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การตรวจหาการขาดหายขนาดใหญ่ของยีน

Methyl CpG binding protein-2 (MECP2) 

ในผู้ป่วยไทยท่ีเป็นเรทซินโดรม ด้วยวิธี Multiplex 

Ligation-dependent Probe Amplification 

(MLPA)

ธันยภัทร วณิชชานนท์ วท.ม.* (วิทยาศาสตร์การแพทย์)

วีรยุทธ ประพันธ์พจน์ พ.บ.**

* นักวิทยาศาสตร์การแพทย์ ศูนย์วิจัยพันธุศาสตร์การแพทย์ สถาบันราชานุกูล 

**นายแพทย์เชี่ยวชาญ ศูนย์วิจัยพันธุศาสตร์การแพทย์ สถาบันราชานุกูล

	 Rett syndrome เป็นโรคทางพันธุกรรมที่เกิดจากความผิดปกติของการพัฒนาเซลล์ประสาทจัดอยู่ในกลุ่ม 	

pervasive development disorder มกีารถา่ยทอดทางพนัธกุรรมแบบ X-linked dominant มกัพบในเพศหญงิ 	

อบุตักิารณป์ระมาณ 1:15,000 สาเหตเุกดิจากการกลายพนัธุข์องยนี Methyl CpG binding protein 2 (MECP2) 

การตรวจความผิดปกติด้วยการเพิ่มจำ�นวน DNA และอ่านลำ�ดับเบส (PCR and sequencing) สามารถตรวจ

หาการกลายพันธุ์แบบเบสเดียว (point mutation) ได้ อย่างไรก็ตามวิธีนี้ไม่สามารถตรวจหาความผิดปกติชนิด 

ที่มีการขาดหายหรือการเพิ่มจำ�นวนของ DNA ขนาดใหญ่ (gross rearrangement) ได้ด้วยข้อจำ�กัดทางเทคนิค

	 จากข้อจำ�กัดนี้การนำ� multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA) มาใช้ซึ่งเป็นวิธีที่

มีการใช้ DNA ชิ้นเล็กๆ (probe) ที่มีการติดฉลากด้วยสี flf uorescent ที่จำ�เพาะกับชิ้น DNA เป้าหมายของผู้ป่วย

ทีค่าดวา่มกีารขาดหายหรอืการเพิม่จำ�นวนขนาดใหญ่ จะชว่ยเพิม่โอกาสในการตรวจความผดิปกตขิองยนี MECP2

	 ผลการทดลองพบว่าจาก 28 ตัวอย่างของคนไข้ที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น rett syndrome แต่ไม่พบความ

ผิดปกติของยีนนั้น เมื่อนำ�มาตรวจด้วยวิธี MLPA พบว่ามีการขาดหายของยีนขนาดใหญ่ 6 ตัวอย่างคิดเป็น 21% 

จากตัวอย่างทั้งหมด โดยบางชนิดของการขาดหายยังไม่เคยมีการรายงานในโลกมาก่อน ดังนั้นการนำ�วิธี MLPA 

มาใช้ตรวจหาความผิดปกติควบคู่ไปกับการใช้วิธี PCR sequencing จะเพิ่มความสามารถในการตรวจหาความ

ผิดปกติอันจะเป็นประโยชน์ต่อผู้ป่วยและครอบครัวได้

คำ�สำ�คัญ :		Rett syndrome, MECP2 MLPA
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The Gross Rearrangements of MeCP2 gene 

(Methyl CpG binding protein-2) in Thai Rett 

Syndrome patients detected by Multiplex  

Ligation-dependent Probe Amplification 

(MLPA)

ThanyapatWanitchanon, M.Sc. (Medical Science)

VerayuthPraphanphoj, M.D,Ph.D.

	 Rett syndrome is a neurodevelopmental disorder, which is categorized as one of pervasive 

development disorders, is an X-linked dominant and mostly found in female which caused mainly 

by mutation in Methyl CpG binding protein 2 (MECP2). Using Polymerase Chain Reaction followed 

by bi-directional sequencing can detect point mutation or small deletion or insertion; however, 

these approaches can not detect deletion or insertion that is larger than primer sets.Therefore, 	

MultiplexLigation dependent Probe Amplification, which use fluorescent-labeled oligonucleotides 

for multiplex PCR, is more suitable for detection of the gross rearrangement.

	 Out of 28 Rett syndrome samples,gross deletions were detected in 6 samples which is account 

for 21% in all samples. In addition, there are 2 known deletionsand 4 novel deletions. Therefore, 	

applying MLPA following PCR and sequencing not only increase sensitivity for detection of 

mutations in MECP2, but also increase better quality of life for patients and their families.

Keywords : 		 Rett syndrome, MECP2 MLPA
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บทนำ�
	 Rett syndrome เป็นโรคทางพันธุกรรมจัด

อยู่ในกลุ่ม pervasive developmental disorder 

จากการศึกษาทางระบบประสาทจัดRett syndrome 

อยู่ใน neurodevelopmental disorder มีลักษณะ

การถ่ายทอดแบบ X-linked dominant มีอุบัติ

การณ์อยู่ที่ 1:8,000-1:15,000 มักพบในเด็กผู้หญิง 

ส่วนเด็กผู้ชายพบได้ค่อนข้างน้อยและมักจะเสียชีวิต

ด้วย neonatal encephalopathy ลักษณะของ

โรคจะพบว่าเด็กจะมีพัฒนาการทางร่างกายและสติ

ปัญญาปกติเหมือนเด็กทั่วไป แต่ต่อมาจะพบว่าเด็กมี

ความเปลี่ยนแปลงโดยในช่วง 6 ถึง 18 เดือนโดยมี

พัฒนาการที่หยุดนิ่งและถดถอย acquired micro-

cephaly สูญเสียความสามารถในการใช้มือ มีการ

เคลื่อนไหวมือที่ซํ้าๆ อาจเลียมือ กล้ามเนื้ออ่อนแรง 

เดินผิดปกติ ไม่พูด มีลักษณะคล้ายเด็กออทิสติก 	

มีอาการลมชัก ยีนที่เกี่ยวข้องกับสาเหตุของ Rett 

syndrome1 คือยีน MECP2 โดยประกอบด้วย 4 

exons และมี 2 transcripts หน้าที่ของโปรตีน

เกี่ยวข้องกับการควบคุมยีนอื่นผ่าน epigenetic 

mechanism ซึ่งการกลายพันธุ์ของยีน MECP2 นั้น

เปน็สาเหตหุลกัของ Rett syndrome โดยพบถงึ 80% 

ในผู้หญิงที่เป็น classic Rett syndrome

	 การตรวจหากลายพันธุ์ของยีน MECP2 

ในผู้ป่วย Rett syndrome โดยใช้วิธี PCR และ 

bi-directional sequencing นั้นสามารถตรวจ

หาการกลายพันธุ์แบบ point mutation และ 

small deletion/insertion ได้อย่างไรก็ตามใน

ผู้ป่วย Rett syndrome กว่า 30% นั้นการใช้วิธี 

PCR, bidirectional sequencing อาจไม่สามารถ

ตรวจการกลายพันธุ์แบบ gross rearrangement2 

ไดเ้นือ่งจากขอบเขตของการกลายพนัธุน์ัน้อาจมขีนาด

ใหญก่วา่ขอบเขตทีส่ามารถตรวจไดซ้ึง่อาจพบในกรณี

ที่มี gross deletion ส่วนในกรณี gross duplica-

tion นั้นถ้าไม่ตรวจด้วยวิธีการที่วัด copy number 

ก็ไม่สามารถตรวจได้เช่นกัน 

	 จากขอ้จำ�กดัของการตรวจดว้ยวธิกีารดงักลา่ว

จึงเป็นที่มาของการนำ�  MLPA3 มาตรวจเพิ่มเติม

เนื่องจากวิธีการนี้ถูกผลิตขึ้นมาเพื่อตรวจสอบ gross 	

rearrangement โดยเฉพาะ วิธีการนี้มีพื้นฐานจาก

การใช้โพรบจำ�นวน 2 โพรบไป hybridize ที่บริเวณ

ทีต่อ้งการตรวจหา rearrangement แลว้ทำ�การเชือ่ม

ต่อทั้ง 2 โพรบเข้าด้วยกันตามด้วยการเพิ่มจำ�นวน	

โพรบคู่นั้นด้วยวิธี PCR แล้วนำ�มาวัดขนาดของชิ้น 

PCR product รวมทั้งวิเคราะห์ copy number 

โดยดูจากระดับของ fluorescent intensity ด้วย

วิธี capillary electrophoresis ซึ่งจะมีความไวและ

ความถูกต้องสูง

	 ศูนย์วิจัยพันธุศาสตร์การแพทย์ สถาบัน

ราชานุกูล ได้ให้บริการตรวจหาการกลายพันธุ์ในยีน 

MECP2 ในผูป้ว่ย Rett syndrome โดยใชว้ธิ ีPCR และ 

bi-directional sequencing และไดเ้ลง็เหน็วา่วธิกีาร 

MLPA ซึ่งเป็นวิธีการที่ผ่านการทดสอบแล้วว่าเหมาะ

สมกับการตรวจ gross rearrangement และถูกนำ�

ไปใช้ในงานบริการอย่างแพร่หลายในต่างประเทศจะ

ช่วยเพิ่มความสามารถในการตรวจหาความผิดปกติ

ของยีน MECP2 ซึ่งจะนำ�ไปสู่การวินิจฉัยที่ถูกต้อง

และเป็นประโยชน์ต่อผู้ป่วยและครอบครัวมากขึ้น 

จึงได้ดำ�เนินการนำ�ร่องในการตรวจวิเคราะห์ในกลุ่ม

ตัวอย่างจำ�นวนหนึ่งด้วยวิธีการดังกล่าว เพื่อตรวจหา 

gross rearrangement และเพื่อศึกษาความเป็นไป

ได้ในการขยายผลไปสู่การบริการในอนาคต
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วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย
	 1.	 เพื่อจัดตั้งวิธีการตรวจ MLPA (set up)

	 2.	 เพือ่ตรวจหา gross rearrangement ของ

ยีน MECP2 ในตัวอย่างของผู้ป่วย Rett syndrome 

ที่ผ่านการตรวจลำ�ดับเบสด้วยวิธีการ sequencing 

แต่ไม่พบความผิดปกติ

วัสดุและวิธีการ
	 กลุ่มตัวอย่าง

	 ไดม้าจากการใหบ้รกิารทีศ่นูยว์จิยัพนัธศุาสตร	์

การแพทย์ตั้งแต่ปีพ.ศ.2545-2555 รวมทั้งสิ้น 50 

ตัวอย่างแบ่งเป็นสองกลุ่มคือ กลุ่มที่ ได้รับการ

วินิจฉัยว่าเป็น Rett syndrome จำ�นวนทั้งสิ้น 	

28 ตัวอย่าง เป็นเพศหญิงและเพศชาย 21 และ 

7 ตัวอย่างตามลำ�ดับ ส่วนอีกกลุ่มคือกลุ่มคน

ปกติโดยมีจำ�นวนทั้งสิ้น 22 ตัวอย่าง เป็นเพศ

หญิงและเพศชาย 17 และ 5 ตัวอย่างตามลำ�ดับ	

โดยทุกตัวอย่างได้รับการตรวจความผิดปกติด้วยวิธี

การเพิ่มปริมาณ DNA โดยวิธี Polymerase Chain 	

Reaction (PCR) ตามด้วยการตรวจหาการเปล่ียนแปลง

ของเบสด้วยวิธี bidirectional sequencing

	

	 การตรวจหาการขาดหายหรือการเพิ่มจำ�นวน

ของชิ้น DNA 

	 ผูว้จิยันำ�วธิ ีMultiplex Ligation dependent 	

probe amplification (MLPA) โดยใช้ชุด P015-

MECP2 มาดำ�เนินการตรวจหาการขาดหายหรือเพิ่ม

จำ�นวนของชิ้น DNA ขนาดใหญ่ตามคู่มือการใช้ของ

ใช้ชุดนํ้ายาสำ�เร็จรูปซึ่งมีขั้นตอนคือเพิ่มจำ�นวน DNA 

หลายๆ ตำ�แหนง่ดว้ยวธิ ีmultiplex PCR ทีม่กีารตดิส ีfl	

f uorescent จากนั้นนำ�ตัวอย่าง PCR product ที่ได้

ไปตรวจหาความเข้มของสีในแต่ละชิ้น DNA ด้วยวิธี 

capillary electrophoresis

	

	 การวิเคราะห์ผล

	 ผลที่ได้จากาการทำ� MLPA จะนำ�มาวิเคราะห์

โดยใช้โปรแกรมสำ�เร็จรูป Coffalyser ซึ่งเป็น

โปรแกรมที่ทางบริษัทผู้ผลิตนํ้ายาออก MLPA แบบ

มาเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ผลโดยเฉพาะ โดยในที่นี้	

ผู้วิจัยใช้หลักการวิเคราะห์แบบ block method

	 การตรวจหาตำ�แหน่งลำ�ดับเบสท่ีมีการขาดหาย

	 ใชว้ธิ ีPCR และ bidirectional sequencing 	

โดยออกแบบชุดไพรเมอร์ใหม่โดยใช้โปรแกรม

สำ�เร็จรูปจาก Biotools kit (Chang Bioscience) 

เพื่อตรวจหาบริเวณที่มีการขาดหายและเพื่อใช้ในการ

ตรวจสอบว่าความผิดปกติที่พบเคยมีการรายงานใน

วารสารมาก่อนหรือไม่

ผลการศึกษา
	 ผลการตรวจดว้ยวธิ ีMLPA พบวา่ในตวัอยา่ง

ของคนปกตินั้นไม่พบการหายหรือการเพิ่มจำ�นวน

ของยีน MECP2 ดังรูปที่ 1 ซึ่งแต่ละโพรบอยู่ในช่วง

ปกติ ยกเว้นโพรบที่จำ�เพาะต่อ Y ที่อยู่นอกช่วงปกติ

เนื่องจากเป็นโพรบที่จำ�เพาะต่อเพศชายแต่ตัวอย่าง

เป็นเพศหญิงจึงให้ ratio เป็นศูนย์ส่วนผลการตรวจ

ในตัวอย่าง Rett syndrome พบการขาดหายขนาด

ใหญ่จำ�นวน 6 ตัวอย่างซึ่งทุกตัวอย่างเป็นตัวอย่าง

เพศหญิงดังแสดงตัวอย่างในรูปที่ 2 ซึ่งพบการขาด

หายของ DNA ในยีน MECP2 ตั้งแต่ exon ที่ 

3 ถึงบางส่วนของ exon ที่ 4 ซึ่งทุกตัวอย่างที่พบ

การขาดหายของยีน MECP2 จะได้รับการวิเคราะห์

ต่อเพื่อให้ทราบถึงขนาด ตำ�แหน่งที่แน่นอนของ	

การขาดหาย นอกจากนี้ยังสามารถตรวจสอบกับฐาน

ขอ้มลูการกลายพนัธุข์องยนี MECP2 ผลการวเิคราะห์

ตำ�แหน่งสรุปไว้ในตารางที่ 1
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รูปที่ 1 ผลการวิเคราะห์ MLPA ตัวอย่างผู้หญิงปกติ แกน X คือ ตำ�แหน่งของชิ้น DNA ในโครโมโซม แกน Y คือprobe ratio

รูปที่ 2 ผลการวิเคราะห์ MLPA ตัวอย่างผู้หญิงที่เป็น rett syndrome แกน X คือ 

ตำ�แหน่งของชิ้น DNA ในโครโมโซม แกน Y คือ probe ratio
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	 จากตารางที่ 1 จะเหน็ไดว้า่ทกุตวัอยา่งทีต่รวจ

พบเป็นเพศหญิงที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็น classic 

Rett syndrome โดยการขาดหายของยีนที่ตรวจพบ

นัน้มขีนาดตา่งกนั 44 เบสจนถงึ 278 เบสโดยการขาด

หายมักเกิดขึ้นใน exon ที่ 3 และ exon ที่ 4 ของ

ยีน MECP2 ถึงแม้ว่าการขาดหายที่พบในตัวอย่างที่ 

1 และ 4 จะเคยมรีายงานในวารสารแลว้แตถ่งึวา่การก

ลายพันธุ์ในตัวอย่างที่ 1, 3, 5 และ 6 นั้นยังไม่เคยมี

รายงานมากอ่นจงึเปน็ชนดิทีพ่บครัง้แรกโดยทมีผูว้จิยั 

วิจารณ์
	 การนำ�วธิ ีMLPA มาใชส้ามารถตรวจหาการขาด

หายของ DNA ในยนี MECP2 ทีไ่มส่ามารถตรวจหาดว้ย

การใช้วิธี PCR และ bidirectional sequencing 

โดยสามารถบอกขอบเขตของการขาดหายว่าเกิดขึ้น

ในสว่นใดของยนี นอกจากนีย้งัสามารถตรวจสอบวา่มี

การขาดหายในยนีอืน่ๆ ทีอ่ยูบ่รเิวณใกลเ้คยีง อยา่งไร

ก็ตามจากตัวอย่างที่นำ�มาทดสอบไม่พบการขาดหาย

ของยีนอื่นๆ ดังนั้นการขาดหายของยีน MECP2 ใน

ผู้ป่วย Rett syndrome จึงน่าจะเป็นชนิดที่พบได้	

บอ่ยกวา่การขาดหายในยนีอืน่ซึง่สอดคลอ้งกบัรายงาน

การวิจัยก่อนหน้านี้

	 นอกจากนี้เป็นที่น่าสังเกตว่าการขาดหายของ

ยีนที่พบนั้นพบเฉพาะในผู้ป่วยเพศหญิงเนื่องจาก

การขาดหายของยีนที่อยู่บนโครโมโซม X นั้นมัก

ก่อให้เกิดอาการที่รุนแรงในเพศชาย ส่วนเพศหญิง

นั้นความรุนแรงของอาการขึ้นอยู่กับสถานะของ 

methylation ในโครโมโซม X จากกระบวนการ 

X chromosome inactivation (XCI) ดังนั้นจึง

พบว่าความผิดปกติของยีน MECP2 ในเพศชาย

มักเกิดจากการกลายพันธุ์ชนิดที่มีการเปลี่ยนแปลง

หนึ่งเบส (point mutation)4, 5, 6, 7, 8

	 การตรวจด้วยวิธี PCR และ bidirectional 

sequencing ตามด้วยวิธี MLPA ใน 28 ตัวอย่าง 

rett syndrome มี 22 ตัวอย่างที่ไม่พบความผิด

ปกติซึ่งอาจเกิดจากสาเหตุอื่นเช่น อาจเกิดจากการก

ลายพนัธุช์นดิทีอ่ยูใ่นสว่น intron หรอืการกลายพนัธุ์

ในยีนอื่นเช่น Cyclin dependent kinase-like 5 

(CDKL5)9, 10 และ Forkhead box G1 (FOXG1)11, 12

	 การตรวจด้วยวิธี MLPA จะช่วยให้การตรวจ

หาความผิดปกติในยีน MECP2 มีประสิทธิภาพมาก

ขึ้นเนื่องจากสามารถตรวจพบการขาดหายได้ถึง 6 

ตัวอย่างจากตัวอย่างทั้งสิ้น 28 ตัวอย่างซึ่งคิดเป็น 

21% จากตัวอย่าง Rett syndrome ทั้งหมด การ

ตารางที่ 1	 	สรุปผลการตรวจพบการขาดหายในยีน MECP2

ผู้ป่วย เพศ การวินิจฉัย ชนิดของการกลายพันธุ์

คนที่1 หญิง Classic Rett syndrome c1164_1207del44 (p.P389X)

คนที่2 หญิง Classic Rett syndrome c1269-1444del175 (p.L424fs)

คนที่3 หญิง Classic Rett syndrome c1064_1342del278 (p.S355fs)

คนที่4 หญิง Classic Rett syndrome c.(1152_1201)del 44 (p.R396X)

คนที่5 หญิง Classic Rett syndrome มีการขาดหายของ exon 3 ถึง exon 4

คนที่6 หญิง Classic Rett syndrome มีการขาดหายของ exon 3 ถึง exon 4
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ตรวจพบการขาดหายขนาดใหญน่ีม้กีารรายงานในตา่ง

ประเทศ 2 ชนิดคือ c.1164_1207del44 (p.P389X) 

ที่พบในเด็กผู้หญิงอังกฤษ13 และ c.1158_1201del 

44 (p.P389X) ที่พบในเด็กผู้ชายและพบในแม่ที่เป็น

พาหะ14 ถงึแมว้า่ขอบเขตการขาดหายตา่งกนัแตส่ง่ผล

ใหก้ารสรา้งกรดอะมโินมคีวามผดิปกตเิหมอืนกนั สว่น

อกี 4 ตวัอยา่งนัน้เปน็ชนดิใหมท่ีย่งัไมเ่คยมรีายงานมา

ก่อน

	 ดังนั้นการตรวจหาความผิดปกติของยีน 

MECP2 ในผู้ป่วย Rett syndrome ควรเริ่มต้น

จากการทำ� PCR และ bidirectional sequencing 

เนื่องจากเป็นวิธีที่สามารถตรวจหาการกลายพันธุ์

ชนิดที่มีการเปลี่ยนแปลงหนึ่งเบสซึ่งเป็นชนิดที่พบได้

มากกว่า 70% ของผู้ป่วย Rett syndrome ในกรณี

ไม่พบความผิดปกติให้ตรวจต่อด้วยวิธี MLPA ที่

สามารถตรวจหาความผิดปกติในยีน MECP2 แบบ

ที่มีการขาดหายหรือเพิ่มจำ�นวนขนาดใหญ่ จึงควรใช้

ทั้งวิธี PCR และ bidirectional sequencing และ 

MLPA ควบคู่กันไป 

	 ผลจากการศึกษานี้สรุปได้ว่าห้องปฏิบัติการ

ของศนูยว์จิยัพนัธศุาสตรก์ารแพทย ์สถาบนัราชานกุลู

สามารถนำ�วิธี MLPA มาใช้ในงานบริการซึ่งจะเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการตรวจหาความผิดปกติของยีน 

MECP2 และเพิ่มความจำ�เพาะต่อการตรวจหาความ

ผิดปกติด้วยวิธีทางอณูชีววิทยาในบุตรคนต่อไป	

กิตติกรรมประกาศ
	 การวิจัยนี้ได้รับการสนับสนุนทุนวิจัยจาก

สถาบันราชานุกูล กรมสุขภาพจิต
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