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 Abnormal proliferation and differentiation of keratinocytes occur in many skin 
diseases. Parakeratosis is an abnormal maturation of the keratinocytes in which 
keratinization of epithelial cells is incomplete and abnormal retention of keratinocyte 
nucleuses in stratum corneum. It occurs in malignant, inflammatory as well as 
autoimmune skin diseases as in eczema, squamous cell carcinoma (SCC) and 
psoriasis. Down-regulation of ID4 protein in epidermis has been described in associated 
with psoriasis. The gene encoded ID4 is located within psoriasis susceptibility 1 
(PSORS1).  Moreover, promoter hypermethylation of ID4 has been described in several 
cancers.  Here, we report a previously undescribed methylated pattern of the ID4 
promoter in lesional psoriatic skin. We investigated 11 cell lines, peripheral blood 
mononuclear cells (PBMC) and micro-dissected epithelium of skin from normal subjects 
and lesional skin from psoriatic patients. All normal cells were unmethylated.  ID4 
promoter methylation was detected in psoriasis. The ID4 promoters of cells from the 
upper and lower part of psoriatic epidermis were hypermethylated and unmethylated, 
respectively. By immunohistochemistry, the parakeratotic keratinocytes in the upper 
layer of psoriasis, chronic eczema and SCC lacked ID4 protein, whereas the 
keratinocytes in the lower layer were densely stained.  Normal epidermal keratinocytes 
consistently expressed ID4 protein.  The lack of ID4 expression in psoriatic 
keratinocytes, chronic eczema and SCC may be epigenetically controlled.  This finding 
is a novel example of a link between gene-specific promoter hypermethylation and 
abnormal cellular differentiation in the skin diseases. In addition, ID4 methylation is a 
candidate marker for abnormal terminal differentiation of keratinocyte, particularly 
parakeratosis.   
Keywords : ID4, DNA Methylation, Psoriasis, Parakeratosis, Immunohistochemistry 
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บทคัดยอ 
 โรคสะเก็ดเงินเปนโรคที่มีความผิดปกติของการเจริญเติบโตและการเปลี่ยนแปลงของเซลลผิวหนังซึ่ง
รวมถึงการเกิดพาราเคอราโตซิสซึ่งเปนขบวนการหนึ่งที่ สําคัญของการแสดงความผิดปกติของการ
เปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นในชั้นของคอรเนียม  ยีน ไอดีส่ี I(Inhibitor of DNA binding/Inhibitor of differentiation 
4, ID4)  ที่พบวามีระดับของ เอ็มอารเอนเอ ลดลงในโรคสะเก็ดเงิน นอกจากนี้ยังเปนยีนที่ยับยั้งการเกิดมะร็ง 
ซึ่งถูกควบคุมโดยขบวนการ  ดีเอนเอเมทิลเลชั่น  การศึกษาวิจัยครั้งนี้ เราได ศึกษาใน 1)  เซลลลายทั้งหมด 
จํานวน 11 ชนิด 2) เซลลเม็ดเลือดขาว และ 3) ชิ้นเนื้อ แบบแยกชนิดเซลลผิวหนังโดยใชเครื่องเลเซอร 
(Laser capture microdissection)  จากตัวอยางคนปกติ ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis)   ผูปวยผิวหนัง
อักเสบ (eczema) และ ผูปวยโรคมะเร็งผิวหนัง (Squamous cell carcinoma, SCC)   และตรวจหาโดยวิธี   
MSP, DNA cloning,  Sequencing,   RT-PCR  และ  Immuno histochemistry  ซึ่งพบวา พบวา ในเซลล
ลาย 1) กลุม Hematopoietic cell lines (5 ชนิด)  เชน  Jurket, Daudi, Molt4 , HL-60เปน methylated  
promoterขณะท่ี และK562 เปน  mixed (met/unmet) promoter  PBMC เปน unmethylated  promoter 2) 
กลุม Epithelial cell lines  (6 ชนิด) เชน  Hela, HEp2,  RKO, SiHA, , เปน  methylated DNA   SW480 
เปน mixed (met/unmet)  promoter และ HaCaT เปน unmethylated promoter  และ พบ  DNA 
methylation ของ ยีน  ID4 ในชิ้นเนื้อ ตัวอยางจากคนปกติ ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน ผูปวยผิวหนังอักเสบ  และ 
ผูปวยโรคมะเร็งผิวหนัง  คิดเปน รอยละ 0 , 66.6 , 14.3  และ 42.8  ตามลําดับ ยิ่งไปกวานั้นยังพบวา 
ปริมาณของการเกิด  DNA methylation คิดเปน รอยละ 0, 34.81, 6.47  และ 21.84  ซึ่งมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ ระหวาง คนปกติ กับ ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (p < 0.005)  และ ผูปวย eczema กับ ผูปวยโรค
สะเก็ดเงิน (p < 0.05) นอกจากนี้ ยังพบวา การเกิด ดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น มีความสัมพันธกันกับการแสดงออก
โดยโปรตีน ID4 ลดลงใน   ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน และ ผูปวยโรคมะเร็งผิวหนัง เมื่อเปรียบเทียบกับ คนปกติ ใน
ชั้นของ คอรเนียม ซึ่งเกี่ยวของกับการเกิด พาราเคอราโตซิส และนับเวาเปนการคนพบครั้งแรกที่มีการ
รายงาน แตอยางไรก็ตาม กลไกการเกิด DNA methylaion ของ ยีนนี้ และ หนาที่ของ ยีนนี้ ในโรคสะเก็ดเงิน 
จึงเปนเรื่องที่นาจะมีการศึกษาตอไป 
 

คําหลัก : โรคสะเก็ดเงิน ดีเอนเอเมทลิเลชั่น ยีนไอดีสี พาราเคอราโตซิส  
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เน้ือหางานวิจัยประกอบดวย 
 
บทนํา 

โรคสะเก็ดเงินเปนโรคผิวหนังที่พบไดบอยประมาณรอยละ 2-3 ของประชากรโลก[1] อุบัติการณการ
เกิดโรคในเพศชายและหญิงไมแตกตางกัน ความชุกของการเกิดโรคแตกตางกันไปตามภูมิประเทศ เชื้อชาติ 
และส่ิงแวดลอม ตัวอยางเชน อัตราความชกุในประเทศ Samoa ต่ําสุดถึง 0% แตในประเทศ Arctic-
Kasach’ye สูงถึง 11.8%[2] ทางดานเอเชียซึ่งมีประชากรเชื้อชาติตางๆ จํานวนมาก พบวาความชุกของโรค
สะเก็ดเงินใน India 0.5-1.5%, Malaysia 4-5.5%, Japan 1.18% และ Kuwait 3.1%[3] เปนตน สําหรับ
ประเทศไทย การรายงานประจําปของ สถาบันโรคผิวหนัง กระทรวงสาธารณสุข เฉล่ียประมาณ 3000 รายตอ
ป ซึ่งคาดวานาจะมีจํานวนผูปวยทั่วประเทศมากกวานี้ อยางแนนอน  

จากการศึกษาที่ผานมาจนถึงปจจุบันสรุปไดวา โรคสะเก็ดเงินเปนโรคเกี่ยวกับภูมิคุมกันตอตาน
ตนเองซึ่งเกี่ยวของกับ T-lymphocyte (T-lymphocyte mediated skin autoimmune disease [5] โดยผูปวยมี
พันธุกรรมที่มีแนวโนมในการตอบสนองของภูมิคุมกันเปนแบบ type 1 immune effecter functions เมื่อมีการ
กระตุนระบบภูมิคุมกัน T cell ที่ตอบสนองจะเปน T helper1 และ T cytotoxic หล่ัง cytokine ที่มีรูปแบบเดน
คือ T-helper type-1 cytokine ไดแก interferon gamma (IFN-gamma), interleukin(IL)12 และ IL-2 เปนตน 
[4, 6] นอกจากนี้ยังมีการหลั่ง proinflammatory cytokines และ chemokines ตางๆ ทั้งหมดสงผลใหมีการ
เจริญเติบโตและพัฒนาที่ผิดปกติของเซลลผิวหนัง มีการเพิ่มจํานวนของเซลลหลอดเลือด และเกิดการอักเสบ
ขึ้น 

อยางไรก็ตามในปจจุบันยังไมทราบสาเหตุที่แทจริงของโรคและกลไกการเกิดโรคที่ชัดเจน แตเชื่อวา
ปจจัยทางพันธุกรรมเปนสวนประกอบที่สําคัญอยางหนึ่งที่ทําใหผูปวยแตละรายมีการแสดงออกของโรคและ
ความรุนแรงของโรคที่ตางกัน มีรายงานการวิจัยที่สนับสนุนวาปจจัยทางดานพันธุกรรม มีสวนสําคัญในการทํา
ใหเกิดโรคคือการศึกษาในฝาแฝดไขใบเดียวกัน (monozygotic twins) ไดคา concordance rate ประมาณ 
70% ในขณะที่เมื่อเปรียบเทียบกับฝาแฝดไขคนละใบ (dizygotic twins) มีคา 20% และจากการศึกษาใน
ครอบครัว (Family studies) มีอุบัติการณแสดงใหเห็นวาปจจัยทางดานพันธุกรรมมีผลตอการเกิดโรคสะเก็ด
เงิน การดําเนินของโรคจะสูงขึ้นมากถึงรอยละ 50 หรือครึ่งหนึ่งของญาติพ่ีนองสายเลือดเดียวกันเมื่อท้ังพอ 
และแมเปนโรคสะเก็ดเงิน แตอัตราความชุกจะลดลงถึงรอยละ 16 เมื่อพอหรือแมคนใดคนหนึ่งเปนโรค และ
ลดลงถึงรอยละ 8 เมื่อท้ังพอและแมไมไดเปนโรค ซึ่งการศึกษาเหลานี้สนับสนุนวาพันธุกรรมมีบทบาทที่สําคัญ
ตอโรคสะเก็ดเงิน      71% ของผูปวยในวัยเด็กที่เปนโรคสะเก็ดเงินมักมีประวัติทางครอบครัวมากอน[4] มี
การศึกษาหา Susceptibility regions บนตําแหนงตางๆ ของโครโมโซมที่เกี่ยวของกับการเกิดโรคสะเก็ดเงิน
ในมนุษย พบวามียีนที่เกี่ยวของกับการเกิดโรค และการดําเนินของโรคสะเก็ดเงินหลายตัวเชน ยีนที่มีตําแหนง
อยูบนโครโมโซมที่ 1q21, 3q21, 4q, 7p, 8, 11, 16q, 17q, 20p และ 6p มีความสัมพันธกับการเกิดโรค และ
การดําเนินของโรค[7] 
ความสําคัญของ DNA demethylation/methylation กับโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) 

แนวทางการศึกษาในปจจุบันนอกจากวิเคราะหการเปล่ียนแปลงลําดับเบสในยีนแลว ยังมีการศึกษา
ผลของการควบคุมแบบนอกเหนือพันธุกรรม (epigenetics) ซึ่งมีการเปล่ียนแปลงกลไกการทํางานของยีนโดย
ไมเกี่ยวของกับการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสของสาย DNA โดยเฉพาะการเกิดภาวะ DNA methylation ภายใน
ยีน ซึ่งเปนกลไกควบคุมการแสดงออกของยีนในเซลลจําเพาะ   ตางๆดวย  โดยการศึกษาจํานวนมากแสดง
ใหเห็นถึงความสัมพันธของการเกิดมะเร็งกับการเปลี่ยนแปลงระดับ DNA demethlation/methylation ทั้งใน
สวนยีนควบคุมการแสดงออกของมะเร็ง (oncogene)   และยีนตานมะเร็ง (tumor suppressor gene) [8-10]    
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ปจจุบันมีการศึกษา DNA methylation กับการเกิดโรค autoimmune ยังมีไมมากนัก แตอยางไรก็
ตามมีการศึกษาเมื่อเร็วๆนี้ที่แสดงใหเห็นถึงความสําคัญของการเปล่ียนแปลงระดับ DNA methylation กับการ
เกิดโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis)         โดยจากรายงานการศึกษาเบื้องตนของกลุมผูวิจัยเราเองในเรื่องภาวะ 
methylation ของยีน SHP-1 ซึ่งทําหนาที่เปน negative regulatory signal gene ของ epithelial cells และจัด
อยูในกลุมของ tumor suppressor gene ใน hematopoietic cells SHP-1 มีบทบาทสําคัญเกี่ยวของกับการ
ควบคุมกระบวนการเจริญและเพ่ิมจํานวนซึ่งขึ้นอยูกับชนิดของเซลลนั้นๆ จากการศึกษาครั้งนี้พบผลที่
นาสนใจอยางมากคือบริเวณ  promoter ของยีนนี้เกิดกระบวนการ demethylation หรือ hypomethylation ใน
เซลลผิวหนังของคนไขโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) ซึ่งมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวากระบวนการ hypomethylation จึงนาจะ
มีบทบาทสําคัญตอพยาธิกําเนิดของโรคผิวหนัง (skin pathogenesis) โดยเฉพาะเกี่ยวของกับระดับการเพ่ิม 
SHP-1 transcription ในผื่นของโรคสะเก็ดเงิน [11]       อยางไรก็ตามกลไกการเกิด demethylation ของยีน 
SHP-1 ยังไมเปนที่ชัดเจน และยังไมมีรายงานยีนจําเพาะที่เกี่ยวของกับ pathogenesis ของโรคอื่นๆ นอกจาก
ยีน SHP-1 ในโรคสะเก็ดเงิน 

สําหรับยีนที่คาดวานาจะมีสวนเกี่ยงของกับโรค สะเก็ดเงิน มีประมาณ 1338 ยีน [12] ซึ่งสามารถ
แบงไดเปนระบบดังนี้คือ Cell organization and Biogenesis, Cell proliferation, Epidermal Differentiation, 
Exocytosis, Immune response,mInflammation response, JAK/STAT cascade, Leukotriene Met, 
Melanin Biosynthesis, Mitotic Cell Cycle, Neurogenesis, Nitric Biosynthesis and Transcription     
ตารางที่ 1 

ตารางท่ี 1 แสดงยีนที่มีการเปลี่ยนแปลงในโรคสะเก็ดเงิน  [12] 

 
 

ดังจะเห็นไดวา ยีนเหลานี้มีทั้งการเพิ่มขึ้นและลดลง สําหรับในกลุมของยีนที่เพ่ิมขึ้นและมีความ
นาสนใจเปนอยางมากคือ Signal transducer and activator of transcription 3 (STAT3)  ซึ่งมีรายงานจาก
การทดลองของ  Sano และคณะ พบวา หนูที่ใส ยีน STAT3 และกระตุนใหทํางานตลอดเวลา (K.5Stat3C 
mice) มีผลทําใหเกิดโรคสะเก็ดเงินได [13]  และ นอกจากนี้ การที่ STAT3 เพ่ิมมาก ใน T celll Lymphoma 
ยังเปนสาเหตุที่สําคัญในการเกิด DNA methylation ที่ promoter ของยีน SHP-1 ขึ้นดวย [14] ทําให
คณะผูวิจัยสนใจความสัมพันธของ STAT3 กับยีนอื่นๆที่เกี่ยวของกับการเกิด DNA methylation กับ ยีน 
SHP-1 เชน C/EBP, nuclear transcription factor Y, Oct1 [15] erg-1, Sp3 transcription factor, Jun-B [16]  
ที่อาจจะมีผลตอการเกิด demethylation/methylation  ของยีน SHP-1   อยางไรก็ตามยังมี ยีนอื่นๆอีกที่คาด
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วานาจะมีผลตอการเกิดโรคสะเก็ดเงิน เชน ยีน GADD45 (The growth arrest-and DNA- damage- 
inducible-proteins 45) GADD 45 เปนโปรตีนที่เกี่ยวของกับ การทําลายดีเอ็นเอ  ( DNA damage)   และ
การหยุดการเพิ่มจํานวนของเซลล  (anti-proliferation effect) [17]  GADD สามารถแบงออกไดเปน 3 ชนดิ 

คือ GADD α, β, γ  โดยมีความเหมือนกันอยูที่ 55-58 % ของกรดอะมิโน  นอกจากนี้ GADD ยังเกี่ยวของ
กับ การกระตุนของ เอ็นไซมไคเนนส ในกลุม ของ p38/c-Jun [18] ซึ่งเกี่ยวของกับการยับย้ังการเจริญของ
เซลล (cell proliferation) ในหลายๆสถานะ  เชน  G1-S, G2-M  และเหนี่ยวนําใหเกิดการตายแบบอะโปปโต
ซิส  (Apoptosis) [19-21] โดยเร็วๆนี้มีการศึกษาของการเกิด DNA methylation ของยีน GADD มีผลทําให
ขาดการยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็งปากมดลูกและมะเร็งปอด ความสัมพันธที่คาดวายีนGADD นาจะ
เกี่ยวของกับโรคสะเก็ดเงินคือในเนื้อเยื่อของโรคสะเก็ดเงินมีการกระตุนของ p38 อยูตลอดเวลาและ ทําใหเกิด 
hyperproliferation [22]   และ p38 เองก็มีสวนเกี่ยวของกับการทํางานของยีนGADD  จากขอมูลเบ้ืองตนนี้
เองทําใหคณะผูวจิัยคาดวา ยีน  GADD นาจะมคีวามสัมพันธกับโรคนี้ดวย 

สําหรับ  ยีน  ID4  (Inhibitor of DNA binding/Inhibitor of differentiation 4) มีรายงานที่เกี่ยวกับ 
การลดลงของ ยีน ID4 ใน ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน จากการทําการทดลองของ Oestreicher และ คณะ [23]  และ 
ยังพบวา ยีน ID4เปนยีนที่อยูบนโครโมโซม 6p21.3 ที่จําเพาะกับสวนของ PSORS1 [24] ซึ่งเปนของสวนของ
ยีนที่ susceptible locus สําหรับ โรคสะเก็ดเงิน โดย ยีน  ID4  มีความเกี่ยวของกับ การเจริญเติบโต และ การ
เปล่ียนแปลง (cell proliferation and differentiation) [25,26]  และการตายแบบอะโปปโตซิส  
(apoptosis)[27]   ID4 เปน สมาชิก ของ กลุม the basic helix-loop-helix (bHLH) ที่ไมมีในสวนของ basic 
region ซึ่งมีความสําคัญเกี่ยวของกับคุณสมบัติของ การเปน  transcription factor [28]   นอกจากนี้  ยีน ID4 
ยังมีคุณสมบัติเปน ยีนตานมะเร็ง ในมะเร็งหลายๆชนิดเชน  malignant lymphoma [29] , gastric 
adenocarcinoma [30]  breast cancer [31] และ colorectal carcinoma [32]  ในทางตรงขาม ยีน ID4  
อาจจะเปน oncogene ได ซึ่งพบวาเพ่ิมมากขึ้นใน prostate cancer [33] and bladder cancer [34]  ซึ่งก็
พบวายีน ID4 ถูกควบคุมโดยขบวนการเกิดดีเอนเอเมทิลเลชั่นตามรายงานในโรคมะเร็งขางตน [30-32] แต
อยางไรก็ตามการลดลงของ ID4 ยังไมไดมีการรายงานถึงขบวนการที่ควบคุม และ กลไกที่เกี่ยวของของยีนนี้
กับโรคสะเก็ดเงิน 
       ดั้งนั้นในการศึกษานี้ผูวิจัยคัดเลือกยีนจําเพาะที่คาดวาเกี่ยวของกับ pathogenesis  ของโรคและ
ทําการศึกษาภาวะ DNA demethylation/methylation ในยีนนั้น รวมถึงศึกษาความสัมพันธของการเกิด DNA 
demethylation/methylation ของยีนนั้นในผูปวยโรคสะเก็ดเงิน โดยทําการศึกษาในเซลลผิวหนังและเซลลเม็ด
เลือดขาวชนิดตางๆ ของผูปวย เพ่ือเขาใจกลไกการเกิดและการดําเนินของโรคสะเก็ดเงินและอาจเปน
ประโยชนในการพัฒนาวิธีปองกันและรักษาโรคแบบใหมตอไป   

 
วัตถุประสงค  

1. เพ่ือศึกษาภาวะ demethylation/methylation ใน candidate gene ที่ไดคัดเลือกวามี
สัมพันธกับกระบวนการเกิดโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) โดยเปรียบเทียบความสัมพันธ
ระหวางกลุมผูปวยโรคสะเก็ดเงินกับกลุมควบคุม 

2. เพื่อศึกษากลไกที่กอใหเกิดการเปลี่ยนแปลงระดับ demethylation/methylation ใน ยีนที่พบ

ในโรคสะเก็ดเงิน 
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วิธีทดลอง 
งานวิจัยครั้งนี้จะแบงการศึกษาเปน 2 สวนคือ 

 - การศึกษาการเปลี่ยนแปลงภาวะ methylation ของ กลุมของ  candidate gene ในโรคสะเก็ด
เงิน  
- การควบคุมของภาวะ methylation ตอ การแสดงออกของยีนในโรคสะเก็ดเงิน 

1.   กลุมประชากรที่นํามาศึกษา 
กลุมศึกษา คือ ผูปวยประชากรไทยที่เปนโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) ที่เขารับการรักษาที่

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ และลงนามในใบยินยอมเขารวมโครงการวิจัย จํานวน 80 คน 
2.  การเก็บตัวอยางเลือดและการคัดแยกเซลล 

เก็บตัวอยางเลือด 10 มล. ใน heparin tube  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  
3.  การเก็บตัวอยางชิ้นเนื้อ  
 ผูปวยจะไดรับการตัดชิ้นเนื้อโดยวิธี punch biopsy ซึ่งผูวิจัยจะนําสงตรวจพยาธิสภาพตามปกติ โดย
การยอม H&E และทําการตัดชิ้นเนื้อจาก paraffin section แยกเซลลชั้นหนังกําพราออกมาศึกษาโดยทําการ
แยกเซลลดวยวิธี micro-dissection ภายใตกลองจุลทรรศน สําหรับชิ้นเนื้อของคนปกติ ผูวิจัยจะขอจาก
ผูปวยที่มารับการผาตัดศัลยกรรมตกแตง โดยทําการเก็บชิ้นเนื้อภายหลังจากที่ผูปวยเซ็นตใบยินยอมเขารวม
โครงการ และทําการเก็บชิ้นเนื้อและแยกเซลลเชนเดียวกับชิ้นเนื้อจากผูปวย 

4.  การศึกษา DNA methylation ใน candidate gene  
สกัด DNA จากเซลลที่แยกไดโดยใชวิธี phenol-chloroform extraction และนํามาศึกษาลักษณะการ

เกิด methylation ในสวน promoter ของ candidate gene ซึ่งอยูในยีนนั้นๆ โดยใชวิธี Combined Bisulfite 
Restriction Analysis (COBRA), Methylation Specific PCR (MSP) ซึ่งทั้ง 2 วิธีนี้หลักการคือ การนํา DNA 
ที่สกัดไดมาเติมสาร sodium bisulfite  ซึ่งจะเปล่ียน cytosine ( C ) ใหเปน uracil ( U )  แตจะไมเปล่ียน 
methylcytosine (mC)  วิธีการแรกสามารถนําไปเพ่ิมจํานวนโดยวิธี PCR ซึ่งจะทําให amplicons ที่ไดม ี
Thymidine ( T ) แทน cytosine ( C ) ทั้งหมดยกเวน methycytosine (mC) ที่ไมเปล่ียน  ดังนั้นจึงสามารถใช 
restriction enzyme ที่เหมาะสมตัดเพ่ือแยกความแตกตางได สวนวิธีที่สองจะอาศัยคุณสมบัติของ primer ที่มี
ความจําเพาะตอ sequence ที่เกิดหรือไมเกิดภาวะ methylation ซึ่งจะมีการออกแบบใหมีขนาดของ 
amplicon แตกตางกัน โดยการศึกษาภาวะ methylation จะคิดเปนเปอรเซนตและเปรียบเทียบระหวางกลุม
ควบคุมกับกลุมผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) เพ่ือหาความสัมพันธระหวางภาวะ methylation ใน 
candidate gene กับ การเกิดโรคสะเก็ดเงิน (psoriasis)  
5. การวัดระดับของแสดงออกของยีน (mRNA) ซึ่งความคุมโดย ขบวนการดี เอ็น เอ เมทิลเลชั่นโดยวิธี Real 
time RT-PCR 
 การสกัด  RNA จากตัวอยาง โดยใช  Trizol reagent (Life technologies. Inc) ตอดวย    การ
สังเคราะห cDNA โดยวิธี (RT) (Promega, USA )จากนั้น ใช QuantiTect SYBR Green I (Qiagen, Hilden, 
Germany) ตาม protocol.  และ นําเขาเครื่อง Light Cycler machine (Roche Molecular Biochemicals, 
Indianapolis, IN, USA) วิเคราะหผลโดยการวัด specific peak และ ดู  specific band โดย การใช agarose 
electrophoresis และยอมดวย ethidium bromide. สําหรับการวัดระดับของ  PCR product ใชเทียบกับ  
GAPDH ซึ่งเปนยีนควบคุม และ การยอม Immunohistochem  สําหรับดูการแสดงออกของยีน  
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ผลการทดลอง  
- เลือก candidate gene (GADD45 gamma และ ID4) 
การทดลองที่ 1  ผลของ  GADD45 gamma ใน  Cell lines  

 
พบวา ใน 1) กลุม Hematopoietic cell lines  เชน  Jurket, Daudi, K562, HL-60  และ  PBMC เปน 
unmethylated DNA   2) กลุม Epithelial cell lines มีความหลากหลาย เชน  Hep2 และ  Hela  เปน  
methylated DNA,    UACC903,  HepG2 เปน  Mixed DNA,   HaCat ,เปน unmethylated DNA 
 
 
การทดลองที่ 2  ผล GADD 45 gamma  ใน  PBMC  ของ คนปกติ และผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 

 
 
 
พบวา  ในกลุมคนปกติ  NS61, NS63, N79, และ  NS170 เปน Unmethylated DNA แต  N126 เปน  Mixed 
DNA – ขณะท่ี  กลุมผูปวยโรคสะเก็ดเงิน P3, P8, P12, P18, P20, P21,P25, P26, P30,  P52, P58, P60 
และ P79 เปน  unmethylated DNA  เหมือนกัน (Hep2  และ Hela เปน  positive methylated DNA 
control  ,  Daudi  เปน positive unmethylated DNA control,  H2o เปน  Negative control)  
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การทดลองที่ 3 ผล GADD 45 gamma  ใน ชนิดของเซลล  CD4, CD8  และ B เซลล  ของ คนปกติ และ
ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 

 
พบวา ในคนปกติ  (NM2, NM4  และ  NM5) เซลลทั้ง   CD4, CD8  และ B cell ทั้งหมด เปน Unmethylated 
DNA ซึ่ง ในผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (PM3, PM4, PM5, PM7, PM8 และ  PM9) ซลลทั้ง   CD4, CD8  และ B 
cell ทั้งหมด เปน Unmethylated DNA  โดยมี  (Hep2   เปน  positive methylated DNA control  ,  Juket 
และ HaCat เปน positive unmethylated DNA controll) 
 
 
การทดลองที่ 4  ผล  GADD45 gamma ในepithelial   cell ขอลคนปกติ   และผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 

 
พบวา ในคนปกติ   (N5  และ  N6)  epithelial cells  ทั้งหมด เปน Unmethylated DNA ซึ่ง ในผูปวยโรค
สะเก็ดเงิน (135/50, 330/50, 480/50, 1276/50, 1390/50, 42/51 และ  75/51) epithelial cells ทั้งหมด เปน 
Unmethylated DNA  โดยมี  (Hep2   เปน  positive methylated DNA control  ,  Daudi  เปน positive 
unmethylated DNA control,  H2o เปน  Negative control) 
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การทดลองที่ 5  ผลของ  ID4  ใน  Cell lines 
 

 
 
พบวา ใน 1) กลุม Hematopoietic cell lines  เชน  Jurket, Daudi, Molt4 , และ เปน methylated DNA 
ขณะท่ี HL-60,และK562 เปน  mixed DNA  PBMC เปน unmethylated DNA   2) กลุม Epithelial cell lines  
เชน  Hela, Hep2, HepG2, Caski, SiHA, HaCAT, RKO  เปน  methylated DNA  SW480 เปน Mixed 
DNA  และUACC903 เปน  unmethylated DNA 
 
การทดลองที่ 6   ผลการตรวจหา  DNA methylation ของ ยีน  ID4 ใน  PBMC   
การตรวจหา  DNA methylation ของ ยีน  ID4 ใน  PBMC  จาก ตัวอยางจากกลุม healthy (N) จํานวน 7 
ราย และจากผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (P)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พบความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญ  
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การทดลองที่ 7   ผลการตรวจหา  DNA methylation ของ ยีน  ID4 ใน  ชิ้นเนื้อ  
 การตรวจหา  DNA methylation ของ ยีน  ID4 ใน ชิ้นเนื้อ (Paraffin embedded tissues)   จาก ตัวอยาง
จากกลุม healthy (N) จํานวน 6 ราย และจากผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (P)จํานวน 9 ราย  ผลที่ไดคือ พบการเกิด 
DNA methylation ในกลุม healthy 0/6 ราย คิดเปนรอยละ  0 และ จากผูปวย 6/9 ราย คิดเปนรอยละ 66.6
ซึ่งพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 

 
การทดลองที่ 8  
การยืนยัน การเกิด  DNA methylation  โดย การ  cloning Sequencing  โดย คัดเลือกตัวอยาง  N1, 
136/51 และ 808/51  
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การทดลองที่ 9  การทํา  Immunohistochemistry 
การทํา  Immunohistochemistry จากตัวอยางชิ้นเนื้อ คนปกติ (n=6) เทียบกับ ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (n=9) 
ผูปวย eczema (n=7) และ ผูปวย SCC (n=7) 

 
 
รูปภาพ (A, B  และ C)  เปนของคนปกติ  (D, E และ F ) เปนของผูปวยโรคสะเก็ดเงิน ซึ่งพบวา ในสวนของ 
parakeratosis  มีการติดสี นอยกวา ปกติ (G, H และ I ) เปนของผูปวย eczema  ซึ่งพบวา ในสวนของ 
parakeratosis  มีการติดสี นอยกวา ปกติ (J, K และ L ) เปนของผูปวย  SCC  ซึ่งพบวา ในสวนของ 
parakeratosis  มีการติดสี นอยกวา ปกติ   
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การทดลองที่ 10 
การแยกชั้น ของ Epidermis  เปน สวนบน (Parakeratosis) และ สวนลาง ของตัวอยางผูปวยโรค
สะเก็ดเงิน (n=3) พบวา ในในสวนบนใหผล methylation คิดเปนรอยละ 100 

 
การทดลองที่ 11 
การตรวจหา  DNA methylation ของ ยีน  ID4 ใน ชิ้นเนื้อ (Paraffin embedded tissues)   จาก ตัวอยางจาก
ผูปวย eczema (E) จํานวน 7 ราย และจากผูปวย scc (S) จํานวน 7 ราย  ผลที่ไดคือ พบการเกิด DNA 
methylation ในกลุม eczema  1/7 ราย คิดเปนรอยละ  14.3 และ จากผูปวย scc  3/7 ราย คิดเปนรอยละ  
42.8 
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การทดลองที่ 12  กราฟแสดง รอยละของปริมาณของ การเกิด ดีเอนเอเมทิลเลชั่น 
  พบการเกิดดีเอนเอเมทิลเลชั่นใน คนปกติ (normal), โรคสะเก็ดเงิน (Psoriasis), eczema และ scc คิดเปน 
รอยละ 0, 6.47ม 21.84 และ 34.81 ตามลําดับ ซึ่งพบวาระหวาง คนปกติ กับ โรคสะเก็ดเงิน มีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญ ที่ p < 0.005  และ eczema กับ โรคสะเก็ดเงิน มีความแตกตางอยางมีนัยสําคญั ที่ p < 0.05  
โดยที่ไมพบความแตกตางอยางมีนัยสําคัญของ SCC กับ โรคสะเก็ดเงิน  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  % Methylation SD 

Normal 0 0 

Eczema 6.47 17.12 

SCC 21.84 28.16 

Psoriasis 34.81 26.27 

 
สรุปและวจิารณผลการทดลอง 

ยีน   GADD 45 gamma พบวา ใหผลเปน unmethylation  ในตัวอยางที่เปน เม็ดเลือดขาว (ทั้งแยก
ชนิดของเซลล CD4, CD8  และ B cell)  และ ตัวอยางที่เปนชิ้นเนื้อ  ทั้งใน คนปกติ และ ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน 
โดยไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

สําหรับ ยีน ID4 พบวา จํานวน ตัวอยางที่เกิด DNA methylation   ในตัวอยาง ที่เปนชิ้นเนื้อ ของคน
ปกติ ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน    eczema  และ SCC คิดเปน รอยละ 0 , 66.6 , 14.3  และ 42.8  ตามลําดับ และ 
พบวา ปริมาณของ  DNA methylation คิดเปน รอยละ 0, 34.81, 6.47  และ 21.84  ซึ่งมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญ ระหวาง คนปกติ กับ ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน (p < 0.005)  และ ผูปวย eczema กับ ผูปวยโรคสะเกด็
เงิน (p < 0.05)   ซึ่งสามารถบอกถึง  ความสัมพันธของการเกิด DNA methylation  กับ โรคผิวหนังเหลานี้ได 
ยิ่งไปกวานั้นยังพบวา การเกิด DNA methylation มีความสําคัญตอการเกิด  Parakeratosis  ซึ่งเปน
ขบวนการสําคัญที่พบในโรคสะเก็ดเงิน แตอยางไรก็ตาม การเกิด  Parakeratosis ยังสามารถเกิดในโรค  scc  
และ  eczema ได และ ขบวนการเกิด Parakeratosis ยังตองมีการศึกษาเพิ่มเติมอีกตอไป   ความเกี่ยวเนื่อง
ของ ยีน ID4  กับ โรคสะเก็ดเงิน มีการศึกษากอนหนานี้ พบวา การทํางานของ ID4 มักจะทํางานตรงขามกับ 
สมาชิกของ  IDs (ID1, ID2  และ  ID3)  เชน กรณี ID1 มักจะพบมากใน  colorectal carcinoma [35]  และ  
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gastric  cancer  [36] แต จะพบวา  ID4 ลดลง และมีรายงานถึงการเพิ่มของ ID1 ใน โรคสะเก็ดเงิน [37] และ
ไมมีรายงานถึง  ID4  

สําหรับ ขบวนการทําใหเกิด ID4 promoter methylation ที่สัมพันธกับ โรคสะเก็ดเงิน ยังไมมีการ
รายงานมากอน แตมีรายงานที่เกี่ยวของเชนการกระตุนของ  Cdc42  สามารถทําใหเกิดการเพิ่มของ DMNTs  
และสามารถ ทําใหเกิด  ID4 promoter methylation ใน colorectal carcinoma [38]  ได และ Cdc42ยัง
สามารถ กระตุน Mixed Lineage Kinases3 (MLK3) [39] และ p21 –activated kinase (PAK) [40] ซึ่งมคีวาม
เกี่ยวของกับ การเพิ่มของ phosphorylated p38 โดยที่ phosphorylated p38 มีความสําคัญอยางมากในโรค
สะเกิดเงิน [41] 

 สําหรับการศึกษาครั้งนี้ เราพบหลักฐานของการเกิด  ID4 promoter methylation ที่มีความ
เกี่ยวของกับ Parakeratosis  ซึ่งเปนขบวนการสําคัญอยางหนึ่งของโรคสะเก็ดเงิน และเกี่ยวกับการ
เปล่ียนแปลง ( Cell differentiation) อาจนําไปสูการพัฒนาเพื่อใหถึงกลไกการทํางานใน เชิงลึกตอไป 
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 ขอเสนอแนะสําหรับงานวิจัยในอนาคต 
จากงานวิจัยในเบ้ืองตนนี้บงชี้วาการเกิด DNA methylation ในสวน โปรโมเตอร ของยีน   ID4  ใน

ผูปวยโรคสะเก็ดเงิน นาจะมีสวนเกี่ยวของกับการเกิด Parakeratosis  ซึ่งเปนความผิดปกตทิี่พบมากในโรคนี้ 
นับวาเปนการคนพบเปนครั้งแรกที่มีการรายงาน ( submitted paper, รายละเอียดตามเอกสารที่แนบ)  แต
อยางไรก็ตาม ทั้งกลไกการเกิด DNA methylaion ของ ยีนนี้ และ หนาที่ของ ยีนนี้ ในโรคสะเก็ด จึงเปนเรื่องที่
นาจะมีการศึกษาตอไป เชน 1) กลไกการเกิดภาวะ DNA methylation ของ ID4 promoter 2) หนาท่ีของ  
ID4  รวมทั้ง 3) ความสัมพันธของ   ID4 promoter methylation  กับ ความรุนแรงของโรค ของโรค
สะเก็ดเงินและอาจเปนประโยชนในการพัฒนาวิธีปองกันและรักษาโรคแบบใหมตอไป   
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Abstract 

 

 Abnormal proliferation and differentiation of keratinocytes occur in many skin 

diseases. Parakeratosis is an abnormal maturation of the keratinocytes in which 

keratinization of epithelial cells is incomplete and abnormal retention of keratinocyte 

nucleuses in stratum corneum. It occurs in malignant, inflammatory as well as 

autoimmune skin diseases as in eczema, squamous cell carcinoma (SCC) and 

psoriasis. Down-regulation of ID4 protein in epidermis has been described in 

associated with psoriasis. The gene encoded ID4 is located within psoriasis 

susceptibility 1 (PSORS1).  Moreover, promoter hypermethylation of ID4 has been 

described in several cancers.  Here, we report a previously undescribed methylated 

pattern of the ID4 promoter in lesional psoriatic skin. We investigated 11 cell lines, 

peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and micro-dissected epithelium of skin 

from normal subjects and lesional skin from psoriatic patients. All normal cells were 

unmethylated.  ID4 promoter methylation was detected in psoriasis. The ID4 

promoters of cells from the upper and lower part of psoriatic epidermis were 

hypermethylated and unmethylated, respectively. By immunohistochemistry, the 

parakeratotic keratinocytes in the upper layer of psoriasis, chronic eczema and SCC 

lacked ID4 protein, whereas the keratinocytes in the lower layer were densely stained.  

Normal epidermal keratinocytes consistently expressed ID4 protein.  The lack of ID4 

expression in psoriatic keratinocytes, chronic eczema and SCC may be epigenetically 

controlled.  This finding is a novel example of a link between gene-specific promoter 

hypermethylation and abnormal cellular differentiation in the skin diseases. In 

addition, ID4 methylation is a candidate marker for abnormal terminal differentiation 

of keratinocyte, particularly parakeratosis.   
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Introduction 

The skin is a highly regulated organ maintaining tight control of proliferation, 

differentiation, and apoptosis. Terminal differentiation of keratinocyte is the final step 

which granular cells through to cornified cells. During terminal differentiation, 

keratinocytes lose nucleus and keratohyaline granules and keratin filaments are 

compacted. Parakeratosis is an abnormal maturation of the keratinocyte in which 

keratinization of epithelial cells is incomplete and abnormal retention of keratinocyte 

nucleus in stratum corneum.  It appears clinically as scale.  It occur in malignant, 

inflammatory as well as autoimmune skin diseases such as squamous cell carcinoma 

(SCC), eczema, lichen planus, and  psoriasis [1]. Failure in processing of profilaggrin 

to filaggrin monomers result in retention of the kerahyaline granules in the stratum 

corneum has been reported to be a cause abnormal keratinization and differentiation 

[2]. However, the induction mechanisms and maintenance of parakeratosis remain 

unclear.  

Psoriasis, a T-cell mediated autoimmune disease, is characterized by 

keratinocyte hyperproliferation, abnormal terminal differentiation and inflammation 

in both the epidermis and dermis [3,4].  One of histological hallmark of psoriasis is 

confluent parakeratosis infiltrated by neutrophil [1].  The disease affects 

approximately 2-4% of the population worldwide [5,6]. Both genetic [7] and 

environmental factors [8] influence the development of disease. Gene-gene interaction 

and gene-environmental interaction have been proposed to play a role in induction 

and maintenance of the disease.  Accumulating data by genome-wide scans and 

association studies have recognized multiple major susceptible loci for psoriasis, 

especially in the major histocompatibility complex. Global genome-wide expression 

studies have identified a large number of genes related to proliferation, differentiation 

and inflammatory processes that could play a role in the pathogenesis and therapy of 

psoriasis [9]. Despite the discovery of disease-associated loci by genome-wide scans 

and genome-wide expression studies, the specific genes that play a contributory role 

in disease development and progression still remain unclear. Epigenetic phenomena 

have also been implicated in the pathogenesis of psoriasis.  We reported 

hypomethylation of the SHP-1 promoter 2 in the epidermis of psoriatic lesions [10].  

Other reports have illustrated p16 hypomethylation in bone marrow mononuclear cells 

from psoriatic patient [11,12].  
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 Recent large-scale gene expression studies using cDNA microarray have 

identified down-regulation of ID4 in psoriatic skin lesion [13,14]. The ID4 gene maps 

to the PSORS1 on chromosome 6p21.3, which is the major susceptible locus for 

psoriasis. However, the precise mechanism in down regulation of ID4 is still 

uncertain.  ID4 is a member of the basic helix-loop-helix (bHLH) family, although the 

ID protein lacks a basic region.  It is mainly expressed in the thyroid, brain, fetal 

tissue and some nervous system tumor cell lines [15].  It behaves as a dominant 

negative inhibitor of gene transcription [16]. ID4 has been reported to be an important 

factor for cell proliferation and differentiation [17,18] and apoptosis [19]. Down-

regulation of ID4 protein has been demonstrated to induce tumor cell dedifferentiation 

in colorectal cancer.  ID4 hypermethylation can be used a prognostic maker 

independent of stage of CRC [20]. Beside, ID4 was also linked with the regulation of 

oligodendrocyte development and differentiation [21] ID4  has been proposed to be a 

tumor suppressor gene (TSG) in various types of cancer such as malignant lymphoma 

[22], gastric adenocarcinoma [23],  breast cancer [24] and colorectal carcinoma [20].  

Conversely, ID4 plays a role as an oncogene in prostate cancer [25] and bladder 

cancer [26].  Other ID proteins (ID1, ID2 and ID3) are expressed in normal human 

epidermal skin and are dyregulated in SCC. The majority of keratinocytes of poorly 

differentiated  SCC highly expressed ID1 and ID3 compared to well differentiated 

SCCs. Whereas, ID2 expression levels are similar in each state [27] However there 

was no any report of ID4 in SCC of the skin. Aberrant CpG methylation in the 5’ 

promoter regions of TSGs is a crucial epigenetic phenomenon in various cancers [28].  

Transcriptional silencing of ID4 by promoter hypermethylation has been reported in 

many cancers, including cholangiocarcinoma, breast cancer, malignant lymphoma and 

gastric adenocarcinoma [23,24];[29,30].  However, the precise mechanism in down 

regulation of ID4 is still uncertain. This study, we explored whether ID4 is silenced 

by promoter hypermethylation in psoriasis.  Moreover, the expression of ID4 in 

normal skin, psoriasis, eczema and SCC was investigated. 

.  

Materials and Methods 

Cell lines 

  Six epithelial cell lines: Hela, Hep2, SIHA, RKO, SW480, and HaCaT and 5 

hematopoietic cell lines: Daudi, Jurkat, Molt4, HL-60 and K562 were used in this 

study.  All cell lines were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM) 
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or RPMI1640 (Gibco BRL, Life Technologies, Pairly, UK) supplemented with 10% 

heat-inactivated fetal bovine serum (Sigma, St. Louis, MO, USA) and antibiotics (50 

U/ml penicillin, 50 μg/ml streptomycin). All cells were grown in a humidified 

atmosphere at 37°C in 5% CO2.  

 

Patients and Controls 

 Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) of 27 subjects (7 healthy 

volunteers and 20 patients with chronic plaque psoriasis) and tissues biopsies of 27 

subjects (6 healthy volunteers, 9 patients with chronic plaque psoriasis, 6 patients with 

chronic eczema and 6 patients with SCC) were studied.  All psoriatic, eczema and 

SCC patients were diagnosed as chronic plaque type psoriasis, chronic eczema and 

SCC, respectively by a dermatologist at King Chulalongkorn Memorial Hospital. 

Patients with psoriatic arthritis or other autoimmune diseases were excluded from the 

study. All patients were free from systemic skin therapies for at least 4 weeks or 

topical skin therapies for at least 2 weeks prior to sample collection. Control subjects 

were normal healthy subjects recruited from elective plastic surgery cases at King 

Chulalongkorn Memorial Hospital.  All of them had no personal or family history of 

autoimmune disease. The study was approved by the ethics committee of King 

Chulalongkorn University and all participants provided informed consent.  

 

Laser capture microdissection 

 Epidermal skin from paraffin-embedded tissue of 9 psoriatic patients and 6 

normal subjects were micro-dissected using The PALM MicroLaser Microdissection 

System (P.A.L.M. MicroLaser Technologies AG, Burnried, Germany). The samples 

were stained with Hematoxylin and Eosin (Arcturus Biosciences Inc, CA, and USA) 

for accurate selection of epidermal skin.  The laser-dissected epidermis was removed 

from the slide by laser cutter pulse and pushed directly into the cap of a 

microcentrifuge tube.  

 

DNA extraction and Bisulfite Modification  

 Dissected tissues were digested with 50 µl of proteinase K containing lysis 

buffer at 50oC for 5 hours, followed by heated deactivation of proteinase K at 95oC 

for 10 minutes.  After extraction, all DNA samples were treated with sodium bisulfite 

using the EZ DNA methylation Kit™ (Zymo Research, Orange, CA, USA).  Briefly, 
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500 ng of extracted DNA was modified using sodium bisulfite to convert 

unmethylated (cytosine to uracil) but not methylated DNA.  

 

DNA Methylation Status Detection by Methylation Specific PCR (MSP) and 

Bisulfite Sequencing 

 ID4 Promoter region (-615 to +139) was analyzed for methylation using a 

MSP method and verified by bisulfite cloning and sequencing as previously described 

[31].  Bisulfite oligonucleotide sequences of ID4 were derived from Genbank NT 

007592.  Briefly, this method distinguishes unmethylated from methylated alleles in a 

given gene based on sequence changes produced after bisulfite treatment of DNA.  

Primers were designed to distinguish methylated from unmethylated DNA in 

bisulfite-modified DNA.  For MSP, 1µL of modified DNA was amplified using MSP 

primers that specifically recognized the unmethylated DNA (U forward 5’-GGT AGT 

TG GAT TTT TTG TTT TTT AGT ATT-3’  U reverse 5’-AAC TAT ATT TAT 

AAA ACC ATA CAC CCC A-3’, product size 157 bp) or methylated DNA (M 

forward 5’-TAG TCG GAT TTT TCG TTT TTT AGT ATC-3’ M reverse 5’-CTA 

TAT TTA TAA AAC CGT ACG CCC CG-3’, product size 161 bp) [32].  

 

Determination of mRNA Expression Level by Real Time RT-PCR 

Total RNA was extracted from cell lines, 5 cc from each whole blood sample 

using the RNeasy mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the 

manufacturer’s instructions.  Two µg of total RNA samples were reversely 

transcribed with oligo dT primer.  For Real Time PCR, 1 µl of cDNA was amplified 

using ID4 primer and GAPDH primer as previously described. For ID4 mRNA 

detection, touchdown PCR was used and CT values were normalized in reference to 

the housekeeping gene GAPDH, as previously reported [32,33].   

 

Immunohistochemistry (IHC)  

Immunohistochemistry was performed on 4-μm formalin-fixed, paraffin-

embedded tissue sections mounted on positively charged glass slides. Tissue sections 

were baked overnight at 60oC. Heat-induced epitope retrieval was carried out by 

placing slides in a pressure cooker containing Ventana Cell Conditioning 1 (CC1) 

solution (Ventana Medical Systems, Tucson, AZ), and microwaving for 15 minutes 

on the high setting in a 900 watt microwave oven. Prior to incubation with the 
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primary antibody directed against ID4 protein (Santa Cruz Biotechnology, Inc. at 

dilution 1:25), sections were blocked for endogenous peroxidase and biotin. 

Immunohistochemistry was performed by an automated immunostainer (Ventana 

benchmark LT, Tucson, USA).  

 

Statistical Analysis  

 Methylation status and mRNA expression level were compared between 

groups by unmatched two-tail t test method using the SPSS software for windows 

10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). A P value of < 0.05 was considered to be 

significant.  

 

Results 

Inverse correlation between DNA methylation status and mRNA expression level 

in cell lines  

 ID4 methylation in cell lines as determined by MSP is exhibited in Figure 1A.  

Most of the epithelial cell lines including Hela, HEp2, SIHA and RKO showed only a 

methylation-specific band by MSP and were determined to be hypermethylated.  

SW480 showed both methylation-specific and unmethylation-specific bands. 

Conversely, HaCaT showed only an unmethylation-specific band and was determined 

to be unmethylated. In hematopoietic cell lines, Daudi, Jurkat, Molt4, HL-60 showed 

only a methylation-specific band, whereas, K562 showed both methylation-specific 

and unmethylation-specific bands.  To verify the MSP technique, bisulfite cloning and 

sequencing of ID4 promoter methylation of HEp2, SW480 and HaCaT was done as 

shown in Figure 1B. Most CpG dinucleotides of HEp2 and HaCaT were methylated 

and unmethylated, respectively. However, variable numbers of methylated CpGs were 

discovered in SW480 alleles. This partial methylation may explain how SW480 MSP 

yielded both methylated and unmethylated amplicons. 

Real-time RT-PCR revealed an inverse correlation between ID4 mRNA 

expression and DNA methylation status in all cell lines.  Hela, Hep2, SiHA, RKO, 

Daudi, Jurkat, Molt4, HL-60, K562 lacked ID4 mRNA expression. In contrast, 

HaCaT expressed the highest ID4 mRNA level (19.4) (Table 1). Similar to many 

genes, ID4 methylation may down regulate expression.  

 

Hypermethylation of ID4 promoter associated with psoriasis  
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 Next, we explored ID4 promoter methylation in microdissected epidermis 

from paraffin-embedded tissue of psoriatic skin and compared this to normal 

epidermis using the MSP method.  Six out of nine micro-dissected psoriatic epidermal 

skins showed both methylated and unmethylated ID4 amplicons. In contrast, all of the 

six micro-dissected normal skins showed unmethylation of the ID4 promoter (Figure 

2A).  The average methylation level in psoriatic epidermis (34.81%) was significantly 

increased compared to normal skin (0%) (p=0.004) (Fig 2C).  Bisulfite cloning and 

sequencing of the ID4 promoter region, which represented 26 CpG sites, was 

performed in DNA from micro-dissected epidermis from 1 healthy control with 

unmethylated ID4 and 2 psoriasis patients with semihypermethylated ID4 by MSP.  

Nearly all clones from healthy control (9/10 clones) showed unmethylated CpG. In 

contrast, almost half of all clones from both psoriatic patients show two distinct 

epigenetic-modified populations. There were either heavily methylated or almost 

completely unmethylated CpGs (Figure 2B). For ID4 promoter methylation in 

PBMCs, the average methylation level in psoriasis patients was not significantly 

increased compared to healthy volunteers (Data not shown).  

 

Loss of ID4 protein expression associated with parakeratotic keratinocytes in 

psoriasis, chronic eczema and SCC 

The lesional skin samples of 9 psoriasis and 6 normal skins from plastic 

surgery cases were analyzed for ID4 protein by immunohistochemistry. Whereas 

normal epidermis was diffusely positive, only in the lower aspect (near the dermis) of 

psoriatic skin expressed ID4. There was a significant decrease in both ID4 nuclear and 

cytoplasmic staining in all keratinocytes in the upper part of the epidermis 

(parakeratosis). To investigate whether the down-regulation of ID4 protein occurs in 

other skin diseases with aberrant keratinocyte differentiation, 6 chronic eczema and 6 

SCC were analyzed. Parakeratotic nucleuses and cytoplasm of keratinocyte in the 

upper part of epidermis of all chronic eczema and SCC also showed decrease staining 

of ID4 as shown in Figure 3A-L.  

To explore the role of DNA methylation controlling ID4 protein expression in 

psoriatic epidermis, LCM was used for separating the upper (ID4-non-expressing) and 

the lower (ID4-expressing) from psoriatic epidermis using ICH as a guide. From all 3 

psoriatic patients, the upper layers of psoriatic epidermis showed only methylated 

bands while the lower layers of psoriatic epidermis showed only unmethylated bands 
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(Figure 4). This finding confirmed down-regulation of ID4 protein expression resulted 

from methylation of  ID4 promoter.  Moreover, increased methylation of ID4 

promoter may be a key mechanism in the abnormal differentiation of the psoriatic 

keratinocyte. 

 

Discussion 

Although promoter methylation has been proposed to play a role in cellular 

differentiation and in the pathogenesis of autoimmune diseases, there have been very 

few reports to substantiate this [34]. We demonstrated SHP-1 was methylated in some 

lymphomas and unmethylated in normal white blood cells, as well as methylated in 

normal skin and demethylated in psoriasis [10]. Recently, two groups reported that 

p16, methylated in several cancers, is also methylated in psoriasis [11,12]. Therefore, 

it is reasonable to hypothesize that if certain genes are under epigenetic control in 

cancer, such controls might also be found in psoriasis. However, our previous study in 

SHP-1 demonstrated that the pattern of DNA methylation in psoriasis may be 

different from cancer. The present study reports a unique methylation pattern of ID4 

in lesional psoriatic skin with unmethylated and methylated ID4 expressed in the 

lower and upper layers of psoriatic skin, respectively. To our knowledge, this is the 

first demonstration that promoter methylation may be involved in the cellular 

differentiation process. Moreover, alterations of the epigenetic process can coexist in 

abnormal skin.  

Four members in the ID family, namely ID1, ID2, ID3 and ID4, have been 

previously described. Although, they are in the same family, these proteins serve 

different roles. ID proteins have been reported to be regulators of cell cycle control, 

embryonic development, and angiogenesis in normal biological processes. In mouse 

and rat embryogenesis, ID4 expression is restricted to the early development of the 

nervous system and oligodendrocyte precursor cells, whereas, ID1-ID3 are expressed 

highly in the later stages of nervous system and oligodendrocyte development [18,19]; 

[35,36] .  The role of ID is also well described in several cancers; up-regulation of 

ID1 has been suggested as a prognostic maker in colorectal adenocarcinoma [37] and 

gastric cancer [38], whereas ID4 is reduced in these cancers [20, 23].  

Methylation of the ID4 promoter has been implicated in differentiation and 

metastasis in malignant diseases but not in non-malignant disease.  Our study is the 

first to report ID4 promoter methylation in relation to psoriasis.  ID4 promoter 
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hypermethylation is present in psoriatic skin decreasing ID4 expression. However, 

further genetic approach is necessary to elucidate whether ID4 is the candidate gene 

for PSORS1.   

The underlying defects that induce ID4 promoter methylation in psoriasis are 

still unknown.  Cdc42 was reported to induce ID4 promoter methylation in colorectal 

adenocarcinoma by modulation of DNMT levels [39].  In addition, Cdc42 has been 

widely described to influence expression of DNMTs in many cancers [28].  Cdc42 has 

been shown to activate the Mixed Lineage Kinase3 (MLK3) and p21-activated kinase 

(PAK) [40]  pathways that are involved in the JNK pathway thereby increasing 

phosphorylated p38  [41].  Increased phosphorylated p38 in the skin is an important 

pathogenetic step in psoriasis [42,43] and it is tempting to hypothesize a relationship 

between Cdc42 and ID4 promoter methylation in psoriasis. 

Abnormal retention of the nucleus in the stratum corneum, referred to  

“parakeratosis”, is the result of abnormal terminal differentiation of keratinocytes, and 

clinically appears as a silvery scale, providing one of the typical clinical features of 

psoriasis. Our study demonstrates down-regulation of ID4 related to parakeratotic 

keratinocyte which has never been reported. By immunohistochemistry, psoriatic, 

chronic eczema and SCC keratinocytes in the lower part of epidermis expressed ID4 

protein while parakeratotic keratinocytes in the upper part did not. This finding 

support many previous reports in a variety of malignant diseases that expression of 

ID4 protein relates to differentiation of the cells.  Down-regulation of ID4 protein 

promotes dedifferentiation and proliferation in various malignant cancer cells such as 

colorectal cancer, gastric adenocarcinoma, esophageal adenocarcinoma, 

cholangiocarcinoma, and breast cancer [23,24];[29,38]. Keratinoctyes differentiation 

requires multistep molecular events. To our knowledge, our study may be the first 

which included an epigenetic event, particularly in parakeratosis formation. Here we 

demonstrated down regulation of ID4 in all parakeratotic keratinocyte. Therefore, it is 

more likely that ID4 methylation may be an early step for parakeratosis development. 

Because the increase in parakeratotic cells are common in several abnormal skin 

conditions, determining the molecular level of this condition should be an important 

clue for better understanding and future treatment.  

 

 In conclusion, this study documents additional evidence that ID4 may be 

important in parakeratosis and the pathogenesis of psoriasis. DNA methylation may 

 10 
 



be a key mechanism to down regulate ID4. Moreover, this epigenetic change may be 

closely related to cellular differentiation. Specifically ID4 promoter hypermethylation  

correlates with parakeratosis of the epidermis. Thus, ID4 may be an interesting 

candidate for the development of molecular definition of parakeratosis and new 

mechanism in the future.   
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Figure legends 

Figure 1. ID4 promoter methylation in cell lines. (A) ID4 promoter methylation of 

epithelial and hematopoietic cell lines as detected by MSP. The 161 and 157 bp PCR 

products represent nonmethylation and methylation, and are indicated by U and M, 

respectively. Cell sources of genomic DNA are listed above each lane. * indicates 

standard size DNA markers. (B) Methylation status of CpG nucleotides in the 

promoter of HEp2, SW 480 and HaCaT was confirmed by bisulfite DNA sequencing.  

The uppermost vertical bar identifies the relevant nucleotide sequence in GenBank 

(Accession NT007592).  The numbers and arrows indicate the start and end sequence 

nucleotide in relation to the transcriptional start codon, ATG (nucleotide 1). The 

numbers of the line below indicate CpG nucleotides.  Each circle indicates the 

methylation status of each selected clone.  Black and white circles are methylated and 

unmethylated CpG dinucleotides, respectively.  

 

Figure 2. ID4 promoter methylation in normal and psoriatic skin. (A) ID4 promoter 

methylation status of 15 microdissected epidermis from 9 psoriatic patients and 6 

normal subjects were analyzed using the MSP technique.  The 161 and 157 bp PCR 

products reflecting nonmethylation and methylation, are indicated by U and M, 

respectively. Sample sources of genomic DNA are listed above each lane. HEp2, 

HaCaT, SW480 were used as positive controls for hypermethylation, 

nonnmethylation and semi-methylation, respectively. * indicates the standard size 

DNA marker. (B) Bisulfite cloning and sequencing using primers covering all 26 CpG 

sites in MSP region was performed to verify the MSP results. Microdissected 

epidermis from two psoriatic patients (P6 and P7) and one normal subject (N1) that 

represented hypermethylation, semi-methylation and nonmethylation, respectively, 

were analyzed to identify methylation patterns. 

(C) The percentage of ID4 methylation was compared between normal skin and 

psoriatic skin. T indicates standard deviation (SD). The star (   ) indicates 

significant differences of p=0.004 psoriatic compared to normal epidermis.   

 

Figure 3. Immunohistochemical detection of ID4 in skin from psoriatic patients and 

normal subject using a polyclonal antibody to ID4 as described.  (A-C) is normal skin 

from a normal patient and (D-F) is lesional skin from psoriatic patient. (G-I) is 

lesional skin from SCC patients and (J-K) is lesional skin from eczema patients.  A, 
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D, G and J show the light microscopic appearances (hematoxylin and eosin, x10).  

Normal skin displays nuclear and cytoplasmic staining of ID4 in all layers of 

keratinocytes (B  x10 and C x20.  Keratinocytes in lesional skin from psoriatic, 

chronic eczema and SCC patients displays nuclear and cytoplasmic staining of ID4 

only in the lower part of the epidermis. . Parakeratotic keratinocyte in psoriatic, 

chronic eczema and SCC skin lack of nuclear and cytoplasmic staining of ID4. A 

Munro’s microabscess, a collection of neutrophil in stratum corneum of psoriatic 

lesion, displays both nuclear and cytoplasmic staining of ID4 (E,H,K x10 and F,I,L 

x20)  

 

Figure 4. ID4 promoter methylation analysis of psoriatic epidermis comparing 

microdissected upper and lower epidermis. LCM was use to separate keratinocytes 

from the upper (ID4-negative) and lower parts of the epidermis (ID4-positive).  

Munro’s microabscesses were removed from the slide by cutter pulse before capturing  

upper keratinocytes.  Specimens from 3 psoriatic patients were analyzed for ID4 

promoter methylation status by the MSP technique.  The 161 and 157 bp PCR 

products, reflecting nonmethylation and methylation, are indicated by U and M, 

respectively.  Sample sources of genomic DNA are listed above each lane. HEp2, 

HaCaT, and SW480 were used as positive controls for hypermethylation, 

nonmethylation and semi-methylation, respectively. * indicates standard size DNA 

markers. 
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Figure 2 

 
 

 

 

 19 
 



Figure 3 
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Figure 4 
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Table 1 Inverse correlation of ID4 promoter status and mRNA level of 12 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 

 

PBMC  Unmethylated promoter   0.43 

 

 

Table 1 The 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.  
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