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โรคสะเก็ดเงินเปนโรคผิวหนังที่พบไดบอย     อุบตัิการณของโรคสะเก็ดเงินประมาณรอยละ 1-3 
ของประชากรโลก   สาเหตุของการเกิดโรคยังไมเปนที่ทราบแนชัด จากขอมูลที่ผานมาพบวา การเปล่ียน 
แปลงแบบนอกหนือยีน (epigenetics) มีความสําคัญตอการเกิดโรคสะเก็ดเงิน       คณะผูวิจัยทําการ 
ศึกษาการเกิดดีเอนเอเมทิลเลช่ันของยีนทั้งแบบครอบคลุมทั้งยีโนมและแบบจําเพาะแตละยีนกับการ 
แสดงออกของยีนดังกลาวในเซลลผิวหนัง และเซลลเม็ดเลือดขาวตางๆเปรียบเทียบระหวางคนปกติ 
และผูปวยโรคสะเก็ดเงินชนิดพลาคกลุมละ 20 ราย        โดยการศึกษาแบบครอบคลุมทั้งยีโนมทําโดย 
ศึกษาระดับดีเอนเอเมทิลเลช่ันของ long-interspersed nuclear element-1 (LINE-1) repetitive 
sequences สวนการศึกษายีนที่จําเพาะไดเลือกศึกษายีน ID4 และยีน  BCAP31 จากผลการศึกษาโดย 

วิธีเมทิลเลชั่นไมโครอะเร (methylation microarray)   และทําการศึกษาระดับดีเอนเอ เมทิลเลช่ันโดยวิธี 

เมทิลเลชั่น สเปสิฟก พลายเมอร (MSP) และ ไบเซลไฟลโคลนนิ่งแอนซีเควนซิ่ง (bisulfite cloning and 

sequencing) จากนั้นศึกษาระดับการแสดงออกของยนี ID4 และ BCAP31 พรอมทั้งดูความสมัพันธกับ 
ระดับดีเอนเอเมทิลเลชั่นของยีนดังกลาวนอกจากนีย้ังศึกษาระดับ IL-22ในซีรั่มกอนและหลังการรรกัษา 
ดวยยาเมโทรเทคเซต  ซึ่งเปนยาที่มีรายงานวาเปล่ียนแปลงระดับดีเอนเอเมทิลเลช่ัน  

พบวาเซลลผิวหนังกําพราและเซลลเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟลของผูปวยโรคสะเก็ดเงินจะมี 
การลดลงของระดับดีเอ็นเอเมทิลเลช่ันของยีน LINE-1 เม่ือเทียบกับคนปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
(p=0.002 และ p=0.019 ตามลําดับ)       และพบการเกิดภาวะโปรโมเตอรไฮเปอรเมทิลเลช่ันของยนี 
ID4สัมพันธกบัการลดการแสดงออกของยีนบริเวณที่เกิดพาราเคอราโตซีส(parakeratosis) เกิดภาวะ 
โปรโมเตอรไฮเปอรเมทิลเลช่ันของยีนBCAP31สัมพันธกับการลดการแสดงออกของยีนในเซลลเม็ด 
เลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดียว(peripheral monomuclear cells) ของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 
อยางมีนัยสําคัญ(p<0.0001)  นอกจากนี้ยังพบวาระดับซีรั่ม IL-22     ในผูปวยโรคสะเก็ดเงินสูงกวา 
คนปกติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.001) และยังสัมพันธกับความรุนแรงของโรค (r=0.63, p=0.004) 
ระดับซีรั่ม IL-22 ลดลงอยางมีนัยสําคัญหลังการรักษาโดยยาเมตโทรเทคเซต (p<0.001) 

จากผลการศึกษาดังกลาวแสดงใหเห็นวาภาวะดีเอนเอเมทิลเลชั่นทั้งที่เกิดทั่วทั้งยีโนมและยีนที่
จําเพาะมีความสําคัญตอพยาธิกําเนิด  และการดาํเนินโรคสะเก็ดเงิน  
คําหลัก : โรคสะเก็ดเงิน, ดีเอนเอเมทิลเลช่ัน, LINE-1, ID4, BCAP31, IL-22 



Abstract 
 
Project Code: RMU 5080064 
Project Title: Roles of DNA methylation in psoriasis and mechanisms which control methylation 
in psoriasis 
Investigator: Assoc. Prof. Jongkonnee  Wongpiyabovorn  
         Faculty of Medicine, Chulalongkorn University 
E-mail Address: jongkonnee.w@chula.ac.th, jongkonneew@gmail.com 
Project Period: 3 years (1 June 2007 – 31 May 2010)  

Psoriasis is a common autoimmune skin disease, affecting 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 genome-wide and 
gene-specific DNA methylation in 20 chronic plaque type psoriasis patients compared to 20 
healthy controls.  Long-interspersed nuclear element-1 (LINE-1) repetitive sequences were 
used for genome-wide methylation. The candidate genes, ID4 and BCAP31, were selected from 
methylation microarray data and analyzed using methylation specific primer (MSP) and bisulfite 
cloning and sequencing. Moreover, serum IL-22 level was analyzed before and after treatment 
with methotrexate which is the methylation modifying drug.  

The LINE-1 methylation level of keratinocytes and total leukocytes from psoriasis 
patients were significantly lower than from healthy subjects (p < 0.002 and p=0.019, 
respectively).  For candidate gene, inverse correlation between ID4 promoter hypermethylation 
and mRNA expression associated with parakeratosis was found in psoriasis.  Additionally, 
inverse correlation between BCAP31 promoter hypermethylation and mRNA expression was 
found in peripheral mononuclear cells from psoriasis patients. Moreover, serum IL-22 levels 
were significantly higher in psoriasis patients than in controls. There was a significant positive 
correlation between IL-22 levels and PASI (r=0.63, p=0.004).  Methotrexate significantly 
reduced serum levels of IL-22 in psoriasis patients (p<0.001). 

 In conclusion, our study demonstrated genome-wide and gene-specific DNA 
methylation play important role in pathogenesis and course of psoriasis 
Keywords: psoriasis, DNA methylation, LINE-1, ID4, BCAP31, IL-22 
 
 
 
 



บทนํา 
 
ความสําคัญของ psoriasis ในประเทศไทย 

psoriasis หรือ โรคสะเก็ดเงินหรือโรคเรื้อนกวาง เปนโรคผิวหนังที่พบไดบอยประมาณรอยละ 1-
3 ของประชากรโลก (1) ความชุกของการเกิดโรคแตกตางกันไปตามภูมิประเทศ เช้ือชาติ และ
ส่ิงแวดลอม ตัวอยางเชน อัตราความชุกในประเทศ Samoa ต่ําสุดถึง 0% แตในประเทศ Arctic-
Kasach’ye สูงถึง 11.8% (2) ทางดานเอเชียซึ่งมีประชากรเช้ือชาติตางๆ จํานวนมาก พบวาความชุก
ของโรคสะเกด็เงินใน India 0.5-1.5%, Malaysia 4-5.5%, Japan 1.18% และ Kuwait 3.1% เปนตน(3) 

ลักษณะอาการทางคลินิกโดยทั่วไปคือคนไขจะมีผ่ืนนูนหนาสีแดงมีขอบเขตชัดเจนและปกคลุม
ดวยสะเก็ดสีเงิน ซ่ึงรอยโรคสวนใหญจะปรากฏบริเวณ ขอศอก, เขา, ศีรษะ, หรือบริเวณลําตวั (4) โดย
โรคน้ีสามารถพบไดทุกชวงอายุ อบุัติการณการเกิดโรคในเพศชายและหญิงไมแตกตางกัน  

สําหรับประเทศไทย โรคสะเก็ดเงินจัดเปนโรคผิวหนังชนิดที่ไมติดเช้ือที่พบไดบอยมาก   โดย
รายงานจากศูนยขอมูลคอมพิวเตอรโรงพยาบาลจุฬาลงกรณพบวามีผูปวยโรคสะเก็ดเงินมารับการรักษา
ที่แผนกผูปวยนอกระหวางป 2550-2551 จํานวนทั้งส้ิน 2378 ราย     เนื่องจากโรคสะเก็ดเงินเปนโรคที่
ยังไมมีวิธีการรักษาใหหายขาดได       อาการของโรคสามารถบรรเทาและ/หรือกําเริบไดตลอดเวลา 
วิธีการรักษาในปจจุบันใหผลเพียงใหโรคสงบชั่วคราว (remission)     รวมท้ังการรักษาใหมที่มีคาใชจาย
สูงก็ไมสามารถทําใหโรคหายขาดหรือมีระยะการสงบของโรคที่นานได และยังไมสามารถพยากรณ
ผลการรักษาไดแนนอน  ผูปวยแตละรายมีการตอบสนองตอการรักษาที่แตกตางกัน โรคสะเก็ดเงินจึง
จัดเปนโรคที่มีความสําคัญทางการแพทยและสาธารณสุขของประเทศไทยในปจจบุัน  

 
พยาธิกําเนิดของโรคสะเก็ดเงิน 

โรคสะเก็ดเงินเปนโรคเกี่ยวกับภูมิคุมกันตอตานตนเองซ่ึงเกี่ยวของกับ T-lymphocyte (T-
lymphocyte mediated skin autoimmune disease)(5) โดยผูปวยมีพันธุกรรมที่มีแนวโนมในการ
ตอบสนองของภูมิคุมกันเปนแบบ Th1 และ Th17 immune effecter functions เม่ือมีการกระตุนระบบ
ภูมิคุมกัน T cell ที่ตอบสนองจะเปน T helper1, T-cytotoxic1  และ T-helper17 หล่ัง cytokines ไดแก 

interferon gamma (IFN-γ), interleukin(IL)-12, IL-17, IL-22, IL-23 และ IL-2 เปนตน(6) (7) (4) 
นอกจากนีย้ังมีการหลั่ง proinflammatory cytokines และ chemokines ตางๆ เชน Tumor necrotic 

factor-alpha (TNF-α), IL-8 ทั้งหมดสงผลใหมีการเจริญเติบโตและพัฒนาที่ผิดปกติของเซลลผิวหนัง มี
การเพิ่มจํานวนของเซลลหลอดเลือด และเกิดการอักเสบขึ้น 

อยางไรก็ตามในปจจบุันยังไมทราบสาเหตุที่แทจริงของโรคและกลไกการเกิดโรคที่ชัดเจน แต
เช่ือวาปจจัยทางพันธุกรรมเปนสวนประกอบทีสํ่าคัญอยางหน่ึงที่ทําใหผูปวยแตละรายมีการแสดงออก
ของโรคและความรุนแรงของโรคที่ตางกัน มีรายงานการวิจัยที่สนับสนุนวาปจจยัทางดานพันธุกรรม มี
สวนสําคัญในการทําใหเกิดโรคคือการศึกษาในฝาแฝดไขใบเดียวกัน (monozygotic twins) ไดคา 
concordance rate ประมาณ 70% ในขณะที่เม่ือเปรียบเทียบกับฝาแฝดไขคนละใบ (dizygotic twins) มี



คา 20% และจากการศึกษาในครอบครัว (Family studies) มีอุบัติการณแสดงใหเห็นวาปจจัยทางดาน
พันธุกรรมมีผลตอการเกิดโรคสะเก็ดเงิน การดําเนินของโรคจะสูงขึ้นมากถึงรอยละ 50 หรือครึ่งหนึ่งของ
ญาติพี่นองสายเลือดเดียวกันเม่ือทั้งพอ และแมเปนโรคสะเก็ดเงิน แตอัตราความชุกจะลดลงถึงรอยละ 
16  เม่ือพอหรือแมคนใดคนหนึ่งเปนโรค และลดลงถึงรอยละ 8 เม่ือทั้งพอและแมไมไดเปนโรค ซึ่ง
การศึกษาเหลานี้สนับสนุนวาพันธุกรรมมีบทบาทที่สําคัญตอโรคสะเกด็เงิน   71% ของผูปวยในวัยเด็กที่
เปนโรคสะเก็ดเงินมักมีประวัติทางครอบครัวมากอน(4) มีการศึกษาหา Susceptibility regions บน
ตําแหนงตางๆ ของโครโมโซมที่เก่ียวของกับการเกิดโรคสะเก็ดเงินในมนุษย พบวามียีนที่เกี่ยวของกับ
การเกิดโรค และการดําเนินของโรคสะเก็ดเงินหลายตัวเชน ยีนที่มีตําแหนงอยูบนโครโมโซมที่ 1q21, 
3q21, 4q, 7p, 8, 11, 16q, 17q, 20p และ 6p มีความสัมพันธกับการเกิดโรค และการดําเนินของโรค 
ปจจุบันพบวาการแสดงออกของยีนทีเ่ปล่ียนแปลงไปในโรคสะเก็ดเงินมีมากกวา 1300 ยีนใน 19 
susceptible loci บน 15 โครโมโซม(5) 
 
ความสําคัญของ DNA methylation กับโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) 

 
แนวทางการศึกษาในปจจุบนันอกจากวิเคราะหการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสในยีนแลว    ยังมีการ 

ศึกษาผลของการควบคุมแบบนอกเหนือพันธุกรรม (epigenetics) ซึ่งมีการเปล่ียนแปลงกลไกการทํางาน  
ของยีนโดยไมเก่ียวของกับการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของสาย DNA โดยเฉพาะการเกิดภาวะ DNA 
methylation ภายในยีน ซึ่งเปนกลไกควบคุมการแสดงออกของยีนในเซลลจําเพาะตางๆดวย 
โดยการศึกษาจํานวนมากแสดงใหเห็นถึงความสัมพันธของการเกิดมะเร็งกับการเปล่ียนแปลงระดับ 
DNA demethlation/methylation ทั้งในสวนยีนควบคุมการแสดงออกของมะเร็ง (oncogene) 
และยีนตานมะเร็ง (tumor suppressor gene)(8, 9) (10)  

การศึกษา DNA methylation กับการเกิดโรค autoimmune ยังมีไมมากนัก แตอยางไรก็ตาม 
มีการศึกษาเมื่อเร็วๆนี้ที่แสดงใหเห็นถึงความสําคัญของการเปลี่ยนแปลงระดับ DNA methylation 
กับการเกิดโรคกลุมภูมิตานทานเนื้อเยื่อตนเองเชน โรค SLE และโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis)  

จากขอมูลการศึกษาทางพันธุกรรมที่เพิ่มขึ้นเร่ือยมา พบวา epigenetics มีความสําคัญตอการ
เกิดโรคสะเก็ดเงิน     โดยคณะผูวิจัยไดรายงานการศึกษา epigenetics ที่สัมพันธกับโรคสะเก็ดเงินเปน
รายงานแรกของโลก โดยศึกษาภาวะ methylation ของยีน SHP-1 ซ่ึงทําหนาที่เปน negative 
regulatory signal gene ของ epithelial cells และจัดอยูในกลุมของ tumor suppressor gene ใน 
hematopoietic cells SHP-1 มีบทบาทสาํคัญเกี่ยวของกับการควบคุมกระบวนการเจริญและเพิ่มจํานวน
ซึ่งขึ้นอยูกับชนิดของเซลลน้ันๆ จากการศึกษาครั้งนี้พบวา บริเวณ  promoter ของยีนนี้เกิดกระบวนการ 
demethylation หรือ hypomethylation ในเซลลผิวหนังของคนไขโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) ซ่ึงมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมือ่เปรยีบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งเปนอาสาสมัครปกติ     ผล
การศึกษาในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวากระบวนการ hypomethylation จึงนาจะมีบทบาทสําคัญตอพยาธิ



กําเนิดของโรคผิวหนัง (skin pathogenesis) โดยเฉพาะเกี่ยวของกบัระดับการเพิ่ม SHP-1 transcription 
ในผ่ืนของโรคสะเก็ดเงิน (11) 

จากการศึกษาในครั้งนี้รวมถึงรายงานการศึกษาที่ผานมานําไปสูสมมุติฐานวานาจะมีการเปล่ียน 
แปลงระดับ DNA methylation บริเวณ repetitive sequence และ promoter ของยีนตางๆในยีโนม การ
เปล่ียนแปลงดังกลาวอาจจะสงผลตอการเปลี่ยนแปลงการแสดงออกของยีนตางๆ โดยผลของการ
เปล่ียนแปลงระดับ methylation ในยีนเหลาน้ีอาจเปนกลไกที่สําคัญในการเกิดโรคและการดําเนินของ
โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis)   
 

ในการศึกษานี้ผูวิจัยจะทําการศึกษาภาวะ genome-wide DNA methylation ในคนไขโรคสะเก็ด
เงินเปรียบเทยีบกับคนปกติ เพื่อหาความสัมพันธของกระบวนการ genome-wide DNA methylation กับ
การเกิดโรคสะเก็ดเงิน นอกจากนี้ผูวิจัยยังจะทําการคดัเลือกยีนจําเพาะ(candidate gene)ที่เก่ียวของกับ 
พยาธิกําเนิดของโรคและทําการศึกษาภาวะ DNA methylation ในยีนน้ัน    รวมถึงศึกษากลไกการเกิด 
methylation ของยีนนั้นในผูปวยโรคสะเก็ดเงิน โดยทําการศึกษาในเซลลผิวหนังและเซลลเม็ดเลือดขาว
ชนิดตางๆของผูปวย เพื่อนําไปสูการเขาใจกลไกการเกิดและการดําเนินของโรคสะเก็ดเงินและอาจเปน
ประโยชนในการนํามาใชเปนดัชนีบงช้ีโอกาสของการเกดิโรค และ ความรุนแรงของโรค  องคความรูในครั้ง
นี้ยังอาจนาํมาพัฒนาวิธีปองกันและรักษาโรคแบบใหมท่ีมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น ตอไป   

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



วัตถุประสงคของโครงการวิจัย 

วัตถุประสงค เพื่อศึกษาบทบาทของ DNA methylation กับพยาธิกําเนิดและการดําเนินโรคสะเก็ดเงิน     

โดยมีวัตถุประสงคดังน้ี 

 
1. เพ่ือศึกษาภาวะ methylation ทั้งยีโนม (genome-wide DNA methylation) สัมพันธกับ 

กระบวนการเกิดโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) โดยศึกษาเปรียบเทียบระหวางกลุมผูปวยโรคสะเก็ดเงินกับ
กลุมควบคุม 

2. เพ่ือศึกษาภาวะ methylation ใน candidate genes ที่คัดเลือกไดสัมพันธกับ 
การเกิดโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) โดยเปรียบเทยีบระหวางกลุมผูปวยโรคสะเก็ดเงินกับกลุมควบคุม 

3. เพ่ือศึกษากลไกที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับ methylation ในยีนที่พบในผูปวยโรค
สะเก็ดเงิน 

4. เพ่ือศึกษาหาดัชนี(biomarker)อื่นๆที่สัมพันธกับความรุนแรงของโรค หรือชวยพยากรณ
ผลการรักษาโรค 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



วิธีการทดลอง 
 

 
กลุมประชากรที่นํามาศึกษา 

กลุมศึกษา คือ ผูปวยประชากรไทยที่เปนโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) ที่เขารบัการรักษาที่
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ และลงนามในใบยินยอมเขารวมโครงการวิจัย จํานวน 20 คน 

 
1. การคัดเลือกประชากรเพื่อนํามาศึกษา 

เกณฑการเลือกผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis)  
Inclusion criteria :  

- ผูหญิงหรือผูชายที่มีอายุมากกวาหรือเทากับ 18 ปเช้ือชาติไทย หรือ ไทยจีน 
- ผูปวยไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรคสะเก็ดเงินชนิด chronic plaque typeโดย แพทย 

ผูเช่ียวชาญทาง Dermatology พรอมทั้งไดรับการตวจชิ้นเนื้อทางหองปฏิบัติการ 

เพื่อยืนยันผลการวินิจฉัย  

Exclusion criteria : ผูปวยที่ไมสมัครใจยนิยอมเขารวมงานวิจัย 

- ผูปวยโรคสะเก็ดเงินที่ไดรับยาทาเฉพาะทีภ่ายใน 2 สัปดาห หรือ ยารับประทาน 

รักษาโรคสะเก็ดเงินภายใน 4 สัปดาหกอนเขารวมการวิจัย 

- ผูปวยที่มีภูมิคุมกันบกพรองและผูปวยที่ไดรับยากลุม Corticosteroid รวมถึงยา 

กดภูมิคุมกันอื่น ๆ ขณะทําการศึกษา  

- ผูปวยที่มีภาวะ Autoimmune disease อื่นๆ 

- ผูปวยที่มีประวัติเปนโรคมะเร็ง 

 
เกณฑการเลือกกลุมควบคุม (control)  

Inclusion criteria : -  
- อาสาสมัครหญิงหรือชายที่มีอายุมากกวาหรือเทากับ 18 ปเช้ือชาติไทย หรือไทยจีน 
- อาสาสมัครที่มีสุขภาพดี 

Exclusion criteria : -  
- มีประวัติครอบครัวเคยเปนโรคสะเก็ดเงิน และอาสาสมัครมีประวัติเปน   

                autoimmune disease อื่นๆ 
2. ผูปวยยินยอมเขารวมการศึกษาโดยลงนามในใบยินยอม 
3. บันทึกขอมูลที่สําคัญทางคลินิกของผูปวย 

- ขอมูลพ้ืนฐานทั่วไป (demographic data) 



- ประเมินความรุนแรงของโรค โดยอาศัยจากอาการ, ใช Psoriasis Area and Severity Index 
(PASI) score ซึ่งเปน clinical score มาตราฐานในการประเมินความรุนแรง 
ของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 
 

การเก็บตัวอยางเลือดและการคัดแยกเซลล 
เก็บตัวอยางเลือด 30 มล. ใน heparin tube  นํามา 
- ปนแยก peripheral blood mononuclear cell (PBMC) โดยใชวิธี Ficoll-Hypaque density 

gradient และใช immunomagnetic bead ที่จําเพาะในการแยก CD4+ T cell, CD8+ T cell 
และ B cell  

- ปนแยก neutrophile โดยใชวิธี polymorph-prep density gradient 
 

การเก็บตัวอยางช้ินเนื้อ  
ผูปวยจะไดรบัการตัดช้ินเน้ือโดยวิธี punch biopsy ซึ่งผูวิจัยจะนําสงตรวจพยาธสิภาพตามปกต ิ

โดยการยอม H&E และทําการตัดช้ินเนื้อจาก paraffin section  และ แบงช้ินเน้ือบางสวนเก็บ ที่อุณหภูมิ 
-80 องศา เพื่อเตรียม frozen section      จากนั้นนํามาแยกเซลลช้ันหนังกําพราออกมาศึกษาโดยทํา 
การแยกเซลลดวยวิธี Laser capture microdissection (LCM)    

สําหรับช้ินเน้ือของคนปกต ิผูวิจัยจะขอจากผูปวยที่มารับการผาตัดศัลยกรรมตกแตง โดยทําการ
เก็บช้ินเนื้อภายหลังจากที่ผูปวยเซ็นใบยินยอมเขารวมโครงการ และทําการเก็บช้ินเน้ือและแยกเซลล
เชนเดียวกับช้ินเนื้อจากผูปวย 
 
การศึกษา Genome-wide  DNA methylation โดยใช repetitive sequences  
 ทําการสกัด DNA จากเซลลที่แยกไดโดยใชวิธี phenol-chloroform extraction และนํามาศึกษา
ลักษณะการเกิด methylation ในสวน LINE-1 ซึ่งอยูในยีโนม โดยใชวิธี Combined Bisulfite Restriction 
Analysis (COBRA) หลักการคือ นํา DNA ที่สกัดไดมาเติมสาร sodium bisulfite  ซึ่งจะเปล่ียน cytosine 
( C ) ใหเปน uracil ( U )  แตจะไมเปล่ียน methylcytosine (mC)  และนําไปเพิ่มจํานวนโดยการใช 
primers ที่จําเพาะ ซึ่งจะทําให amplicons ที่ไดมี Thymidine ( T ) แทน cytosine ( C ) ทั้งหมดยกเวน 
methycytosine (mC) ที่ไมเปล่ียน  ดังน้ันจึงสามารถใช restriction enzyme ที่เหมาะสม เชน  Taq1 ตัด
เพื่อแยกความแตกตางได หลังจากน้ันจึงนํามาแยกสาย DNA โดยวิธี Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (PAGE) และยอมดวย SYBR® Green แลวจึงนําไปวิเคราะหผล %Methylation ดวย
เครื่อง Phosphoimager  

โดยการศึกษาภาวะการเกิด genome-wide methylation จะคิดเปนเปอรเซนตและเปรียบเทยีบ
ระหวางกลุมควบคุมกับกลุมผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เพื่อหาความสัมพันธระหวางภาวะ 
gemone-wide DNA methylation กับ การเกิดโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) 



การศึกษานี้จะทําการศึกษาโดยใช DNA จากเซลลหนังกําพรา     เซลลเม็ดเลือดขาว T cell, B 
cell, non-T, non-B cell, และ neutrophil จากผูปวยมาเปรียบเทียบกบัคนปกต ิกลุมละ 20 ราย  
 
การศึกษา candidate genes 
 ทําการศึกษายีน 2 ยีนคือ ID4 และ BCAP31 ซึ่งคัดเลือกจากผล methylation microarray 
ซึ่งคณะผูวิจัยไดทําการศึกษาไวแลว  
 

• การศึกษายีน ID4ทําการศึกษาดังนี้ 
- ศึกษาภาวะ DNA methylation ของยีน ID4 บริเวณ promoter  
โดยวิธี methylation specific primer (MSP) โดยศึกษาใน human cell lines และ 

เซลลหนังกําพราในผูปวยโรคสะเก็ดเงิน เปรียบเทียบกบัคนปกติและโรคอื่นๆไดแก โรค squamous cell 
carcinoma of skin   และศึกษาใน human cell lines  ตางๆ โดยนําเซลลหนังกําพราที่แยกโดยวิธี laser 
capture microdissection มาสกัด DNA การนํา DNA ที่สกัดไดมาเติมสาร sodium bisulfite  ซ่ึงจะ
เปล่ียน cytosine ( C ) ใหเปน uracil ( U )  แตจะไมเปล่ียน methylcytosine (mC)  นํา bisulfite treated 
DNA มา amplifly โดยใช primer 2 คู  ที่จําเพาะกับ  methylated และ non-methylated DNA     และ
คัดเลือกตัวอยางผูปวย   คนปกติ  และ cell line อยางละ 1 รายมาทําการ cloneing and sequencing 
เพื่อประเมินผลการศึกษาโดยวิธี   MSP  
 

- ศึกษาการแสดงออกของยนี ID4 โดยวัดระดับ mRNA โดยวิธี real-time RT-PCR  
โดยสกัด total RNA จาก human cell lines ชนิดตางๆโดยใช silica-based column 

จากน้ันสราง complementary DNA (cDNA) โดยขบวนการ reverse-transcription   และวัดปริมาณ 
cDNA ของยนีที่สนใจโดยวิธี real-time reverse polymerase chain reaction โดยใช hybridization 
probe     
 

- ศึกษาการแสดงออกของยนี ID4 ระดับโปรตีนโดยวิธี immunohistochemistry  
โดยนําช้ินเนื้อบริเวณรอยโรคของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน   ผูปวย squamous cell carcinoma of skin  

ผูปวยเรื้องผ่ืนแพชนิดเรื้อรัง   ผิวหนังของคนปกติ และ human cell lines มาทําการยอม 
immunohistochemistry โดยใช anti-ID4 anibody   เพ่ือดูการแสดงออกของ ID4 protein 
ที่ช้ันตางๆของผิวหนังกําพรา  
   

• การศึกษายีน BCAP31 

• ศึกษาภาวะ DNA methylation ของยีน BCAP31 บริเวณ promoter    
โดยเริ่มศึกษาระดับ DNA methylation ของยีน BCAP31 บริเวณ promoter   ใน human cell lines 

ทั้งหมด 11 cell lines และ PBMC จากผูปวยโรคสะเก็ดเงินและคนปกติ กลุมละ 10 ราย  



จากน้ันนําดีเอนเอที่สกัดไดมาเติมสาร sodium bisulfite  ซึ่งจะเปล่ียน cytosine ( C ) ใหเปน uracil ( U 
)  แตจะไมเปล่ียน methylcytosine (mC)  นํา bisulfite treated DNA   มาทําการ cloning and 
sequencing  ตัวอยางละ 10 โคลน  และทําการวเคราะห CpG บนโปรโมเตอรของยีน   ที่ตําแหนง 
36,167 ถึง 37,432 ของฐานขอมูล U52111.3 ซึ่งมีทั้งสิ้น 48 ตําแหนง 
 

• ศึกษาการแสดงออกของยนี BCAP31 โดยวัดระดับ mRNA โดยวิธี real-time RT-PCR  
โดยสกัด total RNA โดยใช silica-based column จากนั้นสราง complementary DNA (cDNA) 

โดยขบวนการ reverse-transcription   และวัดปริมาณ cDNA ของยีนที่สนใจโดยวิธี real-time reverse 
polymerase chain reaction โดยใช hybridization probe    ซึ่งทําการศึกษาใน human cell lines 
ชนิดตางๆ และ PBMC จากผูปวยโรคสะเก็ดเงินและคนปกติ กลุมละ 10 ราย 

 
 

การศึกษาระดับซีร่ัม IL-22 กอนและหลังการรักษาโดยยาเมโทรเทกเซต 
โดยการเก็บ clot blood จากผูปวยโรคสะเก็ดเงิน และคนปกติ จํานวน 5 cc นํานาปนแยกซีรั่ม 

เก็บไวที่ -20 องศา สําหรับผูปวยภายหลังทําการรักษาโดยยาเมโทรเทกเซต สัปดาหละ15 mg นาน 12 
สัปดาห จะทาํการเจาะเลอืดเพื่อเก็บซีรั่มอีกครั้ง   จากนั้นนําซีรั่มที่ไดมาวัดระดับ IL-22 โดยวิธี ELISA 
โดยใช enzyme-linked immunosorbent assay kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) 

 
การวิเคราะหขอมูล 

การสรุปขอมูลใช mean+SD, median, interquartile range และ proportion 
การทดสอบสมมติฐานของการศึกษาใช Wilcoxon signed rank test การทดสอบความแตกตาง [Test of 
difference] ใช Mann-Whitney test และ Kruskal-Wallis test ทดสอบ correlation ใช Spearman 
correlation วิเคราะหโดยใชโปรแกรม SPSS version 16 และจะถอืวามีนัยสําคัญทางสถิติที่ระดับ 

ความเชื่อม่ัน α=0.05 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ผลการทดลอง 
 

1. การศึกษา Genome-wide  DNA methylation โดยใช repetitive sequences  
ผลการศึกษาวัดระดับ LINE-1 DNA methylation  โดยวิธี COBRA   ทําการศึกษาโดยแยกเซลล 

หนังกําพราของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 10 ราย  โรคผื่นแพชนิด chronic eczema 10 ราย โรคมะเร็งชนิด 
squamous cell carcinoma of skin 8 ราย และผิวหนังคนปกติ10 ราย  พบวาระดับ LINE-1 DNA 
methylation   ของเซลลหนังกําพราของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน ต่ํากวาเซลลหนังกําพราของคนปกติอยาง 
มีนัยสําคัญทางสถิต(ิp=0.017, % LINe-1 methylation psoriasis vs. normal skin = 35.24+5.07 VS. 
40.07+2.84) (Figure 1) 

 
Figure 1 
 

                                       

 
 
 



เม่ือทําการศึกษา ระดับ LINE-1 DNA methylation โดยวิธี COBRA ในเซลลเม็ดเลือดขาว 
(total leukocyte)   จากผูปวยโรคสะเก็ดเงินจํานวน 40 ราย เทียบกับคนปกติ  จํานวน 20 ราย   
พบวาเซลลเม็ดเลือดขาวของผูปวยโรคสะเก็ดเงินมีระดับ LINE-1 DNA methylation ต่าํกวาเซลล 
เม็ดเเลือดขาวของคนปกตอิยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.002, % LINE-1 methylation psoriasis vs. 
healthy subjects = 41.96 VS. 46.35) และเม่ือแยกผูปวยโรคสะเก็ดเงินตามระดับความรุนแรงของโรค 

โดยอาศัย PASI score โดยกลุมที่มีความรุนแรงของโรคมากจะมี PASI score ≥ 15 ซึ่งมีจํานวน 20 

ราย และกลุมที่มีความรุนแรงของโรคนอยจะมี PASI score < 15 ซึ่งมีจํานวน 20 ราย  
พบวาผูปวยทั้งสองกลุมมีคาเฉล่ียของ LINE-1 DNA methylation  ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 
ทางสถิติ อยางไรก็ตามคาเฉลี่ยของระดับ LINE-1 DNA methylation ในผูปวยที่มีความรุนแรง 
ของโรคมากมีแนวโนมต่ํากวาผูปวยที่มีความรุนแรงของโรคนอย   คาเฉลี่ยของระดับ LINE-1 DNA 
methylation ในผูปวยที่มีความรุนแรงของโรคมากเทากับ 41.14+ 4.71  และคาเฉล่ียของ LINE-1 DNA 
methylation ในผูปวยที่มีความรุนแรงของโรคนอยเทากับ 42.78 + 4.60  พบวาผูปวยทั้งกลุมที่มีความ 
รุนแรงของโรคมากและนอยมีระดับ LINE-1 DNA methylation ต่ํากวาคนปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
(p=0.036 และ p=0.003 ตามลําดับ) (Figure 2) 
 
Figure 2 

 
 



Figure 2 
% Methylation of high PASI score (severe psoriasis) compared to normal total 

leukocytes: P-value = 0.003 
% Methylation of high PASI score (severe psoriasis) compared to low PASI score (mild 
psoriasis) total leukocytes: P-value = 0.273 
% Methylation of low PASI score (mild psoriasis) compared to normal total leukocytes: 

P-value = 0.036 
 
เพ่ือศึกษาชนิดของเซลลที่เกิดการเปลี่ยนแปลงระดับ LINE-1 methylation    ผูวิจัยจึงนําเซลล 

เม็ดเลือดขาวจากผูปวยโรคสะเก็ดเงินและคนปกติกลุมละ 10 รายมาทําการแยกเซลลเม็ดเลือดขาวออก 
เปนชนิดตางๆคือ T cell, Bcell, Non-T,Non-B cell และ neutrophil   พบวา neutrophil จากผูปวยโรค 
สะเก็ดเงินมีระดับ LINE-1 methylation ต่ํากวาคนปกติอยางมีนัยสคัญทางสถิติ (p=0.019)    ในขณะที ่
เซลลเม็ดเลือดขาวชนิดอื่นไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบระหวางโรค 
สะเกด็เงินและคนปกติ(Figure 3) 

 
Figure 3 
 
 

 
 



 
2. การศึกษายีน ID4 
 

a. ศึกษาระดับ ID4promoter methylation ใน cell lines, PBMC  
เร่ิมจากการศึกษา promoter ID4 methylation ใน cell lines ตางๆพบวาใน กลุม Hematopoietic 

cell lines  เชน  Jurket, Daudi, Molt4 มี ID4 promoter  เปน methylated DNA   ขณะที่ HL-60 และ 
K562 เปน  mixed DNA  PBMC เปน unmethylated DNA   แตในกลุม Epithelial cell 

lines  เชน  Hela, Hep2, HepG2, Caski, SiHA, HaCAT, RKO  เปน  methylated DNA  สวน SW480 
เปน Mixed DNA  และUACC903 เปน  unmethylated DNA (Figure 1) 

b. ศึกษาการแสดงออกของ ID4 mRNA ใน human cell lines   
โดยนํา human cell lines ตางๆมาหาระดับ ID4 mRNA โดยวิธี real-time RT-PCR  พบวามี 

เพียง HaCaT และ SW480  ที่มีการแสดงออกของ ID4 mRNA ซ่ึงสัมพันธแบบผกผันกับการเกิด 
methylation ของ ID4 promoter (Table1) 

 
 

Figure 1 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 



Table 1 Inverse correlation of ID4 promoter status and mRNA level of 11 Cell lines 
 
Epithelial cell lines 
  
HEp2 Methylated promoter 0 
Hela Methylated promoter 0 
RKO Methylated promoter 0 
HaCaT Unmethylated promoter 19.4 
SW480 Met/Unmet promoter 0.14 
SiHA Methylated promoter 0 
 
Hematopoietic cell lines 
Daudi Methylated promoter 0 
Jurkat Methylated promoter 0 
Molt4 Methylated promoter 0 
HL-60 Methylated promoter 0 
K562 Met/Unmet promoter 0 
 

Table 1. Levels of ID4 mRNA expression in epithelial and hematopoietic cell lines analyzed by 
Real time RT-PCR.  GAPDH was used as a control.  The expression levels are presented as 
ID4 copy number/GAPDH copy number.  Names of all cell lines are listed for each row.  
 

 

b. ศึกษา promoter ID4 methylation ใน PBMC และ ช้ินเนื้อจากผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 
ศึกษาระดับ  DNA methylation ของ ยนี  ID4 ใน  PBMC  จากตัวอยางกลุม healthy  จํานวน 7 

ราย และผูปวยโรคสะเก็ดเงิน จํานวน 20 ราย ผลที่ไดคือ พบการเกิด DNA methylation ในกลุม 
healthy 5/7 ราย คิดเปนรอยละ  71.4 และ จากผูปวย 14/20 ราย คิดเปนรอยละ 70.0 
ซึ่งไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (Figure 2) 

  จากนั้นจึงทาํการศึกษา promoter ID4 methylation ในช้ินเน้ือจากผูปวยโรคสะเก็ดเงิน  เทียบกับ 
โรคมะเร็งชนิด squamous cell carcinoma of skin และผิวหนังจากคนปกติ     โดยเริ่มศึกษาในผื่นโรค 
สะเก็ดเงินกอน   พบวามี non-methylated bands เกิดข ึนอยางเดียวในผิวหนังจากคนปกติท้ังหมด
จํานวน 6 ราย   แตในผูปวยโรคสะเก็ดเงินจะพบทั้ง non-methylated bands และ methylated bands 6 
รายจาก 9 ราย   มีระดับID4 promoter methylation =  34.81% เม่ือศึกษาใน squamous cell 



carcinoma of skin  จํานวน 7 รายพบวา ผูปวย squamous cell carcinoma of skin จะพบทั้ง non-
methylated bands และ methylated bands 3 รายจาก 7 ราย    มีระดับID4 promoter methylation=  
21.84%   (Figure 3A)  เมื่อคาํนวนทางสถิติพบวาผูปวยโรคสะเก็ดเงินและ ผูปวยโรค squamous cell 
carcinoma of skin มีการเพิ่มขึ้นของระดับ ID4 promoter DNA methylation อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
(Figure 3B)   จากนั้นไดนํา sample ที่มีเฉพาะ non-methylated bands และมีทั้ง non-methylated 
bands และ methylated bands มาทํา bisulfite cloning and sequencing เพื่อ validate ผลของ MSP 
พบวา ผลของ bisulfite cloning and sequencing เปนไปในทางเดียวกับ MSP  (Figure 3C)  
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Figure 3 
 
 

 



c. ศึกษา การแสดงออกของ ID4 protein ในช้ินเนื้อจากผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 

ศึกษาการแสดงออกของ ID4 protein โดยวิธี immunohistochemistry ในช้ินเน้ือจากผูปวย 
โรคสะเก็ดเงิน (n=9), เทียบกับโรคผิวหนังอ่ืน  ไดแก โรคมะเร็งชนิด squamous cell carcinoma of 
skin(n=7) , โรค chronic eczema (n=7) และผิวหนังจากคนปกติ (n=6)   พบวาเซลลผิวหนังกําพรา 
สวนบนบริเวณที่เกิด parakeratosis ในโรคตางๆ จะไมมีการแสดงออกของ ID4 protein (Figure 4) 

Figure 4 

 
Figure 4 immunohistochemistry ของ ID4 (A-C) ผิวหนังคนปกติ   (D-F) ผ่ืนโรคสะเก็ดเงิน 
(G-I) ผื่นโรคมะเร็งชนิด squamous cell carcinoma of skin และ (J-L) ผ่ืนโรค chronic 
eczema  



d. เปรียบเทียบระดับ ID4 promoter 
methylationระหวางเซลลผิวหนังช้ันลางและช้ันบน   

โดยแยกเซลลผิวหนังช้ันบนและชั้นลางออกจากกันโดยวิธี laser capture 
microdissection   แยกเอา neutrophil ที่แทรกในชัน้หนังกําพราสวนบนออกเพื่อใหไดเฉพาะ 
keratinocyte จากนั้นนํามาสกัด DNA ทํา bisulfite treatment และศึกษาระดับ ID4 promoter 
methylation โดยวิธี MSP technique   ศึกษาในผูปวย 3 รายพบวา  ตรวจพบเฉพาะ 
methylated band ใน keratinocyte จากผิวหนังกําพราช้ันบน  (ระดับ DNA methylation 
=100%)(Figure 5) 

 
Figure 5 
 
 

 
 
 
 
 

 



e. ศึกษา การแสดงออกของ ID4 protein เปรียบเทยีบ human cell line ที่เปน non-
methylated ID4 promoter และ human cell line ที่เปน methylated ID4 promoter  

พบวา human cell line ที่เปน non-methylated ID4 promoter (HaCaT) จะมีการแสดงออกของ 
ID4 protein แตกตางจาก human cell line ที่เปน methylated ID4 promoter (HEp2) จะไมมีการ 
แสดงออกของ ID4 protein (Figure 6) 

 
 

 
 

Figure 6 
Immunohistochemical detection of ID4 in cell lines using a polyclonal antibody to ID4.  (A-B) 
HaCaT cell line and (C-D) HEp2 cell line. A and C show the light microscopic appearance of 
the cell lines (hematoxylin and eosin, x600).  HaCaT displays dense nuclear staining of ID4 
(Bx600) whereas HEp2 lacks staining for ID4 (Dx600).  
 

 
3. การศึกษายีน BCAP31 

สําหรับ  BCAP31 ไดทําการศึกษาภาวะ DNA methylation   โดยทําการศึกษาใน human cell lines 
ทั้งหมด 11 cell lines     และทําการศึกษาในผูปวยโรคสะเก็ดเงินและคนปกติกลุมละ 10 ราย    
โดยศึกษาใน PBMC  โดยวิธีการ  bisulfite treatment, cloning and sequencing  รายละ 10 โคลน  
และทําการวเคราะห CpG บนโปรโมเตอรของยีน   ที่ตําแหนง 36,167 ถึง 37,432 ของฐานขอมูล 
U52111.3 ซึ่งมีทั้งสิ้น 48 ตําแหนง    Figure 1   แสดงผล bisulfite treatment, cloning and 
sequencing  แตละราย   วงกลมสีขาวแสดงถึงตําแหนงที่เปน Unmethylation วงกลมสีดําแสดง 
ถึงตําแหนงที่เปน Methylation    และเม่ือเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของระดบั DNA methylation 
ของแตละตําแหนง  ทั้งหมด 48 ตําแหนง   ของผูปวยโรคสะเก็ดเงินและคนปกติ  พบวาผูปวย 
โรคสะเก็ดเงินมีระดับ DNA methylation ของยีน BCAP31 สูงกวาคนปกติอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ
(6.844 ± 0.4365 VS.   0.5563 ± 0.04395 p < 0.0001) (Figure 2) 
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Figure 1 แสดงตัวอยางผล bisulfite treatment, cloning and sequencing  แตละราย   Fig 1A 

แสดงผล methylation ของคนปกติ 10 ราย   รายละ 10 โคลน    Fig 1B แสดงผล methylation 

ของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน  10 ราย  รายละ 10 โคลน          วงกลมสีขาวแสดงถึงตําแหนงที่เปน 

Unmethylation วงกลมสีดําแสดงถึงตําแหนงที่เปน Methylation 
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Figure 2 (A) แสดงคาเฉลี่ยระดับ DNA methylation ของ CpG แตละตําแหนงทั้งหมด 48 ตําแหนง    

เปรียบเทียบระหวางผูปวยโรคสะเก็ดเงินและคนปกติ  (B) แสดงคาเฉล่ียระดับ DNA methylation ของ 

CpG ทั้งหมด 48 ตําแหนง         เปรียบเทียบระหวางผูปวยโรคสะเก็ดเงินและคนปกติ   พบวา 

ผูปวยโรคสะเก็ดเงินมีระดับ DNA methylation ของยีน BCAP31 

สูงกวาคนปกติอยางมีนัยสาํคัญทางสถิต ิ



 จากนั้นผูวิจัยไดทําการศึกษาระดับ mRNA ของยีน BCAP31 โดยวิธี real-time RT PCR   และ 
normalized ดวยยีน 18 S  โดยศึกษาใน human cell lines ทั้งหมด 11 cell lines   พบวาเฉพาะ 
HaCaT cell line ที่มีการแสดงของ BCAP31 mRNA สูงเมื่อเปรียบเทียบกับ human cell lines อื่น  และ
ระดับการแสดงออกของ BCAP31 mRNA มีความสัมพันธแบบผกผันกับระดับ DNA methylation  
(Figure 3) 
 
Figure 3 

 
Figure 3   แสดงระดับ mRNA ของยีน BCAP31 โดยวิธี real-time RT PCR   และ normalized 

ดวยยีน 18 S  ของ human cell lines ทั้งหมด 11 cell lines 

 
 และเม่ือทําการศึกษาระดับ mRNA ของยีน BCAP31 เปรียบเทยีบระหวางผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 
และคนปกติซึ่งไดทําการศึกษาระดับ DNA methylation แลว    พบวาผูปวยโรคสะเก็ดเงินมีระดับ 
การแสดงออกของ BCAP31 mRNA ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกับคนปกต(ิ0.0565 ± 0.00550 
VS. 00661 ± 0.0013 p< 0.0001) (Figure 4) 
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Figure 4 (A) แสดงระดับ BCAP31 mRNA  ของคนปกติแตละราย   (B) แสดงระดับ BCAP31 mRNA  
ของผูปวยโรคสะเก็ดเงินแตละราย  (C) แสดงคาเฉล่ีย BCAP31 mRNA ของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 
เทียบกบัคนปกติ   พบวาผูปวยโรคสะเก็ดเงินมีระดับการแสดงออกของ BCAP31 mRNA 
ลดลงอยางมีนัยสําคัญเม่ือเทียบกบัคนปกต ิ 
 
4. การศึกษาระดับซีรั่ม IL-22 กอนและหลังการรักษาโดยเมตโทรเทกเซต 

a. Demographic data 
การศึกษานี้ทําในผูปวยโรคสะเก็ดเงินทั้งสิ้น 19 คน เปนชาย 14 คน หญิง 5 คน อายุเฉล่ีย 

44.16±9.7 ป ระยะเวลาที่เปนโรคสะเก็ดเงินประมาณ 6 ป พบวาระดับ PASI score ในเพศชาย 
มีแนวโนมสูงกวาเพศหญิงแตไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ ผูปวยชายทั้งส้ิน 8 คน 
เคยไดรับการรักษาดวย systemic treatment มาแลวและสวนใหญไดรับยา Methotrexate ซึ่งผูปวย 7 
คนตอบสนองดีตอยาดังกลาว ผูปวย 1 มีประวัติไมตอบสนองตอยา Methotrexate แตตอบสนองดีตอ 
การรักษาดวย PUVA และ Acitretin     ผูปวยหญิงทั้งหมดไมประวัติไดรับการรักษาดวย systemic 
treatment มากอนการศึกษา ระดับ BMI ของผูปวยสวนใหญอยูในเกณฑปกติโดยมีคาเฉลี่ยประมาณ 23   
ขอมูลพื้นฐานทั้งหมดของผูปวยปสดงไวในตารางที่ 1 
 
 
 
 



ตารางที่ 1ขอมูลพ้ืนฐานทั่วไปของผูปวย (demographic data) 
 

 Male (N=14) Female 
(N=5) 

Age (yr) 44.21±10.7 44±6 

Disease duration (yr) 10±9 6±6 

PASI baseline 22±11 14±3 

BMI 23±4 3 23.09±3.1 

Previous systemic 
treatment 

8 (57.14%) 0 

 
 

1. Serum levels of IL-22 were significantly reduced after treatment with MTX 

สามารถตรวจพบซีรั่ม IL-22 พบไดในกลุมตัวอยาง 17 คน (89.47%) และกลุมควบคุม 13 คน 
(68.42%) คากลาง [Median] ของระดับ IL-22 ของผูปวยและกลุมควบคุมมีคาเทากับ 30.1 และ 9.15 
pg/ml ตามลําดับ (ตารางที่ 2)      โดยที่ระดับ IL-22 กอนการรักษาของกลุมผูปวยมีคามากกวา 
กลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (56.63± 60.73 pg/ml vs. 12.58±12.59 pg/ml, p<0.001) (Fig 1A). 
กลุมผูปวยที่มีภาวะโรครุนแรง (คา PASI score >15 )  จะมีระดับซีรั่ม IL-22  สูงกวากลุม 
ผูปวยที่มีภาวะโรคปานกลาง (คา PASI score =10-15 ) อยางมนัียสําคัญ (92.81±64.47pg/ml vs. 

16.43±12.88 pg/ml, p=0.001) (Fig 1B).  และระดับซีรั่ม IL-22  ลดลงอยางมีนัยสําคัญหลังการรักษา 
ดวยยา Methotrexate (5.98±4.69 vs. 20.09±10.58, p <0.001) (Fig 1A). 

นอกจากนี้ยังไดทําการวัดระดับซีรั่ม IL-17 ซีรั่ม IL-17 สามารถตรวจพบไดในกลุมผูปวย 2 คน 
(10.53%) จาก 19 คน แตตรวจไมพบในกลุมควบคุม และระดับซีรั่ม IL-17 ไมมีความแตกตางกัน 
ระหวางกลุมผูปวยและกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p=0.142) หลังการรักษาไมพบไซโตไคน 
ดังกลาวในซีรั่มผูปวย 

 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 2 แสดงระดับซีรั่ม IL-22 และ PASI score กอนและหลังการรักษา 
 

 Mean Md IQ p-value 

PASI-score 
Before 
After 

 
20.09 
5.98 

 
15.4 

5 

 
12.5-28.4 
2.1-11.1 

 
 

<0.001* 

IL-22  
Before 
After 

 
56.63 
9.33 

 
30.1 
2.41 

 
11.39-113.92 

0-21.12 

 
 

<0.001* 

IL-22 control 12.58 9.15 0-25.42  

 
p-value เทียบระหวางกอนและหลังการรักษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Figure1 

 
Figure 1   IL-22 serum level in healthy controls and in psoriasis patients at baseline and after 
treatment. Each dot represents the IL-22 serum level of a sample. Horizontal bars represent the 
mean. (A) Comparison between controls and psoriasis patients, at baseline and after treatment. 
(B) Comparison between psoriasis patients divided into high and low PASI groups, at baseline 
and after treatment. 
 

2. Correlation between IL-22 serum level and PASI score 

คา PASI score และระดับซีรั่ม IL-22 กอนและหลังการรักษาแสดงไวในตารางที่ 3 
พบวาระดับซีรั่ม IL-22 กอนการรักษามีความสัมพันธกับ PASI score ระดับปานกลาง 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ [r=0.63, p=0.004, R-square=0.21] (Fig 2A).   และเมื่อแบงผูปวยเปน 2 
กลุมตามระดับซีรั่ม IL-22 กอนการรักษาเปน  กลุมที่มีระดับซีรั่ม IL-22 สูง (IL-22 >50 pg/ml ) (n=6) 
และกลุมที่มีระดับซีรั่ม IL-22 ต่ํา (IL-22 ≤ 50 pg/ml ) (n=13)  พบวากลุมที่มีระดับซีรั่ม IL-22 



สูงจะมีคาเฉล่ียของPASI score ที่ลดลงหลังการรักษามากกวา กลุมที่มีระดับซีรั่ม IL-22 
ต่ําอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (22.92±10.67 vs. 10.05±5.83, Z=2.68, p=0.007) (Fig 2B). 

Figure 2 

 
Figure 2   IL-22 serum level and PASI score in psoriasis patients. (A) Correlation between IL-22 
serum level and PASI score at baseline (r=0.63, p=0.004).  Each dot represents the IL-22 
serum level and PASI score of each patient at baseline.  (B) The clinical response to MTX was 
significant different between the group with high and low IL-22 serum level (Z=2.68, p=0.007).  
Each dot represents PASI difference between baseline and after treatment of each patient. 
Horizontal bars represent the mean of PASI difference. ‘High’ indicates the high serum level 
group (IL-22 >50 pg/ml) (n=6) and ‘Low’ indicates the low serum level group (IL-22 ≤ 50 pg/ml) 
(n=13).  



บทวิจารณ 
 

การศึกษา Genome-wide  DNA methylation โดยใช repetitive sequences  
จากรายงานการ ศึกษาที่ผานมาพบวาการเกิด Genome-wide  DNA  hypomethylation  บริเวณ 
repetitive sequences  เปนปรากฎการณที่สําคัญในการเกิดโรคมะเร็งชนิดตางๆ (12)    ระยะหลังเร่ิมมี
รายงานวา ภาวะ Genome-wide  DNA  hypomethylation เปนกลไกที่สําคัญในการเกดิ 
โรคกลุมโรคภูมิตานทานเนือ้เยื่อตนเอง เชน SLE, inflammatory arthritis (13) (14)(15) (16)    
การศึกษาในครั้งน้ีนับวาเปนการศึกษาแรกที่พบวามีการเกิด Genome-wide  DNA  hypomethylation 
บริเวณ LINE-1 ซึ่งเปน repetitive sequences ของเซลลหนังกําพราและเม็ดเลือดขาว 
ของผูปวยโรคสะเก็ดเงินซึงเปนโรคภูมิตานทานเน้ือเยื่อตนเอง   อยางไรก็ดีมีรายงานกอนหนาน้ีโดย 
Zhang P  รายงานวาพบ Genome-wide  DNA  hypermethylation ในเซลลเม็ดเลือดขาวชนิด PBMC 
ในโรคสะเก็ดเงิน   และเซลลผิวหนังของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน  (17) ซึ่งผลที่ไดแตกตาง 
จากการศึกษาในครั้งนี้  อาจเปนไปไดวา  ผลที่แตกตางอาจเนือ่งมาจากการศึกษาระดับ Genome-wide  
DNA methylation ตางกัน      การศึกษาของ Zhang P ใช methylamp Global DNA methylation 
quantification kit สําหรับการวัดระดับ Genome-wide  DNA methylation ของเซลลเม็ดเลือดขาว   
และใชวิธี immunohistochemistry with anti-5 methylcytosine antibody สําหรับเซลลผิวหนัง   
ในขณะที่การศึกษาในครั้งนี้วัดระดับ Genome-wide  DNA methylation โดยศึกษาการเกิด methylation 
บริเวณ repetitive sequences คือ LINE-1 ซ่ึงเปนวิธีที่มีรายงานการศึกษาแลวหลายรายงาน
ในโรคมะเร็งหลายชนิดและพบวามีความเก่ียวของกับพยาธิกําเนิดของโรคมะเร็งหลายชนิด      

อยางไรก็ตามยังคงตองการการศึกษาเพิ่มเติมเพ่ือใหทราบถึงกลไกการเกิด LINE-1 
methylation รวมถึงผลของยีนที่มี LINE-1 แทรกหรือควบคุมอยูเพ่ือศึกษาผลของการเกิด LINE-1  
methylation ในโรคสะเก็ดเงินตอไป การศึกษาในครั้งนี้จึงนับวามีความสําคัญใน 
การพบองคความรูใหมของโรคสะเก็ดเงิน และอาจนําไปสูความเขาในพยาธิกําเนิดของ โรคเพิ่มขึ้น  
และอาจพัฒนาไปสูการรักษาแบบใหมๆตอไป 
 
การศึกษายีน ID4  

parakeratosis เปนภาวะที่มีการเหลืออยูของนิวเคลียสของเซลลหนังกําพราช้ันบน (stratum 
corneum) ซ่ึงกอใหเกิดสะเก็ดที่ผ่ืนเม่ือมองดวยตาเปลา    การเกิด parakeratosis เปนขบวนการ 
สําคัญในการเกิดโรคทางผิวหนังหลายโรคโดยเฉพาะโรคสะเก็ดเงิน   จากการศึกษาในครั้งน้ีพบวา 
การเกิด parakeratosisเก่ียวของกับการลดลงของการแสดงออกของโปรตีน ID4 (identification of 
differentiation4)  ใน parakeratotic nucleus เน่ืองจากยีน ID4เปนยีนทีม่ีรายงานวามีความสําคัญ 
ในการควบคุมการแบงเซลลและการพัฒนาเซลล (proliferentiation and differentiation) หลายชนิด (18) 
(19)   และยังสําคัญกับการเกิดโรคหลายโรคโดยเฉพาะโรคมะเร็งตางๆ (20, 21)         การลดลงของ 
การแสดงออกของยีน ID4 จึงนาจะมีความสําคัญตอการเตบิโตที่ผิดปกติ ของเซลลหนังกําพรา 
และกอใหเกิด parakeratosis ขึ้นซึ่งเปนกลไกที่สําคัญในการเกิดโรคผิวหนังหลายๆโรค 



  การศึกษาในครั้งนี้ยังแสดงใหเห็นวากลไกในการควบคุมการแสดงออกของ ID4 
ที่สําคัญคือ DNA methylation  คือพบ hypermethylation ของ ID4 promoter 
สัมพันธกับการลดการแสดงออกของ ID4 mRNA ของ human cell lines ตางๆ  และสัมพันธกับ
การลดการแสดงออกของโปรตีน ID4 บริเวณที่เกิด parakeratosis  

โปรตีน IDs ประกอบดวยสมาชิกตางๆคือ ID1, ID2, ID3 และ ID4   จาก
การศึกษากอนหนาน้ี พบวา การทํางานของ ID4 มักจะทํางานตรงขามกับ สมาชิกของ  IDs 
(ID1, ID2  และ  ID3)  เชน กรณี ID1 มักจะพบมากใน  colorectal carcinoma (22)  
และ  gastric  cancer (23)   แต จะพบวา  ID4 ลดลง     สําหรบัโรคสะเก็ดเงินน้ัน
มีรายงานถึงการเพิ่มของ ID1 ใน  (24) และไมมีรายงานถึง  ID4 มากอน      การศึกษาครั้งนี้
แสดงใหเห็นวามีการลดลงของ ID4 ในโรคสะเก็ดเงินซ่ึงสอดคลองรายงานการศึกษาที่ผานมาวา
มี การเพิ่มของ ID1 ในโรคสะเก็ดเงิน   สําหรับขบวนการทําใหเกิด  ID4 promoter methylation 
ที่สัมพันธกับ โรคสะเก็ดเงิน 

สําหรับกลไกที่ทําใหเกิด ID4 promoter methylation ที่สัมพันธกับ โรคสะเก็ดเงิน ยังไม
เปนที่ทราบแนชัดแตมีรายงานการศึกษาในโรคอื่นอาทิเชน 
การกระตุนของ  Cdc42  สามารถทําใหเกิดการ เพ่ิมของ DMNTs  และสามารถ ทําใหเกิด  ID4 
promoter methylation ใน colorectal carcinomaได  (25)    นอกจากนี้ยังมีรายงานวา  
Cdc42ยังสามารถ กระตุน Mixed Lineage Kinases3 (MLK3)  (26)  และ p21 –activated 
kinase (PAK) (27) ซ่ึงมีความเก่ียวของกับ การเพิ่มของ phosphorylated p38 โดยที่ 
phosphorylated p38 มีความสําคัญอยางมากในโรคสะเกิดเงิน  (28) 

 การศึกษาครั้งนี้ เราพบหลักฐานของการเกิด  ID4 promoter methylation 
ที่มีความเกี่ยวของ กับการเกิด Parakeratosis 
ซึ่งเปนขบวนการสําคัญอยางหนึ่งของโรคผิวหนังโดยเฉพาะอยางยิ่ง โรคสะเก็ดเงิน 
ผลจากการศึกษาในทําใหเกิดองคความรูใหมที่เก่ียวกับพยาธิกําเนดิของการเกิดโรค 
และอาจนําไปสูการพัฒนาการรักษาโรคโดยวิธีใหมๆตอไป 

 
การศึกษายีน B-cell receptor associated protein 31 (BCAP31) 

สําหรับ B-cell receptor associated protein 31 (BCAP31) เปนยีนที่อยูบนโครโมโซม 
Xq28 (29) ซึ่งพบวามีคุณสมบัติเปนทรานสเมมเบรนโปรตีน (trans-membrane protein) 

บนผิวเอนโดพลาสมิคเรติคูลัม (endoplasmic recticulum) ทําหนาที่ในการขนสงโปรตีนจาก 
เอนโดพลาสมิคเรติคูลัมไปยังกอลจิบอดี (golgi body) (30) (31) นอกจากมียงัมีรายงานวา 
เกี่ยวของกับกลไกการเกิดอะพอพโทซิส(apoptosis) โดยผานทาง procaspase 8, BCL-2 
และ  CED4  ซึ่งพบไดในเซลลเม็ดเลือดขาว ทั้งชนิด B Lymphocyte  และ  T Lymphocyte 
(32) และเซลลเยื่อบุผนังของโรคซีสติกไฟโบรซีส 
แตสําหรับในโรคสะเก็ดเงินน้ันยังไมพบวามีการรายงานที่



เกี่ยวของกับยีนนี้มากอน  อยางไรก็ตาม BCAP31 อาจมีความเกี่ยวของกับโรคสะเก็ดเงินคือ 
ในโรคสะเก็ดเงินก็พบวามีการผิดปกติของการเกิดกระบวนการอะพอพโทซิสในเซลลผิวหนัง 
และเซลล เม็ดเลือดขาวซึ่งอาจเกิดจากการขาดโปรตีน BCAP31 
เนื่องจากผลการศึกษาในครั้งนี้ของผูวิจัยพบวา 
ในคนไขโรคสะเก็ดเงินมีการลดลงของการแสดงออกในระดับเอ็มอารเอ็นเอของยีน BCAP31 
ซึ่งมีความสัมพันธแบบผกผันกับการเกดิดีเอ็นเอเมทลิเลชั่นที่ลดลงที่บริเวณโปรโมเตอรของยนี 
การลดลงของการแสดงออกในระดับเอ็มอารเอ็นเอของยีน BCAP31 จึงอาจเปนสาเหตุใหเพ่ิม 
ความสามารถในการตานทานตอการเกิดอะพอพโทซิสของเซลลเม็ดเลือดขาวในโรคสะเก็ดเงิน
ได   

ผลการศึกษาในครั้งนี้นับเปนการคนพบองคความรูใหมซึ่งยังไมเคยมีผูใดเคยศึกษาในโ
รคสะเก็ดเงินมากอน และอาจนํามาอธบิายพยาธิสภาพของการเกดิโรคได แตอยางไรก็ตาม
บทบาทและหนาที่ของยีน BCAP31 โรคนี้ ยังไมทราบแนชัด และการเหน่ียวนําใหเกิด 
Hypomethylation บนโปรโมเตอรของยีน BCAP31 
ในโรคสะเก็ดเงินยังไมทราบสาเหตุที่แนชัดเชนกัน ยังคงตองการการศึกษาเพิ่มเตมิตอไป  

  
การศึกษาระดับซีรั่ม IL-22 กอนและหลังการรักษาโดยเมตโทรเทกเซต 

Methotrexateนับเปนยาตัวแรกในการเลือกใชเพ่ือรักษาโรคสะเก็ดเงินที่มีความรุนแรง 
ระดับปานกลางขึ้นไป นอกจากกลไกที่ใชในการยับยั้งการแบงตัวของเซลลแลว ยาดังกลาวยังมี
รายงานวาสามารถเปล่ียนแปลงระดับ DNA methylation    และยับย้ัง cell adhesion 
molecules ซ่ึงมีสวนสําคัญในการชักนําใหเซลลอักเสบตาง ๆ เขามายังบริเวณรอยโรค (33) 
(34)  รวมทั้งยังสามารถยับย้ังการกระตุน T cells บริเวณรอยโรคได  (35) 
การศึกษานี้ไดรายงานการลดการสรางของTh22 cytokines ไดแก IL-22 ซ่ึงนาจะเปนกลไกที่
สําคัญอันหนึ่งของยา Methotrexate ในการรักษาโรคสะเก็ดเงิน นอกจาก Th22 cell 
ซึ่งเปนตัวหลักในการสรางIL-22 แลว  IL-22ยังสามารถสรางไดจาก Th1 cells, γδ T cells, 
CD8+ T cells และ monocytes ไดอีกดวย (36) จึงมีความเปนไปไดวายา Methotrexate อาจ
มีผลตอ immune cells ตางๆที่สราง IL-22 ดวยเชนกัน  

ผลการศึกษาในครั้งนี้ยังพบอีกวาระดับซีร่ัม IL-22 มีความสัมพันธกับ PASI score 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ อยางไรก็ตาม IL-22 ไมใชเปนเพียงปจจยัเดียว 
ที่มีผลตอความรุนแรงของโรค    เน่ืองจากองคประกอบและพยาธิกําเนิดของโรคสะเก็ดเงิน 
มีความซับซอน   จึงนาจะมีปจจัยอื่นๆ ที่ควรศึกษาเพิ่มเติม      การศึกษาในครั้งนี้ยังพบวา 
หากผูปวยมีระดับซีร่ัม IL-22 ในปริมาณที่สูงมักจะมีการตอบสนองที่ดีตอการรักษาดวยยา 
มากกวาผูปวยที่มีระดับซีร่ัม IL-22 ในระดับต่ํา  จึงมีความเปนไปไดวาจะสามารถนําเอาระดับ 
ซีร่ัม IL-22 มาใชเปน biomarkers ในการทํานายผลของการรักษา  



เม่ือเปรียบเทยีบกับการศึกษาของ M.Caproni และคณะ (37) ซึ่งศึกษาผลของยา 
Etanercept และ Acitretin ตอระดับซีร่ัม IL-17 และ IL-22 พบวา เม่ือเปรียบเทียบกลุมผูปวยที่มี 
baseline IL-22 ไมตางกัน  Metrotrexate สามารถลดระดับซีร่ัม IL-22 ไดมากกวา Etanercept 
ไดอยางมีนัยสําคัญ ในขณะที่ Acitretin ไมมีผลตอไซโตไคน ดังกลาว ทั้งน้ีอาจจะเปนไปไดวา 
Methotrexate สามารถออกฤทธิไ์ดอยางกวางขวางทั้งตอ immune cells และ keratinocytes 
ในขณะที่ Etanercept ซึ่งเปน TNF-α blocker จะมีฤทธิ์ทีจ่ําเพาะเจาะจงมากกวา  Etanercept 
นอกจากจะลด TNF-α ซึ่งเปน proinflammatory cytokines ที่สําคัญในโรคสะเก็ดเงินแลว 
ปจจุบันพบวายาดังกลาวมีผลตอ T cells และ dendritic cells แตไมมีผลตอ keratinocytes (38) 
ในขณะที่ Acitretin มีผลตอ keratinocytes เพียงอยางเดียวโดยไมมีผลตอ immune cells 
การใชยา Acitretin ในการรักษาโรคสะเก็ดเงินอยางมีประสิทธิภาพมักจะตองใชควบคูกับการ
รักษาโดยวิธ ี อื่นดวย เชน Methotrexate หรือ NB-UVB 
ดังน้ันจึงอาจสรุปไดวายาที่มีประสิทธิภาพที่ดีใน การรักษาโรคสะเก็ดเงินควรจะออกฤทธิต์อทั้ง 
immune cells และ keratinocytes     เน่ืองจาก keratinocytes นั้นเปนแหลงที่สราง 
proinflammatory cytokines, chemokines, adhesion molecules และ growth factors ที่สําคัญ 

ในการศึกษาครั้งน้ีตรวจพบระดับซีร่ัม IL-17 ในผูปวยเพียง 2 คน ผูปวยทั้ง 2 
คนเปนผูปวยที่มีความรุนแรงของโรคคอนขางมาก (PASI>30) และตรวจไมพบในกลุมควบคุม 
แตกตางจากการศึกษาของ M.Caproni และคณะ (37) ซ่ึงตรวจพบระดับซีร่ัม IL-17 ถึง 
52.86±27.63 pg/ml ในขณะที่ PASI score น้ันไมแตกตางจากการศึกษาครั้งน้ี    IL-17 
การไมสามารถตรวจพบไซโตไคนดังกลาวในซีร่ัมอาจเปนไปไดวา ผูปวยในการศึกษานี้มี 
ปจจัยทางพันธุกรรมและปจจัยทางสิ่งแวดลอมที่แตกตางจากกลุมที่ M.Caproni และคณะ 
นอกกจากนี้ IL-17 สรางจาก Th17 cells โดยพบ Th17 cells ดังกลาวเพิ่มมากขึ้นในรอยโรค 
ของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (39)   เนื่องจากการคนพบ T cells ดังกลาวเกิดขึ้นเพียงระยะเวลา 
ไมนาน  การศึกษาเพื่อจําแนกลักษณะกลุมยอยของ Th17 cells ดังกลาวยังมีไมมาก แตเช่ือวา 
CD4+IL17+ T cells น้ันมีบทบาทสําคัญตอการเกิดโรคสะเก็ดเงิน (40) และพบวา Th17 cells 
สามารถสรางไดโดยการกระตุนจาก dendritic cells บริเวณรอยโรค โดยไมไดมาจากในเลือด 
เพียงอยางเดียว และพบวา dendritic cells ที่ lesions สามารถกระตุนการเปล่ียนแปลงของ 
naïve T cells ไปเปน Th17 cells ไดมากกวา dendritic cells ในเลือด (41) ซ่ึงอาจจะเปนอกี 
หนึ่งเหตุผลที่เราไมสามารถตรวจพบระดับซีร่ัม IL-17 ในเลือดได เนื่องจากสวนใหญจะถูกสราง 
ออกมาแลวอยูเฉพาะบริเวณรอยโรค 
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