่าวได้ตามปกติเม่ือเปรียบเทียบกับ LHX4 ชนิด wild type โดย 
พวกเขาได้อธิบายว่าการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีอาจจะไม่ได้ส่งผลกระทบต่อโปรโมเตอร์ท่ีน ามา
ทดสอบแต่อาจจะส่งผลกระทบต่อโปรโมเตอร์ของยีนอ่ืน เช่น TSHB, PIT1 (POU1F1) และ FSHB 
กล่าวโดยสรุปการศึกษาน้ีพบความผิดปกติของยีน LHX4 ชนิดใหม่และชนิดแรกท่ีเป็นแบบ 
homozygous missense mutation ท่ีส่งผลให้ผูป่้วย CPHD ท่ีมีความผิดปกติน้ีเสียชีวิตหลงัจากคลอด
ไดไ้ม่นาน(22) 

นอกจากน้ีในปี ค.ศ. 2015 ยงัพบวา่มีการรายงานความถ่ีของความผิดปกติทางพนัธุกรรมท่ี
เป็นสาเหตุของโรค CPHD โดย De Rienzo และคณะอีกด้วย การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาแบบ
ยอ้นหลงัในกลุ่มผูป่้วยชาวอิตาลีจ านวน 144 คน แบ่งออกเป็นสองกลุ่ม คือ sporadic cases จ  านวน 
136 คน และ familial cases จ  านวน 8 คน ท าการศึกษาโดยการรวบรวมขอ้มูลลกัษณะทางคลินิก
ของผูป่้วยตั้งแต่ปี ค.ศ.2003 ถึงปี ค.ศ.2013 จากนั้นจดัแบ่งกลุ่มและท าการตรวจหาความผิดปกติ
ทางพนัธุกรรมในยีน PROP1, POU1F1, HESX1, LHX3 และ LHX4 ผลการศึกษาพบความผิดปกติ
ทางพนัธุกรรมในยีนดงักล่าวร้อยละ 2.9 ในกลุ่ม sporadic cases โดยพบความผดิปกติในยนี PROP1 
จ านวน 2 คน, POU1F1 และ HESX1 จ  านวนยีนละ 1 คน ส่วนกลุ่ม familial cases พบความผิดปกติ
ในยีน PROP1 จ านวน 1 คน  คิดเป็นร้อยละ 12 .5 นอกจากน้ีพวกเขายงัได้ศึกษาความถ่ีของ 
ความผิดปกติในยีนดงักล่าวท่ีสัมพนัธ์กบัโรค CPHD จากการรายงานก่อนหนา้น้ีดว้ย ผลการศึกษา
พบว่าความผิดปกติของยีนทั้ งหมดท่ีถูกตรวจพบในผู ้ป่วยโรค CPHD ในกลุ่ม sporadic cases  

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%95%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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คิดเป็นร้อยละ 11.2 (80 ใน 711 คน) และร้อยละ 63 (46 ใน 63 คน) ในกลุ่ม familial cases โดยพบ
ความผิดปกติในยีน PROP1 มากท่ีสุด รองลงมาคือ POU1F1, LHX4, LHX3 และ HESX1 ตามล าดบั  
ซ่ึงความผิดปกติของยีน LHX4 ท่ีพบในกลุ่ม sporadic case มีเพียงร้อยละ 0.5 (5 ใน 916 คน)  
ส่วนในกลุ่ม familial case พบร้อยละ 18.8 (3 ใน 16 คน)(23) 

ปี  ค.ศ. 2017 Cohen และคณะได้รายงานผลการศึกษาความผิดปกติทางพันธุกรรม 

ในยีน LHX4 ท่ีตรวจพบในกลุ่มผูป่้วยท่ีไม่มีความสัมพนัธ์กนัจ านวน 417 คน ท่ีมีภาวะบกพร่อง 
ในการหลัง่ฮอร์โมนจากต่อมใตส้มองแต่ก าเนิดร่วมกบัการมีต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยูใ่นต าแหน่ง 
ท่ีผิดปกติ และ/หรือมีความผิดปกติของเซลลาเทอร์ซิกา ผลการศึกษาพบว่ามีการเปล่ียนแปลง 
แบบ heterozygous mutation ในยีน LHX4 ทั้งหมด 7 ชนิด แบ่งออกเป็นการเปล่ียนแปลงใน intron 
จ านวน 1 ชนิด คือ c.606+1G>T และการเปล่ียนแปลงใน exon จ านวน 6 ชนิด ได้แก่ p.Tyr131* 
( p.Y131*), p.Arg48Thrfs*104 (p.R48Tfs*104), p.Ala65Val (p.A65V), p.Thr163Pro (p.T163P), 
p.Arg221Gln (p.R221Q), และ p.Arg235Gln (p.R235Q) จากนั้นศึกษาการท างานของยีน LHX4 ท่ีมี
การเปล่ียนแปลงใน exon ทั้ ง 6 ชนิดใน CHO cells โดยท าการทดสอบกับโปรโมเตอร์ของยีน 
POU1F1, GH และ  PRL พ บว่า  p.Tyr131*, p.Arg48Thrfs*104, p. Ala65Val, p.Thr163Pro และ 
p.Arg221Gln ไม่สามารถกระตุน้การท างานของโปรโมเตอร์ของยนี POU1F1 และ GH ได ้ในขณะ
ท่ี p.Arg235Gln สามารถกระตุ้นการท างานของโปรโมเตอร์ทั้ งสองชนิดได้ตามปกติ ส่วนการ
ทดสอบกับโปรโมเตอร์ของยีน PRL พบว่า p.Tyr131*, p.Arg48Thrfs*104 และ p.Thr163Pro  
ไม่สามารถกระตุ้นการท างานของโปรโมเตอร์ดังกล่าวได้ ในขณะท่ี p. Ala65Val, p.Arg221Gln 
และ p.Arg235Gln สามารถกระตุน้การท างานของโปรโมเตอร์ดงักล่าวไดต้ามปกติ นอกจากน้ียงัได้
ศึกษาต าแหน่งของโปรตีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงทั้ ง 6 ชนิดน้ี โดยพบว่า p. Ala65Val, 
p.Thr163Pro, p.Arg221Gln และ p.Arg235Gln อยู่ในนิวเคลียสเช่นเดียวกับโปรตีน LHX4 ชนิด 
wild type ในขณะท่ี p.Tyr131* และ p.Arg48Thrfs*104 ถูกพบในไซโตพลาสซึม ผลการศึกษาจาก
การท า in silico analysis และการทดสอบการท างานของยีน  LHX4 ท่ีผิดปกติสรุปได้ว่าความ
ผิ ด ป ก ติ ข อ ง ยี น  LHX4 ช นิ ด  p.Tyr131*, p.Arg48Thrfs*104, c.606+1G>T, p. Ala65Val, 
p.Thr163Pro และ p.Arg221Gln สัมพนัธ์กบัภาวะบกพร่องในการหลัง่ฮอร์โมนจากต่อมใตส้มอง 
แต่ก าเนิด ส่วน p.Arg235Gln น่าจะเป็น polymorphism ท่ีพบได้ยาก โดยความผิดปกติของ 
ยนี LHX4 แต่ละชนิดถูกพบในผูป่้วยดงัต่อไปน้ี 
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1. การเปล่ียนแปลงชนิด p.Ala65Val (c.194C>T) เกิดข้ึนบริเวณ LIM1 domain ของยีน LHX4  
การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสท่ีต าแหน่ง 194 โดยเปล่ียนจาก
เบสไซโตซีน (cytosine) เป็นเบสไทมีน (thymine) ส่งผลให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 65 เปล่ียน
จากอะลานีน (alanine) เป็นวารีน (valine) การเปล่ียนแปลงน้ีพบในผูป่้วยเพศชายท่ีป่วยเป็น 
โรค IGHD มีภาวะพร่อง GH และต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยูใ่นต าแหน่งท่ีผิดปกติ แม่ของผูป่้วย

มีความผิดปกติของยีน LHX4 เช่นเดียวกบัผูป่้วย แม่ของผูป่้วยสูง 149 เซนติเมตร (-1.8 SD ซ่ึง
ใกล้กับ -2 SD) และมีระดับ IGF1 ต ่า (110 ng/mL, ค่าปกติเท่ากับ 100-295) พ่อและแม่ของ
ผูป่้วยมีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ 

2. การเปล่ียนแปลงชนิด p.Thr163Pro (c.487A>C) เกิดข้ึนบริเวณ homeodomain ของยีน LHX4 
การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสท่ีต าแหน่ง 487 จากเบสอะดีนีน 
(adenine) เปล่ียนเป็นเบสไซโตซีน (cytosine) ส่งผลให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 163 เปล่ียนจาก 
ทรีโอนีน (threonine) เป็นโปรลีน (proline) การเปล่ียนแปลงน้ีพบในผูป่้วยเพศชายท่ีป่วยเป็น
โรค CPHD มีภาวะพร่อง  GH, TSH, LH/FSH และ  ACTH ผล MRI พบว่าต่อมใต้สมอง 
ส่วนหน้ามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ ต่อมใต้สมองส่วนหลังอยู่ในต าแหน่งท่ีผิดปกติและ 
มีเซลลาเทอร์ซิกาท่ีต้ืนกว่าปกติ ผูป่้วยไดรั้บการถ่ายทอดความผิดปกติทางพนัธุกรรมชนิดน้ี 
มาจากแม่ของผูป่้วยท่ีมีสุขภาพดี พอ่และแม่ของผูป่้วยไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ 

3. การเปล่ียนแปลงชนิด p.Arg221Gln (c.662G>A) พบในผูป่้วยเพศชายท่ีมีภาวะพร่อง GH และ 
LH/FSH ผลจากการท า MRI พบว่าต่อมใต้สมองส่วนหลังอยู่ในต าแหน่งท่ีผิดปกติและ 
มีเซลลาเทอร์ซิกาท่ีต้ืนกวา่ปกติ การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบส
ท่ีต าแหน่ง 662 โดยเปล่ียนจากกัวนีน (guanine) เป็นอะดีนีน (adenine) และกรดอะมิโนท่ี
ต าแห น่ ง 221 เป ล่ี ยนจากอาร์ จิ นีน  (arginine) เป็นกลูตามีน  (glutamine) ผู ้ป่ วยได้ รับ 
การถ่ายทอดการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีมาจากพ่อของผูป่้วยท่ีมีสุขภาพดี พ่อและแม่ของผูป่้วย 
ไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ 

4. การเปล่ียนแปลงชนิด p.Arg235Gln (c.704G>A) พบในผูป่้วยเพศชายท่ีเกิดจากพ่อและแม่ท่ีไม่มี
ความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ ผลการตรวจวดัระดบัฮอร์โมนพบว่ามีภาวะพร่อง GH และ TSH 
นอกจากน้ียงัพบวา่ต่อมใตส้มองส่วนหลงัอยูใ่นต าแหน่งท่ีผิดปกติ และพบการแตกของกระดูก 
สฟีนอยด์ท่ีจุดก าเนิดเซลลาเทอร์ซิกา การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีท าให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 235 
เปล่ียนจากอาร์จินีน (arginine) เป็นกลูตามีน (glutamine) โดยเป็นผลมาจากการเปล่ียนแปลง 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B0%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A7%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/Arginine
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/Arginine
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%B9%E0%B8%95%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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ของล าดับเบสท่ีต าแหน่ง 704 ท่ีเปล่ียนจากเบสกัวนีน (guanine) เป็นเบสอะดีนีน (adenine) 
ผูป่้วยไดรั้บการถ่ายทอดการเปล่ียนแปลงชนิดน้ีมาจากพอ่ของผูป่้วยท่ีไม่เป็นโรค  

5. การเปล่ียนแปลงชนิด p.Arg48Thrfs*104 (c.143_144delGA) เกิดข้ึนบริเวณ LIM1 domain  
ของยีน LHX4 การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดจากการขาดหายไปของเบสกวันีน (guanine) และ 
อะดีนีน (adenine) ท่ีต  าแหน่ง 143 และ 144 ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนเฟรม (frameshift) และ 

เกิดต าแหน่งหยุดก่อนก าหนด (premature stop codon) การเปล่ียนแปลงน้ีพบในผูป่้วยเพศชาย 
โดยได้รับการถ่ายทอดมาจากพ่อท่ีมีสุขภาพดี พ่อและแม่ของผูป่้วยไม่มีความสัมพนัธ์ทาง 
เครือญาติ ผูป่้วยมีภาวะพร่อง GH, TSH, LH/FSH และ ACTH ผลจากการท า MRI แสดงให้เห็น
ถึงการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ของต่อมใตส้มองส่วนหนา้และเซลลาเทอร์ซิกา  

6. การเปล่ียนแปลงชนิด p.Tyr131* (c.393C>G) เกิดข้ึนบริเวณ LIM2 domain ของยีน LHX4  
การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสท่ีต าแหน่ง 393 จากเบสไซโตซีน 
(cytosine) เปล่ียนเป็นเบสกวันีน (guanine) ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 
131 จากไทโรซีน (tyrosine) เป็นรหัสหยุด พบในผู ้ป่วยเพศหญิงซ่ึงได้รับการถ่ายทอด 
ความผดิปกติทางพนัธุกรรมน้ีมาจากแม่ท่ีมีสุขภาพดี พอ่และแม่ของผูป่้วยไม่มีความสัมพนัธ์ทาง
เครือญาติ ผูป่้วยมีต่อมใตส้มองส่วนหน้าท่ีเจริญไม่สมบูรณ์ และมีภาวะพร่อง GH, PRL, TSH, 
LH/FSH และ ACTH  

7. การเปล่ียนแปลงชนิด c.606+1G>T เกิดข้ึนบริเวณ intron 4 ของยีน LHX4 ส่งผลให้เกิด exon 
skipping ท าให้การแปลรหัสเกิดความผิดปกติ การเปล่ียนปลงชนิดน้ีไม่พบในพ่อและแม่ของ
ผูป่้วย (de novo mutation) ท่ีไม่มีความสัมพนัธ์ทางเครือญาติ ผูป่้วยมีภาวะพร่อง GH, TSH และ 
ACTH ผล MRI พบว่าต่อมใตส้มองส่วนหน้ามีการเจริญท่ีไม่สมบูรณ์ ต่อมใตส้มองส่วนหลงั 
อยูใ่นต าแหน่งท่ีผดิปกติ เซลลาเทอร์ซิกาต้ืนกวา่ปกติ  

จากข้อมูลข้างต้นจะพบว่าความผิดปกติทางพนัธุกรรมท่ีพบในยีน LHX4 ส่วนมากจะมีลักษณะ 

การแสดงออกแบบ incomplete penetrance ซ่ึงมีถึง 5 ชนิดใน 7 ชนิดของการเปล่ียนแปลงท่ีพบ 

ได้แก่ p.Thr163Pro, p.Arg221Gln, p.Arg235Gln, p.Arg48Thrfs*104 และ p.Tyr131* (ครอบครัวท่ี 

2-6) รายละเอียดพงศาวรีของผูป่้วยดงัรูปท่ี 4 โดย Cohen และคณะไดใ้ช้ทฤษฎี haploinsufficiency 

ในการอธิบายลกัษณะดงักล่าวเช่นเดียวกบัการศึกษาก่อนหน้าน้ี และอธิบายเพิ่มเติมวา่การท่ีพ่อและ

แม่ของผูป่้วยท่ีพบความผิดปกติเช่นเดียวกับผูป่้วยแต่ไม่เป็นโรคน่าจะเกิดจากการแสดงออก 

ของอัล ลีล ท่ีปกติ เพี ยงอัล ลีล เดียวของยีน  LHX4 ซ่ึ ง เป็นการแสดงออกท่ี เกิดจากการสุ่ม  

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B9%82%E0%B8%A3%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
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(random monoallelic expression) จากการศึกษาน้ี Cohen และคณะไดพ้บขอ้สังเกตเพิ่มเติมว่าความ

ผิดปกติของเซลลาเทอร์ซิกาและการอยู่ในต าแหน่งท่ีผิดปกติของต่อมใต้สมองส่วนหลัง 

ไม่จ  าเป็นตอ้งพบในผูป่้วยท่ีมีความผิดปกติของยนี LHX4 เสมอไป นอกจากน้ีพวกเขายงัพบวา่ผูป่้วย

ของพวกเขามีลกัษณะทางคลินิกอ่ืนๆ เพิ่มเติมท่ีไม่เคยมีรายงานมาก่อนหนา้น้ี เช่น aortic coarctation, 

pyelocaliceal duplicity, epilepsy และ  rounded forehead รายละเอียดดังตารางท่ี 2 กล่าวโดยสรุป

การศึกษาน้ีช่วยขยายความรู้ความเข้าใจเก่ียวกับความผิดปกติทางพนัธุกรรมของยีน LHX4 และ

ลกัษณะทางคลินิกของผูป่้วย(24) 

 

รูปท่ี 4 พงศาวรีของครอบครัวผูป่้วยท่ีพบความผิดปกติในยีน LHX4 ท่ีสัมพนัธ์กบัโรค CPHD จาก
การศึกษาของ Cohen และคณะในปี ค.ศ. 2017 โดยวงกลมสีแดงคือครอบครัวท่ีพบ non-penetrance
ตารางท่ี 2 ขอ้มูลลกัษณะทางคลินิกของผูป่้วยท่ีพบความผดิปกติในยนี LHX4 

Patient Mutation Pituitary deficit(s) 
Pituitary imaging 

Other 
feature(s) 

Anterior 
pituitary 

Posterior 
pituitary 

Sella 
turcica 

1-1 c.607-1G>C GH, TSH, ACTH Hypoplastic Ectopic Hypoplastic Chiari 
malformation 

1-2  GH, TSH, ACTH Hypoplastic Ectopic Hypoplastic Chiari 
malformation 

1-3  GH, TSH, ACTH NA* NA NA None 
2 p.P389T GH, PRL, TSH, 

LH, FSH, ACTH 
Hypoplastic Ectopic Hypoplastic Chiari 

malformation 
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Patient Mutation Pituitary deficit(s) 
Pituitary imaging 

Other 
feature(s) 

Anterior 
pituitary 

Posterior 
pituitary 

Sella 
turcica 

3-1 p.A210P GH, TSH, LH, 
FSH, ACTH 

Hypoplastic Normal Normal Pituitary cytst 

3-2  GH, TSH Hypoplastic Normal Normal Pituitary cytst 
3-3  GH NA NA NA None 
4 p.R84C GH, TSH, LH, FSH Small Ectopic Normal None 
5 p.L190R GH, TSH, ACTH Small Ectopic Normal None 
6-1 p.T99fs53* GH, TSH Hypoplastic Invisible Hypoplastic Corpus 

callosum 
hypoplasia 

6-2  GH, TSH Hypoplastic Normal Hypoplastic None 
6-3  GH, LH, FSH Hypoplastic Normal Normal None 
7 p.V101A GH, TSH, LH, 

FSH, ACTH 
Small Ectopic Normal Chiari 

malformation 
8 522,009 bp 

deletion 
GH, TSH, PRL, 
LH, FSH 

Hypoplastic Ectopic Hypoplastic Pituitary cytst 

9 1q25 
microdeletion 

GH, PRL, TSH, 
LH, FSH, ACTH 

Hypoplastic Ectopic Hypoplastic Heart failure 

10 c.249-1G>A GH, ACTH Hypoplastic Ectopic Normal None 
11 p.V75I GH, TSH, LH, FSH Hypoplastic Ectopic Hypoplastic None 
12 p.W204* GH, TSH, ACTH Hypoplastic Ectopic Normal None 
13-1 p.T126M TSH, ACTH Hypoplastic Ectopic Normal Multiple organ 

failure 
13-2  GH, PRL, TSH, 

ACTH 
Hypoplastic Ectopic Normal Multiple organ 

failure 
14 p.A65V GH Normal Ectopic Normal Micropenis 
15 p.T163P GH, TSH, LH/FSH, 

ACTH 
Hypoplastic Ectopic Shallow Aortic 

coarctation, 
Pyelocaliceal 
duplicity, 
Micropenis 
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Patient Mutation Pituitary deficit(s) 
Pituitary imaging 

Other 
feature(s) 

Anterior 
pituitary 

Posterior 
pituitary 

Sella turcica 

16 p.R221Q GH, LH/FSH Normal Ectopic 
(double) 

Shallow Arched palate 

17 p. R48Tfs*104 GH, TSH, FSH/LH, 
ACTH 

Hypoplastic Eutopic Hypoplastic None 

18 p.Y131* GH, PRL, TSH, 
FSH/LH, ACTH 

Aplastic  Eutopic Normal Epilepsy 

19 c.606+1G>T GH, TSH, ACTH Hypoplastic  
 

Ectopic 
(double) 

Shallow Type I Chiari, 
rounded 
forehead, 
Micropenis 

* NA ยอ่มาจาก not available 

ปัจจุบนัพบการรายงานความผดิปกติในยนี LHX4 ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัโรค CPHD ทั้งหมด 
19 ชนิด แบ่งออกเป็นความผิดปกติแบบ microdeletion จ  านวน 2 ชนิด ความผิดปกติท่ีพบบริเวณ 
intron จ านวน 3 ชนิด และความผิดปกติท่ีพบบริเวณ exon จ านวน 14 ชนิด โดยการเปล่ียนแปลงทั้ง 
19 ชนิดน้ีพบว่ามีการแสดงออกแบบ incomplete penetrance จ  านวน 8 ชนิด พบการเปล่ียนแปลง
แบบ de novo จ านวน 4 ชนิด และการเปล่ียนแปลงท่ีมีการศึกษาการท างานของยีนแล้วจ านวน  
13 ชนิด ซ่ึงจะพบว่ามีการเปล่ียนแปลงแบบ missense mutation ท่ีไม่มีการเปล่ียนแปลงขนาดของ
โปรตีนจ านวน 9 ชนิด  การเปล่ียนแปลงแบบ missense mutation ท่ีมีการเปล่ียนแปลงขนาดของ
โปรตีนจ านวน 2 ชนิด และการเปล่ียนแปลงแบบ frameshift mutation จ  านวน 2 ชนิด รายละเอียด
ดงัตารางท่ี 3 และรูปท่ี 5 
 

ตารางท่ี 3 ขอ้มูลทางพนัธุกรรมของผูป่้วยท่ีพบความผดิปกติในยนี LHX4 

No. 
Mutation 

Genotype Consanguinity Location Inheritance 
Functional 

study Nucleotide Protein 

1 
c.607-1G>C - Heterozygous Yes Intron 4 Affected 

mother 
No 

2 c.1165C>A p.P389T Heterozygous NA After HD* De novo No 
3 c.628G>C p.A210P Heterozygous No HD Affected 

father 
Yes 
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No. 
Mutation 

Genotype Consanguinity Location Inheritance 
Functional 

study Nucleotide Protein 
4 c.250C>T p.R84C Heterozygous No Between 

LIM1 & 
LIM2 

De novo Yes 

5 c.569T>G p.L190R Heterozygous No HD NA Yes 
6 c.293_294 

InsC 
p.T99fs53* Heterozygous No LIM2 Affected 

father 
Yes 

7 c.302T>C p.V101A Heterozygous No LIM2 NA Yes 
8 522,009 bp 

deletion 
- Heterozygous No 1q25 De novo No 

9 1.5 megabases 
microdeletion 

- Heterozygous No 1q25 Unaffected 
mother 

No 

10 c.249-1G>A - Heterozygous No Intron 2 Unaffected 
father 

No 

11 c.223G>A p.V75I Heterozygous No LIM1 Unaffected 
father 

Yes 

12 NA p.W204* Heterozygous NA HD NA Yes 
13 c.377C>T p.T126M Homozygous No LIM2 Unaffected 

parents 
(Heterozygous) 

Yes 

14 c.194C>T p.A65V Heterozygous Yes LIM1 Affected 
mother 

Yes 

15 c.487A>C p.T163P Heterozygous No HD Unaffected 
mother 

Yes 

16 c.662G>A p.R221Q Heterozygous No After HD Unaffected 
father 

Yes 

17 c.143_144 
delGA 

p. R48Tfs*104 Heterozygous No LIM1 Unaffected 
father 

Yes 

18 c.393C>G p.Y131* Heterozygous No LIM2 Unaffected 
mother 

Yes 

19 c.606+1G>T - Heterozygous No Intron 4 De novo No 
* HD ยอ่มาจาก Homeodomain, NA ยอ่มาจาก not available 
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รูปท่ี 5 ความผดิปกติของยนี LHX4 ท่ีพบในผูป่้วย CPHD ท่ีศึกษาการท างานของยนีแลว้ 

 

โรค Osteogenesis imperfect (OI) 
 โรค Osteogenesis imperfecta (OI) ห รือ ท่ี รู้จักกันใน ช่ือ brittle bone disease หรือโรค

กระดูกเปราะกรรมพันธ์ุเป็นโรคทางพันธุกรรมท่ีหายาก  (rare disease) มีความชุกประมาณ 

7 คนใน 100,000 คน(25) อาการท่ีพบได้บ่อย คือ กระดูกเปราะ แตก หักง่าย และผิดรูป นอกจากน้ี

อาจมีอาการอ่ืนร่วมด้วย เช่น ตาขาวเปล่ียนเป็นสีฟ้าหรือเทา (blue or gray sclerae) รูปหน้า 

แบนกว้าง ตัวเต้ีย มีความสูงต ่ ากว่ามาตรฐาน ข้อหลวม (hypermobility) เท้าแบน (flat feet)  

แขนและขาโก่ง กระดูกสันหลงัคด (scoliosis) กระดูกทรวงอกเจริญผิดปกติ เสียงแหลมผิดปกติ 

สูญเสียการไดย้ิน (hearing loss) ฟันมีสีเหลืองออกสีน ้ าตาลและหกัง่าย (dentinogenesis imperfecta)  

เป็นตน้ ระดบัความรุนแรงของอาการข้ึนอยู่กบัชนิดของโรค OI ซ่ึงปัจจุบนัแบ่งออกเป็น 19 ชนิด  

มียนีท่ีมีความสัมพนัธ์กบัการเกิดโรค OI อยา่งนอ้ย 18 ยนี โดยมีลกัษณะการถ่ายทอดทางพนัธุกรรม

แบบ autosomal dominant (AD), autosomal recessive (AR) และ X-linked (XL) ดังตารางท่ี 4(25-28) 

โดยพบว่าร้อยละ 85 เกิดจากความผิดปกติของยีน COL1A1 และ COL1A2(25-27) ท่ีท าหน้าท่ีในการ

สร้าง pro-alpha 1 chain และ pro-alpha 2 chain ซ่ึงเป็นองค์ประกอบส าคญัในการสร้างคอลลาเจน

ชนิดท่ี 1 (collagen type 1) ท่ีพบไดม้ากท่ีสุดในร่างกายมนุษยแ์ละเป็นโครงสร้างหลกัของกระดูก 

ผิวหนัง และเอ็น โครงสร้างของคอลลาเจนชนิดท่ี  1 มีลักษณะเป็น triple helix ประกอบด้วย 

สาย polypeptide จ านวน 3 สาย คือ pro-alpha 1 จ านวน 2 สาย และ pro-alpha 2 จ านวน 1 สาย ท่ีพนั

เกลียวกนัไดพ้อดี แต่ละสายของคอลลาเจนจะประกอบไปดว้ยล าดบัท่ีซ ้ ากนัของ Gly-X-Y โดย Gly 

คือกรดอะมิโนไกลซีน (glycine) ส่วน X และ Y คือกรดอะมิโนชนิดอ่ืนซ่ึงส่วนใหญ่มกัจะเป็น 

โปรลีน (proline) และไฮดรอกซีโปรลีน (hydroxyproline) ส่วนมากจะพบการรายงานว่ามี 

การกลายพันธ์ุเกิดข้ึนบริเวณ  Gly-X-Y repeats แบบแทนท่ี (substitution) กรดอะมิโนไกลซีน 

(glycine) ท  าให้โครงสร้างสูญเสียความเสถียรส่งผลให้กระดูกไม่แข็งแรงและแตกหักง่าย(25, 27) 
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คณะแพทย์โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์เคยรายงานการพบการกลายพนัธ์ุในยีน COL1A1 ในผูป่้วย 

โรค OI ด้วยเช่นกนั นอกจากน้ียงัมีรายงานการพบการกลายพนัธ์ุในยีนอ่ืนๆ ดว้ย เช่น MBTPS2, 

BMP1, WNT1 และ P4HB รายละเอียดดงัตารางท่ี 5(29-33) การรักษาผูป่้วยโรค OI จะรักษาโดยการ 

ใหย้า pamidronate ซ่ึงจะช่วยใหผู้ป่้วยมีอตัราการหกัของกระดูกลดลง(26-28)  

 

ตารางท่ี 4 รายละเอียดยนีท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรค OI 
Gene Protein Inheritance OI type OMIM 

COL1A1 Collagen alpha 1, 
COL1A1 

AD I, II, III, IV 166200, 166210, 
259420, 166220 

COL1A2 Collagen alpha 2, 
COL1A2 

AD I, II, III, IV 166200, 166210, 
259420, 166220 

IFITM5 BRIL / IFM5 AD V 610967 
SERPINF1 PEDF AR VI 613982 
CRTAP CRTAP AR VII 610682 
P3H1 P3H1 AR VIII 610915 
PPIB PPlase B AR IX 259440 
SERPINH1 Serpin H1, HSP47 AR X 613848 
FKBP10 FKBP65 AR XI 610968 
BMP1 BMP1 AR XII 614856 
SP7 SP7, osterix AR XIII 613849 
TMEM38B TRIC-B, TM38B AR XIV 615066 
WNT1 WNT1 AR XV 615220 
CREB3L1 OASIS, CR3L1 AR XVI 616229 
SPARC SPARC, osteonectin AR XVII 616507 
TENT5A TENT5A AR XVIII 617952 
MBTPS2 S2P XLR XIX 301014 
PLOD2 LH2 AR No type 609220 
SEC24D SEC24D AR No type 616294 
P4HB PDI AR No type 112240 
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ตารางท่ี 5 การกลายพนัธ์ุของยนีท่ีพบในคนไขโ้รค OI ของโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ 
Mutation 

Inheritance Reference 
Gene Nucleotide Protein 

MBTPS2 c.1376A>G 
c.1515G>C 

p.N459S 
p.L505F 

XL 29 

BMP1 c.796_797delTT  
c.2108-2A>G 

p.F266Rfs*25 
- 

AD  
(compound heterozygous) 

30 

COL1A1 c.1290delG p.G431Vfs*110 AD 31 
WNT1 c.6delG p.L3Sfs*36 AR 32 
P4HB c.1178A>G p.Y393C AD 33 
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บทที ่3 
วธิีด าเนินการวจิัย 

 

รูปแบบการวจัิย 
 การวิจยัน้ีเป็นการวิจยัเชิงทดลอง (experimental research) และได้ผ่านการพิจารณาและ

อนุมติัจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจยั คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 

IRB 500/61 และ COE No. 027/2018 ลงวนัท่ีรับรอง 15 สิงหาคม 2561 

 

วสัดุ อุปกรณ์ และสารเคมีทีใ่ช้ในการวจัิย 
1. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับท าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส (Polymerase Chain Reaction; PCR) 

และ Mutagenesis 
- Thermal cycler รุ่น Mastercycler pro S (Eppendorf)  
- Centrifuge Minispin® รุ่น 5452 (Eppendorf)  
- Mini Centrifuge รุ่น C1301 (Labnet) 
- Vortex Mixer รุ่น G560E (Scientific Industries) 
- PCR cabinet (AUGUSTIN) 
- ไมโครปิเปตต ์(Micropipette) และทิป (Tip)  
- หลอด PCR (PCR tube) ขนาด 0.2 ml 
- หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์(Microcentrifuge tube) ขนาด 0.6 ml และ 1.5 ml 
- Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs) 
- Phusion DNA Polymerase (New England BioLabs)  
- Phusion HF Buffer (New England BioLabs) 
- DMSO (New England BioLabs) 

- Taq DNA Polymerase (Thermo Scientific) 
- Taq Buffer with KCL (Thermo Scientific) 
- MgCl2 (Thermo Scientific) 
- DMSO (Thermo Scientific) 

- Deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) set (Thermo Scientific) 
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- Nuclease-Free Water (Qiagen) 
- ไพรเมอร์ (Primers) รายละเอียดดงัตารางท่ี 6 

ตารางท่ี 6 รายละเอียดของไพรเมอร์ท่ีใชใ้นงานวจิยั 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ล าดบั ช่ือไพรเมอร์ ล าดบันิวคลีโอไทด ์(5’-->3) 
1 LHX4_Check_WT_3'_F 

LHX4_Check_WT_R 
GACAGGACAATCCTATCAGG 
CCCTGCTGGCAGGCCGTGCA 

2 LHX4_R122W_F 
LHX4_R122W_R 

CATCTGCAACTGGCAGCTGGC 
ATGCAAGCAAAGCAGTGCAG 

3 LHX4_L190R _F 
LHX4_L190R _R 

AGGGAGCAGCGGTCCTCAGAGACAG 
CACGTGCCGGGCAGGCTT 

4 LHX4_T163P_F 
LHX4_T163P_R 

GCCCCGGACCCCCATCACAGC 
CGCTTAGCTCCAGCCTCTG 

5 LHX4_Check_MT_F AACCAGCACATCCTGGACAAG 
6 GH1_F 

GH1_R 
AGATCTCAATCTATTGGCTGTGCTTG 
AAGCTTGATCCTTGAGCTGGTCT 

7 POU1F1_F 
POU1F1_R 

AGATCTGGCACAGAGTCTAGCTT 
AAGCTTTCTGAGGCACCAGGAG 

8 TSHB_BglII_F 
TSHB_HindIII_R 

ACCCAGATCTAATGGTGCTGAGATAACTGGC 
ACCCAAGCTTCTTACTTTGCATTGGTGAGCA 

9 Cloning Analysis_F  
Cloning Analysis_R  

ACCTGCCAACCAAAGCGAGAAC 
TCAGGGTTATTGTCTCATGAGCG 

10 T7promoter 
SP6 

TAATACGACTCACTATAGGG 
ATTTAGGTGACACTATAG 

11 pTSHB_Ter_F ACCCATAATGGAGCTGTCATCC 

12 RVprimer3 
pGL4.10(luc2)_R 

CTAGCAAAATAGGCTGTCCC 

TTCATGGCTTTGTGCAGCTG 
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2. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับท า Agarose gel electrophoresis 
- LE Agarose (Theera Trading) 
- Tris (Vivantis) 
- Boric acid (Vivantis) 
- EDTA (Vivantis)  

- น ้ากลัน่ (Distilled water) 
- RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution (iNtRON Biotechnology) 
- Gel Loading Dye, Purple (6X) (New England BioLabs) 
- 1 kb DNA Ladder with stain (SibEnzyme) และ 100 bp DNA Ladder (BioEntist) 
- เคร่ืองชัง่ดิจิตอลความละเอียดทศนิยม 2 ต าแหน่ง (KERN) 
- Microwave (SHARP) 
- Gel cassette, gel tray, comb, electrophoresis chamber และ power supply (Bio-Rad) 
- Molecular Imager® Gel Doc XR System (Bio-Rad) 

3. สารเคมีส าหรับสกดัดีเอ็นเอออกจากเจลใหบ้ริสุทธ์ิ  
- GenepHlow™ Gel Extraction Kit (Geneaid) 
- Monarch® DNA Gel Extraction Kit (New England BioLabs) 

4. สารเคมีส าหรับตดั DNA ดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ (Restriction enzyme digestion) 
- BglII (New England BioLabs) 
- HindIII (New England BioLabs) 

5. สารเคมีส าหรับท า Ligation และ Transformation 
- NEB® PCR Cloning Kit (New England BioLabs) 
- NEB® 10-beta Competent E. coli (High Efficiency) (New England BioLabs) 
- NEB® 10-beta Stable Outgrowth Medium (New England BioLabs) 
- NEB® 5-alpha Competent E. coli (High Efficiency) (New England BioLabs) 
- SOC Outgrowth Medium (New England BioLabs) 
- pGL4.10[luc2] vector (Promega) 
- Shrimp Alkaline Phosphatase (rSAP) (New England BioLabs) 
- T4 DNA Ligase (New England BioLabs) 
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- T4 DNA Ligase Buffer (New England BioLabs) 
- Nuclease-Free Water (Qiagen) 
- Yeast Extract Power (Affymetrix) 
- Casein Hydrolysate Enzymatic Digest (Affymetrix) 
- Sodium chloride (VWR Chemicals) 

- Agar agar powder (TM Media)  
- น ้ากลัน่ (Distilled water)  
- Ampicillin (General Drugs House) 

6. สารเคมีส าหรับสกดัพลาสมิด  
- PrestoTM Mini Plasmid Kit (Geneaid) 
- GeneaidTM Plasmid Maxi Kit (Endotoxin Free) (Geneaid) 
- Ethanol absolute (VWR Chemicals) 
- 2-Propanol (VWR Chemicals) 
- Nuclease-Free Water (Qiagen) 

7. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับเล้ียงเซลล ์
- Chinese hamster ovary (CHO) -K1 cells (ATCC® CCL-61TM) 

- Nutrient Mixture F-12 Media (HyCloneTM) 

- Fetal Bovine Serum (HyCloneTM) 

- Penicillin-Streptomycin Solution (HyCloneTM) 

- DPBS (10X) Liquid (HyClone TM) 

- Trypsin 0.25% (1X) (HyClone TM) 
- Trypan Blue Stain (0.4%) (Gibco®) 
- น ้ากลัน่ (Distilled water) 
- CO2 Incubator รุ่น Forma Steri-Cycle i160 (Thermo Scientific™) 
- EVOS FLC Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific) 
- Motic AE31 Elite Binocular Compound Microscopes (Motic) 
- Class II Biological Safety Cabinet รุ่น NU-427 (NuAire)  
- Heated Water Bath รุ่น PRECISTERM (J.P Selecta) 
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- Centrifuge รุ่น 5702 (Eppendorf) 
- CountessTM Cell Counting Chamber Slide (Invitrogen) 
- CountessTM Automated Cell Counter (Invitrogen) 
- Pipette Filler รุ่น F1 (Thermo Scientific™) 
- Disposable Serological Pipette ขนาด 2, 5, 10 และ 25 ml (Costar®) 

- Disposable Syringe ขนาด 25 ml (Nipro) 
- Minisart® Syringe Filter ขนาด 0.45 µm (Sartorius) 
- Cell Culture Flask ขนาด 25 cm2 (T-25 Flask) และ 75 cm2 (T-75 Flask) (Nest®) 
- หลอดเซนตริฟิวจ ์(Centrifuge tube) ขนาด 15 ml และ 50 ml  
- Cryovial ขนาด 1.8 ml (SPL Life Sciences) 

8. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับ Transfection 
- X-tremeGENE 9 DNA Transfection Reagent (Roche) 

- Nutrient Mixture F-12 Media (HyCloneTM) 
- 12-well multidish (Thermo Scientific) 

9. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับ Luciferase assay  
- 5X Passive Lysis Buffer (Promega) 
- Luciferase assay system (Promega) 
- 96-well plate white flat bottom (Costar®) 
- SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices) 

10. อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับตรวจวดัปริมาณโปรตีนทั้งหมด  
- PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) 
- 96-well plate clear flat bottom (Greiner) 
- Sealing Tape (Thermo Scientific™) 
- Heating Block Shaker (M.Biotech) 
- SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices) 

11. วสัดุอุปกรณ์ทัว่ไปส าหรับงานวจิยั 
- เคร่ืองชัง่ดิจิตอลความละเอียดสูงทศนิยม 4 ต าแหน่ง รุ่น XT 220A-FR (Precisa) 
- Autoclave รุ่น HVE-50 (Hirayama) 
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- Centrifuge รุ่น UNIVERSAL 320R (Hettich) 
- Centrifuge รุ่น MIKRO 120 (Hettich) 
- Dry Block Heater รุ่น D1200 (Labnet) 
- Hot Air Sterilizer รุ่น SNB 100 (Memmert) 
- NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific™) 

- Shaking Incubator รุ่น S16-2 (SHEL LAB) 
- Vortex Mixer รุ่น G560E (Scientific Industries) 
- Pipette Filler รุ่น F1 (Thermo Scientific™) 
- Disposable Serological Pipette ขนาด 2, 5, 10 และ 25 ml (Costar®) 
- ตูเ้ยน็ (Refrigerator) อุณหภูมิ 2-8 OC  
- ตูแ้ช่แขง็ (Freezer) อุณหภูมิ -20 OC และ -80 OC 
- นาฬิกาจบัเวลา (Timer) 
- ไมโครปิเปตต ์(Micropipette) และทิป (Tip)  
- หลอดไมโครเซนตริฟิวจ ์(Microcentrifuge tube) ขนาด 0.6 ml และ 1.5 ml 
- หลอดเซนตริฟิวจ ์(Centrifuge tube) ขนาด 15 ml และ 50 ml 
- Rack ส าหรับวางหลอดทดลอง 
- กล่องส าหรับเก็บหลอดทดลอง 
- ตะเกียงแอลกอฮอลแ์ละไฟแช็ค 
- แท่งแกว้เกล่ียเช้ือ (Spreader) 
- จานเพาะเช้ือแบบพลาสติก (Petri dish) 
- ขวดรูปชมพู ่(Erlenmayer flask) 
- บีกเกอร์ (Beaker) 
- กระบอกตวง (Cylinder) 
- ขวดแลบฝาเกลียว (Laboratory bottle) 
- ถุงมือยาง 
- ปากกาไม่ละลายน ้า 

12. โปรแกรมคอมพิวเตอร์ท่ีใชใ้นงานวจิยั 
- BioEdit Sequence Alignment Editor (Version 7.2.5) 
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- Oligo Primer Design Software (Version 9.1) 
- Oligo Calculator (http://mcb.berkeley.edu/labs/krantz/tools/oligocalc.html) 
- Chromas (Version 2.6.2) 
- SnapGene® Viewer (Version 3.3.3) 
- NEBaseChanger (https://nebasechanger.neb.com/) 

- NEBioCalulator v1.8.1 (https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) 
- SoftMax Pro (Version 5.4.1) 
- IBM SPSS Statistics (Version 22) 

 

วธีิด าเนินการวจัิย 

1. การตรวจสอบพลาสมิด LHX4 ชนิด wild type  
พลาสมิด LHX4 ชนิด wild type (pTracer-LHX4_WT-HA) ท่ีน ามาใช้ในงานวิจยัน้ีได้รับ

ความอนุเคราะห์จาก  Dr. Marie Legendre ประเทศฝร่ังเศส พลาสมิด pTracer-LHX4_WT-HA  

จะถูกเพิ่มปริมาณดว้ยการท า transformation และตรวจสอบความถูกตอ้งของล าดบันิวคลีโอไทด์

ดว้ยเทคนิค Sanger sequencing ก่อนน าไปใชใ้นงานวจิยั ซ่ึงมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 

1.1 ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด pTracer-LHX4_ 
WT-HA ดว้ยเทคนิค Sanger sequencing 
1.1.1 ออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน LHX4 (NM_033343.3) โดยใช้

โปรแกรม Oligo Primer Design Software (Version 9.1) และ Oligo Calculator  

1.1.2 สั่งสังเคราะห์ไพรเมอร์กบับริษทั Ward Medic โดยเลือกแบบ Purification Standard 

Desalting จ านวน 2 เส้น คือ LHX4_Check_WT_3'_F และ LHX4_Check_WT_R 

รายละเอียดไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 6 ล าดบัท่ี 1 

1.2 ท า transformation เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดใน E. coli  
1.2.1 น า NEB® 5-alpha Competent E. coli ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาท าให้ละลาย 

ในน ้าแขง็ 
1.2.2 เติมพลาสมิด pTracer-LHX4_WT-HA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ลงใน NEB® 5-alpha 

Competent E. coli 
1.2.3 น าไปแช่น ้าแขง็เป็นเวลา 20 นาที 
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1.2.4 Heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที  
1.2.5 น าไปแช่น ้าแขง็เป็นเวลา 5 นาที 
1.2.6 เติม SOC Outgrowth Medium ปริมาตร 950 ไมโครลิตร  
1.2.7 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

60 นาที 

1.2.8 เก ล่ีย (spread) เช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ  LB agar ท่ี เติมยาปฏิ ชีวนะ ampicillin  
(100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) จ านวน 2 เพลท คือ  
- เพลทท่ี 1 ใชเ้ช้ือปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
- เพลทท่ี 2 ใชเ้ช้ือปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

1.2.9 น าเพลทไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
1.2.10 เก็บเช้ือท่ีเหลือไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

1.3 เลือกโคโลนีเด่ียวมาเพิ่มปริมาณและสกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดั Presto™ Mini Plasmid Kit 
(Geneaid) เพื่อน าพลาสมิดไปตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ 

1.4 เตรียมพลาสมิดส าหรับตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิค Sanger sequencing และ
วเิคราะห์ผล 
1.4.1 เตรียมพลาสมิดให้มีความเขม้ขน้อย่างน้อย 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ปริมาตร 

10 ไมโครลิตรต่อ 1 ไพรเมอร์  
1.4.2 เตรียมไพรเมอร์ให้มีความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตร 

ต่อ 1 ตวัอยา่ง 
1.4.3 เตรียมเอกสารและกรอกรายละเอียดต่างๆ ของตวัอยา่ง 
1.4.4 ส่งตวัอยา่งไปตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทด์ดว้ยเทคนิค Sanger sequencing ท่ีบริษทั 

Macrogen ประเทศเกาหลีใต ้ 
1.4.5 วิเคราะห์ผล Sanger sequencing โดยใช้โปรแกรม BioEdit Sequence Alignment 

Editor 7.2.5 และ Chromas 2.6.2 
1.4.6 สร้างแบบจ าลองโครงสร้างของพลาสมิดดว้ยโปรแกรม SnapGene® Viewer 3.3.3 

1.5 เพิ่มปริมาณและสกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดั GeneaidTM Maxi Plasmid Kit (Geneaid)  
 
 

http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
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2. การสร้างพลาสมิด LHX4 ชนิด mutant  
พลาสมิด  LHX4 ชนิด mutant จะถูกสร้างข้ึนโดยใช้เทคนิค  Site-directed mutagenesis  

ดว้ยชุดน ้ ายา Q5® Site-Directed Mutagenesis Kit (New England Biolabs) พลาสมิด LHX4 ชนิด 
mutant ท่ีต้องการศึกษา คือ LHX4_R122W (c.364C>T, p.R122W) ส่วนพลาสมิด LHX4 ชนิด 
mutant ท่ีใชส้ าหรับควบคุมการทดลองซ่ึงเคยมีการศึกษามาก่อนหนา้น้ีและใหผ้ลการศึกษาแบบ 
loss of function มี  2 ช นิ ดได้แ ก่  LHX4_T163P (c.487A>C, p.T163P)(24) และ  LHX4_L190R 
(c.569T>G, p.L190R)(14) โดยมีขั้นตอนการสร้างพลาสมิด LHX4 ชนิด mutant ดงัต่อไปน้ี 
2.1 ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับสร้างพลาสมิด LHX4 ชนิด mutant 

2.1.1 ออกแบบไพรเมอร์จากล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน LHX4 (NM_033343.3) โดยใช ้
NEBaseChanger ซ่ึงเป็นซอฟตแ์วร์ออนไลน์ท่ีผูผ้ลิตชุดน ้ายาแนะน า 

2.1.2 สั่งสังเคราะห์ไพรเมอร์กับบริษัท ธีระเทรดด้ิง จ  ากัด โดยเลือกการ purify แบบ 
HPLC จ านวน 3 คู่  
(1) ไพรเมอร์ส าหรับสร้างพลาสมิด LHX4_R122W คือ LHX4_R122W_F และ 

LHX4_R122W_R 
(2) ไพรเมอร์ส าหรับสร้างพลาสมิด LHX4_T163P คือ LHX4_T163P_F และ 

LHX4_T163P_R  
(3) ไพรเมอร์ส าหรับสร้างพลาสมิด LHX4_L190R คือ LHX4_L190R_F และ 

LHX4_L190P_R  
รายละเอียดไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 6 ล าดบัท่ี 2-4 

2.2 เพิ่มปริมาณดีเอน็เอท่ีตอ้งการดว้ยเทคนิค PCR (exponential amplification) 
ท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอท่ีต้องการโดยใช้ pTracer-LHX4_WT-HA เป็น 

ดีเอ็นเอตน้แบบ ใช้ไพรเมอร์ขอ้ 2.1.2 ปริมาณสารต่างๆ อุณหภูมิ และเวลาท่ีใช้ในการท า 
PCR ดงัตารางท่ี 7-8 
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ตารางท่ี 7 สารเคมีท่ีใชใ้นการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ LHX4 ชนิด mutant 
สารท่ีใช ้ ความเขม้ขน้ในปฏิกิริยา ปริมาณท่ีใช ้(µl) 

Q5 Hot Start High-Fidelity 
2X Master Mix 

1X 12.5 

10 µM Primer F 0.5 µM 1.25 
10 µM Primer R 0.5 µM 1.25 
Template DNA (25 ng/µl)  25 ng/ 25 µl 1 
Nuclease-free water  - 9.0 
Total volume - 25 

 

ตารางท่ี 8 อุณหภูมิและเวลาในการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณ LHX4 ชนิด mutant 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 
Initial Denaturation 98oC 30 วนิาที 
Denaturation 98oC 10 วนิาที 
Annealing R122W T163P L190R 30 วนิาที 

67oC 69oC 72oC 
Extension 72oC 3.30 นาที 
Final Extension 72oC 2 นาที 
Hold 4oC ∞ 

 

2.3 ท า phosphorylation, ligation และ template removal  
การท า phosphorylation, ligation และ template removal คือ เติมหมู่ฟอสเฟตให ้

ดีเอ็นเอด้วย Kinase จากนั้นเช่ือมดีเอ็นเอให้เป็นวงดว้ย Ligase และก าจดัดีเอ็นเอตน้แบบ
ด้วย DpnI ซ่ึงขั้นตอนทั้ ง 3 ขั้นตอนรวมอยู่ในปฏิกิริยาเดียวกันโดยใช้เอนไซม์ KLD  
ท่ีประกอบไปดว้ยเอนไซมท์ั้ง 3 ชนิด มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 
2.3.1   เติมสารท่ีจะใช้ในการท า  phosphorylation, ligation และ template removal ลงใน

หลอด PCR ใชป้ริมาณสารต่างๆ ดงัตารางท่ี 9 ผสมให้เขา้กนัโดยใชไ้มโครปิเปตต์
ดูดข้ึนลง 

2.3.2    น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5 นาที 

ท าซ ้ า 

25 รอบ 
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ตารางท่ี 9 สารเคมีท่ีใชใ้นการท า phosphorylation, ligation และ template removal 
สารท่ีใช ้ ความเขม้ขน้ในปฏิกิริยา ปริมาณท่ีใช ้(µl) 

PCR Product  - 1 
2X KLD Reaction Buffer  1X 5 
10X KLD Enzyme Mix  1X 1 
Nuclease-free Water  - 3 
Total volume - 10 

 

2.4 ท า transformation เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดใน E. coli 
2.4.1  น า NEB® 5-alpha Competent E. coli ปริมาตร 50 ไมโครลิตร มาท าให้ละลาย 

ในน ้าแขง็ 
2.4.2 เติม KLD mix จากขอ้ 2.3 ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงใน NEB® 5-alpha Competent 

E. coli 
2.4.3 น าไปแช่น ้าแขง็เป็นเวลา 30 นาที 
2.4.4 Heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
2.4.5 น าไปแช่น ้าแขง็เป็นเวลา 5 นาที 
2.4.6 เติม SOC Outgrowth Medium ปริมาตร 950 ไมโครลิตร 
2.4.7 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

60 นาที 
2.4.8 เกล่ียเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB agar ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ ampicillin (100 มิลลิกรัม 

ต่อมิลลิลิตร) จ านวน 2 เพลท คือ  
- เพลทท่ี 1 ใชเ้ช้ือปริมาตร 50 ไมโครลิตร 
- เพลทท่ี 2 ใชเ้ช้ือปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

2.4.9 น าเพลทไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
2.4.10 เก็บเช้ือท่ีเหลือไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

2.5 เลือกโคโลนีเด่ียวมาเพิ่มปริมาณและสกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดั Presto™ Mini Plasmid Kit 
(Geneaid) เพื่อน าพลาสมิดไปตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์  

2.6 เตรียมพลาสมิดส าหรับตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ดว้ยเทคนิค Sanger sequencing และ
วิเคราะห์ผล Sanger sequencing ปฏิบัติตามรายละเอียดข้อ 1.4 โดยใช้ไพรเมอร์ทั้งหมด  

http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
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3 เส้น ได้แก่  LHX4_Check_WT_3'_F, LHX4_Check_WT_R และ LHX4_Check_MT_F 
รายละเอียดไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 6 ล าดบัท่ี 1 และ 5 

2.7 เพิ่มปริมาณและสกดัพลาสมิดดว้ยชุด GeneaidTM Maxi Plasmid Kit (Geneaid) 
 

3. การสร้างพลาสมิด luciferase reporter 
พลาสมิด luciferase reporter จะถูกสร้างข้ึนโดยการเช่ือมโปรโมเตอร์ของยีนท่ีเก่ียวขอ้งกบั

การท างานของต่อมใต้สมองท่ีถูกควบคุมโดยยีน LHX4 เข้ากับเวกเตอร์ pGL4.10[luc2] โดย 
โปรโมเตอร์ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีเป็นโปรโมเตอร์ท่ีสัมพนัธ์กบัลกัษณะฟีโนไทป์ของผูป่้วย ไดแ้ก่ 
โปรโมเตอร์ยีน GH1 (ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี -446 to +20; NM_000515.4, NG_011676.1)(24), 
POU1F1 (ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ ท่ี  -840 to +6; NM_000306.3, NG_008225.2)(12, 24, 34) และ 
TSHB (ต าแห น่ งนิ วค ลีโอไทด์ ท่ี  -1236 to +37; NM_000549.4, NG_015891.1)(14, 20, 34) โดย
ต าแหน่งนิวคลีโอไทด์ท่ี +1 เร่ิมจาก transcription star site สุดท้ายจะได้พลาสมิด 3 ชนิด คือ 
pGL4.10[luc2]_GH1, pGL4.10[luc2]_POU1F1 และ pGL4.10[luc2]_TSHB ตามล าดับ  ซ่ึ ง มี
ขั้นตอนการสร้างพลาสมิด luciferase reporter ดงัน้ี 
3.1 ออกแบบไพรเมอร์และเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของโปรโมเตอร์ท่ีตอ้งการ  

3.1.1 ออกแบบไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของโปรโมเตอร์ท่ีต้องการด้วย

โปรแกรม Oligo Primer Design Software (Version 9.1) และ Oligo Calculator 

3.1.2 ท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยนีท่ีตอ้งการโดยใชไ้พรเมอร์ ดงัน้ี 

(1) ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยีน GH1 คือ GH1_F และ 

GH1_R โดย PCR product จะมีขนาดประมาณ 478 bp 

(2) ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยีน POU1F1 คือ POU1F1_F 

และ POU1F1_R โดย PCR product จะมีขนาดประมาณ 858 bp 

(3) ไพรเมอร์ส าหรับเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยีน TSHB คือ TSHB_BglII_F 

และ TSHB_HindIII_R โดย PCR product จะมีขนาดประมาณ 1,293 bp 

รายละเอียดไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 6 ล าดบัท่ี 6-8 ปริมาณสารต่างๆ อุณหภูมิ และเวลา

ท่ีใชใ้นการท า PCR ดงัตารางท่ี 10-15 

 

http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
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ตารางท่ี 10 สารเคมีท่ีใชใ้นการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยนี GH1 
สารท่ีใช ้ ความเขม้ขน้ในปฏิกิริยา ปริมาณท่ีใช ้(µl) 

5X Phusion HF Buffer 1X 5 
10 mM dNTPs 200 µM 0.5 
10 µM GH1_F 0.5 µM 1.25 
10 µM GH1_R 0.5 µM 1.25 
100% DMSO 3% 0.75 
2 U/µl Phusion DNA Polymerase 1.0 units/ 50 µl PCR 0.25 
Nuclease-Free Water - 14 
50 ng/µl Template DNA 4 ng 2 
Total volume - 25 

 

 

ตารางท่ี 11 อุณหภูมิและเวลาในการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยีน 
GH1 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 
Initial Denaturation 98oC 30 วนิาที 
Denaturation 98oC 10 วนิาที 
Annealing 70oC 30 วนิาที 
Extension 72oC 15 วนิาที 
Final Extension 72oC 10 นาที 
Hold 4oC ∞ 

 
 
 
 
 
 
 

ท าซ ้ า 

35 รอบ 
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ตารางท่ี 12 สารเคมีท่ีใช้ในการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยีน 
POU1F1 

สารท่ีใช ้ ความเขม้ขน้ในปฏิกิริยา ปริมาณท่ีใช ้(µl) 
5X Phusion HF Buffer 1X 5 
10 mM dNTPs 200 µM 0.5 
10 µM POU1F1_F 0.2 µM 0.5 
10 µM POU1F1_R 0.2 µM 0.5 
100% DMSO 3% 0.75 
2 U/µl Phusion DNA Polymerase 1.0 units/ 50 µl PCR 0.25 
Nuclease-Free Water - 16.5 
50 ng/µl Template DNA 2 ng 1 
Total volume - 25 

 

 

ตารางท่ี 13 อุณหภูมิและเวลาในการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยีน 
POU1F1 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 
Initial Denaturation 98oC 30 วนิาที 
Denaturation 98oC 10 วนิาที 
Annealing 71oC 30 วนิาที 
Extension 72oC 30 วนิาที 
Final Extension 72oC 10 นาที 
Hold 4oC ∞ 

 
 
 
 
 
 

ท าซ ้ า 

35 รอบ 
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ตารางท่ี 14 สารเคมีท่ีใชใ้นการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยนี TSHB 
สารท่ีใช ้ ความเขม้ขน้ในปฏิกิริยา ปริมาณท่ีใช ้(µl) 

5X Phusion HF Buffer 1X 5 
10 mM dNTPs 200 µM 0.5 
10 µM TSHB_BglII_F 0.2 µM 0.5 
10 µM TSHB_HindIII_R 0.2 µM 0.5 
100% DMSO 3% 0.75 
2 U/µl Phusion DNA Polymerase 1 units/25 µl PCR 0.5 
Nuclease-Free Water - 16.25 
50 ng/µl Template DNA 2 ng 1 
Total volume - 25 

 
ตารางท่ี 15 อุณหภูมิและเวลาในการท า PCR เพื่อเพิ่มปริมาณโปรโมเตอร์ของยีน 

TSHB 

ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 
Initial Denaturation 98oC 30 seconds 
Denaturation 98oC 10 seconds 
Annealing 65oC 30 seconds 
Extension 72oC 10 seconds 
Final Extension 72oC 10 minutes 
Hold 4oC ∞ 

 

3.2 ตรวจสอบดีเอน็เอดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis ใชเ้จลความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์
3.3 ท า ligation เพื่อเช่ือมโปรโมเตอร์ของยนีท่ีสนใจเขา้กบั pMiniT2.0 vector  

ท า ligation เพื่อเช่ือมโปรโมเตอร์ของยีนทั้ง 3 ยีนเขา้กบั pMiniT2.0 vector (รูปท่ี 6) 
ดว้ยชุด NEB PCR Cloning kit โดยใชป้ริมาณสารต่างๆ ดงัตารางท่ี 16 จากนั้นน าไปบ่มท่ี
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที โดยใชเ้คร่ือง thermal cycler 
 

ท าซ ้ า 

35 รอบ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 49 

 
รูปท่ี 6 โครงสร้างและรายละเอียดของ pMiniT2.0 vector 

 
ตารางท่ี  16 สารเคมี ท่ี ใช้ในการท า ligation เพื่ อ เช่ือมโปรโมเตอร์เข้ากับ 
pMiniT2.0 vector 

สารท่ีใช ้ ปริมาณท่ีใช ้(µl) 
Linearized pMiniT2.0 Vector 1 
Insert: target promoter 1 
H2O 3 
Cloning Mix 1 4 
Cloning Mix 2 1 
Total volume 10 
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3.4 ท า transformation เพื่อเพิ่มปริมาณพลาสมิดใน E. coli  
3.4.1 น า NEB® 10-beta competent E. coli ป ริมาตร 50 ไมโครลิตร ซ่ึงให้มากับชุด  

NEB® PCR Cloning kit มาละลายในน ้าแขง็ 
3.4.2 เติม  ligation mixture ป ริมาตร 5 ไมโครลิตร  ลงใน  NEB® 10-beta competent  

E. coli 
3.4.3 น าไปแช่น ้าแขง็เป็นเวลา 20 นาที 
3.4.4 Heat shock ท่ีอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วนิาที 
3.4.5  น าไปแช่น ้าแขง็เป็นเวลา 5 นาที 
3.4.6 เติม NEB® 10-beta Stable Outgrowth Medium ปริมาตร 950 ไมโครลิตร  
3.4.7 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขย่าท่ีความเร็ว 250 รอบต่อนาที เป็นเวลา 

60 นาที 
3.4.8 เกล่ียเช้ือบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB agar ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ ampicillin (100 มิลลิกรัม 

ต่อมิลลิลิตร) จ านวน 2 เพลท คือ  
- เพลทท่ี 1 ใชเ้ช้ือปริมาตร 100 ไมโครลิตร 
- เพลทท่ี 2 ใช้เช้ือทั้งหมดโดยน าเช้ือไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14,000 รอบต่อนาที 
เป็นเวลา 1 นาที ดูดอาหารเล้ียงเช้ือทิ้งให้เหลือประมาณ 50 ไมโครลิตร จากนั้น
น าไปเกล่ียบนอาหารเล้ียงเช้ือ 

3.4.9 น าเพลทไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
3.5 คดัเลือกโคลนท่ีมีช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการ  

3.5.1 เลือกโคโลนีเด่ียวมาผสมกบั nuclease-free water ปริมาตร 30 ไมโครลิตร ในหลอด

ไมโครเซ็นตริฟิวจ ์ผสมใหเ้ขา้กนั 

3.5.2 น าไปคดัเลือกดว้ยเทคนิค PCR โดยใชไ้พรเมอร์ Cloning Analysis_F และ Cloning 

Analysis_R รายละเอียดไพรเมอร์ดังตารางท่ี 6 ล าดับท่ี 9 ใช้ปริมาณสารต่างๆ 

อุณหภูมิ และเวลาในการท า PCR ดงัตารางท่ี 17-18 
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ตารางท่ี 17 สารเคมีท่ีใชใ้นการท า PCR เพื่อคดัเลือกโคลนท่ีตอ้งการ 
สารท่ีใช ้ ความเขม้ขน้ในปฏิกิริยา ปริมาณท่ีใช ้(µl) 

10X Taq Buffer 1X 2 
25 mM MgCl2 0.5 mM  2 
10 mM dNTPs  0.2 mM  0.4 
10 µM Cloning Analysis_F  0.15 µM  0.3 
10 µM Cloning Analysis_R 0.15 µM  0.3 
Taq DNA Polymerase  
(Thermo Scientific) 

0.025 0.1 

Nuclease-Free Water - 12.9 
Single colony - 2 
Total volume - 20 

 

ตารางท่ี 18 อุณหภูมิและเวลาในการท า PCR เพื่อคดัเลือกโคลนท่ีตอ้งการ 
ขั้นตอน อุณหภูมิ เวลา 

Initial Denaturation 95oC 5 วนิาที 
Denaturation 95oC 30 วนิาที 
Annealing 53oC 30 วนิาที 

Extension 72oC 
GH1   POU1F1   TSHB 
  15         30          40    วนิาที 

Final Extension 72oC 7 นาที 
Hold 15oC ∞ 

 
3.5.3 ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยวิธี  agarose gel electrophoresis โดยใช้เจลความเข้มข้น  

1 เปอร์เซ็นต ์
3.6 เพิ่มปริมาณโคลนท่ีมีช้ินดีเอ็นเอท่ีตอ้งการและสกดัพลาสมิดด้วยชุดสกดั Presto™ Mini 

Plasmid Kit (Geneaid) 
3.7 คดัเลือกโคลนดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 

ท าซ ้ า 

30 รอบ 

http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
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3.7.1 ตรวจสอบโคลนท่ีคดัเลือกอีกคร้ังด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ 2 ชนิด คือ BglII และ 
HindIII โดยใชป้ริมาณสารต่างๆ ดงัตารางท่ี 19  

3.7.2 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
3.7.3 ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยวิธี  agarose gel electrophoresis โดยใช้เจลความเข้มข้น  

1 เปอร์เซ็นต ์

 
ตารางท่ี 19 สารเคมีท่ีใชใ้นการคดัเลือกโคลนท่ีตอ้งการดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ 

สารท่ีใช ้ ปริมาณท่ีใช ้(µl) 
Plasmid (100 ng/µl) 2 
10X NEBuffer: NEBuffer 3.1 2 
Restriction Enzyme: HindIII (10U/µl) 1 
Restriction Enzyme: BglII (10U/µl) 1 
Nuclease-Free water 14 
Total volume 20 

 
3.8 เตรียมพลาสมิดส าหรับตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิค Sanger sequencing และ

วเิคราะห์ผล ปฏิบติัตามรายละเอียดขอ้ 1.4 โดยใชไ้พรเมอร์ดงัน้ี 
- pMiniT2.0_GH1 และ pMiniT2.0_POU1F1 ใช้ไพรเมอร์ T7promoter และ SP6 ซ่ึงเป็น 

universal primers รายละเอียดไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 6 ล าดบัท่ี 10 
- pMiniT2.0_ TSHB ใช้ไพรเมอร์  T7promoter, SP6 และ pTSHB_Ter_F รายละเอียด 

ไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 6 ล าดบัท่ี 10-11 
3.9 เพิ่มปริมาณและสกัดพลาสมิดท่ีมีช้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการด้วยชุดสกัด GeneaidTM Maxi 

Plasmid Kit (Geneaid) เพื่อใชใ้นการ Subcloning 
3.10 Subcloning เพื่อยา้ยโปรโมเตอร์จาก pMiniT2.0 vector เขา้สู่ pGL4.10[luc2] vector  

3.10.1 ตดัช้ินดีเอ็นเอท่ีตอ้งการออกจาก pMiniT2.0 vector ด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BglII 
และ HindIII ท าโปรโมเตอร์ละ 10 หลอด โดยใช้ปริมาณสารต่างๆ ดงัตารางท่ี 20 
จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
 

http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
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ตารางท่ี 20 สารเคมีท่ีใชใ้นการตดัดีเอน็เอท่ีตอ้งการออกจาก pMiniT2.0 vector 
สารท่ีใช ้ ปริมาณท่ีใช ้(µl) 

Plasmid (100 ng/µl) 10 
10X NEBuffer: NEBuffer 3.1 2 
Restriction Enzyme: HindIII (10U/µl) 1 
Restriction Enzyme: BglII (10U/µl) 1 
Nuclease-Free water 6 
Total volume 20 
 

3.10.2 ตัด pGL4.10[luc2] vector (รูปท่ี  7) ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  BglII และ  HindIII  
เพื่อน าไปเช่ือมต่อกบัโปรโมเตอร์ท่ีตอ้งการ ท าโปรโมเตอร์ละ 4 หลอด โดยใช้
ปริมาณสารต่างๆ ดังตารางท่ี 21 จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 
 
ตารางท่ี 21 สารเคมีท่ีใชใ้นการตดั pGL4.10[luc2] vector 

สารท่ีใช ้ ปริมาณท่ีใช ้(µl) 
pGL4.10[luc2] vector (500 ng/µl) 2 
10X NEBuffer: NEBuffer 3.1 2 
Restriction Enzyme: HindIII (10U/µl) 1 
Restriction Enzyme: BglII (10U/µl) 1 
Nuclease-Free water 14 
Total volume 20 
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รูปท่ี 7 โครงสร้างและรายละเอียดของ pGL4.10[luc2] vector 

 
3.10.3 ท า dephosphorylation เพื่อป้องกันการเกิด recircularization ในขั้นตอน ligation 

โดยการน า pGL4.10[luc2] vector ท่ีตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะแล้วมา treat ด้วย 
Shrimp Alkaline Phosphatase  (rSAP) ปริมาตร 2 ไมโครลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง  จากนั้น Inactivate ท่ีอุณหภูมิ 65oC เป็นเวลา 
5 นาที โดยใชเ้คร่ือง thermal cycler 

3.10.4 น าพลาสมิดทั้ งหมดท่ีถูกตัดด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  BglII และ  HindIII มาท า 
agarose gel electrophoresis โดยใชเ้จลความเขม้ขน้ 1 เปอร์เซ็นต ์

3.11 สกดัดีเอ็นเอออกจากเจลดว้ยชุดสกดั GenepHlow™ Gel Extraction Kit (Geneaid) ส าหรับ
โปรโมเตอร์ของยีน GH1 และ POU1F1 และชุดสกดั Monarch® DNA Gel Extraction Kit 
(New England BioLabs) ส าหรับโปรโมเตอร์ของยนี TSHB 

3.12 ท า ligation และ transformation เพื่อเช่ือมโปรโมเตอร์ท่ีสนใจเขา้กบั pGL4.10[luc2] vector 
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3.12.1 ค านวณความเข้มข้นของดีเอ็นเอท่ีจะใช้ในการท า ligation โดยใช้โปรแกรม 
NEBioCalulator v1.8.1  

3.12.2 ท า ligation เพื่อเช่ือมโปรโมเตอร์เข้ากับ pGL4.10[luc2] vector โดยใช้ T4 DNA 
Ligase (New England BioLabs) และใชอ้ตัราส่วน insert : vector ดงัน้ี 
3.4.1 GH1 promoter : pGL4.10[luc2] vector เท่ากบั 7:1 

3.4.2 POU1F1 promoter : pGL4.10[luc2] vector เท่ากบั 7:1 
3.4.3 TSHB promoter : pGL4.10[luc2] vector เท่ากบั 3:1 
รายละเอียดของสารท่ีใชใ้นการท า ligation ดงัตารางท่ี 22-24  
 
ตารางท่ี 22 สารเคมีท่ีใช้ท า ligation เพื่อเช่ือม GH1 promoter กับ pGL4.10[luc2] 
vector 

สารท่ีใช ้ ปริมาณท่ีใช ้(µl) 
Linearized vector DNA: pGL4.10[luc2] vector (200 ng) 3.1 
Insert DNA: GH1 Promoter (157.8 ng) 16.6 
10X T4 DNA Ligase Buffer 2.5 
T4 DNA Ligase 2 
Nuclease-Free water 0.8 
Total volume 25 

 

 

ตารางท่ี 23 สารเคมีท่ีใช้ท า ligation เพื่อเช่ือม POU1F1 promoter กับ pGL4.10 
[luc2] vector 

สารท่ีใช ้ ปริมาณท่ีใช ้(µl) 
Linearized vector DNA: pGL4.10[luc2] vector (200 ng) 8 
Insert DNA: POU1F1 Promoter (283.2 ng) 15 
10X T4 DNA Ligase Buffer 3 
T4 DNA Ligase 2 
Nuclease-Free water 2 
Total volume 30 
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ตารางท่ี 24 สารเคมีท่ีใช้ท า ligation เพื่อเช่ือม TSHB promoter กบั pGL4.10[luc2] 
vector 

สารท่ีใช ้ ปริมาณท่ีใช ้(µl) 
Linearized vector DNA: pGL4.10[luc2] vector (500 ng) 1.37 
Insert DNA: TSHB Promoter (455.1 ng) 1.44 
10X T4 DNA Ligase Buffer 0.5 
T4 DNA Ligase 1 
Nuclease-Free water 0.69 
Total volume 5 

 
3.12.3 น าไปบ่มเป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

- ส าหรับ GH1 และ POU1F1 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 16 องศาเซลเซียส  โดยใช้
เคร่ือง thermal cycler  

- ส าหรับ TSHB น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
3.12.4 น าไป Inactivate ท่ีอุณหภูมิ 65oC เป็นเวลา 5 นาที โดยใชเ้คร่ือง thermal cycler 

3.13 ท า transformation เพื่อเพิ่มปริมาณใน E. coli ปฏิบติัตามรายละเอียดขอ้ 3.4  
3.14 น าโคโลนีเด่ียวมาเพิ่มปริมาณและสกดัพลาสมิดด้วยชุดสกดั Presto™ Mini Plasmid Kit 

(Geneaid)  
3.15 คดัเลือกโคลนดว้ยเอนไซมต์ดัจ าเพาะ BglII และ HindIII ปฏิบติัตามรายละเอียดตามขอ้ 3.7 
3.16 เตรียมพลาสมิดส าหรับตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทด์ดว้ยเทคนิค Sanger sequencing และ

การวิเคราะห์ผล ปฏิบติัตามรายละเอียดตามข้อ 1.4 โดยใช้ไพรเมอร์ RVprimer3 ซ่ึงเป็น 
universal primer และ pGL4.10(luc2)_R รายละเอียดไพรเมอร์ดงัตารางท่ี 6 ล าดบัท่ี 12 

3.17 เพิ่มปริมาณและสกดัพลาสมิดด้วยชุดสกดั GeneaidTM Maxi Plasmid DNA Kit (Geneaid) 
เพื่อใชใ้นการท า transfection  
 

4. การเลีย้งเซลล์และการน าดีเอน็เอเข้าสู่เซลล์โดยการท า transfection 
เซลล์ท่ีน ามาใช้ในการศึกษาคร้ังน้ีคือเซลล์ Chinese Hamster Ovary (CHO-K1) (ATCC® 

CCL-61™) ซ่ึงการศึกษาก่อนหนา้น้ีระบุวา่การใชเ้ซลล์ CHO ในการท า luciferase activity assays 
ให้ผลการทดลองท่ีดีกว่าการใช้เซลล์ Human Embryonic Kidney 293T (HEK273T)(24) และใน

http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
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การศึกษาน้ีจะใช้  X-tremeGENE™ 9 DNA Transfection Reagent (Roche) เป็น  transfection 
reagent โดยมีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 
4.1 การเพาะเล้ียงเซลล ์ 

4.1.1 เตรียมอาหารเล้ียงเซลล์ CHO-K1 ซ่ึงประกอบด้วย nutrient mixture F-12 media  
ท่ีเติม 10% fetal bovine serum (FBS) และ 1% v/v penicillin-streptomycin 

4.1.2 เติมอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 4 มิลลิลิตรลงใน flask ส าหรับเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 
25 ตารางเซนติเมตร (T-25) จากนั้ นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสท่ีมี
ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลาอย่างน้อย 15 นาที 
เพื่อใหอ้าหารเล้ียงเซลลมี์ pH ประมาณ 7.0-7.6 

4.1.3 น าเซลล์ท่ีแช่แข็งมาท าให้ละลายใน water bath ท่ี อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
อย่างรวดเร็ว (ใช้เวลาประมาณ 2 นาที) โดยให้ฝาหลอดอยู่เหนือน ้ าเพื่อป้องกัน 
การปนเป้ือน 

4.1.4 เม่ือเซลล์ละลายแล้วให้เอาออกจาก water bath และเช็ดหลอดด้วยแอลกอฮอล ์ 
70 เปอร์เซ็นต ์

4.1.5 ดูดเซลลป์ริมาตร 1 มิลลิลิตรใส่หลอดเซ็นตริฟิวจข์นาด 15 มิลลิลิตรท่ีมีอาหารเล้ียง
เซลลป์ริมาตร 9 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 125 x g เป็นเวลา 5 นาที 

4.1.6 ดูดสารละลายทิ้ง ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหารเล้ียงเซลลป์ริมาตร 1 มิลลิลิตร  
4.1.7 เติมเซลล์ลง flask ส าหรับเพาะเล้ียงเซลลข์นาด 25 ตารางเซนติเมตร (T-25) ท่ีเตรียม

ไวข้อ้ 4.1.2 จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีปริมาณก๊าซคาร์บอน 
ไดออกไซด ์(CO2) 5 เปอร์เซ็นต ์

4.2 การ subculture เซลล ์
4.2.1 ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออกให้หมด จากนั้ นเติม 1X dulbecco's phosphate-buffered 

saline (DPBS) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร เพื่อลา้งเซลล ์จากนั้นดูด DPBS ทิ้ง  
4.2.2 เติม 0.25% trypsin ปริมาตร 2 มิลลิลิตร น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมี

ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) 5 เปอร์เซ็นต์ เป็นเวลา 5 นาที ตรวจสอบ
เซลลภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์วา่เซลลห์ลุดดีหรือไม่ 

4.2.3 ใช้ปิเปตต์ดูดเซลล์ข้ึนลงเพื่อให้เซลล์แยกเป็นเซลล์เด่ียวไดดี้ข้ึน จากนั้นเติมอาหาร
เล้ียงเซลลป์ริมาตร 4 มิลลิลิตร เพื่อหยดุปฏิกิริยาของ trypsin 
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4.2.4 ดูดเซลล์ใส่หลอดเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 15 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 
125 x g เป็นเวลา 5 นาที 

4.2.5 ดูดสารละลายทิ้ง ละลายตะกอนเซลลด์ว้ยอาหารเล้ียงเซลลป์ริมาตร 1 มิลลิลิตร  
4.2.6 เติมเซลล์ลง flask ส าหรับเพาะเล้ียงเซลล์ขนาด 25 ตารางเซนติเมตร (T-25) ท่ีมี

อาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 4 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  

37 องศาเซลเซียส ท่ีมีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) 5 เปอร์เซ็นต ์
4.3 การเก็บรักษาเซลล ์

4.3.1 เตรียม freezing media ซ่ึงประกอบดว้ยอาหารเล้ียงเซลลท่ี์เติม 10% DMSO  
4.3.2 ปฏิบติัตามขั้นตอนการ subculture เซลลข์อ้ 4.2.1-4.2.4 
4.3.3 ดูดสารละลายทิ้ง ละลายตะกอนเซลลด์ว้ย freezing media ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
4.3.4 นบัจ านวนเซลลด์ว้ยเคร่ือง CountessTM Automated Cell Counter ซ่ึงมีขั้นตอนดงัน้ี 

3.4.4 ผสมเซลล์  CHO-K1 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร  กับ  trypan blue ปริมาตร  
10 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 1-2 นาที 

3.4.5 หยดเซลล์ CHO-K1 ท่ีผสมกบั trypan blue ปริมาตร 10 µl ลงบน CountessTM 
Cell Counting Chamber Slide  

3.4.6 น าสไลด์เขา้เคร่ือง CountessTM Automated Cell Counter ปรับโฟกสัให้ชดัเจน 
จากนั้นกด count cells บนัทึกผล 

4.3.5 เจือจางเซลล์ด้วย freezing media ให้ มีจ  านวนเซลล์ประมาณ 1x106 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร 

4.3.6 ดูดเซลล์ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ใส่ cryotube ขนาด 1.8 ml น าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 นาที จากนั้นน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

4.4 การน าดีเอน็เอเขา้สู่เซลลโ์ดยการท า transfection 
4.4.1 เตรียมเซลล์ CHO-K1 ส าหรับท า transfection โดยใช้ CHO-K1cells ท่ีมี confluent 

ประมาณ 80 เปอร์เซ็นต ์ 
(1) ปฏิบติัตามขั้นตอนการ subculture เซลลข์อ้ 4.2.1-4.2.5 

(2) นบัจ านวนเซลลโ์ดยใชเ้คร่ือง CountessTM Automated Cell Counter 
(3) เจือจางเซลลด์ว้ยอาหารเล้ียงเซลลใ์หมี้จ านวนเซลล ์50,000 เซลลต่์อมิลลิลิตร  
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(4) ดูดเซลล์ลงเพลทชนิด 12 หลุม หลุมละ 2 มิลลิลิตร (100,000 เซลล์) น าไปบ่ม
ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ท่ีมีปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2)  
5 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

4.4.2 เตรียม Nucleic acid complex (DNA complex) ซ่ึงประกอบด้วยพลาสมิด LHX4 
ช นิ ด  wild type (LHX4_WT) ห รือช นิ ด  mutant (LHX4_R122W, LHX4_T163P, 

LHX4_L190R) หรือพลาสมิด pTracer-CMV (empty vector) ความเข้มข้น  200  
นาโนกรัม ผสมกับพลาสมิด luciferase reporter ท่ีมีโปรโมเตอร์ของยีน GH1, 
POU1F1 หรือ TSHB ความเข้มข้น 200 นาโนกรัม ในหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร มีขั้นตอนดงัน้ี 
(1) เจือจางพลาสมิดใหมี้ความเขม้ขน้ 50 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร   
(2) เตรียม DNA complex ส าหรับท าปฏิกิริยา 3 ซ ้ า รายละเอียดดงัตารางท่ี 25 

 
ตารางท่ี 25 การเตรียม DNA complex ท่ีใชใ้นการท า transfection 

จ านวนปฏิกิริยา พลาสมิด ความเขม้ขน้ และปริมาณท่ีใช้ 

1 ปฏิกิริยา expression vector + luciferase reporter vector 
200 ng + 200 ng = 400 ng 

4 ul + 4 ul      = 8 ul 
3.2 ปฏิกิริยา expression vector + luciferase reporter vector 

640 + 640 ng = 1,280 ng 
12.8 ul + 12.8 ul = 25.6 ul 

 
ส าหรับการทดลอง haploinsufficiency ให้เตรียม DNA complex ดงัตารางท่ี 25 แต่
ในส่วนของ expression vector ให้ใช้พลาสมิด LHX4 ชนิด wild type ความเขม้ขน้ 
100 นาโนกรัม รวมกบัพลาสมิดชนิด mutant หรือพลาสมิด pTracer-CMV (empty 
vector) ความเขม้ขน้ 100 นาโนกรัมแทน 

4.4.3 เต รี ยม  X-tremeGENE reagent โดยใช้ อัต ราส่ วน  reagent : DNA เท่ ากับ  3:1 
(reagent 3 µl : DNA 1 µg, reagent 1.2 µl : DNA 400 µl) รายละเอียดดงัตารางท่ี 26 
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ตารางท่ี 26 การเตรียม X-tremeGENE reagent ท่ีใชใ้นการท า transfection 

จ านวนปฏิกิริยา  

ปริมาตรท่ีใช ้

X-tremeGENE™ 9 DNA 
Transfection Reagent 

Nutrient Mixture  
F-12 Media 

1 ปฏิกิริยา 1.2 µl 92 µl 

3.2 ปฏิกิริยา 3.84 µl 294.4 µl 

 

4.4.4 เติม X-tremeGENE reagent ลงหลอด Nucleic acid complex ส าหรับท าปฏิกิริยา 3 

ซ ้ า หลอดละ 294.4 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที 

4.4.5 หยด  X-tremeGENE reagent-Nucleic acid complex ลง เพ ลท เซลล์  CHO-K1 ท่ี

เตรียมไวจ้ากข้อ 4.4.1 ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร โดยหยดให้กระจายทั่ว 

ทั้ งหลุม เขย่าเพลทเบาๆ น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส ท่ีมีปริมาณ 

ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2) 5 เปอร์เซ็นต ์เป็นเวลา 48 ชัว่โมง 

4.4.6 น าไปตรวจวดัการแสดงออกของยีนในระดบั transcription และตรวจวดัปริมาณ

โปรตีนทั้งหมด 

 

5. การตรวจวดัการแสดงออกของยนีและการตรวจวดัปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
การตรวจวัดการแสดงออกของยีนในระดับ  transcription ในการศึกษาค ร้ังน้ี ใช ้

เทคนิค Luciferase reporter assay โดยใช้ชุด Luciferase assay system (Promega) และ normalize 
luciferase activity ด้วยป ริมาณโปรตีนทั้ งหมดโดยใช้ เทคนิค BCA Protein Assay ใช้ ชุด 
PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific) ท าการทดสอบแยกกันทั้ งหมด  
3 คร้ัง และแต่ละการทดสอบท าซ ้ าทั้งหมด 3 ซ ้ า มีขั้นตอนดงัต่อไปน้ี 
5.1 การเก็บเซลลจ์ากการท า transfection และการท าใหเ้ซลลแ์ตก  

5.1.1 เตรียม 1X Passive Lysis Buffer (PLB) โดยเจือจาง 5X PLB ด้วยน ้ ากลั่น ตวัอย่าง  
1 ตวัอยา่งจะใช ้1X PLB ปริมาตร 250 ไมโครลิตร 

5.1.2 ดูดอาหารเล้ียงเซลลอ์อกจากเพลทเซลล ์CHO-K1 ท่ีท า transfection เรียบร้อยแลว้ 
5.1.3 ลา้งเซลล์ดว้ย 1X DPBS โดยค่อยๆ เติม 1X DPBS ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ระวงัไม่ให้

เซลลห์ลุด จากนั้นค่อยๆ ดูด 1X DPBS ทิ้ง 
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5.1.4 ท าให้เซลล์แตกโดยการเติม 1X PLB ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้ นเขย่าท่ี
อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 15 นาที  

5.1.5 ดูด lysate ใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร แช่น ้ าแข็งเพื่อน าไปท า 
luciferase reporter assay และหาปริมาณโปรตีนทั้งหมด หรือน าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ  
-20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะน ามาใช ้

5.2 การท า Luciferase reporter assay โดยใชชุ้ด Luciferase assay system (Promega) 
5.2.1 เปิดเคร่ือง SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader และเปิดโปรแกรม 

SoftMax Pro 5.4.1 เ ลื อ ก  Reporter Assays แ ล ะ  Dual-Glo Luciferase ท่ี แ ถ บ 
Protocols จากนั้นตั้งค่า template เฉพาะ PlateA_Firefly 

5.2.2 เติมตัวอย่าง (PLB lysate) ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ลง 96-well plate white flat 
bottom หลุมละ 1 ตวัอย่าง ในแต่ละการทดลองจะตอ้งประกอบไปด้วย 1X PLB 
จ านวน 1 หลุม ซ่ึงใชส้ าหรับเป็น blank ในแต่ละการทดลอง 

5.2.3 เติม Luciferase Assay Reagent (LAR) ปริมาตรหลุมละ 100 ไมโครลิตร ผสมให้
เขา้กนั 

5.2.4 น าเพลทเข้าเคร่ือง SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader กด Read ท่ี
โปรแกรมเพื่อให้เคร่ืองอ่านค่า firefly luciferase ท่ีความยาวคล่ืน 560 นาโนเมตร 
จากนั้นกดบนัทึกผล 

5.3 การตรวจวดัปริมาณโปรตีนทั้งหมดโดยใช้ชุด PierceTM BCA Protein Assay Kit (Thermo 
Fisher Scientific) 
5.3.1 เปิดเคร่ือง SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader และเปิดโปรแกรม 

SoftMax Pro 5.4.1 เลือก Protein Quant และ BCA ท่ีแถบ Protocols จากนั้นตั้ งค่า 
template เลือกชนิดของเพลท และเลือกความยาวคล่ืนท่ี 562 นาโนเมตร 

5.3.2 เตรียม Bovine Serum Albumin (BSA) Standard โดยใช้หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร รายละเอียดดงัตารางท่ี 27 
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ตารางท่ี 27 การเตรียม Bovine Serum Albumin (BSA) Standard 
หลอด ปริมาตร PLB  ปริมาตรและท่ีมาของ BSA ความเขม้ขน้สุดทา้ย 

A  0 µl 300 µl จาก BSA stock  2000 µg/ml 

B  125 µl 375 µl จาก BSA stock 1500 µg/ml 

C  325 µl  325 µl จาก BSA stock 1000 µg/ml 

D  175 µl 175 µl จากหลอด B  750 µg/ml 

E  325 µl 325 µl จากหลอด C  500 µg/ml 

F  325 µl 325 µl จากหลอด E  250 µg/ml 

G  325 µl 325 µl จากหลอด F  125 µg/ml 

H  400 µl 100 µl จากหลอด G  25 µg/ml 

I  400 µl 0 µl 0 µg/ml = Blank 

 
5.3.3 เตรียม Working Reagent (WR) โดยการผสม BCA Reagent A 50 ส่วน กับ BCA 

Reagent B 1 ส่วน (ตวัอยา่งเช่น ผสม Reagent A ปริมาตร 50 มิลลิลิตร กบั Reagent 
B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร) เม่ือผสมเรียบร้อยแลว้จะไดส้ารละลายสีเขียว 

5.3.4 เติม Standard และตวัอย่าง (PLB lysate) ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ลง 96-well plate 

clear flat bottom (Greiner) หลุมละ 1 ตวัอยา่ง 
5.3.5 เติม WR ปริมาตรหลุมละ 200 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย plate shaker เป็นเวลา 

30 วนิาที 
5.3.6 ผิดฝาเพลทด้วย  Sealing film น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

30 นาที จากนั้นตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 
5.3.7 น าเพลทเข้าเคร่ือง SpectraMax M3 Multi-Mode Microplate Reader กด Read ท่ี

โปรแกรม จากนั้นกดบนัทึกผล 
5.4 การค านวณค่า Relative Luciferase Activity 

5.4.1 ค านวณค่า Relative Luciferase Activity จากสูตรดงัต่อไปน้ี 
 

Relative Luciferase Activity = Firefly Relative luminometer units (RLU) 
ปริมาณโปรตีนทั้งหมด (ng/20 µl) 
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5.4.2 น าค่า Relative Luciferase Activity ท่ีค  านวณไดไ้ปเปรียบเทียบในแต่ละการทดลอง
และน าไปวเิคราะห์ผลทางสถิติต่อไป 

 

6. การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
การศึกษาคร้ังน้ีวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 และ

ใช้ independent samples t-test ในการเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของ Relative Luciferase Activity ใน

แต่ละการทดลอง โดยก าหนดระดบันยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบัความเช่ือมัน่ร้อยละ 99 (P < 0.01) 
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บทที ่4 
ผลการวจิัย 

 

1. ข้อมูลของผู้ป่วย 
1.1 ขอ้มูลทางคลินิกของผูป่้วย 

ผูป่้วยเป็นเพศชาย สัญชาติไทย คลอดตามก าหนดตอนอายุครรภ ์37 สัปดาห์ โดย

การผ่าตดัคลอด (cesarean section) เน่ืองจากทารกไม่กลบัหัว คลอดโดยการเอาก้นออก 

(breech presentation) มีภาวะเจริญเติบโตช้าในครรภ์แบบไม่ได้สัดส่วน (asymmetrical 

IUGR) และมีภาวะน ้ าคร ่ าน้อยกว่าปกติ (oligohydramnios) น ้ าหนักแรกเกิด 1,840 กรัม 

(นอ้ยกวา่เปอร์เซ็นไทล์ท่ี 3) ความยาว 41 เซนติเมตร (นอ้ยกวา่เปอร์เซ็นไทล์ท่ี 3) เส้นรอบ

ศีรษะ (head circumference) ยาว 32 เซนติเมตร (เปอร์เซ็นไทลท่ี์ 25-50) แรกเกิดพบกระดูก

ต้นแขนข้างซ้ายหัก (left humerus) กระดูกหน้าแข้ง (tibia) และกระดูกต้นขา (femur)  

โคง้งอมากกว่าปกติ (รูปท่ี 8A-B) หน้าผากโหนก (frontal bossing) และตาขาวมีสีฟ้าอ่อน 

(blue sclerae) นอกจากน้ียงัพบภาวะติดเช้ือในทารกแรกเกิด (neonatal sepsis) อาการชัก 

(seizure) และภาวะหายใจล าบาก (respiratory distress) โดยพบชายโครงบานขณะหายใจ

เขา้ (subcostal retraction) และผนงัทรวงอกเสียหนา้ท่ี (chest wall instability) ผูป่้วยเร่ิมเดิน

ไดเ้ม่ืออายุ 2 ปี แต่มีลกัษณะการเดินท่ีผิดปกติ เม่ืออายุ 3 ปี พบภาวะกระดูกหน้าอกและ

ซ่ีโครงโป่งยื่นออกมาคล้ายอกไก่  (pectus carinatum) ดังรูป ท่ี  8C และพบเท้าแบน  

(flat feet) ดงัรูปท่ี 8D ผูป่้วยเร่ิมมีฟันข้ึนเม่ืออายุ 1 ปี และเม่ืออายุ 4 ปี เร่ิมพบความผิดปกติ

ของฟันโดยพบภาวะ dentinogenesis imperfecta (DI) ดงัรูปท่ี 8E-F ผลตรวจการมองเห็น

และการไดย้นิเป็นปกติ จากลกัษณะทางคลินิกดงักล่าวแพทยจึ์งวนิิจฉยัวา่ผูป่้วยเป็นโรค OI 

ชนิดท่ี 3 ผูป่้วยไดรั้บการรักษาโดยการให้ pamidronate (7.2 mg/kg/year IV) ทุกๆ 2 เดือน

ตั้งแต่อายุได้ 2 เดือน หลงัจากให้การรักษาด้วย pamidronate พบว่า bone mineral density 

(BMD) มีค่าสูงข้ึนร้อยละ 42.9 โดยคร้ังแรกตรวจเม่ืออายุ 1 ปี 7 เดือน มีค่า BMD เท่ากบั 

0.343 g/cm2 (<-3SD) คร้ังล่าสุดตรวจเม่ืออายุ 4 ปี 7 เดือน มีค่า BMD เท่ากบั 0.491 g/cm2 

(-2SD) ระหว่างการรักษาผูป่้วยมีประวติักระดูกหักสองคร้ังจากการล้ม คือ เม่ืออายุ 5 ปี  

11 เดือน กระดูกตน้ขาขา้งขวา (right femur) หกั และเม่ืออาย ุ6 ปี 2 เดือน กระดูกตน้ขาขา้ง

ซา้ย (left femur) หกั ดงัรูปท่ี 8G-H   
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นอกจากลกัษณะทางคลินิกท่ีกล่าวมาแลว้ยงัพบวา่ผูป่้วยมีส่วนสูงท่ีต ่ากวา่เกณฑ์

มาตรฐาน เม่ือตรวจวดัระดบัฮอร์โมนของผูป่้วยเม่ืออายุ 3 ปี 5 เดือนพบว่าผูป่้วยมีระดบั 

FT4, IGF1, IGFBP3 และ GH หลงัจากการกระตุน้ต ่ากว่าเกณฑ์มาตรฐาน ในขณะท่ีระดบั 

TSH, ACTH และ cortisol อยูใ่นเกณฑ์ปกติ รายละเอียดดงัตารางท่ี 28 ผลจากการท า MRI 

พบว่าต่อมใต้สมองและก้านของต่อมใตส้มองมีการพฒันาท่ีไม่สมบูรณ์ (hypoplasia of 

pituitary gland and stalk) ดงัรูปท่ี 8I-J จากขอ้มูลดงักล่าวแพทยจึ์งวินิจฉัยว่าผูป่้วยมีภาวะ

พร่องโกรทฮอร์โมนและไทรอยด์ฮอร์โมน ผูป่้วยไดรั้บการรักษาโดยให้ growth hormone 

(Norditropin 0.3 mg/day subcutaneous) แ ล ะ  thyroid hormone (Eltroxin, 25 ug/day) 

ตั้งแต่อายุ 3 ปี 9 เดือน ซ่ึงผูป่้วยตอบสนองต่อการรักษาไดดี้ดงัจะเห็นไดจ้ากกราฟแสดง

เกณฑอ์า้งอิงการเจริญเติบโต ดงัรูปท่ี 8K-L และตารางท่ี 28 

ผูป่้วยเป็นลูกชายคนเดียว ขณะท่ีตั้ งครรภ์แม่และพ่ออายุ 31 ปี มีสุขภาพดี ไม่มี

ความสัมพัน ธ์ท างเค รือญ าติ  แม่ มี ความ สู ง 159 เซน ติ เมตร ส่ วนพ่อ มีความ สู ง  

164.8 เซนติเมตร ผลการตรวจวดัระดับฮอร์โมนของพ่อเม่ืออายุ 38 ปี พบว่าระดับของ 

IGF1, FT4, TSH และ FSH อยู่ในเกณฑ์ปกติ ส่วนระดบั testosterone สูงกว่าค่ามาตรฐาน

แต่ไม่พบปัญหาเก่ียวกบัระบบสืบพนัธ์ุ 
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รูปท่ี 8 ลกัษณะทางคลินิกของผูป่้วย โดย A และ B แสดงการหักของกระดูกตน้แขนขา้ง
ซ้าย (left humerus) และการโคง้งอของกระดูกหน้าแขง้ (tibia) และกระดูกตน้ขา (femur) 
ตั้งแต่แรกเกิด, C แสดงภาวะกระดูกหนา้อกและซ่ีโครงโป่งยื่นออกมาคลา้ยอกไก่ (pectus 
carinatum), D แสดงลกัษณะเทา้แบน (flat feet), E และ F แสดงความผิดปกติของฟันและ
ภาวะ dentinogenesis imperfecta (DI), G แสดงการหักของกระดูกต้นขาข้างขวา (right 
femur) เม่ืออายุ 5 ปี 11 เดือน, H แสดงการหักของกระดูกตน้ขาขา้งซ้าย (left femur) เม่ือ
อายุ 6 ปี 2 เดือน, I และ J ผล MRI แสดงต่อมใตส้มองและกา้นของต่อมใตส้มองท่ีพฒันา
ไม่สมบูรณ์ (hypoplasia of pituitary gland and stalk), K กราฟแสดงเกณฑ์อา้งอิงการเจริญ 
เติบโตตั้งแต่แรกเกิดจนถึงอายุ 3 ปี, L กราฟแสดงเกณฑ์อา้งอิงการเจริญเติบโตตั้งแต่อาย ุ 
3 ปีจนถึง 6 ปี 7 เดือน ลูกศรสีแดงระบุช่วงท่ีเร่ิมรักษาโดยการใหฮ้อร์โมนทดแทน 
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ตารางท่ี 28 ระดบัฮอร์โมนของผูป่้วย 

Hormone 
Age 

3 years 5 months 3 years 6 months 6 years 10 months 

TSH (uIU/mL) 4.3 (0.7-6.0) 5.09 (0.7-6.0)  - 

FT4 (ng/dL) 0.51 (1.0-1.8 ) * 0.62 (1.0-1.8 ) * 1.77 (1.0-1.7) 

IGF1 (ng/mL) <25 (22-229) * - 79.6 (47-275) 

IGFBP3 (ug/mL) 0.9 (0.9-4.3) - - 
GH stimulation 
test (ng/mL) 

- 0.50 [1] (>10) * - 

 0.66 [2] (>10) *  

 0.88 [3] (>10) *  

 0.85 [4] (>10) *  

 1.01 [5] (>10) *  
Cortisol (ug/dL) 
(morning) 

4.2 (normal 5-25) * 6.2 [1] (7-25) * - 
 16.6 [2] (7-25)  

ACTH (pg/mL) - 29.9 (7.2-63) - 
ค่าในวงเลบ็คือค่าปกติ ส่วน * แสดงค่าท่ีต ่ากวา่เกณฑป์กติ  

 

1.2 ขอ้มูลทางพนัธุกรรมของผูป่้วย 
การตรวจหาความผดิปกติทางพนัธุกรรมโดยการท า whole exome sequencing จาก

ตวัอยา่งเลือดของผูป่้วยและการท า Sanger sequencing จากตวัอยา่งเลือดของผูป่้วยและพ่อ

แม่ของผูป่้วย พบวา่ผูป่้วยมีความผิดปกติในยีน COL1A2 ซ่ึงมีบทบาทส าคญัต่อการสร้าง

คอลลาเจนชนิดท่ี 1 และเก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรค OI ความผดิปกติน้ีเป็นแบบ heterozygous 

missense ชนิด p.G511C (c.1531G>T ) ท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของล าดบัเบสท่ีต าแหน่ง 

1,531 จากกวันีน (guanine) เปล่ียนเป็นไทมีน (thymine) ส่งผลให้กรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 

511 เปล่ียนจากไกลซีน (glycine) เป็นซิสเทอีน (cysteine) โดยไม่พบความผดิปกติน้ีในพ่อ

และแม่ของผูป่้วย (de novo mutation) ดงัรูปท่ี 9A และการเปล่ียนแปลงชนิดน้ียงัไม่เคยมี

รายงานมาก่อน (novel mutation) นอกจากน้ีย ังพบการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W 

(c.364C>T ) แบบ heterozygous missense ในยีน  LHX4 ซ่ึ งเป็นยีน ท่ี มีบทบาทส าคัญ 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
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ในการพฒันาต่อมใตส้มองและระบบประสาท และเคยมีรายงานวา่เป็นสาเหตุของการเกิด

โรค  CPHD การเป ล่ียนแปลงน้ี เกิดจากการเป ล่ียนแปลงของล าดับ เบสใน exon 3  

ท่ีต  าแหน่ง 364 จากไซโตซีน (cytosine) เป ล่ียนเป็นไทมีน (thymine) ส่ งผลให้ เกิด 

การเป ล่ียนแปลงกรดอะมิโน ท่ีต าแหน่ง 122 จากกรดอะมิโนอาร์จินีน  (arginine) 

เปล่ียนเป็นกรดอะมิโนทริปโตแฟน (tryptophan) นอกจากจะพบการเปล่ียนแปลงน้ีใน

ผูป่้วยแล้วยงัพบการเปล่ียนแปลงน้ีในพ่อของผูป่้วยท่ีมีสุขภาพแข็งแรงด้วย ดงัรูปท่ี 9B  

การเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W เกิดข้ึนบริเวณ  LIM2 domain ซ่ึงเป็นบริเวณอนุรักษ ์

(conserved region) ของโปรตีน LHX4 ดงัรูปท่ี 10A-B การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีไม่พบใน

ฐานขอ้มูล Thai WES จ านวน 1,876 คน แต่พบในฐานขอ้มูลของ ExAC จ  านวน 1 อลัลีล

ใน 121,208 อลัลีล ซ่ึงพบในคนท่ีมีสุขภาพดี และยงัไม่เคยมีการศึกษาและการรายงานว่า

เก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคมาก่อน การท านายผลกระทบท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงทั้ง 2 ชนิด

ของซอฟท์แวร์ SIFT, PolyPhen-2 และ M-CAP พบว่าให้ผลเป็นไปในทางเดียวกันคือ 

การเปล่ียนแปลงทั้ง 2 ชนิดน้ีอาจส่งผลกระทบท่ีก่อให้เกิดโรคได ้พงศาวรีของครอบครัว

ผูป่้วยดงัรูปท่ี 9C 

 

รูปท่ี 9 ผล Sanger sequencing และพงศาวรี (pedigree) ของผูป่้วยและครอบครัว  

https://th.wikipedia.org/wiki/Arginine
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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A แสดงการเปล่ียนแปลงชนิด p.G511C (c.1531G>T ) ในยีน  COL1A2, B แสดงการ
เปล่ียนแปลงชนิด p.R122W (c.364C>T ) ในยีน LHX4, C แสดงพงศาวรีของครอบครัว
ผูป่้วย โดยสัญลกัษณ์สีด าแทนโรค OI, สีเทาแทนโรค CPHD, สีขาวแทนสุขภาพดี, ลูกศร
แทนผูป่้วย และ W แทนอลัลีลชนิด wild type 

 

รูปท่ี 10 ต าแหน่งท่ีพบการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W โดย A เป็นแผนภาพแสดงโดเมน
ของโปรตีน LHX4 ด้านบนคือการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ท่ีพบในการศึกษาคร้ังน้ี 
ส่วนดา้นล่างประกอบดว้ยการเปล่ียนแปลงชนิดต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัโรค CPHD ท่ีเคยมี
การศึกษาการท างานแลว้, B แสดงผลการ alignment ของโปรตีน LHX4 ในสปีชีส์ต่างๆ ซ่ึง
เป็นบริเวณอนุรักษ ์(conserved region)  

2. การตรวจสอบพลาสมิด LHX4 ชนิด wild type 
ผลการตรวจหาล าดับ นิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด LHX4 ชนิด wild type (pTracer-

LHX4_WT-HA) ด้วย เท ค นิ ค  Sanger sequencing พ บ ว่าพ ล าส มิ ด  pTracer-LHX4_WT-HA  

มีช้ิน insert ขนาด 1,376 bp เช่ือมกบั pTracer-CMV vector โดยช้ิน insert ประกอบดว้ย  

• cDNA ของยนี LHX4 ขนาด 1,173 bp  

• 3’-UTR และ 5’-UTR ของยนี LHX4 

• HA-Tag 

รายละเอียดดงัรูปท่ี 11  
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รูปท่ี 11 โครงสร้างและรายละเอียดของ pTracer-LHX4_WT-HA 
 

3. การสร้างพลาสมิด LHX4 ชนิด mutant  
พลาส มิด  LHX4 ชนิด  mutant ถู กส ร้าง ข้ึนโดยใช้ เทค นิค  site-directed mutagenesis  

ซ่ึงประกอบดว้ยพลาสมิด LHX4 ชนิด mutant ท่ีตอ้งการศึกษา คือ LHX4_R122W (c.364C>T, 

p.R122W) และพลาสมิด LHX4 ชนิด mutant ท่ีใช้ส าหรับควบคุมการทดลอง 2 ชนิด ได้แก่ 

LHX4_T163P (c.487A>C, p.T163P) แ ล ะ  LHX4_L190R (c.5 6 9T>G, p.L190R) พ ล าส มิ ด 

ทั้ ง 3 ชนิดถูกส่งไปตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี  Sanger sequencing รายละเอียด 

ผลการตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ดังรูปท่ี 12 ซ่ึงแสดงการปรียบเทียบต าแหน่งท่ีต้องการ 

ท าใหเ้กิดการกลายพนัธ์ุของพลาสมิด LHX4 ชนิด mutant กบัพลาสมิด LHX4 ชนิด wild type 
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รูปท่ี 12 โครมาโตแกรมแสดงล าดบันิวคลีโอไทด์ของพลาสมิด LHX4 ชนิด mutant เปรียบเทียบ
กบัพลาสมิด LHX4 ชนิด wild type โดย A คือ mutant ชนิด p.R122W, B คือ mutant ชนิด p.T163P 
และ C คือ mutant ชนิด p.L190R 

 

4. การสร้างพลาสมิด luciferase reporter  
4.1 การเพิ่มปริมาณดีเอน็เอของโปรโมเตอร์  

โปรโมเตอร์ของยีน GH1, POU1F1 และ TSHB ถูกเพิ่มปริมาณด้วยเทคนิค PCR 

จากนั้นน าไปตรวจสอบขนาดของดีเอ็นเอท่ีต้องการด้วยวิธี agarose gel electrophoresis 

โดยขนาดของโปรโมเตอร์ของยนีท่ีตอ้งการมีขนาดดงัน้ี 

- โปรโมเตอร์ของยนี GH1 มีขนาดประมาณ 478 bp  

- โปรโมเตอร์ของยนี POU1F1 มีขนาดประมาณ 858 bp 

- โปรโมเตอร์ของยนี TSHB มีขนาดประมาณ 1,293 bp 

รายละเอียดดงัรูปท่ี 13 
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รูปท่ี 13 ผลการตรวจสอบขนาดของโปรโมเตอร์ท่ีไดจ้ากการท า PCR ดว้ยวิธี agarose gel 
electrophoresis โดย A คือ โปรโมเตอร์  GH1, B คือ  โปรโมเตอร์  POU1F1 และ C คือ  
โปรโมเตอร์ TSHB  

4.2 การคดัเลือกโคลนท่ีมีช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการท่ีเช่ือมต่อกบั pMiniT2.0 vector 
โปรโมเตอร์ของยีน GH1, POU1F1 และ TSHB ท่ี เช่ือมต่อกับ pMiniT2.0 vector  

จะถูกคดัเลือกโคลนท่ีมีช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการดว้ยเทคนิค PCR และเอนไซมต์ดัจ าเพาะ  

4.2.1 การคัดเลือกโคลนท่ีมีช้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการด้วยเทคนิค PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 

Cloning Analysis_F และ Cloning Analysis_R ช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการมีขนาดดงัน้ี 

- pMiniT2.0_GH1 มีขนาดประมาณ 787 bp 

- pMiniT2.0_POU1F1 มีขนาดประมาณ 1,167 bp 

- pMiniT2.0_TSHB มีขนาดประมาณ 1,607 bp 

โคลนของ pMiniT2.0_GH1 และ pMiniT2.0_POU1F1 ถูกคัดเลือกมาอย่างละ  

5 โคลน เม่ือน ามาคดัเลือกด้วยเทคนิค PCR พบว่ามีช้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการทั้งหมด  

5 โคลน ส่วนโคลนของ pMiniT2.0_TSHB ถูกคดัเลือกมา 3 โคลน แต่มีช้ินดีเอ็นเอ 

ท่ีตอ้งการเพียง 1 โคลน รายละเอียดดงัรูปท่ี 14 
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รูปท่ี  14  ผลการคัดเลือกโคลนท่ีเช่ือม pMiniT2.0 vector เข้ากับโปรโมเตอร์ท่ี
ต้องการศึกษาด้วยเทคนิค PCR โดย A คือ โปรโมเตอร์ GH1, B คือ โปรโมเตอร์ 
POU1F1 และ C คือ โปรโมเตอร์ TSHB 

4.2.2 การคดัเลือกพลาสมิดท่ีมีช้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BglII และ 

HindIII โดยช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการมีขนาดดงัน้ี 

- pMiniT2.0_GH1 มีขนาดประมาณ 2,594 bp และ 472 bp 

- pMiniT2.0_POU1F1 มีขนาดประมาณ 2,594 bp และ 852 bp 

- pMiniT2.0_TSHB มีขนาดประมาณ 2,594 bp และ 1,279 bp 

เม่ือน าพลาสมิด pMiniT2.0_GH1 และ pMiniT2.0_POU1F1 ท่ีผ่านการคัดเลือก 

ด้วยเทคนิค PCR มาคดัเลือกด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะพบว่ามีช้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการ

ทั้ งหมด 5 โคลน ส่วนพลาสมิด pMiniT2.0_TSHB มีเพียง 1 โคลนเท่านั้ นท่ีผ่าน 

การคดัเลือก รายละเอียดดงัรูปท่ี 15 
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รูปท่ี  15  ผลการคัดเลือกโคลนท่ีเช่ือม pMiniT2.0 vector เข้ากับโปรโมเตอร์ท่ี
ตอ้งการศึกษาด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะ BglII และ HindIII โดย A คือ โปรโมเตอร์ 
GH1, B คือ โปรโมเตอร์ POU1F1 และ C คือ โปรโมเตอร์ TSHB  

 

4.3 การคดัเลือกโคลนท่ีมีช้ินดีเอ็นเอท่ีตอ้งการท่ีเช่ือมต่อกบั pGL4.10[luc2] vector 

พลาสมิดท่ีประกอบดว้ยโปรโมเตอร์ของยีน GH1, POU1F1 หรือ TSHB ท่ีเช่ือมต่อ

กับ pGL4.10[luc2] vector ถูกคัดเลือกด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 2 ชนิด คือ BglII และ 

HindIII โดยช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการมีขนาดดงัน้ี 

- pGL4.10[luc2]_GH1 มีขนาดประมาณ 4,223 bp และ 472 bp 

- pGL4.10[luc2]_POU1F1 มีขนาดประมาณ 4,223 bp และ 852 bp 

- pGL4.10[luc2]_TSHB มีขนาดประมาณ 4,223 bp และ 1,279 bp 

เม่ือน าพลาสมิด pGL4.10[luc2]_GH1 และ pGL4.10[luc2]_POU1F1 ชนิดละ 5 โคลน 

มาคดัเลือกด้วยเอนไซม์ตดัจ าเพาะพบว่ามีช้ินดีเอ็นเอท่ีต้องการทั้งหมด ส่วนพลาสมิด 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 75 

pGL4.10[luc2]_TSHB ถูกน ามาคัดเลือกด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะจ านวน 8 โคลน พบว่า 

พลาสมิดทั้ง 8 โคลนมีช้ินดีเอน็เอท่ีตอ้งการ รายละเอียดดงัรูปท่ี 16 

 

รูปท่ี 16 ผลการคดัเลือกโคลนท่ีเช่ือม pGL4.10[luc2] vector เขา้กบัโปรโมเตอร์ท่ีตอ้งการ
ศึกษาด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ BglII และ HindIII โดย A คือ โปรโมเตอร์ GH1, B คือ  
โปรโมเตอร์ POU1F1 และ C คือ โปรโมเตอร์ TSHB 

4.4 การตรวจสอบล าดบันิวคลีโอไทดข์องพลาสมิด Luciferase reporter  

พลาสมิดทั้ ง 3 ชนิด ได้แก่  pGL4.10[luc2]_GH1, pGL4.10[luc2]_POU1F1 และ 

pGL4.10[luc2]_TSHB ท่ีผ่านการคัดเลือกโคลนด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะจะถูกน าไป 

ตรวจหาล าดับนิวคลีโอไทด์ด้วยเทคนิค Sanger sequencing จากนั้ นวิเคราะห์ผลและ 

สร้างแบบจ าลองโครงสร้างของพลาสมิดด้วยโปรแกรม SnapGene® Viewer 3.3.3 โดยมี

รายละเอียดดงัรูปท่ี 17-19 
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รูปท่ี 17 แบบจ าลองโครงสร้างของพลาสมิด pGL4.10[luc2]_GH1 
 

 

รูปท่ี 18 แบบจ าลองโครงสร้างของพลาสมิด pGL4.10[luc2]_ POU1F1 
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รูปท่ี 19 แบบจ าลองโครงสร้างของพลาสมิด pGL4.10[luc2]_TSHB 
 

5. การตรวจวดัการแสดงออกของยนีและการตรวจวดัปริมาณโปรตีนทั้งหมด 
เซลล ์CHO-K1 ถูกน าดีเอน็เอเขา้สู่เซลล์โดยการท า transfection เม่ือครบเวลา 48 ชัว่โมงถูก

น ามาตรวจวดัการแสดงออกของยนีในระดบั transcription ดว้ยเทคนิค Luciferase reporter assay 

และ  normalize luciferase activity ด้วยปริมาณโปรตีนทั้ งหมดโดยใช้เทคนิค BCA Protein 

Assay ผลการทดลองพบว่าโปรตีน LHX4 ชนิด mutant ท่ีต้องการศึกษา คือ p.R122W และ

โปรตีน LHX4 ชนิด mutant ซ่ึงเป็นตวัควบคุมการทดลองท่ีมีการศึกษามาก่อนหน้าน้ี 2 ชนิด 

ได้แก่ p.T163P และ p.L190R มีความสามารถในกระตุ้นการท างานของโปรโมเตอร์ของยีน 

GH1, POU1F1 และ TSHB ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.01) เม่ือเปรียบเทียบกับ  

wild type รายละเอียดดงัตารางท่ี 29-30 และรูปท่ี 20 ซ่ึงผลการทดลองในส่วนของตวัควบคุม 

ไดแ้ก่ p.T163P และ p.L190R ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัการศึกษาก่อนหนา้น้ี(14, 24) 

การทดลอง haploinsufficiency พบว่าโปรตีน LHX4 ชนิด wild type ร่วมกบัชนิด mutant 

ทั้ ง  3 ช นิ ด  (WT+R122W, WT+T163P และ  WT+L190R) ใน อัต ราส่ วนห น่ึ ง ต่ อห น่ึ ง มี

ความสามารถในการกระตุน้การท างานของโปรโมเตอร์ของยีน POU1F1 แตกต่างกนัอยา่งไม่มี

นัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.01) เม่ือเปรียบเทียบกับโปรตีน  LHX4 ชนิด wild type รวมกับ  
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empty pTracer-CMV expression vector (WT+EV) ในอตัราส่วนหน่ึงต่อหน่ึง ซ่ึงแสดงให้เห็น

ว่าการท างานท่ีผิดปกติของโปรตีน LHX4 ชนิด p.R122W ไม่ได้เกิดจาก dominant negative 

effect แต่เกิดจากการท่ีโปรตีน LHX4 ชนิด p.R122W มีความสามารถในการท างานลดลง (loss 

of functions) แบบ haploinsufficiency ดงัตารางท่ี 29-30 และรูปท่ี 20 
 

ตารางท่ี  29  ผลการวิเคราะห์ทางสถิติของการตรวจวัดการแสดงออกของยีนในระดับ 
transcription โดยใชโ้ปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 

Promoter Construct N Mean of RLU 
Standard 
Deviation 

Standard 
Error Mean 

POU1F1 EV 9 0.35 0.06 0.02 
WT 9 10.11 1.15 0.38 
L190R 9 0.30 0.05 0.02 
T163P 9 1.40 0.25 0.08 
R122W 9 1.03 0.16 0.05 

GH1 EV 9 2.45 0.46 0.15 
WT 9 10.41 2.18 0.73 
L190R 9 1.82 0.32 0.11 
T163P 9 3.98 0.65 0.22 
R122W 9 2.03 0.67 0.22 

TSHB EV 9 0.08 0.01 0.00 
WT 9 2.18 0.31 0.10 
L190R 9 0.07 0.01 0.00 
T163P 9 0.25 0.05 0.02 
R122W 9 0.16 0.04 0.01 

POU1F1 
(haploinsufficiency) 

EV 9 0.32 0.05 0.02 
WT 9 9.30 2.74 0.91 
WT+EV 9 7.64 1.89 0.63 
WT+L190R 9 7.46 1.23 0.41 
WT+T163P 9 6.71 1.64 0.55 
WT+R122W 9 9.21 2.19 0.73 
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ตารางท่ี 30 ผลการเปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในระดบั transcription ด้วย independent 
samples t-test โดยใชโ้ปรแกรม IBM SPSS Statistics 22 

Comparison t df 
Mean 

Difference 

Standard 
Error 

Difference 
p-value Significant 

POU1F1 promoter       
WT vs EV 25.34 8.05 9.76 0.39 <0.01 ** 
WT vs L190R 25.50 8.03 9.82 0.38 <0.01 ** 
WT vs T163P 22.14 8.76 8.71 0.39 <0.01 ** 
WT vs R122W 23.40 8.31 9.08 0.39 <0.01 ** 
GH1 promoter       
WT vs EV 10.73 8.70 7.96 0.74 <0.01 ** 
WT vs L190R 11.71 8.35 8.60 0.73 <0.01 ** 
WT vs T163P 8.49 9.41 6.43 0.76 <0.01 ** 
WT vs R122W 11.05 9.49 8.39 0.76 <0.01 ** 
TSHB promoter       
WT vs EV 20.47 8.03 2.10 0.10 <0.01 ** 
WT vs L190R 20.59 8.02 2.12 0.10 <0.01 ** 
WT vs T163P 18.65 8.38 1.94 0.10 <0.01 ** 
WT vs R122W 19.56 8.22 2.02 0.10 <0.01 ** 
POU1F1 promoter 
(haploinsufficiency) 

      

WT+EV vs EV 11.61 8.01 7.32 0.63 <0.01 ** 
WT+EV vs WT -1.50 16 -1.66 1.11 0.16 - 
WT+EV vs WT+L190R 0.24 16 0.18 0.75 0.82 - 
WT+EV vs WT+T163P 1.12 16 0.93 0.84 0.28 - 
WT+EV vs WT+R122W -1.63 16 -1.57 0.96 0.12 - 
** แทน P < 0.01 
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รูป ท่ี  20  transcription activity ของ LHX4 ต่อโปรโมเตอร์ท่ีสนใจ โดย A-C แสดง 
transcription activity ของ LHX4 ชนิด wild type และ mutant ต่อโปรโมเตอร์ POU1F1, 
GH1 และ TSHB ตามล าดบั (*) แทน P < 0.01 เม่ือเปรียบเทียบกบั LHX4 ชนิด wild type, 
D แสดง luciferase activity ของการทดลอง haploinsufficiency โดย (*) แทน P < 0.01 
เม่ื อเป รียบ เทียบกับ  LHX4 ชนิด wild type ร่วมกับ  empty pTracer-CMV expression 
vector (WT+EV) ในอตัราส่วนหน่ึงต่อหน่ึง 
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บทที ่5 
สรุปผลการวจิัย อภิปรายผล ข้อเสนอแนะ 

 
 การศึกษาน้ีเป็นการศึกษาการท างานของยีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W  
ซ่ึงพบในผูป่้วยไทยรายแรกท่ีได้รับการวินิจฉัยจากคณะแพทย์โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ว่าเป็น 
โรคกระดูกเปราะกรรมพนัธ์ุชนิดท่ี 3 (OI type III) และโรคต่อมใต้สมองท างานลดลง (CPHD) 
ผูป่้วยมีกระดูกหกัตั้งแต่แรกเกิด กระดูกโคง้งอผิดปกติ ตาขาวเปล่ียนเป็นสีฟ้า ตวัเต้ีย ฟันมีสีเหลือง
ออกน ้ าตาลและหักง่าย ซ่ึงเป็นอาการของโรค OI ชนิดท่ี 3 ในส่วนของโรค CPHD ผูป่้วยมีภาวะ
พร่อง GH และ TSH ผลจากการตรวจสอบความผิดปกติทางพันธุกรรมโดยวิธี whole exome 
sequencing แล ะ  Sanger sequencing พ บก าร เป ล่ี ยน แปล งแบบ  de novo novel heterozygous 
missense mutation ชนิด c.1531G>T (p.G511C) ในยีน COL1A2 ท่ีเป็นสาเหตุของการเกิดโรค OI 
และพบการเป ล่ี ยนแปลงแบบ  heterozygous missense mutation ช นิ ด  c.364C>T (p.R122W)  
ในยีน LHX4 ท่ี เคยมีรายงานว่ามีความสัมพันธ์กับการเกิดโรค CPHD โดยพบว่าผู ้ป่วยได้รับ 
การถ่ายทอดความผิดปกติทางพันธุกรรมน้ีมาจากพ่อของผู ้ป่วยท่ีมีสุขภาพดี สมมติฐานว่า 
การแสดงออกของยนี LHX4 มีลกัษณะเป็น incomplete penetrance 

 ความผิดปกติทางพนัธุกรรมท่ีพบในยีน COL1A2 ชนิด p.G511C เป็นการเปล่ียนแปลง 
ท่ีส่งผลใหก้รดอะมิโนไกลซีน (glycine) ท่ีต  าแหน่ง 511 เปล่ียนเป็นกรดอะมิโนซิสเทอีน (cysteine) 
โดยยีน COL1A2 ท าหน้าท่ีสร้าง pro-alpha 2 chain ซ่ึงประกอบไปดว้ยล าดบัท่ีซ ้ ากนัของ Gly-X-Y 
และเป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัชนิดหน่ึงของโครงสร้าง triple helix ของคอลลาเจนชนิดท่ี 1 คาดว่า
การเปล่ียนกรดอะมิโนไกลซีน (glycine) ซ่ึงเป็นกรดอะมิโนท่ีมีขนาดเล็กท่ีสุดเป็นกรดอะมิโน 
ซิสเทอีน (cysteine) จะเป็นอุปสรรคในการสร้าง triple helix ของคอลลาเจนชนิดท่ี 1 ส่งผลให้
โครงสร้างสูญเสียความเสถียรหรือมีโครงสร้างท่ีผิดปกติไปและเป็นสาเหตุให้เกิดโรค OI  
การรายงานก่อนหน้าน้ีพบว่าสาเหตุของการเกิดโรค OI ร้อยละ 85 เกิดจากการกลายพันธ์ุของ 
ยีน COL1A1  และ COL1A2 การกลายพันธ์ุส่วนมากจะเกิดจากการแทนท่ีกรดอะมิโนไกลซีน 
(glycine)(25-27) และเกือบร้อยละ 100 พบว่าเป็นการกลายพนัธ์ุท่ีเกิดข้ึนเองท่ีไม่พบในครอบครัว  
(de novo mutation)(28) 

 ความผิดปกติทางพนัธุกรรมท่ีพบในยีน LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ส่งผล
ให้เกิดการเปล่ียนแปลงกรดอะมิโนท่ีต าแหน่ง 122 จากกรดอะมิโนอาร์จินีน (arginine) ซ่ึงมีโซ่ขา้ง 
(side chain) เป็น เบส (basic) เป ล่ียนเป็นกรดอะมิโนทริปโตแฟน (tryptophan) ซ่ึ งมีโซ่ข้าง  

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%8B%E0%B8%B4%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%AD%E0%B8%B5%E0%B8%99&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%84%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/Arginine
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B4%E0%B8%9B%E0%B9%82%E0%B8%95%E0%B9%81%E0%B8%9F%E0%B8%99
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(side chain) ชนิดไม่มีขั้ ว (hydrophobic) การท านายผลกระทบท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของ
กรดอะมิโนของซอฟทแ์วร์ SIFT, PolyPhen-2 และ M-CAP พบวา่การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีอาจส่งผล
กระทบท่ีก่อให้เกิดโรคได ้การเปล่ียนแปลงน้ีเกิดข้ึนบริเวณ LIM2 domain ซ่ึงเป็นบริเวณอนุรักษ ์
(conserved region) ของยีน LHX4 และเป็นบริเวณท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการมีปฏิสัมพนัธ์กนัของ
โปรตีน (protein-protein interaction) LHX4 กับโปรตีนอ่ืน เช่น ISL2 และ LHX3(24) การรายงาน
ก่อนหนา้น้ีพบวา่การกลายพนัธ์ุของยนี LHX4 เป็นสาเหตุของการเกิดโรค CPHD และมีลกัษณะเป็น 
incomplete penetrance ค่อนขา้งสูง(18, 19, 22, 24) การเปล่ียนแปลงชนิดน้ีไม่พบในฐานขอ้มูล Thai WES 
จ านวน 1,876 คน แต่พบในฐานขอ้มูลของ ExAC จ  านวน 1 อลัลีลใน 121,208 อลัลีล ซ่ึงพบในคน 
ท่ีมีสุขภาพดี และยงัไม่เคยมีการศึกษาและการรายงานวา่เก่ียวขอ้งกบัการเกิดโรคมาก่อน ดงันั้นผล
จากการท า whole exome sequencing และ Sanger sequencing อาจจะไม่ เพี ยงพอท่ีจะสรุปว่า 
การเปล่ียนแปลงดงักล่าวก่อให้เกิดโรค CPHD ได ้จึงตอ้งมีการศึกษาการท างานเพิ่มเติมโดยท าการ
ทดสอบกับโปรโมเตอร์ของยีน POU1F1, GH1 และ  TSHB ในเซลล์ CHO-K1 และวดัระดับ 
การแสดงออกดว้ยเทคนิค luciferase reporter assay  

การศึกษาการท างานของยีน  LHX4 ท่ีมีการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W พบว่าโปรตีน 
LHX4 ชนิด p.R122W ไม่สามารถกระตุน้การท างานของโปรโมเตอร์ POU1F1, GH1 และ TSHB 
ได้ ซ่ึงสอดคล้องกับอาการของผู ้ป่วยท่ีมีภาวะพร่อง GH และ TSH โดยโปรตีน  LHX4 ชนิด 
p.R122W มีความสามารถในการกระตุ้นการท างานของโปรโมเตอร์  POU1F1, GH1 และ TSHB 
ลดลงถึง 9.8 เท่า, 5.1 เท่า และ 13.5 เท่า ตามล าดบัเม่ือเปรียบเทียบกบัการท างานของโปรตีน LHX4 
ชนิด wild type ในขณะท่ี p.T163P และ p.L190R ให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าน้ี(14, 24) 
ประกอบกบัผลการทดลอง haploinsufficiency พบวา่โปรตีน LHX4 ชนิด wild type ร่วมกบัโปรตีน 
LHX4 ชนิด p.R122W ในอัตราส่วนหน่ึงต่อหน่ึงมีความสามารถในการกระตุ้นการท างานของ 
โปรโมเตอร์ของยีน POU1F1 ได้ตามปกติ ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าการท างานท่ีผิดปกติของโปรตีน 
LHX4 ชนิด p.R122W ไม่ไดเ้กิดจาก dominant negative effect แต่เกิดจากการท่ีโปรตีน LHX4 ชนิด 
p.R122W มีความสามารถในการท างานลดลง (loss of functions) แบบ haploinsufficiency 

 การศึกษาก่อนหน้าน้ีพบการกลายพันธ์ุของยีน  LHX4 ท่ีบริเวณ LIM2 domain และ 
มีการศึกษาการท างานของยีนแล้วทั้ งหมด 4 ชนิด คือ p.T99fs53*, p.V101A, p.T126M และ 
p.Y131*(15, 16, 22, 24) โดย p.T126M เป็นการกลายพัน ธ์ุช นิดแรก ท่ี เป็น  homozygous missense 
mutation ท่ีส่งผลให้ผูป่้วยเสียชีวิตหลงัจากคลอดไดไ้ม่นาน ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Li และ
คณะท่ีพบว่าหนูท่ีมีความผิดปกติของยีน LHX4 แบบ homozygous mutation จะเสียชีวิตหลังจาก
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คลอดได้ไม่นานเช่นกนั(21) การศึกษาคร้ังน้ีช่วยเพิ่มชนิดของการกลายพนัธ์ุบริเวณ LIM2 domain  
ซ่ึงเป็นบริเวณอนุรักษข์องยนี LHX4 ท่ีมีบทบาทส าคญัต่อการมีปฏิสัมพนัธ์กนัของโปรตีน 

 ปัจจุบนัพบการรายงานความผดิปกติในยนี LHX4 ท่ีมีความสัมพนัธ์กบัโรค CPHD ทั้งหมด 
19 ชนิด แบ่งออกเป็นความผิดปกติแบบ microdeletion จ  านวน 2 ชนิด(17, 18) ความผิดปกติบริเวณ 
intron จ านวน 3 ชนิด (8, 19, 24) และความผิดปกติบริเวณ exon จ านวน 14 ชนิด(13-16, 19, 20, 22, 24) โดย
พบว่ามีการศึกษาการท างานของยีนแล้วจ านวน 13 ชนิด (14, 16, 19 , 20, 22, 24) นอกจากน้ียงัพบว่า 
มีการแสดงออกแบบ incomplete penetrance จ  านวน 8 ใน 19 ชนิด ซ่ึงมีการศึกษาการท างานแล้ว
จ านวน 6 ชนิด คือ p.V75I, p.T126M, p.T163P, p.R221Q, p. R48Tfs*104 และ p.Y131*(19, 22, 24) 
โดย p.R122W ท่ีพบในการศึกษาคร้ังน้ีจัดเป็นความผิดปกติในยีน LHX4 ท่ี มีความสัมพันธ์ 
กบัโรค CPHD และมีการแสดงออกแบบ incomplete penetrance ท่ีมีการศึกษาการท างานแลว้  

 พ่อของผูป่้วยท่ีพบว่ามีการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ในยีน LHX4 เช่นเดียวกับผูป่้วย 
แต่ไม่มีการแสดงอาการของโรค CPHD คาดว่าน่าจะเก่ียวข้องกับการแสดงออกของยีน LHX4  
แบบ incomplete penetrance ท่ีเกิดจากการแสดงออกของอลัลีลท่ีปกติของยีน LHX4 เพียงอลัลีล
เดียว และเป็นการแสดงออกท่ีเกิดจากการสุ่ม (random monoallelic expression)(35) ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การรายงานก่อนหนา้น้ีวา่ยนี LHX4 มีลกัษณะเป็น incomplete penetrance ค่อนขา้งสูง(24)  

การศึกษาคร้ังน้ีสรุปได้ว่าการเปล่ียนแปลงชนิด p.R122W ในยีน LHX4 ก่อให้ เกิด 
โรคต่อมใต้สมองท างานลดลง โดยความผิดปกติท่ีเกิดข้ึนในยีน LHX4 น้ีจะส่งผลกระทบต่อ 
การพฒันาของต่อมใต้สมองและท าให้เกิดโรคต่อมใต้สมองท างานลดลงในท่ีสุด การศึกษาน้ี 
จะเป็นประโยชน์ต่อครอบครัวผู ้ป่วยในแง่ของการให้ค  าปรึกษาด้านการวางแผนครอบครัว 
ส าหรับการมีบุตรคนต่อไป และจะเป็นประโยชน์ต่อวงการแพทย์ในแง่ของการตรวจวินิจฉัย 
โรคต่อมใตส้มองท างานลดลงให้ดียิ่งข้ึน และอาจจะเป็นประโยชน์ส าหรับการพฒันายาหรือวิธีการ
รักษาโรคต่อมใตส้มองท างานลดลงไดใ้นอนาคต 
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ภาคผนวก 1 การเตรียมสารเคมี 

1. การเตรียม 5X Tris-borate-EDTA (TBE) 
- Tris-base   54 กรัม 
- Boric acid   27.5 กรัม 
- EDTA   3.732 กรัม 
- เติมน ้ากลัน่จนครบ  1000 มิลลิลิตร 

 
2. การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ LB Broth 

- Peptone   2 กรัม 
- Yeast Extract  1 กรัม 
- Sodium chloride (NaCl) 1 กรัม 
- น ้ากลัน่   200 มิลลิลิตร 
น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 

3. การเตรียมอาหารเล้ียงเช้ือ LB Agar 
- Peptone   2 กรัม 
- Yeast Extract  1 กรัม 
- Sodium chloride (NaCl) 1 กรัม 
- Agar   3 กรัม 
- น ้ากลัน่   200 มิลลิลิตร 
น าไปฆ่าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดนั 15 ปอนด์ต่อตารางน้ิว เป็นเวลา 15 นาที 

 

4. การเตรียมอาหารเล้ียงเซลล ์(Complete growth medium) ส าหรับเซลล ์CHO-K1 
- Nutrient mixture F-12 media  45 มิลลิลิตร 
- Fetal bovine serum (FBS) ท่ีกรองแลว้ 5 มิลลิลิตร 
- Penicillin-Streptomycin   0.5 มิลลิลิตร 
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5. การเตรียม Freezing media 
- Complete growth medium  9 มิลลิลิตร 
- Dimethyl sulfoxide (DMSO) 1 มิลลิลิตร 

 

ภาคผนวก 2 การใช้ชุดสกดัส าเร็จรูปและการท า agarose gel electrophoresis  

1. การสกดัพลาสมิดดว้ยชุดสกดั Presto™ Mini Plasmid Kit (Geneaid)  
1.1 น าโคโลนีเด่ียวไปเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ 

ampicillin (100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 5 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 150-180 รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง  

1.2 เก็บ stock เช้ือ โดยการน าเช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร ไปป่ันเหวี่ยงท่ีอุณหภูมิห้อง ความเร็ว 
14-16,000 x g เป็นเวลา 1 นาที ดูดอาหารเล้ียงเช้ือทิ้งให้หมด จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเช้ือ 
LB ปริมาตร 800 ไมโครลิตรท่ีผสมกับ glycerol  200 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันแล้ว
น าไปแช่ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

1.3 ดูดเช้ือปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร น าไปป่ัน
เหวีย่งท่ีความเร็ว 14-16,000 x g ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 1 นาที ดูดสารละลายทั้งหมดทิ้ง 
ท าซ ้ าจนกวา่เช้ือจะหมดโดยใชห้ลอดไมโครเซ็นตริฟิวจห์ลอดเดิม 

1.4 เติม PD1 Buffer (ท่ีเติม RNase A เรียบร้อยแล้ว) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรลงในหลอด 
ไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ จากนั้ นเติม TrueBlue Lysis Buffer 
ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั  

1.5 เติม PD1 Buffer ท่ีผสมกับ TrueBlue Lysis Buffer ลงในหลอดท่ีมีตะกอนของเซลล ์
จากนั้นผสมให้เขา้กนัโดยใช ้vortex mixer หรือไมโครปิเปตตดู์ดข้ึนลงจนตะกอนละลาย
หมด 

1.6 เติม PD2 Buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยการพลิกหลอดกลบัไปมา  
10 คร้ัง (ห้าม vortex) หรือจนกว่าสารละลายจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าเงินทั้ งหมด ตั้ งทิ้งไว ้
ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 นาที (หา้มเกิน 5 นาที)  

1.7 เติม PD3 Buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัโดยการพลิกหลอดกลบัไปมา  
10 คร้ัง (ห้าม vortex) หรือจนกว่าสารละลายเปล่ียนจากสีน ้ าเงินเป็นใสไม่มีสีทั้ งหมด 
จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 14-16,000 x g ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 นาที 

http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
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1.8 เตรียมคอลมัน์โดยการวาง PDH Column บน Collection Tube ขนาด 2 ml 
1.9 ดูดสารละลายทั้ งหมดลงใน PDH Column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14-16,000 x g  

ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 วินาที  จากนั้ นเทสารละลายท่ีอยู่ใน Collection Tube ทิ้ง  
แลว้วาง PDH Column บน Collection Tube เหมือนเดิม 

1.10 เติม W1 Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตรลงใน PDH Column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

14-16,000 x g ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นเทสารละลายท่ีอยูใ่น Collection 
Tube ทิ้ง แลว้วาง PDH Column บน Collection Tube เหมือนเดิม 

1.11 เติม  Wash Buffer ป ริมาตร 600 ไมโครลิตรลงใน  PDH Column น าไป ป่ัน เหวี่ ยง 
ท่ีความเร็ว 14-16,000 x g ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 วนิาที จากนั้นเทสารละลายท่ีอยูใ่น 
Collection Tube ทิ้ ง  แล้ววาง PDH Column บน  Collection Tube เห มือน เดิม  น าไป 
ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 14-16,000 x g ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 นาที 

1.12 วาง PDH Column บนหลอดไมโครเซ็นตริฟิ วจ์ขนาด  1.5 มิ ล ลิ ลิ ตรหลอดใหม่  
เติม  Elution Buffer ป ริม าตร 30 ไมโครลิตรลงตรงกลาง  PDH Column ตั้ ง ทิ้ งไว ้
ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 14-16,000 x g 
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 2 นาที 

1.13 น าพลาสมิดท่ีได้ไปตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นด้วยเคร่ือง NanoDrop 1000 
Spectrophotometer 

 
2. การเพิ่มปริมาณพลาสมิดและการสกัดพลาสมิดด้วยชุดสกัด GeneaidTM Maxi Plasmid Kit 

(Geneaid) 
2.1 น า stock เช้ือท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเช้ือ LB broth 

ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ท่ีเติมยาปฏิชีวนะ ampicillin (100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 
200 ไมโครลิตร จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เขยา่ท่ีความเร็ว 150-180 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 16 ชัว่โมง 

2.2 เก็บ stock เช้ือปริมาตร 1 มิลลิลิตร จ านวน 2 หลอด จากนั้นถ่ายเช้ือส่วนท่ีเหลือลงหลอด
เซ็นตริฟิวจ์ขนาด 50 มิลลิลิตร จ านวน 4 หลอด น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว ≥3,000 x g  
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 15 นาที เทสารละลายทั้งหมดทิ้ง  

http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
http://www.geneaid.com/products/plasmid-dna-purification/plasmid-kit-miniprep-presto
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2.3 เต รียมคอลัมน์ โดยการวาง Plasmid Maxi Column บนหลอด เซ็ นต ริ ฟิ วจ์ขน าด  
50 มิลลิลิตร จากนั้นเติม PEQ Buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ปล่อยให้สารละลายไหลผ่าน
คอลัมน์ตามแรงโน้มถ่วงของโลกจนหมด เทสารละลายทิ้ง แล้ววาง Plasmid Maxi 
Column บนหลอดเซ็นตริฟิวจข์นาด 50 มิลลิลิตรหลอดเดิม 

2.4 เติม PM1 Buffer (ท่ี เติม RNase A เรียบร้อยแล้ว) ปริมาตร 10 มิลลิลิตรลงในหลอด 

เซ็นตริฟิวจ์ขนาด 50 มิลลิลิตรหลอดใหม่ จากนั้นเติม TrueBlue Lysis Buffer ปริมาตร 
100 ไมโครลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั 

2.5 เติม PM1 Buffer ท่ีผสมกับ TrueBlue Lysis Buffer ลงในหลอดท่ีมีตะกอนหลอดท่ี 1 
จากนั้ นผสมให้ เข้ากันโดยใช้ vortex mixer จนตะกอนละลายหมด ดูดสารละลาย 
จากหลอดท่ี 1 ลงหลอดท่ีมีตะกอนหลอดท่ี 2 ผสมใหเ้ขา้กนั ท าซ ้ าจนถึงหลอดท่ี 4 สุดทา้ย
จะเหลือสารละลาย 1 หลอด 

2.6 เติม PM2 Buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา  
10 คร้ัง (ห้าม vortex) หรือจนกว่าสารละลายจะเปล่ียนเป็นสีน ้ าเงินทั้ งหมด ตั้ งทิ้งไว ้
ท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 2 นาที (หา้มเกิน 5 นาที) 

2.7 เติม PM3 Buffer ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา  
10 คร้ัง (ห้าม vortex) หรือจนกว่าสารละลายเปล่ียนจากสีน ้ าเงินเป็นใสไม่มีสีทั้ งหมด 
จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว ≥3,000 x g ท่ีอุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 20 นาที 

2.8 ดูดสารละลายทั้งหมดลงใน Plasmid Maxi Column ปล่อยให้สารละลายไหลผา่นคอลมัน์
ตามแรงโน้มถ่วงของโลกจนหมด เทสารละลายทิ้ง แล้ววาง Plasmid Maxi Column  
บนหลอดเซ็นตริฟิวจห์ลอดเดิม 

2.9 เติม PW Buffer ปริมาตร 30 มิลลิลิตรลงใน Plasmid Maxi Column ปล่อยให้สารละลาย
ไหลผ่านคอลมัน์ตามแรงโน้มถ่วงของโลกจนหมด เทสารละลายและหลอดเซ็นตริฟิวจ์
หลอดเดิมทิ้ง  

2.10 วาง Plasmid Maxi Column บนหลอดเซ็นตริฟิวจข์นาด 50 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม PEL 
Buffer ปริมาตร 12 มิลลิลิตรลงใน Plasmid Maxi Column ปล่อยให้สารละลายไหลผ่าน
คอลมัน์ตามแรงโนม้ถ่วงของโลกจนหมด จากนั้นทิ้ง Plasmid Maxi Column  
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2.11 เติม Isopropanol (2-Propanol) ปริมาตร 9 มิลลิลิตร (0.75 เท่า) ลงในหลอดเซ็นตริฟิวจท่ี์มี
สารละลายจากข้อ 2.10 ผสมให้เข้ากันโดยการพลิกหลอดกลับไปมา จากนั้ นน าไป 
ป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว ≥3,000 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที 

2.12 ค่อยๆ เทหรือดูดสารละลายทิ้ง โดยระวงัไม่ให้ตะกอนหลุด จากนั้นเติม 75% ethanol 
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว ≥3,000 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 5 นาที 
2.13 ค่อยๆ เทหรือดูดสารละลายทิ้ง โดยระวงัไม่ให้ตะกอนหลุด จากนั้ น air-dry เพื่อให้

ตะกอนแหง้เป็นเวลา 10 นาที  
2.14 ละลายตะกอนดว้ย nuclease-free water ปริมาตร 0.5-2 มิลลิลิตร 
2.15 น าพลาสมิดท่ีได้ไปตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นด้วยเคร่ือง NanoDrop 1000 

Spectrophotometer 
 

3. การตรวจสอบดีเอน็เอดว้ยวธีิ agarose gel electrophoresis  
3.1 เตรียมเจลความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต์ โดยการชัง่ agarose 1.5 กรัม ลงใน flask จากนั้น

เติม 1X TBE (Tris-borate-EDTA) ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
3.2 น าไปให้ความร้อนดว้ยไมโครเวฟจนเจลละลายหมด ตั้งทิ้งไวใ้ห้เยน็จนอุณหภูมิของเจล 

ประมาณ 65 องศาเซลเซียส 
3.3 เตรียมอุปกรณ์ส าหรับเทเจล ซ่ึงประกอบดว้ย gel cassette, gel tray และ comb 
3.4 เติม RedSafe™ Nucleic Acid Staining Solution ปริมาตร 1.2 ไมโครลิตร ลงในเจล ผสม

ใหเ้ขา้กนั จากนั้นเทเจลลงถาดท่ีเตรียมไว ้ตั้งทิ้งไวใ้หเ้จลแขง็ตวัประมาณ 20-30 นาที 
3.5 น าถาดท่ีมีเจลวางลงใน gel chamber จากนั้นเติม 1X TBE ลงใน electrophoresis chamber 

จนท่วมเจล 
3.6 หยอดดีเอน็เอ 20 ไมโครลิตร ท่ีผสมกบั 6X loading dye เรียบร้อยแลว้ลงในเจล 
3.7 หยอด 100 bp DNA ladder หรือ 1 kb DNA Ladder ปริมาตร 5 ไมโครลิตร ลงในเจล 
3.8 ปิ ด ฝ า  electrophoresis chamber แ ล้ ว ต่ อ ขั้ ว  electrodes เข้ ากับ  power supply ตั้ ง ค่ า 

ความต่างศกัยท่ี์ 100 โวลต ์และตั้งเวลาท่ี 50-80 นาที จากนั้นกดใหเ้คร่ืองท างาน 
3.9 น าเจลท่ีผ่านกระแสไฟฟ้าเรียบร้อยแล้วไปส่องดูภายใต้รังสี UV ด้วยเคร่ือง Molecular 

Imager® Gel Doc XR System 
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4. การสกดัดีเอน็เอจากเจลใหบ้ริสุทธิดว้ยชุดสกดั GenepHlow™ Gel Extraction Kit (Geneaid)  
4.1 ตัดแบน DNA ท่ีต้องการจากเจลใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

ชัง่น ้าหนกัเจลโดยน ้าหนกัเจลตอ้งไม่เกิน 300 มิลลิกรัมต่อหลอด  
4.2 เติม QG Buffer ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลว้ผสมใหเ้ขา้กนัดว้ย vortex mixer 
4.3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10-15 นาที หรือจนกวา่เจลจะละลาย

หมด ระหว่างบ่มให้พ ลิกหลอดกลับไปมาทุก 2-3 นาที  จากนั้ นตั้ งทิ้ งไว้ให้ เย็น 
ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 

4.4 เตรียมคอลมัน์โดยวาง DFH Column บน Collection Tube ขนาด 2 ml 
4.5 ดูดตัวอย่างปริมาตร 800 ไมโครลิตรลงใน DFH Column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว  

14-16,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที  จากนั้ นเทสารละลายท่ีอยู่ใน Collection Tube ทิ้ ง  
แลว้วาง DFH Column บน Collection Tube เหมือนเดิม 

4.6 เติม W1 Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตรลงใน DFH Column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
14-16,000 x g เป็นเวลา 30 วินาที  จากนั้ นเทสารละลายท่ีอยู่ใน Collection Tube ทิ้ ง  
แลว้วาง DFH Column บน Collection Tube เหมือนเดิม 

4.7 เติม Wash Buffer (เติม absolute ethanol แล้ว) ป ริมาตร 600 ไมโครลิตรลงใน DFH 
Column ตั้ งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 1 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14-16,000 x g เป็นเวลา  
30 วินาที จากนั้นเทสารละลายท่ีอยู่ใน Collection Tube ทิ้ง แล้ววาง DFH Column บน 
Collection Tube เหมือนเดิม น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 14-16,000 x g เป็นเวลา 3 นาที 

4.8 วาง DFH Column บนหลอดไมโครเซ็นตริฟิ วจ์ขนาด  1.5 มิ ล ลิ ลิ ตรหลอดใหม่  
เติม Elution Buffer ปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงตรงกลาง DFH Column ตั้งทิ้งไวเ้ป็นเวลา
อย่างน้อย 2 นาที จากนั้ นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 14-16,000 x g ท่ีอุณหภูมิห้อง  
เป็นเวลา 2 นาที 

4.9 น าดีเอ็นเอท่ีได้ไปตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นด้วยเคร่ือง NanoDrop 1000 
Spectrophotometer 
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5. การสกดัดีเอ็นเอออกจากเจลให้บริสุทธ์ิดว้ยชุดสกดั Monarch® DNA Gel Extraction Kit (New 
England BioLabs) (ใชส้ าหรับโปรโมเตอร์ของยนี TSHB) 
5.1 ตัดแบน DNA ท่ีต้องการจากเจลใส่หลอดไมโครเซ็นตริฟิวจ์ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

ชัง่น ้าหนกัเจล 
5.2 เติม Gel Dissolving Buffer ปริมาตร 4 เท่าของน ้ าหนกัเจลท่ีตดัมา (เจลหนกั 100 มิลลิกรัม 

หรือ 100 ไมโครลิตร ใหเ้ติมบฟัเฟอร์ 400 ไมโครลิตร)  
5.3 น าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 37-55 องศาเซลเซียส (โดยทัว่ไปใช้ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส)  

เป็นเวลา 5-10 นาที หรือจนกว่าเจลจะละลายหมด ระหว่างบ่มผสมให้เข้ากันด้วย  
vortex mixer 

5.4 เตรียมคอลมัน์โดยวาง column บน collection tube  
5.5 ดูดตวัอย่างลงใน column น าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 16,000 x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้น

เทสารละลายท่ีอยูใ่น collection tube ทิ้ง แลว้วาง column บน collection tube เหมือนเดิม 
5.6 เติม  DNA Wash Buffer ป ริมาตร 200 ไมโครลิตรลงใน  column น าไป ป่ัน เหวี่ ยง 

ท่ีความเร็ว 16,000 x g เป็นเวลา 1 นาที จากนั้นเทสารละลายท่ีอยู่ใน collection tube ทิ้ง 
แลว้วาง column บน collection tube เหมือนเดิม 

5.7 ท าขอ้ 5.6 ซ ้ าอีกหน่ึงคร้ัง 
5.8 น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 16,000 x g เป็นเวลา 1 นาที 
5.9 วาง column บนหลอดไมโครเซ็นตริฟิวจข์นาด 1.5 มิลลิลิตรหลอดใหม่ เติม DNA Elution 

Buffer ปริมาตร ≥6 ไมโครลิตรลงตรงกลาง column ตั้ งทิ้งไวเ้ป็นเวลา 1 นาที จากนั้ น
น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 16,000 x g เป็นเวลา 1 นาที 

5.10 น าดีเอ็นเอท่ีได้ไปตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นด้วยเคร่ือง NanoDrop 1000 
Spectrophotometer 
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ภาคผนวก 3 ข้อมูลดิบของการตรวจวดัการแสดงออกของยนีและการตรวจวดัปริมาณโปรตีน

ทั้งหมด 

1. ขอ้มูลดิบของค่า Firefly Relative luminometer units (RLU) และปริมาณโปรตีนทั้งหมดท่ีน าไป
ค านวณหา transcriptional activity ของ LHX4 ชนิด wild type และ mutant ต่อโปรโมเตอร์ 
POU1F1  

Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 
EV_1.1 5,514.41 0.81 0.81 923.52 917.94 
EV_1.2 4,830.55 0.72 0.73 827.31 828.70 
EV_1.3 4,725.70 0.73 0.73 834.00 831.35 
EV_2.1 6,523.44 0.73 0.74 835.89 832.79 
EV_2.2 6,202.45 0.74 0.75 846.71 850.24 
EV_2.3 6,635.23 0.74 0.75 848.49 849.13 
EV_3.1 6,423.45 0.70 0.70 798.21 797.56 
EV_3.2 4,885.53 0.70 0.71 801.67 801.54 
EV_3.3 7,592.08 0.72 0.73 822.63 824.84 
LHX4_WT_1.1 166,379.19 0.68 0.68 780.60 771.50 
LHX4_WT_1.2 163,232.50 0.69 0.70 788.07 788.06 
LHX4_WT_1.3 165,922.78 0.68 0.69 779.37 778.46 
LHX4_WT_2.1 161,216.16 0.83 0.84 949.94 944.99 
LHX4_WT_2.2 175,586.91 0.75 0.76 856.18 857.09 
LHX4_WT_2.3 175,463.97 0.76 0.76 867.89 864.48 
LHX4_WT_3.1 144,356.58 0.79 0.80 905.79 906.23 
LHX4_WT_3.2 207,094.70 0.78 0.79 890.07 891.21 
LHX4_WT_3.3 201,962.95 0.82 0.83 935.89 937.04 
LHX4_L190R_1.1 3,598.31 0.66 0.67 740.42 742.34 
LHX4_L190R_1.2 3,853.14 0.73 0.74 821.77 824.62 
LHX4_L190R_1.3 3,645.08 0.68 0.68 757.23 758.77 
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Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 
LHX4_L190R_2.1 5,496.63 0.68 0.68 759.58 755.86 
LHX4_L190R_2.2 6,090.67 0.74 0.75 835.29 833.13 
LHX4_L190R_2.3 5,309.78 0.81 0.81 913.00 911.33 
LHX4_L190R_3.1 5,887.13 0.90 0.91 1,024.33 1,020.77 
LHX4_L190R_3.2 5,061.92 0.71 0.71 801.90 796.07 
LHX4_L190R_3.3 4,694.28 0.65 0.66 730.66 730.57 
LHX4_T163P_1.1 28,988.30 0.80 0.81 904.77 902.83 
LHX4_T163P_1.2 27,222.13 0.80 0.81 907.00 906.79 
LHX4_T163P_1.3 20,036.11 0.90 0.91 1,017.27 1,024.27 
LHX4_T163P_2.1 19,599.89 0.78 0.79 884.08 886.16 
LHX4_T163P_2.2 21,110.91 0.78 0.79 882.43 880.10 
LHX4_T163P_2.3 25,435.64 0.75 0.76 849.51 850.84 
LHX4_T163P_3.1 30,536.94 0.79 0.80 890.07 890.82 
LHX4_T163P_3.2 28,992.33 0.80 0.80 899.01 893.04 
LHX4_T163P_3.3 24,448.12 0.79 0.79 887.13 882.78 
LHX4_R122W_1.1 18,691.58 0.62 0.64 718.39 722.91 
LHX4_R122W_1.2 18,128.69 0.67 0.68 765.77 767.19 
LHX4_R122W_1.3 15,046.48 0.79 0.79 899.33 894.19 
LHX4_R122W_2.1 15,271.41 0.66 0.66 759.86 753.05 
LHX4_R122W_2.2 16,521.80 0.70 0.71 801.89 803.19 
LHX4_R122W_2.3 14,258.95 0.67 0.68 768.89 769.29 
LHX4_R122W_3.1 15,738.89 0.87 0.89 993.20 1,002.20 
LHX4_R122W_3.2 16,068.22 0.67 0.67 763.32 762.55 
LHX4_R122W_3.3 17,439.86 0.68 0.68 778.70 774.81 
ค่า R2 ของ standard ในการหาปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากบั 0.993-1 
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2. ขอ้มูลดิบของค่า Firefly Relative luminometer units (RLU) และปริมาณโปรตีนทั้งหมดท่ีน าไป
ค านวณหา transcriptional activity ของ LHX4 ชนิด wild type และ mutant ต่อโปรโมเตอร์ GH1  

Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 

EV_1.1 37,436.50 0.83 0.84 960.67 967.44 

EV_1.2 51,067.52 0.65 0.66 749.72 760.58 

EV_1.3 38,134.20 0.72 0.73 832.49 839.71 

EV_2.1 38,546.28 0.72 0.72 828.22 832.47 

EV_2.2 41,926.78 0.72 0.72 826.44 831.75 

EV_2.3 39,515.56 0.74 0.75 856.56 864.55 

EV_3.1 38,932.31 0.87 0.88 1,012.37 1,020.55 

EV_3.2 36,394.09 0.62 0.62 710.47 712.70 

EV_3.3 45,011.22 0.68 0.69 786.12 789.10 

LHX4_WT_1.1 152,700.06 0.72 0.73 827.03 835.08 

LHX4_WT_1.2 173,601.03 0.74 0.75 858.57 867.87 

LHX4_WT_1.3 174,506.81 0.96 0.98 1,117.67 1,130.82 

LHX4_WT_2.1 247,139.55 0.84 0.85 977.16 984.43 

LHX4_WT_2.2 235,823.30 0.77 0.78 894.03 904.11 

LHX4_WT_2.3 232,198.45 0.76 0.77 880.16 886.77 

LHX4_WT_3.1 178,415.23 0.80 0.81 928.66 935.72 

LHX4_WT_3.2 197,442.45 0.78 0.79 906.24 911.84 

LHX4_WT_3.3 129,307.20 0.75 0.76 866.40 873.70 

LHX4_L190R_1.1 22,963.73 0.85 0.85 932.62 930.43 

LHX4_L190R_1.2 26,993.19 0.78 0.78 862.54 862.04 

LHX4_L190R_1.3 27,335.64 0.79 0.80 873.48 875.28 

LHX4_L190R_2.1 32,617.08 0.81 0.82 898.46 899.32 

LHX4_L190R_2.2 37,567.25 0.75 0.75 832.14 827.18 
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Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 

LHX4_L190R_2.3 32,270.77 0.70 0.70 774.44 772.36 

LHX4_L190R_3.1 28,422.08 0.72 0.73 798.54 798.95 

LHX4_L190R_3.2 34,808.27 0.79 0.79 868.18 868.33 

LHX4_L190R_3.3 29,822.03 0.66 0.66 723.05 726.26 

LHX4_T163P_1.1 63,388.61 0.81 0.82 893.38 897.23 

LHX4_T163P_1.2 64,218.77 0.83 0.84 917.80 920.94 

LHX4_T163P_1.3 57,772.55 0.87 0.88 963.12 964.07 

LHX4_T163P_2.1 75,710.42 0.93 0.93 1,021.26 1,022.09 

LHX4_T163P_2.2 88,507.74 0.81 0.81 894.81 894.80 
LHX4_T163P_2.3 72,378.49 0.82 0.83 902.22 908.59 
LHX4_T163P_3.1 88,867.48 0.82 0.82 900.56 903.84 

LHX4_T163P_3.2 64,636.28 0.69 0.69 761.07 762.44 

LHX4_T163P_3.3 70,520.89 0.80 0.81 881.77 885.31 

LHX4_R122W_1.1 26,847.56 0.73 0.74 844.70 855.99 

LHX4_R122W_1.2 30,224.11 0.71 0.72 818.26 827.00 

LHX4_R122W_1.3 31,909.19 0.78 0.79 904.23 910.29 

LHX4_R122W_2.1 25,419.17 0.70 0.71 811.74 820.35 

LHX4_R122W_2.2 26,587.55 0.78 0.79 900.91 912.91 

LHX4_R122W_2.3 25,746.06 0.78 0.79 903.99 912.31 

LHX4_R122W_3.1 47,182.47 0.79 0.80 916.68 924.55 

LHX4_R122W_3.2 57,228.80 0.76 0.77 877.90 885.22 

LHX4_R122W_3.3 46,524.47 0.72 0.73 830.35 836.98 
ค่า R2 ของ standard ในการหาปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากบั 0.995-0.999 
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3. ขอ้มูลดิบของค่า Firefly Relative luminometer units (RLU) และปริมาณโปรตีนทั้งหมดท่ีน าไป
ค านวณ transcriptional activity ของ LHX4 ชนิด wild type และ mutant ต่อโปรโมเตอร์ TSHB  

Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 

EV_1.1 1,656.19 0.84 0.85 977.55 987.50 

EV_1.2 1,339.47 0.76 0.78 884.26 902.87 

EV_1.3 1,309.78 0.58 0.59 677.80 682.75 

EV_2.1 1,082.72 0.75 0.75 875.52 862.97 

EV_2.2 1,027.28 0.63 0.64 737.15 737.98 

EV_2.3 1,216.44 0.74 0.75 860.68 866.32 

EV_3.1 1,803.56 0.77 0.78 891.05 899.87 

EV_3.2 1,392.69 0.72 0.73 841.13 841.75 

EV_3.3 1,565.94 0.79 0.80 911.64 922.01 

LHX4_WT_1.1 32,450.48 0.67 0.67 773.96 776.72 

LHX4_WT_1.2 38,497.86 0.72 0.74 838.25 852.71 

LHX4_WT_1.3 32,775.45 0.65 0.66 756.82 761.27 

LHX4_WT_2.1 36,492.75 0.67 0.67 772.58 774.07 

LHX4_WT_2.2 38,030.39 0.85 0.85 980.65 981.28 

LHX4_WT_2.3 28,747.41 0.72 0.72 833.31 837.14 

LHX4_WT_3.1 41,674.59 0.69 0.69 797.31 804.16 

LHX4_WT_3.2 42,222.42 0.69 0.70 804.90 815.70 

LHX4_WT_3.3 34,760.73 0.78 0.80 908.42 922.59 

LHX4_L190R_1.1 1,115.59 0.78 0.80 905.90 910.16 

LHX4_L190R_1.2 1,183.59 0.76 0.77 882.88 884.20 

LHX4_L190R_1.3 1,491.24 0.81 0.83 951.21 954.05 

LHX4_L190R_2.1 1,085.50 0.72 0.73 835.08 837.40 

LHX4_L190R_2.2 1,095.42 0.75 0.76 871.38 870.11 
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Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 

LHX4_L190R_2.3 1,259.23 0.73 0.75 854.77 858.93 

LHX4_L190R_3.1 1,280.75 0.69 0.70 800.68 801.19 

LHX4_L190R_3.2 1,237.73 0.68 0.69 786.20 791.06 

LHX4_L190R_3.3 1,103.70 0.76 0.77 883.12 885.71 

LHX4_T163P_1.1 4,138.97 0.83 0.84 968.89 965.93 

LHX4_T163P_1.2 4,850.66 0.80 0.81 936.86 932.86 

LHX4_T163P_1.3 4,967.09 0.79 0.80 923.10 918.54 

LHX4_T163P_2.1 3,634.27 0.72 0.73 833.42 835.77 

LHX4_T163P_2.2 3,037.88 0.71 0.73 832.82 831.34 
LHX4_T163P_2.3 4,097.58 0.82 0.83 957.62 950.21 
LHX4_T163P_3.1 5,812.84 0.80 0.82 939.94 942.06 

LHX4_T163P_3.2 5,423.47 0.71 0.73 833.06 835.77 

LHX4_T163P_3.3 4,560.91 0.81 0.84 948.96 958.24 

LHX4_R122W_1.1 3,064.92 0.79 0.80 912.67 923.74 

LHX4_R122W_1.2 2,705.31 0.76 0.77 883.69 887.53 

LHX4_R122W_1.3 2,489.22 0.79 0.80 918.54 920.97 

LHX4_R122W_2.1 2,269.80 0.83 0.85 965.93 978.97 

LHX4_R122W_2.2 2,643.20 0.84 0.84 977.55 973.67 

LHX4_R122W_2.3 2,478.52 0.74 0.74 854.82 856.05 

LHX4_R122W_3.1 2,945.41 0.77 0.78 898.53 904.02 

LHX4_R122W_3.2 3,418.98 0.69 0.71 805.47 824.23 

LHX4_R122W_3.3 4,017.97 0.74 0.75 856.66 867.12 
ค่า R2 ของ standard ในการหาปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากบั 0.997-0.998 
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4. ขอ้มูลดิบของค่า Firefly Relative luminometer units (RLU) และปริมาณโปรตีนทั้งหมดท่ีน าไป
ค านวณหา transcriptional activity ของ LHX4 ชนิด wild type และ mutant ต่อโปรโมเตอร์ 
POU1F1 ในการทดลอง haploinsufficiency 

Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 

EV_1.1 5,290.77 0.68 0.69 803.82 810.48 

EV_1.2 5,131.47 0.64 0.65 758.44 752.47 

EV_1.3 4,682.86 0.69 0.69 813.50 805.70 

EV_2.1 6,303.42 0.77 0.78 914.43 917.05 

EV_2.2 5,495.56 0.77 0.79 918.77 929.56 

EV_2.3 4,014.80 0.75 0.77 891.49 901.72 

EV_3.1 7,663.91 0.76 0.77 902.90 905.52 

EV_3.2 5,211.13 0.76 0.77 899.18 904.30 

EV_3.3 5,536.20 0.72 0.73 857.39 851.19 

WT_1.1 192,798.59 0.60 0.62 707.36 716.90 

WT_1.2 217,481.06 0.67 0.69 795.39 800.42 

WT_1.3 173,225.09 0.67 0.68 791.80 799.44 

WT_2.1 137,151.03 0.79 0.79 935.63 930.17 

WT_2.2 135,328.13 0.78 0.81 930.79 958.26 

WT_2.3 122,051.81 0.77 0.78 918.89 921.71 

WT_3.1 153,757.41 0.71 0.72 841.39 841.75 

WT_3.2 130,025.44 0.69 0.70 818.21 816.86 

WT_3.3 132,279.63 0.75 0.76 886.90 893.51 

WT+EV_1.1 161,642.52 0.62 0.63 726.58 733.95 

WT+EV_1.2 154,463.52 0.64 0.65 748.90 752.47 

WT+EV_1.3 121,332.39 0.65 0.66 762.29 769.76 

WT+EV_2.1 124,875.73 0.76 0.76 902.40 894.24 
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Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 

WT+EV_2.2 110,385.92 0.78 0.79 923.73 929.19 

WT+EV_2.3 87,459.67 0.71 0.69 838.05 809.25 

WT+EV_3.1 116,449.17 0.72 0.73 849.21 855.98 

WT+EV_3.2 112,190.58 0.67 0.68 797.38 790.86 

WT+EV_3.3 119,692.55 0.68 0.70 806.68 814.53 

WT+L190R_1.1 140,835.80 0.71 0.72 836.93 846.29 

WT+L190R_1.2 164,728.61 0.74 0.76 879.09 887.74 

WT+L190R_1.3 162,340.14 0.75 0.77 893.35 899.76 

WT+L190R_2.1 106,195.67 0.65 0.66 770.10 772.71 

WT+L190R_2.2 130,068.83 0.78 0.80 933.52 936.43 
WT+L190R_2.3 115,769.20 0.86 0.88 1,028.62 1,037.48 
WT+L190R_3.1 114,454.45 0.74 0.76 881.44 888.23 

WT+L190R_3.2 128,016.45 0.77 0.79 918.39 928.46 

WT+L190R_3.3 116,339.67 0.65 0.66 763.40 770.38 

WT+T163P_1.1 169,460.03 0.79 0.80 940.46 943.79 

WT+T163P_1.2 125,530.00 0.69 0.70 818.83 820.41 

WT+T163P_1.3 153,029.50 0.71 0.74 845.24 863.09 

WT+T163P_2.1 125,690.69 0.73 0.73 860.37 853.40 

WT+T163P_2.2 91,931.19 0.80 0.83 950.01 974.69 

WT+T163P_2.3 84,710.31 0.71 0.72 839.66 847.52 

WT+T163P_3.1 103,728.13 0.80 0.82 958.44 965.62 

WT+T163P_3.2 120,965.34 0.75 0.76 884.92 889.70 

WT+T163P_3.3 91,954.13 0.72 0.72 851.56 845.92 

WT+R122W_1.1 212,517.50 0.64 0.66 758.44 767.43 

WT+R122W_1.2 134,762.94 0.62 0.63 728.81 732.48 
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Construct Firefly RLU 

Total Proteins 

OD Values Concentration (ng/ul) 

Repeat 1 Repeat 2 Repeat 1 Repeat 2 

WT+R122W_1.3 154,322.91 0.60 0.61 705.87 708.69 

WT+R122W_2.1 129,191.19 0.78 0.80 924.59 946.85 

WT+R122W_2.2 136,821.69 0.78 0.80 925.96 939.25 

WT+R122W_2.3 137,452.41 0.69 0.71 812.01 825.81 

WT+R122W_3.1 136,408.34 0.68 0.69 800.97 804.22 

WT+R122W_3.2 141,761.13 0.60 0.61 703.14 706.24 

WT+R122W_3.3 136,210.59 0.74 0.77 874.75 900.13 
ค่า R2 ของ standard ในการหาปริมาณโปรตีนทั้งหมดเท่ากบั 0.991 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประวติัผูเ้ขียน 
 

ประวตัิผู้เขยีน 
 

ช่ือ-สกุล นลินี เหมวงศ ์
วนั เดือน ปี เกดิ 4 เมษายน 2530 
สถานทีเ่กดิ จงัหวดัระยอง 
วุฒิการศึกษา ปริญญาวทิยาศาสตร์บณัฑิต (ชีววทิยา)  

สาขาวชิาพนัธุศาสตร์ คณะวิทยาศาสตร์   
มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตบางเขน  
ส าเร็จการศึกษาวนัท่ี 15 มีนาคม 2553 

ทีอ่ยู่ปัจจุบัน บา้นเลขท่ี 36/2 หมู่ท่ี 6 ต าบลเชิงเนิน อ าเภอเมืองระยอง จงัหวดัระยอง 
21000   
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