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บทน�ำ

Next-generation sequencing (NGS) เป็นเทคโนโลยทีี่

สามารถหาล �ำดบัเบสของสารพนัธุกรรมไดเ้ป็นปรมิาณมาก (high 

throughput) และสามารถทดสอบสิง่ส่งตรวจพรอ้มกนัไดห้ลาย

ตวัอย่างทดสอบ (multiplexing) ส่งผลใหเ้กดิการเปลีย่นแปลง

ในการศึกษาวจิยัทางพนัธุกรรมและการตรวจ human leukocyte 

antigen (HLA) typing ในหอ้งปฏบิตักิารทางคลนิิก1 จดุเด่น

ของการน�ำเทคนิค NGS มาใชใ้นการตรวจ HLA typing คอื 

การไดร้บัขอ้มลูนอกเหนือจากบรเิวณ antigen recognition do�-

main (ARD)  จงึสามารถน�ำขอ้มลูนี้มาศึกษาถงึความส�ำคญัของ

โมเลกลุ HLA บรเิวณอืน่ เช่น บรเิวณ cytoplasmic region, 

transmembrane region และ non-coding region ผลการ

ศึกษาวจิยัโดยใชเ้ทคนิค NGS พบวา่ ขอ้มลูล �ำดบัเบสบรเิวณที่

นอกเหนือจาก ARD ทีม่คีวามหลากหลาย ส่งผลต่อการแสดงออก

ของยนี HLA2 ววิฒันาการของการควบคุมการแสดงออกของ HLA 

lineage (lineage-specific expression)3 และความสมัพนัธร์ะหวา่ง

การแสดงออกของยนี HLA ต่อการเกดิโรค4 อย่างไรกต็ามการน�ำ

ขอ้มลูนอกเหนือจากบรเิวณ ARD  มาประยุกตใ์ชใ้นทางคลนิิกยงั

ไมม่แีนวทางปฏบิตัชิดัเจน จ�ำเป็นตอ้งมขีอ้มลูการศึกษาวจิยัเพิม่ขึ้น

เพือ่น�ำไปสู่แนวทางปฏบิตัใินอนาคต ปจัจบุนัประโยชนข์องขอ้มลู

ในบรเิวณนอกเหนือจาก ARD ทีไ่ดร้บัจากเทคนิค NGS ทีเ่หน็

เด่นชดัคอื การน�ำขอ้มลูมาประมวลและวเิคราะหผ์ลเพือ่ช่วยลด 

phase ambiguity หอ้งปฏบิตักิารจงึสามารถรายงานผล HLA 

typing ไดอ้ย่างถกูตอ้งและม ัน่ใจ 

บทความนี้จะกลา่วถงึขอ้ด ีขอ้จ�ำกดัและการประยุกตเ์ทคนิค 

NGS เพือ่น�ำมาใชต้รวจ HLA typing ในผูป่้วยปลูกถา่ยเซลลต์น้

ก�ำเนิดเมด็โลหติ (hematopoietic stem cell transplantation) 

และผูป่้วยปลูกถา่ยอวยัวะ (solid organ transplantation) 

Technology perspective

การตรวจ HLA typing โดยใช ้sequencing-based typing 

(SBT) ซึง่เป็นการหาล �ำดบัเบสแบบดัง้เดมิ ครอบคลมุ exon 2 ถงึ 

exon 4 ของ HLA class I และ exon 2 ถงึ exon 3 ส�ำหรบั 

HLA class II เนื่องจากไมไ่ดต้รวจครอบคลมุท ัง้ยนี HLA จงึ

ท�ำใหเ้กดิ phase ambiguity และ ambiguity จากความแตก

ต่างของ non-coding region ได ้การตรวจ HLA typing โดย

ใช ้SBT พบรายงานการเกดิ ambiguity รอ้ยละ 24 ถงึรอ้ยละ 53 

ขึ้นกบัต�ำแหน่งยนี HLA และเวอรช์นัของระบบฐานขอ้มลู (HLA 

database) ทีใ่ชว้เิคราะห์5-7 ในขณะทีก่ารตรวจ HLA typing โดย

ใช ้NGS ครอบคลมุทกุ exons และเกอืบท ัง้หมดของ intron ของ

ยนี HLA ดงันัน้จงึสามารถลดการเกดิ ambiguity ได ้

เทคนิค NGS แบง่ไดเ้ป็น 2 แบบ คอื second-generation 

sequencing และ third-generation sequencing ความแตก

ต่างทีส่ �ำคญัระหวา่งท ัง้สองแบบคอื ความยาวของสายดเีอน็เอในข ัน้

ตอนการวเิคราะหล์ �ำดบัเบส second-generation sequencing 

ใชห้ลกัการ short-read คอืการอ่านล �ำดบัเบสจากดเีอน็เอสายส ัน้ 

(2501,000- คู่เบส)8 ในข ัน้ตอนการประมวลผลจะน�ำขอ้มลูล �ำดบัเบส

จากดเีอน็เอสายส ัน้จ�ำนวนมากมาเชื่อมต่อกนัและเปรยีบเทยีบกบั

ล �ำดบัเบสของจโีนมอา้งองิดว้ยซอฟตแ์วร ์ส่วน third-generation 

sequencing ใชห้ลกัการ long-read คอืการอ่านล �ำดบัเบสจาก

ดเีอน็เอสายยาว ซึง่ยาวไดม้ากถงึ 10,000 คู่เบส third-generation 

sequencing มขีอ้ดคีอื ขอ้มลูทีไ่ดร้บัเป็นล �ำดบัเบสจากดเีอน็เอ

สายยาว จงึสามารถต่อขอ้มลูล �ำดบัเบสโดยไมต่อ้งเทยีบล �ำดบัเบส

กบัขอ้มลูจโีนมอา้งองิ (de novo assembly) แต่มขีอ้เสยีคอื อตัรา

การอ่านล �ำดบัเบสผดิพลาดสูง9,10 ปจัจบุนัเทคนิค NGS ทีน่ิยมใช ้

ตรวจ HLA typing ในหอ้งปฏบิตักิารทางคลนิิกคอื second-

generation sequencing ไดแ้ก่ Illumina และ Ion Torrent

ขอ้ดีของ NGS

ลกัษณะส�ำคญัของ NGS คอื ขอ้มลูล �ำดบัเบสทีไ่ดร้บัมจี �ำนวน

มหาศาล  วเิคราะหล์ �ำดบัเบสของยนี HLA หลายต�ำแหน่งไดพ้รอ้ม

กนั และท�ำการตรวจวเิคราะหจ์ากสิง่ส่งตรวจหลายตวัอย่างพรอ้มกนั

ได ้ส่งผลใหส้ามารถลดตน้ทนุการทดสอบต่อสิง่ส่งตรวจ นอกจาก

น้ีเทคนิค NGS สามารถลดการเกิด ambiguity ได ้เน่ืองจาก

เป็นการหาล �ำดบัเบสจากดีเอ็นเอตน้แบบสายเดี่ยว และตรวจ

ครอบคลมุท ัง้ยนี HLA11-13
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ขอ้จ�ำกดัของ NGS

แมว้า่เทคนิค NGS มขีอ้ดหีลายประการ แต่มขีอ้จ�ำกดัซึง่หอ้ง

ปฏบิตักิารตรวจวเิคราะห ์HLA typing ควรพจิารณาก่อนตดัสนิ

ใจน�ำไปใชด้งันี้  1) การตดิต ัง้เครื่องมอืและอปุกรณใ์นระยะแรกมี

ค่าใชจ่้ายสูง   2) ระยะเวลาการทดสอบทีย่าวนาน การตรวจ HLA 

typing ดว้ย NGS ใชเ้วลาการทดสอบหลายวนั เมือ่เปรยีบเทยีบ

กบัการใชเ้ทคนิค polymerase chain reaction sequence-

specific primers (PCR-SSP) และ PCR-sequence-specific 

oligonucleotide (PCR-SSO)14 รอบเวลารอคอย (turn-around 

time) ทีย่าวนานของ NGS จงึไมเ่หมาะทีจ่ะน�ำมาใชต้รวจ HLA 

typing ในผูบ้ริจาคอวยัวะสมองตายซึ่งตอ้งการผลเร่งด่วน  3) 

ปญัหา phasing ambiguity สูงในบางต�ำแหน่ง เช่น HLA-DPB1 

จากรายงานของ Duke และคณะ ไดพ้บการเกดิ ambiguity ใน

ต�ำแหน่ง HLA-DPB1 สูงถงึรอ้ยละ 2515 การใช ้NGS ในรูปแบบที่

อ่านล �ำดบัเบสจากดเีอน็เอสายส ัน้ (Illumina และ Ion Torrent) ไม่

สามารถลดปญัหานี้ได ้มรีายงานการศึกษาพบวา่ third-generation 

sequencing ซึง่เป็นการอ่านล �ำดบัเบสจากดเีอน็เอสายยาวสามารถ

แกป้ญัหา phase ambiguity ในต�ำแหน่ง HLA-DPB1 ได ้15 แต่

การใชซ้อฟตแ์วรย์งัมคีวามยุ่งยากและเทคนิค third-generation 

sequencing ยงัอยู่ในข ัน้ตอนพฒันาเทคโนโลยใีหด้ขีึ้น ในอนาคต

เมือ่เทคโนโลยกีารตรวจของ third-generation sequencing ได ้

รบัการพฒันาใหด้ขีึ้นอาจจะเหมาะสมในการน�ำมาใชใ้นหอ้งปฏบิตัิ

ทางคลนิิก   4) ข ัน้ตอนการตรวจวเิคราะหยุ่์งยากซบัซอ้น ข ัน้ตอน

แรกของการตรวจวเิคราะหส์ �ำหรบัเทคนิค NGS คอื การเตรยีม

คลงัดเีอน็เอ (library preparation) เป็นข ัน้ตอนทีส่่วนใหญ่ใชก้าร

ตรวจวเิคราะหด์ว้ยวธิ ีmanual และผูท้ �ำการตรวจวเิคราะหต์อ้งได ้

รบัการฝึกฝนใหม้คีวามช�ำนาญในการปฏบิตังิาน ในการเตรยีมคลงั

ดเีอน็เอนี้ ยงัแบง่ไดเ้ป็นข ัน้ตอนย่อยอกีหลายข ัน้ตอนไดแ้ก่ การท�ำ

พซีอีาร ์(PCR amplification), DNA fragmentation, adapter 

ligation, size selection and secondary amplification, 

library quantitation และ library pooling  ในข ัน้ตอนการวดั

และค�ำนวณปรมิาณดเีอน็เอ (library quantitation) เป็นข ัน้ตอน

ทีส่ �ำคญัอย่างยิง่ เนื่องจากเทคนิค NGS เป็นการทดสอบทีต่รวจสิง่

ส่งตรวจพรอ้มกนัไดห้ลายตวัอย่างทดสอบ ดงันัน้ปรมิาณดเีอน็เอ

ของผูป่้วยแต่ละรายและแต่ละต�ำแหน่งตอ้งมปีรมิาณเท่าๆ กนั การ

วดัและค�ำนวณปรมิาณดเีอน็เอ (library quantitation) จงึมคีวาม

ส�ำคญัมากเพือ่ใหข้อ้มลูล �ำดบัเบสของแต่ละอลัลลีมคีวามสมดุล16 

หากปรมิาณดเีอน็เอมากเกนิไปจะส่งผลใหเ้กดิการอ่านล �ำดบัเบสผดิ

พลาด มกีารผสมของล �ำดบัเบส นอกจากข ัน้ตอนการวดัและค�ำนวณ

ปรมิาณดเีอน็เอแลว้ ข ัน้ตอนอืน่กม็คีวามส�ำคญัและผูป้ฏบิตังิานตอ้ง

ระมดัระวงัเนื่องจากจะส่งผลใหข้อ้มลูการตรวจวเิคราะหผ์ดิพลาดได ้

Impact of NGS on histocompatibility testing

การปลูกถา่ยเซลลต์น้ก�ำเนิดเม็ดโลหติ (hematopoietic stem 

cell transplantation; HSCT)

การน�ำเทคนิค NGS มาใชใ้นการตรวจ HLA typing จะ

ช่วยเพิ่มประสทิธิภาพและคุณภาพของผลการตรวจใหด้ียิ่งขึ้น 

เป็นประโยชนอ์ย่างยิ่งต่อการปลูกถ่ายเซลลต์น้ก�ำเนิดเมด็โลหติ 

ผูป่้วยและผูบ้รจิาคจะไดร้บัผลการตรวจ HLA typing ในระดบั

ความละเอยีดสูงทีสุ่ด  ผลการตรวจ HLA typing ของผูบ้รจิาค

เซลลต์น้ก�ำเนิดเมด็โลหติในธนาคารเซลลต์น้ก�ำเนิดเมด็โลหติ (stem 

cell donor registry) ทีม่คีวามละเอยีดสูงและไมเ่กดิ ambiguity 

ส่งผลใหข้ ัน้ตอนการคน้หาผูบ้รจิาคทีม่อีลัลลี HLA ตรงกนัทกุ

ต�ำแหน่ง (HLA-matched donor) เป็นไปอย่างรวดเรว็ Sauter 

และคณะไดศึ้กษาการจ�ำลองการคน้หาผูบ้รจิาคเซลลต์น้ก�ำเนิดเมด็

โลหติในทะเบยีนเสมอืนจรงิ (virtual donor registry)17 พบวา่

สดัส่วนของผูบ้รจิาคในทะเบยีนเสมอืนจรงิทีม่ผีลการตรวจ HLA 

typing ไมส่มบูรณเ์ป็นจ�ำนวนมาก สมัพนัธก์บัความลม้เหลวใน

การพบผูบ้รจิาคเซลลต์น้ก�ำเนิดเมด็โลหติทีม่อีลัลลี HLA ตรงกนั

ทกุต�ำแหน่ง การเพิม่จ�ำนวนผูบ้รจิาคในธนาคารเซลลต์น้ก�ำเนิดเมด็

โลหติใหม้ผีลการตรวจ HLA typing แบบสมบูรณเ์ป็นประโยชน์

ต่อการคน้หาผูบ้รจิาคทีม่ ีHLA-matched ใหป้ระสบความส�ำเรจ็

มากขึ้น17 เมือ่พจิารณาถงึค่าใชจ่้ายและผลประโยชนท์ีจ่ะไดร้บัแลว้ 

การน�ำเทคนิค NGS มาใชต้รวจ HLA typing ในผูป่้วยและผู ้

บรจิาคเซลลต์น้ก�ำเนิดเมด็โลหติมคีวามคุม้ค่าเป็นอย่างยิง่

การปลูกถา่ยอวยัวะ (solid organ transplantation)

การตรงกนัระหวา่งแอนตเิจน HLA ของผูป่้วยและผูบ้รจิาคมี

ความส�ำคญัต่อการปลูกถา่ยอวยัวะ มหีลกัฐานจากหลายการศึกษา

พบวา่ การตรงกนัระหวา่งแอนตเิจน HLA ของผูป่้วยและผูบ้รจิาคมี

ความสมัพนัธก์บัอตัราการอยู่รอดของอวยัวะปลูกถา่ยทีย่าวขึ้นและ

ผลการปลูกถา่ยทีด่ขีึ้น18,19  การพจิารณาการตรงกนัของแอนตเิจน 

HLA ในผูป่้วยปลูกถา่ยอวยัวะโดยปกตพิจิารณาแอนตเิจนในระดบั

การตรวจทางซโีรโลย ี(serologically defined HLA antigen) 

ซึง่ถอืวา่มคีวามละเอยีดระดบัต�ำ่ เมือ่การตรวจ HLA typing ถกู

พฒันาใหไ้ดผ้ลระดบัความละเอยีดสูง จงึพบขอ้จ�ำกดัหลายประการ

จากการพจิารณาการตรงกนัของแอนตเิจน HLA ในระดบัความ

ละเอยีดต�ำ่20 แนวคดิในการน�ำเทคนิค NGS มาใชต้รวจ HLA 

typing ส�ำหรบัผูป่้วยปลูกถา่ยอวยัวะไดร้บัการน�ำเสนอและตพีมิพ์

อย่างกวา้งขวาง21-24

การน�ำเทคนิค NGS มาใชใ้นการตรวจ HLA typing ใหไ้ด ้

ผลระดบัความละเอยีดสูงเป็นประโยชนอ์ย่างยิง่ส �ำหรบัผูป่้วยปลูก

ถา่ยอวยัวะจากผูบ้รจิาคทีม่ชีวีติ โดยเฉพาะอย่างยิง่กรณีผูป่้วยที่
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มปีระวตักิารสรา้งแอนตบิอดต่ีอ HLA การตรวจ HLA typing 

ในระดบัความละเอยีดสูงท ัง้ผูป่้วยและผูบ้รจิาคอวยัวะดว้ยเทคนิค 

NGS ร่วมกบัการตรวจความจ�ำเพาะของแอนตบิอดต่ีอ HLA จะ

ท�ำใหส้ามารถวเิคราะหแ์ละคดัเลอืกผูบ้รจิาคทีเ่หมาะสม21,24 อกีท ัง้

การตรวจ HLA typing ทีก่ลา่วขา้งตน้จะท�ำใหส้ามารถวเิคราะห ์

epitope mismatching ระหวา่งผูป่้วยและผูบ้รจิาคอวยัวะเพือ่ใช ้

ประเมนิความเสีย่งทางภมูคิุม้กนัไดถ้กูตอ้งและละเอยีดมากขึ้น25-27 

ในผูป่้วยหลงัปลูกถา่ยอวยัวะทีม่กีารสรา้งแอนตบิอดต่ีอแอนตเิจน 

HLA ของผูบ้รจิาค (donor-specific HLA antibody; DSA) 

การตรวจ  HLA typing ในระดบัความละเอยีดสูงท ัง้ผูป่้วยและผู ้

บรจิาคอวยัวะจะช่วยใหห้อ้งปฏบิตักิารสามารถวเิคราะหแ์ละตดิตาม 

DSA ไดอ้ย่างถกูตอ้ง21 

การตรวจ HLA typing ในระดบัความละเอยีดสูงมปีระโยชน์

ในผูป่้วยรอรบัอวยัวะจากผูบ้รจิาคสมองตายดว้ยเช่นกนั ในผูป่้วย

ทีม่แีอนตบิอดต่ีออลัลลี HLA (allele-specific antibody) การ

วเิคราะหโ์ดยใชผ้ล HLA typing ในระดบัความละเอยีดสูงของ

ผูป่้วยจ ะท�ำให ้สามารถ รายงาน unacceptable antigen  ได ้

อย่างถกูตอ้ง28 ตวัอย่างเช่น ผูป่้วยรอรบัไตบรจิาคอายุ 16 ปี มี

ค่า calculated panel reactive antibody (cPRA) 100% และ

มแีอนตบิอดจี�ำเพาะต่อ DRB1*04:02 (แต่ไมพ่บแอนตบิอดต่ีอ

อลัลลีอืน่ของ DR4) ผูป่้วยมผีล typing เป็น HLA-DRB1*04 

หอ้งปฏบิตักิารไมส่ามารถตดัสนิใจไดว้า่จะรายงานผล DR4 เป็น 

unacceptable antigen หรอืไม ่ เนื่องจากผล HLA typing ใน

ระดบัความละเอยีดต�ำ่ของผูป่้วยท�ำใหไ้มส่ามารถวเิคราะหไ์ดแ้น่ชดั

วา่แอนตบิอดต่ีอ DRB1*04:02 เป็น alloantibody หรอืไม ่เมือ่หอ้ง

ปฏบิตักิารตรวจ  HLA typing ในระดบัความละเอยีดสูงและพบ

วา่ ผูป่้วยม ีHLA-DRB1*04:08 จงึสามารถรายงาน DRB1*04:02 

เป็น unacceptable antigen ในระบบ United Network for 

Organ Sharing (UNOS) ได ้21 หากหอ้งปฏบิตักิารไมม่ผีลการ

ตรวจ HLA typing ในระดบัความละเอยีดสูง และรายงาน DR4 

เป็น unacceptable antigen จะท�ำใหโ้อกาสในการทีผู่ป่้วยจะ

ไดร้บัไตบรจิาคลดลง 

โดยสรุป การตรวจ HLA typing ดว้ยเทคนิค NGS มที ัง้

ขอ้ดแีละขอ้จ�ำกดั การน�ำเทคนิค NGS มาใชใ้นการตรวจ HLA 

typing ส�ำหรบัผูป่้วยและผูบ้รจิาคท ัง้การปลูกถา่ยเซลลต์น้ก�ำเนิด

เมด็โลหติและการปลูกถา่ยอวยัวะไดร้บัความสนใจมากขึ้น ขอ้มลู

ซึง่ไดร้บัจากเทคนิค NGS ทีม่คีวามละเอยีดและสมบูรณม์ากขึ้น

อาจจะส่งผลต่อการเปลีย่นแปลงแนวทางปฏบิตัใินการดูแลรกัษา
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