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นิพนธ์ต้นฉบับ

ความสัมพันธ์ระหว่างระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันทั้งจีโนมในเซลล์เม็ดเลือดขาว

กับอินเตอร์ลิวคิน-8 และโปรตีนในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคนิ่วไต

ธนิดา  จิระมงคลศิริ, ฐสิณัส  ดิษยบุตร, พิสิฏฐ์  ประพันธ์วัฒนะ, ปิยะรัตน์  โตสุโขวงศ์

ภาควิชาชีวเคมี คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

	 บทคัดย่อ

วัตถุประสงค์: อุบัติการณ์การเกิดโรคนิ่วไตเพิ่มขึ้นในผู้ ใหญ่เพิ่มสูงขึ้นทั่วโลก เนื่องจากหลายปัจจัยด้วยกัน ทำ�ให้ โรคนิ่วไต

เปน็โรคทีม่คีวามสำ�คญัทางสาธารณสขุมากยิง่ขึน้ โดยโรคนิว่ไตกอ่ใหเ้กดิภาวะแทรกซอ้นที่ไตไดห้ลายประการ ตัง้แตห่นว่ย

ยอ่ยไตอกัเสบ ไตเสื่อมหรอืไตวายเรือ้รงั  ในปจัจบุนัยงัไมม่ตีวับง่ชีท้างชวีภาพใดทีช่ว่ยบง่ชีภ้าวะแทรกซอ้นของโรคนิว่ทีเ่กดิ

ขึ้นที่ไตได้ ผู้วิจัยจึงสนใจศึกษาระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งจีโนมซึ่งจัดเป็นการควบคุมเหนือพันธุกรรม โดยมีการศึกษาก่อน

หนา้พบวา่ระดบัดเีอน็เอเมทลิเลชนัทัง้จีโนมมคีวามสมัพนัธก์บัโรคตา่ง ๆ  ผูว้จิยัจงึทำ�การศกึษาความสมัพนัธร์ะหวา่งระดบัดี

เอน็เอเมทลิเลชนัทัง้จีโนม ระดบัอนิเตอรล์วิคนิ-8 (IL-8) และโปรตนีในปสัสาวะของผูป้ว่ยโรคนิว่ไตเปรยีบเทยีบกบัคนปกติ

ผูป้ว่ยและวธิกีารศกึษา: ผูเ้ขา้รว่มโครงการจำ�นวน 58 คน ประกอบดว้ยผูป้ว่ยโรคนิว่ไตทีเ่ขา้รบัการรกัษาทีค่ลนิกิศลัยกรรม

ทางเดินปัสสาวะ โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ จังหวัดอุบลราชธานี จำ�นวน 29 คน และคนปกติที่ไม่ป่วยด้วยโรคนิ่วซึ่ง

อาศัยอยู่ในชุมชนเดียวกันกับผู้ป่วยจำ�นวน 29 ราย ทำ�การเจาะเลือดและเก็บปัสสาวะ 24 ชั่วโมง นำ�เม็ดเลือดขาวมาสกัด

ดีเอ็นเอเพื่อวิเคราะห์ระดับร้อยละ 5-methylcytosine (5-mC%) ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชันโดยวิธี ELISA 

ปัสสาวะนำ�มาตรวจหาระดับครีเอตินินโดยใช้เอนไซม์ IL-8 โดย ELISA และโปรตีนโดยวิธี dye-binding

ผลการศึกษา: ผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีระดับ 5-mC% ความเข้มข้น IL-8 และปริมาณโปรตีนในปัสสาวะสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่าง

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p=0.002, p<0.001 และ p<0.001 ตามลำ�ดับ) และยังพบความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่าง 5-mC% กับ

ความเข้มข้นของ IL-8 ในปัสสาวะ (r=0.491, p<0.001) และความเข้มข้นของ IL-8 กับระดับโปรตีนในปัสสาวะ (r=0.661, 

p<0.001) ผลการวิเคราะห์กราฟ ROC ของ 5-mC% พบว่ามีพื้นที่ใต้กราฟเท่ากับ 0.799 (95% CI; 0.684-0.915) และที่

ค่าอ้างอิงเท่ากับ ร้อยละ 0.35 ให้ค่า sensitivity และ specificity เป็นร้อยละ 82.76 และ 62.07 ตามลำ�ดับ

สรปุ: รายงานนีเ้ปน็รายงานการศกึษาแรกเกีย่วกบัระดบัการเตมิหมูเ่มทลิทัง้จีโนมในผูป้ว่ยโรคนิว่ไตทีพ่บวา่มรีะดบัทีส่งูเมื่อ

เทียบกับกลุ่มควบคุม ระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งจีโนมที่เปลี่ยนแปลงนี้น่าจะมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคนิ่วไต  นอกจากนี้

ยงัพบวา่ภาวะอกัเสบทีเ่พิม่สงูขึน้สมัพนัธก์บัระดบัการเตมิหมูเ่มทลิทัง้จีโนมและปรมิาณโปรตนีในปสัสาวะทีเ่พิม่สงูขึน้ ขอ้มลู

วจิยันีช้ีแ้นะวา่การตรวจวดัระดบัการเตมิหมูเ่มทลิทัง้จีโนมและการวดัปรมิาณ IL-8 ในปสัสาวะนา่จะใชเ้ปน็ตวับง่ชีเ้กีย่วกบั

โรคนิ่วไตได้ รวมทั้งการลดระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งจีโนมจากพฤติกรรมการดำ�เนินชีวิตอาจเป็นแนวทางใหม่ในการรักษา

โรคนิ่วไตได้ จึงควรศึกษาต่อไปโดยทำ�การเพิ่มจำ�นวนประชากรศึกษาเพื่อพิสูจน์ความสำ�คัญนี้

คำ�สำ�คัญ: การควบคุมเหนือพันธุกรรม, การเติมหมู่เมทิลให้ดีเอ็นเอ, Interleukin-8
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	 Abstract

Objective: Incidence of renal stone disease is increasing in every country, including Thailand. Renal stone 

has high rate of recurrence and causes renal injury, chronic renal disease and kidney failure. However, 

there was no biomarker indicating the stone formation or its complications. Global DNA methylation is a 

process of epigenetic modification that could be affected by the inflammatory or oxidative process, and 

used as a biomarker for several diseases. We investigated the leukocyte global DNA methylation, urinary 

interleukin-8 (IL-8) and proteinuria in renal stone patients and healthy controls

Material and Methods: Fifty-eight participants, divided into 29 renal stone disease patients who were 

visited the Urology Clinic, Sunpasitprasong Hospital,Ubon Ratchathani province, and 29 healthy controls 

who lived in the same communities with patients were enrolled. Blood and 24-hours urine samples were 

collected from all participants. DNA were extracted from leukocytes and measured for the percentage of 

5-methylcytosine (5-mC%) level in global DNA by ELISA kit. Urine samples were analyzed for creatinine 

by enzymatic method, interleukin-8 (IL-8) as an inflammatory biomarker by ELISA kitand protein by dye 

binding method

Results: Renal stone disease patients had higher percentage of 5-mC, urinary IL-8 concentration and 

protein level were higher than the healthy control group (p=0.002, p<0.001 and p<0.001, respectively). 

There were the positive correlation between the percentage of 5-mC and urinary IL-8 (r=0.491, p<0.001) 

as well as the urinary IL-8 and protein (r=0.661, p<0.001). ROC analysis of 5-mC% revealed an area under 

curve of 0.7993 (95% CI;0.6838-0.9147). At 0.35% cutoff, the test imparted sensitivity and specificity of 

82.76% and 62.07%, respectively

Conclusion: We reported for the first time that the level of leukocyte global DNA methylation in patients 

with renal stone disease which was hypermethylated more than healthy controls. The global DNA 

hypermethylation appeared to be associated with the stone formation. Our data suggests that the levels 

of global DNA methylation and urinary IL-8 could be used as biomarkers for renal stone. Thus reducing 

the levels of global DNA methylation of lifestyle modification may be a new approach in the treatment 

of renal stones. However would be studied further by the increasing number of population to prove this 

importance

Key words: epigenetics, DNA methylation, interleukin-8
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บทนำ�

	 กลไกการเกิดนิ่วไตซึ่งเป็นที่ยอมรับในปัจจุบัน 

เชื่อว่าเมื่อปัสสาวะมีสารก่อนิ่วเข้มข้น เช่นแคลเซียม 

ฟอสเฟตและออกซาเลต และ/หรอื มสีารยบัยัง้เชน่ ซเิทรต 

แมกนีเซียม โพแทสเซียม ไม่เพียงพอในการป้องกันการ

ตกผลึก ร่วมกับปัจจัยเสริมคือปริมาตรของปัสสาวะน้อย 

(low urine volume) จนเกิดการอิ่มตัว (saturation) ของ

สารเป็นผลึกที่ ไม่ละลายน้ำ�ในปัสสาวะ (crystallization)  

เชน่ ผลกึแคลเซยีมออกซาเลต (CaOx) และผลกึแคลเซยีม

ฟอสเฟต (CaP) และเมื่อมีการเพิ่มของผลึกมากขึ้นจนเกิน

กว่าจุดอิ่มตัวหรือมีความอิ่มตัวยวดยิ่ง (supersaturation) 

กลุ่มผลึกจะมีปฏิสัมพันธ์กับเซลล์บุท่อไต ทำ�ให้มีการติด

ค้างของผลึกเกาะติดท่อไต (crystal retention) กระตุ้น

การผลิตสารอนุมูลอิสระขึ้นในเซลล์บุท่อไตและเกิดภาวะ

เครียดจากออกซิเดชัน (oxidative stress) ส่งผลให้เกิด 

การทำ�ลายและบาดเจบ็ของเซลลบ์ทุอ่ไต  เพิม่การดงึดดูของ 

เซลลท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัการอกัเสบ (inflammatory cells) เขา้

มาจบักนิผลกึนิว่ ทำ�ใหเ้กดิภาวะเครยีดจากออกซเิดชนัและ

การอักเสบสูงมากขึ้น เมื่ออยู่ในภาวะนี้เรื้อรังผลึกจะรวม

ตัวกันมากขึ้น เจริญเป็นจุดศูนย์กลางของก้อนนิ่ว (stone 

nidus) และเจริญกลายเป็นก้อนนิ่วในที่สุด ก้อนนิ่วที่เกิด

ขึ้นนี้ยังก่อให้เกิดพยาธิสภาพในไตหากก้อนนิ่วใหญ่มากจะ

อุดกั้นช่องทางผ่านปัสสาวะ เป็นผลให้เกิดภาวะติดเชื้อได้

ง่ายการอักเสบเรื้อรังและพังผืด (fibrosis) ในเนื้อไตตาม

มา อาจส่งผลให้ไตทำ�งานลดลง

	 ในปี ค.ศ. 2010 Suen และคณะ
1
 ตรวจวัดตัวบ่งชี้

การอักเสบในผู้ป่วยโรคนิ่วเทียบกับคนปกติโดยตรวจวัด 

ไซโตไคน ์(cytokines) และเคโมไคน ์(chemokines) หลาย

ชนิด พบว่า IL-8 ในปัสสาวะเป็นตัวบ่งชี้ความแตกต่าง

ชดัเจนระหวา่งผูป้ว่ยโรคนิว่และคนปกติ สำ�หรบั IL-8 เปน็ 

chemokine ชนิด superfamily ของ CXC (มี cysteine 2 

ตัวคั่นด้วยกรดอะมิโนอื่น 1 ตัว) รวมเป็นโปรตีนที่ประกอบ

ด้วย 99 กรดอะมิโนนอกจากนี้ยังมีรายงานวิจัยแสดงให้

เห็นว่าการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชันส่งผลให้เซลล์

เยื่อบุผิวท่อไตและเซลล์เม็ดเลือดขาวเพิ่มการสังเคราะห์

สารตัวกลางของการอักเสบมากขึ้น เช่น interleukin  

(IL-6), prostaglandin E2, osteopontin
2
 และยังพบ

ระดับ mRNA ของ monocyte chemoattractant 

protein-1 (MCP-1) ในเนื้อเยื่อไตของผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่

เพิ่มขึ้นมีความสัมพันธ์กับประสิทธิภาพการทำ�งานของไต

ที่ลดลงและเกิดการบาดเจ็บของไตเพิ่มขึ้น
3
 รวมทั้งภาวะ

เครียดจากออกซิเดชันและการอักเสบยังมีความสัมพันธ์

กนั โดยพบปรมิาณของสารอนมุลูอสิระ (reactive oxygen 

species; ROS) สูงขึ้นในภาวะที่มีการอักเสบ
4
 

	 การก่อนิ่วในไตเป็นกระบวนการที่ซับซ้อนและเกิด

ขึ้นได้จากหลายปัจจัย (multifactorial condition) เกี่ยว

กบัทัง้ความเสีย่งทางพนัธกุรรม พฤตกิรรมการรบัประทาน

อาหารและปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม ปัจจัยเสี่ยงดังกล่าวจะ 

ส่งผลให้มีความผิดปกติทางเมแทบอลิกที่สัมพันธ์กับการ

เกิดโรคนิ่ว (lithogenic metabolic risk factors) ซึ่งจะ

ส่งผลโดยตรงต่อการอิ่มตัวของสารก่อนิ่วในปัสสาวะจน

เกิดภาวะอิ่มตัวยวดยิ่งและยังเหนี่ยวนำ�ให้เกิดผลึกขึ้นใน

ปัสสาวะ (crystaluria) ความผิดปกติทางเมแทบอลิกที่

เป็นปัจจัยเสี่ยงที่สำ�คัญมากที่สุดในผู้ป่วยโรคนิ่วไตในไทย 

คือ ภาวะซิเทรตในปัสสาวะต่ำ�  (hypocitraturia) และ

ภาวะออกซาเลตในปัสสาวะสูง (hyperoxaluria) จาก

การศึกษาของ Domrongkitchaiporn และคณะ
5
 ผู้ป่วย

นิ่วแคลเซียมจำ�นวน 83 ราย พบภาวะ hypocitraturia 

(citrate < 300 mg/day หรือ citrate < 1.43 mmol/

day) ร้อยละ 50.6 Stitchantrakul และคณะ
6
 ศึกษา

ในผู้ป่วยนิ่วแคลเซียมจำ�นวน 79 ราย พบความชุกของ 

hypocitraturia, hypercalciuria และ hyperoxaluria  

ร้อยละ 69.6, 15.2 และ 1.3 ตามลำ�ดับ รวมทั้ง

รายงานวิจัยของ Sriboolue และคณะ
7
 พบความชุกของ 

hypocitraturia, hypercalciuria และ hyperoxaluria 

ร้อยละ 100, 16 และ 0 ตามลำ�ดับจากรายงานการศึกษา

จำ�นวนมากพบวา่ภาวะทีม่สีารยบัยัง้นิว่ต่ำ� โดยเฉพาะภาวะ

ซิเทรตในปัสสาวะต่ำ�เป็นความผิดปกติทางเมแทบอลิซึม 

ที่พบอยู่เสมอในผู้ป่วยโรคนิ่วไตในประเทศต่าง ๆ ทั่วโลก 

(ร้อยละ 20-63) ส่วนความผิดปกติทางเมแทบอลิกที่เป็น

ปจัจยัเสีย่งทีส่ำ�คญัมากทีส่ดุในตา่งประเทศหรอืในประเทศ

ตะวันตก คือ ภาวะแคลเซียมในปัสสาวะสูงและภาวะ 

ออกซาเลตในปัสสาวะสูงร้อยละ 20-53 และร้อยละ  

15-33 ตามลำ�ดับ
8
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	 มรีายงานทีพ่บวา่ความเสีย่งในการเกดินิว่ (relative 

risk) ของผู้ป่วยที่มีประวัตินิ่วในครอบครัวในภาคตะวัน

ออกเฉียงเหนือของไทยเป็น 3.18 เท่าเมื่อเทียบกับผู้

ไม่มีประวัตินิ่วในครอบครัว
9
 สอดคล้องกับรายงานของ 

Tosukhowong และคณะ
10
 พบวา่ผูป้ว่ยทีเ่ปน็โรคนิว่ไตทัง้ 

4 ภาคของไทยประมาณรอ้ยละ 30 มปีระวตันิิว่ในครอบครวั  

โดยเหตุที่ยังขาดข้อมูลการกระจายตัวของผู้ป่วยโรคนิ่ว

ภายในครอบครัวเดียวกันและไม่มีรูปแบบการถ่ายทอด

ตามหลักของเมนเดลโดยทั่วไป อีกทั้งยังไม่มีรายงานใดที่

พบความผิดปกติทางพันธุกรรมที่สามารถอธิบายได้และ

ไม่มีรายงานใดบ่งชี้ ได้ว่ามียีนเดี่ยว (monogenic) ยีนใด

ที่เป็นสาเหตุจำ�เพาะ ขณะที่ในต่างประเทศมีรายงานยีน

ผิดปกติที่เป็นยีนเดี่ยวซึ่งพบในผู้ป่วยเด็กที่มีประวัตินิ่วใน

ครอบครัวในอัตราที่ต่ำ�กว่าร้อยละ 2 อาทิเช่น การพบ

ยีนผิดปกติของโปรตีนขนส่งซีสทีน ส่งผลให้พบซีสทีนใน

ปัสสาวะสูง (cystinuria) ยีนผิดปกติของช่องทางโปรตีน

ขนสง่คลอไรดท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัภาวะแคลเซยีมในปสัสาวะสงู

และยนีผดิปกตขิองเอนไซมท์ีเ่กีย่วขอ้งกบัภาวะออกซาเลต

ในปัสสาวะสูง
11
 นอกจากนี้ มีหลายรายงานที่สนับสนุนว่า

โรคนิ่วไตส่วนใหญ่มีสาเหตุจากหลายปัจจัย ส่วนความผิด

ปกติทางพันธุกรรมอาจเกี่ยวข้องหลายยีน (polygenic) 

เป็นแบบไม่ทราบสาเหตุ (idiopathic) และสาเหตุดัง

กล่าวอาจเกี่ยวข้องกับสิ่งแวดล้อมหรือพฤติกรรมเสี่ยง

ที่มาปรับเปลี่ยนการแสดงออกของยีนโดยไม่ทำ�ให้มีการ

เปลีย่นรหสัทางพนัธกุรรมทัง้ทีท่ำ�ใหเ้กดิโรคและไมเ่กดิโรค

นิ่วไต สอดคล้องกับหลายรายงานที่กล่าวว่าสิ่งแวดล้อม

และการบริโภคอาหารมีอิทธิพลต่อการเปลี่ยนแปลงการ

แสดงออกของยีนโดยไม่มีการเปลี่ยนแปลงที่ลำ�ดับเบส

ของ DNA หรือเรียกว่าการเปลี่ยนแปลงเหนือพันธุกรรม

หรือเอพิเจเนติก (epigenetic) ซึ่งในปัจจุบันนักวิจัยเห็น 

พอ้งตอ้งกนัวา่การควบคมุการเปลีย่นแปลงเหนอืพนัธกุรรม

มีบทบาทสำ�คัญและเป็นกลไกที่ใช้ศึกษาในโรคต่าง ๆ ที่

ยังไม่ทราบสาเหตุ การควบคุมการเปลี่ยนแปลงในระดับ

เหนือพันธุกรรมมีหลายแบบ ได้แก่ ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 

(DNA methylation) การดัดแปลงฮีสโตน (histone 

modifications) รวมทั้งการปรับเปลี่ยนโครงสร้างของ 

โครมาติน (chromatin remodeling) ซึ่งการเปลี่ยนแปลง

ด้านเอพิเจเนติกนี้เป็นกลไกที่ทำ�ให้มีแสดงออกของยีนที่

สามารถเปลีย่นแปลงผนักลบัได ้(reversible) และสามารถ

ถา่ยทอดสูรุ่น่ลกูได้
12
 เชน่ ในป ีค.ศ. 2005 Fraga และคณะ

13
 

พบวา่ในชว่งปแีรกของชวีติฝาแฝดซึง่เกดิจากไข่ใบเดยีวกนั

จะมีการควบคุมเหนือพันธุกรรมไม่แตกต่างกัน แต่เมื่อ

อายุมากขึ้นฝาแฝดจะแสดงความแตกต่างอย่างเด่นชัด  

เนื่องจากอิทธิพลของทั้งปัจจัยภายนอกและปัจจัยภายใน 

เช่น การสูบบุหรี่ กิจกรรมทางกายภาพ การบริโภค

อาหาร เป็นต้น จึงเป็นการแสดงให้เห็นว่าผู้ที่มีลำ�ดับเบส 

(genotype) ที่ เหมือนกันแต่มีลักษณะที่แสดงออก 

(phenotype) ที่แตกต่างกันหรือเปลี่ยนแปลงเนื่องจาก 

สิ่งแวดล้อมได้ภายหลัง 

	 กระบวนการเมทิลเลชันของ DNA เป็นกลไกที่

สำ�คัญของการควบคุมเหนือพันธุกรรม ที่เกิดจากการเติม

หมู่เมทิลให้กับนิวคลีโอไทด์ชนิด cytosine (C) บริเวณ 

CpG islands การเติมหมู่เมทิลของ DNA อาศัยการ

ทำ�งานของเอนไซม์ DNA methyltransferase (DNMT)

และ DNA methylase โดยไดร้บัหมูเ่มทลิจาก S-adenosyl 

methionine (SAM) กระบวนการนี้มักเกิดที่ตำ�แหน่ง

ทรานสครปิชนัโปรโมเตอร ์(transcription promoter) ของ

ยีน ซึ่งระดับการเติมหมู่เมทิลมี 2 แบบ ได้แก่ ระดับการ

เตมิหมูเ่มทลิลดลง (hypomethylation) และระดบัการเตมิ

หมู่เมทิลเพิ่มขึ้น (hypermethylation) สำ�หรับเซลล์ปกติ

นั้นการเกิดเมทิลเลชันมักจะเกิดที่เบส cytosine บริเวณที่

มรีหสัของยนีและไมพ่บทีต่ำ�แหนง่โปรโมเตอรบ์รเิวณ CpG 

islands แต่ในเซลลม์ะเรง็กลบัพบภาวะเมทลิเลชนัระดบัสงู

บรเิวณโปรโมเตอรข์องยนี (promoter hypermethylation) 

และพบภาวะเมทิลเลชันในระดับต่ำ�ทั่วทั้งจีโนม (global 

DNA hypomethylation)

	 ปัจจุบันการศึกษาถึงการควบคุมเหนือพันธุกรรม 

ในโรคต่าง ๆ กำ�ลังได้รับความสนใจศึกษาเพิ่มขึ้นมาก 

Shengnan และคณะ
14
 พบภาวะ global DNA hyper-

methylation ในผู้ป่วยกลุ่มอาการดาวน์ซินโดรม (Down 

syndrome) รวมทั้งมีการแสดงออกของ Ten-Eleven 

Translocation (TET) family genes และ RE1-Silencing 

Transcription factor (REST) ลดลง ซึง่เปน็ยนีทีเ่กีย่วขอ้ง

กับกระบวนการ DNA methylation โดย TET genes 
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เกีย่วขอ้งกบั DNA demethylation และ RESTgene เปน็

ยีนที่ถอดรหัสให้ transcriptional repressor, Murphy 

และคณะ
15
 เปรียบเทียบระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งจีโนม

ในผู้ที่พยายามฆ่าตัวตาย (suicide attempt) กับกลุ่ม

ควบคุม พบว่ากลุ่มผู้ที่พยายามฆ่าตัวตายมีภาวะ global 

DNA hypermethylation จากรายงานการวิจัย Liao 

และคณะ
16
 ศึกษาเกี่ยวกับ LINE-1 methylation ใน

เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยมะเร็งไต พบภาวะ global DNA 

hypermethylation สัมพันธ์กับความเสี่ยงต่อการเป็น

มะเร็งไต (renal cell cancer) โดยผู้ที่สูบบุหรี่จะมีระดับ

การเติมหมู่เมทิลและความเสี่ยงต่อการเป็นมะเร็งไตสูง

กว่าผู้ที่ไม่สูบบุหรี่  

	 หลายงานวิจยัเสนอว่าภาวะเครียดจากออกซิเดชัน

และการอักเสบส่งผลต่อการเกิดเมทิลเลชันของ DNA 

ซึ่งถือว่าเป็นกลไกที่สำ�คัญที่ควบคุมการแสดงออกของยีน 

โดยมกีารศกึษาในเมด็เลอืดขาวกบัโรคตา่ง ๆ  ทัง้โรคเรือ้รงั

และโรคที่มีความผิดปกติทางเมแทบอลิกที่รวมเรียกว่า

เมแทบอลิกซินโดรม (metabolic syndrome) และพบ

เมทิลเลชันของ DNA ทั้งจีโนมในระดับสูง (global DNA 

hypermethylation) ในผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจ
17
 โรค

ความดันเลือดสูง
18
 โรคไขมันในเลือดสูง

19
 โรคอ้วน

20
 โรค

เบาหวานและภาวะดื้อต่ออินซูลิน
21
 ซึ่งเป็นที่ทราบดีว่าผู้

ที่มีภาวะเมแทบอลิกซินโดรมมีความเสี่ยงต่อการเกิดโรค

นิ่วไตได้ เช่น คนอ้วน อ้วนลงพุง
22
 และภาวะดื้อต่ออิน

สุลินทำ�ให้ปัสสาวะเป็นกรดและมีซิเตรทในปัสสาวะต่ำ� 

(hypocitraturia)
23

	 จากการทบทวนวรรณกรรมของคณะวิจัยพบว่ายัง

ไม่มีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับเมทิลเลชันของ DNA ใน

โรคนิ่วไต ซึ่งถือเป็นปัญหาสาธารณสุขของไทย เนื่องจาก

ปัจจุบันสาเหตุของการเกิดโรคนิ่วไตยังไม่ทราบแน่ชัดและ

ยังมีพฤติกรรมการดำ�เนินชีวิตที่อาจส่งเสริมหรือส่งผล

ต่อการแสดงออกของยีนผ่านการควบคุมเหนือพันธุกรรม

ได้ ดังนั้นการศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจวัดระดับ

เมทิลเลชันของการเปลี่ยนแปลงเหนือพันธุกรรมทั้งจีโนม 

(global DNA methylation) ในเม็ดเลือดขาวกับระดับ

ตัวบ่งชี้ของภาวะการอักเสบ IL-8 ในปัสสาวะของผู้ป่วย

โรคนิ่วไตเทียบกับคนปกติที่ยังไม่เคยมีรายงานมาก่อน 

โดยผู้วิจัยตั้งสมมติฐานว่าน่าจะมีความสัมพันธ์ระหว่าง

การเปลี่ยนแปลงเหนือพันธุกรรมทั้งจี โนมกับภาวะการ

อักเสบซึ่งอาจจะสามารถประยุกต์ ใช้เป็นตัวพยากรณ์การ

ดำ�เนินโรค (prognosis) และทราบตัวบ่งชี้ (biomarker) 

ที่เป็นปัจจัยการก่อนิ่วในระดับอณูชีวโมเลกุลมากขึ้นและ

อาจสามารถนำ�ไปประยุกต์ใช้ ในทางคลินิกได้ต่อไป

ผู้ป่วยและวิธีการศึกษา

	 ศึกษาในผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่ เข้ารับการรักษาที่ 

โรงพยาบาลสรรพสิทธิประสงค์ จังหวัดอุบลราชธานีใน 

ช่วงปี พ.ศ. 2554-2555 และกลุ่มควบคุมเป็นผู้มีสุขภาพ 

ดีซึ่งอาศัยอยู่ ในพื้นที่เดียวกับกลุ่มประชากรผู้ป่วย ซึ่ง

เข้าร่วมในแผนงานวิจัยเรื่อง “การวิจัยและพัฒนายาจาก

มะนาวผงของไทยเพื่อการรกัษาโรคนิว่ไต” ในโครงการวจิยั

เรื่อง “การศกึษาทางคลนิกิระยะที่ 2 ของยาสตูรมะนาวผง

ในผู้ป่วยโรคนิ่วไต” โดยผู้วิจัยทำ�การคัดเลือกสารตัวอย่าง

ของผูป้ว่ยโรคนิว่ไตจำ�นวน 29 รายและอาสาสมคัรจำ�นวน 

29 ราย ซึ่งมีเพศและอายุที่ใกล้เคียงกัน โครงการวิจัยนี้

ได้ผ่านการรับรองโดยคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยใน

คน กรมพฒันาการแพทยแ์ผนไทยและการแพทยท์างเลอืก 

กระทรวงสาธารณสุข และคณะกรรมการจริยธรรมการ

วจิยัในคนคณะแพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณม์หาวทิยาลยัแลว้ 

พรอ้มทัง้ไดร้บัการยนิยอมเขา้รว่มโครงการเปน็ลายลกัษณ์

อักษร (informed consent) จากอาสาสมัคร

	 ผู้เข้าร่วมโครงการทำ�การเก็บปัสสาวะ 24 ชั่วโมง 

เพื่อนำ�ส่งทีมแพทย์พยาบาล ณ โรงพยาบาลสรรพสิทธิ

ประสงค์ จังหวัดอุบลราชธานี จากนั้นทีมแพทย์พยาบาล

จะทำ�การเกบ็ตวัอยา่งเลอืดของผูเ้ขา้รว่มโครงการโดยการ

เจาะเลอืดจากเสน้เลอืดดำ�บรเิวณทอ้งแขนดว้ยชดุอปุกรณ์

เจาะเลือดปริมาณ 5 มิลลิลิตร ใช้ heparin เป็นสารกัน

เลือดแข็ง ตัวอย่างเลือดถูกเก็บโดยการปั่นที่ 3000 rpm 

เป็นเวลา 10 นาที แยกส่วนของพลาสม่าเก็บที่ -80 องศา

เซลเซียส  ส่วนเม็ดเลือดขาว (buffy coat) เก็บที่ 4 องศา

เซลเซยีส  จากนัน้ทมีแพทยพ์ยาบาลโรงพยาบาลสรรพสทิธิ

ประสงค์ จังหวัดอุบลราชธานี จัดส่งสารตัวอย่างปัสสาวะ

และเลอืดของผูเ้ขา้รว่มโครงการมายงัภาควชิาชวีเคมี คณะ

แพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณม์หาวทิยาลยั  คณะผูว้จิยันำ�สาร
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ตัวอย่างเม็ดเลือดขาวมาวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงระดับ

เมทิลเลชันของ DNA ทั้งจีโนม และตัวอย่างปัสสาวะนำ�

มาวิเคราะห์ ภาวะอักเสบปริมาณครีเอตินีน ปริมาณความ

เข้มข้น IL-8 และปริมาณโปรตีน

การวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ

	 ตรวจวัดระดับเมทิลเลชันของ DNA ด้วย 

MethylFlash™ Methylated DNAQuantification 

Kit (Colorimetric) 

	 สกัด DNA จากเม็ดเลือดขาวของกลุ่มตัวอย่าง

โดยใช้ชุดสกัด QIAamp DNA Mini Kits (QIAGEN, 

USA) ตรวจสอบปริมาณ DNA ที่สกัดได้ด้วยเครื่องวัดค่า

การดูดกลืนแสง (EV60 UV-Visible,Thermo scientific, 

USA) โดยใช้ โปรแกรมวัดสัดส่วน 260/280   จากนั้น

นำ�  DNA มาตรวจวัดระดับ 5-mC ด้วย Methyflash 

DNA methylation quantification kit (Epigentek, 

USA) โดยจะใช้ capture และ detection antibody  

ที่จำ�เพาะกับ 5-mC จากนั้นวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 450 

นาโนเมตร และคำ�นวณ 5-mC% ได้จาก    

	 5-mC% 	 =	 (sample OD - Negative Control OD) ÷ S
	 	 	 (Positive Control OD - Negative Control) x 2 ÷ 5

x 100%

	 การตรวจวัด IL-8 ในปัสสาวะด้วย ELISA kit  

(Human IL-8/CXCL8 ELISA Kit)

	 เป็นการตรวจวัดแบบ Direct Sandwich ELISA 

โดยนำ�ตัวอย่างปัสสาวะ 100 ไมโครลิตร ใส่ลงใน well 

plate ทีเ่คลอืบดว้ยแอนตบิอดซีึง่จำ�เพาะกบั Human IL-8 

จากนั้นใส่ biotinylated antibody ซึ่งเป็น detection 

antibody จากนั้นใส่ HRP-conjugated streptavidin  

และ 3,3´,5,5´-tetramethylbenzidine (TMB) ตามลำ�ดบั  
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร  

และคำ�นวณปริมาณ IL-8 ในสารตัวอย่างโดยเปรียบเทียบ

กับ IL-8 มาตรฐานที่ทราบค่าความเข้มข้น

	 การวิเคราะห์ปริมาณครีเอตินีนในปัสสาวะ

	 การตรวจวิเคราะห์ปริมาณครีเอตินีนในปัสสาวะ

ดว้ย enzymatic method โดยนำ�ตวัอยา่งใส ่creatininase 

บ่มที่ 37 องศาเซลเซียส creatinine ถูกเปลี่ยนแปลง

เป็นsarcosine  จากนั้นเติม sarcosine oxidase เกิดเป็น 

hydrogen peroxide ใส่ peroxidase และวัดค่าการดูด

กลืนแสงสูงสุดที่ 550 นาโนเมตร

การวิเคราะห์ โปรตีนในปัสสาวะ โดยวิธี dye binding  

method

	 โดยใช้สารละลาย Comassie Brilliant Blue 

G-250 dye ในacidic solution (CCB reagent) ซึ่ง 

เป็นสารสีแดงและมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ที่ 465 

นาโนเมตร ปริมาตร 2.50 มิลลิลิตร ผสมกับตัวอย่าง

ปัสสาวะ 50 ไมโครลิตร จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้องนาน 

5 นาที เมื่อ CCB reagent จับกับโปรตีนจะเปลี่ยนเป็น

สารละลายสีฟ้า ซึ่งมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 595  

นาโนเมตร จากนั้นคำ�นวณปริมาณโปรตีนในปัสสาวะโดย

เปรียบเทียบกับ Bovine serum albumin (BSA) ซึ่งเป็น

โปรตีนมาตรฐานที่ทราบค่าความเข้มข้น

	

การวิเคราะห์ข้อมูล

	 ผลการวิจัยแสดงข้อมูลเป็นค่าเฉลี่ยและค่าเบี่ยง

เบนมาตรฐาน (mean±SD หรือ mean±SE) โดยนำ�
เสนอในรูปของกราฟหรือตาราง ใช้สถิติ Independent-

samples t-test ในการเปรียบเทียบความแตกต่างของ 
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5-mC% ปริมาณ IL-8 และปริมาณโปรตีนระหว่างทั้งสอง

กลุ่ม และสถิติ Pearson’s correlation test ในการหา 

ความสัมพนัธร์ะหว่าง 5-mC% ปรมิาณ IL-8  และปรมิาณ

โปรตีนโปรแกรมทางสถิติที่ใช้คือ SPSS เวอร์ชั่น 16.0 

(Chicago, IL) กำ�หนดระดับนัยสำ�คัญทางสถิติที่ p<0.05

ผลการศึกษา

	 การศึกษานี้มีจำ�นวนผู้ป่วยโรคนิ่วไต 29 ราย เป็น

เพศชาย 14 ราย (ร้อยละ 48.28) เพศหญิง 15 ราย  

(ร้อยละ 51.72) อายุเฉลี่ย 45.45±9.20 ปี ดัชนีมวลกาย
เฉลี่ย 23.16±3.31 กิโลกรัมต่อตารางเมตร ผลการตรวจ
ชนดิของกอ้นนิว่ของผูป้ว่ยโรคนิว่ไตทีเ่ขา้รว่มโครงการพบ

นิ่วชนิดแคลเซียมออกซาเลตมากที่สุดรวมร้อยละ 72.41  

โดยเป็นนิ่วแคลเซียมออกซาเลตบริสุทธิ์ร้อยละ 41.38  

นิ่วแคลเซียมออกซาเลตผสมแคลเซียมฟอสเฟตร้อยละ 

17.24 นิ่วแคลเซียมออกซาเลตผสมกรดยูริกร้อยละ 6.90  

และนิ่วแคลเซียมออกซาเลตผสมแมกนีเซียมแอมโมเนียม

ฟอสเฟตรอ้ละ 6.90 รองลงมาเปน็นิว่ชนดิแคลเซยีมฟอสเฟต 

รอ้ยละ 17.24 โดยเปน็นิว่แคลเซยีมฟอสเฟตบรสิทุธิร์อ้ยละ  

10.34 นิ่วแคลเซียมฟอสเฟตผสมกรดยูริกร้อยละ 3.45 

และนิ่วแคลเซียมฟอสเฟตผสมแมกนีเซียมแอมโมเนียม

ฟอสเฟตร้อยละ 3.45 นิ่วชนิดกรดยูริกร้อยละ 6.90 และ 

นิ่วชนิดแมกนีเซียมแอมโมเนียมฟอสเฟตร้อยละ 3.45  

อาสาสมัครผู้มีสุขภาพดีที่เข้าร่วมการวิจัยจำ�นวน 29 ราย 

เป็นเพศชาย 17 ราย (ร้อยละ 59) เพศหญิง 12 ราย  

(ร้อยละ 41) อายุเฉลี่ย 46.20±9.24 ปี ดัชนีมวลกายเฉลี่ย 
24.30±4.58 kg/m2

 จากผลการทดสอบทางสถติพิบวา่เพศ 

(p=0.876) ค่าเฉลี่ยอายุ (p=0.890) และค่าเฉลี่ยดัชนีมวล

กายเฉลี่ย (p=0.151) ของทั้งสองกลุ่มไม่แตกต่างกันทาง

สถิติ ดังตารางที่ 1 

	 ผลการวิเคราะห ์ 5-mC% ซึ่งจะบ่งบอกระดับการ

เติมหมู่เมทิลทั้งจีโนม โดยศึกษาในสารตัวอย่าง DNA  

จากเม็ดเลือดขาวของผู้เข้าร่วมการวิจัยทั้งสองกลุ่ม พบ

ว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไตมี 5-mC% สูงกว่าในกลุ่มควบคุมอย่าง 

มีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p=0.002) โดยมีค่าเฉลี่ย 5-mC%  

อยู่ที่ 0.81±0.097 และ 0.31±0.050% ตามลำ�ดับดังแสดง

Characteristics 	 Renal stone patients	 Healthy controls	 P value

Number of subjects	 29	 29	 -

Male/Female 	 14/15	 17 /12	 0.876

Age (years)+SD 	 45.45+9.20	 46.20+9.24	 0.890

BMI (kg/m
2
)+SD 	 23.16+3.31	 24.30+4.58	 0.151

Type of kidney stone	 	

Calcium Oxalate Stones	 21 (72.41)	 	

	 Pure Calcium Oxalate Stones	 12 (41.38)	 	

	 Calcium Oxalate and Calcium Phosphate Stones	 5 (17.24)	 	

	 Calcium Oxalate and Uric Acid Stones	 2 (6.90)	 	

	 Calcium Oxalate and Magnesium Ammonium 

	 	 Phosphate Stones 	 2 (6.90)	 	

Calcium Phosphate Stones	 5 (17.24)	 	

	 Pure Calcium Phosphate Stones	 3 (10.34)	 	

	 Calcium Phosphate and Uric Acid Stones	 1 (3.45)	 	

	 Calcium Phosphate and Magnesium Ammonium 

	 	 Phosphate Stones 	 1 (3.45)	  	  

Uric Acid Stones	 2 (6.90)	 	

Magnesium Ammonium Phosphate Stones	 1 (3.45)	

ตารางที่ 1	 แสดงลักษณะทั่วไปของผู้ป่วยโรคนิ่วไตและอาสาสมัครผู้มีสุขภาพดี
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ในรูปที่ 1A

	 การวิเคราะห์ภาวะอักเสบจากการตรวจวัดปริมาณ

ความเข้มข้น IL-8 ในปัสสาวะของผู้เข้าร่วมการวิจัยทั้ง

สองกลุ่มพบว่า ผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีปริมาณความเข้มข้น 

IL-8 สูงกว่าในกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

(p<0.001) โดยมีค่าเฉลี่ยปริมาณความเข้มข้น IL-8 อยู่ที่ 

1124.37±182.21 และ 113.29±31.70 pg/mg creatinine 
ตามลำ�ดับ ดังแสดงในรูปที่ 1B

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนจากการใช้ CCB 

reagent ตรวจวดัในปสัสาวะของผูเ้ขา้รว่มการวจิยัทัง้สอง

กลุ่มพบว่า ผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีปริมาณโปรตีนสูงกว่าในกลุ่ม

ควบคุมอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p<0.001) โดยผู้ป่วยมี

ค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 268.23±36.34 มิลลิกรัมต่อวัน ส่วนคนปกติ
มีค่าเฉลี่ยอยู่ที่ 44.38±6.94 มิลลิกรัมต่อวัน ดังแสดงใน
รูปที่ 1C

	 นอกจากนี้เมื่อวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง 

5-mC% กับปริมาณความเข้มข้น IL-8 ของผู้เข้าร่วม

โครงการวิจัยรวมสองกลุ่ม โดยใช้ Pearson’s correlation  

test พบความสัมพันธ์เชิงบวกระหว่าง 5-mC% กับปริมาณ 

ความเข้มข้น IL-8 (r=0.491, p<0.001) ดังรูปที่ 2 และ

ทำ�นองเดียวกันสำ�หรับความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณ

ความเข้มข้น IL-8 กับปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ พบว่า 

ปริมาณความเข้มข้น IL-8 มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับ 

ปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ (r=0.661, p<0.001) ดังรูปที่ 3

	 เนื่องจากปัจจุบันยังไม่มีรายงานค่าอ้างอิง (cutoff) 

ของ 5-mC% ในดีเอ็นเอจากเม็ดเลือดขาวในผู้ป่วยนิ่วไต 

การศกึษานี้ ใชก้ารวเิคราะหท์างสถติิ Receiver operating 

characteristic (ROC) analysis เพื่อหาค่าอ้างอิงของ 

5-mC% ที่เหมาะสม และประเมินคุณค่าของการตรวจวัด 

5-mC% สำ�หรับใช้ ในการแยกกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วไตจาก 

คนปกติ รูปที่ 4 แสดง ROC curve ของตรวจวัด 5-mC% 

ทีว่ดัจากกลุม่ผูป้ว่ยโรคนิว่ไตและกลุม่คนปกติ ROC curve 

ที่ได้มีค่าพื้นที่ใต้กราฟ (area under curve, AUC) เท่ากับ 

0.7993 (95% CI; 0.6838-0.9147) คณะวิจัยเลือกค่า

อ้างอิงที่เหมาะสมของ 5-mC% ที่ ร้อยละ 0.35 นั่นคือ  

ผลการตรวจวดัเปน็บวกเมื่อมคีา่ 5-mc% > 0.35% จำ�นวน

ผู้ป่วยโรคนิ่วไตที่มี 5-mC% สูงผิดปกติ (ให้ผลบวก) มี

ร้อยละ 82.76 (24/29) ขณะที่จำ�นวนของกลุ่มควบคุม 

รูปที่ 1	 แสดงเปอรเ์ซน็ต์ 5-methylcytosine (5-mC%) ใน DNA จากเมด็เลอืดขาว (A) ปรมิาณความเขม้ขน้ Interleukin-8 

	 ในปัสสาวะ (B) และปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ (C) ของกลุ่มผู้ป่วยโรคนิ่วไตและกลุ่มควบคุมผู้มีสุขภาพดี โดยพบว่า 

	 ผู้ป่วยโรคนิ่วไตมี 5-mC% ปริมาณความเข้มข้น Interleukin-8 และปริมาณโปรตีนสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี 

	 นัยสำ�คัญทางสถิติ (p=0.002, p<0.001 และp<0.001 ตามลำ�ดับ)
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รูปที่ 3	 Scatter plot แสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณความเข้มข้น Interleukin-8 กับปริมาณโปรตีนในกลุ่มตัวอย่าง

	 ทั้งหมด ปริมาณความเข้มข้น Interleukin-8 มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับปริมาณโปรตีน (r=0.661, p<0.001)

รูปที่ 2	 Scatter plot แสดงความสัมพันธ์ระหว่างเปอร์เซ็นต์ 5-methylcytosine (5-mC%) กับปริมาณความเข้มข้น 

	 Interleukin-8 ในกลุม่ตวัอยา่งทัง้หมด โดยปรมิาณความเขม้ขน้ Interleukin-8 มคีวามสมัพนัธเ์ชงิบวกกบักบั 5-mC%  

	 (r=0.491, p<0.001) 
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ที่มี 5-mC% สูงผิดปกติมีเพียงร้อยละ 37.93 (11/29)  

เมื่อคำ�นวณค่าการวินิจฉัย (diagnostic values) ของการ

ตรวจวดั 5-mC% โดยใชค้า่อา้งองิรอ้ยละ 0.35 ไดค้า่ความ

ไว (sensitivity) และคา่ความจำ�เพาะ (specificity) เทา่กบั

ร้อยละ 82.76 และ 62.07  ตามลำ�ดับ ค่าทำ�นายผลบวก 

(positive predictive value) เท่ากับร้อยละ 68.57 ค่า

ทำ�นายผลลบ (negative predictive value) เทา่กบัรอ้ยละ 

78.26 และค่าความถูกต้องของการวินิจฉัย (accuracy) 

เท่ากับ ร้อยละ 72.41 (ตารางที่ 2)

วิจารณ์

	 อุบัติการณ์การเกิดโรคนิ่วทางเดินปัสสาวะเพิ่มขึ้น

ในผู้ ใหญ่ไทยและทั่วโลกส่วนใหญ่เป็นแบบไม่ทราบสาเหตุ

ปัจจุบันมีการศึกษาพบว่าสิ่งแวดล้อม อาหารและการ

ออกกำ�ลังกาย รวมทั้งภาวะเครียดจากออกซิเดชันและ

ภาวะอักเสบเหล่านี้มีอิทธิพลต่อการเกิดโรคและส่งผล

ต่อการเปลี่ยนแปลงเหนือระดับพันธุกรรมโดยเฉพาะการ

เปลีย่นแปลงของดเีอน็เอเมทลิเลชนั
24
 ดงันัน้ งานวจิยันี้ ได้

ศกึษาระดบัการเตมิหมูเ่มทลิทัง้จีโนมจากเมด็เลอืดขาวของ

รูปที่ 4	 ROC curve analysis เพื่อหาค่าอ้างอิง (cutoff) ของเปอร์เซ็นต์ 5-methylcytosine (5-mC%) ใน DNA จาก

	 เม็ดเลือดขาว

5-methylcytosine of peripheral	 Renal stone patients (%)	 Healthy controls (%)	 Total

Positive	 24 (82.76)	 11 (37.93)	 35 (60.34)

(>0.35 %)	

Negative	 5 (17.24)	 18 (62.07)	 23 (39.66)

(< 0.35 %))	

Total	 29 (100)	 29 (100)	 58

ตารางที่ 2	 แสดงผลการจำ�แนกกลุม่ประชากรตามคา่อา้งองิ (cutoff) ของเปอรเ์ซน็ต์ 5-methylcytosine (5-mC%) ใน 

	 DNA จากเม็ดเลือดขาว
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ผู้ป่วยโรคนิ่วไตเทียบกับกลุ่มควบคุมที่เป็นชาวชนบทและ

อาศัยในพื้นที่ใกล้เคียง มีรูปแบบการดำ�รงชีวิตคล้ายคลึง

กันกับผู้ป่วย โดยพบว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีระดับการเติมหมู่

เมทิลของ DNA สูงกว่ากลุ่มควบคุม กล่าวคือผู้ป่วยโรค

นิ่วไตมีภาวะ global DNA hypermethylation การเติม

หมู่เมทิลเป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นในระดับเซลล์เกิดจาก 

หมู่เมทิลไปจับกับดีเอ็นเอและยับยั้งการแสดงออกของ

ยีนเป็นผลให้จำ�นวนของ mRNA ซึ่งเป็นผลผลิตของยีน

มีจำ�นวนลดลงนอกจากนี้ยังพบว่าระดับการเติมหมู่เมทิล

ของ DNA มีความสัมพันธ์ในเชิงบวกกับ urinary IL-8 

ดังนั้นระดับ global DNA hypermethylation จึงอาจ

เป็นตัวชี้วัดระดับการอักเสบที่เกิดในโรคนิ่วไตได้เช่นเดียว

กับ urinary IL-8

	 จากผลการศึกษาภาวะอักเสบของผู้ป่วยโรคนิ่วไต

เทียบกับกลุ่มควบคุม พบว่าผู้ป่วยโรคนิ่วไตมีภาวะอักเสบ

สูงกว่ากลุ่มควบคุม ทั้งนี้มีงานวิจัยในเซลล์เพาะเลี้ยง 

(cell culture) ที่กระตุ้นเซลล์ด้วยผลึก COM พบว่า  

มีการแสดงออกของ MCP-1 มากขึ้น และเมื่อมีปริมาณ

ของ COM มากขึ้นเซลล์บุท่อไตจะถูกทำ�ลายมากขึ้น
25-28

 

การศึกษาในสัตว์ทดลองโดย De Water และคณะ
29
 พบว่า

ผลึกนิ่วในท่อไตจะเคลื่อนเข้าสู่ renal interstitium เพื่อ

ดึงดูดเซลล์อักเสบต่าง ๆ เข้ามาใน interstitium ส่งผล 

กระตุ้นการอักเสบ ซึ่งเซลล์เหล่านี้จะหลั่ง chemokines 

และ cytokines ทำ�ใหเ้กดิการอกัเสบเพิม่มากขึน้และเซลล์

บุท่อไตถกูทำ�ลายมากขึ้นทำ�ให้ไตสูญเสียหน้าที่  ดงันัน้การ

เกิดผลึกนิ่วในปัสสาวะสามารถเหนี่ยวนำ�ให้เซลล์เยื่อบุท่อ

ไตเกิดการบาดเจ็บและเกิดภาวะอักเสบ รวมทั้งกระตุ้น

กระบวนการซ่อมแซมโดยเฉพาะส่วนที่มีผลึกเกาะและ

เนื้อเยื่อบริเวณนั้นเกิดการเสียหายมากส่งผลให้เกิดพังผืด 

(fibrosis) ในที่สุด
30

	 จากการศกึษาความสมัพนัธร์ะหวา่งภาวะอกัเสบกบั

ระดับ global DNA methylation และปริมาณโปรตีนใน 

ผูป้ว่ยโรคนิว่ไตและกลุม่ควบคมุ  พบวา่ภาวะอกัเสบมคีวาม

สัมพันธ์เชิงบวกกับทั้งระดับ global DNA methylation 

และปริมาณโปรตีนในปัสสาวะอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 

ซึ่งแสดงว่าภาวะอักเสบที่เพิ่มสูงขึ้นสัมพันธ์กับการเติม

หมู่เมทิลของทั้งจีโนมที่สูงขึ้น มีการรายงานก่อนหน้านี้ 

ของ Kato และคณะ
31
 รายงานว่า global DNA hyper-

methylation สมัพนัธเ์ชงิบวกกบัระดบัตวับง่ชีภ้าวะอกัเสบ 

ได้แก่ Procalcitonin (PCT) และ ferritin ในผู้ป่วยโรค

ไต งานวิจัยของ Hodge และคณะ
32
 พบว่า methyl-

transferaseactivity ใน K562 cells เพิ่มขึ้น 3.2 เท่า 

เมื่อถูก treat ด้วย interleukin 6 (IL-6) ทั้งนี้ เนื่องจาก 

methyltransferase เป็นเอนไซม์ที่ทำ�หน้าที่เติมหมู่เมทิล 

ให้กับ DNA รวมทั้งมีรายงานภาวะอักเสบสัมพันธ์กับการ

เพิ่มขึ้นของ DNA methylation ทั้งในผู้ป่วยกระเพาะ

อาหารอักเสบและมะเร็งกระเพาะอาหาร ที่เป็นเช่นนี้

เนื่องจาก IL-6 สง่ผลตอ่การเปลีย่นการควบคมุเหนอืลำ�ดบั

เบสในเซลลผ์า่นการควบคมุของ DNA methyltransferase 

gene
33,34
 และเชน่เดยีวกนัภาวะอกัเสบทีเ่พิม่สงูขึน้สมัพนัธ์

กับปริมาณโปรตีนที่สูงขึ้น มีรายงานการศึกษาพบว่าภาวะ

อักเสบที่สูงขึ้นสัมพันธ์กับปริมาณโปรตีนในปัสสาวะและ

หากมกีารใชส้ารตา้นการอกัเสบพบวา่จะมภีาวะการอกัเสบ

และปริมาณโปรตีนในปัสสาวะลดลง
35-37

	 อย่างไรก็ตาม ยังไม่เคยมีการศึกษาระดับการเติม

หมู่เมทิลทั้งจีโนมในผู้ป่วยโรคนิ่วไตมาก่อน การศึกษานี้

เป็นการศึกษาแรกที่แสดงให้เห็นว่าผู้ปวยโรคนิ่วไตมีระดับ

การเติมหมู่เมทิลทั้งจีโนมที่สูงและเมื่อวิเคราะห์คุณค่า

ในการวินิจฉัยของระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งจี โนมจาก 

5-mC% พบว่ามีค่า area under ROC curve เท่ากับ 

0.799 (95% CI; 0.684-0.915) บ่งชี้ว่าระดับการเติมหมู่

เมทิลทั้งจีโนม สามารถนำ�มาใช้เป็นตัวบ่งชี้การวินิจฉัยได้

ในระดับปานกลาง (adequate diagnostic potential) 

โดยมีค่าความไวของการตรวจวัดที่ร้อยละ 82.76 และ

ค่าความจำ�เพาะร้อยละ 62.07 ตามเกณฑ์มาตรฐานแล้ว 

AUC = 0.5 บ่งชี้ว่าไม่สามารถใช้เป็น biomarker ใน 

การจำ�แนกผู้ป่วยออกจากคนปกติได้ ขณะที่ AUC = 1.0 

จัดเป็น perfect biomarker ที่สามารถจำ�แนกผู้ป่วย 

ออกจากคนปกติได้อย่างสมบูรณ์ ค่าความไวและความ

จำ�เพาะเท่ากับร้อยละ 100 ดังนั้น จากการศึกษานี้ global 

DNA hypermethylation จึงเป็นตัวบ่งชี้การอักเสบของ 

ไตจากโรคนิ่วไตระดับปานกลางเท่านั้น อย่างไรก็ตาม 

จำ�นวนตัวอย่างที่ตรวจวัดระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งจีโนม 

ในงานวิจัยนี้ยังน้อยอยู่ จึงควรศึกษาเพิ่มเติมต่อไปเพื่อ
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ยืนยันผลในกลุ่มตัวอย่างที่ใหญ่ขึ้น และการศึกษานี้ศึกษา 

ระดับเมทิลเลชันของ DNA ในเม็ดเลือดขาว ซึ่งไม่ใช่

อวัยวะหรือเนื้อเยื่อของการเกิดโรคนิ่วไตโดยตรง แต่

อย่างไรก็ตาม มีหลักฐานเพิ่มมากขึ้นว่าเม็ดเลือดขาวอาจ

จะเป็นรูปแบบของเซลล์ที่มีประโยชน์ ในการประเมินผล

การควบคมุเหนอืพนัธกุรรม เนื่องจากไม่ใชเ่พยีงแตเ่นือ้เยื่อ

เท่านั้นที่ ได้รับผลกระทบจากการเกิดโรค แต่ยังสามารถ

ตรวจพบในเม็ดเลือดขาวได้
38
 และตัวอย่างเลือดสามารถ

เก็บได้ง่าย สามารถนำ�มาใช้สำ�หรับการศึกษาขนาดใหญ่

ติดตามการเปลี่ยนแปลงของโรคได้ รวมทั้งการศึกษานี้

ตรวจวัดระดับเมทิลเลชันทั้งจีโนม อาจจะต้องมีการศึกษา

ระดับเมทิลเลชันของยีนที่จำ�เพาะเจาะจงต่อโรคนิ่วไตต่อ

ไปในอนาคต 

	 รายงานนีเ้ปน็รายงานการศกึษาแรกเกีย่วกบัระดบั

การเตมิหมูเ่มทลิทัง้จีโนมในผูป้ว่ยโรคนิว่ไต ทีพ่บวา่มรีะดบั

ที่สูงเมื่อเทียบกับกลุ่มคนปกติ ระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งจี

โนมที่เปลี่ยนแปลงนี้น่าจะเป็นปัจจัยหนึ่งของการเกิดโรค

นิ่วไต  นอกจากนี้ยังพบว่าภาวะอักเสบที่เพิ่มสูงขึ้นสัมพันธ์

กับระดับการเติมหมู่เมทิลทั้งจีโนมและปริมาณโปรตีนใน

ปสัสาวะทีเ่พิม่สงูขึน้ขอ้มลูวจิยันีช้ีแ้นะวา่การตรวจวดัระดบั

การเตมิหมูเ่มทลิทัง้จีโนมและการวดัปรมิาณ IL-8 นา่จะใช้

เป็นตัวบ่งชี้เพิ่มเติมสำ�หรับการวินิจฉัยโรคนิ่วไตได้  
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