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บทคัดยอ 
 
โรคกระดูกเปราะกรรมพันธุ คือ โรคทางพันธุกรรมท่ีเกดิจากความผิดปกติของสายคอลลาเจนชนิด

ท่ี 1   ซ่ึงทําหนาท่ีเปนโครงสรางหลักของกระดูก เซลลผิวหนัง และเอ็น ดังนั้นอาการแสดงของคนท่ีเปน
โรคกระดูกเปราะกรรมพันธุท่ีพบไดบอย คือ กระดูกเปราะ แตก หกังาย โดยเฉพาะบริเวณแขนและขา 
ผูปวยอาจมีความผิดปกติอ่ืน ๆ รวมดวย เชน ตัวเต้ีย รูปหนาแบนกวาง เสียงแหลมผดิปกติ ตาขาวจะเปนสี
ฟาหรือสีเทา ฟนหักงาย ฟนมีสีเหลืองออกน้ําตาล โรคกระดูกเปราะกรรมพันธุในบางรายอาจรุนแรงถึงข้ัน
อาจเสียชีวิตได สามารถแบงไดตามแบบแผนการถายทอดโรค คือ การถายทอดแบบลักษณะเดน เกิดจาก 
การกลายพันธุของยีน COL1A1 และ COL1A2  การถายทอดแบบลักษณะดอยเกิดจากการกลายพันธุของยีน 
CRTAP, LEPRE1, PPIB, SERPINH1, SERPINF1 และ OSX   

ในการศึกษาคร้ังนี้ผูวิจัยเร่ิมการศึกษาจากคนไขเด็กรายหน่ึงซ่ึงคลอดท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ โดย
มีประวัติพบกระดูกหักหลายทอนต้ังแตในครรภ การตรวจรางกายและภาพถายทางรังสีหลังคลอดยืนยันการ
หักของกระดกู แพทยใหการวินิจฉัยวา เปนโรค osteogenesis imperfecta (OI) เม่ือซักประวัติครอบครัว 
พบวา มีญาติผูชายท่ีมีอาการเดียวกันอีก 5 คนในครอบครัว ซ่ึงยังมีชีวิตอยู พงศาวลีเขาไดกับการถายทอด
แบบลักษณะดอยบนโครโมโซม X  ท้ังนี้เปนท่ีนาสนใจมากวา ไมเคยมีรายงานครอบครัว OI ท่ีมีลักษณะ
การถายทอดแบบลักษณะดอยบนโครโมโซม X  มากอน ประกอบกับยังไมเคยมีรายงานยนีท่ีเกี่ยวของกับ
การสรางคอลลาเจนในโรค OI อยูบนโครโมโซม X เลย คณะผูวิจยัจะดําเนินการศึกษาลักษณะทางคลินิกให
ชัดเจน นอกจากนี้การศึกษาระดับ X-inactivation ในผูหญิงท่ีเปนพาหะ พบวาผูหญิงท่ีเปนพาหะทุกรายมี 
skewed X-inactivation ซ่ึงเปนการสนับสนุนวาโรคกระดูกเปราะกรรมพันธุชนิดใหมนี้มีการถายทอดบน
โครโมโซม X คณะผูวิจยัทําการศึกษาหาตําแหนงของยีนท่ีเปนสาเหตุของโรคกระดูกเปราะชนิดใหม โดย
การทํา Linkage Analysis และใชคา LOD score ซ่ึงบอกความเช่ือมโยงระหวางตําแหนงของโรคกับตําแหนง
ตัวบงช้ี ผลปรากฏวา microsatellite ท่ีใหคา LOD score สูงท่ีสุดมีคาเทากับ 3.31 ไดแก DXS987 ซ่ึงมีขนาด 
30 Mb คณะผูวิจัยจึงทําการวเิคราะหเพิ่ม โดยใช  microsatellite markers  บริเวณ 30 Mb ดังกลาว จาํนวน 22 
ตําแหนง โดยตัวบงช้ีนี้จะมีความละเอียดเพิ่มข้ึน ทําให critical region  ลดลงเหลือ 18.8 Mb โดยตําแหนง
ของยีนท่ีเปนสาเหตุของโรคนี้อยูบริเวณ Xp22.3-21.2 ซ่ึงประกอบไปดวยยีนจํานวนกวา 200 ยีน คณะผูวจิัย
จะศึกษาหายีนท่ีเปนสาเหตุของโรคดวยเทคนิคในโครงการวิจัยตอไป 

  
 



Abstract 
Osteogenesis imperfecta (OI) is a heritable disorder of connective tissue characterized by the 

presence of bone fragility and fractures. The clinical manifestations vary from mild to severe perinatal 
lethal. Associated anomalies include short stature, dentinogenesis imperfecta, and blue sclerae. The 
precise occurrence of OI in Thailand is not known but an estimated worldwide prevalence is between 
1/25,000 to 1/100,000. OI can be divided by mode of inheritance to those inherited in an autosomal 
dominant fashion, including mutations in COL1A1 and COL1A2, whereas mutations in collagen-
modifying enzymes and chaperones (CRTAP, LEPRE1, PPIB, and SERPINH1), mineralization defect 
(SERPINF1) and a mutation in OSX resulted in autosomal recessive OI.  

In this proposal, we propose to study an OI family with pedigree consistent with an X-linked 
recessive mode which has never been previously reported in the literature. This family includes at least 6 
living affected male patients and at least 4 living female carriers. We visited the family members for 
detailed information such as history, physical examination and pedigree analysis. After informed consent, 
sample collection and laboratory investigations were performed. The level of X-inactivation (Xi) using a 
methylation assay showed that all of the four obligate carriers showed skewed X-inactivation which 
supported that the disease is inherited as an X-linked pattern. We further PCR-amplified X-chromosomal 
region using panel 28 of ABI Prism Linkage Mapping Sets-MD10 Version 2.5. Maximum LOD score 
using the deduced genotyping of unavailable members was 3.31 at marker DXS987. Fine mapping was 
performed to narrow down the critical region using additional 22 microsatellite markers, defining the 
critical region down to 18.8 Mb in size, which includes almost 200 genes.   

Interestingly, due to the fact that there have been no reports of familial OI with X-linked 
inheritance, together with no genes on X chromosome were identified to be a causative gene for OI, we 
now narrow down the critical region into 18.8 Mb. The X-linked OI locus is now narrow down to Xp22.3-
21.2. We expect to identify the causative gene in the next project by next generation sequencing which 
will extend the current knowledge of normal human bone development and may contribute to other forms 
of bone diseases.  

 



Executive summary 
ชื่อโครงการ  
(ภาษาไทย)  โรคกระดูกเปราะชนิดใหม: ลักษณะทางคลินิกและตําแหนงของยนีท่ีเปนสาเหตุ 
(ภาษาอังกฤษ)  A new form of brittle bone disease: phenotypic characterization and chromosomal 

localization 
ระยะเวลาโครงการ 1 ป 
ชื่อหัวหนาโครงการวิจัยผูรับทุน  ดร.สุรัสวดี อัศวรัตน 
ชื่อนักวิจัยท่ีปรึกษา   ศ.นพ.วรศักดิ์  โชติเลอศักดิ์ 
รายงานในชวงตัง้แตวันท่ี  15 มิถุนายน 2554 ถึงวันท่ี   14 มิถุนายน 2555 
การดําเนินงานวิจัย 
 คณะผูวจิัยคนหาสมาชิกในครอบครัวโรคกระดูกเปราะกรรมพันธุแบบใหม ท้ังท่ีเปนโรคและไมเปนโรค  
โดยศึกษาลักษณะทางคลินกิ แบบแผนการถายทอดทางพันธุกรรม การตรวจรางกาย ลักษณะทางรังสี การ
ตรวจทางหองปฏิบัติการทั่วไป ตลอดจนการดําเนินโรคและการถายทอดของโรค พบวาเปนโรคท่ียังไม
ทราบยีนท่ีเปนสาเหตุ คณะผูวิจัยจึงศึกษาหาตําแหนงของยีนดวยวิธี linkage analysis และทํา Fine mapping 
เพื่อใหได critical region ท่ีแคบท่ีสุดในการหายีนท่ีเปนสาเหตุของโรคตอไป 
ผลงานวิจัยท่ีไดรับ 
 จากการซักประวัติครอบครัวของคนไขสามารถบงช้ีไดวาโรคกระดูกเปราะในครอบครัวนี้มีการ
ถายทอดบนโครโมโซม X (X-linked inheritance) โดยพบเฉพาะผูชายท่ีเปนโรคเทานั้น ผูหญิงเปนพาหะ 
ขอมูลเหลานี้เปนหัวใจสําคัญของการสืบหายีนและใหคําปรึกษาแนะนําทางพันธุศาสตรและอัตราเส่ียงของ
การเกิดซํ้า (recurrence risk) นอกจากการศึกษาลักษณะทางคลินิกแลว การศึกษาระดับ X-inactivation ใน
ผูหญิงท่ีเปนพาหะ พบวาผูหญิงท่ีเปนพาหะทุกรายมี skewed X-inactivation ซ่ึงเปนการสนับสนุนวาโรค
กระดูกเปราะกรรมพันธุชนดิใหมนี้มีการถายทอดบนโครโมโซม X คณะผูวจิัยทําการศึกษาหาตําแหนงของ
ยีนท่ีเปนสาเหตุของโรคกระดูกเปราะชนิดใหม โดยการทํา Linkage Analysis และใชคา LOD score ซ่ึงบอก
ความเช่ือมโยงระหวางตําแหนงของโรคกบัตําแหนงตัวบงช้ี ผลปรากฏวา microsatellite ท่ีใหคา LOD score 
สูงท่ีสุดมีคาเทากับ 3.31 ไดแก DXS987 ซ่ึงมีขนาด 30 Mb คณะผูวจิัยจึงทําการวิเคราะหเพิ่ม โดยใช  
microsatellite markers  บริเวณ 30 Mb ดังกลาว จาํนวน 22 ตําแหนง โดยตัวบงช้ีนี้จะมีความละเอียดเพ่ิมข้ึน 
ทําให critical region  ลดลงเหลือ 18.8 Mb โดยตําแหนงของยีนท่ีเปนสาเหตุของโรคนี้อยูบริเวณ Xp22.3-
21.2 ซ่ึงประกอบไปดวยยนีจํานวนกวา 200 ยีน คณะผูวจิัยจะศึกษาหายีนท่ีเปนสาเหตุของโรคดวยเทคนิคใน
โครงการวิจัยตอไป 



เน้ือหางานวิจัย 
บทนํา 

โรคกระดูกเปราะกรรมพันธุ  (Brittle bone disease, Fragile bone disease, Osteogenesis imperfecta; 
OI) เกิดจากพันธุกรรมท่ีถายทอดแบบยนีเดียว ผูปวยสวนใหญจะมีอาการต้ังแตในวยัเดก็ เกดิจากการไดรับ
การถายทอดสารพันธุกรรมหรือยีนท่ีผิดปกติจากพอหรือแม หรืออาจจะไมมีประวัติคนในครอบครัวเคย
เปนมากอน โดยมีอุบัติการณโดยเฉล่ีย 1 ใน 25,000 ถึง 1 ใน 100,000 ราย  ในคนปกติ ถาเกิดการกระแทก
หรือหกลมอาจเปนแคแผลถลอกหรือฟกชํ้า แตในคนท่ีเปนโรคกระดูกเปราะกรรมพันธุ (OI) อาจถึงข้ัน
กระดูกหักได OI เปนโรคทางพันธุกรรมท่ีเกิดจากความผิดปกติของสายคอลลาเจนชนิดท่ี 1   ทําหนาท่ีเปน
โครงสรางหลักของกระดูก เซลลผิวหนัง และเอ็น ดังนั้นอาการแสดงของคนท่ีเปนโรคกระดูกเปราะ
กรรมพันธุท่ีพบไดบอย คือ กระดูกเปราะ แตก หักงาย โดยเฉพาะบริเวณแขนและขา ผูปวยอาจมีความ
ผิดปกติอ่ืน ๆ รวมดวย เชน ตัวเต้ีย รูปหนาแบนกวาง เสียงแหลมผิดปกติ ตาขาวจะเปนสีฟาหรือสีเทา ฟน
หักงาย ฟนมีสีเหลืองออกน้าํตาล โรคกระดูกเปราะกรรมพันธุ สามารถแบงไดตามแบบแผนการถายทอด
โรค คือ การถายทอดแบบลักษณะเดน เกดิจาก การกลายพันธุของยนี COL1A1 และ COL1A2  การถายทอด
แบบลักษณะดอยเกิดจาก การกลายพันธุของยีน CRTAP, LEPRE1, PPIB, SERPINH1, SERPINF1 และ 
OSX  แตไมเคยมีรายงานวามีการถายทอดบนโครโมโซม Xมากอน 

การตรวจวินิจฉัยกอนคลอดสามารถทําไดโดยการตรวจ ultrasound ในกรณีท่ีเปนโรคกระดูกเปราะ
กรรมพันธุแบบรุนแรงเชน โรคกระดูกเปราะชนิดท่ี 2 โดยจะพบความผิดปกติของกระดูก คือ มีลักษณะส้ัน 
ผิดรูป มีกะโหลกศีรษะผิดปกติ กระดูกซ่ีโครงหัก รวมถึงพบความผิดปกติของการเกาะของแรธาตุตางๆท่ี
เสริมความแข็งแรงใหแกกระดูก (bone mineralization) ปจจุบันยังไมมีวิธีการตรวจทางชีวเคมี การรักษาโรค
กระดูกเปราะกรรมพันธุในปจจุบันไดแก การใชยา Bisphosphonates เพื่อชวยสรางกระดกูใหแข็งแรงข้ึน 
การผาตัด และทํากายภาพบําบัด  

ในการศึกษาคร้ังนี้ผูวิจัย เร่ิมการศึกษาจากคนไขเด็กรายหน่ึงซ่ึงคลอดท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 
โดยมีประวัติพบกระดูกหกัหลายทอนต้ังแตในครรภ ตรวจพบไดดวยเคร่ือง ultrasound โดยสูติแพทย ตรวจ
รางกายและภาพถายทางรังสีหลังคลอดยืนยันการหักของกระดกู แพทยใหการวนิิจฉัยวา เปนโรค 
osteogenesis imperfecta (OI) เม่ือซักประวัติครอบครัว พบวา มีญาติผูชายท่ีมีอาการเดยีวกันอีก 5 คนใน
ครอบครัว ซ่ึงยังมีชีวิตอยู พงศาวลีเขาไดกับการถายทอดแบบลักษณะดอยบนโครโมโซม X  ท้ังนี้เปนท่ี
นาสนใจมากวา ไมเคยมีรายงานครอบครัว OI ท่ีมีลักษณะการถายทอดแบบลักษณะดอยบนโครโมโซม X  
มากอน ประกอบกับยังไมเคยมีรายงานยีนท่ีเกี่ยวของกับการสรางคอลลาเจนในโรค OI อยูบนโครโมโซม X 
เลย คณะผูวิจยัจะดําเนนิการศึกษาลักษณะทางคลินิกใหชัดเจน ศึกษาหาตําแหนงของยีนบนโครโมโซม X 



โดยใช microsatellite markers ในการศึกษาโครงการตอไป จะศึกษาหายีนท่ีมีการกลายพันธุในครอบครัวนี้ 
โดยเลือก candidate genes มาหาลําดับสารพันธุกรรมเทียบกับลําดับสารพันธุกรรมในคนปกติและใน
ฐานขอมูลสาธารณะ จากน้ันจึงทําการศึกษาหนาท่ีของยีนนี้ในสวนท่ีเกี่ยวของกับการเจริญเติบโตของ
กระดูก 
 การศึกษาลักษณะทางคลินกิ และการหาตําแหนงของยีนท่ีมีสวนเกี่ยวของกับการเกิดโรคกระดูก
เปราะกรรมพนัธุแบบใหมนี ้ จะชวยใหเขาใจพยาธิสภาพของการเกิดโรคมากยิ่งข้ึน ท่ีสําคัญและจะสงผล
กระทบมากกวานั้น คือ ทําใหเขาใจกระบวนการสรางกระดูกปกติมากข้ึน และอาจสงผลใหเกิดความเขาใจ
ถึงกลไกการเกดิโรคกระดูกชนิดอ่ืน ๆ ท่ีพบไดบอยกวาในประชากรทั่วไป  
 
วัตถุประสงคของโครงการ 

  ศึกษาลักษณะทางคลินิกของคนไขโรคกระดูกเปราะกรรมพันธุแบบใหม (X-linked OI) รวมท้ัง
ประวัติ แบบแผนการถายทอดทางพันธุกรรม การตรวจรางกาย ลักษณะทางรังสี การตรวจทาง
หองปฏิบัติการท่ัวไป วิธีการตรวจวนิิจฉัย ตลอดจนการดําเนินโรค 

 ศึกษาหาตําแหนงของยีนท่ีมีสวนเกีย่วของกับการเกดิโรคกระดูกเปราะกรรมพันธุแบบใหมนี ้
 
ระเบียบวิธีวิจัย 

1. Phenotypic characterization 
คนหาสมาชิกในครอบครัวท่ีเปนโรคและไมเปนโรค ใหไดสมาชิกในครอบครัวมากพอท่ีจะ

คํานวณ LOD Score แลวมากกวา 3 (อยางนอย 12 คน) ซ่ึงอาจกระจายกันอยูในหลายตําบล อําเภอและ
จังหวดั คณะผูวิจัยจะเดินทางไปตรวจเยี่ยมผูปวยถึงบาน โดยสําหรับทุกสมาชิก จะถามประวัติ และตรวจ
รางกายอยางละเอียด ตรวจระดับชีวเคมี (รวมท้ัง alkaline phosphatase, calcium, phosphorus, Vitamin D, 
และการตรวจ Bone Mass Density (BMD)) และพาผูปวยมาตรวจทางรังสีและเก็บตัวอยางเลือดท่ี
โรงพยาบาลใกลเคียง  

2. Pedigree analysis 
การซักประวัติของครอบครัว และประวัติการเปนโรคของบุคคลในครอบครัวมีความสําคัญอยางยิ่ง 

ท้ังนี้ก็เพื่อทําใหทราบถึงแบบแผนการถายทอดทางพันธุกรรมของโรค ซ่ึงขอมูลเหลานี้เปนหวัใจสําคัญของ
การสืบหายีนท่ีเกี่ยวของ รวมท้ังการใหคําปรึกษาแนะนําทางพันธุศาสตรและอัตราเส่ียงของการเกิดซํ้า 
(recurrence risk) ในบุตรคนตอๆไปและในหมูญาติพี่นอง 



 จากการทบทวนวรรณกรรมโรคกระดูกเปราะกรรมพันธุนี้ ไมเคยมีรายงานคนไขท่ีมีการถายทอด
บนโครโมโซม X (X-linked) มากอน โดยเหน็ไดจากการท่ีมีแตผูชายที่เปนโรคเทานั้น ผูหญิงเปนพาหะโดย
ท่ีตัวเองไมเปนโรค แตมีพี่ชายหรือนองชายเปนโรค และมีลูกชายเปนโรค ไมมีประวติัพอท่ีมีลูกชายเปนโรค
มากอน ดังนั้นการศึกษานี้จึงเปนการรายงานครอบครัวโรคกระดูกเปราะกรรมพันธุท่ีมีการถายทอดบน
โครโมโซมเปนคร้ังแรก 

3. การสกัด DNA, RNA จากเลือดและกระดาษกรอง; เลือดท่ีไดจากสมาชิกในครอบครัวจะ
ถูกนํามาสกัด DNA และในคนไขจะถุกนาํมาสกัดท้ัง RNA และ DNA โดยใชชุด Kit (Qiagen kit)  

4. การศึกษา X-inactivation เปนการวิเคราะหภาวะท่ีโครโมโซม X ของผูหญิงท่ีมีอยู 2 แทง
นั้น มีการทํางานอยางสมดลุหรือไม หรือมีการเลือกการทํางานของโครโมโซม X แทงใดแทงหนึ่งอยาง
จําเพาะ ซ่ึงจะมีความสัมพันธุกับการเกิดโรคท่ีมีการถายทอดบนโครโมโซม X ในผูหญิง 

5. การทํา Linkage Analysis; หรือการวเิคราะหความเช่ือมโยงระหวางตําแหนงของโรคกับ
ตําแหนงตัวบงช้ี (marker) ซ่ึงในการทดลองนี้จะใช microsatellite marker โดยหลักการของการทําโดยยอ
คือ ในคนปกติท่ัวไปจะมีสวนของ DNA เรียงตัวซํ้าๆกนัเปนจํานวนชุดท่ีแตกตางกนั ในทางนิติเวชศาสตร 
สามารถอาศัยความหลากหลายเหลานี้เปนตัวบอกความแตกตางระหวางบุคคลหรือใชพิสุจนบุคคล ความ
หลากหลายของ DNA นี้มีหลายรูปแบบ และ DNA ท่ีรูปแบบหลากหลายมากท่ีสุดเรียกวา microsatellite 
คณะผูวจิัยใช microsatellite เปนตัวบงช้ีในการวิเคราะหความเช่ือมโยงระหวางตําแหนงของโรค เนื่องจาก
โรคนี้มีการถายทอดบนโครโมโซม X (X-linked) ผูวจิัยจึงใช microsatellite บนโครโมโซม X เทานั้น 
ไดแก panel 28 ของ ABI Prism Linkage Mapping Sets-MD10 Version 2.5. เพื่อศึกษาวาตัวบงช้ีใดท่ีอยู
ใกลกับตําแหนงของโรคมากท่ีสุด โดย microsatellite นี้มีระยะหางแตละอันโดยเฉล่ียท่ี 10 cM อยางไรก็
ตาม หลังจากไดชวงในข้ันแรกแลว อาจมียีนท่ีอยุบริเวณนี้เปนจํานวนมาก  จําเปนทําการทดลองโดยใชตัว
บงช้ีท่ีมีระยะหางกันนอยลง ซ่ึงจะทําใหไดชวงแคบลง และมีจํานวน candidate gene ลดลงดวย ทําใหงาย
ตอการศึกษาตอไป 

6. การคํานวณ LOD Score คือวิธีการสถิติท่ีใชในการบอกระดับนยัสําคัญ (p value) ของ
ความเช่ือมโยงระหวางตําแหนงของโรคกบัตําแหนงตัวบงช้ี คา LOD score ท่ีไดจากการคํานวณคือ ความ
เปนไปไดท่ีตําแหนงของโรคอยูใกลกับตําแหนงของตัวบงช้ี การแปลผลจะข้ึนอยูกบัคาท่ีไดดังนี ้ คือ คา 
LOD Score ท่ีมากกวา 3 แปลวา โอกาสที่ยีนกอโรคจะอยูใกลกับตําแหนงของตัวบงช้ีมีมากกวาโอกาสจาก
ความบังเอิญ 103 เทา ในขณะท่ี LOD Score ท่ีนอยกวา -2 เปนการปฎิเสธ linkage สวน LOD Score ท่ีมีคา
ระหวาง -2 ถึง 3 ไมสามารถสรุปผลได  ในการทดลองนี้จะใชโปรแกรม MLINK ในการคํานวณ 
 



ผลการดําเนินงาน 
 คณะผูวจิัยทําการศึกษาลักษณะทางคลินกิและการหาตําแหนงของยีนของโรคกระดูกเปราะ
กรรมพันธุแบบใหม โดยเร่ิมการศึกษาจากคนไขเดก็รายหนึ่งซ่ึงคลอดท่ีโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ตรวจ
รางกายและภาพถายทางรังสีหลังคลอดยืนยันวา เปนโรค osteogenesis imperfecta (OI) เม่ือซักประวัติ
ครอบครัว พบวา มีญาติผูชายท่ีมีอาการเดยีวกันอีก 5 คนในครอบครัว ซ่ึงยังมีชีวิตอยู พงศาวลีเขาไดกับการ
ถายทอดแบบลักษณะดอยบนโครโมโซม X  ท้ังนี้เปนท่ีนาสนใจมากวา ไมเคยมีรายงานครอบครัว OI ท่ีมี
ลักษณะการถายทอดแบบลักษณะดอยบนโครโมโซม X  มากอน ประกอบกบัยังไมเคยมีรายงานยนีท่ี
เกี่ยวของกับการสรางคอลลาเจนในโรค OI อยูบนโครโมโซม X เลย คณะผูวจิยัจึงเดนิทางไปยังจังหวัด
นครราชสีมา เพื่อไปพบกับครอบครัวของคนไขและญาติ ซ่ึงกระจายอยูในหลายตําบล อําเภอ ในจังหวัด
นครราชสีมา โดยสมาชิกของครอบครัวและญาติท่ีผูวิจยัพบ มีจํานวน 18 ราย สมาชิกทุกคนไดรับการซัก
ประวติั ตรวจรางกายอยางละเอียด และขอเก็บตัวอยางเลือด เพื่อนําไปสกัด DNA, RNA และตรวจระดับ
ชีวเคมี (เชน alkaline phosphatase, calcium, phosphorus, Vitamin D, Lipid profile)  
 นอกจากการตรวจดังกลาวแลว เฉพาะคนไขท่ีเปนโรคกระดูกเปราะยงัไดรับการเอกซเรยรางกาย
ท่ีโรงพยาบาลประจําอําเภอดานขุนทดเพิม่เติมอีกดวย จากการซักประวัติครอบครัวของคนไขสามารถบงช้ี
ไดวาโรคกระดูกเปราะในครอบครัวนี้มีการถายทอดบนโครโมโซม X (X-linked inheritance) โดยพบเฉพาะ
ผูชายท่ีเปนโรคเทานั้น ผูหญิงเปนพาหะโดยท่ีตัวเองไมเปนโรค แตมีพี่ชายหรือนองชายเปนโรค และมีลูก
ชายเปนโรค ไมมีประวัติพอท่ีมีลูกชายเปนโรคมากอน นอกจากนีก้ารศกึษาระดับ X-inactivation ในผูหญิง
ท่ีเปนพาหะ ผลการทดลองพบวาผูหญิงท่ีเปนพาหะทุกรายมี skewed X-inactivation ซ่ึงเปนการสนับสนุนวา
โรคกระดูกเปราะกรรมพันธุชนิดใหมนี้มีการถายทอดบนโครโมโซม X ขอมูลเหลานี้เปนหวัใจสําคัญของ
การสืบหายีนท่ีเกี่ยวของ รวมท้ังการใหคําปรึกษาแนะนําทางพันธุศาสตรและอัตราเส่ียงของการเกิดซํ้า 
(recurrence risk) ในบุตรคนตอๆไปและในหมูญาติพี่นอง 
 คณะผูวจิัยทําการศึกษาหาตําแหนงของยีนท่ีเปนสาเหตุของโรคกระดูกเปราะชนิดใหม โดยการทํา 
Linkage Analysis หรือการวิเคราะหความเชื่อมโยงระหวางตําแหนงของโรคกับตําแหนงตัวบงช้ี (marker) 
ซ่ึงในการทดลองนี้จะใช microsatellite markers โดยใช panel 28 ของ ABI Prism Linkage Mapping Sets-
MD10 Version 2.5 โดย microsatellite markers นี้มีระยะหางแตละอันโดยเฉล่ียท่ี 10 cM วิธีการสถิติท่ีใชใน
การบอกระดับนัยสําคัญ (p value) ใชคา LOD score ซ่ึงบอกความเชื่อมโยงระหวางตําแหนงของโรคกับ
ตําแหนงตัวบงช้ี ผลปรากฏวา microsatellite ท่ีใหคา LOD score สูงท่ีสุดมีคาเทากับ 3.31 ไดแก DXS987 ซ่ึง
มีขนาด 30 Mb คณะผูวจิัยจงึทําการวิเคราะหเพิ่ม โดยใช  microsatellite markers  บริเวณ 30 Mb ดังกลาว 
จํานวน 22 ตําแหนง โดยตัวบงช้ีนี้จะมีความละเอียดเพิ่มข้ึน ทําให critical region  ลดลงเหลือ 18.8 Mb โดย



ตําแหนงของยนีท่ีเปนสาเหตุของโรคนี้อยูบริเวณ Xp22.3-21.2 ซ่ึงประกอบไปดวยยนีจํานวนกวา 200 ยนี 
คณะผูวจิัยจะศึกษาหายีนท่ีเปนสาเหตุของโรคดวยเทคนิคในโครงการวจิัยตอไป 

 

Output ที่ไดจากโครงการ 
 พบวาโรคกระดูกเปราะกรรมพันธุแบบใหมนี้ มีการถายทอดบนโครโมโซม X องคความรูนี้จึงเปน

ประโยชนตอคนไขและครอบครัว โดยแพทยสามารถใหคําปรึกษาแนะนําทางพันธุศาสตรท่ี
เหมาะสมใหกบัครอบครัวนี้ได 

 นําผลงานดังกลาวสามารถนําไปสอนนิสิต และไปเสนอในงานประชุม เมธีวิจัยอาวุโส สกว. 
 พัฒนากระบวนการใหมระดบัหองปฏิบัติการ 1 กระบวนการ คือ การศึกษา linkage analysis ดวย 

microsatellite บน chromosome X 
 พัฒนานักวิจยัหลังปริญญาเอก 1 คน ไดแก ดร.สุรัสวดี อัศวรัตน  
 ผลิตนักวิจยัใหม ระดับปริญญาเอก 1 คน ไดแก น.ส.ภัทรา ยี่ทอง 
 ผลงานวิจัยเพือ่สงตีพิมพลงในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 
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รางผลงานวิจัยเพ่ือสงตีพิมพในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ 
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Abstract 

 Some patients with osteogenesis imperfecta (OI), a brittle bone disease, do not have 

mutations in known genes, hindering the accurate genetic counseling to the family and the 

development of specific treatment.  

 We studied 18 members with six affected in a large OI family inherited in an X-

linked recessive manner. X-inactivation assay showed that all four obligate carriers had 

skewed X-inactivation supporting that the disease is inherited as an X-linked pattern. Using 

40 markers on chromosome X for linkage analysis, we found a maximum LOD score of 3.31 

on chromosome Xp22.3-21.2. In conclusion, clinical and radiographic features, collagen 

biochemistry of a new type of OI inherited in an X-linked recessive mode is described.  

Background 

Osteogenesis imperfecta (OI) or brittle bone disease is characterized by low bone 

mass and reduced bone material strength resulting in bone fragility and susceptibility to 

fractures. Clinical severity ranges from subclinical to lethal. In a majority, the causative 

defects are directly related to type I collagen, including insufficient protein quantity, primary 

structure abnormalities, post-translational modifications, folding, intracellular transport or 

matrix incorporation.1 It is genetically heterogeneous. Most patients have autosomal 

dominant defects in COL1A1 or COL1A2, with more than 1,500 identified mutations.2 A 

minority of OI cases is inherited in an autosomal recessive manner. They have mutations in 

genes encoding proteins involved in collagen prolyl 3-hydroxylation (CRTAP3,4, LEPRE15 



and PPIB6,7), helical folding (FKBP108 and SERPINH19), or mineralization defect 

(SERPINF110). Recently, a mutation in OSX11 have been identified.  

Here, we study six patients with OI in a family inherited in an X-linked manner. 

Using linkage analysis, we successfully identify a locus of X-linked osteogenesis imperfecta. 

Methods 

Clinical descriptions 

A Thai newborn was born at 39 weeks gestation by Cesarean section due to multiple 

fractures of long bones detected since four months pregnant, with Apgar scores at 1 and 5 

minutes of 7 and 9, respectively. At birth, his length was 45 cm, head circumference 34 cm, 

anterior fontanelle 5x5cm and was found to have fractures of ribs, humeri, femori, and tibiae. 

Family history showed that there were totally 12 affected members with seven living. We 

were able to do clinical assessment and obtain blood samples from 18 members with six 

affected. 

DNA extraction 

 This protocol was approved under the Institutional Review Board of the Faculty of 

Medicine, Chulalongkorn University. After written informed consents were obtained, high 

molecular weight DNA was extracted from leukocytes of all available family members using 

5Prime (Gaithersburg,MD, USA) and Qiagen kit (Gaithersburg,MD, USA) according to the 

manufacturer instruction.  

X-inactivation assay 

Eight female members (III1, III5, III7, IV1, IV5, IV7, IV9, IV10) and one unaffected 

male (IV8) were subjected to X-inactivation analysis. A total of 500 ng blood –derived DNA 

was digested with 10 U of the methylation-sensitive enzyme HpaII at 37°C for 16 hour and 



enzyme-inactivated at 95°C for 10 min.  The first exon of Androgen receptor gene (AR) was 

amplified using fluorescently labeled forward primer FAM-5’-cgcgaagtgatccagaaccc-3’ and 

reverse primer 5’-gttgctgttcctcatccagg-3’ in digested and undigested DNA template. The 

polymorphic CAG repeats in the AR gene were used to identify parental chromosomes. 

Methylation differences were analysed based on peak heights in the PCR product by 

Genemapper version 3.7 (Applied Biosystems, Foster City, CA). 

Linkage analysis 

We PCR-amplified X-chromosomal microsatellite markers using panel 28 of ABI 

Prism Linkage Mapping Sets-MD10 Version 2.5 (Applied Biosystems, Foster City, CA). 

Additional 22 polymorphic microsatellite markers were used for fine mapping on 

chromosome Xp22 between .............and ..................... . All fluorescently labeled primers were 

typed on an ABI Prism 3100 genetic analyser (Applied Biosystems, Foster City, CA) with 

Genemapper version 3.7.  For genetic mapping, MLINK program was used to calculate two-

point linkage analysis with the following model: X-linked recessive with high penetrance, 

disease and normal allele frequencies were set at 0.01 and 0.99.  

Results 

X-inactivation assay  

The level of X-inactivation (Xi) using a methylation assay showed that all of the four 

obligate carriers showed skewed X-inactivation which supported that the disease is inherited 

as an X-linked pattern. Of note, one of the possible carriers (IV9) also had preferential X 

allele expression. 

 

 



Linkage analysis  

Maximum LOD score using the deduced genotyping of unavailable members was 

3.31, defining the critical region from markers .................... to ..................... Haplotypes were 

consistent with affection or carrier status in all individuals tested. 

Discussion 

Our proband had prenatal fractures, low bone mass and low BMD consistent with a 

diagnosis of OI. Pedigree analysis showed that all affected members were male and related 

by unaffected female carriers, consistent with an X-linked recessive inheritance. With 

thousands of patients have been clinically and molecularly characterized, an X-linked 

inheritance had never been reported. We therefore performed an X-inactivation assay, which 

showed that all four obligate carriers had skewed X-inactivation, supporting our hypothesis 

that the responsible gene is on the X chromosome. 

 We then performed a linkage analysis and assigned the X-linked OI locus to a region 

on Xp22.3-21.2 

Conclusions 

We have characterized clinical, radiographic and biochemical features and OI locus with a 

new mode of inheritance.   
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