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ผูว้จิยัขอขอบคุณคณะกรรมการผูพ้จิารณาโครงการวจิยั และคณะผูบ้รหิารสํานกังานกองทุน
สนบัสนุนการวจิยั (สกว.) และสาํนกังานคณะกรรมการการอุดมศกึษา (สกอ.) ทีÉใหทุ้นสนบัสนุน
โครงการวจิยันีÊ รวมทั Êงคณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล และมหาวทิยาลยัมหดิลทีÉมสี่วนส่งเสรมิสนบัสนุน
ใหเ้กดิงานวจิยันีÊ ทําใหส้ามารถดาํเนินงานวจิยัไดต้ามวตัถุประสงค ์แมจ้ะล่าชา้กว่ากําหนดไปมากเนืÉองจาก
ขอ้จาํกดัดา้นเทคนิคและการรวบรวมจาํนวนผูป้ว่ยใหม้ากพอซึÉงตอ้งใชเ้วลานานมาก ประกอบกบัการทีÉมี
สถานการณ์นํÊาท่วมปลายปี 2554 และการตอ้งยา้ยสถานทีÉทําการของหอ้งปฏบิตักิารทีÉทําการวจิยัทาํให้
เสยีเวลาเพิÉมขึÊนอกีหลายเดอืน 

โครงการวจิยันีÊนบัเป็นงานต่อเนืÉองมายาวนานจากยคุบุกเบกิของงานดา้นอณูพนัธุศาสตรท์างการ 
แพทยใ์นประเทศไทยโดยรองศาสตราจารยแ์พทยห์ญงิจนิตนา ศรินิาวนิ อดตีหวัหน้าหน่วยอณูพนัธุศาสตร ์
สถานส่งเสรมิการวจิยั และอดตีหวัหน้าสาขาวชิาเวชพนัธุศาสตร ์ ภาควชิาอายรุศาสตร ์ คณะ
แพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล มหาวทิยาลยัมหดิล ผูซ้ึÉงอุทศิตนในการดแูลผูป้ว่ยโรคพนัธุกรรมดว้ยความ
เอืÊออาทร เอาใจใส่ในรายละเอยีด ถอืเป็นแรงบนัดาลใจให้ผูว้จิยัและคณะไดม้โีอกาสสานต่อมาจนปจัจบุนั
ดว้ยเหตุผลทีÉโรคไตเป็นถุงนํÊาชนิด autosomal dominant (ADPKD) นีÊเป็นโรคพนัธุกรรมทีÉมผีลกระทบสงู
ทีÉสุดโรคหนึÉงในประชากรทั Éวโลกรวมทั Êงประเทศไทย ประกอบกบัความน่าสนใจในแงอ่งคค์วามรูท้ีÉเกีÉยวกบั
โรคนีÊยงัมอีย่างกวา้งขวางไมส่ิÊนสุดเพืÉอเป้าหมายในการพฒันาคุณภาพชวีติของผูป้่วยและครอบครวัทีÉเป็น
โรคนีÊใหด้ทีีÉสุดเท่าทีÉจะเป็นไปได ้
 ขอขอบคุณคณะผูร้ว่มวจิยัในครั ÊงนีÊซึÉงอยูใ่นคณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาลทุกท่าน อนัประกอบ 
ดว้ยรองศาสตราจารยน์ายแพทยเ์กรยีงศกัดิ Í วารแีสงทพิย ์ หวัหน้าสาขาวชิาวกักะวทิยา ภาควชิา
อายรุศาสตร ์ แพทยผ์ูเ้ชีÉยวชาญดา้นโรคไตซึÉงทาํหน้าทีÉตรวจวนิิจฉยั ดแูลรกัษาผูป้่วย ใหข้อ้มลูทางคลนิิก
และรวบรวมตวัอยา่งเลอืด, อาจารยน์ายแพทยช์นินทร ์ ลิÉมวงศ์ หวัหน้าหน่วยอณูพนัธุศาสตร ์ สถาน
ส่งเสรมิการวจิยั และผูช้่วยศาสตราจารยน์ายแพทยม์านพ พทิกัษ์ภากร หวัหน้าสาขาวชิาเวชพนัธุศาสตร ์
ภาควชิาอายุรศาสตร ์ซึÉงทั Êงสองท่านนีÊเป็นแพทยเ์วชพนัธุศาสตรผ์ูเ้ชีÉยวชาญในการใหค้าํปรกึษาแนะนําทาง
พนัธุศาสตรแ์ก่ครอบครวัผูป้่วย, ศาสตราจารย ์ ดร. เพทาย เยน็จติโสมนสั หวัหน้าหน่วยอณูเวชศาสตร ์
สถานส่งเสรมิการวจิยัผูใ้หค้ําปรกึษาแนะนําดา้นวชิาการ และทีÉสาํคญั คอืนางสาวดวงกมล บณัฑติวรภูม ิ
นกัวทิยาศาสตรส์งักดัสาขาวชิาเวชพนัธุศาสตร ์ ภาควชิาอายุรศาสตรซ์ึÉงปฏบิตังิานวจิยัในหอ้งปฏบิตักิาร
อยา่งเขม้แขง็ดว้ยความอุตสาหะเป็นอยา่งยิÉงดว้ยเหตุทีÉเป็นงานทีÉทาํไดย้ากและมจีาํนวนมาก นอกจากนีÊ 
ผูว้จิยัตอ้งขอขอบคุณคุณช่อลดัดา เมฆยิานนท ์พยาบาลประจาํสาขาวชิาวกักะวทิยา ภาควชิาอายรุศาสตร ์
ผูใ้หบ้รกิารเป็นเลศิในการช่วยรวบรวมและใหค้ําอธบิายแก่ผูป้ว่ยดว้ยดตีลอดมา 
 งานวจิยันีÊถ้าปราศจากความรว่มมอืเป็นอยา่งดจีากผูป้ว่ยโรค ADPKD และสมาชกิครอบครวัทกุ
ท่าน คงไมส่ามารถดาํเนินงานวจิยัครั ÊงนีÊไดลุ้ล่วง คณะผูว้จิยัจงึขอขอบคุณเป็นอย่างสงูไว ้ ณ โอกาสนีÊ 
อานิสงสอ์นัใดทีÉจะเกดิจากโครงการวจิยันีÊ ผูว้จิยัขออุทศิใหค้รบูาอาจารย ์ผูม้พีระคุณ แพทยพ์ยาบาลผูด้แูล
ผูป้ว่ยรวมทั Êงผูป้ว่ยโรค ADPKD และครอบครวัทุกท่าน 
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โรคไตเป็นถุงนํÊาชนิด ADPKD เป็นโรคพนัธุกรรมทีÉคุกคามชวีติซึÉงพบไดบ้่อยทีÉสุดโรคหนึÉงใน
ประชากรทั Éวโลก เกดิจากการกลายพนัธุท์ีÉยนี PKD1 หรอื PKD2 รอ้ยละ 85 และ 15 ตามลําดบั การตรวจยนี
ทั Êงสองตอ้งทาํใหค้รบตลอดทั Êงยนีก่อนทีÉจะสรุปผลได ้ จงึทําให้เป็นงานทีÉตอ้งใชเ้วลามาก ตอ้งอาศยัเทคนิค
อยา่งสงูและค่าใชจ้า่ยแพง งานวจิยันีÊมวีตัถุประสงคเ์พืÉอศกึษาชนิดและอุบตักิารณ์ของการกลายพนัธุใ์นยนี 
PKD1 และ PKD2 ในผูป้ว่ยโรค ADPKD ในประเทศไทย โดยประยกุตใ์ชเ้ทคนิคทีÉมปีระสทิธภิาพสงูคอื 
denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) เพืÉอพฒันาแนวทางและวธิกีารทีÉได้
มาตรฐาน คุม้ค่า เหมาะสมกบัสภาวะของผูป้ว่ยไทย โดยใชต้วัอยา่งเลอืดจากผูป้่วยโรค ADPKD รวม 70 
ครอบครวัทีÉไมไ่ดเ้กีÉยวขอ้งเป็นญาตกินั  การศกึษานีÊครอบคลุมบรเิวณสาํคญัทั Êงหมดของยนีทั Êงสอง รวมใช ้
primer ทั ÊงสิÊน 78 คู่ เป็น primer สาํหรบัยนี PKD1 จาํนวน 61 คู่ (long-range PCR จาํนวน 2 คู่ และ nested 
PCR จาํนวน 59 คู)่ และ primer สาํหรบัยนี PKD2 จาํนวน 17 คู่  โดยเลอืกใชอุ้ณหภมูทิีÉเหมาะสมต่อการเกดิ 
partial denaturation ของแต่ละ amplicon ในเครืÉอง DHPLC สาํหรบัวเิคราะหห์าการกลายพนัธุด์ว้ยการเลอืก
ลกัษณะ peak ทีÉผดิปกตอิอกมาเพืÉอตรวจยนืยนัดว้ย DNA sequencing  ผลการวจิยัพบขอ้มลูการกลายพนัธุ์
ในยนีทั ÊงสองทีÉมคีวามหลากหลายมาก และแต่ละชนิดมกัพบในครอบครวัเดยีวเป็นส่วนใหญ่  ในส่วนของยนี 
PKD1 มกีารกลายพนัธุท์ีÉเป็นขอ้มลูคน้พบใหม ่จาํนวน 35 ชนิด (ซึÉงเป็น definite mutations 15 ชนิด) กบัทีÉ
เคยมรีายงานแลว้อกี 11 ชนิด รวมเป็น 46 ชนิด ส่วนของยนี PKD2 มกีารกลายพนัธุท์ีÉพบใหม่จาํนวน 5 ชนิด 
(เป็น definite mutation 2 ชนิด) กบัทีÉเคยรายงานแลว้อกี 5 ชนิด รวมเป็น 10 ชนิด ซึÉงนับเป็นรายงานการ
ตรวจพบการกลายพนัธุใ์นยนี PKD2 เป็นครั ÊงแรกของประชากรชาวไทยซึÉงพบถงึรอ้ยละ 25.0 (16/64) ของ
การกลายพนัธุท์ีÉพบทั Êงหมด อยา่งไรกต็าม การคน้พบ missense variants จาํนวนมากในงานวจิยันีÊยงัคง
ตอ้งการการตรวจสอบเพิÉมเตมิว่าเป็นสาเหตุของโรคจรงิหรอืไม ่ ส่วนในผูป้ว่ยทีÉยงัตรวจไมพ่บการกลายพนัธุ์
ใดๆ อาจเป็นเพราะม ี large deletions หรอื points mutations ในบรเิวณทีÉการตรวจครั ÊงนีÊครอบคลุมไปไมถ่งึ 
ขอ้มลูผลงานวจิยัทีÉไดจ้ะไดเ้สนอเขา้ไปสมทบกบัฐานขอ้มลูสากล ADPKD mutation database ต่อไป เพืÉอ
ขยายขอบเขตของฐานขอ้มลูใหก้วา้งขวางครอบคลุมกลุ่มประชากรโลกเพิÉมขึÊน และยงัไดนํ้าไปใชป้ระโยชน์
ทางการแพทย ์และการใหค้ําปรกึษาแนะนําทางพนัธุศาสตรต่์อไป  จากงานวจิยันีÊประเมนิไดว้่า DHPLC เป็น
เทคนิคทีÉมปีระสทิธภิาพสงู มคีวามไว เชืÉอถอืได ้ ไดม้าตรฐาน คุม้ค่า มอีตัราการตรวจพบการกลายพนัธุอ์ยูท่ีÉ
ประมาณรอ้ยละ 91.4 (64/70) โดยทีÉเป็น definite mutation ถงึรอ้ยละ 54.3 (38/70) และเป็น indeterminate 
variant รอ้ยละ 37.1 (26/70) จงึนบัเป็นเครืÉองมอืทีÉมสีมรรถนะสงูในการใชส้าํหรบัตรวจวนิิจฉัยทางอณูพนัธุ
ศาสตรข์องโรค ADPKD ซึÉงสมควรนํามาใชจ้รงิในงานบรกิารทางการแพทย ์ อยา่งไรกด็ ี แนวทางและวธิกีาร
ตรวจวเิคราะหท์ั ÊงสองยนีนีÊยงัสามารถพฒันาใหด้ยีิÉงขึÊนไดอ้กีในอนาคต โดยอาศยัเทคนิคอืÉนมาช่วยประกอบ 
เพืÉอช่วยลดเวลาและแรงงานในการตรวจวเิคราะหล์งไดอ้กี 

คาํหลกั: autosomal dominant polycystic kidney disease, PKD1, PKD2, DHPLC, ADPKD 
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Abstract 

Project Code: RMU5180045 
Project Title: Improved molecular analysis of the genes causing autosomal dominant polycystic 

kidney disease (ADPKD): an efficient approach using denaturing high performance 
liquid chromatography (DHPLC)  

Investigator: Lecturer Dr. Wanna Thongnoppakhun 
E-mail address: wanna.tho@mahidol.ac.th  
Project Period: 4 years 6 months (15 May 2008 – 15 November 2012) 

Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is one of the most common life-
threatening disorder caused by mutations in PKD1 and PKD2 genes which are responsible for about 
85% and 15% of all ADPKD cases, recpectively. Complete mutation analysis in both genes must be 
performed before giving a definite diagnosis. This makes identification of PKD1 and PKD2 mutations 
time consuming, technically demanding and expensive. This study aimed to apply the efficient 
technique, denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) to develop the standard and 
cost-effective strategy and method which are appropriate for Thai population via mutation screening 
in blood samples obtained from 70 unrelated ADPKD patients. The experimental design covers all 
coding sequences of PKD1 and PKD2 comprising a total of 78 amplicons (of which 61 in PKD1: 2 
long-range PCR and 59 nested PCR, and 17 PCR amplicons in PKD2).  A range of optimum 
temperatures for partial fragment denaturation of each amplicon in DHPLC system was used in the 
mutation analysis. Mutations were identified by their distinct elution peak patterns (non-wild-type 
profiles) on the chromatogram and were confirmed by DNA sequencing.  Heterogeneous mutations 
in both genes were identified, most of them were found in a single family.  For PKD1 mutations, 35 
out of 46 were novel (of which 15 were definite), while the rest 11 were reported. For PKD2 
mutations, 5 out of 10 were novel (of which 2 were definite), while the rest 5 were reported. This 
study is the first report for PKD2 mutations in Thai population which account for 25.0% (16/64) of all 
identified mutations. However, a large number of missense variants found in this study requires more 
approval whether they were pathogenic. In the patients whose mutations could not be identified, the 
causative changes might be large deletions or points mutations located in regulatory elements and/or 
intronic regions distant from the coding region that are not covered by the test. The mutation data 
from this project will be submitted to the ADPKD mutation database to extend the database for more 
ethnic groups and further used in clinical practice as well as for genetic counseling.  DHPLC 
technique was evaluated to be efficient, sensitive, reliable, standard, cost-effective and having a high 
mutation detection rate of 91.4% (64/70), of which 54.3% (38/70) were definite mutations and 37.1% 
(26/70) were indeterminate variants, thus being a powerful method for molecular diagnosis of ADPKD 
that should be implemented as a routine test for proper clinical care. Nevertheless, the strategy and 
method for mutation detection of PKD1 and PKD2 could be better developed in the future by any 
modified techniques to save the time and labor of the genetic testing.  

Keywords: autosomal dominant polycystic kidney disease, PKD1, PKD2, DHPLC, ADPKD 
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Executive Summary 

โรคไตเป็นถุงนํÊาชนิด autosomal dominant (autosomal dominant polycystic kidney disease, 

ADPKD) เป็นโรคพนัธุกรรมประเภทคุกคามชวีติทีÉพบบ่อยทีÉสุดโรคหนึÉงในประชากรทั Éวโลก ประมาณว่ามี
คนไทยเป็นโรคนีÊไม่น้อยกว่า 65,000-160,000 คน  โรค ADPKD เป็นสาเหตุของภาวะไตวายระยะสุดทา้ย 

(end-stage renal failure, ESRD) ถงึรอ้ยละ 10 ของภาวะไตวายทั Êงหมด ส่งผลกระทบต่อชวีติ การงาน 
ครอบครวั สงัคม และเศรษฐกจิทั Êงของผูป้ว่ยและของประเทศชาตโิดยรวม  ในปจัจบุนั การรกัษาโรค 
ADPKD ทาํไดเ้พยีงรกัษาตามอาการและประคบัประคองไมใ่หอ้าการรนุแรงขึÊน แต่วธิทีีÉดทีีÉสุดคอื การ
ควบคุมและป้องกนัการถ่ายทอดโรคสู่รุน่ลกูหลานดว้ยการใหค้าํปรกึษาแนะนําทางพนัธุศาสตร ์ (genetic 

counseling) เกีÉยวกบัอตัราเสีÉยงของการเกดิโรคและทางเลอืกในการวางแผนครอบครวั การวนิิจฉยัโรคทีÉ
ถูกตอ้งแมน่ยาํในแต่ละครอบครวัจงึเป็นปจัจยัสาํคญัอย่างยิÉงต่อประสทิธภิาพในการดแูลรกัษาผูป้ว่ยและ
ญาต ิ จงึจาํเป็นตอ้งอาศยัการตรวจวเิคราะหท์างอณูพนัธุศาสตรเ์พืÉอหาการกลายพนัธุท์ีÉยนี PKD1  หรอื 
PKD2 ทีÉเป็นสาเหตุของโรค ADPKD รอ้ยละ 85 และ 15 ตามลาํดบั แต่ยนี PKD1 มธีรรมชาตดิา้น
โครงสรา้งทีÉทําใหก้ารศกึษายนีนีÊทาํไดย้ากทีÉสุดยนีหนึÉง กล่าวคอืม ีGC content สงู, CT tract ทีÉใหญ่มาก, ม ี

pseudogenes ถงึ 6 ยนีทีÉรบกวนการตรวจวเิคราะห ์ และมกีารกระจายตวัของการกลายพนัธุท์ ั Éวทั Êงยนี
รวมทั Êงของยนี PKD2 ดว้ย การตรวจยนีทั Êงสองตอ้งทาํใหค้รบตลอดทั Êงยนีก่อนทีÉจะสรปุผลได ้ จงึทําใหเ้ป็น
งานทีÉตอ้งใชเ้วลามาก ตอ้งใชเ้ทคนิคยุง่ยาก และราคาค่าตรวจแพง 

งานวจิยันีÊมวีตัถุประสงคเ์พืÉอศกึษาชนิด และอุบตักิารณ์ของการกลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ 
PKD2 ในผูป้ว่ยโรค ADPKD ในประเทศไทย โดยประยกุตใ์ชเ้ทคนิคทีÉมปีระสทิธภิาพสงูคอื denaturing 

high performance liquid chromatography (DHPLC) แทนวธิทีีÉเคยใชอ้ยูเ่ดมิ (คอื multiple restriction 

fragment-single strand conformation polymorphism, MRF-SSCP) เพืÉอพฒันาแนวทางและวธิกีารทีÉได้
มาตรฐาน คุม้ค่า เหมาะสมกบัสภาวะของผูป้ว่ยไทย โดยใชต้วัอยา่งเลอืดจากผูป้่วยทีÉไดร้บัการวนิิจฉยัว่า
เป็นโรค ADPKD รวม 70 ครอบครวัทีÉไมไ่ดเ้กีÉยวขอ้งเป็นญาตกินั  งานวจิยันีÊเน้นการศกึษาทีÉระดบั 
genomic DNA และยนืยนัดว้ย mRNA ภายหลงัในกรณทีีÉจาํเป็น โดยใช้ PCR primer สาํหรบั genomic 

DNA ของยนี PKDř และยนี PKD2  ซึÉงครอบคลุมบรเิวณสาํคญัทั Êงหมดของยนีทั Êงสอง รวมทั ÊงสิÊน 78 คู ่
เป็น primer สาํหรบัยนี PKD1 จาํนวน 61 คู่ (long-range PCR จาํนวน 2 คู่ และ nested PCR จาํนวน 59 
คู่) และ primer สาํหรบัยนี PKD2 จาํนวน 17 คู่ และไดท้าํการทดลองปรบัค่าตวัแปรต่างๆ จนไดส้ภาวะทีÉ
เหมาะสมในการทาํ PCR ทั Êงหมด สาํหรบัการตรวจกรองหาการกลายพนัธุ์ (mutation screening) ดว้ยวธิ ี
DHPLC 

งานวจิยันีÊทาํใหไ้ดข้อ้มลูการกลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ PKD2 ของผูป้ว่ยโรค ADPKD ใน
ประเทศไทย ซึÉงจะไดเ้สนอเขา้ไปสมทบกบัฐานขอ้มลูสากล ADPKD mutation database 

(http://pkdb.mayo.edu) ต่อไป เพืÉอขยายขอบเขตของฐานขอ้มลูใหก้วา้งขวางครอบคลุมกลุ่มประชากรโลก
เพิÉมขึÊน  การกลายพนัธุข์องยนีทั Êงสองมคีวามหลากหลาย (heterogeneity) มาก และแต่ละชนิดมกัพบใน
ครอบครวัเดยีวเท่านั Êนเป็นส่วนใหญ่  ทั ÊงนีÊ ในส่วนของยนี PKD1 มกีารกลายพนัธุท์ีÉถอืเป็นขอ้มลูใหม่ทีÉยงั
ไมเ่คยมรีายงานทีÉใดมาก่อน (novel mutations) จาํนวน 34 ชนิด (ซึÉงเป็น definite mutations 15 ชนิด) กบั
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ทีÉเคยมรีายงานแลว้อกี 11 ชนิด รวมเป็น 45 ชนิด ส่วนของยนี PKD2 มกีารกลายพนัธุช์นิดทีÉพบใหม่
จาํนวน 5 ชนิด (เป็น definite mutation 2 ชนิด) กบัทีÉเคยรายงานแลว้อกี 5 ชนิด รวมเป็น 10 ชนิด ซึÉง
งานวจิยันีÊเป็นการรายงานการตรวจพบการกลายพนัธุใ์นยนี PKD2 เป็นครั Êงแรกของประชากรชาวไทย  

การคน้พบการกลายพนัธุช์นิด in-frame deletions/insertions และ missense mutations ในยนี PKD1 

จาํนวน 26 ชนิด (เป็น novel mutations 22 ชนิด) และในยนี PKD2 4 ชนิด (เป็น novel mutations 3 

ชนิด) ถอืเป็นขอ้มลูสาํคญัทีÉอาจแสดงถงึตําแหน่งกรดอะมโินหรอืบรเิวณของโปรตนี polycystins ทีÉมี
ความสาํคญัในการทาํหน้าทีÉในเซลลแ์ละช่วยใหค้วามกระจ่างถงึกลไกระดบัโมเลกุลทีÉทาํใหเ้กดิถุงนํÊาในไตใน
โรค ADPKD โดยเฉพาะในผูป้ว่ยรายทีÉชนิดของการกลายพนัธุม์คีวามสมัพนัธไ์ปกบัลกัษณะทางคลนิิกของ
โรค (genotype-phenotype relationship) อยา่งชดัเจน  ความเขา้ใจพยาธสิภาพของการเกดิโรคนีÊสามารถ
นําไปสู่การป้องกนัและรกัษาทีÉไดผ้ลดต่ีอไปในอนาคต  อยา่งไรกต็าม missense variants จาํนวนมากทีÉพบ
ในงานวจิยันีÊยงัคงตอ้งการการตรวจสอบเพิÉมเตมิว่าเป็นสาเหตุของโรคจรงิหรอืไม่ ดว้ยขอ้จาํกดัในแง่
สมาชกิครอบครวัของผูป้ว่ยซึÉงไมส่ามารถหามาช่วยยนืยนัได ้ และความยากลาํบากในการศกึษายนี PKD1 

ทีÉมโีครงสรา้งซํÊาซอ้น การพสิจูน์ missense variants จงึยงัทําไดไ้มส่มบูรณ์ และใหถ้อืว่า missense 

variants เป็น indeterminate variants ไวก่้อน 
ในแงค่วามก้าวหน้าเชงิเทคโนโลย ี การศกึษายนี PKD1 และ PKD2 ในงานวจิยันีÊไดป้ระยกุตใ์ช้

เทคนิคทีÉมปีระสทิธภิาพสงู มคีวามไว เชืÉอถอืได ้ ใชง้านไดส้ะดวกรวดเรว็แบบกึÉงอตัโนมตั ิ คอื DHPLC 
อตัราการตรวจพบการกลายพนัธุ ์ (mutation detection rate) อยูท่ีÉประมาณรอ้ยละ 90 สาํหรบัการกลาย
พนัธุร์วมทุกชนิด จงึนบัว่า DHPLC เป็นแนวทางและวธิกีารทีÉไดม้าตรฐาน, คุม้ค่ากว่าหลายวธิทีีÉเคยใชม้า
ก่อนหน้านีÊ และมศีกัยภาพสาํหรบันําไปใชไ้ดใ้นทางปฏบิตัเิหมาะสมกบัการศกึษายนีขนาดใหญ่ๆ ในกรณี
สองยนีนีÊโดยเฉพาะถ้ามจีาํนวน samples มากๆ ทาํใหไ้ดข้อ้มลูทีÉเป็นประโยชน์จาํนวนมาก  อยา่งไรกด็ ี
แนวทางและวธิกีารตรวจวเิคราะหท์ั ÊงสองยนีนีÊยงัสามารถพฒันาใหด้ยีิÉงขึÊนไดอ้กีในอนาคต โดยอาศยั
เทคนิคอืÉนมาช่วยประกอบ เพืÉอช่วยลดเวลาและแรงงานในการตรวจวเิคราะหล์งไดอ้กี 

ขอ้มลูผลงานวจิยัทีÉไดจ้ะถูกนําไปใชป้ระโยชน์ทางการแพทยเ์พืÉอช่วยวนิิจฉัยโรค การเฝ้าระวงัการ
เกดิโรค การดแูลรกัษาทีÉเหมาะสม และการใหค้าํปรกึษาแนะนําทางพนัธุศาสตรต่์อไป ในหลายๆ 
สถานการณ์ทางการแพทย ์ ผลการตรวจทางอณูพนัธุศาสตรข์องโรค ADPKD ถอืเป็นขอ้มลูทีÉใชร้บัรองได ้
เช่น ใชว้นิิจฉัยโรคทีÉแน่นอนในผูป้ว่ยอายนุ้อยทีÉไม่มปีระวตัคินเป็นโรค ADPKD ในครอบครวัเลยหรอืใน
ผูป้ว่ยทีÉมอีาการแสดงไม่ชดัเจน  ผลการตรวจดงักล่าวยิÉงมคีุณค่าอย่างยิÉงในกรณตี้องตดัสนิสภาวะโรคของ
ญาตผิูป้ว่ยทีÉประสงคจ์ะบรจิาคไตใหผู้ป้ว่ย ส่วนในเชงิวชิาการ ขอ้มลูการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 และ 
PKD2 ทีÉคน้พบในงานวจิยันีÊ  ถอืเป็นขอ้มลูพืÊนฐานทีÉจาํเป็นตอ้งมก่ีอนทีÉจะมกีารศกึษา genotype-

phenotype correlation และขอ้มลูการกลายพนัธุข์องสองยนีนีÊจากประชากรชาวไทยและประชากรโดยรวม
ทุกเชืÊอชาตจิะไดใ้ชเ้ป็นองคค์วามรูส้ะสมใน ADPKD mutation database ซึÉงจะช่วยจดักลุ่มในแงข่อง
ศกัยภาพในการก่อโรคของ DNA variants ทีÉจะถูกคน้พบอกีต่อๆ ไป ยิÉงไปกว่านั Êน การทีÉสามารถระบุ
ความผดิปกตทิางพนัธุกรรมได ้ และอธบิายกลไกการเกดิการกลายพนัธุห์รอืกลไกการทําหน้าทีÉระดบั
โมเลกุลทีÉเป็นสาเหตุของโรคไดจ้ะมคีวามสําคญัอยา่งยิÉงต่อการพฒันายาทีÉใชร้กัษาโรคนีÊใหเ้หมาะสมเป็น
รายบุคคลได ้(personalized medicine) ในอนาคต  
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บทนํา (Introduction) 

โรคไตเป็นถุงนํÊาชนิด autosomal dominant (autosomal dominant polycystic kidney disease, 

ADPKD) เป็นโรคพนัธุกรรมประเภทคุกคามชวีติทีÉพบบ่อยทีÉสุดโรคหนึÉงในประชากรทั Éวโลก มอุีบตักิารณ์
ประมาณ 1: 400-1,000 (1) สาํหรบัประเทศไทย ประมาณว่ามคีนไทยเป็นโรคนีÊไมน้่อยกว่า 65,000-

160,000 คน  โรค ADPKD ถอืเป็นโรคของอวยัวะหลายระบบ (systemic disorder) ลกัษณะสาํคญัของโรค 
คอืมถุีงนํÊาจาํนวนมากทีÉไตทั Êงสองขา้ง รว่มกบัภาวะแทรกซอ้นทางไต ไดแ้ก่ ความดนัโลหติสงู ปสัสาวะเป็น
เลอืด ปวดหลงั ตดิเชืÊอทีÉทางเดนิปสัสาวะ นิÉวในไตและเกดิภาวะไตวายตามมา (2) ซึÉงภาวะไตวายระยะ
สุดทา้ย (end-stage renal failure, ESRD) ทีÉมสีาเหตุจากโรคนีÊพบไดร้อ้ยละ 10 ของภาวะไตวายทั Êงหมด 
(3) นอกจากความผดิปกตทิีÉไตแลว้ โรคนีÊยงัอาจแสดงอาการทีÉอวยัวะอืÉน เช่น ตบัเป็นถุงนํÊา หลอดเลอืดใน
สมองโปง่พอง ลิÊนหวัใจผดิปกต ิและไสเ้ลืÉอน เป็นตน้ (4)  อาการของโรคอาจปรากฏไดต้ั Êงแต่อยู่ในครรภ ์วยั
เดก็ หรอืวยัผูใ้หญ่ เมืÉอผูป้ว่ยเริÉมมอีาการจะตอ้งไดร้บัการดแูลรกัษาไปตลอดชวีติ เป็นปญัหาดา้นสุขภาพทีÉ
ทุกขท์รมาน ส่งผลกระทบต่อชวีติ การงาน ครอบครวั สงัคม และเศรษฐกจิทั Êงของผู้ปว่ยเอง และของ
ประเทศชาตทิีÉตอ้งรบัภาระในการดแูล โดยเฉพาะเรืÉองการลา้งไตและเปลีÉยนถ่ายไตซึÉงเสยีค่าใชจ้า่ยมาก  
ผูป้ว่ยดว้ยโรคนีÊครึÉงหนึÉงมกัเสยีชวีติจากภาวะไตวายระยะสุดทา้ยเมืÉออายปุระมาณ 50 ปี  และบางส่วนอาจ
เสยีชวีติจากภาวะหลอดเลอืดในสมองแตก 

โรค ADPKD มลีกัษณะอาการทางคลนิิกทีÉแบ่งไดเ้ป็น 2 กลุ่มใหญ่ คอืโรค PKD1 และโรค PKD2 

(เกดิจากการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 และ PKD2 ตามลาํดบั)  แมบ้างกรณไีมส่ามารถจดักลุ่มได ้เนืÉองจาก
มคีวามคาบเกีÉยวกนัอย่างมาก  โดยทั Éวไป โรค PKD1 เป็นกลุ่มทีÉมอีาการรนุแรงกว่า (อายเุฉลีÉยเมืÉอเริÉมม ี

ESRD คอื 53 ปีใน PKD1 เทยีบกบั 69 ปีใน PKD2) และพบไดบ้่อยกว่าโรค PKD2 ถงึ 6 เท่า (5) การ
รกัษาโรค ADPKD ในปจัจุบนัทําไดเ้พยีงรกัษาตามอาการและประคบัประคองไมใ่หอ้าการรนุแรงขึÊน แต่ไม่
สามารถรกัษาใหห้ายขาดได ้ วธิทีีÉดทีีÉสุดคอื การควบคุมและป้องกนัการเกดิโรคในครอบครวัดว้ยการให้
คาํปรกึษาแนะนําทางพนัธุศาสตร ์ (genetic counseling) ซึÉงเป็นการใหข้อ้มลูแก่ผูป้ว่ยและครอบครวัถงึ
อตัราเสีÉยงของการเกดิโรคในครอบครวัและทางเลอืกในการวางแผนครอบครวั เพืÉอป้องกนัการถ่ายทอดโรค
จากชั ÉวคนหนึÉงไปยงัอกีชั ÉวคนหนึÉง รวมทั Êงใหแ้นวทางการปฏบิตัติวัเพืÉอป้องกนัภาวะแทรกซอ้นจากโรคและ
ชะลอการเกดิภาวะไตวาย  ดงันั Êน การวนิิจฉัยและพยากรณ์โรคทีÉถูกตอ้งในแต่ละครอบครวัจงึเป็นปจัจยั
สาํคญัอยา่งยิÉงต่อประสทิธภิาพในการดแูลรกัษาผูป้ว่ยและสมาชกิครอบครวัทีÉเป็นโรคนีÊ 

การวนิิจฉยัโรค ADPKD ทีÉแมน่ยาํตอ้งอาศยัการวนิิจฉยัทางคลนิิกโดยแพทยท์ีÉมคีวามชาํนาญ
เฉพาะดา้น และใชก้ารตรวจวเิคราะหท์างอณูพนัธุศาสตรป์ระกอบในกรณทีีÉการตรวจดว้ยอลัตราซาวนด ์
(ultrasound) เพืÉอดถุูงนํÊาในไตไมส่ามารถบอกผลทีÉชดัเจนได ้ หรอืในกรณทีีÉต้องการวนิิจฉัยโรคก่อนมี
อาการในรายทีÉอายนุ้อยกว่า 30 ปี  การตรวจทางอณูพนัธุศาสตรส์าํหรบั ADPKD ส่วนมากใชก้ารวเิคราะห ์
linkage ดว้ย polymorphic DNA markers ทีÉอยูใ่กลช้ดิกบัยนี PKD1 ซึÉงทําไดไ้ม่ยาก แต่วธินีีÊเป็นการตรวจ
โดยออ้มและมขีอ้จาํกดัหลายประการ เช่น ในรายทีÉมผีูป้ว่ยเพยีงคนเดยีวในครอบครวัจะไมส่ามารถใชว้ธินีีÊ
ตรวจได ้และขอ้จาํกดัทีÉสาํคญัคอืเรืÉอง recombination ระหว่างยนีกบั markers ทีÉใชซ้ึÉงอาจทาํใหท้ํานายโรค
ผดิพลาดได ้โดยเฉพาะอยา่งยิÉงเมืÉอเป็นกรณขีองการกลายพนัธุท์ีÉเกดิขึÊนใหม ่ (de novo mutation) ทีÉพบได้
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บ่อยในยนี PKDř จะยิÉงทาํใหยุ้ง่ยากขึÊนอกี  ในสถานการณ์ทีÉการตรวจถุงนํÊาในไตดว้ยวธิ ีultrasound ยงัไม่
มคีวามไวมากพอ และผูป้ว่ยไม่มสีมาชกิครอบครวัจาํนวนมากพอทีÉจะทาํการวเิคราะห ์ linkage ได ้ การ
ตรวจวเิคราะหก์ารกลายพนัธุท์ีÉยนี PKDř จะสามารถใหข้อ้มลูทางพนัธุกรรมแก่ผูป้ว่ยทีÉมเีพยีงคนเดยีวใน
ครอบครวัได ้

ยนีทีÉเป็นสาเหตุของโรค ADPKD ทีÉถูกคน้พบแลว้มอียู ่ 2 ยนี คอื ยนี PKD1 บนโครโมโซมทีÉ 16 

(16p13.3) (6) ซึÉงเป็นสาเหตุของโรค PKD1 (ซึÉงพบประมาณรอ้ยละ 85 ของโรค ADPKD ทั Êงหมด) และยนี 
PKD2 บนโครโมโซม 4 (4q21) (7) ซึÉงเป็นสาเหตุของโรค PKD2 ในผูป้ว่ย ADPKD ประมาณรอ้ยละ 15  

นอกจากนีÊ เคยมรีายงานถงึความเป็นไปไดข้องยนี PKD3 ทีÉอาจเป็นสาเหตุของผูป้่วย ADPKD ส่วนน้อยทีÉ
ไมไ่ดเ้กดิจากการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 หรอื PKD2 (8) แต่ปจัจบุนั ยงัไมส่ามารถระบุไดว้่ายนีนั Êนมอียู่
จรงิหรอืไม ่ นอกจากนีÊ ยงัพบว่ามโีรค ADPKD ทีÉเกดิจากการกลายพนัธุข์องทั Êงสองยนีในลกัษณะ trans-

heterozygous (9) การวนิิจฉยัแยกโรค PKD1 และ PKD2 โดยอาศยัอาการทางคลนิิกบางครั Êงทาํไดย้าก 
เนืÉองจากอาการของโรคทั Êงสองคลา้ยคลงึกนัมาก แต่ดเูหมอืนโรค PKD1 จะมคีวามรุนแรงมากกว่า
เนืÉองจากมกัเกดิภาวะไตวายทีÉอายุน้อยกว่า (10) อยา่งไรกต็าม ในกลุ่มโรคเดยีวกนั อาการแสดงของโรค
ยงัมคีวามแตกต่างกนัอย่างมากในแต่ละครอบครวั หรอืแมแ้ต่ครอบครวัเดยีวกนั (11) ทาํใหเ้ชืÉอว่ามปีจัจยั
ทางพนัธุกรรมหรอืสิÉงแวดลอ้มอืÉนทีÉมอีทิธพิลต่อการแสดงออกของโรคโดยกลไก "two-hit" ในการก่อใหเ้กดิ
ถุงนํÊาในไตทั Êงในโรค PKD1 (12) และ PKD2 (13) ดว้ย 

ยนี PKD1 เป็นยนีขนาดใหญ่ ม ีgenomic DNA ขนาด 53.5 กโิลเบส ประกอบดว้ย 46 exons และ
ม ี mRNA ขนาด 14,148 เบส (6, 14, 15) (ภาพทีÉ ř) ถอดรหสัเป็นโปรตนีของเยืÉอหุม้เซลล ์ (integral 

membrane protein) ชืÉอ polycystin-1 (PC1) ซึÉงเชืÉอว่าอาจเป็น receptor ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัการปฏสิมัพนัธ ์
(interaction) ระหว่าง cell กบั cell และ/หรอืระหว่าง cell กบั matrix  PC1 มโีมเลกุลขนาดใหญ่
ประกอบดว้ย 4,302 amino acids แบ่งโครงสรา้งไดเ้ป็น 3 ส่วนหลกั คอื extracellular N-terminus 

(ประกอบดว้ย leucine-rich repeats, lectin-binding domains, Ig-like (PKD) domains และ sea urchin 

receptor for Egg Jelly, REJ); membrane-spanning region (11 transmembrane domains) และ 
cytoplasmic C-terminus  ส่วนยนี PKD2 ม ีgenomic DNA ขนาด 68 กโิลเบส ประกอบดว้ย 15 exons 

และม ีmRNA ขนาด 5.4 กโิลเบส (ภาพทีÉ 2) ถอดรหสัเป็น transmembrane protein ทีÉประกอบดว้ย 968 

amino acids ชืÉอ polycystin-Ś (PCŚ) (7, 16) ซึÉงอยูใ่น transient receptor potential channel 

superfamily ทาํหน้าทีÉเป็น non-selective cation channel ซึÉงอาจเกีÉยวขอ้งกบัการควบคุมปรมิาณ Ca2+ 

ภายในเซลล ์(17) 
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ภาพทีÉ ř. โครงสร้างของยีน PKD1 ทีÉระดบั DNA, mRNA และโปรตีน Polycystin-1 (PC1) 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 2. โครงสร้างของยีน PKD2 ทีÉระดบั DNA และ mRNA (18) 

 

โปรตนี PC1 และ PC2 เป็นองคป์ระกอบของวถิกีารถ่ายทอดสญัญาณซึÉงซบัซอ้นมาก 
(multifunctional signaling pathway) (17) โดยตอ้งทาํงานรว่มกนัผ่านปฏสิมัพนัธต่์อกนัทาง C-terminus 

ของโปรตนีทั Êงสอง (ภาพทีÉ 3) ทั Êงคู่มตีําแหน่งทีÉอยูใ่น primary cilia เหมอืนกนักบัโปรตนีอืÉนๆ ทีÉเกีÉยวขอ้ง
กบักระบวนการเกดิถุงนํÊา (19) การประกอบกนัเป็น complex นีÊอาจทําหน้าทีÉเป็นตวัรบัความรูส้กึ (flow-

dependent mechanosensor) ซึÉงควบคุมสภาวะการเจรญิพฒันา (differentiation) ของเซลลเ์ยืÉอบุท่อไต 
(renal tubular epithelium) (20) การทีÉโปรตนีทั Êงสองมปีฏสิมัพนัธต่์อกนัทําใหค้วามผดิปกตทิีÉเกดิขึÊนกบั
โปรตนีใดโปรตนีหนึÉงยอ่มเป็นสาเหตุใหก้ารเจรญิพฒันาของท่อไตผดิปกต ิ จนเกดิเป็นถุงนํÊา (renal cyst) 

รวมทั ÊงอาการแสดงของโรคในอวยัวะอืÉนขึÊนไดเ้หมอืนกนั (ภาพทีÉ Ŝ)  ซึÉงมหีลกัฐานทางพนัธุศาสตรโ์ดยตรง
ว่า polycystin ทั Êงสองมปีฏสิมัพนัธต่์อกนัจรงิ โดยแสดงใหเ้หน็ว่าถุงนํÊาจากไตของผูป้ว่ย PKD1 บางส่วนมี
สาเหตุจาก somatic mutation ของยนี PKDř ขณะทีÉบางส่วนเกดิจาก somatic mutation ของยนี PKD2 

ซึÉงกรณหีลงันีÊเมืÉอประกอบกบั germline mutation ของยนี PKD1 เรยีกว่าเป็น transheterozygous state ทีÉ
มกีารกลายพนัธุข์องยนี 2 ยนีเป็นสาเหตุ (21) 
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ภาพทีÉ 3.  ปฏสิมัพนัธท์าง C-terminus ของโปรตนี Polycystin-1 (PC1) และ Polycystin-2 (PC2) (22) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

ภาพทีÉ 4. ความผดิปกตทิีÉเกดิขึÊนกบัโปรตนี PC1 หรอื PC2 (ซึÉงมปีฏสิมัพนัธร์ะหวา่งกนัเป็น polycystin complex บน 
primary cilium ของเซลลเ์ยืÉอบทุ่อไตเพืÉอถ่ายทอดสญัญาณผ่านการควบคุมระดบั Ca2+

 

ภายในเซลล)์ เป็น
สาเหตุใหก้ารเจรญิพฒันาของทอ่ไตผดิปกต ิจนเกดิเป็นถุงนํÊาและภาวะไตวายไดใ้นทีÉสดุ (23) 
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การตรวจวเิคราะหก์ารกลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ PKD2 เป็นสิÉงทีÉเป็นประโยชน์ต่อการ
วนิิจฉยัโรค ADPKD โดยตรง และอาจช่วยใหค้วามกระจ่างเกีÉยวกบักลไกการเกดิโรคและส่วนทีÉทําหน้าทีÉ
สาํคญัของ polycystin ทั Êงสองได ้  แต่ในทางปฏบิตั ิการตรวจยนี PKD1 ทาํไดย้ากมาก เนืÉองจากลกัษณะ
ของยนีทีÉใหญ่และจาํนวน exon มมีาก (genomic DNA ประมาณ 54 กโิลเบส, mRNA มคีวามยาว 14,148 

เบส, 46 exons), และทีÉสาํคญัทีÉสุด มคีวามซบัซอ้นของลาํดบันิวคลโีอไทดอ์ยา่งมาก กล่าวคอื ประมาณ 3 

ใน 4 ของยนี PKD1 ทางดา้น 5' (ประมาณ 40 กโิลเบสของ genomic DNA หรอื 10 กโิลเบสของ mRNA) 

เริÉมจาก exon 1 ถงึ exon 33 เป็นส่วนทีÉมคีวามซํÊาซอ้น (reiterated region) กบั homologous genes (HG) 

จาํนวน 6 ยนี (PKD1P1–P6)  ซึÉงอยูบ่นโครโมโซมเดยีวกนัทีÉตําแหน่ง 16p13.1 ห่างจากยนี PKD1 

ประมาณ 13–16 Mb ทางดา้น proximal โดยทีÉยนีเหล่านีÊมโีครงสรา้งทีÉเหมอืน (homology) กบั PKD1 

transcript ถงึรอ้ยละ 95-98 (24, 25) (ดภูาพทีÉ ř) ลกัษณะเช่นนีÊทําใหว้ธิตีรวจพืÊนฐานทีÉใชก้นัทั Éวไปไม่
สามารถแยกแยะความแตกต่างไดเ้มืÉอตอ้งการศกึษาการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 ทาํใหก้ารศกึษายนี 
PKD1 ในระยะแรกทาํไดเ้พยีงการตรวจวเิคราะหใ์นส่วนดา้น 3' ของยนีทีÉมลีาํดบัเบสไมซ่ํÊาซอ้นกบัยนีใด
เท่านั Êน (26, 27) ยิÉงไปกว่านั Êน ยนี PKD1 ยงัมโีครงสรา้งหลายประการทีÉเป็นอุปสรรคต่อการทํา PCR เป็น
อยา่งมาก ไดแ้ก่ การทีÉม ีpolypyrimidine tract ขนาดยาวมากถงึ 2.5 และ 0.5 กโิลเบสในบรเิวณ intron 21 

และ intron 22 ตามลาํดบั (28), มลีาํดบันิวคลโีอไทดท์ีÉมปีรมิาณ guanosine และ cytidine (GC content) 

สงูมาก (62.5% ใน genomic DNA และ 66.9% ใน mRNA) และม ีrepeat sequences เป็นจาํนวนมาก 

หลงัจากทีÉทราบขอ้มลูลาํดบัเบสของยนี HG ทั Êง Ş ยนี (29) นกัวจิยัทั Éวโลกไดพ้ยายามพฒันา
วธิกีารต่างๆ เพืÉอศกึษาการกลายพนัธุใ์น reiterated region ของยนี PKD1 โดยอาศยัหลกัการออกแบบ 
primer อยา่งระมดัระวงัเพืÉอผลติใหไ้ด ้ PCR product ทีÉมคีวามจาํเพาะต่อยนี PKD1 และปราศจากการ
ปนเปืÊอนจากลําดบันิวคลโีอไทดข์อง HG ทั Êงหมด เพืÉอใชเ้ป็นแมแ่บบ (template) ในการตรวจกรองหาการ
กลายพนัธุต่์อไป  วธิกีารทีÉใชเ้ตรยีม PKD1-specific template อาจเริÉมตน้จากการใช ้ RNA โดยทําเป็น 
anchored reverse transcription and polymerase chain reaction (RT-PCR) ของ exon 22-34 ขนาด
ยาว 2,440 คู่เบส (30) หรอืเป็น long RT-PCR ของ full-length PKD1-cDNA (exon 1-46) ขนาด 13.6 

กโิลเบส (31) สว่น PKD1-specific template ทีÉเริÉมตน้จากการใช ้ DNA มกีารทําเป็น long-range PCR 

(LR-PCR) ครอบคลุม coding regions ทีÉขนาดต่างๆ กนั เช่น ครอบคลุม intron 1- exon 11 โดยมขีนาด 

6.8 กโิลเบส (32), exon 2-15 (13.6 กโิลเบส) (33), exon 11-15 (6 กโิลเบส) และ exon 15-21 (3.5 กโิล
เบส) (34), exons 21–34 (13.5 กโิลเบส) (35), exon 23-34 (~10 กโิลเบส) (36), exons 15-23 (~9.1 กโิล
เบส) และ exons 23–34 (~6.4 กโิลเบส) (37) Long-range PCR ทีÉยาวทีÉสุดมขีนาด 18.1 กโิลเบส (exons 

13-34) ใชต้รวจการกลายพนัธุใ์น intron 13 ของยนี PKD1 ในครอบครวัคนไทยโดยคณะของผูว้จิยั (38)  
การตรวจกรองหาการกลายพนัธุข์องยนี PKDř ใน PKD1-specific template มผีูใ้ชว้ธิกีารต่างๆ 

เช่น protein truncation test (PTT) และ nonisotopic RNase cleavage assay (NIRCA) (30), 

heteroduplex analysis (36), single strand conformation polymorphism (SSCP) (34), denaturing 

gradient gel electrophoresis (DGGE) (39), multiple restriction fragment-single strand conformation 

polymorphism (MRF-SSCP) (40) แต่วธิกีารต่างๆ เหล่านีÊยงัใหอ้ตัราการตรวจพบการกลายพนัธุ์
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ค่อนขา้งตํÉา เพยีงรอ้ยละ 30-50  แมแ้ต่การตรวจโดยวธิ ี direct sequencing ตลอดทั Êงยนีของยนี PKD1 

และ PKD2 กม็อีตัราการตรวจพบการกลายพนัธุท์ีÉชดัเจนเพยีงรอ้ยละ 41 หรอื 34 ใน 82 ราย (เป็น 
PKD1 ~ 29 และ PKD2 ~ 12) กบั variants ทีÉน่าจะเป็นการกลายพนัธุอ์กีรอ้ยละ 37 หรอื 30/82 (เป็น 
PKD1 ~ 32 และ PKD2 ~ 4) (41) รวมเป็นรอ้ยละ 78  อยา่งไรกด็ ีวธิกีารตรวจทีÉใชเ้หล่านีÊไมเ่หมาะทีÉจะ
ใชก้บัการศกึษายนีทีÉมขีนาดใหญ่จาํนวนหลายยนี 

Rossetti และคณะ (42) ไดนํ้าเอา denaturing high-performance liquid chromatography 

(DHPLC) ซึÉงเป็นเครืÉองมอืวเิคราะหส์ารพนัธุกรรมประสทิธภิาพสงูทีÉทาํงานแบบกึÉงอตัโนมตั ิ (semi-

automated method) มาใชใ้นการตรวจกรองหาการกลายพนัธุต์ลอดทั Êงยนี PKD1 และ PKD2  การทาํงาน
ของ DHPLC ใชโ้ปรแกรมคอมพวิเตอรค์วบคุมการทํางานซึÉงอาศยัหลกัการของ ion-pair reverse phase 

liquid chromatography แยกใหเ้หน็ความแตกต่างระหว่างดเีอน็เอสายคู่ทีÉจบัคู่กนัไดไ้มส่มบูรณ์เนืÉองจากมี
เบสบางตําแหน่งไมเ่ขา้คู่กนั (heteroduplex DNA) กบัดเีอน็เอสายคู่ปกตทิีÉจบัคู่กนัไดอ้ยา่งสมบูรณ์ 
(homoduplex DNA)  โดยอาศยัหลกัการดดูซบั (adsorption) โดย matrix ทีÉอยูใ่น chromatographic 

column ทีÉแตกต่างกนั (43) ดเีอน็เอสายคู่หรอื PCR amplicons ทีÉม ี sequence variations (ไมว่่าจะเป็น 
mutation หรอื polymorphism กต็าม) จะม ีmismatched bases ทาํใหเ้กดิปฏสิมัพนัธก์บั matrix ไดน้้อย
กว่า amplicon ปกต ิ (wild-type) จงึถูกชะออกมาไดเ้รว็กว่า ผลทีÉไดจ้ะเหน็เป็น elution profile ทีÉ
เปลีÉยนแปลงไปเมืÉอเทยีบกบั profile ปกต ิ วธิ ี DHPLC นีÊมคีวามไว (sensitivity) และความจาํเพาะ 
(specificity) สงู เหมาะกบังานศกึษาวจิยัและตรวจวนิิจฉยัโรคพนัธุกรรมทีÉมกีารวเิคราะหย์นีขนาดใหญ่ๆ 
หรอืมตีวัอยา่งตรวจจาํนวนมากๆ สามารถประยกุตใ์ชง้านไดห้ลายลกัษณะ อาท ิ ใชเ้พืÉอการตรวจวเิคราะห ์
หรอืพสิจูน์การกลายพนัธุท์ีÉเป็นสาเหตุของโรคพนัธุกรรม (screening or validation of disease causing 

mutations), ใชเ้พืÉอการคน้หาหรอืตรวจสอบความแปรผนัหลากหลายทางพนัธุกรรมหรอืสนิปส ์ (discovery 

or detection of genetic variations or single nucleotide polymorphisms, SNPs) เป็นตน้ (44) 

Rossetti และคณะ (42) ไดใ้ช ้DHPLC ศกึษาผูป้ว่ยโรค ADPKD จาํนวน 45 ราย สามารถตรวจ
พบการกลายพนัธุท์ีÉแน่ชดัทั Êงหมด 29 ชนิด เป็นของยนี PKD1 26 ชนิดและของยนี PKD2 3 ชนิด และยงั
พบการกลายพนัธุท์ีÉน่าจะเป็น missense mutations อกี 5 ชนิด รวมเป็น 34 ชนิด ทาํใหไ้ดอ้ตัราการตรวจ
พบการกลายพนัธุร์อ้ยละ 76  นอกจากนีÊยงัตรวจพบ polymorphism ของยนี PKD1 อกีเป็นจาํนวนมาก 
และกลุ่มนกัวจิยัเดมินีÊ (45) ยงัไดใ้ช ้ DHPLC ศกึษาผูป้ว่ยโรค ADPKD ทีÉวนิิจฉยัตามหลกัเกณฑข์อง 
Consortium for Radiologic Imaging Study of PKD (CRISP) จาํนวน 202 ราย และตรวจพบการกลาย
พนัธุไ์ดถ้งึรอ้ยละ 89 (180 ราย) โดยพบในยนี PKD1 รอ้ยละ 85 (153/180) และ PKD2 รอ้ยละ 15 

(27/180)  ส่วนนกัวจิยัชาวจนีทีÉใช ้ DHPLC ตรวจหาการกลายพนัธุใ์นโรค ADPKD ไดอ้ตัราการตรวจพบ
รอ้ยละ 64.5 โดยพบในยนี PKD1 รอ้ยละ 56 (53/94) และ PKD2 รอ้ยละ 8.5 (8/94) (46) การใช ้DHPLC 
จงึนบัว่าเป็นเทคนิคทีÉมคีวามไวและประสทิธภิาพสงู คุม้ค่า และไดผ้ลทีÉรวดเรว็กว่าวธิกีารอืÉนๆ ทีÉเคยใชก้นั
มาก่อนหน้านีÊ  สาํหรบัยนี PKD2 กม็ผีูศ้กึษาอยา่งแพร่หลายโดยใชว้ธิกีารต่างๆ ทั Éวไป แต่อุบตักิารณ์ทีÉพบ
ในประชากรต่างเชืÊอชาตอิาจแตกต่างกนัได ้ตั Êงแต่รอ้ยละ 10-20 ของผูป้วยโรค ADPKD ทั Êงหมด (45, 47, 

48) 
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ปจัจบุนั ฐานขอ้มลู Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease: Mutation Database 

(URL: http://pkdb.mayo.edu/cgi-bin/mutations.cgi) แสดงถงึความหลากหลายอยา่งมาก (high allelic 

heterogeneity) ของการกลายพนัธุท์ ั Êงในยนี PKD1 และ PKD2 ซึÉงพบทั ÊงสิÊน 1,102 และ 183 ชนิด 

ตามลาํดบั  โดยทีÉการกลายพนัธุส์่วนใหญ่มกัตรวจพบเพยีงครั Êงเดยีว (พบในครอบครวัผูป้ว่ยเพยีง
ครอบครวัเดยีวในโลก) ซึÉงชีÊใหเ้หน็ว่า ทั Êงยนี PKD1 และ PKD2 มอีตัราการเกดิการกลายพนัธุท์ีÉสงูมากใน
ประชากร ลกัษณะการกลายพนัธุข์องยนี PKDř และ PKD2 มกีารกระจายอยู่ทั Éวไปทั Êงยนี ไม่มตีําแหน่งใด
ทีÉเป็น hot spot  ส่วนใหญ่เป็นประเภททีÉทําใหเ้กดิ premature termination ของ polycystin ทั Êงสอง ไดแ้ก่ 
frameshift mutations (small deletions/insertions), nonsense mutations และ splicing defects  จงึทํา
ใหเ้ชืÉอว่ายนี PKDř และ PKD2 ทีÉกลายพนัธุน่์าจะสญูเสยีความสามารถในการทาํหน้าทีÉ (loss-of-

function)  นอกจากนีÊ เคยมรีายงานถงึ large deletions ซึÉงพบไดน้้อยมากในยนี PKD1 คอื exon 1-26 

(17 กโิลเบส), exon 15-26 (5 กโิลเบส), exon 15-21 (7 กโิลเบส) (49), exon 31-34 (2 กโิลเบส), exon 

34-3'UTR (5.5 กโิลเบส) (6) และ intron1-exon 5 (~3 กโิลเบส) (33) 

ส่วนการกลายพนัธุช์นิด missense mutations, in frame deletions/insertions หรอื intronic 

changes กพ็บไดไ้มน้่อยในยนี PKD1  การเปลีÉยนแปลงของ DNA ในลกัษณะเช่นนีÊถ้าตรวจพบโดยทีÉ
ไมไ่ดศ้กึษายนีตลอดทั Êงยนีและ/หรอืไดต้รวจการทําหน้าทีÉ (functional assay) ของโปรตนี polycystin 

เสยีก่อน จะไมส่ามารถสรุปไดแ้น่นอนว่าเป็นการกลายพนัธุท์ีÉเป็นสาเหตุของโรคหรอืไม ่  ยิÉงกว่านั Êน 
missense mutations ในยนี PKDř ยงัอาจเกดิไดห้ลายตําแหน่งดว้ยสาเหตุจาก gene conversion กไ็ด ้
(50) ดงันั Êน ในการตดัสนิว่าสิÉงทีÉพบเป็น missense mutations ทีÉแทจ้รงิ ไมใ่ช่ polymorphism นั Êน จะตอ้ง
อาศยัฐานขอ้มลูลาํดบัเบสทีÉสมบรูณ์จากกลุ่มประชากรอ้างองิทีÉไมไ่ดเ้ป็นโรค ADPKD และเป็นประชากร
มาจากหลายเชืÊอชาต ิ ซึÉงขอ้มลูเหล่านีÊยงัทาํใหท้ราบถงึความถีÉของ missense changes ในคนปกตแิละ
ขยายขอบเขตของ DNA variants ทีÉทราบว่าไมท่ําใหเ้กดิโรค (non-pathogenic) ดว้ย (41)  เมืÉอเรว็ๆ นีÊ 
The ADPKD Gene Variant Consortium (51) ซึÉงเป็นกลุ่มนกัวจิยัทีÉศกึษายนีทีÉเป็นสาเหตุของโรค 

ADPKD จากทั Éวโลกไดร้วบรวมผลการวเิคราะหก์ารเปลีÉยนแปลงทุกประเภทของลาํดบัเบสในยนี PKDř 
และ PKD2 รวมทั Êงขอ้มลูทางคลนิิกของผูป้ว่ย ADPKD ทีÉเกีÉยวขอ้งแสดงไวใ้นฐานขอ้มลู Polycystic 

Kidney Disease Mutation Database, PKDB (URL: http://pkdb.mayo.edu) (52) ซึÉงจะช่วยใหน้กัวจิยั
สามารถประเมนิสถานะของ DNA variants ทีÉตรวจพบในผูป้ว่ย ADPKD ไดอ้ยา่งถูกตอ้งเป็นระบบ
เดยีวกนั ฐานขอ้มลูนีÊแสดงใหเ้หน็ความหลากหลาย แทบไมซ่ํÊาชนิดกนัของการกลายพนัธุใ์นทั Êงยนี PKD1 
และ PKD2 กล่าวคอืพบในครอบครวัเดยีวถงึ 70% ส่วนทีÉเหลอืเพยีง 30% มกีารพบซํÊาในหลายครอบครวั
และยงัพบว่าม ี10% ของครอบครวัทั ÊงหมดทีÉเป็นการกลายพนัธุท์ีÉเกดิขึÊนใหม ่(de novo mutations). 

รายงานการวจิยัทีÉผ่านมาในระยะแรกมกัไมพ่บความสมัพนัธท์ีÉชดัเจนของความรุนแรงของโรค 
ADPKD กบัชนิดหรอืตําแหน่งของการกลายพนัธุ ์  ต่อมาไดม้รีายงานวจิยัทีÉแสดงใหเ้หน็ว่าอาการแสดง
ของโรคทีÉต่างกนัอยา่งชดัเจนระหว่างครอบครวั PKD1 มคีวามสมัพนัธก์บั haplotype ทีÉเกีÉยวขอ้งกบัโรคทีÉ
ต่างกนั ถงึแมจ้ะยงัไม่ทราบความสมัพนัธก์บัชนิดของการกลายพนัธุก์ต็าม (10) Rossetti และคณะได้
แสดงใหเ้หน็ความสมัพนัธร์ะหว่างการกลายพนัธุใ์นส่วนครึÉงแรกของยนี PKD1 ดา้น 5′ (ตําแหน่งนิวคลโีอ
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ไทด ์<7812) กบัอาการแสดงของโรคทีÉรุนแรงมากขึÊนเลก็น้อย คอืเริÉมมภีาวะไตวายระยะสุดทา้ย (ESRD) 

เมืÉออายนุ้อยกว่าผูป้ว่ยทีÉมกีารกลายพนัธุใ์นส่วนครึÉงหลงัของยนี PKD1 ดา้น 3′ (53 ปี และ 56 ปี, P= 

0.025) (53) นอกจากนีÊ ยงัมรีายงานแสดงถงึความสมัพนัธร์ะหว่างตําแหน่งการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 
กบัการเกดิหลอดเลอืดสมองโปง่พอง (intracranial aneurysms) อกีดว้ย (54) สาํหรบัยนี PKD2 กม็ี
รายงานถงึตําแหน่งของการกลายพนัธุท์ีÉมผีลต่ออาการแสดงทางคลนิิก (ไดแ้ก่ ความดนัโลหติสงู, 
ปสัสาวะเป็นเลอืด, นิÉวในไต และการตดิเชืÊอในระบบทางเดนิปสัสาวะ) อยา่งชดัเจน (55) การคน้พบ
เหล่านีÊค่อนขา้งขดัแยง้กบักลไก "two-hit" ซึÉงคดิว่าอาจจาํเป็นต่อการเกดิโรค เนืÉองจากตามหลกัของกลไก
นีÊ ผลของ germline mutation ทุกชนิดยอ่มเหมอืนกนัหมดคอืทาํใหโ้ปรตนีเกดิ loss-of-function เท่านั Êน  
แต่ในกรณนีีÊอาจอธบิายเพืÉอใหเ้ขา้กบักลไก "two-hit" ไดว้่า germline mutation เพยีงแต่ทาํใหโ้ปรตนี
ผดิปกตไิปแต่ยงัทําหน้าทีÉไดม้ากหรอืน้อยขึÊนกบัตําแหน่งของการกลายพนัธุ ์ แลว้ตําแหน่งและชนิดของ 
somatic mutation ทีÉเป็น second hit จะเป็นตวักําหนดลกัษณะทางพยาธสิรรีวทิยาของการเจรญิของถุง
นํÊาเฉพาะแห่ง (clonal proliferation) ต่อไป 

จะเหน็ไดว้่าการศกึษาการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 และ PKD2 ยงัคงตอ้งการการคน้ควา้ขอ้มลู
เพืÉอหาคาํตอบอกีมาก การตรวจวเิคราะหย์นีทั Êงสองใหค้รบตลอดทั Êงความยาวยนีรวมทั Êงบรเิวณ promoter 

ของยนีทั ÊงสองซึÉงอาจมผีลกระทบกบัการแสดงออกของยนีดว้ย (56) มคีวามสาํคญัอยา่งมากต่อการระบุการ
กลายพนัธุท์ีÉแทจ้รงิใหไ้ด ้ ในการนีÊ ตอ้งการการพฒันาเทคโนโลยทีีÉเหมาะสมเพืÉอเพิÉมประสทิธภิาพของการ
ตรวจใหส้งูขึÊนจนไดข้อ้มลูทีÉเป็นประโยชน์มากทีÉสุดเท่าทีÉจะเป็นได ้  ในอนาคตอนัใกลน้ีÊ ถา้มกีารผลติยาทีÉ
สามารถบรรเทาอาการของโรคอย่างไดผ้ลขึÊนมา (57, 58) และขอ้มลูพนัธุกรรม (genotype) ของผูป้ว่ยมี
อทิธพิลต่อการตดัสนิใจใชย้านั Êนดว้ย บทบาทของการตรวจการกลายพนัธุข์องยนี PKDř และ PKD2 ใน
ผูป้ว่ยโรค ADPKD จะยิÉงทวคีวามสาํคญัขึÊนอกีมาก 

ในปี 1999 ผูว้จิยัและคณะไดท้าํการศกึษาวจิยัโรค ADPKD ในคนไทยโดยพฒันาวธิ ีlong reverse 

transcription and polymerase chain reaction (long RT-PCR) ทีÉสามารถแยก full-length cDNA ของยนี 
PKDř ออกมาไดอ้ย่างจาํเพาะตลอดทั Êงยนี (ขนาด 13.6 กโิลเบส) โดยไมม่ลีาํดบัเบสของ homologous 

genes (HG) ทั Êง Ş ยนีเขา้มาปะปนขึÊนสําเรจ็เป็นครั Êงแรก (31) ต่อมาไดป้ระยกุต ์ long RT-PCR ไปใช้
รว่มกบั multiple restriction fragment-single strand conformation polymorphism (MRF-SSCP) และ
รายงานการตรวจพบการกลายพนัธุข์องยนี PKDř ในผูป้ว่ยไทย (38, 40, 59) ส่วนยนี PKD2 นั Êน ยงัไม่
เคยมรีายงานการศกึษาในผูป้ว่ยไทยมาก่อน ในส่วนของคนไทยยงัมขีอ้มลูของยนี PKD1 ใน PKDB 

ค่อนขา้งน้อย และยงัไมม่ขีองยนี PKD2 เลย (52) ดงันั Êน จงึเป็นการสมควรอย่างยิÉงทีÉจะตอ้งทาํการศกึษา
ยนีทั ÊงสองนีÊเพืÉอใหไ้ดฐ้านขอ้มลูทีÉสมบูรณ์ของคนไทยซึÉงมกัจะไม่ซํÊาชนิดกบัชนชาตอิืÉนงานวจิยันีÊจะเป็นการ
นําเทคโนโลย ี DHPLC ซึÉงมปีระสทิธภิาพสงู รวดเรว็ และสะดวกกว่าวธิกีารตรวจวนิิจฉัยทางอณูพนัธุ
ศาสตรท์ีÉเคยใชอ้ยูเ่ดมิ คอื MRF-SSCP มาประยกุตใ์ชศ้กึษายนีของโรค ADPKD ทั Êงสองยนี คอื PKD1 

และ PKD2  เพืÉอพฒันาการตรวจวนิิจฉยัโรคโดยการตรวจยนีโดยตรงทีÉระดบั DNA เป็นหลกั เนืÉองจาก
การศกึษา RNA ในทางปฏบิตัทิาํไดย้าก  แต่อาจทําการตรวจทีÉระดบั RNA เพิÉมเตมิภายหลงัในบางกรณทีีÉ
จาํเป็น   
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วตัถปุระสงคข์องโครงการ 

1. เพืÉอศกึษาชนิด และอุบตักิารณ์ของการกลายพนัธุใ์นยนีทีÉเป็นสาเหตุของโรค ADPKD ทั Êงสองยนี คอื 
PKD1 และ PKD2 ในผูป้ว่ยโรค ADPKD ในประเทศไทย นําไปเปรยีบเทยีบและเสนอเขา้ไปสมทบ
กบัฐานขอ้มลูสากล (Polycystic Kidney Disease Mutation Database, PKDB)  

Ś. เพืÉอประยกุตใ์ชเ้ทคนิคทีÉมปีระสทิธภิาพสงู คอื denaturing high performance liquid 

chromatography (DHPLC) ในการศกึษายนี PKDř และ PKD2 :ซึÉงจะทาํใหไ้ดข้อ้มลูทีÉนําไปใช้
ประโยชน์แก่ผูป้ว่ยและสมาชกิครอบครวัไดห้ลาย 

 ś. เพืÉอพฒันาแนวทางและวธิกีารทีÉไดม้าตรฐาน, คุม้ค่า และมศีกัยภาพสาํหรบันําไปใชไ้ดใ้นทางปฏบิตัิ
ในการตรวจหาการกลายพนัธุข์องยนี PKDř และ PKD2 ในผูป้ว่ย ADPKD ใหเ้หมาะสมกบัสภาวะ
ของผูป้ว่ยไทย 

Ŝ. เพืÉอศกึษาขอ้มลูพืÊนฐานและสาํรวจความหลากหลายของ DNA polymorphisms หรอื markers ทีÉ
จาํเพาะสาํหรบัยนี PKDř และ PKD2 ในคนไทย ซึÉงอาจใชเ้ป็นฐานขอ้มลูในประชากรไทยเพืÉอ
ประโยชน์อืÉนๆ ต่อไป  

5. เพืÉอสรา้งฐานงานวจิยัโรค ADPKD ทีÉมคีวามเขม้แขง็และพึÉงพาตนเองได ้ 
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วิธีการทดลอง (Methodology) 

 

กระบวนการหลกัของโครงการวจิยันีÊคอืการตรวจกรองหาการกลายพนัธุ ์ (mutation screening)  
ของยนี PKD1 และ PKD2 ในแต่ละ amplicon ดว้ยวธิ ี denaturing high performance liquid 

chromatography (DHPLC) โดยดจูากการเปลีÉยนแปลงของรปูแบบทางโครมาโตกราฟฟี 
(chromatographic peak pattern) จากเครืÉอง DHPLC ของ PCR product จากผูป้ว่ยเทยีบกบั PCR 

product ทีÉเป็น homozygous wild-type (จากคนปกต)ิ ของ amplicon ชนิดเดยีวกนั แลว้เลอืกเอา PCR 

product ของผูป้ว่ยทีÉม ี DHPLC elution profile แตกต่างจากปกตไิปวเิคราะหห์าลาํดบันิวคลโีอไทดท์ีÉ
เปลีÉยนแปลง ก่อนทีÉจะสรุปผลทีÉไดว้่าเป็นการกลายพนัธุท์ีÉแทจ้รงิหรอืไมต่้องอาศยัขอ้มลูทั Êงหมดจากทั Êงสอง
ยนีมาประมวลรว่มกบัฐานขอ้มลูทีÉมอียู ่ ประกอบกบัขอ้มลูทางคลนิิก รวมทั Êงการพสิจูน์โดยทําการตรวจ
วเิคราะหเ์พิÉมเตมิในบางรายตามความเหมาะสม ดงัแสดงตามแผนภมูดิา้นล่าง (ภาพทีÉ 5)   

 

 

 

 
 

 

ภาพทีÉ 5.  แผนภมูแิสดงขั Êนตอนหลกัในการศกึษาทางอณูพนัธุศาสตรข์องยนี PKD1 และ PKD2 
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1. การเกบ็ตวัอย่างเลือดจากผู้ป่วยโรค ADPKD 

โครงการวจิยันีÊไดร้บัการรบัรองจากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในคน ของคณะแพทยศาสตร ์
ศริริาชพยาบาล และไดก้ารเกบ็รวบรวมตวัอยา่งเลอืดจากผูป้ว่ยทีÉไดร้บัการวนิิจฉยัโดยอาศยัขอ้มลู
ทางคลนิิกว่าเป็นโรคไตเป็นถุงนํÊาชนิด autosomal dominant (ADPKD) รวมทั Êงสมาชกิใน
ครอบครวัทีÉใหค้วามยนิยอมในการเกบ็ตวัอย่างเลอืดเพืÉอการศกึษาวจิยัไดจ้าํนวน 70 ครอบครวัทีÉ
ไมไ่ดเ้กีÉยวขอ้งเป็นญาตกินั  

2. การแยกสกดัตวัอย่างสารพนัธกุรรมทั Êงดีเอน็เอ (DNA) และเอม็-อารเ์อน็เอ (mRNA) 
ตวัอยา่งเลอืดของผูป้ว่ยทีÉเกบ็ไดท้ั Êง 70 ครอบครวั ไดท้าํการแยกสกดัตวัอยา่งสารพนัธุกรรมชนิด
เอม็-อารเ์อน็เอ (mRNA) จากเซลลล์มิโฟซยัต ์ (lymphocyte) และดเีอน็เอ (DNA) จากเซลลเ์มด็
เลอืดขาว (white blood cell) ดว้ยวธิกีารทีÉทําใหไ้ด ้ RNA และ DNA ทีÉมทีั Êงปรมิาณและคุณภาพดี
เพืÉอรวบรวมไวใ้ชศ้กึษาขั Êนต่อไป   

3. การออกแบบและสงัเคราะหไ์พรเมอรส์าํหรบัทาํ PCR (PCR primers) 

ไดด้าํเนินการทบทวนขอ้มลูลาํดบัเบส (nucleotide sequence) ของยนี PKD1 และยนี 
PKD2 ในฐานขอ้มลู GenBank และใชโ้ปรแกรมคอมพวิเตอร ์Oligo หรอื Primer3 ในการออกแบบ
และสงัเคราะหไ์พรเมอร ์ (PCR primers) สาํหรบัการทํา long-range PCR, nested PCR และ 
PCR ทีÉครอบคลุม coding regions ทั ÊงหมดและบรเิวณอืÉนทีÉสาํคญัของยนีทั Êงสอง โดยม ี PCR 

primer บางส่วนทีÉอา้งองิตามงานวจิยัทีÉไดร้บัการตพีมิพ์มาก่อนหน้านีÊ 
ไดอ้อกแบบและคดัเลอืก PCR primers ทีÉเหมาะสมสําหรบัการทาํ PCR จาก genomic 

DNA ของยนี PKD1 และยนี PKD2  รวมทั ÊงสิÊน 78 คู่ ดงัแสดงไวใ้นตารางทีÉ 1 และ 2 ตามลาํดบั 

ซึÉงเป็น primer สาํหรบัยนี PKD1 จาํนวน 61 คู่ (long-range PCR จาํนวน 2 คู่ และ nested PCR 

จาํนวน 59 คู่) และ primer สาํหรบัยนี PKD2 จาํนวน 17 คู่   
4. การเตรียม PCR product ของยีน PKD1 และ PKD2 โดยหาสภาวะทีÉเหมาะสม (optimized 

conditions) ในการทาํ PCR ทั Êงหมด 

ในการศึกษา genomic DNA ของยีน PKD1 ซึÉงเป็นยนีขนาดใหญ่และมคีวามซบัซอ้น
มาก  ส่วนทีÉเป็น reiterated area (exon 1-33) ของยนี PKDř ตอ้งเริÉมจากการทาํ long-range 

PCR เพืÉอใหไ้ด ้primary PCR product ทีÉจาํเพาะกบัยนี PKDř เท่านั Êน (โดยออกแบบให ้ primer 

ขา้งหนึÉงอยูใ่น unique area ของยนี PKDř หรอืใหม้ ีmismatch กบัยนี homologous genes ทั Êง 6 
ยนี) โดยแบ่งเป็น long-range PCR จาํนวน 2 ชิÊน ขนาด 7,508 bp (ครอบคลุม exon 1-14) (40) 
และขนาด 18,099 bp (ครอบคลุม exon 14-34) (38) (ภาพทีÉ 6) แลว้ใช ้long-range PCR product 

ซึÉงเจอืจางลงอยา่งน้อย 1,000 เท่าเป็น DNA template สาํหรบัทาํ nested PCR product ขนาด
สั Êนๆ เพืÉอใชต้รวจหาการกลายพนัธุด์ว้ยวธิ ี DHPLC ต่อไป  ส่วนทีÉเป็น unique area ของยนี 
PKD1 ใน genomic DNA สามารถทํา PCR ครอบคลุม coding regions ทีÉเหลอืทั Êงหมด (exon 34-

46) แลว้นําไปตรวจหาการกลายพนัธุไ์ดโ้ดยตรง  นอกจากนีÊ ไดท้าํ PCR ของบรเิวณทีÉเชืÉอว่าเป็น 
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promoter และ poly A tail ของยนี PKD1  ดว้ย  ขนาด PCR amplicons ของยนี PKDř มขีนาด
ตั Êงแต่ 168-520 bp 

 
 

 
 

ภาพทีÉ 6. การตรวจวเิคราะหย์นี PKDř โดยการทาํ long-range PCR 2 ชิÊน ในส่วน reiterated 

region ซึÉงมขีนาด 7,508 bp (exon 1-14) และ 18,099 bp (exon 14-34) เพืÉอใชเ้ป็น 
PKD1-specific template สาํหรบั nested PCR รวม 42 ชิÊน  ส่วนทีÉเป็น unique 

region สามารถทาํ PCR ไดโ้ดยตรงจาก genomic DNA อกีจาํนวน 17 ชิÊน 

 

 

กรณีของยีน PKD2  ไดท้าํ PCR product จาํนวน 17 ชิÊน ทีÉครอบคลุม coding 

regions ทั Êงหมด (exon 1-15) เพืÉอนําไปตรวจหาการกลายพนัธุต่์อไป 
สภาวะทีÉเหมาะสมในการทาํ long-range PCR, nested PCR และ PCR ทั Êงหมดของยนี 

PKD1และยนี PKD2 แสดงไวใ้นตารางทีÉ 1 และตารางทีÉ 2 ตามลาํดบั   
ภาพทีÉ 7 และ 8 แสดง PCR product ทั ÊงหมดทีÉไดจ้าก genomic DNA ของยนี PKD1 และ

ยนี PKD2 รวม 59 และ 17 ชิÊน ตามลาํดบั 
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ตารางทีÉ 2. รายละเอยีดไพรเมอร ์และสภาวะทีÉเหมาะสมสาํหรบัการทาํ PCR ของยนี PKD2 (รวม 17 amplicons) 

Fragment Primer  PCR Primer sequence Product  Position Location (MgCl2) Annealing 

  name  
size 
(bp)     (mM)  temp.(°C) 

1a F1a 5' -CGC GCC GGA CGC CAG TGA CC- 3' 279 44 - 63 Exon 1 1.5* 65 
  R1a 5' -CCT GCC GGG AGC ACG ACG AGA GC- 3'   322 - 300 Exon 1 (GC buffer)   

1b F1b 5' -CCG CGG CCT CCC CTT CTC CTC C- 3' 291 278 - 299 Exon 1 1.5* 65 
  R1b 5' -CTG GGC TGG GGC ACG GCG GG- 3'   568 - 549 Exon 1 (GC buffer)   

1c F1c 5' -GGG GCT ACC ACG GCG CGG GC- 3' 220 491 - 510 Exon 1 1.5* 65 
  R1c 5' -CCG GCC GTT CTG GTT CGT GCA TCT G- 3'   710 - 686 Intron 1 (GC buffer)   
2 F2 5' -AAA TGA TAT CTT TTC TTT TCT TCA- 3' 188 11,753 - 11,776 Intron 1 1.5 55 
  R2 5' -AAC TTT CCC ATT AGT GCA AG- 3'   11,940 - 11,921 Intron 2     
3 F3 5' -CCA AAA TGT TTA TCC ACA GG- 3' 265 28,450 - 28,469 Intron 2 1.5 57 
  R3 5' -AGG TAC TTT CAA AGT TAT TTG CA- 3'   28,714 - 28,692 Intron 3     

4 F4 5' -TGG TTA TGC AAA CGA TGC AGG- 3' 360 30,504 - 30,524 Intron 3 1.5 65 
  R4 5' -CCG AGT GGC AAT GAG TCA CA- 3'   30,863 - 30,844 Intron 4     
5 F5 5' -GCC TCA AGT GTT CCA CTG AT- 3' 361 35,510 - 35,529 Intron 4 1.5 60 
  R5 5' -AGG TTT TTC TGG CTA ACC CCA G- 3'   35,870 - 35,849 Intron 5     
6 F6 5' -TTT AAT TGT TCT TAT TTA CAT GCA- 3' 296 38,950 - 38,973 Intron 5 1.5 57 
  R6 5' -TTG TAG AAT AGA ATA GGA AAT TTG G- 3'   39,246 - 39,222 Intron 6     

7 F7 5' -TTG GTG AAG AAA AAT ATA CTA GTC A- 3' 318 44,237 - 44,261 Intron 6 1.5 55 
  R7-1 5' -TGG AAC TCA TTT TTT TTA AAG A- 3'   44,554 - 44,533 Intron 7     
8 F8 5' -TTT TAT TAT ATA CAG TCA CAC CA- 3' 292 48,352 - 48,374 Intron 7 1.5 55 
  R8 5' -CAA CTC TGA TTA AAT TTT TCT TCT T- 3'   48,643 - 48,619 Intron 8     
9 F9 5' -TTT GTT TTT GTA TTG TGG TG- 3' 212 50,277 - 50,296 Intron 8 1.5 55 
  R9 5' -AAG GAT TTA CGA AGT TTA AAT TG- 3'   50,488 - 50,466 Intron 9     

10 F10 5' -TAA TTC CAA ATT ATG TTT CTT CC- 3' 216 54,183 - 54,205 Intron 9 1.5 57 
  R10 5' -TGA AAC AAT GCT CAT TTT ATG- 3'   54,398 - 54,378 Intron 10     

11 F11 5' -AAA CCA AGT CTT TTA TTT TTT CTC- 3' 236 57,673 - 57,696 Intron 10 1.5 57 
  R11 5' -GGG CTA GAA ATA CTC TTA TCA CC- 3'   57,908 - 57,886 Intron 11     

12 F12 5' -AAT GAT TTT TAT CTG TAT CCT CTC- 3' 193 58,060 - 58,083 Intron 11 1.5 58 
  R12 5' -TAG GTA CCA AAT CAA ATC CG- 3'   58,253 - 58,234 Intron 12     

13 F13 5' -GTC TCA GTG TTC TGC TCC TC- 3' 235 60,187 - 60,206 Intron 12 1.5 58 
  R13 5' -AAA TTC TGC CAA TTC CTT TA- 3'   60,421 - 60,402 Intron 13     

14 F14 5' -TGT ACT GTG TTT TCC TTG CA- 3' 248 67,124 - 67,143 Intron 13 1.5 55 
  R14 5' -AAA TAC AAC TGT CAG CAA CAT A- 3'   67,371 - 67,350 Intron 14     

15 F15 5' -ACA CCA GTT TCT TTT TCC CT- 3' 382 67,765 - 67,784 Intron 14 1.5 58 
  R15 5' -ATC GGT CAC AAA GAC TAG CA- 3'   68,146 - 68,127 Exon 15     

หมายเหตุ:  
GenBank and NCBI Reference Sequence for PKD1 

Genomic DNA:   L39891.1   (53,522 bp)  

mRNA:    NM_000296.3  (14,135 bp)     

Polycystin-1 isoform 2 precursor: NP_000287.3   (4,302 aa) 

GenBank and NCBI Reference Sequence for PKD2 

Genomic DNA:    NG_008604.1   (70,110  bp)   

mRNA:    NM_000297.2  (5,073  bp)     

Polycystin-2 :   NP_000288.1  (968 aa) 
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ภาพทีÉ 7. PCR product ทั Êงหมดใน genomic DNA ของยนี PKDř ทีÉไดจ้ากการทาํ nested PCR โดยใช ้long-

range PCR เป็น DNA template และจาก genomic DNA โดยตรง (รวม 59 amplicons) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพทีÉ 8. PCR product ทั Êงหมดของยนี PKD2 ทีÉไดจ้ากการทาํ PCR โดยใช ้genomic DNA เป็น DNA template 

(รวม 17 amplicons) 
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5. การตรวจกรองหาการกลายพนัธุ์ (mutation screening) ของยีน PKD  และ PKD2 ในแต่ละ 

amplicon ด้วยวิธี denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) 

5.1  การหาสภาวะของ DHPLC ให้เหมาะสมกบัการตรวจ amplicons แต่ละชนิด โดยใช้
โปรแกรม Navigator™ software ในการวิเคราะห์ 

การตรวจกรองการกลายพนัธุด์ว้ยวธิ ี DHPLC ใชเ้ครืÉองวเิคราะหส์ารพนัธุกรรมดว้ยระบบความ
ดนัสงู (WAVE® Nucleic Acid Fragment Analysis System 3500HT) ของบรษิทั Transgenomic 
(Transgenomic Inc., Omaha, NE, USA) ซึÉงจะตอ้งปรบัสภาวะของการวเิคราะหใ์หเ้หมาะสมกบั 
PCR amplicon แต่ละชิÊน ดว้ยการปรบัปรมิาณของ acetonitrile ใน buffer ทีÉใชใ้นการชะ DNA 

ออกมาจาก column (DNASep® HT cartridge ซึÉงเป็น C18 reverse-phase, non-porous 

polystyrene-divinyl benzene matrix) ใหม้คีวามเขม้ขน้จากตํÉาไปสงู (gradient) รวมทั Êงการปรบั
อุณหภมูขิอง DNA column ใหเ้หมาะสมกบัค่า melting temperature (Tm) ของแต่ละ amplicon ดว้ย 
โดยใชโ้ปรแกรมคอมพวิเตอร ์ Navigator™ (Transgenomic Inc., USA) ทีÉมากบัเครืÉอง DHPLC ทาํ
การวเิคราะหข์อ้มลูลาํดบัเบสของแต่ละ amplicon เพืÉอกําหนดค่าอุณหภูม ิ และค่าตวัแปรอืÉนๆ ทีÉควร
เป็น ก่อนนําไปสรา้งวธิตีรวจทีÉเหมาะสมสาํหรบั amplicons นั Êนๆ ต่อไป  

ผูว้จิยัและคณะไดด้ําเนินการหาสภาวะของ DHPLC ทีÉเหมาะสมกบัการตรวจ amplicons ของ
ยนี PKD1 ในส่วนของยนีทีÉเป็น unique region จาํนวน 16 ชิÊนไวแ้ลว้ ดงัแสดงในตารางทีÉ 3 ส่วนของ 
Exons 1-33 ในยนี PKD1 ซึÉงเป็น reiterated region อยูร่ะหว่างดาํเนินการวเิคราะห ์

ส่วนสภาวะของ DHPLC ทีÉเหมาะสมกบัการตรวจ amplicons ของยนี PKD2 ทั Êงยนีไดแ้สดงไว้
ในตารางทีÉ 4 

 
 

 

-  
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ตารางทีÉ 3.   สภาวะของ DHPLC ทีÉเหมาะสมกบัการตรวจ amplicons ทั Êงหมดของยนี PKD1 

Fragment Product 
Size (bp) 

 

Nucleotide Position 
in Genomic DNA 

 

Primer 
Length (bp) 

 

Coding Position 
in the Fragment 

 

Optimal Condition for DHPLC 

Column 
Temperature (°C) 

Acetonitrile Gradient 
(% buffer B) 

 T1 T2 T3 T4 

1 433 3,543-3,966 20/20 106-320 70.6 70 69 - 59.6-69.6 

2-3 508 19,732-20,239 30/19 172-243, 
365-436 

65.5 64 58.7 55.1 53.7-63.7, 55.7-67.7, 
58.2-68.2, 60.7-70.7 

4 317 20,371-20,687 20/18 70-229 66.4 65 63.5 - 53.7-63.7, 57.2-67.2 

5a 520 20,725-21,244 20/20 95-520 65.5 64.4 - - 60.8-70.8 

5b 417 21,172-21,588 18/21 1-319 66.5 65.5 63.8 - 57.3-67.3, 59.3-69.3 

6 391 21,495-21,885 19/21 115-298 66.3 65.3 63 - 53.9-63.9, 56.4-66.4, 
58.9-68.9 

7 347 22,162-22,508 19/19 67-287 66.8 65 63.5 - 55.8-65.8, 58.0-68.0 
8 312 22,560-22,871 19/21 78-193 66.2 64.5 60.5 - 54.6-64.6, 55.6-65.6, 

57.1-67.1 
9 261 23,098-23,358 18/19 66-192 66.6 65.5 64 - 52.9-62.9, 55.6-65.6, 

55.4-65.4 

10 385 23,585-23,969 19/19 72-319 65.8 64.4 62.7 - 55.8-65.8, 57.3-67.3, 
58.8-68.8 

11a 467 24,251-24,717 18/18 106-467 66.7 65.7 64.7 - 57.6-67.6, 58.6-68.6, 
60.1-70.1 

11b 514 24,655-25,168 18/18 1-457 65.3 64.3 63 - 59.5-69.5, 60.7-70.7 

12 275 25,918-26,192 19/20 72-203 66.5 64.3 63.6 - 50.9-60.9, 54.9-64.9, 
55.9-65.9 

13 314 26,245-26,558 19/18 74-249 65.8 64.6 - - 55.1-65.1, 57.1-67.1 

14 320 26,717-27,036 27/27 92-225 66 65 64.5 - 53.1-63.1, 54.8-64.8, 
57.3-67.3 

15a 392 27,314-27,705 18/18 94-392 66 64.9 - - 58.9-68.9 
15b 467 27,641-28,107 19/22 1-467 66.4 64.5 62 - 60.7-70.1 

15c 421 28,009-28,429 18/24 1-421 65.8 65 62.5 - 59.4-69.4 

15d 376 28,347-28,722 18/19 1-376 64.5 63.5 - - 58.6-68.6 
15e 448 28,653-29,100 20/19 1-448 65.2 63.4 61 - 56.8-66.8, 59.8-69.8 

15f 485 29,039-29,523 26/26 1-485 65.5 64.2 63.3 - 56.9-66.9, 60.4-70.4 

15g 372 29,476-29,847 19/23 1-372 66 64.9 63 - 57.0-67.0, 58.5-68.5 
15h 499 29,706-30,204 23/18 1-477 66.2 65.1 63.3 - 60.6-70.6 

15i 477 30,157-30,633 18/21 1-477 65.8 65.1 63 - 60.3-70.3, 61.8-71.8, 
62.8-72.8 

15j 494 30,581-31,074 20/18 1-444 68.7 64.2 63 - 53.0-63.0, 60.5-70.5, 
62.5-72.5 

16 303 31,163-31,465 26/26 82-231 66.5 65 62.5 - 56.8-66.8 

17 419 32,230-32,648 19/24 99-242 65 64.1 63.2 61.5 57.4-67.4, 58.4-68.4, 
59.4-69.4 

18 479 32,451-32,929 19/19 149-428 66.5 65.2 64.5 - 60.3-70.3 
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ตารางทีÉ 3.   สภาวะของ DHPLC ทีÉเหมาะสมกบัการตรวจ amplicons ทั Êงหมดของยนี PKD1 (ต่อ) 
 

Fragment Product 

Size (bp) 

 

Nucleotide Position 

in Genomic DNA 

 

Primer 

Length (bp) 

 

Coding Position 

in the Fragment 

 

Optimal Condition for DHPLC 

Column 
Temperature (°C) 

Acetonitrile Gradient 

(% buffer B) 
T1 T2 T3 T4 

19 480 32,835-33,314 27/27 138-351 66 65.3 63.7 - 60.3-70.3 

20 398 33,111-33,508 18/20 141-300 65.5 64.2 62.5 - 58.0-68.0, 59.0-69.0, 

60.5-70.5 

21 339 33,700-34,038 22/18 102-253 66.5 64.5 - - 55.3-66.3, 57.8-67.8 

22 280 36,887-37,166 30/18 66-212 67.2 65.9 - - 51.1-61.1, 56.1-66.1 

23a 447 37,633-38,079 26/21 69-447 66.5 64.6 62.5 58 56.3-66.3, 57.3-67.3, 

59.8-69.8, 61.3-71.3 

23b 448 37,946-38,393 20/26 1-385 65.8 62.5 61.5 - 56.6-66.6, 59.8-69.8 

24 344 38,531-38,874 18/18 94-250 64.6 64.2 - - 57.9-67.9 

25 407 38,893-39,299 23/23 69-321 66 64.7 63.7  56.7-66.7, 59.2-69.2 

26 434 39,242-39,675 19/27 97-292 65 63.4 - - 57.1-67.1, 59.6-69.6 

27 428 40,951-41,378 23/21 78-248 65 64.4 61 - 58.5-68.5, 59.5-69.5, 

60.5-70.5 

28 345 41,157-41,501 28/18 129-273 65.7 64.7 62.5 - 57.9-67.9, 59.4-69.4 

29 409 41,453-41,861 19/28 71-281 64.9 64.6 - - 59.2-69.2 

30 326 41,728-42,053 20/19 97-223 64.5 63.7 - - 57.4-67.4 

31-32 405 43,541-43,945 20/19 70-186, 

277-326 

65.4 64.6 62.5 61 54.1-64.1, 56.1-66.1, 

59.1-69.1 

33 406 44,033-44,438 20/30 59-243 65 63.5 62.5 - 56.2-66.2, 57.7-67.7, 

59.2-69.2 

34 276 44,242-44,517 23/24 112-204 64.4 63.0 61.5 - 56.0 – 66.0 

35 219 47,322-47,540 18/18 63-181 66.0 63.4 - - 53.6 – 63.6 

36 415 47,474-47,862 27/27 108-310 65.7 64.1 62.5 - 59.3 – 69.3 

37 298 47816,-48093 21/21 41-236 66.0 64.8 63.4 - 56.7 – 66.7 

38 269 48,440-48,688 21/21 62-201 64.5 59.5 - - 55.7 – 65.7 

39 265 48,927-49,171 20/21 76-188 66.4 65.4 61.0 - 55.6 – 65.6 

40 378 49,348-49,707 21/19 59-200 66.0 65.0 63.5 - 58.6 – 68.6 

41 379 49,501-49,853 27/27 188-313 66.2 65.0 - - 58.6 – 68.6 

42 314 49,921-50,214 21/21 77-251 70.0 68.9 67.9 - 57.1 – 67.1 

43 472 50,351-50,822 21/29 69-379 68.5 67.2 65.2 - 60.2 – 70.2 

44 349 50,680-51,005 18/24 106-240 65.5 64.9 61.5 - 58.0 – 68.0 

45 448 50,931-51,356 23/23 73-378 65.0 64.5 - - 59.9 – 69.9 

46a 449 51,331-51,779 25/24 69-449 66.5 65.1 - - 59.9 – 69.9 

46b 362 51,567-51,895 18/34 1-300 67.5 65.5 64.2 - 58.3 – 68.3 

Promoter 235 1,346-1,580 20/20 - 62.0 58.0 56.0 - 55.2 – 65.2 

PolyA 148 52,770-52,917 21/21 - 64.5 61.4 - - 50.8 – 60.8 
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ตารางทีÉ 4.   สภาวะของ DHPLC ทีÉเหมาะสมกบัการตรวจ amplicons ทั Êงหมดของยนี PKD2 

 
Fragment Product  Nucleotide position Primer  Coding position  

 
Optimal condition for DHPLC 

 
size (bp) 

 
in genomic DNA 

 
length (bp) 

 
in the fragment 

 
Column 

temperature (°C) 
Acetonitrile gradient 

 
     T1 T2 T3 (% buffer B) 

1a 279 44-322 20/23 23-279 71.0 69.5 66.5 53.6-63.6, 56.1-66.1 
1b 

 
291 

 
278-568 

 
22/21 

 
1-291 

 
69.5 67.0 65.1 49.5-59.5, 53.5-63.5, 

56.5-66.5 
1c 220 491-710 19/25 1-161 69.7 68.5 - 51.2-61.2, 53.7-63.7 
2 188 11,753-11,940 24/20 39-153 58.6 56.5 52.0 49.1-59.1, 52.1-62.1 
3 265 28,450-28,714 20/22 104-237 60.6 56.7 - 52.6-62.6, 55.6-65.6 
4 360 30,504-30,863 21/20 81-331 59.8 58.5 - 57.5-67.5 
5 361 35,510-35,870 20/22 67-291 59.2 57.5 55.5 55.8-65.8, 58.3-68.3 
6 297 38,950-39,246 24/25 26-254 57.7 56.7 - 53.6-63.6, 56.6-66.6 
7 318 44,237-44,554 25/22 88-255 56.7 55.5 52.0 53.7-63.7, 57.2-67.2 
8 292 48,352-48,643 23/25 68-249 58.8 55.3 - 51.5-61.5, 55.0-65.0 
9 212 50,277-50,488 20/23 40-160 57.2 54.1 - 49.9-59.9, 53.4-63.4 

10 216 54,183-54,398 23/21 57-155 57.5 55.5 - 51.1-61.1, 53.6-63.6 
11 

 
236 

 
57,673-57,908 

 
24/23 

 
35-156 

 
59.5 58.5 56.1 51.0-61.0, 52.0-62.0 

54.5-64.5 
12 194 58,060-58,253 24/20 36-153 60.2 58.5 - 48.4-58.4, 52.4-62.4 
13 

 
235 

 
60,187-60,421 

 
20/20 

 
45-208 

 
61.5 60.1 55.5 51.9-61.9, 52.4-62.4, 

54.4-64.4 
14 248 67,124-67,371 20/22 22-169 62.3 61.9 - 53.0-63.0, 53.5-63.5 
15 

 
382 

 
67,765-68,146 

 
20/20 

 
27-263 

 
60.8 58.7 57.7 53.7-63.7, 56.2-66.2, 

58.7-68.7 



 32

5.2  การฉีด PCR product เข้าเครืÉอง DHPLC และการวิเคราะห์ผล 

ผูว้จิยัและคณะไดจ้ดัเตรยีม PCR product ของยนี PKD1 จาํนวน 59 ชิÊน และยนี PKD2 
ทั Êงหมด 17 ชิÊน จากตวัอยา่งตรวจของผูป้ว่ยทีÉเกบ็ตวัอยา่งได้จาํนวน 70 รายซึÉงมาจากต่างครอบครวั
กนั ใหเ้หมาะแก่การตรวจกรองหาการกลายพนัธุ ์ (mutation screening) ดว้ยวธิ ีDHPLC  เนืÉองจาก
หลกัการของ DHPLC เป็นการตรวจกรองหาการกลายพนัธุ ์ (mutation screening) ทีÉทําใหเ้กดิ
ลกัษณะของ heteroduplex DNA ขึÊน (ภาพทีÉ 9)  ดงันั Êน ก่อนการตรวจกรองดว้ยวธิ ีDHPLC ตอ้งมี
การชกันําให ้PCR product มลีกัษณะเป็น heteroduplex จาํนวนมากขึÊนเสยีก่อนโดยการใหค้วามรอ้น
สงูทีÉ 95°C ประมาณ 5 นาทแีลว้ค่อยๆ ปล่อยใหเ้ยน็ลงชา้ ๆ จนถงึอุณหภมูหิอ้งภายในเวลาไม่น้อย
กว่า 45 นาท ี หลงัจากนั Êนจงึนํา PCR product ทีÉเตรยีมพรอ้มแลว้ประมาณ 5-10 μL ฉีดเขา้ไปใน
ระบบของเครืÉอง DHPLC แบบอตัโนมตัโิดยสั Éงงานผ่านโปรแกรมคอมพวิเตอร ์Navigator™ 

การวเิคราะหห์าการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 และยนี PKD2 ในแต่ละ amplicon จะดูจากการ
เปลีÉยนแปลงของรปูแบบทางโครมาโตกราฟฟี (chromatographic peak pattern) จากเครืÉอง DHPLC 

ของ PCR product จากผูป้ว่ย เทยีบกบั PCR product ทีÉเป็น homozygous wild-type (normal 

control) ของ amplicon ชนิดเดยีวกนั โดยทีÉ DNA ทีÉถูกชะออกมาจาก column จะถูกตรวจจบัโดยการ
ดดูกลนืแสงอลัตราไวโอเลต (ultraviolet absorption) ทีÉความยาวคลืÉน 260 nm และใหส้ญัญาณ
ออกมาเป็น peak (วดัเป็น mV) ทีÉมคีวามสงูตามปรมิาณของ DNA ทีÉมใีน PCR product  เวลาทีÉใชใ้น
การวเิคราะห ์PCR product แต่ละตวัอยา่งอยูท่ีÉประมาณ 3-8 นาทขีึÊนกบัสภาวะทีÉเลอืกใช ้

 

 
 

 

ภาพทีÉ 9. หลกัการของ DHPLC ในการตรวจกรองหาการกลายพนัธุ ์(mutation screening) ทีÉทาํใหเ้กดิ
ลกัษณะของ heteroduplex DNA ขึÊน (http://www.transgenomic.com) 
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6. การวิเคราะหค์วามผิดปกติของ PCR product โดยการหาลาํดบันิวคลีโอไทด ์

จากผลการตรวจกรองหาการกลายพนัธุ ์ (mutation screening) ดว้ยวธิ ี DHPLC ไดเ้ลอืก 
PCR product ของผูป้ว่ยทีÉมกีารเปลีÉยนแปลง DHPLC elution profile ไปวเิคราะหห์าลาํดบันิวคลโีอ
ไทดท์ีÉเปลีÉยนแปลง โดยทําการเตรยีม PCR product ของยนี PKD1 และ PKD2 ส่วนทีÉพบความ
ผดิปกตขิองผูป้ว่ยรายนั Êนๆ ขึÊนมาใหม ่ แลว้ผ่านกระบวนการทําให ้ PCR product บรสิุทธิ Íโดยการ
ยอ่ยดว้ย ExoSAP-IT® (Affymetrix – USB® Products, Affymetrix, Inc) ตามคาํแนะนําของ
บรษิทัผูผ้ลติ ก่อนทาํ cycle sequencing ตามหลกัการ dideoxy method โดยใช ้DYEnamic ET dye 

terminator cycle sequencing kit (MegaBACE) หรอื BigDye® Terminator v3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) แลว้วเิคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทดด์ว้ยเครืÉองอตัโนมตั ิ
MegaBACE 1000 Automated DNA sequencer หรอื Applied Biosystems 3130xl Genetic 

Analyzer ตามลาํดบั 
  เมืÉอทราบการเปลีÉยนแปลงในลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง PCR product ของผูป้ว่ยแลว้ ตอ้งทาํ
การตรวจสอบกบั reference sequence ของยนี PKD1 และ PKD2  รวมทั Êง Mutation database และ
รายงานการวจิยัของยนีทั Êงสองว่าเป็นชนิดทีÉเคยมกีารรายงานมาก่อนหน้านีÊ (reported mutation) หรอื
เป็นชนิดทีÉเพิÉงคน้พบใหม ่ (novel mutation) ซึÉงกรณีหลงันีÊ ถา้สิÉงทีÉตรวจพบไมไ่ดเ้ป็น truncating 
mutations (ไดแ้ก่ nonsense, deletion, splicing defect หรอื frame-shift mutations) แต่เป็นเพยีง  
missense mutation ตอ้งมขีั Êนตอนการพสิูจน์ต่อไปอกีว่าสิÉงทีÉตรวจพบนั Êนเป็นการกลายพนัธุ ์
(mutation) หรอืเป็นเพยีงความแปรผนัหลากหลาย (polymorphism) ทีÉพบไดท้ั Éวไปในประชากรชาว
ไทย (ดขูอ้ 7 และ 8) 
 

7. การวิเคราะหก์ารถ่ายทอดการกลายพนัธุ์นั Êนๆ ในครอบครวัโดยการพฒันาวิธี DHPLC เพืÉอ
การตรวจการกลายพนัธุข์องยีน PKD1 หรือยีน PKD2 โดยตรง (direct detection) หรือแบบ
จาํเพาะเจาะจง เพืÉอใช้ในการวินิจฉัยโรคของสมาชิกครอบครวันัÊนๆ  

  ในกรณทีีÉผูป้ว่ยมสีมาชกิครอบครวัมาดว้ยกนัหลายคน และมคีนอืÉนในครอบครวัทั ÊงทีÉเป็นโรค
และไมเ่ป็นโรค หลงัจากทราบชนิดการกลายพนัธุข์องยนี PKDř หรอืยนี PKD2 แลว้ ผูว้จิยัและคณะได้
พฒันาวธิตีรวจการกลายพนัธุข์องยนี PKDř หรอืยนี PKD2 ชนิดทีÉพบในครอบครวันั Êนๆ โดยตรง 
(direct detection) ดว้ยการตรวจ genomic DNA ของสมาชกิครอบครวัผูป้ว่ยดว้ยวธิ ี DHPLC แบบ
จาํเพาะเจาะจง เพืÉอใหท้ราบการถ่ายทอดยนีทีÉมกีารกลายพนัธุใ์นครอบครวั ทาํใหว้นิิจฉยัโรคได้อยา่ง
รวดเรว็ 
 

8. การพิสจูน์ว่าความผิดปกติทีÉตรวจพบเป็น mutation หรือเป็น polymorphism ของยีน PKD1 
และ PKD2 

การพสิูจน์ว่า DNA variants ทีÉตรวจพบเป็น mutation หรอื polymorphism ของยนี PKD1 
และ PKD2  ในกรณทีีÉสิÉงทีÉตรวจพบเป็น missense mutation (หรอืแมแ้ต่ silent mutation ซึÉงไมค่วร
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ละเลยในบางกรณ)ี นอกเหนือจากการวเิคราะหก์ารถ่ายทอดการกลายพนัธุน์ั Êนในครอบครวัแลว้ ยงัมี
ขอ้พจิารณาประกอบเพืÉอสนับสนุนว่าความผดิปกตนิั Êนเป็นการกลายพนัธุท์ีÉแทจ้รงิหรอืไม ่ดงัต่อไปนีÊ 

- ตอ้งแน่ใจว่าไม่ม ีsequence variants ทีÉอืÉนอกี โดยตอ้งทาํการตรวจวเิคราะหใ์หค้รบทุก region 

ของทั Êงยนี PKD1 และ PKD2 

- เปรยีบเทยีบขอ้มลูทีÉไดก้บัฐานขอ้มลูสากลต่างๆ เช่น Polycystic Kidney Disease Mutation 

Database (PKDB) 
- DNA variants ทีÉตรวจพบนั Êนทําให ้ amino acid ทีÉถูกอนุรกัษ์ไวใ้นววิฒันาการ (evolutionary 

conserved) มกีารเปลีÉยนแปลงดา้นโครงสรา้งหรอืคุณสมบตัทิางชวีเคมซีึÉงอาจส่งผลกระทบต่อ
การทํางานของโปรตนี polycystin-1 และ polycystin-2 โดยอาศยัการวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม
คอมพวิเตอรส์าํหรบัใชท้ํานายภาวะก่อโรค (pathogenicity prediction) ของ DNA variants 

ไดแ้ก่ Polyphen2 (Polymorphism Phenotyping v2) (63) และ MutationTaster (64) 

- ผลจากการวเิคราะหก์ารถ่ายทอดการกลายพนัธุใ์นครอบครวัแสดงถงึการถ่ายทอด DNA 

variant ชนิดนั Êนไปกบัการแสดงออกของโรค ADPKD 

- DNA variants ทีÉตรวจพบนั Êนไม่มใีนคนปกตจิากการตรวจใน normal alleles อยา่งน้อย 100 
alleles  

 

9. รวบรวมและวิเคราะหข้์อมลูผลการศึกษาทั Êงระบบ เพืÉอแปลผลเป็นชนิด mutation หรอื 
polymorphism ของยนี PKD1 และ PKD2 เพืÉอใหไ้ดข้อ้มลูการกลายพนัธุข์องยนีทั ÊงสองทีÉเชืÉอถอืได้ 
สามารถนําเสนอเขา้ไปในฐานขอ้มลูสากลได ้ 
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 

(Results and Discussion) 

 

 จากการวเิคราะหล์าํดบันิวคลโีอไทดใ์น PCR product ของผูป้ว่ยทีÉม ีDHPLC elution profile ต่าง
จาก normal control  เมืÉอทราบการเปลีÉยนแปลงในลาํดบันิวคลโีอไทดข์อง PCR product ของผูป้ว่ยแลว้ ได้
ทาํการตรวจสอบกบั reference sequence ของยนี PKD1  และ PKD2  รวมทั Êง Mutation Database ของยนี
ทั Êงสอง (Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease: Mutation Database, the PKDB 

URL:http://pkd.mayo.edu) ว่าสิÉงทีÉตรวจพบนั Êนเป็นความผดิปกตทิีÉเป็นการกลายพนัธุ ์ (mutation), เป็น
ความแปรผนัหลากหลาย (polymorphism) ทีÉพบไดท้ั Éวไปในประชากร หรอืเป็นการเปลีÉยนแปลงของยนีทีÉยงั
ไมท่ราบความสาํคญั (indeterminate variants or  variants of unknown significance) 

 

 การตรวจพบการกลายพนัธุข์องยีน PKD1 ใน proband  

 จากการตรวจตวัอยา่งตรวจของผูป้ว่ย ADPKD ทีÉเกบ็ตวัอยา่งไดจ้าํนวน 70 รายซึÉงมาจากต่าง
ครอบครวักนัทั Êงหมด ไมไ่ดม้คีวามเกีÉยวขอ้งเป็นญาตกินั โดยวเิคราะหห์าการกลายพนัธุต์ลอดทั Êงยนี PKD1 
โดยใช ้ PCR product ทั Êงหมดจาํนวน 59 ชิÊน พบ DNA variants ของยนี PKD1 ดงัแสดงเรยีงตามลาํดบั 
exon ในตารางทีÉ 5 ซึÉงแบ่งเป็น 

- Definitely pathogenic mutation จาํนวน 23 ชนิด ในผูป้ว่ยจาก 27 ครอบครวั 

- Indeterminate variants จาํนวน 22 ชนิด ในผูป้ว่ยจาก 21 ครอบครวั 

- Polymorphism จาํนวน 20 ชนิด ในผูป้ว่ยจาก 30 ครอบครวั 

 รายละเอยีดผลการตรวจวเิคราะหย์นี PKD1 ดว้ย DHPLC และ  direct DNA sequencing ได้
นํามาแสดงเป็นตวัอยา่งในภาพทีÉ 10 - ภาพทีÉ 37 

 

หมายเหตสุาํหรบัผล DHPLC ในภาพ:  

1)  การให ้relative score ของ DHPLC elution profile เปรยีบเทยีบกบั normal control 

+3  หมายถงึ  แตกต่างกนัอยา่งชดัเจนมาก 

  +2 หมายถงึ  แตกต่างกนัปานกลาง 
  +1  หมายถงึ  แตกต่างกนัเพยีงเลก็น้อย 

    0  หมายถงึ  ไมม่คีวามแตกต่าง 
2)  ตวัอยา่งตรวจทีÉม ีDHPLC elution profile ทีÉได ้score ตั Êงแต่ +1 ถงึ +3 จะถูกเลอืกไปวเิคราะหล์าํดบั   

นิวคลโีอไทดต่์อไป 

3)  โดยทั Éวไปการตรวจพบ DNA variant ในโรค ADPKD จะละไวใ้นฐานทีÉเขา้ใจว่าหมายถงึ heterozygous 
variant โดยไมไ่ดร้ะบุคาํว่า "heterozygous" แต่ถา้พบเป็น homozygous จงึจะระบุกํากบัไว ้
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ตารางทีÉ 5.  สรปุผลการตรวจพบ PKD1 mutations และ SNPs ในผูป้ว่ย  ADPKD  (เรยีงตามลาํดบั exon) 
 

Region Nucleotide Change Consequence 
(Amino Acid 
Change) 

Mutation 
Type 

Interpretation 
(Clinical Significance) 

ADPKD 
Family 

Exon 5a c.542T>C 
 

V181A 
 

Missense 
(Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Benign (Polyphen2) 

PK024 

c.674C>T 
 

S225L 
 

Missense 
(Novel variant) 

Polymorphism (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK003 
(PK115) 

Exon 7 
 
 

c.1396G>A  V466M Missense 
(Reported Indeterminate) 

Disease causing (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK135 
PK139 

c.1515C>T A505A Silent (Synonymous) 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK135 
PK139 

Exon 9 c.1728G>C 
 

M576I Missense 
(Novel variant) 

Polymorphism (MutationTaster) 
Possibly damaging (Polyphen2) 

PK097 

Intron 9 c.1850-4A>G Likely Silent Intronic substitution 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK139 

Exon 10 
 

c.2027C>T P676L Missense 
 (Novel variant) 

Polymorphism (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK139 

c.2039A>T Y680F Missense 
 (Reported SNP) 

Likely Neutral PK123 

Intron 12 c.2986-15C>T Likely Silent Substitution 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK131 

Intron 13 c.3161-2A>T 
 

L1054fs 
 

Splicing defect 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK035 

Exon14 c.3202C>T 
 

Q1068X 
 

Nonsense 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK149 

Exon 15b c.3729G>A 
 

W1243X 
 

Nonsense 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK012 

Exon 15d 
 

c.4343C>T 
 

S1448F 
 

Missense 
(Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Benign (Polyphen2) 

PK013 

c.4447C>T 
 

Q1484X 
 

Nonsense 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK025 

Exon 15e 
 
 

c.4769C>T  P1590L Missense 
(Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK008 

c.4795_4796insT Y1599Lfs Insertion 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK089 

Exon 15f c.4988delCCT S1663del Deletion, In-frame 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK123 

Exon 15i c.6379delTC S2127Qfs Deletion, Frame-shift 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK003 
(PK115) 

Exon 15j 
 
 
 
 
 

c.6730_6731delAG S2244fs16X Deletion, Frame-shift 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK007 

c.6752delTGG V2251del Deletion, In-frame 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK137 

c.6913_6914delCA Q2305fs113X  Deletion, Frame-shift 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK151 
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Region Nucleotide Change Consequence 
(Amino Acid 
Change) 

Mutation 
Type 

Interpretation 
(Clinical Significance) 

ADPKD 
Family 

Exon 16 
 

c.7000ins7 V2334fs Insertion, Frame-shift 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK036 
PK152 

Exon 20 
 

c.7753A>G T2585A Missense 
(Novel SNP) 

Polymorphism (MutationTaster) 
Benign (Polyphen2) 

PK121 

c.7810G>A 
 

D2604N Missense 
(Reported Mutation) 

Indeterminate PK135 

Intron 20 c.7863+1G>T p.R2568Sfs33X Splicing Defect 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK093 

Intron 24 c.8948+11C>T Likely Silent Intronic substitution 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK115 
PK130 
PK138 

Exon 26 c.9319C>T 
 

R3107C 
 

Missense 
(Novel variant) 

Polymorphism (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK099 

Exon 27 c.9463G>A 
 

D3155N 
 

Missense 
(Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK027 

Exon 28 c.9685C>A 
 

L3229M  Missense 
(Novel variant) 

Polymorphism (MutationTaster) 
Possibly damaging (Polyphen2) 

PK088 

Exon 29 c.9820C>T 
 

R3274C 
 

Missense 
(Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK003 
PK007 
PK010 

Intron 34 c.10499+10C>T Likely Silent Intronic substitution 
(Novel SNP) 

Likely Neutral PK121 

Exon 35 c.10529C>T 
(ACG>ATG) 

T3510M 
 
 

Missense 
(Reported SNP) 

Likely Neutral 
 
 

PK001 
PK005 
PK098 
PK133 

Exon 36 
 
 

c.10652C>T P3551L    Missense 
(Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK111 

c.10678G>A 
(GGG> AGG) 

G3560R 
 

Missense 
(Novel variant) 

Polymorphism (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK073 
 

c.10801C>T 
(CTC>TTC) 

L3601F Missense 
(Novel SNP) 

Likely Neutral PK012  
 

c.10821+61_+65delC  Likely Silent Intronic deletion 
(Novel SNP) 

Likely Neutral  PK094  
PK098 
PK103  

c.10718C>G 
(TCA>TGA) 

S3573X Nonsense 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK072  
 

Exon 37 c.10973A>G 
(AAG>AGG)  

K3658R Missense 
(Tsuchiya 2001, 
Zhang 2005) 

Polymorphism/Benign 
Indeterminate? 

PK041  
 

 c.11016G>A 
(CGG>CGA) 

R3672R Silent (Synonymous) 
(Novel SNP) 

Likely Neutral PK001  
 

Exon 39 
 

c.11176T>C 
(TGG>CGG) 

W3726R 
 

Missense 
(Reported mutation) 

Highly pathogenic  
 

PK124 
 

c.11246T>C 
(CTG>CCG)  

L3749P Missense 
(Novel variant) 

Indeterminate  
probably damaging (Polyphen2) 

PK089  
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Region Nucleotide Change Consequence 
(Amino Acid 
Change) 

Mutation 
Type 

Interpretation 
(Clinical Significance) 

ADPKD 
Family 

Exon 40 
 

c.11272C>G 
(CTC>GTC)  

L3758V Missense 
(Novel SNP) 

Likely Neutral PK016 
PK065  

 c.11319A>G 
(GCA>GCG)  

A3773A Silent (Synonymous) 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK102  
 

c.11348_11385 
delinsAGTCC 

V3783_W3795 
delinsES 

Ins/Del, In-Frame 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK030 
PK125  

c.11363C>G 
(CCT> CGT)  

P3788R Missense 
(Novel SNP) 

Likely Neutral PK051 
 

c.11393C>G 
(TCA>TGA)  

S3798X Nonsense 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK099  
 

Intron 41 c.11537+20C>T 
(IVS41+20C>T) 

Likely Silent Intronic substitution 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK007  
 

Exon 42 c.11616G>A 
(GAG>GAA) 

E3872E Silent (Synonymous) 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK003  
 

Intron 42 c.11713-2A>G 
 

p.V3847Cfs40X Splicing defect 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK121 
 

Exon 43 
 

c.11807G>A 
(TGG>TAG)  

W3936X Nonsense 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK016 
PK065  

 c.11969T>G 
 (CTG> CGG)  

L3990R 
 

Missense 
(Novel Mutation) 

Disease causing (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK108 

Intron 43 c.12004-5C>A  
(IVS43-5C>A)  

Likely Silent Intronic substitution 
(Novel variant) 

Likely Neutral  PK106  
 

Exon 44 
 

c.12124C>T Q4042X    Nonsense  
(Reported mutation) 

Definitely Pathogenic PK090 

 c.12133A>G 
(ATC>GTC)  

I4045V Missense 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK106  
 

Exon 45 
 

c.12188T>A 
(TTG> TAG)  

L4063X Nonsense 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK133  
 

 c.12251_12252insTGTC
ACC 

p.L4085Vfs Insertion, Frame-shift 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK022 

 c.12276A>G 
(GCA>GCG) (rs3087632)  

A4092A Silent (Synonymous) 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK019 
PK106  

Exon 46a c.12479delC 
 

P4160Rfs Deletion, Frame-shift 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK146  
PK089 

Exon 46b c.12706G>T 
 

V4236F 
 

Missense 
(Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK059 
 

 c.12724C>T 
(CAG>TAG) 

Q4242X Nonsense 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK044  
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ภาพทีÉ 10.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 5a ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK003 และ PK115 (ซึÉงทราบภายหลงัว่ามคีวามเกีÉยวขอ้งเป็นญาติ
กนั) ม ี base substitution คอื c.674C>T ทีÉทาํใหก้รดอะมโินเปลีÉยนแปลงจาก Serine เป็น 
Leucine ซึÉงยงัไม่เคยมรีายงานมาก่อน  จากการวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม MutationTaster ได้
เป็น Polymorphism สว่น Polyphen2 ทาํนายไดเ้ป็น Probably damaging จงึถอืว่าเป็น  
indeterminate variant  

               

ภาพทีÉ 11. ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon ş ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK135 และ PK139  ม ี base substitution 2 ตําแหน่ง คอื 
c.1396G>A ทีÉทาํใหก้รดอะมโินเปลีÉยนแปลงจาก Valine เป็น Methionine และ c.1515C>T ทีÉ
ไม่ไดท้าํใหก้รดอะมโินเปลีÉยนแปลง ซึÉงการทีÉ Valine เปลีÉยนเป็น Methionine เคยถูกรายงานมา
ก่อนว่าเป็น indeterminate variant สว่น c.1515C>T (p.A505A) นั Êนเป็น reported SNP 
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ภาพทีÉ 12.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon š ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK097 ม ี base substitution คอื c.1728G>C ทีÉทาํใหก้รดอะมโิน
เปลีÉยนแปลงจาก Methionine เป็น Isoleucine เมืÉอนําไปวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม 
MutationTaster ไดเ้ป็น Polymorphism แต่เมืÉอนําไปวเิคราะหด์ว้ย Polyphen2 ไดผ้ลเป็น 
Possibly damaging จงึถอืว่าเป็น  indeterminate variant (novel) 

    

  ภาพทีÉ 13.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 10 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK123 ม ี SNP ทีÉเคยมรีายงานมาก่อนหน้านีÊแลว้ คอื c.2039A>T 

(p.Y680F) 

สว่น PCR product ของผูป้ว่ย PK139 ม ีbase substitution 2 ตําแหน่ง คอื c.1850-4A>G ใน 
intron 9 ซึÉงเคยมรีายงานมาก่อนหน้านีÊแลว้ว่าเป็น SNP และ c.2027C>T ทีÉทาํใหก้รดอะมโิน
เปลีÉยนแปลงจาก Proline เป็น Leucine ทีÉตําแหน่ง codon 676 ซึÉงโปรแกรม MutationTaster 

ใหผ้ลการวเิคราะหเ์ป็น Polymorphism แต่ Polyphen2 ทาํนายเป็น probably damging จงึถอื
ว่าเป็น  indeterminate variant (novel) 
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ภาพทีÉ 14.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 13 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK131 ม ีbase substitution คอื c.2986-15C>T ใน intron 12 

ซึÉงเคยมรีายงานมากอ่นหน้านีÊแลว้วา่เป็น SNP 

 

 

                            

ภาพทีÉ 15.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 14 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK149 ม ี reported nonsense mutation เป็น base 

substitution ทีÉ c.3202C>T ซึÉงทาํใหก้รดอะมโินเปลีÉยนแปลงจาก Glutamine เป็น stop 

codon ทาํใหโ้ปรตนีมขีนาดสั Êนลง จากเดมิทีÉม ี 4,302 กรดอะมโิน เหลอืเพยีง 3,202 

กรดอะมโินซึÉงจะไมส่ามารถทาํหน้าทีÉตามปกตไิด ้ จงึเป็น mutation ทีÉเป็นสาเหตุของโรค 
ADPKD ในผูป้ว่ยรายนีÊอยา่งแน่นอน (definitely pathogenic mutation) 
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ภาพทีÉ 16.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 15b ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK012 ม ี base substitution คอื c.3729G>A ทีÉทาํใหก้รดอะมโิน
เปลีÉยนแปลงจาก Tryptophan เป็น stop codon ทาํใหโ้ปรตนีมขีนาดสั Êน จงึเป็น definitely 

pathogenic mutation 

 

 
 

ภาพทีÉ 17.           ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 15d ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK025 ม ีbase substitution คอื c.4447C>T ทีÉทาํใหก้รดอะมโิน
เปลีÉยนแปลงจาก Glutamine เป็น stop codon ทาํใหโ้ปรตนีมขีนาดสั Êน จงึเป็น definitely 

pathogenic mutation 

PCR product ของผูป้ว่ย PK013 ม ีbase substitution คอื c.4343C>T ทีÉทาํใหก้รดอะมโิน
เปลีÉยนแปลงจาก Serine เป็น Phenylalanine และยงัไมเ่คยถกูรายงานมากอ่น เมืÉอนําไป
วเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม MutationTaster จดั mutation ใหอ้ยูใ่นกลุ่ม disease causing แต่
เมืÉอนําไปวเิคราะหด์ว้ย Polyphen2 mutation นีÊเป็นชนิด benign  จงึถอืว่าเป็น  
indeterminate variant (novel) 
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ภาพทีÉ 18.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 15e ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK089 ม ีT insertion ทีÉ c.4795_4796 สง่ผลใหก้รดอะมโินมี
การเปลีÉยนแปลงแบบ frameshift  จงึเป็น definitely pathogenic mutation 

PCR product ของผูป้ว่ย PK008 ม ีsubstitution คอื c.4769C>T สง่ผลใหก้รดอะมโินมี
การเปลีÉยนแปลงจาก Proline เป็น Leucine และยงัไมเ่คยถกูรายงานมากอ่น เมืÉอนําไป
วเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม MutationTaster และ Polyphen2 จดัใหเ้ป็น disease causing 

และ probably damaging ตามลาํดบั 

                              

ภาพทีÉ 19.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon řŝf ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK123 ม ี3 bp deletion, c.4988delCCT ทีÉทาํใหก้รดอะมโิน
เปลีÉยนแปลงแบบ inframe deletion (เป็น definitely pathogenic mutation) 
นอกจากนั Êน ยงัพบว่าม ี base substitution ทีÉ c.4987C>T ทาํใหก้รดอะมโินเปลีÉยนแปลงจาก 
Valine เป็น Isoleucine แต่เมืÉอนําไปวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม MutationTaster และ Polyphen 2 

แลว้ จดัเป็นกลุ่มของ Polymorphism และ Benign ตามลาํดบั 
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ภาพทีÉ 20.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 15i ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK003 หรอื PK115 (เป็นญาตกินั) ม ี c.6379delTC ทาํให้
กรดอะมโินเปลีÉยนจาก Serine เป็น Glutamine ทีÉ codon 2127 และสง่ผลใหเ้กดิ 
frameshift translation เป็น definitely pathogenic mutation ทีÉไมเ่คยถกูรายงานมากอ่น 

 

 
 

ภาพทีÉ 21.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 15j ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK007 มกีารขาดหายไป 2 bp, c.6730_6731delAG ทาํให้
เกดิ frameshift translation สง่ผลใหโ้ปรตนีมขีนาดสั Êนลง (reported mutation) 

PCR product ของผูป้ว่ย PK137 มกีารขาดหายไป 3 bp, c.6752delTGG สง่ผลให้
กรดอะมโิน Valine ทีÉตาํแหน่ง codon 2251 ขาดหายแบบ in-frame (novel) 
PCR product ของผูป้ว่ย PK151 มกีารขาดหายไป 2 bp, c.6913_6914delCA ทาํใหเ้กดิ 
frameshift translation และ stop codon ทีÉ 113 กรดอะมโินถดัไป (โปรตนีมขีนาดสั Êนลง) 
ทั ÊงหมดนีÊเป็น definitely pathogenic mutation  
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ภาพทีÉ 22.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 16 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK036 และ PK152 ม ี 7-bp insertion คอื c.7000ins7 ใน 
exon 16 ซึÉงมกีารรายงานมากอ่นหน้านีÊ ทาํใหเ้กดิ frameshift translation เป็น definitely 

pathogenic mutation  
 

         
 

ภาพทีÉ 23.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 20 ของยีน PKD1 
PCR product ของผูป้ว่ย PK121 ม ีbase substitution คอื c.7753A>G ใน exon 20 ซึÉง
ไมเ่คยมกีารรายงานมากอ่นหน้านีÊ ทาํใหเ้กดิการเปลีÉยนแปลงกรดอะมโิน Threononine 

เป้น Alanine ทีÉ codon 2585 ซึÉงเมืÉอนําไปวเิคราะหด์ว้ย prediction program ทั Êง 
MutationTaster และ Polyphen 2 ใหผ้ลเป็น polymorphism และ benign ตามลาํดบั 
PCR product ของผูป้ว่ย PK135 ม ี base substitution คอื c.7810G>A (p.D2604N) ซึÉงเป็น 
reported -  indeterminate variant 
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ภาพทีÉ 24.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 24 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK115, PK130 และ PK138 ซึÉงไมไ่ดเ้ป็นญาตกินั ม ี base 

substitution เหมอืนกนัคอื คอื c.8948+11C>T ซึÉงการเปลีÉยนแปลงนีÊไมไ่ดม้ผีลต่อการ
เปลีÉยนแปลงกรดอะมโิน และเคยถกูรายงานว่าเป็น SNP 

 

 

                           

ภาพทีÉ 25.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 28 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK088 ม ี c.9685C>A ทีÉทาํใหเ้ปลีÉยนจาก Leucine เป็น 
Methionine เมืÉอนําไปวเิคราะหด์ว้ย MutationTaster และ Polyphen2 ไดเ้ป็น 

Polymorphism และ Possible damaging ตามลาํดบั จงึถอืว่าเป็น  indeterminate 

variant (novel) 
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ภาพทีÉ 26.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 34 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK121 ม ี base substitution คอื c.10499+10C>T (Novel 

SNP) 

 

 

 

 
 

ภาพทีÉ 27.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 35 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK001, PK005, PK098 และ PK133 ม ีbase substitution คอื 
c.10529C>T (p.T3510M) ซึÉงเป็นเพยีง SNP ทีÉพบไดท้ั ÉวไปในประชากรซึÉงเคยมรีายงาน
มากอ่นหน้านีÊแลว้ และไมม่ผีลต่อการเกดิโรค ADPKD  
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ภาพทีÉ 28.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 36 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK072 ม ี c.10718C>G (Ser3573X) ซึÉงสง่ผลใหไ้ดโ้ปรตนี 
polycystin ขนาดสั Êนลง เหลอืเพยีง 3,573 กรดอะมโินซึÉงจะไมส่ามารถทาํหน้าทีÉตามปกติ
ได ้เป็น definitely pathogenic mutation 
PCR product ของผูป้ว่ย PK111 ม ีc.10652C>T ทีÉทาํให ้Proline เปลีÉยนเป็น Leucine 

ซึÉงยงัไมเ่คยถกูรายงานมากอ่น เมืÉอวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม MutationTaster และ 
Polyphen2 ไดเ้ป็น disease causing และ probably damaging ตามลาํดบั จงึถอืว่าเป็น  
indeterminate variant (novel) และม ีc.10768C>T (p. L3590L) เป็น reported SNP 

 

 
 

ภาพทีÉ 29.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 39 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK089 ม ี c.11246T>C (p.L3749P) ซึÉงเป็น indeterminate 
variant (novel)  
PCR product ของผูป้ว่ย PK124 ม ีc.11176T>C (p.W3726R) ซึÉงเคยถูกรายงานเป็น highly 

likely pathogenic 
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ภาพทีÉ 30.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 40 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK016 และ PK065 ม ีNovel SNP, c.11272C>G (p.L3758V) 
PCR product ของผูป้ว่ย PK051 ม ีNovel SNP, c.11363C>G (p.P3788R) 

PCR product ของผูป้ว่ย PK030 และ PK125 มทีั Êง śŠ-bp deletion และ ŝ-bp insertion 
คอื c.11348_11385delinsAGTCC (p.V3783_W3795delinsES) ทาํใหเ้กดิผลเป็น in-

frame deletion ของ 13 กรดอะมโินพรอ้มกบั insertion ของ 2 กรดอะมโิน จงึเป็น 
definitely pathogenic mutation (Novel) 

PCR product ของผูป้ว่ย PK099 ม ี nonsense mutation ในยนี PKD1 ทีÉยงัไมเ่คยมี
รายงานมากอ่นคอื c.11393C>G (Ser3798X) ซึÉงจะสง่ผลใหถ้อดรหสัไดโ้ปรตนี 
polycystin ทีÉมขีนาดสั Êนลง จงึนบัเป็น definitely pathogenic mutation (Novel) 

PCR product ของผูป้ว่ย PK102 ม ี SNP ชนิด base substitution ทีÉทาํใหก้รดอะมโิน
ยงัคงเดมิ (synonymous) ซึÉงเคยมรีายงานมากอ่นหน้านีÊแลว้ คอื c.11319A>G (p. 

A3773A) 
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ภาพทีÉ 31.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 41 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK007 ม ี SNP ซึÉงเคยมรีายงานมากอ่นหน้านีÊแลว้ คอื 

c.11537+20C>T (IVS41+20C>T) ซึÉงเกดิใน intron บรเิวณทีÉไมน่่าจะเกีÉยวขอ้งกบั
กระบวนการ splicing 

 

 
 

ภาพทีÉ 32.   ผลการตรวจ PKD  mutation analysis ใน exon 42 ของยนี PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK003 ม ี SNP ชนิด base substitution ทีÉทาํใหก้รดอะมโิน
ยงัคงเดมิ (synonymous) ทีÉเคยมรีายงานมากอ่นหน้านีÊแลว้ คอื c.11616G>A (p. 

E3872E) 
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ภาพทีÉ 33.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 43 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK121 ม ีc.11713-2A>G เป็น novel mutation ทีÉตําแหน่ง acceptor 

splice site สง่ผลให ้exon 43 ถกูตดัออกเมืÉอ transcribe เป็น RNA (exon 43 skipping) 

PCR product ของผูป้ว่ย PK108 ม ี c.11969T>G (p.L3990R) ซึÉงทาํนายไดเ้ป็น disease 

causing และ probably damaging จงึถอืเป็น indeterminate variant (novel)  

PCR product ของผูป้ว่ย PK016 และ PK065 ม ีnovel nonsense mutation คอื c.11807G>A 

(p.W3936X) จงึเป็น definitely pathogenic mutation 

 
ภาพทีÉ 34.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 44 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK090 ม ี reported nonsense mutation คอื c.12124C>T 

(p.Q4042X) 
PCR product ของผูป้ว่ย PK106 ม ี c.12133A>G (p.I4045V) ซึÉงเป็น reported SNP และ 
c.12004-5C>A (IVS43-5C>A) ซึÉงอยู่ใน intron บรเิวณทีÉอาจจะเกีÉยวขอ้งกบักระบวนการ 
splicing หรอืไม่กไ็ด ้จงึถอืว่าเป็น  indeterminate variant (novel) 
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ภาพทีÉ 35.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 45 ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK019 และ PK106 ม ี SNP ทีÉทาํใหก้รดอะมโินยงัคงเดมิ 
(synonymous) ทีÉเคยมรีายงานมากอ่นหน้านีÊแลว้ คอื c.12276A>G (p. A4092A) 

PCR product ของผูป้ว่ย PK133 ม ี novel nonsense mutation คอื c.12188T>A 

(p.L4063X) 
 

 
 

ภาพทีÉ 36.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 46a ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK146 และ PK089 มกีารขาดหายไป 1 bp คอื 
c.12478_79delC (p.P4160Rfs) สง่ผลใหก้รดอะมโินทีÉ codon 4160 เปลีÉยนจาก Proline 

เป็น Arginine  และทาํใหเ้กดิ frameshift translation ทีÉกรดอะมโินตวัถดัไป จดัเป็น 
novel definitely pathogenic mutation 
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ภาพทีÉ 37.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 46b ของยีน PKD1 

PCR product ของผูป้ว่ย PK059 ม ีbase substitution คอื c.12706G>T (p. V4236F) 
จากการทาํนายไดเ้ป็น Disease causing และ Probably damaging ตามลาํดบั จงึถอืว่า
เป็น  indeterminate variant (novel)  

PCR product ของผูป้ว่ย PK044 ม ี nonsense mutation ในยนี PKD1 ทีÉเคยมรีายงาน
มากอ่นหน้านีÊแลว้ คอื c.12724C>T (p. Q4242X) จดัเป็น definitely pathogenic 
mutation 
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 การตรวจพบการกลายพนัธุข์องยีน PKD2 ใน proband 

จากการตรวจตวัอยา่งตรวจของผูป้ว่ย ADPKD ทีÉเกบ็ตวัอยา่งไดจ้าํนวน 70 รายจากต่างครอบครวั
ทีÉไมไ่ดเ้กีÉยวขอ้งเป็นญาตกินั โดยวเิคราะหห์าการกลายพนัธุข์องยนี PKD2 ใน PCR product ทีÉ
ครอบคลุม coding regions ทั Êงหมด (exon 1-15) จาํนวน 17 ชิÊน พบ DNA variants ของยนี PKD2 ดงั
แสดงเรยีงตามลาํดบั exon ในตารางทีÉ 6 ซึÉงแบ่งเป็น 

- Definitely pathogenic mutation จาํนวน 6 ชนิด ในผูป้่วยจาก 11 ครอบครวั 

- Indeterminate variants จาํนวน 4 ชนิด ในผูป้ว่ยจาก 5 ครอบครวั 

- Polymorphism จาํนวน 9 ชนิด ในผูป้ว่ยจาก 16 ครอบครวั (แสดงไวบ้างส่วน) 
 รายละเอยีดผลการตรวจวเิคราะหย์นี PKD2 ดว้ย DHPLC และ direct DNA sequencing ได้
นํามาแสดงเป็นตวัอยา่งในภาพทีÉ 38 - ภาพทีÉ 46 
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ตารางทีÉ 6. สรปุผลการตรวจพบ PKD2 mutations และ SNPs จากผูป้ว่ย ADPKD  

   (จาก PCR product ทีÉครอบคลุม coding regions ทั Êงหมดของยนี PKD2 จาํนวน 17 ชิÊน) 
Region Nucleotide 

Change 
Consequence 
(Amino Acid 
Change) 

Mutation Type Interpretation (Clinical 
Significance) 

ADPKD 
Family 

Exon 1a c.83G>C 
(CGG>CCG) 

R28P Missense 
(Reported SNP) 

Indeterminate PK057 
PK098 

Exon 1b c.361G>T 
(GGC> TGC) 

G121C Missense 
 (Novel variant) 

Polymorphism (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK129 

c.420G>A 
(GGG>GGA) 
 

G140G Silent (Synonymous) 
(Reported SNP) 

Likely Neutral PK046 
PK095 
PK097 
PK100 

 
 
 
Exon 1c 

Homozygous 
c.568G>A 
(GCG >ACG) 
Homozygous 
c.595+15C>T 

A190T 
 
 
Likely Silent 

Missense 
 (Reported SNP) 

 
IVS silent 

(Novel SNP) 

Likely Neutral 
 
 
Likely Neutral 

PK077 
 
 

c.568G>A 
(GCG>ACG) 

A190T Missense 
 (Reported SNP) 

Likely Neutral PK012 
PK036 

Exon 2 
 

c.681C>A 
(TAC > TAA) 

Y227X Nonsense 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK128 
PK138 

 
 
Exon 4 
 

c.916C>T 
(CGA >TGA) 

R306X Nonsense 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK083 
PK145 

c.958C>T 
(CGA >TGA) 

R320X Nonsense 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK103 
 

c.894-22 G>A 
 

Likely Silent IVS silent 
(Novel SNP) 

Likely Neutral PK083 

Exon 6 c.1354A>G 
(AAT>AAC) 

I452V Missense 
 (Reported SNP) 

Likely Neutral PK093 
PK141 

c.1546G>T 
(GTG> TTG) 

V516L Missense 
 (Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Benign (Polyphen2) 

PK141 

Exon 8 c.1765A>T 
(ACC> TCC) 

T589S 
 

Missense 
 (Novel variant) 

Disease causing (MutationTaster) 
Probably damaging (Polyphen2) 

PK117 
 

Exon 11 c.2139C>T 
(GTC>GTT) 

V713V Silent (Synonymous) 
 (Novel SNP) 

Likely Neutral PK102 
 

Exon 13 c.2407C>T 
(CGA >TGA) 
 

R803X Nonsense 
(Reported Mutation) 

Definitely Pathogenic PK037 
PK046 
PK073 
PK096 

c.2519delAAGTG Q840Lfs2X Deletion, Frame-shift 
(Novel Mutation) 

Definitely Pathogenic PK143 

Intron 13 c.2522-1G>C V841fs Splicing Defect Definitely Pathogenic PK006 
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ภาพทีÉ 38.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 1a ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย PK057 และ PK098 ม ีSNP ชนิด base substitution ทีÉทาํให้
กรดอะมโินเปลีÉยนแปลง คอื c.83G>C (Arg28Pro) แต่พบไดท้ั ÉวไปในประชากรซึÉงเคยมี
รายงานมากอ่นหน้านีÊแลว้ และไมม่ผีลต่อการเกดิโรค ADPKD  

  

 
 

ภาพทีÉ 39.   ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon řb ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย PK046, PK095, PK097, PK100 และ PK129 ม ี reported 

SNP ทีÉทาํใหก้รดอะมโินยงัคงเดมิ (synonymous) คอื c.420G>A (p.G140G)  

PCR product ของผูป้ว่ย PK129 ม ี c.361G>T (p.G121C) ซึÉงยงัไมเ่คยถกูรายงานมา
กอ่น และใหผ้ลการวเิคราะหเ์ป็น polymorphism เมืÉอวเิคราะหด์ว้ย MutationTaster และ
เป็น probably damaging เมืÉอวเิคราะหด์ว้ย Polyphen 2  จงึจดัเป็น  indeterminate 
variant (novel) 
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ภาพทีÉ 40.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 2 ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย PK128 และ PK138 ซึÉงไมไ่ดเ้ป็นญาตกินั ม ีbase substitution 

ทีÉเคยมรีายงานมากอ่นหน้านีÊแลว้คอื c.681C>A (p.Y227X) ซึÉงจะสง่ผลใหถ้อดรหสัได้
โปรตนี polycystin-2 ทีÉมขีนาดสั ÊนลงจากเดมิทีÉม ี 968 กรดอะมโิน เหลอืเพยีง 227 กรด 
อะมโินซึÉงจะไมส่ามารถทาํหน้าทีÉตามปกตไิด ้ จงึเป็น mutation ทีÉเป็นสาเหตุของโรค 
ADPKD ในผูป้ว่ยทั Êง 2 รายนีÊอยา่งแน่นอน (definitely pathogenic) 

 

                   

ภาพทีÉ 41.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 4 ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย PK103 ม ี reported nonsense mutation ในยนี PKD2 คอื  
c.958C>T (p.R320X) ซึÉงจะสง่ผลใหถ้อดรหสัไดโ้ปรตนี polycystin-2 ทีÉมขีนาดสั Êนลง จงึ
จดัเป็น  definitely pathogenic  
PCR product ของผูป้ว่ย PK145 และ PK083 ซึÉงไม่ไดเ้ป็นญาตกินั ม ี reported  nonsense 

mutation คอื c.916C>T (p.R306X) จดัเป็น  definitely pathogenic
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ภาพทีÉ 42.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 6 ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย PK093 และ PK141 ม ีreported SNP, c.1354A>G (p.I452V) 

PCR product ของผูป้ว่ย PK141 ยงัม ี c.1546G>T (p.V516L) ซึÉงยงัไมเ่คยถูกรายงาน
มากอ่น เมืÉอนําไปวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม MutationTaster ใหผ้ลเป็น disease causing 

และ Polyphen2 ใหผ้ลเป็น benign จงึจดัเป็น  indeterminate variant (novel) 
 

                             
 

ภาพทีÉ 43.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 8 ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย PK117 ม ี c.1765A>T (p.T589S) ซึÉงวเิคราะหด์ว้ยโปรแกรม 

MutationTaster ใหผ้ลเป็น disease causing และ Polyphen2 ใหผ้ลเป็น Probably 

damaging จงึจดัเป็น  indeterminate variant (novel) 
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ภาพทีÉ 44.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 11 ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย PK0102 ม ี novel synonymous SNP คอื c.2139C>T 

(p.V713V) 
 

 
 

ภาพทีÉ 45.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน exon 13 ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย 3 รายทีÉไมไ่ดเ้กีÉยวขอ้งเป็นญาตกินัคอื PK037, PK046 และ
PK096 ม ี reported nonsense mutation, c.2407C>T (p.R803X) จดัเป็น definitely 

pathogenic ทีÉเป็นสาเหตุของโรค ADPKD ในผูป้ว่ยทั Êง 3 รายนีÊ 
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ภาพทีÉ 46.    ผลการตรวจ mutation analysis ใน  exon 14 ของยีน PKD2 

PCR product ของผูป้ว่ย PK006 ม ี c.2522-1G>C (IVS13-1G>C) ซึÉงเป็น splicing 

defect ทีÉ splice acceptor site ใน intron 13 สง่ผลใหเ้กดิ exon 14 skipping ทีÉระดบั 
mRNA (ซึÉงไดท้าํการพสิจูน์แลว้ในงานวจิยันีÊ)  จดัเป็น definitely pathogenic 
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ผลการวิเคราะหก์ารถ่ายทอดการกลายพนัธุใ์นครอบครวัผู้ป่วย ADPKD 

โดยใช้วิธี DHPLC เพืÉอการตรวจ PKD1 หรือ PKD2 mutations โดยตรง 

 

  สาํหรบัครอบครวั ADPKD ทีÉทราบชนิดการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 หรอืยนี PKD2 แลว้จากการ
ตรวจวเิคราะหใ์นการศกึษาครั ÊงนีÊ ถา้ครอบครวันั Êนมสีมาชกิครอบครวัหลายคน ทั ÊงทีÉเป็นโรคและไมเ่ป็นโรค 
ผูว้จิยัและคณะไดพ้ฒันาวธิตีรวจการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 หรอืยนี PKD2 ชนิดทีÉพบในครอบครวันั Êนๆ 
ดว้ยการตรวจ genomic DNA ของสมาชกิครอบครวัผูป้ว่ยดว้ยวธิ ีDHPLC แบบจาํเพาะเจาะจง เพืÉอใหท้ราบ
การถ่ายทอดยนีทีÉมกีารกลายพนัธุใ์นครอบครวั ทาํใหว้นิจิฉยัโรคในสมาชกิครอบครวัไดอ้ยา่งรวดเรว็ 

ครอบครวั ADPKD ทีÉตรวจพบ PKD1 mutation ซึÉงถกูจดัว่าเป็นโรค PKD1 ในรายงานครั ÊงนีÊมี
หลายครอบครวั แต่มเีพยีง PK003, PK007, PK044, และ PK121 ทีÉสามารถรวบรวมสมาชกิครอบครวัได้
หลายคน จงึไดพ้ฒันาวธิตีรวจดว้ยเครืÉอง DHPLC โดยเลอืกอณุหภมูขิอง DHPLC column ทีÉเหมาะสม 

(ภาพทีÉ 47 - ภาพทีÉ 50) 

สว่นครอบครวั ADPKD ทีÉตรวจพบ PKD2  mutation ทีÉไดถ้กูจดัว่าเป็นโรค PKD2 ในรายงานครั Êง
นีÊมทีั Êงหมด 5 ครอบครวั คอื PK083, PK103, PK037, PK046 และ PK096 โดยม ี3 ครอบครวัทีÉสามารถ
รวบรวมสมาชกิครอบครวัไดห้ลายคน คอื PK083, PK037, และ PK046  จงึไดพ้ฒันาวธิตีรวจ PKD2 

mutation ของทั Êง 3 ครอบครวันีÊ (ภาพทีÉ 51 - ภาพทีÉ 53) 
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ภาพทีÉ 47.     การตรวจ c.6379delTC (p.S2127Qfs) ใน exon ř5i ของยีน PKD  ในครอบครวั 

        PK003 
   จากการทีÉ DHPLC elution profile ของ PCR product สว่นทีÉครอบคลุม exon řŝi ของ 

ยนี PKD1 ในผูป้ว่ย PK003 ต่างจาก normal control อยา่งชดัเจนทกุอณุหภมู ิ จงึได้
เลอืกใช ้ DHPLC condition ทีÉ 63 C ในการตรวจ DNA ของสมาชกิครอบครวันีÊแบบ
รวดเรว็ และพบวา่จากสมาชกิครอบครวัทั Êงหมด 14 คน มผีูท้ีÉม ีS2127Qfs ในยนี PKDř 

จาํนวน Ş คน (รวมทั Êงตวัผูป้ว่ยทีÉเป็น proband) ซึÉงทุกคนทีÉถกูตรวจพบ S2127Qfs เป็น
ผูท้ีÉแสดงอาการของโรค (I-1, II-3, II-5, II-8, II-9 และ II-11) เป็นการยนืยนัวา่ 
S2127Qfs เป็นสาเหตุของโรค PKD1 ในครอบครวันีÊ 
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ภาพทีÉ 48.   การตรวจ c.6730_6731delAG (p.Ser2244fs16X) ใน exon 15j ของยีน PKD1 ใน  

      ครอบครวั PK007 
จากการทีÉ DHPLC elution profile ของ PCR product สว่นทีÉครอบคลุม exon 

řŝj ของยนี PKDř ในผูป้ว่ย PK007 ต่างจาก normal control อยา่งชดัเจน (score เป็น 
2+,3+,3+ ทีÉอณุหภมูขิอง DHPLC column เป็น 68.7, 64.2 และ 63 C ตามลาํดบั) จงึ
ไดใ้ช ้DHPLC condition ทีÉ 68.7 และ 64.2 ในการตรวจ DNA ของสมาชกิครอบครวันีÊ
แบบรวดเรว็ และพบว่าจากสมาชกิครอบครวัทั Êงหมด řŜ คน มผีูท้ีÉม ีS2244fs16X ในยนี 
PKD1 จาํนวน 6 คน (รวมทั Êงตวัผูป้ว่ยทีÉเป็น proband) ซึÉงสมาชกิทีÉถกูตรวจพบ 

S2244fs16X เป็นผูท้ีÉแสดงอาการของโรค 5 คน (II-3, II-4, II-6, II-7 และ II-8) เป็นการ
ยนืยนัว่า S2127Qfs เป็นสาเหตุของโรค PKD1 ในครอบครวันีÊ 

แต่ทีÉน่าสนใจ คอื III-4 ถกูตรวจพบว่าม ี S2244fs16X ดว้ยยงัไมแ่สดงอาการ
ของโรค ซึÉงอธบิายไดว้่าเป็นเพราะอายยุงัไมม่าก จงึยงัไมแ่สดงอาการของโรคใหเ้หน็ 
การตรวจพบ PKD1 mutation ในกรณีนีÊถอืว่าเป็น pre-symptomatic diagnosis ซึÉงจะ
ชว่ยใหส้มาชกิครอบครวัผูน้ีÊดแูลสขุภาพแต่เนิÉนๆ เพืÉอชะลอหรอืบรรเทาอาการแสดงของ
โรค รวมทั Êงสามารถใชเ้ป็นขอ้มลูในการวางแผนชวีติได ้

อยา่งไรกต็าม DHPLC elution profile ในกรณีของครอบครวั PK007 นีÊไม่
สามารถใชบ้่งชีÊการทีÉม ี c.6730_6731delAG ไดถ้กูตอ้งทั Êงหมด โดยทีÉรปูแบบของ 
elution profile มคีวามไมค่งทีÉ แตกต่างกนัหลายแบบซึÉงจดัจาํพวกไดย้าก (ตอ้งใชก้าร
ยนืยนัดว้ย DNA sequencing) ทั ÊงนีÊเนืÉองจากใน exon 15j ของยนี PKD1 นีÊม ีSNP อืÉน
อยูด่ว้ยถงึ 2 ชนิดคอื c.6724A>G (p.T2242A) และ c.6727C>G (Q2243E) ทั ÊงทีÉเป็น
ภาวะ heterozygous หรอื homozygous รวมถงึการอยูบ่น allele เดยีวกนั (cis 

arrangement) หรอืต่าง allele กนั (trans arrangement) ทาํใหร้บกวนการจบัเป็น 
heteroduplex ของ c.6730_6731delAG ทีÉตอ้งการตรวจโดยตรง 
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ภาพทีÉ 49.   การตรวจ c.11713-2A>G (IVS42-2A>G) ใน exon 43 ของยีน PKD1 ใน  
       ครอบครวั PK121 

จากการทีÉ DHPLC elution profile ของ PCR product สว่นทีÉครอบคลุม exon 

43 และบางสว่นของ Intron 42 และ 43 ของยนี PKDř ในผูป้ว่ย PK121 ต่างจาก 
normal control อยา่งชดัเจน (score เป็น 3+,2+,1+ ทีÉอณุหภมูขิอง DHPLC column 

เป็น 68.5, 67.2 และ 65.2 C ตามลาํดบั) ไดใ้ช ้DHPLC condition ทีÉ 67.2 ในการตรวจ 
DNA ของสมาชกิครอบครวันีÊแบบรวดเรว็ และพบว่าสมาชกิครอบครวัทั Êงหมด 3 คน ม ี
c.11713-2A>G ซึÉงสมาชกิทีÉถกูตรวจพบ S2244fs16X เป็นผูท้ีÉแสดงอาการของโรค 2 

คน (I-1 และ II-2) เป็นการยนืยนัว่า c.11713-2A>G เป็นสาเหตุของโรค PKD1 ใน
ครอบครวันีÊ 

ทีÉน่าสนใจ คอื II-1 ถกูตรวจพบว่าม ีc.11713-2A>G ดว้ย แต่ยงัไมแ่สดงอาการ
ของโรค ซึÉงอธบิายไดว้่าเป็นเพราะอายยุงัไมม่าก จงึยงัไมแ่สดงอาการของโรคใหเ้หน็ 
การตรวจพบ PKD1 mutation ในกรณีนีÊถอืว่าเป็น pre-symptomatic diagnosis ซึÉงจะ
ชว่ยใหส้มาชกิครอบครวัผูน้ีÊดแูลสขุภาพแต่เนิÉนๆ เพืÉอชะลอหรอืบรรเทาอาการแสดงของ
โรค รวมทั Êงสามารถใชเ้ป็นขอ้มลูในการวางแผนชวีติได ้
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PK044 Family
Direct detection for c.12724C>T (p.Q4242X) in PKD1 – Exon 46b

Using DHPLC analysis at 66.0 C

(+3) (+3) (+3) (+3)

Q4242X Q4242X Q4242X Q4242X

 
 

ภาพทีÉ 50.   การตรวจ c.12724C>T (p.Q4242X) ใน exon 46b ของยีน PKD1 ในครอบครวั  
              PK044 

จากการทีÉ DHPLC elution profile ของ PCR product สว่นทีÉครอบคลุม exon 46b ของ
ยนี PKDř ในผูป้ว่ย PK044 ต่างจาก normal control อยา่งชดัเจนทีÉสดุ (score เป็น +ś) 
ทีÉอณุหภมูขิอง DHPLC column เป็น 66.0 C (ดภูาพทีÉ 37) จงึไดใ้ช ้DHPLC condition 

ดงักล่าวในการตรวจ DNA ของสมาชกิครอบครวันีÊแบบรวดเรว็ และพบว่าจากสมาชกิ
ครอบครวัทั Êงหมด 13 คน มผีูท้ีÉม ีQ4242X ในยนี PKD1 จาํนวน 4 คน (รวมตวัผูป้ว่ยทีÉ
เป็น proband ดว้ย)  ซึÉงคนทีÉถกูตรวจพบ Q4242X เป็นผูท้ีÉแสดงอาการของโรค PKD1 

ทั Êงหมด (II-1, II-7, II-8 และ II-9) เป็นการยนืยนัว่า Q4242X เป็นสาเหตุของโรค PKD1 
ในครอบครวันีÊ 
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DHPLC profile

DNA Sequence
PKD2 mutation:
R306X (CGA>TGA)

DNA Sequence
PKD2 Novel SNP:
c.894-22 G>A

PK083 Family
Direct detection for c.916C>T (p.R306X) in PKD2 – Exon 4

Using DHPLC analysis at 59.8 C

AACCGAA
(+3)

AACTGAA

(+2) (+2) (+2)
AACCGAA
AACTGAA

AACCGAA
AACTGAA

AACCGAA
AACCGAA

ATCTCTG
ATCTCTG

ATCTTTG
ATCTTTG

ATCTTTG
ATCTTTG

ATCTCTG
ATCTTTG

II-1 II-2 II-3

I-1

Reverse sequence Reverse sequence Reverse sequence Reverse sequence

 

ภาพทีÉ 51.   การตรวจ c.916C>T(p.R306X) ใน exon 4 ของยีน PKD2 ในครอบครวั PK083 
จากการทีÉ DHPLC elution profile ของ PCR product สว่นทีÉครอบคลุม exon 4 

ของยนี PKD2 ในผูป้ว่ย PK083 ต่างจาก normal control อยา่งชดัเจนทีÉสดุ (score เป็น 
+3) ทีÉอณุหภมูขิอง DHPLC column เป็น 59.8 C จงึไดใ้ช ้DHPLC condition ดงักล่าว
ในการตรวจ DNA ของสมาชกิครอบครวันีÊแบบรวดเรว็  

พบว่าสมาชกิครอบครวัอกี 3 คน ไมม่ผีูใ้ดม ีDHPLC peak เหมอืน proband (I-
1) เลย แต่ทกุคนม ีpeak ทีÉแตกต่างจาก normal control อยา่งชดัเจน (score เป็น +2) 
โดยทีÉ 2 คน (II-1 และ II-3) ม ีpattern เหมอืนกนั แต่ต่างจากอกี ř คน (II-2) เมืÉอนําไป
หาลาํดบันิวคลโีอไทดพ์บว่า II-1 และ II-3 ม ีR306X เหมอืน proband (I-1) และเป็นผูท้ีÉ
แสดงอาการของโรค PKD2 จงึเป็นการยนืยนัว่า R306X เป็นสาเหตุของโรค PKD2 ใน
ครอบครวันีÊ  

สว่น II-2 ไมม่ ีPKD2 mutation แต่การทีÉม ีpeak เป็น +2 เพราะม ีSNP ชนิดทีÉ
พบใหมใ่น intron คอื c.894-22 G>A แบบ heterozygous ซึÉง SNP นีÊพบใน II-1 และ II-
3 เชน่กนัแต่เป็นลกัษณะ homozygous  ขณะทีÉใน proband (I-1) ไมม่ ีSNP นีÊ ดงันั Êนจะ
เหน็ว่าการทีÉม ี DNA sequence ทีÉต่างกนัในแต่ละราย สง่ผลใหไ้ด ้ DHPLC elution 

profile ต่างกนัแบบจาํเพาะกบั genotype ซึÉงสามารถใชเ้ป็นตน้แบบในการตรวจสมาชกิ
ของครอบครวัไดอ้ยา่งแมน่ยาํถา้ทราบลาํดบันวิคลโีอไทดแ์ลว้  อยา่งไรกด็ ี กรณีทีÉม ี
DNA variant ใน PCR amplicon เดยีวกนัมากกว่า 1 ตาํแหน่ง ตอ้งใชค้วามระมดัระวงั
ในการแปลผล และควรยนืยนัดว้ยการทาํ DNA sequencing ดว้ยเสมอ 
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DHPLC 
profile

DNA
Sequence
(CGA>TGA)

PK037 Family
Direct detection for c.2407C>T (p.R803X) in PKD2 – Exon 13 

Using DHPLC analysis at 60.1 C

I-2

II-1 II-2 II-3 II-4 II-5 II-6

I-1

CGAA
TGAA

CGAA
TGAA

CGAA
CGAA

CGAA
CGAA

CGAA
CGAA

CGAA
CGAA

CGAA
TGAA

(+2) (0) (0) (+2) (0) (+2) (0)

?

 
 
 

ภาพทีÉ 52.   การตรวจ c.2407C>T (p.R803X) ใน exon 13 ของยีน PKD2  ในครอบครวั  
   PK037 

จากการทีÉ DHPLC elution profile ของ PCR product สว่นทีÉครอบคลุม exon 

13 ของยนี PKD2 ในผูป้ว่ย PK037 ต่างจาก normal control อยา่งชดัเจน (score เป็น 
+2) ทีÉอณุหภมูขิอง DHPLC column เป็น 60.1 C จงึไดใ้ช ้DHPLC condition ดงักล่าว
ในการตรวจ DNA ของสมาชกิครอบครวันีÊแบบรวดเรว็ และพบวา่จากสมาชกิครอบครวั
ทั Êงหมด 7 คน มผีูท้ีÉม ีR803X ในยนี PKD2 จาํนวน 3 คน (รวมตวัผูป้ว่ยทีÉเป็น proband 

ซึÉงเสยีชวีติแลว้ดว้ย)  ซึÉงคนทีÉถกูตรวจพบ R803X เป็นผูท้ีÉแสดงอาการของโรค PKD2 

แลว้ 2 คน (I-2 และ II-3) เป็นการยนืยนัวา่ R803X เป็นสาเหตุของโรค PKD2 ใน
ครอบครวันีÊ   

แต่ทีÉน่าสนใจ คอื II-5 ถกูตรวจพบวา่ม ีR803X ดว้ยแต่ไมไ่ดเ้ป็นโรค ซึÉงอธบิาย
ไดว้่าเป็นเพราะอายยุงัไมม่าก จงึยงัไมแ่สดงอาการของโรคใหเ้หน็ การตรวจพบ PKD2 
mutation ในกรณีนีÊถอืว่าเป็น pre-symptomatic diagnosis ซึÉงจะชว่ยใหส้มาชกิ
ครอบครวัผูน้ีÊดแูลสขุภาพแต่เนิÉนๆ เพืÉอชะลอหรอืบรรเทาอาการแสดงของโรค รวมทั Êง
สามารถใชเ้ป็นขอ้มลูในการวางแผนชวีติได ้
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DHPLC profile

DNA Sequence
(CGA>TGA)

PK046 Family
Direct detection for c.2407C>T (p.R803X) in PKD2 – Exon 13

Using DHPLC analysis at 60.1 C

CAGCCGAA
CAGCTGAA

CAGCCGAA
CAGCTGAA

CAGCCGAA
CAGCTGAA

CAGCCGAA
CAGCTGAA

CAGCCGAA
CAGCCGAA

CAGCCGAA
CAGCCGAA

CAGCCGAA
CAGCCGAA

CAGCCGAA
CAGCCGAA

(+2) (+2) (0) (0) (0) (+2) (0) (+2)

II-1 II-2 II-3 II-4 II-5 II-6

I-1

III-1

 
 

ภาพทีÉ 53.   การตรวจ c.2407C>T (p.R803X) ใน exon 13 ของยนี PKD2 ในครอบครวั PK046 
จากการทีÉ DHPLC elution profile ของ PCR product สว่นทีÉครอบคลุม exon 13 ของ
ยนี PKD2 ในผูป้ว่ย PK046 ต่างจาก normal control อย่างชดัเจน (score เป็น +2) ทีÉ
อณุหภมูขิอง DHPLC column เป็น 60.1 C จงึไดใ้ช ้DHPLC condition ดงักล่าวในการ
ตรวจ DNA ของสมาชกิครอบครวันีÊแบบรวดเรว็ และพบว่าจากสมาชกิครอบครวัทั Êงหมด 
8 คน มผีูท้ีÉม ี R803X ในยนี PKD2 จาํนวน 4 คน (รวมตวัผูป้ว่ยทีÉเป็น proband ซึÉง
เสยีชวีติแลว้ดว้ย)  ซึÉงทุกคนทีÉถกูตรวจพบ R803X เป็นผูท้ีÉแสดงอาการของโรค PKD2 

(II-1, II-4 และ II-6) เป็นการยนืยนัว่า R803X เป็นสาเหตขุองโรค PKD2 ในครอบครวันีÊ
เชน่เดยีวกบัครอบครวั PK037 และ PK096 
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บทวิจารณ์โดยรวมและข้อเสนอแนะ 

 

งานวจิยันีÊไดต้รวจพบ definite mutations, indeterminate variants และ polymorphisms ทั Êงในยนี 

PKD1 และ PKD2 จากผูป้ว่ย ADPKD ชาวไทย 70 ครอบครวัดงัสรปุไวใ้นตารางทีÉ 7-13 

 

ตารางทีÉ 7. สรปุผลการตรวจพบ definite mutations, indeterminate variants และ polymorphisms ทั Êง
ในยนี PKD1 และ PKD2 จากผูป้ว่ย ADPKD ชาวไทย 70 ครอบครวัและอตัราการตรวจพบ
ในงานวจิยันีÊ 

Mutation 

Classifications 

PKD1 gene PKD2 gene Both PKD1 and PKD2 

Definite 
Mutations 

23 Mutations 
(27 Families = 38.6%) 

 
 9 Nonsense mutations  

(6 novel, 3 reported) 
 3 Splicing Defect  

(2 novel, 1 reported) 
 4 Frame-shift Deletions  

(2 novel, 2 reported)   
 2 In-frame Deletions  

(novel) 
 3 Frame-shift Insertions  

(2 novel, 1 reported) 
 1 In-frame Ins/del  

(novel) 
 1 Missense  

(reported) 

6 Mutations 
(11 Families = 15.7%) 

 
 4 Nonsense mutations  

(4 reported) 
 1 Splicing Defect  

(novel) 
 1 Frame-shift Deletion  

(novel) 
 

Definite Mutations  
 = 29 Mutations  

(38 Families = 54.3%) 
 
 

Indeterminate 
Variants 

22 Variants 
(21 Families = 30.0%) 

 
 22 Missense variants  

(19 novel, 3 reported) 

4 Variants 
(5 Families = 7.1%) 

 
 4 Missense variants  

(3 novel, 1 reported) 

Indeterminate Variants 
= 26  Variants 

(26 Families = 37.1%) 
 

 

Detection Rate 
for Mutations 

+ 
Indeterminate 

Variants 

 
68.6% of cases 

(48/70)  
 

  
2222..99  %%  of cases  

(16/70)  
 

  
9911..44  %%  of cases  

(64/70)  
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งานวจิยันีÊไดใ้ชเ้กณฑก์ารจดักลุ่มการกลายพนัธุ ์ (mutation classification) โดยทีÉ definite 

mutations หมายถงึ nonsense mutations, frameshifting deletions, insertions หรอื indels, typical 

splicing mutations,  และ in-frame changes ซึÉงเป็นสาเหตุของโรคไดอ้ย่างแน่นอน รวมถงึ missense 
mutations ซึÉงเคยมรีายงานมาก่อนแลว้ว่าเป็นสาเหตุของโรคในผูป้ว่ย ADPKD 

ส่วน indeterminate variants หมายถงึ probable pathogenic mutations กลา่วคอื missense 

mutations ซึÉงเคยมรีายงานมาก่อนในผูป้ว่ย ADPKD แต่ยงัไมแ่น่ใจว่าเป็นสาเหตุของโรค และรวมถงึ 
missense mutations ทีÉคน้พบใหมใ่นงานวจิยันีÊ และถูกทาํนายว่าเป็น possibly/probably damaging หรอื 
disease causing 
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ตารางทีÉ 8.   Definite mutations ทีÉตรวจพบในยีน PKD1 จากผูป่้วย ADPKD ชาวไทยในงานวิจยันีÊ  
  (23 PKD1 mutations in 27 ADPKD Families) 
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ตารางทีÉ 9.   Indeterminate variants ทีÉตรวจพบในยีน PKD1 จากผูป่้วย ADPKD ชาวไทยในงานวิจยั
นีÊ  (22 PKD1 variants in 21 ADPKD Families) 
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ตารางทีÉ 10.  Definite mutations ทีÉตรวจพบในยีน PKD2 จากผู้ป่วย ADPKD ชาวไทยในงานวิจยันีÊ  
(6 PKD2 mutations in 11 ADPKD Families) 

 

ADPKD 
Family 

Mutation  Nomenclature Location 
 

Effect on 
Polycystin-2 

Protein 
domain 

Mutation 
Type 

Remarks 

gDNA cDNA 

PK128 
PK138 

g.11879C>A 
(TAC>TAA) 

c.681C>A 
 

Exon 2 
 

p.Y227X TM1 Nonsense 
 

Chang et al, 2005  (75) 

PK083 
PK145 

g.30677C>T 
(CGA>TGA) 

c.916C>T Exon 4 p.R306X Topologica
l domain 

Nonsense Veldhuisen et al 1997,  
Reiterova et al 2002, 
Magistroni et al 2003,  
Stekrova  et al 2004,  
Vouk et al 2006, 
Rossettti et al 2007, 
Garcia-Gonzalez 2007 
(41, 45, 76-80) 

PK103 g.30719C>T 
(CGA>TGA) 

c.958C>T Exon 4 p.R320X Topologica
l domain 

Nonsense Reynolds et al 1999 (81) 
Rossetti et al 2007 (45) 

PK037 
PK046 
PK073 
PK096 

g.60300C>T 
(CGA>TGA) 

c.2407C>T Exon 13 p.R803X EF hand & 
coiled-coil 

Linker 

Nonsense Deltas et al 2001,  
Zhang et al 2005,  
Chung et al 2006  
(47, 48, 71) 

PK143 g.60412delAA
GTG 

c.2519del 
AAGTG 

Exon 13 p.Q840Lfs2X Coiled coil Deletion, 
Frame-shift 

 

Novel 

PK006 g.67165G>C 
(IVS13-1G>C) 

c.2522-1G>C 
 

IVS 13  p.V841fs 
(Ex 14 skipping) 

Coiled coil Splicing 
Defect 

Novel 

   

 
 
ตารางทีÉ 11.  Indeterminate variants ทีÉตรวจพบในยีน PKD2 จากผู้ป่วย ADPKD ชาวไทยใน 

งานวิจยันีÊ (4 PKD2 variants in 5 ADPKD Families) 
 

 
Nucleotide 

change 

 
Amino 

acid 
change 

 
Exon 

 
Family 
Code 

 
Prediction by 
PolyPhen-2 

 
 Prediction by 
MutationTaster 

 
PKD Mutation 

Database 
(PKDB) 

 
Remarks 

c.83G>C R28P 1 PK057 Possibly damaging Polymorphism Neutral Reiterova et al. 2002, (77) 
CRISP Consort. 
(Unpublished) 

c.361G>T 
(GGC> TGC) 

G121C 1b PK129, 
PK149 

Probably damaging Polymorphism - Novel 

c.1546G>T 
(GTG> TTG) 

V516L 4 PK141 Benign Disease causing - Novel 

c.1765A>T 
(ACC> TCC) 

T589S 8 PK117 Probably Damaging Disease causing - Novel 
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ตารางทีÉ 12. Polymorphisms ทีÉพบในยีน PKD1 จากผูป่้วย ADPKD ชาวไทยในงานวิจยันีÊ  (90 SNPs) 

Nucleotide change Amino acid 
change 

Exon Family Code PKD Mutation 
Database (PKDB) 

Reference 

c.288-90A>G - IVS2 PK098 - This study 
c.288-32A>G - IVS2 PK003, PK023, PK028, PK047 Neutral CRISP Consortium (Unpublished) 
c.288-11G>C - IVS2 PK003, PK023, PK028, PK047, 

PK098 
Neutral, IVS silent CRISP Consortium (Unpublished) 

c.360-5T>C - IVS3 PK001,PK139, PK143 Unclassified Athena Diagnostics (Unpublished) 
c.674C>T S225L Ex 5a PK003 (PK015) Prob Dam/ Poly This study 
c.934G>C A312P Ex5(b) PK021, PK024, PK029, PK034, 

PK047, PK050 
- This study 

c.1021G>A A341T Ex5(b) PK021, PK024, PK029, PK034, 
PK037*, PK047, PK050, PK075 

- This study 

c.1119C>T L373L Ex5(b) PK016*, PK027, PK036*, 
PK092, PK095, PK104, PK106, 

PK107 

Neutral Reported SNP 

c.1248C>T N416N Ex6 PK007 - This study 
c.1310A>G Q437R Ex6 PK007, PK037* - This study 
c.1327G>A A443T Ex6 PK037* - This study 
c.1396G>A V466M Ex7 PK006*, PK112* Indeterminate Reported SNP 
c.1402A>G I468V Ex7 PK077 - This study 
c.1515C>T A505A Ex7 PK135, PK139 Likely Neutral This study 
c.1598A>G Q533R Ex7 PK006*, PK112 - This study 
c.1602C>T P534P Ex7 PK006*, PK112 Neutral This study 

c.1606+63C>T - IVS8 PK119 - This study 
c.1850-4A>G - IVS9 PK106, PK139 Likely Neutral Reported SNP 

c.1978T>C C660R Ex10 PK128 (PKD2+) - This study 
c.2039A>T Y680F Ex10 PK123 Likely Neutral Athena Diagnostics (Unpublished) 

Reported SNP 
c.2216G>A R739Q Ex11(a) PK018 (homo), PK027 - rs40433 
c.2350T>C L784L Ex11(a) PK018 - This study 
c.2367A>G G789G Ex11(a) PK018 - This study 

c.2986-15C>T - IVS12 PK001, PK014, PK018, PK028, 
PK037, PK105, PK106, PK131 

Neutral Reported 2 times 

c.3161-18C>G - IVS13 PK021 - This study 
c.3275T>C M1092T Ex14 PK021 - Reported 6 times 
c.3288T>C A1096A Ex14 PK080 Neutral This study 
c.3444G>A P1148P Ex15(a) PK094 - Reported SNP 
c.3495C>T D1165D Ex15(a) PK118 - This study 
c.4053G>T R1351R Ex15c PK094 Neutral Athena Diagnostics (Unpublished)

 

c.4071G>A L1357L Ex15c PK106 Neutral Reported many times 
c.4674G>A T1558T Ex15(e) PK103 Neutral Reported many times 
c.6984G>A G2328G Ex16 PK089 Neutral This study 
c.7020G>C L2340L Ex16 PK089 Neutral This study 
c.7077G>C R2359R Ex17 PK102 Neutral Reported many times, rs4018162 
c.7165T>C L2389L Ex17 PK102 Neutral Reported 5 times 

rs2457533 
c.7753A>G T2585A Ex20 PK121 - This study 
c.8087T>G L2696P Ex22 PK003 Neutral Athena Diagnostics (Unpublished) 

Reported 2 times 
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Nucleotide change Amino acid 
change 

Exon Family Code PKD Mutation 
Database (PKDB) 

Reference 

c.8160+21T>C - IVS22 PK003 Neutral Athena Diagnostics (Unpublished) 
Reported 2times 

c.8556A>G A2852A Ex23(b) PK010 - This study 
c.8681_8689del9 
(CCAACTCCG) 

2894_2896 
delANS 

Ex23(b) PK003, PK010, PK018 Neutral Athena Diagnostics (Unpublished) 
Reported 3 times 

c.8948+11C>T - IVS24 PK115, PK130, PK138 Likely Neutral Reported SNP 
c.9201-20C>T - IVS25 PK099 - This study 
c.9201-7C>T - IVS25 PK099 - This study 
c.9207G>A P3069P Ex26 PK099 - This study 
c.9319C>T R3107C Ex26 PK099 - This study 

(Poss Dam/Poly) 
c.9330T>C P3110P Ex26 PK099 Neutral Reported many times 

c.9397+12A>G - IVS26 PK099 Likely Neutral Athena Diagnostics (Unpublished)
 

c.9492C>T S3164S Ex27 PK018 - This study 
c.9506G>A R3169Q Ex27 PK018 Neutral Reported SNP 
c.9558C>T H3186H Ex27 PK027 - This study 

c.9568+3T>C - IVS27 PK018 - This study 
c.9568+7G>A - IVS27 PK018 - This study 
c.9568+39C>T - IVS27 PK018 - This study 
c.9569-13T>C - IVS27 PK018 Likely Neutral Athena Diagnostics (Unpublished) 

CRISP Consortium (Unpublished) 
Reported 4 times 

c.9598G>A V3200I Ex28 PK018 - This study 
c.9631G>A A3211T Ex28 PK018 Neutral CRISP Consortium (Unpublished) 

c.9712+16A>G - IVS28 PK018 - This study 
c.9712+19G>T  - IVS28 PK010 - This study 

c.9714C>T S3238S Ex29 PK003, PK007, PK010 - This study 
c.9715G>C D3239H Ex29 PK003, PK007, PK010 - This study 
c.9726T>G L3242L Ex29 PK007, PK010 - This study 
c.9820C>T R3274C Ex29 PK003, PK007, PK010, PK077 - This study 

(Poss Dam/ Dis) 
c.9854T>A V3285D Ex29 PK003, PK007, PK010 - This study 
c.9909C>A G3303G Ex29 PK003, PK007, PK010 - Rs2855354,  

Thongnoppakhun et al 2004 (40) 
c.9923+22G>A - IVS29 PK007, PK010 - This study 

c.9932A>G H3311R Ex30 PK007, PK019 Neutral Phakdeekitcharoen et al  2001 (61) 
c.9947G>A S3316N Ex30 PK007, PK019 - Thongnoppakhun et al 2004 (40) 
c.10023T>C L3341L Ex30 PK007, PK010, PK019 Neutral Phakdeekitcharoen  et al  2001 (61) 
c.10325C>T A3442V Ex33 PK018 - This study 

c.10499+10C>T  IVS34 PK121 Likely Neutral This study 
c.10529C>T T3510M Ex35 PK001, PK005, PK032, PK051, 

PK068, PK072*, PK075, PK087, 
PK090, PK098, PK133 

Neutral rs45478794  
CRISP Consortium (Unpublished) 

Reported many times 
c.10619-13delT - IVS35 PK067 Neutral Reported SNP 

c.10678G>A G3560R Ex36 PK073 Likely Neutral Athena Diagnostics (Unpublished) 
Reported 2 times  
(Prob Dam/Poly) 

c.10801C>T L3601F Ex36 PK012, PK086 Likely Neutral This study 
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Nucleotide change Amino acid 
change 

Exon Family Code PKD Mutation 
Database (PKDB) 

Reference 

c.10821+61_+65del
C 

- Ex36 PK094, PK098, PK103 Likely Neutral This study 

c.10973A>G K3658R Ex37 PK041 Indeterminate Reported 2 times  
c.11016G>A R3672R Ex37 PK001 Likely Neutral This study 
c.11246T>C L3749P Ex39 PK089 Highly Likely 

Pathogenic 
Athena Diagnositics (Unpublished) 

c.11272C>G L3758V Ex40 PK065, PK016* - This study 
c.11319A>G A3773A Ex40 PK102 Likely Neutral This study 
c.11363C>G P3788R Ex40 PK051 - This study 

c.11537+20C>T 
(IVS41+20C>T) 

- IVS41 PK007 
 

Likely Neutral Reported SNP 

c.11616G>A E3872E Ex42 PK003, PK068 Neutral Reported 2 times  
c.12004-5C>A 
(IVS43-5C>A) 

- IVS43 PK106 Likely Neutral This study 

c.12133A>G I4045V Ex44 PK106 Likely Neutral Reported 4 times  
CRISP Consortium (Unpublished) 

c.12276A>G A4092A Ex45 PK019, PK106 Likely Neutral Reported 4 times  
CRISP Consortium (Unpublished) 

(rs3087632) 
c.12313A>C I4105L Ex45 PK061, PK111 - This study 
c.12399C>T F4133F Ex45 PK116 - This study 
c.12666G>A L4222L Ex46(b) PK059 Neutral CRISP Consortium (Unpublished) 

 
 

ตารางทีÉ 13. Polymorphisms ทีÉพบในยีน PKD2 จากผูป่้วย ADPKD ชาวไทยในงานวิจยันีÊ  (9 SNPs) 

Nucleotide 
change 

Amino acid 
change 

Exon Family Code PKD Mutation 
Database (PKDB) 

Reference 

c.83G>C p.R28P 1a PK057 
PK098 

Likely Neutral CRISP Consortium (Unpublished) 
Reported 2 times  

c.420G>A 
 

p.G140G 1b PK046 
PK095 
PK097 
PK100 

Likely Neutral CRISP Consortium (Unpublished)  
Reported 2 times  

 

c.568G>A p.A190T 
 

1c PK077 
PK012 
PK036 

Likely Neutral 
 

Athena Diagnostics (Unpublished) 

c.595+15C>T - 1c PK077 IVS silent This study 

c.894-22 G>A 
 

- 4 PK083 IVS silent 
Likely Neutral 

This study 

c.1354A>G p.I452V 6 PK093 
PK141 

Likely Neutral Reported 3 times  
 

c.2139C>T p.V713V 11 PK102 Likely Neutral This study 
c.2163C>T p.T721T Ex11(a) PK118 - This study 

g.68098A>G - Ex15 PK090 - This study 
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 ตามตารางทีÉ 8-13 จะเหน็ไดว้่าการกลายพนัธุข์องทั Êงยนี PKD1 และ PKD2 อยูก่ระจายไปทั Éวทั Êง
ยนี ไมม่กีารกระจกุตวัทีÉใดโดยเฉพาะ  การใช้ DHPLC ในการศกึษานีÊ ทาํใหไ้ดอ้ตัราการตรวจพบการกลาย
พนัธุร์วมทั Êงสองยนีถงึรอ้ยละ 91.4 (64/70) โดยทีÉเป็น definite mutation ถงึรอ้ยละ 54.3 (38/70), เป็น 
indeterminate variant รอ้ยละ 37.1 (26/70) (ดตูารางทีÉ 7) และยงัตรวจพบ polymorphism ของทั Êงสองยนี
อกีเป็นจาํนวนมาก โดยเฉพาะในยนี PKD1 

 ถา้พจิารณาในแงส่ดัส่วนของการกลายพนัธุแ์ต่ละประเภททีÉพบ (ตามตารางทีÉ 14) เมืÉอนําขอ้มลู
จากงานวจิยันีÊไปเปรยีบเทยีบกบังานวจิยัอืÉนทีÉทําในกลุ่มประชากรขนาดใหญ่มากๆ ทีÉไมไ่ดเ้กีÉยวขอ้งเป็น
ญาตกินั กล่าวคอื Consortium for Radiologic Imaging Study of PKD (CRISP) ADPKD population 
จาํนวน 202 ราย (45) และฐานขอ้มลูผูป้ว่ย ADPKD จากทุกเชืÊอชาตทิั Éวโลกใน ADPKD: Mutation 

Database 1,471 ราย (52) ในกรณขีองยนี PKD1 งานวจิยันีÊพบจาํนวน nonsense mutations ไมต่่างจาก
งานวจิยัอืÉนนกั ขณะทีÉพบ splicing defects และ frame-shift deletions/insertions ไดน้้อยกว่างานวจิยัอืÉน 
แต่กลบัพบ missense variants สงูกว่าทีÉอืÉนพบเป็นอยา่งมาก   รวมทั Êงพบ in-frame del/ins ค่อนขา้ง
มากกว่าทีÉอืÉน  ส่วนกรณขีองยนี PKD2  งานวจิยันีÊกลบัพบ nonsense mutations ไดส้งูกว่างานวจิยัอืÉนเป็น
อยา่งมาก  ส่วนการกลายพนัธุป์ระเภทอืÉนพบน้อยกว่า  

สดัส่วนของการกลายพนัธุโ์ดยรวมของงานวจิยันีÊ พบทีÉยนี PKD1 เพยีง 75.0% (48/64) แต่ทีÉยนี 
PKD2 พบถงึ 25.0% (16/64) ของผูป้ว่ยทีÉตรวจพบการกลายพนัธุท์ ั Êงหมด 64 ครอบครวั (ตารางทีÉ 14) ซึÉง
ต่างจากสดัส่วนโดยทั ÉวไปซึÉงของยนี PKD1 เป็น 85% และยนี PKD2 เป็น 15% และงานวจิยันีÊนบัเป็นการ
รายงานการตรวจพบการกลายพนัธุข์องยนี PKD2 เป็นครั Êงแรกในผูป้ว่ยชาวไทย 

เมืÉอเปรยีบเทยีบอตัราการตรวจพบการกลายพนัธุ ์ (mutation detection rate) ในยนี PKD1 และ 
PKD2 จากงานวจิยันีÊกบังานวจิยัอืÉนทีÉใชว้ธิกีารเดยีวกนั รวมทั ÊงวธิกีารอืÉนๆ ทีÉเป็นเทคโนโลยลี่าสุดทีÉใชก้นัใน
ปจัจบุนั (ตารางทีÉ 15) จะเหน็ไดว้่า งานวจิยันีÊมอีตัราการตรวจพบการกลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ PKD2 
โดยรวมแลว้สงูกว่าของงานวจิยัอืÉน แต่เมืÉอพจิารณาเฉพาะ definite mutation จะพบว่ามตีํÉา คอื 54.3% 

(38/70) เมืÉอเทยีบกบั 64% (29/45) ของกลุ่ม Rossetti และคณะ (42) ในทางกลบักนั อตัราการตรวจพบ 
missense variants กลบัสงูถงึ 37.1% (26/70) ซึÉงสงูกว่า 11% (5/45) ของ Rossetti และคณะ (42) เป็น
อยา่งมาก  อตัราการตรวจพบทีÉสงูในงานวจิยันีÊจงึไดม้าจากส่วนของ missense variants ซึÉงยงัมคีวามไม่
แน่นอนอยูพ่อสมควรว่าจะเป็นสาเหตุของโรค ADPKD ทีÉแทจ้รงิหรอืไม ่ตอ้งการการพสิูจน์เพิÉมเตมิต่อไปอกี
ซึÉงอยูน่อกเหนือขอบเขตทีÉงานวจิยันีÊจะสามารถสรุปไดใ้นขณะนีÊ 

อยา่งไรกต็าม ในแงข่องเทคโนโลยทีีÉใชต้รวจหาการกลายพนัธุ์ในยนี PKD1 และ PKD2   ยงันบัว่า 
DHPLC เป็นเทคนิคทีÉมคีวามไวและประสทิธภิาพสงู คุม้ค่า และไดผ้ลทีÉรวดเรว็กว่าวธิกีารอืÉนๆ ทีÉเคยใชก้นั
มาก่อนหน้านีÊ จงึเป็นทีÉนิยมใชใ้นงานวจิยัหลายกลุ่มดงัยกมาเป็นตวัอยา่งในตารางทีÉ 15  (42, 45, 66, 82) 

ส่วนวธิ ี direct sequencing ถงึแมจ้ะราคาแพงมาก แต่ยงัคงถอืเป็น gold standard ทีÉใชก้นัอยูโ่ดย
ประยกุตใ์ชร้ว่มกบั long-range PCR และ multiplex PCR เพืÉอใหม้ปีระสทิธภิาพมากขึÊนกว่าการใช ้
conventional PCR เพยีงอยา่งเดยีว ทาํใหส้ามารถศกึษาผูป้ว่ย ADPKD ชาวฝรั Éงเศส 700 รายไดผ้ลเป็น
อยา่งด ี(83) 
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 ปจัจบุนั มคีวามพยายามของนกัวจิยัหลายกลุ่มทีÉนําเอาเทคโนโลยใีหม่ๆ  ทีÉอาจมขีอ้ดขีอ้เสยีต่าง
จาก DHPLC และ direct sequencing อาท ิ high resolution melt (HRM) analysis (84) และ next-

generation DNA sequencing (85, 86) มาใชต้รวจหาการกลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ PKD2   อยา่งไรกด็ ี
การเลอืกใชเ้ทคโนโลยใีหเ้หมาะสมกบัหอ้งปฏบิตักิารทีÉใดทีÉหนึÉงยอ่มขึÊนกบัปจัจยัหลายดา้นทีÉตอ้งพจิารณา
เป็นรายๆ ไป 

 สาํหรบัผูป้ว่ยทีÉยงัไมส่ามารถระบุชนิดการกลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ PKD2 ทีÉเป็นสาเหตุของ
โรค ADPKD ไดใ้นงานวจิยันีÊนั Êน อาจเป็นเพราะการกลายพนัธุท์ีÉเป็นสาเหตุนั Êนเป็นชนิด large deletions ซึÉง
ไมไ่ดต้รวจในงานวจิยันีÊ อกีกรณหีนึÉงอาจเป็นเพราะมกีารกลายพนัธุแ์บบไมป่กต ิ (atypical mutations) 
เกดิขึÊน เช่น base substitution ทีÉอยูน่อกบรเิวณทีÉถูกครอบคลุมในการตรวจ ไดแ้ก่ regulatory elements 
หรอืส่วนของ intron ทีÉอยูไ่กลออกไปจาก coding region มากๆ  ซึÉงอาจเป็น splice enhancers นอกจากนีÊ
ยงัอาจเป็นไปไดอ้กีหลายสาเหตุ คอื มยีนีอืÉนนอกเหนือจากยนี PKD1 และ PKD2 เป็นสาเหตุแต่แสดง
อาการคลา้ยกนั 
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ตารางทีÉ 14.  สดัส่วนของประเภทการกลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ PKD2 ทีÉตรวจพบจากงานวจิยันีÊ 
เปรยีบเทยีบกบัผลงานวจิยัอืÉนทีÉทาํในประชากรกลุ่มใหญ่ๆ 

 
Gene 

 
Mutation Types 

Percentage of Mutations Detected 

This study Rossetti et al, 
2007 (45) 

ADPKD: Mutation 
Database (52) 

PKD1  45 Mutations (48 Families) 

(48/64 = 75.0%) 

 Nonsense mutations  

 Splicing Defects  

 Frame-shift Deletions 
Insertions (Del/Ins) 

 In-frame Del/Ins 

 Missense variants  

 Large deletions 

48/70  

(68.6%) 

10/48 (20.8%) 

3/48 (6.3%) 

9/48 (18.8%) 

 

4/48 (8.3 %) 

22/48 (45.8%) 

Not Done 

153/202  

(75.7%) 

38/153 (24.8%)  

16/153 (10.5%) 

49/153 (32.0%) 

 

9/153 (5.9%)  

41/153 (26.8%) 

Not Done  

1,471 Families 

 

322/1,471 (21.9%) 

129/1,471 (8.8%) 

389/1,471 (26.4%) 

 

110/1,471 (7.5%) 

504/1,471 (34.3%) 

17/1,471 (1.2%) 

PKD2  10 Mutations (16 Families) 

(16/64 = 25.0%)  

 Nonsense mutations  

 Splicing Defects 

 Frame-shift Del/Ins 

 In-frame Del/Ins 

 Missense variants  

16/70  

(22.9%) 

9/16 (56.2%) 

1/16 (6.2%) 

1/16 (6.2%) 

- 

5/16 (3.1%) 

27/202  

(13.4%) 

9/27 (33.3%) 

6/27 (22.2%) 

7/27 (25.9%) 

2/27 (7.4%) 

3/27 (11.1%) 

 360 Families 

 

127/360 (35.3%) 

58/360 (16.1%) 

101/360 (28.1%) 

12/360 (3.3%) 

58/360 (16.1%) 

PKD1 + PKD2 (48+16/64 = 100%) 64/70  

(9911..44%%) 

180/202  

(89.1%) 

- 
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ตารางทีÉ 15. อตัราการตรวจพบการกลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ PKD2 จากงานวจิยันีÊเปรยีบเทยีบกบั
งานวจิยัอืÉนทีÉใชว้ธิกีารเดยีวกนัและวธิกีารอืÉนๆ ทีÉใชก้นัในปจัจบุนั 

Methods Groups of Mutation Detection Rate 

References Mutations/Patients PKD1 gene PKD2 gene PKD1 + 
PKD2 

Total 

DHPLC      

This study - Definite mutation 38.6% (27/70) 15.7% 
(11/70) 

54.3% 
(38/70) 

 
 - Indeterminate    

  variants 
30.0% (21/70) 7.1%  

(5/70) 
37.1% 
(26/70) 

     All mutations 68.6% (48/70) 22.9% 
(16/70) 

 91.4% (64/70) 

Rossetti et al, 2002 Definite mutation 58% (26/45) 6% (3/45) 64% (29/45) 75% (34/45) 

(42) Missense variants 11% (5/45)  11% (5/45)  

Rossetti et al, 2007 

(45) 

All mutations 75.7% (153/202) 13.4% (27/202)  89.1% (180/202) 

 

Li J et al, 2011 

(82) 

All mutations 56% (53/94) 8.5% (8/94)  64.9% (61/94) 

Yu et al, 2011 (66) All mutations 46.1% (30/65) 6.1% (4/65)  52.3% (34/65) 

Direct sequencing     

Garcia-Gonzalez et al, 
2007 (41) 

Class I mutations 

Class II mutations 

29.3% (24/82) 

32.9% (27/82) 

12.2% (10/82) 

3.7% (3/82) 

41.5% (34/82) 

36.6% (30/82) 

78% (64/82) 

Hoefele et al, 2011 All mutations 55.9% (52/93) 8.6% (8/93)  64.5% (60/93) 

(87)      

Audrézet et al, 2012 Familial ADPKD 75.9% (401/528) 14.8% (78/528)  90.7% (479/528) 

(83) Sporadic ADPKD 73.2% (126/172) 13.9%  (24/172)  87.2% (150/172) 

High Resolution Melt Analysis 

Bataille et al, 2011 

(84) 

 67.6% (25/37) 8.1% (3/37)  75.7% (28/37) 

Next-generation DNA sequencing 

Rossetti S et al, 2012 

(85) 

        All mutations 51.9% (95/183) 

 

10.9% (20/183) 

 

 63% (115/183) 
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ข้อสรปุทีÉได้จากงานวิจยันีÊ  

1. เหตุผลทีÉโรค ADPKD สมควรมกีารตรวจวนิิจฉยัทางพนัธุศาสตรเ์พืÉอหาการกลายพนัธุใ์นยนีทีÉเป็นสาเหตุ
ทั Êงสองยนี (PKD1 และ PKD2) เนืÉองจากเป็นโรคทีÉพบไดบ้่อย, อาการค่อนขา้งรุนแรง, มกีารปรากฏ
อาการในอตัราสงู (high penetrance), มแีนวทางดแูลและป้องกนัภาวะแทรกซอ้นทีÉไดผ้ลด,ี ใหค้าํปรกึษา
แนะนําทางพนัธุศาสตร ์ (genetic counseling) ได ้ และมวีธิกีารตรวจวเิคราะห์ทางพนัธุศาสตรท์ีÉเป็นทีÉ
ยอมรบั แต่มขีอ้โตแ้ยง้ทีÉทาํใหไ้มน่่าตรวจอยูเ่ช่นกนั ไดแ้ก่ อตัราค่าตรวจแพงเพราะยนีขนาดใหญ่และวธิี
ตรวจยาก, มชีนิดของการกลายพนัธุท์ีÉหลากหลายจาํนวนมหาศาล ไมส่ามารถเลอืกตรวจแบบเจาะจงได ้
และมผีูป้ว่ยจาํนวนหนึÉงประมาณรอ้ยละ 30-40 ทีÉยงัไมส่ามารถวนิิจฉยัโรคไดแ้น่นอน 

Ś. งานวจิยันีÊทาํใหไ้ดข้อ้มลูการกลายพนัธุใ์นยนีทีÉเป็นสาเหตุของโรค ADPKD ทั Êงสองยนี คอื PKD1 และ 
PKD2 ในผูป้ว่ยโรค ADPKD ในประเทศไทย ซึÉงจะไดเ้สนอเขา้ไปสมทบกบัฐานขอ้มลูสากล (Polycystic 

Kidney Disease Mutation Database, PKDB) ต่อไปเพืÉอเป็นการขยายขอบเขตของฐานขอ้มลูให้
กวา้งขวางครอบคลุมกลุ่มประชากรโลกเพิÉมขึÊน    ทั ÊงนีÊ ในส่วนของยนี PKD1 มกีารกลายพนัธุท์ีÉถอืเป็น
ขอ้มลูใหมท่ีÉยงัไมเ่คยมรีายงานทีÉใดมาก่อน (novel mutations) จาํนวน 35 ชนิด (ซึÉงเป็น definite 

mutations 15 ชนิด) กบัทีÉเคยมรีายงานแลว้อกี 11 ชนิด ส่วนของยนี PKD2 มกีารกลายพนัธุช์นิดทีÉพบ
ใหมจ่าํนวน 5 ชนิด (เป็น definite mutation 2 ชนิด) กบัทีÉเคยรายงานแลว้อกี 5 ชนิด ซึÉงงานวจิยันีÊเป็น
การรายงานการตรวจพบการกลายพนัธุใ์นยนี PKD2 เป็นครั Êงแรกของประชากรชาวไทย 

3. การคน้พบการกลายพนัธุช์นิด in-frame deletions/insertions และ missense mutations ในยนี PKD1 

จาํนวน 26 ชนิด (เป็น novel mutations 23 ชนิด) และในยนี PKD2 4 ชนิด (เป็น novel mutations 3 

ชนิด) ถอืเป็นขอ้มลูสาํคญัทีÉอาจแสดงถงึตําแหน่งกรดอะมโินหรอืบรเิวณของโปรตนี polycystins ทีÉมี
ความสาํคญัในการทาํหน้าทีÉในเซลลแ์ละช่วยใหค้วามกระจ่างถงึกลไกระดบัโมเลกุลทีÉทาํให้เกดิถุงนํÊาในไต
ในโรค ADPKD โดยเฉพาะในผูป้ว่ยรายทีÉชนิดของการกลายพนัธุม์คีวามสมัพนัธไ์ปกบัอาการแสดงของ
โรค (genotype-phenotype relationship) อยา่งชดัเจน  ความเขา้ใจพยาธสิภาพของการเกดิโรคนีÊ
สามารถนําไปสู่การป้องกนัและรกัษาทีÉไดผ้ลดต่ีอไปในอนาคต 

  อยา่งไรกต็าม missense variants จาํนวนมากทีÉพบในงานวจิยันีÊยงัคงตอ้งการการตรวจสอบ
เพิÉมเตมิว่าเป็นสาเหตุของโรคจรงิหรอืไม ่ ดว้ยขอ้จาํกดัในแงส่มาชกิครอบครวัของผูป้ว่ยซึÉงไมส่ามารถหา
มาช่วยยนืยนัได ้ และความยากลาํบากในการศกึษายนี PKD1 ทีÉมโีครงสรา้งซํÊาซอ้น การพสิูจน์ 
missense variants จงึยงัทาํไดไ้มส่มบูรณ์ และใหถ้อืว่า missense variants เป็น indeterminate 

variants ไวก่้อน 

4. เมืÉอใดกต็ามทีÉการรกัษาโรค ADPKD สามารถทาํไดอ้ยา่งจรงิจงัโดยการผลติยาทีÉสามารถบรรเทาอาการ
ของโรคอยา่งไดผ้ล เมืÉอนั Êนตอ้งมกีารวนิิจฉยัโรคทีÉถูกตอ้งแมน่ยาํเสยีก่อน เพราะขอ้มลูพนัธุกรรม 
(genotype) ของผูป้ว่ยจะมอีทิธพิลต่อการตดัสนิใจใชย้านั Êนดว้ย การตรวจการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 

และ PKD2 ในผูป้ว่ยโรค ADPKD จะยิÉงทวคีวามสําคญัขึÊนอกีมาก  สาํหรบังานวจิยันีÊ การตรวจพบการ
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กลายพนัธุใ์นยนี PKD1 และ PKD2 ทีÉเป็นสาเหตุของโรคในผูป้ว่ย ADPKD ไดใ้หป้ระโยชน์ดา้น
การแพทยแ์ก่ผูป้ว่ยและครอบครวั อยา่งสาํคญัหลายประการ ไดแ้ก่  

 สามารถระบุตวัญาตผิูป้ว่ยทีÉมศีกัยภาพในการบรจิาคไต (kidney donors) ใหผู้ป้ว่ยเพืÉอทาํการปลกู
ถ่ายไต (renal transplantation) ได ้

 สามารถระบกุารกลายพนัธุท์ีÉเกดิขึÊนใหม่ (de novo mutations) ในผูป้ว่ยทีÉไมเ่คยมปีระวตักิารเป็นโรค 

ADPKD ในครอบครวัมาก่อน 

 สามารถวนิิจฉยัโรคแยกจากโรคอืÉน (differential diagnosis) ไดอ้ยา่งแมน่ยาํในรายทีÉอาการไม่
ชดัเจน (atypical symptoms) หรอืสงสยัว่าจะเป็นโรค ADPKD เพืÉอการดแูลรกัษาทีÉถูกตอ้ง 

 สามารถวนิิจฉยัโรคไดก่้อนทีÉจะมอีาการ (pre-symptomatic diagnosis) ในคนอายนุ้อยทีÉมปีระวตัิ
ครอบครวัเป็นโรค ADPKD และตรวจพบอาการแทรกซอ้นไดแ้ต่เนิÉนๆ เป็นประโยชน์ต่อการเฝ้าระวงั
การเกดิโรค 

 สามารถเริÉมใหก้ารรกัษาอาการแทรกซอ้นไดเ้รว็ (early therapeutic interventions) ทาํใหไ้มเ่กดิ
ภาวะไตวาย 

 สามารถใชข้อ้มลูสาํหรบัพยากรณ์โรคในผูป้ว่ยและญาต ิ เนืÉองจากมขีอ้แตกต่างของการเป็นโรคชนิด 
PKD1 หรอื PKD2  

 ใชใ้นการวางแผนครอบครวัเพืÉอป้องกนัการถ่ายทอดโรคทีÉทาํใหเ้กดิโรคซํÊาในรุ่นลกูหลานโดยการรบั
คาํปรกึษาแนะนําทางพนัธุศาสตรจ์ากแพทยเ์วชพนัธุศาสตร ์ ปจัจบุนัมคีู่สมรสทีÉต้องการเลอืกบุตรทีÉ
ไมเ่ป็นโรค ADPKD โดยการขอใหต้รวจวนิิจฉยัพนัธุกรรมของตวัอ่อนก่อนการฝงัตวั (pre-

implantation genetic diagnosis, PGD) ซึÉงจะสามารถทาํไดต่้อเมืÉอทราบชนิดการกลายพนัธุใ์นยนี 

PKD1 หรอื PKD2 ทีÉเป็นสาเหตุของโรคแลว้เท่านั Êน 

5. งานวจิยันีÊไดป้ระยกุตใ์ช ้denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) ในการศกึษา
ยนี PKD1 และ PKD2 ซึÉงนับว่า DHPLC เป็นเทคนิคทีÉมปีระสทิธภิาพสงู มคีวามไว เชืÉอถอืได ้ใชง้านได้
สะดวกรวดเรว็แบบกึÉงอตัโนมตั ิ คุม้ค่ากว่าหลายวธิทีีÉเคยใชม้าก่อนหน้านีÊ มคีวามเหมาะสมเป็นอยา่งยิÉง
กบัการศกึษายนีขนาดใหญ่ๆ ในจาํนวน samples มากๆ เช่นในกรณีนีÊ ทาํใหไ้ดข้อ้มลูจาํนวนมากทีÉ
นําไปใชป้ระโยชน์แก่ผูป้ว่ยและสมาชกิครอบครวัได ้

6. งานวจิยันีÊไดพ้ฒันาแนวทางและวธิกีารทีÉไดม้าตรฐาน, คุม้ค่า และมศีกัยภาพสําหรบันําไปใชไ้ดใ้นทาง
ปฏบิตัใินการตรวจหาการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 และ PKD2 ในผูป้ว่ย ADPKD ซึÉงเหมาะสมกบัสภาวะ
ของผูป้ว่ยไทยในปจัจบุนัไดร้ะดบัหนึÉง อยา่งไรกด็ ี แนวทางและวธิกีารตรวจวเิคราะหท์ั ÊงสองยนีนีÊยงั
สามารถพฒันาใหด้ยีิÉงขึÊนไดอ้กีในอนาคต โดยอาศยัเทคนิคอืÉนมาช่วยประกอบ ไดแ้ก่ long-range PCR, 
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multiplex PCR รวมทั Êงการใช ้SURVEYOR Nuclease (Transgenomic, USA) (62) ซึÉงเทคนิคเหล่านีÊจะ
ช่วยลดเวลาและแรงงานในการตรวจวเิคราะหท์ั ÊงสองยนีนีÊลงไดอ้กี 

7. งานวจิยันีÊทาํใหไ้ดข้อ้มลูความหลากหลายของ DNA polymorphisms ในยนี PKD1 และ PKD2 ของคน
ไทยเป็นจาํนวนมาก กล่าวคอืพบ SNPs ในยนี PKD1 จาํนวน 90 ชนิดซึÉงเป็นชนิดทีÉคน้พบใหมใ่นคน
ไทย 50 ชนิด และพบ SNPs ในยนี PKD2 จาํนวน š ชนิดซึÉงเป็นชนิดทีÉคน้พบใหมใ่นคนไทย 5 ชนิด  
SNPs เหล่านีÊอาจใชเ้ป็นฐานขอ้มลูในประชากรไทยเพืÉอประโยชน์อืÉนๆ เช่น ใชเ้ป็น markers ทีÉจาํเพาะ
สาํหรบัยนี PKD1 และ PKD2 ในการทาํ linkage analysis หรอื haplotype analysis เพืÉอวเิคราะหก์าร
ถ่ายทอดยนีกลายพนัธุใ์นครอบครวัผูป้ว่ย ADPKD ใหแ้มน่ยาํและมปีระสทิธภิาพมากขึÊน หรอืใชเ้พืÉอ
วตัถุประสงคท์าง molecular evolution study ต่อไป 

8. งานวจิยันีÊไดส้รา้งฐานงานวจิยัทางดา้นอณูพนัธุศาสตรข์องโรค ADPKD ในประเทศไทยไวใ้หม้คีวาม
ต่อเนืÉอง ทนัต่อยคุสมยัแห่งการเปลีÉยนแปลง และเตรยีมรองรบัเทคโนโลยใีหมท่ีÉจะช่วยใหก้ารตรวจ
วนิิจฉยัทางอณูพนัธุศาสตรข์องโรคนีÊมปีระสทิธภิาพสงูสุด  อนึÉง เนืÉองจากยนี PKD1 เป็นยนีทีÉพสิดาร
เป็นอยา่งมากหลายประการดงัไดก้ล่าวไวใ้นงานวจิยันีÊ การศกึษายนีนีÊจงึถอืเป็นตน้แบบสาํหรบั
การศกึษายนีอืÉนๆ ไดเ้ป็นอยา่งด ี สามารถนําไปประยุกตใ์ชก้บัการศกึษาทางอณูพนัธุศาสตรส์าํหรบัโรค
พนัธุกรรมอืÉนๆ ได ้
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Output ทีÉได้จากโครงการวิจยัทีÉได้รบัทุนจาก สกว. 
 

1. ผลงานตีพิมพใ์นวารสารวิชาการนานาชาติ 

ขณะนีÊยงัไม่ม ี อยูร่ะหว่างการจดัเตรยีม manuscript โดยมชีืÉอเรืÉองทีÉคาดว่าจะตพีมิพ ์คอื 

 Application of DHPLC for molecular analysis of PKD1 gene in autosomal dominant 

polycystic kidney disease 

 Identification of PKD2 mutations in Thai ADPKD patients: First report and recurrent 

mutations 

รายชืÉอวารสารวชิาการระดบันานาชาตทิีÉคาดว่าจะตพีมิพไ์ด ้คอื 

 Genetics in Medicine  หรอื 
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 Journal of Human Genetics หรอื  
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2. การนําผลงานวิจยัไปใช้ประโยชน์ 

1) เชิงพาณิชย ์

หอ้งปฏบิตักิารอณูพนัธุศาสตร ์  ในสงักดัสถานส่งเสรมิการวจิยัของคณะแพทยศาสตรศ์ริริาช
พยาบาลซึÉงเป็นหอ้งปฏบิตักิารทางการแพทยแ์ห่งเดยีวในประเทศไทยทีÉใหบ้รกิารตรวจวนิิจฉัย
ทางพนัธุศาสตรข์องโรค ADPKD สามารถนําเอาแนวทางและวธิกีารของ DHPLC analysis ซึÉง
มคีวามคุม้ค่าทีÉพฒันาขึÊนจากงานวจิยันีÊไปใชไ้ดจ้รงิในการปฏบิตังิานเพืÉอตรวจหาการกลายพนัธุ์
ของยนี PKD1 และ PKD2 ในผูป้ว่ย ADPKD ชาวไทยรวมทั Êงชาวต่างชาตทิีÉมาขอรบับรกิาร ได ้
โดยมคี่าบรกิารตรวจวเิคราะหท์ีÉก่อใหเ้กดิรายไดเ้ขา้สู่คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล 

2) เชิงนโยบาย 

หอ้งปฏบิตักิารอณูพนัธุศาสตร ์ สถานส่งเสรมิการวจิยั คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาลได้
ปรบัเปลีÉยนวธิกีารตรวจหาการกลายพนัธุข์องยนี PKD1 และ PKD2 ในผูป้ว่ย ADPKD จากวธิี
ดั ÊงเดมิทีÉเคยใชค้อื multiple restriction fragment-single strand conformation polymorphism, 

MRF-SSCP) มาเป็น DHPLC analysis ทีÉพฒันาขึÊนจากงานวจิยันีÊ  ซึÉงเป็นวธิทีีÉไดม้าตรฐาน 

ไดผ้ลถูกตอ้งแมน่ยาํ สะดวก รวดเรว็ และมคีวามไวในการตรวจเพิÉมขึÊน 

3) เชิงสาธารณะ 

มเีครอืขา่ยความรว่มมอืกบัแพทยผ์ูเ้ชีÉยวชาญดา้นโรคไตและแพทยเ์วชพนัธุศาสตรภ์ายในคณะ
แพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาลโดยการใชผ้ลงานวจิยันีÊไปช่วยในการดแูลรกัษา เฝ้าระวงัโรค 
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ป้องกนัการเกดิโรคซํÊาในครอบครวัผูป้ว่ย และทีÉสาํคญัคอืใชใ้นการตดัสนิเลอืกผูบ้รจิาคไตให้
ผูป้ว่ยเพืÉอปลกูถ่ายไต (renal transplantation)  และมกีระแสความสนใจในการวางแผนชวีติ
ครอบครวัโดยการขอใหต้รวจวนิิจฉัยพนัธุกรรมของตวัอ่อนก่อนการฝงัตวั (pre-implantation 

genetic diagnosis, PGD) เพืÉอเลอืกบุตรทีÉไมเ่ป็นโรค ADPKD  

4) เชิงวิชาการ   
 มขีอ้มลูจากงานวจิยัไปใชป้รบัปรงุพฒันาเนืÊอหาในการเรยีนการสอนทีÉเกีÉยวขอ้งในเรืÉอง
เกีÉยวกบัอณูพนัธุศาสตรข์องโรค ADPKD และการใชเ้ทคโนโลย ี DHPLC ในการตรวจ
วเิคราะหท์างอณูพนัธุศาสตร ์

 สรา้งนกัวจิยัใหมจ่ากผูช้่วยวจิยัของโครงการวจิยันีÊใหม้ปีระสบการณ์การทํางานวจิยัและ
เขยีนผลงานวจิยัเพืÉอตพีมิพเ์ผยแพรใ่นระดบัสากล 

5) อืÉนๆ    

A. การเสนอผลงานในทีÉประชุมวิชาการ 

a) Wanna Thongnoppakhun, Duangkamon Bunditworapoom, Manop Pithukpakorn, 

Kriengsak Vareesangthip, Pa-thai Yenchitsomanus, Chanin Limwongse. Rapid 

detection of PKD1 gene mutations causing ADPKD by denaturing high performance 

liquid chromatography (DHPLC) analysis.  ใน “บทคดัยอ่การเสนอผลงานแบบโปสเตอร”์ 
การประชุมนกัวจิยัรุน่ใหม ่ พบ เมธวีจิยัอาวุโส สกว. ครั ÊงทีÉ 9  โดยสาํนกังานกองทุน
สนบัสนุนการวจิยั (สกว.) และสาํนกังานคณะกรรมการการอุดมศกึษา (สกอ.) วนัทีÉ 15-17 
ตุลาคม 2552 ณ โรงแรมฮอลเิดยอ์นิน์ รสีอรท์ รเีจนท ์บชี ชะอํา จ.เพชรบุร ีหน้า 187. 

b) Thongnoppakhun W, Bunditworapoom D, Pithukpakorn M, Vareesangthip K, 

Yenchitsomanus P, Limwongse C. First report of PKD2 mutations in Thai ADPKD 

patients using denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) 

analysis ใน “บทคดัยอ่การเสนอผลงานแบบโปสเตอร”์ การประชุมนกัวจิยัรุ่นใหม ่พบ เมธี
วจิยัอาวุโส สกว. ครั ÊงทีÉ 10  โดยสาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั (สกว.) และสาํนกังาน
คณะกรรมการการอุดมศกึษา (สกอ.) วนัทีÉ 14-16 ตุลาคม 2553 ณ โรงแรมฮอลเิดยอ์นิน์ รี
สอรท์ รเีจนท ์บชี ชะอํา จ.เพชรบุร ีหน้า 129. 

c)  ดวงกมล บณัฑติวรภมู,ิ เกรยีงศกัดิ Í วารแีสงทพิย,์ มานพ พทิกัษ์ภากร, ชนินทร ์ ลิÉมวงศ ์
และ วรรณา ทองนพคุณ. การกลายพนัธุข์องยนีทีÉทําใหเ้กดิโรคไตเป็นถุงนํÊาชนิด ADPKD 

ในผูป้ว่ยไทย การประชุมวชิาการวทิยาศาสตรก์ารแพทยค์รั ÊงทีÉ 19 โดย
กรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข วนัทีÉ 17-19 สงิหาคม 2554 โรงแรมมริา
เคลิ แกรนด ์คอนเวนชั Éน กรุงเทพฯ หน้า 113. 
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d) Thongnoppakhun W, Bunditworapoom D, Pithukpakorn M, Vareesangthip K, 

Yenchitsomanus P, Limwongse C. Molecular Genetic Approach for Detection of 

PKD1 and PKD2 Mutations in Thai Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease 

(ADPKD) Patients. ใน “บทคดัยอ่การเสนอผลงานแบบบรรยาย” การประชุมนักวจิยัรุ่น
ใหม ่พบ เมธวีจิยัอาวุโส สกว. ครั ÊงทีÉ  11 โดยสาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั (สกว.) 

และสาํนกังานคณะกรรมการการอุดมศกึษา (สกอ.) วนัทีÉ 19-21 ตุลาคม 2554 ณ โรงแรม
ฮอลเิดยอ์นิน์ รสีอรท์ รเีจนท ์บชี ชะอํา จ.เพชรบุร ีหน้า 36. 

B. เอกสารประกอบการอบรมระยะสั Êนและการประชุมเชิงปฏิบติัการ 

วรรณา ทองนพคุณ. เอกสารประกอบการอบรมเชงิปฏบิตักิาร “Molecular and Cellular 

Biology Workshop 2009” เรืÉอง “Genetic mutation/polymorphism analysis using 

denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC)” วนัทีÉ 26 พฤษภาคม 
2552 ณ. หน่วยอณูพนัธุศาสตร ์สถานส่งเสรมิการวจิยั คณะแพทยศาสตรศ์ริริาชพยาบาล 

C. กิจกรรมทีÉเกีÉยวข้อง 

a) เป็นอาจารยพ์เิศษหลกัสตูรวทิยาศาสตรม์หาบณัฑติ/ปรชัญาดุษฎบีณัฑติ สาขาอณูชวีวทิยา
และสาขาชวีภาพการแพทย ์ คณะแพทยศาสตร ์ มหาวทิยาลยัศรนีครนิทรวโิรฒ รายวชิา 
อณูชวีวทิยาของโรคพนัธุกรรม (อช 601) Molecular genetic diseases (MO601) สอนภาค
บรรยายเรืÉอง “Polycystic kidney diseases” วนัทีÉ 8 สงิหาคม 2551 และ 4 ธนัวาคม 2552 
เวลา 8.00-12.00 น. ณ หอ้งประชุมภาควชิาชวีเคม ี ชั Êน 6 อาคารเรยีนรวมพรคีลนิกิ
วทิยาศาสตร ์(15) คณะแพทยศาสตร ์มหาวทิยาลยั  ศรนีครนิทรวโิรฒ กรุงเทพฯ 

b) เป็นวทิยากรบรรยาย เรืÉอง "Genetic mutation/polymorphism screening and analysis by 

denaturing high-performance liquid chromatography (DHPLC)" และสาธติการใชเ้ครืÉอง 
DHPLC ในโครงการบรรยายและฝึกอบรมภาคปฏบิตั ิ "Molecular and Cellular Biology 

Workshop 2009" ณ หน่วยอณูพนัธุศาสตร ์ สถานส่งเสรมิการวจิยั คณะแพทยศาสตรศ์ริ ิ
ราชพยาบาล (ตกึอดุลยเดชวกิรม ชั Êน 10) วนัทีÉ 26 พฤษภาคม 2552  

c) เป็น Reviewer ให ้BioMed Central (BMC) Medical Genetics เมืÉอ 28 กุมภาพนัธ ์ - 19 
มถุินายน 2552 (Stekrova J, Reiterova J, Svobodova S, Kebrdlova V, Lnenicka P, 

Merta M, Viklicky O, Kohoutova M. New mutations in the PKD1 gene in Czech 

population with autosomal dominant polycystic kidney disease. BMC Med Genet. 

2009 Aug 17;10:78. 

d) เป็นวทิยากรบรรยายและสาธติการใชเ้ครืÉอง DHPLC ในการตรวจทางอณูพนัธุศาสตรแ์ก่
อาจารย ์ และบุคลากรหน่วยมนุษยพ์นัธุศาสตร ์ ภาควชิาพยาธวิทิยา คณะแพทยศาสตร์
โรงพยาบาลรามาธบิด ีมหาวทิยาลยัมหดิล วนัทีÉ 26 ธนัวาคม 2552 ณ คณะแพทยศาสตร์
โรงพยาบาลรามาธบิด ี
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ภาคผนวก (Appendix) 

 

โปสเตอรแ์ละบทคดัย่อเสนอผลงานในทีÉประชุมวิชาการระดบัชาติ 

1) Wanna Thongnoppakhun, Duangkamon Bunditworapoom, Manop Pithukpakorn, 

Kriengsak Vareesangthip, Pa-thai Yenchitsomanus, Chanin Limwongse. Rapid detection 

of PKD1 gene mutations causing ADPKD by denaturing high performance liquid 

chromatography (DHPLC) analysis.  ใน “บทคดัยอ่การเสนอผลงานแบบโปสเตอร”์ การ
ประชุมนกัวจิยัรุน่ใหม ่พบ เมธวีจิยัอาวุโส สกว. ครั ÊงทีÉ 9  โดยสํานกังานกองทุนสนบัสนุนการ
วจิยั (สกว.) และสาํนกังานคณะกรรมการการอุดมศกึษา (สกอ.) วนัทีÉ 15-17 ตุลาคม 2552 ณ 
โรงแรมฮอลเิดยอ์นิน์ รสีอรท์ รเีจนท ์บชี ชะอํา จ.เพชรบุร ีหน้า 187. 

2) Thongnoppakhun W, Bunditworapoom D, Pithukpakorn M, Vareesangthip K, 

Yenchitsomanus P, Limwongse C. First report of PKD2 mutations in Thai ADPKD 

patients using denaturing high performance liquid chromatography (DHPLC) analysis ใน 
“บทคดัยอ่การเสนอผลงานแบบโปสเตอร”์ การประชุมนักวจิยัรุ่นใหม ่พบ เมธวีจิยัอาวุโส สกว. 
ครั ÊงทีÉ 10  โดยสาํนกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั (สกว.) และสาํนกังานคณะกรรมการการ
อุดมศกึษา (สกอ.) วนัทีÉ 14-16 ตุลาคม 2553 ณ โรงแรมฮอลเิดยอ์นิน์ รสีอรท์ รเีจนท ์บชี ชะอํา 
จ.เพชรบุร ีหน้า 129. 

3)  ดวงกมล บณัฑติวรภมู,ิ เกรยีงศกัดิ Í วารแีสงทพิย,์ มานพ พทิกัษ์ภากร, ชนินทร ์ลิÉมวงศ ์และ 
วรรณา ทองนพคุณ. การกลายพนัธุข์องยนีทีÉทําใหเ้กดิโรคไตเป็นถุงนํÊาชนิด ADPKD ในผูป้ว่ย
ไทย การประชุมวชิาการวทิยาศาสตรก์ารแพทยค์รั ÊงทีÉ 19 โดยกรมวทิยาศาสตรก์ารแพทย ์
กระทรวงสาธารณสุข วนัทีÉ 17-19 สงิหาคม 2554 โรงแรมมริาเคลิ แกรนด ์ คอนเวนชั Éน 
กรงุเทพฯ หน้า 113. 

4) Thongnoppakhun W, Bunditworapoom D, Pithukpakorn M, Vareesangthip K, 

Yenchitsomanus P, Limwongse C. Molecular Genetic Approach for Detection of PKD1 

and PKD2 Mutations in Thai Autosomal Dominant Polycystic Kidney Disease (ADPKD) 

Patients. ใน “บทคดัยอ่การเสนอผลงานแบบบรรยาย” การประชุมนกัวจิยัรุน่ใหม ่พบ เมธวีจิยั
อาวุโส สกว. ครั ÊงทีÉ  11 โดยสาํนกังานกองทุนสนับสนุนการวจิยั (สกว.) และสาํนกังาน
คณะกรรมการการอุดมศกึษา (สกอ.) วนัทีÉ 19-21 ตุลาคม 2554 ณ โรงแรมฮอลเิดยอ์นิน์ รี
สอรท์ รเีจนท ์บชี ชะอํา จ.เพชรบุร ีหน้า 36. 
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