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   กลุ่มของยีนท่ีมีการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น 
ที่ผ่ืนและผิวหนังที่ไม่มีรอยโรคของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 

เปรียบเทียบกับผิวหนังคนปกติโดยวิธี
เมทิลเลชันไมโครอะเรย์

เกรียงศักดิ์ ฤชุศาศวัต1  ลัดดาวัลย์  เทียมสิงห์1  พรรณทิพา พรตเจริญ2  และจงกลนี วงศ์ปิยะบวร2 
1สถาบันวิจัยวิทยาศาสตร์สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถนนติวานนท์ นนทบุรี 11000
2คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ถนนพระรามที่ 4 เขตปทุมวัน กรุงเทพฯ 10330

Corresponding author E-mail: kriangsak.r@dmsc.mail.go.th

Received: 28 January 2021	 Revised: 2 March 2021	 Accepted: 11 March 2021                   

บทคัดย่อ  โรคสะเก็ดเงินมีอุบัติการณ์ประมาณร้อยละ 1-3 ของประชากรโลก สาเหตุของการเกิดโรคยังไม่เป็นที่ทราบแน่ชัด 
การเปลี่ยนแปลงแบบนอกเหนือยีน (epigenetics) มีความสำ�คัญต่อการเกิดโรคสะเก็ดเงิน คณะผู้วิจัยทำ�การศึกษาการเกิด 
ดีเอ็นเอเมทิลเลชันของยีน โดยใช้เทคนิคเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ โดยศึกษาจากผื่นและผิวหนังที่ไม่มีรอยโรคของผู้ป่วยโรค 
สะเก็ดเงิน เปรียบเทียบกับผิวหนังปกติของคนปกติ โดยแบ่งกลุ่มละ 6 ตัวอย่าง  พบยีนที่คาดว่ามีความสำ�คัญจำ�นวน 6 ยีน 
คือ ยีน MSX1,  TCP11, C16orf47, HOXB1, HTR3B  และ TH และคัดเลือกยีน MSX1 ศึกษาภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 
โดยวธิเีมทลิเลชนัสเปซฟิกิไพรเมอร ์(MSP) ในผืน่และเซลลเ์มด็เลอืดขาวของผูป่้วยโรคสะเก็ดเงิน เปรยีบเทยีบกับคนปกต ิ โดย
พบว่าผิวหนังคนปกติเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันจำ�นวน 3 ตัวอย่าง จาก 4 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 75 ในขณะที่ผื่นไม่เกิดดีเอ็นเอ 
เมทิลเลชันจากทั้ง 6 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 0 การศึกษาการเปล่ียนแปลงดีเอ็นเอเมทิลเลชันโดยวิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย ์
ที่ศึกษาเป็นแบบ high through-put และจากผลการศึกษาดังกล่าวทำ�ให้สามารถคัดเลือกยีนที่สำ�คัญมาทำ�การศึกษาต่อ และ
การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชันมีความสำ�คัญต่อพยาธิกำ�เนิดของโรคสะเก็ดเงิน
 
คำ�หลัก: โรคสะเก็ดเงิน, ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน, เมทิลเลชันไมโครอะเรย์, ยีนเอ็มเอสเอ็กซ์วัน
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บทนำ�

โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เป็นโรคผิวหนังที่พบได้บ่อยประมาณร้อยละ 1-3 ของประชากรโลก(1) ความชุก 

ของการเกิดโรคแตกต่างกันไปตามภูมิประเทศ เชื้อชาติ และสิ่งแวดล้อม ตัวอย่างเช่น อัตราความชุกในประเทศ

ซามัว (Samoa) ต�่ำสุดถึงร้อยละ 0 แต่ในพื้นที่ Arctic-Kasach’ye กลับพบสูงถึงร้อยละ 11.8(2) ทางด้านเอเชีย 

ซึ่งมีประชากรเชื้อชาติต่างๆ จ�ำนวนมาก พบว่าความชุกของโรคสะเก็ดเงินในประเทศอินเดียร้อยละ 0.5-1.5 ประเทศ

มาเลเชียร้อยละ 4.0-5.5 ประเทศญี่ปุ่นร้อยละ 1.18 และประเทศคูเวตร้อยละ 3.1(3) เป็นต้น ส�ำหรับประเทศไทย 

จากรายงานประจ�ำปีของสถาบันโรคผิวหนัง กระทรวงสาธารณสุข เฉลี่ย 3,000 รายต่อปี ซึ่งคาดว่าน่าจะมีจ�ำนวนผู้ป่วย 

ทั่วประเทศมากกว่านี้ 

โรคสะเก็ดเงินเป็นโรคเกี่ยวกับภูมิคุ ้มกันต่อต้านตนเองที่เกี่ยวข้องกับเม็ดเลือดขาวชนิดทีลิมโฟไซต์ 

(T-lymphocyte mediated skin autoimmune disease)(4)  โดยผู้ป่วยมีพันธุกรรมที่มีแนวโน้มในการตอบสนอง

ของภูมคิุม้กนัเป็นแบบ type 1 immune effector functions และปัจจบุนัยงัไม่ทราบสาเหตทุีแ่ท้จริงของโรคและกลไก

การเกิดโรคที่ชัดเจน พันธุกรรมเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีส่วนเกี่ยวข้องโดยมีรายงานการวิจัยที่พบว่าผู้ป่วยในวัยเด็กที่เป็นโรค

สะเกด็เงนิมกัมีประวัตทิางครอบครวัมาก่อน มากถงึร้อยละ 71(5) และการศกึษาหา susceptibility regions บนต�ำแหน่ง

ต่างๆ ของโครโมโซมเกี่ยวข้องกับการเกิดโรคสะเก็ดเงิน พบว่ามียีนที่เกี่ยวข้องกับการเกิดโรค และการด�ำเนินของ 

โรคสะเก็ดเงินคือ ยีนที่มีต�ำแหน่งอยู่บนโครโมโซมที่ 1q21, 3q21, 4q, 7p, 8, 11, 16q, 17q, 20p และ 6p (6) เป็นต้น

แนวทางการวิจยัของโรคน้ี นอกจากวเิคราะห์การเปลีย่นแปลงล�ำดับเบสในยนีแล้ว ยงัมกีารศกึษาการควบคมุ

แบบนอกเหนือพันธุกรรม (epigenetics) ซึ่งมีการเปลี่ยนแปลงกลไกการท�ำงานของยีน โดยไม่เกี่ยวข้องกับการ

เปลี่ยนแปลงล�ำดับเบสของสายดีเอ็นเอ (DNA) โดยเฉพาะการเกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) 

ข้ึนภายในยนี เช่น ตวัอย่างการศกึษาท่ีแสดงให้เหน็ถงึความสมัพนัธ์ของการเกดิมะเรง็กบัการเปลีย่นแปลงระดบัดีเอน็เอ

ดีเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA demethylation/methylation) ทั้งในส่วนยีนควบคุมการแสดงออกของ

มะเร็ง (oncogene) และยีนต้านมะเร็ง (tumor suppressor gene)(7, 8, 9)  นอกจากนี้การศึกษาทางพันธุกรรมการ

เกดิภาวะดเีอน็เอเมทิลเลชนักบัการเกดิโรคสะเกด็เงนิ เช่น รายงานภาวะดเีอน็เอเมทลิเลชนัของยนี SHP-1 ซึง่ท�ำหน้าที่

เป็น negative regulatory signal gene ในเซลล์ผิวหนังของคนไข้โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เป็นต้น(10)

ปัจจุบันมีการพัฒนาการตรวจหาดีเอ็นเอเมทิลเลชันโดยวิธีไมโครอะเรย์ ซึ่งเป็นเทคนิคที่มีความไว แม่นย�ำ 

รวดเรว็ และสามารถตรวจหาเบือ้งต้น (Screening) ของยนีทัง้หมดทีค่วบคมุด้วยกระบวนการดเีอน็เอเมทลิเลชนั โดย

มรีายงานข้อมลูท่ีเกีย่วข้องและเป็นประโยชน์ เช่น การศกึษาการเปลีย่นแปลงดเีอน็เอเมทลิเลชันใน HeLa cell line(11) 

ในเซลล์เมด็เลอืดขาว (Normal peripheral blood leukocytes) และชิน้เนือ้ของอวยัวะต่างๆ  ของคนปกต ิโดยพบว่า 

ประมาณร้อยละ 4 ของยีนบนออโตโซม (autosomal gene) เกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชันขึ้นในส่วนโปรโมเตอร์ 

(บริเวณทีม่ ีCpG islands) ของเซลล์ปกตเิหล่านี ้ซึง่เป็นหลกัฐานส�ำคญัว่าขบวนการดเีอน็เอเมทิลเลชันมคีวามสมัพนัธ์

กับขบวนการ tissue-specific gene silencing ในเซลล์ปกติ(12) และการศึกษาในช้ินเนื้อของลูกอัณฑะ (testis) 

ชิน้เนือ้สมอง (brain) และเมด็เลอืดขาวชนดิลมิโฟไซต์ (Lymphocyte) ของคนปกตทิีม่กีารแสดงออกของยนีมคีวาม

สัมพันธ์กับการเกิดภาวะเมทิลเลชันทั้งท่ีเกิดในและนอกส่วนโปรโมเตอร์ของยีน(13) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีรายงาน 

การศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบของการเกิดภาวะเมทิลเลชันในโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก (prostate cancer) 

โดยสามารถบอกถึงยีนที่ค้นพบใหม่ที่ถูกควบคุมโดยกระบวนการเมทิลเลชันประมาณ 25 ยีน ซึ่งน่าจะมีความส�ำคัญกับ 

พยาธิก�ำเนิดของโรค(14) ในมะเร็งปอดสามารถพบยีนใหม่ประมาณ 11 ยีน (LHX2, LHX4, PAX7, HOXB13, 

LBX1, SIX2, HOXD3, DLX1, HOXD1, ONECUT2 and PAX9) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการเกิดภาวะเมทิลเลชัน 

ในโรคมะเรง็เป็นทัง้แบบครอบคลมุทัง้หมด (global DNA methylation)(15) อย่างไรก็ตามข้อมลูการตรวจโดยการใช้วธินีี ้

ในกลุ่มโรคภมิูคุม้กนัต้านตนเอง (autoimmune diseases) โดยเฉพาะโรคสะเกด็เงนิยงัมไีม่มากนกั ดงันัน้การศกึษานี ้
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ผู้วิจัยจะสามารถค้นหายีนทั้งหมดที่เกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอดีเมทิลเลชันที่เกี่ยวข้องกับโรคสะเก็ดเงิน 

และใช้เป็นแหล่งข้อมูลของยีนในการศึกษาพยาธิก�ำเนิดของโรคต่อไป      

วัสดุและวิธีการ

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา (Evaluation samples)
ผู้ป่วยประชากรไทยที่เป็นโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) ที่เข้ารับการรักษาที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ และ 

ลงนามในใบยินยอมเข้าร่วมโครงการวิจัย 
เกณฑ์การเลือกผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis patient) 
Inclusion criteria: 
-	 ผู้หญิงหรือผู้ชายที่มีอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 18 ปี เชื้อชาติไทย หรือไทยจีน
-	 ผู้ป่วยได้รบัการวินิจฉัยว่าเป็นโรคสะเก็ดเงนิชนดิ chronic plaque type โดยแพทย์ผู้เช่ียวชาญทางผิวหนงั  

	 พร้อมทั้งได้รับการตรวจชิ้นเนื้อทางห้องปฏิบัติการเพื่อยืนยันผลการวินิจฉัย 
Exclusion criteria: 
-	 ผู้ป่วยที่ไม่สมัครใจที่ยินยอมเข้าร่วมงานวิจัย
-	 ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินท่ีได้รับยาทาเฉพาะท่ีภายใน 2 สัปดาห์ หรือยารับประทานรักษาโรคสะเก็ดเงิน 

	 ภายใน 4 สัปดาห์ก่อนเข้าร่วมการวิจัย
-	 ผู้ป่วยที่มีภูมิคุ้มกันบกพร่องและผู้ป่วยที่ได้รับยากลุ่มคอร์ติโคสเตียรอยด์ (corticosteroid) รวมถึง 

	 ยากดภูมิคุ้มกันอื่นๆ ขณะท�ำการศึกษา 
-	 ผู้ป่วยที่มีภาวะ autoimmune diseases อื่นๆ
-	 ผู้ป่วยที่มีประวัติเป็นโรคมะเร็ง
เกณฑ์การเลือกกลุ่มควบคุม (healthy control) 
Inclusion criteria: 
-	 อาสาสมัครหญิงหรือชายที่มีอายุมากกว่าหรือเท่ากับ 18 ปี เชื้อชาติไทย หรือไทยจีน
-	 อาสาสมัครที่มีสุขภาพดี
Exclusion criteria: 
-	 มีประวัติครอบครัวเคยเป็นโรคสะเก็ดเงิน และอาสาสมัครมีประวัติเป็น autoimmune diseases อื่นๆ

		  ขั้นตอนการเก็บข้อมูล
1.	 ผู้ป่วยยินยอมเข้าร่วมการศึกษาโดยลงนามในใบยินยอม
2.	 บันทึกข้อมูลที่ส�ำคัญทางคลินิกของผู้ป่วย
-	 ข้อมูลพื้นฐานทั่วไป (demographic data)
-	 ประเมินความรุนแรงของโรค โดยอาศัยจากอาการ ใช้ Psoriasis Area and Severity Index (PASI)  

			   score ซึ่งเป็น clinical score มาตรฐานในการประเมินความรุนแรงของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน

		  การเก็บตัวอย่างเลือดและการคัดแยกเซลล์เม็ดเลือดขาว
เก็บตัวอย่างเลือด 30 มิลลิลิตร ใน heparin tube  น�ำมา
-	 ปั่นแยก peripheral blood mononuclear cell (PBMC) โดยใช้วิธี Ficoll-hypaque density  

			   gradient และใช้ immunomagnetic bead ที่จ�ำเพาะในการแยก CD4+ T cell, CD8+ T cell  และ  
			   B cell 

-	 ปั่นแยก neutrophil โดยใช้วิธี polymorph-prep density gradient
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การเก็บตัวอย่างชิ้นเนื้อ 

ผู้ป่วยจะได้รับการตัดชิ้นเนื้อโดยวิธี punch biopsy บริเวณรอยโรค ผื่น (Involved skin) 1 ต�ำแหน่ง  และ

ผิวหนังปกติห่างจากรอยโรค 10 เซนติเมตร (ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค, Uninvolved skin) 1 ต�ำแหน่ง ซึ่งผู้วิจัยจะน�ำ 

ส่งตรวจพยาธิสภาพตามปกติ โดยการย้อม H&E และท�ำการตัดช้ินเนื้อจาก paraffin section   และแบ่งชิ้นเนื้อ 

บางส่วนเก็บที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส (°C)  เพื่อเตรียม frozen section จากนั้นน�ำมาแยกเซลล์ชั้นหนังก�ำพร้า

ออกมาศึกษาโดยท�ำการแยกเซลล์ด้วยวิธี Laser capture microdissection  (LCM)   

ตัวอย่างที่ตรวจหาดีเอ็นเอเมทิลเลชันโดยวิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ (methylation microarray) 

โดยใช้เซลล์หนังก�ำพร้าจากผู้ป่วยจ�ำนวน 6 ราย โดยท�ำบริเวณผื่นโรคสะเก็ดเงิน (Involved skin) 6 ชิ้น 

(ตัวอย่าง), ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค  (Uninvolved skin) 6 ชิ้น (ตัวอย่าง) และผิวหนังปกติ (Normal skin) 6 ชิ้น

(ตัวอย่าง) จากคนปกติจ�ำนวน 6 ราย รวมจ�ำนวนทั้งสิ้น 18  ชิ้น (ตัวอย่าง) ท�ำการแยกเซลล์ด้วยวิธี Laser capture 

microdissection (LCM) นอกจากนั้นใช้เซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line, HaCaT) 2 ตัวอย่าง  PBMC ของคนปกติ  

1 ตัวอย่าง  PBMC ของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน  1 ตัวอย่าง และตัวควบคุมของอิลูมินา (Illumina control)  2 ตัวอย่าง 

(มาพร้อมกับชุด Illumina Infinium Human Methylation27 BeadChip) รวมจ�ำนวนทั้งสิ้น 24 ตัวอย่าง  

การศึกษาครั้งน้ีผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของคณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์

มหาวิทยาลัย รหัส 300/54

การเตรียมตัวอย่างโดยการวิธี Bisulfite treated-DNA(16)

การสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุด QIamp DNA Min Kit (Qiagen, Hilden, Germany) (ตาม Protocol) 

และตามด้วยการท�ำ Bisulfite treated-DNA(16) โดยวิธีการย่อดังนี้ ใช้ดีเอ็นเอ 2 µg ในน�้ำ 50 µl  แล้วท�ำให้ดีเอ็นเอ

แยกสาย โดยใช้  2 M NaOH นาน 10 นาที  37 °C จากนั้นเติม  30 µl ของ  10 mM hydroquinone  และ 520 µl 

ของ 3 M sodium bisulfite (pH 5.0) น�ำตวัอย่างทีไ่ด้ไปบ่ม (incubated) ที ่50 °C  นาน 16-20 ช่ัวโมง ตวัอย่างทีไ่ด้ 

(Bisulfite-treated DNA) ถูกท�ำให้บริสุทธิ์มากข้ึน โดยใช้ Wizard DNA Clean-Up System (Promega, 

Madison, WI, USA) จากนั้นดีเอ็นเอจะถูกแยกออกมาโดยใช้น�้ำที่อุณหภูมิ 95 °C จ�ำนวน 50 µl หลังจากนั้น 

เติม 5.5 µl ของ 3 M NaOH ทิ้งไว้นาน  5 นาที ตกตะกอนด้วยเอทานอลและไกลโคเจน  จากนั้นเติมน�้ำจ�ำนวน 20 µl 

Bisulfite-treated DNA จะถูกเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 °C

วิธีการ

วิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ (methylation microarray) โดย Illumina Infinium Human  

Methylation27 BeadChip 

Bisulfite-treated DNA  คือการเปลี่ยน cytosine เป็น uracil  (unmethylated DNA) ในขณะที่ 

cytosine ที่ถูก methylated จะคงเป็น  cytosine (methylated DNA)  จากนั้น  U bead type (ที่จ�ำเพาะกับ 

unmethylated CpG) และ  M bead type (ทีจ่�ำเพาะกบั methylated CpG) ดงัแสดงในภาพที ่1  โดยใช้ Illumina 

Infinium Human Methylation27 BeadChip (Illumina, Inc. SanDiego, CA, USA) (The manufacturer’s 

instruction) สแกนด้วย Illumina BeadArray Reader แล้วประมวลผลโดยซอฟต์แวร์ GenomeStudio 3.2 

(Genomestudio Methylation Module v3.2, User Guide. Illumina Inc., SanDiego, CA, USA) ข้อมูลดิบ

ได้รับการฝากไว้ในฐานข้อมูล NCBI GEO ภายใต้หมายเลข Accession ของ GSE23789 ไปวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 

CU-DREAM (CU-DREAM program)(17) เพื่อค�ำนวณค่าเมทิลเลชันเฉลี่ยของแต่ละกลุ่มตัวอย่างในแต่ละ 
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การทดลอง (ซีพีจี 27,578 ต�ำแหน่ง บนจีโนม) และน�ำข้อมูลที่ได้มารวบรวมและจัดเรียงลงในโปรแกรม Microsoft 

Excel

ภาพที่ 1 	 หลักการของเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ (methylation microarray) โดย Bisulfite-treated DNA   

	 คือการเปลี่ยน cytosine เป็น uracil (unmethylated DNA) ในขณะที่  cytosine ที่ถูก methylated  

	 จะคงเป็น  cytosine (methylated DNA)  จากนั้น  U bead type (ที่จ�ำเพาะกับ unmethylated CpG)  

	 และ  M bead type (ที่จ�ำเพาะกับ methylated CpG)  (Illumina user Guide line, 2008)

การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติ

การวิเคราะห์เมทิลเลชันไมโครอะเรย์ เพื่อดูความสัมพันธ์ของยีนที่น�ำเสนอ (candidate gene) กับโรค 

สะเก็ดเงิน จะถูกวิเคราะห์แต่ละยีนในทางสถิติ เช่น ค่า beta value (β) และค่า Difference score (DiffScore) ใน

ต�ำแหน่งของ CpG locus เป็นค่าท่ีใช้ประมาณค่าของระดบัของดเีอน็เอเมทลิเลชนั (DNA methylation) ซึง่มสีตูรดงันี้ 

	 	 	 		
   			  	                Max (signal B, 0)	 	                     β    =    
	                          Max (signal A, 0) + Max (signal B, 0) + 100

ส�ำหรบัค่า DiffScore เป็นการค�ำนวณความแตกต่างของดเีอน็เอเมทลิเลชนัโดยใช้ค่าของ β ของกลุม่ตวัอย่าง  
(condition group) กับกลุ่มอ้างอิง (reference group) โดยมีสูตรค�ำนวนดังนี้

         		        

 p = z 

      β cond-β ref 

    		        	                       S2 ref +  S
2cond

     		                        N ref     N cond

 

	                    DiffScore = 10 sgn (β cond - β ref) log 10 p

โดยค่า Difference score (DiffScore) > 20 มีค่า p < 0.01(18, 19)  และการให้เกณฑ์การแปลผล DiffScore 

แยกเป็น DiffScore < -40 เกิดภาวะดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน และ DiffScore > 40 เกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 

การสรุปข้อมูลอื่นๆ ใช้ mean ± SD, median, interquartile range และ proportion การทดสอบสมมติฐานของ 

การศึกษาใช้ Wilcoxon signed rank test การทดสอบความแตกต่าง (Test of difference) ใช้ Mann-Whitney 

test และ Kruskal-Wallis test ทดสอบ correlation ใช้ Spearman correlation วิเคราะห์โดยใช้โปรแกรม 

SPSS version 16 และจะถือว่ามีนัยส�ำคัญทางสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น α=0.05 

 ‌
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วิธีตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดยเมทิลเลชันสเปซิฟิกไพรเมอร์ (Methylation Specific Primer, 

MSP) ของยีนเอ็มเอสเอ็กซ์วัน (MSX1)

Bisulfite-treated DNA ถูกตรวจหาการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดยใช้ 1 × PCR buffer (Tris-Cl, 

KCl, (NH
4
)
2
 SO

4
, 1.5 mM MgCl

2
, pH 8.3), 1 unit HotStarTaq DNA Polymerase, 200 nM of each 

dNTPs (Qiagen,USA), 0.25 µM of each forward and reverse primers and 2 µl of the Bisulfite treated 

DNA. Primer  MSX1 MF AGG-ATT-TCG-TTT-TCG-GTA-AGT-CGG-C 25 bp (ต�ำแหน่ง 282 - 306) 

และ Primer MSX1  MR CTC-GAA-AAA-CGC-CAA-AAC-GCT-CT  23 bp (ต�ำแหน่ง 487 - 465) 

(ส�ำหรับ methylated form)  และ primer  MSX1 UF  TTT-TGT-TTT-TGG-TAA-GTT-GGT-GGG-G 

25 bp (ต�ำแหน่ง 291 - 315) และ MSX1 UR CCC-TCA-AAA-AAC-ACC-AAA-ACA-CTC-T 25 bp  

(ต�ำแหน่ง 487 - 465) (RefSeqID: NM_002448) ส�ำหรับ unmethylated form จากนั้นท�ำ PCR  ด้วยเครื่อง 

Gene Amp 2400 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) 

ขั้นตอน PCR 

		  94°C  นาน 5 นาที 	 1 รอบ		

		  94°C  นาน 1 นาที			 

		  55 °C  นาน 1 นาที	 40  รอบ (met/unmet)		

		  72°C  นาน 1 นาที 			 

		  72°C  นาน 5 นาที 	 1 รอบ			 

	

การตรวจชิ้นส่วนที่ได้ (PCR product) ทั้งหมดน�ำมายืนยันโดย gel electrophoresis 

เตรยีม 2% agarose gel ท่ีมีความเข้มข้น 0.5 × TBE buffer ในความต่างศกัย์คงที ่100 โวลต์ นาน 45 นาที 

และย้อมด้วย ethiedium bromide ดูภายใต้แสง UV เพื่อสังเกตหา PCR product ของยีน MSX1 ทั้ง 2 แบบ 

(M, methylated form  และ U, unmethylated from) ขนาด 206  และ 199 bp ตามล�ำดับ

ผล

การแยกกลุ่มตัวอย่างตามลักษณะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (pattern of methylation)

การท�ำ methylation microarray สามารถวิเคราะห์ข้อมูลของ  24 ตัวอย่าง  (n=24) ซึ่งแต่ละตัวอย่าง 

มีต�ำแหน่งซีพีจี (CpG site) ทั้งหมด 27,578 ต�ำแหน่ง (หรือจ�ำนวนยีนทั้งหมด 14,495 ยีน) ที่สามารถแสดง

สัญญาณ (signal) ตามค่าที่อ่านได้ โดยใช้โปรแกรม Genome Studio ซึ่งพบว่าสามารถแบ่งกลุ่มของตัวอย่างตามค่า 

beta value (β) ท�ำให้เกิดลักษณะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (pattern of methylation) ดังนี้คือ กลุ่มที่เป็นชิ้นเนื้อ 

จะอยู่ใกล้กันเป็นคลัสเตอร์ (Cluster) แตกต่างจากกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว (PBMC) เซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line, 

HaCaT) และตัวควบคุมของอิลูมินา (Illumine control) จะมีความแตกต่างมากที่สุด ดังแสดงในภาพที่ 2   

การแสดงออกของการเกิดภาวะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (DNA methylation) หรือการเกิดดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน 

(DNA demethylation) (ตารางที่ 1)

ค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคญั  (DiffScore) ของแต่ละต�ำแหน่งของยนี (CpG site) และรวบรวมเป็นยนี

นัน้ พบว่าในกลุม่ของชิน้เน้ือ ก) ผวิหนังคนปกติ (Normal skin) มคีวามแตกต่างจากผืน่ (Involved skin) ในจ�ำนวน 

(CpG sites) 1,293 ซีพีจี (หรือจ�ำนวน 1,019 ยีน) โดยแยกเป็นค่า DiffScore < -40 (เกิดกระบวนการ DNA 

demethylation) จ�ำนวน 861 ซีพีจี และค่า DiffScore > 40 (เกิดกระบวนการ  DNA methylation) จ�ำนวน 
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432 ซีพีจี และระบุเป็นยีนได้เป็นจ�ำนวน 637 ยีน และ 382 ยีน ตามล�ำดับ ข) ผิวหนังปกติ กับผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค 

(Uninvolved skin) ในจ�ำนวน (CpG sites) 1,072 ซีพีจี (หรือจ�ำนวน 804 ยีน) โดยแยกเป็นค่า DiffScore < -40  

จ�ำนวน 833 ซีพีจี  และค่า DiffScore > 40 จ�ำนวน 239  ซีพีจี และระบุเป็นยีนได้ 591 ยีน และ 213 ยีน ตามล�ำดับ  

ค) ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Uninvolved skin) กับ ผื่น (Involved skin) มีความแตกต่างกันในจ�ำนวน 602 ซีพีจี 

(หรือจ�ำนวน 533 ยีน) แยกเป็นค่า DiffScore < -40 จ�ำนวน 317 ซีพีจี และค่า DiffScore > 40 จ�ำนวน 285 ซีพีจี 

ระบุยีนได้เป็นจ�ำนวน 276 ยีน และ 257 ยีน ตามล�ำดับ

ส�ำหรับกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว พบว่าระหว่างเซลล์เม็ดเลือดขาวของคนปกติ (PBMC normal) กับเซลล์

เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน (PBMC psoriasis) มีความแตกต่างกันจ�ำนวน 483 ซีพีจี  (จ�ำนวน 359 ยีน) 

แยกเป็นค่า DiffScore < -40 จ�ำนวน 39  ซีพีจี และค่า DiffScore > 40  จ�ำนวน 444  ซีพีจี  ระบุเป็นชื่อยีนได้ 32 ยีน 

และ 327 ยีน ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1

ตารางที่ 1 	ความสัมพันธ์ของจ�ำนวนซีพีจี (CpG site) และจ�ำนวนของยีนท้ังหมดที่ได้จากค่า DiffScore โดย 

	 การเปรยีบเทียบระหว่างกลุม่ตวัอย่าง (ผวิหนงัปกติ, Normal skin) (ผืน่, Involved skin, IN)  (ผวิหนงั 

	 ที่ไม่มีรอยโรค, Uninvolved skin, UN) และกลุ่มเซลล์เม็ดเลือดขาว (PBMC)    

ภาพที่ 2 	การจดักลุม่ตวัอย่าง (Cluster) ของตวัอย่างทัง้ 4 ประเภท ได้แก่ ชิน้เนือ้เซลล์เมด็เลอืดขาว เซลล์เพาะเลีย้ง 

	 และตัวควบคุมอิลูมินา ตามลักษณะการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (pattern of methylation)

การเปรียบทียบระหว่างกลุ่มตัวอย่าง
จ�ำนวนซีพีจี 

(n=27,578)
 จ�ำนวนยีน 

(n= 14,495)

ค่า Difference Score
(DiffScore)

มากกว่าหรือ
เท่ากับ (≥40)

น้อยกว่า -40
(<-40)

จ�ำนวนซีพีจี
(ยีน)

จ�ำนวนซีพีจี
(ยีน)

ผิวหนังปกติ กับ ผื่น 1293 1019 432 (382) 861 (637)
ผิวหนังปกติ กับ ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค 1072 804 239 (213) 833 (591)
ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค กับ ผื่น 602 533 285 (257) 317 (276)
เซลล์เม็ดเลือดขาวของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 
กับ เซลล์เม็ดเลือดขาวคนปกติ*

483 359 444 (327) 39 (32)

เซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line, HaCaT)**

	 *	จ�ำนวนตัวอย่างที่เปรียบเทียบกันอย่างละ 1 ตัวอย่าง
	 **	เป็นเซลล์ลักษณะเฉพาะ ไม่มีการเปรียบเทียบกับกลุ่มตัวอย่าง
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ความสัมพันธ์ของยีนระหว่างกลุ่มของผิวหนังคนปกติ (Normal skin), ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Uninvolved skin) 

และผื่น (Involved skin) 

โดยยีนที่มีค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ (DiffScore) ซึ่งแยกเป็นค่า DiffScore < -40 และ 

ค่า DiffScore > 40 พบว่า  ก) ในกลุ่มยีนระหว่างยีนของกลุ่มผิวหนังคนปกติ-ผื่น (Normal skin-Involved skin) 

กับกลุ่มผิวหนังคนปกติ-ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Normal-uninvolved skin) มียีนที่เหมือนกันจ�ำนวน 388 ยีน 

และ 89 ยีน ตามล�ำดับ ข) ความสัมพันธ์ของยีนระหว่างในกลุ่มยีนของผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค-ผ่ืน (Uninvolved 

skin-Involved skin) กบักลุ่มผวิหนังคนปกติ-ผืน่ (Normal skin-Involved skin) มยีีนทีเ่หมอืนกนัจ�ำนวน 145 ยนี 

และ 124 ยีน ตามล�ำดับ ค) ความสัมพันธ์ของยีนระหว่างในกลุ่มยีนของผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค-ผื่น (Uninvolved 

skin-Involved skin) กับกลุ่มผิวหนังคนปกติ-ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Normal skin-Uninvolved skin) มียีนที่

เหมือนกันจ�ำนวน 2 ยีน และ 6 ยีน ตามล�ำดับ ดังแสดงในภาพที่ 3 นอกจากนี้ยังพบยีนที่เป็น  “ Hot spot”  ส�ำหรับค่า 

DiffScore < -40  (ภาวะ demethylation) จ�ำนวน 2 ยีน คือ MSX1 และ TCP11  และส�ำหรับค่า DiffScore > 40 

(ภาวะ methylation) 4 ยีน  คือ C16orf47, HOXB1, HTR3B  และ TH  โดยพบว่ามีค่าความแตกต่างอย่างมี 

นัยส�ำคัญที่เพิ่มขึ้นหรือลดลงอย่างเป็นล�ำดับ เช่น ยีน MSX1  มีค่า β Value ลดลงอย่างต่อเนื่อง โดยเริ่มจากผิวหนัง 
คนปกติ (Normal skin), ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Uninvolved skin และผื่น  (Involved skin) คือ 0.602 , 0.420 

และ 0.251 ตามล�ำดับ ดังแสดงในตารางที่ 2      

ภาพที่ 3	 ความสมัพนัธ์ของยนีท้ังหมด จ�ำนวนต�ำแหน่งซพีจี ี(CpG) ทัง้หมด 27,578 ต�ำแหน่ง (ของจ�ำนวนยนีทัง้หมด  

	 14,495 ยีน) ระหว่างผิวหนังคนปกติ (Normal skin), ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค (Uninvolved skin)  

	 และผื่น (Involved skin) ความแตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ (ค่า DiffScore) ซึ่งแยกเป็น ก) ค่า  

	 DiffScore < -40 (ขบวนการเกิดดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน) และ ข) ค่า DiffScore > 40 (ขบวนการเกิด 

	 ดีเอ็นเอเมทิลเลชัน)  

ผิวหนังปกติกับผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค n=591
ผิวหนังปกติกับผื่น n=637

MSXI
TCPll

Cl6orf47
HOXBl
HTR3B
TH

ผิวหนังปกติกับผิวหนังที่ไม่มีรอยโรค n=213
ผิวหนังปกติกับผื่น n=382

199

2 145
2

388
102

127

114

6 124
4

89
165

123

ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรคกับผื่น n=276
(ก)

ผิวหนังที่ไม่มีรอยโรคกับผื่น n=257
(ข)
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ตารางที่ 2  ยีนที่มีความส�ำคัญ 6 ยีน และยีนที่มีรายงานที่มีความสัมพันธ์กับโรคสะเก็ดเงิน

SYMBOL TargetID ACCESSION NS.AVG_Beta US .AVG_Beta IS.AVG_Beta
MSX1 	 cg01785568 	 NT_006051.17 	 0.6020483 	 0.4197896 	 0.2507048
TCP11 	 cg22407458 	 NM_018679.2 	 0.4433122 	 0.2945935 	 0.16112
C16orf47 	 cg17500962 	 NM_207385.1 	 0.3640586 	 0.612873 	 0.5986091
HOXB1 	 cg07823492 	 NM_002144.2 	 0.5164548 	 0.8563957 	 0.9095344
 	 cg17233506 	 NM_002144.2 	 0.2837003 	 0.4803769 	 0.6322188
HTR3B 	 cg06531741 	 NM_006028.3 	 0.3813598 	 0.5289409 	 0.6747844
TH 	 cg05912121 	 NM_199292.1 	 0.6278027 	 0.7132202 	 0.8366116
 	 cg08573687 	 NM_199292.1 	 0.6536191 	 0.7545237 	 0.8691378
S100A9 	 cg16139316 	 NM_002965.2 	 0.7513244 	 0.7351661 	 0.2919489
BCAP31 	 cg01910452 	 NM_005745.6 	 0.5188954 	 0.1628981 	 0.1689605
ID4 	 cg17252960 	 NM_001546.2 	 0.1637356 	 0.06758781 	 0.07560308

ยีนที่น�ำเสนอของโรคสะเก็ดเงิน  (DNA methylated of candidate gene for psoriasis) 

ยีน MSX1 ทดสอบด้วยวิธีตรวจดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดย Methylation Specific Primer (MSP) กับ 

ก) เซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line) จ�ำนวน 15 ชนิด ได้แก่ BLCL, RKO, SW480, HL60, HepG2, HepG2.2.1.5, 

K562, Malt4, SAHA, UACC, HeLa, CaSki, Jurkat, Hep2  และ HaCaT พบว่าเกดิดีเอน็เอเมทลิเลชัน (DNA 

methylation) (โดยพบแถบ M, methylated form) กับเซลล์เพาะเลี้ยง (Cell line) 4 ชนิด คือ  CaSki, Jurkat, 

ภาพที่ 4	 การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอดีเมทิลเลชันของยีน MSX1 ของเซลล์เพาะเล้ียง ตัวอย่างชิ้นเนื้อ  
	 และตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือด M=methylated form และ U=unmethylated form, เซลล์เพาะเลี้ยง  
	 (Cell line) BLCL, RKO, SW480, HL60, HepG2, HepG2.2.1.5, K562, Malt4, SAHA, UACC,  
	 HeLa, CaSki, Jurkat, Hep2 และ HaCaT (ผื่น, PS=Involved skin) (ผิวหนังคนปกติ,  
	 NS= Normal skin), PBMC  (คนปกต,ิ N=Normal,  ผูป่้วยโรคสะเกด็เงนิ, P=Psoriasis) เหมอืนในภาพ 
	   DNA marker, PCR product (M=206 bp  และ U=ขนาด 199  bp) 
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Hep2  และ HaCaT   ข) ทดสอบกับตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดโมโนนิวเคลียส (PBMC) จ�ำนวน 6 ตัวอย่าง 

(คนปกติ, N=Normal, n=4 ตัวอย่าง ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน, P=Psoriasis, n=2 ตัวอย่าง) พบว่าให้ผลเกิด 

ดีเอ็นเอเมทิลเลชันท้ังหมด และ ค) ทดสอบกับตัวอย่างที่เป็นช้ินเนื้อ (tissue) จ�ำนวน 10 ตัวอย่าง (ผิวหนัง 

คนปกติ, NS=Normal skin, n=4 ตัวอย่าง), (ผื่น, PS=Involved skin, n=6 ตัวอย่าง) พบว่าผิวหนังคนปกติ 

เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันจ�ำนวน 3 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 75 ในขณะที่ผื่น (Involved skin) ไม่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน 

ทั้งหมดคิดเป็นร้อยละ 0 ดังแสดงในภาพที่ 4  และตารางที่ 3

ตารางที่ 3	 การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอดีเมทิลเลชันของยีน MSX1 ของเซลล์เพาะเลี้ยง ตัวอย่างช้ินเนื้อ  

	 และตัวอย่างเซลล์เม็ดเลือดขาว

ชนิดตัวอย่าง การเกิดดีเอนเอเมทิลเลชั่น (ร้อยละ)

เซลล์เพาะเลี้ยง (n=15) 1. กลุ่มเซลล์เยื่อบุ (Epithelial) 

n=9 (3) ได้แก่ RKO, SW480, 

HepG2, HepG2.2.1.5, SAHA, 

UACC, HeLa, CaSki*, Hep2*  

และ HaCaT* ร้อยละ 33.3

2. กลุ่มเซลล์เม็ดเลือด (Hematopoietic) 

n=6 (1) ได้แก่ BLCL, HL60, K562, 

Malt4, SAHA และ Jurkat* ร้อยละ 16.6

เซลล์เม็ดเลือดขาว (n=6)   1. คนปกติ (Normal)  n=4  (4) 

ร้อยละ 100

2. ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis)  n=2 

(2) ร้อยละ100

เนื้อเยื่อ (n=10)   1. คนปกติ (Normal)  n=4  (3) 

ร้อยละ 75

2. ผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis)  n=6 

(0) ร้อยละ 0

*แสดงตัวอย่างเซลล์เพาะเลี้ยงที่เกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชัน	

วิจารณ์

การศึกษาดีเอ็นเอเมทิลเลชัน โดยวิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ 

ข้อมูลตามลักษณะดีเอ็นเอเมทิลเลชัน (pattern of methylation) ที่แบ่งเป็นกลุ่มตัวอย่าง (Cluster)   

เป็นการแสดงถึงการเกิดเมทิลเลชันที่มีความจ�ำเพาะต่อต�ำแหน่งซีพีจีในส่วนทั้งที่อยู่บนโปรโมเตอร์ หรือส่วนนอกของ  

โปรโมเตอร์ของยีนนั้นๆ ตามแต่ละชนิดของตัวอย่าง ซึ่งบ่งบอกถึงการเป็น  tissue-specific gene ในเซลล์แต่ละชนิด

ได้เป็นอย่างดี(12)  และการศกึษาครัง้นีเ้ป็นการเริม่ต้นเพือ่ให้ได้กลุม่ยนีทีจ่ะน�ำมาใช้เป็นแหล่งข้อมลูทีส่�ำคญัและสู่ความ

สอดคล้องกับยีนเหล่านี้ที่มีการเปลี่ยนแปลงระดับดีเอ็นเอเมทิลเลชันในโรคสะเก็ดเงิน เช่น SHP-1 (PTP1C, HCP, 

SH-PTP1, PTPN6)(11) p15, p16 ink (CDKN2A, MTS1, TP16, ARF), S100A9, PDCD5 ,TIMP2(20) 

SFRP เกี่ยวข้องกับ Wnt pathway(21)   เป็นต้น 

วิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์สามารถค้นพบกลุ่มของยีนที่มีการเปลี่ยนแปลงดีเอ็นเอเมทิลเลชันที่ส�ำคัญ โดย 

เมื่อหาความสัมพันธ์ของยีนระหว่าง Normal skin, Uninvolved และ Involved skin ในกลุ่มของยีนที่ความ

แตกต่างอย่างมีนัยส�ำคัญ (DiffScore) ซึ่งแยกเป็น DiffScore < -40 และ  DiffScore > 40 พบว่าในกลุ่มยีนของ 

Normal-uninvolved และ Normal-involved มยีนีทีเ่หมอืนกนัจ�ำนวน 388 ยนี และ 89 ยนี ตามล�ำดบั ซึง่ยีนกลุม่นี ้

น่าจะเป็นยีนท่ีมีความส�ำคัญต่อการเกิดโรคของผู้ป่วย หรืออาจเป็นยีนที่มีความผิดปกติท�ำให้เกิดโรคสะเก็ดเงิน 
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โดยผ่าน Wnt signaling pathway, Infergin signaling pathway และ Cadherin Signaling pathway 

เป็นต้น(22) เช่น (BCAP31, DXS9879E, EFNB1, ELK1, EMD, FLJ44112, GRIA3, IL13RA1, MSX1, 

OTUD5, PHF8, PLP2, RPL10, S100A9, SLC9A6, TSC22D3, WDR45, RAB33A, RPGR, 

CXorf40A และ CXorf34) และ (GPR81, HAK, HOXB1, HOXB3, HTR3B, IL11RA, IL17RC, 

ITGBL1, KCTD4, KIAA0240, KSP37, LGALS1, NUMBL, PHACTR3,PRX,RDH5,RHOJ, 

SLC7A11, SORBS3, SPRR1A และ TH) นอกจากนี้แสดงให้เห็นถึงการเปลี่ยนแปลงตั้งแต่ระดับปกติ

จนถึงเกิดเป็นโรค โดยมีรายงานที่สอดคล้องกับยีน ID4 (inhibitor of differentiation 4) ที่พบว่ามีการ

แสดงออกของโปรตีนลดลงในผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงินในชั้นของคอร์เนียม ซึ่งเกี่ยวข้องกับการเกิดพาราเคอราโตซิส(23) 

และยีน BCAP 31 (B-cell receptor associated protein 31) ที่เกี่ยวข้องกับกลไกการเกิดโรคในขบวน 

ดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน เป็นต้น(24) และเม่ือเปรียบเทียบระหว่างในกลุ่มยีนของ uninvolved-involved skin และ 

Normal-involved มียีนที่เหมือนกันจ�ำนวน 145 ยีน และ 124  ยีน ตามล�ำดับ (ABRA, ACADVL, ACOT11, 

ACOX2, ACVR1, ADAMTS13 ,BIK, BPIL1, BTBD4, C14orf68, C1orf42, C1orf52, C1orf61, GDF10, 

GDPD5, NNMT, NOX4, NPR2X)  และ (FCGR3B, FFAR2, FGR, P2RY2, P53AIP1, PADI1, LAPTM5, 

LAT2 และ LCE1B เป็นต้น) สนันิษฐานว่ายนีกลุม่นีน่้าจะเป็นยนีอยูใ่นภาวะก่อนจะเกดิโรคสะเกด็เงนิ (prepsoriatic 

state) ซึ่งความผิดปกตินี้อยู่กับปัจจัยหลายชนิด เช่น การถูกกระตุ้นด้วย infiltrating CP3+T-cells และ 

inflammatory DCs ท�ำให้เพิ่มการอับเสบมากขึ้น ยีนเหล่านี้อาจมีการแสดงออกมากขึ้น(25) นอกจากนี้ยีนกลุ่มนี้

มีความสัมพันธ์ผ่านทาง Cadherin signaling pathway, Endothelin signaling pathway, PDGF signa 

pathway(22) เป็นต้น

ส�ำหรับค้นพบยีนท่ีมีภาวะดีเอ็นเอดีเมทิลเลชัน/ดีเอ็นเอเมทิลเลชันท่ีอาจมีความส�ำคัญต่อการเกิดโรค

สะเก็ดเงิน (Hot spot) ทั้งยีน MSX1, TCP11, C16orf47, HOXB1, HTR3B และ TH นั้น อาจน�ำมาใช้เป็น 

biomarker ส�ำหรับโรคสะเก็ดเงินต่อไป  ยีนน�ำเสนอ (candidate gene) MSX1 (msh homeo box 1) เป็นยีน 

ที่อยู่บนโครโมโซม p16.2 มีความส�ำคัญกับการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตของเซลล์ (cell proliferation and  

differentiation) และ ectodermal organ morphogenesis โดยเฉพาะเซลล์ประสาท  กระดูกและฟัน(26) มีการ

แสดงออกของยีน MSX1 บริเวณที่มี tissue-tissue interaction  และมีรายงาน mutation ของยีนนี้สัมพันธ์กับ

การเกิดโรคทางระบบประสาท โรค craniofacial disorders ความผิดปกติของฟัน(16) และการลดการแสดงออกของ 

MSX1 ในโรค osteonecrosis of jaw นอกจากนี้ยังมีรายงานการเกิด MSX1 hypermethylation สัมพันธ์กับโรค 

childhood lymphoblastic leukemia(27) และส�ำหรับในการศึกษานี้พบว่าผ่ืนของผู้ป่วยโรคสะเก็ดมีการเกิด

กระบวนการดีเอ็นเอดีเมทิลเลชันของยีน MSX1  จึงอาจเป็นไปได้ว่าการเพิ่มการแสดงออกของโปรตีน MSX1 มีความ

ส�ำคัญกับการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตท่ีผิดปกติของเซลล์หนังก�ำพร้า (keratinocyte) ของผู้ป่วยโรคสะเก็ดเงิน 

อย่างไรก็ตามยังคงต้องการศึกษาเพิ่มเติมในเรื่องของการแสดงออกของระดับอาร์เอ็นเอ (RNA) และโปรตีน เพื่อ

ทราบถึงบทบาทที่ชัดเจนของยีนนี้ในโรคสะเก็ดเงินต่อไป ส�ำหรับการทดสอบกับกลุ่มเซลล์เพาะเลี้ยงทั้งชนิดกลุ่มเซลล์

เยื่อบุและกลุ่มเซลล์เม็ดเลือด ให้ผลลัพธ์การเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชันที่ใกล้เคียงกัน (ร้อยละ 33.3 กับร้อยละ 16.6) จึง

ยังไม่สามารถแยกความจ�ำเพาะของยีนในการเป็น tissue specific gene ได้ การศึกษาโดยวิธีเมทิลเลชันไมโครอะเรย์ 

มีข้อจ�ำกัดเนื่องจากมีราคาแพง เทคนิคยุ่งยาก ต้องใช้ความช�ำนาญ และความเชี่ยวชาญอย่างมาก ท�ำให้สามารถศึกษา 

ในกลุม่ผูป่้วยและคนปกตไิด้จ�ำนวนจ�ำกดั ดงัน้ันจงึมคีวามจ�ำเป็นต้องศกึษาเพิม่เติมในกลุม่ผูป่้วยและคนปกตใิห้มจี�ำนวน

มากขึ้นเพื่อให้สามารถมีข้อมูลมากขึ้นน�ำไปใช้เป็น biomarker ได้อย่างแท้จริง
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งานวจิยันีเ้ป็นการศกึษาการเปลีย่นแปลงขบวนการดเีอน็เอเมทิลเลชนั (DNA methylation)  ในโรคสะเก็ดเงนิ 

แบบครอบคลุมยีนท้ังหมดโดยวิธี high through-put methylation microarray ซึ่งผลการศึกษา พบว่าวิธีนี้  

มคีวามน่าสนใจการท�ำนายการเปลีย่นแปลงดเีอ็นเอเมทิลเลชันของยนีต่างๆ ทีใ่ห้ผลสอดคล้องกับยนีทีเ่คยมกีารรายงาน 

เช่น ยีน ID4 เป็นต้น และการศึกษาแบบครอบคลุมยีนทั้งหมดนี้ ยังท�ำให้พบกลุ่มของยีนที่มีการเปลี่ยนแปลงเกี่ยวข้อง

กับพยาธิก�ำเนิดของโรคสะเก็ดเงิน และค้นพบยีนใหม่ที่น่าสนใจที่เป็น hot spot ของโรค นอกจากนี้ความสัมพันธ ์

ของยนีในแต่ละกลุม่ท่ีมีความแตกต่างกนัหรอืยนีทีจ่�ำเพาะ ยงัคงจ�ำเป็นต้องเพิม่เติมศกึษาในเชงิลกึเพือ่ให้ทราบบทบาท

และหน้าที่ของกลุ่มยีนหรือยีนที่จ�ำเพาะ ซึ่งน�ำไปสู่ความเข้าใจในพยาธิก�ำเนิดที่ชัดเจนมากข้ึน และอาจพัฒนาต่อไปสู่ 

การรักษาแบบใหม่ๆ ในอนาคต 
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   Global DNA methylated gene of 
involved skin and uninvolved skin of  

psoriasis compared with normal skin by 
methylation microarray
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Jongkonnee Wongpiyabovorn2 

1National Institute of Health, Department of Medical Sciences, Tiwanon Road, Nonthaburi 11000
2Faculty of Medicine, Chulalongkorn University,  Rama 4 Road, Pathumwan, Bangkok 10330, Thailand

Abstract Psoriasis is approximately 1-3% of the population worldwide. Etiology of the disease is still 
unclear. Recently, epigenetic phenomena have also been implicated in the pathogenesis of psoriasis. We 
investigated DNA methylation by methylation microarray in tissue from 6 involved skins  and uninvolved 
skins of chronic plaque type psoriasis patients compared to 6 normal skins from healthy controls. There 
are 6 candidate genes,  MSX1,  TCP11, C16orf47, HOXB1, HTR3B  and TH. MSX1 gene was selected 
from methylation microarray data and was analyzed DNA methylation correlated with genes expression 
in keratinocytes and peripheral blood mononuclear cells (PBMC) compared between psoriasis and normal 
controls, using methylation specific primer (MSP). DNA methylation occurred in three of four samples of 
normal skins, accounting for 75%. Whereas DNA methylation from 6 of all 6 involved skin samples were 
represented 0%. In conclusion, the present study is the first study using high through-put technique 
(methylation microarray) to investigate DNA methylation in psoriasis. The result of methylation micro-
array could indicate the significant the candidate genes for further studying in psoriasis. Moreover, this 
study demonstrated DNA methylation plays an important role in pathogenesis and course of psoriasis

Keywords: Psoriasis, DNA methylation, Methylation microarray, MSX1


