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บทคัดย่อ 
 

ปัจจุบันเทคนิคไมโคอะเรย์ท าให้เราสามารถศึกษาเครือข่ายการแสดงออกของยีนในสิ่งมีชีวิตได้ 
และวิธีการทางคอมพิวเตอร์ที่มีการพัฒนาขึ้นมานั้นโดยส่วนมากใช้ศึกษาเครือข่ายควบคุมการแสดงออก
ของยีนโดยปราศจากการค านึงถึงเงื่อนไขของกลไกการท างานที่มีในสิ่งมีชีวิต ในการศึกษาครั้งนี้ ผู้วิจัยได้
น าเสนอวิธีการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไขโดยใช้เทคนิคบูลีน เพ่ือใช้ศึกษา
เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนในกระบวนการสลายน้ าตาลกาแลกโตส ภายใต้เงื่อนไขการ
เปลี่ยนแปลงสภาวะจากการหายใจแบบไม่ใช้ออกซิเจนโดยใช้กลูโคสเป็นแหล่งพลังงานเป็นการหายแบบ
ใช้ออกซิเจน จากข้อมูลการแสดงออกของยีนที่ได้มาจากเทคนิคไมโครอะเรย์ วิธีการดังกล่าวประกอบด้วย 
3 ขั้นตอนหลัก ขั้นตอนแรก คือ การแปลงข้อมูลจริงของการแสดงออกของยีนมาเป็นข้อมูลเพียงสอง
ระดับคือ 0 และ 1 โดยเปรียบเทียบ 3 วิธีดว้ยกัน คือ Max-x%Max Mean และ Sign of log ratio ซ่ึง
จะใช้ค่าความเหมือนกันระหว่างข้อมูลที่มีการแปลงเป็นสองระดับและข้อมูลจริงเป็นตัวตัดสินว่าควรใช้
วิธีการใดในการแปลงข้อมูลก่อนที่จะสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน ขั้นตอนที่สองคือ การ
สร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนจากข้อมูลที่แปลงเป็น 0 และ 1 ด้วยวิธีการสร้างเครือข่าย
ควบคุมการแสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไขด้วยเทคนิคบูลีนที่ได้พัฒนาขึ้น จากภาษา C++ เรียกโปรแกรม
นี้ว่า เทคนิคบูลีนแบบมีเงื่อนไข ขั้นตอนสุดท้ายคือการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน
รูปแบบกราฟที่แสดงถึงการควบคุมแบบกระตุ้นและการควบคุมแบบยับยั้ง ซึ่งพบว่าเทคนิคบูลีนแบบมี
เงื่อนไขดังกล่าวสามารถใช้สร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนได้รวมทั้งมีความแม่นย ามากขึ้น
กว่าเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่สร้างด้วยวิธีเทคนิคบูลีนแบบไม่พิจารณาเงื่อนไขสามารถลด
ความซับซ้อนของเรือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน โดยการลดความผิดพลาดในการท านาย
ความสัมพันธ์ โดยสามารถเพ่ิมความถูกต้องขึ้น 25%  

นอกจากนี้ เทคนิคบูลีนแบบมีเงื่อนไขที่พัฒนาขึ้นนั้นยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้สร้างเครือข่าย
ควบคุมการแสดงออกของยีนในกระบวนการสร้างแป้งในพืช A. thaliana ภายใตส้ภาวะกลางวันและ
กลางคืนได้ โดยสามารถท านายโปรตีนควบคุมที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ในกระบวนการสร้างแป้งท้ัง 
กระบวนการสังเคราะห์แป้ง และกระบวนการสลาย พบว่า โปรตีนควบคุม 2 ตัว คือ At4g39780 and 
At2g43010 เกี่ยวข้องกับ เอนไซม์ในการะบวนการสลายแป้ง นั่นคือ a cytosolic disproportionating 
enzyme like protein (At2g40840; DPE2)  alpha-amylase like 3 (At1g69830; AMY3) และ a 
plastidic alpha-glucan phosphorylase (At3g29320; PHS1)  และมีโปรตีนควบคุม 1 ตัว คือ  
At2g28200 ที่เก่ียวข้องกับเอนไซม์ 5 ตัว คือ คือ phosphoglucomutase (At5g51820; PGM1)  
Starch synthase II (At3g01180; STS2)  Starch branching enzyme III (At2g36390; SBE3)  
Glucan water dikinase 1 (At1g10760; GWD1/SEX1) และ Glucanotransferase (At5g64860; 
DPE1)  จะเห็นได้ว่า เทคนิคบูลีนแบบมีเงื่อนไขนั้นสามารถใช้สร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน
จากข้อมูลไมโครอะเรย์ และท าให้ได้เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่สอดคล้องกับข้อมูลทาง
ชีววิทยามากขึ้น 

 
ค าส าคัญ : ไมโคอะเรย์ / เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน / เทคนิคบูลีนแบบมีเงื่อนไข 
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Abstract 
 

The availability of large-scale expression microarray data allows the inference of 
underlying gene regulatory network of organisms. Various computational techniques 
developed for this task often infer the circuits directly from the expression data without 
taking into consideration of biological information in priori. Here, we present a 
constraint-based Boolean approach that integrates biological constraints into a Boolean 
algorithm to formulate a genetic circuit of Saccharomyces cerevisiae during the diauxic 
shift in a glucose-limited culture from time-series expression data. This approach 
includes three main steps. First, the gene expression data was discretized to either ‘0’ 
or ‘1’ based on three discretization methods, Max-x%Max, Mean, and Sign of log ratio. A 
similarity score was used as a criterion for selecting a suitable discretization method. 
Second, the discretized data was employed to determine gene relationships using a 
developed constraint-based Boolean algorithm. This algorithm implemented by C++ 
programming considers all possibility of gene circuits and then specifically selects the 
circuits that correspond with both the expression data and a set of pre-defined 
biological constraints, so called “constraint-based Boolean network”. Last, the gene 
regulatory network was depicted as a directed graph model describing activation and 
inhibition among genes. The evaluating result from inferred network between constraint 
and non-constraint-based algorithm shows that our developed algorithm can reduce 
false prediction and gain 25% increase of accuracy over non-constraint-based algorithm. 
 
Moreover, we demonstrated the validity of the technique by employing it to infer the 
gene regulatory network of starch metabolism from time series expression data of 
Arabidopsis thaliana taken diurnally. Inferred network showed that two transcription 
factors, At4g39780 and At2g43010, co-regulate three enzymes in starch degradation, a 
cytosolic disproportionating enzyme like protein (At2g40840; DPE2), alpha-amylase like 3 
(At1g69830; AMY3), and a plastidic alpha-glucan phosphorylase (At3g29320; PHS1).   
There is only one transcription factor, At2g28200, regulates transcription of five enzymes 
in starch metabolism, phosphoglucomutase (At5g51820; PGM1)  Starch synthase II 
(At3g01180; STS2)  Starch branching enzyme III (At2g36390; SBE3)  Glucan water dikinase 
1 (At1g10760; GWD1/SEX1) และ Glucanotransferase (At5g64860; DPE1)  The results show 
constraint-based Boolean network shall enable the better gene regulatory network from 
large-scale gene expression data which is corresponding to biological data. 

 
Keywords:  Microarray / gene regulatory network / constraint-based Boolean network  
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคัญและที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย 

สิ่งมีชีวิตจ าเป็นต้องมีการควบคุมการสังเคราะห์โปรตีนหรือการแสดงออกของยีนเพ่ือให้โปรตีนที่ได้
มีปริมาณเพียงพอส าหรับเมตาบอลิซึมต่างๆนั้น การแสดงออกของยีน คือ การสร้างผลิตผลจากยีนที่เป็น
ข้อมูลทางพันธุกรรมบนสายดีเอนเอโดยจะต้องมีการถอดรหัสและการแปลรหัสพันธุกรรม เพ่ือสังเคราะห์
โปรตีนที่จ าเป็นต้องใช้ภายในเซลล์หรือระหว่างเซลล์ การแสดงออกของยีนเพ่ือสร้างโปรตีนแต่ละชนิด
เกิดข้ึนในเวลาและปริมาณท่ีแตกต่างกัน ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับชนิดและบทบาทหน้าที่ของโปรตีนนั้น โดยการ
ควบคุมการสังเคราะห์โปรตีนในร่างกายนั้นเกี่ยวข้องกับความสมดุลของหลายกระบวนการที่ส าคัญได้แก่ 
กระบวนการถอดรหัส (transcription) และการตกแต่งหลังการถอดรหัส (post transcriptional 
modification) กระบวนการแปลรหัส (translation) และการตกแต่งหลังการแปลรหัส (post 
translational modification) รวมทั้งกระบวนการสลาย mRNA (mRNA degradation) และการสลาย
โปรตีน (protein degradation) [2] การควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน คือ การควบคุมอัตราการผลิต
และการสลายของโปรตีนเพ่ือให้โปรตีนที่ได้มีปริมาณเพียงพอต่อขบวนการเมตาบอลิซึมต่างๆ  หากมีการ
กระตุ้นหรือยับยั้งขั้นตอนใดๆ ในกระบวนการเหล่านี้จะมีผลกระทบต่อปริมาณโปรตีนที่เป็นผลิตผลทั้งสิ้น 
ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับสภาพแวดล้อม หน้าที่ และความต้องการของเซลล์ชนิดนั้น การควบคุมเมตาบอลิซึมใน
เซลล์โปรคาริโอต (prokaryote) มีกลไกท่ีแตกต่างจากเซลล์ยูคาริโอต เนื่องจากโปรคาริโอตมีพันธุกรรมที่
ไม่ซับซ้อนอีกท้ังกระบวนการสังเคราะห์อาร์เอนเอ (RNA) และโปรตีนเกิดข้ึนในไซโตพลาสซึม 
(cytoplasm) ซึ่งใช้เวลาที่ใกล้เคียงกัน ในขณะที่การควบคุมการแสดงออกของยีนในยูคาริโอต เช่น พืช
และสัตว์ จะซับซ้อนกว่าในโปรคาริโอต เช่น แบคทีเรีย เพราะในยูคาริโอต (eukaryote) มียีนอยู่มากมาย
หลายชนิดบนโครโมโซมหลายอันทั้งนี้ขึ้นอยู่กับชนิดของสิ่งมีชีวิตนั้น  การควบคุมการสังเคราะห์โปรตีนใน
โปรคาริโอตส่วนใหญ่เกิดข้ึนที่ระดับการถอดรหัสพันธุกรรม การควบคุมนี้เป็นแบบโอเพอรอน (operon) 
ส าหรับในยูคาริโอตการควบคุมการสังเคราะห์โปรตีนเกิดขึ้นได้ท้ังระดับยีน (gene) ระดับการถอดรหัส 
(transcriptional control) และการควบคุมการแปลรหัส (translational control) ซึ่งการควบคุมใน
ระดับการถอดรหัสนั้นเกิดจากโปรตีนควบคุม (transcription factors) เข้ามาท างานเพื่อกระตุ้นหรือ
ยับยั้งกระบวนการถอดรหัส จะเห็นว่า การควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัสนั้นส าคัญ
มาก อีกท้ังยังเป็นสาเหตุส าคัญที่ก่อให้เกิดโรคทางพันธุกรรมได้ [3, 4] 

จะเห็นได้ว่า กลไกการควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัสนั้นส าคัญมากต่อการ
ด ารงชีวิตของสิ่งมีชีวิตต่างๆ  นักวิทยาศาสตร์จึงพยายามที่จะเข้าใจกลไกเหล่านี้จากข้อมูลด้านจีโนมที่มี
มากขึ้น กอปรกับเทคโนโลยีด้านไมโครอะเรย์ (microarray) ได้ส่งผลให้นักวิทยาศาสตร์ได้พยายามคิดค้น
วิธีการต่างๆ เพ่ือมาศึกษาการแสดงออกของยีนของโปรคาริโอตและยูคาริโอต [5, 6] โดยการอนุมาน
ลักษณะการควบคุมการแสดงออกของยีนจากข้อมูลดีเอ็นเอจากเทคนิคไมโครอะเรย์ด้วยวิธีทาง
คอมพิวเตอร์ [7-9] เช่น ordinary differential equations (ODE), partial differential equations 
(PDE) Bayesian networks [10] และ Boolean networks [1, 9, 11, 12] เป็นต้น ซึ่งวิธีที่ง่ายที่สุดที่ใช้
ศึกษาเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน (gene regulatory network) ด้วยเทคนิคบูลีน (Boolean 
network)  แต่อย่างไรก็ตาม การศึกษาเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับการถอดรหัสโดย
ใช้บูลีนนั้นมีข้อจ ากัดคือ สามารถวิเคราะห์ข้อมูล (input) ที่มีค่าเพียง 2 ระดับ นั่นคือ 0 หรือ 1 ดังนั้น 
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ส าหรับการวิเคราะห์เครือข่ายควบคุมการแสงดออกของยีนนั้น จ าเป็นต้องมีการแปลงค่าการแสดงออก
ของยีน (raw data) ให้อยู่เพียง 2 ระดับ (binary values) คือ 0 หรือ 1 ซึ่ง 0 อาจหมายถึงไม่มีการ
แสดงออกของยีนนั้นๆ และ 1 คือ มีการแสดงออกของยีนนั้นๆ เรียกขั้นตอนนี้ว่า “discretization” โดย
ใช้วิธีการทางสถิติ (discretization method) จะเห็นได้ว่า การแปลงค่าการแสดงออกของยีนซึ่งเป็น
ข้อมูลจริง มาเป็นข้อมูลเพียง 2 ระดับนั้น อาจไม่มีเพียงพอ และท าให้เกิดการท านายที่ผิดพลาด (false 
prediction) เครือข่ายควบคุมการแสงดออกของยีนมีความซับซ้อน ยากต่อการวิเคราะห์ต่อไป 

วิธีการที่ใช้ในการแปลงข้อมูลการแสดงออกของยีนในขั้นตอนนี้มีหลากหลายแบบ อย่างไรก็ตาม  
ในการศึกษาเครือข่ายควบคุมการท างานของยีนด้วยเทคนิคบูลีนที่มีมาก่อนหน้านี้นั้น ส่วนมากเน้นการ
ปรับปรุงวิธีการเทคนิคบูลีนมากกว่าการพิจารณาถึงการเลือกวิธีการที่ใช้ในการแปลงข้อมูล ซึ่งอาจเป็น
ปัจจัยหลักหนึ่งที่ท าเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนนั้นไม่สอดคล้องกับข้อมูลที่มีอยู่  นอกจากนี้
การปรับปรุงเทคนิคบูลีนที่สามารถสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่มีความซับซ้อนน้อยลง 
ให้สอดคล้องกับข้อมูลทางชีววิทยาน่าจะท าให้เครือข่ายควบคุมการแสงดออกของยีนที่สร้างขึ้นนั้นมีความ
ซับซ้อนน้อยลง การจะศึกษาเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนโดยใช้เทคนิคบูลีนที่มีมาก่อนหน้านี้
นั้น ยังขาดการพิจารณาถึงเงื่อนไขทางด้านชีววิทยา (biological constraint) เช่น โปรตีนควบคุม 
(transcription factors) สามารถควบคุมการแสดงออกของยีนเป้าหมายในระดับเมตาบอลิก (เอนไซม์) 
ได้ แต่เอนไซม์ไม่ควรควบคุมการแสดงออกของโปรตีนควบคุม เป็นต้น  การใส ่ biological constraint 
ใหก้ับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคบูลีนน่าจะลดความซับซ้อนของเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน โดย
การลดความผิดพลาดของการท านายที่มักจะเกิดข้ึนจากการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้  ท าให้เครือข่ายที่สร้างขึ้น
นั้นง่ายต่อการศึกษาและวิเคราะห์ต่อไป 

ดังนั้น การวิจัยในครั้งนี้ ผู้วิจัยมีความมุ่งหวังที่พัฒนาและปรับปรุงเทคนิควิธีการสร้างเครือข่ายการ
แสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไขโดยใช้เทคนิคบูลีน เรียกว่า Constraint-based Boolean network 
พร้อมทั้งค านึงถึงการประเมินหาวิธีการที่เหมาะสมต่อการแปลงข้อมูลการแสดงออกของยีนให้เป็นข้อมูล 
2 ระดับ เพ่ือช่วยให้สามารถสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนให้สอดคล้องกับระบบของ
สิ่งมีชีวิตมากยิ่งขึ้น ซึ่งสามารถลดความซับซ้อนของเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน นอกจากนี้ 
สามารถน าเอาวิธีที่พัฒนาขึ้นไปประยุกต์ใช้วิเคราะห์เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนของ
กระบวนการในพืช เช่น กระบวนการสังเคราะห์แป้ง ซึ่งเป็นแหล่งพลังงานหลักของมนุษย์ 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของโครงการ 

 เพ่ือปรับปรุงและพัฒนาวิธีการในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไข
ด้วยเทคนิคบูลีน เพ่ือน าไปใช้ศึกษาเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง 

 
1.3 ขอบเขตของโครงการวิจัย 

1.3.1 ปรับปรุงและพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์ (Constraint-based Boolean network) เพ่ือ
สร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนโดยใช้ข้อมูลจากไมโครอะเรย์ของยีสต์ภายใต้
สภาวะการเลี้ยงแบบ diauxic shift 

1.3.2 ประเมินหาวิธีการที่เหมาะสมที่สุดที่ใช้แปลงค่าการแสดงออกของยีนเป็นข้อมูล 2 ระดับ 
(discretization method) 
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1.3.3 ประยุกต์ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่พัฒนาขึ้น เพ่ือสร้างและศึกษาเครือข่ายการแสดงออก
ของยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง 
 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการสร้างและศึกษาเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนโดย
ใช้ข้อมูลไมโครอะเรย์ 

1.4.2 เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง เพ่ือน าไปสู่แนวทาง
ในการปรับปรุงสายพันธุ์พืชที่มีความสามารถในการสังเคราะห์แป้งเช่น ข้าวและมัน
ส าปะหลัง ที่สามารถสังเคราะห์แป้งให้มีคุณสมบัติตามต้องการ เหมาะต่อการน าไปใช้ใน
อุตสาหกรรมต่างๆ และน าไปสู่การเพ่ิมมูลค่าของผลิตภัณฑ์ทางการเกษตร 

1.4.3 มีการผลิตบุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญเฉพาะทางด้านเทคโนโลยีชีวสารสนเทศ 
(Bioinformatics) 

 
1.5 แผนการถ่ายทอดเทคโนโลยีหรือผลการวิจัยสู่กลุ่มเป้าหมาย 

1.5.1 เผยแพร่ผลงานวิจัยในรูปสิ่งตีพิมพ์และงานประชุมวิชาการในระดับชาติและระดับนานาชาติ 
1.5.2 ร่วมมือกับกลุ่มวิจัย 
 

1.6 แผนการด าเนนิงานตลอดโครงการ 
ตารางที่ 1.1 แผนการด าเนินงาน 
 

ขั้นตอนการวิจัย เดือนที่ 1-3 เดือนที่ 4-6 เดือนที่ 7-9 เดือนที่ 10-
12 

1. การเก็บและรวบรวมข้อมูล       

2. การเตรียมข้อมูล  
 

      

3.ประเมินวิธีการที่ใช้ในการแปลงข้อมูลการ
แสดงออกของยีน 

 
 

      

4. พัฒนาโปรแกรมที่ใช้ในการสร้างเครือข่าย
การแสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไข 

   
 

    

5. การทดสอบและประเมินโปรแกรม        

6. การประยุกต์ใช้โปรแกรมเพ่ือสร้างและศึกษา
เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสังเคราะห์แป้ง 

   
 

    

7. สรุปผลและเขียนรายงาน       
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บทที่ 2 
ระเบียบวิธีวิจัย 

 
 

การศึกษาวิจัยแบ่งออกเป็น 6 ขั้นตอนหลัก ดังแสดงในรูปที่ 2.1 ซึ่งมีรายละเอียดดังต่อไปนี้ 
2.1 การเก็บและรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

การทดลองนี้จะเก็บรวบรวมข้อมูลไมโครอะเรย์ 2 แบบ คือ cDNA microarrays ของยีสต์ และ
oligoncleotide microarray (Affymetrix GeneChips) จากฐานข้อมูล Stanford Microarray และ 
NASC's International Affymetrix Service (NASCArrays) ของพืช Arabidopsis thaliana 

 

 
รูปที่  2.1 วิธีการด าเนินวิจัยโดยสังเขป 

 
2.2 การเตรียมข้อมูล (Data preprocessing) 
ก่อนที่จะน าข้อมูลการแสดงออกของยีนไปใช้นั้น ต้องมีการเตรียมข้อมูลให้เหมาะสม รวมทั้งมีการ 

ปรับค่าการแสดงออกของยีนให้อยู่ในมาตรฐานเดียวกันตามเทคโนโลยีไมโครอะเรย์ที่ใช้ เพ่ือสามารถ
น ามาเปรียบเทียบหรือวิเคราะห์ในขั้นตอนต่อไป ข้อมูลที่ใช้ในงานวิจัยนี้มี 2 แบบ จาก cDNA 
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microarrays และ oligoncleotide microarray (Affymetrix GeneChips) การเตรียมข้อมูลก็จะ
แตกต่างกัน ข้อมูลการแสดงออกของยีนที่ผ่านกระบวนการเตรียมข้อมูลแล้วนั้นจะแปลงเป็น 2 ระดับ 
(binary values) คือ เป็น 0 หรือ 1 ส าหรับวิเคราะห์ด้วยเทคนิคบูลีนต่อไป 

2.3 ประเมินวิธีการที่ใช้ในการแปลงข้อมูลการแสดงออกของยีน (Data Discretization) 
ขั้นตอนที่ส าคัญในการวิเคราะห์เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิคบูลีน คือ การ

แปลงค่าการแสดงออกของยีนเป็นข้อมูล 0 และ 1 เพ่ือใช้ในการสร้างฟังก์ชั่นบูลีน (Boolean function) 
ในการหาความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีนว่าเป็นความสัมพันธ์แบบกระตุ้น (activation) หรือยับยั้ง 
(inhibition) ซึ่งวิธีการทางสถิติท่ีใช้ในการแปลงข้อมูลเป็น 0 หรือ 1 นั้นมีหลายแบบ จึงควรมีการ
ประเมินหาวิธีการทีเ่หมาะสมใช้ในการแปลงข้อมูลการแสดงออกของยีน เพ่ือให้ได้เครือข่ายควบคุมการ
แสดงออกของยีนที่มคีวามสอดคล้องกับระบบของสิ่งมีชีวิต โดยจะประเมินวิธีการด้วยการเปรียบเทียบค่า
ความเหมือน (Similarity score) ระหว่างเดนโดแกรม (dendogram) ของ raw data และ binary 
values ว่ามีความเหมือนหรือต่างกันเพียงใด โดยเดนโดแกรมนั้นสร้างจากวิธีการ hierarchical 
clustering วิธีการที่ให้ค่า similarity score  ระหว่าง dendogram ของ raw data และ binary 
values สูงสุด ควรจะเป็นวิธีการที่ดีท่ีสุดที่จะใช้ในการแปลงข้อมูล และสามารถช่วยสร้างเครือข่าย
ควบคุมการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิคบูลีนที่สอดคล้องกับข้อมูลทางชีววิทยามากที่สุด [13] 

2.4 พัฒนาโปรแกรมท่ีใช้ในการสร้างเครือข่ายการแสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไข 
(Constraint-based Boolean network) 

ด้วยข้อจ ากัดของเทคนิคบูลีนที่อาจสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่มีความ
ผิดพลาด เพราะสร้างมาจากข้อมูลเพียง 2 ระดับ คือ 0 และ 1 ดังนั้น นอกจากการพิจารณาถึง
ความส าคัญของ dicretization method ก่อนการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคบูลีนแล้ว ควรปรับปรุงเทคนิค
บูลีนให้สามารถสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่มีความซับซ้อนน้อยลง ลดความผิดพลาดใน
การท านาย การใสเ่งื่อนไขทางชีววิทยาให้กับการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคบูลีน น่าจะลดความซับซ้อนและลด 
การท านายที่ผิดพลาดที่มักจะเกิดข้ึนจากการวิเคราะห์ด้วยวิธีนี้  ท าให้ง่ายต่อการศึกษาและวิเคราะห์
เครือข่ายที่สร้างข้ึนได้ต่อไป ดังนั้น งานวิจัยนี้จึงพัฒนาวิธีการที่ใช้สร้างเครือข่ายการแสดงออกของยีน
แบบมีเงื่อนไข เรียกว่า Constraint-based Boolean network ด้วยภาษา C++ ซึ่งจะใช้ข้อมูลการ
แสดงออกของยีนใน galactose pathway  ของยีสต์เป็นข้อมูลในการพัฒนาโปรแกรม 

2.5 การทดสอบและประเมินโปรแกรม (Model validation) 
หลังจากการพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์เพ่ือสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนแบบมี

เงื่อนไข โปรแกรมท่ีพัฒนาขึ้นนั้นจ าเป็นต้องมีการทดสอบเพ่ือวัดประสิทธิภาพของโปรแกรมท่ีพัฒนาขึ้น 
โดยการเปรียบเทียบเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนอ้างอิง [14] ใน galactose pathway และ
เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่สร้างขึ้นจาก Constraint-based Boolean network ด้วย
ค่าสถิติ เช่น ค่าความถูกต้อง (accuracy) ค่าความแม่นย า (precision) เป็นต้น 

2.6 การประยุกต์ใช้โปรแกรมเพื่อสร้างและศึกษาเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสังเคราะห์แป้ง (Case study for starch application) 

ในขั้นการทดลองนี้ จะน าเอาโปรแกรมท่ีพัฒนาขึ้นมาใช้สร้างเครือข่ายควบคุมการท างานของยีน
ในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง เพ่ือท าความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกการท างานของกระบวนการสังเคราะห์
แป้งมากขึ้น  โดยเลือกเอาข้อมูลการแสดงออกของยีนในพืชต้นแบบ (plant model) นั่นคือ 
Arabidopsis thaliana ซึ่งข้อมูลการแสดงออกของยีนต้องผ่านกระบวนการ pre-processing และหา
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ยีนที่มีการแสดงออกอย่างมีนัยส าคัญ (Significant genes) และหายีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
สังเคราะห์แป้งโดยใช้ข้อมูลยีนในงานวิจัยของ [14] ข้อมูลที่ผ่านการ discretization จะน าไปสร้าง
เครือข่ายควบคุมการท างานของยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้งด้วย Constraint-based Boolean 
network 

 
 

รูปที่ 2.2 ขั้นตอนการวิเคราะห์เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง 
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บทท่ี 3 
ผลด าเนินงานวิจัย 

 
3.1 การเก็บและรวบรวมข้อมูล (Data collection) 

 การทดลองนี้จะใช้ข้อมูล 2 ชุด ดังตารางที่ 3.1  ประกอบด้วย 1) ข้อมูลการแสดงออกของยีนใน
สภาวะ diauxic shift ของ Saccharomyces cerevisiae [15, 16] จากฐานข้อมูล Stanford 
Microarray (http://cmgm.stanford.edu/pbrown/explore/array.txt) เป็นข้อมูลทดสอบส าหรับ
การวิเคราะห์เริ่มต้นและการพัฒนาโปรแกรมสร้างเครือข่ายการแสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไข (test 
data) และ 2) ข้อมูลการแสดงออกภายใต้สภาวะ diurnal cycle ของ Arabidopsis  [14] จาก
ฐานข้อมูล NASC's International Affymetrix Service (NASCArrays) 
(http://affymetrix.arabidopsis.info/) ใช้เป็น case study ส าหรับสร้างและศึกษาเครือข่ายควบคุม
การแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง 
 
ตารางที่ 3.1 ข้อมูลการแสดงออกของยีนที่ใช้ในงานวิจัยนี้ 

ข้อมูล สิ่งมีชีวิต เทคโนโลยีไม
โครอะเรย ์

จ านวนยีนใน
ชุดข้อมูล 

Database 

Test 
data 

S. cerevisiae cDNA 
microarray 

6,153 ยีน 1. Stanford Microarray Database 
2. http://cmgm.stanford.edu/pbrown

/explore/array.txt 
Case 
study 

A. thalian Affymetrix 
GeneChips 

22,810 ยีน NASCArrays 
http://affymetrix.arabidopsis.info/narray
s/experimentpage.pl?experimentid=60 

 
ข้อมูลการแสดงออกของยีนของ test data เป็นข้อมูลการศึกษาการแสดงออกของยีน 6,153 ยีน  

ภายใต้สภาวะ diauxic shift คือ การเปลี่ยนกระบวนการหมักเป็นการหายใจแบบใช้ออกซิเจนใน 7 
ช่วงเวลา (time points; T) คือ ณ เวลาเริ่มต้น (0 ชั่วโมง; T1) 9.5 ชั่วโมง (T2), 12 ชั่วโมง (T3),  13 
ชั่วโมง (T4), 15 ชั่วโมง (T5), 17 ชั่วโมง  (T6)  และ 18.5 ชั่วโมง  (T7)  ซึ่งเป็นช่วงเวลาศึกษาการ
แสดงออกของยีนเมื่อได้รับปริมาณกลูโคสปริมาณ คือ T1 =19, T2 =18.7, T3 =17.6, T4 =14, T5 =7.5, 
T6 =0.2,  และ T7 =0 g/l Glucose  

 
3.2 การเตรียมข้อมูล (Data preprocessing) 
ก่อนที่จะน าข้อมูลการแสดงออกของยีนไปใช้นั้น ต้องมีการเตรียมข้อมูลให้เหมาะสม รวมทั้งมีการ

ปรับค่าการแสดงออกของยีนให้อยู่ในมาตรฐานเดียวกัน เรียกว่า normalization เพ่ือสามารถน าเอาการ
แสดงออกของยีนแต่ละยีนมาเปรียบเทียบกันได้ โดยเตรียมข้อมูล galactose pathway ให้อยู่ในรูปแบบ 
log2ratio และพิจารณาการกระจายตัวของข้อมูลการแสดงออกของยีนในรูปแบบ  log2ratio (รูปที่ 3.1) 
ว่ามีการกระจายตัวของข้อมูลเป็นแบบปกติ (normal distribution) ซึ่งจะต้องมีค่าเฉลี่ยอยู่ท่ี 0 แต่จาก
ข้อมูลพบว่าข้อมูลมีการกระจายตัวออกห่าง 0 จึงต้องมีการปรับค่าของข้อมูลให้การกระจายตัวของข้อมูล
เข้าใกล้ 0 คือ โดยการหักลบความผิดพลาดเนื่องมาจาก dye bias ด้วยการหักลบค่า background 
intensity (background correction) ของการแสดงออกของยีนออก (รูปที่ 3.2) อย่างไรก็ตาม จะเห็น

http://cmgm.stanford.edu/pbrown/explore/array.txt
http://affymetrix.arabidopsis.info/
http://cmgm.stanford.edu/pbrown/explore/array.txt
http://cmgm.stanford.edu/pbrown/explore/array.txt
http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentpage.pl?experimentid=60
http://affymetrix.arabidopsis.info/narrays/experimentpage.pl?experimentid=60
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ว่า แม้มีการปรับค่า background ออกแล้ว ยังมีบางช่วงเวลาทีม่ีการกระจายตัวแตกต่างออกไป ดังนั้น 
จึงมีการปรับข้อมูล (normalization) ด้วยวิธี lowess เพ่ือปรับให้ข้อมูลอยู่มาตรฐานเดียวกัน คือ เข้า
ใกล้ 0 ให้สามารถเปรียบเทียบข้อมูลการแสดงออกของยีนระหว่างช่วงเวลาได้ (รูปที่ 3.3-3.5) 

 

 
 

รูปที่ 3.1 การกระจายตัวของข้อมูลการแสดงออกของยีนของทุกช่วงเวลา (T1-T7) ในรูปแบบ log2ratio 
 

 
รูปที่ 3.2 การกระจายตัวของข้อมูลการแสดงออกของยีนของทุกช่วงเวลา (T1-T7) ที่ผ่านการ 
normalization ด้วย background correction แล้ว 
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รูปที่ 3.3 เปรียบเทียบ IR plot (ใช้ Bioinformatics Toolbox ของ MATLAB) ของข้อมูลการแสดงออก
ของยีนแต่ละช่วงเวลา (T1-T4) ในรูปแบบ log2ratio ที่ผ่าน background correction และ ที่ผ่านการ 
normalization ด้วยวิธ ีlowess  

T3 

T4 

T1 

T2 

Background correction (before normalization) After normalization 

http://www.mathworks.com/help/toolbox/bioinfo/
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รูปที่ 3.4 เปรียบเทียบ IR plot (ใช้ Bioinformatics Toolbox ของ MATLAB) ของข้อมูลการแสดงออก
ของยีนแต่ละช่วงเวลา (T5-T7) ในรูปแบบ log2ratio ที่ผ่าน background correction และที่ผ่านการ 
normalization ด้วยวิธ ีlowess 

 

 
 
 
 
 
 

T7 

T5 

T6 

After normalization Background correction (before normalization) 

http://www.mathworks.com/help/toolbox/bioinfo/
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รูปที่ 3.5 การกระจายตัวของข้อมูลการแสดงออกของยีนของของทุกช่วงเวลา (T1-T7) ที่ผ่านการ 
normalization ด้วยวิธ ีlowess   
 

ส่วนข้อมูล Affymetrix GeneChips เป็นข้อมูลการแสดงออกของยีนของพืช Arabidopsis ภายใต้
สภาวะกลางวันและกลางคืน มีทั้งหมด 11 ช่วงเวลา (time points; T) คือ ณ เวลาเริ่มต้นในช่วงเวลา (0 
ชั่วโมง; T1) 1 ชั่วโมง (T2), 2 ชั่วโมง (T3),  4 ชั่วโมง (T4), 8 ชั่วโมง (T5), 12 ชั่วโมง  (T6) 13 ชั่วโมง (T7), 
14 ชั่วโมง (T8), 16 ชั่วโมง  (T9)   20 ชั่วโมง  (T10)   และ 24 ชั่วโมง  (T11)  โดยช่วงเวลา  T1 - T5 คือ 
ช่วงเวลากลางคืน T6 – T10 คือ ช่วงเวลากลางวัน ส่วน T6 เป็นช่วงเวลาซ้อนทับช่วงเวลา T1 เตรียมข้อมลู
การแสดงออกของยีนชุดนี้ใช้ภาษา R [http://www.r-project.org/] ใน Bioconductor 
[http://www.bioconductor.org] [17, 18]  โดยเตรียมข้อมูลการแสดงออกของยีนให้อยู่ในรูปแบบ 
log2intensity และหายีนที่มีการแสดงออกอย่างมีนัยส าคัญด้วยโปรแกรม EDGE [19] เวอร์ชั่น 1.1.175 
[http://faculty.washington.edu/jstorey/edge/] ก่อนน าไปวิเคราะห์สร้างเครือข่ายควบคุมการ
แสดงออกของยีน 

 
3.3 แปลงค่าการแสดงออกของยีนและการประเมินวิธีการที่ใช้ในการแปลงข้อมูลการแสดงออก

ของยีน (Data Discretization) 
ข้อมูลที่ผ่านการ Normalization แล้วจะน ามาแปลงค่าการแสดงออกยีนเป็น 2 ระดับ (binary 

values) คือ 0 และ 1 ซึ่งหมายถึงไม่มีการแสดงออกของยีน และมีการแสดงออกของยีน ตามล าดับ เพ่ือ
สะดวกต่อการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคบูลีนในขั้นตอนต่อไป ขั้นตอนนี้เรียกว่า “discretization” ในงานวิจัย
ในสนใจการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ galactose pathway โดยเลือกเอาเฉพาะกลุ่ม
ยีนที่เกี่ยวข้องกับ galactose pathway (ตารางท่ี 3.2) ที่มีข้อมูลของการควบคุมเครือข่ายการแสดงออก
ของยีน [15] มาวิเคราะห์ต่อไป เพราะจะได้สามารถประเมินประสิทธิภาพของงานวิจัยนี้ได้ ข้อมูลการ
แสดงออกของกลุ่มยีนดังกล่าว ดังรูปที่ 3.6 

 
 

http://www.r-project.org/
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ตารางที่ 3.2  ยีนที่เกี่ยวข้องกับ galactose pathway ที่ใช้ในงานวิจัยนี้ [15] 
Gene name Protein Enzyme Function 
GAL2 gal2p permease Transports galactose into the cell 
GAL1 gal1p Galactokinase Conversion of intracellular galactose 
GAL7 gal7p Uridylyltransferase Conversion of intracellular galactose 
GAL10 gal10p Epimerase Conversion of intracellular galactose 
GAL4 gal4p Regulatory gene Promotes transcription of GAL genes 
GAL80 gal80p Regulatory gene Binds gal4p and inhibits its activity 

(absent of galactose) 
GAL3 gal3p Regulatory gene Associate with gal80p to release its 

repression of gal4p 
 

 
รูปที่ 3.6 การแสดงออกของกลุ่มยีนที่เก่ียวข้องกับ galactose pathway ในทุกช่วงเวลา (T1-T7) ที่ผ่าน
การ normalization ด้วยวิธี lowess   

 
วิธีที่ใช้ในการแปลงค่าการแสดงออกของยีนให้เป็น 0 หรือ 1 (discretization method) ใน

งานวิจัยนี้คือ 
- Mean คือ ค่าเฉลี่ยของการแสดงออกของยีนของทุกๆช่วงเวลา ถ้าค่าการแสดงออกของยีนนั้นๆ 

มีค่ามากกว่า Mean ก็มีค่าเท่ากับ 1 ถ้าน้อยกว่ามีค่าเท่ากับ 0 
- Max-x%Max โดย Max คือ ค่าการแสดงออกของยีนแต่ละยีนที่มีค่ามากท่ีสุดของทุกๆช่วงเวลา 

(time points),  x คือ 10, 20, 30, …, 90 ถ้าค่าการแสดงออกของยีนนั้นๆ มีค่ามากกว่า Max-
x%Max ก็มีค่าเท่ากับ 1 ถ้าน้อยกว่ามีค่าเท่ากับ 0 
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- Sign of log2ratio คือ ถ้าค่าการแสดงออกของยีนมีค่าน้อยกว่าศูนย์จะให้เท่ากับ 0 ถ้ามีค่า
มากกว่าศูนย์ จะให้เท่ากับ 1 

 
จะเห็นว่าเรามีการพิจารณาวิธีที่ใช้แปลงค่าการแสดงออกของยีนหลายวิธี ดังนั้น จึงมีการวิเคราะห์

เพ่ือหาวิธีที่เหมาะสมที่สุดที่น ามาใช้แปลงค่าการแสดงออกของยีนที่ผ่านการ normalization (raw 
data) มาเป็นข้อมูล binary values  (0 หรือ 1) ก่อนน าไปวิเคราะห์ต่อไปด้วยเทคนิคบูลีน ข้อมูลดิบที่
ผ่านการ normalization (raw data)  และข้อมูล binary values ของยีนที่เกี่ยวข้องกับ galactose 
pathway โดยใช้วิธีการ Mean  Max-x%Max และ Sign of log2ratio แสดงดังตารางที่ 3.3-3.6 
ตามล าดับ 
 
ตารางที่ 3.3  ข้อมูลการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับ galactose pathway ที่ผ่านกระบวนการ 
normalization แล้ว 

  T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 
GAL3 -0.49411 -0.21759 -0.13606 -0.26882 -0.23447 0.4957 1.18269 
GAL4 -0.20091 -0.1047 -0.25154 -0.41504 -0.55639 -0.73697 -0.76121 
GAL11 -0.1047 -0.1047 -0.074 -0.35845 -0.39593 -0.64386 -0.8365 
GAL80 -0.25154 0.41143 0.53605 -0.18442 -0.35845 0.40054 -0.39593 
GAL83 0.32193 0.08406 0.47508 0.05658 0.20163 -0.16812 -0.18442 
GAL1 0.15056 0.11103 0.28688 0.11103 -0.02915 0.47508 -0.23447 
GAL2 0.05658 0.11103 0.21412 0.55582 0.60407 1.43296 0.83996 
GAL7 -1.25154 -0.66658 -0.074 -0.53533 -0.78588 0.34483 0.57531 
GAL10 -0.55639 -0.39593 0.66903 -0.13606 -0.76121 0.64155 0.78241 
 

ตารางที่ 3.4  ข้อมูล Binary values ของยีนที่เก่ียวข้องกับ galactose pathway ด้วยวิธี Mean 
  T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 

GAL3 0 0 0 0 0 1 1 
GAL4 1 1 1 1 0 0 0 
GAL11 1 1 1 1 0 0 0 
GAL80 0 1 1 0 0 1 0 
GAL83 1 0 1 0 1 0 0 
GAL1 1 0 1 0 0 1 0 
GAL2 0 0 0 1 1 1 1 
GAL7 0 0 1 0 0 1 1 
GAL10 0 0 1 0 0 1 1 
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ตารางที่ 3.5  ข้อมูล Binary values ของยีนที่เก่ียวข้องกับ galactose pathway ด้วยวิธี Max-x%Max 
  T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 

GAL3 0 0 0 0 0 1 1 
GAL4 0 0 0 0 0 0 0 
GAL11 0 0 0 0 0 0 0 
GAL80 0 1 1 0 0 1 0 
GAL83 1 1 1 1 1 0 0 
GAL1 1 1 1 1 0 1 0 
GAL2 1 1 1 1 1 1 1 
GAL7 0 0 0 0 0 1 1 
GAL10 0 0 1 0 0 1 1 

 

ตารางที่ 3.6  ข้อมูล Binary values ของยีนที่เก่ียวข้องกับ galactose pathway ด้วยวิธี Sign of 
log2ratio  
 

  T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 
GAL3 0 0 0 0 0 1 1 
GAL4 0 0 0 0 0 0 0 
GAL11 0 0 0 0 0 0 0 
GAL80 0 1 1 0 0 1 0 
GAL83 1 0 1 0 1 0 0 
GAL1 0 0 1 0 0 1 0 
GAL2 0 0 0 0 1 1 1 
GAL7 0 0 0 0 0 1 1 
GAL10 0 0 1 0 0 1 1 

 
เพ่ือให้ได้เครือข่ายการควบคุมการแสดงออกของยีนที่สอดคล้องกับข้อมูลในห้องปฏิบัติการมาก

ที่สุด งานวิจัยนี้ได้การเปรียบเทียบค่าความเหมือน (Similarity score) ของเดนโดแกรม (dendogram) 
ของการจัดกลุ่มความเหมือนของกลุ่มยีนที่เลือกมาในชุดข้อมูล raw data และเดนโดแกรมของข้อมูล 
binary values ว่ามีความเหมือนหรือต่างกันเพียงใด โดยการสร้างเดนโดแกรมด้วยวิธี hierarchical 
clustering โดยเขียนโปรแกรมเพ่ือค านวณหา similarity score ใน MATLAB [ภาคผนวก ก] ตัวอย่าง
การเปรียบเทียบความเหมือนของเดนโดแกรมของข้อมูลทั้งสองแบบ โดยมีสมมติฐานว่า discretization 
method ที่สามารถเปลี่ยนข้อมูลดิบเป็น binary values แล้วท าให้ข้อมูลทั้งสองชุดนี้คล้ายกันด้วยค่า 
similarity score สูงสุด น่าจะเป็นวิธีการที่เหมาะสมที่สุดส าหรับแปลงค่าการแสดงออกของยีน เพ่ือ
วิเคราะห์ด้วยเทคนิคบูลีนแบบมีเงื่อนไข (Constraint-based Boolean network) เพราะให้ค่า
สอดคล้องกับความเป็นจริง (raw data) มากที่สุด ตัวอย่างเดนโดแกรมของ raw data และ binary 
profiles แสดงในรูปที่ 3.7   
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รูปที่ 3.7 การเปรียบเทียบความเหมือนกันระหว่างเดนโดแกรมของข้อมูล (ก)  raw data/reference 
และ (ข) ข้อมูล binary profiles ที่ใช้วิธี  Mean มาแปลงค่าการแสดงออกของยีนเป็น 0 หรือ 1 

 
จากรูปที่ 3.7 ล าดับเลขด้านล่างของเดนโดแกรมแต่ละรูปคือ ยีน ตัวอย่างเช่น รูป 3.7ก เมื่อ

เปรียบเทียบคู่ยีนในข้อมูล raw data พบว่ายีน 2  และ ยีน 3 มีความใกล้เคียงกันมากที่สุด เมื่อ
เทียบเคียงกับคู่ยีนคู่อ่ืนๆ ก็จะถูกจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกันก่อน และไล่จัดกลุ่มต่อไปตามหลักการของ 
hierarchical clustering  เมื่อได้เดนโดแกรมของ raw data ก็จะน ามาเปรียบเทียบกับเดนโดแกรมของ 
binary values ที่แปลงโดย discretization method ต่างๆ (ในรูป 3.7 นี้ใช้วิธีการ mean) (รูป 3.7ข) 
ด้วยค่า similarity score และจากการเปรียบเทียบค่า similarity score พบว่า Max-60%Max นั้นให้ค่า 
similarity score สูงสุด ดังตารางที่ 3.7 และรูปที่ 3.8  ดังนั้น จึงเลือกวิธี Max-60%Max เพ่ือไปแปลง
ข้อมูลการแสดงออกของยีนเป็น binary values ก่อนการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน
ด้วยเทคนิคบูลีนแบบมีเงื่อนไข (ท่ีพัฒนาขึ้น) ต่อไป 

 
ตารางที่ 3.7  เปรียบเทียบ Similarity score ของการเปรียบเทียบเดนโดแกรมของ 
reference/reference กับ reference -binary profiles ที่ได้จาก discretization methods ทั้ง 3 วิธ ี
 

Comparing dendogram Similarity score Normalized similarity score 
Reference/reference 2.6167 1 
Reference/Mean 1.3333 0.51 
Reference/Sig of Log2Ratio 0.8333 0.32 
Reference/Max-60%Max 1.5833 0.61 

 

  
(ก) (ข) 
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รูปที่ 3.8 Similarity score ของการเปรียบเทียบเดนโดแกรมของ raw data/reference กับ binary 

values ที่ได้จากวิธีการ Max-x%Max เมื่อ x = 10, 20, 30,…, 90 
 

3.4 พัฒนาโปรแกรมท่ีใช้ในการสร้างเครือข่ายการแสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไข 
(Constraint-based Boolean network) 

การจะศึกษาเครือข่ายการแสดงออกของยีนโดยใช้ Boolean network ที่มีการแปลงข้อมูลเพียง 2 
ระดับ คือ 0 และ 1 ท าให้ได้เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่มีความซับซ้อน เนื่องจากได้ false 
positive มาก ดังนั้น จึงพัฒนาโปรแกรมเพ่ือสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน โดยเพิ่มเงื่อนไข
ทางชีววิทยา (biological constraint) บนพื้นฐานของหลักการ genetic circuit และข้อมูลทาง
ห้องปฏิบัติการ เพ่ือลดความผิดพลาดและความซับซ้อนของเครือข่ายที่สร้างขึ้น ซึ่งได้มีการเพ่ิมเงื่อนไข
ทางชีววิทยาว่าเอนไซม์ไม่สามารถควบคุมโปรตีนควบคุม (transcription factors) ได้    เพ่ือเป็นการลด
ความซับซ้อนของ network ลง ในงานวิจัยนี้ ใช้ภาษา C++ ในการพัฒนา Constraint-based Boolean 
network โดยใช้ข้อมูล galactose pathway [15] ที่ผ่านขั้นตอน 3.3 ขั้นตอนการท างานของโปรแกรมท่ี
พัฒนาขึ้นแสดงดังรูปที่ 3.9-3.10 ส่วนโค้ดสคริป C++ ส าหรับสร้าง gene regulatory network ของ
กลุ่มยีนที่สนใจด้วยวิธี Constraint-based Boolean network [ภาคผนวก ข] 
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รูปที่ 3.9 ขั้นตอนการพัฒนาโปรแกรมการสร้างเครือข่ายการแสดงออกของยีนแบบมีเงื่อนไข 

Input data   : discretized value of expression data  
                  :   k (number of parent node) 
          :   tf (transcription factors) 

Infer_network 
if  tf = 0  
     infer_network_no_tf 
else 

infer_network_no_tf   
infer_network_with_tf 

Infer_network_helper 
Input data   =  Boolean function 
Output data  =  Prediction of activation inhibition 

Save_network 
Output: all combination 

Of parent with target 

Save_predict 
Output:  regulation matrix 

Input 
data 

Infer_network 

Infer_network_no_tf 
 

Infer_network_helper 
 

Save_network 
 

 

Final output 
data 

Infer_network_with_tf 
 

Save_predict 
 
 

Network:3   
11x == 0 
10x == 1 
01x == 0 
00x == 0 
aix == ? 

 

    g1  g2  g3   
g1  x   i    -    
g2  a   x   -    
g3  a   i   x    
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รูปที่ 3.10 เปรียบเทียบ Non-constraint-based Boolean Network (classical Boolean network)  
และ  Constraint-based Boolean network 
 
 
 
 

Non-constraint-based Boolean Network 
(classical Boolean network)  [1] 

Constraint-based Boolean network 
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จากรูป 3.9 โปรแกรมจะรับค่าข้อมูล binary values ผ่านทาง command line โดยการเรียกใช้

โปรแกรมด้วยค าสั่ง 
 

 
 
 

โดย <k-value> <tf-value> <input> <output> เป็นพารามิเตอร์ที่ผู้วิเคราะห์ก าหนด มี
รายละเอียดดังนี้ 
 k-value คือ  จ านวนยีนที่มาควบคุม (parent genes) ก าหนดมากสุด คือ 5  
 tf-value คือ โปรตีนควบคุม (Transcription factors: TF) ซึ่งจ าเป็นต้องเป็นเงื่อนไขทาง

ชีววิทยา จากตัวอย่างไฟล์ข้อมูลดังตารางที่ 3.8 ถ้าก าหนด TF = 2 นั่นคือ g1 และ g2 สามารถ
ควบคุม g3 แต่ g3 ไม่สามารถควบคุม g1 และ g2  ในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออก
ของยีนอาจมี TF หรือไม่มีก็ได้ หากไม่มี TF โปรแกรมก็จะสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออก
ของยีนโดยไม่ได้ค านึงถึงเง่ือนไขทางชีววิทยาที่ใส่เข้าไป แต่หากมีการใส่ TF ในการสร้าง
เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วย โปรแกรมจะมีการพิจารณาว่า เอนไซม์ไม่ควรควบคุม
การแสดงออกของ TF ได้ ดังนั้น โปรแกรมจะไม่พิจารณาฟังก์ชั่นบูลีนของเอนไซม์ที่มีต่อ TF 
นั้นๆ 

 input คือ ชื่อไฟล์ข้อมูล binary values (.csv) ตัวอย่างไฟล์ข้อมูลดังตารางที่ 3.8 โดยจัด TF ไว้ 
column ต้นๆ แล้วตามด้วยเอนไซม์ ดังนั้น หากไฟล์ข้อมูล มี TF 2 ตัว เช่น g1 และ g2 ก็ต้อง
จัด g1 ไว้คอลัมน์แรก แล้วตามด้วย g2 ที่คอลัมน์สอง ส่วนคอลัมน์สามเป็นต้นไป คือ เอนไซม์ 
โปรแกรมจะรู้อัตโนมัติว่า TF อยู่ตรงต าแหน่งคอลัมน์ใดจากการก าหนดจ านวน TF ให้โปรแกรม 

 output คือ  ชื่อไฟล์ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย Constraint-based Boolean network 
(.csv) ตัวอย่างไฟล์ผลที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย Constraint-based Boolean network ดัง
ตารางที่ 3.9 โดยแถว คือ ยีนหรือโปรตีนควบคุม (parent genes) ส่วนคอลัมน์ คือ ยีน
เป้าหมาย (target genes) “i” คือ inhibition เป็นความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีนแบบยับยั้ง 
(inhibition) ส่วน “a” คือ activation เป็นความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีนแบบกระตุ้น “-” คือ ไม่มี
ความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีน โดยการวิจัยนี้ตัดการพิจารณาการควบคุมยีนตัวเองออก ซึ่งก็คือ “x” 
ในผล จากตัวอย่างในตาราง 3.9 จะเห็นว่าเอนไซม์ g3 ถูกยับยั้งด้วยยีน g1 และกระตั้นด้วยยีน 
g2 ดังนั้นฟังก์ชั่นบูลีนของความสัมพันธ์นี้คือ g3 = g2 AND NOT g1 ซึ่งผลที่ได้จะแสดงเป็น
เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วยโปรแกรม Cytoscape  [20] 

 
จากการเปรียบเทียบขั้นตอนการท างานโปรแกรม Non-constraint-based Boolean Network 

(classical Boolean network)  [1] และ  Constraint-based Boolean network ที่พัฒนาขึ้นมาใน
งานวิจัยนี้ แสดงดังรูปที่ 3.10 
 
 

>./boolean.out  หรือ 
>./boolean.out <k-value> <tf-value> <input> <output> 
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ตารางที่ 3.8 ตัวอย่างไฟล์ข้อมูล binary values  (.csv) ที่ใช้วิเคราะห์ด้วย Constraint-based 
Boolean network 

g1 g2 g3 
0 1 1 
0 0 0 
1 0 0 
1 1 1 
0 1 0 
0 0 0 

 
ตารางที่ 3.9 ตัวอย่างไฟล์ผล (.csv) จากการวิเคราะห์ด้วย Constraint-based Boolean network 
 

g1 g2 g3 
g1 x i 
g2 a x 
g3 a i 

 
3.5 การทดสอบและประเมินโปรแกรม (Model validation) 
หลังจากการพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์เพ่ือสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนแบบมี

เงื่อนไขแล้ว โปรแกรมที่พัฒนาขึ้นนั้นจ าเป็นต้องมีการทดสอบเพื่อวัดประสิทธิภาพของโปรแกรม 
Constraint-based Boolean network ที่พัฒนาขึ้น ทั้งนี้ มีการประเมินความถูกต้องของเครือข่าย
ควบคุมการแสดงออกของยีนใน galactose pathway ที่สร้างขึ้นด้วยข้อมูล binary values จากทุกวิธี 
คือวิธี Mean   Max-x%Max และ Sign of log2ratio เพ่ือทดสอบสมมติฐานที่ตั้งไว้ว่า discretization 
method ที่ให้ค่า similarity score ของการเปรียบเทียบเดนโดนแกรมของ binary values เทียบกับ 
raw data สูงที่สุดจะเป็นวิธีที่เหมาะสมที่สุดในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วย
เทคนิคบูลีน  ข้อมูลที่ได้จากโปรแกรมท่ีพัฒนาขึ้นจากภาษา C++ นั้น ผลที่ได้จากโปรแกรมจะสามารถ
ระบบรูปแบบการควบคุมกันของยีนว่า ยีนหนึ่งสามารถควบคุมแบบการแสดงออกของยีนอื่นแบบยับยั้ง 
(i; inhibition) หรือแบบกระตุ้น (a; activation) ส่วน x คือ ไม่มีการกระตุ้น/ยับยั้งกันระหว่างคู่ยีนนั้นๆ 
ท้ายสุดจะน าผลเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่สร้างจาก Constraint-based Boolean 
network ทีผ่่านขั้นตอน discretization ด้วยวิธีการต่างๆ มาเปรียบเทียบกับเครือข่ายควบคุมการ
แสดงออกของยีนอ้างอิง (reference network) แสดงในตารางที่ 3.10 ซึ่งเป็นข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ
หรือเป็นข้อมูลที่มีการกล่าวอ้างมาก่อน โดยประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรม Constraint-based 
Boolean network ด้วยค่าทางสถิติ [21] ดังนี้ 
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1. False positive rate (FPR) คือ ค่าอัตราส่วนการที่โปรแกรมท านายว่ามีความสัมพันธ์กันของคู่
ยีนทั้งที่ความจริงไม่มี ต่อความสัมพันธ์ของคู่ยีนที่ไม่มีใน reference network ค านวณได้จาก 
FP/(TN+FP) 

2. False negative rate (FNR) คือ ค่าอัตราส่วนการที่โปรแกรมท านายว่าไม่มีความสัมพันธ์กัน
ของคู่ยีนที่ถูกต้องจริงๆ ต่อในความสัมพันธ์ของคู่ยีนที่สามารถท านายได้ทั้งหมด ค านวณได้จาก 
FN/(TP+FN)   

3. False discovery rate (FDR) คือ อัตราส่วนการที่โปรแกรมท านายผิดพลาด จาก
ความสัมพันธ์ทั้งหมดที่ท านายได้  ค านวณได้จาก FP/(TP+FP) 

4. ค่าความถูกต้อง (accuracy) คือ ค่าความถูกต้องของโปรแกรม ค านวณได้จาก 
(TP+TN)/(TP+TN+TP+FN) 

5. ความแม่นย า (precision) คือ ค่าความแม่นย าของโปรแกรมในการสร้างเครือข่ายควบคุมการ
แสดงออกของยีน ค านวณได้จากรูปแบบความสัมพันธ์ของการ regulation คือ 
TR/(TR+FR+FI) 

6. ความจ าเพาะ (specificity) คือ ค่าความจ าเพาะต่อของการท านายความสัมพันธ์ในเครือข่ายที่
ไม่มีอยู่จริง ค านวณได้จากรูปแบบความสัมพันธ์ของการ regulation คือ TZ/(TZ+FR) 

7. ความไว (sensitivity) คือ สัดส่วนของการท านายความสัมพันธ์ที่มีอยู่จริง ในการท านายหรือ
สร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน ค านวณได้จากรูปแบบความสัมพันธ์ของการ 
regulation คือ TR/(TR+FZ+FI) 

 
โดยค านวณจากค่าการวัดผลลัพธ์ออกมาเป็นคลาส positive หรือ negative ต่างๆ ดังนี้ 
 True Positive (TP)  คือ สิ่งที่โปรแกรมท านายว่าเป็นการควบคุมแบบ (i; inhibition) หรือ 

กระตุ้น (a; activation) และสอดคล้องกับ reference network ว่าเป็นแบบยับยั้ง (i; 
inhibition) หรือกระตุ้น (a; activation) เช่นเดียวกัน 

 True Negative (TN) คือ สิ่งที่โปรแกรมท านายว่าไม่มีความสัมพันธ์กันระหว่างยีนและใน 
reference network ก็ไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างยีนเช่นเดียวกัน 

 False Positive (FP) คือ สิ่งที่โปรแกรมไม่สามารถท านายความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีนได้ นั่น
คือ ไม่มีความสัมพันธ์กันของคู่ยีน แต่ใน reference network มีความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีน
เกิดข้ึนไม่ว่าจะเป็นการยับยั้งหรือกระตุ้น 

 False Negative (FN) คือ สิ่งที่โปรแกรมท านายว่ามีความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีนว่ามี
ความสัมพันธ์กันระหว่างคู่ยีน แต่ใน ใน reference network ไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีน
นั้น หรือ ความสัมพันธ์ของคู่ยีนแตกต่างจากใน reference network เช่น โปรแกรมท านาย
ว่าความสัมพันธ์เป็นการกระตุ้น แต่ใน reference network มีความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีนเป็น
แบบยับยั้ง หรือโปรแกรมท านายว่าความสัมพันธ์เป็นแบบยับยั้ง แต่ใน reference network 
มีความสัมพันธ์ระหว่างคู่ยีนเป็นการกระตุ้น  
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รูปแบบความสัมพันธ์ของการ regulation ในเครือข่ายโดยพิจารณารูปแบบความสัมพันธ์เป็น 
activation หรือ inhibition โดยสามารแบ่งการวัดค่าผลลัพธ์ของการ regulation ในเครือข่ายได้เป็น 

 True regulation (TR) คือ โปรแกรมท านายว่าเป็นการควบคุมแบบ (i; inhibition) หรือ 
กระตุ้น (a; activation) และสอดคล้องกับ reference network ว่าเป็นแบบยับยั้ง (i; 
inhibition) หรือกระตุ้น (a; activation) เช่นเดียวกัน 

 True zero (TZ) คือ โปรแกรมท านายว่าไม่มีความสัมพันธ์กันระหว่างคู่ยีน สอดคล้องกับใน 
reference network ว่าไม่มีความสัมพันธืระหว่างคู่ยีนนั้นเช่นเดียวกัน 

 False regulation (FR) คือ โปรแกรมท านายว่ามีความสัมพันธ์กันระหว่างคู่ยีน ไม่ว่าจะเป็น 
activation หรือ inhibition แต่ไม่มีความสัมพันธ์นั้นใน reference network 

 False zero (FZ) โปรแกรมท านายว่าไม่มีความสัมพันธ์กันระหว่างคู่ยีน แต่ใน reference 
network มีความสัมพันธ์เป็นแบบ activation 

 False interaction (FI) โปรแกรมท านายว่ามีความสัมพันธ์กันระหว่างคู่ยีนแบบ  inhibition 
แต่ใน reference network มีความสัมพันธ์เป็นแบบ activation 
 

ผลของการวัดผลลัพธ์ออกมาเป็นคลาส positive หรือ negative ของเครือข่ายควบคุมการ
แสดงออกของยีนด้วย Constraint-based Boolean network โดยใช้วธิี Max-x%Max Mean และ 
Sign of log2ratio ดังตารางที่ 3.11-3.13 ตามล าดับ เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วย
โปรแกรม Constraint-based Boolean network โดยใชข้้อมูล binary values จากทั้ง 3 วิธีการ แสดง
ดังรูปที่ 3.11 และผลการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรม Constraint-based Boolean network 
ในการสร้างส่วนเครือขา่ยควบคุมการแสดงออกของยีนใน galactose pathway แสดงในรูป 3.12 

 
ตารางที่ 3.10 Reference network ของ galactose pathway [16] 
 

  Regulator genes 

  
GAL
3 

GAL
4 

GAL80 GAL1 
GAL
2 

GAL7 GAL10 

Ta
rge

t g
en

es
 

GAL3 x a - - - - - 
GAL4 - x i - - - - 
GAL80 i a x - - - - 
GAL1 a a i x - - - 
GAL2 a a i - x - - 
GAL7 a a i - - X - 
GAL10 a a i - - - x 
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ตารางที่ 3.11 คลาส positive และ negative prediction ของการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรม
ในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน galactose pathway จากวิธีการ Max-x%Max 
 

 GAL3 GAL4 GAL80 GAL1 GAL2 GAL7 GAL10 
GAL3 TN FN TN TN TN TN TN 
GAL4 FP TN TP TN TN TN TN 
GAL80 FN FN TN TN TN TN TN 
GAL1 FN FN FN TN TN TN TN 
GAL2 FN FN FN TN TN TN TN 
GAL7 TP TP FN TN TN TN TN 
GAL10 FN FN FN TN TN TN TN 
 

ตารางที่ 3.12 คลาส positive และ negative prediction ของการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรม
ในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน galactose pathway จากวิธีการ Mean 
 

 GAL3 GAL4 GAL80 GAL1 GAL2 GAL7 GAL10 
GAL3 TN TP FP TN TN TN TN 
GAL4 TN TN FN TN TN TN TN 
GAL80 FN FN TN TN TN TN TN 
GAL1 FN FN FN TN TN TN TN 
GAL2 FN FN FN TN TN TN TN 
GAL7 FN FN FN TN TN TN TN 
GAL10 FN FN FN TN TN TN TN 

 
ตารางที่ 3.13 คลาส positive และ negative prediction ของการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรม
ในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน galactose pathway จากวิธีการ Sign of 
log2ratio 
 

 GAL3 GAL4 GAL80 GAL1 GAL2 GAL7 GAL10 
GAL3 TN FN TN TN TN TN TN 
GAL4 FP TN TP TN TN TN TN 
GAL80 FN FN TN TN TN TN TN 
GAL1 FN FN FN TN TN TN TN 
GAL2 FN TP FN TN TN TN TN 
GAL7 FN FN FN TN TN TN TN 
GAL10 FN FN FN TN TN TN TN 
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จากรูปที่ 3.12 จะเห็นได้ว่า discretization method ที่ให้ค่า similarity score ของการ
เปรียบเทียบเดนโดนแกรมของ binary values เทียบกับ raw data สูงที่สุด นั่นคือ Max-60%Max ไม่ใช่
วิธีที่เหมาะสมที่สุดในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิคบูลีน เพราะไม่สามารถ
สร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน galactose pathway ที่ถูกต้องแม่นย าที่สุด แต่กลับ
พบว่าการใช้วิธี Mean แปลงค่าการแสดงออกของยีนเป็น 0 หรือ 1 นั้นสามารถช่วยให้การสร้างเครือข่าย
ด้วย Constraint-based Boolean network ได้ถูกต้องแม่นย ากว่าวิธีการอ่ืน นอกจากนี้ เมื่อลอง
เปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่สร้างจากโปรแกรม 
Constraint-based Boolean network ที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับ Non-Constraint-based 
Boolean network (classical Boolean algorithm) [1] โดยการใช้ข้อมูล binary values จากวิธ ี
mean พบว่าการเพ่ิมเงื่อนไขทางชีววิทยาใน Constraint-based Boolean network สามารถเพ่ิมความ
ถูกต้อง (accuracy) โดยลดความผิดพลาด (FDR) ของการท านายลง ดังตารางที่ 3.14 รวมทั้งช่วยเพิ่ม
ความแม่นย า (precision) ความจ าเพาะ (specificity) แม้ว่าความไวของโปรแกรม (sensitivity) ในการ
สร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนของ Non-Constraint-based Boolean network 
(classical Boolean algorithm) [1] และ Constraint-based Boolean network จะไม่แตกต่างกันก็
ตาม ดังรูปที ่ 3.13 และรูปแบบความสัมพันธ์ของการ regulation ของเครือข่ายควบคุมการแสดงออก
ของยีนด้วย Mean Non-Constraint-based Boolean network (classical Boolean algorithm) [1] 
และ Constraint-based Boolean network แสดงดังตารางที่ 3.15-3.16 

 

 
รูปที่ 3.11 เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วยโปรแกรม Constraint-based Boolean 
network ด้วยข้อมูล binary values จากวิธีการ   Max-x%Max  (ข) Sign of log2ratio และ (ค) 
Mean 

(ก) 

(ค) 

(ข) 
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รูปที่ 3.12 ผลของการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรม Constraint-based Boolean network  ใน
การสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วยวิธี Mean  Max-x%Max และ Sign of log2ratio 
 
ตารางที่ 3.14 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่สร้างจาก
โปรแกรม Constraint-based Boolean network และ Classical Boolean algorithm [1] 
 

 Non-Constraint Constraint-based 
Accuracy 0.57 0.71 

FNR 0.75 0.81 
FPR 0.27 0.03 
FDR 0.69 0.25 

 
ตารางที่ 3.15 รูปแบบความสัมพันธ์ของการ regulation จากการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรม 
Constraint-based Boolean network ในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน 
galactose pathway จากวิธกีาร Mean  
 

 GAL3 GAL4 GAL80 GAL1 GAL2 GAL7 GAL10 
GAL3 TZ FZ TZ TZ TZ TZ TZ 
GAL4 FR TZ TR TZ TZ TZ TZ 
GAL80 FZ FZ TZ TZ TZ TZ TZ 
GAL1 FZ FZ FZ TZ TZ TZ TZ 
GAL2 FZ FZ FZ TZ TZ TZ TZ 
GAL7 TR FI FZ TZ TZ TZ TZ 
GAL10 FZ FZ FZ TZ TZ TZ TZ 
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ตารางที่ 3.16 รูปแบบความสัมพันธ์ของการ regulation จากการประเมินประสิทธิภาพของโปรแกรม 
Classical Boolean algorithm [1] ในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน galactose 
pathway จากวิธีการ Mean  
 

 GAL3 GAL4 GAL80 GAL1 GAL2 GAL7 GAL10 
GAL3 FR FI TZ TZ FR FR TZ 
GAL4 FR TZ TR FR FR FR FR 
GAL80 FZ FZ TZ TZ TZ TZ TZ 
GAL1 FZ FZ FZ TZ TZ TZ TZ 
GAL2 FZ FZ FZ TZ TZ TZ TZ 
GAL7 TR FI FZ TZ FR TZ TZ 
GAL10 FZ FZ FZ TZ TZ TZ TZ 

 

 
 

รูปที่ 3.13 การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนที่สร้างจาก
โปรแกรม Constraint-based Boolean network ที่พัฒนาขึ้นเปรียบเทียบกับ Non-Constraint-
based Boolean network (classical Boolean algorithm) [1] 
 

3.6 การประยุกต์ใช้โปรแกรมเพื่อสร้างและศึกษาเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนใน
กระบวนการสังเคราะห์แป้ง (case study) 

ในขั้นการทดลองนี้ จะน าเอา Constraint-based Boolean network ที่พัฒนาขึ้นมาใช้สร้าง
เครือข่ายควบคุมการท างานของยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง เพ่ือท าความเข้าใจเกี่ยวกับกลไกการ
ท างานของกระบวนการสังเคราะห์แป้งมากข้ึน โดยใช้ข้อมูลการแสดงออกของยีนในพืชต้นแบบ นั่นคือ 
Arabidopsis thaliana ภายใต้สภาวะการเลี้ยงแบบ diurnal cycle นั่นคือ ภายใต้สภาวะการเลี้ยงแบบ
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กลางวัน-กลางคืน (12-12 ชัว่โมง)  หลังจากผ่านขั้นตอนการ pre-process [17, 18] ด้วยภาษา R 
[http://www.r-project.org/] ใน Bioconductor [http://www.bioconductor.org] ในการจัดการ
ข้อมูล โดยเตรียมข้อมูลการแสดงออกของยีนให้อยู่ในรูปแบบ log2intensity และหายีนที่มีการแสดงออก
อย่างมีนัยส าคัญด้วยโปรแกรม EDGE [19] เวอร์ชั่น 1.1.175 
[http://faculty.washington.edu/jstorey/edge/] หลังจากนั้น จึงเลือกกลุ่มยีนท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ท่ี
เกี่ยวข้องกับการสังเคราะห์แป้ง (Starch genes) โดยอ้างอิง [14] และโปรตีนควบคุม (Transcription 
factors; TF) และยีนที่เก่ียวข้องการเวลา (clock genes)  มาสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของ
ยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้ง พบว่า มี Starch genes 21 ยีน [ภาคผนวก ค1] และ  TF และ clock 
genes รวม 113 ยีน [ภาคผนวก ค2] ดังนั้น กลุ่มยีนที่จะน าไปสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของ
ยีนด้วย Constraint-based Boolean network มีทั้งหมด 134 ยีน โดยใช้ข้อมูล binary values ที่ได้
จากวิธีการ Sign of Log2Ratio (ค่า similarity score สูงสุด) แสดงในรูปที่ 3.14 

เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนของกระบวนการสังเคราะห์แป้งในพืช Arabidopsis ที่สร้าง
ขึ้น ประกอบด้วย 112 nodes และ 234 directed edges โดย nodes แสดงถึงยีน และ directed 
edges คือ รูปแบบความสัมพันธ์ระหว่างยีนที่ได้จาโปรแกรม Constraint-based Boolean network  
ซึ่งเป็นได้ทั้งแบบกระตุ้นหรือยับยั้ง โดยความสัมพันธ์แบบกระตุ้นแสดงเป็นเส้นสีแดง หรือยับยั้งแสดงเป็น
เส้นสีน้ าเงิน โดยเครือข่ายที่สร้างขึ้นประกอบด้วย starch genes จ านวน 16 ยีน (สี่เหลี่ยมขนมเปียกปนู
สีเขียว) transcription factors (TF) จ านวน 91 ยีน (วงกลมสีส้ม) และ clock genes จ านวน 5 ยีน 
(วงกลมสีเหลือง) เมื่อพิจารณาเครือข่ายย่อย (sub-network) ระหว่าง starch genes และ TF พบว่า มี 
2 เครือข่ายย่อย ดังรูปที่ 3.13 โดยเครือข่ายแรกเป็นความสัมพันธ์ของเอนไซม์ท่ีเกี่ยวข้องกับการสลาย
แป้ง (starch degradation) 3 เอนไซม์ คือ A cytosolic disproportionating enzyme like protein 
(At2g40840; DPE2)  Alpha-amyla like 3 (At1g69830; AMY3) และ A plastidic alpha-glucan 
phosphorylase (At3g29320; PHS1)  โดยทั้ง 3 เอนไซม์นี้เกี่ยวข้องกับ 2 โปรตีนควบคุม (TF) คือ 
At4g39780 และ At2g43010 ซึ่งเป็นโปรตีนควบคุมที่มี AP2 domain   

ส่วน sub-network ที่สองเป็นความสัมพันธ์ของเอนไซม์ 5 เอนไซม์ คือ phosphoglucomutase 
(At5g51820; PGM1)  Starch synthase II (At3g01180; STS2)  Starch branching enzyme III 
(At2g36390; SBE3)  Glucan water dikinase 1 (At1g10760; GWD1/SEX1) และ 
Glucanotransferase (At5g64860; DPE1) โดยทั้ง 5 เอนไซม์นี้เกี่ยวข้องกับโปรตีนควบคุม 1 ตัว คือ 
At2g28200 which has zinc-finger domain โดย PGM1 STS2 และเอนไซม์ SBE3 เป็นเอนไซม์ท่ี
เกี่ยวข้องกับการสร้างแป้ง (Starch biosynthesis) โดยเฉพาะ amylopectin  PGM1 เป็นเอนไซม์ที่
เปลี่ยน alpha-D-glucose-6-phosphate ไปเป็น alpha-D-glucose-1-phosphate เพ่ือเปลี่ยนเป็น 
ADP-glucose ต่อไปด้วยเอนไซม์ ADP-glucose pyrophosphorylase (AGPase) หลังจากนั้น Starch 
synthase II (STSII) จะต่อเชื่อม ADP-glucose เป็นสายยาวด้วยการเชื่อมพันธะชนิดอัลฟา-1-4  (1->4)-
alpha-D-glucosyl) ส่วนเอนไซม์ SBE3 จะเป็นเอนไซม์ที่สร้างกิ่งด้วยพันธะ ชนิดอัลฟา-1-6  (1->6)-
alpha-D-glucosyl) ในขณะที่ GWD1/SEX1 และ DPE1 เป็นเอนไซม์ที่ส าคัญนกระบวนการสลายแป้ง
เพ่ือเปลี่ยนเป็น maltose แล้วล าเลียงออกนอก cytosol  อย่างไรก็ตาม แม้ว่าจะสามารถสร้างเครือข่าย
ควบคุมการแสดงออกของ starch genes และ transcription factors ได้ แต่ข้อมูลดังกล่าวยังต้อง
พิสูจน์ในห้องปฏิบัติการว่าเอนไซม์เหล่านี้เกี่ยวข้อง หรือถูกควบคุมการแสดงออกด้วย transcription 
factors เหล่านี้หรือไม่ 

http://www.r-project.org/


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.14 (ก) เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนในกระบวนการสังเคราะห์แป้งซึ่งประกอบด้วยยีน starch genes จ านวน 16 ยีน (สี่เหลี่ยมขนมเปียกปูนสีเขียว) 
transcription factors (TF) จ านวน 91 ยีน (วงกลมสีส้ม) และ clock genes จ านวน 5 ยีน (วงกลมสีเหลือง) เส้นสีน้ าเงิน คือ ความสัมพันธ์แบบยับยั้ง (inhibition) เส้น
สีแดง คือ ความสัมพันธ์แบบกระตุ้น วงกลมเส้นปะนั้น คือ sub-network ของ starch-TF network (ข) Sub-network ของ starch-TF gene network



บทที่ 4 
สรุปและเสนอแนะ 

 
4.1 สรุปผลการด าเนินงาน 

กระบวนการต่างๆที่เกิดข้ึนในสิ่งมีชีวิตนั้น มีรูปแบบการควบคุมการท างานหรือการแสดงออกของ
ยีนเป็นเครือข่าย หรือเรียกว่า เครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน (genetic network) ซึ่งมีการ
พัฒนาวิธีการต่างๆให้สามารถน ามาวิเคราะห์ข้อมูลไมโครอะเรย์ ซึ่งงานวิจัยนี้ได้พยายามพัฒนาโปรแกรม
ที่ช่วยสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิคบูลีนจากข้อมูลไมโครอะเรย์ โดยการเพ่ิม
เงื่อนไขทางชีววิทยา เรียกว่า Constraint-based Boolean network พร้อมกับการพิจารณา
ความส าคัญของเทคนิคหรือวิธีการที่ใช้ในการแปลงข้อมูลการแสดงออกของยีนให้อยู่ในสองระดับ คือ 0 
หรือ 1 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบ Constraint-based Boolean network และ Non-Constraint-based 
Boolean network พบว่า การเพ่ิมเงื่อนไขทางชีววิทยานั้น สามารถลดความซับซ้อนของเครือข่าย
ควบคุมการแสดงออกของยีนที่สร้างขึ้นได้ โดยการลดความผิดพลาดที่เกิดจาก false positive 
prediction ลง ท าให้มีความถูกต้องและแม่นย ามากขึ้น โดยสามารถเพ่ิมความถูกต้องขึ้น 25%  

นอกจากนี ้ Constraint-based Boolean network ที่พัฒนาขึ้นนั้นยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้
สร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนในกระบวนการสร้างแป้งในพืช A. thaliana ได ้โดยสามารถ
ท านายโปรตีนควบคุม (transcription factors) ที่เกี่ยวข้องกับเอนไซม์ในกระบวนการสร้างแป้งทั้ง 
กระบวนการสังเคราะห์แป้ง (starch biosynthesis) และกระบวนการสลายแป้ง (starch degradation) 
พบว่า โปรตีนควบคุม 2 ตัว คือ At4g39780 and At2g43010 เกี่ยวข้องกับ เอนไซม์ในการะบวนการ
สลายแป้ง นั่นคือ A cytosolic disproportionating enzyme like protein (At2g40840; DPE2)  
Alpha-amylase like 3 (At1g69830; AMY3) และ A plastidic alpha-glucan phosphorylase 
(At3g29320; PHS1)  และมีโปรตีนควบคุม 1 ตัว คือ  At2g28200 ที่เก่ียวข้องกับเอนไซม์ 5 ตัว คือ คือ 
phosphoglucomutase (At5g51820; PGM1)  Starch synthase II (At3g01180; STS2)  Starch 
branching enzyme III (At2g36390; SBE3)  Glucan water dikinase 1 (At1g10760; 
GWD1/SEX1) และ Glucanotransferase (At5g64860; DPE1)  แต่อย่างไรก็ตาม ข้อมูลเหล่านี้ยังต้อง
มีการพิสูจน์ทางห้องปฏิบัติการ เพ่ือยืนยันว่าโปรตีนควบคุมเหล่านี้มีความเก่ียวข้องหรือควบคุมเอนไซม์
ดังกล่าว 

 
4.2 ข้อเสนอแนะ 
  

การสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนด้วย Constraint-based Boolean network ยัง
ไม่เป็นระบบอัตโนมัติ ซึ่งอาจมีความยุ่งยากซับซ้อนในสร้างเครือข่าย ควรมีการปรับปรุงโปรแกรมให้
สามารถสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีนแบบอัตโนมัติได้ นอกจากนี้ ควรระวังในการเพิ่มเงื่อน
ทางชีววิทยา การใส่เงื่อนไขที่ว่าเอนไซม์ไม่ควรควบคุมการแสดงออกของโปรตีนควบคุมนั้น อาจไม่จริง
เสมอไป เพราะในความเป็นจริงเอนไซม์บางตัวก็สามารถมีการควบคุมการแสดงออกของโปรตีนควบคุมได้ 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งในระดับหลังการแปลรหัสโปรตีน (post-translation) 
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ภาคผนวก ก 
 
โค้ดสคริป MATLAB ส าหรับค านวณหา similarity score ในการเปรียบเทียบข้อมูลดิบของการ

แสดงออกของยีน (raw data) กับข้อมูลที่แปลงค่าเป็น 0 หรือ 1 แล้ว (Discretized data) ซ่ึง
ประกอบด้วย 2 ฟังก์ชั่น  

 
function [leaf_set, intern_set] = find_leaf_set(data,dist,method) 
% Usage: [leaf_set, intern_set] = find_leaf_set(data,'correlation','average') 
  
Y = pdist(data,dist); 
Z = linkage(Y,method); 
leaf_amt = size(data,1); 
leaf_set = cell(leaf_amt-1,1); 
intern_set = cell(leaf_amt-1,1); 
for i=1:leaf_amt-1 
    if (Z(i,1) > leaf_amt) 
        leaf_set[2] = union(leaf_set[2],leaf_set{Z(i,1)-leaf_amt}); 
        intern_set{i} = union(intern_set{i},Z(i,1)-leaf_amt); 
        intern_set{i} = union(intern_set{i},intern_set{Z(i,1)-leaf_amt}); 
    else 
        leaf_set{i} = union(leaf_set{i},Z(i,1)); 
    end 
    if (Z(i,2) > leaf_amt) 
        leaf_set{i} = union(leaf_set{i},leaf_set{Z(i,2)-leaf_amt}); 
        intern_set{i} = union(intern_set{i},Z(i,2)-leaf_amt); 
        intern_set{i} = union(intern_set{i},intern_set{Z(i,2)-leaf_amt}); 
    else 
        leaf_set{i} = union(leaf_set{i},Z(i,2)); 
    end 
end 
 
------------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 
 
function [SB, SB_self] = cal_BScore(leaf_set_ref,leaf_set,intern_set) 
% Usage: [SB, SB_self] = cal_BScore(leaf_set_ref,leaf_set,intern_set) 
  
SB = zeros(length(leaf_set),1); 
SB_self = zeros(length(leaf_set),1); 
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for i=1:length(leaf_set) 
    for j=1:length(leaf_set_ref); 
        disp(['[' num2str(i) ',' num2str(j) ']']); 
        if (isempty(setdiff(leaf_set_ref{j},leaf_set{i})) && 

isempty(setdiff(leaf_set{i},leaf_set_ref{j}))) 
            disp('yes'); 
            SB_self(i) = 1/length(leaf_set{i}); 
        end 
  
        if isempty(intern_set{i}) == 0 
            bset = intern_set{i}; 
            SB(i) = sum(SB_self(bset)); 
        end 
    end 

end
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ภาคผนวก ข 
 
โค้ดสคริป C++ ส าหรับสร้าง gene regulatory network ของกลุ่มยีนที่สนใจด้วยวิธี Constraint-

based Boolean network 
 

//------------------------------------------------------------------ 
 
#include <algorithm> 
#include <iostream> 
#include <iomanip> 
#include <fstream> 
#include <string> 
#include <vector> 
#include <map> 
 
#include "../flx/algutl.hpp" 
#include "../flx/iosutl.hpp" 
#include "../flx/strutl.hpp" 
 
//------------------------------------------------------------------ 
 
#define IS_TF( i, tfbeg, tfend ) ( i >= tfbeg && i <= tfend ) 
#define LINE_PREDICT_NETWORK 5 
#define LINE_INFER_CASE      1 
 
//------------------------------------------------------------------ 
 
enum regulation 
{ 
  type_none =  0, 
  type_gene =  1, 
  type_join =  2, 
  type_up   =  4, 
  type_down =  8, 
  type_actv = 16, 
  type_inhb = 32, 
  type_nspc = 64, 
};   
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//------------------------------------------------------------------ 
 
struct expression 
{ 
  std::vector< int > expr; // gene expression 
  std::string        name; // gene name 
}; 
 
typedef std::vector< expression >     profile; 
typedef std::vector< int >            pattern; 
typedef std::map< pattern, int >      inferer; 
typedef std::pair< inferer, pattern > predict; // [ inferer, conclusion ] 
typedef std::vector< predict >        network; 
 
//------------------------------------------------------------------ 
 
char regulate_to_char( int val ) 
{ 
  return ( val == type_none ? '-' : 
         ( val == type_gene ? 'x' : 
         ( val == type_join ? 'v' : 
         ( val == type_up   ? '1' : 
         ( val == type_down ? '0' : 
         ( val == type_actv ? 'a' : 
         ( val == type_inhb ? 'i' : '-' ) ) ) ) ) ) ); 
} 
    
//------------------------------------------------------------------ 
 
bool load_profile( std::istream & istr,  
                        profile & prof ) 
{ 
  if( false == istr.good( ) ) 
    return false; 
 
  // Parse header 
  while( false == istr.eof( ) ) 



 46 

  { 
    std::string line; 
    if( false == std::getline( istr, line ) ) 
      continue; 
 
    std::string trim = flx::str_trim( line ); 
    if( "" == trim ) 
      continue; 
 
    std::vector< std::string > names = flx::str_split( trim, "," ); 
      prof.resize( names.size( ) ); 
 
    for( size_t i = 0 ; i < names.size( ) ; ++i ) 
      prof[ i ].name = names[ i ]; 
     
    break; 
  } 
   
  // Parse expression 
  while( false == istr.eof( ) ) 
  { 
    std::string line; 
    if( false == std::getline( istr, line ) ) 
      continue; 
 
    std::string trim = flx::str_trim( line ); 
    if( "" == trim ) 
      continue; 
 
    // Split each value in current line 
    std::vector< std::string > temp = flx::str_split( trim, "," ); 
     
    // Fill each gene expression value 
    for( size_t i = 0 ; i < temp.size( ) ; ++i ) 
      prof[ i ].expr.push_back( flx::val_cast< int >( temp[ i ] ) > 0 ? type_up : type_down 

); 
  } 
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  return true; 
} 
  
//------------------------------------------------------------------ 
 
bool save_profile( std::ostream & ostr,  
                  const profile & prof ) 
{ 
  if( false == ostr.good( ) ) 
    return false; 
 
  size_t size_prof = prof.size( ); 
  if( 0 == size_prof ) 
    return false; 
 
  size_t size_expr = prof[ 0 ].expr.size( ); 
  if( 0 == size_expr ) 
    return false; 
 
  // Print header name 
  for( size_t i = 0 ; i < size_prof ; ++i ) 
  { 
    ostr << prof[ i ].name; 
    for( size_t j = 0 ; j < size_expr ; ++j ) 
      ostr << ", " << regulate_to_char( prof[ i ].expr[ j ] ); 
    ostr << std::endl; 
  } 
   
  return true; 
} 
 
void save_pattern( const pattern & p, 
                   std::ostream  & ostr ) 
{ 
  pattern::const_iterator 
    beg = p.begin( ), 
    end = p.end( ); 
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  for( beg; beg != end; ++beg ) 
    ostr << regulate_to_char( *beg ); 
} 
 
void save_inferer( const inferer & f, 
                   std::ostream  & ostr ) 
{ 
  inferer::const_iterator 
    beg = f.begin( ), 
    end = f.end( ); 
 
  for( beg; beg != end; ++beg ) 
  { 
    save_pattern( beg->first, ostr ); 
     
    ostr << " == "  
         << regulate_to_char( beg->second ) 
         << std::endl; 
  } 
} 
 
void save_network( const network & n, 
                   std::ostream  & ostr ) 
{ 
  for( size_t i = 0; i < n.size( ); ++i ) 
  { 
    ostr << "Network: " << ( i + 1 ) << std::endl; 
      save_inferer( n[ i ].first, ostr ); 
      save_pattern( n[ i ].second, ostr ); 
    ostr << " == ?" << std::endl << std::endl; 
  } 
}  
 
void save_predict( const network & n, 
                  std::ostream  & ostr ) 
{ 
  ostr << "Result:" << std::endl << std::endl << "    "; 
  for( size_t i = 0; i < n.size( ); ++i ) 
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    ostr << "v" << std::left << std::setw( 2 ) << ( i + 1 ) << " "; 
  ostr << std::endl; 
 
  for( size_t i = 0; i < n.size( ); ++i ) 
  { 
    pattern::const_iterator 
      beg = n[ i ].second.begin( ), 
      end = n[ i ].second.end( ); 
 
    ostr << "g" << std::left << std::setw( 2 ) << ( i + 1 ) << " "; 
    for( beg; beg != end; ++beg ) 
      ostr << std::left << std::setw( 4 ) << regulate_to_char( *beg ); 
    ostr << std::endl; 
  } 
} 
 
//------------------------------------------------------------------ 
 
bool infer_function( const profile & p,  
                     const pattern & v,  
                           inferer & f ) 
{ 
  f.clear( ); 
 
  size_t size_prof = p.size( ); 
  if( 0 == size_prof ) 
    return false; 
 
  size_t size_expr = p[ 0 ].expr.size( ); 
  if( 0 == size_expr ) 
    return false; 
 
  pattern t; t.resize( size_prof, (int)type_none ); 
  for( size_t i = 0 ; i < size_expr - 1 ; ++i ) 
  { 
     int pval = type_none; 
 
     for( size_t j = 0 ; j < size_prof ; ++j ) 
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     { 
       if( type_gene == v[ j ] ) 
       { 
          pval = p[ j ].expr[ i + 1 ]; 
          t[ j ] = type_gene; 
       } 
       else 
       if( type_join == v[ j ] ) 
       { 
          t[ j ] = p[ j ].expr[ i ]; 
       } 
       else 
       { 
          t[ j ] = type_none; 
       } 
     } 
  
     if( f[ t ] == type_none ) 
     { 
       f[ t ] = pval; 
     } 
     else 
     if( f[ t ] != pval ) 
     { 
       f.clear( );  
       return false; 
     } 
  } 
   
  return true; 
} 
 
//------------------------------------------------------------------ 
 
void infer_network_helper( const profile & p, 
                           const pattern & v, 
                           const inferer & f, 
                                 pattern & conc ) 
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{ 
  inferer::const_iterator 
    beg = f.begin( ),  
    end = f.end( ); 
 
  size_t size_prof = p.size( ); 
  for( beg; beg != end; ++beg ) 
  { 
    const pattern & pat = beg->first; 
    int             res = beg->second; 
 
    for( size_t i = 0; i < size_prof; ++i ) 
    { 
      if( v[ i ] == type_gene ) 
        conc[ i ] = type_gene;                     
      else 
      if( pat[ i ] == type_up ) 
      { 
        if( conc[ i ] == type_none ) 
          conc[ i ] = res == type_up ? type_actv : type_inhb; 
        else 
        if( conc[ i ] == type_actv ) 
          conc[ i ] = res == type_up ? type_actv : conc[ i ]; 
        else 
        if( conc[ i ] == type_inhb ) 
          conc[ i ] = res == type_up ? type_actv : conc[ i ]; 
      } 
      else 
      if( pat[ i ] == type_down ) 
      { 
        if( conc[ i ] == type_none ) 
          conc[ i ] = res == type_up ? type_inhb : conc[ i ]; 
        else 
        if( conc[ i ] == type_actv ) 
          conc[ i ] = res == type_up ? type_nspc : conc[ i ]; 
      } 
    } 
  } 
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} 
 
//------------------------------------------------------------------ 
 
void infer_network_with_starch( profile & p, 
                                network & n, 
                                size_t    k, 
                                size_t    tf ) 
{ 
  size_t size_prof = p.size( ); 
 
  k = k > tf ? tf : k; 
  for( size_t r = tf; r < size_prof; ++r ) 
  { 
    for( flx::combinator comb( tf, k ); 
         comb.valid( ); comb.next( ) ) 
    { 
      pattern v; 
        v.resize( size_prof, (int)type_none ); 
 
      v[ r ] = type_gene; 
      for( size_t i = 0 ; i < k ; ++i ) 
        v[ comb[ i ] ] = type_join; 
 
      inferer f; 
      if( true == infer_function( p, v, f ) ) 
      {  
          pattern & conc = n[ r ].second;  
          inferer & memo = n[ r ].first; 
 
          infer_network_helper( p, v, f, conc ); 
          memo.insert( f.begin( ), f.end( ) ); 
      } 
    } 
  } 
} 
 
//------------------------------------------------------------------ 
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void infer_network_no_starch( profile & p, 
                              network & n, 
                              size_t    k, 
                              size_t    tf ) 
{ 
  size_t size_prof = p.size( ); 
 
  k = k + 1 > tf ? tf : k + 1; 
  for( flx::combinator comb( tf, k ); 
       comb.valid( ); comb.next( ) ) 
  { 
    for( size_t r = 0 ; r < k ; ++r ) 
    { 
      pattern v; 
        v.resize( size_prof, (int)type_none ); 
 
      v[ comb[ r ] ] = type_gene; 
      for( size_t i = 1 ; i < k ; ++i ) 
        v[ comb[ ( i + r ) % k ] ] = type_join; 
 
      inferer f; 
      if( true == infer_function( p, v, f ) ) 
      {  
        pattern & conc = n[ comb[ r ] ].second;  
        inferer & memo = n[ comb[ r ] ].first; 
 
        infer_network_helper( p, v, f, conc ); 
        memo.insert( f.begin( ), f.end( ) ); 
      } 
    } 
  } 
} 
 
//------------------------------------------------------------------ 
 
bool infer_network( profile & p,  
                    network & n,  
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                    size_t    k, 
                    size_t    tf ) 
{ 
  n.clear( ); 
 
  size_t size_expr = p[ 0 ].expr.size( ); 
  if( 0 == size_expr ) 
    return false; 
 
  size_t size_prof = p.size( ); 
  if( 0 == size_prof ) 
    return false; 
 
  n.resize( size_prof ); 
  for( size_t i = 0; i < size_prof; ++i ) 
    n[ i ].second.resize( size_prof, (int)type_none ); 
 
  if( tf == 0 ) 
  { 
    // no tf, do all combinations 
    infer_network_no_starch( p, n, k, size_prof ); 
  } 
  else 
  { 
    infer_network_with_starch( p, n, k, tf ); 
    infer_network_no_starch( p, n, k, tf ); 
  } 
 
  return true; 
} 
 
//------------------------------------------------------------------ 
int proc( int argc, char ** argv ) 
{ 
  if( argc != 5 ) 
  { 
    std::cerr << argv[ 0 ] 
              << " <k-value> <tf-value> <input> <output>" 
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              << std::endl; 
 
    return -1; 
  } 
 
  size_t k = -1; 
  if( false == flx::val_cast< size_t >( argv[ 1 ], k ) ) 
  { 
    std::cerr << "Error: Invalid k-value (" 
              << argv[ 1 ] 
              << ") !!!" 
              << std::endl; 
 
    return -1; 
  } 
 
  size_t tf = -1; 
  if( false == flx::val_cast< size_t >( argv[ 2 ], tf ) ) 
  { 
    std::cerr << "Error: Invalid tf-value (" 
              << argv[ 2 ] 
              << ") !!!" 
              << std::endl; 
 
    return -1; 
  } 
 
  std::ifstream input( argv[ 3 ] ); 
  if( false == input.is_open( ) ) 
  { 
    std::cerr << "Error: Open file " 
              << argv[ 3 ]  
              << " failed !!!" 
              << std::endl; 
 
    return -1; 
  } 
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  std::ofstream output( argv[ 4 ] ); 
  if( false == output.is_open( ) ) 
  { 
    std::cerr << "Error: Create file " 
              << argv[ 4 ] 
              << " failed !!!" 
              << std::endl; 
 
    return -1; 
  } 
 
  profile p; 
  if( false == load_profile( input, p ) ) 
  { 
    std::cout << "Error: Load profile failed !!!" 
              << std::endl; 
 
    return -1; 
  } 
 
  network n; 
  if( false == infer_network( p, n, k, tf ) ) 
  { 
    std::cout << "Error: Infer network failed !!!" 
              << std::endl; 
 
    return -1; 
  } 
  save_network( n, output ); 
  save_predict( n, output ); 
  return 0; 
} 
 
int main( int argc, char ** argv ) 
{ 
  return proc( argc, argv ); 
} 
//------------------------------------------------------------------ 



 57 

ภาคผนวก ค 
 

ยีนที่ใช้ในการสร้างเครือข่ายควบคุมการแสดงออกของยีน (gene regulatory network) ของ
กระบวนการสังเคราะห์แป้ง ซึ่งแยกเป็นกลุ่มยีนที่ท าหน้าที่เป็นเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างแป้ง 
(starch genes) และกลุ่มยีนที่ท าหน้าที่เป็นโปรตีนควบคุม (transcription factors) และยีนที่เกี่ยวข้อง
กับเวลา (clock genes) 

 
ค1: Starch genes 
 
No. ID Gene Name Enzyme 
1 At5g51820 PGM1 Phosphoglucomutase 
2 At5g24300 STS1 Starch synthase I 
3 At3g01180 STS2 Starch synthase II 
4 At4g18240 STS4 Starch synthase IV 
5 At1g32900 GBS1 Granule-bound starch synthase 
6 At2g36390 SBE3 Starch branching enzyme III 
7 At2g39930 ISA1 Starch debranching enzyme: Isoamylase I 
8 At1g03310 ISA2/DBE1 Starch debranching enzyme: Isoamylase II 
9 At4g09020 ISA3 Starch debranching enzyme: Isoamylase III 
10 At1g10760 GWD1/SEX1 Glucan water dikinase 1 
11 At5g26570 GWD3 Glucan water dikinase-like 3 
12 At5g64860 DPE1 Glucanotransferase 
13 At2g40840 DPE2 Trasglucosidase 
14 At3g29320 PHS1 Glucan phosphorylase (plastidial) 
15 At3g46970 PHS2 Glucan phosphorylase (cytosolic) 
16 At1g76130 AMY2 α-Amylase2 
17 At1g69830 AMY3 α-Amylase3 
18 At4g17090 BAM3/BMY8 β-Amylase3 
19 At2g32290 BAM6 β-Amylase6 
20 At5g18670 BAM9/BMY3 β-Amylase9 
21 At5g11720 AGL4 α-Glucosidase-like 4 
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ค2: Transcription factors and clock genes 

 

No. Gene ID family name 
1 At1g01060 MYB-related 
2 At1g01520 MYB-related 
3 At1g02340 bHLH 
4 At1g04250 AUX-LAA 
5 At1g04990 C3H 
6 At1g05690 TAZ 
7 At1g05805 bHLH 
8 At1g07050 C2C2-CO-like 
9 At1g07520 GRAS 
10 At1g10200 LIM 
11 At1g14510 Alfin 
12 At1g17460 MYB-related 
13 At1g18570 MYB 
14 At1g19700 HB 
15 At1g20693 HMG 
16 At1g20696 HMG 
17 At1g22070 bZIP 
18 At1g22190 AP2-EREBP 
19 At1g25580 NAC 
20 At1g26790 C2C2-Dof 
21 At1g28050 C2C2-CO-like 
22 At1g29160 C2C2-Dof 
23 At1g33240 Trihelix 
24 At1g35560 TCP 
25 At1g47270 TLP 
26 At1g49560 GARP-G2-like 
27 At1g50420 GRAS 
28 At1g51700 C2C2-Dof 
29 At1g51950 AUX-IAA 
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No. Gene ID family name 
30 At1g53320 TLP 
31 At1g56170 CCAAT-HAP5 
32 At1g58110 bZIP 
33 At1g69570 C2C2-Dof 
34 At1g70000 MYB-related 
35 At1g73870 C2C2-CO-like 
36 At1g76590 PLATZ 
37 At1g77850 ARF 
38 At2g02070 C2H2 
39 At2g18280 TLP 
40 At2g20570 GARP-G2-like 
41 At2g22430 HB 
42 At2g28200 C2H2 
43 At2g28550 AP2-EREBP 
44 At2g31070 TCP 
45 At2g34720 CCAAT-HAP2 
46 At2g35940 HB 
47 At2g39900 LIM 
48 At2g40140 C3H 
49 At2g42400 VOZ 
50 At2g43010 BHLH 
51 At2g46830 MYB-related 
52 At2g47680 C3H 
53 At2g47890 C2C2-CO-like 
54 At3g02380 C2C2-CO-like 
55 At3g02830 C3H 
56 At3g06160 ABI3-VP1 
57 At3g07650 C2C2-CO-like 
58 At3g09600 MYB-related 
59 At3g10030 Trihelix 
60 At3g17609 bZIP 
61 At3g21175 ZIM 
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No. Gene ID family name 
62 At3g28910 MYB 
63 At3g47500 C2C2-Dof 
64 At3g50700 C2H2 
65 At3g55770 LIM 
66 At3g58680 MBF1 
67 At3g59060 BHLH 
68 At3g61150 HB 
69 At3g61890 HB 
70 At4g00050 BHLH 
71 At4g16750 AP2-EREBP 
72 At4g16780 HB 
73 At4g17490 AP2-EREBP 
74 At4g18390 TCP 
75 At4g25480 AP2-EREBP 
76 At4g28610 GARP-G2-like 
77 At4g31420 C2H2 
78 At4g32280 AUX-IAA 
79 At4g34610 HB 
80 At4g36730 bZIP 
81 At4g39410 WRKY 
82 At4g39780 AP2-EREBP 
83 At5g02810 C2C2-CO-like 
84 At5g02840 MYB-related 
85 At5g05090 GARP-G2-like 
86 At5g06770 C3H 
87 At5g06960 bZIP 
88 At5g07690 MYB 
89 At5g08520 MYB 
90 At5g12840 CCAAT-HAP2 
91 At5g15850 C2C2-CO-like 
92 At5g17300 MYB-related 
93 At5g18680 TLP 
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No. Gene ID family name 
94 At5g24470 C2C2-CO-like 
95 At5g37020 ARF 
96 At5g37260 MYB-related 
97 At5g38140 CCAAT-HAP5 
98 At5g39760 ZF-HD 
99 At5g44190 GARP-G2-like 
100 At5g46710 PLATZ 
101 At5g48250 C2C2-CO-like 
102 At5g51980 C3H 
103 At5g56860 C2C2-GATA 
104 At5g57660 C2C2-CO-like 
105 At5g60100 C2C2-CO-like 
106 At5g60850 C2C2-Dof 
107 At5g61380 C2C2-CO-like 
108 At5g62430 C2C2-Dof 
109 At5g63420 Trihelix 
110 At5g65310 HB 
111 At5g65670 AUX-IAA 
112 At5g67030 FHA 
113 At5g67480 TAZ 
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ภาคผนวก ง 
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