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บทคัดยอ 

 โรค Primary hyperoxaluria type1 (PH1) เปนโรคทางพันธุกรรมถูกควบคุมดวยยีนดอยบนออโทโซม โดยเกิด
จากความผิดปกติของยีน AGXT ซึ่งผลิตเอนไซม alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT) ทําหนาที่สลายไกลออก
ซิเลท โดยพบมากในเพอร็อกซิโซมของเซลลตับ โรค PH1 เกิดจากการหล่ังออกซาเลทและสะสมในรูปผลึกของ
แคลเซียมออกซาเลทในไต ตอมาผูปวยจะสูญเสียการทํางานของไตและเสียชีวิตในที่สุด  ศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางเวช
พันธุศาสตร, โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ไดตรวจพบผูปวยชาวไทยรายหน่ึงเปนโรค PH1 ซึ่งมีสาเหตุความผิดปกติแบบ
ดีลีชัน และมีมิวเทชันในยีน AGXT โดยพบวา   นิวคลีโอไทดลําดับที่ 32 มีการเปลี่ยนจาก cytosine เปน guanine 
(c.32C>G) สงผลใหกรดอะมิโนลําดับที่ 11 เปลี่ยนจาก proline เปน argenine (p.Pro11Arg) ซึ่งเปนการกลายพันธุที่ยัง
ไมเคยมีการรายงานมากอน ในการวิจัยน้ีไดวิเคราะหการทํางานของมิวเทชันใหมในยีน AGXT แบบ Pro11Arg โดย
เพ่ิมปริมาณยีน AGXT ในสวนที่ผลิตโปรตีนน้ีจากเซลล HepG-2 และ transfect เขาสูเซลล COS7  โดยผลจากการทํา 
western blot แสดงใหเห็นวา ยีนกลายพันธุสามารถผลิตโปรตีนไดตามปกติ สําหรับการตรวจสอบความสามารถใน
การทํางานของเอนไซม AGT โดยวิธี semiautomated spectrophotometric บงช้ีวา เอนไซม AGT ที่ผลิตจากยีนกลาย
พันธุมีความสามารถในการทํางานลดลงประมาณ 69% เมื่อเทียบกับเอนไซม AGT ที่ผลิตจากยีนปกติ สวนการ
ตรวจสอบตําแหนงเปาหมายภายในเซลลของเอนไซม AGT ที่กลายพันธุ โดยวิธี immunofluorescence น้ัน ยังไม
สามารถสรุปไดแนชัด 
 

ABSTRACT 

Primary hyperoxaluria type1 (PH1) is a lethal autosomal recessive disorder of glyoxylate metabolism 
caused by deficiency of the liver-specific peroxisomal enzyme alanine:glyoxylate aminotransferase (AGT). PH1 is 
presented by excretion of oxalate and accumulation of insoluble calcium oxalate in the kidney and eventually leads 
to renal failure and death. The Center of Excellence for Medical Genetic, Chulalongkorn University identified a 
Thai patient with PH1 caused by a deletion and a missense mutation in the AGXT gene, c.32C>G (p.Pro11Arg),  
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which is a novel mutation. In this study, we analyze the effects of this novel AGXT mutation. We have cloned the 
entire coding region of AGXT from Hep-G2 cells and transfected into COS7 cells. Western blot analysis of AGT 
results indicated that the Pro11Arg mutation did not affect the level of protein expression. The AGT catalytic 
activity, measured by semiautomated spectrophotometric assay, indicates that the mutant AGT activity decreased 
about 69%, compared to that of the wild type. Immunofluorescence microscope to analyze the sub-cellular 
localization of the mutant AGT is inconclusive.  
 
คําสําคัญ : มิวเทชันใหม  ยีน AGXT  โรค PH1 
Key Words : novel mutation, AGXT, PH1 
 
 

บทนํา 
โรค Primary hyperoxaluria type1 (PH1; MIM 

259900) เปนโรคทางพันธุกรรมถูกควบคุมดวยยีน
ดอยบนออโทโซม โดยเกิดจากความผิดปกติของยีน 
AGXT ซึ่ ง ผ ลิ ต เ อ น ไ ซ ม  alanine:glyoxylate 
aminotransferase (AGT; EC 2.6.1.44) ทําหนาที่สลาย
ไกลออกซิเลท ใหเปนไกลซีน ในเพอร็อกซิโซม 
(Danpure and Jennings, 1986) หากยีน AGXT มีความ
ผิดปกติจะทําใหเอนไซม AGT ทํางานผิดปกติดวย 
สงผลใหเกิดความบกพรองในการสลายไกลออกซิ
เลท  เ กิดการสะสมของไกลออกซิ เลท  ซึ่งจะถูก
ออกซิไดซตอไปเปนออกซาเลท (Danpure and 
Rumsby, 2004) แลวเกิดการสะสมในรูปผลึกของ
แคลเซียมออกซาเลทในไตและทอทางเดินปสสาวะ 
สงผลใหเกิดน่ิวในไต ตอมาผูปวยจะสูญเสียการ
ทํางานของไตในที่สุด สวนใหญโรค PH1 พบในเด็ก 
และผูปวยที่แสดงอาการของโรคจะเสียชีวิตต้ังแตอายุ
ยังนอย 

ยีน AGXT ประกอบดวย 11 เอ็กซอน มีขนาด 10 
กิโลเบส อยูบนโครโมโซมแทงท่ี 2 ตําแหนง 2q37.3 
(Purdue et al., 1991) ยีน AGXT แบงเปน 2 อัลลีล คือ 
อัลลีลหลัก (major allele) และอัลลีลรอง (minor 
allele) โดยที่อัลลีลรองตางจากอัลลีลหลัก 3 ตําแหนง 
คือ มีการเปล่ียนแปลงนิวคลีโอไทดลําดับที่ 32 ในเอ็ก
ซอน 1 จาก cytosine เปน thymine (c.32C>T) สงผล

ใหกรดอะมิโนลําดับที่ 11 เปลี่ยนจาก proline เปน 
leucine (p.Pro11Leu) นอกจากน้ียังมี c.1020A>G 
(p.Ile340Met) ในเอ็กซอน 10 และ 74 bp duplication 
ในอินทรอน 1 (Purdue, Takada and Danpure, 1990) 
อยางไรก็ตาม พอลิมอรฟซึมแบบ p.Ile340Met และ 
74 bp duplication ไมมีผลตอการแสดงออก ในขณะที่ 
พอลิมอรฟซึมแบบ p.Pro11Leu มีผลตอการ
แสดงออกของเอนไซม AGT ดังน้ี (Lumb and 
Danpure, 2000) 

 

1.ลดความเสถียรของเอนไซม AGT ทําใหการจับ
ตัวกันของ 2 หนวยยอยลดลง 

2.ลดความสามารถในการทํางานของเอนไซม
AGT 

3.ทําใหเอนไซม AGT ประมาณ 5% เปลี่ยน
ตําแหนงจากเพอร็อกซิโซม เปลี่ยนเปนไมโทคอนเด
รีย 

เอนไซม AGT ประกอบดวยการจับตัวกันของ
ส า ย โพลี เ ปปไทด  2  หน ว ย ย อ ยที่ เ หมื อน กัน 
(homodimeric protein) แตละหนวยมีกรดอะมิโน 392 
ตัว และมีขนาด 43 กิโลดาลตัน (Takada et al., 1990) 
แบงเปน 3 โดเมนคือ 
 1.โดเมนปลายดานอะมิโน มีกรดอะมิโน 20 
ตัว เปนสวนที่มีผลตอการจับตัวกันของ 2 หนวยยอย 
(dimerization)  โดยที่การจับตัวกันน้ีมีความสําคัญ
มากตอความสามารถในการทํางานของเอนไซม AGT 
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(Zhang et al., 2003) หากโดเมนสวนน้ีมีความผิดปกติ
ก็จะสงผลตอการทํางานของเอนไซมที่ผิดปกติ  
 2.โดเมนที่อยูตรงกลาง มีกรดอะมิโน 260 ตัว 
เปนบริเวณ active site และบริเวณที่สัมผัสกันของ 2 
หนวยยอย 
 3.โดเมนปลายดานคารบอกซี มีกรดอะมิโน 
110 ตัว มี peroxisomal targeting sequence (PTS) อยู
สวนปลาย มีลําดับจําเพาะเปนกรดอะมิโน 3 ตัว คือ 
KKL (Lysine-Lysine-Leucine) เปนสัญญาณสําคัญที่
นําเอนไซม AGT ไปยังเพอร็อกซิโซม (Motley et al., 
1995) 

ศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางเวชพันธุศาสตร 
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ ภายใตการควบคุมของ ศ.
นพ.วรศักด์ิ โชติเลอศักด ไดตรวจพบผูปวยชาวไทย
รายหน่ึง อายุ 10 ป เริ่มมีผลึกของแคลเซียมออกซา
เลทในไต อีกทั้งพ่ีสาวของผูปวยรายน้ีเสียชีวิตดวย
อาการน่ิวในไต ตอนอายุ 7 ป จงึวินิจฉัยวา ผูปวยราย
น้ีมีแนวโนมเปนโรค PH1 จากน้ันไดตรวจสอบหา
สาเหตุความผิดปกติ พบวามีความผิดปกติแบบดีลีชัน
และมีมิวเทชันในยีน AGXT  โดยนิวคลีโอไทดลําดับ
ที่ 32 มีการเปลี่ยนจาก cytosine เปน guanine 
(c.32C>G) สงผลใหกรดอะมิโนลําดับที่ 11 เปล่ียน
จาก proline (Pro) เปน argenine (Arg) (p.Pro11Arg) 
ซึ่งเปนการกลายพันธุที่ไมเคยมีการรายงานมากอน 
และเกิดขึ้นในตําแหนงสําคัญที่บงช้ีวายีนน้ีเปน
แบบอัลลีลหลักหรืออัลลีลรอง 

โดยการศึกษาครั้งน้ีจะตรวจสอบการทํางานของ
ยีน AGXT ที่เกิดการกลายพันธุแบบ Pro11Arg ซึ่ง
สงผลตอความผิดปกติในสวนโดเมนปลายดานอะมิ
โน โดยอาจทําใหเอนไซม AGT มีการทํางานลดลง 
หรือถูกทําลายโดยเอนไซมยอยโปรตีน ทําใหโปรตีน
มีความเสถียรลดลง หรือเปล่ียนตําแหนงเปาหมายจาก
เพอร็อกซิโซม เปนไมโทคอนเดรีย 

การวิเคราะหการทํางานของการกลายพันธุที่พบ
ใหมน้ี จะทําใหทราบกลไกการทํางานของเอนไซม 

AGT ที่ผิดปกติ ซึ่งผลิตจากยีน AGXT ที่เกิดการกลาย
พันธุแบบ c.32C>G (p.Pro11Arg) และทําใหทราบ
สาเหตุที่แทจริงของการเกิดโรค PH1 ในครอบครัวน้ี 
รวมทั้งเปนขอมูลพ้ืนฐานเก่ียวกับการทํางานของยีน 
AGXT ที่กลายพันธุ 

 

วัตถุประสงคของการวิจัย 
เพ่ือวิเคราะหการทํางานของมิวเทชันใหมในยีน 

AGXT แบบ c.32C>G (p.Pro11Arg) ในครอบครัวชาว
ไทยที่เปนโรค PH1 

 

อุปกรณและวิธีการวิจัย 
การสรางยีน AGXT แบบปกติ และยีน AGXT ท่ีมีการ
กลายพันธุแบบ Pro11Arg 

สกัด RNA จากเซลล HepG-2 (เซลลจากตับ
มนุษย) โดยใช QIAamp RNA Blood Mini Kit 
(Qiagen) และทํา RT-PCR โดยใชไพรเมอร AGXT-
BamHI-F และ AGXT-EcoRI-R (ตารางท่ี 1) เพ่ือเพ่ิม
ปริมาณยีน AGXT แบบปกติในสวนที่ผลิตโปรตีน 
(coding region) ซึ่งมีขนาด 1,231 bp แลวนํายีน 
AGXT ที่ปกติ (PCR product) มาเช่ือมตอกับ pGEM-T 
vector (Promega) จากนั้นทําใหเกิดการกลายพันธุใน
บริเวณที่ตองการ (site-directed mutagenesis) โดยใช
ไพรเมอร AGXT-P11R-F และ AGXT-P11R-R (ตาราง
ที่ 1) เพ่ือสรางยีน AGXT ที่มีการกลายพันธุแบบ 
Pro11Arg โดยใช QuikChange Site-Directed 
Mutagenesis Kit (Stratagene) 
การผลิตเอนไซม AGT 

นํายีน AGXT ที่ปกติ และยีน AGXT ที่กลายพันธุ
แบบPro11Arg ตัดตอเขากับ expression vector; 
pcDNA3.1/V5-HisB (Invitrogen) จากน้ันนําพลาสมิด
ทั้ง 2 ชนิด transfect เขาสูเซลล COS7 โดยใช 
Lipofectamine 2000 Transfection Kit (Invitrogen) 
เพ่ือใหมีการแสดงออกของยีน โดยผลิตเอนไซม AGT 
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ตารางที่ 1 ลําดับเบสของไพรเมอร และ PCR conditions สําหรับ RT-PCR และ Mutagenesis

ช่ือ ลําดับเบสของไพรเมอร (5’ to 3’) อุณหภูมิในขั้น Annealing (0C) 
AGXT-BamHI-
F 
AGXT-EcoRI-R 
AGXT-P11R-F 
AGXT-P11R-R 

CCAGGATCCCGAGCGGCAGGTT 
CTGAATTCCAGTGGGCAGGTCTCAGCTT 
GCTGCTGGTGACCCCCCGCAAGGCCCTGCTCAAGC 
GCTTGAGCAGGGCCTTGCGGGGGGTCACCAGCAGC 

60 
 

55 

 

 
การเตรียมเอนไซม AGT สําหรับวิเคราะหการทํางาน 

หลังจาก transfect 48 ช่ัวโมง เก็บเซลลใน RIPA 
buffer + 1x Protease Inhibitor (PI) สําหรับวิเคราะห
โดยวิธี western blot สวนการวิเคราะหเพ่ือวัด
ความสามารถในการทํางาน เก็บเซลลใน AGT buffer 
(100 μM Pyridoxal phosphate, 240 mM Sucrose และ 
100 mM Potassium phosphate buffer; pH 8.0) 
จากนั้นนําไปทําใหเซลลแตก (sonication) โดยแชใน
นํ้าแข็ง ดวยเครื่อง Ultrasonic processors รุน UP100H 
(Dr.Hielscher GmbH) 3 รอบๆละ 10 วินาที โดยพัก
ระหวางรอบ 1 นาที สุดทายวัดปริมาณโปรตีนรวม
ทั้งหมด ดวยวิธี BCA Protein โดยใช BCA Protein 
Assay Kit (Pierce) 

 
การวิเคราะหการทํางานของเอนไซม AGT 
 

การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม 
AGT ท่ีกลายพันธุ โดยวิธี western blot เทียบกับเซลล
ที่ไดรับพลาสมิดเปลาเปนคอนโทรล ซึ่งใช Mini 
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell and Mini-
PROTEAN3 Cell (Bio-Rad) สําหรับการทํา SDS-
PAGE  ใช 12% polyacrylamide gel, 120 โวลต, 3 
ช่ัวโมง 15 นาที และใชโปรตีนรวมที่ไดจากการ 
sonicate 2.5 μg จากน้ัน transfer โปรตีนจากเจลสู 
nitrocellulose membrane โดยใช 100 โวลต, 3 ช่ัวโมง 
ที่อุณหภูมิ 40C สําหรับการตรวจสอบเอนไซม AGT 

ใชแอนติบอดี คือ mouse anti-V5 monoclonal 
antibody (Invitrogen) = 1:5,000 และ goat anti-mouse 
IgG2a (Abcam) = 1:5,000 
 

การตรวจสอบความสามารถในการทํางานของ
เอนไซม  AGT โดย วิธี  semiautomated 
spectrophotometric (Rumsby, Weir and Samuell, 
1997) สารเคมีที่ใชในงานสวนน้ีทั้งหมดซื้อจากบริษัท 
Sigma Chemical วิธีน้ีแบงเปน 2 ขั้นตอน คือ ขั้นแรก 
(การทํางานของเอนไซม AGT) โดยเติมสารต้ังตน
ตางๆ (150 mM L-alanine, 10 mM Sodium 
glyoxylate, 150 μM Pyridoxal phosphate, 100 mM 
Potassium phosphate buffer pH 8.0 และโปรตีนรวม
ที่ไดจากการ sonicate 100 μg สุดทายปรับปริมาตร
ดวยนํ้าใหได 300 μl) บมที่ 370C นาน 1 ช่ัวโมง เมื่อ
เอนไซมAGT ทํางาน จะไดผลผลิตสุดทายเปนไพรู
เวท สวนขั้นที่ 2 (การตรวจวัดปริมาณไพรูเวทท่ี
เกิดขึ้น) โดยใชเอนไซม Lactate dehydrogenase 
(LDH) และNADH เปน cofactor เปลี่ยนไพรูเวท เปน
แลคเตท และ NADH เปน NAD+ ซึ่ง NADH เทาน้ันที่
สามารถดูดกลืนแสงไดที่ความยาวคล่ืน 340 นาโน
เมตร ดังน้ันจึงตองวัดคาการดูดกลืนแสงกอนใส
เอนไซม LDH (A1) และวัดคาการดูดกลืนแสงหลังใส
เอนไซม LDH ประมาณ 5 นาที (A2) ดวยเคร่ือง 
spectrophotometer รุน CE9500 (Super aquarius) โดย
ถามีปริมาณไพรูเวทมาก คา A2 จะลดตํ่าลงมากเม่ือ
เทียบกับคา A1 
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การตรวจสอบตําแหนงเปาหมายภายในเซลล

ของ เอนไซม  AGT โดย วิธี  immunofluorescence 
(Masyuk et al., 2003) เปนการใชแอนติบอดีที่ติดสาร
เรืองแสง (secondary antibody) ไปจับกับแอนติบอดีที่
จับกับ V5 ซึ่งเช่ือมติดกับเอนไซม AGT ที่ไดจากการ
โคลน และเอนไซมเฉพาะในเพอร็อกซิโซม; catalase 
(primary antibody) แลวตรวจสอบตําแหนงของ
เอนไซมภายในเซลลจากการเรืองแสงภายใตกลอง
จุลทรรศนชนิด Confocal โดยใชแอนติบอดี ดังน้ี 
mouse anti-V5 monoclonal (Invitrogen) = 1:500, 
Alexa Flour 594 goat anti-mouse IgG2a (Invitrogen) 
= 1:1,000, Rabbit anti-catalase polyclonal (Abcam) 
= 1:250 และ Alexa Flour 488 donkey anti-rabbit IgG 
(Invitrogen ) = 1:250  

 

ผลการวิจัยและการอภิปรายผล 
การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม 
AGT  

ผลจากการทํา western blot แสดงใหเห็นวา ยีน 
AGXT ที่มีการกลายพันธุแบบ P11R (Pro11Arg 
AGXT) ยังคงสามารถผลิตเอนไซม AGT  ซึ่งมีขนาด 
46 kDa ไดตามปกติ เมื่อเทียบกับยีน AGXT แบบปกติ 
(wild type AGXT) (ภาพท่ี 1) สวนเซลล COS7 ที่
ไดรับพลาสมิดเปลา (empty vector) ไมมีการผลิต
เอนไซม AGT 

 
 

 
 
 
 

 

การตรวจสอบความสามารถในการทํางานของ
เอนไซม AGT 

จากภาพที่ 2 จะเห็นวาคาการดูดกลืนแสงกอนใส
เอนไซม LDH (A1) ของทุกชนิดตัวอยางมีความ
ใกลเคียงกัน แตหลังจากใสเอนไซม LDH พบวา คา
การดูดกลืนแสง (A2) ลดลงแตกตางกัน โดยเซลล 
COS7 ที่ถูก transfect ดวยยีน AGXT แบบปกติ (wild 
type AGXT) มีความแตกตางระหวางคา A1 กับคา A2 
มากที่สุด รองลงมาคือ เซลล COS7 ที่ถูก transfect 
ดวยยีน AGXT แบบ Pro11Arg (Pro11Arg AGXT)   
ตามดวยเซลล HepG-2 เปลา (HepG-2) แมวาจะเปน
เซลลตับ แตระดับการแสดงออกของยีน (การผลิต
เอนไซม AGT) ก็ยังนอยกวาเซลล 2 ชนิดแรกที่เปน 
over expression  สวนเซลล COS7 ที่ถูก transfect 
ดวยพลาสมิดเปลา (empty vector) และเซลล COS7 
เปลา (COS7) มีความแตกตางระหวางคา A1 กับคา 
A2 นอยมาก ซึ่งแทบจะไมแตกตางกัน ที่เปนเชนน้ี 
เพราะเพราะโดยปกติเอนไซม AGT จะแสดงออก
เฉพาะในเซลลตับ แตเซลล COS7 เปนเซลลไต ซึ่ง
สอดคลองกับผลที่ไดจากการทํา western blot ที่ไมพบ
เอนไซม AGT ในเซลล COS7 ที่ถูก transfect ดวย  
พลาสมิดเปลา (empty vector) สําหรับภาพที่ 3 แสดง
ใหเห็นถึงปริมาณไพรูเวทท่ีตรวจพบในแตละชนิด
ตัวอยาง  โดยถามีปริมาณไพรู เวทมาก  แสดงวา
เอนไซม AGT มีความสามารถในการทํางานไดดีมาก
ดวย  ซึ่งพบวา เซลล COS7 ที่ถูก transfect ดวยยีน  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

GAPDH loading control (37 kDa) 

CT              WT          MU 

37 kDa 

50 kDa 
AGT Protein (46 kDa) 

ภาพท่ี 1 การตรวจสอบความสามารถในการผลิตเอนไซม AGT ดวยวิธี western blot  
              โดย CT คือ empty vector, WT คือ wild type AGXT และ MU คือ Pro11Arg AGXT 
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ภาพท่ี 3 กราฟแสดงปริมาณไพรูเวทท่ีเกิดขึ้น ซึ่งเปนผลจากความสามารถในการทํางานของเอนไซม AGT 
 

AGXT แบบปกติ (wild type AGXT) มีปริมาณไพรูเวท
เฉล่ีย 3.21±0.26 μmol/h/mg ในขณะที่เซลล COS7 ที่
ถูก transfect ดวยยีน AGXT แบบ Pro11Arg 
(Pro11Arg AGXT) มีปริมาณไพรูเวทเฉล่ีย 1.01±0.25 
μmol/h/mg  ซึ่งนอยกวาประมาณ 3 เทาเมื่อเทียบกับ
เอนไซม AGT แบบปกติ แสดงใหเห็นวา เอนไซมที่
กลายพันธุแบบ Pro11Arg มีความสามารถในการ
ทํางานลดลงประมาณ 69% เมื่อเทียบกับเอนไซมที่
ผลิตจากยีนแบบปกติ 
 

การตรวจสอบตําแหนงเปาหมายภายในเซลลของ
เอนไซม AGT  

จากการตรวจสอบดวยวิธี immunofluorescence 
พบวา ในเอนไซม AGT ที่กลายพันธุ (ภาพที่ 4; แถว
ลาง) มีรูปแบบการยอมติดสีของเอนไซม AGT (สี
แดง) ไมเหมือนกับรูปแบบของเพอร็อกซิโซม (สี
เขียว) ซึ่งถูกทําใหเห็นดวยแอนติบอดีตอโปรตีน 
catalase ซึ่งเปน marker ของเพอร็อกซิโซม เมือ่เทียบ
กับผลที่ไดจากเอนไซม AGT ที่ปกติ (ภาพท่ี 4; แถว
บน) ซึ่งรูปแบบจะคลายคลึงกัน ทาบทับกันสนิท 
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ภาพท่ี 4 การตรวจสอบตําแหนงเปาหมายภายในเซลลของเอนไซม AGT โดยวิธี immunofluorescence (60X) 
              แถวบน คือ เซลล COS7 ที่ถูก transfect ดวยยีน AGXT แบบปกติ (wild type) 
              แถวลาง คือ เซลล COS7 ที่ถูก transfect ดวยยีน AGXT แบบ Pro11Arg (Pro11Arg) 

      โดยที่ สีแดง คือ เอนไซม AGT, สีเขียว คือ เพอร็อกซิโซม, และ สีนํ้าเงิน คือ นิวเคลียส 
 
แตขณะที่ในเอนไซม AGT ที่กลายพันธุ มีบริเวณ

บางสวน (ลูกศรช้ี) ที่สีแดงไมทับซอนกับสีเขียว 
แสดงวา เอนไซม AGT บางสวนไมไดถูกสงไปที่เพอ
ร็อกซิโซม อยางไรก็ตามงานวิจัยในสวนน้ียังอยู
ระหวางดําเนินการ ซึ่งตองทําการตรวจสอบใหแนชัด
ยิ่งขึ้น โดยเฉพาะบริเวณที่เอนไซม AGT ที่กลายพันธุ
ถูกสงไปยังออรแกเนลลอื่น ตองใชแอนติบอดีที่
จําเพาะตอออรแกเนลลน้ันๆในการตรวจสอบตอไป 

 

สรุปผลการวิจัย 
ยีน AGXT ที่กลายพันธุแบบ Pro11Arg ยังคง

สามารถผลิตเอนไซม AGT ไดในระดับปกติและไม
ถูกสลาย เน่ืองจากแถบที่ไดมีขนาดใกลเคียงกัน เมื่อ
เทียบกับยีนแบบปกติ แตความสามารถในการทํางาน
ของเอนไซม AGT ที่กลายพันธุลดลง ประมาณ 69% 
เมื่อเทียบกับเอนไซม AGT ที่ปกติ ซึ่งเปนสาเหตุ
สําคัญในการเกิดโรค PH1 ของผูปวยรายน้ี โดยเฉพาะ
อยางยิ่งผูปวยมีความผิดปกติแบบดีลีชันและมีมิวเท
ชันในยีน AGXT  แบบ Pro11Arg ทําใหความสามารถ

ในการทํางานของเอนไซม AGT เหลือเพียง 15% 
เทาน้ัน จึงเกิดการสะสมของผลึกแคลเซียมออกซาเลท
ปริมาณมาก สงผลใหเกิดน่ิวในไตและเปนโรค PH1 
สวนตําแหนงเปาหมายภายในเซลลของเอนไซม AGT 
ที่กลายพันธุน้ันยังไมสามารถสรุปไดแนชัด 
 

ขอเสนอแนะ 
ในการทํา immunofluorescence น้ัน ควรใช

แอนติบอดีที่จําเพาะตอไมโทคอนเดรียพ่ิมเติม เพ่ือ
ตรวจสอบตําแหนงเอนไซม AGT ที่กลายพันธุใหแน
ชัดยิ่งขึ้น 
 

กิตติกรรมประกาศ 
ขอขอบพระคุณ ศ.ปยะรัตน โตสุโขวงศ ภาควิชา

ชีวเคมี คณะแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่
ใหคําแนะนําเก่ียวกับสูตรคํานวณในการทํางานของ
เอนไซม 

ขอขอบพระคุณ ผศ. ดร. นพ.นิพัญจน อิศรเสนา 
ณ อยุธยา ภาควิชาเภสัชวิทยา คณะแพทยศาสตร 

                เอนไซม AGT                            เพอร็อกซิโซม              เอนไซม AGT + เพอร็อกซิโซม 

Wild type 

Pro11Arg 
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จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย ที่ใหความอนุเคราะหในการ
ใชกลองจุลทรรศนแบบ confocal 

ขอขอบพระคุณอาจารย, เจาหนาที่ และนิสิตป.
โท-เอกทุกคนในศูนยเช่ียวชาญเฉพาะทางเวชพันธุ
ศาสตรที่ใหคําปรึกษา และความเอื้อเฟอในการทําวิจัย 

งานวิจัยน้ีไดรับทุนสนับสนุนจากทุน  90 ป 
(กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช) จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย, 
ทุนการศึกษาโครงการ  สควค .  ระดับปริญญาโท 
(สสวท.) 
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