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บทคัดย่อภาษาไทย 
 ณัฐณิชา วันแก้ว : การทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมของยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยา 

51 ยีนในประชากรไทยโดยใช้รหัสพันธุกรรมทั้งจีโนม. ( GENETIC VARIATION PROFILING 
PREDICTION OF 51 PHARMACOGENES IN A THAI POPULATION USING WHOLE GENOME 
SEQUENCING) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.มนนัทธ์ พงษ์พานิช, อ.ที่ปรึกษาร่วม : ผศ. พญ. ดร.
ปาจรีย์ จริยวิลาศกุล,ศ. นพ.วรศักด์ิ โชติเลอศักด์ิ 

  
การแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่ เกี่ยวข้องต่อการตอบสนองต่อยามีบทบาทสำคัญต่อความ

หลากหลายของการตอบสนองต่อยาท่ีแตกต่างกันในแต่ละบุคคล รูปแบบของการแปรผันทางพันธุกรรมเป็นที่รู้จัก
กันในชื่อของ star allele เป็นสิ่งที่ได้รับการศึกษาในหลาย ๆ ประชากร แต่อย่างไรก็ตามโปรไฟล์ของ star 
allele มีรูปแบบที่แตกต่างกันออกไปข้ึนอยู่กับกลุ่มประชากร ซึ่งในกลุ่มประชากรเอเชียยังมีการศึกษาไม่มากนัก 
การศึกษาของเราได้อธิบายความถ่ีแอลลีล ความถ่ีจีโนไทป์ ลักษณะของฟีโนไทป์ที่ถูกทำนายในยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การตอบสนองต่อยา 51 ยีน ในคนไทยที่ไม่มีความเกี่ยวข้องกัน 171 คน และเปรียบเทียบความถ่ีของการแปรผัน
ทางพันธุกรรมที่มีผลกระทบอย่างสูงต่อการแสดงออกของยีนระหว่างประชากรไทยและประชากรชาติต่าง  ๆ 
งานวิจัยน้ีใช้โปรแกรม Stargazer เพ่ือทำนาย star allele และลักษณะของฟีโนไทป์โดยใช้ข้อมูลจากรหัส
พันธุกรรมทั้งจีโนม จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าในคนหน่ึงคนมีอย่างน้อย 3 ยีนที่มีฟีโนไทป์แบบที่ไม่ใช่ฟีโน
ไทป์ปกติ เราพบว่า 40 จาก 51 ยีนจะมีอย่างน้อยหน่ึงคนที่มีฟีโนไทป์แบบที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติ และมีอย่างน้อย 
25% ของกลุ่มตัวอย่างที่มีฟีโนไทป์แบบที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติใน 13 ยีน ได้แก่ SLCO1B3 (97.08%), CYP3A5 
(88.3%), CYP2C19 (60.82%), CYP2A6 (60.2%), SULT1A1 (56.14%), G6PD (54.39%), CYP4B1 
(50.00%), CYP2D6 (48.65%), CYP2F1 (46.41%), NAT2 (40.35%), SLCO2B1 (28.95%), UGT1A1 
(28.07%) และ SLCO1B1 (26.79%) นอกจากน้ีเรายังระบุการแปรผันทางพันธุกรรม 20 ตัวที่มีผลกระทบต่อ
การทำงานของยีนในระดับสูง ซึ่งยังไม่มีการรายงานในฐานข้อมูลใด ๆ ภูมิทัศน์ทางเภสัชพันธุศาสตร์ในคนไทย
จากการศึกษาน้ีอาจมีส่วนช่วยให้คำแนะนำสำหรับนโยบายการทำจีโนไทป์ในประเทศไทย และประเทศในภูมิภาค
เอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ซึ่งเป็นการนำพาประเทศเข้าใกล้สู่การรักษาแบบจำเพาะรายบุคคลไปอีกข้ัน 
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Genetic variations in pharmacogenes play an important role in differences of drug 

response in individuals. Patterns of these variants generally known as star alleles have been 
studied in many populations. However, the star allele profiles differ between ethnicities and 
Asian population are understudied. This report describes allele frequencies, genotype 
frequencies, phenotype prediction of 51 pharmacogenes in 171 unrelated Thai individuals and 
compares high-impact variants frequencies between Thai and other populations. We used 
stargazer to call star alleles and predict phenotype from whole genome sequencing data. Our 
results showed that one individual had at least three genes with altered phenotype. We found 
40 of the 51 genes had at least one individual with altered phenotype. At least 25% of 
individuals had altered phenotype in thirteen genes: SLCO1B3 (97.08%), CYP3A5 (88.3%), 
CYP2C19 (60.82%), CYP2A6 (60.2%), SULT1A1 (56.14%), G6PD (54.39%), CYP4B1 (50.00%), 
CYP2D6 (48.65%), CYP2F1 (46.41%), NAT2 (40.35%), SLCO2B1 (28.95%), UGT1A1 (28.07%), and 
SLCO1B1 (26.79%). In addition, we identified twenty high impact variants that have not 
previously been reported. Pharmacogenetic landscape in Thai from this study may provide 
guidance for genotyping policy in Thailand and Southeast Asian countries moving the nation a 
step closer to personalized medicine 
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บทที่ 1 

บทนำ 
 

 

 

1.1 ที่มาและความสำคัญของงานวิจัย 
ความแตกต่างในการตอบสนองต่อยาในแต่ละบุคคล ส่วนหน่ึงน้ันมีผลมาจากการแปรผันทางพันธุกรรม 

สำหรับการรักษาด้วยยาชนิดเดียวกันเดียวกันบางคนอาจตอบสนองได้ดี ในขณะที่บางคนตอบสนองได้ไม่ดี หรือเกิด
ภาวะที่เป็นพิษต่อร่างกาย ยกตัวอย่างเช่น ในกรณีผู้ป่วยที่มี human leukocyte antigen class B (HLA-B)*15:02 
ควรหลีกเลี่ยงการรับประทานยา carbamazepine (CBZ) และยาที่มีส่วนผสมของ CBZ เน่ืองจากมีความเสี่ยงที่จะ
เป็นโรค Stevens-Johnson syndrome (SJS) และ toxic epidermal necrolysis (TEN) มากข้ึน (Fang et al., 
2019; Locharernkul et al., 2010) หรือ กรณีทารกแรกเกิดมีภาวะติดยาหลังการคลอด เน่ืองจากยีน CYP2D6 
ของมารดามีความไวต่อการตอบสนองต่อยาระงับปวดได้ในระดับดีมาก สามารถสร้างอนุพันธ์ย่อยของยาระงับปวด 
อย่างเช่น มอร์ฟีน (morphine) ได้ในปริมาณมาก ทำให้อนุพันธ์ุเหล่าน้ีถูกส่งมายังทารก (Madadi et al., 2007) 
และสร้างผลข้างเคียงที่เป็นพิษรุนแรงต่อร่างกายของทารก จากตัวอย่างดังกล่าวชี้ให้เห็นว่า การแปรผันทาง
พันธุกรรม ในแต่ละบุคคลมีความจำเพาะอย่างมากต่อการตอบสนองต่อยา อีกทั้งข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรมน้ี
ยังสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ถึงการใช้เพ่ือให้เกิดประสิทธิผลทางการรักษาสูงสุด หรือ ใช้ประกอบการตัดสินใจการปรับ
เพ่ิมหรือลดปริมาณยา หรือ ป้องกันภาวะเป็นพิษที่เกิดข้ึนจากการใช้ยา (Oates & Lopez, 2018)  

 
งานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับ ยีนที่ เกี่ยวข้องต่อการตอบสนองต่อยา ส่วนใหญ่มักจะศึกษายีนในกลุ่ม 

Cytochrome P450 (CYP) ซึ่งเป็นกลุ่มยีนหลักที่ รับผิดชอบต่อการเกิดเมแทบอลิซึมของยาและสารต่างๆ 
โดยเฉพาะอย่างย่ิงการศึกษาในยีน CYP2D6 และ CYP2C19 พบว่ามากกว่า 20% ของยาที่มนุษย์รับประทานเข้าไป 
จะถูกยีนเหล่าน้ีเมแทบอไลซ์และสังเคราะห์สารต่าง ๆ ที่มีความสำคัญต่อร่างกาย เช่น คลอเรสเตอรอล และกรด
ไขมัน ประกอบกับความหลากหลายของการแปรผันทางพันธุกรรมที่มีความแตกต่างกันอย่างจำเพาะในแต่ละกลุ่ม
ประชากร ดังน้ันการเลือกกลุ่มประชากรเพ่ือใช้เป็นตัวอย่างสำหรับการวิจัยจึงมีความสำคัญอย่างมาก  (Fricke-
Galindo et al., 2016; Gaedigk et al., 2017; Petrović et al., 2020; Zhou et al., 2017) การศึ กษ ายีนที่
เก่ียวข้องต่อการตอบสนองต่อยาในประชากรเอเชียยังมีไม่มากนัก ดังที่เห็นได้จากตัวอย่างของการศึกษาการแปรผัน
ทางพันธุกรรมในยีนกลุ่ม CYP ในประชากรกว่า 65,945 คน ที่มีเชื้อชาติและภูมิลำเนาเกิดแตกต่างกัน มีเพียง 7.6% 
ของกลุ่มตัวอย่างเท่าน้ันที่เป็นประชากรเอเชีย (Zhou et al., 2017) ในขณะที่อีกงานวิจัยหน่ึง ของสหรัฐอเมริกาที่
ทำการสำรวจการแปรผันทางพันธุกรรมในยีน CYP2D6 มีเพียง 0.2% ของกลุ่มตัวอย่างเท่าน้ันที่เป็นประชากรเอเชีย 
(Del Tredici et al., 2018) งานวิจัยทั้งสองน้ีบ่งชี้ให้เห็นว่า ในหลาย ๆ งานวิจัย มีการศึกษาประชากรเอเชียเป็น
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สัดส่วนที่น้อยมากเมื่อเทียบกับจำนวนประชากรในกลุ่มตัวอย่างทั้งหมด ดังน้ันข้อมูลเหล่าน้ี อาจไม่ใช่ข้อมูลที่
ครบถ้วนที่สุด สำหรับใช้อ้างอิงถึงรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรม ในยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยาในประชากร
เอเชียหรือประชากรไทย 

 
ในปัจจุบันเทคโนโลยีการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ (sequencing) มีพัฒนาการมากข้ึน เทคโนโลยีการหา

ลำดับที่เป็นที่นิยมอย่าง High throughput sequencing ถูกนำมาใช้ในการรักษาระดับคลินิกมากข้ึน เน่ืองจาก
ให้ผลการวิเคราะห์จีโนมที่ถูกต้อง รวดเร็วและแม่นยำ อีกทั้งยังสามารถวิเคราะห์หลายยีนได้ในเวลาเดียวกัน ทำให้
สามารถมองเห็นปัจจัยที่มีผลต่อการเกิดโรคได้ครอบคลุมข้ึน และยังเป็นการเพ่ิมความน่าเชื่อถือให้กับการรักษา 
(Ingelman-Sundberg et al., 2018; Profaizer et al., 2020)  

 
อย่างไรก็ตาม แม้ว่าในประเทศไทยจะมีการนำเทคโนโลยีน้ีมาใช้ในระดับคลินิกมากข้ึน แต่งานวิจัยเก่ียวกับ

การทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมของยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยาในประชากรไทยกลับพบเพียงแค่
หน่ึงชิ้นงานวิจัย และเป็นงานวิจัยที่ศึกษารูปแบบการแปรผันและผลกระทบของลักษณะดังกล่าวใน  25 ยีนที่
ทำการศึกษาในกลุ่มประชากรที่เป็นโรคไหลตาย (Buganda’s syndrome) (Mauleekoonphairoj et al., 2020) 
ซึ่งโรคน้ีเป็นโรคที่พบได้ทั่วไปในกลุ่มประชากรที่มีถ่ินกำเนิดเดิมอยู่ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย กลุ่ม
ตัวอย่างเพียงกลุ่มตัวอย่างเดียวอาจไม่คลอบคลุมประชากรจากทุกภาคส่วนของประเทศ และอาจได้ข้อมูลการ
ทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมที่ไม่สามารถเป็นตัวแทนของประชากรไทยในองค์รวมทั้งหมด ดังน้ันทาง
ผู้วิจัยจึงต้องการศึกษารูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่เก่ียวข้องต่อการตอบสนองต่อยาใน 51 ยีน เพ่ิมเติม
จากงานวิจัยก่อนหน้าน้ีอีก 26 ยีน ในกลุ่มประชากรไทยที่ไม่เป็นโรค และมาจากทั่วทุกภาคส่วนของประเทศ เพ่ือ
สร้างองค์ความรู้ให้ครอบคลุมและสามารถใช้อ้างอิงเกี่ยวกับความหลากหลายต่อการตอบสนองต่อยาที่พบใน
ประชากรไทย 
 

1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 
1.2.1 เพ่ือระบุรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยา 51 ยีน ในประชากร

ไทย 171 คน ที่ไม่เป็นโรค และมีภูมิลำเนาจากทุกภูมิภาคทั่วประเทศไทย 

1.2.2 เพ่ือเปรียบเทียบความถ่ีแอลลีลระหว่างประชากรไทย และประชากรจากชาติอื่น ๆ 

1.2.3 เพ่ือค้นหารูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมแบบใหม่ที่มีความสำคัญและจำเพาะในประชากรไทย 

 

1.3 ขอบเขตการวิจัย 
1.3.1 ทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยา  51 ยีน ได้แก่ 

CACNA1S, CFTR, CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, CYP2C8, 

CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, CYP2F1, CYP2J2, CYP2R1, CYP2S1, CYP2W1, 

CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP3A43, CYP4B1, CYP26A1, CYP4F2, CYP19A1, DPYD, 
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G6PD, GSTM1, GSTP1, GSTT1, IFNL3, NAT1, NAT2, NUDT15, POR, RYR1, SLC15A2, 

SLC22A2, SLCO1B1, SLCO1B3, SLCO2B1, SULT1A1, TBXAS1, TPMT, UGT1A1, UGT1A4, 

UGT2B7, UGT2B15, UGT2B17 และ VKORC1 

1.3.2 ตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัยเป็นลำดับสารพันธุกรรมทั้งจีโนม (whole genome sequencing) ของชาย

หรือหญิงที่ไม่เป็นโรคจำนวน 171 คน ท่ีมีภูมิลำเนามาจาก ภาคเหนือ ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ภาค

กลาง ภาคตะวันออก ภาคตะวันตกและภาคใต้ ของประเทศไทย โดยตัวอย่างดังกล่าวได้รับมาจาก

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

1.3.3 ข้อมูลเก่ียวกับการแปรผันทางพันธุกรรมอ้างอิงจาก Database of Genomic Structural Variation 

(dbVar) และ Database of Single Nucleotide Polymorphisms (dbSNP) อ้างอิ งจาก NCBI 

(RRID:SCR_006472)  

1.3.4 ค ว า ม ถ่ี แ อ ล ลี ล ข อ ง ป ร ะ ช า ก ร อื่ น  ๆ  อ้ า ง อิ ง จ า ก  1000 Genomes Project (1KGP) 

(RRID:SCR_006828) 

1.3.5 ข้อมูลเก่ียวกับยา, ยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยา และความรุนแรงของการแปรผันทางพันธุกรรม 

อ้ า ง อิ ง จ าก  DrugBank (RRID:SCR_002700), PharmGKB (RRID:SCR_002689) แล ะ  Variant 

Effect Predictor (RRID:SCR_007931) ตามลำดับ 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
การศึกษาในครั้งน้ีจะสามารถสร้างกระบวนการการศึกษาเพ่ือทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมใน 

51 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยา สำหรับประชากรไทยได้ และสามารถใช้ข้อมูลน้ีอ้างอิงถึงผลกระทบจาก

ความหลายหลายของการตอบสนองต่อยา เพ่ือนำไปใช้เป็นข้อพึงระวังสำหรับการรักษา หรือ เพ่ือหลีกเลี่ยง

ผลกระทบที่ไม่พึงประสงจากการใช้ยา ตลอดจนสามารถสร้างประโยชน์ให้กับการพัฒนายา การจ่ายยา และอาจเป็น

ข้อมูลประกอบสำหรับการกำหนดนโยบายการตรวจยีนที่เก่ียวข้องกับการตอบสนองของยาในประเทศไทยได้ ซึ่งจะ

เป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการรักษาโรคในบุคคลให้ถูกต้องและแม่นยำมากย่ิงข้ึน ซึ่งองค์ความรู้น้ีจะเป็นรากฐาน

ของการพัฒนาคุณภาพของระบบสาธารณะสุขของประเทศได้อย่างย่ังยืน 

 

1.5 นิยามศัพท์เฉพาะ 
1.5.1 Pharmacogene (PGx gene หรือ PGx) หมายถึง ยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยา  

1.5.2 Genetic variation หรือ variant หมายถึง การแปรผันทางพันธุกรรม 

1.5.3 Star allele nomenclature หมายถึง วิธีการกำหนดชื่อรูปแบบของการแปรผันทางพันธุกรรมที่เกิดข้ึน

บนแอลลีลหน่ึง ๆ โดยใช้เครื่องหมาย * (star) เป็นตัวคั่นระหว่างชื่อยีนและรูปแบบของการแปรผันทาง

พันธุกรรม เช่น CYP2D6*2 เป็นต้น โดย CYP2D6 หมายถึงชื่อยีน และ *2 หมายถึงชื่อของรูปแบบการ
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แปรผันทางพันธุกรรม (star allele) ซึ่งในที่น้ีจะใช้คำทับว่า star allele โดยแต่ละ star allele อาจมีการ

แปรผันทางพันธุกรรมได้มากกว่าหน่ึงประเภท (Sangkuhl et al., 2020)  

1.5.4 Drug-Gene Interaction (DGI) หมายถึง ความสัมพันธ์กันระหว่างยาและการแปรผันทางพันธุกรรม 

1.5.5 FASTQ file หมายถึง ไฟล์ข้อความท่ีบรรจุข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ ประกอบด้วยโครงสร้าง 4 บรรทัด 

ได้แก่  

บรรทัดที่ 1: จุดเริ่มต้นของข้อมูลที่ข้ึนต้นด้วย @ 

บรรทัดที่ 2: ลำดับเบสในนิวคลีโอไทด์ 

บรรทัดที่ 3: เครื่องหมาย + บ่งบอกการเว้นวรรค 

บรรทัดที่ 4: คุณภาพของเบสในนิวคลีโอไทด์ที่อ่านค่าได้ (quality score) 

1.5.6 FASTA file หมายถึง ไฟล์ข้อความท่ีอาจบรรจุข้อมูลของลำดับเบสในนิวคลีโอไทด์ หรือ ลำดับกรดอะมิโน 

ก็ได้ โดยประกอบด้วยโครงสร้าง 2 บรรทัด ได้แก่  

บรรทัดที่ 1: จุดเริ่มต้นของข้อมูลที่ข้ึนต้นด้วย >  

บรรทัดที่ 2: ลำดับเบสในนิวคลีโอไทด์ หรือ ลำดับกรดอะมิโน 

1.5.7 Sequence หมายถึง ลำดับ ซึ่งในการศึกษาครัง้น้ีจะหมายถึง ลำดับเบสในนิวคลีโอไทด์ 

(Deoxyribonucleic acid; DNA) และจะเรียกแทนว่าลำดับเบส 

1.5.8 Sequence alignment หมายถึง การปรับแนวลำดับเบส 

1.5.9 SAM file (Sequence Alignment/Map format) หมายถึงไฟล์ที่บรรจุข้อมูลการปรับแนวลำดับเบส โดย

ระหว่างคอลัมน์ถูกคั่นด้วยเครื่องหมาย tab (tab-delimited text file) 

1.5.10 BAM file (Binary Sequence Alignment/Map format: *bam) หมายถึง ไบนารีไฟล์ (binary file) 

ของ SAM file  

1.5.11 Read หมายถึง ลำดับเบสสายสั้น ซึ่งในที่น้ีจะใช้คำทับศพัท์ว่า read 

1.5.12 Read depth of coverage (จำนวนความลึกของ read) หมายถึง จำนวนครั้งที่เบสหน่ึง ๆ ในจีโนมถูก

อ่าน โดยถ้าค่าความลึกของ read ย่ิงมาก ก็แสดงว่าเรามีจำนวน read ที่ตำแหน่งน้ัน ๆ มาก (McKenna 

et al., 2010) 

1.5.13 GDF file (GATK depth of coverage file format) หมายถึง ไฟล์ข้อความท่ีบรรจุข้อมูลเก่ียวกับความ

ลึกของ read ในแต่ละตำแหน่ง (Lee et al., 2019(b); McKenna et al., 2010) 

1.5.14 gVCF (genomic Variant Call Format file) และ VCF file (Variant Call Format file) หมายถึง ไฟล์

ที่เก็บข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรมในแต่ละบุคคล 

1.5.15 Markduplication หมายถึง ข้ันตอนในการระบุหรือติดแท็ก read เดียวกันที่มีลำดับเบสเหมือนกัน  

1.5.16 Base quality score หมายถึงคะแนนคุณภาพของเบสในนิวคลีโอไทด์น้ัน ๆ โดยคะแนนน้ีคิดมาจากความ

ผิดพลาดในการอ่านต่อหน่ึงเบสในนิวคลีโอไทด์ที่ประมาณโดยเครื่องอ่านลำดับเบส (sequencer หรือ 
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sequencing machine) ซึ่งจะเป็นค่าท่ีบอกระดับความเชื่อมั่นในการอ่านเบสในนิวคลีโอไทด์ต่อหน่ึงครั้ง 

(McKenna et al., 2010) 

1.5.17 Base Quality Score Recalibration (BQSR) หมายถึง ข้ันตอนการคำนวณค่าคะแนนคุณภาพของเบส

ในนิวคลีโอไทด์ใหม่ โดยการนำค่าคะแนนคุณภาพของเบสในนิคลีโอไทด์และค่าความผิดพลาด (error) มา

ทำ machine learning เพ่ือสร้างเป็นแบบ (model) สำหรับคำนวณค่าคะแนนคุณภาพของเบสในนิวคลี

โอไทด์ใหม่ (McKenna et al., 2010) 

1.5.18 Haplotypecaller หมายถึงข้ันตอนในการเรียก (calling) การแปรผันทางพันธุกรรมที่เกิดข้ึนทั้งหมดของ

ลำดับเบส (Van der Auwera et al., 2013) 

1.5.19 Haplotype หมายถึง รูปแบบของการแปรผันทางพันธุกรรมที่พบบนแอลลีลหน่ึง ๆ ท่ีมีแนวโนมที่จะถูก

ถ่ายทอดทางพันธุกรรมจากรุ่นสู่รุ่น ซึ่งในที่น้ีจะใช้คำทับศพัท์ว่า haplotype 

1.5.20 Haplotype estimation หรือ haplotype phasing หรือ phasing หมายถึง กระบวนการทาง

คอมพิวเตอร์และสถิติที่มีส่วนช่วยในการทำนาย haplotype ที่สามารถถ่ายทอดทางพันธุกรรมจากรุ่นสู่รุ่น

ได้ (Browning & Browning, 2011)  

1.5.21 Homozygous หมายถึง การมีลักษณะของยีนหน่ึง ๆ ท่ีเหมือนกันบนคู่อัลลีลเดียวกัน  

1.5.22 Heterozygous หมายถึง การมีลักษณะของยีนหน่ึง ๆ ท่ีต่างกับบนคู่อัลลีลเดียวกัน 

1.5.23 QualByDepth (QD) หมายถึงค่าความเชื่อมั่นของการแปรผันทางพันธุกรรมที่ถูกทำให้เป็นมาตรฐานด้วย

ค่าความลึกของการแปรผันทางพันธุกรรมของแต่ละตัวอย่างที่ไม่ถูกกรอง 

1.5.24 FisherStrand หมายถึง การประมาณค่าความเอนเอียงของทิศทางของสาย DNA เช่น จากทิศ 3’ ไป 5’ 

(ทิศทางไปข้างหน้า) หรือ 5’ ไป 3’ (ทิศทางไปข้างหลัง) โดยใช้สถิติทดสอบแบบ Fisher’s exact test 

(FS)  

1.5.25 RMSMappingQuality หมายถึง ค่าเฉลี่ยกำลังสองของคา่คุณภาพการจัดตำแหน่งของ read ในตัวอย่าง

ต่าง ๆ (MQ) 

1.5.26 MappingQualityRankSumTest หมายถึง การทดสอบผลรวมของลำดับสำหรับคุณภาพการจัดตำแหน่ง

ของ read อ้างอิง (reference read; REF read) และ read ที่แตกต่างจาก read อ้างอิง (alternative 

read; ALT read)  

1.5.27 ReadPosRankSumTest หมายถึง การทดสอบผลรวมของลำดับสำหรับค่าตำแหน่งสัมพัทธ์ของ 

แอลลีลอ้างอิง (REF) และแอลลีลที่แตกต่างกับแอลลีลอ้างอิง (ALT) ภายใน reads (ReadPosRankSum)  
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บทที่ 2 

ทบทวนวรรณกรรม 
 

 

 

2.1 เทคโนโลยีการหาลำดับเบส (Sequencing technology) 
หลังจากการค้นพบโครงสร้างดีเอ็นเอในปี ค.ศ. 1953 โดย เจมส์ วัตสัน (James Watson) และฟรานซิส 

คริก (Francis Crick) (Watson & Crick, 1953) ทำให้เกิดความเข้าใจเก่ียวกับพันธุศาสตร์และการเกิดโรคมากข้ึน 
นำไปสู่การพัฒนาทางเทคโนโลยีและสิ่งประดิษฐ์มากข้ึนอย่างต่อเน่ือง เพ่ือไขคำตอบเกี่ยวกับความซับซ้อนและความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิต และพัฒนาเทคโนโลยีการหาลำดับเบสให้มีความรวดเร็วและแม่นยำมากข้ึน 
จนนำไปสู่ความสำเร็จในการหาลำดับเบสของจีโนมของมนุษย์ (Nurk et al., 2022)  

 
 ปัจจุบันเทคโนโลยีการหาลำดับเบสมีความก้าวหน้าอย่างมาก มีการพัฒนาเทคนิคใหม่ ๆ ท่ีทำให้เกิดความ
รวดเร็วและมีต้นทุนค่าใช้จ่ายที่ต่ำ แตกต่างจากการหาลำดับเบสโดยวิธีด้ังเดิมหรือการหาลำดับเบสโดยวิธีแซงเกอร์ 
(Sanger sequencing) ที่ถูกพัฒนาข้ึนในปี ค.ศ. 1977 โดยเฟรเดอริก แซงเกอร์ ซึ่งถูกจัดว่าเป็นเทคโนโลยีการหา
ลำดับยุคที่หน่ึง เทคโนโลยีการหาลำดับเบสน้ีอาศัยหลักการของ dideoxynucleotide chain termination ด้วย
การใช้นิวคลีโอไทด์ที่ ติดหมู่ฟอสเฟต (dideoxy nucleotide triphosphates หรือ ddNTPs) เป็นตัวหยุดการ
สังเคราะห์สายดีเอ็นเอ กระบวนการน้ีจะแบ่งปฏิกิริยาการสังเคราะห์ดีเอ็นเอออกเป็นสี่หลอด ในแต่ละปฏิกิริยาไพร
เมอร์จะเข้าจับกับดีเอ็นเอต้นแบบและเอนไซม์ DNA polymerase จะทำหน้าท่ีสร้างสายดีเอ็นเอเส้นใหม่ข้ึน โดยใช้ 
deoxynucleotide triphosphates (dNTPs) และในแต่ละหลอดของปฏิกิริยาจะถูกเติมด้วย ddNTPs (ddATP, 
ddCTP, ddGTP, ddTTP) คนละชนิดกันกระบวนการการสร้างสายดีเอ็นเอจะยุติลงเมื่อมี ddNTP เข้ามาจับ สายดี
เอ็นเอที่เป็นผลผลิตจากทั้งสี่ปฏิกิริยาจะถูกนำมารวมกัน และใช้สำหรับวิเคราะห์หาลำดับเบส  วิธีน้ีมีข้อจำกัดคือ 
สามารถอ่านลำดับเบสได้ในช่วงสั้น ๆ (ประมาณ 100–1,000 คู่เบส) และใช้เวลานานในการหาลำดับ อีกทั้งเมื่อเสร็จ
สิ้นกระบวนการ ข้อมูลลำดับเบสที่ ได้มีจำนวนน้อยและมีต้นทุนต่อกระบวนการสูง ทำให้ไม่คุ้มค่าสำหรับการหา
ลำดับเบสในสิ่งมีชีวิตที่มีจีโนมขนาดใหญ่ (Sanger et al., 1977) อาทิ จีโนมมนุษย์ 
 

ด้วยข้อจำกัดในการอ่านลำดับเบสโดยเทคโนโลยีการจัดลำดับยุคที่หน่ึงวิธีการหาลำดับแบบ shotgun ถูก
พัฒนาข้ึนเพ่ือลดข้อจำกัดของการอ่านลำดับเบสที่มีความยาวเกิน 1,000 คู่เบส โดยการตัดดีเอ็นเอเป็นชิ้นสั้น ๆ แล้ว
ทำการจัดเรียงใหม่ให้กลับเป็นเส้นดีเอ็นเอที่สมบูรณ์ โดยใช้โปรแกรม sequence assembler วิธีน้ีให้ลำดับเบสที่มี
ขนาดยาวข้ึนเมื่อเทียบกับการจัดลำดับแบบแซงเกอร์ อีกทั้งข้อมูลที่ได้ยังสามารถใช้เพ่ือทำนายโครงสร้างของยีนหรือ
ตำแหน่งของยีนบนจีโนมได้ (Anderson, 1981) จากแนวคิดการหาลำดับเบสแบบ shotgun นำไปสู่การริเริ่ม
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เทคโนโลยีใหม่สำหรับหาลำดับเบสแบบ high throughput ที่เรียกว่า Next generation sequencing หรือเอ็นจี
เอส (NGS) ซึ่งในที่น้ีหมายถึงเทคโนโลยีการจัดลำดับยุคที่สอง เทคโนโลยีเอ็นจีเอสอาศัยการอ่านดีเอ็นเอต้นแบบ
แบบสุ่มทั้งจีโนม โดยตัดชิ้นส่วนดีเอ็นเอเป็นชิ้นสั้น ๆ จากน้ันนำชิ้นส่วนดังกล่าวเชื่อมต่อเข้ากับอะแด็ปเตอร์ 
(adaptor) เพ่ือสังเคราะห์ ดีเอ็นเอสายใหม่ ด้วยวิธีน้ีสายดี เอ็นเอปริมาณมากจะถูกสร้างข้ึนในเวลาเดียวกัน 
(massive parallel sequencing) แม้ว่าข้อมูลลำดับเบสที่ได้จากเทคโนโลยีเอ็นจีเอสจะมีความยาวประมาณ 150–
300 คู่เบส แต่ทุกชุดข้อมูลที่ได้ต่างก็เป็นข้อมูลที่มีคุณภาพดีและมีความถูกต้องแม่นยำสูง (Goodwin et al., 2016) 
ซึ่งการพัฒนาอย่างต่อเน่ืองของเทคโนโลยีเอ็นจีเอสทำให้การหาลำดับเบสสามารถทำได้รวดเร็ว และมีต้นทุนที่ถูกลง 
ซึ่งสามารถประยุกต์ใช้ในการรักษาระดับคลินิกได้มากข้ึน (Twesigomwe et al., 2021; Twist et al., 2016) 
 

เทคโนโลยีเอ็นจีเอสที่นิยมใช้กันในปัจจุบัน เป็นที่รู้จักกันในชื่อเทคโนโลยีการหาลำดับเบสยุคที่สองหรือ 
Second generation sequencing ซึ่ ง มี ด้ วย กั น  3  รู ป แบ บ ห ลั ก  ๆ  คื อ  1) ก ารห าล ำ ดั บ เบ ส ด้ วย วิ ธี  
pyrosequencing 2) การหาลำดับเบสด้วยวิธีอิลลูมินา ( illumina sequencing) และ 3) การหาลำดับเบสด้วย
วิธีไลเกชัน (ligation sequencing) ซึ่งแต่ละรูปแบบก็เหมาะต่อการนำไปใช้ในงานวิจัยที่แตกต่างกัน 
 

2.1.1 การหาลำดับเบสด้วยวิธี pyrosequencing  
เทคโนโลยีการวิเคราะห์ลำดับเบสด้วยเครื่อง 454/Roche genome sequencer หรือที่รู้จักกัน

ในชื่อเทคนิคการหาลำดับเบสไพโร จัดเป็นรูปแบบแรกของวิธีการหาลำดับเบสยุคใหม่ การหาลำดับเบสไพ
โรเป็นการตรวจวัดสารประกอบไพโรฟอตเฟส (PPi) จากปฏิกิริยา chemilumiescence สัญญาณแสง
จากเบสที่ เกิดข้ึนระหว่างการหาลำดับเบสโดยการสังเคราะห์ (sequencing by synthesis) จะถูก
ตรวจจับโดยกล้องและถูกแปลงค่าเป็นลำดับเบส (Liu et al., 2015) ประกอบด้วย 3 ข้ันตอน ดังน้ี  

 
a) การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA library preparation) 

เริ่มต้นจากการตัดดีเอ็นเอสายคู่ให้มีขนาดประมาณ 400–600 คู่เบส จากน้ันเชื่อมต่อชิ้นดี
เอ็นเอด้วยอะแด็ปเตอร์ที่แตกต่างกัน ที่ถูกเรียกว่า อะแด็ปเตอร์ A และ B ที่ปลายชิ้นดีเอ็นเอ 
โดยที่บริเวณส่วนปลายของอะแด็ปเตอร์ B ที่ปลาย 5’ จะมีโมเลกุล biotin จะเข้าจับกับเม็ดบีด
ซึ่งถูกฉาบด้วยstreptavidin ส่วนอะแด็ปเตอร์ที่ไม่สามารถจับได้จะถูกกำจัดออก อะแด็ปเตอร์ที่
ตรึงบนเม็ดบีดได้บางสายจะมีลำดับเบสโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่ไม่มีการ phosphorylate ทำให้มี
ช่ อ ง ว่างในสายดี เอ็น เอคู่ น้ั น  ซึ่ ง เอน ไซม์ที่ มี คุณ สมบั ติ เป็ น  strand displacing DNA 
polymerase จะเข้าซ่อมแซมและเติมเบสส่วนที่ขาดไปทำให้ได้เป็นดีเอ็นเอสายคู่ที่สมบูรณ์อีก
ครั้ง จากน้ันดีเอ็นเอสายคู่ที่ไม่ได้ตรึงกับเม็ดบีดจะหลุดออกและถูกแยกออกเป็นสายเด่ียว โดย
สุดท้ายจะมีเพียงสายดีเอ็นเอที่มีอะแด็ปเตอร์ A ติดที่ปลาย 5’ และอะแด็ปเตอร์ B ติดที่ปลาย 
3’ เท่าน้ันก่อนที่จะนำไปประเมินคุณภาพด้วยเครื่อง Agilent 2100 BioAnalyzer สำหรับสาย
ดีเอ็นเอที่ผ่านการตรวจสอบคุณภาพจะถูกนำมาใช้เป็นดีเอ็นเอต้นแบบ ในข้ันตอนถัดไป (Liu et 
al., 2015) (ภาพที่ 1 (AI)) 
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b) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA amplification) 
การหาลำดับเบสไพโร จะใช้วิธีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอบนเม็ดบีด (emulsion-based 

clonal amplification; emPCR) โดยนำสายดีเอ็นเอต้นแบบที่ผ่านการประเมินคุณภาพมาตรึง
บนเม็ดบีด (immobilization) ที่มีไพร์เมอร์ติดอยู่ จากน้ันจะเติมหยดน้ำมัน (emulsion oil) ที่
มีสารสำหรับทำ polymerase chain reaction (PCR) ในที่น้ีเราจะใช้คำทับศัพท์ว่า PCR จาก
น้ันอะแด็ปเตอร์บนสายดีเอ็นเอต้นแบบจะเข้าคู่กับไพร์เมอร์บนเม็ดบีดแล้วเริ่มต้นการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอ และเมื่อสิ้นสุดปฏิกิริยา PCR ในหน่ึงหยดน้ำมันจะมีดีเอ็นเอต้นแบบที่เหมือนกัน
เป็นล้านชุดติดอยู่ที่เม็ดบีด ซึ่งจะถูกนำไปหาลำดับเบส ในข้ันตอนถัดไป (Liu et al., 2015) 
(ภาพที่ 1(AII)) 

 
c) การหาลำดับเบสของดีเอ็นเอ (DNA sequencing) 

เม็ดบีดแต่ละเม็ดที่ได้หลังจากเสร็จสิ้นปฏิกิริยา PCR จะถูกบรรจุลงใน PicoTiterPlatetm 
(PTP) ของเครื่องอ่านลำดับ 454/Roche เพ่ือหาลำดับเบสโดยการสังเคราะห์ ซึ่งภายใน PTP 
ประกอบด้วยหลุม (well) จำนวนมาก โดยแต่ละหลุมจะบรรจุเม็ดบีดได้เพียงหน่ึงเม็ด (ภาพที่ 
2.1(AIII)) ทำให้การอ่านลำดับเบสที่เกาะอยู่บนเม็ดบีดมีค่าเท่ากับข้อมูลลำดับเบสจากหน่ึงชุด
เท่าน้ัน หลังจากที่บีดถูกบรรจุลงหลุมแล้ว เครื่อง 454/Roche จะสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ โดยที่
นิวคลีโอไทด์ทั้งสี่ชนิด คือ dATP, dCTP, dGTP และ dTTP จะถูกเติมเข้าไปทีละตัวเพ่ือเข้าคู่
กันสายดีเอ็นเอต้นแบบด้วยเอนไซม์ DNA polymerease ระหว่างการเกิดปฏิกิริยาจะมีการ
ปลดปล่อยไพโรฟอสเฟตออกมา และเอนไซม์ sulfurylase จะเร่งปฎิกิริยาระหว่างไพโร
ฟอสเฟต กับ adenosine 5’-phosphosulfate (APS) ได้ ATP เป็นผลิตภัณฑ์ ซึ่งจะใช้ใน
ปฏิกิริยาการเปลี่ ยน luciferin ให้ เป็น oxyluciferin โดยการเร่งปฏิกิ ริยาของเอนไซม์  
luciferase ในปฏิกิริยาดังกล่าวจะเกิดการเรืองแสงข้ึน ซึ่งใช้เป็นสัญญาณในการอ่านลำดับเบส 
(Liu et al., 2015) (ภาพที่ 1(B)) 
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ภาพที่  1 การหาลำดับด้วยวิธี pyrosequencing (A) ข้ันตอนการหาลำดับด้วยวิธี pyrosequencing (I) การเตรียม

ดีเอ็นเอต้นแบบ และการติดอะแด็ปเตอร์ A และ B ที่ปลายทั้งสองข้างของสายดีเอ็นเอ (II) การตรึงดีเอ็นเอบนเม็ด

บีด (immobilization) และการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยใช้เม็ดบีดที่บรรจุที่ประกอบด้วยสารสำหรับการทำปฏิกิริยา

พีซีอาร์อยู่ภายใน (droplet emulsion PCR) (III) การบรรจุเม็ดบีดลงในหลุม picotiter plate (PTP) (B) ปฏิกิริยา

เคมีที่เกิดข้ึนในการหาลำดับเบสโดยการสังเคราะห์ (Ansorge, 2009) 
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2.1.2 การหาลำดับเบสด้วยวิธีอิลลูมินา (Illumina sequencing) 
เทคโนโลยีการหาลำดับเบสด้วยด้วยวิธีอิลลูมินา อาศัยหลักการของการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ 

ร่วมกับการใช้นิวคลีโอไทด์ที่มีการดัดแปลงให้มีคุณสมบัติหยุดการสังเคราะห์สายดีเอ็นเอในการหาลำดับ
เบส โดยเริ่มจากการตัดสายดีเอ็นเอเป็นสายสั้น ๆ แล้วจึงหาลำดับเบสจากชิ้นดีเอ็นเอสายสั้น ๆ (DNA 
fragment) โดยวิธีการสังเคราะห์ ร่วมกับการใช้เทคนิคการติดฉลากสารเรืองแสงกับเบสทั้งสี่ชนิด (A, C, 
G และ T) ทำให้ได้ค่าสีที่แตกต่างกันในแต่ละชนิดของเบส (Fluorescent reversible terminator) เมื่อ
เริ่มต้นกระบวนการ สายดีเอ็นเอจะถูกตรึงเข้ากับอะแด็ป เตอร์ที่อยู่บนแผ่นสถานะของแข็ง (Solid 
surface) และทำการเพ่ิมปริมาณ ดีเอ็นเอโดยการเชื่อมต่อแบบสะพาน (Bridge amplification) 
(Ansorge, 2009) โดยมีรายละเอียดดังน้ี 

 
a) การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template) 

สายดีเอ็นเอจะถูกตัดเป็นสายสั้น ด้วย nebulizer ซึ่งความหนืดและความร้อนของ
สารละลายภายในเครื่อง nebulizer ทำให้สายดีเอ็นเอฉีกขาดและเกิดเป็นสายสั้น ๆ ท่ีมีขนาด
สั้นกว่า 800 คู่เบส ส่วนปลายของสายดีเอ็นเอที่ได้รับความเสียหายจะถูกซ่อมแซมด้วยเอนไซม์ 
T4 DNA polymerase, Klenow enzyme และ T4 poly nucleotide kinase และเติมเบส A 
ที่บริเวณปลาย 3’ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการเข้าจับกับอะแด็ปเตอร์ (ยาวประมาณ 66 คู่เบส) 
แล้วเชื่อมต่อกับเบส T อีกครั้งที่ปลายทั้งสองข้าง สายดีเอ็นเอที่มีความยาวประมาณ 150-200 คู่
เบส ถูกคัดแยกแล้วนำไปเพ่ิมปริมาณด้วยเทคนิค PCR (ภาพที่ 2 (I)) (Wilantho et al., 2012) 

 
b) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (Bridge amplification) 

หลังจากแยกขนาดดีเอ็นเอแล้ว สายดีเอ็นเอจะถูกโหลดลงบนกระจกสไลด์ (flow cell) ที่
ฉาบด้วยกับอะแด็ปเตอร์คู่สม (complementary adapters) โดยที่อะแด็ปเตอร์ที่อยู่บนสายดี
เอ็นเอต้นแบบ จะโค้งงอเข้าจับกับอะแด็ปเตอร์คู่สมมีลักษณะคล้ายสะพาน (Bridge) ซึ่งต่อมา
จะถูกแยกให้เป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว เพ่ือใช้เป็นต้นแบบสำหรับการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอด้วย
เทคนิค PCR เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ จะได้กลุ่มของดีเอ็นเอ (cluster) มากกว่า 50 ล้านกลุ่ม 
ซึ่งแต่ละกลุ่มจะมีดีเอ็นเอประมาณ 1 ,000 สาย และถูกนำไปหาลำดับเบสต่อไป (Ansorge, 
2009) (ภาพที่ 2 (II)) 
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ภาพที่  2 ข้ันตอนการหาลำดับด้วยวิธีอิลลูมินา (I) สายดีเอ็นเอถูกตัดออกเป็นสายสั้น ๆ และเชื่อมด้วยอะแด็ปเตอร์

ที่ปลายทั้งสองข้าง (adapter ligation) (II) สายดีเอ็นเอต้นแบบที่ติดอะแด็ปเตอร์จะถูกตรึงไว้กับแผ่นสถานะ

ของแข็งเพ่ือเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอโดยการเชื่อมต่อแบบสะพาน (bridge amplification) เกิดเป็นกลุ่มของดีเอ็นเอสาย

คู่  (cluster) จากน้ันดีเอ็นเอสายคู่จะถูกแยกเป็นสายเด่ียวและถูกติดด้วยไพร์เมอร์ (sequencing primer 

annealing) (III) การเติมนิวคลีโอไทด์ชนิดที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงเพ่ือต่อสายดีเอ็นเอให้ยาวข้ึน โดยที่นิวคลีโอ

ไทด์ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงจะมีคุณสมบัติขัดขวางปลาย 3’OH ของดีเอ็นเอทำให้หยุดการสังเคราะห์สายดีเอ็น

เอ (Ansorge, 2009)  
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c) การหาลำดับเบส (DNA sequencing) 
เมื่อได้ดีเอ็นเอต้นแบบแล้ว เครื่องอิลลูมินาจะสังเคราะห์สายดีเอ็นเอ โดยการเติมไพร์เมอร์

และนิวคลีโอไทด์ทั้งสี่ชนิดที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงที่มีสีต่างกัน รวมถึงเอนไซม์ DNA 
polymerase ในปฏิกิริยา การเชื่อมต่อของนิวคลีโอไทด์ที่ติดสารเรืองแสงน้ีจะทำหน้าท่ีเป็นตัว
ขัดขวางปลาย 3’OH (reversible terminator) ของดีเอ็นเอ ทำให้เอนไซม์ DNA polymerase 
ไม่สามารถสังเคราะห์สายดีเอ็นเอต่อได้ และนิวคลีโอไทด์ที่ไม่สามารถเข้าคู่ได้จะถูกล้างออกไป 
เครื่องอิลูมินาจะทำการบันทึกภาพการปลดปล่อยแสงจากสารเรืองแสงของนิวคลีโอไทด์ในแต่ละ
กลุ่มบนแผ่นกระจกสไลด์ จากน้ันมีการตัดหมู่เคมี ท่ีป้องกันการต่อสายที่ปลาย 3’ OH และสาร
เรืองแสงออก ทำให้นิวคลีโอไทด์กลับมาเป็นนิวคลีโอไทด์ปกติ หลังจากน้ันมีการเติมนิวคลีโอไทด์
ชุดใหม่เพ่ือเริ่มการหาลำดับเบสในรอบถัดไป กระบวนการน้ีจะถูกทำซ้ำไปเรื่อย ๆ โดยแต่ละ
รอบ จะเป็นตัวกำหนดลำดับเบสที่อ่านได้ในแต่ละครั้ง การอ่านลำดับเบสด้วยวิธีน้ีจะให้ read ที่
มีความยาวประมาณ 100 คู่เบส และมีความถูกต้องถึง 99.5 % (Ansorge, 2009) (ภาพที่ 2 
(III)) 

 

2.1.3 การหาลำดับเบสด้วยวิธีไลเกชัน (Sequencing by ligation) 
เทคโนโลยีการหาลำดับเบสด้วยด้วยวิธีไลเกชัน อาศัยกระบวนการเชื่อมต่อ (ligation) เพ่ือการ

หาลำดับเบส โดยใช้โพรบสองเบส (di-base probe) ที่ติดฉลากด้วยสารเรืองแสงการหาลำดับเบสด้วยวิธี
น้ีมีลักษณะคล้ายกับวิธีการหาลำดับเบสโดยวิธี pyrosequencing ตรงที่จะทำการตรึง DNA เข้ากับเม็ด
บีดในสภาวะที่เป็นน้ำมันเพ่ือเพ่ิมปริมาณเอ็นเอ (emulsion-based clonal amplification) (Ansorge, 
2009) โดยมีข้ันตอนการเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบได้ 2 วิธีดังแสดงตามภาพที่ 3 
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ภาพที่  3 การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบสำหรับการหาลำดับด้วยวิธีไลเกชัน (A) การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบโดยใช้วิธี 

sequencing fragment (B) การเตรียม DNA ต้นแบบโดยใช้วิธี mate-paired library (Ansorge, 2009) 
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a) การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบ (DNA template preparation)  
สามารถเลือกทำได้ 2 วิธี ได้แก่  
1. การเตรียมดีเอ็นเอ DNA ต้นแบบโดยวิธี Fragment library วิธีน้ีจะเป็นการเชื่อมต่อ

อะแด็ปเตอร์ P1 และ P2 ที่มีความยาว 25 คู่เบส เข้าท่ีปลาย 5’ และ 3’ ของสายดีเอ็น
เอต้นแบบ (Ansorge, 2009) (ภาพที่ 3 (A)) 

2. การเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบโดยวิธี Mate-paired library เป็นการใช้ internal adapter 
เพ่ือเชื่อมสายดีเอ็นเอต้นแบบที่มาจากคนละตำแหน่งเข้าไว้ด้วยกัน จากน้ันจึงทำการ
ติดอะแด็ปเตอร์ P1 และ P2 เข้าท่ีปลาย 5’ และ 3’ ของสายดีเอ็นเอดังกล่าว (Ansorge, 
2009) (ภาพที่ 3 (B)) 

 
b) การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA amplification) 

การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอสำหรับวิธีการหาลำดับด้วยวิธีไลเกชัน จะมีความคล้ายกับการเพ่ิม
ปริมาณดีเอ็นเอในการหาลำดับแบบ pyrosequencing ที่จะทำการตรึงดีเอ็นเอบนเม็ดบีด ที่บรรจุ
สารสำหรับการทำ PCR ในสภาวะที่เป็นน้ำมัน (emulsion-based clonal amplification) จากน้ัน
ตรึงเม็ดบีดบนกระจกสไลด์เพ่ือหาลำดับเบสต่อไป (Ansorge, 2009) 

 
c) การหาลำดับเบส (Sequencing by ligation) 

การหาลำดับเบสด้วยวิธีไลเกชัน อาศัยเครื่องหาลำดับ SOLiD/ABI เพ่ืออ่านตำแหน่งเบสบนดี
เอ็นเอ ต้นแบบทีละสองเบส (Di-base sequencing) ไพร์เมอร์ที่ ใช้เพ่ือเริ่มต้นปฏิกิริยาจะจับ
กับอะแด็ปเตอร์บนสายดีเอ็นเอต้นแบบ จากน้ันเครื่องหาลำดับจะทำการเชื่อม di-based probe ที่
ติดฉลากสี (dye-labeled oliginucleotide) ขนาด 8-mer เข้าท่ีปลายของโอลิโกนิวคลีโอไทด์ที่เข้า
คู่กับดีเอ็นเอต้นแบบ โดยอาศัยเอนไซม์ ligase ในการเชื่อมต่อ หลังจากข้ันตอนการเชื่อมส่วนของ 
probe ที่ไม่สามารถเข้าคู่กับดีเอ็นเอต้นแบบได้อย่างจำเพาะจะถูกกำจัดออก จากน้ันบันทึกภาพของ
สารเรืองแสงซึ่งจะเรียกข้ันตอนเหล่าว่า 1 ligation cycle ต่อมาจะเกิดปฏิกิริยาเคมีตัด probe ที่
ตำแหน่งระหว่างเบสที่ห้าและหกออกและเข้าสู่การเชื่อมต่อ di-based probe ขนาด 8-mer ใหม่ใน 
ligation cycle ถัดไป ในการหาลำดับเบสจะต้องลดความยาวของไพร์เมอร์ลงไปทีละหน่ึงเบส (n-1) 
ด้วย และภาพของสารเรืองแสงที่ได้ในแต่ละ ligation cycle จะถูกบันทึกเพ่ือแปลงผลเป็นค่าลำดับ
เบส ซึ่งข้อมูลของลำดับเบสในแต่ละรอบของการลดความยาวของไพร์เมอร์ลงไปทีละหน่ึงเบสจะมี
ความเหลื่อมซ้อนกัน ทำให้ได้ข้อมูลที่มีคุณภาพดีมาก ๆ มีความถูกต้องมากกว่า 99.94% ขณะที่
ความยาวของลำดับเบสน้อยกว่าเมื่อเทียบกับวิธีการอื่น ๆ อีกทั้งวิธีการเตรียมดีเอ็นเอต้นแบบยังมี
ความซับซ้อนและใช้เวลานาน (Ansorge, 2009) 
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2.2 การประยุกต์ใช้ข้อมูลจากเทคโนโลยีเอ็นจีเอส  
เทคโนโลยีเอ็นจีเอสเป็นเทคโนโลยีที่มีบทบาทสำคัญในการไขความลับทางชีววิทยา โดยมีเทคนิคการหา

ลำดับเบสได้หลายรูปแบบดังน้ี 

2.2.1 Whole Genome Sequencing (WGS)  
เป็นเทคนิคที่ใช้ในการศึกษารหัสพันธุกรรมทั้งจีโนมของสิ่งมีชีวิตที่สนใจ วิธีน้ีเป็นประโยชน์อย่าง

มากต่อการศึกษาความหลายหลายของโครงสร้างจีโนมของสิ่งมีชีวิต หรืองานวิจัยเกี่ยวกับการแปรผันทาง
พันธุกรรม (Ansorge, 2009) อาทิ การศึกษาเก่ียวกับโรคต่าง ๆ ท่ีมีสาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงทาง
พันธุกรรม (Hannan, 2018) การศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมที่ส่งผลกระทบต่อการตอบสนองต่อยา 
(Mauleekoonphairoj et al., 2020) การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างลำดับเบสที่แตกต่างกันในกลุ่ม
ประชากรหน่ึง ๆ ต่อลักษณะทางฟีโนไทป์ในกลุ่มประชากร(Genome-wide association study; GWAS) 
(Stahl et al., 2019) หรือประยุกต์ใช้ในการศึกษาลำดับอนุกรมวิธานและกระบวนการเกิดสปีชีส์ใหม่ 
(speciation) (Chueca et al., 2021) เป็นต้น 

 

2.2.2 Whole Exome Sequencing (WES) 
เป็นเทคนิคที่ใช้ในการศึกษารหัสพันธุกรรมในส่วนที่สามารถแปลงรหัสเป็นโปรตีน หรือตำแหน่ง

ที่เรียกว่า coding region วิธีน้ีเหมาะที่จะใช้ศึกษาโรคที่มีสาเหตุทางพันธุกรรมจากตำแหน่ง coding 
region หรืองานวิจัยที่ศึกษาเกี่ยวกับการกลายพันธ์ุของยีน (Ansorge, 2009) อาทิ การศึกษาโรคทาง
พันธุกรรมที่เกิดจากความผิดปกติจากยีนเด่ียว (single gene disorder) เช่น โรคซิสติกไฟโบรซิส (Cystic 
fibrosis; CF) (Yang et al., 2021)หรือ ใช้ตรวจหาสาเหตุทางพันธุกรรมในกลุ่มโรคที่หาสาเหตุการเกิด
โรคได้ยาก เช่น การเจริญผิดปกติของโครงกระดูก (Skeletal dysplasia) (Sangsin et al., 2016) เป็นต้น 

 

2.2.3 Targeted panel sequencing 
เป็นการศึกษาพันธุกรรมพ้ืนฐานของมนุษย์ เพ่ือให้เข้าใจถึงการเกิดโรค โดยจะทำการ screen 

หาลำดับนิวคลีโอไทด์ที่มีการกลายพันธ์ุไปจากเดิมด้วยกลุ่มยีน (gene sets) ที่มีข้อมูลเก่ียวกับโรคอยู่ 
เพ่ือให้ทราบถึงความหลากหลายของพันธุกรรม เช่น การศึกษาโรคมะเร็งทรวงอก (breast cancer) 
(Easton et al., 2015), การศึ กษ าโรคมะเร็ งปอด  (lung cancer) (E. H. Kim et al., 2014) และ 
การศึกษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว (leukemia cancer) (Engvall et al., 2020) เป็นต้น 
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2.2.4 Transcriptome sequencing (RNA-seq)  
เป็นการศึกษาชุดคำสั่งของอาร์เอ็นเอ (RNA transcript) ได้แก่ mRNA และ non-coding RNA 

เพ่ือศึกษาเกี่ยวกับโครงสร้างของยีนและปริมาณการแสดงออกของยีนในสภาวะหน่ึง ๆ ที่สนใจ อาทิ 
การศึกษาปริมาณการแสดงออกของยีนที่แตกต่างกันภายใต้สภาวะเค็มและสภาวะปกติในข้าว 
(Sonsungsan et al., 2021) การศึกษารูปแบบการแสดงออกไอโซฟอร์มของยีน HLA (Boegel et al., 
2012) รวมถึงสามารถใช้เพ่ือศึกษาการรวมกันของยีน (gene fusion) ที่่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการเกิดเน้ือ
งอกและมะเร็ง (Maher et al., 2009) เป็นต้น 
 

2.2.5 Epigenomic sequencing  
เป็นการศึกษาการเปลี่ยนแปลงที่เกี่ยวข้องกับการแสดงออกหรือกิจกรรมของยีนหรือฟีโนไทป์ที่มี

สาเหตุมาจากการเปลี่ยนแปลงของกลไกต่าง ๆ ในระดับที่เหนือกว่าระดับดีเอ็นเอ (Ansorge, 2009) ซึ่ง
ส่วนใหญ่มีสาเหตุจากการเปลี่ยนแปลงของ DNA methylation หรือ DNA acetylation ตัวอย่างการ
ประยุกต์ใช้เทคโนโลยีเอ็นจีเอสกับงานกลุ่มน้ี อาทิ การใช้เทคนิค Bisulfite sequencing เพ่ือทำนายการ
เกิดมะเร็งเต้านมระยะแพร่กระจาย (metastatic breast cancer; MBC) ในผู้ป่วยมะเร็งเต้านมที่ได้รับ
การรักษาแบบเคมีบำบัด (chemotherapy) และเพ่ือบ่งชี้ความเสี่ยงในการกลับมาเกิดโรคซ้ำอีกครั้ง 
(Maher et al., 2009) เป็นต้น 

 

2.2.6 Metagenome Sequencing 
เป็นการศึกษาจีโนมของสิ่งมีชีวิตทั้งหมดที่มีอยู่ในสิ่งแวดล้อมที่สนใจ เช่นกลุ่มจุลินทรีย์ในดิน  

จุลินทรีย์ในสำไส้ หรือจุลินทรีย์ในอุจจาระ อาทิ การศึกษาไมโครไบโอม (microbiome) ในกระเพาะและ
สำใส้ของคน (Kho & Lal, 2018) และสัตว์ (Bueno de Mesquita et al., 2021) เพ่ือศึกษาความ
หลากหลายและความสัมพันธ์ของจุลินทรีย์ในแต่ละกลุ่มที่มีผลต่อสุขภาพและการเกิดโรค หรือ เป็น
การศึกษาไมโครไบโอมในดินที่มีผลต่อการเจริญเติบโตและการอยู่รอดของพืช (Williams et al., 2015) 

 

2.3 การแปรผันทางพันธุกรรม (Genetic variation) 
การแปรผันทางพันธุกรรม คือ ความแตกต่างที่เกิดข้ึนในองค์ประกอบทางพันธุกรรม ซึ่งอาจเป็นความ

หลากหลายของลักษณะของสิ่งมีชีวิต  หรือเป็นความแตกต่างของลำดับเบสระหว่างบุคคลหรือประชากรก็ได้ สาเหตุ

หลัก ๆ ของการแปรผันทางพันธุกรรมเกิดจากการกลายพันธ์ุ (mutation) และการรวมกันใหม่ของยีน (gene 

recombination) แบ่งออกได้เป็น 2 ประเภทใหญ่ ๆ คือ การแปรผันของจีโนไทป์ (genotype) และการแปรผัน

ของฟีโนไทป์ (phenotype) การแปรผันทั้งสองแบบต่างก็เป็นสิ่งที่เกี่ยวข้องซึ่งกันและกัน หากการเปลี่ยนแปลงที่

เกิดข้ึนบนลำดับเบส ส่งผลต่อลำดับอะมิโนของโปรตีน ก็จะทำให้เกิดการแปรผันทางฟีโนไทป์ และส่งผลให้ยีน

หรือเอ็มไซม์มีรูปร่าง ลักษณะและการทำงานที่เปลี่ยนแปลงไป หรือแม้แต่ลักษณะจีโนไทป์ของยีน ที่เกิดข้ึนจากการ
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ปรับตัวเพ่ือการดำรงชีวิตในสิ่งแวดล้อมหน่ึง ๆ เมื่อเวลาผ่านไปมีการส่งต่อจีโนไทป์เหล่าน้ันไปยังรุ่นถัดไปก็จะทำให้

เกิดการแปรผันทางจีโนไทป์ได้เช่นเดียวกัน (Pavlopoulos et al., 2013)  
 

ความหลากหลายในความแตกต่างของการแปรผันทางพันธุกรรมเหล่าน้ี  มีความสัมพันธ์ที่ซับซ้อนกับ

สุขภาพและโรคของมนุษย์ซึ่ง โดยทั่วไปเราแบ่งประเภทของการแปรผันทางพันธุกรรมเป็น 2 ประเภท ใหญ่ ๆ ได้แก่ 

การเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์เพียงตำแหน่งเดียว (single nucleotide variation; SNV) ในที่น้ีเราจะใช้คำทับ

ศัพท์ว่า SNV และการแปรผันทางพันธุกรรมเชิงโครงสร้าง (structural variation; SV) 

 

2.3.1 การเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์เพียงตำแหน่งเดียว 
หน่ึงในรูปแบบของการแปรผันทางพันธุกรรมที่มักจะพบมากที่สุด คือ single nucleotide 

polymorphisms (SNP) ในที่น้ีเราจะใช้คำทับศัพท์ว่า SNP (สนิปส์) ซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอ

ไทด์ใด ๆ ในจีโนมเพียงหน่ึงตำแหน่ง โดยการเปลี่ยนแปลงน้ีจะถือว่าเป็น SNP ก็ต่อเมื่อมีการเปลี่ยนแปลง

ที่ตำแหน่งน้ัน ๆ เกิดข้ึนอย่างจำเพาะเฉพาะในประชากรหน่ึง ๆ และมีสัดส่วนของความถ่ีมากกว่า 1% 

เน่ืองจาก SNP เกิดข้ึนโดยเฉลี่ยทุก ๆ 300 เบสในนิวคลีโอไทด์ ดังน้ันในบุคคลหน่ึง ๆ จะมี SNP 

ประมาณ 10 ล้านสนิปส์เกิดข้ึนในจีโนม ซึ่งสิ่งเหล่าน้ีส่วนใหญ่ไม่เป็นอันตรายและไม่ก่อให้เกิดโรค อีกทั้ง

ยังสามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีววิทยาในการตรวจสอบหายีนที่เกี่ยวข้องกับโรคได้ อย่างไรก็ตาม SNP 

บางส่วนก็เป็นสาเหตุโดยตรงของของการเกิดโรคเช่น ในที่พบส่วนใหญ่ในโรค Achondroplasia เป็นผล

มาจากการเปลี่ยนแปลงของเบสเพียงหน่ึงตำแหน่งที่ เฉพาะเจาะจงในยีน FGFR3 ซึ่งนำไปสู่การ

เปลี่ยนแปลงของโปรตีนที่เก่ียวข้องกับการเจริญเติบโตของกระดูก โดยยีนน้ีประกอบด้วย SNP ทั้งหมด 

2,236 SNP และมีเพียงส่วนน้อยเท่าน้ันที่ทำให้เกิดโรค (Boschiero et al., 2015) 
 

2.3.2 การแปรผันทางพันธุกรรมเชิงโครงสร้าง 

2.3.2.1 การแทรกและการลบของลำดับนิวคลี โอไท ด์ขนาดเล็ก (Small Insertion 

deletion; indel) 

การแทรกและการลบของลำดับนิวคลีโอไทด์ขนาดเล็ก ในที่น้ีเราจะใช้คำทับศัพท์ว่า 

indel เป็นการแปรผันทางพันธุกรรมที่พบมากเป็นอันดับสองรองจากรองจาก SNP และเป็นการ

แปรผันเชิงโครงสร้างที่พบได้บ่อยที่สุด  indel มีส่วนเกี่ยวข้องกับโรคและความผิดปกติทาง

พันธุกรรมได้หลากหลายประเภท ไม่เหมือนกับ SNP  ซึ่งเกิดข้ึนจากการเปลี่ยนแปลงของเบสใน

นิวคลีโอไทด์เฉพาะตำแหน่ง โดยความผิดปกติทางพันธุกรรมดังกล่าวสามารถเกิดข้ึนได้จาก

หลายสาเหตุ เช่น การจำลองดีเอ็นเอแบบ slippage (replication slippage) การรวมตัวกัน

ใหม่ของยีน (recombination) การเกิด crossing over ที่แบ่งชิ้นส่วนของโครโมโซมไม่เท่ากัน 
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การเกิดสำเนาเบสในนิวคลีโอไทด์แบบแทนเดม (tandam duplication) และจากการซ่อมแซม

ดีเอ็นเอปลายคู่ที่ฉีกขาดอย่างไม่สมบูรณ์ ด้วยเหตุน้ีเองขนาดของ indel จึงมีความแตกต่างกัน

ต้ังแต่ขนาดเล็กเพียง 1 เบสในนิวคลีโอไทด์ไปจนถึงหลายกิโลเบส (kb) (Boschiero et al., 

2015) 

 

2.3.2.2 การแปรผันของจำนวนชุดของยีน (Copy number variant; CNV) 

การแปรผันประเภทน้ีเป็นสิ่งที่ทำให้จีโนมของเรามีแตกต่างกันในเรื่องของจำนวนชุด

ของยีนอันเน่ืองมาจากการทำซ้ำ (gene duplication/gene multiplication) หรือการขาด

หายไปของยีน (gene deletion) จากการวิจัยทางวิทยาศาสตร์เมื่อเร็ว ๆ น้ีบ่งชี้ให้ เห็นว่า

มากกว่า 9.5% ของจีโนมมนุษย์ อาจประกอบด้วยการแปรผันของจำนวนชุดของยีน (Zarrei et 

al., 2015) การมีอยู่ของการแปรผันทางพันธุกรรมประเภทน้ีอาจเป็นสาเหตุของการเกิดโรค 

หรือ อาจไม่ส่งผลกระทบต่อการเกิดโรคก็ได้ ตัวอย่างเช่น ในยีนอัลฟา -อะไมเลส 1 (AMY1A) 

ของมนุษย์ ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเอนไซม์ที่ ย่อยสลายแป้งให้เป็นน้ำตาล ยีนน้ีถูก

พบว่า สามารถมีได้หลายชุดในจีโนมของบุคคลหน่ึง ๆ และมีรายงานว่าอาจพบจำนวนชุดของยีน

ได้มากถึง 14 ชุดในกลุ่มประชากรที่มีการบริโภคอาหารที่มีแป้งสูง (Zarrei et al., 2015) 
 

2.3.2.3 การย้ายชิ้นส่วนของโครโมโซม (Translocation) 

การย้ายชิ้นส่วนของโครโมโซม เป็นการแปรผันเชิงโครงสร้างชนิดหน่ึง ที่เกิดจากการ

จัดเรียงใหม่ของชิ้นส่วนทางพันธุกรรมระหว่างแท่งโครโมโซมที่ ต่างกัน หรือภายในแท่ง

โครโมโซมเดียวกัน  

หน่ึงในรูปแบบที่เกิดข้ึนง่ายที่สุดของการย้ายชิ้นส่วนของโครโมโซม คือ การโยกย้าย

ตำแหน่งของยีนแบบสมดุล เป็นย้ายตำแหน่งของยีนที่มีการแลกเปลี่ยนชิ้นส่วนของโครโมโซม

อย่างเท่าเทียมกัน ส่งผลให้ไม่เกิดการสูญเสียหรือได้รับข้อมูลทางพันธุกรรมที่มากเกินกว่าปกติ  

การโยกย้ายที่สมดุลมักจะไม่ส่งผลร้ายต่อร่างกาย และผู้ที่เป็นพาหะของการแปรผันประเภทน้ี

มักไม่ทราบว่าตนมีความผิดปกติชนิดดังกล่าวอยู่  

ในทางตรงกันข้าม การโยกย้ายที่ไม่สมดุลอาจส่งผลให้เกิดภาวะแทรกซ้อนและปัญหา

สุขภาพมากมาย รวมถึงอาจส่งผลให้เกิดข้อบกพร่องด้านพัฒนาการล่าช้าและเป็นสาเหตุของ

มะเร็งหลาย ๆ ประเภท อย่างเช่น การจัดเรียงใหม่ของสารพันธุกรรมระหว่างบริเวณของ

โครโมโซม 9 และ 22 ซึ่งเป็นการแปรผันที่พบได้บ่อยในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดหน่ึง 

เน่ืองจากพบว่าการเคลื่อนย้ายของชิ้นส่วนของโครโมโซมน้ีทำให้เกิดการหลอมรวมของยีน 2 ยีน 

ที่ส่งผลให้มีการแบ่งตัวของเซลล์เพ่ิมข้ึน (Perry et al., 2007) 
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2.4 ยีนที่เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อยา (Pharmacogene) 
มนุษย์เราแต่ละคนล้วนแต่มีการตอบสนองต่อยาชนิดเดียวกันที่แตกต่างกัน ความหลากหลายต่อการ

ตอบสนองต่อยาชนิดเดียวกันเป็นความท้าทายที่สำคัญสำหรับการรักษาโรคให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด เภสัชพันธุ -

ศาสตร์ (Pharmacogenomics) เป็นศาสตร์ที่พยายามหาจุดเชื่อมโยงระหว่างการตอบสนองของยากับจีโนมของ

ผู้ป่วยเพ่ือการรักษาให้ดีย่ิงข้ึน แต่เมื่อไม่กี่ปีมาน้ีงานวิจัยส่วนใหญ่ได้มุ่งเน้นและให้ความสำคัญเก่ียวกับยีนที่มีบทบาท

และความสำคัญทางเภสัชศาสตร์เป็นหลัก อีกทั้งยังพยายามศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่างการแปรผันทาง

พันธุกรรม และการตอบสนองต่อยาท่ีพบในประชากรชาติต่าง ๆ เราจึงเรียก ยีนที่มีความสำคัญทางเภสัชศาสตร์และ

เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อยา ว่า “pharmacogene” (Katara & Yadav, 2019)  
 

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยาถูกแบ่งประเภทตามหลักเภสัชจลน์ศาสตร์ซึ่งจะแบ่งได้เป็น 4 

ประเภทตามกิจกรรมของยาที่ยีนน้ันข้องเกี่ยวด้วย ได้แก่ ยีนที่เกี่ยวกับการดูดซึมของยา (absorption), ยีนที่

เก่ียวข้องกับการกระจายตัวของยา (distribution), ยีนที่เก่ียวข้องกับการเมแทบอลิซึมของยา (metabolism) และ

ยีนที่เก่ียวข้องกับการกำจัดยา (excretion) (Doogue & Polasek, 2013) เน่ืองจากมีการค้นพบยีนที่เกี่ยวข้องกับ

การตอบสนองต่อยามากข้ึน จึงมีการแบ่งประเภทอีกรูปแบบหน่ึงคือแบ่งตามระดับหลักฐานอ้างอิงทางคลินิก ซึ่งถูก

ใช้ในฐานข้อมูล Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium (CPIC) (Relling & Klein, 2011) 

โดยแสดงในตารางที่ 1 
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ตารางที่  1 คำจำกัดความของคำอธิบายประกอบทางคลินิกระดับต่าง ๆ ตามระบบ CPIC (Relling & Klein, 2011) 
 

ระดับ CPIC 
คำอธิบายประกอบทาง

คลินิก 
ระดับของหลักฐาน
อ้างอิงทางคลินิก 

คำแนะนำในการสั่งยา 

A 
ควรใช้ข้อมูลทาง

พันธุกรรมประกอบเพ่ือ
การสั่งจ่ายยา 

หลักฐานอ้างอิงทางคลินิก
มีผลระดับสงูหรือปาน

กลางต่อการเปลี่ยนแปลง
การสั่งจ่ายยา 

แนะนำให้เปลี่ยนการสั่ง
จ่ายยา 

A/B 

การศึกษาเบื้องต้นที่บ่งชี้
ว่ามีแนวโน้มว่าระดับ 

CPIC ข้ันสุดท้ายจะเป็น A 
หรือ B 

จำเป็นต้องทบทวน
หลักฐานทั้งหมดเพ่ือ

ประเมินระดับหลักฐาน 
แต่มีแนวโน้มว่าจะต้อง

ดำเนินการได้จริง 

ควรได้รับการทบทวนโดย
กลุ่มผู้เชี่ยวชาญเพ่ือ

กำหนดคำแนะนำการสั่ง
จ่ายยา 

B 

ข้อมูลทางพันธุกรรม
สามารถใช้เพ่ือ

เปลี่ยนแปลงการสั่งจ่าย
ยา เน่ืองจากการรักษา

หรือการให้ยาทางเลือกมี
โอกาสสูงที่จะให้

ประสิทธิภาพในการรักษา
ได้ปลอดภัยเท่ากับการให้

ยาท่ีไม่เกี่ยวข้องกับ
พันธุกรรม 

หลักฐานประกอบทาง
คลินิกมีน้อย และมีบาง

ข้อมูลที่มีหลักฐานขัดแย้ง
กัน 

แนะนำให้ใช้ยาทางเลือก
อย่างน้อย 1 อย่าง 

(เปลี่ยนแปลงการสั่งจ่าย
ยา) 

B/C 

การศึกษาเบื้องต้นที่บ่งชี้
ว่ามีแนวโน้มว่าระดับ 

CPIC ข้ันสุดท้ายจะเป็น B 
หรือ C 

หลักฐานเก่ียวกับการสั่ง
จ่ายยาท่ีเหมาะสมกับ

ลักษณะทางพันธุกรรมไม่
ชัดเจนหากไม่มีการ
ตรวจสอบหลักฐาน

เพ่ิมเติม 

ควรได้รับการทบทวนโดย
กลุ่มผู้เชี่ยวชาญเพ่ือ

กำหนดคำแนะนำการสั่ง
จา่ยยา 

 

C 

มีการตีพิมพ์การ
ศึกษาวิจัยในระดับต่าง ๆ 
ของหลักฐาน บางส่วนมี
เหตุผลเชิงกลไก แต่ไม่

แนะนำให้ดำเนินการใด ๆ 
เน่ืองจาก 

หลักฐานทางคลินิกมี
ความหลากหลาย 

ไม่มีคำแนะนำสำหรับการ
สั่งจ่ายยา 
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(ก) การให้ยาท่ีเหมาะสม
กับลักษณะทางพันธุกรรม

ไม่ได้ทำให้เกิดความ
แตกต่างที่น่าเชื่อ 

(ข) ทางเลือกการใช้ยาอื่น
ยังไม่ชัดเจน และอาจมี
ประสิทธิภาพน้อยกว่า 
หรือมีพิษมากกว่า หรือ
อย่างอื่น หรือ ยังอยู่ใน

ชั้นทดลอง 
(c) เป็นการศึกษาท่ีมีการ
ตีพิมพ์เพียงเล็กน้อยหรือ
หลักฐานที่อ่อนและมีการ
ดำเนินการทางคลินิกที่ไม่

ชัดเจน 

C/D 

การตรวจสอบเบื้องต้น
บ่งชี้ว่ามีแนวโน้มว่าระดับ 
CPIC ข้ันสุดท้ายจะเป็น 

C หรือ D 

หลักฐานทางคลินิกมี
ความหลากหลาย 

ไม่มีคำแนะนำสำหรับการ
สั่งจ่ายยา 

D 

มีการศึกษาท่ีตีพิมพ์เพียง
ไม่กี่ฉบับ การดำเนินการ
ทางคลินิกไม่ชัดเจน มี

ข้อมูลเก่ียวกับกลไกของ
ยาเพียงเล็กน้อย 

หลักฐานส่วนใหญ่อ่อน 
หรือเป็นข้อมูลที่ขัดแย้ง

กันอย่างมาก หากเป็นยีน
ที่ไม่ได้อยู่ในการทดสอบ

ทางเภสัชวิทยา ก็ไม่
จำเป็นต้องให้ความสนใจ 

หลักฐานทางคลินิกมี
ความหลากหลาย 

ไม่มีคำแนะนำสำหรับการ
สั่งจ่ายยา 
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แต่สำหรับในการศึกษาครั้งน้ีเราจะแบ่งยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยาออกเป็น 4 ประเภท ตามตารางที่ 2 

ตารางที่  2 ประเภทของยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยา 
 

ประเภทของยีน ตัวอย่าง 

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการเมแทบอลิซึมของยา
(metabolizing genes) ในที่น้ีเราจะใช้คำทับศัพท์ว่า 
metabolizing genes ซึ่งแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มได้แก่  
Phase I metabolizing genes (Cytochrome P450 
หรือ CYPs gene) และ Phase II metabolizing 
genes 

Phase I metabolizing genes: CYP1A1, 
CYP1A2, CYP1B1, CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, 
CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, 
CYP2F1, CYP2J2, CYP2R1, CYP2S1, CYP2W1, 
CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP3A43, CYP4B1, 
CYP26A1, CYP4F2, CYP19A1 
Phase II metabolizing genes: GSTP1, GSTM1, 
GSTT1, IFNL3, NAT1, NAT2, SULT1A1, TPMT, 
UGT1A1, UGT1A4, UGT2B7, UGT2B15, 
UGT2B17 

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการขนส่งยา (drug transporters)  
SLC15A2, SLC22A2, SLCO1B1, SLCO1B3, 
SLCO2B1 

ยีนที่กำหนดการสร้างโปรตีนบนผิวเซลล์ที่มีนิวเคลียส
ของร่างกาย หรือ MHC ยีน (Major 
histocompatibility complex genes; MHC 
genes) 

MHC class I: HLA-A, HLA-B, HLA-C 
MHC classII: HLA-DRB, HLA-DQ  

ยีนอื่น ๆ ที่เก่ียวข้องกับกิจกรรมของยา (drug target 
genes) 

CACNA1S, CFTR, DPYD, G6PD, NUDT15, POR, 
TBXAS1, VKORC1 

*งานวิจัยเล่มน้ีเราไม่ได้ศึกษาการแปรผันทางพันธุกรรมใน MHC ยีน 
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2.5 ฐานข้อมูลทางเภสัชพันธุศาสตร์ (Pharmacogenomics database) 
ข้อมูลจากการศึกษาเภสัชพันธุศาสตร์ในระดับประชากรได้ถูกรวบรวมและจัดการภายใต้กลุ่มและเครือข่าย

ขนาดใหญ่ เช่น Clinical Pharmacogenetic Consortium (CPIC), Pharmacogenomics Research Network 

(PGRN) หรือ South East Asian Pharmacogenomic Network (SEAPHARM) ซึ่งในปัจจุบัน ฐานข้อมูลจำนวน

มาก ได้ ถู ก รวม เข้ ากั บ ฐ าน ข้อมู ลที่ ให ญ่ ก ว่ า  เช่ น  PharmGKB, Pharmacogene Variation (PharmVar), 

Pharmacogenomics Research Network (PGRN) แ ล ะ  Clinical Pharmacogenetics Implementation 

Consortium (CPIC) โดยฐานข้อมูลทั้งหมดน้ีเป็นฐานข้อมูลที่เปิดให้ประชาชนสามารถเข้าใช้งานได้จากอินเตอร์เน็ต 

โดยไม่มีค่าใช้จ่าย นอกจากน้ีเรายังได้ทำสรุปข้อมูลเกี่ยวกับฐานข้อมูลทางด้านเภสัชพันธุศาสตร์ (Tong et al., 

2021) ดังน้ี 
 

ตารางที่  3 สรุปข้อมูลเก่ียวกับฐานข้อมูลทางด้านเภสัชพันธุศาสตร์ (Tong et al., 2021) 
 

ฐานข้อมูลและเครือข่าย
เภสัชพันธุศาสตร ์

คำอธิบาย URL 

PharmGKB 

PharmGKB เป็นฐานข้อมูลที่รวบรวม
และตรวจสอบความรู้เก่ียวกับการ
เปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของมนุษย์
ในยีนที่เกี่ยวกับการตอบสนองของยา
ฐานข้อมูลน้ีให้ข้อมูลเก่ียวกับ
คำอธิบายประกอบการใช้ยาจำนวน 
706 รายการ และวิถีเมแทบอลิซึมที่
ทราบเส้นทางแน่ชัดจำนวน 149 
รายการ ปัจจุบันฐานข้อมูลน้ีมี
คำอธิบายประกอบการใช้ยาสำหรับ
การรักษาทางคลินิกจำนวน 155 
รายการ, คําอธิบายประกอบสําหรับ
การติดฉลากยาจำนวน 753 รายการ 
ฐานข้อมูลน้ียังมีคําอธิบาย
ประกอบการรักษาทางคลินิก จำนวน 
4,570 รายการและคําอธิบายเก่ียวกับ
การแปรผันในยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
ตอบสนองต่อยา จำนวน 23,938 
รายการ 

https://www.pharmgkb.org/ 

Clinical เป็นองค์กรประเมินผลที่มีการค้นพบ https://cpicpgx.org/ 
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Pharmacogenetics 
Implementation 
Consortium (CPIC) 

ทางคลินิกและห้องปฎิบัติการทาง
เภสัชพันธุศาสตร์ ล่าสุด CPIC ได้
จัดทําคำอธิบายประกอบ 24 แนวทาง 
โดยครอบคลุมใน 20 ยีน และยา 62 
ชนิด เพ่ือที่จะแก้ไขปัญหาการใช้ยา
แบบ "หน่ึงขนาดพอดีกับคนทุกคน" 
และเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพยาในยาท่ีมี
ความแม่นยําต่อการรักษามากย่ิงข้ึน  

Dutch 
Pharmacogenetics 
Working Group 
(DPWG) 

จุดมุ่งหมายของ DPWG คือการให้การ
ทดสอบทางคลินิกในยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การตอบสนองต่อยาท่ัว ๆ ไป เพ่ือแปล
ผลจีโนไทป์เป็นฟีโนไทป์ ฐานข้อมูลน้ี
ให้แนวทางการรักษาทางคลินิก
มากกว่า 90 ข้อคําอธิบาย ซึ่ง
คำอธิบายเหล่าน้ีได้ผ่านการตรวจสอบ
โดย DPWG และจะถูกกําหนดระดับ
ของสมมติฐานเพ่ือสนับสนุนการ
ดําเนินการรักษาทางคลินิก หรือ ใช้ใน
เภสัชจลนศาสตร์แบบซิลิโค 

https://www.pharmgkb.org/page/dpwg 

Ubiquitous 
Pharmacogenomics 
(U-PGx) 

U-PGx เป็นฐานข้อมูลที่ก่อต้ังข้ึนโดย
ผู้เชี่ยวชาญชาวยุโรป เพ่ือกำหนด
ระบบและวิธีการต่าง ๆ ทางเภสัชพันธุ
ศาสตร์ ฐานข้อมูลน้ีรวบรวมข้อมูลของ
ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยา 
13 ยีนที่มีการแปรผันมากกว่า 50 
รูปแบบ ซึ่งสามารถช่วยในการศึกษาท่ี
เก่ียวข้องกับปัจจัยทางพันธุกรรมของ
ผู้ป่วยที่มีอิทธิพลต่อการตอบสนองของ
ยา โดยฐานข้อมูลน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ปรับปรุงคุณภาพชีวิต และลดต้นทุนใน
การรักษาให้กับผู้ป่วย รวมถึงสร้าง
ผลลัพธ์ทางการรักษาท่ีดีข้ึนสําหรับ
ผู้ป่วย 

https://upgx.eu 

Canadian 
Pharmacogenomics 

CPNDS ก่อต้ังข้ึนในปี 2004 โดยมี
เป้าหมายในการสร้างแนวทางการ

https://cpnds.ubc.ca/ 
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Networks for Drug 
Safety (CPNDS) 

รักษา (ปัจจุบันมี 8 แนวทาง; ปรับปรุง
ล่าสุด 07/03/2020) ที่เกี่ยวข้องกับ
การตอบสนองของยีนที่เกี่ยวข้องกับ
การตอบสนองต่อยา และการเกิดผล
ข้างเคียงจากการใช้ยา (Drug 
adverse reaction; ADR) ฐานข้อมูล
น้ีจะเรียนรู้และประเมินความเสี่ยงต่อ
ปัจจัยทางพันธุกรรมเพ่ือนำมาพัฒนา
เครื่องมือสำหรับวิเคราะห์ยีนที่
เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อยาใน
ระดับคลินิกสำหรับการสั่งจ่ายยา และ
เพ่ิมประสิทธิภาพการใช้ยาใน
รายบุคคล 

PharmVar 

PharmVar เป็นฐานข้อมูลที่รวบรวม
ข้อมูลเก่ียวกับรูปแบบการแปรผันทาง
พันธุกรรมที่สนับสนุน haplotype 
และแอลลีที่ถูกนิยาม โดยจะให้ความ
สนใจที่ยีนกลุ่ม P450 ของมนุษย์ และ 
NUDT15 ฐานข้อมูลน้ียังให้บริการ
ข้อมูลจากฐานข้อมูล PharmGKB และ 
CPIC ด้วย  

https://www.pharmvar.org/ 

European 
Pharmacogenetics 
Implementation 
Consortium (EU-PIC) 

ฐานข้อมูลน้ีให้ข้อมูลการดำเนินการ
รักษาทางการแพทย์ของหลายประเทศ
ในยุโรปเพ่ือปรับปรุงการรักษาโดยใช้
แนวทางเภสัชพันธุศาสตร์สำหรับการ
รักษาระดับคลินิก. 

https://www.eu-pic.net 

Southeast Asian 
Pharmacogenomic 
Research Network 
(SEAPHARM) 

SEAPharm ก่อต้ังข้ึนเพ่ือสนับสนุก
การวิจัยทางด้านเภสัชพันธุศาสตร์ของ
ประชากรชาติต่าง ๆ ในภูมิภาคเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ ฐานข้อมูลน้ีมี
เป้าหมายสูงสุดเพ่ือสร้างแนวทางการ
รักษาโดยใช้ข้อมูลทางเภสชัพันธุ
ศาสตร์ของประชากรในภูมิภาคเอเชีย
ตะวันออกเฉียงใต้ 

https://www.pharmagtc.org/seapharm/ 

Database genomic DGV ให้แหล่งเก็บข้อมูลเก่ียวกับการ https://www.ebi.ac.uk/dgva/ 
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variant กระจายของตัวของการแปรผันทาง
พันธุกรรมเชิงโครงสร้างรูปแบบต่าง ๆ 
ที่พบบนจีโนมของสิ่งมีชีวิตทุกสาย
พันธ์ุ 

dbSNP 

ฐานข้อมูล dbSNP ให้ข้อมูลเก่ียวกับ 
SNV, การเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอ
ไทด์บน microsatellites และ indel 
พร้อมทั้งยังให้ข้อมูลเก่ียวกับความถ่ี
แอลลีล, ลําดับโมเลกุลและ
รายละเอียดเก่ียวกับยีน ซึ่งฐานข้อมูล
น้ีได้รวมรวมการแปรผันทางพันธุกรรม
ทั้งแบบที่พบได้ทั่วไปและแบบที่เป็น
กรณีศึกษาในการรักษาระดับคลินิก 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ 
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2.6 การวิเคราะห์ข้อมูลทางเภสัชพันธุศาสตร์ (Pharmacogenomics analysis) 
จากความก้าวหน้าของเทคโนโลยีในการวิเคราะห์ข้อมูลขนาดใหญ่ เราจึงสามารถใช้ประโยชน์จากข้อมูล

จีโนมเพ่ือค้นหาต้นเหตุทางพันธุกรรมในยีนที่เกี่ยวข้องต่อการตอบสนองต่อยาท่ีมีรูปแบบจำเพาะในแต่ละบุคคลได้ 

เน่ืองจากเทคโนโลยีการหาลำดับที่ถูกลงในปัจจุบัน ทำใหเ้ราสามารถผลิตข้อมูลได้ปริมาณมาก จึงทำให้การวิเคราะห์

ข้อมูลเป็นปัญหาคอขวด เน่ืองจากเรามีข้อมูลและฐานข้อมูลจำนวนมาก แต่วิธีการวิเคราะห์ข้อมูลยังคงมีข้อจำกัด 

เราจึงได้รวบรวม และทำการสรุปเครื่องมือและแผนงานชวีสารสนเทศต่าง ๆ ท่ีทันสมัยและเป็นที่นิยมในปัจจุบัน 

สำหรับการวิเคราะห์ข้อมูล (Tong et al., 2021) ดังน้ี 

 

ตารางที่  4 สรุปเครื่องมือและแผนงานชีวสารสนเทศต่าง ๆ สำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลทางเภสัชพันธุศาสตร์  (Tong 
et al., 2021) 
 

เคร่ืองมือวเิคราะห์การ
แปรผัน 

คำอธิบาย URL 

Variant calling 

GATK 

เครื่องมือมาตราฐานสําหรับการเรียกการแปร
ผันทางพันธุกรรม ซึ่งสามารถใช้ได้ทั้งการหา
ลำดับแบบทั้งจีโนม, ทั้งเอ็กซ์โซม, RNA-seq 
และการจัดลําดับแบบรู้เป้าหมาย (Targeted 
Sequencing) 

https://gatk.broadstitute.org/h
c/en-us 

BWA 

เครื่องมือมาตรฐานสําหรับการจัดตําแหน่ง
ลําดับจีโนมขนาดสั้น เทียบกับลําดับอ้างอิง
ขนาดใหญ่อย่างเช่น ลำดับอ้างอิงของจีโนม
มนุษย์ 

http://bio-
bwa.sourceforge.net/bwa.sht
ml 

PGx allele prediction 

Astrolabe 

เครื่องมือสําหรับการเรียก star allele ซึ่ง
ได้รับการพัฒนาครั้งแรกสําหรับการเรียก star 
allele ในยีน CYP2D6 ต่อมาจึงได้รับการ
ขยายขอบเขตไปยังยีน CYP2C9, CYP2C19 
และยีนอื่น ๆ 

https://www.nature.com/articl
es/npjgenmed201639 

Stargazer 

เครื่องมือสําหรับการเรียก star alleles 
(haplotypes) ในยีนที่เก่ียวข้องกับการ
ตอบสนองต่อยาโดยใช้ข้อมูลจาก NGS หรือ 
SNP array 

https://stargazer.gs.washington
.edu/stargazerweb/ 

StellarPGX เป็นเครื่องมือที่สร้างจาก nextflow ซึ่งเป็น https://github.com/SBIMB/Stel
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ระบบการจัดการที่อำนวยความสะดวก
สำหรับการทำงานแบบขนานกันในเวลา
เดียวกัน การทำงานซ้ำในหลาย ๆ ตัวอย่าง 
และการทำงานกับตัวอย่างในปริมาณมาก อีก
ทั้งยังทำให้ไปป์ไลน์สามารถใช้ได้ทุกท่ี 

larPGx 

PharmVIP 

เป็นเครื่องมือการวิเคราะห์แบบเว็บไซต์ ท่ีใช้
สามารถวิเคราะห์และประมวลผลกระทบของ
การแปรผันทางพันธุกรรม ซึ่งจะประกอบไป
ด้วย 3 โมดูล คือ การทำนายรูปแบบการแปร
ผันทางพันธุกรรมในยีนที่มีคำแนะนำการสั่ง
จ่ายยาตามฐานข้อมูล CPIC, การทำนาย
รูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในแอลลีล 
HLA และการระบุและการทำนายผลกระทบ
ที่เกิดจากการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่
เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อยา โดยผู้ใช้งาน
สามารถเลือกได้มากกว่า 1 โมดูลสำหรับการ
วิเคราะห์ได้ 

https://pharmvip.nbt.or.th/ 

Aldy 

เป็นเครื่องมือที่ใช้ระบจุีโนไทป์ในยีนที่มีความ
หลากหลายของรูปแบบการแปรผันทาง
พันธุกรรมสูง โดย Aldy จะใช้ข้อมูลการ
ทำนาย star allele จากฐานข้อมูลต่าง ๆ 
และรายงานผลการวิเคราะห์ของแต่ละ
ตัวอย่าง (SNP, indel, การแปรผันทาง
พันธุกรรมเชิงโครงสร้าง) ในรูปแบบของ 
haplotype ที่สามารถถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมจากรุ่นสู่รุ่นได้ (phased star-
allele) 

https://github.com/0xTCG/ald
y 

PharmCAT 
เครื่องมือสําหรับการแปลจโีนไทป์เป็นฟีโน
ไทป์โดยใช้ข้อมูลจีโนไทป์และการหาลําดับ
ตามแนวทางของฐานข้อมูล CPIC 

http://pharmcat.org 

Variant annotation 

VEP 

เครื่องมือสําหรับการทํานายผลกระทบของ
การแปรผันทางพันธุกรรม ไม่ว่าจะเป็น SNP, 
indel, CNV หรือ การแปรผันเชิงโครงสร้าง ท่ี
เกิดข้ึนบนจีโนม 

https://asia.ensembl.org/info/
docs/tools/vep/index.html 
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Annovar 
เครื่องมือสำหรับทำนายโปรตีนที่เปลี่ยนแปลง
ไปจากการเกิดการแปรผันทางพันธุกรรม เช่น 
SNV, CNV 

http://wannovar.wglab.org 

SnpEff/SnpSift 

SnpEff เป็นเครื่องมือสําหรับให้คำอธิบาย 
(annotate) และทำนายผลกระทบที่เกิด
ข้ึนกับยีนและโปรตีนจากการแปรผันทาง
พันธุกรรม ในขณะที่ SnpSift เป็นเครื่องมือ
สำหรับให้ข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรม
ของจีโนมโดยใช้ข้อมูลอ้างอิงจากฐานข้อมูล 
โดยทั่วไปมักจะใช้ SnpSift หลังจากท่ีใช้ 
SnpEff เพ่ือหาการแปรผันทางพันธุกรรมที่มี
นัยสำคัญทางสถิติ 

https://pcingola.github.io/Snp
Eff/ 
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2.7 Star allele nomenclature 
ระบบการต้ังชื่อ star alelle เป็นการอธิบายการแปรผันทางพันธุกรรมในรูปแบบของ haplotype ที่

ระดับยีน รูปแบบของการแปรผันเหล่าน้ีมักเกี่ยวข้องกับระดับการแสดงออกของโปรตีน ในหน่ึง haplotype 

สามารถมีรูปแบบการแปรทางพันธุกรรมได้มากกว่า 1 รูปแบบ/ชนิด ซึ่งอาจเป็น SNP, indel, CNV หรือการแปรผัน

ทางพันธุกรรมเชิงโครงสร้างรูปแบบอื่น ๆ ก็ได้ การทราบรูปแบบการรวมกันของการแปรผันทางพันธุกรรมภายใน 

haplotype มีความสำคัญอย่างย่ิงในการศึกษาเมแทบอลิซึมของยา การตอบสนองต่อยา และปฏิกิริยาของยาท่ีไม่

พึงประสงค์ในรายบุคคล (Kalman et al., 2016) 
 

 

ภาพที่  4 ตัวอย่างการต้ังชื่อตามระบบ star allele(Lee et al., 2019(b)) 
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2.8 การแสดงออกทางฟีโนไทป์ของยีนที่ข้องกับการตอบสนองต่อยา (metabolizing function) 
เมื่อการทดสอบทางเภสัชพันธุศาสตร์ทางคลินิกเริ่มเป็นที่แพร่หลายข้ึน ระบบ  star allele จึงเป็นสิ่ง

สำคัญที่จะอธิบายถึงลักษณะจีโนไทป์ของผู้ป่วยและคาดการณ์ลักษณะทางคลินิกของผู้ป่วยได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

โดยทั่วไปการทดสอบยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยามักรายงานผลการทดสอบเป็นคู่ของ haplotype ในที่น้ี

เราจะใช้คำทับศัพท์ว่า diplotype เน่ืองจากยีนของมนุษย์มีจำนวนชุดอยู่สองชุด ยกเว้นยีนที่อยู่ในโครโมโซมเพศ 

(โครโมโซม X ในเพศหญิง และ Y ในเพศชาย) ผลรวมของการแสดงออกของ diplotype ส่งผลโดยตรงต่อการ

แสดงออกทางฟีโนไทป์ของยีนที่ข้องกับการตอบสนองต่อยา (Robarge et al., 2007) ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ีเราแบ่ง

การแสดงออกทางฟีโนไทป์ออกเป็น 6 ระดับตามความสามารถของเอ็มไซม์ได้แก่ 

a) กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้รวดเร็วมากท่ีสุด (ultrarapid metabolizer) 

b) กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้รวดเร็ว (rapid metabolizer) 

c) กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ในระดับปกติ (normal metabolizer) 

d) กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง (intermediate metabolizer) 

e) กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ช้า (slow metabolizer) 

f) กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้เลย (poor metabolizer)  
 

2.9 การศึกษาก่อนหน้านี้ 
การแปรผันทางพันธุกรรมมีบทบาทสำคัญอย่างมากต่อการตอบสนองต่อการใช้ยารายบุคคล และยังมี

ความเชื่อมโยงกับยีนที่ทำงานเก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อยา ที่สามารถใช้เป็น biomarker สำหรับอธิบายถึงความ

ไวต่อการตอบสนองต่อยาท่ีแตกต่างกันระหว่างการใช้ยา การปรับหาปริมาณการใช้ยาท่ีเหมาะสมเพ่ือให้ได้การรักษา

ที่มีประสิทธิภาพสูงสุด และยังใช้ประกอบการพิจารณาหาการรักษาทางเลือกที่เหมาะสมและจำเพาะสำหรับบุคคล

น้ัน ๆ (Oates & Lopez, 2018) การตอบสนองต่อยาอาจมีต้ังแต่ตอบสนองได้ต่ำมากไปจนถึงสามารถความเป็นพิษ

ที่คุกคามชีวิตมนุษย์ได้ ตัวอย่างเช่น การใช้ยา fluvoxamine ในผู้ป่วยที่เป็นโรคซึมเศร้าและมีจีโนไทป์ของยีน 

CYP2D6 แบบ GA (rs3892097) จะให้ประสิทธิภาพต่ำกว่า การใช้ยาตัวเดียวกันในผู้ป่วยโรคซึมเศร้าที่มีจีโนไทป์

ของยีน CYP2D6 แบบปกติ (Zastrozhin et al., 2021) ผู้ป่วยติดเชื้อโควิด 19 ที่มีจีโนไทป์ของยีน DRD3 แบบ AT 

(rs1486012) จะมีการเผาผลาญของ lopinavir / ritonavir ซึ่งเป็นหน่ึงในยาที่นำมาใช้เพ่ือรักษา COVID-19 ที่

ลดลง (Takahashi et al., 2020) ส่งผลให้มีค่าความเข้มข้นของยา lopinavir / ritonavir ใน plasma เพ่ิมข้ึน และ

สร้างความเป็นพิษให้แก่ผู้ที่ใช้ยาได้ (López Aspiroz et al., 2019) อีกหน่ึงตัวอย่างที่น่าสนใจเกิดข้ึนกับการใช้ยา 

codeine เพ่ือลดอาการเจ็บหลังการคลอดบุตรในแม่ที่มีการแสดงออกของยีน CYP2D6 แบบที่มีความสามารถใน

การย่อยสลายยาได้รวดเร็วมากที่สุด ส่งผลให้ร่างกายแม่ย่อยสลาย codeine ได้อย่างรวดเร็ว ทำให้มี morphine 

ปริมาณมากสะสมในกระแสเลือด และเมื่อ morphine เหล่าน้ีถูกส่งไปยังทารกแรกเกิดผ่านทางการให้น้ำนม ทารก

จึงเสียชีวิตในที่สุด (Madadi et al., 2007) 
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ในปัจจุบันเทคโนโลยีการทำ NGS เป็นที่แพร่หลายมากข้ึน อีกทั้งการหาลำดับนิวคลีโอไทด์โดยเทคนิคน้ี

สามารถทำให้เราได้ข้อมูลที่เกี่ยวข้องกับยีนที่ตอบสนองต่อยามากข้ึน ดังที่เห็นได้ในหลาย ๆ งานวิจัย เช่น การศึกษา

ลำดับพันธุกรรมใน 82 ยีนที่เกี่ยวข้องต่อการตอบสนองต่อยาในประชากรที่ไม่มีความสัมพันธ์ทางสายเลือดกันกว่า 

5,632 คน ซึ่งในจำนวนน้ีมีเพียง 2% เป็นข้อมูลของประชากรจากเอเชีย (Bush et al., 2016) หรือ ในการศึกษา

การแปรผันทางพันธุกรรมใน 17 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยา โดยใช้รหัสพันธุกรรมทั้งจีโนม (whole 

exome sequencing) ในตัวอย่างประชากรเมสติโช (คนที่มีบรรพบุรุษผสมระหว่างชาวผิวขาวและชาวพ้ืนเมือง ) 

และชาวพ้ืนเมืองแม็คซิโก (Gonzalez-Covarrubias et al., 2019) และการศึกษาล่าสุดในประเทศไทยที่ศึกษา

ลักษณะการแปรผันของยีนที่เกี่ยวข้องต่อการตอบสนองต่อยา 25 ยีนในกลุ่มผู้ป่วยโรคไหลตาย (Bruganda 

syndrome) จำนวน 291 โดยใช้รหัสพันธุกรรมทั้งจีโนม (Mauleekoonphairoj et al., 2020) 
 

ในความพยายามที่จะกำหนดโปรไฟล์ star allele สำหรับรายการเภสัชพันธุศาสตร์ที่ครอบคลุมมากข้ึน 

การศึกษาจะตรวจสอบ 51 ยีนใน 171 คนจากประชากรไทยทั่วไป โดยตัวอย่างทั้งหมด ไม่มีความเก่ียวข้องกันและ

มาจากภาคต่าง ๆ ของประเทศไทย เราพบว่าม ี25 ยีนที่มีการศึกษาในประเทศไทย เป็นกลุ่มยีนที่มีหลักฐานระดับ A 

ตามการแบ่งประเภทข้อมูลของฐานข้อมูล CPIC (Mauleekoonphairoj et al., 2020) ในการศึกษาครั้งน้ีเราจะ

ทำการศึกษาเพ่ิมเติมในอีก 26 ยีน ท่ีทำหน้าท่ีเก่ียวข้องกิจกรรมต่าง ๆ ของยา ไม่ว่าจะเป็นการดูดซึม การกระจาย

ตัว การเมแทบอลิซึม และการขจัดยา โดยเราพบว่ายีนเหล่าน้ีต่างก็เก่ียวข้องกับยาที่ถูกสั่งจ่ายเพ่ือรักษาโรคที่เป็น

สาเหตุให้คนไทยเสียชีวิตมากที่สุด 10 อันดับแรก (https://www.cdc.gov/globalhealth/ประเทศ/ประเทศไทย/) 

ได้แก่ มะเร็งและภูมิคุ้มกันบกพร่อง โรคไม่ติดต่อ กลุ่มโรคความผิดปกติทางระบบประสาท , กลุ่มโรคความผิดปกติ

ของกล้ามเน้ือและกระดูก, การจัดการความเจ็บปวดและการติดสารเสพติด , โรคที่ติดเชื้อที่เกิดจากไวรัสและ

จุ ลิ น ท รี ย์  (ต าร างที่  1) (https://www.pharmgkb.org; https://www.drugbank.com; https://porta.fda. 

moph.go.th) โดยรายชื่อยาเหล่าน้ีล้วนได้รับการอนุมัติจากสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา กระทรวง

สาธารณสุขประเทศไทย (https://porta.fda.moph.go.th) 
 

ตารางที่  5 รายชื่อโรคและยาท่ีเก่ียวข้องกับยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยา 26 ยีนที่จะทำการศึกษาเพ่ิมเติม 
 

โรค ยีนที่เก่ียวข้อง ยา 

กลุ่มโรคมะเร็งและภูมิคุ้มกันบกพร่อง (Cancer and immunology) 

Neoplasms 

CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, 
CYP2E1, CYP19A1, CYP1B1, 
CYP26A1, CYP2F1, CYP2S1, 
CYP2W1, CYP4B1, SLCO1B3, 
SLC22A2, GSTM1, GSTP1, 

GSTT1 

capecitabine, erlotinib, 
docetaxel, tamoxifen, 

cyclophosphamide, letrozole, 
antrozole, tretinoin, 

exemestane, fluorouracil, 
epirubicine, doxorubicin, 
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sunitinib, cisplatin, paclitaxel, 
imatinib 

Immunosuppressant 
SLCO1B3, CYP2J2, CYP3A7, 

GSTM1 
mycophenolic acid, 

tacrolimus, leflunomide 
กลุ่มโรคที่ไม่ติดต่อ (Non-communicable diseases) 

Cardiovascular diseases 
SLCO2B1, SLCO1B1, SLC15A2, 

POR, CYP3A7 

ticagrelor, warfarin, 
simvastatin, atorvastatin, 

rosuvastatin 

Other non-communicable 
diseases 

SLCO2B1, SLC22A2, POR metformin, montelukast 

กลุ่มโรคความผิดปกติทางระบบประสาท (Neurological disorders) 

Psychiatric Disorder 
CYP1A1, CYP1A2, CYP3A7, 

CYP2A6, CYP3A43, UGT2B7, 
GSTM1, GSTT1 

olanzapine, paroxetine, 
bupropion, antipsychotics, 

clozapine, risperidone, 
ziprasidone 

Seizures CYP1A1, UGT2B7 
carbamazepine, lamotrigine, 

valproic acid, diazepam 
กลุ่มโรคความผิดปกติของกล้ามเน้ือและกระดูก (Musculoskeletal disorders) 

Rheumatoid arthritis SULT1A1, UGT2B7 sulfonamides, montelukast 

การจัดการความเจ็บปวดและสารเสพติด (Management of pain and opioid addiction) 

Management of pain 
CYP2A13, CYP2A6, RYR1, 

UGT2B15, UGT2B17, UGT2B7, 
TBXAS1 

aspirin, nicotin, oxycodone, 
morphine, codeine, 

isoflurane, sevoflurane, 
acetaminophen, exemestane 

Management of opioid 
addiction 

UGT2B7 methadone, fentanyl 

โรคที่ติดเชื้อที่เกิดจากไวรัสและจุลินทรีย์ (Viral and microbial infection) 

Antivirals 
CYP2A6, SLC22A2, CYP2R1, 

GSTM1 

efavirenz, lamivudine, 
zidovudine, ribavirin, 

nevirapine 

Antibiotics 
CYP2A6, SLCO2B1, UGT2B7, 

GSTM1, GSTP1, GSTT1 

sulfonamides, metronidazole, 
streptomycin, rifampin, 

isoniazid 
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จากการศึกษาพบว่า การแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยามีความแตกต่างกันตามเชื้อ

ชาติและกลุ่มประชากร (LL. et al., 2014; Zhang et al., 2019; Zhou et al., 2017) แม้แต่ในประชากรจาก

ภูมิภาคเดียวกัน ก็ยังคงพบรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมที่หลากหลาย (Petrović et al., 2020) ด้วย

ความก้าวหน้าของเทคโนโลยีการหาลำดับนิวคลีโอไทด์ และฐานข้อมูลทางเภสัชพันธุศาสตร์ ไม่ว่าจะเป็น 

PharmGKB หรือ PharmVar ทำให้เราสามารถตรวจสอบความถ่ีแอลลีล ความถ่ีจีโนไทป์ และความถ่ีฟีโนไทป์ ของ

ยีนเหล่าน้ีได้เป็นจำนวนมากในเวลาเดียวกัน สำหรับเรื่องของประสิทธิภาพของข้ันตอน ก็มีการใช้เครื่องมือวิเคราะห์

ที่ให้ผลแม่นยำและมีส่วนอย่างมากต่อการเพ่ิมความถูกต้องให้กับผลลัพธ์ โดยปัจจุบันพบเครื่องมือที่ใช้ในการทำนาย 

star allele หลายเครื่องมือรวมไปถึง PharmCAT (Sangkuhl et al., 2020), Astrolabe (Twist et al., 2016), 

Aldy (Numanagić et al., 2018) Stargazer(Lee et al., 2019(a)), StellarPGX (Twesigomwe et al., 2021) 

และ PharmVIP (Piriyapongsa et al., 2021)  
 

ในหลาย ๆ ฐานข้อมูลยังไม่มีเครื่องมือสำหรับสำหรับการทำนายการแปรผันทางพันธุกรรมโดยตรง แต่มี

การร่วมมือกันระหว่างฐานข้อมูลกับเครื่องมือ PharmCAT ซึ่งใช้วิธีการการทำนาย star allele สำหรับยีน CYP2D6 

โดยการยืมเครื่องมือการทำนาย จากโปรแกรม Astrolabe (Sangkuhl et al., 2020; Twesigomwe et al., 2020) 

จากการศึกษาเปรียบเทียบผลการทำนาย star allele โดยโปรแกรม Astrolabe, Aldy และ Stargazer พบว่า

โปรแกรม Stargazer มีประสิทธิภาพสูงสุดในด้านการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมและลักษณะฟีโนไทป์ 

รองลงมาคือ Aldy และ Astrolabe ตามลำดับ โดยในการศึกษาน้ีใช้ชุดข้อมูล WGS จากฐานข้อมูล Genetic 

Testing Reference Material Coordination Program (GeT-RM) (Twesigomwe et al., 2020) ส ำ ห รั บ

โปรแกรม Stargazer จะใช้การแปลข้อมูลจากข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรมควบคู่ไปกับข้อมูลจำนวนความลึก

ของ read โดยใช้ตารางการแปลลักษณะของ haplotype (Lee et al., 2019(a); Lee et al., 2019(b)) โปรแกรม 

Stargazer รองรับการทำนายผลของยีนจำนวน 51 ยีน ในขณะที่ Aldy และ Astrolabe รองรับเพียงแค่ 25 และ 3 

ยีนตามลำดับ (Numanagić et al., 2018; Sangkuhl et al., 2020; Twist et al., 2016) นอกจากน้ี Stargazer 

ยังสามารถทำนาย star allele ที่ทราบรูปแบบอยู่แล้วของฐานข้อมูล GeT-RM ได้ถูกต้อง 100% อีกทั้งยังสามารถ

ระบุ star allele เพ่ิมเติมที่ไม่พบในรายงานก่อนหน้าน้ี star allele ที่พบเพ่ิมเติมน้ันมีทั้งที่เป็น star allele ที่ทราบ

รูปแบบการแปรผันอยู่แล้ว (know variant) และการแปรผันเชิงโครงสร้างรูปแบบใหม่ที่ไม่มีในฐานข้อมูล (novel  

SVs) (Lee et al., 2019(b)) 
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บทที่ 3 

วิธีการดำเนินงานวิจัย 
 

 

 

3.1 ตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัย 
ข้อมูลที่ใช้ในการศึกษาครั้งน้ีเป็นข้อมูลของรหัสพันธุกรรมทั้งจีโนม (whole genome sequencing) โดย

ตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย เป็นข้อมูลจีโนมของพ่อหรือแม่ของเด็กที่ป่วยเป็นโรคที่วินิจฉัยได้ยาก หรือโรคหายาก (rare 

disease) ที่มีบุตรธิดาเข้ารับการรักษาตัวอยู่ที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยที่พ่อหรือแม่เป็นผู้ที่ไม่มีโรค 

ไม่มีความเกี่ยวข้องกันทางสายเลือด และมีภูมิลำเนาอยู่ในประเทศไทย 
 

3.2 คำแถลงจริยธรรม 
การศึกษาน้ีได้รับการอนุมัติโดยคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน คณะแพทยศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลข IRB 264/62 และผู้เข้าร่วมทุกท่านได้ให้ความยินยอมเป็นลายลักษณ์อักษร 
 

3.3 การคำนวณขอบของความผิดพลาด (Margin of error calculation) 
ขอบของความผิดพลาดถูกคำนวณตามสูตรขนาดตัวอย่างของ Cochran ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% โดย

กลุ่มตัวอย่างมีขนาด 171 คน และประชากรไทยมีขนาด (จำนวน) โดยประมาณ 67 ล้านคน ซึ่งพบว่าโดยสัดส่วน

ของประชากร ท่ีมีคุณลักษณะหน่ึง ๆ เช่นการแสดงออกของยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยาอย่างปกติ (normal 

phenotype) ที่ค่า 0.5 ซึ่งค่าน้ีจะให้ขอบของความผิดพลาดสูงสุด 
 

3.4 การวิเคราะห์ผล Star allele  
การวิเคราะห์ผล star allele แบ่งออกเป็น 2 ข้ันตอนใหญ่ ๆ ได้แก่ ข้ันก่อนการวิเคราะห์ข้อมูล (pre-

analysis) และข้ันวิเคราะห์ข้อมูล (data analysis) 

3.4.1 ขั้นก่อนการวิเคราะห์ข้อมูล (pre-analysis) 

เป็นข้ันตอนเกี่ยวกับการตรวจสอบคุณภาพข้อมูล  (Data quality checking) sequence 

alignment (ภาพที่ 5) การเรียกการแปรผันทางพันธุกรรม (Variant calling) (ภาพที่ 6) และการคำนวณ

ความลึกของ read (GATK depth of coverage calculation) 
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ภาพที่  5 แผนงานการทำ data quality checking และ sequence alignment 
 

3.4.1.1 การตรวจสอบคุณภาพของข้อมูล (Data quality checking) 

Fastq file ของกลุ่มตัวอย่างจำนวน 171 ไฟล์ จะถูกนำมาตรวจสอบคุณภาพของ 

sequence โดยใช้โปรแกรม FASTQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk 

/projects/fastqc/) ดังคำสั่งด้านล่าง (ภาพที ่5) 

/path/to/fastqc [-o /path/to/outdir] [-f /path/to/fastq] 

โดย -o คือ ท่ีอยู่ของโฟลเดอร์ที่จะทำการจัดเก็บผลลัพธ์ไฟล์จากการตรวจสอบคุณภาพ 

-f คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ FASTQ 
 

จากน้ันนำไฟล์ที่ผ่านการตรวจสอบคุณภาพมาแปลงเป็นไฟล์ SAM ดังคำสั่งด้านล่าง 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

FastqToSam\ 

-F1 /path/to/r1.fastq\ 

-F2 /path/to/r2.fastq\ 

-O /path/to/fastqtosam.bam\ 

-RG [readGroup_tag: WGS] -SM [sample name: HS0x] \ 

-LB [library name: WGS] -PL [platform: illumine] \ 

-CN EMA -DT [date: YYYY-MM-DD] 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-F1 คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ FASTQ จากทิศทางการอ่านที่หน่ึง 
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-F2 คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ FASTQ จากทิศทางการอ่านที่สอง 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM (*.bam) ซึ่งเป็นไฟล์ไบนารีที่ถูกแปลงมาจากไฟล์ SAM  

-RG คือ ชื่อกลุ่มของ read 

-SM คือ ชื่อตัวอย่าง 

-LB คือ ชื่อ library ที่ใช้ในการเตรียมข้อมูล 

-PL คือ ชื่อแพลตฟอร์มที่ใช้ในการจัดลำดับข้อมูล เช่น ILLUMINA, SOLID 

-CN คือ ชื่อของที่มาของข้อมูล (ใส่เป็นตัวอักษร) 

-DT คือ วันที่ที่จัดทำไฟล์ 
 

ไฟล์ BAM ที่ได้จะถูกนำมาระบุอะแดปเตอร์ของ illumina (ภาพที่ 5) ดังคำสั่งด้านล่าง  

java -Xmx8G -jar /data/users/natnicha/tools/picard-tools-

1.119/MarkIlluminaAdapters.jar\ 

I= /path/to/fastqtosam.bam \ 

O= /path/to/markilluminaadapters.bam\ 

M= /path/to/metrics.txt 

โดย -Xmx8G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 8G 

I คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM 

O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM ที่ระบุอะแดปเตอร์แล้ว 

M คือ ที่อยู่ของไฟล์เมทริกซ์ที่ใช้ในการจัดลำดับรหัสพันธุกรรม 
 

ไฟล์ BAM ที่ระบุอะแดปเตอร์แล้ว จะถูกนำมาแปลงเป็นไฟล์ FASTQ อีกครั้ง (ภาพที่ 3.1)  ตาม

คำสั่งด้านล่าง 

java -Xmx32G -jar /data/users/natnicha/tools/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-

local.jar SamToFastq\ 

-I /path/to/markilluminaadapters.bam\ 
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-F /path/to/interleave.fq -CLIP_ATTR XT -CLIP_ACT 2 -INTER true --

NON_PF true 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-I คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM ที่ทำการระบุอะแดปเตอร์แล้ว 

-F คือ ที่อยู่ของไฟล์ FASTQ ที่ถูกแปลงจากไฟล์ BAM  

-CLIP_ATTR คือ ชื่อแอตทริบิวต์ที่เก็บค่าตำแหน่งเบสที่ไฟล์ SAM ว่าควรจะทำการ

ตัดทิ้ง 

-CLIP_ACT คือ คำสั่งให้ทำการตัด read โดยจำนวนเต็มใด ๆ หมายถึง ค่าคุณภาพ

ของเบสที่จะถูกต้ังค่าให้ตัดทิ้ง  

-INTER คือ การระบุให้สร้าง ไฟล์ interleaved.fastq ที่ เป็นไฟล์ FASTQ ที่รวม 

read จากทิศทางไปข้างหน้าและไปข้างหลัง โดย true หมายถึง สั่งให้สร้างไฟล์ 

interleaved.fastq และ false หมายถึง ไม่ต้องสร้างไฟล์ interleaved.fastq 

--NON_PF คือ การระบุให้รวม read ที่ไม่มีคุณภาพ โดย true หมายถึง ให้รวม read 

ที่ไม่มีคุณภาพ และ false หมายถึง ไม่รวม read ที่ไม่มีคุณภาพ 
 

จากน้ันเราจะนำไฟล์ interleaved.fastq มาใช้ในการจัดตำแหน่ง รหัสพันธุกรรมทั้งจีโนมจะถูก 

map เทียบกับจีโนมอ้างอิง (reference genome) hg19 ด้วยโปรแกรม Burrows-Wheeler 

Alignment Tool (BWA) ซึ่งทำ local alignment แบบ maximal exact matches (MEMs) 

หรือ BWA-MEM model (Li & Durbin, 2009) (ภาพที่ 5) ตามคำสั่งด้านล่าง 

/path/to/bwa-0.7.17/bwa mem -M -t 7 -p\ 

/path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

/path/to/interleave.fq > /path/to/bwa_mem_out.bam 

โดย /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta คือ ท่ีอยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

/path/to/interleave.fq คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ interleave.fq 

/path/to/bwa_mem_out.bam คือ ที่อยู่ของไฟล์ BAM ที่บรรจุรหัสพันธุกรรมที่

ทำการจัดตำแหน่งเทียบกับจีโนมอ้างอิงแล้ว 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 39 

จากน้ันเราจะทำการรวมข้อมูลต่าง ๆ ของตัวอย่างจากไฟล์ BAM ที่ได้รับการจัดลำดับเทียบกับ

จีโนมอ้างอิงแล้ว และไฟล์ BAM ที่ยังไม่ได้ทำการจัดอันดับ (ด้ังเดิม) ตามคำสั่งด้านล่าง (ภาพที่ 

5) 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

MergeBamAlignment\ 

-ALIGNED /path/to/bwa_mem_out.bam\ 

-UNMAPPED /path/to/fastqtosam.bam\ 

-O /path/to/mergebamalignment.bam\ 

-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

--CREATE_INDEX true -MC true --CLIP_ADAPTERS false --

CLIP_OVERLAPPING_READS true\ 

--INCLUDE_SECONDARY_ALIGNMENTS true -MAX_GAPS -1 --

PRIMARY_ALIGNMENT_STRATEGY MostDistant\ 

--ATTRIBUTES_TO_RETAIN XS 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-ALIGNED คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM ที่ถูกจัดตำแหน่งแล้ว 

-UNMAPPED คือ ที่อยู่ของไฟล์ BAM ที่ยังไม่ได้ทำการจัดตำแหน่ง 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM ที่บรรจุข้อมูลทั้งหมดของตัวอย่าง 

-R คือ ที่อยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

--CREATE_INDEX คือ การสั่งให้สร้างดัชนีของไฟล์ BAM ที่บรรจุข้อมูลทั้งหมดของ

ตัวอย่าง โดย true หมายถึง สั่งให้สร้าง และ false หมายถึง ไม่ต้องสร้าง 

-MC คือ การสั่งให้ใส่แถบระบุเลข CIGAR โดย true หมายถึง สั่งให้ใส่ และ false 

หมายถึง ไม่ต้องใส่ 

--CLIP_ADAPTERS คื อ  ก ารสั่ ง ให้ ตั ด  adapter โดย true หมาย ถึง  สั่ ง ให้ ตั ด 

adapter และ false หมายถึง ไม่ต้องตัด adapter 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 40 

--CLIP_OVERLAPPING_READS เป็นคำสั่งสำหรับ paired end read โดยทำการตัด

เบสที่บริเวณปลาย 3’แล้วเก็บเบสไว้ (soft clip) เพ่ือไม่ให้ยาวเกินปลาย 5’ ของสาย

คู่สม adapter โดย true หมายถึง สั่งให้ทำ และ false หมายถึง ไม่ต้องทำ 

--INCLUDE_SECONDARY_ALIGNMENTS คือ การสั่งให้เขียนข้อมูลของการเกิดการ

จัดลำดับที่มากกว่าหน่ึงตำแหน่ง (secondary alignment) โดย true หมายถึง สั่งให้

เขียน และ false หมายถึง ไม่ต้องเขียน 

-MAX_GAPS คือ จำนวนของ insertion หรือ deletion ที่มากที่สุดที่อนุญาตให้เกิด

ในการจัดลำดับ 

--PRIMARY_ALIGNMENT_STRATEGY คือ ชื่อของวิธีการเลือกการจัดลำดับที่บริเวณ

หลัก (primary alignment) 

--ATTRIBUTES_TO_RETAIN คือ แท็กที่จะระบุข้อมูลที่สงวนไว้ (ที่ข้ึนต้นด้วย X, Y 

หรือ Z) เป็นตำแหน่งข้อมูลที่จะเลือกมาจากข้อมูลที่ถูกจัดตำแหน่งแล้ว 
 

เมื่อทำการรวมข้อมูลเสร็จแล้วไฟล์ BAM ที่ได้จะถูกนำมาเรียงลำดับข้อมูลตามลำดับโครโมโซม 

(co-ordinate sorting) (ภาพที่ 5) ตามคำสั่ง 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar SortSam\ 

-I /path/to/mergebamalignment.bam\ 

-O /path/to/sorted.bam\ 

-SO coordinate 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-I คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM ที่ทำการเรียงลำดับแล้ว 

-SO คือ วิธีการจัดลำดับ โดย coordinate หมายถึง ให้ เรียงลำดับตามลำดับ

โครโมโซม 
 

ไฟล์ BAM ที่ถูกเรียงลำดับตามลำดับโครโมโซมแล้ว จะถูกนำมาแท็ก หรือ ทำเครื่องหมายระบุ

การซ้ำกันของ read  (mark duplicate) ตามคำสั่งด้านล่าง 
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java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

MarkDuplicates\ 

-I /path/to/sorted.bam\ 

-O /path/to/dedup.bam\ 

-M /path/to/dedup_metrics.txt\ 

--OPTICAL_DUPLICATE_PIXEL_DISTANCE 2500\ 

--CREATE_INDEX true --REMOVE_DUPLICATES true 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-I คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM ที่ถูกระบุการซ้ำกันของ read แล้ว   

-M คือ ท่ีอยู่ของไฟล์เมทริกซ์ที่ใช้ในการระบุการซ้ำกันของ read   

--OPTICAL_DUPLICATE_PIXEL_DISTAN คือ ระยะห่างสูงสุดระหว่าง 2 คลัสเตอร์

ที่ซ้ำกัน ใช้เป็นเกณฑ์พิจารณาว่าคลัสเตอร์ทั้งสองเป็นคลัสเตอร์ที่ซ้ำกัน 

--CREATE_INDEX คือ การสั่งให้สร้างดัชนีของไฟล์ BAM ที่บรรจุข้อมูลทั้งหมดของ

ตัวอย่าง โดย true หมายถึง สั่งให้สร้าง และ false หมายถึง ไม่ต้องสร้าง 

--REMOVE_DUPLICATES คือ การสั่งให้ไม่เขียน read ที่มีนิวคลีโอไทด์ซ้ำกันลงใน

ไฟล์ BAM ที่ถูกระบุการซ้ำกันของ read โดย true หมายถึง ไม่เขียนข้อมูล และ 

false หมายถึง จะทำการเก็บค่าท่ีซ้ำกันในรูปของเซ็ตข้อมูล   
 

ทั้งน้ีเพ่ือความรวดเร็วในการวิเคราะห์ข้อมูล เราได้เลือกข้อมูลนิวคลีโอไทด์มาแค่ในส่วนของ 51 

ยีนที่ เกี่ ยวข้องกับการตอบสนองต่อยา ซึ่ งได้แก่  CACNA1S, CFTR, CYP1A1, CYP1A2, 

CYP1B1, CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6, CYP2E1, 

CYP2F1, CYP2J2, CYP2R1, CYP2S1, CYP2W1, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7, CYP3A43, 

CYP4B1, CYP26A1, CYP4F2, CYP19A1, DPYD, G6PD, GSTM1, GSTP1, GSTT1, IFNL3, 

NAT1, NAT2, NUDT15, POR, RYR1, SLC15A2, SLC22A2, SLCO1B1, SLCO1B3, 

SLCO2B1, SULT1A1, TBXAS1, TPMT, UGT1A1, UGT1A4, UGT2B7, UGT2B15, 

UGT2B17 และ VKORC1  
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3.4.1.2 การเรียกการแปรผันทางพันธุกรรม (Variant calling) 

ในข้ันตอนน้ีเราได้ใช้ GATK workflow best practice เวอร์ชั่น 4.1.3.0 (DePristo 

et al., 2011; Van der Auwera et al., 2013) เพ่ือการวิเคราะห์การแปรผันทางพันธุกรรมที่

เกิดข้ึนในแต่ละบุคคล  
 

 

ภาพที ่ 6 แผนงาน GATK workflow best practiceเพ่ือการทำ variant calling 

(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us) 
 

 

ไฟล์ BAM ที่ถูกทำเครื่องหมายระบุการซ้ำกันของ read และไฟล์เมทริกซ์ จะถูกนำมาใช้เพ่ือการ

ปรับคะแนนคุณภาพของเบส โดยการคำนวณ base quality score ใหม่อีกครั้ง (Base Quality 

Score Recalibration: BQSR) (ภาพที่ 6) ตามคำสั่งด้านล่าง 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

BaseRecalibrator\ 

-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-I /path/to/dedup.bam\ 

--known-sites /path/to/dbsnp_138.hg19.vcf \ 

--known-sites 

/path/to/Mills_and_1000G_gold_standard.indels.hg19.sites.vcf \ 

-O /path/to/recal.table 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 43 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-R คือ ท่ีอยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

-I คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM 

--known-sites คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ฐานข้อมูลที่ใช้ในการเรียกการแปรผันทางพันธุกรรม 

โดยอาจใช้ได้มากกว่าหน่ึงฐานข้อมูลในการระบุการแปรผันทางพันธุกรรมก็ได้  

-O คือ ที่อยู่ของไฟล์คะแนนคุณภาพเบสหลังจากปรับคะแนนแล้ว โดยจะถูกเก็บใน

รูปแบบของตาราง (*.table) 

ตารางคะแนนคุณภาพที่ได้รับการคำนวณใหม่แล้ว จะถูกนำมาใช้ในการทำ BAM ไฟล์ (ภาพที่ 

6) ตามคำสั่งด้านล่าง 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar ApplyBQSR\ 

-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-I /path/to/dedup.bam\ 

 -bqsr /path/to/recal.table\ 

 -L /path/to/snpCalling_regions.bed\ 

 -O /path/to/bqsr.bam 

โดย  Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-R คือ ที่อยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

-I คือ ที่อยู่ของไฟล์ BAM 

-bqsr คือ ท่ีอยู่ของไฟล์คะแนนคุณภาพเบสหลังจากปรับคะแนนแล้ว โดยจะถูกเก็บใน

รูปแบบของตาราง (*.table) 

-L คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BED ของตำแหน่งการแปรผันทางพันธุกรรม 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM ที่ได้รับการปรับคะแนนคุณภาพเบสใหม่แล้ว 
 

เมื่อผ่านการทำ BQSR แล้ว ไฟล์ BAM  ของแต่ละคนจะถูกนำมาเรียกหาการแปรผันทาง

พันธุกรรม (HaplotypeCaller) โดยใช้ข้อมูลจากจีโนมอ้างอิง (hg19) ประกอบกับ ฐานข้อมูล 

SNPs และ INDELs (ภาพที่ 6) ตามคำสั่งด้านล่าง 
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java -Xmx32G -jar /path/to/tools/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

HaplotypeCaller\ 

-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-I /path/to/bqsr.bam\ 

-O /path/to/vcf/sample.g.vcf\ 

-ERC GVCF\ 

-L /path/to/snpCalling_regions.bed 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-R คือ ที่อยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

-I คือ ที่อยู่ของไฟล์ BAM 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF 

-ERC คือ โหมดสำหรับเขียนคะแนนความเชื่อมั่นอ้างอิง (reference confidence 

scores) 

-L คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BED ของตำแหน่งการแปรผันทางพันธุกรรม 
 

หลังจากการทำ HaplotypeCaller จะได้ gVCF file สำหรับแต่ละคน ซึ่งจะถูกนำมารวมเข้าไว้

เปน็ไฟล์เดียวกัน (ภาพที่ 6) ตามคำสั่งด้านล่าง 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

CombineGVCFs\ 

-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

--variant /path/to/vcf/sample1.g.vcf\ 

--variant /path/to/vcf/sample2.g.vcf\ 

-O /path/to/vcf/CombineVCF.g.vcf 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

--variant คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF ของแต่ละตัวอย่าง 
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-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF ที่รวมของแต่ละตัวอย่างเข้าไว้ด้วยกัน 
 

ไฟล์ VCF ที่รวมข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรมของแต่ละคนเข้าไว้ด้วยกันแล้ว จะถูกนำมาให้

ข้อมูลจากการแปรผันทางพันธุกรรมที่ทราบอยู่แล้ว (ภาพที่ 6) ตามคำสั่งด้านล่าง 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

GenotypeGVCFs\ 

   -R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-V /path/to/vcf/CombineVCF.g.vcf\ 

-O /path/to/vcf/raw.vcf\ 

-D /path/to/dbsnp_138.hg19.vcf 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-R คือ ที่อยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

-V คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF ที่รวมของแต่ละตัวอย่างเข้าไว้ด้วยกัน 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF ที่ถูกให้ข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรมที่ทราบอยู่แล้ว 

-D คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ฐานข้อมูลที่ใช้ในการเรียกการแปรผนัทางพันธุกรรม 
 

จากน้ัน เราจะทำการแยกการแปรผันทางพันธุกรรม จากไฟล์ VCF ที่ได้มาจากข้ันก่อนหน้า โดย

แยกออกเป็นตำแหน่งที่เกิดการแปรผันทางพันธุกรรมแบบ SNP (ไฟล์แรก) และ indel (ไฟล์ที่

สอง) (ภาพที่ 6) ตามคำสั่งด้านล่าง 

คำสั่งสำหรับการแยกการแปรผันทางพันธุกรรมประเภท SNP 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

SelectVariants\ 

-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-V /path/to/vcf/raw.vcf \ 

-select-type SNP\ 

-O /path/to/vcf/raw.SNP.vcf 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 46 

คำสั่งสำหรับการแยกการแปรผันทางพันธุกรรมประเภท indel 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

SelectVariants\ 

    -R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-V /path/to/vcf/raw.vcf\ 

    -select-type INDEL\ 

    -O /path/to/vcf/raw.INDEL.vcf 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-R คือ ที่อยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

-V คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF 

-select-type หมายถึง รูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมที่ต้องการเลือก หากใช้

ฐานข้อมูล SNP ให้ใช้ –select-type แบบ SNP ถ้าหาก ใช้ฐานข้อมูล Indel ให้ใช้ –

select-type แบบ INDEL 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF หลังทำการเลือกประเภทรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรม 
 

จากน้ันจะนำไฟล์การแปรผันทางพันธุกรรมแบบ SNP และแบบ indel มาทำการคัดเลือก 

(กรอง) การแปรผันทางพันธุกรรมที่มีความน่าเชื่อถือสำหรับการวิเคราะห์ในลำดับถัดไป 

(downstream process) โดยการแปรผันทางพันธุกรรมที่ไม่มีคุณสมบัติต่อไปน้ีจะถูกเก็บเอาไว้ 

SNP: QualByDepth (QD) <2.0, FisherStrand (FS) >60.0, RMSMappingQuality (MQ) 

<40, MappingQualityRankSumTest (MQRankSum) <12.5, และ 

ReadPosRankSumTest (ReadPosRankSum) <-8.0 

Indel: QD <2.0, FS >200.0, and ReadPosRankSum <-20.0 

โดยเราจะทำการคัดเลือกการแปรผันทางพันธุกรรม (ภาพที่ 6)  ตามคำสั่งด้านล่าง 
 

คำสั่งสำหรับการคัดเลือก (กรอง) การแปรผันทางพันธุกรรมประเภท SNP 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

VariantFiltration\ 
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-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-V /path/to/vcf/raw.SNP.vcf\ 

-filter "QD < 2.0 || FS > 60.0 || MQ < 20.0 || MQRankSum < -12.5 || 

ReadPosRankSum < -8.0"\ 

--filter-name "SNP_Filter"\ 

-O /path/to/vcf/filtered_snps.vcf 
 

คำสั่งสำหรับการคัดเลือก (กรอง) การแปรผันทางพันธุกรรมประเภท indel 

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar 

VariantFiltration\ 

-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-V /path/to/vcf/raw.INDEL.vcf\ 

-filter "QD < 2.0 || FS > 200.0 || ReadPosRankSum < -20.0"\ 

--filter-name "INDEL_Filter"\ 

-O /path/to/vcf/filtered_indels.vcf 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-R คือ ที่อยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

-V คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF 

-filter คือ เงื่อนไขที่ใช้ในการคัดเลือกการแปรผันทางพันธุกรรม 

-filter-name คือ ชื่อที่จะใช้สำหรับรายการตัวกรอง  

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF ที่บรรจุข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรมที่ผ่านการคัดเลือก

แล้ว 
 

ไฟล์ VCF ทั้งสองที่ได้จากการกรอง SNP และ indel จะถูกนำมาเขียนข้อมูลรวมกัน (ภาพที่ 6) 

ตามคำสั่งด้านล่าง  

java -Xmx32G -jar /path/to/gatk-4.1.3.0/gatk-package-4.1.3.0-local.jar MergeVcfs\ 
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-R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta\ 

-D /path/to/dbsnp_138.hg19.vcf\ 

-I /path/to/vcf/filtered_snps.vcf\ 

-I /path/to/vcf/filtered_indels.vcf\ 

-O /path/to/vcf/output.vcf 

โดย -Xmx32G คือ การอนุญาตให้ใช้ทรัพยากรสำหรับการวิเคราะห์ได้มากท่ีสุด 32G 

-R คือ ที่อยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

-D คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ฐานข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรม  

-I คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF ที่ผ่านการกรอง SNP 

-I คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF ที่ผ่านการกรอง Indel 

-O คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF ที่รวมข้อมูลการแปรผันทางพันธุกรรมทั้งหมดที่เกิดข้ึนใน

ทุกตัวอย่าง 
 

3.4.1.3 การคำนวณความลึกของ read (GATK depth of coverage calculation) 

เน่ืองจาก Stargazer เป็นโปรแกรมที่รับข้อมูลความลึกของ read ตามแบบฟอร์มของ 

GATK เราจึงใช้ GATK-DepthOfCoverage เวอร์ชั่น 3.8.1 ในการอ่านค่า BAM และคำนวณ

จำนวน read ที่ปกคลุมในแต่ละตำแหน่งของยีนตามคำสั่งด้านล่าง โดย Stargazer เรียกไฟล์ที่

บรรจุข้อมูลของความลึกของ read ว่าไฟล์ GDF (GATK-DepthOfCoverage Format) (ภาพที่ 

7) 

java -jar /path/to/GenomeAnalysisTK-3.8-1-0/GenomeAnalysisTK.jar \ 

-T DepthOfCoverage \ 

       -R /path/to/ref/ucsc.hg19.fasta \ 

       -o /path/to/out.gdf \ 

       -I /path/to/bam.list \ 

       -geneList:REFSEQ /path/to/refseq.txt \ 

       -L /path/to/gene_location.list 
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โดย -T คือ โหมด โดย DepthOfCoverage หมายถึง โหมดที่ใช้ในการคำนวณ depth of 

coverage 

-R คือ ท่ีอยู่ของไฟล์จีโนมอ้างอิง 

-o คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ GDF 

-I คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ BAM 

-geneList:REFSEQ คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ที่บรรจุข้อมูลต่าง ๆ ของยีนอ้างอิง (reference 

sequence gene)  

-L คือ คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ข้อมูลเก่ียวกับที่อยู่ของยีน 

 

3.4.2 ขั้นวิเคราะห์ข้อมูล (data analysis) 

3.4.2.1 การทำนาย Star allele 

สำหรับการวิเคราะห์ข้อมูลใน 51 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยา เราจะใช้

โปรแกรม Stargazer เวอร์ชั่น 1.0.8 (Lee et al., 2019(b)) เพ่ือทำนายรูปแบบการแปรผันทาง

พันธุกรรม 
 

 

ภาพที่  7 แผนภาพวิธีการทำงานของ Stargazer (Lee et al., 2019(b)) 
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จากแผนภาพ จะเห็นได้ว่าตัวโปรแกรม Stargazer จะเรียกโปรแกรม Beagles เพ่ือ

ทำการแยก haplotype ของแต่ละแอลลีล (haplotype phasing) (Browning et al., 2018; 

Browning & Browning, 2007) โดย Stargazer จะระบุ ให้  Beagles ใช้  reference panel 

จากฐานข้อมูล 1000 genomes project (1KGP) ซึ่งในการศึกษาครั้งน้ีเราได้ปรับเปลี่ยน 

reference panel ให้ใช้เพียงข้อมูลจากกลุ่มประชากรเอเชียและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ เพ่ือ

เพ่ิมความถูกต้องของการทำ haplotype phasing ของกลุ่มตัวอย่าง ที่ซึ่งเป็นประชากรไทย 

(ภาพที่ 7) 
 

Stargazer จะทำการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมโดยอาศัยข้อมูลของ

ไฟล์ BAM GDF และ VCF ซึ่งเราสามารถเลือกท่ีจะใช้ข้อมูลความลึกของ read  ของยีนควบคุม 

(control gene) EGFR VDR หรือ RYR1 ยีนใดยีนหน่ึง ซึ่งจะเป็นค่าสำหรับนำไปเปรียบเทียบ

เพ่ือคำนวณจำนวนชุด (copy number) ของยีนเป้าหมาย (target gene) จากน้ัน Stargazer 

จะเรียกโปรแกรม changepoint มาเพ่ือคำนวณหาจุดเปลี่ยนของข้อมูล เพ่ือตัดสินใจว่าภายใน

ยีนเป้าหมาย  เกิดการแปรผันทางพันธุกรรมเชิงโครงสร้างหรือไม่ ซึ่งการคำนวณน้ีอาศัยข้อมูล

ความลึกของ read ของยีนควบคุม และยีนเป้าหมาย ที่บรรจุอยู่ใน GDF file เดียวกัน ใน

การศึกษาครั้งน้ีเราได้ทำการทดลองโดยใช้ยีนควบคุมทั้งสามยีนทีละยีน เพ่ือเปรียบเทียบผลการ

ทำนายความแตกต่างของรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมจากการเลือกยีนควบคุมที่แตกต่าง

กัน (Lee et al., 2019(b)) 
 

หลังจากที่  Stargazer ได้ผลการระบุ star allele และรูปแบบการแปรผันทาง

พันธุกรรมเชิงโครงสร้าง ของแต่ละ haplotype บนแต่ละแอลลีลได้แล้ว จะนำมาเขียนรวมกัน

เป็น diplotype แล้วจึงทำการแปลงค่า diplotype ให้เป็นคะแนนของการแสดงออกของยีน 

(Activity scores) เพ่ือตัดสินใจว่าท้ายที่สุดแล้ว star allele ที่ทำนายได้จะมีการแสดงออก

ทางฟีโนไทป์แบบใด (ภาพที่ 7) โดยใช้คำสั่งด้านล่าง 

python3 /path/to/stargazer.py genotype \ 

 -o /path/to/outdir \ 

 -t [target gene] \ 

-c [control gene] \ 

--vcf /path/to/file.vcf \ 

--gdf /path/to/file.gdf \ 
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-d wgs 

โดย  -O คือ ท่ีอยู่ของโฟลเดอร์สำหรับผลการวิเคราะห ์

-t คือ ยีนเป้าหมาย (target gene) 

-c คือ ยีนควบคุม (control gene) 

--vcf คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF 

--gdf คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ GDF 

-d คือ ลักษณะข้อมูล 

 

3.4.2.2 การคำนวณหาความถ่ีแอลลีล (allele frequency calculation) 

หลังจากที่ทำการวิเคราะห์ star allele แล้ว ไฟล์ VCF จะถูกนำมาคำนวณหาค่าสถิติ 

missingness ของแต่ละ SNV โดยใช้โปรแกรม PLINK เวอร์ชั่น 1.7 หาก SNV ใด ๆ มีค่าสถิติ 

missingness ของจีโนไทป์ มากกว่า 0.2 จะถูกลบทิ้ง ตามคำสั่งด้านล่าง 

/path/to/plink --vcf /path/to/vcf/output.vcf --geno 0.2 --make-bed --out 

sample_output 

โดย  –vcf คือ ท่ีอยู่ของไฟล์ VCF 

--geno คือ คำสั่งให้ลบ SNV ที่มีค่า missingness rate มากกว่าค่าท่ี

กำหนด 

--make-bed คือ คำสั่งให้สร้างไฟล์ binary fileset สำหรับบรรจุข้อมูลของ

การแปรผันทางพันธุกรรมที่มีค่าสถิติผ่านเกณฑ์ที่กำหนด 

--out คือ ชื่อไฟล์ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ไฟล์ sample_output จะถูกนำมาคำนวณหาความถ่ีแอลลีลตามคำสัง่ด้านล่าง 

/path/to/plink --bfile /path/to/sample_output --freq --out MAF_check 

โดย  --freq คือ คำสั่งคำนวณความถ่ีแอลลีล (minor allele frequency; MAF) 
 

นอกจากน้ี การแปรผันทางพันธุกรรมทุกตำแหน่งที่พบบนไฟล์ VCF จะถูกนำไปหาค่าความถ่ี

แอลลีลของกลุ่มประชากรชาติต่าง ๆ จากฐานข้อมูล 1000 genomes อีกทั้งการแปรผันทาง
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พันธุกรรมเหล่าน้ีจะถูกนำไปให้ข้อมูล ระดับความรุนแรงของการแปรผันทางพันธุกรรมที่มีผลต่อ

การทำงานของโปรตีนซึ่งจะถูกทำนายโดยใช้ Ensemble variant effect predictor web 

tools (http://grch37.ensembl.org/ Homo_sapiens/Tools/VEP) ถ้ า ห า ก  SNP แ ล ะ 

indel ที่พบถูกระบุว่าเป็นการแปรผันทางเภสัชพันธุศาสตร์ที่รู้จักอยู่แล้ว หรือเคยมีการรายงาน

ใ น ฐ า น ข้ อ มู ล  NCBI (https:www.ncbi.nlm.nih.gov/snp) ห รื อ PharmGKB 

(https://www.pharmgkb.org) เราจะระบุว่าเป็น known pharmacogenetic variant   
 

3.4.2.3 การหาการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรค (Pathogenic variants 

analysis) 

ความถ่ีของการแปรผันทางพันธุกรรมที่มีความรุนแรงในระดับสูง (high impact) จะ

ถูกนำมาเปรียบเทียบกันระหว่างประชากรไทย (ที่พบ) และประชากรชาติต่าง ๆ จากฐานข้อมูล 

1KGP ได้แก่ กลุ่มประชากรแอฟริกา (AFR), กลุ่มประชากรอเมริกา (AMR), กลุ่มประชากร

เอเชีย (EAS), กลุ่มประชากรยุโรป (EUR), และกลุ่มประชากรเอเชียใต้ (SAS)  ความแตกต่างกัน

ของความถ่ีแอลลีลระหว่างแต่ละกลุ่มประชากร ถูกเปรียบเทียบโดยใช้การทดสอบสถิติ chi-

square ด้วยโปรแกรม R เวอร์ชั่น 4.0.3 (Lenth, 2016) เราควบคุมอัตราการค้นพบที่ผิดพลาด 

(false discovery rate) ที่  0 .05 โดย ข้ันตอน  Benjamini-Hochberg (Benjamini et al., 

2001) และใช้ค่า p-value ที่ระดับนัยสำคัญเท่ากับ 0.01 
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บทที่ 4 

ผลการวิจัย 
 

 

 

4.1 ตัวอย่างที่ใช้ในการวิจัย 
เราวิเคราะห์ข้อมูลทางพันธุกรรมของประชากรไทยที่ไม่เป็นโรค จำนวน 171 คน ประกอบด้วย เพศชาย 

91 คน และเพศหญิง 80 คน ซึ่งเราทราบข้อมูลภูมิลำเนา 65.5% ของตัวอย่างโดยมีภูมิลำเนาจากภาคเหนือ 14 คน 

ภาคตะวันออกฉียงเหนือ 15 คน ภาคกลาง 64 คน ภาคตะวันออก 11 คน ภาคใต้และภาคตะวันตก 8 คน และไม่

ทราบภูมินำแน่ชัดจำนวน 59 คน (ตารางที่ 4.1) ซึ่งจะเห็นว่ากลุ่มตัวอย่างมาจากทุกภาคในประเทศ ด้วยจำนวน

ตัวอย่าง 171 คน เราจะได้ว่าขอบของความผิดพลาดสูงสุดสำหรับสัดส่วนของประชากรที่มีค่า star allele หน่ึง ๆ มี

ค่าประมาณ 7.5% ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
 

ตารางที่  6 ข้อมูลภูมิลำเนาของกลุ่มอาสาสมัครจำนวน 171 คน 
 

ภูมิลำเนา เพศหญิง เพศชาย รวม 

ภาคเหนือ 3 11 14 
ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 10 5 15 

ภาคกลาง 33 31 64 

ภาคตะวันออก 5 6 11 
ภาคตะวันตกและภาคใต้ 3 5 8 

ไม่ระบุ 26 33 59 

รวม 80 91 171 
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4.2 คุณภาพของลำดับนิวคลีโอไทด์ และค่าความลึกของ read (read depth) 
ความยาว read ในแต่ละบุคคลมีค่าโดยเฉลี่ย 100 เบส มีปริมาณเบส G + เบส C อยู่ที่ 40-45% และมี

คะแนนคุณภาพของลำดับเบส (base quality score) เฉลี่ยทุกเบสมากกว่า 30 ในทุกตัวอย่าง จำนวนความลึกของ 

read ที่พบในทุกยีนมีค่ามากกว่า 40x  ยกเว้น GSTM1, GSTT1, UGT2B15 และ UGT2B17 ซึ่งมีค่าเฉลี่ยของความ

ลึกของ read น้อยกว่า 40x (ภาพที่ 8) จากการเปรียบเทียบจำนวนค่าเฉลี่ยของความลึกของ read ของยีนควบคุม 

(EGFR, VDR และ RYR1) พบว่า EGFR มีค่าเฉลี่ยของความลึกของ read สูงที่สุด (ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน) อยู่ที่ 43.91 ± 7.45 รองลงมาคือ VDR (43.30 ± 7.76) และ RYR1 (40.39 ± 7.82) 
 

 

ภาพที่  8 ค่าเฉลี่ยความลึกของ read.เป็นภาพที่แสดงค่าเฉลี่ยของความลึกของ read ใน 51 ยีนที่เก่ียวข้องกับการ

ตอบสนองต่อยา (สีน้ำเงินและสีแดง) และยีนควบคุมทั้ง 3 ได้แก่ EGFR (สีชมพู), VDR (สีเขียว) และ RYR1 (สี

เหลือง) ในยีนที่แทนด้วยสีแดง เป็นยีนที่มีค่าเฉลี่ยของความลึกของ read น้อยกว่า 20 ได้แก่ยีน GSTM1, GSTT1, 

UGT2B15 และ UGT2B17 
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4.3 ยีนควบคุม 
จากการเปรียบเทียบผลการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรม ซึ่งรองรับในโปรแกรม Stargazer 

พบว่าทั้ง 3 ยีนควบคุม ให้ผลลัพธ์ที่ใกล้เคียงกันถึง 99.08% ผลการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรม 

ระหว่าง EGFR เทียบกับ VDR, EGFR เทียบกับ RYR1 และ VDR เทียบกับ RYR1 พบว่ามีความเหมือนกัน 99.75%, 

99.09% และ 99.31% ตามลำดับ 

เราพบว่าเมื่อใช้ EGFR เป็นยีนควบคุม พบว่ามียีนเป้าหมาย 2 ยีนที่ไม่สามารถทำนายรูปแบบการแปรผัน

ทางพันธุกรรมได้ ได้แก่ UGT2B15 (n=99) และ CYP2D6 (n=7) เมื่อเปลี่ยนมาใช้ VDR เป็นยีนควบคุม พบว่ามียีน

เป้าหมาย 3 ยีน ที่ไม่สามารถทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมได้ ได้แก่ UGT2B15 (n=92), CYP2D6 

(n=5) และ SLC22A2 (n=1) และเมื่อเปลี่ยนมาใช้ RYR1 เป็นยีนควบคุม พบว่ามียีนเป้าหมาย 4 ยีน ท่ีไม่สามารถ

ทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมได้ ได้แก่ UGT2B15 (n=83), CYP2D6 (n=8), SLC22A2 (n=2) และ 

CYP2E1 (n=1) (ภาพที่ 9A) 

Stargazer สามารถทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรม ได้ใน 164, 165, และ 162 คน เมื่อใช้ 

EGFR, VDR และ RYR1 เป็นยีนควบคุมตามลำดับ (ภาพที่ 9B) จากผลการทำนายพบว่า ยีน UGT2B15 เป็นยีนที่มี

จำนวนคนที่ไม่สามารถทำนายจีโนไทป์ได้มากที่สุด รองลงมาคือ CYP2D6, SLC22A2 และ CYP2E1 ผลลัพธ์ที่แสดง

ในรายงานเล่มน้ีจะใช้ EGFR เป็นยีนควบคุม เน่ืองจากมีจำนวนยีนที่สามารถทำนายได้มากท่ีสุด 
 

 

ภาพที่  9 เปรียบเทียบผลการเรียก star allele จากการใช้ยีนควบคุมทั้ง 3 ยีน (EGFR, VDR และ RYR1) (A) แสดง

จำนวนบุคคลที่ไม่สามาถทำนาย star allele ได้จากการใช้ยีนควบคุมแต่ละตัว ซึ่งพบในยีน CYP2D6, CYP2E1, 

SLC22A2 และ UGT2B15. (B) แสดงจำนวนบุคคลที่สามารถทำนาย star allele ได้โดยใช้ยีนควบคุมแต่ละตัว (ไม่

รวม UGT2B15) โดยที่สีชมพู สีเขียว สีนํ้าเงิน หมายถึงยีนควบคุม EGFR, VDR และ RYR1 ตามลําดับ 
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4.4 การทำนายความถ่ีของแอลลีล จีโนไทป์ และฟีโนไทป ์
ในภาพรวม Stargazer สามารถทำนายรูปแบบของ star allele ได้ทั้งหมด 196 star allele ซึ่งเป็นการ

แปรผันทางพันธุกรรมในกลุ่ม Phase I metabolizing genes (CYPs gene) จำนวน 105 แอลลีล, กลุ่ม Phase II 

metabolizing genes จำนวน 38 แอลลีล, กลุ่ม transporter gene จำนวน 19 แอลลีล และกลุ่ม drug target 

gene จำนวน 34 แอลลีล จากทั้งหมด 51 ยีน เราพบว่าประชากรมากกว่า 25% มีการแปรผันทางพันธุกรรมที่

เปลี่ยนฟีโนไทป์จากปกติเป็นแบบอื่น ๆ ของยีนที่ตอบสนองต่อยาใน 13 ยีน ได้แก่ SLCO1B3, CYP3A5, CYP2C19, 

CYP2A6, SULT1A1, G6PD, CYP4B1, CYP2D6, CYP2F1, NAT2, SLCO2B1, UGT1A1 และ SLCO1B1 (ภาพที่  

10A) ในบางยีน stargazer ไม่สามารถสรุป star allele หรือไม่สามารถทำนายฟีโนไทป์ จากการแปรผันทาง

พันธุกรรมในบางคนได้ (unknown phenotype) ดังน้ันค่าเปอร์เซ็นที่แสดงผลลัพธ์ในรูป 4.3 จะอ้างอิงจาก

จำนวนฟีโนไทป์ที่ให้ข้อมูลได้ (informative phenotype) กล่าวคือไม่นับจำนวนคนที่ไม่สามารถสรุปฟีโนไทป์

หรือไม่ทราบฟีโนไทป์ได้  
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ภาพที่  10 แผนภูมิแท่งแสดงยีนและจํานวนบุคคลที่มีฟีโนไทป์ท่ีไม่ใช่ฟีโนไทป์แบบปกติ(A) เปอร์เซ็นต์ของบุคคลที่

มีฟีโนไทป์ที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์แบบปกติ. กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้เลย(PM; สีแดง) 

หรือ กลุ่มที่มีแอลลีลที่ทำงานได้ไม่ดี (PF; สีแดง) ใน SLCO1B1, SLCO1B3 และ SLCO2B1; กลุ่มที่มีความสามารถ

ในการย่อยสลายยาได้ช้า (SM; สีชมพู); กลุ่มที่มีมีแอลลีลที่ลดการทำงานลง (DF; สีม่วง); กลุ่มที่มีความสามารถใน

การย่อยสลายยาได้ปานกลาง(IM; สีเหลือง); กลุ่มที่มีมีแอลลีลที่เพ่ิมการทำงาน (IF; สีเขียวเข้ม); กลุ่มที่มีความ 

สามารถในการย่อยสลายยาได้รวดเร็ว(RM; สีเขียว) หรือ กลุ่มที่มีแอลลีลที่มีการตอบสนองที่ไม่ปกติ (UR; สีเขียว) 

สำหรับ IFNL3; กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้รวดเร็วมากท่ีสุด (UM; สีน้ำเงินเข้ม) (B) จํานวนบุคคลที่

มีจำนวนยีนที่มีฟีโนไทป์ที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์แบบปกติ จำนวนต่าง ๆ (C) จํานวนบุคคลที่มีจำนวนยีนที่มีฟีโนไทป์ที่ไม่ใช่ฟี

โนไทป์แบบปกติ อย่างน้อย จำนวนต่าง ๆ 
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ในยีน SLCO1B3 พบว่ามี 5 คน (2.9%) ที่มีการแสดงออกของยีนแบบปกติ (SLCO1B3*1/*1) ในขณะที่

กลุ่มตัวอย่าง 166 (97.1%) คน มีการแปรผันทางพันธุกรรมแบบ SLCO1B3*S1 ซึ่งเป็นแอลลีลที่ลดการทำงาน 

(decresed function allele) ในจำนวนน้ีมี 71 (41.5%) คน ที่เป็น SLCO1B3 *1/*S1 และมีลักษณะการทำงาน

ของยีนแบบลดการทำงาน (decresed function) ในขณะที่อีก 95 (55.6%) คน มีการทำงานของยีนไม่ดี (poor 

function)  (SLCO1B3*S1/*S1 หรือ *S1/DEL) (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที ่3) 

CYP3A5*3 ซึ่งเป็นแอลลีลแบบไม่ทำหน้าที่ (no-function allele) ในยีน CYP3A5 ถูกพบใน 74 คน 

(43.3%) ซึ่งมีฟีโนไทป์แบบที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง (CYP3A5*1/*3) และพบในอีก 77 คน 

(45.0%) ที่มีฟีโนไทป์แบบมีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้เลย  (CYP3A5*3/*3) (ภาพที่ 

10A, ภาคผนวก ภาพที ่1) 

 สำหรับยีน CYP2C19 พบว่า 77 คน (45.0%) มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง  ซึ่งมาจาก

การมีแอลลีลที่เกิดการขาดหายไปของยีน (*DEL) หรือ แอลลีลที่ไม่ทำหน้าท่ี CYP2C19 *2, *3 หรือ *5 กลายเป็นจี

โนไทป์ ได้แก่  CYP2C19*1/*2, CYP2C19*1/*3, CYP2C19*1/*5 และ CYP2C19*1/*DEL นอกจากน้ี  24 คน 

(14%) ถูกทำนายว่ามีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้เลย โดยเกิดจากแอลลีลที่ไม่ทำหน้าที่ 

CYP2C19 *2 และ *3 (CYP2C19*2/*2, *2/*3 และ *3/*3) สำหรับการแปรผันทางพันธุกรรมแบบ CYP2C19 *17 

มีผลเสริมการทำงานของแอลลีล (increased function allele) จากการทำนายของ Stargazer พบว่า มี 2 คนที่มี

ความสามารถในการย่อยสลายยาได้รวดเร็ว (CYP2C19*1/*17) และมีเพียง 1 คน ที่มีความสามารถในการย่อย

สลายยาได้รวดเร็วมากท่ีสุด  (CYP2C19*17/*17) (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที ่1) 

 59% (n=98) ของกลุ่มตัวอย่างที่เราศึกษามีการแสดงออกของยีน CYP2A6 แบบที่มีความสามารถในการ

ย่อยสลายยาได้ช้า ซึ่งเกิดจากการมีแอลลีลที่ลดการทำงาน อย่างน้อย 1 แอลลีล (CYP2A6*7, *9, *10, *11, *12, 

*19, *21 และ *35) หรือ แอลลีลที่ไม่ทำหน้าที่ (CYP2A6*4) โดยจีโนไทป์ที่พบคือ CYP2A6*1/*4, *1/*7, *1/*9, 

*1/*10, *1/*12, *1/*19, *1/*35, *4/*7, *4/*9, *4/*11, *4/*35, *7/*12, *7/*21, *10/*11 และ *10/*35 ใน

การศึกษาน้ีพบว่ามี 1 คนที่มีการแสดงออกของยีนแบบที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้

เลย (CYP2A6*4/*4) และอีก 1 คน ท่ีมีการแสดงออกของยีนแบบที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้รวดเร็ว

มากท่ีสุด (CYP2A6*1/*1x2) (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที ่1) 

ในยีน SULT1A1 พบว่ามีหลายแอลลีลที่มีจำนวนชุดของยีนมากกว่า 2 ชุด ได้แก่ SULT1A1*1/*1x2, 

*1/*1x3, *1/*1x4, *1/*1x5, *1x2/*1x2, *1x2/*1x3, *1x2/*1x6, *1x2/*2x2, *1x2/*2x3, *1x3/*1x6 แ ล ะ 

*1x3/*2x3 โดยพบว่ากลุ่มตัวอย่าง 80 คน (46.8%) ที่มีแอลลีลเหล่าน้ี มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้

รวดเร็วมากที่สุด มี 14 คน (8.2%) ถูกพบว่ามีแอลลีลแบบ SULT1A1*1x2/*2 ซึ่งมีความสามารถในการย่อยสลาย

ยาได้รวดเร็ว นอกจากน้ีเราพบว่ามี 2 คน ท่ีมีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง (SULT1A1*1/*S1 และ 

*2/*2) ที่ประกอบไปด้วยแอลลีลที่ไม่ทำหน้าท่ี (SULT1A1*S1) และแอลลีลที่ลดการทำงาน (SULT1A1*2) (ภาพที่ 

10A, ภาคผนวก ภาพที ่2) 
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แอลลีลที่มีการทำงานแบบปกติ (G6PD*1) และแอลลีลที่ไม่ทำหน้าที่ (G6PD*DEL) เป็นรูปแบบการแปร

ผันทางพันธุกรรมส่วนใหญ่ของกลุ่มตัวอย่างน้ี โดยพบมากถึง 66.1% และ 26.6% ตามลำดับ จากการศึกษาพบ 92 

(53.8%) คน มีการแสดงออกของยีน G6PD แบบมีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง ซึ่งเป็นผลมาจาก

แอลลีลที่ไม่ทำหน้าท่ี (G6PD *DEL) หรือ แอลลีลที่ลดการทำงาน (G6PD*8, *21, *28, *31,*50 และ*51) ซึ่งพบได้

ใน G6PD*1/*DEL, *21/*DEL, *28/*DEL, *51/*51, *51/*DEL และ *8/*DEL จากรูปแบบการแปรผันทาง

พันธุกรรมทั้งหมดเราพบว่ารูปแบบการแปรผันแบบ G6PD*1/*DEL เป็นรูปแบบที่พบมากที่สุด (49.1%) รองลงมา

คือ G6PD*1/*1 (36.8%) นอกจากน้ีเราพบว่ามี 1 คน มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้รวดเร็วมากที่สุด 

(G6PD*1/*1x2) และสืบเน่ืองจากเพศชายเป็นเพศที่มีโครโมโซม X เพียงแท่งเดียว ดังน้ันเพศชายจึงถูกพบว่าเป็น

เพศที่มีการแปรผันทางพันธุกรรมแบบ G6PD*1/*DEL (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที ่2) 

ในยีน CYP4B1 พบว่ากลุ่มตัวอย่างจำนวน 35 คน (38.9%) มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปาน

กลาง (CYP4B1*1/*2) และ 10 คน (11.1%) มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้เลย 

(CYP4B1*2/*2 หรือ *S1/*2) (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที ่4) 

CYP2D6 เป็นอีกยีนหน่ึงที่มีความหลากหลายของรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมสูงมาก ในการศึกษา

ครั้งน้ีเราพบรูปแบบของแอลลีลที่ต่างกันมากถึง 19 รูปแบบ ซึ่งประกอบด้วย แอลลีลที่เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมจำนวน

ชุดของยีน (CYP2D6*1x2, *2x2, *2x3, *10x2 และ *39x2), การขาดหายไปของจำนวนชุดของยีน (CYP2D6*5) 

และ การจัดเรียงใหม่ของยีน (gene rearrangement) (CYP2D6*36+10 และ *36x3+10) สำหรับแอลลีลที่ลดการ

ทำงาน CYP2D6*36+*10 และ CYP2D6*10 เป็นแอลลีลที่ถูกพบมากที่สุดในกลุ่มตัวอย่าง มี 62 คนที่ความสามารถ

ใ น ก า ร ย่ อ ย ส ล า ย ย า ไ ด้ ป า น ก ล า ง  (CYP2D6*10/*10, *10/*36+*10, *10/*36x3+*10, *10/*41, 

*36+*10/*36+*10, *36+*10/*41, *4/*10, *4/*36+*10, *5/*10, แ ล ะ  *5/*36+*10) น อ ก จ า ก น้ี ยั ง พ บ

ความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลางในจีโนไทป์CYP2D6*1/*4, *1/*5, *2/*5, *4/*41, *5/*39 และ 

*5/*41 ซึ่งเกิดจากการมีแอลลีลที่ลดการทำงาน (CYP2D6*41) และแอลลีลที่ ไม่ทำหน้าที่  (CYP2D6*4 และ 

CYP2D6*5) ในกลุ่มตัวอย่าง 7 คน และมีอีก 2 คน ที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้รวดเร็วมากที่สุด 

(CYP2D6*1/*2x2 และ CYP2D6*1/*2x3) (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที่ 1) 

CYP2F1*2 เป็นแอลลีลที่ ไม่ทำหน้าที่  ส่งผลให้มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง 

(CYP2F1*1/*2) ใน 59 คน (38.6%) และมีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ น้อยมากหรือ ไม่ ได้ เลย 

(CYP2F1*2/*2) ใน 12 คน (7.8%) (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที ่1) 

ในยีน NAT2 เราพบว่าประชากรส่วนใหญ่ (n=69; 40.4%) มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปาน

กลาง (NAT2 *1/*DEL, *5/*6, *5/*7, *5/*DEL, *6/*6, *6/*7, *6/*DEL, *7/*7, และ *7/*DEL) ซึ่งเกิดจากการมี

แอลลีลที่ลดการทำงาน NAT2 *5, *6, *7 และ *DEL (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที่ 2) 

กลุ่มตัวอย่างส่วนใหญ่ (71.1%) มีการทำงานของยีน SLCO2B1 แบบปกติ (SLCO2B1*1/*1) ในขณะที่

กลุ่มตัวอย่าง 57 คน พบว่ามีแอลลีลที่ไม่ทราบหน้าที่  (unknown function allele) (SLCO2B1*S464F) ที่ส่งผล
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ให้มีฟีโนไทป์แบบที่ไม่ทราบการทำงาน (SLCO2B1*1/*S464F, *S1/*S464F และ *S464F/*S464F) เราพบว่ามี 

31 (27.2%) คน ที่มีแอลลีลที่ไม่ทำหน้าที่ (SLCO2B1*S1) ซึ่งส่งผลให้มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปาน

กลาง (SLCO2B1*1/*S1) และมี 2 (1.8%) คนที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้เลย 

(SLCO2B1*S1/*S1) (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที่ 3) 

ในยีน UGT1A1 พบแอลลีลที่ลดการทำงาน (UGT1A1*6, *7, *27 และ *60) ใน 48 คน (28%) และทำ

ให้มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง (UGT1A1*27/*27, *27/*60, *6/*27, *6/*6, *6/*60, *6/*7 

และ *60/*60) (ภาพที่ 10A, ภาคผนวก ภาพที ่2) 

จากการศึกษาการทำงานของยีน SLCO1B1 พบว่ามีแอลลีลที่ทำงานได้ไม่ดี , แอลลีลที่ลดการทำงาน, 

แอลลีลทำงานปกติ และแอลลีลที่เสริมการทำงาน  โดยในกลุ่มตัวอย่างมี 15 (8.9%) คน มีแอลลีลที่ทำงานได้ไม่ดี 

(SLCO1B1*15/*17, *15/*DEL, *17/*DEL และ *1B/*DEL) เน่ืองมาจากมีแอลลีลที่ลดการทำงาน (SLCO1B1*15 

แล ะ *17) และแอลลี ลที่ ไม่ ท ำห น้ าที่  (SLCO1B1*DEL) และมี  25 (14.3%) คน  มี ยีนที่ ล ดการท ำงาน 

(SLCO1B1*1/*15, *1/*17, *1B/*15, *1B/*17 และ *35/*DEL) โดย SLCO1B1*1B เป็นแอลลีลที่ทำงานปกติ

และ  SLCO1B1*35 เป็นแอลลีลที่เสริมการทำงาน นอกจากน้ีเรายังพบว่ามี 5 (3%) คน มียีนที่เสริมการทำงาน 

(SLCO1B1*1/*35, *14/*35 และ *1B/*35) โดย SLCO1B1*14 เป็นแอลลีลที่ ลดการทำงาน  (ภาพที่  10A, 

ภาคผนวก ภาพที ่3) 

ในยีน GSTM1, GSTT1, UGT2B17 และ UGT2B15 พบว่ามีความถ่ีแอลลีลของแอลลีลที่ไม่ทำหน้าที่สูง

มาก โดยแอลลีลที่ไม่ทำหน้าทีเหล่าน้ีเกิดจากการขาดหายไปของยีน  สำหรับลักษณะฟีโนไทป์ท่ีเกิดข้ึนจากแอลลีลที่

ไม่ทำหน้าที่ในยีน GSTM1, GSTT1 และ UGT2B17 ถูกพบว่าเป็นแบบที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปาน

กลาง และน้อยมากหรือไม่ได้เลย ในขณะที่รูปแบบของฟีโนไทป์ของแอลลีลที่พบในยีน UGT2B15 เป็นแบบไม่ทราบ

การทำงานที่ชัดเจน และมีฟีโนไทป์แบบที่ไม่ทราบการทำงาน (ภาคผนวก ภาพที่ 2) จากการศึกษาของเราพบว่าท้ัง 

4 ยีนน้ีมีความลึกของ read ต่ำมาก ๆ ซึ่งอาจเป็นคำอธิบายการพบความถ่ีของแอลลีลที่เป็นการขาดหายไปของยีน

ในระดับสูง และควรระวังในการแปลผลสำหรับ 4 ยีนน้ี (ภาคผนวก ภาพที่ 2) 

ใน CACNA1S พบว่ากลุ่มตัวอย่าง 171 คน (100%) มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ในระดับ

ปกติ(CACNA1S*1/*1) (ภาคผนวก ภาพที่ 4) อีกทั้ง ในยีน CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, CYP2A13 (ภาคผนวก 

ภาพที่ 1), NAT1 (ภาคผนวก ภาพที่ 2), SLC15A2, SLC22A2 (ภาคผนวก ภาพที่ 3) และ TBXAS1 (ภาคผนวก 

ภาพที่ 4) พบว่าทุกคนมีฟีโนไทป์ท่ีเป็นปกติ หรือมีฟีโนไทป์แบบที่ไม่ทราบการทำงาน 

ประชากรแต่ละคนส่วนใหญ่พบว่ามีฟีโนไทป์ที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติใน 6-8 ยีนที่เกี่ยวข้องต่อการตอบสนอง

ต่อยา (ภาพที่ 10A) โดยพบว่าในทุก ๆ คนจะมีฟีโนไทป์ท่ีไม่ใช่ฟีโนไทป์แบบปกติอย่างน้อยที่สุด 3 ยีน และมากท่ีสุด

ไม่เกิน 19 ยีน เราพบว่า 158 จาก 171 คน มีฟีโนไทป์ท่ีไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติอย่างน้อย 5 ยีนข้ึนไป 
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4.5 การเปรียบเทียบความถ่ีของแอลลีลในยีนทีเ่ก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อยา 
เราสามารถระบุ SNV ได้ทั้งหมด 28,061 ตัว ในประชากร 171 คน โดยการแปรผันทางพันธุกรรมส่วน

ใหญ่ที่พบเป็นการแปรผันทางพันธุกรรมที่เกิดข้ึนในบริเวณ intron (intron variant) การแบ่งประเภทของการแปร

ผันทางพันธุกรรม ในการศึกษาน้ีแบ่งการแปรผันทางพันธุกรรม ออกเป็นประเภทตามการส่งผลกระทบต่อโปรตีน 

เช่น frameshift, missense และ synonymous variant ตามตารางที่ 7  

ตารางที่  7 ตารางแสดงผลกระทบระดับต่าง ๆ ของการแปรผันทางพันธุกรรมที่พบในกลุ่มตัวอย่าง 
 

ระดับของ
ผลกระทบต่อ

ยีน 

การแปรผันทางพันธุกรรม
ตามตำแหน่งที่เกิด 

จำนวนการ
แปรผันที่

ทราบ
(known 
variant) 

จำนวนการ
แปรผันที่ยัง

ไม่มีการ
รายงาน 
(novel 

variants#) 

รวม เปอร์เซนต์ 

ระดับสูง 
(high impact) 

frameshift_variant 3 12 15 0.05 

splice_acceptor_variant 2 0 2 0.01 
splice_donor_variant 4 4 8 0.03 

stop_gained 5 5& 10 0.04 

ระดับปาน
กลาง

(moderate) 

inframe_deletion 1 6 7 0.02 
inframe_insertion 1 3 4 0.01 

missense_variant 233 182 415 1.48 

ระดับต่ำ (low) 
intron_variant 34 31 65 0.23 

stop_retained_variant 0 1 1 0.00 

synonymous_variant 195 78 273 0.97 

ระดับที่ยากต่อ
การทำนาย
ผลกระทบ
(modifier) 

3_prime_UTR_variant 155 147 302 1.08 
5_prime_UTR_variant 46 31 77 0.27 

downstream_gene_variant 1,082 973 2,055 7.32 

intron_variant 12,067 10,634 22,701 80.90 
non_coding_transcript_ex

on_variant 
3 3 6 0.02 

upstream_gene_variant 1,125 995 2,120 7.55 
#novel = ไม่พบการรายงานใน 1000 Genomes Project Phase 3 
& Novel6 เป็นการแปรผันทางพันธุกรรมที่ถูกรายงานอยู่บนฐานข้อมูล dbSNP ในประชากร Singaporean and 
Malaysian (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_retrieve.cgi?subsnp_id=657184749) โดย
มีหมายเลขคือ rs370320936 
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เราพบว่ามี SNV 322 ตัว ที่มีผลกระทบของความรุนแรงอยู่ในระดับสูง, ปานกลาง, และต่ำ นอกจากน้ีเรา

ยังพบว่ามี SNV 21 จาก 322 ตัว (Novel1 – Novel21) มีผลกระทบของความรุนแรงอยู่ในระดับสูง และยังไม่มี

หลักฐานการรายงานบนฐานข้อมูล 1000 Genomes Project Phase 3 มีเพียง Novel 6 ที่พบหลักฐานการ

รายงานบนฐานข้อมูล dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_retrieve.cgi?subsnp_id 

=657184749) ในประชากร Singaporean and Malaysian ดัง น้ันจึงมี  SNV 20 ตัว ที่ เป็ นการแปรผันทาง

พัน ธุกรรมรูปแบบใหม่  โดยความถ่ีแอลลีลของ SNV 6 ตัว  ซึ่ งอ ยู่ในยีน DPYD (rs189768576), CYP3A5 

(rs373134805, rs55965422), SLCO1B1 (rs200994482, rs183624077) แ ล ะ  CYP2D6 (rs147960066) ถู ก

พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติระหว่างแต่ละกลุ่มประชากร สำหรับ SNV 8 ตัว ที่เหลือ ความถ่ี

แอลลีลถูกพบว่ามีความแตกต่างกันระหว่างประชากรไทย และประชากรกลุ่มอื่นๆ ในจำนวนน้ีเราพบ SNV 3 ตัว 

(rs4986893, rs79527462 และ rs3892097) ที่ความถ่ีแอลลีลระหว่างประชากรเอเชีย (ประชากรไทย ประชากร

จากเอเชียตะวันออกและเอเชียใต้) ไม่มีความแตกต่างกัน แต่จะมีความแตกต่างกันกับประชากรจากชาติอื่น ๆ อีก 4 

ชาติ (แอฟริกัน, ประชากรผสมในทวีปอเมริกา, ยุโรป) อีกหน่ึง SNV (rs71358943) ถูกพบว่าไม่มีความแตกต่าง

ระหว่างประชากรเอเชีย แต่มีความแตกต่างกันกับประชากรแอฟริกัน, ประชากรผสมในทวีปอเมริกา และยุโรป ใน

การศึกษาน้ีเราพบ SNV 2 ตัว (rs61469810 และ rs3833221) ที่มีความถ่ีแอลลีลเท่ากันในทุก ๆ ประชากร ยกเว้น 

ประชากรจากกลุ่มแอฟริกาที่พบว่ามีความถ่ีแอลลีลใน SNV 2 ตัว น้ีสูงกว่ากลุ่มชาติพันธ์ุอื่น สำหรับ rs3215983 

พบว่าประชากรไทยมีความถ่ีแอลลีลแตกต่างจากกลุ่มประชากรแอฟฟริกัน เอเชียใต้และยุโรป ในขณะที่ความถ่ีอัลลี

ลของ rs11935951 มีแตกต่างกันระหว่างกลุ่มประชากรเอเชียกับกลุ่มประชากรแอฟริกาและประชากรผสมในทวีป

อเมริกา (ภาพที่ 11) 
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ภาพที ่ 11 การเปรียบเทียบความถ่ีแอลลีลใน 35 การแปรผันทางพันธุกรรมที่ส่งผลกระทบระดับสูงระหว่าง

ประชากรไทย (THA) ประชากรแอฟริกัน (AFR) ประชากรผสมในทวีปอเมริกา (AMR) ประชากรเอเชียตะวันออก 

(EAS) ประชากรยุโรป (EUR) และประชากรเอเชียใต้ (SAS) โดยอ้างอิงจากฐานข้อมูล 1000 Genome Project (A) 

ความถ่ี allele ของการแปรผันทางพันธุกรรมที่ไม่ปรากฏในฐานข้อมูล 1000 Genome Project แต่พบในประชากร

ไทย แสดงด้วย Novel1-Novel21 (B) สัญลักษณ์ ∆, ▲, ○, ●, ■, * หมายถึง ความถ่ีอัลลีลของ AFR, AMR, 

EAS, EUR, SAS และ THA ตามลําดับ ความถ่ีแอลลีลที่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (p < 0.05) ระหว่าง THA และ

ประชากรอื่น ๆ ถูกแสดงด้วยสีแดง (∆, ▲, ○, ●, ■, *) และความถ่ีแอลลีลที่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ จะแสดง

ด้วยสีน้ำเงิน (∆, ▲, ○, ●, ■, *) 
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บทที่ 5 

อภิปรายผลการวิจัย 
 

 

 

การศึกษาในครั้งน้ีได้รายงานรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรม (star allele), diplotype, และฟีโนไทป์ 

ใน 51 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยาโดยใช้รหัสพันธุกรรมทั้งจีโนมในประชากรไทยที่ไม่เป็นโรคจำนวน 171 

คน เปรียบเทียบกับผลการศึกษาก่อนหน้าน้ีในกลุ่มประชากรไทยที่เป็นโรคไหลตาย ซึ่งมักจะพบได้มากในแถบภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือของไทย (ตารางที่ 4.1) การศึกษาของเราได้ผู้เข้าร่วมมาจากทั่วประเทศ แต่รับข้อมูลมาจาก

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์เพียงแห่งเดียวเน่ืองจากนักพันธุศาสตร์คลินิก 20 คนอยู่ที่กรุงเทพฯ ทั้งหมดยกเว้นเพียงหน่ึง

คน ดังน้ันผู้เข้าร่วมการศึกษาซึ่งมาจากคลินิกพันธุศาสตร์ของโรงพยาบาลที่เป็นศูนย์ประสานงานรับและส่งต่อผู้ป่วย

ระดับตติยภูมิมาจากทั่วประเทศ (Shotelersuk et al., 2014; Shotelersuk et al., 2019) นอกจากน้ีการศึกษา

ของเรายังศึกษาเพ่ิมในอีก 26 ยีนที่ยังไม่มีการรายงานจากการศึกษาก่อนหน้าน้ี (Mauleekoonphairoj et al., 

2020) ซึ่งยีนทั้ง 26 ยีนน้ีมีความเก่ียวข้องกับยาท่ีได้รับการอนุมัติโดยสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา (อย.), 

กระทรวงสาธารณะสุขประเทศไทย (https://porta.fda.moph.go.th) และเป็นยาที่ถูกสั่งจ่ายสำหรับรักษาโรคที่

เป็นสาเหตุการตาย 10 ลำดับแรกของคนไทย (ตารางที่ 5) 
 

จากการศึกษายีนที่เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อยาทั้งหมด 51 ยีน พบว่า มี 40 ยีนที่มีอย่างน้อย 1 คน

มีฟีโนไทป์ท่ีไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติ การค้นพบน้ีแสดงให้เห็นถึงความต้องการความรู้ด้านการปรับปริมาณยา การรักษาท่ี

แตกต่างกันในแต่ละบุคคลหรือทางเลือกการรักษาแบบอื่น ข้อมูลจากการศึกษาของเราชี้ให้เห็นว่าไม่มีใครเลยท่ีจะมี

ยีนที่มีฟีโนไทป์ปกติทั้ง 51 ยีน ซึ่งในประเด็นน้ีได้เน้นย้ำให้เห็นถึงความสำคัญของการทดสอบทางเภสัชพันธุศาสตร์ที่

อาจเป็นประโยชน์ต่อการสร้างวิธีการรักษาที่จำเพาะรายบุคคลได้ นอกจากน้ีเรายังได้รายงานความถ่ีแอลลีลที่มี

ผลกระทบระดับสูงต่อการทำงานของยีน โดยเราได้ทำการเปรียบเทียบความถ่ีแอลลีลน้ีกับอีก 5 กลุ่มประชากร และ

เราพบว่ามีการแปรผันทางพันธุกรรม 20 ตัวที่ไม่เคยมีการรายงานที่ไหนมาก่อน ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงให้รายละเอียด

เก่ียวกับยีนที่ควรรวมอยู่ในรายชื่อยีนทางเภสัชพันธุศาสตร์เบื้องต้นที่ควรตรวจสําหรับประชากรไทย 
 

13 ยีนที่ 25% ของกลุ่มตัวอย่างเกิดการแปรผันที่ส่งผลต่อการแสดงออกทางฟีโนไทป์ของยีน เป็นยีนที่

เก่ียวข้องกับ การดูดซึม, การแพร่กระจาย, การย่อยสลาย หรือ การขจัดยาต่าง ๆ ออกจากร่างกาย ดังน้ันความ
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จำเป็นในการเปลี่ยนแปลงการจัดการทางคลินิกข้ึนกับข้อมูลเก่ียวกับยีนและยา ในทางตรงกันข้ามก็มียีนบางยีน 

อย่างเช่น CYP26A1, CACNA1S, หรือ TBXAS1 ที่กลุ่มที่ประชากรไทยส่วนใหญ่มีลักษณะฟีโนไทป์แบบปกติ 

ในกลุ่มประชากร 166 คน พบว่ามีการทำงานของแอลลีลแบบลดการทำงานลง และแบบที่ทำงานได้น้อย

มากหรือแทบไม่ได้เลยใน SLCO1B3 เน่ืองจาก SLCO1B3*S1 โดยการแปรผันทางพันธุกรรมรูปแบบน้ีมีตำแหน่ง 

SNP หลักของ SLCO1B3*S1 คือ rs7311358 (c.699G>A) มีการศึกษาได้วิเคราะห์ผล SNP เหล่าน้ีร่วมกันกับ 

rs4149117 (c.334T>G) พบว่าจีโนไทป์ rs7311358 AA +AG และ rs4149117 GG+GT มีความเก่ียวข้องกับความ

น่าจะเป็นที่สูงข้ึนที่จะไม่ตอบสนองต่อปริมาณยามาตรฐานของ imatinib ในการรักษาโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด

มัยอีลอยด์เรื้อรัง (de Lima et al., 2015) นอกจากน้ันผู้ที่มีแฮพโพลไทป์แบบพาหะของ rs4149117(G)-

rs7311358(A) จะมีการดูดซึมยา mycophenolic acid glucuronide เข้าสู่เซลล์ได้น้อยลงอย่างมีนัยยะสำคัญทาง

สถิติ เมื่อเทียบกับผู้ที่มีแฮพโลไทป์ตามลำดับอ้างอิง (Picard et al., 2010) 
 

กลุ่มยีน CYP3A เป็นหน่ึงในยีนตัวสำคัญของกลุ่มยีน CYP ยีนน้ีจะถูกแปลรหัสไปเป็นเอนไซม์ที่เก่ียวข้อง

กับการย่อยสลายของยา ไม่ว่าจะเป็น  nifedipine, cyclosporine, tacrolimus, erythromycin, midazolam, 

alprazolam และ triazolam (Bjornsson et al., 2003; Thervet et al., 2003) สำหรับยีน CYP3A5 การแปรผัน

ทางพันธุกรรมแบบ CYP3A5*3 ส่งผลให้โปรตีนไม่สามารถแสดงออกได้เน่ืองจากเกิดการ splicing ที่ผิดปกติบน 

mRNA (Liu et al., 2019)ตามที่มีรายงาน CYP3A5*3 (rs776746) พบมากในชาวคอเคเซี่ยน (85–95%), ชาว

เม็กซิกัน (75%), และชาวเอเชีย (65–85%) แต่พบได้น้อยชาวแอฟริกันอเมริกัน (27–55%) (Zhang et al., 2013) 

สำหรับข้อมูลของชาวเอเชียน้ันตรงกับผลการศึกษาของเรา (น่ันคือ 66.7%) ดังน้ันเพ่ือที่จะให้ได้ปริมาณความ

เข้มข้นของยาที่ให้ผลการรักษาอย่างมีประสิทธิภาพ  กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง  เช่น 

CYP3A5*1/*3 น้ันถูกแนะนำให้ได้รับการจ่ายยาแบบเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของยา tacrolimus (เพ่ิมเป็น 1.5–2 

เท่าของความเข้มข้นปกติ) ในทางกลับกัน กลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้เลย เช่น 

CYP3A5*3/*3 ควรได้รับการสั่งจ่ายยาในปริมาณความเข้มข้นมาตรฐานตามเอกสารกำกับยา tacrolimus 

(Birdwell et al., 2015) 
 

CYP2C19 น้ันเป็นที่รู้จักกันดีว่าเกี่ยวข้องกับการเมแทบอไลซ์สารที่สำคัญบางตัว เช่น omeprazole, 

imipramine, และ diazepam รูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมแบบ CYP2C19*17 น้ันส่วนใหญ่พบในชาวยุโรป, 

ชาวแอฟริกัน และประชากรผสมในทวีปอเมริกาในขณะที่ CYP2C19*2 น้ัน สามารถพบเจอได้ทั่วไปในชาวเอเชีย 

(Zhou et al., 2017) จากการศึกษาของเราพบว่าความถ่ีแอลลีล CYP2C19*2 ของประชากรไทยมีค่าสูง ในผู้ป่วยที่

มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ ได้ เลย (รวม ถึง CYP2C19*2/*2) สามารถกำจัด 

Heterobacter pylori ได้อย่างมีประสิทธิภาพเมื่อรักษาด้วย omeprazole และ amoxicillin เพราะคนเหล่าน้ีมี

ปริมาณยาท่ียังอยู่ในกระแสเลือดได้ยาวนานกว่า คนที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ในระดับปกติ อีกทั้งคน

เหล่าน้ียังสามารถหลีกเลี่ยงการด้ือยาในระหว่างการรักษาได้อีกด้วย  (Sagar et al., 2000; Tanigawara et al., 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 66 

1999) สำหรับการสั่งจ่ายยา citalopram และ escitalopram ในคนที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปาน

กลาง เช่นใน CYP2C19*1/*2 มีคำแนะนำให้เริ่มการรักษาโดยระดับยาเริ่มต้น ในขณะที่คนที่มีความสามารถในการ

ย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือไม่ได้เลย เช่น CYP2C19*2/*2 ควรได้รับความเข้มข้นของยาเพียง 50% ของปริมาณยา

ระดับเริ่มต้น หรือ ควรพิจารณาทางเลือกใหม่สำหรับการใช้ยาที่ไม่มีส่วนเกี่ยวข้องกับการทำงานของเอมไซม์ 

CYP2C19 (Hicks et al., 2015) 
 

สำหรับยีน CYP2A6 น้ันเก่ียวข้องกับการย่อยสารที่จำเป็นต่อร่างกาย (แต่ร่างกายไม่สามารถสร้างสาร

น้ันเองได้) เป็นจำนวนมาก และรับผิดชอบการย่อยยาประมาณ 3% ของยาท่ีถูกย่อยโดยเอนไซม์กลุ่ม CYP แอลลีล 

CYP2A6*4, *7, *10, *11, *19 และ *35 น้ันเป็นแอลลีลที่ พบได้มากในชาวเอ เชียตะวันออก ในขณะที่  

CYP2A6*14, *28 และ *34 พบได้มากในชาวคอเคเซี่ยน (López-Flores et al., 2017) ผลการศึกษาของเราพบว่า 

3-12% ของกลุ่มประชากรมีแอลลีลที่ลดการทำงาน (CYP2A6*4, *7, *9 และ *10) โดยคนที่มีแอลลีลแบบทั้ง 

homozygous และ heterozygous ถูกทำนายว่าเป็นกลุ่มที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้น้อยมากหรือ

ไม่ได้เลย คนที่มีแอลลีลแบบ CYP2A6*4, 7, *9 และ *10 น้ันมักจะเกี่ยวข้องกับการลดความสามารถในการเม

แทบอไลซ์ นิ โค ติน  (Nakajima et al., 2006; Peamkrasatam et al., 2006; Yoshida et al., 2002) และลด

ความสามารถในการย่อย tegafur เมื่อเปรียบเทียบกับคนที่มีแอลลีลแบบปกติ เมื่อถูกรักษาด้วย S-1 (สารต้าน

มะเร็งแบบรับประทาน) (Fujita et al., 2008; Kim et al., 2011) นอกจากน้ีในผู้หญิงวัยหมดประจำเดือนที่สุขภาพ

ดีที่มีแอลลีล CYP2A6*4, *7, *9 จะมีความสามารถในการกำจัด letrozole น้อยกว่าผู้ที่มีแอลลีลแบบ CYP2A6*1 

(Tanii et al., 2011)  
 

ยีน SULT1A1 เป็นยีนที่มีความสำคัญในการเมแทบอไลซ์, การกระตุ้นทางชีวภาพ , กระบวนการขับ

สารพิษของสารก่อมะเร็ง, การยับย้ังสารสื่อประสาท catecholamines และการคอนจูเกตหมู่ซัลเฟสของสเตอรอยด์

ฮอร์โมน อย่าง เอสโตรเจน เป็นต้น (Hildebrandt et al., 2009) ยีน SULT1A1 อยู่บนบริเวณที่มีลำดับพันธุกรรมที่

ซ้ำกัน และมีชิ้นส่วนของจำนวนชุดของยีนซ้ำกันมากบริเวณหน่ึง (Martin et al., 2004) ส่งผลให้ในบริเวณน้ีมักจะ

พบการแปรผันเชิงโครงสร้างแบบที่มีจำนวนชุดของยีนมากกว่า 2 ชุดข้ึนไป (0-6 ชุด) (Hebbring et al., 2007; Liu 

et al., 2017) โดยการศึกษาในชาวคอเคเซี่ยนพบว่ามี 64% ของกลุ่มประชากรที่มีจำนวนชุดยีน 2 ชุด และ 32% 

ของประชากร มีจำนวนชุดของยีน ≥ 3 ชุด (Liu et al., 2017) การเพ่ิมข้ึนของจำนวนชุดของยีน SULT1A1 มี

ความสัมพันธ์เชิงลบต่ออัตราการเปลี่ยน estrogen-sulfate ไปเป็น estrone ในผู้ชาย (Liu et al., 2017) แอลลีล 

SULT1A1*2 เป็นแอลลีลที่พบได้ทั่วไปในชาวคอเคเซี่ยนและแอฟริกันอเมริกันแต่ไม่ค่อยพบในชาวจีน (ความถ่ีแอล

ลีล 0.332, 0.294, และ 0.08 ตามลำดับ) (Carlini et al., 2001) ข้อมูลของเราสอดคล้องกับการศึกษาน้ีโดยความถ่ี

แอลลีลของ SULT1A1*2 อยู่ที่ 0.07 และมีการแปรผันเชิงโครงสร้างแบบที่มีจำนวนชุดของยีน 2 ชุดอยู่ที่ 23% 

โดยประมาณ 
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สำหรับยีน G6PD เป็นยีนที่มีส่วนเกี่ยวข้องกับโรคพร่องเอ็มไซม์จีซิกพีดี เน่ืองจากยีนน้ีเป็นยีนที่พบบน

โครโมโซมเพศในเพศหญิงจะพบยีนน้ี 2 ชุด ในขณะที่เพศชายจะพบเพียงหน่ึงชุดของยีนเท่าน้ัน ดังน้ันเพศชายจึงมี

โอกาสที่จะเป็นโรคบกพร่องเอ็มไซม์จีซิกพีดีได้มากกว่าเพศหญิง เน่ืองจากหากเพศชายได้รับการถ่ายทอดยีนกลาย

พันธ์ุมาเพียงแค่ยีนเดียวก็สามารถแสดงอาการของโรคออกมาได้ ในขณะที่เพศหญิงผู้หญิงต้องได้รับยีนที่ผิดปกติถึง

สองยีนจึงจะแสดงอาการของโรค (Guindo et al., 2007) ภาวะบกพร่องเอ็มไซม์จีซิกพีดีเป็นโรคทางพันธุกรรมที่

ส่งผลกระทบต่อความผิดปกติของเอนไซม์ ซึ่งเราพบว่าแอลลีล G6PD Viangchan (G6PD*51) และแอลลีล G6PD 

Mahidol (G6PD*31) เป็นแอลลีลที่พบมากในประชากรไทย (Tanigawara et al., 1999) สำหรับการแปรผันทาง

พันธุกรรมบนยีน G6PD รูปแบบอื่น ๆ ไม่ว่าจะเป็น G6PD Canton (G6PD*8), G6PD Kaiping (G6PD*28), G6PD 

Union (G6PD*50), และ G6PD Gaohe (G6PD*153) พบในชาวจีน, ชาวอินเดีย, และประชากรจากภูมิภาคเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต้ (Jitueakul et al., 2018) จากการศึกษา เราพบว่ามีชาย 8 คนที่มีแอลลีล G6PD*8, *21, *28 

และ *51 ในขณะที่ผู้ชายส่วนใหญ่มีแอลลีลที่การทำงานเป็นปกติ โดยในแอลลีล G6PD*8 มีตำแหน่ง SNP หลักคือ 

rs72554665 (g.153760484C>A) มีการรายงานก่อนหน้าน้ีว่า พบกรณีเด็กชายลูกครึ่งชาวจีน-ญ่ีปุ่น อายุ 26 เดือน 

ที่มีการแปรผัน rs72554665(A) โดยหลังจากที่เด็กชายคนน้ีรับประทานกินถ่ัวปากอ้าเข้าไป ส่งผลให้เกิดภาวะโลหิต

จางอย่างฉับพลัน (Shibuya et al., 1999)  นอกจากน้ียาบางประเภทอย่าง rasburicase น้ันก็ถูกห้ามใช้ในผู้ชายที่

มีความผิดปกติของแอลลีลแบบคลาส I, II, และ III เช่น แอลลีล G6PD Canton เน่ืองจากส่งผลให้เกิดภาวะเม็ด

เลือดแดงแตกฉับพลัน (Relling et al., 2014) 
 

CYP4B1 เป็นอินเตอร์ เฟสในกระบวนการเมแทบอลิซึมของสารประเภท xenobiotics เช่น  2-

aminofluorene และสารประเภท endobiotic รวมถึง ligands ที่เอนไซม์กลุ่ม P450 รับผิดชอบในการดัดแปลง

กระบวนการภายใน (Baer & Rettie, 2006) โดยทั่วไปยีน CYP4B1 มักจะแสดงออกในเซลล์ปอดของมนุษย์เป็น

หลัก และอาจส่งผลต่อการก่อตัวของมะเร็งได้ (Lim et al., 2020) จากการศึกษาพบว่า 20% ของกลุ่มตัวอย่างของ

เรามีแอลลีล CYP4B1*2 การศึกษาในประเทศญ่ีปุ่นพบว่ามีคนที่มีจีโนไทป์แบบ CYP4B1*1/*2 หรือ *2/*2 มีความ

เสี่ยงที่จะเป็นมะเร็งกระเพาะปัสสาวะเพ่ิมข้ึนถึง 1.75 เท่า (Sasaki et al., 2008) สำหรับความถ่ีแอลลีลของ 

CYP4B1*2 ในประชากรญ่ีปุ่นน้ันอยู่ที่ 0.328 และ 0.147 ในประชากรฝรั่งเศส (Hiratsuka et al., 2004) 
 

ยีน CYP2D6 และยีนคู่เสมือน CYP2D7 เป็นยีนที่รับผิดชอบเกี่ยวกับการเมแทบอไลซ์และการกำจัดยา

มากถึง 20% ของยาทั้งหมดที่มนุษย์กำลังใช้กันอยู่ทั่วโลก ยีนน้ีเป็นอีกยีนที่ความหลากหลายของการผันแปรทาง

พันธุกรรมมาก อีกทั้งแต่ละกลุ่มประชากรก็มีรูปแบบความหลายหลายของการแปรผันทางพันธุกรรมของยีนที่

แตกต่างกัน (Leitão et al., 2020) รูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมแบบแอลลีล CYP2D6*2 และ CYP2D6*4 

พบได้มากในชาวยุโรป ชาวแอฟริกัน ชาวเอเชียใต้ และประชากรผสมในทวีปอเมริกา ในขณะที่แอลลีล CYP2D6*5 

(การขาดหายไปของยีน ) และ CYP2D*10 น้ันพบได้มากในประชากรเอเชียตะวันออก (Zhou et al., 2017) 

นอกจากน้ีแอลลีล CYP2D6*41 ยังถูกพบว่ามีมากในประชากรเอเชียใต้ (Zhou et al., 2017) ในการศึกษาของเรา 
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พบว่า CYP2D6*36+*10 เป็นอัลลีลที่มีความถ่ีสูงที่สุด ตามมาด้วยแอลลีล CYP2D6*10 ในขณะที่แอลลีล 

CYP2D6*2, *4, *5 และ *41 เป็นแอลลีลที่ถูกพบได้น้อย สำหรับคนที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปาน

กลางซึ่งมีแอลลีล CYP2D6*10 ประกอบอยู่ในจีโนไทป์ เช่น CYP2D6*10/*10 และ CYP2D6*10/*41 คำแนะนำใน

การสั่งจ่ายยา atomoxetine สำหรับคนเหล่าน้ี แนะนำให้เริ่มต้นใช้ยาท่ีปริมาณ 40 mg/วัน และ ค่อยปรับเพ่ิมเป็น 

80 mg/วัน หลังจากใช้ยาได้สองสัปดาห์ถ้าหากไม่ค่อยมีการตอบสนองและไม่มีอาการที่ไม่พึงประสงค์หลงัจากการใช้

ยา (Brown et al., 2019) 
 

การแสดงออกของยีน CYP2F1 ในมนุษย์ ถูกพบอย่างจำเพาะในเน้ือเย่ือบริเวณปอดโดยยีนน้ีทำหน้าท่ีใน

การย่อยสารประกอบไอระเหยในระบบทางเดินหายใจ พบแอลลีลที่ไม่ทำงาน CYP2F1*2 ในความถ่ีที่สูง ซึ่งแอลลีล

น้ีเป็นแอลลีลที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์เพียงหน่ึงตำแหน่งและไม่ส่งผลกระทบต่อการทำงานของ

โปรตีน (silence mutation) ในขณะที่แอลลีลรูปแบบอื่นถูกพบได้ในสัดส่วนที่น้อยมาก ๆ (0.6–7.2%) ในประชากร

ฝรั่งเศส (Tournel et al., 2007) และจากการศึกษาเราพบว่าแอลลีล CYP2F1*2 น้ีเป็นแอลลีลที่พบได้ทั่วไปในกลุ่ม

ตัวอย่างของเรา  
 

ในคนที่มีลักษณะจีโนไทป์ของยีน NAT2 แบบที่มีความสามารถในการการเติมหมู่อะซิทิลได้ช้า (slow 

acetylator) ซึ่งอาจเป็นลักษณะของจีโนไทป์แบบ homo- หรือ compound heterozygotes ของ NAT2*5, *6 

หรือ *7 มีความเกี่ยวข้องกับความเสี่ยงที่เพ่ิมข้ึนของการบาดเจ็บที่ตับจากการใช้ยาต้านวัณโรค (Suvichapanich et 

al., 2018) ความเสี่ยงในการเกิดผลกระทบที่ไม่พึงประสงค์จากการใช้ยา cotrimoxazole ในผู้ป่วยโรคลูปัส 

(systemic lupus erythematosus) (Soejima et al., 2007), และความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะพิษจากการใช้ยา 

sulfasalazine (Yee et al., 2020) อย่างไรก็ตามเกือบครึ่งหน่ึงของกลุ่มตัวอย่างที่ เราใช้ในการศึกษาครั้งน้ีเป็น

บุคคลที่มีการทำงานของ NAT2 แบบที่มีความสามารถในการการเติมหมู่อะซิทิลได้ปานกลาง  (intermediate 

acetylator) 
 

ยีน SLCO2B1 เป็นยีนที่มีการแสดงออกในเย่ือหุ้มเซลล์ของ enterocytes ที่อยู่ภายในช่องว่างของลำไส้

เล็ก และอาจมีหน้าที่เกี่ยวกับการดูดซึมยาจากช่องว่างภายในสำไส้เข้าสู่ ร่างกาย (Shitara et al., 2013) จาก

การศึกษาพบว่าลักษณะฟีโนไทป์แบบที่มีความสามารถในการย่อยสลายยาได้ปานกลาง และน้อยมากหรือไม่ได้เลย 

มาจากการที่มีแอลลีล SLCO2B1*S1 เป็นส่วนประกอบของจีโนไทป์ โดยแอลลีลน้ีเป็นรูปแบบการแปรผันทาง

พันธุกรรมแบบ in-frame deletion และเป็นแอลลีลที่พบมากในประชากรเอเชียตะวันออกเท่าน้ัน  (Lee et al., 

2019(b)) 
 

การแปรผันทางพันธุกรรมในยีน UGT1A1 น้ันมีส่วนเกี่ ยวข้องกับโรคมากมายเช่น โรค Gilbert 

syndrome (UGT1A1*6/*6) (Yamamoto et al., 1998), มะเร็งศีรษะและลำคอ (head and neck cancers) 
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(Lacko et al., 2010), มะเร็งลำไส้ (colorectal cancer) (Tang et al., 2005) และโรคหลอดเลือดหัวใจตีบตัน 

(Lingenhel et al., 2008) จากการศึกษาก่อนหน้าน้ีพบว่าแอลลีล UGT1A1*60 เป็นแอลลีลที่พบในประชากร

เอเชีย (เกาหลี,จีน และญ่ีปุ่น ), แอฟริกันอเมริกัน , และยุโรปอเมริกัน  (J. Y. Kim et al., 2014) โดยแอลลีล 

UGT1A1*6 เป็นแอลลีลที่พบได้ทั่วไปที่พบได้ในประชากรเอเชียเท่าน้ัน (Akaba et al., 1999) บุคคลที่มีแอลลีลน้ี 

ไม่ว่าจะ 1 หรือ 2 แอลลีลเป็นผู้ที่มีความเสี่ยงในการเกิดภาวะเม็ดเลือดขาวต่ำเน่ืองจากการใช้ยา irinotecan เมื่อ

เทียบกับคนที่มีการแสดงออกของยีนน้ีแบบปกติ (Jada et al., 2007; Onoue et al., 2009) นอกจากน้ีมีรายงาน

ว่า ผู้ HIV ชาวไทยที่มีแอลลีล UGT1A1*6 เมื่อได้รับการรักษาด้วยยา indinavir มีความเสี่ยงสูงที่จะเกิดภาวะตัว

เหลืองจากการมีบิลิรูบินมากในกระแสเลือด (Boyd et al., 2006) จากการศึกษาของเราพบว่าแอลลีล UGT1A1*1 

และ UGT1A1*60 เป็นแอลลีลที่มีความถ่ีของแอลลีลสูงที่สุด ในขณะที่แอลลีล UGT1A1* 6 เป็นแอลลีลที่มีความถ่ี

สูงเป็นลำดับรองลงมา 
 

ยีน SLCO1B1 เป็นยีนที่ทำหน้าท่ีเก่ียวกับการขนส่งอินทรีย์สารประเภทแอนไอออน และยังเป็นที่รู้จักกัน

ในอีกชื่อหน่ึงว่า OATP1B1 ซึ่งเป็นโปรตีนที่มีบทบาทในการดูดซึมสารประกอบประเภท endogenous และ 

xenobiotic หลายตัวของตับ (Niemi et al., 2011) ในกลุ่มตัวอย่างที่เราใช้ศึกษาพบว่า กลุ่มตัวอย่างที่มีการ

แสดงออกของแอลลีลแบบลดการทำงานและมีแอลลีลที่ทำงานได้ช้ามักจะเป็นกลุ่มคนที่มีแอลลีลแบบ 

SLCO1B1*15 หรือ SLCO1B1*17 คำแนะนำสั่งจ่ายยา simvastatin ในบุคคลที่มีแอลลีลแบบ heterozygous 

(แอลลีลข้างหน่ึงเป็นแอลลีลที่ลดการทำงาน) เช่น SLCO1B1*1B/*15 ,*1B/*17 หรือ สำหรับบุคคลที่มีแอลลีลแบบ 

homozygous (เป็นแอลลีลที่ลดการทำงานทั้งสองข้าง) เช่น SLCO1B1*15/*15, *15/*17, *17/*17 ระบุว่าควร

เริ่มใช้ยาในปริมาณที่ต่ำ หรือ พิจารณายาทางเลือกประเภท statin เพราะอาจมีความเสี่ยงต่อการเกิดความผิดปกติ

ของกล้ามเน้ือ (myopathy) ในระดับปานกลาง สำหรับคนที่ เป็น heterozygous และระดับสูง ในคนที่เป็น 

homozygous (Niemi et al., 2011) นอกจากน้ี SLCO1B1*15 ยังถูกพบว่ามีความเกี่ยวข้องกับ การเพ่ิมข้ึนของ

สาร pravastatin (Ide et al., 2009) ทำให้มีการสัมผัสกับสาร pravastatin มากข้ึน (Oh et al., 2013) ทำให้มี

ปริมาณความเข้มข้นของ repaglinide เพ่ิมมากข้ึน (Pei et al., 2018) ทำให้เกิดความเสี่ยงของการบาดเจ็บที่ตับ

จากการใช้ยา rifampin (Li et al., 2012) และยังเก่ียวเน่ืองกับการการกำจัด olmesartan ที่ลดลง (Suwannakul 

et al., 2008) การเมแทบอไลซ์ยา rosuvastatin (Choi et al., 2008) และการขนส่งยา atrasentan (Katz et al., 

2006) 
 

งานวิจัยของเราได้ยืนยันรูปแบบของ star allele ความถ่ีแอลลีล และลักษณะฟีโนไทป์ที่พบว่ามีลักษณะที่

คล้ายคลึงกับงานวิจัยก่อนหน้าน้ีที่ทำในกลุ่มประชากรไทย (Mauleekoonphairoj et al., 2020) ข้อมูลรูปแบบการ

แปรผันทางพันธุกรรมของยีน CACNA1S  มีผลการศึกษาท่ีเหมือนกันกับการศึกษาครั้งก่อนหน้า เรายังพบถึง 19 ยีน

ที่มีรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมคล้ายคลึงกับการศึกษาก่อนหน้าน้ี (CFTR, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, 

CYP2C19, CYP2D6, CYP3A4, CYP3A5, CYP4F2, GSTP1, NAT1, NAT2, NUDT15, RYR1, SLCO1B1, TPMT, 
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UGT1A1, UGT1A4 และ VKORC1) ไม่ว่าจะเป็นเรื่องของความถ่ีแอลลีลหรือลักษณะฟีโนไทป์ อย่างไรก็ตาม เร า

พบว่ามี 3 ยีน (DPYD, G6PD และ IFNL3) ที่มีผลการศึกษาที่แตกต่างกัน ในการศึกษาของเราพบว่าแอลลีล 

DPYD*S12 เป็นแอลลีที่มีความถ่ีสูงสุด และเป็นแอลลีลที่ทำให้เกิดฟีโนไทป์แบบที่มีความสามารถในการย่อยสลาย

ยาได้ปานกลาง ในขณะที่ DPYD*1 มีความถ่ีสูงสุด และแอลลีล DPYD*S12 เป็นแอลลีลที่ไม่ถูกพบในการศึกษาก่อน

หน้า (Mauleekoonphairoj et al., 2020) ทำให้มีการแสดงออกทางฟีโนไทป์แบบที่มีความสามารถในการย่อย

สลายยาได้ในระดับปกติ งานวิจัยเราเราพบ star alleles หลายรูปแบบในยีน G6PD ได้แก่ G6PD*1x2, *21, *28, 

*31, *50, *51, *8 และ *DEL  ซึ่งแอลลีลทั้งหมดน้ีทำให้เกิดการแสดงออกทางฟีโนไทป์แบบที่มีความสามารถใน

การย่อยสลายยาได้ปานกลาง ในขณะที่ การศึกษาก่อนหน้าพบเพียงแค่แอลลีล  G6PD*1 แอลลีล เดียว 

(Mauleekoonphairoj et al., 2020) สำหรับยีน  IFNL3 ทั้งสองการศึกษาพบตรงกันว่าในกลุ่มประชากรของเรามี

แอลลีลแบบ IFNL3*1 และ  IFNL3*S3 อย่างไรก็ตาม การศึกษาของเราพบแอลลีล IFNL3*DEL และฟีโนไทป์ที่

ทำนายก็แตกต่างออกไป สำหรับการแสดงออกของยีน IFNL3 การศึกษาของเราใช้คำว่า unfavorable response 

แทนคำว่า rapid metabolizer ซึ่งเป็นคำนิยามท่ีใช้อธิบายลักษณะของฟีโนไปท์ในงานวิจัยชิ้นก่อนหน้า สำหรับผล

การศึกษาในยีน GSTM1 และ UGT2B15 ในงานวิจัยของพวกเรามีความน่าเชื่อถือต่ำ ดังน้ันพวกเราจึงไม่รายงาน

การเปรียบเทียบผลการศึกษาระหว่างสองงานวิจัยในสองยีนน้ี 
 

เราพบว่าท้ังสามยีนควบคุมสามารถใช้แทนกันได้และให้ผลการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมที่

คล้ายคลึงกันเน่ืองจากทั้งสามยีนมีความลึกของ read ที่ใกล้เคียงกันในการศึกษาของเรา แต่สิ่งหน่ึงที่ควรทราบคือ

จำนวน read depth ของยีนควบคุมควรมีปริมาณที่สอดคล้องกันกับยีนเป้าหมาย มิเช่นน้ันอาจทำให้ได้ผลการ

วิเคราะห์ที่ผิดพลาดในเรื่องของการเกิดการแปรผันทางพันธุกรรมเชิงโครงสร้าง อย่างการขาดหายไป หรือการเพ่ิม

จำนวนของชุดของยีน โดยในยีนเป้าหมายอาจถูกรายงานว่าพบการแปรผันของจำนวนชุดของยีนอันเน่ืองมาจากการ

ทำซ้ำ หรือการขาดหายไปของยีน หากยีนควบคุมมีความลึกของ read ที่ต่ำไป/สูงไป ในการศึกษาของเรา เมื่อ

ผลลัพธ์จาก 3 ยีนไม่สอดคล้องกัน การใช้ RYR1 เป็นยีนควบคุมจะรายงานการแปรผันของจำนวนชุดของยีนอัน

เน่ืองมาจากการทำซ้ำ ในขณะที่ยีนควบคุมอีกสองยีนรายงานผลว่ามีจำนวนชุดของยีนเป็ นปกติ และเมื่อเรา

ตรวจสอบความลึกของ read เราพบว่า RYR1 มีจำนวนความลึกของ read ที่น้อยกว่าอีกสองยีน  
 

ยีนเป้าหมายทั้ง 51 ยีนที่เราได้ทำการศึกษาน้ัน เป็นยีนทั้งหมดที่โปรแกรม Stargazer version 1.0.8 

สามารถให้รูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมได้และเป็นจำนวนยีนที่สูงสุดที่โปรแกรมจะสามารถทำนายได้ในขณะน้ี

เมื่อเปรียบเทียบกับเครื่องมืออื่น ๆ อย่างเช่น Aldy (Numanagić et al., 2018), StellarPGx (Twesigomwe et 

al., 2021), PharmVIP (Piriyapongsa et al., 2021) และ Astrolabe (Twist et al., 2016) ซึ่งโปรแกรมเหล่าน้ี

สามารถทำนายได้ 35, 13, 17 (guideline module) และ 9 ยีนตามลำดับ เราพบว่ามี 16 ยีน ท่ีมีหลักฐานอ้างอิง

ทางคลินิคตามมาตราฐานของฐานข้อมูล PharmGKB ระดับ 1A (ภาคผนวก ตารางที่ 1) ยีนที่มีหลักฐานอ้างอิงทาง
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คลินิคระดับ 3 หรือ 4 อาจมีความสำคัญเน่ืองจากบาง variants พบได้บ่อยในกลุ่มตัวอย่างของเรามากกว่าใน

ประชากรอื่น ๆ ดังน้ัน คู่ของ variant-drug อาจถูกทำการศึกษาน้อยไปในบริบทของเรา 
 

ในการศึกษาท้ังหมดของเราข้อมูลที่นำมาใช้ในการศึกษาน้ันเป็นข้อมูลที่ได้มาจากการจัดลำดับพันธุกรรม

แบบสั้นทั้งจีโนม (short-read sequencing technique) ซึ่งค่าความถูกต้องแม่นยำในการหาลำดับเบสที่เกิดการ

แปรผันเชิงโครงสร้าง อย่างเช่น ความผิดปกติของจำนวนชุดของยีน อาจไม่ได้ค่าท่ีดีที่สุด สิ่งน้ีอาจส่งผลกระทบต่อ

การทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในบางยีน อย่างเช่น CYP2D6 ได้  
 

การศึกษาของเราได้คัดเลือกพ่อแม่ที่ไม่เป็นโรคของเด็กที่เป็นโรคหายาก ดังน้ันจึงอาจเพ่ิมโอกาสที่จะเจอ

การแปรผันที่เป็นสาเหตุของการเกิดโรคหายากได้มากข้ึน ดังที่พบในฐานข้อมูล Thai Reference Exome (T-REx) 

ซึ่งมีเกณฑ์การเลือกกลุ่มตัวอย่างที่คล้ายกัน (Shotelersuk et al., 2021) T-Rex ใช้กลุ่มตัวอย่างจากผู้ปกครองที่ไม่

เป็นโรคแต่มีลูกเป็นโรคหายากและพบการแปรผันทางพันธุกรรมที่ก่อให้เกิดโรคหายากมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ

ฐานข้อมูลอย่าง gnomAD อย่างไรก็ตามการศึกษาในครั้งน้ีไม่ได้รับสมัครผู้ป่วยที่มีโรคที่เก่ียวข้องกับยีนที่เก่ียวข้อง

กับการตอบสนองต่อยา อย่างเช่น โรคบกพร่องเอนไซม์ G6PD เป็นต้น เราต้ังใจที่จะใช้เฉพาะผู้ปกครองของผู้ป่วยที่

เป็นโรคหายากท่ี 1) มีการกลายพันธ์ุแบบใหม่ อย่างเช่น ภาวะกระดูกอ่อนไม่เจริญ achondroplasia หรือ 2) โรคที่

ไม่เก่ียวข้องกับ 51 ยีนที่เกี่ยวข้องกับการตอบสนองต่อยา เช่น methylmalonic academia และโรคกล้ามเน้ือ

เสื่อมดูเชน (Duchenne muscular dystrophy) ดังน้ันการเพ่ิมข้ึนของการแปรผันที่ทำให้เกิดโรคในผู้ปกครองที่ไม่

เป็นโรคเหล่าน้ีหรือแม้แต่ตัวผู้ป่วยเองไม่ควรส่งผลกระทบต่อบทสรุปของการศึกษาในครั้งน้ี 
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บทที่ 6 

สรุปผลการวิจัย 
 

การศึกษาของเราตอบโจทย์วัตถุประสงค์งานวิจัยทั้ง 3 หัวข้อ ได้แก่ 

1. สามารถทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่มีผลต่อการตอบสนองต่อยา 51 

ยีน ในประชากรไทย 171 คน ที่ไม่เป็นโรค และมีภูมิลำเนาจากทุกภูมิภาคทั่วประเทศไทย 

2. สามารถเปรียบเทียบความถ่ีแอลลีลระหว่างประชากรไทย และประชากรจากชาติอื่น ๆ 

3. สามารถค้นพบรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมแบบใหม่ที่มีความสำคัญและจำเพาะใน

ประชากรไทย 

การใช้โปรแกรม stargazer เพ่ือทำนาย star allele และลักษณะของฟีโนไทป์โดยใช้ข้อมูลจากรหัส

พันธุกรรมทั้งจีโนมจำนวน 171 คน พบว่าในคนหน่ึงคนมีอย่างน้อย 3 ยีนที่มีฟีโนไทป์แบบที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติ และ 

40 จาก 51 ยีนที่ศึกษา จะมีอย่างน้อยหน่ึงคนที่มีฟีโนไทป์แบบที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติ โดยอย่างน้อย 25% ของกลุ่ม

ตัวอย่างที่เราศึกษามีฟีโนไทป์ที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติ ใน 13 ยีน ได้แก่ SLCO1B3 (97.08%), CYP3A5 (88.3%), 

CYP2C19 (60.82%), CYP2A6 (60.2%), SULT1A1 (56.14%), G6PD (54.39%), CYP4B1 (50.00%), CYP2D6 

(48.65%), CYP2F1 (46.41%), NAT2 (40.35%), SLCO2B1 (28.95%), UGT1A1 (28.07%) แ ล ะ  SLCO1B1 

(26.79%) อีกทั้งการศึกษาของเรายังพบการแปรผันทางพันธุกรรมที่มีผลกระทบต่อการการทำงานของยีนใน

ระดับสูงจำนวน 20 ตัว ซึ่งยังไม่พบการรายงานบนฐานข้อมูลใด ๆ 
 

โดยสรุป การศึกษาของเราได้ให้นัยทางเภสัชพันธุศาสตร์ สำหรับการสั่งจ่ายยาและเป็นแนวทางนำร่อง

สำหรับนโยบายการตรวจจีโนไทป์เฉพาะประชากร เพ่ือปรับปรุงการตอบสนองต่อยา หรือการป้องการผลกระทบที่

ไม่พึงประสงค์จากการใช้ยาสำหรับประชากรไทย นอกจากน้ีการศึกษาในครั้งน้ียังให้ข้อมูลของยีนที่มีสัดส่วนของ

ประชากรที่มีฟีโนไทป์ที่ไม่ใช่ฟีโนไทป์ปกติสูง ซึ่งยีนเหล่าน้ีควรจะถูกรวบรวมเข้าไปอยู่ในรายชื่อยีนทางเภสัชพันธุ

ศาสตร์เบื้องต้นที่ควรตรวจสําหรับประชากรไทย 
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(A)      (B)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(C) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(D)     (E) 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่  1 ผลการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่เกี่ยวข้องกับการเมแทบอไลซ์เฟส 1. (A และ B) แผนภาพวงกลม โดย
วงนอกสุดจะแสดงสัดส่วนของดิโพลไทป์ของแต่ละยีน และสำหรับยีน CYP2D6 (C และ D) กราฟแท่งแสดงความถี่ของ star allele (E) 
จำนวนฟีโนไทป์ของแต่ละยีนที่พบในแต่ละคน โดย unpredictable diplotype (XX; สีดำ);  unknown function (UN; สีเทา); poor 
metabolizer (PM; สีแดง); slow metabolizer (SM; สีชมพู); intermediate metabolizer (IM; สีเหลือง); normal metabolizer 
(NM; สีฟ้า); rapid metabolizer (RM; สีเขียว); ultra-rapid metabolizer (UM; สีน้ำเงิน). 
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           (B) 
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ภาพที่  2 ผลการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนที่เกี่ยวข้องกับการเมแทบอไลซ์เฟส 2. (A) แผนภาพวงกลม โดยวงนอก
สุดจะแสดงสัดส่วนของดิโพลไทป์ของแต่ละยีน (B) กราฟแท่งแสดงความถี่ของ star allele (C) จำนวนฟีโนไทป์ของแต่ละยีนที่พบในแต่
ละคน โดย unpredictable diplotype (XX; สีดำ); unknown function (UN; สีเทา); poor metabolizer (PM; สีแดง); 
intermediate metabolizer (IM; สีเหลือง); normal metabolizer (NM; สีฟ้า); rapid metabolizer (RM; สีเขียว); ultra-rapid 
metabolizer (UM; สีน้ำเงิน). 
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ภาพที่   3 ผลการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนทีเ่ก่ียวข้องกับการขนส่งยา. (A) แผนภาพวงกลม โดยวงนอกสุดจะ
แสดงสัดส่วนของดิโพลไทป์ของแต่ละยีน (B) กราฟแท่งแสดงความถี่ของ star allele (C) จำนวนฟีโนไทป์ของแต่ละยีนที่พบในแต่ละคน 
โดย unknown function (UN; สีเทา); poor function (PF; สีแดง); intermediate function (IF; สีเหลือง); decrease function 
(DeF; สีม่วง); normal function (NF; สีฟ้า); increase function (InF; สีเขียว) 
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      (B) 
       
(A) 

 
 
 
 
 
 

    (C) 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่  4 ผลการทำนายรูปแบบการแปรผันทางพันธุกรรมในยีนทีม่ีส่วนเกี่ยวข้องในกิจกรรมต่าง ๆ ของยา (A) แผนภาพวงกลม โดยวง
นอกสุดจะแสดงสัดส่วนของดิโพลไทป์ของแต่ละยีน (B) กราฟแท่งแสดงความถี่ของ star allele (C) จำนวนฟีโนไทป์ของแต่ละยีนที่พบ
ในแต่ละคน โดย unknown function (UN; สีเทา); intermediate metabolizer (IM; สีเหลือง); normal metabolizer (NM; สีฟ้า) 
หรือ favorable response (FR) ในยีน IFNL3 (สีฟ้า); rapid metabolizer (RM; สีเขียว) หรือ unfavorable response (UR) ใน 
IFNL3 (สีเขียว); ultra-rapid metabolizer (UM; สีน้ำเงิน). 
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ตารางท่ี 1 ตารางแสดงโปรไฟล์ของ star alleles ที่พบในยีนที่เก่ียวข้องกับการตอบสนองต่อยา 51 ยีน และคำอธิบายประกอบทาง

คลินิกของยีนระดับต่าง ๆ ตามระบบ CPIC 

Genes Star alleles (n=196) 
Clinical annotation levels 

of evidence 
Phase I metabolizing genes (Cytochrome P450) (n=105) 

CYP19A1 *2, *3, *4 3 

CYP1A1 *13, *2A, *2B 3 
CYP1A2 *1F, *1L 3, 4 
CYP1B1 *2, *21, *3, *4, *6, *DEL 3 

CYP2A6 *1x2(dup), *10, *11, *12, *14, *19, *21, *28, *34, *35, *4, *7, *9 1B, 3, 4 

CYP26A1 *DEL No data 

CYP2A13 *2, *3, *8 3 

CYP2B6 *2, *22, *4, *5, *6, *9 1A, 2A, 3, 4 
CYP2C19 *17, *2, *3, *5, *DEL 1A,  2A, 3, 4 

CYP2C8 *2, *3, *DEL 3, 4 

CYP2C9 *2, *3, *37, *8, *DEL 1A, 1B, 2A, 3, 4 

CYP2D6 
*1x2(dup), *10, *10x2(dup), *122, *131, *14, *2, *2x2(dup), 

*2x3(multi), *36+*10(rea), *36x3+*10(rea), *39, *39x2(dup), *4, 
*41, *5(del), *71, *86, *NA 

1A, 2A, 3, 4 

CYP2E1 *2, *4, *5, *7, *7x2(dup) 3, 4 

CYP2F1 *2, *3, *4, *5 3 
CYP2J2 *7, *DEL 3 
CYP2R1 *DEL 3 

CYP2S1 *1x2(dup), *3 No data 

CYP2W1 *1x2(dup), *2, *4, *6, *DEL No data 
CYP3A4 *18, *1B, *5, *S1 1B, 2A, 3, 4 

CYP3A43 *1B, *2A, *2B 3 
CYP3A5 *3 1A, 1B, 2A, 3, 4 

CYP3A7 *1D, *2, *DEL 3 
CYP4B1 *2, *3, *5, *S1 3 

CYP4F2 *2, *3 1A, 2A, 3, 4 

Phase II metabolizing genes (n= 38) 
GSTM1 *2(del) 3, 4 
GSTP1 *1x2(dup), *2, *3 3, 4 

GSTT1 *2(del) 3, 4 
NAT1 *10 3 
NAT2 *12, *13, *5, *6, *7, *DEL 1B, 2A, 3 

SULT1A1 
*1x2(dup), *1x3(multi), *1x4(multi), *1x5(multi), *1x6(multi), 

*2, *2x2(multi), *2x3(multi), *S1(del) 
3 
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TPMT *3C, *6 1A, 3, 4 

UGT1A1 *27, *6, *60, *7 1A, 1B, 2A, 3, 4 

UGT1A4 *3A, *3B, *6, *S5 3 

UGT2B15 *2, *DEL, *NA 3 

UGT2B17 *2(del) No data 
UGT2B7 *2, *3, *DEL 3, 4 

Transporter genes (n=19) 
SLC15A2 *2, *DEL 3 
SLC22A2 *2, *3, *4, *6 3, 4 

SLCO1B1 *14, *15, *17, *19, *1B, *21, *24, *35, *DEL 1A, 2A, 3, 4 

SLCO1B3 *S1, *DEL 3 

SLCO2B1 *S1, *S464F 3 

Drug target genes (n=34) 
CACNA1S None 1A 

CFTR *DEL 1A, 3, 4 

DPYD *5, *6, *9A, *S12, *S3, *S4, *S46, *S9, *DEL 1A, 3, 4 
G6PD *1x2(dup), *21, *28, *31, *50, *51, *8, *DEL 1A, 3, 4 

IFNL3 *S3, *DEL 1A, 1B, 2A, 3 

NUDT15 *2, *3, *5, *6 1A, 3 
POR *28, *28x2(dup) 3, 4 

RYR1 *1x2(dup) 1A, 3 
TBXAS1 *2, *7 3 
VKORC1 *2, *2x2(dup), *3, *3x2(dup), *4 1A, 1B, 2A, 3, 4 

 

*NA = ลักษณะดิโพลไทป์ที่ไม่สามารถทำนายได้, dup = gene duplication, del = gene deletion, multi = gene 
multiplication, rea = gene rearrangement 
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